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A. 研究目的 

 C型肝炎ウイルス（HCV）感染は成人感染でも

高率に慢性化し、肝硬変から肝癌に至る慢性肝疾

患の原因となる。世界中に多くのHCV感染者が存

在し、日本でも150万人の感染者の存在が報告され

ている。近年、輸血後のC型肝炎は減少しているが、

医療従事者や薬剤常用者、もしくはC型慢性肝炎患

者の介護にあたる者などハイリスク群では依然と

してその感染のリスクにさらされている。 

 C型慢性肝炎患者に対する現行治療の効果は十分

ではなく様々な副作用の報告もある。また、薬剤

が高額なため医療経済を圧迫している。本研究に

よりHCVの感染予防ワクチンが実用化されれば、

感染予防ワクチンによる新規感染者数およびHCV

感染が関わる肝癌発症数の減少が期待できる。 

 我々が開発したJFH-1株を用いたHCVの培養系

により、培養細胞でこのウイルスを増殖させるこ

とが可能となった。またこのシステムではHCVの

培養細胞への感染が観察できるため、中和活性の

評価も可能である。本研究では、このJFH-1株によ
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るHCV細胞培養系を用い、培養細胞で増殖させた

ウイルス粒子を免疫原として用いることでHCVワ

クチンの開発を行う。これまで我々は、培養細胞

で大量生産したウイルス粒子を濃縮精製し、その

精製粒子をワクチン抗原として接種することによ

り中和抗体が得られることをマウスモデルで確認

している。さらに昨年度の検討で、よりヒトに近

い霊長類動物モデルであるアカゲザルでも同様の

検討を行い、中和抗体の誘導を確認した。しかし、

アカゲザルの検討で、中和抗体誘導が得られたの

は３頭中Alumをアジュバントとして用いた１頭の

みであった。この中和抗体誘導能の差は、アジュ

バントの違いに依るものである可能性と体重抗原

量比に依存する可能性が考えられた。そこで、本

年度は、霊長類動物モデルでアカゲザルより小さ

いマーモセットを用いて、ウイルス粒子ワクチン

の安全性と有効性の評価を開始した。さらに、ワ

クチン抗原用ウイルス粒子の作製に適した細胞の

検索、新規アジュバントの同定、新規動物モデル

の構築など基礎的な検討も行っている。 

 

B. 研究方法 

１．マーモセットを用いたHCV粒子ワクチンの安

全性と抗体誘導能の評価 

 HCV 粒子ワクチンとして J6/JFH1 株のウイルス

粒子を使用した。J6/JFH1 株を感染させた培養細

胞を大量培養し、HCV 粒子を含む培養上清を限外

ろ過膜とショ糖密度勾配遠心法により精製してワ

クチン抗原とした。１回の投与量は、1 匹あたり

60 pmol の HCV コアタンパク質に相当する HCV

粒子とし、アジュバントにはアカゲザルで効果の

あった Alum（Imject Alum; Thermo SCIENTIFIC

社）を用いた。 

 小型霊長類動物モデルとしてマーモセットを 3

頭用い、ワクチンの投与は京都大学霊長類研究所

にて行った。ワクチン接種が終了したマーモセッ

トは投与開始 16 週後に全採血および臓器摘出を行

い、摘出臓器は安全性評価のためにホルマリン固

定し、病理組織学的検査を行った。 

 また血中のHCV抗体価はJ6CF E1/FLAG融合組

換え型タンパク質、J6CF E2/FLAG融合組換え型タ

ンパク質および遺伝子型1のコアタンパク質である

HCV-213（Prospec社）を用いたELISA法で定量し

た。 

 

２．ワクチン接種マーモセット細胞性免疫応答の

確認 

 ワクチン接種マーモセットの血液より分離、凍

結保存したPBMCに、HCV抗原（HCV-213: ジェ

ノタイプ1 Core 1-102aa ポリペプチド、HCV-214: 

ジェノタイプ2a Core 2-119aa ポリペプチド）を添

加後６時間培養し、細胞よりmRNAを抽出した。

IFN-γおよびGAPDH mRNA発現量をリアルタイ

ムPCR法にて定量し、IFN-γ/GAPDH比を算出し

た。これを基に、同一サル個体におけるワクチン

接種前後のIFN-γmRNA相対値を算出した。 

 

３．ワクチン用 HCV 粒子作製に適した培養細胞の

探索 

 HuH-7 細胞以外で HCV の複製と粒子産生が可

能な培養細胞の同定のため、Vero 細胞、MRC-5 細

胞、CHO 細胞、MDCK 細胞、HEK293 細胞を用

いて探索を行った。また、HCV ライフサイクルの

各ステップでの関与が報告されている宿主因子に

ついて、特異的な primer/probe セットを用いた

TaqMan Gene Expression Assay 法によりそれぞれ

の発現量を Huh 751 細胞と比較し検討した。また

HCV の複製に関わる宿主因子である miR-122 を発

現するレンチウイルスベクターを作製した。ウイ

ルス力価は EGFP を発現するウイルスを用いて

flow cytometry および、qRT-PCR により決定した。 

 

４．正常ヒト肝細胞からの不死化細胞株樹立 

 正常肝細胞にアデノウイルスのE1遺伝子を導入

し、不死化細胞株の作製を試みた。細胞を不死化

するためにアデノウイルスのE1遺伝子発現ユニッ

トを構築し、インターフェロン (IFN) シグナルの

阻害のため IRF7ドミナントネガティブ変異体

(IRF7DN)発現ユニットを構築した。これらの遺伝

子が同時に細胞内で導入され発現されるように、
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これらの発現ユニットを結合し、さらにレンチウ

イルスベクターに組み込んだ。このレンチウイル

スを用いてヒト正常肝細胞にこれらの遺伝子を導

入した。 

 

５．リコンビナントE2蛋白質免疫によるHCV感染

中和抗体の誘導 

 293T細胞およびショウジョウバエ由来のＳ２細

胞にHCVのE2蛋白質を発現させ、培養上清中に分

泌したE2蛋白質をアフィニティ精製法により回収

した。精製E2蛋白質をBALB/cマウスに免疫して感

染中和抗体誘導能を異なる遺伝子型のHCVで確認

した。E2蛋白のdeletion mutantを作製し、抗体の

エピトープを探索した。さらにE2蛋白質の糖鎖を

改変することにより、糖鎖の中和抗体誘導の影響

を解析した。 

 

６．日本脳炎ウイルスsubviral particleを用いた

HCVワクチン抗原作製の研究 

 日本脳炎ウイルス(JEV)はHCVと同様にフラビウ

イルス科であり、既にワクチンの安全性や有効性、

生産手段が確立されている。そこでJEVのsubviral 

particle（SVP）を用いて、この粒子上にHCVの中

和エピトープを提示させる事により、HCVワクチ

ンの抗原として使用する系の構築を試みた。まず、

JEV E蛋白質中の外来遺伝子挿入可能部位の探索の

ため、JEV Nakayama株由来のprM-E領域cDNAを

CAGプロモーター下流に挿入した構造領域発現プ

ラスミドを構築した。さらに構造領域内のエンベ

ロープでウイルス粒子の外側に露出していると考

えられる複数の部位にFLAG tag配列あるいはHCV

のE2由来中和エピトープ配列を挿入した。これら

のプラスミドを293T細胞にトランスフェクション

し、その培養細胞内および培養上清中のSVPをウ

エスタンブロット法で検出した。 

 

７．pH応答性炭酸アパタイトを用いた新規アジュ

バントの検討 

 HCVワクチンにより強い免疫を誘導するために

は効果的なアジュバントの開発が必要である。近

年、理化学研究所で開発された炭酸アパタイトは、

炭酸イオンを含有している水酸アパタイトであり、

炭酸イオンが不純物となって結晶性が低下してい

る。この炭酸アパタイトは、他の蛋白質や核酸と

複合体を形成する事が可能であり、形成された複

合体は細胞内へ効率よく導入される。従って、こ

のアパタイトをアジュバントとして使用すれば樹

状細胞への効率的な抗原導入が可能であり、複合

体を形成している目的蛋白質に対する免疫を強く

誘導できることも報告されている。 

 そこでこの炭酸アパタイトをHCVワクチンのア

ジュバントとして用いるために、ウイルスのVLP

と炭酸アパタイトの複合体形成が可能か検討を行

った。HEVおよびノロウイルスのVLPをDMEMに

加え、さらにCaCl2を加えて室温で静置し、炭酸ア

パタイト-VLP複合体を形成させた。複合体を遠心

により沈殿させた後、pHを酸性にすることにより

複合体を再度溶解させ、含有されていたVLP量を

ELISAにより測定した。 

 

８．TLR3活性化RNA構造の同定とアジュバント機

能 

 核酸認識自然免疫レセプターのひとつである

Toll-like receptor 3 (TLR3)は、抗原提示能の高い骨

髄系樹状細胞のエンドソームに高発現し、CTL, 

NK 細胞活性化のシグナルを伝達する事から、

TLR3 リガンドは次世代アジュバントとして期待さ

れている。そこで TLR3 によって認識される RNA

構造と細胞外核酸のデリバリーシステムを明らか

にすることで、副作用が少なく効果的に細胞性免

疫応答を誘導する新規 TLR3 アジュバントの開発

を試みた。 

 TLR3がdsRNA以外のRNA構造を認識するかど

うか明らかにするため、感染防御にTLR3が重要な

役割を果たすポリオウイルスのcDNAをテンプレ

ー ト に し 〜 800nt の 連 続 し た sense RNA 

segments(PV1 〜 PV10), complementary RNA 

segments (cPV1〜cPV10), それらをアニールした

dsRNA(dsRNA1〜dsRNA10)をin vitro 転写合成

しTLR3活性化能をレポータージーンアッセイで調
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べた。TLR3活性化能を有するRNAのFCS存在/非

存在下での安定性を調べるとともに、コンピュー

ター解析で二次構造予測を行った。また、野生型

およびTLR3欠損マウスの脾臓CD11c陽性樹状細胞

を用い、RNA刺激によるIFN-, 炎症性サイトカ

イン産生を測定した。更に、標識RNAを用いて樹

状細胞、上皮系細胞におけるRNAの取り込みを解

析し、poly(I:C)の取り込みに必須の分子ラフトリ

ンが機能性RNAの取り込みにも関与するか否かノ

ックダウン実験で確認した。RNA二次構造予測と

dsRNA領域のマッピング実験より、TLR3を活性化

できるコアなRNA構造を明らかにした。 

 

９．HCVワクチン評価のための新規霊長類モデル

の確立 

 ワクチンの有効性や安全性の評価のためには動

物モデルでの検討が必要である。しかしHCVは宿

主域が狭く、チンパンジー以外の動物では感染と

それに伴う免疫反応を観察することは難しい。こ

の感染動物モデルの不在が、HCVワクチンの開発

に不可欠な個体レベルでの有効性や安全性の評価、

C型肝炎の病態解析の大きな障壁となっている。

そこでHCVと近縁のGBV-Bと、新世界ザルである

マーモセットの感染モデルを用い、HCVとGBV-C

のキメラマウスを作製する事で、新規HCV感染霊

長類モデルの樹立を試みた。 

 HCV/GBV-Bキメラウイルスとして、GBV-Bを

ベースにE1、E2領域をHCV由来遺伝子に置換した

GB/HCE12およびコア、E1、E2領域を置換した

GB/HC uCE12を構築した。これらクローン由来ウ

イルスRNAをマーモセットに麻酔下で肝臓に直接

接種した。その後、経時的に採血しウイルス複製

増殖能を評価した。 

 

（倫理面への配慮） 

 各種組換えDNAを用いた感染性ウイルスの作製

および感染実験は、大臣確認申請を行い承認を受

けた。本研究で使用したヒト由来試料はすでに樹

立された細胞株であり倫理面での問題はない。す

べての動物実験は，それぞれの実験を行った施設

の動物実験委員会の審査・承認を得た実験計画に

基づき、倫理的配慮を行いながら実施した。マー

モセットの実験は、実験を行なった京都大学の動

物実験委員会で承認された実験計画に基づき、倫

理的配慮を行いながら実験を実施した（承認番号

2013-061、研究課題名「HCV不活化ワクチン接種

実験」）。ヒトの遺伝子解析を行う予定はない。 

 

C. 研究結果 

１．マーモセットを用いたHCV粒子ワクチンの安

全性と抗体誘導能の評価 

 Alum をアジュバントとして HCV 粒子ワクチン

を投与したマーモセット 3 頭の血漿中に含まれる

抗 HCV 抗体価を EIA にて評価した。３頭中２頭

のマーモセットで抗原投与開始後に抗 E2、抗 E1

抗体価の上昇を認め、HCV に対する抗体誘導が確

認できた。また、他の遺伝子型株に対する反応性

の確認のため、ワクチンに使用した株とは異なる

遺伝子型 1 のコアタンパク質である HCV-213 を抗

原とした EIA でも確認した。その結果、抗 E2、抗

E1 抗体価の上昇を認めた２頭のマーモセットでは、

遺伝子型 1 に対する抗コア抗体価の上昇が確認で

きた。しかしワクチン投与を行ったうちの残りの

１頭ではこれらの抗体誘導は確認できなかった。 

 安全性の評価のため、ワクチン投与を行った３

頭のマーモセットすべてで血液検査を行ったが、

肝逸脱酵素や炎症マーカーなど肝障害や他の有害

事象を思わせる所見は得られなかった。３頭中１

頭のマーモセットでは解剖し、病理組織学的解析

を行ったが、ワクチンに由来すると思われる異常

所見は認めていない。 

 

２．ワクチン接種マーモセット細胞性免疫応答の

確認 

 ワクチン接種マーモセットでの細胞性免疫誘導

についても解析を行った。ワクチン接種マーモセ

ットのPBMCに、ワクチンと同じ遺伝子型2a株由

来Coreペプチドを添加し刺激したところ、接種前

のPBMCと比較して有意なIFN mRNAの発現誘

導が認められた。このIFN発現はワクチン接種回
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数とともに上昇し、また遺伝子型1株由来のCore

ペプチドでは有意な発現誘導が生じなかったこと

から、ワクチン抗原刺激により特異的な細胞性免

疫が誘導されていると考えられた。 

３．ワクチン用 HCV 粒子作製に適した培養細胞の

探索 

 ワクチン製造細胞として実績がある細胞として、

HuGK-14細胞、MRC-5細胞、Vero細胞、MDCK細

胞、CHO細胞、非がん細胞としてHEK293細胞を

選択し検討を行った。これらの細胞に全長HCV 

RNAを導入し、HCVの増殖について検討したが、

いずれの細胞でもHCVのゲノム複製、ウイルス産

生は観察されなかった。そこで、これらの細胞で

HCVライフサイクルに重要な宿主因子の発現量を

測定した。HCV複製に重要なmiR-122はHuGK-14

細胞ではHuh-7.5.1細胞と同レベルの発現が見られ

たが、その他の細胞ではいずれもほとんど発現し

ていなかった。さらに、HuGK-14細胞では複製に

関わるCKB、粒子形成に関わるApoE、cPLA2の発

現量が、MRC-5細胞ではEntryに関わるClaudin-1、

複製に関わるCKB、粒子形成に関わるApoEの発現

量が、HEK293細胞ではEntryに関わるClaudin-1、

粒子形成に関わるApoEの発現量が低いことがわか

った。 

 そこで、HEK293細胞に注目し、レンチウイルス

でmiR-122、ApoE、Claudin-1を導入することによ

りHuh-7.5.1細胞と同レベルの発現が見られる

HEK293細胞を作製し、HCVの増殖について確認

した。その結果、この細胞ではHCVの複製が可能

である事が確認でき、また培養上清中にはごくわ

ずかではあるが感染性のHCVが存在することも確

認できた。 

 

４．正常ヒト肝細胞からの不死化細胞株樹立 

 正常ヒト肝細胞は Lonza 社の hNHeps を使用し、

HGF を添加して培養した。その後、アデノウイル

スの E1 遺伝子を発現するレンチウイルス

(pLVSIN-AdE1)、E1 遺伝子とともに IRF7DN を発

現するレンチウイルス(pLVSIN-AdE1-IRF7DN)を

それぞれ感染させた。これらのウイルスを感染さ

せた hNHeps を puromycin を含有するメディウム

で培養したが、増殖する細胞は出現してこなかっ

た。導入効率の確認のため、hNHeps に GFP 発現

レンチウイルスを感染させたところ、約 50％の細

胞への遺伝子導入が確認できた。 

 

５．リコンビナントE2蛋白質免疫によるHCV感染

中和抗体の誘導 

 293T細胞およびS2細胞で発現させたE2蛋白質を

マウスに免疫して抗体誘導能を確認した。免疫後

のマウス血清中にE2抗体の上昇を確認でき、E2抗

体誘導能には二種類のE2蛋白質間で差は無かった。

しかし中和活性の検討では、293T細胞由来E2蛋白

質で免疫したマウス（293-E2）血清では感染中和

活性を検出したが、S2細胞由来E2蛋白質によるマ

ウス（S2-E2）血清ではほとんど検出できなかった。

そこで、293-E2血清からIgGを精製して（293-E2-

IgG）異なる遺伝子型のHCVccに対する感染中和活

性を検討したところ、同程度の感染中和活性が確

認できた。従って、293T細胞由来E2蛋白質でのマ

ウスでの免疫では遺伝子型およびウイルス株に対

して共通の感染中和エピトープに対する抗体が誘

導されていると考えられた。 

 また、抗体のエピトープを探索するために、E2

蛋白のdeletion mutantを作製してELISA法により

293-E2-IgGの反応性を確認した。その結果、293-

E2-IgGの主要なエピトープはE2蛋白質の540-550ア

ミノ酸近辺に存在することが確認された。さらに

HCVのE2蛋白質の11ヶ所のN型糖鎖付加部位を変

異させ糖鎖付加のなくなる変異型E2蛋白質を293T

細胞で作製し（E2NQ1〜E2NQ11）、マウスに免

疫することで抗E2抗体誘導能を検討したところ、

すべてのマウス個体で抗E2抗体の上昇が見られ、

糖鎖付加は感染中和抗体誘導にあまり影響を与え

ないと考えられた。 

 

６．日本脳炎ウイルスsubviral particleを用いた

HCVワクチン抗原作製の研究 

 JEV の E 蛋白質の立体構造からウイルス粒子の

外側に露出されると予想される部位に FLAG tag
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配列を挿入したプラスミドを 293T 細胞にトランス

フェクションすると、全てのコンストラクトにお

いて細胞内での発現が認められた。さらに培養上

清中に分泌されている SVP をウエスタンブロット

法で検出したところ、一部で SVP の分泌が確認で

きた。そこで、これらのコンストラクトの FLAG 

tag 部分を HCV エンベロープ(E2)蛋白質中の中和

エピトープとして報告されているペプチド配列に

置換して検討したところ、HCV の中和エピトープ

を持つ SVP でも培養上清への分泌が確認された。

そこで、HCV の中和エピトープ配列を挿入した

JEV SVP を高発現する 293T 細胞株を、レトロウイ

ルスベクターを用いて樹立した。 

 

７．pH応答性炭酸アパタイトを用いた新規アジュ

バントの検討 

 炭酸アパタイトとHEV、ノロウイルスとの複合

体を形成させることができた。HEVの場合、CaCl2

濃度7.8mMで添加量の約30％弱が取り込まれた。

ノロウイルスの場合、CaCl2濃度7.8mMでは取り込

みはほとんど見られなかったが、25.8mMまで上げ

ると添加量の約10％程度を取り込ませることがで

きた。VLPにより複合体形成の条件は異なり、カ

ルシウム濃度等の条件検討が必要なことが判明し

た。 

 

８．TLR3活性化RNA構造の同定とアジュバント機

能 

 PV-ssRNAのなかで一部のssRNAにTLR3活性化

能があることが判明した。このTLR3活性化能を有

するRNAはFCSを含む溶液中で分解抵抗性であり、

安定な構造をとる。こうした構造RNA (structured 

RNA) は poly(I:C) の細胞内取り込みと同様に

Raftlin-clathrin依存的経路で取り込まれ、ヒト上皮

系細胞や繊維芽細胞からIFN-β産生を誘導した。ま

た、structured RNAはdsRNA同様、TLR3細胞外

ドメインのN末とC末に存在するdsRNA結合サイ

トを介してTLR3と結合することが判明した。

dsRNA特異的RNaseIIIで処理するとIFN-誘導活

性が消失することから、 structured RNA中の

dsRNA領域が活性に重要であると考えられた。コ

ンピューター解析によるRNA二次構造予測と

dsRNA領域のマッピング実験から、 structured 

RNAはbulge/internal loopをもつ比較的長い不完

全なdsRNA領域を有することがわかった。 

 

９．HCVワクチン評価のための新規霊長類モデル

の確立 

 HCV/GBV-BキメラウイルスであるGB/HCE12お

よびGB/HC uCE12のRNAをマーモセットの肝臓に

接種した。その結果、感染８週までの時点で血漿

中からウイルスRNAが断続的に検出され、上記の

キメラウイルスはマーモセット体内で増殖可能で

あることが示唆された。 

 

D. 考察 

 本研究では、不活化した HCV 粒子をワクチンと

して使用する場合の有効性と安全性の評価を目的

としている。本年度は体重抗原量比を考慮して小

型霊長類であるマーモセットを用いて検討を行っ

た。マーモセットは霊長類実験モデル動物として

広く利用され、またワクチンの有効性評価に用い

られた実績もある。本検討ではマウスで感染中和

抗体誘導が認められた抗原量（ 2 pmol core 

protein/20g BW）を目安として、マーモセットの

体重（約 300g）から投与量を決定した（60 pmol 

core protein/300g BW）。アジュバントはアカゲ

ザルのワクチン接種実験において感染中和抗体が

誘導された Alum を用いた。 

 ワクチン投与の結果、免疫したマーモセット 3

頭中 2 頭で HCV の E1, E2 蛋白質に対する抗体の

誘導が認められた。さらにこれらの個体では免疫

に用いた HCV 株とは異なる遺伝子型株のコアタン

パク質に対する抗体誘導も確認された。残りの１

頭では抗 HCV 抗体の誘導は確認できず、これは個

体差によるものと考えられた。また、細胞性免疫

誘導について解析を行ったマーモセットでは、ワ

クチンと同じ遺伝子型 2a 株由来 Core ペプチド添

加刺激により IFNγmRNA の発現誘導が認められ、

このワクチン投与により液性免疫だけではなく細
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胞性免疫が誘導されることも確認できた。なお、

これらのワクチン投与マーモセットの血液検査や

解剖による病理組織学的検査の結果では、これま

でのマウスやアカゲザルでの検討と同様にワクチ

ンに由来すると思われる有害事象は確認されてい

ない。今後は Alum よりも効率的に抗体誘導、細

胞性免疫誘導が期待できる新規アジュバントを用

いて、さらに検討を進める予定である。 

 HuH-7 細胞以外の培養細胞で HCV 増殖が可能

な細胞の検索の結果、調べた範囲では HCV の増殖

が可能な新規細胞は同定されなかった。その中で

HEK293 細胞では、miR122 を強制発現させること

により HCV の複製が可能になり、さらに

Claudin-1 と ApoE を発現させることにより、わず

かではあるが感染性ウイルス粒子の産生も確認で

きた。今後、さらに HCV 複製に関わる宿主因子を

この細胞に補う事で、HCV の増殖が可能な非癌細

胞 HCV 産生系を構築したい。 

 また別の方法として、正常肝細胞を不死化する

ことによる HCV 増殖が可能な細胞系の構築にも取

り組んだ。正常肝細胞にレンチウイルスを用いて

アデノウイルスの E1 遺伝子および IRF7 ドミナン

トネガティブ変異体を導入し不死化を試みたが、

増殖してくる細胞は獲得できなかった。過去の報

告では初代培養肝細胞の不死化にテロメラーゼ

（hTERT）遺伝子が必要だった事も報告されてお

り、今後アデノウイルスの E1 遺伝子と IRF7 ドミ

ナントネガティブ変異体に加え hTERT の遺伝子の

導入についても検討したい。 

 リコンビナントE2蛋白質による抗E2抗体誘導お

よび感染中和活性誘導についても検討した。今回

の検討の結果、S2細胞よりも293T細胞で作製した

リコンビナントE2蛋白質の方が感染中和抗体誘導

能が高く、この293T細胞由来E2蛋白質で免疫した

マウス血清から精製した293-E2-IgGは異なる遺伝

子型のHCVccに対しても同程度の感染中和活性を

示すことが明らかとなった。またこの293-E2-IgG

のエピトープはE2蛋白質の540-550アミノ酸近辺に

存在し、またE2蛋白質の糖鎖付加は感染中和抗体

誘導にあまり影響しないことも明らかになった。

これらの結果をふまえ、今後効率的に感染中和抗

体誘導が可能な免疫源となるエピトープを探索し

たい。 

 また新たなワクチン抗原作製方法として、JEVの

SVPを用いる方法を試みた。JEV prMEにFLAGタ

グ配列およびHCVの中和エピトープ由来配列を挿

入することで、これらの配列を表面に持ったSVP

が分泌される事を確認した。またそのようなSVP

を効率良く発現、精製する事に成功した。今後、

さらに長いアミノ酸配列の挿入の可能性について

も検討を行い、さらに精製した抗原をマウスに免

疫することで中和抗体の誘導が可能か評価を行い

たい。 

 新規アジュバントの候補として炭酸アパタイト

の可能性について検討を行った。今回の検討では

HEVとノロウイルスのVLPの炭酸アパタイトへの

結合が確認できた。しかし、これらのVLPはいず

れもエンベロープ蛋白を持たないキャプシドのみ

で構成されるウイルスのものであり、エンベロー

プ蛋白を持つHCVのVLPの炭酸アパタイトへの結

合についてはさらに検討が必要である。今後、バ

キュロウイルス発現系によるHCV VLPを用いた検

討を進めて行く。また、HEVやノロウイルスの

VLPを結合させた炭酸アパタイトについては、免

疫誘導能の確認を行いたい。 

 さらに次世代のアジュバントとして期待されて

いるTLR3アゴニストについても、その活性化機構

について検討を行った。本年度の研究により、不

完全なdsRNA領域をもち細胞外で安定な構造の

RNA (structured RNA)がTLR3のリガンドとなりう

ることが明らかになった。TLR3特異的アジュバン

ト開発においては、TLR3で認識されるRNA構造と

ともに取り込みレセプターで認識されエンドソー

ムTLR3に送達されるが細胞質RNAセンサーを活性

化しない構造であることが重要であると考えられ

た。 

 ワクチンの有効性評価のためには、中和抗体の

誘導能の評価だけでなく、慢性化阻止効果の評価

も重要となる。しかし、現状では慢性化阻止能を

評 価 で き る 実 験 系 は 存 在 し な い 。 我 々 は
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HCV/GBV-Bキメラウイルスを用いて、マーモセ

ット感染モデルの構築を行っている。本年度の研

究により、HCV/GBV-BキメラウイルスRNAを肝

臓に接種したマーモセットから断続的にウイルス

RNAの検出が可能であった。これは用いたキメラ

ウイルスがマーモセットの肝臓で増殖可能である

事を示していると考えられ、今後さらに詳細な検

討を進めて行く。 

 

E. 結論 

１．小型霊長類モデルであるマーモセットを用い、

HCV不活化粒子ワクチンの有効性と安全性につい

て検討を行った。ワクチン投与を行った３頭のマ

ーモセットの中で、２頭で抗HCV抗体の誘導が認

められた。ワクチン投与に関連した異常所見は認

めなかった。 

 

２．上記のワクチン接種を行ったマーモセットに

おいて、細胞性免疫の誘導が確認された。 

 

３．非癌細胞であるHEK293細胞においてレンチウ

イルスベクターを用いてmiR-122を発現させること

によりHCV複製が観察される様になり、さらに

Claudin-1とApoEを発現させることにより、感染

性のウイルス産生が認められた。 

 

４．293T細胞で作製したリコンビナントE2蛋白質

による感染中和抗体誘導能を検討した。 

 

５．正常ヒト肝細胞にアデノウイルスのE1遺伝子

とIRF7DNを発現する事により不死化細胞の樹立を

試みた。これらの因子の導入のみでは、不死化細

胞を得る事は出来なかった。今後、さらに必要な

因子の同定を目指す。 

 

６．JEVのエンベロープ領域中に外来ペプチドの挿

入を許容する部位を同定し、さらにHCVの中和エ

ピトープを挿入したJEV SVPを効率良く発現、分泌

する細胞株を樹立することができた。 

 

７．新規アジュバント候補として炭酸アパタイト

について検討した。炭酸アパタイトにHEVおよび

ノロウイルスのVLPを結合させることが可能であ

った。 

 

８．細胞外からTLR3-TICAM-1経路のみ活性化し、

自然免疫応答を誘導する新規 TLR3 リガンド 

(structured RNA) を同定した。 

 

９．HCV感染評価のための新規動物モデルとして

HCV/GBV-Bキメラウイルスとマーモセットを用

いた感染系の構築を行った。このモデルはワクチ

ン投与による感染防御効果の実証のために適した

モデル動物と考えられ、今後このモデルの確立に

向けて検討を続けて行く。 
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