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研究要旨： C型肝炎ウイルスワクチンの実用化には，モデル動物を用いた安全性・有効性
の評価が必要不可欠である．今年度までに、本研究班で開発したHCVワクチンを実験用霊
長類へ接種し、その有効性について評価を行った。その結果、当該ワクチンは中和抗体お
よび細胞性免疫応答の両者を誘導可能であることが明らかとなり、HCV予防のみならず治
療用ワクチンとしての可能性を示す貴重な成果を得た。更に、ワクチン免疫による感染防
御効果を実証する目的で、前臨床試験用モデル動物として有望なキメラウイルス感染マー
モセットを新たに開発した。今後より優れた評価モデルに向けて重要な役割を担うものと
期待される。さらに、キメラウイルスの持続感染能獲得に必要な免疫回避機構に関する基
盤研究を推進した。以上、HCVワクチンの臨床応用に向けた基盤研究が大きく進展した。 

 

A. 研究目的 

 C型肝炎の原因ウイルスであるHepatitis C 

virus（HCV）は非A，非B型肝炎ウイルスとして

ヒト骨髄から20年以上前に単離された（Choo 

et al., Science, 1989, 24, 359-362）．現在HCV

は世界的に蔓延しており，1億7千万（世界人口

の3%近く）がキャリアと見られている．日本で

の持続感染者は190万人～230万人存在すると推

定されているが，自覚症状がないことが多く，

肝硬変や肝癌へ移行する感染者が多く存在する

ことが問題となっているため，抗ウイルス剤や

治療用ワクチン開発が急務である． 

 近年，脇田らのJFH-1株の発見によりHCV

の培養が可能となった（Wakita et al., Nature 

Medicine, 2005, 11, 791-796）．大量精製した

HCV粒子を不活化することでHCVの予防・治療

ワクチンとしての実用化を目指しているが，そ

のためには安全性・有効性の評価にあたりHCV

感染動物モデルが非常に重要である．しかし

HCVはチンパンジー以外の動物では疾患モデル

が存在しないという宿主域の狭さの問題がある．

さらにチンパンジーの感染実験使用は絶滅危惧

種である上に，倫理的観点から我が国を始め諸

外国でも認められていない．これらのことがワ

クチンの開発に不可欠な個体レベルでの安全

性・有効性評価，さらにC型肝炎の病態解析を

行なうにあたって大きな障壁となっている． 

 この問題を克服する方法の1つとしてGBV-B/

新世界ザル-サロゲート感染モデルの応用が挙げ

られる．GBV-Bはタマリンから単離され，HCV
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と同じくヘパチウイルスとして分類されており，

新世界ザルに感染性を示し，急性および慢性C

型肝炎様病態を引き起こす．我々が行なってき

たマーモセットへのGBV-B接種実験では4年以

上の長期に渡り，ウイルス血症およびALT値の

上昇，肝線維化を伴う慢性C型様肝炎を呈する

ことを世界で初めて見出した．以上を踏まえ、

本研究ではマーモセットを用いたHCVワクチン

の免疫誘導能を検証した。次に、HCVワクチン

評価に必要な慢性C型肝炎のサロゲート病態解

析に用いる霊長類モデルとしてHCV/GBV-Bキメ

ラウイルス感染マーモセットモデルの確立を目

指し，キメラウイルスの構築および複製能の評

価を行った．またこれと平行して、HCVワクチ

ンの有効性評価のための基盤研究を進めた。 

 

B. 研究方法 

・細胞性免疫応答の解析：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お

よびGAPDH mRNA発現量をリアルタイムPCR

法にて定量し、IFN/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IFNmRNA相対値を算出した。 

・キメラウイルス接種実験：キメラウイルスク

ローンは、GBV-BをベースとしてCoreおよび

E1，E2領域をGBV-Bの相当する遺伝子領域に

置換したHC/GBであるGB/HC uCE12及び

GB/HCE12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。 

・GBV-B/マーモセット感染実験：GBV-Bスト

ック血清を経静脈もしくは経肝臓にて接種した

後、ケタミン麻酔下で定期的に採血し，血算・

生化学検査、血漿中ウイルス量および抗ウイル

スCore, E2, NS3抗体価の定量および次世代シ

ークエンサーによるゲノム変異解析を行った。

なおすべての動物実験は，倫理面を含めて京都

大学動物実験委員会および医薬基盤研究所動物

実験委員会の審査・承認を得て実施した。 

 

C. 研究結果 

(1) HCVワクチンの評価に関する研究 

 ワクチン接種：マーモセット３頭へHCVワク

チンを接種したところ、有意な抗体誘導が確認

された。また臨床的、病理的な副作用は認めら

れなかった（詳細は別頁を参照のこと）。 

 ワクチン接種による細胞性免疫誘導能の検

討：次に、本ワクチンによる細胞性免疫誘導能

について検討を行った。ワクチン接種マーモセ

ットPBMCに、ワクチンと同じジェノタイプ2a

由来Coreペプチドを添加し刺激したところ、接

種前PBMCと比較して有意なIFNγ mRNAの発現

誘導が認められた。このIFN発現はワクチン接

種回数とともに上昇したこと、またジェノタイ

プ1由来Coreペプチドの添加では有意な発現誘

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たものと

考えられた。 

 

(2) HCV/GBV-Bキメラウイルスに関する研究 

 今年度はHCV/GBV-BキメラウイルスGB/HC 
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uCE12及びGB/HCE12のサル個体での増殖能を検討

すべく、キメラウイルスクローンRNAをマーモ

セット肝臓に接種した。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

検出された。従って、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強く

示唆された。現在引き続きフォローアップ解析

を行っている。 

 

(3) HCVワクチンの評価系確立のための基礎的

研究 

 本研究では、急性および慢性GBV-B感染ザル

における感染病態の違いを規定する原因を探る

目的で、獲得免疫応答およびウイルスゲノム変

異について焦点を当て比較検討を行った。 

 獲得免疫応答の解析：急性クリアランス例で

は血中ウイルスRNA量が低下する感染後3ヶ月

頃に抗core、E2、NS3抗体価が上昇する一方で、

GBV-Bキャリアでは顕著な抗体誘導の遅延が見

られた。すなわち、抗core、E2、NS3抗体のい

ずれにおいても抗体価上昇に感染後1年以上を要

した。これらの知見から、特異抗体（おそらく

中和抗体）誘導の遅延が持続感染への移行につ

ながる可能性が考えられた。 

 ウイルスゲノム変異の解析：GBV-Bキャリア

の血中ウイルスゲノムにおいて検出された非同

義置換（アミノ酸置換）変異は、その頻度が遺

伝子領域間で大きな偏りが見られ、一定の選択

圧が影響していると考えられた。この非同義置

換部位について検討したところ、GBV-Bキャリ

アでのみ認められ急性クリアランス例では生じ

ない複数の変異が確認された。この変異につい

て各感染個体における時系列での動態を検討し

たところ、①比較的短期間に頻繁な連続・復帰

変異を生じたもの、②長期にわたり固定され再

変異が生じないもの、さらに③慢性肝炎へと病

態が進行した例でのみ生じた変異、の３種類に

区分された。①についてはCTLもしくは中和抗

体からの逃避変異と想定された。また②ではウ

イルス増殖に有利な適応変異の可能性が考えら

れた。さらに③では肝障害に何らかの影響を及

ぼした変異であることが示唆された。 

 

D. 考察 

 今年度までの研究により、アカゲザルおよび

マーモセットへのHCVワクチン接種により有意

な特異抗体誘導が確認された。また、IFNγ発現

上昇により示される特異的細胞性免疫も平行し

て誘導されることが確認された。このことは、

HCV全粒子によるワクチン接種により多様な抗

ウイルス免疫を誘導しうることを表しており、

HCV予防のみならず、治療用ワクチンとしての

可能性を示す結果として非常に意義深い。 

 こうした結果を踏まえると、更なるワクチン

自身の免疫原性の向上およびアジュバントの最

適化と平行して、ワクチン免疫による感染防御

効果の実証が臨床応用に向けた重要なポイント

となるだろう。この点において、今回示したキ

メラウイルス感染マーモセットはワクチンの有

効性評価のための前臨床試験用モデルとして最

も適していると考えられる。今後、より優れた

評価モデルに向けて更なる改良が望まれる。 

 サル類における感染性を獲得したHCV/GBV-B

キメラウイルスが樹立されたとして、次の課題

はキメラウイルスの持続感染性の獲得だろう。

HCV感染においては、急性クリアランスと持続
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感染への移行の違いを規定する要因としてIFNλ

のSNPが報告されているが、その本態は未だ明

らかではない。この点を明らかにするためには

感染初期段階でのウイルス変異や免疫応答の解

析が不可欠である。しかし通常、HCV感染の発

見は慢性期の肝炎発症時点となることや、HCV

暴露事故等で感染が明らかな場合は直ちにIFN

治療をおこなうことから、未治療のHCV感染者

について感染初期から経時的に血液サンプルを

入手することは困難である。従って、持続感染

化移行に係る原因探索は容易ではないのが実情

である。我々はこれまでに、HCVと同じフラビ

ウイルス科ヘパシウイルス属に分類されるGBV-

Bのサル感染実験において、HCV感染と同様に

急性クリアランス例と持続感染移行例（GBV-B

キャリア）が見られることを報告している。特

に、接種に用いるGBV-Bウイルスは感染性分子

クローン由来であるため、病態の異なるサル個

体における比較解析に適していると考えられる。

今回の解析の結果、特異抗体（おそらく中和抗

体）誘導の遅延およびウイルスゲノムの適応変

異が持続感染への移行につながっている可能性

が考えられた。今後、これらの現象がウイルス

持続感染化とどのように関連しているのか、そ

の機能的意義について詳細な解析を進めていき

たい。 

 

E. 結論 

 本研究班で開発したHCVワクチンは、サル類

に中和抗体および細胞性免疫応答の両者を誘導

可能であることが明らかとなった。HCV予防の

みならず、治療用ワクチンとしての可能性を示

す結果として非常に意義深い。更に、ワクチン

免疫による感染防御効果を実証するために開発

を進めているキメラウイルス感染マーモセット

は最も適している前臨床試験用モデル動物と考

えられ、今後より優れた評価モデルに向けて重

要な役割を担うものと期待される。 
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