
 1 

 

HVJエンベロープの新ワクチン・デリバリーの開発 
 

研究分担者 金田安史 大阪大学大学院医学系研究科・教授 

 

 

研究要旨 

 HVJ-Eは不活性化したセンダイウイルス粒子であるが、遺伝子や核酸を封入し

膜融合作用により細胞質内への直接導入が可能である。しかし生体組織では HVJ

由来の蛋白質に対する免疫反応が惹起され、抗体による中和反応がおこることが

考えられる。培養細胞での実験で抗体による遺伝子発現の阻害のためには抗体と

HVJ-Eとの Pre-incubationが必要であるが、Pre-incubationしなければ阻害さ

れなかった。またマウス骨格筋へ遺伝子を封入しない HVJ-Eを連続投与し、その

2週間後にルシフェラーゼ遺伝子封入 HVJ-Eを投与しても、遺伝子を封入しない

HVJ-Eを連続投与しなかった場合のルシフェラーゼ遺伝子発現と比較して、遺伝

子発現の抑制は見られず、連続投与が可能であることが明らかになった。 

 

 

A．研究目的 

抗体存在下でも HVJ-Eによる遺伝

子導入が機能するかどうかを培養細

胞とマウス骨格筋への遺伝子導入に

より検証することを目指した。 

 

B．研究方法 

HVJ-Eは ATCCより購入した 

Sendai virusの Z株(VR-105 

parainfluenza 1 Sendai/52)を用い、

有 精 鶏 卵 で 増 殖 さ せ 、 紫 外 線 (99 

mjoule/cm2)で不活性化し HVJ-E と

した。 

抗体としては研究室で作成した

HVJの融合蛋白 Fに対するウサギ抗

血 清 を 用 い る こ と に し た 。 CMV 

promoter で ド ラ イ ブ さ れ る

luciferase geneを載せたプラスミド

(CMV-luc)200μgを HVJ-E(10000 

HAU)と混合(100 μl TE buffer)し、

on iceで 0.5%Triton-X100により 5

分間処理後、18500×gで 15分の遠心

をして HVJ-Eに封入した。これを血

清入りの培地中で HEK293細胞（前日

に 5×105個で培養したもの）と 1時

間接触させた。このとき 300 μg/ml

の濃度になるように硫酸プロタミン

を培地中に加えた。その後培地効果を

行い、24時間後のルシフェラーゼ活

性を測定した。これを 100%として抗

体を作用させたときのルシフェラー

ゼ遺伝子発現を評価した。生体組織で

の遺伝子発現を調べるため、マウスの

骨格筋での遺伝子発現で評価するこ

とにした。まず CMV-lucを封入した

HVJ-Eを前脛骨筋に注射し 48時間後

の骨格筋でのルシフェラーゼ活性を

測定しその値を 100とした。次に別の

マウスに遺伝子を封入しない HVJ-E

を 1週間隔で 2回前脛骨筋に注射した。

そのマウスでは HVJに対する抗体が

検出された。その 1週間後に CMV-luc

を封入した HVJ-Eを筋肉内に注入した。 
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(倫理面への配慮) 

動物実験についてはすでに大阪大

学医学系研究科での審査を受けてお

り、その安全委員会の指針に従って施

行された。また組換え DNAの実験に

ついては、組換え DNA実験計画の機

関承認が得られており、大学等におけ

る組換え DNA実験指針に従って行っ

た。本計画においては、臨床研究デー

タの使用や患者資料の使用、ヒト遺伝

子解析などは含まれなかった。 
 

C．研究結果 

HVJ-Eへの遺伝子封入効率は 15％

程度であった。希釈しない F抗血清と

HVJ-Eを混合し、37度で 30分イン

キュベートして、HEK293細胞にかけ

ルシフェラーゼ遺伝子発現を調べた。

コ ン ト ロ ー ル と し て Preimmune 

serumを用いた。Preimmune serum

を用いた場合の遺伝子発現は約 90%

であったが、F 抗血清の場合は、0に

なった。抗血清を 4倍希釈すると約

10%の遺伝子発現であった。次に、F

抗血清と HVJ-Eを混合し、インキュ

ベートなしに直接 HEK293細胞に作

用させた。ルシフェラーゼ遺伝子発現

は全く阻害されなかった。マウスの骨

格筋での遺伝子発現については、遺伝

子を封入しない HVJ-Eを 1週間隔で

2回前脛骨筋に注射し 48時間後の遺

伝子発現は、遺伝子未封入の HVJ-E

の連続投与した場合の遺伝子発現と

比較して、有意差のない同じ値が得ら

れ、抗 HVJ抗体が存在する個体におい

ての遺伝子発現は全く阻害されなか

った。 

 

D．考察 

HVJ-Eによる遺伝子導入は HVJの

エンベロープと細胞膜の融合に依存

している。培養細胞での実験で抗体に

よる遺伝子発現の阻害のためには抗

体とHVJ-EとのPre-incubationが必

要であるが、これがなければ阻害され

なかったことより、融合反応が抗体の

吸着よりも非常に迅速に起こること

が原因ではないかと推測される。した

がってマウス実験でも明らかなよう

に、中和抗体存在下であっても標的組

織への直接投与法を行う限りは、遺伝

子導入は阻害されないと考えられる。

現在 HVJ-Eはそれ自身が有する抗腫

瘍作用により、癌治療のための臨床研

究に用いられており、投与を受けた患

者血清中には抗 HVJ抗体が上昇する

ことが分かっている。実際に、この患

者では HVJ-Eの第 1サイクルの 2週

間で 6回投与により NK活性が上昇し、

投与をやめると 4週間の間に NK活性

が減少した。次いで、第 2サイクルの

2週間 6回投与で NK活性は再び上昇

した。HVJに対する抗体が存在しても

HVJ-E の抗腫瘍免疫の活性化作用は

影響を受けないことが臨床研究でも

裏付けられている。 

 

E．結論 

HVJ-E による遺伝子発現は中和抗

体により影響されないので連続投与

が可能である。 

 

F．健康危険情報 

異常なし 
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２．実用新案登録 

なし 
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