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研究代表者 加藤 孝宣 国立感染症研究所ウイルス第二部 室長 

 

 

研究要旨；JFH-1株を用いたC型肝炎ウイルスの細胞培養系を用い、ウイルス粒子を培養細
胞で大量生成し、そのウイルス粒子を精製不活化後ワクチン抗原として用いることでC型肝
炎ウイルスワクチンの樹立を目指す。本年度は粒子ワクチンを用い、小型霊長類モデルで
あるマーモセットを用いワクチン接種の有効性と安全性の検討を開始した。その結果、一
部の個体で抗HCV抗体の誘導および細胞性免疫の誘導が確認されている。また、ワクチン
投与に関連した異常所見は認めていない。さらに新規HCV増殖が可能な非癌細胞由来細胞
株の検索、新規ワクチン抗原の試み、新規アジュバントの確立とその評価、HCV感染評価
のための新規動物モデルとなるHCVGBV-Bキメラウイルスの検討等も行っている。 
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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



 4 

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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分担研究報告書 

 

HCVワクチン用粒子作製を目的としたHCV複製可能細胞の探索 
 

       研究分担者 加藤 孝宣 国立感染症研究所ウイルス第二部 室長 

       研究協力者 村山 麻子 国立感染症研究所ウイルス第二部 

 

 

研究要旨：JFH-1 株の発見により、培養細胞中で HCV 粒子の合成が可能になり、この
合成ウイルス粒子を用いた感染予防ワクチンの開発が期待されている。ウイルス粒子
を用いてワクチンを作製するためにはワクチン製造に適した細胞を用いてウイルス粒
子を作製する必要がある。ワクチン製造細胞として過去に実績のある細胞や非がん細
胞を用いて HCV 粒子産生能を解析し、その中で HuH-7 細胞以外に HEK293 細胞にお
いて HCV の作製が可能であることを示した。 

 

A. 研究目的 

 C型肝炎ウイルス（HCV）は世界中に多くの

感染者が存在し、日本でも100万人以上の感染者

が存在すると考えられている。近年、輸血用血

液のスクリーニングにより、輸血後のC型慢性

肝炎発症者は減少しているが、医療従事者など

のハイリスク群では現在でも新規感染者が存在

する。C型慢性肝炎患者に対して、現在ではペ

グインターフェロンとリバビリンを中心とした

治療が行われているが、その治療効果は十分で

はない。HCV感染による肝疾患を減少させるた

めには新規感染者をなくすことが重要であり、

感染予防ワクチンの開発が必要とされている。 

 2005年にJFH-1株を用いたHCVの感染増殖系

が開発され、感染性HCV粒子を培養細胞で作製

できるようになった。この培養細胞中で作製さ

れたHCV粒子は、患者血清中のウイルス粒子と

ほぼ同様の形態であることが電子顕微鏡で確認

されており、不活化することによりHCVワクチ

ンとして使用できると考えられる。しかし、こ

のHCV粒子をワクチンとして使用するためには、

大量のウイルス粒子が必要であり、現行のHuH-

7細胞を用いた感染増殖系では限界があるため、

より効率の良いウイルス産生系が必要である。

また、ワクチン用のウイルス粒子産生において、

過去にワクチン製造細胞として実績のある細胞

が利用できれば、ワクチンとしてより承認され

やすくなることが考えられる。 

 本研究では、HuH-7細胞以外の細胞を用いた

ウイルス粒子産生系について検討した。 

 

B. 研究方法 

1．HuH-7細胞以外の培養細胞を用いたHCV粒

子産生系の検討  

 Vero細胞、MRC-5細胞、CHO細胞、MDCK

細胞、HEK293細胞に全長HCV RNAを導入し、

経時的に培養液中と細胞内のコア抗原量を

ELISAで測定した。 
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2. HCVライフサイクルに重要な宿主因子の発現

量の比較  

 HCVライフサイクルの各ステップ、すなわち、

侵入、複製、粒子形成、分泌に関わることが報

告されている宿主因子について、それぞれに特

異的なprimer、probeを用いて、宿主因子の発

現量を測定した。細胞からtotal RNAを抽出し、

逆転写して得たcDNAを各wellに入れ、Taqman 

Gene Expression Assayを行った。それぞれの宿

主因子の発現量は内部標準 (18SまたはHPRT1) 

の何倍かで比較した。 

 

3. 宿主因子発現レンチウイルスベクターの作製 

 miR-122、ApoE、Claudin-1それぞれのORF

を組み込んだpLVSINベクターを作製し、293T

細胞でpackagingさせ、1回感染型レンチウイル

スを作製した。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. レンチウイルスを用いたmiR-122、ApoE、

Claudin-1を発現する細胞の作製とHCV複製の

検討 

 上記で作製したレンチウイルスをそれぞれ

moi=1でpolybrene存在下でVero細胞、MRC-5細

胞、CHO細胞、MDCK細胞、HEK293細胞に単

独、もしくは重複感染させた。各細胞は2週間培

養後、各遺伝子の発現量を測定した。それぞれ

の細胞でのmiR-122の発現量を、Taqman 

microRNA assayにより、ApoE、Claudin-1の発

現量をTaqman Gene Expression Assayにより測

定した。 

 

5. miR-122、ApoE、Claudin-1を発現する細胞

でのHCV複製の検討 

 miR-122、ApoE、Claudin-1を発現する細胞

細胞にHCVの全長RNAをトランスフェクション

し、細胞内、培養上清のコア抗原量を解析した。

培養上清の感染性を調べるために、回収した培

地をAmicon Ultra-15 filter unitsを用いて40倍に

濃縮し、Huh-7.5.1細胞を用いて感染性を測定し

た。 

 

6. 各細胞におけるHCV RNAおよびpoly ICの導

入によるISG誘導能の検討 

 それぞれの細胞にHCV RNAまたはpoly ICを

DMRIE-C Reagentを用いて導入した。24時間後

に細胞を回収し、RNeasy Mini Kitを用いてtotal 

RNAを回収した。MXA, 25OASの発現量は特異

的なprimer、probe を用いてTaqman Gene 

Expression Assayにより測定した。 

 

7. B18RによるHCV複製への影響の解析 

 Huh-7.5.1細胞、Vero細胞、MRC-5細胞、

CHO細胞、MDCK細胞、HEK293細胞にHCV 

RNAを導入し、4時間後にB18Rを添加し、培養

した。RNA導入3日後の細胞内コア抗原量を比

較した。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究で使用する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と考

えられる。各種組換えDNAを用いた感染ウイル

ス生成および感染実験は、大臣確認申請を行い

承認されている。 
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C. 研究結果 

1．HuH-7細胞以外の培養細胞を用いたHCV粒

子産生系の検討  

 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細胞を検討した。それぞれの細胞に全

長HCV RNAを導入し、HCVのゲノム複製およ

びウイルス産生を検討したが、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。 

 

2. HCVライフサイクルに重要な宿主因子発現量

の細胞間での比較  

 それぞれの細胞で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Huh-

7.5.1と比べて低かった。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の発現量が低かった。HEK293

細胞では、Entryに関わるClaudin-1、粒子形成

に関わるApoEの発現量が低かった。 

 

3. レンチウイルスベクターによる宿主因子の強

制発現の検討 

 HCV複製、ウイルス産生に必要な宿主因子を

細胞で効率よく高発現させるために、レンチウ

イルスベクターによる遺伝子導入を試みた。作

製したmiR-122を発現させるレンチウイルスを

用いてmoi=1でそれぞれの細胞に感染させたと

ころ、いずれの細胞でもHuh-7.5.1細胞と同程度

のmiR-122の発現量が得られた。 

 

4. miR-122を強制発現させた細胞におけるHCV

複製の検討 

 レンチウイルスによりmiR-122を強制発現さ

せたHEK293細胞に、HCV RNAをトランスフェ

クションすると、細胞内のコア抗原量は時間経

過とともに上昇することからmiR-122を強制発

現させたHEK293細胞ではHCV複製は可能であ

った。しかし、複製効率はHuh-7.5.1細胞の

1/100程度であった。また、miR-122を強制発現

させたVero細胞では、時間経過とともにわずか

ではあるが細胞内コア抗原量の上昇が認められ

た。しかし、その他の細胞では、miR-122を強

制発現させても、HCV複製は認められなかった。 

 

5. miR-122、ApoE、Claudin-1を同時に発現す

るHEK293細胞でのHCV複製およびウイルス産

生の検討 

 レンチウイルスにより、miR-122、ApoE、

Claudin-1を同時に発現するHEK293細胞を作製

した。得られた６細胞株のうち、miR-122、

ApoE、Claudin-1の発現量がすべてHuh-7.5.1細

胞と同等もしくはそれ以上の細胞株を選択し、

HCV RNAを導入した。その結果、細胞内コア

抗原量はHuh-7.5.1細胞の約1/5程度であったが、

培養上清中のコア抗原量は約1/1000程度と低値

であった。この培養上清を濃縮すると、感染性

が観察された。 
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6. HEK293細胞、MRC-5細胞、Vero細胞、Huh-

7.5.1細胞におけるISG誘導能の検討 

 それぞれの細胞にHCV RNAまたはpoly ICを

導入し、細胞内のISGの発現量を測定した結果、

Huh-7.5.1細胞では、poly IC導入細胞ではISGの

誘導が見られたが、HCV RNA導入細胞ではど

ちらの誘導も見られなかった。それに対して、

HEK293細胞、MRC-5細胞、Vero細胞ではpoly 

ICまたはHCV RNAいずれを導入した場合にも

15倍から1万倍の高いISG誘導能を示した。 

 

7. B18RによるHCV複製への影響の解析 

 Huh-7.5.1細胞、Vero細胞、MRC-5細胞、

CHO細胞、MDCK細胞、HEK293細胞にHCV 

RNAを導入し、4時間後にB18Rを添加し、培養

した。RNA導入3日後に細胞内コア抗原量を比

較したが、いずれの細胞でもB18R添加による

HCV複製増強は見られなかった。 

 

 

D. 考察 

 HuH-7細胞以外の培養細胞を用いてワクチン

用粒子産生系の検討を行ったが、ワクチン製造

の実績のあるHuGK-14細胞、MRC-5細胞、

HEK293細胞ではHCVの増殖は認めなかった。

それぞれの細胞においてHCVライフサイクルに

重要な宿主因子の発現をHuh-7.5.1.細胞と比較し、

それぞれの細胞において発現量の低い宿主因子

を明らかにした。その結果、miR-122は肝臓由

来のHuGK-14細胞以外の細胞ではほとんど発現

していないことが判明した。粒子形成に関わる

ApoE、Entryに関わるClaudin-1はいずれの細胞

でも共通して発現が低く、それ以外にもHuGK-

14細胞では複製に関わるCKBと粒子形成に関わ

るcPLA2、MRC-5細胞では複製に関わるCKBが

低かった。 

 HEK293細胞ではそのままではHCVの増殖は

認めなかったが、HEK293細胞にmiR-122を発現

させた細胞では、HCV複製がみられ、さらに

Claudin-1とApoEを発現させた細胞では、感染

性のウイルス産生がみられた。miR-122、ApoE

は肝細胞に特異的に高発現していることから、

これらの因子はHuH-7以外の細胞でHCVを複製

させるのに必要であると考えられた。しかし、

HEK293細胞ではmiR-122、Claudin-1、ApoEを

発現させても、Huh-7.5.1細胞と比較してHCV 

RNAトランスフェクション後の培養上清中のコ

ア抗原量は低く、感染性も低かった。これは、

HEK293細胞では複製だけでなく、ウイルス粒

子形成、分泌のステップに関わる宿主因子で発

現量の足りないものがあることを示しており、

他の宿主因子の検討が必要と考えられる。さら

に、HEK293細胞ではHuh-7.5.1細胞と異なり

HCV RNAの導入によってISGが誘導されること

から、何らかの方法で自然免疫系を阻害するこ

とにより、HCV複製が増強する可能性がある。 

 Vero細胞もそのままではHCVの増殖は認めな

かったが、miR-122を発現させた細胞では、わ

ずかながら細胞内コア抗原量の増加がみられた

ことから、さらに他の宿主因子を補うことによ

りHCV複製、ウイルス産生ができるようになる

可能性がある。さらに、Vero細胞もHCV RNA

の導入によってISGの誘導がみられることから、

自然免疫系を阻害することによりHCV複製が増

強する可能性が考えられる。 

  来年度は、肝臓由来のcDNAライブラリーを
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用いてHuH-7細胞以外の細胞でHCV粒子を産生

させるために必要な宿主因子の網羅的解析およ

び同定を試みる予定である。また、HCV増殖に

マイナスとなる自然免疫系などの因子を阻害す

ることにより、HCV複製を増強させることがで

きるかについても引き続き検討を行う。 

 

E. 結論 

 非がん細胞であるHEK293細胞ではレンチウ

イルスベクターを用いてmiR-122を発現させる

とHCV複製が見られ、さらにClaudin-1とApoE

を強制発現させることにより、感染性のウイル

ス産生がみられた。 
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Hepatitis C Virus replication and virus 

production in cell culture. 第36回日本分子生物

学会年会、2013年12月3-6日、神戸. 

 

17) 横川寛、森山正樹、中村紀子、東濃篤徳、

明里宏文、加藤孝宣、石井孝司、脇田隆字. ア

カゲザルを用いた培養細胞由来HCV粒子ワクチ

ンの抗体誘導能と安全性の検討. 第36回日本分

子生物学会年会、2013年12月3-6日、神戸. 

 

G.知的所有権の出願 ･ 登録状況 

1.特許取得 

なし 

2.実用新案登録 

なし 

3.その他 

なし 
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厚生労働科学研究費補助金（創薬基盤推進研究事業） 
分担研究報告書 

 

感染中和抗体と感染中和機構の解析 

 

研究分担者 脇田 隆字 国立感染症研究所ウイルス第二部 部長  
 

 

研究要旨 Ｃ型肝炎ウイルス（HCV）のウイルス培養系で作製した精製ウイ

ルス粒子により中和活性の誘導が可能である。そこでウイルスの感染中和抗

体の誘導とその感染中和機構に関する解析を進める。ワクチン開発によりＣ

型肝炎の予防が可能となるだけでなく、HCV の感染過程の解明による新たな

治療標的が探索できることも期待できる。本分担研究では HCV 感染中和機

構の解明を目指し、中和抗体の in vivo での効果、ウイルスの粒子構造、ウイ

ルス表面蛋白質の構造解析など初期感染に関連する機構の解析をおこなう。 

 

A. 研究目的 

 JFH-1株を用いることによりHCVの細胞培養

が可能となった。この実験系により感染中和抗体

の存在が確認できるようになった。さらに、ウイ

ルス粒子を大量精製して小動物に免疫し、感染中

和活性が誘導されることが可能となった。これら

の結果をふまえHCVに対する中和抗体のin vivo

での効果、ウイルスの粒子構造、ウイルス表面蛋

白質の構造解析など、ウイルスの初期感染過程に

関連する機構の解析を進める。HCVに対するワ

クチン開発は新たなHCV感染を減少させ、HCV

感染症の最終病態である肝硬変および肝臓癌と

いう高度な医療が必要な疾患の患者数を減らす

ことにより、結果的に医療費の低減に寄与し、社

会の福祉に寄与することが可能である。 

 

B. 研究方法 

１．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。 

 

（倫理面への配慮） 

 各種研究材料の取り扱い及び組換え DNA 実験

は、適切な申請を行い承認を受ける。また、本研

究で使用する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と考えられ

るが、新たにヒト組織などを使用する必然性が生

じた場合には、文部科学省等でまとめられた「ヒ

トゲノム、遺伝子解析研究に関する倫理指針」及

び、平成 13 年 3 月 29 日付 12 文科振第 266 号

文部科学省研究振興局長通知に則り、当該研究機

関の医学研究倫理審査委員会に申請し、インフォ

ームドコンセントに係る手続きを実施し、提供試

料、個人情報を厳格に管理保存する。 
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C. 研究結果 

１．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 

 JFH-1 株由来のウイルスゲノム配列をもとに

して、Ｃ末端の膜貫通領域を欠損した E2 蛋白質

を 293T 細胞および S2 細胞で発現させた。培養

上清中のE2蛋白質をアフィニティ精製により回

収した。精製 E2 蛋白質の純度は 90%以上である

ことを SDS-PAGE および銀染色により確認した。

昨年度の研究で、この二種類の 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。さらにマウス血清および精製 IgG による

HCVpp および HCVcc 感染に対する中和活性を

検討したところ、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。今年度の検討では、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。

293-E2-IgG の 50％阻害濃度（IC50）は JFH-1

株(2a)、H77/JFH1 株(1a)、TH/JFH1 株(1b)、

MA/JFH1 株(2b)、S310/JFH1 株(3a)に対してそ

れぞれ、0.5、2.5、2.4、2.0、0.8ug/ml であった。

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。E2 蛋白質

（384-714 アミノ酸）の 384-530 の E2 では反応

が弱かったが、 384-540 よりも C 末端が長い E2

蛋 白 は 反 応 が 向 上 し た 。 こ の 結 果 か ら

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示され

た。昨年度の検討で、合成ペプチドにより E2 抗

体のエピトープマッピングでは 514-554 アミノ

酸残基領域には、反応が見られている。 

 HCV の E2 蛋白質には 11 ヶ所の N 型糖鎖付加

部位が存在する。この 11 ヶ所の糖鎖付加アミノ

酸残基を変異させ、糖鎖付加のなくなる変異型

E2 蛋白質を 293T 細胞で作製した（E2NQ1〜

E2NQ11）。E2NQ1〜E2NQ11 をマウスに免疫し

て抗 E2 抗体誘導能を検討したところ（n=3）、す

べてのマウス個体で抗E2抗体の上昇が見られた。

特に E2NQ4 による抗体誘導が強かった。それぞ

れの免疫マウスの血清を用いて、HCVcc(JFH-1)

に対する感染中和活性を検討したところ、

E2NQ6、9、11 で野生型 E2 蛋白と同等の感染中

和活性を誘導したが、その他の E2NQ1、2、3、

4、5、7、8、10 では野生型よりも感染中和活性

の誘導が弱かった。 

 

D. 考察 

 昨年度に引き続き、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

ついて検討した。遺伝子型2aのJFH-1株由来のE2

蛋白質を用いたが、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

活性誘導能が高かった。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

感染中和活性を示した。この結果からは遺伝子型

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たことを示して

いる。一方このE2抗体エピトープはE2蛋白質の

540-550アミノ酸近辺に存在することが示され

た。また、E2蛋白質に存在する11ヶ所の糖鎖付

加は感染中和抗体誘導にあまり影響しなかった。

これらの結果から感染中和抗体誘導により良い

免疫源を探索していくことが可能と考えられた。 
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 HCVは世界中で1.7億人にのぼる感染者が存在

し、肝細胞癌に至る重大な感染症である。輸血用

血液のスクリーニングにより新規感染者は減少

しているが、医療従事者などハイリスクグループ

に予防的ワクチンが必要である。また、治療用ワ

クチンも期待されている。HCVワクチンが開発

され、HCVの新たな予防法および治療法が開発

されれば、多くの患者の社会復帰を可能にし、医

療保険のコスト軽減に寄与できる。また、予防用

及び治療用ワクチンを世界に先駆けて開発する

ことができればHCVキャリアー率の高い国々へ

の国際協力が可能となる。 

 

E. 結論 

１．293T 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。 

 

F. 研究発表 

１．論文発表 

1)  Suzuki R, Matsuda M, Watashi K, Aizaki H, 

Matsuura Y, Wakita T, Suzuki T. Signal 

Peptidase Complex Subunit 1 Participates in 

the Assembly of Hepatitis C Virus through an 

Interaction with E2 and NS2. PLoS Pathog. 

2013 Aug;9(8):e1003589.   

 

2) Akazawa D, Moriyama M, Yokokawa H, Omi 

N, Watanabe N, Date T, Morikawa K, Aizaki H, 

Ishii K, Kato T, Mochizuki H, Nakamura N, 

Wakita T. Neutralizing antibodies induced by 

cell culture-derived hepatitis C virus protect 

against infection in mice. Gastroenterology. 

2013 145(2): 447-455.e4.  

 

3) Law JL, Chen C, Wong J, Hockman D, Santer 

DM, Frey SE, Belshe RB, Wakita T, Bukh J, 

Jones CT, Rice CM, Abrignani S, Tyrrell DL, 

Houghton M. A Hepatitis C Virus (HCV) 

Vaccine Comprising Envelope Glycoproteins 

gpE1/gpE2 Derived from a Single Isolate 

Elicits Broad Cross-Genotype Neutralizing 

Antibodies in Humans. PLoS One. 

2013;8(3):e59776.  

 

２．学会発表および講演など 

1) T Wakita. Molecular Biology and 

Experimental Models of HCV. 19th Annual 

KASL Meeting, Sheraton Grande Walkerhill 

Hotel, Seoul, Korea (2013, 6.13 – 15) 

 

2) H Yokokawa, M Moriyama, N Nakamura, A 

Higashino, H Akari, T Kato, K Ishii, T Wakita. 

Induction of neutralizing antibodies by 

vaccination with cell culture derived hepatitis 

C virus particles in primate model. 20th 

International Meeting on Hepatitis C and 

Related Viruses. Melbourne Convention and 

Exhibition Centre, Melbourne, Australia, 

(2013, Oct. 6-10) 

 

3) 渡邉則幸、伊達朋子、相崎英樹、脇田隆字、

エンベロープペプチドを用いたHCV感染に重

要なアミノ酸領域の探索、第61回日本ウイル

ス学会学術集会、神戸国際会議場、（2013, 

11.10-12） 

 

G.知的所有権の出願 ･ 登録状況 

なし 
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厚生労働科学研究費補助金（創薬基盤推進研究事業） 

分担研究報告書 

 

HCV予防・治療ワクチンの霊長類モデルによる評価系の確立 
 

    分担研究者 明里 宏文 京都大学霊長類研究所 人類進化モデル研究センター 教授 

    研究協力者 東濃 篤徳 京都大学霊長類研究所 人類進化モデル研究センター 

          鈴木 紗織 京都大学霊長類研究所 人類進化モデル研究センター 

          森  健一 先端生命科学研究所 

          槇  昇  先端生命科学研究所 

 

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 



 

 28

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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厚生労働科学研究費補助金（創薬基盤推進研究事業） 
分担研究報告書 

 

VLP を含有する pH 応答性炭酸アパタイトナノ粒子形成の検討 

 
       研究分担者 石井 孝司 国立感染症研究所ウイルス第二部 室長 
       研究協力者 加藤 孝宣 国立感染症研究所ウイルス第二部 室長  
             多田 誠一 理化学研究所 基幹研究所  

 
研究要旨：JFH-1 株によりＣ型肝炎ウイルス（HCV）のウイルス培養系で作

製した精製ウイルス粒子により中和活性の誘導が可能であることが明らかと

なったが、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。本研究では、近年開発された炭酸アパタイトによる蛋白質や核酸の

細胞内へのデリバリー法を応用し、E 型肝炎ウイルス（HEV）とノロウイル

スの VLP を炭酸アパタイト内に包埋させることが可能かどうかの検討を行

った。 

 

A. 研究目的 

 Ｃ型肝炎ウイルス（HCV）感染は持続感染化し

肝臓癌に至る重大な感染症であり、現在のウイル

ス保有者数は世界中で 1.7 億人（HIV 感染者の４

倍）にのぼると言われているが、インターフェロ

ン及びリバビリンの治療効果は不十分である。輸

血用血液のスクリーニングにより新規感染者数

は減少したが、医療従事者などハイリスクグルー

プに予防的ワクチンが必要である。さらに薬物常

用者の HCV 感染や HIV 感染者の HCV 重感染の

予防が必要である。また、治療用ワクチンの効果

も期待され、HCV のワクチン開発が望まれてい

る。 

 JFH-1 株によりＣ型肝炎ウイルス（HCV）のウ

イルス培養系で作製した精製ウイルス粒子によ

り中和活性の誘導が可能であることが明らかと

なったが、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。歯

や骨を構成する成分である水酸アパタイトと比 

 

較した場合、結晶性の低下により析出する結晶粒

子のサイズが減少する一方、酸性溶液中における

溶解性が向上していることが知られている。この

炭酸アパタイトと蛋白質や核酸の複合体を形成

させることができるが、形成された複合体は細胞

内へ効率よく導入することが可能である。また、

樹状細胞へ抗原を導入することにより、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

導できることも示されている。 

 本研究では、HEV とノロウイルスの VLP を用

いて、炭酸アパタイトと VLP の複合体を形成さ

せることが可能かどうかについて検討した。 

 

B. 研究方法 

 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、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。 
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C. 研究結果 

 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。 

 

D. 考察 

 本研究により、炭酸アパタイトに VLP を結合

させることが可能なことが示された。今回検討し

た 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であり、

エンベロープ蛋白を持つウイルスの VLP を炭酸

アパタイトに結合させることができるかどうか

はさらに検討が必要である。HCV の VLP を多量

に取得する技術の確立が必要であり、まずバキュ

ロウイルス発現系をさらに検討していく。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、他のアジュバントを用いた

場合との免疫誘導能の比較を行う。 

 

E. 結論 

 HEV およびノロウイルスの VLP を結合させた

炭酸アパタイトを形成させることができた。今後

は、さらに複合体形成に適した条件の検討を行い、

VLP を多く含有するアパタイトを作成する。ま

た、形成されたアパタイトについてマウスなどの

小動物での免疫誘導能の検討を行う。さらに、目

的である HCV 粒子を含有したアパタイトを形成

させられるかどうかについても調べる。 
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分担研究報告書 

 

日本脳炎ウイルスsubviral particleを用いた 

C型肝炎ウイルスワクチン抗原の生産に関する研究 
 

研究分担者 鈴木 亮介 国立感染症研究所ウイルス第二部 主任研究官 

 

研究要旨：ウイルスのリバースジェネティクス系を用いた１回感染性ウイルス粒子産生系
は、ウイルス生活環の解明など基礎研究に有用であるばかりでなく、より安全な次世代ワ
クチン開発への応用にも期待されている。昨年度は日本脳炎ウイルス(JEV)レプリコンを用
いたトランスパッケージング型粒子の産生系を構築し、さらにsubviral particle（SVP）上
に、粒子形成や細胞外への分泌を阻害する事なく外来遺伝子由来のペプチドを提示可能な
部位の探索を行った。本年度はJEVのエンベロープ領域中にC型肝炎ウイルス(HCV)の中和
エピトープの挿入を許容する部位を同定し、SVPを高発現する細胞株を樹立し、さらに培
養上清からウイルス粒子をゲル濾過クロマトグラフィーで精製する事により、HCVワクチ
ン抗原の効率良い産生系を確立した。本研究成果は、増殖効率が不十分なウイルスの新た
な抗原産生手段に役立つ事が期待される。 

 

A. 研究目的 

 C型肝炎ウイルス（HCV）感染は、持続感染化し

肝臓癌に至る重大な感染症であり、現在のウイルス

保因者数は世界で1.7億人、国内で150万人以上と言

われている。その多くが慢性肝炎から肝硬変、肝癌

へと移行し、肝癌による死亡者数は国内で年間3万

人を超えている。有効な新規治療薬が開発され治療

成績も改善されつつあるが、治療費は高額であり、

また難治療の症例も依然として存在する。輸血用血

液のスクリーニングにより新規感染者数は減少した

が、医療従事者や薬物常用者等のハイリスク者に向

けた予防的ワクチンの開発が望まれている。 

 近年、JFH-1株を用いたHCVの培養細胞増殖系が

確立され、組換えウイルスの培養が可能となった。

これらを抗原としたワクチン開発の為の培養法、精

製法、免疫法等の研究が進められ、中和抗体を誘導

し得る抗原として期待されている。しかしながら培

養細胞を用いたウイルスの産生効率は、従来のワク

チンに比べても十分とは言えない状況である。 

 トランスパッケージング型HCV粒子は感染が１回

のみで、感染させた細胞からは感染性ウイルスが産

生されない事から通常のウイルスに比べて安全性が

高く、また宿主に感染させた場合には液性免疫だけ

でなく細胞性免疫の誘導も期待できる。我々はこれ

までに、トランスパッケージング型HCV粒子産生系

を構築し、ウイルスの様々な領域に変異を導入する

事で粒子生産効率を高める事に成功した。しかしな

がら、それでも依然として十分なウイルス抗原を得

る事は困難であった。そこで本研究ではさらにウイ

ルスの増殖が良く、HCVと同様にフラビウイルス科

に属する日本脳炎ウイルス(JEV)のsubviral particle

（SVP）産生系を用いて、この粒子上にHCVの中和

エピトープを提示させ、効率良く発現させる事によ

り、ワクチン抗原の効率的な産生系を確立する事を

目的とした。 

  

B. 研究方法 

1.JEV E 蛋白質中の外来遺伝子挿入可能部位の探

索 

 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。E 蛋白質中に外来遺伝子が

挿入可能な部位を探索する為に、JEV のエンベロ

ープ領域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
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prME 発現プラスミドを構築した。それらのプラス

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。 

 

2.HCV 中和エピトープを持つ SVP を分泌する細胞

株の樹立と粒子の精製 

 HCV の E2 由来中和エピトープ配列を挿入した

SVP と GFP をダイシストロニックに発現するレト

ロウイルスを作製し、293T 細胞に感染させて

GFP 高発現細胞をソートする事により、SVP 高発

現細胞株を樹立した。樹立した細胞を無血清培地

で培養し、その上清から限外ろ過およびゲル濾過

クロマトグラフィーを用いてウイルス粒子を精製

した。 

 

（倫理面の配慮） 

 本研究で使用するヒト由来の細胞は過去に樹立

された株であり、倫理面での問題は無いと考えら

れる。その他のヒト材料は使用していない。また、

動物実験は行っていない。 

 

C. 研究結果 

 1. JEV SVP への外来抗原由来ペプチドの挿入 

 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 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。培養上清中に分泌され

た E 蛋白質を検出したところ、一部でタグ配列の

挿入にも関わらず SVP の分泌が認められた。この

中から、さらに HCV の異なる Genotype 間でその

配列が保存されているエンベロープ(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

配列を挿入したところ、SVP の培養上清への分泌

が認められた。 

 

 2. HCV の中和エピトープ配列を挿入した JEV 

SVP 発現細胞株の樹立と粒子の精製 

 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。この細胞株の無血清培地の

培養上清約 200ml から限外ろ過およびゲル濾過ク

ロマトグラフィーを用いてウイルス粒子の精製を

行い、最終的に約 800μg の精製 SVP が得られた。 

 

D. 考察 

 JEV prME 発現プラスミドを用い、FLAG タグ配

列および HCV の中和エピトープ由来配列の挿入を

許容する部位が同定された。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についても検討した

い。次年度は精製した抗原をマウスに免疫し、中

和抗体の誘導を評価する計画である。それに伴い

投与方法やアジュバントの至適化の検討をする。

また、このような外来抗原が挿入された感染性ウ

イルスの産生が可能かどうかについても検討した

い。 

 

E. 結論 

 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し、その培養上清から簡便に

HCV 抗原が精製出来た事から、効率良い HCV ワ

クチン抗原の産生系が確立できた。 

 

F. 健康危険情報 
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Su Su Hmwe、渡邉則幸、渡士幸一、鈴木亮介、

市野瀬志津子、松浦知和、鈴木哲朗、和氣健二郎、

宮村達男、脇田隆字．Phospholipase A2 および

Autophagy による C 型肝炎ウイルス(HCV)分泌過

程の制御 -グリチルリチンによる抗 HCV 作用-．

日本分子生物学会第 36 回年会，神戸，2013 年

12 月 3-6 日. 

 

H.知的所有権の出願・取得状況 

1.特許取得 

なし。 

2.実用新案登録 

なし。 

3.その他 

なし。 

 

 



 41 

厚生労働科学研究費補助金（創薬基盤推進研究事業） 

分担研究報告書 

 

マーモセットを用いたHCV粒子ワクチンの有効性の検討 
  

研究分担者 成見 英樹 東レ株式会社医薬研究所 主席研究員 

 

研究要旨：我々は不活化した培養細胞由来HCV粒子を免疫抗原とするHCVワクチンの開発
を目指している。本研究では霊長類モデルとしてマーモセットを選択し、不活化HCV粒子
の免疫原性と安全性を評価した。不活化HCV粒子免疫マーモセットの血中抗体価測定の結
果、投与したHCV粒子のエンベロープタンパク質だけで無く、遺伝子型の異なるHCV粒子
のコアタンパク質を認識する抗体が検出された。しかしながら投与個体により抗体誘導能
が異なることがわかった。体重比抗原量に有意な差は無いことから、この抗体誘導能の差
はアジュバントの抗原増強能やマーモセットの個体差に起因するものと考えられる。ま
た、免疫したマーモセットの病理学的組織解析および生化学的血液検査において、安全面
で懸念される事象は認められなかった。 

 

A. 研究目的 

 HCVのワクチン開発が進まなかった最大の理由と

して、ウイルスが培養細胞系で増殖しなかったこと、

宿主域が狭くヒト及びチンパンジー以外の動物に感

染・発症しないことが挙げられる。脇田らが劇症肝

炎患者から分離したJFH-1株は、これまでのHCV株

と比較して培養細胞における複製能力が非常に高く、

JFH-1株の合成全長RNAを培養細胞に導入すること

により感染性ウイルス粒子が分泌されこと、さらに

JFH-1の非構造遺伝子と他のHCV株の構造遺伝子か

らなるキメラウイルスも作製できることが分かった。

我々は、これまでに本ウイルス産生系で、感染性ウ

イルスを調製して、ウイルス感染中和活性のアッセ

イ系の樹立に成功した。また部分精製したウイルス

粒子を小動物に免疫し、感染中和活性が誘導される

ことを実証してきた。さらにワクチンの実用化を目

的として、霊長類モデルとしてのアカゲザルにおけ

るHCVワクチンの免疫原性と安全性を評価するとと

もに、ヒトに投与できる可能性のあるアジュバント

の免疫誘導能を検討してきた。３頭のアカゲザルに

ついて、HCV粒子とAlumアジュバント、

Alum+CpGアジュバントまたはMPL+TDMアジュバ

ントを組み合わせて、HCVワクチンとして免疫した

結果、HCVエンベロープタンパク質であるE1およ

びE2タンパク質に対する抗体の誘導を確認した。

また、アジュバントと抗原の組み合わせによって、

抗体誘導結果が異なることが示唆されたが、個体ご

との体重差が大きく、体重比抗原量による抗体誘導

能の差が現れたとも考えられた。これに対し本研究

では、比較的小型で体重コントロールが容易なマー

モセットを用い、HCV粒子ワクチンの免疫原性およ

び安全性の検討を行ったので報告する。 

 

B. 研究方法 

１．免疫抗原の調製 

（１）感染性 HCV の大量培養 

  5×105個の Huh7 細胞を 10 cm ディッシュに播

種し、翌日に感染性 HCV(J6/JFH1：J6CF 株と

JFH-1 株のキメラウイルス、遺伝子型 2a)濃縮液を

multiplicity of infection(MOI)が 0.2 となるように

500μL の溶液量で接種した。15 分毎に軽く振とう

し、37℃でインキュベーションした。2 時間後、ウ

イルス液を除去し、PBS で洗浄して 10% FBS 含

有 DMEM （DMEM-10）を 8 mL 添加後、培養し

た。サブコンフルエントに達した時に、225 cm2

フラスコ（Corning 社）に継代培養し、さらにセル

スタック（5 段、Corning 社）に継代培養した。セ

ルスタック培養は 650 mL の培養液で行い、

DMEM-10 で播種した翌日に 2% FBS 含有 DMEM

（DMEM-2）に培養液交換した。その 3 日後に培



 42 

養上清を回収し、650 mL の DMEM-2 培養液を添

加してさらに培養した。その 2 日後に培養液回収、

DMEM-2 添加を行い、さらに 2 日後、培養液を回

収する操作を行い、計 650 mL×3 の培養液を回収

した。得られた培養液は 0.45 μm フィルター濾過

を行い、使用するまで-80℃で保存した。 

（２）限外濾過膜による濃縮・精製 

 上記に示したように調製した感染性 HCV を含む

21 L の培養上清をホローファイバーUFP-500-C-8A

（GE Healthcare 社）で濃縮した。1 L/min の定流

速条件下、膜間差圧を 4 で 80 倍濃縮した。その後、

等量の PBS を添加してダイアフィルトレーション

を 5 回行った。次に、250 mL の PBS を 0.5 L/min

の流速で 5 分間循環させることで限外濾過膜を洗

浄して回収し、濃縮液と混合して最終濃縮液とし

た。 

（３）ショ糖密度勾配遠心 

10-60 %（w/v）ショ糖含有 20 mM Tris-HCl

（pH7.4）-150 mM NaCl-0.05 mM EDTA（TNE バ

ッファー）を調製し、Ultra-ClearTM Centrifuge 

Tubes（BECKMAN 社）に 60 %、50 %、40 %、

30 %、20 %および 10 %ショ糖/TNE の順に 2 mL

ずつ重層した後、上記のように調製した溶出プー

ル画分を 23 mL をさらに重層した。重量を測定し

バランスを合わせた後、Optima L-70K

（BECKMAN 社）で SW28 ローターにて 28,000 

rpm、4 ℃、4 時間遠心分離した。遠心後のチュー

ブは 25G 注射針（テルモ社）を用いて下部を穿刺

し、1.5 mL チューブに約 1 mL ずつ 14 分画を抽出

した。予め重量を測定しておいた 1.5 mL チューブ

に 100 ℃L の各分画を分注し、分注後のチューブ重

量を測定して比重を算出した。 

各分画に含まれる HCV 粒子の定量は Lumipulse

（富士レビオ社）を用いて HCV コアタンパク質を

検出して求めた。また各分画に含まれる総タンパ

ク質量は protein assay reagent (Bio-rad 社)を用い

て Bradford 法で実施し、最終的な精製効率を求め

た。調製された HCV 粒子は 60 pmol/tube となる

ようにスクリューキャップチューブに分注し、使

用まで-80 ℃で保存した。 

２．マーモセットを用いた HCV 粒子の免疫原性お

よび安全性の評価 

（１）精製 HCV 粒子のマーモセットへの免疫 

HCV 抗原は、J6/JFH1 培養上清から限外ろ過膜

およびショ糖密度勾配遠心により精製した HCV 粒

子を使用した。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

とした。アジュバントには、Alum(Imject 

Alum;Thermo SCIENTIFIC 社)を用いた。 

マーモセット 3 匹への投与は京都大学霊長類研

究所にて行った。投与する精製 HCV 粒子は 5 分間

の UV 照射によって不活化させた。投与 2 週間前

に採血をした後、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 Alum 250 ℃g

を混合し、 0、4 および 12 週に左右大腿筋 4 カ所

に筋肉内接種した。それぞれの投与日、投与 2 日

後および 8、16 週に採血した。採血後、Ficoll 2mL

上に血液 1 mL を充填し、400×g、20 ℃、30 分間

で遠心分離を行い、血漿成分を回収した。血漿は

使用時まで-80 ℃で保存した。免疫終了したマーモ

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

ンにて固定した。 

（２）マーモセットの生化学的血液検査および病

理学的組織解析 

生化学的血液検査は、 

BUN、TP、ALB、GOT、GPT、LDH、ALP、WBC、

RBC、Hb、Ht、MCV、MCH、MCHC、PLT およ

び CRP の 16 項目について検査した。 

病理学的組織解析は、 

心臓、腎臓（左右）、肝臓、脾臓のホルマリン固

定検体について HE 染色を行い、病理学的組織解

析を行った。 

（３）血漿中の抗 HCV 抗体価の測定 

抗原となる 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 PBS で 1 ℃g/ml に希釈し、イム

ノプレート(NuncTM 社、#439454)に 50 ℃L/well ず

つ分注し、室温で 2 時間あるいは 4 ℃で一晩静置
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した。その後、抗原溶液を捨て、Milli Ｑ水で 5 倍

希釈したブロッキング・ワン(ナカライテスク社、

#03953-95)を 200 ℃L/well ずつ添加し、室温で 1

時間静置した。ブロッキング終了後、ブロッキン

グ溶液を捨て、PBS /0.05 % Tween20 を 150 

℃L/well で添加し 2 回洗浄した。PBS /0.05 % 

Tween20 で 100～10000 倍に希釈した血漿を 50 

℃L/well ずつ添加し、室温で 1.5 時間静置した。血

漿溶液を捨てて PBS /0.05 % Tween20 150 

℃L/well で 3 回洗浄し、続いて PBS /0.05 % 

Tween20 で 5000 倍に希釈した HRP-anti monkey 

IgG (BETHYL 社、#A140-102P)を 50 ℃L/well ずつ

添加して室温で 1 時間静置した。抗体溶液を捨て

て PBS /0.05 % Tween20 150 ℃L/well で 4 回洗浄

し、ペルオキシダーゼ用発色キット(住友ベークラ

イト社、#ML-1120T)の発色溶液に 1/100 量の基質

液を添加したものを 50 ℃L/well ずつ添加した。5～

15 分間静置し、青色の発色が適度になったら停止

液を 50 ℃L/well ずつ添加して反応を停止させ、プ

レートリーダー(BIORAD 社、 Benchmark Plus ま

たは PerkinElmer 社、ARVO X4）にて 450 nm の

吸光度を測定した。 

 

（倫理面の配慮） 

 本研究計画の実験計画は所属施設に提出されそ

の承認を得ている。取り扱うすべての DNA および

病原性微生物に関しては適切な封じ込めレベルの

実験施設で取り扱われる。取り扱うすべての DNA

に関して組み換え DNA 実験計画を提出し承認を得

ている。また、本研究は、京都大学霊長類研究所

との共同研究であり、マーモセットを用いた実験

は、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．マーモセットの生化学的血液検査および病理

学的組織解析 

 生化学的血液検査ついて検討した結果、3 匹のマ

ーモセットについて、肝臓の毒性マーカーおよび

炎症マーカーに著変は見られなかった。 

病理学的組織解析の結果、心臓については単核

球浸潤および微小出血、肝臓については小肉芽腫、

腎臓については間質における単核細胞浸潤、尿細

管における尿円柱、尿細管上皮における色素沈着

が認められた。一方、脾臓には著変は認められな

かった。 

 

２．血漿中の抗 HCV 抗体価の測定 

Alum をアジュバントとして不活化 HCV 粒子を

投与したマーモセット 3 匹（識別番号：cj239, 

cj265, cj203）から採取した血漿中に含まれる抗

HCV 抗体価を EIA にて評価した。 

J6E2/FLAG を抗原として用いた EIA において、

マーモセット cj239 は抗原投与開始後 8 週から抗

E2 抗体価の上昇が認められ、ワクチン投与 3 回目

後の血漿でも同様の抗体価上昇が認められた。こ

れに対し cj265 ではワクチン投与開始 16 週後まで

抗体価の上昇が認められなかった。cj203 ではワク

チン投与開始 4 週後の早い段階から効果が上昇し

ており、その誘導は cj239 と同等であった。 

J6E1/FLAG を抗原とした EIA では、抗 E1 抗体

価は J6E2/FLAG の EIA と同様の結果であったが、

cj203 の抗体価は cj239 の 3 倍以上高い値であった。 

HCV ワクチンの汎用性を確認するために、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 を行った。その結果、cj239 では

J6E2/FLAG および J6E1/FLAG と同様ワクチン投

与開始後 12 週および 16 週にて遺伝子型 1 に対す

る抗コア抗体価の上昇が認められた。しかしなが

ら他個体では抗体価の上昇は認められなかった。 

 

D. 考察 

我々は、細胞培養系で産生された感染性 HCV 粒

子を UV で不活化した不活化 HCV 粒子をワクチン

として開発しようと試みている。本検討では、こ

の不活化 HCV 粒子の免疫原性および安全性を評価

することを目的として、また体重比抗原量の影響
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を考慮して小型の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におけ

る実験モデル動物として広く利用され、またワク

チン投与実績もある。本検討ではマウスで感染中

和抗体誘導が認められる抗原量（2 pmol core 

protein / 20 g body weight）を指標として、マーモ

セットの体重（約 300 g）から投与量を算出した

（60 pmol core protein / 300 g body weight）。ア

ジュバントはアカゲザルにて感染中和抗体誘導が

認められた Alum に固定し、不活化 HCV 粒子と混

合してマーモセット大腿筋内 4 カ所に投与した。 

安全面において、ワクチン投与部位にはアジュ

バントに起因する軽度の炎症以外の所見は認めら

れず、その炎症も投与後速やかに消失した。生化

学的血液検査の結果、ワクチンを投与した 3 匹の

マーモセットについて、肝臓の毒性マーカーおよ

び炎症マーカーに著変は見られなかった。実験殺

後、摘出した臓器を用いて病理学的組織解析を行

ったところ、いくつかの所見（心臓：単核球浸潤

および微小出血、肝臓：小肉芽腫、腎臓：間質に

おける単核細胞浸潤、尿細管における尿円柱、尿

細管上皮における色素沈着。）が認められたが、

これら所見はいずれも軽度であり、主に実験殺時

の操作（過麻酔および全採血）によって引き起こ

される症状であることから、ワクチンとは直接関

係が無いと考えられた。 

血漿抗体価の検討では、免疫したマーモセット 3

匹中 2 匹に抗体の誘導が認められる結果となった。

これらマーモセットは体重差がほとんど無く、体

重比抗原量にも差が無い。また十分な抗原量を投

与していると考えられることから、抗原量不足と

は考えづらい。抗体誘導に関しても、抗体価上昇

が認められたマーモセット cj239 と cj203 では差が

あり、cj239 では E1 および E2 に対してほぼ同等

の抗体価上昇が認められたが、cj203 では E1 に対

する抗体価が E2 に対する抗体価の 3 倍以上高かっ

た。また、遺伝子型１のコアタンパク質に対する

抗体は cj239 では認められたが、cj203 では検出さ

れなかった。以上の結果から、不活化 HCV 粒子ワ

クチンの免疫原性は、霊長類では個体差が大きい

事が示唆された。今後、Alum 以外のアジュバント

を用いてマーモセットに免疫し、不活化 HCV 粒子

の免疫原性をより高めるアジュバントの検討およ

び投与条件の検討を行う。 

 

E. 結論 

霊長類モデルとしてマーモセットを選択し、HCV

粒子の免疫原性の検討を行った。抗原量は 60 

pmol/head に固定し、アジュバントは Alum を選択

した。3 回免疫の結果、cj239 は E1 および E2 に

対する抗体価上昇を認めた。Cj265 は抗体価の上

昇が認められなかった。Cj203 は免疫開始 4 週後

から顕著な抗体価上昇が認められた。本検討の結

果、HCV 粒子ワクチンの免疫原性は霊長類では個

体差が大きい事が示唆された。免疫時の臨床所見、

解剖時の肉眼的観察の結果は正常であった。また

病理学的組織解析においていくつかの所見が認め

られたが、大きな問題とならないことを確認した。 

 

F. 健康危険情報 

なし。 

 

G. 研究発表 

1.論文発表 

なし 

 

2.学会発表 

なし 

 

H.知的所有権の出願・取得状況 

1.特許取得 

なし 

 

2.実用新案登録 

なし 

 

3.その他 

なし 
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厚生労働科学研究費補助金（創薬基盤推進研究事業） 

分担研究報告書 

 

HCV粒子ワクチン製造用細胞株の探索 
－正常ヒト肝細胞からの不死化細胞株樹立の試み－ 

  

研究分担者 中村 紀子 東レ株式会社医薬研究所 主任研究員 

 

研究要旨：JFH-1株を用いたウイルス培養法で効率にウイルスを生産できる細胞株はHuh7
細胞のみであり、Huh7細胞は肝細胞がん由来であることからワクチン用のウイルス生産細
胞株としては適当ではない。近年、ヒト胚網膜芽細胞をアデノウイルス5型のE1遺伝子で形
質転換した不死化細胞Per.C6がインフルエンザワクチンの製造に使用されだしたことか
ら、正常肝細胞にE1遺伝子を導入し、不死化細胞株を作製できれば、HCV粒子ワクチン製
造用細胞株の候補となる。本研究ではこの可能性について検討した。 

 

A. 研究目的 

 HCVのワクチン開発が進まなかった最大の理由と

して、ウイルスが培養細胞系で増殖しなかったこと、

宿主域が狭くヒト及びチンパンジー以外の動物に感

染・発症しないことが挙げられる。脇田らが劇症肝

炎患者から分離したJFH-1株は、これまでのHCV株

と比較して培養細胞における複製能力が非常に高く、

JFH-1株の合成全長RNAを培養細胞に導入すること

により感染性ウイルス粒子が分泌されこと、さらに

JFH-1の非構造遺伝子と他のHCV株の構造遺伝子か

らなるキメラウイルスも作製できることが分かった。

我々は、これまでに本ウイルス産生系で、感染性ウ

イルスを調製して、ウイルス感染中和活性のアッセ

イ系の樹立に成功した。また部分精製したウイルス

粒子を小動物に免疫し、感染中和活性が誘導される

ことも実証してきた。しかし、このJFH-1株を用い

たウイルス培養法で効率にウイルスを生産できる細

胞株はHuh7細胞のみであり、Huh7細胞は肝細胞が

ん由来であることからワクチン用のウイルス生産細

胞株としては不適当である。従って、細胞培養法ワ

クチンの製造可能な高力価のウイルスを得ることの

できる細胞株の探索が必要である。 

近年、タンパク医薬の製造およびワクチン製造用

の細胞株として注目されているのがPer.C6細胞であ

る。Per.C6細胞は、ヒト胚網膜芽細胞をアデノウイ

ルス5型のE1遺伝子で形質転換した不死化細胞であ

り、インフルエンザワクチンの製造に使用されだし

ている。さらに、OCT3/4・SOX2・KLF4・C-MYC

遺伝子を導入して作製したiPS細胞から分化誘導し

た細胞が再生医療に使用されようしていることから

も、遺伝子導入細胞をワクチン製造株として使用す

ることは可能であることが示唆される。この可能性

をサポートする知見として、HPVのE6/E7遺伝子と

ｈTERT遺伝子を導入して作製した不死化ヒト肝細

胞株でHuh7細胞より約1/5の効率であるがHCV粒子

が生産されることが示されていることから、HCVワ

クチン製造株として正常肝細胞に遺伝子導入して不

死化した細胞を検討することは重要な課題として挙

げることができる。 

そこで本研究では、正常肝細胞にアデノウイルス

のE1遺伝子を導入し、不死化細胞株を作製するこ

とを試みたので報告する。 

 

B. 研究方法 

１．E1 遺伝子発現ベクター 

（１）E1 遺伝子のクローニング 

293 細胞のゲノム DNA を鋳型に 2 つのプライマ

ー、GGCTAGCAGAATTCCCACCatgagacatattatct 

gccacggag および GAGCGGCCGCAACGCGTcct 

caatctgtatcttcatcgctag を用いて PCR を行い約

3.0kb の E1 遺伝子を増幅した。 増幅遺伝子を

pCR2.1-TOPO にクローン化し、シークエンスにて
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配列を確認した。 

（２）E1 遺伝子発現ベクターの作製 

E1 遺伝子を NheI と NotI で切り出し、発現ベク

ター、pLVSIN-EF1-Puro の XbaI と NotI 間に挿

入した。 

２．IRF7 ドミナントネガティブ変異体(IRF7DN)発

現ベクター 

（１）IRF7DN 発現ベクターの作製 

 IRF7 アイソフォーム A の 227 番目のアミノ酸残

基から 503 番目のアミノ酸残基までのポリペプチ

ドをコードする核酸を人工合成し、CMV プロモー

ター、アデノウイルス pIX プロモーターおよび肝

臓特異的転写因子配列＋SNEP プロモーターの制

御下に発現する IRES-GFP ベクターに挿入した。 

（２）プロモーターの選択 

上記 3 種類のプロモーターからなる IRF7DN 発

現ベクターを 293 細胞および Huh7 細胞に

Lipofectamine® 2000 を用いて導入し、GFP の発

現の頻度を指標にベクターの発現効率を評価した。 

（３）IRF7DN 遺伝子の E1 遺伝子発現ベクターへ

の組み込み 

 E1 遺伝子発現ベクターpLVSIN-EF1-E1-Puro

の MluI、NotI 間に肝臓特異的転写因子配列-SNEP

プロモーター-IRF7DN からなる DNA 断片を挿入し

た(pLVSIN-EF1-E1-IRF7DN-Puro)。 

３．レンチウイルスベクターの作製 

（１）ウイルスベクターの作製 

発現ベクターpLVSIN-EF1-E1-Puro、pLVSIN-

EF1-E1-IRF7DN-Puro または pLV-Green(GFP 発

現ベクター)を pCMV-VSV-G、pRSV-REV および

pCgpV とともに 293FT 細胞に Lipofectamine® 

2000 を用いて導入した。48 時間培養後の上清を

Lenti-X Concentrator にて濃縮し、ウイルスストッ

クとした。これらのウイルスをそれぞれ pLVSIN-

AdE1、pLVSIN-AdE1-IRF7DN、pLV-Green とした。 

（２）力価検定 

ウイルスの力価は HT1080 細胞を用いて行った。6 

well プレートに 2x105 の HT1080 細胞をに播種し、

培養した。翌日、希釈したウイルス液を 1mL 加え、

Polybrene を最終濃度が 6g/mL となるように添加

し、一夜培養した。完全培地 2mL に置き換え、引

き続き培養し、翌日に 1g/mL の Puromycin を含

む培地に置き換え、コロニーが形成されるまで培

養し、コロニーの数を測定した。 

４．正常ヒト肝細胞の培養と遺伝子の導入 

（１）正常ヒト肝細胞の培養 

正常ヒト肝細胞は Lonza 社の hNHeps™を使用

し、肝細胞基本培地（CC-3199）に 肝細胞添加

因子セット（CC-4182）を添加した培地（HCM）

を使用し、Type I コラーゲンコートプレート(6 

well)に 8 x 104 個/well で培養した。翌日、5%FCS、

1000 単位/mL の肝細胞増殖因子（HGF）を含む

HCM(HCM-5%FCS-HGF)に培地交換し、培養を続

けた。  

（２）正常ヒト肝細胞のへの遺伝子の導入 

 レンチウイルスに ViraDuctin Lentivirus 

Transduction Kit（cellbiolabs 社）の試薬 A、B を

加え、複合体を形成させた。この複合体を正常ヒ

ト肝細胞に加え、一夜培養し、培養液を除去し、

試薬 c を加え、1 分間処理後、HCM にて洗浄し、

2mL の HCM-5%FCS-HGF を加え、培養を続けた。

翌日、1mg/mL の Puromycin を含む HCM-5%FCS-

HGF で薬剤選択を行った。 

 

（倫理面の配慮） 

 本研究計画の実験計画は所属施設に提出されそ

の承認を得ている。取り扱うすべての DNA および

病原性微生物に関しては適切な封じ込めレベルの

実験施設で取り扱われる。取り扱うすべての DNA

に関して組み換え DNA 実験計画を提出し承認を得

ている。 

 

C. 研究結果 

１．肝細胞における IRF7DN の発現量の比較 

 肝細胞株 Huh7 において、IRF7DN の発現効率の

高いプロモーターについて評価した。その結果

293 細胞においては、CMV プロモーターが一番強

く、アデノウイルス pIX および肝臓特異的転写因

子配列＋SNEP プロモーターは同程度であった。

一方、Huh7 細胞においては、肝臓特異的転写因子



 47 

配列＋SNEP プロモーターが最も発現が高い結果

となった。以上から、レンチウイルスベクターに

おいて IRF7DN を発現させるプロモーターとして、

肝臓特異的転写因子配列＋SNEP プロモーターを

選定することにした。 

２．E1 遺伝子発現ベクターの構造 

 

 

図-1 ベクターの構造 

図-１に作製したベクターの構造を示した。挿入

した E1 遺伝子から EF-1プロモーターの制御下

に E1A、E1B(19K)、E1B（55k）のタンパク質が

発現する。pLVSIN-EF1-E1-IRF7DN-Puro は、

E1 遺伝子に加えて、肝臓特異的転写因子配列＋

SNEP プロモーターの制御下に IRF7DN を発現す

る。 

 

３．ウイルスベクターの力価の評価 

pLVSIN-AdE1、pLVSIN-AdE1-IRF7DN 力価を

HT1081 細胞の puromycin 耐性コロニーの出現率

で評価した。10 倍濃縮したにもかかわらず、力価

はそれぞれ、2x104 transducing units (TU)/mL、 

1x10 TU/mL であった。ウイルス力価は低いのは

E1 遺伝子中に E1A 遺伝子の polyA 付加部位が存

在するため、E1B 遺伝子を含む全長 RNA が生成さ

れにくいものと考えられた。 

 

４．正常ヒト肝細胞のへの E1 遺伝子の導入 

正常ヒト肝細胞は Lonza 社の hNHeps™を使用

した。添付書では、本細胞の増殖率は高くないと

いう記載であった。 

 

図-2 pLV-Green 感染 hNHeps™ 

そこで、できるだけ増殖を向上させる目的で

HGF を添加して培養した。その後、レンチウイル

スを感染させた。コントロールに用いた GFP 発現

レンチウイルスを感染させたときの細胞の写真を

図-2 に示した。約 50％の細胞に感染することが示

された。 

一方、pLVSIN-AdE1、pLVSIN-AdE1-IRF7DN を

感染させた hNHeps™を puromycin を含有する

HCM-5%FCS-HGF で培養を続けたが、増殖する細

胞は出現してこなかった。 

 

 

D. 考察 

Aly らは、初代肝細胞に HPV の E6/E7 およびテ

ロメラーゼ（hTERT）遺伝子を導入すると不死化

細胞が樹立されることを示し、さらに IRF7DN 発

現ベクターを導入したクローンは、Huh7.5 細胞の

約 1/5 の効率ではあるが、JFH1 の増殖を支持する

ことを示していること、ヒト胚網膜芽細胞をアデ

ノウイルス 5 型の E1 遺伝子で形質転換した不死化

細胞 Per.C6 がインフルエンザワクチンの製造に使

用されだしたことを手がかりとして、我々は正常

ヒト肝臓細胞にアデノウイルスの E1 遺伝子を導入

し、不死化を試みた。正常ヒト肝細胞に Lonza 社

の hNHeps™を使用した。レンチウイルスベクタ

ーによる hNHeps™への遺伝子導入の効率は GFP

を指標とすると、約 50％であったが、E1 遺伝子

の導入で不死化し増殖する細胞は出現しなかった。

Aly らは、初代肝細胞に HPV の E6/E7 を単独で発

現させても不死化細胞は得られず、hTERT を同時

に発現させたときに不死化細胞が得られることを

報告しているので、アデノウイルス E1 遺伝子での

不死化においても hTERT が必要かもしれない。今

後、E1 遺伝子と hTERT の遺伝子の導入を検討す

る。 

我々が使用した正常ヒト肝細胞、hNHeps™は凍

結細胞であり、機能評価用に開発されたものであ

る。一方、正常ヒト肝細胞への遺伝子導入による

不死化に使用した肝細胞は、凍結保存されておら
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ず、細胞分離後、直ちに使用している。凍結保存

細胞は増殖性に問題がある可能性があるので、今

後、ヒト肝臓キメラマウスより単利した肝細胞の

使用を検討する。 

 

また、HCV の増殖は IRF3、IRF7、miR122 によ

って制御されていることも報告されている。今後

不死化した肝細胞については、ゲノム編集技術で

ある CRISPR/Cas9 システムによる IFN 関連遺伝

子の破壊等を行い、HCV ウイルス高産生細胞株の

樹立を目指す。 

 

E. 結論 

①E1 遺伝子だけでは肝細胞は不死化できず、Aly 

HH et. al(J Hepatol. 46:26-36,2007)の報告ように

hTERT の発現が必要である可能性がある。今後、

E1+hTERT の組合せで不死化を試みる 

②不死化肝細胞樹立研究における肝細胞のソース

が調製直後の細胞であるのに対し、本研究では

Lonza の hNHeps™は凍結細胞であり、これが原

因で不死化ができない可能性がある。そこで、肝

細胞のソースとして、ヒト肝細胞キメラマウス

（PBX®マウス、フェニックスバイオ）より調製し

た肝細胞を使用を試みる。 

③不死化細胞株を樹立した後でインターフェロン

シグナル関連遺伝子を CRISPR/Cas システムを用

いて破壊することも視野に入れる。 
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分担研究報告書 

 

TLR3活性化RNA構造の同定とアジュバント機能 

 

研究分担者 松本 美佐子 北海道大学大学院医学研究科 特任准教授 

 

 

研究要旨：細胞性免疫応答惹起のシグナルを伝達するToll-like receptor 3 (TLR3)は次世代免
疫アジュバントとして有望視されている。本研究では、二本鎖RNA以外にTLR3を活性化す
るRNA構造について解析し、不完全なステム構造を有し細胞外で安定な構造をとるRNA 
(structured RNA)がTLR3リガンドとなることを明らかにした。Structured RNAはpoly(I:C)と
共通の取り込みレセプターで認識され、Raftlin依存的経路でエンドソームに運ばれTLR3を
活性化したが、細胞内RNAセンサーは活性化しなかった。TLR3特異的なアジュバント開発
において、TLR3で認識されるRNA構造とともに取り込みレセプターにより認識されエンド
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。 

 

A. 研究目的 

 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、アダプター分

子TICAM-1（別名TRIF）を介して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。TLR3

リガンドとしてはウイルス由来の二本鎖RNA 

(dsRNA)や合成dsRNAのpoly(I:C)が報告されている

が、poly(I:C)はエンドソームのTLR3以外に細胞質の

MDA5やDDX familyも活性化し強い炎症応答を誘導

するなど、dsRNAの細胞内への送達機構は不明な点

が多い。また、TLR3は非感染性の炎症応答にも関

与することが知られており、dsRNA以外のRNA構造

も認識すると考えられる。本研究では、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し、副作用が少なく効果的に細

胞性免疫応答を誘導するTLR3アジュバントを開発

することを目的とした。 

 

B. 研究方法 

 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。 

 

（倫理面の配慮） 

 動物実験は北海道大学動物実験に関する指針に基

づき行った。 
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C. 研究結果 

 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。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

な構造をとることがわかった。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。

ノックアウトマウスを用いた解析から、structured 

RNAによるマウス脾臓CD11c陽性樹状細胞からのタ

イプI IFN, 炎症性サイトカイン産生はTLR3依存的

であることが明らかになった。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。興

味深いことに、マウス樹状細胞のTLR3は短い長さ

のincomplete stemをもつRNAも認識しIFN-産生を

誘導するがヒト細胞では誘導しないことから、マウ

ス樹状細胞ではより柔軟にRNAを認識する可能性が

示唆された。 

 

D. 考察 

 TLR3 が認識する RNA 構造に関して、ウイルス

由来の dsRNA 以外に、 in vitro 転写ウイルス

mRNA,非感染性のネクローシス細胞からの自己由

来の RNA, UV-damaged noncoding RNA などが報

告されていたが、詳細は不明であった。本研究より、

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。Structured RNA は TLR3

エクトドメインの N 末と C 末側に存在する dsRNA

結合部位に結合し TLR3 をオリゴマー化する。

TLR3 と 46bp-dsRNA 複合体の結晶構造解析から判

断すると、structured RNA 内に存在する 11bp 以

下の短い dsRNA が bulge や internal loop で分断さ

れタンデムに並んだ領域で TLR3 と結合していると

考えられた。細胞外から TLR3 を活性化するには、

取り込まれて TLR3 が存在するエンドソームに送達

されることが必要であるが、structured RNA は

poly(I:C)と共通の取り込みレセプターで認識され

Raftlin 依存的に取り込まれた。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。また、

リガンド構造によるヒトとマウス細胞での応答性の

違い、さらには細胞種間での違いなどを注意深く調

べることが必要であると考えられた。 

 

E. 結論 

 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。 
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