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    学位論文題名
Enhancing EffctofVaxfectinintheAbility
  OfaJapaneSeEnCephalitiSDNAVaCCine
  tOInduCeNeutraliZingAntibodyinMiCe

マウスにおける日本脳炎DNAワクチンの中和抗体誘導能に与える

    Vaxfectinの増強効果

学位論文内容の要旨

  日本脳炎は媒介蚊により感染するウイルス脳炎であり、東アジアから南アジアに至る流
行地域では年間5万人の患者発生が報告されている。マウス脳由来の日本脳炎ウイルス

  (JEV)不活化ワクチンによって、日本、韓国あるいは台湾では過去日本脳炎のコントロ
ールに成功してきたが、この不活化ワクチンは、大量のマウスを使う製造過程やコールド・

チェーンを必要とする運搬にコストがかかる上、複数回の免疫が推奨されるため、経済的

な問題を抱えており、その解決策として、プラスミドをベクターとして遺伝子を導入する
DNA免疫の系が注目されている。DNAワクチンは低コストで大量生産できる上、熱に安

定で凍結乾燥が可能なため、熱帯諸国への導入が期待できる。

  JEVのDNAワクチン開発にあたって、我々はこれまで中山株のprM、E、あるいは
NS1領域をpcDNA3に組み込んだりコンビナントウイルスを用いてその免疫原性を比較

し、prMとEの同時発現がもっとも高い中和抗体誘導能およぴ防御効果を示すことから、

prM凪遺伝子を組み込んだDNAワクチン、pcJEMEを開発し、マウスやブタに長期にわ
たる中和抗体の誘導を、またマウスに致死量のウイルス攻撃からの防御をもたらすことを

証明してきた。血，えrDの発現実験により、pn圧怨遺伝子は細胞外粒子の合成と分泌をも
たらし、これが中和抗体の誘導に重要であることがわかっている。しかしながらDNAワ

クチンは、（；TLの誘導には優れ、高い防御能は示すものの、蛋白ワクチンに比べて中和抗

体誘導能は低いと考えられてきた。
  DNAワクチンの抗体産生能を高めるために、過去さまざまな試みが行われてきた。そ

の方法の1っに、アジュバントとしてトランスフェクション試薬である矼U出ctinを用い

た報告がある。vlぱfect泣は、ヌクレアーゼからプラスミドを保護するとともに細胞内へ
のDNA導入を促進することにより免疫応答を増強すると考えられており、合成が容易な

上に低用量で効果があり、臨床実験でも副作用の報告がなぃ。これまでに、インフルエン

ザウイルス のNP、結核菌のAg85A、Ag86B、またP8tSー3を発現するプラスミドDNA
と弧鹸ct血との複合体をマウスやウサギに免疫することにより、中和抗体の産生増強が

認められている。
  今回我々は、pcJEMEの免疫にあたってva姫ct血を併用することにより、DNA単独

での免疫と比較して、免疫原性およぴ中和抗体誘導能の増強効果について検討した。
Vあ【fectinはcationic坤id（VC1052冫とneutrallipid（DPyPE）のfbrmulationである。DNA
との混合モル比はDNA：vaxfect血＝4：1とし、PBS（－）にて各希釈段階を調製した。1群6～10
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頭の4週齢の雄BALB/cおよびICRマウスに、5～100皿g相当のDNA含有混合液を1頭
当り100ハ1ずつ大腿部に筋肉注射した。免疫は3週間隔で3回行い、各免疫から2週間
後に全頭より採血して血清をプールし、90％plaque reduction assayにて中和抗体価を測
定した。
  100または10pgのpc<JEMEを単独あるいはVaxfectinとの混合でBALB/cに投与した
結果、10¢呂pcjEME単独投与群では3回免疫後も中和抗体の誘導は認められなかったの
に対し、10,ugpcJEME十VaxfectiIl混合投与群では1：80の抗体価を示した。また、loo
p醫pcJEME単独投与群では、3回免疫後の抗体価は1：40で、Vaxfectinの併用により同
レベルの中和抗体を誘導するのに必要なDNA量が1/10に削減できることが示され、
BAI毋/cにおけるvELxfect血によるpcJEMEの中和抗体誘導能の増強が認められた。一方、
100皿醫pcJEME十vaxfecti11混合投与群では3回免疫後の抗体価は1：10であったが、高
濃度のDNAとVaxfect血とを混合した結果、凝集塊が形成され、これがDNAの細胞内
導入を妨げている可能性が示唆された。対照群の100pgpcDNA3十vaxfectin混合投与群
では抗体価は検出されなかった。
  異なる系統のマウスを用いて覗Lxfectinの有効性を確認するために行ったICRの実験で
は、pcJEMEの最高用量を50皿gとし、5ロgとの2用量にっいて、単独あるいはVaxfec伍n
と混合して投与した。50ルgpcJEME単独投与群では3回免疫後の抗体価は1：20であっ
たが、50皿gpcJEME十v£出ct血混合投与群では1：160の抗体価を示した。また、5pg
pcJEME単独投与群では抗体価は検出されなかったが、5ロgpcJEME十vaxfectin混合投
与群では1：20を示し、これは50皿gpcJEME単独投与群と同レベルであることから、
VaxfectinはICRにおいてもpcJEMEの中和抗体誘導能を増強することが示された。なお、
対照の50ロgpcDNA3十Vぬfectin混合投与群では、抗体価は検出されなかった。
．DNAワクチンにより誘導される免疫のタイプが、vaxfect泣による誘導増強によって変
化するか否かを調べる目的で、前述のpcJEME50pgによるICRの免疫実験で得られた
血清を対象に、Thタイプの免疫応答の指標としてIgG1およびIgG2a抗体の量をELISA
により測定した。比較対照として現行の蛋白ワクチンであるJE耽蟻を用い、ヒトでの投
与量の1/64量をICRに3週間隔で3回、腹腔内投与した。DNAワンチンはTh1タイプ
の免疫応答QgG1くIg（抱a）をより強く誘導し、蛋白ワクチンはIgG1およびIgG2aいずれの
抗体も誘導することが知られている。実験の結果、50pgpcJEME十vaxfect血混合投与群
ではIgG2a抗体価はIgG1抗体価に比べて高く、50ルgpcJEME単独投与群と同様の
i80typeプロフイールを示した。JEvAX投与群ではIgG1、IgG2a抗体とも検出されたが、
IgG1抗体価はIg（抱a抗体価に比べて4倍高い値を示した。さらに、最終免疫から3週間
後に全群のマウスにっいてl08PFUのJEVBeijingP3株を腹腔内接種し、3週間後に血
清中のIgGlおよびIgG2aのレベルを調べたところ、いずれも抗体価の上昇はみられたが、
IgG1とIぢG2aのバランスに変化は認められなかった。
  ＆扎B′cおよびICRを用いて行った実験の結果、V｛ばfect血はJEVのDNAワクチン候
補であるpc匕EMEの中和抗体誘導能を8倍以上増強することが示された。我々のこれま
でのマウス実験モデルでは、1：10という低値であっても検出できるレベルの中和抗体の誘
導があれぱ、致死量のウイルス攻撃から防御できることが観察されている。DNA単独投
与では抗体が検出できない低用量のDNAでも、丶彊xfect泣を併用することで、防御能を付
与するレベルの抗体を誘導することができる。とくに日本脳炎のように、疾病予防に液性
免疫が重要な役割を果たす感染症に対しては、DNAワクチンのアジュバントとして
vEほfectinはきわめて有用であると思われる。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
Enhancirig EffCtofVaxfeCtinintheAbility
  OfaJapaneSeEnCephalitiSDNAVaCCine
  toInduceNeutralizingAntibodyinMice

マウスにおける日本脳炎DNAワクチンの中和抗体誘導能に与える

    Vaxfectinの増強効果

  日本脳炎ウイルス（JEV)は媒介蚊により感染するウイルス脳炎であり、コストの問題を抱える

現行の不活化ワクチンに代わって、プラスミドをベクターとして遺伝子を導入するDNA免疫の系が

注目されている。一方、DNAワクチンは、CTLの誘導には優れ、高い防御能は示すものの、蛋白ワ

クチンに比べて中和抗体誘導能は低いと考えられてきた。そこでJEのprM/E遺伝子を組み込んだ

DNAワクチン、pc JEMEを対象に中和抗体誘導能を増強する目的で、アジュパントとしてトランスフ

ェクション試薬の1つであるVaxfectin(cationic lipid：neutral lipid=l:l）を用い、BAL B/c及

びICRマウスの系で検討した。免疫は筋肉注射を3週間隔で3回行い、各免疫から2週間後に全頭

より採血して血清をプールし、90% plaque reduction assayにより中和抗体価を測定した。

  BALB/cの実験において、1011g pcjEME単独投与群では3回免疫後も中和抗体の誘導は認められ

なかったのに対し、lO/LgpcjEME十Vaxfectin混合投与群では1：80の抗体価を示した。また、100

ロg pcjEME単独投与群では、3回免疫後の抗体価は1：40で、Vaxfectinの併用により同レベルの

中和抗体を誘導するのに必要なDNA量が1/10に削減できることが示され、BALB/cにおける

Vaxfectinによるpc JEMEの中和抗体誘導能の増強が認められた。またICRの実験において、50ug

pc JEME単独投与群では3回免疫後の抗体価は1:20であったが、50ug pcjEME十Vaxfectin混合投

与群では1：160の抗体価を示した。5Ug pcjEME単独投与群では抗体価は検出されなかったが、5

Ug  pc JEME十Vaxfectin混合投与群では1:20を示し、これは50ルgpclEME単独投与群と同レベル

であることから、VaxfectinはICRにおいてもpcjEMEの中和抗体誘導能を増強することが示され

た。また、DNAワクチンにより誘導される免疫のタイプがVaxfectinによる誘導増強によって変化

    - 180―

郎
司
利

和
  壽

嶋
谷
田

長
瀬
志

授
授
授

教
教
教

査
査
査

主
副
副



するか否かを調べる目的で、ELISAにより血清中のIgGl及びIgG2a抗体価を測定した結果、

Vaxfectinは一般的なDNAワクチンの特徴であるThl優位のIgG isotype profileを変化させない

    口頭発表に際し、副査の瀬谷司教授より、1）Vaxfectinと他のアジュバントとの比較実験の

有無、2） VaxfectinによるDNAワクチンの免疫応答増強のメカニズム、また3）DNA－Vaxfect in

complexesに対する樹状細胞の作用について、続いて副査の志田壽利教授より、1）Vaxfectinによ

るCTL誘導増強の可能性、2）防御に与えるVaxfec tinの効果、3）ELISAによるIgG抗体価と中和

抗体価との差異について質問があった。また、主査である長嶋和郎教授からは、1）（t）鎖RNAに対

するinnate immunityの可能性、及び2）Vaxfectinの実用化に向けての展望にっいて質問があっ

た。さらに、フロアの澤洋文助教授からは、1） JE流行地域と媒介蚊の生息地域との関連性、及

び2） JEVと他のフラピウイルスとの交差性について質問があった。発表者はこれらの質問に対し

て自らの実験結果と文献的考察を基にほぼ的確な回答を行った。

  本研究は、マウス実験系においてVaxfectinがDNAワクチンのアジュバントとしてきわめて有用

であることを明らかにしたもので、今後の実用化に向けて期待される結果と考えられる。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資

格を有するものと判定した。


