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緒論

　外界から侵入してくるウイルスに対し生体内では、さまざまな免疫防御反応

が引き起こされる。この免疫反応は自然免疫と獲得免疫（適応免疫）に分ける

ことができる。：Fig．1に一般的なウイルス感染後の宿主の防御機構の時間的推移

の模式図を示す。外界よりウイルスが侵入すると感染直後から、初期抵抗性に

重要な役割を果たす自然免疫反応が働く。自然免疫では、1型interferon（1：FN）

である1：FN－CtやIFN一βの産生や発熱による免疫機能の活性化がおこり、マクu

ファージやNatUfa1㎜er細胞（N：K細胞）による非特異的な免疫防御反応が起こ

る。これらの免疫反応を誘導するシグナル伝達に、進化的に保存された、Toll－li：ke

receptorが極めて重要な役割をしている。しかし、通常、自然免疫だけでは完

全にウイルスを排除することはできないため、自然免疫ののち、数日後に獲得

免疫が誘導され抗原特異的反応がおこり、免疫記憶が残ってウイルス感染症に

抵抗性を示す1）。
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Fig．1　lmmune　host　defense　against　virus　infection

1



　獲得免疫は、体液：性免疫と細胞性免疫に分類される。体液性免疫では、主に：B

細胞が関係し、中和抗体、オプソニン作用、補体活性化による免疫反応がおこ

る。一方、細胞性免疫では、T細胞が関係し、　CD8陽性細胞傷害性T細胞

（Cytotoxic　T　Lymphocyte：CTL）やCD4陽性ヘルパーT（Th）細胞により免疫機

能が維持されている。なかでも、CTLはウイルス感染症に対する免疫反応にお

いて重要な役割を果たす。CT：Lは、ウイルス感染細胞を特異的に認識し、パー

フォリン、グランザイムを分泌することにより、ウイルス感染細胞をアポトー

シスへと誘導する。またCT：Lは、1：FN一γ、　Tu狙or　Necrosis：Factor（TN：F）一αとい

った抗ウイルス性サイトカインを産生して効率的にウイルスを排除する。：Fig．1

で示されるようにCTL活性が上昇していくとともに、ウイルス力価が次第に下

降する。このように、CT：Lはウイルス排除機構において重要な役割を担ってい

る1）2）。事実、チンパンジーのC型肝炎ウイルス（Hepatitis　C　Virus：HCV）によ

る感染実験から、感染後HCVをクリアーしたチンパンジーでは、抗体の体液性

免疫ではなくCTLを中心とした細胞性免疫が、　HCVの排除に関わっているこ

とが証明されている3）。

　CTLの分化・誘導には1型ヘルパーT（Th1）細胞が必要不可欠である。丁細胞

は胸腺で分化したのち、血流から末梢リンパ組織を循環する。抗原に接触して

いないCD4＋T細胞はナイーブCD4÷丁細胞として存在しているが、生体内に抗

原が侵入すると樹状細胞やマクロファージなどの抗原提示細胞（antigen

presellting　ce11：APC）により、抗原がナイーブCD4＋丁細胞に提示される。そ

の結果、未成熟のエフェクターT（ThO）細胞（ThO細胞）へと分化・増殖する。そ

してThO細胞は、誘導されたサイトカインの種類、補助刺激因子等によってTh　1、

Th2およびTh17細胞にそれぞれ分化する。

　ワクチンの成否にかかわる要件は感染病原体の性質によって変化する。細胞
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外病原体の場合、宿主の獲得免疫応答には抗体が重要な働きをする。また、ウ

イルスのように細胞内に入り込み増殖するような病原体の制御には、内在性抗

原を認識するCD8＋CTLの反応が必須である。つまり、有効なウイルスワクチ

ンを開発するには、ウイルス特異的CTLの効率的な誘導が重要な鍵になる。し

かし、現在臨床応用されているアルミニウムアジュバントなどのワクチンアジ

ュバントは、体液性免疫（抗体産生）を増強するが、細胞性免疫は誘導しにくい。

そこで著者は、CT：しの誘導・活性化を目的としたワクチン開発に注目した。

　CT：L誘導型ワクチンに着目する理由は主に2つある。1つは、　CTLが9つ前

後のアミノ酸からなる短いペプチドを抗原として認識する4）のに対し、抗体は

通常20－30のアミノ酸からなるペプチドを認識する5）ことである。RNAウイ

ルスは、ウイルス複製過程で変異が起きやすいため、長いペプチドを抗原とす

る抗体は変異の影響を受けやすく、短いペプチドを抗原とするCTLは変異の影

響を受けづらい。2つ目は、CTLと抗体の抗原認識機構の違いがあげられる。

抗体（中和抗体）は、細胞外に存在するウイルスの、エンベロープやスパイクなど

の外郭タンパク質を認識しウイルスを中和する。一方、CTLは、ウイルスが感

染した細胞で作られるウイルス由来タンパク質すべてを内在性抗原として認識

することが出来る。そのため、抗体に比べCTLでは、エピトープのレパートリ

ーに広がりが持てる。また、CT：しがウイルスの作製するすべてのタンパク質を

抗原と認識できるため、ウイルスの生存に関わる変異しづらい内部の構造タン

パク質や、非構造性の調節性タンパク質をエピトープにできる。そして、ウイ

ルスが細胞内にひそんで、宿主の防御反応から逃れている場合、抗体では細胞

内のウイルスを中和できないのに対し、細胞内抗原を認識するCTLはウイルス

を排除することができる。

　CT：Lは、主要組織適合抗原（major　histocompatibihty　complx、　MHC）（ヒト
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ではhuman　leuk：ocyte　antigen：HLA）クラス1分子によって提示された、短い

ペプチドを抗原として認識し活性化される。MH：Cクラス1分子は、約340個の

アミノ酸からなる45－kD　aの重鎖（heavy　chain）と、M：HCとは連鎖していない

遺伝子産物で100個のアミノ酸からなる12－kD　aのβ2－microglobulin（β2m）と

が非共有結合した膜結合型タンパクである。MHCクラス1分子の重鎖は、α1、

α2およびCt　3の3つの細胞外ドメインからなり、α1とα2ドメインからなる高

次構造によって、抗原ペプチドが結合する大きな溝とペプチドのアミノ酸側鎖

がはまり込む6つのポケットが形成される6）・　7）（：Fig．2）。β2mは、3つのドメイ

ンと接触し、クラス1重鎖のコンフォメーションに強い影響を与える。抗原ペ

プチドはM：H：Cクラス1分子に結合すると、MH：Cクラス1分子を安定化させる。

つまり、ペプチドはMHCクラス1分子複合体構造の一部として不可欠なもの

であり、ペプチドが結合していない状態のMHCクラス1分子（e搬pty　MHC

claSs　I　molecule）は不安定である。このように、　MHCクラス1分子はどれも欠

　Fig．2　Structure　ef　HILA”A2　molecule　6）

a：From　a　lateral　view　b：From　top　te　bottom
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かすことのできない3分子で構成され、CTL上の丁細胞レセプター（TCR）を

介してCTLにウイルス由来ペプチドを抗原提示し、　CTLを活性化する。活性化

されたCT：Lは、ウイルス感染細胞を直接破壊したり1：FN・γなどのサイトカイン

を分泌したりして、ウイルスを体内から排除する。

　：Fig．3に示したように、ウイルスが細胞に感染すると、細胞内でウイルス遺伝

子からウイルスタンパク質が作られ、プロテアソームによって分解される。プ

ロテアソームは28個のサブユニットが連なってできており、1つが7個のサブ

ユニットからなる輪が4個集まってできた巨大な円筒状の複合体であり、その

サブユニットのタンパク分解活性部位が円筒の中心に並んでいる4）。プロテア

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Direct　presentatien　Cress　presentation
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　　　　Direct　presentation　and　cross　presentation

ソームを通って分解されたペプチド断片は、抗原処理関連トランスポータV一一・

（transportefs　associated　with　a：ntigen　processing：TA：P）とよばれる分子によっ
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て、粗面小胞体内に輸送される8・・9）。TAIPは2種類のタンパク質TAP　1、　TAP2

からなるヘテロニ量体で、小胞体膜を貫通しATP依存的にペプチドを輸送する。

TAP　1、　TAP2遺伝子はMHC遺伝子領域に位置し、2つの遺伝子どちらに変異

が生じてもMH：Cクラス1分子による抗原提示はできなくなる。このTAPの機

能は、TAIP欠損細胞株を用いた研究によって見出された。　TA：Pが欠損した細胞

株では、ペプチド断片が細胞質から粗面小胞体に入れないため、クラス1分子

がペプチドと結合できず、不安定で、CT：しにペプチドをうまく提示することが

できない。TAPを通り、粗面小胞体内に入ってきたペプチドはMHCクラス1

分子と結合し、ゴルジ装置でmaturationされ細胞表面に出て行き、　CTLに認

識される。以上の過程は一般的にDirect　presentationと呼ばれている。また、

これとは別に、Cross　presentationという抗原提示過程も存在する。　Cross

presentationは、エンドサイトーシスで細胞内にとりこまれた外来性抗原が、

エンドソームから細胞質へと移行しプuテアソームで分解されたのち、TAP依

存性に粗面小胞体に輸送され、MHCクラス1分子に結合して提示される経路で

ある（：Fig．3）。

1991年、Rammenseeら、　Wileyらの2っの研究グノレープは、囲Cクラス

1分子に結合している自己抗原ペプチドを分離し、そのアミノ酸解析を行った

1◎）11）。その結果、結合しているペプチドのアミノ酸配列には、それぞれのM且C

アリールに特有のモチーフが存在することがわかった（ペプチドモチーフ）

（Table　1）。これらのペプチドは、通常8～10個のアミノ酸からなる。例えば、

H］LA－A＊0201に結合するペプチドの多くは2番目にmイシンやメチオニン、9

番目にバリンやロイシンをもつ。このことから、ペプチドの2番目と9番目の

アミノ酸は、ペプチドとHLA－A＊0201の結合において重要なアンカ・一・一・一vの役割を

果たすと考えられた。すなわち、それぞれのMH：Cクラス1分子に対応するぺ
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プチドのアンカーが、特有のアミノ酸でないと、ペプチドはそのクラス1分子

に結合しない。しかしながら、MHCクラス1分子への結合アフィニティだけで、

ペプチドの免疫原性は説明できない。むしろ、MH：Cクラス1分子一ペプチド複

合体の結合後の安定性が重要であるとの報告もある12）。

　　　　Table　1　Peptide　motifs　associated　with　MHC　class　1　molecules

Amino　Acids　at　ancher　p　ositions

Isoform　of　HLA　1　2 3 4 5 6 7　　8 9 10

HLA－A＊0201

HIA－A　3

HILA－A　24

HI．A－A　68．1

HLA－B　7

HIA－B　8

HIA－B＊2705

HLA－B＊3501

HILA－B＊5101

HLA－B　53

H－2　Kb

H－2　Kd

H－2　Kk

H－2　Db

H－2　Dd

H－2　Ld
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　本研究では、リボソームを抗原導入のキャリアーとして用いた。リボソーム

は組み換えウイルスなどと比べ、生体の細胞膜構成成分からなるため、極めて

毒性が低く、より安全性が高い。また、通常の抗原を内包したリポソー一・一ム（内包

型リボソーム）ではなく、抗原をリボソーム表面に共有結合させた表面結合型リ

ボソームを用いた。表面結合型リボソームは2つの特徴を持つ。1つは、アレル

ギー様の副反応の原因となるIgE産生が起こらないことである。　Naitoらの報
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告13）によると、卵白アルブミン（OVA）表面結合リボソームと、　OVAに水酸化ア

ルミニウムを吸着させたものをマウスの皮下に投与し比較した研究で、投与後

の血清中には、ともに抗原特異的なIgGの産生は見られるが、　OVA表面結合リ

ボソーム投与では抗原特異的なIgEの産生は見られなかった。2つ目は、ペプ

チドタンパク抗原を内包するリボソームと比べて、表面結合型リボソームでは、

はるかに効率的にCTLを誘導することである。　Nagataら14）が行った実験によ

ると、OVAペプチド内包型リボソームではほとんどCT：L活性を示さなかったの

に対し、OVAペプチド結合リボソームでは高いCT：L活性を示した。

　本研究では、ウイルス感染に対するCTL誘導型ワクチンを開発することを目

標に第1章ではHCVに、第∬章では新興感染症である重症急性呼吸器症候群

（Severe　Acute　Respi：atory　Syndrome：SARS）の原因ウイルスである

SARS－CoVに注目した。

　第1章で焦点を当てたHCVは、フラビウイルス科に属し、従来正体が明らか

ではなかった非A非B型肝炎の主要な原因ウイルスとして、1988年その実体が

知られた15）。HCVはエンベロープを持つ、直径55～65nmの球状粒子であり、

内部に全長約9．4kbの1本のプラス鎖RNAをゲノムとして持つ。：Fig．4に示

すように、HCVゲノムは3種類の構造タンパク遺伝子（Core，　E　1，：E2）と、5

種類の非構造タンパク遺伝子（NS2rNSsB）からなる。　E　1とE2遺伝子はエンベ

n一ブタンパク質を、Core遺伝子はウイルス粒子内部コアタンパク質をコード

　一341　O　915　1491　2769　342e　5477　6258　7601　9375

5’NC c E4 E2 NS2 NS3 NS4 NS5AlNSsB 3’NC

Fig．4　Strvtcture　of　HCV　genome
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する。非構造タンパク遺伝子は、セリンプロテアーゼやRNAポリメラs一一・・一ゼなど、

ウイルスの複製に必要なタンパク質をコードする。

　WHOの調べによると、世界の総人口のおよそ3％にあたる1億7千万人のヒ

トがHCVの慢性キャリアーになっていると考えられている。日本では現在、

H：CV感染者は200万人以上存在する。　HCVに感染するとほどなくして急性感

染症状が現れるが、その後ウイルスを体内から排除できるヒトはわずか15％・

20％に過ぎない。80％以上のヒトはウイルスを排除できずに慢性持続性肝炎に陥

り16）、肝硬変そして肝癌に移行する17）。平成14年の統計では、日本における

肝癌死亡者数は、肺癌、胃癌に続いて第3位と上昇したが、この肝癌患者の8

割以上はHCVキャリアーから発生している。現在、且CVに対して一番効果の

高いペグイン早出フェロンとリバビリン併用療法は、2人に1人の割合でしか効

力が得られない。したがって、我々人類にとって、C型肝炎の予防・治療は重

要な課題である。

　今までに、HCV由来のCTLに対する抗原エピトープは多数同定された。特

に、世界で最もポピュラーなヒトMHCクラス1分子であるHLA－A＊0201に関

連したHCV由来エピトープは、20種類以上報告されている。しかしながら、

HCVは一般に抗原性が弱く、ワクチンにエピトープを抗原として使用する場合、

抗原性の強いドミナントエピトープを使用する必要がある。

　第II章で注目したSARSコロナウイルス（SARS－CoV）は、コロナウイルス科

（Coronavi　idae）に属し、　SARSの原因ウイルスである。　SARS・CoVはプラス鎖

の非分節RNAを遺伝子としてもち、主要なウイルスタンパク質を基本的に重複

することなくコードしている。ウイルスゲノムは約30K：塩基ありRNAウイル

スとしては最長のゲノムで、その5’末端にはキャップ構造を、3’末端にはpoly（A）

を有する18）（Fig．5）。
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　SARSは2002年の11月中旬に中国広東省で流行した「非典型肺炎」に端を

発し、ベトナム、香港の医療従事者を中心に感染が拡大した。引き続きカナダ、

シンガポールへ広がるに至って、世界保健機構（WHO）が‘Glebal　Alert’を発し

て本格的な調査を開始し、2003年3月15日にはSARSと名づけられて、「世界

規模の健康上の脅威」である原因不明の重症非定型肺炎として扱われることと

なった19）　20）。また、航空機の登場により、短時間で長距離の移動が可能になっ

たことから、以後数ヶ月間でSARSはアメリカ、ヨーロッパ、アジアなどの

　　　　e　　　　　　　　5　te　45　2e　25　30　Kb

O　　　　　　　　　黙鞭，　　轡膿　　　蕩1ぎ騨蹴’　　　　　　　　　SARS－CoV

　　　gene　l　a　gene　3　b　s　rr｝RNAs3－9

．醸醸intr±∋1＃ma
①薩盤璽＝油締闘盛盤藪璽一一一一一一・mRNAI－PP・…PP・・b

　　　　　　　　　　　　　　　趨［＝＝＝＝＝＝＝コー一一一一一一一一一mRNA繭S　pro総ln

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十　mRNA3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　トmRNA4－E　pr。te莚廃

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　④［トーmRNA5－M　protein

13－15・ORFs　　　　　　　　　　　　　　　　⑱トmR麗A6

鱗羅鰭灘唯一　　“［lrm・・A・
諜溜麟瓢黙潔囎三二3器psid㈹genes　碍m・NA・
unkn。w湘αionwas繍 @　　　　　　碍一孤・・A鰯繭・

Fig．5　SARS－CoV　geneme　organization

29の地域と国へ急速に広がりを見せた。実際には、2002年11．月～2003年7

．月末日の間に中国を中心に8，096人の患者が報告され、このうち774人が死亡

している21）。そういった事態に対して、WHOが中心となり各国支援のために

専門家チームが派遣され、電子情報システムを駆使した研究協力による原因病

原体の同定、古典的な「隔離と検疫」を用いた院内感染を中心とした集団発生

の防止などが実施された。その結果、2003年4，月16日には新種のコロナウイ
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ルスがSARS起因病原体（SARS－CoV）であることが発表され、7，月5日には感染

経路の特定、確定診断の方法、特異的な治療法の確立などを待たずに、世界規

模の集団発生に終息宣言が出されることとなった22）23）。SA：RS・CoVによる

SARSの致死率は約10％とされており、臨床経過は極めて不良である。

SARS－CoVは主に目、鼻、口などの粘膜から感染すると考えられており、その

後、鼻腔、咽頭、肺などの呼吸器で増殖する。感染者のなかには下痢症状を伴

う者がかなり多くみられ、ウイルスも便から検出され小腸、大腸での増殖が認

められている24）。SARS・CoVの増殖のピv一一・・クは発症後10日頃で、重症化は10

日以降にみられ、さらに死亡するまでには19日程度と隔たりがある。現時点で

は、SARS－CeVに新たに感染するヒトは出現していないが、誰がキャリアーと

なって、再度世界的な感染拡大となる可能性も否定できない。そのためにも、

早急な治療薬の判明、診断薬、ワクチンの開発が望まれる。

　SARSウイルス由来のCTLエピトープは、　Spike領域由来HLA－A＊0201拘束

性CTLエピトープ4種類のみが他グルー一…プによって同定されている。しかし、

効率良く免疫するには複数のエピトープを同定する必要がある。

　以上のことから、本研究では、リボソームを使ったHCVとSARS治療ワク

チンの開発を、世界で最も人口が多い且LA－A＊0201を持つヒトをターゲットに

行う研究の一端として、H：LA・A＊0201に関連したドミナントエピトープの決定

を行った。そのために、HLA－A＊0201トランスジェニックマウスというモデル

マウスを使用した。このマウスは、ヒトのMHC遺伝子であるHLA・A＊0201を

発現しているので、ヒトでの免疫実験の代用として、マウスでそれを手軽に行

える利点がある。

　H：CVに関しては、すでに報告されている24種類のHIA－A＊0201関連HCV

由来エピト・一・一・一プのペプチドを合成し、各ペプチドのHIA－A＊e201の結合アフィ

11



ニティと安定性を検討するとともに、免疫したトランスジェニックマウスでの

CTL誘導能を比較検討することによりドミナントエピトープの選択を行った。

また、ペプチド結合リボソームにてCTLの誘導能も確認した。

　SARSについては、　SARS－CoVの構造タンパク質であり、まだエピトープが

同定されていないヌクレオカプシド（423aa）に焦点を当て、2種類のエピトー

プ予測ソフト（BIMAS＆SYFPEITHI）を用いて、エピトープの可能性の高い9

－10個のアミノ酸配列を8種類選び、合成ペプチドを作製した。そして、予測

したエピトープによって誘導されたCT：しとの反応性を比較検討することにより

エピトープを同定した。また、ペプチド結合リボソームの投与によってCTLを

誘導することができ、ウイルスに対する抵抗性も確認できた。
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材料と方法

1．マウス

　フランス・パスツール研究所のLemonnier博士が作製した、反応性の高い

H：LA・A粕201トランスジェニックマウスを使用した。このマウスは、マウス

MHCクラス1遺伝子であるH－2Db遺伝子とマウスβ2m遺伝子をダブルノック

アウトしたマウスに、HHD遺伝子をいれたトランスジェニックマウス（HHDマ

ウス）25）である。田D遺伝子とは、MHCクラス1のα1とα2ドメインが

HLA盛粕201由来で、　or　3、　transmembrane、　cytoplasmicドメインがH・2Db

からなるキメラH：：LA－A粕201遺伝子と、ヒトのβ2m遺伝子を組み合わせた遺

伝子である（：Fig．6）。5’末端側からLS：Leader　sequence；huβ2m：ヒトβ2m；A2α

1：　H］IA－A＊0201　ct　1　demain；　A2　ct　2：　HLA“A“0201　ct　2　domain；　Db　ct　3：　｝1”2Db

ct　3　domain；　DbTM：　H－2Db，　transmembrane　domain；　CP：　H’2Db　cytoplasmic

domainを表す。実験にはすべて、6・8週齢のマウスを使用した。　HHDマウス

は、フランス・パスツール研究所・Lemonnier博士より供与され、埼玉医科大

学動物施設で飼育・繁殖されたものを用いた。

5rJ　l　　　　l　　　　l　　　　I　　　　l　　　　I　P3’
LS huβ2m A2α1 A2α2 Dbα3 DbTM CP

Fig．　6　Structure　of　the　HHD　gene

2．細胞

　本研究では、T2、　RMA（1壬2b）、　C　143、293、293T、　CV－1、　BS－C・1、　RMA一：HHD

を用いた。これらの細胞は、10％ウシ胎仔血清（fbtal　ca】f　serum：：FCS）と2mM

のし・glutamineを加えたR：PMI　1640（Sigma－Aldrichi社、　St．　Louis、　MO）培地
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およびDMEM（sigma－Aldrichi社）培地で培養した。　T226）は、　TAP　1、TAP2

を欠損したヒト由来B細胞株である。また、RMAは、　C57BL／6マウス由来

1ymphoma細胞株である。組み換えワクシニアウイルス（W）の実験で使用した

C143細胞はヒト骨肉腫由来の細胞でT：K（チミジンキナーゼ）活性を欠損してい

る。また、組み換えアデノウイルス（AdV）の実験で使用した293細胞はヒト胎児

腎由来の細胞でAdVのE1遺伝子を持つ細胞である。組み換えウイルスのタン

パク発現をチェックした293丁細胞もヒト胎児腎由来の細胞である。CV－1と

BS・C－1はアフリカミドリザルの腎由来の細胞である。　RMAにHH：D遺伝子を

トランスフェクションしH：HD分子を発現させた細胞、　RMA・HHD　27）は、フラ

ンス・パスツール研究所・：Le　mon．nier博士より供与された。　RMA－HHDは、上

述の培地にG418（Sigrna－Aldrichi社）（500　P9／ml）を加えた培地で培養した。

3．合成ペプチド

　既知のH：LA・A＊0201関連HCV由来ペプチド24種類を用いた（Table　2）。これ

らのペプチドは、Operon社（Tokyo，　Japan）によって、合成され、　HPLCにて精製

された。

　SARS－CoV由来ペプチドは、　SARS－CoVのヌクレオカプシド領域において予

測した。予測には、2種類のエピトープ予測ソフト（BIMAS＆SYFPEITRI）を

用いた。BIMASというエピトープ予測ソフトは、　MHCクラス1とペプチドの

dissociation　rateを指標としエピトープを予測するソフトであり、その値が低い

ことがより抗原性の高いエピトープであることを意味している。また、

SYFPEITHIは、ペプチドモチーフによりエピトープを予測するソフトであり、

その値が高ければより抗原性の高いエピトープであることを意味している。そ

の二つの予測ソフトでscoreの良いエピトープを8種類選び、それに相当する
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ペプチドの合成をOperon社に依頼した（Table　7）。

　　　Table　2　A　list　ef　HLA”A＊0201“associated，　HCV“derived　peptide

Name Re’on Residues Se　ue：nce ref

Core　35 Core 35－44 YL：LPRRGPRL 27）

Core　132 Core 132－140 D：LMGYI：PL▽ 27）

Core　178 Co翌e 178・187 ：LLALLS　CL5『V 27）

E1220 E1 220－227 ILH：TPGCV 28）

E1257 E1 257・266 ：LRR且ID：L1コV 29）

E1363 E1 363－371 SM▽GNW：KV 28）

E2686 E2 686－694 A：LSTGLIH：：L 27）

E2726 E2 726－734 ：LL：FLLLADA 30）

E2728 E2 728－736 FL：L：LADARV 30）

NS31073 NS　3 1073－1081 CINGVCWTV 31）

NS31131 NS　3 1131・1139 YLVTRHADV 30）

NS　31169 NS3 1169－1177 噂し：LCPAGHA：V 31）

NS31406 NS　3 1406・1415 YLVAY　ATV 31）

NS31585 NS3 1585・1593 YLMへY　ATV 32）

NS41666 NS4 1666・1674 VLVGGVLAA 30）

NS41671 NS4 1671－1680 VLAALAAYCL 32）

NS41769 NS4 1769－1777 HMWNFISGI 30）

NS41789 NS4 1789－1797 S：LMA：FTAAy 31）

NS41807 NS4 1807・1816 ：L：LFNI：LGGWV 27）

NS41851 NS4 1851－1859 ILAGYGAGV 27）

NS41920 NS4 1920－1928 WMNR：L工A：FA 30）

NS51992 NS　5A 1992・2000 V：LSD：FKTWL 33）

NS52145 NS　5A 2145－2154 L：LREEVS：FRV 33）

NS52252 NS　5A 2252－2260 ILDS：FDPL▽ 31）

4．Multie　ito　eMi皿i　ene（N8E）の　ts

　それぞれ20塩基ずつオーバーラップした90－100塩基からなる一Long　oligo

：nucleotideを用い、コンピューターで予測した8個のSARSヌクレオカプシド

由来エピトープをコ・’・’・’iドするN8：Eを1）CRにて作製した。作製模；式図を：Fig．7

に示した。作製したN8Eは、pCR　llベクター（lnvitrogen：Life　Technologies社、

Rockvine、　MD）に挿入し（pcR2－N8E）、その遺伝子配列をオートシーケンサー

（CEQ8000：Beckman　Coulter社、：Fu■erton、　Ca）を用いて確認した。
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　　　SARS　Nuclepcapsid　protein　｛423　aa｝

　　　MSD麗GPQSNQRSAρR汀FGGPτDSτONNQNGGRNGARPKQRRPQGLPNNTASWFTAUr（灘（叢…EしRFPRGQGVPINTNSG
　　　PDDQIGYYR段AτRRVRGGDGKMKEしSP8蝉G了GP厩AS腿KεG；VW》AτEGALNTPKOHlGτRNFNNNAATVしQ
　　　LPQG凧幽琵GSRGG＄QASSRSSSFeSRGNSRNST鈴GSS殺G卜潔3PARMASOGG墨鯉」LLL診RLNQ毘SKV§鎚QQ
　　　QQGQIVrKlくSAAEASKKPRQKRTATKQYMI“rQAFGRRGP旺QTQGNFGDQDLIRes丁DYKHWPQ【AQ鎧APS醗G納SR雄
　　　G醗εV：工2§⊆江瑚L「「照G鰻《一塁⊥NKH9）AYKTFPPτEPKKOKIくK｝〈TDEAQPLPQRQKKQP’IV’rLLPAADeVI［）1）F

　　　SRQLQNSMSGUXSADSTQA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　e

　　　紹u薩tiepitope　m莚鴛igene
　　　！rw）S　E！Yt．GTGPEASLE！GANIblNeAptQU，QGMI21Sg｝EwwwaunDRLNQI－IESKVSGtSg　K］esSAfflEGMSruGIVIEVus2
　　　TV監了Y睦GA臥匡」DDKDPQFKDNVILLNK田DAYKrFP

　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　　　　　　　　　　　　　　PCR　AmplificatioR
　　　∈ヲー　　　　O　　　展　　間　ec癬　e　　－3　繍■　・■コ　ロ　顯鷹　一　一　国糟　回　幽　卵疇　繍聞　一6　一　一　ロ　一　篇襯　一　一　一　■隅　一＿3，

　　　3㌧繭鴫　一　■隣　一　繍3㌔⊂＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝〕轄5’一　騨篇　篇嘱　一■　■剛　脚闘　幽囎　一　■屠　国　陣騙　一鵜　一　潮購　ロ　胴曜　鱒＿5「

　　　　　　　　　　　　　　3－M－5’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3一⊂＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝コー5’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3Ll＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝コー5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　g

　　　　　　　　　　　　　　　DNA　Sequencing

　Fig．7　Constructien　of　a　multiepitope　minigene　encoding　eight　pre　dicted

　　　　　　　　epitopes　derived　frem　SARS”CoV　nucleocapsid

　　Amine’acid　sequences　of　predicted　epitopes　are　indicated　by　boldface，　and　amino－acid

sequeRces　of　fiad血9　regions　are　underliRed．

5．HCVタンパク　を発　する組み　えウイルスとIL・12発1プラスミド

　：HCVのCore、：E　1、　E2タンパク質を発現する組み換えアデノウイルス、

Ad－Core－E2（AdexlSR3ST）およびNS3、　NS4、　NS5Aタンパク質を発現する組

みi換えアデノウイルス、Ad・NS3・5A（AdexlCA3269）を用いた34）。コントロール

として、wild　typeの組み換えアデノウイルス、　Ad－wt（Adex1W）も用いた。

Adex1SR3ST、　Adex1CA3269、　Adex1Wは国立感染症研究所・宮村達男博士よ

り供与された。IL－12「を発現分泌するプラスミド、　p　3XF：LAG－1：L－1234）は、東

京医科大学・善本隆之博士より供与された。

6．Multie　ito　e　Mmi　eneを発　する組み　えアデノ　イルス（AdVの　IJ

pCR　rN8EをNot　I（TOYOBO社、　Tolryo、　Japan）とEc◎R　I（TOYOBO社）

で切断して、N8E遺伝子を抽出した。その後、　N8E遺伝子を検出マーカーの
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FLAGタンパク質を発現する遺伝子を持つp3X：FLAG・CMV一　10（p3X：F：LAG）

（Sigma－Aldrichi社）発現ベクターに：Ligation　high（TOYOBO社）を用いて挿入

した（p3XFLAG－N8E）。作製したp3X：FLAG－N8Eから、　P　CRにより、：FLAGタ

ンパク質およびN8：E（3X：F：LAG－N8：E）遺伝子を増幅した。増幅後、先ほどと同様

にpCR■ベクターに挿入し（p　CR　ll　・3X：F：LAG－N8E）、遺伝子の配列を確認した。

pCR　II・3XFLAG－N8EをBamH　1（TOYOBO社）とEcoR　I（TOYOBO社）で切断

し、3XF：LAG・N8Eを抽出後、　Adenov辻us　Expression　Vbctor　Kit　Dual　Vbrsion

（TAKARA、　Tokyo、　Jap　an）に従ってAdV一　SARS－N8Eを作製した。作製の概略

としては、DNA　Blunting：Kit“ iTA：KARA）を用いて3xFIAG－N8E遺伝子末端を

平滑化し、複製欠損株AdVゲノムを含むコスミドベクター（pAxCAwtit＞に挿入

した（pAxCAwtit－N8：E）（Fig．8－1）。　pAxCAwtit－N8EはGigapack　I［II　XL

Packaging：Extract（Stratagene社Eur◎pe、　Amsterdam、　The　Netherlands）

を使用してラムダファージに組み込み、大腸菌に感染させた。その後、アンピ

シリン寒天プレートを用いて、アンピシリン耐性菌株を選び、それから

pAxCAwtit・N8E遺伝子を少量精製した。組み込まれたN8E遺伝子の方向を確

認したのち、pAxCAwtit－N8：E遺伝子を大量精製し、293細胞にトランスフェク

ションし、Adv－sARs－N8Eを作製した（：Fig．8－2）。作製したAdv－sARs・N8Eは

AdVゲノム内の複製領域である：E　l領域を欠損しているため、通常の細胞での

感染では、挿入遺伝子のタンパク発現はおこるが、ウイルスは複製増殖できな

い。しかし、：E1領域を発現する293細胞では増殖可能である。

7．Multie　ito　e　M並eneを　する組みえワクシニアイルスW）の　lj

組換えAdVの作製過程と同様にp3xlllLAG－N8Eを抽出し、　W用pNZ68K2

ベクターに挿入した（pNZ68：K2・N8E）。　pNZ68K2－N8Eはチミジンキナーゼ（TK）
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遺伝子を欠損した状態となっている。そこで、C143細胞を用いて、　TK遺伝子

を有する野性型W（WWT）と欄組み換えをおこない、プロモデオキシウリ

ジン（BrdU）で選別し、　W　SARS・N8：Eを作製した。　BrdUはTK遺伝子により

リン酸化されウイルスゲノムに取り込まれるが、これはウイルスにとって毒性

であるため、VVWTは：増殖できない。しかし、相同組み換えにより作製された

TK：遺伝子欠損vvN8Eはc143細胞内で増殖できる（Fig．9）。

　　　　　　一繍　　　　R繭幅竿準d謙1毘～膿
　　　　　　〔ニコ＿　　　F。，e・g，、9。。，

　　　　　　　　　　XAInfiection　pt／／lllralnsfbction　nv　VectOr

C143　ce豚s　　　了KGer陪　　＿　　HomotPoos　rec◎mbi憾鷲。轟

　’Vir謝DNA

　　　　　　　　・
　　　…一一麗隆｝…・
Recombinant　viral　ONA

Nucleus

Cytosol

　　　！…u

　　　　　　　ヌさむむゆわき　　せ　き　　　

憂〕…
Fig．　9　Generation　of　W’SARS“N8E

8．リボソーム

　本研究では、Dioleoyl　phosphatidyl　chohne（D　OPC）、　Dioleoyl　phosphatidyI

ethanolamine　（D　OPE）．　Dioleeyl　phosphatidyl　glycerol　（DOPG），　Cholesterol

が4：3：2：7のモル比からなるリボソームを使用した35）。また、本研究では、ペプ

チドをリボソーム表面に結合させたリボソームを使用した。ペプチドの結合に

はDisuccinimidy1　suberate（DSS）を用いた36）。ペプチドとリボソームの結合子
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式図をFig．10に示す。リボソームは国立感染症研究所・内田

を依頼した。

哲也博士に作製

　　　　　　　　　　曾

　　　　　　　　灘1暁鰍卸

　　　　　　　　　　　　　　Il
　　　　　　　　　　M，Q　一　O一　C一　（CH2）t4一　CH3

　　　　　　　　　　　1　fi

　　　　　　　　　　H，（　一〇一　9一（CN，），，一CH，　o

　　　　　　　　　　・嶋烈評ψ

　　　　　　　　　　　　　　／Q

　　　　　　曝『細㍉遍

　　　　　　　　　　　　　　　　一†翫嚇㊥

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o

　　　　　　Fig．　IO　Coupling　of　a　peptide　with　liposome　via　DSS

9．pmPe　t　de　b　d　n　a　i2）

　T2細胞をphosphate・buffered　saline（PBS）で2回洗浄し、無血清培地（AIM　V）

（lnVitr◎gen社）で6．3×105／mしとなるように再懸濁した。各々のペプチドは、

最終濃度が0、0。01、0．1、1、10、100i．iMとなるようにAIM　V培地で希釈し

た。次に、96　well　U　plateの各ウェルに、1xiO5個のT2細胞を分注し、さま

ざまな濃度のペプチド、およびヒトβ2m（Sig：ma－Aldrich社）を最終濃度1pM

20



になるように加え、37℃のCO2　incubatorでovemightインキュベートした。

細胞を遠心分離し、HIA・A＊0201特異的モノクローナル抗体（：BB7．2）37）と反応

させ、ついで、Fluorescein　isothiocyanate（FITC）・conjugated　sheep　anti－mouse

IgG抗体（Sigma－Aldrich社）で再び反応させた。その後、フローサイトメトリー

（：FACScan：：BD　Bioscience　lmmun．ocytonletry　Sys也ems社、　Mountain　View、

CA）で、染色された細胞表面上のHLA－ArkO201分子の発現量を測定した。測定

値はthe　halfmaximum　binding　level（BL50）値にて評価した。　BL50値は、ペ

プチドNS　31585－93をロント門門ルとして用いたbinding　assayの最大値の

50％（haif－maximum）を示す各々のペプチドの濃度と定義した。

10．　Complex　stabilitv　assav　i2＞

　T2細胞をPBSで2回洗浄し、　AIM　V培地で1x106　ceUs／m：しとなるように

弓懸濁した。これに、最終濃度100μMになるようにペプチド、および最終濃

度1回Mになるようにヒトβ2mを加えて15　mLチューブに入れ、37℃のCO2

incubaterでover：nightインキュベートした。遠心分離して上清を捨て、brefeldin

A（B：FA）（Sigma　Aldrich社）を10μg／m1含むRPMI　1640＋10％：F　CSに再懸濁し、

37℃のCO2　incuわatorでさらに45分インキュベートした。（BFAは、ゴルジ装

置の働きを抑え、細胞内部から細胞表面上に新しくMHCクラス1分野が出て

くることを防止する。）そのOhr、0．5hr、1hr、3hr、6hr、12　hr、24　hr後

にそれぞれ1．5×10s個のT2細胞を取り出し、BB7．2とFITC－conjugated　sheep

anti－mouse　IgG抗体と反応させた。細胞表面上のH工，A・A＊0201分子複合体の

発現量をフ回申サイトメトリーで測定した。測定値は、半減期として評価した。

半減；期は、それぞれのpep　tideの最大値の50％（half　maxhnum）を示す反応時間

とした。
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11．マウスの免疫法

　2週間隔で2回、IL・12発現DNAプラスミド（30pg）をマウスに筋肉注射した。

さらに2週間後、組み換えアデノウイルス（Adex1SR3ST、　Adex1CA3269、

AdexlW）を5×107　p　laque－fbrming　unit（1）：FU）1mouseで腹腔内注射した。ま

た、AdV・　SARS－N8E、VVSA：RS－N8：Eは5×108　P：FU／mouse腹腔内に投与した。

　HCV由来ペプチドを結合させたリボソームは、単独でH：HDマウスに筋注し

た。また、SARS由来ペプチドを結合させたリボソーム（25μ：L）は、　B型肝炎の

Core領域エピトープ（ヘルパーエピトープ）を結合させたリボソーム（25　p：L）およ

びCpG　（Ho：k：kaido　System　Science社、　Sapporo、　Japan）（5μ：L）を混ぜて、

HHDマウスのfootP　adに免疫した。

12．ΩユエL｛zssaay　34）

組み換えアデノウイルス（Adex1SR3ST、　Adex　1CA3269、　Adex1W、

AdV　SARS－N8E）投与後2～3週間経過したマウスの脾臓細胞を調製し、10　gM

のペプチドでパルスして放射線照射（30gray）した同系のマウス脾細胞とともに

1週間培養した。その後、その脾細胞をCT：Lアッセイにおけるeffecter細胞と

した。Target細胞としては、1×106個のRMA・HHD細胞に、10μMのペプチ

ドを1時間パルスし、その後、100　pciのNa25icro4で30分間ラベルしたもの

を用いた。Effector細胞とTarget細胞を様々な比率で96　we■Uplateの各ウ

ェルで混合し、4時間37℃でインキュベーションし、培養上清に遊離した51Cr

を測った。測定結果は次の式で計算した。

e／e　sp　ecific　lysis”｛（cp　1nsample－cp　mspontaneeus）／　（Cp　Xllmaximum－CP　I　fspentanecus）］　×　I　OO

Cpmは、COunt　pe翌min．Uteを表し、Cpm，p。。t。n。。。，はeffeCtOrのない状態でのCpm

を、cpM。、aximumはtarget細胞を5％Tdton　X－100でlysisしたときのcpmを示
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している。測定は3回以上行いその典型的な値を示した。

13．糸胞内IFN一℃D8＋糸胞’のygl定Intrace■ular　c　okine　sta血in：ICS　34）

　免疫したマウスより得た脾臓細胞を、96well　U　plateの各ウェルに2×106

cells／weU加えて、1μ：LlmLのBEAと10μMのペプチドと共に、37℃で5時

間インキュベーションした。その後、細胞表面の：Fcレセプターをブロックする

目的で、CD　16／CD32モノクロ・一一ナル抗体（BD　biosciences　Pharmingen社、　San

Diego　CA）を1μg／we■となるように入れ、4℃、10分インキュベーションした。

そして、：FITC℃onjugated　fat　anti・mouse　CD8αモノクローナル抗体（BD

biosciences　Pharmingen社）を反応させた。次に、　Cytofix／Cytoperm　kit（BD

biosciences　Pharmingen社）を用いて細胞を固定し、細胞の透過性を良くした。

最後に細胞内の1：FN一γをPhycoerythrin（P：E）一copjugated　rat　anti－mouse　I：FN・γ

モノクローナル抗体（BD　biosciences：Pharmingen社）を反応させた。細胞内

IFN・γ＋CD8＋細胞数測定にはフローサイトメトリーを用いた。

14．一1の
　マウスを免疫して1週間後、in　vivo　CT：L　assayを行った。5μMのcarboxy

且uorescein　diacetate　succ：面midyl　ester（C：FSE）でラベルしそれぞれのペプチ

ドをパルスした脾細胞と、0．5　pMのC：FSEでラベルしペプチドをパルスしない

脾細胞を等量ずつ混ぜ、免疫したマウスに静脈注射した。投与12時間後、C：FS：E

でラベルした細胞のViabilityをフローサイトメトリーで測定した。％k血ingは

以下の式で計算した。

％k皿ing＝［1一｛（number　ef　cells　in　contro1血ce（C：FSE　low））／（number　of　cells

in　control　mice（C：FSE　high））｝／｛（number　of　ce皿s　in．　immunized　mice（CFS：E
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low））／（number　of　cells　in　immunized　mice　（CFSE　high））｝］　x　IOO

15．Virusチャレンジ実験38）

　ペプチド結合リボソームを、CpGとヘルパーエピトープを結合したリボソー

ムとともにマウスfootpadに投与し、11日後再度同様に投与した。1回目投与

の2週間後、WWTあるいはWSARS－N8Eを1×106　PFU／mouseで腹腔

内に投与した。W投与5畷、マウスの両卵巣を摘出した。摘出した卵巣は、

ホモジナイズし、1％：FCS、1mM　MgCI2を含むPBS　O．5　m：しに懸濁後、3回の

凍結融解を行い、ウイルス液とした。ウイルス液は10i～103倍希釈して、コン

フルエントとなったBS－C・1細胞に48時間感染させ、0．1％クリスタルバイオ

レットで染色後、プラーク数を測定し、Virus　titerとした。
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実験結果

第1章HCV由来CT：Lドミナントエピトープの同定と

　　　ペプチド結合リボソームワクチンへの応用

1。HIA－A＊0201喜連HCV由来ペプチドの結Aアフ　ニテ　の潰定

　HI．A－A＊0201に対するHCV由来ペプチド24種類の結合アフィニティを、T2

細胞を用いてpeptide　binding　assay　12）で調べた。　T2細胞はTAPを欠くため、

内在性抗原ペプチドが細胞質から小胞体内に入ることができず、ペプチドが結

合したMHCクラス1複合体が細胞表面に発現されない。その代わり、T2細胞

にはペプチドが結合していない、不安定なempty　MHC　class　I分子が細胞表面

に存在する。T2細胞に外部から合成ペプチドを加えると、ペプチドがこのempty

MH：C　class　Iに結合し、安定なMHCクラス1複合体となる。一次抗体に用い

た抗HIA－A＊0201抗体（BB72）はco㎡brmation　sensitiveで、ペプチドの結合

した安定なHLA・A粕201複合体のみを認識する。ペプチドの結合力の強いもの

は低濃度でも多くのH：LArA粕201複合体を形成させるため、フローサイトメト

リーで：BB7．2の認識するH：LA－A粕201複合体の量を測定すれば、HLA一　A＊0201

に対するペプチドの結合アフィニティがわかる。

　peptide　binding　assayの結果をTable　3に示す。　BL50値は、コントロール

のペプチドNS31585を用いたbinding　assayの最大値の50％（half

maximum）を示す各々のペプチドの濃度であり、より低いBL50値を示すペプ

チドが、結合アフィニティの強いペプチドである。

　結果より、ほとんどのpeptideは比較的強いHLA・　A　＊0201との結合アフィニ
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ティを示したが、特にHLA－A粕201との結合アフィニティが強いペプチドは

Core－132、　Cere－178、　NS4・1666、　NS4・1769、　NS5－2252であった。逆に、低

い結合アフィニティを示したものはE1－257と：E2－726であった。

Table　3　Binding　afEinity　of　HCV”derived　ep　itepes　to

　　　　　　　　　HLA“ArkO201　molecules

Peptide BL50（μM）・嚢 Peptide BL50（μM）

Core　35 42．5±3．8 NS31406 76．7±15．4

Core　132 27．5±3．6 NS31585 49．6±0．9

Core　178 23．0±2．3 NS41666 27．0±7．3

E1220 166．6±34．0 NS41671 104．3

E1257 416．4 NS41769 28．3±6．9

E1363 130．7±26．1 NS41789 45．3±2．5

E2686 156．9±7．8 RS41807 172．5

：E2726 607．7 NS41851 68．8±23．8

E2728 204．5 NS41920 57．1±9ユ

NS　31073 66．9±17．0 NS　51992 37．8±2．5

NS31131 60．3±6．3 NS52145 51．2±14．3

NS31169 60．0 NS　52252 19．8±6。9

　　　［1］weRty’four　kinds　of　HCV’derived　peptides　that　had　beenidentified

as　CTL　epitop　es　were　analyzed　for　their　binding　affinity　to　］YLA－A＊e201

molecules　using　TAP’defective　T2　cell　line．　Peptides　were　serially　diEuted

at　varieus　coRcentrations　for　the　assay．

　　　a”Data　are　showll　as　BL50，　indicating　a　concentration　of　each

pep　tide　that　yields　the　half”maximal　Mean　fluoresceRce　intensity　（M　FI）

of　T2　cells　pulsed　with　NS3　1585　as　a　control　peptide．

2．HLヘーA粕201連HCV由来ペプチドの結合「f”定性の測定

　　Peptide　binding　assayで高い結合アフィニティを示した16種類のペプチド

を選んで、ペプチドとMHCクラス1との結合安定性を、　T2細胞を用いた

complex　stabi］ity　assay　i2）で検討した。ペプチドのMHCクラス1分子への結
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合安定性が高ければ、細胞表面上に提示されている抗原の濃度が高くなり、CT：し

と抗原提示細胞の反応が起こりやすくなると考えられる。今回の実験ではT2細

胞を用い、細胞表面上のH：LA－A＊0201分子に合成ペプチドを結合させ、経時的

にHLA－A粉201複合体の量を測定した。ペプチドの結合安定性が高ければ高い

ほど、時間が経っても細胞表面上により多くの1｛：LA・A＊0201複：合体の存在が確

認できることになる。

Table　4　S　tabil　ity　of　HLA’A＊0201　molecule　s　combined　with

　　　　　　　　HCV一　derived　peptides

Peptide Stahility ：Peptide Stabiiもy

cOfe　35 ＞24hr NS41666 2．9±0．3hr

core　132 3．6±0．4hf NS41769 13．4±1．7㎞
coでe　178 17．7±2．7hf NS41789 ＞24hr

NS31073 8．1±0．5hf NS41851 4．8±1．1hr

NS31131 5．5±0．5hf NS41920 2．7±021皿

NS31169 9．7±1．8hr NS51992 10．2±0．9hr

NS31406 ＞24hr NS52145 2．5±0．1hr

NS31585 ＞24hr NS52252 11．9±：3．6hr

　　SixteeR　p　eptides　that　showed　high　binding　affinity　in　the

peptide　binding　assay　were　evaluated　for　their　half“lives　（heurs）

as　peptide－class　1　complexes　at　370C　by　complex　stability　assay

using　T2　cells．

　Table　4に示されるように、　Core－35、　NS3－1406、　NS3－1585、　NS4・1789の4

種類のペプチドで半減期が24時間以上の高い値を示した。一方、NS　4－1666、

NS4－1920、　NS5－2145の3種のペプチドでそれぞれ2．9、2．7、2．5時間と低い

値を示した。しかし、結合安定性と結合アフィニティ間で相関性が低いことが

分かった。
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3．H：CV由来エピトープ特異的CTL活性の測定

　51Crリリース法を用いたCTLアッセイによって、各々のペプチドが誘導す

るCT：しのkiHing活性を調べた。

　HHDマウスにHCVのCore、：E　1、：E2タンパク質を発現する組み換えアデノ

ウイルスAdex1SR3STあるいは、　HCVのNS3、　NS4、　NS5Aを発現する

Adex　1　CA3269を腹腔内に投与した。2週間後、脾細胞を調製しそれぞれのペプ

チドで刺激した。1週間後、それらの脾細胞にTarget細胞である51Crでラベ

ルしたRMA－HHD細胞を、様々な：Effecter：Target　Ratio（：E：T　Ratio）で混合し、

おのおののペプチドを加えてCT：L　assayを行った（Fig．11）。その結果、　Core・132、

E1－257．E1－363．IE　2－686．E2－726．NS3－1406．NS　3－1585．NS4－1666．NS4－1671．

NS4－1769、　NS4－1789、　NS4－1807、　NS4－1920の13種類のペプチドで高いCTL

活性が得られた。このうち11種類は高い結合アフィニティを示し相関性が得ら

れた（Table　3）。しかし、　E　1－257とE2・726は低い結合アフィニティであるにも

かかわらず、高いCTL活性を示した（Table　3）。一方で、　Core－35、　E　1－220、：E　2－728、

NS　3－1131、　NS5－2145の5種類のペプチドは低いCTL活性を示したが、このう

ち、E2－728を除く4種類では、高ないしは中程度の結合アフィニティを示し

た（Table　3）。これらのことより、エピトープとMHCクラス1の結合アフィニ

ティは、CT：Lエピトープの免疫原性を調べるうえで重要だが、それだけの結果

では免疫原性を判断できないことが示唆された。

4。HCV由来エピトープ特異的細胞内1：FN一＋CD8＋T細胞の測定

H：CV由来ペプチドの免疫原性を調べるために、ペプチド刺激によって活性化
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　　　　　Fig．11　CTI2　activitie　s　specific　fbr　24］E｛CV」derived　peptides．

　　　Mice　were　injected　with　p3XIFLAG－IL－12，　and　then　immunized　i．p．　with　5　x　l　O7　PFU　of

either　AdexlSR3　ST　or　AdexlCA3269．　At　2－3　weeks　after　the　immunization，　spleen　cells　of

Adex　l　SR3　ST・immunized　mice　and　Adex蒙CA3269－immunized　mice　were　prepared　and　stimulated

in　vitro　for　l　week　wlth　each　peptide　derived丘om　HCV　structural　proteins（Core，　E　l　and　E2），　and

non－structural　proteins（NS3，　NS4　and　NS5），　respectivel）r．　After　l　week，5iCr－release　assays　were

perf（）rmed　at　various　E：T　ratios　wlth　RMA－HHD　cells　pulsed　with（○）or　without（⑱）a　relevant

peptide　as倣gcts．　The　da£a㌶e　representative　of　one　of　three量ndepeBde織t　expe点meRts　and　are

shown　as　the　meaR±　SEM　of　triplicate　wells．＊Effector：Target　ratio（E：T　ratio）

された細胞内1：FN一γ陽性のCD8＋丁細胞数をフローサイトメトリーで測定した。

Adex1SR3ST、　Adex1CA3269、　Adex1Wをそれぞれ投与したマウス脾細胞中の

CD8陽性細胞のうち、細胞内IFN・γ陽性細胞の割合をTable　5に示し、細胞内

1：FN一γ産生誘導活性の高かった2つのペプチドに関して、フ高目サイトメトリ

ーの結果を示した（：Fig　12）。　Core－132（6．83％）とE2・686（2．36％）の二つのペプ

チドで、細胞内1：FN一γ＋CD8＋丁細胞を効率よく誘導することができた。

Core・132とE2・686は、ともに結合アフィニティがhighあるいはmediumの

NS5－2145 醤S5－2252
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値を示し（Table　3）、　CTL活性においても高い値を示した（：Fig．11）。また、　Core－35

（O．22e／e）．　NS　3－1073　（O．11e／e）．　NS4’1671　（O．170／o）．　NS4“1920　（O．310／e）．　NS5“1992

（0．74％）の5つのペプチドでも、少量ではあるが細胞内IFN一γ＋CD8幸丁細胞を

誘導することが出来た。残りのペプチドでは、細胞内1：FN一γ＋CD　8＋T細胞を誘

導することはできなかった。

Table　5　Quantitatien　ef　IFN“y－secreting　CD8“Tcells　in

　　　　response　to　each　peptide　derived　from且CV

Peptide

％　of　IEN’　y　（＋）

in　CD8　（＋）　cells Peptide

O／e　of　llilNT一　y　（＋）

in　CD8　（＋）　cells

猛’ Me M’ Me
Core　35

Core　132

Cbre　178

El　220

El　257

El　363

E2　686

E2　726

E2　728

NS　3　1073

NS3　1131

NS3　1169

O．22

6．83

0．oo

O．04

0．08

0．08

2．36

0．04

0．oo

O．ll

O．05

0．oo

o．oo

O．Ol

o．e3

e．ol

e．03

0．03

0．02

0．oo

O．04

0．02

0．02

0．09

NS　3　1406

NS　3　1585

NS　4　1666

NS　4　1671

NS　4　1769

NS　4　1789

NS　4　1807

NS　4　1851

NS　4　1920

NS　5　1992

NS　5　2145

NS　5　2252

O．　02

0．02

0．es

O．17

0．07

0．02

0．08

0．oo

O．31

0．74

0．05

0．08

O．02

0．e2

0．e2

0．05

0．Ol

O．05

0．oo

O．Ol

O．04

0．02

0．03

0．02

　　　SpleeR　cells　of　mice　immunized　with　AdexlSR3　ST　or　Adex　l　CA3269　（Mi），　or

control　mice　injected　With　Adexlw（Mc）were　stimulated加v∫か。　with　each　peμide　fbr

5　hours．　lntracellular　cytokine　staiRing　was　then　perfermed　by　staining　for　the

aRtigen－induced　intracellular　IFN－y　arid　the　cell　surface　CD8　molecgle　iR　spleen　cells．

Data　indicate　percentages　of　intracellular　IFN－y　positive　cells　in　CD8“　cells．
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　　　Fig．12　lntracellular　IFN－y　staining　of　CD8’Tcells　in　response　to

　　　　　　　HCV－derived　peptides

　　　　　Mice　were　injected　whh　p3XFLAG－IL－12　and　immunized　i．p．　with　S　x　107

　　　PFU　of　either　Adexlw（A，　C　and　E）or　AdexlSR3ST（B，　D　and　F）．　One　week　later，

　　　spleen　cells　were　prepared　and　cultured　with　or　without　（A　and　B）　either　Core－132

　　　（C　and　D）　or　E2－686　（E　and　F）　for　5　hours．　After　stimuTation，　cells’　were　stained　for

　　　their　surface　expression　of　CD8（x　axis）and　intracellular　IFN－y（y　axis），　The　values

　　　shown　indicate　the　percentages　of　CD8’　cells　that　are　positive　for　intracellular

　　　IFN－v・

5、HCV由来ペプチドの　　e　’

　これまでの実験のまとめとして、peptide　binding　assay（Table　3）、　CTL　assay

（Fig，11）、　ICS（Table　5即d　Fig．12）の実験結果をもとに、24種類のペプチドを

6種類のtypeに分類し（Table　6）、どれがドミナントエピトープに相当するかを

検討した。co皿plex　stability　assayに関しては、他のassayとの相関が見られ

なかったので、今回の判定基準から除外した。タイプの分類は次に示す条件で

行った。
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Type　I：結合アフィニティ、CTL活性、ICSの三つの実験においてよい反応が得られ、

　　　　ワクチンの成分として望ましいペプチド。

Type　ll：3つのアッセイのうち、　ICSのみがLowを示したペプチド。

13rpe　m：結合アフィニティの値が低く結合力が弱いが、　CTLを強く活性化させるペプ

　　　　チド。

［［brpe　IV：結合アフィニティ・ICSの反応はよいが、　CT：L活性が低いペプチド。

’lyrpe　V：結合アフィニティの値のみが高いペプチド。

’lyTpe　VP結合アフィニティ、CT：L活性、　ICSのすべての値が低く、抗原性の低いペプ

　　　　チド。

Type　Iに分類されたCore－132、　NS4－1920、　NS　3－1073、　NS4－1671、　E2・686

の5っのペプチドを、本研究で求めていた『ドミナントエピトープ』と判断し

た。また、Type豆、’IYpe皿に分類された10個のペプチドは高いCTL活性化

能があることが分かった。［IYpe　IVに分類された2つのペプチドに関しては、反

応の得られづらいICSにおいて高値を示したことより、効率よくCT：Lを誘導で

きるエピトープと言える。
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Table　6 Classiiication　ef　HCV“derived，　twenty“four　CTL　epitopes

　　　　　　based　on　the　current　data

IYpe　1　antigensa

Peptide

　雌璃7ゐ
伽蜜舳edj●umノ

　　Lysis　c

伽幼凌ηθ西鷹ηノ

　　ICSd
晦ゐ〃ηθ凶加ηノ Stabifity　e

Core”132

NS4－1920

NS3－1073

NS4－1671

E2－686

27．5

57．1

66．9

104．3

156．9

4e．7

35．3

23．6

75．6

50．1

6．81

0．29

0．1

e．16

2．35

6
7
1
T
T

a
2
。
＆
N
NIYp　e　ll　antigens

Pep　tide

　雌加ン
thigblmedium）

　　Lysis

（f／9blmediumノ

　ICS
（lo　rvz2VD？ Stabth’狽

NS　4－1666

NS　4－1769

NS　4一　1789

NS　3一　15　85

NS　4一　1851

NS　3－1406

El－363

NS　4一　1807

27．0

28．3

45．3

49．　6

68．8

76．7

130．7

172．5

51．2

3e．7

47．6

38．6

20．5

70．6

36．6

53．6

O．05

0．03

ND
O．02

mo
ND
O．06

0．06

2．9

13．4

24く

24〈

4．8

24〈

NT
NT

Tγpe皿antige＝ns

Pepinde

・4曲珈

。∂砂
州
劉
琢
伽

　ICS
（lowz7Nのり 6捻加万ケ

E1－257

E2－726

416．4

607．7

62．1

63．3

O．05

ND T
T
N
N
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Table　6　（Continued）

TbTpe　W　andgens

Pep　in’de

Affinity

侮幼ノ

取誌
。碗ガvzり

ICS

（mediund 瀦取上のﾉ
NS　5一　19　92

Core－35

37．8

42．5 9
D

ロ

8
N

O．71

0．22

1e．2

24〈

Type　V　andgens

Pep　tide

　　．4飾功7

伽幼／’mθdium？

Lysis

6厩劒

ICS
（！orvz7VZ］？ Stabik’ty

NS　5－2252

Core’178

NS　5－2145

NS3－1169

NS3－1131

El－220

19．8

23．0

51．2

6e．0

60．3

166．6

6
6
5
D
2
D
D

10

V
N
1
1
N
N

O．06

ND
ND
NID

o．e2

0D2

11．9

17．7

2．5

9．7

5．5

NT

［［Ype　VI　antigen

恥ρ翻θ

sunity
（lorv？
搬 謬

β一助
E2－728 204．5 mo mo NT

”Type　1：　High　or　Medium　iR　the　affmity，　High　er　Medium　in　the　lysis，　and　High　or　Medium　in　the

ICS；　Type　II：　High　er　Medium　in　the　affmity，　High　or　Medium　in　the　lysis，　and　Low　in　the　ICS；

Type　III：　Low　in　the　aMnity，　aBd　High　in　the　lysis；　Type　IV：　High　in　the　aMnity，　Low　in　the　lysis，

and　Medium　in　the　ICS；　Type　V：　High　er　Medium　in　the　affinity，　Low　in　the　Lysis，　and　Low　in　the

ICS；　Type　VI：　Low　inthe　aMnity，　the　lysis，　and　ICS

bBL50　in　peptide　binding　assays．　High，　less　than　l　eO　geM；　Medium，　l　Oe－200　yM；　Low，　more　than

200　pM．

CPerceRtage　of　specific　lysis　of　target　cells　pulsed　with　each　peptide　minus　percentage　of　specific

lysis　oftarget　cells　pulsed　with　no　peptide　at　aR　E：T　ratio　of　l　50　in　CTL　assays．　High，　more　than

30e／e；　Mediura，　I　O－300／o；　Low，　less　thaR　I　Oe／o．

dPercentage　of　intracel蔓u叢ar熈一γ　positlve　cells　in　CD8＋Tcells　in　mlce　immunized　with

AdexlSR　3　ST　er　AdexlCA3269　rninus　that　in　control　mice　injected　with　Adexlw．

High，　more　than　1．Oe／e；　Medium，　O．1－1．00／e；　Low，　less　than　O．10／e．

9Data　of　complex　stability　assays．　Very　High，　mere　than　24　h；　High，　10－24　h；　Medium，　5－lO　h；

Low．　less　than　5　h二NT．　not　tested．：ND．薮ot　detec箆d．
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6、ペプチド結合リボソームによるHCV特異的CTLの誘’

　24個のECV由来ペプチドのうちType　Iに分類された2っのペプチドを含む、

細胞内1：FN一γ＋CD8＋丁細胞を多く誘導した3個のペプチド（Core・132、E2－686、

NS5－1992）を選び出し、それをリボソーム表面上に結合させた。そして、ペプチ

ド結合リボソームをマウスに投与し、HCV特異的なCTLの誘導を試みた。ペ

プチド結合リボソームをマウスに筋肉内投与し、2週間後51Cr　release　assayで

CT：しの細胞傷害活性を測定した。その結果、3つのペプチド結合リボソームを

投与して行ったCTL　assayの結果は、　E：T　ratioが150のときに26．5％

（Core－132）、16．4％（E2－686）、13．9％（NS5－1992）と有意に細胞傷害活性を示し

た（：Fig．13）。

　以上のように、既知のHCVエピトープの中からドミナントエピトープを探し

出し、それをリボソームに結合してマウスに投与することによりHCV特異的

CTLの誘導に成功した。’
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Fig．　13 CTL　activities　in　spleen　cells　of　mice　im孤ur盛zed　with　liposomes

　　　　　　　　　couple　d　with　HCV－derive　d　peptides

　　　　Mice　were　immunized　intramuscuiarly　with　lip　osomes　couple　d　with　HCV－derived

peptides．　’Tgvvo　to　three　weeks　later，　spleen　eells　of　the　mice　were　prepared　and

st±mUlated」あ四捻。　with　each　peptide．　After　one　week，51CrTelease　assays　were
performed　at　varieus　E：T　ratios　with　RMA－HHD　cells　pulsed　with　（o）　or　witheut　（e）　a

relevant　peptide　as　targets．　＊　Effecter：Target　ratie　（E：T　rado）
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第H章　SARS－CoV特異的CT：しに対するエピトープの決定と

　　　　　　ペプチド結合リポソー・一・・ムによるCTLの誘導

1．コンヒ。ユーターによるSARS－CoV由来CT：Lエピトープの予測

　SARS－CoVについてはCT：Lエピトープがわずかしか同定されていない。その

ため、HCVのように既知のエピトープの中からドミナントエピトープを探し出

すということができない。そこで著者は、SA：RSウイルスのヌクレオカプシド

領域のアミノ酸配列において、9・10個のアミノ酸からなるCT：Lエピトープを2

種類のコンピュ幽翠ープuグラム（BIMAS＆SYFPEITHI　sofむware）で予測した。

そして、エピトープの可能性の高いものを8種類選び（Table　7）それに相当する

ペプチドを合成した。

　予測したエピトープ炉実際にHLA－A＊0201と結合することを確かめるため、

T2細胞を用いてpeptide　binding　assayを行った（Table　7）．予測した8種類の

エピトープのうちN－113、N－222、　N－223、　N－317、　N・331で高い結合アフィニ

ティ（B：L50が100　PtM以下）が得られた。このことから、エピトープの予測が適

切であることが分かった。

2．予tSlしたエピトープをコードする遺za子multie　lto　e　mmi　eneの　I」

　著者はHCVと同様にSARS－CoVも、組み換えウイルスを使ってエピトープ

の同定を試みた。しかし、SARS－CoVはHCVとは違い、すでにできた組みi換

えウイルスはなく、自分で作製する必要があった。また、ウイルスに組み込む

SARS・CoVの遺伝子や、　SARS・CoV自体の入手も困難であった。そこで、ヌク
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Table　7　Prediction　of　SARS“CoV　nucleecapsid　derived　CTL　epitopes

　　　　　on　comp　uter　softwares　and　binding　affmitie　s　of

　　　　　　the廿peptides　to且：LA・A☆0201　molecules

Name　Pesitien Sequence　　SYFPEITH：la　BIMASb　BL50（μコM）c

N－113　113－122　YLGTGPEASL

N－159　159－168　VLQLPQGTTL

N－222　222－231　LLLLDRLNQL

N－223　223－231　LLLDRLNQL

N－227　227－235　RLNQLESKV

N－317　317－325　GMSRIGMEV

N－331　331－340　WL［IJYHGAIKL

N－352　　352－360　　1L：LNK且IDA

98．3

309．1

69．6

98．3

36．3

1267．1

50．2

31．2

26

29

24

20

23

30

21

19

25．7　±　11．2

235．3　±　68．7

52．6　±　le．5

46．1±4．9

165．1±36．6

72．8±37．7

9e．4　±　39．2

140．5　±　44．6

　eqb　Eight　CTL　epitopes　derived　from　SARS－CoV　macleocapsid　were　predicted　usiRg　two　kinds

ofcomputer　softwares，　SYFPEITHI　and　BIMAS．

　CPredicted　CTL　epitopes　were　evaluated　for　their　bindmg　affinity　to　H　LA－A＊e201

raolecules　using　T2　cel｝s．　Data　are　＄hown　as　BL50，　indicating　a　conceRtration　of　each

peptide　that　yields　the　half－maximal　MIE？1　of　T2　cells　pulsed　with　NS3　1585　as　a

control　peptide．

レオカプシド由来予測エピトープのアミノ酸配列をコードする人工遺伝子

（Multiep　itope　M血igene）を作製し、それを組み込んだ組み換えアデノウイルス

及びワクシニアウイルスを作製することを試みた。

　まず、予測した8っのエピトープと、それぞれのN末端、C末端に隣接する

5つずつのアミノ酸をコードする遺伝子（Multiepitope　Minige　ne）を、90～100塩

基からなるlong　oligonucleotidesとPCRを使って作製した（Fig．14　A）。エピト

ープに隣接する5つずつのアミノ酸を加えたのは、antigenprocessingを考えて

のことである。そしてそのminigeneを組み込んで、予測したエピトープを発現

する組み換えアデノウイルス（AdV－SARS－N8E）、ワクシニアウイルス
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（VV・SARS・N8E）を作製した。作製した組み換えウイルスタンパク質の発現は、

ウイルスを293丁細胞に感染させ、その細胞を溶解し、westem　blotにて調べた。

その結果矢印で示されるように、タンパク質発現が確認できた（Fig．14　B）。

A
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　Fig．　14　（A）　Nucleotide　and　amino　acid　sequences　of　multieptope

　　　minigene　encodmg　eight　predicted　CTL　epitQpes　derived

　　　　　　　　　　fro皿SARS－CoV　nucleocapsid
　（B）EXPression　of　a　ptt〕te血血volvi皿g　eight　predicted　CTL　epitopes．

　　293T　cells　werg　i皿feCted　With　either　w且d一砂pe　AdV（WT）or　AdV・SARS・N8E
（N8E）．　After　2　days，　cell　lysates　were　prepared．　separated　on　a　1201e　SDS’PAGE　gel

and　subjected　to　Western　blotting　analysis　using　the　anti“FLAG　aritibody．

3．AdV」SARS・N8E　与によるIFN・CD8＋細胞の沮1定

SARS－CoVヌクレオカプシド由来CTLエピトープの同定のために、
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AdV－SARS－N8EでHHDマウスを免疫しIFN・V“　CD8＋細胞の測定を行った。

AdV・SARS・N8Eを5×108PFUlmouseで㎜マウスに搬内投与し7日後、

マウス脾細胞を各々のペプチドで抗原刺激した。その後、FITC・抗CD8抗体と

PE一抗IFN・γ抗体を反応させ、それぞれのエピトープに特異的に反応する細胞内

IFN一γ℃D8＋細胞数をフローサイトメトリーで測定した。

　Fig．　15に示されるように、予測した8つのエヒ．トープの中でN・222、N－223、

N－227、N317がSARS－CoV特異的細胞内IFN・γ＋CD8＋細胞を誘導することが

できた、また、N222で誘導できたIFN・ジCD8†細胞数がL番少なく、N・227

で一番多い結果となった。
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　Fig．15　1ntracellUlar　IFN一γ　staining　of　CD8＋Tce■s　i皿response　to

　　predicted　CTL　epitopes　derived　from　SARS’CeV　nucleocapsid．

　　Mice　were　irnmunized　i．p．　with　5　x　10S’　PFU　of　either　wild－type　AdV　（WT）　or

．AdV－SARS－N8E（SARSrN8E）．　One　week　later，　spleen　cells　were　prepared　and　stirnulated　with

each　ofpredicted　CTL　peptides　including　N－113，N－159，　N－222，N－223，　N－227，　N－317，　N－331

and　N－352　for　s　hours．　After　stirnulation，　cells　were　stained　for　their　surface　expression　ofCD8

（x　axis）　arid　intracellular　IFN－y　（｝r　axis）．　The　values　shown　indieate　the　percentages　of　CD8’

cells　that　are　posit｛ve　for　intiacellular　IFNi）t．
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4．AdV－SARS・N8：E　与によるCT：しの細胞智宝活性51Cr　release　assa

AdV－SARS－N8E（5×108　PFU／mouse）で免疫を行った2週間後にマウス脾細

胞を調製し、in　vitroにおいてSARS・CoV由来の各々の合成ペプチドで刺激し

た。そして、刺激した脾細胞をエフェクター細胞とし、51Crでラベルした

RMA・HHD細胞をターゲット細胞として、様々な比率（E：T　ratio）で混ぜて培養

し、培養上清中のδ1Crを測定することによりCTL活性を測定した（：Fig．16）。

N－222、N－223、　N－227、　N317の刺激によってCT：しの細胞傷害活性が認めら

れた。これは、1：FN－y＋CD8＋細胞を誘導したエピトープと一致する結果となった。
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Fig．16　血vゴ血りCTI、　activitie　s　s：p　ecific　for　SARS－CoV」derived　epitopes

　　　　　　　in　mice　im：munized　with　AdV・　SARS－N8E．

　　Mice　were　l1nmunized　i．p．　with　5　x　108　PFU　ef　either　AdV』SARS－N8E（○）or　wild－type

AdV（●）．　Two　weeks　later，　spleen　cells　of　the　mice　were　prepared　and　stimulated　in　vitro　with

each◎f　predicted　CTL　peptides　including　N－113，　N459，　N－222，　N－223，　N－227，　N－317，　N－331

a薮dN－352　fbr　one　week．5℃r－release　assays　were　thβn　perfbrmed　at　various　E：T　ra重ios　wlth

RMA－HHD　ceUs　pulsed　with　a　relevant　peptide　as　targets。＊Effector：Target　ra：tio（E：Tratio）
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5．AdV－SARS－N8E投与によるCTLの細胞養宝活性in　vivo　CT：L　assa

　in　vivoの実験系でcT：しの細胞傷害活性を測定した。　Adv・　sARs－N8Eを5×

108P：FU／mouseでHHDマウスに腹腔内投与し、1週間後in　Vivo　CT：L　assayを

行った。5　FdVIのCSFEでラベルしそれぞれのペプチドでパルスした細胞と、0．5

i．iMのCSFEでラベルしペプチドをパルスしていない細胞を等量ずつ混ぜ、AdV

で免疫したマウスに静注した。投与12時間後、C：FSEでラベルした細胞の数を

フu一サイトメトリーで測定した。予測した8種類のペプチドすべてで実験を

行ったが、：Fig．17には細胞傷害活性を認めたペプチドの結果のみを示した。こ

の実験でも、ICS（：Fig．15）、51Cr－rele　ase　assay（：Fig．16）の結果と同様にN・222、

N－223、N・227、　N－317で刺激した場合において細胞傷害活性が認められた。

6．AdV－SARS－N8：E投与による実験結　に基づくエピトープの選定

　AdV一　SARS－N8EをHHDマウスに投与して行った、ICS、5iCr－release　assay、

in　Vivo　CTL　assayの3つの実験結果をTable　8にまとめた。　Table　8より、4

つのペプチド（N－222、N・223、　N－227、　N－317）で効率よくCTLが誘導でき、高

い傷害活性が認められたため、これら4つのペプチドをエピトープとした。そ

のうち、特にN－223、N－227、　N－317が強力にCTLを誘導した。
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Fig．　17　in　vivo　CTL　activities　in　mice　immunized　with　AdV”SARS’N8E．

　　　　　Mice　were　immunized　i．p．　with　5　x　108　PFU　of　either　wild－type　AdV　（Ad一一WT）　or

AdV－SARS－N8E　．　After　one　week，　in　vivo　CTL　assays　were　then　performed．　In　brief，　peptide

（N－222，　N－223，　N－227　or　N－317）一pulsed　target　cells　and　non－plllsed　target　ceils　were　labeled

with　5　ptM　and　e．5　ptM　of　CSFE，　respectively．　Equal　number　of　the　twe　types　ef　targets　were

then　mixed　and　inj　ected　i．　v．　into　the　immunized　mice．　After　12　hours，　numbers　of

peptide－pglsed　aRd　Ron－pulsed　target　cells　in　spleen　cells　of　the　imrnunized　mice　were

examined　by　fiow　cytemetry．　Values　in　figures　indicate　O／o　killing　showing　percentages　of

peptide－pulsed　target　cells　with　high　CSFE　in　total　ftumbers　of　peptide－pu｝sed　and　noRLpulsed

target　cells．
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Table　8　Summary　of　results　in　I　C　S，　iin　vi’tro　CTL　assay，　in　va’vo　CTL

　　assay，　and　peptide　binding　assay　with　mice　immuBized　with

　　　　　　　　　　　AdV－SARS－N8E．

　　　　　　　　　　■nγitro　Oク］乙　■nワゴvo　OクZ，
peptide　1（S（％？a　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Affintye
　　　　　　　　　　　∂3珊7醗　　∂㎜アω

N－113

N一　159

N一　222

N－223

N－227

N－317

N一　33　l

N一　352

93

Q0
09の0
8L

8
の
2

6L

4
　
0

20

4ユ

4．4

96．3

90ユ

64．3

78．8

22．5

5．2

3．9

4．4

45．6

87．3

50．　1

58．4

0．6

3．0

ffigh

Medium

High

High

Medium

High

High

Medium

FValues　of　percentages　of　intracellular　IFN－y“　cells　in　CD8“　T　cells．

bValues　ofTO／o　specifiT^c　lysis　at　an　E：T　ratio　of　lSO．

CValues　ofBL50　in　peptide　binding　assays

7．ペプチド結合リボソーム投与による細胞内1：FN一＋CD8＋細胞の測定

　次に、AdV－SARS・N8E投与の実験によりエピトープとして同定した4つのペ

プチド（N・222、N－223、　N・227、　N－317）を、リボソームに結合させた（1ip－N－222、

hp・N－223、1ip－N－227、　hp・N－317）。そして、それぞれのペプチド結合リボソー

ムと、ヘルパーエピトープを結合させたリボソームおよびCpGを混ぜて、HHD

マウスを免疫した。1週間後、脾細胞を調製して細胞内IFN7＋CD8＋丁細胞の測

定を行った。その結果、Fig．18より、1ip－N・223（Fig．18」）あるいは、　lip－N－227

（Fig．18　K》で免疫したとき、細胞内IFN・γ℃D8＋T細胞を誘導することができ
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た。「方、1ip－N・222とhp・N・317で免疫したときはCTLを誘導することがで

きなかった。この結果は、組換えアデノウイルスで免疫を行った場合とは異な

る結果であった。
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　Fig．18　1nduction　of　IFN－V’CD8＋Tce且s　in　mice　by　im皿㎜ization　with

　surface’1inked　liposomal　peptides　derived　from　SARS”CoV　nucleocapsid．

　　Mice　were　immu”ized　with　each　liposomal　peptide　der’iyed　from　SARS－CoV　nucleocapsid

together　with　liposomal　helper　peptide　and　CpG　One　week　later，　spleen　cells　of　the　mice　were

prepared，　and　stimulated　with　each　releyant　peptide　（N－222，　N－223，　N－227，　N－317）　for　5　hours．

Cells　were　then　stained　for　their　surface　expressien　ofCD8（x　ax｛s）and　innacellular　IFN－T　Cy　axis）．

Values　shown　indicate　thc　percentages　efCD8’cells　that　are　positive　for　intrace］lular　IFN－v．

8．N・222とN223のCross・reactivi

　Fig．19に示したように、　N－222のアミノ酸配列は、　N－223のアミノ酸配列の

N末端にL（ロイシ．ン）を付加したもので、ほかの配列はまったく同じである。従

って、N・222に関して、アデノウイルスによる免疫とペプチド結合リボソーム

による免疫で異なるICSの結果が得られた理由は、　N・222とN・223が交差反応
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を起こしているからではないかと考えた。この仮説を証明するために、

Lip・N－222とLip・N－223をそれぞれHIHDマウスに免疫してその脾細胞を調

　　　　　　　　　　　N－222　：　LLLL］DRLNQL

　　　　　　　　　　　N－223：　LLLDRLNQL

　　　　　Fig．　19　Arnino　acid　se　quences　of　N’222　and　N－223　peptides．

製し、N－222とN－223の2っのペプチドでそれぞれ抗原刺激して、誘導される

1：FN一γ＋cD8＋細胞を測定した。その結果（Fig．20）、　Lip・N－223で免疫したマウス

の脾細胞では（Fig．20　G－1）、　N・222で抗原刺激したとき1．8％（：Fig．20　H）でも、

N－223で刺激した場合2．4％（：Fig．201）と同様に、　IFN一γ＋cD8＋細胞を誘導する

ことがわかった。従って、：Lip－N・223によって誘導されたN－223特異的cTLが、

cross－reactiveにN・222を認識したと考えた。一方、　Lip－N－222でマウスを免疫

した場合は（Fig．20　D－F）、　N・222（Fig．20：E）およびN・223（：Fig．20　F）共に、

IFN一γ＋CD8＋細胞を誘導することができなかった。以上から、　N－222はエピト

ープではないと結論した。すなわち、組み換えアデノウ：イルスで免疫した場合、

抗原提示された、真のエピトーープであるN－223によって誘導されたN・223特異

的CT：しがN・222を認識（cross－reactivity）したため、　ICSで矛盾した結果が現れ

たと思われる。

　最も効率よくCTLを誘導したペプチド結合リボソーム、　hp－N－223でHHD

マウスを免疫して2週間後に、ヌクレオカプシドのMultiepitope：Minigeneを

組み込んだワクシニアウイルスを注射して、5日後にマウスに存在するウイルス
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量を測定した（Fig．21）。3回行った実験のうち2回で、ウイルスが完全に排除さ

れ、また残る1回でもコントロ．一ルに比べて有意にウイル．ス量が減少しており、

Hp・N223による免疫が有効で十分なSARS・CoV特異的CTLを誘導しウイルス

を排除したと考えられる。
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Fig．20　Spleen　cells　of　mice　immunized　with　surface’linked　liposomal

　　N’223　peptide　recogriize　N’222　peptide　as　well　as　N“223　peptide．

　　Mice　were　immunized　with　either　liposomal　NL222　（Lip－222）　or　liposomal　N－223

（Lip－223）　along　with　liposomal　helper　peptide　and　CpG　One　week　later，　spleen　cells　of　mice

were　stirnulated　with　either　N－2220rN－223　peptide，　and　stained　for　their　surface　expression　of

CD8（x　axis）and　intracellular　IFN－7（y　axis）．　Values　shown　indicate　the　percentages　of　CDS’

cells．　that　are　positive　for　intracellular　lFN－v，
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　Fig．21　Resistance　to　infection　with　vaccinia　virus　expressing　N’223

　　　　　　　peptide　in　mice　immunized　with　lipesomal　Nt223　peptide．

　　　　Mice　were　immunized　twice　with　liposemal　N－223　peptide　along　with　liposomal　helper
peptide　and　CpG．　Two　weeks　after　the　last　immuRization，　mice　were　challenged　with　1　x　106

PFU　of　either　wild－type　vacc面a　vlrus（VV－WT）or　vaccinia　v｛rus　expressing　predicted　CTL

epitepes　derived　from　SARS－CoV　nucleocapsid　（W－N）　including　N－223．　Mice　were　then

sacrificed　5　days　after　challenge，　and　viral　titers　in　ovaries　were　measured　by　standard　plaque

assays．　All　titrations　were　performed　iR　duplicates，　and　PFU　per　meuse　is　shown　in　the　figure．

ND：　Rot　detected
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考察

　ウイルス感染症に対して、今まで種々のワクチンが開発され、感染防御に大

きく貢献した。典型的な成功例として、天然痘があげられる。天然痘は、天然

痘ウイルスによっておこる感染症で、死亡率が極めて高い。1798年にエドワー

ド・ジェンナーが天然痘ワクチン（種痘法）を開発し、それ以降、急速に病気を抑

えられるようになった。それを基に、WHOは天然痘根絶計画を実施したが、

1977年に最後の患者がソマリアで発生しそ以来、地球上で全く感染者がみられ

なくなった。そして、3年を経過した1980年に、WHOは根絶宣言をだした。

この根絶計画が成功した理由は、1）ヒト以外の宿主がないこと、2）持続感染が

みられないこと、3）ウイルスの変異が少ないこと、4）免疫が生涯続くこと、な

どが挙げられる。しかしながら、HIV感染症やウイルス性肝炎などの、難治性

の慢性持続性ウイルス感染症や、SARSやトリインフルエンザに代表されるよ

うな新興感染症は、これらの条件を満たしていないため、従来のワクチン法で

は効力がなく、新規ワクチンの開発が世界的に望まれている。特にウイルス変

異に関しては、抗体産生を主体とするワクチンだけでは太刀打ちできず、より

変異に強いCT：Lを誘導するワクチンに注目が集まっている。

　本研究では、HCVとSARS－CoVの2種のウイルスに注目し、　CTL誘導型の

ペプチド結合リボソームを応用したワクチンの創製を最終目標として実験を行

った。CT：Lは、短いペプチドがAPCにより抗原提示されることで誘導されるが、

ペプチド単体を生体に投与するのではCT：Lを誘導することはできない。　CT：Lを

誘導するには、なんらかのアジュバントを加える必要である。本研究で用いた

りボソームは、そのアジュバント効果があることが証明されている39）。また、

エピトープであるペプチド自体は免疫原性が極めて弱いため、免疫原性が高い
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エピトープであるドミナントエピトープを探して使用することが極めて重要な

ことである。

　ドミナントエピトープの条件は、1）活性の高いCTL（high　aVidity　CT：L）を

誘導できること（質的）、および、2）そのエピトープ特異的CTLを多数誘導でき

ること（量的）、であると考えられる。本実験で行った、peptide　binding　assay

と。◎mplex　stability　assayは、それぞれ、ペプチドがMHCクラス1分子に結

合するアフィニティ（association　rate）とpeptide－MHC　class　I　complexの安定

性（dissociation　rate）を測定する。高いアフィニティとスタビリティは理論的に、

抗原性の高いドミナントエピトープには必須の条件である。また、CTL　assay

では、誘導されたCTLの、エピトープ特異的なk趾ng活性の強さを検出する。

したがって、ドミナントエピトープ判定の中核となる。さらに、細胞内1：FN一γ

産生CD8＋丁細胞数の測定では、エピトープ特異的に活性化されて1：FN一γを産

生・分泌するCT：しの数を算定できる。また、　CTLから分泌されるIFN一γは、

体内でのウイルス排除において重要な役割を果たすと考えられている。以上よ

り、本実験で行った4つの実験（peptide　binding　assay、complex　stability　assay、

CT：L　assay、細胞内IFN一γ産生CD8＋丁細胞数の測定）で高い値を示すエピトー

プは本研究で求めているドミナントエピトープであると言える。

　本研究では、既知のHCV由来CTLエピトープ24種類を、　AllfU｝ity、　CT：L

assay、　ICSの実験結果より6つのtypeに分類した。24種類のペプチドのうち

1一皿に分類された15個のペプチドでhighあるいはmediumのCTL活性を示

した。しかし、W～VIに分類された残り9つのペプチドは、　HCV由来のエピト

ープとして公式に論文上で認められたものであるにもかかわらず、CTL反応を

誘導することができなかった。一方、高いCTL活性誘導能を示した15個のペ

プチドのうち、1とllに分類された13個のペプチドでMH：Cクラス1とのアブ
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イニティが高いことが分かった。また、CTL活性を示さなかったW～VIの9個

のペプチドのうち、IVとVに分類した8つは、高い結合アフィニティを示した。

これらの結果より、ペプチドの免疫原性を決めるうえで、ペプチドとMHCク

ラス1が強く結合することは重要だが、それだけの結果で免疫原性を判断する

には不十分であることが示唆された。

　本実験では、結合安定性と免疫原性との相関はみられなかった。結合アフィ

ニティの高いエピトープのみを調べたので、低い値といえども、どのエピトー

プもある程度の安定性があるのかもしれない。24種のエピトープのうち、高い

CTL活性を示したエピトープと、それぞれのエピトープによって誘導された細

胞内1：FN一γ＋CD8＋細胞の割合の結果は、必ずしも相関を示さなかった。1：FN一γ

を産生するHCV特異的CTLが、　HCVのクリアランスに重要である40）ことを

考えると、これら両方の結果が良い、type　lのエピトープがドミナントエピト

ープと考えることができる。

　本研究では、SARSウイルスのヌクレオカプシド領域において、3っのエピト

v・・一一 vの同定に成功した。これら3つのエピトープは、in　viv◎／Vitro　CTL　assay

で高い活性を示し、細胞内IFN一γ＋　CD8“細胞誘導活性も高かった。また、　MHC

クラス1との結合アフィニティも高くドミナントエピトープであると考えられ

る。しかし、ワクチンとして効率良く免疫するには、より多くのエピトープで

免疫しなくてはならず、ヌクレ摩羅プシドとは別のSARS－CoVタンパク質領域

においてさらなるSARS－CoV由来エピトープの同定が必要であると考えている。

　一般に、ウイルスのCTLエピトープを同定するには、ウイルス感染患者の末

梢血リンパ球とその対象となるウイルスが必要である。しかし、SARSの場合、

ウイルス感染患者血液やSARS・CoVの入手が不可能であった。また、SARS－CoV

はもちろん、ウイルス由来DNAですら、　Biosafety　Level（BSL）3という安全
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性の高い施設で実験を行わなければならない。そこで、本研究では、SARS－CoV

のエピトープ同定において、Multiepitope　Minigeneを発現する組み換えアデノ

ウイルスとヒトのMHCであるHILA－A＊0201を発現する反応性の高いHHDマ

ウスを使用した。すなわち、このウイルスを感染させたHHDマウスのリンパ

球を、感染患者の末梢血リンパ球の代替として用いた。これにより、本来BSL　3

で行わなくてはいけない実験も、BSL　2の施設で実験を行うことができるよう

になった。本研究では、この組み換えウイルスを使用しSARS・C◎Vのエピトー

プを3つ同定することに成功した。このことにより、Multiepitope　Mmigene

を発現する組み換えウイルスとHHDマウスを用いたエピトープ決定法は、新

規の感染症で病原性の高いウイルスのエピトープを決定する、安全かつ有効な

新しい方法と考えられる。しかし、最終的には、SARS－CoVそのものを使用し

て、同定したエピトープでウイルス排除が行われるのか、実験を行うべきであ

る。

　本研究で使用したペプチド結合リボソームは、安全性が高く、またIgEの産

生を誘導しないという特徴を兼ね備えており、将来有望なワクチン候補である。

しかし、ペプチド結合リボソームの単独投与では、弱いCTL誘導しかみられな

かった。そこで、↑：LR・9のリガンドであるCpGをアジュバントとして用いて、

CTLの誘導に成功した。このように、有効な獲得免疫反応を誘導するには、　TLR

を刺激するなどの自然免疫を活性化することが大事であることがわかった。

CpGがTLR－9に認識されると、樹状細胞が活性化され、そこから産生される

IL－12、1：FN一γなどによりTh1反応が誘導される。しかし、　CpGは、実際の臨

床では毒性の関係で使用ができず、ほかの安全なTLRリガンドを探し出す必要

がある。Nagataら14）が行った、様々なアジュバント存在下でのペプチド結合リ

ボソームのCTL活性化能力を検討した実験では、　Poly（1：C）（TLR3一リガンド）
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、Cp　G、　Flagellinの3つでCTLを誘導することに報告しているが、特にアジ

ュバントとして最良の結果を示したのはCpGであった。本研究ではアジュバン

トとしてCpGを用いさらに、　Th細胞を活性化するヘルパ国訓ピトープ由来の

ペプチドを結合したリボソームを用いることにより効率よくCT：Lを誘導するこ

とができた。このヘルパーエピトープは、Hepatitis：B　virus（HBV）のCoreタン

パク質に存在する、マウスのMH：C　class　II分子であるH・2Kb拘束性のエピトー

プである。したがって、実際に臨床でペプチド結合ワクチンを使用する場合は、

ヒトの有効なヘルパーエピトープを探す必要がある。ワクチンの投与法につい

ても検討を行った。腹腔内、筋注、静注、皮下注など様々な部分にリボソーム

を投与し、CTLの誘導能を比べた。筋肉内に投与した場合もCTLは誘導できた

が、footpad投与が最も効率よくCT：Lを誘導した。

　今回の研究で、ペプチド結合リボソームを用いる場合、あるペプチドではエ

ピトープであってもCT：しが誘導されないことがわかった。　N・317は、アデノウ

イルスで抗原提示されCTLを誘導するためエピトープであるが、これを結合し

たリボソームはCTLを誘導できなかった（Fig．18）。これは、今後のペプチド結

合リボソームのワクチン実用化に向けて、きわめて重要な問題である。ペプチ

ド結合リボソームはCross　presentationによって抗原提示される。　Cross

presen．tationの場合、あるエピトープの場合は、短いペプチドでは抗原提示効

率が低く、そのN末端の数個のアミノ酸が必要であることがわかっている41）。

N－317において、ペプチド結合リボソームと組み換えアデノウイルスとでCTL

の誘導能に差が見られたのは、このことが原因なのではないかと考えている。

Cross　pfesentati◎nのメカニズムはまだはっきりとはわかっていないが、Direct

presentationのメカニズムと比較しながらそれを解明していくことは、ペプチ

ド結合リボソームを実用化するための重要な課題である。
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　本研究では、最もCTL誘導：能の高かったLip・N－223を用いてウイルスチャレ

ンジ実験を行った。本実験では、3回行ったウイルスチャレンジにおいて2回で

完全にウイルスは排除され、残る1回でもウイルスは減少していた。このウイ

ルスチャレンジ実験で免疫した抗原は、CTL誘導能を持つ9つのアミノ酸から

なる短いペプチドであるため、その後チャレンジしたワクシニアウイルスの排

除に、ワクシニアウイルスの中和抗体が関与しているとは考え難iい。このチャ

レンジ実験の結果により、将来、ペプチド結合リボソームを予防ワクチンに利

用できる可能性を示すことができた。今後、何らかの方法で治療ワクチンの可

能性を調べる必要があるとともに、ワクチン後のメモリーCTLについても検討

すべきである。また、本研究で用いたウイルスはMultiep　itope　M血igene’を発

現する組み換えワクシニアウイルスであるため、将来、病原ウイルスそのもの

を用いて実験する必要がある。

　本研究では、ドミナントエピトープを見出しペプチド結合リボソームのCTL

誘導の有効性を示した。また、ペプチド結合リボソームでマウスを免疫するこ

とにより、ウイルスを排除することに成功した。このことはC型肝炎および

SARSに対する、実用可能なCTL誘導型リボソームワクチンの創製に大きな前

進をもたらしたとともに、ほかの未解決な感染症にも応用できる可能性を示し

たと考えられ、将来に期待のもてるものと思われる。
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