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II. 成果の概要（総括研究報告） 
[和文] 

 HCV の非構造蛋白領域を発現する組換えワクチニアウイルス(HCVN25-rVV)及び DNA ワクチン

（HCVN25-DNA）は構造蛋白質を発現する慢性肝炎発症 HCV-CN2/Cre-Tg マウスの肝臓中の HCV コ

ア蛋白量を有意に減少させ、脂肪化、線維化などの形態学的異常を顕著に改善させた。これらの結果は、

HCV の持続感染症に対する治療ワクチン有効性を示唆している。しかし、HCV の全コード蛋白質を発

現するトランスジェニックマウス（RzB15 マウス）では DNA ワクチンまたは rVV ワクチン単独では微

弱な細胞性免疫の誘導しか見られず、肝臓の病理的な解析でも顕著な治療効果は認められず、野生型マウ

スに比べて HCV Tg マウスでは、ワクチン投与時 CD8 T 細胞性免疫の誘導が抑制されていることを見い

だした。また、DNA ワクチンと rVV ワクチン双方を用いる Prima/boost ワクチネーションにおいても、

同一の遺伝子領域を発現させていると特異的細胞性免疫は誘導されなかった。そこで、一部の遺伝子領域

を重複させた Prime/boost ワクチンを投与したところ、これまで誘導されなかった強い特異的細胞性免

疫が誘導され、肝臓の柵状配列の正常化、肝細胞の形態学的正常化が確認された。さらに、肝臓中の HCV
コア蛋白質の有意な減少が認められた一方で、肝障害の指標である血中 ALT 値の上昇が見られなかった

ことから、一部の遺伝子領域を重複させた DNA ワクチン Prime/rVV boost 療法は肝障害を起こさずに

ウイルス感染細胞に対する有効な特異的免疫応答を誘導させることが示唆された。より高い治療効果に

つなげるために、この誘導不全に関わる免疫反応及び特異的免疫応答についてさらなる解析を進め、治療

的細胞性免疫を強く誘導できるようなワクチン及び免疫法の開発を進める。 
 また、RNA アジュバントについて２重鎖 RNA に DNA キャップを施したものが炎症を誘導せずに樹

状細胞を成熟化するため最善との結果を得た。マウス（C57BL/6）モデルで蛋白抗原とこのアジュバント

の CTL 誘導能を既知のアジュバント（polyI:C を含む）と比較した。結果、この核酸合成アジュバント

が polyI:C と同等の CTL 誘導機能を有することを証明した。細胞障害を示す NK 活性化は polyI:C より

も低かった。 
 治療ワクチンの効果を評価するための感染モデル動物であるツパイへの高増殖 HCV 株の選択、感染法

や発症評価系の改良を行った。HCV 遺伝子型 1a, 1b, 2a, 4a 株のうち、4a 株で安定した感染成立が見ら

れた。また、腹腔内や静脈内接種に比べ皮下接種に良好な結果が得られた。さらに、発症評価系として免

疫応答を解析するために HCV-Core 抗体や NS3 抗体のルシフェラーゼを利用した高感度アッセイ系で

ある GLIP 法を確立した。また、サイトカインや TLR の遺伝子発現を解析する定量 PCR 系を確立し、

持続感染時の病態解析を進めた。 
 C 型肝炎に対する免疫治療の実用化に向けて、HCV 遺伝子組換えワクチニアウイルスワクチン及び DNA ワク

チンによる治療効果機序の詳細を解明し、安全かつ強力な治療効果を示すワクチンプログラムを確立し、臨床応

用への道を拓く。 
[英文] 
  Chronic hepatitis C caused by infection with the hepatitis C virus (HCV) is a global health problem. To 

investigate potential vaccine and therapeutic strategies against this disease, we generated immunocompetent 

mice expressing HCV structural proteins using the Cre/loxP switching system. The HCV core protein was 
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expressed consistently in the livers of these mice following polyinosinic acid–polycytidylic acid injection, and 

the animals displayed chronic hepatitis C-related pathological features, liver fibrosis, and hepatocellular 

carcinoma. We examined the therapeutic effects of a recombinant vaccinia virus (rVV) encoding HCV protein 

in a mouse model. We showed recombinant vaccinia viruses expressing HCV nonstructural protein (rVV-N25) 

could protect against the progression of chronic hepatitis by suppression of macrophage activation. Macrophages 

in liver tissue are widely defined as important inflammatory cells in chronic viral hepatitis due to their pro-

inflammatory activity. We focused on the role of macrophages for liver disease progression in the HCV 

transgenic mice and examined characteristic features of macrophages following rVV-N25 treatment.  

  We generated immunocompetent mice expressing HCV structural proteins through the Cre/loxP switching 

system and established various attenuated rVV strains. We assessed the effect on the function of macrophages 

in the liver of a candidate therapeutic HCV vaccine, recombinant vaccinia virus expressing HCV proteins (rVV-

N25), which encoded nonstructural HCV proteins. Immunization with rVV-N25 suppressed serum inflammatory 

cytokine levels and alleviated the symptoms of pathological chronic hepatitis C within 7 days after injection.  

  Immunization with one of the rVV strains encoding nonstructural proteins (rVV-N25) suppressed serum 

inflammatory cytokine levels and improved pathological chronic hepatitis C features at 7 days after injection. 

Furthermore, HCV protein levels in liver tissue also decreased in a CD4 and CD8 T-cell-dependent manner. 

Consistent with this result, we showed that rVV-N25 immunization induced robust HCV nonstructural protein 

2-specific CD8 T-cell immune response. The number of CD11b+F4/80+CD11c-CD206+ (M2) macrophages in 

the liver of HCV transgenic mice was notably increased compared to that of age-matched control mice. These 

M2 macrophages in the liver produced elevated levels of IL-6 and TNF- -N25 infection suppressed the 

number and activation of M2 macrophages in liver tissue. These results suggested that inflammatory cytokines 

produced by M2-like macrophages contribute to the induction of chronic liver inflammation in HCV transgenic 

mice. Collectively, we showed that the therapeutic effect of rVV-N25 results from suppression of the number 

and activation of hepatic macrophages. 
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実 施 期 間： 平成２８年４月１日 ～ 平成２９年３月３１日 

 

分担研究課題名： （日本語） 

  （英 語） 

     

補助事業分担者   （日本語） 

所属 役職 氏名： （英 語） 

 

II. 成果の概要（総括研究報告） 
補助事業代表者： 東京都医学総合研究所 感染制御プロジェクト プロジェクトリーダー 
小原道法  総括研究報告を参照。 

 
 

III. 成果の外部への発表 
（１）学会誌・雑誌等における論文一覧（国内誌   件、国際誌   件） 
 
（２）学会・シンポジウム等における口頭・ポスター発表 

 
（３）「国民との科学・技術対話社会」に対する取り組み 
 
（４）特許出願 
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