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【要 約】

ファイザー社／ビヨンテック社が開発したCOVID-19 mRNAワクチンBNT162b2の前臨床試験では、BNT162b2を接種された動物の肝
臓に対し可逆的な影響が見られた。また、最近の研究では、SARS-CoV-2のRNAが逆転写されヒト細胞のゲノムにインテグレートされ（組
み込まれ）得ることが示された。本研究では、BNT162b2がヒト肝細胞株Huh7に及ぼす影響をin vitro（試験管内）で検討した。Huh7
細胞の培養系にBNT162b2を添加し、細胞から抽出したRNAに対して定量PCRを行った。Huh7細胞において高レベルのBNT162b2
が検出され、Long Interspersed Nuclear Element-1（LINE-1）の遺伝子発現に変化が見られた（LINE-1はヒトに内在する逆転写酵
素である）。LINE-1オープン・リーディング・フレーム-1RNA結合タンパク質（ORFp1）に結合する抗体を用いて、BNT162b2で処理し
たHuh7細胞に対し免疫組織染色を行ったところ、LINE-1の核内分布に増加が見られた。BNT162b2が添加されたHuh7細胞のゲノム
DNAに対しPCRを行ったところ、BNT162b2に特異的なDNA配列が増幅された。本研究の結果、BNT162b2がヒト肝細胞株Huh7に
短時間で取り込まれ、それによりLINE-1の発現と分布が変化することが示された。更には、本研究により、Huh7細胞にBNT162b2が添
加された後、6時間という短時間で、BNT162b2のmRNAが細胞内でDNAに逆転写されることが示された。
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1．緒 言

重症急性呼吸器症候群コロナウイルス2型（SARS-CoV-2）によるコロナウイルス病2019（COVID-19）は、2020年3月11日、世界保健
機関（WHO）により地球規模のパンデミックとして告知され、壊滅的な衛生危機をもたらした。2022年2月現在、COVID-19により世界で4
億3千万を超える感染症例が報告され、死亡例の数は590万を超える[1]。COVID-19に関連する罹患率および死亡率を減少させるため、
効果的かつ安全なワクチンが早急に求められている。
COVID-19に対するワクチンは複数開発されており、主な例として、mRNAワクチン（Pfizer-BioNTech；Moderna）、複製欠損型の組換
えアデノウイルスベクターワクチン（Janssen-Johnson and Johnson；Astra-Zeneca；Sputnik-V；CanSino）、不活化ワクチン（Sinopharm；
Bharat Biotech；Sinovac）がある。mRNAワクチンには、免疫原を設計する際や製造の際の柔軟性ないし効率性という利点があり、現
在、多くのワクチン候補が様々な開発の段階や応用の段階にある。具体例として、ファイザー社／ BioNTech社が開発したCOVID-19 
mRNAワクチンBNT162b2は、臨床試験で高く評価されており[2-4]、世界各国におけるCOVID-19予防接種の政策の下で投与されて
いる[5-8]。
BNT162b2は、脂質ナノ粒子（LNP）によりカプセル化されたヌクレオシド修飾RNAワクチン（modRNA）であり、SARS-CoV-2のスパイク（S）
タンパク質の全長をコードし、抗原に関し最適な融合前のコンフォメーションを確保するために2つのプロリン変異で修飾されている。これによ
り、ウイルス自体を模倣してウイルス中和抗体を誘発する[3]。無作為化臨床試験と同様、市販後（リアルワールド）においても、BNT162b2
は、COVID-19に起因する様 な々事態に対し高い有効性を示した[5]。一方、ワクチンの長期的な安全性や有効性のモニタリングなど、課
題も多く残っており、継続的な評価と調査が求められる。現在のBNT162b2の安全性プロファイルは、短期的な臨床試験から得られたもの
に限定されている。BNT162b2の稀な副作用として、心膜炎、不整脈、深部静脈血栓症、肺塞栓症、心筋梗塞、頭蓋内出血、血小
板減少症などが報告されている[4, 9-20]。他の種類のワクチンに関しても、ワクチンについて観察された副作用を報告する研究がある[21-
24]。ワクチンに関連する副作用の種々のメカニズムをより的確に把握するためには、臨床研究に加え、細胞レベルや分子レベルでの解析が
求められる。
最近の研究において、SARS-CoV-2のRNAが逆転写され、ヒトの細胞のゲノムにインテグレートされ得ることが示された[25]。このことか
ら、SARS-CoV-2の部分的なRNAをコードするBNT162b2についても同様のことが起こり得るのではないかという疑問が生じる。ファイザー
社が欧州医薬品庁（EMA）に提供した薬物動態データでは、放射標識したLNPおよびルシフェラーゼmodRNAをマウスやラットに筋肉注
射することでBNT162b2の生体内分布を調査した。調査結果によれば、第一の時点（0.25時間）からほとんどの組織で放射能が検出さ



れ、主な分布箇所は注射部位および肝臓であり、投与後8-48時間で最大の濃度が観察された[26]。さらに、BNT162b2が接種された動
物では、肝臓の肥大、肝細胞の空胞化、γ-グルタミルトランスフェラーゼ（γGT）値の上昇、アスパラギン酸トランスアミナーゼ（AST）および
アルカリホスファターゼ（ALP）の値の上昇など、肝臓への可逆的な影響が観察された[26]。LNP送達システムによって引き起こされる肝臓
への一過性の影響が、過去に報告されている[27-30]。一方、modRNAを含まない空のLNPだけでは、重大な肝障害をもたらさないこと
も示されている[27]。そこで、本研究の一課題は、BNT162b2によるヒト肝細胞株への影響をin vitroで調べ、内在性のメカニズムにより
BNT162b2がDNAに逆転写され得るかを調査することである。

2．マテリアルおよび方法

2-1．細胞培養
10%（v/v）のウシ胎児血清（Sigma-Aldrich、F7524-500ML、Burlington、MA、USA）および1%（v/v）のペニシリン-ストレプトマイシン

（HyClone、SV30010、Logan、UT、USA）を添加したDMEM培地（HyClone、HYCLSH30243.01）において、37℃および5％ CO2

の条件下で、Huh7細胞（JCRB細胞バンク（日本、大阪））を培養した。BNT162b2を用いてHuh7細胞を処理するために、Huh7細胞を、
200,000細胞/ウェルの密度で24ウェルプレートに播種した。BNT162b2 mRNAワクチン（Pfizer BioNTech、New York、NY、USA）を、メー
カーのガイドラインに従い[31]、無菌の0.9%塩化ナトリウム注射液USPを用いて、最終濃度100μg/mLに希釈した。その後、BNT162b2
懸濁液を細胞培養液に添加し、0.5μg/mL、1.0μg/mL、2.0μg/mLの各最終濃度を得た。Huh7細胞を、BNT162b2を添加した状態
および添加していない状態で、それぞれ6、24、48時間培養した。細胞は、PBSで十分に洗浄し、トリプシン処理によって採取し、以後
の使用まで-80℃で保存した。

2-2．リアルタイム RT-QPCR
RNeasy Plus Mini Kit（Qiagen、74134、Hilden、Germany）を用いて、メーカーのプロトコルに従い、細胞からRNAを抽出した。
RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit（Thermo Fisher Scientific、K1622、Waltham、MA、USA）を用いて、メーカーのプ
ロトコルに従い、RT-PCRを行った。リアルタイムqPCRは、BNT162b2に対するプライマー、LINE-1に対するプライマー、およびハウス
キーピング遺伝子ACTB、GAPDHに対するプライマーを用いて、Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix（Thermo Fisher 
Scientific、K0222、Waltham、MA、USA）により行った（表1）。

表 1．RT-qPCR と PCR のプライマー配列

ターゲット 配 列

ACTB forward CCTCGCCTTTGCCGATCC

ACTB reverse GGATCTTCATGAGGTAGTCAGTC

GAPDH forward CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC

GAPDH reverse TTAAAAGCAGCCCTGGTGAC

LINE-1 forward TAACCAATACAGAGAAGTGC

LINE-1 reverse GATAATATCCTGCAGAGTGT

BNT162b2 forward CGAGGTGGCCAAGAATCTGA

BNT162b2 reverse TAGGCTAAGCGTTTTGAGCTG

2-3．免疫蛍光染色および共焦点イメージング
Huh7細胞を、BNT162b2（0.5、1、2µg/mL）を添加した状態および無添加の状態において、40,000細胞/ウェルの密度で、8チャン
バースライド（LAB-TEK、154534、Santa Cruz、CA、USA）において6時間培養した。一次抗体としてanti-LINE-1 ORF1p mouse 
monoclonal antibody（Merck、3574308、Kenilworth、NJ、USA）を用 い、 二 次 抗 体としてCy3 Donkey anti-mouse（Jackson 
ImmunoResearch、West Grove、PA、USA）を 用 い、Hoechst（Life technologies、34850、Carlsbad、CA、USA）を 用 い て、
Thermo Fisher社（Waltham、MA、USA）によるプロトコルに従い免疫組織染色を実施した。Zeiss LSM 800および63X油浸対物レン
ズを用いて各条件につき2枚ずつ画像を撮像し、各画像において15個の細胞に関しImageJ 1.53cを用いて個々の細胞全体の領域および
核領域の染色強度を定量化した。細胞質に対するLINE-1染色強度は、細胞全体の染色強度から核の染色強度を減算することにより算
出した。バイアスを防止するため、すべての細胞画像に乱数を割り当てた。核（Hoechst染色により特定）および細胞全体（LINE-1蛍光の



境界により特定）をマーキングするために、フリーハンド選択ツールを用いた。そして、これらの領域を測定し、平均強度を用いて各群を比
較した。

2-4．ゲノム DNA の精製、PCR 増幅、アガロースゲル精製、サンガーシーケンシング
PBNDバッファ（10 mM Tris-HCl pH 8.3、50 mM KCl、2.5 mM MgCl2、0.45% NP-40、0.45% Tween-20）を用いて、既知のプロトコ
ルに従い[32]、細胞ペレットからゲノムDNAを抽出した。DNA調製物から残留RNAを除去するために、DNA調製物にRNase（100µg/
mL、Qiagen、Hilden、Germany）を加え、37℃で3時間保温し、その後95℃で5分間保温した。その後、BNT162b2をターゲット
とするプライマー（配列を表1に示す）を用いて、以下のプログラムによりPCRを行った：95℃で5分；95℃で30秒、58℃で30秒、72℃
で1分のサイクルを35サイクル；最後に72℃で5分および12℃で5分。PCRによる生成物に対し1.4%（w/v）アガロースゲルで電気泳動
を行った。予測されるサイズ（444bps）のアンプリコンに対応するバンドを切り出し、QIAquick PCR Purification Kit（Qiagen、28104、
Hilden、Germany）を用いて、メーカーの説明書に従いDNAを抽出した。DNAアンプリコンの配列は、サンガーシーケンシング（Eurofins 
Genomics、Ebersberg、Germany）により確認した。

統 計
スチューデントの両側t検定およびANOVAを用いて統計的比較を行った。データは、平均値±SEMまたは±SDで表す。p<0.05の差は
有意差とみなす。

2-5．倫理的声明
Huh7細胞株は、Japanese Collection of Research Bioresources（JCRB）細胞バンクから得た。

3．結 果

3-1．BNT162b2 は高い効率でヒト肝細胞株 Huh7 細胞に侵入する
BNT162b2がヒト肝細胞に侵入するか否かを確認するため、ヒト肝細胞株Huh7の培養系にBNT162b2を添加した。LNPがHuh7細胞
に到達する際の取り込み動態に関する過去の研究において、LNPによる最大の生物学的効果が観察されたのは4時間から7時間の間だっ
た[33]。これに応じて、本研究では、BNT162b2の濃度を0（無添加）、あるいは0.5から1.0、2.0µg/mLに増加させて設定し、Huh7
細胞を6、24、48時間培養した。細胞からRNAを抽出し、BNT162b2配列をターゲットとしたプライマーを用いてリアルタイム定量逆転写
ポリメラーゼ連鎖反応（RT-qPCR）を実行した（図1）。BNT162b2の全配列は公開されており[34]、以下を含む：ジヌクレオチドキャップ；ヒ
トα-グロビン遺伝子の5′-非翻訳領域（UTR）を組み込む5′-UTR；2箇所のプロリン変異を含むSARS-CoV-2のSタンパク質の全長；2
箇所のC→U変異が導入されたヒトAES/TLE5遺伝子セグメントおよびヒトミトコンドリア12S rRNA（mtRNR1）セグメントを組み込む3′
-UTR；ポリ（A）テール。BNT162b2のSタンパク質配列を詳細に解析した結果、ヒトゲノム配列と100％同一の配列が124個あり、19〜26
ヌクレオチド（nt）につき1ntのみミスマッチのある配列が3個あった（表S1、補足資料参照）。BNT162b2のRNAのレベルを検出するため、
SARS-CoV-2のSタンパク質領域にフォワードプライマーを、3′-UTRにリバースプライマーを配置したプライマーを設計した。これにより、
プライマーがヒトゲノム領域と非特異的に結合するのを避け、BNT162b2に特異的なPCRアンプリコンを検出できるようにした。

図 1．BNT162b2 の mRNAレベルおよび逆転写の検出に用いた PCR プライマーセット。 
BNT162b2 の図は過去の文献から引用した [34]。

RT-qPCRの結果、6、24、48hの各時点において、BNT162b2で処理したHuh7細胞はハウスキーピング遺伝子よりも高レベルの
BNT162b2 mRNAを有していた（図2；レベルが非常に高いため、対数2−ΔΔCTで表示した）。各時点において、細胞内で、上記3種の
BNT162b2濃度により同等のBNT162b2 mRNAのレベルが得られた。ただし、48hの時点では、1.0μg/mLと2.0μg/mLの間で有意差
が見られた。BNT162b2 mRNAの各レベルは、6hと比較して24hで有意な減少を見せたが、48hで再び増加した。



図 2．BNT162b2 で処理した Huh7 細胞における BNT162b2 mRNA のレベル。Huh7 細胞を、BNT162b2
を添加しない状態（Ctrl）、また BNT162b2 を添加した状態（0.5µg/mL（V1）、1µg/mL（V2）、2µg/mL（V3））で、
6 時間（緑点）、24 時間（オレンジ点）、48 時間（青点）培養した。RNA を精製し、BNT162b2 をターゲット
としたプライマーを用いて qPCR を実施した。BNT162b2 の RNAレベルは、ハウスキーピング遺伝子 GAPDH
および ACTB に対し、対数 2−ΔΔCT 値として示す。結果は 5 つの独立した実験から得たものである（n＝5）。各
グループ間の差を、スチューデントの両側 t- 検定を用いて分析した。データを、平均±SEMとして表す。（* p < 0.05; 
** p < 0.01; *** p < 0.001 vs. 各時点におけるコントロール、或いは記載の通り）。

3-2．�ヒト内在性逆転写酵素 Long Interspersed Nuclear Element-1（LINE-1）に対する BNT162b2 の影響
ここで、LINE-1遺伝子の発現に対するBNT162b2の影響を検討した。BNT162b2（0、0.5、1.0、2.0µg/mL）で6、24、48時間処理
したHuh7細胞から精製したRNAについて、LINE-1をターゲットとするプライマーを用いてRT-qPCRを実施した。6hの時点で、コントロー
ルと比較して2.0µg/mLのBNT162b26によりLINE-1発現に有意な増加が観察されたが、より低い濃度のBNT162b2では、すべての時
点でLINE-1発現に減少が観察された（図3）。

図 3．BNT162b2 で処理した Huh7 細胞における LINE-1 mRNA のレベル。Huh7 細胞を、BNT162b2 を添
加しない状態（Ctrl）、また BNT162b2 を添加した状態（0.5µg/mL（V1）、1µg/mL（V2）、2µg/mL（V3））で、
6 時間（緑点）、24 時間（オレンジ点）、48 時間（青点）培養した。RNA を精製し、LINE-1 をターゲットとし
たプライマーを用いて qPCR を実施した。LINE-1 の RNAレベルは、ハウスキーピング遺伝子 GAPDH および
ACTB に対し 2−ΔΔCT 値として示す。結果は、5 つの独立した実験から得たものである（n＝5）。各グループ間の
差は、スチューデントの両側t検定を用いて分析した。データを、平均±SEMとして表す。（* p < 0.05; ** p < 0.01; 
*** p < 0.001 vs. 各時点におけるそれぞれのコントロール、或いは記載の通り; † p < 0.05 vs. 6 h-Ctrl）

次に、BNT162b2がLINE-1タンパク質のレベルに及ぼす影響を検討した。LINE-1の全長は、5′非翻訳領域（UTR）、オープンリーディ
ングフレーム（ORF）１およびORF2からなる２つのORF、並びに3′UTRから構成される。このうち、ORF1は、シャペロン活性を有する



RNA結合タンパク質である。LINE-1のレトロトランスポジション活性はORF1の核内移行に関与しているとの知見がある[35]。BNT162b2（0.5、
1.0、2.0µg/mL）を添加した状態および添加していない状態で6時間処理したHuh7細胞を固定し、LINE-1 ORF1pに結合する抗体、お
よび細胞核を可視化するためのDNA特異的プローブHoechstで染色した（図4a）。免疫蛍光染色強度を定量化した結果、検討した全
濃度において、BNT162b2が細胞全体の領域および核の双方でLINE-1 ORF1pタンパク質のレベルを増加させたことが示された（図4b-
d）。

図 4．LINE-1 タンパク質の分布を示す、BNT162b2 で処理した Huh7 細胞の免疫組織染色。BNT162b2（0.5、
1.0、2.0µg/mL）を添加した状態および添加していない状態で Huh7 細胞を 6 時間処理した。細胞を固定し、
LINE-1 ORF1p に結合する抗体（赤色）および細胞核を可視化するための DNA 特異的プローブ Hoechst（青
色）で染色した。（a）は、BNT162b2 を添加した状態および添加していない状態で処理した Huh7 細胞における
LINE-1 発現を示す代表的な画像である。（b–d）は、細胞全体の領域（b）、細胞質（c）、および核（d）におけ
る LINE-1 タンパク質を定量化した結果を示す。すべてのデータは、One-Way ANOVA を用いて分析し、グラフは、
GraphPad Prism V 9.2を用いて作成した。すべてのデータを平均値±SDで示す（（** p < 0.01、*** p < 0.001、 
**** p < 0.0001 （記載の通り））

3-3．Huh7 細胞における逆転写 BNT162b2 DNA の検出
LINE-1タンパク質の核内への侵入がレトロトランスポジションと関連していることを示す過去の研究がある[35]。上記の免疫蛍光染色実
験では、最低濃度（0.5μg/mL）のBNT162b2により、既に、核内でのLINE-1レベルの増加が観察された。LINE-1の増加とともに
BNT162b2がDNAに逆転写するか否かを調べるため、0.5μg/mLのBNT162b2で6、24、48時間処理したHuh7細胞からゲノムDNA
を精製した。精製したDNAをRNaseで処理してRNAを除去し、BNT162b2をターゲットとするプライマーを用いてPCRを行った（図1）。
その後、増幅されたDNA断片を電気泳動により可視化し、ゲル精製を行った（図5）。3つの時点（6h、24h、48h）のいずれにおいても、
BNT162b2のDNAアンプリコンが検出された。これらのDNAアンプリコンが、プライマーに挟まれたBNT162b2の配列と同一であることを、
サンガーシークエンスにより確認した（表2）。また、これらのDNAアンプリコンがBNT162b2のRNAではなくDNAに由来することを確証す
るため、RNase処理を行った状態と行わなかった状態（図5のCtrl5、Ctrl6）において、0.5µg/mLのBNT162b2で6時間処理したHuh7
細胞から精製したRNAに対しPCRを行った。その結果、PCRを行ったRNA試料からアンプリコンは検出されなかった。



図 5．BNT162b2 で処理した Huh7 細胞における、BNT162b2 DNA アンプリコンの検出。Huh7 細胞は、
BNT162b2 を添加していない状態（Ctrl）および添加した状態（0.5µg/mL）で 6、24、48 時間処理した。ゲ
ノム DNA は、精製し、100μg/mL の RNase で分解した。図 1 および表 1 に示すように、BNT162b2 をター
ゲットとするプライマーを用いて、すべてのサンプルに対し PCR を行った。DNA アンプリコン（444 bps）をアガ
ロースゲルで可視化した。BNT：BNT162b2。L：DNA ladder。Ctrl1：培養 Huh7 細胞。Ctrl2：BNT162b2
で処理せず 6h の時点で回収した Huh7 細胞。Ctrl3：BNT162b2 で処理せず 24h の時点で回収した Huh7 細胞。
Ctrl4：BNT162b2 で処理せず 48h の時点で回収した Huh7 細胞。Ctrl5：0.5μg/mL の BNT162b2 で 6 時
間処理した Huh7 細胞の RNA。Ctrl6：0.5μg/mL の BNT162b2 で 6 時間処理し、RNase で分解した Huh7
細胞の RNA。

表 2．BNT162b2 アンプリコンに対しサンガーシーケンシングを行った結果。

CGAGGTGGCCAAGAATCTGAACGAGAGCCTGATCGACCTGCAAGAACTGGGGAAGT

ACGAGCAGTACATCAAGTGGCCCTGGTACATCTGGCTGGGCTTTATCGCCGGACTGATTG

CCATCGTGATGGTCACAATCATGCTGTGTTGCATGACCAGCTGCTGTAGCTGCCTGAAGG

GCTGTTGTAGCTGTGGCAGCTGCTGCAAGTTCGACGAGGACGATTCTGAGCCCGTGCTGA

AGGGCGTGAAACTGCACTACACATGATGACTCGAGCTGGTACTGCATGCACGCAATGCTA

GCTGCCCCTTTCCCGTCCTGGGTACCCCGAGTCTCCCCCGACCTCGGGTCCCAGGTATGC

TCCCACCTCCACCTGCCCCACTCACCACCTCTGCTAGTTCCAGACACCTCCCAAGCACGC AGCAATGCAGCTCAAAACGCTTAGCCTA

4．考 察

本研究は、COVID-19 mRNAワクチンBNT162b2がin vitroでヒト肝細胞株Huh7に侵入し得るとのエビデンスを示した。Huh7に
BNT162b2が添加された後6時間という速さで、BNT162b2のmRNAは細胞内でDNAに逆転写される。逆転写が起こりうるメカニズム
の一つとして、内在性逆転写酵素LINE-１を介しての逆転写がある。そして、BNT162b2は、核内におけるLINE-1タンパク質の分布を
増加させる。
in vivoにおける肝細胞内でのLNPの蓄積が報告されている[36]。BNT162b2がヒト細胞株HEK293T細胞に侵入することにより
BNT162b2抗原が強く発現することを示す、BNT162b2に関する前臨床研究がある[37]。これに鑑み、本研究では、BNT162b2の
ヒト肝細胞株Huh7細胞への進入を先ず検討した。本研究で用いたBNT162b2の濃度をどのように選択したかについて、説明する。
BNT162b2は3週間の間隔をおいて2回連続投与され，各投与は0.3mLに30µgのBNT162b2を含む。よって、注射部位での局所濃度
は最高で100µg/mLとなる[31]。同様のLNP配送システムを用いた、インフルエンザウイルスH10N8、H7N9に対するmRNAワクチンの
過去の研究によれば、mRNAワクチンは、肝臓、脾臓、心臓、腎臓、肺、脳などのいくつかの臓器に非特異的に分布する傾向があり、
肝臓での濃度は筋肉内注射部位での濃度よりも約100倍低い[38]。ファイザー社がEMAに提出したBNT162b2の評価報告書によれば、ラッ
トの薬物動態学的分布試験において、投与量全体のうち、比較的大きな割合（最大18％）の分布が肝臓にみられた[26]。そこで、肝細胞
に関する本実験では、0.5、1、2μg/mLのワクチン濃度を使用することにした。ただし、今後の研究において、濃度の範囲を広げ、より
低濃度あるいは高濃度のBNT162b2の影響についても検証する必要がある。
本研究においては、ヒト肝細胞株を用いてin vitroの調査を行った。ワクチン由来のSARS-CoV-2スパイクタンパク質が肝細胞にも発現す
るか否かは、検証に値する。発現が見られる場合、以前に抗原刺激を受けてスパイクタンパク質に反応するようになった細胞傷害性T細
胞が、肝細胞をターゲットとする可能性がある。BNT162b2の接種後に自己免疫性肝炎を発症した人の症例報告がある[39]。BNT162b2
が肝機能に及ぼし得る影響をより明確に把握するため、今後in vivoモデルを用いた研究が望まれる。
BNT162b2の毒性報告書には、遺伝毒性や発がん性に関する検討が含まれていない[26]。本研究により、BNT162b2が肝細胞株Huh7



においてDNAに逆転写され得ることが示された。これによれば、BNT162b2由来のDNAが宿主ゲノムにインテグレートされゲノムDNAに
損傷を与えるのではないか、との懸念が生じる。ゲノムDNAに傷がつけば、遺伝毒性の副作用が生じる可能性がある。BNT162b2から
逆転写されたDNAが細胞ゲノムにインテグレートされるか否かは、現段階では定かでない。BNT162b2がゲノムに損傷を与えるか否かを
検証するためには、BNT162b2が添加された細胞の全ゲノム解析や、BNT162b2の接種を受けた被験者の組織の全ゲノム解析など、さ
らなる研究が必要である。
ヒトの自律性レトロトランスポゾンであるLINE-1は、細胞内の内在性逆転写酵素であって、ヒトに現存する唯一の活性型トランスポゾンで
ある。LINE-1には、自身や他の非自律性要素を逆転写させる能力があり[40,41]、ヒトゲノムの約17%はLINE-1配列で構成されている
[42]。非自律性のAlu要素、short, interspersed nucleotide elements（SINEs）、variable-number-of-tandem-repeats （VNTR）、或
いは細胞型のmRNAプロセス型偽遺伝子は、トランスに機能するLINE-1のレトロトランスポジション・タンパクによって逆転写される[43, 44]。
最近の研究によれば、内在性のLINE-1は、SARS-CoV-2配列の逆転写およびヒト感染細胞のゲノムへのインテグレーションを媒介する
[25]。また、SARS-CoV-2感染といったウイルス感染の際、内因性LINE-1の発現の増加が観察されることが少なくない[45-47]。過去
の研究によれば、LINE-1のレトロトランスポジション能は、RNA代謝[48,49]、DNA損傷応答[50]、オートファジー [51]によって制御され
る。LINE-1の効率的なレトロトランスポジションは、細胞周期あるいは有糸分裂時の核膜崩壊や[52, 53]、外来レトロウイルス[54, 55]としば
しば関連し、これによりLINE-1の核への侵入が促進される。本研究においては、試験を行ったすべての濃度（0.5、1、2μg/mL）につい
て、BNT162b2による核内でのLINE-1 ORF1p分布の増加が確認され（分布の増加は免疫組織染色により特定した）、一方、LINE-1
遺伝子の発現の上昇は、最高濃度（2μg/mL）によってのみ検出された。なお、遺伝子の転写はクロマチン修飾、転写因子制御、および
RNA分解の速度によって制御され、一方、タンパク質の翻訳制御には、開始コドン上でのリボソームリクルート、ペプチド伸長の調節、タン
パク質合成の終了、或いはリボソームの生合成が関与する。これらの2つのプロセスは異なるメカニズムにより制御されているため、外部か
らの影響に対し常に同じ変化のパターンを示すとは限らない。BNT162b2に対するLINE-1活性の制御の詳細については、さらなる研究
が望まれる。
本研究で使用した細胞モデルは、DNA複製が活発な癌細胞株であり、非分裂性の体細胞とは異なる。また、RNA代謝に関与するタン
パク質の上方制御など、Huh7細胞は、通常の細胞とは大きく異なる遺伝子やタンパク質の発現を示すとの報告もある[56]。一方、活発な
細胞増殖は、骨髄や上皮基底層などのヒトの組織や、胚発生期にも見られるため、そのような条件においてBNT162b2がゲノムに損傷を
与えないかを調べる必要がある。また、ヒトのニューロンのような、分裂が起きていない終末分化細胞においても、LINE-1のレトロトランス
ポジションが高い効能を示すことが報告されている[57,58]。
EMAによるファイザー評価レポートでは、BNT162b2の脾臓（1.1％未満）および副腎（0.1％未満）への分布が示され、低値ではあるが測
定可能なレベルの放射線活性により、卵巣や精巣（0.1％未満）への分布も示された[26]。なお、EMAによるファイザー評価レポートでは、
BNT162b2の胎盤への移行に関するデータが得られていない。本研究の結果によれば、BNT162b2のmRNAは、注射部位濃度の0.5％
に相当する濃度（0.5μg/mL）で容易にHuh7細胞に侵入し、LINE-1の遺伝子およびタンパク質の発現に変化を誘導し、6時間以内に
BNT162b2の逆転写が検出された。したがって、他の種類の細胞や組織に対するBNT162b2の影響についても、in vitroおよびin vivo
の双方で更なる調査を行うことが重要である。

5．結 論

本研究は、COVID-19 mRNAワクチンBNT162b2がヒト肝細胞株に与える影響に関する、初のin vitro研究である。本研究により、
BNT162b2の細胞への急速な侵入、またそれに続くBNT162b2 mRNAのDNAへの細胞内逆転写に関するエビデンスが示された。
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