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研究成果の概要（和文）：増殖期および休止期の結核菌が発現するタンパク質抗原である「M」はDNA結合性を保
持している。一方、天然型CpGオリゴDNAである「G」は形質細胞様樹状細胞を活性化する。この2つを組み合わせ
て動物に投与すると結核菌感染への抵抗性が増すことが示唆されたため、本研究はこのメカニズム解明を目的と
した。その結果、ヒト末梢血単核球細胞をこの抗原とCpG-DNAと共培養するとIFN-α産生の増強と共刺激分子の
発現亢進が誘導されること、この増強作用はこの抗原を介したCpG-DNAの細胞内移行の亢進に起因すると考えら
れることを明らかにした。
本研究成果は結核ワクチンの創製につながる重要なものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：The major protein of Mycobacterium tuberculosis, “M”, is expressed both in
 the growth phase and in the resting phase. On the other hand, the palindromic deoxyoligonucleotide,
 “G”, containing a CpG motif induces the activation of plasmacytoid dendritic cells (pDCs). Human 
peripheral mononuclear cells co-cultured with a combination of “M” and “G” showed enhanced IFN-
α production from the pDCs and upregulation of costimulators on the surface of dendritic cells 
(DCs). It is suggested that both increases in IFN-α production and costimulator expression are 
dependent on efficient transfer of “G” to DCs mediated by “M”.
The synergistic immune mechanism induced by the combination of “M” antigen and “G” adjuvant is 
valuable as the scientific basis for the development of new vaccines against tuberculosis.

研究分野： 分子免疫
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１． 研究開始当初の背景 
増殖期および休止（潜在）期の結核菌が持

続的に発現するタンパク質抗原である 「M」
は DNA と結合する性質を保持している。 
一方、BCG DNA を模倣するパリンドローム

様 CpG オリゴ DNA である「G」は形質細胞様
樹状細胞（pDC）の Toll-Like Receptor 9
（TLR9）に作用して Interferon（IFN）-α産
生を強く誘導する。すべての塩基がホスホジ
エステル結合の天然型であることから、副作
用を起こさない感染症ワクチンのアジュバ
ントとして有用性が強く期待されている。 
本研究は、「M」を抗原、「G」をアジュバン

トとして投与した動物に、結核菌感染に対す
る抵抗性の増強が見られたことに着想を得
た。 
日本の結核罹患率は先進国中でも高く、年

間２万人以上が発病している（厚労省）こと
から、新規結核ワクチンの開発は国内外の重
要課題である。この現状を踏まえ、我々は、
「M」と「G」の組み合わせによる結核防御免
疫増強のメカニズムを明らかにすることに
より、新しい結核ワクチンの創製を目指すこ
ととした。 
 
２． 研究の目的 
本研究は、「M」が「G」による pDC の活性

化を亢進して結核菌感染に対する抵抗性を
増強するという、新しい結核防御免疫のメカ
ニズムを明らかにすることを目的とした。将
来的には、本研究成果を科学的基盤として取
り入れた新しい結核ワクチンの創製につな
げることを目標としている。 
 
３． 研究の方法 
(1) ヒト末梢血単核球細胞（PBMC）および
pDC の分離と培養：ヒト末梢血からパーコー
ル(GE ヘルスケア社)を用いて定法に従い
PBMC または pDC を分離し実験に供した。ヒト
末梢血は、同意を得られた患者様の自己血貯
血の不要部分をいただき、これを使用した
（福井大学医学部倫理審査委員会 第 851
号）。 
分離した PBMC または pDC を 「G」ならび

に「M」の存在下または非存在下で、目的に
応じた時間の培養を行った。培地はRPMI 1640
（半井、10% FCS ならびに PC/SM 含有）を用
いた。 
 
(2) IFN-α測定：PBMC から産生された IFN-
α 量 は 、 Enzyme-Linked ImmunoSorbent 
Assay （ELISA 法）に基づいたヒト IFN-αマ

ルチサブタイプエライザキット（PBL 社）を
用いて測定した。 
 
(3)フローサイトメトリー解析：培養後の
PBMC または pDC を、細胞表面抗原に対する
蛍光標識抗体（BioLegend 社、BD Pharmingen
社）を用いて多重染色し、固定した。フロー
サイトメーター（FC）を用いて pDC ならびに
骨髄系樹状細胞のmDC1/mDC2をクラス分けし
たうえで（図参照）、各解析を行った。 
共刺激分子の発現解析の場合には、PBMC を

「G」±「M」と共培養後、共刺激分子に対す
る抗体を含む蛍光標識抗体にて多重染色し
て固定し、FC を用いて解析を行った。 
IFN-α産生細胞の同定の場合には、PBMC を 

「G」と共培養後、多重染色・固定し、細胞
膜を可溶化後、蛍光標識抗 IFN-α抗体にて染
色し、FC により解析した。培養は Brefeldin 
A 存在下で行った。 
細胞内取り込み実験の場合には、PBMC に、

蛍光標識の「G」と「M」を単独でまたは組み
合わせて添加し、37℃でインキュベーション
した後、多重染色・固定し、FC を用いて解析
した。 
 
(4) Electrophoretic Mobility Shift Assay 
（EMSA 法）： 「G」と「M」を混合(「G」:「M」
モル比は 1:2 から 1:0.2)して、37℃でインキ
ュベーションした後に電気泳動を行い、「G」
バンドの位置の変化により「M」との結合の
有無を確認した。 
 
(5) 共焦点レーザー顕微鏡による解析： pDC
に蛍光標識「G」を添加して 37℃で 15 分～1
時間インキュベーションした後、蛍光標識
CD303 染色後に固定した。続いて細胞膜を可
溶化し、細胞小器官に対する蛍光標識抗体を
用いて染色した。共焦点レーザー顕微鏡
（OLYMPUS）を用いて、CD303 陽性により pDC
を確認したうえで各蛍光の細胞内局在を解
析した。 
 
(6) 「G」と「M」の合成および調整方法：「G」
は北海道システム・サイエンス株式会社に合
成を依頼した。乾燥原末は大塚蒸留水を用い
て 1mM に調整（OD260 値を指標とした）し、
使用時まで-80℃保存とした。「M」は連携研
究者である松本壮吉先生から譲渡していた
だいた。 
 
４．研究成果 
(1) IFN-α産生誘導活性 



「G」は TLR9 に作用し IFN-α産生誘導シグ
ナルを活性化する (ref※)。本研究ではまず、
「G」により IFN-αを産生する細胞の同定を
試みた。その結果、「G」により産生された IFN-
αは pDC に検出されたが、mDC1/mDC2 には検
出されなかった。そこで次に、細胞内に発現
している TLR9 を FCにて解析した。その結果、
TLR9はpDCに有意に発現していることが示さ
れた。 
一方、ELISA 法による IFN-α測定の結果、

「M」は単独では IFN-α産生を誘導しないが、
「G」と組み合わせると、「G」の IFN-α産生
を増強する効果を示した。 

上図：FC 解析による pDC/mDC1/mDC2 の分離・
同定例 

 
(2)共刺激分子の発現 
DC の成熟における「G」の効果を調べるた

め、共刺激分子(CD80/CD86/CD40)の発現レベ
ルを FC により解析した。その結果、「G」は
pDC/mDC1/mDC2 のいずれにも濃度依存性
（0.05-0.8 µM）に共刺激分子の発現を誘導
することが明らかになった。さらに、CD80 の
発現誘導における IFN-αの関与を調べたと
ころ、IFN-α/β-R-Ab 存在下では発現抑制が
みられたことから、CD80 の発現誘導は IFN-
α産生を介することが示唆された。 
一方、「M」 (0.005µM )は mDC1/mDC2 に CD80

の発現を誘導したが、pDC にほとんど影響は
みられなかった。さらに「G」と「M」の組み
合わせでは、すべての DC において、「G」ま
たは「M」のみと共培養した場合よりも強い
CD80 発現誘導が観察された。 
 
(3)「G」と「M」の結合 
上記のように、「G」と「M」を組み合わせ

るとサイトカイン産生や共刺激分子発現に
おいて増強作用が認められたことから、「G」
と「M」は密接に関与しながら細胞に作用し
ていると考えられた。そこで、「G」と「M」

が結合する可能性について EMSA 法を用いて
検討した。その結果、「G」と「M」は直接結
合すること、結合のモル比は、IFN-α産生に
おいて増強がみられる混合比とよく相関す
ることが明らかになった。 
 

(4)細胞への取り込み 
次に、「G」および「M」の蛍光標識体を作

製し、細胞への取り込みをFCにて解析した。
その結果、蛍光標識「G」は、いずれの DC に
も取り込まれていることが示唆された。さら
に、蛍光標識「G」を非標識「M」と組み合わ
せて共培養すると、いずれの DC にも「G」蛍
光の増強が見られた。このことから、「G」の
取り込みは「M」との組み合わせにより亢進
する可能性が示唆された。 
一方、蛍光標識「M」はいずれの DC も染め

ることが示されたが、非標識「G」との組み
合わせの有無による影響は見られなかった。 
 
(5)細胞内局在 
pDC を蛍光標識「G」とインキュベーション

し、その細胞内局在を観察した。「G」蛍光の
局在と、Transferrin 受容体（early endosome
マーカー）ならびに LAMP1 （late endosome
マーカー）に対する抗体による染色とのオー
バーラップを解析した結果、インキュベーシ
ョン時間による変化が示唆された。 
 

(6)まとめと考察 
「G」と「M」を組み合わせて PBMC に作用

させると、IFN-α産生の増強と共刺激分子の
発現亢進が認められた。また、「G」と「M」
は直接結合することが示された。さらに、「G」
に「M」を組み合わせると「G」の細胞内への
取り込みが亢進することが示唆された。以上
の結果から、「M」と「G」による免疫反応増
強作用のメカニズムとして以下の3つの可能
性が考えられた。 
a. 「M」による「G」の細胞内取り込み亢進 

「M」は細胞膜に結合しやすい性質を保持
していること、「M」と「G」は直接結合す
ることから、「G」の pDC への取り込みは細
胞膜に結合する「M」を介して亢進される
と推測された。 

b．「M」による「G」の細胞内局在変化 
細胞膜に結合する「M」を介して「G」が
endosome に停留しやすい場合、TLR9 の活
性化状態の持続または DNase による分解
の回避が生じる可能性があると考えられ
た。 

c. DC の分化成熟の亢進 



「G」による IFN-αの産生は「M」により
増強されること、DC の共刺激分子（CD80）
の発現は IFN-αを介すること、「M」と「G」
によりDCのCD80発現が増強されることが
示された。このような DC の分化成熟の亢
進を受けて、T細胞の活性化が亢進される
可能性があると推測された。 
本研究により、「M」と「G」の組み合わせ

による免疫反応増強作用とそのメカニズム
の重要点が明らかになった。動物における結
核菌感染抵抗性の増強との関連については
さらに詳細な検討が必要であるが、本研究で
得られた成果は新しい結核ワクチンの創製
において重要かつ有意義であると考えられ
る。 
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