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研究成果の概要（和文）：　本研究においては、抗結核菌ワクチン効果の高い組換えBCGであるBCG-PHM接種後に
結核菌感染させたマウスの肺から結核菌由来RNA、およびマウス由来RNAを抽出しマウス肺における結核菌の遺伝
子発現、宿主の遺伝子発現についてコントロールBCG接種群と比較して解析を行った。
　マウス肺中の結核菌由来RNAは極めて微量のRNAのみ抽出されるため、多数の遺伝子の発現を解析するのは困難
であったが、休眠に関わる遺伝子の発現が示唆された。また、宿主細胞の遺伝子発現解析からBCG-PHMを接種す
ることによってマウス肺において強い免疫応答が惹起されていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, I inoculated mice with recombinant BCG, BCG-PHM. BCG-PHM is 
known to have high vaccine efficacy against tuberculosis. After mice were infected with 
tuberculosis, I purifired RNA  from lungs of these mice. I then analysed gene expression by 
tuberculosis and by infected host cells.
From tuberculosis-infected murine lungs, I obtained only little amount of RNA derived from 
tuberculosis. Therefore, it was difficult to analysis the expression of many kinds of genes. 
However, it was suggested that the dormancy-related gene was upregulated in tuberculosis which 
infected BCG-PHM-vaccinated mice. It was also revealed that strong immune response was induced by 
tuberculosis infection after the inoculation of BCG-PHM in murine lungs.

研究分野： 免疫学、細菌学

キーワード： BCG　結核菌　潜伏感染

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は、BCG接種を行ったマウス肺中に存在する結核菌が休眠状態に移行しているか解析する目的で実施さ
れた。結核菌に感染したヒトでは、免疫系により結核菌の増殖が抑制されるものの結核菌の一部は休眠状態とな
る。休眠状態の結核菌は肉芽腫と呼ばれる構造の中に存在し、免疫細胞からの攻撃を受けにくい。
　本研究においてBCG接種後に結核菌を感染させたマウスの肺中に存在する結核菌は休眠状態に移行しているこ
とが示唆されたため、抗結核菌ワクチンの開発には休眠状態に移行する結核菌への対応を考慮する必要があるこ
とが推測できた。
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１．研究開始当初の背景 

(1) 結核菌の性質と BCG ワクチン 

結核菌は、世界中で猛威を振るっている結核の起因菌である。治療には抗結核菌薬が使用さ
れているが、多剤耐性菌の発生によりその脅威は増加している。結核菌は主に肺組織中で増殖
する。結核は初回結核菌感染後急性的に発症する場合と潜伏感染結核菌の再燃により発症する
場合に大別される。宿主による免疫応答が十分に機能しなかった場合には急性的に結核を発症
する。宿主免疫が十分に機能した場合には結核菌の生体内での増殖は抑制され結核菌は休眠状
態へと移行するが、宿主の免疫機能が減弱すると潜伏感染結核菌が再燃し発症する。 

宿主免疫応答の主体は T 細胞による結核菌の増殖抑制である。増殖が効果的に抑制されると
結核菌は肺中で休眠状態へと移行する。休眠期に移行した結核菌は代謝・増殖を行わないため、
免疫応答による排除が困難である。 

 

ワクチン接種は、ワクチンに対する免疫応答を惹起し、その免疫細胞の一部をメモリー細胞
として生体内に保持することで病原体感染時に速やかに免疫応答を誘導することを目的として
いる。結核菌に対する BCG ワクチンの場合にも、ワクチン接種により生体内のナイーブ T 細
胞の一部がエフェクターT 細胞へと分化し、その一部は静止期に移行しメモリーT 細胞として
生体内に保持される。結核菌が感染した場合、このワクチンにより作製したメモリーT 細胞は
結核菌感染細胞に反応しエフェクターT 細胞へと分化し速やかにサイトカイン産生など免疫
応答を開始し結核菌の増殖を抑制する。 

 

(2) これまでの研究成果 –リコンビナント BCG 株の作製– 

研究代表者らはこれまで現行の BCG ワクチン株 BCG-Tokyo よりも強く結核菌の増殖を抑
制するリコンビナント BCG 株を各種作製し報告してきた (引用文献 1-4)。更に、新しく作製
したリコンビナント BCG (BCG-PHM) はこれまで作製した BCG の中で最も強く結核菌増殖抑
制効果があることを見出した (引用文献 5)。この BCG-PHM は以下の 2 点の特徴を持ち、両者
は相乗的に作用する。 

① ウレアーゼ遺伝子(ureC)の欠損 

ureC を欠損させたウレアーゼ欠損リコンビナント BCG 株は細胞内のファゴソームに寄生
できず、現行の BCG 株に比し強く CD4 陽性ナイーブ T 細胞を活性化する。 

② PHM 抗原の発現 

BCG-PHM はシャペロン分子 HSP70 と強い抗原性を持つ MMP-II 分子、および蛋白質のプ
ロテアソームでの分解を誘導するシグナルから成る融合抗原(PHM 抗原)を分泌する。この抗原
の分泌により BCG-PHM は強く CD4 陽性および CD8 陽性ナイーブ T 細胞を活性化する。  

BCG-PHM により誘導されるメモリーT 細胞は結核菌由来 HSP70, MMP-II を認識するもの
が主体である。先行研究において、MMP-II 分子は休眠状態の結核菌でその発現が減少するこ
と(引用文献 6)が見出されている。したがって、BCG-PHM により誘導されるメモリーT 細胞
は、休眠期の結核菌よりも増殖期の結核菌を強く認識すると予想される。 

この BCG-PHM に関して、これまでの研究から以下の極めて興味深い結果が得られている。 

・試験管内の実験で T 細胞免疫応答を強く誘導する。 

・マウスに接種すると、生体内の結核菌増殖を BCG-Tokyo 株の 10 倍以上強く抑制する。 

・BCG-PHM 接種下で結核菌数は強く抑制されるが、PBS 接種マウスの 1-5%の結核菌は生 

体内に長期間残存してしまい、全ての結核菌を生体外に排除することはできない。 

 

 

２．研究の目的 

BCG-PHM が結核菌増殖を強く抑制しながら残存結核菌が存在するという事実は以下の 2 

つの可能性を示唆している。 

(1) BCG-PHM より強力に作用する新たな抗結核ワクチンを開発し接種すれば結核菌を完全に
生体外へ排除可能である 

(2) 残存結核菌の存在は、強い免疫学的プレッシャーの中で早期に休眠期へと移行する結核菌
固有の性状に基づくもので、ワクチンにより結核菌を完全に排除することは不可能である 

 

この 2 つの可能性を判別することはワクチン開発において極めて重要であり、開発のゴール
設定につながる。本研究ではこの 2 つの可能性を判別することを目的とする。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 研究の方法として、マウスの肺中に存在する結核菌の発現する遺伝子の中で休眠菌のマー
カーとなる遺伝子がどの程度発現しているか解析した。具体的には以下のような手順で行った。 

 

①マウスにコントロール BCG もしくは BCG-PHM を皮下接種した。 

② BCG 接種後、マウスに結核菌を噴霧感染させた。 



③結核菌感染後、マウスを解剖し肺を採取した。採取した肺を破砕し、破砕した肺組織を細胞
溶解液中に置くことでマウス由来細胞を溶解した。 

④マウス由来肺細胞中に存在していた結核菌を分離し、RNA を抽出した。この RNA から cDNA

を合成し、休眠期および活動期の結核菌のマーカーとなる遺伝子について発現を解析した。 

 

(2) また、BCG-PHM を接種したマウス肺において、結核菌感染した場合の免疫応答についてサ
イトカイン産生を指標として解析した。具体的には以下のような手順で行った。 

 

①マウスに PBS、もしくはコントロール BCG もしくは BCG-PHM を皮下接種した。 

② BCG 接種後一定期間をおいて、マウスに結核菌を噴霧感染させた。 

③結核菌感染後一定期間をおいて、マウスを解剖し肺を採取した。採取した肺を破砕し、破砕
した肺から RNA を抽出した。 

④上記 RNA から cDNA を合成し、抗結核菌免疫応答に関与するとされるサイトカインについ
て発現を解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1) マウス肺中の結核菌の遺伝子発現について 

 結核菌感染マウスの肺に残存する結核菌から抽出される RNA は微量にとどまり、複数の遺
伝子マーカーを安定的に解析するのは困難であることが明らかになった。そのため、当初予定
していた遺伝子群の発現については明確な結果は得られなかった。 

 その条件下においても、結核菌が休眠期であることを示すマーカーとされる遺伝子 X につい
ては比較的安定して解析を行うことができた。下図に示すように、結核菌由来 16SrRNA と比較
して正規化し、PBS 接種群の肺から回収された結核菌での発現を基準に相対的な発現量を解析

した。その結果、BCG-PHM を接種
したマウスの肺中に存在する結核
菌は、コントロール BCG を接種し
たマウスの肺中に存在する結核菌
と比較して遺伝子 X の発現量が高
いことが示唆された。 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

(2) マウス肺中の免疫応答について 

結核菌感染マウスの肺から RNA を抽出し抗結核菌免疫応答に関わるサイトカインの発現量
について解析を行った。下図に示すように、BCG-PHMを接種したマウスではコントロール BCG

を接種した群と比較してサイトカイン Y の発現量が高いことが明らかになった。なお、この結
果では PBS 群で最もサイトカイン Y の発現量が多くなっている。これは PBS 接種群では肺中

に残存する結核菌数が多い
ため、結果としてサイトカイ
ン Y 産生が強く誘導された
ものと考えられる。コントロ
ール BCG 群と BCG-PHM 群
は、マウスに対する BCG 接
種量を多くすることで肺中
に残存する結核菌数が同程
度になる条件下で比較した。 

 

 この結果から、BCG-PHM

はマウス肺において結核感
染時に強くサイトカイン Y

の発現を誘導する可能性が
示唆された。 
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(3) 考察 

 本研究の結果(1) で、BCG-PHM を接種したマウスに結核菌を感染させると、肺中に残存する
結核菌には遺伝子 X が強く発現した。このことから BCG-PHM 接種マウスに結核菌が感染する
と、結核菌は休眠状態に移行している可能性が示唆された。 

 また結果(2)からは、BCG-PHM を接種することでマウスの肺で強い免疫応答が誘導されてい
ることが示唆された。以上の結果を合わせると、ワクチン効果の高い BCG-PHM を接種したマ
ウスでは強い免疫応答が誘導されるが、結核菌も休眠状態に移行しているため BCG-PHM のみ
での結核菌の生体からの完全排除は困難である可能性が高いと考えられる。 

 この結果から、結核菌の蔓延を防ぐためには初回免疫ワクチンの改良に加えて休眠期の結核
菌に対応するための手法が必要とされることが示唆された。 
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