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研究成果の概要（和文）：結核は、最大級の細菌感染症であり、結核菌はその起因菌である。結核菌は一旦感染
が成立するとヒト体内から排除されることなく、無症候感染というかたちで潜伏する（潜在性結核）。無症候感
染者は人類の1/3に及び、年率約1%で発症するが、HIV感染、糖尿病など免疫抑制を伴う負荷は、発症リスクを上
昇させる。このことは、宿主免疫応答が結核の発症と潜在化に多大に関与することを示している。本研究では結
核菌の宿主に対する免疫抑制機構の一端を明らかにするとともに、それを解除する方法を見いだし、ワクチン開
発の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Tuberculosis is the leading cause of death by infectious disease worldwide. 
Mycobacterium tuberculosis, causative agent of tuberculosis, is not eradicated from human body once 
infection is established. One third of world population are latently infected with Mycobacterium 
tuberculosis, one percent of infected population develop tuberculosis a year, however 
immunosuppressive disease such as HIV infection and diabetes increase the risk of development. This 
fact indicates that host immune system controls the development of tuberculosis. This research aims 
to establish new methods to control development of tuberculosis in addition to elucidate the 
mechanism of host immune suppression by M. tuberculosis infection. Eventually we proposed the new 
vaccine candidate to cancel immune suppression to host by M. tuberculosis infection.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
結核菌は宿主の免疫防御機構を回避して排除されることなく潜伏し、宿主の弱体化に伴い発症する。この宿主免
疫回避と結核発症機構については未だ解明されておらず、宿主免疫活性化によるその解除方法も確立されていな
い。このような背景のもと、結核は撲滅が困難な疾病のひとつとなっている。本研究では結核菌のヒト免疫抑制
機構を解除して免疫活性化を誘導する方法を見いだし、新規ワクチン開発への可能性を提案した。



１．研究開始当初の背景 

結核菌はヒト免疫機構を巧みに回避して潜伏感染する。潜伏感染者は世界人口の 1/3 を占

める。結核発症の大部分はこれら潜伏感染者からの結核菌の再燃によるものであるため、潜

伏感染菌を排除することが結核発症予防に繋がると申請者は考えた。数種の病原体につい

て、宿主体内から、これらの排除を妨げるものとして制御性 T細胞が知られている。制御性

T細胞は、主要な免疫抑制細胞で、一般に自己（宿主）抗原を認識して分化する。しかし申

請者は、一部の結核菌抗原が、ヒト制御性 T細胞を分化させることを見いだした。 

 

２．研究の目的 

本研究は結核菌による免疫抑制機構を誘導する、あるいは解除する結核菌抗原を見いだし、

それを利用した新規結核制御法を目指す。 

 

３．研究の方法 

（１）ヒト末梢血単核球(PBMC)あるいはヒト全血と結核菌抗原を培養し、制御性 T細胞の誘

導をフローサイトメトリー法、結核菌感染防御に必要なサイトカインの産生を ELISA 法を

用いて探索した。 

 

（２）上記で見いだした抗原を大腸菌および迅速発育弱毒菌に過剰発現させ、精製して解析

に用いた。 

 

４．研究成果 

（１）免疫抑制作用と感染防御作用の二面性を有する抗原の発見 

BCG 接種歴を有する成人健常者の PBMC あるいは全血から制御性 T 細胞を誘導する免疫抑制

的な抗原群のなかに、結核菌感染防御に有用なサイトカインを多量に産生する抗原(抗原 X）

が存在することを見いだした。 

 

（２）抗原 Xの過剰発現系の構築と精製 

抗原Ｘを大量に得るために、種々の大腸菌を宿主とした過剰発現系を構築した。また、抗原
Ｘは大腸菌では発現しにくいレアコドンを数個有するため、発現量が少ない。発現量の増加
を目指し、抗原Ｘの DNA 配列を大腸菌に最適化したコドンに置き換え、BL21(DE3)pLys
株に形質転換した。また、mRNA の安定性を向上させた BL21(DE3) Star 株およびレアコ
ドン供給可能な BL21(DE3) Rosetta 株に形質転換した。その結果、Rosetta 株での抗原Ｘ発
現量が最も高かった。さらに抗酸菌を宿主とした過剰発現系の構築および精製方法を検討
した。アセトアミダーゼ遺伝子の下流に本遺伝子を His タグを付加して抗酸菌―大腸菌シ
ャトルベクターに挿入し、弱毒迅速発育菌 M. smegmatis mc2 155 株に形質転換した。アセ
トアミド添加 1 日～２日後に抗原Ｘの発現量が最大となった。菌体を破砕し、緩衝液に懸



濁してニッケルカラムを用い、HPLC (AKTA explorer/10s)で精製を行った。培養液 1Ｌか
ら 2 mg 程度の抗原Ｘが得られた。M. smegmatis を宿主として得た抗原Ｘ(mAgX)は大
腸菌を宿主として得た抗原Ｘ（eAgX）よりも分子量が大きい傾向があり、高濃度では eAgX
よりも多量体を形成しやすい傾向が見られた。 
 

（３）大腸菌発現系抗原と抗酸菌発現系抗原の免疫応答の差異 

宿主免疫応答をみるため、eAgX、mAgX を BCG 接種歴を有する成人末梢血単核球 (PBMC)
あるいは全血とともに培養し、産生されたサイトカイン量を測定した。抗酸菌を宿主とした
mAgX は大腸菌を宿主とした eAgX よりもヒト PBMC あるいはヒト全血からの IFN-gamma
誘導能、 CCL 誘導能ともに高かった。IL-10 産生量はわずかであったが、mAgX で高い傾
向が見られた。 
 
（４）アジュバントの効果 
eAgX, mAgX をアジュバントとして Toll like receptor のリガンドとともに培養した。AgX
単独よりも IFN-gamma 産生量、CCL 産生量ともに増加し、とくに mAgX とアジュバント
の組み合わせで顕著に高い IFN-gamma 産生がみられた。さらに mAgX は単独では制御性
T 細胞誘導能を有するが、アジュバントとの組み合わせでその誘導は解除された。mAgX と
他の数種類の結核菌抗原のサイトカイン誘導能を比較すると IFN-gamma, CCL2, IL-10 産
生量ともに mAgX で高い傾向があった。 
 

以上の結果より、mAgX とアジュバントとしての TLR like receptor リガンドを組み合わ
せて成人へ投与する方法は結核菌による宿主免疫抑制を解除し、さらに防御免疫を増強す
ることが示された。本方法は結核発症に対する新規制御法として期待できる。 
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ン様タンパク質依存的な制御。第 90 回日本細菌学会総会。仙台、2017 年 3 月 19 日
～21 日。 

18) Tomiyama C, Watanabe H. The blockade of estrogen receptors on dendritic cells exacerbates 

autoimmune hepatitis. The 45th Annual Meeting of The Japanese Society for Immunology. 

(Okinawa) 2016.12. 5-7. 

19) 尾関百合子、松本壮吉。組換え抗酸菌による結核菌抗原の発現・精製とそのワクチン効

果の検討。平成 28 年度中部乳酸菌研究会総会。2016 年 11 月 18〜19 日。 

 

６．研究組織 

（１）研究分担者 

研究分担者氏名：富山 智香子 

ローマ字氏名：Tomiyama Chikako 

所属研究機関名：新潟大学 

部局名：医歯学系 

職名：准教授 

研究者番号：80359702 

 

（２）研究協力者 

なし 

 


