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研究成果の概要（和文）：新規ヒト炭疽ワクチンの開発を目的として、炭疽菌毒素PAの多量体構造情報を基にin
 silico 分子計算を行い、ワクチン抗原分子を設計した。組換え体タンパク質として大腸菌内に産生させた人工
分子を高度精製した。精製分子をin vitroで2量体化させ作出した多量体化人工分子を用い、マウス免疫試験を
実施した。免疫試験で得られた血清を解析したところ、人工分子は全長PAとほぼ同等の抗原性を示し、産生され
た抗体は毒素中和活性を示した。免疫原性は全長PAと大きな差がみられなかったが、PA毒性発現に関わる細胞膜
結合領域を欠失させた人工分子では、現行ワクチンの問題である毒性を解決できると推察された。

研究成果の概要（英文）：To develop a novel human anthrax vaccine, we designed a vaccine antigen 
molecule by in silico molecular calculation based on the multimeric structure of anthrax toxin PA. 
The molecule was produced in E. coli as a recombinant protein and highly purified. The multimerized 
molecule was generated by dimerization of the purified molecule in vitro, and was used for the mouse
 immunization test. The analysis of immunized mouse sera, the molecule posseted antigenicity that is
 almost equivalent to that of full-length PA. Furthermore the produced antibodies showed 
toxin-neutralizing activity. Although the immunogenicity was not significantly different from that 
of full-length PA, it was inferred that the molecule, in which the cell membrane-binding region 
involved in PA toxicity expression was deleted, and could solve the toxicity problem of the current 
PA vaccine.

研究分野： 細菌学

キーワード： タンパク質分子立体構造　人工分子　炭疽　ワクチン抗原
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研究成果の学術的意義や社会的意義
炭疽の予防法として、無莢膜弱毒炭疽菌が動物用炭疽生ワクチンとして世界で広く利用されている。このワクチ
ンは、動物で炭疽予防に一定の効果を示す一方、ヒトでは重篤な副作用を示す。一部の国では、炭疽菌毒素の一
つPAを利用した無細胞炭疽ワクチンをヒトに使用しているが毒性を有することから実用性に乏しい。本研究で作
出した、新たな炭疽ワクチン抗原候補分子は、PAの部分構造を利用したものであり、その抗原性は従来の全長PA
と同等であり、かつ産生された抗体は従来の抗原に比べ同等以上の毒素中和活性を示した。これらの事から、こ
れまで困難とされていたヒト用炭疽ワクチン開発に関する重要な情報を示せたと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
炭疽はヒトにおいて皮膚、呼吸器及び消化器に組織傷害を引き起こす急性の感染症であり、人獣
共通感染症として重要な疾病である。また、近年には B. anthracis を用いたバイオテロリズムが
発生し、炭疽の流行は国を問わず起こり得る状況にある。現行の炭疽ワクチンは、動物を対象と
した弱毒生ワクチンが利用されているが、被摂取個体から排泄された弱毒株のプラスミド取得
による病原性株への変異および、その環境汚染が懸念されている。一方、ヒトでは有効な炭疽ワ
クチンは存在せず、感染症対策のみならずテロリズム対策の観点からも、安全性及び有効性の高
い分子ワクチン開発が望まれている。しかしながら炭疽分子ワクチンの開発は、これまでに数多
く試みられてきたが有効性と安全性を兼ね備えたワクチンの開発は達成されていない。申請者は、
前職において細菌性病原因子の結晶構造解析を行い、その際に得た知識および考えを基に、Bacillus 
anthracis 病態発現に必須である病原因子 Protective antigen（PA）の多量体構造を基盤とした、新たな
アプローチによるワクチン開発を進めることを計画した。 
 
 
２．研究の目的 
B. anthracis の病態発現に必須である病原因子 Protective antigen（PA）の 7 量体構造情報を基に、
PA-PA 分子間で提示されるタンパク質四次構造を標的とした人工抗原分子の設計および作製を
行う。人工抗原分子を大量調製し、動物実験及び in vitro 評価を進めワクチン抗原としての有用
性を評価し、従来用いられてきた B. anthracis 全長 PA とは異なるタンパク質を抗原としたワク
チン開発を進め、ヒト炭疽ワクチン開発における新たなアプローチを試みる。 
 
 
３．研究の方法 
炭疽ワクチンの開発は、これまでに数多く試みられてきたが有効性と安全性を兼ね備えたヒト
用ワクチンの開発は達成されていない。これまでの研究において、B. anthracis 病態発現に必須
である病原因子 Protective antigen（PA）を人工的に多量体化しマウスへ接種した際、単量体 PA
に比べ防御効果の高い抗体産性を誘導することが示されている (参考文献)。すなわち PA 多量体
には、防御効果の高い抗体産生を誘導する抗原領域が存在すると予想される。そこで、PA の 7
量体構造情報を基に、PA-PA 分子間で構成されるタンパク質四次構造を標的とした人工抗原分
子の設計および作製を行う。また、選定した分子領域の分子動力学シュミレーション、組換えタ
ンパク質の作成ならびにマウスを用いた免疫原性の確認を行う。 
参考文献. Chabot D.J. et al.: Anthrax capsule vaccine protects against experimental infection. Vaccine 15, 
43-47 (2004) 
 
① B. anthracis 病原因子の分子立体構造を基盤とした人工抗原分子の設計 
a) PA の 7 量体構造情報を基に、PA-PA 分子間で構成されるタンパク質四次構造を標的とした

in silico 分子構造計算による人工抗原分子の設計を行う。まず、7 量体 PA 分子立体モデルの
情報を用い、PA-PA 相互作用領域の表面構造について PA 分子の同一領域が接し、四次構造
を構成している領域を探索する。 

b) 着目した分子領域について免疫原性、親水性といった性質を in silico 解析で予測するととも
に、候補領域の分子動力学シュミレーションによる分子安定性の検討を行う。 

c) PA の同一領域で二量体を構成する人工分子を作出するため、抗原候補領域に一定の分子方
向性を維持し二量体を形成可能なリンカー配列（システイン残基の導入等）の検討を行う。 
 

② 人工抗原分子の調製 
a） In silico 分子構造計算により選定した構造領域を単量体として大腸菌に異所性発現させ、高

度精製タンパク質の大量調製を行う。 
b） 人工的に付加したリンカー配列を利用し、精製分子の二量体化反応を行う。生成物の分子量

をゲルろ過等によって分析し、二量体化の有無を確認する。 
 
③ マウスを用いた人工抗原分子免疫原性の評価 
a） メルボルン大学 David Jackson 教授との共同研究により、二量体化人工分子をマウスへ接種

し、血清中の抗体価を ELISA 及び細胞を用いた炭疽毒素中和試験により人工分子の抗体誘
導能を評価する。 
 
 

４.研究成果 
 

①  B. anthracis 病原因子の分子立体構造を基盤とした人工抗原分子の設計 



PA 7 量体の分子立体構造情報を基に、PA-PA 相互作用領域の表面構造について PA 分子の同一領
域が接し、四次構造を構成している領域を対象として、分子表面露出度及び抗原性に関する解析
を行った（図 1 下段左図）。その結果、PA 分子内で他の炭疽毒素（Edema Factor; EF 及び Lethal 
Factor; LF）と結合する PA domain1 の一部領域が、抗原性、表面露出度、親水性等の諸条件を満
たす構造（PAD1’）を有していることを見出した（図 1 上段右図）。次に PAD1’の二量体化なら
びに、PA 7 量体モデルより算出された隣接する PA 分子間の距離を再現するため、分子モデル構
造予測を行ったところ、PAD1’の C 末端にシステイン残基を含む人工配列（Gly-Gly-Gly-Gly-Cys-
Gly）をリンカー配列として付加することで、in vitro 二量体化ならびに二量体化後に適切な分子
間距離が保たれる事が示唆された【図 1 下段左図; (PAD1’)2 】。次に、リンカー配列によって二
量体化した PAD1’分子【(PAD1’)2】の水溶媒中での分子構造安定性を分子動力学シュミレーショ
ンによって検討したところ、水溶媒中では(PAD1’)2分子は安定して分子立体構造を維持できるこ
とが示唆された（図 2）。これらの結果に基づき、(PAD1’)2をワクチン抗原候補分子として検討す
ることとした。 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

② 人工抗原分子(PAD1’)2の調製 
本研究では、動物を用いた免疫試験を行うことが必要であり、設計された人工分子の大量かつ高
度に精製された試料が必須である。そこで、大腸菌を用いた PAD1’組換え分子の発現系を構築し
た。発現分子には GST タグを付加し、精製方法としてアフィニティーカラム、イオン交換カラ
ム及びゲルろ過カラムを用いて、高度精製 PAD1’分子の大量調製（約 5 mg）に成功した（図 3）。
次に、精製 PAD1’分子中のリンカー配列に含まれるシステイン残基を利用し、過酸化水素による
in vitro 二量体化反応を行った。その結果、図 4 に示した二量体分子(PAD1’)2の生成に成功した。 
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図１： PA7 量体分子モデルを基盤とした人工抗原分子(PAD1’)2の作出 

図 2：リンカー配列によって二量体化した PAD1’の分子動力学シュミレーション 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

③  マウスを用いた人工抗原分子免疫原性の評価 
二量体分子(PAD1’)2をマウスへ接種し、抗体誘導能を検討した。ワクチン抗原は 0.2 mg/マウス/
回を使用し、計 2 回の接種を行った。(PAD1’)2接種したマウス血清について、全長 PA を抗原と
した ELISA で抗体価の測定を行ったところ、抗 PA 抗体の誘導が確認された（図 5）。また、マ
クロファージ細胞を用いた炭疽毒性試験では、同血清は強い中和活性を示した。これらのことか
ら、分子計算科学によって設計・作出された(PAD1’)2はマウスにおいて免疫誘導活性を持ち、か
つ産生された抗体は毒素中和能を有すことが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 

図 3：高度精製 PAD1’ 
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図 5：(PAD1’)2接種マウス血清を用い
た ELISA 
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