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 研究成果の概要（和文）：本研究では、失明につながるトラコーマ、肺炎やオウム病など呼吸器の疾患や不妊症の原因となる卵管閉塞を起こすクラミジアに対するマウスモデルを用いた新規ワクチンの開発を行った。その結果、クラミジア特異的 MHC クラス I 拘束性の CD８T 細胞の誘導する DNA ワクチンをマウスに免疫する事によって、マウスクラミジアに対する感染抵抗性が賦与された。この事からクラミジア感染症において CD８T 細胞が重要な役割を果たしており、これら CD８T 細胞を誘導する事でクラミジアの予防・治療に有効である可能性が示唆された。 
 研究成果の概要（英文）：Chlamydia trachomatis is an obligate intracellular pathogen that 
causes a variety of disease, including trachoma, pelvic inflammatory diseases, infertility 

and pneumonia. A vaccine is likely the most effective strategy for controlling human 

chlamydial infections. Ubiquitin-proteasome pathway is indispensable in inducing 

MHC class I-restricted CD8+T cells. In the present study, we applied this strategy for 

vaccination against C.trachomatis.  We constructed a DNA vaccine encoding chlamydia 
antigen fused with an ubiquitin at its N-terminus for inducing MHC class I-restricted CD8+ 

T cells.  Mice immunized with the chimeric DNA developed potent protective 
immunity against C.trachomatis mediated by antigen-specific CD8+T cells.  The 

enhanced immunity was dependent on the ubiquitination of antigen that enabled it to 

be efficiently processed by the proteasome pathway resulting in efficient induction of 

specific CD8+T cells.  
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年度      年度    総 計 2,600,000 780,000 3,380,000 
 
 研究分野：医歯薬学  科研費の分科・細目：基礎医学・細菌学（含真菌学） キーワード：微生物、免疫学、感染症、ワクチン、T細胞 
 １．研究開始当初の背景  国内外的にもクラミジア感染症に対するワクチン開発研究は行われているが、未だに実効性のある抗クラミジアワクチンの展望 は開けていない。DNA ワクチンは、抗原あるいは単にエピトープをコードする遺伝子を発現プラスミドに組み込む事で、安全かつ簡便に細胞性免疫を誘導するワクチン法として開発された。しかし、従来の DNA ワクチンでは、抗原特異的Ｔ細胞が効率よく誘導されず、また誘導されても長期に維持される防御免疫も成立しにくい。近年、ペプチド抗原をユビキチン化することによりその抗原がプロテアソームでプロセッシングを受け、必然的に MHCクラス I分子に提示され、抗原特異的 CD8 陽性 T 細胞が誘導されることが証明された。この経路はユビキチンプロテアソームシステムと呼称されている。そのため、研究代表者らは抗原候補遺伝子とユビキチン遺伝子を融合し、DNA ワクチンとして生体内に導入することで、効率よく抗原特異的 CD8 陽性 T 細胞を誘導できるユビキチン融合DNAワクチンを開発した(Ishii, K. et al. 
Microbes Infect. 8,  特 許  特 開
2006-151813 姫野國祐、石井一成平成 18年公開)。これまでクラミジア感染における T細胞の役割については、CD4 陽性 T 細胞の機能解析を中心に行われてきており、CD8陽性T細胞のクラミジア感染防御機構における役割等について細胞感染防御における役割を検討することを発想した。  近年、クラミジア感染におけるメモリー
CD8 陽性 T 細胞機能の破綻が報告され、クラミジアの免疫回避機能の存在が明らかとなったが、現在までの所どのような機構によってメモリーCD8 陽性 T 細胞機能の破綻が起るかは不明である。一方、PD-1 は T 細胞の細胞死誘導時に発現が増強される遺伝子として単離・同定された。その後の PD-1 欠損マウスの解析から、PD-1 は生体内で免疫反応を負に制御することが明らかになってきた。さらに、腫瘍細胞、ウイルス感染細胞が PD-1 による免疫抑制を悪用し、免疫監視からの回避に利用していることも明らかになってきた。しかし、現在までのところクラ

ミジア感染における PD-1 の関与については報告が無く、本研究によって、クラミジアの
CD8 陽性 T 細胞機能の破綻誘導の新たな機序が明らかになる可能性を持つと考えられた。 
 ２．研究の目的  クラミジアは細胞内寄生菌であり、失明につながるトラコーマ、肺炎やオウム病など呼吸器の疾患や不妊症の原因となる卵管閉塞などを起こす感染症である。また、最近ではアテローム性動脈硬化との関連も注目されている。これらのクラミジア感染症の中で最も多いのはクラミジア・トラコマティスによる性器クラミジア感染症である。全世界では毎年 9千万人の新規患者が発生し、それらのほとんどが無症状であるため感染が次から次へと拡大する (Brunham RC et al. Nat 
Rev Immuno 5:149,2005)。また、クラミジア感染症は HIV 感染症、卵巣癌等のリスクファクターである。従って、実効性のあるクラミジア感染対策、即ち、抗クラミジアワクチン開発は緊急の課題である。  細胞内寄生性細菌であるクラミジアは、上皮細胞などの感染細胞内で封入体を形成しリソゾームによる殺菌機構からエスケープする。また、IFN-γや抗菌剤により非定型的な網状体となり、宿主細胞内で遷延性、持続性感染症を呈するようになる。従ってクラミジア感染症の排除には、MHC クラス I 拘束性の CD８キラーT 細胞の誘導が極めて重要と考えられる。そこで、本研究では、クラミジア蛋白特異的 CD８陽性 T細胞を誘導するために、申請者らが近年確立した CD8陽性 T細胞を効率よく誘導するユビキチン融合
DNA ワクチンを行い、マウスクラミジア感染症に対するこの CD８陽性 T細胞を標的としたワクチン戦略を確立し、その有効性を検証することを目的とした。また、ワクチン開発において、寄生体の病原性あるいは免疫回避機構と宿主側の応答系を統合的にとらえた研究が非常に重要である。本申請研究では、クラミジア感染における CD8 陽性 T 細胞について解析を行うことで、寄生体の免疫回避機構を明らかにし、宿主防御機構からのエス



ケープ機構に即したワクチン開発を目指した。 
 ３．研究の方法  MHC class I依存性キラーCD8陽性 T 細胞の誘導を目的とし、クラミジア抗原をコードする遺伝子とユビキチン遺伝子のフュージョン DNA ワクチンベクターを構築した。構築後のベクターを COS7細胞にトランスフェクトし、抗原タンパクの発現を確認した。次にしたベクターがユビキチンプロテアソームシステムによってプロセッシングされているかについてプロテアソームインヒビターを用いた in vitro 培養系にて明らかにした。   これらのワクチンベクターについて、遺伝子銃を用いたＤＮＡワクチンを施した C57BL/6マウスにクラミジア・トラコマティスを経気道的に感染させ、体重減少又は感染菌体数を指標としてワクチン効果の検討を行い、至適なワクチン法を確立した。 その際、ワクチン効果のエフェクター解析を行うため、CD8陽性 T 細胞について in vitroおよび in vivo細胞傷害活性について解析を行った。また同時に、CD8陽性 T 細胞のインターフェロンガンマ産生についてフローサイトメーターを用いた細胞内サイトカイン染色を行った。  効果的なワクチン開発を行う目的で、寄生体の免疫回避機構を明らかにするため、クラミジア感染における PD-1 及びそのリガンドである PD-L1,PD-L2の発現について、感染後経時的な解析をフローサイトメトリーにより行った。  ４．研究成果  (1)クラミジアワクチンベクターの開発  ユビキチン融合クラミジア抗原ベクターを構築し、哺乳細胞由来培養細胞にトランスフェクトし、目的抗原の発現をウエスタンブロット法により確認した。構築後のベクターを COS7 細胞にトランスフェクトし、抗原タンパクの発現を確認した。次に COS7 細胞にトランスフェクトを行う際、プロテアソームインヒビターMG132 と共培養を行うと、ユビキチン融合クラミジア抗原ベクターのタンパク発現は増大した。よってユビキチン融合クラミジア抗原ベクターによって発現する抗原タンパクはユビキチンプロテアソームシステムによって分解されている事が確認され、効率よく MHCクラス Iに抗原を提示し、CD8 陽性 T 細胞を活性化している可能性が示唆された。 
  (2)マウスにおけるクラミジアワクチン法の開発  構築したユビキチン融合クラミジア抗原ベクターのマウスにおけるワクチン法につ

いて検討を行った。C57BL/6 マウスに遺伝子銃を用いた DNA ワクチンを行い、その後Chlamydia muridarum の経鼻感染を行うことでワクチン効果を検討した。その結果、１週間間隔で４回の DNA ワクチンにより、対照群に対して有為に体重減少の減少が認められた。またその際の、臓器内の菌数について解析を行った結果においても、感染７日目の肺あるいは感染１１日目の肝臓において有為に菌数の減少が認められた。以上からユビキチン融合 DNA ワクチンによるクラミジアに対するワクチン効果が認められた。   (3)マウスにおけるクラミジアワクチン法のエフェクター解析  次に誘導されるワクチン効果について解析を行った結果、CD8 陽性 T 細胞によるクラミジア抗原特異的な細胞傷害性活性の誘導が in vitro 及び in vivo 共に認められた。また、ワクチン群においては感染後、早期にCD8 陽性 T 細胞がインターフェロンガンマを産生していることが認められた。 よってユビキチン融合 DNA ワクチンにより、クラミジア特異的な CD8陽性 T細胞の活性化が認められ、そのことによってクラミジアに対する防御免疫が賦与されたと考えられる。 

以上の結果から、ユビキチン融合クラミジア抗原ベクターによるワクチンによって、マウス内でクラミジア抗原が発現し、発現した抗原はユビキチンープロテアソーム経路を介して効率よくMHC クラスI拘束性の CD8陽性T 細胞を活性化し、活性化した CD8 陽性 T 細胞が抗原特異的細胞傷害性活性、インターフェロンガンマを産生し、宿主であるマウスにクラミジア感染抵抗性を賦与することが示唆され、これら CD８T 細胞を誘導する事でクラミジアの予防・治療に有効である可能性が示された。   (4)PD-1/PDL-1 を介したクラミジア免疫回避機構の解析  ワクチン開発において、寄生体の病原性あるいは免疫回避機構と宿主側の応答系を統合的にとらえた研究が非常に重要である。クラミジア感染における CD8陽性 T細胞につい



て解析を行うことで、寄生体の免疫回避機構を明らかにし、宿主防御機構からのエスケープ機構に即したワクチン開発が行えると考える。近年、腫瘍細胞、ウイルス感染細胞が免疫応答を負に制御する PD-1 による免疫抑制を悪用し、免疫監視からの回避に利用していることが明らかになってきた。クラミジア感染における PD-1 及びそのリガンドであるPD-L1,PD-L2 の発現について、感染後経時的な解析をフローサイトメトリーにより行った。その結果、感染により T 細胞上の PD-1の発現は上昇していた。抗原提示細胞上にもPD-Ls は発現が確認され、クラミジアによるPD-1/PD-Ls を用いた免疫制御の可能性が示唆された。   ５．主な発表論文等 （研究代表者、研究分担者及び連携研究者には下線） 
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