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研究成果の概要（和文）：結核菌に対する抵抗力は主として結核菌に対するキラーT細胞により発揮される。(1)世界に
先駆けて、HSP65 DNA+IL-12 DNAワクチン（HSP65ワクチン）及び15K Granulysin（Gra）ワクチンが強力なキラーT分化
活性を示すことを明らかにした。 (2)このことよりキラーTにGraレセプターの存在が強く示唆された。このレセプター
の単離を試みている。(3)Graは産生するキラーTを中心にGra-Graポジティブフィードバックループを形成。 (4)HSP65
ワクチンとGraワクチンの相乗的キラーT分化と治療効果が示された。

研究成果の概要（英文）：Cytotoxic T cells against M. tuberculosis are one of most important immune cells f
or the protection of tuberculosis infection in human.
(1)It was demonstrated first that HSP65 DNA+IL-12 DNA vaccine (HSP65 vaccine) and 15K Granulysin vaccine e
xerted the activity of cytotoxic T cell differentiation factor in the present study.  (2)Therefore, the pr
esence of the receptor for granulysin was strongly suggested. We are now isolating the granulysin receptor
.  (3)We found granulysin-granulysin positive feedback loop. Granulysin was produced from CTL, and granuly
sin act on the differentiation of CTL.  (4)HSP65 vaccine and Granulysin vaccine exerted synergistic therap
eutic efficacy against TB infection in mice, and showed the synergistic differentiation of CTL.
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１．研究開始当初の背景 

(1) 本研究に関連する国内・国外の研究動向
及び位置付け 

① 米国 CDC（1998 年）及び ACET は結核撲
滅には、政府・学術機関・企業が一体
となって新世代のワクチン開発の必要
性を発表。BCG に代わる結核ワクチン
は欧米でも臨床応用には至っていない。 

② 結核患者（940 万人/年）の世界的な増
加、多剤耐性結核（50 万人/年）や超
薬剤耐性結核（XDR-TB）が本邦でも大
問題。BCG ワクチンは成人結核に無効
であり、成人結核に有効な結核予防ワ
クチンや多剤耐性結核治療ワクチンが
全世界で切望。 

③ 我々は BCG より 1 万倍強力な、結核予
防 HSP65（ヒト結核菌由来 heat shock 
protein 65）DNA+IL-12DNA ワクチンを
開 発 し た （ HVJ:Hemagglutinating 
Virus of Japan のエンベロープベクタ
ーを使用）。さらに、この HSP65 ワクチ
ンは多剤耐性結核や XDR-TB に対し治
療効果を発揮し（WHO 会議で高い評価）、
強力なキラーT 分化活性を有する発見。
一方、BCG はキラーT分化活性が極めて
低い（Vaccine. 2006）。抗結核効果が
キラーT 分化誘導と相関（Vaccine. 
2009）。HSP はキラーT 細胞を活性化し
た (IL-12/IL-15 の存在下で)。（岡田）
(Figueiredo, Blood 2009) 

④ 一方、granulysin がキラーT 分化因子
の一つであることを発見し、マウスで
結核治療効果を示した（特許取得）。
granulysin 遺伝子導入マウス（15K 
granulysin Tg と 9K granulysin Tg）
を作製した（Human Vaccine 2010、in 
press）。これらの Tg マウスはキラーT
分化誘導活性と結核治療効果を初めて
示す発見が独創的。 

⑤ ヒトCD8+T細胞はgranulysinを発現す
る CD8+ CD57+（陽性）T 細胞と、IL-15
に反応して著明な増殖反応を示す CD8+ 
CD57-（陰性）T細胞に分かれる（J. I. 
Priol 2006）。 

⑥ 世界に先駆けて岡田は、(a) リンホカ
イン［キラーT細胞分化因子、B細胞分
化因子（後に IL-6 と命名）］産生ヒト
T 細胞ハイブリドーマを初めて確立し、
IL-6 の発見につながった(PNAS 1981, 
J.E.M 1983)。(b)キラーT 細胞分化因
子を初めて発見 (J.I.1979、PNAS 1981、
J.E.M 1983)。(c) IL-6 はキラーT分化
因子の発見(J.I. 1988)。生体内ヒト T
免疫解析 SCID-PBL/hu を初めて作製 
(Cancer Res.1997、Vaccine. 2007)。 

(2) これまでの研究成果を踏まえ着想に至

った経緯 

① granulysin は産生するキラーT を中心
に granulysin-granulysin positive 
feedback ループを形成して、結核菌に
対する抵抗性を増強する pathway が存
在する仮説の着想に至った。 

② 一方、HSP65 ワクチンは IL-15 とキラ
ーT 分化を相乗的に誘導した。分化し
たキラーT は IFN-γを介し Mφより
IL-12/15産生を誘導することが報告さ
れている。したがって、HSP65 ポジテ
ィブフィードバックの存在する仮説の
着想に至った。 

 
２．研究の目的 

(1) 本研究において、我々が世界に先駆け
て発見した強力な結核予防効果・治療
効果を示す新しい HVJ-エンベロープ
/HSP65DNA+IL-12DNA ワクチン（略して
HSP65 ワクチン）及びグラニュライシ
ン（granulysin：キラーT 由来結核菌
殺傷タンパク）ワクチンの二種類の結
核ワクチンによる新しいキラーT 細胞
分化機構を解明するとともにこれらの
レセプターの単離解明の研究を行うこ
とを目的。 

(2) 結核慢性感染症に対する免疫としてキ
ラー T 細胞が最も重要である。
granulysin によるキラーT 分化機構な
らびに granulysin レセプターは不明
であり、granulysin レセプターの単離
及び遺伝子クローニングを行う。世界
に先駆けて作製した granulysin 遺伝
子導入マウスならびに SCID-PBL/hu を
用いて解明する。 

(3) これら二種のワクチンによるキラーT
分化誘導過程が異なる結果を得たこと
より、granulysin-granulysin ポジテ
ィブフィードバック経路及び HSP65 ポ
ジティブフィードバック経路を証明す
る。 

(4) 一方、HSP65 ワクチンの Mφ、DC 上の
レセプターの解析や MyD88 や TLR 活性
化機構解明を行う。 

 
３．研究の方法 

二種類の新しい結核ワクチンの多剤耐性結
核に対するキラーT 細胞分化機構とそれらの
レセプターの解明。 

(1) granulysinワクチンとHSP65ワクチン
の多剤耐性結核、超薬剤耐性結核
（XDR-TB）に対する異なるキラーT 分
化機構と相乗的キラーT分化の解明。 

(2) granulysin ワクチンのキラーT 細胞分
化機構の解明。 

① in vitro 及び in vivo（マウス、



granulysin 遺伝子導入マウス、サル）
を用いた解析。 

② SCID-PBL/hu 及 び granulysin Tg 
SCID-PBL/hu マウスを用いて、ヒト生
体内抗結核作用解明。 

(3) granulysinレセプターの単離及び遺伝子
クローニング。 
① granulysinレセプター発現T細胞クロ

ーン確立 

② 酵母を用いた two-hybrid system で遺
伝子解明。 

(a) granulysin を GAL4-DNA binding 
domainとの融合タンパクとして発現する
プラスミドを構築する。(b) ヒト T細胞、
ヒト Mφ、ヒト樹状細胞（刺激有る無し）
のcDNAライブラリーをGAL-4-activator 
domain融合タンパクで発現するように構
築する。(c) granulysin と granulysin
レセプターが結合した時にレポーターの
lacz の発現量が up。lacz 発現量の多い
クローンの遺伝子クローニングを行い、
レセプターを解明する。 

 
４．研究成果 

(1) 世界に先駆けて HSP65 ワクチン及び 15K 
granulysin（Gra）が強力なキラーT分化
活性を示すことを明らかにした。Gra は
IL-6 によるキラーT 分化に関与するが、
一方、HSP65 ワクチンは IL-6 と異なるキ
ラーT分化過程の活性化が示された。 
一方、HSP65 ワクチンは Gra とキラーT
分化を相乗的に誘導し結核治療効果が
示唆された。 

(2) 15K Gra はキラーT 分化因子としてキラ
ーT 前駆細胞に作用した。このことより
T 細胞上に Gra レセプターの存在が強く
示唆された。 

(3) Gra は産生するキラーT を中心に
Gra-Gra ポジティブフィードバックルー
プを形成して、結核菌に対する抵抗性を
増強する経路が存在することが示唆され
た。リコンビナント 15K Gra タンパクを
ヒト末梢血 T リンパ球を反応性細胞とし
て用いる in vitro のヒト MLTC(mixed 
lymphocyte-tumor culture)の系に加え
たところ、4日後に抗原特異的キラーT細
胞の誘導が著明に増強された。 
すなわち、エフェクター・キラーT 細胞
から 15K Gra が産生・分泌され→これが
キラ―T 細胞分化因子の作用を発揮し、
キラーT 細胞前駆細胞からエフェクタ
ー・キラーT細胞の分化を強く誘導する。 

(4) キ ラ ー T よ り 産 生 さ れ る Killer 
secretory protein of 37 kD（KSP37）
蛋白と Gra はキラーT 分化相乗効果を示
した。 

(5) すなわち、リコンビナント KSP37 の作製
に成功し、これを MLTC の系に加えた。
リコンビナント KSP37 は有意にキラーT
細胞の分化を誘導した。また KSP37 は
IL-12 の産生、IFN-γの産生及び IL-6
の産生も増強した。 
さらにリコンビナントKSP37とリコンビ
ナント 15K Gra を MLTC の系に同時に加
えると、相乗的なキラーT 細胞分化を誘
導した。 

(6) 15K Gra に対するキラーT 細胞上のレセ
プ タ ー 遺伝 子 を Yeast Two Hybrid 
System で解析した。 

(7) Human 15K Granulysin と相互作用をする
タンパク質、Granulysin receptor の探
索を目的として、タンパク質の相互作用
解 析 手 段 と し て 知 ら れ る Yeast 
Two-Hybrid 法を用いた検討を行った。な
お、3種類のヒト組織由来ライブラリー、
Human Normal PB CD8+ Cytotoxic T 
CellscDNA Library 、 Human Lymph 
NodecDNA Library、Universal Human cDNA 
Library を用いてスクリーニングを行っ
た。 
スクリーニングの結果、CD8+ Cytotoxic 
T Cells 由来ライブラリーから 0 個、
Lymph node 由来ライブラリーから 3 個、
Universal組織由来ライブラリーから23
個の陽性クローンを得た。これらの陽性
クローンについて、ライブラリー由来遺
伝子の抽出を行い、シーケンス解析を行
った結果、9 種類の遺伝子を同定した。
同定した遺伝子がコードするタンパク
質が、Granulysin タンパク質と真に相互
作用をするかを、真の陽性・偽陽性判定
試験にて確認したところ、相互作用を示
すものは6遺伝子だった。しかしながら、
判定試験の結果からは、これらの 6遺伝
子由来のタンパク質と Granulysin との
相互作用は強くないことが示唆された。 

(8) 具体的な成果 

① Bait 発現酵母の作製 
Gal4 DNA-binding domain 融 合
Granulysin 発現酵母(Y2HGold [pGBKT7 - 
GRN])の作製を行い、ウェスタンブロッ
ト法で、Granulysin の発現確認を行った
結果、Gal4 DNA-binding domain 融合
Granulysin と考えられる分子量、約 35 
kDa の位置にバンドを確認した。 

② Prey 発現酵母の作製 
3 種類の Gal4 activation domain 融合
Library タ ン パ ク 質 発 現 酵 母
(Y187[pGADT7-Library])について力価
を測定したところ、3 種類すべての株で
2 x 107cfu/ml 以上の力価があり、スク
リーニングに使用する株として問題な
いことを確認した。 

③ Yeast Two-Hybrid ライブラリースクリ



ーニング 
3 種類の Library タンパク質発現酵母
(Y187[pGADT7-Library])について、それ
ぞ れ Granulysin 発 現 酵 母
(Y2HGold[pGBKT7-GRN])を接合させ、選
択培地に播種することでスクリーニン
グを行った。接合効率、スクリーニング
されるクローン数について、3 種類すべ
てにおいて十分な数値となり、十分量の
クローン数でスクリーニングしたこと
を確認した。 
Y187 [pGADT7-CD8+ Library]を用いたス
クリーニングでは、1 次スクリーニング
で249個の陽性クローンを得たにもかか
わらず、その中から 2次スクリーニング
で陽性を示したクローンは 0 個だった。 
Y187[pGADT7-LymphLibrary]を用いたス
クリーニングでは、1 次スクリーニング
で 4個の陽性クローンを得た。いずれも
コロニーの形状は、青く大きく生育して
いた。また、その中で 2次スクリーニン
グでも陽性を示したものは3クローンだ
った。 
Y187[pGADT7-Universal Library]を用い
たスクリーニングでは、1 次スクリーニ
ングで 24 個の陽性クローンを得た。い
ずれもコロニーの形状は、青く大きく生
育していた。また、その中で 2次スクリ
ーニングでも陽性を示したものは 23 ク
ローンだった。 

④ 陽性クローンの解析 
2 次スクリーニングにて陽性を示したク
ローン、計 26 クローンについてコロニ
ーPCR を行い、PCR 断片からシーケンス
解析を行った。その結果、同一遺伝子が
導入されているクローンが複数種観察
されたため、遺伝子として 9種類を確認
した。 
抽出された 9遺伝子について、これを基
に 発 現 し た タ ン パ ク 質 が 本 当 に
Granulysis タンパク質と相互作用をす
るのか(真の陽性)、あるいは単独でレポ
ーター遺伝子の転写を自律的に活性化
しただけなのか(偽陽性)を確認するた
めの判定試験を行った。その結果、
Homosapiens SNAP-associated protein 
(SNAPIN), transcript variant 1 は、
Granulysin 遺伝子を挿入していないプ
ラスミド pGBKT7 DNA-BD cloning vector
との同時形質転換群において選択培地
にて青いコロニーの生育が見られ、自律
活性化能を確認したため、偽陽性と判定
した。また、Homo sapiens ataxin 10 
(ATXN10)と Homo sapiens chromosome 13 
genomic scaffold, alternate assembly 
CHM1_1.0 は、Granulysin 発現プラスミ
ドとの同時形質転換群においてコロニ
ーの生育が悪く、青色呈色がほとんど見
られなかったため、Granulysin との相互
作用が弱いあるいはほとんどないと考

えられ、陰性と判断した。 

考察 
本試験にて抽出された遺伝子は、すべて細
胞内で機能を持つタンパク質をコードする
もので、膜タンパク質をコードするものは
得られなかった。Granulysin receptor が
膜タンパク質であると仮定するならば、今
回の結果は目的タンパク質を得られていな
いと結論付けられる。また、相互作用の強
さからも、Granulysin receptor それ自身
を 得 た と は 判 断 し に く い 。 し か し
Granulysin が、今回得られた遺伝子から発
現したタンパク質と真に相互作用をするな
らば、抽出された遺伝子の名前が重要なの
ではなく、遺伝子から発現したタンパク質
の構造が、guranulysin receptor と何らか
のホモロジーがあることが考えられる。今
後のさらなる探索に加え、得られた遺伝子
についてはアミノ酸配列からのシミュレー
ションも有効と考えた。 
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