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研究成果の概要（和文）：結核は依然としてグローバルな感染症であり、現行唯一の抗結核ワクチンであるBCG
ワクチンに代わる新たな抗結核ワクチンの開発は、社会的急務と言える。研究代表者は結核菌脂質を標的とした
新しい免疫応答の研究を展開し、その成果をもとに抗結核脂質ワクチンの可能性を追究してきた。本研究におい
て、抗結核脂質ワクチン候補を絞り込み、その生合成経路や宿主体内で誘起される免疫応答についてサルやモル
モットを用いた研究を展開し、今後につながる基礎知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Tuberculosis remains to be a global threat to humans. The only currently 
available anti-tuberculosis vaccine, BCG, has been used for decade, but development of alternative 
vaccines is definitely required. The principal investigator has attempted to develop a new type of 
lipid-based vaccines against tuberculosis. In this study, the vaccine candidate lipid was studied 
extensively in terms of is biosynthesis as well as its immunological properties. The findings 
obtained in this study provide an important basis for the development of anti-tuberculosis lipid 
vaccines. 

研究分野： 感染免疫

キーワード： 結核　脂質ワクチン
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１．研究開始当初の背景	 
	 結核の再興が社会問題化し、1999 年に結核
緊急事態宣言が出されたことは記憶に新し
い。また近年増え続けるエイズ患者において
は、結核を高率に発症しその予後を左右する
とともに、結核菌の reservoir	 population
として社会的影響が危惧される。抗結核ワク
チンとして弱毒化生菌ワクチンである BCG が
長らく使用されてきたが、成人結核（二次結
核）に対する効果は概ね不確実であり、しか
もエイズ患者など免疫不全患者には使用で
きないことから、BCG 接種は平成 15 年度より
行政的にも大きく後退した。まさに、BCG に
替わる新しい抗結核ワクチンの開発が社会
的急務である。	 
	 多くの微生物感染症において、タンパク質
抗原をベースにした特異ワクチンが開発さ
れ、感染症の制圧に多大な貢献をしてきた。
しかし、細胞内寄生細菌である結核菌は、タ
ンパク質抗原を標的にした宿主防御応答を
効率的に抑制するさまざまな機構を進化の
過程で獲得しており、しかも何十年にわたっ
て宿主体内で生存することから、その間に塩
基変換によるタンパク質抗原エピトープの
変異を誘導することが可能である。さらに、
タンパク質抗原に対する免疫応答を担う中
心的リンパ球である CD4 陽性 T細胞はエイズ
患者において激減しているため、これらの患
者ではタンパク質ワクチンの効果が期待で
きない。これらの事実は、現在精力的に進め
られている抗結核タンパク質ワクチンの開
発において大きな障壁となりうることが予
想され、社会的要請である結核制御に向けて、
新しい視点に立ったワクチン開発への期待
が高まっている。	 
	 上記のような社会的背景も鑑み、研究代表
者の杉田は、結核菌由来脂質抗原を結合して
T リンパ球に抗原提示する新しいタイプの抗
原提示分子「グループ1	 CD1（CD1a,	 CD1b,	 CD1c）
分子」に着目し、第一線の基礎研究を通して、
この研究領域の基盤構築に大きく貢献して
きた。この結核菌脂質特異的グループ 1	 CD1
拘束性 T細胞群の活性化を基盤とした新ワク
チン開発が期待される。	 
 
２．研究の目的 
	 これまでの研究から、有望な抗結核脂質ワ
クチン候補のひとつとしてグルコースモノ
ミコール酸を絞り込んだ。本研究においては、
グルコースモノミコール酸の生合成経路と
免疫認識機構を明らかにすることにより、新
ワクチン開発の基盤を確立することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
(1)	 リコンビナント Ag85A の調整と結晶構造
解析	 
	 Ag85A遺伝子をpET21cプラスミドベクター
に挿入し、大腸菌 Rosetta2	 (DE3)	 pLysS 株
を用いてリコンビナントタンパク質の生合

成を行った。IPTG 存在下培養によりタンパク
質発現を誘導したのち大腸菌を回収し、ソニ
ケーション操作で破砕した。破砕液上清を回
収し、ニッケルカラムにロードしたのち、300	 
mM イミダゾールによりリコンビナントタン
パク質を溶出した。溶出サンプルの分子アイ
デンティティーと収量ならびに純度は、モノ
Q クロマトグラフィー、SDS-PAGE、クマシー
染色により確認した。精製 Ag85A リコンビナ
ントタンパク質をグルコース存在下で結晶
化母液と混合し、得られた結晶を理研
SPring-8 大型放射光施設で解析し、結晶構造
データを収集した。	 
	 
(2)	 抗酸菌培養と脂質精製	 	 
	 American	 Type	 Culture	 Collection より得
た抗酸菌株 M.	 avium	 (serovar	 4)を用い、7H9
メディウムをベースとした液体培地で培養
した。脂質の精製は既報（ J	 Biol	 Chem	 
283:28835,	 2008）の記載に従い行った。菌
体より抽出した総脂質をクロロホルム/メタ
ノール(2:1,	 v/v)に溶解したのち冷アセトン
を加え、不溶画分を回収した。さらにこの画
分を薄層クロマトグラフィーにより展開し、
グルコースモノミコール酸を含んだ分画を
単離精製した。精製したグルコースモノミコ
ール酸をマススペクトロメトリに供し、分子
確認を行った。また得られた精製グルコース
モノミコール酸を、ステアリン酸付加オクタ
アルギニンを含むリポソームに封入し、モル
モット皮内接種実験に用いた。	 
	 
(3)	 モルモット実験	 
	 動物実験は法令に基づき学内当該委員会
の承認の上遂行した。抗酸菌株生菌（1	 x	 108	 
CFU）あるいはこれに相当する加熱処理死菌
を接種し、６週後に GMM（5	 mg）含有リポソ
ームあるいはコントロールリポソームを
Hartley モルモット皮内接種した。以後経時
的に皮膚硬結径を測定した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 グルコースモノミコール酸合成酵素の
同定とその構造解明	 
	 リコンビナント酵素を用いた試験管内で
の酵素活性実験によりミコール酸転移酵素
のひとつである Ag85A がグルコース基質への
ミコール酸転移を触媒する能力を有するこ
とが示唆されていた（J	 Biol	 Chem	 283:28835,	 
2008）。しかし、本来 Ag85A は二分子のトレ
ハロースモノミコール酸を結合し、一方のト
レハロースモノミコール酸から他方のトレ
ハロースモノミコール酸へのミコール酸転
移の結果としてトレハロースジミコール酸
生成を触媒すると考えられており、グルコー
スモノミコール酸生成の実態や詳細な分子
機序は不明であった。そこで本研究において
Ag85A とグルコース基質の共結晶構造の解明
を目指した研究を展開した。リコンビナント
Ag85A タンパク質をグルコース存在下で結晶



化し、X線結晶構造が決定された。	 

	 
さらにグルコース一分子が 126 番目のセリン
を主体とした酵素活性中心に結合している
ことを確認した。	 
	 

	 
	 
このことはグルコースが Ag85A の基質として
働くことを構造学的に支持した。さらにグル
コースモノミコール酸合成の基質であるグ
ルコースとトレハロースジミコール酸合成
の基質であるトレハロースモノミコール酸
が酵素活性中心において競合することによ
り、それぞれの酵素反応産物の reciprocal
な産生がもたらされるという従来の想定（J	 
Biol	 Chem	 283:28835,	 2008）が構造学的に
実証された。以上の結果をもとに、下記の分
子モデルを提唱した。	 
	 

	 
(2)	 感染個体におけるグルコースモノミコ
ール酸新生と免疫応答の実証	 
	 グルコースモノミコール酸を産生しない
抗酸菌の人口培養系を確立し、これをモルモ
ット個体に接種することにより個体内でグ
ルコースモノミコール酸産生が生じること
をそれに対する免疫応答を指標に評価する
研究を展開した。	 
	 7H9 に市販の ADC エンリッチメントを添加
した標準人工培地においては 0.2%のグルコ
ースが存在する。したがって、これを用いて
抗酸菌株を培養した場合、グルコースモノミ
コール酸の産生が生じる。そこで炭素源であ
るグルコースをグリセロールに代え培養を
試みた。その結果、グリセロール添加培地に
おいてはグルコース添加培地における場合
より抗酸菌の発育は遅延したものの、抗酸菌
の増殖を認めた。	 

	 
またこの抗酸菌を回収し、脂質解析を行った
ところ、グルコースモノミコール酸の産生を
認めなかった。一方、この抗酸菌を再度グル
コース添加培地に移したところ、順調な生育
ならびにグルコースモノミコール酸の産生
を認めた。	 

	 
	 
	 このようにして準備したグルコースモノ
ミコール酸非産生抗酸菌株をモルモットに
接種した。また同菌を熱処理により死菌とし
たサンプルを比較対照として接種した（各群
3匹のモルモットを使用）。6週後にグルコー
スモノミコール酸封入リポソームを皮内接
種し、経時的に接種部位の硬結径をモニター
したところ、抗酸菌生菌接種個体においては
グルコースモノミコール酸対する特異的組
織応答が認められたのに対し、死菌接種個体
においてはグルコースモノミコール酸に対
する応答が検出されなかった。このことから、
グルコースモノミコール酸を産生していな
かった抗酸菌株生菌が、感染後宿主内のグル
コースを利用してグルコースモノミコール



酸を新生し、その結果としてグルコースモノ
ミコール酸特異的 T細胞応答が誘起されたと
結論づけた。	 
	 

	 
(3)	 結核肉芽腫形成における好中球 S100A9
タンパク質の機能解明	 
	 本研究を推進する過程で、結核特有の病態
である肉芽腫形成の機序を理解することが
肝要と考え、その解析を進めた。モルモット
結核モデルより肉芽腫組織を採取し、それを
免疫原としてマウスモノクローナル抗体を
作製したところ、肉芽腫中心部に存在する好
中球に特異的に反応する抗体クローンを得
た。	 

	 
	 
生化学的解析からこの抗体クローンの認識
抗原が S100A9 タンパク質であることを見出
した。さらにモルモット結核モデルにおいて
S100A9 阻害剤であるタスキニモドの効果を
検証したところ、タスキニモド投与個体にお
いては肉芽腫形成が顕著に阻害されること
を見出した。	 
	 

	 
	 

S100A9 タンパク質は S100A8 タンパク質とヘ
テロダイマーを形成して好中球やマクロフ
ァージの活性化等、急性炎症に関与すると考
えられてきた生理活性物質である。これが結
核慢性病態に関与する可能性が出てきた。そ
の点において、タスキニモドがヒトがんの治
療薬として注目されていることは興味深い。
未だ詳細な機序解明には至っていないが、好
中球 S100A9 分子が結核肉芽腫形成の鍵分子
として機能する可能性が高い。これらの研究
結果をもとに、結核制御において抗結核脂質
ワクチンとタスキニモドの併用の発想が得、
その検証を開始するに至った。	 
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