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研究成果の概要（和文）：　結核菌を10CFUで気道投与したカニクイザルにおいては潜伏感染状態になることが
確認された。潜伏感染カニクイザルはCTによる胸部像に以上は無く、IGRAにおいても感染初期は陽性反応を示し
たが、その後±（疑陽性）に移行し、際立った以上は見せていない。経鼻ワクチンではBCGワクチンに比較し優
位に肺での防御効果が認められた。また、結核菌潜伏感染個体では非常に強い結核菌特異的免疫反応が誘導され
た。

研究成果の概要（英文）：It was confirmed that the cynomolgus monkeys inoculated with Mycobacterium 
Erdman tuberculosis strain at 10 CFU by respiratory tract became latently infected at 9/10. These 
latently infected cynomolgus monkeys showed no more than the chest image by CT, and showed a 
positive reaction in IGRA in the early stage of infection, but after that, they moved to ± (false 
positive), and they did not show more than remarkable.
When healthy cynomolgus monkeys were immunized with rHPIV2-EM1 and rHPIV2-Ag85B by intranasal 
administration, and then pathogenic M. tuberculosis was inoculated, a protective effect in the lung 
was found to be superior to the BCG vaccine. In addition, a very strong M. tuberculosis-specific 
immune response was induced in the latently infected M. tuberculosis individuals.

研究分野： 免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
結核は世界中で蔓延し、800万人以上の新規患者、100万人以上の死亡者が報告されている。結核菌は宿主の体内
環境に適応し長期に潜伏感染する細胞内寄生細菌である。世界保健機関 (WHO) の報告では人類の30%が結核菌に
感染していると述べられており、そのうちの5~10%が感染後2年以内に活動性結核を発症するが大半は非発症のま
まである。これらのことから、潜伏期の結核の発症を防御するような予防ワクチンや治療薬、発症に至る詳細な
解析や診断マーカーの検討は極めて有意義であり、本申請研究ではカニクイザルを用いて詳細な検討を行い、ヒ
トへの応用に近い研究であると考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
結核は世界中で蔓延し、800 万人以上の新規患者、100 万人以上の死亡者が現在でも出て

いる。我が国でも毎年多くの発症者が確認されており、先進国中では中等度発症国（14 人
/10 万人）となっている。結核菌は宿主の体内環境に適応し長期に潜伏感染する細胞内寄生
細菌であり、宿主の免疫力によって休眠状態になっている。世界保健機関 (WHO) の報告で
は人類の 30%が結核菌に感染していると述べられており、そのうちの 5~10%が感染後 2 年
以内に活動性結核を発症するが大半は非発症のままである (Tuberc. Lung Dis. 2003)。また一
生のうち潜伏性結核感染が活動性結核に進展する（治癒後再発を含む）のは 10%と言われ
ている (Int. J. Epidemiol. 2004)。しかしながら発症を防御するような予防ワクチンや治療薬、
発症に至る詳細な解析や診断マーカーは存在しない。特に近年では多剤耐性結核の蔓延や、
HIV など免疫不全症との合併症が大きな問題になっており、結核対策はさらに急務となっ
ている。 
 現在世界中で用いられている唯一の結核ワクチンである BCG (Bacille Calmette-Guerin) は
生後直ぐに接種され、その免疫反応は長期におよぶ。しかしながら 10 歳前後をピークにそ
の効果は減弱し、17 歳前後で BCG 非接種者と同等の発病率になることが海外のコホート研
究で確認されている。また、BCG の追加接種が成人の結核予防に効果が低いことも知られ
ている。このために成人で効果のあるワクチンの開発研究は世界中で行われているが、実用
化の目処が立ったものはない。また開発が進められているワクチンデザインのほとんどは
感染早期に発現する抗原を用いて BCG の効果を高め、非感染者の感染または発症の防御を
目的とした感染防御ワクチンである。結核菌のライフサイクルを考えた時、結核菌の潜伏感
染時/再活性化時および発病者の治療効果を標的とした治療用ワクチンの開発は結核治療の
ブレイクスルーになると考える。そこで申請者らは、呼吸器粘膜を標的とする有効なワクチ
ンベクターとして開発されたヒトパラインフルエンザ 2 型ウイルス (HPIV2) に、結核菌の
潜伏感染時に発現する MDP1 と既知のワクチン効果がある ESAT-6 の 2 種類の結核抗原 (以
後 EM1) を組み込んだリコンビナント HPIV2-EM1 （rHPIV2-EM1）の開発を考案した。研
究代表者らはこれまで HPIV2 に抗酸菌分泌抗原 Ag85B を組み込んだ rHPIV2-Ag85B の結核
予防効果（Watanabe et al., Vaccine 2013）を報告しており、rHPIV2-EM1 と同時に投与するこ
とによる結核発症防御効果を検討する。MDP1 は結核菌全タンパク量の 7~10%を占め、結核
菌の活動休眠期に発現が上昇する DNA 結合タンパクである。ヒトにおいて感染非発症状態
では MDP1 特異的免疫反応は認められるが、結核発症者では消失することから、MDP1 特
異的な免疫反応は発症予防に重要である。 
  カニクイザルは唯一最良のヒト結核モデルと考えられており、ヒトで認められる病変
が観察され、ヒトと同様の潜伏性感染/再活性化が再現されることから、詳細な病態解析も
行われている (Nat. Med. 2014) 。報告から低量の結核菌感染にてカニクイザルの 45%が潜
伏性感染になり (Infect. Immun. 2003, Infect. Immun. 2009)、ヒトでの報告同様に抗 TNF 抗体
投与で再活性化を促せる (J. Clin. Invest. 2012)。申請者の所属する医薬基盤研究所霊長類医
科学センターは約 1600 頭のカニクイザルコロニーを保持している。これらカニクイザルは
世界で唯一、系統を維持し SPF 化しており (Yasutomi Y. Vaccine 2010、Fujimoto et al., 
Comp.Med.2010)、全ゲノムシークエンスの解析にも成功している（Higashino et al.,Genome 
Biol. 2012）。 
  
 
２．研究の目的 
本研究において解明されるべき点は1) 新規粘膜免疫誘導型ワクチンによる潜伏状態から

の肺結核発症抑制効果と誘導される免疫反応の検討、2) 潜伏感染から発症に至るメカニズ
ムの解析や診断マーカーの探索である。この目的を遂行するために、カニクイザルの非感染
/潜伏感染/活性化のそれぞれのモデルを樹立し、コロニーを作製・維持する。また申請者は
有効な結核抗原である Ag85B の有する多くの生物活性を報告しており (Kuromatsu et 
al.,Cancer Gene Ther. 2001, Takamura et al., J. Immunol. 2005, Kitagawa et al., PLoS ONE 2013, 
Tsujimura et al,. PLoS ONE 2014)、Ag85B を組み込んだ rHPIV2-Ag85B を、結核菌潜伏期も標
的とする rHPIV2-EM1 と同時に投与することで結核菌の感染予防ならびに再活動化の抑制
もできる新規粘膜免疫誘導型ワクチンの可能性を評価する。また現在までに、呼吸器粘膜に
対する特異的な遺伝子導入ベクターの実用例、実用化ワクチンの報告はない。これらのこと
から本研究においては、呼吸器粘膜に抗原特異的な免疫反応を誘導する HPIV2 ベクターを
用いた結核菌に対する経鼻を主とする呼吸器粘膜ワクチンの効果を解明する。これらのカ
ニクイザルの血液サンプル等を経時的に解析することで、感染から発症に至る要因の探索
を行う。以上の様に本研究では新規ワクチンにより誘導される免疫反応と、予防•治療効果



の解明および潜伏感染/活性化機構の解明を行う。 
 
３．研究の方法 
研究期間内は結核菌の潜伏感染コロニーの樹立・維持を行った。また人為的な発症も行い、

潜伏期から発症に至る要因などを探索する。ワクチン開発においては、平成２９年度は２種
の結核菌抗原(ESAT-6 と MDP1：EM1) を組み込んだリコンビナント HPIV2 (rHPIV2-EM1、
作製済み) をカニクイザルに投与し、抗原に対する免疫反応の解析を行いワクチン投与量な
どの基礎的な検討を行った。平成３０年度は結核感染発症モデルのカニクイザルにおける
rHPIV2-EM1 の予防効果および免疫反応を検討した。令和元年度は感染非発症・再活動化コ
ロニーにおける rHPIV2-EM1 の予防/治療ワクチンとしての可能性を検討するとともに、経
時的に採取した血液や解剖した臓器の生化学的解析を行い、再活性化抑制に関わる機構を
解析した。 
 
４．研究成果 
1）結核潜伏感染カニクイザルコロニーの作製 
 結核菌 Mycobacterium Erdman株を 10CFU で気道投与したカニクイザルにおいては 9/10に
おいて潜伏感染状態をになることが確認された。これら潜伏感染カニクイザルは CT による
胸部像に以上は無く、IGRA におおいても感染初期は陽性反応を示したが、その後±（疑陽
性）に移行し、際立った以上は見せていない。 
2）rHPIV2-EM1 と rHPIV2-Ag85B の径鼻投与におけるワクチン効果 
 rHPIV2-EM1 と rHPIV2-Ag85B を健常カニクイザルに径鼻投与により免疫し、その後病原
性結核菌を接種したところ、BCG ワクチンに比較し優位に肺での防御効果が認められた。
また、結核菌潜伏感染個体では非常に強い結核菌特異的免疫反応が誘導された。 
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