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研究成果の概要（和文）：結核菌が潜伏期特異的に発現する蛋白質群（DosR 蛋白質群および Rpf
蛋白質群）についてマウスで免疫原生を検討し、C57BL/6 および BALB/c の両系統において T
細胞応答を誘導できる抗原を 7 種類、同じく抗体産生を誘導できる抗原を 3 種類同定した。樹
状細胞による抗原の取り込みを促進する新規ワクチン技術として、糖鎖被覆リポソームおよび
分子融合型ワクチン（熱ショック蛋白質 70 またはケモカイン MIP-1αと結核防御抗原との融合
分子）を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）：Immunogenicity against latency-associated proteins of Mycobacterium 
tuberculosis (DosR and resuscitation promoting factor (Rpf) proteins) was investigated using C57BL/6 
and BALB/c mice. Seven and three antigens were found to induce T cell responses and antibody 
production in both strains, respectively. Oligomannose-coated liposomes and chimeric-molecule 
vaccines utilizing fusion proteins of a tuberculosis antigen and heat shock protein 70 or a chemokine 
(MIP-1α) were established as new technologies to facilitate the antigen uptake by dendritic cells. 
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１．研究開始当初の背景  結核菌は約 4,000 の遺伝子を保有するが、

増殖期に発現する遺伝子と潜伏期に発現す
る遺伝子は異なることが知られている。成人
結核のほとんどが内因性再燃に起因するこ
とから、潜伏期の結核菌を標的としたワクチ
ンを開発することにより、成人の肺結核の発
症を予防できる可能性がある。そこで、本研
究では潜伏期の結核菌が発現する DosR 
regulon 蛋白（48 種）や結核菌の再活性化に
関与する resuscitation promoting factor（Rfp）

 結核に対するワクチンとしては、生菌ワク
チンである BCG が現在も用いられている。
しかし、BCG の乳幼児粟粒結核に対する有効
性は確認されているが、その成人肺結核に対
する防御効果は否定的であり、BCG の効果を
凌駕あるいは補完する新規ワクチンの開発
が急務とされている。 
 
２．研究の目的 



蛋白（5 種）等を標的として、結核菌の再燃
を抑制する新規ワクチンの開発を計画した。
本研究は、BCG を初回免疫に、抗潜伏期ワク
チンを追加免疫に用いることにより、成人の
肺結核をも制御できるワクチン戦略を構築
することを目的としており、①候補抗原の同
定と②新規ワクチン技術の開発を両軸とし
て研究を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 休眠期結核菌関連抗原を標的とした
DNA ワクチンの作製と免疫効果の検討 
 結核菌ゲノム情報に基づき、DosR regulon
蛋白および Rfp 蛋白をコードする遺伝子を
PCR によって単離し、哺乳類細胞用の発現ベ
クターである pCI に挿入して、DNA ワクチ
ン・ライブラリーを作成した。また、それと
平行して目的遺伝子を pET28b ベクターに挿
入し、大腸菌発現系によって目的蛋白質を調
製した。 
 遺伝子銃を用いて、作成した DNA ワクチ
ンでマウス（BALB/c および C57BL/6）を免
疫（2 μg/匹、２週間隔で３回）した。最終免
疫の２週後、免疫マウスの脾細胞を対応する
組換え蛋白質で 37℃、48 時間刺激し、培養
上清中の IFN-γ産生を指標として、免疫の効
果を検討した。 
(2) 新しい免疫方法の開発 
①  オリゴマンノース被覆リポソーム
(OML)：Ovalbumin（OVA）を封入した OML
で C57BL/6 マウスを免疫（２週間隔で腹腔内
注射、３回）し、その抗原特異的免疫誘導能
を検討した。免疫マウスの脾細胞を H-2Kb拘
束性（257-264 番目のアミノ酸）または H-2Ab

拘束性（323-339 番目のアミノ酸）の OVA ペ
プチドで刺激して、その免疫誘導効率を非免
疫マウスおよび OML 非被覆リポソーム封入
OVA で免疫したマウスと比較した。また、免
疫マウスに OVA 遺伝子導入 EL4 細胞
（EG.7-OVA）と EL4 を接種し、マウスの生
存を観察した。さらに C57BL/6 マウスを EL4 
lysate を封入した OML で免疫し、EL4 特異的
な抗腫瘍活性が誘導できるか検討した。（東
海大学・小島／産総研・池原との共同研究） 
② Heat shock protein (HSP) 70 との分子融合
ワクチン：結核防御抗原である MPT51 と
HSP70 の融合分子をコードする遺伝子を pCI
に挿入し、遺伝子銃を用いて BALB/c および
C57BL/6 マウスを免疫した。最終免疫の２週
後、マウスの脾細胞を既に同定した MPT51
由来抗原ペプチドで刺激し、IFN-γ産生を指標
にして抗原特異的な T 細胞応答を検討した。
抗原ペプチドとして、MPT5124-32（H2-Dd 拘
束性）および MPT51171-190（H2-Ab 拘束性）
をそれぞれ BALB/c（CD8+ T 細胞応答）およ
び C57BL/6（CD4+ T 細胞応答）の脾細胞刺激
に使用した。さらに (i) HSP70 の全長、(ii) N

末端側、(iii) C 末端側と MPT51 を融合させた
３種類の遺伝子を構築して同様の解析を行
い、増強活性の存在する部位を検討した。 
③ Macrophage inflammatory protein (MIP) -1α
との分子融合ワクチン：MPT51 と MIP-1αの
融合分子をコードする遺伝子を構築し、②と
同様に、その免疫増強効果を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 潜伏期結核菌関連抗原を標的とした
DNA ワクチンの作製と免疫効果の検討 
 ２系統のマウスを用いて候補抗原の免疫
原性について検討し、T 細胞応答および抗体
産生について以下の結果を得た（下表参照）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



① Ｔ細胞応答を惹起できた抗原群（下線は
両系統で陽性のものを示す） 
 1) C57BL/6（9/32 種類）：Rv0079, Rv0081, 
Rv1998c, Rv2031c, Rv2032, RV2623, Rv2624c, 
Rv3127, Rv3132c 
 2) BALB/c（12/32 種類）：Rv0079, Rv0571c, 
Rv1738, Rv1998c, Rv2031c, Rv2032, RV2623, 
Rv2624c, Rv2626c, Rv2628, Rv3131, Rv3132c 
② 抗体産生を惹起できた抗原群（同上） 
 1) C57BL/6（3/21 種類）：Rv2029, Rv2626c, 
Rv3132c 
 2) BALB/c（13/26 種類）：Rv0079, Rv0080, 
Rv0081, Rv1738, Rv1998c, Rv2029, Rv2031c, 
Rv2623, RV2624, Rv2626c, Rv3127, Rv3131c, 
Rv3132c（同上） 
�Ｔ細胞応答／抗体産生の両方が惹起できた
抗原群（同上） 
 1) C57BL/6：Rv3132c 
 2) BALB/c ： Rv0079, Rv1738, Rv1998c, 
Rv2031c, Rv2623, Rv2624, Rv2626, Rv3132c 
 これ迄の解析から、Rv3132c は両系統で T
細胞応答と抗体産生を誘導できることが明
らかとなった。現在、Rv3132c を用いてマウ
スでの予防／治療実験を行うとともに、これ
らの抗原群に対するヒトの免疫応答につい
ても検討中である。 
(2) 新しい免疫方法の開発 
① オリゴマンノース被覆リポソーム：OML
に封入した OVA は、非封入 OVA の約 1/50
量で効率良く細胞性免疫応答を誘導し、アジ
ュバントを特に必要としなかった。加えて、
OVA を封入した OML で免疫したマウスは、
OVA 陽性腫瘍（EG.7-OVA）を抗原特異的に
拒絶した。また、免疫原性の弱い腫瘍（EL4）
の lysate を封入した OML でマウスを免疫す
ると、EL4 特異的な免疫応答が効率良く誘導
された。 
② HSP70 との分子融合ワクチン：HSP70 と
MPT51 の融合タンパクで免疫したマウスで
は、MPT51 単独で免疫したマウスと比較して、
CD4+ T 細胞による抗原特異的な IFN-γ産生の
増強が見られた。また、HSP70 の C 末端側に
免疫増強活性があることが明らかとなった。 
③ MIP-1αとの分子融合ワクチン：MIP-1αと
MPT51 の融合タンパクで免疫したマウスで
は、MPT51 単独で免疫したマウスと比較して、
CD8+ T 細胞による抗原特異的な IFN-γ産生の
増強が見られた。 
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