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研究成果の概要（和文）：M13ファージ表面に、スギ花粉アレルゲンCry j 1のB細胞エピトープを提示させた粒
子をワクチンとしてマウスに免疫したところ、スギ花粉感作マウスにおいてアレルギー症状の緩和が認められ
た。ファージワクチン接種によるIgE抗体価への影響は認められなかった。M13ファージを骨髄由来マクロファー
ジあるいは骨髄由来樹状細胞と共培養した結果、炎症性サイトカインの産生を伴わないマクロファージへの明確
な取り込みが認められた。

研究成果の概要（英文）：Immunization of M13 phage displaying B-cell epitope of Cry j 1 was effective
 in suppressing Cry j 1-induced allergic symptoms in Japanese cedar pollen-sensitized mice. No 
significant changes in the amount of Cry j 1-specific IgE were observed. M13 phage was 
preferentially taken up by bone marrow-derived macrophages (BMM) compared to bone marrow-derived 
dendritic cells (BMDC). Both of BMM and BMDC did not produce TNF-alpha, IL-6 and IL-1beta upon 
stimulation with M13 phage alone or M13 phage and Alum.

研究分野：免疫学

キーワード： ワクチン　バクテリオファージ　ファージディスプレイ　ペプチドワクチン　スギ花粉症　ファージ療
法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題の推進により、M13ファージは、病原体に対する予期しない炎症反応を惹起することがないワクチン
担体として、特に抗体が有効とされる疾患や感染症を対象としたワクチン開発に有用であることを見出した。ま
た、本研究課題で得られたファージに対する免疫応答誘導のメカニズムに関する詳細は、近年、国内外において
注目されているファージセラピー（ファージ療法）におけるファージに対する免疫応答の影響を考察する上で有
用な知見となり得る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
ファージディスプレイ法で広く用いられている M13 ファージをリン酸緩衝液に溶かしてマ
ウスの皮下もしくは腹腔内投与すると一次応答の段階から抗原特異的 IgG抗体の誘導が認めら
れる。また、M13ファージ表面に外来の抗原分子を提示させたファージ粒子の免疫では、ファ
ージだけでなくファージ表面に提示されているペプチド抗原に対しても特異的 IgG抗体も誘導
される。以前の研究で、M13ファージに対する抗体応答にはMyD88シグナルが必須であるこ
とを明らかにしていたが、M13ファージを免疫した際に起こる免疫応答の詳細については不明
な点が多く、また、ファージを担体としたワクチンの設計法についても十分な検討がなされて
いなかった。 
 
２． 研究の目的 
 本研究では、ファージワクチンを様々な感染症、疾病対策のためのワクチン開発に応用する
ことを目的として、ペプチド抗原の提示方法の違いによる M13 ファージワクチンの抗原性の
検討、疾病モデルマウスでのファージワクチンの効果の検討および M13 ファージ免疫におけ
る抗原提示細胞の同定、ファージ刺激により産生される炎症性サイトカインについて検討を行
った。 
 
３．研究の方法 
(1) M13 ファージ表面に存在する g3蛋白および g8蛋白の両方に、スギ花粉アレルゲン Cry j 1
のB細胞エピトープあるいはアミロイドβペプチドのN末側のアミノ酸配列を融合蛋白として、
ファージ表面に多価で提示させた組み換えファージを単離･精製した。作製したファージ粒子
（エンドトキシン濃度：＜0.05 EU/ml）をマウスに免疫し、Cry j 1 あるいはアミロイドβペ
プチドに対する抗体価を ELISA 法により解析した。 
 
(2) スギ花粉抽出物を alum アジュバントと共に腹腔内免疫したスギ花粉感作マウスに、スギ花
粉アレルゲン Cry j 1 の B細胞エピトープを提示させたファージを免疫し、ファージ免疫前後
での Cry j 1 特異的 IgG サブクラス応答、Cry j 1 の経鼻投与により誘発されるアレルギー症
状の緩和効果を検討した。 
 
(3) M13 ファージが誘導する免疫応答に関して、蛍光標識した M13 ファージを作製し、骨髄由
来樹状細胞（BMDC）および骨髄由来マクロファージ（BMM）と共培養し M13 ファージの取り込み
を解析した。また、BMDC および BMM にアラムアジュバント存在下あるいは非存在下で M13 ファ
ージを加えて刺激し、培養上清中に産生される炎症性サイトカイン（TNF-alpha, IL-6, 
IL-1beta）を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) ペプチド抗原（スギ花粉アレルゲン Cry j 1 の B細胞エピトープあるいはアミロイドβペ
プチドの N末側の配列）を M13 ファージ表面の g3 蛋白、g8 蛋白あるいは g3 蛋白および g8 蛋
白の両方に提示させたファージを構築した。精製した組み換えファージをマウスに免疫後、血
清中の Cry j 1 あるいはアミロイドβペプチド特異的 IgG 抗体価を ELISA 法により解析した。
その結果、抗原エピトープを g8 蛋白に多価で提示させたファージの免疫では、C57BL/6 マウス
および BALB/c マウスいずれのマウスにおいても、ファージの皮下あるいは腹腔内への単回投与
により抗原特異的 IgG 抗体の誘導が認められた。一方、抗原エピトープを M13 ファージの g3
蛋白に提示させたファージの免疫では、2回目の免疫後に抗原特異的IgG抗体の誘導を認めた。
抗原ペプチドを g3 蛋白および g8蛋白の両方に提示させたファージについては、g3蛋白あるい
は g8 蛋白の融合蛋白として単独でファージ表面に提示させたファージと比較して、二回目の免
疫後の血清中において IgG 抗体価の増強が認められた。 
 
(2) スギ花粉抽出物を alum アジュバントと共に免疫したスギ花粉感作マウスに、スギ花粉アレ
ルゲン Cry j 1 の B 細胞エピトープを M13 ファージの g3 蛋白および g8蛋白の両方に提示させ
たファージ（Cry j 1 組み換えファージ）を皮下投与し、ファージ免疫前後での抗体応答を解
析した。その結果、ファージ接種前に認められるIgG1およびIgEクラスの抗体価はそのままに、
スギ花粉抽出物感作マウスへの Cry j 1 組み換えファージ接種後では、スギ花粉抽出物感作時
には観察されなかった IgG2a, IgG2b および IgG3 クラスの抗体の誘導が認められた。スギ花粉
感作マウスへのファージ接種後に、Cry j 1 の経鼻投与によるアレルギー誘発試験を行った結
果、リン酸緩衝液を投与した対照群と比較してアレルギー症状が緩和する様子が観察された。 
 
(3) M13 ファージを蛍光標識後、骨髄由来樹状細胞（BMDC）および骨髄由来マクロファージ（BMM）
と共培養し M13 ファージの取り込みを解析した結果、蛍光標識 M13 ファージの取り込みは、BMDC
より BMM において高頻度で観察された。一方、M13 ファージと共培養した BMM および BMDC の培
養上清中に含まれる TNF-alpha, IL-6, IL-1beta 産生量を測定した結果、いずれも測定限界値
以下であった。IL-1beta はファージとアラムアジュバントの共培養においても検出されなかっ
た。 



 
(4) 以上の結果より、M13 ファージは炎症性サイトカンの産生を伴うことなく IgG 抗体応答を
誘導できると考えられることから、安全なワクチン担体としての利用が期待される。また、ス
ギ花粉アレルゲンの B細胞エピトープを提示させたファージワクチンはスギ花粉症の治療に有
効であることが示唆された。 
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