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研究成果の概要：結核の再興が社会問題化し、現行の BCG ワクチンに替わる新しい抗結核ワク

チンの開発が望まれている。本課題においては、結核菌脂質に対する新しい免疫応答に着目し、

その全容の解明と賦活法の確立を通して、脂質をベースにした新たな抗結核ワクチンを開発す

ることを目的として研究を展開した。その結果、結核菌が産生する糖脂質の新たな生合成経路

を発見し、それに対する免疫応答を実証することにより、有望な抗結核脂質ワクチンの候補が

絞られた。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 1999 年に「結核緊急事態宣言」が出される
など、結核症の再興が社会的注目を集めてい
る。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。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
人結核に対する効果は概ね不確実とされ、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。 
 多くの病原性微生物感染症において、タン
パク質あるいはそれをコードする遺伝子を
ベースにした特異ワクチンが開発され、感染
症の征圧に多大な貢献をしてきたことは言
うまでもない。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とした宿
主防御反応を効率的に逃避、抑制する機構を
進化の過程で獲得しており、しかも何十年の
長期にわたり宿主体内で生存できるので、そ
の間にヌクレオチド変換に伴うタンパク質
抗原のアミノ酸変異を誘起することが可能
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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
質ワクチン開発において大きな障壁となり
うることを示唆しており、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りつつある。 
 このような社会的背景も鑑み、研究代表者
は、結核菌由来の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 1CD1（CD1a、CD1b、CD1c）
に注目し、第一線の基礎研究を通してこの研
究領域の基盤構築に貢献してきた。これらの
研究の結果、結核菌が産生する脂質抗原を特
異的に認識して活性化される CD1 拘束性 Tリ
ンパ球の存在が明らかとなり、このリンパ球
を特異的に活性化することにより結核菌感
染細胞が効率的に排除されることが実証さ
れた。しかもこれらの T リンパ球は、エイズ
患者においてもその機能が比較的保たれて
いる CD8 陽性 T リンパ球であった。これらの
新たな知見、考察をもとに、結核菌から精製
した脂質をサブユニットワクチンとして用
いることにより、有効な抗結核防御応答が誘
導されるのではないかと考えるに至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本課題の研究目的は、以下の 2 点に集約さ
れる。 
 
(1) モルモットを用いた結核菌脂質特異的
免疫応答の解析 
 グループ 1CD1 遺伝子の存在やタンパク質
発現が確認され、特異抗体などのリエージェ
ントも開発が完了しているモルモットにお
いて、結核菌より精製した種々の脂質抗原接
種により、特異的なエフェクター・メモリー
T リンパ球が誘導されるかどうか、また誘導
されるとすればその免疫機能は何か、を明ら
かにする。 
 
(2) 免疫標的となる抗酸菌脂質の生合成経
路の解明 
 上記(1)で解明された免疫標的脂質が、宿
主環境のなかで結核菌によりどのような機
序で産生されるのかを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 抗酸菌脂質の精製 
 M. avium complex (MAC; serovar 4) およ

び BCG (Tokyo 172 strain) を 7H9 メディウ
ム中で培養し、菌体を得た。これらの菌体か
らクロロホルム・メタノールを用いて脂質成
分を抽出し、さらに薄層クロマトグラフィー 
(TLC)を用いて、トレハロースジミコール酸
（TDM）、グルコースモノミコール酸（GMM）、
トレハロースモノミコール酸（TMM）、グリコ
ペプチドリピド（GPL）を単離精製した。得
られた精製脂質は、おのおの質量解析を行い、
分子種を確定した。 
 
(2) モルモットの解析 
 4 週齢から 6 週齢のモルモット（strain 2）
に対し、MACあるいはBCGを個体当たり1 x 108

個皮内投与し、感染を成立させた。6 週後に
脱毛した側腹部皮内に精製脂質を投与し、皮
膚反応を肉眼的また組織学的に解析した。す
べての動物実験は、当該機関の動物委員会の
承認を得て行った。 
 
(3) 組織染色、電子顕微鏡観察 
 切除した皮膚サンプルをクロロホルムで
固定したのち、定法に従ってギムザ染色を行
った。また一部の組織サンプルについては凍
結切片を作製し、抗モルモット CD4 抗体およ
び FITC 標識抗マウス IgG 抗体を用いて蛍光
染色した。 
 電子顕微鏡観察は、切除皮膚をグルタール
アルデヒドおよび 2%酸化オスミウムにて固
定したのち超薄切片を作製し、日立 H-7000
電子顕微鏡を用いて施行した。 
 
(4) 切除皮膚におけるサイトカイン mRNA の
検出 
 脂質をチャレンジした皮膚を切除し、RNA
を抽出したのち、オリゴ dT とリバーストラ
ンスクリプターゼを用いて DNA を合成した。
これを鋳型として用いた特異的 PCR を行い、
サイトカインおよびコントロールの mRNA の
存在を検証した。 
 
(5) 脾臓細胞におけるサイトカイン mRNA の
検出 
 モルモット脾臓細胞を採取し、溶血操作を
行ったのち、必要に応じて CD4 陽性細胞を除
去してアッセイに用いた。細胞を TDM 存在下
あるいは非存在下で16時間培養したのちRNA
を抽出し、上記の RT-PCR を施行した。一部
の培養に対しては、抗 CD1 抗体（6B5）ある
いはコントロール抗体（P3）を添加し、その
阻害効果を検証した。 
 
(6) Ag85A 遺伝子の単離およびリコンビナン
トタンパク質の作製 
 MAC のゲノム遺伝子を鋳型とした PCR を行
い、MAC 由来 Ag85A 遺伝子を単離した。この
遺伝子をpET-21c プラスミドベクターに挿入



 

 

し、大腸菌 BL21 (DE3) を形質転換した。さ
らに大腸菌を破砕し可溶画分を得たのち、ニ
ッケルレジンカラムを用いて His タグ付加
Ag85A リコンビナントタンパク質を精製した。 
 
(7) ミコール酸転移酵素活性の測定 
 グルコース存在下あるいは非存在下に TMM
とリコンビナント酵素を混和し、37℃で 1 時
間反応させた。1 時間後にクロロホルム・メ
タノールを加えて反応を停止させ、脂質画分
を抽出して TLC により展開した。TLC プレー
ト上の脂質は、50%硫酸処理と焼き付けを行
うことにより描出した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) モルモットを用いた結核菌脂質特異的
免疫応答の解析 
 抗酸菌感染によって誘導される脂質特異
的メモリーT細胞応答の存在とその特質を明
らかにすることは、抗結核脂質ワクチンの開
発に不可欠と考え、優れた動物モデルである
モルモットを用いて研究を展開した。まず、
MAC 感染モルモット皮内に、MAC より抽出し
た脂質を接種すると、2 日目をピークとした
皮膚の硬結、紅斑が認められた。この皮膚反
応は非感染モルモットでは認められなかっ
たことから、典型的な遅延型アレルギー応答
と考えられた。しかし、組織学的解析また電
子顕微鏡観察から、浸潤細胞の主体は好酸球
であることが判った。さらに皮膚局所では、
TH2 サイトカインであるインターロイキン-5 
(IL-5) が産生されていた。 
 この新しいタイプの遅延型アレルギー応
答の本態を探るため、標的脂質の同定を行っ
た。まず、脂質分画をさらに、クロロホルム
分画（主として中性脂質）、アセトン分画（主
として糖脂質）、メタノール分画（主として
リン脂質）に分離し、それぞれの皮膚応答誘
起作用をモニターしたところ、アセトン分画
に高い活性が認められた。そこでアセトン分
画に存在する主要な糖脂質（TMM、GMM、GPL）
を単離し、個々の活性を検討したところ、TDM
によってのみMAC 感染モルモットに皮膚応答
を惹起することができた。 
 同様の反応は、BCG に感染したモルモット
に BCG 由来の TDM を接種することによっても
誘起できたことから、この皮膚応答の普遍性
が確認された。また組織学的検証から、TDM
によって誘導される好酸球優位の遅延型ア
レルギー応答は、PPD によって誘導される単
核球優位の古典的遅延型アレルギー応答と
は異質であることが示された。また前者は
TH2 サイトカインの局所産生を特徴とし、後
者はTH1サイトカインの局所産生を特徴とし
ていた。さらに、抗酸菌感染モルモットの脾

臓細胞を TDM で刺激することにより TH2 サイ
トカインの産生が誘起できたことから、TDM
を標的としたメモリーT 細胞の存在が示唆さ
れた。一方、この応答は抗 CD1 抗体では阻害
されなかったことから、CD1 拘束性の応答で
ある証拠は得られなかった。 
 これまでヒト結核病巣において、好酸球の
浸潤が認められていたが、その免疫学的機序
は不明であった。本研究によって、その機序
のひとつが、TDM を標的とした遅延型アレル
ギー応答であることが判明した。私たちはこ
の新しい遅延型アレルギー応答を、好酸球性
遅延型アレルギー応答（eosinophilic 
delayed-type hypersensitivity）と呼ぶこ
とを提案している。好酸球細胞質内に存在す
る顆粒は、結核菌を制御する活性物質を含有
している。したがって、好酸球浸潤は結核感
染防御の一機構と位置づけることが可能で
あり、TDM がこれまで考えられていたアジュ
バントとしての作用だけでなく、新たな抗結
核ワクチンとして有効である可能性が示唆
された。 
 
(2) 免疫標的となる抗酸菌脂質の生合成経
路の解明 
 上記のようにTDM は宿主の自然免疫機構や
獲得免疫機構を強く刺激する。このことは、
細胞内寄生細菌である結核菌にとってきわ
めて不都合であり、結核菌などの病原性抗酸
菌は宿主体内でTDM の産生を抑制する機構が
存在するのではないかと考え、研究を展開し
た。 
 宿主外環境と比較して、宿主体内には高い
濃度のグルコースが存在する。そこで、MAC
を生理的なグルコース濃度を含む高濃度の
グルコース存在下で培養したところ、TDM の
産生が極端に減少することを観察した。また
これとは反対に、グルコース濃度依存的に産
生が亢進する脂質を認めた。この脂質は GMM
と同じ Rf値を示すこと、質量分析で GMM と
合致するパターンを認めたこと、ガスクロマ
トグラフィーにより分子内にグルコースを
含有すること、また GMM 特異的 T 細胞株
（LDN5）を特異的に活性化することから、こ
の分子がGMM であると結論づけた。すなわち、
宿主内のような高濃度のグルコースが存在
する環境では、抗酸菌はTDM の産生を抑制し、
代わりにGMM を産生することが明らかとなっ
た。GMM は TDM に比して宿主自然免疫系の刺
激活性が微弱であることから、この変化は抗
酸菌の宿主環境へのアダプテーションある
いは免疫逃避の一機構と考えられ、一方 GMM
は CD1b 拘束性 T 細胞の標的分子となること
から、抗結核脂質ワクチンの開発を進めるう
えで、TDM と GMM の reciprocal な合成経路を
明らかにすることが極めて重要であるとの
考えに至った。 



 

 

 TDM 合成経路の最終ステップは 1 分子の
TMM（ドナー）からもう 1 分子の TMM（アクセ
プター）へのミコール酸の転移であり、ミコ
ール酸転移酵素（Ag85）によって触媒される。
高濃度のグルコース存在下での培養におい
ても、TMM の産生量は変化しない。したがっ
て、グルコースが競合的にミコール酸のアク
セプターとして機能すると仮定すれば、TDM
と GMM の reciprocal な生合成が一元的に説
明できると考え、その仮説の検証を行った。 
 まず MAC より Ag85A をコードする遺伝子を
単離し、大腸菌を用いて His タグ付加 Ag85A
リコンビナントタンパク質を作製した。この
酵素の存在下で、TMM を基質とした in vitro
の酵素アッセイを施行したところ、TDM の産
生が検出されたことから、このリコンビナン
トタンパク質がミコール酸転移酵素として
機能していることが確認された。一方、グル
コースを添加した条件でこの酵素反応を行
うと、TDM の産生が抑制され、GMM と同じ Rf
値を示す脂質が産生されることを観察した。
この脂質を精製し質量分析を行ったところ、
GMM と合致するパターンが得られた。以上の
結果は、Ag85A がグルコースをアクセプター
分子として利用することによりGMMを産生す
ることを示している。既存のミコール酸転移
酵素と宿主体内のグルコースを利用して自
然免疫刺激活性の高いTDM の産生を抑制し代
替分子を産生することは、菌が宿主自然免疫
系からエスケープするのに重要である。一方、
新たに産生された GMM を標的とした CD1b 依
存性キラーT細胞応答は結核菌感染を制御す
ることが示されており、宿主側の重要な防御
機構となる。したがって、GMM に対するメモ
リーT細胞応答を強化することは、宿主体内
での生育菌を検知し制御するうえで、有効で
あることが示唆された。 
 以上の研究から、ミコール酸含有糖脂質を
標的にした好酸球性遅延型アレルギー応答
や CD1 依存性キラーT 細胞応答に着目した新
たな抗結核ワクチン開発の基盤が確立され
た。 
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