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研究成果の概要（和文）：結核は現在も甚大な被害をもたらす疾患である。現行唯一の結核ワクチンとして
ＢＣＧが存在するが、この効果は十数年しか持続せず、成人での発症が相次いでいる。ＢＣＧに変わる新規結核
ワクチン開発が世界中で実施されているが、未だＢＣＧを超えるワクチンはない。私達は強い防御免疫を誘導す
る結核菌抗原を結核菌と同じ種類の弱毒抗酸菌に発現させた。本抗原は翻訳後修飾を有し、ＢＣＧ接種成人の末
梢血細胞から結核防御に必須のサイトカインを多量に産生し、アジュバントとの組み合わせでその効果は増強し
た。これらの結果から、本抗原とアジュバントの組み合わせはBCGの効果を持続させるブースターワクチン候補
として有望である。

研究成果の概要（英文）：Tuberculosis (TB) remains a devastating disease. The only existing TB 
vaccine is BCG, but its efficacy lasts only for a decade or more, and there has been a series of 
cases of TB in adults. We have expressed Mycobacterium tuberculosis antigen, which induces strong 
protective immunity, in the same species of attenuated Mycobacterium tuberculosis. The antigen has 
post-translational modifications and produces large amounts of cytokines essential for tuberculosis 
protection from peripheral blood cells of BCG-inoculated adults, and the effect was enhanced in 
combination with an adjuvant. These results suggest that the combination of this antigen and 
adjuvant is promising as a booster vaccine candidate to sustain the effect of BCG.

研究分野： 細菌学

キーワード： 結核　結核菌抗原　翻訳後修飾　ワクチン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト-ヒト感染に対する最も好ましい手段はワクチンであると考えられる。私達は結核菌が産生する抗原に着目
し、BCG接種成人がどの抗原を認識しているのかに注目した。その結果から、特有の翻訳後修飾の重要性を見い
だした。本研究は修飾付加抗原の機能とそれに対する宿主応答を解析する点に学術的意義があり、ブースターワ
クチン開発に利用出来る点に社会的意義がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
  結核は現在も甚大な被害をもたらす疾患である。現行唯一の結核ワクチンとしてＢＣＧ

が存在するが、この効果は十数年しか持続せず、成人での発症が問題となっている。その

ため、ＢＣＧに変わる新規結核ワクチン開発が世界中で実施されているが、未だＢＣＧを

超えるワクチンはない。生ワクチンを超える成分ワクチンは現実的ではなく、成人期以降

にＢＣＧの防御効果を再度復活させる追加免疫ワクチン開発が希求されている。 
 
２．研究の目的 
   ＢＣＧの効果を持続、復活させる追加ワクチンは抗原選択が重要な課題となる。私達は

実際に結核菌が産生する抗原の中から宿主に強く認識され、免疫応答が活性化される抗原

を見いだすこと、その抗原の性質、宿主認識機構を明らかにすること、追加ワクチン抗原と

しての可能性を追求することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

私達は開発中のワクチン抗原を含む6種類の抗原およびすでに私達がマウスに対する免

疫原性から着目していた結核菌抗原Ｘについてヒト PBMC からの IFN-gamma 誘導能を比較し

た。成分ワクチンは抗原保護、免疫原性の向上にアジュバントが必要となるが、これについ

ても検討した。さらに強い免疫応答を示した抗原について翻訳後修飾をマス解析により同

定した。ヒト PBMC の認識機構についてもフローサイトメトリー解析を行って検討した。 

 

４．研究成果 

マウスに対する免疫原性

が確認されている結核菌抗

原Ｘについて弱毒抗酸菌 M. 

smegmatis を宿主とした発

現系を作成した。本来の結核

菌Ｘは翻訳後修飾を有する

ことが報告されていたので、

Ｘの翻訳後修飾を確認する

ための抗体を作成した。本発

現系から精製した mX はこの

抗体に反応するのに対し、大

腸菌を宿主として発現誘導

した X(eX)は全く反応せず、

mX が翻訳後修飾を有することが推察された。 
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精製した eX と mX の性状を比較

するため、円二色性解析(ＣＤ解

析)を実施した。mX は eX よりもα

-ヘリックスの割合が高く、クロス

リンクによる分子の会合状態も異

なり、mX は eX よりもオリゴマー

化しやすいことが判明した(図

１)。 

                     

eX、mX、および開発中のワクチン抗原を含む 6 種類の抗原の免疫原性を比較するため、BCG

接種歴を有する成人の PBMC と共培養し、IFN-gamma 産生量を比較した。その結果、mX で最

も高かった(図２)。 

 

成分ワクチンとしてはアジュバントも重要な要素となる。結核菌抗原Ｘは DNA と結合する

性質を有するため、種々の CpG DNA と mX とのコンプレックスを作成し、ＢＣＧ接種歴を有

するヒト PBMC からの IFN-gamma 産生量を比較することで、適切な CpG DNA を選択した。著

名な CpG DNA として知られている ODN(Class A, B, C)に加え、伊保等が発明したヒト PBMC

からの IFN-α産生能に優れた G9.1、及びこれらの Negative ＤＮＡ(CpG を GpC に変更)を

アジュバントとして検討した。その結果、G9.1 をアジュバントとして用いた場合に顕著な

IFN-gamma 産生増強がみられた。 

IFN-gamma 産生量が mX とアジュバントとの結合性と関連しているかを知るために、mX とそ

れぞれの ODN との結合性を分子間相互作用解析で検討した。その結果、mX と G9.1 は強く

結合する事が明らかとなった。 

次に mX と G9.1 のコンプレックスがどのようにヒト細胞と相互作用しているのかを知るた

め、mX, G9.1, および mX と G9.1 のコンプレックスをヒトＰＢＭＣに加え、結合細胞をフ

ローサイトメトリーで検討した。mX 単独よりも mX と G9.1 のコンプレックスは特定の細胞

集団への結合が増加した。 

mX は上記の抗体により認識されたが、翻訳後修飾の詳細を知るため、質量解析を実施した。

その結果、eX はほとんど翻訳後修飾が見られなかったのに対して、mX には著しい翻訳後修

飾が見られた。 

 

以上の結果は翻訳後修飾を有する mX と G9.1 との組み合わせは結核発症予防のための有望

なブースターワクチン候補であることを示唆していると考えられる。 
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