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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、CFP11 (Rv2433c)、CFP17 (Rv1827)、TB18.5 (Rv0164)の 3 種の結核菌の低分子量分泌タンパ
ク抗原のマウスおよびヒトの優勢（ドミナント）T 細胞エピトープの同定を試みた。純系マウスおよび
ヒト HLA トランスジェニックマウスに、各タンパク抗原をコードするプラスミド DNA を免疫後、脾細
胞のインターフェロン-γ （ガンマ）の産生を指標にして T 細胞エピトープ領域を決定した。本研究で得
られた結果は、結核菌感染における T 細胞応答の解析、ワクチン開発にとって有益である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We identified here murine and human dominant T-cell epitopes of three low-molecular-mass secretory proteins, 
CFP11 (Rv2433c), CFP17 (Rv1827), TB18.5 (Rv0164) of Mycobacterium tuberculosis. Plasmid DNAs encoding 
these proteins were immunized to two inbred mice and HLA-DRB1*0401 transgenic mice. T-cell epitopes were 
determined based on IFN-γ production from immune spleen cells. The results obtained here is feasible for analysis 
of the role of antigen-specific T cells during M. tuberculosis infection and the vaccine development. 
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１．研究開始当初の背景 
 

結核菌等の細胞内寄生細菌に対する感染防御

には、細胞性免疫、中でも 1 型ヘルパーT 細胞 

(Th1)と細胞傷害性 T 細胞 (CTL)が重要であるこ

とが知られている。現在、抗結核ワクチンとして

は BCG ワクチンが用いられているが特に成人に

おけるその感染防御効果については疑問がもた

れており、より効果のあるワクチンの開発が求め

られている。我々は細胞内寄生細菌であるリステ

リア(Listeria monocytogenes)をモデルとして T 細

胞指向性 DNA ワクチンの研究をおこない、優勢

（ドミナント）T 細胞エピトープを用いたエピト

ープワクチンが感染防御に有効であることを明

らかにしてきた (Nagata et al., DNA Cell Biol 23: 93-106, 

2004) 。結核菌に対する感染防御免疫においても
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優勢（ドミナント）T 細胞エピトープに対する免

疫応答が重要な役割を果たすと考えられる。これ

まで我々は、結核菌の主な分泌タンパクである

MPT51 が主要な感染防御抗原分子であること 

(Miki et al., Infect Immun 72: 2104-2021, 2004)、

MPT51のマウスCTLエピトープの同定 (Suzuki et 

al., Infect Immun 72: 3829-3837, 2004)、MPT51 のヒ

ト HLA-A*0201 拘束性 CTL エピトープの同定 

(Aoshi et al., Infect Immun 76: 1565-1571, 2008) を

おこなってきた。本研究はこれらの研究を発展さ

せ、結核菌の低分子量分泌タンパクを結核ワクチ

ンの標的分子として、その T 細胞エピトープの同

定、エピトープワクチンの開発をめざすものであ

る。なお結核菌 T 細胞エピトープの同定は、結核

症の診断にも有益である。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、結核菌の感染防御抗原および診

断用抗原として有用と考えられる結核菌由来低

分子量分泌タンパクである CFP11 (Rv2433c)、

CFP17 (Rv1827)、TB18.5 (Rv0164)のマウスおよび

ヒト CD8+および CD4+優勢（ドミナント）T 細胞

エピトープを同定し、それを用いた、抗原特異的

T 細胞検出法およびエピトープワクチンの可能性

を検討することである。ヒト T 細胞エピトープの

同定には、HLA トランスジェニックマウスを用い

る。 
 
３．研究の方法 
ペプチド： CFP11 (Rv2433c; 96 アミノ酸）、CFP17 

(Rv1827; 162 アミノ酸）、TB18.5 (Rv0164; 161 アミ

ノ酸）の各結核菌分泌タンパクの低分子量分泌タ

ンパク分子の全長を網羅する 20merのペプチドか

らなるペプチドライブラリーを作製した。タンパ

ク全長を網羅するように、10 アミノ酸が互いに重

なるように、20 アミノ酸からなるペプチドを、

BioSynthesis 社（Luwisville, TX, USA)に委託して

合成した。合成したペプチドは PBS (リン酸緩衝

液）に溶解し最終濃度 1 mM とし、–80℃にて保

存し、実験に供した。 

遺伝子：CFP11, CFP17, TB18.5 の各結核菌タンパ

クをコードする遺伝子を、結核菌 H37Rv 株ゲノ

ム遺伝子より PCR 法を用いて増幅した。この PCR

産物を、真核細胞発現プラスミドである pCI 

(Promega, Madison, WI, USA)のマルチクローニン

グサイトにクローニングし、pCI-CFP11, 

pCI-CFP17, pCI-TB18.5 を作製し、マウスへの免疫

に供した。 

マウス：BALB/c、C57BL/6 の各純系マウス、およ

びヒト HLA-DRB1*0401 トランスジェニックマウ

ス (004149-MM; Taconic Farms, Inc., Hudson, NY, 

USA)を実験に供した。 

免疫方法： 2 μg の上記 pCI-CFP11, pCI-CFP17, 

pCI-TB18.5 の各プラスミドをコートした 0.5 mg

の 1 ミクロン金粒子 (Bio-Rad Laboratories)を、剃

毛したマウス腹腔にヘリオス遺伝子銃システム 

(Bio-Rad Laboratories, Herculus, CA, USA)を用い免

疫した。これを 7 日間の間隔を空けて、4 回免疫

した。 

T細胞解析方法：マウスへの最終免疫後2週間以上

経た後、脾臓を摘出し、免疫マウス由来T細胞を

予測された当該MHC結合ペプチド(1 μM)で48時

間刺激した。その後、上清中に産生されるIFN-γ 

をELISA法で測定する。また抗IFN- γ抗体を用い

たELISPOT法により、各ペプチドに特異的T細胞

の数をカウントした。フローサイトメトリーによ

る細胞内サイトカイン検出法によって各ペプチ

ドに特異的なT細胞をカウントした。さらに細胞

内IFN- γ染色をもちいてIFN- γ産生T細胞数を計測

した。これらの解析により、T細胞にIFN- γ を誘

導する能力のある20アミノ酸からなるペプチド

を同定した後、そのペプチドの中からコンピュー

ターアルゴリズムの結果を参考にして、9, 10アミ

ノ酸からなるT細胞エピトープ候補のペプチドを

合成し、再度、上記解析法により、実際にそのペ

プチドがT細胞にIFN- γ を誘導する能力があるか

を検証した。またCD8+ T細胞エピトープペプチド

のMHC拘束性を、TAP2タンパク欠損細胞である

RMAS細胞の細胞表面MHCクラスI分子へのペプ

チド結合試験により解析した。 
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図１．T 細胞の解析方法 

 

コンピューターアルゴリズム：ペプチドのマウス

MHC クラス I 分子への結合予測は、以下のコンピ

ューターアルゴリズムを用いて検討した。(1) 

BIMAS 

(http://bimas.dcrt.nig.gov/cgi-bin/molbio/ken_parker_

comboform)、(2) SYFPEITHI 

(http://www.syfpeithi.de/)、(3) RANKPEP 

(http://bio.dfci.harvard.edu/Tools/rankpep.html).  ペ

プチドのヒト HLA-DRB1*0401 分子への結合予測

は、以下のコンピューターアルゴリズムを用いて

検討した。(1) ProPred 

(http://www.imtech.res.in/raghava/propred)、(2) 

RANKPEP.   

 
４．研究成果 
1) 純系マウスへのDNAワクチン免疫とマウスＴ

細胞エピトープの同定 

BALB/c、C57BL/6の純系マウスに、pCI-CFP11, 

pCI-CFP17, pCI-TB18.5を、7日間隔で、計4回免疫

した。最終免疫後4週以上経た後、IFN- γ ELISA

を行い、T細胞にIFN- γを産生させる能力を指標

にしてΤ細胞エピトープを含む20merのペプチド

領域を同定した。 

コンピューターアルゴリズムの解析から、そのペ

プチド領域内の最小のΤ細胞エピトープ領域を推

定し、8～10アミノ酸からなるペプチドを合成し

た。それらを用い免疫マウス脾細胞を刺激し

IFN-γの産生を指標にして、最小のΤ細胞エピトー

プ領域を同定した。またそのMHC拘束性を、ペ

プチド結合試験により明らかにした（表１）。 

その結果、BALB/c、C57BL/6の各純系マウスで、

CFP11, CFP17, TB18.5の各結核菌タンパクで優勢

（ドミナント）T細胞エピトープが１つ存在した。

それら優勢T細胞エピトープは、C57BL/6マウス

におけるTB18.5のT細胞エピトープを除いて、

CD8+ T細胞エピトープであった。C57BL/6マウス

におけるTB18.5のT細胞エピトープは、CD4+ T細

胞エピトープであった。 

  表１．マウスT細胞エピトープ解析結果 

 

2) HLA-DR0401 TgマウスへのDNAワクチン免疫

とヒトHLA-DR0401拘束性Ｔ細胞エピトープの

同定 

純系マウスと同様、HLA-DRB1*0401トランスジ

ェニックマウスに、pCI-CFP11, pCI-CFP17, 

pCI-TB18.5を、7日間隔で、計4回免疫した。最終

免疫後4週以上経た後、IFN- γ ELISAを行い、T細

胞にIFN- γを産生させる能力を指標にしてΤ細胞

エピトープを含む20merのペプチド領域を同定し

た。現在、図のように、TB18.5抗原のP16ペプチ

ドで刺激した時に、有意なIFN-γ の産生を確認し

ている。 
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