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研究成果の概要（和文）： 

BCG にベロ毒素の B-サブユニット遺伝子を組み込んだに対するワクチンを作成した。このワ

クチンをマウスに投与しておくと、腸管出血性大腸菌の経口感染による致死率が減少したこと

により、このワクチンの有用性が確認された。 

一方、培養ヒト脳血管内皮細胞にベロ毒素を添加すると、多種の生理活性ペプチドの発現が

変化した。サイトカインの発現が大きく上昇し、ベロ毒素により脳血管内皮細胞と白血球との

相互作用が変化することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We have developed a novel vaccine using a recombinant BCG expressing the verotoxin 

B-subunit.  The immunized mice with this vaccine survived longer than the nonvaccinated 

mice, confirminging the validity of this vaccine. 

On the other hand, the expression of various bioactive peptides in the brain 

microvascular endothelial cells was changed by verotoxin.  The expression of cytokines 

was increased suggesting that the interaction between brain microvascular endothelial 

cells and the leukocytes was changed by verotoxin. 
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１．研究開始当初の背景 

Ｏ157 感染症の典型的臨床像は出血性大腸

炎であるが、急性脳症や溶血性尿毒症症候群

へと重症化すると、死亡率が非常に高まる危

険な感染症である。現在、Ｏ157 感染症に対

する確立された治療法はない。Ｏ157 によっ

て急性脳症に移行すると、回復困難となり、

抗生物質は無効であり、多くは死亡する。 
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 Ｏ157 感染症に対する治療法として、体内

のベロ毒素を吸着する方法が考えられ、ベロ

毒素結合物質や抗ベロ毒素抗体が開発され

ているが、これらはベロ毒素を完全に吸着し

て無毒化することは出来ない。 

 よって、Ｏ157 感染症を予防するためには、

能動免疫でベロ毒素に対して長期間抗体を

作るワクチンが必要であり、ベロ毒素が体内

に侵入した後でも効果のある新たな治療法

は、ベロ毒素による生体の防御性機構と障害

性機構を利用することが有効であるという

着想に至った。 

 

２．研究の目的 

 ベロ毒素 B-サブユニットに対するワクチ

ンを作成して、その効果を明らかにする。 

 また、Ｏ157 感染によって生じる急性脳症

の治療薬を開発するため、ベロ毒素によって

脳微小血管内皮細胞で発現が変化する細胞

生存性に働く生理活性ペプチドと、細胞障害

性に働く生理活性ペプチドを網羅的に検索

し、それらの効果を判定する。さらに、ベロ

毒素とペプチドによる細胞内情報伝達機構

を明らかにする。 

 

 

３．研究の方法 

（１） 

① Bacillus Camette-Guérin（BCG）にベロ

毒素の B-サブユニット遺伝子を組み込んだ

に対するワクチンを作成し、その in vivo で

の有効性を明らかにする。 

② この BCG ワクチンの実用化を目指し BCG

の宿主‐ベクター系の改良を行う。 

 

（２)  

ベロ毒素によって脳微小血管内皮細胞で

発現が上昇し細胞防御性に働く生理活性ペ

プチドと、細胞障害性に働く生理活性ペプチ

ドを網羅的に検索することにより、同定し、

これらの生理作用を細胞生物学的に明らか

にする。 

 
４．研究成果 

（１） 

①  

ベロ毒素2型（Stx2）のレセプター結合部位で

あるStx2Bサブユニットの遺伝子を

Mycobacterium bovis BCGワクチン株に発現させ、

これをワクチンとして用いることにより生体内で

Stx2Bサブユニットに対する血中IgG、および腸管

の分泌型IgAを産生させようとした。BCG株での

発現ベクターとして、Mycobacterium kansasiiの

α抗原遺伝子を有するベクターを用い、Stx2Bサ

ブユニット遺伝子をベクターに組み込み、組み換

えプラスミドを構築した。組み換えプラスミドを

BCGに導入して形質転換し、イムノブロットによ

りこの組み換えBCGがα抗原との融合タンパク質

としてStx2Bを発現することを確認した。この

Stx2B発現BCGをマウスに免疫すると、2回目の追

加免疫から2週間後に血中の抗Stx2B-IgGレベル

が上昇し、4週間後に糞便中の抗Stx2B-IgAレベ

ルが上昇した。対照マウスは、強力な致死活性を

有するStx2dを産生する大腸菌091：H21 B2Fl株

の感染により、すべて死亡したが、組み換えBCG

を免疫されたマウスは、半数以上が生存した。ま

た、このワクチンの有効性は、消化管におけるIgA

レベル上昇作用によるところが大きいと考えられ

た。これらの結果から、Stx2B発現BCGの有効性

がマウスモデルで確認された。 

 

②  

・ BCG 宿主‐ベクター系の構築 

pAL5000 複製起点を含む 3 kb 断片とカナマ

イシン耐性遺伝子カセットを持つ大きさ 6.3 

kb の pUC19 由来プラスミドを作製した。この

プラスミド出発点として縮小化を図った。そ

して BCGにおいて複製できる最小プラスミド

として 5.5 kb のプラスミドを得た。このプ

ラスミドのカナマイシン耐性遺伝子とチミ

ジル酸合成酵素遺伝子を入れ替えたプラス

ミド pNN を作製した。 

次に BCG Tokyo 株のゲノムからチミジル酸

合成遺伝子を含む領域 5 kb を PCR 法により

増幅し、pBlueScriptII (-)にクローニング

した。このプラスミド中のチミジル酸合成遺

伝子をカナマイシン耐性遺伝子とスクロー

ス感受性遺伝子を入れ替え、組換え用プラス

ミドとした。これを環状の状態で BCG に導入

し、相同組換えによりチミジル酸合成遺伝子

領域にプラスミド全長が挿入されたカナマ

イシン耐性株を得た。この株を継代し、再度

の相同組換えによりスクロース感受性から

スクロース耐性に変化した株を選択した。そ

して PCR法及びサザンハイブリ法によりゲノ

ムからチミジル酸合成遺伝子が欠失してい

ることを確認し、thyX(-)株とした。成分の

異なる数種の培地を用いて thyX(-)株の増殖

を検討したところ、thyX(-)株は特定の培地

で増殖しないことが確認された。 

thyX(-)株を pNN で形質転換したところ、

種々の培地において BCG Tokyo 株と同じ増殖

を示したことから、thyX(-)株‐pNN は新たな

宿主‐ベクターシステムとして利用できる

可能性が示された。pNN にベロ毒素遺伝子を

挿入した株の作製を進めている。 



 

・BCG ワクチンの多様性 

現行の BCGのロット中に含まれる菌全体に

おける遺伝学的多様性を、塩基配列を解読す

ることにより検討したところ、集団としての

大きな変異としてゲノム上に 7か所の点変異

が存在することが明らかとなった。このうち

6 か所はタンパク質をコードしている遺伝子

中に存在し、さらにその中の１つはアミノ酸

に変異を及ぼすものであった。培地成分がサ

ブタイプのポピュレーションの変化に影響

を与えるかについて検討したところ、特定の

成分が大きく影響している可能性が示され

た。 

 

（２） 

培養ヒト脳血管内皮細胞にベロ毒素を添

加し、発現変化する遺伝子をマイクロアレイ

で経時的に測定した。その結果、ベロ毒素に

よって、多種の生理活性ペプチドの発現が変

化することが判明した。インターロイキン

（IL）６等のサイトカイン、その中でも CXC

モチーフを持つケモカインの発現が大きく

上昇し、ベロ毒素により脳血管内皮細胞と白

血球のオートクリン的・パラクリン的に働く

相互作用が変化することが示唆された。シグ

ナル解析で、IL6 経路が活性化されているこ

とが判明した。一方、転写因子 ATF ファミリ

ーや fos等の初期応答遺伝子の発現もベロ毒

素によって上昇することが明らかとなった。 
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