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研究成果の概要（和文）：Leishmania major感染モデルを用いて、ワクチン抗原としての有用性に寄与するパラメータ
の同定を試みた。統計学的解析の結果、アミノ酸組成、発現量、エクソソームへの局在が有意なパラメータと同定され
、これらを基にした数式によりプロテオーム中の大多数と既知のワクチン抗原を区別できた。さらに、新規に同定され
た蛋白は既知のワクチン抗原と同等の抗原性を示した。このように、in silicoアプローチで同定された新規タンパク
が既知のワクチン抗原と同様の挙動を示したことは本手法がワクチン候補探索手法として有用であることを示唆してい
る。

研究成果の概要（英文）：Identification of parameters influencing the effectiveness of vaccine antigens for
 leishmaniasis was searched in this study. Statistical analyses revealed amino acid composition, expressio
n level, and localization to exosome were influential parameters. A formula based on the three parameters 
discriminated the previously characterized vaccine antigens from the whole proteome. Furthermore, novel an
tigens identified using the formula were as antigenic as the known antigens. These results suggest the in 
silico approach developed is useful to identify candidate vaccine antigens for leishmaniasis.
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１．研究開始当初の背景 
 2010 年に国内で発生した口蹄疫の際、ワ
クチン接種群が感染群と混同される恐れが
あることが現在唯一存在する不活化ワクチ
ンの問題として浮かび上がった。イヌに対し
て致死的な原虫性疾患であるリーシュマニ
ア症でも同様で、ブラジルでは感染犬を淘汰
する政策がとられていたが、同時期にブラジ
ルで開発されていたワクチンが粗抗原を用
いた不活化ワクチンであったため、ワクチン
接種犬→血清診断陽性犬→淘汰という矛盾
が起きてしまった。以上のことから、２１世
紀の感染症対策においては組換え抗原を用
いたワクチンの開発が重要である。これまで
のワクチン抗原探索では遺伝子発現ライブ
ラリの抗体によるスクリーニングが最も一
般的だったが、ライブラリ作製には病原体培
養などの障壁が存在するほか、スクリーニン
グは煩雑で時間、労力、技術を要する。 
  一方で、ゲノム情報を利用して合理的に
ワクチン候補を探索する手法（ reverse 
vaccinology）は近年注目を集めている。髄膜
炎を引き起こす細菌 Meningococcus B は細
胞表面タンパクの抗原変異が多く、不活化ワ
クチンでは十分な防御効果が得られていな
かったが、Rino Rappuoli らにより初めてゲ
ノム情報を基にワクチン抗原を同定するこ
とに成功した。これは細菌感染防御に重要な
液性免疫のターゲットとなる病原体細胞表
面蛋白を予測する手法である。一方で、結核
やリーシュマニア症など防御に細胞性免疫
を必要とする感染症においては、ワクチンは
おろか reverse vaccinology の道筋すら立っ
ていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、防御に細胞性免疫を必要とす
る感染症においてワクチン抗原としての有
用性に寄与するパラメータをコンピュータ
解析により同定することを目的とした。その
ために、T 細胞依存的に防御能を有すると報
告のある抗原の共通点を、総プロテオームと
の統計学的比較解析により探索した。同定さ
れたパラメータが抗原の有用性に寄与する
ことを実証するため、細胞性免疫が感染防御
に重要なモデルである Leishmania major マ
ウス感染モデルを用いて、L. major プロテオ
ームの中からそれらパラメータを持ったタ
ンパクの検索を行った。 
 これまでに開発・承認されてきたワクチン
の多くが液性免疫に頼るものであり、結核や
リーシュマニア症に代表される防御に細胞
性免疫を必要とする感染症に対してワクチ
ンを開発できるかが 21 世紀の課題である。
本研究では L. major 感染モデルを用いて、細
胞性免疫誘導型ワクチンのための reverse 
vaccinology の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）In silico 解析による防御能パラメー

タの探索 
 L. majorに対する防御抗原として報告のあ
るタンパク（14 種）を総プロテオーム（～
8,000 種）と比較して防御能に関連するパラ
メータの探索を行った。解析には分子量、等
電点、親水性、N 末シグナル配列、膜貫通領
域、GPI アンカー領域、発現量、哺乳動物宿
主タンパクとの相同性、アミノ酸構成、GO 
Annotation によるタンパク機能予測を取り
入れた。これらのパラメータについて、ワク
チン抗原群と総プロテオームを統計学的有
意に区別できるものを同定した。 
 
（２）マウス実験による検証 
 上記のとおり同定されたパラメータを用
いてワクチン抗原と総プロテオームを区別
する数式を作成し、それを基に総プロテオー
ムのスクリーニングを行った。このスクリー
ニングによって同定されたワクチン候補タ
ンパクは、コードする遺伝子をクローニング
した後、大腸菌組換えタンパクとして発現し
た。次に、得られたタンパク質の抗原性を評
価するため、L. major 感染マウス血清を用い
た ELISA を行った。 
 
４．研究成果 
（１）In silico 解析による防御能パラメー
タの探索 
 複数のパラメータについて解析を行った
結果、親水性や等電点など抗体依存型の防御
抗原に重要なパラメータは L. major 防御抗
原においては重要でないことが確認された
（図 1）。 

 一方で今回、防御抗原におけるアミノ酸組
成について解析したところ、総プロテオーム
と比較して有意に出現頻度が異なるものが
いくつか存在することを初めて明らかにし
た（図 2上）。単純に P<0.01 の有意差がある
K（ワクチン抗原が高い）、R（低）、N（高）、
L（低）の出現頻度だけに着目して K-R+N-L
という数式を作成するとワクチン抗原が総
プロテオームときれいに区別できた。そのパ
ターンは同じく細胞内寄生体だが細菌であ
る結核菌においても認められる一方、同じく
原虫だが防御に液性免疫が重要であるマラ
リア原虫赤内型においては当てはまらない
ことが明らかになった（図 2 下）。最も興味
深いことは、同じ塩基性アミノ酸であるリジ
ンとアルギニンの関係である。これらアミノ
酸の置換はタンパク質の立体構造に大きな
影響を与えないことがよく知られており、抗

図１ 



体によるエピトープ認識においてもそれら
アミノ酸の置換が大きな影響を与えること
は知られていない。つまり、新規の免疫学的
メカニズムが関与していると考えられ、これ
らの発見は細胞性免疫誘導型ワクチンのた
めの reverse vaccinology の第一歩として高
い可能性を秘めている。 
 

 次に、アミノ酸組成の他に有意差のあるパ
ラメータとして同定した発現量とエクソソ
ームへの局在を基にワクチン抗原候補を定
義する数式を作成した。図 3はその数式に基
づき総プロテオームを解析したものである
が、プロテオーム中の大多数と既知のワクチ
ン抗原をきれいに区別できることが分かる。
また、抗原性は高いものの免疫回避に関与す
ると考えられワクチンとしての有用性が低
い TR 抗原群が同様にワクチン群と異なる分
布をとることも確認できた。これらの結果は
本数式が単に抗原性で無く防御効果に基づ
くことを示唆している。総プロテオームのう
ちカットオフ値（紫の点線）を超えるものは
403（4.8％）あり、その大多数が過去に報告
の無いものであった。自己免疫の誘導回避と
いうワクチンの安全性を考えて哺乳宿主蛋
白との相同性があるものを除外するとその
数は 176（2.2％）にまで絞られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（

２）マウス実験による検証 
 いくつかの候補タンパクは組換え体とし
て作製して、免疫学的解析を行った。L. major
感染に対して感受性の BALB/c マウスにおい
ては抗原特異的 Th2 が誘導されるが、TSA や
LmSTI1 などの既知のワクチン抗原に対して
IgG1 優位な抗体反応が見られる。一方、TR
抗原に対しての免疫反応はそのパターンに
当てはまらず IgG2aの応答も同様に誘起され
る。今回新規に同定されたタンパクは①既知
のワクチン抗原と同等の抗原性を有し、また
②IgG1/IgG2a においてワクチン抗原のパタ
ーンを示した（図 4）。このように、in silico
アプローチで同定された新規タンパクが既
知のワクチン抗原と同様の挙動を示したこ
とは本手法がワクチン候補探索手法として
有用であることを示唆している。 

 
 抗原性の確認された新規の候補タンパク
のうち、Lm10 および Lm15 についてはマウス
を用いてポリクローナル抗体を作製し、蛋白
質の発現解析を行った。ウエスタンブロット
解析では予想されるサイズのバンドが検出
され（図５上）、また蛍光抗体法により Lm10
および Lm15 が細胞質に発現することが明ら
かとなった（図５下）。 
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