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研究成果の概要（和文）：　CpGモチーフを含む新規オリゴDNAであるG9.1を粘膜アジュバントとして用いた場
合、ジフテリアトキソイドとの経鼻投与で特異的抗体産生および毒素中和活性の増強が認められた。この反応
は、TLR9および形質細胞様樹状細胞（pDC）の関与が認められた。また、マウス骨髄細胞と共培養したところ、
IFN-αが強く誘導された。さらにTh1免疫特異的転写因子であるT-betが強く発現した。以上よりG9.1は、pDCの
TLR9を介してTh1免疫を増強する粘膜アジュバントであることが示された。その作用機構としてIFN-αが重要な
因子であった。モルモットの皮膚反応での結核ブースタワクチンの評価系を構築した。

研究成果の概要（英文）：   When G9.1, which is a novel oligo DNA containing CpG motif, was nasally 
administered as a mucosal adjuvant with diphtheria toxoid, enhancement of the specific antibody 
production and that of the diphtheria antitoxin titers were observed.  Involvement of TLR9 and 
plasmacytoid dendritic cells (pDC) in adjuvanticity of G9.1 was confirmed. Coculture of mouse bone 
marrow cells with G9.1 strongly induced IFN-αproduction. T-bet, which is a specific transcription 
factor for Th1 cells, was strongly expressed. Therefore, G9.1 was shown to be a mucosal adjuvant 
that enhances Th1 immunity via TLR9 of pDC. And, also, IFN-α produced by pDC near the mucosal 
membrane is an important factor as mechanisms of adjuvanticity of G9.1.
   The evaluation system of tuberculosis booster vaccine efficacy by delayed type hypersensitivity 
reaction against tuberculosis antigen was established by guinea pigs administered BCG with low 
immunostimulatory ability as prime immunization.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　粘膜アジュバントG9.1の作用機構の解明を目指すことで粘膜免疫増強機構の一端を明らかにすることによっ
て、粘膜ワクチンによる投与法の改良・簡素化・経済性からの接種率の向上も期待でき、国民の健康のみならず
国際的にも貢献が期待できる。
　結核防御免疫の評価系確立は、結核ワクチンの開発を促進することが期待できる。ブースターワクチンが人へ
の適用に至れば、BCG初回免疫による結核免疫の増強を図ることができる。成人肺結核の予防対策に対して、結
核の中蔓延国である日本国民の健康のみならず、発展途上国など国際的にも貢献ができる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
世界的に新興・再興感染症が深刻化している。中でも結核は世界人口の約 3分の 1が感染し、
毎年多くの新規患者と死亡が確認され、世界規模での対応が求められる重要な細菌感染症であ
る。BCGは唯一の結核予防ワクチンで、小児の結核性髄膜炎や粟粒結核には極めて有効である
が、成人の肺結核に対する効果には限界があるとされている。わが国では、乳幼児期に接種し
たBCGによる免疫が低下する10代半ばから老年にいたる世代での肺結核発症が問題となって
いる。また、BCG再接種は、有効性など様々な理由で行わない一方、現在も BCGを凌駕する
新ワクチンは実用化していない。ゆえに我々は、新規結核ワクチンとして、BCGプライム免疫
の効果を増強し、成人期以降の低下した結核免疫を増強するブースターワクチンの開発を目指
している。初回免疫としては、我が国では乳幼児期での BCG の定期接種が定められているの
で、これを前提とした新規結核ブースターワクチンの開発を目指すことは、効率的で有効な戦
略である。 
 
２．研究の目的 
粘膜投与型の新規結核ブースターワクチンの開発を目指し、それに用いるアジュバントの効
果とその作用機構を解析することである。現在、成人期以降の肺結核対策が喫緊の課題とされ
ている。ゆえに我々は、乳幼児期に接種する結核予防ワクチン、BCGによるプライム免疫の効
果を増強することによって、成人期以降の低下した結核免疫を増強するブースターワクチンの
開発を目指している。その開発には用いるアジュバントの効果と作用機構の解明が欠かせない。
そこで形質細胞様樹状細胞（pDC）に認識される新規の CpG モチーフを含むオリゴ DNA 
（CpG-DNA）G9.1 を用いて、その効果と作用機構の解析を行い、特に以下のことを検討する。 
（１）結核菌の組換えタンパク質に対する免疫応答のG9.1 による増強効果と pDCの関与 
（２）動物モデルによる結核予防効果の評価系確立とワクチン候補におけるG9.1 の効果 
 
３．研究の方法 
（１）マウスまたはモルモットに、評価法の確立しているモデル抗原としてのジフテリアトキ
ソイド(以下 DT)および結核菌の組換えタンパク質をアジュバントと共に経鼻投与し、粘膜及
び全身の免疫応答の増強、感染防御能の増強、これらへの pDC の関与など免疫細胞の応答を
比較検討した。 
（２）ブースターワクチンの有効性検討のために、BCGを用いた成人期以降の低下した結核免
疫の動物モデル系を確立する。続いてブースターワクチン候補として実際に結核菌抗原とアジ
ュバントを投与し、それによる免疫応答を検討した。 
 
４．研究成果 
(１）G9.1 の免疫増強効果： マウス鼻腔にDTとG9.1、または対照ワクチンとしてDTと組
換えコレラトキシンＢサブユニット(rCTB)を投与し、防御免疫反応を測定した。DT に G9.1
を組み合わせて投与すると、血清中に毒素中和活性が発現し、抗DT抗体価が上昇した。また、
肺・鼻洗浄液に粘膜 IgA 抗体価の上昇が認められた。DT＋rCTB 投与マウスと比較すると、血
清に特異的 IgG2a/IgG2c 抗体(Th1 免疫の指標)、脾細胞に対する抗原刺激で IFN-γが多く産
生された。 
マウス骨髄細胞をG9.1と24時間共培養したところ、IFN-αの産生が強く誘導された。また、
IgA 産生に重要な役割を果たす BAFF の産生が有意に増強した。さらに Th1 細胞の特異的な転
写因子であるT-bet が強く発現した。 
G9.1+DT を、C57BL/6wild、TLR9 ノックアウト(KO)、及び MyD88 KO マウスのそれぞ
れに経鼻投与したところ、KOマウスでは抗体産生が著しく低下した。G9.1 の経鼻投与により
誘導される免疫応答に pDCが関与するかどうかを明らかにするため、抗 pDC 抗体を投与して
マウスから pDCを除去し、G9.1＋DTを経鼻投与した。pDC除去マウスでは、DT特異的 IgG
抗体の産生が無処置マウスに比べて低いことが示された。結核菌抗原を投与した C57BL/6 マ
ウスにおいて G9.1 との同時投与で結核菌抗原に特異的な IgG2c 産生を増強した。以上より
G9.1 は、pDCの TLR9 を介してTh1 免疫を増強するアジュバントであることが示された。 
 
(２）作用機構への IFN-αの関与： CpG DNA であるG9.1 は pDCに IFN-αの産生を誘導す
る。このことが G9.1 の作用機構であることを解明するため、IFN-αを粘膜アジュバントとし
て用いた場合に抗体産生が増強されるかどうか確認した。BALB/cマウスを用いて、DTと IFN-
αを同時経鼻投与したところ、抗原特異的血清 IgG抗体産生(図１)およびジフテリア毒素に対



する毒素中和抗体産生の増強が認められ、G9.1 と比較して
も同等以上の高値を示した。さらにサブクラス IgG2a 抗体
産生の増強作用も認められた。また、マウス骨髄細胞を用
い in vitro で pDCに対する抗体、IFN-α受容体抗体を加え
た場合および IFN-α受容体ノックアウトによって、G9.1
による IFN-α産生の低下が認められた。以上のことから、
マウスにおいて G9. 1 による粘膜アジュバント作用は、粘
膜近傍の pDC により産生される IFN-αが作用機構の重要
な因子であることが示唆された。 
 
(３）結核ブースタワクチンの評価系構築： 遅延型過敏反
応（DTH)で結核ブースタワクチンの有効性を評価するた
め、免疫賦活能の低い現行 BCGのサブポピュレーションを
プライム免疫として用い、ブースタワクチン投与後のモル
モットの皮膚反応およびマウスの足蹠反応を測定すること
によって結核防御免疫を評価する系を構築した。これを踏
まえ、実際に結核菌を噴霧感染させたところ、BCGを初回
免疫した後、結核菌抗原とG9.1 の組み合わせでブースター
として皮内投与したとき、モルモットにおいては、DTHに
よる評価系とほぼ同様な有効性評価が得られ、有用性が示された。一方マウスにおいては、系
統によって結核菌や BCGに対する感受性が異なり、DTHと感染防御能との間に乖離があるこ
とが分かった。 
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