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The progress of study on recombinant BCG was stated briefly. And then our studies on 

recombinant BCG were mentioned. Recombinant BCG secreting a antigen-fused merozoite 

surface protein 1 (MSP 1) was prepared and tested for its ability to control infections of 

Plasmodium yoelii. Result turned out it controlled the infection better than recombinant 

MSP 1 mixed with Freund incomplete adjuvant did. Recombinant BCG secreting excess 

amounts of antigen 85 complex A controlled infection of Mycobacterium leprae. Addition 

of recombinant BCG secreting a antigen—fused IL-2 to peritoneal exudate cells induced 

IFN-ƒÁ resulting in killing bladder cancer cells more efficiently than parental BCG did.
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1.リ コンビナン トBCG研 究の始まりと

現在までの経過 と成果

BCGが 強い細胞性免疫賦活作用を持っていることを

利用 し,組 換え技術 によりBCGか らさまざまな細胞内

寄生性の病原体による感染を予防する抗原を発現させ,

従来のワクチンよりも効力が優れているワクチンをつく

ろうというアイデアは,約14～15年 前の1986年 頃か ら

あった。米国とフランスでその形質転換のためのベクター

が作製 された。非 定型抗酸菌Mycobacterium for-

tuitumが 持 っているプラスミドと大腸菌由来のプラス

ミド(ク ロマイを不活化する酵素をコー ドする遺伝子 と

カナマイを不活化する酵素をコー ドする遺伝子を持つ)

を融合 したベクターをglectroporationでBCGに 送

り込み,ク ロマイあるいはカナマイ耐性のBCGを プレー

トの上で選択することにより組換え体を得ることが可能

となった。

そこで外来の抗原を効率よく発現 させ効率のよい免疫
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を誘導することが次の重要課題となった。著者のグルー

プは,結 核菌から比較的大量に分泌され抗体誘導能が最

も優れている抗原として35年 前に著者の恩師米田正彦

と福井良雄両博士が世界ではじめて分離精製したα抗原

に着目し,こ れを利用しようと考えた。α抗原はフィプ

ロネクチン(FN)に 結合 しIFN-γ を誘導し,TNF-

αを誘導しまた抗体産生も誘導するミコール酸合成酵素

である。著者のグループの松尾和浩はまずその遺伝子を

クローニングし全塩基配列を決めた。同じく内藤真理子

はそのフィプロネクチンに結合する重要な生物学的活性

の ドメインを明らかに し,ヒ トのFNの イ ンテグリン

ドメインとヘパリンドメインに結合することを明らかに

した。松尾は外国の研究者が明らかにしたミコール酸合

成の ドメインの近 くにHIV-1,gagのp17のB-cell

エ ピ トープを決定したうえその遺伝子をベクターに挿入

した。そのベクターをBCGに 送 り込 み外 来抗原 を

BCGに 分泌させることに成功 した。分泌させた理由は,

生菌は感染防御をするが死菌は感染防御をしないという

事実があるので,分 泌させると感染防御効果がよさそう

であると思われたからである。おそらく分泌された抗原

は細胞質にでてプロセッシングを受けクラス1のMHC

に結合 し提示されCD8+を 活性化するからだろう。ま

た大量発現 もできるだろう。

次の年の1991年 に2つ の論文が外国から発表 された。

これらとわれわれの論文の違いはまずベクターのプロモー

ターである。彼等は熱ショックタンパク質(hsp)の プ

ロモーターを利用 してお り,わ れわれは分泌タンパク質

抗原の遺伝子を利用 している。HIV-1抗 原 を発現 させ

動物に投与 し抗体産生とキラーTリ ンパ球の活性化 を

みた。著者のグループの分泌系ベクターを利用 し本田三

男博士と生田和良のグループは独立にキラーTの 誘導

がみられることを確認 した。

その間フランス,ベ ルギーのグループもそれぞれのさ

まざまなプロモーターでシステムの開発を行っている。

彼等は最近,破 傷風毒素に対する抗体を産生するのに必

要なこの毒素のC末 端のある部分 と百日咳を予防する

百 日咳毒素のN末 端部分をコー ドするDNAを 融合 し

ベクターに挿入 し,こ れをBCGに 送 り込み多価ワクチ

ンを作製 した。これを動物に投与すると抗原に反応する

抗体産生やIL-2産 生があることを報告している。

以上述べたように,組 換えBCGを 動物に投与すると

外来の抗原に反応する免疫反応を誘導するという報告は

たくさん発表されてきた。次の最 も重要な課題は動物で

予防実験を成功 させることであった。実際に動物で感染

を予防した成功例が3つJ.Exp.Med.に 発表された。

米国のグループはライム病をおこすBorrelia burg

doferiの 細 菌表層にあるリポプロテイ ンの遺伝子 を

hsp 60の プロモーターに繋 ぎカナマイシンを不活化す

る酵素の遺伝子 とミコバクテ リアのDNA複 製遺伝子

を持つベクターに挿入 しBCGに 送 り込み組換え体 を分

離 し調べてみると,BCGの 表層にリポプロテインがみ

られた。これを動物に投与すると-B.burgdoferiに 反

応する抗体 を産生 し,か つ動物の血中でのjB.わurg-

do弛riの 増殖を抑制 したと報告 した。 もう1つ の論文

は,肺 炎surface protein A球 菌 のN-末 端 部分 を発

現するリコンビナントBCGを 作製 しこれでネズ ミを免

疫 しておくとこの菌の感染による死を防御 したと報告 し

た。

私のグループは動物がマラリア原虫で死亡するのを予

防することに成功 した。マラリアは世界の人口の40%

が感染の脅威に曝されてお り,年 間の罹患者数は3～5

億,推 定死亡者は200～300万 人である。人類はいまだ

にそれに対するワクチンを手にすることができないまま,

新 しい世紀を迎えようとしている。

2.リ コンビナントBCGに よる結核の予防

では,組 換えBCGに よ り結核を予防するための研究

はどこまで進んでいるか?ま ず感染防御能を持つ抗原

の分離同定が先決である。その後でこれをBCGか ら強

制的に大量発現させればよい。現在最も有力視されてい

るα抗原を含むAntigen 85complexに ついて歴史的

経緯を次に述べる。

α抗原と同じファミリーに属するAntigencomplex

Cの3次 元構造が今年のNatureStructuralBiology

に発表された。この抗原は,35年 前 の1965年 に私の恩

師米田正彦先生と福井良雄先生が結核菌の分泌タンパク

質のなかで最も抗原性が高い抗原として分離精製された

ものである。それから14年 後の1979年 にノルウェーの

グループが抗原性の強いものとしてAg85 complexを

みつけ,さ らに7年 後に各々を精製 しA,B,Cと 名づけ

た。 しかしこれらは実は米田先生がみつけたα抗原のファ

ミリーであることがわれわれの実験で分かった。われわ

れはα抗原の遺伝子をクローニングし一次構造をきめた。

N-末 端のアミノ酸配列をみても,ま たDNAハ イ ブリ

ダイゼイションによっても,Ag85 complex A,B,C

は相 同性の高いものであ り,そ のなかでBは α抗原で

あることが分かった。これらのタンパク質は抗酸菌特有

のミコール酸合成酵素であることが外国の研究者により

明らかとなり,そ の後永井定先生が一つの相同性の高い

タンパク質をみつけMPB 51と 名づ け,こ の遺伝子 を

大原直也君がクローニングし塩基配列を決定 した。大塚

製薬の共同研究者松本眞君はこれもミコール酸合成酵素

であることを証明 した。またこれ らの タンパ ク質 は

IFN-γ を誘導 し,フ ィプロネクチンに強 く結合するタ
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ンパ ク質であることが報告された。FNに 結合する性質

は重要である。その性状により結核菌は組織につよく接

着することができ,膀 胱癌の治療に使われ役にたってい

るのである。内藤真理子はFN結 合 ドメインも決定 し

た。 α抗原をCNBrやtrypsinで 切 断 しどの断片が

FNを 結合するか調べ27個 のアミノ酸からなる断片が

結合 ドメインであることを決定 した後,さ らにこの断片

をカバーするペプチ ドを合成 し最小結合 ドメインを決定

した。

この ドメインは人のFNの インテグリン ドメインと

ヘパリンドメインに結合することも分かってきた。免疫

担当細胞の表面にはインテグリンやヘパ リンがあ りFN

が結合するが,そ の結合にα抗原 ドメインがどのような

作用をするのだろうか?そ の結合 を強めるのか弱める

のか?そ の結果どのような生化学的反応がおこるか?

それによりIFN-γ を誘導するのだろうか?あ るいは

FNに 結合することはIFN-γ の誘導には関係がないの

だろうか?興 味は広がってい く。

われわれが外来抗原を分泌させるために使用している

α抗原は細胞性免疫活性化する能力が最もすぐれてお り

結核を予防することができることを米国のグループが報

告 した。

3.リ コンビナントBCGに よるハンセン病の予防

人類の歴史において,ハ ンセン病との闘いは永 く,ま

たその影響力は実際にその病に罹患 した者をはるかに超

えるものであった。この病気を根絶するためには,有 効

なワクチンの開発が必要である。

われわれは,α 抗原を大量分泌する組換え体BCG投

与 はヒト・ライ菌のマウス足蹟での増殖を著明に抑制す

ることを見出し,ハ ンセン病予防ワクチン開発への道を

開いた。

4.リ コンビナン トBCGに よる膀胱癌の

治療と予防

膀胱癌の治療にBCGが 使 われている。摘出術の後抗

癌剤 を投与するが,術 後BCG投 与は治癒効率が優 ると

いう報告がある。組換えBCGを 使 用すればもっと効率

がよくなると思われる。

われわれは α抗原にIL-2を 繋 いだ融合タンパク質 を

コー ドするプラスミドをBCGに 送 り込みBCGに 分 泌

させた。このBCGで 活性化したネズミの腹腔細胞は膀

胱癌細胞を野生型BCGよ りも効率よく殺した。

5. BCGの アジュバン ト作用 とは何か?

結核菌の感染を受けると95%以 上 の人は強い独特の

Th 1優 勢の細胞性免疫により菌の増殖を抑える。ッベ

ルクリン反応が高くなる。結核菌を食べたマクロファー

ジはなぜか知らぬがTh1を 動員するケモヵインを分泌

すると考えられる。次いでTh1優 勢の細胞性免疫を高

める。なぜ結核菌は細胞性免疫を高めることができるの

か?こ の謎を解 くために多 くの免疫学者が研究してお

り全容はまだ解明されていないが,次 のようなことは分

かってきた。

結核菌はGC含 量の多いDNAを 持 っていることで

有名である。最近になってunmethylated CGモ チー

フは免疫担当細胞にIFN-γ やIL-12やIL-6等 さま

ざまなサイトカインを誘導産生させることが分かってき

た。一般に細菌は人の細胞に比べてGC含 量が多 くこ

のunmethylatedCGモ チーフを20倍 も多 く持ってい

るといわれているが,結 核菌は病原性微生物のなかで最

もGC含 量が多い菌であるから,こ の点で も優 れたア

ジュバ ントの能力を持っているといえる。

そのDNA genomeに は250の 脂 質合成および分解

酵素をコー ドする遺伝子がある。大腸菌は50個 しか持っ

てい ない 。 脂 質 は全 菌体 の40%を 占 め る。 主 に

cellwallに あって全cellwallの60%を 占める。ミコー

ル酸は超高級脂肪酸で,ヒ トはこれを分解する酵素を持っ

ていない。いったん感染するとヒトは完全にこれを排除

することが困難である。菌は残存菌としてヒトと共存 し

ている。

菌はアセチールコウエンザイムAか ら2重 結合を持

つ2な い し3個 の炭素にリン酸が2個 ついた化合物をつ

くりこれから脂質をつ くるが,こ の低分子化合物はγδ

T細 胞を活性化することが分かってきた。結核病巣にγ

δT細 胞が多いが,こ れが原因の1つ である。 これに

加えて大量の脂質はCD1に 結合 しマクロファージ表面

に提示され未熟T細 胞を刺激 しさまざまなサイ トカイ

ンを誘導 しアジュバン ト活性を高めている。

大量の脂質を合成 したり分解 したりするために250個

の酵素を産生 していると前述 したが,多 くは分泌タンパ

ク質として外にでて仕事をする。このなかに含まれるα

抗原はマクロファージにTNF-α を誘導産生させるし,

また抗原特異的感染防御をする抗原である。また,こ れ

らのタンパク質は脂質をつくる役割を担 うため脂溶性が

強いのが特徴である。水溶性に乏しいのでこれを助ける

ための熱ショックタンパク質をたくさん持っている。こ

のタンパク質も免疫活性が強いことで有名である。この

ように脂質の代謝に関係する遺伝子にゲノムDNAを

使用しているため増殖に必要なリボソームの遺伝子を最

少限度に節約している。脂質が表層に多いので栄養にな

る分子が通過しにくいのでますます増殖は遅い。それに

加え増殖 を抑えるタンパク質を大量に産生 し遅発育性を

演出していることもわれわれの研究で分かってきた。こ
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の遅発育性は宿主の細胞性免疫を誘導するための基本的

条件となっている。われわれはBCGの このような細菌

学的特徴を利用 しリコンビナン トBCGを 開発 しようと

しているのである。
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