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第81回 総会教育講演

新 し い 結 核 ワ ク チ ン

岡田 全司

要旨:1998年,米 国CDCお よびACETは 新世代の結核ワクチン開発の必要性を発表した。 しかしな

がら,BCGワ クチ ンに代わる結核ワクチンは欧米でも臨床応用には至っていない。われわれはBCG

をはるかに凌駕する100倍 以上強力な結核予防ワクチン効果を示す薪 しいDNAワ クチ ン(HVJ-リ ポ

ソーム/HSP65+IL-12DNA)や リコンビナント72fBCGワ クチンを開発 した。このワクチ ンは結核菌

抗原特異的なキラーT細 胞の分化を増強 した。IFN-γ 産生T細 胞の分化と増殖増強効果も示 した。さ

らに,治 療結核ワクチン効果も示 した。欧米では治療ワクチンは未開発である。 さらに,ヒ ト結核感

染モデルに最 も近いカニクイザルを用い,サ ルでも有効なHSP65DNA+IL-12DNAワ クチンを世界

に先駆けて開発 した。 リンパ球増殖反応 ・サイ トカイン産生の増強および胸部X線 所見 ・血沈,体

重の改善効果が認められた。また生存率改善 ・延命効果も認められた。 コントロール群の生存率は0

～50%で あった。一方,こ のDNAワ クチン投与群はpriming-booster法 で100%の 生存率を示 した。こ

のワクチンの臨床応用を計画中である。

キーワーズ:結 核 ワクチン,HSP65DNA+IL-12DNAワ クチン,リ コンビナントBCGワ クチ ン,臨

床応用,キ ラ・-T細胞,カ ニクイザル

1.は じめに

いまだに世界の3分 の1の20億 人が結核菌に感染 し

てお り,そ の中から毎年880万 人の結核患者が発症 し,

200万 人が毎年結核で死亡 している,最 大の感染症の1

つである(WHOレ ポー ト2002年)1)｡結 核症に対する宿

主の抵抗性は細胞性免疫といって過言ではない｡特 に獲

得免疫(キ ラー丁細胞とThiヘ ルパーT細 胞)が 重要で

ある｡1998年,米 国CDCお よびACETは 結核 に対 し,

政府 ・学術機関 ・企業が一体 となってBCGに 代わる新

世代の結核ワクチン開発の必要性を強 く主張する発表を

した｡し か しながら,BCGに 代わる結核 ワクチンは欧

米でも臨床応用には至っていない｡わ れわれはBCGよ

りもはるかに強力なDNAワ クチ ンや リコンビナン ト

BCGワ クチンの開発に成功した(Table1,Fig.1)1)～4)｡

新 しい抗結核ワクチン開発と臨床応用の可能性について

も述べる3)一一6)｡

2.新 しい結核ワクチン開発

(1)現 行のBCGワ クチンの有用性

BCGワ クチンの評価がWHOに よりなされた｡す なわ

ち大人(成 人)結 核 に対 しては,BCGワ クチ ンは予防効

果がないという結論がWHOに よって報告された｡10万

人を超す南インド農民を対象 として実施された大規模な

controlledtria1(Chingleputstudy)で は,全 く有効性が否

定される結果 となった(上 記WHOの 報告)6)｡(た だ し,

小児における結核性髄膜炎や粟粒結核 など播種性のも

のには十分な予防効果がある｡)し たがって,成 人の結

核に対 し有効 な新 しい結核ワクチ ンの開発が必須であ

る1}6)｡

(2)BCGワ クチンより1万 倍強力な結核予防ワクチ ン

われわれ国立病院機構近畿中央胸部疾患センター臨床

研究センターが,画 期的な結核の新しいワクチンを開発

した｡マ ウスの実験で現行のBCGワ クチ ンを超えるき

わめて強力な有効性(1万 倍の効果)を 確認 した｡わ れ
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わ れ はHSP65DNA十IL-12DNA(HVJ一 エ ンベ ロー プベ

クター)の ワ クチ ンはBCGワ ク チ ン よ りも1万 倍 強力

な結核予 防 ワクチ ンである ことを世 界に先駆 けて明 らか

に した｡こ れ らの研 究が国内外 よ りきわめて高 く評価 さ

れ,当 臨床研 究セ ンターはWHO(世 界 保健 機 関)よ り

WHOSTOPTBPartnershipに 選 ばれた｡ま た,大 阪大学

大学 院(医 学系研究科)・ 連携大学 院に も選 ばれた(Table

1)｡

(3)新 しい結核 ワクチ ン

結核 ワ クチ ンは,① サ ブユ ニ ッ トワクチ ン,②DNA

ワ ク チ ン,③ リコ ンビナ ン トBCGワ ク チ ン(弱 毒化 結

核菌 を含 む),そ の他 に大別 され る｡

マ ウス ではBCGワ クチ ンをは るかに凌駕す る新 しい

結核 ワクチンは きわめて少 ない｡わ れわれはHSP65DNA

+IL.12DNA予 防 ワクチ ンにてBCGワ クチ ンの100倍 強

力な ワクチ ンの開発 に成功 した(Table1,Fig.1)1)"'4)｡

(a)DNAワ クチ ン

われわ れはHSP65DNA+IL-12DNAの ワ クチ ンが相

乗 効 果 を示 し,genegunを 用 い た遺伝 子投 与 でBCGよ

りも きわめて強力 な(約100倍)結 核 予防 ワ クチ ンで あ

る ことを明 らかに した(自 治医科大学吉 田博士 との共 同

研 究)｡IL・ ・12のp35お よ びP40をCMVプ ロ モ ー ター下

流域 に挿入 した発現プ ラス ミ ドを作 製 した｡さ らに,ヒ

ト型結核 菌H37RV由 来HSP65DNAワ ク チ ンの作 製 に

成功 した(Table1)4)｡

HVJリ ポ ソ ・・…一一一ム をベ ク ター に用 い た場 合,HSP65

TablelThedevelopmentofnovelvaccinesforM.mberculosis

1.DNAvaccine

HVJ-1iposome/HSP65DNA十IL-12DNA

2、DNAvaccine

HVJ-Envelope/HSP65DNA十IL42DNA

3.RecombinantBCGvaccine

(1)recombinant72fBCG

(2)recombinant(Ag85A十85B十MPB51)BCG

4.Therapeuticvaccine

IL-6relatedDNA

5.Priming-BoosterMethod

BCG(priming)十N｡velvaccine(booster)

moreeffectivethanBCG
(mouse,9Uineapig,cynomolgusmonkey)

extremelystrongereffectthanBCG

moreeffectivethanBCG

(mouse,guineapig,cynomolgusmonkey)
moreeffectivethanBCG(mouse)

(mouse)

(cynomolgusmonkey)

6.Novelvaccine(peros)獄singgene-knockoutattenuatedListeria

7.Novelvectors

AAVvect｡τ(1000foldeffectiveexpressionvector↑),Adenovirusvector

→Selec£edasWHOSTOPTBP飢nershipandWHOSTOPT8VaccinesWorkingGroup

mouse

⇒
gumeaP19

⇒
CynOmOlgUSmOnkey

G鎚eaM
・nkeyH一

SCID-PBL/hu

⇒

ノ
human

Vaccine Mouse

HVJ-liposome/

HSP65DNA十

1レ12DNA

effectiveeffect三veeffectiveplan

100fold

effective

thanBCG

Tokyo

Vaccine

＼
PBL、

recombinant

72fBCG
effectiveeffectiveeffectiveplan

Fig・1ThedevelopmentofnovelvaccinesforM・mberculos'susinganimalmodels
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DNA単 独(HVJリ ボ ソーム/HSp65)でBCGよ り も有効

である ことをマ ウスの系で明 らか に した(大 阪大学医学

部金田博士 との共同研究)｡

さ ら に,HSP65DNAとIL-12DNA両 者 のDNAワ ク

チ ンを投 与 した,HSP65DNA+IL-12DNAワ ク チ ンマ

ウスでは,BCG東 京 ワクチ ンマ ウスの肺,肝,脾 の結核

菌数の100倍 以 上の減少が認め られた｡す なわち,HSP65

DNA+IL-12DNAワ ク チ ンはBCGに 比 較 して100倍 以

上強力 な結核予 防ワクチ ン効 果を示 した(Fig.2)｡さ ら

に,こ のHSP65DNA十IL-12DNAワ クチ ンはHSP65タ

ンパ ク抗原 に対す る脾 リンパ球増殖反応 を著明 に増幅 し

た(BCGワ ク チ ンよ りはるか に強い増殖 反応)｡ま た,

KS-ElispotAssay自 動 計測器(ELISAAssayの200倍 以 上

の感度)を 用 いて,HSP65DNA+IL-12DNAワ ク チ ンは

脾臓 のIFN一 γ産生細胞数の増強 とIFN一 γ産生細胞 の著

Numberof
M.tubercutosis

(CFU)
1・OE+811

1…

■BCGTokyo

國Emptyvector/HVJ

口HSP65十mIL-12/HVJ

1.0E十7

1.OE十6

1.OE十5

[川Pいcd・l
BcG

lung

c/1

*p<0 .05,

Tukey-Kramer'sHSD

mean±SD,n=5

Fig.2ProphylacticefficacyofHVJ-liposome/HSP65DNA

十IL-12DNAvaccineonTB-infectedmice(5weeksafterTB

infection)

しい分化増 強 を誘 導するこ とを明 らか に した4)｡

さ らに,結 核 菌 に対 す るCD8陽 性 キ ラーT細 胞 の分

化誘 導を増 強 した｡ま た,結 核菌抗原の主要 な抗原 タン

パ クで あ るHSP65タ ン パ ク抗原 に対す るCD8陽 性 キ

ラーT細 胞 の分 化誘 導 を著明 に増 強 した｡一 方,BCG

ワ クチ ンは結核 菌に対す るキ ラーT細 胞 やHSP65タ ン

パ クに対す るキラーT細 胞誘導活性はほ とん ど認め られ

なか った(Fig.3)4)｡

こ の よ う に,HVJ一 リ ボ ソ ー ム/HSP65DNA+IL-12

DNAワ クチ ンは結核菌 に対す るキ ラーT細 胞分化誘導,

IFN一 γ産生細胞分化 誘導,T細 胞増殖反応増強を介 して,

BCGワ クチ ンよ り100倍 以上 強力 な結核予 防ワクチ ン効

果 を発揮す ることが示 された1)2}4)｡

ア デ ノウ イルスベ ク ター に導入 したH∫6関 連遺伝 子

(IL-6遺 伝 子+IL-6レ セ プ ター遺伝 子+gpl30遺 伝 子)

ワ クチ ンは,BCGよ り も強力 な治療 ワクチ ン効果 を示

した｡

以 上の ワクチ ン効 果は,キ ラーT細 胞やTh,細 胞 の分

化誘導 を増強する ことに よって発揮 されることが示 され

た｡

新 しい結核 ワクチ ンの 開発研究が高 く評価 され,WHO

STOPTBVaccieneWorkingGroupMeetingに 選 出 された

(Table1)Q

一 方
,Huygenら は,Ag85AのDNAワ クチ ンを用 い,

マ ウスで抗原特 異的 キラーT細 胞(CTL)が 誘 導 され る

ことや,BCG免 疫 と同等 の防御 効果 が得 られ るこ とを

明 らかに した｡

(b)リ コ ンビナ ン トBCGワ クチ ン

結核 菌 は300種 以 上の タ ンパ ク質を分泌 す るが,α 抗

原Ag85Bと そ の フ ァ ミリー(85A,Ag85C)DNAを リ

コンビナ ン トBCGに 使 用 した1)3)5)6)｡

こ れ らの遺伝 子 をPNN2シ ャ トルベ ク ター(大 腸 菌

e好 酸菌)に 組 み込みBCG東 京 菌 に
,遺 伝子 を導 入 し

た｡わ れ われ はBA51(Ag85A+Ag85B+MPB51)リ コ

EffectorlymphocytesfromTreatmentof

micevaccinatedwitheffectorcells0

%SpecificCytotoxicity(E/Tratio50:1)
Targetcells:P815transfectedwithHsp65DNA

2468 10

Naive

BCG

lgHsp65十mlL-12/HVJ

lgHsp65十mIL-121HVJ

lgHsp65十mlL-12/HVJ

lgHsp65十mlL-12/HVJ

(一)

(一)

(一)

Anti-CD8Ab十C

Anti-CD4Ab十C

Anti-Thy1.2Ab十C

Fig.31nductionofCD8+CTLagainstルt.tuberculosゴ ∫inthespleencellsfromHVJ-liposome/HSP65DNA

十IL-12DNAvaccine
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ンビナントBCGはBCGよ りも強力なワクチンであるこ

とを静脈感染の系および気道感染の系で明らかにした｡

さらに,サ ブユニッ トワクチ ンのMtb72f融 合タンパク

質のDNAを 導入 した72fリ コンビナントBCGの 作製に

成功 した3)｡こ の72frBCGはBA51rBCGと 同程度の き

わめて強力な結核菌 に特異的なIFN一γ産生T細 胞数の

増強を誘導することをElispotAssayで 明らかにした｡

(c)遺 伝子 ノックアウ トattenuated(弱毒化)菌 体を

用いた結核 ワクチン

ある結核菌遺伝子を欠失させて弱毒化 した結核菌をワ

クチ ンにする方法がある｡わ れわれは(浜 松医大 ・小出

教授 と)さ らに,akt遺 伝子を欠失 させた無毒化 リステ

リア菌 にAg85A-,85BB-,MPB51-DNAを 導入 し新 し

い結核ワクチ ンを開発 した｡こ のワクチンは経ロワクチ

ンとして応用できる利点がある7)｡

(4)新 しい ヒ ト生体内抗結核免疫解析モデルSCD-

PDL/hu

われわれが世界に先駆けて開発 したSCID-PBLlhuの

系で結核患者 リンパ球をSαDマ ウスに生着 させ,結 核

菌タンパク質に特異的なヒトキラーT細 胞誘導を示す画

期的な,生 体内ヒ ト免疫解析モデル(ヒ ト結核 ワクチン

効果解析モデル)を 開発 した1)5)6)8)9)｡

3.結 核ワクチンの展望

(1)新 しい結核 ワクチ ンの臨床応用

カニ クイ ザ ル(cynomolgusmonkey,最 も ヒ トの肺 結

核 に 近 い モ デ ル,NatUreMedicine2,430,1996参 照)

を用 いBCGよ り もはるかに強力 な予防 ワクチ ン効果(生

存 率,血 沈,体 重,肺 の組織)を 示 す ワクチ ン2種 を開

発 した3)｡す な わち,現 在最 も有力 な もの としてHVJ

リ ボ ソー ム/HSP65DNA十IL-12DNAワ ク チ ンお よび,

r72fBCGワ クチ ンが あげ られ る｡す なわ ち,カ ニ ク イ

ザル に3回 ワクチ ン投与 を3週 間隔で行 った(Fig.4)｡

最 終 免疫 よ り,4週 間後 に ヒ ト結核 菌エル ドマ ン株5×

102CFUを 気 道 内注入 した｡事 実,わ れ われ はカニ クイ

ザ ルで結核感染後1年 で,コ ン トロー一ル群(生 食投 与群)

で は4匹 中4匹 死 亡(0%生 存)し たが,HSP65DNA→-

1L.12DNAワ ク チ ン投 与 群 は4匹 中2匹 生 存(50%生

存),r72fBCGワ クチ ンで4匹 中3匹 生存(75%生 存)を

認め,こ れ らの ワクチ ン効 果 をサ ルの レベルで認 めた3)

(Table2)｡す な わ ち,HVJリ ボ ソ ー ム/HSP65DNA+

IL.12DNA予 防 ワクチ ン投与 による結核 感染 カニ クイザ

ル生存率改善効 果 を得 た(Table2)｡ま た,HSP65DNA

+IL42DNAワ クチ ンは血沈改善効果 を有 意差 をもって

示 した(Table2)｡さ ら に,こ の ワクチ ンを投 与 した カ

ニ クイザルで は,コ ン トロー ル群 に依存 し有意 差(p<

0.Ol)を もって,HSP65抗 原 に対 し,増 殖 増強反応 を示

した(Fig.5)｡Ag85B-ESAT-6融 合 タンパ ク質(Anderson

博 士 ら)も 報告 されてい るが,モ ルモ ッ ト,サ ルで は効

果 は不 明 であ る｡一 方HuygenのAg85AI)NAワ ク チ ン

はマ ウス ・モルモ ッ トで有効であったがサルの結核感染

予防 に対 し有効で なか った とい う｡72f融 合 タ ンパ クサ

ブユ ニ ッ トワクチ ン,ワ ク シニ アウイ ルスに85ADNA

を導 入 したワクチ ンやr85BBCG(Horowitzら)は 第I相

clinicaltrialとな ってい る9)｡Dr.A.Hillら の ワクシニ アウ

イ ルスー85ADNAワ ク チ ン は,ア フ リカ で の 第1相

clinicaltrialで は,85ADNA蛋 白 に対す る免 疫応 答増 殖

が認め られた｡最 も切れ味のす るどい臨床応用 ワクチ ン

候補 の筆頭 と してHSP65DNA+IL-12DNAワ ク チ ンが

あげ られる｡リ コ ンビナ ン ト72fBCGも 有 効で あ る｡さ

らに,わ れわれ はHSP65DNA+]L-12DNAワ ク チ ンや

リコンビナ ン ト72fBCGワ クチ ンを組 み合わせ,き わめ

て強力な ワクチ ン開発 を目指 してい る3)～6)｡

(2)プ ラ イ ミングーブー ス ター一法(乳 幼 児BCG一 成 人

HVJ/HSP65DNA十 皿112DNAワ ク チ ン)

さ らにBCGワ ク チ ンと新 ワクチ ンの プラ イ ミングー

ブース ター法で100%の 生 存 を示 した｡こ の よ うに,ヒ

トの結核感染 に最 も近い カニクイザルを用いた実験系で,

強 力 な新 しい結核 ワクチ ンをわれわれは世界 に先駆 けて

開発 した｡す なわ ち,本 邦 で は乳幼 児 にBCG接 種 が義

Monkey 3W3W

TBErdman5×102

4wli?羅 鑑1

↑ ↑

●HVJ-1iposome-

Hsp65!IL-12

↑ ＼＼
_-1year_ノ ノ

Fig.4Protoco1
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Table2(A)Improvementofcynomolgusmonkeysinfectedwithルf,tuberculosis

bythevaccinationwithHVJ-1iposome/HSP65DNA十1レ12DNA

Vaccine Number Survival Dead%su】rviva1

HVJ-1iposome/

HSP65DNA十IL-12DNA

BCG

Control(saline)

4

4

4
,

2

ハ∠

ハ
U

2

2

∠4

50

(U

(U

5

Tab}e2(R)ImprovementofErythrocyteSedimentationRate(ESR)inthecynomolgus

monkeysimmun圭zedwithHVJ-1iposome/HSP65DNA十IL-12DNA

Vaccine
ESR

(mmノ ㎞)
Mean±S.D

Statistica藍significance
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務づ け られてい ることによ り,プ ライミングワクチ ンと

してBCGワ ク チ ンを用 い,成 人 ワクチ ン(小 学 生,中

学生,成 人,老 入)と して切れ味 のす るどい,わ れ われ

が 開発 したHVG/HSP65DNA+IL-12DNAワ ク チ ン を

ブース ター ワクチ ンとして用い ることに より強力 な新 し

い結核 ワクチ ンの臨床応用が可能 となる案を計画 中であ

る(Fig.6)｡

4.お わ りに

当国立病院機構近畿中央胸部疾患センターは呼吸器疾

患(結 核 を含む)準 ナショナルセ ンターとなった｡日 本

の結核患者数の60%の 診断 ・治療 を行っている,国 立

病院機構の専門病院54施 設を統括 し,国 立病院機構政

策医療呼吸器ネットワークを用い結核の新しい予防 ・治

療法の確立が進展 している｡

サルにおいては,HSP65DNA十IL-12DNA/HVJ一 エン

ベロープワクチンが明らかにす ぐれていることより,こ

のワクチンが結核の発症予防や治療に役立つBが 来るで

あろう｡

(共同研究者:当臨床研究センター 喜多,井 上,坂 谷,
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各 博士,金 丸,橋 元,福 永,古 川,中 島,和 泉谷,高 谷,

寺 元,西 田,浪 江,綱 井,山 田,仲 谷,高 尾,浅 井,各

研 究員,R.Gelber博 士,B.Tan博 士,中 島俊洋博士,吉

田栄人博 士,松 本 真博士,金 田安 史博士,D.McMurray
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文 献

1)岡 田全 司:厚 生労働科学研究 費補助金実績報告書 研

究報告書,"結 核菌症 の病態解明に基づ く新たな治療

法等の開発 に関する研究:[抗 結核 キラー・-Tリンパ球 ・

結核殺傷蛋 白による病態解 明に基づ く結核 ワクチ ン

(サ ブユニ ッ トー・DNA-・ リコンビナ ン トBCG一 ワク

チ ン)・ 化学療法剤 の開発 による新 しい治療 ・予防 ・

診断法］",2004,1-140.

2 ) Okada M, Kita Y, Kanamaru N, et  al.  : Novel (recombinant 

 BCG- and DNA-) vaccination against tuberculosis. Thirty-

   Seventh Tuberculosis and Leprosy Research Conference. 

 2002,171-175. 

3 ) Kita Y,  Kanamaru N, Okada M, et  al.  : Novel recombinant 
   BCG- and DNA-vaccination against tuberculosis in a cyno-

   molgus monkey model. Vaccine. 2005 ; 23 :  k2269-2272. 

4 ) Yoshida S, Kita Y, Okada M, et  al.  : DNA vaccine using 

   hemagglutinating virus of Japan-liposome encapsulating 

   combination encoding mycobacterial heat shock protein 65 

   and  interleukin-12 confers protection against Mycobacterium

tuberculosis by T cell activation. Vaccine. 2006 ; 24 :  1191-

1204.

5)岡 田全 司:結 核感染 とサ イ トカイ ン.「 医学の歩み:

サ イ トカイン-stateofarts」,泉 孝英,網 谷良一編,医

歯薬出版 東京,2004,209-213.

6)岡 田全司:結 核 ワクチ ン.「結核」第4版(inpress),医

学 書院,東 京,2006.

7 ) Miki K, Nagata T, Tanaka T, et  al.  : Induction of Protective 

   Cellular Immunity against Mycobacterium tuberculosis by 

   Recombinant Attenuated  Self-Destructing Listeria Mono-
   cytogenes Strains Harboring Eukaryotic Expression Plasmids 

   for Antigen 85 Complex and  MPB/MPT51. Infection and 

   Immunity. 2004 ; 72 : 2014-2021. 

8 ) Tanaka F, Abe M, Okada M, et  al.  : The anti-human tumor 

   effect and generation of human cytotoxic T cells in SCID 

   mice given human peripheral blood lymphocytes by the in 
   vivo transfer of the Interleukin-6 gene using adenovirus 

   vector. Cancer Res. 1997 ; 57 : 1335-1343. 

9 ) Okada M, Takemoto Y, Okuno Y, et  al.  : The development 
   of vaccines against SARS corona virus in mice and SCID-

   PBL/hu mice. Vaccine. 2005 ; 23 : 2269-2272. 

 10) McShane H, Huygen K, Hill A, et  al.  : Recombinant modified 

   vaccinia virus Ankara expressing antigen 85A boosts BCG-

   primed and naturally acquired antimycobacterial immunity 
   in humans. Nat Med. 2004 ; 10  (11) : 1240-1244.

The 81st Annual Meeting Educational Lecture

NOVEL VACCINES AGAINST M. TUBERCULOSIS

Masaji OKADA

Abstract CDC and ACET in U.S.A. reported that novel 

vaccines instead of BCG are required for the protection 

against infection of Mycobacterium tuberculosis worldwide. 

However, no novel vaccine for clinical use has not yet been 

developed in the world including U.S.A. and Europe. 

 We have developed two novel tuberculosis (TB)  vaccines  ; 

a DNA vaccine combination expressing mycobacterial heat 

shock protein 65 (HSP 65) and interleukin-12 (IL-12) by using 

the hemagglutinating virus of Japan (HVJ)-liposome (HSP 

65 +IL-12/HVJ). A mouse IL-12 expression vector (mIL-12 

DNA) encoding single-chain  1L-12 proteins comorised of p40 

and p35 subunits were constructed. In a mouse model, a single 

gene gun vaccination with the combination  of HSP 65 DNA 
and mIL-12 DNA provided a remarkably high degree of pro-

tection against challenge with virulent Mycobacterium  tuber-

culosis ; bacterial numbers were 100 fold lower in the lungs 

compared to BCG-vaccinated mice. To explore the clinical 

use of the DNA vaccines, we evaluated HVJ-liposome encap-

sulated HAP 65 DNA and mIL-12 DNA (HSP 65 + mIL-12/

HVJ). The  HVJ-liposome method improved the protective 

efficacy of the HSP 65 DNA vaccine compared to gene gun 

vaccination. This vaccine provide remarkable protective 

efficacy in mouse and guinea pig models, as compared to the 

current by available BCG vaccine. HSP 65  +1L-12/HVJ 

vaccine induced CD8  +  cytoxic T lymphocyte activity against 

HSP 65 antigen. Protective efficacy of this vaccine was 

associated with the emergence of IFN-  7 - secreting T cells and 

activation of proliferative T cells as well as CTL induction 

upon stimulation with the HSP 65 and antigens from M. tuber-

culosis. Furthermore, we extended our studies to a cynomol-

gus monkey model, which is currently the best animal model 

of human tuberculosis, to evaluate the HSP 65  +IL-12  /HVJ 

vaccine. Vaccination with HSP  65  +IL-12/HVJ provided 

better protective efficacy as assessed by the Erythrocyte 

Sedimentation Rate, chest X-ray findings, and immune 

responses than BCG. Most importantly, HSP 65  -FIL-12/HVJ 

resulted in an increased survival for over a year. This is  the 

first report of successful DNA vaccination against M.  tuber-
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culosis in the monkey model. Novel TB vaccines using the 

monkey model will be discussed in this issue. 
 The development of novel vaccines against tuberculosis was 

also studied in murine and cynomolgus monkey systems. Four 
distinct methods ; DNA vaccination  (1. plasmid, 2. adenovirus 

vector, 3. adenoassouated virus), 4. recombinant BCG, and 5. 

subunit (recombinant protein) were used for the development 

of novel vaccines. 
 Genes (HSP 65 gene,  IL-12 gene as well as Ag 85A-,  85B-, 

MPB51-gene) and  IL-6 related genes (IL-6  gene+ IL-6R gene 

 +gp130 gene) were administered into the  Balb/c mice infect-

ed (i.v. or intra-tracheal injection) with  Mycobacterium tuber-

culosis (M. tuberculosis). Elimination of M. tuberculosis in 

lungs, liver, and spleen of these mice and survival were studi-

ed in these models. HSP 65 gene + IL-12 gene vaccination, or 

recombinant BCG (BA51 : Antigen 85B-  +  Antigen 85A- + 

 MPB51-gene recombinant BCG) were more prophylactically 
efficient than parental BCG Tokyo vaccination. In contrast, 

IL-6 related genes vaccination using adenovirus vector show-

ed therapeutic effect on M. tuberculosis infected mice. Cyto-

toxic T cells (CTL) activity against M. tuberculosis in the 

spleen cells from mice treated with IL-6 related genes vacci-

nation were significantly augmented. 

 Furthermore, NOD-SCID-PBL/hu mice treated with anti-
IL-2 receptor  13 -chain antibody provide an useful tool for 

analyzing in vivo human T cell immunity against tuberculosis. 

 In conclusion, we demonstrate the development of a novel 

HVJ-liposome DNA vaccine encapsulating HSP 65 DNA plus 

IL-12 DNA. These results suggest that HSP 65  +  IL-12/HVJ 
could be a promising candidate for a new tuberculosis DNA 

vaccine, which is superior to the currently available BCG 

vaccine. The goal of our study is to develop a new tuberculosis 

vaccine superior to BCG. To this aim, we believe that the pro-

tective efficacy and protective immune responses for vaccine
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candidates should be addressed in larger animals, such as non-

human primates, before proceeding to human clinical trials. 

Although other DNA vaccine candidates that appear to protect 

against virulent M. tuberculosis in mice better than BCG have 

failed to provide better protection than BCG in guinea pigs 

against aerosol challenge of a low dose of virulent M.  tubercu-
losis, some of them are being prepared to enter early human 

clinical trials. More recently, we evaluated the HSP  65  +hIL-

12/HVJ vaccine in the cynomolgus monkey model, which is 

currently the best non-human primate animal model of human 

tuberculosis. Monkeys were subsequently challenged with 
virulent M. tuberculosis by the intra-tracheal route after the 

third vaccination. This challenge dose normally causes death 

from acute respiratory infection within 4-6 months. In this 

particular experiment, monkeys vaccinated with HSP 65 + 
 hIL-12/HVJ induced HSP 65-specific T-cell proliferation and 

improvement of chest X-P findings, resulting in an increased 

survival for over a year, superior to BCG group. Thus, we are 

taking advantage of the availability of multiple animal models 

(mouse, guinea pig, and monkey) to accumulate essential data 
of the HVJ-liposome DNA vaccine, including the vaccine 

efficacy and safety, for up-coming Phase I clinical trials. 

Key words : TB vaccine, HSP 65  DNA  +1L-12 DNA vaccine, 

Recombinant BCG vaccine, Clinical application, Cytotoxic T 

cells, Cynomolgus monkey 
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