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1. BCG由来核酸画分

　1960年代後半から1970年代にかけ，結核の予防ワク

チンである BCGを使ったがんの免疫療法が Oldや Zbar

らのマウス・モルモットによる研究やMortonらのヒト

メラノーマに対する治療，Mathéらの小児白血病への臨

床研究を含め幅広く検討された。これは結核ワクチンと

して1920年代以来の使用経験から安全性が確認されて

いる BCGワクチンをがんの免疫治療に適用しようと考

えたものである。しかし，BCGは弱毒といえども増殖

する可能性のある生菌であるので免疫機能が低下したが

ん患者への投与に対する危惧が指摘されたことなどから

BCG生菌によるがんの免疫療法は膀胱がんに対する以

外は下火となっていった。そのため，BCG菌体からの

抗腫瘍活性物質単離が欧米を中心に行われたが，わが国

においては Tokunagaらが水溶性の抗腫瘍活性成分を得

ることを試みた 1) 2)。BCG菌体の細胞質画分をストレプ

トマイシンで沈殿させ，さらに精製した核酸画分は

MY-1と命名された。このMY-1は腫瘤中に頻回投与す

るとモルモット腫瘍 Line-10の腫瘍増殖を抑制し，また

多数のマウス腫瘍の増殖を抑制した。MY-1を DNase処

理すると抗腫瘍活性はほとんど失われる。それに対し

RNase処理では抗腫瘍活性は増強する。これらから

MY-1に含まれる核酸中の DNAが抗腫瘍活性の本質で

あることが明らかとなった。こうして DNAの免疫増強

効果が世界ではじめて発見された 3)～6)。

2. 免疫増強性CpGモチーフ

　MY-1は45塩基鎖長を中心とした一重鎖オリゴヌクレ

オチドの集合体である。BCGのたんぱく質 cDNAから

多数のオリゴヌクレオチドを無作為に合成してその免疫

増強活性を調べると，13個のうち 6個のオリゴヌクレ

オチドのみが活性を示し，残りには活性はなかった

（Table 1）。すなわち同じ BCG由来の DNA配列であって

も，すべてが活性をもつわけではないことが判明した。

次に ｢活性ある配列｣と ｢活性のない配列｣ を比較した。

BCG-A 2と BCG-A 4はどちらも45塩基鎖長の一重鎖オ

リゴヌクレオチドであるが，両者の活性はまったく異

なった。BCG-A 4は用量に応じて NK細胞活性を増強し

たが，BCG-A 2はどの濃度でも NK活性を誘導できな

かったのである。そこで BCG-A 4の有効配列を決める

ため，BCG-A 4の5’側の30塩基鎖長の BCG-A 4aと3’

側の30塩基鎖長の BCG-A 4bを比べると，BCG-A 4aに

は活性があるが，BCG-A 4bには活性がないことがわか 

った。すなわち，BCG-A 4aの配列の中に活性配列があ 

り，BCG-A 4bや BCG-A 2には活性配列がない。そこで

有効配列として BCG-A 4aにある GACGTCという 6塩

基からなるパリンドローム配列を仮定してみた。一般に

パリンドローム配列は制限酵素の認識部位として知られ

ており，なんらかの生物学的特異性をもつのではないか

と考えたためである。数種類の cDNAからとったオリゴ

ヌクレオチドを調べると，GACGTCパリンドロームを

含むオリゴヌクレオチドはいずれも活性があったが，こ

のパリンドロームを含まない配列では活性はなかった。

パリンドローム配列をもたず，したがって NK活性を誘

導できないオリゴヌクレオチドにこの GACGTC配列を

挿入したところ，新たな修飾塩基配列は活性を示した。

そこでパリンドロームの重要性を確かめるため，

GACGTC配列の Gと Tを交換した GACTGC配列をつく

ると，これを含むオリゴヌクレオチド配列は活性を失っ
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Table 2　Effect of exchange neighboring mononucleotides on the NK-stimulatory activity of oligonucleotides

a)   Two neighboring mononucleotides in BCG-A4a were exchanged to either BCG-A4a M1 or BCG-A4a M2.  Underline 
indicates palindrome sequences.

b)  Stimulatory activity was assessed by augmentation of mouse NK cell activity after co-culture with each oligonucleotide.

Names Base sequence a) Stimulatory
activity b)

BCG-A4a
BCG-A4a M1
BCG-A4a M2

ACCGAT
ACCGAT
ACCAGT

GACGTC
GACTGC
GACGTC

GCCGGT
GCCGGT
GCCGGT

GACGGC
GACGGC
AGCGGC

ACCACG
ACCACG
ACCACG

Yes
No
Yes

Table 1　The base sequence of cDNA for BCG antigens

Names Antigens Nucleotide
  residue Base sequence Stimulatory

activity a)

BCG-A1
BCG-A2
BCG-A3
BCG-A4
BCG-A4a
BCG-A4b
BCG-A5
BCG-A6
BCG-A7
BCG-A8
BCG-M1
BCG-M3
BCG-α1

65kDa
65kDa
65kDa
65kDa
65kDa
65kDa
65kDa
65kDa
65kDa
65kDa
MPB70
MPB70
 α-antigen

327-371
694-738
735-779
813-857
813-842
828-857
1145-1189
1552-1596
1962-2006
2371-2415
1-45
410-455
348-392

AACGA
AAAAG
TCCAT
ACCGA
ACCGA

TATGC
ACGAG
GCCGA
ACCGA
GGCGA
ACGCC
CGACT

GGGGC
AAGTG
CGCCA
TGACG
TGACG

GGTTC
ACCAC
GAAGG
GAACA
TCTGG
GACGT
ACAAC

ATGAC
GGGTG
AGGAG
TCGCC
TCGCC

GACAA
CATCG
TGCGC
GCCAC
TGGGC
CGTCT
GGCTG

CCGGT
CCCCC
ATCGA
GGTGA
GGTGA
GGTGA
GGGCT
TCGAG
AACCT
GCAGT
CCGGG
GTGGT
GGATA

GCGGG
ACGAT
GCTGG
CGGCA
CGGCA
CGGCA
ACATC
GGCGC
GCCGG
CGTGT
CTGCG
GGGGT
TCAAC

GCTTC
CACCA
AGGAT
CCACG
CCACG
CCACG
TCGGG
CGGTG
CTGGC
AGGCA
CGGAA
GTCTA
ACCCC

TTGCA
ACGAT
CCGTA
ACGGC

ACGGC
GTACT
ACACC
CACGG
ACCTT
TACGC
CCGCC
GGCGT

CTCGG
GGTGT
CGAGA
CACCG

CACCG
TCGTG
GACGC
ACTGA
TGGCC
GGCAG
AACGC
TCGAG

CATAG
GTCCA
AGATC
TGCTG

TGCTG
ACCGA
CATCG
ACGCT
GCTGT
CCAAT
GACGG
TGGTA

No
No
Yes
Yes
Yes
No
No
Yes
Yes
No
No
Yes
Yes

a)  Stimulatory activity was assessed by augmentation of mouse NK cell activity after co-culture with each oligonucleotide.
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た。しかしパリンドロームの外側配列にある 2塩基を入

れ替えても，このオリゴヌクレオチドの活性にはなんの

影響もないことがわかった 7) 8)（Table 2）。

　パリンドロームの外側配列の影響を調べるため，30

塩基からなるホモオリゴマー（G-30，A-30，T-30，C- 

30）を合成した。いずれのホモオリゴマーも活性は示さ

なかったが，これらに AACGTTや GACGTCなどのパリ

ンドロームを挿入すると，マウス脾細胞の NK活性を増

強した。もっとも活性が高まったのは，ホモオリゴマー

が Gのときであった。また，パリンドロームのサイズ

と位置が活性に与える影響について検討し，10塩基パ

リンドロームが最大の活性を示すことが判明した。一

方，パリンドロームの位置はサイズほど大きな影響を与

えないこともわかった。さらにパリンドロームが常に活

性を高めるのかを調べるため，6塩基パリンドロームの

すべての組み合わせを 4種類の（A，T，G，C）塩基から64

種類をつくり，それらのパリンドローム配列を挿入した

64種類のオリゴヌクレオチドの NK細胞増強活性を調べ

たところ，パリンドロームだからといって活性があるわ

けではないこともわかった。一方，活性のある配列を詳

細に調べると，すべて CpGモチーフを含んでいること

がわかった 9) 10)。

3. 種々の生物由来DNAの免疫増強活性

　MY-1の免疫活性の普遍性を調べるため，いくつかの

DNAサンプルを検討した。S.aureofaciens, M.bovis BCG, 

P.putida,  E.coli,  B. subtilis,  S.aureus およびウシ胸腺，サ

ケ白子の核酸画分をMY-1と同様に調製し，抗腫瘍効果・

IFN産生誘導活性・NK細胞活性を調べたところ，核酸

画分の免疫増強活性は，すべての被験細菌で認められた

が，ウシやサケなど動物核酸は活性をもたなかった。次

にさらに多数の各種ゲノム DNAについて検討した。M.  

lysodeikiticus, M.bovis BCG, E.coli, M.pneumonia, C.per-

fringensの DNAは有意な活性を示した。またφX174ファ 

ージやアデノウイルス，無脊椎動物のカイコ，ウニ，エ

ビ，ムラサキガイ由来の DNAは活性を示した。これに

対し，脊椎動物である魚類のサケ・ニシン・マス，鳥類

のニワトリ，両生類のカエル，哺乳類のヒト・ウシ・マ

ウス・ウサギ・ブタそれぞれの DNAはいずれも活性は

認められなかった。またイネ・トマト・パセリ・ホウレ

ンソウなど植物 DNAにも活性は全くなかった 11)。脊椎

動物のゲノムでは，細菌 DNAとは異なり，CpGジヌク

レオチドの C（シトシン）の 5位がメチル化されている

ことが知られている。Kriegらは，大腸菌 DNAまたは非

メチル化 CpGモチーフをもったオリゴヌクレオチドに

よって B細胞活性化が起こると述べている 12)。生物種

による DNAの免疫増強活性の違いは，細菌 DNAは

CpGシトシンが非メチル化であるのに対し，動物 DNA

ではメチル化されていること，免疫増強活性の中心部位

である CpGモチーフ配列の遺伝子上の出現頻度が細菌
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では動物より高いことからもたらされる。

4．CpG-DNAのレセプター

　自然免疫は病原体の感染に際し，各種細菌に共通す 

る分子パターン（Pathogen-associated molecular patterns ; 

PAMPs）を Toll receptorを通じて認識し，その結果産生

される抗菌ペプチドを武器に感染防御を司る無脊椎動物

にも備わったシステムである。哺乳動物では PAMPsの

種類に対応した Toll-like receptors（TLRs）が存在し，

PAMPs特異的自然免疫が形成される。TLRファミリー

は微生物が体内に侵入するとき，細胞膜などにおいて認

識の中心的な役割を果たしていることが明らかとなっ

た。TLR2は TLR1とともにグラム陽性菌の外膜に存在

するペプチドグリカンやリポタンパク質・リポペプチド

の，TLR4はグラム陰性菌に存在するリポ多糖（LPS）の，

TLR6は TLR2とヘテロ二量体を形成してマイコプラズ

マのリポペプチドの，TLR 5は腸内細菌など運動性細菌

が保有する鞭毛のたんぱく質であるフラジェリンの，

TLR3はウイルス感染の際に産生される二本鎖 RNAお

よび二本鎖 RNA類似の構造体であるポリイノシンポリ

シチジン酸（polyI : C）を認識することが報告されてい

る。これらの TLRのリガンドは，いずれも免疫応答を

強く活性化し，アジュバントとして機能することが知ら

れている。Hemmiらは TLR-9が CpG-DNAの認識に必須

であることを明らかにした 13)。ヒトでは TLR 9は主とし

て Bリンパ球と形質細胞様樹状細胞（pDC）に発現して

おり，自然免疫の中心として病原体やがん細胞にいち早

く対応して大量の IFN-αを産生する細胞が pDCである

ことは1999年に示された 14)～16)。

　CpG-DNAには配列の特徴と細胞選択的な免疫刺激活

性から 3種類のタイプがあり，それぞれ TLR 9を介した

異なった免疫応答を誘導する。D/Aタイプの CpG-DNA

は IFN-α産生を強く誘導するが，成熟化誘導活性は低

く，B細胞に直接的な免疫刺激活性を示さない。K/Bタ

イプは B細胞に免疫刺激活性を示し，成熟化を強く促進

し，IL-12誘導能が高いのに対し，IFN-α誘導能は低い。

TCGの繰り返し配列を有しすべてがチオール化されて

いる Cタイプの配列では，ポリクローナルな B細胞活

性化や pDCによる IFN-α産生を誘導する。このような

CpG-DNAの細胞選択性や配列特異性には，TLR9に対

するコファクター分子や CpG-DNA構造の親和性がかか

わると考えられている 17) 18)。

5. CpG-DNAと TLR9のシグナル伝達

　TLR9は小胞体（ER）に存在し，エンドサイトーシス

などによって細胞に取り込まれた CpG-DNAと直接結合

してエンドソームに，その後はライソソームに観察され

ることが報告された 19)。CpG-DNAによる IFN-α産生は

phosphatidylinositol-kinase （PI3K）の阻害剤やエンドソー

ムの酸性化阻害剤によって完全に阻害される 20) ことか

ら，PI3Kはエンドソーム内での CpG-DNAと TLR 9との

結合に関与し，CpG-DNAはエンドソームの酸性化に

よってなんらかの修飾や分解を受けると考えられる 21)。 

CpG-DNAによるサイトカイン誘導のメカニズムについ

ては，TLR 9から NFκBの活性化に至る経路が明らか 

にされている 13) 22) 23)。それにはアダプター分子MyD88

が必須であり，MyD88は serine/threonine kinaseの IL-1 

associated kinase （IRAK）をリクルートする。その結果，

TNF receptor-associated factor 6 （TRAF 6）の下流で c-Jun 

N-terminal kinase， p38MAPK， IκBα kinase（IKKs）が活

性化される。次に IκBαのリン酸化による NF-κBの活

性化が起きて IL-12遺伝子や TNF-α遺伝子の転写が誘

導される。しかし，このようなシグナル伝達経路だけで

は pDCにおける IFN-α産生を説明するには不十分であ

り，MyD88以下の経路は確定されていない。著者らは

ヒト pDCについて得られた下記の成績に基づいて，

IFNAR非依存性の TLR 9シグナル伝達モデルを提案し

ている 20)。① p38MAPKを介した IFNAR非依存性の

STAT 1リン酸化：CpG-DNAによる IFN-α産生の誘導は

エンドソームの成熟と p38MAPKに依存して惹起され，

IFN-αの発現に至るまで IFNARのオートクラインを 

必要としない。CpG-DNA添加 2時間後には STAT1の

tyrosine701部位のリン酸化（pY-STAT 1）と serine727部

位のリン酸化（pS-STAT 1）の増強が認められるが，こ

れらのリン酸化には IFN-α /β抗体の影響を受けず，

p38MAPK阻害剤 SB203580によって抑制される。IFN-

αによって誘導される pY-STAT 1が SB203580によって

抑制されないことから，CpG-DNAによる STAT 1リン酸

化は p38MAPK依存性という点でも IFNARを介した

STAT 1リン酸化と区別される。② ISGF3の核移行：

CpG-DNA添加 3時間後の核抽出液に ISGF3の構成成分

であるリン酸化 STAT 1，STAT 2，IRF-9が観察され，転

写因子 ISGF3の形成と活性化が起こっていることが推

測される。③ IRF-7と IRF-3および IFN-αの発現：pDC

には構成的に IRF-7が発現しており，CpG-DNA刺激後

3時間よりその発現が増大する。CpG-DNA刺激により

構成的 IRF-7が核に移行することから，新たに合成され

た IRF-7も逐次活性化され核へ移行すると考えられる。

IRF-7の発現に続いて IFN-α mRNAが，2時間後の一過

性発現を経て 4時間から本格的に誘導されるが，この過

程は p38MAPKに依存して進行し，IFNARシグナルを必

要としない。一方，IRF-3は，pDCではすでにリン酸化

され活性化している可能性がある。④ NF-κBの活性化：

pDCでは NF-κB p50と p65が活性化されており，その
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活性は CpG-DNA刺激により増強し，SB203580によっ

て阻害される。CpG-DNAによる IFN-αの産生は PDTC，

MG132，CAPE，Dexなどの NFκB阻害剤で完全に抑制

されることから，p38MAPK依存性に活性化された NF-

κBは，IRF-7の転写亢進を介して IFN-αの誘導にかか

わると考えられる。

　免疫増強性は，CpG-DNAの刺激を受け，最終的には，

NFκB，MAPKカスケードを活性化させるに至るシグナ

ル伝達経路を活性化してサイトカインを産生すると考え

られる。取り込み率は細胞の種類や活性化の状態によっ

て異なる。Gに富む配列は，細胞膜やマクロファージス

カベンジャーレセプターへの結合能が高い。オリゴ G

の背景配列をもつオリゴ B（5’-GGGGGG GGGGGG 

AACGTT GGGGGG GGGGGG-3’）は IFN-α産生や NK

活性誘導能が高いので，取り込み効率も活性発現にかか

わっていると考えられる。しかし，スカベンジャーレセ

プターをもたない細胞でも CpG-DNAの活性が発現され

ることを考えると，細胞膜上の DNA結合様式はさまざ

まで，細胞の種類や活性化の状態によって異なって発現

されているのかもしれない。CpG-DNAによるヒト NK

細胞活性化の昂進は，I型 IFNの産生に依存しているこ

と，その IFNは CpG-DNAの刺激によって末梢血中の未

熟な樹状細胞（DC；CD4（＋）, CD11c（−））が産生する

こと，IFNα遺伝子の転写因子である IRF-7が増えるこ

となどがわかった。そのほか，CpG-DNAで誘導される

マウス脾細胞の IFN- γ産生細胞は NK細胞であるが，そ

の IFNγ産生は，IL-12抗体で抑制されること，細菌

DNAや CpG-DNAが単球・マクロファージを刺激して

IL-12や TNFα産生を誘導し，その結果，非付着細胞か

ら IFNγが産生されること，純化した NK細胞は CpG-

DNAに反応できず，CpG-DNAによる NK活性の増強は

IL-12，IFNα /β，TNFα産生に依存していること，NK

細胞の活性化はマクロファージ依存的であり，NK細胞

は IL-12で活性化されると細菌 DNAに対する反応性を

獲得して IFNγ産生が増加することなどが報告されてい

る。これら CpG-DNAに応答性の NK細胞の表面抗原は

NK1.1（＋）CD3（−）である。一方，マウス骨髄細胞を

CpG-DNAと培養すると，NK活性が増強する。その増

強効果は，TNFα抗体，IFNγ抗体，IL-18抗体で阻止さ

れるが，IFNα抗体では抑えられない。IL-12抗体は，

CpG-DNAによる骨髄 NK細胞活性の誘導を抑制しない

が，TNFα抗体による阻止効果を増強する。これらから，

NK細胞は活性化されることによって CpG-DNAに対す

る応答性を獲得すると考えられる。

　CpG-DNAが細胞に取り込まれると，マウス脾細胞の

IFNα/β産生を著しく増加すること，細胞上のMac-1分

子やスカベンジャーレセプターへの結合性は，非結合の

オリゴヌクレオチドを共存させることにより阻害される

こと，さらにウシ胸腺 DNAなど非活性な DNAで細胞

をあらかじめ処理しておくと，あとから加えた CpG-

DNAの取り込みが阻害され，細胞の活性化も抑制され

ることより，細胞への結合と取り込みは，CpGモチーフ

非依存的で塩基特異性はないと考えられる。また，マク

ロファージでは，取り込まれた CpG-DNAが，AP-1や

NFκBの活性化を起こしてサイトカイン mRNAの転写

が開始される。一方，クロロキン，モネンシン，バフィ

ロマイシン Aなどのエンドゾーム阻害剤は，免疫増強

性 DNAによる活性化を完全に抑制することから，エン

ドゾームの成熟，酸性化が起こった後に，CpGモチーフ

特異的シグナルが伝えられると考えられる。

6. 感染症に対するCpG-DNAのアジュバント活性

　CpG-DNAの細菌感染症，ウイルス感染症に対する治

療効果が報告されている。機序としては，CpG-DNAが

B細胞，マクロファージや樹状細胞，あるいは NK細胞

を活性化して，IgG，ケモカイン，サイトカインの産生

をもたらし，これらを介して pro-Th1免疫応答を増強す

ることがその一部と考えられている。一方，CpG-DNA

を感染症予防ワクチンに添加することにより，ワクチン

アジュバントとして利用しようとの検討も行われてい

る。マウスなど動物実験でよく使われるフロイントア

ジュバントは，ヒトに対しては強い毒性のため使用でき

ない。一方，CpG-DNAはヒトに対しほとんど毒性を示

さないので，たとえば，市販の B型肝炎ワクチンに添加

してアジュバント効果があることが霊長類を用いた実験

で示されている。HBVワクチンに CpG-DNAを添加する

と，ワクチン単独投与に比べ，はるかに強くかつ免疫の

立ち上がりも優位に早いことが報告されている。これま

でにマウスから得られた結果によると，① CpG-DNAは

抗原が何であっても使える万能のアジュバントであり，

②新生児のように免疫系が未熟であっても十分な効果が

期待でき，③ CpG-DNAは強く，早い免疫応答を誘導す

るため，抗原量を少なくできるため安全性をさらに高め

られる，④ CpG-DNAは粘膜免疫の誘導にも強いアジュ

バント活性をもつ，ことなどが知られている。また投与

方法は，経口・経鼻にかかわらず，全身に強い抗体産生

と細胞障害性 Tリンパ球活性を誘導できる。これまでに

慢性疾患やがんに対する治療ワクチンの可能性も検討さ

れており，動物実験モデルでは，① CpG-DNAがもたら

す Th1免疫応答によって慢性の HBV感染マウスモデル

の免疫トレランスに効果があった，② CpG-DNAは

HBVや HCVの慢性感染にみられる Th2に偏った免疫バ

イアスを Th1に戻すことができるなどの成果が報告さ

れている。
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　BCGワクチン接種におけるアジュバントとして CpG-

DNAが使われた例として Freidagらの報告がある 24）。マ

ウスに BCGを CpG-DNAの存在または非存在下に免疫

し，6週後に強毒結核菌のエルドマン株を噴霧感染した

ところ，BCGのみで免疫したマウスの肺の残存菌量が，

非免疫の場合に比べ1～2 logCFUの減少であったのに対

し，（BCG＋CpG-DNA）免疫マウスでは，さらに2～5

倍の低下をもたらした。またマウス脾細胞を抗原特異的

に刺激したときの培養上清中に産生される IFN-γ量は

BCG単独免疫に比べ，BCG＋CpG-DNAで免疫したマウ

ス脾細胞では有意に高い産生量であった。

　免疫増強性 CpG-DNAは共投与された抗原に対する免

疫応答を増強することが知られている。免疫アジュバン

トとして免疫増強性 CpG-DNAの有利な点は，共投与抗

原やプラスミドに対する Th1偏向の免疫応答をもたら

すことにあり，IFN-α/β，IFN-γ，IL-12，IL-18の産生

を促進する。これらのサイトカインは Th1応答を促進

し細胞性免疫を増強することが知られている 25)～27)。ま

た Th1応答は抗酸菌感染に対して防御能を発揮するこ

とが知られている。免疫増強性 CpG-DNAは M. tubercu-

losisや M.avium感染に対する抵抗性を付与する 28) 29)。

免疫増強性 CpG-DNAは IL-12と TNF-αを誘導すること

が知られているので，IL-12と TNF-α産生誘導をコント

ロールする塩基配列が GACGTTのヘキサマーを含む18

鎖長の一重鎖オリゴヌクレオチドであって，有害な副反

応を除いた有用なオリゴヌクレオチドとして提案され 

た 37)。免疫増強性 CpG-DNAによって惹起される Th1反

応の優位性は，Th 2タイプのアレルギー疾患の治療の際

に有益となるかもしれない。免疫増強性 CpG-DNAと

Th2タイプ抗原の共投与は Th1タイプの免疫応答に向か

わせ，抗原暴露に伴うアレルギー性疾患を抑制する 30)。

7. CpG-DNAと抗結核DNAワクチン

　DNAワクチンは，①感染性がない，②真核細胞で複

製しない，③ワクチンのデザインが簡単，④増幅・精製・

保存が容易，⑤宿主細胞の染色体に取り込まれずエピ

ゾームとして存在する，⑥細胞性免疫を誘導する，⑦内

因性抗原として発現するためMHC-Iに抗原提示される，

⑧薬剤耐性遺伝子などプラスミドに含まれる CpGモ

チーフによるアジュバント効果が期待できる等の特徴が

ある。AACGTTのような免疫増強性 DNA配列を遺伝子

上流に組み込んだプラスミドを投与すると，有効配列が

分子内アジュバントとしてワクチン効率をあげ，IFNγ

によって誘導される IgG2a産生が増加する。また，Th1

サイトカインである IFNγや IL-12が誘導され，Th2サ

イトカインである IL-4が減少することなどが報告され

ている。また Th2免疫応答を抑制することから，ぜん

そくや花粉症などのアレルギー性疾患治療への応用が期

待されている。エイズや肝炎はじめ様々な感染症に対し

ても DNAワクチンの効果が検討されている。

　結核に対するワクチンである BCGは，生菌による免

疫がもっとも効果的で，死菌では効果が激減する。そこ

で生菌の分泌する菌由来たんぱく質が結核防御に有効で

あるとの作業仮説に基づき，多数の分泌たんぱく質の抗

結核効果が検討されてきた。抗原たんぱく質遺伝子を

コードしたプラスミド DNAに抗原特異的な免疫応答を

効果的に惹起することが見出された。多くの細菌，ウイ

ルス，寄生虫，がんなどの抗原をコードするプラスミド

が研究された 31)～36)。 Satoらは，免疫増強性 CpG配列

である5’-AACGTT-3’パリンドロームを含むプラスミド

は Th1免疫応答を増強することを見出した 37)。そこで

筆者らは，このプラスミドに抗原遺伝子を組み込み，結

核菌に感受性の高いモルモットを免疫することによって

抗結核ワクチン効果の有無を判定した。すなわち，BCG

の抗原たんぱく質である Ag85A，Ag85B，Ag85Cまた

はMPB51をコードする遺伝子をサイトメガロウイルス

由来のプラスミド pACBに挿入し，ハートレー系モル

モット 5匹を 1群として各プラスミド100マイクログラ

ムを 3週間おきに 3回モルモットに筋肉内注射して免疫

した。陽性コントロールとしては1×103 CFU の BCGワ

クチンを初回のプラスミド注射時に皮内注射した。陰性

コントロールとしては生理的食塩水または空のプラスミ

ドベクターを注射し，3回目のプラスミドの注射から 6

週後に有毒結核菌 M. tuberculosis H37Rv株をモルモット

あたり 5～10 CFU吸入されるよう，マジソン式噴霧感

染装置で気道感染させた。噴霧およびその後の飼育はす

べて生物学的封じ込めレベル 3（BSL 3）の動物実験室

および動物飼育室で行った。感染の 5週後に，モルモッ

トを麻酔下に安楽殺し，剖検して脾臓と肺を摘出した。

脾臓および肺はホモジナイザーで均質化後，生理的食塩

水で希釈し，各0.1mlをMiddlebrook7H10 寒天平板に接

種した。寒天平板を培養缶に入れ37℃で培養し，3週後

の集落数を計測することにより臓器内残存生菌とし，平

均 logCFUを結核抵抗性の指標とした。その結果，BCG

免疫または各抗原遺伝子含有のプラスミドで免疫したモ

ルモットでは脾臓と肺の結核菌増殖抑制を認めた 38)

（Fig. 1, 2）。プラスミドに含まれる CpGモチーフは，メ

チル化によって活性が低下することから，DNAワクチ

ンにおける分子内アジュバントとして免疫増強活性に重

要な役割を担っていると考えられる。

　CpGモチーフを有し，BCGのたんぱく質抗原遺伝子

を挿入された DNAワクチンは，ベクターコントロール

または生理的食塩水の陰性コントロールに比べ，有意な

結核菌からの防御反応を誘発した。BCGワクチンは，



Fig. 1　The numbers of M. tuberculosis H37Rv recovered 
from the lung vaccinated with plasmid DNA

Fig. 2　The numbers of M. tuberculosis H37Rv recovered 
from the spleen vaccinated with plasmid DNA
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近年，成人肺結核に対する防御能力について疑問が出さ

れていることから，BCGを接種して10数年後に DNAワ

クチンで追加免疫を与える方法は結核免疫を増強する有

力なツールとなろう。
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CpG  MOTIF  AND  TUBERCULOSIS  IMMUNITY

Saburo YAMAMOTO

Abstract　A potent immunostimulatory effect of DNA 
containing an unmethylated CpG motif was found in the course 
of research on water-soluble components from BCG possessing 
antitumor activity.  Because such CpG motifs are relatively 
common in bacterial DNA, but rare in mammalian animal and 
plant DNA, they may be evolutionary adaptation augmenting 
innate immunity, most likely in response to pathogens that 
replicate within the host cells, such as viruses and intracellular 
bacteria.  Microbial infection induces innate immunity by trig-
gering pattern-recognition system. The infected cells produce 
proinflammatory cytokines that directly combat microbial in-
vaders and express costimulating surface molecules, which 
develop adaptive immunity by inducing distinct T cell differen-
tiation. Bacterial DNA with unmethylated CpG-DNA stimu-
lates vertebrate immature immune cells to induce maturation 
and to produce Th1 cytokines as well as TNF-α. Therefore, 
CpG-DNA functions as an adjuvant for regulating the initiation 

of Th1 differentiation.  DNA vaccine including genes encoding 
mycobacterial proteins either MPB64 or HSP65 was assessed 
the ability to prevent the growth of bacilli in the lungs and 
spleens of guinea pigs after pulmonary challenge of virulent 
Mycobacterium tuberculosis H37Rv.  Immunization with two 
constructs such as MPB64 and HSP65 elicited protective re-
sponses compared to a vector control or saline control.  The 
roles of immunostimulatory CpG motifs in DNA vaccine de-
velopments and therapeutic applications have been discussed.

Key words : CpG, BCG, Oligonucleotide, IFN, DNA

Japan BCG Laboratory

Correspondence to: Saburo Yamamoto, Japan BCG Labora-
tory, 3_1_5, Matsuyama, Kiyose-shi, Tokyo 204_0022 Japan. 
(E-mail : yamamoto＠bcg.gr.jp)




