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ミニ特集「免疫と結核」

キラー T細胞・granulysinによる結核免疫とワクチン
（HSP65＋IL-12 DNAワクチン等）開発

岡田　全司　　喜多　洋子

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

ワクチンをはるかに凌駕する10,000倍強力な結核予防ワクチン効果を示す新しい DNAワクチン

（HVJ-エンベロープ/Hsp65＋IL-12 DNAワクチン）やリコンビナント BCGワクチンを開発した。こ

のワクチンはマウスで長期にわたり，結核菌由来の HSP 65蛋白抗原および結核菌抗原に対して特異

的な CD8陽性キラー T細胞の分化を増強した。一方，BCGワクチンはキラー T細胞の分化をほとん

ど誘導しなかった。さらに，結核治療ワクチン効果も示した。多剤耐性結核のみならず超薬剤耐性結

核に対しても治療効果（延命効果・結核菌数減少）を示した。さらに，ヒト結核感染モデルに最も近

いカニクイザル（Nature Med. 1996）を用い，HSP 65 DNA＋IL-12 DNAワクチンの強力な有効性を得 

た。カニクイザルにワクチン接種後ヒト結核菌を経気道投与し，1年以上経過観察した。リンパ球増

殖反応・サイトカイン（IFN-γ，IL-2等）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。さらに生存率改善・延命効果も認められた。プライム_ブースター法を用い，この DNA

ワクチン投与群は100%の生存率を示した。一方，BCG投与群は33%の生存率であった。さらに，サ

ルの系で世界に先駆けて結核治療ワクチン効果を得た。この DNAワクチン治療群では100%の生存

を示したが，生食投与群では60%の生存率であった。一方，キラー T細胞から産生される結核菌殺

傷タンパク granulysinは結核治療ワクチン効果を発揮した。さらに granulysin transgenic miceは結核菌

殺傷効果を発揮した。これらについての概要を述べる。

キーワーズ：キラー T細胞，グラニュライシン，新規結核ワクチン

Ⅰ. はじめに

　1998年，米国 CDCは結核に対し，政府・学術機関・

企業が一体となって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。また，ACETは国民の健康

に対する大敵である結核撲滅のためには，BCGに代わ

る有効なワクチンが必要であることを示した。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 1)～4)。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（Fig. 1）5)～8)。したがって，新しい抗

結核ワクチン開発と結核感染免疫におけるキラー T細胞

および granulysin（キラー T細胞より産生される結核菌

殺傷タンパク）の機能解明についても述べる。

Ⅱ. キラー T細胞と結核

　CD 8あるいはβ2ミクログロブリン遺伝子や TAP遺伝

子ノックアウトマウスでは抗結核免疫が十分でなく，動

物は死亡する。すなわち，結核における CD 8＋T細胞は

マウスで抗結核免疫に重要である（Fig. 2）1) 3) 4) 8)～13)。

　キラー T細胞の一つの役割として IFN-γを分泌して抗

結核免疫に寄与するが，次に述べる結核感染Mφを殺

して，結核菌の増殖の場をなくし結核菌を殺す役割のほ

うが重要である。CD 8＋T細胞が結核菌で感染したMφ
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Fig. 1　The development of novel vaccines for M. tuberculosis using animal models

Fig. 2　Induction of cytotoxic T cells and killing mechanism
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を Fas-independent, granule-dependentの機構で溶かし，最

終的には結核菌を殺すことが報告されている9)。この T

細胞は CD1-restrictedでミコール酸，LAM,  phosphatidyl  

inositol mannoside, glucose monomycolate, isoprenoid glyco-

lipid（Cd1cと結合）等の結核菌 lipidと lipoglycanを認識す

る。このキラー Tの顆粒内の蛋白である granulysinは直

接細胞外の結核菌を殺す。

　一方，キラー Tの TRAILとパーフォリンが抗結核免

疫に重要である興味深い結果を得た（Fig. 2）。

Ⅲ. granulysinと結核

　キラー Tの顆粒内の蛋白である granulysinは直接細胞

外の結核菌を殺す。この機序は結核菌細胞膜を不完全な

状態にすることによる。granulysinは病原細菌，真菌，

寄生虫の生存を減少させる。さらにパーフォリンとの共

存下でMφ内の結核菌も殺すと考えられている。これ



Table 1　Induction of decrease in TB number in vivo and CTL differentiation by 15K Granulysin and 9K Granulysin

Two kinds 
of Granulysin 
Function

Granulysin expression in CD8＋T

Decrease in TB 
number

Induction of 
CTL against 

TB

Proliferation  
of T cells 

against TB

IFN-γ 
production

Patients with 
MDR-TB

Patients with 
Drug- 

sensitive TB

15K Granulysin ＋＋ 
(strong augmentation) ＋＋ ＋＋ ＋＋  

9K Granulysin ＋＋ ＋ 
(augmentation) ＋ ＋＋ N.D N.D

＋＋; strong augmentation,　＋; augmentation
; strong suppression,　 ; suppression

Table 2　Therapeutic efficacy against tuberculosis 
by 15K granulysin Transgenic mice and 9K granu- 
lysin Transgenic mice

Tg mouse CFU of TB (log)

15K Granulysin Tg mouse 
wild type C57BL/6 mouse

5.3±0.1* 
5.9±0.2

9K Granulysin Tg mouse 
wild type C57BL/6 mouse

5.8±0.4* 
6.7±0.2

Secreted 9K Granulysin Tg mouse 
wild type C57BL/6 mouse

5.7±0.6* 
6.7±0.2

CFU; Colony Forming Unit
* ; significant (P＜0.05) by Student’s Test

Granulysin and HSP 65＋IL-12 DNA Vaccine /M.Okada et al. 533

はパーフォリンよりMφに穴が開き，Mφ内の結核菌に

直接 granulysinが作用するためと思われる。われわれは

結核患者，特に多剤耐性結核患者ではキラー Tリンパ球

の mRNAの発現および蛋白の発現が低下していること

を明らかにした 14) 16)。すなわち，われわれはキラー T細

胞の granulysin（分子量9000）産生低下が多剤耐性結核

発症と大きな関連があるのではないかと考えている。

　一方，granulysinがキラー T分化因子の一つであるこ

とを発見し，マウスで結核治療効果を示した（特許取得）。

granulysin遺伝子導入マウスを作製した。

Ⅳ. 新しい結核ワクチン（HSP65 DNA＋IL-12 DNA
          ワクチン，granulysinワクチン等）開発

　結核ワクチンは，①サブユニットワクチン，② DNA

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。

（ 1）DNAワクチン：BCGワクチンより 1万倍強力な

結核予防ワクチン

　マウスの結核感染系では 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 Hsp65 DNA＋IL-12 DNA（HVJ-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。

　この HVJ-エンベロープ/HSP65 DNA＋IL-12 DNAワ

クチンでマウスを免疫して結核菌を投与すると，マウス

肺の結核菌数が BCGワクチン投与の 1万分の 1以下と

なった。これを 1万倍強力という。

　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 4)。この強力なワクチン効果とキラー

T活性が相関した。また Th1細胞の分化誘導，IFN-γ産

生の増強をこのワクチンが発揮することも明らかにした。

　この新しい結核ワクチンの開発研究が高く評価され，

WHO STOP TB PartnershipおよびWHO STOP TB WGND

（Working Group on New Drugs）に選出された。

（ 2）リコンビナント BCGワクチン

　BCG東京菌に，種々の遺伝子を導入しリコンビナン

ト BCGを作製した。われわれは Ag85A＋Ag85B＋MPB 

51リコンビナント BCGは BCGよりも強力なワクチンで

あることを明らかにした5)。

　さらに，サブユニットワクチンでサルのレベルで強力

な予防効果が得られた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。こ

の72f rBCGワクチンはサルでも結核予防効果を示した

（Fig. 1）6)。

（ 3）granulysinワクチン（Table 1，Table 2）

　キラー T細胞は結核感染防御に重要な働きをする3) 4)

（Fig. 2）。granulysin蛋白発現を多剤耐性結核や糖尿病患

者の難治性結核の PBLの培養上清中の活性で検討した。

その結果 IL-6，IFN-γ，IL-2のキラー T細胞分化因子の

みでなく granulysin（15K Granulysin）の産生低下を認め

た14) 15)。

　さらにわれわれは15K Granulysinが CD 8＋キラー T細

胞から直接分泌され，ヒトのMφに直接入り，Mφ内の

結核菌を殺傷することを明らかにした14) 15)。薬剤感受性

結核患者 PBL中の CD 8陽性 T細胞の15K Granulysin蛋

白発現と mRNAの発現は健常人よりも有意に低下して

いた14) 15)（Table 1）。さらに，多剤耐性結核患者 PBL中の

CD 8陽性 T細胞の15K Granulysin蛋白発現と mRNAの

発現は，有意差をもって，薬剤感受性結核患者のそれら

よりも低下していた（Table 1）。また，多剤耐性結核患

者の PBLを PHA-P，ConA，アロ抗原（CESS），PPD抗



Table 3　
A. Priming, Pre-Exposure
　1. Phase I : 現在─2008年
　 a. rBCG30
　 b. rBCG30ΔureC: Hly (VPM1002)
　 c. AERAS-407
　 d. rBCG30ARMF, rBCG Mtb B30, rBCG h IFNy
　 e. Nas L3/Htk BCG
　 f. mc2 6220, mc2 6221, mc2 6222, mc2 6231
　 g. mc2 5059
　2. Phase I 2009 or Later
　 a. HBHA (heparin-binding haemagglutinin)
　 b. Attenuated Live Vaccine based on Phop
　 c. paBCG (pro-apoptotic BCG)

特徴
リコンビナント85B BCG
リコンビナント listeriolysin BCG
リコンビナント perfringiolysin
リコンビナント85B BCG
鼻粘膜ワクチン/heat killed whole BCG コペンハーゲン株
nor-replicating, M. tuberculosis strain (Δlys A Δ pan CD)
replicating pro-apoptotic M.bovis BCG株 （ΔnuoG）
メチル化 21-K Da 蛋白
弱毒化ヒト結核菌（virulence geneの pho Pの不活性）
anti-apoptotic酵素活性を減弱

B. Boosting, Pre-Exposure
　1. Phase I : 現在─2008年
　 a. MVA85A
　 b. M72
　 c. AERAS-402
　 d. SSI Hybrid-1
　 e. SSI HyVac4/AERAS-404
　 f. AERAS-405
　 g. r30
　 h. Nas L3/Htk BCG

　2. Phase I : 2009 or Later
　 a. Hsp CTM TB Vaccine
　 b. HBHA (heparin-binding haemagglutinin)
　 c. NasL3/AM85B conjugate
　 d. PP1, PP2, PP3
　 f. AC2SGL Diacylated Sulfoglycolipids
　 g. HVJ-liposome/Hsp65 DNA＋IL-12 DNA

特徴
リコンビナントMVA (Ag85Aを発現した )
Mtb32＋Mtb29の fusion蛋白
Replication-incompetent adenovirus 35 vector expressing M. tuberculosis 
antigens Ag85A,
Ag85B, and TB 10.4.
fusion蛋白（Ag85B-ESAT-6）
fusion蛋白（Ag85B-TB10.4）
Shigella-delivered recombinant double-stranded RNA nucleocapsid (Ag85A, 
85B, Rv3407, latency antigen)
リコンビナント Ag85B蛋白
Heat shock protein antigen complexes (Hsp Cs)
Nasal vaccine/Man capped
Arabinomonnan oligosaccharide
BCG boosting
AC2 SGL Mycobacterial lipids
M.Okada, 国立病院機構近畿中央胸部疾患センター

C. Post Exposure─ Immunotherapy
　1. Phase I : 現在─2008年
　 a. Mycobacterium vaccae Heat-Killed
　 b. MVA85A
　 c. RUTI
　 d. Nas L3/Htk BCG
　2. Phase I : 2009 or Later
　 a. NasL3/AM85B conjugate
　 b. hspDNA vaccine
　 c. HG856A
　 d. HBHA (heparin-binding haemagglutinin)
　 e. HG856-BCG
　 f. HG856-SeV
　 g. TB Vax
　 h. F36, F727
　 i. Mycobacterium vaccae Heat-Killed
　 j. Ac2SGL Diacylated Sulfoglycolipid

特徴
Fragmented M. tuberculosis cells
naked hsp 65 DNA vaccine
Chimeric ESAT6/Ag 85A DNA ワクチン
Recombinant BCG overexpressing chimeric ESAT6/Ag85A fusion protein
Recombinant Sendai virus overexpressing chimeric ESAT6/Ag85A fusion protein
Epitope-based DNA-prime/peptide-boost vaccine.（liposomeとCpGアジュバント）
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原で刺激すると，15K Granulysinの培養上清中への分泌

が低下していることを明らかにした（Table 1）。

　15K Granulysinの遺伝子導入マウスと9K granulysin遺

伝子導入マウスをそれぞれ作製し，in vivoの抗結核作用

を解析した。Table 2に示したごとく，15K Granulysin 

transgenic（Tg）マウスの結核菌感染 4週間後の肺結核菌

数（CFU）は wild typeマウスに比較して低下が認められ

た。また9K Granulysin Tgマウスの肺内結核菌数も wild 

typeマウスに比較して低下していた（Table 2）。さら 

に，これらの 2つの Tgマウス（15K Granulysin Tgと9K 

Granulysin Tg）は in vivoのキラー T誘導（結核に対する）

の増強，結核に対する T細胞増殖反応の増強や IFN-γ 

産生の増強等を示した。これらの生体内における15K 

Granulysinと9K Granulysinの結核感染に対する効果は世



Fig. 3　新しい結核予防ワクチン（案）（DNAワクチン）

Fig. 4　ヒトの結核感染に最も近いカニクイザルを用いた HVJ-リポソーム/HSP-65 DNA＋
IL12 DNAワクチンの結核予防効果
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界に先駆けての発見である。実際リコンビナント granu-

lysinワクチンや granulysin DNAワクチンはマウスで結

核治療効果を示した14) 15)。したがって granulysinワクチ

ン治療はMDR-TBや XDR-TBに対しきわめて有用な治

療法となるであろう。

Ⅴ. 新しい結核ワクチンの開発状況（臨床応用）

（ 1）Stop TB Partnership

　Stop TB Partnership（WHO）は2008年に現在進行中で，

しかも臨床応用に有望な新しい結核ワクチン開発のリス

トを発表した。

　われわれの HVJ/Hsp65 DNA＋IL-12 DNAワクチンも

候補の一つとしてその中に推奨されている（Table 3）。

表内で太字で示したワクチンが評価されている。

　2006～2015年 Global Plan to Stop TBとして新しい有効

な結核ワクチン開発，2050年までに結核撲滅，がWHO

の目標である。

（ 2）結核ワクチンの応用の可能性

①新しい結核ワクチンの臨床応用

　カニクイザル（cynomolgus monkey，最もヒトの肺結

核に近いモデル，Nature Medicine 2, 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 6) 8)。すなわち，現在最も有力なものとしてHVJリ



Fig. 5　Therapeutic effect of HVJ-Envelope/HSP65 DNA＋IL-12DNA vaccine on TB-infected 
cynomolgus monkeys
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ポソーム/HSP65 DNA＋IL-12 DNAワクチンおよび，r72f 

BCGワクチンがあげられる。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 Ag85A 

DNA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16)，ワクシニアウイ

ルスに85A DNAを導入したワクチンは第Ⅱ相，r85B BCG

（Horowitzら）は第Ⅰ相 clinical trialとなっている16)。

Dr.A.Hillらのワクシニアウイルス_85A DNAワクチン

は，アフリカでの第Ⅰ相 clinical trialでは，85A DNA蛋

白に対する免疫応答増殖が認められた 17)。

②プライミング_ブースター法（乳幼児 BCG─成人

HVJ/HSP65 DNA＋IL-12 DNAワクチン）

　さらに BCGワクチンをプライムし，新しいワクチン

をブースターする方法を用いた。サルでこのプライミン

グ_ブースター法で100%の生存を示した 3)（Fig. 2）。一

方，BCGワクチン単独投与群は33%の生存率であった 3)。

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（中学生，成人，老人）としてこの DNAワクチン

をブースターワクチンとして用いる結核ワクチンの臨床

応用案である（Fig. 3）。

③治療ワクチン（Fig. 4，Fig. 5）

　感染したカニクイザルの系で HVJ-エンベロープ/

Hsp65 DNA＋ヒト IL-12 DNAワクチンを投与した。こ

の群では5頭中5頭100%の生存率が認められた。一方

コントロール群の生食投与群では，60%の生存率であっ

た。この DNAワクチン投与群では，体重増加が認めら

れ，末梢血 T細胞の増殖増強反応が認められた。Hsp65 

DNA＋IL-12 DNAワクチンは最もヒトの結核感染症モデ

ルに近いカニクイザルの系において予防ワクチンならび

に治療ワクチン効果を示した。生存率・免疫能を増強し

た。したがってこのワクチンはヒトMDR-TB，XDR-TB

の治療剤としてきわめて有用であることが示された。

Ⅵ . おわりに

　HSP65 DNA＋IL-12 DNA/HVJエンベロープワクチン

が優れていることより，このワクチンが結核の発症予防

や治療に役立つ日を夢見ている。厚生科研，文部科研，

大阪結核予防会研究費等により支援を受けた。
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ANTI-TUBERCULOSIS  IMMUNITY  BY  CYTOTOXIC  T  CELLS ･ GRANULYSIN  
AND  THE  DEVELOPMENT  OF  NOVEL  VACCINES  

(HSP-65 DNA＋IL-12  DNA) 

Masaji OKADA and Yoko KITA

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 a novel tuberculosis (TB) vaccine; a 
combination of the DNA vaccines expressing mycobacterial 
heat shock protein 65 (HSP65) and interleukin 12 (IL-12) 
delivered by the hemagglutinating virus of Japan (HVJ)-
envelope and -liposome (HSP65＋IL-12/HVJ). This vaccine 
provided remarkable protective efficacy in mouse compared to 
the BCG vaccine on the basis of C.F.U of number of TB, 
survival, an induction of the CD8 positive CTL activity and 
improvement of the histopathological tuberculosis lesions. 
This vaccine also provided therapeutic efficacy against multi-
drug resistant TB (MDR-TB) and extremely drug resistant TB 
(XDR-TB) in murine models. Furthermore, we extended our 
studies to a cynomolgus monkey model, which is currently the 
best animal model of human tuberculosis. This novel vaccine 
provided a higher level of the protective efficacy than BCG 
based upon the assessment of mortality, the ESR, body weight, 
chest X-ray findings and immune responses. Furthermore,  
the BCG priming and HSP65＋IL-12/HVJ vaccine (booster) 

by the priming-booster method showed a synergistic effect  
in the TB-infected cynomolgus monkey (100％ survival). 
Furthermore, this vaccine exerted therapeutic efficacy (100％ 
survival) and augmentation of immune responses in the TB-
infected monkeys. These data indicate that our novel DNA 
vaccine might be useful against Mycobacterium tuberculosis 
including XDR-TB and MDR-TB for human therapeutic 
clinical trials.
　The review also provides recent advances of the precise 
studies of induction of immunity including CD8 positive 
cytotoxic T cells and effector molecules such as granulysin by 
these vaccines, against multi-drug resistant tuberculosis and 
extremely drug resistant tuberculosis.
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