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粘膜より感染を示す病原体には粘膜での免疫反応が感染防御等に重要であり、この粘膜

免疫を誘導するためには抗原を適切に粘膜面に投与しなければならない。報告者らは既に

ヒト呼吸器に感染を示すヒトパラインフルエンザ 2 型ウイルス（HPIV2）を用い呼吸器粘膜

に抗原を伝達する手法において肺結核に対し、マウスにおいてワクチン効果があることを

既に報告した。本研究ではこのワクチンがカニクイザルにおけるワクチン効果の検討と、

従来までの抗原ではなく新たに 4 種類の抗原を組み込んだ HPIV2 による新規ワクチンの作

製を行った。カニクイザルに結核抗原 Ag85B を組み込んだ rHPIV2-Ag85B を 3～4 回経鼻投

与したところ、末梢血ならびに粘膜関連リンパ節、肺胞洗浄液にて Ag85B 特異的免疫反応

が認められた。また、従来からワクチン効果があると報告されている抗原 ESA-6、感染非

発症個体で認識されている 2 種類の抗原（Latency 1、Latency 2）および高病原性変異時に

発現する抗原（Resuscitation）の 4 種類を組み込んだ rHPIV2-CRL2 を作製しマウスに経鼻投

与したところ特異的免疫を誘導し、その免疫反応は従来までの rHPIV2-Ag85B と同時投与に

て増強されていることが確認された。 
以上の事から HPIV2 を用いた経鼻結核ワクチンは新たなワクチンとなり得る可能性が示

された。 

 
A. 研究目的 
 エイズ、マラリア、結核（TB）は世界

３大感染症と言われ、その中でも結核感染

症は空気感染により伝搬することから感染

防御が最も困難であると考えられている。

更に、近年出現した多剤耐性結核菌

（MDR-TB）、超多剤耐性結核（XDR-TB）
においては、その脅威は著しく増大してい

る。TB 予防ワクチンとしては世界中で

BCG が使用されているが、成人の肺結核に

おいての予防効果が認められないために、

現在の世界的な蔓延となっている。近年の

免疫学の発展により、多くの感染症が成立

する呼吸器や消化器等の粘膜での免疫反応

は、生体の全身性の免疫反応と異なり、粘

膜において免疫反応を誘導するためには粘

膜面に直接抗原を運ぶ必要があることが判

明した。このことから現在では肺結核予防

のためには粘膜免疫誘導型ワクチンの開発

が必須であると考えられている。本研究で

はパラインフルエンザ 2 型ウイルス

（HPIV2）に結核抗原を組み込んだ新たな

粘膜免疫誘導型結核ワクチンの開発を目的

とした。 

 
B. 研究方法 
1.挿入抗原の確認：リバースジェネティ

ックス法にて作製した結核抗原遺伝子組

み込み HPIV2（rHPIV2-CRL2）を Vero 細

胞に感染させ、mRNA の発現を確認した。 
2. rHPIV2-CRL2 免疫マウスにおける特異

的免疫の誘導：BCG 感作マウスにおける

免疫反応の測定はマウスに BCG を投与

し、6 週後から rHPIV2-CRL2 を 2 週間隔

で 4 回経鼻投与し、最終免疫から 2 週後

に脾細胞において行った。BCG 非感作マ

ウスでは rHPIV2-CRL2 と rHPIV2-Ag85B
を混合して 2 週間隔で 4 回経鼻投与し、



最終免疫から 2 週後に脾細胞において特

異的免疫反応を測定した（Fig. 1）。 

 

Fig. 1rHPIV2-CRL2 および rHPIV2-Ag85B
投与スケジュール 
 
3. カニクイザルにおける Ag85B 特異的

免疫の誘導：rHPIV2-Ag85B を経鼻投与に

てマウスに 2 週間隔 2 ないし 3～4 回投与

した。末梢血、各種リンパ節および肺胞

洗浄液を用いた Ag85B 特異的 IFN-γ 細胞

を ELISPOT にて測定した。また、HPIV2
に対する抗体も測定した。（Fig. 3）。 
 
C. 研究結果 
1. 挿入抗原 Ag85B の確認：挿入抗原であ

る ESAT-6、Latency 1 および Resuscitation
の mRNA は rHPIV2-CRL2 感染 Vero 細胞

において確認された（Fig. 2）。 

 

Fig. 2 各 CRL2 mRNA の発現確認 
 
2. rHPIV2-CRL2 免疫マウスにおける特異

的免疫の誘導：rHPIV2-CRL2 経鼻投与

BCG 感作マウスにおいて脾細胞の各抗

原特異的免疫反応を見たところ、BCG 単

独に比較し、明らかに強い免疫反応が誘

導されていた（Fig. 3A）。また、BCG 非

感作マウスでは CRL2 各種抗原に対する

特異的免疫反応は rHPIV2-CRL2 単独に比

較し rHPIV2-Ag85B を混合投与すること

で増強されていた（Fig. 3B）。 

 
Fig. 3 マウスにおける新規ワクチンの免

疫誘導効果 
 
3. カニクイザルにおける Ag85B 特異的

免 疫 と HPIV2 特 異 抗 体 の 誘 導 ：

rHPIV2-Ag85B 免疫カニクイザルにおい

て末梢血におけるAg85B特異的免疫反応

と血漿中のHPIV2特異抗体を測定したと

ころ、1 回の免疫でどちらも誘導されて

いたが、HPIV2 特異抗体の誘導による

Ag85B 特異的免疫反応の阻害は認められ

なかった（Fig. 4）。 



 
Fig. 4 rHPIV2-Ag85B 投与カニクイザル

におけるAg85B憶い的免疫反応とHPIV2
特異抗体の誘導 
 
4. rHPIV2-Ag85B 経鼻投与カニクイザル

におけるリンパ節および肺胞洗浄液中細

胞での Ag85B 特異的免疫反応：経鼻投与

カニクイザルのリンパ節と肺胞洗浄液中

細胞のAg85B特異的免疫反応を見たとこ

ろ、肺胞リンパ節や腸間膜リンパ節等の

粘膜に関わるリンパ節および肺胞洗浄液

中細胞で認められた（Fig. 5）。また、リ

ンパ節での反応は体表リンパ節等の粘膜

以外の連覇節では認められなかった

（data not shown）。 

 
Fig. 5 rHPIV2-Ag85B経鼻投与カニクイザ

ルにおけるリンパ節および肺胞洗浄液中

細胞での Ag85B 特異的免疫反応 
 
D. 考  察 
 肺結核の予防には呼吸器における粘膜

免疫の誘導が必要である。現在用いられて

いる結核の唯一のワクチンである BCG

は、小児の結核性髄膜炎並びに粟粒結核

に対しては 80％の防御効果を示すが、成

人の肺結核に対して明確な予防効果は認

められない。これらのことから、新規ワ

クチン開発は急務であり、我が国はもと

より、世界的に見ても重要な課題である。

現在、臨床治験進行中および計画をされて

いる結核ワクチンは主に世界的に結核ワク

チン開発を行っている国際 NPO 法人

AERAS に よ り 示 さ れ て い る

（http//www.aeras.org/candidate）。それによ

ると臨床治験進行中のものは７件、臨床治

験準備中のもの７件である。その中でウイ

ルスベクターを用いたものは臨床治験に入

っているものではアデノウイルス（Ad35）、
高度弱毒化改変ワクシニアウイルス

Ankara（MVA）、準備中のものではアデノ

ウイルスの血清型の違うもの（Ad4 および

ChAd63）、MVA、サイトメガロウイルス

（CMV）および我々が開発中のパラインフ

ルエンザ 2 型ウイルス（HPIV2）が示され

ている。しかしながら本研究で目標として

いる粘膜免疫の誘導を主眼としたものはな

い。 

粘膜より感染を示す病原体には、感染

時の粘膜での免疫反応が感染防御等に重

要であり、この粘膜免疫を誘導するため

には抗原を適切に粘膜面に投与しなけれ

ばならない。つまり、肺結核の防御には

適切な手法を用いてワクチン抗原を粘膜

面へ投与することが重要である。HPIV2
は、ヒトの呼吸器粘膜に感染する病原性

の低いウイルスであり、リバースジェネ

ティック法での作製に成功し、安全なウ

イルスベクターになり得ることが示され

た。本ワクチンの特徴としてベクターウ

イルス抗原より大量かつ早期に挿入抗原

が発現することから他のウイルスベクタ

ーと異なり、頻回投与が可能であると考

えられる。本研究結果でも HPIV2 に対す

る抗体が誘導されている状態でも、挿入

抗原特異的免疫反応の誘導には影響はな



かった。また、本研究では HPIV2 を用い

て現在までにワクチン効果の報告の無い

非発症個体が認識している抗原および高

病原性獲得時に発現する抗原を組み込ん

だ rHPIV2 も作製した。このことはベク

ターのみが新規ではなく抗原そのものも

世界的に見られないものである。 
以上本研究で用いたHPIV2をベクター

として用いた結核ワクチンは新たなワク

チンとしての可能性が示唆された。 
 

E. 結  論 
 HPIV2 ベクターを用いた結核ワクチン

の開発に向けて多様な知見が得られた。 
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