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研究成果の概要： 

自己免疫疾患を対象とした抗原特異的免疫寛容誘導型の治療用ワクチンの開発を行った。本研

究では、そのワクチンの免疫原性を向上させるため、コレラ毒素 B鎖蛋白質（CTB）との融合発

現させることで、免疫寛容誘導効率を向上させることを計画した。その成果として一部生理活

性を持った融合タンパク質を得ることに成功したが、水溶性の融合蛋白質そのものを単に経口

投与することでは、効果が低いことが判明した。よって、現在、融合蛋白質を経口投与可能な

デリバリー系に乗せることで機能向上させる技術に着目して研究を進めている。  
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１．研究開始当初の背景 
１型糖尿量は、２型糖尿病と比較し、その発
症メカニズムが全く異なるため、その治療法
も異なる。即ち、１型糖尿病は自己免疫疾患
であり、インスリンを始めとする膵島由来の
自己抗原に対する免疫寛容を誘導すること
で予防及び治療が可能であることが分かっ
ている。それゆえに、米国を始めとしてリウ
マチ同様、抗原特異的免疫寛容誘導型の治療
用ワクチンが期待されている自己免疫疾患
である。１型糖尿病発症に最も重要とされて
いる自己抗原のひとつがインスリンであり、

その中でも B 鎖蛋白質中の B:9-23 ペプチド
に主要なエピトープが含まれることも分か
ってきた。よって、臨床レベルにおいて予防
及び治療にこのペプチドを利用することが
提案されてきた。NOD マウスの実験では、こ
のペプチドのアナログ（A16,19APL）を皮下
投与することで予防及び治療効果があるこ
とが示されている。 
 
２．研究の目的 
本研究の最大の目的は、コレラ毒素 B鎖（CTB）
を基本分子骨格とするワクチン抗原融合シ
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ステム「ヘテロ型 5量体組換えワクチン」の
汎用性を追及し、新しい粘膜アジュバント・
ワクチンデリバリーシステムとして確立す
ることである。具体的には、(1)大腸菌発現
系を用いたヘテロ 5量体関連分子発現の効率
化の検討、(2)ヒトインスリン関連分子を用
いた 1型糖尿病発症防御機能性蛋白質の構築
とその機能解析、(3)日本住血吸虫症などの
病原体に対する炎症反応が病理的に重要と
される感染症への応用の検討、(4)ヘテロ型 5
量体分子構築技術を応用した N末端融合分子
構築の検討、及び(5)CTB 融合分子のユビキチ
ン化による外来性抗原の抗原提示能向上の
検討、を五つの細分化された目的とする。 
 
３．研究の方法 

ヘテロ型 5量体技術（図１）はワクチン開発

において期待できるものであるが、ワクチン

生産技術として詳細な点での最適化の必要

性がある。これまでの予備的データから、ヘ

テロ型 5量体は発現系と抗原によってその発

現様相が著しく異なることが推測されるこ

とから、組換えワクチン生産系として大腸菌

を用い、以下の分子構築をする。基盤となる

CTB融合用コンストラクト：(1)C末端融合型、

(2)N 末端融合型、(3)N、C 両末端融合型及び

(4)分子バッファーCTB）を作成し、各々分泌

型（ペリプラズム蓄積型）と細胞質蓄積型（封

入体発現型）を構築する（図 2）。 

図１ ヘテロ型５量体技術 

 

 

(1)の C 末端にプロインスリン、(2)に N 末端

にユビキチン、(3)の N, C 両末端に其々ユビ

キチンとプロインスリンを融合させたコン

ストラクトを作成する。上記コンストラクト

を其々単独で、或いは分子バッファーCTB と

一緒に in vitro 会合させ、ホモ及びヘテロ

型 5量体分子を構築し、それらの 5量体形成

効率、精製効率等を解析し、プロダクト形成

の効率を比較検討する。また、上記コンスト

ラクトの in vivo でのヘテロ 5量体形成効率

を解析するため、複数遺伝子発現可能な大腸

菌発現ベクターpETDuet-1（Novagen）を用い

る。構築した各種コンストラクトの発現、精

製した組換え蛋白質各々につき、生化学的解

析を中心に生体防御分子としての機能を解

析する。 

 

図２ 各種発現コンストラクト 

４．研究成果 
(1) H19 年度は大腸菌発現系においてヘテロ
5 量体分子の基本骨格となるペリプラズム蓄
積型及び細胞質蓄積型分子を構築した。具体
的には 5 量体形成効率検討の基盤となる CTB
融合用分子：1）C末端、2）N末端、3）N、C
両末端融合型、及び 4）非融合 CTB 分子（分
子バッファー）を構築した。その過程で得ら
れた新たな知見として、コレラ菌本来の CTB
リーダー配列を大腸菌由来の pelB 配列と置
換することで、CTB 5 量体分子が生物活性を
保持した状態で効率よく大腸菌から分泌発
現することが分かった。これは CTB 本来のリ
ーダー配列を用いた場合には認められない
現象であり、しかも、通常の LB 培地の使用
で大腸菌から 5量体の形態で分泌発現が確認
されたことは以前報告がない。また、これま
で酵母や植物などの小胞体をもつ真核生物
や CTBの本来の発現宿主であるコレラ菌を除
けば、5 量体として優位に分泌発現が確認さ
れた例はなく、しかも酵母などの真核生物で
は、CTB 本来のリーダーでも CTB の分泌シグ
ナルとして機能する点において大腸菌とは
分泌に関し発現様相が全く異なることが分
かった。更に、枯草菌発現系などのペリプラ
ズムを持たないグラム陽性菌の発現系では、
単量体優位にしか分泌発現が達成されてい
ないのが現状であり、今回得られた知見は、
今後の CTB関連組換え融合蛋白質を生物活性
を保持した状態で確保するという観点から
重要であると考えている。 
(2) H20 年度は H19 年度に構築した CTB-APL
融合遺伝子をホモ型或いはヘテロ型 5量体と
して発現させ、その発現様相を解析した。コ
ンストラクトとして、1）C末端、2）N末端、
3）N、C両末端融合型を候補としたが、まず、
最も可能性が高いと思われる C末端融合法を
検討した。その結果、pelB 配列保有 CTB は



 

 

大腸菌で顕著に分泌発現するのに対し、
CTB-APL は不溶性凝集体としてのみ発現した。
つまり、CTB との融合分子は、大腸菌系では
CTB 単独と発現様相が全く異なることが分か
った。（この現象は酵母発現系とは全く異な
る。）そこで、大腸菌から生理活性を保持し
た融合分子を得るため、尿素で不溶性凝集体
を変性させ、徐々に巻き戻し作業を行ったと
ころ、一部生理活性を保持した融合分子を得
ることに成功した。次に、この融合蛋白質を
NOD マウスに経口投与したが予防効果は認め
られなかった。以前我々は CTB-APL 発現組換
え酵母自体を経口投与することで弱いなが
らも発症防御効果があることを確認してい
る。よって、水溶性の融合蛋白質そのものを
単に経口投与することでは、効果が低いこと
が判明した。よって、現在、融合蛋白質を経
口投与可能なデリバリー系に乗せることで
機能向上させる技術に着目して研究を進め
ている。  
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