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研究成果の概要（和文）：我々は、新規の技術としてDNAを足場にした抗原の高分子量化と反復整列化の技術基盤の構
築に成功した。具体的にはDNA結合タンパク質（DBP）およびDNAの構造的規則性を利用し、DBP-マラリアワクチン抗原/
DNA複合体を構築した。この複合体には抗原が効率よくDNAに結合することが分かった。さらに動物実験の結果、抗原単
独や抗原の化学融合体よりも有意に高い抗体応答を示すことが分かり、本技術の有用性を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：We have developed a new technology to enhance immune responses by generating compl
ex which composed DNA-binding protein fused vaccine antigen and DNA (DBP-Ag/DNA). In this system, DNA was 
used as scaffold material, not genetic information. Vaccine efficacy of the DBP-Ag/DNA complex was evaluat
ed using an ookinete surface protein of Plasmodium vivax, Pvs25. The DBP-Ag/DNA complex immunized mice wer
e conferred a high immune response compared to Pvs25 alone immunized group. This system may be a promising
 approach for development of subunit vaccines against malaria.
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１．研究開始当初の背景 

 現代はワクチン開発の遺伝子工学期と称

され（大谷、1992）、病原体の一部を組換え

タンパク質を利用して構築するコンポーネ

ントワクチンの開発が進んでいる。その例と

して、組換え酵母や昆虫細胞による B型肝炎

ワクチンやヒトパピローマウイルス（HPV）

ワクチンなど、ウイルス様中空粒子（VLP）

を用いたものがある。特に、マラリア原虫の

ような寄生虫に対しては、従来の不活化や弱

毒化等の手法は応用が難しく、組換えタンパ

ク質を基にしたコンポーネントワクチンの

開発が必須である。この類のワクチンは、精

製されたタンパク質を利用しているため、弱

毒生ワクチンや不活化ワクチンに比べ副作

用も少なく、安全性が高い反面、ワクチン抗

原の単独投与では免疫が成立しないことが

ほとんどである。（上述した組換えワクチン

が VLP であることは、ウイルス粒子的な形状

が元来高い免疫原性をもつ事実によるとこ

ろが大きい。）よって、寄生虫に対するワク

チンを開発するには、自然免疫系を活性化す

るアジュバントや樹状細胞（DC）および B細

胞を含む抗原提示細胞を標的化するデリバ

リーシステムの開発等、総合的な免疫賦活シ

ステムが重要である。より具体的には 

少なくとも以下の３つの戦略が重要であ

ると考えている。（新川、宮田、アジュバン

トの新展開、2011）。 

① 自 然 免 疫 活 性 化 機 構 （ PRRs: 

Pathogen-associated molecular 

patterns 認識機構）の活用 

② 抗原提示細胞（DC や B 細胞）への抗原

運搬機能及びその抗原提示機能の活性

化 

③ 抗原の高分子量化や反復整列化による

抗体応答の増強 

 申請者はこれまで、②の戦略として、抗原

提示細胞へのデリバリー機能を基盤とする

独自のワクチンプラットフォーム「三部構成

免 疫 賦 活 シ ス テ ム （ Tricomponent 

Immunopotentiating System: TIPS）」を開発

してきた（Miyata et. al., Infect. Immun., 

2011; 米国特許取得）。この TIPS では 2種類

のマラリア原虫の抗原 [三日熱マラリア原

虫伝搬阻止ワクチン候補抗原（Pvs25）、ネズ

ミマラリア原虫抗原 Merozoite surface 

protein-1（MSP1）]をモデル抗原とし、その

機能を検証してきた。その結果、TIPS に抗原

を搭載すると、①抗原単独よりも有意に免疫

応答を惹起できること、②誘導した抗体がタ

イ国の三日熱マラリア感染患者の血液から

媒介蚊への原虫の伝搬を完全に阻害できる

こと、③マウスを用いた動物実験でネズミマ

ラリア原虫の致死的感染を完全に防御でき

ること、などが分かった（Miyata et. al., 

Infect. Immun., 2011）。 

 さらに、申請者は②の戦略である TIPS プ

ラットフォームに、①の要素を取り入れるこ

とで、より効果的に免疫応答を惹起すること

に一部成功した。そして、残された③の戦略

についても着手し始めた。 

 タンパク質抗原は独立した可溶性サブユ

ニット構造を取るものよりも、互いに架橋し

たり（可溶性凝集体の構築）、何らかの物理

的な足場を基に高分子量化されることで、そ

の免疫原性が格段に向上する（Rosenberg, 

AAPS, 2006）。そこで、申請者は、まず TIPS

プラットフォームの検証の際も用いた2種類

のマラリア原虫抗原（Pvs25、MSP1）をモデ

ルとし、化学的融合法でセルフクロスリンク

させた高分子量可溶性凝集体を作製し、その

免疫原性について検証した。その結果、可溶

性凝集体は、独立した低分子量の抗原よりも

格段高い免疫原性を獲得することが分かっ

た。これは、本来、T細胞依存性抗原（TD Ag）

が T 細胞非依存性抗原（TI Ag）へ変換され

るためであると予想している。この変換によ



って、抗原に対するより早期で、より強い特

異的免疫応答が惹起されることが、③の戦略

の大きな利点である。よって、本研究におい

て③の戦略を基盤とした新しいプラットフ

ォーム技術を確立し、将来的に①、②の戦略

と統合化を図ることで、より効果の高いシス

テムを確立することを目指した。 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、寄生虫感染症の中でも特

にマラリアに対するワクチン開発に寄与す

る新しい技術基盤を確立することである。具

体的には、ワクチン抗原の高分子量化と反復

整列化によって、抗原の免疫原性を向上させ

る技術基盤の確立を目的とする。背景の項目

でも述べたが、申請者はこれまで、組換えタ

ンパク質抗原を化学的にセルフクロスリン

クさせた高分子量可溶性凝集体が単独の分

子よりも格段高い免疫原性とマラリア原虫

感染に対する感染防御機能を有することを

確認している。そこで、本研究課題では、こ

の免疫賦活機能を汎用性の高いシステムと

して確立するため、ワクチン抗原の高分子量

化と反復整列化をDNA分子の構造的規則性を

利用して実現することを目指した。より具体

的には、DNA 分子に結合する DBP（DNA 結合タ

ンパク質）を活用し、DNA 分子をワクチン抗

原を反復整列化させるための物理的な足場

（scaffold）として利用する（図 1）。この

DBP とワクチン抗原の融合タンパク質（図 1

内の拡大図）をDNA分子と結合させることで、

ワクチン抗原がDNA分子に沿った形状で反復

整列化され、高分子量複合体が形成される

（図 1）。 

３．研究の方法 

 「DNA の構造的規則性に基づいた抗原反復

整列化」の技術の基盤を構築するために、以

下の３段階を順次完了させることを計画し

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ DNA を活用した抗原の高分子量化およ

び反復整列化の概念図 

(1). DBP-マラリア原虫抗原融合タンパ

ク質（DBP-Ag）の大量発現系の確立（酵

母 Pichia pastoris） 

(2). DNA/DBP-Ag 核酸・タンパク質複合体

の生化学的および化学量論的解析（複合

体サイズ、DNA 結合機能解析等） 

(3). DNA/DBP-Ag 複合体を用いた動物実

験（感染防御機能、免疫学的解析） 

マラリア原虫抗原には、これまで申請者が

モデル抗原として利用してきた、P. pastoris

発現 Pvs25（三日熱マラリア伝搬阻止ワクチ

ン候補抗原）を用いて機能評価する。また、

効率のよい研究体制として国内研究協力者

（愛媛大学・教授、坪井敬文、琉球大学・准

教授、新川武）および海外共同研究者

（Mahidol 大学、Dr. Jetsumon Sattabongkot）

との綿密な連携の下、遺伝子組換え実験、生

化学的、免疫学的解析、マラリア感染実験等

の各専門技術を統合し、研究を遂行した。 

４．研究成果 

 本研究では、我々は新規の抗原の高分子量

化および抗原反復並列化技術（DBP-Ag/DNA）

を開発した。DBP-Ag/DNA複合体はDNA(足場、

Scaffold）に結合するタンパク質（DBP）にワ

クチン抗原を融合させたDBP-Agによって実現

している（図１）。 まず抗原(Ag)をDNAに結

合させるためにDBPとの融合体(DBP-Ag)を構

築した。これは酵母P． pastorisにおいて構



築し、Ag単独の発現、精製レベルと比較して、

ほぼ同等の発現、精製レベルでDBP-Agを確保

することに成功した。続いて、DBP-AgのDNA

との複合体形成能について検証した。DNAの移

動度の変化を化学量論的に解析した結果、足

場として用いるDNAの全領域に効率よく

DBP-Agが結合していることが分かった。ワク

チン抗原と足場の結合に関しては化学反応で

はなく、DNAとDBPの相互作用を利用した複合

体形成なので、生産性においても優れたもの

となっている。実際に混合するだけで、迅速

かつ高効率な複合体形成能を示すことが分か

った。さらに、この複合体は、水溶性および

安定性が改善されている傾向を示した。これ

はDNAの水溶性および安定性が分子全体の安

定性などに寄与しているのかもしれない。 

 続いて、本研究ではワクチン抗原を搭載し

たDBP-Ag/DNAの機能評価のため、三日熱マラ

リア原虫に対する効果を検証した。その結果、 

マウスを用いた動物実験において、搭載した

抗原特異的な免疫応答が抗原単独に比べて有

意に高いことを確認した。つまり、DNAを足場

にワクチン抗原を高分子量化および反復整列

化させることで高い免疫応答が成立すること

が分かった。 

 今後は、実際の三日熱マラリア患者の血液

を用いたワクチン効果の検証や他の感染症

への応用についても視野に入れて研究を進

める。特筆すべき点は、本研究では DNA を遺

伝情報としてではなく、単に物質として活用

し、新しい技術を構築したことである。 
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