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概 要 

ハンセン病新患患者数は徐々に減っているもののいま

だに年間数十万人を数えている。ハンセン病を文字通り

制圧するためには、有効に作用するワクチンの存在が不

可欠である。当部においても有効かつ信頼に足るワクチ

ンの開発を主な研究テーマの一つとして取り上げている。  

ハンセン病は多菌型と少菌型に大別されるが、少菌型ハ

ンセン病においては菌体成分に対する細胞性免疫、とり

わけ獲得性免疫応答が作用し、菌の体内分散を防いでい

る。そこで、少菌型ハンセン病患者 T細胞が生体内にお

いて認識している菌体分子を同定することがワクチンの

開発に結びつくと想定し、少菌型ハンセン病患者血清を

用いてらい菌をスクリーニングした。その結果、らい菌

の細胞膜に存在する Major Membrane Protein-II 

(MMP-II)が同定された。本分子は、樹状細胞やマクロフ

ァージなど抗原提示細胞を活性化し種々のサイトカイン

を産生すると同時に T細胞をも活性化した。さらに、少

菌型患者メモリーT 細胞は正常健常者に比し、より強く

MMP-II に反応することが明らかになり、目的とした分

子である可能性が強く示唆された。今後、ハンセン病に

対するワクチンと成り得るか検討を加えていきたい。さ

らに、MMP-II に対する抗体が少菌型ハンセン病患者血

清中に存在したことから、MMP-II が血清診断に応用可

能である可能性が示唆された。多菌型患者の 80％、少菌

型患者の 40％強が MMP-II 抗体陽性であり、従来の

PGL-Iに比し有効であることが判明した。国際共同研究

を通じハンセン病濃厚流行国での有用性を検討する。ハ

ンセン病の確定診断には、らい菌の遺伝子診断法、特に

PCR法を用いた検査法が有効である。しかし、高価な機

械を必要とするため途上国ではなじまない側面を有して

いた。この点を凌駕するため、恒温槽があれば検査が完

了する等温遺伝子増幅法（LAMP法）を確立した。また、

病原体を安全に検査室まで運ぶ FTA カードを組み合わ

せた方法の開発にも成功した。今後、途上国への技術移

転を図り、国際的厚生行政に貢献したい。つくば霊長類

センターと共同でカニクイザルを用いたハンセン病モデ

ル動物の作製研究を展開している。らい菌の投与ルート、

投与回数、投与量などの基本的なデータの蓄積を行って

いるが、カニクイザルのハンセン病発症には至っていな

い。ヒトと同様サルにおいても、らい菌感染から長時間

を経て病変が発症するものと推定している。 

らい菌は細胞内寄生性菌であるが、生体防御機構をか

いくぐり細胞内に長期に宿る免疫学的機構、特に TCR

と TACO の関係あるいはサイトカインの果たす役割に

ついても昨年に引き続き研究を行った。薬剤耐性菌は、

「ハンセン病新時代」の中核を成す重要な研究課題の一

つである。薬剤耐性菌に見られる薬剤ﾀｰｹﾞｯﾄ遺伝子の突

然変異が、直接的に薬剤耐性に関わっているかを知るた

めモデル菌の作製を試みている。本試験法が確立されれ

ば、従来の疫学調査を待たずして結論が得られるため、

難治性ハンセン病患者には大きな福音となる。非結核性

抗酸菌の研究では、糖脂質 Glycopeptidolipid (GPL)の糖

移転酵素遺伝子を解析した。その結果、非病原性菌であ

るM. smegmatisと病原性菌M. aviumでは、共通した

糖移転酵素とそれぞれに特異的な酵素の両者を有してい

て、両者が働いてそれぞれの菌に特徴的な GPL を形成

していることを明らかにした。 

最後に人事についてであるが、ヒューマンサイエンス

財団からの流動研究員として活躍していた稲垣勝也が中

途退所してアメリカ合衆国へ留学した。 

 

業 績 
調 査・研 究 
I. 抗酸菌の病原性因子と病変発症機構に関する研究 
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1. 抗酸菌糖脂質 Glycopeptidolipids (GPLs)糖鎖生合成

の解析 

M. aviumや M. smegmatis などの抗酸菌には GPLs

が存在する。GPLs 生合成における糖鎖形成機構を解明

するため、糖転移酵素遺伝子の破壊株を M. smegmatis

により作製した。破壊株より抽出した GPLsを構造解析

した結果、骨格部分の糖鎖は複数の転移経路を経て形成

され、さらに末端部分ではM. smegmatis はM. avium

と異なった糖鎖生合成を持つことが判明した。 

[宮本友司、向井 徹、中田 登、前田百美、甲斐雅規、

中 崇(BCG中央研究所)、矢野郁也(BCG中央研究所)、

牧野正彦] 

 

2. 抗酸菌糖脂質 Glycopeptidolipids (GPLs)の細胞内寄 

生に与える影響 

GPLs の糖鎖構造が変化した糖鎖転移酵素遺伝子の破

壊株及び過剰発現株をM. smegmatisにおいて作製し、

J774細胞へ感染させ、経時的に細胞内細菌の CFUを測

定して各株の細胞内寄生性を算出した。その結果、野生

株型 GPLs とは異なる糖鎖が付加された gtf3 遺伝子過

剰発現株において野生株の 10～100倍の CFU値が認め

られ、GPLs の糖鎖構造が細胞内寄生に影響を与えるこ

とが示唆された。 

[宮本友司、向井 徹、中田 登、前田百美、甲斐雅規、

中 崇 (BCG中央研究所)、矢野郁也 (BCG中央研究

所)、牧野正彦] 

 

3. らい菌２成分情報伝達系の解析 

らい菌２成分情報伝達系 SenX3-RegX3 の機能を解析

した結果、第２成分 RegX3 がほとんど機能していない

こと、原因として RegX3 遺伝子上流部分の欠失のため

であることが判明した。しかし第１成分 SenX3のプロモ

ーター活性を lacZ レポーター遺伝子を利用し調べた結

果、結核菌 SenX3とほぼ同等の活性が観察された。また、

このプロモーター活性は、らい菌 SenX3-RegX3 は

RegX3 がほとんど機能していなかったにもかかわらず、

らい菌 SenX3-RegX3 領域を強発現させると活性が上昇

することから、RegX3 はリン酸化の有無にかかわらず

SenX3プロモーターに結合し、オートレギュレーション

する可能性が示された。現在遺伝子破壊株を作成してい

る。 

[甲斐雅規、中田 登、P. J. Brennan 

(コロラド州立大学)、牧野正彦] 

 

4. サル由来シュワン細胞を用いた神経障害機構の解明 

らい菌のシュワン細胞への感染がヒト末梢神経障害の

誘導に深く関与しているが、その障害機構は未だに不明

である。そこで、私たちは幾つかのサル由来シュワン細

胞株を樹立した。これらシュワン細胞は、MHCクラス I

抗原は発現していたが TLR2などのレセプターは発現し

ていなかったが、らい菌感染またはらい菌膜画分の刺激

により、サイトカイン産性が誘導されることが明らかと

なった。 

[前田百美、遠藤真澄(生体防御)、寺尾恵治(筑波医学実験

用霊長類センター)、牧野正彦] 

 

5. らい菌感染モデルサルの樹立 

ワクチン開発において、候補抗原の効果判定、安全性

の確認が必要になる。そのため、系統的ならい菌感染サ

ルの樹立を目的とした。幼若カニクイサルへ、鼻腔内、

鼻尖皮下、静脈の 3 経路を選択し、らい菌を接種した。

１１ヶ月後鼻尖皮内にらい菌の存在が確認された。鼻腔

内投与では、接種後 3ヶ月まで鼻腔内洗浄液に菌の存在

が確認された。 

[向井 徹、松岡正典（生体防御部）、鈴木幸一、寺尾恵

治（筑波医学実験用霊長類センター）、小野文子（予防衛

生協会）、牧野正彦] 

 

6. 抗酸菌の細胞内寄生と自然免疫活性化のバランス決

定の分子機構に関する研究 

抗酸菌は宿主マクロファージのファゴゾーム内で様々

な殺菌機構から免れて寄生する。ファゴゾームとライソ

ゾームの融合阻害に関わる蛋白として CORO1A が見い

出された。我々は、CORO1Aの発現がマクロファージに

おける TLR シグナルを抑制することを示し、その作用

には CORO1Aの coiled-coilモチーフとWDリピートの

両方の構造が必要であることを示した。一方、マクロフ

ァージにおいては、抗酸菌感染、TLRリガンド刺激、活

性化ビタミン D3 処理等で、CORO1A mRNA 発現量が

低下することを示した。 
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[鈴木幸一、中田 登、牧野正彦] 

 

7. らい菌が持つ多くの偽遺伝子に関する研究 

らい菌全遺伝子領域の約 98%をカバーするコスミド

ライブラリーを膜にスポットし、らい菌由来標識 cDNA

をプローブにアレイ解析を行い、さらにサザン法にて発

現遺伝子を同定した。その結果、偽遺伝子の多くが強く

発現しており、その発現量が感染によって変化すること

が判明した。このことから、これら偽遺伝子由来 mRNA

がたの遺伝子発現に影響を与えている可能性を示した。 

[鈴木幸一、中田 登、牧野正彦] 

 

II. 生体防御機構とワクチン開発に関する研究 

1. 新しいＴ細胞活性を示すらい菌分子の探索 

ハンセン病に対する有効なワクチンの開発は切望され

ている。今回らい菌の細胞壁画分に注目し、最も高いＴ

細胞活性を示す画分を探索した。水溶性の細胞壁画分に

比べて非水溶性画分が高いＴ細胞活性を示し、さらに非

水溶性画分をクロロフォルムとメタノール（2：1）を用

いて分離したところ、脂溶性分画より、非脂溶性分画の

活性が高く、さらに非脂溶性分画をは熱処理したところ、

Ｔ細胞刺激活性は若干低下した。このことから、蛋白質

以外の糖質などの関与が示唆された。 

[前田百美、牧野正彦] 

 

2. 新しいワクチン候補分子MMP-IIの抗原性の評価 

新たに同定されたタンパクMajor Membrane Protein 

(MMP-II)を樹状細胞にパルスすると自己のナイーブ及

びメモリーＴ細胞の両者を刺激し、IFN-γ産生性タイプ

1 CD4 陽性および CD8 陽性Ｔ細胞を活性化した。ナイ

ーブT細胞の反応性は正常健常者とハンセン病患者で差

はなかった。しかし、メモリーＴ細胞においては、少菌

型ハンセン病患者では、Ｔ細胞反応は正常健常者に比し

著しく亢進していた。従って、MMP-II は生体内で認識

され得る抗原性に富んだらい菌由来抗原であることが明

らかとなった。 

[前田百美、向井 徹、石井則久(生体防御)、牧野正彦] 

 

3. らい菌特異的リポ蛋白 LpKの免疫学的な解析 

これまでに、らい菌のリポ蛋白 LpK はヒト末梢血単

球を刺激し、細胞性免疫応答の誘導に重要な IL-12を産

生することを明らかにした。今回 LpKのＮ末端 13アミ

ノ酸配列を含む合成リポペプチド Palmitoyl-Cys 

(2,3-di(palmitoyloxy)-propyl)-Leu-Pro-Asp-Trp-Leu-Se

r-Gly-Phe-Leu-Thr-Gly-Gly-OH （lipoK）を合成し、抗

原提示細胞の活性化を検討した。その結果、lipoK は抗

原提示細胞上に発現する TLR2を認識し、単球由来樹状

細胞の抗原提示能を増強した。従って、lipoK はらい菌

感染防御機構に重要な役割を担っていることが明らかに

なった。 

[前田百美、牧野正彦] 

 

4. 鼻腔を介したワクチン投与法の開発 

らい菌の感染経路の一つとして鼻腔が考えられる。鼻

腔内に効率的な粘膜免疫を誘導することを目的とし、粘

膜の抗原補足細胞Ｍ細胞と特異的に結合するレオウイル

σ因子とらい菌抗原融合蛋白をマウス鼻腔内に投与した。

その結果、σ因子依存的にＮＡＬＴにおいて、Ｔ細胞の

活性化、ＩＦＮ－γの産生が上昇し、粘膜面に効率的に

細胞性免疫が誘導されたことが示唆された。 

[向井 徹、宮本友司、牧野正彦] 

 

5. 新しい結核のワクチン開発に関する研究 

BCG-Tokyo株に結核菌由来 Ag85a の分泌シグナルを

付加した抗原遺伝子を、ベクターに組み込んだプラスミ

ッドをもつ、rBCG をモルモットに皮下接種し、結核菌

H37Rv 株 10-20cfu/匹を噴霧感染して結核菌防御能を調

べた。rBCG を 104cfu/匹に接種した場合には、PBS 群

に比べて臓器の還元培養の結果から、明らかに結核菌防

御能が見られた。また、rBCG(pMV261-SM)は、rBCG 

(pMV306-SM)より強い結核菌防御能であった。 

[山崎利雄、芳賀伸治（細菌第一部）；宮本友司、稲垣勝

也、牧野正彦] 

 

6. DC-SIGN分子による抗酸菌認識機構の検討 

結核菌群の抗酸菌は、DC-SIGN を受容体とし樹状細

胞へ感染することが知られている。そこで各種抗酸菌の

DC-SIGN を介した細胞内感染の分子機構の解析を目的

とした。GFP発現 BCG，M. avium, M. smegmatisを

作製し、樹立された DC-SIGN発現細胞への細胞内侵入

3



病原微生物部 

性を検討した。その結果、M. smegmatisは、DC-SIGN

を受容体として使用しないが、M. aviumは、DC-SIGN

Ｎ依存的に細胞内侵入が認められた。つまり、一量体

MAN-LAMもDC-SIGNのリガンドとなることが示唆さ

れた。 

[向井 徹、宮本友司、牧野正彦] 

 

III. ハンセン病の診断および治療に関する研究 

1. ハンセン病の新しい血清診断の開発 

昨年度、血清診断用の抗原として、Major Membrane 

Protein-II (MMP-II)が同定された。今回、199例の患者

血清中の抗 MMP-II 抗体を測定し、ROC 曲線を用いて

統計的な処理を行った結果、多菌型ハンセン病患者

83.9％、少菌型ハンセン病患者では約 48.2％の陽性率を

示した。この陽性率は抗 PGL-I抗体の陽性率に比べて極

めて良好な成績を示した。今後、ハンセン病流行地での

検討が望まれる。 

[前田百美、甲斐雅規、福富康夫、向井 徹、石井則久(生

体防御)、牧野正彦] 

 

2. クロファジミンによる細胞死誘導 

ハンセン病の治療には DDS・リファンピシン・クロフ

ァジミン(B663)等の抗菌薬が用いられている。マウス腹

腔正常マクロファージや健常人末梢血単球由来マクロフ

ァージを B663 存在下にて培養すると細胞死が観察され

た。さらに、THP-1細胞でも B663により著明な細胞死

が観察されたが、annexinV 染色陽性細胞が現れヌクレ

オソーム単位での DNA の断片化も観察されたことから、

アポトーシスを起こしていることが分かった。B663 に

はハンセン病におけるらい反応、特に ENL を抑制する

作用が知られているがその機構については明らかになっ

ておらず、アポトーシス誘導能と何らかの関係があると

思われた。 

[福富康夫、前田百美、松岡正典、牧野正彦] 

 

3. マクロファージの in vitroにおける抗らい菌活性発現 

ヒトマクロファージをヒト正常血清存在下でらい菌と

共に培養して細胞内に取り込ませた後、同マクロファー

ジを IFNγと TNF、若しくは TNF inducerである LPS

存在下で 37 度にて培養した後、らい菌を回収しラジオ

レスピロメトリーにて代謝活性を調べたが、サイトカイ

ンを添加しない群との差はなかった。一方、マウス腹腔

マクロファージは IFNγと TNFや LPSの組み合わせで

活性化してらい菌の代謝が著明に低下し、かつ殺菌作用

に関与する NOの産生も起こった。ヒトマクロファージ

では IFNγ刺激してもNOの産生がみられなかったこと

から、ヒトマクロファージの抗らい菌活性発現には種々

の因子が必要であることが示唆された。 

[福富康夫、前田百美、松岡正典、牧野正彦] 

 

4. らい菌由来糖脂質の解析 

抗酸菌菌体成分糖脂質の１つである Trehalose 

Dimycolate (TDM)が結核菌などの抗酸菌ではある種の

病原性因子であること、また各種生物活性を示すことな

どから、らい菌由来糖脂質の存在の有無を各種溶媒分画

で調べたところ、結核菌の糖脂質 TDM, TMMと同等の

バンドが得られた。また、質量分析でも結核菌のTDM お

よび TMMと同様の物質であることを明らかにした。こ

れら糖脂質はらい菌からの収量が著しく悪いことから、

半合成の試みと他抗酸菌糖脂質かららい菌と類似の物を

検索した。現在、類似 TDM を用いて各種活性を調べて

いる。 

[甲斐雅規、藤田由希子（BCG中央研究所）、矢野郁也

（BCG中央研究所）、牧野正彦] 

 

IV. 薬剤耐性らい菌に関する研究 

1. らい菌 のダプソン耐性に関する研究 

らい菌のダプソン耐性機構として、らい菌の葉酸合成

酵素 DHPS をコードする遺伝子 folP の変異が見つかっ

てきた。その変異はアミノ酸配列で 53位と 55位であっ

たが、臨床分離株でしばしば発見される、それ以外の位

置でのマイナー変異については耐性との相関は不明であ

る。そこで、３次元分子構造解析ソフトウェア（MOE）

を利用し、従来の耐性変異で示される耐性変異した酵素

と基質であるPABAあるいはダプソンとの結合シュミレ

ーションを行い、他の可能性のある変異酵素モデルでの

結合シュミレーションを行い、比較することで新しい耐

性関連変異の同定を行っている。 

[甲斐雅規、中田 登、牧野正彦] 
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2. Mycobacterium smegmatisの第 2の katG遺伝子の

役割 

katG 遺伝子は、結核菌などの病原性への関与が知ら

れている。私達はM. smegmatisのゲノムに第 2の katG

配列を見出したため、H2O2 抵抗性、およびイソニアジ

ド感受性への寄与について既報の katG 遺伝子と比較し

たところ、両者には役割分担があることが明らかになっ

た。抗酸菌では、らい菌の katG配列が偽遺伝子であり、

結核菌などは唯 1 つの katG 遺伝子を持つが、M. 

smegmatisは 2種の役割の異なる katG遺伝子を持つこ

とで、より広い生存環境に適応していると考えられる。 

[中田 登、甲斐雅規、宮本友司、鈴木幸一、牧野正彦] 

 

V. 結核菌と非結核性抗酸菌に関する研究 

1. 結核菌の迅速薬剤感受性試験法に関する研究 

昨年度に続き、2 次抗結核薬である Capreomycin 

(CPM) 、 Cycloserine (CS) 、 Ethionamide (TH) 、

para-Aminosalicylic acid (PAS)、Emviomycin (EVM)

について ATP 法による薬剤感受性試験の有用性を検討

した。ATCC標準結核菌株を用いて再現性を確認後、臨

床分離結核菌 55 株を用いて ATP 法の信頼性を調べた。

ATP 法と寒天比率法との判定結果の一致率は、CPM 

96.4%、CS 96.4%、TH89.1%、PAS 94.1%、VM 98.2%

と高く、二次抗結核薬についても、ATP法は、迅速で正

確な結核菌の薬剤感受性試験であることを確認した。 

[山崎利雄；山下研也、岡沢 豊（極東製薬工業）] 

 

2. 飼いイヌの臓器由来の結核菌の RFLP分析 

昨年度、飼い主が結核患者であり、安楽死の処置がと

られたイヌの肺、気管リンパ節、肝臓より結核菌を分離

した。犬の各臓器由来の結核菌と飼い主から分離された

結核菌の RFLPパターンは、完全に一致した。また、ス

ポリゴタイピング法でも同一パターンを示し、北京ファ

ミリーの結核菌であり、M. bovisやM. bovis BCGでは

無いことも確認された。イヌの結核症は非常に稀であり、

RFLP 分析の結果や、犬の生活環境から、飼い主から感

染したものであろうと推察された。 

[山崎利雄、芳賀伸治、渡邊治雄、神山恒夫（獣医科学）、

高橋光良（結核研究所）宇根有美（麻布獣医科大学] 

 

3. ATP測定法によるらい菌の薬剤感受性試験法の検討 

昨年度までに、現行の in vitroの薬剤感受性試験法で

ある放射性の Buddemeyer法に代わる、非放射性のらい

菌の薬剤感受性試験法の確立をするために、ATP測定に

よる検討を行ってきたが、今年度は、菌液均等化のため

に、超音波処理やボルテックスのらい菌に及ぼす影響と、

供試菌の凍結の有無の影響等を検討し、より測定精度の

高い方法に改良した。 

[山崎利雄；儀同政一、松岡正典（生体防御部）] 

 

4. 非結核性抗酸菌症迅速診断法の開発 

らい菌遺伝子検出のため、RLEP遺伝子領域を標的に

loop-mediated amplification method（LAMP法）の開

発を行った。その結果、抗酸菌 27 菌種を非特異増幅せ

ず、また、国内各地、韓国、インドネシア臨床分離株を

増幅し、らい菌特異増幅であることを示した。また、検

出感度は、ゲノム DNA５コピーであった。昨年に引き

続き dnaA遺伝子を標的にM. kansasii, M. gastri鑑別

可能な LAMP法を検討した結果、両菌共に、500コピー

まで検出が可能になった。 

[向井 徹、宮本友司、山崎利雄、松岡正典(生体防御部)、

牧野正彦] 

 

国際協力関係業務 
I. ハンセン病血清診断及び DNA診断に関するベトナム

国との国際共同研究 

ベトナム国、中部クイニョンのクイホーハンセン病病

院において、DNA 診断のための技術供与として、らい

菌感染を迅速・高感度に検査する PCR 法を指導した。

各種精製 DNAを用い、４セットのらい菌検出用 PCRプ

ライマーを作成しテストした結果、らい菌の RLEP領域

を増幅させる LP1-4 プライマーを用いた neted-PCR 法

が感度、特異性ともに成績がよかった。現地ラボでの機

器及び実験室条件で最適な条件を検討し、患者由来 slit 

skin smearサンプルからの検出を行い、よい成績を得た。

また、血清診断技術として PGL-Iを用いた ELISA法の

技術指導を行った。 

[甲斐雅規、福富康夫、宮本友司、前田百美、向井 徹、

中田 登、山崎利雄、鈴木幸一、牧野正彦] 
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