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II. 成果の概要（総括研究報告） 
1）新規の HPIV2 結核ワクチンのワクチン効果をカニクイザルにおいて確認した、 

2) 当該(28)年度においては、マイルストーンに従い、結核菌ならびに BCG の MDP1（抗酸菌の遅発育性や

増殖制御に関与する DNA 結合蛋白）と Esat6（感染初期に細胞性免疫を誘導する結核菌の分泌蛋白）の融

合蛋白遺伝子を、増殖性の異なる３種のヒトパラインフルエンザ２型ウイルスベクターに挿入した新規

結核ワクチンを作製し、産生効率ならびに細胞傷害性等の検討を行った。抗原を挿入したいずれの HPIV2

も高効率の産生能と安定した増殖性が得られ、結核ワクチンとしての有効性を示した。 
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3) カニクイザル末梢血単核細胞（PBMC）を用いて、in vitro で様々な抗原刺激をし、刺激依存的に産生

されるサイトカイン、ケモカインを多重染色法によるマルチカラーフローサイトメーター(FACS)で解析

する実験系を確立した。 

4) HPIV2-Ag85B ワクチンの粘膜免疫誘導のメカニズムと安全性について、マウスを用いた in vivo レベ

ルでの解析を行い、今年度は以下に示す成果を得ることが出来た。 

i) HPIV2-Ag85B ワクチンを投与すると誘導性気管支関連リンパ組織（inducible bronchus-associated 

lymphoid tissue: iBALT）が発達することがわかった。さらに詳細な免疫組織化学的解析を行なったと

ころ、T細胞領域と B細胞領域が区域化され発達していること、樹状細胞が濾胞周囲に配備されているこ

と、抗体クラススイッチや抗体親和性成熟に重要な胚中心反応が起きていること、リンパ球の遊走に関与

する高内皮小静脈が発達していることが明らかになった。そのため、iBALT が hPIV2-Ag85B による抗原特

異的免疫応答の誘導組織として機能している可能性が示唆された。 

ii)これまでの先行研究により、インフルエンザ感染やリポポリサッカライドの投与により誘導される

iBALT はリンフォトキシン（lymphotoxin: LT）シグナルに依存して形成されることがわかっている。そ

こで、hPIV2-Ag85B ワクチンにより誘導される iBALT も LT シグナルを必要とする可能性について LTシグ

ナルを遮断できる LT R-Fc 融合タンパク質を投与することで検討した。その結果、LT シグナルの遮断に

より iBALT が消失したことから、hPIV2-Ag85B による iBALT 形成も LT シグナルに依存していることが判

明した。 

iii) HPIV2-Ag85B ワクチン投与後の肺に好中球や好酸球といった炎症性細胞の浸潤は認められなかった。 

以上の結果より、HPIV2-Ag85B ワクチンの免疫誘導のメカニズムの一端として iBALT 形成が重要な役割を

果たす可能性が示唆された。また、肺への炎症性細胞の浸潤レベルという観点から HPIV2-Ag85B ワクチ

ンは免疫学的安全性に優れていると考えられる。今後は iBALT 形成阻害時におけるワクチン効果につい

て検証する予定である。 

5) 粘膜誘導型結核ワクチンの中期・長期の影響を、カニクイザルを用いて病理学的に検討した。その結

果、局所および主要臓器においてワクチンの副作用につながると考えられる異常な炎症細胞浸潤や過剰

な免疫応答はみられなかった。 

6) HN 遺伝子欠損型 HPIV2 ベクターに結核菌抗原遺伝子を組み込んだ候補ワクチンについて、大量培養と

精製濃縮ウイルスを調製するための基本プロセス開発と品質管理法（遺伝子安定性評価法）の確立を検討

した。その結果、挿入抗原の種類によって、継代ウイルスでの変異の入り易さに差があり、候補ワクチン

の遺伝子安定性評価が重要であることがわかった。各ウイルスの継代培養を繰り返し、各代の挿入配列の

シークエンス解析、ウイルス増殖曲線の解析およびウエスタンブロット法による抗原発現解析を行うこ

とにより、本製造での安定性を担保するための品質管理法を確立できた。 

7) 呼吸器感染症に罹患し入院加療を行った小児における、ヒトパラインフルエンザウイルス2型(hPIV2)

感染実態を明らかにするため、咽頭ぬぐい液を用いて RT-PCR 法でウイルス遺伝子の検出を実施した。 

本年度は、更に気管支喘息様症状を呈して入院となった小児においても、hPIV 感染状況を明らかにした。

他の呼吸器感染ウイルスも同時に検出を行い、比較検討を行った。 

 

1) Vaccine effects of novel HPIV2-TB vaccine were observed in cynomolgus macaque. 

2) The Esat6 (the 6 kDa early secretory antigenic target, a potent T cell antigen; derived from Mycobacterium 

tuberculosis)-MDP1 (Mycobacterial DNA binding protein 1, which leads to slow growth of the acid-fast bacteria; 

derived from either Mycobacterium tuberculosis or Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin (BCG)) fusion 
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gene was inserted into three kinds of human parainfluenza type 2 viral vectors. The resultant vectors as the novel 

recombinant vaccine against tuberculosis were characterized by investigating their yields and cytotoxicity to the 

producer cell line. All six vectors showed high yields with stable proliferation, indicating that they are good 

candidates as the recombinant vaccine against tuberculosis. 

3) We have established multi-color flow cytometric analyses with monkey PBMCs to quantify and qualify antigen-

specific T-cell responses based on several cytokines and chemokines production. 

4) The mechanisms of immune induction and safety in HPIV2-Ag85B vaccine has been examined in mice. 

i) We have revealed that nasal vaccination of mice with HPIV2-Ag85B induced the development of inducible 

bronchus-associated lymphoid tissue (iBALT) in the lung. Further, our intensive histological analysis revealed that 

an iBALT structure was composed of distinct regions of T and B cells as well as dendritic cells. In addition, germinal 

center formation was observed for Ig-class-switch recombination and hyper-somatic mutation. It was also found that 

high-endothelial venule was developed in the iBALT. These data collectively indicate that nasal immunization with 

hPIV2-Ag85B induce the development of iBALT, which is sufficient structure for the induction of antigen-specific 

immune responses. 

ii) It has been reported that respiratory stimulation with pathogenic materials (e.g., LPS and influenza infection) 

induces the development of iBALT which was mediated by lymphotoxin (LT)-mediated signal. To examine the 

molecular requirement for HPIV2-Ag85B-induced-iBALT genesis, we developed and treated mice with LT R-Ig 

fusion protein to inhibit LT-mediated signal. As a result, we found that mice treated with LT R-Ig fusion protein 

lacked iBALT development after vaccination with hPIV2-Ag85B. The data demonstrated that LT-pathway is essential 

for HPIV2-Ag85B-induced-iBALT genesis. 

iii) From safety point of view, our flow cytometric analysis revealed that hPIV2-Ag85B vaccine did not induce the 

infiltration with inflammatory cells such as neutrophils and eosinophils to the lung, suggesting that HPIV2-Ag85B 

vaccine did not induce unnecessary inflammation. 

5) The effect of the mucosa-induced tuberculosis vaccine on the cynomolgus monkey in the medium term and long 

term was pathologically examined. As a result, there were no abnormal inflammatory cells infiltration or excessive 

immune responses thought to lead to vaccine side effects in the local and major organs. 

6) Research on process development for large scale culture, purification and quality control (QC) of HN-deficient 

HPIV2 vector vaccine harboring Mycobacterium tuberculosis (Mtb) antigen gene was performed. Passage 

experiments revealed that accumulation of nucleotide mutation in the recombinant HPIV2 depends on its inserted 

Mtb gene and genetic stability would be a critical issue for the QC.  We established QC test procedure to ensure 

stable vaccine production by analyzing insert sequence, virus growth profile and antigen expression level for the 

passaged viruses. 

7)A prospective investigation of pediatric hospitalized patients with respiratory diseases was 
performed to detect hPIV type 2 from respiratory specimens by reverse transcription-polymerase 
chain reaction. In this study period, epidemiology of hPIV in pediatric hospitalized patients who had 
asthmatic symptoms was also revealed. In addition to hPIV, other respiratory viruses were 
investigated for comparison of epidemiology and clinical presentation of hPIV infections. 
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