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【背景】 

近年開発が進められている組換えタンパク質を用いたワクチンにおいては免疫原性の低さが課

題となっている。ヒトに対し認可されているアジュバントは限られており、免疫原性を向上させ

る新たな手段もまた発展途上である。一方でタンパク質製剤が精製・輸送・保管時に subvisible 

(< 100 µm) な会合体を形成することによって強い免疫応答が引き起こされる数多くの例を受け、

FDA (Food and Drug Administration, アメリカ食品医薬品局) は 2~10 µmの会合体のスクリ

ーニングを推奨している。 

当研究室ではタンパク質に 3~7残基の短いペプチド (SCP; Solubility Controlling Peptide) タ

グを付加し溶解性や会合体形成を制御する技術を開発してきた。本研究では、3 型デングウイル

ス由来エンベロープタンパク質第 3ドメイン (D3ED3) をモデルタンパク質として用い、SCPタ

グの付加による会合状態および免疫原性への効果を評価することを目的とした。 

 

【実験手法】 

 D3ED3のC末端にリンカーとしてGly2残基を付加し、更に SCPタグとして Ile3残基 (C3I)、

Ile4残基 (C4I)、Asp5残基 (C5D)、Lys5残基 (C5K) を付加した 4種類の変異体及び野生型 (wt)

を用いた。動的光散乱 (DLS) 測定により会合体形成を、円偏光二色性 (CD) 分光法により二次

構造含量を調べた。また、各変異体を Jcl:ICRマウスに投与し血清中の抗 D3ED3 IgG量を ELISA

法により測定した。全ての実験はタンパク質濃度 0.3 mg/mL, PBSバッファー (pH 7.4) で行っ

た。 

 

【結果および考察】 

 DLS測定より D3C4Iおよび D3C5Dが会合体を形成しており (Fig.1)、D3C4Iは疎水性相互作

用により、D3C5Dは塩基性の D3ED3 (pI=7.94) と酸性タグ間の静電的相互作用によると考えら

れる。また、CDスペクトル測定より D3C4Iのみが 25 °Cで他変異体と異なるスペクトルを示し 

(Fig.2)、部分変性していた。免疫応答実験の結果、D3C4Iおよび D3C5Dは D3wtと比較して IgG

産生量を約 4倍に向上させた (Fig.3)。以上より DLS の粒子径およびマウスにおける免疫原性の

傾向が一致し、会合体形成により免疫原性が向上したことが示唆された。 

 

【結論】 

 C4I および C5D タグによって会合体が形成され、免疫原性が向上した。この結果は SCP タグ

のような数残基の付加によって免疫原性の向上が可能であることを示しており、組換えタンパク

質を用いたワクチンにおける免疫増強法としての応用が期待されるとともに、本研究の会合体は

FDA がスクリーニングを推奨する会合体の粒子径の 10 分の 1 以下であったことから、タンパク

質製剤のスクリーニング・保管方法を定める上で重要な知見である。 
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Fig. 1 25 °Cでの粒子径 Fig. 2 25 °Cでの二次構造含量 Fig. 3 マウスの IgG産生量 

Fig. 1: n (測定回数) = 14 (D3wt), 11 (D3C3I), 20 (D3C4I), 17 (D3C5D), 18 (D3C5K), “+”: Mean 

Fig. 3: n (マウス数) = 2 (PBS), 9 (D3wt), 2 (D3C3I), 5 (D3C4I), 5 (D3C5D), 4 (D3C5K), Error bar: SD 

p < 0.05 (*), 0.01 (**), 0.001 (***) (ダネットの検定) 


