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研究成果の概要（和文）：結核を含む細胞内寄生菌感染症に対して，樹状細胞（DC）とpolylactic coglycolic 
acid（PLGA）を用いたナノ粒子を組み合わせた新規細胞ワクチンの開発を行った．抗原蛋白をコートしたPLGAを
マウスの骨髄由来DC（BM-DC）にパルスし，DC-PLGA/OVAワクチンを作成した．このDC-PLGA/OVAは，in vitroに
て蛋白抗原のcross presentationを効率よく誘導し，ペプチド特異的T細胞の活性化した．しかし， 
DC-PLGA/OVAをマウスに接種したin vivoの実験では，本ワクチンはペプチド特異的T細胞を強くは誘導しなかっ
た． 

研究成果の概要（英文）：We attempted to develop a novel cell-based vaccine using dendritic cells 
(DC) and biodegradable polylactic glycolic acid (PLGA)-nanoparticles (PLGA) for intracellular 
infections, such as tuberculosis. Bone marrow-derived DC pulsed with PLGA, which was coated with 
ovalbumin protein (OVA) (DC-PLGA/OVA), potently induced a peptide-specific T cell response through 
efficient cross-presentation in vitro, assessed by peptide-specific T cell proliferation and 
IFN-gamma production. However, in vivo, immunization with DC-PLGA/OVA failed to elicit a strong 
peptide-specific T cell response, based on the results of peptide-specific T cell proliferation and 
the number of peptide-specific T cell determined with tetramer. 

研究分野：呼吸器内科
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１．研究開始当初の背景 
結核感染症は，21世紀においても尚，最も
深刻な感染症の一つであり，全世界で年間
約 870万人の新規発病がみられ，140万人
以上が死亡している．本症による社会的損
失は多大 あり，WHOの緊急宣言にもあ
るように結核感染症に対する新たな予防お
よび治療戦略が求められている．結核感染
症において，今日，我々に課された最大の
課題は，一つは本症に対する有効なワクチ
ンの開発であり，もう一つは近年，増加し
つつある多剤耐性結核菌 (MDR-TB）に対
する治療法の確立である．現在，代表的な
ワクチンとしては BCG生菌が用いられて
いるが，その予防効果は不十分であり，さ
らに生菌免疫であるため本症のハイリスク
患者である immunocompromized hostに接種
できないなどの決定的な弱点がある．した
がって BCG生菌免疫より優れた効果を持
った安全なワクチンの開発が切望されてい
る．一方，MDR-TBは AIDS患者の多発地
域を中心に増加してきており，全く抗結核
薬が効かない超多剤耐性結核菌 (XDR-TB) 
による健常者への集団感染も報告されるに
至った．最近，これらのMDR-TBに対して，
強力なワクチン接種による抗結核免疫の賦
活が新たな治療戦略として注目されつつあ
り，実際，化学療法が無効であった
MDR-TB感染症に生菌ワクチンの併用有
効であったとする報告がされた． 
 我々は，生体で最も強力な抗原提示細胞
である樹状細胞 (dendritic cell, DC)に着目
し，この DCを遺伝子工学的に加工し，細
菌由来の感染防御抗原や細胞障害性 T細胞 
(CTL) の dominant epitopeをレトロウイル
スによって遺伝子導入し，結核菌などの細
胞内寄生菌感染症に対して極めて有効な細
胞ワクチンを開発した (Infect Immun, 2003, 
Vaccine, 2006)．さらに，NKT細胞の ligand 
である α-galactosylceramide (α-GalCer) を添
加することによって，NKT細胞の活性化を
介して，この DCワクチンの効果を増強さ
せることに成功した (FEMS Immunol, 
2007)．これらの DCワクチンに加え，細胞
内寄生菌であるリステリア菌を感染細胞内
で増殖できなくした変異リステリア菌を
vectorとして，結核菌由来の感染防御抗原
を生体に導入する抗結核細菌ワクチンも開
発し (Infect Immun, 2003)，さらに，粘膜面
に効率よく獲得免疫を誘導する粘膜免疫シ
ステムを利用した抗結核粘膜ワクチンの開
発も試み，感染防御抗原を組み込んだレン
チウイルスや DCを経気道的に投与するこ
とによって，肺局所に強力な感染防御免疫
を誘導することに成功した (Vaccine, 2008) 
(Am J Respir Cell Mol Biol, 2010)．また，結
核菌由来の感染防御抗原 (Ag85A，MPT51) 
の新たな dominant CTL epitopeを発見し，
この epitopeをコードする DNAワクチンを
接種することによって，epitope特異的抗結

核 CTLの誘導を可能にした (Infect Immun, 
2004, Vaccine, 2010に 3報)．以上から，我々
が開発，改良してきた抗結核細胞ワクチン
は結核菌に対する免疫応答を効率よく誘導
し，感染防御能を獲得させることは証明さ
れたが，残念ながら結核感染症モデルにお
いては，未だ生菌免疫を凌駕するほどの完
全なワクチン効果を得るには至っていない．
したがって，治療応用も視野に入れたさら
に強力な抗結核ワクチンの開発が望まれて
いる． 
 結核菌に対する感染防御には，結核菌
特異的な CD4陽性ヘルパーT細胞（Th
細胞）のみならず，CD8陽性細胞障害性
T細胞（CTL）の両者の誘導が重要であ
る．一般に，外来性抗原は抗原提示細胞
に貪食され，processingを受けた後に，
MHC class II分子によって Th細胞に呈示
される．一方，内在性抗原（ウイルスや
細胞内寄生菌などの細胞質内に存在する
抗原）はMHC class I分子によって呈示さ
れ，CTLを誘導する． つまり．抗原提示
細胞に抗原蛋白を外から添加しただけで
は，Th細胞は誘導できるが，CTLは誘導
できない．したがって，我々は CTLを誘
導できるDCワクチンを作製するために，
レトロウイルスで抗原蛋白を細胞質内に
発現させたり，あるいは CTLを誘導する
CTL dominant epitope peptideをパルスす
るなどの工夫をしてきた．しかし，レト
ロウイルスを用いた抗原蛋白の DCへの
遺伝子導入は，煩雑であり，しかも安全
性の問題もある．また，CTL epitope 
peptideを単純にDCにパルスする方法は，
Th細胞を誘導することができない．した
がって，簡便で，かつ効率よく抗原特異
的Th細胞とCTLの両方を誘導できるDC
への感染防御抗原の導入方法の開発が求
められている． 
 近年興味あることに，抗原提示細胞の中
でも DC は特殊な抗原提示経路をもってお
り，一部の DCは外来性抗原をMHC class I
分子とともに提示し，CTLを誘導できるこ
と（クロスプレゼンテーション）が示され
た．この点で，最近，驚くべきことに生分
解性ポリマーである polylactic coglycolic 
acid（PLGA）を用いたナノ粒子（生分解性
ナノ粒子，biodegradable nanoparticles）を抗
原蛋白と共に生体へ投与することにより，
両者が生体の DC に取り込まれ，DC のク
ロスプレゼンテーション能力を飛躍的に高
め，CTLを効率よく誘導することが報告さ
れた（PNAS 2010, J Immunol 2011）．さら
に，生分解性ナノ粒子そのものがアジュバ
ント作用を持ち，DC を活性化し，その抗
原提示能を高めることも明らかとなった．
抗原をコートされたナノ粒子は，エンドサ
イトーシスを介して DC に取り込まれ，エ
ンドソームから細胞質内に移行し，この抗
原を細胞質内で放出することによってクロ



スプレゼンテーションを促進し，MHC class 
I分子を介して CTLに抗原を呈示する．ま
た，同時に通常のMHC class II分子を介し
た Th 細胞に対する抗原提示も行われる．
以上の最近の知見から，我々は生分解性ナ
ノ粒子と結核菌の感染防御蛋白を用いるこ
とによって，特異的な Th細胞と CTLの両
方を効率よく誘導できる新規 DC ワクチン
の開発が可能であるとの仮説を立てた．そ
こで，この仮説の基盤となる基礎的知見を
検証するために，抗原蛋白をコートした
PLGA を用いた DC ワクチンが抗原特異的
な免疫応答を効率よく誘導できるか否かを
検討した． 
 
２．研究の目的 
PLGAに抗原蛋白をコートした DCワクチン
（DC-PLGA）を用いて，Th細胞および CTL
の双方を誘導できる細胞ワクチンを開発す
るために，その基礎的段階として，DC-PLGA
が cross presentationを介した免疫応答を誘導
できることを明らかにする． 
 
３．研究の方法 
DC-PLGAのモデル実験として，卵白アルブ
ミン（OVA）抗原と，OVA由来のクラス Iエ
ピトープとクラス IIエピトープにそれぞれ特
異的な T細胞受容体（TCR）をもつ遺伝子改
変マウス（OT-Iと OT-IIマウス）を用いて研
究を行った． 
(1) PLGAの作成と抗原蛋白のコート： 

nanopreciptiation法あるいは double 
emulsiono法を用いて，PLGA粒子を作成
すると共に，抗原蛋白（OVA）およびペ
プチド（SINFEKLE）をコートを行った． 

(2) DCワクチンの作成：BALB/cマウスの骨
髄細胞から GM-CSFと IL-4を添加し，
骨髄由来の DC (BM-DC) を分化させ，
CD11c結合磁気ビーズを用いて BM-DC
を精製した．この BM-DCを，LPSなど
の Toll-like receptor (TLR) のリガンドで
成熟させた．その後，成熟させた BM-DC
に，OVA蛋白あるいはエピトープ・ペプ
チドを添加し，DCワクチンを作成した
（それぞれ，DC-PLGA/OVA，DC- 
SINFEKLE）． 

(3) In vitroでの PLGAの cross presentationな
らびペプチド特異的 T細胞活性化能の
検討：上記の方法で作成した DC-OVAと
DC- SINFEKLEを， OT-Iあるいは OT-II
マウスの T細胞と混合培養し，エピトー
プ特異的な T細胞の増殖能と IFNγ産生
能を検討した． 

(4) In vivoでのPLGA-OVAをパルスしたDC
ワクチン（DC-PLGA/OVA）の抗原特異
的免疫誘導能の検討：DC-PLGA/OVAと
DC-SINFEKLEを 1〜3回，naive BALB/c
マウスに皮下注し，所属リンパ節および
脾臓を回収して，抗原特異的免疫応答が
誘導されているか否かを，SINFEKLEペ

プチドを添加した細胞増殖アッセイ，
IFNγ産生能と，SINFEKLE特異的テト
ラマーを用いて，CD8エピトープ特異的
TCRを持つ細胞の量的評価で検証した． 

 
４．研究成果 
(1) Double emulsion 変法を用いることによ
り，図 1の電子顕微鏡写真に示すように，
球形の比較的均一な PLGA を作成する
ことに成功した．また，作成した PLGA
粒子の粒子径は平均 276 nmであった（図
2）． 

 

 

図 1．PLGAの電顕像 
 

 
図 2．PLGAの粒子径 

(2) 種々の粒子径の PLGAに OVA蛋白をコ
ート（PLGA-OVA）して BM-DCにパル
スし，OT-I由来の T細胞の活性化能を検
討したところ，いずれの粒子径の PLGA
においても，OT-I由来 T細胞の活性化が
認められた（図 3）．これは SYNFEKLE
ペプチドのパルスした場合と比較し，若
干劣っていたが，PLGA-OVAが cross 
presentationを誘導することが証明され
た．また，同時に SINFEKLE特異的な IFN
γ産生誘導も確認された． 
 

 
図 3 ． PLGA-OVA を パ ル ス し た DC
（DC-PLGA/OVA）の OT-I由来 T細胞の活性  
化能 

 



(3) DC-PLGA/OVAで免役したマウスの所属
リンパ節および脾臓に，OVA蛋白あるい
は SYNFEKLE ペプチドを添加したとこ
ろ，安定した抗原蛋白あるいはペプチド
特異的な増殖は認められなかった（図 4）．
また，同じく IFNγ産生誘導も低かった．
さらに，所属リンパ節および脾臓におけ
るテトラマーを用いた解析でも，CD8エ
ピトープ特異的ペプチドに対する TCR
陽性の T細胞の誘導能は低かった（図 5）． 

 

 

 

図 4．DC-PLGA/OVA で免役したマウスの所
属リンパ節と脾臓の SYNFEKLE 特異的増殖
能 
 

 
図 5．DC-PLGA/OVAで免役したマウスの所
属リンパ節と脾臓のテトラマー陽性 T細胞 
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