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研究成果の概要（和文）：生分解性ナノ粒子（PLGA）によりコートされたCTL およびThエピトープを連結したバ
イエピトープ長鎖ペプチド(long peptide)を作成し樹状細胞へパルスしたところ、抗原特異的CTLとThの強い増
殖能を確認した。この効果はshort peptideの混合+PLGAあるいはlong peptide単独よりも高かった。
　さらに細胞内寄生菌であるリステリアのlong peptide+PLGAを樹状細胞へパルスしマウスへ皮下注射したとこ
ろ、リステリア感染マウスの脾臓での有意な菌量低下を確認した。以上より、long peptide+PLGAによる新規ワ
クチンは有効であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The median diameter of poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) spheres was 1.
38 μm. PLGA particles were taken up into 48.8% of mouse bone marrow-derived dendritic cells (BMDCs)
 after two-day coincubation and found mainly in endosome and lysosome by fluorescent microscopy. 
Both L. monocytogenes listeriolysin O (LLO)- and OVA-CTL/Th-bi-epitope long peptide (long peptide)
/PLGA showed significantly more robust antigen-specific CTL and Th proliferations with higher 
interferon-γ production than the long peptide alone or CTL and Th short peptides/PLGA vaccination. 
Furthermore, the LLO-long peptide/PLGA vaccination showed significantly lower bacterial burden in 
spleens compared with the long peptide alone or the CTL and Th short peptides/PLGA vaccination after
 the challenge of lethal amounts of L. monocytogenes. These results suggest that the novel vaccine 
taking advantages of CTL/Th-bi-epitope long peptide and PLGA microparticle is effective for 
protection against intracellular bacteria.

研究分野： 細胞性免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生分解性ナノ粒子（polylactic coglycolic acid: PLGA）を用いて抗原ペプチドをコートすることにより、生体
内でのペプチドの分解を抑制し、ワクチンとして必要な高価なペプチド量を減量することが可能である。また、
リンパ球への効率的な抗原提示にも寄与する。さらに、ワクチン効果の発現には細胞障害性T細胞(CTL) とヘル
パーT細胞(Th)の両者の協調が必要であるが、両者のエピトープを連結したバイエピトープ長鎖ペプチドをPLGA
によりコートするため、効率的に抗原特異的なCTLとThを誘導可能となる。細胞内寄生菌に対する有望な新規ワ
クチン療法となり得ると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

我々は過去に細胞内寄生菌であるリステリアの CD8 陽性 (細胞障害性) T リンパ球 (CTL) の

エピトープを用いた樹状細胞 (DC) ワクチンを開発した (Nakamura Y, Infect Immun 2003; 

Enomoto N, FEMS Immunol Med Microbol, 2007)。抗原特異的 CTL の誘導に CTL エピトープペプ

チド (short peptide) は有用であるが、抗原特異的 CD4 陽性ヘルパーT リンパ球 (Th) の誘導は

できず、また生体内で分解され易いという問題があった。このため生体への大量投与を行わな

ければならないが、ペプチドは高価であり費用対効果が低い。そこで安全性の高い生分解性ナ

ノ粒子（polylactic coglycolic acid: PLGA）によりペプチドをコートし、ペプチドの分解を抑

制しようと試みた。さらに CTL および Th エピトープを連結したバイエピトープ長鎖ペプチ

ド(long peptide)を作成し、抗原特異的 CTL に加えて Th 細胞の誘導も試みた。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、結核などの細胞内寄生菌に対する、抗原特異的 CTL および Th 細胞の双方を効

率よく誘導する画期的な新規ナノ粒子ワクチンを開発する。 

 

 

３．研究の方法 

 

PLGA と各種抗原ペプチドを混合し、double emulsion 法により安定かつ微細な複合物質を作

成した。PLGA と卵白アルブミン(OVA)由来の long peptide をマウスの骨髄由来樹状細胞（BMDC）

へパルスし、OT-I 細胞(OVA 特異的 CTL)および OT-II 細胞(OVA 特異的 Th)と共培養し、CFSE 希

釈法により、ペプチド刺激後の細胞増殖能を確認した。さらに細胞内寄生感染症のモデルである

リステリア(LLO)由来 long peptide と PLGA の複合体を作成し、BMDC へパルス後にマウスへ皮下

注射した。2回の免疫後に脾細胞を採取し、CFSE 希釈法によりペプチド刺激後の細胞増殖能を評

価した。また、致死量のリステリア菌を腹腔内投与し、その後の脾臓内の菌量を測定した。long 

peptide + PLGA 群を long peptide 単独群、あるいは CTL+Th short peptide の混合+PLGA 群等

と比較検討した 

 

 

４．研究成果 

 

電子顕微鏡による観察では、PLGA の直径の中央値は 1.38 μmであった。蛍光 PLGA は、2日間

で BMDC の 48.8%に取り込まれ、PLGA は細胞内のエンドゾームおよびライソゾーム内に存在して

いた。OVA-peptide を用いた in vitro の細胞増殖試験では、long peptide 単独群、あるいは CTL 

+ Th short peptide の混合+PLGA 群と比較し、long peptide + PLGA 群において最も強い CTL お

よび Th細胞の増殖とインターフェロンγ産生を認めた。同様にリステリア LLO-peptide を用い

た ex vivo の細胞増殖試験でも、long peptide + PLGA 群での最も強い CTL および Th 細胞の増

殖とインターフェロンγ産生を認めた。また、LLO-long peptide + PLGA をパルスした BMDC の

投与後には、致死量のリステリア投与後の脾臓における最も少ない菌量を確認した。以上の結果



から、long peptide + PLGA 複合体は、細胞内寄生菌感染症に対する、有望な新規ワクチンとし

ての利用が期待できると考えられた。 
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