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研究成果の概要（和文）：本課題は，免疫のブレーキ役を果たす免疫チェック分子を抗体などで阻害することに
よって，結核をはじめとした細胞内寄生菌感染症に対する強力な細胞ワクチンの開発に挑む研究である．マウス
の骨髄から培養した樹状細胞（BMDC）はPD-L1を強発現しており，このBMDCにリステリア菌の優勢エピトープ
LLO91-99をパルスした細胞ワクチンをマウスに接種すると，抗PD-1抗体を投与したマウスでは，抗原特異的な細
胞傷害性T細胞が効率よく誘導され，抗原特異的IFNγ産生能も高まった．しかし，リステリア菌感染実験におい
ては，抗PD-1抗体投与による感染防御能の増強効果を確認できなかった．

研究成果の概要（英文）：This study was conducted to develop a powerful cell vaccine against 
intracellular bacterial infection such as tuberculosis by inhibiting immune check-point molecules 
that acts as an immune brake. Dendritic cells (BMDCs) cultured from mouse bone marrow strongly 
express PD-L1, and when mice are inoculated with a cell vaccine in which this BMDC is pulsed with 
the dominant epitope LLO91-99 of Listeria, administration of anti-PD-1 antibody together induced 
antigen-specific cytotoxic T cells more efficiently, and enhanced the antigen-specific IFNγ
-producing ability. However, in the Listeria monocytogenes-infection model, enhanced protective 
immunity against Listeria by the administration of anti-PD-1 antibody could not be confirmed.

研究分野： 呼吸器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫チェックポイン分子を阻害する治療 (ICI) は，生体の免疫を高めて抗腫瘍免疫を増強する新たながんの治
療法として，現在，がん治療のパラダイムシフトを起こしている．我々は，全く新たな視点から，このICIを，
がんではなく，感染症に対するワクチンの効果を増強する方法として利用することを考えた．そこで，いまだ有
効なワクチンのない結核を含む細胞内寄生菌感染症に対して，生体で最も強力な抗原提示細胞である樹状細胞ワ
クチンを用いて，その効果をICI併用によって高めるICI併用細胞ワクチンの開発に挑んだ．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
結核に代表される細胞内寄生菌感染症は，21 世紀の今日においても尚，我々人類にとって最

も重大な感染症である．結核感染症は，現在でさえ，全世界で年間約 1,040 万人の新規発病

がみられ，140 万人以上が死亡している (2015 年，WHO 報告)．また，治療の難しい多剤耐

性結核菌 (MDR-TB) 感染症も，AIDS 患者の多発地域を超えて増加してきており，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ように

なった．本症による社会的損失は多大であり，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．この点において，今日，我々に課さ

れた最大の課題は，本症に対する有効なワクチンの開発である．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． 
 最近，PD-1 や PD-L1 などの免疫を負に調節する免疫チェックポイント分子を阻害すること

によって，生体の抗腫瘍免疫を増強する免疫チェックポイント療法の有効性が種々のがん腫で

確認され，がん治療のパラダイムシフトが起きつつある．免疫チェックポイント分子の阻害は

生体の免疫能を高めることから，当初，重症感染症，あるいは耐性菌による感染症において，

本治療が抗菌薬治療との併用などによって，有用となる可能性が大きく期待された．しかし，

期待とは正反対に，PD-1 ノックアウトマウスなどの研究において，PD-1/PD-L1 等の経路の抑

制はかえって感染症を著しく重症化させることが結核感染モデル等で明らかとなった（PNAS, 
2010; PLoS Pathog, 2016 など）．これは，感染が成立した個体において，免疫チェックポイント

分子の阻害が過剰な免疫応答を惹起させることが原因であった．したがって，現在，HIV，

HCV などの一部の慢性のウイルス感染を除けば，感染症において免疫チェックポイント療法が

有用とする根拠は乏しい．しかし，我々は，免疫チェックポイント分子の阻害を，まったく別

の観点から感染症に対して役立たせる戦略を考えている．それは，感染症の治療としてではな

く，ワクチンの効果を増強させるアジュバントとして用いる方法である．つまり，感染防御抗

原に対する免疫応答を誘導するワクチン接種と同時に，免疫チェックポイント分子阻害を加

え，そのワクチン効果の増強を図る方法である． 
 一般に，DC ワクチンはその抗原提示能を高めるために，unmethylated CpG motif (CpG)や
lipopolysaccharide (LPS)等で刺激して，共刺激分子の発現増強や炎症性サイトカインの産生を惹

起させ，DC の maturation を誘導する．我々は先行研究において，これらの刺激が，maturation
と同時に，一方で免疫を抑制する PD-L1 の発現を強力に誘導することを見出した．また，DC
ワクチンによって誘導される epitope特異的 T 細胞は早期から PD-1，CTLA-4 などを発現する

ことが確認できた．これらは，免疫応答のバランスをとるための負の feedback機構とも考えら

れ，抗原特異的免疫を誘導する DC ワクチン接種時おいても，免疫チェック分子を介した抑制

が働いていることを意味する．したがって，この PD-1/PD-L1，CTLA-4/B7 を介する抑制シグナ

ルを抗体などで解除することによって，DC ワクチンのワクチン効果をさらに高めることがで

きるのではないかとの仮説を立てた． 
 
２．研究の目的 
本研究では，いまだ十分に感染防御能を誘導できる有効なワクチンが開発されていない結核菌

などの細胞内寄生菌感染症に対して，申請者らが開発してきた感染防御抗原あるいはその

dominant epitope を導入した DC を用い，さらに，ワクチン接種時に PD-1 (programmed cell death 
protein-1)/PD-L1 などの免疫チェックポイント分子阻害を組み合わせることによって，強力な新

規細胞ワクチンの開発に挑む．本研究の結果によって，感染症ワクチンへの応用という免疫チ

ェックポイント療法の新たな領域の開拓や，そして免疫チェックポイント療法を併用するとい

う全く新しい観点からの将来有望なワクチン戦略につながる可能性がある． 
 
３．研究の方法 
① マウス骨髄由来の DC ワクチンの作製と免疫チェック分子発現の検討：BALB/c と

C57BL/6 マウスの骨髄細胞を IL-4 と GM-CSF添加下で培養し，CD11c のマグネティック



 

 

ビーズを用いて骨髄由来の DC（BMDC）を作成した．さら LPS を添加して maturation を

誘導し，PD-L1，PDL-2 などの免疫チェックポイント分子の発現を検討した． 
② BMDC の細胞傷害性 T 細

胞誘導に抗 PD-1 抗体が添

加が及ぼす影響の検討：

C57BL/6 マウス由来の

BMDC に卵白アルブミン 
(OVA) 由来の CTL epitope
である SINFEKLペプチド

をパルスし，SINFEKL 特
異的 T 細胞受容体をもつ

トランスジェニックマウスである OT-１マウスの脾臓由来の CD8陽性 T 細胞と共培養し

て，CFSE を用いて CD8陽性 T 細胞の増殖を検討した（上図）． 
③ リステリア菌の dominant CTL epitope (LLO91-99) をパルスした BMDC ワクチンを接種し

たマウスにおける，誘導される各種免疫パラメーターに抗 PD-1 抗体投与が与える影響の

検討：LLO91-99 を

パルスした BMDC
を BALB/c マウスに

経静脈的に接種

し ， LLO91-99特
異的 CTL の誘導を

LLO91-99特異的

MHC クラス Iテト

ラマーを用いて評価し，さらに免疫したマウスの脾細胞に LLO91-99ペプチドをパルス

し，LLO91-99特異的 T 細胞増殖能と IFN-γ産生能を検討した．この両者の実験におい

て，抗 PD-1 抗体を腹腔内投与したマウスと生食を投与したマウスで比較検討を行った

（上図）． 
④ BMDC ワクチンが誘導するリステリア菌に対する感染防御能に，抗 PD-1 抗体投与が与え

る影響の検討：BALB/c
マウスに LLO91-99ペ
プチドをパルスした

BMDC ワクチンを接種

（経静脈，2回）し，

その 49 日後にリステリ

ア菌を接種（腹腔）

し，3 日後に脾臓を回

収し，リステリア菌量を測定することによって，BMDC によって獲得される感染防御能を

評価した（上図）． 
 
４．研究成果 
① CD11c でソーティングした BMDC の表面抗原の発現解析の結果を下図に示す．LPS で

maturation を誘導した BMDC は，MHC class II や CD80，CD86 を高発現しており，また，

PD-L1 は 70%前後，PD-L2 は 85%前後の発現を認めた． 
 



 

 

② 抗 PD-1 抗体を添加した方が，CFSE 染色で評価

した CD8陽性 T 細胞の増殖が抑制される傾向を

認めた（右図）． 
 
 
 
 
③ LLO91-99特異的 MHC クラス Iテトラマーを用

いて評価したところ，抗 PD-1 抗体を投与したマ

ウスの方が，有意に多く LLO91-99特異的 CTL
が誘導された（右図）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 次に，脾細胞の LLO91-99特異的 CTL の増殖能

を検討したところ，抗 PD-1 抗体を投与したマウ

スと生食を投与したマウスの比較では，CFSE で

評価した増殖に有意な差は認めなかった（右

図）． 
 
 
 
 
 

 さらに，LLO91-99特異的な IFN-γ産生能を

比較したところ，抗 PD-L1 抗体を投与したマウ

スの脾細胞が有意に多く IFN-γ を産生した（右

図） 
 
 
 
 
 

 
 
④ 抗 PD-1 抗体を投与したマウスと

投与しなかったマウスで，脾臓内

のリステリア菌の菌量に有意な差

はなかった（右図）． 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

以上の結果をまとめると，LPS で成熟化させた BMDC は PD-L1，PD-L2 を強発現してお

り，in virto の実験では，抗 PD-1 抗体添加は SINFEKL特異的 CTL の誘導を増強しなかった

ものの，in vivo の BMDC ワクチン接種の実験では，抗 PD-1 抗体を投与したマウスにおい

て，LLO91-99特異的 CD8陽性細胞がより効率よく誘導されていた．また，免疫マウスの脾

細胞を用いた実験では， LLO91-99特異的な CD8陽性細胞の増殖能に違いはないものの，

抗 PD-1 抗体を投与したマウスにおいて有意に多くの IFN-γ産生が確認できた．しかし，最

終的に，リステリア菌を用いた感染実験においては，抗 PD-1 抗体投与による感染防御能の

増強効果を確認できなかった．今回の研究期間に実施できた実験は以上であるが，今後，さ

らに抗 PD-1 抗体投与のタイミングや回数，投与量などを変更して研究を続行する予定であ

る． 
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