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研究成果の概要（和文）：  

免疫系を効率的に活性化し，抗原特異的な記憶をいかに持続させるかというテーマは、感染

症、癌などに対する生体防御法を開発するうえで重要課題である。これまで記憶 T細胞の研究

は感染症の分野で精力的に進められてきてきたが、腫瘍免疫における細胞関連抗原に対する研

究は、抗原量が低いなどの問題から、殆ど解明されてない。我々の開発した「NKT リガンドを

提示させた腫瘍細胞」による免疫誘導の系は、長期に渡り腫瘍を排除できることを確認してお

り、本研究ではその記憶免疫の動向と機構を解明した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 To induce not only effector T cells, but also memory T cells is important issue for an 
establishment of immune defense against infectious and cancer diseases. There are many reports of 
memory T cells in some viral infectious diseases, however to induce anti-tumor T cell effects 
against tumor associated antigen has not been studied well, due to the low amounts of antigen 
expression on tumor cells. We previously demonstrated that our strategy using NKT ligand loaded 
tumor cells showed long term antitumor effects. In the current study, we analyzed the kinetics of 
memory T cells and elucidated the mechanism of the induction of memory T cells. 
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１．研究開始当初の背景 

免疫系を効率的に活性化し，抗原特異的な

記憶をいかに持続させるかという命題は、感

染症、癌などに対する生体防御法を開発する

うえで重要である。これまでメモリーT 細胞
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の研究は感染症の分野で精力的に進められ

てきており、急性感染後に誘導された抗原特

異的 T 細胞は、増幅後(expansion phase)に

約 90%がアポトーシスを起こし(contraction 

phase)、約 5%がメモリーT細胞となり機能す

る (memory phase) (Pulendran B et al. Cell 

2006)といわれている。更に感染後にメモリ

ーT 細胞が誘導された後、再刺激の際のウイ

ルス量やタイミングにより二次記憶免疫応

答に違いが生じることも明らかになってき

た。それに対し、腫瘍免疫における細胞関連

抗原に対する記憶免疫の研究は、感染症の場

合と異なり抗原量が低いなどの問題から、in 

vivo における評価は難しく、これまで殆ど解

明されてこなかった。抗原特異的な T細胞の

獲得免疫、記憶免疫誘導を考える上で抗原提

示細胞である樹状細胞の存在は重要である。

獲得免疫の誘導には樹状細胞の成熟化が必

須である。我々はこれまで自然免疫リンパ球

である NKT細胞の活性化による細胞アジュバ

ント効果について研究をすすめてきており、

NKT 細胞リガンドを提示させた腫瘍細胞を用

いることによって長期持続する抗腫瘍効果

の確立に成功した(Fujii S et al. JEM 2003, 

Shimizu K et al. JEM 2007)。このシステム

を用い、腫瘍細胞に対する記憶免疫機構が解

明できればその意義ははかりしえない。 

 

２．研究の目的 

これまでの活性化 NKT 細胞のアジュバン

ト効果による獲得免疫誘導に関する研究結

果から、初期応答の際の抗原量が低い場合で

も免疫応答を惹起できることを明らかにし

ており、明らかにウイルス感染の場合と記憶

免疫成立の機序と性質が異なる可能性を示

してきた。本研究の目的は、我々が既に確立

した自然免疫を契機に誘導される長期に渡

り誘導される癌免疫療法の系を用い、「獲得

免疫誘導後における記憶免疫の維持の為の

プログラミングの条件を解析する」ことで、

抗腫瘍記憶免疫を確立する機構を明らかに

することにある。 

 
３．研究の方法 

免疫に用いる細胞関連抗原としては、B16 メ

ラノーマ細胞自身、及び B16 に発現している

gp100 抗原を利用する。アジュバントとして

は、これまでの研究で記憶免疫を誘導できた

NKT 細胞リガンド(-ガラクトシルセラミド) 

を CD1d 発現腫瘍に提示させる系(以下

tumor/Gal)(Shimizu K JEM 2007)とその対照

として CFA と gp100 ペプチドを用いる。記憶

免疫 T 細胞を解析するために、B16 上のクラ

ス I抗原に反応する gp100 抗原特異的 T細胞

受容体発現トランスジェニックマウス由来

の T細胞(Pmel)を利用し、増幅させ評価する。 

両者のアジュバントで誘導される一次免

疫について細胞増殖を評価する。更に

tumor/Gal で免疫後の TCMと TEM両者の記憶 T

細胞の相関について、(a)記憶 T 細胞のクロ

ーンサイズをフローサイトメトリー(FACS)

を用いて解析し、(b)増幅能・サイトカイン

産生能(real time PCR、ELISA、ELISPOT 法)

を評価する。更には、(d)二次リンパ組織と

リンパ節外臓器での記憶 T細胞の分布につい

て種々のサイトカイン産生能を調べること

により遊走性、分布を比較する。 

(2)抗原刺激後の樹状細胞の機能的評価を

行う 

NKT 細胞のアジュバントが最も効率よく、

長期抗腫瘍を誘導できることは宿主の樹状

細胞に依存していることを報告している。本

研究では樹状細胞の抗原提示能や IL-12産生

能を評価する。 

４．研究成果 

本研究では、自然免疫を契機に誘導される

獲得免疫から記憶免疫について、gp100 クラ



 

 

ス I抗原に特異的に反応する TCR トランスジ

ェニックマウス由来の gp100 特異的 T 細胞

(Pmel)を用い、NKTリガンドを提示させた B16

メラノーマワクチンで免疫後の T細胞免疫動

態を解析してきた。「NKT リガンドを提示させ

た腫瘍細胞」を用いたシステムは、抗原に CFA

を用いた方法に比べて遥かに強い免疫応答

が長期に続くことを明らかにした(図 1)。 

 

図 1. CFA/pep (s.c.)と Tumor/Gal ワクチ

ン(i.v.)の免疫は、1 週間後の免疫応答は変

わらないが、2週間以降で大きく異なる。 

 

この細胞アジュバントで誘導される一次

免疫とセントラルメモリー(TCM)とエフェク

ターメモリー(TE)両者の記憶 T 細胞の相関に

ついて、記憶 T細胞のクローンサイズをフロ

ーサイトメトリー(FACS)を用いて解析した

ところ、記憶 T 細胞サブセット(TEMと TCM)の

クローンサイズに関して経時的に比率が変

化し、最終的に TCM が優位となる推移を辿る

ことが判明した(図 2)。 

このような免疫応答の機序としては宿主

の樹状細胞の存在に依存している。記憶免疫

であることを検証するために、(i)抗原刺激

により T細胞の増幅が起こる際に樹状細胞の

機能増強(IL-12 の産生増強)が認められるこ

と、(ii)次に T 細胞機能の評価として、T 細

胞の活性化のエフェクター期を経た後に、抗

原刺激に対して IL-2,TNF-,IFN-のサイト

カイン産生能が持続し、多機能を有すること

を検証することが出来た。以上のことは、成

熟した記憶 T細胞が誘導されていることを示

す。  

 

図 2. Tumor/Gal ワクチン免疫後、生体内

で長期に生存する抗原特異的 T細胞は、セン

トラルメモリー(TCM)に移行することが判明

した。 
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