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研究成果の概要（和文）： 

結核菌を含む細胞内寄生菌に対する安全で有効なワクチンの開発が切望されている．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）を用いた DC ワクチンが，

結核菌を含む細胞内寄生菌に対し有効であることを報告してきた．一方，我々は同時に従来と

異なった培養を用いることで，DC をより細胞性免疫の誘導をきたしやすい細胞性免疫誘導型 DC

（DC1）を作製することに成功し，腫瘍モデルでその有効性を確認した．今回このような DC１

ワクチンを用いて細胞内寄生菌であるリステリアモデルでその有用性を検討した．その結果，

GM-CSF，IL-4, IFN-・,および LPS にて培養した DC（DC1）投与群において，GM-CSF および LPS

のみにて培養した DC（通常型 DC）投与群に比し有意に抗原特異的な CTL 誘導および感染防御能

が増強することが確認され，さらに有意な生存期間の延長も認められた．細胞性免疫誘導型 DC

ワクチンは細胞内寄生菌に対する有望なワクチンと考えられる． 

 

研究成果の概要（英文）： 
The development of effective vaccine strategies for intracellular bacteria, including 
tuberculosis, is one of the major frontiers of medical research.  Our previous studies 
showed that dendritic cell (DC) vaccine is a promising approach for eliciting protective 
immunity against intracellular bacteria. Recently, we found that more preferable DCs were 
generated by the presence of IL-4 and IFN-γ during the maturation of mouse DCs (type-1 
polarization), resulting in improved induction of anti-tumor immunity in cancer.  Here 
we show that such type-1 polarized DCs promote dramatic enhancement of protective immunity 
against an intracellular bacterium, Listeria monocytogenes.  Murine bone marrow-derived 
DCs were cultured and matured with LPS, IL-4 and IFN-γ (type-1 polarized DCs; DC1), and 
with LPS alone (non-polarized DCs; DC).  DCs were loaded with listeriolysin O (LLO) 91-99, 
H2-Kd-restricted epitope of L. monocytogenes, and were injected into naïve BALB/c mice 
intravenously.  Type-1 polarized DCs vaccine strongly enhanced LLO 91-99-specific CD8+ 
T cells exhibiting epitope-specific cytotoxic activity and IFN-γ production, leading 
to significant induction of protective immunity against L. monocytogenes.  Type-1 
polarized DCs are potential candidates for enhancing protective immunity in the design 
of effective vaccination strategies against intracellular bacteria. 
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１．研究開始当初の背景 
 結核感染症は現代においても，年間数百万
人の新規発病がみられる最も深刻な感染症
の一つである．しかし現在のところ完全な防
御免疫を誘導するワクチンはない．したがっ
て優れた効果を持ち，かつ安全なワクチンの
開発への期待が高まっている．一方 DC は免
疫誘導に必須の細胞である．リンパ節におい
て MHC 分子と共刺激分子を介し，T 細胞を活
性化し，その増殖と機能を誘導する．最近，
IFN-αと poly I:C で培養した DC（αDC1）が，
多量の IL-12 を産生し，強い Th1 誘導能を有
することが報告された(Cancer Res 2004)．
αDC1 は，腫瘍抗原に対して通常の DC ワクチ
ンに比し約 40 倍強力な CTL 誘導能を有して
いた．さらにαDC1 は NK 細胞の腫瘍に対する
抗腫瘍活性をも誘導していた．このような細
胞性免疫誘導型 DC ワクチンは，今後腫瘍領
域の臨床現場において極めて有望な治療法
となることが期待されている．また我々はマ
ウスにおいても細胞性免疫誘導型 DC ワクチ
ンの性質を有する DC の開発に成功し，動物
腫瘍モデルにてその有効性を立証した．以上
のことから，結核感染症においても菌由来の
抗原蛋白と細胞性免疫誘導型 DC を用いるこ
とにより，遺伝子導入に比しより簡便に DC
のワクチン効果をさらに高めることが期待
できる． 
 
２．研究の目的 
 細胞内寄生菌に対する感染防御能の高い
DC ワクチンを開発するために，細胞性免疫誘
導型 DC を作製し，をのワクチンとしての有
用性を検討する． 
 
３．研究の方法 
(1)細胞性免疫誘導型DCの作製およびtype-1
免疫誘導能の検討 
 マウス骨髄細胞を採取し，GM-CSF と IL-4
を用いて DC を誘導する．その後 IFN-γを添加

し細胞性免疫誘導型 DC を誘導する．作製し
たワクチンの細胞性免疫誘導能を IL-12p70
の産生能を確認する． 
(2)DC ワクチンにより誘導される抗原特異的
CD8 陽性細胞の細胞障害機能を検討する 
 (1)にて作製したDCワクチンにリステリア
抗原のエピトープ（LLO91-99）をパルスし，
マウスに静脈投与する．6週間後に脾臓を摘
出し細胞分離した後に，抗原（LLO91-99）を
表出した J774 細胞（マウスのリンパ腫；標
的細胞）と 5日間培養し，得られた細胞を用
いて LDH assay (CTLassay)を行う．標的細胞
が Killing され，放出された LDH を測定し，
抗原特異的な CTL の活性を解析する． 
(3)感染防御能の検討 
 (2)と同様な手順で免疫を行い，6 週間後に
1x104CFU（LD50）のリステリア菌を静注し感
染させる．72 時間後に脾臓および肝臓を摘出
し Soy-Agar 培地を用いて菌量をカウントす
る． 
(4)生存率の検討 
 (3)と同様な手順で免疫，感染を行い，そ
の後生存率を測定した． 
 
４．研究成果 
(1)細胞性免疫誘導型DCの作製およびtype-1
免疫誘導能の検討． 
GM-CSF,IL-4,および IFN-γで培養した樹状細
胞（細胞性免疫誘導型樹状細胞）は，CD40L
の刺激により有意にこれらのサイトカイン
で刺激していない DCに比し IL-12p70 の産生
が増加していた． 
 
 
 
 
 
 
 

 



(2)DC ワクチンにより誘導される抗原特異的
CD8 陽性細胞の細胞障害機能を検討する． 
リステリア抗原をパルスした細胞性免疫誘
導型 DC ワクチンを投与した群において，通
常型 DC 群に比し有意に抗原特異的な CTL が
誘導されていた．  
 
 
 
 
 
 
 
    
    
(3)感染防御能の検討 
リステリア抗原をパルスした細胞性免疫誘
導型 DC ワクチンを投与した群において，通
常型 DC 群に比し脾臓および肝臓の双方で有
意に感染した菌量の抑制をきたした． 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(4)生存率の検討 
更にリステリア抗原をパルスした細胞性免
疫誘導型DCワクチンを投与した群において，
通常型 DC 群に比し有意に生存率の延長をき
たした． 
 
 
 
 
   
 
 
 
  
 これらの結果より細胞性免疫誘導型 DC ワ
クチンを用いることにより有意に細胞内寄
生菌に対する感染防御能を増強し，さらには
生存率も延長させることが明かとなった．こ
れまで細胞免疫誘導型 DC ワクチンは癌領域
においてその有効性の検討がなされてきた
が，感染症領域においての有効性を証明した
研究は本研究が初めてである．従って広く感
染症領域への本ワクチンの有用性の可能性
が示された． 
 今後結核菌を用いた研究を継続し，さらに
臨床応用へ向けたヒト検体を用いての免疫
誘導能の実験を予定している． 
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