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研究成果の概要（和文）：緑膿菌の線毛蛋白やそのペプチドで刺激して得られた成熟樹状細胞とマウスの幼若なT細胞
を混合培養した。精製線毛蛋白の刺激によって培養上清中のサイトカインの産生量は陰性コントロールと比べて上昇し
、 幼若T細胞から成熟T細胞への分化がみられた。一方、ペプチドによる効果は線毛蛋白よりは弱かった。この結果は
、線毛蛋白や弱いけれどもペプチドによる獲得免疫が樹状細胞を介して成立することを示唆している。今後、本研究で
は明らかにできなかった線毛蛋白あるいはペプチド刺激樹状細胞のマウスへの移入効果実験を行い、宿主におけるワク
チン効果の検証を行っていく予定である。

研究成果の概要（英文）：Murine naive T cells were incubated with mature dendritic cells stimulated by pili
 of Pseudomonas aeruginosa or by its peptide. The concentration of cytokines in the culture supernatant st
imulated with pili or peptide increased compared to that in control and naive T cells proliferated to matu
re ones. This result indicates that adaptive immunity by pili but less peptide occurred through dendritic 
cells. In the future, the efficacy of vaccine by inoculation of pili- or peptide-stimulated mature dendrit
ic cells into mouse should be investigated.     
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１．研究開始当初の背景 
 
緑膿菌は院内肺炎や敗血症などの院内感染

症の主要原因菌で、患者の予後を左右する因

子として重要である。特に我が国では多剤耐

性菌(MDRP)によるアウトブレークが問題とな

ってきているが抗菌薬を含め有効な治療法が

ないため、緑膿菌感染症を制御する上では治

療薬および予防薬の開発が急務となっている

。 

 
２．研究の目的 
 

本研究では、緑膿菌の感染成立過程（緑膿

菌線毛と気道上皮細胞への付着機能）に着目

し、緑膿菌線毛蛋白の断片ペプチドを用いて

樹状細胞を刺激して成熟樹状細胞を確立し

た後、成熟樹状細胞を経気道的にマウスに導

入し、線毛と気道上皮細胞との付着の阻害効

果（ワクチン効果）を検討する。この研究か

ら緑膿菌感染症が制御できるかを明らかに

し、実用化に向けた基盤を構築することを目

的とする。 

 
３．研究の方法 
 

（1）線毛蛋白ペプチドの合成 

 合成ペプチド（pili 6）は、標準株の PAO1

株と全く同一のアミノ酸配列を有している

緑膿菌線毛を多く発現している変異株

PAO2001.2 株を用い、PAO1 の pilA 遺伝子ア

ミノ酸配列に基づきキアゲン（株）に依頼し

て合成する。 

（2）線毛蛋白および pili 6 によって刺激さ

れたマウス骨髄由来成熟樹状細胞の樹立 

 マウス骨髄由来樹状細胞株 JawⅡ細胞を精

製した線毛蛋白および pili 6 100μg/ml の

濃度で刺激し、ナイーブマウスの脾臓から分

離した T 細胞と共培養を行う。JawⅡ細胞表

面の抗原提示補助分子MHC class Ⅱの発現を

FACS scan で解析し、成熟樹状細胞への分化

を確認するとともに、 BrdU uptake や

interferon-γ、interleukin-10 などのサイ

トカインの定量を行ってT細胞の活性化を確

認する。 
 
４．研究成果 

 緑膿菌線毛蛋白の101-120残基合成ペプチ

ド （ TFQTGTSSPKNATKVITLNR ； pili 6 ）、

PBS(negative control)、緑膿菌 PAO-1 株超

音波破砕抗原（positive control）でそれぞ

れ刺激したマウス骨髄由来樹状細胞(Jaws

Ⅱ)をホルマリン処理後、ナイーブ T 細胞と

混合培養した。混合培養上清中の IFN-γ、

IL-10濃度やナイーブT細胞へのBrdUの取り

込みを検討したところ、pili 6 刺激群では培

養上清中の IFN-γ濃度は negative control

と比べて上昇していたが、IL-10 濃度の明ら

かな上昇は認めなかった。また positive 

control では ナイーブ T 細胞の BrdU の取り

込みが増加していたのに対して、ペプチド刺

激群では明らかな取り込みの増加は認めな

かった。一方、精製線毛蛋白を用いた検討で

は、線毛蛋白の刺激によって JawsⅡ細胞は

TNF-αや IL-12などのサイトカインを産生し、

MHC-classⅡ発現の誘導を認めた。さらに精

製線毛蛋白で刺激した JawsⅡ細胞とナイー

ブ T細胞を混合培養したところ、培養上清中

の IFN-γや IL-10 の産生量は negative 

control に比べ上昇し、 ナイーブ T細胞への

BrdU の取り込みも増加していた。こうした結

果は、線毛蛋白による獲得免疫が樹状細胞を

介して成立することを示唆している。さらに

線毛蛋白に比べると弱いものの、pili 6 も線

毛蛋白同様、樹状細胞を介した獲得免疫成立

に寄与していることが示された。しかし、樹

状細胞とナイーブT細胞を混合培養しナイー



ブ T細胞の活性化を検証する実験が、当初想

定していた細胞比率では十分な活性化を検

出できず様々な細胞比率での検討が必要で

あったため、本研究中に予定していた実験の

うちマウスを使用した in vivoでの検討が実

施できなかった。今後、本研究では明らかに

できなかった線毛蛋白あるいは pili 6 刺激

成熟樹状細胞のマウスへの移入効果実験を

行い、in vivo におけるワクチン効果の検証

を行っていく予定である。 
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