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研究成果の概要（和文）：臍帯血と健常成人末梢血を用いて、TLR作動薬刺激に対する新生児と成人の抗原提示
細胞の機能の差異を検証した。その結果、新生児の抗原提示細胞は成人と表現型が異なり、基礎的な抗原提示機
能（MHC class IIやCD80）が低いものの、TLR作動薬（LPSやzymosan）は成人よりも新生児の抗原提示細胞の賦
活化に効果的であり、新生児・乳児に特化した舌化ワクチンのアジュバントとして適していると考えられた（論
文投稿中）。また、それらTLR作動薬の中でも、これまでの我々の研究成果も踏まえて考えれば、zymosanが最も
安全性かつ効果の面でアジュバントとして期待できるのではないかと考えている。

研究成果の概要（英文）：Human cord blood and adult peripheral blood monocytes were isolated and 
stimulated with lipopolysaccharide (TLR4 agonist) or zymosan (TLR2/6 agonist). Expression levels of 
MHC-class II, CD80, CD86, CD11b, CD11c, CD14, and CD16 were evaluated. Cord blood CD14+CD16high 
monocytes showed significantly lower levels of basal expression of MHC-class II, CD80, and CD11b 
compared with those of adult CD14+CD16intermediate monocytes. The ratios of 
lipopolysaccharide-stimulated expression levels to basal levels for MHC-class II, CD80, and CD11b 
and the ratios of zymosan-stimulated expression levels to basal levels for MHC-class II, CD86, 
CD11b, and CD11c were significantly higher in cord blood monocytes than in adult blood monocytes. 
Despite showing selective impairment of basal expression of surface antigens, neonatal monocytes are
 hyperresponsive to TLR stimulation compared with adult. Application of TLR agonists may complement 
induction of protective immunity as a vaccine adjuvant in children.

研究分野：粘膜免疫学、小児感染症学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在のワクチンは健常成人や成熟マウスにおける効果をもとに開発され、乳幼児に応用されている。しかし乳幼
児はそれらのワクチンによる免疫誘導効果が低く、成人よりも複数回の接種を必要とする。その問題点を克服す
るためには、成熟した免疫システムを対象にしたワクチンの開発ステップを見直す必要があり、乳幼児免疫の理
解に立脚したワクチン開発が望ましい。しかし、乳幼児から研究用に血液を採取することは侵襲性が高いため、
我々は痛みを伴わずに採取できる臍帯血を用いた解析を展開している。本研究成果はヒト臍帯血から得られるた
め、動物実験や成人で得られた結果よりもシームレスに乳幼児に特化したワクチン開発への応用が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
世界における 5歳未満の乳幼児の死亡者数は年間 630万人にのぼり、死亡原因の 46％を感染症が
占める。したがって乳幼児の感染症に対する効果的な予防戦略の構築は世界的に重要な課題であり、
予防戦略の要として安全かつ効果的なワクチンの開発が常に求められている。現在国内で承認され
ている約 20種類のワクチンのうち 3分の 2は乳幼児（多くは乳児期に接種）を対象としているが、
そのうち BCG以外のすべてのワクチンが複数回（2〜4回）の接種を必要としている。成人と乳幼
児の両群で接種されるインフルエンザウイルスやコレラなどのワクチンに関して接種回数を比較し
た場合においても、乳幼児は成人よりも複数回のワクチンを必要とすることから、乳幼児における
現行ワクチンの免疫誘導効果が成人と比較して低いことが示唆される。 
これまで研究代表者は、東京大学医科学研究所の清野宏教授とともに、小児の感染症に対するワ
クチン開発に取り組み、ワクチン抗原をイネ種子であるコメに発現させた室温保存可能なコメ型経
口コレラワクチンの開発を進め、成熟マウスにおける有効性を報告した 1)。同ワクチンは小腸の免疫
誘導組織であるパイエル板から効果的に取り込まれ防御免疫を誘導することができるが、幼若マウ
スと成熟マウスにおける同コメ型ワクチンの免疫誘導効果を比較すると、幼若マウスは成熟マウス
よりも多くの接種回数を必要とすることがわかった。また、研究代表者らはロタウイルスに対する
予防抗体米も開発したが、その研究過程において、乳幼児の下痢症の重要な原因であるロタウイル
スは、幼若マウス（生後５日目）には感染を成立し下痢を呈するものの、成熟マウスには感染しない
ことを知見として得ている 2)。このように、乳幼児や幼若マウスは成人や成熟マウスと比較して感染
症に罹患しやすく、ワクチンによる免疫誘導効果が低い。乳幼児が成人よりも数多くの種類のワク
チンを必要とし、今後も RS ウイルスやノロウイルスなどに対する新しいワクチンが必要となるこ
とを考えれば、少ない接種回数で効果的に防御免疫を乳幼児、特に乳児に付与できるワクチンの開
発基盤を構築する必要がある。 

 
２．研究の目的 
 乳幼児に特化したワクチン開発のキーとなる点はデリバリーシステム（経口や経鼻など）とアジ
ュバントの２点と考えられる。デリバリーシステムに関しては、これまでの我々の研究成果から舌
下経路による免疫が呼吸器と消化管の両粘膜組織へ効果的に防御免疫を付与できることを明らかに
しており、乳幼児モデルの幼若マウスにおいても免疫誘導効果が得られることを実証している。一
方、ワクチン抗原に対する免疫細胞の応答を効果的に賦活化するアジュバントについては十分な探
索が行えていない。乳幼児に特化したワクチン開発を進めるためには、乳幼児におけるワクチンの
免疫誘導に関わるシステムを理解し、その理解に立脚した研究を展開することが理にかなっている
が、乳幼児から研究に必要な血液や粘膜組織を採取することは侵襲性が高く倫理的に認められない
ため、乳幼児の免疫誘導システムの基礎的な探求は国内外でほとんど行われていない。これに対し
て本研究代表者は、出産後に廃棄される胎盤から採取できる臍帯血に注目し、臍帯血から分離した
免疫細胞を用いた新生児の自然免疫探求ならびにアジュバント探索を展開してきた。そして、健常
成人と比べて一様に低いと考えられていた新生児の自然免疫応答は Toll様受容体（TLR）や抗原提
示細胞の種類によって異なり、TLR2/6作動薬（zymosan）が抗原提示細胞の種類を問わず成人と同
等のサイトカイン産生を惹起できることを明らかにした 3)。本研究では、これまでの我々の臍帯血解
析研究を発展させ、乳幼児に特化した舌下ワクチンのアジュバントのさらなる探索ならびにその有
用性に関わる分子基盤を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
感染症のない予定帝王切開 15 例（妊娠週数平均 37.8±0.41 週，Apgar score 平均 7.9±0.7 / 
8.7±0.5 [1/5 分]）の胎盤から出生後に臍帯血を無菌的に採取し、対照群として健常成人 19 例
（平均年齢 26.7±3.0 歳，男/女 12/7）から末梢血を採取した。両群の血液からリンパ球分離
液を用いて単核球を単離し、磁気分離法によって CD14 陽性単球を分離した。CD14 陽性単球(1 x 
106個)に TLR4 作動薬（Lipopolysaccharide, LPS; 100 ng/mL）、TLR2/6 作動薬（zymosan; 10μ
g/mL）、あるいは非刺激コントロールとして PBS を添加し、5% CO2 インキュベーターにて 6時間
培養した。培養後の細胞を回収し、細胞表面分子（CD11b. CD11c, CD80, CD86, MHC class II, 
CD14, CD16）の発現をフローサイトメーター（LSR II）を用いて測定した。また培養上清も回収
し、上清中のサイトカイン濃度を CBA kit を用いて測定した。測定結果は臍帯血群・成人血群な
らびに刺激群と非刺激群の２群間で比較した。 
 
４．研究成果 
（１）細胞表面分子の発現比較 （図１） 
非刺激条件下では、臍帯血群は成人血群よりも HLA、CD11b、CD80 の発現が有意に低値であった。
つまり、新生児期の抗原提示細胞の抗原提示に関わる分子の基礎発現が成人と比較して低いこ
とが示唆された。LPS 刺激下では、臍帯血群は成人血群よりも CD11b の発現が有意に低値を示し
た。Zymosan 刺激下では、臍帯血群は成人血群よりも HLA、CD11b、CD80 の発現において有意に
低値を示した。 
（２）細胞表面分子の TLR 刺激による発現強度の比較 （図２） 



TLR 刺激による反応性（非刺激に対する刺激後の発現強度比）を比較すると、臍帯血群単球は成
人血群の単球よりも表面分子の発現強度が高い傾向を示した。（１）の結果を含め考えると、新
生児の抗原提示細胞の抗原提示に関わる基礎的機能は成人よりも低いが、TLR 刺激に対する免疫
応答は成人よりもむしろ良く、基礎発現の低さゆえに最終的な分子発現が見かけ上低く見える
のではないかと考えられた。 
（３）臍帯血由来単球と成人血由来単球の表現型の差異の解析（図３） 
両群の単球の CD14 発現に有意な差は認めなかったが、CD16 の発現は成人血由来単球よりも臍帯
血由来の単球が有意に高い結果が得られた（図３a, b）。従って、ヒト単球は出生時においては
成人と比較して機能面だけでなく表現型の点においても異なることが示唆された。 
 
図３．  

（４）サイトカイン産生の解析 
臍帯血・成人血両群における LPS ならびに zymosan 刺激後のサイトカイン産生（IL-8, IL-6, 
TNF-alpha, IL-1 beta, IL-10）を測定したが、有意な差はなかった。 
 
（１）〜（３）の結果から、新生児の抗原提示細胞は成人と表現型が異なり、基礎的な抗原提示
機能が低いものの、TLR 作動薬は成人よりも新生児の抗原提示細胞の賦活化に効果的であり、新
生児・乳児に特化した舌化ワクチンのアジュバントとして適していると考えられた（論文投稿
中）。また、それら TLR 作動薬の中でも、これまでの我々の研究成果（Nohmi K. J Pediatr. 2015）
も踏まえて考えれば、zymosan が最も安全性かつ効果の面でアジュバントとして期待できるので
はないかと考えている。 
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