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研究成果の概要（和文）：現在のワクチンの多くは免疫アジュバント（免疫賦活剤）が混合されているが，その安全性
や効果に問題が残されている．最近，我々は近赤外光照射がアジュバントとして機能することを明らかにしたが，その
詳細なメカニズムは不明である．
まず，培養した角化細胞に均一な強度プロファイルでレーザ光を照射する光学系を確立した．角化細胞に発現するCCL2
0のmRNAをqRT-PCR法にて発現量を解析した．また，活性酸素に着目し，ESR法にて活性酸素を定量する方法およびミト
コンドリアの酸素消費量を定量する手法をそれぞれ確立した．今後，これらの定量解析から近赤外レーザ照射による免
疫活性化メカニズムが明らかになると期待される．

研究成果の概要（英文）：The vaccine adjuvant is an essential component for most of modern vaccines to be 
effective. However, there is a paucity of both safe and effective vaccine adjuvant. Recently, 
near-infrared (NIR) laser light has been shown to significantly enhancing vaccine responses and can be 
used as vaccine adjuvant by others and us. However, critical pieces of information to advance this 
technology to the point of advanced pre-clinical development are still largely missing.
We developed a laser system to irradiate cultured cells with flat beam profile. We cultured human 
epithelial keratinocytes and measured CCL20 expressions with qRT-PCR after laser irradiations. Next, we 
focused on mitochondrial functions and established measurement methods to quantify reactive oxygen 
species with ESR and their oxygen consumption with oxygen sensor, respectively. These quantitative 
analysis will reveal the detailed mechanisms on immune activation with near infrared laser.

研究分野： 生体医工学
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１．研究開始当初の背景 

現在世界中で使用されているワクチンは
単独では感染防御に十分な免疫応答を誘導
しないため，多くの場合免疫アジュバント
（免疫賦活剤）混合することが必須になって
いる．しかし，開発段階や既に認可されてい
るアジュバントでも投与部位の疼痛・炎症や
疲労・筋肉痛などの全身反応といった重篤な
副作用が報告されている(Coffman RL, Im-

munity, 2010; Rappuoli R, Nat Rev Im-

munol, 2011)．従って既存の化学または生物
製剤による方法には限界があると考えられ，
副作用が少なくかつ効果的な新しいアジュ
バントの開発が強く求められている． 

近年，可視光レーザの皮膚照射による物理
的作用がワクチンにより誘導される免疫応
答を増強し，免疫アジュバントとして機能す
るという研究が米国およびロシアより報告
されたが (Chen X, PLoS ONE, 2010; Oni-

kienko SB, Donosologiya, 2007)，このレー
ザの免疫増強効果は非常に弱く，また可視レ
ーザ光が皮膚のメラニン色素に吸収される
ため皮膚色によって効果が異なるなど実用
面での問題が多く指摘されていた． 

 

２．研究の目的 

本研究は低出力の近赤外レーザ光を皮膚
また粘膜に短時間照射するという簡便かつ
安全な処置がワクチンに対する免疫アジュ
バントとして作用するという知見をもとに，
近赤外光が免疫応答を増強する機序を細胞
ならびに分子レベルにて解明することを目
的とする．これらの実現により副作用を有す
る化学・生物製剤に代わり，より安全なレー
ザ光照射という物理的作用による免疫アジ
ュバントの臨床治験・応用が可能になり安全
かつ効果的なワクチン開発を加速すると期
待される． 

 

３．研究の方法 

(1) 培養細胞へのレーザ照射系の構築 

図 1に培養細胞へのレーザ照射系の概略を
示した．1064 nm の連続レーザ光を 24ウェ
ル細胞培養プレートの 1ウェル φ15.6 mmに
照射する設計とした．照射するレーザ光の強
度分布を一様にするため，Expander, Ho-

mogenizerを経由して培養細胞に照射される． 
 

 

図 1 近赤外レーザ照射系の概要 

 

(2) レーザ照射によって発現する遺伝子の同
定 

 ヒト表皮角化細胞 HEKa を HKGS (Hu-

man keratinocyte growth supplement, Life 

Technologies)を添加した培地 Epilife (Me-

dium with 60 µm calcium, Life Technolo-

gies) を用いてガラス底 24 ウェルプレート
に培養した（図 2）．Confluentな状態を確認
後，レーザ放射照度および照射時間を変えて
照射した． 

 

図 2 培養 HEKa細胞 

 

マウスの実験でレーザ照射によって発現
の増加が認められたサイトカイン CCL20 に
着目し，qRT-PCR法にてmRNAの発現量を
定量した． CCL20のプライマー塩基配列は
'GCAAGCAACTTTGACTGCTG' (Forward), 

'ATTTGCGCACACAGACAACT' (Reverse)', 

また，コントロールとして用いた β-actin は
AGAAAATCTGGCACCACAC' (Forward), 

'TTTGAGACCTTCAACAC' (Reverse)とし
た． 

 
(3) 活性酸素の定量実験 

 レーザ照射による免疫活性化メカニズム
に活性酸素（以下 ROS）が関与している作業
仮説を実証するために，電子スピン共鳴法
（以下 ESR）を用いて ROSを定量した．ま
ず，フェントン反応によって発生する
Hydroxyl Radical (•OH)をスピントラッピ
ング剤である DMPO 及び CYPMPO を用い
て方法の有効性を実証した． 

次に ESRセル内にて培養した HEKa細胞
に 0, 52, 260, 520 mW/cm2でレーザ照射を
300 秒行い，直ちにスピントラッピング剤を
添加した．37℃にて 30分間培養した後，ESR

スペクトルを計測した．  

 

(4)ミトコンドリアの単離と酸素消費量の推
定 

ROS の主な産生源がミトコンドリアであ
ると仮定し，レーザ照射によって生じるミト
コンドリアの変化，特に酸素消費量に着目し，
単離したミトコンドリアの酸素消費量を推
定する実験系を構築した． 

麻酔下にてマウス肝臓を摘出し，ホモジナ
イズ後に遠心分離を行いミトコンドリアを
単離した．呼吸バッファを調整し，0.5 mg/ml

でミトコンドリア懸濁液を作製し，4 ml ガス
タイトキュベットに入れ，撹拌子でゆるやか
に撹拌しながらホットバスにて 37℃を維持



した．ニードル式マイクロ酸素濃度計 Microx 

TX3 を用いて呼吸バッファの酸素分圧を計
測し，酸素消費速度を定量した． 

 

４．研究成果 
(1) 培養細胞へのレーザ照射系の構築 

レーザ光源からのビームプロファイルお
よびホモジナイザー通過後のプロファイル
を図 3に示した．細胞へレーザ照射する際に
ガウシアン強度分布のまま照射すると培養
細胞へ与えるエネルギーは培養部位によっ
て異なる．最終的に均一な強度分布（点線）
を縦横方向で 2.2 倍に拡大し，さらに散乱板
を介して最終的に 24 ウェルプレートに照射
する系を構築した． 

 

 

図 3 レーザの強度プロファイルの調整 

 

 

(2) レーザ照射による CCL20 の発現量の定
量解析 

 

図 4 にレーザ光の放射照度に対する
CCL20の発現量を示した．20 mW/cm2でや
や増加し，それ以上の放射照度では減少する
傾向が見られたが，僅かな変化に留まってお
り，これはレーザの放射照度や照射時間，総
エネルギーが最適では無かったか，あるいは
1064 nm のレーザ照射はヒト角化細胞の
CCL20 発現にはほぼ影響しないことが考え
られる．これまでに我々のグループではマウ
ス皮膚にレーザを照射した場合，CCL20 の
有意な増加を明らかにしているが，in vivo
と in vitro では環境が全く異なるため，in 
vitro 系では遺伝子発現に必要な条件が欠落
しているか，または CCL20 の発現増加は角
化細胞以外の主に免疫担当細胞に由来して
いると考えられる．今後は培養系においても，
例えば肥満細胞の単独あるいは HEK 細胞と
の共培養系を実現し，レーザ照射を行うこと
で in vivo で得られた結果を再現することが
可能になると思われた． 

 

  
図 4 レーザの照射プロファイルの調整 

(3) 活性酸素の定量実験 

レーザ照射によって発生する ROS を検出
するため，スピントラップ剤 DMPO で•OH

を検出する方法を採用した．図 5 は Fenton

反応によって生成させた•OHの ESRスペク
トル，同様に図 6 は CYPMPO を用いて O2-

を検出した ESR スペクトルである．
CYPMPO は DMPO に比べて長時間シグナ
ルを維持できる特徴があるため，レーザ照射
後にサンプル調整を要する本法では
CYPMPO が適していると思われた．また，
これらは試薬反応系で産生させた ROS であ
り，ミトコンドリア試料から産生される微量
な ROS を検出するためには，培養細胞だけ
でなくミトコンドリアを単離し，高濃度の懸
濁液を作製することによって ROS の濃度を
高める必要があると思われた． 

 
図 5 DMPO による•OHの検出 

 

 

図 6 CYPMPO による O2-の検出 

 

(4)ミトコンドリア単離と酸素消費量の推定 

前項で述べたように，レーザ照射によって
生じる ROS はミトコンドリア由来であると
仮定し，レーザ照射によってミトコロンドリ
ア機能に生じる変化を定量するために，酸素
消費量を計測した．図 7はガスタイトキュベ
ット内のバッファの酸素分圧の時間変化を
示している．青・赤ラインは同条件でミトコ
ンドリア懸濁液を作製し，計測の再現性を確
認した．この実験で得られた平均の酸素消費
量は 14.3 nmol/min/mg と推定された．また，
黒線は酸素分圧 75mmHg に減少した時点で
Antimycin-Aを加え，ミトコンドリアの呼吸
を抑制した結果，酸素分圧の変化は完全に消
失し，従って酸素分圧の変化はミトコンドリ



アの呼吸に依るものであると示された． 

今後，ミトコンドリア懸濁液に対してレー
ザを照射し，照射エネルギーに対するミトコ
ンドリアの酸素消費量を測定することで，レ
ーザと活性酸素の相互関係を明らかにする． 

 

 

図 7 ミトコンドリア酸素消費量の推定 
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