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研究成果の概要：微生物由来物質と腫瘍抗原と一緒に免疫してマウスに腫瘍を接種すると、腫
瘍の増殖が著しく抑制され、生存率も著しく伸びた。しかしながら、微生物由来物質を単独、
FSL-1 を単独で免疫した場合は、腫瘍の増殖が著しく増強され、生存率も著しく低下した。こ
の相反する活性の原因を細胞レベルで明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

大腸菌の細胞壁外膜に含まれるリポ多糖
（LPS）ならびにフロイントの完全アジュバ
ントは細胞毒性が強く、ヒトに投与した場合
には投与局所で壊死が引き起こされる危険
性が高いために、ヒトに使用することはでき
ない。宿主には存在せず、微生物のみに存在
するパターン分子を認識する受容体である
Toll-like-receptor (TLR)が発見されて以来、
これらのアジュバントは TLRのリガンドであ
ることが明らかにされている。近年増加傾向
を示している感染症やガンの予防・治療には、
アジュバント活性が強く、ヒトに対する細胞
毒性の弱いアジュバントの開発が急務であ

る。そこで、我々は TLRのリガンドの中から、
この目的にかなったアジュバントを検索す
ることを重要な研究のテーマの一つと考え
ている。 
Th1応答を誘導するTLR9のリガンドである

CpG DNA は現在抗腫瘍活性を有することが明
らかにされ、腫瘍免疫のアジュバントとして
注目されている。 

Mycoplasma salivarium の細胞膜リポタン
パク質（MLP）および MLP の N 末端構造をも
とに合成したリポペプチド (FSL-1)の種々
の生物活性を検索するだけでなく、TLR によ
る微生物認識機構についても研究している。
最近、FSL-1 が TLR2 依存的な Th2 応答優位の
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アジュバント活性を有していることを明ら
かにした。 
さらに、FSL-1 の腫瘍増殖に及ぼす影響を

調べた。FSL-1 と C57BL/6 由来線維肉腫 QRsP
に UV 照射したもの（QRsP(UV)）をマウスの
皮下に免疫した後、QRsP を接種し、その体積
を測定した。その結果、FSL-1+QRsP(UV)を免
疫したマウスでは腫瘍の増殖を著しく抑制
した。しかしながら、FSL-1 を単独で免疫し
た後、腫瘍を接種すると、逆に腫瘍の増殖を
著しく増加させた。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は微生物由来リポペプチド 
FSL-1 の有する相反する活性、すなわち抗腫
瘍活性ならびに腫瘍増殖促進活性を細胞レ
ベルならびに分子レベルで明らかにするこ
とである。 
 
３．研究の方法             
（１）FSL-1 による抗腫瘍免疫応答で誘導 

Th1 あるいは Th2 の検証 
マウスを FSL-1+QRsP(UV)で免疫した後、

腫瘍細胞を接種し、血清中の腫瘍細胞に対
する抗体価（IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG3）
の測定を行う。また、所属リンパ節および
脾臓から採取した細胞を、マイトマイシン
Cもしくは X線照射して不活性化した同腫
瘍細胞で再刺激し、培養上清中に放出され
る IL-4、IFN-・を測定する。 

（２）FSL-1 による腫瘍細胞特異的 CTL の誘
導 

FSL-1+QRsP(UV)免疫下で腫瘍細胞を接
種したマウスから、腫瘍接種後 20 日～25
日に所属のリンパ節および脾臓細胞を蛍
光色素BCECFでラベルした同腫瘍細胞と共
培養し、BCECF の上清中への放出量を蛍光
高度計で測定する。 

（３）マクロファージによる腫瘍細胞傷害活
性 

TLR2+/+および TLR2-/-マウスの腹腔内に
FSL-1+QRsP(UV)を投与し、1、3、5、7日後
に腹腔滲出細胞（PEC）を採取し、in vitro
において腫瘍細胞と共培養し、腫瘍の増殖
能を・・・・ thymidine の取り込みによっ
て評価する。 

（４）FSL-1 による NK 細胞の活性化 
①TLR2+/+および TLR2-/-マウスの脾臓細胞か
ら MACS によって NK 細胞を分離し、FSL-1
刺激を行ない、上清中の IFN-・の産生お
よび・・・・thymidine の取り込みによっ
て評価する。 

②TLR2+/+マウスのNK細胞をMACSでnegative 
selection し、TLR2-/-マウスの尾静脈より
投与することで、TLR2-/-マウスにおいて
NK 細胞のみが FSL-1 に反応できる状態に
して腫瘍細胞を接種する。このマウスに

FSL-1 を免疫した後、腫瘍細胞を投与し、
腫瘍接種数週間後の腫瘍の体積を測定す
る。また、TLR2+/+マウスに anti-mouse 
asialo GM1 抗体を腹腔内に投与し、NK 細
胞を除去したマウスを作製し、FSL-1 の抗
腫瘍活性を調べる。 

（５）FSL-1 の抑制性 T 細胞（Treg）に及ぼ
す影響 

①FSL-1+QRsP(UV)および FSL-1を皮下および
鼻腔に免疫し、所属リンパ節、脾臓中およ
び末血中の Treg の割合を抗 CD4、CD25 抗
体ならびに抗 Foxp3抗体を用いてフローサ
イトメーターで調べる。また、in vitro に
おいても、マウスより Tregを採取し、FSL-1
で刺激を行なった場合、増殖反応を示すか
どうかを・・・・ thymidine の取り込みに
よって評価する。 

②CD4 陽性 T細胞、Treg 細胞、抗原提示細胞
（APC）を B6マウスから MACS で単離する。
CD4 陽性 T 細胞を anti-CD3 抗体で刺激し、
その増殖・・・・ thymidine の取り込みに
よって評価し、その増殖が FSL-1 で刺激し
た Treg 細胞の存在で阻害されるかどうか
を測定する。 

 
４．研究成果 
（１）FSL-1 の腫瘍増殖に及ぼす影響 
FSL-1 と C57BL/6（B6）由来線維肉腫 QRsP に
UV 照射したものをマウスの皮下に免疫した
後、QRsP を接種し、その体積を測定した。そ
の結果、FSL-1+QRsP(UV)を免疫したマウスで
は腫瘍の増殖を著しく抑制した。しかしなが
ら、FSL-1 を単独で免疫した後、腫瘍を接種
すると、逆に腫瘍の増殖を著しく増加させた
(図１)。しかしながら、FSL-1 のこれらの活



 

 

性は TLR2-/-マウスではみられなかった。 
 
（２）CTL の誘導 
 FSL-1を QRsP(UV)と同時に免疫した場合は、

CpG と同様に QRsP 特異的 CTL が誘導された
(図２）。 
 
（３）NK 細胞の ADCC 活性 

FSL-1を QRsP(UV)と同時に免疫した場合は、
CpG の場合と異なり、NK細胞の ADCC 活性が
検出され、実際 QRsP 細胞の有する 75kDa の
タンパク質に対して抗体が産生されていた

(図３)。 
 
（４）所属リンパ節における Treg の数 

FSL-1を QRsP(UV)と同時に免疫した場合は、
CpG と同様に Treg の数が減少していた (図
４)。しなしながら、FSL-1 単独で免疫した場
合には、逆にTregの数が増加していた(図４)。
ただし、CpG 単独で免疫した場合には Treg の
数が増加はみられなかった(図４)。 
 

（５）抗 CD25 抗体の投与の QRsP 腫瘍増殖に
及ぼす影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

FSL-1 単独免疫の場合の腫瘍増殖促進活性は 
抗 CD25 抗体の in vivo での投与により消失
した（図５） 
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