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研究成果の概要（和文）：本研究は、我々独自の「抗原特異的Toll様受容体4(TLR4)刺激抗体アジュバント」と
「CD73/アデノシンA2A受容体免疫抑制経路阻害」、「PD-1/PD-L1免疫抑制経路阻害」による複合がん免疫療法の
基盤構築と「新規低分子免疫抑制経路阻害薬」の開発を推進し、TLR4刺激抗体が優れたがん免疫応答のアジュバ
ントであること、PD-1/PD-L1阻害療法の治療効果を向上させること、CD73/アデノシン受容体・PD-1/PD-L1免疫
抑制経路を阻害しうるリード化合物を発見することに成功した。本研究成果は、複合がん免疫療法の理論構築と
低分子創薬への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Immune-checkpoint blockade is a novel therapy for cancer. However, its 
therapeutic efficacy is currently limited due to diverse immune suppressive mechanisms. The purpose 
of the study was to overcome these limitations and promote the development of novel combined cancer 
immunotherapy. A TLR4-stimulating antibody, not microbial TLR4 agonist lipopolysaccharide, has been 
shown to enhance a therapeutic effect of a PD-1 inhibitory antibody. Secondly, low-molecular-weight 
compounds with inhibitory activity for PD-L1 expression and CD73/adenosine receptor A2A-mediated 
immune suppressive pathway have been discovered by screening small molecule libraries, respectively.
 These results will facilitate the development of novel antitumor adjuvants to enhance the response 
rate and therapeutic efficacy of immune-checkpoint blockade therapy. The discovered compounds are 
expected to contribute to the development of new therapeutic drugs with immune-checkpoint blockade 
activity for cancer immunotherapy.

研究分野： 免疫学・生化学・細胞生物学・分子生物学

キーワード： Toll様受容体　がん免疫療法　自然免疫　免疫チェックポイント　低分子創薬　CD73　アデノシン受容
体　アジュバント

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫チェックポイント阻害療法が成功し、がんは免疫で治せる時代が到来した。しかし、成功例のPD-1阻害抗体
でさえ、その奏効率は高くて3割である。がん免疫病態は冗長で複雑、かつ多様なため、PD-1/PD-L1経路「非」
依存的免疫抑制経路を標的とした新規治療戦略・治療薬が切望されている。本研究では、PD-1阻害抗体の治療効
果を向上させるTLR4刺激抗体アジュバントの複合がん免疫療法、PD-1免疫抑制経路を遮断しうる低分子化合物、
そして、PD-1「非」依存的経路を遮断しうるCD73阻害化合物を発見することに成功した。これら研究成果には、
現行のがん治療を発展させる社会的かつ学術的な意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
免疫抑制経路阻害薬の成功はがん免疫療法を現実にした。しかし、成功例の PD-1 阻害抗体で

さえ、その奏効率は高くて 3 割である。活性化した T 細胞に発現する PD-1 は、腫瘍や樹状細
胞等の抗原提示細胞に発現誘導される PD-L1 に結合し、T 細胞の抗腫瘍免疫応答を抑制する。
したがって、PD-1 阻害抗体等による免疫抑制経路阻害療法は、免疫原性が高く抗腫瘍 T 細胞が
誘導されたがんに奏功する一方、免疫原性が低く内在性免疫応答が不十分ながん、すなわち、抗
腫瘍 T 細胞の誘導や腫瘍浸潤度の低いがんへの奏効率は低い。内在性抗腫瘍 T 細胞の誘導が解
決すべき課題である。また、がん免疫病態の個体差は大きく免疫抑制経路も冗長で複雑、かつ多
様なため、PD-1/PD-L1 阻害抗体だけでなく、PD-1/PD-L1 経路「非」依存的免疫抑制経路を標
的とした新規治療戦略・治療薬が必要である。 
抗原特異的免疫応答の誘導には、樹状細胞に抗原を送達し、その抗原提示を増強するアジュバ

ントが必要である。Toll 様受容体 4 (TLR4) はグラム陰性菌細胞壁のリポ多糖 (LPS) に結合す
ると、MHC 発現を増強し、抗原特異的 T 細胞を誘導する。我々が世界で初めて作製した「TLR4
刺激抗体」は、樹状細胞の MHC や T 細胞共刺激分子、サイトカイン発現を増強し、抗原特異
的免疫応答を誘導する(Rachmawati et al, Int Immunol 2013; Tsukamoto et al, J Immunol 
2013)。さらに、活性化した樹状細胞や B 細胞等の抗原提示細胞は PD-L1 等の免疫抑制分子の
発現を誘導し過剰な免疫応答の収束に働く。 
がん細胞や腫瘍に浸潤した制御性 T 細胞が高発現する CD73/ecto-5'-nucleotidase は、細胞外

アデノシン (Ado) を産生し、T 細胞アデノシン受容体 A2A (Adora2a) を活性化、抗腫瘍免疫応
答を抑制することを見出した。一方、CD73 阻害抗体は CD73/Adora2a 経路の免疫抑制を解除
し、内在性腫瘍免疫応答を賦活化する。申請者らは、CD73 阻害薬が異系ドナーT 細胞輸注療法
による移植片対腫瘍効果を増強し悪性リンパ腫の再発を抑制すること(Tsukamoto et al, Blood 
2012)、Adora2a アゴニストが白血球の血管外遊走を多段階で抑制することを見出した(Yago et 
al, J Immunol 2015)。したがって、CD73/Adora2a 経路は、PD-1/PD-L1「非」依存的免疫抑制
経路としてがん免疫療法の新規標的になる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、「抗原特異的 TLR4 刺激抗体アジュバント」と「CD73/Adora2a 新規免疫抑制経路

阻害」、「PD-1/PD-L1 免疫抑制経路阻害」による複合がん免疫療法、並びに、これら複合免疫療
法に資する「低分子」免疫抑制経路阻害薬の開発を目的にする。 
（１） TLR4 刺激抗体の免疫賦活化能と分子標的能を利用し、がん抗原を樹状細胞に送達し活

性化する「抗原特異的 TLR4 刺激抗体アジュバント」を創製、腫瘍特異的免疫応答を誘
導する。 

（２） 「CD73/Adora2a 免疫抑制経路阻害」によって内在性抗腫瘍免疫応答を賦活化させる複
合がん免疫療法とその低分子 CD73 阻害薬を開発する。 

（３） PD-L1 発現阻害薬による「PD-1/PD-L1 免疫抑制経路阻害」と「TLR4 刺激抗体アジュ
バント」の複合がん免疫療法を開発する。 

 
３．研究の方法 
 
（１） TLR4 刺激抗体アジュバントによる抗原特異的 T 細胞誘導と抗腫瘍効果 
トリ卵白アルブミン(OVA)やその MHC クラスⅠ、Ⅱ拘束性ペプチド断片 OVA257-264、OVA323-339 を

モデル抗原とし、TLR4 刺激抗体と抗原の単独・同時投与、あるいは、抗原を結合した刺激抗体
の投与による抗原特異的 T 細胞誘導を解析した。免疫宿主には、OT-Ⅰ、-Ⅱマウス、あるいは、
これら組換えマウス CD8、CD4 T 細胞を養子移入した同系 C57BL/6 マウスを用い、OVA 特異的 T
細胞増殖、サイトカイン産生、OVA/MHC テトラマー陽性率、細胞障害活性等について、MTT 法、
フローサイトメトリー、ELISA、定量 PCR 等を用いて解析した。 
OVA ペプチドとタンパク質は、NHS エステル/マレイミドヘテロリンカーによる TLR4 刺激抗体

との結合、あるいは、OVA 結合型組換抗体として発現させ、調製した。 
OVA を遺伝子導入したがん細胞を皮下移植した各種担がんマウスに対する TLR4 刺激抗体の抗

腫瘍効果について、腫瘍成長曲線を作成し、評価した。 
CD4・CD8 T 細胞除去抗体を投与し、抗腫瘍免疫応答を担うエフェクターT 細胞を評価した。 

 
（２） PD-1/PD-L1 免疫抑制経路阻害・CD73/Adora2a 免疫抑制経路阻害と TLR4 刺激抗体アジ

ュバントによる複合がん免疫療法 
TLR4 刺激抗体アジュバントと PD-1 阻害抗体、CD73 阻害抗体の併用による腫瘍免疫応答の増

強効果について、各種担がんマウスを用いて解析した。 



 
（３） 新規 CD73/ecto-5'-nucleotidase 阻害化合物探索 
CHO 哺乳類細胞発現系を用い、分泌型 CD73 蛋白質を無血清順化培地から高純度に調製した。

Malachite Green リン酸比色定量法により、CD73 酵素活性［AMP→Ado＋リン酸］を阻害する新規
化合物を 96 穴プレートリーダーでスクリーニングした。 
 
（４） 新規 PD-L1 発現抑制化合物探索 
マウス脾臓 B 細胞を用い、LPS や R848 等による TLR 刺激誘導性 PD-L1 発現を抑制する化合物

を、フローサイトメトリーを用いてスクリーニングした。 
 
４．研究成果 
 
（１） TLR4 刺激抗体アジュバントによる抗原特異的 T 細胞誘導と抗腫瘍効果 
 
OVA をモデルがん抗原として導入した H-2Kb陽性 EG7、陰性 B16F10 細胞を同系 C57BL/6 に皮下

移植し、TLR4 刺激抗体の抗腫瘍効果を解析した。その結果、TLR4 刺激抗体と OVA の同時投与は、
担がん腫瘍の成長を有意に抑制した。一方、OVA、TLR4 刺激抗体単独では有意な腫瘍抑制効果は
認められず、OVA 陰性 EL4、B16F10 細胞に対する OVA/TLR4 刺激抗体投与の効果も認められなか
った（図１）。 

 
MHC-Ⅰ、Ⅱ拘束性 OVA257-264、OVA323-339特異的 TCR 組換マウス(OT-Ⅰ、OT-Ⅱ)由来脾臓細胞の養

子移入解析等から、TLR4 刺激抗体は OVA 特異的 CD4、CD8 T 細胞の活性化を増強し、特に、IFN-
γ産生 CD8 T 細胞が抗腫瘍効果の主要なエフェクター細胞であることを見出した（図２、３）。
特に、OVA 特異的 CD8 T 細胞が産生する IFN-γは、B16F10 がん細胞の MHC-Ⅰ発現を誘導し、TLR4
刺激抗体が、MHC-Ⅰ陰性がん細胞に奏功するメカニズムの一端を明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
OVA を導入した H-2Kb陽性 MC38、3LL がん細胞を作製し、OVA/TLR4 刺激抗体による抗腫瘍効果

について検討を加えた。その結果、OVA-MC38 では抗腫瘍効果が認められたのに対し、3LL では抗
腫瘍効果は認められなかった。各種担がんマウスの解析から、OVA/TLR4 刺激抗体投与による抗
腫瘍効果は MHC-Ⅰ発現が必要十分ではないことが明らかになった。 
 
CD4、CD8 抗体による T 細胞除去を施した EG7 担がんマウスを用い、OVA/TLR4 刺激抗体による

抗腫瘍効果の主要なエフェクター細胞を解析したところ、CD8 T 細胞が主なエフェクター細胞で
あることが明らかになった。一方、CD4 T 細胞は活性化するものの、抗腫瘍効果関与は低いこと
が判明した。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
細菌性 TLR4 リガンドであるリポ多糖 LPS と TLR4 刺激抗体の抗原特異的 T 細胞誘導効果、抗

腫瘍効果、炎症反応について解析したところ、TLR4 刺激抗体は LPS に比べ強い抗腫瘍 T 細胞誘
導効果を持つ一方で、TNF-α、IL-6、IL-1β産生に代表される炎症反応の程度が弱いことが明ら
かになった。これは、TLR4 刺激抗体が TLR4 特異的に作用するのに対し、LPS は、TLR4 に加え、
インフラマゾームも活性化することが要因であった。すなわち、TLR4 を標的としたがん免疫療
法のアジュバントの設計において、LPS アナログ化合物より、抗体ベースの TLR4 選択的アジュ
バントが適していることが示唆された。 
 
OVA ペプチド（OVA257-264、OVA323-339）あるいは OVA タンパク質を NHS エステル/マレイミドヘテ

ロリンカーを用いて架橋した抗原結合型 TLR4 刺激抗体を作製した。OVA257-264、OVA323-339抗血清に
よるウエスタンブロット等により OVA ペプチドと TLR4 刺激抗体の架橋が検出できた一方で、ペ
プチド結合による抗体不溶化の問題が生じた。特に、抗腫瘍効果に必須のエフェクター細胞であ
る CD8 T 細胞が認識する OVA257-264の場合、結合抗体の不溶化が顕著であり、実用性に問題が生じ
た。そこで、リンカーを PEG 化し、ペプチド結合抗体の水溶性の向上を図った。MALDI-TOF MS に
より、抗体への OVA ペプチド導入比率を解析しところ、TLR4 刺激抗体 1 分子に対し、1-2 分子の
OVA ペプチドの導入が認められ、効率的なペプチド導入には至らなかった。また、同様の方法で、
OVA タンパク質結合抗体を調製し、反応の進行を確認できた。しかしながら、OVA、TLR4 刺激抗
体の反応後、未反応 OVA、刺激抗体の除去や低い反応収率のため、OVA 結合抗体の実用性に課題
が残った。 
これらの結果を受け、OVA-TLR4 刺激抗体融合タンパク質安定発現 CHO 細胞を作製した。OVA 融

合 TLR4 刺激抗体の発現、分泌を確認できたが、実用的な in vivo 解析に耐えうる収量の抗体を
確保するのは困難であった。現在、収率の向上を目指して、OVA 融合抗体の再設計を検討してい
る。 
 
（２） PD-1/PD-L1 免疫抑制経路阻害・CD73/Adora2a 免疫抑制経路阻害と TLR4 刺激抗体アジ

ュバントによる複合がん免疫療法 
 
PD-1 抗体感受性がん細胞 MC38 に OVA を遺伝子

導入し、PD-1 抗体と OVA/TLR4 刺激抗体投与によ
る抗腫瘍効果の増強について解析した。その結
果、PD-1 抗体と OVA/TLR4 刺激抗体は互いの抗腫
瘍効果を増強することを明らかにした（図４）。一
方、CD73 阻害抗体による抗腫瘍効果について、
EG7、MC38 担がんマウスを用いて解析したところ、
既報の結果と異なり、抗腫瘍効果は認められなか
った。 
 
 
 
 
（３） 新規 CD73/ecto-5'-nucleotidase 阻害化合物探索 
 
CHO 細胞発現系を用いて調製したヒト・マウス CD73 組換え蛋白質の酵素活性阻害を指標に、

低分子化合物約 6000 種をスクリーニングし、CD73 阻害化合物 13 種を見出した。 
 
 
 



（４） 新規 PD-L1 発現抑制化合物探索 
 
マウス脾臓細胞を、TLR4 リガンド LPS、TLR8 リガンド R848 で刺激すると PD-L1 発現が顕著に

増強された。TLR シグナル誘導性 PD-L1 発現の抑制活性を指標に、基本骨格の異なる化合物約
600 種類をスクリーニングし、リンパ球への細胞毒性なく、PD-L1 発現を抑制する化合物 2 種類
を見出した。1 種類の化合物については、誘導体を 50 種類以上有機合成し、構造活性相関を解
析中である。 
 
研究成果の国内外における位置づけとインパクト・今後の展望 
 
次世代シークエンスによる患者個別の腫瘍変異抗原（ネオアンチゲン）探索と個別化ペプチド

ワクチンへの期待が高まっている。一方、がん免疫抑制病態における抗腫瘍 T 細胞誘導やその治
療効果は限定的との見方も強く、低免疫原性腫瘍に対する免疫チェックポイント阻害療法の奏
効率を高める上でも、「がん免疫応答のアジュバント」は鍵である。 
本研究の主要成果である「TLR4 刺激抗体の抗腫瘍免疫アジュバント活性」は、免疫チェック

ポイント阻害療法の奏効率・治療効果を高め、「複合がん免疫療法」の発展にその貢献が期待さ
れる。ネオアンチゲン探索の世界的潮流とも連動し、「個別化がん免疫療法」実現に向けたイン
パクトがある。 
 
TLR4 リガンドであるグラム陰性菌細胞壁の LPS は、長らく、がん免疫療法のアジュバントへ

の応用が期待されてきた。実際、LPS を弱毒化した MPL は、HPV 予防ワクチンに応用されている。
一方、カスパーゼ-4/11 等の細胞内 LPS 受容体が同定され、TLR4「非」依存的炎症の実体解明が
進んでいる。LPS は TLR4 依存的・非依存的経路を活性化し炎症反応を増悪する一方で、TLR4 刺
激抗体は TLR4 選択的に活性化し、軽度の炎症反応（副反応）による強い抗腫瘍効果を示すこと
を見出した。本研究成果は、LPS ノンアナロガスな TLR4 選択的アゴニストが、新規がん免疫療
法アジュバントになりうる点で大きな学術的意義がある。不要な TLR4「非」依存的炎症を回避
した、TLR4 選択的アジュバントの開発が期待される。 
 
臨床応用された PD-1、PD-L1、CTLA4 阻害抗体に代表されるように、世界中で開発中の免疫チ

ェックポイント阻害薬の多くは細胞表面分子の阻害抗体が多く、例え承認されてもその高い薬
価は医療経済学的に大きな負担である。本研究の主要成果の一つである CD73 阻害化合物、PD-L1
発現抑制化合物の発見は、生産性やコスト高が問題の抗体医薬とは一線を画す新たな低分子が
ん免疫療法薬として高い創薬貢献が期待され、今後の発展が望まれる。 
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