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研究成果の概要（和文）：１．Flu ペプチド特異的 CTL の誘導において、CpG-ODN の添加により

Effector 細胞の細胞障害活性は CpG-A>C>B の順で PDC 依存性に増強した。２．URLC10 ペプ

チド特異的 CTL の誘導において、CpG-A の添加により Effector 細胞の細胞障害活性は PDC

依存性に増強した。３．CpG-ODN の刺激により、食道癌患者 PBMC 中の URLC10 特異的 CTL

前駆体細胞頻度は増加した。４．CpG-ODN 刺激 PBMC 上清および IFN-αは CTL clone を直接

活性化し、細胞障害活性を増強した。従って、ヒト in vitro におけるエピトープペプチド

を用いた特異的 CTL の誘導において、CpG-ODN は PDC を介した IFN-α の産生により強力な

CTL を誘導・活性化するアジュバント効果を認めることが明らかとなり、がんペプチドワ

クチン療法において CpG-ODN が理想的なアジュバント効果を示すメカニズムの一部が明ら

かとなった。 

 

研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： In inducing Flu peptide-specific CTLs in vitro, Flu 

peptide-specific cytotoxicity was enhanced in the presence of each type of CpG-ODN and 

especially CpG-A and CpG-C showed higher cytotoxic activity than CpG-B on PDC dependent 

manner. URLC10 peptide specific cytotoxicity was enhanced in the presence of CpG-A on 

PDC dependent manner. In vitro stimulation with CpG-ODN increased the precursor frequency 

of peptide-specific CTLs within PBMCs derived from esophageal cancer patients. The 

supernatant derived from PBMCs stimulated with CpG-ODN (CpG-sup) and IFN-α augmented 

the cytotoxicity of URLC10 specific CTL clone. These results revealed type-1 IFN induced 

by CpG-ODNs augmented the cytotoxic activity of the peptide-specific CTLs, cleary 

revealing one of the mechanism how CpG-ODNs would work as an ideal adjuvant for peptide 

vaccine therapy against cancer.  
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１．研究開始当初の背景 

食道癌は最も悪性度の高い癌のひとつで

あり、進行癌においては極めて予後が悪い。

近年、抗癌剤治療や放射線治療による集学的

治療の進歩により新たな展開を見せている

が、未だ満足できる効果とは言い難く、新た

な治療戦略の構築が求められる。我々は以前

より cancer vaccine therapy に着目してき

た。しかし、残念ながら現時点までにおいて

充分な臨床的効果を得るには至っていない。

現状を打破するためには強い免疫原性を有

した抗原遺伝子の選定と共に、癌患者の生体

内における抗腫瘍免疫応答を増強して癌細

胞周囲の microenvironment における抗腫瘍

免疫エスケープメカニズムを打破する強力

な adjuvant の選択が重要である。 

近年、自然免疫系の細胞が Toll 様受容体

(toll-like receptor:TLR)を介して微生物特

有の分子を認識して活性化し、自然免疫応答

や獲得免疫応答が誘導されることが明らか

となってきた。中でも TLR9 の Ligand である

CpG-ODN(oligodeoxynucleotides)はヒト生

体内の形質細胞様樹状細胞(plasmacytoid 

DC;PDC)と B 細胞が特異的に活性化し、様々

なサイトカインを産生して自然免疫および

獲得免疫の免疫増強効果が得られることが

報告され（Nature. 2000 Dec 

7;408(6813):740-5.）、癌、アレルギー、感

染症を対象として臨床試験が施行されつつ

ある。TLR9 を特異的に刺激する CpG-ODN は

adjuvant としては実際的であり、これを使用

することにより強い免疫応答を惹起できる

と期待できる。 

一方、TLR の発現は種によって異なり、

CpG-ODN の受容体である TLR-9 の発現に関し

ても、マウスでは DC、PDC、マクロファージ、

Ｂ細胞など多くの細胞で発現しているのに

対して、ヒトでは PDC とＢ細胞にのみ特異的

に発現していることが知られており、

CpG-ODN の生体における作用はヒトとマウス

では異なる。しかし、マウスにおける CpG-ODN

の効果を証明する論文は数多く報告されて

いるが、ヒトにおける効果はほとんど報告さ

れておらず、臨床応用を考慮した際、ヒト in 

vitro における CpG-ODN のアジュバント効果

を詳細に解析し明らかにすることは極めて

重要である。また、CpG-ODN はその構造と機

能により CpG-A,B,C の３つのタイプに分類さ

れ、CpG-A が大量の type-1IFN 産生を誘導す

るのに対して CpG-B は PDC や B 細胞を成熟化

し、CpG-C は CpG-A と CpG-C の両方の機能を

持つといわれている。しかし、この CpG-A,B,C

の３つの type のうち、どれが癌ワクチン療

法におけるアジュバントとして最も優れて

いるのかは明らかにされていなかった。さら

に、CpG-ODN のアジュバント効果がもたらさ

れる機序については報告されておらず、非特

異的細胞障害活性および特異的細胞障害活

性が誘導活性化されるメカニズムは全く不

明である。今後、これらの CpG-ODN がどのよ

うな細胞にどのように作用することで効果

を発揮するかを解明することで、食道癌患者

に対して最も優れた CpG-ODNtype を選択する

ことが可能となり、それを臨床応用すること

で食道癌に対する強力な免疫治療戦略が構

築される。 

 

２．研究の目的 

消化器癌に対する癌ワクチン療法におい

て TLR9 を CpG にて特異的に刺激し腫瘍特異

的免疫応答を増強させる報告はなされてお

らず、また、CpG-A,B,C が免疫活性化をもた

らす機序も解明されていない。これを科学的

に検証することは CpG-ODN の臨床応用、癌免

疫療法の breakthrough に重要である。本研

究は有望な新規アジュバントである CpG-ODN

の開発を発展させ、より強力で実際的な癌免

疫療法の戦略を開発するものである。癌ワク

チン療法における優れたアジュバントを選

択することで抗腫瘍免疫応答が著しく増強

されることが予想され、cancer vaccine 

therapy の確立、すなわち新規ワクチン療法

が食道癌治療の一翼を担う可能性が大きい。

本研究では、ヒトの腫瘍抗原特異的ペプチド

ワクチン療法における CpG-ODNのアジュバン

ト効果を in vitro で検討した。さらに

CpG-type によるアジュバント効果の違いを

解析することで、CpG のワクチンアジュバン

ト効果をもたらすメカニズムについて検討

した。最終目標は、CpG-ODN のアジュバント

としての可能性をさらに発展させ、CpG-ODN

のアジュバント効果をもたらす作用機序を

解明し、食道癌患者において最も優れた

CpG-ODNtype を選択して臨床応用することで



ある。 

 

３．研究の方法 

実験Ⅰ．CpG-ODN 刺激による健常人末梢血

単核球（PBMC）の IFN-α産生の検討 

同意を得て採取した健常人 15 人の末梢血

から Ficoll-Hypaque 密度勾配遠心法で PBMC

を分離した。PBMC（2×106/ml）を AIMV に懸

濁し、CpG-ODN（CpG-A; D35 

(ggTGCATCGATGCAGGGGgg )、CpG-B; ODN7909

（tcgtcgttttgtcgttttgtcgtt）、CpG-C; C274 

（tcgtcgaacgttcgagagatgat）、GpC-ODN 

(tgctgcttttgtgcttttgtgctt)）（北海道シス

テムサイエンス）を種々の濃度（0, 1, 5, 20, 

80μg/ml）で添加して 48 時間培養後に培養

上清を採取した。培養上清中の IFN-α 産生

量を IFN-α ELISA kit（PBL）で検討した。 

 

実験Ⅱ．ペプチド特異的ＣＴＬの誘導にお

ける CpG-ODN の効果の検討 

1. Flu ペプチド特異的 CTLの誘導における

CpG-ODN の効果の検討 

HLA-A24 陽性の健常人 PBMC（2×106/ml）

にインフルエンザに対する HLA-A24拘束性エ

ピトープペプチドである Flu peptide（10μ

g/ml）(RFYIQMCYEL）（タカラバイオ）および

CpG-ODN を添加し、2％AB serum 添加 AIMV 

(GIBCO)で 48 well flat bottom cell culture 

plate（FALCON）にて培養した。Plasmacytoid 

DC（PDC）を enrich する実験においては、同

一検体より採取した PBMC から Plasmacytoid 

DC isolation kit (ミルテニーバイオテク)

を用いて MACS で採取した PDC（2×104/ml）

を添加し、PDC を depletion する実験におい

ては、PBMC から MACS で PDC を除去した PBMC

を用いた。3 日毎に IL-2 (20IU/ml)と 2％AB 

serum を添加した AIMV で Half medium change

した。7日目に細胞を回収して得られた

Responder細胞をStimulator細胞で再刺激し

た。Stimulator 細胞は同一検体より採取した

PBMC に Flu peptide を添加して放射線照射に

て非動化し、Plate にまいて上清を除去した

接着細胞を用いた。14 日目に培養細胞を回収

して Effector 細胞とし、Flu peptide をパル

スしたA24+LCL細胞をTarget細胞として4hr 

51Cr-release assayにて特異的細胞障害活性

を解析した。 

2. URLC10 特異的 CTL の誘導における

CpG-ODN の効果の検討 

HLA-A24陽性の健常人 PBMC（2×106/ml） を

PRIMARIA cell culture Dish（Becton 

Dickinson）にまき、付着細胞を GM-CSF 

(1000IU/ml)、IL-4（500IU/ml）を添加した

AIMV で培養した。5日後、IL-6（1000IU/ml)、

TNF-α(10ng/ml)、IL-1β(10ng/ml)、PGE２ 

(1μg/ml)を添加し、2日間培養して成熟単球

由来樹状細胞（mMoDC）を誘導した。Peptide

特異的CTL誘導において、Responder細胞は、

PBMC（１×106/ml）と CD8+T cell isolation 

kitⅡ（ミルテニーバイオテク）を用いて MACS

で採取した CD8+T 細胞（2×106/ml）を混合

したものを用いた。PDC を depletion する実

験では、PBMC から MACS を用いて PDC を

depletionしたPBMCを CD8+T細胞と混和した

ものを用いた。Stimulator 細胞は mMoDC に食

道扁平上皮癌特異的癌抗原由来の HLA-A24拘

束性エピトープペプチドである URLC10 ペプ

チド(LY6K-177: RYCNLEGPPI）（タカラバイオ）

を添加して放射線照射にて非動化したもの

を用いた。Responder 細胞（3×106/ml)と

Stimulator 細胞(1×105/ml)を 2％AB serum

添加 AIMV で培養した。3日毎に

IL-2(20IU/ml)と AB serum を添加した AIMV

で Half medium change した。7 日目に

Stimulator 細胞を添加し、Responder 細胞を

再刺激した。14 日目に細胞を回収して

Effector 細胞とし、URLC10 ペプチドあるい

はコントロールとして HIV ペプチド

（RYLRDQQLL）（タカラバイオ）をパルスした

A24+LCL 細胞を Target 細胞として 4hr 

51Cr-release assayにて特異的細胞障害活性

を解析した。 

3. 食道癌患者 PBMC の CpG-ODN を併用した

URLC10ペプチド刺激における URLC10 特異的

CTL 前駆体細胞頻度の検討 

 URLC10 peptideによるワクチン治療を受

けている HLA-A24陽性の食道癌患者より同意

を得て採取した末梢血から PBMC（2×106/ml）

を分離し、URLC10 peptide（10μg/ml）およ

び CpG-ODN とともに 2％Auto serum 添加 AIMV

で培養した。適宜 Half medium change を行

い、14 日後に Effector 細胞を回収した。

Effector 細胞中の URLC10 特異的 CTL 前駆体

細胞頻度を URLC10 Pentamer assay にて解析

した。すなわち、Effector 細胞を CD8- FITC、

URLC10 Pentamer-PE、および 7AAD で標識し、

FACS を用いて 7AAD 陽性の死細胞を Gate out

したのちに CD8 陽性かつ URLC10 Pentamer 陽

性の細胞を URLC10 特異的 CTL 前駆体細胞と

した。 

 

実験Ⅲ．URLC10 特異的 CTL clone を用い

た CpG-ODN の効果に関する検討 

1. URLC10 ペプチド特異的 CTL clone の樹

立 

 Responder 細胞は PBMC より MACS で単離



した CD8+T 細胞を用い、Stimulator 細胞は

mMoDC に URLC10 peptide（10μg/ml）を添加

して放射線照射したものを用いた。

Responder 細胞（1.2×106/ml）と Stimulator

細胞（6×104/ml）を 2％AB serum 添加 AIMV

で培養し、7 日目と 14 日目に Stimulator 細

胞（1.5×105/ml）を添加して responder 細

胞を再刺激した。Stimulator 細胞で刺激した

2 日後に IL-2（20IU/ml）を添加し、適宜 Half 

medium change を行った。21 日目に Effector

細胞を回収し、IFN-γ ELISPOT assay による

スクリーニングを行った。得られた URLC10

特異的 CTL line は以下に示す限界希釈法で

cloning した。CTL line を放射線照射で非動

化した Allo-PBMC および EHM 細胞とともに

IL-2 および抗 CD3 抗体を添加して培養した。

この細胞を 96 well round bottom cell 

culture plate（FALCON）に 0.3cells/well

でまき、非動化 Allo-PBMC および EHM 細胞と

ともに IL-2 および抗 CD3 抗体を添加して培

養した。増殖を認めた well より細胞を回収

し、49 日目に IFN-γ ELISPOT assay による

スクリーニングを行った。ELISPOT assay に

て特異的反応が認められた細胞を回収し、再

度、同様の限界希釈を行ってスクリーニング

し、URLC10 ペプチド特異的 CTL clone を樹立

した。 

2. CpG-ODN 刺激 PBMC 上清および IFN-αに

よる URLC10 特異的 CTL clone の特異的細胞

障害活性増強効果に関する検討 

1) URLC10 ペプチド特異的 CTL clone を CpG

刺激 PBMC 上清に懸濁して 72 時間培養後、

URLC10ペプチドをパルスしたA24+LCL細胞を

Target 細胞として 4hr 51Cr-release assay

で特異的細胞障害活性を検討した。また、培

養開始時に抗 IFN-1 受容体抗体を添加し、細

胞障害活性における IFN-1の関与を検討した。 

2) URLC10 ペプチド特異的 CTL clone を

IFN-α添加 AIMV で 72 時間培養後、URLC10 ペ

プチドをパルスした A24+LCL 細胞を Target

細胞として 4hr 51Cr-release assay で特異

的細胞障害活性を検討した。 

3) URLC10 ペプチド特異的 CTL clone に CpG

刺激 PBMC 上清あるいは IFN-αを添加して 72

時間培養後、CTL clone におけるリン酸化

STAT-1 の発現を Intra-cellular staining に

て FACS で解析した。 

 

４．研究成果 

実験Ⅰ．CpG-ODN 刺激により PBMC から産生

される IFN-αの産生量 

 PBMC を各タイプの CpG で刺激すると、い

ずれにおいても IFN-α の産生を認め、その

産生量は CpG-A＞CpG-C＞CpG-Bの順であった。

また、CpG-BやCpG-Cは5μg/mlの添加でIFN-

αの産生がピークになるのに対して CpG-Aは

20μg/ml までその産生量が増加した。 以上

の結果より、以下の実験においては CpG-A：

20μg/ml, CpG-B:5μg/ml, CpG-C:5μg/ml を

用いることとした。  

 

実験Ⅱ．ペプチド特異的ＣＴＬの誘導にお

ける CpG-ODN のアジュバント効果 

1. Flu ペプチド特異的 CTL 誘導における

CpG-ODN の細胞障害活性増強効果 

 各種 CpG-ODN は Flu ペプチド特異的細胞

障害活性を増強した。その効果は CpG-A＞

CpG-C＞CpG-B の順に強力であった。また、PDC

を enrich すると細胞障害活性はさらに増強

するのに対し、PDC を depletion することに

よりこのアジュバント効果が消失すること

から、Flu peptide 特異的 CTL 誘導における

CpG-ODN のアジュバント効果は PDC 依存性で

あることが明らかとなった。 

2. URLC10 ペプチド特異的 CTL 誘導におけ

る CpG-ODN の細胞障害活性増強効果  

 URLC10 特異的 CTL 誘導において、CpG-A 

を添加した場合に限り URLC10 ペプチドに特

異的な細胞障害活性を増強した。PDC を

depletion することによりこの細胞障害活性

は消失したことから、CpG-Aの増強効果は PDC

依存性であることが明らかとなった。 

3. CpG-ODN の刺激による食道癌患者 PBMC

中の URLC10 特異的 CTL 前駆体細胞頻度に及

ぼす効果  

 食道扁平上皮癌患者末梢血における

URLC10 特異的 CTL 前駆体細胞頻度は、CpG-B

や CpG-C の添加により約 2.5 倍、CpG-A では

10 倍以上に増加した。  

 

実験Ⅲ．URLC10 特異的 CTL clone を用い

た CpG-ODNのアジュバント効果に関する検討 

1. URLC10 特異的 CTL clone の細胞障害活

性 

 URLC10 特異的 CTL line より限界希釈法

にて樹立されたCTL clone(UC8-339)は食道癌

細胞株のうち HLA-A24(+)かつ URLC10 を発現

する TE1 細胞に対しては E/T 比に比例して強

力な細胞障害活性を認めた。一方、URLC10 を

発現するが HLA-A24(-)である TE14 細胞や

HLA-A24(+)であるが URLC10 を発現していな

い TE6 細胞に対しては全く細胞障害活性を認

めなかった。以上より、UC8-339 は HLA-A24

拘束性の URLC10 特異的 CTL clone であるこ

とが示された。 

2. CpG-ODN 刺激 PBMC 上清および IFN-αに



よる CTL clone に対する直接効果 

 UC8-339に CpG-A刺激PBMC上清を添加す

ると URLC10 特異的細胞障害活性が明らかに

増強した。また、抗 IFN-1 受容体抗体の添加

によりこの細胞障害活性増強効果は完全に

消失することから、CTL clone の細胞障害活

性増強は、IFN-1 の関与が示唆された。次に、

CTL clone に IFN-α を添加すると、IFN-の容

量依存的に特異的細胞障害活性が増強した。

さらに、CTL clone は CpG-A 刺激 PBMC 上清お

よび IFN-α の添加により CTL 内にリン酸化

STAT-1 の発現を認めた。以上より、CpG の刺

激により誘導された IFN-1 は特異的 CTL に直

接作用して特異的細胞障害活性を増強させ

ることが明らかとなった。 

 

以上より、 

１．Flu ペプチド特異的 CTL の誘導におい

て、CpG-ODN の添加により Effector 細胞の細

胞障害活性は CpG-A>C>B の順で PDC 依存性に

増強した。 

２．URLC10 ペプチド特異的 CTL の誘導にお

いて、CpG-A の添加により Effector 細胞の細

胞障害活性は PDC 依存性に増強した。 

３．CpG-ODNの刺激により、食道癌患者 PBMC

中の URLC10 特異的 CTL 前駆体細胞頻度は増

加した。 

４．CpG-ODN 刺激 PBMC 上清および IFN-α

は CTL clone を直接活性化し、細胞障害活性

を増強した。 

従って、ヒト in vitro における食道扁平

上皮癌特異的癌抗原である URLC10 のエピト

ープペプチドを用いた特異的 CTLの誘導にお

いて、CpG-ODN は PDC を介した IFN-α の産生

により強力な CTL を誘導・活性化するアジュ

バント効果を認めることが明らかとなった。 

このことから、in vivo における食道癌に

対するペプチドワクチン療法に CpG-ODN を併

用することで、所属リンパ節の PDC 活性化を

介して効率よく CTL が誘導され、さらに誘導

された CTL は CpG-ODN に刺激された PDC から

産生される大量の IFN-1により局所で直接活

性化され、癌細胞を攻撃することが期待され

る。今後は、CpG-ODN のアジュバントとして

の可能性をさらに発展させ、食道癌患者にお

いて最も優れた CpG-ODNtype を選択して臨床

応用を目指したい。 
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