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研究成果の概要：我々はヒト結核菌が分泌する Ag85B とその主要エピトープ Peptide-25(P25)

がマウスに強力な Th1 応答を惹起し、TCRV11+ CD4+ T 細胞の生成と増殖を促進する事を明らか

にすると共に、P25 TCR-Tg マウスを作出した。(1)P25 TCR-Tg T 細胞は P25 刺激によりサイト

カインや副刺激の存在しない状態で TCR からのシグナルのみで Th1 細胞へ選択的に分化できる

ことを初めて証明した。(2)P25 は免疫アジュバント活性を示し、腫瘍関連抗原と共免疫するこ

とにより抗腫瘍免疫を増強することを明らかにした。(3) P25 TCR CD4+ T 細胞と P25 によって

活性化された APC は腫瘍抗原ペプチドを効率よくクロスプレゼンテーションし、CD8+ 細胞傷害

性Ｔ細胞の生成を増強すること、その際 IFN-や IFN-により発現が誘発される p47 GTPase が

必須であることを示した。 

 
研究成果の概要：(1) Using P25 TCR-Tg mice, we demonstrated that direct interaction between 
TCR and peptide-loaded antigen-presenting cells primarily determines the fate of naïve 
CD4+ T cells, even in the absence of T-bet expression and costimulatory signals. (2) 
Coimmunization of mice with P25 and OVA resulted in the enhancement of CD8+ cytotoxic 
T cells specific for OVA and growth inhibition of EL-4 thymoma expressing OVA peptide 
leading to the tumour rejection, indicating that P25 exerts a potent adjuvant activity 
for antitumour immunity. (3) P25-stimulated P25 CD4+ T cells augment antigen 
cross-presentation by APC. IFN- and IFN--inducible genes play indispensable roles the 
Th1-mediated cross-presentation. 
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１．研究開始当初の背景 

免疫応答は外来性の病原寄生体の識別
と排除に関与するのみならず、自己細胞で
異常増殖するがん細胞の監視や殺傷に重
要である。遺伝子発現異常やがん抑制遺伝
子の機能低下等によって自己細胞からが
ん化した細胞は、修飾自己細胞を認識する
免疫システムによって監視され排除され
る。がん細胞の免疫監視において、IFN-γ
を産生し細胞性免疫応答を制御するTh1細
胞は細胞傷害活性を有する CD8＋ CTL の生
成のみならず、NK 細胞やマクロファージも
活性化し宿主の腫瘍免疫において中枢的
な役割を果たす。したがって、適切な Th1
型の免疫応答を「強力」且つ「選択的」に
惹起し、抗原提示細胞を活性化し CTL の生
成を増強することが抗腫瘍免疫の発達と
維持に極めて重要である。 

これまでの多くの研究により、がん細
胞由来でCTLを効率よく誘導するがん抗原
ペプチドが単離されている。しかしながら、
Th1 細胞の生成や活性化をもたらすがん抗
原ペプチドはほとんど同定されていない。
また、いかなる特徴を持ったペプチドが選
択的なTh1細胞の生成をできるかも明らか
ではなかった。 

我々はヒト結核菌の分泌するタンパク
質抗原であるAg85Bとその部分ポリペプチ
ド(Peptide-25, P25)が強力かつ選択的に
Th1 応答を惹起すること、アジュバント活
性を有し腫瘍関連抗原に対するTh1応答や
CTL の生成を効率よく誘導することを明ら
かにしてきた。 

 

２．研究の目的 

(1) BCGや結核菌体成分は抗腫瘍効果を
示すことが知られているが、そのメカニズ
ムは不明の点も多い。本研究は、Th1 細胞
の活性化を強力に惹起できるヒト結核菌
由来の Ag85B やそのペプチド、リピッドや
CpG-ODN を用い、がん抗原ペプチドに対す
る細胞性免疫応答を有効に惹起できるシ
ステムを確立し、がん免疫の増強ならびに
がんを免疫学的に排除する有効な手法を
開発すること、Th1 細胞分化誘導の分子機
構を明らかにすることを研究目的として
いる。研究期間内に、Ag85B やそのペプチ
ドが選択的なTh1応答を惹起するメカニズ
ム、Ag85B のアジュバント活性発現機構と
APC の活性化の分子機構を明らかにする。 

 

(2)本研究により、Ag85B とそのＴ細胞
主要抗原エピトープペプチド(Peptide-25, 
P25)が示すアジュバント活性を利用し、が
ん抗原ペプチドに対する免疫応答を強力
に惹起できるシステムを確立し、抗腫瘍免
疫の増強法の確立に貢献する。 

(3)「発がん」研究領域には、細胞にが
ん化を引き起こすウイルスや炎症、細胞内
シグナルネットワーク機構の解明を目指
す専門家が多い。我々は宿主の免疫応答の
観点からがん細胞の増殖抑制とそのメカ
ニズムを明らかにする立場であり、領域内
の研究者と有機的な共同研究を実施する
ことにより、新たな研究法を確立する。 

(4) 本研究によって明らかになる Th1
分化誘導機構及び効果的なTh1生成や活性
化法を組み合わせることによって、担がん
状態で抑制されている免疫系を人為的に
再活性化するシステムの構築を確立する。 

(5) 我々の目指す方向からがん免疫の
増強を目指した研究は国内外にあまり例
がなく、本研究の特色でもある。交叉提示
の分子機構の解析は過去に試みられたが、
分子機構を明らかにするまでには至って
いない。諸外国では類似のアプローチが抗
結核ワクチンの開発に利用されている。 

 

３．研究の方法 

 (1) P25 による Th1 細胞の選択的な誘
導と APC 活性化を明らかにするため、①副
刺激分子(CD80/CD86)を発現していない
CHO 細胞に I-Ab 分子を発現させた細胞
（I-Ab-CHO 細胞）を調製し P25 TCR CD4+ T
細胞を刺激してTh1誘導を検討した。②P25
の TCR結合部位の１つのアミノ酸を置換し、
P25 TCR に弱い親和性で結合出来る変異
P25（APL）を調製し、Th1 や Th2 細胞への
分化の決定に及ぼすTCRとペプチドの親和
性やそれぞれのアジュバント活性に及ぼ
す効果を検討した。 

 (2)P25 免疫による抗腫瘍免疫増強効
果を検討する為、OVA や B16 メラノーマの
ペプチド（TRP-2）を腫瘍代理抗原として
用いた。これらの腫瘍代理抗原を P25 と共
免疫し、10 日後に CTL 活性を測定した。そ
の際、IFN-遺伝子欠損マウスと野生マウ
スを比較し、IFN-の役割を調べた。OVA と
P25 を共免疫したマウスに OVA ペプチド発
現腫瘍（E.G7）を移植し、腫瘍の増殖とマ
ウスの生存率を測定した。 



 (3) P25 と P25 CD4+ T 細胞とともに
OVA と共培養した APC（APC-OVA）の活性化
状態を副刺激分子の発現、サイトカインの
産生能を指標に評価した。さらに APC-OVA
と CFSE ラベルした OVA 特異的 TCR Tg 
(OT-I) CD8+ T 細胞と共培養し、OT-1 の増
殖の程度で、APC のクロスプレゼンテーシ
ョン（交叉提示）の増強を評価した。この
系を利用して交叉提示における IFN-の役
割、その活性増強に必須の遺伝子を DNA マ
イクロアレイ法により探索した. 

図１  P25によるOVA特異的がん免疫の増強 

 

  

 

 

 

 

 
 

４．研究成果 
 

 (1)  P25によるTh1細胞の選択的な誘
導と APC 活性化： ①P25 TCR-Tg マウスの
CD4+ T 細胞を APC とともに P25 刺激すると
IFN-を産生する Th1 細胞に選択的に分化
し、APL 刺激すると Th2 細胞に分化する事
を明らかにした。②P25 TCR CD4+ T 細胞を
I-Ab-CHO 細胞と P25 で刺激しても、脾臓
APCと P25刺激した場合と同様 Th1 細胞へ
の選択的な分化を惹起できた。CD4+ T 細胞
の Th1 細胞への分化に APC からの副刺
激シグナルは必ずしも必須でない事が示
唆された。 ③抗体を用いて IFN-、 IL-12、 
IL-18 を中和しても上記の培養系で Th1 細
胞への分化を誘導できた。Th1 への初期分
化の決定に IFN-、IL-12、IL-18 は必須で
ないと考えられる。④P25 TCR CD4+ T 細胞
を P25 刺激すると、Th1 分化に必須な転写
因子 T-bet の発現が上昇し、Th2 分化に関
与する GATA-3 の発現は低下した。APL 刺激
は T-bet の発現を上昇させず GATA-3 の発
現は維持した。⑤しかし、T-bet-/- P25 TCR 
CD4+ T 細胞を、IL-12 と IFN-抗体存在下
に、P25 と I-Ab-CHO 細胞で刺激しても Th1
細胞の分化が惹起された。その際，GATA-3
の発現は減弱した。 

 (3) Th1 細胞による APC の活性化と抗
原クロスプライミングの増強：①P25 TCR 
CD4+ T 細胞と APC または骨髄由来の樹状細
胞(DC)を P25 刺激すると、APC や DC は活性
化され、MHC クラス I、CD80、CD86 の発現
が亢進し、IL-12 産生が増強された。②P25 
TCR CD4+ T 細胞と P25 共存下に調製した
APC-OVA は OT-I 細胞の増殖、Granzyme B
の発現を増強した。この効果は OVA 特異的
で IFN-依存性、P25 TCR CD4+ T 細胞と APC
との CD40/CD40L を介する相互作用が必須
であった。③P25 CD4+ T 細胞存在下に P25 
の刺激なしで培養した APC に比較して、
P25 CD4+ T 細胞と P25と共培養した APC で
発現が亢進する遺伝子をマイクロアレイ
法により探索した。解析の結果、対照群に
比し２倍以上発現が増加した遺伝子は
1144、4 倍以上発現が亢進したものは 166
遺伝子であった。発現が減少した遺伝子も
2046 あり，4分の 1以下に減少した遺伝子
は 82 であった。発現が増加した遺伝子に
は IFN-で誘導されるものが多く、とりわ
け p47 GTPase ファミリー遺伝子が多かっ
た。最も高い発現増加した遺伝子の siRNA
を導入した APC では交叉提示が弱くなり、
この遺伝子のTh1依存性交叉提示での重要
性が示唆された。 

以上より、Th1 細胞への分化に T-bet 依
存性とT-bet非依存性の経路が存在するこ
とが強く示唆された。 

図 2  Th1細胞による交叉提示増強の模式図 (2) P25 による抗腫瘍免疫増強：①マウ
スを OVA と P25 で共免疫すると、OVA 単独
免疫に比べ、OVA 特異的な CTL 生成が著明
に増強された。P25 による OVA 特異的 CTL
の生成は P25と OVAを同一部位に免疫した
場合にのみ観察された。TRP2 を P25 と共免
疫しても TRP に対する CTL が増強された。 
P25 のアジュバント効果は MyD88 欠損マウ
スでは見られたが、IFN-欠損マウスでは
観察されなかった。②OVA と P25 を共免疫
したマウスに OVA を発現する腫瘍 E.G7 を
移植すると、E.G7 の増殖が抑制され、一部
のマウスは E.G7 を拒絶した（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

(4) Th1/Th2 バランスに重要なサイ



トカインである IL-5 の GFP ノックイン
マウスを作出した。このマウスを用いて解
析した結果、IL-5 産生細胞は腹腔内よりも
肺組織に多く存在することがわかり、がん
の肺転移との関連について興味ある知見
が得られている。 
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