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研究成果の概要（和文）：樹状細胞やマクロファージなどの抗原提示細胞は、サブセットや局在する組織により
機能的特性が異なる。その機能的特性を理解し、その特性に基づいて免疫機構を制御することが重要である。本
研究ではまず、がん抗原ペプチドを、抗がん活性の強い樹状細胞サブセットへ選択的に送達させるためのワクチ
ンを作成し、マウスのがんモデルで有効な抗がん免疫を誘導することができた。また、これまで免疫アジュバン
ト作用を持つことが知られていたが作用機序が不明であったコレラ毒素が、マウス腹腔に常在するマクロファー
ジに作用し、炎症性サイトカインの産生を誘導すること、そしてその誘導に関与する分子機構を解明した。

研究成果の概要（英文）：Antigen presenting cells such as dendritic cells or macrophages show their 
specific functions, depending on their subsets or tissue localization. It is crucial to understand 
those functions and regulate immune responses based on the understanding. We have generated a novel 
type of anti-cancer vaccine by which cancer peptide antigens can be delivered to a dendritic cell 
subset with high ability to support anti-cancer cytotoxic T cell immunity. The vaccine could induce 
potent anti-cancer immune responses and effects in mice models. We have also analyzed immune 
adjuvant effects of the cholera toxin (CT). CT was found to activate murine resident peritoneal 
macrophages to produce a proinflammatory cytokine, IL-1beta. We have further clarified the molecular
 mechanisms by which CT induces production of IL-1beta in the macrophage. 

研究分野： 免疫学

キーワード： 樹状細胞　がん免疫　ケモカイン　炎症性サイトカイン　遺伝子改変マウス　免疫アジュバント

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で示した抗がんワクチン療法は、これまで十分機能していなかったがん抗原ペプチド療法を有効に使用で
きる方法論を示した点で有用であり、マウスモデルで標的となっている抗原提示細胞がヒトにも存在している点
からも非常に意義深い成果であると言える。また、マウス組織に常在するマクロファージにおけるコレラ毒素に
よる炎症性サイトカイン産生誘導作用およびその分子基盤を明らかにした点に関しても、その免疫アジュバント
作用を有効に活用できる道が開けたことを示している点で非常に重要な成果であると言える。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
樹状細胞（DC）やマクロファージは多彩な機能を持ち、病原体センサーなどの刺激により炎

症性サイトカインや I 型インターフェロン（IFN）を産生することにより自然免疫応答を増強す
ると共に、抗原提示能力を増強し、共刺激分子の発現や T 細胞分化誘導サイトカインの産生を
介して、ヘルパーT 細胞や細胞傷害性 T 細胞の活性化、分化を誘導する。近年、DC やマクロフ
ァージがいくつかのサブセットから構成されること、そしてそれらのサブセットがそれぞれの
機能的特性を介して、免疫応答を制御していることが明らかになってきた。このような DC、マ
クロファージのサブセットがどのように病原体センサーを介して活性化され、その機能を発揮
するのか、そしてその分子基盤はどうなっているのか、さらに、その理解に基づいて、どのよう
に防御免疫、疾患制御の手段を構築するのかが重要な課題となっている。 
 
２．研究の目的 
（１）ケモカイン受容体 XCR1 を発現する DC（XCR1+DC）は、全 DC の 5-10％を占める DC サ
ブセットである。死細胞を取り込む能力、また、外来抗原を T 細胞に提示しキラーT 細胞の分化
を誘導する能力（クロスプレゼンテーション能力）が高いことから、微生物感染やがん免疫の際
の防御的な細胞傷害性免疫応答に重要であることが明らかにされてきている。しかし、この DC
サブセットを標的としたがん免疫療法はまだ確立されていない。本研究では、まず、XCR1+DC
を標的とした新規のがん免疫療法の確立を目指す。 
（２）近年、様々な免疫アジュバントを認識する病原体センサーの同定が進んでいるものの、未
だ作用機序が明らかでない免疫アジュバントが存在する。コレラ毒素（Cholera toxin、CT）はそ
の一つであり、コレラ症の病因物質である一方で、炎症性サイトカインや IgA 産生を誘導する
など、強力な免疫アジュバント活性が知られている。しかし、どのように樹状細胞やマクロファ
ージを活性化するのか、そしてその作用にどのような分子機構が関与しているのかについては
ほとんどわかっていない。本研究では、CT による免疫アジュバント作用がどの細胞でどのよう
な機構を介して機能しているかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）従来のがん抗原ペプチドワクチンでは、多様な抗原提示細胞に非特異的に送達されるため
に十分な抗がん効果が得られなかったのではないか、がん抗原ペプチドワクチンを選択的に
XCR1+DC に送達することができれば、効率的にキラーT 細胞を誘導し強力な抗がん効果が得ら
れるのではないかと考えた。そこで、XCR1 のリガンドであるケモカイン XCL1 とがん抗原ペプ
チドを連結させたがん抗原ペプチド連結ワクチンを作成し、その抗がん効果をマウスモデルで
検討した。 
（２）CT は、コレラ菌により産生されるタンパク質複合体であり、1 個の A サブユニット（CTA）
と 5 個の B サブユニット（CTB）から構成される。CTB は、細胞膜面上の糖脂質 GM1 に結合
し、CT を細胞内へ誘導し、細胞内に侵入した CTA が、細胞内 cAMP 濃度を上昇させ、下痢など
の症状を引き起こす。CTB の機能としては、リポ多糖（Lipopolysaccharides、LPS）と相乗的に、
骨髄由来マクロファージから炎症性サイトカイン IL-1β の産生を誘導することが報告されてい
る。しかし、この場合の IL-1β 産生には、CTB との結合を介して細胞内へ侵入した LPS による
タンパク分解酵素カスパーゼの活性化が関与して
いて、CTB はシャペロンとして機能しているだけで
あり、CTB 自身の作用についてはよくわかっていな
い。本研究では、CTB の直接作用を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）XCR1+DC へのがん抗原ペプチドの選択的送
達とその抗がん効果 
がん抗原としては、MHC クラス I と共に提示さ

れることが知られている、卵白アルブミン
（Ovalbumin、OVA)由来のペプチド（OT-I 抗原ペプ
チド）を使用した。そして、この OT-I 抗原ペプチド
とマウス XCL1 を連結させたタンパク質を XCL1 抗
原ペプチド連結ワクチンとして作成した。この
XCL1 抗原ペプチド連結ワクチンを DC に添加した
ところ、MHC クラス I と OT-I 抗原ペプチドの複合
体が、XCR1+DC の膜面上には提示されたが、XCR1
陰性 DC（XCR1-DC）の膜面上には提示されなかっ
た（図１）。このことから、XCL1 抗原ペプチド連結
ワクチンは、XCR1+DC に選択的に送達され、抗原
提示されることが示された。 
次に、XCL1 抗原ペプチド連結ワクチンによる抗

原特異的キラーT 細胞誘導活性を検討した。野生型



マウスに、抗原ペプチド、抗原タンパク、XCL1 抗
原ペプチド連結ワクチンを免疫賦活剤（二本鎖
RNA）と共に投与し、７日後に免疫したマウスから
脾臓細胞を採取し、抗原特異的キラーT 細胞の活性
化を IFN-γの産生細胞の割合により評価した。抗原
ペプチドは抗原タンパク、XCL1 抗原ペプチド連結
ワクチンの 100 倍量（モル数による）を投与したが、
抗原特異的キラーT 細胞の活性化は全く認められ
なかった。また、抗原タンパク、XCL1 抗原ペプチ
ド連結ワクチンは同量を投与したが、抗原タンパク
と比較して、XCL1 抗原ペプチド連結ワクチンの投
与により、著明な抗原特異的キラーT 細胞の活性化
が誘導された（図２）。また、この XCL1 抗原ペプ
チド連結ワクチンによる抗原特異的キラーT細胞の
活性化は、XCR1 を欠損するマウスでは著明に減弱
していた（図３）。以上の結果から、XCL1 抗原ペプ
チド連結ワクチンは、XCR1 を介して XCR1+DC に
送達された後、効率的な抗原特異的キラーT 細胞の
活性化を誘導することが示された。 
次に、XCL1 抗原ペプチド連結ワクチンが抗がん

効果を発揮するかどうかをマウスがんモデルで検
討した。がん細胞としては、OVA を発現するマウス
悪性黒色腫（メラノーマ）細胞株（B16-OVA）を使
用した。B16-OVA を接種した後、7 日目と 14 日目
に、抗原ペプチド、抗原タンパクあるいは XCL1 抗
原ペプチド連結ワクチン（図２と同量）を免疫賦活
剤（二本鎖 RNA）と共に皮下投与し、がんの大きさ
を測定した。その結果、XCL1 抗原ペプチド連結ワ
クチンを投与した場合のみ、抗がん効果（治療的効
果）が認められた（図４）。 
さらに、XCL1 抗原ペプチド連結ワクチンの免疫

チェックポイント阻害剤との併用効果を検討した。
B16-OVA を接種した後、7 日目と 14 日目に XCL1
抗原ペプチド連結ワクチンを免疫賦活剤（二本鎖
RNA）と共に皮下投与した。免疫チェックポイント
阻害剤としては抗 PD-1 抗体を使用し、14、17、21
日目に投与した。この XCL1 抗原ペプチド連結ワク
チンと免疫チェックポイント阻害剤の双方を投与
した群（併用投与群）と、未投与群、免疫チェック
ポイント阻害剤単独投与群、XCL1 抗原ペプチド連
結ワクチン単独投与群との間でがんの大きさにつ
いて比較検討を行った。その結果、未投与群、免疫
チェックポイント阻害剤単独投与群、XCL1 抗原ペ
プチド連結ワクチン単独投与群に比較して、併用投
与群においてがんの増殖が著明に抑制された（図５）。 
以上のように、がん抗原ペプチドをケモカイン XCL1 と連結させること（XCL1 抗原ペプチド

連結ワクチン）により、生体内でがん抗原ペプチドが XCR1+DC へ送達され、強力な抗原特異
的キラーT 細胞活性化の誘導と共に抗がん効果の増強が認められた。また XCL1 抗原ペプチド連
結ワクチンと抗 PD-1 抗体を併用投与することで、抗がん効果が増強することも示された（図６）。 

XCR1+DC はヒトにも存在し、キラーT 細胞の誘導、免疫チェックポイント阻害剤の抗がん作
用にも関与していることがわかってきている。今後様々ながん抗原を、ヒト XCL1 を介してヒト
XCR1+DC へ送達することにより、有望ながん免疫療法の開発が進むことが期待される。 
 
（２）CTB による炎症性サイトカイン IL-1β産
生誘導機構 
 まず、CTB の直接の作用を検討するために、
CTB と結合せず、細胞内に侵入しない大腸菌
O55:B5 株由来の LPS（LPS O55:B5）を使用し
た。LPS O55:B5 の存在下で CTB は、骨髄由来
マクロファージからは IL-1β 産生を誘導しな
かったが、マウス腹腔内に常在するマクロフ
ァージ（resident peritoneal macrophage、RPM）



からは IL-1β 産生を誘導した（図７）。一方、
CTB と結合し、細胞内に侵入する大腸菌
O111:B4 株由来の LPS の存在下では、CTB は、
骨髄由来マクロファージ、RPM のいずれの細
胞からも IL-1βの産生を誘導した。また、この
ような LPS O55:B5 と CTB による IL-1β 産生
は、他の組織由来マクロファージに比較して、
RPM で最も顕著に認められた。 
 活性型 IL-1β の産生には、IL-1β 前駆体遺伝
子の発現誘導と IL-1β 前駆体のタンパク切断
が必要である。LPS O55:B5 刺激後に CTB を添
加したところ、IL-1β前駆体のタンパク切断が
誘導され、CTB が IL-1β 前駆体のタンパク切
断に関与することが明らかとなった（図８）。 

CTB は細胞膜上の糖脂質ガングリオシド
GM1 に結合し、細胞内に侵入する。そこで糖
脂質 GM1 を介した CTB の細胞内侵入が IL-1β
の産生に必要かどうかを、糖脂質 GM1 欠損マ
ウ ス （ GM1 合 成 に 必 要 な β1,4-N-
acetylgalactosaminyltransefase を欠損するマウ
ス）を用いて検討した。野生型 RPM と比較し
て、糖脂質 GM1 欠損 RPM では、IL-1β前駆体
のタンパクの発現は認められたが、活性型 IL-
1βの産生が顕著に障害されていた（図８）。こ
のことから、糖脂質 GM1 を介した CTB の細
胞内侵入が IL-1β 産生に必要であることが明
らかとなった。 
 IL-1β前駆体のタンパク切断には、インフラ
マソームと呼ばれるタンパク複合体が関与し
ている。インフラマソームは、病原体センサー
（NLRP3 や pyrin など）、タンパク切断酵素（カ
スパーゼ）、そしてカスパーゼと病原体センサ
ーをつなぐアダプター分子 ASC などから構成
され、病原体センサーの名前を冠して NLRP3
インフラマソームや pyrin インフラマソームな
どと呼称される（図９）。そこで、これらのイ
ンフラマソーム構成分子を欠損するマウスを
用いて、どのようなインフラマソームが CTB
と LPS O55:B5 による IL-1β産生誘導に関与す
るのかを検討した。野生型 RPM と比較して、
ASC 欠損、NLRP3 欠損、pyrin 欠損 RPM では
CTB と LPS O55:B5 による IL-1β産生誘導が顕
著に障害されていた（図１０）。このことから、
CTB と LPS O55:B5 による IL-1β 産生誘導に
は、NLRP3 インフラマソームと pyrin インフラ
マソームの両方が関与していることが明らか
になった。 
 定常状態では、Pyrin インフラマソームの活
性化は、GTP と結合し細胞膜近傍に局在する
低分子量 G タンパク RhoA によりブレーキが
かかっている。これまでにわかっている Pyrin
インフラマソームのリガンドは、いずれも
RhoA にリン酸化や ADP リボシル化など様々
な形の翻訳後修飾を誘導し、RhoA を細胞膜近
傍から細胞質内へ移行させることにより、
RhoA のブレーキを解除し、Pyrin インフラマ
ソームを活性化することがわかっている。CTB
刺激により RhoA において、顕著な分子量の変
化は認められなかったが、188 番目のセリン残
基（S188）のリン酸化が、細胞膜画分よりも細
胞質画分に優位に誘導され（図１１、レーン
２．１０を比較）、またこの誘導は GM1 欠損マ
ウス由来の RPM で消失した（図１１、レーン



２．６を比較）。このことから、RPM において、CTB は GM1 を介して細胞内に侵入した後、RhoA
の S188 をリン酸化することにより RhoA を細胞膜から細胞質へ移行させ、pyrin インフラマソー
ムを活性化していると考えられた。 
 以上のように、CTB が生体内のマクロファージ、RPM に作用して、LPS と協調して IL-1β の
産生を誘導すること、そしてその産生誘導の分子基盤として、NLRP3 インフラマソームや pyrin
インフラマソームが関与することが明かになった（図１２）。CTB の作用機序の解明により、CT
の免疫アジュバント活性の有効活用への道が開けることが期待される。 
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