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略語一覧 

 

APC  Allophecocyanin 

ATP  adenosine triphosphate  

BSA  Bovine serum albumin 

CFSE  Carboxyfluorescein succinimidyl ester 

CCL  CC chemokine ligand 

CCR  CC chemokine receptor 

CLA  cutaneous lymphocyte antigen 

CLN  cervical lymph nodes 

CTL  cytotoxic T-lymphocyte 

DC  dendritic cell 

DMEM  Dulbecco's modified Eagle medium 

ELISA  Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay 

FBS  fetal bovine serum 

FITC  fluorescein isothiocyanate 

Foxp  Fork-head Box Protein P 

HRP  horseradish peroxidase 

IFN  Interferon 

IL  interleukin 

MALT  mucosa-associated lymphoid tissue 

MHC  major histocompatibility complex 

NEAA  Non-Essential Amino Acid 

OVA  ovalbumin 

PBS  Phosphate buffered saline 

PE  Phycoerythrin 

PerCP  Peridinin-chlorophyll-protein 

PFA  paraformaldehyde 

PMA  Phorbol Myristate Acetate 

poly(I:C)  polyinosinic-polycytidylic acid 

P2R  purinergic 2 receptor 

RPMI  Roswell Park Memorial Institute 

SP  spleen 

TGF  transforming growth factor 

Th  T-helper 

TLR  Toll-like receptor 

Treg  regulatory T cell 

2-Me  2-Mercaptoethanol  
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序論 

 

ワクチンは生体に備わっている免疫反応を利用することで、特定の病原体に対する防御反応を獲得

させる医薬品である。現在使用されているワクチンとして、生ワクチンと不活化ワクチンの大きく二

つが存在している。生ワクチンは、病原性を限りなく弱くした製剤であるため、自然感染に近い状態

で免疫を獲得できるが、弱毒化された病原体が体内で増殖するため、副反応のリスクが高いことが問

題となる。不活化ワクチンは病原性をなくした製剤であるため安全性が高いが、ワクチンの効果を獲

得するために免疫賦活作用のあるアジュバントの併用が必須となる。 

世界で初めて使用されたアジュバントにアルミニウム塩が知られている。アルミニウム塩は 1932年

にジフテリアトキソイドワクチンに使用されてから、これまで多くのワクチンに使用されている[1, 2]。

一方で、アジュバントが効果を示すメカニズムは不明なまま経験的なワクチン開発が続いており、科

学的な根拠が必要とされてきた。現在では、分子から生体レベルに至るまでの科学的なアプローチに

より、アジュバントが効果を示すための詳細なメカニズムが次々に明らかとなってきた。特に、T細胞

や B 細胞を主体とする獲得免疫の誘導には、マクロファージや樹状細胞を主体とする自然免疫の活性

化が必須であることが明らかにされている[2, 3]。現在研究段階で最も有望な候補物質が DC のパター

ン認識受容体の 1つである toll-like receptor (TLR) を標的としたアゴニストである。TLR アゴニストは

Th1細胞の誘導や樹状細胞 (dendritic cell; DC) のクロスプレゼンテーション能の増加により細胞傷害性

T細胞 (cytotoxic T lymphocyte; CTL) を誘導する[4-6]。さらに、T-helper (Th) 2細胞を誘導することで

様々な抗体を誘導している。しかし、これら TLR のリガンドは外来生物由来の物質がほとんどであり、

アジュバントとして使用したときの炎症反応等による強い副反応が問題となっている。なかでも TLR3

のアゴニストである polyinosinic-polycytidylic acid (poly(I:C) ) は臨床試験において、炎症反応による、発

熱、紅斑、生死にかかわるエンドトキシン様ショック等が問題となり、実用化にまで至らなかった [7, 

8]。さらに、その反応性をよりマイルドなものにした TLR アゴニストが開発され、その臨床試験が進

んでいるが、反応性をマイルドにしたためか効果が不十分となり、臨床応用には至っていない [8]。そ

のため TLR を標的としたアジュバントではなく、別のものを標的としたアジュバントが求められてい

る。 
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Th細胞にはいくつかのサブセットが存在しており、大きく Th1細胞、Th2細胞、Th17細胞および

regulatory T cell (Treg) に分類されている。Th1細胞は interferon (IFN)-γや IL-2 を産生し、CTL誘導に

関与している[9, 10]。Th2細胞は IL-4や IL-5などを産生し、抗体産生細胞の誘導に関わっている[11]。

Th17細胞は IL-17A を産生することで細菌感染を防ぐ役割を果たすとともに、CTLの誘導にも関与する

ことが報告されている [12-14]。一方、Tregは生体の恒常性維持や免疫寛容に関与しているが、ワクチ

ンなどの免疫反応も抑制していることが知られている [15, 16]。すなわち Th細胞の機能を制御するこ

とによって病原体やがん細胞の排除など目的とするワクチンの効果を増強できると考えられる。実際

に、アジュバントとして最も使用されているアルミニウム塩は Th2 細胞を誘導することで抗体産生を

促進していることが知られている[17, 18]。 

そこで本稿では、TLRアゴニストではないアジュバントであり、Th細胞サブセットの機能を選択的

に制御できるアジュバントの効果やメカニズムの解明を試みた。また、Th1細胞や Th2 細胞の誘導を介

した従来のアジュバントとは異なり、Tregや Th17細胞などの Th細胞サブセットの機能を選択的に制

御できるこれまでにないアジュバント候補物質を用いることで、ワクチン効果を向上できるか検討し

た。 
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本論 

 

第一章 CCR4阻害剤を用いた Tregの遊走阻害によるワクチン効果増強 

アジュバントの開発 

 

Treg は免疫抑制作用を持ち、自己寛容や恒常性の維持において役割を果たしている[15, 16]。しかし、

Treg は微生物やがんに対する免疫反応や、ワクチン投与による免疫の獲得をも抑制することが知られ

ている[19]。実際に、Treg を除去することで微生物やがんに対する防御的な免疫反応やワクチン投与に

よる免疫反応が向上することが明らかになっている[20, 21]。Treg はケモカイン受容体 CCR4 が選択的

に発現しており、そのリガンドとして CCL17 および CCL22 が知られている[22, 23]。そして、Treg は

CCL17 や CCL22 を介して DC の周辺へと遊走し、DC の成熟や活性化を抑制していることが報告され

ている[24, 25]。他にも Treg は様々な免疫反応を抑制できるため、免疫療法やワクチン開発において、

免疫反応を調節するための良い標的となると考えられている。 

近年の研究では、CCR4 阻害剤をワクチンアジュバントとして投与することで、Treg の集積を抑制し、

液性免疫や細胞性免疫の活性を増強することが示された[26-28]。そのため、Treg の集積を抑制するた

めに CCR4 を標的とすることはワクチンとして抗原特異的な免疫応答を誘導するための効果的な方法

であると考えられる。しかし、CCR4 は Treg 以外にも、ワクチンによる免疫反応に重要な Th2 細胞に

も発現することが知られている[22, 23]。また、Treg は自己免疫疾患の発症の抑制にも関与しているた

め、Treg の機能を抑制することによる副反応の発現が懸念される[15, 16]。したがって、CCR4 を標的

とした新規ワクチンアジュバントの開発においては、実際に臨床適応できるものであるか判断するた

めに、詳細なメカニズムの探索が重要となる。そこで本章では、ワクチンによる抗原特異的免疫応答

の誘導における CCR4 の寄与について検討するとともに、CCR4 阻害剤をワクチンアジュバントとして

投与することにより、生体内でどのようなメカニズムで免疫向上を示しているのか明らかにすること

を目的とした。 
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Ⅰ. 実験方法 

 

1. 細胞株 

E.G7-OVA 細胞 (EL4 細胞の OVA cDNA トランスフェクタント) は、American Type Culture Collection 

(ATCC; Manassas, VA) から購入し、10% FBS (Sigma-Aldrich Inc.)、50 μM 2-Mercaptoethanol (2-Me) 

(gibco)、および 800 μg /ml G418含有 RPMI1640 培地 (Wako) で培養した。なお、FBS は 56°C、30分間

の非動化処理を行った。 

 

2. 実験動物 

C57BL/6 マウスおよび BALB/c マウスは、日本クレア株式会社より購入した。CCR4欠損マウスは、

Jackson Laboratoryより購入し、12世代以上にわたって BALB/ｃマウスと戻し交配した。実験動物には

固形飼料および水道水を摂取させ、約 24°C で 12 時間の明暗サイクルに保持された SPF環境下の部屋

で飼育した。なお、動物実験に関しては研究計画を近畿大学動物実験委員会に申請し、承認を得たう

えで近畿大学実験動物規定に基づいて行った。 

 

3. 投与薬物 

ニワトリ卵白アルブミン OVA (ovalbumin; Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO) をモデル抗原として使用し

た。BALB/c および CCR4欠損マウスに OVA (1 μg) または OVA (1 μg) および Compound 22 (0.2 μg) を

筋肉内に投与した。Compound 22は公開済みの情報 [29] を基に近畿大学薬学部創薬分子設計学研究室

の西脇敬二先生に合成を依頼した。 

 

4. 抗体価測定 

免疫したマウスから血清を採取し、OVA特異的 IgG、IgG1、および IgG2a力価を、enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) 法で測定した。まず、OVA 溶液を ELISA plateに分注し、4℃で一晩静置

して固相化した。4 % スキムミルク/TBS (0.05 % NaN3 を含む) を 200 μl/wellで添加し、37℃で 2時間ブ

ロッキングした後、0.4%スキムミルク/TBS で希釈調整した検体を 50 μl/wellで添加し、室温で 2時間静

置した。TBS-T (0.1% Tween 20含有 TBS) で 3 回洗浄後、検出抗体として HRP 標識 Goat Anti-mouse 

IgG、IgG1、あるいは IgG2a 抗体を各 50 μl/well で添加した。なお各抗体はメーカー推奨濃度で使用し、
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0.4%スキムミルク/TBS (NaN3 を含まない) で希釈した。室温で 2 時間静置した後、TBS-T で 3 回洗浄

し、Milli Qで 1回洗浄後、HRP 基質液を 100 μl/wellで添加した。発色後、2N H2SO4 を 100 μl/well で添

加して反応を停止させ、450 - 620 nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダーで測定した。抗体価

は、吸光度が 0.1 以上高い最大希釈倍率の逆数の対数を Reciprocal log2 titer として算出した。 

 

5. 細胞の単離 

筋肉組織を摘出し、1.0 mg/mlコラゲナーゼ D (Roche; Basel, Switzerland)、0.8 U/ml Dispase II (Roche) 、

および 0.1 mg/ml DNase I (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) 含有 RPMI-1640 溶液で 37°C、1時間振

とうしながらインキュベート。その後、免疫細胞を分離するために、Percoll 勾配遠心分離を使用した。

40% Percollと 70% Percollの中間層から免疫細胞を分離した。リンパ節および脾細胞からの細胞は、70 

μm Cell Strainerを通過させることにより単離した。 

 

6. フローサイトメトリー 

単離した細胞を 10% FBS (Sigma-Aldrich Inc.) 、2-Me (gibco) 、L-Glutamin (gibco)、抗生物質 (gibco) およ

び NEAA (gibco) 含有 RPMI1640 (complete medium)で懸濁し、1.0 ×106 cells/1 ml/wellで 24 well plateに

播種した。PMAを 40 ng/well、Ionomycin (Wako) を 1 µg/well、GolgiPlug (BD Biosciences) を 1 µl/wellで

添加し、37°C で 4時間培養した。培養後、細胞を 1.5 mlのエッペンチューブに回収し、遠心分離した 

(2000 rpm、5分間、4°C) 。上清を除去し、細胞ペレットを 100 µlの 0.1% BSA (bovine serum albumin; 

Sigma-Aldrich Inc.)、0.05% NaN3 を含む PBS (staining buffer) で懸濁した。そこに staining bufferで 10倍

希釈した anti-mouse CD16/32 (clone; 2.4G2) (BioLegend) を 10 µl/tube 添加し、4°Cで 30分間静置した。

その後、細胞外染色抗体を加え、4°Cで 30分間静置した後、staining bufferで洗浄した。その後、

CytofixCytoperm (BD Biosciences) を 250 µl/tubeで加えて細胞を懸濁し、4°Cで 20分間静置した。

Permwash buffer (BD Biosciences) で洗浄した後に、細胞を 100 µlの Permwash bufferで懸濁した。これに

細胞内染色抗体を加え 4°Cで 30分間静置することで、細胞内マーカーを染色した。Permwash bufferで

洗浄した後に、500 µlの staining bufferで細胞を懸濁し、フローサイトメトリー解析に供した。なお、

フローサイトメトリー解析前に、細胞懸濁液を 40 µm Cell Strainerに通した。また、抗体は全て staining 

bufferで希釈した。 
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使用した細胞外染色抗体 

AlexaFluor488 標識 anti-mouse CD4 (clone GK1.5)、PerCP/cy5.5 標識 anti-mouse CD45 (clone 30-FF11)、PE 

標識 anti-mouse CCR4 (clone 2G12)、PE 標識 anti-mouse CD11c (clone N418)、APC 標識 anti-mouse IA/IE 

(clone M5/114.15.2)、BV421 標識 anti-mouse CD40 (clone 3/23)、APC/cy7 標識 anti-mouse CD86 (clone GL-

1)、PE/cy7 標識 anti-mouse CCR7 (clone G043H7)、APC/cy7 標識 anti-mouse CD4 (clone GK1.5)および

PE/cy7 標識 anti-mouse CD8α (clone 53–6.7) は BioLegendより購入した。 

使用した細胞内染色抗体 

APC標識 anti-mouse IFN-γ (clone XMG1.2)、AlexaFluor488標識 anti-mouse IL-4 (clone 11B11) および

AlexaFluor647 標識 anti-mouse Foxp3 (clone 150D) は BioLegend より購入した。 

 

7. Real-time PCR 

筋肉組織からの mRNA 抽出には RNAiso Plus (Takara Bio Inc., Shiga, Japan) を使用した。全量 1 µg の

RNA template を ReverTra Ace qPCR RT Master Mix (TOYOBO CO., LTD., Osaka, Japan) で逆転写し cDNA

を得た。Kapa SYBR Fast qPCR キット  (Kapa Biosystems、Woburn、MA）  を使用して、ABI7000 

(Applied Biosystems、Foster City、CA) で解析を行った。PCRは 94 °C 5 分 (Initial denaturation) の後、40 

サイクルの 94 °C 30 秒 (denaturation)、60 °C 30 秒 (annealing, extension) の反応条件で行った。使用した

プライマーは Table 1の通りである。 

 

 

Target mRNA Forward primer Reverse primer 

CCL17 TGAGGTCACTTCAGATGCTGC ACCAATCTGATGGCCTTCTTC 

CCL22 TCTGATGCAGGTCCCTATGGT TTATGGAGTAGCTTCTTCAC 

GAPDH ACCACAGTCCATGCCATCAC TCCACCACCCTGTTGCTGTA 

 

それぞれの mRNA発現は 2−Ct 法を用いて GAPDH mRNA で標準化し定量した。 

 

 

 

 

Table 1. Primers used in this study. 
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8. 免疫染色 

筋肉サンプルを解剖し、1% PFA 含有 PBSで一晩固定し、20% スクロース含有 PBSで洗浄し、OCT 

compound (Sakura Finetek Japan、Tokyo、Japan) に包埋し、凍結した。切片を薄切し、PBS で再水和し、

2% BSA、1% donkey血清含有の PBSでブロックした。次に、切片を rabbit anti-CCL22 (Peprotech、

Rocky Hill, NJ) とともに 4 °C で一晩インキュベートした。洗浄後、切片を Alexa Fluor 555 標識 donkey 

anti-rabbit IgG (Thermo Fisher Scientific) で 1時間インキュベートし、FITC 標識 anti-CD11b (M1 / 70; 

BioLegend) および APC 標識 anti-CD11c (N418 ; BioLegend) で一晩インキュベートした。その後、DAPI 

(Dojindo, Kumamoto, Japan) を添加し 1時間インキュベートした。最後に、切片を ProLong Gold Antifade 

Reagent (Thermo Fisher Scientific） でマウントし、スペクトル共焦点レーザー走査顕微鏡 (C1si; Nikon) 

で観察した。 

 

9. OVA 特異的 T細胞応答 

単離した細胞を complete medium で懸濁し、1.0×106 cells/wellで 24 well plateに播種した。OVA 特異的

CTL応答を解析するために OVA peptide (1 µg/ml) で 1日培養した。さらに、OVA特異的ヘルパーT細

胞応答を解析するために OVA (1 mg/ml) で 2日培養した。培養後、それぞれ回収し、フローサイトメト

リーにて解析を行った。 

 

10. 腫瘍細胞の投与方法および腫瘍径の測定方法 

最終免疫の 1週間後に E.G7-OVA 細胞を 1.0×106 cells/50 µLで皮内に摂取した。経日的に腫瘍の長径お

よび短径を測り、半楕円の体積公式（長径×短径 2×0.5236） に当てはめ算出した。なお、腫瘍長径が

20 mmを超えたマウスは安楽死させた。 

 

11. 統計処理 

得られた実験値は、平均値±標準誤差で示した。統計的有意性の判定には、2群間の場合は Student-t 検

定を用い、多群間の場合は分散分析を行った後、Tukey-Kramer法により検定した。P < 0.05、P < 0.01

で有意差ありとした。 
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Ⅱ. 実験結果 

 

1. CCR4 欠損マウスにおける抗原特異的な抗体価の誘導および Tregの集積 

ワクチンの投与経路は様々であり、それぞれ特有の免役反応を引き起こすことが知られている。そ

して、それぞれの投与経路における免疫誘導機構において、Tregの免疫抑制における CCR4の寄与は

全く不明である。そのため、CCR4 欠損マウスを用いて、様々な経路で抗原投与を行うことで、どの投

与経路において最も強く抗原特異的な抗体価の誘導が認められるのか検討を行った。さらに、Tregの

集積抑制が免疫誘導の場であるリンパ節で行われるのか、もしくは投与部位である組織で行われるの

か解析した。 

OVA の皮内、皮下、経鼻および筋肉内投与を 2週間隔で二回行い、最終投与の 2週間後に OVA 特異

的な抗体価を解析した。OVA 特異的 IgG、IgG1および IgG2a いずれにおいても CCR4 欠損マウスの筋

肉内投与において抗体価の上昇が認められた (Fig. 1A)。 

抗体価の上昇が認められた筋肉内投与において、抗原投与部位である筋肉組織ならびに抗原特異的

免疫誘導の場である所属リンパ節における Tregの割合を解析したところ、リンパ節では変化が見られ

なかったものの、CCR4欠損マウスの筋肉組織において OVAの投与 6時間後の Tregの集積抑制が認め

られた (Fig. 1B)。また、筋肉組織に集積した Tregが CCR4 を発現していることも認められた (Fig. 1C)。 
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2．筋肉組織における CCR4リガンド発現細胞の解析 

 CCR4のリガンドは CCL17 と CCL22である。そこで、抗原を筋肉内投与した場合の筋肉組織におけ

る CCL17 と CCL22 の発現を解析した。Real-time PCRにより筋肉組織における CCR4 リガンドの発現

を解析したところ、CCL17 の発現は変化が見られなかったが、OVA 投与 6時間後において CCL22 の発

現上昇が認められた (Fig. 2A)。そこで、筋肉組織における CCL22 の発現細胞の解析を試みた。CCL22

発現細胞として DCおよびマクロファージの存在が知られている[30]。そこで、OVA 投与 6時間後にお

ける DCおよびマクロファージの CCL22 の発現を免疫染色にて解析したところ、CD11ｂで表わされる

マクロファージが CCL22 を発現していることが認められた。また、CD11c で表わされる DC において、

CCL22 の発現は認められなかった (Fig. 2B)。 

 

 

 

 

3.  CCR4欠損マウスにおける DCの活性化マーカーの発現と所属リンパ節への遊走解析 

 CCR4欠損によって抗原投与後の筋肉組織への Tregの集積が阻害されることを明らかにした。

Tregの筋肉組織における免疫抑制機構として、免疫誘導の初期段階となる、DCの活性化を抑制してい

Fig. 1 The impact of CCR4-deficiency on Treg cell recruitment to the muscle tissue.  

BALB/c WT or CCR4-deficient mice were immunized intramuscularly with OVA twice at one-week intervals. (A) 

OVA-specific IgG responses. OVA-specific IgG, IgG1, and IgG2a titers were measured by ELISA. (B) Treg cells 

in the muscle tissue and the regional lymph node. Foxp3+CD4+ Treg cells were analyzed by flow cytometry. (C) 

CCR4 expression on Foxp3+CD4+ Treg cells in the muscle tissue. CCR4 expression was analyzed by flow 

cytometry. The data are expressed as mean ± SE of results from six mice. **p < 0.01. 

 

Fig. 2 Induction of CCL22 expression in the muscle tissue. 

(A) The expression levels of CCL17 and CCL22 mRNAs in the muscle tissue were examined by real-time PCR. 

The data are expressed as mean ± SE of results from four mice. *p < 0.05. (B) The frozen skin sections were double 

stained for CCL22 (red), CD11c (cyan), and CD11b (green), DAPI (blue). The yellow arrowhead indicates co-

localization of CCL22 and CD11b. Representative results from at least three independent experiments are shown. 
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る報告がある[24, 25]。そのため、筋肉組織における DCの CD40 や CD86 などの活性化マーカーの発現

を解析した。また、活性化した DCはリンパ節ホーミングに関わる CCR7を発現し、免疫誘導の場であ

るリンパ節へと遊走することが知られる。そこで筋肉組織における DCの CCR7 の発現、ならびにリン

パ節中へと遊走した DCの割合も経時的に解析した。OVA 投与 12時間後の筋肉組織における DCの活

性化マーカーの発現および CCR7の発現を解析したところ、OVAを投与した CCR4欠損マウスの DC

において CD40、CD86 および CCR7 の発現上昇が認められた (Fig. 3A)。さらに、抗原を取り込んだ DC

のリンパ節への遊走割合を解析したところ、OVA投与後 24時間および 48時間において、CCR4欠損

マウスのリンパ節へと遊走した DCの割合が上昇した (Fig. 3B)。 

 

 

 

 

 

４．CCR4阻害剤によるアジュバント効果とメカニズム解析 

 これまでの CCR4 欠損マウスを用いた結果から、CCR4欠損マウスの筋肉組織に OVA を投与するこ

とで、WT マウスと比べて筋肉組織における Tregの集積が抑制され、DCの活性化を促し、抗体価の上

昇が引き起こされることが示唆された。そのため、CCR4阻害剤を投与することで、同様の結果が引き

起こされるか解析を行った。なお、CCR4の阻害剤には compound 22を使用した。そして、OVA およ

Fig. 3 Enhanced DC activation and their migration to the regional lymph node in CCR4-deficient mice.  

BALB/c WT or CCR4-deficient mice were immunized intramuscularly with Alexa Fluor 488-conjugated OVA (1 

μg). Twelve hour later, cells were isolated from the muscle tissue and 12, 24, or 48 h later, cells were isolated from 

the regional lymph node. (A) The surface expression of CD40, CD86, and CCR7 on OVA loaded CD11c+ DCs at 

12 h after the OVA injection were analyzed by flow cytometry. (B) The percentage of migratory DCs (MHC class 

IIhigh CD11cint DCs) in the regional lymph node was analyzed by flow cytometry. The data are expressed as mean ± 

SE of results from six mice. *p < 0.05. **p < 0.01. 
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び OVA + compound 22を筋肉内投与し、各種解析を行った。まず、Tregの集積を解析したところ、

compound 22の併用投与によって、筋肉組織における Tregの集積が投与 6時間後において減少した。

また、所属リンパ節における Tregの集積に変化は見られなかった (Fig. 4A)。筋肉組織の DC における

活性化マーカーの発現や CCR7 の発現について解析したところ、compound 22 の併用投与において、

CD40の発現上昇傾向や CD86 および CCR7 の発現上昇が認められた (Fig. 4B)。そして、所属リンパ節

へと遊走した DC の割合を解析したところ、compound 22 の併用投与後 24 時間および 48 時間において、

リンパ節へと遊走した DCの割合が上昇した (Fig. 4C)。 

  

 

 

 

  

Fig. 4 Compound 22 inhibits Treg cell recruitment to the muscle tissue. 

BALB/c mice were immunized intramuscularly with OVA (1 μg) alone or OVA (1 μg) and Compound 22 (0.2 μg). 

6 or 12 h later, cells were isolated from the muscle tissue and 12, 24, or 48 h later, cells were isolated from the 

regional lymph node. (A) Treg cells in the muscle tissue and the regional lymph node. Foxp3+CD4+ Treg cells were 

analyzed by flow cytometry. (B) The surface expression of CD40, CD86, and CCR7 on OVA loaded CD11c+ DCs 

at 12 h after the OVA injection were analyzed by flow cytometry. (C) The percentage of migratory DCs (MHC 

class IIhigh CD11cint DCs) in the regional lymph node was analyzed by flow cytometry. The data are expressed as 

mean ± SE of results from six mice. *p < 0.05. **p < 0.01. 
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 次に、compound 22のワクチンアジュバントとしての効果を解析するために、ワクチンの効果に重要

な各種解析を行った。まず compound 22の併用投与においても抗原特異的な抗体価が上昇するか解析

した。compound 22の併用投与を 2週間隔で二回行い、最終投与から 2週目に血清を回収し、各種抗体

価を測定した結果、compound 22の併用投与によって OVA特異的な IgG、IgG1 および IgG2a の上昇が

認められた (Fig. 5A)。さらに、compound 22の併用投与において、抗原特異的な T細胞が誘導されるか

解析した。その結果、compound 22の併用投与で Th2 細胞、Th1 細胞および CTLの上昇が認められた 

(Fig. 5B)。そして、compound 22 の併用投与において抗腫瘍効果が認められるか解析した。compound 22

の併用投与を 1週間隔で二回行い、最終投与の 7日後に E.G7-OVA腫瘍細胞を皮内接種し、経日的に

腫瘍体積の解析を行った結果、compound 22の併用投与で抗腫瘍効果が認められた (Fig. 5C)。 

 

 

 

 

Fig. 5 The effect of Compound 22 as a vaccine adjuvant. 

BALB/c and C57BL/6 mice were immunized intramuscularly with OVA (1 μg) alone or OVA (1 μg) and 

Compound 22 (0.2 μg) twice at one-week intervals. (A) OVA-specific IgG responses. OVA-specific IgG, IgG1, and 

IgG2a titers were measured by ELISA. (B) OVA-specific CD4+ and CD8+ T cell responses. Seven days after the 

final immunization, splenocytes (2 × 106 cells/mL) were activated with OVA (1 mg/mL), and the expression of IL-4 

and IFN-γ was analyzed by flow cytometry. (C) Antitumor effect in a murine tumor model. C57BL/6 mice were 

immunized intramuscularly with OVA (1 μg) alone or OVA (1 μg) and Compound 22 (0.2 μg) twice at one-week 

intervals. One week after the final immunization, these mice were challenged with E.G7-OVA cells in the flank; 

then the tumor volume was calculated after measuring the major and minor axes of the tumor at indicated points. 

The data are expressed as mean ± SE of results from six mice (A, C) or eight mice (B). *p < 0.05. 
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Ⅲ. 考察および小括 

 

 本章において、筋肉内投与ワクチンにおいて CCR4は免疫抑制に寄与することを明らかにし、その

メカニズムは、抗原投与部位への Treg の集積による DC の活性化阻害によるものであることを示した。

一方で、皮内、皮下および経鼻投与では CCR4欠損マウスにおける抗体価の上昇がなかった。これに

関しては、組織特異性が関与していると考えられる。免疫細胞の遊走には組織特異性があり、それを

制御しているのがケモカインと細胞接着因子であることが知られている。粘膜免疫である経鼻投与に

おいてはケモカインである CCR9と、インテグリンである α4β7が重要である。また、皮内や皮下投与

においては接着分子である cutaneous lymphocyte antigen (CLA) とケモカインである CCR4および CCR10

が遊走に関わることが知られている[22, 23]。しかし、CCR4 や CCR10の単独の欠損では皮膚における

遊走にほとんど変化が見られなかったが、CCR4と CCR10をどちらも欠損させることでドミナントに

皮膚への遊走が抑制されることが報告されている[31]。そのため、皮膚の Treg の集積に関しては

CCR10 が働いていたと考えられる。そして、筋肉組織においての組織特異性はこれまでほとんど明ら

かとなっていない。そのため、今回の結果は筋肉組織の組織特異性には CCR4が関与していることを

示唆している。 

 また、CCR4 を発現している細胞は Tregだけではない。他にも Th2細胞、Th17細胞、Th22細胞など

において CCR4 の発現が知られている[22, 23]。Th2 細胞は抗体価の上昇に関与していることが知られ

ているが本研究において、Th2 細胞の CCR4を阻害することによる抗体価の減少は認められなかった。

Th2 細胞は CCR4 だけでなく、CCR3および CCR8を発現することが知られているため、CCR4 ではな

い他の受容体が働いている可能性が考えられる。さらに、naïve CD4+ T細胞には CCR4は発現していな

いことから、CCR4 の阻害は液性免疫の初期には関与せず、ワクチン投与前から存在する内在性の Treg

のみが関与した可能性も考えられる。また、抗体の誘導には Th2細胞だけでなく Tfh細胞も優れてい

ることが知られている[32]。Tfh細胞は CCR4 を発現していないことが報告されているため、CCR4を

阻害することによる直接的な影響はないと考えられる。そして、他の Th細胞サブセットと同様で、

CCR4 阻害剤の投与により DCのリンパ節への遊走が促進され、Tfh細胞の誘導が向上することで抗体

価が上昇したと考えられる。 
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 DCの活性化マーカーは T 細胞との抗原提示に重要であることが知られている。さらに、DC におけ

る CCR7の発現は活性化した DCのリンパ節への遊走に重要となっている[33]。本研究において DCの

活性化マーカーである CD40 および CD86、さらに CCR7 の発現が低下することが示された。これまで

の報告で DC の活性化マーカーである CD40および CD86の発現は Tregインタラクションにより低下す

ることが知られている[25]。しかし、CCR7の発現に関してはほとんど報告がない。そのため、Tregが

DCの CCR7の発現を低下させたメカニズムに関しては不明であり、今後解明する必要があると考えら

れる。 

 CCR4の阻害剤はアジュバントとして使用できる報告は他にもあり、それらはメカニズムがわかって

いない。また、メカニズムを明らかにしている論文も存在しているが、その論文で使用されている

CCR4 阻害剤である AF-399/42018025はリンパ節中における Tregの遊走を阻害することにより、ワクチ

ンの効果を増強している[26]。本研究においては Treg の集積は投与部位において抑制されており、異

なるデータとなっている。この違いに関して詳細な理由は不明であるが、AF-399/42018025は CCR4で

はない他のケモカイン受容体との相互作用を解析していない。それに比べて、我々が使用した

Compound 22は他のケモカイン受容体には作用せず、CCR4 特異的な阻害活性を示すことを明らかにし

ている。さらに、CCR4の欠損マウスを用いて投与部位である筋肉組織において Tregの集積が抑制さ

れていることを明らかとしている。これらのことから、Tregのリンパ節における遊走阻害よりも投与

部位における遊走阻害が重要であると考えている。 

 これらのことから、CCR4阻害剤を筋肉組織に投与することで、筋肉組織における Tregの集積を抑

制し、DCの活性化促進やリンパ節への遊走促進を介して、Th細胞や CTL誘導を引き起こし、抗体価

の誘導や抗腫瘍効果の上昇を引き起こすことを明らかとした。これらの知見は CCR4 阻害剤が Tregを

制御することで免疫反応を上昇するアジュバントとして期待できることを明らかにしたものである。 
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第二章 P2受容体アゴニストを用いた Th17細胞を介した 

CTL誘導ワクチンアジュバント 

 

近年、IFN-γ を産生する Th1 細胞および IL-4 を産生する Th2 細胞とは異なる、新しい Th細胞サブセ

ットとして、IL-17を産生する Th17 細胞が発見された[34, 35]。Th17細胞は IL-6や transforing growth 

factor (TGF) -β などのサイトカイン刺激により、naïve CD4+ T 細胞から分化誘導され、IL-17の他にも

IL-17F, IL-22を産生している[36-38]。Th17 細胞はこれらのサイトカインにより、抗菌ペプチドの産生

誘導、好中球の活性化や遊走を促進することで真菌や病原細菌の感染を防御する機能を持つ[12-14]。

また最近では、Th17細胞が IL-2を介して CTLを誘導するという報告がある[39]。我々の研究において

もメラノーマの排除に Th17 細胞を介した CTL 誘導が重要な役割を果たすことを明らかとしている[40]。

また、肺転移がんにおいて Th17細胞の移入により、CTLの誘導が促され、がんの増殖を抑制すること

も報告されている[41]。そのため、Th17 細胞を介した CTL誘導を行うワクチンアジュバントの開発は

可能であると考えた。 

Th17 細胞は粘膜組織に多く存在することが知られている。そのため、Th17細胞を介したワクチンア

ジュバントの投与経路として粘膜組織への投与を考えた。粘膜免疫は呼吸器や消化器, 泌尿, 生殖器の

ような粘膜で覆われた組織における免疫システムであり、生体の恒常性を維持する上で重要な役割を

果たしている。粘膜免疫において重要な役割を担うのが粘膜関連リンパ組織 (MALT) である[42]。

MALT の上皮層には M細胞と呼ばれる抗原取り込みに特化した細胞が存在しており、その直下のマク

ロファージや DC などの抗原提示細胞が抗原の貪食を行う[42, 43]。これらの抗原提示細胞はその周囲

に存在するナイーブ T 細胞に抗原を提示し、抗原に対する免疫を誘導している。粘膜免疫においては、

MALT だけでなく粘膜固有層に存在する DCも関与する。粘膜固有層に存在する DCにはいくつかのサ

ブセットがあり、中でも CD11b+, CD11chi, TLR5+ DCと CD70+, CD11bhi, CD11clow DC はそれぞれ TLR5

および adenosine triphosphate (ATP) の受容体である purinergic 2 (P2) 受容体を介して Th17細胞を誘導す

ることが報告されている[44, 45]。CD70+, CD11bhi, CD11clow DC は他の DCと比べて P2受容体の発現量

が高く、腸管内において細菌が産生する ATP 刺激により活性化し、IL-6や TGF-β を産生することで

Th17 細胞を誘導していると考えられている[44]。 
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そこで、粘膜に常在する CD70+, CD11bhi, CD11clow DC を P2 受容体アゴニストで活性化させることで、

Th17 細胞を誘導し、Th17細胞依存的な CTL誘導アジュバントの開発を試みた。 
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Ⅰ. 実験方法 

 

1. 実験動物 

C57BL/6 マウス (7-10 週齡、雌) は清水実験材料から購入した。実験動物には固形飼料および水道水

を摂取させ、約 24°C で 12 時間の明暗サイクルに保持された SPF 環境下の部屋で飼育した。なお、動

物実験に関しては研究計画を近畿大学動物実験委員会に申請し、承認を得たうえで近畿大学実験動物

規定に基づいて行った。 

 

2. 細胞の単離 

マウスの鼻粘膜固有層を摘出し、RPMI-1640溶液に 1.0 mg/mlのコラゲナーゼ D (Sigma-Aldrich Inc.) 

を加えた溶液内ですりつぶし、37°Cで 30分間振とうしながらインキュベート。 PBSを 15 mlまで添加

し 40 µm Cell Strainerを通した後、1,500 rpmで 7分間遠心を行い上清除去。塩化アンモニウム溶血剤 2 

ml で懸濁し氷上で 5 min インキュベート後、PBSを 10 ml添加し 1,500 rpmで 7分間遠心を行い上清除

去することで単細胞を得た。マウスの頸部リンパ節を摘出し、PBS 内ですりつぶした後、40 µm Cell 

Strainer に通すことで単細胞を得た。マウスの脾臓を摘出し、PBS 内ですりつぶした後、40 µm Cell 

Strainer に通し、1,500 rpm で 5 分間遠心し、上清を除去した。塩化アンモニウム溶血剤 5 ml で懸濁し

氷上で 5分間インキュベート後、PBS を 10 ml 添加し 1,500 rpmで 5 分間遠心を行い上清除去すること

で単細胞を得た。 

 

3. フローサイトメトリー 

 第一章に記した方法で行った。 

使用した細胞外染色抗体 

FITC 標識 anti-mouse CD4 (clone; GK1.5)、APC/cy7 標識 anti-mouse CD4 (clone GK1.5)、PE 標識 anti-

mouse CD11c (clone; N418)、PE/cy7 標識 anti-mouse CD8α (clone; 53-6.7)、PerCP/cy5.5 標識 anti-mouse 

CD45 (clone; 30-F11)、Biotin 標識 anti-mouse CD70 (clone; FR70) および APC 標識 streptavidin は

BioLegendより購入した。 
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使用した細胞内染色抗体 

APC標識 anti-mouse IFN-γ (clone; XMG1.2)、AlexaFluor488 標識 anti-mouse IL-4 (clone 11B11) および

PE標識 anti-mouse IL-17A (clone; TC11-18H10.1) は BioLegend より購入した。 

 

4. Real-time PCR 

 第一章に記した方法で行った。使用したプライマーは Table 2の通りである。 

 

 

Target mRNA Forward primer Reverse primer 

P2X1R ACGAAACAAGAAGGTGGGAGT AGGCCACTTGAGGTCTGGTAT 

P2X2R GAGAGCTCCATCATCACCAAA CAGGGTCTGGGAAGGAGTAAC 

P2X3R CCGAGAACTTCACCATTTTCA TTTATGTCCTTGTCGGTGAGG 

P2X4R TGGCTACAATTTCAGGTTTGC GATCATGGTTGGGATGATGTC 

IL-6 CTGCAAGAGACTTCCATCCAGTT AAGTAGGGAAGGCCGTGGTT 

integrin-β8 ACAGCATCGCATGGACCAA AAGCAACCCGATCAAGAATGTG 

integrin-αV CGCCTATCTTCGGGAATGAATC CCAACCGATACTCCATGAAAATG 

IL-4 CAGCTAGTTGTCATCCTGGTCTTC GCCGATGATGTCTCTCAAGTGA 

IL-17A CAGCAGCGATCATCCCTCAAAG CAGGACCAGGATCTCTTGCTG 

IFN-γ GGAGGAACTGGCAAAAGGATGG GGTGGACCACTGGGATGAGC 

GAPDH ACCACAGTCCATGCCATCAC TCCACCACCCTGTTGCTGTA 

 

5. CD4+T 細胞および DCの単離方法 

 CD4+T 細胞に関して、脾臓から細胞を単離し、staining buffer で 2.0×107 cells/ml の濃度に細胞数を調

整した。その後、anti-mouse CD16/32を 1 µl/1.0×106 cellsで加えて 15分間インキュベートした。次に、

Bionylated Mouse CD4 T lymphocyte Enrichment Cocktail (BD Biosciences) を 5 µl/1.0×106 cellsで加えて、

氷上で 15 分間インキュベートした。10 倍量の BD IMag buffer で洗浄し、ボルテックスした BD IMAG 

Streptavidin Particles Plus (BD Biosciences) を 5 µl/1.0×106 cellsで加えて 30分間インキュベートした。BD 

IMag buffer (BD Biosciences) で 2.0×107 cells/mlの濃度に細胞数を調整し、magnetにセットした。8分後、

上清を回収し、もう一度 magnet にセットした。8 分後、上清を回収し、細胞数を調整した。DC に関し

て、脾臓および鼻粘膜固有層から細胞を単離し、anti-mouse CD45, anti-mouse CD11c, anti-mouse CD70で

細胞外染色を行う。その後、セルソーターFACSAria (BD Biosciences)にて DC分画を単離した。 

Table 2. Primers used in this study. 
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6. In vitroにおける細胞培養方法 

10% FBS (Sigma-Aldrich Inc.) 、2-Me (gibco) 、L-Glutamin (gibco)、抗生物質 (gibco) および NEAA 

(gibco) 含有 RPMI1640 (complete medium) で、CD4+T細胞 (5 × 103 cells/well) と DC  (5 × 102 cells/well) を

U 底 96well plate に播種した。そして、anti-mouse CD3 および anti-mouse CD28 をそれぞれ 0.5 µg/ml、

αβ-ATP を 10 µMで添加し、37°C、5% CO2条件下で 4日間培養した。 

 

7. 使用薬物と投与スケジュール 

モデル抗原として OVA を使用し、10 mg/ml の濃度になるように PBS で溶解した。αβ-ATP (Sigma-

Aldrich Inc.) は 50 mg/ml の濃度になるように PBSで溶解した。投与群は下記の 3群である。 

1. PBS (15 µl) 溶液 

2. OVA (10 µg/15 µl) 単独溶液 

3. OVA (10 µg) と αβ-ATP (100 µg) 混合溶液 (15 µl)  

これを C57BL/6 マウスに対して下記 3群に鼻腔内投与した。この免疫は 1週間隔で 3回行った。 

 

8. OVA 特異的 T細胞応答 

 第一章に記した方法で行った。 

 

9. In vivo CTL assay 

マウスの脾臓から細胞を単離し、細胞数を測定し、1.0×107 cellsに調整した Tube A と Tube B を作成

した。それぞれ RPMI1640 1 mlで懸濁し、Tube Aにのみ OVA peptide (Sigma-Aldrich Inc.) が 10 µMに

なるように懸濁し、どちらも 37°Cで 1時間インキュベートする。1,500 rpmで 5分間遠心を行い上清除

去し、PBSで洗浄した。CFSE (eBioscience) を CFSE 10 µM (CFSEhigh) と CFSE 1 µM (CFSElow) の濃度で

調整し、CFSEhigh 1 ml、CFSElow 1 ml をそれぞれ Tube A 、Tube B に加え懸濁し、遮光しながら 15分間

インキュベートした。RPMI1640 (20% FBS) を 5 ml加え、氷上で 5分間インキュベートした。1,500 rpm

で 5分間遠心を行い上清除去し、PBS で洗浄する。RPMI1640を Tube A、Bにそれぞれ 250 µl加え、そ

れらを混ぜ合わせた。調整した細胞 500 µl を最終免疫の 1 週間後のマウスに静脈注射した。18 時間後、

静脈注射したマウスの脾臓から細胞を単離し、PBS で懸濁した。細胞数を調整後、細胞懸濁液を 40 µm 
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Cell Strainer に通し、フローサイトメトリー解析に供した。フローサイトメトリー解析結果から OVA

特異的細胞傷害活性を算出した。また、これは静脈注射するマウス一匹分の実験方法である。 

OVA 特異的細胞傷害活性算出方法 

specific lysis (%) = 100 − ([CFSEhigh immunized/CFSElow immunized]/[CFSEhigh control/CFSElow control]) × 100 

 

10. 腫瘍細胞培養方法および投与方法 

 第一章に記した方法で行った。 

 

11. P2受容体阻害剤 Suramin の投与スケジュール 

 P2受容体阻害剤である suramin (Sigma-Aldrich Inc.) を PBSに溶解し、300 µg/匹で鼻腔内投与した。投

与はワクチン投与 1時間前に投与した。 

 

12. 統計処理 

 第一章に記した方法で行った。 
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Ⅱ. 実験結果 

 

1. 鼻粘膜固有層における CD70⁺、CD11clow樹状細胞の同定 

粘膜組織特有の CD70+ DCが腸管粘膜固有層で検出されているが、未だ鼻粘膜固有層に存在している

という報告はない。そのため、鼻粘膜固有層における CD70+ DCの存在を明らかにするため、各種解析

を行った。まず、CD70+ DC が鼻粘膜固有層に存在しているかフローサイトメトリーにて解析を行った。

また、CD70+ DCがほとんど検出できないと報告がある脾臓組織における CD70+ DC の解析も同時に行

った[44]。その結果、CD70+ DCは鼻粘膜固有層でのみ検出することができ、従来の報告通り脾臓中で

は検出されなかった (Fig. 6A)。また、CD70+ DC はいくつかの P2受容体を他の DCと比べて多く発現

していることが報告されている。中でも P2X受容体が Th17 細胞の誘導に関与していると考えられてい

る。そのため、鼻粘膜固有層より単離した CD70+ DC における P2X1,2,3,4受容体の発現を Real-time 

PCR法にて解析した。その結果、P2X1, 2, 4受容体の発現は CD70+ DCでのみ上昇していることが示さ

れた。また、P2X3受容体の発現はどの DC においても大きな差は認められなかった (Fig. 6B)。 

CD70+ DC は Th17 細胞の分化誘導に優れていることが報告されており、Th17 細胞の分化誘導には

IL-6 や TGF-β による刺激が必要となる。そのため、単離した CD70+ DC に ATP で活性化シグナルを加

えることで、これらサイトカインの分泌が上昇するか解析を行った。なお、TGF-β は通常状態は不活

性化状態であり、インテグリンの働きによって活性化状態となることから、TGF-β の活性化を促すイ

ンテグリンの発現を解析した。また、通常の ATP はエクトヌクレオチダーゼによる加水分解を受けて

しまうため、加水分解抵抗性の ATP (αβ-ATP) をアジュバントとして使用した[46, 47]。CD70- DC では、

αβ-ATP の添加によって IL-6 やインテグリンの発現上昇は見られなかったが、αβ-ATP の刺激を加えた

CD70+ DCにおいてのみ IL-6やインテグリンの発現が上昇した (Fig. 6C)。 

続いて、CD4+ T 細胞と共培養を行うことで、実際に Th17細胞が誘導されるか解析を行った。CD70- 

DC との共培養系では IL-17A の発現に差が見られなかったものの、αβ-ATP の刺激を加えた CD70+ DC

との共培養系においてのみ IL-17A の発現が上昇した。なお、IFN-γにおいてはどちらの反応系におい

ても差が見られなかったが、IL-4 においてはどちらの反応系においても発現上昇が認められた (Fig. 

6D)。 
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2. αβ-ATP 併用投与時における T細胞の割合 

先ほどの結果より、in vitro において鼻粘膜固有層中の CD70+ DC が αβ-ATP の刺激によって Th17 細

胞を誘導することが明らかとなった。そこで、αβ-ATP をマウスの鼻腔内に投与することで、鼻腔内投

与に関連するリンパ組織である頸部リンパ節や、実行組織となる鼻粘膜固有層において Th17 細胞の分

Fig. 6 Identification of CD70⁺CD11clow dendritic cells in nasal lamina propria. 

(A) Flow cytometry. Cells were isolated from the spleen and the nasal lamina propria of C57BL/6 mice. 

CD70+CD11clow DCs in the CD45 gate were analyzed by flow cytometry. Representative results from at least 

three independent experiments are shown. (B) Real-time PCR. The expression of P2X1, 2, 3 and 4R in splenic 

CD11c+ DCs, nasal lamina propria CD70- DCs and CD70+ DCs was examined by real-time PCR. The data are 

expressed as mean ± SE of four independent experiments. (C) Induction of IL-6, integrin-αV and integrin-β8 

in CD70+CD11clow DCs by αβ-ATP. CD70−CD11c+ DCs and CD70+CD11clow DCs were isolated from the 

nasal lamina propria and treated with or without αβ-ATP (10 μM) for 3 h. The mRNA expression levels of IL-

6, integrin-αV and integrin-β8 were examined by real-time PCR. The data are expressed as mean ± SE of four 

to eight independent experiments. (D) Induction of Th17 cells in vitro. Splenic CD4+ T cells were cocultured 

with nasal lamina propria CD70−CD11c+ DCs or CD70+CD11clow DCs in the presence of anti-CD3 and anti-

CD28 monoclonal antibodies and with or without αβ-ATP for 4 days. The mRNA expression levels of IL-17A, 

IL-4, and IFN-γ + were examined by real-time PCR. The data are expressed as mean ± SE of 5–10 independent 

experiments. *P < 0.05. **P < 0.01. 
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化誘導が上昇するかフローサイトメトリーにて解析した。頸部リンパ節および鼻粘膜固有層において

αβ-ATP 併用群で Th17 細胞の増加が認められ、さらに CTL も上昇することが示された。さらに、頸部

リンパ節において αβ-ATP 併用群で Th2 細胞の上昇が認められた。また、Th1 細胞においてはどの投与

群においても差は認められなかった (Fig. 7)。 

 

 

 

 

 

3. αβ-ATP による抗原特異的抗体の誘導と抗腫瘍効果 

第二章, Ⅱ-2 より αβ-ATP の併用投与は頸部リンパ節で、抗体の誘導に優れた Th2 細胞を誘導するこ

とが示された。抗体の誘導において、Th2 細胞は IgG1 の誘導に優れていることや、Th1 細胞は IgG2c

の誘導に優れていることが知られている[48]。そこで、OVA 特異的な IgG1 および IgG2c を解析したと

Fig. 7 The percentages of OVA-specific T cells in CLN and Nasal lamina propria. 

Induction of OVA-specific Th17 cells and CTLs in vivo. C57BL/6 mice were intranasally immunized with PBS, 

OVA alone or OVA + αβ-ATP three times with 1-week intervals. One week after the last immunization, cells were 

isolated from the nasal lamina propria and cervical lymph nodes. Isolated cells were stimulated with OVA (1 

mg/ml) or OVA peptide (1 µg/ml) for 24 h in vitro. Th17 cells (CD4+IL-17+ cells), Th1 cells (CD4+IFN-γ + cells), 

Th2 cells (CD4+IL-4+ cells) and CTLs (CD8+IFN-γ + cells) were counted by flow cytometry. The data are 

expressed as mean ± SE of results from six mice. The data are expressed as mean ± SE of results from five mice. 

The data are expressed as mean ± SE of results from six mice. *P < 0.05. **P < 0.01. 
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ころ、αβ-ATP 併用群で IgG1 の上昇が認められた。そして、αβ-ATP 併用群で Th1 細胞の上昇に相関す

る IgG2c の上昇は認められなかった (Fig. 8A)。さらに、誘導された CTL に抗原特異的な細胞傷害活性

があるか最終免疫の 7 日後に in vivo CTL assay を行い、解析を行った。その結果、αβ-ATP 併用投与群

でのみ、OVA をパルスした細胞の減少が示された。さらに抗原特異的細胞傷害活性を解析すると、αβ-

ATP 併用群でのみ、抗原特異的細胞傷害活性の上昇が示された (Fig. 8B)。そこで、実際に αβ-ATP の併

用投与により抗腫瘍効果を示すかどうか検討を行った。最終投与の 7 日後に E.G7-OVA 腫瘍細胞を皮

内接種し、経日的に腫瘍体積の解析を行った結果、αβ-ATP 併用群でのみ腫瘍の増殖抑制効果を示した 

(Fig. 8C)。 

 

 

 

 

 

4. P2受容体阻害剤を用いた T 細胞誘導阻害効果や抗腫瘍効果減弱の解析 

 これまでの結果より、αβ-ATP は抗原特異的な CTLを誘導し、抗腫瘍効果を示した。そこで、この効

果が αβ-ATP による P2 受容体刺激を介したものであるかを解析するため、P2 受容体阻害剤である

suramin[49]を αβ-ATP 投与 1 時間前に投与し、各種解析を行った。まず、T 細胞の割合に関して解析し

Fig. 8 Effect of αβ-ATP on OVA-specific antibody and antitumor effect. 

(A) Serum IgG1 and IgG2c. OVA-specific IgG1 and IgG2c titers were measured by ELISA. (B) In vivo CTL assay. Mice 

were immunized as mentioned above. One week after the immunization, these mice were intravenously injected 

with OVA257−264-pulsed CFSEhigh splenocytes (antigen-positive target), and non-pulsed CFSElow splenocytes 

(negative control). After 16 h, CFSE-labeled target cells in the spleen were analyzed by flow cytometry. The data 

are expressed as mean ± SE of results from five mice. (C) Antitumor effect: mice were immunized as mentioned 

above. One week or 8 weeks after the immunization, mice were challenged with E.G7-OVA cells in the flank. The 

tumor volume was calculated by measuring the major and minor axes of the tumor at indicated time points. The data 

are expressed as mean ± SE of results from six mice. *P < 0.05. **P < 0.01. 
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た。αβ-ATP 投与で頸部リンパ節や鼻粘膜固有層において上昇が認められた Th17 細胞と CTL の割合は

suramin の前投与により著しく減少することが示された。また、頸部リンパ節において上昇が認められ

た Th2 細胞の割合も suramin の投与により減少することが示された (Fig. 9A)。さらに、αβ-ATP 併用群

で示された腫瘍の増殖抑制効果が、suramin の併用により減弱することが示された。一方、suramin の併

用によって PBS投与群間および OVA投与群間における抗腫瘍効果に差は認められなかった (Fig. 9B)。 
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Fig. 9 Inhibition of αβ-ATP-enhanced CTL responses by suramin, a P2 receptor inhibitor. 

(A) Induction of OVA-specific Th17 cells and CTLs in vivo. C57BL/6 mice were intranasally immunized with 

PBS, OVA alone or OVA + αβ-ATP in the presence or absence of suramin three times with 1-week intervals. One 

week after the last immunization, cells were isolated from the nasal lamina propria and cervical lymph nodes. 

Isolated cells were stimulated with OVA (1 mg/ml) for 48 h or OVA peptide (1 µg/ml) for 24 h in vitro. Th17 cells 

(CD4+IL-17+ cells), Th2 cells (CD4+IL-4+ cells) and CTLs (CD8+IFN-γ + cells) were counted by flow cytometry. 

The data are expressed as mean ± SE of results from six mice. (B) Antitumor effect: Mice were immunized as 

mentioned above. One week after the last immunization, mice were challenged with E.G7-OVA cells in the flank. 

The data are expressed as mean ± SE of results from six mice. *P < 0.05. **P < 0.01. 
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Ⅲ. 考察および小括 

 

粘膜組織では様々な DC サブセットが存在する。本章において標的とした CD70+, CD11bhi, CD11clow 

DC は他の DC サブセットと比べて ATP の受容体となる P2 受容体が多く発現しており、腸内細菌の産

生する ATP によって Th17 細胞を誘導することが報告されている[44]。本章で得られた結果は、

CD70+DC が鼻粘膜固有層に存在しており、in vitroにおける CD4+ T 細胞との共培養においても αβ-ATP

添加群で Th17 細胞の指標となる IL-17A の上昇を示した。そして、αβ-ATP を併用投与することで、鼻

腔内免疫に関連する組織において Th1 細胞ではなく Th17 細胞の上昇やそれに続く CTL 誘導が認めら

れた。さらに、誘導された CTL は抗原特異的な細胞傷害活性を示す細胞であり、OVA を発現している

腫瘍細胞に対する抗腫瘍効果も示した。そして、P2 受容体の阻害剤である suramin 投与によって、αβ-

ATP 併用投与による抗腫瘍効果の減弱が認められた。そのため、αβ-ATP の作用は P2 受容体を介した

作用であると考えられる。 

粘膜組織特有の Th17 細胞を誘導できる DC サブセットには CD70+, CD11bhi, CD11clow DC 以外にも

CD11b+, CD11chi, TLR5+ DC が存在する[45]。この DCは TLR5のリガンドとなる flagellinの刺激を受け

ることで活性化し Th17 細胞の分化誘導を促進している報告はあるが、P2 受容体を介して Th17 細胞を

誘導するかは不明である。しかし、TLR3 以外の TLR のシグナル伝達経路にはアダプタータンパク質

である MyD88 が関与するが[50]、MyD88-KO マウスに ATP 投与を行うことでも腸内の Th17 細胞が増

加することが報告されている。この報告からも CD70+, CD11bhi, CD11clow DCが Th17細胞を誘導してい

ることは確かであると考えられる[44]。この研究においても、P2 受容体阻害剤である suramin 投与によ

り、腫瘍の増殖抑制効果が著しく減弱した。そのため、TLR5+ DC ではなく CD70+, CD11bhi, CD11clow 

DC を介した Th17 細胞の分化増殖が促進されたと考えられる。また、αβ-ATP の併用投与によって Th2

細胞の誘導も認められた。これは、以前の論文においても、αβ-ATP の皮内投与により抗体価の誘導が

見られたことからも、IL-4 の誘導に関しては粘膜組織に存在する CD70+ DCに限らず、他の DC におい

ても誘導されると考えられる[51]。 

これまでに Th17 細胞はリンパ腫[52]、骨髄腫[53]、乳がん[54]、結腸がん[55]、胃がん[56, 57]、肝細

胞がん[58]、黒色腫[54]、卵巣がん[59, 60]、前立腺がん[61]など、さまざまな種類のヒトの腫瘍に存在

することが明らかとなっており、組織によって腫瘍を増殖させる働きや腫瘍を減少させる働きを示す
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という、異なる報告が数多くされていた。腫瘍を増殖させる働きでは、IL-17 が腫瘍組織における血管

新生や血行性の転移を促進させることが報告されている[58, 62, 63]。腫瘍を減少させる働きとしては

CTL や NK 細胞の反応性を向上させることや好中球浸潤を増加させることで腫瘍を排除するとの報告

がある[64, 65]。そして、Th17 細胞はパーフォリンやグランザイムを産生しないため直接的に抗腫瘍効

果を発揮しないと考えられている[66, 67]。そのため、他の抗腫瘍活性を持つ免疫細胞を誘導すること

で間接的に抗腫瘍活性を引き起こすと考えられる[68]。また、Th17 細胞の産生する IL-17 はマクロファ

ージを活性化して IL-12 の産生を促進することが報告されており[69]、IL-12 は CTL の産生促進や細胞

傷害活性の向上を引き起こすことが知られている[70]。さらに、近年では IL-2 を介して CTL を誘導し

ているとの報告がされた[39]。今回の αβ-ATP 投与でも、従来から CTL誘導を行うことが知られている

Th1 細胞は増殖していないが、Th17 細胞の増殖と CTLの上昇が示されたことから、Th17 細胞を介した

CTL誘導が行われたと考えられる。さらに、肺転移がんにおいては Th1 細胞の移入よりも Th17 細胞の

移入による CTL 誘導効果や抗腫瘍効果が強いことが報告されている[41]。こういった報告からも、Th1

細胞だけでなく、Th17 細胞を介した CTL 誘導アジュバントの探索や開発を行うことは、がん種や病原

体に合わせた治療に活かすことができると考えられる。 

免疫系は全身を循環する血液のリンパ球あるいは胸腺や脾臓などを中心とした全身免疫系と腸管を

はじめとした粘膜で被膜された臓器で作動している粘膜免疫系に分けることができる。そして、皮下

投与などの全身免疫系へのワクチン投与では粘膜免疫系をほとんど誘導することができないが、鼻腔

内投与などの粘膜免疫系へのワクチン投与では粘膜免疫系だけでなく全身免疫系も誘導されることが

知られている[71, 72]。今回の研究で鼻腔内投与により皮内投与した腫瘍に対する抗腫瘍効果を示すと

いう、全身免疫系での効果を示した。鼻腔内投与により全身免疫系である頸部リンパ節で免疫反応が

起こるという報告があるため[73, 74]、頸部リンパ節で CTL 誘導が行われた結果、抗腫瘍効果を示した

のではないかと考えられる。 

以上のことから、αβ-ATPは CD70+ DCの持つ P2Rを介した Th17 細胞依存的な CTL誘導を行う新規

ワクチンアジュバントとして有効であると考えられる。 
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総括 

 

Th 細胞は現在では様々な種類が明らかとなっているが、近年まで Th1 細胞と Th2 細胞の二種類の存

在しか知られていなかった。そして、Th1細胞と Th2 細胞は互いの反応を抑制していることが知られて

おり、これらのバランスの変化が異常な免疫応答を引き起こすという、Th1/Th2 バランス仮説により

Th細胞の関わる疾患の説明が行われてきた[75]。しかしながら近年、新たに Th17 細胞や Tregが同定さ

れ、これまで以上に Th 細胞が様々な免疫応答を制御することが明らかになった。本研究は、近年明ら

かとなった細胞である、Th17 細胞や Treg の機能を利用して免疫増強を行うアジュバントの開発を試み

た研究となる。新たな Th 細胞サブセットの同定により、アジュバントとして利用できる Th 細胞サブ

セットの幅が広がったと考えられる。このような Th 細胞サブセットを制御できるアジュバントを研究

することで、これまでにない新たなメカニズムによって免疫増強を達成するワクチンの開発に応用で

きると考えられる。 

現在 CTL 誘導ワクチンアジュバントとして最も研究が進んでいるのが TLR リガンドである。TLR

リガンドの中には強い副反応が起きないように改良されたものもあり、いくつかの TLR リガンドで臨

床試験が行われた[76-78]。しかし、臨床試験を行っていた 50個以上の TLR リガンドのほとんどが第三

相試験にて効果不十分でドロップアウトしている[8]。このことからも TLR リガンド以外のアジュバン

ト候補物質を探すことが重要となる。 

従来から知られている Th細胞である Th1 細胞および Th2 細胞を介したアジュバント活性を持つ研究

が進められていた。今回の研究によって Treg の機能を抑制することで免疫活性を向上させるアジュバ

ントや、Th17 細胞を増加させることで CTL の誘導を向上するアジュバントに関する研究を行い、その

抗体誘導効果や抗腫瘍効果を提示した。これらは従来の Th1 細胞や Th2 細胞を標的としたアジュバン

トではなく、これまでにないメカニズムのアジュバントである。そのため、従来のアジュバントとの

併用により、相乗効果が得られる可能性が考えられる。こういった作用メカニズムの異なるアジュバ

ントであれば、単一のアジュバントよりも効果が得られることが報告されている[79]。また、アジュバ

ントの投与量を減少させても同等以上の効果が得られ、アジュバントの副反応を減少させることにつ

ながると考えられる。 

一方で、Treg や Th17 細胞はそれぞれ自己免疫疾患にも関与している。Treg の反応を抑制すること
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により、本来 Treg が抑制していた自己に対する免疫応答が誘導される可能性が考えられる。また、自

己免疫疾患に関与する Th17 細胞を誘導することにより、過剰な免疫応答を引き起こす可能性が考えら

れる。こういった自己免疫疾患が引き起こされる可能性は完全に排除することはできない。しかしな

がら、ワクチンとして短期的に局所投与を行うことにより、その可能性は低くなると考えている。自

己免疫疾患の原因は未だ不明な点が多いが、遺伝的な要因や環境による要因が絡み合い、免疫機能に

異常をきたして発症すると考えられている。そして、その要因には感染症による影響が最も多いと考

えられている。感染が自己抗原への交差反応性免疫応答を向上してしまう可能性があり、免疫応答の

上昇が感染期間中に全身で引き起こされることが原因として考察されている。ワクチンの投与によっ

て免疫応答が上昇するが、その期間は感染症よりも短く、投与部位周辺で局所的に引き起こされるた

め、自己免疫疾患が発症する可能性は少ないと考えられる。そして、現在使用されているワクチンの

投与によって自己免疫疾患が発症した割合は限りなく少ないことが知られている。また、自己免疫疾

患を引き起こす感染症はワクチンで防ぐことも可能であり、ワクチン投与により感染症の発症リスク

を減少させることで、自己免疫疾患が発症する確率が低くなることも明らかとなっている[80]。 

CTL を誘導するアジュバントは感染症だけでなく、がんに対しても使用可能である。現在、免疫チ

ェックポイント分子阻害剤である PD-1 抗体が注目を集めており、様々な抗がん作用のある薬物との併

用投与により抗がん効果の上昇が期待されている。PD-1 は T 細胞上に存在する分子であり、PD-L1 と

結合することで T 細胞の活性を抑制しており、がん細胞が T 細胞の免疫排除を逃れている[81]。この

PD-1 を抗体でブロックすることにより、T 細胞への免疫抑制シグナルが入らなくなり、がん細胞を排

除することができる。今回の研究ではがん細胞の実質的な排除を担っている CTL を誘導している。腫

瘍抗原特異的な CTL が存在しなければ、多量の PD-1 抗体を投与したとしてもほとんど効果を発揮し

ないと考えられる。そのため、アジュバントと PD-1 抗体の併用により、さらなる抗腫瘍効果の上昇が

期待できると考えられる。 

以上、本研究において、CCR4 阻害剤は筋肉組織において Tregの集積を抑制することで、DC の活性

化やリンパ節への遊走を促進し、抗体の誘導および抗腫瘍効果を示した。さらに、P2 受容体アゴニス

トは粘膜組織の CD70+ DC を活性化させることで、Th17 細胞依存的な CTL 誘導および抗腫瘍効果を示

した。このように、Th 細胞を制御することによってワクチン反応の向上が可能であることを明らかに
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した。こういった様々な Th 細胞の時間的な制御や空間的な制御によって、疾患に合った免疫反応を誘

導できるワクチンシステムの構築が進むと考えられる。そして、これによって構築されたワクチンシ

ステムは、がんや感染症だけでなく、生活習慣病や他の疾患においても利用することができる。その

ため、作用メカニズムの異なる様々なワクチンアジュバントの研究開発は多くのヒトを含めた動物に

おいて有用な研究であると考えられる。  
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22 を作成頂きました近畿大学薬学部創薬科学科 講師 西脇敬二 先生、本論文作製にご協力頂きました

化学療法学研究室の皆様に心より感謝し、厚く御礼申し上げます。 

本論文をまとめるにあたり貴重なご指導、ご助言を賜りました主査 近畿大学薬学部病態薬理学研究

室 教授 川畑篤史 先生、副主査 近畿大学薬学部生物薬剤学研究室 教授 岩城正宏 先生に御礼申し上げま

す。 

最後に、常に暖かく見守り支えてくれました家族に感謝いたします。 

 


