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要旨 

 

【背景と目的】 

免疫応答によるがん細胞の傷害には、細胞傷害性 T細胞(CTL)の「プライ

ミング」「腫瘍内への浸潤」「エフェクター活性の発揮」の 3点が不可欠で

ある。このうちプライミングは樹状細胞(DC)による腫瘍抗原の抗原提示に

よって達成される。 

当研究室ではこれまでに、トル様受容体(TLR)のリガンドが DC を成熟化

させて抗原提示能を増強することに注目し、プライミングを増強するアジ

ュバントとして新規 TLR リガンドの開発を行ってきた。マウスモデルで

既知の腫瘍抗原と共にアジュバントを投与すると、腫瘍は劇的に退縮し、

さらには既存のがん免疫療法であるチェックポイント阻害剤の抵抗性が解

除される。したがって、TLR リガンドは優れたがん治療薬候補になる。し

かし、このワクチンの試みは腫瘍抗原の同定と合成を前提としており、ヒ

トの抗原同定にはテーラーメイド医療として膨大な遺伝子解析を実施する

必要がある。そのため現状ではアジュバントのがん治療への応用は容易で

はない。 

さらに、腫瘍内には種々の免疫抑制細胞が浸潤し、CTLのエフェクター活

性を抑制する微小環境を構築する。TLR は代表的な腫瘍内免疫抑制細胞で

ある腫瘍内マクロファージ(TAM)にも高発現し、その刺激は CTLのプライ

ミングとは反対に、腫瘍の増悪に寄与する場合がある。したがって TLR

リガンドをがん治療に用いるには、この微小環境を改善して負の免疫応答

を取り除く必要がある。 

これらの背景から、第一章では簡便な抗がん CTL誘導法の開発を目的と

して、死細胞貪食による DC への抗原到達を応用した放射線/TLR リガン

ド併用療法を開発した。さらに第二章では免疫抑制性微小環境を改善する

ために、マクロファージ調節機能を有するチオール性アミノ酸誘導体 L-

ergothioneine (EGT)を用いたがん免疫療法について検討した。 

 

 

第一章 TLRリガンドと放射線を用いた新規がん免疫誘導法の開発 

【方法・結果】 

(1) 卵白アルブミン発現ルイス肺癌細胞(LLC-OVA)移植をマウスに皮下移

植し、担がんマウスモデルを作成した。本モデルでは、放射線単独治療に

よる CTL依存性の免疫応答は得られなかった。このマウスに放射線照射
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と TLR3 リガンド投与を併用すると、腫瘍抗原である OVAを投与しなか

ったにも関わらず、がんの増殖は強力に抑制された。 

(2) DC 機能不全である Batf3-/-マウスや、CTLを抗体で除去したマウスで

放射線/TLR3 リガンド併用療法を実施したところ、TLR3 リガンドによる

放射線の治療効果増強は消失した。 

(3) 放射線/TLR3 リガンド併用療法を実施し、治療開始から 6~10 日後にフ

ローサイトメトリーによる解析を行った。その結果、併用療法はそれぞれ

の単独治療に比べて顕著にリンパ節の CD44+ CD62L- CTLを増加させた。

この応答はプライミングの増強を表す。TLR3 リガンドあるいは放射線の

単独治療ではこの作用は認められなかった。また、本併用療法は腫瘍内に

浸潤する CTLの割合も増加させた。 

(4) 腫瘍内の遺伝子発現を解析したところ、放射線/TLR3 リガンド併用療

法は CTLの遊走に関与する CXCL9, 10 と CCL3, 4, 5 の発現や、細胞傷害

活性に関連する Perforin、Granzyme B、IFN-γの発現を高めていた。 

 

【考察】 

本研究から、TLR3 リガンドはがん放射線治療のアジュバントとして機能

し、その治療効果を大きく増強することがわかった。その作用は樹状細胞

と CTLに依存しており、なおかつ強力にリンパ節における CTLのプライ

ミングを誘導するものであった。さらに、本手法は腫瘍抗原の投与を必要

としなかったことから、複雑な遺伝子解析を必要としない、簡便な腫瘍反

応性 CTLの活性化法として利用可能と考えられる。 

 

 

 

第二章 L-ergothioneine による TLR応答調節は免疫抑制性がん微小環境

を改善する 

【方法・結果】 

(1) 骨髄由来マクロファージを EGT存在下で各種 TLR リガンドによって

刺激したところ、TLR リガンド単独時に比べて IL-12p40など免疫系を活

性化する因子の発現が上昇し、IL-10や CD206、Arginase-1など免疫抑制

に関連する分子の発現は減弱した。つまり、EGTは免疫系を活性化するよ

うにマクロファージの TLR 応答を調節した。 
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(2) マウスに LLC-OVA細胞を移植し、TLR2 リガンドと OVAを投与し

た。さらに EGT を併用したところ、腫瘍増殖は単独治療よりも強力に抑

制された。抗体により CTLを除去すると EGTの作用は消失した。 

(3) フローサイトメトリーによって腫瘍内微小環境を解析した。TLR2 リ

ガンドの投与条件下で、EGTは TAMに作用し、割合の減少と CTL抑制性

分子(PD-L1や Arginase-1等)の発現減少をもたらした。一方で種々の CTL

活性化マーカーの発現は EGTの併用により増加していた。 

(4) 共培養実験の結果、EGTによる TAM 機能調節が直接的に CTL抑制を

解除した。この作用は EGTのチオール基に依存した。しかしながら、同

様にチオール基を有する N-acetyl-L-cysteine には CTL抑制を解除する作用

がなく、EGTのチオール基に特有の性質が認められた。 

 

【考察】 

本研究から、EGT が TAMの CTL抑制を解除することで、TLR2 リガンド

を用いたワクチン療法の治療効果を増強することがわかった。EGT がどの

ような細胞内メカニズムで TAM機能を調節するのかについては不明な点

が残るが、腫瘍内微小環境を改善し、CTLの抗腫瘍活性を引き出すための

新規手法として EGT の今後の応用が期待される。 

 

 

【結論】 

本研究の第一章では、放射線に TLR リガンドを併用することで、抗腫瘍

性 CTLのプライミングと腫瘍内浸潤を極めて簡便に誘導できることを示

した。さらに第二章では、TLR リガンドの存在下で、腫瘍内に浸潤した

CTLのエフェクター活性が EGTによって劇的に改善されることを明らか

にした。TLR リガンド/放射線/EGTの三者併用療法がさらに優れた抗腫瘍

効果をもたらすかは今後の検討課題である。全体を通して本研究は自然免

疫制御をがん治療に対して利用する価値をさらに高める研究であり、その

成果はがんに対する CTLの誘導や、がん微小環境の制御法に反映され

る。本研究をさらに発展させることで、これまで免疫療法が無効であった

患者にも有効な、新規がん免疫療法が達成されると考えられる。  
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略語表 

Ab Antibody 

APC Antigen presenting cell 

BMDM bone marrow-derived macrophage 

CBA Cytometric bead assay 

CCL CC chemokine ligand 

CD Cluster of differentiation  

cGAS Cyclic GMP-AMP synthase 

CTL Cytotoxic T lymphocyte; CTL 

CXCL C-X-C motif chemokine ligand  

DAMPs Damage associated molecular patterns 

DC Dendritic cell 

DLN Draining lymph node 

EGT L-ergothioneine 

GMP Good Manufacturing Practice 

HER L-Hercynine 

IFN Interferon 

IL Interleukin 

iNOS Induced nitric oxide synthase 

KO Knockout 

LPS Lipopolysaccharide 

MDA5 Melanoma differentiation-associated gene 5 

MDSC Myeloid-derived suppressor cell 

MHC Major histocompatibility complex 

MHC Major histocompatibility complex 

M-MDSC Monocytic MDSC 

MyD88 myeloid differentiation primary response 

MΦ Macrophage 

NAC N-Acetyl-L-cysteine 

OCTN1 Organic cation/carnitine transporter 1 

OVA Ovalbumin 

Pam2CSK4 2,3-Bis(palmitoyl) propyl Cys-Ser-Lys-Lys-Lys-Lys  

Pam3CSK4 2,3-Bis(palmitoyl) propyl-N-palmitoyl-Cys-Ser-Lys-Lys-Lys-Lys  
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PAMPs Pathogen associated molecular pattern 

PMN-MDSC Polynuclear MDSC 

PolyI:C Polyinosinic-polycytidylic acid  

PRR Pattern-Recognition Receptor 

ROS Reactive oxygen species 

STING Stimulator of interferon genes 

TAA Tumor-associated antigen 

TAM Tumor-associated macrophag 

TAN Tumor-associated neutrophil 

TICAM-1 TIR domain-containing adapter molecule-1 

TLR Toll-like receptor 

TNF-α Tumor necrosis factor-α 

Treg Regulatory T cell 

TUNEL TdT-mediateddUTPnickendlabeling 

WT Wild-type 
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序章 

自然免疫と獲得免疫 

免疫系は自己と非自己を認識し、非自己を体内から排除する様に進化し

た。ヒトを含む脊椎動物では、免疫系は自然免疫と獲得免疫に大別され

る。自然免疫は非自己成分のパターン分子を認識して即時的な細胞応答を

誘導する。自然免疫細胞にはマクロファージ(Macrophage; MΦ)、樹状細胞

（Dendritic cell; DC）、好中球等が該当し、貪食、細胞変調因子をはじめと

した抗原非特異的かつ速やかな異物の排除応答を惹起する。さらに MΦや

DC は抗原提示細胞（Antigen presenting cell; APC）に分類され、異物の抗

原情報を獲得免疫細胞（リンパ球）に提示し、活性化をもたらす。即ち、

自然免疫は獲得免疫とリンクする。 

獲得免疫において非自己を規定する分子構造は抗原と呼ばれ、抗原は病

原微生物や異種細胞等のあらゆる非自己に含まれる。一方、自己由来の細

胞も抗原性を有する場合があり、一例としてがん細胞の遺伝子変異で生じ

た異常タンパク質が抗原として振る舞うことが知られている(Lee et al., 

2018)。獲得免疫系は抗原特異的であり、T細胞や B細胞により構成さ

れ、強力かつ持続的な免疫応答を引き起こす(Iwasaki and Medzhitov, 

2015)。つまり、自然免疫は抗原非特異的な防御を行うのみならず、獲得

免疫活性化の起点となって、引き続く免疫応答を司るはたらきを有する。

そのため、自然免疫の効率的な活性化が生体防御の達成にとって非常に重

要である。 

 

自然免疫活性化シグナル 

APC を活性化させるには、パターン認識受容体（Pattern-Recognition 

Receptor; PRR）の刺激が重要である。PRR には細胞膜上およびエンドソー

ム内に局在する Toll-like receptor（TLR）や細胞質内に局在する RIG-I like 

receptor等が含まれ、これらのリガンドには細菌やウイルスに由来する病

原体関連分子パターン（Pathogen associated molecular patterns; PAMPs）

や、傷害を受けた自己細胞に由来するダメージ関連分子パターン

（Damage associated molecular patterns; DAMPs）が該当する(Blander and 

Sander, 2012; Kono and Rock, 2008)。 

本研究では特に DC に発現する TLR の刺激による自然免疫応答に着目

する。TLR は DC やMΦに高発現する受容体であり、ヒトでは 1-10の十

種類が知られている。TLR3 を除いた TLR1-9の刺激は、アダプター分子

である myeloid differentiation primary response (MyD88)をリクルートする。
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TLR3 のシグナル伝達は TIR domain-containing adapter molecule-1 (TICAM-1; 

別名 TRIF)に依存し、さらには TLR4 の一部シグナルも TICAM-1 分子を介

する。これらのシグナル伝達は最終的に NF-κB や AP-1、IRF ファミリー

等の転写因子を活性化する(Pandey et al., 2014; Stack et al., 2014)。その結果

サイトカインやⅠ型インターフェロンの産生が生じ、さらに主要組織適合

複合体（Major histocompatibility complex ; MHC）分子や副刺激分子

（CD80、CD86）など抗原提示に必須の分子群が発現上昇する。TLR 刺激

は複合的に獲得免疫の成立を導く(Dalod et al., 2014; Seya et al., 2015)。 

 

腫瘍に対する免疫応答 

自然免疫による獲得免疫の成立は、がんの排除に重要な役割を果たす。

獲得免疫系細胞のうち、細胞傷害性 T細胞（Cytotoxic T lymphocyte; 

CTL）はがん細胞を傷害する最終エフェクター細胞として知られており、

腫瘍に反応する CTLは、APC が腫瘍関連抗原（Tumor-associated antigen; 

TAA）を主要組織適合複合体 (Major histocompatibility complex; MHC)クラ

スⅠを介して提示すること（クロスプレゼンテーション）で誘導される。

この過程は新たに CTLを活性化する初回刺激であることから、プライミ

ング相と呼ばれる。クロスプレゼンテーション活性は APC の中でも特に

DC に強く、マウス CD8α+/CD103+DC あるいはヒト CD141+ DC がその担

当サブセットである(Joffre et al., 2012)。活性化して血中に移行した CTLは

CXCL9, 10, 11 および CCL3, 4, 5 のようなケモカインシグナルを介して腫

瘍内に浸潤し、そこで抗原特異的な抗腫瘍作用を発揮する（エフェクター

相）(de Charette et al., 2016) （図 1）。 

図 1. DC による抗がん CTL応答の誘導：プライミング相、浸潤、エフェクター相 

 

このように CTLの誘導は腫瘍排除に重要であるが、担がん患者のほと

んどで CTL応答は正常に機能していない。プライミング相と CTL浸潤の
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不足は組織学的にそれぞれ、CTLが腫瘍内に存在しない免疫枯渇型と、腫

瘍の中心部まで CTLが達していない排除型につながる。また、CTLが腫

瘍内に十分存在している組織型を炎症型と呼ぶが、CTLの疲弊化や、免疫

抑制細胞の浸潤が強い場合には抗がん免疫系の働きは弱い(Chen and 

Mellman, 2017; Galluzzi et al., 2018)（図 2）。そのため、それぞれの免疫抑

制状態に基づき適切に応答を改善することが、効果的ながん免疫療法の達

成に重要である。例えば、TAAの外的投与はがんワクチンとしてプライミ

ング相を増強して免疫枯渇を解除すると考えられ、抗 PD-1抗体等の免疫

チェックポイント阻害剤は、疲弊化 CTLの機能を改善することで炎症型

腫瘍に対して治療効果を発揮する(Chen and Mellman, 2017)。 

 なお、腫瘍内の免疫抑制細胞としては制御性 T細胞（Regulatory T cell; 

Treg）や、腫瘍関連マクロファージ（Tumor-associated macrophage; TAM）

および腫瘍関連好中球（Tumor-associated neutrophil; TAN）が挙げられる。

さらにミエロイド由来抑制性細胞（Myeloid-derived suppressor cell; 

MDSC）も腫瘍内に浸潤しており、TAM への分化能を有する単球系

MDSC (Monocytic MDSC; M-MDSC)と TANに似た多形核細胞系 MDSC 

(polynuclear MDSC; PMN-MDSC)が観察される(Munn and Bronte, 2016; Ugel 

et al., 2015; Veglia et al., 2018)。これらの細胞の免疫抑制能を解除すること

もがんの治療戦略となり得る。 

図 2. 腫瘍内の免疫状態と腫瘍排除の成否  
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自然免疫シグナルの利用・調節による抗がん免疫応答の増強 

CTL活性化や腫瘍内微小環境の構築には、DC やMΦのような TLR 高

発現の細胞が重要な役割を果たす。腫瘍反応性 CTLの誘導には、TAAと

DC を成熟化する免疫賦活物質（アジュバント）が必須である(Seya et al., 

2015)。CTLを活性化するヒト CD141+ DC に TLR2 ヘテロダイマー

(TLR2/1 と TLR2/6)と TLR3 のみが高発現することを考慮すると(Jongbloed 

et al., 2010)、これらのリガンドがワクチンのアジュバントとしてがん治療

に応用され得る。そのため、当研究室を含む国内外のグループにより、物

性、有効性、そして安全性に注目して様々な新規 TLR2および TLR3 リガ

ンドが開発されている(Akazawa et al., 2018; Matsumoto et al., 2015; Wang et 

al., 2018)。さらに TLR2/TLR3 リガンドは腫瘍内に CTLを浸潤させる作用

も有するため(Takeda et al., 2017, 2018a)、これらは免疫枯渇型腫瘍や排除型

腫瘍を改善するものと期待される。 

一方でワクチンに用いる TAAとして、がん細胞の遺伝子異常によって

生じる抗原性の変異タンパク質、すなわちネオアンチゲンが有効である

(Hu et al., 2018)。そのために全エキソンシーケンスを利用した抗原ペプチ

ド合成が提案されており、これは腫瘍内遺伝子変異とMHC ハプロタイプ

を解析して、抗原提示されるペプチド構造をアルゴリズムで予測するもの

である(Aurisicchio et al., 2018)。しかしながら、ネオアンチゲンの同定には

精度、所要時間、費用等の問題があり、現状では Good Manufacturing 

Practice (GMP)の基準を満たすワクチンの合成には、一人の患者につき 3~4

カ月を要すると見積もられる(Hu et al., 2018; Sahin and Türeci, 2018)。さら

に近年、イントロン関連のネオアンチゲンが報告されており、エキソン解

析だけでは有効な抗原を見落とす可能性が示唆される(Smart et al., 2018)。

この背景から、腫瘍細胞に含まれるネオアンチゲンを包括的に、なおかつ

簡便に投与する方法が望まれる。 

これまでに腫瘍細胞に含まれるネオアンチゲンを包括的に投与する手法

として、患者から摘出した腫瘍を放射線等により死細胞処理してワクチン

化することが試行されている(Hu et al., 2018)。しかし、本手法ではワクチ

ンの品質を一律にすることが困難であり(Guo et al., 2013)、医薬品として承

認されない恐れがある。この問題を解決するためには、画一的な薬剤の投

与により抗がん免疫を誘導することが必須である。 

そこで、本研究では既存の化学療法や放射線療法によって生じるがん細

胞の死がネオアンチゲンの供給源になること(Galluzzi et al., 2016)を利用

し、この時に生理活性の定義された免疫アジュバントを投与することでワ
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クチンとしての効果が得られる可能性を考えた。その研究として第一章で

は既存のがん治療法として放射線を用い、アジュバントとしての TLR リ

ガンドの併用が CTL誘導（プライミングおよび腫瘍内浸潤）を達成する

か検討した。本手法は既存の治療法に薬剤を一つ追加するだけで成立する

ため、第一章の研究成果は CTLの誘導および腫瘍内浸潤をもたらす簡便

な手法を与えるものと期待される（図 2）。 

さらに TLR リガンドをワクチンに用いて、CTLのプライミングと腫瘍

内浸潤を誘導しても、上述したように CTLの疲弊や免疫抑制性細胞の機

能を解除しない限りは、治療効果の制限が予想される。特に TLR2 リガン

ドは腫瘍内微小環境において免疫抑制性のMΦにはたらき、DC 成熟化の

作用とは反対にがんの進展に寄与することが知られている(Kim et al., 2009; 

Kuang et al., 2007; Maruyama et al., 2015; Shime et al., 2017)。そのため、腫瘍

制御に適した応答を増強し、適さない応答を減弱する必要がある。本研究

の第二章では抗酸化性アミノ酸 L-ergothioneine (EGT)がMΦの TLR 応答を

調節することを発見したため、EGTが TLR2 がんワクチンと共にはたらく

腫瘍内微小環境の改善剤として使用できるか検討を行った。第二章の研究

結果は腫瘍内の免疫抑制状態を解除する新たなアプローチをもたらすもの

と期待される（図 2）。 
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第一章 

新規抗がん免疫誘導法としての 

放射線/TLR3リガンド併用療法の開発 

緒言 

 

 第一章では既存のがん治療法と TLR リガンドの免疫アジュバントとし

ての機能を利用して、抗原の同定を必要としない簡便な抗がん免疫誘導法

を開発する。がんに対する放射線の使用はがん細胞の死をもたらし、死細

胞貪食、または細胞内成分の流出を介して TAAを DC に到達させる

(Galluzzi et al., 2016)。腫瘍内で TAAを取り込んだ DC はリンパ節に移行

し、Naïve CD8+ T cell に対するクロスプレゼンテーションを行い、CTLの

プライミングを行う(Chen and Mellman, 2013)。したがって放射線治療は抗

原の同定と投与を必要としない、簡便な抗がん免疫誘導法としてのポテン

シャルを有するものである。 

放射線で生じるがん死細胞は TAAのみならず、PRR を刺激する DAMPs

（特に DNA）を放出し、DC の抗原提示能を増強することが報告されてい

る(Deng et al., 2014)。しかし、実際には死細胞はアジュバント無しには抗

がん免疫系を誘導することはできず(Ahn et al., 2018; Azuma et al., 2012; Ju et 

al., 2016)、自然に生じた DAMPs による DC 抗原提示誘導は限られた条件

でのみ達成されるものと予想される。臨床的には放射線療法における免疫

学的な治療効果としてアブスコパル効果（放射線照射後に生じる非照射領

域での腫瘍抑制効果）が知られているが、その発生頻度はまれであると報

告されており、放射線治療のみでは十分に免疫系を誘導できないことが示

唆される(Reynders et al., 2015)。 

 そこで、本研究では DC 成熟化能に優れる TLR リガンドを放射線に併

用することで抗がん免疫の誘導が達成できるものと考え、検討を行った。

TLR リガンドはがんワクチンのアジュバントとして優れた CTL誘導能を

発揮するため、内因性に生じた TAAに対してもアジュバント効果を発揮

すると期待できる。特に当研究室では TLR3 を標的として、全身性のサイ

トカイン過剰産生を起こさない安全な合成アジュバントの開発を行ってい

るため(Matsumoto et al., 2015; Takeda et al., 2017)、本研究では TLR3 リガン

ドを放射線に併用する。予想が正しければ、本併用療法は単に放射線の治

療効果を改善するのみならず、抗原の同定・投与を必要としないがん免疫

誘導法を達成すると期待される。  
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実験材料と方法 

 

1. マウス 

WTの C57BL/6 マウス(以下WT B6) は日本クレア社より、Batf3-/-マウス

は Jackson Laboratory社より購入した。Tnf-α-/-マウスは東京理科大学 岩倉洋

一郎教授より、Tlr3-/-マウスは大阪大学 審良静男教授より供与された。

Ticam1-/- マウス、Mavs-/- マウス、Tmem173-/- マウスは当研究室で作成され

た(Akazawa et al., 2007; Oshiumi et al., 2011; Takashima et al., 2016)。 

マウスは SPF条件下で飼育され、6~14週齢で使用された。全ての動物実験

は、北海道大学動物実験に関する規程に従い、承認を受けて行った。 

 

2. 細胞培養 

 

卵白アルブミン発現ルイス肺癌細胞(LLC-OVA)は北海道大学 西村孝司

元教授ならびに北村秀光准教授らから供与された。LLC-OVA細胞は 10%

非動化 FBS、2 mM L-glutamine、25 mM HEPES、55 µM2-ME、100 U/mL 

penicillin、100 µg/mL streptomycin、100 µg/ml G418 を含む IMDM 中で培養

した。培養は 37°C、5% CO2の条件下で行った。 

GFP 発現 LLC-OVA細胞は当研究室で作成されたものであり、LLC-

OVA細胞（1.25 × 106）に LIPOFECTAMINE2000 を用いて pME-EGFP-

IRES-Puroプラスミド（8 µg）をトランスフェクションし、1.5 µg/ml 

Puromycin でセレクションすることで得られた。培養は LLC-OVA 細胞と

同様のメディウムに 1.5 µg/ml Puromycin を加えて行われた。pME-EGFP-

試薬 メーカー 

ウシ胎児血清(Fetal bovine serum; FBS) GE Healthcare 

L-Glutamine Thermo Fischer Scientific 

HEPES Thermo Fischer Scientific 

2-mercaptoethanol (2-ME) Thermo Fischer Scientific 

Penicillin/streptomycin Thermo Fischer Scientific 

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium 

(IMDM) 

Thermo Fischer Scientific 

LIPOFECTAMINE2000 Thermo Fischer Scientific 

Puromycin Sigma-Aldrich 
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IRES-Puro plasmid は大阪国際がんセンター井上徳光部長から供与され

た。 

3. 腫瘍移植 

  

マウスの腰背部に LLC-OVA 細胞を皮下移植し (2 × 106 cells/200μl PBS/

匹) 、腫瘍の長径と短径をノギスで計測した。腫瘍体積は公式 [腫瘍体積 

(cm3) = 短径 (cm) × 短径 (cm) × 長径 (cm) × 0.4]によって算出した。マウ

スへの polyI:C 投与は腹腔内投与で行った。腫瘍局所への X線照射は MBR-

1520R-4を用いて、腫瘍部以外を 3 mm 厚の鉛板で遮蔽し、150 kV、20 mA、

1.5 Gy/分の条件下で実施した。抗体による CD8+ T細胞(CTL)の除去は、ハ

イブリドーマ移植ヌードマウス由来の抗 CD8β 抗体含有腹水を各種治療開

始の 1日前に腹腔内投与することで達成された。 

 

 

4. フローサイトメトリー 

(A) 組織からの細胞の回収 

 

腫瘍をカミソリによって細断した後、0.05 mg/ml Collagenase I、0.05 mg/ml 

Collagenase IV、0.025 mg/ml Hyaluronidase、0.01 mg/ml DNase Iを含む Hank’s 

balanced salt solution に懸濁して、33°C、15分間の処理を行った。100 μm ス

トレイナーを通して得た細胞に ACK lysis buffer [組成: 150mM NH4Cl、10mM 

KHCO3、0.1 mM Na2EDTA/H2O] を 1分間反応させて赤血球を溶解し、残っ

た細胞をさらに 40 μm ストレイナーに通してから解析に用いた。脾臓なら

試薬または機器 メーカー 

PolyI:C GE Healthcare 

MBR-1520R-4 Hitachi 

試薬 メーカー 

Collagenase I Sigma-Aldrich 

Collagenase IV Sigma-Aldrich 

Hyaluronidase Sigma-Aldrich 

DNase I Takara Bio 

Hank’s balanced salt 

solution 

Sigma-Aldrich 

RPMI1640 Thermo Fischer Scientific 
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びに鼠径リンパ節の細胞は 10% 非働化 FBS 含有の RPMI1640 の中でスラ

イドガラスの磨りガラス部分で組織をしごくことで回収した。 

脾臓細胞は ACK lysis buffer による 1分間の溶血処理の後、さらに 40 μm

ストレイナーに通して、細胞懸濁液として使用した。鼠径リンパ節細胞は

ACK lysis buffer で処理することなく 40 μm ストレイナーに通して、細胞懸

濁液として使用した。 

 

(B) 細胞の染色および測定 

 

抗体または細胞染色試薬 クローン番号 メーカー 

FITC-anti-mouse CD3 145-2C11  Biolegend 

PE/Cy7-anti-mouse CD3 17A2 Biolegend 

AlexaFluor700-anti-mouse CD8 53-6.7 Biolegend 

APC-anti-mouse CD8 53-6.7 Biolegend 

PE/Cy7-anti-mouse/human CD11b M1/70 Biolegend 

APC-anti-mouse CD11c N418 Biolegend 

PE/Cy7-anti-mouse CD11c  N418 Biolegend 

APC-anti-mouse/human CD44 IM7 Biolegend 

AlexaFluor700-anti-mouse CD45.2  104 Biolegend 

APC/Cy7-anti-mouse CD45.2  30-F11 Biolegend 

FITC-anti-mouse CD62L MEL-14 Biolegend 

APC-anti-mouse F4/80   BM8 Biolegend 

FITC-anti-mouse F4/80   BM8 Biolegend 

APC-anti-mouse Ly6G/Ly6C (Gr-1)  RB6-8C5 Biolegend 

Purified anti-mouse CD16/32 93 Biolegend 

PE-Rat IgG1, κ BM2a eBioscience  

T-select H-2Kb OVA Tetramer-

SIINFEKL-PE 
- MBL 

BD ViaProbe (7-AAD) - BD Bioscience 

試薬または機器 メーカー 

ウシ血清アルブミン (bovine serum albumin; BSA) Sigma-Aldrich 

BD FACS Calibur BD Biosciences 

BD FACS AriaⅡ BD Biosciences 

FlowJo software Tree Star 
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細胞を FACS buffer [組成: 0.5% BSA、0.1% NaN3 / PBS]に再懸濁して、抗

CD16/32 抗体によるブロッキング(希釈倍率 ×200、4℃、5分)の後に、各種

蛍光標識抗体(希釈倍率 ×200、4℃、30 分)による染色を行った。フローサ

イトメーターとして BD FACS Calibur または BD FACS AriaⅡを用い、解析

には FlowJo software を用いた。OVA tetramer による染色時には、細胞を先

に OVA tetramer と反応 (希釈倍率 ×50、4℃、30 分)させた後、他の蛍光標

識抗体で染色した。BD ViaProbe は希釈倍率 ×50 で使用し、各種抗体と同

時に添加した。 

 

(C) 細胞内染色 

 

PolyI:C 投与後の腫瘍内細胞の TNF-α 細胞内染色を行う場合は、腫瘍を

polyI:C 投与から 1 時間後に単離し、得られた腫瘍細胞懸濁液を 10% 非働

化 FBS 含有の RPMI1640 の中で 5時間、10 μg/mL Brefeldin A 存在下で培養

した。細胞を回収して各種細胞表面マーカーで染色した後、BD 

Cytofix/Cytoperm Kit によって固定化・透過性処理を行い、さらに抗 TNF-α

抗体による染色を実施した。 

 

4. 腫瘍内サイトカイン含量の決定 

  

腫瘍を単離し、カミソリでおよそ 15 mgの小片に細断した後、10 μl/腫瘍

重量 mgの CelLytic MT Mammalian Tissue Lysis/Extraction Reagent に腫瘍片

を溶解した。このとき、Complete Protease Inhibitor Mixture が加えられた。

試薬 メーカー 

Brefeldin A Sigma-Aldrich 

BD Cytofix/Cytoperm Kit BD Biosciences 

PE-anti-mouse TNF-α 

(クローン: MP6-XT22) 
Biolegend 

試薬 メーカー 

CelLytic MT Mammalian Tissue 

Lysis/Extraction Reagent 

Sigma-Aldrich 

Complete Protease Inhibitor Mixture Roche 

CBA mouse TNF Flex Set BD Biosciences 
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溶解液中のサイトカイン(TNF-α)含量は cytometric beads assay (CBA)によっ

て決定された。 

5. WST-1アッセイ 

 

  

96ウェルプレートに 5 x 103 個の LLC-OVA を播種して、TNF-αの添加な

らびに X線の照射を実施した。X線照射は CellRad を用いて 130kV、5mA、

1.5 Gy/min の条件下で実施した。細胞培養は放射線照射から 48時間継続し

た。その後 1-Methoxy PMS で 10倍に希釈した WST-1を培養上清に 1/10 量

添加し 37℃で 2 時間静置した。450 nm の吸光度(A450 nm)を測定し、細胞生

存率を次の式によって算出した [相対生存率(増殖率) = 各ウェルの A450 nm/

無処置群ウェルの A450 nmの平均値( n =3) × 100 (%)]。 

 

 

6. 逆転写定量 PCR (RT-qPCR) 

 

  

カミソリで細断した腫瘍片を TRIzol reagentに溶解した。サンプルを-80℃

にて数日保存した後、室温にて 1/5 量のクロロホルムを加え、十分に混和し

た。2分間静置した後にサンプルを 12,000 g、15分間の条件で遠心し、水層

とクロロホルム層に分離した。水層のみを分取し、等量のイソプロパノー

ルを加え、再び十分に混和し、10 分間静置した。その後さらにサンプルを

12,000 g、10分間の条件で遠心し、上清を捨て、沈殿を 70%エタノールで洗

試薬または機器 メーカー 

WST-1 (2-(4-Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-

disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt) 

Doijndo 

1-methoxy PMS (1-Methoxy-5-methylphenazinium 

methylsulfate) 

Doijndo 

Recombinant Mouse TNF-alpha Protein R&D Systems 

CellRad Ｘ線照射装置 Faxitron Bioptics 

試薬 メーカー 

TRIzol reagent Sigma-Aldrich 

DNase I Takara Bio 

High capacity cDNA Reverse Transcription kit BD Biosciences 
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浄した。十分に風乾させた後に沈殿物を水で溶解し、RNA 抽出物を得た。 

精製した RNAは、400-1000 ngの RNAに対し DNase Iを 5 U加えて室温で

15 分間反応させ DNase を不活化した。その後 EDTA を最終濃度が 2.5 mM

になるように加え、80°C で 2 分間処理することで DNase I 反応を停止さ

せた。その後 High capacity cDNA Reverse Transcription kit を用い、random 

primer による逆転写反応を行い、cDNA を合成した。得られた cDNA を鋳

型とし、Power SYBR Green master mix を用いて PCR を行い、増幅産物を

Step One Real-time PCR system (Applied Biosystems 社) により検出した。得

られた増幅曲線より Ct 値を算出し、鋳型に含まれる mRNA量をΔΔCt 法 

により算出した。なお、内部標準としては Gapdh を使用した。用いたプラ

イマーの配列は次の表の通りである。 

 

 

 

7. 腫瘍組織切片作製 

  

腫瘍組織塊を 10%中性緩衝ホルマリン液に浸し 4°C で 3時間固定した。

その後 15% スクロース / PBS 溶液に移し、組織塊が底に沈むまで 4°C で

遺伝子 Forward primer 配列 (5’ – 3’) Reverse primer配列 (5’ – 3’) 

Ccl3 TTGAAACCAGCAGCCTTTGC CTTTGGAGTCAGCGCAGATCT 

Ccl4 GCCCTCTCTCTCCTCTTGCT GGAGGGTCAGAGCCCATT 

Ccl5 TGCCCACGTCAAGGAGTATTT TCGAGTGACAAACACGACTGC 

Cxcl9 GATAAGGAATGCACGATGCTC TCTCCGTTCTTCAGTGTAGCAA  

Cxcl10 GTGTTGAGATCATTGCCACGA GCGTGGCTTCACTCCAGTTAA  

Cxcl11 GGCTGCGACAAAGTTGAAGTGA TCCTGGCACAGAGTTCTTATTGGAG  

Gapdh GCCTGGAGAAACCTGCCA  CCCTCAGATGCCTGCTTCA  

Gzmb GCCTGGAGAAACCTGCCA  CCCTCAGATGCCTGCTTCA  

Ifng GATATCTGGAGGAACTGGCAAAAG AGAGATAATCTGGCTCTGCAGGAT  

Prf1 CAAGGTAGCCAATTTTGCAGC GGCGAAAACTGTACATGCGAC  

試薬または機器 メーカー 

10%中性緩衝ホルマリン Sigma-Aldrich 

O.C.T. compound Sakura Finetek 

In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein Roche 

ProLong Gold Antifade Mountant with DAPI Thermo Fisher Scientific 
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スクロース置換を行った。その後 30% スクロース / PBS 溶液に移し、再び

組織塊が底に沈むまで 4°C で置換操作を行った後、組織塊を Tissue-Tek 

O.C.T. compound に移し、液体窒素に浸し凍結させることで包埋した。凍結

ブロックからクライオスタット LEICA CM1850 (LEICA BIOSYSTEMS) を

用いて 10 μm の厚さの組織切片を切り出し、剥離防止処理がなされたス

ライドグラスに張り付けた。スライドグラスを充分に乾燥させ、4% 

PFA/PBS を用いて室温で 20分間固定化した後、0.1 % Titon X-100, 0.1 % ク

エン酸ナトリウム水溶液で透過性処理を行い、TUNELアッセイキットであ

る In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein を用いて死細胞染色を実施し

た。さらに ProLong Gold Antifade Mountant with DAPIを組織上に添加し、カ

バーグラスをかぶせて封入した後、作製した組織切片を蛍光顕微鏡 BZ-9000 

(KEYENCE)を用いて観察した。 

 

 

8. 統計処理 

 2 群間の有意差検定では、Student’s t-検定または Mann-Whitney U 検定を

用いて p 値を求めた。多重比較検定では、one-way analysis of variance 

(ANOVA)の後に Bonferroni 法を実施して p 値を求めた。グラフ中のエラー

バーは SDを表す。 
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実験結果 

 

1-1 放射線による in vivo腫瘍細胞死モデルの作成 

 マウス皮下にモデル抗原(卵白アルブミン)を発現する肺がん細胞 LLC-

OVAを移植し、体積が約 0.4 cm3に達した時点で 15 Gyの X 線(X-radiation; 

Rad)を腫瘍に単回局所照射した。照射から 48時間後に腫瘍組織内の細胞

死を TUNELアッセイで評価したところ、放射線は腫瘍内の TUNEL陽性

細胞を増加させ、細胞死の誘導をもたらした(Fig. 1-1A)。さらに腫瘍体積

を経時的に測定したところ、放射線は LLC-OVA腫瘍の増殖を抑制した

(Fig. 1-1B)。 

放射線の治療効果が CTLに依存するか判定するため、抗 CD8β 抗体を

投与したマウスで同様に LLC-OVA腫瘍への放射線照射を実施したとこ

ろ、腫瘍増殖抑制効果はほとんど影響を受けなかった(Fig. 1-1B)。したが

って、本放射線照射モデルは腫瘍細胞を直接的に傷害し、CTL非依存性の

治療効果を示すものである。 

なお、放射線は DC の DAMPs (DNA)認識経路である cGAS/STING 経路

を活性化する。STING KO (Tmem173-/-)マウスで CTLプライミング、なら

びに放射線治療効果が消失することが報告されているが(Deng et al., 

2014)、本 LLC-OVA モデルでは野生型マウスと Tmem173-/-マウスが同様に

放射線の腫瘍増殖抑制効果を受けたため(Fig. 1-1C)、自然に生じる DAMP

ｓシグナルでは CTLの誘導に至らないことが示唆された。そのため、以

下の実験では DC 成熟化をもたらす TLR3 リガンドを放射線に併用し、免

疫学的な治療効果を誘導できるか検討した。 
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Fig. 1-1 CTL 非依存性のがん放射線治療モデルの作成 

LLC-OVA細胞を WT B6 マウスに移植し、腫瘍体積が約 0.4 cm3に達した

時点で 15 Gyの X 線(Rad)を腫瘍局所に単回照射した。 

(A) 腫瘍組織を放射線照射から 48時間後に単離し、凍結切片を用いて

TUNELアッセイを実施した。腫瘍は各群 2匹ずつから単離し、得ら

れた代表的な画像を掲示した。青色は DAPIの、緑色は TUNELの蛍

光を表す。白線の長さは 50 μm に相当する。 

(B) WT B6 ならびに anti-CD8β Abを投与したマウスで放射線照射後の腫瘍

体積を測定した。n = 3匹/群。独立した二つの実験のうち、代表的な

データを掲載した。 

(C) WT B6 ならびに STING KO (Tmem173-/-)マウスに LLC-OVA細胞を移植

し、放射線照射後の腫瘍体積を測定した。n = 4-5匹/群。 

n.s.; 統計学的有意差無し。 

  

n.s. 
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1-2  TLR3 シグナルは放射線の治療効果を増強する 

 TLR3 のリガンド活性を有する polyI:C を放射線に併用し、LLC-OVA腫

瘍の体積を経時的に測定した。その結果、WT B6 において polyI:C は有意

に放射線の治療効果を増強することがわかった(Fig. 1-2A)。PolyI:C は

TLR3/TICAM-1経路のみならず、細胞内 RNAセンサーである

MDA5/MAVS 経路を活性化することが知られるため(Kato et al., 2006)、次

に Tlr3-/-, Ticam1-/-, Mavs-/-マウスを用いて、どのシグナル経路が放射線の治

療効果増強に重要か検討した(Fig. 1-2B)。その結果、polyI:C による放射線

治療効果増強は Tlr3-/-および Ticam1-/-マウスで消失し、Mavs-/-マウスで残存

した。すなわち、担がん宿主細胞の TLR3/TICAM-1経路が本増強効果に重

要であることが示された。 

 

Fig. 1-2 TLR3リガンドは放射線のがん治療効果を増強する 

LLC-OVA細胞を WT B6 または各種 KOマウスに移植し、腫瘍体積が約

0.4 cm3に達した時点で polyI:C (100 μg/匹)を腹腔内投与し、24時間後に 15 

Gyの X線(Rad)を腫瘍局所に単回照射した。 

(A) WT B6 における腫瘍体積測定結果。n = 5-7匹/群。データは同様の結

果となった 2 つの実験をまとめたものである。 

(B) 各種 KOマウスにおける腫瘍体積測定結果。n = 3-5匹/群。 

*p < 0.05、**p < 0.01、n.s.; 統計学的有意差無し。 

  

A B 
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1-3  TLR3 リガンド/放射線併用療法の治療効果は DC と CTLに依存する 

 次に、TLR3 リガンドによる放射線治療効果の増強が DC 成熟化、なら

びに CTL誘導に依存するか検討するため、CD8+/CD103+ DC (クロスプレ

ゼンテーションの責任サブセット)が機能不全である Batf3-/-マウス(Azuma 

et al., 2016)、ならびに抗体によって CTLを除去したマウスを用いて、Fig. 

1-2と同様に polyI:C 投与と放射線照射を行った。その結果、これらのマウ

スで polyI:C による放射線治療効果の増強は消失し(Fig. 1-3)、この作用に

は DC/CTLを介した免疫応答が必須であることがわかった。 

 

 

 

Fig. 1-3 TLR3リガンドは DC/CTL依存性に放射線治療効果を増強する 

LLC-OVA細胞をマウスに移植し、腫瘍体積が約 0.4 cm3に達した時点で

polyI:C (100 μg/匹)を腹腔内投与し、24時間後に 15 Gyの X線(Rad)を腫瘍

局所に単回照射した。 

(A) Batf3-/-マウスに LLC-OVA細胞を移植し、各種治療後の腫瘍体積の推

移を測定した。 

(B) Anti-CD8β Ab 処理によって CTLを除去したマウスで各種治療後の腫

瘍体積の推移を測定した。 

n.s.; 統計学的有意差無し。 
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1-4  TLR3 リガンドと放射線の併用は CTLプライミングを誘導する 

 結果 1-3より、DC と CTLが本併用療法の治療効果に必須であることが

わかった。そのため、次にそれぞれの単独治療ならびに併用治療におけ

る、DC の抗原提示および CTLのプライミングを評価した。 

 DC による CTLのプライミングはリンパ節で生じる。本モデルはリンパ

節 DC への死細胞の到達を期待するものであるため、その評価のために

GFP 発現 LLC-OVA 細胞を WT B6 マウスに移植し、併用治療から 24時間

後にリンパ節 DC の GFP 陽性率を測定した(Fig. 1-4A)。その結果、リンパ

節の CD103+ DC にのみ GFP 陽性画分が認められ、その割合は併用治療で

大きく増加した。すなわち、本併用療法はリンパ節に腫瘍死細胞を取り込

んだ DC を増加させるものである。 

 また、DC の抗原提示には抗原提示関連分子の発現上昇、すなわち成熟

化が必須である。そこで、CD103+ DC の成熟化を副刺激分子 CD86 の発現

強度によって評価したころ、放射線は DC の成熟化を全く誘導せず、併用

療法による DC 成熟化は TLR3 刺激に大きく依存することが明らかになっ

た(Fig. 1-4B)。 

 併用療法による DC の抗原取り込みと成熟化の増強は、クロスプレゼン

テーションにつながることが予想された。そこで、腫瘍近傍リンパ節

(Draining lymph node; DLN)および脾臓において CD8+ T細胞のプライミン

グ(活性化)を CD44+ CD62L-エフェクターメモリー細胞の割合で評価したと

ころ(Wherry and Kurachi, 2015)、併用療法を受けたすべての個体でその割

合は大幅に上昇していた(Fig. 1-4C)。 

さらに活性化した CTLがモデル抗原である OVAに特異性を有するかテ

トラマーアッセイにより評価したところ、予想外に併用療法では OVAへ

の特異性が高い個体と低い個体に結果がわかれた(Fig. 1-4C)。すべての個

体で活性化 CTLが増加することを考慮すると、本併用療法では OVA以外

の TAAも DC に取り込まれ、CTL活性化に利用されていることが示唆さ

れる。実際に併用療法で誘導された OVAテトラマー陰性の CD44+ CD62L- 

CD8+ T細胞が LLC-OVAに内在する抗原に対して反応性を有するかは今後

の検討課題であるが、本併用療法は幅広い内在性抗原に対応し、CTLを誘

導するものと期待される。 
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Fig. 1-4 TLR3リガンドと放射線の併用は、CTL プライミングを誘導する 

(A) GFP 発現 LLC-OVA細胞を WT B6 マウスに移植し、腫瘍体積が約 0.4 

cm3に達した時点で polyI:C (100 μg/匹)を腹腔内投与し、24時間後に 15 

Gyの X線を腫瘍局所した。さらに 24 時間後、腫瘍近傍リンパ節

(Draining lymph node; DLN)を採取し、各種 DC サブセットの GFP 陽性

率をフローサイトメトリーで測定した。リンパ節は各群 5匹ずつから

採取し、細胞を混合した後に測定した。 

(B) LLC-OVA細胞を WT B6 マウスに移植し、Fig. 1-4Aと同様に polyI:C

と放射線で処置した。放射線照射から 24時間後に DLNの CD103+ DC

をフローサイトメトリーで解析し、CD86 のMFIを求めた。n = 4-5。 

(C) LLC-OVA細胞を WT B6 マウスマウスに移植し、Fig. 1-4Aと同様に

polyI:C と放射線で処置した。放射線照射から 5日後に DLN と脾臓の

細胞を単離し、CD8+ CD3+ 細胞における CD44+ CD62L- 細胞と OVA 

tetaramer+ 細胞の割合をフローサイトメトリーで評価した。n = 5-6。 

***p < 0.001、n.s.; 統計学的有意差無し。 
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1-5  TLR3 リガンドと放射線の併用は CTLの腫瘍内浸潤を増強する 

 CTLが抗腫瘍作用を発揮するためには、プライミングのみならず、腫瘍

内への浸潤が重要な要因となる。そこで、腫瘍内の CD8+ CD3+ 細胞の割

合を評価した(Fig. 1-5)。その結果、TLR3 リガンドと放射線は有意ではな

いものの、それぞれ軽度に CTL浸潤を増加させ、これらを併用すること

で強力な腫瘍内 CTL浸潤が達成された。したがって、TLR3 リガンド/放

射線併用療法は単にプライミングを誘導するのみならず、CTLの腫瘍内浸

潤も増加させる治療法になることが明らかになった。 

 

 

 

 

Fig. 1-5 TLR3リガンドと放射線の併用は、腫瘍内の CTL を増加させる 

LLC-OVA細胞を WT B6 マウスに移植し、Fig. 1-2Aと同様に polyI:C と放

射線の処置を行った。治療開始から 8日後(Day 8)または 10日後(Day 10)に

腫瘍を単離し、CD45+ 免疫細胞における CD8+ CD3+ 細胞の割合をフロー

サイトメトリーで評価した。Day8 については、各群 2匹ずつから腫瘍を

単離して測定を行い、代表的な CD8/CD3 の展開図を図示した。Day10 に

ついては各群 5-6 匹ずつから腫瘍を単離し、各群の細胞を混合した際のデ

ータを CD8/CD3 の展開図として、個体ごとのデータを右パネルにドット

プロットグラフで表示した。**p < 0.01、n.s.; 統計学的有意差無し。 
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TLR3 リガンドと放射線は CTL遊走関連ケモカインを腫瘍内で増加させる 

CTLの腫瘍内浸潤はケモカインシグナルに大きく依存するため

(González-Martín et al., 2011; Vicari and Caux, 2014)、次に活性化 CTLの遊走

に関与する CXCR3 ケモカイン(CXCL9, 10, 11)ならびに CCR5ケモカイン

(CCL3, 4, 5)の腫瘍内遺伝子発現について解析を行った(Fig. 1-6)。その結

果、有意でないものの、TLR3 リガンドと放射線はそれぞれわずかに

CXCL9, 10の発現を上昇させ、これらの併用は CXCL9, 10 を顕著に発現上

昇させた。放射線照射は CCL3,4,5の発現を単独治療でも増加させ、TLR3

リガンドを併用してもそのその値は同程度だった。 

すなわち、放射線は単独でも CCL3, 4, 5 を介して CTLの腫瘍内への遊

走をもたらし、その遊走は TLR3 リガンドがもたらす CXCL9,10 の発現上

昇によってさらに強まることが示唆される。この結果は Fig. 1-5 で示した

腫瘍内 CTLの割合と一致する。 

 

 

 

Fig. 1-6 TLR3リガンドと放射線による CTL 遊走関連ケモカインの誘導 

LLC-OVA細胞を WT B6 マウスに移植し、Fig. 1-2Aと同様に polyI:C と放

射線の処置を行った。治療開始から 10日後に腫瘍を回収し、その RNA発

現を逆転写 PCR 法により解析した。n = 5-6。*p < 0.05、**p < 0.01、n.s.; 

統計学的有意差無し。 
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1-7 TLR3 リガンドと放射線の併用は腫瘍内の細胞傷害関連分子の発現を増

強する 

 TLR3 リガンドと放射線の併用による CTLのプライミングと腫瘍内浸潤

が機能的に腫瘍に対する CTL応答を増加させているか検討するため、

CTL活性に関与する分子の腫瘍内発現を解析した。その結果、本併用療法

は CTLの細胞傷害活性に必須である Perforin (Prf1)と Granzyme B (Gzmb) 

(Martínez-Lostao et al., 2015)ならびに活性化の指標となる IFN-γ (Ifng) 

(Wherry and Kurachi, 2015)の腫瘍内発現を増加させていた(Fig. 1-7)。これら

の顕著な増加は放射線単独では認められないため(Fig. 1-7)、TLR3 リガン

ドの併用は抗腫瘍 CTL応答を増加させるために有効な手段となることが

示された。 

 

 

 

 

Fig. 1-7 TLR3リガンドと放射線の併用による CTL 機能性分子の発現上昇 

LLC-OVA細胞を WT B6 マウスに移植し、Fig. 1-2Aと同様に polyI:C と放

射線の処置を行った。治療開始から 10日後に腫瘍を回収し、その RNA発

現を逆転写 PCR 法により解析した。n = 5-6。*p < 0.05、n.s.; 統計学的有

意差無し。 
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1-8  TLR3 刺激で産生される TNF-αは腫瘍細胞の放射線感受性を増強する 

TLR3 リガンドによる TICAM-1シグナルの活性化は、腫瘍内MΦの

TNF-α産生を誘導する(Shime et al., 2012)。さらに、TNF-αは腫瘍細胞の放

射線感受性を亢進することが報告されていたため(Azria et al., 2003)、最後

に TNF-αの本併用療法における重要性を検討した。PolyI:C の投与が LLC-

OVA腫瘍内で TNF-α 産生を誘導し (Fig. 1-8A)、さらに Tnf-α-/-マウスに

LLC-OVA細胞を移植して腫瘍体積の推移を測定したところ、TLR3 リガン

ドによる放射線治療効果の増強はわずかにしか認められなかった(Fig. 1-

8B)。すなわち、本併用療法で TNF-αは重要な役割を果たす。 

 本研究に用いた LLC-OVA細胞においても TNF-αが腫瘍細胞の放射線感

受性を増加させるか検討するため、In vitro の培養系で TNF-α存在下に放

射線を照射し、WST-1アッセイによる生存率測定を実施した。その結果、

TNF-αと放射線は相乗的に LLC-OVA細胞の生存率を低下させることが明

らかになった(Fig. 1-8C)。 

 さらに TLR3 は DC やMΦ、さらには線維芽細胞や一部上皮細胞に発現

することが報告されているため(Tatematsu et al., 2018)、どの細胞が TNF-α

の産生に重要か検討した。その結果、腫瘍内で polyI:C に応答して TNF-α

を産生するのは主に CD11b+ F4/80+ MΦであった(Fig. 1-8D)。CD45- 非免疫

細胞や CD11c+ DC には TNF-α陽性集団はほとんど観察されなかった。

F4/80+ MΦは全腫瘍細胞の 40%程度と豊富に腫瘍内に集積することからも

(Fig. 1-8E)、TLR3 リガンドに誘導される TNF-αはほとんどMΦに由来

し、腫瘍細胞の放射線感受性を増加させることが示唆された。この結果か

ら、TLR3 リガンドが単に DC の抗原提示能を増強するのみならず、放射

線と共に腫瘍細胞死を積極的に誘導して、放射線治療効果ならびに DC へ

の死細胞の供給を増強する可能性が示された。 
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Fig. 1-8 TLR3刺激はMΦ の TNF-α 産生を誘導し、腫瘍細胞の放射線感受

性を増強する 

(A) WT B6 マウスに LLC-OVA細胞を移植し、腫瘍体積が約 0.4 cm3に達し

た時点で PBS または polyI:C (100 μg)の腹腔内投与を行った。投与から

1時間後に腫瘍を単離し、TNF-α含量の測定を実施した。n = 3-4。 

(B) Tnf-α-/-マウスに LLC-OVA細胞を移植し、Fig. 1-2Aと同様に、polyI:C

投与と放射線照射を実施した。n = 3-5。 

(C) LLC-OVA細胞を TNF-α存在下で 24 時間培養し、放射線照射を実施し

た。さらに 48 時間培養後、生存率を WST-1アッセイで評価した。 

(D) WT B6 マウスに LLC-OVA細胞を移植し、腫瘍体積が約 0.4 cm3に達し

た時点で PBS または polyI:C (100 μg)の腹腔内投与を行った。投与から

1時間後に腫瘍を単離し、各種腫瘍内細胞の TNF-α細胞内染色を実施

した。データはフローサイトメトリーによって取得され、図は各群 4

匹の代表例である。 

(E) Fig. 1-8Dのアッセイ時に、各種免疫細胞の全腫瘍細胞における割合を

フローサイトメトリーで算出した。n = 4。 

n.s.; 統計学的有意差無し。 
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考察 

 第一章では、TLR3 リガンドを放射線に併用することで達成される、新

規抗がん免疫誘導法の開発を行った。TLR3 リガンドと放射線を併用する

治療法は効率的な CTLの活性化と腫瘍内への浸潤をもたらし、がんの増

殖を著しく抑えることがわかった(Fig. 1-2, 1-4, 1-5)。 

 

TLR3 リガンドを放射線に併用した時の治療効果は、CTLを除去したマ

ウスのみならず、CD8+/CD103+ DC が機能不全である Batf3-/-マウス

(Azuma et al., 2016)で完全に消失した(Fig. 1-3)。そのため、本併用療法の中

心的作用は DC のクロスプレゼンテーション、すなわちプライミング相に

あることがわかる。 

成熟化した DC は腫瘍から CCR7依存性にリンパ節に遊走し、抗原提示

を行う(Roberts et al., 2016)。放射線はリンパ節に成熟化 DC を増加させな

かったが、TLR3 リガンドの併用はリンパ節に死細胞成分を含んだ成熟化

CD103+ DC を出現させた。この結果は併用療法がリンパ組織の CD44+ 

CD62L- エフェクターメモリーCTLを著増させる理由を説明する(Fig. 1-

4)。 

なお、活性化された CTLの抗原認識性については今後のさらなる研究

が必要である。本研究では OVA発現腫瘍を用いたため、併用療法で OVA

特異的な CTLが増加することが予想された。しかしながら、エフェクタ

ーメモリーCTLの増加とは異なり、OVA特異的な CTL増加は、併用療法

を実施したマウスの一部の個体のみで認められた。この結果は、LLC-

OVAに発現する OVA 以外の抗原に対して CTLが強く反応したことを示唆

する。本併用療法が利用する TAA配列および CTLの T細胞受容体(T cell 

receptor; TCR)レパトワは不明であるが、放射線とアジュバントの併用は、

ペプチド単独投与よりも抗原多様的に抗がん免疫を誘導する新規手法とし

て、実施の意義はさらに強まる。 

 

TLR3 リガンドの放射線への併用は、プライミング相のみならず、腫瘍

内への CTL浸潤も強めることがわかった(Fig. 1-5)。放射線は単独でも軽度

に CTLの腫瘍内浸潤を強めた。この応答は腫瘍における CCR5ケモカイ

ン(CCL3, 4, 5)の発現上昇によって説明される。一方で TLR3 リガンドは腫

瘍内の CXCR3 ケモカイン(CXCL9, 10)を発現上昇させることから、これら

の併用は活性化 CTLを誘引するケモカイン種の幅を広げ、CTLの腫瘍内

浸潤を増加させることが示唆される(Fig. 1-6)。 
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なお、放射線が CCR5ケモカインを産生させるにも関わらず、CTL依存

性の治療効果を発揮できなかった理由として、CTLのプライミングが不十

分のため、誘引された CTLが腫瘍応答性でなかった可能性が考えられ

る。この実証のためには ex vivoでの腫瘍内 CTLと LLC-OVA細胞との共

培養等、反応性の解析が必要であるものの、予想が正しければ自然免疫シ

グナルによるプライミング相増強の重要性が一層に強調される。 

 

さらに、TLR3 リガンドが DC への腫瘍死細胞の到達性にも影響を与え

る可能性を考慮し、TLR3 リガンドの腫瘍細胞放射線感受性への影響も検

討した。LLC-OVA 細胞は TLR3 応答を認めないため(Takeda et al., 2018b)、

既知の報告と照らし合わせ、腫瘍内MΦ の TLR3-TICAM-1-TNF-α 経路が

腫瘍細胞の放射線感受性を増加すると予想した。解析の結果、TLR3 リガ

ンドは本モデルでも腫瘍内MΦの TNF-α産生をもたらし、また TNF-αが

腫瘍細胞の放射線感受性を高めていた。TNF-αノックアウトマウスで本治

療効果が減弱したことから、本効果が in vivo においても重要であること

が示唆された(Fig. 1-8)。 

一方で DC と CTLを除去すると、TNF-αの残存にも関わらず TLR3 リガ

ンドによる放射線治療効果の増強が認められなくなる(Fig. 1-3)。この結果

から、TNF-αによる腫瘍死細胞の増加は、直接傷害によって腫瘍増殖を遅

延するのではなく、DC への抗原到達を増加させ、CTL活性化を増強する

ことで抗腫瘍効果に重要となると考えられる。 

 

以上、本研究により TLR3 シグナルを放射線に追加することで、CTLの

プライミングおよび腫瘍内浸潤が惹起されることが示された。先行研究か

ら、放射線は細胞死誘導および STING経路を介した CTL活性化を予想さ

せたが(Deng et al., 2014)、その効果は必ずしも発揮されず、免疫アジュバ

ントの併用を必要とすることがわかった(Fig. 1-1)。研究結果は TLR3 と

MDA5のリガンドである polyI:C を用いて得られたものであるが、KOマ

ウスの腫瘍体積の測定結果から、TLR3-TICAM-1経路の重要性が示唆され

た(Fig. 1-2)。MDA5-MAVS 経路の活性化は細胞種非選択的な I型 IFNおよ

び炎症性サイトカインの産生を誘導し、過剰な炎症性応答による有害事象

をもたらす。そのため当研究室ではこれまでに、安全性の高い新規 TLR3

選択的アジュバントを開発してきた(Matsumoto et al., 2017; Takeda et al., 

2017)。したがって、本章の研究結果は、TLR3 選択的アジュバントを用い

たがん治療戦略を広げる重要な知見となることが期待される。  
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第二章 

L-ergothioneineによる TLR応答調節は 

免疫抑制性がん微小環境を改善する 

 

緒言 

 

L-Ergothioneine (EGT)は一部の細菌および真菌により産生される抗酸化

性のアミノ酸誘導体である。化学構造は L-histidineに由来し、アミノ基の

トリメチル化とイミダゾール環に形成されたチオール基の存在を特徴とす

る。EGTを細胞内に輸送するトランスポーターOCTN1の遺伝子変異が

種々の免疫疾患の発生と相関するため(Cheah and Halliwell, 2012; 

Gründemann et al., 2005)、本化合物は免疫系に対する何らかの作用を有する

と考えられる。実際に EGTはある種の上皮細胞や骨格筋細胞において、

そのサイトカイン産生調節作用が報告されているが(Laurenza et al., 2008; 

Rahman et al., 2003)、免疫系細胞における本化合物の活性は明らかではな

かった。OCTN1 はリンパ球にはほとんど発現しないが、MΦに高発現す

るため(Tokuhiro et al., 2003)、EGTは自然免疫応答に作用を発揮するものと

期待された。そこで、第二章では EGTの免疫調節能の解明とその医学へ

の応用を目指し、二節にわたる研究を実施した。 

 

第一節では骨髄由来 MΦ (bone marrow-derived macrophage: BMDM)を用い

て、EGTのMΦ調節機能について検討した。特に微生物に対する免疫応

答に重要な各種 TLR 応答を対象としてその機能を精査した。 

 

第二節では、第一節の研究結果を応用し、EGTのがん治療への応用性を

評価することにした。腫瘍内のMΦ(TAM)は通常、免疫抑制性に機能す

る。TAMには各種 TLR が発現し、特に TLR2 リガンドは TAMを介して

CTLの活性を低下させることが報告されている(Kuang et al., 2007; 

Maruyama et al., 2015; Shime et al., 2017)。その一方で TLR2 リガンドは DC

を成熟化させて CTL依存性のがん治療効果を発揮するため、第二節では

EGTが TAMの免疫抑制機能を低減して、TLR2 リガンドのがん治療効果

を高めるか検討した。 
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第二章 第一節 

L-ergothioneine (EGT)の 

マクロファージ TLR応答調節作用の解析 

 

実験材料と方法 

 (第一章と共通のマウス、試薬および機器の情報は省略する) 

 

1. マウス 

C57BL6 マウスを日本クレアから購入し、第一章と同様に実験に用いた。実

験に用いたマウスは 7-11週齢であった。全ての動物実験は、北海道大学動

物実験に関する規程に従い、承認を受けて行った。 

 

2. 骨髄由来MΦ(Bone marrow-derived macrophage; BMDM)の誘導 

26G針を用いて WT B6 マウスの大腿骨を 10%非働化含有 RPMI1640 で

洗浄し、骨髄細胞を採取した。さらに 10%非働化 FBS 、100 mU/ml 

Penicillin、100 µg/ml Streptomycin および 30% L929 培養上清を含む RPMI 

1640をメディウムとして 6日間培養し、BMDM を誘導した。メディウム

は 3日ごとに交換した。培養は 37°C、5% CO2の条件下で行った。 

 

3. 細胞内 ROS 産生の測定 

  

BMDMを 1% FBS, 10% L929 培養上清を含む RPMI-1640 (フェノールレ

ッド非含有)に再懸濁し、1 × 105 cells/well の密度で 96 ウェル黒色プレー

トに播種した。PBS あるいは各種の抗酸化剤を添加し、2時間あるいは 24

時間培養した後、LPS を 100 ng/ml の濃度で添加し、4時間培養した。そ

の後 CM-H2DCFDAを 2.5 µM の濃度で添加し、30分間培養した後、プレ

ートリーダー Trister LB941 を用いて蛍光を測定した。 

 

試薬 メーカー 

RPMI 1640 Medium, no phenol red Thermo Fischer Scientific 

CM-H2DCFDA Thermo Fischer Scientific 

Trister LB941 Berthold Technologies 

L-Ergothioneine Cayman Chemical または Tetrahedron 

N-Acetyl-L-cysteine Sigma-Aldrich 
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4. 培養上清中サイトカインの測定 

TLR リガンド メーカー 

Pam2CSK4 Biologica 

Pam3CSK4 Boehringer Mannheim 

polyI:C GE healthcare 

LPS (Escherichia coli 0111:B4) Sigma-Aldrich 

gardiquimod Invivogen 

 

 

BMDMを 1 x 105 cells/well の密度で播種し、L-ergothioneine (EGT)の存在

あるいは非存在下で 24時間培養後、50 nM Pam2CSK4, 100 ng/ml  

Pam3CSK4, 25 μg/ml polyI:C, 100 ng/ml LPS あるいは 1 μg/ml gardiquimod

により刺激した。刺激から 24時間後に培養上清を回収し、cytometric 

beads assay (CBA)によって各種サイトカイン濃度を決定した。 

 

 

5. フローサイトメトリー 

 BMDMを[3. 培養上清中サイトカインの測定]と同様に処理し、抗

CD16/32 抗体でブロッキングした後、FITC anti-mouse CD206 (MMR) 

Antibody (クローン: C068C2、BioLegend)によって染色した。染色および測

定の方法は[第一章 実験材料および方法の 4.フローサイトメトリー]と同様

であった。 

 

 

 

 

 

 

 

CBA用試薬 メーカー 

CBA mouse IL-1β flex kit BD Biosciences 

CBA mouse IL-6 flex kit BD Biosciences 

CBA mouse IL-10 flex kit BD Biosciences 

CBA mouse IL-12p40 flex kit BD Biosciences 
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6. 定量逆転写 PCR 

 BMDMを各種 TLR リガンドで刺激し、4時間後に RNA easy Mini Kit お

よび QIA shredder を用いて細胞ライセートを作成し、High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit を用いて RNAを逆転写して cDNAを作成した。

cDNAは Power SYBR Green PCR Master Mix を用いて増幅され、StepOne 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems)による測定に供された。遺伝子

発現は Gapdhで標準化を行い、ΔΔCt 法により解析を行った。用いたプラ

イマー配列を次に示す。 

 

 

7. 統計解析 

2群間の有意差検定として、Student’s t-検定を用いて p値を求めた。グラ

フ中のエラーバーは SDを表す。 

  

遺伝子 Forward primer 配列 (5’-3’) Reverse primer 配列 (5’-3’) 

Arg1 GGAATCTGCATGGGCAACCTGTGT AGGGTCTACGTCTCGCAAGCCA 

Gapdh GCCTGGAGAAACCTGCCA  CCCTCAGATGCCTGCTTCA  

Il1b TGACGGACCCCAAAAGATGA TGCTGCTGCGAGATTTGAAG 

Il10 GGCGCTGTCATCGATTTCTC- TGCTCCACTGCCTTGCTCTTA 

Il12b AATGTCTGCGTGCAAGCTCA ATGCCCACTTGCTGCATGA 

Il6 GTTCTCTGGGAAATCGTGGA TCCAGTTTGGTAGCATCCATC 
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実験結果 

 

2-1-1  EGTはマクロファージの TLR 応答で生じた ROS を消去する 

EGTは細胞内に取り込まれて抗酸化活性を発揮することが知られている

(Cheah and Halliwell, 2012)。そのため、どのような条件で EGTが MΦに取

り込まれて抗酸化機能を発揮するか、はじめに検討を行った。Bone 

marrow-derived macrophages (BMDM)に対し LPS を処理すると、強力な酸

化剤である活性酸素種(Reactive oxygen species; ROS)が産生される(Balzola 

et al., 2011)。抗酸化剤は ROS を消去するため、MΦでの抗酸化活性が知ら

れている N-acetyl -L-cysteine (NAC)をコントロールとして、EGT の ROS 消

去機能を検討した(Ohnishi et al., 2014)。BMDM に対し 1 mM あるいは 10 

mM の EGTを 2 時間あるいは 24時間前処置して LPS による刺激を行う

と、細胞内 ROS は 10 mM の EGTを 24時間前処置した時に顕著に消去さ

れた(Fig. 2-1-1)。すなわち、In vitro実験系で機能解析を行うには、EGTを

比較的高濃度で長時間処理する必要があることがわかった。そこで、以降

の実験では各種 TLR リガンドの添加前に 10 mM の EGTを 24時間処置し

て、各種アッセイを実施することにした。 

 

 

Fig. 2-1-1 EGT は MΦ の LPS 応答で生じた ROS を消去する 

BMDMを(A) 1 or 10 mM EGT あるいは(B) 1 or 10 mM NAC によって 2時間

または 24時間処置した後、100 ng/ml LPS により 4時間刺激した。その後

細胞内の ROS 含量を CM-H2DCFDAによって測定した。n = 3。*p < 0.05、

n.s.; 統計学的有意差無し。 
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2-1-2  EGTはマクロファージの TLR 応答を調節する 

 BMDMを EGT 存在下で培養し、MΦのサイトカイン産生を指標に細胞

機能の調節を評価した。CBAによって培養上清中のサイトカイン濃度を

測定したところ、EGTは単独ではその産生を全く誘導しなかった(Fig. 2-1-

2)。しかし、各種 TLR リガンド、すなわち Pam2CSK4 (TLR2/6)、

Pam3CSK4 (TLR2/1)、polyI:C (TLR3、MDA5)、LPS (TLR4)、Gardiquimod 

(TLR7)を用いてMΦを刺激したところ、EGTは IL-6、IL-12p40、IL-1β の

産生を増大し、反対に IL-10の産生を減少させた(Fig. 2-1-2)。すなわち、

EGTは MΦの TLR シグナルを調節して、その後の応答を調節する化合物

であることが示唆された。なお、TLR3 リガンドである polyI:C では IL-1β

および IL-12p40の応答調節は認められず(Fig. 2-1-2)、TICAM-1あるいは

MAVS 経路とMyD88 経路における EGT のはたらきの違いが示唆される。

さらに、これらのサイトカインの RNA発現レベルを測定したところ、

EGTによるサイトカイン産生調節はすべて転写レベルから生じることが明

らかになった(Fig. 2-1-3)。 

 MΦは周囲の環境に適応し、獲得免疫系の促進及び抑制の両者に寄与す

る(Lawrence and Natoli, 2011)。炎症性サイトカインである IL-1β、IL-6、IL-

12p40が EGTによって発現上昇し、反対に免疫抑制性である IL-10 の発現

は EGTによって負に制御されることから、EGTはMΦの機能を調節し、

免疫応答を亢進するように制御している可能性が考えられた。そこで、さ

らなるマーカー分子を用いてMΦの機能性を評価した。免疫抑制性 MΦは

CD206ならびに Arginase-1を高発現することが知られるため(Lawrence and 

Natoli, 2011)、その発現をそれぞれフローサイトメトリーまたは遺伝子発

現測定にて解析したところ、EGTは CD206 と Arginase-1の発現を減少さ

せることが明らかになった(Fig. 2-1-4)。特に Arginase-1についてはサイト

カイン産生の結果と同様に、その調節に TLR シグナルが必須であった。

しがたって、EGT は TLR 応答時にMΦの免疫抑制性をさらに減弱させる

ことが明らかになった。 
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Fig. 2-1-2 EGT は MΦ の TLR応答を調節する 

BMDMを 10 mM の EGTで処置した後、各種 TLR リガンド、すなわち 50 

nM Pam2CSK4 (TLR2/6)、100 ng/mL Pam3SCK4 (TLR2/1)、25 μg/mL poly 

I:C (TLR3)、100 ng/mL LPS (TLR4)または 1 μg/mL gardiquimod (TLR7) によ

って刺激した。刺激から 24時間後に培養上清中の(A) IL-6、(B)IL-12p40、

（C）IL-1β、(D) IL-10 の含量を CBAによって測定した。n = 3。*p < 

0.05、**p < 0.005、***p < 0.0005、n.s.; 統計学的有意差無し。 
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Fig. 2-1-3 EGT の MΦ サイトカイン産生調節は転写レベルから生じる

BMDMを 10 mM の EGTで処置した後、各種 TLR リガンド、すなわち 50 

nM Pam2CSK4 (TLR2/6)、100 ng/mL Pam3SCK4 (TLR2/1)、25 μg/mL poly 

I:C (TLR3)、100 ng/mL LPS (TLR4)または 1 μg/mL gardiquimod (TLR7) によ

って刺激した。刺激から 4時間後に RNAを回収し、(A) IL-6、(B)IL-

12p40、（C）IL-1β、(D) IL-10の遺伝子発現量を RT-qPCR 法によって決定

した。n = 3。*p < 0.05、**p < 0.005、***p < 0.0005、n.s.; 統計学的有意差

無し。 
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Fig. 2-1-4 EGT は MΦ の免疫抑制関連分子の発現を抑制する 

BMDMを(A) 1 or 10 mM EGT あるいは(B) 1 or 10 mM NAC によって 2時間

または 24時間処置した後、100 ng/ml LPS により 4時間刺激した。その後

細胞内の ROS 含量を CM-H2DCFDAによって測定した。n = 3。*p < 0.05、

**p < 0.005、n.s.; 統計学的有意差無し。 
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考察 

本研究から、EGT がMΦ機能の調節性化合物としてはたらき、特に

TLR 応答を調節することが明らかになった。 

MΦは周囲の環境に応じて、炎症応答に関わるM1-like MΦと、免疫抑

制に関わるM2-like MΦに分極することが、概念的に提唱されている

(Lawrence and Natoli, 2011)。M1-like MΦは IL-1、IL-6、IL-12などの炎症性

サイトカインを分泌し、免疫応答を全体的に病原微生物の排除に向かわせ

ると言われる。一方でM2-like MΦは IL-10等の免疫抑制性サイトカイン

の分泌や CD206(マンノースレセプター)等を介した老廃物の除去を担い、

炎症応答の終結に寄与することが知られる。 

MΦがM1-likeに分極するか、M2-likeに分極するには種々の刺激が必要

とされ、TLR 刺激は M1-like MΦへの分極を促す代表的なシグナルであ

る。本研究から、EGTは TLR 刺激時に IL-1β、IL-6、IL-12p40のような

M1-like MΦの遺伝子発現特性を増強し、IL-10、CD206、Arginase-1のよう

なM2-like MΦの特性を減弱させることがわかった(Fig. 2-1-2、Fig.2-1-3、

Fig. 2-1-4)。EGT は単独ではこれらの分子発現にほとんど影響しなかった

ため、EGTは TLR 応答時にM1-like MΦ への分極をさらに強めるものと考

えられる。 

M1/M2-like MΦ の分極は可逆的であり、エピジェネティックな制御によ

りその極性が決定される(Biswas and Mantovani, 2010)。EGTはトランスポ

ーターOCTN1により細胞内に輸送されることは知られているが

(Gründemann et al., 2005)、その後に細胞内でどのようなシグナル応答を調

節するのかは未知である。EGTは抗酸化性化合物であると同時にアミノ酸

誘導体であるため、酸化還元反応を介するレドックス応答や、アミノ酸セ

ンサーである mTOR を介したシグナル(Ishimoto et al., 2019; Katholnig et al., 

2013)に作用して最終的に TLR シグナルと共にMΦの分極に関与すること

が予想される。 

 

EGTについて今後の研究を展開するうえで、EGTの細胞内機能を解析

する研究と、MΦ 応答を利用して医学への応用性を検討する研究の 2つが

考えられた。本研究の第二節ではこのうち、医学への応用性を検討するこ

とにした。 

第一章にて TLR リガンドと放射線を用いた CTLのプライミング・腫瘍

内浸潤誘導法を報告したが、腫瘍内に浸潤した CTLはがん微小環境中の

細胞によって応答抑制を受けるため、その環境を改善することが免疫療法
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のさらなる発展に重要である。特に腫瘍内 MΦ (TAM)は代表的な CTL抑

制細胞であり、その機能制御はがん治療効果に密接に関連する(Cassetta 

and Kitamura, 2018)。TAMは TLR を発現し、中でも TLR2シグナルは

TAMに免疫抑制応答を付与する(Shime et al., 2017)。つまり TLR2 リガンド

をアジュバントとして抗腫瘍 CTL応答を誘導した場合、同時に TAMによ

る CTL抑制も惹起されてしまう。そこで、TLR2 リガンドに EGT を併用

することで免疫抑制応答が解除され、CTL依存性の抗腫瘍応答を惹起でき

るか第二節で検討することにした。 
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第二章 第二節 

L-ergothioneineの TLR応答調節は 

免疫抑制性がん微小環境を改善する 

 

実験材料と方法 

 (第一章と共通のマウス、試薬および機器の情報は省略する) 

 

1. マウス 

C57BL6 マウスを日本クレアから購入し、第一章と同様に実験に用いた。

実験に用いたマウスは 7-11週齢であった。全ての動物実験は、北海道大学

動物実験に関する規程に従い、承認を受けて行った。 

 

2. 細胞培養 

LLC-OVA細胞の培養は第一章と同様に実施した。 

 

 

3．組織からの細胞の単離と培養 

  

MΦ を腫瘍内から単離する際は、はじめにフローサイトメトリーと同様

に腫瘍細胞の懸濁液を調整した。その後 MACS buffer [組成: 0.5% BSA、2 

mM EDTA / PBS]に再懸濁して、抗 CD16/32 抗体(希釈倍率 ×200)でブロッ

キング(4℃、5 分)してからビオチン標識抗 F4/80 抗体 (希釈濃度 ×200)で

4℃、30 分間の反応を実施し、さらに MACS バッファーによる洗浄後に

Streptavidin microbeads による磁気標識を行い、最後に MACS カラムを用い

て標識細胞を分離した。 

 CD8+ T細胞は脾臓から単離され、脾臓細胞を CD8 microbeads で磁気標識

した後、MACS カラムを用いて標識細胞を分離することで得たものである。

腫瘍内 MΦ と CD8+ T 細胞は得られた後に再度 MACS カラムに通して精製

し、その後の実験に用いた。 

試薬 メーカー 

Biotin anti-mouse F4/80 Antibody BioLegend 

Streptavidin microbeads Miltenyi Biotec 

CD8 microbeads Miltenyi Biotec 
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 単離された細胞はすべて 10%非働化 FBS、10 mM HEPES、55 µM 2-

mercaptoethanol (2-ME)、100 U/mL penicillin、100 µg/mL streptomycin を含む 

RPMI1640 中で培養した。培養は 37°C、5% CO2の条件下で行った。 

 

 

4. 腫瘍移植 

  

 

第一章と同様にマウス皮下に LLC-OVA 細胞を移植し、腫瘍体積を測定

した。腫瘍移植から 9日後に EGT (500 μg/匹、すなわち 2.18μmol/匹)または

NAC (350 μg/匹、すなわち 2.14μmol/匹)を腹腔内投与し、24 時間後に

Pam2CSK4 (15 nmol/匹)と OVA protein (100μg/匹)を腫瘍近傍の皮下に投与し

た。EGT および NAC はその後連日投与し、Pam2CSK4 と OVA protein は 4

日ごとに投与した。各試薬の非投与群には等量の Endotoxin-free PBS を投与

した。抗 CD8β 抗体の投与方法は第一章と同様であり、Pam2CSK4 と OVA 

proteineを投与する 24 時間前に腹腔内投与した。 

 

 

5. 腫瘍内サイトカイン含量の決定 

 

サンプルは第一章と同様に採取された。腫瘍内の TNF-α と IFN-γ の量は

CBAによって決定された。 

 

 

  

試薬 メーカー 

Endotoxin-free PBS Merck 

L-Ergothioneine (EGT) Tetrahedron 

N-Acetyl-L-cysteine (NAC) Sigma-Aldrich 

Pam2CSK4 Biologica 

OVA protein (Endotoxin-free or -low) Hyglos またはWako 

試薬 メーカー 

CBA mouse IFN-γ flex kit  BD Biosciences 

CBA mouse TNF-α flex kit BD Biosciences 
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6. フローサイトメトリー 

 

 抗体および細胞染色試薬 クローン メーカー 

Alexa Fluor 700 anti-mouse CD3  Antibody 17A2 BioLegend 

PE/Cy7 anti-mouse CD3  Antibody 17A2 BioLegend 

APC anti-mouse CD3ε  Antibody 145-2C11 BioLegend 

Alexa Fluor 700 anti-mouse CD8a  Antibody 53-6.7 BioLegend 

PE anti-mouse CD8a Antibody 53-6.7 BioLegend 

PE/Vy7 anti-mouse/human CD11b  Antibody M1/70 BioLegend 

APC anti-mouse CD11c  Antibody N418 BioLegend 

APC anti-mouse/human CD44  Antibody IM7 BioLegend 

APC/Cy7 anti-mouse CD45  Antibody 30-F11 BioLegend 

Anti-Mouse CD62L Antibody PE MEL-14 
eBioscience (Thermo 

Ficher Sciences) 

Purified anti-mouse CD107a Antibody 

(combined with donkey anti-Rat IgG) 
1D4B BioLegend 

Anti-Mouse CD115(c-fms) Antibody PE  AFS98 
eBioscience (Thermo 

Ficher Sciences) 

FITC anti-mouse CD206 (MMR) Antibody C068C2 BioLegend 

Anti-Mouse CD274 (B7-H1) Antibody PE MIH5 
eBioscience (Thermo 

Ficher Sciences) 

FITC anti-mouse F4/80 Antibody BM8 BioLegend 

PE anti-mouse F4/80 Antibody BM8 BioLegend 

FITC anti-mouse IFN-γ Antibody XMG1.2 BioLegend 

APC anti-mouse Ly-6G/Ly-6C (Gr-1)  Antibody RB6-8C5 BioLegend 

Anti-Mouse NOS2 Antibody PE CXNFT 
eBioscience (Thermo 

Ficher Sciences) 

Donkey anti-Rat IgG (H+L) Secondary Antibody, PE polyclonal 
eBioscience (Thermo 

Ficher Sciences) 

T-select H-2Kb OVA Tetramer-SIINFEKL-PE - MBL 

BD ViaProbe (7-AAD) - BD Bioscinences 

 

サンプルの調製法ならびに測定法は第一章と同様である。ただし、腫瘍

内 T細胞のサイトカイン陽性率を測定する際は、腫瘍 20 mgの細胞懸濁液
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を 96ウェル U底プレートに播種し、100 nM の SL8 ペプチドによって 6時

間刺激した細胞を用いた。サイトカインの分泌は刺激開始から 1 時間後に

10 μg/ml Breferdin A 添加することで停止され、Cytofix/Cytoperm Kit による

固定化・透過性処理後に抗 TNF-α 抗体ならびに抗 IFN-γ 抗体による検出が

実施された。また、腫瘍内MΦの iNOS 染色の際も、Cytofix/Cytoperm Kit に

よる固定化・透過性処理後の細胞に抗体反応を実施した。なお、細胞内染色

は透過性処理後に 2% ラット血清による 4°C、15 分間のブロッキング後に

行った。バッファー中の抗体希釈濃度はすべて×200で、OVA tetramer なら

びに BD Viaprobeは×50 の希釈濃度で使用された。 

 

 

7. WST-1アッセイ 

 LLC-OVA細胞を 5 × 103 cells/well で 96 ウェルプレートに播種し、EGTを

24 時間処理した後、さらに Pam2CSK4 を添加し、48 時間後に WST-1 アッ

セイを実施した。腫瘍内MΦの場合は 1 × 104 cells/well で 96ウェルプレー

トに播種し、EGT で 24 時間処理した後に Pam2CSK4 を添加し、さらに 72

時間培養してから WST-1アッセイを実施した。抗酸化反応による影響を除

去するため、細胞のない各種 EGT濃度のウェルを作成し、バックグランド

値として測定値から減算した。サンプル調整後の手順については第一章と

同様であった。 

 

 

8. 逆転写定量 PCR (RT-qPCR) 

 腫瘍内 RNAからの cDNAの作成手順は第一章と同様である。腫瘍内 MΦ

の RNA 発現量を測定するために、磁気精製した腫瘍内 F4/80+ 細胞を 5 × 

105 cell/well で 24 ウェルプレートに播種して EGT 存在下で 24 時間培養し

た後、さらに Pam2CSK4 で 4 時間刺激してから TRIZOL を用いた RNA 精

製を行った。その後の手順は第一章と同様であった。 
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9. 腫瘍内MΦと CD8+ T細胞の共培養 

 

 

磁気分離によって得た腫瘍内 F4/80+ 細胞を 5 × 104 cells/well で 96ウェル

U 底プレートに播種し、 EGT、L-hercynine (HER)、NAC の存在下で 24 時

間培養した。そこに CD8+ T細胞を 1:1 で混和し、Pam2CSK4 (50 nM)の添加

ならびに抗 CD3 抗体 (0.1 μg/ml)と抗 CD28 抗体 (0.25 μg/ml)による T 細胞

刺激を実施した。抗体刺激から 60時間後に浮遊細胞を回収し、フローサイ

トメトリーを用いて CD8+ CD3+ 細胞中における CD44+ CD62L- 細胞の割合

を評価した。 

 

 

10. 統計処理 

 2群間の有意差検定では、Student’s t-検定を用いて p値を求めた。多重比

較検定では one-way analysis of variance (ANOVA)の後に Bonferroni 法を実施

して p値を求めた。グラフ中のエラーバーは SEM を表す。  

試薬 メーカー 

L-Hercynine Tetrahedron 

LEAF purified anti-mouse CD3ε Antibody 

(クローン: 145-2C11) 

BioLegend 

LEAF purified anti-mouse CD28 Antibody 

(クローン: 37.51) 

BioLegend 
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実験結果 

 

2-2-1 EGTは TLR2/6 リガンドの CTL依存性がん治療効果を増強する 

EGTの TLR 応答調節ががん治療に有用か判定するため、マウスに LLC-

OVA腫瘍を形成し、TAAとして OVAを、アジュバントとして TLR2/6 ヘ

テロダイマーのリガンドである Pam2CSK4を投与し、腫瘍体積の推移を測

定した。その結果、EGTの Pam2CSK4+OVA への併用は有意に腫瘍増殖を

抑制することがわかった (Fig. 2-2-1A, B)。 

 抗 CD8β 抗体を用いて CTLを除去すると、EGT + Pam2CSK4 + OVA の

治療効果はほとんど完全に消去された(Fig. 2-2-1C)。さらに、EGT の単独

投与は腫瘍体積に影響を与えず(Fig. 2-2-1D)、In vitroにおいて Pam2CSK4

と共に LLC-OVA に作用させても生存には全く影響しなかった(Fig. 2-2-

1E)。したがって、EGTは腫瘍細胞を直接的に障害するのではなく、CTL

による免疫応答を強めることで TLR2/6 リガンドと共にがん治療効果を発

揮することがわかった。 

 次に腫瘍内細胞を単離し、プライミング相の達成を示す OVA tetramer+ 

CTLの割合や、腫瘍内浸潤を示す CD3+ CD8+細胞の比率を検討した。その

結果、腫瘍体積の結果とは異なり、Pam2CSK4 + OVA はこれらの比率を有

意に増加させた(Fig. 2-2-1F, G)。一方で、EGT はこれらの比率に全く影響

を与えなかった(Fig. 2-2-1F, G)。この結果は、Pam2CSK4 + OVAはワクチ

ンとして機能するが、何らかの要因で抗がん CTL応答が不全であり、そ

の要因は EGTによって除去されることを示唆する。EGTがプライミング

や腫瘍内浸潤を増強しないことから、EGT はエフェクター相にて CTL機

能を改善することが予想された。 

 腫瘍内には種々の免疫抑制細胞が集積し、そのため CTLのエフェクタ

ー活性は抑制される。第一節に示した通り、EGTは TLR リガンドと共に

骨髄由来MΦの性質を調節することから、EGTは腫瘍関連MΦ (TAM)にお

いてもその性質を変化させ、CTLの抑制を解除する可能性が考えられた。

そこで、以下の研究では EGTと TLR2/6 リガンドの腫瘍内MΦや CTL機

能への影響を解明し、これらが TAMを対象とした腫瘍内微小環境改善剤

として利用可能か検討することにした。 
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Fig. 2-2-1 EGT は TLR2/6 リガンドの CTL依存性がん治療効果を増強する 

(A) 本研究における EGTおよび Pam2CSK4 + OVA の投与スケジュール。 

(B) Fig. 2-2-1Aのスケジュール通りに処置したときの腫瘍体積の推移。n = 

8-10。データは同様の結果となった 2 つの実験をまとめた。 

(C) 抗 CD8β 抗体を投与したマウスにおける腫瘍体積の推移。n = 4-5。 

(D) EGT単独投与時の腫瘍体積推移。n = 4。 

(E) LLC-OVA細胞を EGT および Pam2CSK4 (50 nM)の存在下で 48時間培

養し、WST-1 アッセイで生存率/増殖率を評価した。n = 4。 

(F) LLC-OVA腫瘍移植マウスを Fig. 2-2-1Aに示した通りに処置し、Day18

の腫瘍内 CTLの割合をフローサイトメトリーで評価した。n = 4-5。 

(G) (F)と同様に腫瘍内 CTLの OVA tetramer 陽性率を測定した。n = 4-5。 

*p < 0.05、**p < 0.01、n.s.; 統計学的有意差無し。 
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2-2-2 EGTは TLR2/6 リガンドがもたらす腫瘍内マクロファージの増殖を

抑制する 

 TLR2/6 リガンドと EGTが TAMに与える影響を解析するにあたり、は

じめに TAMの腫瘍内における割合をフローサイトメトリーで測定した。

その結果、Pam2CSK4を投与した群では腫瘍内免疫細胞における CD11b+ 

Gr-1-/low F4/80+ TAM の割合が増加し、その増加は EGT併用群で認められな

かった(Fig. 2-2-2A)。 

EGTの TAM比率への影響が直接的なものか検討するため、TAM を

MACS によって腫瘍内から単離し、Pam2CSK4 および EGT存在下での

TAMの生存・増殖を WST-1試験で評価した。その結果、TAMの生存・増

殖は Pam2CSK4 により増加し、さらにその増加は EGTによって減弱した

(Fig. 2-2-2B)。したがって、EGTは直接的に Pam2CSK4 誘導性の TAM増

加をキャンセルすることがわかった。 

 

 

Fig. 2-2-2 EGT は TLR2/6 リガンドによる TAMの増殖を抑制する 

(A) マウスに LLC-OVA細胞を移植し、Fig. 2-2-1Aに示した通り処置し

た。Day 18 に腫瘍内の CD11b+ Gr-1-/low F4/80+ 細胞の割合をフローサ

イトメトリーで評価した。n = 4-5。 

(B) マウスに移植した LLC-OVA腫瘍から F4/80+ 細胞を単離し、EGTによ

って 24時間前処置した後、Pam2CSK4 を添加し、さらに 72 時間培養

した。その後 WST-1アッセイで生存率/増殖率を評価した。n = 3。 

*p < 0.05、n.s.; 統計学的有意差無し。 
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2-2-3 EGTは TLR2/6 リガンドと共に腫瘍内マクロファージの CTL抑制性

分子の発現を低下させる 

 TAMの免疫抑制活性にはその数のみならず性質、特に免疫抑制性分子

の発現が重要である。そこで免疫抑制に重要な種々の分子についてその発

現を解析した。 

 その結果、代表的な免疫抑制性MΦのマーカーである CD206、CTL抑

制の代表的な分子である PD-L1、TAMの免疫抑制シグナルを増強する

CD115(Cassetta and Kitamura, 2018)は Pam2CSK4 と EGTの併用群で著明な

発現減少が認められた。一方で、M1-like MΦのマーカーとして知られる

iNOS の発現は増加しており(Lawrence and Natoli, 2011)、骨髄由来 MΦと同

様に、EGTは TLR リガンドと共に TAM の免疫抑制性を解除することが示

唆された(Fig. 2-2-3A,B)。 

 さらに、TAM を腫瘍内から単離し、種々の遺伝子発現を解析した。そ

の結果、TAMによる CTLアポトーシスに関与する Fas ligand (Fasl)や

TRAIL (Tnfsf10)、さらには CTLから L-arginineを除去することで機能抑制

を導く arginase-1(Arg1)の遺伝子発現が Pam2CSK4 と EGTの併用によって

減少することがわかった(Noy and Pollard, 2014; Ugel et al., 2015) (Fig. 2-2-

3C)。 

 Pam2CSK4 のみでは上記の分子の発現はほとんど変化していなかった

(Fig. 2-2-3)。結果 2-2-2と併せると、Pam2CSK4 は TAMを免疫抑制性が保

持された状態で増加させ、CTL機能を阻害するようにはたらくことが示唆

される。一方で、EGTを Pam2CSK4 に併用することで、TAMの増加はキ

ャンセルされ、なおかつその機能をより CTL応答に有利な方向に変化さ

せると考えられた。 
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Fig. 2-2-3 EGT は TLR2/6 リガンドと共に TAMの CTL 抑制分子の発現を

低下させる 

(A) マウスに LLC-OVA 細胞を移植し、Fig. 2-2-1A に示した通り処置した。

Day 18 に腫瘍内の CD11b+ Gr-1-/low F4/80+ 細胞における種々の分子発現

をフローサイトメトリーで解析した。n = 4-5。 

(B) Fig. 2-2-3Aに示した結果の代表的な解析図。 

(C) マウスに移植した LLC-OVA腫瘍から F4/80+ 細胞を単離し、EGTを 24

時間前処置した後、Pam2CSK4 を添加し、4 時間後に RNA を回収して

遺伝子発現量の解析を行った。n = 3。 

*p < 0.05、**p < 0.01、n.s.; 統計学的有意差無し。 
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2-2-4 EGTは腫瘍内 CTLのエフェクター活性を増強する 

腫瘍内における MΦの免疫抑制性フェノタイプの減少は、CTL抑制の

解除を示唆する。CTLの機能はサイトカインの産生や表面分子の発現によ

って解析できる。 

IFN-γや TNF-αは活性化した CTLによって産生される代表的なサイト

カインである(Wherry and Kurachi, 2015)。これらのサイトカインの腫瘍内

含量を CBAによって調べたところ、EGT を Pam2CSK4 + OVA に併用する

ことによって、IFN-γ および TNF-αの含量が増加することがわかった(Fig. 

2-2-4A)。さらに腫瘍内の CTLがこれらのサイトカインを産生しているの

か調べるため、腫瘍内 CTLを SL8 ペプチドで再刺激した後、IFN-γと

TNF-αの細胞内染色を実施した。その結果、CBAの結果と同様に CD8+ 

CD3+ CTLにおける IFN-γ+ および IFN-γ+ TNF-α+ 細胞の割合は増加してお

り(Fig. 2-2-4B)、EGT は TLR2/6 リガンドとの併用により、CTLの機能的

活性化をもたらすことがわかった。 

さらに、CD8+ CD3+ CTLのうち、CD44+ CD62L- エフェクターメモリー

細胞(Wherry and Kurachi, 2015)や、細胞傷害性分子の脱顆粒マーカーであ

る CD107a+ 細胞(Betts and Koup, 2004)、高度な細胞傷害性活性の指標とな

る CD11c+ 細胞(Takeda et al., 2016)の割合は増加しており(Fig. 2-2-4C)、細

胞表面分子の発現パターンからも、EGT を TLR2/6 リガンドに併用するこ

とで、腫瘍内 CTLが強力なエフェクター活性を獲得することが明らかに

なった。 
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Fig. 2-2-4 EGT は腫瘍内 CTL のエフェクター活性を増強する 

マウスに LLC-OVA 細胞を移植して Fig. 2-2-1Aに示した通り処置し、Day 

18に次の解析を実施した。 

(A) 腫瘍内の IFN-γと TNF-αの含量を測定した。n = 4-10、データは同様の

結果となった 2つの実験をまとめた。 

(B) マウスから腫瘍細胞を単離し、SL8 ペプチド(50 nM)で 6時間刺激し、

CD8+ CD3+ 細胞における IFN-γと TNF-αの細胞内発現をフローサイト

メトリーで解析した。n = 4-5。 

(C) 腫瘍内 CD8+ CD3+ 細胞の表面分子発現量をフローサイトメトリーで解

析した。n = 4-5。 

*p < 0.05、**p < 0.01、n.s.; 統計学的有意差無し。 
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2-2-5 EGTは抗酸化活性依存的に TAMの CTL抑制を解除する 

最後に、EGTを Pam2CSK4 + OVA に併用することによる TAM の免疫抑

制性の減少が実際に CTLの活性化につながるか検討するため、これらの

細胞の共培養系を構築した。EGTおよび Pam2CSK4 で処理した TAMを抗

CD3/CD28抗体によって活性化させた CTLと共に培養し、CTLのエフェ

クターメモリー活性が受ける影響を観察した。なお、この際に抗酸化活性

の重要性を評価するために抗酸化性のチオールを持たない EGT、すなわち

L-Hercynine (HER)、そして代表的な抗酸化剤として知られる N-acetyl-L-

cysteine (NAC)を用いて、同様のアッセイを行った(構造式：Fig. 2-2-5A)。 

その結果、in vivo の結果を反映して、TAMとの共培養時に CTLのエフ

ェクターメモリー画分は減少し、Pam2CSK4のみではその改善は生じなか

った(Fig. 2-2-5B)。しかしながら、EGTを併用することによってエフェク

ターメモリーサブセットは顕著に増加し、腫瘍内微小環境において EGT

はMΦ機能を改善して CTLの活性を上昇させることが示唆された(Fig. 2-

2-5B)。 

その一方で、抗酸化活性のない HER を Pam2CSK4 刺激に併用すること

で、EGTと異なり、TAMによる CTL抑制はさらに強まった(Fig. 2-2-

5C)。さらに、抗酸剤として知られる NAC も EGTとは反対に TAM による

CTL抑制をさらに強めた(Fig. 2-2-5C)。NAC は in vivoモデルでも同様に、

Pam2CSK4 + OVA の治療効果を増強しなかった(Fig. 2-2-5D)。すなわち、

EGTによるがん微小環境の改善作用には、他の抗酸化剤にはない EGT特

有の抗酸化活性が重要になることが示唆された。 
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Fig. 2-2-5 EGT は抗酸化活性依存的に TAMの CTL 抑制を解除する 

(A) L-Ergothioneine (EGT)、L-hercynine (HER)、N-acetyl-L-cysteineine (NAC)

の構造式。 

(B) TAMをマウス LLC-OVA腫瘍からの F4/80+細胞単離によって得た後、

EGT (10 mM)によって 24時間処理した。その後マウス脾臓から単離し

た CD8+細胞を TAM と 1:1の割合で混合し、Pam2CSK4 (50 nM)および

抗 CD3抗体 (0.1 μg/ml)/ CD28抗体 (0.25 μg/ml)を添加してさらに 60

時間培養した。その後 CD44+ CD62L- 細胞の割合を評価した。n = 3。 

(C) EGTの代わりに HER または NAC を処理し、Fig. 2-2-5Bと同様の実験

を行った。実験は Fig. 2-2-5Bと同時に実施した。n = 3。 

(D) EGT (500 μg/匹、2.18 μmol/匹)の代わりに NAC (350 μg/匹、2.14 μmol/

匹)を用いて Fig. 2-2-1Bと同様の実験を実施した。n = 4-5。 

*p < 0.05、**p < 0.01、***p < 0.001、n.s.; 統計学的有意差無し。 

A 

B 
C 

D 
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考察 

本研究の第二節では、EGTが腫瘍内微小環境の TAMを標的として、

TLR2/6 リガンドを用いたがんワクチンの治療効果を改善することを明ら

かにした(Fig. 2-2-1)。EGTは TLR2/6 リガンドと共に TAMにはたらき、

TAMの増殖を抑制し(Fig. 2-2-2)、さらには分子発現を CTL抑制能の除去

に向かうように調節した(Fig. 2-2-3)。その結果を反映して、腫瘍内の CTL

は EGTと TLR2/6 リガンドを併用したときに顕著に活性化していた(Fig. 2-

2-4)。TAMの機能調節が CTL活性化につながることは、これらの細胞の

共培養系によって証明された(Fig. 2-2-5)。 

TLR2/6 リガンドの存在下で、HER は TAMの CTL抑制能を除去せず、

さらに CTL機能を低下させるようにはたらいた。すなわち、EGT の抗が

ん免疫改善作用にはその抗酸化性チオール基が必須である。一方で興味深

いことに、同様にチオール性抗酸化剤として機能する NAC は CTL機能を

抑制するようにはたらいた(Fig. 2-2-5)。NAC は CTLにも取り込まれるた

め(Pilipow et al., 2018)、EGTのトランスポーターOCTN1が免疫細胞の中で

はミエロイド系に局在することが重要である可能性もあるが(Tokuhiro et 

al., 2003)、すべての抗酸化剤ががん微小環境を改善するのではなく、EGT

が特有の抗酸化活性を通じてその環境を改善することが示唆された。 

実際に、EGTと NAC のチオール基は抗酸化活性に大きな違いがある。

チオール性抗酸化剤の反応強度はチオール/ジスルフィドの酸化還元電位

によって示される。酸化還元電位がより負の値に大きければ、その抗酸化

活性はより強力である。一般に、チオールを有する化合物は-230 mV から-

320 mVの酸化還元電位を取ることが知られ、NAC の細胞内活性本体であ

る還元型 L-glutathione の酸化還元電位は-250 mVと報告されている(Jones, 

2004)。しかしながら、EGTの酸化還元電位はわずか-60 mV程度(Cheah 

and Halliwell, 2012)であり、NAC に比べてその反応性が低いことを特徴と

する。すなわち、EGTと NAC は除去できる酸化剤の種類に違いがあり、

がん微小環境の改善に強い酸化剤の除去のみが有効である場合、本研究で

得られた結果が説明される。 

本研究では種々の TAM機能関連分子の発現が EGTおよび TLR2/6 リガ

ンドによって影響されることを報告したが、その分子発現を司る細胞内メ

カニズムについては明らかにすることができなかった。近年になって、

Thioredoxin や Keap1/Nrf2等の酸化還元シグナル関連分子が免疫シグナル

に影響を与えることがわかってきたが(Hadri et al., 2012; Kobayashi et al., 

2016)、EGTがこれらの分子を含め、どのような細胞内センサーに認識さ
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れるのかは未知の部分が大きい。したがって、今後は TAMの TLR シグナ

ル経路と酸化還元シグナル分子の相互作用を解明し、さらにその相互作用

がどのような強さの抗酸化剤によって影響を受けるのか解明することで、

EGT特有の作用メカニズムが説明されるものと考えられる。 

 TLR2 リガンドはがんワクチンのアジュバントとして開発が進められて

おり、DC に作用することで CTLのプライミングおよび腫瘍内浸潤を増加

させることが知られている(Takeda et al., 2018a; Wang et al., 2018)。しかしな

がら、内因性 TLR2 リガンドによる TAM の刺激は腫瘍の増悪に寄与する

ことが知られており(Chalmin et al., 2010; Kim et al., 2009; Kuang et al., 

2007)、腫瘍内環境の CTL機能に相反する作用を持つことがわかっていた

(Shime et al., 2017)。 

 本研究によって、EGTが TAMの CTL抑制を解除することで、TLR2 リ

ガンドを用いたワクチン療法の治療効果を改善する可能性が示唆された。

EGTは食物に多く存在することから、食品領域の観点からヒトでの安全性

が確立されている(Marone et al., 2016; Schauss et al., 2010; Turck et al., 

2017)。そのため EGT は安全ながん微小環境制御剤として、TLR リガンド

と共にがん治療への応用が期待されるものである。 
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総括および結論 

第一章 

・TLR3 リガンドを放射線に併用することで、抗原を投与せずとも、CTL

に依存した抗がん免疫応答を誘導できる。すなわち本併用療法は簡便な抗

がん免疫誘導法として機能する。TLR3 リガンドは放射線のみでは達成で

きない DC 成熟化を付与するため、死細胞を介した CTL誘導を惹起でき

たものと考えられる。 

 

・TLR3 リガンドと放射線の併用はリンパ節において顕著に CTLのプラ

イミングをもたらしたが、どのような抗原によってその活性化が生じたの

かは未解決である。遺伝子変異によって生じた多様な内因性抗原に対して

CTLが反応したことが示せれば、本併用療法は包括的ながん抗原投与と同

様の意味をもつことになり、その実施の意義はさらに高まる。 

 

・TLR3 リガンドと放射線の併用は、CTLのプライミングのみならず、

腫瘍内への浸潤も大きく増強する治療法であり、ケモカインシグナルの増

加がその機序として説明される。 

 

・TLR3 リガンドによる腫瘍内 TNF-αの増加はがん細胞の放射線感受性増

強をもたらし、死細胞を起点とする免疫応答をさらに増強する可能性があ

る。 

 

 

図 3. TLR3 リガンドと放射線の併用によるがん免疫誘導の機序 
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第二章 

・EGTはMΦにはたらき、TLR シグナルとともに免疫抑制関連分子の発

現を抑制する。 

 

・EGTによるMΦ 機能調節は抗がん免疫に応用可能である。TLR2/6 シグ

ナルは DC による CTL活性化を誘導する(図 4A)のみならず、免疫抑制性

である TAMを増殖させる(図 4B)。しかしながら、この時に EGT を併用す

ることで(図 4C)、TAM の免疫抑制関連分子の発現は減弱し、CTL抑制能

は除去される(図 4D)。すなわち、EGTは MΦを中心とした腫瘍内微小環

境の改善剤として機能する。 

 

・EGTの活性は抗酸化部位に依存したが、その細胞内シグナルはほとんど

不明である。この細胞内メカニズムを解明することで、EGTのがん微小環

境改善剤としての利用性はさらに高まるものと期待される。 

 

図 4. EGTによる TAM の TLR 応答調節および CTL抑制の解除機構 
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本研究の第一章では、放射線に自然免疫シグナルを併用することで、極

めて簡便に、抗腫瘍性 CTLのプライミング・腫瘍内浸潤を誘導できること

を示した。さらに第二章では、CTL が腫瘍内に浸潤した後のエフェクター

活性を EGT が劇的に改善することを明らかにした。TLR リガンド・放射

線・EGTの三者併用療法が CTLのプライミング相・腫瘍内浸潤・エフェク

ター相のすべての増強をもたらし、さらに優れた抗腫瘍効果をもたらすか

は今後の検討課題である。 

TLR リガンドは抗がん免疫の賦活剤として注目されている。TLR3 リガ

ンドである polyI:C は 1960 年代にはその抗腫瘍作用が注目され、数多くの

臨床治験が行われた。PolyI:C は優れたがん抑制作用が得られる一方で、炎

症応答に起因する強い副作用を伴うため、その臨床応用は困難とされる。

しかし、その後 polyI:C が TLR3/TICAM-1 および MDA5/MAVS の二つのシ

グナル伝達経路を活性化することが発見され、全身性の炎症応答はほとん

どMDA5/MAVS 経路に依存することがわかった(Seya et al., 2015)。さらに当

研究室で開発した TLR3 選択的リガンドは炎症応答を惹起せず抗腫瘍作用

が得られるため(Matsumoto et al., 2015; Takeda et al., 2017)、本研究で見出し

た放射線との併用療法は、簡便かつ安全に抗がん免疫を誘導するための有

効な手法になることが期待される。 

TLR3 リガンドと同様に、TLR2 リガンドも他グループから盛んにアジュ

バントとしての合成が報告されている(Akao et al., 2009; Cheng et al., 2015; 

Wang et al., 2018)。しかしながら、その臨床応用のためには TLR2 シグナル

による負の抗がん免疫応答を解除することが解決課題であった。本研究で

は安全性が確立された化合物である EGTが TLR2リガンドでがん治療を行

う際のがん微小環境改善剤となり、その CTLのエフェクター活性を大きく

強めることを明らかにした。そのため今後 TLR2 リガンドのがん治療への

利用可能性は更に高まるものと予想される。 

まとめると、本研究は自然免疫制御をがん治療に対して利用する価値を

さらに高める研究である。その成果は抗がん免疫の誘導、ならびにがん微

小環境の制御法として応用され得る。本研究をさらに発展させることで、

これまで免疫療法が無効であった患者にも有効な、新規がん免疫療法が達

成されるものと期待される。 
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