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Abstract. �������� ���� ��������� ������� ��CCA� �� ����-�������� ���� ��������� ������� ��CCA� �� ����-
�xp�����d �� ���y �������� ���� ������� ��d �CCA-d�����d 
peptide-specific CD8+ �y����x�� T �y�ph��y��� ��� d��p��y 
�y����x����y ������� ����� �����. I� �h� p������ ���dy, w� 
�������d �h� �CCA ����� ���d �������� f�� p�������� 
HLA-A*0201-binding CD8+ T-���� �p���p�� ����� �w� 
p��d������ ���p��������� �������h��. ����� �p���p� ���d�-
d���� w��� �������d �f wh��h �CCA246-254�LLPNEIDGL�, 
�CCA223-231�SLEDVQAKV�, �CCA328-336�VLHKAFVEV� 
��d �CCA324-332�VLSGVLHKA� �����f������y ���b���z�d 
HLA-A*0201 ��������� �� T2 �����. B��h �CCA328-336 
��d �CCA324-332 induced CD8+ IFN-γ+ T-���� ���p����� �� 
HLA-A*0201-p������� p���ph���� b���d ����������� ����� �� 
�������d by ������������� �y��k��� ��������. C��������� w��h 
�h��, ������z����� w��h ���h�� �CCA328-336 �� �CCA324-332 �ff��-
tively elicited CD8+ IFN-γ+ T ����� �� HLA-A*0201 ���������� 
���� �� �������z�d by IFN-γ ELI�POT ����y ��d ������������� 
cytokine staining. Furthermore, CD8+ T ����� ��d���d in vitro 
�� in vivo by �CCA328-336 �� �CCA324-332 d����������d in vitro 
�y����x����y ������� p�p��d�-p����d T2 ����� ��d �p�����y���, 
respectively. These novel SCCA-derived CD8+ T-���� �p���p�� 
d�����b�d, h�����, ��y b� p���������y ��p������ ���p������ 
f�� d��������� �������� ��d �������h���p����� �������� f�� 
�h� ��������� �f �������� ���� ����������.

Introduction

�������� ���� ��������� ��CC� �� � ��������� ������ ��d 
�f��� ������ �� �������� �p��h����, �����d��� �h� ���� �����y, 
esophagus, uterine cervix, anal canal and skin. In 1977, Kato 
and Torigoe, first discovered the squamous cell carcinoma 
������� ��CCA� �� � �������� ���� ��������� �f �h� ������� 
�����x �1�. �CCA �� � ��w ���b�� �f �h� ������ p������� ��h�b�-
���� ����p���� f����y �2�. �CCA ���� ����� �������� �CCA1 
����p��B3� ��d �CCA2 ����p��B4� �����, wh��h ����d� �h� 
������� ��d ���d�� f���� �f �h� p������, ���p�������y. Th� ������� 
�CCA1 �� ��������y p������ ����d� b��h ������ ��d ��������� 
�����, wh����� ���d�� �CCA2 �� �����y �������d by ��������� 
����� ��d �� �f��� �������d �� p������� w��h �CC� �3,4�. M��y 
���d��� h��� �h�w� �h�� �������d ����� �CCA ������, �����d��� 
�CCA1 ��d �CCA2, ��� f���d �� p������� w��h �CC �f �����x, 
h��d ��d ���k, ���ph���� ��d ���� �5-8�. Add��������y, h��h 
�CCA �������������� w��� f���d �� ������ ������ ��d �� 
���������� �y�ph ��d��, wh��� �������� �������� �y�ph ��d�� 
from the same patients presented significantly less SCCAs (9). 
A� p������, �������� d��� ��pp��� �h� �����p� �h�� �CCA� ��� 
SCC-specific tumor antigens and that elevated serum SCCA  
������ ��������� w��� w��h �h� �x���� �f d������ �� p������� w��h 
�CC�. Th���f���, ����y� f�� �CCA� ��� w�d��y ���d f�� �h� 
d�������� ��d ���������� �f p������� w��h �CC �f �h� ������� 
�����x ��d ��h�� ������ �10,11�.

M��y in vitro ��d in vivo ���d��� h��� ��������d �� 
��p������ ���� �f �CCA� �� �h� ��d������� �f p��������d 
���� d���h ��d �h� p�������� �f ����� ���� ��������. 
�������� et al demonstrated that SCCA1 could significantly 
��h�b�� �p�p����� ��d���d by ����� �������� f����� �TNF�-α 
or interleukin (IL)-2-activated natural killer (NK) cells in 
tumor cells transduced with SCCA1 cDNA. Tumor cells 
overexpressing SCCA1 formed significantly larger tumors in 
��d� ���� �h�� �h� �CCA1-�������� �������� �12�. I� �dd�-
����, �h� ��pp������� �f �CCA1 ��h�b���d ����� ���w�h �13�. 
C����� ����� ��������y �xp������� h��h ������ �f �CCA1 w��� 
���b�� �� ������� ��d p����f����� wh�� �CCA1 �xp������� 
w�� ��h�b���d ����� �h��� h���p�� RNA �14�. T�k�d� et al 
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d����������d �h�� �CCA2 �����xp������� �� �������� 
����� ����� ������b���d �� �h��� �������� by p��������� �h�� 
f��� TNF-α-��d���d �p�p����� �15�. Th� �����xp������� 
�f �CCA2 �� ����� ����� ��h�b���d �����b����� ����zy�� 
M-induced as well as NK cell-mediated cellular apoptosis and 
contributed to tumor cell growth (16). Also it was confirmed 
�h�� �CCA�, ��������d by ��������d �TAT3, p������d �h� 
�������� �f �������� ��������� ����� �17�. �CCA �xp������� 
��� �TAT6 ���������� ��h�b���d �p�p����� �f �����ph���� 
�f��� ��f������ w��h Toxoplasma gondii �18�. C�������y, �� �� 
��������y ����p��d �h�� �����xp������� �f �CCA� �� ������ 
����� ��� p������ ����� ���w�h ��d �h� ������� �f �CCA 
�� �CCA �xp������� ����� ����� ��� ������b��� �� � b����� 
p�������� �f p������� w��h �CC.

CD8+ �y����x�� T �y�ph��y��� �CTL�� ��� ��p������ �� 
���b����� ������ ��d ������� �19�. ���d��� h��� ��������d 
�h�� CD8+ T ����� �� ���������� �y�ph ��d�� ��� ���������d 
w��h f������b�� �������� �� p������� w��h ���- ��d hyp�-
pharyngeal carcinoma while significantly decreased CD8+ 
T ���� ���b��� �� ���������� �y�ph ��d�� �f h��d ��d ���k 
��������� f��������� ������ ���������� �20,21�. I� �dd�����, �h� 
infiltration of CD8+ T cells into HPV-related oropharyngeal 
�CC ��p����d p������ p�������� �22�. A ���dy �� ��������� 
�������� ���� ��������� �T�CC� p������� �h�w�d � p������� 
correlation between high numbers of infiltrating CD8+ T ����� 
��d � b���f����� �������� ������� �23�. M�������, �����y 
T ����� �� p������� ��y ������� p����p������� ����� �����-
tasis and recurrence (24) and SCCA-derived peptide-specific 
CTL� w��� �y����x����y ������� ����� ����� �25�. T�k�� 
�����h��, �h��� ������� ��������d �h�� ��������d CTL ���b��� 
��� �������d �� ��p����d p�������� �f p������� w��h �CC. 
SCCA is an SCC-specific tumor antigen and the induction 
�f CD8+ T ���� �������y ������� �CCA� ��y b� �� �������-
���� �pp����h f�� �CC� ���������. Th���f���, �h� ��pp��� �f 
h���� CD8+ T-���� �p���p�� f��� �CCA� ��y ������b��� �� 
� b����� ��d������d��� �f �h� ������ ���������� �f p��������� 
��d ���d �� �h� d�����p���� �f �ff������ �������h���p����� 
��d ������p��phy������ ������� ����������.

HLA-A*0201 �� � p�������� MHC ����� I ������ w��h 
� f�������y �f ���� 30% �� ���� p�p�������� �����p��-
���� �f ���d�� �� ��h�����y �26�. I� �h� p������ ���dy, w� 
�������d �h� ����� ���d ��������� �f �CCA� f�� p�������� 
HLA-A*0201-b��d��� CD8+ T-���� �p���p�� ����� �w� 
predictive computational algorithms. The binding affinity of 
p�p��d�� �� HLA-A*0201 w�� ����d���d ����� MHC-p�p��d� 
���p��x ���b���z����� ����y. P�p��d�� w��� ���d �� ��������� 
HLA-A*0201-p������� p���ph���� b���d ����������� ����� 
�PBMC�� ��d ������z� HLA-A*0201 ���������� ����. 
Peptide-specific CTLs were determined by interferon (IFN)-γ 
ELI�POT ����y, ������������� �y��k��� �������� �IC�� ����y 
��d in vitro �y����x����y ����y.

Materials and methods

Epitope prediction and peptide synthesis. Tw� p��d��-
tive computational algorithms, SYFPEITHI (http://www. 
syfpeithi.de/Scripts/MHCServer.dll/EpitopePrediction.
h��� ��d B��I�f�������� ��d M�������� A���y��� ������� 
(BIMAS) (http://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/hla_bind/), 
w��� ���d �� ������ �h� ���p���� ����� ���d ��������� �f 

�CCA1 ��d �CCA2 �G��B��k ��������� ���.: AAB20405 
��d AAO92271, ���p�������y� f�� p�������� CD8+ T-���� 
epitopes. PAProc(http://www.paproc.de/) was used to predict 
�h� p�������� h���� p���������� �������� ����� w��h�� �h� 
p��d����d p�p��d��. P������� HLA-A*0201-b��d��� CD8+ 
T-���� �p���p�� w��� �������d �� �p���p� ���d�d����. I� 
addition, a universal Th epitope Pan-DR epitope peptide 
(PADRE: AKF VAA WTL KAAA) was used as a helper 
p�p��d�. P�p��d�� �>95%� w��� �y��h���z�d by � p�p��d� 
���p��y �Ch���P�p��d�� C�. L�d, �h���h��, Ch����. H��h-
p��f������� �����d �h���������phy �HPLC� ��d ���� 
�p���������y w��� ���d �� ����yz� ��d ����fy �h� p����y ��d 
��������� w���h� �f �h��� p�p��d��. A�� �y�ph���z�d p�p��d�� 
w��� d�������d �� PB� �� � ������������� �f 1 �M ��d �����d 
at -20˚C until assayed.

Cell line, samples and mice. Th� h���� �����p����� ������-
ated with antigen processing (TAP)-deficient T2 cell line was 
p���h���d f��� A������� Typ� C������ C��������� �M�������, 
VA, USA). After written informed consent had been obtained 
f��� h����hy ��d���d���� ��������� f�� �CC� ��d �CCA�, 
��������d f��� W��zh�� M�d���� C�������, �pp��x������y 
60 ml of an individual's blood was drawn into EDTA-treated 
��b�� �� �����d���� w��h p����d���� �pp����d by �h� H���� 
R������h E�h��� B���d �f W��zh�� M�d���� C������, W��zh��, 
Ch���. PBMC� w��� �������d by ���d���� ������f������� ����� 
���k��y�� ��p������� ��d��� ��d ���p��d�d �� RPMI-1640 
��d��� ���������� 10% f���� b����� ����� �FB��. PBMC� 
were stained with FITC-conjugated anti-HLA-A*0201 mono-
������ ����b�d��� ��Ab� ��d �h� �xp������� �f HLA-A*0201 
�� PBMC� w�� d��������d by f��w �y�������� ����y���. 
HLA-A*0201-p������� PBMC� w��� ���d f�� �h� in vitro CD8+ 
T-cell induction assay. C57BL/6-Transgenic (HLA-A2.1) 
1Enge/J mice (HLA-A*0201 transgenic mice) were purchased 
f��� �h� J��k��� L�b������y �B�� H��b��, ME, U�A� ��d b��d 
under specific pathogen free conditions.

MHC-peptide complex stabilization assay. Th� b��d��� 
affinity of peptides to the HLA-A*0201 molecule was deter-
����d �����������������y by d�������� �h� �p���������� �f 
peptide-inducing HLA-A*0201 molecules on T2 cells by flow 
�y������y. Th� HLA-A*0201-p�p��d� ���p��x ���b���z����� 
assay was performed as previously described (27). Briefly, 
T2 ����� �1x105/well) were incubated with individual peptides 
�� d�ff����� �������������� �1, 10 �� 100 µM� �� 24-w��� 
plates for 1 h at 37˚C, 18 h at 28˚C, followed by 3 h at 37˚C. 
T2 ����� w��h��� p�p��d� �����d �� b��k�����d �������. Af��� 
incubation, the T2 cells were incubated with FITC-conjugated 
anti-HLA-A*0201 mAb (BD Pharmingen, San Diego, CA, 
USA) for 40 min at 4˚C. Cells were washed two times with 
PB� ��d ����yz�d ����� � FAC�C���b�� f��w �y������� 
(BD Biosciences, CA, USA). The mean fluorescence index 
�MFI� w�� �����d�d, ��d �h� f����������� ��d�x �FI� w�� 
���������d ����� �h� f����w��� f������. FI>1 �100 µM p�p��d�� 
indicated that the tested peptide had a high affinity for the 
HLA-A*0201 ��������.

  T��� MFI - b��k�����d MFI
 FI= ------------------------------------------------------
  B��k�����d MFI
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In vitro generation of peptide-specific CD8+ T cells. Th� 
in vitro CD8+ T-���� ��d������ ����y w�� p��f����d �� p����-
����y d�����b�d �25�. B���f�y, 8x106 HLA-A*0201-p������� 
PBMC� w��� �������d �� RPMI-1640 ��d��� ��pp�������d 
with 10% FBS, 100 U/ml penicillin, 100 µM streptomycin, 
given peptide (50 µM) 100 U/ml recombinant interleukin 2 
�P�p�����h I��, R��ky H���, NJ, U�A�. E���y 3 �� 4 d�y�, h��f 
�f �h� ������� ��d��� w�� ������d ��d ��p����d w��h f���h 
RPMI-1640 medium. On the 28th day (1 week after the final 
������������, �h� p�p��d�-���������d PBMC� ��ff����� ������ 
were tested for peptide-specific CD8+ IFN-γ+ T ����� ��d �h� 
�b����y �� �y�� p�p��d�-p����d T2 �����.

Immunization of HLA-A*0201 transgenic mice. HLA-A*0201 
���������� ���� �6-8 w��k� �f ���� w��� ��bd���d�d ���� ���h� 
groups (5 mice/group). Peptide (250 µg) and 250 µg PADRE 
in 500 µl PBS were emulsified in 500 µl Complete Freund's 
Adjuvant (CFA). Subsequently, 1 ml of the mixture was 
injected subcutaneously (s.c.) into the back skin and the tail 
base of transgenic mice (50 µg given peptide/mouse). After 
1 w��k, �h� ��x����, 250 µ� �f �h� ���� p�p��d� �� 250 µ� 
PBS and 250 µl Incomplete Freund's Adjuvant (IFA), were 
���d �� b���� ���� ���� � w��k f�� 4 w��k�. C������ ���� 
����k-������z�d ����� �������d CFA ��d IFA b�� w��h��� 
peptide. One week after the final immunization, the spleen, 
�y�ph ��d�� �d����p������� ��d p�p������ �y�ph ��d���, ��d 
EDTA-treated blood were harvested and prepared for single 
���� ���p�������. Th� �p�����y��� w��� ���d f�� ELI�POT 
����y, IC� ����y ��d in vitro �y����x����y ����y. Ly�ph ��d� 
����� ��d PBMC� w��� ���d f�� ELI�POT ����y. Th� p�������� 
f�� �h� ������ �xp�������� �� �h�� ���dy w��� �pp����d by �h� 
A����� E�h��� C�������� �f W��zh�� M�d���� C������.

IFN-γ ELISPOT assay. P�������d ������ IFN-γ ELI�POT 
96-w��� p����� �U-CyT��h B����������, U���h�, Th� N��h�����d�� 
were used to detect peptide-specific IFN-γ-��������� ����� �� 
p�p�������� �f �p�����y���, �y�ph ��d� ����� ��d PBMC�. 
I� b���f, 5x105 �p�����y���, 2x105 �y�ph ��d� ����� �� 1x105 
PBMC� �� 100 µ� RPMI-1640 ��d��� w��� �dd�d �� ���h 

w��� �f �h� ELI�POT p�����. Th� w���� w��� d���d�d ���� b��k-
�����d ������� w���� �w��h��� p�p��d�� ��d ���� w���� �20 µM 
��d���d��� p�p��d���. Th� p����� w��� �h�� ����b���d f�� 24 h 
at 37˚C in a 5% CO2 ����b����. Af��� ����b�����, �h� p����� 
w��� w��h�d w��h w��h��� b�ff�� ��d 100 µ� f���h b�����y����d 
����-����� IFN-γ ����b�dy w�� �dd�d �� ���h w���. Af��� 1 h 
incubation at 37˚C, the plates were washed and 100 µl fresh 
HRP-conjugated streptavidin was added to each well. After 
1 h incubation at 37˚C, the plates were washed and 100 µl AEC 
�������� w�� �dd�d �� ���h w���. Af��� 20 ��� ����b����� �� 
37˚C, the reaction was stopped using tap water. An ELISPOT 
reader (Beijing Sage Creation Science and Technology Co. Ltd, 
Beijing, China) was used to count the spots. One spot indicated 
one peptide-specific IFN-γ-��������� ���� �� ��� �p�� f������ 
���� ��FC�.

ICS assay. Eff����� ����� �p�p��d�-���������d PBMC� �� 
�p�����y���� w��� ����b���d w��h �� p�p��d� �� p�p��d� 
�50 µM�. Af��� 1 h, b��f��d�� A �BFA, 10 µM, E�z� 
B���h�� I��, N�w Y��k, NY, U�A� w�� �dd�d �� �h� �����. 
After 5 h incubation at 37˚C, cells were washed with PBS 
��d �h�� f�x�d w��h 4% p���f�����d�hyd� f�� 10 ��� �� 
4˚C. Cell were permealized with 1% saponin and stained 
with FITC-conjugated anti-human/mouse CD3 mAb, 
APC-conjugated anti-human/mouse CD8 mAb PE-conjugated 
����-h����/����� IFN-γ �Ab ��B��������� C��p��y, 
San Diego, CA, USA) for 40 min at 4˚C. After washing with 
PBS, cells were analyzed by flow cytometry (BD Biosciences). 
Th� p���������� �f CD8+ IFN-γ+ T ����� �� ����� CD8+ T ����� 
w��� �������d.

In vitro cytotoxicity assay. B���d �� � p��������y d�����b�d 
in vivo �y����x����y ����y �28�, �� in vitro �y����x����y ����y 
w�� d�����p�d ��d ���d �� d�������� �h� �y����x����y �f 
p�p��d�-���������d PBMC� �� �p�����y��� ������� ������ 
�����. F����, 2x106 T2 ����� ��d 2x106 p�p��d�-���������d 
PBMCs were differentially labeled at 37˚C for 25 min, with 
5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE, 
C�y��� Ch������, A�� A�b��, MI, U�A� �� 0.5 µM ������� 

T�b�� I. �CCA-d�����d HLA-A*0201-���������d �p���p� ���d�d����.

     FI�d

    ������� P�p��d� �������������
    ---------------------------------------------------------- ---------------------------------------------------------------
P�p��d�� P�������� ��������� P�������b �YFPEITHI BIMA� 1 µM 10 µM 100 µM

�CCA115-123 115-123 FLQEYLDAI SCCA1,2 27 221.751 0.19 0.26 0.68
�CCA246-254 246-254 LLPNEIDGL SCCA1,2 27 40.928 0.09 0.19 1.10
�CCA223-231 223-231 SLEDVQAKV SCCA1 26 18.250 0.08 0.68 1.12
�CCA328-336 328-336 VLHKAFVEV SCCA1,2 25 224.653 0.11 0.32 1.11
�CCA106-114 106-114 KLFGEKTYL SCCA1 24 1,521.537 0.10 0.20 0.46
�CCA324-332 324-332 VLSGVLHKA SCCA1 24 19.425 0.14 0.23 1.35
�CCA274-282 274-282 NMRETRVDL SCCA1 22 4.807 0.11 0.07 0.14

�Th� �������� �f p�p��d�� w�� d��������d �����d��� �� �h� ����� ���d ��������� �f �CCA1 �AAB20405�; b�h� p�p��d� w�� ��������d �� �CCA1 
(AAB20405) or/and SCCA2 (AAO92271); ��h� p�p��d� b��d��� ������ w��� p��d����d ����� �YFPEITHI p������ �� BIMA� p������; dfluore-
������ ��d�x �FI� w�� ���������d �� d�����b�d �� �h� M�������� ��d ���h�d� �������.
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����� = CF�E��w� �� 5 µM CF�E ��ff����� ����� = CF�Eh��h� 
������������� �� PB� w��h 1% B�A. Th� ��b���d �������� 
w�� �����h�d by �dd����� �f RPMI-1640 ��d��� ���������� 
40% FBS. The target cells were treated with 100 µg/ml of 
mitomycin C (Cayman Chemical) for 40 min at 37˚C and then 
pulsed for 3 h with 50 µM peptide at 37˚C, and the effector 
����� �������d ��p����d. �����d, 4x106 �p�����y��� f��� 
p�p��d�-������z�d ���� w��� �p��� ���� �w� ����� f��������. 
Th� �w� p�p�������� w��� d�ff���������y ��b���d w��h CF�E �� 
0.5 µM ������� = CF�E��w� �� 5 µM CF�E ��ff����� = CF�Eh��h� 
������������� �� PB� w��h 1% B�A. Th� ������ ����� w��� 
treated with 100 µg/ml of mitomycin C and pulsed for 3 h 
w��h 50 µM p�p��d� ��d �h� �ff����� ����� �������d ��p����d. 
Th��d, �f��� b���� w��h�d, CF�E��w ����� w��� ��x�d w��h 
CF�Eh��h ����� �� � 1:1 ����� ��d �h� ��x w�� ����b���d f�� 
24 h at 37˚C. Finally, the ratio of CFSE��w/CFSEh��h ����� w�� 
determined by flow cytometry. Specific killing percentages of 
p�p��d�-p����d CF�E��w ������ ����� w��� ���������d �� f����w�: 
[1 - �CF�E��w/CF�Eh��h�] x 100%.

Statistical analysis. R������ w��� �xp�����d �� ���� ± �EM. 
The Student's t-test was used to determine the significant 
d�ff������� b��w��� �h� ���� ������ �f �h� �xp��������� 
groups. p<0.05 was considered significant.

Results

The binding affinity of epitope candidates to HLA-A*0201. 
B���d �� �h� p��d������ ������� �f �YFPEITHI ��d BIMA�, 
����� h��h-����� 9-����� ���d p�p��d�� w��� �h���� �� �p���p� 
���d�d���� f�� f���h�� ���dy �T�b�� I�. Of �h��� p�p��d��, 
f��� p�p��d�� ��CCA223-231, �CCA106-114, �CCA324-332 ��d 
�CCA274-282� ��� ��������d ����� �CCA1 wh��� �h��� p�p��d�� 
��CCA115-123, �CCA246-254 ��d �CCA328-336� ��� �h���d by 

�CCA1 ��d �CCA2. I� �dd�����, �CCA328-336 ��d �CCA324-332 
�h���d � ������ �������� �VLHKA�. B���d �� T2 �����, �h� 
MHC-p�p��d� ���p��x ���b���z����� ����y w�� ���d �� ����-
uate the binding affinity of serial 10-fold diluted individual 
p�p��d�� �� �h� HLA-A*0201 ��������. B��d��� �f �h� p�p��d� 
�� HLA-A*0201 �������� ����d ���b���z� MHC ��������� ��d 
significantly upregulate HLA-A*0201 expression on the surface 
of T2 cells. The fluorescence index (FI) was used to reflect the 
binding affinity of a peptide to the HLA-A*0201 molecule. FIs 
f�� �CCA246-254�LLPNEIDGL�, �CCA223-231�SLEDVQAKV�, 
�CCA328-336�VLHKAFVEV� ��d �CCA324-332�VLSGVLHKA� 
w��� d���-d�p��d��� ��d �x���d�d 1 wh�� �h� p�p��d� 
�������������� w��� 100 µM. H�w����, �h� ��������� �h��� 
p�p��d�� ��CCA115-123, �CCA106-114 ��d �CCA274-282� h�d � ��w 
affinity to HLA-A*0201 (FIs<1). Overall, these results suggest 
�h�� �CCA246-254, �CCA223-231, �CCA328-336 ��d �CCA324-332 ��� 
high-affinity peptides, with SCCA324-332 h����� �h� h��h��� 
b��d��� �FI=1.35�. C��p��h������ ������� ��� �������z�d �� 
T�b�� I, ��d ��p����������� ������� ��� �h�w� �� F��. 1.

Induction of peptide-specific CTLs from HLA-A*0201-positive 
PBMCs of healthy donors. T� ����������� wh��h�� �h��� 
p�p��d�� ����d ��d��� �ff�������y in vitro CD8+ T-���� 
���p�����, PBMC� f��� HLA-A*0201-p�������, �CCA-
����-�������� h����hy ��d���d���� w��� ���������d w��h 
��d���d��� p�p��d��. Af��� 21 d�y� �f ����������� �w��� � 
w��k w��h p�p��d�� �� � ������������� �f 50 µM, �h� ��d���d 
�ff����� ����� w��� �������d by IC� ��d in vitro �y����x-
����y ����y. A� �h�w� �� F��. 2, �f �h� ����� p�p��d�� �����d, 
b��h �CCA328-336 ��d �CCA324-332 w��� �ff������ �� ��d����� 
p�p��d�-�p���f�� IFN-γ-p��d����� CD8+ T ����� f��� �h� 
PBMC� �f f��� HLA-A*0201-p������� h����hy d�����. Th� 
p���������� �f �CCA328-336- ��d �CCA324-332-�p���f�� CD8+ 
IFN-γ+ T ����� �� ����� CD8+ T ����� w��� 0.87±0.21 ��d 

Figure 1. The binding affinity of CTL epitope candidates to HLA-A*0201. MHC-peptide complex stabilization assay was used to evaluate the binding affinity of 
�CCA-d�����d CTL �p���p� ���d�d���� �� HLA-A*0201 ��������� �f T2 ����� �� d�����b�d �� M�������� ��d ���h�d� �������. �1� T2 ����� w��h��� p�p��d�; �2-8� T2 
cells were incubated with individual peptides at the different concentrations [no peptide or 1 µM or 10 µM or 100 µM). The mean fluorescence intensity (MFI) of 
T2 cells was measured using flow cytometry and then the fluorescence index (FI) was calculated.
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1.23±0.36%, respectively. Despite repeated attempts, the 
remaining five peptides did not induce CD8+ T-���� ���p����. 
W� �h�� �����������d wh��h�� p�p��d�-���������d PBMC� 
����d �xh�b�� �y����x����y ������� T2 �����. B��h �CCA328-336- 
��d �CCA324-332-���������d PBMC� ����d �y�� p�p��d�-p����d 

T2 ����� �16.3-19.7 ��d 18.5-22.1%, ���p�������y� �F��. 3�. 
H�w����, ����������� w��h ��h�� p�p��d� d�d ��� �h�w �y��-
��x����y ������� T2 �����. F���h������, p�p��d�-���������d 
PBMC� d�d ��� �h�w ��y �y����x����y ������� ��k�d T2 ����� 
�d��� ��� �h�w��.

Figure 2. Percentages of peptide-specific CD8+ IFN-γ+ T ����� �� p�p��d�-���������d PBMC� f��� HLA-A*0201-p������� h����hy ����������. HLA-A*0201-p������� 
PBMC� w��� ���������d w��h ��d���d��� p�p��d�� f�� �h��� w��k�. Th� p�p��d�-���������d PBMC� w��� �����������d in vitro w��h �� p�p��d� �� �h� ���� 
peptide. Percentages of CD8+ IFN-γ+ T cells in total CD8+ T cells were calculated using flow cytometry and presented as mean ± SD from four healthy 
����������. *I�d������� �h� p������� ���p���� �� � p�p��d� �����������.

F����� 3. Cy����x�� �������y �f p�p��d�-���������d PBMC� ������� T2 ����� p����d w��h p�p��d�. Th� in vitro �y����x����y ����y w�� p��f����d �� ���� �h� �y����x�� 
activity of peptide-stimulated PBMCs against T2 cells (effector/target =1:1) as described in Materials and methods section. Peptide-stimulated PBMCs and 
p�p��d�-p����d T2 ����� w��� d�ff���������y ��b���d w��h CF�E �5 ��d 0.5 µM, ���p�������y�. Th� ��x���� �f �ff����� ����� ��d ������ ����� w�� ����b���d 24 h 
before analysis of killing percentage of targets by flow cytometry. (A-G) The figures show the representative peptide-stimulated PBMCs and the values indicate 
the percentage of specific lysis of target cells.
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Immunization of HLA-A*0201 transgenic mice with 
SCCA328-336 or SCCA324-332 induces CTL responses. T� �x����� 
�h� CTL ���������y �f �h��� p�p��d�� in vivo, p�p��d�� w��� 
used to immunize HLA-A*0201 transgenic mice five times, 
�� d�����b�d �� �h� M�������� ��d ���h�d� �������. ����� d�y� 
after the final immunization, splenocytes, lymph node cells and 
PBMCs were prepared and peptide-specific CD8+ T ����� w��� 
d������d by IFN-γ-��������� ELI�POT ����y ��d IC� ����y. 
B��h �CCA328-336 ��d �CCA324-332 ��d���d ��b�������� IFN-γ 
��������� �� �p�����y���, �y�ph ��d� ����� ��d PBMC� d������d 
by ELI�POT ����y �F���. 4, 5 ��d 6�. Th� h��h��� f�������y 
�f IFN-γ-��������� ����� w�� d������d ������� �CCA324-332 

(197±19 SFCs/5x105 splenocytes; 74±12 SFCs/2x105 �y�ph  
node cells; 45±8 SFCs/1x105 PBMC�� wh��� ������z����� w��h 
�CCA328-336 d��p��y�d �� �������d���� ����� �f IFN-γ-��������� 
(107±15 SFCs/5x105 splenocytes, 46±9 SFCs/2x105 �y�ph 
node cells, 22±6 SFCs/1x105 PBMC��. H�w����, �h� ��������� 
peptides did not induce significant IFN-γ-��������� �����. T� 
define the phenotype of peptide-specific IFN-γ-��������� �����, 
�p�����y��� f��� p�p��d�-������z�d HLA-A*0201 ���������� 
���� w��� ����yz�d by IC� ����y. A� �h�w� �� F��. 7, �p�����y��� 
�f �CCA328-336- �� �CCA324-332-������z�d ���� ��������d h��h 
levels of peptide-specific CD8+ IFN-γ+ T �����. Th� p��������� 
�f CD8+ IFN-γ+ T ����� �� ����� CD8+ T ����� ��d���d by 

�CCA328-336 �� �CCA324-332 ������z����� w�� 0.35±0.05 ��d 
0.65±0.07%, ���p�������y. Add��������y, ���k-������z�d ���� 
�h�w�d �� IFN-γ ��������� �� ���p���� �� ��y p�p��d� �d��� ��� 
shown). Moreover, C57BL/6 mice with a genetic background 
�d������� �� �h� HLA-A*0201 ���������� ���� b�� ���k��� �h� 
HLA-A*0201 molecule did not show peptide-specific IFN-γ-
��������� CD8+ T ����� �d��� ��� �h�w��. F�����y, w� d��������d 
whether peptide-specific IFN-γ-��������� CD8+ T ����� h�d �h� 
�b����y �� k��� ������ �����. A� �h�w� �� F��. 8, �p�����y��� f��� 
���� ������z�d w��h �CCA328-336 d��p��y�d h��h ������ �f 
in vitro k������ �f p�p��d�-p����d �p�����y��� ������� f��� 41.2 
�� 51.4%. L�k�w���, ������z����� w��h p�p��d� �CCA324-332 
induced efficient specific lysis in a similar range (50.1-61.2%). 
A� �xp����d, �� �y��� w�� �b�����d �� ���k-������z�d ���� 
or C57BL/6 mice (data not shown).

Discussion

A� ������ p������� ��h�b�����, �������� ���� ��������� 
������� 1 ��CCA1� ��d �������� ���� ��������� ������� 2 
��CCA2� p��y ��p������ ����� �� h��� ������ h���������� �29�. 
���d��� h��� ��p����d ��������d �CCA �xp������� �� �CC 
������� �14,25,30-32�, ��d �CCA� ��� �h���h� �� ������b��� �� 
�h� p������� �f �CC by p��������� ����� ����� f��� �p�p����� 

Figure 4. Peptide-specific IFN-γ-��������� ����� �� �p�����y��� �f p�p��d�-������z�d HLA-A*0201 ���������� ����. �p�����y��� w��� �������d f��� 
p�p��d�-������z�d ���� ��d w��� �����������d in vitro w��h �� p�p��d� �� �h� ���� p�p��d�. Th� ���b��� �f IFN-γ SFCs/5x105 �p�����y��� w��� d������d 
using ELISPOT assay and presented as mean ± SD (n=5). *I�d������� �h� p������� ���p���� �� � p�p��d�.
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Figure 5. Peptide-specific IFN-γ-��������� ����� �� �y�ph ��d� ����� �f p�p��d�-������z�d HLA-A*0201 ���������� ����. Ly�h ��d� ����� w��� �������d f��� 
p�p��d�-������z�d ���� ��d w��� �����������d in vitro w��h �� p�p��d� �� �h� ���� p�p��d�. Th� ���b�� �f IFN-γ SFCs/2x105 �y�ph ��d� ����� w�� d������d 
using ELISPOT assay and presented as mean ± SD (n=5). *I�d������� �h� p������� ���p���� �� � p�p��d�.

Figure 6. Peptide-specific IFN-γ-��������� ����� �� PBMC� �f p�p��d�-������z�d HLA-A*0201 ���������� ����. PBMC� w��� �������d f��� p�p��d�-������z�d 
���� ��d w��� �����������d in vitro w��h �� p�p��d� �� �h� ���� p�p��d�. Th� ���b�� �f IFN-γ SFCs/1x105 PBMC� w�� d������d ����� ELI�POT ����y ��d 
presented as mean ± SD (n=5). *I�d������� �h� p������� ���p���� �� � p�p��d�.
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Figure 7. Peptide-specific CD8+ IFN-γ+ T ����� �� �p�����y��� �f p�p��d�-������z�d HLA-A*0201 ���������� ����. �p�����y��� w��� �������d f��� p�p��d�-
������z�d ���� ��d w��� �����������d in vitro with no peptide or the same peptide. The percentage of CD8+ IFN-γ+ T cells in CD8+ T ����� w�� �������d ����� 
ICS assay and presented as mean ± SD (n=5). *I�d������� �h� p������� ���p���� �� � p�p��d�.

F����� 8. Cy����x����y �������y �f �p�����y��� f��� p�p��d�-������z�d HLA-A*0201 ���������� ���� ������� p�p��d�-p����d �p�����y���. �p�����y��� w��� 
�������d f��� p�p��d�-������z�d ����. �p�����y��� ��d p�p��d�-p����d �p�����y��� w��� d�ff���������y ��b���d w��h CF�E �5 ��d 0.5 µM, ���p�������y�. Th� 
mixture of effector cells and target cells (effector/target =1:1) was incubated 24 h before analysis of killing percentage of targets by flow cytometry. (A-G) The 
figures show representative peptide-immunized mice and the values indicate the percentage of specific lysis of target cells.
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��d ����w��� ������ ����� �� ������� �12-18�. N��-�CC ������ 
�xp������� �f �CCA� ��� ������� ��d �h���d ��� b� �������d 
by the immune system whereas the majority of SCC tissues are 
p������� f�� �CCA� ��d �h���f��� ��� �����p��b�� �� ������ 
k������. M��� ��p�������y, � b���f����� ������� �f �CC �� 
���������d w��h ��������d CTL ���b��� �23,25�. Th��� ���d��� 
clearly indicate that SCCAs are a target molecule for specific 
�������h���py ������� �CC� �20�. Th���f���, �� �� ��p������ 
to define which putative peptides are dominant in the killing 
�f ������ ����� d����� �h� d�����p���� �f �CCA�-d�����d CTL 
�p���p�-b���d �������.

I� �h� p������ ���dy, w� p��d����d ��d ����d���d ����� ���d�-
d��� �p���p�� �f �CCA�. I� ��� �����p� �� d����� �h� b��d��� 
affinity of peptides to the HLA-A*0201 molecule, we observed 
�h�� �CCA246-254�LLPNEIDGL�, �CCA223-231�SLEDVQAKV�, 
�CCA328-336�VLHKAFVEV� ��d �CCA324-332�VLSGVLHKA� 
had high affinity for HLA-A*0201 molecules, with SCCA324-332 
�xh�b����� �h� h��h��� b��d��� �ff����y. H�w����, ���h���h 
�CCA115-123 h�� �h� h��h��� p��d������ ����� �� �p���p� ���d�d���� 
p��d����d by �YFPEITHI ��d �CCA106-114 �� �h� h��h���-����� 
p�p��d� �� BIMA� p��d������ �������, �h��� �w� p�p��d�� h�d � 
low affinity for HLA-A*0201. Our data provide evidence that 
�h� b��d��� �ff����y �f ���d�d��� �p���p�� �� HLA-A*0201 
�������� d��� ��� ��w�y� ��������� w��h �h��� p��d������ ������. 
I�d��d, ���� ��d ��h�� p������� ���d��� h��� d����������d �h�� 
ph�������� �27,33,34�.

T� d�������� wh��h�� �h��� p�p��d�� ����d b� p�������d by 
h���� ����� ��d ��d��� CTL ���p�����, �h��� p�p��d�� w��� ���d 
�� ��������� HLA-A*0201-p������� PBMC� in vitro. IC� ����y��� 
�h�w�d �h�� b��h �CCA328-336 ��d �CCA324-332 ��d���d h��h 
������ �f IFN-γ-��������� CD8+ T �����. HLA-A*0201/Kb trans-
����� ���� �xp���� � �h������ MHC ����� I �������� ���p���d 
�f �h� α1 ��d α2 d����� �f HLA-A*0201 ��d �h� α3 d����� 
of H-2Kb. The HLA-A*0201/Kb transgenic mouse model has 
b��� ���d by ���y ������������� �� �������� �h� �������������y 
�f HLA-A*0201-b��d��� p�p��d�� ��d �h� �b����y �f h���� 
HLA-A*0201 ��������� �� p������ p�p��d�� �� ������ T ����� 
�35,36�. I� �h� p������ ���dy, w� �b�����d �h�� ������z����� �f 
HLA-A*0201 ���������� ���� w��h �CCA328-336 �� �CCA324-332 
��d���d �h� ���������� �f p�p��d�-�p���f�� CD8+ IFN-γ+ 
T cells. Moreover, peptide-specific IFN-γ-��������� ����� w��� 
d�����b���d �� �h� �p����, �y�ph ��d�� ��d p���ph���� b���d �f 
peptide-immunized mice. However, as high-affinity peptides, 
����h�� �CCA246-254 ��� �CCA223-231 ��d���d CTL ���p����� 
�� HLA-A*0201-p������� PBMC� �� HLA-A*0201 ���������� 
����. W� �p������� �h�� p����b�� �xp��������� f�� �h� p������ 
findings are: i) neither SCCA246-254 ��� �CCA223-231 ��� �����-
p�������d �� CD8+ T ����� �� p��������y d�����b�d �37�; ��� b��h 
�CCA246-254 ��d �CCA223-231 h��� h��h�� d����������� ����� f��� 
HLA-A*0201 ��������� �h�� �CCA328-336 ��d �CCA324-332. 
I� h�� b��� �h�w� �h�� �h� b��d��� �ff����y �f TCR f�� 
MHC/p�p��d� ���p��x �� ��� � ������ �������� d���������� 
f�� �h� ���������� �f CD8+ T �����. P������� ���d��� ��d�-
����d �h�� �h� �������������y �f p�p��d�� ���������� w��h 
�h� ���b����y �f MHC/p�p��d� ���p��x f��������, b�� �h��� 
�� �� ������ ����������� b��w��� f��������� �������y �f �h� 
various peptides and their MHC binding efficiency (38,39). 
Furthermore, as expected, significant CD8+ T ���� ���p����� 
w��� ��� �b�����d �� ���k-������z�d ���� �� p�p��d�-
������z�d ������� ���� �d��� ��� �h�w��. Th�� ��d�����d �h�� 

�h� ���p���� �� �h��� �w� p�p��d�� �� ���������d by HLA-A*0201 
��d ��� by ������ MHC ������.

B���d�� p��d����� IFN-γ, CD8+ T ����� ���� ������b��� �� 
h��� p��������� by �x������ �y���y��� f��������. In vitro ��d 
in vivo ���h������ f�� ��������� �y���, ���h �� CF�E-b���d ����y, 
h��� b��� d�����p�d ��d ��� �ff����� ��d ������ ���� p�p���-
����� ��b���d w��h d�ff����� �������������� �f CF�E, �� �h�� 
cytotoxicity activity can be assessed by detecting fluorescence 
using flow cytometry (40). Many studies have confirmed that 
p�p��d�-p����d �p�����y��� ��� b� ���d �� ������ ����� f�� �����-
����� �h� �y����x����y �f �p�����y��� f��� p�p��d�-������z�d 
���� �41-43� wh��� p�p��d�-p����d T2 ����� ��� ����� �� ������ 
����� f�� ���������� �h� �y����x�� f������� �f p�p��d�-���������d 
HLA-A*0201-p������� PBMC� �44-46�. I� �h� p������ ���dy, 
w� ���d �� in vitro CF�E-b���d �y����x����y ����y �� d����-
���� wh��h�� p�p��d�-��d���d CD8+ T ����� ����d d��p��y 
in vitro �y����x����y ������� ������ �����. B��h �CCA328-336- ��d 
�CCA324-332-���������d PBMC� �xh�b���d �h� ��p����y �� �y�� 
p�p��d�-p����d ������ �����. Th� p���������� �f p�p��d�-p����d 
T2 ����� �y��� �� �CCA-d�����d p�p��d�-���������d PBMC� 
�16.3-22.1%, �ff�����:������ =1:1� ��� �� ���� w��h p���������� 
d������d �� p�p����������� b��d��� f�����-d�����d p�p��d�-����-
�����d PBMC� �30%, �ff�����: ������ =2:1� �45�, ��d �� 
HCV-derived peptide-stimulated PBMCs (26.5-41.6%, effector: 
������ =5:1� �46�. F���h������, �p�����y��� f��� �CCA328-336- 
�� �CCA324-332-������z�d HLA-A*0201 ���������� ���� 
showed specific in vitro k������ �f p�p��d�-p����d �p�����y��� 
�41.2-61.2%�, wh����� �� �y��� w�� �b�����d �� ���k-������z�d 
���� �� b��k�����d ����. O�� ������� �pp��� �� ������p��d 
w��h �h��� ���� �� ��h�� �������-d�����d p�p��d�-������z�d 
���� ����� in vivo �y����x����y ����y� �41-43�.

B���d �� PBMC� f��� HLA-A24+ p������� w��h �CC, 
�h������� et al identified two immunodominant CTL epitopes 
f��� �CCA1. Th��� �w� p�p��d��, [�CCA112-120(TYLFLQEYL) 
��d �CCA215-224(QYTSFHFASL)], were found to effectively 
induce peptide-specific CTLs, displaying cytotoxicity against 
HLA-A24-p������� �CCA+ ������ ����� �25�. Ex��p� �h��� 
�p���p��, �� ��h�� �CCA-d�����d �p���p�� h��� b��� �d����-
f��d. T� ��� k��w��d��, �h�� �� �h� f���� ��p��� �d����fy��� 
�CCA-d�����d HLA-A*0201-���������d CTL �p���p��. I� �� 
noteworthy that the present identified epitopes, SCCA328-336 ��d 
�CCA324-332, h��� �h� f����w��� f�������: �� �h�y ��� �������z�d 
by ������ T ����� f��� HLA-A*0201 ���������� ���� ��d 
by HLA-A*0201-p������� CD8+ T �����, ��d ��� ��d��� CTL 
���p�����; ��� �CCA328-336 �� �h���d by �CCA1 ��d �CCA2 
wh��� �CCA324-332 �� ��������d ����� �CCA1; ���� �h��� �w� 
peptides share five amino acids (VLHKA�, wh��h ��y �xp��� 
why b��h �CCA328-336 ��d �CCA324-332 w��� �������z�d by 
HLA-A*0201 ��������� ��d ��d���d CTL ���p����.

I� ����������, w� d����������d �h�� b��h �CCA328-336 ��d 
�CCA324-332 h��� h��h �ff����y f�� HLA-A*0201 ��������� 
and are more efficient at inducing in vitro ��d in vivo CD8+ 
T-���� ���p����. W� f���h�� �h�w�d �h�� b��h �CCA328-336- ��d 
�CCA324-332-specific CD8+ T ����� ����d k��� p�p��d�-p����d 
������ �����. Th���f���, �h��� �w� ����� HLA-A*0201-���������d 
�p���p�� ��y p���������y ������b��� �� �h� d�����p���� �f d���-
������ ����� �� w��� �� �h���p������ CTL �p���p�-b���d �������� 
f�� �CC�. F���h�� ���d��� �� d���������� �h� �y����x����y �f 
peptide-specific CD8+ T ����� ������� �CC-d�����d ����� ����� 
��d �h� ����-���� p��������� ������� �CC� ��� ���d�d.
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