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研究成果の概要（和文）：樹状細胞（DC）を標的とするトル様レセプターリガンドとDCの抗原提示能を増強する
pH感受性ポリマーを接合したリポソームは、がん抗原に特異的な細胞傷害反応を非常に強く誘導し、担がんマウ
スモデルにおける腫瘍の成長を非常に有意に抑制した。よって、本リポソームは、がん抗原に対する免疫反応を
強力に惹起・賦活することが判明した。また、免疫抑制分子であるCTLA-4を阻害するために、ライブラリーから
選択分離したヒトCTLA-4標的ペプチドは、イヌDCにも特異的に結合し、T細胞の抗原特異的反応を有意に増強し
た。よって、本ペプチドは、CTLA-4とB7の結合を効果的に阻害し、免疫反応を増強できることが判明した。

研究成果の概要（英文）：The agent for augmenting cancer-specific immune responses was developed with
 the liposome conjugated with a ligand of dendritic cell (DC)-targeting toll-like receptor and a 
pH-sensitive polymer that enhances antigen-presentation by DC. The agent significantly enhanced 
cancer antigen-specific cytotoxic T cell activity, and significantly suppressed growth of cancer 
cells in syngeneic mice. On the other hand, the peptide targeting an immune suppressive molecule, 
CTLA-4 was generated against recombinant human CTLA-4-Ig by east-display and error-prone PCR 
methods. The targeting-peptide showed potent binding activity to canine DCs, and significantly 
enhanced canine T cell responses against allogeneic DCs, suggesting that the targeting peptide 
effectively block the binding between CTLA-4 on T cells and B7 on DCs. These agents will be 
promising tool for promoting therapeutic effect of cancer immunotherapy in human and veterinary 
medicine.

研究分野：がん免疫治療

キーワード： がん免疫治療　抗原特異的免疫増強剤　免疫抑制分子阻害剤　トランスレーショナルリサーチ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がん免疫治療は、患者の免疫機構を利用してがんを治療する方法で、副作用がほとんどなく安全である反面、治
療効果が低いため、治癒を目的として単独で用いられることは非常に少ない。しかし、がんが死因の多くを占
め、さらに増加を示す今日では、患者の身体的負担を極力軽減し、且つ効果的ながん治療法を開発することが必
要であり、そのためには、がん免疫治療の効果向上が最も重要な課題である。本研究において開発したがん特異
的免疫増強剤と抑制分子標的阻害剤は、非常に高い治療効果を示した。これらを臨床応用することができれば、
人と動物のがん治療に大きな進展をもたらすと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

がん免疫治療は、患者の免疫機構を利用してがんを治療する方法で、副作用がほとんどなく、
安全である反面、治療効果が低いため、治癒を目的として単独で用いられることは非常に少ない。
しかしながら、がんが死因の多くを占め、さらに増加を示す今日では、患者の身体的負担を極力
軽減し、且つ効果的ながん治療法を開発することが必要であり、そのためには、がん免疫治療の
効果向上が最も重要な課題であると考える。がん免疫治療の効果向上には、「i）がん抗原に対す
る免疫反応を強力に惹起・賦活すること」、「ii）がん免疫細胞の活性を増強する環境をがん組織
内に創ること」、「iii）賦活されたがん免疫反応を長期間維持すること」の達成が必要である。
このうち、がん免疫細胞の活性を増強する環境については、先行する研究において、樹状細胞
（DC）を成熟活性化するサイトカインである CD40 リガンドと細胞障害性 T リンパ球（CTL）を活
性化するサイトカインであるインターフェロンガンマの遺伝子をがん細胞に導入することによ
ってがん免疫を増強する環境を構築し、治療効果を著しく高めることに成功している。 
 

２．研究の目的 

本研究では、がん抗原に対する免疫反応を強力に惹起・賦活し、賦活されたがん免疫反応を長
期間維持するため、がん抗原特的免疫増強剤および免疫抑制分子標的阻害剤の開発を試みた。 
（1）がん抗原特的免疫増強剤： DC は、抗原特異的免疫反応を惹起および強力に賦活する唯一
の細胞である。したがって、がん抗原に対する特異的免疫反応を強化するには DC の抗原提示能
および活性を高めることが最も効果的かつ効率的である。がん細胞を攻撃するエフェクターの
主体である CD8+ CTL の活性惹起には、外来抗原を主要組織適合複合体（MHC）Class II 分子で
はなく、Class I 分子に提示すること（クロスプレゼンテーション）が必要である。大阪府立大
学工学研究科生体高分子化学研究グループによって開発された pH 感受性リポソームは、クロス
プレゼンテーションの効率を著しく高めることができる（Yuba et al. Biomaterials 2008）。
一方、赤澤らによって開発された新規免疫活性化物質である h11c
は、トル様レセプター（TLR）2 に対するリガンドと DC に強発現す
る CD11c に結合する分子で構成される。そのため、DC が提示した
抗原に対する免疫反応のみを活性化できる（Int J Cancer 2014）。
本研究では、がん抗原を内包した pH 感受性リポソームに h11c を
組み込んだ「がん抗原特異的免疫増強剤」（図 1）を作製し、腫瘍
増殖抑制効果を検討した。 
（2）免疫抑制分子標的阻害剤： CTLA-4 は、過剰な免疫反応による組織の損傷を回避するため、
免疫チェックポイントと呼ばれており、CTL の活性化を担う CD28 から結合相手である DC 上の B7
を奪い取り、代わって結合することにより、抑制シグナルを発生して CTL の活性を低下させる。
また、制御性 T リンパ球（Treg）上の CTLA-4 は、B7 との結合によって Treg を活性化し、免疫
反応をさらに抑制する。よって、CTLA-4 と B7 間の結合を阻害すれば、一度惹起させたがん免疫
反応を長期間維持させることが可能である。ヒトでは、CTLA-4 の機能を阻害するモノクローナ
ル抗体が作製され、がん治療に用いられている。しかし、これらの治療抗体は、分子量が大きく、
免疫原性を示すので、免疫グロブリンの分子骨格をマウスのものから治療対象動物のものへ置
き換える必要があり、また、合成することが困難である。さらに、作製後に標的に対する親和性
を向上させることができない。一方、分子標的ペプチドは、免疫原性を示さない合成可能な低分
子で、標的に対する親和性を向上できる。そこで、本研究では、イヌのがん治療に向けた新規免
疫チェックポイント阻害剤の開発を目的として、helix-loop-helix（HLH）構造を持つペプチド
ライブラリーからヒト CTLA-4 を標的とするペプチドを選別し、標的分子に対する親和性を向上
させ、最終的にイヌの T 細胞活性に対する効果を検討した。 
 
３．研究の方法 

（1）がん抗原特的免疫増強剤： 
①担がんマウスモデルの作製：C57BL/6（B6）由来マウスリンパ腫株である EL-4に卵白アルブミ
ン（OVA）遺伝子を導入し、人工抗原として MHC Class I 分子上に発現させた E.G7-OVA（E.G7）
を B6 マウスの背側皮下に接種して成長させ、担がんマウスを作製した。 
②がん抗原特異的免疫増強剤の作製：pH 感受性ポリマーとして、2-carboxychohexane-
1carboxylated poly-glycidorl (ChexPG)を用い、h11c とともに egg yolk phosphatidylcholine
の薄層膜に接合させた。形成した薄層膜によって抗原である OVA を内包したリポソーム（[h11c-
Chex]）を作製し、超遠心によって精製した。コントロールとして、ChexPG のみを接合させたリ
ポソーム（[Chex]）、h11 のみを接合させたリポソーム（[h11]）および無接合のリポソーム（[Un]）
を作製した。 
③抗原特異的 CTL の誘導効果の検討：B6 マウスの footpad に上記の 4 種類のリポソームおよび
free h11c と free OVA の混合物を 1 回の投与につき総 h11c 量 10 nmol、総 OVA 量 10 µg の条件
で、7 日間隔で 2 回注射し、その 7 日後に膝窩リンパ節を採取した。採取したリンパ節細胞を
51Cr でラベルした E.G7-OVA または EL-4 に反応させ、それらに対する障害反応を腫瘍細胞から放
出された 51Cr を測定して評価した。 
④がん成長抑制効果の検討：担がんマウスモデルに、上記の 4種類のリポソームおよび free h11c
と free OVA の混合物を 1 回の投与につき総 h11c 量 10 nmol、総 OVA 量 15 µg の条件で、週に 3

図１ 



回、2 週間投与した。腫瘍成長抑制効果は、腫瘍の体積の経時的変化および投与開始後 60 日ま
での生存率によって評価した。 
（2）免疫抑制分子標的阻害剤： 
①イヌ DC およびイヌ T 細胞の準備：抗ヒト CD14 抗体に鉄コロイドを結合させたマイクロビー
ズを用いた磁気細胞分離法により、ビーグル種犬の末梢血単核細胞から単球を分離し、それをイ
ヌ顆粒球・マクロファージ-コロニー刺激因子およびイヌインターロイキン 4（IL-4）と 7 日間
培養して DC へ分化させた。また、ナイロンウールカラムを用いてイヌの末梢血単核細胞から T
細胞を分離した。 
②ヒト CTLA-4 のイヌ免疫細胞への（交差）反応の検討：ヒト組み換体（rh）CTLA-4 とヒト Iｇ
G のキメラタンパクである rhCTLA-4-Iｇのイヌ CD への結合性をフローサイトメトリーによって
評価した。また、異系（allogeneic：アロ）のイヌ DC に対するイヌ T 細胞の反応（混合リンパ
球反応）に rhCTLA-4-Iｇを添加し、反応に対する抑制効果を検討した。 
③ヒト CTLA-4 標的ペプチドの選択分離：i）酵母表
層ディスプレイ法によるヒト CTLA-4 結合ペプチド
の選択：図 2 に示すように、HLH ペプチドライブラ
リーの ΔPTA-12RC-2 の cDNA と FLAG tag の cDNA を
pYD11-BxXN プラスミドに挿入して EBY100 酵母株に
導入することにより、EBY100 の表面に FLAG tag に
結合した ΔPTA-12RC-2 ライブラリーを提示させた。
蛍光標識した rhCTLA-4-Iｇと抗 FLAG tag 抗体を用
いて、fluorescence activated cell sorting (FACS)
法により、ヒト CTLA-4 に結合ペプチドを発現する
EBY100 のクローンを選択分離した。ii）error-prone 
PCR 法による CTLA-4 に対する親和性の増強：i）で
得られたクローンの cDNA をテンプレートとして
error-prone PCR を行い、ランダムに数塩基を変換
した。変換した cDNA を pYD11-BxXN プラスミドに挿入して EBY100 酵母株に導入し、i）と同様に
ヒト CTLA-4 に結合ペプチドを発現する EBY100 のクローンを選択分離した。選択したペプチド
のうち、CTLA-4 に対する親和性の最も高いものを cDNA の配列を基に合成した。 
④ヒト CTLA-4 標的ペプチドのイヌ免疫細胞およびその反応に対する影響の検討：イヌの DC を
一定濃度（30 nM）の rhCTLA-4-Iｇと反応させ、そこに様々な濃度のヒト CTLA-4 標的ペプチド
を添加して、rhCTLA-4-Iｇのイヌ DC への結合性をフローサイトメトリーで検討した。また、ア
ロのイヌ DC に対するイヌ T 細胞の反応に様々な濃度のヒト CTLA-4 標的ペプチドを添加し、反
応への影響を検討した。 
 
４．研究成果 
（1）がん抗原特的免疫増強剤： 

①抗原特異的免疫増強剤による DC の活性化および抗原提示能力の増強：OVA を内包した抗原特

異的免疫増強剤（h11c-pH 感受性リポソーム：[h11c-Chex]）およびコントロールリポソーム

（[Chex]、[h11]、[Un]）を DC に作用させたところ、[h11c-Chex]は、コントロールリポソーム

に比べ、有意に多くの IL-12 の産生を誘導し、DC の活性を有意に高めることが判明した。また、

DC の MHC Class I 分子上に提示される OVA エピトープの量も有意に多く、DC の抗原提示能を有

意に高めることも明らかとなった。 

②がん抗原特異的免疫増強剤による

抗原特異的 CTL 誘導の亢進：図 3 に

示すように、OVA を内包した h11c-pH

感受性リポソーム（[h11c-Chex]）を

投与した B6マウスの所属リンパ節か

ら採取したリンパ球は、コントロー

ルリポソーム（[Chex]、[h11]、[Un]）、

free h11cと free OVAの混合物（fOVA 

+ fh11c）およびリン酸緩衝食塩水

（PBS）を投与したマウスのリンパ節

から採取したリンパ球と比較して、

OVA を抗原として発現する E.G7-OVA

（E.G7）に対して有意に高い細胞障

害反応を示した。他方、E.G7 の親細

胞株で OVA を発現していない EL4 に

対しては、ほとんど細胞障害反応を

示さなかった。これらの結果から、が

図 2 

図 3 

投与群 

*他の投与群と比較して有意に高い（P <0.01） 

‡PBS投与群と比較して有意に高い（P <0.05） 



ん抗原特異的免疫増強剤は、がん抗原特異的 CTL の誘導を有意に亢進することが明らかとなっ

た。 

 

③がん抗原特異的免疫増強剤によるがん成長抑制効果の増強： E.G7 を背側皮下に移植した B6

マウスに対して、OVA を内包した h11c-pH 感受性リポソーム（[h11c-Chex]）およびコントロー

ルリポソーム（[Chex]、[h11]、[Un]）を投与したところ、図 4 に示すように、[h11c-Chex]投与

群は、設定したエンドポイントの 60 日までに 60％（5 匹中 3 匹）が生存し、PBS 投与群と比較

して有意に高い生存率を示した。さらに、図 5 に示すように、60 日までに生存した個体では、

腫瘍の体積が処置開始後 10日までは増加するが、その後減少し、60日までには完全に消失した。

また、pH 感受性リポソームと free h11c の混合物（[Chex]+ fh11c）を投与した群でエンドポイ

ントにおいて 20％（5 匹中 1 匹）生存が認められ、生存した個体では腫瘍が消失していた。[Chex]

投与群の生存率は、PBS 投与群に比べて有意に高かったが、エンドポイントまで生存した個体は

なかった。その他のコントロールリポソームの投与群でも、腫瘍が一旦減少した個体も見られた

が、処置開始後 20 日～30 日で再び増加し、それ以降減少することはなかった（図 5）。 

④結論：以上の結果から、抗原特異的免疫増強剤である h11c-pH 感受性リポソームは、DC の成

熟・活性化および MHC Class I 分子上への抗原提示能を著しく亢進し、それによって抗原特異的

細胞傷害反応を有意に増強させた。よって、同増強剤は、がん抗原に対する免疫反応を強力に惹

起・賦活し、がんの成長を著しく抑制することができることが明らかとなった。 

 

（2）免疫抑制分子標的阻害剤： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

①ヒト CTLA-4 のイヌ免疫細胞への交差反応性：図 6 に示すように、rhCTLA-4-Iｇは、濃度依存

的にイヌ DC への結合が高まった。それに対して、イヌ T 細胞（T cell-fr）への結合は、濃度を

増加させても低いままであった。また、図 7 に示すように、rhCTLA-4-Iｇは、アロイヌ DC に対

するイヌ T 細胞の反応を抑制し、その効果は濃度に相関した。これらの結果から、rhCTLA-4-Iｇ

は、イヌ DC 上の B7 分子に結合し、同分子とイヌ T 細胞上の CD28 との結合を阻害することによ

り、イヌ T 細胞の活性化を阻害することが示され、ヒト CTLA-4 はイヌ免疫細胞に対して交差反

応性を持つことが判明した。よって、ヒト CTLA-4 に対する標的ペプチドは、イヌ CTLA-4 にも結

図 4 図 5 

** P <0.01, * P <0.05 vs PBS 

図 6 図 7 

** P <0.01, vs Proliferation at 0 μg/ml 



合し、イヌ CTLA-4 の機能を阻害することが期待されたので、次

に rhCTLA-4 をターゲットとして、標的ペプチドの選択分離を行

った。 

②ヒト CTLA-4 に対する標的ペプチド：HLH ペプチドライブラリー

から酵母表層ディスプレイと error-prone PCR によって選択分離

したヒト CTLA-4 標的 HLH ペプチドである ERY2-4 は、図 8 に示す

構造を持ち、赤字で示すアミノ酸は ERY2-4 に特異的なアミノ酸

である。合成された ERY2-4 の rhCTLA-4 に対する解離定数（Kｄ）

は、196.8 nM で、rhB7 の rhCTLA-4 に対する結合性（Kd=278 nM）

よりもやや高かった。一方、rhB7 と比較して、CD28 に対する結合

性が有意に低く、T 細胞の活性化に必要な B7 と CD28 との結合を

妨げないことが判明した。また、腫瘍壊死因子、上皮成長因子、

イムノグロブリンなどの他のサイトカインや血清タンパクへの

結合性も認められなかった。 

 

③ヒト CTLA-4 標的ペプチドによるイヌ免疫反応の増強：図 9 に示すように rhCTLA-4-Ig のイヌ

DC への結合性は、ヒト CTLA-4 標的ペプチドである ERY2-4 の添加により、濃度依存性に添加し

た。それに対して、ヒト CTLA-4 へ結合しないコントロールぺプチドである YT1-S の添加によっ

て全く影響を受けなかった。また、図 10 に示すようにアロのイヌ DC に対するイヌ T 細胞の反

応は、ERY2-4 の添加により有意に増強された。 

④結論：以上の結果により、ヒト CTLA-4 標的ペプチドは、イヌ T 細胞上の CTLA-4 に結合し、イ

ヌ DC 上の B7 との結合を阻害することにより、CTLA-4 からの抑制シグナルの発生を防ぎ、イヌ

T 細胞の反応を増強することが明らかとなった。 
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