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研究成果の概要（和文）：本研究では、がん免疫療法の効果発現の妨げとなる免疫逃避機構の克服を目指した創
薬開発の研究を行った。免疫抑制細胞の機能増強に関与する腫瘍壊死因子TNFに着目しファージディスプレイ法
を駆使することで、結合する複数のレセプターのうちR2を介した作用のみを選択的に阻害することができるTNF
構造変異体アンタゴニスト候補クローンの創出に成功した。得られた受容体指向性アンタゴニストはがん免疫逃
避機構の克服に向けた治療薬になることが期待される。今後は、より詳細な機能特性を評価するとともに、in 
vivoにおける抗腫瘍効果の検討を通じて、有効性を評価していく予定である。

研究成果の概要（英文）：In this study, creation of novel drug to overcome immune escape mechnism in 
tumor microenvironment was performed. We succeeded in identifying TNFR2-selective antagonistic 
mutants with phage display technique. TNFR2-selective antagonistic mutants will be a promising drug 
to enhance the efficacy of cancer immunotherapy.

研究分野：ドラッグデリバリーシステム

キーワード： ファージディスプレイ法　免疫逃避機構　TNF　TNFR2

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん免疫逃避機構は、近年画期的がん治療法として期待されている免疫療法の効果発現の障壁となることから、
克服は喫緊の課題となっている。その点本研究は、免疫逃避機構の中心的役割を担う免疫抑制細胞の機能を直接
的に阻害することができる機能性タンパク質の創出を目指したものである。本研究で開発したタンパク質は、既
存の免疫チェックポイント阻害薬とは異なる機序で作用しうる新たな治療薬となることが期待される。

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



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 がん免疫療法は、外科療法・放射線療法・化学療法のがん三大療法にかわる第四の治療法とし
て注目される治療法である。がん免疫療法は、生体の免疫機能を利用してがん組織に対する特異
的な免疫を効率よく誘導することによる治療であり、これまでの研究では如何にして効果的に
免疫を誘導可能であるのかに焦点が絞られてきた。一方で近年、がん組織ではそうした抗腫瘍免
疫に対する抵抗性を生ずる免疫逃避機構と呼ばれる機構が存在することが報告されてきた。特
に免疫逃避機構には制御性 T細胞（Treg）や免疫抑制性細胞（MDSC）などの免疫抑制細胞が重要
な働きをしており、樹状細胞による T細胞への抗原提示や T細胞の増殖・活性化を抑制すること
で抗腫瘍免疫を抑えることが報告されている。したがって、これら免疫抑制細胞の機能を抑制す
ることができれば、がん免疫逃避機構の克服に繋がると期待される。 
 
２．研究の目的 
 ライフサイエンス研究の進展に伴い、ノックアウトマウスの開発研究が盛んに行われ、様々な
分子の機能的・形態的役割が明らかとなりつつある。その点近年、腫瘍壊死因子（TNF）の Treg
や MDSC の細胞表面に存在する II型受容体（TNFR2）を介した作用が、免疫抑制機能の増強に関
与していることが報告されてきた。一方で、I 型受容体（TNFR1）は主に上皮系の細胞に高発現
しており、細胞に対する抗腫瘍作用を有することが古くより明らかとなっている。したがって、
TNF による TNFR2 を介した作用を選択的に抑制することができれば、極めて有望な免疫逃避機構
の制御薬になると期待される。そこで我々は、独自の機能性人工タンパク質創出技術であるファ
ージディスプレイ法を駆使することで、TNF のアミノ酸を改変することにより TNFR2 に選択的に
結合するものの活性を示さない受容体選択的 TNF 構造変異体アンタゴニストの開発研究を進め
た。 
 
３．研究の方法 
(1)TNF 構造変異体ライブラリの構築 
野生型 TNF のレセプターとの結合に関与する 9 つのアミノ酸（29,31-33,143,145-147,149 番
目）のコドンを PCR 法により NNK 配列へと変換し、他の 20種類のアミノ酸に網羅的に置換する
ことで、様々な結合特性を有する構造変異 TNF から構成されるライブラリを構築した。これら遺
伝子ライブラリをファージゲノムに挿入し、構造変異 TNF ファージライブラリを構築した。 
 
(2)バイオパンニング法を駆使した TNFR2 結合選択的アンタゴニストの選別 
構造変異 TNF ファージライブラリの中から、あらかじめイムノチューブに固相化しておいた
TNFR2 への結合親和性を利用したバイオパンニング法により、TNRFR2 に強く結合する変異体を
増幅した。その際、TNFR1 に結合性の高いクローンが濃縮されないようにするために、ライブラ
リにあらかじめ TNFR1 を加えておき、TNFR2 に作用した。その後、モノクローン化後の大腸菌培
養上清を用いて、ELISA 法により各クローンの各レセプターへの結合力を測定した。さらに TNFR1
（R1）を介した生物活性をマウス繊維芽細胞である L-M 細胞の細胞傷害性を指標に評価した。ま
た TNFR2 を介した活性は、研究協力者らが開発した細胞外領域が TNFR2、細胞内領域が Fas であ
るキメラレセプターを強制発現する脂肪前駆細胞の細胞傷害性を指標に行った。以上のスクリ
ーニングにより TNFR2 に選択的に結合するものの活性を示さない変異体を単離した。 
 
(3)マウス骨髄細胞を用いた MDSC の分化誘導と TNF による in vitro 増殖法の構築 
マウス脛骨・腓骨より骨髄細胞を単離し、GM-CSF存在下において4日間培養した。その後CD11b, 
Gr-1 に対する抗体を修飾した磁気ビーズを利用して MDSC を分離した。さらに、TNFR2 指向性ア
ンタゴニストのスクリーニング法の構築を目指して TNF による MDSC の増殖を目指した野生型
TNF の作用濃度を検討した。 
 
(4)His タグ付き TNF 構造変異体タンパク質の発現精製 
 TNF構造変異体遺伝子のC末端にHisタグ遺伝子を導入したプラスミドを構築し大腸菌株BL21
に導入した。IPTG 存在下 25℃にて 4時間振盪培養後、大腸菌を遠心分離し得られたペレットに
リゾチームを加え、超音波処理によりタンパク質抽出液を回収した。ニッケルカラムを用いたア
フィニティー精製を行い、His タグタンパク質を精製した。 
 
(5)TNFR2 結合選択的アンタゴニスト精製タンパク質による TNFR1 を介した生物活性評価 
 精製した His タグ付き TNFR2 結合選択的アンタゴニストを用いて、L-M 細胞に対する細胞傷害
活性の評価を行った。 
 
４．研究成果 
 独自の機能性タンパク質創出技術であるファージディスプレイ法を駆使することで、TNF中の
レセプターとの結合に関与する9つのアミノ酸を網羅的に他の20種類のアミノ酸へと置換した1
億種類以上の構造変異体からなるライブラリの構築に成功した。さらにこの中からTNFR2への結
合親和性を利用したパンニング法を3回繰り返し行い、TNFR2に高い結合性を示すクローンの濃



縮に成功した。モノクローン化後の各クローンの培養上清を用いたスクリーニングの結果、
TNFR2に選択的に結合し活性を示さないクローンを3種類同定することに成功した。一方で、in 
vitroにおけるMDSCのTNFによる増殖に対する抑制活性を評価するためのスクリーニング法の構
築にも成功した。また得られた候補クローンに関して詳細な特性を評価する目的でHisタグを共
発現する精製タンパク質の創出にも成功した。候補クローンのTNFR1を介した生物活性を評価し
たところ、野生型TNFの作用と比較してほとんど活性を示さないことが確認された。このように
ファージディスプレイ法を駆使することで、2種類の受容体に結合するTNFの受容体結合性・活
性を改変した構造変異体の創出に成功した。また得られた候補タンパク質は免疫逃避機構の改
善に資すると期待された。 
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