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研究成果の概要（和文）：本研究ではマクロファージの表面修飾を行い，がん細胞に対する親和性を格段に高
め，体内よりがん細胞を消去する新たな手法を構築することを目的とし研究を遂行した。糖の代謝経路を利用し
て生きたマクロファージの表面に誘導した非天然糖鎖にがん細胞に過剰発現している膜タンパク質と結合する核
酸アプタマーを修飾し，このマクロファージでヒト急性リンパ芽球性白血病を高効率に捕捉することに成功し
た。さらに、抗がん剤処理によりアポトーシス誘導されたがん細胞をアプタマー修飾マクロファージが積極的に
貪食することを確認し、がん細胞を免疫細胞で消去する新たな方法を見出した。

研究成果の概要（英文）：Antigen-presenting cells play a dominant role in cancer immunotherapy. Tumor
 cells, however, can still resort to several mechanisms of immune evasion that ultimately lead to 
the development of tumor tissues. In the current study, we revealed that the surface modification of
 macrophages with nucleic acid aptamers improved the capture of tumor cells and enhanced their 
anticancer immune response. Regardless of the tumor cells condition (apoptotic or not), the number 
of tumor cells captured by surface modified macrophages was significantly higher than that captured 
by nontreated analogs. Phagocytosis of captured tumor cells, secretion of proinflammatory cytokines,
 and expression of MHC class molecules were accelerated in nucleic aptamer-modified macrophages when
 these were in contact with apoptotic tumor cells instead of living tumor cells. 

研究分野： 生体材料学

キーワード： シアル酸　糖鎖改変　表面改質　マクロファージ　がん免疫治療　核酸アプタマー　サイトカイン　ク
リック反応

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年，低侵襲ながんの治療法として免疫治療が注目されている。この治療では自己の細胞を用いるために副作用
を伴わず，採血と点滴による治療のため患者への負担が極めて少ない。しかし，生体内には免疫原生の低いがん
細胞が存在することやがん細胞が免疫細胞の活性化を抑制することががん免疫を機能させない理由のひとつとし
て指摘されている。本研究によって，免疫細胞にがん細胞を新たに認識させる機能を付与することに成功した。
この結果は，がん免疫治療の効率化に資する新たな方法として社会的意義は極めて高いと言える。また、本研究
で確立した細胞表面修飾は、生物学と化学を融合した学術的にもユニークな手法と言える。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
厚生労働省の統計にもあるように我が国の死因の一位は悪性新生物，すなわちがんであり，現代では
３人に１人ががんで死亡し，その割合は年々増加している。がん治療の腫瘍組織を外科的に摘出し，そ
の後，継続的な放射線療法や化学療法が行われる。これらが延命のために有効な治療法であるが，侵
襲や重篤な副作用を伴うこと，また，複雑な経路で体内に拡散したがんを壊滅させることが困難であるこ
となど，克服すべき課題も残されている。最近，免疫細胞を用いたがん治療が注目されている。これらは
自己の細胞を用いるために副作用を伴わず，採血と点滴による治療のため患者への負担が極めて少
ない。しかし，生体内には免疫原生の低いがん細胞が存在することやがん細胞が免疫細胞の活性化を
抑制することががん免疫を機能させない理由のひとつとして指摘されている。そこで，免疫細胞にがん
細胞を新たに認識させる機能を付与することが，免疫治療の効果を高めるために有効と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究ではマクロファージの表面修飾を行い，腫瘍細胞に対する親和性を格段に高め，体内よ

り腫瘍細胞を消去する新たな手法を構築することを目的とした。具体的には，研究期間において
①糖の代謝経路を利用して生きたマクロファージの表面に誘導した非天然糖鎖に腫瘍細胞に過
剰発現している膜タンパク質と結合する核酸アプタマーを修飾すること，②in vitro で表面改
質したマクロファージによる腫瘍細胞の捕捉作用の検討，③表面改質マクロファージと抗がん
剤の併用による白血病細胞の消去について検討した。生きた免疫細胞の表面を改変し，がん細胞
に対する認識能を向上させた検討はこれまでになく，本研究の成果ががん免疫療法の発展に貢
献できるものと確信した。 
 
３．研究の方法 
1) マクロファージの表面修飾 
申請者らが確立した N-メタクリロイルマンノサミン（ManM）の合成法(Macromol Biosci 

2011;11:1478)を改良し，メタクリル酸クロリドとマンノサミンを反応させることにより ManM を
合成することに成功した。所定量の ManM を含む培地でマウスマクロファージ(RAW264.7)を 24 時
間培養し，RAW264.7 の表面にメタクリロイル基を誘導した。メタクリロイル基を誘導した
RAW264.7 細胞の表面にがん細胞に過剰発現している膜タンパク質(PTK7)と結合するアプタマー
(sgc8)を光活性型チオール-エン反応により修飾した。その後，RAW264.7 を PBS で洗浄し，以降
の実験に用いた。糖鎖末端に修飾したアプタマーの維持期間を確認するため，sgc8 により表面
改質を行なったマクロファージを所定時間 DMEM 中で培養し，蛍光色素(TAMRA)が標識された相
補鎖を作用させた。PBS で洗浄後，単位細胞あたりの TAMRA 由来の蛍光強度を蛍光光度計により
測定した。 

 
2) 表面改質マクロファージによるがん細胞の捕捉 
細胞培養用シャーレに接着させた RAW264.7 細胞の表面に上記の方法でアプタマーを修飾した。

次に PTK を過剰発現しているヒト白血病細胞（CCRF-CEM）を振盪器中で 30分間穏やかに接触さ
せ。それぞれの細胞を異なる蛍光色素で染色することにより， RAW264.7 細胞と CCRF-CEM 細胞
の接着に及ぼす修飾アプタマーの影響について調べた。また，あらかじめドキソルビシン処理し
たアポトーシス化 CCRF-CEM 細胞の接着についても同様に調べた。 
 
3) 表面改質マクロファージと抗がん剤の併用による白血病細胞の消去 
RAW264.7細胞表面に捕捉されたCCRF-CEM細胞がRAW264.7細胞に取り込まれる様子を共焦点レ

ーザー顕微鏡により継時的に観察した。続いて CCRF-CEM 細胞との接触に伴うマクロファージの
免疫応答をみるため，30 分間の振盪培養
後，RAW264.7 細胞に接着していない CCRF-
CEM 細胞を洗浄除去し，さらに 1日培養し，
培地に放出された炎症性サイトカイン
(TNF-α, IL-12)を ELISA 法により定量し
た。また，RAW264.7 細胞の抗原提示に関す
る主要組織適合抗原(MHC クラス I および
Ⅱ)の発現量をフローサイトメーターを用
いて調査した。 
 
４．研究成果 
図１aにRAW264.7細胞表面に修飾したアプ
タマーの密度と RAW264.7 細胞に接着した
CCRF-CEM 細胞の数の関係を示す。この結果
から RAW264.7 細胞表面に修飾したアプタ
マーの密度が増加するにつれて CCRF-CEM
細胞の接着数がまし，RAW264.7 細胞による

図１(a)RAW264.7 細胞表面に修飾したアプター
マーの密度とRAW264.7細胞に接着したCCRF-CEM
細胞の数の関係．(b) RAW264.7 細胞と CCRF-CEM
細胞の接着に与えるアプタマー修飾の効果． 



CCRF-CEM 細胞の捕捉にアプタマ
ーが機能していることがわか
る。図１bではアプタマーの修飾
の有無によりRAW264.7細胞に接
着したCCRF-CEM細胞の数を比較
した。なお，RAW264.7 細胞に修
飾したアプタマーの密度は
2.2x103 molecules/µm2 である。
未処理のRAW264.7細胞に比べア
プタマーを修飾したRAW264.7細
胞の表面には多くのCCRF-CEM細
胞が粘着した。また，アポトーシ
ス誘導に関係なくCCRF-CEM細胞
はアプタマー修飾RAW264.7細胞
の表面に接着した。図２aはアプタマー修飾 RAW264.7 細胞に粘着した CCRF-CEM 細胞の貪食指数
を示す。生きた CCRF-CEM 細胞に比べ，アポトーシス誘導された CCRF-CEM 細胞が著しく貪食され
た。これは，アポトーシスにより CCRF-CEM 細胞表面に
ホスファチジルセリンが露出することによるものであ
る。図２b は RAW264.7 細胞に接着した CCRF-CEM 細胞
が RAW264.7 細胞に貪食される割合を示している。生き
た CCRF-CEM 細胞では接着した細胞の３９％のみが貪
食されたのに対し，アポトーシス誘導された CCRF-CEM
細胞は接着した細胞の９３％が貪食され，ほぼ全ての
細胞が貪食されることがわかった。図３は CCRF-CEM 細
胞と共培養した RAW264.7 細胞から産生される TNF-α
の定量結果を示している。表面修飾を行なっていない
RAW264.7 細胞（Native）の TNF-αの産生量は CCRF-CEM
細胞を接触させてない RAW264.7 細胞と同程度であっ
た。一方で，アプタマーを介して CCRF-CEM 細胞と接触
させた RAW264.7 からは TNF-αの産生が著しかった。
さらに，アポトーシスを誘導した CCRF-CEM 細胞を同様
に捕捉させたところ，さらに多くのサイトカインが放
出され，CCRF-CEM 細胞の貪食指数に応じて TNF-αの産
生量が多くなった。さらに，MHC 分子の発現量も同様な
傾向が認められた。 
 以上の結果から，本研究課題を遂行することにより
細胞表面修飾と抗がん剤を併用することによりがん細
胞を効率よく捕捉，消去できる方法を新たに提案する
ことに至った。 
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図２(a) RAW264.7 細胞により貪食された CCRF-CEM 細胞
の経時的数変化．(b) 24 時間培養後の貪食効率． 

図３ CCRF-CEM 細胞と接触後 24時
間培養された RAW264.7 細胞によ
り産生された TNF-α 
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