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研究成果の概要（和文）：本研究では、ムチン MUC-1 の合成ペプチドを腫瘍抗原とし、また、
組換えタンパク mB7-1 を T 細胞の活性化シグナル分子として、リン脂質 DMPC と非イオン性
界面活性剤 Tween 80 からなる複合リポソーム（ハイブリッドリポソーム）に組み込んだ新しい
リポソームワクチン(HL-MUC-1/mB7-1)の創製を試みた。HL-MUC-1/mB7-1 を接種した後、乳
がん細胞を播種したがんモデルマウスにおいて延命効果が観測され、がん免疫の新しいリポソ
ームワクチンとしての可能性が示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）：The immunotherapeutic effects of hybrid liposomes (HL-MUC-1/mB7-1) 
composed of phospholipids (DMPC) and nonionic surfactants (Tween 80) including synthetic MUC-1 
antigen peptides and recombinant mB7-1 proteins were examined. In vivo experiments, the prolonged 
survival was observed in mouse models with breast cancer cells after the treatment of HL-MUC1/mB7-1. 
The results suggested that HL-MUC1/mB7-1 could have the possibility of novel liposome vaccine for 
cancer therapy. 
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１．研究開始当初の背景 

腫瘍抗原の多くは、がん細胞のタンパク質
に由来するペプチド断片である。主要組織適
合性遺伝子複合体分子と複合体を形成した
後、樹状細胞（DC）やマクロファージなどの
抗原提示細胞の表面に提示され、T 細胞を刺
激することで、抗原特異的エフェクター細胞

を誘導する。そこで、腫瘍抗原と同じアミノ
酸配列をもったペプチドが合成され、ペプチ
ドワクチンとして、あるいはペプチドでパル
スした DC をワクチンとして、がん免疫治療
に応用する試みがなされている。 

一方、ベシクル分子とミセル分子を緩衝水

溶液中で超音波照射するだけで得られる複



合リポソーム（ハイブリッドリポソーム）は、

素材や組成を選択することにより、毒性がな

く、長期間安定で細網内皮系（RES）を回避

できるリポソームとして構築できることを

明らかにしている。ハイブリッドリポソーム

を薬物送達システム（DDS）のドラッグキャ

リアーとして用いた研究では、疎水性の薬剤

や生理活性分子がハイブリッドリポソーム

に取り込まれることにより、溶解性や安定性

の改善、さらに薬効効果の向上などが観測さ

れている。 
これらの研究成果を背景に、本研究では、

がん免疫の誘導に係わるペプチドやタンパ

クをハイブリッドリポソームに組み込んだ

新しいリポソームワクチンの創製とその免

疫誘導効果について検討した。 
 

２．研究の目的 
本研究では、上皮性がん細胞に分泌される

ムチン MUC-1 のペプチドをがん抗原とし、
また、膜タンパク B7-1 を T 細胞の活性化シ
グナル分子として複合リポソームに組み込
んだリポソームワクチンの創製を検討した。
すなわち、ムチン MUC-1 のオリゴペプチド
をペプチド抗原として合成した。また、組換
えタンパク質として B7-1 を調製し、ハイブ
リッドリポソームに組み込んだで複合リポ
ソームワクチンを創製した。マウスに複合リ
ポソームワクチンを接種後、がん細胞を移植
し、複合リポソームワクチンの免疫誘導につ
いて検討した。 
 

３．研究の方法 
(1) MUC-1 ペプチドの Fmoc 固相合成 
ムチン MUC-1 の抗原ペプチドの合成を

Fmoc 固相合成法により行った。担持樹脂は、
p-アルコキシベンジルアルコール樹脂（Wang
樹脂）（200 - 400 mesh, 0.9 - 1.2 mmol/g）（国産
化学）を用いた。Fmoc-L-アミノ酸には、
Fmoc-Ala-OH（国産化学）、Fmoc-Gly-OH（渡
辺化学工業）、Fmoc-Pro-OH（渡辺化学工業）、
Fmoc-Val-OH（渡辺化学工業）、 Fmoc-Arg 
(Pmc)-OH（国産化学）、Fmoc-Asp(OtBu) -OH
（渡辺化学工業）、Fmoc-His(Trt)-OH（渡辺化
学工業）、Fmoc-Lys(Pal)-OH（渡辺化学工業）、
Fmoc-Ser(tBu)-OH（渡辺化学工業）、Fmoc- 
Thr(tBu)-OH（渡辺化学工業）を用いた。縮合
およびカップリング用の試薬として、ジイソ
プロピルカルボジイミド（DIC）（国産化学）、
4-ジメチルアミノピリジン（DMAP）（国産化
学）、ベンゾトリアゾ-1-イル-オキシ-トリス
（ピロリジノ）ホスホニウムヘキサフルオロ
ホスフェート（PyBOP）（渡辺化学工業）、1-
ヒドロキシベンゾトリアゾール（HOBt）（国
産化学）、N,N'-ジイソプロピルエチルアミン
（DIEA）（国産化学）を用いた。また、クリ

ーベイジ試薬として、チオアニソール（渡辺
化学工業）、トリフルオロ酢酸（TFA）（国産
化学）を使用した。 
固相合成は、マルチ固相合成器（KMS-3、

国産化学）を用い、まず、Wang 樹脂に C 末
端のリシンをDICとDMAPを用いる対称無水
物法でエステル化して導入した。未反応部位
は、塩化ベンゾイル（和光純薬工業）でキャ
ッピング処理した。得られた樹脂をピぺリジ
ン（和光純薬工業）で処理し、分光光度計
（U-2000、日立）で 301 nm の吸光度を測定し
てリシンの導入率を算出した。次に、20%ピ
ペリジンで脱 Fmoc 反応を行った後、Fmoc-L-
アミノ酸を PyBOP、HOBt および DIPEA を用
い、ダブルカップリング法によりペプチド鎖
を伸長した。脱 Fmoc 反応とカップリング反
応は、サンプリングした樹脂の Kaiser テスト
（国産化学）で確認した。また、TFA/チオア
ニソール（95:5）溶液でクリーベイジ反応を
行った。 
得られた粗生成物の精製は、ODS カラム 

（関東化学、RP-18 GPⅡ、10.0 mm × 250.0 
mm)を用いた逆相 HPLC（ポンプ：日本分光、
PU-2089、検出器：日立、L-4200 UV-VIS、記
録計：日立、D-2500）で行った。移動相に
0.05%TFA を含有した H2O/CH3CN（20:80）混
合液を流速 1.0 ml/min で用い、室温において
220 nm の波長で検出した。 

 
(2) 組換えタンパク mB7-1 の調製 

T 細胞の活性化シグナル分子の B7-1 膜タ
ンパクは、組換えタンパクとして調製した。
マウス B リンパ腫瘍細胞（A20 細胞）（ATCC）
の全 RNA を、ChargeSwich Total RNA Cell 
Kits (invitrogen)を用いて抽出し、SuperScript 
One-Step RT-PCR System with Platinum Taq 
(invitrogen)を用いた RT-PCR（プライマー：
5’-cggggtaccatggcttgcaattgtcagttg-3’、5’-ccgctcg 
agctaaaggaagacggtctg-3’）により mB7-1 の
cDNA を複製した。mB7-1cDNA を Xho I（和
光純薬工業）と Kpn I（和光純薬工業）で処
理した後、市販の哺乳類細胞発現用プラスミ
ドベクター（pcDNA3.1/Hygro(+)）（invitrogen）
に DNA Ligation Kit Ver.2.1（タカラバイオ）
でライゲーションを行い、One Shot TOP10 
Chemically Competent E. coli (invitrogen)を用
いて大腸菌を形質転換した。PCR によるイン
サートチェック後、質転換した大腸菌を液体
培養し、HiSpeed Plasmid Midi Kit（QIAGEN）
を用いて組換えプラスミドを抽出した。 

リポフェクトアミン 2000（invitrogen）を
用いたリポフェクション法により、組換えプ
ラスミドをタンパク質発現用のチャイニー
ズハムスター卵巣由来細胞（CHO-S 細胞）
（GIBCO）へトランスフェクションした。ハ
イグロマイシン B を用いて選択培養した後、
Triton X-100 を含んだ細胞溶解液で膜タンパ



C3H/He マウスをコントロール（5%ブドウ
糖水溶液投与）群、HL 投与群、HL-MUC-1/ 
mB7-1 投与群（各群 3 匹）に群分けし、試料
100 μl（DMPC 136 μg、Tween 80 29 μg、MUC-1 
5 μg、mB7-1 1 μg）を皮下投与した。1 週間後、
2.5 × 107 cells/ml の MM46-APR-MuC1 cl.1 細
胞 0.20 ml（5.0 × 106 cells/body）を腹腔内に播
種した。腹腔内播種後、目視による状態観察
や体重測定を行った。 

クを抽出し、NuPAGE Bis-Tris 電気泳動シス
テム（invitrogen）で SDS-PAGE を行い、さ
らに、 PVDF 膜に転写後、WesternBreeze 
Chemiluminescent Detection System, anti-Goat
（invitrogen）を用いたウエスタンブロッティ
ングにより、mB7-1 タンパクの発現を確認し
た。さらに、FITC 標識ハムスター由来抗
mB7-1 抗体（BD Pharmingen）と Anti-FITC 
MicroBeads（Milteny Biotec）を用いた磁気細
胞分離法により mB7-1 発現細胞を分離し、
FITC 標識ハムスター由来抗 mB7-1 抗体と PI
（Molecular Probes）を用いたフローサイトメ
トリー（EPICS XL、Beckman Coulter）でmB7-1
発現細胞の分離を確認した。 

 
４．研究成果 
(1) ムチン MUC-1 抗原ペプチドの合成 
上皮性がん細胞に分泌されるムチン

MUC-1 の抗原ペプチドとして、T 細胞が認識
するエピートプ配列（Ala-Pro-Asp-Thr-Arg- 
Pro-Ala）を含み、また、ハイブリッドリポソ
ームに効率的に組み込まれるように、疎水性
のパルミトイル基を有するリシンを付加し
たペプチドを、Fmoc法により固相合成した。
合成の粗生成物を HPLC で精製・分析したと
ころ、分取されたフラクションでは、単一の
ピーク（Rt = 5.8 min）が観測された（図 1）。
また、精製物のマススペクトル分析からは、
目的物の分子量が観測され（m/z Calcd for 
C124H211N29O32 2618.58; found 2619.53）、得られ
た精製物が目的の MUC-1 ペプチドであるこ
とが示された。 

抗マウス mB7-1 抗体 Anti-mouse CD80（BD 
Pharmingen）を、HiTrap NHS-activated HP 
Columns（GE ヘルスケア）にカップリングさ
せたアフィニティークロマトグラフィーと、
ゲルろ過クロマトグラフィー（HiLoad 16/60 
Superdex 75 pg、GE ヘルスケア）で mB7-1
発現 CHO 細胞の膜タンパクを処理し、デオ
キシコール酸のミセルに可溶化した状態で
精製物のフラクションを得た。RC 透析チュ
ーブ ポア 7（Spectrum）を用いてフラクショ
ンを透析し、mB7-1 の精製物を得た。 

 
(3) 複合リポソームの創製 

リン脂質 L-α-ジミリストイルホスファチ
ジルコリン（DMPC）（日本油脂）とミセル界
面活性剤ポリオキシエチレン(20)ソルビタン
モノオレエート（Tween 80）（ナカライテスク）
を、5%ブドウ糖水溶液中でバス型超音波照射
器（VELVO-CLEANER、VS-N300S）により
超音波照射処理（45 ℃、1 ml/lmin）し、90 mol% 
DMPC/10 mol% Tween 80（[DMPC] = 2.00 × 
10-3 M、[Tween 80] = 2.22 × 10-4 M）のハイブ
リッドリポソーム（HL）を調製した。調製し
たHLにムチンMUC-1抗原ペプチドと組換え
タンパク mB7-1（[MUC-1] = 50 μg/ml、[mB7-1] 
= 10 μg/ml）を加え、さらに、超音波処理（45 ℃、
30 sec）してムチン MUC-1 抗原ペプチドと組
換え mB7-1 タンパクを含有したハイブリッ
ドリポソーム（HL-MUC-1/mB7-1）を調製し
た。調製した HL-MUC-1/mB7-1 は、0.45 μｍ
フィルターで濾過し、実験に用いた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) T 細胞副刺激タンパク mB7-1 の調製 

H-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-
Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Lys(Pal)-Lys(Pal)-OH

(A)

(B)

Time (min)

H-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-
Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Lys(Pal)-Lys(Pal)-OH

(A)

(B)

Time (min)

図 1  ムチン MUC-1 ペプチドのアミノ酸配
列（A）と合成ペプチドの HPLC（B） 

 

T 細胞の活性化シグナル分子として、B7-1
分子を組換えタンパクとして調製した。マウ
ス B リンパ腫瘍細胞の B7-1 遺伝子を組み込
んだ哺乳類細胞発現用プラスミドを用い、チ
ャイニーズハムスター卵巣由来細胞（CHO 細
胞）へトランスフェクションし、mB7-1 発現
細胞を磁気細胞分離法により分取した。
mB7-1 発現 CHO 細胞より膜タンパクを抽出
し、アフィニティークロマトグラフィーで精
製した。アフィニティークロマトグラフィー
で得られた試料のウエスタンブロッティン
グの結果を図 2 に示した。文献に報告されて

HL-MUC-1/mB7-1 の膜サイズは、粒径分布
測定装置（ELS-800、大塚電子）を用いて動
的光散乱法により測定した。 

 
(4) 複合リポソームワクチンの免疫誘導実験 

HL-MUC-1/mB7-1 の免疫誘導実験は、
HL-MUC-1/mB7-1 を C3H/He マウス（5 週齢、
雌、約 20 g）（日本クレア）に接種後、ヒト
MUC-1 を外来性に発現しているマウス乳が
ん由来細胞（MM46-APR-MuC1 cl.1 細胞）（理
研バイオリソースセンター）を移植して評価
した。 



ソーム（HL）に、ムチン MUC-1 の合成ペプ
チドと組換えタンパク mB7-1 を組み込んだ
複合リポソーム（HL-MUC-1/ｍB7-1）を調製
した。動的光散乱法により、HL と HL-MUC-1/
ｍB7-1 の膜サイズを測定したところ、HL と
HL-MUC-1/ｍB7-1 は、単分散のサイズ分布を
示し、平均直径は、それぞれ、73 nm と 119 nm
あった（図 3）。 

いる約 60 kDa のサイズ付近にバンドが観測
され、組換え mB7-1 が得られたことが確認で
きた。本研究では、さらにゲルろ過クロマト
グラフィーで精製して実験に用いた。 
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図 2  組換えmB7-1のウェスタンブロッティ
ング 

 
(4) 複合リポソームの免疫誘導効果 

C3H/He マ ウ ス に 複 合 リ ポ ソ ー ム
（HL-MUC-1/ｍB7-1）を接種後、乳がん細胞
を移植して複合リポソームの免疫誘導につ
いて検討した。コントロール群、HL 投与群、
HL-MUC-1/mB7-1 投与群の体重変化に明確
な差異は観測されなかったが（図 4）、平均生
存日数は、コントロール群 21.7 日、HL 投与
群 22.7 日、HL-MUC-1/mB7-1 投与群 24.0 日
であり、HL-MUC-1/mB7-1 投与群で 111%の
延命効果が観測された（図 5）。 

ハイブリッドリポソームに合成ペプチド
と組換えタンパクを組み込んだ複合リポソ
ームが、がん免疫のリポソームワクチンとな
る可能性を、今回、初めて明らかにした。 

 
 

(3) 複合リポソームの物性  
リン脂質 DMPC と非イオン性ミセル界面

活性剤 Tween 80 からなるハイブリッドリポ 
 
 

  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3  複合リポソームの膜サイズ分布 

[DMPC] = 2.00 × 10-3 M、[Tween 80] = 2.22 × 
10-4 M、[MUC-1] = 50 μg/ml、[mB7-1] = 10 
μg/ml. 

 
 
 
図 4 複合リポソームを接種した乳がん移植
マウスの体重変化 
投与：DMPC 136 μg、Tween 80 29 μg、MUC-1 
5 μg、mB7-1 1 μg. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 複合リポソームを接種した乳がん移植
マウスの生存曲線 
平均生存日数：コントロール群 21.7 日、HL
投与群 22.7 日、HL-MUC-1/mB7-1 投与群 24.0
日（n = 3）. 
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