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研究成果の概要（和文）：カチオン性リポソームと共に免疫し、癌免疫を誘導させる蛋白質抗原を決定する為の
cDNAライブラリーの構築を試みたが、この課題用に開発した高効率に抗原を発現させるエピゾームベクターへの
変換が出来なかった。OVAのcDNAを用いた検討では、このリポソームを用いたCTLの誘導には種特異的糖鎖が必要
との結論となった。
その為、腫瘍選択的なCTLを誘導するワクチンとして、大腸癌細胞であるMC38細胞と肺がん細胞である3LL細胞に
対して、自殺遺伝子による腫瘍の崩壊によってCTL活性が誘導するモデルを作成し、OVAのcDNAに対するCTLの誘
導を出来るモデルを作製した。同時に、腫瘍の拒絶も確認できた。

研究成果の概要（英文）：The construction of cDNA library to determine protein antigen that can 
induce cancer immunity by immunizing with cationic liposome was attempted, but failed to convert 
into episomal vector which expresses antigen highly efficiently developed for this task. In the 
analysis using OVA as model cDNA, it was concluded that species-specific sugar chains are necessary 
for CTL induction with cationic liposome.
So, as a vaccine that induces tumor-selective CTL, a model in which CTL activity is induced by 
collapse of tumor by suicide gene therapy against MC38 colorectal cancer and 3LL lung cancer cell 
line was prepared and a model capable of inducing CTL against OVA cDNA was established. At this 
time, tumor rejection was also confirmed.

研究分野：腫瘍免疫

キーワード： 腫瘍免疫　CTL　リポソーム

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 
 癌に対する免疫療法において,癌細胞に対
する細胞障害性Ｔ細胞 (CTL)を誘導する事
は最も効果が高いアプローチの一つである
が、抗原蛋白質を用いた通常の免疫法では
MHC クラスＩ提示能が極めて低く、癌抗原
に対する CTLの誘導は困難である 
 
アジュバントは、抗原を免疫した際に免疫応
答を増強する物質であるが、当研究部では
OVA 蛋白質を免疫源とし、OVA を発現して
いる細胞に対する CTL の誘導を指標に、カ
チオン性リポソームベースの開発を進めて
きた。 
 このアジュバントを用いて OVA 蛋白質を
マウスに免疫すると約 4日後から、OVAのエ
ピトープに対する CTLが強力に誘導され 
る事が判った。 
 
 
２．研究の目的 
 
この CTL を強く誘導するアジュバントの解
析や改良を行い、応用法の検討を行う事を目
的とする。B16メラノーマをマウス尾静脈に
静注し、その後このアジュバントを B16メラ
ノーマ細胞の破砕液と共に免疫を行うと、メ
ラノーマの転移の阻害と共にメラノーマ自
体の増殖も抑えられていた。 よって、この
アジュバントと共に免疫する事によって、メ
ラノーマの転移及び増殖を抑制する効果を
持つ抗原蛋白質の同定を目指す。 
 
 本課題ではエピトープの同定なしに MHC
クラスＩを認識する CTL を誘導できる事に
特徴があるが、カチオン性リポソームによる
免疫は細胞性免疫であるTh1有意のMHCク
ラス II の免疫応答を示す事が知られている
為、通常の免疫応答であるヘルパーＴ細胞の
誘導によってメラノーマの抑制活性を示す
抗原蛋白質の同定も目指す事とする。 
 
これらの治験からMHCのハプロタイプに
由来するエピトープの決定が不要な新しい
癌免疫療法の手法を創出する為に、本アジュ
バントの活用法を検討し、新しい癌抗原蛋白
質の開発も目指す。 
 
３．研究の方法 
 アジュバントの作成、及び、免疫法 
 
 すべてのリポソームは以下のプロトコル
で作成したが、内容物は実験ごとに、変更さ
れたり、除外された。主に用いられている
DCOT アジュバントは以下の様に作成された。 
 塩化ジデシルジメチルアンモニウム 
400mg, コ レ ス テ ロ ー ル  200mg 、
1-O-Oleyl-rac-glycerol  200mg and 

Tween-80 400mg を 20ml のクロロホルムに溶
解し、300ｍｌのナス型フラスコを用いて、
減圧環境下でクロロホルムを除去し、真空下
で 
 
乾燥させた。40mlのPBSバッファーに撹拌下、
分散させ、更に 65℃に 10 分間加熱し、室温
に戻した後、UH-50 超音波分散器（ 
 
エムステー社：東京）を用いて、超音波を 1
分間照射した。 分散させたリポソームをガ
ンマ線照射（125 グレイ）を行った 
 
後、使用時まで 4度で保存した。 マウスに
免疫する際は、このアジュバント 100μl と
PBS バッファーに溶解した抗原液 100 
 
μlを攪拌混合し、リポゾーム溶液 200μlと
し、C57BL/6N マウス（三協ラボ）（8 週令、
雌）に腹腔内投与した。。 
 
 CTL 活性の計測 in vivo CFSE アッセイ） 
  
 
10％牛胎児血清含有 RPMI1640 培地中の
C57BL/6Nマウス由来の脾臓細胞一億個を2等
分し、片側に合成した OVA エピトープペプ 
 
チド DMSO 溶液（Bex 社：配列 SIINFEKL）最
終濃度 10μg/ml になるように加え、片側に
は同僚の DMSO のみを加え、５％二酸化 
 
炭素濃度下、37℃で培養した。 
遠心操作により、培地を除去し、更に 2回 PBS
により細胞を洗浄し、各々５ｍｌの PBS 溶液
に分散させた。 ペプチドを加え 
 
た細胞懸濁液に、5μM の CFSE（Dojindo 社）
を加え、ペプチドを加えない細胞懸濁液には
0.5μMの CFSE を加え、8分間室温で 
 
反応させた。反応後、牛胎児血清 0.5ml を加
え、遠心操作で上清を除去し、各細胞を５ｍ
ｌの 10％牛胎児血清含有 RPMI1640 
 
培地に懸濁し、両者を混合した後、細胞を遠
心操作で除去し、2ml の PBS に懸濁した。 
この細胞懸濁液 0.2ml を、免疫しないマウス
と免疫したマウスの尾静脈に注射し、5 時間
放置後、脾臓を摘出し、FACS（ミル 
 
テニーバイオテク社）により、CFSE 陽性細胞
を計測した。 
免疫しないマウスの CFSE の強い陽性細胞の
数 CFSEHI-CTRL と CFSElow-CTRL、及び免疫
したマウスのマウスの CFSE の強い陽性 
 
細胞の数 CFSEHI と弱い細胞の数 CFSElow を
計測し、細胞傷害活性（率）を 100ｘ（1-
（(CFSEHI /CFSElow ）/(CFSEHI-CTRL  



 
/CFSElow-CTRL))として算出した。 以下、
特に明記しない限り、細胞傷害活性とは上述
のプロトコルで OVA の MHC クラス Iエ 
 
ピトープ （SIINFEKL ペプチド）を用いて得
られた値を示すものとする。 
 
スクリーニング用発現ベクターの作成 
 
理研のファントムライブラリー(pFLCIII)と
ほぼ同じマルチクローニングサイトを持ち、 
Epstein-Barr ウイルスのレプリケーション
オリジンとCAGプロモーター及びポリアデニ
レーションシグナルを持ち、カナマイシン耐
性であるベクタ―を作製した。また、Ｎ末端
にヒスチジンタグを持つ OVA をコードする
cDNA を pFLCIII にサブクローン化し、制限酵
素 Sfi I でインサートを切り出し、発現ベク
ターにサブクローニングし、NucleoBond Xtra 
Midi（宝酒造）でプラスミドを精製した。 
HEK-293 細胞に Epstein-Barr ウイルスの
BNA-1 核内抗原を恒常的に発現させた細胞を
樹立し、上記の発現ベクターをトランスフェ
クトし、過剰発現させた細胞もしくは培地を
得た。 
 
自殺遺伝子および抗原を発現させるベクタ
ーの構築 
 
ヒト elongation factor-1 のプロモーター、
Internal ribosome entry site(IRES), 薬
剤耐性遺伝子（ネオマイシン耐性遺伝子、若
しくはブラストサイジン耐性遺伝子）を持つ
発現ベクターを作製した。 
この HSV-TK 遺伝子、もしくはヒトチミジン
フォスファターゼをサブクローニングし、
C57BL/6由来の大腸癌細胞MC38にリポフェク
タミン 2000 を用いてトランスフェクトし 10
μg/ml のブラストサイジンにより、自殺遺伝
子を恒常的に発現するクローンを単離した。 
 さらに、このクローンに OVA とネオマイシ
ン耐性遺伝子を発現させるベクターをトラ
ンスフェクトし、G418 とブラストサイジンに
両耐性をもち、両遺伝子を発現するクローン
を選択した。 
 
自殺遺伝子による CTL の誘導、及び MC38 大
腸癌細胞によるチャレンジ 
 
C57BL/6N マウスの背中に各薬剤耐性遺伝子
を導入した MC38 細胞を 2ｘ106個を皮下注射
した。腫瘍が直径 8mm になってから、HSV-tk
遺伝子の場合は、ガンシクロビル 8mg を 5日
間に渡り、腹腔内投与し、2 日間、休薬後、
更に 5日間投与した。人チミジンフォスファ
ターゼの場合にはカペシタビン 15mgを5日
間経口投与し、2 日の休薬期間を置いた後、
更に 5日間投与した。 
腫瘍が消失してから、2 週間観察し、腫瘍の

形成がない事を確認してから、プラスミドを
導入していない親細胞であるMC38細胞1x106

個を背中の皮下注射により移植し、腫瘍の拒
絶を調べた。 
 
４．研究成果 
 
癌免疫の抗原のスクリーニングに関して 
 
EB ウイルスの複製起点を用いたエピゾーム
ベクターを作製すると共に、核内抗原を発現
させ浮遊細胞である HEK293 細胞を樹立し、
モデル蛋白質である OVA をコードする cDNA
をライブラリーを模倣したプラスミドを作
製した。それらを用いてライブラリー変換を
行い、効率よくバルクでライブラリーを変換
できる事を確認した。 しかしながら、用い
たライブラリーは、目的の蛋白質のスタート
コドンの前にコザックルールに添った翻訳
開始点があり、制限酵素を用いた入れ替えで
は、目的蛋白質の発現が不可能な事が判明し、
この翻訳開始点を取り除いて cDNA ライブラ
リーを入れ替える技術の検討を行った。大腸
菌の中に２つのベクターを導入し、相同組み
換えによって目的の構造を持つ発現ベクタ
ーに組換えられるシステムの構築を目指し
たが、課題を達成する事が出来なかった。ま
た、制限酵素を用いたり、PCR を用いる系を
検討したが、スクリーニングに適した変換法
にはなりえなかった。 
 
その検討中に発現させたOVA蛋白質を用いて、
OVA に対して選択的な細胞障害性 T 細胞の誘
導を行い、CFSE を用いた MHC クラス Iエピト
ープに対する CTL 活性を in vitro の系で評
価した。詳細に検討した所、大腸菌で発現さ
せた OVA及び上述の 293細胞で発現させ精製
した OVA蛋白質の CTL活性はニワトリ由来の
蛋白質と比べ、著しく低かった。本課題のリ
ポゾームによって誘導された CTL 活性は、ニ
ワトリの糖鎖構造に特異的であると考えら
れた。 以前の研究で HEK293 に過剰発現さ
せた際、細胞内に残留するものと放出される
蛋白質の糖鎖構造が違う事が判っており、特
に高マルトース型の糖鎖構造を取る事が判
っている。よって糖鎖修飾阻害剤に処理する
事によって、糖鎖構造を変更し、ニワトリ様
の CTL 誘導活性が導けるか検討したが、目的
とする糖鎖修飾阻害剤を得る事は出来なか
った。同様にニワトリの細胞である DT40 と
OVAを発現させたHEK293細胞をセンダイウイ
ルスを用いて細胞融合させ、その細胞もしく
は細胞抽出液のリポゾーム混合物で免疫を
マウスに行ったが、OVA に対する CTL は誘導
されなかった。 
C57BL/6由来のマウス大腸癌であるMC38細胞
に自殺遺伝子（チミジンフォスファターゼ、
もしくは単純ヘルペス由来のチミジンキナ
ーゼ）をステーブルに発現させた細胞を樹立
した。この細胞を C57BL/6 マウスの皮下に移
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