
北九州工業高等専門学校・生産デザイン工学科・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

５７１０３

研究活動スタート支援

2018～2017

部位特異的脂質化抗原と核酸からなるリポソームによるがんワクチンの開発

Development of site-specifically lipidated antigen and DNA for cancer vaccine 
liposome

４０８０４５６３研究者番号：

高原　茉莉（TAKAHARA, Mari）

研究期間：

１７Ｈ０７３２０

年 月 日現在３１   ４ ２９

円     2,300,000

研究成果の概要（和文）：　微生物由来トランスグルタミナーゼ (MTG) を介した部位特異的抗原脂質化技術を
確立するため、親水性の高いMRHKGS配列を脂質 (脂肪酸もしくはコレステロール) へと付加した、脂質化ペプチ
ド基質 (lipid-G3S-MRHKGS) を新規に合成した。このペプチドは両親媒性であるため、脂質部位を有しながら水
へ溶解する。そのため、水溶液中でMTG反応を介したペプチドとタンパク質の架橋反応が進行し、タンパク質の
変性を防ぎながら、部位特異的脂質化タンパク質を合成可能な技術を確立した。また、脂質化ペプチドにおける
脂質種を変更することで、脂質化タンパク質と細胞膜の相互作用を制御可能なことを発見した。

研究成果の概要（英文）：　Lipid-fused peptide (lipid-G3S-MRHKGS) that contains hydrophilic MRHKGS 
was synthesized as a new substrate of microbial transglutaminase (MTG) substrates for site-specific 
lipidation of antigens. This amphiphilic lipid-fused peptides are water-soluble, thus MTG-mediated 
lipidation of a protein of interest (POI) was performed without impairing POIs. In addition,  we 
found that the lipid moiety of the peptides could control interaction between lipid-POI and 
cell-membrane.

研究分野： 生体分子工学
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  １版

平成

研究成果の学術的意義や社会的意義
　ワクチン効果を高めるために、薬物送達キャリア (リポソーム) に提示可能且つ非変性状態の抗原を調製する
ことに注目する。従来の化学修飾法では、非特異的な結合形成でキャリアに抗原を提示するため、免疫細胞が認
識できない抗原が生成する可能性がある。そこで、本研究成果による部位特異的にキャリア提示部位 (脂質) を
抗原に修飾する技術で、変性させずに抗原を脂質化すれば、薬効が最大限の脂質化抗原が調製可能である。これ
により、ワクチン投与量を最小限にし、コスト及び副作用を抑制できると考えられる。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
(1) 部位特異的なタンパク質脂質化技術の開発 
	 近年のがん治療法では、①抗原を投与して抗原特異的に免疫機能 (抗原提示細胞) を活性化し、
②細胞傷害性 T 細胞 (CTL) にがん細胞のみを排除させる、副作用のない「がんワクチン療法」
が注目される。がんワクチン療法では、少量で作用可能な、抗原特異的且つ効率的な免疫細胞の
刺激が重要である。 
	 そこで、申請者は、ワクチン効果を高めるために、まず、薬物送達キャリア (リポソーム) に
提示可能且つ非変性状態の抗原を調製することに注目する。従来の化学修飾法では、非特異的な
結合形成でキャリアに抗原を提示するため、免疫細胞が認識できない抗原が生成する可能性が
ある。そのため、部位特異的にキャリア提示部位 (脂質) を抗原に修飾する技術を開発する。具
体的には部位特異的かつ穏やかな条件で共有結合を形成可能な、酵素触媒トランスグルタミナ
ーゼを介した脂質修飾法に着目した。 
 
(2) 免疫賦活剤の機能化 
	 免疫細胞を少量のワクチンで活性化するには、免疫賦活剤の併用が有効である。この免疫賦活
剤として、CpG DNAもしくは DNAアプタマー (標的分子に対して高い親和性を示す人工 DNA) 
に着目した。免疫細胞へ結合するアプタマーは、免疫細胞を活性化するというアゴニスト活性が
報告されている (A. Nozari et al., Mol. Ther. Nucleic Acids 2017, 6, 29-44)。この CpG DNAもしくは
DNA アプタマーに対しても、抗原を修飾することで、アゴニスト活性及び抗原提示部位として
両方機能する DNA-抗原複合体とし、リポソーム内水相に封入することに挑戦する。 
 
２．研究の目的 
	 薬物送達実績のあるリポソーム (両親媒性分子である生体由来のリン脂質で構成される二重
膜) をキャリアとして選択し、 (1) 部位特異的に脂質化した抗原をリポソーム表面に係留し、 
(2) CpG DNA もしくは DNA アプタマー (もしくは DNA-抗原複合体) を免疫活性化剤として封
入し、少量で高い治療効果を示すがんワクチン (DNA-抗原-リポソーム複合体) 開発を目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
 (1) 脂質化ペプチドにおける GnSリンカーの検討 
	 部位特異的な脂質化タンパク質合成は、微生物由来トランスグルタミナーゼ (MTG) の触媒機
能を利用して行った。MTG は、特定のグルタミン (Q) とリジン (K) の側鎖間を架橋する酵素
で、イソペプチド結合を形成する。まずは、MTG の K 側基質となる脂質化ペプチドを合成し、
MTGを介してモデルタンパク質の高感度緑色蛍光タンパク質 (EGFP) への脂質化を行う。脂質
化ペプチドは、C14 (ミリスチン酸) と MTGの K側基質配列 MRHKGSを、GnSリンカーを介し
て縮合した、C14-GnS -MRHKGSと設計する。ここで、モデル EGFPには MTG高反応性の Qを
含むアミノ酸配列 (Q-tag; LLQG, FYPLQMRG) を遺伝子工学的手法で導入する。 
 合成した脂質化ペプチド、EGFPの同定後、C14-GnS -MRHKGSと EGFPの MTG反応性評価を
行った。MTG反応では、C14-GnS-MRHKGSを EGFPに対して 5当量過剰に添加して、EGFPに
対して脂質ペプチドが 100%修飾される条件を模索した。MTG 反応の評価は、逆相 (RP)-HPLC
及び質量分析により評価する。MTG 反応で生成した脂質化 EGFP (C14-GnS-EGFP) の立体構造
は、発光スペクトルから非変性状態であることを確認した。最適化した条件で得られた C14-GnS-
EGFPは精製せずに細胞膜へと相互作用させ、細胞膜係留挙動を観察した。 
 
(2) 脂質化ペプチドにおける脂質種の検討 
	 ミリスチン酸 (C14) 以外の、他の脂質種を用いて脂質化した場合の細胞膜 (リポソーム) 係
留挙動を評価するため、アルキル鎖長を伸ばしたパルミチン酸 (C16) もしくはステアリン酸 
(C18)、短くしたラウリン酸 (C12)、嵩高い脂質種としてコレステロール (Chol)、脂溶性ビタミ
ンのトコフェロール (Toco) を脂質部位として設計した lipid-G3S-MRHKGS を合成した。(1) の
検討にて、MTG が認識可能な Q 側基質としては LLQG 配列が最適なことが判明した。そのた
め、以後の検討では、Q側基質のモデルタンパク質として LLQG融合緑色蛍光タンパク質 (LQ-
EGFP) を用いた。LQ-EGFP と lipid-G3S-MRHKGS との MTG 反応による複合化では、疎水性の
高い Chol や C18 の場合 PBS 中で十分に反応が進行しなかったため、界面活性剤を添加して、
LQ-EGFPが 90%以上脂質化される条件を模索した。本検討では、MTG反応液には界面活性剤が
含まれ、高い細胞毒性が予測されるため、既報に従って脂質化 EGFPを精製して、細胞膜係留能
力を評価した。 
 
(3) 免疫賦活剤機能化に向けた DNA-抗原複合化の検討 
	 申請者が確立した部位特異的 DNA-タンパク質複合化技術 (M. Takahara et al., J. Biosci. Bioeng., 
2013, 116, 660-665) を用いて、免疫賦活剤である CpGとエピトープペプチド、もしくはアプタマ
ーと抗原タンパク質の組み合わせで複合化を行った。主に検討したのは DNAアプタマーと抗原
タンパク質の複合化で、ポリメラーゼにより MTGの Q側基質 Z-QGジペプチドを DNAアプタ
マーに導入し、抗原タンパク質の末端 K との部位特異的な複合化を行った。これにより得られ



た複合体 (DNA-(タンパク質)n複合体) の機能は、特定の細胞 (DNAアプタマーの標的分子が発
現した細胞) に対して特異的にタンパク質を送達できるか否かで、評価した。 
 
４．研究成果 
	 上記計画に基づき研究を遂行し、以下の成果を得た。 
特許を 1件出願し (特願 PCT/JP2019/003695)、査読付き国際学術論文として 3件発表した (論文
①：M. Takahara et al., Chem. Euro. J., 2019, accepted (Inside Cover)、論文②：M. Takahara et al., ACS 
Appl. Bio Mater., 2018, 1, 1823-1829、論文③：M. Takahara et al., Bioconjug. Chem., 2017, 28, 2954-
2961)。また、本成果に関しては 7件の学会発表を行なった。 
 
 (1) 部位特異的なタンパク質脂質化技術の開発 
	 部位特異的な脂質化タンパク質調製法の確立に向けた、MTG基質脂質ペプチドの合成と MTG
反応の最適化を行った。まず、MTG基質脂質ペプチド (K側) として、C14-MRHKGS及び C14-
GnS-MRHKGSを合成し、種々の Q側基質融合 EGFPと MTG反応させることで、MTG反応性を
評価した。結果として、EGFPの C末端に LLQG配列を融合した、LQ-EGFPが最も脂質化ペプ
チドと反応性が高く、脂質化ペプチド C14-GnS-MRHKGSヘと反応させるための最適アミノ酸配
列は、LLQGと判明した。 
 脂質化ペプチドと LQ-EGFP の複合体 (脂質化 EGFP) の細胞膜係留能力を比較すると、C14-M 
RHKGSと C14-G3S-MRHKGSで脂質化した場合では、C14-G3S-MRHKGSで脂質化した EGFPの
方が細胞膜への係留能力が高い結果が得られた。このことから、申請者は、細胞膜への係留には、
G3S部位が重要と考え、G3S近傍のアミノ酸と細胞膜係留能力との関係を、新規脂質化ペプチド
C14-GnS-MRHKGSを合成して検証した。検証した結果、GnSにおけるグリシン (G) 数が増える
ほど細胞膜係留能力が増大し、n = 5 の時最大となった (図 1)。また、GnSの代わりに PGnSとし
て、プロリン (P) を導入して分子間の水素結合を緩和すると、細胞膜係留能力が大幅に低下し
た。以上より、LQ-EGFPに対する MTG反応性を十分に示す C14-GnS-MRHKGS (n = 3-5) が、自
己組織化による細胞膜係留を十分に有し、グリシンの数により細胞膜係留挙動を制御できるこ
とが判明した。また、細胞膜係留能力、脂質ペプチドの臨界ミセル濃度 (CMC)、細胞毒性には
相関があり、CMC が低く毒性が高いペプチドほど、細胞膜係留能力が高いことも示された。特
に、最大の細胞膜係留能力を示した C14-G5S-MRHKGS は PBS 中で β-シート形成割合が高く、
この二次構造が細胞膜係留及び毒性に関与していると推定される。 

	 さらに、脂質化ペプチドの脂質種を変更して、lipid-G3S-MRHKGSを合成し、MTG反応により
LQ-EGFPと複合化条件を最適化した結果、いかなる脂質種においても、界面活性剤添加により、
lipid-G3S-M RHKGS:LQ-EGFP = 5:1で LQ-EGFPがほぼ 90%以上脂質化されることを見出した。
このようにして得た脂質化 EGFPを精製し、細胞膜と相互作用させると、コレステロールを脂質
種と選択した場合、最も細胞膜係留能力が最大となることが判明し、C18が時点の係留能力であ
ることが示された (図 2)。C14-GnS-MRHKGSの検討では、CMCと細胞膜係留能力に相関がある
ことが示されたが、Chol-G3S-MRHKGSの場合、比較的 CMCが高い値を示した。これは、コレ
ステロールが細胞膜に自然に存在する脂質種で、細胞膜におけるリン脂質と安定な複合体を形
成するためと推定している。 
	 以上の知見を生かして、得られた脂質化 EGFPの性質について、in vivoで評価中である。 
  

 
 

図 1. C14-GnS-EGFP (C14-GnS-MRHKGS修飾 EGFP) の細胞膜係留挙動. 
 

図 2. Lipid-EGFP (lipid-G3S-MRHKGS修飾 EGFP) の細胞膜係留挙動. 
 



(2) 免疫賦活剤の機能化 
	 免疫細胞を少量のワクチンで活性化するには、免
疫賦活剤の併用が有効である。この免疫賦活剤とし
て、CpG DNAもしくは DNAアプタマー (免疫細胞
表面の受容体と結合) と抗原タンパク質の複合化
を行なった。当初の計画では、DNA-抗原タンパク質
を 1:1で複合化することを試みたが、DNA上に提示
したアミノ基とタンパク質の QとのMTG反応性が
不足したため、DNA上に Z-QGを複数導入し、タン
パク質の特定の Kを MTGにより架橋することで、
部位特異的なDNA-(タンパク質)n複合体の合成を行
なった。得られた DNA-(タンパク質)n複合体を、モ
デルとして受容体 c-Metを過剰発現した SNU-5、c-
Metを発現していない SNU-1にふりかけると、SNU-
5 のみ特異的に DNA-(タンパク質)n 複合体が結合
し、受容体特異的にタンパク質を送達可能なことが示された (図 3)。現在、免疫細胞に発言して
いる Toll様受容体に結合する CpGと抗原タンパク質の複合化を行い、in vitroで DNA-(タンパク
質)n複合体により免疫細胞を活性化できるか検証中である。 
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図 3. 受容体 c-Met特異的な DNA (SL1)及
びタンパク質 (抗体で染色) の送達. 
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