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研究成果の概要：疎水化 poly-γ-PGA ナノ粒子と癌抗原由来ペプチドを結合させ、これを用い
たワクチンの有用性を検討した。マウス肝腫瘍系では本ワクチンにより、効率よく癌抗原特異
的 CTL が誘導され、肝腫瘍に対して抗腫瘍効果を認めた。また本治療法は肝障害・腎障害を認
めず安全であった。ヒト樹状細胞もγ-PGA ナノ粒子を使うことで活性化が起こった。以上の結
果からγ-PGA ナノ粒子-ペプチドワクチンによる新たな肝癌免疫治療の可能性が示された。 
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１．研究開始当初の背景 

日本における肝癌による死亡は、今
後増加が予想されている。現在まで肝癌
に対して手術療法、放射線療法、ラジオ
波治療、化学療法など様々な治療法が集
学的に行われ、その予後は改善してきて
いる。しかしながら依然再発症例も多く、
これまでの治療法の適応外の患者に対
する新たな治療法の確立が必要である。
現在癌抗原由来のペプチド用いた癌治
療や、生体で最も強力な抗原提示細胞で
ある樹状細胞(DC)を用いた癌免疫療法
が検討され、多くの固形癌において臨床
試験が開始されている。肝癌においても、

肝癌病態における免疫学的解析が進み、
次世代の新たな治療法として確立する
ことが期待されている。 

Drug Delivery System(DDS)製剤を
はじめとする日本独自のナノテクノロ
ジーは、既に一部臨床応用が開始され、
新たな癌治療への応用が期待されてい
が、免疫治療への臨床応用を目指した研
究は少ないのが現状である。 

 
２．研究の目的 

我々はナノテクノロジーを使った新た
なナノ粒子癌免疫治療の開発を目指して
いる。本研究においては、肝癌に対する新
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たな癌免疫治療の開発として 
(1)マウス肝腫瘍モデルを用いた癌抗原由
来ペプチド-γ-PGA ナノ粒子ワクチンによ
る肝癌免疫治療の基礎的検討を行う。 
(2)肝癌樹状細胞(DC)癌免疫治療の前臨床
研究として、polyγ-glutamic acid(γ
-PGA)由来ナノ粒子によるDC活性化メカニ
ズムの解析を行う。 
以上を目的として研究を行った。 

 
３．研究の方法 

(1)マウス肝腫瘍に対する癌抗原由来
ペプチド-γ-PGAナノ粒子ワクチンに
よる肝癌免疫治療の基礎的検討 
Ex vivoにおいてマウス癌由来ペプチ

ドとγ-PGAナノ粒子を結合させ、これ
をワクチンとして使用し、マウス肝腫
瘍に対する抗腫瘍効果を検討した。本
研究では、C57/BL6マウス由来大腸癌細
胞株MC38細胞(EphA2発現細胞株)と
我々が同定したEphA2ペプチド(MHC 
class I 結合ペプチドmEphA2682-689、)
を用いた。Ex vivoにおいてγ-PGAナノ
粒子とEphA2ペプチドを4℃overnight
で結合し、EphA2ナノ粒子を作成した。
まず、EphA2ナノ粒子をワクチンするこ
とで、EphA2ペプチド特異的な細胞傷害
性T細胞(CTL)の誘導をIFN-γELISPOT
法を用いて検討した。本検討にはワク
チン後マウス脾細胞よりCD8陽性T細胞
を分離し、この細胞を用いてELISPOT法
を行った。次にMC38大腸癌細胞をマウ
ス肝に接種することでMC38マウス肝腫
瘍を作成した。本マウスにEphA2ナノ粒
子によるワクチンを行い、その腫瘍効
果を検討した。EphA2ナノ粒子ワクチン
の癌の特異性を調べる目的で、マウス
に同系のメラノーマ細胞でありEphA2
が発現していないBL6細胞による肝腫
瘍を作成し、同様にワクチンを行うこ
とでその抗腫瘍効果を検討した。また
マウスのT細胞あるいはNK細胞除去に
よりEphA2ナノ粒子による抗腫瘍効果
におけるエフェクター細胞の同定を行
った。またEphA2ナノ粒子ワクチンによ
るMC38肝腫瘍治療後に、脾リンパ球を
採取し、MC38細胞やNK活性に感受性の
あるYAC-1細胞を標的として、CTLある
いはNK細胞の細胞傷害活性をクロムリ
リース法にて評価した。本治療法の安
全性を評価する目的で、EphA2ナノ粒子
ワクチン後に血清を採取し、ALT、
T.Bil(総ビリルビン)、Alb(アルブミ
ン)、Crnn(クレアチニン)を測定するこ
とで、肝障害や腎障害の有無を評価し
た。 

(2) γ-PGAナノ粒子によるヒトDC活性化メ

カニズムの解析。 
ヒト末梢血単核球よりDCを誘導し、

γ-PGAナノ粒子を添加することで、DC活
性化への影響を評価した。具体的には
γ-PGAナノ粒子添加DCの細胞表面に発
現する抗原提示関連分子の発現をフロ
ーサイトメトリーにて評価した。さら
にナノ粒子添加DCの抗原取り込み能を
評価した。 

 
４．研究成果 

(1)マウス肝腫瘍モデルを用いた癌抗原由
来ペプチド-γ-PGA ナノ粒子ワクチンによ
る肝癌免疫治療の基礎的検討 

  ①EphA2 ナノ粒子ワクチンによる EphA2 ペ
プチド特異的 CD8 陽性 CTL の誘導。 

EphA2 ナノ粒子をワクチンすることで、
EphA2 ペプチド特異的な細胞傷害性 T細胞
(CTL)の誘導を IFN-γELISPOT 法を用いて
検討した。EphA2 ナノ粒子（ペプチド表面
固定）治療群(Eph-NP)、EphA2 ペプチド＋
ナノ粒子混合治療群(Eph+NP(mix))、EphA2
ペプチド＋CFA アジュバント混合群
(Eph-CFA)、EphA2 ペプチド単独治療群
(Eph)、ナノ粒子単独治療群(NP)、無治療
群(no treatment)の 6 治療群で比較を行っ
た。Eph-NP 治療群の spot 数は、Eph 群 NP
群 no treatment 群に比して有意に多かっ
た。アジュバント効果が非常に強いと考え
られている、CFA を用いた検討でも、Eph-NP
群はそれ以上の spot 数であり、非常に効
率よく EphA2 ペプチド特異的な CTLが誘導
されることが明らかとなった。 
②MC38マウス肝腫瘍に対するEphA2ナノ粒
子ワクチンの抗腫瘍効果 
上記の実験より、EphA2 ナノ粒子ワクチ

ンにより、EphA2 ペプチド特異的な CTL が
誘導されることが明らかとなったため、そ
の抗腫瘍効果を検討した。EphA2 を発現す
るマウス大腸癌細胞 MC38 を肝に接種する
ことで肝腫瘍を作成した。マウスに上記の
各治療群を行いその抗腫瘍効果を肝重量
にて評価した。EphA2 ナノ粒子（ペプチド
表面固定）治療群(Eph-NP)のマウス肝重量
は、PBS 治療群、EphA2 ペプチド単独治療
群(Eph)、ナノ粒子単独治療群(NP)のマウ
ス肝重量に比して有意に少なく、EphA2 ナ
ノ粒子の抗腫瘍効果が示された。EphA2 ペ
プチド＋ナノ粒子混合治療群
(Eph+NP(mix))、EphA2 ペプチド＋CFA アジ
ュバント混合群(Eph-CFA)を受けたマウス
肝重量は、これらコントロール治療群の肝
重量に比して有意差はなかったことより、
EphA2 ナノ粒子ワクチンの有用性を示す結
果であった。CFA は非常に強いアジュバン
ト効果が報告されているが、γ-PGA を用い
た本ワクチンの抗腫瘍効果の方が強いこ



 

 

とは特筆すべきである。また各治療群を
EphA2 が発現していない BL6 メラノーマ細
胞による肝腫瘍系にて行った結果、いずれ
の治療群も肝腫瘍を形成し、肝重量に差が
なかったことから。EphA2 を発現する MC38
特異的な獲得免疫が誘導されたことが示
唆された。CD8 あるいは CD4 陽性 T細胞あ
るいは NK 細胞を in vivo で除去したマウ
スに EphA2 ナノ粒子ワクチンを行い、MC38
肝腫瘍に対する抗腫瘍効果を検討したと
ころ、本抗瘍効果における CD8 陽性 T細胞
の関与が示唆されたが、その他の細胞の関
与はなかった。各治療を受けたマウス脾細
胞を採取し MC38 細胞を標的としてクロム
リリース法を施行したところ、EphA2 ナノ
粒子（ペプチド表面固定）治療群(Eph-NP)、
EphA2 ペプチド＋ナノ粒子混合治療群
(Eph+NP(mix))、EphA2 ペプチド＋CFA アジ
ュバント混合群(Eph-CFA)のマウス脾細胞
は MC38 細胞に対して細胞傷害活性を認め
たが、その他の治療群では認めなかった。
また NK 活性感受性細胞である YAC-1 細胞
を標的としておこなったクロムリリース
法では、いずれの治療群の脾細胞も細胞傷
害活性を示さなかったことから、NK 細胞の
活性化はおこらないことが明らかとなっ
た。 

③EphA2 ナノ粒子ワクチンの安全性の評価 
 EphA2 ナノ粒子ワクチンの安全性を評価す

る目的で、各治療後にマウスより血清を採
取し、ALT 、T.Bil(総ビリルビン)、Alb(ア
ルブミン)、Crnn(クレアチニン)を測定し
た。EphA2 ナノ粒子（ペプチド表面固定）
治療群(Eph-NP)、EphA2 ペプチド＋ナノ粒
子混合治療群(Eph+NP)、EphA2 ペプチド＋
CFA アジュバント混合群(Eph-CFA)、EphA2
ペプチド単独治療群（Eph）、ナノ粒子単独
治療群（NP）の治療を受けたマウスの ALT
は正常であったが、Eph+CFA 治療群のマウ
スでは有意に ALT が上昇していた。T Bil、
Alb、Crnn ではいずれの群でも異常値を認
めなかった。CFA は強力なアジュバント活
性があるが、肝毒性があることから、臨床
応用への難しさがあるが、EphA2 ナノ粒子
は肝障害・腎障害を認めず、安全性が高い
ことが示された。以上の結果から、EphA2
ナノ粒子ワクチンは、従来強い抗腫瘍効果
が期待される、CFA アジュバント同等かそ
れ以上の効果が期待できる上に、安全性が
高いことが示された。 

 
(2) γ-PGAによるヒトDC活性化メカニズムの
解析。 
 上記の検討において EphA2ナノ粒子ワクチ
ンの有用性が示されたが、本ワクチンの作用
機序としてγ-PGA-ペプチド結合体が DCへ取
り込まれ、T細胞へ抗原提示されることが必

須と考えられる。またこれまでγ-PGA がマウ
ス DC の活性化起こることは検討されている
が、ヒト DC での検討は、ほとんどされてい
ない。癌の臨床応用を目指す上で、ヒト DC
の活性化を検討する必要がある。そこでヒト
末梢血単核球より、GM-CSF および IL-4 を用
いて DC を誘導した。誘導された DC にγ-PGA
を添加し DC の抗原提示関連表面マーカーの
発現を flow cytometry にて検討した。 

 

 

 

抗原提示関連分子である CD80、CD86 および
DC 成熟マーカーである、CD83 の発現を検討



 

 

したところ、γ-PGA を添加することによって
未熟 DC(iDC)より CD80 及び CD86 の発現は上
昇しており、CD86 ではほぼ成熟 DC(mDC)と同
レベルにまでなった。また CD83 成熟マーカ
ーもγ-PGA の添加により、濃度依存的に(100
μg、300μg、500μg)増加したことから、γ
-PGA によりヒト DC が活性化されることが示
された。また OVA ペプチド-FITC による抗原
取り込み能を検討した結果、γ-PGA の使用に
より、ヒト DC によるペプチドの取り込みは
有意に上昇し、またγ-PGA の濃度依存的にそ
の取り込み効率は増加したことから、γ-PGA
によりペプチドは効率よく DCに取り込まれ、
DC を活性化することが示唆された。本研究結
果は従来マウス DC において示されたγ-PGA
による DC 活性化が、ヒト DC においても同様
におこり、本治療法の臨床応用への可能性を
示唆するものであった。 

本研究結果は、EphA2 ナノ粒子ワクチンの
有用性を示す結果であり、既存の治療法の適
応外となる肝癌に対する新たな肝癌免疫治
療を示唆しており、将来的な臨床応用が期待
され、その臨床的意義は高いと考えられる。
既に我々は本治療法の臨床応用へ向けて、準
備を開始している。 
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