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研究成果の概要（和文）： 

 がん免疫療法において強力なアジュバントの開発が期待されている。我々は、TLR2 リガンド
として働くマイコプラズマ由来リポペプチドの構造を基に、バクテリア由来配列を機能配列に
置き換えることで、付加機能を持つ新規 TLR2 リガンドを設計した。このアジュバント・エンジ
ニアリングは薬剤設計の新しい戦略であり、本研究では集合体形成を目的に設計した化合物に
ついて着目し、その詳細解析を進めたので報告する。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 It is essential to develop effective immunoadjuvants for tumor immunotherapy. We 
created new adjuvants based on the structure of mycoplasmal lipopeptide, which is 
a toll-like receptor (TLR) 2 ligand. Adjuvant engineering, substituting a functional 
motif for bacterial origin sequence of lipopeptide, is a novel drug design strategy. 
Here, we report the characterization of a new TLR2 ligand with complexation 
capability. 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・実験病理学 
キーワード：腫瘍、腫瘍免疫、アジュバント、BCG-CWS 
 
１．研究開始当初の背景 
 がん患者に対してウシ結核菌弱毒化ワクチ
ン株（BCG）の細胞骨格成分(Cell Wall 
Skeleton：CWS)を単独で定期的に皮内投与す
る免疫アジュバント療法が当センターで臨
床応用されている。我々は、本治療法の科学
的根拠を明確化する基礎研究および臨床用
薬剤調製に携わってきた。この作用メカニズ
ムは BCG-CWS がトル様受容体（TLR） 2 及び

4 のリガンドであり、樹状細胞を定期的に成
熟・活性化させることによって体内を監視さ
せ、がん再発時に早急な応答を導くことにあ
ると予想される。現在の免疫アジュバント療
法は再発防止など予防的な適用であるもの
の、がん抗原の適切な補充方法の開発、樹状
細胞療法との組合せによって、がん治療への
適用が期待できる。 
 一方、BCG-CWS は菌体から精製する巨大分



子複合体であり、純度・安定性・安定供給に
懸案が存在する。また、BCG-CWS の持つ強力
で多様な免疫活性化能は、術後患者の免疫力
を底上げするためには最適であるものの、特
定の活性を限定・強化した方が治療に有利に
働くケースも想定される。こうした問題を解
決するため、我々は BCG-CWS のアジュバント
活性を限定・強化し、化学合成可能な抗がん
アジュバントの設計をはじめた。 
 天然 TLR2 リガンドとして知られるマイコ
プラズマ由来マクロファージ活性化リポペ
プチド（MALP-2, Pam2Cys-GNNDESNISFKEK）
は BCG-CWS の特徴に類似しており、樹状細胞
を刺激して IL-23 を誘導する。この基本骨格
となる Pam2Cys(P2C-)構造は化学合成可能で
あり、これに結合するバクテリア由来のペプ
チド配列は改良・付加が容易である事を見い
だした。平成 16 年度より、ここに生理機能
ペプチドを結合させる生化学的創薬戦略で
追加機能を持つ TLR2リガンドを人工設計し、
アジュバントとして開発する「アジュバン
ト・エンジニアリング」を展開している。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、がん免疫療法に有用な新
規人工アジュバントを開発する事である。本
助成を受ける前段階で、既に候補化合物 Aを
人工設計していた。効果的な免疫細胞との接
着を期待してインテグリン結合配列である
RGDS を組み込んだ P2C-RGDS である。この化
合物は in vitro 樹状細胞活性化、in vivo マ
ウスがん治療モデルにおいて MALP-2 と同等
以上の有効性を示したため、アジュバント・
エンジニアリングによって、強力な新規アジ
ュバントの開発が可能であると確信した。 
 本研究では、化合物 Aの研究成果をまとめ
ると伴に、強力なアジュバントの人工設計を
目指して、新たな機能を付加した TLR２リガ
ンド・化合物 Bと化合物 Cを作製した。特に
興味深い性質を示した化合物 C（P2C-S******，
集合体形成能を付加，特許申請予定のため配
列は明記していない）について、詳細な解析
を進めている。 
 
３．研究の方法 
 化合物 Aを設計したアジュバント・エンジ
ニアリング戦略を図１に示した。本研究では
集合体形成能を TLR2 リガンドに付加するた
めにタグ配列を組み込んだ化合物 Cを作製し
た。化合物 Cはビーズ等をベースとした集合
体形成によって、樹状細胞やマクロファージ
に効率的に認識されると予想され、強力な免
疫活性化を誘導する事が期待された。また、
がん抗原ペプチドとの複合体形成など、より
効果的な免疫療法への応用も期待できる（図
２）。化合物 C、天然リポペプチド・MALP-2、
および、既報の人工リポペプチド・P2C-SK4

（P2C-SKKKK）を比較し、それぞれのin vitro、
in vivo のアジュバント活性を検討した。 

図１ アジュバント・エンジニアリング戦略
と試作化合物 A（細胞接着能を付加） 
 

図２ 化合物 C（集合体形成能を持つリポペプ
チド）の人工設計とその応用 
 
(1) in vitro 活性 
 各リポペプチドのアジュバント活性は、マ
ウス骨髄より誘導した樹状細胞（bone marrow 
derived dendritic cell，BMDC）を 100nM で
刺激した際に誘導される IL12p40 産生量、お
よび、脾臓細胞（splenocytes）を刺激した
際に誘導される IFNγ産生量を ELISA 法で測
定して評価した。 
 
(2) in vivo 活性 
 in vivo の抗がん効果を評価するため、マ
ウス移植がんモデルとして、C57BL6 マウスと
OVA遺伝子が導入されたEG7細胞株を用いた。
EG7 移植後に腫瘍の形成を確認し、群分けを
行い、EG7 細胞可溶化物と化合物 Cまたは
P2C-SK4 10nmol を混合したワクチンを、腫瘍
周辺の皮内に投与した（３−４日ごとに計３
回）。また、ワクチンにビーズを混合し、集
合体形成による効果を確認した。 
 
(3) 改良型リポペプチドの活性評価  
 (1)および(2)の研究結果を基に、新たに
P2C-S******KKKK (化合物 CF)、
P2C-SKKKK******（化合物 CR）、
P2C-S***********（化合物 CL）を作製した。
これらの in vitro の活性を、(1)と同様に検
討した。 



 ４．研究成果 
(3) 改良型（タンデム結合および長鎖タイ
プ）リポペプチドの活性評価 

 
(1) in vitro 樹状細胞活性化能および脾臓

細胞活性化能  (1)の結果から、リポペプチドは、ペプチ
ド配列によって、異なる免疫活性化能を示す。
すなわち、先の２ペプチド配列をタンデムに
結合する事によって両者の活性（IL12p40 増
強と IFNγ増強）を持つ化合物が設計できる
可能性があった。そこで、P2C-S******KKKK 
(化合 CF)、P2C-SKKKK******（化合物 CR）を
作製し、それぞれの活性を測定したが、相加
効果を得る事はできず、P2C 直後に接続した
ペプチド配列に準拠した活性を示した（図
５）。しかしながら、同配列を伸長した
P2C-S***********（化合物 CL）を設計し、活
性を検討したところ、IL12p40 と IFNγの両
者を強力に誘導する化合物を作製する事に
成功した。（図５） 

 今回、設計した化合物 C、MALP-2、P2C-SK4
の in vitro 活性を評価したところ、他の２
つと比較して、化合物 C は樹状細胞からの
IL12p40 産生を強力に誘導した。一方、
P2C-SK4 は他の２つと比較して脾臓細胞から
の IFNγ産生を強力に誘導した（図３）。以上
の結果は、リポペプチド中の配列によって、
異なる活性化の方向性を持つ化合物が設計
可能である事を意味している。 

 

図３ in vitro サイトカイン誘導 
 
(2) in vivo マウス腫瘍移植モデルにおける

抗がん効果 
 これらの化合物の抗がん効果を評価した
ところ、P2C-SK4 では有意な腫瘍成長抑制を
認めたが、化合物 Cでは認められなかった（図
４）。さらに集合体形成を目的として、ビー
ズをワクチン中に混合して投与したが、十分
な抗がん効果は認められず、この実験モデル
において、期待した有効性は得られなかった。 

図５ 改良型リポペプチドの in vitro 活性 
 
 
 今後、化合物 CL の in vivo 抗がん効果を
評価し、アジュバント化合物としての有効性
を検討する必要がある。また、集合体形成に
ついては、ワクチン調製方法や投与方法を含
めて検討する事により、より有効な抗がん効
果が引き出せる可能性がある。アジュバン
ト・がん抗原ペプチド複合体についても、十
分な検討に至っておらず、今後の解析が重要
と考えている。さらに、今回、IL12p40 と IFN
γの両者を強力に誘導する化合物を作製す
る事ができたが、作用メカニズムをはじめ、
不明な点も多く、より詳細な解析が必要と考
えられた。 
 

図４ in vivo 抗がん効果  
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