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研究成果の概要（和文）：抗原性の高い微生物抗原の遺伝子を腫瘍細胞に導入し、「人工ネオ・アンティジェ
ン」として免疫システムに認識させることで抗腫瘍免疫を惹起するシステムを考案した。膜結合性のESAT-6、お
よび分泌型のAg85Bを同系坦癌モデルマウスに遺伝子導入すると、どちらも著しい抗腫瘍効果を示し、T細胞、単
球系細胞の腫瘍組織への高い集積が見られた。両抗原の効果に差はなく、生合成された抗原は異種タンパクとし
て分解され、ネオ・エピトープとして提示されて免疫系細胞に働きかけると考えた。この仮説を証明するため、
ネオ・エピトープを提示したエクソソームを調製し、その抗腫瘍細胞性免疫誘導効果を確認した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a novel antitumor strategy by transfecting with the 
plasmids coding for pathogenic antigens. We examined the therapeutic effects of the transfection of 
the plasmid coding a membrane-associating protein, ESAT-6, or a secretory antigen, Ag85B. Both 
plasmids showed similar significant effects in tumor-bearing mice. Accumulation of T-cells and 
monocytic cells was observed in the diminished tumors. The antigens synthesized in the tumor cells 
would be degraded as heterologous proteins, and the degraded peptides would be presented on the cell
 surfaces as "artificial neoepitopes". The exosomes presenting the epitopes would be secreted from 
the cells, and were thought to play an essential role in eliciting antitumor immunity. This 
hypothesis was confirmed by the experiments with the exosomes presenting the "artificial 
neoepitopes", which had been prepared by transfection of the cultured cells with the pathogenic 
antigen genes.

研究分野： 医用高分子、DDS

キーワード： DNAワクチン　遺伝子治療　ガン免疫治療
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
本研究の目的は、全ての腫瘍に有効な万能

型の抗腫瘍 DNA ワクチンを創製するため、微
生物抗原遺伝子を用いた新しい抗腫瘍治療
戦略を構築することにある。 
現在の日本人の死因の第一位はガンであ

る。近年、患者本人の免疫作用を高めて治療
する「ガン免疫治療」が注目されている。し
かし、顕在化したガンは免疫回避能力が高く、
有効な免疫活性化の手法は確立されていな
い。 
抗腫瘍免疫を誘導する新しい治療法とし

て「ガン・ワクチン治療」が考案された。ガ
ン固有の抗原を投与して、抗ガン免疫を惹起
する方法である。また、ガン抗原のタンパク
そのものを投与するのではなく、代わりに抗
原タンパクをコードした遺伝子を体内に投
与して、生体内で抗原を生合成させる「DNA
ガン・ワクチン」の開発も広く研究されてい
る。 
しかしこれらのガンをターゲットとした

ワクチン治療は、患者のガン抗原を特定し、
遺伝子を解析して合成するオーダーメード
の治療法であり、一般化が難しい。ガン・ワ
クチン製剤を一般化するためには、様々なガ
ンに共通の抗原を見つけることが必要であ
る。しかし、そのようなガンの共通抗原は発
見されておらず、実用化の目途は立っていな
い。 
全ての腫瘍にユニバーサルに有効なDNAワ

クチンが創成されれば、その社会的な意義は
非常に高い。そのためには従来の発想に縛ら
れない全く新しい戦略が必要である。 
我々は、腫瘍抗原の遺伝子を投与するので

はなく、腫瘍細胞に「危険信号」の遺伝子を
導入して腫瘍細胞自体をトランスフォーム
して抗腫瘍免疫応答を惹起する新戦略を考
案した。「危険信号」を取り込んだ抗原提示
細胞が刺激を受けて成熟し、「危険信号」の
抗原とともに、同時に取り込んだ腫瘍抗原を
提示する、すなわち「危険信号」が抗腫瘍免
疫を強制的に起動させるシステムである。 
この戦略に不可欠なのは、腫瘍細胞に効率

よく「危険信号」の遺伝子を導入し、発現さ
せる遺伝子ベクターシステムである。我々は、
ウィルスを使用しない、安全な人工遺伝子送
達システムをすでに開発した。DNA とポリカ
チオンとのイオン複合体を天然酸性多糖で
被覆したもので、凍結乾燥法で濃縮すること
で超微粒子化し、ウィルスを使わずに腫瘍細
胞に高い遺伝子発現をもたらすことに初め
て成功した。 
これらの技術を利用して、サイトカインを

コードしたDNA複合体を担癌モデルマウスに
投与したところ、非常に高い腫瘍増殖抑制効
果がみられ、アロジェネイックモデルでは腫
瘍は完全に消失した。しかし、サイトカイン
の遺伝子導入では、免疫回避性の高い原発性
腫瘍を対象にした動物臨床研究においては、
必ずしも十分な抗腫瘍免疫誘導効果は認め

られず、効率よい免疫惹起には「危険信号」
による強い刺激が重要であることが示唆さ
れた。 
免疫機構を惹起するための「危険信号」と

して、我々は抗原性の高い結核菌タンパクに
着目した。結核菌タンパク、ESAT-6 の遺伝子
をコードしたプラスミドを合成し、上記の
DNA 複合体超微粒子を調製して担癌モデルマ
ウスの腫瘍内に投与した。すると、この微生
物抗原遺伝子は、サイトカイン遺伝子同等以
上の著しく高い治療効果を示した。また、動
物臨床研究において、イヌの原発性腫瘍に対
しても、ESAT-6 の遺伝子は強い増殖抑制効果
を持つことが確認された。 
遺伝子導入によって合成された微生物抗

原を樹状細胞が取り込んで刺激され、成熟し、
同時に取り込んだ腫瘍抗原とともにT細胞に
提示して抗腫瘍免疫を活性化したものと考
えられる。腫瘍細胞内で生合成された微生物
抗原が樹状細胞に取り込まれるメカニズム
として、以下の三通りの可能性が考えられた。 
＜Mechanism-1＞ 微生物抗原が細胞膜に結
合し、その細胞断片を樹状細胞が貪食する。 
＜Mechanism-2＞ 細胞外に分泌された微生
物抗原を抗原提示細胞が飲作用により取り
込む。 
＜Mechanism-3＞ 生合成された微生物抗原
タンパクが異種タンパクとしてプロセシン
グされ、そのエピトープが MHC ClassI、
ClassII に提示されたのち、その細胞断片を
樹状細胞が貪食する。 
 微生物抗原遺伝子の導入が広くタイプの
異なる様々な腫瘍に対して抗腫瘍効果を持
つことが、動物臨床研究などを通して明らか
になりつつある。タイプの異なる抗原性タン
パクの比較検討、および腫瘍周辺の免疫担当
細胞の挙動を詳細に調べ、その治癒メカニズ
ムを解明することが、このような微生物抗原
遺伝子を用いたDNAワクチンの最適構造の製
剤設計を行うために重要である。 
 
２．研究の目的 
上述のように、我々は免疫システムを活性

化する「危険信号」として、微生物抗原の遺
伝子を腫瘍細胞に導入し、抗腫瘍免疫を惹起
する新戦略を考案した。微生物抗原遺伝子と
して結核菌抗原 ESAT-6 遺伝子を用い、これ
を坦癌モデルマウスに投与すると、強い抗腫
瘍免疫が得られることを確認している。 
しかし、その免疫活性化・治癒のメカニズ

ムは不明である。より効率の高い治療システ
ムを開発するため、本研究では細胞膜結合型
ESAT-6 に加えて、分泌型の結核菌抗原 Ag85B
遺伝子を用いてこれらの抗腫瘍活性を詳細
に比較し、導入する抗原の構造と活性の相関
を調べる。また、治療過程における腫瘍周辺
の免疫担当細胞の挙動を詳細に調べ、このよ
うな「危険信号」抗原遺伝子の抗腫瘍免疫惹
起の機序を解明し、最適構造の製剤設計を行
うことで新しいガン・ワクチンの戦略を確立



し、全てのガンに有効な新規 DNA ワクチンを
創生することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞膜結合型結核菌抗原である

ESAT-6、および分泌型結核菌抗原の
Ag85B の各遺伝子をコードしたプラス
ミドを合成した。 

（２）GM-CSF、IL-2、IL-12 などのサイトカ
イン遺伝子をコードしたプラスミドを
合成した。 

（３）希薄条件下でこれらのプラスミド DNA
とポリエチレンイミン、およびコンド
ロイチン硫酸を混合し、得られた超微
粒子を凍結乾燥・再水和して DNA 複合
体微粒子濃厚液を調製した。 

（４）これらの DNA複合体を B16細胞に導入
し、その細胞毒性を評価した。 

（５）B16 細胞をシンジェネイックマウスの
皮下に移植して坦癌モデルマウスを作
成し、サイトカインまたは微生物抗原
タンパクをコードしたプラスミド DNA
複合体を腫瘍内に局所投与して腫瘍の
サイズの変化を経時的に測定した。 

（６）ESAT-6 タンパクをコードしたプラス
ミド複合体と、サイトカイン遺伝子を
持つプラスミド複合体を混合して坦癌
マウスに投与し、微生物抗原とこれら
の免疫賦活化タンパクの併用による相
乗効果を検討した。 

（７）微生物抗原遺伝子によって治癒を施
した担ガンマウスの血液を、微生物抗
原タンパクとインキュベートしたとき
の IFN-γ分泌量を測定し、微生物抗原
遺伝子による細胞性免疫誘導効果を調
べた。 

（８）微生物抗原遺伝子により治癒を施し
た担ガンマウスの腫瘍組織を採取し、
免疫染色して組織内に集積した免疫細
胞の種類、数、活性化状態などを評価
した。 

（９）微生物抗原遺伝子の治癒メカニズム
を確認するために、培養細胞に微生物
抗原遺伝子を導入してその培養上澄み
から微生物抗原エピトープを持ったエ
クソソームを単離し、その抗腫瘍効果
を調べた。 

（１０）安全性、治癒効果の確認された DNA
複合体を腫瘍に罹患したイヌに投与し、
原発性腫瘍に対する治癒効果を確認し
た。 

 
４．研究成果 
 前述のように、我々は結核菌抗原タンパク
である ESAT-6 の遺伝子をコードしたプラス
ミドを合成し、その複合体の投与が坦癌腫瘍
モデルマウスにおいて著しい腫瘍退縮を引
き起こすことを見出した。その効果は、サイ
トカイン遺伝子を用いた遺伝子治療同等以
上であった（図 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、ESAT-6 遺伝子を GM-CSF などの遺伝子
と同時投与することで顕著な相乗効果が見
られ、最適な混合比においてはシンジェネイ
ックモデルにおいても全てのマウスで腫瘍
の完全消失が見られた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 後述のように ESAT-6 をコードした DNA の
複合体自体の毒性は低い。また、サイトカイ
ン遺伝子の併用が強い相乗効果を示したこ
とから、ESAT-6 の抗腫瘍作用は ESAT-6 タン
パクによる直接の殺細胞効果ではなく、抗腫
瘍免疫を活性化する効果によると推測され
た。そのメカニズムを調べるために以下の実
験を行った。 
 ESAT-6 遺伝子を坦癌モデルマウスの腫瘍
内に投与すると、4 日後には顕著な腫瘍退縮
が認められた。そのこで、投与１日後、およ
び 4日後に腫瘍組織を採取し、免疫染色を行
った。コントロールとしてリン酸緩衝液を投
与したマウスでは免疫応答は全く観察され
なかったのに対し、ESAT-6 遺伝子を投与した
マウスで、縮小した腫瘍組織中には、T細胞、
単球系の細胞の高い集積が見られた（図 3）。 
 また、ESAT-6 遺伝子の投与による、同タン
パクに対する細胞性免疫の誘導効果を調べ
るため、治療開始 4 日後のマウスの血液を
ESAT-6 抗原とインキュベートし、IFN-γの分
泌を定量した。 
 ESAT-6 遺伝子を投与したマウスではコン
トロール群（リン酸緩衝液を投与）に比べて
有意に高い IFN-γの産生がみられ、ESAT-6
遺伝子によって抗 ESAT-6 細胞性免疫が効率

（図1） ESAT-6遺伝子およびサイトカイン遺伝子の
抗腫瘍効果。DNA 複合体の投与直後、および 15 日
後の腫瘍サイズの平均値 （n=3)。 

（図2） ESAT-6遺伝子とサイトカイン遺伝子の相乗
効果。DNA 複合体の投与直後、および 15 日後の腫
瘍サイズの平均値 （n=3)。 



よく誘導されていることが確認された（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
我々の遺伝子導入・発現システムは、腫瘍

細胞において高い遺伝子発現を誘導する。遺
伝子導入によって細胞で生合成された
ESAT-6 は、何らかの経路で樹状細胞にとりこ
まれ、T 細胞にクロスプライムされて抗
ESAT-6 免疫、および抗腫瘍免疫を惹起したも
のと思われる。 
そこで次に、遺伝子導入によって細胞で生

合成された ESAT-6 がどのように樹状細胞に
取り込まれるのかを検討した。 
腫瘍細胞内で合成される ESAT-6 タンパク

は膜親和性が高く、細胞外への分泌は少ない
と考えられる。そこで分泌性結核菌タンパク
であるAg85Bをコードしたプラスミドを合成
し、その抗腫瘍効果を ESAT-6 と比較検討し
た。Ag85B をコードした DNA の複合体自体の
細胞毒性はESAT-6のものと差はなかった（図
5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Ag85B 遺伝子は、坦癌マウスに腫瘍内投与
することで ESAT-6 遺伝子とほとんど同程度
の腫瘍の退縮を引き起こした。 
 これらの微生物抗原タンパクが細胞外に
分泌されて効果を発揮するのであれば、
Ag85B はより高い抗腫瘍効果をあらわすはず
であり、細胞膜に結合した状態で働くのであ
れば、ESAT-6 の効果がより高いはずである。
しかし、これら二つの対照的な抗原タンパク
の効果はほぼ同等であり、また、Ag85B、
ESAT-6 二種の抗原遺伝子を混合投与しても、
その効果に差は見られなかった（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 全く性質の異なるこれらのタンパクがほ
ぼ同様の効果を示したことから、以下のこと
が推測された。すなわち、外来遺伝子により
生合成されたこれらのタンパクは、そのまま
の形で樹状細胞に取り込まれるのではなく、
異種タンパクとして細胞内で分解され、ペプ
チド・エピトープとなって細胞膜上に提示さ
れる。樹状細胞がその細胞の断片をとりこみ、
MHC 上に提示されたこれらの抗原エピトープ
を「危険信号」と認識して活性化する、とい
うメカニズムである。 
 これは、近年大きくクローズアップされて
いる、ネオアンティジェンの効果と類似して
いる。腫瘍細胞がネオアンティジェンを持た
ず、共通抗原だけしか持たない場合には、免
疫システムは活性化されず、抗腫瘍免疫は誘
導されにくい。一方、腫瘍細胞が変異によっ
て生成したネオアンティジェンを持つ場合
には、免疫システムがこれを攻撃ターゲット
として認識し、抗腫瘍免疫が効果的に惹起さ
れる。 
 我々のシステムでは、腫瘍細胞内で外来遺
伝子によって生成された微生物抗原は、人為
的に導入された「人工ネオアンティジェン」
として機能すると思われる。すなわち、生成
した ESAT-6 は異種タンパクとしてプロテア
ソームで分解され、生じたペプチド・エピト
ープは MHC Class I，Class II と結合して細
胞表面に提示される。これを取り込んだ樹状
細胞がこの「人工ネオエピトープ」を外来の
「危険信号」として認識して成熟し、T 細胞
をクロスプライムする。そのとき、同時に取
り込んでいる腫瘍抗原も提示し、抗腫瘍免疫
も惹起されるものと考えられる。 

（図 6） ESAT-6 遺伝子、Ag85B 遺伝子およびそれ
ら二種混合投与による抗腫瘍効果 

 
（図 3） DNA 複合体の投与 1 日後、および 4 日後の
腫瘍組織中の Iba1 および CD3 陽性細胞の数 

 
（図 4） 抗原またはアジュバントとインキュベートし
たときの IFN-γの分泌量（投与 4 日後） 

（図 5） ESAT-6 遺伝子または Ag85B 遺伝子をコー
ドした DNA 複合体の細胞毒性 



 ここで、樹状細胞が捕食するのは丸ごとの
腫瘍細胞ではなく、その断片、あるいは腫瘍
細胞由来のアポトーシス小胞、エクトソーム
やエクソソームであろう。腫瘍細胞から分泌
され続けるエクソソームがその担い手の一
つとして大きく関わっていると考えた。 
 これを検証するために以下の実験を行っ
た。in vitro で B16 メラノーマ細胞に
ESAT-6 遺伝子導入して培養し、ESAT-6 エピ
トープが膜表面の MHC Class I、Class II に
結合した「人工ネオエピトープ提示エクソソ
ーム」を調製した。 
 得られたエクソソームの表面に ESAT-6 エ
ピトープが存在することを抗 ESAT-6 抗体
との結合性により確認した。 
 ESAT-6 エピトープを提示した「人工 ネオ
エピトープ提示エクソソーム」を B16 細胞を
移植した同系坦癌モデルマウスに投与した。
すると、ESAT-6 遺伝子を投与したときと同様、
著しい腫瘍増殖抑制効果が観察された。また、
ESAT-6 エピトープ提示エクソソームで処理
したマウスには、高い抗腫瘍細胞性免疫が誘
導されていることが認められ、このような微
生物抗原遺伝子が「人工ネオエピトープ」効
果により腫瘍を縮小させるメカニズムが確
認された。 
 動物臨床研究において、ESAT-6 遺伝子の
イヌの各種原発性腫瘍に対する治癒効果を
評価したところ、このような微生物抗原遺伝
子は原発性腫瘍に対しても顕著な抗腫瘍効
果を持つことが多くの症例で観察された。 
 以上のように、微生物抗原遺伝子による治
療は、免疫原性の低い腫瘍のエスケープをブ
ロックし、抗腫瘍免疫を効果的に惹起する、
安全で効果の高い新しいタイプの抗腫瘍 DNA
ワクチンシステムとして高い可能性を持つ
ことが示唆された。 
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