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研究成果の概要（和文）：我々は抗原性の高い結核菌抗原、ESAT-6の遺伝子を腫瘍に投与して「人工ネオ抗原」
として発現させることで、自然免疫が活性化され、続いて抗腫瘍細胞性免疫が誘導されて著しい抗腫瘍効果が得
られることを見いだした。
　これらの応答は、ESAT-6を発現した腫瘍細胞が分泌する「ESAT-6エピトープ提示エクソソーム」(ESAT-Ex)が
媒介すると考えた。そこで、培養細胞でESAT-Exを調製し担癌マウスに投与してみたところ顕著な腫瘍増殖抑制
が観察された。さらに、培養樹状細胞をex vivoでESAT-Exによって活性化し、樹状細胞のみを患者に戻すより安
全な治療法を新たに考案しその効果を確認した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a novel "artificial neoantigen strategy", where we 
transformed the tumor cells with a gene encoding for a highly antigenic microbial antigen to induce 
the protein as an "artificial neoantigen". In vivo transfection with the gene for Mycobacterium 
tuberculosis antigen, ESAT-6 into tumor cells resulted in a significant inhibition of tumor growth 
in mice and dogs by both the early innate and following adaptive cellular immune responses.
  Transfected tumor cells would secrete exosomes presenting ESAT-6 epitopes (ESAT-Ex). ESAT-Ex would
 most likely mediate these immune responses. Then we prepared ESAT-Ex from the cultured tumor cells 
which had been transfected with DNA expressing ESAT-6. Injection of ESAT-Ex into tumor-bearing mice 
evidently suppressed the tumor growth. Dendritic cells (DCs) were effectively stimulated by ESAT-Ex,
 and the cultured DCs treated with the exosomes exhibited significantly improved antitumor activity 
in tumor-bearing mice.

研究分野： 複合領域

キーワード： エクソソーム　人工ネオ抗原　結核菌抗原　抗腫瘍免疫　細胞性免疫　感染症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　腫瘍抗原の免疫原性の低さがガン免疫治療の大きな障壁となっている。本研究は、抗原性の高い微生物抗原を
人工ネオ抗原として導入し、この障壁を克服する新たな戦略を提供する。
　本研究で創製するエクソソーム製剤はウイルス等を含まない安全な生物製剤である。また、より安全なシステ
ムとして、培養樹状細胞を本エクソソーム製剤で活性化し、樹状細胞のみを患者に戻す新たな治療法を考案しそ
の効果を確認した。さらに同システムは感染症治療にも有効な細胞性免疫活性化機能を持つことを確認した。こ
れらの知見は行き詰まったガン免疫治療を大きく推進させるブレイクスルーとなり、感染症の新しい治療法を提
示して国民の福祉、健康に貢献する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ガンは世界各国で毎年死因の上位を占める人類の大きな脅威の一つであり、治療薬などの目
覚ましい進歩にもかかわらず生存率の著明な改善には至っていない。近年、外科治療、化学療
法、放射線治療に続く第四の治療法として免疫療法が広く行われるようになり、一部の症例で
は高い効果が報告されている。しかし一般にその奏功率は低く、大きな注目を集めている免疫
チェックポイント阻害薬を用いた治療においても一定の奏効率は得られているが、効果の全く
無い症例も数多い。 
 免疫システムが有効に働くためには、攻撃のターゲットとなる抗原の存在が必須である。ガ
ン免疫治療においては腫瘍関連抗原（TAAs）が免疫ターゲットの候補となる。TAAs には正常組
織にも存在するシェアド抗原と、ガン細胞の遺伝子異常に由来するガン特有のネオ抗原の二種
類がある。シェアド抗原は一般に免疫原性が低く、樹状細胞に外来危険信号として認識されず、
抗腫瘍免疫を誘導しにくい。そのためガン免疫治療が高い効果を表すためには、免疫細胞に「デ
ンジャー・シグナル（危険信号）」として認識されるネオ抗原の存在が必須であることが明らか
になってきた。しかし、ガン患者の約 70%は腫瘍細胞がネオ抗原を持たず、抗腫瘍免疫が誘導
されにくい。ネオ抗原を持たない、抗原性の弱い腫瘍に対する治療法の開発がガン免疫治療の
非常に重要な課題である。 
 一方我々は、TAAs の低免疫原性、樹状細胞を成熟させる能力の低さを克服するための新しい
抗腫瘍戦略として、「人工ネオ抗原遺伝子療法」を開拓し、報告してきた。 
 その基本となったのは、腫瘍組織内で高い遺伝子発現を示す DNA 複合体の開発である。先行
する研究において我々は、酸性多糖で DNA 複合体を被覆して副作用を低減させ(J Control 
Release, 112, 382 (2006)、J Drug Targeting, 16, 276 (2008))、さらに、特殊な条件下で調
製し凍結乾燥することによって極微細（直径約 70 nm）な DNA 複合体の濃厚液を得ることに初
めて成功し、生体内で、特に腫瘍組織内での高い遺伝子発現を達成した(Biomaterials, 31, 2912 
(2010)、 Pharmaceutics, 7, 152 (2015))。さらにこれらの三元複合体は高い発現が長期持続
する(J. Pharm. Sci. 103, 179 (2014))。この技術を利用して、GM-CSF や IL-2 をコードした
DNA の複合体を担癌モデルマウスに投与したところ、ほぼ 100%のマウスが完治するという非常
に高い抗腫瘍効果が得られた(Biomaterials, 31, 2912 (2010)、Oncol. Lett, 3, 387 (2012)、
J. Gene Medicine, 14, 120 (2012)、Pharmaceutics, 7, 152 (2015))。しかしイヌを対象とし
た動物臨床研究において、サイトカイン遺伝子だけでは必ずしも十分な効果は認められなかっ
た。 
 原発性の腫瘍細胞の TAAs は上述のように抗原性が低く、サイトカイン遺伝子だけでは抗腫瘍
免疫を惹起するのに不十分であり、樹状細胞を成熟させるには「デンジャー・シグナル」の存
在が必要であると考えた。そこで、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
工ネオ抗原」として発現させる戦略を考案した。結核菌の抗原タンパク、ESAT-6 の遺伝子を坦
癌モデルマウスに投与し、人工的なネオ抗原として発現させたところ、ESAT-6 遺伝子はサイト
カイン遺伝子同等以上の非常に優れた治療効果示し、抗腫瘍免疫治療における「デンジャー・
シグナル」の重要性、有効性が確認された(図 1 (a)) (Pharmaceutics, 7, 165 (2015))。さら
に、ESAT-6 遺伝子の導入はイヌを対象とした動物臨床研究においても著しい臨床効果を示した
(図 1 (b))。 
 我々は、そのメカ
ニズムを考察し、以
下の仮説を立てた。
すなわち、微生物抗
原、ESAT-6 の遺伝子
を導入した腫瘍細胞
は細胞内でESAT-6タ
ンパクを合成し、内
因性抗原としてその
エピトープを MHC ク
ラス I 分子とともに
細胞表面に提示する。
これらの細胞が分泌
するエクソソームは
ESAT-6 エピトープを、
TAAs とともに提示し
ている。このエクソ
ソームを捕食した抗
原 提 示 細 胞 が 、
ESAT-6 を「外来危険
信号」として認識し
て成熟し、ESAT-6、
並びに同時に捕食し
た TAAs を提示して、

 

図 1. デンジャーシグナル遺伝子の抗腫瘍効果：(a) 完全寛解した 
坦癌モデルマウス；(b) 腫瘍が退縮したイヌ（動物臨床） 



細胞傷害性 T細胞（CTL）
をクロスプライムし、抗
腫瘍免疫を強く惹起す
る、という機序である
（図 2）。 
 本仮説が正しければ、
リスクの高い DNA 自体
を生体に投与しなくて
も、ex vivo で腫瘍細胞
に ESAT-6 遺伝子を導入
して培養することで微
生物抗原と腫瘍抗原の
両者を提示したエクソ
ソームを調製すること
ができ、そのエクソソー
ムの投与は生体への遺
伝子の直接導入と同等
以上の高い抗腫瘍効果
を導くと期待される。 
 そこで、培養メラノー
マ細胞に ESAT-6 遺伝子
を導入して発現させ、分
泌したエクソソームを
単離して坦癌モデルマウスに投与してみた。予備的な実験において、ESAT-6 エピトープ提示エ
クソソームは顕著な腫瘍増殖抑制効果を示すことが観察され、この仮説の妥当性が認められた。 
 また、ESAT-6 エピトープ提示エクソソームは、結核菌に対しても細胞性免疫を誘導すること
が予想され、このような微生物抗原提示エクソソームの、感染症予防・治療への適応が期待さ
れた。 
 一方2007年にエクソソームが分泌細胞由来のmRNAやmicroRNAを内包することが報告されて
以来、エクソソームをガンの診断や核酸医薬のキャリアーとして用いる研究が広く行われてい
る。特に、腫瘍細胞から放出されたエクソソームは腫瘍関連抗原（TAAs）を持つことから、エ
クソソームを用いた抗腫瘍免疫の導入が様々な研究グループによって試行された。しかし、TAAs
は一般に免疫原性が低いため、腫瘍細胞由来エクソソーム単独では未成熟樹状細胞を活性化す
る効果は低かった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の最終的な目的は、臨床応用可能な「微生物抗原提示エクソソーム・ワクチン製剤」
の開発である。我々はすでに、結核菌抗原の遺伝子を導入した腫瘍細胞から調製した「結核菌
抗原提示エクソソーム」が、担癌マウスにおいて高い抗腫瘍効果を示すことを確認した。本研
究では、様々な条件で微生物抗原提示エクソソームを調製し、高い抗腫瘍効果を持つ安全なエ
クソソーム製剤の調製手法を確立してそのメカニズムを明らかにするとともに、安全性を確認
しヒトへの臨床応用の可能な新しいガン治療のストラテジーを構築することを目的とした。 
 また、並行して、微生物抗原提示エクソソームの投与による当該微生物に対する感染予防・
治療の効果についても検証を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）エクソソームの調製と解析 
 細胞への結核菌タンパク抗原、ESAT-6の遺伝子導入は、ESAT-6をコードしたプラスミドDNA、
ポリエチレンイミンからなる二元複合体、または、それにコンドロイチン硫酸を加えて調製し
た三元複合体を用いて行った。培養 B16 メラノーマ細胞にプラスミド複合体を加えて三日間培
養し、上澄みから ESAT-6 エピトープを提示したエクソソーム（ESAT-Ex）を Total Exosome 
Isolation 試薬、または 10％の PEG 溶液を用いて単離した。 
 比較対象として、ESAT-6 の遺伝子を導入していないインタクトな B16 細胞から ESAT-6 エピ
トープを持たないエクソソーム、Naive Ex を調製した。 
 エクソソームの定量は EXOCET Exosome Quantitation Assay Kit により行った。また、総タ
ンパク量、アセチルコリンエステラーゼ活性も同時に測定した。ESAT-6 エピトープの提示量は
抗 ESAT-6 抗体を用いた ELISA 法により評価した。 
（2）エクソソームによる抗腫瘍免疫の活性化 
 ESAT-Ex、または Naive Ex を健常マウスの足底に 10日間隔で二回投与した。さらに 10日後、
ひざ裏リンパ節からリンパ球を採取して B16 細胞と共培養し、IFN-γの分泌、および取り込ん
だ［3H］-チミジンを定量した。 
（3）エクソソームによる樹状細胞の活性化 
 マウス骨髄細胞から分化誘導した培養樹状細胞に ESAT-Ex、または Naive Ex を加え、CD80、

 

腫瘍抗原

ESAT-6 
エピトープ

未成熟樹状細胞

ESAT-6 エピトープ提示
エクソソーム (ESAT-Ex)

腫瘍 ESAT-6 タンパク

ESAT-6 エピトープ

signals

外来危険信号と認識

CD8(+)
CD4(+)

成熟樹状細胞

MHC Class II
MHC Class I

CTL

攻撃 !

ESAT-6 DNA 複合体

 図 2. 人工ネオアンティジェン提示エクソソームの抗腫瘍免疫 
 活性化のメカニズム 



CD86、および IFN-γの発現量の変化をフローサイトメーターで評価した。 
（4）エクソソームの抗腫瘍効果 
 B16 細胞を移植した同系坦癌モデルマウスに各エクソソームを腫瘍内投与し、その抗腫瘍効
果を調べた。 
（5）エクソソームで活性化した培養樹状細胞の抗腫瘍効果 
 培養樹状細胞にエクソソームを加え、一晩インキュベート後樹状細胞を単離して同系坦癌モ
デルマウスに投与し、その抗腫瘍効果を検討した。 
（6）エクソソームによる抗結核菌免疫の活性化 
 各エクソソームを投与したマウスのひざ裏リンパ節から（2）と同様にリンパ球を採取し、1 
μg の ESAT-6 タンパクを含む QuantiFERON-TB Gold blood collection tube に加えて一晩イ
ンキュベートし、IFN-γの分泌を定量した。 
 
４．研究成果 
 抗原性の高い結核菌抗原、ESAT-6 の遺伝子をコードしたプラスミド DNA を合成し、ポリカチ
オン、酸性多糖との三元複合体を調製して in vitro で B16 メラノーマ細胞に導入した。三日
間培養後、分泌されたエクソソームを上澄みから単離した。ここで DNA 三元複合体を用いたの
は、これらの三元複合体は細胞毒性が低く(Pharmaceutics, 7, 165 (2015))、さらに長期にわ
たって遺伝子の高発現を導く性質があり(J. Pharm. Sci. 103, 179 (2014))、遺伝子導入した
細胞からのエクソソーム調製の手段として有用であると考えたためである。 
 遺伝子導入した細胞が分泌したエクソソームは抗 ESAT-6 抗体との結合性を示し、その表面に
ESAT-6 エピトープを持つことが確認された。得られたエクソソームを定量、解析し、プラスミ
ド DNA／ポリエチレンイミン／コンドロイチン硫酸からなる三元複合体を用いることで、従来
のDNA／ポリエチレンイミン二元複合体よりもESAT-6エピトープ提示量の高いエクソソームが
効率よく大量に得られることが見いだされた。 
 これらの ESAT-6 エピトープ提示エクソソーム（ESAT-Ex)が、親細胞である B16 細胞に対する
細胞性免疫を惹起するか調べてみた。ESAT-Ex を健常マウスの足底に投与した。二回投与後、
ひざ裏リンパ節からリンパ球を採取し、B16 細胞と共培養した。すると、リンパ球は、B16 細胞
のまわりに高度に集積した。そして、高レベルの IFN-γ の分泌、チミジンの取り込みを示し、
B16 細胞の抗原に対する細胞性免疫が惹起されたことが確認された。 
 比較対象として、ESAT-6 エピトープを持たないエクソソーム、Naive Ex を単離調製し、同様
に評価したところ、危険信号としての人工ネオエピトープを持たないこのエクソソームは、同
じ B16 細胞由来であり TAAｓを持つにも関わらず抗腫瘍免疫を全く誘導しなかった。 
 続いて、ESAT-Exの抗腫瘍効果を調べた。B16細胞を移植した同系坦癌モデルマウスにESAT-Ex
を投与したところ、図 3 に示したように「人工 Neoepitope」として ESAT-6 エピトープを持つ
ESAT-Ex には著しい腫瘍増殖抑制効果が認められた。一方、「人工 Neoepitope」を持たない Naive 
Ex は抗腫瘍効果を示さなかった。 
 ESAT-6 エピトープ提示エクソソームが確かに樹状細胞を活性化、成熟させるかを確認するた
めに、培養樹状細胞に ESAT-Ex を加え、一晩～三晩培養した。すると、Naive Ex を加えた樹状
細胞に変化は見ら
れなかったが、
ESAT-Ex で刺激し
た樹状細胞では
CD80、CD86、なら
びに IL-12 などの
発現が向上し、エ
クソソーム上に提
示されたESAT-6エ
ピトープによって
樹状細胞が刺激を
受け、成熟するこ
とが確認された。  
 さらに、より安
全性が高く、臨床
応用の可能性が高
い治療システムと
して、培養樹状細
胞を ex vivo で
ESAT-Ex によって
活性化し、樹状細
胞のみを患者に投
与する新たな治療
法を考案し、その
可能性を検討した。 

 

  図 3.  人工ネオアンティジェン提示エクソソームの抗腫瘍効果 



マウスの骨髄細胞由来の
培養樹状細胞に ESAT-Ex、
または 比較対象として
Naive Ex を加えて一晩処
理後、樹状細胞を単離して
担癌マウスに投与した。す
ると、Naive Ex で処理し
た樹状細胞は全く抗腫瘍
効果を示さなかったのに
対して、ESAT-6 エピトー
プを提示した ESAT-Ex で
処理した樹状細胞は、エク
ソソーム直接投与と同等
の顕著な抗腫瘍効果を現
した(図 4）。 
 一方、ESAT-6 エピトー
プ提示エクソソームは、結
核菌抗原である ESAT-6 タ
タンパクに対しても免疫
を誘導し、結結核菌感染症
に対しても効果を持つと
期待される。特に、MHC 
Class I 上に提示された結
核菌抗原エピトープは、細
胞性獲得免疫を誘導し、現
在有効な防御手段のない
潜在性結核の再活性化を
防ぐ新しいタイプのワク
チンとして期待される。 
 ESAT-Ex が抗結核菌抗
原細胞性免疫を惹起する
効果を持つか検証するた
めに以下の実験を行った。
抗腫瘍免疫の実験と同様
に、足底部に ESAT-Ex を投
与したマウスからリンパ
節を採取した。リンパ球を
単離して ESAT-6 タンパク
と一晩インキュベートし、
上澄みを解析したところ、
有意に高レベルの IFN-γ
の分泌が認められ（図 5）、
このような抗原提示エク
ソソームは当該微生物に
対する細胞性免疫を惹起
し、感染症治療に対する新
しい免疫治療の手法とし
て有効であることが示唆
された。 
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 図 5. 結核菌抗原エピトープ提示エクソソームによる抗結核菌 
 細胞性免疫導入効果 

 図 4.  人工ネオアンティジェン提示エクソソームにより 
 活性化した樹状細胞の抗腫瘍効果 
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