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研究成果の概要（和文）：　腫瘍関連抗原は一般に免疫原性が低いため、抗腫瘍免疫が成立しづらい。我々は、
結核菌抗原、ESAT-6を人工抗原として腫瘍に導入し、免疫システムを刺激して活性化させることを試みた。
ESAT-6遺伝子の腫瘍への導入は、担癌マウスにおいて顕著な抗腫瘍効果を示した。さらにESAT-6抗原を含む細胞
外小胞（EVs）を調製し、これが樹状細胞を成熟させて高い抗腫瘍効果を導くことを見出した。
　また、細胞のウイルスセンサーが微生物の共通要素を検出して免疫を活性化する機構を模倣して、アデノウイ
ルス由来の低分子核酸「VA-RNA I」を含んだEVsを調製し、そのインターフェロンの分泌誘導機能、抗腫瘍効果
を確認した。

研究成果の概要（英文）： Tumor-associated antigens generally have low immunogenicity, making it 
difficult to establish antitumor immunity. We attempted to introduce the gene of the tuberculosis 
antigen ESAT-6 into tumors to stimulate and activate the immune system. The introduction of the 
ESAT-6 gene showed significant anti-tumor effects in tumor-bearing mice. Furthermore, we prepared 
extracellular vesicles (EVs) containing ESAT-6 antigens and found that they effectively mature 
dendritic cells, leading to high anti-tumor effects in mice tumor models.
 Additionally, mimicking the mechanisms where the pattern recognition receptors recognize the viral 
RNAs and activate immune responses, we constructed a novel antitumor strategy using 
adenovirus-derived small RNA, VA-RNA I, and confirmed its potent interferon-inducing- and 
tumor-suppressive-effects.

研究分野： 抗腫瘍免疫治療

キーワード： ガン免疫治療　ESAT-6　細胞外小胞　VA-RNA　インターフェロン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　近年がん免疫治療への期待が高い。しかし腫瘍抗原は一般に免疫原性が低く、抗腫瘍細胞性免疫が成立しづら
いために免疫治療の効果は得られにくいことがガン免疫治療の大きな壁となっている。
　一方ウイルスの感染に対しては細胞性免疫が効率よく誘導される。本研究は、微生物感染に対する免疫応答を
模倣した新しい抗腫瘍免疫治療システムを提示するものである。さらに、患者本人の細胞から得る細胞外小胞を
用いた本治療法は、安全性の高い新たな抗腫瘍治療戦略として実用化の可能性は高い。
　抗原性の弱い腫瘍に対する治療法として提案するこれらの手法は、行き詰まった現在のガン免疫治療を推進さ
せるブレイクスルーとしてその異議は大きい。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
（1）ガンは世界中で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。一方近年免疫療法が注目され、
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、その奏功率は低
く、免疫チェックポイント治療などにおいても効果の全く無い症例は数多い。 
 腫瘍に対して免疫システムが有効に働くためには、攻撃ターゲットとなる腫瘍関連抗原（TAAs）
の存在が必須であるが、TAAs は一般に免疫原性が低く、抗腫瘍免疫が誘導されにくい。 
 このような、抗原性の弱い腫瘍に対する治療法の開発が、現在ガン免疫治療の非常に重要な課
題となっている。 
（2）TAAs の免疫原性の低
さを補うために、我々は、結
核菌の強い抗原 であ る
ESAT-6 タンパクを人工抗
原として腫瘍に導入するこ
とを試みてきた。ESAT-6 の
遺伝子をコードしたプラス
ミド DNA （pDNA(ESAT)）
を担癌マウスに投与する
と、抗腫瘍細胞性免疫が活
性化されて著しい治癒効果
が得られること、さらに、
pDNA(ESAT)を導入した培
養腫瘍細胞から得られる細
胞外小胞（EVs）も同等の免
疫活性化作用・抗腫瘍効果
を持つことを見出し報告し
てきた（図 1）。 
 
２．研究の目的 
 本研究の最終的な目的は、ヒトの臨床に応用可能な「抗原性の弱い腫瘍に対しても効果的に抗
腫瘍細胞性免疫を惹起する細胞外小胞製剤」を開発することにある。具体的には、抗原性の高い
結核菌抗原、「ESAT-6」を含んだ細胞外小胞、ESAT-EVs を調製し、その人工抗原としての免疫
活性化機能、ならびに抗腫瘍効果を調べ、抗腫瘍免疫治療薬としての可能性を検討する。さらに
新たな戦略として、細胞内核酸センサーRIG-I を刺激して免疫を活性化するウイルス由来の低分
子核酸、「VA-RNA I」を内包した細胞外小胞、VA-EVs を作成し、その免疫誘導機能を詳細に調
べる。これらの結果から、このような「微生物由来成分を含有する細胞外小胞」を用いて疑似感
染状態を作成し、抗腫瘍免疫を活性化する免疫活性化システムの可能性を検討する。 
 
３．研究の方法 
（1）微生物抗原「ESAT-6」を含んだ細胞外小胞（ESAT-EVs）の調製 
 pDNA(ESAT)、ポリエチレンイミン(PEI)からなる二元複合体、およびこれにさらにコンドロ
イチン硫酸(CS)を加えた三元複合体を調製し、それぞれ培養 B16 メラノーマ細胞に導入して、
分泌された細胞外小胞、ESAT-EVs を培養上清から採取・単離した。 
 
（2）ESAT-EVs の解析 
 ESAT-EVs を Tim-4 固定化プレートに固定化した後、rabbit anti-ESAT-6 antibody、および
FITC-labeled goat anti-rabbit IgG antibody を順に加え、蛍光強度から ESAT-6 エピトープの
量を定量した。 
 ESAT-EVs のサイズおよびその分布はナノサイトを用いて評価した。 
 
（3）ESAT-EVs の免疫活性化機能 
 マウス骨髄から採取し、GM-CSF を加えて分化・培養した細胞から autoMACS を用いて
CD11c 陽性細胞のみを単離することで、混在する細胞のない純粋な樹状細胞（DCs）を得た。得
られた DCs に ESAT-EVs を加えてさらに一晩培養し、CD86 陽性細胞の数を FACS で定量し
た。 
 
（4）ESAT-EVs の抗腫瘍効果 
 培養 B16 細胞を C57BL/6 マウスに移植してシンジェネイック担癌マウスモデルを作成した。
腫瘍が確立した後 ESAT-EVs を中三日で三回腫瘍内投与し、腫瘍サイズの変化を経時的に測定

 

図 1 結核菌抗原 ESAT-6 遺伝子を導入した培養腫瘍細胞 

から得られる細胞外小胞による抗腫瘍免疫活性化 



した。 
 
（5）アデノウイルス由来核酸「VA-RNA I」を内包した細胞外小胞（VA-EVs）の調製 
 VA-RNA I の遺伝子をコードしたプラスミド DNA、pDNA(VA-RNA)を調製し、培養 B16 細
胞に導入して、分泌された細胞外小胞、VA-EVs を採取・単離した。 
 
（6）VA-EVs のインターフェロン(IFN)誘導機能 
 VA-EVs を培養マクロファージに加え、一晩培養後、上澄み中の IFN-α および IFN-β の濃度
を ELISA で測定した。 
  
（7）VA-EVs の抗腫瘍効果 
 C57BL/6 マウスに B16 細胞を移植したシンジェネイックモデルマウスに、腫瘍確立後 VA-
EVs を腫瘍内に一回投与して腫瘍サイズの変化を測定した。 
 
４．研究成果 
（1）ESAT-EVs の調製とその抗腫瘍効果 
①ESAT-EVs の調製とその解析 
 先行する研究において、pDNA(ESAT)を培養 B16 メラノーマ細胞に導入すると、ESAT-6 エ
ピトープを含んだ細胞外小胞（ESAT-EVs）が得られること、また得られた ESAT-EVs は顕著
な腫瘍増殖抑制効果を持つことを見出した。 
 本研究では ESAT-EVs に含まれる ESAT-6 エピトープを定量し、ESAT-EVs 作成に適した条
件を検討した。 
 B16 細胞に pDNA/PEI 二元複合体を加えた系と pDNA/PEI/CS 三元複合体を用いた系では、
どちらも直径約 150 nm の EVs がほぼ同数得られた。 
 一方、pDNA/PEI 二元複合体で得た EVs は、1 粒子当たり約 12 個の ESAT-6 エピトープを
持つのに対して、pDNA/PEI/CS 三元複合体を用いた系では約二倍多い 24 個のエピトープを含
む EVs が得られ、遺伝子導入によるエピトープ含有 EVs の作成には三元複合体がより適してい
ることが分かった（図 2）。 
 
②ESAT-EVs の免疫活性化機能 
 先行研究において、マウス骨髄から
GM-CSFを用いて分化培養したDCsに
ESAT-EVs を加えてインキュベートす
ると、高い抗腫瘍効果を持つ活性化
DCs が得られることを見出した。 
 一方、マウス骨髄から分化培養した
細胞には DCs 以外にマクロファージも
含まれる。そのため、DCs の活性化が
ESAT-EVs による直接の作
用なのか、それともマクロフ
ァージを介したものか不明
であった。 
 そ こ で 本 研 究 で は 、
autoMACS を用いて DCs の
みを単離したものに ESAT-
EVs を加えて培養し、活性化
状態を調べた。 
 ESAT-EVs とインキュベ
ート後の DCs の CD86 の発
現を FACS で解析したとこ
ろ、 ESAT-EVs を加えた
DCs では有意に多くの細胞
が CD86 を発現しているこ
とが確認された（図 3）。 
 このような効果は、ESAT-
6の遺伝子を導入していない
B16 細胞から得た Control 
EVs には見られず、ESAT-
EVs に含まれる ESAT-6 抗
原、あるいはそのエピトープ
によって樹状細胞が直接刺
激され、活性化することが示
唆された。 

  
図 2 ESAT-EVs に含まれる ESAT-6 エピトープ数 
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図 3  autoMACS で単離した DCs に対する ESAT-EVs の

活性化機能 



 
③ESAT-EVs の抗腫瘍効果 
 ESAT-EVs を投与した担癌モデルマウスでは、著しい腫瘍増殖の抑制が再現性良く観察され、
このような人工抗原を含んだ EVs が高い抗腫瘍機能を持つことが確認された。 
 
（2）VA-EVs の調製とその
抗腫瘍効果 
①VA-EVs の調製 
アデノウイルスが感染した
細胞内ではウイルス DNA
から小分子核酸「VA-RNA 
I」が転写産生される。VA-
RNA I は細胞内のウイルス
RNA センサーである RIG-
I に結合して I 型 IFN の分
泌を強く導く（図 4）。I 型
IFNはマクロファージを活
性化し、効率よく細胞性免
疫を誘導することから、
VA-RNA I の腫瘍組織内へ
の導入は様々な機序でのガ
ン治療への効果が期待され
る。 
 そこで、VA-RNA I をコ
ードしたプラスミド DNA、
pDNA(VA-RNA)を合成し、
培養細胞に導入すること
で、VA-RNA I を内包した
細胞外小胞 VA-EVs を調製し、これを用いたガン治療の可能性を検討した。 
 pDNA(VA-RNA)を培養 B16 メラノーマ細胞に導入し、培養上清から得られた EVs、 VA-EVs
を様々な培養細胞に加えたところ、有意に高い IFN-αおよび IFN-βの分泌が認められた。この
ことから、VA-EVs は VA-RNA I を含有すること、さらに VA-EVs は I 型 IFN の分泌を誘導す
る機能を持つことが確認された。 
 
②VA-EVs の抗腫瘍効果 
 VA-EVs を、B16 細胞担持シンジ
ェネイック担癌モデルマウスに一
回腫瘍内投与した。 pDNA(VA-
RNA)を導入していない細胞から得
られたControl EVsは全く抗腫瘍効
果を示さなかったが、VA-RNA I を
含有するVA-EVsは著しい抗腫瘍効
果を示した（図 5）。 
 さらに、プレリミナリーな実験に
おいて、VA-EVs は ESAT-EVs と共
投与することで、それぞれ単独より
もさらに高い腫瘍増殖抑制効果を
持つことが示された。 
 
 以上の結果から、このような微生
物由来の強い抗原、あるいはウイル
スセンサーを刺激する成分を含ん
だ EVs は抗腫瘍免疫治療における
免疫活性化の新しい戦略として有
用であることが示唆された。 

 

図 5 VA-EVs の抗腫瘍効果および ESAT-EVs との 

協奏効果 
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図 4 アデノウイルス感染細胞における VA-RNA I の産生と

IFN の発現誘導 
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