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研究成果の概要（和文）：ヒアルロン酸（HA）と卵白アルブミン由来の抗原ペプチド（OVApep）から成るコンジ
ュゲート体（HA-pep）を作製した。HA-pepをがん細胞に添加し、24時間後にはペプチドがMHCクラスI分子上に提
示されていることが分かった。また、HA-pep処理したがん細胞とOVA特異的細胞傷害性T細胞（CTL）と混合させ
ると強力な免疫応答も観察された。これらの結果よりがん細胞の抗原性が改変されていることが証明された。

研究成果の概要（英文）：We prepared conjugates consisting of hyaluronic acid (HA) and an antigenic 
peptide derived from ovalbumin (OVA). After 24 hours of treatment with the prepared conjugate 
(HA-pep), the cancer cells presented the peptide on MHC class I molecules. The mixture of the cancer
 cells treated with HA-pep and OVA-specific lymphocytes (CTLs) induced strong immune responses. 
These results indicate the cancer antigenicity was changed by treatment with HA-pep conjugates. 

研究分野：医用高分子

キーワード： 薬物送達システム　がんワクチン　抗原提示　ヒアルロン酸　免疫療法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
チェックポイント阻害剤をはじめとする分子標的薬が次世代の免疫療法と注目される中、実際に腫瘍を縮退させ
る細胞傷害性Ｔ細胞（CTL）が十分に能力を発揮させるための技術開発は、がん免疫療法を次のステージに発展
させる鍵と考えられる。その中で、本提案のがん細胞の抗原性改変技術はがんワクチンに対する新たな戦略の一
つになり得ると確信している。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
 免疫とは感染症ウイルスや病原性を持つ細菌等、侵入してくる外敵に対して働く生体防御機
構である。この防御機構をがん治療に応用したのが、がんワクチンである。がん細胞はワクチン
を投与することで誘導された細胞傷害性 T 細胞（CTL）に認識され攻撃を受ける。従来の外科治
療、薬物療法、放射線療法と比較して副作用が少なく次世代がん治療として注目を浴びている。
しかし、当初の期待とは違い有意な腫瘍縮小に繋がる臨床効果は証明できていない。この大きな
要因の一つとしてがん細胞の抗原性の強さの問題が挙げられる。がん細胞はワクチン（抗原）投
与により誘導された細胞傷害性 T 細胞（CTL）に認識され攻撃を受けるが、使用されている抗原
が自身由来ということもあり、その抗原性は決して高いわけではない。近年、がんワクチン療法
では、免疫抑制（ブレーキ）を解除するチェックポイント阻害剤が実用化され新しい治療ステー
ジに入りつつあるが、それでも奏効率は 3 割程度とされる。ブレーキの解除後の CTL の感受性
（アクセル）を向上させるための新たな原理に基づく有効な戦略が求められている。 
 
 
２．研究の目的 
 申請者はがん細胞に特異的に認識される多糖を利用し、がん細胞の抗原性改変に基づく有効
ながんワクチンの開発を試みる。がん細胞の抗原性の改変とはどのようなことか？申請者はこ
れまでに、抗原性の高いタンパク質である卵白アルブミン（OVA）をマウス大腸がん細胞（CT26）
に取り込ませ、OVA で免疫したマウスより得た T 細胞を混合させると、強力なインターフェロ
ン（IFN）応答が誘導されることを明らかにしている。このとき、CT26 細胞は OVA を積極的に
取り込むことはないため、がん細胞の表面上に過剰に発現しているヒアルロン酸（HA）受容体
（CD44）に着目し、HA と OVA から成るコンジュゲート体（HA-OVA）を作製して細胞に添加
させている。この IFN 応答は、CT26 が HA を介して細胞内に OVA を取り込み OVA 由来の抗原
ペプチドを細胞表面上に提示し、これに OVA 特異的 CTL が反応したことを意味している。つま
り、がん細胞に外来抗原を送達させることで容易にその抗原性をより高いものへ改変可能であ
ることを示している。本研究の目的は「がん組織特異的に抗原性の高いペプチドを細胞表面上に
提示させる」ことにある。がん細胞への抗原ペプチド送達分子（キャリア）とし HA に着目した。
申請者はこれまで HA を利用したバイオコンジュゲート体を多数報告してきている。本申請で
は、外来抗原ペプチド修飾 HA（HA-pep）を作製、その詳細なキャラクタリゼーションを行い、
がん細胞の抗原性の改変の評価を行う（図１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１、がん細胞への外来抗原ペプチド送達による CTL 活性の向上。がん抗原（低抗原性ペプチ
ド）に対する CTL の攻撃力は弱いが（左）、HA を用いて高抗原性ペプチドを送達させると、そ
れが提示され（高抗原性ペプチド特異的）CTL に強く攻撃される（右）。 
 
 
３．研究の方法 
（１）HA-OVA によるがん細胞の抗原性の改変 
 マウス大腸がん細胞（CT26 細胞）を 2.0×104 cells で 96 ウェルに播種し、HA-OVA を（OVA
濃度で）3 µg/ml で添加後、24 時間培養する。PBS で洗浄後、OVA 特異的 CTL を含有する脾細
胞（OVA と CpG-DNA を 2 度免疫して得た脾細胞）を各ウェル 1.0×106 cells/96-well で混合さ
せ、さらに 24 時間培養する。その後、上清中のインターフェロンガンマ（IFN-γ）産生量を ELISA
で定量した。また、同時に培地中に放出された乳酸脱水素酵素（LDH）活性を測定することで死
滅したがん細胞の割合の定量も行った。 
 
（２）HA-pep コンジュゲート体の作製 
 HA のカルボキシル基にアミノ基を介して、ピリジルジスルフィド基を導入し、システインを
付加させたペプチドとのジスルフィド交換反応で結合させる（図２）。まず、HA に tert-ブトキシ
カルボニル（BOC）でアミノ基を保護した N-(tert-ブトキシカルボニル)-1,3-ジアミノプロパン
（BOC-DAP）を HA のカルボキシル基に対して 0.15 当量、カルボキシル基の活性化剤として 4-
(4,6-ジメトキシ-1,3-5-トリアジン-2-イル)-4-メチルモルホリニウムクロリド（DMT-MM）を２当 
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図２、HA-pep の作製スキーム 
 
量添加し、24 時間攪拌させた。透析・凍結乾燥後、HA-BOC-DAP をトリフルオロ酢酸で処理（脱
保護）し、HA-DAP を得た。HA-DAP にスクシンイミジル 6-(3-(2-ピリジルジチオ)プロピオンア
ミド)ヘキサノエート（LC-SPDP）をアミノ基に対して 10 当量添加し、透析により未反応の LC-
SPDP を除去後、システイン付加した OVA ペプチド（CSIINFEKL）を 3 当量添加し、室温で 2
日間反応させた。透析・遠心・凍結乾燥により精製を行い、1H-NMR でその修飾率算出した。 
 
（３）HA-pep を用いたがん細胞への抗原提示誘導と抗原性の改変 
 マウス肺がん細胞（LLC）を IFN-γ 存在下で培養し、1.0×105 cells/12-well で播種し、作製した
HA-pep を（ペプチド濃度で）5 µM になるよう添加し 24 時間培養した。細胞回収後、PBS で 2
回洗浄後、PE 修飾された抗-H-2Kb/SIINFEKL 抗体で MHC クラス I 分子上に提示された OVA ペ
プチドを染色し、フローサイトメトリーでその提示量を解析した。また、 LLC 細胞を 2.0×104 
cells で 96 ウェルに播種し、HA-pep を（ペプチド濃度で）10 µg/ml で添加後、24 時間培養する。
PBS で洗浄後、OVApep 特異的 CTL を含有する脾細胞（OVApep と CpG-DNA で免疫して得た脾
細胞）を各ウェル 1.0×106 cells/96-well で混合させ、さらに 24 時間培養する。その後、上清中
IFN-γ 産生量を ELISA で定量した。 
 
 
４．研究成果 
（１）HA-OVA によるがん細胞の抗原性の改変 
 HA-OVA コンジュゲート体を作製する際、HA の分子量、あるいは HA と OVA の仕込み比を
変えることで様々な大きさ、組成のコンジュゲート体を得ることが出来た。分子量 100k の HA1
分子と OVA1 分子が結合した 100k1HA-1OVA、HA4 分子と OVA3 分子が結合した 100k4HA-3OVA、
分子量 500k の HA1 分子と OVA1 分子が結合した 500k1HA-1OVA を CT26 細胞に添加し、OVA
特異的 CTL を含む脾細胞と混合させたところ、全てのウェルから IFN-γの産生が観察された（図
３）。HA と OVA をただ混合させたウェル等からは IFN-γ産生が見られなかったことから、CT26
細胞が HA-OVA コンジュゲート体を細胞内に取り込み、OVA が分解され、その断片が抗原とし
て MHC クラス I 上に提示され、OVA 特異的 CTL により認識されていることが明らかとなった。
中でも、100k4HA-3OVA 処理したウェルでの免疫応答は大きいものであった。CD44 分子に対す
る分子認識、及び CT26 細胞への取り込みに関しても 100k4HA-3OVA はコンジュゲート体の中
でも 1 番強く認識され、多く細胞に取り込まれていた。これらのことより、がん細胞（上の CD44）
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図３、HA-OVA 処理した CT26 細胞と

OVA 特異的 CTL の間の免疫応答 
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への親和性が高い程 OVA が効率よく取り込まれ、抗原提示が誘導されていることが分かった。 
 上記の結果より HA-OVA 処理した CT26 細胞が提示する OVA 断片を OVA 特異的 CTL が認識
していることが分かった。そこで、実際 CTL により CT26 細胞が死滅しているかどうか LDH 測
定を行った。図４より、HA-OVA 処理したがん細胞（Target 細胞）に対し、混合させる OVA 特
異的 CTL（Effector 細胞）の割合を増やす毎に細胞傷害性が増加していることが分かる。これよ
り、確かに OVA 特異的 CTL が MHC クラス I 状に OVA ペプチドを提示している細胞を攻撃し
ていることが分かる。また、HA-OVA を添加していない CT26 細胞と CTL を混合させてもほと
んど細胞は死滅していなかった。これらのことより、HA を介して抗原をがん細胞に取り込ませ
ることで、がん細胞の抗原性が改変されていることが示された。 
 
（２）HA-pep コンジュゲート体の作製 
 抗原を OVA タンパク質から OVA ペプチドに変えて同様にがん細胞に対し抗原性の改変を達
成できるか検討するために HA-pep コンジュゲート体の作製を行った。図 2 のスキームに従い
HA のカルボキシル基にアミノ基を導入反応終了後（脱保護前）、1H-NMR により導入率を算出
した。HA のアセチル基に対する BOC 基の割合から、仕込んだほぼ 100%の BOC-DAP が反応し
たことが分かった。HA のグルクロン酸（カルボキシル基）に対し 15%反応するよう混合させた
ため、15%のカルボキシル基にアミノ基を導入させることに成功した。 
 得られた HA-DAP に対し、LC-SPDP を 10 当量反応させ、精製後に C 末端にシステインを導
入した OVA ペプチド（C-OVA）を 3 当量添加した。透析・遠心・凍結乾燥により精製後、1H-
NMR により OVA ペプチドの導入率を算出した。HA-DAP の導入率同様、HA のアセチル基とペ
プチドのロイシン、イソロイシンを合わせた水素（あるいはフェニルアラニン）の比より、HA
のカルボキシル基に対して 10%分、ペプチドが導入されたことが分かった（図５）。これは HA1
分子当たり約 40 個のペプチドが修飾されていることになる。また、上記とは別に新たに BOC-
DAP の導入率を少し下げた HA-DAP を作製し、同様に C-OVA と反応させたところ、HA のカル
ボキシル基に対して 3%分導入したコンジュゲート体も得られた。それぞれ HA-pep (10%)、HA-
pep (3%)とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５、HA-C-OVA の 1H-NMR 
 
（３）HA-pep を用いたがん細胞への抗原提示誘導と抗原性の改変 
 得られた HA-pep をマウス肺がん細胞（LLC 細胞）に添加し、24 時間後に提示された OVApep
抗原量を抗体染色で定量した。OVApep のみの添加でも蛍光値の増加は見られるが、細胞のみの
対象と比較してもその増加率は大きくはない（図６）。これより、ペプチドのみ添加し長時間培
養していても MHC クラス I 分子への提示の効率は高くないことが分かる。これに対し、HA-pep
コンジュゲート体処理では、蛍光値が大きく増大していることが分かる。コンジュゲート体中の
OVApep は細胞表面上の MHC クラス I 分子に直接は結合出来ないため、HA-pep が LLC 細胞に
取り込まれ、遊離した OVApep が提示されたものと考えられる。先の OVApep のみの結果と比較
しても、細胞に取り込ませることで効率よく MHC クラス I 分子に提示が誘導出来ることが分か
った。また、HA-pep (3%)と HA-pep (10%)と OVApep の修飾率の異なるコンジュゲート体を検討
したが、抗原提示量に大きな違いは見られなかった。10%以上の修飾率となると疎水性のペプチ
ドの影響で溶解しづらいことも考えられるため、より高い修飾率の HA-pep を検討するのは難し
いかもしれないが、10%までの修飾率の HA-pep であれば、がん細胞に取り込まれ、効率よく抗
原提示誘導が可能であることが明らかとなった。 
 HA-OVA コンジュゲートと同様に HA-pep 処理した LLC 細胞と OVApep 特異的 CTL を混合
後、産生される IFN-γ を定量した（図７）。がん細胞のみを OVApep 特異的 CTL と混合しても
IFN-γ 産生は見られないが、OVApep を添加しておくことで IFN-γ が産生された。つまり、がん 
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細胞上に提示された OVApep を OVApep 特異的 CTL が認識して免疫応答が起こっていることが
分かる。OVApep でも十分な量の IFN-γ が検出されたが、HA-pep 処理した場合はさらに高濃度
の IFN-γ を検出することが出来た。OVApep の修飾率による IFN 応答に差はなく、これらの IFN
応答の程度はがん細胞の MHC クラス I 分子への抗原提示量と強く相関していることが分かる
（図６）。こうしたことより、HA を介して OVApep を取り込ませた方が効率よく MHC クラス I
分子への提示を可能にし、CTL と反応していることが明らかとなった。 
 In vitro の系ではがん細胞に効率よく取り込まれ、取り込ませた抗原ペプチドが MHC クラス I
分子上に提示誘導出来ることが分かった。今後は、担がんマウスに対して HA-pep を投与するこ

とで、同様に抗原提示可能かどうか検討する。これまで抗原とアジュバント分子を高分子材料を

用いて効率よく抗原提示細胞に取り込ませ、強力な CTL を誘導する報告は多数あるが、本研究

で示した抗原性改変技術も新たなワクチン戦略の一つになるのではと考えられる。 
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