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研究成果の概要（和文）：ヒアルロン酸（HA）のカルボキシル基にアミノ基を修飾し、それを足場として1本鎖
RNA（オリゴシチジル酸：rC40）を修飾させた（HA－rC40）。アミノ基の修飾率はカルボキシル基に対して6%程
度であったが、ほぼその全てにrC40を結合させることが出来た。多角度光散乱を用いてキャラクタリゼーション
を行ったところ、rC40を修飾してもHAの形態はほとんど変化していないことが分かり、その後の受容体（CD44）
への結合も影響ないことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：After modification of carboxylic groups on hyaluronic acid (HA) with amino 
groups, single-stranded RNA (oligo cytidylic acid; rC40) was modified there. Although the 
modification rate of amino groups toward carboxylic groups was about 6%, all the amino groups were 
bound to rC40. From analysis with multi-angle light scattering, we found that the conformation of HA
 was maintained after modification of rC40, suggesting the resultant conjugates bind to the receptor
 CD44. 

研究分野： 生体高分子科学

キーワード： 薬物動態システム　がんワクチン　抗原提示　核酸センサー　ヒアルロン酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでのがんワクチン効果の向上のための研究は基本的には免疫細胞（抗原提示細胞）をコントロールするこ
とにしか目が向けられていない。本申請の様ながん細胞に刺激を与えるような核酸（siRNAとは異なる二重鎖
RNA）を送達させることで細胞の表層を改変させ（MHCクラスI分子を発現させ）、CTL活性の向上を試みる報告例
はない。その中で、本提案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。しかし、「が
ん細胞」は CTL を克服するために進化する。その方法が「MHC クラス I 分子」の発現抑制であ
る。CTL はがん細胞上の MHC クラス I 分子に提示されているがん抗原を目印に攻撃を行うが、
MHCクラス I 分子の発現が抑制されると、もはや CTL は目印を失い攻撃できなくなってしまう
（図１左）。近年、がんワクチン療法は免疫抑制（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。
その原因の１つはこの MHC クラス I 分子発現抑制が起因している。そこで、がんワクチンの効
果を向上させるためには、がん細胞の抗原提示を介した CTL 活性の回復技術の開発が求められ
ている。 

 

２．研究の目的 

 申請者はナノテクノロジー、材料化学、免疫学を融合させた研究を通して、CTL にがん細胞を
再び敵であると認識させるための細胞表層着せ替え技術の開発を目指す。がん細胞の細胞表層
着せ替えとはどういうことか？がん細胞は MHC クラス I 分子の発現を抑制しているが、決して
遺伝子が欠損しているわけではない。遺伝子発現を促すような刺激を入れることが出来れば再
び MHCクラス I 分子が発現、次いで抗原が提示されるようになる。そこで、細胞内の様々な核
酸を認識するタンパク質（核酸センサー）に着目した。中でも二重鎖 RNA を認識する Toll 様受
容体 3（TLR3）はインターフェロン（IFN）応答を誘導し、細胞はその刺激により MHC クラス
I 分子の発現を増大させることが知られている。がん細胞への二重鎖 RNA（dsRNA）送達分子
（キャリア）としてヒアルロン酸（HA）に着目した。がん細胞表面には HA 受容体の１つであ
る CD44 が過剰に発現しているため、本研究では、dsRNA 修飾 HA（HA-dsRNA）を作製、その
詳細なキャラクタリゼーションを行いながらがん細胞の表層着せ替え（MHC クラス I 分子の発
現誘導）を行い、CTL 活性の回復を目指す（図１右）。 

 

 

３．研究の方法 

（１）二重鎖 RNA 刺激による MHC クラスＩ分子の誘導 

 マウスメラノーマ細胞の B16F10 細胞を 48-ウェルプレートに 1.0 × 104 cellsで播種し、24 時間
培養した。二重鎖 RNA であるポリイノシン酸－ポリシチジル酸（poly I:C）を 100 g/ml で添加
し、37 °Cで 24 時間培養した。PBS で細胞を 3 回洗浄後、PE 修飾抗 MHC-class I（H-2Kb）抗体
で染色を行い、蛍光顕微鏡観察を行った。 

 
（２）分子量の異なる HA の調製 

分子量（Mw）が 1.0 × 106の HA を超音波ホモジナイザーを用いて分子量の異なる HA の調製
を行った。0.5 mg/mL に調製した HA 溶液 40 mL を超音波（QSONICA Q700）処理（5 分、10 分）
し、ゲルろ過クロマトグラフィー（GPC）を用いて分子量測定を行った。分子量測定は多角度光
散乱により絶対分子量を算出した。 
 
（３）HA-oligo-Cコンジュゲート体の作製（図２） 
 本研究では二重鎖 RNA としてオリゴシジル酸（oligo-C）とポリイノシン酸（poly I）から成る
二重鎖 RNA を利用することにした。そこで、HA に対して oligo C の化学結合を試みた。HA の
グルクロン酸のカルボキシ基に 1,3-ジアミノプロパンと反応させ、一級アミンを導入した。導入
したアミノ基に対して今度は N-(6-maleimidocaproyloxy)succinimide（EMCS）を反応させ、マレイ
ミド基を導入した。ここまでの反応の進行は 1H-NMR で確認し、導入率の算出も行った。マレ
イミド導入 HA に対し、チオール基修飾した oligo-Cと混合させ、GPCで藩王を評価した。 
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図１、MHC クラス I 分子を発現していないがん細胞に対しては、CTL は攻撃できないが（左）、二
重鎖 RNA 刺激により MHCクラス I 分子及びペプチド提示が可能になると攻撃が回復する（右） 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２、HA-oligo-Cの作製 

 
４．研究成果 
（１）二重鎖 RNA 刺激による MHC クラスＩ分子の誘導 
 B16F10 細胞を PE 修飾抗 H-2Kb抗体で染色しても蛍光は観察されなかったことより、B16F10

細胞は MHC クラス I 分子を全く発現していないことが分かった。これに対し、poly I:C 刺激し
た細胞を染色すると、赤色の蛍光が色濃く観察された（図３）。これより、B16F10 細胞が二重鎖
鎖 RNA に応答して（IFN-が産生し）、MHC クラス I 分子の発現が誘導されることが分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

図３、poly I:C 刺激有無での MHCクラス I 分子（H-2Kb）染色。刺激無（左）、刺激有（右） 

 

 

本研究では、poly I に対し oligo-Cをハイブリダイゼ
ーションさせて刺激を行うことになるが、ポリマー同
士ではなく、ポリマーとオリゴ核酸から成る二重鎖
RNA でも同様に刺激が行えるかどうか検討した。poly 

I とオリゴシチジル酸 40mer（rC40）をアニーリングさ
せ、同様に B16F10 細胞に添加し、24 時間後に PE 修飾
抗 H-2Kb抗体で染色し、蛍光顕微鏡観察を行った。rC40

と poly I から成る二重鎖（rC40/poly I）刺激においても
細胞は抗体で染色されたことから、オリゴ核酸を用い
た二重鎖でも細胞に刺激可能であることが分かった
（図４）。これより、本研究の基本コンセプトである二
重鎖 RNA刺激によるMHCクラス I分子の発現誘導が
可能であることが分かった。 

 

 

（２）分子量の異なる HA の調製 

 購入した HA は分子量が 1.0 × 106と、非常に大きく水に溶解させると粘性が高い状態にある。

このまま反応を行うと、効率が悪い上に最終的に poly I と二重鎖を組ませると分子間架橋により

さらに大きな分子に成り兼ねない。そこで、超音波処理により適度な大きさの HA を得ることを

まず試みた。超音波処理 5 min と 10 min 後のサンプルに関して GPC測定を行い、HA の分子量

と大きさの関係を調べた。 

 図５に超音波処理時間毎の GPC 測定結果を示す。HA は UV 吸収がないため、屈折率増分の

変化から大きさを見積もった。超音波処理前のクロマトグラムはピークが複数観察され、分子量

分布の大きなサンプルであることが分かる（図５左）。超音波処理を行うと、時間依存的に溶出

時間が遅くなった。これより、HA の大きさが徐々に小さくなっていることが分かった。さらに

クロマトのピークが一つになり、分子量のそろったサンプルが調製されていることも分かった。

さらに詳細な解析を行うため、分子量と慣性半径の両対数プロットから成るコンフォメーショ 

Poly (I:C)添加後Non-treated

 

                        

図４、（rC40/poly I）刺激有無での

MHC クラス I 分子（H-2Kb）染色。

刺激無（左）、刺激有（右） 



図５、超音波処理前後の GPCクロマトグラム（左）とコンフォメーションプロット（右） 

 

ンプロットより、HA の形状を評価した。超音波処理の時間を長くすることで、徐々に分子量が

小さくなっているのがよく分かる。また、未処理、10 分処理、5 分処理のプロットが全て一直線

上に並んでいることより、形状を維持したまま分子量が小さくなっていることが分かった。直線

の傾きから分子の形状が推察されるわけだが、今回、傾きが約 0.6 であったことより HA は分解

前後でランダムコイル状の分子であることが分かった。 

 

 

（３）HA-oligo-Cコンジュゲート体の作製 

 HA のカルボキシ基に対し 1,3-ジアミノプロパンを反応させた後、1H-NMR により算出したと

ころ、修飾率は 7%（HA1 分子当たりアミノ基が 22 分子修飾）であり、仕込み比に対してほぼ

100%の効率で反応が進んでいることが分かった。HA のカルボキシ基にアミノ基を修飾すれば

するほど HA の CD44 に対する認識が弱くなると考えられるため、アミノ基の修飾率は 10%程

度が適度と考えられる。続いて、導入されたアミノ基に対し、EMCS を 30 当量添加し 24 時間後

に透析・凍結乾燥を行い、1H-NMR により EMCS の導入率を算出した。HA のアセチル基の水素

とマレイミド基の水素の比から（図６）、全てのアミノ基に対し EMCS が導入されていることが

分かった。 

 導入されたマレイミド基に対して oligo-C を 1 当量添加し、24 時間後に GPC 測定を行った。

40mer の oligo-C（rC40）には 260 nm の UV 吸収があるため、rC40 のピークの変化から反応の進

行を評価した。rC40 は 19.5 分付近にピークが見られるが、マレイミド基導入 HA と反応させた

後にはその溶出時間が 16 分前後と早くなっていた（図７）。これは、高分子量の HA と反応した

ためだということが分かる。また、未反応の rC40 はほとんど見られないことより、全ての rC40 

 

 
図６、HA-EMCS の 1H-NMR  
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図７、マレイミド基導入 HA と rC40 反応前後の UV（260 nm）クロマトグラム 

 

が HA と結合していることも分かった。これより、HA1 分子当たり 22 個の rC40 を結合させた

新規コンジュゲート体の作製に成功した。また、コンフォメーションプロット解析より、rC40 結

合後も図５に見られたのと同様の傾きを示し、分子量のみが増大しているのを確認した。これよ

り、rC40 修飾後の HA も CD44 に対する被認識能は変化していないことが強く示唆される。 

 今後は、作製した本コンジュゲート体に対して poly I をアニーリングさせ、がん細胞に対する

MHC クラス I 分子発現誘導が可能かどうか検討予定である。また、これまで負電荷を多く持つ

HA と核酸から成る複合体の作製の例はほとんどなく、HA にアミノ基を導入して静電相互作用

を利用した複合体が数例報告されている程度である。そんな中で静電反発し兼ねない高分子同

士を化学結合させたコンジュゲート体を作製できたのは、今後の高分子化学に対して新しい知

見をもたらすと考えられる。 
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