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研究成果の概要（和文）： 
  我々は、Ovalbumin(OVA)の MHC class Iと MHC class IIエピトープ配列、αヘリックス構造

などのタンパク質安定化配列、無作為配列などのペプチドモチーフ配列がコンビナトリアルに、

多数繰返した人工タンパク質ライブラリーを作成した。これら人工タンパク質を用いて、OVA

特異的細胞性免疫の誘導能を in vitro、in vivoで評価した。その結果、クローン F182Aおよ

び F37Aで細胞性免疫誘導が認められ、アジュバントを用いずに、クロスプレゼンテーションを

介して、細胞性免疫を誘導できる人工タンパク質の創製に成功した。本研究により、我々は、

アジュバンドを用いずに、タンパク質のみで、腫瘍免疫療法の本体である細胞性免疫を誘導可

能にする、概念証明実験に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We have constructed an artificial protein library by combinatorially assembling four 
peptide motifs associated with the MHC class I epitope and MHC class II epitope of OVA 
(Ovalbumin), alpha-helical motif and randomized peptide sequence, respectively. We have 
generated two artificial proteins, F37A and F182A, which have the ability to induce 
OVA-specific cellular immunity without using any adjuvant. These exogenous proteins 
presented OVA-specific MHC class I epitope through the cross-presentation pathway in the 
antigen presenting cells.  Our studies have demonstrated that the motif-programmed 
artificial proteins might be able to induce cellular immunity contribute to cancer 
immunotherapy. 
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１． 研究開始当初の背景 
  
 エピトープペプチドを用いた腫瘍免疫療
法が注目されている。ピトープペプチドワク
チンは、大量のエピトープペプチドが抗原提
示細胞の空の MHC 分子へ結合する事により
その機能を発揮する。しかし、この方法は、
樹状細胞などによる本来の抗原処理過程を
経ておらず、効率よく抗原提示されていない
可能性がある。一方、タンパク質を免疫に用
いると、樹状細胞などに処理されるが、タン
パク質あたりの抗原エピトープ数は少なく
なる。また、外来抗原は MHC class II 分子
に提示される傾向がある。樹状細胞ではクロ
スプレゼンテーションにより、外来抗原が
class I 分子にも抗原提示される事が解って
いるが、その効率を規定するメカニズムは未
だ不明である。 
 人工タンパク質を用いれば、ペプチドや
タンパク質を用いる従来の免疫法の欠点を
解消する事ができると考える。 
 
２．研究の目的 
腫瘍抗原エピトープを多数含有し、タンパ

ク質それ自身が免疫誘導能を有する人工タン
パク質を作成し、悪性腫瘍を治療するための
画期的な腫瘍免疫療法を開発する。 
 
 腫瘍抗原エピトープ配列、タンパク質安定
化配列などの機能的ペプチド配列が無作為に
多数繰返した人工蛋白質は、その配列に依存
してナノ〜サブミクロンオーダーの大きさを
持つ分子を形成することから、効率よく抗原
提示細胞に認識、処理され、強い免疫原性を
発揮する事が期待される。我々は、人工タン
パク質ライブラリーの中から、強い免疫誘導
能を持つタンパク質を探索し、免疫誘導能と
人工タンパク質の物理化学的性質の関連性を
調べる事により、高い細胞性免疫を誘導する
人工タンパク質のデザイン指針を導き出し、
新しい腫瘍免疫療法を生み出す。 
 
 
３．研究の方法 
 
 モデル抗原として、OVA(Ovalubumin)を用
い、OVAの MHC class I、class II、αヘリ
ックスなどのタンパク質安定化配列、無作為
化配列などのペプチドモチーフ配列が、組
み合わせ的に結合した人工タンパク質ライ
ブラリーを作製した。この中から、アジュバ
ンドを用いずに、in vitro、in vovoで OVA
特異的な細胞性免疫、液性免疫を誘導できる
人工タンパク質を見つけ出す事で、タンパク
質のみで、クロスプレゼンテーションを介し
て、細胞性免疫を誘導できる人工タンパク質

を創製できるか検証した。 
 
４．研究成果 
 
「実施内容」 
 連 携研 究 者  芝清 隆 らが 開発 し た

MolCraft 法を用い、OVA の MHC class I、

classII エピトープ、αヘリックスなどのタ

ンパク質安定化配列、無作為化配列などのペ

プチドモチーフ配列が、組み合わせ的に結合

した人工タンパク質遺伝子１３５種類をク

ローニングした。６０種類の遺伝子に関して、

大腸菌でのタンパク質発現をチェックした。

その結果、４２種類の遺伝子でタンパク質の

発現を確認した。 得られたタンパク質を用

いて、in vitro抗原提示能アッセイを行った。  

  人工タンパク質を抗原提示細胞（DC2.4樹

状細胞）に添加し、OVA 特異的エピトープを

認識する T細胞と共培養し、IL-2産生能を測

定し、細胞性免疫の誘導能を評価した。（図１） 

図１Ａ
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図 1：人工タンパク質の in vitro細胞性免疫

誘導能評価実験. Ａ，実験の模式図. Ｂ，IL-2

産生能. 

 
その結果、0.5μMの濃度でクローン F182Aお



よび F37A で細胞性免疫誘導が認められた。

OVAでは、50μM以上の濃度でないと細胞性免

疫誘導能は認められなかった。また、骨髄由

来樹状細胞を用いた実験においても、同様な

結果が得られた。この事から、人工タンパク

質は、OVA よりも１００倍低い濃度で、細胞

性免疫を誘導できる能力があることがわかっ

た。 

  

 人工タンパク質が、抗原提示細胞に取り込

まれ、クロスプレゼンテーションを介して、

エピトープを抗原提示している事を確認する

ために、クロスプレゼンテーションに関与す

るプロテアソームの阻害剤、Piroximicinと

MG132 で処理して、細胞性免疫誘導能を評価

した 。その結果、F182AとF37Aの細胞性免疫

誘導能が抑制された。さらに、クロスプレゼ

ンテーションを促進する効果のあるリソソー

ム阻害剤(Chloroquin)を処理して、細胞性免

疫誘導能を評価したところ、F182AとF37Aの細

胞性免疫誘導能が増強した。（図２） これら

の知見から、F182AとF37Aは、抗原提示細胞に

取り込まれ、クロスプレゼンテーションを介

して、抗原提示している事が確認された。 

 

図２ 

 

 
図 2：人工タンパク質のクロスプレゼンテー

ションの評価. クロスプレゼンテーションの

模式図. 阻害剤、促進剤の効果. 

  

 次に、人工タンパク質を C57Bl/6 マウスの

皮内に 20μM 60ul (1.2nmole)、１週間間隔

で３回投与し、免疫した。免疫マウスの脾臓

細胞を取り出し、IL-2 と 100GyＸ線照射した

EG7-OVA 細胞(OVA を発現する腫瘍細胞)と混

合培養し、in vitro stimulation を行い、

OVA 特 異 的 Ｔ 細 胞 を 検 出 す る た め の

OVA-Tetramer assayと、EG7-OVA細胞に対す

るクロムリリーシン細胞障害性グアッセイ

を行った。その結果、F182A と F37Aで OVA特

異的 Tetramer陽性・CD8陽性Ｔ細胞の存在が

確認された。（図３） 

 
図 3：人工タンパク質 F37A の OVA 特異的

Tetramer assay. 

  

  さらに、F182A と F37Aで細胞障害性が認め

られた。（図４） 

 
図 4：人工タンパク質の in vivo 細胞障害ア

ッセイ. 

 

 免疫マウスの血清を採取し、ELISA法にて抗

OVA抗体の誘導能について評価した。（図 5） 

 
図 5：人工タンパク質の液性免疫誘導能の評

価. 

 

その結果、F182Aおよび F37A人工タンパク質

の投与により、抗 OVA抗体の誘導が認められ

た。OVA MHC class IIエピトープを含有しな

い人工タンパク質(F36C)では、抗 OVA抗体は

誘導されなかった。従って、人工タンパク質



F182Aおよび F37Aは、抗原提示細胞に取り込

まれ、OVA MHC class I エピトープを、MHC 

class I分子上に提示できるだけでなく、MHC 

class II エピトープを MHC class II 分子上

に提示させる能力がある事が明らかとなっ

た。 

 

「得られた成果のインパクト」 

 

 通常、OVA などの水溶性タンパク質は、抗

原提示細胞にとりこまれにくい事から、抗原

を細胞に効率よく導入するためには、リポソ

ームなどの蛋白質導入試薬や、膜透過性ペプ

チド（HIV TATなど）の利用が必須である。 

 

ⅰ）我々は、膜透過性ペプチドやリポソーム

を用いずに、全く新しい機構で抗原提示細胞

に抗原を導入できる方法を開発した。 

 

 外来抗原は一般に液性免疫を誘導し、細胞

性免疫を誘導につながらない。しかしながら、

我々の開発した人工タンパク質は、外来抗原

でありながら、タンパク質のみでクロスプレ

ゼンテーションを介して、細胞性免疫を誘導

できる事が、in vitro、in vivo の実験で明

らかとなった。 

 

ⅱ）我々は、外来抗原を用いて細胞性免疫を

強く誘導する方法を開発した。 

 

 現在進められているがん免疫療法では、が

ん抗原エピトープペプチドとオイル性アジ

ュバンドを混合し、患者に注射している。現

在、臨床で用いられているアジュバンドは高

価で、またアジュバンドによる皮膚の炎症反

応（しこり）が問題となっている。また、効

果的なアジュバンドが開発されていないの

が現状である。我々の開発した人工タンパク

質は、オイル性アジュバンドの使用を必要と

せず、アジュバンドによる副作用を回避でき

る。 
 
ⅲ）我々は、従来臨床で使用されているオイ

ル性アジュバンドを用いずに細胞性免疫と

液性免疫を誘導する方法を開発した。 
 

「今後の展開」 

 

1)内在性抗原への応用 

 今回、免疫実験で広く用いられている OVA
をモデル抗原として、アジュバンドを必要と

しない細胞性免疫誘導法の開発に成功した。

腫瘍免疫療法では、内在性抗原であるがん抗

原が標的となる。従って、がん抗原エピトー

プにおいても、本成果が利用できる事を確認

する必要がある。 

 今後、腫瘍免疫療法の標的抗原として期待

されているがん抗原を標的とした研究を進

める予定である。 

 

2) 抗原提示細胞の免疫刺激経路の活性化 

 強力な細胞性免疫を誘導するためには、抗

原提示細胞の免疫刺激経路の活性化が重要

である。そこで、我々は、抗原提示細胞の免

疫 刺 激 経 路 の 本 体 で あ る Toll like 

receptor(TLR)を刺激するペプチド配列を人

工タンパク質に導入し、よりインテリジェン

トなアジュバンド潜源化人工タンパク質の

開発を進める予定である。 
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