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研究成果の概要（和文）：膜型ムチンMUC1は、腫瘍細胞表面に存在し、癌の標的として注目されている。また、C3dは
、補体第3成分の分解産物で、アジュバント様に作用する。本研究では、MUC1にC3dを繋げたMUC1-C3dワクチンを開発し
、その効果を解析した。マウスモデルにおいては、MUC1-C3d投与により、MUC1に対する抗体及び、IFN-γ産生細胞を誘
導できた。ヒトにおいても、末梢血リンパ球に添加することで腫瘍に対するCD8陽性細胞を誘導できた。これらより、M
UC1-C3dは、効率の良いアジュバントとして働き、癌に寛容になっている癌患者において抗体応答のみならず細胞性免
疫を誘導できる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：MUC1 is a transmembrane glycoprotein normally expressed on epithelial cells. On ma
ny types of cancer cell, MUC1 is overexpressed and aberrantly glycosylated, making MUC1 a potential target
 for cancer immunotherapy. C3d, the final degradation product of the third complement component (C3), can 
function as a natural adjuvant. We investigated whether a MUC1-C3d fusion protein could enhance MUC1 immun
ogenicity and break tolerance to MUC1 in MUC1 transgenic mice. Immunization with MUC1-C3d elicited an IgG 
response and a strong T cell response. In comparison, only a very weak response was seen in mice immunized
 with MUC1. Furthermore, in human, the treatment of MUC1-C3d to PBMCs resulted in the induction of higher 
percentage of CD8+ T cells. Thus, C3d functions as an effective molecular adjuvant when linked to a cancer
 associated self antigen, and may help break MUC1 tolerance in cancer patients.
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１．研究開始当初の背景 
 悪性腫瘍は、我が国における死亡原因の約
3 割を占め、増加の一途を辿っており、さら
に高齢化社会の進展に伴い、癌好発年齢の人
口が著しい増加を示している。現在の癌治療
は、外科的治療あるいは放射線治療が主であ
ると同時に、化学療法も適応される。しかし
ながら、放射線療法や化学療法では、癌細胞
がこれらの治療に対して耐性を獲得すると
いうことや、強い副作用が報告されている。
特に、口腔癌治療においては、形態及び機能
の温存が患者にとっての精神的及び身体的
負担を大きく軽減するため、副作用が少ない
新たな癌治療法の開発は、国民の健康の維持
増進を図る上で重要な課題である。 
 粘液の主成分で高分子糖蛋白質ムチン
MUC1 は大腸癌、前立腺癌、膵臓癌、乳癌など
においてその過剰発現が高頻度にみられ、
MUC1 発現が腫瘍の増殖性及び転移性に寄与
し、悪性度と強く相関している。また、MUC1
は腫瘍細胞の細胞表面に存在し、正常組織で
は細胞表面での発現量が少なく、腫瘍細胞と
正常組織とでは糖鎖付加パターンが異なる
ことから癌の分子標的療法のターゲットと
して注目されている。 
 近年、乳癌や膵臓癌患者において血中の抗
MUC1 抗体レベルが高い患者ほど生存率が有
意に高いということから、MUC1 抗原断片をワ
クチンとして用いるなど、抗 MUC1 抗体によ
る癌治療の可能性が示唆され、抗体免疫療法
の標的として国内外で研究されている。また、
癌患者の細胞性免疫応答について、腫瘍特異
的な細胞障害性 T 細胞（CTL）の頻度が低い
要因の一つに、腫瘍細胞上の主要組織適合遺
伝子複合体 MHC クラス I の発現が低下して
いることがあげられる。養子免疫療法のよう
に、患者から摘出した自家腫瘍を抗原にして、
末梢血リンパ球（PBMC）から腫瘍特異的な CTL
が誘導できたとしても、腫瘍細胞上に MHC ク
ラス Iが発現していなければ、細胞障害を起
こすことはできない。ところが、MUC1 抗原の
特徴として、MHC クラス I 非拘束的に CTL を
誘導できることが報告されており、たとえ腫
瘍細胞上の MHCクラス Iの発現が低下してい
ても、MUC1 に対する MHC class I 非拘束性
CTL を誘導できれば、MUC1 を発現している腫
瘍細胞に直接、細胞障害を与えることが出来
ると考えられる。そこで、癌患者の PBMC に
MUC1 抗原を加えて刺激することにより、CTL
を誘導しようという試みが国内外で行われ
ている。MUC1 抗原は、腫瘍抗原として液性免
疫（抗体誘導）のみならず、細胞性免疫の有
力な標的になりうると考えられるが、未だ、
効率の良い免疫誘導法は確立されていない。 
 一方、補体成分 C3 は、自然免疫の中心で
ある補体成分の一つで、その C3 の断片 C3d
はアジュバント様に作用する。Ross TMらは、
目的のタンパク質に内因性C3dを繋げること
で、効率よく補体レセプターを持つ細胞に認
識され、目的のタンパク質に対する抗体産生

能を最大 10,000 倍に増強し、その上、抗体
の結合能も上昇させる事を報告している。ま
た、腫瘍細胞上の補体活性化は、腫瘍特異的
抗体産生の誘導のみならず、細胞性免疫の増
強(T 細胞応答の誘導)にも関与している事を
我々は明らかにしている。 
 
２．研究の目的 
 口腔癌患者において、腫瘍組織に口腔癌特
異的な腫瘍抗原が発現しているにもかかわ
らず、腫瘍に対する抗体価は低く、腫瘍特異
的細胞障害性 T 細胞(CTL)の頻度は低い。そ
こで、内因性アジュバント C3d を用いた口腔
癌特異的MUC1抗原の新規ワクチンを作成し、
その効果を検証することを目的とした。 
（１）MUC1-C3d ワクチンを作成する。 
（２）MUC1-C3d ワクチンは MUC1 抗体産生を
誘導できるか検討する。 
（３）MUC1-C3d ワクチンにより MUC1 発現口
腔癌を特異的に破壊するCTLを誘導できるか
検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）MUC1-C3d 融合タンパク質の遺伝子構築 
 MUC1 のタンデムリピート（TR）は、抗体の
エピトープ部位であり、また、CTL により直
接認識される部位でもある。この TR 部位 5
つ(一つのリピートは20アミノ酸) は人工遺
伝子合成により作成した。マウス C3d の発現
ベ ク タ ー は 、 ア メ リ カ University of 
Pittsburgh の Ted M Ross 准教授から供与さ
れた。ヒト C3d は、C3 産生細胞（PMA 40 nM で
３日間刺激した U937 細胞）より mRNA を抽出
し、cDNA を合成後、C3d 特異的なプライマー
で C3d を増幅し、ヒト C3d の cDNA をクロー
ニングした。C3d を３個、人工的にリンカー
で繋ぐために、C3dをリンカー配列の合成DNA
と共にライゲーションを行った。MUC1 と C3d
をリンカーで繋いだ MUC1-C3d を、オーバー
ラップPCR法により発現ベクターに構築した
（図１）。 
 
（２）MUC1-C3d 融合タンパク質の精製 
 作製したマウス型及びヒト型 MUC1-C3d 発
現ベクターを、リポフェクトアミンを用いて、
COS7 細胞に遺伝子導入し、目的のタンパク質
分子が発現したどうかをウエスタンブロッ
ト法により確認した。その後、陰イオン交換
クロマトグラフィーにより、HiTrap DEAE FF
を用いて、目的のタンパク質を精製した。 
 
（３）in vivoマウスモデルでの MUC1-C3d の
効果の解析 
 精製した MUC1 及び MUC1-C3d を 500pmol 、 
MUC1 トランスジェニックマウスの皮下に投
与した。4 週間後、同量を追加免疫し、その
一週間後に血清を回収した。さらに１０週目
に同量の MUC1 及び MUC1-C3d を投与し、その
一週間後に、採血及び脾臓細胞を採取した。
血清の MUC1 に対する抗体価は、MUC1 タンパ



ク質を用いた酵素抗体法（ELISA）で測定し
た。MUC1 発現腫瘍細胞に対する細胞障害活性
は、脾臓細胞を用いて、IFN-γを産生する細
胞を検出するエリスポット法（ELISPOT）で
解析した。 
 
（４）MUC1 に対する抗体価の測定（ELISA） 
96 穴プレートに、精製した MUC1 を添加し、
４度で一晩、固相化した。PBS で洗浄後、BSA
入りの PBSでブロッキングを行い、洗浄した。
調べるマウスの血清を添加し、洗浄後、ペル
オキシダーゼ酵素標識した抗マウスIgG又は
IgM 抗体を添加した。SIGMA FAST OPD tablet
により発色させ、OD492 を測定した。 
 
（５）MUC1に対するCTL活性の測定（ELISPOT） 
マウスの脾臓を採取し、赤血球溶血処理後、
脾臓細胞 1x106個を、抗 IFN-γ抗体をコート
した ELISPOT 用の 96 穴プレートに加えた。
標的細胞として、EO771 細胞又は、EO771/MUC1
細胞を 1x104個加えた。20時間、37 度、5%CO2
で イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 biotinylated 
anti-mouse IFN-γを 2 時間反応させた。
Streptavidin-HRP を加え、一時間反応させた
後、AEC substrate で発色させた。プレート
は乾燥後、スポットの数を計算した。 
 
（６）MUC1-C3d がヒト末梢血リンパ球に与え
る効果の検討 
 健常人より採血後、比重遠心分離法により
末梢血リンパ球(PBMC)を分離し、精製した
MUC1-C3d を添加した CTL 培養用培地で培養
した。２週間後、どのような細胞が増えてき
たか解析した。コントロールとして、MUC1 の
みを添加した培地で培養した細胞を用いた。
また、MUC1-C3d 添加により増殖してきた CD8
陽性細胞を分取し、MUC1 発現細胞を認識する
かどうかを ELISPOT 法により解析した。 
 
４．研究成果 
 MUC1-C3d ワクチンは、MUC1 タンデムリピ
ート(TR)と、C3d を 3つ、（リンカーで繋げた
形で設計した。C3d は、血清中の補体成分 C3
の分解産物であり、アジュバント様に作用た
め、MUC1 抗原と C3d を３つ繋げることで、さ
らに MUC1 の免疫原性を増強できると考えら
れる。遺伝子工学技術により、マウス型とヒ
ト型の両タイプの MUC1−C3d 発現ベクターを
構築した（図１）。対照として MUC1 のみ発現
する発現するベクターも作成した。 

 
 それぞれのベクターを COS7 細胞へ遺伝子
導入を行い、培養上清から、DEAE FF カラム
を用いて、それぞれのタンパク質を精製した。
MUC1 に対する抗体 BCP8 を用いて、ウエスタ
ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た と こ ろ 、
MUC1(TR5)を遺伝子導入した場合、約 20kDa
の バ ン ド が 検 出 さ れ た 。 ま た 、
MUC1(TR5)-hC3d と MUC1(TR5)-mC3d について
は、どちらも約 120kDa のバンドが検出され
た（図２）。 

 次に、MUC1-C3d の免疫増強効果を調べるた
めに、ヒト MUC1 トランスジェニックマウス
（C57BL/6 系統）に、精製した MUC1-C3d を皮
下に投与し、免疫応答を解析した。初回免疫
より４週間後に２回目の免疫を行い、その一
週間後の血清中の MUC1 に対する抗体を、
ELISA 法により検出した（図３）。 
 免疫前の血清において、MUC1 に対する IgG
は検出されなかったが、IgM 抗体は、わずか
に検出された。２回免疫後（５週目）には、
IgG 抗体と IgM 抗体共に検出されたが、
MUC1-C3d を投与した群では、MUC1 を投与し
た群と比べて、有意に IgG 抗体価が上昇した
（P=0.026）。一方、IgM 抗体価は、MUC1-C3d
と、MUC1 を投与した群と比べて、有意な差は
なかった。また、初回免疫より１０週後にも
追加免疫を行い、その一週間後（１１週目）
に採血をし、抗体価を測定した。IgM 抗体価

は、５週目の血清と同様、MUC1-C3d と、MUC1
を投与した群と比べて、有意な差はなかった
が、IgG 抗体価は、MUC1-C3d を投与した群で
は、MUC1 を投与した群と比べて、有意に IgG
抗体価が上昇した（P=0.021）。 
 次に、作成したワクチンが、T 細胞応答を
誘導できるかどうかを検討した。最終免疫よ



り一週間後（１１週目）に、脾臓細胞を取り
出し、細胞障害活性を測定した。標的細胞に
は、MUC1 又はベクターのみを遺伝子導入した
EO771 を用い、脾臓細胞と混合培養すること
で、IFN-γを産生する細胞を ELISPOT 法で検
出した（図４）。 MUC1 で免疫した群に比べ、
MUC1-C3d で免疫した群では、MUC1/EO771 に
対 し 、非常 に 強い応 答 が認め ら れ た
（p=0.003）。しかし、その応答は、EO771/mock
に対しても確認されたため、MUC1-C3d は、
MUC1 に対してだけでなく、宿主の細胞性免疫
を増強させる効果があると考えられた。 

  
 ヒトにおいても細胞性免疫応答を誘導で
きるかどうか検討した。MUC1-C3d を添加して
培養した PBMC は、フローサイトメトリー法
により解析したところ、39.6%の CD8 陽性細
胞が認められたのに対し、MUC1 のみを添加し
た培地では、26.2%と、何も添加しない培地
で培養した場合(27.4%)と同等であった。ま
た、全体の細胞数は、MUC1-C3d を添加して培
養した PBMC では、MUC1 のみ添加して培養し
た PBMC に対して、1.78 倍と増加していた。
次に、MUC1-C3d を添加して培養した PBMC よ
り CD8 陽性細胞を分取した。検体と HLA が適
合した口腔癌細胞がなかったため、ヒト乳癌
細胞株である MCF7 と共培養し、IFN-γの産
生を ELISPOT 法により解析した。MUC1-C3d で
刺激した PBMC 由来の CD8 陽性細胞は、MUC1
で刺激した PBMC 由来の CD8 陽性細胞より、
1.7 倍の IFN-γの産生細胞が認められた（図
５−A）。 
 これら IFN-γの産生細胞が、MUC1 に対し
て特異的な細胞かどうかを確認するために、
MUC1 を発現した LCL (Epstein-Barr virus 
transformed B lymphoblastoid cell line)
を作成した。作成した MUC1 発現 LCL
（LCL-MUC1）を標的細胞に、分取した CD8 陽
性細胞をエフェクター細胞にして、IFN-γの
産生を ELISPOT 法により解析したところ、
MUC1 の発現していない LCL に対して、
LCL-MUC1 を標的細胞にした場合は、1.7 倍の
IFN-γの産生細胞が認められた（図５−B）。 
 今回の我々の結果は、C3d が癌抗原 MUC1 と
融合させることで効率の良いアジュバント
として働き、癌に免疫寛容になっている癌患
者において、抗体応答及び細胞性免疫の両方
を誘導できる可能性を示した。特に抗 MUC1

抗体レベルが生存率に大きく関わるので、

C3d を付加することで抗体産生が 8 倍上昇し
た我々の結果は、将来、癌治療に貢献できる
可能性が示唆されたと考える。 
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図５ 　 M U C1 -C3 d の細胞性免疫応答に与える影響
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