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研究成果の概要（和文）：本研究は、「細胞性免疫を効率よく惹起できる人工タンパク質の創製原理」を確立すること
を「モチーフプログラミング」の手法で創製することを目標とした。この目標達成のために、モデル抗原OVAの既に分
かっている、「MHC class Iエピトープ」、「class IIエピトープ」とさらに「二次構造形成能力モチーフ」を小さな
マイクロ遺伝子の３つの異なる読み枠に埋め込み、このデザインしたマイクロ遺伝子を、読み枠をずらしながらタンデ
ムに連結させた人工タンパク質ライブラリーの中から、鉱物オイルや水酸化アルミニウムなどの物理アジュバンドなし
で強い細胞性免疫を誘導できるクローンを選ぶことに成功した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is the establishment of design principle for the creation 
of artificial antigens for cellular immunity. For this purpose, we prepared the library for artificial 
proteins from combinatorial polymerization of "MHC class I epitope", "MHC class II epitope" and the 
"peptide sequences having the propensities to form secondary structures", from which we have successfully 
selected the clones that can efficiently evoke in vitro and in vivo cellular immunity without the 
co-addition of physical adjuvant such as mineral oil or aluminum hydroxide.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 これまでの研究から「特定の機能と関連し
た短いペプチド配列＝モチーフ」を「組合せ
的＝コンビナトリアル」に連結した人工タン
パク質ライブラリーの中から、狙った機能の
組合せをもったクローンを選択することで、
特定機能をもった人工タンパク質を創製す
る「モチーフプログラミング」の技術が開発
されていた。蛋白工学の「合理的設計」と、
進化工学の「ライブラリーからのセレクショ
ン」といった両方の性質を併せ持つ独自の合
成生物学的手法である。この「モチーフプロ
グラミング」の手法を用いることにより、天
然には存在しない機能の組合せをもった有
用な人工タンパク質を創り出すことができ
る。用いるモチーフは、天然のタンパク質の
中から同定される天然モチーフに限定され
る必要はなく、アミノ酸配列のもつ物理化学
的な性質（二次構造の形成能力など）をモチ
ーフとして用いたり、あるいは人工的に試験
管内で人工進化させたペプチド・アプタマー
なども用いることができる。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は「モチーフプログラミング」によ
る人工タンパク質創製技術の、医療分野への
トランスレーションを図った展開研究であ
る。特に現在注目を集めている、「がんの免
疫療法」を意識し、「細胞性免疫の効率的な
誘導」を可能とする人工タンパク質の設計原
理を明らかにすることを目的としている。 
 細胞シグナリングや、細胞間情報伝達は、
基本的には生体高分子のもつ「弱い結合」で
はあるが「特異性の高い」相互認識に依存し
た反応である。天然生体高分子に、しばしば
「機能性モチーフ」として同定される短いペ
プチド配列＝モチーフも、その多くはこの
「弱くて特異性の高い」生体高分子間相互作
用に関わっており、そしてこの相互作用がい
ろいろな生命反応の基盤をなす。 
 本研究は、人為的に生体高分子間相互作用
をリワイアリングする能力をもつ人工タン
パク質を、「モチーフプログラミング」の手
法で創製することを目標とした。医療分野で
の早期トランスレーションを念頭におき、こ
こでは、「細胞性免疫を効率よく惹起できる
人工タンパク質の創製原理」を確立すること
を目標に設定している。 
 免疫には抗体分子を中心とした液性免疫
と、T 細胞を中心とした細胞性免疫の 2 つの
システムがあるが、がん分野で注目されてい
る、悪性腫瘍に対する免疫反応は、後者の細
胞性免疫が中心となる。しかしながら、これ
までのところ、効率のよい細胞性免疫の誘導
方法が確立されておらず、例えばあるがん抗
原エピトープに対する細胞性免疫を誘導す
るには、エピトープに相当するペプチドだけ
では不十分で、かならず「アジュバント」と

総称される非ペプチド（タンパク質性）の免
疫賦活剤を同時投与しなければならなかっ
た。 
 「アジュバント」は、おおざっぱには「物
理アジュバント」と「生物アジュバント」の
2 つが必要で、前者は例えば「鉱物オイル」
や「水酸化アルミニウム」といった無機物が
用いられ、後者はエンドトキシン由来のリポ
多糖などが用いられる。これら「アジュバン
ト」が、どのような機構で細胞性免疫の誘導
に必要となるのかは、まだその詳細はわかっ
ていないものの、これまでの知見を総合する
と、「物理アジュバント」は、抗原の免疫担
当細胞への取り込みやプロセッシングに必
要とされ、「生物アジュバント」は、免疫担
当細胞の分化や増殖を刺激すると考えられ
ている。 
 現在、何種類かのアジュバントが、細胞性
免疫の誘導の際に、必須因子として用いられ
ているが、同時にこれらのアジュバントの副
作用が強く、迅速なワクチン開発の障害とな
っていることも事実である。 
 そこで、本研究では、まず第 1 ステップと
して、「物理的アジュバント」と「生物アジ
ュバント」のうち、「物理アジュバント」の
機能を内包した人工タンパク質ワクチンを
合成する設計原理の確立を目指した。すなわ
ち、プログラムするモチーフとして「エピト
ープペプチド」と「タンパク質の構造機能形
成モチーフ」を選ぶことで、いろいろなタン
パク質の分子コンテクストの中で、「エピト
ープペプチド」が提示される人工タンパク質
のライブラリーを作製し、その中から、「物
理アジュバント」の助けを借りることなく、
細胞性免疫を誘導できる人工タンパク質ク
ローンを選んだ。「物理アジュバント」の機
能が抗原タンパク質の細胞への取り込みや
プロセッシングのモジュレートであるなら
ば、いろいろな構造をもったタンパク質ライ
ブラリーの中には、「物理アジュバント」の
機能を内包したものが含まれているはずだ、
との仮説証明研究とも位置づけることがで
きる。 
 
３．研究の方法 
 
 モデル抗原としては、免疫研究ツールが豊
富に揃っている OVA(ovalbumin)を用いた。
OVA の既に分かっている、「MHC class I エピ
トープ」、「class II エピトープ」とさらに「二
次構造形成能力モチーフ」を小さなマイクロ
遺伝子の３つの異なる読み枠に埋め込み、こ
のデザインしたマイクロ遺伝子を、読み枠を
ずらしながらタンデムに連結させることで、
MHC class I エピトープ」、「class II エピト
ープ」「二次構造形成能力モチーフ」の３つ
のモチーフが「組合せ的」に重合した人工タ
ンパク質ライブラリーを調製した（本手法は、
MolCraft として過去に完成済み）。 
 この人工タンパク質ライブラリーの中か



ら３２種類について、大腸菌を用いて精製し、
免疫実験を進める上で問題のないレベルに
までエンドトキシンを除去し（エンドトキシ
ンは細菌由来の強い免疫誘導物質で、免疫実
験をおこなう際には十分に除去しておかな
いといけない）、抗原提示細胞（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。ここで選ばれ
た強い細胞性免疫誘導能力をもつ人工タン
パク質について、さらにマウスを用いた in 
vivo 評価系で、細胞性免疫が誘導されている
こと、また OVA を発現したモデル腫瘍細胞の
in vivo での成長に対する抑制能力を評価し
た。 
 
４．研究成果 
  
 OVA の MHC class I エピトープ、class II
エピトープ、αへリックス構造配列を異なる
読み枠にコードするように、マイクロ遺伝子
設計ソフト(CraftGen)を用いてマイクロ遺
伝子を設計し、「マイクロ遺伝子重合法」を
用いて、様々な組み合わせ、長さを有した人
工タンパク質遺伝子を合成し、大腸菌内でタ
ンパク質に翻訳、人工タンパク質のライブラ
リーを構築した。 
 この中から、人工タンパク質３２種類を精
製し、抗原提示細胞（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。その結果、10μg/ml 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、1mg/ml 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。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、epoxomicin 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(Chloroquine)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。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。 
 In vitroで細胞性免疫誘導能を示した人工
タンパク質 F182A と F37A をマウスのフット
パット（後ろ足）に１週置きに３回投与
（600pmol/mouse）し、免疫した。免疫後、
OVA を発現する腫瘍細胞 EG7-OVA(1x106)を皮
下投与し、腫瘍の成長を測定した。その結果、
F182A および F37A 投与群では、非免疫群と比

較して、腫瘍増殖の抑制が認められた。さら
に、免疫マウスの脾臓細胞を取り出し、
EG7-OVA に対する細胞障害性をクロムリリー
シングアッセイにより評価したところ、
F182A と F37A で細胞障害性が認められた。 
 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。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。 
 以上のように OVA の MHC class I と MHC 
class II エピトープ配列、タンパク質安定化
配列などのペプチドモチーフ配列からなり、
タンパク質のみで強く細胞性免疫を誘導で
きる人工タンパク質（F182A および F37A）を
創製することに成功した。通常、OVA などの
水溶性蛋白質は、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。これに対して、ここで合
成された人工ワクチンは、膜透過性ペプチド
やリポソームを用いずに、抗原提示細胞に入
り込んでいることが分かる。 
 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、
ここで合成され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。 
 現在、大きな注目を集めているがん免疫療
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。本研究で確立された設計原理
にしたがい、今後いろいろな人工ワクチンが、
アジュバンドの使用を前提とせずに合成さ
れることが期待される。 
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