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研究成果の概要（和文）：本研究では、化学修飾法を用いた変性タンパク質のタンパク質可溶化技術を活用して、多く
が不安定な物性のがん抗原タンパク質を全長・水溶性として調製する技術開発とリソース強化を進めた。本抗原を活用
して、高感度な抗体検査試薬のプロトタイプ開発に成功し、がん免疫活性の診断薬となる可能性が示された。これらの
リソース整備と周辺技術の組み合わせにより、タンパク質カチオン化技術のがん免疫治療分野への活用に向けた基盤が
整った。

研究成果の概要（英文）：This study aimed development of chemical protein cationization techniques for canc
er antigens. Since most of cancer antigen proteins are flexible and unstable, solubilization with protein 
cationization techniques were useful methodology to prepare water-soluble and full-length cancer antigens.
 Using these cationized antigens, antigen antibodies for cancer antigens raised in cancer patients were su
ccessfully detected with a highly sensitive assay. Combining these developed techniques and enhanced cance
r antigen production resource, we have successfully developed tools for cancer immunotherapy.
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１．研究開始当初の背景 

 特定の立体構造を形成して多彩な生理機

能を発現するタンパク質の取り扱いは、活

性構造の維持が最重要であり、一般に温和

な生理条件下で取り扱われる。タンパク質

分子の構造安定性は個々に異なるが、ヒト

細胞内のタンパク質の多くはフレキシブル

で安定性が低い。それ故、細胞内タンパク

質を組換えタンパク質として調製する際に

も変性・不溶化を防ぐ細心の注意が求めら

れる。これらの問題を解決する1つの手段と

して、我々はタンパク質のCys残基を利用し

て正電荷を付加するカチオン化技術を開発

してきた。この技術は①変性状態のタンパ

ク質に高い水溶性を付加する技術、②動物

細胞表面への静電的な吸着を介した高効率

なタンパク質細胞内導入が可能で、本技術

を活用した様々な応用展開を進めている。

本研究開発ではこの技術を「がん免疫治療」

分野へ応用する課題に取り組むこととした。

がん患者の体内ではがんに対する免疫応答

が誘導され、がん細胞特異的なタンパク質

（がん抗原）に対する抗体産生（液性免疫）

と、T細胞反応（細胞性免疫）が認められる。

がん免疫治療はこれらの免疫応答を活用・

強化する治療法で、既存のがん治療との併

用により高い治療効果、特に手術後の再発

防止効果が確認されており、先進医療とし

てニーズが高まっている。また、様々なア

プローチが考えられるがん免疫治療では、

各患者に最も適した治療法の選択や、ワク

チン療法に用いる抗原の同定が重要な課題

である。がんに対する免疫応答は、血液中

に出現するがん抗原タンパク質に対する抗

体量でモニタリングすることができる。こ

の抗体の出現量から治療指針を見出すこと

も期待できる。 

 
２．研究の目的 

 本研究ではタンパク質カチオン化技術を

活用してがん免疫治療分野に貢献しうる下

記の２つの課題に取り組んだ。 

(1) 高純度・可溶性がん抗原タンパク質に

よるがん抗原パネルの作成 

 正常細胞でありながら無限増殖能を獲得

している精巣では、この機能発現に関わる

特殊なタンパク質群が特異的に発現してい

る。自分自身の細胞が変化して生じるがん

細胞には、これらの無限増殖に関わる特殊

タンパク質群を「悪用」している例がある。

すなわち、これらのタンパク質群はヒト体

内で精巣とがんに限局した発現を示す。こ

れらは同時にヒト由来タンパク質でありな

がらヒト細胞傷害性 T細胞（CTL）や抗体に

よって認識される抗原性を示すことから、

Cancer-Testis 抗原(CT 抗原)と呼ばれ、現

時点で 150 種類以上が同定・報告されてい

る。本研究ではこの CT 抗原に特に着目し、

多種類の全長の組換えタンパク質を大腸菌

またはヒト由来 Hek293 細胞を用いて生産

し、抗体検査試薬やワクチン開発研究の基

盤を整備する。本研究では特に、多種多様

な全長がん抗原タンパク質の生産系のリソ

ース整備と、この全長抗原を活用した抗体

検査試薬の開発に注力することとした。 

(2) がん抗原タンパク質のワクチン化技術

の開発 

 がん抗原タンパク質の多くは、フレキシ

ブルで不溶化しやすい物性である。ほぼす

べてのがん抗原タンパク質には反応性と疎

水性度が高い Cys 残基が含まれるが、可逆

的なジスルフィド結合を介して正電荷を導

入する可逆的変性カチオン化技術を用いれ

ば高い水溶性を付与できる。このカチオン

化タンパク質は同時に細胞内導入能も高い

ため、カチオン化がん抗原を用いたワクチ

ン調製にも応用可能である。この際、効果

的ながん免疫誘導には細胞性免疫の誘導が

特に重要である。細胞性免疫の誘導には、



樹状細胞内へ抗原の導入経路と細胞内輸送

経路の選択が重要なことが知られているが、

本研究では、がん抗原を細胞内に導入する

ための経路として次の 2点の検討を行うこ

ととした。 

①マンノース受容体を介した抗原導入法の

開発 

樹状細胞の表面に存在するマンノース受

容体を介して細胞内に抗原を送達すれば、

クロスプレゼンテーションにより効率的に

細胞性免疫を誘導の促進が期待される。組

換え体がん抗原タンパク質の Cys 残基に可

逆的にマンノースを付加する試薬を合成し、

可逆的マンノース化抗原の調製法を検討し

た。 

②がん抗原ベクター細胞調製技術の開発 

アポトーシスにより死滅したがん細胞は、

生体内の樹状細胞に貪食されやすい。さら

にこの経路で貪食された抗原は、細胞性免

疫誘導に有利とされる。本研究では組換え

タンパク質として調製する多種多様のがん

抗原を効率的にヒト培養細胞内に導入し、

がん抗原ベクター細胞を調製するための基

礎検討を行った。 

 

 
３．研究の方法 

(1)高純度・可溶性がん抗原タンパク質によ

るがん抗原パネルの作成 

①全長・水溶性がん抗原タンパク質の調製

法の確立 

 17 種類の代表的ながん抗原タンパク質

を選択し、N末端側に HisTag を付加させた

各全長タンパク質を、大腸菌を宿主とした

T7 発現系で生産させた。一部の抗原

（MAGE-A4 など）は可溶性として発現・精

製することが可能であったが、大半の抗原

は不溶性として発現された。溶菌・破砕後

によく洗浄した不溶性抗原は、変性剤中で

溶 解 ・ 還 元 し 、 Cys 残 基 に 対 し て

TAPS-Sulfonate を用いて SS 結合を介して

4 級アンモニウム基を付加し、酸性条件下

で純水に対して透析することで水溶性の可

逆的変性カチオン化抗原を調製した。これ

をさらに逆相 HPLC を用いて高純度に精製

し、溶媒を純水に置換することで各サンプ

ルを取得した。 

②カチオン化全長がん抗原タンパク質を用

いた抗体検査試薬の開発 

 がん患者の血清中にはがん抗原タンパク

質に対する複数の抗体が出現することが知

られている。上記①で調製した各種のがん

抗原を用いて抗体検査試薬の開発に取り組

んだ。まず、Cys 残基に対して付加された

カチオン基の影響を調べるため、ELISA 法

を用いてカチオン基の有無での抗体検出感

度を測定した。次に、各種の水溶性・全長

カチオン化がん抗原タンパク質をマルチプ

レックスアッセイ用の磁気ビーズに固定化

し、がん患者由来血清中の抗体検出感度の

測定を行った。 

③多種類がん抗原タンパク質の生産系の整

備 

 より広範な全長がん抗原の生産リソース

を強化するため、CT抗原を中心に生産系の

拡充を進めた。ヒト精巣由来 cDNA を鋳型と

して CTDatabase (http://www.cta.lncc. 

br/) に登録されている CT 抗原の各 cDNA

を PCR 法で増幅し、新規に開発した HEK293

細胞で高発現が可能な SGE ベクター

（Sakaguchi et al., Mol. Biotechnol. 

2014）に N末端側に HisTag を、C末端側に

StrepTagII をそれぞれ付加させて全長 CT

抗原を発現させる発現プラスミド DNA を網

羅的にクローニングした。これらを

FreeStyle293F 細胞にトランスフェクショ

ンし、各 CT 抗原の生産を進めた。また、PCR



法で遺伝子断片の増幅が困難であったもの

や、FreeStyle293F 細胞での発現量が低か

った抗原については、人工合成遺伝子を作

成し、大腸菌を宿主とした生産系の整備を

進めた。 

(2) がん抗原タンパク質のワクチン化技術

の開発 

①マンノース受容体を介した抗原導入法の

開発 

 酵母由来マンナンをタンパク質中の Cys

残基に対して SS 結合を介してタンパク質

を可逆的にマンナン化できる試薬を合成し、

その有効性を検証した。 

②がん抗原ベクター細胞調製技術の開発 

 メラノーマ抗原である gp100 をモデルと

して、各種のカチオン化 gp100 を調製した。

このサンプルを各種の条件でヒト培養細胞

に添加し、細胞内へのタンパク質導入を行

い、高効率なタンパク質導入条件を検討し

た。 

 
４．研究成果 

 (1)高純度・可溶性がん抗原タンパク質に

よるがん抗原パネルの作成 

17 種類のがん抗原をモデルとして抗体検

査試薬に用いる抗原として評価を進めた。

一部の抗原は可溶性として精製することが

可能であったが、大半の抗原は大腸菌で不

溶性として生産された。これらのタンパク

質は SS 結合を介してカチオン化した状態

で高純度・水溶性抗原として調製すること

に成功した。さらに、実際のがん患者血清

を用いて ELISA 法により抗体との結合実験

を行ったところ、還元状態のがん抗原(Cys

残基が未修飾)とカチオン化がん抗原の反

応性はほとんど変化せず、取り扱いが容易

なカチオン化抗原がそのまま抗体検査試薬

に適用できることが確認された。さらにこ

れらの抗原をマルチプレックスアッセイ用

の磁気ビーズに固定化して抗体検査を行っ

たところ、極めて高感度に抗体検出が可能

なことが確認された。これらの成果を特許

出願（特願 2012-082735）し、実用化研究

を進める基盤が整った。次に本技術を用い

て実際に診断薬開発を進めるためには、よ

り広範な全長がん抗原の生産リソース強化

が重要課題となった。本研究では腫瘍免疫

マーカーとして有望な CT 抗原を中心にク

ローニング作業を進めた結果、本研究の終

了時にはヒト培養細胞（FreeStyle293）で

の生産系として 77クローン、大腸菌での生

産系として 32 クローンの構築をそれぞれ

完了し、以前からの研究リソースを総合す

ると、約 120 種類のがん・CT 抗原の生産系

を整備した。また、FreeStyle293 細胞を宿

主とした各 CT 抗原の生産系で発現確認を

実施したところ、実に 80％もの抗原タンパ

ク質が細胞内で不溶化していることが判明

した。これは不安定な物性である CT抗原の

特徴をよく表している。CT 抗原の詳細な機

能は未解明な部分が多いが、主に細胞内で

様々なタンパク質と相互作用するハブ機能

が推定されており、それ故、大半が天然変

性タンパク質であることが推定されている。

本結果は CT 抗原の物性を示す結果と考え

られる。 

(2) がん抗原タンパク質のワクチン化技術

の開発 

 樹状細胞表面に存在するマンノース受容

体を介した抗原タンパク質の細胞内送達を

検討するため、緑色蛍光タンパク質（GFP）

をマンナン化したサンプルを調製したとこ

ろ、マンノース受容体を発現する細胞に対

し有意な取り込み促進が観察された。同様

に、変性状態のタンパク質の Cys 残基に対

して SS 結合を介してマンナン化したタン

パク質の調製と細胞内導入にも成功した。



以上の結果から、可逆的変性カチオン化法

により可溶化・精製された各種のがん抗原

タンパク質を材料として、カチオン性基を

適宜マンナンに置換することで、原理的に

ワクチン化が可能なことが示唆された。ま

た、可逆的変性カチオン化 gp100 をモデル

としてヒト培養細胞内に導入を試みたとこ

ろ、一過的な遺伝子発現法を上回る gp100

を細胞内に送達することが可能であった。 
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