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研究成果の概要（和文）：MIF DNAワクチンは腸炎を含む多くの炎症モデルにおいて予防・治療効果を示す。ワクチン
には抗MIF自己抗体を誘導するために破傷風毒素(TTX)型ヘルパーTエピトープを組み込んである。本研究では新たに卵
白アルブミン(OVA)、卵白リゾチウム(HEL)、さらに破傷風毒素TET830をエピトープとする新規MIFワクチンを作製した
。一方、炎症誘発大腸がんモデルではMIFの発現に各種サイトカイン（IL-4、IL-17a、GM－CSF）やケモカイン（CCL12
、CCL20）、MMP3の発現が呼応することが確認された。初期型MIF-DNAワクチンを接種したところ、発がん抑制効果が再
現良く確認できた。

研究成果の概要（英文）：MIF DNA vaccine shows a preventive and therapeutic effect in a number of models 
of inflammations, including enteritis. For induction of anti-MIF auto-antibody, the vaccine incorporates 
a helper T epitope, a peptide fragment (TTX) from the tetanus toxin. In the present study, a new series 
of MIF vaccine were prepared that employed epitopes from ovalbumin (OVA), egg white lysozyme (HEL), and 
tetanus toxin (TET830). On the other hand, it has been confirmed that, in inflammation-induced colon 
cancer model, the expression of various cytokines (IL-4, IL-17a, GM-CSF), chemokines (CCL12, CCL20) and 
MMP3 is concord with that of MIF. Upon inoculation with the initial type MIF-DNA vaccine, carcinogenesis 
inhibitory effect could be confirmed with good reproducibility.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
（１）潰瘍性大腸炎はクローン病と共に難治
性の炎症性腸疾患（IBD）であり、高率に大
腸がんを合併する原因不明の慢性炎症疾患
である。 
 
（２）現在抗腫瘍壊死因子（TNF）-α抗体
（レミケード）を用いた受動的抗体療法（抗
体を患者に投与）が施行され、一定の効果が
認められているが、薬剤としての抗体の半減
期の短さやアナフィラキシーショック等の
有害反応の問題が指摘されている。 
 
（３）申請者の提唱する能動的抗体療法（ワ
クチン療法）は、自己サイトカインに対する
中和抗体の産生をワクチン技術により生体
内で誘導し、標的サイトカインの機能を抑え
ることで病態を制御する治療法である。 
 
（４）マクロファージ遊走阻止因子（MIF）
は TNF-α同様炎症の増悪因子として働く。
申請者は自己 MIF の免疫原性を著しく高め
た改変 MIF タンパク質を新たにデザインし、
改変 MIF タンパク質をコードする発現プラ
スミドDNAを用いたMIFに対するワクチン
療法を考案した。この療法により IBD だけで
なく他の難治性慢性・急性炎症モデル（関節
リウマチ、骨粗鬆症、アトピー性皮膚炎、敗
血症）においても顕著な炎症抑制が見られる
ことを報告してきた。MIF はがんの発生と進
展に積極的な役割を果たしていることがわ
かっており、MIF ワクチンにより MIF 中和
抗体を誘導することが出来れば、IBD の治療
やその後の大腸がんの予防が期待できる。 
 
２．研究の目的 
 近年増加の潰瘍性大腸炎はびらんや潰瘍
を形成する原因不明の大腸のびまん性非特
異性炎症であり、長期経過例では炎症を母地
とした大腸がんを発症する。申請者はこれま
で炎症性腸疾患を含む種々の炎症モデル動
物にマクロファージ遊走阻止因子（MIF）に
対する DNA ワクチンを投与し、予防のみな
らず治療法としての有効性を実証した。本研
究では①ワクチンの大腸がん発症抑制効果
の実証、②従来型ワクチンの改良、③アジュ
バントの導入を行い、その研究基盤を確立す
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）大腸発がん誘導と MIF DNA ワクチン接
種 
 C57BL/6 マ ウ ス に Hydrodynamic gene 
delivery 法を用いて MIF-DNA ワクチン（従来
型 破傷風毒 素 (TTX) Th エピ トー プ ：
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE 、 100 
microgram）を接種した。ワクチン接種 4 週
後に AOM（10 mg/kg）腹腔内投与し、さらに
その 1 週間後に、１％DSS の反復投与を開始
した（１％DSS を含む飲水で 7 日間飼育し、

その後の７日間DSSを含まない飲水で飼育す
るのを1サイクルとして、3サイクル行った）。 
 
（２）体重測定 
前述のマウスの体重をDSS投与開始後からお
こなった。 
 
（３）リアルタイム PCR 
大腸発がんを誘発したマウスの大腸の肛門
から１cm の部分を 5 m 四方切除し、RNA を抽
出した。定法にしたがって cDNA を作成し、
リアルタイム PCR 法により、種々のサイトカ
インの発現量を測定した。 
 
（４）腫瘍の検出 
DSS 投与開始後 70 日にマウスを安楽死させ、
大腸を回収した。腸管長方向に沿って切れ目
をいれ展開し、実態顕微鏡下に腫瘍数を目視
により測定した。 
 
（５）新規 MIF-DNA ワクチンの作製 
マウス MIF cDNA を組み込んだ動物細胞発現
プラスミド pCDNA3.1 を用い、表１に示すペ
プチドをコードするDNA断片を２番目のルー
プ領域へ置換・挿入した。すなわち、Th エピ
トープをコードする DNA は 3’側で部分的に
重複するオリゴ DNA をアニールし，Klenow 酵
素で二重鎖にして pCDNA3.1/MIF(DV102)の相
当する位置に置換挿入した。シーケンス解析
で配列やフレームに問題がないことを確認、
この変異 MIF DNA 断片を哺乳動物発現プラス
ミド pCAGGS にクローニンングした。遺伝子
導入用プラスミドはアルカリ法 CsCl 密度勾
配遠心法で精製した。COS7 サル腎細胞に遺伝
子導入後，細胞抽出液のウェスタンブロッテ
ィングで約 15kのバンドが抗 MIF抗体で検出
されることを確認した。さらにマウスへは試
験的に TET830 型ワクチンをエレクトロポレ
ーションで遺伝子導入、その後定期的に採血
し抗 MIF 抗体価を ELISA で測定した。  

 
４．研究成果 
（１）大腸癌発生に伴う MIF mRNA 発現上昇
と発がん促進性サイトカインの発現上昇 
 大腸発がん誘導７０日前後をピークとし
た大腸におけるMIFの発現に呼応してサイト
カイン（IL-1b、IL-4、IL-17A、GM−CSF）、ケ
モカイン（CCL12、CCL20）や MMP3 の発現が
ピークに達していた。 



 
（２）MIF-DNA ワクチン接種による大腸発が
ん抑制作用 
MIF-DNA ワクチン接種により、腫瘍の数は有
意に減少した（図１）。一方、MIF は抗アポト
ーシス作用により、腸管上皮の傷害に対して
抵抗していることが示唆される。しかし
MIF-DNA ワクチンによる MIF の中和が、体重
減少を指標にした大腸炎症を増悪しなかっ
た。 
 

 
（３）新規 MIF-DNA ワクチンの作製とマウス
における抗自己抗体の誘導 
従来のマウス MIF DNA ワクチンのデザインを
基に新規 MIF-DNA ワクチンを新たに 3種類作
成した。（表１）。用いた Th エピトープは破
傷風毒素(TTX)、卵白アルブミン（OVA）、卵
白リゾチウム(HEL)、さらに破傷風毒素に関
しては活性を増強することが知られている
TET830 である。このうち、TET830 型 MIF ワ
クチンをマウスに投与、経時的に採血し
ELISA にて測定したところ、投与後５週目に
抗 MIF 活性の上昇を認めた。 
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