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研究成果の概要（和文）：我々は、独自のドラッグデリバリーシステムであるCHPナノゲルを応用したがん治療用ワク
チンを開発する過程で、CHPがんワクチンによる細胞性免疫誘導が抗原提示細胞としてマクロファージに依存的である
ことを見出した（マクロファージ指向型ワクチン）。本申請研究では、マクロファージ指向型ワクチンと従来型樹状細
胞指向型ワクチンを比較し、細胞性免疫誘導に有用なマクロファージポピュレーションの同定および当細胞への抗原の
送達機構、さらにマクロファージ指向型ワクチンの強力な免疫誘導能を支持する分子機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Previously we had identified that macrophage has critical role in the induction 
of immune responses elicited with CHP cancer vaccine (Macrophage oriented vaccine). In this study, to 
reveal the mechanisms of immune response induced with macrophage oriented vaccine, we compared with CHP 
cancer long peptide vaccine and the long peptide vaccine emulsified with IFA (classical dendritic cell 
dependent vaccine). As a result, we had demonstrated that the medullary macrophage has a critical role in 
macrophage oriented vaccine. Furthermore, we had shown the detailed mechanism which is involved in the 
efficacy of this vaccine system.

研究分野：腫瘍免疫

キーワード： がんワクチン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
がんワクチンや感染症ワクチンの開発にお
いて、ワクチンの免疫原性や有効性の向上の
ための工夫が多く試みられている。その中で
効果の点で特に注目されているのが、ワクチ
ン抗原のリンパ節への送達技術（DDS）であ
る。我々も独自開発の DDS「CHPナノゲル」
を用いて、高性能のがんワクチンの創製に取
り組んできた。我々は、その過程において、
CHP ナノゲルはワクチン抗原を効率良く受
動的にリンパ節へと送達できること、CHP
ナノゲルによって送達された抗原はマクロ
ファージにより提示されワクチン特異的細
胞性免疫が惹起されることを明らかにした
（マクロファージ指向型）。また、従来型の
樹上細胞依存型ワクチン（IFA）と比較し、
マクロファージ指向型ワクチンは細胞性免
疫誘導能および抗腫瘍効果が優れているこ
とも明らかにしてきた。しかし、多くのワク
チン開発研究が抗原提示細胞として樹状細
胞を中心に進められてきたこともあり、ワク
チンの機能発現におけるマクロファージの
重要性の解明は不十分である。 
 
２．研究の目的 
本申請研究では、マクロファージ指向型ワク
チンと樹状細胞依存型ワクチンの比較検討
を進め、ワクチンがマクロファージ指向型と
なる分子基盤の解明すると共に、その強力な
有効性を支える機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）CHP/抗原複合体の動態解析 
CHP ナノゲルと蛍光標識した長鎖ペプチド
抗原を複合体化し（CHP/抗原複合体）マウ
スへと皮下投与した。投与 16 時間後に従属
リンパ節を回収し、フローサイトメトリーを
用いてマクロファージ（CD11b陽性細胞）に
よる CHP/抗原複合体の取り込みについて検
討した。さらに詳細な解析を行う為、マクロ
ファージを以下の様なポピュレーションに
区別する解析も行った。Medullary sinus 
Macrophage（MSM: CD11b 陽性 F4/80 陽
性  CD169 陽 性 ）、 Medullary cord 
Macrophage（MCM: CD11b 陽性 F4/80 陽
性  CD169 陰 性 ）、 Subcapsular sinus 
Macrophage（SSM: CD11b陽性 F4/80陰性 
CD169陽性） 
 
（２）抗原提示細胞の解析 
CHP/mERK2 ロングペプチド複合体をマウ
スへと皮下投与し、 16 時間後に従属リンパ
節を採取した。リンパ節よりマクロファージ
を回収し、別途用意した 9m抗原特異的 TCR
発現トランスジェニックマウス DUC18より 
CD8陽性T細胞を単離し共培養して, 抗原提
示活性を評価した。抗原提示活性の指標とし
ては、抗原特異的 CD8陽性 T細胞の分裂お
よび IFN-産生を用いた。 
 

（３）可溶性アジュバントの動態解析 
FITC標識した CpG ODN（可溶性 TL9アゴ
ニスト）をマウスへと皮下投与し、16時間後
にリンパ節を回収して抗原提示細胞への取
り込みをフローサイトメトリーを用いて検
討した。標的細胞としては、樹状細胞および
マクロファージについて解析した。 
 
（４）可溶性アジュバントによる抗原提示細
胞の活性化の検討 
マウスへ poly I:C(可溶性 TLR3アゴニスト)
およびCpG ODNを皮下投与しリンパ節を回
収して抗原提示細胞の活性化をフローサイ
トメトリーを用いて検討した。標的細胞とし
ては、樹状細胞およびマクロファージについ
て解析し、活性化の指標には CD80 および
CD86を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）CHP/抗原複合体の電荷および粒子径
はマクロファージへの取り込み効率に影響
する 
CHP/抗原複合体がマクロファージ指向性を
獲得する機構について検討した。CHP ナノ
ゲルに正電荷を付加した陽イオン性 CHP ナ
ノゲル（CHP/DEAE, CHP/NH2）および粒
子径が巨大な CHPナノゲル（CHESG）を作
製し蛍光標識抗原と複合体化した（表 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
各種 CHPナノゲル/抗原複合体をマウスへと
皮下投与しリンパ節のマクロファージへの
取り込みを検討した。その結果、粒子径 50nm
ほどで不活化である従来型の CHP/抗原複合
体がリンパ節のマクロファージへと効率的
に取り込まれるのに対して、CHESG/抗原複
合体および CHP-DEAE/抗原、CHP-NH2/抗
原複合体では, 著しく取り込み効率が低かっ
た（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

表 1. 各 CHP/抗原複合体の電荷および粒子径 

 

図 1 
作製した各種 CHP/長鎖
ペプチド複合体をマウス
に皮下投与し、マクロファ
ージによる取り込みを検
討した。その結果，陽イオ
ン性 CHP 及び粒子径を
増大させた CHP/抗原複
合体でマクロファージへ
の取り込みが著しく減少
した。 



次に我々は、皮下投与された CHP/抗原複合
体のマクロファージへの送達が細胞依存的
であるか非依存的であるかを検討した。異な
る 2種類の蛍光標識を施した長鎖ペプチドを
用意し、それぞれを CHP ナノゲルと複合体
化した後マウスの同じ従属リンパ節に属す
る異なる部位へと皮下投与しマクロファー
ジによる抗原の取り込みを観察した。その結
果、各抗原を異なる箇所に投与したにも関わ
らず、マクロファージは両蛍光標識の抗原を
取り込んでいた。これは、それぞれの抗原が
従属リンパ節へと受動的に流れ込み、そこで
混合された抗原をマクロファージが取りこ
んでいるためと考えられる（図 2）。以上より, 
CHP/抗原複合体はリンパ節へと細胞非依存
的に送達された後, マクロファージに取り込
まれることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（ 2 ） CHP/ 抗 原 複 合 体 は Medullary 
Macrophageにより提示される。  
CHP/抗原複合体を取り込むマクロファージ
を更に詳細に解析した結果、リンパ節の SSM
へは取り込まれずMCMおよびMSMなどの
Medullary Macrophageに効率的に取り込ま
れることが明らかになった（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、この時の抗原提示活性は抗原の取り込
み 効 率 と 同 傾 向 で あ り 、 Medullary 
Macrophageでは強い抗原提示活性が確認さ
れたのに対し、SSMでは認められなかった。
以上より CHP/抗原複合体は皮下投与後リン
パ節の Medullary Macrophage に取り込ま
れ、直接 CD8 陽性 T細胞へと抗原提示され
ることが示唆された（図 4）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3）可溶性アジュバントはマクロファージ
細胞に優位に作用する 
CHP/抗原複合体の強力な薬理活性を支持す
る機構を明らかにする為、可溶性アジュバン
トの動態に注目し検討を行った。その結果、
皮下投与されたCpG ODNはリンパ節のマク
ロファージにより効率的に取り込まれるこ
とが明らかになった（図 5 A）。さらに、CpG 
ODNおよび poly I:C投与後のこれら抗原提
示細胞の活性化を検討した結果、樹状細胞よ
りマクロファージで細胞表面上のCD80およ
びCD86が高く発現していることが明らかに
なった（図 5B）。 以上より、マクロファー
ジ指向性ワクチンの強い薬理活性は、マクロ
ファージのアジュバントに対する高感受性
が高い為だと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
おわりに 
以上の結果より、CHP ナノゲルはアジュバ
ント感受性の高いマクロファージに長鎖ペ
プチド抗原を選択的かつ効率的に送達して

 
図2. 長鎖ペプチドをFAM もしくはTAMRA にて
標識しCHP 複合体化した。それらを同じ従属リン
パ節に属する異なる箇所へと皮下投与して、16 時
間後のマクロファージへの取り込みを検討した。 
その結果、従属リンパ節において両蛍光シグナルを
有するマクロファージが観察された。 

 

図 4. BALB/c マウスに、CHP/抗原複合体と CpG 
ODN を皮下投与し、従属リンパ節を回収した。リ
ンパ節より各細胞分画をソートし、mERK2 特異的
CD8 陽性 T 細胞と共培養して抗原提示活性を検討
した。その結果、MSM 及びMCM の両マクロファ
ージが抗原提示活性を有する事が明らかになった。 

 
図5. A) FITC 標識CpG ODN をBALB/c マウスへ皮
下投与した。樹状細胞と比して、マクロファージ細胞で
より多くのFITC 標識CpG ODN が取り込まれているこ
とが確認された。B)CpG ODN およびPoly I:C を
BALB/cマウスへ皮下投与した. 樹状細胞と比して, マク
ロファージ細胞がより強く活性化していることが明らか
になった。 

 
図3. FITC 標識CHP/抗原複合体をBALB/c マウス
へ皮下投与した後、リンパ節より細胞を回収し各
細胞群での蛍光ペプチド由来シグナルをフロー
サイトメトリーにて解析した。CHP/抗原複合体を
取り込むマクロファージに注目し解析した結果、
F4/80陽性のMSM およびMCM がCHP/抗原複合体を
効率的に取り込んでいることが明らかになった。 
 



抗原提示細胞とすることで、強力な免疫誘導
を惹起していると考えられた。 本研究は、
アジュバント併用ワクチンによる免疫誘導
においてマクロファージは有用な抗原提示
細胞となり得る可能性や、抗原デリバリーシ
ステムがワクチンによる免疫誘導の機構を
大きく左右する可能性を示唆している。 
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