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研究成果の概要（和文）：樹状細胞（DC）成熟化に伴い「構成型」から「免疫型」へのプロテアソームが形態変
化をおこす。プロテアソームは腫瘍抗原をペプチドに分解し、HLAとともに抗原提示する役割があるが、プロテ
アソームの違いによる成熟DCと腫瘍細胞の両者でのペプチド-HLA Class I複合体の不一致を解消することで, DC
ワクチンによって効率的な抗腫瘍免疫を誘導できる可能性がある。これらの事象を証明するため、膵癌の腫瘍抗
原であるMesothelinと抗原のプロテアソームによる分解シグナルであるユビキチンの融合遺伝子導入したDCを用
いた抗腫瘍免疫の基礎的研究を行った。

研究成果の概要（英文）：Immature dendritic cells contains the constitutive proteasome, however, 
mature dendritic cells differentiated from immature dendritic cells exposed with inflammatory 
mediator such as interferon-gamma contains immunoproteasome (ip) derived from immature dendritic 
cells.  The inhibition of the immunoproteasome in mature dendritic cells using small interfering RNA
 transfection targeting the 3 inducible ip subunits might help to induce antigen-specific cytotoxic 
T lymphocytes. In this study, I performed basic research about anti-tumor immune response targeting 
mesothelin which is tumor associated antigen of pancreatic ductal carcinoma, and using dendritic 
cells transduced with mesothelin gene fused with ubiquitin gene which is a degradation signal of 
proteasome.

研究分野： 膵癌免疫療法
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１．研究開始当初の背景 
近年，プロテアソームの形態解析が進み，未
熟樹状細胞 DC は構成型プロテアソームを有
しているが，インターフェロン（IFN）-γな
どの炎症性メディエイターに暴露され，成熟
DC へと分化すると，免疫プロテアソームへ
と形態変化することが明らかとなった
（Kloetzel et al. Nat Immunol 5:661-669 
2004）。免疫プロテアソームは構成型プロテ
アソームに比べ，より効率的に MHC Class I
分子と会合し，細胞膜上で抗原提示されるペ
プチド断片に抗原蛋白を分解するが，一方で，
そのペプチド断片のアミノ酸配列は，免疫プ
ロテアソームと構成型プロテアソームで不
一致が認められる（Toes et al. J EXP Med 
194:1-12 2001）。腫瘍細胞では構成型プロテ
アソームで存在していることから，免疫プロ
テアソームを有する成熟 DC に腫瘍関連遺伝
子（TAA）を導入し，誘導した細胞傷害性 T
細胞（CTL）が，腫瘍細胞上のペプチド断片
を認識できず，細胞死に誘導できない可能性
がある。 
２．研究の目的 
本研究では DC による腫瘍抗原提示能力を最
大限に発揮させるため，DC 成熟化に伴うプ
ロテアソームの形態変化に着目した。すなわ
ち，DC 成熟化に伴う「構成型」から「免疫
型」へのプロテアソーム形態変化を阻害し，
構成型プロテアソームを発現する成熟 DC を
誘導することで，プロテアソームの違いによ
る成熟 DC と腫瘍細胞の両者でのペプチド
-HLA Class I 複合体の不一致を解消するこ
と で ， こ れ ま で 研 究 を 進 め て き た
Ubiquitin-Mesothelin（Ub-MSLN）融合遺
伝子導入 DC による効率的な膵癌細胞に対す
る抗腫瘍免疫を誘導することを目的とする。 
３．研究の方法 
①MSLN が膵癌の免疫療法の標的となりうる
かを確認するため、浸潤性膵管癌のホルマリ
ン固定パラフィン包埋組織切片を用いて免
疫染色を行った。 抗体は mouse monoclonal 
antibody to MSLN (Clone 5B2; LAB VISION, 
Fremont CA, USA)を用いた。 
②Ub-MSLN 融合遺伝子導入アデノウイルスベ
クターの作成 
1. Ub 遺伝子の PCR による増幅 
Ub は末梢血単核球（PBMC）から抽出したヒト
ゲノムを用い PCR で増幅しました。プライマ
ーは次のように設定した 5’primer （5’ AGT 
CCG CTA GCC GCC ACC ATG CAG ATC TTC GTG AAG 
ACC 3’）、3’primer (5’ TAG TCC GTC GAC 
GTA TTT AAA TCG ACC CCC CCT CAA GCG CAG GAC 
3’)。プライマー内には後に融合遺伝子を作
製するため制限酵素配列を設けておいた。 
2. Ub-MSLN融合遺伝子導入アデノウイルスベ
クターの作成 
Ub を ligation したアデノウイルスコスミド
ベクターに MSLN 遺伝子を ligation し、
COS-TPC 法で Ub-MSLN 融合遺伝子導入アデノ
ウイルスベクターを作成した。 

③細胞内染色による DCへの MSLN 導入効率の
評価 
UB-MSLN融合遺伝子導入DCで細胞内での蛋白
分解が亢進していることを証明するため、細
胞内の MSLN を FACS で検出した。細胞膜を浸
透化し、細胞内の MSLN を FITC 標識抗 MSLN
抗体で染色し、FACS を行った。また、MSLN
蛋白分解がプロテアソームにより亢進して
いることを証明するため、プロテアソームイ
ンヒビター（MG132）によって処理した場合
についても検討した。 
④MSLN 遺伝子導入 DC と Ub-MSLN 融合遺伝子
導入 DC における MSLN 免疫組織化学染色 
Mesothelin Ab-1（Clone 5B2）抗体を用いて
免疫染色を行った。 
⑤iPsiRNA導入成熟DCへのUb-MSLN融合遺伝
子導入による抗腫瘍免疫誘導能の検討 
構成型プロテアソームのサブユニット X（β
5），Y（β1），Z（β2）は IFN-γなどの炎症
性サイトカインの作用で LMP7（β5i），LMP2
（β1i），MECL-1（β2i）に入れ替わり，免
疫プロテアソームが形成されることが報告
されている。よって，iPsiRNA は LMP7 特異的
siRNA，LMP2 特異的 siRNA，MECL-1 特異的
siRNA から成る。iPsiRNA は LMP7 siRNA，LMP2 
siRNA ， MECL-1 siRNA （ Santa Cruz 
Biotechnology）を用いる。抗腫瘍効果判定
は Cr リリースアッセイにて行う。 
CTL 誘 導 ： Responder に は 自 己 の
PBMC( HLA-A*24 及び A*02)を，Stimulator は
遺伝子組換 adenovirus vector（AxCAMSLN，
AxCAUb-MSLN，control:AxCALacZ）で遺伝子
導入した自己成熟 DC を用いる．human 
recombinant (hr) IL-7と hrIL-2（PEPROTECH）
の存在下で培養し，1 週間毎に計 3 回刺激し
て CTL を誘導する。標的細胞は MSLN の発現
を認める膵癌細胞株 PK1（HLA Class I 陽性）
を用いる。 
４．研究成果 
① 浸潤性膵管癌切除標本における免疫組
織化学染色による Mesothelin の発現 
浸潤性膵管癌では10例中１０例に発現あり。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（Mesothelin×100） 
 
②Ub 遺伝子の PCR による増幅 
PCR を行うと、ラダー状にバンドが検出され
た。これはポリユビキチン遺伝子存在してい
ると考えられた。これらのうち、mono ユビキ
チンを抽出し、TA クローニングを行った。 



 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
③細胞内 MSLN 染色 
MSLN遺伝子導入DCでは細胞内染色でDCの５
６％に MSLN 発現を認めたのに対し、Ub-MSLN
融合遺伝子導入 DC では MSLN の DC の細胞内
発現は２％であった。一方、Ub-MSLN 融合遺
伝子導入 DC をプロテアソームインヒビター
で処理したところ、DC の４６％に細胞内の
MSLN の発現が回復した。以上よりユビキチン
融合遺伝子では DC内の MSLN 蛋白分解が亢進
し、その蛋白分解はプロテアソームに依存し
ていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Ub-MSLN 融合遺伝子導入 Adenovirous vector
感染後 proteasome inhibitor 

（MG132、10μM）添加 
 
④免疫染色による MSLN 遺伝子導入 DCおよび
UbMSLN 融 合 遺 伝 子 導 入 DC に お け る
Mesothelin の発現 
MSLN 遺伝子導入 DC では全視野の９０％で
MSLN 免疫染色陽性で高率に発現しているこ
とがわかった。一方、融合遺伝子導入 DC で
はリング上に染色され、細胞質での MSLN 発
現が低下しており、MSLN 分解が亢進している
ことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
⑤iPsiRNA導入成熟DCへのUb-MSLN融合遺伝
子導入による抗腫瘍免疫誘導能 
まず、Ub-MSLN 融合遺伝子導入 DC を用いて
CTL を誘導し、MSLN 遺伝子導入 DC、コントロ
ールとして LacZ 遺伝子導入 DCでそれぞれ誘
導した場合と比較した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



Ub-MSLN融合遺伝子導入DCで誘導したCTLで
抗腫瘍効果の増強傾向がみられたが、再現性
に乏しかった。よって、今後 iPsiRNA を用い
た基礎実験を進めていく。 
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