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I. 基本情報 
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II. 成果の概要（総括研究報告） 
免疫制御を目的とした体外循環治療の基盤技術の創製と応用について、技術開発を、フィルタの開発

と体外循環デバイスの開発の 2 段階に分け、順次シーケンシャルに開発することにした。免疫制御

には、二つの要素があり、一つは Treg 除去であり、他方は B 細胞賦活化である。まず、Treg 除去

について、Treg 除去フィルタの開発が第一段階となるが、その目標は、癌に浸潤している免疫細胞

を体外に取りだし、Treg 除去フィルタに通した後、免疫細胞を増殖させ、再び Treg 除去フィルタに

通して体内へ戻す、癌免疫細胞療法への適用できる除去フィルタの開発である。また、B 細胞賦活化

については、癌関連糖鎖抗原を選び、これをフィルタに固定化して、フィルタを腹腔に埋植し、B 細

胞を賦活化するフィルタ開発を第一段階とした。さらに、本研究開発の最終目標は、Treg 除去と B
細胞賦活化を統合した癌治療である。このための POC を得る研究も進めている。 
平成 28 年度の総括研究報告は以下のようにまとめられる。 
 

Treg 除去フィルタ 
1）ペプチド免疫法、ファージディスプレイ法、cDNA 免疫法を用い、新規抗 CCR4 抗体を作製した。 
作製した候補抗体のうち、いくつかを CCR4 発現細胞株と反応させることで、反応性の確認を行い、

CCR4 に対して反応性を有するクローンが複数得られた。 
2）上記の候補抗体の一つである 38-2b 抗体を固定したカラムを作製し、末梢血単核球からの Treg 除

去性能を評価したが、目標とする規格に達しなかった。 
3）抗腫瘍免疫応答の抑制効果を解除するために必要となる CCR4 陽性細胞除去率を調べた。その結

果、CD8 陽性 T 細胞の増殖率とサイトカイン産生能が 90%に低下する CCR4 陽性細胞の比率を求

めることができた。 
4）PP 不織布の繊維表面にペプチドナノシートを光固定化する手法を確立した。また、この修飾表

面に抗体を配向固定化することに成功し、表面に稠密に抗体を固定化できることが示された。 
5）ペプチドナノシートで修飾し、抗体を固定化したフィルタについて、Treg 除去性能を評価した。

BALB/c マウス由来の脾臓細胞からの Treg 細胞除去率は、90％を超えることが示された。さらに、こ

のフィルタは、細胞の非特異的吸着を著しく抑制できることもわかった。 
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B 細胞賦活化フィルタ 
1）Ley-poly(sarcosine)-b-(L-Leu-Aib)6および Ley-poly(sarcosine)-b-(D-Leu-Aib)8 を合成し、Ley を

結合していない数種類のブロックペプチドと組み合わせて、分子集合体を作製した。 
2）Ley を組み込んだ分子集合体をマウスに投与して、血清を採取し、ELISA により抗体産生を評価した。 
3）Ley を高密度にする新規 TACA の合成を開始した。 

 
The base technology aiming at immune control by extracorporeal circulation has been explored in this program, 

which is composed of two stages, one is Treg depletion and B cell activation filters and the other their 

extracorporeal circulation devices. The former filters are naturally followed by the latter extracorporeal 

circulation devices in the time table. What the immune control implies here are the immune responses as a result 

of Treg depletion and direct activation of B cells. Treg depletion using depletion filter is the initial step to start 

in this program. Tumor infiltrate lymphocytes will be treated with this filter to remove Treg cells to promote 

proliferation of effector T cells, which will be returned to the patient’s tumor region for the immune cell therapy. 

About the activation filter, the tumor-associated carbohydrate antigen of Ley is chosen, and filter displaying Ley 

on the surface of component fibers is the initial target issue to challenge. The filter displaying Ley will be placed 

in the mouse peritoneal cavity, and the IgM production will be evaluated by ELISA. The final goal of this 

program is placed on the integrated immune cell therapy using the Treg depletion filter and the B-cell activation 

filter, ending up with POC. The summary of the fiscal year 2016 is as follows. 

 

Treg depletion filter 

• Novel anti-CCR4 IgGs were prepared by several methods. 

• Treg depletion filter immobilizing one of the novel IgGs was prepared, and its performance to eliminate Treg 

from human plasma blood mononuclear cells was evaluated, but failed to achieve the needed performance for 

the depletion filter. 

• The needed performance of the depletion filter was determined by studying the relationship between the Treg 

ratio in the effector T cells and proliferation rate of CD8+ T cells or interferon  producing ability. 

• Surface modification technique of PP non-woven filter coated with peptide nanosheets was established. Further, 

immobilization of IgG with a fixed orientation was achieved. 

• The performance of the Treg depletion filter, which was obtained by a novel method for surface modification 

using peptide nanosheet, was evaluated. The depletion rate exceeded over 90%, and nonspecific cell adhesion 

was highly suppressed. 

 

B-cell activating filter 

• Ley-poly(sarcosine)-b-(L-Leu-Aib)6 and Ley-poly(sarcosine)-b-(D-Leu-Aib)8 were synthesized and used for 

preparation of several molecular assemblies. These molecular assemblies were injected into the blood stream of 

mice, and IgM production was evaluated by ELISA. 

•A new tumor-associated carbohydrate antigen based on Ley was started to synthesize. 

 

活動総括概要 
免疫制御を目的とした体外循環治療の基盤技術の創製と応用について、技術開発を、フィルタの開発
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と体外循環デバイスの開発の 2 段階に分け、順次シーケンシャルに開発することにした。本研究開

発での免疫制御には二つの要素があり、一つは Treg 除去であり、他方は B 細胞賦活化である。ま

ず、Treg 除去について、Treg 除去フィルタの開発が第一段階となるが、その目標は、癌に浸潤して

いる免疫細胞を体外に取り出し、Treg 除去フィルタに通した後、免疫細胞を増殖させ、再び Treg 除

去フィルタに通して体内へ戻す、癌免疫細胞療法へ適用できる除去フィルタの開発である。また、B
細胞賦活化については、癌関連糖鎖抗原を選び、これをフィルタに固定化して、フィルタを腹腔に埋

植し、B 細胞を賦活化するフィルタ開発を第一段階とした。さらに、本研究開発の最終目標は、Treg
除去と B 細胞賦活化を統合した癌治療である。このための POC を得る研究も進行している。この 5
年間での活動総括概要は、以下のようにまとめられる。 
 

Treg 除去フィルタ 
1）Treg には免疫抑制効果があるが、枯渇により自己免疫疾患を誘導する。ヒト Treg のマーカー解

析を行い、naive Treg と effector Treg の存在が明らかになり、effector Treg では CD25++、FoxP3++

で識別できることが明らかとなった。腫瘍には、effector Treg が浸潤し高頻度で存在する。 
2）effector Treg を選択的に除去する必要がわかったことから、effector Treg に特異的なマーカーを

探索した。CD25 を選んで depletion を行うと、effector Treg のみならず、effector CD4+ T cell も
除去された。これに対して、CCR4 を選んで depletion を行うと、effector Treg は除去されるもの

の、naive Treg および effector CD4+ T cell は殆ど影響を受けなかった。 
3）ヒト末梢血単核球を用いて、抗 CCR4 抗体を用いた effector Treg 除去効果を、悪性黒色腫細胞

に対して評価した。その結果、effector Tregs を除去することにより、NY-ESO-1 特異的 CD4+T 細
胞および CD8+ T 細胞応答が増強することが示された。 
4）腎臓癌患者由来の腫瘍内浸潤リンパ球について、Treg 除去フィルタを通した後、抗 CD3 抗体/抗
CD28 抗体刺激による細胞培養行い、CD8+ T cell と CD4+ T cell との増殖率を調べたところ、Treg
除去による増殖率の向上が認められた。 
5）細胞レベルでの実験で Treg 除去効果が認められたので、次に、マウスを用いて、養子免疫療法

に対する Treg 除去効果を評価した。SCID マウスにサルコーマ細胞を移植し、担癌マウスを作成し

た。一方、サルコーマ特異的 TCR 遺伝子導入トランスジェニックマウスを作製し、脾臓由来細胞を

得て、Treg 除去フィルタを通した後の細胞を移入して腫瘍サイズの経時変化を観察した。その結果、

Treg 除去により腫瘍の拡大が遅くなることが認められた。 
6）Treg 除去フィルタに要求される除去性能について評価した。ヒト末梢血単核球から、MAX によ

り CCR4+細胞を選択し、また、一方で CCR4-、CD8+細胞を採取して、両者の混合比率を変えて、

抗 CD3 抗体と IL-2 などと共に培養した。その結果、CCR4+細胞の割合が 2.5%を超えると、細胞の

増殖や培養後細胞の IFN-γ 産生能が低下する傾向がみられた。健常人では、CD3+、CCR4+細胞中

に、FoxP3+（effector Treg）が 20%程度存在することから、除去率 80％程度がフィルタへの要求性

能となる。 
7）effector Treg を選択的に除去できるフィルタ開発のために、新規抗 CCR4 抗体の探索を、ペプチ

ド免疫法、ファージディスプレイ法、cDNA 免疫法を用いて実施した。作製した候補抗体のうち、い

くつかを CCR4 発現細胞株と反応させることで、反応性の確認を行い、CCR4 に対して反応性を有

するクローンが複数得られた。候補抗体の一つである 38-2b 抗体を固定したカラムを作製し、末梢

血単核球からの Treg 除去性能を評価したが、目標とする規格に達しなかった。他に得た抗体を解析
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中である。 
8）PP 不織布の繊維表面にペプチドナノシートを光固定化する手法を確立した。また、この修飾表

面に抗体を配向固定化することに成功し、表面に稠密に抗体を固定化できることが示された。 
9）ペプチドナノシートで修飾し、抗体を固定化したフィルタについて、Treg 除去性能を評価した。

BALB/c マウス由来の脾臓細胞からの Treg 細胞除去率は、90％を超えることが示された。さらに、こ

のフィルタは、細胞の非特異的吸着を著しく抑制できることもわかった。 
 

B 細胞賦活化フィルタ 
1）癌関連糖鎖抗原として Leyを選択し、化学合成のルートを確立した。さらに、両親媒性ポリペプ

チドの親水性ブロックの末端に Leyを導入する方法を確立した。 
2）Leyを導入した両親媒性ヘリックスペプチドで構成されるペプチドナノシートを作製し、PP 不織

布繊維表面に光固定化する方法を確立した。 
3）Leyを繊維表面に固定化したフィルタを、マウスの腹腔内に移植し、1 週間後に採血し、抗体産生

量を ELISA により評価した。その結果、脾臓に近接してフィルタを移植した場合、両親媒性ポリペ

プチドの親水性ブロックに用いた poly(sarcosine)に対する IgM の産生が認められ、また、Ley に対

する IgM の産生も示唆された。 
4）Ley の表面密度と抗体産生量との関係を調べるため、Ley-poly(sarcosine)-b-(L-Leu-Aib)6 および

Ley-poly(sarcosine)-b-(D-Leu-Aib)8を合成し、Leyを結合していない数種類のブロックペプチドと組

み合わせて、モルフォロジーあるいはディメンジョンの異なる分子集合体を作製した。これら Ley を

組み込んだ分子集合体をマウスに投与して、血清を採取し、ELISA により抗体産生を評価した。その結果、

Leyに対する抗体を有意に誘導できる条件を見出した。 
5）上記の結果を基に、Ley を高密度にする新規 TACA の合成を開始した。 

 
Summary of whole-period activities 

 The base technology aiming at immune control by extracorporeal circulation has been explored in this program, 

which is composed of two stages, one is Treg depletion and B cell activation filters and the other their 

extracorporeal circulation devices. The former filters are naturally followed by the latter extracorporeal 

circulation devices in the time table. What the immune control implies here are the immune responses as a result 

of Treg depletion and direct activation of B cells. Treg depletion using depletion filter is the initial step to start 

in this program. Tumor infiltrate lymphocytes will be treated with this filter to remove Treg cells to promote 

proliferation of effector T cells, which will be returned to the patient’s tumor region for the immune cell therapy. 

About the activation filter, the tumor-associated carbohydrate antigen of Ley is chosen, and filter displaying Ley 

on the surface of component fibers is the initial target issue to challenge. The filter displaying Ley will be placed 

in the mouse peritoneal cavity, and the IgM production will be evaluated by ELISA. The final goal of this 

program is placed on the integrated immune cell therapy using the Treg depletion filter and the B-cell activation 

filter, ending up with POC. The summary of 5-year activities is as follows. 

 

Treg depletion filter 

• The analyses of human Tregs revealed the categorization of Tregs into naive and effector Tregs. The effector 

Tregs of CD25++ and FoxP3++ infiltrate in the tumor site at high frequency. 
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• The main marker of human effector Treg was explored. The marker of CD25 is not specific to the effector Treg 

because CD25 is expressed on the effector Treg as well as the effector CD4+ T cell. On the other hand, CCR4 

is expressed specifically on the effector Treg. 

• The effect of the effector Treg depletion from human plasma blood mononuclear cells on the immune cell 

responses of CD4+ T cell and CD8+ T cell against melanoma was found to be positive. 

• The cell growth of CD4+ T cell and CD8+ T cell in the tumor infiltrate lymphocytes was promoted by the Treg 

depletion. 

• The adoptive immune cell therapy including the Treg depletion process was applied to the sarcoma-bearing 

mouse. With the Treg depletion, the tumor growth was apparently suppressed. 

• Novel anti-CCR4 IgGs were prepared by several methods. 

• Treg depletion filter immobilizing one of the novel IgGs was prepared, and its performance to eliminate Treg 

from human plasma blood mononuclear cells was evaluated, but failed to achieve the needed performance of 

the depletion filter. 

• The needed performance of the depletion filter was determined by studying the relationship between the Treg 

ratio in the effector T cells and proliferation rate of CD8+ T cells or interferon  producing ability. 

• Surface modification of PP non-woven filter with peptide nanosheet was established. Further, immobilization 

of IgG with a fixed orientation was achieved. 

• The performance of the Treg depletion filter, which was obtained by a novel method for surface modification 

using peptide nanosheet, was evaluated. The depletion rate exceeded over 90%, and nonspecific cell adhesion 

was highly suppressed. 

 

B-cell activating filter 

• The synthetic method of Ley was established. 

• Ley-poly(sarcosine)-b-(L-Leu-Aib)6 containing nanosheet was prepared, and the photo-immobilization 

technique of the nanosheet on the non-woven fiber surface was established. 

• Ley-immobilized filters were embedded in the peritoneal cavity of mice. With these filters, the production of 

IgM against Ley was confirmed. 

 

• Ley-poly(sarcosine)-b-(L-Leu-Aib)6 and Ley-poly(sarcosine)-b-(D-Leu-Aib)8 were synthesized and used for 

preparation of several molecular assemblies. These molecular assemblies were injected into the blood stream of 

mice, and IgM production was evaluated by ELISA. The relationship between the IgM production and the 

surface density of Ley was clarified. 

•A new tumor-associated carbohydrate antigen based on Ley was started to synthesize. 
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