
 

Instructions for use

Title KALAペプチド修飾ナノ粒子を基盤としたワクチン技術の開発とがん免疫療法への応用 [全文の要約]

Author(s) 三浦, 尚也

Citation 北海道大学. 博士(薬科学) 甲第13179号

Issue Date 2018-03-22

Doc URL http://hdl.handle.net/2115/69964

Type theses (doctoral - abstract of entire text)

Note この博士論文全文の閲覧方法については、以下のサイトをご参照ください。【担当：薬学部図書室】

Note(URL) https://www.lib.hokudai.ac.jp/dissertations/copy-guides/

File Information Naoya_Miura_summary.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP

https://eprints.lib.hokudai.ac.jp/dspace/about.en.jsp


 

 

 

 

学 位 論 文 の 要 約 
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学 位 論 文 題 名 

 

KALAペプチド修飾ナノ粒子を基盤としたワクチン技術の開発とがん免疫療法への応用 

 

がん免疫療法は、生体内に備わる免疫系を人為的に活性化する事でがんを治療する手法であり、

第 4のがん治療法として開発が進められている。特に免疫チェックポイント阻害剤は、高い効果

を示し、がん免疫療法の有用性を広く知らしめた薬剤である。一方で奏効率は未だ改善の余地が

あり、免疫チェックポイント阻害剤が初めて認可された悪性黒色腫でも 40%程度である。奏効率

を高める戦略の 1つとして、ワクチン技術との併用が期待されている。免疫チェックポイント阻

害剤の 1 種である抗 PD-1/L1 抗体は、腫瘍細胞と腫瘍細胞を攻撃する細胞障害性 T 細胞

（Cytotoxic T-Lymphocyte: CTL）間の抑制機構を阻害する事から、腫瘍特異的なCTLが薬効発

現に必要である事が提唱されている。すなわち、腫瘍特異的CTLを誘導可能なワクチン技術の開

発は、従来に増してがん免疫療法の発展に寄与すると考えられる。CTLの誘導には、樹状細胞を

筆頭とした抗原提示細胞における主要組織適合遺伝子複合体（Major Histocompatibility 

Complex: MHC）Class-I分子を介した抗原提示が必要不可欠である。通常、MHC Class-I分子

により提示される抗原ペプチドは細胞質由来のものであることから、本分子を介した抗原提示を

人為的に誘導するためには、抗原提示細胞の細胞質へ抗原タンパク質を導入する技術が必要であ

る。これを達成する 1つの手法として、核酸ワクチンが挙げられる。本手法では抗原をコードす

る DNA や RNA を用いて、抗原タンパク質の導入をおこなう。この場合、抗原タンパク質は細

胞質において発現するため、結果として、細胞性免疫が誘導されやすく、がんワクチンとしての

有用性が高いと考えられている。一方で、核酸は巨大な分子量を有する水溶性分子である事から、

単独での細胞への導入は困難である。従って、核酸を効率的に細胞へ、特にプロフェッショナル

抗原提示細胞である樹状細胞へ導入可能なキャリアの開発は、がんに対するワクチン技術の開発

に重要である。 

 

当研究室で開発された、多機能性エンベロープ型ナノ構造体（Multi-functional Envelop-type 

Nano Device: MEND）は、核酸をポリカチオンで凝縮させコア粒子化し、その表面を脂質膜で覆

う構造を持つ核酸キャリアである。これまでに中性条件下で α-helix構造を有するKALAペプチ

ド（WEAKLAKALAKALAKHLAKALAKALKA）をMEND表面に修飾することで、樹状細胞

株 JAWSIIに対する遺伝子導入能と免疫活性化能を示す事が報告されてきた。一方で、プライマ



 

 

リー樹状細胞への遺伝子導入能・免疫活性化能やがんワクチンとしての機能については未だ明ら

かとなっていなかった。上を踏まえて本研究では、KALAペプチド修飾ナノ粒子を基盤とした、

樹状細胞への遺伝子導入キャリアの開発と、がん免疫療法への応用を試みた。第一章では、マウ

ス骨髄細胞より分化誘導した、マウス骨髄由来樹状細胞（BMDC）を用い、樹状細胞株である

JAWSII において得られた遺伝子導入能、免疫活性化能について検証した。また、免疫活性化機

構の分子メカニズムの解明、及びモデル抗原であるオボアルブミン（OVA）を用いた樹状細胞ワ

クチンとしての応用可能性を検討した。続いて第二章では、モデル抗原ではなく、実際にヒト臨

床で用いられる抗原を用いた治療的な抗腫瘍効果を得るため、より発展的なメッセンジャーRNA

（mRNA）を用いたmRNAワクチンの開発を試みた。その過程で、mRNAワクチンのアジュバ

ントとして適切な分子種の選定をおこない、ヒト実弾抗原であるNY-ESO-1に対する治療的な抗

腫瘍効果の検討をおこなった。 

 

第 1 章ではまず、マウスプライマリー樹状細胞である BMDC への遺伝子導入能と免疫活性化

能について検討をおこなった。その結果、KALA-MEND は、細胞透過性ペプチドであるオクタ

アルギニン（R8）修飾MEND（R8-MEND）に比べ、効率的な遺伝子導入と炎症性サイトカイン

や I 型インターフェロンを筆頭とするサイトカイン・ケモカインの産生を誘導した。KALA-

MEND のサイトカイン産生に必要な構成要素について検討をおこなったところ、KALA ペプチ

ドに加え、高膜融合性脂質や pDNA（長鎖DNA）の必要性が明らかとなった。また、KALA-MEND

は酸性条件下において高い膜融合性を示すことや、細胞内動態解析により酸性コンパートメント

からの脱出効率に優れる事が明らかとした。これらの知見から、樹状細胞の活性化には、細胞質

内の DNA センサーが寄与している可能性が考えられたため、阻害剤を用いてその検証をおこな

ったところ、細胞質内DNAセンサーである、STING/TBK1経路や（AIM-2）インフラマソーム

の関与が示唆された。次に、KALA-MEND の樹状細胞型 DNA ワクチンとしての有用性を検証

するため、モデル抗原であるオボアルブミン（Ovalbumin: OVA）を用いた抗原特異的な免疫応

答を評価した。KALA-MENDにモデル抗原であるOVAをコードする pDNAを内封し、BMDC

へ導入する事で、MHC Class-I分子を介したOVAの抗原ペプチドの提示が認められた。また、

このようなBMDCをマウスへ免疫することによって、OVA特異的なCTL活性、及びOVA発現

リンパ腫である E.G7-OVA に対する治療的な抗腫瘍効果を得る事に成功した。更に KALA-

MENDのDNAワクチンベクターとしての有用性を評価するため、ヒト臨床でも用いられるがん

精巣抗原 NY-ESO-1 に対する検討をおこなった。しかしながら、NY-ESO-1 発現大腸がん細胞

CT26（CT26/NY-ESO-1）に対する予防的な抗腫瘍効果を得る事に成功したものの、CT26/NY-

ESO-1に対する治療的な抗腫瘍効果を得る事は出来なかった。 

 

CT26/NY-ESO-1に対する治療的な抗腫瘍効果を得るため、mRNAを用いた検討を第 2章にお

いておこなった。第 1章で用いたKALA-MENDではmRNAの有用性を示す事が困難であった

ため、mRNAに適した新規KALA修飾ナノ粒子の設計をおこなった。その結果、KALAペプチ



 

 

ド修飾リポソームの表面に、静電的相互作用により mRNA を結合させた KALA-Lipoplex を設

計・調製した。KALA-Lipoplex はモデルポリアニオンであるポリアスパラギン酸の濃度に応じ

て、搭載mRNAを放出する事が明らかとなった。また、KALA-MENDで見られた、酸性条件下

における膜傷害能も保持していた。KALA-Lipoplexを用いてLuciferaseをコードするmRNAを

BMDCへ導入したところ、KALA-MENDや一般的にmRNA導入に用いられるカチオン性脂質

DOTAPからなるLipoplexに比べ、効率的にmRNAを導入可能である事が明らかとなった。ま

た、KALA-Lipoplexを用いて、モデル抗原であるOVAをコードするmRNAを導入する事で、

効率的に OVA 特異的 CTL を誘導可能である事が明らかとなった。KALA-Lipoplex を用いて

BMDC へ mRNA を導入した場合には、BMDC の免疫活性化はほとんど見られなかったことか

ら、mRNAワクチン効果を更に増強させるため、がん治療へ応用可能な樹状細胞型mRNAワク

チンに適するアジュバント分子の選定をおこなった。本検討で用いたアジュバント分子は、それ

ぞれ認識機構の異なる以下の 5 つの分子である：Polyinosinic:polycytidylic acid（Poly(I:C)）、

CpG-oligodeoxynucleotide（CpG-ODN）、pDNA（as double-stranded DNA）、5’-triphosphate 

double-stranded RNA（tpRNA）、Monophosphoryl Lipid A（MPLA）。用いたアジュバントのう

ち、Poly(I:C)は導入量に応じて遺伝子発現活性が 1/10~1/100 程度まで減弱した事から、mRNA

ワクチンのアジュバントとしての応用は困難であった。残りの 4種のアジュバント、pDNA, CpG-

ODN, tpRNA, MPLAについて、NY-ESO-1をコードするmRNAとBMDCへ共導入したとこ

ろ、いずれのアジュバントにおいても有意にNY-ESO-1特異的CTL活性が増強する条件が存在

した。そこで、その条件を用いて、CT26/NYESO1に対する治療的抗腫瘍効果を評価した結果、

MPLAを共導入したBMDCの免疫により最も強力な抗腫瘍効果を得る事に成功した。 

 

以上の結果より、KALA ペプチド修飾ナノ粒子を基盤とした核酸キャリアは、樹状細胞型がん

ワクチンキャリアとして有用である事が示された。本研究により得られた成果は、樹状細胞型

DNA/RNAワクチンのがん免疫療法への応用可能性を広げるものである。 

 


