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【略語表】 

Abs   absorbance 

ACK   ammonium-chloride-potassium 

AIM-2   absent in melanoma-2 

ALB   albumin 

AMP   adenosine monophosphate 

ANOVA   analysis of variance 

APC   allophycocyanin 

ATCC   american type culture collection 

ATP   adenosine triphosphate 

BCA   bicinchoninic acid 

BCG   Bacillus Calmette-Guerin 

β-Gal   beta-galactosidase 

BMDC   bone marrow-derived dendritic cell 

BSA   bovine serum albumin 

CCL   C-C motif chemokine ligand 

CD   clusters of differentiation 

CFSE   carboxy fluorescein diacetate succinimidyl ester 

cGAMP   cGMP-AMP 

cGAS   cyclic GMP-AMP synthase 

Chol   cholesterol 

CPRG   chlorophenol red-β-D-galactopyranoside 

CMV IE   cytomegalovirus intermediate/early 

CTL   cytotoxic T-Lymphocyte 

CTLA   cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 

CXCL   C-X-C motif chemokine ligand 

DC   dendritic cell 

DDW   deionized distilled water 

DMSO   dimethyl sulfoxide 

DNA   deoxyribonucleic acid 

DOPE   1,2-dioleoyl-sn-glycero-3- phosphatidyl ethanolamine 

DOTAP   1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane 

dsDNA   double stranded DNA  

EDTA   ethylenediaminetetraacetic acid 

EF1α   human elongation factor-1 alpha 
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eIF2α   eukaryotic initiation factor 2 alpha 

ELISA   enzyme-linked immunosorbent assay 

EPC   egg phosphatidylcholine 

EtOH   ethanol 

FACS   fluorescence activated cell sorting 

FBS   fetal bovine serum 

FDA   food and drug administration 

FITC   fluorescein isothiocyanate 

FRET   fluorescence resonance energy transfer 

GM-CSF  granulocyte macrophage colony-stimulating factor 

GMP   guanosine monophosphate 

HEPES   2-[4-(2-hydroxyehyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid 

HMW   high molecular weight 

HSD17B4  hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 4 

IFIT1   IFN-induced protein with tetratricopeptide repeat 1 

IFN   interferon 

IFNAR   interferon-α/β receptor 

IL   interleukin 

IKK   inhibitor of NF-κB kinase 

IP-10   interferon gamma-induced protein 10 

IRF   interferon regulatory factor 

ISG   IFN stimulated gene 

IVT   in vitro transcribed 

KALA-MEND  KALA peptide-modifed MEND 

LPS   lipopolysaccharide 

Luc   luciferase 

mAbs   monoclonal antibodies 

MDA5   melanoma differentiation antigen 5 

MEND   multifunctional envelope-type nano devise 

MeOH   methanol 

MES   2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid 

MHC   major histocompatibility complex 

MIG   monokine induced by gamma interferon 

MIP-1β   macrophage inflammatory protein 1 beta 

MPLA   monophosphoryl lipid A 

mRNA   messenger RNA 
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mV   milli volt 

N.D.   not detected 

NF-κB   nuclear factor kappa B 

NLRP   NLR family, pyrin domain-containing 

N.S.   not significant 

NTDC   non-treated BMDC 

OAS   2’-5’-oligoadenylate synthase 

ODN   oligodeoxyribonucleotide 

ORF   open reading frame 

OS   overall survival 

OVA   ovalbumin 

PA   phosphatidic acid 

PAP   prostatic acid phosphatase 

pAsp   poly-aspartic acid 

PBS   phosphate buffered saline 

PCI   pan-caspase inhibitor 

PD-1   programmed cell death-1 

PD-L1   programmed cell death-1 ligand 1 

pDNA   plasmid DNA 

PE   phycoerythrin 

PFS   progression-Free Survival 

pH   power of hydrogen 

PKR   dsRNA-activated protein kinase R 

Poly(dA:dT)  poly(deoxyadenylic-deoxythymidylic) acid 

Poly(I:C)  poly(inosinic-polycytidylic) acid 

QD   quantum dot 

QOL   quality of life 

R8   octaargenine 

R8-MEND  R8 peptide-modified MEND 

RIG-I   retinoic acid-inducible gene-I 

RLU   relative light unit 

RNA   ribonucleic acid 

RPMI   roswell park memorial institute 

rRNA   ribosomal RNA 

SD   standard deviation 

SDS   sodium dodecyl sulfate 
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SEM   standard error of the mean 

SPF   specific pathogen free 

SSC   side scatter 

STING   stimulator of IFN genes 

STR   stearyl 

TBK1   TANK-binding kinase 1 

Th   T helper 

TLR   toll-like receptor 

TNF-α   tumor necrosis factor alpha 

tpRNA   5’-triphosphate double-stranded RNA 

Treg   regulatory T cell 

tRNA   transfer RNA 

UTR   untranslated region 

v.s.   versus 

WT   wild type 
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【序論】 

 

がん（悪性新生物）は、1981年以降、日本人の死因の第 1位を占める疾患として知られ

ている。これは近年の医療技術の進歩により、それ以前に上位の死因となっていた他の疾患

（脳血管疾患や心疾患）による死亡が減少した事にもよるが、平成 28年度においては、約

37万人もの日本人ががんにより死亡している 1。がんによる死亡率も年々増加しており、以

前にも増して、がんに対する効果的な治療法の開発の重要性が高まっている。がんに対する

治療法としては、外科的療法・化学療法・放射線療法の 3大療法が以前よりおこなわれてお

り、医療技術の進歩により多くのがん患者の根治や延命、緩和に成功している。しかしなが

ら、それぞれの療法には欠点も存在する。外科的療法は、早期のがんなど病巣範囲が限定さ

れている場合には極めて有効であるが、転移巣が多く生じた場合には効果が薄い。化学療法

や放射線療法においては、耐性がんの出現が問題となっている。加えて、特に化学療法にお

いては副作用による Quality of life (QOL) の低下が著しい。従って、これらの欠点を補い、

3大療法のみでは治療が困難ながんに対する代替療法の開発が望まれている。 

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

である 2-3。その機序は、物理的にがんを除く外科的療法や、がん細胞の分裂能の高さを標

的とする化学療法・放射線療法とは異なる事、及び生体内に元々備わる機構を用いるため副

作用が少ないという利点から、第 4 のがん治療法として期待され、開発が進められている 

(Figure I)4。その歴史は古く、1960年代には、Bacillus Calmette-Guerin (BCG) 菌を含む

免疫賦活化剤のがん治療への応用が報告された。その後 1976年には Moralesらが、膀胱が

ん患者に対する BCG菌の膀胱内注入療法の有用性を報告して以来、膀胱がん、特に非筋層

浸潤膀胱がんのゴールドスタンダードとなっている 5。また、その後も腫瘍細胞に対するモ

ノクローナル抗体や、リコンビナントサイトカイン (I型 interferon (IFN)・interleukin (IL) 

-2)、あるいは獲得免疫系を利用した抗原特異的な免疫応答によるがん治療の研究開発が精
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力的に行われてきた。特に 2010年代におけるがん免疫療法の発展は目覚ましく、免疫細胞

療法である Sipleucel-T6が 2010 年に、免疫チェックポイント阻害剤である抗 cytotoxic T-

lymphocyte-associated protein-4( CTLA-4) 抗体（イピリムマブ）7や抗 programmed cell 

death-1 (PD-1) 抗体（ニボルマブ・ペンブロリズマブ）8がそれぞれ 2011年、2014年に米

国食品医薬品局 (food and drug administration (FDA)) から認可を取得している。 

獲得免疫を介したがん排除機構は以下のようなプロセスを経て達成される (Figure II)。 

Step 1: がんに特異的なタンパク質（がん抗原）が抗原提示細胞（樹状細胞やマクロファー

ジ）によって貪食される 

Step 2: がん抗原がペプチド断片に分解され、抗原提示細胞から T細胞に提示される 

Step 3: がん抗原特異的な T細胞が増殖・活性化し、がん細胞に対し免疫応答を起こす 

 

 

2010 年に上市された Sipleucel-T は、ホルモン療法抵抗性進行性前立腺がんに対する世

界初の免疫細胞療法薬であり、患者末梢血より採取した単核球を「 prostatic acid 

phosphatase (PAP) / granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) 融合

タンパク質」と培養し患者へ戻す治療法である。抗原提示細胞への取り込み促進と活性化を

担う GM-CSF と、前立腺がん特異的抗原である PAP の融合タンパク質を処理する事で、

「Step 1」を人為的に誘導し、PAP 特異的な獲得免疫を誘起するというメカニズムを有し

ている 9。本治療法は、プラセボ群に比べ、全生存期間中央値を 4.1カ月延長する事が示さ

れ、FDA による認可を取得している。しかしながら、病勢進行までの期間 (Objective 

disease progression) の中央値の延長は見られず (Sipleucel-T群：3.7カ月、プラセボ群：

3.6カ月)、効果が限定的であった。後述のように、がん免疫に有効な細胞性免疫の惹起には、

抗原の細胞質への到達が重要である事から、より効率的な抗原タンパク質の抗原提示細胞

への導入法の開発が重要であると考えられる。 
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Sipleucel-T に続き FDA の認可を取得したがん免疫療法薬である免疫チェックポイント

阻害剤は、獲得免疫応答の各段階に存在する確認点（免疫チェックポイント）をコントロー

ルする薬剤である。免疫チェックポイントには多くの機構が知られているが、多くは細胞間

における細胞膜タンパク質同士の相互作用により作用している 10。例えば、抗 CTLA-4 抗

体（イピリムマブ）が標的とするのは、T細胞上の CTLA-4分子と抗原提示細胞上の clusters 

of differentiation (CD) 80/86といった共刺激分子の相互作用である。一般的に抗原提示細

胞から抗原提示を受けたナイーブ T細胞は、同時に CD80/86分子から CD28分子を介して

共刺激シグナルを受け取る事で、活性化・増殖する。一方で過剰な活性化を防ぐため、共刺

激シグナルにより CTLA-4 分子が T 細胞上に誘導されると、CD28 と競合する事で共刺激

シグナルを遮断する。腫瘍組織は、自身が有する腫瘍微小環境により CTLA-4を誘導する、

あるいは CTLA-4を高発現する抑制性 T細胞 (regulatory T cell (Treg)) を誘導する事で、

腫瘍特異的な T 細胞を抑制している事が知られている。抗 CTLA-4 抗体はこのような免疫

チェックポイント経路を阻害する事で、「Step 2」における腫瘍特異的な T細胞の抑制を阻

害し、抗腫瘍免疫を活性化する 10-12。また、抗 PD-1抗体（ニボルマブ・ペンブロリズマブ）

が標的とするのは、T細胞上の PD-1分子と標的細胞上の programmed cell death-1 ligand 

1 (PD-L1) 分子の相互作用である。活性化した抗原特異的 CD8+T細胞は PD-1を発現する

ようになる。一方、体細胞などの標的細胞は、攻撃中の CD8+T 細胞によって産生される

IFN-γに応答し、PD-L1 を発現する。この PD-L1 が活性化 CD8+T 細胞上の PD-1 と相互

作用すると、T細胞側へシグナルが伝達され、T細胞の抑制が誘導される。腫瘍組織におい

ては、がん細胞等に PD-L1が発現し、腫瘍特異的な T細胞のがん細胞への攻撃が抑制され

る。抗 PD-1抗体はこの抑制経路を阻害する事で、「Step 3」における腫瘍特異的な T細胞

のがん細胞への攻撃を促進し、抗腫瘍免疫を活性化する 10, 13-14。 

これらの免疫チェックポイント阻害剤は、臨床試験において優れた効果を発揮した。2011

年に行われたイピリムマブの PhaseIII試験においては、遠隔転移を有する既治療・切除不

能メラノーマに対するランダム化比較 PhaseIIIとして初めて有意な治療効果を得る事に成

功している 7。また、2014年におこなわれた、ニボルマブによる未治療メラノーマに対する

PhaseIII試験においては、標準治療であるダカルバジンに比べ死亡リスクを 58%減少させ、

全生存期間 (Overall Survival: OS)、無進行生存期間 (Progression-Free Survival: PFS) を

有意に延長させる事に成功している 15。また、メラノーマ以外の腫瘍に対してもその有効性

が示されている 16。これら免疫チェックポイント阻害剤は、既存の免疫療法に比べ優れた効

果を示し、がん免疫療法が幅広い腫瘍に対して有効である事を初めて明確に示したもので

ある。 

一方で、その奏効率は、最も効果の高いメラノーマに対しても 40%程度、認可を取得し

ている非小細胞肺癌や頭頸部癌においては 10~20%に留まっており 16、未だ改善の余地があ

ると考えられている。奏効率を改善するための手法として、腫瘍特異的 T 細胞の活性化技

術との併用が提唱されている。Leらは、大腸がん患者において Mismatch-repair deficiency
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を有する患者群と持たない患者群におけるペンブロリズマブの効果を比較した 17。その結

果、Mismatch-repair deficiencyを有する患者群の方が、OS、PFS共に有意に延長した事

が明らかとなった。Mismatch-repair deficiencyを有する場合、遺伝子変異が修復されにく

い事が知られており、本結果より、遺伝子変異の生じやすさが抗 PD-1抗体の効果に影響を

及ぼすことが示唆された。Alexandrovらによって報告された、各がん種における変異の発

生率を見た場合も、免疫チェックポイント阻害剤が有効であるがん種 (Melanoma, Lung 

squamous, Bladder, Colorectum, Kidney) において変異発生率が高い事から、遺伝子変異

の頻度が免疫チェックポイント阻害剤の効果に影響を与える事が示唆されている 18。遺伝

子変異の頻度が高いほど、遺伝子変異により抗原性を得る新規がん抗原 (neoantigen) が多

くなり、腫瘍特異的な免疫応答が起きやすくなる 19 ことを考慮すると、腫瘍特異的な免疫

応答の存在が免疫チェックポイント阻害剤の効果を高めると考えられる。Tumeh らは、メ

ラノーマ患者に対して、ペンブロリズマブ投与前の腫瘍近傍における CD8+T細胞の密度を

評価し、ペンブロリズマブ奏功群では非奏功群に比べ CD8+T細胞の密度が有意に高いこと

を報告している 20。この結果は、抗 PD-1 抗体が既に患者内に存在する腫瘍特異的 CD8+T

細胞を活性化し、抗腫瘍効果を発揮しているという Proof of conceptであると同時に、腫瘍

特異的 CD8+T細胞の誘導が、抗 PD-1抗体の奏効率の向上に繋がる事を示唆するものであ

る。実際に、抗 PD-1 抗体と腫瘍特異的 CD8+T 細胞を誘導する技術（抗 CTLA-4 抗体 21、

がんワクチン 14, 22、放射線照射 23）の併用により、抗腫瘍効果が増強する事が報告されてい

る。以上より、腫瘍特異的 CD8+T細胞を誘導する技術の開発は、更なるがん免疫療法の発

展に寄与すると考えられる。 

抗原特異的な免疫応答は、抗体を介した液性免疫と細胞を介した細胞性免疫の 2 つに大

別される。これらは抗原タンパク質の局在により、どちらが優位に誘導されるかが異なる 

(Figure III)。細胞外に存在する抗原は、エンドサイトーシスにより抗原提示細胞、特に樹

状細胞へ取り込まれたのち、ライソソーム内でペプチド断片に分解される。その後、主要組

織適合抗原複合体 (Major Histocompatibility Complex: MHC) Class-IIと結合し、抗原提

示細胞の表面上に提示される。この場合、CD4+T 細胞がこれを認識し、B 細胞と協調して

働くことで、抗体を介した液性免疫が誘導される。一方で、細胞質内に存在する抗原は、細

胞質中のプロテアソームによってペプチド断片へ分解され、小胞体で MHC Class-I分子と

結合する。その後、抗原提示細胞の表面に提示される事で、CD8+T細胞がこれを認識する。

活性化した CD8+T 細胞は直接細胞を傷害する、細胞傷害性 T 細胞  (Cytotoxic T-

Lymphocyte: CTL) として細胞性免疫に寄与する。従って、腫瘍特異的 CD8+T細胞の誘導

には、がん抗原の細胞質への到達が重要となる。 

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 (Figure IV)24。本手法で

は、抗原タンパク質そのものを用いるのではなく、それをコードする 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 
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と考えられている。更に、核酸ワクチンの特徴として、細胞自身に抗原タンパク質を発現さ

せることから、タンパク質の調製が不要である点や、遺伝子組み換えにより容易に抗原を改

変可能である事が挙げられる。このような観点からも、変異が生じやすく、新たな抗原が多

様に存在するがんという疾患に対して有効であると考えられる。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。 

また、抗原を導入する標的細胞を考慮する事も重要である。Corr らは naked plasmid 

DNA (pDNA) を筋肉内投与した際の抗原特異的な CTL の誘導において、骨髄由来の抗原

提示細胞による抗原提示が主に関与し、筋細胞などの体細胞における抗原提示は CTL誘導

に関わらない事を報告している 25。また、筋細胞によって発現した抗原タンパク質は、抗原

提示細胞が細胞外抗原として取り込むため、細胞性免疫よりも液性免疫が優位となると考

えられる。そのため、細胞性免疫を誘導するためには、抗原をコードする核酸の導入先とし

て、抗原提示細胞を標的とすることが重要であると考えられる。特に、抗原提示細胞の中で

も、ナイーブ T 細胞を唯一活性化可能な、樹状細胞への導入が特に効率的であるという報

告もある 26-27。以上を踏まえると、樹状細胞へ効率的に核酸を導入可能なキャリアの開発

が、核酸ワクチンに必要不可欠であると考えられる。 
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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 28-29。pDNAの導入キャリアとしては、MEND

脂質膜表面に、細胞透過性ペプチドとして知られるオクタアルギニン (RRRRRRRR: R8) 

ペプチドを修飾する事で、分裂細胞であるヒト子宮頸がん細胞株 HeLa やヒト腺がん細胞

株 A549に対して、アデノウイルスに匹敵する遺伝子導入能を示すことが明らかとなってい

る 30。一方で、非分裂細胞であるマウス骨髄由来樹状細胞 (Bone Marrow-derived Dendritic 

Cell: BMDC) に対しては、遺伝子導入能が認められなかった。本結果より、R8ペプチド修

飾 MEND (R8-MEND) の核酸ワクチンへの応用は困難であった。 

そこで、当研究室のシャヒーンらは、樹状細胞へ遺伝子導入可能なキャリアの開発のため、

核膜との融合能を高める目的で、中性条件下で-helix 構造を有する KALA ペプチド 

(WEAKLAKALAKALAKHLAKALAKALKA) をMEND表面に修飾した。本ペプチドはイ

ンフルエンザウイルスのヘマグルチニンを元に設計された機能性ペプチド GALA 

(WEAALAEALAEALAEHLAEALAEALEALAA)31-32 を元に Wyman らによって設計され

たカチオン性ペプチドである。GALAは酸性条件下において-helix構造を有するアニオン

性ペプチドであり、エンドソーム内の酸性環境に応答して膜融合能を発揮する。Wymanら

は DNAの導入のため、GALAのアスパラギン酸残基をリジン残基に置換する事で、中性条

件下において-helix構造を有する KALAペプチドを設計した 33。本報告において、KALA

ペプチドと pDNAと静電的な相互作用を介して複合体を形成させ、培養細胞への pDNAの

導入効率を向上させる事に成功している。このように開発された KALAペプチドを MEND
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表面に修飾し、マウス樹状細胞株 JAWSIIに対して Luciferaseをコードする pDNAを導入

したところ、R8-MEND に比べ高い遺伝子導入活性を得る事に成功した (Figure V)34。ま

た秋田らは、KALA ペプチド修飾 MEND (KALA-MEND) を JAWSII 細胞へ処理した際

に、サイトカイン・ケモカイン等の免疫関連因子のmRNA発現レベルが大きく向上する事

をマイクロアレイ解析により明らかとした 35。これらの結果より、KALA-MENDは樹状細

胞への遺伝子導入能、及び免疫活性化能に優れる DNA キャリアである事が明らかとなり、

核酸ワクチンへの応用可能性が示唆された。一方、非分裂細胞である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。 

以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。 
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第一章 

 

KALAペプチド修飾 

多機能性エンベロープ型ナノ構造体の 

DNAワクチン技術への応用 
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【緒言】 

DNA ワクチンは、抗原をコードする DNAにより抗原タンパク質を導入し、抗原特異的

な免疫応答を誘導する手法である 36-38。核酸ワクチンとして、従来のタンパク質を基盤とし

たワクチン技術（弱毒化ワクチン・不活化ワクチン等）に比べ、感染のリスクが無いまま、

液性免疫のみならず細胞性免疫を誘導可能な技術である。また、製剤的な観点から考えた際

にも、有用な DNAワクチン製剤が一度開発されれば、遺伝子工学技術を用いた抗原情報の

書き換えのみで多様な抗原や変異、疾患に適応可能であり、抗原の変異が早いウイルスによ

る感染症や腫瘍に対する優れたワクチン技術になり得ると考えられている。実際に DNAワ

クチンによる、感染症やがんに対する多くの臨床試験が行われており 39、獣医学領域におい

てはヒトに先立ち、DNAワクチンが上市されている 40。 

序論でも述べたように、効率的な DNAワクチンの開発には、遺伝子導入をおこなう細胞

の選定が重要である 36, 41。T細胞への抗原提示をおこなう抗原提示細胞の中でも、特に樹状

細胞は、唯一ナイーブ T 細胞を活性化可能な抗原提示細胞として知られており、様々な感

染制御や腫瘍に対する抑制的な効果を発揮する 42-44。従って、腫瘍に対する DNAワクチン

技術には、樹状細胞へ遺伝子導入可能な技術の開発が重要である。これまでにウイルスベク

ターや非ウイルスベクターを用いた樹状細胞への遺伝子導入技術の開発が進められている

45。一般的にウイルスベクターは非ウイルスベクターに比べて遺伝子導入効率に優れるため、

アデノウイルスや改変ワクシニアウイルス等のウイルスベクターを用いた臨床試験が多く

行われている 45-47。その一方で、ウイルスベクターを用いた臨床試験では、がん原性や過剰

な免疫応答に代表される安全性の問題 48-49、患者がウイルスベクターに対する免疫応答 

(vector-specific immunity) を有している場合に有効性が低くなるという問題が報告されて

いる 50-51。従って、ウイルスベクターにおける問題点を補完し、樹状細胞への優れた遺伝子

導入能を有する非ウイルスベクターの開発が、DNAワクチン技術の選択肢を広げ、その臨

床応用への可能性を広げるものになると考えられる。 

当研究室の Shaheen らによって開発されたリポソーム型非ウイルスベクターである

KALAペプチド修飾 MEND (KALA-MEND) は、樹状細胞株である JAWSIIに対して遺伝

子導入能、免疫活性化能を有する DNAベクターである事が明らかとなっている 34-35。一方

でプライマリー樹状細胞である BMDCに対する DNAワクチンベクターとしての機能は未

だ明らかではなかった。そこで第 1章の前半において、KALA-MENDの BMDCに対する

遺伝子導入能・免疫活性化能の検証をおこなった。DNAワクチン技術において抗原遺伝子

の導入効率が重要である事は当然ながら、同時に自然免疫系の活性化も、抗原特異的な免疫

応答を誘起する際に極めて重要となる 52-53。特に、自然免疫活性化を伴わない抗原提示（共

刺激分子の欠落等）は、提示された抗原に対する不応答（アネルギー）を引き起こす 54。そ

のため本研究では、KALA-MENDがどのような自然免疫応答を誘導するかについても詳細

に検討をおこなった。また後半では、KALA-MENDにより抗原遺伝子を導入された BMDC
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を免疫した際の抗原特異的な免疫応答についても検討をおこなった。特に、モデル抗原であ

る OVAを用いた評価、及びヒト臨床でも用いられる抗原 NY-ESO-1における DNAワクチ

ンとしての機能評価もおこなった。NY-ESO-1は腫瘍組織及び精巣（免疫系から隔絶された

組織）のみに発現する、がん精巣抗原 (cancer-testis antigen) の 1つであり、メラノーマ

や子宮頸がん、食道がん等の多くの腫瘍組織において発現する事が知られている 55。そのた

め、ヒト臨床におけるがん抗原として、ワクチン技術に広く用いられている。本抗原はマウ

スの MHC Class-Iの１つである H-2Kdにも結合する事が知られており、マウスモデルにお

ける抗原としても機能する 56。モデル抗原であり高い抗原性を有する OVAのみならず、NY-

ESO-1を用いた系においてワクチン効果の検証を行う事で、KALA-MENDの DNAワクチ

ンとしての有用性を評価した。 
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【実験結果】 

1-1. KALA-MENDによる BMDCへの遺伝子導入能評価 

始めに、KALA-MEND による BMDC への遺伝子導入能評価をおこなった。BMDC は、

C57BL/6J マウスの骨髄を採取し、Granulocyte macrophage colony-stimulating factor 

(GM-CSF) 存在下で 6日間培養する事で分化誘導した。BMDCに対し、Luciferaseをコー

ドする pDNA を内封した KALA-MEND を処理し、24 時間後の細胞ライセート中の

Luciferase 活性を測定する事で、遺伝子導入能の指標とした。比較対象の粒子としては、

R8-MEND を用いた。また、CpG 配列を有する pcDNA3.1-Luc (cytomegalovirus 

intermediate/early (CMV IE) promoter) と CpG 配列を完全に除いた pCpGfree-Luc(0) 

(human elongation factor-1 alpha (EF1α) promoter) を pDNAとして用いた。それぞれの

ナノ粒子の物性を Table 1-1 に示す。粒子物性に大きな差は認められなかった。 

 

 

これらのナノ粒子を BMDC へ処理した結果、どちらの pDNA を用いた際にも、KALA-

MENDの方が R8-MENDに比べ有意に高い遺伝子導入能を示した (Figure 1-1a)。本結果

より、樹状細胞株 JAWSIIで得られた結果と同様、KALA-MENDはプライマリー樹状細胞

である BMDCに対しても優れた遺伝子導入能を有する事が明らかとなった。また、pDNA

からの CpG配列の除去は BMDCへの遺伝子導入能を高める事が示唆された。CpG配列の

除去による影響についてより詳細に検討をおこなうため、Table 1-2 に示した 4 種類の

pDNAを KALA-MENDにより BMDCへ導入した際の遺伝子発現活性を評価した。その結

果、CpGの配列の含有量に応じて遺伝子発現活性は減弱した (Figure 1-1b)。従って、BMDC

への遺伝子導入においては pDNA より CpG 配列を除くことが、遺伝子発現活性の上昇に

繋がる事が示唆された。 
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1-2 KALA-MENDによる BMDCの免疫活性化評価 

次に、JAWSIIにおいて得られたもう 1つの知見である、KALA-MENDの免疫活性化効

果について BMDCを用いて評価した。まず、前検討として、BMDCへ KALA-MEND、あ

る いは R8-MENDを処理した際の 6時間後の上清を回収し、Multiplex Suspension Array 

System (Millipore、株式会社ジェネティクスラボに委託解析) を用いて、上清中のサイトカ

イン・ケモカインについて網羅的に評価した。その結果、検出限界以上の濃度が認められた
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サイトカイン・ケモカインの大部分において、KALA-MEND の方が R8-MEND に比べて

産生を誘導している事が明らかとなった (Figure 1-2)。 

その中でも特に差が大きい 8 種のサイトカイン・ケモカイン (IFN-β・interferon gamma-

induced protein 10 (IP-10) ( = C-X-C motif chemokine ligand (CXCL) 10)・IL-1β・IL-6・

tumor necrosis factor alpha (TNF-α)・macrophage inflammatory protein 1 beta (MIP-1β) 

( = C-C motif chemokine ligand (CCL) 4)・monokine induced by gamma interferon (MIG) 

( = CXCL9)・IL-27p28) について、enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 法を用

いて、上清中の濃度を測定した。本検討においては、既存のアジュバントとして知られる

lipopolysaccharide (LPS) (toll-like receptor (TLR) 4 リガンド , 100 ng/mL) 、CpG- 

oligodeoxyribonucleotide (ODN) (TLR9リガンド, 1 μg/mL) の処理時との比較をおこなっ

た 57。その結果、Multiplex Suspension Array Systemの結果と同様に、8種のサイトカイ

ン・ケモカインのいずれにおいても R8-MEND に比べて、KALA-MEND による産生が高

かった (Figure 1-3a)。特に、KALA-MENDの処理によって IFN-β、IL-1βの上清中濃度が

R8-MEND に比べ、それぞれ 50 倍、230 倍高かった。また、LPS や CpG-ODN と比較し

て、IFN-β・IP-10・IL-1β・MIG は KALA-MEND 処理の方が高く産生されていたのに対

し、IL-6・TNF-α・MIP-1β・IL-27p28は LPSや CpG-ODNの方が強く産生を誘導してい 
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た。また、樹状細胞の活性化マーカーとして知られる共刺激分子 CD80, CD8658の発現量に

ついても、フローサイトメトリーを用いて定量した。その結果、KALA-MEND処理群にお

ける CD80, CD86の発現量は、R8-MEND処理群及び LPS処理群に比べて有意に高いこと

が明らかとなった (Figure 1-3b)。以上の結果より、KALA-MEND はマウスプライマリー

樹状細胞である BMDCに対して、サイトカイン・ケモカインの産生、及び活性化マーカー

であるCD80, CD86の発現量上昇を誘導する事が明らかとなった。本結果は、KALA-MEND

が樹状細胞に対する免疫活性化効果を有する事を示唆するものである。また、既存のアジュ

バントとして知られる LPS や CpG サイトカイン・ケモカインの産生プロファイルが異な

る事から、これらの既存のアジュバントとは異なるメカニズムを有する事が示唆された。 

 

1-3 BMDCの免疫活性化に必要な KALA-MENDの構成要素の検証 

前項において、KALA-MENDが BMDCの活性化を誘導する事が明らかとなった。一方、

既存のアジュバントとして知られる TLRアゴニストである LPSや CpG-ODNとは異なる

活性化プロファイルを有する事から、これらの認識機構とは異なるメカニズムにより

BMDC を活性化している事が示唆された。そこで、KALA-MEND による免疫活性化のメ

カニズムの検証をおこなった。本項ではまず、BMDCの免疫活性化に必要な KALA-MEND

の構成要素の検証を行った。KALA-MEND は pDNA とポリカチオンであるプロタミンか

らなるコア粒子を、膜融合性脂質組成として知られる 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3- 

phosphatidyl ethanolamine (DOPE) と phosphatidic acid (PA) からなる脂質膜 59で覆う

構造を有している。これらの構成要素のうち、核酸と脂質膜を異なる材料に置換した際の免

疫活性化効果、今回は IL-6の産生を指標に評価した。本項で用いた各種ナノ粒子の物性は

Table 1-3 の通りである。 
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始めに、pDNA について、CpG 配列の有無の寄与と、pDNA 中の open reading frame 

(ORF) の影響を評価した。CpG配列を持たず Luciferaseをコードする pDNA(Luc/CpG(‒))、

CpG 配列を有し Luciferase をコードする pDNA(Luc/CpG(+))、CpG 配列を持たず

Luciferase をコードしない pDNA(Non-coding/CpG(‒))を KALA-MEND により BMDC へ

導入した際の IL-6 産生を評価した。その結果、 pDNA(Non-coding/CpG(‒))は

pDNA(Luc/CpG(‒))と同程度の IL-6産生を示し、pDNA(Luc/CpG(+))は IL-6産生が若干高

い傾向を示したが、pDNA(Luc/CpG(‒))との間に有意な差は認められなかった (Figure 1-4)。

本結果より、KALA-MENDによるサイトカイン産生は、pDNA中の ORF (Luciferase) や

CpG配列の有無に依らず誘導されることが示唆された。 

次に内封核酸そのものについて検証するため、DNA を内封しない KALA 修飾リポソー

ム (empty) と、アデニンとチミンを繰り返す 20 塩基の短鎖 DNA を内封する KALA-

MEND (AT 20 mer.) による IL-6産生を評価した。その結果、どちらの粒子においても IL-

6産生は認められなかった (Figure 1-4)。本結果より、KALA-MENDによるサイトカイン

産生には、pDNAあるいは長鎖 DNAが必要である事が示唆された。 

最後にMEND脂質膜の寄与を検証した。これまでに用いていた高膜融合性の脂質組成で

ある DOPE/PA に比べ、低い膜融合性しか持たない Egg phosphatidylcholine (EPC) と

Cholesterol (Chol) により構成される脂質膜からなる KALA-MEND (Low-fusiogenic)、及

び脂質膜を持たない pDNA と KALA ペプチドの複合体 (pDNA/KALA) による IL-6 産生

を評価した。その結果、いずれの粒子を用いた場合においても、IL-6 の産生は認められな
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かった (Figure 1-4)。本結果より、KALA-MEND による IL-6 産生には高膜融合性の脂質

組成が必要である事が示唆された。以上の結果より、KALA-MEND による BMDC の免疫

活性化には、KALA-MENDを構成する KALAペプチド、高膜融合性脂質、及び pDNAの

全ての構成要素が必要である事が示唆された。 

 

1-4 KALA-MENDによるエンドソーム脱出能の評価 

前項において、KALA-MENDによる BMDCの免疫活性化には、KALAペプチドと高膜

融合性の脂質膜が必要である事が示唆された。高膜融合性脂質膜は、MENDの生体膜との

融合、及びその突破に寄与すると考えられる。また KALA ペプチドも元来、核膜との融合

性の向上を期待して用いられた。そこでまず、KALA-MENDの生体膜との融合性を、モデ

ル生体膜系として赤血球を用いた Hemolysis assay により評価した。ヘパリン存在下で採

取されたマウス血液より赤血球懸濁液を調製し、pH 7.4, 6.5, 5.5において各種ナノ粒子と

インキュベートした際のヘモグロビンの漏出を、吸光度を指標に評価した。本実験により、

各種 pH環境下において、内封物の漏出を伴う膜傷害能を評価する事が可能である。その結

果、R8-MEND ではいずれの pH においてもヘモグロビンの漏出は認められなかったが、
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KALA-MENDにおいては、pH5.5において強いヘモグロビンの漏出が認められた (Figure 

1-5a)。本結果より、KALA-MENDは酸性条件下において、生体膜と中身の漏出を伴う相互

作用を発揮する事が明らかとなった。この結果は、酸性環境下であるエンドソーム/ライソ

ソームにおいて KALA-MENDが膜融合を起こすことを示唆する結果である。 

そこで実際に、KALA-MENDのエンドソーム/ライソソーム脱出を検証するため、共焦点

顕微鏡を用いて酸性コンパートメントと KALA-MEND (pDNA) の共局在を評価した。

pDNAをビオチン化し、quantum dot (QD) 705-ストレプトアビジンを反応させることで、

QD705標識 pDNA (QD705-pDNA) を調製した。これを KALA-MENDに内封する pDNA

の50%と置換し、QD705-pDNA内封KALA-MENDを調製した。本KALA-MENDをBMDC

へ処理し、6時間後にスピンディスク型共焦点顕微鏡により観察をおこなった。その際には、

Lysotracker Green DND-26を処理する事で、酸性コンパートメントを蛍光標識した。その

結果、R8-MEND においては、赤色で疑似カラー表示された QD705-pDNA と緑色で疑似

カラー表示された酸性コンパートメントが多く共局在している様子が観察されたが、

KALA-MENDにおいては、多くの QD705-pDNAが酸性コンパートメントとは異なる位置

に観察された (Figure 1-5b)。また、QD705-pDNA と酸性コンパートメントの共局在を、

画像解析ソフトである Image Proを用いて解析・定量した結果、KALA-MENDの方が R8-

MEND よりも有意に酸性コンパートメントと共局在していない事が明らかとなった 

(Figure 1-5c)。以上の結果より、KALA-MENDは酸性環境下において高い膜傷害能を有し、

エンドソーム/ライソソームから効率的に脱出し、細胞質へ pDNAを送達している事が示唆

された。 

 

1-5 KALA-MENDによる樹状細胞活性化の分子メカニズムの検討 

近年、pDNAのような double stranded DNA (dsDNA) が細胞質において、TLR非依存

的・細胞質内DNAセンサー依存的に認識されることが報告されている 60-62。例えば、dsDNA

が stimulator of IFN genes (STING) / TANK-binding kinase 1 (TBK1) 経路によって認識

されると IFN-βを、absent in melanoma-2 (AIM-2) インフラマソームによって認識される

と IL-1βが産生される 61, 63-64。KALA-MENDはこれらのサイトカインを誘導し (Figure 1-

3a)、これには pDNA あるいは長鎖 DNA が重要である事が示唆されている (Figure 1-4)。

また、KALA-MENDが効率的に pDNAを BMDCの細胞質へ送達していることが示唆され

ている (Figure 1-5) 事を考えると、KALA-MENDが細胞質内 DNAセンサーを刺激して、

BMDCの活性化を誘起する事が推測される。そこで、これら 2つの経路の阻害剤を処理し

た際の KALA-MENDによる BMDCからのサイトカイン産生を評価した。STING / TBK1

経路に対しては、TBK1 / inhibitor of NF-κB kinase (IKKε) の阻害剤である BX795を、

AIM-2 インフラマソーム経路に対して caspase-1 の阻害剤である Ac-YVAD -CMK を用い

た。KALA-MENDの処理と同時に、Ac-YVAD-CMKが 0 μM, 8 μM, 40 μM、BX795が 0 

μM、0.1 μM、0.01 μMとなるようにそれぞれ BMDCへ処理し、6時間後の上清中の IL-1β、
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及び IFN-βの濃度をそれぞれ測定した。その結果、Ac-YVAD-CMKの処理により IL-1βの

産生が、BX795 の処理により IFN-β の産生が有意に抑制された (Figure 1-6a)。本結果よ

り、KALA-MENDによる IL-1βや IFN-βの産生は、細胞質内 DNAセンサーである AIM-

2 インフラマソームや STING / TBK1 経路を介して誘導されていることが示唆された。ま

た、同様の条件において IL-6 の産生を評価したところ、どちらの阻害剤処理によっても一

定の産生抑制が認められた (Figure 1-6b)。本結果より、IL-6の産生に関しても、それぞれ

の経路が部分的に関与している事が示唆された。 
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1-6 KALA-MENDの抗原提示誘導能評価 

次に、KALA-MENDの DNAワクチンベクターとしての評価を行うため、始めにモデル

抗原である OVAを用いた抗原提示アッセイをおこなった。本アッセイにおいては、OVA257-

264/H-2Kbを認識し、IL-2 と共に β-galactosidase (β-Gal) を産生する T 細胞株である B3Z

を用いた 65。CpG配列を持たない、OVAをコードする pDNAとして pCpGfree-OVA(0)を

KALA-MEND により BMDC へ導入した。その 24 時間後に細胞を回収したのち、B3Z 細

胞と共培養した。更に 15 時間後に β-Gal 活性を、基質である chlorophenol red-β-D-

galactopyranoside (CPRG) を用いた比色定量により評価する事で、OVA の抗原提示強度

の指標とした。その結果、KALA-MENDにより pCpGfree-OVA(0)を導入されたBMDCは、

導入 pDNA量依存的に抗原提示を示した (Figure 1-7)。一方で R8-MENDにより導入した

場合では抗原提示は認められなかった。また、CpGを有する、OVAをコードする pDNAで

ある pcDNA3.1-OVA を用いた場合では、pCpGfree-OVA(0)と比較して 1/10 程度の抗原提

示強度であった。以上の結果より、KALA-MENDによる、CpG配列を持たない抗原コード

pDNAの導入は、BMDCからの抗原提示を効率的に誘導する事が明らかとなった。 
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1-7 抗原遺伝子導入 BMDCによる抗原特異的 CTL活性の評価 

腫瘍に対する抗原特異的免疫において、がん細胞を直接傷害する CTLの役割は非常に重

要である事が知られている。そこで本項では、KALA-MEND により OVA をコードする

pDNAを導入された BMDCをマウスへ免疫した際の、OVA特異的 CTL活性について、in 

vivo CTL assay により評価した。KALA-MEND により pCpGfree-OVA(0)を導入された

BMDC をマウスの footpad より免疫した。1 週間後にナイーブマウスより脾臓細胞を単離

し、OVA257-264 ペプチドを処理した標的細胞、及び未処理のコントロール細胞を調製した。

その後、標的細胞は、1 μM の Carboxy fluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) 

で染色し (CFSEHigh) コントロール細胞は 0.1 μM で染色する (CFSELow) ことで蛍光標識

を行った。これらの細胞を等量混合し、免疫マウスの尾静脈より投与した。その 20時間後、

脾臓を回収し脾臓細胞として単離したのち、CFSEHighと CFESLowの細胞数をフローサイト

メトリーにより測定した。OVA 特異的な CTL 活性が免疫マウスの生体内で誘導されてい

る場合、OVA257-264ペプチドを処理された標的細胞 (CFSEHigh) のみ選択的に傷害されるこ

とから、CFSEHighと CFESLowの比を算出する事で、CTL 活性の指標とした。その結果、

KALA-MENDによる pCpGfree-OVA(0)のトランスフェクション量依存的に、OVA特異的

な CTL 活性が上昇した (Figure 1-8)。また、R8-MEND により pCpGfree-OVA(0)を導入

された BMDCでは、CTL活性がほとんど認められなかった。本結果より、KALA-MEND

により抗原遺伝子を導入された BMDCの免疫により、OVA特異的な CTL活性が誘導され

ることが明らかとなった。 
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1-8 KALA-MENDによる治療的な抗腫瘍効果の検討 

次に、がんワクチンとしての有用性を評価するため、OVAを用いた治療的な抗腫瘍効果

の検討を行った。OVA を発現する EL4 リンパ腫である E.G7-OVA を、C57BL/6J マウス

の右脇腹皮下へ移植した。腫瘍サイズが 100 mm3以上となったマウスに対して、移植から

1週間後及び 2週間後に、各ナノ粒子により抗原遺伝子を導入された BMDCを footpadよ

り免疫した。その後の皮下腫瘍のサイズを経時的に測定する事で、治療的な抗腫瘍効果の検

討をおこなった。その結果、KALA-MENDによって pCpGfree-OVA(0)を導入されたBMDC

の免疫により、PBS投与群に比べ有意な腫瘍体積の減少が認められた (Figure 1-9)。また、

R8-MEND により pCpGfree-OVA(0)を導入された BMDC や、KALA-MEND により

pCpGfree-Luc(0)を導入された BMDC においては、そのような腫瘍体積の減少は認められ

なかった。本結果より、KALA-MENDは樹状細胞型 DNAワクチンベクターとして有用で

ある事が示唆された。 
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1-9 がん精巣抗原 NY-ESO-1を用いた DNAワクチンとしての有用性評価 

ここまでは OVA を用いた DNA ワクチンとしての評価をおこなってきたが、OVA は抗

原性の高いモデル抗原であり、比較的抗原特異的免疫応答を起こしやすい。そこで、KALA-

MEND の DNA ワクチンベクターとしての有用性を更に評価するため、ヒト臨床でも治療

用抗原として頻用される、がん精巣抗原 NY-ESO-1 を抗原として用いた DNA ワクチンの

検討をおこなった。NY-ESO-1 のマウスにおける CTL エピトープは H-2Kdに関して知ら

れているため、NY-ESO-1を用いた実験においては、BALB/cマウスを用いている。 

 CpG配列を含まない、NY-ESO-1をコードする pDNA として pCpGfree-NY-ESO-1(0)

を構築し、KALA-MENDにより BMDCへ導入した。本実験においては 1.2 μg pDNA相当

の KALA-MENDを BMDC へ処理している。本 BMDC を BALB/cマウスへ免疫し、1 週

間後に in vivo CTL assayを用いて、NY-ESO-1特異的 CTL活性を評価したところ、20%

程度の NY-ESO-1 特異的な CTL 活性が認められた (Figure 1-10a, PCI(‒))。本結果より、

NY-ESO-1 を用いた系においても、KALA-MENDが DNAワクチンベクターとして機能す
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る事が示唆された。しかしながら、Figure 1-8 において OVAを用いた場合には、1.2 μgの

pDNAトランスフェクションにより 100%近くの CTL活性が認められたことを考えると、

その CTL 活性は低いものであった。BALB/c マウス由来の BMDC において、0.4 μg 相当

の pCpGfree-Luc(0)を KALA-MENDにより導入した際の Luciferase活性は、2.76 ± 0.63

×107 RLU / mg protein (n=3, Mean ± SEM)であり、C57BL/6Jマウス由来の BMDCにお

ける同様の実験で得られた値 (2.12 ± 0.32×107 RLU / mg protein) と同程度であった。従

って、NY-ESO-1に対する CTL活性の相対的な低さは、用いたマウスの系統の違いによる

遺伝子導入効率の違いには寄らないと考えられる。 

NY-ESO-1 に対する CTL 活性を向上させるため、BMDC の細胞毒性を低減させる目的

で、KALA-MENDの処理時に Pan-caspase inhibitor (PCI) である Q-VD-OPhを同時に処

理した際の CTL活性を評価した。その結果、PCIの同時処理によって、NY-ESO-1特異的

な CTL活性の上昇が認められた (Figure 1-10a)。そこで、がんワクチンとしての機能を評

価するため、始めに NY-ESO-1発現を発現する大腸がん細胞株 CT26 (CT26/NYESO1) に

対する予防的な抗腫瘍効果を評価した。CT26/NYESO1 移植 2 週間前、及び 1 週間前に、

KALA-MENDにより pCpGfree-NY-ESO-1を導入された、PCI処理 BMDCをマウスへ免

疫した。その後 CT26/NYESO1を脇腹皮下に移植し、その後の腫瘍体積を継時的に測定し

た。その結果、pCpGfree-NY-ESO-1 導入 BMDC の免疫により、約 90 日間に渡って腫瘍

の生着を予防する事に成功した (Figure 1-10b)。 

最後に、CT26/NYESO1に対する治療的な抗腫瘍効果を検証した。CT26/NYESO1を右

脇腹皮下に移植し、その 1 週間後、及び 2 週間後に KALA-MEND により pCpGfree-NY-

ESO-1を導入された、PCI処理 BMDCを免疫した。経時的に腫瘍体積を測定し抗腫瘍効果

を検証したところ、pCpGfree-NY-ESO-1導入 BMDCの免疫をおこなっても、PBS投与群

や未処理 BMDC 投与群、pCpGfree-Luc(0)導入 BMDC 免疫群との間に差は認められなか

った (Figure 1-11)。本結果より、KALA-MENDによる樹状細胞型 DNAワクチンは、ヒト

実弾抗原である NY-ESO-1 を用いたモデルにおいて、治療的な抗腫瘍効果を得る事は困難

である事が明らかとなった。 
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【考察】 

第 1章では、KALAペプチド修飾 MEND (KALA-MEND) の DNAワクチンとしての機

能評価をおこなった。 

 

KALA-MEND による樹状細胞への高い遺伝子導入能は、培養細胞である JAWSII 同様、

プライマリー樹状細胞である BMDCにおいても認められた (Figure 1-1)。この際、pDNA

中のCpG配列の影響を評価したところ、332個のCpG配列を持つ pcDNA3.1-Lucに比べ、

CpG配列を持たない pCpGfree-Luc(0)は、約 100倍の遺伝子発現活性を示した。この現象

は、KALA-MEND のみならず、R8-MEND においても認められたことから、BMDC に対

する pDNA 導入において、pCpGfree ベクターが優れている事が示唆された。いくつかの

先行論文において、CpG配列の除去は CHO細胞や 293 細胞などの培養細胞 66、あるいは

エレクトロポレーション法による筋肉内投与時 67 の遺伝子発現を減少させる事が報告され

ているが、一般的には、遺伝子発現効率やその持続性を高める事が知られている 68-72。これ

らの効果においては、炎症反応の抑制が重要であると考えられている。CpG 配列は TLR9

のリガンドであり 73-74、それ自身が免疫細胞の活性化能を有する事から、BMDC における

遺伝子発現の上昇にも、炎症応答が関連する事がまず想定された。過去の文献報告において

も、pDNA中の CpG配列が遺伝子発現を負に制御し、それには炎症応答が関連する事が明

らかとなっている。しかしながら、その後の検討において、pCpGfreeベクターを用いても、

IL-1β、IL-6、TNF-αを筆頭とする炎症性サイトカインの産生が誘導されることが明らかと

なった (Figure 1-3, 4)。従って、BMDCに対する pDNA導入において、CpG配列の除去

による遺伝子発現活性の増強は、炎症応答では説明が困難であると考えられる。想定される

仮説の 1つは、CpG配列のサイレンシングである。ゲノム DNAにおいては、CpG配列が

メチル化される事で転写の抑制を受ける事が知られている 75。これは、エピソーマルに存在

する pDNAにおいても同様の現象が報告されている 76。他の仮説としては、プロモーター

の違いが考えられる。CpG配列を有する pcDNA3.1ベクターにおいては CMV IE promotor

を用いているが、CpG 配列を除去した pCpGfree ベクターにおいては EF1α promotor を用

いている。EF1α promotorは、CMV IE promotorが有効でない、胚性幹細胞において効率

的な遺伝子導入が可能である事が報告されており、同様に初代培養系である BMDCにおい

ても同様であった可能性が考えられる 77。 

 

マウス樹状細胞株 JAWSII に対し KALA-MEND をトランスフェクションした際のマイ

クロアレイ解析において、mRNA レベルで発現が上昇したサイトカイン・ケモカインを、

プライマリー樹状細胞であるBMDCにおいてタンパク質レベルにおける産生評価をおこな

ったところ、多数のサイトカイン・ケモカインの発現が認められた (Figure 1-2, 3a)。自然

免疫系の活性化に伴うサイトカインやケモカインの産生は、免疫応答において極めて重要
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な役割を有する事が知られている 78-80。特に、KALA-MENDによる産生が認められたサイ

トカイン・ケモカインの機能を考えると、これらの発現の上昇は、腫瘍に対するワクチン効

果を考える上で非常に有効であると言える。例えば、IL-6 や IL-1β、TNF-α のような炎症

性サイトカインは、樹状細胞による獲得免疫の誘導に重要であり 81、IFN-β のような I 型

IFN は獲得免疫系の中でも細胞性免疫 (T helper 1 (Th1) 免疫) の誘導を様々なメカニズ

ムにより促進する 82。例えば、CD4+T 細胞の Th1 型への分化促進や 83、樹状細胞による

CD8+T細胞へのクロスプレゼンテーションの促進 84-86、メモリーCTLの増加 87等が挙げら

れる。また、樹状細胞の活性化マーカーである CD80/86や CD40, MHC分子の発現上昇も

誘起する 42。実際、KALA-MENDのトランスフェクションにより、CD80や CD86の発現

量が増加していた (Figure 1-3b)。ケモカインであるMIG (CXCL9) や IP-10 (CXCL10) は、

リンパ節においてC-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4) を介したCD4+T細胞のTh1

型への分化を促進する事が知られており 88-89、IL-27についても同様の作用が報告されてい

る 90。またMIP-1βは活性化 T細胞を誘引すると同時に、IL-1αによって活性化された血管

内皮細胞への接着能を高める事で、MIP-1β産生部位（主に炎症部位）への T細胞の遊走に

関与する事が報告されている 91。これらのサイトカイン・ケモカインの発現プロファイル

は、既存のアジュバントとして知られる LPSやCpG-ODNと異なっていた (Figure 1-3a)。

従って、アジュバントの観点から考えても、既存のアジュバントと比較して、KALA-MEND

は抗腫瘍ワクチンの効果に重要な細胞性免疫の誘導能に優れると考えられる。 

 

KALA-MENDによる樹状細胞の活性化機序を調べる過程で、その構成要素について検討

をおこなったところ、KALAペプチド・高膜融合性脂質膜・pDNAという KALA-MENDの

ほぼ全ての要素が必須である事が明らかとなった (Figure 1-4)。本結果は、KALA-MEND

そのものがアジュバントである事を示唆するものである。また、KALA-MENDの酸性条件

下における高い膜傷害活性は、エンドソーム/ライソソーム脱出を介した pDNAの細胞質へ

の送達を達成し、細胞質内 DNA センサーによる認識を促進するものであると考えられる 

(Figure 1-6)。本膜傷害活性は、細胞透過性ペプチドとして知られる R8 の修飾では達成さ

れない事から、KALAペプチドに起因すると考えられる。元来 KALAペプチドは中性条件

下における膜融合能の促進を目的として修飾されたものであるが、酸性環境下においての

み、高い膜傷害能が示された (Figure 1-5)。KALA ペプチドにおいて酸性環境に応答する

残基はヒスチジンのみである事から、このヒスチジン残基が酸性環境における膜傷害能に

影響を及ぼしている事が考えられる。いくつかのウイルス膜タンパク質においてヒスチジ

ン残基は、酸性環境下におけるエンドソーム膜との融合に重要な役割を有していることが

報告されている 92-93。KALAペプチドは GALAペプチドを元に設計されたペプチドである

が、GALAペプチド自身は、インフルエンザウイルスのヘマグルチニン由来である。ヒスチ

ジン残基はその名残であり、それが保存されている KALA ペプチドもウイルス膜タンパク

質のような機序により、酸性環境下に高い膜傷害能を有している可能性も考えられる。 
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KALA-MENDの免疫活性化効果が、pDNAの細胞質内 DNAセンサーによる認識に起因

する事が、阻害剤を用いた実験により明らかとなった (Figure 1-6)。TBK1 / IKKεの阻害

剤である BX795 によって、KALA-MEND による IFN-β の産生が抑制された。TBK1 が

STING 依存的 63、interferon regulatory factor 3 (IRF3) 依存的 60に B 型 DNA による

IFN-β産生に寄与する事が報告されており、本結果と合わせて考えると、KALA-MENDに

よる IFN-β産生は、B型 DNAの STING / TBK1 / IRF3経路を介したものであると考える

事が出来る。一方で、STINGの直接のリガンドは cyclic-di-GMP等の環状ジヌクレオチド

であり 94、B型 DNAそのものは直接認識されない。従って、更に上流に B型 DNAを直接

認識する分子が存在すると考えられている。近年の研究の発展により、DNA を認識し

STING を活性化するタンパク質が明らかになっている 95。例えば cyclic GMP-AMP 

synthase (cGAS) は、細胞質内の B型 DNAを認識し、GMPと AMPからセカンドメッセ

ンジャーとして cyclic-di-GAMPを合成し、STINGを活性化する事が報告されている 96-98。

どのような DNA認識センサー分子が、KALA-MENDにより送達された pDNAを認識し、

下流の STING / TBK1 / IRF3を活性化するのか、またその寄与率などは、それぞれのタン

パク質の KO マウス由来の BMDC に対する IFN-β 誘導能の評価により明らかにできると

考えられる。一方で、KALA-MEND により活性化された経路全てが、DNA ワクチンとし

ての活性の発揮に必要な経路であるかどうかについては、更なる検討が必要であると考え

られる。in vivoでの検討ではあるが、筋肉内投与型の pDNAを用いた DNAワクチンにお

いて、cGAS 非依存的な STING の活性化が、DNA ワクチンとしての薬効発揮に寄与する

という報告もある 99。いずれの経路の活性化が DNAワクチンのアジュバント活性として重

要であるかについても、KOマウスを用いた検討により明らかにする事が期待される。 

一方で、caspase-1の阻害剤である Ac-YVAD-CMKによって、KALA-MENDによる IL-

1βの産生が抑制された。caspase-1は、別名 Interleukin-1 converting enzymeと呼ばれる

IL-1βの成熟化をおこなうカスパーゼであり、インフラマソームを構成する分子の１つであ

る 100。caspase-1 はインフラマソームが形成されると自己切断により活性型となり、pro-

IL-1βを IL-1βへと変換し、細胞外への産生を誘導する。種々のインフラマソームの中でも、

AIM-2インフラマソームは細胞質内の B型 DNAを認識する事が報告されている 64, 101。そ

のため、KALA-MENDによる IL-1β産生には、AIM-2インフラマソームが関与している可

能性が考えられる。一方で、Hemolysis assayにより、KALA-MENDが酸性環境下におい

て高い膜傷害能を有していることが明らかとなったが、これはエンドソーム/ライソソーム

の傷害を引き起こしている可能性が考えられる。その場合、エンドソーム/ライソソームの

傷害によって活性化する NLR family, pyrin domain-containing (NLRP) 3インフラマソー

ムの活性化も誘起している可能性が考えられる 102。 
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【小括】 

第 1章では、KALA-MENDの DNAワクチンとしての機能評価をおこなった。 

 

マウスプライマリー樹状細胞である BMDC へ、KALA-MEND により CpG 配列を含ま

ない pDNA の導入をおこなう事で、効率的な遺伝子導入と多岐に渡るサイトカイン・ケモ

カインの産生が誘導された。これらのサイトカイン・ケモカインは、抗腫瘍ワクチンにおい

て重要な役割を持つ細胞性免疫を促進するものであった。また、同時に樹状細胞の成熟化・

活性化マーカーである CD80, CD86の発現も上昇していた。 

 

KALA-MEND の BMDC 活性化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 pH5.5のような酸性条件下において、高い膜傷害能を有し、樹状細

胞内でも効率的な酸性コンパートメントからの脱出を達成していた。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、STING/TBK1 経路や (AIM-2) インフラマ

ソームの関与が示唆された。 

 

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 103。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。その結果、樹状細胞の毒性

を低減させる目的で使用した Pan-caspase inhibitor と併用する事で、NY-ESO-1 特異的

CTL活性の誘導、及び 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。 
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第二章 

 

KALAペプチド修飾 

リポプレックス型ナノ粒子の 

mRNAワクチン技術への応用 
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【緒言】 

Messenger RNA (mRNA) は生体内においてセントラルドグマの中間に位置し、ゲノム

DNAを鋳型として転写されたのち、多くの生体機構の働き手であるタンパク質へ翻訳され

る。無細胞系のシステムにより人為的に合成された in vitro transcribed (IVT) mRNAは、

pDNAやウイルスベクターと同様、遺伝子導入技術への応用が現在までになされてきた 104-

105。遺伝子導入技術のツールとしての研究は、mRNAがその易分解性等の問題点からpDNA

やウイルスベクターに先行されていた。しかしながら、近年では mRNAの特性に基づくメ

リットが注目され、臨床応用を含めた盛んな研究が進められており、免疫療法、特にワクチ

ン技術への応用が最も盛んにおこなわれている 106-107。mRNA による遺伝子導入のメリッ

トとしては、まずその安全性が挙げられる。pDNAや一部のウイルスベクターでは、ゲノム

への挿入によるゲノム毒性（がん原性等）や発現レベルのコントロールの困難さが問題とな

るが、mRNA の場合ゲノムへの挿入は起き得ない。また、遺伝子発現も一過的であり、持

続的な発現による免疫寛容の誘導も起きにくいと考えられている 108-109。ゲノムへの挿入以

外の観点においても、pDNA やウイルスベクターにおけるバックボーン配列等の、遺伝子

発現に不要な配列が必要ないことや、ベクターそのものに対する免疫応答（例：pDNAでは

抗 DNA抗体、ウイルスベクターではウイルス特異的な免疫応答）も起きない事から、安全

性に優れていると考えられる。実際、FDA の分類として mRNA を用いた治療は、”gene 

therapy”ではないとされており、pDNA や一部のウイルスベクターに課されるような遺伝

毒性に関する評価も回避可能であると考えられている 108-109。また、効率面から考えると、

pDNAによる発現は、核膜の消失を伴う過程（細胞分裂等）が必要であり、非分裂細胞への

導入は効率が低いが、mRNA による発現の場合は、細胞質への送達のみで達成されること

から、非分裂細胞に対しても効率的に遺伝子導入が可能である。以上のように、mRNA を

用いたワクチン技術は、pDNA を用いた場合と比べて、安全性と効率に優れると考えられ

る。一方で、pDNAと同様に mRNAも水溶性の高い巨大分子である事から、それ単独での

細胞質への到達は困難である。細胞への mRNAの取り込みはスカベンジャー受容体によっ

て行われるが、その後の多くの mRNA分子がライソソームにおいて分解される事が報告さ

れている 110。従って、mRNAを効率的に細胞質へ導入可能なキャリアの開発は、mRNAワ

クチンの成功に不可欠である。 

本論文では第 1章において、KALA-MENDの DNAワクチンへの応用を試みたが、モデ

ル抗原である OVAでは優れた効果を示した一方、実弾抗原である NY-ESO-1では治療的な

抗腫瘍効果を得る事が困難であった。そこで第 2 章では、KALA ペプチド修飾ナノ粒子を

用いたmRNAワクチン技術の開発を試みた。遺伝子ベクターとしてmRNAを用いる事で、

より効率的な遺伝子導入を達成し、抗原特異的な免疫応答の向上を考えた。mRNA キャリ

アとして KALAペプチド修飾ナノ粒子を考えた場合には、KALAペプチドの修飾による優

れた酸性コンパートメント脱出能や、細胞質への核酸送達能が、mRNA の導入に有効であ
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ると考えられる。まず第 2章の前半では、mRNA導入に適した KALA修飾ナノ粒子製剤の

検討をおこない、OVAモデルを用いて CTLに関する評価をおこなった。また第 2章の後半

では、樹状細胞型 mRNAワクチンに適したアジュバント分子の選定をおこなった。mRNA

ワクチンにおいては、IVT mRNAそのものが免疫活性化分子として機能すると考えられて

おり、IVT mRNA がワクチン技術に適する理由の 1 つとみなされている 111-112。免疫細胞

においては、IVT mRNAが TLR3, TLR7, TLR8等の TLRsや retinoic acid-inducible gene-

I (RIG-I) 等の RIG-I-like receptor (RLR) によって認識されることで、I型 IFN等が誘導

されることが報告されている 106, 113-114。一方で、I型 IFNが mRNAワクチンに与える影響

に関しては、未だ議論の余地がある。Kranzら 115や Broosら 116の報告においては I型 IFN

受容体 (interferon-α/β receptor (IFNAR)) が mRNA ワクチンの活性発揮に重要であった

が、De Koker ら 117-118 の報告によると、WT マウスに比べ IFNAR-KO マウスにおいて

mRNA ワクチンの効果が上昇した。これらはいずれも異なる mRNA ナノキャリアをマウ

ス生体へ直接投与した場合の結果であるが、本研究の主眼である KALA ペプチド修飾ナノ

粒子を用いた樹状細胞型mRNAワクチンにおいても、I型 IFN、あるいはアジュバントが

どのように機能するかは明らかでない。そこで、各種アジュバントを mRNAと同時に共導

入した際の、遺伝子発現活性や CTL活性を指標にアジュバントの選定をおこない、最後に

CT26/NYESO1に対する治療的な抗腫瘍効果の検証をおこなった。 
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【実験結果】 

2-1 BMDCへの mRNA導入に適した新規 KALAペプチド修飾リポソーム製剤の設計 

mRNA の BMDC への効率的な導入をおこなうため、まず予備検討として、pDNA と同

様の方法で、mRNAを KALA-MENDに封入し、BMDCへの遺伝子導入能を評価した。こ

の際に用いたmRNAは、pDNAにおいてBMDCへの遺伝子導入に有効であったpCpGfree-

Luc(0)の ORFを T7 promoterの下流に有する pcDNA3.1-Luc(0)を、in vitro転写する事で

得られた mRNA-Luc(0)である。本 mRNA を内封する KALA-MEND を BMDC へ処理し

たところ、得られた Luciferase活性は、KALA-MENDにより pCpGfree-Luc(0)を導入した

場合と同程度であった (Figure 2-1a)。本予備検討より、KALA-MEND を BMDC への

mRNA導入キャリアとして用いる事は困難である事が示唆された。 

 

 

そこで次に、BMDCへ mRNAを効率的に導入可能な新規 KALAペプチド修飾リポソー

ム製剤の設計を試みた。第 1章より、KALA-MENDは酸性環境下における高い膜融合性を

有している事から、エンドソーム脱出の観点から考えると、KALA ペプチド修飾リポソー

ムは、mRNA 導入に適したキャリアであると考える事が出来る。すなわち、エンドソーム

脱出後について考慮する必要があると考えられる。そこで注目したのが、キャリアからの

mRNAの解離である。KALA-MENDは核酸をポリカチオンである protamine と凝縮させ

たコアを始めに形成させ、それを脂質膜で覆う構造を有している (Figure 2-1b)。そのため、

核酸が KALA-MEND と強く相互作用し、mRNAの細胞質への放出が達成されない可能性

が考えられた。そこで、mRNA を内封するのではなく、粒子表面に静電的相互作用により
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結合させるリポプレックス型の KALA修飾ナノ粒子を考案した (Figure 2-1c)。この KALA

ペプチド修飾リポプレックス (KALA-Lipoplex) は、まず DOPE/PAからなるリポソームを

単純水和法により調製し、その後 KALAペプチドを修飾する事で KALA修飾リポソームを

調製したのち、KALA修飾リポソームに mRNA溶液を添加する事で調製した。この際、ポ

リカチオンである protamine を用いておらず、KALA-MEND に比べ正電荷の量が減少し

ている事から、KALA-MEND と同様の脂質組成  (DOPE/PA = 7/2, 10mol%KALA 

modification) では粒子の凝集が見られた。そこで脂質組成を変更する事で安定な KALA-

Lipoplexの形成を目指し、検討をおこなった。その結果、負電荷脂質である PAの含有量の

減少（約 22.2% → 約 18.2%）、及び正電荷ペプチドである KALAペプチドの修飾量を増加 

(10 mol%→15 mol%) させることで、安定な KALA-Lipoplexの調製に成功した。mRNA-

Luc(0)を搭載した KALA-Lipoplexの物性は Table 2-1 の通りであり、mRNA-Luc(0)を内封

した KALA-MENDの物性と大きな差は認められなった。 

 

 

KALA-LipoplexのmRNAキャリアとしての有用性を評価する前に、mRNAの放出能に

ついて評価をおこない、そのコンセプトの検証をおこなった。mRNA-Luc(0)を内封する

KALA-MEND、mRNA-Luc(0)を搭載した KALA-Lipoplex、及び naked mRNA-Luc(0)を

145 mM NaCl / 5 mM 2-[4-(2-hydroxyehyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid (HEPES) 

緩衝液中で、モデルポリアニオンである Poly-aspartic acid (pAsp) と 30分間、37℃でイン

キュベートした。その後、非変性 1%アガロースゲルを用いて 2 時間、4℃で電気泳動した

際の mRNA のバンドを撮像した。その結果、KALA-MEND は、今回用いた pAsp 濃度の

範囲では mRNA を放出しなかったのに対し、KALA-Lipoplex は pAsp 濃度依存的に搭載

mRNA を放出する事が明らかとなった (Figure 2-2)。本結果より、KALA-Lipoplex は

KALA-MEMDに比べ効率的に mRNAを放出可能である事が示唆された。 

mRNA を内封する KALA-MEND とは異なり、KALA-Lipoplex は機能性素子である

KALA ペプチドと mRNA が直接、静電的な相互作用をするような構造が想定される 

(Figure 2-1b)。そのため、KALAペプチドの機能、例えば酸性環境下における膜傷害能に 
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影響が出る可能性が考えられた。そこで、KALA-Lipoplexの膜傷害能を Hemolysis assay

により評価した。ヘパリン存在下で採取されたマウス血液より赤血球懸濁液を調製し、pH 

7.4, 6.5, 5.5において各種ナノ粒子とインキュベートした際のヘモグロビンの漏出を、吸光

度を指標に評価した。その結果、意外なことに、KALA-Lipoplexは KALA-MENDに比べ、

酸性環境下における膜傷害能が高いことが明らかとなった (Figure 2-3)。また、R8ペプチ

ドを用いて調製した、mRNA搭載 R8 ペプチド修飾リポプレックス (R8-Lipoplex) は、酸

性環境下における膜傷害能を示さなかった。これは、カチオン性ペプチドを用いたリポプレ

ックスである事が、膜傷害能を示す要因ではない事を示唆するものである。以上の結果より、

KALA-LipoplexはmRNAの放出能、及び酸性環境下における膜傷害能を両立する mRNA

キャリアであり、効率的な mRNA導入能を有する事が示唆された。 
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2-2 KALA-Lipoplexによる BMDCへの mRNA導入能評価と mRNAの配列最適化 

前項において、KALA-Lipoplex が mRNA 導入に有用なキャリアである事が示唆された

ことから、本項では実際に BMDCに対する遺伝子導入能を評価した。比較対象の 1つとし

て、KALA-MENDによる pDNA（pCpGfree-Luc(0)）、あるいは mRNA-Luc(0)の導入をお

こなった。また、一般に mRNA 導入に用いられる、カチオン性脂質 1,2-dioleoyl-3-

trimethylammonium-propane (DOTAP) からなるリポプレックス（DOTAP-Lipoplex）107, 

119によるmRNA-Luc(0)の導入との比較をおこなった。 

 本実験において用いられた各種ナノ粒子の物性は Table 2-2 の通りであった。その結果、

KALA-MENDや DOTAP-Lipoplexによる mRNA-Luc(0)の導入は、KALA-MENDによる

pCpGfree-Luc(0)の導入と同程度の遺伝子発現活性しか得られなかったのに対し、KALA-

Lipoplexによる mRNA-Luc(0)の導入では、約 7.4倍の遺伝子発現活性の上昇が認められた 
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(Figure 2-4)。本結果より、KALA-Lipoplex は BMDC に対する mRNA導入キャリアとし

て有用である事が示唆された。また、用いる mRNAの ORFの配列と untranslated region 

(UTR) について検討をおこなった。今回用いた mRNA-Luc(0)は CpG 配列を持たない

Luciferase 遺伝子の ORF を用いたものであるが、この場合、用いるコドンに制限が生じ、

比較的使用頻度の少ないコドンが採用される可能性が上昇する。導入先の宿主において使

用頻度の少ないコドンを有する mRNAは、その遺伝子発現産物の量が少なくなることが報

告されており 120-121、コドンの使用頻度に基づいた ORFの最適化は重要である。BMDCへ

の pDNA による遺伝子導入の場合は、コドンの使用頻度の最適化よりも CpG 配列を除く

事の方が遺伝子発現活性を増強する効果が高い事が Figure 1-1b において示唆されたが、

mRNAに関してはその限りでない可能性も考えられた。そこで、CpG配列を制限せず、マ

ウスに対してコドンを最適化した ORFを有する mRNAの使用を試みた。また、5’-UTR及

び 3’-UTRとしては、Thessらが報告した、5’-UTR: hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 

4 (HSD17B4), 3’-UTR: albumin (ALB) の組み合わせを用いた 122。このように改変された

LuciferaseをコードするmRNA（mRNA-Luc(UTR/OPT)）をKALA-LipoplexによりBMDC

へ導入する事で、mRNA-Luc(0)に比べ約7.6倍の遺伝子発現活性が得られた (Figure 2-4)。

以上の結果から、KALA-Lipoplexによる改変 mRNAの導入により、KALA-MENDによる

pDNA導入に比べ約 50倍遺伝子発現活性を上昇させることに成功した。 

 

2-3 KALA-Lipoplexの抗原提示誘導能評価 

次に、OVAをコードする mRNAを KALA-Lipoplexにより BMDCへ導入した際の、抗

原提示強度について評価をおこなった。用いたキャリアとしては、KALA-MEND, R8-

Lipoplex, DOTAP-Lipoplex, KALA-Lipoplex である。また、KALA-MEND と KALA-

Lipoplexについては、OVAをコードする mRNA (mRNA-OVA(0))、あるいは OVAをコー

ドする pDNA (pCpGfree-OVA(0))を導入した際の抗原提示強度を評価した。本実験におい

て用いられた各種ナノ粒子の物性は Table 2-3の通りであった。抗原提示強度の評価につい

ては、第 1章同様、B3Z細胞と共培養した際の β-Gal活性を指標におこなった (Figure  2-

5)。その結果、KALA-MEND や R8-Lipoplex による mRNA-OVA(0)の導入では、KALA-
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MENDによる pCpGfree-OVA(0)の導入と比較して、有意な抗原提示強度の上昇は認められ

なかった。一方、DOTAP-Lipoplex及び KALA-Lipoplexを用いる事で、有意な抗原提示強

度の上昇が認められ、特に KALA-Lipoplex は DOTAP-Lipoplex に比べて有意に抗原提示

強度が高かった。本結果より、BMDC への KALA-Lipoplex による抗原 mRNA の導入は、

MHC Class-Iを介した抗原提示を効率的に誘導する事が明らかとなり、樹状細胞型 mRNA

ワクチンキャリアとして有用である事が示唆された。 

 

 

2-4 抗原 mRNA導入 BMDCの抗原特異的 CTL誘導能評価 

前項までに、KALA-Lipoplexは BMDCに対し、効率的に mRNAを導入可能である事を

明らかとした。そこで本項では、樹状細胞ワクチンとしての機能評価をおこなった。まず始

めに細胞内サイトカイン染色法を用いて、抗原特異的 CD8+T細胞の誘導効率の評価をおこ

なった。KALA-MEND, DOTAP-Lipopex, KALA-LipoplexによりmRNA-OVA(0)を導入さ

れた BMDCを、マウスへ 1週間おきに 2回免疫した。2回目の免疫から 1週間後に、免疫

マウスの脾臓を回収し、OVA257-264 ペプチドによる刺激をおこなった。この際に、Protein 

transport inhibitor (GoldiPlug: Brefeldin A) を処理する事で、産生されるサイトカインを

細胞内に保持させた。本細胞に対し固定・透過処理をおこない、抗 IFN-γ 抗体により染色
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後、フローサイトメーターにより、IFN-γ 陽性 CD8+T 細胞の頻度を測定した。この場合、

IFN-γ 陽性 CD8+T 細胞は OVA 特異的な CTL であると考えられることから、その存在率

は、OVA特異的な CTL の誘導能を示す。その結果、KALA-Lipoplex は他のキャリアに比

べ、高い IFN-γ陽性 CD8+T細胞の頻度を示した (Figure 2-6)。本結果より、KALA-Lipoplex

を用いて OVA をコードする mRNA を導入された BMDC は、効率的に OVA 特異的 CTL

を誘導可能である事が示唆された。 

 

 

次に、OVA特異的な CTL活性をどの程度示すかについて、in vivo CTL assayにより評

価した。本検討において、導入 mRNA量を変化させた際の OVA特異的 CTL活性をプロッ

トする事で、Dose response curveを取得した。KALA-MEND, DOTAP-Lipopex, KALA-

Lipoplex により mRNA-OVA(0)を導入された BMDC をマウスへ免疫し、1 週間後に OVA

ペプチドを処理された標的細胞を投与した際の傷害率をフローサイトメーターにより測定

した。その結果、KALA-Lipoplex により mRNA-OVA(0)を導入された BMDC の免疫群が

最も強力な OVA特異的 CTL活性を示した (Figure 2-7)。KALA-MENDによる導入に比べ

ると、約 1/10 程度の mRNA 量で同程度の CTL 活性を示した。以上の結果より、KALA-

Lipoplexによる樹状細胞への抗原 mRNA導入は、強力な抗原特異的細胞性免疫を誘導可能

である事が示唆された。 
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2-5 樹状細胞型 mRNAワクチンに適切なアジュバント分子の選定 

ここまでの検討により、KALA-Lipoplexは BMDCへの効率的な mRNA導入を可能とす

るキャリアである事が示された。一方で、KALA-Lipoplex により mRNA を導入した場合

には、サイトカイン産生誘導等の、BMDC の免疫活性化はほとんど見られなかった（後述

の Figure 2-10参照）。第 1章でも述べたように、獲得免疫系を誘導するワクチン技術にお

いて、自然免疫系の活性化は極めて重要である。そこで、KALA-Lipoplexによる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。今回の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-ODN、pDNA (double-stranded DNAとして)、5’-triphosphate double-stranded RNA 

(tpRNA)、Monophosphoryl Lipid A (MPLA)。それぞれの認識受容体とその下流の転写因

子は Figure 2-8 に示す通りである 62。これらのアジュバント分子のうち、Poly (I:C)、CpG-

ODN、pDNA、tpRNAは核酸アジュバントである事から、mRNAと共に Lipoplexとして

搭載した。一方、MPLA は糖脂質アジュバントである事から、リポソームの脂質膜成分の

1つとして脂質膜に搭載した。想定される KALA-Lipoplexの構造模式図は Figure 2-9 の通

りである。核酸アジュバントを搭載した mRNA-Luc (UTR/OPT) 搭載 KALA-Lipoplex の

物性は Table 2-4の通りである。核酸アジュバントに関しては、搭載核酸 (4 μg / 55 nmol 

lipid) 中のmRNAと核酸アジュバントの重量比を変化させる事で、mRNAトランスフェ 

 



55 

  

 

クション量を固定したままアジュバントの処理量を変化させた。この場合、導入する mRNA

を一定にした際に、トランスフェクションに用いられる KALA-Lipoplex の量は多くなる。

mRNA と核酸アジュバントを共に KALA-Lipoplex に搭載した場合には、粒子の物性に大

きな差は認められなかった。一方、MPLA搭載粒子に関しては、これまでの KALA-Lipoplex

と同様に、55 nmol lipidからなる MPLA搭載 KALA-Lipospmeに対して 4 μg mRNAを搭

載した際に、凝集が引き起こされた。これは MPLA が負電荷を有する事から、KALA-

Liposome に搭載した際に KALA-Lipoplex の電荷のバランスが中性に寄り、静電的な反発

が減少したためと考えられた。そこで、55 nmol lipidからなるMPLA搭載 KALA-Liposome

に対し、3 μg mRNAを搭載するように粒子の調製をおこなったところ、凝集は認められず、

均一な KALA-Lipoplex が調製可能であった。MPLA を搭載した mRNA-Luc (UTR/OPT) 

搭載 KALA-Lipoplex の物性は Table 2-5 の通りである。核酸アジュバント搭載 KALA-

Lipoplexに比べると粒子径が小さい傾向が認められたが、MPLA非搭載 KALA-Lipoplex   
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 (3 μg mRNA / 55 nmol lipid) においても同様の傾向が見られたことから、脂質に対する搭

載mRNA量が少ないことによる影響であると考えられる。これらのようなKALA-Lipoplex

を BMDC へ処理した際の Luciferase 活性を評価する事で、アジュバント分子の共導入が

mRNA 導入に与える影響を評価した。また、核酸アジュバントに関しては主な産生誘導サ

イトカインである I 型 IFNとして IFN-β を、MPLAに関しては IL-6 を、トランスフェク

ションされた BMDCの培養上清から ELISA法により定量した。 
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 始めに Poly (I:C) を共導入した際の遺伝子発現活性と IFN-β産生を評価したところ、Poly 

(I:C) の導入量依存的に IFN-β 産生が誘導されたが、同時に遺伝子発現活性が 1/10~1/100

程度まで減弱した (Figure 2-10a)。次に pDNAを共導入した際の評価をおこなったところ、

Poly (I:C) と同様に、IFN-βの産生上昇と共に遺伝子発現活性が減弱していく事が明らかと

なったが、その減少率は最大でも 1/5 程度と Poly (I:C) に比べれば小さかった (Figure 2-

10b)。一方で、CpG-ODN (Figure 2-10c) や tpRNA (Figure 2-10d) のような核酸アジュバ

ントに関しては、IFN-βが産生される処理量においても、遺伝子発現活性の減弱は認められ

なかった。糖脂質アジュバントである MPLAを共導入した場合も、IL-6の産生が認められ

るような条件において、遺伝子発現活性の減弱は認められなかった (Figure 2-10e)。また、

細胞ライセートのタンパク質濃度を指標に細胞毒性について検討した結果、共導入アジュ

バント量の増加に伴いわずかに細胞毒性が生じる傾向は認められたが、顕著な毒性は認め

れなかった (Figure 2-11)。以上の結果より、少なくとも Poly (I:C) の共導入は、遺伝子発

現活性の観点から考えて、mRNAワクチンにおいて不適であり、その他の 4種のアジュバ

ント (pDNA, CpG-ODN, tpRNA, MPLA) は遺伝子発現活性と免疫活性化を両立可能であ

る事が示唆された。 

 

2-6 アジュバント共導入時の NY-ESO-1に対する mRNAワクチンとしての機能評価 

前項において、遺伝子発現活性と免疫活性化を両立するアジュバントの選定をおこなっ

た。本項においては、それらのアジュバントの共導入時における CTL活性について評価を

おこなった。本検討においては、NY-ESO-1を抗原として用いた。NY-ESO-1をコードする

mRNA を各種アジュバントと共導入した BMDC をマウスへ免疫し、1 週間後に in vivo 

CTL assayにより NY-ESO-1特異的な CTL活性を評価した (Figure 2-11)。その結果、い

ずれのアジュバントを用いた場合においても、有意に CTL活性が増強する処理量が存在し

た。本結果より、CTL活性の誘導能の観点からは、がん治療のための mRNAワクチン技術

に最も適したアジュバントを決定する事は困難であった。 

そこで最後に、アジュバント共導入時の CT26/NY-ESO-1 に対する治療的な抗腫瘍効果

を検証した。アジュバントとしては pDNA, CpG-ODN, tpRNA, MPLAを用い、それぞれ

の処理量は、Figure 2-11 において最も CTL活性が高かった条件を用いた。BALB/cマウス

の右脇腹皮下へCT26/NYESO1を移植した。その1週間後、及び2週間後にKALA-Lipoplex

により mRNA-NY-ESO-1、及び各種アジュバントを導入された BMDC を免疫し、経時的

に腫瘍体積を測定する事で抗腫瘍効果を検証した (Figure 2-12)。その結果、mRNA単独処

理群においても腫瘍体積が減少する傾向が認められた。本結果より、KALA-MENDにより

抗原pDNAを導入した場合と比べて、KALA-Lipoplexにより抗原mRNAを導入する事で、

実弾抗原である NY-ESO-1を用いた系において、治療的な抗腫瘍効果を得る事に成功した。

またその効果は、pDNAや tpRNA、MPLA の共導入により増強され、特に MPLA の共導

入は、最も顕著な抗腫瘍効果を示した。  
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2-7 生体への直接投与により抗原特異的 CTLを誘導可能な KALA-Lipoplexの検討 

ここまでの検討において、樹状細胞を介した ex vivo型mRNAワクチンキャリアとして

KALA-Lipoplex が有用である事を明らかとしてきた。一方、臨床応用を考えた際に、生体

へ直接投与可能なワクチンキャリアは簡便性の観点から有用性が高い。そこで、生体へ直接

投与する事で抗原特異的 CTLを誘導可能な KALA-Lipoplexの調製について検討した。 

一般的にカチオン性キャリアは、in vitroにおける遺伝子導入能に優れるが、生体への直

接投与をおこなった場合には、負電荷を有する生体分子との相互作用により、in vitroにお

いて発揮されるような優れた遺伝子導入能が認められない場合が多い 71, 123。そこで、

KALA-Lipoplex の調製条件を変更する事で、負の表面電位を有する KALA-Lipoplex の調

製を試みた。具体的には、Lipoplexを形成する際の、KALA-LiposomeとmRNAの混合比

を変更した。これまでに用いていた KALA-Lipoplex は、27.5 nmol lipid 相当の KALA-

Liposomeに対し、2 μgの mRNAを添加する事で正電荷を有する Lipoplexとしていた。そ

こで、mRNAの添加量を増やすことで、負電荷を有する Lipoplexの調製を試みた。その結

果、27.5nmol lipid相当の KALA-Liposomeに対して、3 μgのmRNAを添加した場合は粒

子の凝集が見られたが、4 μg以上mRNAを添加する事で ζ-電位が負を示すKALA-Lipoplex

を調製する事に成功した (Table 2-6)。mRNAの添加量が多いほどより強い負の ζ-電位とな

った。mRNA-OVA(0)を用いて、それぞれの mRNA添加比率の KALA-Lipoplexを調製し、

マウスへ皮下投与、あるいは尾静脈投与をおこなった際の、OVA特異的 CTL活性を評価し

た。皮下投与の場合は、2 μg mRNA / mouseの条件で投与をおこない、尾静脈投与の場合

は、1 μg mRNA / mouseの条件で投与した。その結果、皮下投与の場合は、いずれの粒子

においても 30~40%程度の CTL活性であった (Figure 2-14)。一方、尾静脈投与の場合は、

4 μg mRNA / 27.5 nmolの条件で調製した KALA-Lipoplexにおいて顕著な CTL活性が認

められた。しかし、本条件よりも mRNAの添加比率が多い KALA-Lipoplexの場合は、CTL

活性は 20%以下となった。本結果より、負電荷を有する KALA-Lipoplexは、尾静脈投与型

mRNAワクチンキャリアとして機能する事が明らかとなった。  
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【考察】 

第 2章では、KALA修飾リポプレックスの mRNAワクチンへの応用について検討をおこ

なった。 

 

本章では始めに、KALAペプチド修飾リポソームとmRNAを用いたリポプレックス型ナ

ノ粒子の調製を試みた。KALA-MENDと同様の脂質組成 (DOPE/PA = 7/2) と脂質/mRNA

比 (110 nmol lipid / 8 μg mRNA) となるようにリポプレックスの調製を試みたところ、粒

子の凝集が見られた。これは、KALA-Lipoplex の調製時に、KALA-MEND において用い

たポリカチオンである protamine を除いたため、粒子全体の電荷が中性に寄り、安定なリ

ポプレックス形成に必要な静電的反発が得られなかったためであると考えられる。そこで

脂質組成を変更し検討したところ、DOPE/PA = 9/2, 15 mol%KALA modificationの条件に

おいて、KALA-MEND と同様の脂質 / mRNA 比のまま安定なリポプレックスを形成する

事が明らかとなった (Table 2-1)。この際、KALA-Lipoplexは KALA-MENDに比べ、表面

電位を表す ζ-電位が高い傾向が認められた。これは、mRNAの一部が KALA修飾リポソー

ムと相互作用していないためではなく、脂質組成変更と KALA 修飾量増加の影響であると

考えられる。実際に KALA-Lipoplexを電気泳動したところ、ポリアニオン非存在下におい

てはmRNAの泳動は見られなかった (Figure 2-2)。本結果より、今回用いた脂質組成では、

脂質/mRNA比が 110 nmol lipid / 8 μg mRNA の条件において、全てのmRNAが KALA

リポソームと相互作用していると考えられる。そのような状態においても、ζ-電位が正であ

る事を考えると、リポソーム表面の全ての KALA ペプチドが mRNA と相互作用している

わけではなく、一部のみが mRNAとの相互作用に用いられるのみであると想定される。実

際に、mRNAの搭載量を段階的に増やしていくと、110 nmol lipidあたり、12 μg mRNA

の添加では粒子が凝集し、16 μg mRNAの添加では ζ-電位が負となった (Table 2-6)。 

 

Figure 2-4 あるいは Figure 2-5 で示したように、KALA-MEND においては pDNA と

mRNA を用いた際の遺伝子導入能に差はなかったが、KALA-Lipoplex においては mRNA

を用いた方が優れた遺伝子発現活性を示した。これは、KALA-Lipoplex が酸性環境下にお

ける高い膜傷害能、及びポリアニオンに応答した mRNA 放出能を持つためと考えられる 

(Figure 2-2, 2-3)。KALA-Lipoplex は同じ KALA ペプチドを粒子表面に有する KALA-

MENDに比べ高い膜傷害能を有していたが、これは粒子表面への KALAペプチドの修飾量

の違いが表れたものであると考えられる。ポリアニオンに応答したmRNA放出能に関して、

細胞質内においては、transfer RNA (tRNA) や ribosomal RNA (rRNA) 等の核酸分子が

mRNA 放出を引き起こすポリアニオンとして機能する事が考えられる。一方で、細胞質内

はタンパク質や RNA分子等により極めて高分子濃度が高い環境となっており、分子クラウ

ディング効果により、希薄溶液中では見られない現象や反応が引き起こされる 124。例えば、
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大腸菌内においては高分子濃度が 300 ~ 400 mg/mLにも達する事が報告されている 125。こ

のような環境に比べ、Figure 2-2 において用いた pAsp濃度は低く、完全に細胞質内を模倣

できていないと考えられる。より詳細な細胞質内における mRNA放出の検討をおこなうに

は、ポリエチレングリコールや Ficollなどの分子クラウディング剤を反応系に添加する事、

あるいはウサギ赤血球ライセートを用いた in vitro 翻訳系にナノ粒子を加えた際の mRNA

発現活性評価等が考えられる。また、細胞へナノ粒子をトランスフェクションした際の

fluorescence resonance energy transfer (FRET) を用いた、リポソームと mRNAの解離、

あるいは mRNA同士の解離を顕微鏡やフローサイトメーターを用いて検出する事で、実際

に細胞内で起きている現象を評価する事も考えられる。 

また今回用いた KALA-Lipoplexの組成では、pAsp濃度が 0.5 mg/mLの際にmRNAの

放出が見られたが、この mRNA 放出のプロパティが BMDC への遺伝子導入に最も適して

いるかについては、未だ検討の余地があると考えられる。内田らによると、カチオン性ポリ

プレックスである N-substituted polyaspartamides により mRNA を導入する場合には、

素早くエンドソーム脱出をおこない細胞質では不安定なポリプレックスよりも、比較的遅

くエンドソーム脱出をし、細胞質で mRNAを安定に保持するポリプレックスの方が、優れ

た遺伝子発現活性を示す事が報告されている 126。KALAペプチドの長さや、カチオン性残

基の数、その修飾量を変化させた際の mRNA放出能と遺伝子発現活性の関係を評価する事

で、より効率的な mRNA導入キャリアの構築が可能である事が考えられる。 

 

樹状細胞型 mRNA ワクチンに適切なアジュバントを選定するため、Poly (I:C), pDNA, 

CpG-ODN, tpRNA, MPLA を mRNA と共導入した際の遺伝子発現活性を評価した結果、

Poly (I:C)及び pDNA の共導入において、mRNA の遺伝子発現活性が減弱する結果となっ

た (Figure 2-10a, b)。粒子の物性面から考えると、Table 2-4, 2-5において示したように、

アジュバント非搭載 KALA-Lipoplex と各種アジュバント搭載 KALA-Lipoplexの間に、粒

子径や ζ電位において大きな違いは認められなかった。また、いずれの核酸アジュバント搭

載 KALA-Lipoplexにおいても、KALA-LiposomeとmRNA+核酸アジュバントの間の N/P

比が同じである事から、細胞取り込み等の動態に関連する違いも少ないと考えられる。遺伝

子発現活性の減弱の要因の 1つとしては、アジュバントが引き起こすシグナルが mRNAの

発現を低下させる方向に働いた事が考えられる。例えば Poly (I:C) のような double 

stranded RNA (dsRNA) は、エンドソーム内の TLR3127-128 や細胞質の RIG-I114, 129, 

Melanoma differentiation associated gene 5 (MDA5)129のような IRFの活性化を伴う核酸

センサー以外にも、dsRNA-activated protein kinase R (PKR)130 や 2’-5’-oligoadenylate 

synthase (OAS)131-132のような抗ウイルス感染タンパク質によっても認識される。PKR や

OAS のような抗ウイルス感染タンパク質は、ウイルス感染時のように外来 dsRNA が細胞

質に存在する場合、その翻訳を抑制するために機能する 62, 133。例えば PKRは dsRNAを認

識すると自己リン酸化をおこない、翻訳開始因子の 1つである eukaryotic initiation factor 
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2 alpha (eIF2α) をリン酸化する事で、Cap依存的な翻訳反応を抑制する 130。また OASは、

dsRNAを認識した際に ATPから 2’-5’ oligoadenylateを合成し、RNaseLを活性化する事

で、細胞内の RNAを非特異的に分解する 132。今回KALA-Lipoplexにより dsRNAである

Poly(I:C) を導入する事で、これらの機構により、同時に導入した mRNA の翻訳の阻害あ

るいは分解が引き起こされ、発現が低下したと考えられる。一方、pDNAのような dsDNA

はこれらの機構は働かないため、別のメカニズムが働いたと考えられる。一例としては、

dsDNAによって活性化される AIM-2 inflammasomeによる影響が考えられる。Luらの報

告によると、AIM-2 inflammasomeを含む種々の inflammasomeの活性化に伴い、PKRの

自己リン酸化が認められた 134。リン酸化 PKRは先述の通り、eIF2αのリン酸化による Cap

依存性の翻訳を抑制する事から、pDNAと同時に導入した mRNAの翻訳が阻害されたと考

えられる。CpG-ODNや tpRNA では共導入した mRNAの発現に大きな影響は見られなか

ったが、これは I 型 IFN である IFN-β の産生が認められる条件においても同様であった 

(Figure 2-10c, d)。一般的に I型 IFNは産生細胞自身や周囲の細胞に対して IFNARを介し

て、IFN stimulated gene (ISG) の発現を促進し抗ウイルス反応を誘導する 106, 135。ISGの

発現亢進によって誘導されるタンパク質の中には PKR や OAS、あるいは IFN-induced 

protein with tetratricopeptide repeat 1 (IFIT1) と呼ばれる、mRNAのキャップ構造を認

識して、非自己の mRNAの翻訳を抑制するタンパク質が含まれる。これら ISGの発現が、

I型 IFNの発現によりmRNAワクチンの効果が減弱する理由の 1つであると考えられてい

る。しかしながら、特に tpRNAの共導入においては、IFN-βの産生が誘導される条件にお

いてもmRNAの遺伝子発現活性、及びCTL誘導能が減弱する事は無かった (Figure 2-10d, 

2-12)。本結果より、少なくとも KALA-Lipoplexを用いた樹状細胞型 mRNAワクチンにお

いて、I型 IFNの誘導が直接 mRNAワクチンの効果の減弱に繋がるわけではない事が示唆

された。KALA-Lipoplex による mRNA ワクチン技術、あるいは各種アジュバントを共導

入した際の I 型 IFN の寄与の詳細については、既報と同様に IFNAR-KO マウスを用いる

事で明らかにすることが可能であると考えられる。 

 

Figure 2-12 において各種アジュバントを共導入した際の NY-ESO-1特異的 CTL活性に

ついて評価した結果、それぞれのアジュバントにおいて最適値がある事が明らかとなった。

pDNA の場合は、その導入量に依存して遺伝子発現活性が減弱する事がその要因の 1 つで

あると考えられる。一方で CpG-ODNやMPLAの場合、遺伝子発現活性の減弱が認められ

ないのにも関わらず、導入量が多いほど CTL活性が減弱した。本現象の原因は明らかにな

っていないが、仮説としては BMDCの過剰な活性化が挙げられる。多量のアジュバントの

処理によって、過剰な活性化が誘導され、抑制シグナルの誘導が引き起こされた可能性が考

えられる。例えば MPLAによって強力に誘導された IL-6は炎症性サイトカインとして、免

疫応答初期においては自然免疫系を活性化するが、慢性的な曝露はむしろ免疫応答を抑制

する方向に働くことが報告されている 136。また、MPLAは炎症促進性の応答と同時に、IL-
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10 のような抑制性サイトカインの産生を誘導し、免疫応答を調節していることも報告され

ている 137-138。CpG-ODN も IL-6 の産生を誘導する事から、同様の現象が誘導されている

可能性も考えられる。また、TLR アゴニストはアポトーシスを誘導する事も報告されてい

る 139。BMDC へのトランスフェクションの段階では目立った毒性は認められなかったが 

(Figure 2-11)、マウスへ投与後の BMDC の挙動は不明である。従って、免疫後の BMDC

の動態を in vivo で追跡し評価する事で、より詳細な知見が得られる可能性が考えられる。 

 

本研究においては、主に樹状細胞を生体外で誘導し、刺激を加えたのちに生体内へ戻すと

いう、ex vivo型のがんワクチンの検討をおこなった。ex vivo樹状細胞ワクチンは、最も強

力な抗原提示細胞である樹状細胞へ効率的に抗原情報や免疫活性化シグナルを導入可能な

システムである事から、優れた免疫応答を示す。その一方で、患者自身から採取した細胞を

用いるという煩雑な手順が存在するため、そのコストが高くなるという欠点が存在する 43。

実際、世界初のがん免疫療法薬として認可を受けた Sipleucel-T (Provenge) の製造元であ

る Dendreon 社は 2014 年に経営破綻に追い込まれた。そのため、in vivo に直接投与可能

な mRNA ワクチン技術の開発は、従来にも増して重要であると考えられる。Kranz らは、

カチオン性脂質である 1,2-di-O-octadecenyl-3-trimethylammonium propane (DOTMA) 

を含むリポプレックスによる in vivo 直接投与型 mRNAワクチンの報告をおこなっている

が、その際には脂質と mRNAの重量比を変化させ、表面電荷を負に制御する事で、優れた

ワクチン効果を達成した 115。Figure 2-14で示したように、KALA-Lipoplexも KALA修飾

リポソームと mRNAの重量比を変化させることで負電荷に調整可能であり、尾静脈投与に

より in vivo直接投与型の mRNAワクチンとして機能する事が明らかとなった。mRNAと

KALA-Liposome の混合比率に最適値がある事も本結果より明らかとなったことから、今

後、より詳細な粒子検討やそのメカニズムの解明が望まれる。 
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【小括】 

第 2章では、KALA-Lipoplexの mRNAワクチンへの応用を試みた。 

 

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

設計し調製する事に成功した。KALA-Lipoplex はモデルポリアニオンである pAsp 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。更に 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、樹状細胞型 mRNAワクチンに適したアジュバント分

子の選定をおこなった。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

現活性が大きく減弱した事から、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。 

 

KALA-Lipoplexの in vivo直接投与型mRNAワクチンへの応用を検討した結果、樹状細

胞型 mRNAワクチンに用いていた KALA-Lipoplex よりも脂質に対する核酸量を増加させ

ることで調製される、負電荷 KALA-Lipoplex の尾静脈投与が、効率的な抗原特異的 CTL

誘導能を有する事が明らかとなった。 
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【結語】 

 

本研究により得られた知見は以下の通りである。 

 

〇 KALA-MENDは、マウスプライマリー樹状細胞である BMDCに対する効率的な遺

伝子導入能と、細胞質内DNAセンサーを介した免疫活性化能を両立するDNAキ

ャリアである事が明らかとなった。 

 

〇 KALA-MEND によりモデル抗原である OVA をコードする pDNA を導入された

BMDC をマウスへ免疫することで、OVA 特異的 CTL 活性の誘導、及び OVA 発

現リンパ腫に対する治療的な抗腫瘍効果を得る事に成功した。 

 

〇 KALAペプチド修飾リポソームの表面にmRNAを結合させた KALA-Lipoplex を

設計し、KALA-Lipoplex が BMDC へ効率的に mRNA を導入可能なキャリアで

ある事を明らかとした。 

 

〇 KALA-Lipoplex により実弾抗原である NY-ESO-1 をコードする mRNA とアジュ

バントとしてMPLAを導入されたBMDCをマウスへ免疫することで、NY-ESO-1特

異的 CTL の誘導、及び NY-ESO-1 発現大腸がんに対する治療的な抗腫瘍効果

を得る事に成功した。 

 

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。これらの知見が今後のがん免疫療法、あるいは核酸ワクチン技術

の発展に寄与し、更なる医療の発展に貢献する事を期待して本項を終える。 
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実験材料 

●マウス 

C57BL/6Jマウス（C57BL/6JJmsSlc）6～10週齢，♀  日本 SLC 

BALB/cマウス（BALB/cCrSlc））6～10週齢，♀   日本 SLC 

ICRマウス（Slc:ICR）4～6週齢、♂    日本 SLC 

マウスはコンベンショナル環境下あるいは SPF環境下で飼育したものを用いた。また動物

実験は国立大学法人北海道大学動物実験に関する規定、及び国立大学法人千葉大学動物実

験に関する規定に基づき実施した。それぞれの施設における承認番号は以下の通りである：

第 13-0101号（北海道大学）、動 28-303（千葉大学）。 

 

●細胞 

E.G7-OVA (OVA-expressing murine lymphoma (EL4))      ATCC 

B3Z (OVA257-264/H-2Kb specific murine CD8+ T cell) 

Dr. Shastri (Univer-sity of California, Berkeley) より供与頂いた 

CT26/NY-ESO-1 

(NY-ESO-1-expressing murine colon carcinoma (CT26)) 

珠玖洋博士（三重大学）よりご供与頂いた 

 

●脂質 

DOPE       Avanti Polar Lipid 

Phosphatidic acid from egg yolk,    Sigma-Aldrich 

Chol       Avanti Polar Lipid 

EPC       Avanti Polar Lipid 

DOTAP       Avanti Polar Lipid 

 

●ペプチド 

STR-KALA Stearyl-WEAKLAKALAKALAKHLAKALAKALKA 

STR-R8  Stearyl-RRRRRRRR 

OVA257-264 SIINFEKL 

NY-ESO-181-88 RGPESRLL 

STR 化ペプチドは倉敷紡績へ合成依頼、その他のペプチドは東レリサーチセンターへ合成

依頼したものを使用した。いずれのペプチドも純度は 95%以上であった。 

 

●溶媒，緩衝液 

EtOH       ナカライテスク 

MeOH       ナカライテスク 
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CHCl3       和光純薬工業（第 1章） 

       ナカライテスク（第 2章） 

Dulbecco’s PBS (powder)     ニッスイ 

HEPES       DOJINDO 

MES       DOJINDO 

BSA (pH 7.0)      Sigma-Aldrich（第 1章） 

       ナカライテスク（第 2章） 

生理食塩水      大塚製薬 

 

●樹状細胞関連 

RPMI-1640      Sigma-Aldrich 

1M HEPES      Sigma-Aldrich（第 1章） 

       ナカライテスク（第 2章） 

Sodium pyruvate      Sigma-Aldrich（第 1章） 

       ナカライテスク（第 2章） 

Penicillin/Streptomycin     Gibco（第 1章） 

       ナカライテスク（第 2章） 

2-Mercaptethanol     Invitrogen 

murine recombinant GM-CSF    R&D systems 

Dulbecco’s PBS (water, endotoxin free for BMDC)   Sigma-Aldrich（第 1章） 

       ナカライテスク（第 2章） 

ELISA (IFN-以外)     R&D systems 

ELISA (IFN-)      PBL assay science（第 1章） 

       R&D systems（第 2章） 

LPS       Sigma-Aldrich 

CpG-ODN1688 (5’-TCCATGACGTTCCTGATGCT-3’, S化) 日本バイオサービス 

ACK Lysing buffer     Lonza 

 

●抗体 

PE anti-mouse CD80 (Armenian Hamster IgG, Clone: 16-10A1) BioLegend 

PE Armenian Hamster IgG Isotype Ctrl (Clone: HTK888)  BioLegend 

PE anti-mouse CD86 (Isotype: Rat IgG2a, κ, Clone: GL-1)  BioLegend 

PE Rat IgG2a Isotype Ctrl (Clone: RTK2758)   BioLegend 

FITC anti-mouse CD11c (Armenian Hamster IgG, Clone: N418) BioLegend 

FITC Armenian Hamster IgG Isotype Ctrl (HTK888)  BioLegend 

APC anti-mouse CD3ε (Armenian Hamster IgG, Clone: 145-2C11) BioLegend 
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APC Armenian Hamster IgG Isotype Ctrl (HTK888)  BioLegend 

FITC anti-mouse CD8α Antibody (Rat IgG2a, κ, Clone: 53-6.7) BioLegend 

FITC Rat IgG2a, κ Isotype Ctrl Antibody (Clone: RTK2758)  BioLegend 

PE anti-mouse IFN-γ Antibody (Rat IgG1, κ, Clone: XMG1.2) BioLegend 

PE Rat IgG1, κ Isotype Ctrl Antibody (Clone: RTK2071)  BioLegend 

Anti-mouse CD16/32 antibody (Rat IgG2a, λ, Clone: 93)  BioLegend 

 

●MEND調製関連 

AT 20mer ODN (5’-ATATATATATATATATATAT-3’)  Sigma-Aldrich 

Protamine Sulfate     CALBIOCHEM 

Poly(I:C) (HMW)      Invivogen 

CpG-ODN 1826      Invivogen 

5’-ppp-dsRNA      Invivogen 

Lipid A, monophosphoryl from Salmonella enterica 

serotype minnesota Re 595 (Re mutant)   Sigma-Aldrich 

 

●その他の試薬・キット 

Qiagen Endofree Plasmid Giga Kit   Qiagen 

Qiagen Endofree Plasmid Maxi Kit   Qiagen 

GelRed™ Nucleic Acid Stain, 10,000X in DMSO  Biotium 

BCA Protein Assay Reagent    Thermo scientific (第 1章) 

TaKaRa BCA Protein Assay Kit    TaKaRa-bio (第 2章) 

5×Reporter Lysis Buffer     Promega 

Luciferase Assay System     Promega 

Mirus Label IT biotin nucleic acid labeling kit  Mirus 

Qdot®705 ITKTM Streptavidin Conjugate Kit  Invitrogen 

Poly-(α, β)-DL-aspartic acid sodium salt   Sigma-Aldrich 

Lysotracker Green DND-26    Life Technologies 

Hoechst 33342      DOJINDO 

Ac-YVAD-CMK      CALBIOCHEM 

BX795       Invivogen 

CPRG       Roche 

IGEPAL CA 630      Sigma-Aldrich 

TritonX-100      Sigma-Aldrich 

CFSE       Invitrogen（第 1章） 

-Cellstain- CFSE      DOJINDO（第 2章） 
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InSolution™ Q-VD-OPh     CALBIOCHEM 

グリコーゲン溶液 (20mg/ml) 水溶液, Nuclease tested ナカライテスク 

XhoI       New England Biolabs 

BspeI       New England Biolabs 

EcoRV-HF      New England Biolabs 

mMESSAGE mMACHINE™ T7 ULTRA Transcription Kit ThermoFischer Scientific 

THE RNA Storage solution    ThermoFischer Scientific 

Protein Transport Inhibitor (Containing Brefeldin A) BD 

Transcription Factor Buffer Set    BD 

Cell Activation Cocktail (without Brefeldin A)  Biolegend 

CELLBANKER® 1plus     TaKaRa-bio 

ジエチルエーテル     和光純薬工業 

 

●プラスチック器具類 

1.5 mL tube      WATSON 

5 mLチューブ      BioBil 

50 mLチューブ      Greiner Bio-one（第 1章） 

       Nunc（第 2章） 

15 mLチューブ      Greiner Bio-one（第 1章） 

       Nunc（第 2章） 

10 mLディスポーザブルピペット    As One 

滅菌シャーレ      As One 

26G注射針      テルモ 

1 mLシリンジ      テルモ 

5 mL シリンジ      テルモ 

non-treated bottom 12 well plate    住友ベークライト 

24 well plate      Corning 

96 well black plate     Corning 

96 well clear plate     Corning 

ナイロンメッシュ     三商 

セルストレイナー (40 μm)     FALCON 

 

●測定機器 

Luminescenser-PSN AB2200    ATTO（第 1章） 

GLOMAX 20/20 Luminometer    Promega（第 2章） 

マイクロプレートリーダーBenchmark plus   Bio-Rad（第 1章） 
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プレートリーダー EnspireTM (Multireader 2300)  PerkinElmer（第 1章） 

ARVO SX 1420 Multilabel counter    ARVO（第 2章） 

SpectraMAX i3      Molecular Devices（第 2章） 

微量吸光測定器 Nano Drop (ND-1000)   Thermo Scientific（第1章） 

BioSpec-nano      SHIMADZU（第 2章） 

蛍光顕微鏡 (Nikon ECLIPSE TE-2000-U)   Nikon 

スピンディスク型共焦点ユニット (CSU-X1)   横河電機 

Zeta Sizer (Nano-ZS)     Malvern 

FACSCaliber      BD 

Gallios       Beckman-Coulter 

FACSCantII      BD 

 

●遠心機 

低速冷却遠心機 EX-125     TOMY 

微量高速冷却遠心機 3700     KUBOTA 

微量高速冷却遠心機 MX-200    TOMY 

微量高速冷却遠心機 MX-205    TOMY 

 

●細胞培養関連機器 

自動炭酸ガス細胞培養装置 BNA-111  ESPEC（第 1章） 

自動炭酸ガス細胞培養装置 5400   NAPCO（第 1章） 

自動炭酸ガス細胞培養装置 MCO-19AIK  SANYO（第 1章） 

自動炭酸ガス細胞培養装置 4020   Asahi（第 2章） 

自動炭酸ガス細胞培養装置 320   ThemoFisher Scientific（第 2章） 

クリーンベンチ MCV-710ATS   SANYO（第 1章） 

クリーンベンチ VG-1304L    AIRTECH（第 1章） 

クリーンベンチ MCV-710ATS-PJ   Panasonic 

クリーンベンチ NS-13B    BIOLABO 

オートクレーブ BS-325・BS-235   TOMY 

 

●その他の機器 

浴槽型ソニケーターAU25C    アイワ医科工業 

卓上型冷却トラップ装置 UT-1000    EYELA 

ダイヤフラムポンプ型真空ポンプ    EYELA 

ボルテックスミキサーVortex GENIE2   Scientific Industries 

pHメーターDocu-pH Meter    Sartrius  
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実験方法 

 

●緩衝液や培地の調製 

・PBS(-) 

Dulbecco’s PBS (powder) 9.6 gを 1 Lの DDWへ溶解し、オートクレーブ後 4℃で保存し

た。 

・10 mM HEPES buffer (pH 7.4)  

HEPES 238.3 mgを 80 mLの DDWに溶解し、1 N NaOH溶液で pH 7.4へ調整後、100 

mLにメスアップした。その後、0.22 m 混合セルロースフィルターを用いてろ過後、4℃

で保存した。 

・1% Triton X-100 in DDW 

0.1 gの Triton X-100を 8 mLの DDWへ溶解し、10 mLとなるようにメスアップした。 

・FACS buffer (1% BSA, 0.1% NaN3 in PBS(-)) 

Dulbecco’s PBS (powder) 9.6 gを 1Lの DDWへ溶解し、オートクレーブ後、BSA 10 g、

NaN3 1 gを混合し、4℃で保存した。 

・CPRG buffer (5 mM CPRG, 0.125 %(v/v) NP-40, 9 mM MgCl2 in PBS) 

CPRG 30.37 mg、NP-40 12.5 L、MgCl2・6H2O 18.3 mg を 8 mLの PBS(‒)へ溶解し、

10 mLとなるようにメスアップした。 

・BMDC用培地 

RPMI-1640 500 mLに対し、1 M HEPES 5 mL、100 mM Sodium Pyruvate 5 mL、55 mM 

2-Mercaptoethanol 500 L、10,000 U/mL Penicillin, 10, 000 g/mL Streptomycin 5 mL、

FBS 50 mLを添加し、4℃で保存した。 

・CT26/NY-ESO-1用培地 

RPMI-1640 500 mLに対し、10,000 U/mL Penicillin,-10, 000 g/mL Streptomycin 5 mL、

FBS 50 mLを添加し、4℃で保存した。 
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●脂質溶液の調製 

DOPEは EtOHを溶媒として 1 mMあるいは 2 mMとした。PAは CHCl3 / EtOH = 1 / 

1を溶媒として、1 mMあるいは 2 mMとした。DOTAPは EtOHを溶媒として 4 mMと

した。MPLAは CHCl3 / MeOH = 75 / 25を溶媒として 0.5 mg/mLとした。 

 

●マウス骨髄由来樹状細胞 (BMDC)の誘導 

滅菌シャーレに BMDC用培地及び Endotoxin-free PBSをそれぞれマウス 1匹につき 10 

mL加えた。頚椎脱臼した C57BL/6Jマウス（6～10週齢）、あるいは BALB/cマウス（6～

10 週齢）より大腿骨および頚骨を摘出し、70％エタノールで軽く消毒した後 PBS に浸し

た。骨の両端を切断し、1 mLシリンジ(26G針)により培地で骨髄細胞を押し出した。細胞

懸濁液を 40 μmのセルストレイナーに通して 50 mLコニカルチューブに移した。遠心 (500 

g,4 ℃,5 min)後、上清を除去し、ACK Lysing Buffer 1 mLを添加、混合し、室温で 5 min

静置した。BMDC 用培地 9 mL を添加後、遠心して上清を除去し、さらに BMDC 用培地

10 mLで 2回洗浄した。次に、細胞を BMDC用培地 10 mLに懸濁し、10 cm細胞培養デ

ィッシュに添加し、37℃,5%CO2 条件下で 4 時間以上培養した。軽くピペッティングして

浮遊細胞のみを 50 mL コニカルチューブに回収し、遠心、上清除去後、BMDC用培地 10 

mLに懸濁してセルカウントした。1×106 cells/mLとなるように BMDC用培地で懸濁し、

GM-CSF (終濃度 10 ng/mL) を添加後、24 well plateに 1 mLずつ播種し、37 ℃,5%CO2

条件下で培養した。24 well plateへの播種から 2日後、4日後に細胞の凝集塊を残し、浮遊

細胞を除去した後、新しい GM-CSF含有 BMDC用培地 1 mLを添加した。GM-CSF存在

下で培養開始後 6日目の浮遊及び弱付着細胞を未成熟樹状細胞として実験に用いた。 

 

●細胞培養 

B3Z細胞、及び E.G7-OVA細胞は、10 cm 滅菌シャーレを培養皿として使用し、BMDC

用培地を用いて培養を行った。5.0  105 cells/dish となるように播種してから 2 日間培養

し、BMDC 用培地を 50 mL チューブに回収後、シャーレを PBS(‒) 5 mL で洗い込み、

BMDC用培地を回収したチューブへ加えた。この細胞懸濁液を、4℃、200 g、5 minで遠

心し、上清を除去後、適当な細胞濃度になるように BMDC用培地で細胞を懸濁した。0.3 % 

トリパンブルー/PBSでセルカウントを行い、5.0  105 cells/10 mL/dishとなるように再播

種を行った。培養は 37℃、5%CO2条件下でおこなった。E.G7-OVAの場合は、400 μg mL 

G418存在下で培養をおこなった。セルストックは、1.0  106 cells/1 mL 10% DMSO含有

BMDC用培地（第 1章）or CELLBANKER® 1plus（第 2章）となるように細胞を懸濁し、

スクリューキャップチューブに移した。10%DMSO 含有 BMDC 用培地の場合は‒1℃/min

の速度で、CELLBANKER® 1plus の場合は直接ディープフリーザーに入れる事で、‒80℃

まで温度を低下させ凍結した。その後、液体窒素気相中で保存した。 

CT26/NY-ESO-1は、10 cm接着細胞用 dishを培養皿として使用し、CT26/NY-ESO-1用
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培地を用いて培養をおこなった。5.0  105 cells/dishとなるように播種してから 3日間培養

し、培地をアスピレーターにより除去後、5 mLの PBS（‒）で洗浄した。1 mLの PBS（‒）

と 1 mLの 0.25(w/v)%トリプシン, 1 mM EDTA・4Na溶液を加え、37℃で 1~2分間イン

キュベートした。CT26/NY-ESO-1用培地を 8 mL加え、よく懸濁したのち、50 mLチュー

ブに回収した。5 mL の CT26/NY-ESO-1 用培地で dish を洗いこみ、同様に回収した。細

胞懸濁液を、4℃、200 g、5 minで遠心し、上清を除去後、適当な細胞濃度になるように培

地で細胞を懸濁した。0.3 % トリパンブルー/PBSでセルカウントを行い、400 μg/mL G418

存在下で、5.0  105 cells/10 mL/dishとなるように再播種を行った。培養は 37℃、5%CO2

条件下で行った。セルストックは、1.0  106 cells/1 mL 10% DMSO含有 CT26/NY-ESO-1

用培地（第 1章）or CELLBANKER® 1plus（第 2章）となるように細胞を懸濁し、スクリ

ューキャップチューブに移した。10%DMSO 含有 CT26/NY-ESO-1 用培地の場合は‒1℃

/min の速度で、CELLBANKER® 1plus の場合は直接ディープフリーザーに入れる事で、

‒80℃まで温度を低下させ凍結した。その後、液体窒素気相中で保存した。 

 

●単純水和法による MENDの調製 

1 mM DOPE in EtOH   85.6 μL 

1 mM PA in EtOH / CHCl3=1 / 1  24.4 μL 

CHCl3     90 μL 

上記のようにガラス試験管内に溶液を加えた後、デシケーターで溶媒を留去し脂質薄膜を

形成した。また、100 μLの 120 μg/mL protamine sulfate in 10 mM HEPES (pH 7.4)を、

ボルテックスミキサーにかけながら、100 μLの 80 μg/mL核酸 in 10 mM HEPES (pH 7.4)

を 1滴ずつ滴下し、Core溶液 200 μLを作成した(N/P = 2.2)。脂質薄膜を形成させたガラ

ス試験管に作成した Core溶液を添加し、10分間室温で水和をした。Coreを用いないリポ

ソームを作成する場合は、水和に 10 mM HEPES buffer (pH 7.4)を用いた。浴槽型ソニケ

ーターで超音波処理をしたのち、MEND溶液をボルテックスミキサーにかけながら、適切

な量の STR-KALA in DDW、STR-R8 in DDWを加えた。 

 

●mRNA搭載Lipoplexの調製 

〇 0.55 mM DOPE / PA 9 / 2 Liposome (200 μL) 

2 mM DOPE in EtOH  45 μL 

2 mM PA in EtOH / CHCl3=1 / 1 10 μL 

CHCl3    45 μL 

〇 0.55 mM DOTAP / DOPE 1 / 1 Liposome (200 μL) 

2 mM DOPE in EtOH  27.5 μL 

4 mM DOTAP in EtOH  13.8 μL 

CHCl3    41.3 μL 
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上記のようにガラス試験管内に溶液を加えた後、デシケーターで溶媒を留去し脂質薄膜

を形成した。MPLA搭載粒子を調製する場合は、0.5 mg/mL MPLA in CHCl3 / MeOH = 75 

/ 25を適宜CHCl3で希釈したものを脂質溶液内に混合した。1,000 μLの10 mM HEPES (pH 

7.4)を試験管に加え、15分間室温で水和したのち、浴槽型ソニケーターで超音波処理する事

でリポソーム懸濁液とした。リポソーム懸濁液100 μLを10 mM HEPES (pH7.4) 100 μLで

希釈し、ボルテックスミキサーにかけながら、8.25 μLの1 mM STR-KALA in DDWを、次

いで100 μLの40 μg/mL 核酸溶液を加えた。mRNAと同時に核酸アジュバント（Poly (I:C) 

(HMW), CpG-ODN1826, 5‘-ppp-dsRNA, pCpGfree-NewMCS）を混合する場合は、KALA-

Liposomeと核酸（mRNA + 核酸アジュバント）の重量比は固定したまま、mRNAの一部を

核酸アジュバントに置換した。 

 

●遺伝子発現活性評価（Luciferase Assay） 

○24 well plateを用いたトランスフェクション、破砕処理 

BMDC 4.0 × 105 cells / pDNA or mRNA 0.4 μg / BMDC用培地 500 μLとなるようBMDC

懸濁液、MEND懸濁液、BMDC用培地（血清−)を混合し、24 well plateに播種した。3時

間後、1500 μL / wellとなるように BMDC用培地（血清+）を各 wellに添加した。その 3

時間後（第 2章）あるいは 21時間後（第 1章）に、wellの洗浄と Lysis bufferの添加を以

下のようにおこなった。始めに各 wellの上清を 1.5 mL tubeに回収し、その後 500 μLの

PBSで wellを洗浄した。洗浄に用いた PBSも、先に上清を回収した 1.5 mL tubeに回収

した。上清と洗浄に用いた PBSの合計量が 1.5 mL tubeの容量を超える場合は、複数回に

分けて遠心・上清除去をおこなった。wellの洗浄後、5 × Lysis bufferを 5倍希釈したもの

を 75 μL加えた。上清と洗浄に用いた PBSを回収した 1.5 mL tubeを 4 ℃、500 g、5 min

で遠心し、上清を除去した。遠心により生じた細胞ペレットを、対応する wellの Lysis buffer

を 40 μLにより、よく懸濁して wellに戻し、−80 ℃で 30 min以上静置した。 

○12 well plateを用いたトランスフェクション、破砕処理（第 2章） 

BMDC 2.0 × 106 cells / mRNA 0.5 μg / BMDC用培地 500 μLとなるよう BMDC懸濁

液、MEND懸濁液、BMDC用培地（血清−)を混合し、24 well plateに播種した。3時間後、

1500 μL / wellとなるように BMDC用培地（血清+）を各 wellに添加した。その 3時間後

に、wellの洗浄と Lysis bufferの添加を以下のようにおこなった。始めに各 wellの上清を

1.5 mL tubeに回収し、その後 500 μLの PBSで wellを洗浄した。洗浄に用いた PBSも、

先に上清を回収した 1.5 mL tubeに回収した。上清と洗浄に用いた PBSの合計量が 1.5 mL 

tubeの容量を超える場合は、複数回に分けて遠心・上清除去をおこなった。wellの洗浄後、

5 × Lysis bufferを 5倍希釈したものを 75 μL加えた。上清と洗浄に用いた PBSを回収し

た 1.5 mL tubeを 4 ℃、500 g、5 minで遠心し、上清を除去した。遠心により生じた細胞

ペレットを、対応する well の Lysis buffer を 40 μL により、よく懸濁して well に戻し、

−80 ℃で 30 min以上静置した。 
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○Luciferase Assay、タンパク定量 

各 wellの Lysis bufferを常温で溶かし、氷上でセルスクレイパーを用いて wellの底の細

胞を剥がした。液を回収し 4 ℃、20,000 g、2 minで遠心し、その上清 50 μLを回収した。

得られた上清を用いてルシフェラーゼ活性測定 (RLU/mL)、BCA 法によるタンパク定量 

(mg/mL)を行い、単位タンパク質量当たりのルシフェラーゼ活性 (RLU/mg protein)を算出

した。 

 

●サイトカイン産生評価 

BMDC 4.0 × 105 cells / pDNA 0.4 μg / BMDC用培地 500 μL（第 1章）あるいは BMDC 

2.0 × 106 cells / mRNA 0.5 μg / BMDC用培地 1,000 μL（第 2章）となるよう BMDC懸濁

液、MEND懸濁液、BMDC用培地（血清−）を混合し、24 well plate（第 1章）あるいは

12 well plate（第 2章）に播種した。3時間後、1500 μL/wellとなるように BMDC用培地

（血清+）を各 wellに添加した。その 3時間後、上清を回収し、4℃、500 g、5minで遠心

した。上清を回収したのち、速やかに液体窒素で急速凍結させ－80℃で保存した。Mouse 

Quantikine ELISA kit (R&D systems)を用いて、その推奨プロトコルに従って ELISAを

おこなった。 

 

●CD80, CD86発現評価 

4.0×105 cells の BMDC と pDNA 0.4 μg 相当の各種 MEND を混合した BMDC 用培地

（血清−）、及び LPSを 100 ng/mL となるよう添加した BMDC用培地（血清−）250 μLを、

接着細胞用 24 well plateに添加し、37℃、CO2 5%の条件で 3時間インキュベートした。

その後 BMDC用培地（血清+）500 μLを添加し、37℃、CO2 5%の条件で 17時間インキュ

ベートした。樹状細胞を wellより回収し、それぞれの群の BMDC 5.0×105 cellsをエッペ

ンドルフチューブへ移した。ブロッキングのため、mouse IgG1, κ (5 μg/mL, FACS buffer, 

SIGMA) 溶液を 50 μLずつ添加し、4℃で 30分間インキュベートした。その後 FACS buffer 

1 mLで 2回洗浄し、細胞に各 PE標識化抗体 (2 μg/mL, FACS buffer) 溶液 50 μLを添加

し遮光条件下で 30 分間インキュベートした。その後 FACS buffer 1 mL で 2 回洗浄し、

FACSCalibur フローサイトメーターを用いて蛍光強度を測定した。 

 

●抗原提示アッセイ 

2.0×106 cells/1,000 μL/ wellとなるように BMDCを non-treated bottom 12 well plate

へ播種し、適切な濃度となるように MEND あるいは Lipoplex を添加した（血清−）。2 時

間後に BMDC用培地（血清+）1,000 μL を加えた。その 22 時間後に各 well から BMDC

をピペッティングにより。回収しセルカウントののち、96 well plateで B3Z細胞と 16時

間共培養を行った(BMDC：2.0×105 cells/well, B3Z：1.0×105 cells/well)。 

共培養後、各 wellから上清を回収し、4℃, 400 g, 5 minで遠心して上清を取り除いた。上
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清を取り除いた各 well（PBSで穏やかに洗浄）と遠心した細胞に対し、それぞれ 50 μLず

つの CPRG溶液を加え、それらを混合し 4時間 37℃でインキュベートした。その後、必要

に応じて CPRG diluentsで溶液を希釈して、Abs（595nm）を測定した。 

 

●in vivo CTLアッセイ 

○ day0 

2.0×106 cells/1,000 μL/wellとなるように BMDCを non-treated bottom 12 well plateへ

播種し、適切な濃度となるように MEND あるいは Lipoplex を添加した（血清−）。2 時間

後に BMDC用培地（血清+）1,000 μL を加えた。その 4時間後に各 wellから BMDCをピ

ペッティングにより回収し、セルカウントののち、適切な細胞濃度となるように PBSで希

釈した。C57BL/6Jあるいは BALB/cマウス（7～9 週齢雌）の両足の裏から合計 40 μLの

BMDC懸濁液を皮下投与した。 

○ day7 

C57BL/6J あるいは BALB/c マウス (7～9 週齢雌)の脾臓を摘出し、脾臓細胞を 10 mL

の BMDC用培地に懸濁した。5 mLシリンジを用いて凝集塊をほぐし、40 μmのセルスト

レイナーを通した。500 g, 4℃, 5 minで遠心し、1つの脾臓当たり 1 mLの ACK Lysing 

buffer を添加して室温で 5 分間インキュベートした。BMDC 用培地で 5 倍希釈し 500 g, 

4℃, 5 minで遠心した。上清を除去し、10 mLの BMDC用培地で懸濁後、同様の条件で遠

心した。上清を除去し細胞数を計測後、40 μmのセルストレイナーを通して脾臓細胞を 2群

に分けた(High群及び Low群)。500 g, 4℃, 5 minで遠心し上清を除去後、1×107 cells/mL

となるように BMDC用培地で懸濁した。High群に 2 mM OVA257-264 SIINFEKLあるいは

2 mM NY-ESO-181-88 RGPESRLLペプチドを培地量の1/400量を添加し、素早く懸濁した。

両群を 37℃, 5% CO2で 1時間インキュベートした。500 g, 4℃, 5 minで遠心し、上清を除

去後、10 mLの BMDC用培地で 2回洗浄した。10 mLの PBSを用いて細胞を懸濁し、40 

μmのセルストレイナーを通した。5 mLの PBSで洗いこみ、同様に 40 μmのセルストレ

イナーを通した。セルカウントをおこなったのち、500 g, 4℃, 5 minで遠心し、上清を除去

後、1 μM CFSE in PBS (High群)または 0.1 μM CFSE in PBS (Low群)で 3×107 cells/mL

となるように懸濁し、遮光しながら 37℃の水浴で 10 分間インキュベートした。10 mL の

BMDC用培地を添加し、500 g, 4℃, 5 minで遠心した。上清を除去後、10 mLの BMDC

用培地・10 mLの PBSで洗浄した。両群の細胞数を計測し、5×107 cells/mLとなるように

PBSで懸濁した。High群と Low群を等量混合した細胞懸濁液を、day0に免疫したマウス

の尾静脈から 26G注射針を用いて投与した。 

○ day8 

脾臓細胞の尾静脈投与から 20時間後、各マウスから脾臓を回収し、脾臓細胞を 3 mLの

BMDC 用培地に懸濁後、5 mL シリンジを使って凝集塊をほぐした。ナイロンメッシュを

通して均一な細胞懸濁液とし、500 g, 4℃, 3 minで遠心した。上清を除去後、1 mLの ACK 
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Lysing bufferを添加し室温で 5分間インキュベートした。9 mLの FACS bufferを添加し、

500 g, 4℃, 3 minで遠心した。上清を除去後、5 mLの FACS bufferを用いて 2回洗浄し

た。5 mLの FACS bufferで懸濁し、フローサイトメーターにより、CFSEHigh群と CFSELow

群を計測し非免疫マウスの High/Low 比から各マウスにおける High 群減少率を算出した。 

 

●細胞内 IFN-染色 

〇 day 0, 7 

BMDC 2.0 × 106 cells/ mRNA 1.0 g/Medium 1,000 Lとなるよう BMDC懸濁液、粒子

懸濁液、BMDC用培地(血清−)を混合し、non-treated bottom 12 well plateに播種した。ト

ランスフェクションから 2時間後、1,000 L/wellとなるように BMDC用培地(血清+)を各

wellに添加した。その 4時間後に各 wellから BMDCを回収しセルカウントののち、125 × 

105 cells / mL (=5.0 × 105 cells / 40 μL)となるように PBSで希釈した。C57BL/6J(6w, ♀)の

両足の裏から 40 μLの BMDC懸濁液を皮下投与した。 

〇 day 14 

マウスより脾臓を摘出し、脾臓細胞を BMDC用培地に懸濁した。5 mLシリンジを用い

て凝集塊をほぐし、40 mのセルストレイナーを通した。4 ℃、500 g、5 minで遠心し、

1 mLの ACK Lysing bufferを添加して室温で 5分間インキュベートした。BMDC用培地

で 10倍希釈し 4 ℃、500 g、5 minで遠心した。上清を除去し、5 mLの BMDC用培地で

washを 2回おこなったのち 5 mLの BMDC用培地で細胞を懸濁後、細胞数の計測を行っ

た。30  106 cells相当の懸濁液を 15 mL tubeへ分注し、4 ℃、500 g、5 minで遠心した。

上清を除いたのち、3 g/mL OVA257-264 peptide (SIINFEKL) Medium 1 mLで細胞を懸濁

し、うち 500 Lを non-treated bottom 12 well plateに播種後、1 mLのMediumを混合

した（ペプチド終濃度：1 g/mL）。37℃、5% CO2、1 hrインキュベート後、2.5 L/mL 

GoldiPlug, 1 g/mL OVA257-264 peptide Mediumを各 wellに 1 mLずつ入れピペッティン

グにより懸濁した（終濃度：1 L/mL GoldiPlug, 1 g/mL peptide）。ポジティブコントロ

ールとして、4.5 × 106 cells / Cell Activation Cocktail 5 L / BMDC用培地 1500 Lとな

るように混合した細胞を well へ播種した。非刺激コントロールには、GoldiPlug のみ混合

した。37℃、5% CO2、6 hrインキュベートをおこなった。各 wellからピペッティングに

より細胞を回収し 5 mLの氷冷 BMDC用培地で 2回washしたのちセルカウントした。 

○ 細胞内 IFN-染色 

1.0  106 cells相当を 500g, 4℃, 5 minで遠心、上清除去を行い、1 mLの FACS buffer

で 2回 washした。ブロッキングのため、10 g/mL anti-mouse CD16/32 antibody 50 L

で各ペレットを懸濁し、4℃, 10 minの条件でインキュベートした。APC anti-Mouse CD3 

(4.0 g/mL), FITC anti-Mouse CD8a (10.0 g/mL) in 10 g/mL anti-mouse CD16/32 

antibodyを 50 L添加し、タッピングにより混和後、4℃, 30minの条件で細胞表面分子の

染色をおこなった。1 mLの FACS bufferで 2回 wash後、Fix/Perm Solution 250 Lで
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ペレットを懸濁し、3 secボルテックス後、4℃, 45 minインキュベートする事で膜透過処

理及び固定処理をおこなった。500 L の Perm/Wash solutionで 2回 washしたのち、1.2 

g/mL PE Rat Anti-Mouse IFN-γ in 10 g/mL anti-mouse CD16/32 antibody (Perm/Wash 

solution)を 50 L添加してペレットを懸濁し、4℃, 30minインキュベートする事で細胞内

染色をおこなった。500 L の Perm/Wash solution で 2 回 wash したのち、500 L の

FACS bufferで懸濁し、解析をおこなった。 

 

●E.G7-OVA担癌マウスに対する治療的抗腫瘍評価 

○ day 0 

8.0 × 105 cells/40 μL/mouseとなるように E.G7-OVA（OVA発現 EL4リンパ腫）を右脇

腹に皮下投与した。 

○ day 6 

ノギスを用いて腫瘍の長軸と短軸を測定し、以下の式に従って腫瘍体積を計算した：

tumor volume(mm3) = (major axis(mm)) × (minor axis(mm))2 × 0.52。その後、体積が 100 

mm3以上のマウスに関して、ランダムに再グループ化をおこなった 

○ day 7 

2.0 × 106 cells/1,000 μL/wellとなるように BMDCを non-treated bottom 12 well plate

へ播種し、適切な濃度となるように MENDを添加した（血清−）。トランスフェクションか

ら 2時間後、1,000 L/wellとなるように BMDC用培地(血清+)を各 wellに添加した。その

4時間後に各 wellから BMDCを回収しセルカウントののち、適切な細胞濃度となるように

PBSで希釈した。C57BL/6J (7～9 週齢雌) をジエチルエーテルで麻酔し、両足の裏から合

計 40 μL の BMDC 懸濁液を皮下投与した。1 週間後に再度同様の方法で免疫を行った。

E.G7-OVA移植から 9, 12, 15, 18, 21, 24日後にノギスを用いて腫瘍の長軸と短軸を測定し、

前述の式に従って腫瘍体積を計算した。 

 

●CT26/NY-ESO-1担癌マウスに対する治療的抗腫瘍評価 

○ day 0 

1.0×106 cells/50 μL/mouse となるように CT26/NY-ESO-1（NY-ESO-1 発現 CT26 大腸

がん細胞）を右脇腹に皮下投与した。 

○ day 7 

ノギスを用いて腫瘍の長軸と短軸を測定し、以下の式に従って腫瘍体積を計算した：

tumor volume(mm3) = (major axis(mm)) × (minor axis(mm))2 × 0.52。その後、体積が 40 

mm3以上のマウスに関して、ランダムに再グループ化をおこなった 

2.0 × 106 cells/1,000 μL/wellとなるように BMDCを non-treated bottom 12 well plate

へ播種し、適切な濃度となるように MENDを添加した（血清−）。トランスフェクションか

ら 2時間後、1,000 L/wellとなるように CT26/NY-ESO-1 用培地(血清+)を各 wellに添加
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した。その 4 時間後に各 well から BMDC を回収しセルカウントののち、適切な細胞濃度

となるように PBSで希釈した。BALB/cマウス（7～9 週齢雌）をジエチルエーテルで麻酔

し、両足の裏から合計 40 μLの BMDC懸濁液を皮下投与した。1週間後に再度同様の方法

で免疫を行った。CT26/NY-ESO-1移植から 9, 12, 15, 18, 21, 24日後にノギスを用いて腫

瘍の長軸と短軸を測定し、前述の式に従って腫瘍体積を計算した 

 

●QD705修飾 pDNAの調製 

○ビオチン化 pDNAの調製（Mirus Label IT biotin nucleic acid labeling kitを用いた） 

以下の組成となるように各種溶液を混合し、37℃で 1時間インキュベートした。 

DDW   158 μL 

10  buffer A  20 μL 

pDNA （1 mg/mL） 20 μL 

Label IT reagent  2 μμL 

その後、500 μLの EtOH、5 M NaCl 10 μL、2 mg/mL Glycogen 1 μLを加え転倒混和後、

‒80℃で 20 minインキュベートした。20,000 g、4℃、20 min遠心し、上清を除いた。70 % 

EtOHを 200 μL添加しピペッティングによりペレットを洗浄後、20,000 g、4℃、5 min遠

心した。上清を除き、20 min風乾後、20 μLの滅菌水に溶解した。 

○Qdot®705-Streptoavidinの修飾（Qdot®705 ITKTM Streptavidin Conjugate Kitを用い

た） 

以下の組成となるように各種溶液を混合し、室温で 30 minインキュベートした。 

1 mg/mLビオチン化 pDNA 10 μL 

2 μM Qdot®705   0.5 μL 

10 mM HEPES (pH 7.4)  39.5 μL 

その後、予め 10 mM HEPES (pH 7.4)で平衡化させた、Sephadex G50 mini column（Mirus 

Label IT Kitに付属）へ反応液を入れ、4℃、800 g、2 min遠心することで未反応の Qdot®705

を除いた。 

 

●エンドソーム脱出能評価 

BMDC 4 × 105 cells/pDNA 0.4 μg/Medium 500 μLとなるよう BMDC懸濁液、MEND懸

濁液（50%の pDNA を QD705 修飾 pDNA（赤色として疑似カラー表示）へ置換した）、

BMDC用培地（血清−）を混合し、200 μLをガラスベースディッシュのガラス上にアプラ

イした。37℃、5%CO2条件下で 2時間インキュベートし、1 mLの BMDC用培地（血清+）

を添加した。その 4時間後に 1 mLの培地と 1 mLの 20 U/mL ヘパリンナトリウム溶液で

2回ずつ洗浄し、ディスク型共焦点走査型顕微鏡（CSU-X1搭載 Nikon ECLIPES TE-2000-

U）で観察を行った。観察の 10分前に Hoechst33342（青色として疑似カラー表示）、5分

前に Lysotracker Green DND-26（緑色として疑似カラー表示）で、核と酸性コンパートメ
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ントをそれぞれ染色した（いずれも 1,000倍希釈）。エンドソーム脱出効率は以下の式を用

いて計算した。 

((1-(黄色の積分ピクセル強度/赤の積分ピクセル強度))  100 (%) 

 

●Hemolysisアッセイ 

ICRマウス（4～6週齢・雄）の下大静脈より約 1 mL程度の血液を採取し、10 mg/mLヘ

パリンナトリウム溶液 1 μLと混合した。氷冷生理食塩水と混合し 10 mLとしたのち、4℃、

400 g、10 minの条件で遠心し、上清を除いた。同様の操作を 3回繰り返し、赤血球懸濁液

を得た。0.02(w/v)% Triton-X100/緩衝液中と適当な量の赤血球懸濁液を混合して 500 μLと

し、ボルテックスミキサーで撹拌後、200 μLを透明 96 well plateへ加え、545 nmにおけ

る吸光度を測定した。545 nmにおける吸光度が 1.0となる赤血球懸濁液量を決定し、その

量の赤血球懸濁液とサンプル、及び緩衝液を混合し 500 μL としたのち、37℃、900 rpm、

30 minの条件で撹拌しながらインキュベートした。その後、4℃、400 g、5 minの条件で

遠心し、上清 200 μL を透明 96 well plate へ加え、545 nmにおける吸光度を測定した。

100% lysisされた場合の値として 0.02(w/v)% Triton-X100/緩衝液中での吸光度、0% lysis

された場合の値として緩衝液中での吸光度を用い、サンプルの% lysisを算出した。 

 

●in vitro転写による mRNA合成 

mMESSAGE mMACHINE T7 ULTRA Transcription Kit（invitrogen）を用いて、そ

の推奨プロトコルに従っておこなった。 

ただし in vitro転写反応に用いた pDNAと線状化に用いた制限酵素は以下の通りであ

る。 

〇mRNA-Luciferase(0)→pcDNA3.1-Luc(0) / EcoRV-HF 

○mRNA-Luciferase(UTR/OPT)→pcDNA3.1-Luc(UTR/OPT) / BspeI 

○mRNA-Ovalbumin(0)→pcDNA3.1-OVA(0) / XhoI 

〇mRNA-hNYESO1(UTR/WT)→pcDNA3.1-hNYESO1(UTR/WT) / BspeI 

 

●電気泳動によるmRNA放出能評価 

以下のように試薬を混合し、37℃、30 minインキュベートをおこなった 

mRNA or mRNA搭載粒子懸濁液  mRNA 0.1 μg相当 (10 L) 

0.031 ~ 10 mg/mL poly-aspartic acid 8 L 

1.45 M NaCl    2 L 

その後、6 × Loading dye (SDS不含)を 4 L加え良く混合したのち、10,000倍希釈

GelRed含有 1%アガロースゲルに全量アプライし、4℃で 2時間泳動した。 
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