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研究成果の概要（和文）：パピローマウイルス感染による口腔領域の癌化をDNAワクチン接種により抑制するた
め、DNA抗原包埋疎水性プルランナノ粒子(CPHナノ粒子)とテープストリッピング法による経口腔粘膜のデリバリ
ーシステムを検討した。その結果、DNAワクチン包埋CPHナノ粒子のテープストリッピング法による経口腔粘膜の
デリバリーシステムは癌化抑制に有用であることが示唆され、HPV関連口腔癌の予防に有用であると考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：The delivery system of DNA vaccine-embedded hydrophobic pullulan 
nanoparticles (CPH nanoparticles) with tape stripping method using oral mucosa for cancer 
prevention, that associated papillomavirus infection, was studied. 
As a result, it was suggested that DNA vaccine-embedded CPH nanoparticles with tape stripping method
 was useful for cancer prevention. Therefore, it contributes to the papillomavirus-induced oral 
cancer prevention.

研究分野： 医歯薬学・歯学・形態系基礎歯学

キーワード： DNAワクチン　パピローマウイルス　ナノスフェアー　CPHナノ粒子　テープストリッピング法　ドラッ
グデリバリー　口腔　癌抑制効果
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	
	 ヒトパピローマウイルス(HPV)が種々の前
癌ならびに癌病変に検出されることから、
HPV 感染と発癌との関連が多くの注目を集め
ている。しかし、HPV には種特異性があり、
HPV は動物に感染しないことから、HPV につ
いての in	vivoでの感染実験を用いた癌化の
証明は不可能である。我々は、dimethyl	
benzanthracene（DMBA）を用いて短期間でハ
ムスターの舌粘膜に上皮性異形成、扁平上皮
癌を誘発できる実験系を確立した１）。この方
法により誘発された上皮性異形成にパピロ
ーマウイルス共通抗原が検出され 2）、さらに
電子顕微鏡的にもこの病変内にパピローマ
ウイルス様粒子が検出され、我々は、この病
変から新しいハムスター口腔パピローマウ
イルス（HOPV）を分子クローニングすること
に成功した 3）。この分子クロニーングされた
ウイルスゲノムの塩基配列の解析決定を行
い、この発癌モデルにおける HOPV の関与に
ついて解析した。HOPV は、HPV 感染の病態に
非常に類似していることから、この発癌モデ
ルは、パピローマウイルス感染による発癌過
程における HOPV の役割を短期間で解析する
うえで有用なモデルであることが判明し、こ
の癌化過程で HOPV が重要な働きをしている
ことが明らかになった。そこで、	HOPV の各
主要遺伝子を増幅して発現プラスミドに挿
入し、naked	pDNA を作製し DNA ワクチンとし
た。これらの naked	pDNA を上記の発癌モデ
ルに接種して、その効果を検索したところ、
HOPV のゲノムの主要遺伝子、特に L1 領域の
naked	pDNAを接種したときに癌抑制効果があ
ることが示唆された 4）。また、DNA複合体（pDNA
／mBSA、プルラン複合体）を用いてパピロー
マウイルスが関与する癌化抑制に有効な DNA
ワクチンを検討した結果、naked	pDNA よりも
DNA 複合体の DNA ワクチンの方が癌抑制効果
が高く、細胞への取り込みが良好なことや骨
格筋（大腿四頭筋）への投与が効果的なこと
も示唆された。また、デリバリーシステムと
して電気穿孔法の併用が有用であることが
判明した。さらに、デリバリーシステムとし
て、	分解性高分子からなるナノサイズのキ
ャリアー	（PLGA ナノ粒子）を DNA ワクチン
のキャリアーとして用いて持続的に遺伝子
発現させ、	pDNA をナノ粒子に封入し表面に
正電荷を持たせて組織親和性を持たせるこ
とやその放出を制御することが可能となり、
効率のよいデリバリーシステムとなり得る
ことをすでに報告した。	
	がんや新興の感染症などの重大疾患では、
効果的でしかも安全と簡便さを兼ね備えた
ワクチン法及び抗原デリバリーシステムの
開発が急務の課題となっている。口腔粘膜に
はその粘膜及び真皮層に、がんや病原体への
免疫監視に必須なＴ細胞を介した免疫応答
を強力に惹起できる樹状細胞と呼ばれてい
る抗原提示細胞が高密度で常在しているた
め、エピトープをコードした DNA や RNA 抗原

のワクチンデリバリーのための最適組織で
あり、近年がんや感染症を始め種々の新規ワ
クチン法での応用が期待されている。	
	 天然多糖のプルランをコレステロールで
化学修飾することで疎水性を付加させた CHP	
は、生理的条件下でナノメートルサイズの球
状粒子となり、内部に様々な DNA･RNA 抗原や
抗原ペプチド及びタンパク質を包埋できる。
CHP	自体はランゲルハンス細胞（LC）などの
樹状細胞に補食されやすく、CHP	は樹状細胞
による効率的なクロスプレゼンテーション
を促すため、特異的なキラーT細胞(CTL)を大
量に誘導することが可能である。DNA 抗原を
包埋した CHP	をテープストリピングした口
腔粘膜に塗布すれば、タイトジャンクション
に突起を伸ばした口腔粘膜 LC	に効率的に取
り込まれ、LC	は活性化及びリンパ管輸送の
後に、リンパ節内で爆発的に特異的 CTL	を誘
導する可能性がある。また、テープストリッ
ピング法は、粘着テープによる角化層の除去
を行うことで抗原ペプチドや抗原タンパク
などを表皮内に到達させるための方法で、角
化層を一部剥離するだけであり、二次感染は
ほとんど無く安全性が高い、簡便な方法であ
る。	
	
２．研究の目的	
	 独自の HOPV の発癌動物モデルを用いて、
パピローマウイルス感染による癌化を CPH ナ
ノ粒子のテープストリッピング法を用いた
経口腔粘膜抗原デリバリーシステムにより
抑制し、DNA 抗原の樹状細胞の取り込みおよ
び、それら CTL の動態を解析してより効率の
よい抗原デリバリーシステムを開発するこ
とを目的としている。	
	 DNA ワクチンの安全性と簡便性および効率
化を目指した CPH ナノ粒子とテープストリッ
ピング法を用いた経口腔粘膜抗原デリバリ
ーシステムの研究はなく、本研究は、ヒトの
パピローマウイルス感染での癌化予防およ
び治療の研究におおいに貢献すると考えら
れ、本研究結果を基にして、さらにヒトでの
癌予防とワクチン治療に大きく寄与すると
考えられる。	
	 そこで本研究では、安全で簡便な効果の高
い臨床応用を見据えた CPH ナノ粒子とテープ
ストリッピング法を利用した DNA ワクチンの
最適なデリバリーシステムを開発した。これ
には、デバイスとしてのDNAワクチン包埋CPH
ナノ粒子とテープストリッピング法による
経口腔粘膜のデリバリーシステムを用いて
検討を行った。	
	
３．研究の方法	
ハムスター発癌モデルを用いて、効果的な臨
床応用を考えた DNA 抗原包埋 CPH ナノ粒子と
テープストリッピング法による経口腔粘膜
のデリバリーシステムをを検討した。これに
は、CPH ナノ粒子に HOPV の L1 領域の主要遺
伝子の naked	pDNA を包埋して、DNA ワクチン



のデバイスとして使用した。また、この DNA
抗原包埋 CPH ナノ粒子をテープストリッピン
グした口腔粘膜に塗布して、細胞取り込みと
共に癌化抑制効果を検索した。また、HPV 感
染の実態を研究解析した現在までの研究結
果をふまえて、ハムスター発癌モデルとヒト
パピローマウイルス関連癌由来の細胞を用
いて以下の方法で解析した。	
	
(1)	DNA ワクチンの作成	
	 クローニングした HOPV のゲノムの主要遺
伝子	L1 を用いて、これらを発現プラスミド
に組み込み、naked	pDNA による DNA ワクチン
を作製した。	
	 作成方法は、下記に示した。HOPV の L1 領
域のオープンリーディングフレームを下記
のプライマーを用いて増幅して、TOPO	XL	PCR	
Cloning	Kit	(Invitrogen,	CA,	USA)を用い
てクローニングした。これらのプライマーは、
各遺伝子の開始コドン（太文字 ATG）を含む
だ け で な く 、 EcoR1 サ イ ト （ 小 文 字
Ccggaattccg）を 5'側に付加した。	
HOPV-L1		(EcoR1	site:	Ccggaattccg)	
5'CcggaattccgGATGTGGATGCAACCATCAGGCAAGC
T	3'		
5'CcggaattccgTAAGAGGCGTAAAAAGTAAATGTCAA
T3'		
HPV-L1	(EcoR1	site:	Ccggaattccg)	
5’CcggaattccgCCAGATCTATGTCTCTTTGGCTGCC
TAGTGAGGC	3’		
5’CcggaattccgCCAGATCTTTACAGCTTACGTTTTT
TGCGTTTAG	3’	
	その後、EcoR1 で切断して pVAX1	 (Invi-	
trogen,CA,	USA)	vector を用いて大腸菌にて
増殖させた。これらのプラスミド DNA	を
QIAprep	 Spin	 Miniprep	 Kit	 (Qiagen,	
Valencia,	CA,	USA)で精製して DNA ワクチン
とした。また、BigDye	 Terminator	 Cycle	
Sequen-	 cing	Kit	(PE	Applied	Biosystems,	
New	Jersey,	USA)を用いて ABI	PRISM™	3100	
Genetic	Analyzer	(PE	Applied	Biosystems,	
New	Jersey,	USA)により DNA の塩基配列を確
認した。DNA ワクチンは、	100μg	を 100μl	
生理食塩水に溶かして使用した。	
	
(2) DNA ワクチン包埋 CPH ナノ粒子とテープ
ストリッピング法による経口腔粘膜のデリ
バリーシステムの口腔粘膜での動態の解析	
	 作成した L1	naked		pDNA を CPH ナノ粒子
に包埋し表面に正電荷を持たせて DNA ワクチ
ン包埋 CPH ナノ粒子とした。実験動物（雄性
ゴールデンハムスター）の頬粘膜でテープス
トリッピング法により角化層を一部除去し
て、作成した DNA ワクチン包埋 CPH ナノ粒子
を塗布した。今までの研究結果を参考にして、
塗布量は、100μg	/100	μl	生理食塩水とし
て行った。細胞内取り込みに関して、トレイ
サーは、蛍光ナノクリスタル (Qdot®、
Invitrogen,	CA,	USA)を用いて DNA ワクチン
包埋 CPH ナノ粒子を標識した。	

(3) DNA ワクチン包埋 CPH ナノ粒子とテープ
ストリッピング法による経口腔粘膜のデリ
バリーシステムの癌化抑制の解析	
	
①DNA ワクチン接種と発癌処置および癌化抑
制の解析	
	 実験動物（3 週齢雄性ゴールデンハムスタ
ー）は、免疫群 10 匹と非免疫群 10 匹にわけ
た。免疫群には L1 遺伝子の naked	pDNA（100
μg/100μl）DNA ワクチン包埋 CPH ナノ粒子
を２回、3週の間をおいてそれぞれ接種した。
ワクチン接種の方法は、実験動物の頬粘膜を、
テープストリッピング法により角化層を一
部除去して、作成した DNA ワクチン包埋 CPH
ナノ粒子を塗布した。その後、発癌処置を行
った。非免疫群には、ベクターのみの包埋 CPH
ナノ粒子を同様に接種した。発癌処置は、8
週間、DMBAを週3回の割合で舌尖に塗布した。
その後、舌尖を 2mm 切除する創傷を加えて、
さらに 2 週間、連日舌尖に DMBA 塗布を行っ
た。その後、病理組織学的および分子生物学
的に癌抑制効果を解析した。	
	
②ヒトパピローマウイルス（HPV）関連癌由
来の細胞（CaSki）における癌化抑制の解析	
	 HPV の主要遺伝子である L1	naked		pDNA を
包埋して、DNA ワクチンのデバイスとして使
用して、HPV 関連癌由来の細胞（CaSki）にお
ける癌化抑制の解析を行った。実験動物
（C.B-17/lcr-scid/scidJcl）を免疫群(10
匹)と非免疫群(10 匹)にわけ、①と同様に免
疫群には 2回の DNA ワクチン接種を 3週の間
をおいて行なった。接種方法は、実験動物の
頬粘膜をテープストリッピング法により角
化層を一部除去後、DNA ワクチン包埋 CPH ナ
ノ粒子を塗布した。その後、ヒトパピローマ
ウイルス関連癌由来の細胞（CaSki）をマウ
スに背部皮下に移植して癌化抑制を解析し
た。	
	
４．研究成果	
(1)DNAワクチン包埋CPHナノ粒子とテープス
トリッピング法による経口腔粘膜のデリバ
リーシステムの口腔粘膜での動態の解析	
	 DNA ワクチン包埋 CPH ナノ粒子の口腔粘膜
細胞内の取り込みを蛍光ナノクリスタルに
て解析した結果、塗布後 2時間で口腔粘膜上
皮内の樹状細胞(ランゲルハンス細胞)や口
腔粘膜上皮下のマクロファージ等および筋
細胞に蛍光が認められ、それらの細胞内の取
り込みが確認できた(図１)。	



	

図１	 DNA ワクチン包埋 CPH ナノ粒子の口腔
粘膜細胞内の取り込み。一部の口腔粘膜上皮
内の樹状細胞(ランゲルハンス細胞)や口腔
粘膜上皮下の細胞（マクロファージ等）およ
び筋細胞に取り込みが認められる（赤色）。	
	
(2)	DNA ワクチン包埋 CPH ナノ粒子とテープ
ストリッピング法による経口腔粘膜のデリ
バリーシステムの癌化抑制の解析	
	 研究の方法の(3)の①のごとく DNA ワクチ
ン接種と発癌処置を行った結果、非免疫群で
は全ての実験動物の舌組織に上皮性異形成
や扁平上皮癌の形成が認められた。免疫群で
は、3 匹の実験動物には、上皮性異形成や扁
平上皮癌はみられず、正常な創傷治癒が起き
ていた。	
	 以上の結果から、ハムスター口腔パピロー
マウイルス(HOPV)の発癌モデルを用いた DNA
ワクチン包埋 CPH ナノ粒子とテープストリッ
ピング法による経口腔粘膜のデリバリーシ
ステムにより癌化抑制が確認された。	
	
(3)	ヒトパピローマウイルス（HPV）関連癌
由来の細胞（CaSki）における癌化抑制の解
析	
	 研究の方法の(3)の②のごとく DNA ワクチ
ン接種と発癌処置を行った結果、免疫群では
非免疫群に比べて移植腫瘍の増大の抑制傾
向が認められた。	
	
(4)まとめ	
	 DNA ワクチン包埋 CPH ナノ粒子とテープス
トリッピング法による経口腔粘膜のデリバ
リーシステムを用いることにより、口腔粘膜
上皮のランゲルハンス細胞およびマクロフ
ァージ等に DNA ワクチン包埋 CPH ナノ粒子が
取り込まれていることが判明した。	
	 この結果を基に、DNA ワクチン包埋 CPH ナ
ノ粒子とテープストリッピング法による経
口腔粘膜のデリバリーシステムの癌化抑制
の解析を HOPV の発癌モデルを用いて行った。
CPH ナノ粒子に HOPV の主要遺伝子である L1	
naked		pDNA を包埋して、DNA ワクチンのデ
バイスとして使用した。その結果、免疫群で
は非免疫群に比べて高い癌化抑制が認めら
れた。さらに、HPV の主要遺伝子である L1	
naked		pDNA を包埋して、DNA ワクチンのデ
バイスとして使用して、HPV 関連癌由来の細
胞（CaSki）における癌化抑制の解析を行っ
た。この結果、免疫群では非免疫群に比べて

移植腫瘍の増大の抑制傾向が認められた。	
	 以上の結果より、DNA ワクチンのテープス
トリッピング法による経口腔粘膜のデリバ
リーシステムは癌化抑制に有用であること
が示唆された。本研究は、HPV 感染での癌化
予防の治療に大いに貢献すると考えられる。	
	 さらに、口腔粘膜にはその粘膜及び真皮層
に、がんや病原体への免疫監視に必須なＴ細
胞を介した免疫応答を強力に惹起できる樹
状細胞(ランゲルハンス細胞)と呼ばれる抗
原提示細胞が高密度で常在しているため、エ
ピトープをコードした DNA や RNA 抗原のワク
チンデリバリーのための最適組織と考えら
れた。また、テープストリッピング法は簡便
で安全に口腔粘膜の角化層を除去でき、CPH
ナノ粒子は樹状細胞に捕食されやすく、この
組み合わせによる口腔粘膜デリバリーシス
テムは効果が期待できる。このシステムは、
がんや感染症を始め種々の新規ワクチン法
での応用が期待される。	
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