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研究成果の概要（和文）：本研究では，生分解性インジェクタブルポリマー(注射可能ポリマー：IP)を用いて抗
原と免疫応答を賦活する物質(アジュバント)の放出を制御可能な製剤や免疫細胞をデリバリーする製剤について
開発した。抗原として卵白由来アルブミンを用い，アジュバントとしてオリゴ核酸(CpG-DNAを用いた。IPの組成
によってOVAやCpG-DNAの放出速度を遅延させることができた。マウスに皮下投与してOVA特異的な血中抗体価
(IgG)を評価したところ，IPを用いた方が高い抗体価を長期間持続することができた。またIPに樹状細胞(DC)を
混合して担がんマウスに投与したところ，腫瘍の成長を効率的に抑制することができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a biodegradable injectable polymer (IP) inducing
 immunity by controlling the rate of releasing antigen and adjuvant. Furthermore, immune cells 
(dendritic cells: DCs) were delivered by using IP to evaluate immune responses in vivo. Albumin from
 egg white was used as antigen and oligonucleotide (CpG-DNA) was used as an adjuvant, and the 
release rate of OVA and CpG-DNA was delayed by using IP exhibiting irreversible gelation. In 
subcutaneous administration to mice, OVA-specific antibody titer (IgG) in the blood showed that the 
IPs produced higher antibody titer for a longer period of time. DCs delivered by using IP enhanced 
antitumor effect. Therefore, this approach using IP systems can contribute to the field of cancer 
immunotherapy and vaccines.

研究分野： 生体材料学

キーワード： インジェクタブルポリマー　温度応答性　生分解性　免疫　ワクチン　徐放　細胞デリバリー　がん免
疫療法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
感染症やがんの抑制には免疫応答が重要な役割を担っている。本研究では温度応答型生分解性インジェクタブル
ポリマー(IP)を用いて抗原やアジュバント(免疫応答を賦活する物質)の徐放や免疫細胞をIPに混合することで，
免疫応答を効率的に誘導できるワクチン製剤について研究を行なった。抗原やアジュバントを徐放できるIPでは
抗原特異的な抗体価を長期間，高く誘導できることを示した。免疫細胞を混合したIPでは，投与部位での免疫細
胞の残存性が向上し，腫瘍に対する免疫応答が向上した。がん免疫療法やワクチン療法の発展に資する研究成果
である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

再生医療やワクチン分野では，細胞と薬剤を一緒に注入して体内で保持し，機能を発揮させる

ための足場材料の開発が求められている。このようなシステムを構築するためには，温度などの

外部刺激に応答してゾル―ゲル転移を起こす，注入可能=インジェクタブルポリマー(IP)が有力

な材料として挙げられる。 

 ポリエチレングリコール(PEG)とポリ(カプロラクトン-グリコール酸)共重合体(PCGA)から成

るトリブロック共重合体(tri-PCG)の水溶液が体温付近でゾルからゲルへと転移し，温度応答型

生分解性インジェクタブルポリマーとして応用可能であることなどを示してきた(ACS Biomater. 

Sci. Eng. 2017， 3， 56)。さらに近年では，tri-PCG の末端にアクリロイル基を導入した tri-

PCG-Acryl を合成し，ポリチオール化合物と tri-PCG/tri-PCG-Acryl 混合ミセル溶液を混合する

ことにより，マイケル付加反応により体温まで加熱したときのみ化学架橋ゲルを形成し，体内で

長期間ゲル状態を維持できるシステムを構築することに成功している。特にこのシステムでは，

ポリチオール化合物(DPMP)と tri-PCG-Acryl の混合比率を変えるという極めて簡便な手法によ

り，体内でゲル状態を維持する期間を 1-90 日の範囲で自在に制御できることが大きな特徴であ

る。またこの化学架橋 IPに脂肪由来幹細胞(AdSC)を含有させゲル化させて，in vitro で一週間

ほど培養することに成功している。また， tri-PCG の両末端にスクシンイミド(OSu)基を導入し

た tri-PCG-OSu と tri-PCG の混合ミセル水溶液に水溶性ポリアミンであるポリリシン(PLys)を

混合することで，温度に応答してゲル化する際に，OSu 基とアミノ基が反応してアミド結合を形

成し，化学架橋を持つヒドロゲルを調製できることを明らかにした(Polym J., 2014, 46, 632-

635)。 

 免疫系を人為的に制御することにより，感染症予防やがん治療を達成する試みが行われてい

る。免疫を制御するための薬剤はワクチンと呼ばれ，抗原と免疫を賦活する物質(アジュバント)

から構成される。ワクチンによる免疫獲得の効率化のため，抗原の標的細胞への送達，抗原の持

続的な供給(徐放)や投与の簡便性向上といった特性が求められており，実際にシリンジを使用

して抗原とアジュバントを持続的に投与することにより，抗体産生が増強するといった報告が

ある(Proc Natl Acad Sci, 2016, 113, 6639-6648.)。従って，ヒドロゲルなどのマトリックス

から抗原とアジュバントを徐放させることができれば，1回の投与で簡便に免疫応答を増強でき

ると考えられる。 

 また，がん免疫療法は，がん抗原特異的な免疫反応を利用してがん細胞のみを攻撃することが

可能で，副作用の少ない治療の実現が期待されている。中でも抗原提示細胞である樹状細胞(DC)

を標的としたものが DCワクチン療法である。その手法の例として，患者から採取した DCを体外

で培養し，抗原を認識させたのちに再び患者に投与して抗原特異的な免疫を誘導する方法が提

案されている。しかし，活性化 DC の生存期間は短く，投与後その大部分が死滅して十分な治療

効果が持続しないといった問題がある。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は，抗原タンパク質とアジュバント，DCの誘導因子を徐放させ， DC をデリバリー

する IP システムを構築し，がん免疫療法へ展開することである。各物質の混合比を調整して徐

放特性を変化させる，あるいは免疫誘導能力に及ぼす徐放特性の影響や DC をデリバリーするこ

との効果について調べるために以下の項目について検討した。 



(1) 生理活性物質の徐放パターンが異なる IPシステムの調製 

抗原として卵白由来アルブ

ミン(OVA)用い，アジュバン

トとして CpG-DNA を用いた。

これらを IP に混合して，OVA

と CpG-DNAの放出パターンと

マウスに投与した際の免疫

応答の関係について調べた

(図 1)。免疫細胞が抗原やア

ジュバントに曝される濃度

や頻度が免疫応答に重要で

あると考えられるので，免疫

応答に最適な徐放パターン

を見いだせれば高活性なワ

クチンの開発に寄与できる。 

(2) 樹状細胞(DC)をデリバリーする IPの開発 

IP に DC を混合して投与すること

で投与したDCが効率的に免疫誘導

に関係するかを調べる。この際 DC

と抗原，アジュバントを IP に混合

することによって，体外での活性

化を経ずに免疫応答が誘導される

か調べる。IP 中に混合された DC の

細胞増殖性，抗原やアジュバント

の取り込み，活性化状態を調べる

ことで，IPゲル内に保持された DC

が免疫誘導に適した状態になって

いるかを調べる(図 2)。 

 

３． 研究の方法 

(1) 生理活性物質の徐放パターンが異なる IPシステムの調製 

 tri-PCG-OSu を用いた不可逆的なゲル化を示す IP システムにおいて正電荷を有するポリリシ

ン(PLys)と負電荷をもつ抗原およびアジュバントとの静電相互作用による放出遅延を期待して，

ローダミンでラベル化した OVA と FITC でラベル化した CpG-DNA を所定量含む PBS 溶液と tri-

PCG，tri-PCG-Acryl，PLys(分子量: 94600)の PBS 溶液を 37℃に加温することでゲル化させた。

ゲル上部に PBS を加えて 37℃で所定時間インキュベーションして上澄みの PBS を回収し，放出

された OVA と CpG-DNA の蛍光をモニターすることで放出挙動を評価した。さらに，C57BL/6 マウ

スの背部皮下に OVA50 g と CpG-DNA2 g を含む溶液(Solution 投与群)または IP に混合して投

与(tri-PCG-OSu IP gel 投与群)して，所定時間ごとに採血し，血中抗体価を測定した。 

(2) 樹状細胞(DC)をデリバリーする IPの開発 

マウス大腿骨から骨髄細胞を採取し，BMDC 用培地中で分化誘導因子として GM-CSF をくわえて

培養し，骨髄由来 DCへと分化させた。蛍光標識抗 CD11c(DC マーカー)抗体を用いたフローサイ

 

図 1 抗原とアジュバントを徐放できる IP の概要。 

 
図 2 樹状細胞をデリバリーする IP の概要。 



トメトリーにより，分化の確認を行った。得られた DC を IP ゲル中に保持し，LIVE/DEAD assay

法により生存率を調査した。また， OVA と CpG-DNA を用い，IP ゲル中でこれらの蛍光標識物と

DC とをインキュベートし，その細胞取り込み及び炎症性サイトカインの産性能を，蛍光顕微鏡

及び PCR 法により評価した。DC をカルボキシフルオレセインで蛍光ラベルし，マウス背部皮下

に投与してインビボイメージングシステムで投与部位の蛍光強度を一定時間ごとに調べた。ま

た OVA 発現マウス Tリンパ腫(E.G7-OVA)を背部に担がんしたマウスに担がんから 5日後に IP を

接種して，腫瘍のサイズの変化を計測することで治療効果を評価した。 

 

４． 研究成果 

(1) 生理活性物質の徐放パターンが異なる IP システ

ムの調製 

 ローダミンでラベル化した OVA とフルオレセイン

でラベル化したCpG-DNAを所定量含むPBS溶液とtri-

PCG，tri-PCG-OSu，PLys(MW: 94,600)の PBS 溶液を

37℃に加温することでゲル化させた。tri-PCG のみか

ら構成される IP ヒドロゲルからは，インキュベーシ

ョン開始 3日後で 80%の CpG-DNA がリリースされた。

tri-PCG に PLys を加えた系では CpG-DNA のリリース

は，tri-PCG のみのゲルと比べて著しく遅くなること

が分かった。これは，IP 溶液中で CpG-DNA のリン酸エ

ステル基と PLys のアミノ基が静電相互作用し，ポリ

イオンコンプレックスを形成して，見かけの分子量が

増加したためであると考えられる。この系に tri-PCG-

OSu を混合すると，CpG-DNA のリリースは，tri-PCG-

OSu を混合しない系に比べてさらに遅くなった。OVA

のリリースについても PLys，tri-PCG-OSu を混合した

IP では遅延することが分かった(図 3)。PLys と tri-

PCG-OSu を混合した tri-PCG-OSu IP gel 投与群は，

Solution投与群よりも高いOVA特異的IgG抗体価を

長期間維持した(図 4)。またアジュバントとして

CpG-DNA を投与することで，上昇することが知られ

ているIgG2aの抗体価について，tri-PCG-OSu IP gel 

投与群の抗体価の上昇は Solution 投与群に比べて

遅延した。これはマウス皮下においても CpG-DNA の

放出が遅延したことを示唆している。免疫 22 週後の

マウス脾臓を回収し，脾細胞から産生される抗原特

異的な IFN-を定量したところ，tri-PCG-OSu IP gel 

投与群で強い免疫応答を確認した。以上より，IPを

ワクチン徐放システムとして用いることで効率的に免疫応答を増強できた。 

 

(2) 樹状細胞(DC)をデリバリーする IPの開発 

 tri-PCG に DC を混合してゲル化させインキュベーションし，一定期間後ゲルを冷却して液状

 
図３ IP ゲルからの CpG-DNA および
OVA の放出挙動。 

 
図 4.  IP gel を投与したマウスの血中抗
体価(IgG)。 



化させ回収した細胞の生存率は，インキュベーション 1~3 日間で 90%程度であった。通常の方法

でインキュベーションした場合と IP ゲル内での培養で細胞生存率が変わらなかったことから本

研究で用いた IP は細胞を保持するための材料として適合性が高いことが示唆された。蛍光ラベ

ルした抗原やアジュバントの取り込みについては，IP内に混合した DCは通常の方法で培養した

DC と同等以上の取り込み量を示した。さらに DCが成熟したことを示すサイトカイン関連遺伝子

(IL-12 の mRNA)の発現を RT-PCR 法で評価したところ，抗原やアジュバントの取り込み量を反映

して，IP内で培養した DCでも通常の方法で培養した DC と同程度の mRNA 発現量であることが分

かった。DCの細胞膜に発現する MHC class Ⅰ，Ⅱ分子についても IP内での培養と通常培養で

ほぼ同程度の発現強度であった。したがって，IP 内に抗原とアジュバントを添加した状態で DC

を保持した場合でも DC が免疫誘導に適した状態に成熟したことが明らかとなった。マウス背部

皮下に蛍光ラベルした DCを投与して投与部位の蛍光強度変化を調べたところ，IP に混合して DC

投与したグループでは，生理食塩水に懸濁してDC

を懸濁して DC を投与したグループよりも投与部

位での蛍光が長期間維持された。この結果は IP

を用いることによって DC を投与することで，投

与部位で長期間 DC を保持したことを示唆してい

る。E.G7-OVA 細胞を担がんしたマウスを以下の 4

グループに分けて腫瘍の成長を評価した(図 5)。

①リン酸緩衝生理食塩水(PBS)を投与したグルー

プ，②DC を抗原とアジュバントを含む培養液で 1

晩培養して投与したグループ(actvate DC)，③DC

を含まず抗原とアジュバントのみを IP に混合し

て投与したグループ(tri-PCG(DC free))，④活性

化していない DC と抗原とアジュバントを IP に

混合して投与したグループ(tri-PCG(non act DC))について比較した。tri-PCG を用いて DCと抗

原，アジュバントを混合して投与したグループが最も効率的に腫瘍の成長を抑制した。さらに

tri-PCG(non act DC)投与グループは血中抗体価の値も他のグループよりも高かった。以上より，

本研究では抗原とアジュバントの徐放製剤を，生分解性 IP を用いて構築し，徐放によって抗体

価を長期的に保持できることを明らかにした。さらに DC を，IPを用いて投与することで，予め

DC を活性化させることなく腫瘍の縮退効果を示すことを明らかにした。IP による徐放，細胞デ

リバリーにより免疫系を繰り返し刺激することで効率的に免疫を誘導したと考えられる。近年，

DC の分化因子，抗原，アジュバントを内包した体内埋め込み型の生分解性スキャホールドを皮

下切開により移植してがん免疫療法に応用した研究がされており，米国で臨床試験が行われて

いる。本研究では，注射により投与が可能であるため，投与のための外科手術が不要で，がん免

疫療法をより簡便に非侵襲的に実施できる可能性がある。今後は DC だけでなく，他の免疫細胞

(T 細胞や血中の単球)を IP に混合して，細胞の状態を解析することによって，本課題を発展さ

せた多細胞間のネットワークを利用した免疫細胞療法を実現することが可能になると考えられ

る。 

 

図 5.  IP ゲルを用いた DC デリバリーによる
腫瘍の成長抑制。 
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