
北海道大学・薬学研究院・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(B)（一般）

2022～2020

PD-1抗体への獲得抵抗性を攻略する記憶NK細胞誘導型ナノがん免疫療法の開発

Nano cancer immunotherapy using memory NK cells against PD-1 blockade resistant 
tumor

２０６０４４５８研究者番号：

中村　孝司（Nakamura, Takashi）

研究期間：

２０Ｈ０３３７３

年 月 日現在  ５   ５   ２

円    13,600,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、免疫記憶を有するメモリーnatural killer（NK）細胞を効果的に誘導す
るためのアジュバント（免疫活性化物質）を搭載した脂質ナノ粒子を構築し、免疫チェックポイント阻害療法に
耐性を示すがんに対する新しいがん免疫療法の開発を進めた。2種類のアジュバントを搭載した脂質ナノ粒子は
メモリーNKを効率的に誘導し、免疫チェックポイント阻害療法に耐性を示すマウスメラノーマ肺転移に対する治
療効果を増強することが明らかになった。また、予防的に投与することで、メラノーマ肺転移を強力に抑制でき
ることから、免疫チェックポイント阻害療法に耐性を示すがんの転移予防にも有効である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed lipid nanoparticles (LNPs) loaded with two 
adjuvants to effectively induce memory natural killer (NK) cells, and demonstrated the cancer 
immunotherapy against PD-1 blockade (immune checkpoint inhibition therapy) resistant tumor. LNPs 
loaded with two types of adjuvants efficiently induce memory NK and enhance therapeutic efficacy 
against mouse melanoma lung metastasis that showed the resistant to PD-1 blockade. In addition, 
prophylactic administration can strongly suppress melanoma lung metastasis, suggesting that it may 
be effective in preventing metastasis of cancers that are resistant to immune checkpoint inhibition 
therapy.

研究分野：薬物送達学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでにin vivoでメモリーNK細胞を誘導可能なシステムは報告されておらず、本研究にて開発したアジュバ
ント搭載脂質ナノ粒子を用いたシステムが初めてである。それ故、学術的に高いインパクトを持つ。また、NK細
胞のメモリー化を誘導することで、免疫チェックポイント阻害療法に耐性を持つがんに対する抗腫瘍活性の増強
と転移予防効果を示すことから、現在のがん治療の課題を克服するための新しいがん免疫療法の開発に繋がる重
要な知見である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
がん免疫療法の躍進と新たな課題 
近年の programmed cell death-1（PD-1）抗体や programmed cell death ligand 1（PD-L1）抗体に代
表される免疫チェックポイント阻害剤（immune checkpoint inhibitor: ICI）の成功は、がん治療に
パラダイムシフトをもたらした。しかしながら、現状では単剤の有効率は 20～30%であり、長期
間に及ぶ使用症例の増加に伴い、治療耐性が出現することが明らかになってきた。この ICIに対
する治療耐性は最近になって報告されてきた新しい問題であるが、その機序を解明し克服する
ことは非常に重要である。 
がん免疫療法に対する耐性機構 

PD-1/PD-L1 抗体療法に対する耐性には、一次耐性（primary resistance）と獲得耐性（acquired 
resistance）がある 1。一次耐性は発がんの過程でネオ抗原の喪失などにより腫瘍特異的 T 細胞
（cytotoxic T lymphocyte: CTL）からの攻撃を回避する特性を得たがんであり、はじめから奏効が
認められない。一方で、獲得耐性は長期にわたる臨床例の増加に伴い、最近になって明らかにな
ってきたもので、治療奏功後の再発が該当する。その機序として、β2 ミクログロブリンの欠損
に起因する抗原提示機構の機能異常による major histocompatibility complex class I（MHC-I）分子
の欠損やネオ抗原の喪失、interferon（IFN）受容体関連の遺伝子異常による IFN応答の阻害 2と
いった遺伝子変異、PD-1/PD-L1抗体の使用により CTLの活性化が長期間持続したことによって
疲弊状態に陥る機構が考えられている 3。 
Natural killer（NK）細胞を標的としたがん免疫療法の重要性 

NK 細胞は自然免疫系に属するリンパ球で CTL と類似の特性を有しているが、最も重要な特
性は細胞傷害活性がネオ抗原に依存しないという点である。つまり、ネオ抗原の喪失や MHC-I
分子の欠損があるがん細胞を障害できることを意味する。それ故、NK細胞を利用したがん免疫
療法は上述した一次耐性や獲得耐性を示すがんに対し、有効な戦略となる。さらに最近、NK細
胞ががん免疫応答の開始の樹状細胞のリクルートに重要な役割を担っていることが明らかにな
ってきた 4。つまり、NK細胞を標的とすることで CTL応答も活性化することができる。このよ
うに、がん免疫療法における NK細胞の重要性に注目が集まってきている 5-6。 
自然免疫記憶（trained innate immunity）を利用した NK細胞の強化 
自然免疫記憶とは、自然免疫系の免疫細胞の遺伝子のエピゲノム変化が起こることで自然免
疫応答が記憶される現象であり、最近になって明らかになってきた 7。自然免疫記憶が誘導され
た NK細胞（メモリーNK細胞）は長期持続性と機能強化を得た記憶 NK細胞へと分化すること
から、獲得耐性がんに対する活性の増強が期待できる。その誘導には、interlukine-12（IL-12）刺
激が必須であり 8、自然免疫受容体のアゴニスト（アジュバント）を組み合わせることで樹状細
胞からの IL-12 産生が相乗的に増加することが明らかになっている 9。さらに自然免疫受容体に
よって局在（細胞膜や細胞内）が異なっている点を踏まえ、drug delivery system（DDS）を利用
したアゴニストの細胞内/体内動態制御により、メモリーNK 細胞を効果的に誘導可能であると
いう仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、自然免疫記憶を利用した NK 細胞のさらなる強化を実現するためのアジュバン
ト搭載 DDSを細胞内/体内動態の観点から構築し、獲得耐性を攻略するためのナノがん免疫療法
を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) NK細胞を活性化するアジュバント搭載 DDSの開発 

NK細胞の活性化には I型 IFNが重要であるため、自然免疫経路である stimulator of interferon 
genes（STING）経路のアゴニスト（cyclic di-GMP）をアジュバントとして選択した。STING ア
ゴニストはアルコール希釈法を用いて、イオン化脂質を含む脂質ナノ粒子（lipid nanoparticle: LNP）
に内封した（以下、STING-LNP とする）。PD-1抗体に一次耐性を示すマウス B16-F10 メラノー
マ肺転移モデルに対して STING-LNP を静脈内投与し、STING-LNP の体内分布、フローサイト
メートリー（FCM）による脾臓や肺での NK 細胞の活性化解析、RT-qPCR による腫瘍微小環境
の免疫状態変化、肺転移に対する抗腫瘍活性を実施した。 
また、NK細胞へと効率的に核酸を送達させるためのイオン化脂質のスクリーニングを目的に、
数種類のイオン化脂質を用いて siRNAを搭載した LNPをアルコール希釈法により調製した。ヒ
ト NK 細胞株 NK-92に各 LNP をトランスフェクションし、RT-qPCR法による mRNAレベルで
の標的遺伝子のノックダウンとWST-1 assayによる細胞毒性評価を行った。 
(2) メモリーNK細胞を誘導可能な DDSの開発 
メモリーNK細胞を誘導するためのサイトカインとして、IL-1β、IL-12、IL-15、IL-18、I型 IFN
が知られている。我々は本研究にて STING-LNPが効率的に I型 IFNの産生を誘導し、NK細胞
を活性化できることを見出している 10。そこで STING-LNPに種々のアジュバントを組み合わせ



ることで、上述のサイトカインを効率的に産生可能な組み合わせを探索した。In vitro の実験で
は、マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7細胞に対して、各アジュバントを作用させ、サイト
カイン産生を RT-qPCR法により定量した。In vitroの実験結果より選択した組み合わせに対して、
in vivoでのサイトカイン産生とメモリーNK細胞の誘導を検証した。サイトカイン産生は ELISA
法、メモリーNK細胞の誘導はフローサイトメトリーを用いて評価した。 
(3) メモリーNK細胞を誘導可能な DDSの抗腫瘍活性評価 
 腫瘍モデルとして、マウス B16-F10 メラノーマ肺転移モデルを用いた。マウスに B16-F10 細
胞を静脈内投与し、肺転移を作成後、アジュバント搭載 LNP を静脈内投与した。B16-F10 細胞
はルシフェラーゼを発現しているため、抗腫瘍活性はルシフェラーゼ活性を測定することによ
り定量的に評価した。また、転移予防効果の検証として、アジュバント搭載 LNP をマウスへ静
脈内投与した後、B16-F10細胞を静脈内投与し、抗腫瘍活性を評価した。 
(4) PD-1/PD-L1抗体療法に獲得耐性を示す腫瘍モデルマウスの構築 
 PD-1/PD-L1 抗体療法に獲得耐性を示す腫瘍モデルを作成するために、マウス直腸がん MC38
細胞の β2ミクログロブリン遺伝子（B2m）を CRISPR-Cas9を用いたゲノム編集によりノックア
ウトすることで作製した。B2m 遺伝子に対する sgRNA と Cas9 を発現する pDNA（pCRISPR-
CG07）を MC38 にトランスフェクションし、GFP の発現をもとにクローニングした。その後、
フローサイトメーターを用いたMHCクラス Iの発現確認を実施した。 
 
４．研究成果 
(1) NK細胞を活性化するアジュバント搭載 DDSの開発 
STING-LNPによる NK細胞活性化と PD-1抗体との併用効果 
調製した STING-LNP をマウス尾静脈から投与した結果、STING-LNP は速やかに血中から消
失し、主に肝臓（74%）、次いで脾臓（6%）と肺（3%）に集積した。肝臓ではマクロファージに
取り込まれ、STING 経路が活性化したマクロファージが I 型 IFN を産生していることが明らか
になった。産生された I型 IFNは全身循
環に入り、脾臓や肺の NK細胞を顕著に
活性化させ、NK 細胞上の PD-1 の発現
上昇も認められた。また、STING-LNPを
投与することで、B16-F10メラノーマの
肺転移コロニー内の免疫状態が変化し、
NK 細胞の活性化や IFN-γ の産生など免
疫の活性化が観察された。さらに、B16-
F10 メラノーマの肺転移に対して
STING-LNP と PD-1 抗体を併用するこ
とで、相乗的な治療効果を誘導できるこ
とが明らかになった。この併用効果は、
STING-LNP投与により、活性化した NK
細胞によって腫瘍微小環境の免疫状態
が変化し、PD-1 抗体が効果を発揮でき
るようになったと考えられる（図 1）10。
加えて、この併用効果を誘導するために
は 2回以上の繰り返し投与が必要であり、NK細胞の活性化度合いが関与していることも明らか
とすることができた 11。 
NK細胞に効率的に核酸を送達するイオン化脂質の検討 
細胞へと siRNA や STING アゴニストなどの核酸を送達し、機能させるためには LNP が細胞
に取り込まれた後、エンドソームから脱出する必要があり、LNP に含まれるイオン化脂質が重
要な役割を担っている。ヒト NK細胞株 NK-92をモデルとして、in vitroにて NK細胞へと効率
的に核酸を送達可能な LNPの開発を行った。複数のイオン化脂質を用いて調製した LNPをトラ
ンスフェクションし、GAPDHに対する遺伝子ノックダウンを評価した結果、CL1H6を含む LNP
が最もノックダウン活性が高く、かつ細胞毒性が低いことが明らかになった 12。 
 
(2) メモリーNK細胞を誘導可能な DDSの開発 
メモリーNK細胞を誘導するためのアジュバントの選定（in vitro、in vivo） 

RAW264.7 細胞に対して、STING-LNP および各種アジュバントを単剤にて作用させ、一定時
間後のサイトカイン産生（IFN-β、IL-1β、IL-2、IL-15、IL-18）を mRNAレベルで測定した。そ
の結果、CpG-ODN、CL097、Diprovocimが IL-1β、IL-18、IL-2の産生を誘導できることが明らか
になった。続いて、マウスへそれぞれのアジュバントを静脈内投与した結果、CpG-ODNが最も
効果的に IL-12と IL-18の産生を誘導したことから、STING-LNPと CpG-ODNを組み合わせるこ
ととした。 
アジュバント搭載 LNPによるメモリーNK細胞誘導（in vivo） 

B16-F10 メラノーマ肺転移モデルマウスに対して、STING-LNP と CpG-ODN を混合した溶液
（CpG/STING-LNP）を静脈内投与し、フローサイトメーターを用いて脾臓におけるメモリーNK
細胞の誘導を検証した。NK細胞は CD3-NK1.1+細胞として同定され、CD27および CD11bの発



現によって成熟ステージが規定されており、CD27-CD11b-、CD27+CD11b-、CD27+CD11b+、CD27-
CD11b+の順で成熟が進む 13。CD27-CD11b+ NK細胞がメモリー能力を持つ可能性が示唆されて
いるが、十分な検証はなされていない 14。フローサイトメトリー解析の結果、STING-LNP 単剤
や CpG-ODN単剤を投与したマウス群と比較して、CpG/STING-LNPを投与したマウス群では、
CD27-CD11b- NK細胞と CD27+CD11b- NK細胞の割合が有意に減少し、CD27-CD11b+ NK細胞
の割合が有意に増加した（図 2）。この結果より、CpG/STING-LNPが効率的に CD27-CD11b+ NK
細胞を誘導できることが明らかとなった。 

 
(3) メモリーNK細胞を誘導可能な DDSの抗腫瘍活性評価 
 続いて、B16-F10 メラノーマ肺転移モデルマウスに対する治療
効果について検証した。マウスへ B16-F10細胞を移植し 6日目と
10日目に CpG/STING-LNPを静脈内投与した。14日目に抗腫瘍活
性を評価した結果、STING-LNP 単剤や CpG-ODN 単剤では PBS
群と比較して有意な抗腫瘍活性は認められなかったが、
CpG/STING-LNP群では有意な抗腫瘍活性が認められた。それ故、
2種類のアジュバントを併用することで、PD-1抗体に一次耐性を
示す腫瘍に対する治療効果を増強できる可能性が示唆された（図
3）。また、CpG/STING-LNP が誘導する抗腫瘍活性に関与するエ
フェクター細胞を調べるため、NK1.1抗体を用いて NK細胞を枯
渇した条件と CD8抗体を用いて CTLを枯渇した条件にて抗腫瘍
活性を評価した。その結果、NK 細胞を枯渇した条件下のみで抗
腫瘍活性の顕著な減少が認められたことから、CpG/STING-LNP
が誘導する抗腫瘍活性には NK細胞がエフェクター細胞として働
いていることが示唆された。 
 次に CpG/STING-LNP の投与が記憶免疫応答を示すかを検証し
た。健常マウスに対して CpG/STING-LNPを 0日目と 4日目に静
脈内投与し、14日目に B16-F10細胞を静脈内から移植して転移に
対する予防効果を調べた。28日目に抗腫瘍活性を評価した結果、
STING-LNP 単剤や CpG-ODN 単剤では PBS 群と同程度の転移が
認められ、全く転移予防効果がなかったのに対し、CpG/STING-
LNP を投与した群では劇的に転移コロニーの数が減少した（図
4）。以上のことから、CpG/STING-LNP はメラノーマ肺転移に対
する予防効果を誘導できることが明らかになり、CpG/STING-LNP
により誘導される CD27-CD11b+ NK細胞がメモリー能を有している可能性が示唆された。 
 
(4) PD-1/PD-L1抗体療法に獲得耐性を示す腫瘍モデルマウスの構築 
 MC38細胞に B2m遺伝子に対する sgRNAと Cas9を発現する pCRISPR-CG07を、Lipofectamine
を用いてトランスフェクションした。24時間後に細胞を回収し、96穴プレートに 1細胞/wellに
なるように播種した。その後、1細胞/wellかつ GFP を発現しているものを選定し、クローニン
グを進めた。単一クローンを確保した後、フローサイトメーターによるMHCクラス Iの発現を
調べた結果、細胞表面のMHCクラス I分子の消失は認められた。以上のことから、免疫チェッ
クポイント阻害療法に獲得耐性を示すモデルとして MC38/B2m KO細胞を得ることに成功した。 
 
 
以上の成果より、STINGアゴニストとCpG-ODNの 2種類のアジュバントを組み合わせたDDS
を用いることで CD27-CD11b+ NK細胞を効率的に誘導することができ、免疫チェックポイント
阻害療法に一次耐性を示すメラノーマ肺転移に対する治療効果と転移予防効果を増強できるこ
とを明らかにし、NK細胞を標的とした新たながん免疫療法の開発に貢献する知見を得ることが
できた。今後は、獲得耐性を示す腫瘍モデルを用いた検証を進める。 
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図4 メラノーマ肺転移予防効果
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