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研究成果の概要（和文）：キャリアとして二価陽イオン含有TCPナノ粒子やポアサイズを調整したメソポーラスシリカ
粒子を選択した。これに免疫刺激分子(菌体由来物質等）をリン酸カルシウム飽和溶液中で共沈現象によって複合化し
て、アジュバント候補材料とした。
新規のアジュバント候補材料はin vitro実験によって免疫活性を示した。作製したアジュバント候補材料のがん免疫獲
得に対する有効性を示した。新規のアジュバント候補材料を注入すると、マウス脾臓とリンパ球中に細胞性免疫に関連
するサイトカイン（例えば、IL-2およびIFNγ）の分泌が増大され、細胞性免疫に関連する免疫活性が高まった事が要
因であると分かった。

研究成果の概要（英文）：Zn-, and Mg-containing tricalcium phosphates (TCP) and mesoporous silica (MS) with
 controllable pore size were selected as carriers for immune stimulating molecules (pathogen-associated mo
lecular patterns-PAMPs). Using a PAMPs-containing supersaturated calcium phosphate solution, PAMPs-apatite
 composites were coprecipitated with TCP/MS to prepare the TCP/MS based adjuvants. 
The TCP/MS based adjuvants showed in vitro and in vivo immunogenic activities. The TCP/MS based adjuvants 
mixed with liquid-nitrogen-treated tumor tissue markedly inhibited the in vivo development of rechallenged
 Lewis lung carcinoma cells. The cellular immune related cytokines (IL-2, IFNr, etc.) secretion in spleen 
and lymphocytes were improved after the TCP/MS based adjuvants injection. The TCP/MS based adjuvants contr
ibuted to eliciting cellular immune related antitumor immunity in vivo.
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１．研究開始当初の背景 
 
今や癌は日本では第一位、世界でも主要な

死亡原因となり、癌治療研究は社会的にも重
要性が増している。今日、多くの研究者が
種々の癌治療法を探求している。 

 
中でも癌の免疫療法は、ヒトが元来持つ免

疫系を利用し、免疫細胞(細胞傷害性細胞)を
正常な細胞を傷つけずに腫瘍細胞のみを認
識・破壊するよう活性化する新規の癌治療法
として注目されている。 

 
理論的には免疫細胞は腫瘍細胞上の抗原

を認識し、腫瘍細胞を破壊する。しかし一般
に腫瘍抗原は免疫系の刺激が弱いため、免疫
細胞が腫瘍細胞を認識できないことが多く、
免疫療法には免疫賦活剤(アジュバント)の
投与が必須である。そこで本研究では新規の
高性能アジュバントを開発する。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題では、癌免疫療法に使用可能な、

ナノ構造を有する無機粒子(ナノ構造無機粒
子)とシグナル分子を組み合わせた高免疫活
性能を有するアジュバントの作製を行う。さ
らに、このアジュバント(必要に応じて自家
がん抗原)を既存の物理療法や外科的処置を
施した患部に注入することで in situ ワクチ
ンとして機能させる、効果的な腫瘍特異免疫
療法を開発するための基礎的研究を行う。 
 
本研究課題の具体的な目的は以下の3点で

ある。すなわち、(1)毒性が低くアジュバン
ト能の高いナノ構造無機粒子を調製する、
(2)シグナル分子の担持条件を最適化する、
及び(3)作製したアジュバントを物理療法や
外科的処置と併用して効果と安全性を in 
vivo で確認する。 
 
 

３．研究の方法 
 

 
図 1、本研究の実施状況 

 
高い免疫活性が期待できるシグナル分子

とナノ構造無機粒子を複合化させたアジュ
バントは以下の点を踏まえて作製される。低
毒性且つ高アジュバント能を達するため、
(1)ナノ構造無機粒子の化学組成、粒子径及
び表面特性を制御する、(2)シグナル分子の
種類及び担持方法の最適化を検討する。候補

材料が作製された後、それらの安全性、及び
抗腫瘍免疫応答の亢進について動物実験モ
デルを用いて評価する。 
 
(1) アジュバント候補材料の作製  
 
数種類のナノ構造無機粒子を調製し、シグ

ナル分子を添加したリン酸カルシウム過飽
和溶液に分散させる。シグナル分子は、リン
酸カルシウムとの共沈現象によってナノ構
造無機粒子と複合化され、アジュバント候補
材料が作製される。安全性及び抗腫瘍免疫応
答を同時に高めたアジュバント候補材料を
得るため、複合化するシグナル分子種及びそ
の担持条件、及びナノ構造無機粒子の組成
(Mg、Zn による部分置換)、直径、表面特性等
の各パラメータを最適化する。早期に有望な
材料が得られた場合には、in vitro 評価と
in vivo 評価を開始する。 
 
(2) アジュバント候補材料の in vitro 評

価 
 
アジュバント候補材料は、安全性及び免疫

活性能について以下の二段階で in vitro 評
価を行なう。 
 
安全性評価: 細胞培養系にアジュバント

候補材料を添加し、細胞増殖速度を評価する。
アジュバント候補材料を添加しない系と比
較して細胞増殖速度が同等であれば、安全性
が高いと判断し、免疫活性能の評価に用いる。 
 
免疫活性能評価: 免疫担当細胞の培養系

にアジュバント候補材料を添加し、約 2日間
培養する。その後培養液中の免疫活性マーカ
ーの産生量を定量し、比較物質(リポ多糖: 
LPS)で刺激を与えた場合の産生量と比較す
ることで免疫活性能を評価する。 
 
安全性評価及び免疫活性能評価の結果は

逐一アジュバント候補材料の作製行程にフ
ィードバックさせる。 
 
(3) アジュバント候補材料の in vivo 評価 
 
安全且つ高い免疫活性能が認められたア

ジュバント候補材料は、腫瘍治療効果及び抗
腫瘍形成効果を検討するため in vivo 評価に
供する。 
 
マウス背部皮下に腫瘍細胞を播種し、腫瘍

を形成したモデルを作製する。この腫瘍を物
理治療や外科的処置で治療した後にアジュ
バント候補材料(必要に応じて自己抗原)を
注入する。一定期間後、別箇所に同一の腫瘍
細胞を再度播種し、腫瘍の成長の経過観察を
行う。抗腫瘍免疫応答が高められれば、腫瘍
の再発が起こらないはずである。In vivo 評
価の結果は逐一アジュバント候補材料の作



製行程にフィードバックさせる。 
 

 

図 2、アジュバントの in vivo 評価 
 
 
４．研究成果 
 
本研究課題では、安全性を保持しつつ癌免

疫療法に使用可能な、ナノ構造を有する無機
粒子とシグナル分子を組み合わせた高免疫
活性能を有するアジュバントを開発した。成
果の詳細は以下の通りである。 
 
キャリアとなる無機粒子として二価陽イ

オン(マグネシウム、または亜鉛)含有の
TCP(Mg-TCP、Zn-TCP)やポアサイズを調整し
たメソポーラスシリカ粒子を合成した。
Mg-TCP、Zn-TCP 粒子の流体力学半径は 500～
600 nm であった。メソポーラスシリカ粒子の
ポアサイズは４～１0 nm であった。シグナル
物質には菌体由来物質を選択した。Mg-TCP、
Zn-TCP やメソポーラスシリカ粒子と菌体由
来物質はリン酸カルシウム飽和溶液中で共
沈現象によって複合化して、アジュバント候
補材料とした。 
 
新規のアジュバント候補材料は in vitro

実験によって有効性のスクリーニングを行
った。詳細には、癌免疫の活性化に重要な抗
原提示細胞のモデルであるマクロファージ
様細胞の培養系にアジュバント候補材料を
添加し、40 時間培養後に免疫活性の指標とな
る培養液中のサイトカイン量を定量した。In 
vitro 免疫活性評価では二価陽イオン含有
TCP ナノ粒子やメソポーラスシリカ粒子を用
いたアジュバント材料は免疫活性を示した。
TCP 粒子同士を比較すると、二価陽イオン(マ
グネシウム、亜鉛)含有量が 1.5 mol%の TCP
を用いたアジュバントでは、添加量が 1 μ
g/mL で最も in vitro 免疫活性が高まる事が
分かった。メソポーラスシリカ粒子同士を比
較すると、ポアサイズ 10 nm の粒子を用いた
アジュバントの免疫活性が最も高かった。 
 
これらのアジュバント候補材料は 1-10 

μg/mL の濃度範囲であれば細胞毒性をほと
んど示さず、この手法で安全性を保持しつつ

有効性を発揮させられるアジュバントが作
製可能である事が示唆された。 
 
作製したアジュバント候補材料のがん免

疫獲得に対する有効性を確認した。まず、が
ん治療モデルマウスに固定化自家がん抗原
と共存するようにメソポーラスシリカアジ
ュバント材料を皮下注入した。コントロール
グループには現在唯一臨床で使用可能のア
ラムアジュバントを注入した。免疫獲得に十
分とされる飼育期間の後、それらのマウスに
再度腫瘍細胞を皮下注入し、30 日間観察を続
けたところ、メソポーラスシリカ粒子を用い
たアジュバント注入したマウスは腫瘍の成
長速度は遅く、マウス体内でがん細胞に対す
る免疫が確立されたものと考えられた。 
 
腫瘍の成長を抑制するメカニズムとして、

新規のアジュバント候補材料を注入すると、
マウス脾臓とリンパ球中に細胞性免疫に関
連するサイトカイン（例えば、インターロイ
キン-2 およびインターフェロンγ）の分泌が
増大され、細胞性免疫に関連する免疫活性が
高まった事が要因であると分かった。 
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