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研究成果の概要（和文）：　癌ワクチンの機能には、細胞傷害性T細胞の活性化を介して標的細胞を抗原特異的
に攻撃する『細胞性免疫』の誘導が必須である。これを人工的に誘導する技術として、DNAワクチンは非常に有
用な技術である。一方、腫瘍内は免疫が負に制御された環境であり、効果的な癌ワクチンを開発するためには、
腫瘍内環境を矯正する技術が必要である。我々はこれまで、細胞内環境に応答して生体膜を突破し、自己崩壊す
る脂質様材料（ssPalm）と、本材料から形成されるナノ粒子製剤技術を開発している。本研究では、ssPalmを基
盤とした遺伝子および低分子のデリバリー技術を開発し、生体内の抗腫瘍免疫を人工的に制御するため技術へと
応用した。

研究成果の概要（英文）：For the success of the cancer immune therapy, activation of antigen-specific
 cytotoxic T cell (CTL) is quite important. DNA vaccine is principally useful technology to induce 
this CTL activity. Meanwhile, the intra-tumor region is considered to be an immune-suppressive 
environment. Thus, for the effective function of the cancer vaccine, the normalization/ 
neutralization of the immune-suppressive machinery is essential in parallel. 
 Currently, we have developed a lipid nanoparticle composed of intracellular environment-responsive 
material (ss-cleavable and pH-activated lipid-like material: ssPalm) as a technology to overcome the
 biomembranes barrier, and spontaneous collapse. In this project, we developed a delivery system of 
Genes, and small compounds using ssPalm as a fundamental platform, and applied them for the 
immune-engineering for cancer therapy. 
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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 
癌ワクチンの機能には、細胞傷害性 T細胞

（Cytotoxic T lymphocyte; CTL）の活性化
を介して標的細胞を抗原特異的に攻撃する
『細胞性免疫』の誘導が必須である。DNA ワ
クチンは、原理的に細胞性免疫を誘導するこ
とを得意とするが、その実現には、免疫の開
始・活性化に中心的な役割を担う樹状細胞等
に対して抗原を効率的に導入し、さらに活性
化する技術が必要となる。 

申請者は研究開始当初、樹状細胞に対する
ex vivo 遺伝子導入と活性化を同時に達成す
る世界初の技術として、α-ヘリックス構造
を有するペプチド（KALA）を表面提示した遺
伝 子 封 入 脂 質 ナ ノ 粒 子 を 開 発 し た
（PCT/JP2011/059738）（図１）。本粒子は細
胞質内の DNA センサーを刺激し、特に細胞性
免疫の活性化に有利なサイトカインを誘導
する点で、従来の免疫活性化剤と大きく差別
化できる。しかし、本粒子を直接マウスに投
与しても細胞性免疫が誘導されないことか
ら、現時点では ex vivo で抗原遺伝子を導入
した樹状細胞を生体に戻す細胞治療型 DNAワ
クチンに用途が限定されていた。 
一方、腫瘍組織内には免疫系を抑制する制

御性 T細胞等が局在している。従って、効率
的な腫瘍免疫効果を得るには、これら細胞の
機能をブロックする薬物を送達し、腫瘍組織
内の抑制された免疫環境を矯正する技術も
同時に必要となる。ヘテロな細胞集団である
癌組織内の深部まで均一に薬物を届ける為
には、サイズを 50nm 以下に小さく制御した
血中滞留性ナノ粒子が必要となる。 

折しも我々は、独自の脂質様材料（サーフ
ァ ク タ ン ト ） と し て 、 SS-cleavable 
pH-activated lipid-like material (ssPalm)
を開発してきた(PCT/JP2012/ 079160）。
ssPalm は 2本の疎水性足場を有し、DNA を内
封するリポソーム状の膜を形成する。本粒子
の最大の特徴は『電荷的に中性』であり、高
い生体適合性が発揮される点である。また、
ssPalm は内封遺伝子の効率的な細胞質への
輸送を実現するためにデザインされた 2種の
細胞内微小環境応答ユニットを搭載してい
る。 

１） 第三級アミン： エンドソーム内にお
ける酸性環境に応じてプロトン化をうけ、正
に帯電することでエンドソーム膜の積極的
な破壊を誘起する。 

2） ジスルフィド結合: 細胞質内の還元環
境に応じて切断されることでナノ粒子（膜構
造）の崩壊を誘起する。 

本技術を応用することにより、生体内にお
ける免疫の活性化と、腫瘍内免疫環境の矯正
を行うためのマルチ創剤基盤を確立するこ
ととした。 

 
２．研究の目的 
 １．に記載した背景のもと、本研究では
ssPalm を基盤とした下記の２つの技術を開

発することを研究の目的とした。 
目的①： 細胞内環境応答性と高い生体適

合性を有する新規脂質様材料を導入し、さら
に表面修飾素子(KALA)に改良を加えながら、
汎用性の高い in vivo 直接投与型 DNA ナノワ
クチン製剤を開発する。 
目的②： 腫瘍免疫環境の矯正機能を有す

る難水溶性薬物を搭載した、従来のリポソー
ムよりも小さな（<50 nm）血中滞留性超微粒
子製剤を新規脂質様材料との『共集合』原理
に基づき開発する。 
 
３．研究の方法 
（1） DNA 搭載ワクチン製剤の開発 
① Short KALA ユニットの同定 
 KALA ペ プ チ ド は N 末 端 側 か ら 、
WEAKLAKALAKALAKHLAKALAKALKA という配列を
持ち、生理的条件においてα-helix 構造を有
するペプチドである。安全性や製造コストを
考えると、実用化のためには、可能な限りカ
チオン性成分を排除した短いペプチドを用
いることが望ましい。そこで、KALA ペプチド
を段階的に短くした short-KALA ペプチドを
４種類設計し、樹状細胞に対する遺伝子導入
能と、免疫活性化能を両立する最小単位の同
定を試みた。これらの KALA ペプチドを遺伝
子搭載ナノ粒子へ表面修飾し、マウス骨髄由
来樹状細胞（MBDC）へ導入した際の遺伝子発
現活性、及び IL-6 産生量を評価した。 
 
② ビタミンＥ足場型脂質様材料の開発・分
子改良と DNA 搭載ナノ粒子の開発 
 ナノ粒子の臓器への移行が最も容易であ
る肝臓を標的とし、in vivo で機能する核酸
のデリバリーに最適な ssPalm 分子を同定し
た。最適な脂溶性足場を同定する目的で、
siRNA をミリスチン酸（ssPalmM）、ビタミン
A（ssPalmA）、ビタミン E （ssPalmE）を足場
とした分子を合成した。これらを用いて調製
した siRNA搭載ナノ粒子を尾静脈より投与し
た。また、本構造の第三級アミン構造を改変
することで、細胞質への高分子送達能を高め
た。また、プラスミド DNA を搭載したナノ粒
子を開発し、肝臓における遺伝子導入効率を
評価した。 
 
③ 直接投与型 DNA ワクチン製剤の開発 
DNA ワクチンがその機能を発揮するために

は、コードされた遺伝子（抗原）が効率的に
発現することが必須となる。そこでまず、レ
ポータータンパク質としてルシフェラーゼ
をコードした DNA を搭載した ssPalmE 粒子を
皮下に投与した際の遺伝子発現活性評価を
行 っ た 。 ま た 、 モ デ ル 抗 原 と し て
Ovalbumin(OVA)をコードした DNAを搭載した
ssPalmE 粒子を開発し、同抗原を発現する細
胞（E.G7-OVA）に対する細胞傷害性 T 細胞
（CTL）の活性化能を評価した。 
また、本粒子のアジュバントとしての機能

を解析する目的で、非コードDNA搭載ssPalmE



粒子と OVA蛋白を同時に皮下投与した際の抗
原特異的細胞傷害性 T細胞の活性化能を評価
した。 
 
（2） 低分子送達による腫瘍内免疫環境制御 
① ssPalm を基盤とした微小ナノ粒子の調
製と物性・動態評価 

ssPalm からなる微小粒子を低分子デリバ
リーへと応用すべく、その界面物性、内部物
性、環境応答性について、Laurdan や DPH な
どの蛍光分子を用いて定量的に解析を行っ
た。4MU パルミチン酸エステル（4MU-Pal）を
搭載したナノ粒子を調製し、10 mM グルタチ
オン存在下における搭載薬物の放出をはか
ることで、細胞内還元環境応答的な薬物放出
能を評価した。また、蛍光標識ナノ粒子を担
癌マウスモデルに静脈内投与した後の臓器
分布を評価した。 
 
② 低分子との共集合を基盤とした低分子
搭載ナノ粒子の開発 
 脂溶性薬物として、抗炎症薬（デキサメタ
ゾン）のコレステロール誘導体を合成し、
ssPalm との共集合により粒子を調製した。本
粒子の腫瘍内微小環境に及ぼす影響につい
て、DNA ワクチンの腫瘍効果に与える影響や
腫瘍内サイトカイン量を指標に評価した。 
 
（3） mRNA ワクチンへの応用展開 
 これら DNA ワクチン製剤で培った技術を
RNA ワクチンへと応用すべく、mRNA を搭載し
た KALA 修飾型 ssPalmE 粒子を調製した。BMDC
に対してルシフェラーゼをコードした mRNA
を搭載した粒子を導入することにより、遺伝
子発現活性を評価した。また、OVA をコード
した mRNA を導入した BMDC をマウスに免疫し
た際の CTL 活性を評価した。 
 
４．研究成果 
（1） DNA 搭載ワクチン製剤の開発 
① Short KALA ユニットの同定 
 C 末より段階的に配列を削った結果、
short-KALA3(WEAKLAKALAKALA)までのペプチ
ドはいずれも同程度の遺伝子発現活性と
IL-6 産生能を有していたのに対し、
short-KALA4（WEAKALAKALA）は未修飾ナノ粒
子と同程度の低い活性であった。本結果より、
KALA ペプチドの機能的な最小単位が
short-KALA3 であることが明らかとなった。
CD スペクトルを解析した結果、KALA3 配列ま
では α ヘリックス構造が保たれているが、
KALA4 では本構造が消失していた。また、こ
れに伴い、BMDC への取り込みが劇的に減少し
ていた。このことから、αヘリックス構造が
樹状細胞への取り込みに極めて重要な役割
を果たすことが示唆された（発表論文⑥）。 
 
② ビタミンＥ足場型脂質様材料の開発・分
子改良と DNA 搭載ナノ粒子の開発 
肝臓特異的に発現する第 VII 因子に対する

siRNA を搭載し、静脈内投与した結果、ビタ
ミンＥを足場とするssPalm (ssPalmE)におい
て最も効率的な遺伝子ノックダウンが認め
られた。体内動態を評価した結果、ssPalmE
から形成される粒子は、ssPalmM から形成さ
れる粒子と比較して顕著に多く肝臓に取り
込まれることが明らかとなった。 
核酸デリバリーにおいて、細胞内動態の観

点からは、エンドソーム脱出効率を強化する
ことが極めて重要な課題となる。そこで我々
は、第三級アミン構造のチューニングを図っ
た。エンドソーム内の微小な pH 変化を敏感
に感知し、正に帯電できるように、従来の
ssPalmE の第三級アミン構造をピペリジン骨
格に固定することで、安定的にプロトン化を
受けられるように設計した。その結果、従来
の ssPalmEと比較して低投与量で高い遺伝子
ノ ッ ク ダ ウ ン 効 果 を 示 す 分 子 と し て
ssPalmE-P4-C2 を同定することに成功した。 
（図１）(発表論文⑮) 

  
同様にプラスミド DNAを搭載したナノ粒子

を搭載したナノ粒子を開発することにより、
脳室内投与によっても高い遺伝子導入効果
を示すことを見出した（発表論文①）。また、
更なる第三級アミン構造の改良をすすめた
結 果 、 従 来 の ミ リ ス チ ン 足 場 型 粒 子
（ssPalmM）や上記の ssPalmE-P4-C2 と比較
しても、血中投与により肝臓において高い遺
伝子導入活性を示す分子を見出すことに成
功した。 
 一方、本研究の中で、DNA を搭載したビタ
ミン E 足場型 ssPalm 粒子は免疫活性化能を
有することが明らかとなった。このことから、
DNA 搭載 ssPalmE 粒子を DNA ワクチン製剤と
して応用するという発想に至った。 
 
③ 直接投与型 DNA ワクチン製剤の開発 
 ルシフェラーゼ遺伝子をコードした DNAを
内封した ssPalmE 粒子を皮下投与した結果、
naked DNA あるいは市販の正電荷ベクター
(Lipofectamine 2000)を投与した際と比較し
て、高い遺伝子発現活性が認められた。また、
モデル抗原である Ovalbumin(OVA)をコード
する遺伝子を内封した粒子を免疫し、7 日後
の CTL 活性を測定した結果、naked DNA 群、

図１ ビタミン E 足場型 ssPalm を基盤と
した肝臓標的型 siRNA 導入システム 



Lipofectamine2000 群では、CTL 活性は極め
て低いものであった。一方、ssPalmEでは 90％
ほどの高い CTL活性を誘起するということが
明らかとなった。 

一方、最も効率よくCTLを誘導したssPalmE
粒 子 に 対 し て 研 究 項 目 ① で 見 出 し た
short-KALA3 を修飾した場合、CTL 活性の上
昇が認められたものの、過剰な修飾は逆に
CTL 活性を減弱させることが明らかとなった。
今後の実用化を考えるとシンプルな製剤で
あることが望ましいと考え、抗腫瘍効果につ
いては、KALA を修飾しない ssPalmE 製剤を用
いて検証した。OVA をコードした pDNA を内封
した ssPalmE粒子をマウス皮下へ１回投与す
ることにより、OVA 発現 E.G7-OVA の腫瘍成長
を効果的に抑制した。 

また、非コード DNA を搭載した ssPalmE 粒
子を OVA蛋白とともに投与した際においても、
同様に抗腫瘍効果が認められた。従って、本
粒子はアジュバントとしても機能すること
が示唆された。 
 
（2） 低分子送達による腫瘍内免疫環境制御 
① ssPalm を基盤とした微小ナノ粒子の調
製と物性・動態評価 
 蛍光色素 Laurdan を用いて評価した結果、
ssPalm 粒子は生理的条件下において、水の侵
入を排除した安定な粒子を形成することが
示された。一方、酸性条件下では、脂質膜の
パッキングが緩み極性が上昇することが明
らかとなった。酸性条件下でカチオン性を帯
びた ssPalm 同士が静電的に反発し、脂質分
子間の間隙が広がったためと考えられる。 

一方、粒子の内部について、蛍光色素 DPH
の定常状態異方性を用いて流動性を解析し
たところ、粒子内部は温度や pH といった外
部環境の影響を受けず、常に流動的であるこ
とが示唆された（発表論文⑨）。 
また、搭載した脂溶性薬物が、還元環境下

において速やかに放出されることも明らか
となった。これらの結果は、ssPalm 粒子が細
胞外では安定的に存在し、細胞内に取り込ま
れた後には表面が不安定化し、最終的に崩壊
することで薬物を細胞内に放出することを
示唆する結果である。 

また、これら粒子のサイズを制御すること
により、血中投与後に脾臓ならびに腫瘍に効
率的に取り込ませることができることを明
らかとした。 
 
② 低分子との共集合を基盤とした低分子
搭載ナノ粒子の開発 
 OVA をコードする DNA を搭載した ssPalmE 
粒子をあらかじめ導入した BMDC を免疫する
ことで、あらかじめ形成された腫瘍に対する
抗腫瘍効果を検証した。この際、デキサメタ
ゾンのコレステロール誘導体を搭載したナ
ノ粒子を投与することにより、より高い DNA
ワクチン効果が認められた。また、腫瘍組織
内における特定のサイトカイン等の産生が

これら抗炎症薬の投与により抑制されるこ
とから、腫瘍内において細胞傷害性 T細胞が
より機能しやすい環境へと矯正されたと考
えられる。 
 
（3） mRNA ワクチンへの応用展開 
 KALA修飾型ssPalm粒子のBMDCに対する遺
伝子導入効果を検証した結果、ビタミン E足
場型粒子（ssPalmE）を用いた場合において、
ミリスチン酸足場型 ssPalmMと比較して高い
遺伝子導入効果と免疫活性化効果を発揮で
きることを見出した。DNA ワクチン技術とし
て開発した技術が将来、RNA ワクチン製剤と
して展開できることを示唆する結果である。  
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