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研究成果の概要（和文）：本研究では、サイトカイン遺伝子－カチオン性脂質複合体と、抗原を内包した膜融合性ポリ
マー修飾リポソームを用いた、サイトカイン・抗原の同時デリバリーシステムを構築し、両者の相乗作用による抗原特
異的な抗腫瘍免疫の誘導によって、担がんモデルマウスの完治に成功した。このような膜融合性ポリマーを基盤にした
サイトカイン・抗原の同時デリバリーシステムは、がん免疫治療用の抗原デリバリーシステムとして有用である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed co-delivery system of cytokine-encoding gene and 
antigen using cytokine-encoding gene-cationic lipid complexes and antigen-loaded liposomes modified with 
fusogenic polymers. This co-delivery systems achieved complete cure of tumor-bearing mice by 
antigen-specific antitumor immunity induced by synergetic effect of cytoplasmic delivery of antigen and 
introduction of cytokine gene, which induce antigen-specific cellular immunity and activates cellular 
immunity, respectively. Therefore, such fusogenic polymer-based co-delivery system of cytokine gene and 
antigen are promising as antigen delivery systems for cancer immunotherapy.

研究分野：生体関連高分子、ドラッグデリバリーシステム、がんワクチン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
がん免疫治療の実現のために、免疫反応を

統御する樹状細胞にがん抗原を認識させ、が
ん特異的な免疫を活性化することが必要で
ある。特に、直接がん細胞の排除を担う細胞
傷害性 T 細胞(CTL)の活性化がキーであり、
そのためには抗原タンパク質を細胞質へデ
リバリーし、かつ樹状細胞を活性化して効率
良く抗原提示させることが必要である。 

申請者はこれまで、酸性 pH に応答して膜
融合を引き起こす高分子を修飾したリポソ
ームによる樹状細胞への遺伝子及びタンパ
ク質デリバリーについて研究を行ってきた。
カルボキシル基を導入したポリグリシドー
ル誘導体の側鎖疎水性を向上させることで、
強力な膜融合高分子を合成した。このうち高
い膜融合性を示す MGluPG を修飾したリポ
ソームをマウスに投与することで、脾臓にお
いて強力な CTL が誘導できることを明らか
にした。さらに、この膜融合活性リポソーム
を、遺伝子-カチオン性脂質複合体(リポプレ
ックス)と複合化させた膜融合性ハイブリッ
ド複合体を作製し、樹状細胞への遺伝子導入
を行ったところ、市販試薬に比べて極めて高
い遺伝子発現を導くことにも成功した。 
 
２．研究の目的 
本研究ではこれらの研究成果を踏まえ、膜

融合性ハイブリッド複合体のコンポーネン
トであるリポプレックスに、サイトカイン遺
伝子をコードした遺伝子を包含し、膜融合性
リポソーム内に抗原タンパク質を封入した
膜融合性ハイブリッド複合体を設計し、その
機能評価を目的とした(図１)。このようなハ
イブリッド複合体はエンドソーム内での膜
融合によって、抗原タンパク質を細胞内にデ
リバリーすると同時にサイトカイン遺伝子
を導入できる。このようなナノキャリアを用
いることで、遺伝子発現したサイトカインに
よって活性化された樹状細胞が、細胞質にデ
リバリーされた抗原タンパク質を効率良く
抗原提示し、CTL を誘導して強力ながん免疫
を誘導することが期待される(図１)。 

図１ 本研究のコンセプト。 
 
３．研究の方法 
(1) ハイブリッド複合体の作製 
 サイトカイン遺伝子として、CTL を活性化
するインターフェロン (IFN-もしくは樹状
細胞の走化性を高めるケモカイン受容体
CCR7 をコードするプラスミド DNA を用い
た。これらのサイトカイン遺伝子と、カチオ
ン性脂質 TRX を電荷比 4 で混合することで、

リポプレックスを得た。さらに、MGluPG を
修飾したリポソームにモデル抗原オボアル
ブミン(OVA)を封入した。このリポプレック
スとリポソームを、カチオン性脂質のアミジ
ノ基に対して、MGluPG のカルボキシル基が
様々な電荷比になるように混合し、ハイブリ
ッド複合体を得た(図２)。複合化に伴ってサ
イトカイン遺伝子や、リポソームの内包物が
漏出しないかどうかを、アガロースゲル電気
泳動または蛍光測定により評価した。さらに、
リポソーム・複合体の粒径を動的光散乱法に
より評価した。 

図２ ハイブリッド複合体の作製スキーム。 
 
(2)ハイブリッド複合体による抗原と遺伝子
の同時デリバリー 
蛍光ラベルした OVA タンパク質・遺伝子

を封入したハイブリッド複合体をマウス樹
状細胞由来 DC2.4 細胞に取り込ませ、レーザ
ー共焦点顕微鏡を用いてその細胞内動態を
調べた。さらに、細胞から産生される IFN-
または細胞表面に発現したCCR7をELISA法
または細胞表面抗原の免疫染色によって検
出した。CCR7 遺伝子を導入した樹状細胞で
は、ボイデンチャンバーを用いて細胞の走化
性についても評価した。 
 
(3)ハイブリッド複合体によるがん免疫治療 

E.G7-OVA 細胞を接種して腫瘍を形成させ
たマウスに、リポソーム、リポプレックス、
ハイブリッド複合体を皮下投与して、腫瘍の
成長をモニターした。また、腫瘍の組織切片
を作製し、CD8 陽性細胞を免疫染色するとと
もに、H&E 染色によって病理学的評価を行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1)得られた研究成果 
サイトカイン遺伝子を含むリポプレック

スに、抗原を封入した MGluPG リポソームを
添加すると、粒径が増大し、ゼータ電位が低
下したことから、ハイブリッド複合体の形成
が示唆された。さらに、複合化後も、リポソ
ーム内に封入した蛍光物質や、遺伝子の漏出
は確認されなかったことから、ハイブリッド
複合体内で、リポプレックスとリポソームの
形態が維持されていることが示唆された。 



次に、蛍光ラベルした OVA(FITC-OVA)を
封入したリポソームと、ローダミンでラベル
した DNA を含むリポプレックス、およびそ
れらの複合体を、マウス樹状細胞由来株
DC2.4 細胞に取り込ませ、レーザー共焦点顕
微鏡で観察した(図３)。リポソームで処理し
た細胞からは細胞全体から FITC-OVA の蛍光
が、リポプレックスで処理した細胞からは
DNA 由来の蛍光が観察され、ハイブリッド複
合体の場合は、その両方が観察されたことか
ら、ハイブリッド複合体によって、抗原タン
パク質と、サイトカイン遺伝子を同じ細胞に
同時デリバリーすることに成功した。 

図３ 蛍光ラベルしたリポソーム・リポプレ
ックス・ハイブリッド複合体の樹状細胞内動
態。 

 
IFN-遺伝子を含む複合体で処理した樹状

細胞の培養液中には、IFN-タンパク質が検出
され、遺伝子の導入によって、IFN-が産生さ
れたことが分かった。また、リポプレックス
に比べて、ハイブリッド複合体では IFN-の
産生量がやや減少した。一方、CCR7 遺伝子
の導入においては、リポプレックス・ハイブ
リッド複合体いずれにおいても、樹状細胞表
面の CCR7 の発現が上昇し、細胞走化性試験
を行ったところ、CCR7 のリガンドである
CCL21 の濃度勾配に応じて、細胞の遊走が促
進された。 
次に、OVA 発現がん細胞を接種したマウス

に、IFN-遺伝子を含むハイブリッド複合体を
皮下投与したところ、腫瘍が縮退した。しか
し、その抗腫瘍効果は、抗原封入リポソーム
を投与した場合とほぼ同様で、IFN-遺伝子導
入による効果は見られなかった(図４左)。そ
こで、抗原封入リポソームと IFN-遺伝子を
含むリポプレックスを個別に投与したとこ
ろ、著しい腫瘍の縮退効果が見られ、全ての
マウスで腫瘍が消滅した(図４右)。IFN-の効
果を発揮させるためには、抗原封入リポソー
ムと IFN-遺伝子を含むリポプレックスを個
別に投与することが有効であることが分か
った。 

図４ 担がんマウスの治療実験。リポソーム
とリポプレックスを同時に皮下投与するコ
ンビネーション投与では、全てのマウスで腫
瘍が消滅した。 

 
担がんマウスの腫瘍組織切片の評価を行

うと、リポソームとリポプレックスを個別投
与した場合、多量の CD8 陽性細胞が、より早
期から腫瘍組織内に浸潤していることが分
かった(図５)。リポソームとリポプレックス
の個別投与による強力な抗がん活性は、抗原
封入リポソームにより誘導される CTL が、リ
ポプレックスによって導入された IFN-遺伝
子の発現によって、極めて強力に活性化・誘
導された結果であることが明らかとなった。 

図５ 腫瘍組織の免疫染色像。担がん 5 日目
に各サンプルを皮下投与したマウスからそ
れぞれのタイミングで腫瘍を採取し、CD8 陽
性細胞を免疫蛍光染色した(赤)。細胞核は
DAPI により染色した(青)。 

 
以上、本研究では、抗原を封入した pH 応

答性高分子修飾リポソームと、サイトカイン
遺伝子の同時デリバリーによって、抗がん免
疫を強力に誘導するための抗原キャリアの
デザインを明らかにした。 

 
(2)得られた成果の国内外における位置づけ
とインパクト 
本研究は、申請者によって既に高い免疫誘

導機能が実現されている pH 応答膜融合性リ
ポソームと、高い遺伝子発現機能が実現され
ている膜融合性ハイブリッド複合体で得た
知見を踏まえ、抗原タンパク質とサイトカイ
ン遺伝子を樹状細胞へ同時デリバリーでき
る新しい抗原ナノキャリアシステムを構築
した。このようなナノキャリアシステムは、
細胞質に抗原タンパク質を導入して CTL を
誘導すると同時に、サイトカイン遺伝子の発
現によって樹状細胞および CTL を強力に活
性化することで、腫瘍が完治するほど極めて
強力な抗腫瘍免疫を誘導した。このように強
力な抗腫瘍免疫を誘導する、抗原タンパク
質・サイトカイン遺伝子の同時デリバリーシ
ステムは、世界的にも類例を見ない非常にユ
ニークなデザインであり、抗原デリバリーシ
ステムに新しい概念を提案するものである。 
 



(3)今後の展望 
このような抗原デリバリーシステムによ

り、非常に高い免疫誘導機能を持つナノワク
チンが実現でき、がんや難治性疾患に対する
免疫治療の確立に大きく寄与できる。免疫治
療は、患者本人の免疫細胞を治療に用いるた
め、副作用のない治療が達成できる。 

今後は、抗原デリバリーシステムのさらな
る高性能化を図ると共に、本システムの実用
化を目指して、がん抗原ペプチドや、がん細
胞のライセートを用いた免疫誘導システム
の構築を検討していく。 
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