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研究成果の概要（和文）：がん免疫治療の分野で、がん抗原を発現するメッセンジャーRNA (mRNA)を用いたがん
ワクチンに期待が集まっている。がんワクチンでは、免疫賦活化アジュバントが重要となる。今回、RNA工学の
手法を用いて、mRNA自体にアジュバントの活性を組み込んだ。開発したmRNAを、治験で用いられている脂質性
mRNAキャリアや高分子ミセルに搭載してマウスに投与したところ、高いワクチン効果が得られた。さらに、本シ
ステムは、様々ながんのモデルにおいて、治療効果を示した。

研究成果の概要（英文）：Messenger RNA cancer vaccines encoding tumor antigens garner much attention 
in cancer immunotherapy. Immunostimulatory adjuvants play a critical role in cancer vaccines. In the
 present study, we integrate adjuvant functionalities into mRNA by employing mRNA engineering. The 
developed mRNA formulation improves vaccination effects in mice after encapsulation into lipid-based
 mRNA carriers used in clinical trials and polyplex micelles. Ultimately, this system provides 
therapeutic outcomes in several cancer models.

研究分野： 核酸医薬

キーワード： mRNAワクチン　がんワクチン　アジュバント　リポプレックス　高分子ミセル　遺伝子送達
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発したアジュバント機能一体型mRNAは、体内に蓄積しない生体分子であるRNAを基盤としており、極
めて安全性が高い。さらに、脂質キャリアと高分子キャリアのいずれを用いた場合でも効果が得られ、汎用性も
高い。適宜、免疫チェックポイント阻害剤と併用することで、臨床応用が期待される。また、学術的には、RNA
工学をmRNAワクチンに応用することで、その効果を高めた世界に先駆けた報告である。

※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 
 免疫チェックポイント阻害剤の有効性が臨床で明らかになり、がん免疫治療に対する期待が
高まっている。一方で、免疫チェックポイント阻害剤不応例も多く、新たな方法論が必要である。
その中で、抗原特異的な T 細胞を誘導するがんワクチンが注目されている。がんワクチンによ
り、腫瘍組織に T 細胞を供給し、さらに免疫チェックポイント阻害剤を併用することで、その T
細胞の機能を最大化することが出来る。がんワクチンにおいて、腫瘍の変異に由来するネオ抗原
を標的とすることで、非常に効果的な腫瘍抑制効果が得られる。一方、この戦略では、患者のが
ん組織の変異を同定し、エピトープを予測したのち、それに対応するワクチンを速やかに製造す
る必要がある。 
 このような課題に取り組む上で、メッセンジャーRNA (mRNA)ワクチンは、いくつか利点を
持つ。まず、配列設計が容易であるため、標的エピトープを決定したのち、速やかにそれに対応
した mRNA を製造することが出来る。また、標的エピトープの種類によらず、mRNA の物理化
学的性質は変わらないため、あらゆるエピトープに対して、それを発現する mRNA を同じ方法
で生体内に送達できる。一方、ペプチドやタンパク質を用いると、エピトープ毎に物性が異なる
ため、物性に応じた生体への送達法の検討が必要となる。最後に、mRNA ワクチンでは細胞質
内で抗原が産生されるため、効果的に主要組織適合遺伝子複合体分子(MHC)クラス I を介した
抗原提示と、それによるCD8陽性細胞傷害性T細胞の誘導が可能である。このような利点から、
本研究開発当初においても、mRNA ワクチンの応用は盛んに検討されており、多くの臨床試験
が行われていた(Nat. Rev. Drug Discov. 17, 261-279, (2018))。 
 ここで、mRNA がんワクチンの効果を高めるためには、mRNA からの抗原タンパク質発現量
を向上させるだけでなく、適切な免疫賦活化アジュバントの使用が必須である。mRNA の生体
内送達では、脂質や高分子からなる送達キャリアがしばしば用いられるが、mRNA 搭載キャリ
アと、アジュバントを混ぜる方法に加え、送達キャリアを構成する脂質や高分子などのデリバリ
ー基剤にアジュバント活性を持たせる戦略が多く行われてきた。特に、脂質性ナノ粒子を構成す
る pH 応答脂質がアジュバント活性を持つことが多い。このようにデリバリー基剤にアジュバン
ト活性を組み込むことで、ワクチン設計が単純になり、さらに抗原タンパク質発現 mRNA が送
達された細胞に免疫賦活化作用が得られるため、高いワクチン活性が期待できる。 
 一方で、この方法にはいくつか欠点がある。まず、脂質や高分子などのデリバリー基剤が、
mRNA を送達する機能と免疫を活性化する機能の両方を担うため、それぞれの機能を独立して
制御することが困難である。従って、送達効率とアジュバント活性の両方を同時に最適化できな
い。また、生体内投与後、mRNA から解離したデリバリー基剤が、全身に分布して炎症を惹起
する懸念がある。安全かつ効果的な mRNA がんワクチン設計には、新たな方法論が望まれてい
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、mRNA自体に免疫賦活化アジ
ュバントの活性を組み込むことを着想した。
この方法では、デリバリー基剤にアジュバン
ト活性を組み込む必要がなくなり、mRNA 送
達機能をアジュバント活性と独立して最適
化することができる。また、免疫賦活化作用
の低いデリバリー基材と併用することで、
mRNA が導入された細胞にのみ、アジュバン
ト活性が得られる。mRNA はデリバリー基剤
より分子量が圧倒的に大きく、体内分布の制
御がより容易であるため、この方法では、免
役活性化物質の意図せぬ臓器への分布を回
避することができる。 
 mRNA にアジュバント活性を組み込むために RNA 工学の手法を用いた。免疫賦活化活性を
持つ 2 本鎖 RNA (dsRNA)構造を、相補鎖を介して mRNA に結合させた(図 1)。mRNA 主鎖に、
2 本鎖 RNA が側鎖として結合する形態のため、2 本側鎖 RNA と呼ぶ。2 本側鎖 RNA では、細
胞外で mRNA とアジュバントが解離する可能性は非常に低いほか、RNA がアジュバント活性
を担っており、投与後 1日程度でほとんど分解されるため、安全である。また、2 本鎖 RNA側
鎖数を制御することで、免疫賦活化の程度を最適化することも可能である。ここでは、抗がん免
疫に重要とされている自然免疫受容体 retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I)を標的とするよう
2 本鎖 RNA側鎖を設計した。 
 本研究では、この 2 本側鎖mRNA構造を最適化し、それを免疫賦活化作用の低い送達キャリ
アに搭載することで安全かつ効率的な mRNA ワクチンシステムを構築すること、さらには、そ
のシステムの有用性をがんワクチンにて実証することを目的とした。 
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３．研究の方法 
（１）2本側鎖 mRNA 構造の最適化 培養樹状細胞 DC2.4細胞に、2本側鎖 mRNAを添加したのち、
インターフェロンβやインターロイキン 6の発現を、定量 PCR法で評価することで、免疫賦活化
作用を調べた。なお、mRNA導入には市販の脂質性 mRNA導入試薬 lipofectamineを用いたが、導
入試薬自体の免疫賦活化作用は、mRNAのそれと比べ無視できる程度であった。 
（２）自然免疫受容体の関与 2 本側鎖 mRNA による免疫賦活化に対する自然免疫受容体の関与
を調べるため、Toll 様受容体(TLR)の恒常発現細胞や、細胞質内 2本鎖 RNA 受容体、RIG-I 及び
MDA5 のノックアウト細胞を用いた。これらの細胞は、免疫応答が起こるとレポータータンパク
質を発現するよう遺伝子改変されているため、レポータータンパク質発現を指標に免疫応答を
評価した。 
（３）樹状細胞の活性化 2 本側鎖 mRNA による抗原提示細胞の活性化作用をマウス初代培養、
骨髄由来樹状細胞(BMDC)及びヒト樹状細胞(DC)を用いて調べた。あわせて、2本側鎖の搭載によ
る mRNA 翻訳活性に対する影響を、ルシフェラーゼ mRNAを用いて調べた。 
（４）サイトカインパネル 2 本側鎖 mRNA をマウス BMDC に添加した際の、25 種類のサイトカ
イン、インターフェロン、ケモカインのタンパク質レベルでの発現を Luminex システムや ELISA
を用いて調べた。 
（５）リポプレックスを用いたがんワクチン 2本側鎖 mRNAを DOTMA,DOPEからなるリポソーム
と混合することで、負に帯電したリポプレックスを調製し(図 2A)、それをマウスに静脈内投与
した。このシステムは、BioNTech 社ががんワクチンの臨床試験に用いているリポプレックスと
同様のものである。まず、モデル抗原として卵白アルブミン(OVA)を用い、OVA に対する細胞性
免疫を、in vivo CTL assay
にて調べた。この方法では、
OVA mRNA を投与したマウス
に対して、OVAタンパク質で
処理した脾細胞を移植し、そ
の脾細胞に対する細胞性免
疫を評価した。さらに OVA発
現腫瘍の皮下移植モデルを
用いて、がんワクチンとして
の有効性を調べた。また、悪
性黒色腫(B16F10)の腫瘍関
連抗原(gp100)を標的とした
ワクチン実験も行った。ここ
では、B16F10の肺転移モデル
マウスを用いて生存促進効
果を評価した。 
（６）高分子ミセルを用いたワクチン 2 本側鎖 mRNA を、ポリエチレングリコール(PEG)-ポリ
カチオンブロック共重合体と混合することで、高分子ミセルを調製した(図 2B)。高分子ミセル
は、粒径 100 nm 以下で、PEGで覆われ凝縮した mRNAを内包する構造をとる。この高分子ミセル
を、マウスの筋肉内、皮内に投与し、ワクチン効果を in vivo CTL assayにて評価した。 
 
４．研究成果 
（１）2本側鎖 mRNA 構造の最適化 2本鎖 RNA 側鎖の構造は、RIG-Iの基質である平滑末端 5’
トリリン酸化構造を含むよう設計した(図 1)。さらに、図 1に示すように、2本鎖 RNA 側鎖の配
列、鎖長、数、2本鎖 RNA 側鎖と mRNAの間の gap配列の鎖長の最適化を行った。2本鎖部分の配
列、鎖長に関して、グアニンとウラシルのリピート配列で 24塩基対のもので高い免疫賦活化作
用を示した。このことから、自己相補配列を持たないことが、2本鎖形成において重要であるこ
とが示唆された。また、2本鎖 RNA部分と mRNAの間の gap配列も免疫賦活化に重要であること
が明らかになり、2本鎖 RNA 側鎖の局所環境が自然免疫受容体認識に重要であることが示唆され
た。特筆すべきことに、2本鎖 RNAと mRNAを別々にして投与しても、十分な免疫賦活化作用は
得られなかった。さらに、2本鎖 RNA 側鎖の本数を増やすに従って、免疫賦活化作用が増強した
ことから、2 本鎖 RNA 側鎖数の制御により免疫賦活化作用を制御できることが明らかとなった。 
（２）自然免疫受容体の関与 2本鎖 RNA 受容体である TLR3や 1本鎖 RNA 受容体である TLR7の
恒常発現の有無によらず、2 本側鎖 mRNA による免疫賦活化作用は同程度であった。また、細胞
質内 2本鎖受容体の関与について、2本側鎖 mRNAの免疫賦活化作用は、MDA5をノックアウトし
ても影響されなかった一方で、RIG-Iのノックアウトにより大きく低下した。さらに、RIG-I認
識に重要な 5’トリリン酸構造のない 2本鎖 RNA 側鎖を用いると、免疫賦活化作用が大きく低下
した。以上より、2本側鎖 mRNAは、主に RIG-Iに認識されることで免疫賦活化作用を示してい
ることが示された。 
（３）樹状細胞の活性化 2本側鎖mRNAをマウス BMDCやヒト DCに添加したところ、CD86, CD40, 
MHCクラス Iといった活性化マーカーの発現が、2本鎖 RNA 側鎖のない mRNA (naïve mRNA)と比
べ、向上した。従って、2 本側鎖 mRNA は、強い樹状細胞活性化作用を持つと言える。一方で、
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図 2. 本研究の mRNA送達法。(A)アニオン性リポプレックスの静脈内

投与。(B)高分子ミセルの筋肉内、皮内投与。 



 

 

ルシフェラーゼを発現する 2本側鎖mRNAを添加した際のルシフェラーゼ発現効率は、naïve mRNA
の 50%程度であり、2 本側鎖 mRNA は十分なタンパク質翻訳活性を維持していることが明らかと
なった。なお、5’トリリン酸構造のない 2本鎖 RNA 側鎖を搭載した mRNAでは、ルシフェラーゼ
発現効率が、naïve mRNAとほぼ同程度であった。すなわち、2本側鎖搭載による発現効率の減少
は、ハイブリダイゼーションのプロセスではなく、免疫応答によるものであることが示唆された。 
（４）サイトカインパネル 2本側鎖 mRNAをマウス BMDCに添加したところ多種多様な炎症性の
サイトカイン、インターフェロン、ケモカインのタンパク質レベルでの発現が向上した一方で、
免疫抑制性タンパク質の発現にはほとんど影響がなかった。 
（５）リポプレックスを用いたがんワクチン 2本側鎖 mRNAを、BioNTech 社ががんワクチンの
臨床試験に用いているリポプレックスと同様の送達キャリアに搭載し(図 2A)、マウスへ全身投
与することで、ワクチン効果を検証した。このリポプレックスを構成する脂質は、免疫賦活化作
用が弱く、実際、このリポプレックスに免疫賦活化作用を軽減させた塩基修飾 mRNAを搭載する
と、免役寛容が誘導されることも報告されている(Science 371, 145-153, (2021))。まず、ルシ
フェラーゼ mRNA を導入したところ、2 本側鎖の搭載の有無によらず、脾臓におけるルシフェラ
ーゼ発現量は同程度であった。また、脾臓における免疫活性化を、脾臓の CD11c陽性細胞におけ
る活性化マーカーCD86の発現量を指標に評価したところ、2本側鎖 mRNA 投与群で、naïve mRNA
群と比べ、より効果的な樹状細胞の活性化が観られた。ワクチン実験では、まず、モデル抗原と
して卵白アルブミン(OVA)を用い、OVAに対する細胞性免疫を、in vivo CTL assayにて調べた。
すると、naïve mRNAを投与した時と比べ、2本側鎖 mRNAの投与により、抗原特異的な細胞性免
疫が有意に向上していた。次に、OVA発現腫瘍の皮下移植モデルを用いて、がんワクチンとして
の有効性を調べた。mRNAを投与してから、腫瘍を移植する予防モデルと、腫瘍の生着を確認後、
mRNAを投与する治療モデルのいずれにおいても、naïve mRNAと比べ、2本側鎖 mRNAで高い抗腫
瘍活性を認めた。さらに、より臨床に即したモデルとして、悪性黒色腫(B16F10)の腫瘍関連抗原
(gp100)を標的としたワクチン実験も行った。このモデルでは、gp100 に対する免役寛容に打ち
勝つワクチン効果が求められる。B16F10 の肺転移モデルマウスを用いて生存促進効果を評価し
たところ、naïve mRNA では未治療群と比べ生存率向上効果が得られなかった一方で、2 本側鎖
mRNAを用いることで、生存率が naïve mRNAと比べ有意に向上した。なお、安全性に関して、投
与後の血中サイトカインを評価したところ、2本鎖 RNA 側鎖の搭載によるサイトカイン濃度の上
昇は軽微であった。さらに、サイトカイン量は投与後 24 時間以内に正常化しており、炎症反応
は一過的であった。 
（６）高分子ミセルを用いたワクチン 2 本側鎖 mRNA の汎用性を検証するために、高分子ミセ
ルを用いた投与を行った(図 2B)。これまでの報告で、高分子ミセルは、生体局所への投与にて
優れた mRNA導入効率を示していたことから(Journal of Biomedical Materials Research Part 
A 107, 978-990 (2019))、ワクチンにおいても筋肉内投与や皮内投与といった局所投与を行っ
た。OVA mRNAを用いた評価において、いずれの投与法においても、2本側鎖 mRNAを用いた方が、
naïve mRNAを用いた場合と比べ高い mRNA導入効率を示した。なお、安全性に関して、2本鎖 RNA
側鎖の有無によらず、高分子ミセルの局所投与では、ほとんど血中サイトカイン濃度の上昇はみ
られなかった。 
（７）考察 
 以前、我々は、mRNAのポリ A 鎖にその相補鎖であるポリ U鎖をハイブリダイズさせることで、
mRNAに免疫賦活化作用を付与したシステムを報告していた(Biomaterials 150, 162-170 (2018), 
図 3。今回のシステムは、以前のシステムに比べ、いくつかの重要な利点を有する。まず、図 3
のシステムでは、in vitro 転写法にてポリ U鎖を調製していたが、この製法では、副生成物が
生じ、それが免疫賦活化効果に強く影響する。今回、一部の相補鎖を化学合成に置き換え、さら
に配列設計を工夫することで、副生成物の産生を最小限に留めた。さらに、化学合成を併用する
ことで、RIG-Iの基質である平滑 2本鎖 RNA末端 5’トリリン酸構造を正確に調製することがで
き、短鎖でも強い免疫賦活化作用が得られた。また、以前のシステムでは、免疫賦活化作用の強
度を調整することが困難であったのに対して、今回のシステムでは、2本側鎖数によりその強度
を制御できる。この 2本側鎖 mRNAは、がんワクチンの効果を飛躍的に向上させることができ、
様々なモデルでその有用性が示された。 
 現在開発中の mRNAワクチンの多くは、免疫賦活化作用を
有する脂質を基盤とするものである。この場合、免疫賦活化
作用と mRNA送達機能を独立して制御できず、設計に制限が
ある。一方で、今回のシステムでは、mRNA に免疫賦活化作
用を搭載することで、免疫賦活化作用と独立して、より柔軟
に mRNA送達キャリアを設計できる。実際に、これまでワク
チンであまり用いられてこなかった高分子を用いたキャリ
アでも優れたワクチン効果が得られている。今後、抗原提示
細胞選択的な送達や、デリバリー基剤の安全性といった他の観点に着目した設計も可能となる。
このように、2本側鎖 mRNAは、mRNAワクチン設計の幅を大きく広げることが出来る。 
 本研究は、RNA ナノテクノロジーを、mRNAワクチンに応用した点でも特筆すべきである。RNA
ナノテクノロジーは、RNA機能化の優れた手法として、アプタマー、アジュバント、siRNA等の
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送達に用いられてきたが、mRNA送達に応用した報告はほとんどなかった。これは、mRNAへの修
飾により mRNAからのタンパク質翻訳活性が阻害される懸念があったためである。これに対して、
我々は、相補鎖長を 17 塩基に制御することで、mRNAの翻訳活性に影響することなく、mRNAの機
能修飾が可能であることを見出した(Biomaterials 197, 255-267,(2019), 図 3)。修飾した相補
鎖が細胞質内で、5’キャップ依存的翻訳により、mRNAから解離するため、翻訳活性が維持され
るものと推測される(Angew. Chem. Int. Ed. 58, 11360-11363 (2019))。今回の 2本側鎖 mRNA
も、この技術基盤に基づいている。 
 今回、2 本側鎖 mRNA を用いることで、臨床に近い腫瘍関連抗原を標的としたモデルでも優れ
た効果が得られた。今後、免疫チェックポイント阻害剤の併用も検討することで、より実用的な
システムを構築し、臨床応用に繋げたい。 
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