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研究成果の概要（和文）：我々は、生体に投与後、腫瘍内で高い遺伝子発現を示すＤＮＡ複合体

の調製法を確立している。サイトカインをコードしたプラスミドの複合体は、坦癌モデルマウ

スにおいて著しい治癒効果を示した。さらに効率よく免疫を惹起するため、結核菌タンパク

ESAT-6 などの遺伝子についても検討した。これらは単独でも高い腫瘍増殖抑制効果を示し、

さらにサイトカイン遺伝子を組み合わせると、抗腫瘍活性はさらに向上した。また、これらは

イヌの原発性腫瘍に対しても高い治癒効果を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： Great efforts have been focused on developing the non-viral vector 
systems as safer alternatives to viruses. But the in vivo gene expression by those artificial 
vectors is strictly limited. The major obstacles should be adverse interactions of the 
complex with biocomponents, and the too large size of the complexes to be delivered to the 
target cells. We developed an anionic polymer-coating on the complex particles, which 
re-charged the particles to negative, and effectively diminished the non-specific 
interactions. It also enabled the preparation of concentrated very small DNA complex 
suspension under the precise conditions.  
   Small plasmid complexes were then prepared with the PEI and the plasmids encoding 
cytokines or virus specific proteins, and explored for anticancer therapeutic potential with 
tumor-bearing mice. They showed significant therapeutic effect in mice after intratumoral 
injection, and fairly high therapeutic effect was obtained. 
In order to induce higher immune response to tumor cells, expression of the pathogenic 
antigen on the tumor cell surface should be effective. Simultaneous transfection with 
plasmids expressing cytokines and pathogenic antigen into tumor cells should, thus, be 
expected to lead to highly effective anti-tumor immune-enhancement. 
   We employed two pathogenic proteins, adenovirus death protein (ADP) and 
mycobacterium tuberculosis early secretory antigenic target-6 protein (ESAT-6), and 
mycobacterium tuberculosis major secretory protein antigen 85B (Ag85B) as an immune 
response-inducing antigen. The small complexes made of the plasmids harboring the 
pathogenic protein genes showed highly effective anti-tumor activity, and as expected, 
co-transfection of those pathogenic genes with cytokine-genes induced much higher 
anti-tumor therapeutic effect in tumor-bearing mice. Animal clinical study on primary 
tumor-bearing dogs was also carried out, and evident suppression of the tumor growth was 
observed. 
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１．研究開始当初の背景 
 様々なタイプのＤＮＡ／ポリカチオン（ま
たはカチオン性脂質）複合体が、安全な非ウ
ィルス型の遺伝子導入用ベクターとして研
究されている。しかし、これらは培養細胞を
用いた実験ではすでに極めて高い遺伝子発
現効率が達成されているが、生体内に投与し
たときの発現はほとんど無い。 

その主な原因として、（１）生体成分との
副作用、（２）複合体の大きすぎるサイズ、
の二点が挙げられる。 

我々は、核酸複合体をヒアルロン酸やコン
ドロイチン硫酸などの特殊なポリアニオン
で保護コーティングすることにより、生体成
分との副作用を大きく低減できることを報
告してきた。さらに、我々は活性を保持した
まま凍結乾燥する製造技術を開発した。この
技術を応用し、希薄な条件下で得た極微小な
複合体粒子を、凍結乾燥・再水和の過程で濃
縮し、極微小な核酸複合体の、安定な濃厚分
散液を得ることに初めて成功した。 

これらを、マウスなどの小動物の静脈内や
腫瘍内に投与すると、腫瘍組織内で極めて高
い遺伝子発現を引き出し、非ウィルス型ベク
ターを用いた全身投与による生体内遺伝子
高発現を達成した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の最終的な目的は、ヒトへの臨床応
用可能な、治癒効果の高い非ウィルス型の遺
伝子治療システムを開発することにある。本
研究で用いたシステムは、上述のように、通
常のプラスミド／ポリカチオン複合体にさ
らにポリアニオンを加えた三元複合体であ
ることを特徴とする。ポリアニオンコーティ
ングは、凍結乾燥後、再水和すると活性の高
い微粒子が再生する。本研究では、まず凍結
乾燥による活性低下のメカニズムの解明し、
凍結乾燥後も高い活性が再現性良く維持で
きる製剤の調製方法を検討する。 

高い発現の得られた製剤について、これら
をマウスの血管内、腹腔内、腫瘍局所内に投
与し、生体内で高発現するシステムを確立す
る。また、細胞毒性、生体毒性を調べ、安全
性の高い製剤の調製法を検討する。 

様々なサイトカイン遺伝子をコードした

プラスミドＤＮＡを合成し、その複合体の担
癌マウスにおける治癒効果を検討する。さら
に、抗腫瘍効果の高い遺伝子の設計を行い、
高い安全性と優れた治癒効果を持つ製剤の
調製法を確立する。 
高い治癒効果が得られたものに関しては、

中型動物での臨床研究を行う。そして、これ
らの結果を総合し、ヒトへの臨床応用の可能
性を検討することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 【凍結乾燥による活性低下のメカニズムの
解明】 
 DNA 複合体を凍結乾燥すると遺伝子導入活
性が落ちる理由は、まだ完全には解明されて
いない。凍結乾燥後も高い活性を持つ複合体
を得るため、初めに培養細胞を用いてその活
性低下のメカニズムを解明し、複合体調製の
最適条件を追求した。 
【微小な複合体粒子を得るための条件の確
立】 
 様々な条件下で調製したＤＮＡ複合体を
凍結乾燥・再水和し、得られる複合体のサイ
ズ、表面電位をナノサイザーを用いて測定し、
微小で安定な複合体粒子を得るための条件
を確立した。 
【小動物を用いた治癒実験】 
担癌動物モデルに様々なサイトカインを

コードしたプラスミドの超微粒子複合体を
投与して治癒効果の検討を行った。 
【最適遺伝子の検討】 
 免疫システムを活性化するための新たな
戦略として、微生物抗原遺伝子の投与を検討
した。 
【中型動物での治癒効果の評価】 
 安全性と治癒効果の高い製剤に関して、動
物臨床試験を行い、原発性腫瘍に対する治療
を試みた。 
 
４．研究成果 
 我々はこれまでに、ＤＮＡの複合体にコン
ドロイチン硫酸などのポリアニオンによる
保護コーティングを施し、生体成分との非特
異的な副作用を低減し、特殊な条件下で極微
小なＤＮＡ複合体の安定な濃厚分散液を得
ることに成功している。 



  複合体の調製条件、凍結乾燥条件、再水和
条件を詳細に検討し、凍結乾燥後も、より高
い遺伝子発現活性を持った超微粒子が再水
和によって容易に得られる製剤の調製条件
を確立した。 

 

 この技術を用いて免疫賦活化サイトカイ
ン GM-CSF の遺伝子をコードしたプラスミド
の極微小な複合体を調製し、それらの坦癌モ
デルマウスにおける治癒効果を調べ、これら
のＤＮＡ微粒子複合体は明らかな抗腫瘍効
果を示すことを確認した。 
 より高い治療効果を得るために、他の抗腫
瘍サイトカインとして、インターロイキン－
２（IL-2）、インターロイキン－１２（IL-12）
などをコードしたプラスミドについても同
様に複合体を調製し、その効果を坦癌モデル
マウスを用いた治癒実験において比較検討
した。その結果、IL-2 を用いた製剤は、B16 メ
ラノーマを移植した坦癌モデルマウスにお
いて、特に高い腫瘍増殖抑制効果を示した。 
 しかし、サイトカインの発現のみでは、抗
腫瘍活性には限界があった。効率よく免疫シ
ステムを惹起するには、サイトカインだけで
はなく、デインジャー・シグナルの存在が必
要なのではないか、と考えた。そこで、アデ 
ノウィルス、結核菌などの高い抗原性を持つ
微生物タンパクのプラスミドを合成し、その
複合体を同様に調製した。坦癌モデルマウス
における治癒実験において、結核菌タンパク
ESAT-6、あるいは Ag85B をコードしたプラス
ミドを用いた製剤は、単独でも B16 メラノー
マを移植した坦癌モデルマウスにおいて、高
い腫瘍増殖抑制効果を示した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに、これらの微生物タンパクと、IL-2 
などのサイトカインを組み合わせることで、
著しく高い抗腫瘍活性が達成された（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

図２. ESAT-6 遺伝子とサイトカイン 
遺伝子の相乗効果 
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