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研究成果の概要（和文）：非炎症時の末梢組織では、樹状細胞やマクロファージなどの抗原提示細胞が、恒常的
に存在する自己のタンパク質に対して末梢免疫寛容を成立させる。本メカニズムを利用した治療原理として、寛
容性樹状細胞（ｔｏｌｅｒａｔｉｖｅ－ＤＣｓ；ｔｏｌ－ＤＣｓ）による細胞治療が提唱されてきた。本研究に
おいて我々は、ｍＲＮＡベクターを用い、インビトロ転写により作成した免疫抑制因子を樹状細胞に導入するこ
とで、樹状細胞の表現型のリライティングに挑戦した。マウス骨髄由来樹状細胞に対して７２時間以上遺伝子を
導入でき、誰でも簡単にｍＲＮＡ－ＬＮＰを得られる製剤を開発した。また、ＩＬ－１０の産生を誘導可能な転
写因子を見出した。

研究成果の概要（英文）：In peripheral tissues during non-inflammation, antigen-presenting cells 
(APCs) such as dendritic cells and macrophages establish peripheral immune tolerance against 
constantly existing self-proteins. Cell therapy using tolerative dendritic cells (tol-DCs) has been 
proposed as a therapeutic principle utilizing this mechanism. In this study, we attempted to rewrite
 the phenotype of dendritic cells by introducing immunosuppressive factors by introducing in vitro 
transcribed mRNA into dendritic cells. We have developed a preparation that allows gene introduction
 into mouse bone marrow-derived dendritic cells for over 72 hours and allows anyone to easily obtain
 mRNA-LNP. We also discovered a transcription factor that can induce the production of IL-10.

研究分野： mRNAデリバリー
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、誰でも簡単にｍＲＮＡ－ＬＮＰ製剤を作製可能な技術を開発し、それを用いて樹状細胞に遺伝子を
導入することで、細胞の免疫学的な性質の改変を試みた。凍結乾燥を基盤とする新規の製剤を用いることで、だ
れでも５分程度でｍＲＮＡ－ＬＮＰを作製可能となった。本技術は遺伝子治療への参入障壁を大きく下げるもの
である。また、本技術を用いた３６種類のｍＲＮＡのスクリーニングにより、樹状細胞に免疫抑制性サイトカイ
ンであるＩＬ－１０の発現を誘導可能な候補を見出した。本知見は、遺伝子治療による自己免疫疾患治療の可能
性を示唆するものと言える。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
自己免疫疾患の標準治療である免疫抑制薬を用いた病態制御は、生涯にわたる服薬が必要な

うえ副作用が強いという問題を抱えている。本疾患の高いアンメットニーズを充足するには、患
者体内に存在する自己反応性のＴ細胞を抑制したうえで、自己抗原に対する免疫寛容を成立さ
せる必要がある。非炎症時の末梢組織では、樹状細胞やマクロファージなどの抗原提示細胞が、
恒常的に存在する自己のタンパク質に対して末梢免疫寛容を成立させる。本メカニズムを利用
した治療原理として、抗原提示細胞に対して免疫抑制性の低分子やサイトカインを作用させて
その形質を変化させた寛容性樹状細胞（ｔｏｌｅｒａｔｉｖｅ－ＤＣｓ；ｔｏｌ－ＤＣｓ）によ
る細胞治療が提唱されてきた。従来のｔｏｌ－ＤＣｓは患者体内へ投与されると、免疫抑制シグ
ナルのインプットを失うとともに炎症環境に曝露されるため、生体内で炎症性に再誘導され炎
症を増悪してしまうことが懸念されている。また、ペプチド処理により付与された抗原の特異性
については、タンパク質のターンオーバーに従い消失することが懸念されている。本問題点を解
決するためには、生体内で持続的に樹状細胞の表現型を改変し続けるための技術が必要と考え
られ、細胞外から核酸を導入することで細胞にタンパク質を導入することが可能な遺伝子治療
が重要な役割を担うと考えられてきた。 
遺伝子治療では現在、安全かつ効率的な機能性核酸として、インビトロ転写で合成されたｍＲ

ＮＡが注目を集めている。研究開始当初の段階では、新型コロナウイルスに対するｍＲＮＡワク
チンの開発が進められており、ｍＲＮＡ製剤初の承認例になると予想されており、実際にその後
Ｓｐｉｋｅｖａｘ®およびＣｏｍｉｒｎａｔｙ®といったｍＲＮＡワクチン製剤が承認された。
本製剤の臨床試験はウイルスの遺伝子配列が報告されてからわずか６６日後に開始されており、
抗原として使用された新型コロナウイルスのタンパク質には類縁ウイルスの知見を基にアミノ
酸の変異が施されている。このような迅速な開発スピードと変異導入などへの柔軟な対応は、ｍ
ＲＮＡを基盤とする遺伝子治療が新たな治療モダリティになり得ることを示している。 
 ｍＲＮＡは極めて分解性が高いため、医療への応用には細胞内へ送達するためのｍＲＮＡ

ベクターが必須となる。脂質を構成成分とするＬＮＰは核酸の送達効率に優れる。また、本質的
に免疫刺激性であるため抗原の導入と免疫活性化の両立が重要なワクチンへの応用は合理的で
ある。一方、ｍＲＮＡベクターを基盤とする新規治療モダリティを開拓する上では、免疫刺激性
の回避が必須である。申請者はｍＲＮＡベクターの免疫刺激性や毒性の軽減に世界に先駆けて
取り組み、粒子内分解反応を基盤とする自己分解性の付与によりこれらを改善した新規素材（ｓ
ｓＰａｌｍＯ－Ｐｈｅ－Ｐ４Ｃ２）を開発した。本材料は従来のｍＲＮＡベクターと比較しても
高い遺伝子導入効率を示すうえ、生体投与時の安定性も高いことが明らかとなっていた。また、
本技術を用いてＣａｓ９のｍＲＮＡとｓｇＲＮＡを同時に導入することでＩｎ ｖｉｖｏに置
ける遺伝子編集を達成できることや、ｓｉＲＮＡやアンチセンス核酸を封入することでノック
ダウンを達成できることについて報告してきた。 
本研究において我々は、ｓｓＰａｌｍＯ－Ｐｈｅ－Ｐ４Ｃ２を基盤とするｍＲＮＡベクター

を用い、インビトロ転写により作成した免疫抑制因子を樹状細胞に導入することで、樹状細胞の
表現型の“上書き（リライティング）”に挑戦した。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、次に示す技術の開発を目的とした。①複数の異なるｍＲＮＡを迅速に製剤化可能
な新規ドラッグデリバリーシステム（ＤＤＳ）の開発、②樹状細胞に対するタンパク質導入の最
適化、③樹状細胞に対し転写因子を導入し免疫抑制性形質を付与するための技術 
 
３．研究の方法 
ｍＲＮＡの導入システムとして、ｓｓＰａｌｍＯ－Ｐｈｅ－Ｐ４Ｃ２を基盤とするＬｉｐｉ

ｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ（ＬＮＰｓ）を採用した。研究開始当初、ｍＲＮＡ－ＬＮＰｓ
は従来から頻用されるエタノール希釈法を用いて作成した。作成したｍＲＮＡ－ＬＮＰｓの物
性については、動的光散乱法や蛍光色素法を用いて検証した。マウス骨髄由来樹状細胞はマウス
大腿骨から採取した骨髄細胞をサイトカイン存在下で培養することにより得た。当初、マウス骨
髄由来樹状細胞中に含まれるＬｙ－６ｃ（Ｌｏｗ）／ＣＤ１１ｃ（ｈｉｇｈ）サブポピュレーシ
ョンに着目したが、本細胞への直接的な遺伝子導入は困難であったため、改めてマウス骨髄由来
樹状細胞全体に着目した。遺伝子導入効率の検証はレポーター遺伝子としてルシフェラーゼを
用い、発光を経時的に定量することで行なった。製剤の最適化にあたっては多種のパラメータを
効率的に最適化することが可能な実験計画法を用いた。また、複数のｍＲＮＡを迅速に製剤化可
能な製剤として、中身を封入していないＬＮＰｓの凍結乾燥体を基盤とする新規製剤の開発を
行った。樹状細胞に対する抑制性形質の付与では、T 細胞内で免疫抑制性を発揮すると考えられ
る３６種の遺伝子の組み合わせを樹状細胞に導入した。抑制性形質は免疫抑制性のサイトカイ
ンであるＩＬ－１０を定量することで行なった。また、免疫抑制剤との相乗的な効果が得られる
か検証するため、デキサメタゾン等との併用を行った。 
 



４．研究成果 
 本研究では、樹状細胞に対して複数の遺伝子を導入する必要があった。従来のｍＲＮＡ－ＬＮ
Ｐｓの作成方法エタノール希釈法と呼ばれ、エタノールに溶解させたＬＮＰ成分（すなわちイオ
ン性脂質、ヘルパー脂質、コレステロール、ポリエチレングリコール結合型脂質（ＰＥＧ脂質））
をｍＲＮＡの酸性水溶液と混合することで行なわれる。エタノール濃度の低下に伴って脂質の
溶解度が低下し、溶けきれなくなった脂質分子がナノ粒子として析出する。この際、酸性バッフ
ァー中で正電荷を帯びたイオン性脂質とｍＲＮＡが相互作用することにより、内封がなされる
と考えられてきた。エタノール希釈法を再現よく行うためには、エタノール相と水相の混合を制
御する必要がある。現在この目的には、マイクロ流体デバイスが頻用されている。しかしながら、
マイクロ流体デバイスを用いたエタノール希釈法を実施するためには高額な設備費やノウハウ
が必要である。加えて、多種のｍＲＮＡを製剤化するためにはそれぞれを流路内で混合する必要
があるものの、装置の流路に依存するデッドボリュームにより多大なロスが発生する。本現象は、
本研究のような少量のｍＲＮＡ用いる場合に特に問題となる。そこで本研究では、マイクロ流体
デバイスを用いずに様々なｍＲＮＡを製剤に内封することができる製剤の探索を試みた。 
 我々はｍＲＮＡの後封入法に着目した。本方法では、事前に中身が封入されていないｅｍｐｔ
ｙ－ＬＮＰｓを作成し、ｍＲＮＡを加えることにより核酸の内封を行う。ｅｍｐｔｙ－ＬＮＰｓ
は使用するｍＲＮＡによらず同一であることから、マイクロ流体デバイスの工程を簡略化する
ことができる。また、ｍＲＮＡの内封工程には専門的な知識や高度な機器を必要としないため、
誰でも簡単にｍＲＮＡを製剤化できると考えた。後封入には凍結乾燥技術に着目した。ＬＮＰｓ
を凍結乾燥した場合、粒子周囲の水分子が一時的に除去されるため、粒子内環境が変化すると考
えられる。再水和に伴い脂質分子の再配列が起こると考えられるため、これを利用しｍＲＮＡを
内封できると考えた。実験計画法を用いてｅｍｐｔｙ－ＬＮＰｓの作成条件を検討した、５因子
３水準の実験計画法と５因子２水準の実験計画法を実施することで、ｅｍｐｔｙ－ＬＮＰｓ凍
結乾燥体の最適な作成条件が明らかとなった。検討した条件の中でも、製剤のｐＨとｍＲＮＡ溶
液添加後の加温がｍＲＮＡの内封に極めて重要であった。また、脂質の組成がｍＲＮＡの封入に
与える影響を調べたところ、リン脂質やコレステロールといったヘルパー脂質が内封に極めて
重要であることが明らかとなった。 
 後封入法で作成したｍＲＮＡ－ＬＮＰｓが一般的なｍＲＮＡ－ＬＮＰｓと同様の物性を持つ
か解析するために、Ｘ線小角散乱法（ＳＡＸＳ）を用いて内部構造を解析した。その結果、ｍＲ
ＮＡの添加と続く加熱に依存して粒子の内部構造が段階的に変化することが明らかとなった。
未加熱のｅｍｐｔｙ－ＬＮＰｓは従来のｍＲＮＡ－ＬＮＰｓと異なった構造を示す一方で、核
酸を加え加熱することで後封入を行ったｍＲＮＡ－ＬＮＰｓは従来の製剤と同等の内部構造を
示した。ＳＡＸＳピークの位置から内部構造を推定したところ、核酸の添加により逆ヘキサゴナ
ル様のＷｏｒｍ－ｌｉｋｅ ｍｉｃｅｌｌｅが出現すること、および、かねつによりコレステロ
ール結晶の溶解が起き、最終的に従来のｍＲＮＡ－ＬＮＰｓと同等の構造に行きつくことが明
らかとなった。本製剤に対してＣａｓ９のｍＲＮＡとマウストランスサイレチンを標的とする
ｓｇＲＮＡを添加し、ｍＲＮＡ／ｓｇＲＮＡ共搭載製剤を作成した。本製剤をマウスに尾静脈か
ら２回投与したところ、マウス肝臓ちゅうのトランスサイレチン遺伝子の５５％が破壊され、血
中トランスサイレチン量は９５％以上低下した。この結果から、凍結乾燥を基盤とし、任意のｍ
ＲＮＡを内封可能な新規製剤（Ｒｅａｄｙ－ｔｏ－Ｕｓｅ製剤）の開発に成功した。 
次に、上記のＲｔｏＵ製剤を用いてマウス骨髄由来樹状細胞に対する遺伝子導入を行った。ル

シフェラーゼｍＲＮＡを後封入しｍＲＮＡ－ＬＮＰｓを作成した。本ｍＲＮＡ－ＬＮＰｓをマ
ウス骨髄由来樹状細胞に導入し発光を計測したところ、タンパク質の発現は導入から１２時間
程度でピークに達し、２４時間が経過する間に減弱することが明らかとなった。次に、ＥＧＦＰ
のｍＲＮＡを後封入し遺伝子導入を行ったところ、ＥＧＦＰ（－）の集団とＥＧＦＰ（＋）の集
団に分かれることが明らかとなった。フローサイトメトリーを用いて各フラクションの性質を
解析したところ、特にＣＤ１１ｃ（ｈｉｇｈ）のポピュレーションで高い遺伝子発現が見られる
ことが明らかとなった。ＣＤ１１ｃ（ｈｉｇｈ）の集団は、さらにＬｙ－６ｃ（Ｌｏｗ）および
Ｌｙ－６ｃ（ｈｉｇｈ）のポピュレーションに分けることができる。本研究では、組織修復性を
有すると考えられるＬｙ－６ｃ（Ｌｏｗ）の集団に着目することとし、Ｌｙ－６ｃ（Ｌｏｗ）／
ＣＤ１１ｃ（ｈｉｇｈ）の集団に対する遺伝子導入を試みることとした。しかしながら、セルソ
ーターを用いてＬｙ－６ｃ（Ｌｏｗ）／ＣＤ１１ｃ（ｈｉｇｈ）細胞群へＥＧＦＰを導入したと
ころ、本細胞に対する直接的な遺伝子導入は困難であることが明らかとなった。この結果は、Ｍ
ｉｘｔｕｒｅとしての骨髄由来樹状細胞中に本細胞の前駆細胞がおり、遺伝子導入された状態
で分化している可能性を示唆していた。Ｌｙ－６ｃ（Ｌｏｗ）／ＣＤ１１ｃ（ｈｉｇｈ）群への
遺伝子導入が困難であることから、実験の対象をマウス骨髄由来樹状細胞に改め、引き続き研究
を進めた。 
次に、実験計画法を用いて樹状細胞への遺伝子導入に最適化されたＲｔｏＵ製剤の開発を試

みた。実験計画法を用い、ＰＥＧ脂質の量、ヘルパー脂質の種類、ヘルパー脂質の量、コレステ
ロールの量、加熱時の温度について事前検討を行った。結果として、リン脂質の種類とその量が
遺伝子発現に影響することが明らかとなった。次に本検討として、５因子３水準の検討を行うこ
とにより、ヘルパー脂質の量が７．５％であること、および、製剤のｐＨが６．０であることが
樹状細胞に対する遺伝子導入に重要であると明らかとなった。最適化されたＲｔｏＵ製剤を用



いてマウス骨髄由来樹状細胞にルシフェラーゼｍＲＮＡを導入し、その発現を経時的に評価し
た。その結果、ＡＵＣが約２倍に上昇することが明らかとなった。更に、その遺伝子発現は計測
終了ポイントとなる７２時間後以降も継続していることが示唆され、樹状細胞に対して長時間
遺伝子を導入することができる製剤の作成に成功したと結論付けた。 
 続いて、本製剤を用いて樹状細胞に対する免疫抑制性形質の付与を試みた。樹状細胞に存在す
る転写因子のうち、免疫抑制との関連が知られる転写因子を８種類選定した。これらの転写因子
を単独、あるいは２種組み合わせることで合計３６種類のｍＲＮＡ－ＬＮＰｓを作成した。粒子
の作成にＲｔｏＵ製剤を用いることで、時間的および物質的なコストを大幅に削減することが
できたと考えている。マウス骨髄由来樹状細胞に対しこれらの製剤を作用させ、４８時間後に培
養上清中のＩＬ－１０をＥＬＩＳＡ法により計測した。その結果、特定の遺伝子をふくむ９条件
において高いＩＬ－１０の発現が認められた。本遺伝子によるＩＬ－１０の産生を更に高める
ため、抗炎症効果を有するデキサメタゾン、および抗ストレス応答効果を有するＩＳＲＩＢを併
用し、ＩＬ－１０の産生を調べた。しかしながら、これらの低分子薬物の併用はＩＬ－１０の産
生に影響を及ぼさなかった。ＩＬ－１０を産生する樹状細胞がＴ細胞に与える影響を解析した。
この際炎症性の樹状細胞の機能を制御できるか検証するためにＬｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｈａｒ
ｉｄｅ（ＬＰＳ）により処理した樹状細胞を脾臓より単離し刺激培養したＴ細胞と共培養した。
その結果、ＬＰＳ処理を行った樹状細胞はＣＤ４陽性Ｔ細胞への分化と増殖を促進した一方、転
写因子が導入された樹状細胞ではＣＤ４陽性Ｔ細胞の増殖が抑制された。加えて、抑制性のＴ細
胞であるＴｒｅｇの増加が認められた。本結果より、樹状細胞に対してｍＲＮＡ－ＬＮＰｓを用
いて転写因子を導入することにより免疫活性化を抑制できることが明らかとなった。 
 上記より、本研究では、任意のｍＲＮＡを迅速かつ簡単に製剤化することが可能なＲｔｏＵ製
剤を開発し、樹状細胞に対して最適化を行った。最適化後の製剤はマウス骨髄由来樹状細胞に対
して７２時間以上にわたって遺伝子を導入し続けることができることが明らかとなった。製剤
化の簡便性を活かし、８種の転写因子の組み合わせ等からなる３６種のｍＲＮＡ－ＬＮＰｓを
作成し、樹状細胞に対するＩＬ－１０の誘導能を解析した。結果として、ある転写因子がＩＬ－
１０を顕著に誘導することが明らかとなった。本転写因子を炎症性樹状細胞に導入したところ、
単離Ｔ細胞との共培養においてヘルパーＴ細胞の低下とＴｒｅｇの増加を引き起こすことが明
らかとなった。今後、抗原タンパク質と本転写因子を導入した樹状細胞を生体へ導入することに
より、免疫寛容を引き起こすことができる可能性がある。しかしながら、Ｅｘ ｖｉｖｏ細胞治
療は細胞の培養や改変に多大なコストが必要という問題点を抱えている。このため、今回開発し
た製剤をＩｎ ｖｉｖｏ直接投与型製剤へと拡張した方が良いと考えられる。このためには、生
体内へ投与されたｍＲＮＡ－ＬＮＰｓによる免疫活性化を回避しなければならない。我々は、ｍ
ＲＮＡ－ＬＮＰｓがリンパ管内皮細胞（Ｌｙｍｐｈａｔｉｃ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅ
ｌｌｓ；ＬＥＣｓ）に認識されるとケモカインの産生を誘導することや、ｍＲＮＡ－ＬＮＰｓに
含まれるコレステロールの集合状態が免疫刺激性に影響を与えることなどを見出してきた。こ
れらの知見を踏まえ、Ｉｎ ｖｉｖｏ直接投与が可能な免疫回避型ｍＲＮＡ－ＬＮＰｓによる
へと展開させていきたい。 
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