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研究成果の概要（和文）：本研究では、カチオン性脂質-遺伝子複合体と、タンパク質を内包し

た膜融合性ポリマー修飾リポソームを複合化したナノワクチンキャリアを開発した。このよう

なナノキャリアを用いると、タンパク質と遺伝子を同時に免疫担当細胞にデリバリーすること

ができ、両者の相乗効果で、がんを縮退させる高い免疫誘導機能を実現できた。このような多

重デリバリーナノワクチンキャリアはがん免疫治療用の抗原キャリアとして有用である。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we developed novel nano-vaccine carrier by 
complexion of cationic lipid-pDNA complex with antigenic protein-loaded liposome 
modified with fusogenic polymers. This nano-carrier achieved co-delivery of antigenic 
protein and gene into immune cells and high levels of immune responses which can regress 
tumor burden of mice. Therefore, such a multi delivery nano-vaccine carrier is promising 
as an antigen carrier for cancer immunotherapy. 
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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(DC)にがん抗原(タンパク
質や遺伝子)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障害性 T 細胞
(CTL)の活性化がキーであり、そのためには
①抗原タンパク質の細胞質へのデリバリー、
もしくは②抗原をコードした遺伝子を細胞
に導入し、高発現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 DC 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、脾臓において非常
に強力な CTLが誘導できることを明らかにし
た。これは MGluPG リポソームが膜融合によ
って DC の細胞内に抗原タンパク質を効率良
く導入した結果である。さらに、このような
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、
DC 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
に成功した。 
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２．研究の目的 
本申請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、リポプレックスに抗原をコードし
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
リッド複合体を構築する。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、抗原タンパク質と抗原遺伝子を細
胞内に同時デリバリーできる。したがって本
研究では、抗原タンパク質と遺伝子の同時デ
リバリーによって、CTL を強力に誘導できる
膜融合性多重デリバリーナノワクチンキャ
リアを構築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
①抗原遺伝子とカチオン性脂質の複合体を
作製し、抗原タンパク質を封入した膜融合性
リポソームとハイブリッド化させる。リポプ
レックスの電荷比(N/P 比)と、膜融合性リポ
ソームとの混合比を検討し、膜融合性ハイブ
リッド複合体の調製条件を最適化する。 
②膜融合性ハイブリッド複合体を用いて、in 
vitro で DC へのタンパク質及び遺伝子デリ
バリーを行う。蛍光ラベルしたタンパク質及
び遺伝子を封入したハイブリッド複合体の
細胞内動態を観察し、また遺伝子発現効率を
調べることで、デリバリー効率に及ぼす、ハ
イブリッド複合体の調製条件、膜融合性リポ
ソームの性能の影響を調べる。 
③多重デリバリーナノワクチンキャリアを
用いて、in vitro 及び in vivo 免疫誘導とワ
クチンとしての有用性を評価する。 
 
４．研究成果 
①得られた研究成果 

まず、多重デリバリーナノワクチンの各コ
ンポーネントの最適化を行い、ハイブリッド
複合体構築のための基礎検討を中心に行っ
た。側鎖疎水性の高い pH 応答性ポリグリシ
ドール誘導体を合成し、これを修飾したリポ
ソームによって、より低修飾量で強い膜融合
性を発現する新規 pH 応答性ポリマーの開発
に成功した(図１)。このポリマー修飾リポソ
ームを用いることで、樹状細胞によるリポソ
ームの取り込みが上昇し、さらにサイトゾル
への高効率なデリバリーを行うことができ
た。これをマウスに投与すると、腫瘍が著し
く縮退し、強力ながん免疫を誘導できること
が示された。また、多糖を主鎖骨格に持つ膜
融合性ポリマー(図１)を修飾したリポソー
ムについてもマウス腫瘍を縮退させること
のできるほど強力ながん免疫の誘導を達成
した。 

一方、ハイブリッド複合体のコア部に用い
るカチオン性脂質が免疫誘導機能に及ぼす
影響についても検討を行った。カチオン性脂 

図１ pH 応答性ポリマーの構造。 
 
質の導入によって、細胞による取り込みが劇
的に向上し、加えて従来とは異なる経路の免
疫反応を誘導できることが示唆された。ハイ
ブリッド複合体に用いる、抗原をコードした
遺伝子(pCMV-OVA)については、OVA の cDNA を
発現ベクターに組み込んでサブクローニン
グを行うことで調製し、シーケンス解析によ
って、完全に OVA 遺伝子をコードしたプラス
ミド DNA を得ることができた。 
続いて、カチオン性脂質-遺伝子複合体と、

タンパク質を内包した膜融合性ポリマー修飾
リポソームを複合化することで、タンパク質
と遺伝子を同時にデリバリーし、高い免疫誘
導を実現できる多重デリバリーナノワクチン
キャリアの構築とその機能評価を行った(図
２)。 

図２ 多重デリバリーナノワクチンキャリア
の設計。 
 
カチオン性脂質-遺伝子複合体の混合比(電

荷比)と、これに複合化させる膜融合性リポソ
ームの混合比を調整することで、免疫細胞に
タンパク質・遺伝子を同時デリバリーするた
めのハイブリッド複合体を作製した。実際、
蛍光ラベルした遺伝子・タンパク質を包埋し
た複合体を樹状細胞に取り込ませると、遺伝
子・タンパク質両方の蛍光が細胞内に観察さ 
れ、両者を細胞内に同時デリバリーすること
ができた(図３)。 



 

 

図３ 多重デリバリーナノワクチンキャリア
による遺伝子(赤)と蛋白質(緑)の細胞内同時
デリバリー。黄色は遺伝子と蛋白質が複合体
のまま同じ場所に存在していることを示す。 

 
これらの複合体を、抗原を発現したがん細

胞であるE.G7-OVA細胞を接種し腫瘍を形成さ
せたC57BL/6マウスの背部皮下に投与したと
ころ、カチオン性脂質-遺伝子複合体のみ、膜
融合性リポソームのみを投与したマウスに比
べて、両者を複合化したハイブリッド複合体
の方が強い抗腫瘍効果を示した。これは、膜
融合性リポソームが、皮下の免疫担当細胞に
取り込まれた後、細胞内の酸性小胞において
不安定化し、内封した抗原タンパク質と遺伝
子を細胞質に導入した結果、両者の相乗効果
で抗腫瘍免疫を強力に誘導したためであると
考えられる。 

図４ 多重デリバリーナノワクチンキャリア
による抗腫瘍免疫の誘導。遺伝子・蛋白質を
同時にデリバリーできるナノキャリアは、い
ずれか一方のみをデリバリーするキャリアに
比べて高い抗腫瘍効果を示した。 
 
以上のように、タンパク質と遺伝子を同時

にデリバリーすることによって高い免疫を誘
導できるナノワクチンキャリアに成功し、同
時デリバリーの重要性を明らかにすることが
できた。 

②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、抗原タンパク質と遺伝子を一
つのキャリア内に搭載し、膜融合によって両
者を DC へ同時デリバリーできる新規ナノキ
ャリアシステムを構築した。このような新規
ナノキャリアによって、細胞質に抗原タンパ
ク質を導入すると同時に遺伝子が導入され、
その遺伝子が発現することで、相乗的に CTL
を誘導できる。このように一つのキャリア内
に抗原タンパク質と抗原遺伝子を搭載し、そ
の同時デリバリーによって免疫誘導能を向
上する、というアプローチは世界的にも類例
を見ない非常にユニークな発想であり、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 
このような高性能キャリアにより、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。したがって、本
研究の完成によって安全性が高く、しかも有
効な先進医療の確立に貢献できる。 
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