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研究成果の概要（和文）：脾臓・樹状細胞標的型ナノデバイスを利用して、メラノーマとマラリアのDNAワクチンを開
発した。モデルメラノーマワクチンとしてpUb-Mを用い、ポリエチレンイミン (PEI)、およびγ-ポリグルタミン酸(γ-
PGA)を混合し、安定なナノワクチン（pUb-M/PEI/γ-PGA複合体）を構築した。ナノワクチンはメラノーマの増殖および
肺転移を抑制し、生存率も延長させた。また、モデルマラリアワクチンとしてpVR1020-TAM (pyTAM)を用い、同様にマ
ラリアDNAナノワクチン（pyTAM/PEI/γ-PGA複合体）を構築した。マラリアDNAナノワクチンはマラリア感染を抑制し、
死亡率を低下させた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed the novel melanoma vaccine and malaria vaccine using 
spleen-targeted nano-device. We used pUb-M which expresses melanoma-related antigen (gp100 and 
tyrosinase-related protein 2 (TRP2)) as melanoma DNA vaccine. We successfully prepared the stable 
nanoparticles (pUb-M/PEI/γ-PGA complexes) by optimization of the mix ratio. The pUb-M/PEI/γ-PGA complex 
significantly inhibited the growth and metastasis of a melanoma cell line, B16-F10 cells, and improved 
the survival time of metastasis model mice. For the development of malaria DNA nano-vaccine, 
PyGPI8p-transamidase-related protein (PyTAM) was selected as a possible candidate vaccine antigen. The 
pyTAM/PEI/γ-PGA complexes suppressed parasitemia and prolonged survival.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 分子生物学と免疫学の著しい発展により、
感染症、がん、アルツハイマーなどに対する
ワクチン開発が精力的におこなわれている。
しかし、日本は世界と比べて、ワクチン開発
が立ち遅れており、現在国を挙げて推進を図
っている。 
 申請者はこれまでに、様々な電荷を持った
化合物を静電的に自己組織化させることで、
安全性が高く、様々な臓器への指向性を有す
る画期的なナノデバイスの構築に成功した
（特開 2010-059064）。特に γ-polyglutamic 
acid (γ-PGA)を構築成分としたナノデバイス
は、安全性が高く、脾臓の樹状細胞に選択的
に取り込まれ、遺伝子発現も可能なことから、
蛋白抗原ワクチンや DNA ワクチンへの応用
が期待される。このナノデバイスは、アジュ
バンドとしてではなく、微粒子として自己組
織化させることで、蛋白抗原や核酸を内包し、
細胞内へ送り込むことにより、強い作用を発
揮することを確認している。 
 予備実験において、OVA蛋白を内包したナ
ノワクチンは、マウスで非常に高い免疫誘導
効果を示した。一方、メラノーマ抗原の
pDNAを用いたナノワクチンは、担癌マウス
において、腫瘍増殖抑制および肺転移抑制に
劇的な効果を示した。メラノーマは未だ有効
な治療法がなく、治療成績が悪い癌としてよ
く知られている。また、ナノデバイスをマラ
リアワクチンに応用した結果、マウスのマラ
リア感染による死を完全に抑制することに
も成功した。WHO の三大感染症のひとつで
あるマラリアは未だにワクチンのない感染
症であり、マラリアワクチンの開発は世界的
にも急務である。マラリア表面抗原に対する
ワクチンが第Ⅱ相臨床試験で 5割程度の効果
が得られているが、十分な感染抑制のために
さらに効果的なワクチン開発が望まれてい
る。 
 以上の結果を受け、脾臓・樹状細胞標的型
ナノデバイスを用いる安全なワクチン技術
の開発研究と臨床応用を目的とした安全性
や薬理効果の検証を行った。 
 
２．研究の目的 
 脾臓・樹状細胞標的型ナノデバイスを利用
して、臨床応用可能なメラノーマ癌ワクチン
とマラリアワクチンを開発することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
(1) モデル pDNA として、ヒトサイトメガロ
ウイルス(CMV) プ ロモーターを有し、ホタ
ルルシフェラーゼ (Luc)をコードした
pCMV-Luc、マウスメラノーマ抗原である
gp100と TRP-2のユビキチン化エピトープを
コードした pUb-M、マウスマラリア原虫 P 
yoelii GPI8p transamidase-related proteinをコー
ドした pVR1020-TAM (pyTAM)を用いた。
pDNA と polyethylenimine (PEI)を結合させ、

カチオン性の複合体（PEI 複合体）を作製し
た。さらに chondroitin sulfate (CS)、γ-PGAな
どのアニオン性化合物を用いてカチオン性
の複合体を静電的に被膜し、アニオン性の新
規遺伝子ベクターを構築した。各複合体の粒
子径および ζ-potentialを Zetasizer Nano ZSを
用いて測定した。また、アガロースゲル電気
泳動により複合体の安定性を評価した。 
 
(2) マウスメラノーマ細胞 B16-F10 細胞を用
いて遺伝子導入を行い、各複合体の遺伝子発
現効率を評価した。また、WST-1 assay によ
り細胞障害性も検討した。さらに、各複合体
と血液を混合し、血液凝集を評価した。 
 
(3) pCMV-Luc を含んだ各複合体をマウス尾
静脈内投与し、6時間後の肝臓、腎臓、脾臓、
心臓、肺における遺伝子発現量を測定した。 
 
(4) pUb-M を含んだ複合体を 2 週間おきに 3
回尾静脈内投与し免疫誘導を行った。最終免
疫から 2 週間後にルシフェラーゼ恒常発現
B16-F10細胞（B16-F10-Luc）を皮内あるいは
静脈内投与し、腫瘍増殖抑制、肺転移抑制効
果および生存率を評価した。 
 
(5) pyTAMを含んだ複合体を 2週間おきに 3
回尾静脈内投与し免疫誘導を行った。最終免
疫から 2 週間後に 1 × 106 の P. yoelii 
17XL-parasitized red blood cells (pRBCs)を腹腔
内投与し、寄生虫血および生存率を評価した。
また、免疫誘導効果も測定した。 
 
４．研究成果 
 pDNAと様々なカチオン性化合物やアニオ
ン性化合物を組み合わせたナノデバイスの
構築を試みた。その結果、各成分の混合比と
調製プロセスを最適化することで、ナノサイ
ズの安定なアニオン性複合体の構築に成功
した。 
製剤学的検討により最適化した各複合体
を B16-F10に添加し、遺伝子発現効率および
細胞障害性について検討した。その結果、カ
チオン性複合体は高い遺伝子発現効果を示
したが、細胞障害性も認められた。一方、ほ
とんどのアニオン性複合体はカチオン性複
合体と比較して細胞障害性は低下したが、遺
伝子発現効果も著しく低下した。しかしなが
ら 、 chondroitine sulfate (CS) お よ び
γ-polyglutamic acid (γ-PGA)を用いて構築した
アニオン性複合体（CS 複合体、γ-PGA 複合
体）はカチオン性複合体に匹敵する遺伝子発
現効果を示しながら、細胞傷害性を示さなか
った。 
そこで、in vivoにおける CSおよび γ-PGA 
複合体の遺伝子導入効率を検討するため、マ
ウスに各複合体を尾静脈内投与後の肝臓、腎
臓、脾臓、心臓および肺における遺伝子発現
量について検討した。その結果、CS 複合体
および γ-PGA 複合体のいずれも脾臓におい



て高い遺伝子発現効果を示した。また、各複
合体をマウスに大量投与後の毒性を検討し
た結果、急性、臓器、血液毒性のいずれも認
めなかった。 

γ-PGA 複合体を利用したメラノーマワク
チンの開発を試みた。マウスメラノーマ抗原
である gp100と TRP-2のユビキチン化エピト
ープをコードした pUb-Mと polyethyleneimine 
(PEI)、および γ-polyglutamic acid (γ-PGA)を最
適な混合比で静電的に自己組織化させ、安定
なナノワクチン（pUb-M/PEI/γ-PGA複合体）
を構築した。 
まず、pUb-M/PEI/γ-PGA複合体によるメラ
ノーマ細胞の増殖抑制効果について検討し
た。5%糖液（control）、pUb-M のみ、ルシフ
ェラーゼ発現 pDNA（pCMV-Luc）を用いた
pCMV-Luc/PEI/γ-PGA 複 合 体 あ る い は
pUb-M/PEI/γ-PGA複合体でマウスに免疫誘導
を行い、皮内移植したメラノーマ細胞の増殖
を経日的に測定した結果、pUb-M のみ、
pCMV-Luc/PEI/γ-PGA 複合体を投与したマウ
スの腫瘍は controlと同様に増殖し、差異は認
め ら れ な か っ た 。 こ れ に 対 し 、
pUb-M/PEI/γ-PGA複合体を投与したマウスの
腫瘍増殖は control と比較して有意に抑制さ
れた（図 1）。さらに、メラノーマ細胞の肺転
移に及ぼす pUb-M/PEI/γ-PGA 複合体の効果
に つ い て 検 討 し た 。 そ の 結 果 、
pUb-M/PEI/γ-PGA複合体を投与したマウスの
肺に転移した B16-F10-Luc 細胞数は control
と比較して有意に少なかった。また、
pUb-M/PEI/γ-PGA複合体を投与したメラノー
マ肺転移モデルマウスの生存期間は control
と比較して有意に延長した。 

 γ-PGA 複合体を利用したマラリアナノワ
クチンの開発を試みた。マラリア DNA ワク
チンとして、マウスマラリア原虫 P yoelii 
GPI8p transamidase-related proteinをコードし
た pVR1020-TAM (pyTAM)を用いた。pyTAM
と polyethyleneimine (PEI) 、 お よ び
γ-polyglutamic acid (γ-PGA)を最適な混合比で
静電的に自己組織化させ、安定なナノワクチ
ン（pyTAM-PEI-γ-PGA複合体）を構築した。 
pyTAM-PEI-γ-PGA 複合体によるマラリア感

染の抑制効果について検討した。C57BL/6系
マウスに PBS (control)、何もコードしていな
いプラスミド（pVR1020）を内包した複合体
（ pVR1020-PEI-γ-PGA 複合体）あるいは
pyTAM-PEI-γ-PGA複合体を 2週間おきに計 3
回腹腔内投与して免疫誘導を行った。最終免
疫から 2 週間後に 1 × 106 の P. yoelii 
17XL-parasitized red blood cells (pRBCs)を腹腔
内投与し、寄生虫血および生存を経日的に観
察した。その結果、pVR1020-PEI-γ-PGA複合
体を投与したマウスでは control と同様に寄
生虫血が増加し、全てのマウスが死亡した。
これに対し、pyTAM-PEI-γ-PGA複合体を投与
したマウスでは、寄生虫血の一時的な増加が
見られたものの、すぐに消失し、全マウスが
生存した（図 2）。また、免疫誘導効果を評価
するために、最終免疫から 2週間後の血清中
抗原特異的 IgGおよび IgGサブタイプを測定
した。その結果、pyTAM-PEI-γ-PGA複合体で
は、総 IgG値、IgG1値、IgG2a値、および IgG2b
値の有意な上昇が認められた。したがって、
本ベクターを利用した新規マラリア DNA ナ
ノワクチンは、マラリアに特異的な免疫誘導
を惹起し、マラリア感染による死亡および寄
生虫血の増加を著しく抑制できることが示
唆された。 

以上のように、我々は本研究によって、高
い遺伝子導入効率と安全性を兼ね備えた画
期的な脾臓・樹状細胞標的型ベクターを開発
した。また本ベクターを利用することで、高
い有効性および安全性を有するメラノーマ
ナノワクチンおよびマラリアナノワクチン
の開発に成功した。 
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