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総論の部 

緒言 

 

 ワクチン開発においては、抗原特異的な免疫応答を誘導するために免疫賦活剤であるア

ジュバントがワクチンの構成要素として必須と認識されている。しかしながら、アラムな

どの既存のアジュバントは、投与部位におけるアレルギー反応や炎症反応が臨床上の問題

とされる。また、ワクチンが有効性を示すためには、ワクチンを構成する抗原が投与後に

抗原提示細胞へ持続的に送達されることが必要である。したがって、有効性と安全性に優

れ、抗原を徐放する機能を有するワクチンアジュバントの開発が切望されている。 

病態情報薬学分野ではこれまでに、相補鎖と二本鎖を形成する核酸の性質を利用するこ

とで多足型構造核酸（polypod-like structured nucleic acid: polypodna）を開発し、CpGモチー

フを含む DNA （CpG DNA）を polypodnaとすることでそのサイトカイン産生能が飛躍的に

増大すること、その活性が pod 数に依存することを明らかにしてきた。さらに、polypodna

をライゲーション反応により連結することで得られる DNA ハイドロゲルが、内包化合物の

徐放に有用なデリバリーシステムであることも見出されてきた。しかしながら、ライゲー

ション反応を利用した場合、最終的に得られる DNA ハイドロゲル中に DNA リガーゼが混

入するために生体投与時の DNAリガーゼに対するアナフィラキシー反応が懸念される。さ

らに、投与に際して切開が必要であり、臨床応用への大きな課題と考えられる。 

そこで本研究では、DNA リガーゼを用いずに作製した DNA ハイドロゲルを利用した抗

原デリバリーシステムを開発することを目的に、この DNA ハイドロゲルの物性を評価する

とともに、抗原を内包した DNA ハイドロゲルによる抗腫瘍効果を評価した。第一章では、

生理的条件下で自発的にゲル化する DNAハイドロゲルを開発し、そのレオロジー特性を解

析するとともに、モデル抗原として選択した卵白アルブミン（OVA）を用いて CpG DNAハ

イドロゲルの癌抗原徐放システムへの応用について検討した。第二章では、静電的相互作

用または疎水性相互作用を利用したDNAハイドロゲルからの抗原の放出制御ならびに抗腫

瘍免疫の増強を目的に、抗原のカチオン化（第一節）あるいはコレステロール修飾 DNAと

疎水性を増大した抗原との組み合わせ（第二節）を検討した。第三章では、DNA ハイドロ

ゲルを基盤とする抗原徐放システムに免疫細胞を組み合わせることによる抗腫瘍効果の増

強について評価した。 

以下、本研究で得られた結果を三章にわたり論述する。 
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第一章 注射投与可能なDNAハイドロゲルの開発と抗原デリバリー

への応用 

  

DNA は細胞質あるいは細胞外において免疫調節活性を示す生体高分子である。メチル化

されていないシトシン－リン酸－グアニン配列を有する DNA、いわゆる CpG DNA は、

Toll-like receptor 9（TLR9）のリガンドであり、自然免疫を強力に活性化する 1-3)。CpG DNA

は 1 型サイトカインの産生を誘導するため、癌を含む複数の疾患に対する臨床応用が期待

されている 4-6)。臨床試験においては生体内での安定性を向上したホスホロチオエート（PS）

型の CpG DNAが用いられるが、これは腎毒性が問題とされる 7, 8)。病態情報薬学分野では

これまでに、CpG DNA を多足型核酸構造体 polypodna にすることで、PS 化を利用せずに

CpG DNAの免疫活性を増大可能であることを報告してきた 9, 10)。 

 4 本足の polypodna である tetrapodna と同じ構造的特徴を有する X 型 DNA を連結するこ

とで、DNA ハイドロゲルが形成されることが Umらにより報告された 11)。病態情報薬学分

野では、これに自然免疫を活性化する CpG モチーフを組み込んだシステムを開発し、疾患

治療への応用が検討されてきた 12)。ここでは、オリゴデオキシヌクレオチド（ODN）の 5'

末端における 4 塩基のパリンドローム配列を T4 DNA リガーゼで連結させることで CpG 

DNA ハイドロゲルを作製し、これにドキソルビシンを内包することでマウスの腫瘍増殖の

抑制が達成されている。しかしながら、ハイドロゲルの投与に際して外科的な切開あるい

は注射可能な大きさに断片化する必要があること、またリガーゼの混入によりアナフィラ

キシーショックのような有害作用が生じることが懸念される。このような問題があること

から、リガーゼを用いずに注射投与可能な DNA ハイドロゲルを開発することができれば、

DNA ハイドロゲルの薬物徐放システムとしての有用性はさらに増大すると考えられる。

DNA リガーゼを用いない DNA ハイドロゲルに関する報告は散見されるものの、注射投与

可能な DNAハイドロゲルに関する報告については皆無である 13, 14)。 

そこで第一章では、リガーゼを必要としない注射投与可能な DNAハイドロゲルの開発を

試みた。すなわち、生理的条件下で 2 本鎖を形成する 4 塩基以上の配列を polypodna の 5'

末端に付加することで注射投与可能な DNA ハイドロゲルを設計した。得られたハイドロゲ

ルのレオロジー特性を解析するとともに、モデル抗原として卵白アルブミン（OVA）を選

択し、この技術を利用して作成した CpG DNAハイドロゲルの癌抗原徐放システムへの応用

について検討した。 

 

1.1 注射投与可能な DNAハイドロゲルの作製 

 

接着性突出末端を有する polypodna は、突出末端配列の熱安定性に応じて相補的な配列と

生理的条件下で自発的に結合し、無数の polypodna 同士が結合することでゲル化しうると考
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えられる。そこで、DNA ハイドロゲルの基本構造として、40 塩基の 6 本の ODN からなる

hexapodnaを設計した。各 ODN は、生理的条件下における polypodna間の連結に必要な接着

用配列として、5'末端に 8塩基の非パリンドローム配列（8np）と、これに続いて他の ODN

と相補鎖を形成する 16ヌクレオチド（nt）配列、さらに別の ODN と相補鎖を形成する 16nt

配列から構成されるように設計した。なお、8npとして、互いに相補的な A（TCCTGACG）

と B（CGTCAGGA）を、いずれの配列とも相補的でない C（GCAGACGA）を設計した。

Table 1に各 hexapodnaを構成する 6本の ODNの塩基配列を示す。配列を決定する際には、

ODN の自由エネルギー（ΔG）およびヘアピン構造などの有無を確認し、ΔG を指標に配

列を最適化した。 

それぞれ 6 本の ODN をアニーリングすることで、 hexapodna(GpC)8np-32-A、

hexapodna(GpC)8np-32-B、hexapodna(GpC)8np-32-C を調製し、その形成をポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動（PAGE）により確認した。その結果、いずれの場合にも、およそ 500塩基対（bp）

付近に単一のバンドが認められた（Fig. 1）。 

 

 

 Sequence (5’→3’)  

Hexapodna(CpG)8np-32-A   

Hexapodna(CpG)8np-32-A1  TCCTGACG TTGCTAGACGCTGTCA GCACGTCGTAGTGCAA 

Hexapodna(CpG)8np-32-A2  TCCTGACG TTGCACTACGACGTGC AGCAGACGTCGATCAA 

Hexapodna(CpG)8np-32-A3  TCCTGACG TTGATCGACGTCTGCT TGACGCTCAGCTGCAA 

Hexapodna(CpG)8np-32-A4  TCCTGACG TTGCAGCTGAGCGTCA GACGCTGATCTAGCAA 

Hexapodna(CpG)8np-32-A5  TCCTGACG TTGCTAGATCAGCGTC CTCACGTTGACTACAA 

Hexapodna(CpG)8np-32-A6 TCCTGACG TTGTAGTCAACGTGAG TGACAGCGTCTAGCAA 

Hexapodna(CpG)8np-32-B  

Hexapodna(CpG)8np-32-B1  CGTCAGGA CGTTGAATCCATGACG TTGTATGACTGCAACG 

Hexapodna(CpG)8np-32-B2  CGTCAGGA CGTTGCAGTCATACAA TCCTGACGCTCTGACG 

Hexapodna(CpG)8np-32-B3  CGTCAGGA CGTCAGAGCGTCAGGA CGTTCATCAGTATACG 

Hexapodna(CpG)8np-32-B4  CGTCAGGA CGTATACTGATGAACG AAGTGACGTCTCAACG 

Hexapodna(CpG)8np-32-B5 CGTCAGGA CGTTGAGACGTCACTT ATCGACGTCTGAGACG 

Hexapodna(CpG)8np-32-B6 CGTCAGGA CGTCTCAGACGTCGAT CGTCATGGATTCAACG 

Hexapodna(CpG)8np-32-C  

Hexapodna(CpG)8np-32-C1 GCAGACGA CGTTGAATCCATGACG TTGTATGACTGCAACG 

Table 1. The sequences of ODNs used for preparation for DNA hydrogel. All ODNs have a phosphodiester 

backbone. 
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Hexapodna(CpG)8np-32-C2 GCAGACGA CGTTGCAGTCATACAA TCCTGACGCTCTGACG 

Hexapodna(CpG)8np-32-C3  GCAGACGA CGTCAGAGCGTCAGGA CGTTCATCAGTATACG 

Hexapodna(CpG)8np-32-C4  GCAGACGA CGTATACTGATGAACG AAGTGACGTCTCAACG 

Hexapodna(CpG)8np-32-C5 GCAGACGA CGTTGAGACGTCACTT ATCGACGTCTGAGACG 

Hexapodna(CpG)8np-32-C6 GCAGACGA CGTCTCAGACGTCGAT CGTCATGGATTCAACG 

Hexapodna(GpC)8np-32-A  

Hexapodna(GpC)8np-32-A1 TCCTGAGC TTGCTAGAGCCTGTCA GGAGCAGCTAGTGCAA 

Hexapodna(GpC)8np-32-A2 TCCTGAGC TTGCACTAGCTGCTCC AGCAGAGCTCGATCAA 

Hexapodna(GpC)8np-32-A3 TCCTGAGC TTGATCGAGCTCTGCT TGAGCCTCAGCTGCAA 

Hexapodna(GpC)8np-32-A4 TCCTGAGC TTGCAGCTGAGGCTCA GAGCCTGATCTAGCAA 

Hexapodna(GpC)8np-32-A5 TCCTGAGC TTGCTAGATCAGGCTC CTCAGCTTGACTACAA 

Hexapodna(GpC)8np-32-A6 TCCTGAGC TTGTAGTCAAGCTGAG TGACAGGCTCTAGCAA 

Hexapodna(GpC)8np-32-B  

Hexapodna(GpC)8np-32-B1 GCTCAGGA GCTTGAATCCATGAGC TTGTATGACTGCAAGC 

Hexapodna(GpC)8np-32-B2 GCTCAGGA GCTTGCAGTCATACAA TCCTGAGCCTCTGAGC 

Hexapodna(GpC)8np-32-B3 GCTCAGGA GCTCAGAGGCTCAGGA GCTTCATCAGTATAGC 

Hexapodna(GpC)8np-32-B4 GCTCAGGA GCTATACTGATGAAGC AAGTGAGCTCTCAAGC 

Hexapodna(GpC)8np-32-B5 GCTCAGGA GCTTGAGAGCTCACTT ATGCAGCTCTGAGAGC 

Hexapodna(GpC)8np-32-B6 GCTCAGGA GCTCTCAGAGCTGCAT GCTCATGGATTCAAGC 

Hexapodna(GpC)8np-32-C 
 

Hexapodna(GpC)8np-32-C1 GCTGTCCA GCTTGAATCCATGAGC TTGTATGACTGCAAGC 

Hexapodna(GpC)8np-32-C2 GCTGTCCA GCTTGCAGTCATACAA TCCTGAGCCTCTGAGC 

Hexapodna(GpC)8np-32-C3 GCTGTCCA GCTCAGAGGCTCAGGA GCTTCATCAGTATAGC 

Hexapodna(GpC)8np-32-C4 GCTGTCCA GCTATACTGATGAAGC AAGTGAGCTCTCAAGC 

Hexapodna(GpC)8np-32-C5 GCTGTCCA GCTTGAGAGCTCACTT ATGCAGCTCTGAGAGC 

Hexapodna(GpC)8np-32-C6 GCTGTCCA GCTCTCAGAGCTGCAT GCTCATGGATTCAAGC 
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Fig. 2aに29ゲージの針付きシリンジ内で2種類のhexapodna溶液を混合した様子を示す。

なお、hexapodna 溶液は DNA インターカレータであるヨウ化プロピジウム（PI）で標識し

た。末端部分が互いに相補的な hexapodna(GpC)8np-32-A と hexapodna(GpC)8np-32-B の混合によ

り DNAハイドロゲル（DNA hydrogel(GpC)）が即座に形成されることが示された（Fig. 2a 右）。

また、この DNA ハイドロゲルは 29 ゲージの注射針を容易に通過し、通過後ほぼ即座に再

度ゲル化した（Fig. 2b右）。Fig. 2cで示すように、マウスの皮膚組織に投与した場合にも、

投与部位でゲル化が認められた。これとは対照的に、末端部分が相補的では無い配列の 2

種類の hexapodna の混合ではハイドロゲルの形成は認められなかった（Fig. 2a 左、Fig. 2b

左、Fig. 2d）。 

 

Figure 1. PAGE analysis of polypodna. Samples were 

run on 6% polyacrylamide gel at 200 V for 20 min. The gel 

was stained with ethidium bromide and photographed 

under ultraviolet light. Lane 1, 100 bp DNA ladder; lane 2, 
hexapodna(GpC)

8np-32
-A; lane 3, hexapodna(GpC)

8np-32
-B; 

lane 4, hexapodna(GpC)
8np-32

-C; lane 5, 

hexapodna(CpG)
8np-32

-A; lane 6, hexapodna(CpG)
8np-32

-B; 

and lane 7 hexapodna(CpG)
8np-32

-C. 

Figure 2. Formation of DNA hydrogel 

without DNA ligase (a, b) Hydrogel 

formation in syringe and injection 

through a 29-gauge needle. 

Hexapodna(GpC)
8np-32

-A and 

hexapodna(GpC)
8np-32

-B (right, DNA 

hydrogel[GpC]) or 

hexapodna(GpC)
8np-32

-A and 

hexapodna(GpC)
8np-32

-C (left), all of 

which were labeled using PI, were 

mixed in a 29-gauge insulin syringe (a), 

then injected (b). (c, d) Hydrogel 

formation in mouse skin after 

intradermal injection. 

Hexapodna(GpC)
8np-32

-A and 

hexapodna(GpC)
8np-32

-B (c, DNA 

hydrogel(GpC)) or 

hexapodna(GpC)
8np-32

-A and 

hexapodna(GpC)
8np-32

-C (d) was 

injected into the dorsal skin of mice at a 

dose of 30 mg/kg (660 g/mouse), and 

the skin was collected and observed at 3 

h after injection. 
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1.2 DNAハイドロゲルの粘弾性測定 

  

DNA ハイドロゲルの物理化学的特性を明らかにするために、DNA hydrogel(GpC)のレオロ

ジー特性を評価した。ハイドロゲルは 22.1 mg/ml の濃度で 29G 針付きシリンジを用いて用

時調製後に測定した。 

Fig. 3a, bには、それぞれ様々な歪み（γ0）で回転振動を与えた際のハイドロゲルの貯蔵弾

性率（G’）と損失弾性率（G’’）を示す。Fig. 3b の点線は γ0が 0.5 %と 10 %における G’を表

す。γ0が 1 %以下の場合、G’は γ0と周波数 ω に依存せずほほ一定であった。一方で、G’と

比較して G’’は非常に低い値となった（Fig. 3b）。以上の結果から、平衡弾性率 Ge は 1.1 103 

Pa と算出され、これにより hexapodna が末端部分で連結することで形成されるハイドロゲ

ルは、微小歪み下では破壊されず、固体的な特性を有することが示唆された。 

これとは対照的に、γ0が 2 %以上になると G’は低下し、G’’は増大した。特に、γ0が 10 %

の場合では、G’’が G’よりも高値となった（Fig. 3b）。この結果から、大きな歪み存在下にお

いては、ハイドロゲルは非線形流動を示すと推察される。この非線形流動と相関して、γ0

が 10 %において、G’は ωが 4 rad/sの点で極小値を示した。このような極小値は一般的なハ

イドロゲルではほとんど観察されない 15)。このことから、ハイドロゲルの粘弾性はhexapodna

間の物理ネットワークにより決定付けられており、歪みが大きい場合にはこのネットワー

クの崩壊と再構築が行われると考えられ、この再構築は G’の極小値から τ=1/ω = 0.25 秒で

生じると考えられる。すなわち、ω が 1/τ以下では振動の 1周期の間にネットワークは十分

に再形成されるが、ωが 1/τ以上の場合では、ネットワークが崩壊する時間が十分に存在し

ないために、G’は高値を示すと考えられる。ω = 1/τにおける G’の極小値はそのような再形

成と崩壊の競合の結果生じると考えられた。 

Fig. 3cでは、様々な速度 κにおける流動開始後のハイドロゲルの応力σ+(t)を、流動によ

る歪み γ = κtに対してプロットした。破線は線形域の平衡剛性率 Geを用いて計算した弾性

応力σ+ = Geγである。γが 0.03以下の微小歪み域では、全ての κにおいてσ+(t)が Geγ と一

致した。このことから、DNA ハイドロゲルは線形域の弾性体として振舞っていることが示

唆される。また、この γ* = 0.03は動的測定で弾性率が低下し始めた歪み振幅 γ0 0.02に近

い値となっている（Fig. 2a）。γ > γ*では、σ+(t)が Geγ より低下し、一定応力σssで定常流動

しており、歪みにより網目の組み換えが起こっていることが示唆された（Fig. 3c）。Fig. 3d

は定常応力σssのずり速度 κ依存性を示している。κが低下するにつれてσssは一定値 13 Pa

に収斂しており、ハイドロゲルは定常流動状態での網目組み換えの臨界応力σy, dyn 13 Paを

有することが示唆される。σy, dynの値は、歪みによる網目組み換えの臨界応力である臨界歪

み値 γ = γ* 0.03 での応力σy, dyn 32 Paよりも値が低くなっている（Fig. 3c）。このことか

ら、流動状態における DNA ハイドロゲルのネットワークは、平衡状態時と比較して弱いこ

とが推察される。それにも関わらず、定常流動後に行った動的測定から、ネットワークは

即座に平衡状態に回復することが示された。この速やかなネットワークの再形成と小さな
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σss により、DNA ハイドロゲルはシリンジで流すことが可能であり、シリンジから出た後

に速やかにゲル特性を回復するものと考えられる。 

 

 

 

 

1.3 DNAハイドロゲルの免疫活性化能評価 

 

 病態情報薬学分野のこれまでの検討において、CpG DNA を polypodna構造に組み込むこ

とでその免疫活性が飛躍的に増大することが示されている 9, 10, 12, 16)。そこで、新たに開発し

たリガーゼを必要としないDNAハイドロゲルの免疫活性化能を評価するために、各種DNA

サンプル添加時のマウス樹状細胞株 DC2.4 からのインターロイキン（IL）-6 産生を評価し

た（Fig. 4）。5'末端に一本鎖 DNA を有さない hexapodna と同様に、hexapodna(CpG)は

Figure 3. Rheological characterization of DNA hydrogel exhibiting quick reorganization of hydrogen bonds 

at room temperature (~25 C). (a) and (b) Storage and loss modulius (G’ and G’’) measured for sinusoidal strain 

at various angular frequencies  and with the amplitude 
0
 as indicated. In panels (a) and (b), respectively, The G’ 

and G’’ data are plotted against  in the double-logarithmic scale. The dotted curves in panel (b) indicate the G’ 

data for amplitude 
0
 = 0.005 and 0.1 (0.5% and 10 %). The minimum of G’ at  = 4 s

-1
 observed for large 

0
 is 

indicative of the network reorganization process at a characteristic time   0.25 s. (c, b) Time evolution of the 

shear stress 
+
(t) measured after start-up of shear flow at constant rates  as indicated. The 

+
(t) are plotted against 

the strain,  = t. (dc) Steady state shear stress 
ss

 evaluated from the 
+
(t) data shown in Fig. 2cb. The 

ss
 data are 

plotted against the shear rate  and the dynamic yield stress, 
y,dyn

  13 Pa, is evaluated from those data at low . 

Data shown are representative of two independent experiments.  
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ssDNA(CpG)と比較して多量の IL-6 を産生することが示された 10)。等モル濃度では、DNA 

hydrogel(CpG)は hexapodna(CpG)と比較して有意に高い IL-6 産生を示した。CpG を GpC に

置換したサンプルでは、構造によらず IL-6産生は検出されなかった。 

 

 

 

 

1.4 DNAハイドロゲルの組織分布評価 

 

マウス背部皮内投与後の DNA の組織分布を評価するために、ssDNA(CpG)8np-32-A1 を

[γ-32P]ATP と T4 ポリヌクレオチドキナーゼを用いて、32P で放射標識した。そして、32P 標

識 ssDNA(CpG)と hexapodna(CpG)、DNA hydrogel(CpG)を調製した。Fig. 5a は、マウス背部

の 32P 放射活性の経時変化を示す。32P-ssDNA(CpG)あるいは 32P-hexapodna(CpG)の投与後、

32P の放射活性は投与部位から急速に消失した。これとは対照的に、32P-DNA hydrogel(CpG)

投与群では 32P の放射活性は投与部位に長時間検出され、半減期約 12 時間で消失した。ま

た、32P-DNA hydrogel(CpG)の投与により、リンパ節への 32P の放射活性の緩やかで持続的な

蓄積が認められた（Fig. 5b）。 

 

Figure 4. IL-6 production from DC2.4 cells by addition of DNA hydrogel(CpG). (a) IL-6 release from 

DC2.4 cells. Cells were incubated with DNA samples at the indicated concentrations for 16 h. The IL-6 

concentration in culture media was measured by ELISA, and was 1.7 ± 0.9 pg/ml in untreated DC2.4 cells. 

Results are expressed as the mean ± S.D. of three independent wells per sample. Data shown are representative 

of three independent experiments. All the data obtained with DNA hydrogel(CpG) were statistically significant 

compared with the other groups. 
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 DNAハイドロゲルの投与量を 220 μgと一定にし、投与溶液量を変えることで DNA 濃度

を変化させた際の DNA の投与部位滞留性を評価したところ、投与 24 時間後に残存する放

射活性は DNA 濃度に依存しなかった（Fig. 6a）。一方で、投与するサンプルの体積を 10 μl

と一定にしたところ、サンプルの DNA 濃度が高くなる、すなわち DNA ハイドロゲルの投

与量が高くなるほど投与 24時間後に残存する放射活性が高くなった（Fig. 6b）。以上の結果

から、投与する DNA の重量が皮膚に投与後の DNA ハイドロゲルの投与部位滞留性を決定

することが示唆された。 

 

 

Figure 5. Tissue distribution of DNA hydrogel in mice. Time course of radioactivity in the injection site (a) 

and in draining lymph nodes (b) after intradermal injection of 
32

P-DNA. Mice were injected with 
32

P-ssDNA(CpG), 
32

P-hexapodna(CpG) or 
32

P-DNA hydrogel(CpG) at a DNA dose of 10 mg/kg (220 

μg/mouse) into the dorsal skin. At the indicated times, the skin tissue including the injection site (a) and the 

draining lymph nodes (b) were collected, and radioactivity was counted. Data are normalized to the injected 

dose and are expressed as the mean ± S.D. of three mice. Data shown are representative of three independent 

experiments. 
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1.5 CpG DNAの組織分布と IL-6発現の上昇の相関関係評価 

  

 マウス背部皮内に各種 DNA を投与し、投与部位ならびに所属リンパ節での免疫活性を評

価するために、IL-6 の mRNA 発現をリアルタイム PCR 法により定量した。ssDNA(CpG)の

投与では、mRNA 発現はわずかに増大した（Fig. 7a）。一方で、hexapodna(CpG)と DNA 

hydrogel(CpG)では投与 6時間で投与部位における有意な IL-6 mRNAの発現増大が認められ

た。DNA hydrogel(CpG)投与群においては、投与 24時間後においても発現が高値を示した。

また所属リンパ節においても移行プロファイルと対応して、24時間後に高い IL-6発現が認

められた（Fig. 7b）。DNAサンプルを背部皮内に投与後の血清中の IL-6濃度は非常に低かっ

たことから、DNA hydrogel(CpG)は DNAが滞留および移行する局所において IL-6発現を増

大させることが示唆された（Fig. 8）。 

 

 

 

 

Figure 6 Retentivity of DNA hydrogel at the injection site. Radioactivity in the injection site after 

intradermal injection of 
32

P-DNA. Mice were injected with 
32

P-DNA hydrogel(CpG) at various DNA 

concentrations into the dorsal skin. (a) Dose of DNA was 220 μg/shot. (b) Dose of DNA was 10 μl/shot.  24 

hour after injection, the skin tissue including the injection site was collected, and radioactivity was counted.  

Figure 7. Upregulation of IL-6 mRNA expression by DNA hydrogel(CpG). mRNA expression of IL-6 in the 

injection site (a) and in draining lymph nodes (b) after intradermal injection of DNA. Mice were injected with 

DNA samples at a dose of 220 μg/mouse into the dorsal skin. At the indicated times, the IL-6 mRNA expression 

was evaluated by real-time PCR. Results are normalized to the internal control β-actin gene, and are expressed as 

the mean ± S.D. of three or four mice. Data shown are representative of three independent experiments. *P < 0.05 

compared with ssDNA(CpG) and all the GpC groups, #P < 0.05 compared with all the others at the same time 

point. 
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1.6 DNAハイドロゲルからの OVAの放出性評価 

  

以上の検討により、DNA hydrogel(CpG)が、注射投与可能な免疫活性型ハイドロゲルであ

ることが明らかとなった。そこで、卵白アルブミン OVAをモデル抗原として選択し、この

ハイドロゲルへの抗原の内包ならびに徐放化について検討した。OVA の放出を視覚化する

ために、FITC で標識した OVA、FITC-OVA を DNA hydrogel(CpG)に内包した。Fig. 9a に

FITC-OVA/DNA hydrogel(CpG)の明視野画像と蛍光画像を示す。画像から、ハイドロゲルは

インキュベート 1時間後には膨潤し、FITC-OVA 由来の黄色は時間と共に薄くなっていくこ

とが示された。また、溶液中の蛍光強度を測定したところ、FITC-OVAはハイドロゲルから

半減期約 2.5時間で放出されることが明らかとなった（Fig. 9b）。 

 

 

Figure 8. IL-6 concentration in mouse serum 

after intradermal injection of DNA into 

mice. Mice were treated as described in the 

caption of Fig.7, and serum samples obtained 

by bleeding from the tail vein at the times 

indicated. The IL-6 levels in serum samples 

were measured by ELISA. Results are 

expressed as the mean ± S.D. of three mice. 

Data shown are representative of two 

independent experiments. *P < 0.05 compared 

with the saline group. 
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1.7 DNAハイドロゲルの酵素安定性評価 

 

Fig. 10に、DNase I存在下における DNA hydrogel(CpG)と hexapodna(CpG)8np-32-A の安定性

を示す。DNA hydrogel(CpG)は hexapodna(CpG)8np-32-A と比較して、高い酵素耐性を有するこ

とが明らかとなった。 

 

 

 

1.8 抗原提示能評価 

 

 OVA を内包した DNA ハイドロゲルの抗原提示能を、マウス樹状細胞株 DC2.4 細胞を用

いて評価した。DC2.4細胞にOVAを種々のDNAサンプルと同時に添加し、OVAのMHC class 

Iエピトープ（OVA257-264）に反応して IL-2を産生する CD8OVA1.3 細胞を用いて抗原提示を

評価した。その結果、OVA 単独と比較して、DNA hydrogel(CpG)を添加することで IL-2 産

生が有意に増大した（Fig. 11）。 

 

Figure 9. OVA release from DNA hydrogel. (a, b) Time course of OVA release from DNA hydrogel. 

FITC-OVA (50 g) was encapsulated into 220 g of DNA hydrogel(CpG) and placed into the upper chamber of 

the Transwell (0.4 m pore size) with the bottom chamber containing PBS, and incubated at 37 C. The bright 

field (a, upper) and fluorescent images (a, lower) of the gel were photographed at the indicated times. The 

concentration of FITC-OVA in the bottom chamber was measured and plotted against time (b). Results are 

expressed as the mean ± S.D. of three wells per sample. Data shown are representative of three independent 

experiments.  

Figure 10. Degradation of DNA 

hydrogel and hexapodna by DNase I. 

DNA samples were incubated at 37 °C in 

the presence of DNase I and the 

remaining amounts of DNA were plotted 

against time. Results are expressed as 

mean ± S.D. of three independent 

determinations per sample.  
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1.9 OVA内包 DNAハイドロゲルによる抗原特異的免疫応答の誘導評価 

  

マウスに投与したときの in vivoにおける免疫アジュバント能を評価した。マウス背部皮

内に 7 日間隔で 3 回免疫を行い、最終免疫から 7 日後に血清ならびに脾細胞を回収した。

高い有効性を示すものの毒性が強いことで知られるフロイントの完全アジュバント（CFA）

をポジティブコントロールとして使用した。血清中抗体価は、DNA hydrogel(CpG)に OVA

を内包して免疫した群において、ssDNA(CpG)または hexapodna(CpG)免疫群と比較して有意

に高い値を示した（Fig. 12a）。また、OVA再刺激後の脾細胞からの IFN-γ 産生についても、

DNA hydrogel(CpG)投与群で高く、この値は CFA 投与群よりも有意に高いことが示された

（Fig. 12b）。さらに、OVA を発現する EG7-OVA 細胞に対する細胞傷害性 T 細胞、CTL 活

性についても、OVA 単独投与群と比較して、DNA hydrogel(CpG)投与群で有意に高い活性を

示した（Fig. 12c）。一方で、OVA を発現しない EL4 細胞に対する CTL活性は認められなかっ

た。 

 

Figure 11. Antigen presentation in dendritic cells.  IL-2 secretion from CD8OVA1.3 cells. DC2.4 cells (5  

10
4
 cells/well) were added with OVA (2 mg/ml) and CpG DNA (2 g/ml), and incubated for 24 h. Thereafter, 

CD8OVA1.3 cells (5  10
4
 cells/well) were added to each well and incubated for an additional 24 h. The IL-2 

concentration in culture media was measured by ELISA. Results are expressed as the mean ± S.D. of three 

independent determinations per sample. Data shown are representative of two independent experiments. *P < 

0.05 compared with the OVA alone group.  
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 OVA を背部に投与し、DNA ハイドロゲルをフットパッドに投与した場合（OVA(d)/ 

gel(CpG)(f)）ならびに両者を背部の別々の場所に投与した場合（OVA(d) gel(CpG)(d)）では、

両者を背部の同じ場所に投与した場合（OVA/gel(CpG)）と比較して、OVA 特異的抗体価、

脾細胞を OVA で再刺激後 IFN-γ 産生、EG7-OVA 細胞に対する CTL 活性のすべての値が低

くなった（Fig. 13）。 

 

Figure 12. Induction of OVA specific immune responses after intradermal injection of OVA into mice. (a) 

OVA-specific total IgG in mouse serum after immunization. Mice were immunized with OVA with or without 

DNA by three intradermal injections at weekly intervals. At 7 days after the last immunization, the 

OVA-specific total IgG levels in serum were measured by ELISA. Serum total IgG titers were estimated by the 

dilution ratio at which the absorbance value of the saline group was obtained. Results are expressed as mean ± 

S.D. of three or four mice. Data shown are representative of three independent experiments. #P < 0.05 compared 

with all the other OVA/DNA groups. (b) IFN- production from splenocytes after re-stimulation with OVA. At 

seven days after the last immunization, splenocytes collected were added with OVA (1 mg/ml), and incubated 

for 4 days. The IFN- concentration in culture media was measured by ELISA. Results are expressed as mean ± 

S.D. of three or four mice. Data shown are representative of two independent experiments. #P < 0.05, 

statistically significant compared with the other groups. (c, d) CTL activity after immunization of mice with 

OVA. Seven days after the last immunization, splenocytes collected (5  10
7
 cells) were co-cultured with 

mitomycin C-treated EG7-OVA (5  10
6
 cells) for 5 days. EG7-OVA (c) or EL4 (d) were labeled with 

51
Cr as 

target cells and co-incubated with the effector cells at the indicated ratio for 4 h. Results are expressed as mean ± 

S.D. of three or four mice. Data shown are representative of two independent experiments. *P < 0.05 compared 

with the OVA alone group. 
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1.10 DNAハイドロゲルによる炎症性副作用評価 

  

アジュバント投与時に問題となる炎症性の副作用について検討した。CFA あるいは臨床

で用いられるアジュバントであるアラムを投与した群では、投与部位で皮膚の著しい肥厚

と、炎症性細胞の浸潤が認められた（Fig. 14a-h）。これに対し、DNA ハイドロゲル投与群

では、顕著な変化は認められなかった。また、全身性の副作用として、脾臓の肥大化を評

価したところ、CFA 投与群では有意な脾臓の肥大化が認められたものの、DNA ハイドロゲ

ル投与群では肥大化は認められなかった（Fig. 14i）。以上より、DNAハイドロゲルは、CFA

やアラムとは異なり、炎症性副作用を強く誘導しないことが示唆された。 

 

Figure 13. Induction of OVA specific immune responses after injection of OVA and DNA 

hydrogel(CpG) to different sites. Mice were immunized as indicated in the caption of Fig. 12 except 

for the injection sites. In some groups, OVA and DNA hydrogel(CpG) were separately injected into 

the dorsal skin (d) or footpad (f). Serum total IgG titers (a), IFN-γ production from splenocytes (b), 

and CTL activity against EG7-OVA cells (c) were shown. Results are expressed as mean ± S.D. of 

three mice. *P < 0.05 compared with the OVA alone group. 
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1.11 DNAハイドロゲルによる抗腫瘍効果評価 

 

抗腫瘍免疫の誘導について評価した。マウス背部皮内に 7日間隔で、3回免疫を行い、最

終免疫から 7 日後に OVA を発現する EG7-OVA 細胞をマウスに移植し、腫瘍発生率と腫瘍

体積を評価した。その結果、OVA 単独や他のアジュバントで免疫した群と比較して、

Figure 14. Skin inflammation and splenomegaly after intradermal injection of OVA into mice. (a–h) 

Hematoxylin and eosin-stained skin sections after intradermal injection of saline (a), OVA/CFA (b), OVA/DNA 

hydrogel(CpG) (c), OVA/ssDNA(CpG) (d), OVA (e), OVA/hexapodna(CpG) (f), OVA/DNA hydrogel(GpC) 

(g), or OVA/alum (h). At 7 days after injection, the paraffin sections of the skin tissue including the injection site 

were stained with hematoxylin and eosin. The original magnification was 25 ×. (i) Spleen weight of mice after 

immunization. Mice were immunized three times as described in the caption of Fig. 10 At 7 days after the last 

immunization, the weight of the spleen was measured. Results are expressed as mean (bar) and individual values 

(dots). *P < 0.05 compared with the saline. 
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OVA/CpG DNA ハイドロゲル投与群で、腫瘍の形成および増殖が抑制されることが示された

（Figure. 15）。 

 

 

 

 

1.12  考察 

  

近年、DNA ナノテクノロジーに分類される研究領域は急速に発展しており、DNA を基盤

とした多くのシステムが報告されている 17-20)。このようなシステムのうちの 1つが DNAハ

イドロゲルであり、病態情報薬学分野を含めた複数のグループが DNAハイドロゲルを開発

し、その応用例について報告している 11-14)。本研究で開発した DNA を基盤とした素材は Fig. 

2a で示すように微小歪みで弾性を示すハイドロゲルである。さらに、このハイドロゲルは

自重では流れないものの、細い注射針を容易に通過すること、ゲルとしての特徴を有する

ことを明らかにした。本研究で開発した DNA ハイドロゲルには他の DNA ハイドロゲルよ

りも優れた特性が複数存在する。第一に、この DNA ハイドロゲルはきわめて細い 29 ゲー

ジの注射針を通過可能なことが挙げられる。患者への投与を考えた場合、埋め込み型のシ

ステムと比較して注射投与可能なシステムの方が、侵襲性が低く優位性があると考えられ

る。第二に、ハイドロゲルの調製やゲル化に化学物質が不要な点が挙げられる。DNA ハイ

ドロゲルは短鎖 DNAと水、塩のみで構成されるために、生体適合性と生分解性が非常に高

い。最後に、ハイドロゲルは生理活性物質の徐放システムとして非常に重要であると社会

的に認識されている点が挙げられる 21-23)。以上より、本研究で開発した DNA ハイドロゲル

Figure 15. Antitumor effect of OVA/DNA hydrogel(CpG). Mice were immunized as indicated in the caption 

of Fig. 12. Seven days after last immunization, EG7-OVA cells (5 × 10
6
 cells) were intradermally inoculated. The 

ratio of tumor free mice (a) and tumor volume (b) was evaluated. Results are expressed as mean ± S.E.M of seven 

mice. 



18 

 

は有用な薬物徐放システムとなり得ると考えられる。さらに、CpGモチーフを含まない DNA 

hydrogel(GpC)では免疫活性化能は見られなかったことから、DNA の配列を目的に応じて調

節することで、DNA ハイドロゲルは免疫活性化システムと免疫不活性システムの両方に応

用可能である（Fig. 4、 7）。 

 Hexapodna 投与群ではアジュバント活性が低かったことから、DNA ハイドロゲルは実際

に注射投与後に形成されること、ゲルの形成が OVA 特異的免疫応答の誘導に重要と考えら

れる。局所に注射投与された DNA のクリアランスは主に DNase による分解と DNAの全身

循環への吸収を介して行われる 24)。ゲル化により立体障害だけでなく、遊離した末端の数

が減少するために、ゲルの形成により分解が抑制されると考えられる。投与部位からの化

合物の吸収は分子量と相関することから、ゲル形成は DNA サンプルのクリアランスの遅延

に有効である。Liuらは抗原と CpG DNA の複合体が抗原特異的免疫応答の誘導に重要であ

ることを報告しており、OVAと CpG hexapodnaの複合体が OVA特異的免疫応答の誘導に有

用である可能性がある 25)。 

 また、本研究では、DNA ハイドロゲルが極めて短時間で網目の組み換えを起こすことが

明らかとなった。動的測定から、ハイドロゲルは 0.25 秒のタイムスケールで再構築される

ことが示唆され、この特性は大部分のハイドロゲルには見られない DNA ハイドロゲルに独

特な特性である 15)。ハイドロゲルに応力が加わると、架橋が乖離するとともに、遊離した

末端は結合相手を変えて即座に水素結合を介して再会合する。この乖離・会合の過程によ

り、DNA ハイドロゲルはきわめて細い注射針を通過可能であり、注射後即座にゲル化する

ものと考えられる。 

 CpG DNA ハイドロゲルと GpC DNAハイドロゲルでは反応性が大きく異なっていたこと

から、TLR9 による CpG DNA の認識が OVA 特異的免疫応答の誘導に関与していると考えら

れる。また、抗原特異的免疫応答の誘導には免疫活性化が重要であることが、CpG DNAを

利用した複数の報告で示されている 26-28)。ssDNA や hexapodna の機能は限定的であったこ

とから、OVA特異的免疫応答の誘導にはOVAの持続的放出が重要であることが示唆された。 

 以上、第一章では、免疫を活性化する CpG モチーフを含む ODN を利用して、リガーゼ

を使用せずに、注射投与可能で免疫活性化作用のある DNA ハイドロゲルを開発することに

成功し、この DNA ハイドロゲルは OVA を徐放し抗原特異的免疫応答を効率的に誘導可能

な安全なシステムであることを明らかにした。
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第二章 DNAハイドロゲルからの抗原徐放化による抗腫瘍免疫の増

強 

 

第一節 カチオン化抗原を利用した DNAハイドロゲルからの抗原徐放化 

  

 癌免疫療法に限らず、癌に対する放射線療法や化学療法においても、免疫の活性化によ

り癌細胞が排除されることで治療効果が得られると考えられる 29)。前臨床および臨床試験

において、癌関連抗原を投与することで腫瘍増殖抑制に必要な抗原特異的免疫応答が誘導

されることが示されている 30)。近年、自然免疫を活性化するアジュバントが強力な受動免

疫を誘導するために必要であることが報告されている 31)。さらに、抗原デリバリーシステ

ムは、自然免疫を活性化するだけでなく、抗原提示細胞に抗原を持続的に送達する機能が

必要とされる 31)。また、アジュバントは安全かつシンプルであり化学合成可能で生分解性

であることが求められる 32)。近年、抗原デリバリーに関する研究が活発に行われおり、化

学合成されたハイドロゲルやナノ粒子を利用した例が多く報告されている 33-35)。 

 活発に研究されているアジュバントの1つが哺乳類の免疫細胞に発現するTLR9により認

識される CpG DNAである 5, 6, 36)。前章では、リガーゼを使用せずに DNA ハイドロゲルを作

製することに成功し、このDNAハイドロゲルが注射投与可能で、ハイドロゲルの構成ユニッ

トと OVA を混合するだけで OVA を内包可能であることを明らかにした。さらに、OVA を

内包した CpG DNA ハイドロゲルが、フロイントの完全アジュバント CFA やアラムと比較

して、炎症性の強い副作用を誘導せずに、効率的に OVA特異的な免疫応答が誘導可能であ

ることを見出した。しかしながら、OVAの DNAハイドロゲルからの放出は半減期約 2.5時

間と比較的速やかであり、この速やかな放出がアジュバント活性を有する抗原デリバリー

システムとしての CpG DNA ハイドロゲルの効果を減弱させている可能性が考えられる。 

 抗原放出速度の異なる PLGA ナノ粒子を用いた検討において、抗原の持続的な放出によ

り抗原特異的免疫応答の誘導が増強されることが報告されている 37)。DNAは負電荷を帯び

た OVAとは強く相互作用をしないが、カチオン性化合物とは静電的相互作用により複合体

を形成すると考えられる。そこで本節では、モデル抗原として OVA を選択し、化学修飾に

より OVA に正電荷を付与したカチオン化 OVA及び OVAのMHC class Ӏエピトープペプチ

ドに正電荷アミノ酸を連結したカチオン化抗原ペプチドを利用することで、DNA ハイドロ

ゲルからの抗原の放出制御ならびに抗腫瘍効果の増強を試みた。 

 

2.1.1 カチオン化 OVAの合成 

 

縮合剤である 1-エチル-3-(3-ジメチルアミノプロピル)カルボジイミド塩酸塩（EDAC）を

用いて、OVAのカルボキシル基とエチレンジアミン（ED）のアミノ基との脱水縮合反応に
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よりカチオン化 OVA（ED-OVA）を合成した。反応後の ED-OVAは限外濾過により精製し、

その後、タンパク定量とアミノ基定量により、反応物と生成物中の 1 分子あたりのアミノ

基の数を算出した。Table 2 に ED-OVAのカルボキシル基の修飾数と電荷を示す。エチレン

ジアミンと OVAの割合を変えて反応させることで、OVA 一分子当たりのカルボキシル基の

平均修飾数が 7.3 の ED7-OVA と 16.7 の ED17-OVAを得た。アミノ酸構成と修飾数から総電

荷を計算したところ、どちらの ED-OVAも正電荷を有するものと考えられた。また、ED-OVA

について SDS-PAGE を行ったところ、OVAとほぼ同じ位置に単一バンドが認められたこと

から、合成反応により分子間での共有結合形成に基づくオリゴマーは形成されていないこ

とが示唆された（Fig. 16）。 

 

 

 

Amount of reactant 

Modified carboxyl group Net charge OVA 

(mg) 

0.5 M ED 

(mL) 

EDAC 

(mg) 

OVA —— —— —— 0 -5.0 

ED7-OVA 100 10.0 31.2 7.3 +9.6 

ED17-OVA 100 16.0 53.0 16.7 +28.4 

 

 

Table 2. Characteristic of ED-OVA derivatives. OVA was modified with ED using EDAC. The degree of 

cationization was assessed by estimating the additional amino groups as measured by TNBS. 

Figure 16. SDS PAGE analysis of synthesized ED-OVAs. Protein 

was detected with Lumitein Protein Gel Stain (Biotium, Hayward, 

CA, USA). Lane 1: OVA, lane 2: ED
7
-OVA, lane 3: ED

17
-OVA.  
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2.1.2 カチオン化 OVAと DNAとの相互作用 

 

 本節において使用した DNA ハイドロゲルの DNA 配列は第一章における DNA 

hydrogel(CpG)と同じものであり、第一章と同様に DNA ハイドロゲルを調製した。また、CpG

配列を GpC配列に置換した GpC DNA ハイドロゲルをコントロールとして使用した。 

OVA あるいは ED-OVA と DNAとの複合体形成をポリアクリルアミド電気泳動（PAGE）

により評価した。すなわち、モデル DNA として GpC hexapodna-1と OVA あるいは ED-OVA

を様々な割合で混合し、37°C で 15分間インキュベート後に PAGE を行い、エチジウムブロ

マイド（EtBr）により DNA を検出することで、移動度の比較により相互作用を評価した。

その結果、ED-OVA の混合割合を多くする程、PAGEにおける GpC hexapodna-1の移動度が

低下した（Fig. 17）。一方で、OVAでは GpC hexapodna-1と混合しても、DNA の移動度は変

化しなかった。また、DLS 測定から、ED-OVAと GpC hexapodna-1との混合物の粒子径は、

ED-OVA単独、GpC hexapodna-1単独と比較して大きいことが示された（Fig. 18）。OVAと

GpC hexapodna-1を混合したサンプルでは、OVA 単独、GpC hexapodna-1と比較して粒子径

に変化は認められなかった。さらに、OVA と ED-OVA では、粒子径に有意な差が認められ

ず、カチオン化により分子間の凝集体は形成されていなことが示された。以上の結果から、

ED-OVAと DNAを混合することで、静電的相互作用による複合体が形成されることが示唆

された。 

 

 

 

 

Figure 17. Properties of OVA and ED-OVAs mixed with hexapodna. (a) OVA, (b) ED
7
-OVA, or (c) 

ED
17

-OVA was incubated with hexapodna at different mixing ratios for 15 min at 37 C. The mixture was then 

subjected to electrophoresis using a 6 % polyacrylamide gel at 200 V for 20 min, and DNA was detected with 

ethidium bromide. The molar ratios of GpC hexapodna and OVA or ED-OVAs were 1:0 (lane 2), 1:0.1 (lane 3), 

1:0.2 (lane 4), 1:0.4 (lane 5), 1:1 (lane 6), 1:5 (lane 7), 1:10 (lane 8), 1:50 (lane 9), and 1:100 (lane 10). The 100 

bp DNA ladder is shown in lane 1 (Watson, Tokyo, Japan).  
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2.1.3 カチオン化 OVAの DNAハイドロゲルからの放出性評価 

 

 FITC で標識した OVA（FITC-OVA）または ED-OVA（FITC-ED-OVA）を CpG DNA ハイ

ドロゲルに内包し、Transwellの upper chamberに添加後の bottom chamberの蛍光強度の経時

変化を Fig. 19a に示す。FITC 由来の蛍光強度の測定及び蛍光イメージングから評価を行っ

た。FITC-OVA は DNA ハイドロゲルから 1 時間以内に 80%以上が放出されたのに対し、

FITC-ED-OVAの放出は緩やかであった。また、ED7-OVA と比較して ED17-OVA の放出は遅

かったことから、放出速度は修飾数に依存して遅延することも示された。また、蛍光画像

からも FITC-ED-OVA の徐放性が確認された（Fig. 19b）。 

 

 

Figure 18. Measurement of diameter. Saline 

solutions of OVA or ED-OVAs (0.1 mg/ml), 

and CpG hexapodna-1 (0.1 mg/ml) were 

prepared, and mixed at various proportions. The 

size was then measured by DLS and expressed 

as the mean ± S.D. of twenty independent 

measurements. *P<0.05 compared with the 

other groups.  
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DNA ハイドロゲルから放出されたサンプルの存在状態を評価するために、FITC-OVA ま

たはFITC-ED-OVA内包CpG DNAハイドロゲルをインキュベート 3時間後の上清を回収し、

PAGE を行った（Fig. 20a-c）。非変性条件で泳動を行ったため、FITC-OVAと FITC-ED-OVA

のバンドはスメアであった（Fig. 20a）。ED-OVAと DNAのバンドの位置が一部重なったこ

とから、ED-OVAは DNAと複合体を形成した状態でハイドロゲルから放出されることが示

唆された。また、FITC-ED-OVAの放出は、DNaseを含む FBS存在下で加速された（Fig. 20d）。

この結果は、DNase により DNA が分解されることで、静電的相互作用で DNA に結合して

いた ED-OVAが放出された結果と推察された。 

 

 

Figure 19. Release of OVA and ED-OVAs from DNA hydrogel. (a) FITC-OVA or FITC-ED-OVAs (10 g) 

were incorporated into 100 g of CpG DNA hydrogel, and the product was placed into the upper chamber of the 

Transwell (0.4 m pore size) with the bottom chamber containing phosphate buffered saline (PBS), and 

incubated at 37C. The fluorescence intensity of the solution in the bottom chamber was measured, and the 

percentages of OVA or ED-OVAs released were calculated and plotted against time. Results are expressed as 

the mean  S.D. of four independent samples. Results are typical of three separate experiments with similar 

results. (b) The fluorescent images of the hydrogel in the upper chamber were photographed at the indicated 

times: (upper) OVA, (middle) ED
7
-OVA, and (lower) ED

17
-OVA.  
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さらに、レオメーターにより GpC DNAハイドロゲル及び OVA 内包 GpC DNA ハイドロ

ゲル、ED-OVA内包 GpC DNA ハイドロゲルの粘弾性測定を行ったところ、貯蔵弾性率に有

意差は認められなかった。このことから、抗原タンパク質を内包しても DNA ハイドロゲル

の粘弾性は有意に変化しないことが示された（Fig. 21）。 

 

 

Figure 20. Release of OVA or ED-OVAs in the presence of FBS and PAGE analysis of released samples 

from DNA hydrogel. (a - c) FITC-OVA or FITC-ED-OVAs (10 g) were incorporated into 100 g of CpG 

DNA hydrogel (10 l) in a 0.6 ml tube, and 10 l PBS was added. After a 3 h incubation at 37C, the supernatant 

was collected and subjected to electrophoresis using a 6 % polyacrylamide gel at 200 V for 20 min. (a) 

FITC-OVA or FITC-ED-OVAs were detected by fluorescence intensity. Lane 1, FITC-OVA; lane 2, 

FITC-OVA/gel (CpG); lane 3, FITC-ED
7
-OVA; lane 4, FITC-ED

7
-OVA/gel (CpG); lane 5, FITC-ED

17
-OVA; 

lane 6, FITC-ED
17

-OVA/gel (CpG). (b, c) DNA was detected with ethidium bromide. (b) Lane 1, FITC-OVA; 

lane 2, FITC-OVA/gel (CpG); lane 3, FITC-ED
7
-OVA; lane 4, FITC-ED

7
-OVA/gel (CpG); lane 5, 

FITC-ED
17

-OVA; lane 6, FITC-ED
17

-OVA/gel (CpG). (c) Lane 1, 100 bp DNA ladder; lane 2, Gel (CpG); lane 

3, FITC-OVA/gel (CpG); lane 4, FITC-ED
7
-OVA/gel (CpG); lane 5, FITC-ED

17
-OVA/gel (CpG). (d) 

FITC-OVA or FITC-ED-OVAs (10 g) were incorporated into 100 g of CpG DNA hydrogel, and the product 

was placed into the upper chamber of the Transwell (0.4 m pore size) with the bottom chamber containing PBS 

(25% FBS), and incubated at 37C. The fluorescence intensity of the PBS in the bottom chamber was measured, 

and the percentages of OVA or ED-OVAs released were calculated and plotted against time. Results are 

expressed as the mean  S.D. of four independent samples. Results are typical of two separate experiments with 

similar results. 
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2.1.4 カチオン化 OVAの抗原提示細胞による取り込みおよび抗原提示能評価 

 

 マウス樹状細胞株DC2.4細胞によるカチオン化OVAの細胞取り込み及び抗原提示を評価

した。細胞取り込みは、DC2.4 細胞に FITC-OVA または FITC-ED-OVA を DNA ハイドロゲ

ルと同時に添加し、インキュベート 2 時間後の DC2.4 細胞の蛍光強度をフローサイトメト

リーを用いて測定することで評価した（Fig. 22a）。FITC-ED-OVA 添加群は FITC-OVA 添加

群と比較して高い平均蛍光強度（MFI）値を示した。また、CpG DNA ハイドロゲルの添加

により、FITC-ED-OVA の細胞取り込みは有意に増大した。一方で、CpG DNA ハイドロゲ

ルを添加しても FITC-OVA の細胞取り込みは増大しなかった。CpG DNA ハイドロゲルに変

えて GpC DNAハイドロゲルの添加でも同様の結果が得られた。 

抗原提示は、DC2.4 細胞に OVA または ED-OVA を DNA ハイドロゲルと同時に添加し、

OVA のMHC class Iエピトープに反応して IL-2 を産生する CD8OVA1.3細胞を用いて、IL-2

を指標に評価した（Fig. 22b）。その結果、OVAと比較して ED-OVA 添加群において高い IL-2

産生が見られた。ED-OVA を比較すると、修飾率の低い ED7-OVAでより高い抗原提示が得

られた。この修飾率が高い誘導体のほうが抗原提示が低いという結果は、病態情報薬学分

野で行われた先行研究の結果と一致している 38)。さらに、ED7-OVA に CpG DNAハイドロ

ゲルあるいは GpC DNA ハイドロゲルを添加することで IL-2 産生が有意に増大した。以上

より、以降の検討にはより効率的に抗原提示される ED7-OVAを用いることとした。 

 

Figure 21. Rheological characterization of DNA hydrogel containing OVA or ED
7
-OVA at room 

temperature. OVA or ED
7
-OVA (22 g each) was incorporated into 220 g of GpC DNA hydrogel (10 l). 

Storage modulus (G’) was measured for sinusoidal strain at various angular frequencies () and with the 

amplitude (
0
) as indicated. Data shown are representative of three independent experiments. (a) Gel (GpC), (b) 

OVA/gel(GpC), (c) ED
7
-OVA/gel(GpC). (d) Storage modulus at sinusoidal strain 1 %. Results are expressed as 

mean ± S.D. of three independent samples. 
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2.1.5 カチオン化 OVAの投与部位滞留性評価 

 

 投与部位滞留性は FITC-OVA または FITC-ED7-OVAを DNAハイドロゲルに内包し、マウ

ス背部皮内に投与後、経時的にサンプリングした投与部位の蛍光強度を測定することで評

価した（Fig. 23）。その結果、FITC-OVA 投与後の投与部位における蛍光強度は急速に低下

した。また、FITC-OVA では CpG DNA ハイドロゲルに内包した場合においても消失速度に

変化は認められなかった。一方で、FITC-ED7-OVA の投与部位からの消失は緩やかであり、

さらに CpG DNA ハイドロゲルに内包して投与することで投与部位滞留性が有意に上昇し

た。このことから、カチオン化抗原を利用することで DNA ハイドロゲルからの抗原放出を

遅延可能なことが示唆された。 

 

Figure 22. Cellular uptake and antigen presentation.  (a) DC2.4 cells were incubated with 500 g/ml 

FITC-OVA or FITC-ED-OVAs in the presence or absence of 10 μg/ml CpG DNA hydrogel. The amounts of 

FITC-OVA or FITC-ED-OVAs associated with the cells were measured by flow cytometry. Results are expressed 

as mean ± S.D. of four independent samples. Results are typical of four separate experiments with similar results. 

*P<0.05 compared with the medium group. (b) DC2.4 cells were plated on 96-well culture plates at a density of 

510
4
 cells/well and incubated overnight. DNA (10 μg/ml) and OVA or ED-OVAs (500 μg/ml) were added to 

each well, and then 510
4
 CD8OVA1.3 cells were added and incubated at 37C in 5% CO

2
 for an additional 24 h. 

The IL-2 concentration in culture media was measured by ELISA. Results are expressed as mean ± S.D. of four 

independent samples. Results are typical of four separate experiments with similar results. *P<0.05 compared with 

the medium group.  
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2.1.6 カチオン化 OVAによる抗原特異的免疫応答の誘導 

 

 OVA 特異的免疫応答の誘導を評価するために、マウス背部皮内に 7 日間隔で 3 回免疫を

行い、最終免疫から 7 日後に血清及び脾細胞を回収した。OVA 特異的血清総 IgG 力価と、

脾臓由来リンパ球をOVAで再刺激することで産生されるサイトカインをELISA法により測

定した。Fig. 24aに血清中のOVA特異的 IgG抗体価を示す。OVA投与群と比較して、ED7-OVA

投与群において高い OVA特異的抗体価が認められた。また、ED7-OVA/CpG DNA ハイドロ

ゲル投与群では、ED7-OVA 単独投与群と比較して、より高い抗体価が得られた。

ED7-OVA/GpC DNA ハイドロゲルは、ED7-OVA/CpG DNAハイドロゲルと比較して、体液性

免疫を誘導する効率は低いことが示された。Fig. 24b には OVA で再刺激後の脾細胞からの

IFN-γ 産生を示す。OVA 単独投与群と比較して、ED7-OVA 単独投与群で高い IFN-γ 産生が

見られた。また、ED7-OVA/CpG DNA ハイドロゲルの投与により、ED7-OVA 単独あるいは

OVA/CpG DNA ハイドロゲルよりも高い IFN-γ 産生が認められた。 

 

Figure 23. Disappearance of OVA or ED
7
-OVA 

from the injection. ICR mice were intradermally 

injected with 10 μg FITC-OVA or FITC-ED
7
-OVA in 

the presence or absence of 100 μg CpG DNA 

hydrogel (10 μl/shot). At the indicated times after 

injection, mice were anesthetized and the skin tissues 

including the injection site were excised and 

homogenized. The fluorescence intensity of the 

supernatant of the homogenates was then measured. 

Results are expressed as mean ± S.D. of four mice. 

Results are typical of two separate experiments with 

similar results. *P<0.05 compared with the other 

groups.  
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また、TLR9ノックアウトマウスに免疫した場合では CpG DNAハイドロゲルによる IFN-γ

産生増強作用は認められなかった。したがって、TLR9依存的に抗原特異的免疫応答が誘導

されることが示唆された（Fig. 25）。 

 

 

 

Figure 24. Induction of OVA-specific immune responses after intradermal injection of OVA or ED
7
-OVA 

into mice. (a) C57BL/6 mice were immunized with OVA or ED
7
-OVA with or without DNA by three 

intradermal injections at weekly intervals. On day 7 post the last immunization, OVA-specific total IgG levels in 

serum were measured by ELISA. Serum total IgG titers were estimated by the dilution ratio at which the 

absorbance value of the saline group was obtained. Results are expressed as mean ± S.D. of four mice (saline-, 

CFA-, and OVA-treated groups) or five mice (other groups). Results are typical of two separate experiments with 

similar results. *P<0.05 compared with the other groups. (b) On day 7 post the last immunization, splenocytes 

were collected, stimulated with OVA (1 mg/ml), and incubated for 4 days. The IFN- concentration in culture 

media was measured by ELISA. Results are expressed as mean ± S.D. of four mice (saline-, CFA-, and 

OVA-treated groups) or five mice (other groups). Results are typical of two separate experiments with similar 

results. *P<0.05 compared with the saline group.  

Figure 25. Induction of OVA-specific immune 

responses after intradermal injection of OVA or 

ED
7
-OVA into TLR9 knocknout mice. TLR9 knockout 

mice were immunized with OVA or ED
7
-OVA with or 

without DNA by three intradermal injections at weekly 

intervals. On day 7 post the last immunization, 

splenocytes were collected, stimulated with OVA (1 

mg/ml), and incubated for 4 days. The IFN- 

concentration in culture media was measured by ELISA. 

Results are expressed as mean ± S.D. of five mice. 

Results are typical of two separate experiments with 

similar results. *P<0.05 compared with the other groups. 
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第一章において、DNA hydrogelと比較して、hexapodna は急速に投与部位から消失するこ

とを示した。このため、ED7-OVA を hexapodna と混合して投与した場合では、ED7-OVA の

投与部位からの消失は速やかになると考えられる。そこで、さらに、ED7-OVA と CpG 

hexapodna を混合後にマウスに免疫を行ったところ、ED7-OVA/CpG hexapodna 投与群は

OVA/CpG DNA ハイドロゲル投与群と比較して IFN-γ の産生量は低く、効率的に抗原特異的

免疫応答を誘導するためには、抗原が徐放されることが必要であることが示唆された（Fig. 

26）。 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.7 カチオン化 OVAによる炎症性副作用評価 

 

 脾臓の肥大化を指標に全身性の副作用を評価したところ、OVA/CFA 投与群では有意な肥

大化が認められた。これに対し、ED7-OVA/CpG DNA ハイドロゲル投与群を含む他の群では

有意な脾臓重量の増加は認められなかった（Fig. 27a）。 

投与局所での副作用評価のために、投与部位における HE切片から炎症の程度と炎症性細

胞の浸潤を数値化した（Fig. 27b-l）。OVA/CFA 投与群と ED7-OVA/CpG DNAハイドロゲル

投与群では、投与部位に浸潤した炎症性細胞数には大きな違いは見られなかったものの、

OVA/CFA 投与群では、表皮の著しい肥厚と、急性炎症反応の指標である多形核白血球の顕

著な浸潤が認められた。一方で、ED7-OVA/CpG DNA ハイドロゲル投与群では、免疫応答に

関与するリンパ球を含む単核白血球の浸潤が認められたが、表皮の肥厚や多形核白血球の

浸潤は認められなかった。このことから、OVA/CFA とは対照的に、ED7-OVA/CpG DNAハ

イドロゲルでは強い急性炎症反応が誘導されないことが示唆された。 

 

Figure 26. Induction of OVA-specific immune responses after 

intradermal injection of OVA or ED-OVAs into mice. Mice 

were immunized with 50 μg OVA or ED-OVAs and 220 μg 

hexapodna or DNA hydrogel by three intradermal injections at 

weekly intervals. On day 7 post last immunization, splenocytes 

were collected, stimulated with OVA (1 mg/ml), and incubated 

for 4 days. The IFN- concentration in culture media was 

measured by ELISA. Results are expressed as mean ± S.D. of 

four mice. *P<0.05 compared with the saline group. 
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2.1.8 カチオン化 OVAによる抗腫瘍効果 

 

 OVA を発現する癌細胞 EG7-OVA 担癌マウスの腫瘍内に ED7-OVA/CpG DNA ハイドロゲ

ルを投与することで、生存率および腫瘍体積を測定し、抗腫瘍効果を評価した（Fig. 28）。

ED7-OVA/CpG DNAハイドロゲル投与群では saline投与群と比較して生存率が有意に改善さ

れ、腫瘍増殖も有意に抑制された（Fig. 28a,b）。また、ED7-OVA/CpG DNAハイドロゲルの

投与により、8匹中 2 匹で腫瘍が完全に退縮した（Fig. 28c-h）。OVA/CpG DNA ハイドロゲ

Figure 27. Systemic and local adverse reactions after intradermal injection of OVA or ED
7
-OVA into 

mice. (a) Spleens were collected from C57BL/6 mice on day seven after the third immunization at weekly 

intervals. Spleen weight was measured and large spleens indicated splenomegaly. Results are expressed as mean 

± S.D. of five mice. *P<0.05 compared with the other groups. (b) Dermis length on day seven after the third 

immunization. (c) The number of leucocytes per length of dermis (number/mm). (d-l) Hematoxylin and eosin 

staining of the skin sections. (d) saline, (e) OVA/CFA, (f) OVA, (g) OVA/gel(GpC), (h) OVA/gel(CpG), (i) 

ED
7
-OVA, (j) ED

7
-OVA/gel(GpC), (k) ED

7
-OVA/gel(CpG), (l) Gel(CpG). 
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ルおよび ED7-OVA/GpC DNA ハイドロゲルの投与によっても腫瘍の増殖の抑制が見られた

ものの、ED7-OVA/CpG DNA ハイドロゲルよりもその効果は低かった。 
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長期的な抗原特異的抗腫瘍免疫の誘導を評価するために、ED7-OVA/CpG DNA ハイドロゲ

ルの投与により腫瘍が完全に退縮したマウスに EG7-OVA およびマウスメラノーマ B16BL6

を移植し、腫瘍の生着を指標に評価した。その結果、B16BL6 は生着したものの、EG7-OVA

は生着しなかった（Table 3）。このことから、ED7-OVA/CpG DNAハイドロゲルの投与によ

り、EG7-OVA細胞に対する長期的な抗原特異的免疫応答が誘導されることが示唆された。 

 

 

 

Figure 28. EG7-OVA tumor growth after intratumoral injection of ED
7
-OVA/CpG DNA hydrogel into 

mice. EG7-OVA cells (5×10
6
 cells) were intradermally inoculated into C57BL/6 mice. (a and b) When tumor 

volumes reached >200 mm
3
, OVA or ED

7
-OVA (10 g) and DNA hydrogel (100 g) were intratumorally 

injected three times at five-day intervals. Survival (a) and tumor size (b) were measured every day. Results are 

expressed as mean ± S.E.M. of six mice (Gel (CpG)-, ED
7
-OVA-, and ED

7
-OVA/gel (GpC)-treated groups), 

seven mice (saline-, and OVA/gel (CpG)-treated groups) or eight mice (ED
7
-OVA/gel (CpG)-treated group). 

Results are typical of two separate experiments with similar results. *P<0.05 compared with the saline group.  

(c-h) Tumor volume of individual animals treated with the following agents was plotted: (c) saline, (d) Gel 

(CpG), (e) OVA/gel(CpG), (f) ED
7
-OVA, (g) ED

7
-OVA/gel(GpC), (h) ED

7
-OVA/gel(CpG). Results are typical 

of two separate experiments with similar results. 

Table 3. Tumor rechallenge experiment. Mice that initially rejected EG7-OVA tumors by intratumoral 

injections of OVA or ED7-OVA incorporated into CpG DNA hydrogel were rechallenged with intradermally 

injected EG7-OVA cells (5×10
6
 cells) after more than 80 days of the first EG7-OVA challenge. After one month 

of observation, mice that rejected EG7-OVA tumor growth for a second time were challenged with intradermally 

injected B16-BL6 cells (2×10
5
 cells). The number of tumor free mice was assessed. 
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2.1.9 カチオン化抗原ペプチドの設計 

 

 ペプチドを抗原として利用したペプチドワクチンは、タンパク質ワクチンと比較して低

コストで大量合成が可能、品質管理が容易で安全性が高い、投与量の増大が可能といった

優位性がある。そこで、ED-OVA で得られた結果をペプチド抗原に応用することとした。

DNA ハイドロゲルから徐放され、効率的に抗原特異的免疫応答が誘導可能であることが予

想される抗原ペプチドとして、OVAのMHC class Iエピトープである SIINFEKL（pepI）の

N 末端側に、リソソーム経路と非リソソーム経路の両方で切断されることが報告されている

リンカー配列 FFRK を介してオクタアルギニンを付加したカチオン化ペプチド R8-L2-pepI

を設計した。Table 4 に今回設計したカチオン化ペプチドのアミノ酸と物理化学的特徴を示

す。 

 

 

 

 

2.1.10 カチオン化ペプチドと DNAの相互作用形成 

 

 CpG hexapodna-1と pepIあるいは R8-L2-pepIを様々な割合で混合し、37°C で 15分間イン

キュベート後、PAGEを行い、EtBrより DNAを検出することで、移動度の比較により両者

の相互作用を評価した。その結果、R8-L2-pepIの混合割合を多くする程、ポリアクリルアミ

ド電気泳動における CpG hexapodna-1のバンドが薄くなった（Fig. 29b）。一方で、pepIでは

CpG hexapodna-1と混合することによる CpG hexapodna-1のバンドの変化は見られなかった

（Fig. 29a）。また、DLS 測定から、R8-L2-pepI と CpG hexapodna-1 を混合することで、

R8-L2-pepI単独及び CpG hexapodna-1単独と比較して粒子径が有意に増大した（Fig. 29c）。

PepIと CpG hexapodna-1を混合したサンプルでは、pepI単独、CpG hexapodna-1と比較して

粒子径に変化は認められなかった。以上の結果から、R8-L2-pepIとDNAを混合することで、

静電的相互作用による複合体が形成されることが示唆された。 

 

Table 4. Characteristics of peptides. 
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2.1.11 カチオン化ペプチドの DNAハイドロゲルからの放出性評価 

 

 FITC 標識した pepI（FITC- pepI）または R8-L2-pepI（FITC- R8-L2-pepI）を DNAハイド

ロゲルに内包し、FITC 由来の蛍光強度を指標に放出挙動を評価した。その結果、FITC- 

R8-L2-pepIの DNAハイドロゲルからの放出は FITC- pepIと比較して遅延した（Fig. 30）。 

 

Figure 29. Complex formation of hexapodna and. (a) pepӀ or (b) R8-L2-pepӀ was incubated with hexapodna at 

different mixing ratios for 15 min at 37C. The mixture was subjected to electrophoresis using a 6% 

polyacrylamide gel at 200 V for 20 min and DNA was detected with ethidium bromide. The molar ratios of CpG 

hexapodna and pepӀ or R8-L2-pepӀ were 1:0 (lane 2), 1:0.1 (lane 3), 1:1 (lane 4), 1:10 (lane 5), 1:50 (lane 6), 

1:100 (lane 7). The 100 bp DNA ladder is shown in lane 1. (c) 0.1 mg/ml pepӀ or R8-L2-pepӀ, and CpG 

hexapodna-1 was prepared using saline and mixed at various proportions. The size was then measured by DLS 

and expressed as the mean ± S.D. of twenty independent measurements. *P<0.05 compared with the other 

groups.  
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2.1.12 カチオン化抗原ペプチドによる抗腫瘍効果 

 

 EG7-OVA 担癌マウスの腫瘍内に R8-L2-pepI/CpG DNA ハイドロゲルを投与し、腫瘍体積

およびマウスの生存率から抗腫瘍効果を評価した。その結果、R8-L2-pepI/CpG DNA ハイド

ロゲル投与群では saline投与群と比較して腫瘍増殖も有意に抑制され、生存率が有意に改善

されることが示された（Fig. 31a,b）。また、R8-L2-pepI/CpG DNAハイドロゲルの投与によ

り、6匹中 5匹で腫瘍が完全に退縮した（Fig. 31c-i）。 

 

Figure 30. Peptide release from DNA hydrogel. FITC-pepӀ 

(3.45 g) or FITC-R8-L2-pepӀ (10 g) was incorporated into 

100 g of CpG DNA hydrogel, and the product was placed into 

the upper chamber of the Transwell (0.4 m pore size) with the 

bottom chamber containing PBS, and incubated at 37C. The 

fluorescence intensity of the solution in the bottom chamber 

was measured, and the percentages of pepӀ or R8-L2-pepӀ 

released were calculated and plotted against time. Results are 

expressed as the mean  S.D. of four independent samples. 

Results are typical of two separate experiments with similar 

results. 
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さらに、長期的な抗原特異的抗腫瘍免疫の誘導を評価するために腫瘍が完全に退縮した

マウスに EG7-OVAまたはマウスメラノーマ B16BL6 を移植し、腫瘍の生着を評価した。そ

の結果、B16BL6 は全てのマウスで生着したものの、EG7-OVAは生着しなかったことから、

長期的な抗原特異的免疫応答の誘導が示唆された（Table 5）。 

 

 

Figure 31. EG7-OVA tumor growth after intratumoral injection of R8-L2-pepӀ/CpG DNA hydrogel into 

mice. EG7-OVA cells (5×10
6
 cells) were intradermally inoculated into C57BL/6 mice. (a and b) When tumor 

volumes reached >200 mm
3
, pepӀ (3.45 g) or R8-L2-pepӀ (10 g) and DNA hydrogel (100 g) were 

intratumorally injected three times at five-day intervals. Survival (a) and tumor sizes (b) were measured every 

day. Results are expressed as mean ± S.E.M. of six mice. Results are typical of two separate experiments with 

similar results. *P<0.05 compared with the saline group. (c-h) Tumor volume of individual animals treated with 

the following agents was plotted: (c) saline, (d) Gel (CpG), (e) pepӀ, (f) pepӀ/gel(GpC), (g) R8-L2-pepӀ, (h) 

R8-L2-pepӀ/gel(GpC), (i) R8-L2-pepӀ/gel(CpG). Results are typical of two separate experiments with similar 

results. 

Table 5. Tumor rechallenge experiment. Mice that initially rejected EG7-OVA tumors by intratumoral 

injections of pepӀ or R8-L2-pepӀ incorporated into CpG DNA hydrogel were rechallenged with intradermally 

injected EG7-OVA cells (5×10
6

 cells) after more than 80 days of the first EG7-OVA challenge. After one month 

of observation, mice that rejected EG7-OVA tumor growth for a second time were challenged with 

intradermally injected B16-BL6 cells (2×10
5

 cells). The number of tumor free mice was assessed. 
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2.1.13 考察 

 

アジュバントは効率的に抗原特異的免疫応答を誘導するために必要不可欠なワクチンの

構成要素である 31)。しかしながら、安全性や原料の問題から、ヒトへの使用が認められた

ワクチンアジュバントは極めて限られている 37)。現在臨床で用いられているワクチンの例

としては、1920 年代に初めて報告された不溶性のアルミニウム塩で構成されるアルムが挙

げられる 39, 40)。一般に、ワクチンアジュバントが臨床応用されるためには、安全かつ単純

な構造であり生分解性で化学合成可能である必要がある 40)。免疫を活性化する作用のある

CpGモチーフを含むDNAハイドロゲルはこれらすべての条件を満たしていると考えられる。

この DNA ハイドロゲルの欠点としては、ハイドロゲルからの抗原放出が比較的速やかであ

ることが挙げられる。本研究では、抗原のカチオン化により DNAハイドロゲルからの抗原

徐放化が可能であること、カチオン化抗原と DNAハイドロゲルの組み合わせにより効率的

に抗原特異的免疫応答を誘導可能であることを明らかにした。 

ハイドロゲルからの薬物放出は主に拡散制御に基づくと考えられ、放出速度は拡散係数

に依存する 41)。拡散係数が小さくなることで、ハイドロゲルからの薬物放出は遅延する。

拡散係数は、網目の大きさの縮小あるいは薬物とゲルマトリックスとの相互作用向上によ

り低下する 42)。負電荷を帯びた DNAハイドロゲルからの薬物放出に関しては、カチオン化

抗原の利用によりみかけの拡散係数を低下させることが可能である。DNA ハイドロゲルは

静電的相互作用によりカチオン化抗原を保持し、ハイドロゲルからの DNAの乖離により放

出が促進されると考えられる。この仮説は、DNase を含む FBS 存在下では ED-OVA の放出

が促進されたことにより支持される（Fig. 20d）。すなわち、DNaseが DNAを分解すること
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でハイドロゲルからの DNA の乖離が加速され、これに伴って ED-OVAが放出されたものと

考えられる。GpC DNAハイドロゲルは、マウス皮内への単独投与では IL-6の mRNA発現

を亢進しないことが第一章で示されていることから免疫不活性なデリバリーシステムと考

えられる。一方で、本章において、ED7-OVA 単独投与群と比較して、ED7-OVA を DNA ハ

イドロゲルに内包して投与することで有意に ED7-OVAの投与部位滞留性が向上することが

示された（Fig. 23）。ED7-OVA 単独投与群と比較して ED7-OVA/GpC DNAハイドロゲル投与

群においてより高い抗原特異的免疫応答が誘導されたことから、OVA 特異的免疫応答の誘

導には OVAの徐放化が重要であることが示唆される（Fig. 24）。一方で、第一章で投与部位

から急速に消失することを示した hexapodnaとED7-OVAを混合して投与したED7-OVA/CpG 

hexapodna投与群よりもOVA/CpG DNAハイドロゲルでより高い抗原特異的免疫応答が誘導

されることを明らかにしており、強力な抗腫瘍免疫の誘導には抗原の徐放化が重要である

ことが示唆される（Fig. 26）。つまり、これらの結果から、抗原徐放化と CpG DNA ハイド

ロゲルによる高い免疫活性化作用の両方が抗原特異的免疫応答の誘導に必要であることが

示唆された（Fig. 28, 31）。 

先行研究において、カチオン化抗原タンパク質である ED-OVA やポリアルギニン融合

OVA が、高い抗原特異的免疫応答を誘導可能であることが報告されてきた 38, 43, 44)。本研究

では、ED7-OVA と比較してより高い修飾率の ED17-OVA は、高い細胞取り込みを示したも

のの、抗原提示は低かった（Fig. 22）。この結果も先行研究と同様であり、過剰な ED 修飾

によりエピトープ認識が阻害されたものと推察される。本研究において、IgG 抗体価につい

ては有意差が認められなかったものの、OVA/CpG DNA ハイドロゲルと比較して

ED7-OVA/CpG DNA ハイドロゲルにおいてより高い治療効果が得られた（Fig. 24a, 28）。

OVA/CpG DNA ハイドロゲルと ED7-OVA/CpG DNA ハイドロゲルとの間で有意差が認めら

れたのは、抗原提示細胞による抗原取り込みと抗原提示、投与部位における白血球の浸潤

である（Fig. 22, 27）。腫瘍内投与後の抗原特異的免疫応答の誘導に関する詳細なメカニズム

はまだ解明されていないものの、これらの違いが OVA/CpG DNA ハイドロゲルと比較して

ED7-OVA/CpG DNA ハイドロゲルでより高い抗腫瘍効果が得られた結果を部分的に説明す

るものと考える。 

カチオン化 OVA誘導体が投与部位で顕著な組織傷害性を示さないという結果（Fig. 27）

は先行論文の結果と一致する 38)。また本研究では、ED7-OVA/CpG DNA ハイドロゲル投与

群とOVA/CFA投与群では投与部位に浸潤する単核球白血球の割合が異なることが明らかに

なった（Fig. 27）。CFA の構成成分には、投与部位滞留性の高いミネラルオイルが含まれる

45)。一方で、DNAハイドロゲルは投与部位から半減期約 12時間で消失することを前章で示

した。ハイドロゲルにすることで投与部位滞留性が有意に向上するものの、DNA は生体内

でヌクレアーゼによって速やかに分解され、この分解が DNAハイドロゲルのクリアランス

に関与すると考えられる。この生分解性の高いことにより投与部位で炎症を惹起しにくく、

組織障害性が低い結果になったものと考えられる。これは CpG DNA ハイドロゲルに使用し
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ているホスホジエステル結合型 DNA の特徴によるものと考えられる。CpG DNA を利用し

た研究においては、ホスホロチオエート型 CpG DNA が汎用されるが、この安定化誘導体と

比較してホスホジエステル結合型 DNA はヌクレアーゼによる分解を受けやすい 5, 46)。この

ように酵素に対する安定性が低いことから、配列中に多量の CpG モチーフを含むものの、

CpG DNA ハイドロゲルによる副作用はほとんどみられないと考えられる。ED7-OVA/CpG 

DNA ハイドロゲル投与群では脾臓の肥大化が認められなかったことから、この投与形態に

より有害な全身性免疫反応は誘導されないことが示唆される（Fig. 27a）。また、OVA/CpG 

DNAハイドロゲルの皮内投与により血清中 IL-6濃度はほとんど上昇しないことを前章で示

しており、局所で産生された IL-6 などのサイトカインの効果は投与部位近傍に限られると

考えられる。 

 本研究では、EG7-OVA 担癌マウスに対する治療効果を評価するために腫瘍内投与を選択

した。CpG ODNを直接腫瘍内に投与することで T細胞による抗腫瘍反応が誘導され、腫瘍

の退縮につながることが報告されている 47, 48)。CpG ODNは担癌マウスにおける骨髄由来ミ

エロイド細胞の抑制的な機能を阻害することも知られている 49)。皮膚 T 細胞性リンパ腫患

者に対して、CpG ODNを用いた in situ免疫と部分的な放射線照射の併用が実現可能である

ことを示す第 1/2相試験が報告されており、このことは、CpG ODNの腫瘍内投与は安全で

あることを示唆している 50)。さらに、ペプチドの腫瘍内投与により癌細胞の抗原性が上昇

することが報告されている 30)。以上のような先行研究で報告されている現象がカチオン化

抗原内包 CpG DNA ハイドロゲルの腫瘍内投与による抗腫瘍効果発現に関与していると考

えられる。 

 R8-L2-pepI/CpG DNAハイドロゲルはED7-OVA/CpG DNAハイドロゲルよりも効率的に抗

原特異的抗腫瘍免疫を誘導した（Fig. 28, 31）。今回の検討では、どちらの場合にもマウス一

匹当たり 10 μgの抗原を投与したことから、ED7-OVAと比較して R8-L2-pepIは約 16倍のエ

ピトープを含む条件であり、これが一因と考えられる。さらに、ペプチドワクチンはタン

パク質ワクチンと比較して複数の優れた特性を有する。例えば、ペプチドは感染性材料を

使用せずに大スケールでの化学合成が可能であること、液体クロマトグラフィーのような

技術の利用により、品質管理が容易であることが挙げられる 51)。さらに、R8-L2-pepI を含

めたカチオン化ペプチドは ED-OVA のような化学修飾によりカチオン化された抗原タンパ

ク質と比較して、高純度で得られるという特徴がある。このため、カチオン化抗原を利用

したがんワクチンに抗原としてペプチドを選択することが有効な癌治療になり得ると考え

られる。 

 以上、本節では、カチオン化により抗原の徐放化が可能であり、カチオン化抗原内包 CpG 

DNA ハイドロゲルの腫瘍内投与により効率的に抗原特異的抗腫瘍免疫を誘導可能であるこ

とを見出した。 
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第二節 コレステロール修飾 DNAハイドロゲルからの抗原徐放化 

  

DNA ハイドロゲルからの抗原徐放化には、第一節で利用した静電的相互作用以外の徐放

化機構も利用可能と考えられる。中でも有望視されるのが疎水性相互作用である 52)。脂肪

酸やコレステロールのような様々な疎水性化合物がパクリタキセルなどの疎水性薬物の薬

物キャリアからの放出制御に利用されている 53)。コレステロールは細胞膜を構成する脂質

であり、タンパク質を含む様々な分子と疎水的に会合する 54)。このため、ドラッグキャリ

アをコレステロール修飾することで、コレステロールと疎水性相互作用により会合する抗

がん剤やタンパク質などの薬物のデリバリーが可能と考えられている 55, 56)。さらに、コレ

ステロール修飾により細胞膜への親和性が向上することから、核酸医薬の細胞内へのデリ

バリーにもコレステロール修飾が応用されている 57)。 

本節では、抗原と CpG DNA の双方が DNAハイドロゲルから徐放されることが癌免疫療

法において有効であるとの仮説に基づき、DNA ハイドロゲルからの抗原の持続的な放出を

実現するために DNA ハイドロゲルを構成する ODN にコレステロール修飾を施した。さら

に本節では、OVA とコレステロール修飾 DNAハイドロゲルとの疎水性相互作用を増大させ

ることを目的に、尿素変性 OVA（udOVA）を抗原として選択した。そして、マウスを用い

て udOVA 内包コレステロール修飾 DNA ハイドロゲルによる抗原特異的癌免疫の誘導につ

いて評価した。 

 コレステロール修飾 tetrapodna と OVA を混合することで、PAGE における tetrapodna

の移動度が低下したことから、コレステロールと OVA が相互作用することが示唆され

た。また、native OVA と比較して、コレステロールとの結合性が高い尿素変性 OVA を内

包することで、コレステロール非含有 DNA ハイドロゲルと比較して OVA の放出が遅延

し、さらに、EG7-OVA 担癌マウスの腫瘍増殖が抑制できることが示された。以上より、

抗原－DNA 間相互作用の制御により DNA ハイドロゲルからの抗原徐放化が可能であり、

これにより抗腫瘍免疫を増強可能であることを見出した。 
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第三章 DNA ハイドロゲルへの免疫細胞の内包による抗腫瘍免疫

の増強 

 

 第一章において、CpG DNA ハイドロゲルは、効率的に抗原特異的免疫応答を誘導可能な

安全なアジュバントであることを示し、第ニ章では、抗原内包 CpG DNAハイドロゲルの腫

瘍内投与により高い抗腫瘍効果を得られることを示した。しかしながら、腫瘍内投与が可

能な癌腫ならびに症例は限られることから、より簡便な皮内投与で抗腫瘍効果の得られる

システムの開発が必要と考えられる。これにより、DNA ハイドロゲルを利用した癌免疫治

療システムの有用性はさらに高まると考えられる。 

 近年、癌免疫療法の 1種である樹状細胞ワクチンに関する研究が盛んに行われている 58, 59)。

樹状細胞は、主要組織適合抗原複合体（MHC）分子を介して細胞内に取り込んだ癌抗原を

T 細胞に提示することで、抗原特異的 CTL を誘導し、腫瘍の退縮に寄与する 58)。ヒトの血

中に存在する樹状細胞は表面マーカーの違いから、主に骨髄系樹状細胞（mDC）と形質細

胞様樹状細胞（pDC）の 2 種類に分類される。ヒトでは pDC のみが TLR9 を発現すること

が知られている 60, 61）。抗原を搭載した骨髄由来樹状細胞を CpG ODN で処理することで高

い抗腫瘍効果が得られることが報告されている 62)。病態情報薬学分野では、CpG モチーフ

を組み込んだ polypodnaにより TLR9を発現する樹状細胞を効率的に活性化可能であること

を報告してきた 63)。このため、TLR9 を発現する樹状細胞を CpG DNAハイドロゲルに内包

することで、樹状細胞を効率よくかつ強力に活性化することができ、高い抗原特異的抗腫

瘍免疫を誘導可能と考えられる。 

そこで第三章では、CpG DNA ハイドロゲルと TLR9 を発現する免疫細胞を組み合わせる

ことによる抗腫瘍効果の増強を試みた。まず、マウスマクロファージ様細胞株 J774.1 細胞

を用いて免疫細胞内包 DNA ハイドロゲルの機能を評価した。その後、抗原提示細胞として

マウス骨髄由来樹状細胞（BMDC）を選択し、BMDC 内包 DNAハイドロゲルによる抗腫瘍

効果を評価した。 

 マウスマクロファージ様細胞株 J774.1 細胞を利用した検討から、DNA ハイドロゲル

への内包により、有意な細胞の生存率の改善効果は認められなかったものの、CpG DNA

によるサイトカイン産生は有意に増大することが示された。さらに、抗腫瘍効果評価の

ために、マウス骨髄由来樹状細胞（BMDC）を抗原提示細胞として選択し、pepӀ を搭載

した BMDC を DNA ハイドロゲルに内包してマウスに免疫を行い、EG7-OVA を移植した

ところ、BMDC を含まない pepӀ 内包 DNA ハイドロゲルで免疫を行った場合と比較して

有意に高い抗腫瘍効果が示された。以上より、DNA ハイドロゲルと免疫細胞を組み合わ

せることで、抗原特異的抗腫瘍免疫を増強可能であることが示唆された。 
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結論 

 

 著者は三章にわたり、DNA リガーゼを用いずに調製される注射投与可能な DNA ハイド

ロゲルの物性を評価するとともに、この DNAハイドロゲルを利用した抗原デリバリーシス

テムの開発について検討し、以下の結論を得た。 

 

第一章 注射投与可能な DNAハイドロゲルの開発と抗原デリバリーへの応用 

 

Polypodnaに接着性末端塩基配列を付加することで、生理的条件下で自発的にゲル化する

DNA ハイドロゲルの作製に成功した。そして、レオメーターを用いて DNA ハイドロゲル

の粘弾性を評価した結果、DNA ハイドロゲルは小さな静的および動的降伏応力を有するこ

とが見出され、hexapodnaの連結が非常に短時間で組み替わることが示唆された。この特性

を反映するために、開発した DNA ハイドロゲルは容易に注射投与可能であることが示され

た。また、内包した OVA を徐放すること、ODN や hexapodnaと比較してマウス皮内投与後、

投与部位に長時間残存することも示された。またマウスに免疫することで、他のアジュバ

ントと比較して有意に高い免疫活性化ならびに抗腫瘍効果を示した。以上より、DNA リガー

ゼを使用せずに作製した DNA ハイドロゲルは、注射投与が可能で、効率的に免疫応答を誘

導可能な抗原デリバリーシステムであることが示唆された。 

 

第二章 DNAハイドロゲルからの抗原徐放化による抗腫瘍免疫の増強 

 

カチオン化 OVA（ED-OVA）は DNA ハイドロゲルから徐放され、OVA と比較して

ED-OVA は CpG DNA ハイドロゲルと組み合わせることで、マウス樹状細胞株 DC2.4 細

胞に効率よく取り込まれ、有意に高い抗原提示を示すことが明らかとなった。ED-OVA

内包 CpG DNA ハイドロゲルは OVA 特異的免疫応答を効率よく誘導し、OVA を発現す

るマウスリンパ腫 EG7-OVA の腫瘍増殖を顕著に抑制することが示された。さらに、OVA

の MHC class I エピトープペプチド pepӀ にオクタアルギニンを付加することで得たカチ

オン化ペプチドを用いた場合にも EG7-OVA 担癌マウスの生存期間が有意に延長される

ことが示された。一方、コレステロール修飾 DNA を利用して作製したコレステロール

修飾 DNA ハイドロゲルを用いた検討では、native OVA と比較して、コレステロールと

の結合性が高い尿素変性 OVA を内包することで、コレステロール非含有 DNA ハイドロ

ゲルと比較して OVA の放出が遅延し、EG7-OVA 担癌マウスの腫瘍増殖が抑制できるこ

とが示された。以上より、抗原－DNA 間相互作用の制御により DNA ハイドロゲルから

の抗原徐放化が可能であり、これにより抗腫瘍免疫を増強可能であることを見出した。 



43 

 

 

第三章 DNAハイドロゲルへの免疫細胞の内包による抗腫瘍免疫の増強 

 

マウスマクロファージ様細胞株 J774.1 細胞を利用した検討から、DNA ハイドロゲル

への内包により、有意な細胞の生存率の改善効果は認められなかったものの、CpG DNA

によるサイトカイン産生は有意に増大することが示された。さらに、抗腫瘍効果評価の

ために、マウス骨髄由来樹状細胞（BMDC）を抗原提示細胞として選択し、pepӀ を搭載

した BMDC を DNA ハイドロゲルに内包してマウスに免疫を行い、EG7-OVA を移植した

ところ、BMDC を含まない pepӀ 内包 DNA ハイドロゲルで免疫を行った場合と比較して

有意に高い抗腫瘍効果が示された。以上より、DNA ハイドロゲルと免疫細胞を組み合わ

せることで、抗原特異的抗腫瘍免疫を増強可能であることが示唆された。 

 

以上、著者は、polypodna を連結することで作製した注射投与可能な DNA ハイドロゲ

ルが、抗原特異的免疫応答を効率的に誘導可能な安全なアジュバントであり、これを利

用することでマウスにおいて高い抗腫瘍効果を得ることに成功した。これらの成果は、

核酸構造体を基盤とした疾患治療に対し有益な情報を提供するものと考える。 
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実験の部 

 

第一章 実験の部 

 

【1】試薬 

 RPMI1640 培地、Dulbecco’s modified Eagle’s medium（DMEM）、Hanks’ balanced salt solution

（HBSS）は日水製薬株式会社より購入した。Opti-modified Eagle’s medium（Opti-MEM）は

Invitrogen社より購入した。DNase Iと T4ポリヌクレオチドキナーゼはタカラバイオ株式会

社より購入した。Transwellプレートは Corning Costar社より購入した。その他の試薬は市販

の特級品を用いた。 

 

【2】細胞株 

マウス樹状細胞株 DC2.4 細胞はマサチューセッツ医科大学病理学部 Kenneth Rock 博士

より供与して頂いた。DC2.4 細胞は 10% FBS、0.15% 炭酸水素ナトリウム、50 μM モノチ

オグリセロール、非必須アミノ酸、100 units/ml ペニシリン、100 mg/ml ストレプトマイシ

ン、2 mM L-グルタミンを添加した RPMI1640培地で、37°C、5% CO2、加湿条件下で培養し

た。マウスT細胞リンパ腫細胞株 EL4細胞および EL4にOVAを発現させた癌細胞EG7-OVA

細胞は、American Type Culture Collection 社（Rochville、MD、USA）から購入した。EL4細

胞は 10% FBS、0.15% 炭酸水素ナトリウム、100 units/ml ペニシリン、100 mg/ml ストレプ

トマイシン、2mM L-グルタミンを添加した DMEM培地で、37°C、5% CO2、加湿条件下で

培養した。EG7-OVA細胞は 10% FBS、0.15% 炭酸水素ナトリウム、50 μM モノチオグリセ

ロール、100 units/ml ペニシリン、100 mg/ml ストレプトマイシン、2mM L-グルタミンを添

加した RPMI1640 培地で、37°C、5% CO2、加湿条件下で培養した。マウス T 細胞ハイブリ

ドーマ CD8OVA1.3 細胞は、ケース・ウェスタン・リザーブ大学 C. V. Harding 博士より供

与して頂いた。CD8OVA1.3 細胞は 10% FBS、0.15% 炭酸水素ナトリウム、50 μM モノチオ

グリセロール、100 units/ml ペニシリン、100 mg/ml ストレプトマイシン、2mM L-グルタミ

ンを添加した DMEM 培地で、37°C、5% CO2、加湿条件下で培養した。単離した脾細胞は

10% FBS、0.15% 炭酸水素ナトリウム、50 μM モノチオグリセロール、100 units/ml ペニシ

リン、100 mg/ml ストレプトマイシン、2mM L-グルタミンを添加した RPMI1640培地で、

37°C、5% CO2、加湿条件下で培養した。 

 

【3】実験動物 

 4週齢の ICR雄性マウスと 6週齢のC57BL/6系雄性マウスを日本 SLC株式会社（静岡、

日本）より購入し、コンベンショナル環境下で標準餌と水を与えて飼育した。すべての動
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物実験は、京都大学大学院薬学研究科の動物実験委員会の承認を得て行った。 

 

【4】オリゴヌクレオチド（ODN） 

全てのホスホジエステル型 ODNは、Integrated DNA Technologies社より購入した。各 ODN

の配列は Table 1に記した。 

 

【5】Polypodnaおよび DNA ハイドロゲルの調製 

 種々の構造を形成するように設計した 40塩基のオリゴヌクレオチドを等モルずつ混合し、

アニーリングすることで各 polypodnaを得た。また、polypodnaの形成は 6 % ポリアクリル

アミドゲル電気泳動（PAGE）により確認した。DNA ハイドロゲルは、お互いに相補的な

5'突出末端を付与した 2 種類の polypodna を等モルずつ混合することで作製した。5'突出末

端が相補的でない 2種類の polypodnaをゲル化しないコントロールとして用いた。すべての

サンプルは、150 mM NaCl条件下で調製した。 

 

【6】DNA ハイドロゲルの粘弾性測定 

 レオメーター（ARES、TA インスツルメント、USA）を用いて、約 25°C の室温条件で

DNA ハイドロゲルのレオロジー特性を評価した。レオロジー測定の一般的なプロトコルに

則って、直径 8.0 mmの平行平板を用いて動的測定と定常流動測定を行った 64)。 

 

【7】DC2.4細胞からの IL-6産生 

5×104個の DC2.4 細胞を 96 ウェルプレートに播いた。24 時間培養後、Opti-MEM で希釈

した各種 DNA を細胞に添加した。16時間インキュベート後、上清を回収し、-80 °C で保存

した。上清中の IL-6 濃度は ELISA 法を用いて測定した。 

 

【8】ODN の放射標識 

  [γ-32P]ATP と ODN（ssDNA(CpG)8np-32-A1）を T4 ポリヌクレオチドキナーゼ（T4 PNK、

タカラバイオ、日本）を用いて、37°C で 30分間反応させた。その後、70°C で 10分加熱す

ることで T4 PNKを失活させた。放射標識した ODNは NAP5 カラム（GE Healthcare、東京、

日本）を用いて精製した。精製した ODN を用いて、32P-ssDNA(CpG)、32P-hexapodna(CpG)、

32P-DNA hydrogel（CpG）を調製した。 

 

【9】32P-DNA を皮内投与後の放射活性の組織分布の評価 

 4週齢の雄性 ICR マウスの背部皮内に 32P 標識 DNA を 10 mg DNA/kg（220 μg/mouse）の

投与量で投与した。投与一定時間後に、マウスを安楽死させ、投与部位とリンパ節を回収

した。回収した組織は、700 μlの Soluene-350（ParkinElmer Japan Co., Ltd、神奈川、日本）

を加えた 20 ml の液体シンチレーション測定用ガラスバイアルに移し、60 °C で一晩イン
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キュベートすることで溶解させた。その後、2-プロパノール（200 μl）と過酸化水素（200 μl、

30 % w/v; 和光純薬工、日本）をバイアルに加えることで脱色操作を行った。サンプルは泡

が消えるまで室温で静置した。続いて、5 M HCl（100 μl）と Clear-sol I（5 ml、ナカライテ

スク、京都、日本）をバイアルに加え、Tri-Carb 3110 TR（Perkin-Elmer、Norwalk、CT、USA）

を用いてサンプルの放射活性を測定した。 

 

【10】IL-6 mRNA発現の定量的測定 

 イソフルランによる麻酔下でC57BL/6マウスの背部皮内に各種DNAを220 μg投与した。

投与一定時間後に、投与部位とリンパ節を回収した。皮膚組織から回収した total RNA は、

RNeasy Mini Kit（QIAGEN、Hilden、Germany）を利用して抽出した。リンパ節の total RNA

は、Sepasol RNA I super（ナカライテスク）を利用して抽出した。逆転写は、ReverTra Ace qPCR 

RT PCR Kit（TOYOBO、大阪、日本）を用いて行った。mRNAの定量的解析には、KAPA SYBR 

FAST ABI Prism 2X qPCR Master Mix （KAPA BIOSYSTEMS, Boston、 MA、 USA）を用い

てリアルタイム PCR を行った。増幅のために使用したオリゴヌクレオチドプライマーは次

のものである： IL-6 、  forward （ 5’-GTTCTCTGGGAAATCGTGGA-3’ ）、  reverse 

（5’-TGTACTCCAGGTAGCTATGG-3’）; β-actin、 forward （5’-CATCCGTAAAGACCTCTA- 

TGC-3’）、reverse （5’-ATGGAGCCACCGATCCACA-3’）。増幅産物は、StepOnePlus Real Time 

PCR System （Applied Biosystems、 Foster City、 CA、USA）を使用して蛍光色素である SYBR 

Greenのインターカレーションを利用して検出した。IL-6 mRNA 発現の相対定量時の標準と

して β-actinを用いた。 

 

【11】血清中 IL-6濃度の測定 

 イソフルランによる麻酔下、C57BL/6 マウスの背部皮内に各種 DNAを 220 μg投与した。

投与後継時的に血清を回収し、-80 °C で保存した。血清中の IL-6濃度は ELISA 法を用いて

測定した。 

 

【12】DNAハイドロゲルからの OVAの放出性評価 

 OVA （albumin from chicken egg white、Sigma-Aldrich) をフルオレセインイソチオシアネー

ト （FITC; fluorescein isothiocyanate isomer 1、 Sigma-Aldrich） と反応させることでFITC-OVA

を得た。ゲルを構成する 2 種類の hexapodna 溶液に FITC-OVA を添加後に混合することで

FITC-OVA内包 DNA ハイドロゲルを調製した。得られた FITC-OVA/DNA hydrogel （10 μl） 

を Transwell （Product#3460、 0.4 μm pore size、Corning Inc.、Corning、 NY、 USA)の upper 

chamberに添加し、bottom chamberに PBS （500 μl）を添加後、37°C でインキュベートした。

一定時間ごとに、FITC-OVA/DNA hydrogel の DIGITAL CAMERA FinePix S8100fd（Fujifilm、

東京、日本）を用いて明視野画像と LAS3000 system （Fujifilm）を用いて蛍光画像を撮像す

るとともに、PBSを 500 μlの新しい PBSと交換した。回収した PBSの蛍光強度はWallac 1420 
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ARVO MX-2 Multilabel Counter （Perkin Elmer、Boston、MA、USA）を用いて測定した。 

 

【13】DNaseによる DNAハイドロゲルの分解 

 Hexapodna溶液（220 μg/100 μl）を DNase存在下（0.002 U/μg of DNA、タカラバイオ、日

本）37°C でインキュベートした。一定時間ごとにサンプルを 10 μl回収し、分解を停止させ

るために 20 μlの 0.5 M EDTAと混合後、-20°Cで保存した。サンプルは 6% PAGEで泳動し、

DNA をエチジウムブロマイドで染色した。Multi Gauge software（Fujifilm）を用いて DNA

のバンドの濃さを定量的に解析した。DNA ハイドロゲル（220 μg/10 μl）はプラスチック

チューブ内で調製し、DNase溶液（0.002 U/μg of DNA）を添加後に 37°Cでインキュベート

した。一定時間後に上清を除去し、95°C での 260 nm の吸光度を測定することで残存する

DNA 量を評価した。 

 

【14】抗原提示評価 

 5×104個の DC2.4 細胞を 96 ウェルプレートに播き、24 時間培養した。Opti-MEM で希釈

した各種 DNA（2 μg/ml）と OVA（2 mg/ml）を DC2.4 細胞に添加後に、5×104個の CD8OVA1.3

細胞を添加し、37°C、5% CO2条件下で 24時間培養した。上清の IL-2濃度を ELISA 法（mouse 

IL-2 BD OptEIA Set、BD Bioscience）を用いて測定した。 

 

【15】マウスへの免疫 

 イソフルランによる麻酔下で、6週齢の雄性 C57BL/6 マウスの背部皮内に OVA 50 μgを

220 μgの各種 DNA と同時に投与することで、7日間隔で 3回免疫した。完全フロイントア

ジュバント、CFA は OVA溶液と容量比 1:1で混合し、20 μlを投与した。最終免疫 7日後に

マウスを安楽死させ、血清、脾臓及び所属リンパ節を回収した。回収した血清は-80°C で保

存した。 

 

【16】OVA特異的抗体価の測定 

 OVA特異的抗体価を測定するために、血清を段階希釈した。まず、1 mg/ml OVAを 96ウェ

ルプレートに添加し、4°C で 8 から 16 時間インキュベートすることでコーティングした。

次に、5% BSAを含む 0.5 w/w % Tweeen-20 in phosphate buffered saline（T-PBS）でウェルを

ブロッキングした。T-PBSによる洗浄後、段階希釈した血清サンプルを 100 μlウェルに添加

した。37°Cで 2時間インキュベート後、ウェルを T-PBSで 5回洗浄し、5% BSAを含む T-PBS

で 3000倍希釈した anti-IgG-HRP conjugate（Sigma、St. Louis、MO、USA）を 100 μlウェル

に添加した。37°C で 1時間インキュベート後、ウェルを T-PBS で 5回洗浄し、用事調製し

た o-phenylenediamine dihydrochrolide（和光純薬工業、大阪、日本）と 20 μlの過酸化水素を

含有するリン酸クエン酸緩衝液（pH 5.0）を 200 μlウェルに添加した。4分間インキュベー

ト後、50 μlの 1 M H2SO4を添加し、490 nmにおける吸光度を測定した。血清中の IgG 抗体
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価は、ネガティブコントロール群の吸光度を下回る希釈倍率から見積もった。 

 

【17】脾細胞からのインターフェロン γ 産生 

 最終免疫から 7日後に脾細胞を回収した。赤血球は 1.5 M ammonium chloride（和光純薬工

業）で溶解した。脾細胞は 1 mg/ml OVA存在下 5×106 cells/mlの濃度で、48ウェルプレート

あるいは 96 ウェルプレート中で 4 日間培養した。回収した培養上清は-80°C で保存した。

上清中の IFN-γ濃度はELISA法（Ready-SET-Go! Mouse IFN-γ ELISA、eBioscience、San Diego、

CA、USA）により測定した。 

 

【18】細胞傷害性 T 細胞アッセイ 

 最終免疫から 7日後に脾細胞を回収した。赤血球は 1.5 M ammonium chloride（和光純薬工

業）で溶解した。細胞傷害性 T 細胞をプライミングするために、脾細胞（5×107 cells）をマ

イトマイシン C（和光純薬工業）で処理した EG7-OVA 細胞（5×106 cells）と 37°C、5% CO2、

加湿条件下で 5日間共培養した。エフェクター細胞でブーストされた脾細胞を段階希釈し、

標的細胞と 37°C で 4時間共培養した。51Crの自然放出量と最大放出量はエフェクター細胞

無しでの培養と、1% Triron-X による細胞溶解から評価した。ガンマカウンターを使用して

上清の放射活性を測定した。特異的溶解の割合は次の式から計算した：% of specific lysis = 

(observed release – spontaneous release / (maximum release – spontaneous release))。 

 

【19】皮膚組織のヘマトキシリン・エオジン染色 

 イソフルランによる麻酔下、6週齢の雄性 C57BL/6 マウスの背部皮内に OVA 50 μgを 220 

μgの各種 DNA と同時に投与した。また、完全フロイントアジュバント、CFA は OVA溶液

と容量比 1:1 で混合し、20 μl を投与した。加えて、臨床で使用されるアジュバントとして

Alumを選択し、Alum 100 μg （aluminum potassium sulfate dodecahydrate、ナカライテスク）

を OVA 50 μgと混合して投与した。投与 7日後に投与部位を回収し、4% パラホルムアルデ

ヒド（ナカライテスク）で固定し、パラフィンに包埋後、ヘマトキシリン・エオジン（HE)

染色を行った。HE 切片を用いて顕微鏡下で組織学的評価を行った。 

 

【20】脾臓重量の測定 

 C57BL/6 マウスに 7日間隔で 3回免疫し、最終免疫から 7日後に脾臓を回収した。脾臓肥

大化を免疫刺激性化合物による全身性副作用の指標として評価するために、脾臓重量を測

定した。 

 

【21】抗腫瘍効果評価 

 イソフルランによる麻酔下、6週齢の雄性 C57BL/6 マウスの背部皮内に OVA 50 μgを 220 

μgの各種 DNA と同時に投与することで、7日間隔で 3回免疫した。完全フロイントアジュ
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バント、CFAは OVA溶液と容量比 1:1で混合し、20 μlを投与した。最終免疫から 7日後に、

HBSSに懸濁した EG7-OVA 細胞（5×106 cells）をマウス背部皮内に移植した。腫瘍体積と腫

瘍の生着したマウスの割合から抗腫瘍効果を評価した。 

 

第二章第一節 実験の部 

 

【1】試薬 

 エチレンジアミンは和光純薬工業より購入した。他の試薬は第一章と同様のもの、もし

くは市販の特級品を用いた。 

 

【2】細胞株 

 DC2.4 細胞、EG7 細胞、CD8OVA1.3 細胞、マウス脾細胞は第一章と同様の方法で実験に

用いた。マウスメラノーマ B16BL6 細胞は、10% FBS、0.15% 炭酸水素ナトリウム、100 

units/ml ペニシリン、100 mg/ml ストレプトマイシン、2mM L-グルタミンを添加した DMEM

培地で、37°C、5% CO2、加湿条件下で培養した。 

 

【3】実験動物 

 4週齢の ICR雄性マウスと 6から 8週齢の C57BL/6 系雄性マウスを日本 SLC 株式会社よ

り購入し、コンベンショナル環境下で標準餌と水を与えて飼育した。遺伝的なバックグラ

ウンドが C57BL/6 の TLR9 ノックアウト（TLR9-/-）マウスはオリエンタル酵母工業株式会

社（東京、日本）より購入し SPF 環境下で標準餌と水を与えて飼育した。すべての動物実

験は、京都大学大学院薬学研究科の動物実験委員会の承認を得て行った。 

 

【4】オリゴヌクレオチド（ODN） 

 第一章と同様のものを使用した。尚、本節では、hexapodna(CpG)8np-32-AをCpG hexapodna-1、

hexapodna(CpG)8np-32-B を CpG hexapodna-2、hexapodna(CpG)8np-32-C を CpG hexapodna-3、

hexapodna(GpC)8np-32-A を GpC hexapodna-1、hexapodna(GpC)8np-32-B を GpC hexapodna-2、

hexapodna(GpC)8np-32-C を GpC hexapodna-3と表記した。 

 

【5】Polypodnaおよび DNA ハイドロゲルの調製 

第一章と同様の方法で 150 mM NaCl条件下で調製した。 

 

【6】カチオン化 OVA の合成 

 OVAを塩酸により pH 5.5に合わせたエチレンジアミン溶液（ED、和光純薬工業）に添加

した。その後、1- (3-dimethylaminopropyl)-3-carbodiimide （EDAC、Sigma-Aldrich）を添加し

室温で 1 時間攪拌し、さらに EDAC を添加後 6 時間室温で攪拌した。生成物は限外濾過に
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より精製し、凍結乾燥を行った。修飾数は trinitrobenzenesulfonic acid （TNBS、ナカライテ

スク）を用いて測定した遊離アミノ基数から算出した 65)。反応条件は Table 1に示す。 

 

【7】ペプチド 

 OVA の MHC クラス  Ӏ エピトープである pepӀ （ SIINFEKL）と R8-L2-pepӀ 

（RRRRRRRRFFRKSIINFEKL）は GenScript（Piscataway、 NJ、 USA）より購入した。HPLC

による純度は、pepӀが 96.9 %、R8-L2-pepӀが 84.9 %であった。FITC がペプチドの N末に修

飾された FITC-pepӀと FITC-R8-L2-pepӀも GenScript（Piscataway、 NJ、 USA）より購入し

た。HPLC による純度は、FITC-pepӀが 91.8 %、FITC-R8-L2-pepӀが 99.2 %であった。 

 

【8】DNA ハイドロゲルの粘弾性測定 

OVA あるいは ED7-OVA（66 μg）を GpC DNA ハイドロゲル（660 μg/30 μl）に内包した。

粘弾性は第一章と同様の方法で測定した。 

 

【9】抗原と DNAの複合体形成 

 抗原と GpC hexapodna-1を種々の比率で混合し、37°C で 15分間インキュベートした。複

合体形成を確認するために、サンプルについて 6% PAGE（200V、20分）を行い、DNAを

エチジウムブロマイドにより検出した。 

 

【10】動的光散乱法 

 Malvern Zetasizer 3000HS （Malvern Instruments、Malvern、UK）を用いて、動的光散乱法

（DLS）により、20°C における抗原と hexapodna の混合サンプルのみかけの粒子径を測定

した。 

 

【11】DNAハイドロゲルからの抗原の放出性 

 OVA と ED-OVA を FITC で標識することで FITC-OVA と FITC-ED-OVA を得た。FITC 標

識抗原を hexapodna 溶液に添加後に混合することで FITC 標識抗原内包 DNA ハイドロゲル

を調製し、第一章と同様の方法で DNA ハイドロゲルからの抗原の放出を評価した。 

 

【12】DNAハイドロゲルから放出されたサンプルの存在状態評価 

 0.6 mlチューブ内で FITC-OVAあるいは FITC-ED-OVA（10 μg）を 100 μgの CpG DNA ハ

イドロゲルに内包（10 μl）後に PBSを 10 μl添加した。37°C で 3時間インキュベート後、

上清を回収し 6% PAGE（200V、20分）を行った。FITC-OVAあるいは FITC-ED-OVA は FITC

由来の蛍光から検出し、DNA はエチジウムブロマイドにより検出した。 

 

【13】抗原提示評価 
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 DNA（10 μg/ml）と OVA あるいは ED-OVA（500 μg/ml）、CD8OVA1.3 を DC2.4細胞に添

加後 37°C で 24時間培養し、第一章と同様の方法で抗原提示を評価した。 

 

【14】抗原の細胞取り込み 

 1×105個の DC2.4 細胞を 48 ウェルプレートに播いた。24 時間培養後、Opti-MEM で希釈

した DNA（10 μg/ml）と OVA あるいは ED-OVA（500 μg/ml）を細胞に添加し 37°C で 2時

間培養した。細胞を 200 μlの PBSで 2回洗浄後、フローサイトメトリー（FACS Calibur、

BD Bioscience）を使用して細胞の蛍光強度を測定し、CellQuest software（version 3.1、BD 

Bioscience）で細胞取り込みの指標である mean fluorescent intensity（MFI）を算出した。 

 

【15】投与部位からの抗原の消失 

 イソフルランによる麻酔下、ICR マウスの背部皮内に 10 μg の FITC-OVA あるいは

FITC-ED7-OVAを 100 μgの DNAハイドロゲルに内包して投与した（10 μl/shot）。投与一定

時間後に投与部位を回収し、重量を測定した。0.05% TritonX-100と 0.02 M NaOH 溶液を添

加後にホモジナイズを行い、5000 rpmで 15分間遠心し、上清を回収した。回収した上清の

蛍光強度を測定した。 

 

【16】マウスへの免疫 

 イソフルランによる麻酔下で、C57BL/6マウスの背部皮内にOVAあるいはED7-OVA 10 μg

を 100 μgの DNAと同時に 10 μl投与することで、7日間隔で 3回免疫した。完全フロイン

トアジュバント、CFA は OVA 溶液と容量比 1:1で混合し、20 μlを投与した。最終免疫 7日

後にマウスを安楽死させ、血清と脾臓を回収した。回収した血清は-80 °C で保存した。 

 

【17】OVA特異的抗体価の測定 

 第一章と同様の方法により測定した。 

 

【18】脾細胞からのインターフェロン γ 産生 

 第一章と同様の方法により測定した。 

 

【19】脾臓重量の測定 

 第一章と同様の方法により測定した。 

 

【20】投与部位のヘマトキシリン・エオジン染色 

 イソフルランによる麻酔下で、C57BL/6マウスの背部皮内にOVAあるいはED7-OVA 10 μg

を 100 μgの DNAと同時に 10 μl投与することで、7日間隔で 3回免疫した。完全フロイン

トアジュバント、CFA は OVA 溶液と容量比 1:1で混合し、20 μlを投与した。最終免疫 7日
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後にマウスを安楽死させ、投与部位を回収した。第一章と同様の方法で投与部位の HE染色

を行った。 

 

【21】担癌マウスへの治療効果評価 

 HBSS に懸濁した EG7-OVA 細胞（5×106 cells）を C57BL/6 マウスの背部皮内に移植した。

腫瘍体積が 200 mm3を超えた時点から DNA を 100 μg、OVAあるいは ED7-OVA、R8-L2-pepӀ

を 10 μg、pepӀ を 3.45 μg（10 μl）5日間隔で 3回腫瘍内に投与した。腫瘍径はキャリパーを

用いて測定し、次の式から腫瘍体積を算出した：tumor volume(mm3) = 0.5 × length (mm) × 

[width (mm)]2。 

 

【22】腫瘍の再移植 

 EG7-OVA が完全に退縮したマウスに対し、最初に EG7-OVA を移植してから 80日以上経

過したのちに EG7-OVA細胞（5×106 cells）を背部皮内に再移植した。EG7-OVA を再び拒絶

したマウスに対して、一カ月後に B16BL6 細胞（2×105 cells）を背部皮内に投与し、腫瘍の

生着しなかったマウスの割合を評価した。 
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