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　CAR-T細胞療法は白血病などの血液がんに対して高い
治療効果を示しているが、固形がんに対する応用はまだ限
定的である。従来のCAR-T細胞療法では、患者からT細胞
を採取し、遺伝子改変後に再び体内へ戻す必要があり、製
造工程が複雑で高コストであるという課題がある。
　本研究では、体内で直接T細胞にCAR遺伝子を導入す
る in vivo CAR-T細胞療法 の基盤技術の開発を目的
とする。具体的には、がん幹細胞抗原DNAJB8を標的と
するB10 CAR遺伝子をコードしたmRNAを脂質ナノ粒子

（LNP）に封入し、抗CD3抗体を付加することでT細胞指
向性を持つナノ粒子（CD3-LNP）を作製する。この技術によ
り、体内で直接CAR-T細胞を誘導する新しい免疫細胞療
法の実現可能性を検証する。

径測定を行った。その結果、mRNA封入LNPの平均粒径は
約103nmであり、empty LNPと大きな差は認められなかった。
一方、粒径分布のピーク（Mode）は約86nmであり、empty 
LNP（約78nm）と比較して軽度の増加を認めた。この結果
は、mRNA封入に伴うLNPコア粒子サイズの変化を反映し
ている可能性があり、本研究で構築したマイクロ流路LNP
作製系により、mRNAを内包した脂質ナノ粒子を安定して
調製できることが示された。
　さらに、EGFP mRNA封入LNPを用いた培養細胞へ
の遺伝子導入実験を行い、フローサイトメトリーによりEGFP
発現を評価した。その結果、empty LNP処理細胞では
EGFPシグナルは背景レベルであったのに対し、EGFP 
mRNA封入LNP処理細胞ではEGFP蛍光の明確な右方
シフトが認められ、LNPを介したmRNA導入およびタンパク
質発現が確認された。これらの結果から、本研究で構築し
たLNPデリバリー系が培養細胞において機能的にmRNA
を送達できることが示された。
　以上の結果から、本研究ではマイクロ流路システムを用い
たmRNA封入LNP作製および粒径評価系を確立するととも
に、培養細胞におけるmRNA送達およびタンパク質発現を
確認した。これは、将来的にDNAJB8特異的B10 CARをコー
ドするmRNAをLNPに封入し、抗CD3抗体を付加したT細
胞指向性LNP（CD3-LNP）を用いた in vivo CAR-T細胞
療法へ展開するための重要な基盤技術である。

　本研究では、体内で直接T細胞にCAR遺伝子を導入す
る in vivo CAR-T細胞療法の基盤技術の確立を目的とし
て、脂質ナノ粒子（LNP）を用いたmRNAデリバリー系の構
築を行った。まず、イオン化脂質、PEG脂質、リン脂質および
コレステロールからなる脂質エタノール溶液と、mRNAを含
む水相をマイクロ流路混合装置により急速混合することで、
mRNAを内包したLNPを作製した。作製したLNPについて
は、ナノ粒子トラッキング解析（Nanosight）を用いて粒径分
布および粒子濃度を測定し、ナノ粒子としての物性評価を
行った。さらに、レポーター遺伝子としてEGFP mRNAを封
入したLNPを作製し、培養細胞を用いた遺伝子導入実験
およびフローサイトメトリー解析により、LNPによるmRNA送
達およびタンパク質発現を検証した。これらの実験を通じて、
将来的なCD3抗体修飾LNPによるT細胞指向性 in vivo 
CAR-T療法の実現に向けた基盤技術の確立を目指した。

　本研究ではまず、マイクロ流路混合システムを用いた脂
質ナノ粒子（LNP）の作製条件の確立を行った。作製した
LNPについてナノ粒子トラッキング解析（Nanosight）を用
いて粒径分布を測定したところ、empty LNPの平均粒径
は約102nmであり、比較的均一な粒径分布を示した。また
粒径分布のピーク（Mode）は約78nmであり、マイクロ流路
混合によって均一なナノ粒子が形成されていることが確認さ
れた。
　次に、EGFP mRNAを封入したLNPを作製し、同様に粒
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　今後は、EGFP mRNA封入LNPによる培養細胞で
の遺伝子導入が確認されたことを踏まえ、T細胞を標的と
したmRNA導入条件の最適化を進める。さらに、がん幹
細胞抗原DNAJB8を標的とするB10 CARをコードした
mRNAを脂質ナノ粒子（LNP）に封入し、抗CD3抗体を
付加したT細胞指向性LNP（CD3-LNP）の構築を進め
る予定である。これにより、体内で直接CAR-T細胞を誘
導する in vivo CAR-T細胞療法の基盤技術の確立を
目指すとともに、将来的には固形がんに対する新しい免疫
細胞療法への応用を目指す。
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