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略語 

ABC   Accelerated blood clearance 

APC   Antigen presenting cell 

BCR   B cell receptor 

CFA   Freund’s complete adjuvant 

CR   Complement receptor 

CTL   Cytotoxic T lymphocyte 

DDS   Drug delivery system 

FDC   Follicular dendritic cell 

FO   Follicle 

GC   α-galactosyl ceramide 

MDSC  Myeloid derived suppressor cell 

MHC   Major histocompatibility complex 

MPS   Mononuclear phagocyte system 

MZ   Marginal zone 

NKT   Natural killer T cell 

OVA   Ovalbumin 

PEG   Polyethylene glycol 

PL   PEGylated liposome 

TD   T cell dependent 

TI   T cell independent 

TLR   Toll like receptor 

Treg   Regulatory T cell 
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第一章 序論 

 

 ワクチンには、弱毒化ワクチン、不活性化ワクチン、サブユニットワクチン

が存在する。弱毒化ワクチンや不活性化ワクチンは、強力かつ長期に及ぶ免疫

誘導能を持つため、古くから使用されてきたが、病原体そのものを用いること

に対して安全性の懸念が存在する。それに対して最近では、病原体の一部であ

るタンパクやペプチドを用いるサブユニットワクチンについて盛んに研究され

ている。こちらは安全性が高く、毒性は少ないと考えられるが、免疫誘導能が

低く、短期間しか免疫を誘導できないことが多い。そのためサブユニットワク

チン開発においては、①有効で適切な抗原分子の選定のみならず、②抗原に対

する免疫反応を効率的に誘導できるアジュバントの開発(1, 2)、③抗原およびア

ジュバントを適切な免疫細胞に送達させる DDS(Drug delivery system)の開発 

(3, 4)、が重要となってくる(Fig. 1-1)。 

 

Fig. 1-1 Requirement for vaccine development 

 

アジュバントには、免疫に必要な抗原量を減少させる、免疫回数を減らす、

速やかな免疫反応を誘導する、などの役割がある。現在承認されているアジュ

バントの中で最も多く使用されているアルミニウム塩(alum)は、安全性が高く、

抗体産生の誘導(Th2 反応)には有効である(5)。一方で、HIV やがん治療におい

ては細胞傷害性 T細胞の誘導(Th1反応)が重要となるが、alumは Th1反応誘導

性が低い (6)。Th1 反応誘導性が高いとされているアジュバントとして、

MPL(Monophosphoryl lipid A)がある。MPLは LPSの誘導体であり、TLR(toll 

like receptor)のアゴニストとして唯一認可されているアジュバントであり、共

刺激分子の発現やサイトカイン産生を促進する(7)。現在、その他の TLRアゴニ
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ストをはじめとした数多くのアジュバントが開発されている(8)。 

一方 DDSは、抗原提示細胞(APC)に抗原を標的化する、抗原の放出を制御す

るなどの作用を介して、免疫反応をより効率的に誘導し、副作用を軽減する役

割がある。既に承認されている alum や MF59(スクアレン/水のエマルション)

なども、抗原を徐放する効果があるとされている。最近の DDS開発においては、

イスコム、リポソーム、ウイルス様粒子、生分解性ナノ粒子、ナノエマルショ

ンなどが開発されている(9)。これらのキャリアは抗原をその表面・内部に保持

し、その粒子サイズ（20 nm～数 1000 nm）から APCに効率よく取り込まれる

性質を持つ(10)。しかしこれらの取り込みは受動的であり、少量の抗原・アジュ

バントで有効かつ安全に免疫するには、能動的な標的化が必要である。この観

点から、APC への標的指向性を持つ抗体などで修飾した DDS について研究さ

れている(Fig. 1-2)。その多くは樹状細胞を標的としたものであり、免疫グロブ

リンの受容体である Fc受容体、C型レクチン受容体であるDEC-205、DC-SIGN、

Clec9Aなどを標的とした DDSの開発が進められている(11)。 

 

Fig. 1-2 Delivery of antigen and adjuvant for immune-potentiation 

 

これらの中でもリポソームワクチンは最も有効なワクチンの一つである(12)。

リポソームは、①生体脂質を構成成分とするため生体適合性に優れている(13) 

(14)、②水溶性、疎水性に関わらず様々な抗原・アジュバントを内封できる(15)、
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③脂質組成や粒子径などを変えることにより体内分布や滞留時間を制御するこ

とが容易である(12) (16)、④抗体やリガンドで表面を修飾することにより APC

への標的化が可能である(17) (18)、などの利点を持つ。実際にリポソームワクチ

ンの臨床試験は既に行われており、非小細胞肺がんの治療を目的とした

Stimuvax(抗原：がん細胞に発現する糖タンパクのMUC1、アジュバント：MPL)、

マラリアの感染予防を目的とした RTS, S/AS01(抗原：マラリアのスポロゾイト

タンパクと HBV の表面抗原の融合タンパク、アジュバント：MPL、サポニン)

などが開発されている。Stimuvaxは第 2相試験において全生存期間を延長させ

る傾向がみられたが、残念ながら第 3 相試験において全患者群における全生存

期間の有意な延長を示さなかった(19, 20)。しかし化学放射線療法を受けた後に、

Stimuvaxを用いた場合、全生存期間の有意な延長がみられ、現在さらなる臨床

試験を行っている。RTS, S/AS01 も現在臨床試験中であるが、有効性が確認さ

れている(21) (22)。 

またワクチンに使用するリポソームは、ポリエチレングリコール(PEG)で修飾

する場合がある。PEGでリポソーム表面を修飾したリポソーム(PL)は、PEG鎖

が形成する水和層と PEG鎖自体による立体障害によって、血中タンパクの結合

やそれに伴う単核食細胞系(MPS)による取り込みを回避することができるため、

血中滞留性が極めて高い(23) (24)。また皮下投与時において、リポソームの PEG

修飾によりリンパ節への移行性が増加することが報告されている(25)。このよう

な効果から、静脈内投与・皮下投与された抗原封入 PL は、抗原を徐放したり、

リンパ組織への抗原の移行性を増加させたりすることで、免疫誘導を増強する

のに有用であると考えられている(26)(27)。さらに、PEG の先端に標的化分子

を結合することで、APC への標的化効率が良くなることも報告されている。一

方で、ワクチンは複数回投与するのが一般的であるが、PL自体は長らく生体適

合性が高いと考えられていたため、繰り返し投与時の動態変化や免疫原性につ

いてはほとんど検討されていなかった。 

当研究室や他のグループの以前の研究から、空の PL を 3-14 日の投与間隔で

2回繰り返し静脈内投与すると、2回目に投与された PLが予想された血中滞留

性を示さずに速やかに消失し、多くが肝臓に蓄積することが明らかになった(28) 

(29) (30)。我々はこのような現象を ABC(accelerated blood clearance)現象と名

づけ、そのメカニズム解明のための研究を行ってきた(31) (32) (33)。これまでの

検討から我々は、初回投与PL投与によりPEGに特異的に結合する IgM(抗PEG 

IgM)が誘導され、この抗 PEG IgM が 2 回目投与 PL に結合して補体系を活性

化した後に、肝臓のマクロファージによる貪食を促進することを明らかにして

いる(Fig. 1-3)。PEGは本来免疫原性がないと考えられていたため、抗 PEG IgM

が誘導されたのは非常に興味深い結果であった。また PL以外の PEG化ナノ粒
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子においても ABC現象が生じることが報告されていることから(34-36)、昨今盛

んに応用研究されているナノ粒子全般に生じる可能性が高い。もし PLを用いた

静脈内投与型ワクチンにおいてこのような著しい PL の動態変化が生じた場合、

目的とするリンパ組織や APCへの移行性が変化し、ワクチン効果が大きく変化

する可能性がある。そのため PLの繰り返し投与時の体内動態変化の詳細なメカ

ニズム解明を行う必要がある。 

 

Fig. 1-3 Accelerated blood clearance (ABC) phenomenon 

 

一般に、静脈内投与された血行性抗原に対する免疫反応には脾臓が重要な役

割を果たすことが知られている(37)。そこで我々はさらに PLの脾臓内挙動に着

目した研究を行ってきた。非常に興味深いことに、PLを静脈内投与した 2日-7

日後に再び PLを投与すると、脾臓内において 2回目投与 PLが、濾胞 B(FO-B)

細胞や非 B細胞ではなく、辺縁帯 B(MZ-B)細胞に選択的に結合し、濾胞に多量

に蓄積することを我々は明らかにした(Fig. 1-4) (38)。さらに、MZ-B細胞に結

合した 2 回目投与 PL の脾臓内分布の経時的な変化を検察したところ、投与 30

分後には辺縁帯に蓄積していたが、時間経過に伴い、濾胞に輸送されていた。

PLを 1回静脈内投与した場合においては、脾臓の赤脾髄や辺縁帯のマクロファ

ージに捕捉されるだけであることが以前に報告されている(39)。我々の検討にお

いても、1回目投与PLのMZ-B細胞への結合や濾胞への輸送はみられなかった。

そのため、PLの繰り返し投与により、何かしらの免疫活性化が生じていると考

えられる。しかしながら、このような PLの繰り返し投与時に生じる PLの脾臓

内動態変化の詳細なメカニズムは明らかになっていない。 

一方で、2回目投与 PLに抗原を封入して静脈内投与することにより、抗原を

MZ-B 細胞や濾胞に標的化できる新規の静脈内投与型ワクチンになるかもしれ
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ない。静脈内投与型ワクチンは、侵襲性が高いものの脾臓をはじめとした全身

のリンパ組織に効率的に抗原を送達して、速やかかつ長期的な免疫反応を誘導

することができるとされている(40, 41)。本現象を利用することにより、免疫反

応の成熟領域である濾胞への抗原送達が可能となり、さらに有用なワクチンと

なると考えられる。また通常、APC への標的化には抗体による修飾が必要とな

るが、本現象を利用すればより簡便かつ効率的に MZ-B 細胞や濾胞に抗原を送

達できる可能性もある。 

 

 

Fig. 1-4 Second dose PL was associated with splenic MZ-B cells and accumulated in 

follicle. Following intravenous injection of PL 2 days before, fluorescence-labeled PL 

was injected. As a control, fluorescence-labeled PL was injected without pre-dose with 

PL. Twenty four hours later, spleen was collected. (A) Association of PL with spleen cell 

was analyzed by flow cytometry. (B) Distribution of PL in spleen was observed under 

fluorescence microscope. MZ: marginal zone, FO: follicle. 

 

このような背景を基に本研究では、まず PLの繰り返し投与時に生じるMZ-B

細胞による PL の濾胞への輸送メカニズムの解明を行った (第二章)。続いて本

現象を利用して、抗原封入 PL を MZ-B 細胞や濾胞へ送達することにより、抗

体分泌をはじめとする体液性免疫(第三章)や細胞傷害性 T 細胞の活性化をはじ

めとする細胞性免疫(第四章)を増強できるかどうか検討した。 
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第二章 2回目投与PEG修飾リポソームの脾臓辺縁帯B細胞への結

合と濾胞への輸送メカニズムの解明 

 

第一節 緒言 

 

 リポソーム表面へのオプソニンの吸着は、肝臓や脾臓のマクロファージによ

るリポソームの速やかな取り込みを引き起こす。ポリエチレングリコール(PEG)

によるリポソームの表面修飾は、このようなオプソニンの吸着とマクロファー

ジによる取り込みを阻害する有力な方法の一つであり、PEG 修飾リポソーム

(PL)は in vivoにおいて長期血中滞留性を示す(1-3)。そのため PLは、内封した

薬物の半減期を延長できる薬物送達システムとしてこれまでに幅広く用いられ

てきた。しかしながら、我々や他の研究者らの報告により、PLを繰り返し投与

した場合に PLの長期血中滞留性が失われ、肝臓に PLが多量に蓄積することが

明らかになっている(accelerated blood clearance (ABC)現象) (4-6)。これまでの

検討から(7, 8)、我々は次のようなメカニズムで ABC 現象が起こると推定して

いる。まず、初回投与 PL により脾臓が刺激されて抗 PEG IgM が誘導される。

続いて数日後に投与された 2回目投与 PLに抗 PEG IgMが結合し、補体系を活

性化する。その結果、2回目投与 PLは肝臓のマクロファージに取り込まれてし

まう。 

 一方で脾臓は、血行性抗原に対する免疫反応に関与する重要な二次リンパ組

織である(9)。脾臓は主に、赤脾髄、辺縁帯、白脾髄から構成される(Illustration-1)。 

 

 Illustration-1. Splenic white pulp structure of mouse. (9) 
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脾臓内に流入した抗原の多くは、辺縁洞を通り、辺縁帯を介して赤脾髄へと流

れ込む。辺縁帯では血流速度が低下するため、血行性抗原は辺縁帯で捕捉され

やすく、辺縁帯に局在する辺縁帯マクロファージや辺縁帯 B(MZ-B)細胞によっ

て、初期の免疫反応が誘導される。血行性抗原と同様に、リポソームなどのナ

ノ粒子も脾臓によって捕捉されることがよく知られている(10-12)。静脈内投与

された PLは脾臓内において、主に辺縁帯や赤脾髄に蓄積することが報告されて

いる(13)。加えて我々は、PLがMZ-B細胞を刺激し、抗 PEG IgMの産生を引

き起こすことを報告している(14)。これらのことから、脾臓細胞、特にMZ-B細

胞が PLに対する免疫反応において重要な役割を果たしていると考えられる。 

 興味深いことに、2日-5日の投与間隔で PLを繰り返し投与した際に、2回目

投与PLは初回投与PLよりも脾臓細胞に取り込まれやすくなることを最近我々

は発見した(15)。加えて 2回目投与PLは、B細胞の大部分を占める濾胞B(FO-B)

細胞ではなく MZ-B 細胞に選択的に結合し、続いて辺縁帯から濾胞へと輸送さ

れることも明らかになった。また、2回目投与 PLのMZ-B細胞への結合は PEG

特異的に誘導されていた。このことから、抗 PEG IgMを介して PLはMZ-B細

胞と結合したと考えられる。その抗 PEG IgM には、B 細胞上に発現する膜型

IgMと血中に分泌される分泌型 IgMの 2種類が存在すると考えられる。B細胞

上に発現する抗 PEG IgMは直接 PLと結合できるかもしれない。一方で肝臓に

おいては、PLが分泌型の抗 PEG IgMや補体を含む血清因子の存在下で肝臓に

取り込まれることが既に明らかになっている(16)。またMZ-B細胞は、血行性抗

原を抗原/抗体/補体の複合体の形の抗原と結合し、濾胞樹状細胞(FDC)へと輸送

することが報告されている(17-19)。そのため、分泌型の抗 PEG IgM や補体を

介して PL と MZ-B 細胞との結合が誘導されている可能性が高い。しかしなが

ら、2回目投与 PLがMZ-B細胞とどのように結合し、濾胞へと輸送されるかに

ついて詳細は明らかではない。 

 そこで本研究では、PLとMZ-B細胞との結合の詳細なメカニズムを明らかに

するために、無処置ラットと PL処置ラット由来の脾臓と血清を用いて in vitro

における PLと脾臓細胞との結合実験を行った。加えて、PLとMZ-B細胞との

in vivoにおける結合や、PLの辺縁帯から濾胞への輸送に及ぼす抗 PEG IgMの

影響について検討した。 

 

第二節 実験方法 

 

第一項 試薬・動物 

 水素添加卵黄ホスファチジルコリン(HEPC)、1,2-ジステアロイル-sn-グリセ
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ロ-3-ホスホエタノールアミン-n-[メトキシ(ポリエチレングリコール)-2000] 

(mPEG2000-DSPE)は日油(東京、日本)から提供されたものを使用した。コレス

テ ロ ー ル (Chol) は 和 光 純 薬 工 業 ( 大 阪 、 日 本 ) か ら 購 入 し た 。

DiI(1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine perchlorate 、

Ex=549 nm、Em=565 nm)は Life Technologies(CA、USA)より購入した。その

他の試薬に関しては特級品を購入し、実験に用いた。Wistar 系ラット(雄、8-9

週齢、200-300 g)は日本 SLC(静岡、日本)より購入した。 

 

第二項 リポソームの調製 

PEG 修飾リポソーム(PL)の脂質組成は HEPC：mPEG2000-DSPE：Chol＝

1.85：0.15：1(モル比)とした。また PL の体内動態を可視化する場合、脂質膜

マーカーであるDiIをリン脂質に対して 1%(モル比)となるように加えたDiI-PL

を調製した。リポソームの調製は、Bangham法に従って行った。まず上記の脂

質組成になるように試験管に脂質溶液を量り取って撹拌した後、ロータリーエ

バポレーターを用いて減圧下でクロロホルムを除去し、脂質薄膜を形成させた。

次に、HEPES buffered saline(25 mM HEPES、140 mM NaCl、pH 7.4)を試

験管に加えて、加熱振とう(65℃、2時間)により脂質を水和させてリポソームを

調製した。得られたリポソームはエクストリューダーを用いて、窒素加圧下、

400,200,100,80 nm のポリカーボネートフィルター(Whatman Nucleopore、CA、

USA)を通して、粒子径を約 100 nmに調整した。調整したリポソームの粒子径

は動的光散乱法(NICOMP 380ZLS、CA、USA)により測定した。また、調製し

たリポソーム溶液のリン脂質濃度を Fisk＆Subbarow法により測定した(20)。 

 

第三項 脾臓細胞懸濁液の調製・フローサイトメトリー解析 

 Gentle MACS Dissociator (Miltenyi Biotec GmbH、Bergisch Gladbach、 

Germany)のマニュアルに従って脾臓細胞懸濁液を調製した。細切した脾臓細胞

を 0.5％EDTA/PBS 溶液が入った C チューブ(Miltenyi Biotec)に移してホモジ

ナイズした。また赤血球は、溶血剤(0.83% 塩化アンモニウム溶液)を加えて 5

分間静置することにより溶血させた。残存した組織片・細胞凝集塊は、セルス

トレーナー(100 μm、Becton Dickinson、NJ、USA)により取り除いた。また細

胞集団を分類するために、FITC 標識抗ラット IgM 抗体(American Qualex 

International、CA、USA)を用いて染色した(非 B細胞：IgMnegative、濾胞 B細

胞：IgMlow、辺縁帯 B 細胞：IgMhigh)。フローサイトメトリー測定には Guava 

EasyCyte Mini System (Millipore、MA、USA)を用い、解析には WinMDI 

version 2.9 (The Scripps Research Institute、CA、USA)を用いた。 
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第四項 In vitroにおける PEG修飾リポソームと脾臓細胞との相互作用測定 

 PL(0.001 μmol リン脂質/kg) をラットに静脈内投与した 1-14 日後に、血清

および脾臓を回収した。同様に無処置ラットから血清および脾臓を回収した。

それぞれの血清は PBSを用いて 20％に希釈し、脾臓は上記の方法により細胞懸

濁液を調製した。まず希釈したラット血清(0.25 ml)にDiI-PL(0.4 mMリン脂質、

0.25 ml)を加えて、37℃で 15分間インキュベーションした。続いて、脾臓細胞

(107 cells/ml、 0.5 ml)を加えて、さらに 37℃で 30分間インキュベーションし

た。FITC 標識抗ラット IgM 抗体を用いて染色した後、フローサイトメトリー

を用いて、DiI-PLと各細胞集団との相互作用を解析した。  

DiI-PL と脾臓細胞との相互作用における補体の必要性を確認するために、血

清を 56℃で 30 分間非働化して補体を不活性化した。また血清に EDTA 溶液を

加えて補体活性化を阻害した(最終濃度 5 mM)。別の方法として、血清にフィコ

ール溶液を加えて補体を消費させた(最終濃度 15 mg/ml)。一方で、DiI-PLと脾

臓細胞との相互作用における抗 PEG IgMの必要性を確認するために、以前我々

が作成したマウス抗 PEG IgM モノクローナル抗体(21)を血清に加えた(最終濃

度 50 μg/ml)。コントロールとしてマウスコントロールモノクローナル

IgM(Sigma Aldrich、MO、USA)を用いた。全ての処理は DiI-PLとの混合前に

行った。 

 

第五項 脾臓組織切片の調製と免疫組織染色 

 回収した脾臓を OTCコンパウンド(Sakura Finetechnical、東京、日本)中に

包埋し、－81℃で凍結させた。凍結させた脾臓から、クライオスタット(Leica 

microsystems、Solms、Germany)を用いて 7 μm厚の凍結切片を作製した。脾

臓組織内における DiI-PL の分布を、蛍光顕微鏡 BZ-9000(Keyence、大阪、日

本)を用いて観察した。DiI-PLの分布画像を取得した後、凍結切片を冷アセトン

で固定し、FITC 標識抗ラット IgM 抗体を用いて染色した。染色後、蛍光顕微

鏡を用いて組織画像を撮影した。 

 

第六項 In vitroにおける PEG修飾リポソームと脾臓組織との相互作用測定 

 PL(0.001 μmol リン脂質/kg) をラットに静脈内投与した 5日後に、血清およ

び脾臓を回収した。同様に無処置ラットから血清および脾臓を回収した。それ

ぞれの血清は PBSを用いて 20％に希釈し、上記の方法により脾臓切片を調製し

た。まず希釈したラット血清(0.05 ml)に DiI-PL(0.4 mMリン脂質、0.05 ml)を

加えて、37℃で 15分間インキュベーションした。続いて、これらの混合溶液を

脾臓切片に加えて、さらに室温で 120分間インキュベーションした。FITC標識

抗ラット IgM抗体を用いて染色した後、蛍光顕微鏡を用いて脾臓組織と DiI-PL
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との相互作用を観察した。 

 

第七項 In vivoにおける PLとMZ-B 細胞との相互作用測定 

 PL(0.001 μmol リン脂質 /kg) をラットに静脈内投与した 0-7 日後に、

DiI-PL(5 μmol リン脂質/kg)を静脈内投与した。投与 24時間後に脾臓を回収し、

脾臓細胞懸濁液を調製した。DiI-PLとMZ-B細胞との相互作用をフローサイト

メトリーで測定した。 

 

第八項 In vivoにおける血清輸注の検討 

 PL(0.001 μmol リン脂質/kg) をラットに静脈内投与した 5日後に、血清を回

収した。同様に無処置ラットから血清を回収した。まず、それぞれの血清(2.5 ml)

を無処置ラットに静脈内投与した。5 分後に DiI-PL(5 μmol リン脂質/kg)を静

脈内投与した。24 時間後に脾臓を回収し、脾臓細胞懸濁液および脾臓組織切片

を調製した。DiI-PL と脾臓細胞との相互作用をフローサイトメトリーで測定し

た。また DiI-PLの脾臓組織内分布を蛍光顕微鏡を用いて観察した。 

 

第九項 統計学的解析 

 全ての値は平均値±標準偏差で表した。統計学的処理は GraphPad Instat 

software(GraphPad Software、CA、USA)を用いて、two-tailed unpaired t test

を行い評価した。 

 

第三節 結果 

 

第一項 PEG 修飾リポソームと脾臓細胞との in vitro における相互作用に及ぼ

す血清の影響 

 まず、in vivoと同様に in vitroにおいても PEG修飾リポソーム(PL)が脾臓細

胞に結合するかどうかにについて、血清添加の有無の条件下で検討した。PLを

投与した 5 日後、脾臓と血清を回収した。血清の存在下および非存在下におい

て、脾臓細胞と蛍光色素で標識した PL とを混合してインキュベーションした

(Fig. 2-1-A)。血清が存在しない場合もしくは無処置ラットの血清存在下では、

PL の脾臓細胞への結合は観察されなかった。一方で、PL を投与したラットか

ら得られた血清の存在下において、PLの脾臓細胞への結合が観察された。この

ことは、PL 投与によって誘導された何らかの血清因子が、脾臓細胞と PL との

結合に影響を与えることを示唆している。 
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Fig. 2-1 Effect of serum on association of PL with spleen cells. Spleen cell suspension was 

incubated with fluorescence-labeled PL in the absence of serum (filled histogram) or in the 

presence of serum obtained from either PL-treated rat (thick line) or naive rat (thin line). 

The association of PL with (A) entire spleen cells, (B) MZ-B cells, (C) FO-B cells, and (D) 

non-B cells were analyzed by flow cytometry. 

 

続いて PL が辺縁帯 B(MZ-B)細胞に結合しているかを確認するために、脾臓

細胞を FITC 標識抗ラット IgM 抗体で染色して分類した。PL を投与したラッ

トから得られた血清の存在下において、PLはMZ-B細胞に多量に結合していた

(Fig. 2-1-B) 。しかしながら、同じ条件下において PLは濾胞 B(FO-B)細胞や非

B細胞にほとんど結合しなかった(Fig. 2-1-C,D)。これらの結果から、PL投与に

よって誘導された何らかの血清因子が PL と MZ-B 細胞との結合を誘導してい

ることが示唆された。 

 

第二項 PEG修飾リポソームと脾臓切片との相互作用に及ぼす血清の影響 

 次に脾臓切片を用いて、in vitroにおける PLの脾臓細胞への結合を評価した。

無処置ラット由来の脾臓切片を作製した後、血清の存在下で蛍光標識した PLと



 

 

16 

 

ともにインキュベーションした(Fig. 2-2)。無処置ラット血清を添加した場合、

脾臓切片への PL の結合は観察されなかった。しかしながら、PL処置ラットか

ら得られた血清の存在下において、PL の結合が観察された。さらに PL は辺縁

帯領域に主に分布していた。以前明らかとなっていた in vivo における PL の

MZ-B細胞への選択的な結合の理由として、血流と接しやすいという辺縁帯の解

剖学的性質の関与が考えられていた。しかし、今回の結果から、血流とは関係

なく、PLが辺縁帯領域の細胞に結合することが示された。 

 

Fig. 2-2 Effect of serum on association of PL with spleen section. Naive rat spleen was 

collected and then spleen section was prepared. Then, the section was incubated with 

fluorescence-labeled PL in the presence of serum obtained from either PL-treated rat or 

naive rat. The association of PL with spleen section was observed under fluorescence 

microscope. Bar represents 100 μm. 

 

第三項 PEG修飾リポソームと脾臓細胞との相互作用に及ぼす血清輸注の影響 

 上記の検討から、in vitroにおいて血清因子が PLとMZ-B細胞との結合に関

与することが示された。続いて、PL処置ラットから得られた血清を無処置ラッ

トへ輸注することでも、PLとMZ-B細胞との結合を誘導するかどうかについて

検討した。無処置ラットに血清を輸注した後、蛍光標識した PLを静脈内投与し

た。PL 処置ラットの血清を輸注した場合、PL は MZ-B 細胞と結合したが、無

処置ラット血清の輸注では結合を誘導しなかった(Fig. 2-3-A)。また PL 処置ラ

ット血清や無処置ラット血清を輸注した場合においても、PL は非 B 細胞や

FO-B細胞にほとんど結合しなかった(Fig. 2-3-B,C)。 

In vivo において PL を 3 日の投与間隔で 2 回投与した場合、2 回目投与 PL

は脾臓辺縁帯から濾胞へ輸送されることが明らかになっている。そこで続いて、

PL 処置ラットから得られた血清を無処置ラットへ輸注することで、PL の濾胞

への輸送が誘導されるかどうかについて検討した。 
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Fig. 2-3 Effect of serum transfusion on the association of PL with MZ-B cells and the 

distribution of them in naive rat spleen. Serum obtained from either PL-treated rat (thick 

line) or naive rat (thin line) was transfused into naive rat. Then, fluorescence-labeled PL 

was intravenously injected. As positive control, fluorescence-labeled PL was intravenously 

injected into rat treated with PL 5 days before (filled histogram). At 24 h post injection, 

spleen was collected. The association of PL with (A) MZ-B cells, (B) FO-B cells and (C) non-B 

cells were analyzed by flow cytometry and (D) the distribution of PL in the spleen was 

observed under fluorescence microscope. 

  

興味深いことに、PL処置ラット血清を無処置ラットに輸注し、蛍光標識 PL を

投与した場合、PLの脾臓濾胞への蓄積が増加していた(Fig. 2-3-D)。一方で、無

処置ラット血清の輸注はそのような蓄積の増加を引き起こさなかった。PL が

MZ-B細胞と結合していること、また PLが辺縁帯ではなく濾胞に蓄積していた

ことから、PLは血清因子の存在下でMZ-B 細胞と結合した後、濾胞に輸送され

たと考えられる。 
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第四項 PEG 修飾リポソームと脾臓細胞との相互作用に及ぼす初回投与 PL に

よる脾臓細胞感作の影響 

 初回 PL投与による脾臓の感作により、PLの取り込みに関わる可能性のある

MZ-B細胞上の膜型抗 PEG IgMや免疫複合体の受容体の発現が変化し、PLと

MZ-B細胞との結合に影響を与える可能性がある。そこで続いて、初回 PLで予

め感作した脾臓を用いて PL との結合実験を行った。PL をラット静脈内投に与

して感作した後、脾臓細胞懸濁液を調製し、血清存在下で脾臓細胞と PLとをイ

ンキュベーションした。 

 

 

Fig. 2-4 Effect of spleen-sensitization by first dose PL on the association of subsequent dose 

PL with spleen cells. Spleen cell suspension obtained from PL-treated rat was incubated 

with fluorescence-labeled PL in the presence of serum obtained from either PL-treated rat 

(thick line) or naive rat (filled histogram). Spleen cell suspension obtained from naive rat 

was incubated with fluorescence-labeled PL in the presence of serum obtained from 

PL-treated rat (thin line). The association of PL with (A) entire spleen cells, (B) MZ-B cells, 

(C) FO-B cells, and (D) non-B cells were analyzed by flow cytometry. 

 

初回 PL投与によって脾臓を感作した場合、無処置ラット血清存在下では PLと
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脾臓細胞との結合は観察されなかった(Fig. 2-4-A)。また PL 処置ラット血清存

在下で、無処置ラット脾臓細胞や PL感作ラット脾臓細胞への PLの結合が観察

された。しかし、脾臓の PL 感作の有無にかかわらず、PL の脾臓細胞への結合

量に変化はなかった。加えて、PL処置ラット血清存在下で、MZ-B細胞の感作

の有無に関わらず、PL と MZ-B 細胞の結合が観察された(Fig. 2-4-B)。一方で

同条件下において、FO-B細胞や非 B細胞への PLの結合はみられなかった。こ

のことから、脾臓の感作自体は PL と MZ-B 細胞との結合に影響を与えないこ

とが明らかになった。 

 

第五項 PEG 修飾リポソームと脾臓細胞との相互作用に及ぼす初回 PL 投与後

に分泌される血清因子の経時変化の影響 

 血清因子の経時的分泌パターンを観察するために、初回 PL 投与の 1-14 日後

に脾臓および血清を回収した。脾臓細胞を血清存在下で蛍光標識 PLとインキュ

ベーションした後、PLと各細胞との結合量を測定した(Fig. 2-5-A)。 

 

Fig. 2-5 Change of the association of PL with spleen cells in the presence of serum obtained 

from PL-treated rat at various time points. (A) Following intravenous injection of PL 0-14 

days before, spleen and serum were collected. Then, spleen cell suspension was incubated 

with fluorescence-labeled PL in the presence of serum obtained from the same rat. The 

association of MZ-B cells (triangle), FO-B cells (square) and non-B cells (circle) were 

analyzed by flow cytometry. (B) Following intravenous injection of PL 0-7 days before, 

fluorescence-labeled PL was intravenously injected. Twenty four hours later, spleen was 

collected and the association of PL with MZ-B cells was analyzed by flow cytometry.  

 

In vitroにおける PLとMZ-B細胞との結合は、PL投与 3日後の血清の存在

下で結合が観察され始め、5日後のもので結合量がピークとなり、その後結合量

は減少した。いずれの時点の血清を用いた場合でも、非 B 細胞や FO-B 細胞へ
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の PLの結合はほとんど観察されなかった。この結合量の経時変化は、以前我々

が報告している血清中の抗 PEG IgM 分泌変化と相関していた(14)。そのため、

血清中の抗PEG IgMがPLとMZ-B細胞との結合に関与しているのかもしれな

い。 

 また in vivoにおいても同様の検討を行った。初回 PL投与の 1-7日後に、蛍

光標識 PL を投与し、24 時間後における PL と MZ-B 細胞との結合量を測定し

た(Fig. 2-5-B)。その結果、in vivoにおいては初回 PL投与の 2日後に PLを投

与した場合の時点から PLとMZ-B細胞との結合が観察され始め、3日目に結合

量がピークとなり、その後結合量は減少した。In vitro と in vivo における PL

の体内動態の違いがこのようなピークの違いを生じさせたのかもしれない。 

 

第六項 PEG 修飾リポソームと脾臓細胞との相互作用に及ぼす補体および抗

PEG IgMの影響 

 続いて、PL と MZ-B 細胞との結合における補体の必要性について検討した。

PL の投与 5 日後に、脾臓と血清を回収した。補体の活性化を阻害するために、

血清の非働化や血清への EDTA の添加を行い、補体の消費を引き起こすために

フィコールの添加を行った。これらの処理を行った血清の存在下において、脾

臓細胞と蛍光標識 PLとをインキュベーションした。 

 
Fig. 2-6 Effect of anti-PEG IgM and complement on the association of PL with MZ-B cells. 

(A) Following intravenous injection of PL 5 days before, spleen and serum were collected. 

Then, spleen cell suspension was incubated with fluorescence-labeled PL in the presence of 

(1) HEPES or (2-5) serum. To inhibit complement activity or consume complement, serum 

was (2) inactivated, treated with (3) EDTA or (4) ficoll. As a control, serum was non-treated 

(5). The association of PL with MZ-B cells was analyzed by flow cytometry. (B) Naive rat 

spleen cell suspension was incubated with fluorescence-labeled PL in the presence of (1) 

naive rat serum, (2) anti-PEG IgM and inactivated naive rat serum, (3) control IgM and 

naive rat serum, (4) anti-PEG IgM and naive rat serum, or (5) PL-treated rat serum. 
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その結果、補体の活性化の阻害や補体の消費により、PLとMZ-B細胞との結

合が大きく阻害された(Fig. 2-6-A)。これは PL と MZ-B 細胞との結合に補体が

必要であることを示している。 

さらに最近我々が作製したマウスモノクローナル抗 PEG IgM (21)を用いて、

抗 PEG IgMの必要性について検討した。この抗 PEG IgMもしくはコントロー

ル IgM の存在下において、無処置ラット脾臓細胞と無処置ラット血清、蛍光標

識 PLを混合してインキュベーションした。無処置ラット血清に、抗 PEG IgM

を添加することにより、PLとMZ-B細胞との結合が誘導されたが、コントロー

ル IgMの添加では誘導されなかった(Fig. 2-6-B)。興味深いことに、補体の供給

源である無処置ラット血清を非働化した場合、抗 PEG IgM を添加しても、PL

とMZ-B細胞との結合は観察されなかった。これらの結果から、PLとMZ-B細

胞との結合を誘導するためには、抗 PEG IgMと補体の両方が必要であることが

明らかになった。 

 

第 4節 考察 

 

これまでに脾臓辺縁帯に存在する細胞は、細菌などの病原体に暴露された後、

病原体特有・病原体共通の抗原を直接認識、もしくは抗体や補体が結合したも

のを認識した後、抗原を速やかに濾胞や赤脾髄に輸送することが報告されてい

る(22, 23)。本研究から、人工のナノキャリアである PEG 修飾リポソーム(PL)

は、初回 PL 投与によって誘導された血清因子の存在下において、辺縁帯

B(MZ-B)細胞と結合し、濾胞に輸送されることが明らかになった(Fig. 2-1, 2-3)。

また血清因子の中でも、抗 PEG IgMや補体が PLとMZ-B細胞との結合に大き

く関与することも明らかになった(Fig. 2-6)。このことから、PLを繰り返し投与

した場合、2回目投与PLに抗PEG IgMや補体が結合して免疫複合体を形成し、

その後MZ-B細胞に捕捉され、辺縁帯から濾胞に輸送されることが示唆された。 

抗原が B 細胞に結合する様式についてはいくつか報告されている。抗原単独

の場合、抗原特異的 B 細胞のみが B 細胞受容体(BCR)を介して抗原に直接結合

することができる(24)。また、抗原・抗体免疫複合体の場合、抗原非特異的 B

細胞も、結合している抗体の Fc 部分に対する受容体を介して結合する(25)。さ

らに、抗原・抗体・補体の免疫複合体の場合、補体受容体を介して結合するこ

ともできる(26)。我々の研究においては、MZ-B細胞への PLの直接的結合はほ

とんど見られず(Fig. 2-1)、抗 PEG IgMを添加するだけでも結合は観察されず、

抗PEG IgMと補体の両方が存在する場合においてMZ-B細胞へのPLの多量な
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結合が観察された(Fig. 2-6)。このことから、2回目投与 PLに抗 PEG IgMと補

体が結合して免疫複合体が形成され、MZ-B 細胞と結合したと考えられる。また、

PLとMZ-B細胞との結合の増加には BCRや IgM受容体である FcμRはほとん

ど寄与しておらず、補体受容体が関与している可能性が高い。BCR の関与がほ

とんどなかった原因としては、PEG に特異的な BCR を発現する MZ-B 細胞数

が少なかったためと考えられる。FcμRは B 細胞のみに発現するが、その発現量

はMZ-B細胞よりも FO-B細胞の方が多い(27)。抗 PEG IgMと補体の存在下に

おいても、PL と FO-B 細胞との結合はあまり観察されなかったため、FcμR の

関与は少ないと考えられる。一方で、MZ-B 細胞は、FO-B細胞と比較して補体

受容体タイプ 2(CR2)を高発現していることがよく知られている(28)。そのため、

PLと抗 PEG IgMと補体の免疫複合体は、MZ-B細胞に選択的に結合したと考

えられる。抗原/IgM/補体の免疫複合体の形成は、IgMが誘導される細菌感染時

の初期から中期に見られ、抗原の効率的な除去やさらなる抗体反応の増強に寄

与するため(29)、MZ-B細胞への PLの結合はこの現象と同様の反応を誘導する

かもしれない。 

細胞による抗原の輸送が起こらない脾臓切片においては、PL処置ラット血清

存在下で、PLのほとんどは辺縁帯に蓄積していた(Fig. 2-2)。また PL処置ラッ

ト血清を輸注した無処置ラットに PLを投与した場合、PLはMZ-B細胞と結合

し、濾胞に蓄積していた(Fig. 2-3)。このことから、MZ-B 細胞は血清の存在下

で PL と結合した後、PL を濾胞に輸送したと考えられる。これは、他の研究報

告と一致している(17)。また、MZ-B細胞は無処置ラット由来であるため、初回

投与 PL による MZ-B 細胞の前感作は輸送に関係しないことが示唆された。一

方で、MZ-B細胞上の CR2への PL/PEG IgM/補体からなる免疫複合体の結合が

濾胞への遊走シグナルを誘導するのか、そもそも MZ-B 細胞が濾胞に移行性を

示すのかは明らかでない。他の研究報告において、CR2 とその共受容体である

CD19の相互作用を阻害した場合でも、免疫複合体の濾胞への輸送が誘導される

ことが報告されている(30)。しかし、CR2 自体の細胞内シグナルを阻害した場

合の輸送については報告されていない。一方で、Cinamon らの報告によると、

CR2を欠損したマウスにおいても、MZ-B 細胞の濾胞への遊走は観察された(18)。

そのため、免疫複合体がMZ-B細胞上の CR2に結合することが遊走を引き起こ

すわけではないことが示唆されている。MZ-B細胞は辺縁帯に局在すると考えら

れていたが、最近の研究において、MZ-B細胞はケモカインの制御下、恒常的に

辺縁帯と濾胞を往復することが報告されている(31-33)。それゆえ、PLはMZ-B

細胞と結合した後、MZ-B細胞の恒常的な遊走機構に従って濾胞に輸送されたの

かもしれない。 

In vitroにおける PLとMZ-B細胞との結合においては、初回 PL投与 5日後
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の血清を添加した場合に、結合量が最大になった(Fig. 2-5-A)。一方で in vivo

における 2回目投与 PLとMZ-B細胞との結合においては、初回 PL投与 3日後

に PL を投与した場合に MZ-B 細胞への結合量が最大になった(Fig. 2-5-B)。初

回 PL投与 5日後ではなく、3日後に 2回目投与 PLとMZ-B細胞との結合がピ

ークになったのは、in vivo における 2回目投与 PLの体内動態が原因かもしれ

ない。以前の検討から抗 PEG IgMの分泌がピークとなる初回 PL投与 5日後に

PLを投与すると、70％近くの PLが肝臓に蓄積することが明らかになっている

(8)。肝臓への PLの蓄積が多くなったため、結果的に脾臓への PLの蓄積が減っ

て MZ-B 細胞への結合量が減少したと考えられる。一方で初回 PL 投与 3 日後

に PL を投与した場合、肝臓への PL の蓄積は 40％程度であり、脾臓への蓄積

がある程度保たれ、MZ-B細胞への結合が多くみられたと考えられる。マクロフ

ァージによる免疫複合体の取り込みには、抗原表面における IgM や補体の密度

に依存することが報告されている(34, 35)。そのため、抗 PEG IgM量が少ない

初回 PL投与 3日後において、PLに結合している IgMや補体が少なく、肝臓の

マクロファージによる取り込みが少なかったと考えられる。一方、脾臓辺縁帯

においては血流速度が非常に遅いため(36)、IgM や補体密度が低くても MZ-B

細胞は PLと結合できたのかもしれない。 

現在、様々な PEG修飾ナノ粒子を用いたワクチン研究が行われており、PEG

修飾ナノ粒子の 1回投与後の体内動態については検討されている。PEG修飾ナ

ノ粒子を 1回皮下投与した場合、ナノ粒子の PEG化により投与部位からリンパ

節への移行が促進され、リンパ節の樹状細胞によるナノ粒子の取り込みが増加

することが報告されている(37, 38)。また PEG 修飾ナノ粒子を 1 回静脈内投与

することにより、脾臓内においてナノ粒子のほとんどは、辺縁帯に蓄積してマ

クロファージに捕捉されることが報告されているが(12, 39)、濾胞に輸送される

場合も報告されている(40)。一方で、ワクチン治療において PEG修飾ナノ粒子

の繰り返し投与は必須と考えられ、繰り返し投与時のナノ粒子のリンパ組織の

移行性や分布を明らかにすることは重要と考えられるが、そのような研究はほ

とんどない。本検討から、PEG 修飾リポソームの静脈内繰り返し投与時のリポ

ソームの脾臓移行性や分布の変化とその機序が明らかになった。これらの情報

は、今後の PEG修飾ナノ粒子によるワクチン研究に役立つかもしれない。 
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第三章 抗原封入 PEG 修飾リポソームの脾臓濾胞への輸送現象を

利用した体液性免疫反応の増強に関する検討 

 

第一節 緒言 

 

 ワクチンの効果を最大限に発揮させるためには、抗原を免疫細胞が存在する

リンパ節や脾臓に送達することが重要である。これまでのワクチンにおいて、

投与が比較的簡単な皮下投与や筋肉内投与が主流であったが、これらの部位に

は免疫細胞が少なく、リンパ節まで抗原を移行させる必要があった。通常、低

分子の抗原は conduits と呼ばれる導管を通って、抗体分泌反応の成熟領域であ

る濾胞へと流入する(1, 2)。しかし細菌やウイルス、免疫複合体などの粒子状の

大きな抗原は導管を通過することができない。そのため、生体内の細胞による

抗原輸送機構が必要となってくる(3, 4)。一方、最近ではワクチンの皮内投与に

ついて数多く研究されている。皮内にはランゲルハンス細胞や真皮樹状細胞な

どが豊富に存在し(5)、抗原を捕獲してリンパ節に遊走するため、皮下投与や筋

肉内投与よりも免疫誘導能が高いことが報告されている(6-8)。また一方で、静

脈内投与によるワクチンについては、侵襲性が高いものの、脾臓を含む全身の

リンパ組織に多くの抗原を送達し、速やか且つ持続的な免疫応答を誘導できる

とされている(9, 10)。一部の例であるが、マラリアワクチンの臨床試験において

皮内投与より静脈内投与の方が免疫誘導に優れていたという報告もある(11, 12)。 

 我々の以前の検討において、PEG修飾リポソーム(PL)を 1回静脈内投与した

場合、脾臓内において PLは濾胞の外側にわずかに蓄積するのみであった。しか

し、PL を 2-5 日の投与間隔で 2 回繰り返し投与すると、2 回目投与 PL は濾胞

に多量に蓄積することが明らかになった(13)。また2回目投与PLの多くはMZ-B

細胞に結合しており、時間経過に伴って PLの分布が辺縁帯から濾胞へと変化し

ていたことから、MZ-B細胞によって PLが濾胞へと輸送されることが示されて

いる。さらに前章の検討から、抗 PEG IgMおよび補体の存在下で、PLはMZ-B

細胞に選択的に結合し、濾胞へ輸送されていた。そのため、2回目投与 PLは免

疫複合体として濾胞に輸送されることが示唆されている。 

 濾胞に常在する濾胞樹状細胞(FDC)は、補体受容体や FcγRIIB 受容体などを

発現しており、これらを介して免疫複合体と相互作用し、抗原を intact な状態

で長期間保持することが報告されている(14)。また FDCは共刺激分子を発現し、

様々なサイトカイン・ケモカインを分泌している(15)。そのような機構を介して



 

 

29 

 

FDC は、胚中心の形成、B 細胞の生存、抗体反応の成熟・記憶など様々な体液

性免疫反応の開始・増強に寄与している(16-18)。一方で FDCは濾胞に常在する

ため、FDCへと抗原を輸送する細胞が存在しており、脾臓においてはMZ-B細

胞がその役割を担うことが報告されている(19, 20)。そのため、MZ-B細胞によ

って輸送された PL の一部は、FDC に受け渡されている可能性がある。通常、

PL を 1 回静脈内投与した場合では、抗原を封入した PL を FDC まで送達でき

ないが、PEGに対する免疫反応を介した本現象を利用することにより、FDCに

抗原を多量に送達することが可能となり、長期に持続する抗体分泌反応を誘導

することが期待される。 

そこで本検討では、PLの濾胞への輸送現象を利用することにより、体液性免

疫反応を増強できるかどうか検討した。まず、PLの濾胞への輸送が誘導される

ことにより、FDCによる PLの取り込みが増加するかどうか確認した。続いて、

抗原を封入した PLの濾胞への輸送を誘導することにより、抗原特異的抗体反応

が増強されるかどうか検討した。 

 

第二節 実験方法 

 

第一項 試薬・動物 

 リポソームの調製に必要な試薬については、第二章・第二節・第一項に記載

したものを使用した。DiO(3,3'-dioctadecyloxacarbocyanine perchlorate、

Ex=484 nm、Em=501 nm)はLife Technologiesより購入した。Ovalbumin(OVA)

は Sigma より購入した。FTY720 は Cayman Chemical(MI、USA)より購入し

た。その他の試薬に関しては特級品を購入し、実験に用いた。Wistar系ラット(雄、

8-9週齢、200-300 g)は日本 SLCより購入した。 

 

第二項 リポソーム・蛍光標識 OVAの調製 

PEG 修飾リポソーム(PL)の脂質組成は HEPC：mPEG2000-DSPE：Chol＝

1.85：0.15：1(モル比)とした。また PL の体内動態を可視化する場合、脂質膜

マーカーであるDiIもしくはDiOをリン脂質に対して 1%(モル比)となるように

加えた。調製法は、第二章・第二節・第二項に記載のとおりである。OVA 封入

PL(OVA-PL)は凍結乾燥法により調製した。調製した PLにアルギニン塩酸塩お

よび OVAを加えて溶解させた(最終濃度；リン脂質 15 mmol/ml、アルギニン塩

酸塩 50 mg/ml、OVA 10 mg/ml)。予備凍結(-81℃、2時間)した後、真空凍結乾

燥機(FreeZone、Labconco、KS、USA)を用いて凍結乾燥した(－52℃、0.133 

mBar以下、24時間)。凍結乾燥したサンプルを取り出して超純水で再水和した
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後、激しく攪拌した。未封入の OVA は Sepharose CL4B(GE healthcare、

Uppsala、Sweden)を用いたゲル濾過により取り除いた。調製した OVA-PL の

粒子径およびリン脂質濃度は第二章・第二節・第二項に記載した方法により測

定した。また OVA の濃度は、Dc プロテインアッセイキット (Bio-Rad 

laboratories、CA、USA)を用いて測定した。 

 

第三項 濾胞樹状細胞による OVA-PLの取り込み測定 

 濾胞樹状細胞(FDC)による OVA-PL の取り込みを評価するために、蛍光標識

OVA を作製した。作製には DyLight 488 Amine-Reactive Dye and Kits 

(ThermoScientific、IL、USA)を用い、マニュアルに従って DyLight488 標識

OVAを調製した。調製した DyLight488 標識 OVAを上記の方法に従い、PL内

に封入した(Dy-OVA-PL)。抗原未封入の空の PL(0.001 μmol リン脂質/kg)をラ

ット静脈内に投与した 3日後、Dy-OVA-PL(0.6 mg OVA/kg)をラットに静脈内

投与した。またリポソーム自体の取り込みを評価するために、Dy-OVA-PLの代

わりに DiO-PL(5 μmol リン脂質/kg)を静脈内投与した。投与 24時間後に脾臓を

回収し、第二章・第二節・第三項に記載した方法に従って、脾臓細胞懸濁液の

調製およびフローサイトメトリー解析を行った。なお、FDCの染色にはmouse 

ant-rat FDC antibody (ED5、GeneTex、CA、USA)と PE標識 goat anti-mouse 

IgG antibody (Rockland Immunochemicals、PA、USA)を用いた。 

 

第四項 PLの濾胞への輸送の観察 

 抗原未封入の空の PL(0.001 μmol リン脂質/kg)をラット静脈内に投与した 3

日後、DiI-PL(5 μmolリン脂質/kg)を静脈内投与した。投与 24時間後に脾臓を

回収し、第二章・第二節・第五項の方法に従い、脾臓切片の作製・免疫染色・

蛍光顕微鏡観察を行った。 

 また辺縁帯 B(MZ-B)細胞による DiI-PL の濾胞への輸送を阻害するために、

FTY720 を用いた。FTY720 は MZ-B 細胞を濾胞に局在化させることが報告さ

れている(21)。そこで、DiI-PLの投与の 8時間前に FTY720(5 mg/kg)を腹腔内

投与した。同様に DiI-PL の輸送を競合的に阻害させるために、DiI-PL の投与

30分前に空の高投与量の PL(5 μmolリン脂質/kg)を静脈内投与した。 

 

第五項 免疫 

 抗原未封入の空の PL(0.001 μmol リン脂質/kg)をラットの静脈内に投与する

ことにより、前刺激を行った。前刺激の 3日後に OVA-PL(100 μg OVA/kg)を静

脈内投与することにより免疫を行った。さらに 14 日後に、OVA-PL(100 μg 

OVA/kg)を静脈内投与することにより 2回目の免疫を行った。各時点において血
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液を回収し、血清を得た。 

 MZ-B 細胞による OVA-PL の濾胞への輸送が免疫反応に及ぼす影響を検討す

るために、前項と同様に FTY720 と空の高投与量の PL を用いて OVA-PL の濾

胞への輸送を阻害した。OVA-PLによる免疫を行う 8時間前もしくは 30分前に、

FTY720 もしくは空の高投与量の PLをそれぞれ投与した。OVA-PLによる免疫

の 7日後に採血を行った。 

空の PL 投与と OVA-PL 投与との投与間隔の検討においては、空の PL によ

る前刺激の 1-7日後に、OVA-PLを用いて免疫し、その 7日後に採血を行った。 

  

第六項 ELISA 

 OVA特異的抗体の測定は、OVAでコーティングしたプレートを用いたELISA

により評価した。まず 100 μg/mlの OVA溶液を 96ウェルプレートに 100 μl添

加した。室温で 2 時間インキュベーションした後、0.05％Tween20 含有トリス

緩衝液(Wash buffer)を用いて 3回洗浄した。続いて 1％BSA含有トリス緩衝液

を 200 μl 添加して、1 時間ブロッキングを行った。3 回洗浄を行った後、希釈

した血清を 100 μl添加して 1時間反応させた。5回洗浄を行った後、希釈した

HRP 標識抗ラット IgM/IgG/IgG1/IgG2a/IgG2b 抗体(BETHYL laboratories、

TX、USA)を 100 μl 添加してさらに 1 時間インキュベーションした。5 回洗浄

を行った後、o-phenylene diamine (Sigma)溶液を 100 μl添加して発色させた。

5-15分後に 2 M硫酸を 100 μl添加して反応を停止させ、490 nmにおける吸光

度をマイクロプレートリーダー(Sunrise、TECAN Japan、神奈川、日本)を用

いて測定した。 

 

第七項 統計学的解析 

 第二章・第二節・第八項と同様に、統計学的解析を行った。 

 

第三節 結果 

 

第二項 濾胞樹状細胞によるOVA-PLの取り込みに空のPLの前刺激が与える影

響 

 これまでの検討から、初回 PL投与の 3日後に再び PLを投与すると、2回目

投与 PL に抗 PEG IgM および補体が結合して、MZ-B 細胞によって捕捉され、

濾胞に輸送されることが明らかになっている。B細胞に結合した免疫複合体は、

時間経過に伴いその一部を濾胞樹状細胞(FDC)に受け渡すことが報告されてい

る(22)。そこでまず、空の PLの初回投与による前刺激によって OVA-PLの濾胞
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への輸送を誘導することにより、OVA-PLが FDCによって取り込まれるかどう

か検討した。空の PL による前刺激の 3 日後に、蛍光標識した PL もしくは

OVA-PLを静脈内投与し、FDCによる PLの取り込み量(Fig. 3-1-A, B)及びOVA

の取り込み量(Fig. 3-1-C, D)を測定した。前刺激がない場合、一部の FDCが PL

および OVA を取り込んでいたが、ほとんどの FDC はこれらを取り込まなかっ

た。一方で、前刺激を行った場合、多くの FDC が PL および OVA を取り込ん

だ。FDCによる PLおよび OVAの取り込み量を数値化したところ、前刺激がな

い場合と比較して前刺激がある場合の方が、PLの取り込み量が約 4.3倍に、OVA

の取り込み量が約 1.7倍に増加した。このことから、空の PLによる前刺激を行

うことで、FDCによるOVA-PLの取り込み量が増加することが明らかになった。

OVA の取り込み量増加が、PL の取り込み量増加と比較して少なかったのは、

PLから OVAが一部放出されたことが原因と考えられる。 

 

 

Fig. 3-1 Effect of pre-stimulation with empty PL on the uptake of subsequently injected 

OVA-PL by FDC. Following intravenous injection of PL 3 days before, fluorescence-labeled 

PL (A,B) or PL containing fluorescence-labeled OVA (C,D) was intravenously injected. One 

day later, the uptake of PL and OVA by splenic FDC was measured by flow cytometry. (A,C) 

Representative histogram (thin line: non-treated, thick line: pre-treated. (B,D) Mean 

fluorescence intensity (MFI). ** p<0.01 vs. without pre-stimulation with PL 
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第二項 OVA-PLによって誘導される抗 OVA IgMおよび IgG分泌に空の PLに

よる前刺激が与える影響 

 次に、空の PL による前刺激を行って OVA-PL の濾胞への輸送を誘導するこ

とにより、抗 OVA抗体分泌が増加するかどうか検討した。空の PLによる前刺

激の 3 日後、OVA-PL を静脈内投与することにより免疫した。免疫の 3 日後に

抗 OVA IgM分泌量(Fig. 3-2-A)を、10日後に抗 OVA IgG分泌量(Fig. 3-2-B)を

測定した。前刺激がない場合、抗 OVA IgM、IgGともにほとんど分泌されなか

った。しかし、前刺激を加えることにより IgM・IgG分泌量がそれぞれ約 4倍、

10 倍以上に増加した。このことから、空の PL による前刺激を行い、OVA-PL

を濾胞に輸送して FDCに取り込ませることにより、抗体分泌を増強できること

が示唆された。 

 

Fig. 3-2 Effect of pre-stimulation with empty PL on the antibody response against OVA 

encapsulated in subsequently injected PL. Following intravenous injection of empty PL 3 

days before, OVA-PL was intravenously injected. Three days and ten days later, sera were 

collected. Anti-OVA IgM (3 day) and anti-OVA IgG (10 day) in the sera were measured by 

ELISA. ** p<0.01 vs. without pre-stimulation with PL 

 

第三項 空の PLと OVA-PLとの投与間隔が抗 OVA IgG分泌に与える影響 

 前章の検討から、2 回目投与 PL と MZ-B 細胞との結合及び濾胞への輸送は、

1回目PL投与と2回目PL投与との投与間隔に依存することが明らかとなった。

結果として、投与間隔が 2日の場合に、MZ-B細胞への二回目投与 PLの結合が

観察され始め、3日に結合量がピークとなり、その後減少していた。そこで続い

て、空の PL 投与と OVA-PL 投与との投与間隔が抗体分泌に与える影響につい

て検討した。空の PLの投与 1-7日後、OVA-PLを投与し、その 7日後における

抗 OVA IgG分泌量を測定した。Fig. 3-3に示すように、投与間隔が１日の場合

には抗 OVA IgG分泌の増強はみられなかったが、2-3日の場合に IgG分泌の増
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強が観察された。一方、投与間隔が 5 日・7 日の場合には IgG 分泌の増強効果

が消失することが分かった。この結果は in vivoにおけるMZ-B細胞と 2回目投

与 PLとの結合量変化と一致していた。 

 

Fig. 3-3 Effect of interval between pre-stimulation with empty PL and immunization with 

OVA-PL on the induction of anti-OVA IgG. Following intravenous injection of empty PL 1-7 

days before, OVA-PL was intravenously injected. Seven days later, serum was collected and 

anti-OVA IgG in the serum was measured by ELISA.  

 

第四項 MZ-B 細胞による PLの濾胞への輸送が抗 OVA IgG分泌に与える影響 

 MZ-B細胞によるOVA-PLの濾胞への輸送が抗OVA IgG分泌増強に関与して

いることを明らかにするために、MZ-B細胞による輸送の阻害実験を行った。阻

害には、MZ-B 細胞を予め濾胞へと局在化させる FTY720 と、OVA-PL と競合

的に阻害する高投与量の空の PLを用いた。まず、これらの処置により 2回目投

与 PLの濾胞への輸送が阻害されるかを確認した。 

阻害を行わない群では、空の PL投与の 3日後に蛍光標識 PLを静脈内投与し、

その 24時間後の脾臓中における蛍光標識 PLの分布を観察した。阻害を行う群

では、蛍光標識 PLの投与 8時間前に FTY720 を、もしくは 30分前に高投与量

の PLを投与した。予期した通り、FTY720を前投与することによりMZ-B細胞

の大部分は辺縁帯に存在していた(Fig. 3-4-A)。このMZ-B細胞の大部分が濾胞

に存在する条件下で蛍光標識 PL を投与した場合、PL の濾胞への輸送が阻害さ

れた。また同様に高投与量の PL を前投与することにより、PL の濾胞への輸送

が阻害された(Fig. 3-4-B)。 

続いて、これらの阻害処理が OVA-PLによる抗 OVA IgG分泌誘導を阻害する

かどうかについて検討した。阻害を行わない群では、空の PL 投与の 3 日後に、

OVA-PLを静脈内投与し、その 7日後に血清中の抗OVA IgG分泌量を測定した。 

先程と同様に FTY720は OVA-PLの投与 8時間前に、高投与量の空の PLは 30

分前に投与した。その結果、FTY720 の前投与を行うことにより、抗 OVA IgG
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分泌誘導が有意に抑制された(Fig. 3-4-C)。同様に、高投与量の PL を多量に前

投与することにより、抗 OVA-IgG 分泌が抑制された(Fig. 3-4-D)。これらの結

果は、OVA-PLの濾胞への輸送の阻害が抗 OVA IgG分泌誘導を阻害したことを

示唆している。以上の結果より、MZ-B 細胞によって OVA-PL が濾胞に輸送さ

れることにより、抗 OVA IgG分泌が増強されることが明らかになった。 

 

 

 

Fig. 3-4 Effect of follicular transport of OVA-PL on the induction of anti-OVA IgG. (A,B) 

Empty PL was intravenously injected 3 days before. Following pre-treatment with 

(A)FTY720 or (B)high dose empty PL, fluorescence-labeled PL was injected. Twenty four 

hours later, intrasplenic distribution of PL was observed under fluorescence microscope 

(Green: B cell, Red: PL). (C,D) Empty PL was intravenously injected 3 days before. 

Following pre-treatment with (C)FTY720 or (D)high dose empty PL, OVA-PL was injected. 

Seven days later, serum was collected and anti-OVA IgG in the serum was measured by 

ELISA. * p<0.05 vs. without inhibitor 
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第五項 繰り返し免疫時における抗 OVA IgG分泌誘導 

 ワクチンは通常複数回の投与を行う。そこで続いて、OVA-PL による 2 回免

疫を行った場合に誘導される抗 OVA IgG 分泌特性について評価した。空の PL

による前刺激を行った 3 日後、OVA-PL を用いて初回免疫を行った。初回免疫

の 14日後、OVA-PLを用いて 2回目免疫を行った。 

 

 

Fig. 3-5 Anti-OVA IgG responses after twice immunizations with OVA-PL after 

pre-stimulation with empty PL. Following pre-stimulation with empty PL 3 days before, 

OVA-PL was intravenously injected as first immunization. At 14 days after first 

immunization, OVA-PL was injected as second immunization. Sera were collected at 

indicated time points and anti-OVA IgG in the serum were measured by ELISA. (A) Time 

course of anti-OVA IgG. (B) Titer of anti-OVA IgG and (C) subclass of anti-OVA IgG at day 17 

after first immunization. Open symbol and bar: without pre-stimulation. Closed symbol and 

bar: with pre-stimulation. ** p<0.01 vs. without pre-stimulation with PL 

 

2 回免疫を行うことにより、抗 OVA IgG 分泌量は劇的に増加し、6 か月間にわ

たり高い水準を示した(Fig. 3-5-A)。空の PL による前刺激を行っていない場合
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と比較して、前刺激を行った方が高い IgG抗体価を示した(Fig. 3-5-B)。さらに

誘導された抗 OVA IgGのサブクラスについて解析したところ、体液性免疫誘導

の指標である IgG1、細胞性免疫誘導の指標である IgG2a/IgG2b ともに誘導さ

れており、いずれにおいても前刺激を加えた方がより強く誘導されていた(Fig. 

3-5-C)。 

 

第六項 空の PL による前刺激と OVA-PL による免疫が PL に対する免疫応答

に与える影響 

これまでの検討から、空の PLによる前刺激を行うことにより、続いて投与さ

れた PL 内に封入された OVA に対する抗体反応が増強されることが示された。

一方で、PL 自身に対する抗体反応に空の PL による前刺激が与える影響につい

ては明らかではなかった。そこで、空の PL による前刺激と OVA-PL の 2 回免

疫により、PL構成脂質に対する IgM・IgGの分泌誘導が増強されるかどうか検

討した。 

その結果、抗 PEG IgM分泌が若干みられたが、その他の構成成分であるHEPC

や Cholesterol に対する IgMの分泌は観察されなかった(Fig. 3-6)。また PL の

構成成分に対する IgG 分泌は全く観察されなかった。このことから、空の PL

による前刺激は、PL の構成脂質に対する抗体応答には影響を与えず、PL 内に

封入された抗原特異的に抗体分泌を増強できることが示唆された。 

 
Fig. 3-6 Effect of pre-stimulation with empty PL on the antibody response against each 

component of PL. Following pre-stimulation with empty PL 3 days before, OVA-PL was 

intravenously injected as first immunization. At 14 days after first immunization, 

OVA-PL was injected as second immunization. Serum was collected at 17 days after 

first immunization (white bar: without pre-stimulation, black bar: with pre-stimulation). 

As a control, serum was collected at 5 days after intravenous injection of empty PL (gray 

bar). IgM and IgG against PL component were measured by ELISA.  

 



 

 

38 

 

第 4節 考察 

 

本研究から、空の PEG 修飾リポソーム(PL)の前刺激の後に、OVA-PL を投与

することにより、濾胞樹状細胞(FDC)によるOVAの取り込みが増加し(Fig. 3-1)、

OVAに対する抗体分泌が増強されることが明らかになった(Fig. 3-2, 3-5)。空の

PL による前刺激は、続いて投与された PLの濾胞への輸送を誘導するため、抗

原封入 PL の濾胞への送達は抗原特異的な抗体反応の誘導に有用であることが

示された。 

ワクチン効果を増強するために、抗原特異的な抗体を予め抗原に結合させて

様々な投与経路で免疫を行う免疫複合体ワクチン研究が数多く行われている

(23-26)。我々の検討においても、空のPLによる前刺激を行うことで抗PEG IgM

が誘導されており、続いて投与された OVA-PL と結合して補体を活性化して免

疫複合体を形成し、免疫反応の増強につながっていると考えられる。抗原/IgM/

補体の免疫複合体による免疫反応増強においては、補体受容体タイプ 2(CR2)が

重要であることが明らかになっている (27, 28)。CR2 を介した抗体分泌増強の

メカニズムの１つとして、B細胞受容体(BCR)と CR2の共刺激がある。BCRと

CR2が共刺激されると、BCR刺激の閾値が低下してシグナルが増幅されて抗体

分泌が増加するとされている(29)。しかし、我々の実験では PL/抗 PEG IgM/補

体の複合体は PEG 特異的な BCR と CR2 に結合していると考えられるため、

PL 内に封入している OVA に対する共刺激は起こりにくいと考えられる。その

ため、CR2を介した共刺激よりも、CR2を介して OVA-PLの免疫複合体が濾胞

に輸送されることが重要であるかもしれない。実際、MZ-B細胞による OVA-PL

の濾胞への輸送を阻害することで、抗 OVA IgG分泌増強が抑制されており(Fig. 

3-4)、これは濾胞への抗原輸送が抗体反応の増強に必要であることを示唆してい

る。濾胞への抗原輸送は、IgM の免疫複合体だけでなく(19, 30)、IgE(31, 32)

や IgG2a(33)の免疫複合体でも報告されており、その後の抗体反応を増強する。

濾胞中の抗原濃度が増加することで、抗原特異的 B 細胞と抗原との遭遇確率の

増大、T細胞への抗原提示能の増大が起こり、抗体分泌が増強されたのかもしれ

ない。 

空の PLによる前刺激を行い、OVA-PLの濾胞への輸送を促進することにより、

FDCによる PLおよび OVAの取り込みが増加した(Fig. 3-1)。FDCはMZ-B細

胞と同様に、CR2 を高発現しており、MZ-B 細胞から免疫複合体の一部を受け

取ることが報告されている(22)。また OVA-PL 自身は高分子であるため、

conduitsを通って FDCに到達するのは難しい(2)。そのため、OVA-PL はMZ-B

細胞を介して FDCに受け渡されるものと考えられる。一方で、OVA-PLから放
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出された OVA が conduits を通って FDC に取り込まれた可能性も否定できな

いが、FDC は免疫複合体の取り込みに特化しているため(34)、その可能性は低

いと考えられる。加えて FDCは、抗原を intactなままで長期間保持することが

報告されている唯一の細胞で、免疫記憶に重要な役割を果たしている。空の PL

による前刺激によって OVA-PL の FDC への送達が増加するため、長期間の免

疫記憶も誘導されるかもしれない。OVA-PLを捕捉した FDCがどのように抗体

反応を増強しているかは明らかではないが、FDC は細胞表面に免疫複合体を周

期的に提示するとされている(22)。FDC が抗原のリザーバーとして働き、FDC

上に提示された OVA-PL から徐々に OVA が放出されて、抗原特異的 B 細胞を

刺激しているのかもしれない。 

今回の検討において、空の PL による前刺激の 2-3 日後に OVA-PL を用いて

免疫することにより OVA特異的抗体分泌が増強されたが、その他の投与間隔で

は増強が観察されなかった(Fig. 3-3)。前章の検討から、2回目投与 PLのMZ-B

細胞への結合は、1 回目の PL 投与と 2 回目の PL 投与との投与間隔が 2－3 日

の場合に最大になることが明らかになっている。つまり抗 OVA IgG分泌量増加

は、2回目投与 PLのMZ-B細胞への結合量増加と概ね相関していた。一方で前

章に示したように in vitroにおける PLとMZ-B細胞の結合は抗 PEG IgM量に

依存していたが、in vivoにおいて血中の抗 PEG IgM量がピークとなる投与間

隔が 5日の場合、PLとMZ-B細胞の結合や抗 OVA IgG誘導量は少なかった。

この原因として、前章でも述べたが、血中の多量の抗 PEG IgM は 2 回目投与

PLの肝臓への移行を大きく促進し、脾臓への移行を低下させたことが考えられ

る(35)。脾臓やリンパ節への抗原の送達量は、抗体分泌の程度や分泌パターン、

抗体のサブクラスに影響を与えることが報告されており(36-38)、我々の検討で

も同様の結果が得られたものと考えられる。また移行量とは別に、抗原・抗体

免疫複合体の刺激による抗体分泌誘導において、抗原と抗体の比率が重要であ

ることも報告されている(39)。投与間隔が 5 日の場合、抗原である OVA-PL に

対して抗体である抗 PEG IgMの比率が大きく、免疫刺激性の抗原・抗体複合体

を形成しないのかもしれない。 

現在ワクチンとして汎用されているハプテン‐キャリアタンパクシステムに

よる繰り返し免疫を行った場合、ハプテン抗原に対する抗体が誘導されるだけ

でなく、キャリアタンパクに対する抗体も誘導される。キャリアタンパクに対

する抗体の産生は、続いて投与されたハプテン‐キャリアタンパク複合体によ

って誘導される抗ハプテン抗体反応を増強できるのが一般的であるが(40, 41)、

逆に抗ハプテン抗体反応が阻害されることも報告されている(42, 43)。そのため、

抗キャリアタンパク抗体の過剰な産生は望ましくないと考えられる。我々の

OVA-PL を用いた検討では、抗 OVA IgG 産生の増強はみられたが、OVA を封
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入している PL に対する抗体反応の増強はみられなかった(Fig. 3-6)。キャリア

タンパクと異なり、PLは生体適合性の高いリン脂質やコレステロールから構成

されるため、抗体反応の増強がみられなかったと考えられる。また抗 PEG IgM

の分泌は若干みられたが、PEGは T細胞非依存性抗原として機能し、一過性に

抗 PEG IgM を誘導するだけであることが明らかになっている(44)。PEG は T

細胞依存性抗原として機能するOVAと全く異なる経路でB細胞を活性化するた

め、PEG に対する免疫反応は影響を受けなかったのかもしれない。以上のこと

から PLは、不要な免疫反応を誘導しない抗原送達システムとして働くことが期

待される。 
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第四章 抗原封入 PEG 修飾リポソームの脾臓濾胞への輸送現象を

利用した細胞性免疫反応の増強に関する検討 

 

第一節 緒言 

 

 細胞傷害性 T細胞(CTL)は、癌細胞に発現する腫瘍関連抗原を認識して癌細胞

を排除する腫瘍免疫機構の中心を担っている。CTL の活性化には腫瘍関連抗原

を取り込んだ抗原提示細胞(APC)が関与し、APC は主要組織適合遺伝子複合体

(MHC)クラスⅠを介して抗原を提示して CTL を誘導する。それゆえ、CTL を

効率的に誘導するために、APC に腫瘍関連抗原を多量に送達できるキャリアの

開発が望まれている(1)。がんワクチンにおけるキャリアとしては、イスコム、

リポソーム、ウイルス様粒子、生分解性ナノ粒子などが開発されている(2, 3)。

これらのキャリアは抗原をその表面・内部に保持し、その粒子サイズから APC

に効率よく取り込まれる性質を持つ。一方で APCに取り込まれた抗原は、外来

性物質であるため MHC クラスⅡを介して抗原提示されやすく、CTL は誘導さ

れにくい。しかしながら一部の樹状細胞などは、外来性抗原を MHC クラスⅠ

上に提示(クロスプレゼンテーション)して、CTL を誘導できることが報告され

ている(4)。この観点から、樹状細胞を標的としたがんワクチンの開発が数多く

行われている(5)。 

 ところで最近、樹状細胞ではなく、B 細胞を標的としたがんワクチンの開発

もいくつか行われている(6-8)。B細胞は抗体分泌細胞であると同時に APCとし

て機能するとされている。また B 細胞は樹状細胞と同様に MHC 分子や共刺激

分子を高発現し、さらにクロスプレゼンテーションを介して CTLを誘導できる

ことが報告されている(9, 10)。B 細胞にはいくつかのサブセットの B 細胞が存

在するが、その中でも辺縁帯 B(MZ-B)細胞は共刺激分子である CD80/86 の発現

が高く、T 細胞を効率的に活性化できることも報告されている(11)。一方で、B

細胞の APCの機能に関しては相反する報告も存在する。一般に B細胞は樹状細

胞よりも CTL誘導能が低いとされており、B細胞が抗原提示細胞として働いた

場合、T細胞がアナジーに陥ることもある(12, 13)。この理由として、樹状細胞

と比較して、B細胞による抗原の取り込み量が少なく、効率的に CTLを活性化

できないことが考えられる。そのため、B 細胞に多量に抗原を送達することが

可能ならば、有用な APCとして機能するものと考えられる。 

 これまでに我々はPEG修飾リポソーム(PL)の繰り返し投与時に誘導される免
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疫活性化機構解明の研究を行ってきた(14, 15)。そのメカニズム解明の研究過程

で我々は、PLの初回投与 2-5日後に再び PLを投与すると、脾臓内において PL

が MZ-B 細胞に多量に結合し、濾胞に輸送されるという非常に興味深い現象を

見出した(16)。前章の検討から、ラットにおいて PLの初回投与 3日後に、OVA

封入 PL(OVA-PL)を用いて免疫すると、抗 OVA IgM および IgG 分泌量が有意

に増加しており、体液性免疫を活性化できることが明らかになった。また抗 OVA 

IgGのサブクラスを解析したところ、体液性免疫の指標である IgG1だけでなく

細胞性免疫の指標である IgG2a も誘導されていた。これは抗体産生の増強だけ

でなく、CTLの誘導も可能であることを示唆している。また上述のように、MZ-B

細胞は通常の B 細胞よりも抗原提示能力が高い。このことから、OVA-PL を

MZ-B細胞へ標的化させる、空の PLによる前刺激は抗腫瘍免疫の誘導に有用で

ある可能性が高い。 

そこで本検討では、PL による前刺激を加えて OVA-PL の MZ-B 細胞への結

合を増加させることにより、抗腫瘍免疫反応を増強できるかどうか検討した。

まずアジュバントを用いない条件下で、PLによる前刺激が抗原封入 PL による

CTL の誘導を増強し、腫瘍成長抑制効果を示すかどうか検討した。続いてアジ

ュバントであるαガラクトシルセラミドを OVA-PL の構成脂質に含有させて同

様の検討を行った。また同時に、空の PL による前刺激が CTL 活性を抑制する

抑制性免疫細胞に与える影響について検討した。 

 

第二節 実験方法 

 

第一項 試薬・細胞・動物 

 リポソームの調製に必要な試薬については、第二章・第二節・第一項に記載

したものを使用した。5-(and-6)-Carboxyfluorescein Diacetate, Succinimidyl 

Ester (CFSE)は Life Technologies より購入した。7-Amino-Actinomycin D 

(7-AAD)は BD Biosciences(NJ、USA)より購入した。α-ガラクトシルセラミド 

(GC)は協和発酵キリン(東京、日本)より購入した。その他の試薬に関しては特級

品を購入し、実験に用いた。OVA発現 Tリンパ腫細胞(EG7-OVA)は American 

Type Culture Collection(ATCC、VA、USA)より購入した。また C57BL/6N マ

ウス(雄、4-5週齢、20-25 g)は日本 SLCより購入した。 

 

第二項 リポソームの調製 

PEG 修飾リポソーム(PL)の脂質組成は HEPC：mPEG2000-DSPE：Chol＝

1.85：0.15：1(モル比)とした。またアジュバントとしてα-ガラクトシルセラミ
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ド(GC)を添加する場合、総脂質に対して 0.5%(モル比)となるように GC を加え

た GC-PLを調製した。調製法は、第二章・第二節・第二項に記載のとおりであ

る。OVA封入 PL(OVA-PL)および OVA封入 GC-PL(OVA-GC-PL)は凍結融解法

により調製した。調製した PLに OVAを加えて溶解させた(最終濃度；リン脂質

10 mmol/ml、OVA 10 mg/ml)。凍結(-81℃、2時間)と融解(37℃、15分間)を 3

回繰り返した。未封入のOVAはSepharose CL4B(GE healthcare、Bio-Sciences)

を用いたゲル濾過により取り除いた。調製した OVA-PL および OVA-GC-PL の

粒子径およびリン脂質濃度は第二章・第二節・第二項に記載した方法により測

定した。またタンパク質濃度は、Dc プロテインアッセイキット (Bio-Rad 

laboratories)を用いて測定した。 

 

第三項 腫瘍移植前の免疫による腫瘍成長抑制効果 

 抗原未封入の空の PL(0.01 μmolリン脂質/kg)をマウスの静脈内に投与するこ

とにより、前刺激を行った。前刺激の 3日後にOVA-PLもしくはOVA-GC-PL(20 

μg OVA/マウス)を静脈内投与することにより免疫を行った。1 回のみの免疫の

場合、免疫の 14日後に、EG7-OVA(106細胞)を皮下移植した。また 3回の免疫

を行う場合、前刺激と免疫の組み合わせを 2 週間おきに計 3 回行い、最終免疫

の 7 日後に EG7-OVA を皮下移植した。ポジティブコントロールとして、OVA

とフロイント完全アジュバントとのエマルションを皮下投与して免疫した。そ

の後、腫瘍の大きさを経時的に測定した。 

 

第四項 腫瘍移植後の免疫による腫瘍成長抑制効果 

 まず、EG7-OVA(106細胞)を皮下移植した。腫瘍の大きさが約 100 mm3に到

達したら(約 7 日後)、抗原未封入の空の PL(0.01 μmol リン脂質/kg)をマウスの

静脈内に投与することにより、前刺激を行った。前刺激の 3 日後に

OVA-GC-PL(20 μg OVA/マウス)を静脈内投与することにより免疫を行った。そ

の後、腫瘍の大きさを経時的に測定した。 

 

第五項 細胞傷害性 T細胞(CTL)アッセイ 

 免疫したマウスから脾臓を取り出した後、セルストレーナー(Greiner Bio-One、

Frickenhausen、 Germany)を用いて RPMI1640培地中(100 U/mLペニシリン, 

100 μg/mLストレプトマイシン, 50 mM 2-メルカプトエタノール)に懸濁させた。

また赤血球は、溶血剤(0.83% 塩化アンモニウム溶液)を加えて 5 分間静置する

ことにより溶血させた。調製した脾臓細胞(4×106 cells/mL)は、OVA(100 

μg/mL)の存在下で 5 日間培養し、エフェクター細胞とした。ターゲット細胞で

あるEG-7 OVAは、マイトマイシンCを用いて細胞分裂を止めた後(100 μg/mL、
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37℃、1時間)、CFSEを用いて蛍光標識した(100 μM、37℃、10分)。エフェク

ター細胞とターゲット細胞を12.5/1～50/1の割合で混合して12時間共培養した

後、7-AAD を用いてアポトーシス細胞を染色した。ターゲット細胞のアポトー

シスを Guava EasyCyte Mini System を用いて、フローサイトメトリーにより

測定した。 

 

第六項 脾臓中各種免疫細胞のフローサイトメトリー解析 

 免疫したマウスから脾臓を取り出した後、第二章・第二節・第三項に示した

方法により脾臓細胞懸濁液を調製し、同様の方法で各種脾臓細胞集団を染色し

て、フローサイトメトリー解析を行った。なお、制御性 T細胞(Treg)の測定には、

PE 標識抗マウス CD4 抗体および Alexa488 標識抗マウス CD25 抗体

(eBioscience、CA、USA)を、骨髄由来抑制性細胞(MDSC)の測定には、PE 標

識抗マウス Ly-6G 抗体および FITC 標識抗マウス CD11b 抗体(eBioscience)を、

ナチュラルキラーT 細胞(NKT)の測定には、FITC 標識抗マウス CD3 抗体

(eBioscience)および PE標識 T-Select Mouse CD1d Tetramer(MBL、名古屋、

日本)を用いた。 

 

第七項 統計学的解析 

 第二章・第二節・第八項と同様に、統計学的解析を行った。 

 

第三節 結果 

 

第三項 腫瘍移植前における空の PL と OVA-PL による 1 回免疫が CTL の誘導

および OVA発現腫瘍の成長に与える影響 

 まず空の PEG 修飾リポソーム(PL)による前刺激と OVA 封入 PL(OVA-PL)に

よる 1 回の免疫が細胞傷害性 T 細胞(CTL)を誘導するかどうか検討した。空の

PL による前刺激の 3 日後に、OVA-PL を静脈内投与して免疫を行った。14 日

後に脾臓を回収し、OVA発現腫瘍である EG7-OVAに対する CTLの誘導を評価

した。無処置のコントロール群と比較して、OVA-PL単独免疫群では CTLによ

る EG7-OVAのアポトーシスの増加は観察されなかった（Fig. 4-1-A)。また空の

PLによる前刺激を加えた場合においても同様の結果となった。 

続いて、免疫の 14日後に EG7-OVAをマウスに皮下移植した場合の腫瘍成長

抑制効果について検討した。OVA-PL 単独免疫群、空の PL と OVA-PL による

免疫群において腫瘍成長の抑制傾向が観察されたが、有意な抑制効果はなかっ

た。 
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Fig. 4-1 Effect of single immunization with empty PL plus OVA-PL on CTL induction and 

tumor growth suppression. Following intravenous injection of PL 3 days before, OVA-PL was 

intravenously injected. As a control, OVA-PL was intravenously injected without 

pre-stimulation with PL. (A) Fourteen days later, spleen was collected and re-stimulated 

with OVA. Following co-culture of spleen cell with EG7-OVA, apoptosis of EG7-OVA was 

assessed by flow cytometry. (B) Fourteen days later, EG7-OVA was subcutaneously 

inoculated into mice and the tumor size was measured.  

 

第二項 腫瘍移植前における空の PLとOVA-PLによる 3回免疫がCTLの誘導

および OVA発現腫瘍の成長に与える影響 

 1 回の免疫では CTL の誘導や腫瘍成長抑制効果を示さなかったため、3 回の

免疫を行って検討した。空の PLによる前刺激の 3日後に、OVA-PLを静脈内投

与して免疫を行った。これを 1セットとし、2週間おきに計 3回行った。最終免

疫の 7 日後に脾臓を回収し、EG7-OVA に対する CTL の誘導を評価した。

OVA-PL 単独免疫群では、EG7-OVA のアポトーシスの増加はわずかだったが、

空の PLによる前刺激を加えることにより、EG7-OVAの有意なアポトーシスの

増加が観察された(Fig. 4-2-A)。このことから、空の PLと OVA-PLを組み合わ

せて 3回免疫することにより、OVA特異的 CTLが誘導されることが示された。 

続いて最終免疫の 7 日後に EG7-OVA を皮下移植した場合の腫瘍成長抑制効

果を検討した。また今回ポジティブコントロールとして、OVA とフロイント完

全アジュバントとのエマルション(OVA-CFA)を用いて皮下免疫した。その結果、

空の PLによる前刺激を加えた場合、前刺激がない場合と比較して有意な腫瘍成

長抑制効果を示した(Fig. 4-2-B)。また空の PLと OVA-PLの組み合わせによる

免疫は、OVA-CFAと比較して同等以上の腫瘍成長抑制効果を示した。 

空の PLとOVA-PLによる免疫による腫瘍成長抑制効果がCTLに起因するの

か検証するために、腫瘍移植後に機能している CTL の活性を評価した。空の
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PLと OVA-PLによる 3回の免疫の 7日後に EG7-OVAを移植し、その 22日後

に脾臓を回収して、CTL 活性を評価した。Fig. 4-2-A での結果と同様に、空の

PL による前刺激と OVA-PL による免疫を組み合わせることにより、EG7-OVA

のアポトーシスが有意に増加していた (Fig. 4-2-C)。このことは、空の PL と

OVA-PLによる 3回の免疫によって誘導されたCTLが腫瘍移植後においても機

能していることを示唆している。以上の結果から、OVA-PL による免疫前に行

う空の PL による前刺激は、CTL の誘導を増強し、腫瘍成長を抑制することが

示された。 

 

Fig. 4-2 Effect of repeated immunizations with empty PL plus OVA-PL on CTL induction 

and tumor growth suppression. Following intravenous injection of PL 3 days before, OVA-PL 

was intravenously injected. As controls, OVA-PL (intravenously) or OVA-CFA 

(subcutaneously) was injected without pre-stimulation with PL. These immunizations were 

repeated 3 times every 2 weeks. (A) At day 7 after last immunization, spleen was collected 

and re-stimulated with OVA. Following co-culture of spleen cell with EG7-OVA, apoptosis of 

EG7-OVA was assessed by flow cytometry. (B,C) At day 7 after last immunization, EG7-OVA 

was subcutaneously inoculated into mice and the tumor size was measured. (C)At day 22 

after tumor inoculation, spleen was collected and re-stimulated with OVA. Following 

co-culture of spleen cell with EG7-OVA, apoptosis of EG7-OVA was assessed by flow 

cytometry. * p<0.05, ** p<0.01 vs. without pre-stimulation with PL 

 

第三項 腫瘍移植前における空の PL と OVA-PL による 3 回免疫が抑制性免疫

細胞に与える影響 

 免疫細胞の中には、CTL の働きを抑制し、腫瘍保護的に機能する抑制性免疫

細胞の存在が報告されている(17)。空の PLによる前刺激がこれらの細胞を抑制

して腫瘍成長抑制効果に影響を与えた可能性がある。そこで、空の PL と

OVA-PL による免疫がこれらの細胞に与える影響について検討した。上記のよ

うに、3 回免疫を行い、腫瘍を移植した後に脾臓を回収し、脾臓中の制御性 T
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細胞(Treg)と骨髄由来抑制性細胞(MDSC)の割合の変化を測定した。Tregに関し

ては、空の PLによる前刺激の有無に関わらず大きな変化はみられなかった(Fig. 

4-3-A)。MDSC に関しては、空の PL による前刺激を加えることで、MDSC の

割合が若干減少したが、有意な差はみられなかった。このことは、空の PLによ

る前刺激は抑制性免疫細胞にほとんど影響を与えないことを示している。その

ため空の PL と OVA-PL を組み合わせた免疫による腫瘍成長抑制効果は、抑制

性免疫細胞に依存しないと考えられる。 

 

Fig. 4-3 Effect of repeated immunizations with empty PL plus OVA-PL on 

immunosuppressive cell. Following intravenous injection of PL 3 days before, OVA-PL was 

intravenously injected. As controls, OVA-PL (intravenously) or OVA-CFA (subcutaneously) 

was injected without pre-stimulation with PL. These immunizations were repeated 3 times 

every 2 weeks. At day 7 after last immunization, EG7-OVA was subcutaneously inoculated 

into mice. Twenty two days later, spleen was collected and stained with various antibodies 

before flow cytometry analysis. (A) A frequency of regulatory T cell (Treg) and (B) myeloid 

derived suppressor cell (MDSC). 

 

第四項 腫瘍移植前における空の PL と GC 含有 OVA-PL による 1 回免疫が

CTLの誘導および OVA 発現腫瘍の成長に与える影響 

 これまで検討から、空の PL と OVA-PL による免疫により抗腫瘍免疫が誘導

されることが示されたが、3回の免疫が必要であり、より効率的な免疫誘導が望

まれる。そこで我々はアジュバントであるαガラクトシルセラミド(GC)を用い

た。GCは、ナチュラルキラーT(NKT)細胞を活性化し、さらには CTL活性を増

強することで、直接的また間接的に抗腫瘍免疫を誘導することが知られている

(18)。また GCは脂質部分を持つため、容易に PLに組み込むことができる。そ

こで GC を組み込んだ OVA-GC-PL を調製して免疫に用い、空の PL と

OVA-GC-PL による 1 回免疫が CTL の誘導を亢進させるか検討した。空の PL
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による前刺激の 3 日後、OVA-GC-PL を静脈内投与して免疫を行った。14 日後

に脾臓を回収し、CTL の誘導を評価した。OVA-GC-PL 単独で 1 回免疫を行っ

た場合、コントロール群と比較して有意な CTLの誘導が観察された(Fig. 4-4-A)。

また空のPLによる前刺激を加えることにより、CTL誘導がさらに亢進された。 

そこで続いて、免疫の 14日後に EG7-OVAを皮下移植し、腫瘍成長抑制効果

の検討を行った(Fig. 4-4-B)。先程の結果と一致して、OVA-GC-PL の単独免疫

によって腫瘍成長が抑制された。さらに、空の PLによる前刺激を加えることに

より、コントロール群と比較して有意な腫瘍成長抑制効果を示した。以上の結

果から、GCをアジュバントとして用いることにより、1回の免疫で抗腫瘍免疫

を誘導できることが明らかになった。 

 

Fig. 4-4 Effect of single immunization with empty PL plus OVA-GC-PL on CTL induction 

and tumor growth suppression. Following intravenous injection of PL 3 days before, 

OVA-GC-PL was intravenously injected. As a control, OVA-GC-PL was intravenously 

injected without pre-stimulation with PL. (A) At day 14 after immunization, spleen was 

collected and re-stimulated with OVA. Following co-culture of spleen cell with EG7-OVA, 

apoptosis of EG7-OVA was assessed by flow cytometry. (B) At day 14 after immunization, 

EG7-OVA was subcutaneously inoculated into mice and the tumor size was measured. * 

p<0.05, ** p<0.01 vs. control 

 

第五項 腫瘍移植前における空の PL と GC 含有 OVA-PL による 1 回免疫が抑

制性免疫細胞に与える影響 

 続いて、空の PL と OVA-GC-PL の免疫による腫瘍成長抑制効果が抑制性免

疫細胞に依存するかどうかを明らかにするために、腫瘍移植後の抑制性免疫細

胞数を測定した。前項のように免疫を行い、腫瘍を移植した後に脾臓を回収し、

脾臓中の Treg と MDSC の割合の変化を測定した。Treg に関しては、

OVA-GC-PLによる免疫や、空の PLと OVA-GC-PLによる免疫を行ってもその
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割合は変化しなかった(Fig. 4-5-A)。一方MDSCに関しては、OVA-GC-PLによ

る免疫を行うことでその割合が減少した。また空の PLによる前刺激を加えた場

合、MDSC の割合の有意な減少が確認された。このことから、OVA-GC-PL の

免疫による腫瘍成長抑制効果には、抑制性免疫細胞の減少が一部関与する可能

性が示唆された。 

 

Fig. 4-5 Effect of single immunization with empty PL plus OVA-GC-PL on 

immunosuppressive cell. Following intravenous injection of PL 3 days before, OVA-GC-PL 

was intravenously injected. As a control, OVA-GC-PL was intravenously injected without 

pre-stimulation with PL. At day 14 after immunization, EG7-OVA was subcutaneously 

inoculated into mice. Nineteen days later, spleen was collected and stained with various 

antibodies before flow cytometry analysis. (A) A frequency of Treg and (B) MDSC. * p<0.05 

vs. control 

 

第六項 腫瘍移植後における空の PL と GC 含有 OVA-PL による 1 回免疫が腫

瘍成長に与える影響 

 これまでは、免疫を行った後に腫瘍を移植して、腫瘍成長抑制効果を検討し

てきた。しかし現在のがんワクチン開発においては、がんの予防だけでなく、

様々ながんの進行のステージで治療が可能なワクチンが開発されている(19)。そ

こで次に、腫瘍移植後に免疫を行った場合の腫瘍成長抑制効果について検討を

行った。EG7-OVAの移植 7日後に、空の PLを用いて前刺激を行い、その 3日

後に OVA-GC-PLを用いて免疫した。コントロール群と比較して、OVA-GC-PL

による免疫群では、腫瘍移植 19日目以降に腫瘍成長の抑制効果が観察され始め

た。一方で空の PLと OVA-GC-PLによる免疫群では、腫瘍移植 13日目以降か

ら腫瘍成長の抑制効果が観察され始めた。また PLの前刺激がない場合と比較し

て、有意な腫瘍成長抑制効果を示した。このことから、PLと OVA-GC-PLによ

る免疫は既存の腫瘍に対しても、腫瘍成長抑制効果を示すことが明らかになっ
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た。 

 

Fig. 4-6 Effect of single immunization with empty PL plus OVA-GC-PL on growth 

suppression of pre-existing tumor. EG7-OVA was subcutaneously inoculated into mice. At 

day 7 after tumor inoculation, PL was intravenously injected. Three days later, OVA-GC-PL 

was intravenously injected and the tumor size was measured. As a control, OVA-GC-PL was 

intravenously injected without pre-stimulation with PL. * p<0.05 vs. without 

pre-stimulation with PL 

 

第七項 空の PL と GC 含有 OVA-PL による 1 回免疫が NKT 細胞に与える影

響 

 アジュバントである GCは、抗腫瘍免疫に関与する NKT細胞を活性化すると

されており、OVA-GC-PLによる免疫によって増加していると考えられる。そこ

で、空のPLとOVA-GC-PLの免疫がNKT細胞に与える影響について検討した。

EG7-OVA の移植 7 日後に、空の PL を用いて前刺激を行い、その 3 日後に

OVA-GC-PLを用いて免疫した。免疫の 3日後に脾臓を取り出し、脾臓中におけ

る NKT細胞の割合を測定した。コントロール群と比較して、OVA-GC-PLの免

疫や空の PL と OVA-GC-PL の免疫は、NKT 細胞を増加させた。NKT 細胞は

CTL と同様に腫瘍殺傷に関与するため、OVA-GC-PL の免疫によって誘導され

た NKT 細胞は腫瘍成長抑制に一部寄与したものと考えられる。一方で、空の

PL による前刺激の有無は NKT 細胞の割合に影響を与えなかった。このことか

ら、空の PLによる前刺激は NKT細胞による直接的な腫瘍殺傷効果には影響を

与えず、CTL による直接的な腫瘍殺傷効果のみに影響を与えることが示唆され

た(Fig. 4-8)。 
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Fig. 4-7 Effect of single immunization with empty PL plus OVA-GC-PL on induction of NKT 

cells. EG7-OVA was subcutaneously inoculated into mice. At day 7 after tumor inoculation, 

PL was intravenously injected. Three days later, OVA-GC-PL was intravenously injected. As 

a control, OVA-GC-PL was intravenously injected without pre-stimulation with PL. At day 3 

after immunization, a frequency of NKT cell in spleen was measured by flow cytometry.  

 

 
Fig. 4-8 Estimated contribution of CTL and NKT cell to antitumor effect induced by 

OVA-GC-PL without or with pre-stimulation with PL. 

 

第 4節 考察 

 

 本検討から、空の PEG修飾リポソーム(PL)の前刺激の後に、OVA-PLを用

いて免疫することにより、細胞傷害性 T 細胞(CTL)の誘導が増強され、OVA 発

現腫瘍である EG7-OVA の成長が抑制されることが明らかになった(Fig. 4-2)。

また OVA-PLにαガラクトシルセラミド(GC)を添加することにより、少ない免
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疫回数で抗腫瘍免疫が増強されることが明らかになった(Fig. 4-4)。 

抗原提示細胞(APC)に抗原を標的化することにより、CTLの誘導は増強され、

腫瘍成長は抑制されるとされている。この目的のために、APC を標的とするリ

ガンドで修飾した抗原や抗原/抗体免疫複合体を用いて、APCによる抗原の取り

込みを増加させる研究が行われている(6, 20)。本検討では、空の PLによる前刺

激によって、抗 PEG IgM が誘導され、3 日後に OVA-PL を投与した際に

OVA-PL/抗 PEG IgM/補体の免疫複合体が in vivoにおいて形成され、MZ-B細

胞に結合していると考えられる。MZ-B 細胞は、通常の B 細胞よりも抗原提示

能に優れ(11)、また樹状細胞より抗原提示能は劣るものの細胞数が多いという特

徴を持つ(21)。そのため、この OVA-PL の MZ-B 細胞への結合増加が、MZ-B

細胞による抗原提示を増加させ、OVA特異的 CTLの誘導を増強している可能性

が高い (Fig. 4-2)。一方で MZ-B 細胞以外の他の APC が CTL の誘導に関与し

ている可能性も否定できない。抗 TNP抗体が誘導されたマウスに TNP-OVAを

静脈内投与すると、樹状細胞によって抗原が多く取り込まれ、CTL が誘導され

ることが報告されている(22)。また辺縁帯メタロフィリックマクロファージに抗

原を送達することで CTL の誘導が増強されるという報告もある(23)。しかし予

備検討では、樹状細胞や辺縁帯メタロフィリックマクロファージによる PLの取

り込み増加はみられず、本検討においてはおそらくMZ-B細胞が APCとして機

能していると考えられる。MZ-B細胞を標的化したがんワクチンについてこれま

でほとんど報告されていなかった。しかし最近、樹状細胞由来のエキソソーム

(dexosome)によるがんワクチンにおいて、MZ-B 細胞の関与が報告されており

(24)、MZ-B細胞標的化ワクチンはがんワクチンの新規開発戦略となるかもしれ

ない。 

アジュバントを含まない OVA-PL による免疫では腫瘍成長抑制効果を示すた

めに 3回の免疫が必要であったが、GCの添加により、1回の免疫で腫瘍成長抑

制効果を示すことが明らかになった(Fig. 4-4、4-6)。GC はナチュラルキラー 

T(NKT)細胞を活性化してナチュラルキラー細胞を活性化すると同時に(18)、

NKT細胞から産生された IFN-γを介して CTL誘導を増強することが報告され

ている(25)。我々の検討においても、GC の添加により 1 回の免疫で CTL 誘導

が増強されていた。また in vitro において、GC の添加により脾臓細胞からの

IFN-γ産生が増加していた(data not shown)。そのため、GCの添加により NKT

細胞が活性化され、CTL 誘導が増強されたと考えられる。また、NKT細胞は速

やかに活性化するものの、その活性化は一過性である(26)。そのため、NKT 細

胞の活性化に伴う抗腫瘍効果の増強については、NKT細胞が直接的に腫瘍を殺

傷する直接的な効果よりも、CTL を介して腫瘍を殺傷する間接的な効果の方が

大きかったのではないかと考えられる(27, 28)。 
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一方で、OVA-GC-PL による免疫で誘導される NKT 細胞の脾臓中の割合は、

無処置群と比較して増加したが、空の PLによる前刺激の有無によって変わらな

かった (Fig. 4-7)。このことから 1つの可能性として、NKT細胞を介した CTL

誘導の増強効果は前刺激の有無にかかわらず、同程度であると考えられる。し

かし NKT細胞を介さない直接的な CTLの誘導(Fig. 4-2)は、前刺激の存在下で

増強されていた。そのため、空の PLによる前刺激によって腫瘍成長抑制効果が

増強したのは、MZ-B による直接的な CTL誘導が増強されたためと推定される

(Fig. 4-8)。また別の可能性として、NKT細胞のサブセットが関係しているかも

しれない(29, 30)。NKT 細胞の中でも、NKT タイプⅠは抗腫瘍免疫に働くが、

NKT タイプⅡは腫瘍保護的に機能することが報告されている。全 NKT 細胞数

は前刺激の有無に関わらず、同じであったが、サブセットの割合が変化してい

るかもしれない。そのため、今後サブセットごとの解析が必要であると考えら

れる。 

腫瘍保護的に働く抑制性免疫細胞は CTLによる腫瘍の殺傷を阻害し、腫瘍成

長を促進するとされている。制御性 T細胞(Treg)や骨髄由来抑制性細胞(MDSC)

は様々ながん種において増加が確認されており、CTL 機能を阻害してがんワク

チン効果を妨げる恐れがある(31, 32)。実際、あるワクチン投与によっては、

MDSC が増加し、CTL 機能が阻害されることが報告されており(33)、これらの

細胞を増加させないワクチンの開発が望まれる。特に用いるアジュバントによ

っては、TregやMDSCの誘導が変化するため(34, 35)、ワクチン開発において

留意しなければならない。我々の検討条件においては、空の PLと OVA-GC-PL

による免疫により、脾臓中の Tregの割合は変化しなかったが、MDSCの割合は

減少していた(Fig. 4-5)。これはMDSCの減少が腫瘍成長抑制効果に一部寄与す

る可能性が高いことを示唆している。興味深いことに、最近、がんの養子免疫

療法において MDSC を用いた試みがなされている(36, 37)。通常では免疫抑制

性の MDSC であるが、GC による NKT 細胞の活性化を介して、抗原提示可能

な成熟状態に分化することが報告されている。そのため我々の検討においても、

GC の免疫刺激によって未成熟な段階の MDSC が樹状細胞などに分化すること

により、MDSC が減少したものと考えられる。このことから、我々が示したワ

クチンシステムは抑制性免疫細胞を増加させず、むしろ減少させることにより、

効果的に腫瘍成長を抑制することが期待される。 
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第五章 総括 

 

 ワクチンの効果を最大限に発揮させるために、抗原を免疫細胞へ選択的に送

達する抗原送達システムの開発が近年広く研究されている。これまでの我々の

研究から、PEG修飾リポソーム(PL)を 2日-5日の投与間隔で繰り返し静脈内投

与した場合、2回目投与 PLは脾臓内において辺縁帯 B(MZ-B)細胞に選択的に結

合し、濾胞に輸送されることが明らかになっている。MZ-B細胞が抗原提示細胞

として機能すること、濾胞が免疫反応の成熟領域であることから、我々は本現

象が免疫反応の誘導に有用であると考えた。そこで本研究では、本現象のメカ

ニズムを明らかにするとともに(第二章)、本現象を利用して抗原を封入した PL

を MZ-B 細胞や濾胞に送達することにより各種免疫反応を増強できるかどうか

について検討した(第三章、第四章)。 

  

第二章では、2回目投与 PLのMZ-B細胞への結合と濾胞への輸送メカニズム

の解明を目指し、血清因子および脾臓細胞の感作の関与について検討した。そ

の結果、PLはMZ-B 細胞に直接結合することができず、初回投与 PLによって

誘導された血清因子の存在下でのみ、PLはMZ-B細胞に結合することが明らか

になった。また血清因子の中で、初回投与 PLによって誘導される抗 PEG IgM

と補体の両方が PL と MZ-B 細胞との結合に必須であることが示された。この

ことから、2回目投与 PLに抗 PEG IgMや補体が結合して免疫複合体が形成さ

れ、MZ-B細胞に結合することが示唆された。一方で PLを初回投与しない場合

においても、血清因子の輸注により PL は MZ-B 細胞に結合し、濾胞へ輸送さ

れた。このことは、PL と MZ-B 細胞との結合や PL の濾胞への輸送に、初回

PLによって感作されたMZ-B細胞が必要でないことを示唆する。さらに本検討

におけるいずれの条件においても、PL は MZ-B 細胞以外の濾胞 B 細胞や非 B

細胞集団にほとんど結合しなかった。そのため、空の PLによる前刺激を行って

血清因子を誘導することは、続いて投与された PL を MZ-B 細胞に標的化し、

濾胞に輸送する有用な手段であることが示された。 

  

第三章では、抗原封入 PLの濾胞への輸送現象を利用した体液性免疫反応の増

強を目指し、OVAをモデル抗原として用いて効果の検証を行った。本検討では、

OVA 封入 PL(OVA-PL)の静脈内投与による免疫の 3 日前に、空の PL の静脈内

投与による前刺激を行い、OVA-PL の濾胞への輸送を誘導した。その結果、前

刺激を行うことにより濾胞樹状細胞(FDC)による OVA-PL の取り込みが有意に

増加し、OVAに対する抗体分泌が増強されることが明らかになった。また、MZ-B
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細胞による OVA-PL の濾胞への輸送を阻害することにより、抗体分泌の増強が

抑制された。このことは、OVA-PL の濾胞への輸送誘導が抗体分泌増強に寄与

することを示唆しており、2回目投与 PLの濾胞への輸送を誘導する空の PLに

よる前刺激が有用であることを示している。一方で、OVA のキャリアとして用

いた PLの構成脂質に対する抗体分泌の増強は引き起こされなかった。そのため、

PL は不要な免疫反応を誘導しない抗原送達システムとして働くことが期待さ

れる。 

 

第四章では、抗原封入 PLの濾胞への輸送現象を利用した細胞性免疫反応の増

強を目指し、OVAをモデル抗原として、OVA発現腫瘍をモデル腫瘍として用い

て効果の検証を行った。アジュバントを用いない検討では、空の PLによる前刺

激と OVA-PLによる免疫を組み合わせて 3回免疫することにより、OVA特異的

な細胞傷害性 T細胞(CTL)が誘導され、前刺激がない場合と比較して有意な腫瘍

成長抑制効果を示した。またアジュバントとしてαガラクトシルセラミド(GC)

を用いた検討においては、OVA-GC-PL による 1 回の免疫で CTL が誘導され、

腫瘍成長抑制効果を示した。また空の PL による前刺激を加えることにより、

CTL の誘導および腫瘍成長抑制効果が向上した。以上のことから、空の PL に

よる前刺激は続いて投与された OVA-PL および OVA-GC-PL による CTL 誘導

を増強し、腫瘍成長を抑制できることが明らかになった。また空の PLによる前

刺激は、CTL の働きを阻害する抑制性免疫細胞を活性化することもなく、抗腫

瘍免疫誘導に有用であることが示唆された。 

 

以上のように本研究では、MZ-B細胞による 2回目投与 PLの濾胞への輸送機

構を明らかにし、本現象が免疫反応の増強に有用であることを示した。これま

での研究では、ワクチン効果を増強させる抗原送達システムの単回投与時の抗

原送達能のみに着目した研究がほとんどであった。しかし他の抗原送達システ

ムにおいても繰り返し投与時には、PLのように脾臓内動態・抗原送達能が変化

し、ワクチン効果が変化する可能性がある。本研究はワクチン研究において繰

り返し投与時の動態変化を確認する重要性を示唆する知見となるかもしれない。

また一方でこれまでの抗原送達システムの開発において、標的化分子を修飾し

たキャリアを用いて免疫細胞に標的化してきた。しかし本研究では、PLに対す

る免疫反応を利用することにより、MZ-B細胞や濾胞へ抗原を送達し、免疫反応

を増強することに成功した。このような PEGに対する免疫反応や生体内の抗原

輸送機構を利用することは有用であり、新規のワクチン開発戦略となることが

期待される。 
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