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研究成果の概要（和文）：本研究では抗原送達システムを開発することを試みた。我々は脾臓辺縁帯B細胞に抗
原を送達するために、補体系を活性化できるポリマー修飾リポソームに注目した。汎用されている修飾ポリマー
はメトキシ末端のポリエチレングリコール（PEG）であるが、ヒドロキシ末端PEG修飾リポソームが自発的に補体
系を活性化し、辺縁帯B細胞に選択的に送達されることを我々は発見した。さらに抗原とアジュバントをヒドロ
キシ末端PEG修飾リポソームに封入することで、抗原特異的免疫反応を増強できることを明らかにした。以上よ
り、抗原を辺縁帯B細胞へと送達できるヒドロキシ末端PEG修飾リポソームが新規抗原送達システムとなることが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to develop a novel type antigen delivery system. We 
focused on polymer-conjugated liposome that can activate complement system in order to deliver 
antigen to splenic marginal zone B cells. Widely-used conjugation polymer is polyethylene glycol 
(PEG) with methoxy terminal group (methoxy PEG). We found that hydroxyl PEG-conjugated liposomes 
spontaneously activated complement system and were selectively delivered to marginal zone B cells. 
Encapsulation of antigen and adjuvant into hydroxyl PEG-conjugated liposomes enhanced 
antigen-specific immune response. These results indicate that hydroxyl PEG-conjugated liposomes, 
which enable antigen delivery to marginal zone B cells, are novel antigen delivery system. 

研究分野：薬剤学
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１．研究開始当初の背景 
 ワクチン開発においては、免疫反応の開始
に関与する抗原提示細胞に抗原やアジュバ
ントを効率的に送達することが重要である。
抗原提示細胞の代表格は樹状細胞であるが、
近年 B 細胞も抗原提示細胞として機能する
ことが報告されている。さらに B細胞の中で
も脾臓の辺縁帯に局在する辺縁帯 B 細胞は、
他の B 細胞サブセットと比較して抗原提示
能が高いとされている。しかし、これまで辺
縁帯 B 細胞を標的としたワクチン開発は行
われていなかった。 
以前我々は、PEG（ポリエチレングリコー
ル）修飾リポソームの初回投与 2～5 日後に
再び PEG 修飾リポソームを静脈内投与する
ことにより、同リポソームが脾臓辺縁帯 B細
胞に選択的に送達され、その後免疫反応の成
熟領域である濾胞に輸送されることを明ら
かにした。さらに、2 回目投与 PEG 修飾リ
ポソーム中に抗原とアジュバントを封入し
て辺縁帯 B細胞に送達することにより、細胞
傷害性 T細胞を誘導でき、がんを治療できる
ことを明らかにした。このように辺縁帯 B細
胞への抗原送達はワクチン効果を向上でき
ることが期待される。 
その一方で、この免疫法では、2 回のリポ
ソーム投与が必要であり、煩雑である。1 回
のリポソーム投与によって免疫を誘導する
ために、我々は補体の活性化に注目した。2
回目投与リポソームに結合した補体が、辺縁
帯 B 細胞の補体受容体に認識されることを
明らかにしていたため、補体活性能の高いリ
ポソームを用いれば、1 回の投与だけで辺縁
帯 B 細胞にリポソームを送達できるのでは
ないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、自然免疫系の１つである補体
の活性化を利用して抗原を脾臓辺縁帯 B 細
胞に送達し、抗原特異的免疫反応の誘導を試
みた。我々は既に辺縁帯 B細胞へのリポソー
ムの送達に補体が関与することを明らかに
しており、補体活性化能を持つポリマー修飾
リポソームを用いることにより、1 回の投与
で辺縁帯 B 細胞に抗原を送達可能なワクチ
ンキャリアになると考えた。本研究では、補
体活性化能を持つポリマー修飾リポソーム
の探索を行い、本リポソームが辺縁帯 B細胞
標的化能を持ち、ワクチンキャリアとして有
用であるかどうか検証した。 
 
３．研究の方法 
（１）ポリマー修飾リポソームの調製 
ポリマー脂質として、メトキシ末端 PEG
脂質、ヒドロキシ末端 PEG 脂質、ポリグリ
セロール誘導体脂質を用いた。これらのポリ
マー脂質を各種割合で添加し、粒子径が約
100 nmのリポソームを作製した。体内動態
評価の際は、蛍光色素で標識した。免疫誘導
評価の際は、抗原とアジュバントを封入して、

検討に用いた。 
 
（２）補体活性化の評価 
 各ポリマー脂質をコーティングしたプレ
ートに、補体源である無処置マウス血清を加
えてインキュベーションした。ポリマー脂質
に結合した補体は、二次抗体を用いて検出し
た。 
 
（３）辺縁帯 B細胞による取り込みの評価 
 In vitro評価においては、無処置マウスか
ら得られた脾臓細胞懸濁液に、血清および蛍
光標識リポソームを添加してインキュベー
ションした。蛍光標識抗体を用いて辺縁帯 B
細胞の染色を行った後、フローサイトメトリ
ーによって辺縁帯 B 細胞によるリポソーム
の取り込み量を測定した。 
 In vivo評価においては、マウスに蛍光標識
リポソームを静脈内投与し、24時間後に脾臓
を回収し、免疫染色後、フローサイトメトリ
ー解析を行った。 
 
（４）抗体誘導および細胞傷害性 T細胞誘導
の評価 
 マウスに抗原およびアジュバントを封入
したリポソームを静脈内投与した後、血清を
回収し、血清中の抗原特異的抗体量を ELISA
によって評価した。また、脾臓細胞を回収し、
抗原特異的細胞傷害性T細胞をテトラマー試
薬で染色し、フローサイトメトリー解析を行
った。 
 
４．研究成果 
（１）各種ポリマー脂質の補体活性化能の評
価 
  補体系中心タンパクの C3 の各種ポリマ
ー脂質に対する結合量を測定した。従来から
用いられているメトキシ末端の PEG 脂質と
比較して、ヒドロキシ末端 PEG脂質への C3
の有意な結合増加が確認された。ポリグリセ
ロール誘導体に対する結合はみられたが、有
意ではなかった。以降の検討では、メトキシ
末端 PEG 修飾リポソームとヒドロキシ末端
PEG修飾リポソームを用いて比較検討した。 
 
（２）各種ポリマー修飾リポソームの in 
vitroにおける辺縁帯 B細胞標的化能の評価 
 辺縁帯B細胞および濾胞B細胞による各種
ポリマー修飾リポソームの取り込み量を in 
vitroにおいて評価した。メトキシ末端 PEG
修飾リポソームと比較して、ヒドロキシ末端
PEG 修飾リポソームは辺縁帯 B 細胞に多量
に取り込まれた。濾胞 B細胞による各リポソ
ームの取り込みも確認されたが、辺縁帯 B細
胞に比べて少量であった。さらに、補体を不
活性化した条件下においては辺縁帯 B 細胞
によるリポソームの取り込みは全く観察さ
れなかった。これらの結果より、補体活性化
能の高いヒドロキシ末端 PEG 修飾リポソー
ムは、補体の活性化を介して辺縁帯 B細胞に



選択的に取り込まれることが明らかになっ
た。濾胞 B細胞ではなく、辺縁帯 B細胞に選
択的に取り込まれたのは、辺縁帯 B細胞が補
体 C3の受容体である CD21をより高発現し
ているためであると考えられる。 
 辺縁帯 B 細胞によるリポソームの取り込
み量をさらに増加させるために、PEG脂質の
密度に着目した。PEG脂質はリポソーム表面
の密度に応じて立体構造を変化させ、低密度
ではマッシュルーム構造を、高密度ではブラ
シ構造をとることが知られている。また、マ
ッシュルーム構造の PEG の方が補体活性化
能は高いことが報告されている。これまでの
検討においては、5％の密度の PEG脂質を用
いていたが、新たに 2％および 10％の密度の
PEG修飾リポソームを作製し、検討に用いた。
その結果、これまでの結果と同様に、いずれ
の密度においても、メトキシ末端 PEG 修飾
リポソームよりもヒドロキシ末端 PEG 修飾
リポソームが辺縁帯 B 細胞に多量に取り込
まれた。さらに、PEG 脂質の密度が 5％や
10％のものと比較して、2％のものが最も効
率的に辺縁帯 B細胞に取り込まれた。 
 以上の結果より、PEG脂質の密度が 2％の
ヒドロキシ末端 PEG 修飾リポソームが辺縁
帯 B 細胞標的化に優れたリポソームである
ことが in vitroにおいて明らかになった。 
 
（３）各種ポリマー修飾リポソームの in 
vitroにおける辺縁帯 B細胞標的化能の評価 
 続いて各種リポソームをマウスに静脈内
投与した際の辺縁帯 B 細胞標的化能を評価
した。従来用いられてきた PEG 脂質の密度
が 5％のメトキシ末端 PEG 修飾リポソーム
は辺縁帯 B 細胞に全く取り込まれなかった。
しかし、PEGの末端構造をヒドロキシ基にす
ることにより、取り込み量が約 3倍に増加し
た。また、PEG脂質の密度を 2％に変更する
ことにより、取り込み量はさらに 6倍増加し
た。in vitroでの結果と同様に、PEG脂質の
密度が 2％のヒドロキシ末端 PEG 修飾リポ
ソームが辺縁帯 B細胞標的化に優れていた。 
 さらにリポソームの生体内分布を明らか
にするため、リポソームの主な蓄積部位であ
る脾臓と肝臓の組織切片を作製し、分布を観
察した。辺縁帯 B細胞による取り込み量と比
例して、PEG脂質の密度が 2％のヒドロキシ
末端 PEG 修飾リポソームが最も脾臓に蓄積
していた。さらに興味深いことに、リポソー
ムの蓄積部位は辺縁帯 B 細胞が存在する辺
縁帯ではなく、濾胞であった。このことから、
辺縁帯 B 細胞に取り込まれたリポソームが
辺縁帯から濾胞へと輸送されることが示唆
された。一方で、肝臓への蓄積はほとんど観
察されなかった。以上の結果より、PEG脂質
の密度が 2％のヒドロキシ末端 PEG 修飾リ
ポソームは脾臓辺縁帯 B 細胞への標的化能
が高いことが示唆された。 
 
（４）抗原を封入した各種ポリマー修飾リポ

ソームによる免疫誘導の評価 
 最後に、これらのリポソームに抗原とアジ
ュバントを封入して免疫を行った際の、抗原
特異的免疫誘導効果について評価した。これ
までの結果と相関して、辺縁帯 B細胞標的化
能の高かった 2％の PEG 密度のヒドロキシ
末端 PEG 修飾リポソームを用いた際に、抗
原特異的 IgG（体液性免疫反応）および細胞
傷害性 T細胞（細胞性免疫反応）誘導能が最
も高かった。このことから、PEG脂質の密度
が 2％のヒドロキシ末端 PEG 修飾リポソー
ムは、抗原特異的免疫反応を効率的に誘導で
きる優れた抗原送達システムであることが
明らかになった。 
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