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研究成果の概要（和文）：本研究では、2回目投与PEG修飾リポソーム(TI抗原)中に封入した抗原のMZ-Bへの送達
が抗腫瘍免疫反応を増強できるか検討した。空のPEG修飾リポソームによる前刺激とOVA封入PEG修飾リポソーム
による免疫を各3回行うと、腫瘍成長が著しく抑制された。EG7-OVAを移植した後、空のPEG修飾リポソームで前
刺激とOVA/GC封入PEG修飾リポソームによる免疫を1回行うと、既存の腫瘍の成長を有意に抑制した。新規な静注
型ワクチンを開発できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Antigen delivery to antigen presenting cells (APC) is important for 
development of cancer vaccine. We have found that second dose PEGylated liposomes were selectively 
taken up by splenic marginal zone B cell (MZ-B), when they were injected with certain interval. This
 suggests that if antigen is encapsulated into second dose PEGylated liposome, antigen could be 
delivered to MZ-B, resulting in enhanced anti-tumor immune responses. In this study, we confirmed 
that delivery of antigen encapsulated in second dose PEGylated liposomes to MZ-B can enhance 
antitumor immune responses against primary tumor or transplanted tumor. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 PEG はそれ自体に免疫原性はなく、タンパ
ク質医薬やナノキャリアでは PEG 化するこ
とで血中滞留性や生体内安定性が向上する
とともに免疫原性が抑制されることが知ら
れている。 
 我々はこれまで、Doxil の有用性や PEG 修
飾リポソーム自体の体内動態を支配する因
子の探索に関する研究を行い、PEG 修飾リポ
ソームをある条件下で投与した場合、２度目
に投与した PEG 修飾リポソームが極めて速
やかに血中から消失すること（ABC 現象）を
発見した。さらにこの原因として PEG 修飾
リポソームがT細胞非依存的に直接脾臓辺縁
帯(Marginal zone, MZ)のB細胞(MZ-B細胞)
を刺激して抗 PEG IgM を分泌することを明
らかにしてもいる。さらに興味深い事に、
PEG 修飾リポソーム初回投与後、抗 PEG 
IgM が血中に多量に分泌される以前（初回投
与後～３日後まで）に PEG 修飾リポソーム
を再度投与すると、MZ-B 細胞がその PEG
修飾リポソームを捕捉し、速やかに胚中心に
移動し、樹状細胞に受け渡している事が分か
った。さらに、MZ-B 細胞による PEG 修飾
リポソームの捕捉、および胚中心への送達に
体液性免疫成分である補体系が重要な役割
を果たしている事を明らかにした。 
 本現象を利用すれば、多量の抗原を脾臓樹
状細胞に送達することが可能であり、アジュ
バントとして応用できるのではないかと考
え、本研究課題を提案するに至った。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では免疫細胞への新たな抗原送達
法としてT細胞非依存的(TI)抗原であるPEG
修飾リポソームの特性を利用した方法を提
案することとした。本提案は、PEG 修飾リポ
ソーム投与によって脾臓辺縁帯の B 細胞
（MZ-B 細胞）が感作され、数日後に投与し
た PEG 修飾リポソームを補体受容体を介し
て捕捉し、速やかに胚中心の樹状細胞に運ぶ
ようになる、という申請者らによる極めてユ
ニークな発見に基づくものである。この現象
を利用すれば、多量の抗原を効率よく抗原提
示細胞に受け渡すことができ、非常に強いア
ジュバントを開発できる可能性が高いと考
えた。また、PEG 修飾リポソームは既に臨床
で使用されており、さらには PEG 修飾リポ
ソームがMZ-B細胞のみを感作して非特異的
な炎症反応を誘導しないことから、ヒトに投
与可能で安全なアジュバントになる事を期
待した。 
 
３．研究の方法 
 
【実験動物・細胞】 
 抗体誘導の実験においては Wistar ラット
（オス、8 週齢）を用い、抗腫瘍免疫誘導の

実験においては C57BL/6N マウス（オス、5
週齢）を用いた。がん細胞として、OVA 発現
T リンパ腫細胞である EG7-OVA を用いた。 
【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) と
し、粒子径は約 100 nm に調整した。アジュ
バントを用いる際は、リン脂質量に対して
0.5%の α-ガラクトシルセラミド（GC）を添
加した。抗原である卵白アルブミン（OVA）
は、凍結乾燥法もしくは凍結融解法により PL
内に封入した。 
【免疫】 
 MZ-B へと OVA を送達するために、まず空
の PL をラットもしくはマウスに静脈内投与
した。3 日後、OVA 封入 PL を静脈内投与す
ることで免疫を行った。繰り返し免疫時は、
空の PL と OVA 封入 PL による免疫を、2 週
間おきに繰り返した。血清中の抗 OVA 抗体
量は ELISA 法により測定した。細胞傷害性 T
細胞（CTL）の誘導は、in vitro CTL assay に
より評価した。またがん細胞を移植する際は、
106 細胞を皮下移植した。 
【ELISA】 
 OVA でコーティングした 96 ウェルプレー
トに、希釈血清を加えて 1 時間インキュベー
ションした。二次抗体として、HRP 標識した
抗ラット IgM抗体もしくは抗ラット IgG抗体
を用い抗 OVA IgM および抗 OVA IgG を検出
した。 
【In vitro CTL assay】 
 エフェクター細胞としては免疫したマウ
ス由来の脾臓細胞を用い、OVA で再刺激した。
ターゲット細胞としては EG7-OVA を用い、
マイトマイシン C による不活性化・CFSE に
よる蛍光標識を行った。両細胞を共培養した
後、7-AAD を用いてアポトーシス細胞を染色
し、ターゲット細胞のアポトーシスをフロー
サイトメトリーで測定した。 
 
４．研究成果 
 
 まず、MZ-B への抗原送達による抗体誘導
増強効果について検討を行った。抗原を
MZ-B へと送達するために、空の PL を静脈内
投与した 3 日後に、OVA 封入 PL を静脈内投
与して免疫を行った。OVA 封入 PL による単
独免疫は、抗 OVA IgM および抗 OVA IgG を
わずかにしか誘導しなかった。しかし、空の
PL の前投与を行うことにより、抗 OVA IgM
および抗 OVA IgG の分泌量が有意に増加し
た。このことから、空の PL の前投与は続い
て投与されるOVA封入 PLに対する抗体誘導
を増強できることが明らかになった。 
 MZ-B への抗原送達およびそれに続く濾胞
への抗原輸送が抗体誘導増強に寄与するか
どうか、FTY720 を用いてさらなる検証を行
った。FTY720 は、リンパ球の遊走を制御す
ることが知られており、脾臓内においては
MZ-B を辺縁帯から濾胞へと遊走させる。そ



のため、2 回目投与 PL を静脈内投与する前に
FTY720 で処置することにより、MZ-B が辺縁
帯から濾胞へと予め遊走し、2 回目投与 PL
を辺縁帯から濾胞へと輸送できなくなった。
また、空の PL 投与 3 日後に OVA 封入 PL に
よる免疫を行うと抗 OVA IgG が誘導された
が、OVA 封入 PL による免疫前に FTY720 で
処置すると抗体誘導が阻害された。このこと
から、空のPL前投与による抗体誘導増強に、
MZ-B による抗原輸送が関与することが示唆
された。 
 OVA 封入 PL の MZ-B への送達は、OVA に
対する抗体誘導を増強し、ワクチンとして有
用であると考えられるが、キャリアとして用
いた PL に対する抗体誘導も増強してしまう
恐れがある。そこで、空の PL の前投与と OVA
封入 PL による免疫後に血清を回収し、PL の
構成脂質に対する抗体誘導を評価した。その
結果、抗 PEG IgM の若干の分泌は確認された
が、他の構成脂質である HEPC、Chol に対す
る IgMおよび IgGの分泌は検出されなかった。
このことから、本免疫法は PL 内に封入され
た抗原に対する抗体分泌のみ増強できるこ
とが示唆された。 
 続いて、MZ-B への抗原送達による抗腫瘍
免疫誘導増強効果について検討を行った。ま
ずアジュバントを用いずに、抗腫瘍免疫の誘
導を試みた。OVA 封入 PL による 1 回の免疫
では、CTL は誘導されなかった。OVA 封入
PL による免疫を 3 回繰り返した場合、CTL
のわずかな誘導が確認された。OVA 封入 PL
による免疫前に空の PL を投与することによ
り、CTL 誘導の有意な増強がみられた。また、
免疫したマウスにがん細胞を移植した場合、
OVA 封入 PL 単独では腫瘍成長抑制効果がみ
られなかったが、空の PL の前投与を行うこ
とで、腫瘍定着がほぼ抑制された。このこと
から、MZ-B への抗原送達を誘導する空の PL
の前投与を行うことにより、抗原に対する抗
腫瘍免疫誘導を増強できることが明らかに
なった。 
 免疫回数の低減を目指してアジュバント
の GC を併用した際の抗腫瘍免疫誘導能を評
価した。OVA/GC 封入 PL を用いて免疫する
と、1 回の免疫で CTL が誘導された。 
 空の PL の前投与を行うことで CTL 誘導が
増強された。また、これらの免疫を施したマ
ウスにがん細胞を移植した際、空の PL の前
投与と OVA/GC 封入 PL による免疫を行った
群において、有意な腫瘍成長抑制効果を示し
た。GC はナチュラルキラーT 細胞や CTL を
速やかに活性化することが報告されている
ため、GC の添加は速やかな CTL の誘導に有
用であったと考えられる。 
 これまでの検討においては、予め免疫を行
った後にがん細胞を移植し、腫瘍成長抑制効
果を観察した。これはつまり、がんの予防効
果を検討したものである。しかしながら、現
在のがんワクチン開発においては、既にがん
が存在する状態で、がんを治療できるワクチ

ンが求められている。そこで、がん細胞を移
植したマウスに免疫を施した際のがん治療
効果を検討した。OVA/GC 封入 PL 単独で免
疫を行うと、腫瘍移植 19 日目以降に腫瘍成
長抑制効果が観察された。一方で、空の PL
の前投与を加えることにより、腫瘍移植 13
日目の早い時期に腫瘍成長抑制効果がみら
れ、OVA/GC 封入 PL単独免疫群と比較して、
有意な腫瘍サイズの減少が確認された。以上
のことから、本免疫法はがんの予防だけでな
く、治療にも有効であることが示唆された。 
 空の PEG 修飾リポソームを用いて前刺激
を行い、抗原を封入した PEG 修飾リポソーム
を MZ-B へと送達することにより、抗原特異
的抗体誘導、CTL 誘導および腫瘍成長抑制効
果を増強できることが明らかになった。また
GC の添加により、より速やかに抗腫瘍免疫
反応を誘導できた。さらに本免疫法はがんの
予防だけでなく、治療にも有効であることが
示唆された。以上の結果より、MZ-B への抗
原送達は、免疫反応を増強できる新規戦略と
なることが示された。 
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