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研究成果の概要（和文）：本研究では、ピロリン酸ナトリウムと塩化マグネシウムを混合することで形成されるピロリ
ン酸マグネシウム微粒子（magnesium pyrophosphate particle; MgPP）を取り上げ、これに免疫刺激性核酸であるpoly
I:Cを搭載したアジュバントシステムの開発を試みた。MgPP作製時にpolyI:Cを添加することでMgPPに搭載可能であった
。poly I:CをMgPPに搭載することでpolyI:Cの免疫細胞による取り込み効率と免疫細胞活性化能が向上した。また、樹
状細胞に抗原を添加する際に、poly I:C搭載MgPPを添加することで抗原特異的免疫誘導能が大きく上昇した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we selected magnesium pyrophosphate particle (MgPP), and 
loaded polyI:C, an immunostimulatory nucleic acid, to MgPP to develop an adjuvant system. PolyI:C was 
loaded to MgPP by adding polyI:C to the MgPP preparation step. Loading polyI:C to MgPP enhanced the 
uptake of polyI:C by immune cells and following cytokine release. Moreover, the addition of 
polyI:C-loaded MgPP containing an antigen to dendritic cells resulted in improved antigen presentation.

研究分野： 生物薬剤学

キーワード： ドラッグデリバリー　アジュバント　ワクチン　TLR3

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
Toll 様受容体（TLR）は、病原体に特有の

分子構造を認識し、自然免疫を活性化するこ
とで生体防御の役割を担っている。近年、TLR
リガンドとなる核酸を免疫活性化アジュバ
ントとして利用する試みが注目されており、
がんや感染症を対象とした検討が進められ
ている。CpG DNA を認識する TLR9と比較して、
RNA を認識する TLR3, 7, 8 が広範な免疫担当
細胞で発現していることから、RNA を免疫刺
激性核酸として利用した免疫活性化アジュ
バントの開発が期待されている。しかしなが
ら、その実現には、RNA の分解酵素に対する
安定性改善と免疫細胞への効率的な送達が
必要である。 
本研究では、近年報告された RNA の連続的

な in vitro 転写反応の際に形成されるスポ
ンジ状微粒子を用いた免疫刺激性核酸のデ
リバリーキャリアの開発研究を開始した。参
考とした報告の続報において、このスポンジ
状微粒子がピロリン酸ナトリウムとマグネ
シウムから形成されることが報告されたこ
とから、ピロリン酸ナトリウムと塩化マグネ
シウムの混合により形成されるピロリン酸
マ グ ネ シ ウ ム 微 粒 子 （ magnesium 
pyrophosphate particle: MgPP）を用いた、
免疫刺激性核酸のデリバリーの可能性につ
いて検討することとした。MgPP は、核酸を搭
載可能な微粒子であり、核酸を MgPP に搭載
することで、分解酵素による核酸の分解を阻
害できることが報告されていた。そこで申請
者らは、MgPP の高い分解酵素抵抗性に着目し、
これを用いた免疫刺激性核酸のデリバリー
に基づくアジュバントシステムの開発に着
手した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、MgPP を利用した免疫刺激性核
酸の免疫細胞へのデリバリーに基づくアジ
ュバントシステムの開発について検討を行
った。モデルの免疫刺激性核酸として、2 本
鎖 RNA アナログであり、TLR3 のリガンドであ
る polyI:C を、モデル抗原として卵白アルブ
ミン（ovoalbumin: OVA）を選択した。PolyI:C
の MgPP への搭載を確認した後、その免疫細
胞による取り込みおよび免疫細胞の活性化
を評価した。また、抗原提示細胞である樹状
細胞によるモデル抗原OVAの抗原提示に及ぼ
す polyI:C 搭載 MgPP の影響についても検討
した。 
 
３．研究の方法 
PolyI:C 搭載 MgPP の調製 
ピロリン酸ナトリウム（2mM）と塩化マグ

ネシウム（16mM）を混合し、インキュベート
することで MgPP を調製した。MgPP の調製時
に核酸アジュバントである polyI:C を 200μ
g/ml の濃度で添加することで MgPP に
polyI:Cを搭載した。調製したMgPPは、12000g
で 10分間で遠心することで沈降させたのち、

蒸留水で洗浄した後、再度遠心することで回
収した。MgPPへのpolyI:C搭載量については、
調製した MgPP を EDTA により破壊した後、核
酸に由来する260nmの吸光度を測定すること
で推定した。 
 
物性評価 
調製した MgPP をスライドガラスに静置し

た後、走査型電子顕微鏡（SEM）により観察
した。別途、MgPP 中の polyI:C を SYBR Green 
II 試薬で染色し蛍光顕微鏡観察により MgPP
中の polyI:C を検出した。 
 
免疫活性化能の評価 
 PolyI:C搭載MgPPをマウスマクロファージ
様細胞株 RAW264.7 細胞に添加し、8時間後の
培養上清中の腫瘍壊死因子（TNF）-α量を
ELISA 法により定量した。 
 
細胞毒性の評価 
  PolyI:C 搭載 MgPP を RAW264.7 細胞に添加
し、MTT assay により 8 時間後の生細胞数を
評価した。 
 
細胞の MgPP 取り込み 
 RAW264.7細胞にCy3標識polyI:Cを添加し、
4 時間後の細胞中の蛍光を蛍光顕微鏡観察お
よびフローサイトメトリーにより細胞取り
込みを評価した。 
 
抗原特異的免疫の誘導 
マウス樹状細胞株 DC2.4 細胞と OVA特異性

T 細胞はハイブリドーマ CD8OVA1.3 細胞を共
培養し、OVA と polyI:C 搭載 MgPP を添加 24
時間後の培養上清中インターロイキン（IL）
-2 量を ELISA 法により定量し、抗原特異的免
疫誘導の指標とした。 
 
細胞の OVA 取り込み 
 DC2.4 細胞に FITC 標識 OVA を添加し、2時
間後の細胞の蛍光強度をフローサイトメト
リーにより評価した。 
 
共刺激分子の発現の評価 
 DC2.4 細胞に polyI:C 搭載 MgPP を添加し、
24 時間後に mRNA を回収した。回収した mRNA
について逆転写を行い cDNA を調製した。調
製したcDNAについて、共刺激分子であるCD80
あるいは CD86 特異的プライマーセットを用
いて定量的 PCR を行いそれぞれの mRNA 発現
量を評価した。このとき、内部標準としてβ
アクチン特異的プライマーセットを用いて
βアクチンのmRNA量についても測定を行い、
その値を内部標準として用いた。 
 
４．研究成果 
MgPP への polyI:C の搭載の確認と物性評価 
予備検討により最適化した濃度でピロリ

ン酸ナトリウムと塩化マグネシウムを 37℃
でインキュベートすることで、MgPP が効率的



に作製可能であった。また、SYBR Green II
で染色した polyI:C 由来の緑色蛍光が MgPP
中に確認されたことから（図１左）、MgPP 調
製時に polyI:C を添加することで MgPP への
polyI:C の搭載が可能であることが示された。
また、調製した MgPP を EDTA で分解後、核酸
濃度を測定することで搭載効率を見積もっ
たところ、polyI:C の搭載効率は約 50%であ
った。形成された粒子を走査型電子顕微鏡に
より観察し、粒子径を測定したところ、核酸
を含まないMgPPにおいては約850nm、polyI:C
搭載 MgPP においては約 700nm 程度の大きさ
の球状粒子が観察された（図 1右）。 

 
免疫細胞による polyI:C 搭載 MgPP の取り込
みの評価 
 RAW264.7細胞に対しCy3標識polyI:Cおよ
び Cy3 標識 polyI:C 搭載 MgPP を添加し、2時
間後のpolyI:Cの細胞への取り込みをフロー
サイトメトリーにより評価した。その結果、
MgPPへの搭載によりpolyI:Cの取り込みが約
2.5 倍増加した（図２）。また、蛍光顕微鏡観
察においても、細胞内蛍光量の増大が観察さ
れた。 

 
PolyI:C 搭載 MgPP の免疫活性の評価 
RAW264.7 細胞に対し polyI:C または

polyI:C-MgPP を添加後の上清中 TNF-α量を
指標に、自然免疫の活性化能を評価した。そ
の結果、MgPP に搭載することで RAW264.7 細
胞からの TNF-αの産生量が上昇したことか
ら、polyI:C を MgPP に搭載することで自然免
疫の活性化能を増強可能であることが明ら
かとなった（図３左）。また、MTT assay によ
り細胞生存率を評価したが、細胞生存率の有
意な低下は認められなかったことから（図３

右）、polyI:C-MgPP は細胞毒性をほとんど示

さないことが明らかとなった。 
 
PolyI:C搭載MgPPによる抗原特異的免疫誘導
能の評価 
 抗原提示細胞としてマウス樹状細胞様細
胞株 DC2.4 細胞、モデル抗原として OVA を用
い、polyI:C-MgPP 添加による抗原特異的免疫
応答を評価した。OVA のクラス 1 エピトープ
を特異的に認識するT細胞ハイブリドーマで
ある CD8OVA1.3 細胞と DC2.4 細胞を共培養し、
OVA および polyI:C-MgPP を添加した 24 時間
後の上清中 IL-2 量を指標に抗原特異的免疫
応答を評価した結果、polyI-C-MgPP 添加群に
おいて IL-2 産生量の大幅な増加が認められ
た（図４）。したがって、polyI:C-MgPP は抗
原特異的免疫応答を増強可能であることが
示された。 

 
 次に、polyI:C-MgPP による抗原特異的免疫
応答の増強のメカニズムの一端を明らかに
するために、FITC 標識 OVA を用いて DC2.4 細
胞によるOVAの取り込みについてフローサイ
トメトリー法を用いて評価した。その結果、
FITC 標 識 OVA の 細 胞 取 り 込 み は 、
polyI:C-MgPP を添加しても変化なかった（図
５）。したがって、polyI:C-MgPP による抗原
特異的免疫応答の増強は抗原タンパク質の
取り込み量の増大によるものではないこと
が示唆された。 

図１.MgPPおよびpolyI:C搭載MgPPの観察 左：SYBR Green II添加後の蛍光顕
微鏡観察写真 右：走査型電子顕微鏡写真
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図2. RAW264.7細胞によるpolyI:C搭載MgPP取込みの評価
左：フローサイトメトリーによる評価
右：蛍光顕微鏡観察写真
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図4. polyI:C搭載MgPPおよびOVAを添加したDC2.4細胞による抗原提示能の評価



次に、抗原特異的免疫応答の増強は、共刺
激分子であるCD80/CD86の発現上昇によるも
のではないかと考え、その mRNA 発現量の変
化について評価した。その結果、CD86 につい
ては有意な変化が見られなかったが、CD80 の
発現は polyI:C-MgPP の添加で有意に上昇し
た（図６）。以上の結果から、polyI:C-MgPP
による抗原特異的免疫応答の増強には、樹状
細胞での CD80 分子の発現の上昇が関与する
ことが示唆された。 
 以上、polyI:C を MgPP に搭載することでそ
の免疫活性化能が増強されることを示した。
MgPP を基盤とした免疫刺激性核酸のデリバ
リーシステムは、効率的なアジュバントシス
テムとなりえると期待できる。 
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における共刺激分子のmRNA発現量評価
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