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研究成果の概要： 

 本研究は、免疫担当細胞への抗原搬送能に優れるリポソームに pH 感受性膜融合能を持た

せ、牛クリプトスポリジウム感染症予防に効果的な pH 感受性膜融合リポソームワクチンの

開発を目指した基礎的研究を目的として行われた。その結果、pH 感受性膜融合リポソーム

は、クリプトスポリジウム抗原に対して高い免疫誘導能を持つことが明らかとなり、牛ク

リプトスポリジウム症に対するリポソームワクチン開発の可能性が示された。 

 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

2008 年度 2,000,000 600,000 2,600,000 

年度  

年度  

 年度  

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：畜産学・獣医学・応用獣医学 
キーワード：リポソーム、ワクチン、クリプトスポリジウム、ウシ、粘膜免疫 
 
１．研究開始当初の背景 
 クリプトスポリジウムは、人や牛など多

くの動物の消化管に寄生する人獣共通感染

症の病原性原虫である。本症に対する有効

な予防・治療法がないため、酪農家にとっ

ては大きな経済的損失ともなっている。本

原虫に対する有効な薬剤ならびにワクチン

は開発されておらず、本感染症の制圧に有

効となる新たなワクチン、特に粘膜ワクチ

ンの開発が急務となっている。 



 
２．研究の目的 
 本研究では、免疫担当細胞への抗原搬送

能に優れるリポソームに pH 感受性膜融合

能を持たせ、抗原提示細胞内に封入抗原の

内在化を可能とするリポソームを、牛クリ

プトスポリジウム感染症予防に効果的なワ

クチンの開発に応用するものある。そのた

め、抗原提示細胞との融合能が高く、封入

抗原を効率よく内在化できるリポソームの

脂質組成、免疫誘導をより高めることので

きるアジュバントならびに免疫方法につい

て明らかにし、牛クリプトスポリジウム感

染症予防に効果的な pH 感受性膜融合リポ

ソーム型粘膜ワクチンの開発を目指した基

礎的研究を目的として行う。 
 
３．研究の方法 
（１）pH 感受性膜融合リポソームの調整 

 これまでに開発しているワクチン用リポ

ソームをベースに、pH 感受性膜融合脂質を

再構成したリポソームを作成する。蛍光色

素ラベルタンパクを封入した pH 感受性膜

融合リポソーム用い、樹状細胞株の細胞質

内への封入抗原の導入実験を行い、封入抗

原を効率よく樹状細胞内に内在化できる

pH 感受性膜融合リポソームを明らかにす

る。 

（２）pH感受性膜融合リポソームによる免

疫誘導実験 

 上記で明らかにされた樹状細胞内に抗

原を内在化できるpH感受性膜融合リポソ

ームに、モデル抗原として卵白アルブミン

(OVA)を封入し、免疫用リポソームを作製

する。作製した免疫用リポソームをマウス

に経鼻投与し、血清中のOVA抗原に対する

抗体の誘導についてELISA法により測定す

る。さらに、免疫マウスの脾臓リンパ球を

用いIL-4ならびにINF-γのmRNAの発現に

ついてRT-PCR法により調べるとともに、リ

ンパ球培養上清中のそれぞれのサイトカ

イン産生についても解析し、pH感受性膜融

合リポソームによる免疫誘導（液性免疫な

らびに細胞性免疫）について明らかにする。 

（３）pH 感受性膜融合リポソームの最適化 

 pH 感受性膜融合リポソームに封入され

た抗原の免疫原性を高めるために、pH 感

受性膜融合リポソームの脂質組成の検討

を行うとともに免疫用アジュバントの素

材についても研究を行い、免疫誘導を強く

促すことのできる pH 感受性膜融合リポソ

ームについて明らかにし、リポソームの最

適化をはかる。 

（4）Cryptosporidium parvum 抗原の調整

ならびに免疫誘導実験 

 C. parvum 感染牛の糞便から C. parvum

オーシストを精製し、免疫用抗原を調整す

る。最適化リポソームに調整された C. 

parvum 抗原を封入し、マウスに経鼻免疫を

行う。免疫後、血清ならびに腸管中の C. 

parvum抗原に対する抗体産生をELISA法に

より測定し、最適化リポソームによる経鼻

免疫が、抗 C. parvum 抗体の誘導を強く促

すことができることを明らかにする。 

 
４．研究成果 

（１）pH 感受性膜融合リポソームの調整： 

 pH感受性膜融合脂質を新規に開発し、新

規pH感受性膜融合脂質を再構成したリポ

ソームの膜融合能を調べた。その結果、新

規pH感受性膜融合脂質修飾リポソームは、

高い膜融合能を示す事が明らかとなった。

さらに、封入マーカーとしてFITC標識卵白

アルブミン(FITC-OVA)を封入し、マウス樹

状細胞株の細胞質内へのFITC-OVAの導入

実験を行った。その結果、新規pH感受性膜



融合脂質修飾リポソームは、マウス樹状細

胞質内へ効果的に封入抗原（FITC-OVA）を

送達出来ることが示された。 

（２）pH感受性膜融合リポソームによる免

疫誘導実験 

 上記で明らかにされたマウス樹状細胞

内に抗原を送達できるpH感受性膜融合リ

ポソームに、モデル抗原として卵白アルブ

ミン(OVA)を封入し、免疫用リポソームを

作製した。作製した免疫用リポソームをマ

ウスに経鼻投与し、免疫応答について調べ

た。その結果、経鼻免疫後、血清ならびに

腸管にOVAに対する抗体（IgGならびにIgA

抗体）の産生が確認され、全身のみならず

粘膜局所にも免疫を誘導出来る事が示さ

れた。また、誘導される免疫応答について

解析した結果、免疫マウスの脾臓リンパ球

においてIL-4ならびにINF-γのmRNAの有

意な発現が認められ、液性免疫のみならず

細胞性免疫の誘導が確認された。 

（3）pH 感受性膜融合リポソームの最適化 

 pH 感受性膜融合リポソームに封入され

た抗原の免疫原性を高めるために、抗原提

示細胞内に封入抗原を効率よく搬送でき

る pH 感受性膜融合リポソームの脂質組成

の検討を行った。その結果、リポソームの

構成脂質として相転移温度の低いリン脂

質を用いることによりリポソームの膜融

合能が高まり、抗原提示細胞内に封入抗原

を効率よく搬送できることが明らかとな

った。このことにより、免疫誘導を強く促

すことのできる pH 感受性膜融合リポソー

ムの最適化が図れた。 

（4）Cryptosporidium parvum 抗原の調整

ならびに免疫誘導実験 

 C. parvum 感染牛の糞便から C. parvum

オーシストを精製し、凍結融解・超音波処

理により免疫用 C. parvum 不活化・破砕抗

原を得た。最適化リポソームに調整された

C. parvum 抗原を封入し、マウスに経鼻免

疫を行い、全身ならびに粘膜局所に抗 C. 

parvum 抗体の誘導を強く促すことができ

るか検討した。その結果、経鼻免疫後、血

清ならびに腸管に C. parvum 抗原に対する

抗体（IgG ならびに IgA 抗体）の産生が確

認された。また、誘導される免疫応答につ

いて解析した結果、IL-4 ならびに INF-γの

mRNA の有意な発現が免疫マウスの脾臓リ

ンパ球において  認められ、液性免疫の

みならず細胞性免疫の誘導が確認された。 
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