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研究成果の概要（和文）：デポ(depot)機能をもつ人工エラスチンが注射投与可能な生体吸収性エラストマーと
して機能すること、この人工エラストマーは遺伝子レベルで合理的に分子組成・鎖長・化学架橋点を設計でき、
薬物送達の基盤技術の１つである徐放化の担体としてプラットフォーム化できること、さらには抗原の免疫原性
を増強・延長するアジュバントと成り得ることを見出した。試験管内～動物試験までの評価系が確立しているワ
クチン抗原：破傷風トキソイドに焦点を当て解析を進めた結果、抗原をデポ製剤化する意義が明らかとなった。
当該研究で見出された人工エラストマーは、新規ワクチン開発の基盤構築に貢献できる生体材料として今後の展
開が期待される。

研究成果の概要（英文）：The frequency of administration of antigen must be done for enhanced 
immunoresponses to repeated exposures to the same antigens. In the context of vaccine compliance, 
versatile prolonged-release antigen delivery platforms with single injection are needed. We 
approached this issue by in situ formation of antigen-containing implants using recombinant protein 
polymer hydrogels, and demonstrate its utility as an injectable antigen depot capable of sustained 
release of tetanus toxoid. The novelty of this work stems from the genetically encoded design of 
these peptide polymers, which enables key molecular parameters that control the properties of the 
hydrogel to be precisely specified at the genetic level for antigens. Our hydrogel system may hold 
the promise of tailor-made long-lasting depot systems for a variety of antigens, aiming to design 
single-injection-type of vaccines.

研究分野：生物化学
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１．研究開始当初の背景 
ワクチンによる免疫療法は生体防御機構を
利用した感染の予防であるが、病原微生物に
特異的に発現または産生される抗原分子を
そのまま投与しても、分解や拡散により目的
とする免疫担当細胞・組織への到達量が少な
く、抗原提示細胞による十分な抗原認識と抗
原特異的な免疫応答を得ることが困難であ
る。そのため、抗原とともに投与することに
より、抗原に対する免疫原性を増強・加速・
延長するアジュバントが、経験則により臨床
の場で用いられてきた。この１０年間の自然
免疫研究の進展により、多くのアジュバント
の標的が自然免疫受容体であることが明ら
かとされ、過去数十年に渡って不明であった
アジュバントの免疫応答増強の作用メカニ
ズム解明に非常に大きな期待が寄せられて
いる。最もよく用いられているアジュバント
であるアラム（水酸化アルミニウム）につい
て、そのメカニズムの解明に向けた論文が相
次いで発表された。デポ効果、粒子サイズ、
MyD88 や NALP3 インフラマソーム経路の
シグナル伝達活性化、アラム自身によりダメ
ージを受けた宿主細胞から遊離する核酸や
尿酸の寄与など、その内容は多岐にわたり、
世界的に激しい論争が繰り広げられている。 
ワクチンによる免疫療法は致命率の高い
感染症や悪性腫瘍に対する予防・治療戦略の
１つとして長年に渡って研究されてきたが、
その多くが未だ日の目を見ていない。その大
きな理由の１つに、いつ、どのくらい、どう
いった形態で、どの種類のアジュバントと共
に抗原を投与すれば抗原提示細胞を有効に
活性化でき、著効するかというエビデンスが
得られていないことが挙げられる。 

 
２．研究の目的 
 研究代表者が新規な生体機能材料として
手掛けている人工エラストマーは、トロポエ
ラスチンタンパク質の部分配列を鎖状化し
た人工ポリペプチドであり、(1) デポ(depot)
機能をもち注射投与可能な生体吸収性エラ
ストマーとして機能し、(2) この人工エラス
トマーは遺伝子レベルで合理的に分子の組
成・鎖長・化学架橋点を設計でき、薬物送達
の基盤技術の１つである徐放化の担体とし
てプラットフォーム化でき、さらには(3) 抗
原の免疫原性を増強・延長する新型アジュバ
ントと成り得る可能性を併せもっている。本
研究は、優れた免疫増強活性をもつことが古
くから経験的に知られているにもかかわら
ず、科学的根拠に基づく明確な分子設計法が
確立していないために、各種疾患に特化した
臨床研究が遅れているワクチンアジュバン
トに焦点を当てた。本研究では、上述の新規
分子ツールを用い、「抗原を徐々に放出させ
ることによる抗原提示細胞の持続刺激のみ
を純粋に解析してその免疫効果の増強の寄
与を評価」し、現在臨床の場で用いられてい
るアジュバントがもつ複合的な作用メカニ

ズムの解明に貢献できる生体機能材料を創
成することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 生体吸収性の人工エラストマーによりデ
ポ化した破傷風トキソイドの免疫応答を解
析することを通して、有効なアジュバント開
発における１つの新しい分子設計手法を提
案する基礎研究を下記のように実施した。 
(1) 人工エラストマーの組成・物性と破傷風
に対する免疫原性の相関解析 
 破傷風トキソイドタンパク質を人工エラ
ス ト マ ー 溶 液 と 混 合 し て マ ウ ス
（Slc:ddY,SPF,♀,4 週齢）に免疫し、破傷風
特異的抗体価の推移をモニターした。得られ
た結果と人工エラストマーの組成・分子量
（高分子鎖長）・濃度および投与回数、抗原
量との相関を解析した。 
(2) 投与ルートおよび投与剤型の検討 
 我が国の現行の破傷風ワクチンは皮下投
与である一方で、欧米では筋肉内投与が一般
的に実施されている。より血管が豊富な筋肉
内投与の方がデポ抗原による免疫応答増大
の可能性があり、皮下/筋肉内投与の比較を
実施した。また、注射器内で完全に液状の抗
原溶液と注射投与可能な程度の柔らかいゲ
ル状抗原とが惹起する免疫応答に違いが認
められるかを検討した。 
(3) 人工エラストマーバリアントの調製と
in vitro 機能解析：破傷風トキソイド抗原へ
の最適化 
 人工エラストマーはペンタペプチドユニ
ットの繰り返し配列 VPGXGnにより構成され、
温度に応じた可逆的な体積相転移活性をも
つユニークな高分子材料である。その相転移
温度は、ゲスト残基：Xaa の疎水性度、ELP
の濃度、ペンタペプチドの繰り返し数：n の
３つのパラメータにより経験的に自由に設
定することができる。ゲルの架橋点数・疎水
性度・相転移温度などの物理学的パラメータ
が異なる人工エラストマーバリアントの成
績を比較した。 
  
４．研究成果 
(1) 人工エラストマーの組成・物性と破傷風
に対する免疫原性の相関解析 
① 人工エラストマーの組成・鎖長の検討 
 人工エラストマーでデポ化した破傷風ト
キソイドをマウスに単回免疫した後、４・
６・８・１０・１４・２０週間後に尾静脈よ
り部分採血して血中抗体価を粒子凝集（PA）
法により測定し、抗破傷風抗体価の推移を経
時的にモニターした。特に、人工エラストマ
ーの in vitro 薬物放出プロファイル、レオ
ロジー解析で得られる動的粘弾性パラメー
タとの関係、in vitro での浸食耐性およびエ
ラスターゼ抵抗性との関係に着目して解析
し、免疫応答増強に必要な因子の最適な組合
せを明らかとした。 
② 至適なトキソイド抗原量の検討 



 上記①の実験結果をふまえ、最も成績の良
かった人工エラストマーについて抗原量を
変化させてそれぞれマウスに単回投与で免
疫し、経時的にマウスの抗体価を測定して、
破傷風防御抗体価（0.1～1.0 IU/mL）を誘導
できる最適なトキソイド抗原量を決定した。 
③ 単回および複数回投与後の特異的抗体価 
上述②の結果をフィードバックして決定
できる最も優れた人工エラストマーと最適
な抗原量を用いてマウスに免疫した。平行し
て同量のトキソイド抗原をアジュバント無、
アルミニウムアジュバント沈降破傷風トキ
ソイドの接種群をコントロールとして抗体
価を比較・評価を実施した。また、初回免疫
後４週間後に追加免疫し、複数回投与の免疫
応答について、単回投与群の抗体価の推移を
デポ型/非デポ型に着目して比較検討を行っ
た。その結果、プラトーに達した血中抗体価
がどのくらい長く維持されるかに関して、免
疫後半年以上の長期間にわたり抗体価のモ
ニターを継続し、デポ化効果の免疫応答持続
に対する重要な知見を得た。 
(2) 投与ルートおよび投与剤形の検討 
 皮下注と比較して筋注ではトキソイド単
独群（プレーン群）の抗体価が上がったが、
デポ群では同等かむしろ下がる傾向が認め
られ、結果としてデポ群とプレーン群との抗
体価が小さくなった。この現象は少量体積の
投与では抗原デポ形成の高率が下がるため
であろうと推察された。人工エラストマーを
用いた破傷風トキソイド抗原のデポ評価に
は筋注よりも皮下注の方が適すると判断さ
れた。 
(3) 人工エラストマーバリアントの調製と
in vitro 機能解析：破傷風トキソイド抗原へ
の最適化 
 当該助成事業前半に得られた解析結果を
フィードバックすることにより、破傷風トキ
ソイドの免疫応答に最適な物性を予測し、そ
の仮説を基に遺伝子工学的手法により新た
に人工エラストマーを新たに設計し、大腸菌
発現系により調製した。その物性および薬物
徐放性などの in vitro での機能を解析した。
その結果、 人工エラストマーの組成はより
疎水性の方が、鎖長はより長い方が、投与部
位を冷却してゲルを安定化させる方が、抗体
の産生・抗体価の持続に有利であることが明
らかとなった。一方で、高い力価を誘導する
人工エラストマーデポに求められる分子要
因を追い求め、「より疎水性・より長鎖」に
改変した結果、投与５か月後にもかかわらず
皮下に残存してしまうことも判明した。これ
は、この戦術が人工エラスチンゲルの長所の
１つである生分解特性を犠牲にしてしまう
ことを意味するとともに、デポ中のトキソイ
ドが完全に放出されておらず、十分量のトキ
ソイドにより免疫系が刺激されていない可
能性も考えられた。人工エラストマーの「よ
り疎水性・より長鎖」への改変により、相転
移温度を下げ動的粘弾性を上げるという、こ

れまでの経験則どおりの物性変化が認めら
れた。また、デポからの薬物放出を司るもう
１つのパラメータであるゲルの網目サイズ
を規定するCys残基数についての影響を検討
したところ、ゲル強度と Cys 残基の配置にト
ポロジーが厳密に関与していることが示唆
された。すなわち、合理的設計とはいえ、単
に架橋点を増やすだけでゲル強度、ひいては
抗体産生能をコントロールすることはでき
ないことが明らかとなった。今後、系統的な
架橋点配置によるトポロジー的解析により、
より精密な議論が可能になるであろうと期
待される。さらには、投与局所における自然
免疫リガンドとの同時刺激効果が特異的抗
体産生にどのような影響を及ぼすのかを、抗
体価の大小・維持期間に着目して解析した。
その結果、投与後に自然免疫リガンドの初期
バーストが免疫応答に有効に働く可能性を
示唆するデータが得られた。この結果は今後
の新たな展開が見込まれる重要な知見とし
て位置付けられた。以上、上述したそれぞれ
の in vitro/in vivo での結果は、本研究課
題におけるデポ高機能化のための新たな人
工エラストマーの分子設計に役立つ、きわめ
て大きな発見として位置付けられた。 
 また一方で、本研究期間内に近赤外光によ
り薬物デポを形成させる手法および、新規抗
癌薬としての KSP 阻害剤の in vitro/in vivo
解析、疾患細胞ターゲティングのためのペプ
チド性ツールの開発にも成功した。当該人工
エラストマーをデポ型薬物送達のプラット
フォーム技術として、これら薬物を適用した
新規薬物送達システム開発へと繋げていく
予定である。 
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