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研究成果の概要：パーキンソン病治療においてL-DOPAは有効であるが、副作用が報告されている。そこで我々は
血液脳関門を介して標的細胞への薬物送達を目指し、新規モダリティの開発を試みた。その実現には内在化活性
を有する抗体が必要であるため、まずハイブリドーマライブラリーを作製し、214D8抗体の取得に成功した。次
に214D8抗体を薬物送達キャリアであるリポソームに架橋し、作製された214D8架橋イムノリポソームの機能解析
を行なった結果、抗原抗体反応による細胞内取込みや薬物送達が認められた。標的細胞への薬物送達を目指す上
で、これらの研究成果は新規モダリティの実用化に向けて大いに期待できる結果と考える。

研究分野： 腫瘍学、ブレインサイエンスおよびその関連分野

キーワード： イムノリポソーム　抗体　薬物送達システム　パーキンソン病　CD71　トランスフェリンレセプター　
イムノトキシン　内在化活性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
L-DOPAは運動症状の改善に有効であるが、パーキンソン病の完治には不十分である。さらにL-DOPAによる消化器
系や循環器系の副作用が報告されている。そこで我々は副作用の軽減には標的細胞への特異的な薬物送達が極め
て重要であると鑑みて、血液脳関門を介して標的細胞への薬物送達を目指し、新規薬物封入型イムノリポソーム
の創製を試みた。リポソームの特徴的利点は水溶性や脂溶性薬物の封入である。さらに複数の機能性抗体の架橋
により更なる拡張性が見込められる。超高齢化社会となり神経変性疾患の患者数は増加の一方であるが、根治療
法は未だにない。新規モダリティの開発は症状改善を目指す上で、意義のある試みである。
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１．研究の目的 
（１）研究開始当初の背景 
パーキンソン病（PD）は 65 歳以上の人口の 2-3%が罹患する 2 番目に患者数の多い神経変性

疾患である。主な症状として運動障害（振戦、筋固縮、無動、姿勢反射障害）や非運動症状（記
憶障害、睡眠障害、嗅覚低下等）が知られており、神経病理学的解析から中脳にある黒質神経
細胞の減少と機能低下に伴う線条体のドーパミン欠損が報告されている。黒質神経細胞の神経
変性のメカニズムは未だ不明であるが、タンパク質の恒常性低下、ミトコンドリアの機能不全、
カルシウムの恒常性不全、酸化的ストレス、軸索輸送並びに神経炎症などが関連すると指摘さ
れている。運動障害の発症時において、線条体のドーパミンは正常時の約 1/10 まで減少するた
め、ドーパミンの補充を試みるドーパミン補充療法を中心に PD治療を目指した創薬研究や治療
開発が進められてきた。代表的な成功例である L-DOPA はドーパミンの前駆体であり、血液脳関
門（BBB）を通過できる性質を持つ。L-DOPA は運動障害の改善に有効であるが、PD の完治には
不十分である。さらに L-DOPA は末梢においても代謝されるため、消化器系や循環器系の副作用
が報告されている。そこで我々は副作用の軽減には標的細胞への特異的な薬物送達が極めて重
要であると鑑みて、BBB を介して標的細胞への薬物送達を目指し、新規薬物封入型イムノリポ
ソームの創製を試みた。 
 
（２）研究の目的 
本研究課題の目的は BBB を通過して中枢神経系へ薬物送達できる新規モダリティの開発であ

る。これまでの PD創薬研究において、治療薬の BBB 通過や脳内集積の性質が利用されてきた。
その代表例が L-DOPA であり、PDにおける薬物療法の進展に大きく貢献した。すなわち PD薬物
療法を成功させるためには、①血中薬物の BBB 通過と②中枢神経系への薬物到達が極めて重要
である。そこで我々は上記①を達成するため、細胞内へと内在化される抗体を得るスクリーニ
ング技術を既に開発しており、BBB 通過が期待できる抗体を取得する。内在化活性を有する抗
体が BBB を通過したとしても、薬効に関してはターゲット部位に十分な薬物集積が必要である。
そこで我々は薬物送達システムであるリポソームに内在化活性を有する抗体を架橋し、イムノ
リポソームとして上記②の達成を図る。超高齢化社会となり神経変性疾患の患者数は増加の一
方であるが、根治療法は未だにない。我々は新規薬物封入型イムノリポソームを開発し、PD症
状の改善を目指した。 
 
２．研究成果 
（１）研究の方法：214D8 ハイブリドーマの樹立と 214D8 抗体の評価 
細胞内へと内在化される抗体を取得するため、Balb/c マウスに U87 細胞を免疫し、脾臓細胞

とミエローマ細胞を融合した後、ハイブリドーマライブラリーを作製した。このライブラリー
の上清を用いて、イムノトキシンスクリーニングを行い、内在化活性を有する抗体を分泌する
ハイブリドーマを解析した。細胞増殖は WST-1 アッセイを用いて検討した。限界希釈法により
ハイブリドーマをクローニングし、目的のモノクローナル抗体を分泌するハイブリドーマを樹
立した。さらにモノクローナル抗体のアイソタイピングを行なった。 
抗体の性質を理解する上で抗原の同定は重要であるため、まず 214D8 抗体を精製し、この抗

体の抗原を免疫沈降並びにイムノブロッティング、フローサイトメトリーやサンドイッチ
ELISA を用いて検討した。これらの実験結果から 214D8 抗体の抗原がヒト CD71/TFRC であるこ
とが強く示唆された。 
この抗体の特性はフローサイトメトリーや免疫細胞染色により主に A172、U87、SH-SY5Y と

H4 細胞を用いて評価した。さらに 214D8 抗体単独或いはイムノトキシンとして、内在化活性と
細胞毒性の誘導を検討した。細胞増殖は WST-1 アッセイを用いて解析した。 
 
（２）研究の方法：214D8 架橋イムノリポソームの作製とイムノリポソームの機能解析 
214D8 抗体を薬物送達キャリアであるリポソーム（粒子径: 約 100 nm）に架橋し、作製され

た 214D8 架橋イムノリポソーム（214D8 ILP）の組成と物性を解析した。組成はリン脂質定量と
タンパク質定量から明らかにした。粒子径は Nanosight LM10、ゼータ電位は Zetasizer Nano、
形状は透過電子顕微鏡 HT7700 を用いて解析した。214D8 ILP の抗原抗体反応はフローサイトメ
トリーを用いて確認した。KD値は LigandTracer を用いて検討した。 
細胞内取込み機能を検討するため、蛍光色素 DiOC18(3)を内包した 214D8 ILP 等を作製した。

これら DiOC18(3)を内包したイムノリポソームを A172 細胞へ添加し、蛍光イメージングによる
細胞内取込みのキネティクスを IncuCyte ZOOM を用いて解析した。 
薬物封入の有効性を検討するため、ドキソルビシンが内包された 214D8 ILP 等を作製した。

これらドキソルビシンを内包したイムノリポソームを A172 細胞に添加し、細胞へのデリバリー
特性を解析した。細胞生存率は WST-1 アッセイを用いて検討した。ドキソルビシンの定量は分
光光度計（495 nm）や UPLC を用いて分析した。 



（３）研究成果：214D8 ハイブリドーマの樹立と 214D8 抗体の評価 
本研究課題の目的を達成する新規モダリティが BBB を通過（トランスサイトーシス）するた

めには内在化活性を有する抗体が必要である。そこで Balb/c マウスに U87 細胞を免疫し、脾臓
細胞とミエローマ細胞を融合した後、ハイブリドーマライブラリーを作製した。384 ウェル中
312 ウィル（81%）にハイブリドーマが含まれていた。抗体の内在化活性はイムノトキシンを用
いて評価した。すなわちハイブリドーマ上清に含まれる抗体とトキシン（DT3C）が結合し、イ
ムノトキシンが内在化された場合だけ、U87 細胞の細胞毒性が誘導される原理である。これに
基づきイムノトキシンスクリーニングを実施した結果、214D8 ハイブリドーマは内在化活性を
有する抗体を分泌することが分かった。このハイブリドーマを限界希釈法によりクローニング
し、214D8 ハイブリドーマの樹立に成功した。さらに 214D8 モノクローナル抗体のアイソタイ
ピングを行い、IgG1 kappa であることが判明した。 
214D8 抗体を精製した後、この抗体の抗原を検討した。A172 細胞等の表面タンパク質をビオ

チン化し、免疫沈降並びにイムノブロッティングを実施した結果、約 98 kDa のバンドが検出さ
れた。次にフローサイトメトリーを用いて、ヒト CD71/TFRC-OFP を過剰発現した CHO 細胞を解
析し、214D8 抗体とヒト CD71-OFP CHO 細胞の免疫反応が認められた。さらに 214D8 抗体の抗原
を解析するため、組換えヒト CD71 タンパク質を用いて免疫沈降及びイムノブロッティングを行
った結果、組換えヒト CD71 タンパク質を示す約 77 kDa のバンドが検出された。サンドイッチ
ELISA を実施しても、214D8 抗体と組換えヒト CD71 タンパク質の免疫反応が確認された。これ
らの結果から 214D8 抗体の抗原がヒト CD71/TFRC であることが強く示唆された。 
この抗体の特性はまずフローサイトメトリーや免疫細胞染色により主に A172、U87、SH-SY5Y

と H4 細胞を用いて評価した。214D8 抗体は A172 (MFI: 285)、U87 (MFI: 147)と SH-SY5Y (MFI: 
73.2) に対して強い免疫反応を示した一方、H4 (MFI: 81.3) には弱い免疫反応を示した。214D8
抗体を用いた免疫細胞染色においては細胞膜並びに細胞内に発現されるタンパク質が染色され
た。さらに抗体の特性を検討するため、214D8 抗体を A172、U87、SH-SY5Y と H4 に添加した結
果、抗体単独では細胞毒性が誘導されなかった。その一方、内在化活性を検討するため、イム
ノトキシンとして 214D8 抗体を評価した場合、LogEC50 (ng/well) は 6.86 (A172)、4.27 (U87)、
2.86 (SH-SY5Y)と 24.65 (H4) であった。これら上述した結果はポジティブコントロールとし
て用いた抗ヒト CD71 抗体と比較しても同様であった。 
 
（４）研究成果：214D8 架橋イムノリポソームの作製とイムノリポソームの機能解析 
214D8 抗体を薬物送達キャリアであるリポソームに架橋し、作製された 214D8 ILP の物性評

価（粒子径、ゼータ電位、形状等）を行った。抗体を架橋してないリポソームと比較した際、
214D8 ILP の粒子径はわずかに大きく、ゼータ電位もわずかに上がった。リポソームに架橋さ
れた 214D8 抗体の架橋率は 60%であった。抗原抗体反応はフローサイトメトリーを用いて確認
し、214D8 ILP と A172 細胞の免疫反応が認められた。さらに LigandTracer 解析から 214D8 ILP
の KD値が 58.1 nM であることが分かった。 
イムノリポソームの機能解析においては、214D8 ILP 等に蛍光色素 DiOC18(3)を内包し、A172

細胞へ添加した後、蛍光イメージングによる細胞内取込みのキネティクスを解析した。リン脂
質量として 10 M の 214D8 ILP は、抗原抗体反応依存的に A172 細胞に取込まれた。さらにコ
ントロールと比較した場合、214D8 ILP は最大 2.21 倍（添加 66 時間後）細胞内に取込まれた。
これらの結果から、214D8 ILP を用いることにより抗原抗体反応による細胞内取込みの増加が
示された。 
さらに薬物封入の有効性を検証するため、まずドキソルビシンが内包された 214D8 ILP 等を

作製し、A172 細胞に添加した後、細胞へのデリバリー特性を解析した。リン脂質量として 100 M
の 214D8 ILP を 1 時間処理した場合、コントロールと比較して細胞生存率が 31%低下した。こ
れはドキソルビシンが細胞内へ取込まれたため、細胞生存率が低下したと考えられる。これら
の結果から、ドキソルビシンを内包した 214D8 ILP を用いることにより抗原抗体反応による細
胞への薬物送達が認められた。さらに定量分析からドキソルビシンが内包された 214D8 ILP の
組成は 119 g ドキソルビシン/16 g 214D8 抗体/1 mol リン脂質であることが分かった。リ
ポソームに封入されたドキソルビシンの封入率は 44%であった。 
 
（５）結論 
我々は①BBB 通過と②中枢神経系への薬物集積に着目し、新規モダリティの開発を試みた。

BBB 通過が期待できる 214D8 抗体（抗ヒト CD71/TFRC 抗体）を生産する 214D8 ハイブリドーマ
を樹立し、上記①を達成した。中枢神経系への十分な薬物集積が必要になるため、リポソーム
に 214D8 抗体を架橋し、214D8 ILP として機能解析を実施した。抗原抗体反応による細胞内取
込みや薬物送達が認められたことから上記②の達成にも期待できる。リポソームの特徴的利点
として水溶性や脂溶性薬物の封入があげられる。さらに 214D8 抗体以外の機能性抗体の架橋に
より更なる拡張性が見込められる。標的細胞への薬物送達を目指す上で、これらの研究成果は
新規モダリティの実用化に向けて大いに期待できる結果と考える。 
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