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研究成果の概要（和文）： 
本研究では免疫細胞への新たな抗原送達法として PEG 修飾リポソームによる免疫系の活性化
（ABC 現象）を利用した方法を提案した。本提案は、PEG 修飾リポソーム投与によって脾臓
辺縁体の B 細胞が感作され、数日後に投与した PEG 修飾リポソームを捕捉し、速やかに胚中
心の樹状細胞に運ぶ、という我々の極めてユニークな発見に基づいている。当初の目論見通り、
あらかじめ少量の PEG 修飾リポソームで刺激することで、少量の抗原(OVA)を含む PEG 修飾
リポソームを投与するだけで高い抗 OVA IgG、抗 OVA IgM を誘導することができた。PEG 修
飾リポソームは TI 抗原であり、これに TD 抗原を封入して投与する事で TI 経路の活性化を利
用して TD 抗原に対する免疫反応が亢進される事を確認した。通常のアジュバントは皮下の抗
原提示細胞を利用して免疫増強活性を示すが、本方法は脾臓の免疫系を活性化して免疫増強作
用を得るものであり、新規なメカニズムに基づくアジュバントとなるものと期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We showed that second dose PEGylated liposome is aggressively transported from marginal zone (MZ) 
into follicle in spleen when they are injected twice into the same rat with short interval1. We revealed 
that splenic MZ B cells capture and transport second dose liposomes into follicle in a time after second 
dose injection-dependent manner. The captured and then transported liposomes were finally taken up by 
follicular dendritic cell. We tried to apply this unique immune response to be a novel adjuvant system 
which enhances a specific antibody response against antigen encapsulated in second dose liposomes. 
Pre-immunization with low dose empty liposome, which triggers the transport of antigen-containing 
second dose liposomes into follicle, induced both anti-OVA IgM and anti-OVA IgG productions as 
OVA-containing liposomes, not free OVA, was intravenously injected as a second dose. The produced 
anti-OVA IgG contained IgG1, IgG2a and IgG2b subclasses. In addition, the high level of anti-OVA IgG 
lasted over 12 weeks after the immunization. These suggest that pre-stimulation with empty PEGylated 
liposomes could enhance the specific antibody response against antigen encapsulated in second dose 
liposomes. We conclude that our active transport methodology can be useful for a novel and alternative 
vaccine strategy to potentiate specific antibody response. 
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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。事実、ペガシス（PEG 化インター
フェロン）やDoxil（ドキソルビシン含有PEG
化リポソーム）などの PEG 化製剤が上市さ
れるに至っている。 
 申請者らはこれまで 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ってきた
が、その過程で PEG 修飾リポソームをある
条件下（際めて少ない投与量）で投与した場
合に、２度目に投与した PEG 修飾リポソー
ム（臨床投与量）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 修飾リポソームを投与すると、MZ-B 細
胞が 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。 
 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。インフ
ルエンザワクチンやがんワクチンの開発を
目指した研究が盛んに行われているが、臨床
応用時に必要となるヒトに投与可能なアジ
ュバントの開発は遅れている。本提案を遂行
する事により、まったく新しい概念に基づく
安全なアジュバントが生まれるものと考え
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 PEG 修飾リポソームによる免疫系
の活性化(ABC 現象)を利用した方法を提案
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、という我々による極めて
ユニークな発見に基づものであった。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。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
極めて安全なアジュバントになる事を期待
した。 

 
３．研究の方法 
(1) PEG 修飾リポソームの調製 

HEPC/Cholesterol/mPEG2000-DSPE=1.85/1/
0.15（モル比）から構成される、粒子径約 100 
nmの空の PEG 修飾リポソームを Bangham法
により調製した。OVA（卵白アルブミン）封
入 PEG 修飾リポソームは、凍結乾燥法により
リポソーム内に OVA を封入して調製した。
遊離の OVAはゲル濾過により除去した。OVA
封入 PEG 修飾リポソームの粒子径は約 370 
nm、封入量は 130 μg OVA/μmol phospholipid
であった。 
(2)濾胞樹状細胞による PEG 修飾リポソーム
の取り込み評価 
 空の PEG 修飾リポソームをラットに静脈
内投与した 3 日後に、蛍光色素の DiO で標識
した PEG 修飾リポソーム、もしくは蛍光色素
の DyLight488 で標識したOVA 封入 PEG 修飾
リポソームを静脈内投与した。1 日後に脾臓
を回収し、脾臓懸濁液を調製した。抗濾胞樹
状細胞抗体を用いて染色を行った後、フロー
サイトメーターによって濾胞樹状細胞によ
る PEG 修飾リポソーム・OVA の取り込み量
を測定した。 
(3)OVA 封入 PEG 修飾リポソームを用いた免
疫 
 空の PEG 修飾リポソームをラットに静脈
内投与した 3 日後に、OVA 封入 PEG 修飾リ
ポソーム（100 μg OVA/kg 体重）を静脈内投
与して一次免疫を行った。比較試験として、
遊離の OVA、OVA 封入 PEG 修飾リポソーム
の静脈内投与、もしくはフロイト完全アジュ
バントと OVA のエマルションの皮下投与に
より一次免疫を行った。また一次免疫の 14
日後に OVA 封入 PEG 修飾リポソームの静脈
内投与により二次免疫を行った。免疫後経時
的に採血を行い、血清中の抗 OVA IgM および
抗 OVA IgG 分泌量を ELISA により測定した。 
 
４．研究成果 
(1)濾胞樹状細胞による OVA 封入 PEG 修飾リ
ポソームの取り込みに与える空の PEG 修飾
リポソーム前投与の影響 
 これまでの検討から、PEG 修飾リポソーム
を初回投与して 2 日‐5 日後に、再び PEG 修
飾リポソームを投与すると、二回目投与 PEG
修飾リポソームは脾臓辺縁帯B細胞に捕捉さ
れ、濾胞に活発に輸送されることを明らかに
している。また辺縁帯 B 細胞は、抗 PEG IgM
と補体の存在下で PEG 修飾リポソームを取
り込むことを明らかにしており、補体受容体
を介して二回目投与 PEG 修飾リポソームを



 

 

取り込むと考えられる。濾胞樹状細胞は辺縁
帯 B 細胞と同様に補体受容体タイプ 2 を高発
現しており、濾胞に輸送された二回目投与
PEG 修飾リポソームは濾胞樹状細胞によっ
て取り込まれていると考えた。 
 そこでまず、蛍光色素で標識した PEG 修飾
リポソームを用いてリポソーム自身の濾胞
樹状細胞による取り込みをフローサイトメ
ーターによって評価した。初回投与 PEG 修飾
リポソームは濾胞へほとんど輸送されない
ため、濾胞樹状細胞によるリポソームの取り
込みはほとんど観察されなかった。しかし、
初回PEG修飾リポソームの投与3日後に再び
PEG 修飾リポソームを投与すると、二回目投
与 PEG 修飾リポソームは濾胞に活発に輸送
され、濾胞樹状細胞に多量に取り込まれてい
た。このことから、二回目投与 PEG 修飾リポ
ソームは、濾胞に輸送された後、濾胞樹状細
胞によって取り込まれることが明らかにな
った。 
 続いて、PEG 修飾リポソーム内に封入した
抗原も濾胞樹状細胞に送達されるかについ
て検討した。PEG 修飾リポソーム内には、蛍
光色素で標識した OVA を封入した。上記の
結果と同様に、二回目投与 PEG 修飾リポソー
ム中の OVA は、濾胞樹状細胞により多く取
り込まれていた。このことから、二回目投与
PEG 修飾リポソームは、内封した抗原も濾胞
樹状細胞に効率的に送達できることが示唆
された。 

濾胞樹状細胞の役割は、抗原提示、胚中心
形成の補助による免疫記憶への関与、ケモカ
イン分泌による B 細胞・T 細胞の濾胞への遊
走誘導、B 細胞への生存シグナル伝達など
様々である。現在ワクチン開発において、
様々なタイプの樹状細胞を標的とした抗原
送達システムの開発が行われているが、濾胞
樹状細胞を標的とした抗原送達システムは
ほとんどない。そのため、PEG 修飾リポソー
ムの二回投与によって、濾胞樹状細胞に抗原
を効率的に送達する本システムは新規のワ
クチン開発戦略になりうると考えられる。 
(2) OVA 封入 PEG 修飾リポソーム投与による
抗 OVA 抗体誘導に与える空の PEG 修飾リポ
ソーム前投与の影響 
 抗原封入 PEG 修飾リポソームを濾胞樹状
細胞に効率的に送達する本システムを用い
ることにより、抗原特異的抗体分泌が増強す
るか検討した。濾胞樹状細胞への PEG 修飾リ
ポソームの送達を誘導するために、空の PEG
修飾リポソームを前投与した 3 日後に、OVA
封入 PEG 修飾リポソームを用いて一次免疫
を行った。 
 遊離の OVA や OVA 封入 PEG 修飾リポソ
ーム単独で免疫した場合、抗 OVA IgM（免疫
3 日後）および抗 OVA IgG（免疫 10 日後）は
ほとんど誘導されなかった。一方で、OVA 封

入 PEG 修飾リポソームによる免疫前に、空の
PEG 修飾リポソームを前投与する事により、
抗 OVA IgM および抗 OVA IgG が多量に誘導
された。また強力なアジュバント活性を持つ
事が知られているフロイント完全アジュバ
ントと OVA を混合して皮下免疫した場合と
抗 OVA IgG 誘導能を比較した。免疫 7 日後に
おいて、フロイント完全アジュバントを用い
た場合では抗 OVA IgG が誘導されなかった
が、本システムを用いた場合では抗 OVA IgG
が誘導された。免疫 14 日後においては、本
システムによる抗 OVA IgG 誘導能は、フロイ
ント完全アジュバントを用いたものと同等
であった。以上のことから、空の PEG 修飾リ
ポソームを前投与し、OVA 封入 PEG 修飾リ
ポソームの濾胞樹状細胞への送達を誘導す
ることにより、OVA 封入 PEG 修飾リポソー
ムによる抗体分泌を増強および早期化でき
ることが明らかになった。 
 続いて一次免疫の 14 日後に OVA 封入 PEG
修飾リポソーム単独で二次免疫を行い、抗
OVA IgG 誘導の持続効果・誘導される IgG の
サブクラスについて検討した。二次免疫を行
うと抗 OVA IgG 分泌量はさらに増加し、一次
免疫約 6 か月後まで IgG 分泌の持続が観察さ
れた。また抗 OVA IgG1・IgG2a・IgG2b の分
泌量を測定したところ、いずれのサブクラス
の IgG も誘導されていた。一般に IgG1 は体
液性免疫誘導の指標に、IgG2a・IgG2b は細胞
性免疫の指標に用いられている。このことか
ら、空の PEG 修飾リポソームを前投与する本
システムは、体液性免疫と細胞性免疫のいず
れも誘導可能である可能性が高い事が示唆
された。また用いる OVA 封入 PEG 修飾リポ
ソームの粒子径の大きくすることにより、
IgG2a・IgG2b の分泌量の増加が観察された。
PEG 修飾リポソームの物性をさらに変化さ
せることにより、細胞性免疫のさらなる増強
も可能で、がんワクチンへの応用も期待でき
る。 
(3) 空の PEG 修飾リポソームと OVA 封入
PEG 修飾リポソームによる免疫が他の免疫
応答に与える影響 
 ワクチン開発においては、抗原特異的免疫
反応を強力に誘導すること同時に、非特異的
免疫反応を最小限にすることが重要と考え
られる。フロイント完全アジュバントは様々
な炎症性サイトカインを誘導して、投与部位
の硬結、潰瘍形成などの副作用を引き起こす
ため、実験動物でしかアジュバントとして利
用されていない。本システムにおいて、空の
PEG 修飾リポソームの前投与により免疫刺
激を行うが、その投与量は極めて微量であり、
PEG 修飾リポソーム投与によって血中炎症
性サイトカイン濃度が上昇しないことが既
に報告されている。 
また非特異的な免疫反応誘導の指標とし



 

 

て今回、OVA のキャリアであるリポソームに
対する抗体誘導について検討した。抗 OVA
抗体の誘導とともに、リポソームの構成成分
であるリン脂質（HEPC）やコレステロール
に対する抗体も誘導されたならば、自己免疫
疾患につながる可能性が考えられる。しかし
ながら、本システムにおいて、空の PEG 修飾
リポソーム前投与と OVA 封入 PEG 修飾リポ
ソームによる免疫を行っても、HEPC やコレ
ステロールに対する IgM、IgG は誘導されな
かった。このことから、本システムはリポソ
ーム内に封入した抗原特異的に免疫反応を
誘導できる安全なキャリアである可能性が
高いことが示唆された。 
(4)OVA 封入 PEG 修飾リポソームの濾胞への
送達阻害による抗 OVA IgG 誘導の変化 
 本システムにおいて、OVA 封入 PEG 修飾
リポソームが濾胞に輸送されることが抗
OVA IgG誘導に重要であることを確認するた
めに、濾胞への輸送阻害実験を行った。輸送
阻害には FTY720 を用いた。FTY720 は辺縁
帯B細胞を辺縁帯から濾胞に強制的に遊走さ
せ、濾胞に局在化させることが報告されてい
る。そのため、予め FTY720 を投与すること
で、辺縁帯 B 細胞による OVA 封入 PEG 修飾
リポソームの輸送を阻害すると考えられた。
実際に、FTY720 の前処置により、PEG 修飾
リポソームの濾胞への輸送阻害が確認され
た。そこで、空の PEG 修飾リポソームの投与
3 日後に、FTY720 を前処置し、OVA 封入 PEG
修飾リポソームを用いて免疫し、抗 OVA IgG
誘導能を評価した。その結果、FTY720 前処
置をすることにより、抗 OVA IgG 誘導は有意
に抑制された。このことから、本システムに
おいて OVA 封入 PEG 修飾リポソームの濾胞
への輸送誘導が抗体分泌増強に重要である
ことが示唆された。 
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