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緒論  

 

 高度に発達した現代医学であるが、感染症による疾患の治療は困難を伴う。そ

の証拠に世界保健機関 (World Health Organization; WHO)の調査によると、2015 年

の死因において感染症が第 2 位 (約 17％ )を占める 1 )。これら感染症による死亡者

数は、依然として増加傾向にある。その背景として、グローバル化によるヒト・

モノの移動増加、急速な人口増加に伴う都市化の進行、開発による熱帯雨林帯へ

のヒトの侵入増加、および温暖化を代表とする気候変動などの環境的要因が挙げ

られる 1 ,2 )。加えて、感染症の増加には免疫抑制療法の発達、エイズ患者の増加

または薬剤耐性菌の増加などの医療的要因も関わっていると考えられている 3 )。

故に、感染症の撲滅に向けた新たな機構を有する抗生剤や新しい視点からの感染

症克服戦略の開発が望まれている。  

 これらの中に粘膜ワクチンがあり、世界中で盛んに研究が行われている。ワク

チンは人類最大の発明の 1 つとされ、 1798 年のエドワード・ジェンナーによる

天然痘ワクチンと 1885 年のルイ・パスツールによる狂犬病ワクチンを始まりと

する 4 )。今日までに多くの感染症に対するワクチンが開発され、感染症予防に多

大な貢献を果たしてきた 5 -7 )。ワクチンは、①  病原体そのものあるいは弱毒化し

た病原体を用いた生ワクチン、②  ホルマリン等で不活化した病原体を用いた不

活化ワクチン、および③  病原体自体ではなく、病原体由来抗原を利用したサブ

ユニットワクチンの 3 つに分類される 8 ,9 )(Table 1)。生ワクチンあるいは不活化

ワクチンは病原体そのものの接種を必要とするため、副作用などの有害事象が避

けられない 1 0 )。したがって近年、安全性の問題を解決すべく、サブユニットワ

クチンの研究開発が必要とされている。  

Table 1.  Classif ication of vaccines 

 

 感染症予防に効果を上げてきたワクチンであるが、従来型のワクチン製剤には

致命的な問題点が存在する。既存のほぼ全てのワクチンである注射型 (筋肉注射
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型または皮下注射型 )のワクチンは、全身性 (即ち血中循環中 )の抗原特異的な免

疫応答を誘導することで、感染に伴う病原微生物の体内からの排除と病態悪化の

抑制を可能としている 11 )。しかしながら、従来型ワクチンは多くの病原微生物

の侵入経路あるいは感染部位である粘膜面での抗原特異的免疫誘導能が低いた

め、病原微生物の侵入を阻害、つまり感染そのものを抑えるという観点での防御

効果は期待できない。言い換えると、既存のワクチンは感染成立後の防御効果し

か期待できないという重大な欠陥を内包している 11 )。  

 このような背景から、粘膜面において抗原特異的な免疫応答を誘導可能な粘膜

ワクチンが次世代の感染症克服法として有望視されている。粘膜ワクチンは、経

口、経鼻、経肛門、舌下または点眼など様々な経路を用いて経粘膜的にワクチン

を接種するシステムであり、全身面だけでなく粘膜面においても免疫応答を誘導

可能な利点を有している。従って粘膜ワクチンは、従来型のワクチンと比較し、

粘膜面を介して感染が成立する多くの病原体に対して絶大な効果が期待できる

11。また、注射型のワクチンとは異なり注射針が不要な非侵襲的投与法であるた

め、医師でなくとも接種が可能である。さらに、医療廃棄物が少ないなど実用面

からも利点が多い 1 2 )(Table 2)。  

Table 2.  Comparison of conventional vaccine with mucosal vaccine.  

 

 粘膜組織は、脾臓およびリンパ節といった全身免疫を担う組織と異なったユニ

ークな性質を備えている。中でも特徴的な性質として、 IgA (Immunoglobulin A)

陽性形質細胞の存在が挙げられる。この粘膜組織に豊富に存在する IgA 陽性形質

細胞から産生された二量体もしくは多量体 IgA は、上皮細胞に発現する poly 

immunoglobulin 受容体により管腔へ輸送され、分泌型 IgA となる。この分泌型

IgA 抗体が、病原体あるいは毒素などに結合することで粘膜面において感染防御

機構を発現する 1 3 )(Figure 1)。粘膜組織では粘膜免疫応答を制御あるいは誘導す

る )た め の ユ ニ ー ク な リ ン パ 組 織 が 発 達 し て お り 、 粘 膜 関 連 リ ン パ 組 織

(mucosa-associated lymphoid tissue; MALT)と呼ばれる。MALT としては、腸管関
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連リンパ組織 (gut-associated lymphoid tissue; GALT) や鼻腔関連リンパ組織

(nasopharynx-associated lymphoid tissue; NALT)などが知られている 1 4 )。これら

MALT 上皮細胞層には管腔に存在する分子の取込を担う M 細胞が存在し、粘膜

基底膜側に存在する樹状細胞へ抗原を受け渡すことで抗原特異的免疫応答が誘

導される。ここでは、レチノイン酸、  interleukin (IL)-4 や transforming growth 

factor (TGF)-などにより IgA 陽性 B 細胞へのクラススイッチが誘導される。こ

の IgA 陽性 B 細胞は、粘膜免疫循環帰巣経路 (common mucosal immune system;  

CMIS)により腸間膜リンパ節を介し血液循環に移行を経て全身の粘膜固有層へ

分布される。粘膜固有層に達した IgA 陽性 B 細胞は、IL-5 や IL-6 などにより IgA

陽性形質細胞へ分化し、粘膜面に IgA を産生する 1 5 )。これらの特徴的な性質に

より、例えば経鼻投与ワクチンであっても全身の粘膜面に抗原特異的免疫応答を

誘導できる。  

 

Figure 1. Induction of IgA antibody on mucosa.  

 上述のように、従来型のワクチンと比べ優位な点の多い粘膜ワクチンであるが、

臨床応用されているものは少ない。日本国内においては、ロタウイルスに対する

経口生ワクチンのみが認可され臨床応用されている 1 6 )。既に述べたように、生

ワクチンは生きた病原体そのものを構成成分とするため、安全性に重大な懸念が

ある。従って、病原体の抗原を用いたサブユニット型粘膜ワクチンの開発が急務

であるが、臨床応用には未だに至っていない。この要因として、粘膜面において

抗原に対する特異的免疫応答を効果的かつ安全に誘導する方法論に乏しいこと

が挙げられる。粘膜面は食物を含むヒトに有用な外来抗原に大量に暴露される環

境が故に、免疫寛容により本質的に免疫応答を誘導し難い 1 7 )。従って、粘膜ア

ジュバントを用いて自然免疫を活性化する、もしくは抗原を粘膜樹状細胞に効率

的に送達する必要がある。  

 これまでに国内外において、粘膜免疫を誘導する方法論が精力的に研究されて

いる。自然免疫の活性化を利用した粘膜アジュバントでは、 cholera toxin や
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Escherichia coli  (E. coli) heat-labile toxin があり、強力に粘膜免疫を賦活化するこ

とが知られている 1 8 -2 0 )。これらは病原体由来の毒素であるため、その毒性を回

避するための変異体が開発されている 1 8 ,1 9 )。また、代表的な自然免疫受容体で

ある toll-like receptors (TLRs)リガンドを粘膜アジュバントとして応用したもの

に  CpG oligodeoxynucleotides (CpG ODN)、 polyinosinic-polycytidylic acid sodium 

salt (poly(I:C))、 f lagellin などが報告されている 2 1 ,2 2 )。一方、粘膜樹状細胞への

抗原送達を利用した粘膜ワクチンシステムでは、病原体が粘膜下へ侵入する際に

用いる分子を利用する方法が考案されている。例えば、Clostridium perfringens  

enterotoxin を抗原との融合蛋白質として発現させ、経粘膜投与することにより、

粘膜樹状細胞への抗原送達を介 した粘膜免疫更新作用が報告さ れている

2 3 )(Table 3)。しかしながら、これら両者の方法論は共に、病原体由来の分子を利

用しているがため、臨床応用を考えた際に抗原性あるいは副作用等の問題が懸念

されている。このような背景から、サブユニット型粘膜ワクチンの開発は難しい

のが現状である。従って、安全かつ効果的な粘膜ワクチンシステムの開発は、感

染症予防あるいは治療の観点から社会的なニーズが高い。  

Table 3.  Various mucosal adjuvant  

 

 これらの問題の解決のため、当教室では病原体由来成分を含まないサブユニッ

ト型粘膜ワクチンの開発を目指し研究を行ってきた。この中の 1 つとして、リポ

ソームに着目したサブユニット型粘膜ワクチンの開発を進めている。リポソーム

は、生体適合性が高く抗原性が低く、また抗体あるいはペプチドなどの機能性分

子をリポソーム表面に修飾することで免疫応答の制御を含む様々な機能性を付

加することが容易である点などの利点がある。この過程である種の正電荷脂質で

あ る 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane (DOTAP) と  

3β-[N-(N',N'-dimethylaminoethane)-carbamoyl] (DC-chol)から構成される正電荷リ

ポソーム (DOTAP/DC-chol リポソーム )が経鼻投与型の粘膜アジュバントとして

作用することを見いだし報告してきた。即ち、正電荷リポソームをモデル抗原で

ある卵白アルブミン (ovalbumin; OVA)とともに経鼻投与することにより粘膜およ
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び全身の両面において抗原特異的な免疫応答を誘導可能であることを明らかに

してきた。この粘膜ワクチンシステムは、マウス in vivo において顕著な炎症あ

るいは体重減少などの毒性を示さないなど安全性も担保されることを確認して

いる 2 4 ,2 5 )(Figure 2)。  

 しかしながら、正電荷リポソームの有する粘膜アジュバント活性の詳細は活性

発現機構および実際に本粘膜ワクチンシステムが感染防御能を有するかについ

ては未解明である。したがって、正電荷リポソームの有する粘膜アジュバント活

性の発現機構を解明することで、非病原体成分を用いた効果的かつ高安全性を併

せもったサブユニット型粘膜ワクチンシステムの感染症への臨床応用への道が

拓けると考えられる。  

 そこで本研究では、正電荷リポソームの経鼻投与による粘膜および全身免疫の

賦活化機構の解明を目指し、自然免疫の活性化および抗原分子の抗原提示細胞へ

の送達効率の両面からの検討を行った。さらに、正電荷リポソームを用いた粘膜

ワクチンシステムの感染症への有用性を明らかにすることを目的とした。  

 本博士論文は、第一章「正電荷リポソームの有する粘膜アジュバント活性にお

ける障害関連性分子の関与」、第二章「正電荷リポソームによる抗原提示細胞へ

の抗原送達効率の増強効果」および第三章「正電荷リポソームを用いた経鼻粘膜

投与型肺炎球菌ワクチンの開発」により構成されている。  

 

Figure 2. Intranasal immunization with DOTAP cationic liposomes combined with 

DC-Cholesterol induces potent antigen-specif ic mucosal and systemic immune 

responses.
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略語一覧  

 

ABC; ATP-binding cassette  

BSA; Bovine serum albumin 

CLRs; C-type lectin receptors  

CMIS; Common mucosal immune system  

CpG-ODN; CpG oligodeoxynucleotide  

DAMPs; Damage-associated molecular patterns 

DC-cholesterol; 3β-[N-(N',N'-dimethylaminoethane)-carbamoyl]  

DOTAP; 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane 

E.coli; Escherichia coli   

ELISA; Enzyme-linked immunosorbent assay  

FITC; Fluorescein isothiocyanate  

GALT; Gut-associated lymphoid tissue  

dsDNA; Double-stranded DNA 

IFN; Interferon 

Irf3; Interferon response factor 3  

IgA; Immunoglobulin A 

IgG; Immunoglobulin G 

IL-4; Interleukin-4 

IL-6; Interleukin-6 

IL-17A; Interleukin-17A 

MALT; Mucosa-associated lymphoid tissue 

MMP; Matrix metalloproteinase  

NALT; Nasal-associated lymphoid tissue  

NLRs; Nucleotide-binding domain leucine-rich repeat protein  

OVA; Ovalbumin 

PBS; Phosphate-buffered saline 

poly (I:  C); Polyinosinic-polycytidylic acid sodium salt  

PRRs; Pattern recognition receptor  

PspA; Pneumococcal surface antigen A 

RLRs; Retinoic acid-inducible gene I l ike Receptor  

Tfh ;  T follicular helper  

TLRs; Toll-like receptor  

WHO; World Health Organization 
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実験の部  

1) 実験材料  

 

1-1) 実験動物  

・SPF 雌性 BALB/c マウスは、日本 SLC より購入し実験に使用した。  

 

1-2) 細胞種  

・DC2.4 は、医科学研究所から購入し実験に使用した。  

 

1-3) 試薬  

1-3-1) 抗体  

・Goat anti-mouse IgG(H+L), human ads-HRP（ Southern Biotech）  

・Goat anti-mouse IgG1, human ads-HRP（Southern Biotech）  

・Goat anti-mouse IgG2a,  human ads-HRP（Southern Biotech）  

・Goat anti-mouse IgA-HRP（ Southern Biotech）  

・Anti-CD11c antibody (BD Biosciences)  

 

1-3-2) 各種試薬  

・DOTAP (Avanti Polar Lipids)  

・DC-Cholesterol (Avanti Polar Lipids)  

・Sodium nitroprusside (Sigma-Aldrich) 

・クロロホルム  (WAKO) 

・D-PBS (-) (WAKO) 

・オボアルブミン  低エンドトキシン  (WAKO) 

・DNaseⅠ  (Roche) 

・TMB microwell peroxidase substrate (KPL Inc.)  

・生理食塩水  (大塚製薬 ) 

・ポリオキシエチレン (20) ソルビタンモノオレエート  (Tween 20) (WAKO) 

・ 10×  Red blood cell lysis buffer (BioLegend) 

・注射用水  (大塚製薬 ) 

・ 7-AAD viability staining solution (Biolegend)  

・Fc block reagent (anti-mouse CD16/CD32) (TONBO) 

・分子生物学的用水  (Merck) 

・ドミトール（日本全薬工業）  
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・ミダゾラム（サンド）  

・ブトルファノール酒石酸塩  （WAKO）  

・アンチセダン  (日本全薬工業 ) 

・塩化ナトリウム  (WAKO) 

・塩化カリウム  (関東化学 ) 

・リン酸二水素カリウム  (WAKO) 

・リン酸水素ナトリウム  (VETEC) 

・炭酸水素ナトリウム  (WAKO) 

・炭酸ナトリウム  (WAKO) 

・Albumin from bovine serum, cohn f raction V, pH 7.0 (BSA) (WAKO) 

・リン酸  (WAKO) 

・Chlorpromazine (Sigma-Aldrich ) 

・ゲニステイン  (WAKO) 

・Methyl- -cyclodextrin (Sigma-Aldrich) 

・Amiloride (Cayman Chemical Company)  

・Cytochalasin D (Sigma-Aldrich ) 

・FITC-I (DOJINDO) 

・Alexa f luor 488-OVA (Life Technologies)  

・HW55 カラム  (TOSOH) 

・無水 DMSO (WAKO) 

 

1-3-3) その他  

・Nunc™ cell-culture treated multidishes (Thermo scientif ic) 

・ 96 穴  EIA プレート  ハーフエリア  平底  高結合  (Greiner bio-one) 

・Clear f lat-bottom immuno nonsterile 96-Well Plates  (Thermo scientific) 
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2) 実験方法  

  

2-1 第一章の実験方法  

 

2-1-1) 投与用 5 mg/mL OVA ストック溶液の調整  

OVA (Sigma-Aldrich)を秤量し、D-PBS (-) (WAKO）上に移し、 4°C で一晩静置

した。その後、 0.22 µm シリンジフィルター  (Membrane Solutions)でフィルター

滅菌し、使用前まで -20°C で保管した。  

  

2-1-2) 正電荷リポソームおよび DiI 修飾正電荷リポソーム調整方法  

DOTAP (Avanti Polar Lipids)を 10 mg/ml、DC-cholesterol (Avanti Polar Lipids)を

5 mg/ml となるようクロロホルムで溶かし、脂質のストック溶液とした。

DOTAP:DC-cholesterol の molar ratio が 1:1 となるようにねじ付き試験管にはかり

とり、エバポレーターを用いて溶媒であるクロロホルムを減圧留去し、デシケー

ターで 60 分以上乾燥させ lipid film を作成した。Lipid film に D-PBS (-) (WAKO)

を加え 5 分間 vortex した。その後、 0.1 µm、 0.2 µm フィルター  (ADVANTEC)を

10 回通し、整粒した。その後、0.45 µm フィルター  (IWAKI)で滅菌した溶液を正

電荷リポソーム溶液とした。なお、DiI 修飾リポソームは、総脂質に対し molar 

ratio が 0.1％となるよう DiI 溶液を加え同様に作製したリポソームを DiI 修飾正

電荷リポソームとし実験に使用した。  

 

2-1-3) 三種混合麻酔及びメデトミジン拮抗薬の作製法  

塩酸メデトミジン (ドミトールⓇ ;日本全薬工業 )を 3.75 ml、ミタゾラム  (ミタゾ

ラム「サンド」 Ⓡ ;サンド )を 4 ml、酒石酸ブトルファノール  (ベトルファール

Ⓡ ;Meiji Seika ファルマ )を 5 ml、生理食塩水 (日本薬局方  生理食塩液  大塚生食

注 ;大塚製薬工場 )を 37.25 ml をクリーンベンチ内で混合した溶液を三種混合麻酔

として実験に使用した。塩酸アチパメゾール (アンチセダン Ⓡ ;日本全薬工業 )を

0.6 ml と生理食塩水 39.4 ml をクリーンベンチ内で混合した溶液をメデトミジン

拮抗薬とし実験に使用した。  

 

2-1-4) 採血法及び血清調整法  

マウスをジエチルエーテルにて屠殺し、心臓採血により血液を回収した。回収

した血液を、室温で 30 分、氷上で 60 分静置後、3000 g、10 分遠心し、上清を回

収し、血清サンプルとした。  
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2-1-5) 鼻腔洗浄液回収法及び調整法  

マウスをジエチルエーテルにて屠殺し、断頭し下顎を切除した。気道部より

26G 注射針  (TERUMO)をつけた 1 mL 注射筒内の PBS 250 µl を流出し、エッペン

に回収した。回収した溶液を 3000 g、 10 分遠心し、上清を回収し、鼻腔洗浄液

とした。  

 

2-1-6) 肺胞洗浄液回収法及び調整法  

マウスをジエチルエーテルにて屠殺し、頸部を切開し、気道を漏出させた後、

気道に切り込みを入れた。先端に 1000 µl 用チップの上から 200 µl 用チップを装

着したピペッターを切り込みに挿入し、 1 ml PBS で 10 回ピペッティングし、エ

ッペンに回収した。回収した溶液を 3000 g、 10 分遠心し、上清を回収し、肺胞

洗浄液とした。  

 

2-1-7) 膣洗浄液回収法及び調整法  

マウスをジエチルエーテルにて屠殺し、膣に 200 µl 用チップを装着したピペ

ッターを挿入し、 PBS 100 µl で 10 回ピペッティングしエッペンに回収した。こ

れを 2 回繰り返した。回収溶液を 14000 rpm、 5 分、 4°C で遠心し、上清を回収

し、膣洗浄液とした。  

 

2-1-8) ELISA 法による抗原特異的 IgG, IgA 産生の測定  

Sodium bicarbonate buffer (pH 9.5) でそれぞれ 25 µg/ml に希釈した OVA を

ELISA 用プレートの各 well に 50 µl ずつ加え、4°C で 1 晩放置し、抗原をプレー

トに固相化した。各 well を PBST で 3 回洗浄し、過剰の抗原を除去後、 1% 

BSA-PBST 200 µl で 37°C にて 1 時間以上ブロッキングした。各 well を PBST で

3 回洗浄後、 1% BSA-PBST で段階希釈した血清または粘膜洗浄液を 50 µl 加え、

4°C で 1 晩放置し、抗原特異的な抗体をプレートに固定した抗原と反応させた。

各 well を PBST で 4 回洗浄後、1% BSA-PBST で 4000 倍希釈した goat anti-mouse 

IgG, human ads-HRP、もしくは goat anti-mouse IgG1, human ads-HRP、もしくは

goat anti-mouse IgG2a, human ads-HRP、もしくは goat anti-mouse IgA, human 

ads-HRP のいずれかを 50 µl ずつ加え、37°C で 1 時間反応させた。各 well を PBST

で 5 回洗浄後、TMB 試薬  を 50 µl 加え、 10 分間反応させた後、 1 N リン酸溶液

を 50 µl ずつ加え反応を停止し、 450 nm および 650 nm の吸光度を測定した。  

 

2-1-9) 正電荷リポソームの経鼻投与法  



11 
 

BALB/c マウス 1 匹あたり 200 µl の三種混合麻酔を腹腔内投与した。片鼻につ

き 5 µl (200 nmol) ずつ、計 10 µl (400 nmol) の正電荷リポソームまたはコントロ

ールとして D-PBS (-) を経鼻投与した。その直後に片鼻につき 1.5 µl (1.25 µg)ず

つ、計 3 µl (2.5 µg) の OVA を経鼻投与した。投与終了後、メデトミジン拮抗薬

を 200 µl ずつ腹腔内投与した。  

 

2-1-10) 鼻粘膜組織の回収  

マウスを頸椎脱臼で屠殺し、NALT 及び nasal Passage を 5 ml の PBS が入った

60 mm dish (Thermo)に採取した。アルミメッシュで濾過し 15 ml チューブに回収

した。再度 PBS 5 ml で dish を洗浄し、同様な方法でチューブに回収し、鼻腔粘

膜組織溶液として実験に用いた。  

 

2-1-11) flow cytometry を用いた鼻腔粘膜組織中の死細胞測定  

15 ml チューブに回収した鼻腔粘膜組織溶液を 4°C, 1500 g で 5 分間遠心分離後、

上清を捨てた。タッピングし、ACK lysing buffer を 1 ml 加えた直後に PBS を加

えた。4°C, 1500 g で 5 分間遠心分離後、上清を捨てた。タッピングし、 10 ml の

PBS を加え、 4°C, 1500 g で 5 分間遠心分離後、上清を捨てた。タッピングし、

500 l の PBS で再懸濁したのち、ナイロンメッシュを用いて濾液をエッペンに

回収した。 7-AAD を 5 l 加え、 5 分後に FACS canto II (BD Biosciences)を用いて

死細胞を測定した。  

 

2-1-12) Hoechst 33258 を用いたゲノム DNA の定量法  

15 ml チューブに 1 g/ml となるよう 1 mg/ml hoechst、 10× tris-EDTA-natrium 

buffer、分子生物学的用水を入れた。この溶液を 1 well あたり 200 l 添加した。

スタンダードとして付属の標品 DNA を 20 ng, 50 ng, 100 ng, 200 ng, 500 ng, 1000 

ng となるよう添加した。2-2-5)の方法で回収した鼻腔洗浄液を 1 well あたり 10 l

添加した。遮光し 1 時間振盪後、 460 nm における吸光度をマイクロプレートリ

ーダーで測定し、ゲノム DNA の定量を行った。  

 

2-1-13) 鼻腔におけるゲノム DNA の漏出  

BALB/c マウス 1 匹あたり 200 µl の三種混合麻酔を腹腔内投与した。片鼻につ

き 5 µl (200 nmol) ずつ、計 10 µl (400 nmol) の正電荷リポソームまたはコントロ

ールとして D-PBS (-) を経鼻投与した。その直後に片鼻につき 1.5 µl (1.25 µg)ず

つ、計 3 µl (2.5 µg) の OVA を経鼻投与した。投与終了後、メデトミジン拮抗薬

を 200 µl ずつ腹腔内投与した。 0, 3, 6, 9, 16 時間後にマウスをジエチルエーテル
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にて屠殺し、断頭し下顎を切除した。気道部より 26G 注射針  (TERUMO)をつけ

た 1 mL 注射筒内の PBS 250 µl を流出し、エッペンに回収した。回収した溶液を

3000 g、10 分遠心し、上清を回収し、鼻腔洗浄液とし、15 ml チューブに 1 g/ml

となるよう 1 mg/ml hoechst、 10× tris-EDTA-natrium buffer、分子生物学的用水を

入れた。この溶液を 1 well あたり 200 l 添加した。スタンダードとして付属の

標品 DNA を 20 ng, 50 ng, 100 ng, 200 ng,  500 ng,  1000 ng となるよう添加した。

2-2-5)の方法で回収した鼻腔洗浄液を 1 well あたり 10 l 添加した。遮光し 1 時

間振盪後、 460 nm における吸光度をマイクロプレートリーダーで測定し、ゲノ

ム DNA の定量を行った。  

 

2-1-14) NucleoSpin Tissue を用いたゲノム DNA 精製  

BALB/c マウス  (6 週齢、雌性 ) を頚椎脱臼で屠殺し、脾臓を 25 mg エッペン

内に摘出した。回収した脾臓を細断した後、180 l buffer T1 を入れ vortex した。

次に 25 µl proteinase K を添加した。完全に分解されるまで  (およそ一晩静置 ) 

56°C でインキュベートした。その後、室温で 10 分間インキュベートし、RNase

を 20 µl 加え、5 分間放置した。その後、vortex し、200 µl buffer B3 を加え、vortex

した。次に、70°C で 10 分間インキュベートしたのち、vortex した。210 µl ethanol

を加え、vortex し、サンプル分のカラムとコレクションチューブを用意し、溶液

を入れた。 11000 g で 1 分間遠心したのち、フロースルーとともにチューブを捨

て、カラムを新しいチューブに取り付け、 500 µl buffer BW をカラムに入れた。

11000 g で 1 分間遠心したのち、カラムを外し、フロースルーを捨て、600 µl buffer  

B5 をカラムに入れた。11000 g で 1 分間遠心したのち、カラムを外し、フロース

ルーを捨て、 11000 g で 1 分間遠心した。カラムをエッペンに取り付け、 100 µl

注射用水をアプライしたのち、室温で 1 分間放置し、11000 g で 1 分間遠心した。

溶出された溶液をゲノム DNA 精製液とし、実験に使用した。  

 

2-1-15) ゲノム DNA 経鼻投与時の抗体産生  

BALB/c マウス一匹に対し、200 l の三種混合麻酔を腹腔内投与した。片鼻に

つきゲノム DNA を 5 l (2.5 ng または 25 ng または 250 ng) ずつ、計 10 µl (5 ng

または 50 ng または 500 ng) またはコントロールとして D-PBS (-) を経鼻投与し

た。その直後に片鼻につき 1.5 l (1.25 µg) ずつ、計 3 l (2.5 g) の OVA を経鼻

投与した。投与終了後、メデトミジン拮抗薬を 200 l ずつ腹腔内投与した。こ

れを、 day 0, day 7, day 14 で行い、 day 21 に、マウスをジエチルエーテルにて屠

殺し、心臓採血により血液を回収した。回収した血液を、室温で 30 分、氷上で

60 分静置後、3000 g、10 分遠心し、上清を回収し、血清サンプルとした。また、
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気道部より 26G 注射針  (TERUMO)をつけた 1 mL 注射筒内の PBS 250 µl を流出

し、エッペンに回収した。回収した溶液を 3000 g、10 分遠心し、上清を回収し、

鼻腔洗浄液とした。また、頸部を切開し、気道を漏出させた後、気道に切り込み

を入れた。先端に 1000 µl 用チップの上から 200 µl 用チップを装着したピペッタ

ーを切り込みに挿入し、 1 ml PBS で 10 回ピペッティングし、エッペンに回収し

た。回収した溶液を 3000 g、 10 分遠心し、上清を回収し、肺胞洗浄液とした。

また、マウスをジエチルエーテルにて屠殺し、膣に 200 µl 用チップを装着した

ピペッターを挿入し、PBS 100 µlで 10回ピペッティングしエッペンに回収した。

これを 2 回繰り返した。回収溶液を 14000 rpm、 5 分、 4°C で遠心し、上清を回

収し、膣洗浄液とした。回収した血清及び粘膜洗浄液中の IgG 抗体及び IgA 抗

体の抗体価を算出した。  

 

2-1-16) DNase I 処理併用時の正電荷リポソームと OVA 経鼻投与における  

血清中の IgG 抗体産生及び各粘膜洗浄液中の IgA 抗体産生  

2-1-9)の方法で正電荷リポソームを経鼻投与した。これを day 0, day 7,  day 14

で行い、day 21 にマウスをジエチルエーテルにて屠殺し、心臓採血により血液を

回収した。回収した血液を、室温で 30 分、氷上で 60 分静置後、3000 g、10 分遠

心し、上清を回収し、血清サンプルとした。また、気道部より 26G 注射針  

(TERUMO)をつけた 1 mL注射筒内の PBS 250 µlを流出し、エッペンに回収した。

回収した溶液を 3000 g、10 分遠心し、上清を回収し、鼻腔洗浄液とした。また、

頸部を切開し、気道を漏出させた後、気道に切り込みを入れた。先端に 1000 µl

用チップの上から 200 µl 用チップを装着したピペッターを切り込みに挿入し、1 

ml PBS で 10 回ピペッティングし、エッペンに回収した。回収した溶液を 3000 g、

10 分遠心し、上清を回収し、肺胞洗浄液とした。また、マウスをジエチルエー

テルにて屠殺し、膣に 200 µl 用チップを装着したピペッターを挿入し、PBS 100 

µl で 10 回ピペッティングしエッペンに回収した。これを 2 回繰り返した。回収

溶液を 14000 rpm、 5 分、 4°C で遠心し、上清を回収し、膣洗浄液とした。回収

した血清及び粘膜洗浄液中の IgG 抗体及び IgA 抗体の抗体価を算出した。  

 

2-1-17) 有意差検定  

 抗体産生の有意差は the Kruskal-Wallis with Dunn’s post -hoc test を用いて検定

した。死細胞、 dsDNA 産生の有意差は pair t-test を用いて検定した。  

 

2-2 2 章の実験方法  
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2-2-1) FITC-OVA の精製  

pH 9 に調製した炭酸バッファーに 50 mg/ml で溶解させた OVA (sigma)と無水

DMSO に 5 mg/ml で溶解させた FITC-I (DOJINDO)を 10:1 となるように混合し、

4°C で一晩静置した。その後、HW55 カラム  (TOSOH)を用いてサイズ排除クロマ

トグラフィーにて未結合の OVA と FITC 結合 OVA を分離精製した。  

 

2-2-2) フローサイトメトリーを用いた in vitro における抗原取り込み  

DC2.4 細胞を 5×104  cells/ml で 24 well plate に播種し、 1 日後、正電荷リポソ

ーム  20 nmol/ml 添加したのち、 1 分後に FITC-OVA 50 µg/ml で添加し、 37°C、

CO2  5%で 1 時間相互作用させた。その後、 100 µg/ml heparin in PBS 500 µl で 2

回洗浄した後、 0.1 mM EDTA in PBS を 1 分間反応させ、細胞をシングルセルと

した。その後、RPMI 1640 1ml 加え、細胞を回収した。回収した細胞を 4°C で、

1500 rpm、5 分間遠心し、上清を取り除き、タッピング後、再度 100 µg/ml heparin 

in PBS 500 µl 加え、 4°C で、 1500 rpm、 5 分間遠心した。これを 2 回繰り返し、

PBS 500 µl に再懸濁し、FACS canto II (BD Biosciences)にて蛍光強度を測定した。  

 

2-2-3) 共焦点顕微鏡による正電荷リポソームと抗原の局在  

DC2.4 細胞を 4×104  cells/ml で 24 well plate 内の PLL コートガラスプレート上

に播種し、 1 日後、で正電荷リポソーム  20 nmol/ml 添加したのち、 1 分後に

FITC-OVA 50 µg/ml で添加し、 37°C、CO2  5%で 1 時間相互作用させた。その後、

100 µg/mL heparin in PBS 500 µl で 2 回洗浄した後、 4% PFA 1ml 加え、 4°C で 1

時間固定した。再度、100 µg/ml heparin in PBS で 2 回洗浄し、スライドガラスに

1 g/ml DAPI containing 90% glycerol in PBS で核を染色し、トップコートで固定

し、共焦点レーザー顕微鏡  (FV1000D; Olympus)で観察した。  

 

2-2-4) 阻害剤を用いた取り込み経路の特定  

DC2.4 細胞を 5×104  cells/mL で 24 well plate に播種し、 1 日後、クラスリン介

在性エンドサイトーシスの阻害剤としてクロルプロマジン (Sigma-Aldrich)を 50 

µM、カベオリン介在性エンドサイトーシス阻害剤としてゲニステイン (WAKO)

を 20 nM、脂質ラフト介在性エンドサイトーシス阻害剤としてメチル -β -シクロ

デキストリン (Sigma-Aldrich)を 31.25 µM、マクロピノサイトーシス阻害剤として

アミロライド (Cayman Chemical Company)を 50 µM、ファゴサイトーシス阻害剤

としてサイトカラシン D (Sigma-Aldrich)を 2.5 µM を添加し 30 分、37°C、CO2  5%

でインキュベートした。その後、正電荷リポソーム  20 nmol/ml 添加したのち、1

分後に FITC-OVA 50 µg/ml で添加し、 37°C、CO2  5%で 1 時間相互作用させた。
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また、細胞の活動を停止させるため 4°C で 1 時間同様に作用させた。その後、

100 µg/ml heparin in PBS 500 µl で 2 回洗浄した後、 0.1 mM EDTA in PBS を 1 分

間反応させ、細胞をシングルセルとした。その後、RPMI 1640 1ml 加え、細胞を

回収した。回収した細胞を 1500 rpm、 4°C、 5 分遠心し、上清を取り除き、タッ

ピング後、再度 100 µg/ml heparin in PBS 500 µl 加え、 4°C で、 1500 rpm、 5 分間

遠心した。これを 2 回繰り返し、PBS 500 µl に再懸濁し、FACS canto II (BD)に

て各蛍光強度を測定した。  

 

2-2-5) フローサイトメトリーを用いた正電荷リポソームと抗原の存在状況によ

る抗原取り込み増強効果の変化  

DC2.4 細胞を 5×104  cells/mL で 24 well plate に播種し、 1 日後、正電荷リポソ

ームと OVA 非共存在下条件として正電荷リポソームを 20 nmol/ml で添加し、

37°C、CO2  5%で 4 時間相互作用させ、培地交換してから FITC-OVA 50 µg/ml で

添加し 37°C、CO2  5%で 4 時間相互作用させた。また、正電荷リポソームと OVA

共存在下条件として PBS を添加し 37°C、CO2  5%で 4 時間相互作用させ、培地交

換してから正電荷リポソーム  20 nmol/ml で添加したのち、1 分後に FITC-OVA 50 

µg/mL で添加し、 37°C、CO2  5%で 4 時間相互作用させた。その後、 100 µg/mL 

heparin in PBS 500 µl で 2 回洗浄した後、0.1 mM EDTA in PBS を 1 分間反応させ、

細胞をシングルセルとした。その後、RPMI 1640 1ml 加え、細胞を回収した。回

収した細胞を 4°C で、 1500 rpm、 5 分遠心し、上清を取り除き、タッピング後、

再度 100 µg/mL heparin in PBS 500 µl 加え、 4°C で、 1500 rpm、 5 分間遠心した。

これを 2 回繰り返し、 PBS 500 µl に再懸濁し、FACS canto II (BD Biosciences)に

て蛍光強度を測定した。各取り込み量を OVA 単独群で割った値を算出し、評価

した。  

 

2-2-6) 共焦点顕微鏡を用いた正電荷リポソームと抗原の存在状況による抗原取

り込み増強効果の変化  

DC2.4 細胞を 4×104  cells/ml で 24 well plate 内の PLL コートガラスプレート上

に播種し、 1 日後、正電荷リポソームと OVA 非共存在下条件として正電荷リポ

ソームを 20 nmol/ml で添加し、 37°C、CO2  5%で 4 時間相互作用させ、培地交換

してから FITC-OVA 50 µg/ml で添加し 37°C、CO2  5%で 4 時間相互作用させた。

また、正電荷リポソームと OVA 共存在下条件として PBS を添加し 37°C、CO2  5%

で 4 時間相互作用させ、培地交換してから正電荷リポソーム  20 nmol/ml で添加

したのち、 1 分後に FITC-OVA 50 µg/mL で添加し、 37°C、CO2  5%で 4 時間相互

作用させた。その後、100 µg/mL heparin in PBS 500 µl で 2 回洗浄した後、4% PFA 
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1ml 加え、4°C で 1 時間固定した。再度、100 µg/ml heparin in PBS で 2 回洗浄し、

スライドガラスに 1 g/ml DAPI containing 90% glycerol in PBS で核を染色し、ト

ップコートで固定し、共焦点レーザー顕微鏡  (FV1000D; Olympus)で観察した。  

 

2-2-7) 有意差  

毒性検討は、 one-way ANOVA with Bonferroni’s post -hoc test を用い、細胞内取

り込みに関する検討は、 unpaired t- test with Welch’s correction を用いて有意差を

算定した。  

 

2-3 第三章の実験方法  

2-3-1)感染実験  

 肺炎球菌は、PspA ファミリー 1 のクレード 1、2 を発現した A66.1 セロタイプ

3の肺炎連鎖球菌を用い、PBSで希釈した。PBS群、PspA単独群（PspA 5 g/ mouse）、

正電荷リポソーム (400 nmol/ mouse)の経鼻投与を day 0, day 7, day 14 で行い、day 

21 に 5.0 × 106  CFU/ mouse で上気道感染させ、マウスの生存率を 14 日間観察し

た。  

 

2-3-2) 脾臓細胞回収  

マウスから脾臓を摘出し、 5 ml の RPMI 1640 の入った 60 mm dish 内でステン

レスメッシュを用いてシングルセルにした。その後、別のステンレスメッシュを

通して、 15 ml チューブに移した。再度、 60 mm dish に RPMI 1640 を 5 ml 加え

よく、ピペッティングし、ステンレスメッシュを用いて同じ 15 ml チューブに移

した。1500 rpm、4°C で 5 分間遠心し、上清を捨て、タッピングした。赤血球を

溶血させるため、ACK lysing buffer を 1 ml 加え、 1 分後に 9 ml の RPMI 1640 を

加えた。次に、 1500 rpm、4°C で 5 分間遠心し、上清を捨て、タッピングし、 10 

ml の RPMI 1640 を加えた。再度、1500 rpm、4°C で 5 分間遠心し、上清を捨て、

タッピングし、 5 ml の RPMI 1640 を加え細胞懸濁液を、脾臓細胞回収液とし実

験に使用した。  

 

2-3-3) ELISA 法を用いたサイトカイン定量  

96 穴  EIA プレートに sodium bicarbonate buffer (pH 9.5) で 200 倍に希釈した各

サイトカインの capture antibody を 25 l ずつ加え、 4°C で一晩静置した。 PBST

で 4 回洗浄した後、 10% FCS in PBS を 150 l 加え、室温で 1 時間インキュベー

トした。その後、PBST で 4 回洗浄し、10% FCS in PBS で希釈した細胞培養上清

と各サイトカインスタンダードサンプルを 25 l ずつ加え、4°C で一晩静置した。
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PBST で 4 回洗浄した後に、 200 倍に希釈した各 detection antibody を 25 l ずつ

プレートに加え、室温で 1 時間反応させた。PBST で 4 回洗浄し、10% FCS in PBS

で 1000 倍に希釈した avidin-HRP を 25 l ずつ加え、室温で 30 分反応させた。そ

の後、PBST で 5 回洗浄し、TMB 溶液を 50 l ずつ加え、遮光状態で 20-30 分間

反応させ、1N リン酸で反応を止めた。プレートリーダーを用いて 450 nm と 570 

nm の吸光度を測定し、定量した。  

 

2-3-4) 正電荷リポソームと PspA 併用経鼻投与による IL-4、 IL-17A、 IL-6、  

INF-の産生  

BALB/c マウス一匹に対し、200 l の三種混合麻酔を腹腔内投与した。片鼻に

つき正電荷リポソームを 5 l (200 nmol) ずつ、計 10 µl (400 nmol) またはコント

ロールとして D-PBS (-) を経鼻投与した。その直後に片鼻につき 1.5 l  (2.5 µg) 

ずつ、計 3 l (5 g) の PspA を経鼻投与した。投与終了後、メデトミジン拮抗薬

を 200 l ずつ腹腔内投与した。これを、day 0, day 7, day 14 で行い、day 21 に 2-3-2)

の方法を用いて脾臓細胞を回収した。脾臓細胞を 10％  FCS in RPMI 1640 で 4.4

×106  cells /ml に調製し 48 well plate に 450 µl で播種した。20 分後に、PspA を 0 

µg/ml, 0.5 µg/ml,  1  µg/ml,  10 µg/ml となるよう 50 µl で添加した。その後、 37°C、

CO2  5%で 72 時間培養し、1500 rpm、4°C で 5 分間遠心した細胞上清を回収した。

回収した細胞上清を 2-3-3)の方法で IL-4、 IL-17A、 IL-6、 INF-を定量した。  

 

2-3-5) 正電荷リポソームと PspA 併用経鼻投与による血清中 IgG 抗体及び  

各粘膜洗浄液中 IgA 抗体産生  

BALB/c マウス一匹に対し、200 l の三種混合麻酔を腹腔内投与した。片鼻に

つき正電荷リポソームを 5 l (200 nmol) ずつ、計 10 µl (400 nmol) またはコント

ロールとして D-PBS (-) を経鼻投与した。その直後に片鼻につき 1.5 l  (2.5  µg) 

ずつ、計 3 l (5 g) の PspA を経鼻投与した。投与終了後、メデトミジン拮抗薬

を 200 l ずつ腹腔内投与した。これを、 day 0,  day 7, day 14 で行い、 day 21 に、

マウスをジエチルエーテルにて屠殺し、心臓採血により血液を回収した。回収し

た血液を、室温で 30 分、氷上で 60 分静置後、3000 g、10 分遠心し、上清を回収

し、血清サンプルとした。また、気道部より 26G 注射針  (TERUMO)をつけた 1 mL

注射筒内の PBS 250 µl を流出し、エッペンに回収した。回収した溶液を 3000 g、

10 分遠心し、上清を回収し、鼻腔洗浄液とした。また、頸部を切開し、気道を

漏出させた後、気道に切り込みを入れた。先端に 1000 µl 用チップの上から 200 µl

用チップを装着したピペッターを切り込みに挿入し、 1 ml PBS で 10 回ピペッテ

ィングし、エッペンに回収した。回収した溶液を 3000 g、 10 分遠心し、上清を
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回収し、肺胞洗浄液とした。また、マウスをジエチルエーテルにて屠殺し、膣に

200 µl 用チップを装着したピペッターを挿入し、 PBS 100 µl で 10 回ピペッティ

ングしエッペンに回収した。これを 2 回繰り返した。回収溶液を 14000 rpm、 5

分、4°C で遠心し、上清を回収し、膣洗浄液とした。回収した血清及び粘膜洗浄

液中の IgG 抗体及び IgA 抗体の抗体価を算出した。  

 

2-3-6) CD11c+樹状細胞における正電荷リポソーム併用時の PspA の取り込み  

BALB/c マウス一匹に対し、200 l の三種混合麻酔を腹腔内投与した。片鼻に

つき正電荷リポソームを 5 l (200 nmol) ずつ、計 10 µl (400 nmol) またはコント

ロールとして D-PBS (-) を経鼻投与した。その直後に片鼻につき  3.2 l  (25 µg) 

ずつ、計 6.4 l (50 g) の PspA を経鼻投与した。投与終了後、メデトミジン拮

抗薬を 200 l ずつ腹腔内投与した。投与から 6 時間後に、鼻腔組織を PBS の入

った 60 mm dish 中で、ステンレスメッシュを用いてシングルセルとした。その

回収液を、ナイロンメッシュを通し、15 ml チューブへと移動した。1500 rpm、4°

C で 5 分間遠心し、上清を除去後、タッピングした。そこへ、ACK lysing buffer

を 1 ml 加え、 1 分後、 9 ml の PBS を加えた。 1500 rpm、 4°C で 5 分間遠心し、

上清を除去後、タッピングした。500 µl の 2% FBS and 0.09% azide in PBS を加え、

1.5 ml チューブへ移動した。 1500 rpm、 4°C で 5 分間遠心し、上清を除去後、タ

ッピングした。 100 µl の 2% FBS and 0.09% azide in PBS で再懸濁し、 anti-mouse 

CD16/CD32 を 1 µl 加え、4°C で 30 分反応させた。その後、50 µl ずつに分け、そ

れぞれに APC-anti-mouse CD11c あるいは APC armenian Hamster IgG を 1 µl 加え

た。 4°C で 30 分反応させた後、 1500 g、 4°C で 30 秒遠心し、上清を除去しタッ

ピングした。2% FBS and 024424.09% azide in PBS を 500 µl 加え、1500 g、4°C で

30 秒遠心し、上清を除去しタッピングした。これを 3 回繰り返した細胞懸濁液

を FACS canto II (BD)を用いて測定した。  

 

2-3-7) 統計処理  

マウス生存率は、 t-test with Welch's correctio n, and Mantel-Cox test を用い、サ

イトカイン産生及び抗体産生の検討では、Kruskal-Wallis with Dunn’s post-hoc test

を用いて、PspA の取り込みは、 student t test で有意差を検定した。  

 

2-4) 本研究による法令等の遵守への対応  

本研究における動物実験に関しては、東京薬科大学動物実験倫理委員会の実験

指針を遵守し、動物実験委員会に申請し、 P14–31, P15–80, P16–09, P17–26 の承

認番号で承認を受けた後、ヘルシンキ宣言に基づき、動物愛護の精神を持って実
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施した。また同様に、医薬品基盤研究所の実験指針を遵守し、 #DS25–3R8 の承

認番号で承認を受けた後、ヘルシンキ宣言に基づき、動物愛護の精神を持って実

施した。  
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第一章  正電荷リポソームの有する粘膜アジュバント活性における障害関連性  

分子の関与  

 

1) 序論  

 リポソームによるアジュバントの機序は、抗原の目的部位あるいは細胞への効

率的な送達及び取り込みを誘導する機序と、免疫賦活化を誘導する機序という二

つの機序があると考えられている。  

 加えて、正電荷リポソームは、粒子表面が正に帯電しているため細胞毒性を示

し易いとも報告がある。  

細胞が障害されると障害された細胞から放出される分子に障害関連分子パタ

ーン (Damage-associated molecular patterns (DAMPs)と呼ばれるものがある。

DAMPs は、ゲノム DNA や IFN-などの細胞内核酸やサイトカインなどで、細胞

外へ放出された DAMPs がパターン認識受容体 (Pattern recognition receptor s 

(PRRs))に結合することで自然免疫が活性化されることが知られている。  

 これらのことから、正電荷リポソームが細胞に軽度の障害を与え、障害された

細胞から DAMPs が放出された結果自然免疫の活性化を誘導し、アジュバント効

果をもたらしているのではないかと仮説を立てた。  

  

 そこで、本章では、正電荷リポソームを経鼻投与することにより鼻腔内で細胞

死が誘導されているのかを検証し、DAMPs の一種であるゲノム DNA が正電荷リ

ポソームのアジュバント活性に寄与しているのかについて比較検討を行った。  
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2) 実験結果  

 

第一節  正電荷リポソームによるアジュバント効果  

 

第一項  血清中における IgG 抗体産生及び各粘膜洗浄液における IgA 抗体産生  

 

 正電荷リポソームとモデル抗原として OVA を経鼻投与した場合の血清中にお

ける IgG 抗体と各粘膜組織回収液における IgA 抗体産生を検証した。その結果、

血清及び鼻腔洗浄液において、OVA 単独投与群に比べ、OVA と正電荷リポソー

ム併用群において高い抗体産生が確認できた。加えて、肺胞洗浄液、膣洗浄液に

おいても OVA と正電荷リポソーム併用群において OVA 単独投与群に比べ、高い

抗体産生が誘導されることが明らかとなった (Figure 3)。  

 

第二節  正電荷リポソーム経鼻投与によるゲノム DNA の誘導  

 

第一項  鼻腔内における細胞死の誘導  

 

 BALB/c マウスに正電荷リポソームの経鼻投与を行い鼻腔内の細胞死について

検証を行った。その結果、6 時間後において PBS 投与群に比べ、正電荷リポソー

ム投与群は有意に僅かに増加  (約 2.3%)することが明らかとなった (Figure 4)。  

 

第二項  鼻腔内におけるゲノム DNA の漏出  

 

 BALB/c マウスに正電荷リポソームを経鼻投与し、その後の鼻腔内におけるゲ

ノム DNA の漏出について検証した。その結果、 PBS 投与群に比べ、正電荷リポ

ソーム投与群では継時的なゲノム DNA 漏出が増加する事が明らかとなった。ま

た、ゲノムの漏出は、 3 時間から 16 時間の間で始まることが明らかとなった

(Figure 5)。  

 第一項、第二項の結果から正電荷リポソームにより、鼻腔内に僅かな細胞障害

を引き起こし、ゲノム DNA を漏出させることが示唆された。  
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第三節  ゲノム DNA 経鼻投与時の抗体産生  

  

第一項  血清中 IgG 抗体産生及び各粘膜洗浄液中 IgA 抗体産生  

BALB/c マウスにゲノム DNA を経鼻投与後の抗体産生について検証した。そ

の結果、ゲノム DNA 併用時において OVA 単独投与群に比べ抗体価の上昇が認め

られたが、ゲノム DNA の増加と比例した抗体価の上昇は見られなかった。ゲノ

ム DNA によるアジュバント効果は、5ng とわずかな量で OVA 特異的抗体価の誘

導が可能であった (Figure 6)。  

 

第四節  正電荷リポソームのアジュバント効果におけるゲノム DNA の関与  

 

第一項  DNase I 処理併用時の血清中 IgG 抗体産生及び各粘膜洗浄液中 IgA 抗体

産生  

 

 BALB/c マウスに正電荷リポソーム及びモデル抗原 OVA を経鼻投与後の抗体

産生について検証した。その結果、DNase I 併用時することで、正電荷リポソー

ムと OVA 併用時の血清 IgG 及び各粘膜洗浄液中 IgA が減少することを明らかと

した (Figure 7)。  
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Figure 3. Induction of OVA-specific serum IgG and mucosal IgA responses in BALB/c 

mice immunized intranasally with OVA and cationic liposomes.  

BALB/c mice were immunized intranasally with PBS, OVA (2.5 μg/mouse) alone, or 

OVA (2.5 μg/mouse) plus cationic liposomes (400 nmol/mouse) on days 0,  7 and 14.  

Serum, nasal washes, BALF and vaginal washes were collected on day 21. The 

anti-OVA IgG levels in serum and anti -OVA IgA level in nasal washes were detected 

by ELISA assay.  Signif icance was evaluated by  the Kruskal-Wallis with Dunn’s 

post-hoc test.:*P<0.05 
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Figure 4. Induction of cell death in BALB/c mice administered intranasally with 

cationic liposomes after 6 hr.   

 BALB/c mice were administered intranasally with PBS or cationic liposome (400 

nmol).  After 6 hr, nasal tissues were collected, stained by 7 -AAD. Death cell  were 

counted by flow cytometry.  *p<0.05  
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Figure 5. Time dependent change in leakage of genomic DNA after intranasal cationic  

liposomes.  

 BALB/c mice were administered intranasally with PBS or cationic liposomes (400 

nmol). After 0 hrs, 3 hrs, 6 hrs, 9hrs or 16 hrs, nasal washes were collected and 

measurements of genomic DNA by hoeschst 33258. *p<0.005 
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Figure 6. Induction of OVA-specific serum IgG and mucosal IgA responses in BALB/c 

mice immunized intranasally with OVA and genomic DNA (gDNA).  

Mice were immunized intranasally with PBS, OVA (2.5 μg/mouse) alone, or OVA (2.5  

μg/mouse)  plus gDNA (5 ng/mouse) on days 0, 7 and 14. Serum, nasal washes, BALF 

and vaginal washes were collected on day 21. The anti -OVA IgG levels, the anti -OVA 

IgG1 levels and the anti-OVA IgG2a in serum and anti-OVA IgA level in nasal washes,  

BALF and vaginal washes were detected by ELISA assay.  Significance was evaluated 

by the Kruskal-Wallis with Dunn’s post-hoc test. :*P<0.05 
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Figure 7.  Induction of OVA-specific serum IgG and nasal tissue IgA responses in 

BALB/c mice immunized intranasally with OVA and cationic liposome with DNase I.  

BALB/c mice were immunized intranasally with PBS, OVA (2.5 μg/mouse) alone, or 

OVA (2.5 μg/mouse) plus cationic liposomes  (400 nmol/mouse) on days 0,  7 and 14.  

After 3  hour and 18hour mice were administered intranasally with DNase I or HBSS  

(+). Serum, nasal washes,  BALF and vaginal washes were collected on day 21. The 

anti-OVA IgG levels, the anti-OVA IgG1 levels and the anti -OVA IgG2a in serum and 

anti-OVA IgA level in nasal washes,  BALF and vaginal washes were detected by 

ELISA assay.
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3) 考察  

 

 本章では、免疫学的な観点から正電荷リポソームが持つアジュバント効果の機

序解明を試みた。  

 第一節では、モデル抗原として OVA を用い、正電荷リポソームが持つアジュ

バント効果について確認した。これまでの研究と同様に、正電荷リポソームと

OVA の併用経鼻投与において、OVA 特異的な抗体産生の上昇が確認された。加

えて、投与部位とは異なる肺及び膣においても OVA 特異的な IgA 抗体産生の上

昇が正電荷リポソームと OVA の併用経鼻投与群において認められた (Figure 3)。 

投与部位とは異なる部位での IgA 抗体の産生は、粘膜免疫の特徴の一つである粘

膜免疫帰巣経路を介して行われたと考えられる。鼻腔では、抗原の取り込み部位

である誘導組織と IgA 抗体を産生する部位である実行組織が別々の場所に存在

する。そのため、誘導組織で抗原情報を受け取った免疫担当細胞は、パイエル板

や扁桃において IgA+細胞を刺激し、各粘膜組織へのホーミングに必要な 47 イ

ンテグリンを発現した細胞へと変化し、各粘膜の実行組織へとホーミングする。

正電荷リポソームをアジュバントとして用いた場合においても、粘膜帰巣経路を

介することが可能であると示されたことで、侵襲性が低く投与が簡便な経鼻投与

を用いることで、鼻腔における感染を防ぐだけでなく、膣感染症に対しても有効

な手段となりうる可能性が示唆された。  

 第二節では、正電荷リポソーム経鼻投与によりゲノム DNA が誘導されるのか

について検討した。アジュバント効果を示す投与量である 400 nmol で正電荷リ

ポソームを経鼻投与すると 6 時間後には僅かな細胞死が誘導される (Figure 4)。  

また、正電荷リポソーム投与後 3 時間後から 16 時間後にかけてゲノム DNA の

漏出が認められた (Figure 5)。  これらの知見から、正電荷リポソームにより鼻腔

粘膜にごくわずかな細胞障害が誘導され、その結果ゲノム DNA が細胞外に漏出

してくることが示唆された。  

 第三節では、正電荷リポソームを経鼻投与するとゲノム DNA が漏出してくる

ことから、この漏出してきたゲノム DNA がアジュバント活性を持っているので

はないかと仮定し、ゲノム DNA のアジュバント活性について評価した。ゲノム

DNA を経鼻投与すると血清中 IgG 抗体産生及び各粘膜組織中 IgA 抗体産生も共

に OVA 単独投与群に比べて上昇していた (Figure 6)。これらの知見から、ゲノム

DNA はアジュバント効果を持ち、ごくわずかな 5 ng でも十分な抗体産生を誘導

できることが明らかとなった。  

 第四節では、正電荷リポソームによるアジュバント効果がゲノム DNA により
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引き起こしているのか否かについて評価した。正電荷リポソームと OVA を経鼻

投与した後、DNase I 処理を行うと、血清中 IgG 抗体及び各粘膜組織における IgA

抗体の産生量が減少した (Figure 7)。   

本章で得られた知見から、正電荷リポソームを経鼻投与すると粘膜面において

軽度の細胞障害が引き起こされ、その結果ゲノム DNA が細胞外の鼻腔内に漏出

し、そのゲノム DNA により自然免疫が誘導されアジュバント効果を示している

ことが示唆された (Figure 8)。  

ゲノム DNA がアジュバント効果に寄与しているアジュバント物質には、水酸

化アルミニウム塩を用いた Alum が存在する 2 8 )。Alum の場合も同様に宿主細胞

からのゲノム DNA の放出を起因とし、Th2 応答を誘導する機序として、interferon 

response factor 3(Irf3)に依存した経路をたどることから、正電荷リポソームによ

る Th2 の応答も同様の経路を介しているのではないかと考えられた。  

しかしながら、DNase I 処理だけでは完全に正電荷リポソームによるアジュバ

ント活性が消失することはなかった (Figure 7)。正電荷リポソームによるアジュ

バント効果の機序は、ゲノム DNA により誘導されるだけではなく他の機序が関

与していると考えらえた。そこで、次章では、正電荷リポソームの抗原取り込み

への影響について比較検討した。  
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Figure 8. Mechanism of adjuvant effect by cationic liposome  
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第二章  正電荷リポソームによる抗原提示細胞への抗原送達率の増強効果  

 

1)序論  

 第一章から抗原と共に正電荷リポソームを経鼻投与することで正電荷リポソ

ームがアジュバント効果を示す事、また、そのアジュバント効果の免疫学的な機

序にはゲノム DNA が関与していることが明らかとなった。そこで、本章では、

抗原の取り込みにおける正電荷リポソームの関与について検討した。  

 

粘膜ワクチンにおいて抗原提示細胞への抗原の到達は重要である。粘膜面では

抗原認識力が低いため、抗原提示細胞への効率的な抗原の送達が必要とされてい

る。抗原提示の主たる細胞として、樹状細胞が存在する。樹状細胞は、外来抗原

を取り込み、ペプチド断片化し細胞表面の MHC class II 上に提示し、T 細胞とい

った他の免疫細胞に抗原情報を提示している。このため、アジュバント効果を十

分に発揮させるには、樹状細胞への抗原の効率的な到達が必要である。  

 

 本研究で用いている正電荷リポソームや他のアジュバント効果を示すリポソ

ームの一般的なアジュバント効果の機序は、大きく分けて二つの機序によると考

えられている。一つは、第一章で検討している自然免疫の賦活化能、もう一つは、

目的部位への効率的な抗原の送達である。目的部位への効率的な送達方法として、

ナノ粒子内に抗原を保持することで目的部位への送達量を促進する場合や、正電

荷のナノ粒子においては、粒子の正電荷と細胞膜の負電荷による細胞内への抗原

の取り込みを促進する場合など種々のナノ粒子によって様々である。  

 こういったナノ粒子が、細胞に取り込まれる経路にはエンドサイトーシス依存

性の経路と非依存性の経路の二つが存在する。エンドサイトーシス依存性の経路

として多くの粒子の取り込みに関与が報告されているクラスリン介在性エンド

サイトーシス、次にカベオラが関与したカベオリン依存性エンドサイトーシス、

クラスリンでもカベオリンでもない脂質ラフトを介した経路である脂質ラフト

介在性経路がある。一方で、非エンドサイトーシス経路には、マクロピノサイト

ーシス、巨大分子の取り込みに関与しているファゴサイトーシスがある。どの経

路を介してナノ粒子が取り込まれているのかは、種々によって異なっている 2 8 -3 0 )。 

 

 そこで本章では、樹状細胞における正電荷リポソームによる抗原取り込み促進

効果と正電荷リポソームによる抗原の細胞内への取り込み経路について検討し

た。  
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2)実験結果  

 

第一節  In vitro における樹状細胞への取り込み増強効果  

 

第一項  DC2.4 細胞における正電荷リポソームの毒性  

 

樹状細胞の株化細胞である DC2.4 細胞における正電荷リポソームの毒性を評

価した。その結果、 200 nmol/ml 以上の濃度において 60%以下の細胞生存率とな

った。 100 nmol/ml 以下で明らかな毒性がないことが明らかとなった (Figure 9 )。 

 

第二項  DC2.4 細胞における FITC-OVA の取り込み  

 

 DC2.4 細胞を用いて、正電荷リポソーム添加時の細胞内への抗原の取り込みに

ついて比較検討した。その結果、抗原単独群での取り込みに対して、正電荷リポ

ソーム併用群では、FITC-OVA の取り込みは 1.78 倍に増加した (Figure 10a)。ま

た、共焦点顕微鏡を用いて同様に評価した。その結果、正電荷リポソーム併用時

において、抗原の取り込みが上昇した (Figure 10b)。  

 

第三項  FITC-OVA の 4℃と 37℃における取り込み  

 

 エンドソーム阻害条件である 4℃における抗原の取り込みについて比較検討

した。その後、細胞を回収し、 flow cytometry で抗原の取り込みについて評価し

た。その結果、4℃条件下では、抗原の取り込みが 37℃条件下に比べて 48%に有

意に低下した (Figure 11a)。共焦点顕微鏡で同様に評価すると、 4℃において抗原

の取り込みが低下した (Figure 11b)。  

 

第四項  正電荷リポソームの取り込み経路  

 

 第三項からエンドソーム阻害条件である 4℃で抗原の取り込みが阻害される

ことが明らかとなった。そこで、阻害剤を用いて正電荷リポソームの取り込み経

路の同定を試みた。その結果、クロルプロマジン、メチル - -シクロデキストリ

ン及びサイトカラシン D 阻害条件下で取り込みが低下した。他の阻害剤におい

ては取り込みに影響はなかった。よって、クラスリン介在性エンドサイトーシス
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及び脂質ラフト介在性エンドサイト―シス及びファゴサイトーシスを介して正

電荷リポソームは取り込まれていることが明らかとなった (Figure 12)。  

 

第五項  FITC-OVA の取り込み経路  

 

DC2.4 細胞における FITC-OVA の取り込み経路の同定を試みた。その結果、ク

ロルプロマジン阻害条件下において低下した。他の阻害条件では取り込みに影響

はなかった。よって、抗原はクラスリン介在性エンドサイトーシスを介して取り

込まれていることが明らかとなった (Figure 13)。  

 

第六項  正電荷リポソーム併用時の FITC-OVA 取り込み経路  

 

 正電荷リポソーム添加に伴う FITC-OVA 取り込み経路の同定を試みた。その結

果、クロルプロマジン及びメチル --シクロデキストリン阻害条件下において抗

原の取り込みが低下した。よって、正電荷リポソーム添加に伴う抗原の取り込み

経路は、クラスリン介在性エンドサイトーシス及び脂質ラフト介在性エンドサイ

トーシスを介していることが明らかとなった (Figure 14)。  

 

第七項  正電荷リポソームと FITC-OVA 併用時の取り込み状態  

 

正電荷リポソームにより細胞が活性化された結果抗原の取り込みが上昇して

いるのか、正電荷リポソームと抗原が結合した結果、細胞内への取り込みが上昇

しているのかを明らかとするため検討した。その結果、正電荷リポソームと抗原

を別々に添加した場合において抗原の取り込みは抗原単独群に比べて 1.56 倍に

増加したのに対し、正電荷リポソームと抗原が同時に存在する場合では、抗原単

独群に比べて抗原の取り込みが 3.53 倍に増加した (Figure 15)。また、共焦点顕微

鏡でも同様に評価すると、共培養条件において OVA の取り込みが増加し、、抗原

と正電荷リポソームが共局在していることが明らかとなった。  

 

3) 考察  

 

第一節において、正電荷リポソームは in vitro において抗原の取り込み促進効

果を示した (Figure 10)。また、第一章、第一節において正電荷リポソームにより

モデル抗原 OVA に対する抗体産生を誘導するアジュバント効果を示した。本章

第一節により明らかとなった正電荷リポソームの抗原取り込み促進効果により、
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樹状細胞内に抗原が増加した結果、樹状細胞表面への抗原提示が誘導される。そ

れに伴い、ヘルパーＴ細胞といった他の免疫細胞への抗原提示が促され、第一章  

第一節で示された正電荷リポソームによるアジュバント効果をもたらしている

と示唆された。  

第二節において、正電荷リポソームは、クラスリン介在性エンドサイトーシス

と脂質ラフト介在性エンドサイトーシスを介して取り込まれ (Figure 12)、また、

抗原はクラスリン介在性エンドサイトーシスを介して取り込まれることが明ら

かとなった (Figure 13)。正電荷リポソーム併用した場合の抗原の取り込みは、ク

ラスリン介在性エンドサイトーシスと脂質ラフト介在性エンドサイトーシスを

介して取り込まれていた (Figure 14)。また、共焦点顕微鏡の結果から正電荷リポ

ソームと抗原の挙動が一致していたこと (Figure 15)から、抗原は正電荷リポソー

ムと同経路であるクラスリン介在性エンドサイトーシス及び脂質ラフト介在性

エンドサイトーシスを介して取り込まれていると示唆された。  

正電荷リポソームの取り込みは、クラスリン介在性エンドサイトーシス及び脂

質ラフト介在性エンドサイトーシスにより取り込まれている (Figure 12)が、この

脂質ラフト介在性エンドサイトーシスは、正電荷リポソームの構成脂質に DC-

コレステロールが存在するためコレステロールが関与している脂質ラフトを介

して取り込まれているものと考えられる。また、正電荷リポソームがクラスリン

介在性エンドサイトーシスや脂質ラフト介在性エンドサイトーシスを介して取

り込まれた要因として正電荷リポソームのサイズの影響が考えられる。今回用い

た正電荷リポソームは、 150 nm 前後の粒子であった。 50-80 nm のサイズを取り

こむカベオリン介在性エンドサイトーシスに対してクラスリン介在性エンドサ

イトーシスの場合では 100-150 nm の粒子を取り込むことが知られているため、

これらの経路を介して取り込まれた要因は、粒子サイズによると考えられる 3 1 )。 

共焦点顕微鏡の結果において、正電荷リポソームは細胞膜上に多く存在するこ

とが示された (Figure 12)。抗原共存在下においても膜表面と内部とに抗原の存在

部位が分かれていた。この原因は、細胞培養時に存在する血清によりリポソーム

が一部凝集し、粒子サイズが大きくなった結果、細胞内取り込み能力が低下した

ため細胞膜上に多く存在する一因と考えられる。また、正電荷リポソームの取り

込み経路として、ファゴサイトーシスの関与が認められたのに対し、正電荷リポ

ソーム併用時の抗原取り込み経路を評価すると、ファゴサイトーシスの関与は確

認できなかった。この要因も培養時に存在する血清と正電荷リポソームが凝集し

た結果、正電荷リポソームの粒子サイズが大きくなったことで、ファゴサイトー

シスを介して正電荷リポソームが一部取り込まれたものと考えられる。  
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本章において、樹状細胞における正電荷リポソーム添加に伴う抗原の取り込み

促進効果が明らかとなった。第一章、第二章により正電荷リポソームによりアジ

ュバント効果の免疫学的な機序と抗原送達における機序が明らかとなった。そこ

で、次章では、正電荷リポソームが持つアジュバント効果の応用について肺炎球

菌感染症モデルを用いて検討した。
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Figure 9. Cytotoxicity of the cationic liposomes on DC2.4 cells.  

DC2.4 cells were cultured for 48 h in the presence or absence of  various  

concentrations of the cationic liposome. The cell viabilit ies were  then assessed by the 

MTT assay. The cell viability (%) was calcu lated on the basis of the ratio to  the 

untreated group. The values are expressed  as the mean ± SD of triplicate cultures f rom 

three independent experiments.  Significance was evaluated by a one -way ANOVA 

with Boferroni’s post-hoc test: *p  < 0.05, N.S.: not significant.  
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Figure 10.  Antigen uptake by DC2.4 cells following co -culture with the cationic 

liposomes.  

 (a) DC2.4 cells were treated with vehicle (black),  FITC-OVA (50 μg/mL) (orange), or 

FITC-OVA (50 μg/mL) in combination  with cationic liposomes (20 nmol/mL) (blue) 

for 1 h.  FITC-OVA uptake was then analyzed using flow cytometry as mean  

fluorescence intensities of the cell s. The values are expressed as the  mean ± SEM of  

duplicate cultures from three independent experiments.  Significance was evaluated by 

an unpaired t - test with Welch’s  correction: *p  < 0.05, and (b). Images from confocal 

microscopy showing FITC-OVA uptake. FITC-OVA = green; DAPI = blue.  
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Figure 11. Effect of temperature on enhanced uptake of FITC -OVA by the cationic 

liposomes.  

DC2.4 cells were treated with vehicle (black) or FITC -OVA (50 μg/mL) in 

combination with cationic liposomes (20 nmol/mL) for 1 h at 4˚C (orange) or 37˚C 

(blue). (a) FITC-OVA uptake was then analyzed using flow cytometry a s mean 

fluorescence intensities  of the cells. The values are expressed as the mean ± SEM of  

duplicate cultures from three independent experiments. Signi ficance was evaluated by 

an unpaired t  -test with Welch’s correction: *p < 0.05; (b) Confocal microscopy 

images for FITC-OVA uptake at different temperatures. FITC -OVA = green; DAPI = 

blue.  
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Figure 12. Mechanisms of uptake of cationic liposome by DC2.4 cells.  

DC2.4 cells were pre-treated with various chemical inhibitors for endocytic pathways 

for 30 min at 37˚C,  and then treated with vehicle (black) or the cationic li posomes (20 

nmol/mL) for 1 h at  37˚C. The uptake of cationic liposome was fur ther analyzed using 

flow cytometry as mean fluorescence intensities of the cells.  The values are expressed  

as the mean ± SEM of  duplicate cultures from three independent experiments.  

Significance was evaluated by an unpaired t -test with Welch’s correction :  *p  < 0.05.  
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Figure 13. Mechanisms of uptake of FITC-OVA by DC2.4 cells.  

DC2.4 cells were pre-treated with various chemical inhibitors for endocyt ic pathways 

for 30 min at 37˚C,  and then treated with vehicle or FITC-OVA (50 μg/mL) for 1 h at  

37˚C. FITC -OVA uptake was further analyzed using f low cytometry as mean 

fluorescence intensities of the  cells. The values are expressed as the mean ± SEM of  

duplicate cultures from three independent  experiments. Significance was evaluated by 

an unpaired t- test with Welch’s correction:  *p  < 0.05, N.S.: not significant.  
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Figure 14. Effect of various chemical inhibitors of endocytic pathways on 

enhancement  

FITC-OVA uptake by the cationic liposomes. DC2.4 cells were pre -treated with 

various chemical inhibitors of endocytic pathways for 30 min at 37˚C, and then treated 

with vehicle (black), FITC-OVA (50 μg/mL) (orange), or FITC -OVA (50 μg/mL) in 

combination with cationic liposomes (20 nmol/mL) (blue) for 1 h at 37˚C. FITC -OVA 

uptake was further  analyzed using flow cytometry as mean fluore scence intensities of  

the cells. The values are expressed as the mean ± SEM of duplicate cultures f rom three 

independent experiments.  Significance was evaluated by an unpaired t-test with 

Welch’s correction: *p  <0.05, N.S.: not significant.  
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Figure 15. Coexistence of FITC-OVA and the cationic liposomes is crucial  for 

enhanced uptake of FITC-OVA.  

(a) For co-culture experiment, DC2.4  cells were treated with vehicle (black),  

FITC-OVA (50 μg/mL) (orange), and  FITC-OVA (50 μg/mL) in combination with 

cationic liposomes (20 nmol/mL) (blue) for 1 h at 37˚C. For wash -out experiment,  

DC2.4 cells were treated with cationic liposomes (20 nmol/mL) for 4 h at 37˚C. After 

washing the liposomes out, DC2.4 cells were incub ated with FITC-OVA (50 μg/mL)  

for 1 h at 37˚C (green). FITC -OVA uptake and the cationic liposome uptake  was then 

analyzed using flow cytometry as mean fluorescence intensities of  the cells.  The 

values are expressed as the mean ± SEM of duplicate cultures  f rom three independent 

experiments.  Significance was evaluated by an unpaired  t- test with Welch’s 

correction: *p  < 0.05,  (b) confocal microscopy images for wash-out and co-culture 

experiments. FITC-OVA = green; DiI-liposome = red; DAPI = blue; co -localization of  

FITC-OVA and DiI-liposome = yellow.  
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第三章  正電荷リポソームを用いた経鼻粘膜投与型肺炎球菌ワクチンの開発  

 

1) 序論  

日本では、乳幼児のころから日本脳炎ウィルスに対するワクチンや麻疹ワクチ

ンなど様々なワクチンを接種している。また、定期接種以外にもインフルエンザ

のワクチンや海外渡航の際にはその地域に特有のワクチンの接種を行っている。

加えて、高齢者においては肺炎のリスクが高いため肺炎球菌感染症ワクチンの定

期接種も始まっている。しかしながら、現在定期接種に用いられている 27 価莢

膜ポリサッカライド型肺炎球菌ワクチンは、T 細胞に依存しない免疫応答を起こ

すため免疫記憶を誘導できず長期の免疫効果は期待できない。新たに承認された

13 価肺炎球菌結合型ワクチンは、T 細胞に依存した免疫応答を誘導できるが、

従来のワクチンに比べ対応できる肺炎球菌の型が少なくまた生産コストも高い。

肺炎球菌の血清型には 90 種が知られており、どちらのワクチンを用いてもすべ

ての型を網羅することはできない。 3 3 -3 4 )  

 こういった背景から新たな肺炎球菌に対応する抗原として pneumococcal 

surface antigen A (PspA)が注目されている 3 4 -3 6 )。PspA は菌体表面に存在するリポ

蛋白質で、マグネシウムイオンの運搬に関わる ATP-binding cassette (ABC)トラン

スポーターを構成している。 PspA が欠損した肺炎球菌においては、宿主への付

着性が低下し、酸化ストレスに対して感受性が上昇することから病原因子として

働くことがわかっている。 PspA は、すべての肺炎球菌に共通する抗原であり、

PspA に対するワクチンが開発できればすべての血清型の肺炎球菌感染症への対

応が可能となる。  

 これまでの研究によりモデル抗原に対する正電荷リポソームのアジュバント

効果を誘導することを示してきた。しかし、正電荷リポソームにより誘導された

抗原特異的な抗体が中和抗体として機能するのか、また、肺炎球菌感染症に対し

て有効な免疫応答が引き起こされているのかは不明である。  

 

そこで本章では、肺炎球菌由来抗原である PspA を用いた正電荷リポソームの

アジュバント効果について、感染実験、サイトカイン産生と抗体産生の面から評

価し、考察を加えた。  
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2) 実験結果  

 

第一節  感染実験  

 

第一項  肺炎球菌感染防御効果  

 

 正電荷リポソームと肺炎球菌由来抗原である PspA によるワクチン効果につい

て検討した。その結果、あらかじめ正電荷リポソームと PspA を経鼻投与した群

において、マウス生存率の上昇が認められた (Figure 16)。  

 

第二節  PspA と正電荷リポソーム併用時の免疫応答  

 

第一項  正電荷リポソームと PspA 併用経鼻投与による IL-4、IL-17A、IL-6、INF-

の産生  

 

肺炎球菌由来抗原である PspA と正電荷リポソームによるサイトカイン誘導に

ついて検討した。その結果、正電荷リポソームと PspA を経鼻投与した群におい

て、 IL-4、 IL-17A、 IL-6、 INF-の産生上昇が認められた (Figure 17)。  

 

第二項  正電荷リポソームと PspA 併用経鼻投与による血清中 IgG 抗体及び各粘

膜洗浄液中 IgA 抗体産生  

 

正電荷リポソームを用いてモデル抗原に対する IgG 及び IgA 抗体産生につい

て検討を行った。BALB/c マウスに PspA (5 g)と正電荷リポソーム  (400 nmol)

を day 0, 7, 14 にそれぞれ経鼻投与し、 day 21 に、血清及び鼻腔洗浄液を回収し

た。各回収液中の PspA 特異的抗体を ELISA 法で測定し、endpoint 法にて抗体価

を算出した。その結果、正電荷リポソーム併用群において高い抗体産生が認めら

れた (Figure 18)。  

 

第三節  PspA の樹状細胞への取り込み  

 

第一項  In vivo における FITC-PspA の樹状細胞への取り込み  
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CD11c 陽性細胞における FITC-PspA の取り込みを flow cytometry を用いて評価

した。その結果、 PspA 単独群では FITC-PspA 陽性の細胞が 0.945%であったが、

正電荷リポソームと PspA 併用群では 3.365%と有意に上昇していた (Figure 19)。 

 

3) 考察  

 

 本章において、正電荷リポソームと PspA を併用することにより疾患モデルへ

の応用が可能であることが示された。  

第一節において、肺炎球菌感染モデルにおいて十分な防御的効果を発揮した。 

第二節においては、Th1 サイトカインのみならず Th2 サイトカインの誘導も増強

させることが明らかとなった。正電荷リポソームと PspA の経鼻投与により誘導

された IL-4 は、Th0 細胞を Th2 細胞への分化を誘導するサイトカインであり、

IgA 産生を増強させ、また、濾胞性ヘルパーT 細胞（T follicular helper cell  ; Tfh

細胞）に対してエフェクター分子として働く。その結果として B 細胞のクラス

スイッチ、記憶 B 細胞への分化、形質細胞への分化を誘導することが知られて

いるサイトカインである。また、IL-17A は、ナイーブ T 細胞が IL-6、TGF-、IL-23

といったサイトカイン刺激を受けた Th17 細胞から産生される 3 7 ,3 8 )。その結果、

matrix metalloproteinase (MMP)や抗菌ペプチドの発現 3 9 ,4 0 )を誘導し細菌感染防御

や真菌感染防御に関与しているサイトカインとしても知られている。 IL-6 は、

炎症性サイトカインであり、IL-17A の産生に関与する Th17 細胞への分化を誘導

していることが知られている。 IFN-も炎症性サイトカインであり、他のサイト

カインとはことなり Th0 細胞を Th1 細胞への分化を誘導する。  

また、Th1 細胞あるいは Th2 細胞のどちらが優位であるのかによって免疫応答

が異なってくる。血清中 IgG 抗体のサブクラスである IgG1、 IgG2a は、PspA 単

独群に比べ正電荷リポソーム併用群において有意に抗体産生が上昇している。こ

れら二つのサブクラスのバランスにより Th1 免疫応答か Th2 免疫応答の優位性

が判断できる。 IgG1 及び IgG2a ともに大きく上昇しているため、正電荷リポソ

ームによるアジュバント効果は、抗体産生を介した応答である Th2 免疫応答の

みならずキラーT 細胞の活性化させる Th1 免疫応答をも誘導できると考えられ

る。加えて、細菌感染や感染防御に有効なサイトカイン産生を誘導することから、

肺炎球菌といった感染症に対して有効なアジュバントである。さらに、Th17 細

胞を活性化させることから、真菌感染症などに対するワクチン応用も可能となる

と考えられる 41 )。  
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Figure 16. Pneumococcal vaccine by PspA and cationic liposomes.  

Mice were divided into three groups for nasal immunization,  and immunized with 

vehicle, PspA (5 µg/mouse), or cationic liposomes (40 nmol/mouse) followed by PspA 

(5 µg/mouse) at a volume of 6.5 µl/nostril once a week,  f or three consecutive weeks.  

One week af ter the last immunization, the mice were subjected to resp iratory 

challenge with 5.0 × 10 6  CFU of S.  pneumoniae. The survival of mice was monitored 

for 14 days after the infection.  
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Figure 17. Induction of IL-4, INF- ,  IL-17A and IL-6 in BALB/c mice immunized 

intranasally with PspA and cationic liposomes.  

 BALB/c mice were immunized intranasally with PBS, PspA (5 μg/mouse) alone, or 

OVA (2.5 μg/mouse) plus cationic liposomes (400 nmol/mouse) on days 0,  7 and 14.  

Spleen cells were collected on day 21 by mice. Spleen cells were stimulated PspA (0,  

0.5, 1, 10 μg/ml). After 72  hrs, supernatant were collected and detected by ELISA 

assay.  

***p<0.002, **p<0.01, *p<0.02
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Figure 18. Induction of OVA-specif ic serum IgG, serum IgG1, serum IgG2a and nasal 

IgA, BALF IgA and vaginal IgA responses in BALB/c mice immunized intranasally 

with PspA and cationic liposomes.  

BALB/c mice were immunized intranasal ly with PBS, PspA (5 μg/mouse) alone,  or 

PspA (5 μg/mouse) plus cationic liposomes (400 nmol/mouse) on days 0, 7 and 14.  

Serum, nasal washes, BALF and vaginal washes were collected on day 21. The 

anti-OVA IgG levels in serum and anti -OVA IgA level in nasal washes,  BALF and 

vaginal wash were detected by ELISA assay.  

***p<0.002 
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Figure 19. Antigen uptake by CD11c+  DCs in NALTs following intranasal 

administration of FITC-PspA plus the cationic liposomes.  

 BALB/c female mice were intranasally administered FITC -PspA (50 μg/mouse) alone,  

or FITC-PspA (50 μg/mouse) plus cationic liposomes. NALTs were collected 6 hrs 

after administration.  The NALT cells obtained were stained with anti -mouse CD11c 

mAb. FITC-PspA uptake by DCs (based on CD11c +  gating) was analyzed  by flow 

cytometry. *p<0.005 
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総括  

 医療技術が進化した現代においても、高齢化社会の進行により感染症や悪性腫

瘍による死因が増加している。悪性腫瘍や感染症は、ワクチンにより予防、治療

が可能な疾患である。これら疾患の罹患率が高い高齢者や乳幼児は、副反応が起

こりやすく、また、十分な免疫応答を誘導できず、ワクチン効果が不十分となり

やすい。このため、安全で有効なワクチンの開発が必要とされている。  

 中でも、粘膜を介した粘膜ワクチンが注目されている。しかし、粘膜は抗原認

識力が低いため抗原単独では十分な効果は発揮できない。そこで、アジュバント

が必要とされ、開発されてきた。  

 

 当研究室では、DOTAP と DC-cholesterol を用いた正電荷リポソームが、モデ

ル抗原である OVA に対してアジュバント効果を持つ事 2 8 を示してきた。正電荷

リポソームの粒子サイズに関係なくアジュバント効果を発揮するが、粒子自体は

正電荷でなければアジュバント効果を発揮することはなかった。しかしながら、

詳細な機序については明らかとなっていない。  

 

 そこで、本研究では、正電荷リポソームのもつアジュバント効果の機序とその

応用について検討した。  

 

第一章では、正電荷リポソームのアジュバント効果にゲノム DNA が関与してい

るのかについて明らかとするべく、正電荷リポソーム経鼻投与による鼻腔内への

ゲノム DNA 漏出評価及びゲノム DNA のアジュバント活性の評価を行い、正電

荷リポソームのアジュバント効果にゲノム DNA が関与しているのか検証し以下

の知見を得た。  

 

1. 正電荷リポソームによるアジュバント効果は、鼻腔だけでなく、膣や肺にお

いても IgA 抗体を産生することを明らかとした。  

2. 正電荷リポソームを経鼻投与することで軽度の細胞障害が起り、ゲノム DNA

が鼻腔内に漏出することを明らかとした。  

3. ゲノム DNA を経鼻投与すると、IgG 抗体及び IgA 抗体産生を誘導するアジュ

バント効果を示した。  

4. 正電荷リポソームによるアジュバント効果は、DNase I 併用時に低下すること

を明らかとした。  

 以上正電荷リポソームのアジュバント効果には、ゲノム DNA が関与している
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ことが示唆された。  

 

第二章では、正電荷リポソームの樹状細胞への抗原取り込み効果について明らか

とした。  

 

1. In vitro において、正電荷リポソームは抗原の取り込みを増強した。  

2. 正電荷リポソームはクラスリン介在性エンドサイトーシス及び脂質ラフト介

在性エンドサイトーシスにより取り込まれていることが明らかとなった。  

3. 抗原はクラスリン介在性エンドサイトーシスを介して取り込まれていること

が明らかとなった。  

4. 正電荷リポソーム添加による抗原の取り込みは、クラスリン介在性エンドサ

イトーシス及び脂質ラフト介在性エンドサイトーシスを介していることが明ら

かとなった。  

5. 正電荷リポソームと抗原は相互作用し、細胞内に取り込まれていることが示

された。  

 以上から正電荷リポソームは、抗原の取り込みを増強し、正電荷リポソームが

取り込まれる経路を介して抗原の取り込みが誘導されていることが明らかとな

った。また、抗原と正電荷リポソームが相互作用し細胞内に取り込まれているこ

とが明らかとなった。本研究とは異なる正電荷脂質を用いたリポソームにおいて、

抗原提示細胞への抗原取り込みが増加し、その結果、抗原提示能が増強されたと

報告があった 40。本研究で用いた正電荷リポソームも同様に抗原の取り込みを増

加させた結果、抗原提示能を増強したと考えられる。しかしながら、抗原は今回

用いた OVA のような負電荷の抗原ばかりではない。今後の課題として、正電荷

の抗原を効率的に抗原提示細胞へ取り込ませるシステムを構築することでより

よいアジュバント開発へつながると考えられる。  

 

第三章では、正電荷リポソームのアジュバント効果の機序について明らかとなっ

たため、正電荷リポソームの疾患モデルへの応用を目的とし、肺炎球菌感染症モ

デルに対し、正電荷リポソームのアジュバントとしての有用性を評価した。  

 

1. 正電荷リポソームにより肺炎球菌感染が抑制された。  

2. 正電荷リポソームと PspA の併用経鼻投与により、IL-4、IL-17A、IL-6、INF-

の産生が誘導された。  

3. 正電荷リポソームと PspA の併用経鼻投与により、 PspA 特異的 IgG 及び IgA

抗体の産生が誘導された。  
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 以上の研究から正電荷リポソームは肺炎球菌感染症に対するアジュバント効

果を有することが明らかとなった。  

 産生された IL-17A は、Th17 応答に関与し Th17 細胞を活性化させることから、

肺炎球菌といった細菌感染症ではない、真菌感染症などに対するワクチン応用も

可能となると考えられる 4 1 )。  

 

以上の研究から、正電荷リポソームのアジュバント効果は、鼻腔内に軽度の細

胞障害を引き起こした結果、ゲノム DNA を漏出させ、そのゲノム DNA がアジ

ュバント効果を発揮していることが明らかとなった。また、正電荷リポソームに

よる抗原取り込みは、クラスリン介在性エンドサイトーシス及び脂質ラフト介在

性エンドサイトーシスを介して取り込まれていることが明らかとなった。また、

肺炎球菌感染症に対して正電荷リポソームは十分なアジュバント効果を示した。

本研究により、正電荷リポソームのアジュバント効果の機序が一部明らかとな

り、また、感染症に対するアジュバント効果を正電荷リポソームが有することが

明らかとなった。加えて、正電荷リポソームの経鼻投与によるアジュバント効果

は、肺や膣といった部位においても IgA 抗体産生を誘導することも明らかとなっ

た。  

これらの正電荷リポソームによるアジュバント効果の利点を利用することで、

ワクチン接種者の負担軽減が期待され、また、今後、様々な感染を起因とする疾

患への応用拡大へとつなげたいと考える。  
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Figure 20. Summary of this thesis.  
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