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論文内容の要旨

ムラミルジペプチド (MDP) 誘導体 6 一 o-(2 -tetradecylhexadecanoyl) -N -acetyl -muramyl -L -

alanyl -D -isoglutamine (B30 -MDP) は，アジュノ〈ント活性を有し発熱等の毒性が低いことから，ワクチンア

ジュパントとして，低活性ワクチンへの適用が期待されている物質である。そして， Nerome et al.は， B30 -MDP 

を含有したリポソームの膜に，インフルエンザHemagglutinin (HA) 抗原が突き刺さった形のインフルエンザウイル

スを膜倣した形態をとるビ、ロソームワクチンを調製し，このビ、ロソームワクチンに有効性が期待できる免疫増強能があ

ることを報告した。さらに， Kaji et al.は，このビ、ロソームを用いて臨床試験を行い，本ワクチンが現行のエーテル処

理HA ワクチンに比べ，優れた Hl 抗体産生効果を有すること，および副作用の発生頻度は若干高いもののヒトに適用

可能な範囲で有ることを報告し， B30-MDP ビ、ロソームワクチンの有効性と安全性が確認され，実用化への期待が得

られた。

有効性と安全性と同様にビ、ロソームワクチンの実用化において重要な項目として，ビロソーム製剤としての処方設計，

製造法の確立および品質の確保が挙げられる。そこで，本研究においては， B30 -MDP のべシクル形成能の評価およ

び安定性評価を中心に検討を実施し，ビ、ロソーム製剤の処方設計，製造法および品質の確保に関する物理化学的性質の

把握を試みた。

検討の結果， B30 -MDP は緩衝液中において，単独で膜を形成することが明らかになった。このとき緩衝液中の塩

の存在により， B30 -MDP のカルボキシル基の解離に基づく影響が低下して，ベシクル膜を形成したと考えられた。

また， B30 -MDP 膜の流動性は，疎水性相互作用よりも親水基同士の分子間水素結合に基づ、く相互作用により制御さ

れていると考えられた。 B30-MDP ベシクルにおいて， B30-MDP にコレステロールを添加した場合，コレステロー

ルは B30 -MDP 膜に均一に分散し，膜流動性を低下させると考えられた。また，コレステロールは B30 -MDP の

疎水基の近傍に局在することにより， B30-MDP に依存したベシクル膜表面の電位にほとんと、影響を及ぼさなかった。

一方， B30 -MDP にリン脂質を添加した場合， B30 -MDP とリン脂質は相分離を示すことが明らかになった。

次に， B30 -MDP の化学的安定性に関する検討を行った。その結果， B30 -MDP は，ベシクル形態および混合ミセ
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ルいずれにおいても，擬 1 次反応に従って分解することが確認され， B30 -MDP の親水基である MDP部分が加水分

解していると考えられた。そして， B30 -MDP の安定性はベシクルを形成した場合に高く， OG によりべシクル膜の

流動性が増加するとともに低下した。また， OG による B30 -MDP のミセルからベシクルへの転移は，粒子径および

膜流動性から把握できることを明らかにした。 B30 -MDP とリン脂質またはコレステロールとの混合ベシクル中に

おける B30 -MDP の分解速度定数 (k蜘)値は，コレステロールの濃度増加に伴って増加したが，リン脂質添加の影

響は受けなかった。そこで，コレステロールまたはリン脂質を含んだ B30 -MDP 混合ベシクルについて，粒子径測定

および、膜流動性測定等の物理化学的性質について検討を行い， B30-MDP の化学的安定性に影響を与える因子を把握

することを試みた結果， B30 -MDP /コレステロール混合べシクルにおいては，膜流動性変化は kObS 値に影響を及ぼ

さなかったが，粒子径の増加により kobs 値は増加した。一方， B30 -MDP/ リン脂質混合ベシクルにおいては，膜流動

性および粒子径変化は，いずれも k。回値に影響を及ぼさないことが明らかとなった。 B30 -MDP にコレステロールを

添加した場合，コレステロールは B30 -MDP と均一に混合することで， MDP 同士の相互作用を抑制し， MDP部分に

対する水の接触頻度を増加させることで， B30 -MDP の kobs 値が増加したと考えられた。一方， B30 -MDP にリン

指質を添加した場合は，相分離が生じるため， MDP 同士の相互作用が維持されて， MDP部分に対する水の接触頻度が

変化せず kObS 値に影響を及ぼさなかったと考えられた。したがって， B30 -MDP の親水基である MDP部分間士の相

互作用は，膜物性および B30 -MDP の化学的安定性に対して重要な役割を果たしていると考えられた。

次に，ビロ Yーム製剤の製造方法を確立するために，界面活性剤除去法による製造条件の把握を試みた。その結果，

Hemagglutinin -neuraminidase (HANA) , B30 -MDP およびコレステロールからなるビロソームワクチンを調

製する場合，透析時の B30 -MDP の初期濃度がビロソームの形態に対して影響を与えることが明らかになった。そ

こで，粒子径および膜流動性変化から， HANA抗原のミセルーロゼット転移と B30 -MDP/コレステロールのミセル

ベシクル転移を把握した結果，透析開始時の B30 -MDP の初期濃度により，それぞれの転移時の OG濃度が異なるこ

とが明らかになった。したがって，ビ、ロソームの調製のためには， HANA抗原のミセルーロゼット転移と B30 -MDP 

/コレステロールのミセルーベシクル転移を把握して，それぞれの転移が一致するように，透析開始時の B30-MDP

の初期濃度を設定することが重要であると考えられた。

本研究により得られた知見は， B30 -MDP を用いたビ、ロソームワクチン製剤の処方設計，製造方法および品質の確

保に関して，膜流動性および粒子径等の物理化学的性質の把握が重要であることを示したものである。また，これらの

研究成果を基礎として，インフルエンザだけでなく，他のエンベロープウイルスが原因となる感染症のワクチンに，ビ

ロソームワクチンが応用されることが期待される。

論文審査の結果の要旨

ワクチンの免疫効果を高めるための有効な方法のーっとして，古くからアジュパントの添加が考えられてきた。一方，

近年リポソームがインフルエンザHA抗原を膜に保持できる事を応用して，インフルエンザウイルスを模倣したリポソー

ム(ビ、ロソーム)が考案され，インフルエンザウイルス等のエンベロープウイルスに対するワクチンとして，このビ、ロ

ソームの形態が免疫効果を高めることが報告された。しかしながら，本アジュパント効果は有効性においていまだ不十

分であった。そこで著者の共同研究者らは，更なる免疫増強を図るべくムラミルジペプチド (MDP) に 2本鎖のアル

キル基を結合させた B30 - MDPを用いてインフルエンザビ、ロソームワクチンを調製し顕著な効果を得ることに成功

した。

そこで著者は本ビ、ロソームワクチンの実用化に向けて，ビ、ロソーム製剤としての処方設計，製造法の確立および品質

の確保のために不可欠な物理化学的諸性質を明らかにすべく種々検討を行った。さらにビ、ロソーム製剤の製造法とし

ては，抗原の安定性を考慮して，加熱処理や有機溶媒を必要としない界面活性剤除去法が最適と考えられることから，

判明した物理化学的諸性質をもとに，最適製造条件の検討を行った。
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その結果，以下の知見が得られた。 1) B30 -MDP はべシクル形成能を有しているがその膜流動性は低く，この原

因は親水基の水素結合に基づくものである。 2) B30 -MDP のベシクル膜は，コレステロールの添加によりパッキン

グが向上して膜流動性が低下した。リン脂質を添加すると，リン脂質の相状態に依存した膜流動性の上昇が判明した。

3) ベシクル形態における B30 -MDP の化学的安定性に対するオクチルグルコシド，コレステロールおよびリン脂質

の影響を検討した結果，膜物性および化学的安定性に B30 -MDP の親水基の相互作用が重要な役割を果たしている

ことが判明した。 4) ビロソーム製剤の製造法として， HANA抗原のミセルーロゼット転移と B30 -MDP/コレステ

ロールのミセルーベシクル転移が一致するように，透析開始時の B30 -MDP濃度を設定することが重要であることを

明らかにした。

以上の成果は，一つインフルエンザだけに留まらず，他のエンベロープウイルスについても，原因となる感染症のワ

クチンにビロソームが広く応用される際に重要な指標を与えるものであり，博士(薬学)の学位を授与するにふさわし

いものと考える。
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