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緒 論

20世 紀に発達 した産業は世界 のボーダ レス化を推進 し、21世 紀 を迎 えた現在 、

各 国間の垣根 はますます低 くなっている。 このボーダレス化 した世界では、 ヒ

ト、動物、植物などの交流が常に行われている。 これは各種疾病を引き起 こす

病原体についても同様で、様々な物流に伴 い病原体 も国境 を越え移動 してきて

いる。 この病原体の流布は感染症 を世界的規模で再び起 こしつつある(1-3)。 過

去20年 間 を振 り返 ってみても、HIV感 染症(AIDS)の 世界 的大 流行が起 こった

の を始 め、結核、コレラ、肺炎など制圧できたと考 えられていた疾患が再び世

界中で流行 し始めた。WHOも 感染症 が世界 的驚異 で あるとい う強い認識の下に、

1997年 に"EmergingInfectiousDiseases二GlobalAlert、GlobalResponse"と

題 す る文書 を発表 し、その中でAIDSな どの新興感 染症 を"か つ ては知 られ て い

なか ったか 、 あるいは新 しく認識された感染症で、局地的に、または国際的に

公衆衛生上問題 となる感染症"、 そ して再 興感染症 を"既 知の感 染症 ですで に公

衆衛 生上問題 とならない程度まで患者数が減少 していた感染症のうち、再び流

行 し始め患者数が増加 したもの"と 定義 しそれぞれ に対す る対 策が重要課題で

あるとまとめた。また2000年 に行われ た沖縄サ ミッ トにおいても感染症の対策

が重要項 目であると宣言され、感染症に対する再認識が高まったことは記憶に

あた らしい。

一方、20世 紀後半 に行われて きた感染症 との戦いを紐解いてみると抗生物質

や化学療法主体の歴史であった といっても過言ではない。ペニシ リンの発見に

端を発する数多 くの抗生物質の発見は感染症、特に細菌性感染症の治療に革命

的手段を提供 した(4)。 かつて猛威 をふ る ったほ とん どの急性感染症が少なくと

も先進国においては激減 した。慢性感染症でも例えば結核などは、抗生物質が

大きな治療効果をもた らし患者数は著 しく激減 した。一方、ウイルス性感染症

に対 してもノイラミニダーゼ阻害薬を用 いたインフルエンザ治療、逆転写酵素

阻害剤2種 とプ ロテアー ゼ阻害剤1種 を組み 合わせ た多剤 併用療法(Highly

ActiveAnti-RetroviralTherapy:HAART)に よるエイズ治療 な ど多 くの治療薬が

開発 されている(5)。 しか しなが らこれ らは全て対処療法、すなわち感染後の対
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処 ・対策を講 じたものであ り、感染その ものを防 ぐことはできない。また耐性

株の出現や根本的治療に至 らない場合があるなどの問題点が報告 されてお り、

既存の薬物治療にならぶ治療 ・予防法の開発が必要とされている(6,7)。

この よ うな背景の もと、抗生物質などの陰に隠れていたワクチンに対する再

認識が高まってきた(8)。周知の よ うにワクチ ンとは1786年 にJennerがJames

Phippsに 種痘 を施行 したのがは じま りで あり、それか ら100年 た った1885年

にPasteurが 狂犬病 ワクチ ンを開発 し"ワ クチン"と い う呼称が使 用 され るよ

うにな った。さらに100年 以上た った現在 においては数 多 くのワクチンが開発

され実用化されている。現在、臨床応用されているワクチンを眺めてみるとポ

リオ生ワクチンの経口免疫を除き、その全ては注射による免疫法である。

一方、我々の生体内を観察 してみると、外界 と接 しているのは皮膚ならびに

呼吸器、消化管、泌尿器といった粘膜面である。特に粘膜面は食べ る、飲む、

吸う、性交渉という生命の維持に必要な生理的 ・生殖行為を介 して病原体の侵

入という危険に曝されている。 これ らの病原体に対 し生体は粘膜面に粘液層な

どの物理的バ リアーに加え、粘膜免疫 システム と呼ばれ る精密な免疫システ厶

を備えることで第一線の防御機構を構築 している(9,10)。感染症 に対す る ワクチ

ン開発 を考 慮 した際、侵入門戸である粘膜面に抗原特異的免疫応答 を誘導 しよ

うという考えはきわめて理にかなったものであろう。 しか しなが ら上述の注射

による現行のワクチンでは第一線の防御バ リアーである粘膜系免疫 システ厶に

抗原特異的免疫応答を誘導することはできない。そこで経口、経鼻免疫 といっ

た粘膜 を介 した免疫方法、すなわち"粘 膜 ワクチ ン"の 開発 が必要 とな って く

る。Figure1に 示すよ うに、粘膜 ワクチ ンは現行のワクチンに比べ多くの特色を

有 している(11,12)。 なか でも特筆すべ きは粘膜 を介 し免疫することで、投与部

位の粘膜面のみならず遠隔の粘膜面、さらには全身に存在す る免疫組織にも抗

原特異的免疫応答が誘導できる、すなわち生体内に粘膜系免疫 システムと全身

系免疫 システムによる二段構えの防御機構が構築できるということであろう。

この次世代型ワクチンとしての粘膜 ワクチンの期待を裏付けるかのように最近

のWHO主 導の"TheChildren'sVaccineInitiative"に 関連 する報告 によれ ば現

行の注 射に よるワクチンから、経 ロ、経鼻に代表される粘膜 ワクチンへの移行
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が強 く示唆されている(13)。この よ うに期待 され ている粘膜 ワクチンであるが実

用化にあたっては様々な問題が挙 げられている。そのなかでも最たるものは抗

原の生体内取 り込み効率の低さと抗原の分解である。通常、小腸や鼻腔 といっ

た粘膜組織は外界か ら侵入 して くる危険な異物を生体内に取 り込まないよう粘

液層や リソソームなどによる何重もの物理的排除機構を備えているため(14)、抗

原 を単独で投与 して もほ とん ど全て排除 されて しまう。また消化組織である小

腸においては、分解酵素や界面活性作用が非常に強いためせ っか く投与 した抗

原もす ぐに分解 されて しまう。特に近年の遺伝子技術、タンパクエ学の発展に

伴い開発 ・実用化 されつつあるサブユニ ッ トワクチンやペ プチ ドワクチンなど

緻密にワクチン設計 されている抗原においては(15,16)、 働 き得 る形態で 目的部

位 に送達 されなければ意味をなさない。そこで現在、効果的な抗原特異的免疫

応答を誘導するために抗原を目的の免疫組織へ送達する技術、すなわち粘膜ワ

クチンにおけるDrugDeliverySystem(DDS)技 術の応用 が期 待 されて いる(17,

18)0

そ こで著者 は膜 融合 リボ ソーム 、 ポ1丿乳酸 マイ ク ロス フ ェアー 、Adhesive

MicromatrixSystem(AdMMS)と い う3種 類の異 な る粒子状 キ ャ リアー を用いζ

粘膜 ワクチンにおけるDDS技 術 の新 しい応用方法、な らびに これ ら粒子ごとの

粘膜面における抗原の動態特性 とワクチン効果の連関を評価 し、次世代におけ

るDDSを 利用 した粘膜 ワクチ ンの可能性 について検討 し、ここに博士論文とし

てま とめた次第である。

経ロ・経鼻 覧'免 疫の詠搭
免疫

簡 便性 ・

安全性
鬱、㌔ →
⑭ 鬱

ワクチン抗原

臨床応用が

期待 され る疾患

・エイズ
・ヘルペス

・インフルエンザ

・コレラ
など

粘膜系免疫システム

王
・分泌型1gA(唾 液、糞便)
・T細胞応答(ヘ ルパーT細胞、

細胞傷害性T細胞)
(NALT,GALTetc...)

全身系免疫 システム
・IgG(血 清)

・T細胞応答(ヘ ルパーT細胞、

細胞傷害性丁細胞)

(脾臓、末梢リンパ節)

粘膜 系免疫 シス テム と

全 身系免 疫 システ ム によ る一
FigurelApplicationofmucosalimmunesystemforthepreventionofinfectiousdiseases
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本 論

第 一 章 新 規 経 鼻 ワク チ ンキ ャ リアー と して の膜 融 合 リポ ソー 厶 の

機 能 評 価

鼻腔、気管支といった上気道はインフルエンザ をはじめ とする多 くのウイル

スの侵入門戸となっている(19)。前述のよ うに、生体は これ ら病原体に対 し粘膜

免疫システム という巧妙かつダイナ ミックな防御機構を構築す ることで感染症

対策 を講 じている(9,10)。 近 年 、 消 化 管 関 連 リンパ 組 織(Gut-Associated

LymphoreticularTissue:GALT)に 比べ研究が立ち遅れ気味で あった鼻咽頭関連

1丿ンパ組織(Nasopharyngeal -AssociatedLymphoreticularTissue:NALT)や 気

管支 関連 リンパ組織(Bronchus-AssociatedLymphoreticularTissue:BALT)に

関する研究が飛躍 的に進 歩 し、 その免疫誘導組織 としての機能が明 らかとなる

につれ、これ らの リンパ組織が上気道におけるワクチン抗原の送達標的組織 と

して注 目されるようになってきた(20-22)。

効果 的な免疫誘導 を行 うためには、なによ りもまず抗原が生体内にとりこま

れなければな らないが、鼻腔、小腸といった粘膜組織は外界から侵入 して くる

危険な異物を生体内に取 り込まないよう何重にも及ぶ排除機構 を備えているた

め、抗原を単独で投与 してもほとんど全て排除されて しまう。すなわち効果的

な抗原特異的免疫応答を誘導するためにはこれ らの排除機構を くぐり抜け、抗

原をNALTやBALTと いった 目的部位に送 達す るDDS技 術が必要 とな って くる。

つま りNALTやBALTに 存在す る リンパ組織へ適切 に抗原送達 し得 るDDS技 術

が構築 で きれば、粘膜面 にお ける感染症予防を目指 した経鼻ワクチ ンの可能性

は大きく広がると思われ る。

これまで著者は リボソームにセンダイウイルスの膜融合能を付与 した膜融合

リボソーム(FusogenicLiposome)の 開発 に携わ ってきた(Figure2)。 す でに

膜融合 リポ ソー厶がセ ンダイウイルスの膜蛋白質 を利用 した細胞膜 との融合に

より、細胞に傷害を与えることなく、invitroな らびにinvivoに お いて遺伝子 や

蛋 白質 とい った リボ ソーム 内封物を効率 よ く導入できることを報告 している
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(23-25)。 また膜融 合 リボ ソー ム を用 いることで、内封 した抗原が標的細胞の細

胞質中に導入 され、MHCdass1分 子を介 して抗原提 示され ること、さらに抗原

封入膜融合 リボ ソーム を注射によ り免疫すると全身系免疫組織 に抗原特異的抗

体産生のみならず細胞傷害性T細 胞(CytotoxicTLymphocyte:CTL)を 誘導 で

きる ことを示 し、膜融 合 リボソームが全身系免疫を標的としたワクチンキャ リ

アーとして高い機能を有 していることを報告 している(26,27)。 一方 、膜融合 リ

ボ ソー ムの作製 に用 いているセンダイウイルスは本来気道粘膜に感染するウイ

ルスであることか ら(28,29)、 生体 内においてセンダイ ウイルスと同様の挙動を

示すと思われる膜融合 リボソーム もまた粘膜面に投与すると効果的に融合 し、

その内封物を粘膜組織に送達できると期待 される。すなわち膜融合 リボソーム

は全身系免疫システムを標的 としたワクチ ンキャリアー としてのみならず粘膜

系免疫システムを標的 としたワクチンキャ リアーとしても高 い機能を有 してい

ると期待される。

Figure2Novelhybriddeliverysystem,fusogenicliposome,fortheinductionofmucosalandsystemic

immuneresponses

さらにセンダイウイルスを含む多 くのウイルスは リンパ球や上皮細胞に対 し

サイ トカインの産生誘導や抗原提示に携わる分子の発現を増強するなどのいわ

ゆ るアジュバ ン ト活性を有 していることが知 られている(27,30-33)。 多 くのセ ン

ダイ ウイルス の構 成 成分を有する膜融合 リボソームにも同様の活性が期待され

る。
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そこで本章では、膜融合 リボ ソームによる鼻腔組織への抗原送達、センダイ

ウイルス由来物質によるアジュバ ン ト効果、膜融合 リボソームにより誘導 され

る免疫応答 という3つ の観 点か ら、膜融合 リボ ソームの経鼻ワクチ ンキャ リア

ー としての機能評価を行った。

第 一 節 膜 融 合 リボ ソー ム に よ る鼻 腔 組織 へ の抗 原 送 達 に関 す る検 討

鼻 腔 に はNALTと 呼 ばれ る鼻 腔 下側 壁 に そ っ て前 後 にの び る洋 梨 状 の リンパ

組 織 が 観 察 され る(Figure3:Arrows)。 そ こに は樹 状 細 胞 やT、B細 胞 と い った

免 疫 担 当細 胞 が存 在 して お り、 ひ とつの リンパ 組 織 と して機 能 して い る(21,22,

34)。NALTに 存 在 す るB細 胞 は そ の ほ と ん どがIgA前 駆 細 胞 で あ り、 プ ラズ マ

細 胞 は わ ず か しか 認 め られ な い 。 反 対 に鼻 腔 固有 層(NasalPassage)(Figure

3:Arrowheads)で は 、プ ラズ マ細 胞 が 多数 存 在 して お り、そ の ほ とん どはIgA

を産 生 して い る(21,22,35,36)。 そ こに はCommonMucosalImmuneSystem

(CMIS)と 呼 ばれ る免 疫 帰 巣 経 路 が 仲 立 ち す る 免疫 誘 導 経 路 が 存 在 す る 。す な

わ ちNALTと 鼻 腔 固有 層 はCMISを 介 した免 疫 誘 導 組 織 と免 疫 実効 組 織 の 関 係

に あ る と され 、 そ れ ぞ れ 鼻腔 に お け る重 要 な免 疫 組 織 と して機 能 して い る(21,

22)o

NasalPassage

Nasopharyngeal-Associated

LymphoreticularTissue(NALT)

Figure3Histologicalanalysisofnasallymphoidtissue

そこで本節においては蛍光標識デキス トランをマーカーに用い、FACS法 な

らびに共焦 点 レーザー顕微鏡 に より、抗原封入膜融合 リボソームの経鼻投与後

におけるNALTと 鼻腔 固有層 での抗原動態 につ いて検討を行った。
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【実 験 材 料 】

BALBlcマ ウス(雌 性 、7-10週 齢)は 日本 チ ャー ル ズ リバ ー(Yokohama、Japan)

よ り購 入 した もの を実 験 に供 した 。 セ ンダ イ ウ イル ス(Zstrain)は 中西 真 人 先

生(大 阪 大 学微 生 物病 研 究 所)か ら分 与 され た も の を用 いた 。MODE-K細 胞 は

Dr.D.Kaiserlian(lnstitutePasteurdeLyon)よ り供 与 し て い た だ い た 。

FluoresceinIsothiocyanate(FITC)標 識 デ キ ス ト ラ ン(Mw40,000)と

Phycoerythrin(PE)標 識 抗Mac-1抗 体 は そ れ ぞ れSigma(StLouis、MO)と

CALTAG(Burlingame、CA)の もの を用 い た 。 ロー ダ ミン標 識M細 胞 特 異 的 レ

ク チ ン(UlexEuropaeusAgglutinin-1、UEA-1)はVectorLaboratory(Burlingame、

CA)よ り購 入 した 。BlockAceは 大 日本 製 薬(Osaka、Japan)の もの を実 験 に

供 した 。 パ ー コー ル はAmershamPharmaciaBiotech(Piscataway、NJ)よ り

購 入 し 、10倍 濃 度 のHank'sBalancedSaltSolution(HBSS)(Gibco、

Gaithersburg、MD)と9:1で 混 合 した もの を100%パ ー コー ル と して 実 験 に供

した 。卵 黄 レシ チ ン、 フォス フ ァ チ ジ ン酸 は 日本 油脂(Tokyo、Japan)よ り購

入 した 。 その 他 の もの は 和 光 純 薬(Osaka、Japan)の 特 級 、 も しくは それ に 準

ず る もの を用 いた 。

【実 験 方 法 】

FITC標 識 デキ ス トラ ン封 入膜 融 合 リボ ソー ム の調 製

リボ ソー ム はBanghamら の 方 法 を一 部 改 変 して作 製 した(37)。 卵 黄 レシ チ

ン:コ レステ ロー ル:フ ォス フ ァチ ジ ン酸 をモ ル 比 で4:5:1で 混 合 した脂 質(7.5

mg)を 塩 化 メ チ レン とジ エチ ル エー テ ル の 混 合 溶 媒(56:44)1mlに 懸 濁 し、

ロー タ リー エバ ボ レー ター に て薄 膜 を形 成 させ た 。内水 相 と してFITC標 識 デ キ

ス トラ ン(50mglml)を200ｵ1加 え、 ボ ル テ ック ス ミキ サ ー にて 多重膜 リポ ソ

ー ム を作 製 した 。 リボ ソー ム 調 製 液 を液 体 窒素 に て4回 凍 結 融 解 を繰 り返 す こ

とで 一 枚 膜 リボ ソー ム を得 た 。 ポ リカー ボ ネ ー ト製 フ ィル ター(0.4ｵm)を 用

い、Extruderに よ り リボ ソー ム粒 子 径 をそ ろ え た後 、遠 心 操 作(20,000rpm、4°C、

30分)を 行 う こ とで リボ ソー ム を回 収 した 。 これ らの リポ ソー 厶 と紫 外 線 照射

す る こ とで ウ イル スRNAを 断 片 化 したセ ンダ イ ウイ ル ス を混 合 し、37°Cに て2
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時 間 振 盪 す る こ と に よ り反 応 させ た 。 反 応 液 を ス テ ッ プ シ ョ糖 密 度 勾 配(50、

30、12%)上 に重 層 し、 遠 心 操 作(24,000rpm、4°C、2時 間)す る こ とで膜 融

合 リポ ソー 厶 の 精 製 を行 った 。12%と30%の 間 に存 在 す る膜 融 合 リポ ソー 厶 を

回 収 し、BalancedSaltSolution(BSS)に て洗 浄(20,000rpm、4°C、30分 間)

した 後 、BSSに 再 懸 濁 した もの を膜 融 合 リボ ソー ム と して用 い た 。

鼻 腔 組 織 か らの 単 核 球 、 上 皮 細 胞 の 回 収(38,39)

安 楽 死 させ た マ ウス よ り口蓋 を回 収 し、鼻 腔 側 の リンパ組 織(NALT)か らス

テ ン レス メ ッ シ ュ を用 い単 細 胞 に す る こ とで 単 核 球 を得 た 。 口蓋 を除 去 した頭

部 を縦 割 し、 ス パ ー テル を 用 い鼻 腔 固 有 層 か ら単 核 球 を 回収 した 。 回 収 した単

核 球 をパ ー コー ル 密 度 勾 配(25、40%)の 上 に重 層 し、 遠 心 操作(2,000rpm、

20°C、20分 間)を 行 った 。25%と40%の 間 に存 在 す る細 胞 を 回収 し、上 皮細 胞

と して 用 いた 。

膜 融 合 リポ ソー 厶 内封 物 の 経 鼻 投 与 後 の 動 態 評 価

PhosphateBufferedSaline(PBS)に 溶 解 したFITC標 識 デキ ス トラ ン、 リポ

ソー ム も し くは膜 融 合 リボ ソー ム に 封 入 したFITC標 識 デ キス トラ ン(5mglml)

を マ ウス 鼻 腔 内 に10ｵ1投 与 した 。1時 間後 、NALTな らび に鼻 腔 固 有 層 か ら上

皮 細 胞 、 単 核 球 を 回 収 し 、 各 細 胞 中 のF[TCに よ る 蛍 光 をFACScanFiow

Cytometer(BectonDickinson、Mansfield、Mass)を 用 い測 定 した 。ま たMac-1

陽 性 細 胞 はPE標 識 した 抗Mac-1抗 体 を用 い 同定 した 。

膜 融 合 リボ ソー ム に よ るMODE-K細 胞 へ の 抗 原 送 達 評 価

5x104cellsのMODE-K細 胞 をチ ャ ンバ ー ス ラ イ ドに播種 し一 晩 培養 した 。

培 養 上 清 を取 り除 いた 後 、100ｵg/mlに 相 当す るFITC標 識 デ キ ス トラ ン を加 え 、

37°Cで1時 間 共 培 養 した 。2%FCS含 有PBSで3回 洗 浄 した後 、共 焦 点 レー ザ

ー 顕 微 鏡(Bio-rad
、Hercules、CA)で 観 察 した 。
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免疫組織学染色によるM細 胞の 同定

FITC標 識 デキス トラ ン封入膜融合 リポ ソー厶を投与 した1時 間後 に口蓋 を回

収 した。4%パ ラホルム アル デ ヒ ドで固定(4°c、4時 間)し た後 、MilliQで2

倍 希釈 したBiockAceで ブロッキング(室 温 、1時 間)し た。この試料 を20ｵglml

にな るよ うにPBSで 希釈 した ローダ ミン標識UEA-1で 染色(室 温 、2時 間)し

た後、PBSで 洗浄 し共焦 点 レーザー顕微鏡 で観察 した。

【結果および考察】

膜融合 リボソームの経鼻ワクチンキャリアーとしての機能 を評価するために、

FITC標 識デキス トラ ンを封入 した膜融合 リポソー厶を作製 し、経鼻投与 した後

の動態をFACS法 にて解析 した。Figure4に 示 され るように膜 融合 リボ ソーム

を用いてFITC標 識デ キス トランを投与 した群 ではNALTな らびに鼻腔 固有層の

上皮細胞 、Mac-1陽 性 の細胞に強 い蛍光が確認 され た(Figure4:redline)。 ま

た これ らの蛍 光強度 は コン トロール群である通常の リボソームを用いた群や

FITC標 識 デキス トラ ン単独投与群に比 べ非常に高いものであったことから、膜

融合 リポソー厶は鼻腔組織への高い抗原送達能 を有 していることが示された6

前 述 のよ うに膜融合 リボ ソームはセンダイウイルスの融合機構を利用 し、細胞

に直接結合、融合する ことができる。またセンダイウイルスは本来、気道粘膜

上皮細胞に感染するウイルスであることか ら、粘膜上皮細胞に対 しても高い結

合、融合活性を有 していると期待 される。これ らを確証するためにFITC標 識デ

キス トラン封入膜融 合1丿ポ ソー ムを粘膜上皮細胞 であるMODE-K細 胞に作用 さ

せ共 焦点 レーザー顕微 鏡で観察 したところ、MODE-K細 胞 内に強 い蛍光が確認

され た(Figure5C)。 一方、FITC標 識 デキス トラ ン単独処理群 では全 く蛍光は

検出 されず、通常の リポソー厶を用いた群ではエン ドサイ トー シスを介 して取

り込まれたと思われる若干の蛍光が確認されたのみであった(Figures5Aand

B)。 これ らの結果 はFigure4に 示 したinvivoで の結果 と相関 した もので あると

考 え られ、膜融合 リボ ソームの融合活性が高い抗原送達能に反映 していると推

測 された。
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さてNALTの 上皮細胞層にはM(microfold)細 胞 と呼 ばれ る特殊 に分化 した細

胞 が存在する。Figure6にM細 胞の電子顕微 鏡像 な らびに特徴 を示 した。M細 胞

は隣接 する上皮細胞 と比較す ると絨毛を欠き、抗原補足能が高いことが知 られ

ている。また基底膜側ではポケ ッ ト状に陥没 した状態になっており、そこには

マク ロファージや樹状細胞 などの抗原提 示細胞や リンパ球が集積 して いる

(40-42)。 すなわちM細 胞はNALTの 抗原提示細胞へ効果 的に抗原送達する機能を

有 していると考えられており、粘膜ワクチンにおける重要な標的細胞のひとつ

である。そこで次に膜融合 リボ ソームのM細 胞への抗原送達 につ いて解析 を行っ

た。

M細 胞 は様 々な レクチンや細胞表面に存在する レクチン様蛋白質などに対す

る レセプターとして機能するglycoconjugateを 有 して お り、それ ぞれM細 胞の マ

ー カー と して使用 されている(43
,44)。 本検 討では最 も汎用 され ているUEA-1を

用 いM細 胞 を同定 した。膜融合 リポ ソー厶を用 いFITC標 識デキス トラ ンを経 鼻

投 与 したマ ウスか らNALTを 回収 し、 ロー ダ ミン標識UEA-1でwholemount染 色

した と ころ、赤色蛍光陽性のM細 胞にFITC標 識 デキス トランによる緑 色蛍光 が

観 察されM細 胞 に抗原送達 され ていることが示された(Figure7)。 また緑色 蛍

光単 陽 性の細胞 も検 出 されたことか らM細 胞 に隣 接す る通 常の上皮細胞 にも抗

原送達 されていることが示唆された。
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                                                    Figure 4 In vivo antigen distribution following 
                                                       nasal immunization with fusogenic liposomes. 

                                                    One hour after nasal administration with 
                                                    FITC-fusogenic liposomes (red), 

                                                    FITC-liposomes (green), FITC-alone (blue) or 
                                                  none (black), epithelial cells (A) and  Mac-1' 

                                                    cells (B) of  nasopharyngeal-associated 
                                                  lymphoreticular tissue (NALT) and epithelial 

                                                  cells (C) and  Mac-1. cells (D) of nasal passage 
                                                       were isolated. Fluorescent intensity was 

                                                    detected using a FACScan flow  cytometer.

                       (A) FITC-alone

(C) FITC-fusogenic liposome

(B)  FITC-liposome

Figure 5 Analysis of antigen uptake by epithelial 
cells in vitro. MODE-K cells were cultured with 

 FITC-alone (A), FITC-liposomes (B) or  FITC-
fusogenic liposomes (C). After 1 hr, cells were 
washed and observed by confocal microscopy. 
The same sample was observed by 
transmission microscopy (D).

Scanning electron microscopy Characteristics 

• Exist at epithelial cell layer of Peyer's 

 patches and NALT 
 High  endocytosis/phagocytosis activity 

 Lack of apical brush border microvilli 
 and mucus layer 

• Specific glycosylation pattern (stained 

 with some kinds of lectin) 
• Lack of disassimilative enzymes

Figure 6 Characteristics and scanning electron microphotograph of M cell

(A) Rhodamine  (B)  Rhodamine UEA-1 
+ FITC-fusogenic  liposomP

Figure 7 Whole mount staining of 
nasopharyngeal-associated lymphoreticular 
tissue (NALT) from mice nasally 
administered with FITC-fusogenic liposomes 
using rhodamine-labeled UEA-1. Findings 
from three independent experiments were 
similar.

-11-



以上の結果より膜融合 リポソー厶はNALTに 存在す るM細 胞へ の高 い抗原送

達能 を有 していることが示 された。また前述のようにM細 胞 の下層にはマク ロ

ファー ジや樹状細胞など抗原提示細胞が多数存在 していることか ら、Figure4

に観察 され たNALTのMac-1陽 性細胞への抗原送達 は このM細 胞 を介 した抗原

送達が ひ とつの送達経路である可能性が推測された。一方、鼻腔固有層のMac-1

陽性細 胞への抗原送達 経路 は現在 までの ところ明らかではないが、小腸におい

ても同様に小腸固有層中の抗原提示細胞が管腔内に存在する抗原を取 り込んで

いることが報告 されている(45)。 最近、その取 り込み経路の ひ とつにアポ トーシ

ス した上皮細胞を介 したものがあると報告されたが(46)、鼻腔 に関 しては現在 ま

で報告 はな く今後の研究進展が期待 される。

第二節 膜融合 リボソームが上皮細胞の抗原提示に与える影響

前節において、膜融合 リポソー厶は鼻腔組織の上皮細胞な らびにMac-1陽 性

細胞 、NALTのM細 胞 に高 い効率 で抗原送達で きる ことを示 した。しか し実際に

免疫誘導 されるためには単に抗原が送達 されるだけではな く、MHC分 子 を介 し

て抗原 提示 され る必要 が ある。そこで本節においては膜融合 リボソームにより

導入 された抗原のMHC分 子 を介す る抗 原提示 につ いて検討 した。

さらに前述のように多くのウイルスは様々な細胞に対 しアジュバ ン ト活性を

有することが知 られている(27,30-33)。 特 にセ ンダイ ウイル ス と同科 ウイルス

(パラ ミク ソウイルス)で あるHumanParainfluenzaVirusは 粘膜 上皮細胞 に対

し、MHCク ラスn分 子の発現 を増強す ることが報告 されている(30)。 この報告

は同 じパ ラ ミク ソウイルス科に属するセンダイウイルスもしくはセンダイウイ

ルス由来成分を多く含有する膜融合 リポソー厶も同様のアジュバン ト活性 を有

していると期待 させるものである。そこで本節においては上述の抗原提示に加

え、セ ンダイウイルスによる上皮細胞へのアジュバ ン ト活性、特にMHCク ラ

スn分 子の発現増強につ いてその メカニズ厶の解析を含め検討 した。
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【実験 材 料 】

C3Hマ ウス(雌 性 、7-10週 齢)は 日本 チ ャー ル ズ リバ ー(Ybkohama、Japan)

よ り購 入 した もの を実験 に 供 した 。CTLL-2細 胞 、3A9細 胞(47)は そ れ ぞ れ濱 岡

利 之 先 生(大 阪 大 学 医学 部 バ イオ メデ ィ カル セ ンター)、D匚PAlIen(Washington

university)よ り供 与 して い た だ いた 。HenEggLysozyme(HEL)、InterFeron一 γ

(IFN一γ)は それ ぞれAppligene、Gibco(Gaithersburg、MD)の もの を実 験 に

供 した 。CellDissociationSolutionと ニ ワ トリ卵 白 ア ル ブ ミ ン(EggWhite

Ovalbumin,OVA)はSigma(StLouis、MO)の もの を 、FixandPermeabilization

KitはCALTAG(Burlingame、CA)の もの を使 用 した 。抗CD16132抗 体 、FITC

標 識1-Ak抗 体 、PE標 識 抗 トAk抗 体 はPharmingen(SanDiego、CA)よ り購 入

し た 。3H-Thymidine(3.00TBqlmmol)はAmershamPharmaciaBiotech

(Piscataway、NJ)の もの を使 用 した 。 ま たTrizol、MoloneyMurineLeukemia

VirusReverseTranscriptaseはGibco(Gaitherburg、MD)、ddGTP、ddATP°,

dd丁rP、ddCTPお よ び 各 種 プ ラ イ マ ー はAmershamPharmaciaBiotech

(Piscataway、NJ)、]「aqPolymeraseGold,OligodTPrimerはPerkinElmer

(Norwalk,CO)よ りそれ ぞれ 購 入 した 。そ れ 以外 は前節 に準 じた もの を使 用 し

た 。

【実 験 方 法 】

BSS封 入 膜 融 合 リボ ソー ム 、HEL封 入 膜 融 合 リボ ソー ム 、OVA封 入 膜 融合 リポ

ソー ム の 調 製

BSS封 入 膜 融 合 リボ ソー ム 、HEL封 入 膜 融 合 リボ ソー ム 、OVA封 入 膜 融合 リ

ボ ソー ム は それ ぞれ 内水 相 にBSS、HEL(20mglml)、OVA(100mglml)を 用

い作 製 した 。 そ の他 の 方 法 は 前 節 の 方 法 に準 じた 。

腹 腔 浸 潤 マ ク ロ フ ァー ジ の 回収

腹 腔 浸 潤 マ ク ロフ ァー ジはC3Hマ ウ ス の チオ グ リコ レー ト培 地 誘 発 浸 出細 胞

中 の 接 着 細 胞 分 画 を用 いた 。す なわ ち3%チ オ グ リコ レー ト培 地(2mUを 腹 腔

内 投 与 し、4日 後 に腹 腔 浸 潤 細 胞 を回 収 した 。得 られ た 細 胞 をFCSコ ー トした

一13一



プ ラス チ ックデ ィ ッシ ュ に播 種 し、37°C、5%CO2条 件 下 で1時 間 培 養 した 後 、

非 接 着 細 胞 を除 くこ とで 、腹 腔 浸 潤 マ ク ロ フ ァー ジ を得 た 。

HEL特 異 的抗 原 提 示 の 評 価

HEL特 異 的 抗 原提 示の 評 価 はKaiserlianら の方 法 に準 じて行 った(48)。 チ オ

グ リ コ レー ト培 地 誘 発 腹 腔 浸 潤 マ ク ロ フ ァー ジ も し くはIFN一 γで 前 処 理(100

units/ml、3日 間)し たMODE-K細 胞 を マ イ トマ イ シ ンC(50ｵg/ml)で37°C、

45分 間処 理 した 。 これ らの細 胞 を96穴 プ レー トに5x104cellslwellで 播 種 し

37°Cで2時 間 培 養 した後 、各 種 濃 度 に調 製 したHEL封 入膜 融 合 リボ ソー ム を 加

え さ ら に5時 間 共培 養 した 。DMEMで3回 洗 浄 した後 、HEL特 異 的3A9細 胞(5

x104cells/well)を 播 種 した 。24時 間 後 、培 養 上 清 を 回収 し、IL-2濃 度 依 存 的 に

細 胞 増 殖 す るCTLL-2細 胞 を加 え(5x103cells/well)、24時 間培 養 した 。細 胞

回収8時 間前 に1ｵCiの3H-Thymidineを 添 加 し、 回 収 した細 胞 の放 射 活 性 を 測

定 す る ことで 細胞 増 殖 を評 価 した 。

FACS法 に よ る上 皮細 胞 のMHCク ラスH分 子 の 発 現 評価

MODE-K細 胞 を2.5x105cells/wellで12穴 プ レー トに播 種 し、5時 間培 養 す

る こ と で プ レー トに接 着 させ た 。 非 接 着 細 胞 を取 り除 いた 後 、各 サ ン プル を 加

え 共培 養 した 。48時 間 後 、CellDissociationSolutionを 用 い て細 胞 を 回収 し、抗

CD16132抗 体(1ｵg/ml)で 処 理 した後(室 温 、15分 間)、PE標 識 した 抗1-Ak

抗 体 で 染 色 した 。 細 胞 内 の 標 識 はFITC標 識 抗1-AK抗 体 を 用 いFixand

PermeabilizationKitの プ ロ トコー ル に従 い 行 った 。

ReverseTranscriptionPolymeraseChainReaction(RT-PCR)

上 記 と 同様 の 方法 でMODE-K細 胞 を 各種 サ ン プル と共 培 養 した後 、48時 間

後 にRNAを 定 法 に従 い回 収 した(39)。 回 収 したRNAよ りcDNAを 合 成 し、40

サ イ ク ル のPCR(94°C1分 、55°C1分 、72°C1分)を 行 った 。2-2.5%ア ガ

ロー ス ゲ ル を用 い各PCR産 物 を電 気泳 動 した後 、エ チ ジ ウム ブ ロマ イ ドで染 色

しバ ン ドを観 察 した 。 ま た 各種 プラ イマ ー は以 下 に示 す 配 列 を用 いた 。
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GAPDH二Sense、CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT

Antisense,AGCCTCCATGGTGGTGAAGAC,

ClassIITransactivator(CIITA)

Sense,CAAGTCCCTGAAGGATGTGGA

Antisense,ACGTCCATCACCCGGAGGGA,

1-AkaChain:Sense.TCCAGGCCTCCTAATACA

Antisense.AAGAGATTGTGAGGATCCAG

【結 果な らび に考察】

抗 原特異 的な免疫応答が誘導 されるためには、単 に抗原が生体内に取 り込ま

れ るだけではな く、マクロファー ジや樹状細胞などの抗原提示細胞に取 り込ま

れプロセ ッシングされた後、MHC分 子 を介 して抗原提示 される必要がある。我々

は以前、膜融合 リポソー厶により導入 された抗原がMHCclassl分 子 を介 して抗

原提示 され る ことを報告 しているが(26)、MHCク ラスII分 子 を介 した抗原提示 ご

につ いて は検討 していない。さらに粘膜面に存在する上皮細胞はマクロファー

ジや樹状細胞などと同様、通常の細胞には発現 されていないMHCク ラスll分

子 を発現 し、抗原提 示で きる ことが報告 されている(49-51)。 そ こで本検討では

HELを モデル抗原 と して、HELIMHCク ラスn複 合体 を認識 しIL-2を 産生す る

ハ イ ブ リ ドー マ(3A9)を 用い、膜融合1丿ポ ソー厶に よ り導入 された抗原のMHC

ク ラスn分 子 を介 した提 示を検 討 した 。その結果、膜融合 リボソームにより導

入されたHELは マク ロファー ジのMHCク ラスn分 子 を介 して抗原提示 され る

ことが示された(Figure8)。 さ らに興味 深 いことに、 これ らの抗原提示はマク

ロファージのみな らず粘膜上皮細胞であるMODE-K細 胞 でも観察 され た。また

これ らの反応はHELの 代わ りにOVAを 封 入 した膜融合 リボ ソームやBSSを 封

入 した膜 融合 リボ ソー ムでは認 め られなかったことか ら、膜融合 リボソームに

よる3A9細 胞の非特異的な活性化で はない ことが確認 された。以上の結果より、

膜融合 リボソームにより鼻腔上皮細胞 とMac-1陽 性 細胞 に送達 され た抗 原は

MHCclassl分 子 のみ な らずMHCク ラスII分 子 を介 して抗原提示され る可能性

が示唆された。
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Figure8FusogenicliposomesinducedMHCclassII-mediatedantigenpresentationofHEL.Macrophages

(A)orIFN-ypretreatedMODE-Kcells(B)wereculturedwithfusogenicliposomescontainingHEL(closed

column)orOVA(100ｵg/ml,hatchedcolumn)for5hr,thenantigenpresentationwasanalyzed.Valuesare

expressedasmeans±SDoftriplicatecultures.

さて粘膜を介 し感染するウイルスのなかには、感染 した上皮細胞の抗原提示

に関わる分子(MHCク ラス1分 子 、MHCク ラスn分 子 、ICAM-1、B7分 子 など)

の発現 を増強す る ものが存在す る(30-32)。 特 にセ ンダイウイルス と同 じパ ラミ

クソウイルス科に属するHumanParainfluenzaVirusは 粘膜上皮細胞のMHC分

子 の発現 を増 強す ることか ら(30)、セ ンダイウイルスの構成成分 をもつ膜融合 リ

ポソー厶も同様に粘膜上皮細胞に対す るアジュバ ン ト活性を有 していると推測

される。そこで次にMODE-K細 胞 とセ ンダイウイルス も しくは膜融合 リボソー

ムを共培養 した際のMHCク ラスII分 子の発現 について検討 した 。その結果、セ

ンダイウイルスや膜融合 リボソームと培養 したMODE-K細 胞 では通常で はほと

ん ど検 出 され ないMHCク ラスII分 子の発現が増強 している ことが確認された

(Figure9)。 また これ らの効果は通常の リポ ソー厶を用いた場合には観察され

なかった ことから、 リボソーム構成脂質ではなくセンダイウイルス由来の物質

が上皮細胞のMHCク ラスn分 子の発現 を増強 していることが示唆された。
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FiguregFusogenicliposomesactivatedexpressionofMHCclassIImoleculesonepithelialcells.MODE-K

cellswereculturedwithmedium(plainline),conventionalliposomes(A,boldline),fusogenicliposomes(B,

boldline)orSendaivirus(C,boldline).Cellswerestainedwithanti-1-Akantibody48hrlater.Expression

wasdeterminedusingaFACScanflowcytometer.Dataarerepresentativeofthreeseparateexperiments .

一16一



この よ うに粘 膜 上 皮細 胞 のMHCク ラ スll分 子 の発 現 を増 強 す る ウ イ ル ス 以

外 の 分 子 と してIFN一 γが 知 られ て い る。IFN一γは上 皮 細 胞 上 のIFN一 γレセ プター に

結 合 し、Jak1STAT-1を 介 し、ClassIITransactivator(CllTA)分 子 の 発 現 を誘 導

す る 。 このCII]rAがMHCク ラスll分 子 の 転 写 を活 性 化 す る こ とで 、IFN一 γは上

皮 細 胞 のMHCク ラスn分 子 の発 現 を増 強 す る(52,53)。 そ こで次 に セ ン ダイ ウ

イ ル ス に よ る上 皮 細 胞 のMHCク ラ スII分 子 の発 現 増 強 メ カ ニ ズム を解 明 す る 目

的 で 、セ ン ダイ ウ イル ス も し くは 膜 融 合 リポ ソー 厶 で 処 理 したMODE-K細 胞 に

お け るCIITAとMHCク ラスu分 子 のRNAレ ベル で の発 現 につ いてRT-PCR法

を用 いて 検 討 した 。そ の結 果 、1FN一γで 処 理 したMODE-K細 胞 に お い て は これ ま

で の 報 告 と 同様 、Cll][Aの 発 現 誘 導 とMHCク ラ スll分 子 の発 現 増 強 が 観 察 され

た(Figure10)。 しか しな が らセ ン ダ イ ウ イ ル ス や 膜 融 合 リボ ソー ム で 刺 激 した

MODE-K細 胞 で は これ らの 分 子 の 誘 導 は認 め られ な か った(Figure10)。 以 上

の 結 果 よ りセ ン ダイ ウ イル ス はIFN-yに よ る発 現 増 強 とは異 な る経 路 でMHCク

ラ スll分 子 の 発 現 を増 強 して い る こ とが 示 され た 。前 述 のHumanParainfluenza
-/一一/一

細 胞 でMHCク ラス11Virusを用 いた 研究 に お いて も、CIITA細 胞 、STAT-1

分 子 の発 現 が増 強 され 、IFN一 γと は異 な る経 路 が 関 与 して いる こ とが 示 唆 され て

い る ことか ら(30)、 パ ラ ミク ソウ イ ル ス 属 に は 同様 の経 路 を介 したMHCク ラス

ll分 子 の 発 現 増 強 機 構 が 存 在 す る と 推 測 さ れ る 。 しか しな が らHuman

ParainfluenzaVirusに つ い て も詳 細 な メ カ ニズ ム に つ い ては 明 らか とは な って

お らず 、 さ らに進 ん だ 機 構 解 明 が 必 要 で あ る 。

GAPDH

12345

CIITA

1-Aka

Figure10mRNAexpressionofCIITAandI-Ak

inMODE-Kcells.MODE-Kcellswere

culturedwithnone(lane1),conventional

liposomes(lane2),Sendaivirus(lane3),

fusogenicliposomes(lane4)orIFN-y(lane5)

for48hr.CellswereharvestedandRNAwas

prepared.RT-PCRanalysiswasperformed
usingprimersforGAPDH,CIITA,1-Akachain.

Dataarerepresentativeofthreeindependent

experiments.
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さてMODE-K細 胞は細胞表面にはMHCク ラスll分 子 をほ とん ど発現 して い

ないが、細胞内には蛋白質 レベルで保持 している(Figure11)。 そこで次 にセ ン

ダイウイルスの刺激によ り、細胞内のMHCク ラス11分 子 が細胞表面 に移動す る

という仮説 をたて、ウイルスで刺激を加えた後の細胞内MHCク ラス11分 子の発

現につ いて検討する ことで、センダイウイルスによるMHCク ラスII分 子の発現

増強に関す るさらな るメカニズムの解明を試みた。その結果、IFN一γで刺激す る

ことで細胞表面のMHCク ラスll分 子の発現 が増強 してい るMODE-K細 胞 では、

細胞 内のMHCク ラスII分 子 も発現増強 して いることが確認 された(Figure12)。

これ はFigure10に 示 され るよ うに、IFN一γはMHCク ラスll分 子 を転写 レベル か

ら発現促進 した結果と推測された。一方、センダイウイルスや膜融合 リボソー

ムで刺激を加えることで、細胞表面のMHCク ラスll分 子 の発現が増強 してい る

細胞 では、細胞内のMHCク ラスll分 子は逆 に減少 して いた(Figure12)。
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expressionofMHCclassIImoleculeson
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Figure12FACSanalysisofintracellularl-Akexpressioninmembranel-AkpositiveMODE-Kcells.Cells

wereculturedwithIFN-y(left),fusogenicliposomes(middle)orSendaivirus(right)for48hr.Membrane

l-AkmoIeculesonMODE-KcellswerestainedwithPE-1abeledspeci罰cantibody(A).Followingfixationwith

paraformaldehyde,intracellularl-AkmoleculeswerestainedwithFITC-labeledanti-1-Akantibody.

IntracellularexpressionofI-AkmoleculesinmembraneI-Akpositivecells(gatedcellsinfigure12A)were

determinedusingaFACScanflowcytometer(B).(Shadow,control:Plainline,spontaneousexpression:

Boldline,sampletreatment).

これ らの結果より、センダイウイルス等で細胞表面のMHCク ラスIl分 子の

発現 が増強 したのは、細胞 内のMHCク ラスII分 子が細胞表面に移動 したためで

ある と推測 された。興味深いことに同様な現象は樹状細胞の成熟課程でも観察

された。すなわち未熟な樹状細胞は細胞表面にMHCク ラスn分 子を発 現 しない

が、Lipopolysaccharide(LPS)な どの刺激が加わ り、成熟型の樹状細胞に変化

すると細胞表面にMHCク ラスII分 子 を発現するよ うになる(54,55)。 この際 に

輸送経 路 を決定す る重要 因子はMHCク ラスn分 子に結 合 しているイ ンバ リアン

ト鎖の分解である(56,57)。 通常、未熟樹状細胞ではイ ンバ リアン ト鎖が分解さ

れず、リソソー厶に輸送され分解されて しまう。 しか しLPSな どの刺激 が加わ

ると、イ ンバ リア ン ト鎖の分解に働 くカテプシンSの 抑制 物質である シスタチ

ンCが 減 少す る結果、 カテ プシンSが 活性化状態 とな り、イ ンバ リアン ト鎖の

N末 に存在 す る細胞内輸送 ドメインが分解 され、MHCク ラスll分 子 は細胞表面

に輸送 され るよ うになる(56,57)。 上皮細胞 にお ける同一輸送促進経路の存在は

不明であるが、ウイルス側の促進因子の同定も含め、ウイルスによる上皮細胞
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のMHCク ラ スII分 子 の 発 現増 強 メ カ ニ ズ ム を解 明す る ことは 、ウ イル ス学 の 進

展 のみ な らず 新規 粘 膜 ワク チ ンア ジ ュバ ン トの 開発 に つ な が る もの と期 待 され

る 。

第 三 節 膜 融 合 リボ ソー ム に よ り誘 導 され る抗 原 特 異 的免 疫 応 答 の 評価

前 節 まで に膜 融 合 リボ ソー ム は 鼻腔 リンパ組 織 の 上皮 細 胞 やMac-1陽 性細 胞 、

NALTのM細 胞 に高 い効 率 で 抗 原 送達 で き る こ とが 示 され た 。 さ らに送 達 され

た抗 原 は 上 皮 細 胞 や マ ク ロ フ ァー ジ のMHC分 子 を介 して提 示 され る こ と、な ら

び に膜 融 合 リボ ソー ム は粘 膜 上 皮細 胞 に 対 しア ジ ュバ ン ト活 性 を有 して い る こ

と が 示 唆 され た 。 これ らの結 果 は膜 融 合 リボ ソー ム の 粘膜 ワ ク チ ンキ ャ リアー

と して の 高 い機 能 を示 唆 す る もの で あ る と考 え られ る。 そ こで 本 節 に お い て は

0丶/Aを モ デ ル抗 原 に用 い 、膜 融 合 リポ ソー 厶 を用 い た経 鼻 免 疫 で誘 導 され て く

る抗 原 特 異 的免 疫 応 答 に つ い て ヘ ルパ ーT細 胞 活 性 、 抗 体 産 生 、CTL活 性 と い

う3種 類 の 観 点 か ら検 討 を行 った。

【実 験材 料 】

C57BU6マ ウス(雌 性 、7-10週 齢)は 日本 チ ャー ル ズ リバ ー よ り購 入 した 。

EL4は 東 北 大 学加 齢 医学 研 究 所 よ り供 給 して いた だ いた 。EG7はAmericanType

CultureCollection(ATCC)よ り購 入 した もの を実 験 に供 した 。コ ラー ゲ ン タイ プ

ivはSigma(StLouis、MO)の もの を使 用 した 。Biotin標 識 抗 マ ウスIgG、IgG1、

IgG2aJgG2bJgG3、IgA、AlkalinePhosphatase(AP)標 識 抗 マ ウ スIgG、IgA、

IgM抗 体 はSouthernBiotechnologyAssociate(Birmingham、AL)、Biotin標 識

抗 マ ウ スIgMa抗 体 はPharmingen(SanDiego,CA)、HorseradishPeroxidase

(HRP)標 識 ス トレプ トア ビジ ンはGibco(Gaithersburg、MD)よ りそ れ ぞ れ

購 入 した 。3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine(TMBZ)はMossInc.(Pasadena、

CA)の も の を 、Na251CrO4(15.5TBqlmg)は 第 一 化 学(Tbkyo、Japan)の も

の を実 験 に 供 した 。 そ の 他 の もの は前 節 に準 じた 。
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【実 験 方 法 】

OVAの 経 鼻 免 疫

マ ウ ス へ の 経 鼻 免 疫 はOVA量 と して5mglmlに 調 製 した各 サ ン プル を10μ1

投 与 す る ことで 行 った 。 この 免 疫 を0、7、14日 目に行 った 。

各 リンパ 組 織 か らの 単 核球 回収

各 リンパ 組 織 か らの 単核 球 回収 は最 終 免 疫 の 一週 間 後 に行 った 。NALTな らび

に 鼻 腔 固有 層 か らの 単 核 球 の 回収 は前 節 の 方法 に準 じて行 った 。頸 部 リンパ 節 、

腸 間 膜 リンパ 節 、 脾 臓 は各 組 織 を取 り出 した 後 、 ナ イ ロ ンメ ッシ ュ を用 い 、単

細 胞 に す る こ とで 単 核 球 を得 た 。 小 腸 固 有 層 由来 の 単 核 球 は 、 バ イ エル 板 を 除

去 した 小 腸 を切 り開 い た後 、0.5mMEDTA12%FCS含 有RPMI1640培 地 で37°C、

15分 間 、2%FCS含 有RPMI1640培 地 中 で37°C、15分 間 、1mMEDTA入 り

PBS(EDTA・2NA1.86g11000ml)中 で室 温 、20分 間 、順 次 上 清 を除 き残渣 を

撹 拌 した 。得 られ た 残 渣 を コラー ゲ ン処 理(1.5mglml、37°C、 撹 拌 条 件 下 で1

時 間)す る こ とで 単 核 球 を回 収 した 。

OVA特 異 的CD4陽 性 細胞 増 殖 反応 の 測 定

CD4陽 性 細 胞 は抗 マ ウスCD4抗 体 結 合 マ グ ネ ッテ ィ ック ビー ズ とMACS

(Magnetic-ActivatedCellSorter)カ ラ ム(MiltenyiBiotec,Sunnyvale,CA)を

用 い て 行 った 。 回収 したCD4陽 性 細 胞(2x106cells/ml)と 、1mg/mlのOVA

を 放 射 線 照 射(3000rad、26分 間)し た 同系 マ ウス の 脾 細 胞(2x105cells/ml)

存 在 下 で96時 間 培 養 した 。 反応 停 止8時 間前 に1ｵCiの3H-Thymidineを 加 え

放 射 活 性 を測 定 し、 以下 の 式 に準 じてStimulationIndexと して表 示 した 。

StimulationIndex=(cpminthepresenceofOVA/cpmintheabsenceofOVA)

サ イ トカ イ ン産 生 の測 定

上 記 の 方 法 でOVAと 反 応 させ たCD4陽 性 細 胞 の 培 養 上 清 を回 収 した 。 サ ン

プル 中 の サ イ トカ イ ン量 はAmershamPharmaciaBiotech(Piscataway、NJ)

のサ イ トカ イ ンELISAキ ッ トを用 い測 定 した 。
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血 清 、 鼻腔 洗浄 液 、糞 便 抽 出物 の 回 収

最 終 免 疫 の1週 間 後 に 、各 サ ン プル を 回収 した 。 血 清 は 眼 窩 よ り採 取 した 血 液

を3,000rpm、20°C、15分 間遠 心 す る こ とで得 た 。 鼻 腔 洗 浄 液 は 安 楽 死 させ た

マ ウ ス の 気 道 よ り鼻 腔 へ 向 け200ｵ1のPBSを 流 す ことで 得 られ た 洗 浄 液 を実 験

に用 い た 。糞 便 抽 出物 は100mglmlに な る よ うにPBSを 加 え 、4°Cで30分 間 強

撹 拌 した 。 得 られ た 懸濁 液 を14,000rpm、4°C、15分 間 遠 心 し、 上 清 を回 収 し

糞 便 抽 出 物 と して 用 い た 。

Enzyme-LinkedImmunosorbentAssay(ELISA)法 を用 い たOVA特 異 的 抗 体 産

生 の 測 定

OVA(10ｵg/ml、in50mMBicarbonateBuffer)100μ1をELISAプ レー ト

(NUNC)に 加 え 、4°Cで一 晩放 置 す る こ とで 固相 化 した 。固 相 化 液 を除 去 した 後 、

MilliQで2倍 希 釈 したBlockAce(250ｵ1/well)で ブ ロ ッキ ン グ した(室 温 、1

時 間)。0.05%TritonX-100含 有PBSで4回 洗 浄 後 、各 濃 度 に調 製 した サ ン プル

を加 え 、4°Cで 一 晩 放置 した 。これ らの プ レー トを0,05%TritonX-100含 有PBS

で4回 洗 浄 した 後 、114000に 希 釈 した 各Biotin標 識 抗 体 を加 え室 温 で 反 応 させ

た 。6時 間後 、 プ レー トを洗 浄 し112000に 希釈 したHRP標 識 ス トレプ トア ビ

ジ ンを 各 プ レー トに加 え 、さ らに室 温 で1時 間 反応 させ た 。0.05%TritonX-100

含 有PBSで4回 洗浄 した 後 、100ｵ1のTMBZを 加 えHRPと 反 応 させ た 。15分

後 、50ｵ1のHCIを 加 え反 応 を止 め 、 吸 光 波 長450nm、 副 波長690nmに お け

る吸 光 度 を測 定 した 。抗 体価 は 非 免疫 マ ウ ス よ りも 吸光 度 が0.1以 上 高 い最 大 希

釈 倍 率 をReciprocalLog2Titerで 表 した 。 な おサ ン プル 、抗 体 の 希 釈 はMilliQ

で10倍 希 釈 したBlockAceで 行 った 。

Enzyme-LinkedImmunospot(ELISPOT)法 に よ るOVA特 異 的 抗 体 産 生 細 胞 の

測 定

96穴 ニ トロセ ル ロー ス プ レー トをOVA(1mg/mlinPBS)で コー テ ィ ング し

た(4°C、 一 晩)。10%FCS含 有RPMI1640培 地 で ブ ロッキ ング した 後(37°C、

5時 間)、 各濃 度 に調 整 した 単 核 球 を加 え 、37°Cで5-6時 間 培 養 した 。0.05%
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TritonX-100含 有PBSで 洗 浄 した後 、1/1000に 希 釈 した 各 種AP標 識 抗 マ ウス

Ig抗 体 を加 え 、4°Cで一 晩 反 応 させ た 。これ らの プ レー トをPBSで 洗 浄 した 後 、

AP発 色 基 質(5%NitroblueTetrazoliumin70%Dimethylformamide;66ｵ1/5%

5-Bromo-4-Chloro-3-lndolylphosphate-p-ToluidineSaltin100%Dimethyl-

formamide;33ｵ1/AlkalinePhosphateBuffer10ml)100ｵ1を 加 え室 温 で30分 間

反応 させ る こ とで ス ポ ッ トを発 色 させ た 。 洗 浄 、 風 乾 後 、 ス ポ ッ ト数 を実 体 顕

微 鏡 で 測 定 した 。

OVA特 異 的CTL誘 導 の 評 価

各 免 疫 マ ウス の 脾 臓 、頸 部 リンパ 節 、腸 間 膜 リンパ 節 よ り回 収 した単 核球(4

x106cells/ml)を30ｵg/mlの マ イ トマ イ シ ンCで30分 間処 理す る こ とで増 殖

を止 め たEG7細 胞(4x105cells/ml)と5日 間 共培 養 し、Effector細 胞 と して

用 い た 。標 的細 胞 に はNa251CrO4で ラベ ル 化(0.56MBq1106cells、37°C、1時

間)し たEL4細 胞 とEG7細 胞 を用 い 、96穴 プ レー トに104cellslwel1の 濃度 で

播種 した 。 これ ら標 的細 胞 にE幵ector細 胞 を加 え、4時 間 培 養 し、上清 に遊離 し

た51Crの 放 射 活 性 を測 定 した 。 な おCTL活 性 は 以下 に 示 す 式 に従 い算 出 した 。

%Lysis=100x{(E幵ector細 胞 に よ る51Cr遊 離 量)一(自 然5℃r遊 離 量)}1

{(最 大51Cr遊 離 量)一(自 然51Cr遊 離 量)}

RT-PCRに よ るPerforinの 発 現 評 価

RNA抽 出 な らび にcDNAの 合 成 は 前 節 の 方 法 に準 じて行 った 。Perforinの プ

ライ マ ー は以 下 の配 列 の もの を用 い(58)、30サ イ クル のPCR(94°C1分 、55°C

1分 、72°C1分)を 行 った 。

Perforin:Sense.GGAATTCAGATCGGAGGATTTTAAA

Antisense、GACTACTGTGCCTGCAGCA丁C
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【結果ならびに考察】

獲得免疫系は大別すると抗体 を中心とする体液性免疫と細胞傷害性T細 胞

(CytotoxicTLymphocyte;CTL)を 主 とす る細胞性免疫 に分類 され る。いずれ

のタイプの免疫誘導においても抗原提示細胞による抗原提示とそれ に引き続い

ておこるCD4陽 性ヘルパーT細 胞 による抗原認識が必要 となる。前節において、

CD4陽 性ヘルパーT細 胞のT細 胞 レセ プター リガン ドとなるMHCク ラスn分

子 を介 した抗原提 示が膜融合 リボソームにより導入 された抗原で起 こることを

確認 した。そ こでまず抗原特異的ヘルパーT細 胞の誘 導 について検 討 した 。

Figure13に 示 され るよ うに、膜融合 リポ ソー厶を用いて免疫 したマウスから得

られたCD4陽 性細胞ではOVA依 存 的な増殖 が確認 され た(Figure13)。 また こ

れ らの増殖応 答はNALT、 鼻腔 固有層 といった投与部位のみならず、頸部 リンパ

節、脾臓、腸間膜 リンパ節 といった全身の リンパ組織で認められた。一方、コ

ン トロール群であるOVA単 独免疫群や通常 の リボ ソームを用いて免疫 した群で

はわずかな抗原依存的増殖応答 しか観察 されなか った。 これは前節までに示 し

た膜融合 リポ ソー厶の高い抗原送達能、な らびに上皮細胞に対するアジュバ ン

ト活性によるものであると考えられた。
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Figure13NasallyadministeredOVA-fusogenicliposomesinducedantigen-specificCD4+Tcellsfrom

spleen,cervicalIymphnode(CLN),nasopharyngeal-associatedlymphoreticulartissue(NALT),nasal

passage(NP)andmesentericlymphnode(MLN)wereisolatedandculturedwithlmg/mlofOVA.

Proliferativeresponsesweredeterminedby3H-thymidineuptake(opencolumn,OVA-alone;hatched

column,OVA-liposomes;closedcolumn,OVA-fusogenicliposomes).Errorbarsindicatemeans±SEfor

fourmiceanalyzedseparatelyintriplicateassays.*,p<0.01versusOVA-liposomes.
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さてヘルパーT細 胞 はそのサ イ トカイン産生パ ターンによ り1型 ヘルパーT

細胞 と2型 ヘルパーT細 胞 に分類 され る(59-61)。 一般 に1型 ヘルパーT細 胞か

ら産生 され るIFN一γはCTL、NK細 胞 な ど細胞性免疫 の誘 導 を、IL-4、5、6な ど

の2型 サ イ トカイ ンはB細 胞の分化 、増殖 を促 し、体液性免疫の誘導を促進す

る。すなわちヘルパーT細 胞 か ら産生 され たサ イ トカイ ンパターンを解析す るこ

とで、ヘルパーT細 胞の タイプ、さらにはそれ らヘルパーT細 胞で誘導 され る細

胞性免疫 、体液性免疫について推測することができる。そこで次に膜融合 リポ

ソーム を経鼻ワクチンキャ リアーとして用いることで誘導されて くるヘルパー

T細 胞 のパ ター ンについてサ イ トカインプロファイルを指標に検討 した。その結

果、膜融合 リポソー厶を用いて免疫 したマウスでは1型 、2型 、両 タイ プのサ イ

トカイ ン産 生が粘膜面、全身面の両部位で認め られた(Figure14)。 さ らに鼻 腔

組織 で あるNALTと 鼻腔 固有層 においては、異 なる2型 サ イ トカインの産 生が

観察 された 。すなわちNALTで はIL-4の 高 い産生が認 め られ た。 これ らのサイ

トカインはNALTに 存在す るB細 胞 に慟 き、免疫 グ ロブ リンのｵ鎖 か らα鎖 への

クラスス イ ッチに働 くことから、NALTの 免疫誘導組織 と しての特徴 を表 してい

ると言える(62-64)。 一方 、鼻腔 の免疫 実効組織 と して知 られている鼻腔固有層

由来のヘルパーT細 胞か らはIgA産 生細胞 をプラズマ細胞へ と成熟 させ るのに

働 く 畳L-5やIL-6の 強い産 生誘導 が認 め られ た(62-64)。 これ ら2型 サイ トカイ ン

に加 え、鼻腔固有層で産生された1型 サイ トカイ ン(IFN一 γ)はIgAの 粘膜 管腔

側への分泌 を促進する ことから(65)、鼻腔組織 で産生 され たサ イ トカインは粘膜

面での感染防御に中心的に働いている抗原特異的IgAの 産生 を促進 させ て いる

と期待 された。
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Figure14Nasa[lyadministeredOVA-fusogenicliposomesinducedantigen-spec而cTh1/Th2cytokine

production.Sevendaysafterfinalnasalimmunization,CD4+Tcellsfromspleen,cervicallymphnode

(CLN),nasopharyngeal-associatedlymphoreticulartissue(NA囗 り,nasalpassage(NP)andmesenteric

lymphnode(MLN)wereisolatedandculturedwithlmg/mlofOVA.Th1-andTh2-typecytokineproduction

wasmeasuredbyELISA(opencolumn,OVA-alone;hatchedcolumn,OVA-liposomes;closedcolumn,

OVA-fusogenicliposomes).Errorbarsindicatemeans±SEforfourmiceanalyzedseparatelyintriplicate

assays.*and'"',p<0.01andp<0.05,respectively(versusOVA-liposomes).

そこで次に粘膜面におけるOVA特 異的抗体産生 と全身系免疫の指標である

血清中のOVA特 異 的抗体産生 について検討 した。その結果、鼻腔洗浄液中にコ

ン トロール群よりも強いOVA特 異 的lgAの 誘導が認 め られ た(Figure15)。 さ

らに遠 隔の粘膜面 である糞便 中にもOVA特 異 的lgAが 検 出 され た(Figure15)。

これ ら粘膜面での抗体産生に加 え、血清中には多くのOVA特 異 的lgGが 検出 さ

れ た(Figure15)。 さらにその血清 中lgGサ ブクラスについて検 討する と、2型

ヘルパ ーT細 胞誘導型のIgG1に 加 え1型 ヘルパーT細 胞誘導 型のlgG2aの 誘導

も認 め られ(Figure15)、 先のサ イ トカイ ンプロファイルの結果(Figure14)

を反映する結果 となった。また これ らELISAの デー タを支持す るよ うに、鼻腔

固有層 、小腸 固有層、脾臓 中にそれぞれOVA特 異 的IgA、 置gG産 生細胞 が

ELISPOT法 によ り検出 され た(Figure16)。 以上の結果 よ り、膜融合 リポ ソー

厶 を用いた抗原の経鼻免疫により、粘膜面と全身面の両部位に抗原特異的抗体

産生が誘導されることが示された。
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Figure16Antigen-specificantibodyformingcells(AFCs)inspleen(A),nasalpassage(B)andintestinal

Iaminapropria(C)weredeterminedbyE凵SPOTassay(opencolumn,OVA-alone;hatchedcolumn,

OVA-liposomes;closedcolumn,OVA-fusogenicliposomes).Findingsareexpressedasmeans±SEof

fourmiceanalyzedseparatelyintriplicateassays.嚢,pく0.01versusOVA-liposomes.

さてウイルス感染症 を標 的としたワクチン開発を考慮 した際、上述の抗体は

粘膜面で侵入 して くるウイルスや細胞外に存在する遊離のウイルスには対応で

きるが、細胞内に感染 しているウイルスに対 しては効果は期待できない。その

ため抗体に加え、ウイルス感染細胞を排除する細胞傷害性T細 胞(CTL)の 誘

導が重要 とな って くる(66)。前 述 したよ うに膜融合 リボ ソームにより導入 された

抗原はMHCclassI分 子 とも抗原提示 されCTLの リガン ドとな り得 る こと、さ

らに上述のように膜融合 リボソームを用いた経鼻免疫によ りCTLの 誘導 を補助

す る1型 ヘルパーT細 胞 も誘 導で きる ことか ら(Figure14)、 膜融合 リボ ソーム

は抗体 産生のみ ならずCTLを も誘導で きる経鼻 ワクチ ンキ ャ リアー として期待

され る。そ こで次に膜融合 リボソームを用いてOVAを 免疫 した際のOVA特 異
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的CTLの 誘導 につ いて解析 した。その結果、膜融合 リボソームを用いて免疫 し

たマウスの脾臓、頸部 リンパ節、腸間膜 リンパ節においてOVA特 異 的CTLの 誘

導が認 め られ た(Figure17)。 また これまでの結果 と同様 、コン トロール群であ

るOVA単 独 免疫群 、通常の リボ ソーム を用いて免疫 した群では全 くCTL活 性 は

認め られ なか った(Figure17)。 さ らに膜融合 リボ ソーム を用いて免疫 したマウ

スの鼻腔固有層か ら得 られた単核球中にはCTLの 細胞傷害性分子 のひとつであ

るPerforinの 転写増強が認め られ、鼻腔 においても抗原特異的CTLが 誘導 され

ている ことが 示唆 された(Figure18)。
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Figure17NasalimmunizationwithOVA-fusogenic

liposomesinducedOVA-specificCTLresponses.

Sevendaysafterthefinalnasalimmunization,
mononuclearcellsfromthespleen,cervicallymph

nodeandmesentericlymphnodeofmicenasally

immunizedwithOVA-alone(A),OVA-liposomes(B)or

OVA-fusogenicliposomes(C)wereisolatedandCTL

activityagainstEG7(closedsymbols)orEL4(open

symbols)weremeasuredby51Cr-releaseassay.Each

analysiswasperformedatleastthreetimes.
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Figure18NasalimmunizationwithOVA-fusogenic

liposomesinducednasalCTLresponses.Sevendaysafter

thefinalnasalimmunization,messengerRNAwere
isolatedfromthenasalpassageofmicenasallyimmunized

withOVA-alone(1),OVA-liposomes(2)orOVA-fusogenic

liposomes(3)andperforinexpressionwasdeterminedby

RT-PCR.Eachanalysiswasperformedatleastthree

times.
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第四節 小括

本章において著者は膜融合 リポソー厶の経鼻ワクチンキャリアー としての有

効性 を示 した。膜融合 リボ ソームは親株であるセンダイウイルスの細胞膜 との

融合機能を発揮す ることで、鼻腔 リンパ組織 に高い効率で抗原送達 していた

(Figure4)。 従 来か らリポ ソー 厶は ワクチ ンキャリアーとして広 く研究されて

お り、著者 らも含め多 くのグループが全身性免疫を標的としたワクチンキャ リ

アーとして有効に機能 し得ることを報告 している(67-70)。1丿 ポ ソームの経 鼻 ワ

クチ ン と しての有用性を示唆するような報告 もなされているが、全身性免疫 を

標的としたワクチン開発の場合 と比べ、それほど効果が上昇 したものではなか

った(71,72)。 これ は注射に よる免疫法 とは異 なり、経鼻投与された リボソーム

の生体内への取 り込みは生体側によって規定されていたか らであると思われ る。

すなわちFigure4に 示 され るよ うに、 自 ら粘膜 を介 して生体内に進入するとい

う活性を保持 しない通常の リボソームでは生体側の排除機構の影響を受けてし

まうため、抗原を単独で投与 した場合と同 レベルの取 り込み しか示さなか った。

これに対 し、膜融合 リボソームは通常の リボ ソームに比べ高い抗原送達能を有

していた(Figure4)。 これ は膜融合 リポ ソー 厶が生体側に取 り込みを規定 され

ず、 自らが細胞膜に融合することで積極 的に抗原送達できたためであると思わ

れる。 リポソー厶以外にもオイルエマルジ ョンなどの粒子状キャリアーを用い

た経鼻ワクチンの開発は行われているが(73,74)、 そのほ とん どは1丿ポ ソー ム と

同様 、生体 内に取 り込まれる前に排除されて しまうため、十分な効果が得 られ

ることは期待 しに くい。さらに膜融合 リポソー厶は上皮細胞に対するアジュバ

ン ト活性を有 してお り、高 い抗原送達能 とあわせ、経鼻 ワクチンキャ リアーと

しての高い機能を保持 していると考えられる。実際に膜融合 リボソームを経鼻

ワクチンキャリアー として使用すると、期待通 り高い免疫誘導能を示 した。粘

膜面の感染防御に重要な役割を担 っている抗原特異的IgAの 産生に加 え、血清

中にも抗原特異 的IgGの 誘導 が認 め られ 、膜融合 リボ ソームを用い鼻腔を介 し

て免疫することで粘膜面 と全身面に抗体特異的抗体産生が誘導できることが示

された(Figures15and16)。 さらに抗体 産生に加 え、ウイルス感染細胞を排除

する上で重要な役割を担っているCTLの 誘導 も認め られた(Figures17and18)。
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これは以前、著者 らが報告 したように膜融合 リポソー厶を用いることで、抗原

が細胞質中に導入され内在性抗原として認識された結果、MHCclassI分 子 を介

した抗 原提示が行われたためであると推測される(26)。 以上 、本研究 は膜融合 リ

ポソー 厶 を高い抗原送達能を有する体液性 ・細胞性免疫誘導型の経鼻 ワクチン

キャリアー として定義づける研究と言える。

一方、 これ ら体液性免疫、細胞性免疫誘導を司るヘルパーT細 胞 について検

討す る と1型 ヘルパーT細 胞 、2型 ヘルパーT細 胞 、両 タイプのヘルパーT細 胞

が誘導 され ていた(Figures13and14)。 特 に鼻腔 においてはNALTでlgAへ の

クラスス イ ッチに働 くIL-4の 産生、鼻腔 固有層で プラズマ細胞への成熟を司る

lL-5、IL-6の 産生が認め られ 、CommonMucosalImmuneSystem(CMIS)を 介 し

た免疫 誘導 が起 こっている ことが示唆された(Figure14)。 一方 、最近 、IL-5や

IL-15に よ るCMIS独 立型の免疫誘導機構 が存在す る ことが報告されている(75,

76)。 特 にIL-15は 病原体の感染 シグナル によ り上皮細胞から産生されることか

ら(77)、膜 融合 リボ ソームが融合 した鼻腔上皮細胞か らもIL-15が 産 生 されCMIS

独立型の 誘導機構 も働 いた可能性 が考えられる。このように膜融合 リボソーム

による免疫誘導機構に関 しては多くの可能性が残 っているが、残念なが ら現在

までの ところ全容は明 らか とはなっておらず、その解明は今後の研究課題と し

て興味深 いものである。いずれにせよ今回著者の示 した膜融合 リボソームの可

能性は、臨床応用も含め今後のさらなる発展を予感 させ るものであると期待す

る。
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第二章 ポ リ乳酸マイク ロスフェアーによる消化管免疫誘導におけ

るバイエル板の役割

前 章 に お い て はNasopharyngeal-AssociatedLymphoreticularTissue

(NALT)を 中心 とす る鼻腔 リンパ組織 を標 的とした経鼻ワクチン開発について

述べた。一方、消化管にはGut-AssociatedLymphoreticularTissue(GAL丁)と 呼

ばれ る免疫 ネ ッ トワー クが存在 し、消化管に侵入 してきた病原体に対する感染

防御を行っている(78,79)。 特 にマウス小腸 に10個 前後 点在す る リンパ組織 で

あ るバ イ エル板はGALTに お け る免疫 誘 導 の要 の組 織 と して機能 している

(Figure19A)。 そ こには樹状細胞 、マ クロファージといった抗原提示細胞に加

え、T細 胞 、B細 胞 も存在 し、上皮細胞層 には第一章で述べたM細 胞 も存在 し

ている(80)。 この様な特徴 か ら、バ イエル板 は鼻腔のNALTに 相 当す る小腸の免

疫誘 導組織 と考 えられてお り、経 ロワクチンおける重要な標的組織 として考え

られている(64,81)。 近年、バイエル板の形成 に必要 な分子群が次々と同定され、

これ らのシグナルを阻害 したバイエル板欠損マウスが作製 されるようになって

きた(82-85)。 これ らのバ イエル板欠損 マウスを用いた検討か ら、溶液状態の抗

原による経 口免疫誘導にはバイエル板非依存的経路が存在す ることが明らかと

なってきた(86)。

(A)Normalmouse (B)Peyer'spatch-nullmouse

Figure19LackofPeyer'spatchesbyadministrationpregnantmousewithanti-IL-7receptoraantibody

一31一



一方
、粒子状キャ リアーであるポ リ乳酸マイクロスフェアーは、その生分解

性 と徐放化能から経 ロワクチンへの応用 を含め、広 く薬物キャリアー として使

用されている(87-91)。 またポ リ乳酸 マイ ク ロス フェアーはその粒子サイズによ

り、経 口投与後の動態が変化することも知 られている。特に粒子径8ｵmの ポ リ

乳酸 マ イク ロス フェアー はバ イエル板によく取 り込まれるため、免疫誘導効果

が高いと考えられている(92,93)。 しか しなが らポ リ乳酸マイク ロスフェアーを

含めた粒子状キャリアーによる消化管免疫誘導についてバイエル板欠損マウス

を用いた検討はまだな されていないため、本系におけるバイエル板非依存的な

免疫誘導経路の存在については不明である。

そこで本章においては前章 と同様OVAを モデル抗原 に用 い、ポ リ乳酸マイク

ロスフェアーによる消化管免疫誘導においてバイエル板が担 っている役割につ

いてバイエル板欠損マウスを用い検討 した。

第一節 抗原特異的免疫誘導に与えるバイエル板欠損の影響

本節においては、ポ リ乳酸マイクロスフェアーによる消化管免疫誘導におけ

るバイエル板の役割について抗体産生とヘルパーT細 胞の誘導 という観点か ら

検討 した 。

【実験材料】

抗IL-7レ セ プターα鎖抗体 産生ハ イ ブ リ ドーマ(A7R34)は 西川伸一先生(京

都大学 医学部)よ り供 与 していただいた 。その他の試薬は前節までに準 じたも

のを使用 した。

【実験方法】

バイエル板欠損マウスの作製

バイエル板欠損マウスはYoshidaら の方法 に従 い作製 した(94)。 すなわ ち妊

娠14.5日 目のBALBlcマ ウスに抗IL-7レ セ プター α鎖抗体 を静脈内な らびに皮

下にそれぞれ1mg投 与 した 。これ らの処 理 されたマ ウスか ら生まれてきた仔マ

ウスはFigure19Bに 示す よ うにバ イエル板 が欠損 していた。
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OVA封 入 ポ リ乳 酸 マ イ ク ロス フ ェア ー の作 製

OVA封 入 ポ リ乳 酸 マ イ ク ロス フ ェ アー の 作 製 はOkadaら の 方 法 に従 い 、

wlolwsolventevaporation法 に て作 製 した(90)。100mglmlの 濃 度 でPBSに 溶

解 したOVAを マ イ ク ロホ モ ジナ イ ザ ー(MicrotecNiti-on、Chiba、Japan)を 用

い、200mglml(inジ ク ク ロメ タ ン)の ポ リ乳 酸 で 乳 化 した(2,500rpm、5分

間)。 このwloエ マ ル ジ ョン を大 容量 の0.25%ビ ニ ル ア ル コ ー ル 溶 液 に滴 下 し、

撹 拌(2,000rpm、2時 間)す る ことでwlolwダ ブル エ マ ル ジ ョ ンを 得 る とと も

に ジ ク ク ロメ タ ン を留去 した 。得 られ たOVA封 入 ポ リ乳 酸 マ イ ク ロス フ ェア ー

か らエ ル トリエー タ ー に よ り粒 子 径約8ｵmの もの を回収 した(Figure20)。

邃簍

丶丶 一 レMicrosphere

Evaporation

Figure20Preparationprocedureandphotographofpoly-lacticmicrospherecontainingOVA

OVへ 封入ポ リ乳酸 マイクロス フェアーを用いた経消化管免疫

一晩絶食 させた正常マウスも しくはバイエル板欠損マウスを麻酔条件下で開

腹 した。OVA量 と して100ｵgに 相 当す るOVA封 入ポ リ乳酸マイク ロス フェア

ー も しくはPBSに 溶解 したOVAを 十二指腸 よ り投与後、縫 合 した。この免疫

を21日 おきに計 三回行 った。
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ELISA法 によるOVA特 異 的抗体価 の測定

前章 に準 じて行 った。

各 リンパ組織か らの単核球回収

前章に準 じて行った。

ELISPOT法 によるOVA特 異的抗体産 生細 胞の測 定

前章 と準 じて行った。

OVA特 異 的CD4陽 性細胞増殖反応の測定

前章 の方法 を一部改変 し行った。すなわち1x106cellslmlのCD4陽 性細胞 と

1x105cellslmlの 放射線照射 同系脾細胞 をOVA(1mg/ml)の 存在 下 で96時 間

培養 した。その他は前章 に準 じた。

【結果および考察】

本章においては粒子状キャリアーであるポリ乳酸マイクロスフェアーを用い、

消化管免疫誘導におけるバイエル板の役割について、バイエル板欠損マウスを

作製 し検討 した。バイエル板は胎生14日 頃か ら、IL-7レ セプター を介 した シグ

ナル に始ま り、リンホ トキシンによるシグナル伝達、VCAM-1発 現細 胞 、ICAM-1

発現細 胞 な どの集積 、 リンパ球 のホー ミングなどを経て形成され る。バイエル

板形成 に携わ る各種シグナル分子 をノックアウ トしたマウスもすでに作製 され、

現在多 くの研究者によりバイエル板形成の分子機構が研究されている(82-85)。

またシ グナ ルに関わ る分 子 に対す る阻害抗体 を胎児期に投与す ることでバイエ

ル板形成を阻害できることも報告 されている(:.・.)。 この方法 を用 い投与時期

を調整 す ることで、バイエル板のみを欠損させたマウスを作製することができ、

消化管免疫におけるバイエル板の役割を検討することが可能 となった。本検討

においては胎生14.5日 に抗lL-7レ セ プターa鎖 抗体 を投与する ことでバイ エル

板 を欠損させたマウスに、バイエル板に効率よく取 り込まれることで免疫誘導

すると考え られている粒子径約8ｵmの ポ リ乳酸マイク ロスフ ェアー を用い免
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疫 し、その後の免疫応答を解析することで、粒子状キャリアーによる経消化管

免疫誘導におけるバイエル板の役割について検討 した。ポ リ乳酸マイクロス フ

ェアー を用い、バイエル板欠損マウスにOVAを 経消化管免疫 した ところ、糞便

な らびに血清中のOVA特 異的抗体産生 が正常 マウスに免疫 した場合に比べ著 し

く減弱 していた(Figure21)。 さらに小腸 固有層、脾臓 に存在するOVA特 異 的

抗体産生細 胞 をELISPOT法 で測 定 した と ころ、バ イエル板欠損マウスではOVA

封入マ イクロス フェアーで誘導 され るOVA特 異 的抗体産生細胞数 の減少が確 認

され、ELISAの 結 果 と一致 す る結果 を得 た(Figure22)。 以上の結 果よ り消化管

を介 したポ リ乳酸マイクロスフェアーによる粘膜面、全身面での抗体産生誘導

にバイエル板が重要な役割を担 っていることが示された。

一方、PBSに 溶解 した溶液状態のOVAを 経 消化管免疫 した ところ、ELISA、

ELISPOTの 結果 ともバ イエル板 の有無に よる影響は観察されなかった(Figures

21and22)o

(A)SerumIgG

OVA-PBS2°

X18

鸛
靈1210

靱

OVA-MS

(B)FecalIgA

OVA-PBS8
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謹
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Figure210VA-spec甬cantibodyproductioninΨ

serumandfecalextractinducedbyintestinal

immunizationwithOVA-PBSorOVA-MS.Normal

mice(closedcolumn)orPeyePspatch-nullmice

(opencolumn)wereintestinallyimmunizedwith

OVA-PBS(left)orOVA-MS(right)atdaysO,21

and42.Sevendaysafterthefinalimmunization,

serum(A)andfecalextract(B)werecollectedfor

theELISAanalysisofanti-OVAspecificIgGand

IgAproductions,respectively.Theerrorbars

indicatethemean±SEforfourmiceanalyzed

separatelyintriplicateassays.*,p<0.05

(comparedwithnormalmice),*",reciprocalIog2

titer<6.
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Figure220VA-specificantibodyformingcells

(AFCs)innormal(closedcolumn)andPeyer's

patch-nullmice(opencolumn)followingintestinal

immunizationofOVA-PBSandOVA-MS.Mice

wereintestinallyimmunizedwithOVA-PBSor

OVA-MSatdaysO,21and42.Sevendaysafter

thefinalimmunization,mononuclearcellswere

isolatedfromspleen(A)andintestinallamina

propria(B)ofnormal(closedcolumn)andPeyer's

patch-null(openedcolumn)mice,andevaluated

forOVA-specificIgG,IgMandIgAAFCsby

E凵SPOTassay.Thesepresentedvaluesare

representativeofthreeseparateexperiments.*,p

<0 .01(comparedwithnormalmice)

一方、前述のように抗体産生の誘導にはヘルパーT細 胞の補助が必要 とな っ

て くる。そ こで次にヘルパーT細 胞 の0丶 〃丶依 存的増殖応 答について検討 した。

その結果、抗体産生の結果と同様、ポ リ乳酸マイク ロス フェアーを用いて免疫

したバイエル板欠損マウスの脾臓な らびに腸間膜 リンパ節から回収 したCD4陽

性 細胞 のOVA依 存 的増殖 応答は著 しく減弱 して いた(Figure23)。 しか しなが

ら、溶液状態 のOVAで 免疫 した場合は、バ イエル板の消失による影響は認め ら

れず、OVA依 存的増 殖応答 はほとん ど変化 しなかった(Figure23)。
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Figure23ProliferativeresponsesofOVA-specific

CD4+Tcellsinmesentericlymphnodeand

spleenofnormalandPeyer'spatch-nullmice

followingintestinalimmunizationofOVA-PBSor

OVA-MS.CD4+Tcellswerepurifiedfrom

mesentericlymphnode(A)andspleen(B)of

normalmice(closedcolumn)orPeyer°spatch-null

mice(opencolumn)afterlastintestinal

immunizationandculturedwithOVA(1mg/ml)in

thepresenceofirradiatedsyngenicspleencells

for96hr.Duringthelast8hrofincubation,1.0

ｵCiof3H-thymidinewasadded.Theresultsare

expressedasthemeans±SEfromfourmice

pergroupandfromatotalofthreeexperiments.",

p<0.01(comparedwithnormalmice)
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以上の結果よ り、粒子状態の抗原の場合はバイエル板依存的経路で免疫誘導

されるのに対 し、溶液状態の場合はバイエル板非依存的経路も存在することが

示された。この溶液状態の抗原による免疫誘導の経路に関してYamamotoら は、

バイ エル板 に加 え腸 間膜 リンパ節を欠損 しているTNF1リ ンホ トキ シンaダ ブル

ノ ックア ウ トマ ウス を用 い、腸間膜 リンパ節が誘導組織と して機能 している可

能性を報告 している(86)。さらにMacPhersonら のグルー プは小腸 固有層 に存在

す る樹状細胞が抗原 を取 り込み、腸間膜 リンパ節に抗原を運搬 していることを

報告 している(95)。最 近 同グルー プよ り、固有層に存在する樹状細胞の取 り込み

経路のひ とつにアポ トーシス した上皮細胞が関与 していることが報告 された

(46)。また前章 で も述べた よ うに、上皮細胞 も抗原提示細胞として働 き得る可能

性についても多数報告 されている(49,50)。 これ ら上皮細胞、樹状細胞 、T、B

細胞な どの細胞 間イ ン トラネ ッ トワークに関する研究は現在 も多くのグループ

で検討中であ り、これ らの研究を通 じ粘膜 ワクチンを含めた粘膜免疫の新 しい

概念が提唱できるものと期待される。

第二節 抗原の形態変化による免疫応答制御

前節において、ポ リ乳酸マイクロスフェアーを用いて免疫 した場合はバイエ

ル板依存的に免疫誘導 されるのに対 し、溶液状態の場合はバイエル板非依存的

な経路 も介 し、免疫誘導 され ることが示された。一方、前章でも述べたように

ヘルパーT細 胞 はそのサイ トカイ ン産生パ ターンにより1型 ヘルパーT細 胞 と2

型 ヘルパーT細 胞 に分類 され 、各 々がその後 の免疫応答を制御 していることが知

られている。そこで本節においては、抗原の形態(粒 子状 ・溶液状)に よるヘ

ルパーT細 胞誘導パ ター ンの変化につ いて検討 した。

【実験材料】

前節までに準 じたものを使用 した。
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【実験方法】

サイ トカイン産生の測定

前節のOVA特 異 的CD4陽 性細胞増殖反応 の測定実験で得 られた培養上清 を

用 い、前章に準 じてサイ トカイン濃度を測定 した。

ELISA法 によるOVA特 異 的抗体価の測定

前章 に準 じて行 った。

【結果および考察】

本節では抗原の形態(溶 液状1粒 子状)に よるヘルパーT細 胞 のバ ランス(1

型12型)変 化 につ いて解析 を行 った。OVAを 免疫 したマ ウスの脾臓、腸間膜 リ

ンパ節からCD4陽 性細胞 を回収 し、OVAで 再刺激 した際のサイ トカイ ン産生に

ついて検討 したところ、溶液状のOVAで 免疫 した場合 には脾臓 、腸間膜 リンパ

節 とも2型 ヘルパ ーT細 胞か ら産生 され るIL-4は 検 出されたが、1型 ヘルパーT

細胞か ら産 生 され るIFN一γは認め られなか った(Figure24)。 一方、ポ リ乳酸 マ

イ ク ロス フェアーで正常マウスに免疫 した場合には、IL-4に 加 え、IFN-yの 産 生

も認 め られ、1型 ・2型 の両 タイ プのT細 胞が誘導 され て いる ことが示唆された

(Figure24)。 また先のOVA依 存的増殖応答の結果(Figure23)を 反映 し、ポ

リ乳 酸 マイク ロス フェアーを用いて免疫 したバイエル板欠損マウスか ら得 られ

たCD4陽 性細胞か らは1型 、2型 いずれのサ イ トカイ ンの産生も認め られなか

った。

-38一



X100

蓙
為80
Q

唇.60

(A)Mesentericlymphnode(IFN-y)
OVA-PBSOVA-MS

'焉

L

U

O
U

20

0

(C)Spleen(IFN-y)

OVA-PBS
,..,100

窟

m80
Q

岩60
に

ε40
C
NU

C20
む
UO

OVA-MS

言50
m4°
av

O30

c20

11・
UU

(B)Mesentericlymphnode(IL-4)
OVA-PBSOVA-MS

(D)Spleen(IL-4)

OVA-PBS
,一.150

君

窃120
Q
v

C
O

駕セ

8

0
U

90

60

30

0

OVA-MS
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lymphnodeandspleenofintestinallyimmunizednormal(closedcolumn)andPeyer'spatch-nullmice

(opencolumn)withOVA-PBSorOVA-MS.CD4+Tcellsfrommesentericlymphnode(AandB)andspleen

(CandD)ofintestinallyimmunizedmicewerestimulatedinvitrowithOVA.Culturesupernatantswere
harvestedfortheanalysisofsecretedTh1-andTh2-typecytokinesusingtherespectivecytokine-specific
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また血中のOVA特 異 的lgGの サ ブクラス につ いて検討 した ところ、溶液状の

OVAで 免疫 した際には、2型T細 胞誘 導型のlgG1が 優 先的に誘導 されて いたが＼

ポ リ乳酸マイクロスフェアーを用いた場合にはIgG1に 加 え、1型T細 胞誘導型

のIgG2aな どの産生 も認 め られた(Figure25)。
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fourmiceanalyzedseparatelyintriplicateassays.",p<0.05(comparedwithnormalmice),**,reciprocal

log2titer<6.
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これ らの結果は抗原の形態が異なることで、その後に誘導されてくる免疫応

答が変化することを示唆するものである。最近、バイエル板にはケモカインレ

セプターの発現で分類される2種 類の樹状細胞が存在 し、各々が免疫応答を制

御 していることが報告されている(96-100)。 ひ とつはCCR7陽 性の樹状細胞で

あ り、 この樹 状細胞の抗原提示を受けたT細 胞 は1型 ヘルパーT細 胞応答 を示

す よ うになる。 もう一方はCCR61CCR7両 陽性の樹状細胞 であ り、2型T細 胞

応答 を誘導す る とされて いる(98,100)。 さらに これ らの樹状細胞 による抗原の

取 り込みは抗原濃度やバクテ リアの刺激などに依存することが示唆されている

(99)。 これ らの報告か ら推測す る と、ポ リ乳酸マイクロスフェアーによりバイエ

ル板に送達されたOVAは 局所 的な濃度 が上昇す ることで、CCR7陽 性樹状細胞

とCCR61CCR7陽 性の樹 状細 胞 に取 り込 まれ、その結果、1型 ・2型 両 タイプの

ヘルパーT細 胞が誘導 された と考 え られ る。一方、粘膜固有層にはCCR5陽 性

の樹状細胞が存在す る ことが報告 されている(101)。 残念 なが ら、このCCR5陽

性の樹状細胞 は どのよ うなヘルパーT細 胞応答 を誘導す るかは不明で あるが、こ

れ らの報告 と今回著者の得た結果を統合 し推測すると、抗原の形態によ り取 り

込まれる樹状細胞が規定された結果、免疫応答が変化 した可能性が考えられる。

第三節 小括

小腸は前章で示 した鼻腔などに比べ、粘膜免疫の歴史のなかでは最もよく研

究 されている臓器である。特 にバイエル板は小腸に肉眼で観察できる リンパ組

織であり、その機能に関 しては多くの報告がある(64,81)。 一方、粒子状キ ャ リ

アー であるポ リ乳酸マイクロスフェアーは古 くから開発 されてきた薬物キャ リ

アーであ り、現在においては実際に臨床応用されているものもある(87-91)。 ポ

1丿乳酸 マイク ロス フェアーは経 ロ ワクチンキャ リアー としての歴史も古 く、粒

子サイズや構成組成 を変化させたものな ど多くの検討がなされているが、その

いずれの検討でもバイエル板が取 り込み部位であるというのが基本概念であっ

た(102,103)。 そ こで本検討 においてはその基本概念 を確証すべ く、バイエル板

形成に必要なシグナルを胎児期に阻害することでバイエル板を欠損させたマウ

スを用い、ポ リ乳酸マイクロスフェアーによる経消化管免疫誘導におけるパイ
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エル板の役割について検討を行 った。その結果、バイエル板欠損マウスにおい

てはポ リ乳酸マイクロスフェアーにより誘導 され る抗原特異的免疫応答が著 し

く減弱することが示され、バイエル板がポ リ乳酸マイクロス フェアーの取 り込

み部位 となっているという従来の説 を支持する結果を得た(Figures21-23)。 一

方 、PBSに 溶解 させ た状 態でOVAを 免疫 した場合 にはバイエル板欠損の影響は

受けなかった。これは過去にYamamotoら が報告 した結果 と同様 の結果であ り、

バイエル板非依存的免疫誘導経路の存在 を示唆するものである(86)。前述の よ う

に現在 これ らの機構解明は急速に進んでおり、B-1細 胞 の関与 など含め 多 くの説

が提唱 されている。またバイエル板欠損マウスを用 いた経 口免疫寛容について

の解析 も進んでおり、免疫誘導 と免疫寛容 という相反する反応が小腸において 一 卑

どのように制御されているのか明らかとなるひとつの手がか りとなるかもしれ

ない。これ らバイエル板を中心 とした消化管免疫誘導の機構解明は新 しいワク

チン戦略の提示につながると考えられ、今後ますますの発展が期待される。

一方、著者 らは抗原の形態(粒 子状 ・溶 液状)に よ り誘導 され て くるヘルパ

ーT細 胞応答が変化す る ことを示 した(Figures24and25) 。前 述の ようにパ イ

エル板 には少な くとも2種 類の樹状細胞が存在す ることが明らかとなっており,、

これ らの樹状細胞の関与が推測 される(96,98,100)。 特 にこの誘導機 序のひ とつ

には抗 原濃度の関与が示唆されていることから(99)、ポ リ乳酸マイク ロス フェア

ー を用 いることでバイエル板における局所的な抗原濃度が上昇 し、1型 、2型 の

両タイ プのヘルパーT細 胞 が誘 導 された と推測 され る。また抗原濃度が上昇する

ことで、樹状細胞やマクロファージにおいてはMHCク ラスn分 子 による抗原提

示のみ な らず 、MHCclassi分 子 によ る抗 原提示 も増強 され る ことか ら(104,

105)、 先に示 した1型 ヘルパーT細 胞 の誘 導 もあわせ 、ポ リ乳酸 マイクロスフェ

アーではCTLを も誘導で きると考え られ る。事実、ポ リ乳酸マイクロスフェア

ーを用いた経口免疫によるCTLの 誘導 も報告 され てお り、樹状細胞などとの関

連も含めその誘導機序の解明が待たれる(106)。 いずれ にせ よ、今 回著者が示 し

たポ リ乳酸マイク ロス フェアーによる免疫応答の制御は粘膜 ワクチンの開発の

みな らず、炎症性腸疾患や経口免疫寛容な ど消化管免疫組織 を介 した多くの疾

患治療に応用可能 と考えられ、今後ますますの発展が期待される。
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第 三 章 新 規 粘 膜 ワ ク チ ン キ ャ リ ア ー と し て のAdhesive

MicromatrixSystem(AdMMS)の 設 計 と機 能 評 価

前章 で も述べ たよ うに小腸はGALTと い う免疫 システム を構築す ることで、

飲む、食べるという行為を介 し感染 して くる病原体に対する防御機構を構築 し

ている。これ らGALTシ ステム を標的 と した経 ロワクチ ンにおいても新規DDS

技術の 応用が期待 され ている。

AdhesiveMicromatrixSystem(AdMMS)は 、粘膜付着性高分子 をマ トリック

ス 内部 に含有 させた新 しいタイプの経 口剤キャ リアー として注 目されている

(107-109)。 従来か ら粘膜付着性高分子を用 いたマ トリックス製剤は知 られてい

たが(45)、 これ らは全て表面 にコーテ ィングする形式をとっていたため、投与後

す ぐにコーティングした高分子がはがれてしまい長期的な効果は得 られていな

か った。これに対 し、AdMMSは 粒子内部 に含 有 した粘膜付着性高分子が水に触

れ膨潤 し、経時的に粒子表面に突出した形態 をとるために、粘膜付着性が長時

間維持 される(Figure26)(107)。 すで にAdMMSは ピロ リ菌 除去 を目的 と した

抗 生物 質療法に応用 されており、経口薬物キャリアーと して優れた機能を有 し

ていることが報告 されている(109)。 このAdMMSを 経 ロワクチ ン用DDSと し

て応 用す る ことで、す なわちAdMMSに よ り効果的に抗原 を放 出す ることで免

疫誘導能に優れた抗原キャ1丿アー システムが提示 できる と期待される。そこで

本章 においては、モデル抗原であるOVAを 含有 したAdMMSの 作製 を試み、そ

の製剤特性 と免疫誘導能について検討を行った。

「

Figure26CharacteristicsofAdhesiveMicromatrixSystem(AdMMS)
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第一節AdMMSの 作製 と製剤特性評価

一般 にマ トリックス粒子はその構成成分や混合比率などにより製剤特性が変

化することが知られている(110-112)。 そ こで本節 においては、モデル抗原であ

るovaを1%含 有 し、構 成基本素材で あるHydrogenateCasterOilと 粘膜付着

性高分子 であるCarboxyVinylPolymerの 混合比の異な る3種 類のAdMMSを 作

製 し(Table1)、 それぞれ の製剤特性 につ いて検討 した。

【実験材料】

前章までに準 じたものを用いた。

【実 験 方 法 】

OVA含 有AdMMSの 作 製

OVA含 有AdMMSの 作 製 はAkiyamaら の 方 法 に よ り作 製 した(107)。 す なわ

ち 各 種 比 率(Table1)で 混 合 したOVAとCarboxyVinylPolymerを 、加 温 に よ

り融 解 させ たHydrogenatedCastorOil中 で 攪 拌 ・混 合 した 。 これ ら混 合 物 を約

2,500rpmで 回転 して い る アル ミニ ウ ム 板 に滴 下 す る こ とでOVA含 有AdMMS

を作 製 した 。 π

(w/w) MS-10 MS-8 MS-6

CarboxyVinyl

Polymer

Hydrogenated

CasterOil

Ovalbumin

10

89

1

8

91

1

6

93

1

TablelCompositionofmucoadhesivepolymer-dispersedmicrospherescontainingOVA

OVA溶 出 性試 験

0.01%Tween-20を 含 む 日本 薬 局 方 第2液(0.05Mリ ン酸 水 素2カ リウ厶 、

0.024M塩 化 ナ トリウム;pH6.8)40ml中 に100mgのOVA含 有AdMMSを 懸

濁 した 。 この 懸 濁 液 を37°C、 約100rpmで 撹 拌 し、経 時 的 に上清 を 回収 した 。

遠 心 操 作(12,000rpm、4°C、10分 間)に よ りAdMMSの 残 渣 を取 り除 い た後 、

上 清 中 のOVA量 を抗OVA抗 体(mouse、rabbit由 来;大 阪 大 学 大 学 院薬 学 研 究
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科 薬 剤 学 分 野 で作 製)を 用 い たSandwichELISA法 で測 定 した 。

'nvitroで の安 定 性 評 価

上 記 のOVA溶 出 性 試 験 条 件 下 に お け るAdMMSの 粒 子 状 態 をCCD

(charge-coupleddevice)カ メ ラ(Fujifilm、1bkyo、Japan)を 用 いて 観 察 した 。

QVA含 有AdMMSの 小 腸 内 滞 留性 評価

一 晩 絶 食 させ たBALBlcマ ウ ス(雌 性
、8週 齢)に10mgのAdMMSを 前 章

の 方法 に 準 じて 十 二 指 腸 よ り投 与 した 。8時 間後 、各 マ ウス よ り小 腸 を回 収 、均

等 に3分 割 した もの を縦 断 し、 小 腸 内 に残 存 して い るAdMMSの 数 をルー ペ に

よ る検 鏡 で 測 定 した 。

'nvivoに お け るOVA含 有AdMMSの 安 定 性 評 価

上 記 のOVA含 有AdMMSの 小 腸 内 滞 留 性 評価 に お い てAdMMSを 測 定 した後 、

小 腸 中間 部 に残 存 して いたAdMMSを 回 収 し、CCDカ メ ラで 観察 した 。

【結 果 お よび考 察 】

本検 討 に お い て は 、AdMMSの 構 成 組 成 変化 に伴 う製剤 特 性 変 化 を解 析 す る

目的 で 抗 原 で あ るOVAの 含 有 量 を1%に 固 定 し、 粘 膜 付 着 性 高 分 子 で あ る

CarboxyVinylPolymerの 割 合 を変 えた3種 類 のAdMMSを 作 製 した(Table1)。

各AdMMSの 日本 薬 局 方第2液 中 に お け る溶 出性 を調 べ た と ころ、CarboxyVinyl

Polymerの 含 有 量 に 依 存 した 溶 出 が観 察 され た(Figure27)。 す なわ ちCarboxy

VinylPolymerを10%含 有 す るAdMMS(MS-10)で は撹 拌30分 でほ とん ど全 て の

OVAが 溶 出 され た の に対 し、CarboxyVinylPolymerを それ ぞれ6%、8%含 有 す

るAdMMS(MS-6、MS-8)で は 抗 原 の 経 時 的 な放 出 が観 察 され 、15時 間 で ほ

ぼ 全 て のOVAが 溶 出 され た(Figure27)。 また この 際 の 粒 子状 態 をCCDカ メ ラ

で 観 察 す る と、MS-10で は撹 拌1時 間 で ほぼ 全 て の 粒 子 が 崩壊 して いた(Figure

28)。 一 方 、MS-6やMS-8は 撹 拌12時 間 後 で も安 定 な 粒 子 状態 を保 持 して いた

こ とか ら(Figure28)、Figure27に 示 した 溶 出性 を規 定 して い る一 因 と して 粒

..



子 の 安 定 性 が 考 え られ た 。親 水 性 高 分 子 で あるCarboxyVinylPolymerは 作 製 時

に はHydrogenatedCastorOilか らな る マ トリ ック ス 中 に分 散 した 状 態 とな って

い るが 、水 に接 触 す る と膨 潤 し表 面 に 突 出 した 状 態 とな る 。 この 際 、膨 潤 す る

Polymerの 量 が増 え る と、HydrogenatedCastorOilに よ る マ トリ ックス 構 造 が

崩 壊 し、 粒 子 状 態 を形 成 し得 な くな る と考 え られ る 。上 記 の結 果 よ り、本 系 に

お いて はPolymerの 含 有 量 が8%と10%の 間 に安 定 な 粒 子 状 態 を保 て るボ ー ダ

ー ラ イ ンが存 在 す る と推 測 され た
。
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Figure27ReleaseprofilesofOVAfromMS

withvariousratiosofcarboxyvinylpolymer.
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Figure281nvitrostabilitydeterminedfromscannedmorphologyofMS.One(A:MS-10)oreight(B:MS-6

andC:MS-8)hrafterstirring,MSwerecollectedandobservedusingaCCDcamera.

次 に各OVA含 有AdMMS(MS-6、MS-8、MS-10)を 小腸内に投与 した際 の

滞 留性 につ いて検討 した。小腸内に投与 した8時 間後 に小腸 を回収 し3分 割 し

た後 、各部位 に残存 している粒子数を測定 した。その結果、MS-10の 大部分は

小腸 上部 な らび に中間部 に残存 していた(Figure29)。 しか しなが らその粒子 を

小腸 よ り回収 し、CCDカ メラで観察 す ると'nvitroで の検討 と同様 、その大部分

一45一



は 崩壊 して いた(Figure30)。 一 方 、invitrc)で は 同様 の溶 出性 を 示 し(Figure27)、

'nvivoで も比 較 的 安 定 した 粒 子 状 態 を保 持 して いたMS-8とMS-6で は(Figure

28)、MS-8の 大部 分 が 小 腸 下 部 に 、MS-6は 中 間部 と下 部 に約 半 数 ず つ に残 存 し

て い た(Figure29)。 また この 際 、 いず れ の 粒 子 を投 与 した 場 合 も、盲腸 、大 腸

で は粒 子 は ほ とん ど確 認 され な か った(datanotshown)。

100
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.蟄60

.⊆
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E40

醒
20

0
MS-10 MS-8 MS-6

Figure29PercentageofMSremaining

inthesmallintestine8hrafter

injectionintotheduodenum.Upper

segmentofsmallintestine(closed

columns),Middlesegmentofsmall

intestine(opencolumns),Lower

segmentofsmallintestine(hatched

columns).

(A)MS-10 (B)MS-8 (C)MS-6

Figure30/nvivostabilityofMS.EighthrafterdirectadministrationofMSintotheduodenum,MSwere

obtainedfromthemiddleofsmallintestineandobservedusingaCCDcamera.

以上の結果をまとめると、MS-10は 安定性に乏 しく投与後す ぐに崩壊 しほと

んど全てのOVAを 溶出す る。MS-6は 粒 子の安定性は高 く、抗原 を経 時的に放

出するが小腸滞留性がやや乏 しい。一方、MS-8の 溶出性 はMS-6と ほぼ同様 で、

滞留性 はMS-6よ り優 れて いる とい う製剤特性 を有 していた。
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第二節AdMMSに よる抗原特異 的抗体産生誘導 の評価

前節において抗原の溶出性、小腸内での滞留性 といった製剤特性の異なる3

種類のAdMMSを 作製 した。本節 においては この各種AdMMSを マ ウスに免疫

し、その後の抗体産生を測定することで、経ロワクチンとして最適なAdMMS

組成 を検 索す ると共 に粒子の製剤 特性と免疫誘導能の連関について解析 した。

【実験材料】

前節までに準 じたものを使用 した。

【実験方法】

免疫

前節に示 した投与方法を用い、OVA量 と して100ｵgのAdMMSを 投与 した。

この免疫 を1週 間 おきに計2回 行 った。

血清、糞便抽出液の回収

前章に準 じて行った。

E凵SA法 によるOVA特 異 的抗体産生 の測 定

前章 に準 じて行った。

【結果ならびに考察】

前節において示された製剤特性の異なる各OVA含 有AdMMSを 用 い消化管内

に免疫 し、血清中な らびに糞便中のOVA特 異 的抗体産生 を解析す る ことで、製

剤特性 と免疫誘導能の連関について検討 した。その結果、各AdMMSは いずれ

もOVA特 異 的抗体産生 を誘導 で きることが確認された(Figure31)。 またその

誘導能 の高 さについて検討すると血清、糞便中ともMS-8>MS-6>MS-10の 順で

あった(Figure31)。 これ は前節 で示 した抗 原の溶出性と小腸内での滞留性のバ

ランスが、MS-8が 最 も優れ ていたためだ と推測 された。すなわちMS-10は 投

与後す ぐに崩壊 し、OVAを 速やか に放 出 した結果 、OVAの 単独免疫群 とあま り
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変わらない免疫誘導能であったと思われる。一方、MS-6やMS-8は 小腸 内で抗

原 を長時間にわた り溶 出したが、MS-6はOVAが 完全 に放 出 され る前 に生体内

か ら排泄されて しまい、滞留性の高いMS-8の ほ うが大量の抗 原 を供給で きた と

推測された。
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Figure31Analysisofantigen-specificantibodyresponsesinducedbyintestinaladministrationwithMS.

Anti-OVAIgGresponsesinserum(A)andIgAresponsesinfecalextracts(B).Micewereimmunizedtwice

withMSbydirectadministrationintotheduodenumondayOand7.Sevendaysafterthefinal

immunization,serumandfecalextractswerecollectedandanti-OVAantibodyresponsesweremeasured

usingE凵SA.Resultsareshownasmeans±SEforfourmicepergroup.嚢P<0.05versusMS-6,★ ★Pく0,05

versusMS-10,"""reciprocalIog2titer<4.

第三節 小括

本章においてはAdMMSの 経 ロワクチンキ ャ リアー と しての設計 と機能評価

を行 った。AdMMSは 経 口投与 す る と大 部分 が 胃 内壁 に付着 して しまうため

(107)、 今回は消化管に直接投与 したが、今後、臨床応用する場合には腸溶性力

プセルに包含などのさらなる工夫が必要 となって くる。 しか しAdMMSは その

構成成分が全 て 日本 薬局方収載品であることや、経 口薬物キャリアーとしてす

でに臨床 トライアルが始まっていることもあり(108)、 臨床応 用へか な り近 い剤

型で あると言えよう。また今回は抗原としてOVAと い うタンパ ク質 を用 いてい

るが、AdMMSは その作製手技上、粒子 状の抗原 をそのまま含有させることも理

論的には可能である。すなわち前章で示 したポ リ乳酸マイクロスフェアーなど

を含有 したAdMMSも 作成可能で あ り、AdMMSか ら抗 原 を含有 したポ リ乳酸 マ

イク ロスフェアーを放出させるというさらに免疫誘導能に優れた新規ハイブ リ

ッ ド型の抗原キャリアーシステムが開発できるもの と期待される。
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また本検討では過去の例にな らいCarboxyVinylPolymerを 粘膜 付着性高分

子 と して用 いた。現在、CarboxyVinylPolymerな ど既存高分子の粘膜 付着性は

粘液層 中に存在するシアル酸 との電気的相互作用など様々な要因によって規定

されていると考えられてお り現在 もそのメ力ニズムについては多くの研究者に

より解明中である(113,114)。 従 って現在までの ところ最 も有効な粘膜付着性高

分子は どのようなものなのか定かではない。今後、新規高分子も含め、粘膜ワ

クチンキャリアーに用いる上で最適な高分子が開発 され、AdMMSに 適用 され る

ことを期待 したい。

また著者は抗原の溶出性や滞留性 といった製剤特性の違いによ り免疫誘導能

が変化す ることを示 した。当然、抗原や付着性高分子が異なると溶出性等の製

剤特性が変化することか ら、今後の病原体抗原を用いた解析においては、各抗

原や高分子に応 じた粒子設計が必要であると思われ る。また今回は抗原量を1%

と固定 して いるが、総合投 与量 を減 らすためには抗原含有割合をどこまで増加

させ得 るか ということも製剤学的には重要な検討項目となってくる。さらに消

化管における粒子の滞留性は消化管の蠕動運動など生体側の因子によっても大

きく左右 される。今回著者の示 した結果はAdMMSに 限 らずいかなる経 口免疫

法 にお いても、キャリアー に用いた製剤の特性、さらには摂食条件や罹患病歴

など生体側の因子を考慮 した上で抗原を経口投与する必要があることを示唆す

るものである。 これはいままで以上に緻密な製剤設計ならびに解析が必要であ

ることを提示 しているものであるが、今回著者が示 したAdMMSの 動態特性 と

免疫誘 導能の連 関評価が一つの指標になれば幸いである。

..



総 括

21世 紀 を迎 え、医学 ・薬学は大 き く進歩 したが未だ治療法の確立されていな

い疾患が数多 く存在 している。なかでも感染症は古 くか ら人類が格闘 してきた

疾患のひとつであるが、今 日においても根絶には至っておらず、加えて各種新

興 ・再興感染症が問題となっている。一方、ここ10年 あま りにお ける分子生物

学的手法 の飛躍的進歩に伴い、感染症 との戦 いのために生体が備えた免疫機構

の精密かつダイナ ミックな機能が明らかとな り、感染症対策 を考える上で重要

な位置 を占め るようになってきた。なかでも生体の"内 な る外"を 形成 して い

る粘膜 面は粘膜 免疫 システ厶を備えることで外界から侵入 して くる病原体に対

する防御機構 として機能 している。この粘膜免疫システ厶を標的としたワクチ

ン"粘 膜 ワクチ ン"は 現 行の注射 による免疫法 に比べ多くの利点を有 している

ことか ら各種感染症 に対す る次世代型 ワクチ ン療法 として注 目され ている

(Figure1)。 しか しなが ら注射による免疫 とは異なり、抗原を単独で投与 した

場合、粘膜面に備え られている排除機構のためそのほとん どは生体内に取 り込

まれることす らできない。当然、続いて起 こるべき免疫応答 も誘導されないこ

とか ら、上記問題点を解決する技術、すなわち粘膜 ワクチンにおけるDDS技 術

の開発 が必要 とされ て いた。

本論 文では、このような観点か ら膜融合 リボソーム、ポ リ乳酸マイクロス フ

ェアー、AdhesiveMicromatrixSystem(AdMMS)と い う3種 類の粒子状キ ャ1丿

アー を用 い、粘膜面 にお ける抗原動態特性 と免疫誘導能の連関を評価 し、粘膜

ワクチンにおけるDDSの 有用性 につ いて検討 した。その結果、各粒子状キャ リ

アー を用いることで粘膜面における抗原動態、特に取 り込み特性が変化 しその

後の免疫応答が制御 されることを示 した。これは今後、粘膜 ワクチンにおける

粒子設計 を考えるうえで、重要な指針になるものと期待 される。また膜融合 リ

ボソームやAdMMSが 新規粘膜 ワクチンキ ャ リアー と して有効に機能すること

を見いだ し、その可能性について議論 した。今回は全てOVAと い うモデル抗原

を用 いた製剤 特性評価 しか行 うことができず、実際の病原体抗原を用いた検討

を行 うことはできなかった。しか しながら現在 これ らについても検討中であ り、
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今後、感染実験等、臨床応用を見据えた研究結果が得 られ るものと期待する。

一方、標的組織である粘膜免疫についても全容は明 らかになっておらず、現

在 日進月歩でその解明が進んでいる。特に粘膜免疫の特徴 として知 られている

粘膜免疫誘導 と粘膜免疫寛容 という相反す る免疫応答の誘導制御機序について

はまだその大部分は解明されておらず、機構解明につながるブレークスルーが

待望されている。その点、今回著者の示 したDDS技 術 を用 いたア プロー チは抗

原送 達部位 を制御できるなどの利点を有 していることか ら、粘膜免疫の機能解

析 という基礎学問の発展にも寄与できるもの と思われる。

いずれにせよ、本論文で示 した研究は粘膜 ワクチンにおけるDDS技 術の有用

性 と重要性 を示 し得た と考える。しか しなが ら今回は多くのDDS技 術の うち、

その一部 を検討 したにすぎない。今回示 した結果をもとにさらに情報を集積 し

粘膜 ワクチンキャ リアーシステ厶として さらにシステムアップしてい くととも

に、新 しい概念に基づ く新規キャ リアーの設計が必要になると思われる。特に

薬学領域における化学的な技術 と生物学的解析がうま く融合できれば、全 く新

しいコンセプ トに基づ く斬新なアプローチが提唱できると考えられる。今後、

分子生物学、合成高分子学など様 々な分野が発展すると共にそれぞれの技術が

融合 し新規DDS技 術 が開発 され ることで、DDS技 術 を用 いた粘膜 ワクチ ンの

開発 が さらに進歩することを期待 したい。
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結 論

1.膜 融合 リボ ソーム を用 い ることで鼻腔 リンパ組織に存在するM細 胞 、鼻腔上

皮細胞 、Mac-1陽 性細胞へ効率 よ く抗 原送 達 され ることが確認された。また

膜融合 リボソームは粘膜上皮細胞のMHCク ラスn分 子の発現 を増強する と

い うア ジュバ ン ト活性を保持 しており、その作用は細胞内の輸送経路を変化

させ ることにより誘導 されることが示唆 された。さらに膜融合 リポソー厶に

よ り導入された抗原はマクロファージならびに粘膜上皮細胞のMHCク ラス

Il分 子 を介 して抗原提 示 され ることが示された。

2.1の 機能 を反 映 し、膜融合 リボ ソームを用いて経鼻免疫することで粘膜系免

疫組織ならびに全身系免疫組織に抗原特異的抗体産生とヘルパーT細 胞応答 、

細 胞傷害性T細 胞が誘導 され る ことが示 され 、膜融合 リボソームが優れた経

鼻 ワクチンキャリアー とな り得 ることが確認された。

3.ポ リ乳酸 マイク ロス フ ェアー を用 いた検討か ら、バイエル板が小腸における

粒子状抗原キャリアーの取 り込み部位 とな り免疫誘導に関与 していること

が実証された。また抗原の形態(粒 子状 ・溶 液状)に よ り取 り込み経路が異

な り、その後の免疫応答が変化することが示 された。

4.AdhesiveMicromatrixSystem(AdMMS)が 新規消 化管粘膜 ワクチンキ ャ リ

アー となり得ることが示唆 された。またAdMMSか らの抗原の溶 出性、小腸

に お ける粒子の滞留性 といった製剤特性がその後の免疫応答に影響を与え

る ことを示 した。

以上、粘膜ワクチンにおけるDDS技 術の有用性 を提示 し、粘膜 面における抗

原動態 とその後の免疫応答が密接に関係 していることを示 した。
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