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はじめに

　我々はこれまで、リボソーム表面結合抗原をワクチ

ンの創製に応用することを目標とした検討を行って

きた。従来、リボソームを抗原のキャリアーとして用

いるための検討には主として抗原を内包させたリボ

ソームが用いられてきたが、我々は抗原をリボソーム

の表面に化学結合したものをマウスに投与すると抗

原の特異的なIgE抗体の産生が選択的に抑制される

ことを見い出した。現行のワクチンにはアジュバント

として水酸化アルミニウム（alum）が用いられてい

るが、アルミニウムアジュバントはIgE抗体産生をよ

く誘導することが知られており、IgE抗体が関与して

いると考えられるワクチン接種後の明反応が例年多

数報告されている。そこで、リボソーム表面結合抗原

をアレルギー反応を惹起しにくいワクチンの創製に

応用することが期待された。さらに、ワクチンの創製

に用いるリボソームの最適な脂質組成を検討する過

程で、ある種の脂質を用いてリボソームを作製し、そ

の表面に抗原を化学結合させると、抗原が抗原提供細

胞からMHCクラス1を介してCD8陽性T細胞に呈

示され、抗原特異的な細胞傷害性T細胞が誘導される

ことが近年明らかになった。このことから、リボソー

ム表面結合抗原を細胞性免疫の誘導を目標とするウ

イルスワクチン、および腫瘍治療薬の創製にも応用可

能であることが示唆された。

　本稿では、リボソーム表面結合抗原についてこれま

でに明らかになった知見について解説する。

リボソーム表面結合抗原によって

誘導されるIgE選択的無反応

　BALB／cマウスにリボソーム、　alum、完全フロ・イン

トアジュバント（CFA）の3種の異なるアジュバン

トを用いて卵白アルブミン（OVA）を免疫すると、抗

OVA　IgG抗体産生は同程度に誘導された（図la）

が、抗OVA　IgE抗体産生はOVA－alum免疫群でのみ

顕著に観察され、OVA一リボソーム、OVA－CFA免疫群

では観察されなかった（図lb）。初回免疫6週後にお

ける抗OVA抗体サブクラスはOVA－alum免疫群で

IgG　lがIgG2aと比較して有意に高く、これとは反対

にOVA－CFA免疫群でIgG2aがIgG　lと比較して有

意に高かったが、OVA一リボソーム免疫群では両者の

間に有意な差が見られなかった（表D。

　これらの結果から、OVA－alumおよびOVA－CFA

はそれぞれTh2一およびTh　l一タイプの免疫応答を誘

導するが、OVA一リボソームに関してはどちらとも言

えないことが示唆された。これらのマウスのCD4陽

性T細胞を試験管内で抗原刺激してサイトカイン産
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図1a　OVA免疫マウスにおける抗OVA　IgG抗体産生
　　　BALB／cマウスに3種類の異なるアジュバントを用い

　　　てOVAを0週置4週の2回免疫し、血清中の抗OVA
　　　IgG抗体を酵素抗体法（ELISA）を用いて測定した。
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図lb　OVA免疫BALB／cマウスにおける抗OVA　IgE抗体
　　　産生

　　　図laの血清について抗OVA　IgE抗体をELISAを用
　　　いて測定した。

表10VA免疫マウスにおける抗OVA　IgG　l／
　　IgG2a抗体産生

immunization
anti－OVA　antibodies　（ptg／ml）

IgG　1 IgG2a

OVA－liposome

OVA－alum

OVA－CFA

260．2　±　72．7

252．8±70．4

292±11．5

239，4　±　80．8

32．6　±　5．4＊

132．7±21．7＊

図1の実験における初回免疫6週後の血清につい
て、抗OVA抗体サブクラスを測定した。

生を検討した結果、OVA一リボソーム免疫群、　OVA－

alum免疫群においては検討したすべてのTh　l（IL－2

およびIFN一γ）およびTh2（IL－4およびIL－5）サイト

カインの顕著な産生が認められた。抗OVA　IgE産生

を誘導しなかったOVA一リボソーム免疫群においても

Th　1サイトカインだけでなくTh2サイトカインの産

生が観察され、IgE抗体産生の抑制効果とT細胞サイ

トカイン産生のプロファイルが相関しない結果と

なった。これに対して、OVA－CFA免疫群ではIL－4お

よびIL－5の産生が見られず、典型的なタイプ1免疫応

答が誘導されていることが示唆された。

　OVA一リボソームによって誘導されるIgE抗体産生

の選択的抑制がIL－12に依存的であるか否かについて

IL－12ノックアウトマウスを用いて検討したところ、

図2aに示すように、　OVA一リボソームおよびOVA－

alum免疫群では同等の抗OVA　IgG抗体産生が誘導

されたがOVA－CFA免疫群では他の2群と比較して

顕著に二値であったことから、OVA－CFAによって誘

導される抗OVA　IgG抗体産生はIL－12に依存的であ

ることが示唆された。抗OVA　IgE抗体産生はOVA－

alum免疫群で顕著に観察されたが、　OVA一リボソーム

免疫群では観察されなかった（図2b）。このことから、

OVA一リボソームによるIgE産生の選択的抑制効果は

IL－12に非依存的な機序によるものであることが示唆

された。

　OVA一リボソームとOVA－CFAはともにIgE抗体

抗体産生を選択的に抑制するという点で共通してい

るが、OVA一リボソーム免疫マウスのCD4陽性T細

胞は顕著にTh2サイトカインを産生するのに対して

OVA－CFA免疫マウスのCD4陽性T細胞はTh2サ

イトカインを産生しなかったことから、OVA－CFAは

典型的なTh　1タイプ免疫応答の誘導を介してIgE抗

体産生の選択的抑制を誘導するがOVA一リボソームは

必ずしもそうではないことが示唆された。このこと

は、Ig抗体サブクラスの検討と、IL－12欠損マウスを用

いた検討によって裏付けられた。IL－12はThIの誘導

において中心的役割を担うことが知られており、

OVA－CFAによって誘導される抗OVA　IgG抗体産生

はIL－12欠損マウスにおいて正常マウスと比較して低

レベルであったがOVA一リボソームは正常マウスと同

レベルの抗OVA　IgG抗体産生を誘導した。

IgE選択的無反応は抗原とリボソームとの

　　　結合方法によらず誘導される

　当初、抗原とリボソームとの結合はグルタールアル

デヒド（GA）を用いて行ったが1）、この方法ではGA

によって重合した抗原がリボソームに結合する。抗
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原一リボソーム結合物によって誘導されるIgE抗体産

生の選択的抑制効果が、抗原とリボソームとの結合に

よるものであるか、またはGAによる抗原の重合によ

るものであるかを確認する目的で、GAの他にN一（6－

maleimidocaproyloxy）　succinimide（EMCS）．　disuccini－

midyl　suberate　（DSS）．　N－succimidyl　3一（2－pyridyldithio）

propionate（SPDP）の3種類の架橋試薬を使用して

OVA結合リボソームを作製し、比較検討を行った2）。

その結果、いずれの結合方法でOVA結合リボソーム

を作製した場合においても抗OVA　IgE抗体産生は誘

導されず、抗OVA　IgG抗体産生は同程度に誘導され
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図2a　OVA免疫IL－12ノックアウトマウスにおける抗OVA
　　　IgG抗体産生
　　　IL－12ノックアウトマウスに3種類の異なるアジュバ

　　　ントを用いてOVAを0週、4週の2回免疫し、血清中
　　　の抗OVA　IgG抗体をELISAを用いて測定した。

た。一方、OVAとリボソームとの混合溶液、あるいは

ラテックス粒子にOVAを物理吸着させたものは顕著

な抗OVA　IgE抗体産生を誘導したことから、　IgE抗

体産生の選択的抑制を誘導するためには抗原とリボ

ソームとの化学結合が必須であるが、抗原とリボソー

ムとの架橋方法にはよらないことが示唆された。

IgG抗体産生の誘導におけるアジュバント効果は

　　　りポソームの脂質組成によって異なる
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図2b　OVA免疫IL－12ノックアウトマウスにおける抗OVA

　　　IgE抗体産生
　　　図2aの血清について抗OVA　IgE抗体をELISAを用
　　　いて測定した。

　不飽和脂肪酸（オレイン酸）、およびアシル鎖長の異

なる飽和脂肪酸（ミリスチン酸、パルミチン酸、ステ

アリン酸）を用いて脂質組成の異なる4種類のリボ

ソームを作製し、それぞれについて表面にOVAを結

合したものをマウスに投与して抗体産生誘導能の比

較を行った3）。その結果、図3に示すように、抗原特異

的IgG抗体産生は不飽和脂肪酸からなるリボソーム

を使用した群において最も高値であり、飽和脂肪酸の

中ではアシル鎖長（ミリスチン酸＝14、パルミチン

酸＝16、ステアリン酸＝18）の短いほど高値のIgG抗

体産生が誘導された。IgG抗体産生の誘導能はリボ

ソームの膜流動性の高さと相関したことから、リボ

ソームの膜流動性とアジュバント効果との問に密接

な関連があると考えられた。また、いずれの場合にも

IgE抗体産生は誘導されなかったことから、リボソー

ムのアジュバント効果とリボソーム表面結合抗原に
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図3脂質組成の異なるリボソームと結合したOVAによっ
　　て誘導される抗OVA　IgG抗体産生
　　オレイン酸、ミリスチン酸、パルミチン酸、ステアリン

　　酸からなるリボソームにOVAを結合させ、　BALB／cマ

　　ウスに0週、4週の2回免疫した。初回免疫後6週にお
　　ける血清中抗OVA　IgG抗体価を示す。
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よるIgE抗体産生の選択的抑制効果とは独立してい

ることが示唆された。さらに、蛍光標識したOVA、あ

るいは、消化を受けると蛍光を発するOVA（DQ－

OVA）をリボソームと結合させたものをマクロ

ファージ培養中に添加して共焦点蛍光顕微鏡を用い

た解析を行ったところ、オレイン酸からなるリボソー

ムに結合したOVAはステアリン酸からなるリボソー

ムに結合したOVAと比べて同一時間内により多くマ

クロファージに貧食され（図4a）、かつ消化を受ける

（図4b）ことが示された。このことから、いわゆるア

ジュバント効果は抗原提供細胞による認識され易さ

と相関することが示唆された4）。

リボソーム表面結合抗原によって誘導される

IgE選択的無反応はT細胞に非依存的である

　OVA一リボソームおよびOVA－alum免疫マウス由

来のCD4陽性T細胞について、　T細胞欠損マウス

（ヌードマウス）において抗OVA抗体産生を誘導す

る能力を比較検討した5）。表2に示すように、OVA一リ

ボソーム免疫マウス由来CD4陽性T細胞をヌードマ

ウスに移入し、OVA－alumを免疫すると、抗OVA　IgE

産生が誘導された。これに対して、OVA－alum免疫マ

ウス由来CD4陽性T細胞をヌードマウスに移入し、

OVA一リボソームを免疫すると、抗OVA　IgE産生は誘

導されなかった。このように、IgE産生の選択的抑制

はヌードマウスをOVA一リボソームで免疫したときに

観察され、T細胞ドナーの免疫方法にはよらなかっ

た。IL－10およびCD8陽性T細胞がIgE産生の調節

に関与することを示唆する報告がされているが、IL－10

の活性を中和するモノクローナル抗体、およびCD8

陽性T細胞を除去するモノクローナル抗体をin　vivo

投与してもOVA一リボソームによって誘導されるIgE

抗体産生の選択的抑制に影響は見られなかったこと

から、OVA一リボソームによって誘導されるIgE抗体

産生の選択的抑制にIL－10あるいはCD8陽性T細胞

は関与しないと考えられた。

Cell　only Stearoy1 01eoy1

図4a　2種類の異なる脂質組成のリボソームに結合したOVAのマクロファージによる摂食
　　　蛍光標識したOVAをステアリン酸（Stearoyl）、オレイン酸（Plepyl）からなるリボソームと結合させ、マクロファー

　　　ジ培養中に添加した。培養開始後60分における共焦点蛍光顕微鏡像を示す。

Cell　only Stearoyl Oleoyl

図4b　2種類の異なる脂質組成のリボソームに結合したOVAのマクロファージによる消化
　　　消化を受けると蛍光を発するovA（DQ－ovA）をステアリン酸（stearoyl）、オレイン酸（Plepyl）からなるリボソー

　　　ムと結合させ、マクロファージ培養中に添加した。培養開始後60分における共焦点蛍光顕微鏡像を示す。
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表20VA免疫マウス由来脾臓CD4陽性T細胞を移入したT細胞欠損マ
　　ウスにおける抗OVA抗体産生

immunization　of　immunization　of
T－cell　donor　recipient　mice

Anti－OVA　antibodies

IgG　（ptg／ml） IgE　ELISA　titer

no

OVA－liposome

OVA－alum

OVA－liposome

OVA－alum

OVA－liposome

OVA－alum

OVA－liposome

OVA－alum

12．3±8．7

17．7　±　5．2

144．7±24．3

r24．3±12．8

1780±28．3

246．8±29．4

　N．D．

　N．D．

　N．D．

105．6　±　10．7

　ND．
139．3±12．3

OVA一リボソームあるいはOVA－alumで免疫したマウスの脾臓由来CD4陽
性T細胞をT細胞欠損マウスに移入した後、OVA一リボソームあるいは
OVA－alumで免疫を行い、細胞移入4週間後に採血を行って血清中の抗
OVA抗体を測定した。

　T細胞欠損マウスへのCD4陽性T細胞移入実験に

よってOVA一リボソーム免疫マウス由来CD4陽性T

細胞は抗OVA　IgE抗体産生を支持することが示さ

れ、OVA－alum免疫マウス由来CD4陽性T細胞を移

入したヌードマウスにおいてもOVA一リボソームで免

疫すると抗OVA　IgE産生が誘導されないことが示さ

れたことから、OVA一リボソームによるIgE産生の抑

制機構にCD4陽性T細胞は関与していないことが明

らかになった。CD4陽性T細胞のかわりに脾細胞か

らB細胞を除去したものを用いた時にも同様の結果

が得られたことから、OVA一リボソームによって誘導

されるIgE産生の選択的抑制においてはB細胞が重

要な役割を担っていることが示唆された。

　これらの結果は、同一の抗原に対して異なるアジュ

バントを使用することにより異なるパターンの免疫

応答が誘導されることを示している。OVAは元来ア

レルゲン性を有しているが、リボソームあるいは

CFAを使用することによりIgE産生が選択的に抑制

される。OVA－CFAによるIgE産生の抑制にはTh　l

が関与しているがOVA一リボソームによるIgE産生

の抑制にはThlは関与していない。このことから、

Th　1およびTh2のバランスによらないIgE産生調節

機構が存在することが示唆された。

不飽和脂肪酸からなるリボソームを用いて

　作製されたリボソーム表面結合抗原は

　細胞傷害性T細胞（CTL）を誘導し、

　　　　　腫瘍拒絶を誘導する

　上述のように、リボソームの脂質組成を変えること

によりアジュバント効果が変化することが示された

が、このような量的な変化だけでなく、リボソームの

脂質組成を変えることによってリボソーム表面結合

抗原が液性免疫（抗体産生）、あるいは細胞性免疫

（CTL活性化）を誘導する、という質的変化がもたら

されることが近年の検討の結果、明らかになった6）。マ

クロファージのクラスII　compartmentを赤色に蛍光

標識しておき、リボソームに結合させるOVAを緑色

に蛍光標識したものをマクロファージ培養中に添加

すると、図5aに示すように、飽和脂肪酸からなるリボ

ソームに結合したOVAは貧食を受けた威すべてマク

ロファージのクラスIl　compartmentに集結するが、不

飽和脂肪酸からなるリボソームに結合したOVAの一

部は細胞質に留まることがわかった。さらに、消化を

受けて蛍光を発するOVA（DQ－OVA）をリボソーム

に結合させて同様の検討を行ったところ、不飽和脂肪

酸からなるリボソームに結合したOVAの一部はクラ

スII　compartmentの外で消化を受けることがわかっ

た（図5b）。この結果は試験管内でのCD4および

CD8陽性T細胞への抗原提供を検討した結果ともよ

く一致した。すなわち、飽和脂肪酸からなるリボソー

ムに結合したOVAをOVA免疫マウス由来のT細胞

および抗原提供細胞の培養中に添加するとCD4陽性

T細胞だけが活性化したが、不飽和脂肪酸からなるリ

ボソームに結合したOVAはCD4陽性T細胞だけで

なくCD8陽性T細胞も活性化した（表3）。

　これらの結果から、不飽和脂肪酸からなるリボソー

ムに結合した抗原は、外来性抗原であるにもかかわら

ず抗原提供細胞においてMHCクラス1を介して

CD8陽性T細胞にcross－presentされることが明らか

になった。そこで、OVAのペプチドを発現した腫瘍細

胞株EG7をマウスに移植して担癌マウスを作製し、

不飽和脂肪酸からなるリボソームに結合したOVAの

（5）
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M¢　alone M¢　alone

Saturated Saturated

Unsaturated

図5a　リボソームに結合したOVAのマクロファージ細胞中
　　　における局在

　　　クラスIIを赤色の蛍光で標識したマクロファージの
　　　培養中に、緑色の蛍光で標識したOVAと飽和脂肪酸
　　　（Saturated）あるいは不飽和脂肪酸（Unsaturated）か

　　　らなるリボソームとの結合物を添加した。培養開始後

　　　60分における共焦点蛍光顕微鏡像を示す。

Unsaturated

図5b　リボソームに結合したOVAのマクロファージ細胞中
　　　における消化

　　　クラスIIを赤色の蛍光で標識したマクロファージの

　　　培養中に、消化を受けると蛍光を発するOVA（DQ－
　　　OVA）と飽和脂肪酸（Saturated）あるいは不飽和脂肪

　　　酸（Unsaturated）からなるリボソームとの結合物を添

　　　上した。培養開始後60分における共焦点蛍光顕微鏡像

　　　を示す。

表30VAをパルスしたマクロファージによるCD4／CD8陽性T細胞の活性化
　　　マウス脾臓より得られた抗原提供細胞をOVAあるいはリボソーム結合OVAでパルスし
　　　た後、OVA免疫マウス脾臓由来CD4／CD8陽性T細胞と共培養し、培養上清中のサイトカ
　　　インを測定した。

in　vitro　Ag Liposomes
CD4　T－cells CD8　T－cells

IL－5 IFN－7 IL－5 IFN－7

none

OVA　solution

OVA－liposome

OVA－liposome

Saturated

Unsaturated

　　ND
　96．2±12．5

9102±23つ

1，065．5±31．9

　ND
　ND
88．7　±　45．0

115．1±28．6

　ND
　ND
　ND
163．3±99．1

　ND
　ND
　ND
149．9±83．8
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図6腫瘍抗原ペプチドを投与したマウスにおける腫瘍拒絶

　　C57BL／6マウスにE．G7を移植し、腫瘍径が約5mmと
　　なった時に腫瘍の周囲にOVAペプチド結合リボソー
　　ムをCpG、抗IL－10モノクローナル抗体と共に投与し
　　て腫瘍径の変化を観察した。○：CpG、抗IL－10モノク

　　ローナル抗体のみ投与。□：ペプチド溶液をCpG、抗
　　IL－10モノクローナル抗体とともに投与。△：ペプチド

　　結合リボソームをCpG、抗IL－10モノクローナル抗体
　　とともに投与。
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ペプチドをCpG、抗IL－10抗体とともにこのマウスに

投与したところ、図6に示すように、投与後10日以内

に腫瘍が消滅した。一方、CpG、抗IL－10抗体だけを

投与したマウス、およびペプチドを溶液状にて投与し

た群では腫瘍拒絶は観察されなかった。図7に示すよ

うに、腫瘍拒絶が観察されたマウス由来の脾臓CD8

陽性T細胞中ではOVAペプチドに特異的な細胞群

が有意に増加していることが観察されたことから、不

飽和脂肪酸からなるリボソームに結合したペプチド

はCD8陽性T細胞を活性化し、細胞性免疫を誘導す

ることが示された。

おわりに

　現行のワクチンにアジュバントとして用いられて

いる水酸化アルミニウムは、取扱の簡便さ、低コスト、

高いアジュバント効果、等の利点を有するが、一方で、

ワクチン接種後のアレルギー反応に関与するIgE抗

体産生を誘導するほか、液性免疫は誘導するが細胞性

免疫は誘導しにくく、代謝を受けることなく体内に蓄

積する、等の欠点がある。本研究は現行のワクチンア

ジュバントが持つこれらの問題を解決することを目

的として開始された。リボソーム表面結合抗原はIgE

抗体産生を選択的に抑制し、IgG抗体産生を増強す

　　　　　　　　　て
After　t「eatment　9

　　　　　　　　　わ
　　　　　　　　　　9
　　　　　　　　　L

　　　　　　　　　鍾

　　　　　　　　　毛

コ

9
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　　拝

図7

　　　　　　　　　idor’i－6’一’一i－02’”一’ie’3T　T　T’｛一〇4

　　　　　　　　　　　　　CDS　F　ITC

腫瘍を拒絶したマウスにおけるCTL誘導

マウス脾臓由来CD8陽性細胞のOVAペプチドーMHC
クラス1（H2－Kb）複合体をFACSを用いて解析した。
Contro1：正常マウス。No　treatment：腫瘍拒絶の観察さ

れなかった担癌マウス。After　treatment：図6の実験に

おいて腫瘍拒絶の観察されたマウス。

る。さらに、リボソームは生体の細胞膜講成成分から

なるため、きわめて毒性が低く、代謝を受けて生体内

に残留しないことから、リボソーム表面結合抗原が現

行のアルミニウムアジュバントに代わるワクチンの

処方として期待された。これに加えて、近年の検討の

結果、リボソームの脂質組成を選択することによって

細胞性免疫をよく誘導することのできる処方が開発

されたことから、リボソーム表面結合抗原をアレル

ギー反応を誘導しにくいワクチンのほか、細胞性免疫

（7）
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の誘導を目標とするウイルスワクチン、腫瘍治療薬の

開発に応用することが期待される。

　　これまでに得られた知見をもとに、我々は現在、リ

ボソーム表面結合抗原を高病原性鳥インフルエンザ、

Severe　acute　respiratory　syndrome（SARS）といった新

興感染症に対するワクチン、および、腫瘍治療薬の創

製に応用するべく検討を行っている。
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