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論 文 の 内 容 の 要 旨

これまで種々のワクチンアジュバントが疾病予防のために実用化されてきたが,最

も普及しているのがアルミニウムゲル(以下ALUM)である｡ALUMは主にTh2側の応答を

惹起し,高いIgG抗体産生を促す一方で細胞性免疫の増強は小さい｡感染防御にはバ

ランスの取れたTblとTh2の応答が必要といわれているので,体液性免疫(Tb2)と細

胞性免疫(Thl)の両方を刺激する有効かつ安全なアジエバントの開発が重要である｡

ポリカチオン性の物質は,バランス良く TblとTb2を刺激し,免疫応答を惹起する

ことが報告されており,その内,イプシロンーポリリジン(以下EPL)はカチオン性の

リジンの水溶性ホモポリマーで,その抗菌活性能から食品の日持ち向上剤として日本

国内で広く使われてきた｡同様にポリエチレンイミン(PEI)もカチオン性の水溶性ポ

リマーで,食品製造原料などに広く使われている｡両物質はTbl側の惹起に有望なア

ジエバントになりうると考えられる｡これらは,経口接種では極めて安全であるが,

高濃度で静脈注射した場合,水溶性であるため,細胞に直接作用して毒性を示す｡そ

こで,毒性をなくすために,両ポリマーに疎水基(ステアリルグリシジルエーテル)

を化学的に導入し,疎水化した微小粒子,イプシロンーポリリジン微小粒子(以下SGEPL)

とポリエチレンイミン微小粒子(以下SGPEI)を作出した｡両微粒子とALU加=こついて

免疫応答を比較した｡

まず,SGEPLおよびSGPEIの作成と物理化学的特徴と免疫学的応答について調べた｡

SGEPLおよびSGPEIは,Triton-Ⅹ-405存在下,100℃で18-24時間撹絆させながらステ

アリルグリシジルエーテ/レ(SGE)と共有結合させて,得られた沈殿を水に透析し調製

した｡EPLと疎水基の反応モル比にかわらず表面荷電は変わらなかったが,卵白アルブ

ミン(0VA)の微粒子への吸着量は,疎水基の反応モル比を上げると極端に減少した｡
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このことは,0VAがSGEPLの荷電のみで吸着しているわけではないことを示していた｡

抗原を0VAとし,反応モル比の異なる条件で作成したSGEPLをアジエバントとしてマ

ウス(BALB/c)に腹腔内投与したところ,0VAの吸着量が少ない条件のSGEPLでは血

中抗体量が減少した｡次に,抗原をbvAとし,SGEPLとSGPEIおよびALUMをアジュバ

ントとしてマウス(BALB/c)に腹腔内投与したところ,SGEPLは血中の抗0VA-IgG2a

抗体の産生を有意に増強した｡免疫後に摘出した牌肺細胞に0VAをパルスあるいはパ

ルスしなかった場合についてサイトカイン産生を調べたところ,SGEPLはIL-4,IL-5

の産生を抑え,IL-12とIFN-γの産生を増強した｡SGEPLとSGPEIの表面荷電は,ほぼ

同じであったが,免疫応答は明らかに異なり,SGEPIはSGEPLとALUMの中間的な応答

を示した｡

次に,この免疫応答が,SGEPLと0VAの組み合わせ特異的に起こったのではないこと

を確静した｡ナイーブマウス(BALB/c)にSGEPL(抗原なし)あるいはリン酸緩衝生

理食塩水(PBS~)を腹腔内投与して得られた牌細胞に,0VAをパルスした場合とパルス

しない場合について,サイトカイン産生を調べた｡牌細胞に対する0VAのパルスの有

無は,サイトカインの産生にほとんど影響を与えておらず,SGEPLのみの投与がPBS-

のみの投与よりも有意にⅠレ4,Ⅰレ5の産生を抑え,IL-12の産生を増強した｡このこと

は,SGEPLとOVAの組み合わせによって,2段落目に記載した免疫応答を示したのでは

なく,また,0VAが直接牌細胞に作用してサイトカインを誘導したわけではないことを

示していた｡すなわち,SGEPLはそれ自身がIL-4とIL-5の抑制およびⅠレ12を増強す

ることが示された｡次に0VA以外の抗原を用いて免疫誘導能を確罷するために,豚丹

毒の感染防御抗原●としてL*'昔されているSpaAの粗換2:'蛋白を抗原と.して使用すると;

ALUMと比較してThl側の応答がより強く惹起された｡

最後に,SGEPLの牌細胞とB細胞への直接的影響を調べろために,ナイーブマウス

(BALB/c)の牌細胞にSGEPLを直接加えて培養した｡その結果,IL-12とIFN-γの

窟生■が増葡された｡併称泡なちびに臥紆胞を~m-4おま-び抗■CD那モノクローナル抗捧

とともに培養すると,IgGlとともにIgEが産生された｡SGEPLを加えておくと,IFN-

γの産生増強により,IgEの産生を抑制した｡さらに精製B細胞からのIgE産生をⅠレ12

やⅠ和一γの影響なしでも抑制した｡

このように1SG肝Lは,て抗粛をこ非依存鮒ごT打r珊のサイトカイ〉-ン′産室を惹起すること

が明らかになった｡また,機能は不明だが,B細胞に直接働きかけてIgEの産生を抑制

する効果も見られた｡

以上の結果から,SGEPLはThlとTh2のバランスを崩すことなく免疫を付与すること

が出来る有望な新規アジエバシートであると考えられた｡

審 査 結 果 の 要

一般的に,感染症の防御にはバランスの取れた体液性免疫(Tb2)と細胞性免疫(Thl)応答

が必要と考えられている｡そこで,申請者は,ThlとTb2の両方を刺激する有効かつ安全なア

ジエバントの開発を試みた｡現在,アルミニウムゲル(ALⅢ)がアジュバントとして広く普及し

ているが,ALUMは主にTh2側の応答を惹起し,高いIgG抗体産生を促す一方で,細胞性免疫

の増強は小さい｡そこで,申請者は,ポリカチオン性の物質であるイブシロンーポリリジン(EPL)

とポリエチレンイミン(PEI)に着目した｡前者はカチオン性のリジンの水溶性ホモポリマー
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で,その抗菌活性能から食品の日持ち向上剤として国内で広く使われてきた｡両者は経口接種

では安全であるが,高濃度で静脈注射すると,水溶性であるため細胞に直接作用して毒性を示

す｡そこで,ステアリルグリシジルエーテル(SGE)と共有結合させて,疎水化により無毒化

された微小粒子,イブシロンーポリリジン微小粒子(SGEPL)とポリエチレンイミン微小粒子

(SGPEI)を得た｡まず,それらの免疫学的応答を,卵白アルブミン(OVA)を抗原として,SGEPL

とSGPEIおよびALUNをアジエバントとして,BALB/cマウスに腹腔内投与により調べた｡その

結果,SGEPLは血中の抗0VA-IgG2a抗体の産生を有意に増強し,IL-4とIL-5の産生を抑え,

IL-12とIFN-γの産生を増強した｡SGPEIはSGEPLとALUMの中間的な応答を示した｡さらに,

SGEPLはそれ自身がIL-4とIL-5の抑制およびIL-12の増強に関与していた｡次に,豚丹毒の

感染防御抗原(SpaA)を抗原として使用すると,SGEPLは,ALtJMよりThl側の応答を強く惹起

した｡最後に,SGEPLの牌細胞とB細胞への直接的影響を,BALB/cナイーブマウスの牌細胞を

用いて調べた｡その結果,SGEPLはIL-12とIFN-γの産生を増強した｡また,牌細胞とB細胞

をⅠレ4および抗CD40モノクローナル抗体とともに培養すると,IgEの産生が抑制された｡こ

のように,SGEPLは,抗原に非依存的にThl側のサイトカイン産生を惹起することが明らかに

なった｡また,機能は不明だが,B細胞に直接働きかけてIgEの産生を抑制する効果も見られ

た｡これらの内容は,SGEPLはThlとTh2のバランスを崩すことなく免疫を付与することが出来

る有望な新規アジュバントであると考えられ,将来の予防法の新たな開発に大きな助けとなる可

能性を示すものであり,学術的に重要な知見を提示したといえ,研究者としての素質ならびに熱意は

十分学位を与えるだけの価値があると全員一致で判断した｡

以上について,審査委貞全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論文とし

て十分価値があると認めた｡
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