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セ フ ァ ラ ン チ ン は ツヅ ラ フ ジ科植物 で あ る タマ サキツヅ ラ フ ジの根茎か ら 抽 出された

もので あ る 。 タマ サ キツヅ ラ フ ジ は 古 く は 台湾の山 中に自生 し、 原住民か ら 蛇毒の解毒

剤 と し て 珍重され て お り 、 191 4 年 に早 田 文歳博 士 が「台湾植物図鑑Jに学名

Steph ani a cep h aranth a  Hayata と し て 発表 した 。 セ フ ァ ラ ン チ ン は 193 4 年に近藤平三

郎博士等に よ っ て 玉咲ツヅ ラ フ ジか ら 抽 出 分離され1 ) 、 1 9 3 5年に長谷川 秀治博士 等

に よ っ て 、 結核 菌の発育 を 阻止す る こ と が認 め ら れ て 2) 1 9 4 2 年に結核の治 療 及 び予

防薬 と し て 承認された 。 その後、 腹岐傷 や 百 日 咳 、 気管支端息、 胃潰蕩、 胃酸過多 、 胃

炎 、 円形脱毛 症 、 枇糠性脱毛症 、 中耳炎への適応が承認され、 1 96 2 年には 放 射線に

よ る 白血 球 減少症が追加 承認され た 。 19 9 5年の医 薬 品再評価に よ り、 臨床 で は 放射

線 に よ る 白血球減少症 や 円形脱毛症 、 中耳炎 や マ ム シ岐傷に注射 あ る い は 経口 で投与さ

れ て い る 。

セ フ ァ ラ ン チ ン 製 剤 の主成分は mety l e n ed i oxy 基 を も っ ceph aranthine (CEP) で 、 化学

構造 は Fig . l に示すようなピスベンジルイソキノリン型(慣用名:ピスコクラウリン

型 ) の分子量 6 0 6の ア ル カ ロ イ ド で あ る 。 こ の他 isotet rand ri n e、 cyc lean i n e 、 berbam i ne 、

cepharn  o l i  n e 、 h o m oa ro m o l ine の 5種類 の ア ル カ ロ イ ド を こ の 製剤j は 含んで、 い る (巻末付

録 に そ の 他 の ア ル カ ロ イ ド と し て 化学構造 を 記す)。

C37H38N206 : 606.69 
Fig. 1 The Chemical Structure of Cepharantine CCEP) 

C E P は 可逆(10 に速 やか に生体)撲 に 取り込 ま れ る 。 例え ば 、 CE P を 赤血 球 に 添加す る と

ぽち に形態変化が起 き る 。 こ れ は CE P が細胞膜の脂質二重)撲の内 側 へ 取り込 ま れ 、 分子

の占桁而和の増加によって起こる現象と考えられている3.4)。 また、 CEPは細胞形質膜
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に と ど ま ら ず 他の生 体膜に移行す る こ と で多 く の薬 理作用を示す 。 現在までに明 ら かに

された作用 は 、 膜 透 過抑制に基 づ く 抗毒素作用5，6) 、 膜の安定化によ る ヒス タミ ン遊離

抑制 に 基 づ く 抗 ア レ ルギ一作用 7，8) 、 膜脂質問で起 き る ラ ジカルの連鎖反応を阻害 し脂

質の 過酸化 を 抑制 す る こ と によ る 抗 白 血球減少効果9，10) 、 膜電位反応 や PLA2 あ る い は

c-キナーゼの阻害効果11 ) 、 血 液幹細胞の増殖 、 抗脂質過酸化、 副腎皮質ホルモ ン産生増

強 、 末梢血 管拡張、 およ び胸腺か ら の末梢 リ ンパ組織へのT細胞の動員12) 、 n atur al

k ille r  ( N K) 活 性 や マ ク ロ フ ァージの細胞傷害活性 を 増強す る 作用があ る 1 3)。

近年 、 CEP は腫蕩の制癌剤に対す る 耐性化に関 与 す る と 云われ て い る p-糖蛋 白の機能

を 阻害す る こ と が報告され1 4 ) 、 将来 、 多剤耐性腫療に対 し て 抗癌剤の効果を高 め る 補助

薬 と し ての適 用 も期待され る 。 CE P を 始 め と す る これ ら ア ルカ ロ イ ド は疎水性 で 、 蛋 白

結合率が高 く 肝臓への移 行が高 い点が指摘され て い る が、 一方で は in vitroの効果 を 示

す 濃度より低 い血中 濃 度にお い て も その作用が認 め ら れた と の報 告 も あ る 15 ) 。 こ のよ う

に CEP は 多様 な 生 理活性をも っ 反面 、 解明され て い な い 点が多 く 、 臨床で繁用され て い

る が、 なお基礎 的研究の必要 と され る 薬 物 で あ る 。

セ フ ァ ラ ン チ ン 製剤 は 先に述 べたよ う にCEP を 主剤 と し 他の類似のア ル カ ロ イ ド も含

有す る が、 混合物 製剤のin vitro 効果 は純粋ア ルカ ロ イ ドのCE P と 差 は な い と 考 え ら れ

て い る 15 )。 と こ ろ で 、 リ ボソーム は 薬 物担体あ る い は 薬 物の組織移行性を改善す る 可 能

性 を 有 し ており注 目 され て い る 。 リ ボ ソーム 製剤の医療応用には 安定性や組織移行性、

投与形態 、 薬 物放出の制御 等 を 検討す る 必 要があ る 。 CE P は リ ボソー ム の膜 を 安定化 し 、

免疫 機能 を 賦活す る 作用が期待 で き る 。 そ こ で、 リ ボソームを担体 と し 、 多様 な生理活

性 を も っ セ フ ァ ラ ン チ ン 製剤の主成分 で あ る CE Pを含有させ 、 その物 性 、 体 内動態 、 抗

体産生 能お よ びマ ク ロ フ ァ ー ジ 食 食 能に及 ぼす作 用につ い て CE P 溶 液 と 比較 検討 した。

本 製剤の基礎 的 性質の研究 を 通 し て臨床上の有用性につ い て 探究 し 、 新た な 知 見 を 得た

の で以下詳述す る 。

2 
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第1章 CEP含有 リポ ソーム 製剤の調製とその物性

1 . 緒言

リボソ一人は/1 � 休JJ史モデルとして恭礎的な研 究に用 いられるばかりでなく、 薬物担休

して!必川研究がなされているの リボソーム製剤は�休膜成分で、あるリン脂質からなる

閉鎖小胞であるため/1:-.休との迎合↑生や休内分解性が優れており、 水溶性薬物も脂溶性薬

物も封入することが可能である。市IJ痛剤や免疫賦活剤などを標的臓器あるいは組織へ運

、Dr ug Delivcry Systell1のjq休として臨床応用が注目され、 徐放性や標的指向性を有す

る-tr!休としてイj川であり、 :tに持続性の向上と、 副作用の軽減が期待されている。 しか

し、 介主にリボソ一人は村f向上が凝集したりトラップされた薬剤が漏出し易く安定性

に問題が桁るため、 コレステロール16 -20)やピタミ ンE21， 22 ) 等 の添加や ポ リ マー

化23)によって安定'けの向上を図る工夫がなされているの CEPは膜流動性を低下きせて

膜 機 能を安定化させる作月j をも っ 他、 脂質過酸化阻止作川をもつ こと5 ， 9)も知られて

おり、 この章ではCEPを膜安定化剤としてリポソームに添加した際の膜透過性と体内動

態に影響する因子である粒子径について解析し、 CEP含有リボソームの担体としての機

能について検討した。

2 . 実験材料と方法

2 - 1 . 試料および試薬

CEPの原末は化研生薬(株)より提供を受けた。 また卵黄L - α - フ ォスファ チ ジル コ リ ン

(以下PCと附す)はミ ド リ 十 字社製 を 、 5 (& 6)・カルボキシフルオレセイン(以下CFと略す)

は 和 光純薬社製を川いた。 緩衝液に 用 いたEDTAや NaCI、 Trisは士|土 井 化 学 社製を用 いた。

2 - 2 . リポ ソ ー ム の調製

25 111M PCのクロロホルム/メタノール(9:1)溶液に種々のモル比でCEPを添加し、 その

1mlを分取、 溶媒を窒素気流下で留去し、 ガラス壁に生じた脂質の薄膜を減圧下で一日

3 
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乾燥 し た 。 こ こに Tr i s 緩 衝 液 ( 2 0 mM Tris ，  1 4 0 mM N aC I，  1 mM ED TA ，  p H 7 . 4 )  2 ml を

加え 、 Vo rtex ミ キ サーで 数 分間携枠 し !懸 濁 液と し た。 こ の 懸 濁 液を氷浴条件下 でPr obe

型 の U l t r ason i c D i s rup tor  (Mode l  U R -2 0 0 P) を用 い 4 5 分 間超音波処理を行 っ て小 さ い サ

イ ズ の 単層 リ ボソーム (S UV) を調製 し た。 サ イ ズを均一化2 4 ) する場合 は 目立5 5 P- 7 2

型遠心 機を用い て1 0 0 ， 0 0 0 x g 、 20分間遠心分離 し、 そ の 上清を採取 し 使用 し た 。 透析

法を用い て調製 する場合 は 、 2 0 mM sodiu m  c h o l ate 溶 液 で脂 質を溶解後、 セ ル ロース チ

ューブ ( U n i on c ar b i d 社 製 ， 8 / 3 2 型 ) に 入れ、 4 0 ml の 緩衝 液を外液と し て4 0C でOken

Rot ator (応研商事) で撹排し な が ら 4 8 時 間以上 透析 し た。透析 外液 の 交換 は 8 回 行 い 、 透

析後 の内液を試 料 と し た 。 また リ ボ ソーム調 製 後 に C E Pを添加す る場合 は 、 種 々 のモ ル

比 の C E Pをエ タ ノ ー ル 3 0 μ!に 溶解 レ添加 し た 。

2 - 3 . 膜透過性実験

T r i s 緩 衝 液 (p H 7 . 4 )に C Fを1 0 0 mMに な る よ う 溶解 し た 。 そ の 2 mlを脂 質 の 薄膜に

添加 し て、 超音波 を か け て リ ボ ソームを調 製 し た 後 、 free の C F は Seph adex G75 で除去

した 。 蛍光 の 測定に は 、 島津 製 R F.5 0 3 A 型分光蛍光光 度 計を用 い て励起光4 9 0 n m、 蛍

光波 長 5 2 0 n m で 蛍光 強 度 の 測 定を行 い C Fの 溶出挙動 を検討 し た 。

2 - 4 . 粒子径の測定

準弾性光 散乱法に よる L PA - 3 0 0 0 /3 1 0 0 型レーザー粒径解 析 シス テ ム (大塚電子)を用

い 2 5 0C で平均粒子径を測 定 し た 。

4 



3 .実験結果
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CFの膜透過実験

リボソームからの CF漏出にやI!_う蛍光強度の変化を模式的に示したのがFig.2 である。
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Fig.2 CFの溶出挙動

CFの膜透j(&'t'tが '次の速度式に従うとして、 蛍光強度の変化は( 1)式を用いて解析で

きる25)。
- ・ ー - - ( 1) In (C∞-C t ) = I n (C∞-C 0) - k t 

t =∞の時、E!fJち 10% triton-Xを加えた後のCFの濃度;C。はCFの

初期濃度; C tはn寺問tに於ける透過したCFの濃度; kは透過速度定数である。

はC C幻
、、. 、、. � L. L. I.... 

CFを含むリボソームを超背波を用いて調製後、 種々の濃度のCEPを添加してCF漏出

に示す。リボソーム形成後にCEPを添加しの 時間的変化について検討した結果をFig. 3

た 場 合 は、 CEP 添加 量に比例してCFの漏出 が増 大した。( 1)式を用いて 求めたCFの透過

には予めリン脂質溶液にに示す。また、 Fig.4Fig.4 速度定数とCEP濃度との関係を

CEPを添加した脂質薄)撲を用い調製したリボソームを用いCFの漏出実験を行って求めた

k1直も記 載している。なお、 P Cのみで調製したリボソ ー ムにエタノー ルを加 えても、 30

これらのグラフから判るように、μlまでは膜透過に対する影響は比較的小きかった。

k値はほぼ一定値となり膜

リポソ}ム調製後にCEPを加えた場合は、 低濃度の

5 

予めCEPを添加した脂質薄膜から形成したリボソームでは、

-えない。一方、を透過性に影



そ の 後 は ゆみや か な 上 昇が認 め ら れた 。 繰り返し 実験 のCEP で は 顕著 な k値 の 増大が、

結果 も同様 な 傾 向を示 し た 。

100 

50 

(
JF)
ωm
gmo」

30 40 

Time ( min) 
Effects of CEP on the Iωkage of CF entrapped in liposomes 
CEP was added to liposome suspension after liposome formation. 
Liposomes were composed of CEP and PC at molar ratios of 0.02 
，0.03 ，0.05，0.1，0.15 ，0.2 and of PC alone . 

υ ω _ A 
.，-� 1 x1 0 . 

X 

20 

CEP was added after 
liposome formation 

10 。

ー3
1 x1 0  

。

Fig.3. 

CEP was added before 
liposome formation 

0.2 0.1 
CEP/PC 

。
1 x1 Ö5 

Fig.4. The effect of CEP on the rate constant of 
carboxyfluorescein efflux， when it was added 
to sonicated liposomes 
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3 - 2. C E P含量と リポソー ム の粒径変化

透析 法 を 用 い 調 製 し た リ ボ ソーム の C E P 含量と粒 子 径との 関 係 に つ い て 検討 を 加え た

(Fig. 5 )  0 C E P を 含 む リ ン 脂 質 溶液か ら リ ボ ソー ム を 調製 した場合 (0) は C E P の 低濃

度か ら 粒 子径 の増 大が認め ら れ、 モ ル比 0 . 1 付近で は ほ ぼ一 定値と な り 平均粒子径が 80

-- 9 0  n m の suv が得 ら れ た 。 これ に 対 し て 、 リ ボ ソーム 形成後 に C E P を 加えた場合 (・)

はCEP濃度の 増加 に 伴う サ イ ズ の 変化 は ほとんど 認 め ら れ なか っ た 。

E E 
"ω 

100 

芯50
E 問
。

。

。

• 
-

0.05 

• 

0. 1 0.15 

CEP/PC 

。

• 

0.2 

Fig.5 Effects of CEP on the size of liposomes 

CEP was added before (0)， and after (・�) liposome formation 
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4. 考 察

C E P含有 リ ボ ソ ー ム の 製 法 の違い に よ り 、 膜透過 に 対 す る 影響とC F の漏出 に お よ ぽ す

効果 に 差異が認 め ら れ た 。 膜透過 速度定数 (k値 ) は 膜 の多 重 度 や 粒 子 の表面積 に 依存す

る 値 で あ る 2 6)。 リ ボ ソーム 形成後 に C E P を 添加 し た 場 合 に は k値 の 増 大 が 認 め ら れ た が、

リボ ソ ー ム の 平均粒子径 に は ほとんど影響がな か っ た ことか ら 、 膜バ リ ア一能 の 低下 が

起 こ っ たと推察 さ れ る 。 一 方、 C E P を 含 む リ ン 脂 質 溶 液か ら リ ボ ソ ー ム を 調製 し た 場 合

は 平均粒 子 径 の 増 大が認め ら れ た が、 C E P が膜 中 に 均 一 に 分散 す る こ と で 膜が安定 に な

り k値がほ ぼ一定と な っ たと推察 さ れ る 。

こ の よ う に 、 C E P含有 リ ボ ソーム は そ の膜透過性 を 調製 方 法 で制御 で き る 可 能性が考

え ら れ る 。 ま た 、 C E P 含有 リ ボ ソ ー ム の粒子径 は MLVで は粒子径が 2 0 0nm 以上 に な る

の に 対 し て 、 SUVで は 平均粒 子径が 5 0---10 0 nm 程度で、 あ る 。 大 き な 粒子 径 の リ ボ ソー

ム は 、 粂物迩搬体と し て の 効率 は 優 れ て い る が 、 細 網 内 皮系 に 捕獲 さ れ や す い こ とが知

ら れ て い る 。 従 っ て 、 C E P 含有 リ ボ ソ ー ム を 薬 物 運搬体と す る 場 合 、 標 的臓 器が細 網 内

皮系の細胞 が多 い組織で あ る か否か に よ っ て MLVとSUV を 使 い 分 け る ことが必要 で あ る 。

さ ら に 、 調製 方法 を 変 え る ことで 薬 物放出 速度 を 制御 し て 本 製剤 の 有 用 性 を 増 す 可 能性

も 考え ら れ る 。
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第2章 CEP含有 リポ ソ ー ム による抗体産生の増強

第1節 抗原特異的IgM抗体産生におよぽす影響

1 . 緒言

決)f )J所Ijや'1:.集成分の'11には、 インターフエロン誘起作用やT細胞活性化因子、 腫蕩

J��t [^-! f-比L 1-促進作JI]、ネ，11休第二経路前'性作斤!など免疫系に対する多彩な活性を有する

もののあることが女11られている27-33)。 植物性アルカロイドであるセファランチンも

早くから免疫賦前作川のあることが報告され、 抗体産生の促進34，35)が認められているo

mイ1:は免疫リンパ機能のj以前36)や i mm u nopote ntiator としての役割37)が注目され臨

床で使川されている。 一方、 リボソームは循環血中から除去されやすく、 その性質を利

川して免役jL7与を量的に地強したり質的に変化させたりする試みもなされている38)。

本市では、 これらの性質を考慮してリポソーム にCEPを含有させることにより、 抗体

産IJ.をJ�1強せる得るかT!?か検討した。

2. 実験材料と方法

2 - 1 . 試料および試薬

CEPの原末は化研生 薬 社 より提供を受け、 抗原として用いた23価肺炎球菌爽膜多糖は

万布製粂11.製をJI1いた。 また卵黄L.α-フォスファチジルコリン(PC)は日本油脂の製

11llをJljいたυ コレステロール(Chol)は和光純薬の特級品をJnいた。 洗浄液、 基質液お

よ び緩衝液に川いた T wee n 2 0 、 N a 2C03は和 光純薬社製特級品を 用い、 ジエタノール

アミン、NaHC03， NaN3、 NaC I、 KII2P04、 トla21IP04は且|三11二化学社製特級品を用いた。

2 - 2 .実験動物

近交系マウスのJAHd't B A L B / c C r S 1 c ( 7 - 8週令)をShizuoka Laboratory A nimal Ce nter 

から購 入し、 ノk及び標準回形飼料を向 山 に-tH取さ せ 実験に供した。
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2 - 3 . リポソームの調製

12.5 mM PC / 3.5mM Cholのクロロホルム/メタノール(9:1)溶液1mlにCEPを溶解し

たの 溶媒をもを素気流下で情去、 ガラス墜に生じたJni質薄)撲を減圧下で一晩乾燥した。 こ

れにPBS緩{!f!j 71包(pfI7.4)lmlを加えた後、 Vortexミキサーで30秒撹俳、 続いて30秒静置す

るJ引'1:を101111繰り返しリボソーム(MLV)懸濁液を調製した。 この懸i樹液を氷浴条件

卜でゾローゾiliソニケーター (Ultr asonic Disruptor，TOMY SEIKO社， Model UR- 200P型)

を川いて45分間趨背波処理を行い単層リボソーム(SUV)を調製した。 サイズを均一化す

る場介には、 必泣心機(日立、 55p. 72 1�)を川い 100，000 X g、 20分間遠心分離し24)、

そのI 1，Ijをはll�しスモールサイズの単層リボソーム(SUV)とした。 調製したリボソー

ム懸濁決は動的光散乱仏-によるレーザー粒径解析システム(大塚電子、 LPA- 3100/3000 

?J� )を川いて附析し、 250Cでの平均粒子作を算出した。 CE Pを含まないPC ICholモル比

7:2での7均粒f径は、 SUVで 60 nm 、 MLVで1644 nmであった。

2 - 4 . 免疫方法
tAJ点およびCEP含有リボソームを近交系マウスである BALB/cCr SIc (雄性、 7-8週

令)の腹燃|付にそれぞれ 200μi投与した。 抗原の投与後、 5 --14日後に尾静脈より採

血し免疫lfn消を得た。

2 - 5 . 抗原特異的19M抗体量の測定 39)

96火マイクロプレ ート(F'alco n391 2) の各wel l にコーテイング用緩衝液(0.05M

carbonate-bic arbonate i夜、 pH 9.6 )で 10μg/mlに調製した抗原溶液150μlを加え、

4 oc で 一 晩インキュベートした。 こ れをEしIS A 川 フプ。レ一卜 ウ オオ- ツシヤ一(ωSI t-しab

Ins仙tr川-u山l川!η附1

したf後変、 1% BSAを合むコーティング緩衝液 150 μiを加え、 40Cで一晩インキュベー

卜した。 ほ取し たI(ll消は洗浄液で、2倍希釈列に剥製した。 このように希釈した血清サン

プルをitL似コーテイングを行った96穴プレートに 100 μiずつ分注し、 40Cで一晩イン

キ斗べ一卜した。 その後、 プレートを洗符1液で5問洗浄し、 さらに洗浄液で1000倍に

希釈したアルカリプオスファターゼ標識抗マウス μ-chainspecific IgM特異的IgG(シ

グマ札No.A.7784) 100μl を各wellに分注し、 370Cで1時間インキュベー卜した。 こ

れを5 rl可洗浄後、 2.7 1川vf P 'nitrophenyl phosphate基質溶液(10% dieth anolamine)を

100 μl添加し、 室胤で、30分間反応させた。 反応後、 酵素抗体法リーダー(Biorad社，

10 
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M od el4 5 0 型)を川いて4 0 5 nm の吸光度を測定した。また、 既知量のマウス IgM ( 

Intercell Technologes、 INC 社製)を用 いた検 量 線より血11背中のIgM量を算 出した。なお、

この測定系はマウスTgMに対する特異抗体と酵素による反応を利用しているため、 選択

悦が高く検，'1'，感度にも優れており測定限界は20 pg/mlであった。 Chart 1. にCEP含有

リポソ一人による特異抗体の測定方法の概要を示す。

�六 i ゆp. 一モ斗4 セりフア汚ラン万チン冷含舗有削リ州ポ約ιソト一
どιι￡ド片/ 一E斗申� f，抗加抑服え幻緋服!原原寿京、(伊Pn … C … I Poly s a ccha ride ) 

マウス(Ba剖Ib/c，♂，7----8週令)

血用木円山〉

1) 

Lとl

抗師、特異的抗体産生の定量( ElISAの変渋)

F アルカリフォスフアターゼ市議した
抗マウスIgM特異的IgG

人 抗体(血清)

2) � 

h人人hlfillコm…(…
乙�抗原

Cbart 1. CEP含有リボソームによる特異抗体の産生増強の測定法
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3 . 実験結果

3 - 1 . 抗原投与量と抗体産生挙動

CE P を 2 mg 含 有 する リ ボ ソー ム を 投与 し た 場 合と投与 し な い 場 合 そ れぞ、れ に 於 い て 、

抗原量 を マ ウ ス 当 た り 0 . 0 1μ g か ら 0 . 5 μ g ま で 変化 さ せ た 際 の 抗体産生 を Fi g. 6 に 示

す 。 C E P 含 有リ ボ ソ ー ム を 投与 し な い コ ン ト ロ ー ル で は (・) 、 抗原 量 0. 2 μ gで、最大の

抗体産生 が み ら れた が 、 抗原 が 0. 5 μ g で、 は 抗体産生 は 低下 し 阻害がみ ら れた 。 これ に 対

しCEP 2 mg を 含有 す る M LV を 抗原 と同時 に 投与 す る と (0) 、 IgM 産生 が増 強 さ れた 。

このこ と か ら C E P 含有 リ ボ ソーム は 抗原 の み の投与 に 較 べ 、 い ず れ の 抗原 量 で も IgM 抗

体産生 を 高 め 、 ア ジ ュ パ ン ト 効 果 を 有す る ことが考え ら れた 。 以後 の 実験 で は 臨床 に お

ける ヒ ト で の 投与 量 を 参 考 に し て 、 抗原量 と し て は 低用 量 の 0 . 0 5 μ g に 設定 し た 。

0.6 
Control ...-、

E -0 - MLV(CEP=2mg) 

言。4
2 
0") 

ε 
コ0.2)..... 
ω 

(f) 

。。 0.2 0.4 

Ag(μglmouse) 

一寸

0.6 

Fig.6. Effects of antigen dose on the primary 
Immune response In mlce 

Various doses of antigen with ( 0 )or without (・) 2 mg 
CEP contained i n  M LV were i njected i .p . to BALB/C mice 
An imals were bled on day 5 and plasma was obtained 
The specific IgM ant i body in plasma was measured by 
ELlSA. Data in the figure represent the mean :t SD of 3 
打llce
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と抗体産生リポソーム投与3 - 2 . 

リ ボ ソー ム 量 を 変化 さ せ た 際 の 結CEP含有 リ ボ ソー ム に よ る 抗体産生増 強 に お い て 、

リ ボ ソー ム 量 は PC量 で表 し て0 . 4 mg 含有す る suvを 用い 、Fig .7 に示す 。 C E P を果を
近傍 で抗体産生が最 も 高 く な る ことが判 っ た 。

3 - 5. よ り 以降 の 実験 で は P C は 2 mg と一定 に な る よ うに し た 。

(一
ε
\∞
3
2
2
εコ」ωω

mg に し て2P C  

0.05 

。
。

0.1 

こ の 結 果 か ら 、あ る 。

4 2 
PC (mg/mouse) 

Fig 7Effect of PC in CEp.containin g Liposomes on the pmary 
Immune Response 
Variouミdoses of pc contained in suv with antigen (0 05μg ) and SUV 

Malmng 0.4mg of CEP were injected ip.1O BALB/C mice. 
Animals were bled on Day73fier injeClion，ar1d specific19M antibody was 

red by ELlSA. Each point represents thE! mean士SD 013 mice. 
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3 - 3 . リポソ ー ム 中のコレステロ ー ル量と抗体産生

コレス テ ロ ー ル(C h o l ) は リ ボ ソーム 膜 を 安 定化 し リ ボ ソ ー ム のパ リ ヤ一能 を 向上 さ せ

る 働き があ る 。 そ こ で 、 C h o l 量 を 変化 さ せ た 場 合 の C E P 含有 リ ボ ソ ー ム に よ る 抗体産生

への 影響 に つ い て 検討 を 加 え た 。 CEPO. 4 m g を 含有 す る MLV に つ い て 、 P C/ C h o l の 組 成

比を変化 さ せた際の 抗体産生 挙動 の結果 を F ig . 8 に 示 す 。 マ ウス一匹当 た り の 投与量 に

して Ch o l が 5 . 4 μ m o l es の 時 に IgM 抗体産生 が高 く な り 、 PC/Ch o l モ ル 比 で、7 : 3付近の

組成がア ジ ュ パ ン ト 効 果 発現 に 有利 で あ る と推定 さ れ た 。

E 、、、ロ1
3 
2 ロ3

0.15 

0.1 

E 0.05 
コ
ω (J) 

0 
o 2 4 6 8 10 

Chol(μmol) 

Fig 8Effect of increasing concentrations 。f Cho! in 
CEP-containing liposomes on the primary 
response with antigen in mlce 

Antigen of 0.05 μg and MLV containing 0 4 mg of CEP were 
injected i.p. to BAしB/C mice. Animals were bled on day 5 after 
injection ， and specific lgM antibody was measured じY ELlSA 
05ta in the figure repments the mean±SD of 3mlce 
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3 - 4 . MLV中 のCEP含量と抗体産生

CE P含量 を 変 え た 場合 の 効 果 に つ い て 検討 し た (Fig. 9 ) 0 C E P 量 が 0 . 2 mg か ら 有 意 な

抗体産生 の 増大 が 見 ら れ 、 2 m g で ほ ぼ最 大と な り ， 投与量 が 6 mg に な ると逆 に 減少

傾向が認め ら れ た 。 C E P 量 が 2 m g 近傍 ま で、C E P の 含有 量 に 依存的な 抗体産生 の 増 大が

認 め ら れ た の で 、 以後 の 実験で は C E P の 投与量 を 2 m g 以下 に 設定 し た 。

0.2 

一--、、

E 

h s E 

ロヲ
E 0.1 

U
Lω コ-3 

。
。 2 4 6 

CEP(mg/mouse) 

Fig.9. Effects of increasing concentrations of CEP in 
MLV on the primary immune response in mice 

Mice were injected i.p. with 0.05μ9 of antigen and various 
amounts of CEP contained in ML V. Animals were bled on day 
5 after injection， a nd specific IgM a n tibody was measured by 
ELlSA. Data in the figure represent the me a n  :土SD of 3 mice 

. Singnifleantly different from CEP of control value (P<0 05) 

.Singnlficantly different from CEP of control|value (P<0.01) 
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3 - 5 . CEP含有MLV投与時の抗体産生とその経時変化

に 示F i g.1 0  CEP を 含 ま な い MLVと含有 さ せ た MLV を 投与 し た 際 の 抗体産生 の 結 果 を

1 4 日 と経時 的 にを 0 . 2 mg あ る い は 2 m g と し 、 投 与 後 7 日 、 1 0 日 、す。 C E P の 投与

採 血 し て 測 定 し た 。 C E P 溶 液 で は投与量 を 増加 さ せ て も 有 意 なIgM の 抗体 産生 の 増加 は

し か し 、 C E P を MLV に 含有 さ せ た 場 合 は IgM の 抗体 産(Fi g . 1 0 A ) 。認め ら れ な か っ た

これ ら は コ ン ト ロール の 抗原 の み や C E P を 含有 し な いに 依存 し て 増 大 し た 。生は C E Pj

(Fig.l 0B ) 。 ま た 、 投与後 1 4脂質 の み(空 の リ ボ ソー ム ) の 場 合と比 較 し て 有 意 で、 あ っ た

の場合、 7 日 目 や 1 0 日目 に 比 し て 抗体産生 が低下 す る 傾

** B 
0.15 

0.1 

0.05 

m g  C E P量 が 2

向が認 め ら れ た 。

A 
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3 -6. リポソームの形態を変化させた場合の抗体産生挙動

CEPを 0 . 2 m g あ る い は 2 mg 含有 す る MLV やSUVを抗原 とと も に マ ウ ス に 投与 した。

投与後 5 日目、 7日目、 9 日 目 に 採血 し て 経時的 な 抗体 産生を比 較 し た ( F i g .ll ) 0 C E P  

含有 リ ボ ソー ムを投 与 した場 合 、 MLV で も SUV で も 抗体産生 は C E P の 用 量 に 依存 し て 増

加 した。 し か し 、 投 与 後 5 日 7 日 目 、 9 日 目 の い ず れの 点 で も MLV の 方 がSUV に 較べ

高い 傾向が 認 められた 。 す な わ ち 、 C E P含有 リ ボ ソー ム に よ る 抗体産生 の 増 強 に お い て

は 、 MLVの 方 がSUV よ り 優 れ て い る と考 え ら れた 。

E 
、、0') 
� 

0.2 

三0.1
ε 
コ
ω 
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。

0.2 day 7 
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山i 。 j 1: i'; 
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。 0.2 2 
女女

P<O.Oi vs control 
Mean:t SD(n= 4 ) 

Fig. 11. Effects of ty pe of CEP-containing SUV and MLV on primary 
Immune response In mlce 
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4 . 考 察

マウスにおける肺炎球関爽JJ英多糖に対する特異抗体の産生噌強が、 CEP含有リボソー

ム で 認め ら れた 。 特 にMLVではその効果が顕著であった。 一方、 CEP溶液や空のリボソ

一人投')-で、は抗体j室生の榊強はほとんど見られなかった。 高橋金浦等はCEPは抗原刺激

によりBリンパ球から分化した形質細胞に働き抗体産生を促進したと述べている40)。 今

!1l1の結果は、 実験条件の速いもありCEP溶液には抗体産生促進作用は見られなかったが、

CEP合布リボソームに認められた顕著な抗体産生の増強にも問機な機序が考えられる。

ー - )j、 '1 :休|付で、異物処理にあたるマクロファージはT細胞への抗原提供細胞として機

能したりサイトカイン(interleukin-lなど)の放出を介しリンパ球機能を制御する他、

細胞竹免疫におけるエフエクターとして機能することが知られている41)。 志村圭志郎等

はCEPをマウス腹腔!付に投与したところ腹腔マクロファージが活性化されたと報告して

いるt12)。 またflf，j親煤れで、陽↑:'1:に荷電しているCEPはホスフアチジルセリン(PS)と強く

紡令することが報告されており、 マクロファージを活性化しinterleu ki n - - 2産生能の高い

ヘルパ-T細胞のThl での免疫反応を増強するとも言われている7，12，43)。 本研究のリポ

ソ一人に合有されたCEPも、 生体膜のPSと結合してマクロファージを活性化したとも考

えられる。 このようにCEPによる抗体産生にはBリンパ球の他、 マクロファージも関与

し免疫調節作川を発印した可能性がある。 リボソームは、 一般に細網内系細胞に取り込

まれやすく、 マクロファージに取り込まれやすいことが知られている。 本実験で、 CEP

溶液に抗体定作j円強効果が認められず、 リ ポソームに含有させて始めてその作用が認め

られたこと は、 CEP合イTリボソームとマクロファージの相互作用が抗体産生の増強に重

要な役割を担っていることを示唆している。 また、 CEP含有MLVはSUVより強く抗体産

止を地強する傾向が見られた。 マクロファージ、系細胞は一枚膜のSUVなどよりMLVをよ

り多く食食する4 tI 4 G)との報告もあり、 このことも上記の推論を支持しているo CEP含

布リボソームがマクロファージに及ぼす影響については、 第4章でさらに詳細に検討を

加えたい。
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第 2 節 脂湾性陰性荷電物質共存下における CEP含有 リポソームの特異抗体産生

1 . 緒言

リ ボ ソ ー ム は 細胞 形 質膜と近接・ 接触 す ると、 リ ン脂 質 の 交換 が起 こる こと が知 ら れ

て い る 47}0 C E P は陽性荷 電物 質 で あ り 48)、 細胞膜 中 の 陰性荷 電 を 持つ酸性 リ ン 脂 質との

相互作用 に つ い て は検討 し て お く 必要があ る 。 ま た 、 リ ボ ソーム 中 の 荷 電脂 質 の組成 は

抗体産生 能 49}やマ ク ロ フ ァー ジへ の取 り 込 み に 影響 を 与 え る と の 報告 も さ れ て い る 5 0) 。

そこ で 、 陰性 荷 電 を 持つ 、 リ ン 脂 質 ホ ス フ ァ チ ジ ン酸 ( P A) な ら びに 合 成化合 物 で あ

る ジセ チ ル ホ ス フ ェ イ ト (D C P) を 選 び 、 こ れ ら を CE P含有 リ ボ ソ ー ムに添加し た 場 合

の特異抗体産生へ の影響 に つ い て検討 を 加え 二 ・ 三 の 新知 見 を 得 た 。

2. 実験材料と方法

2 - 1 . 試料および試薬

C E P の 原 末 は 化研生 薬社 よ り 提供 を 受 け 、 抗原と し て 用 い た 2 3 価肺炎 球菌爽膜多糖 は

万 有 製薬社 製 を 用 い た 。 ま た ， 卵黄 L .α- フ ォス フ ァ チ ジ ル コ リ ン ( PC) は 日 本油 脂 の

製品 を 用 い た 。 脂 溶性荷 電物 質 で ある L .α - フ ォ ス フ ァ チ ジ ン 酸 ( P A) と ジ セ チ ル リ ン

酸( DC P) 、 ヤ ギ 由来 の ア ル カ リ フ ォス フ ア タ ーゼ標識抗マ ウ ス μ -鎖特 異 的 IgG抗体 、

およ び ウ シ血清 ア ルブミ ン (BSA; F rac t i o n  V ) は シグマ社 ( ア メ リ カ )製 を 使用 し た 。 抗体

旦の 検量線作 成 に は I n te rce l l Tech n o l oges 社(ア メ リ カ )か ら 購入 し た マ ウ ス IgM を 用 い た 。

Tw een 2 0や Na2 C 03 、 ジ エ タ ノ ー ル アミ ン 、 トl a HC03 、 Na N3 、 NaC l 、 K H2 P 04 、 トl a2 H P04

は 和 光 純 薬 の特級品 あ る い は 半井化 学 の特 級品を 用 い た .

2 - 2 . 実験動物

近交系マ ウ ス の 雄性 B A L B/c C r  ( 7  - 8 週令) を Sh i z u oka Labo ratory A ni m a l  Cen te r か

ら 購 入し、 水 及び標準図形飼料を自 由 に摂取させ実験に供した。

2 - 3 . リポソームの調製

1 2 . 5 111 Ì\ [ P C / 3. 5 m Ìv[ C h 0 l (モ ル比7 : 2 ) の ク ロ ロ ホ ルム/ メ タ ノ ー ル (容積比 9 :

1)決液1mlにCEP 2 mgおよびPAあるいはDCPを種々のモjレ比で添加した。そして、種々
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の リ ボ ソ ー ム を 前章 の 方法 に 準じて 調製 し 実験 に 供 し た 。

2 - 4 . 免疫方法

抗原 および守重 々 の リ ボ ソ ー ム を 近交系マウ ス で あ る BALB/c Cr (雄性、 7 - 8週令)

腹腔内 に そ れ ぞれ 2 0 0 μ l 投与 し た 。 抗原 の 投与 後5 日 目 あ る い は 7 日 日 に 尾静脈よ り 採

血 し 血清 を 得 た 。 ま た C E P を リ ボ ソー ム に 含 ま せずに投与 (投与量 0 . 4 m g及 び2 m g) し

た 場 合 と 荷電物質 を 含 ま な い空の MLV を 抗原 と 共 に 投与 す る 実験 も 行 っ た 。 C E P による

抗体 産生能 の 変 化は試験実施時期の違い により 多少の 変 動 が見 られたので、 デ ー タの比

較は 同 時期 に 行 っ た も の の み の間で行 っ た 。 同 じ条件で繰 り 返 し 実験を行 う こ と によ り

データの信頼't't を 確認 し た 。 統計処理 に は Studen t の t- 検定法 を 用 い た.

2 - 5 . 抗原特異的 19M抗体量の測定

前 章 に 記述 し た 万法 に 従 い 、 既知量 の マウ ス Igþl，[ を 用 い た 検量線 を 利用 し て 血 清中の

抗原特異 的 IgM 量 を 算 出 し た 。
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3 . 実験結果

物質含有 リポソームと抗体産生挙動3 - 1 . 脂溶性陰性

CE P含有suvにP A を 添加 し た 場合 の 抗体産生に及 ぼ す 影響につ い て 、 C EP を 含 ま な い

場合 と 比 較検討 し た (F i g . 1 2 )  0 P A の 添加に よ り 抗体産生 の 著明 な 減少が 認 め ら れ た が、

D C P のCEPが存在す る と PAで減少 し た 抗体 産生 を 回復 さ せ る 傾向の あ る こ と が判 っ た 。

影響につ い て 、 S U Vお よ びM LV を 用 い て 検討 し た 結 果 を F ig. 1 3 お よ び 1 4に示 す 。 suv、

一 方 、D C P は 濃度依存的に抗体 産 生 を 減少 さ せ た 。い ず れを用 い た 場 合 で も 、ML V 、

DC P に よ る 抗 体 産生 の減少が 回復・ 増 強 さ れ る こ と が示 さ れさ せ た 場 合 は 、CE Pをふ

C EP 同 じ条件 で 比 較す る と 、

11 

P A あ る い は D C Pが存在 し て い る 場 合 で も 、

「寸

抗体 の 産生を増 強す る こ と が判明 し た 。

0.2 (一
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2
ε
コ』
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た 。 す な わ ち

は特

0.29 

PA ( mol/mol PIC ) 
Fig. 12 Effects of PA in SUV on the primary 

Immune response In mlce 

0. 1 4  0 
(Control) 

。

Antigen (0.05μg) and liposome were injected i.p. to BALB化mice.
Animals were bled on Oay 7 after injection， and specific IgM antibody 
was measured by ELlSA. Each value represents the mean :i: SO of 3 
mice. Various doses of PA contained in SUV (without CEP) were 
injected with antigen. 
仁] : Empty SUV (as a control) 仁] : SUV liposomes composed of PA 
匿萄: CEP-containing SUV liposomes composed of PA. 
• Significantly dif ferent from control (p<0.05) 

日Significantly dit1erent from control (pぐ0.01 ) 
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F i g .  1 3  Effects of D C P  i n  SUV o n  t h e  P r i m arv 

，ーー‘、

I m m u ne Res p o n se i n  m i ce 
-

Antig en (0 .05 μg )  a n d  l i po some were injected i . p . t o  B ALB/c mice 
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mice . Various doses of OCP contained ín S U V  (w代ho凶 C E P) were 
i njected with a nt igen. 己 : Empty S U V  (as a co附01) 口 : S U V  l i po somes ∞mposed of OC P .  
陸封 : C E P-conta in ing S U V  l iposomes ∞mposed of OC P. 
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日 Sig nificantly different from control (p<O .0 1 ) 
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22 



4 . 考 察

CE P の 免疫 賦 活作用 を 高 め る こ と を 目 的 と し て 、 C E P を リ ボ ソ ー ムに含有 さ せ 、 そ の

性 質お よ び効 果 に つ い て 検討 し て き た 。 そ の 結 果 、 前 章 で記述 し た よ う に C E P 含有 リ ボ

ソ ー ム がマ ウ ス で、 IgM 特 異抗 体 産生 を 増 強 す る こ と を 見 出 し た 。 本 章 で は 、 脂 溶性 陰性

荷 電物 質 の 存在 下 に お け る 抗体 産生への 影響につ い て 検討 を 加 え た 。

リ ボ ソ ー ム に 脂 溶性荷 電物 質 P A やD CP を 添加す る こ と に よ っ て 抗体 産生 は減少す る 傾

向 が認め ら れ た 。 一般に リ ボ ソ ー ム は 常在性 の マ ク ロ フ ァ ー ジに取 り 込 ま れ る が、 正 電

荷の リ ン 脂 質 を 組 成 と し て 持つ場合 に は 、 中 性 や 負 電荷 の リ ボ ソ ー ム と 比べ る と 細胞 と

の 相 互作 用が強 い と 言 わ れ て い る 5 1 ) 。 逆に、 リ ボ ソ ー ム の 負 電荷 は マ ク ロ フ ァ ー ジ へ

の 補 体依存 的 な 取 り 込 み を 抑制 す る と い う W assef ら 5 2 ) の 報告 も あ る 。 こ れ ら を 考慮

す る と 本実験系 で は PA や D CP の 負 荷 電 を 有 す る 物 質 は リ ボ ソ ー ム の マ ク ロ フ ァ ー ジへ の

取 り 込 み を 抑制 し 、 IgM 抗体 産生 を 問害 し た の で は な い か と も 推 測 で き る が、 P A やD C P

が直接 的 に 抗休 産生 に 関 わ る 細 胞 に 阻害 的に働 い た 可 能性 も 否 定 で き な い 。 一 方 、 C E P

を 含有 さ せ て 投与 し た 場 合には 、 P A や D C P に よ る 抗体 産生 の 抑制 を 阻害 ・ 回復す る 作用

の あ る こ と が 認 め ら れ た 。 す な わち 、 こ の よ う な 抗体 産生 の 抑制 因 子が存在す る 場 合に

も 、 CE P含有 リ ポ ソ ー ム は 抗体 産生 の 増 強 因 子 と し て 機能 す る 可 能性が示 さ れた 。
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第 3 章 C EP 含有 リポ ソ ー ムの体 内動態と組 織 分布

1 . 緒 言
セ フ ァ ラ ン チ ン は 制癌剤投与 や放射線照 射 時 の 副作 用 で、 あ る 免疫機能低下状態 ( 白 血

球減少症 ) に幅広 く 臨 床 利用 さ れて い る 。 し か し 、 そ の 主成分で あ る C EP の 薬物動態に

関 す る 報告 は 僅 か で あ り 、 C EP を 含有 さ せ た リ ボ ソ ー ム の 体 内 分布に関 す る 報告 は な い 。

薬物 運搬体と し て 用 い る リ ボ ソ ー ム の 体 内 動態 は 、 リ ボ ソ ー ム の 組成 や荷 電 、 サ イ ズ

投与方 法に よ っ て 変化 し 、 細網内 皮系細胞に富 む 肝臓 や 牌臓 、 肺に高 い 停 滞 率 を 示 す 5 3 ) 。

CEP を 含有 し た リ ボ ソ ー ム を 腹腔 内 投与 し た 際 の 体 内 動態 の 解析 は 標 的 と 考 え ら れ る 臓

器 (脚-臓 ) へ の 到 達性 と C EP の も つ 免疫 調節作用 の 関 連 を 考 え る 上 で重 要 で あ る 。

2 .  実験材料と方法

2 - 1 . 試料お よび試薬

C E P の 原 末 は 化研生薬社 よ り 提供 を 受 け 、 抗原 と し て 用 い た 2 3 価肺炎球菌爽膜多糖 は

万有製薬社 製 を 用 い た 。 ま た 、 卵 黄 L - α - フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン ( P C ) は 日 本油脂の

製品 を 用 い た 。 そ の 他 の 試薬 は 和 光純薬 ま た は 半井化学 の 特級 品 を 使用 し た 。

2 - 2 . 実験動物

近交系 の 雄 性c1 d y マ ウ ス ( 8 週令) を S h i z u oka Laboratory A nim a l  Cen te r か ら 購 入 し 、

水 及 び標準 図 形飼 料 を 自 由に摂取 さ せ 、 実験に供 し た 。

2 - 3 . リポ ソ ー ムの調製

前 述 し た 方 法に準 じて C EP 含有 リ ボ ソ ー ム を 調 製 し た 。 調 製 し た リ ボ ソ ー ム は ， 動 的

光散乱 法に よ る レ ー ザ ー 粒径解析 シ ス テ ム (大塚電 子 ， L P A - 3 1 0 0/ 3 0 0 0 型 ) を 用 い て

2 5 0C で解析 し て 平均粒 子 径 を 算 出 し た 。 な お 、 PC/C h o l の モ ル 比 7 : 2 の 場合には 平均粒

子 径 は S U V で 6 0 n m 、 M L V で 1 . 6 μ m で あ っ た 。

2 - 4 . 薬物 投 与

マ ウ スにC E P 溶 液 も し く は C E P 含有 M L Vの 懸 濁 液 2 0 0 μ l を 腹腔 内に投与 し た 。 経 時

的 に 照 静脈 よ り 約 2 0 0 μ l 採血l し た 。 投与後 2 、 1 2 、 1 2 0 時 間 で マ ウ ス を エ ー テ ル麻酔

下 で屠 殺 し )J 1 - 1肢 と 牌 臓 、 )即 を 摘 出 し 分析に供 す る ま で - 3 5 0C で保存 し た 。
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2 - 5 . 血 媛 中 及び組 織 中 CEP 濃 度の測定

J(n 紫 r J J CEP はC har t 2 に示 すよ う に、 J(JL紫 0 .2 mlをBond Elu t  C2  column ( l ml， GL 

サ イ エ ンス) を通してjltl 山 操 作を行った後、 H PL C 試料とした5 4 ) 。一 方、 組織 中 C EPに

つ いても C h ar t 2 に示 すように酸による除蛋 白と有 機溶媒による分配法を用いた抽 出 操

作 を 行い、 H PL C 試料とした。H PLC 装 置 は L C - 6 A D ( 烏 津 ) を用い、 2 15 nm の吸光度

を U V detec tor ( S PD - 10 A ， 烏 津 )で測定した。カ ラムには、 Diol-020 1 - R column ( 2 00 X 

4 rnm i . d . ; pore s i ze 5 μ m )  ( セ ン シ ュ ー 科学 ) を、 移 動 相として血 紫 サ ン プ ルにはア セ

ト ニ ト リ ルとリ ン 酸緩 衝 液 (pH 2 .4 )の混合液 ( 4 : 1 ) を、 ま た組織サン プ ルには ア セ

ト ニ ト リ ルとリ ン 酸緩 衝 液 ( pH 3. 9) の混合液 ( 5 : 1 ) を用いた。流速は 2 ml/mi n と

し た 。 マ ウ ス r(n 紫 200 μ l に CEP 標 準 物 質を加 えた場合のHPL C 解析より 算 出した ピ ー

ク 而 積 ・ 濃 度比をもとに検量線を作 成した。 ま た、 CEPを投与していない マ ウスから摘

山 した各 組 織に 0 . 14 N H C し を 加え ホ モ ジ ナ イ ズした溶液にCEPを加 えて作 成した検量

線 を 川いてサ ン プ ル 小のCEPを定量した。定 量 限界は血禁 中 CEPの場合には約2 ng/ml 、

組織 r ! l CEPでは 0 .1 μ g/g ti ss ue であった。

P l asma 

�ond EI叫2 co lum 
t W訓ed wi th  water 

t EI附 with methanol  

↓ Evaporated t o  dryness b川 st

J Disso|叫n acet川el
phosphate  buffer 

HPLC 

Tissue 

J 町山d in 0 . 1 4N HCL 
Centr i fugecl (2300 r p m  for 1 0  m i n  ) 

SUP. 
t Added Hexan 

t C 引例州州!廿制r川ifl叩d叩 (230∞o r 川or 1 0  min ) 

Aq. phase 
• Added N H 40H/water  

t C 引朋例州1叶巾1廿州r
Filtrate 
t Evaporated to dryn ess by N2 stream 

t Dissolv州n acet州仰向s向te buffer 

HPLC 

C h a rt 2. Extract i o n  p roce d u res 1:o r  C E P  

25 



2 - 6 . 封 入 率の測定

調 製 し た C E P 含有 リ ボ ソ ー ム 懸 濁 液 な ら びに リ ボ ソ ー ム を 遠心分離 し て free の C E P を

除 い た C E P含有 リ ボ ソ ー ムにつ い て 、 そ れ ぞれCE P を 抽 出 し て HP LC で 定量 し た 。 そ の 結

果 、 C E P の 封 入 率 は 9 4 . 6 % で あ っ た 。

2 - 7 . デ ー タ 解 析

CE P 投与 後 の 血祭 中 濃度及 び組織 中 濃度 デー タ か ら モ ー メ ン ト 法 5 5 ) に よ り モ デ ルに

依存 し な い パ ラ メ ー タ と し て 最 高血 中 濃度(C m ax)、 C m a xに到 達す る 時 間 (Tm ax)、 血禁 中

濃度終末 部分にお け る 生 体 内 半減期 ( t 1 / 2 ) 、 濃 度 曲 線下面積(A U C )、 分布 容積(V dss) 、 平

均滞留 時 間 (MRT) を 求 め た 。 A UC と M R T は 投与 1 2 0 時 間 ま で の デ ー タ を も と に算 出 し た

5G ) 。 ま た 、 組織移 行性 の 指標 と な る K p値 は 、 K p=A UCt i ss u e/ A U Cp l as m a  と し て 算 出

し た 。

3 . 実 験 結 果

3 - 1 . C E P の 血 祭 中 動 態

2 mg の C E P を 溶 液 あ る い は M L V や SU Vに含有 さ せ て 、 マ ウ ス 腹腔 内に投与 し た 場 合

の血禁 中 C E P の 濃 度推 移 を F i g. 1 5 に、 ま た 動態 パ ラ メ ー タ を Tab l e . 1 に示 す 。 C E P を

溶 液 と し て 投与 し た 際 の T m ax と C m ax は 約 1 . 0 h r と 3 3 3 ng/m l で 、 腹腔 か ら の C E P

の吸収が 速 く 消 失 も 比 較 的 速 や か で あ る こ と が認 め ら れ た 。 投 与後 1 2 0 時 間 ま で の デー

タ を も と にモ ー メ ン ト 法に よ り 算 出 し た MR Tには 、 大 き な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 し か

し 、 リ ボ ソ ー ム に 含有 さ せ投与 し た 場合 は 、 C E P 溶 液に比べA U CO � 1 2 0 が 3 ---- 4 倍 高 く 、

t 1 / 2 は が) 2 併に延 長 し て い た 。 ま た 、 C E P を リ ボ ソ ー ムに含有 さ せ て 投与 し た 場合に

は 、 投与後 卜 分 時 間 がた っ た 後 も 高 い濃 度 を 維持 し て お り 持続性 の あ る こ と が示 唆 さ れ

た 。 ま た 、 ìvl L V お よ びS U V の C m ax は 7 1 8 ng/ m l で 、 溶液 と し て 投与 し た 場合に比 し

高 い 値を示 し た 。 こ れ らの こ と か ら 、 CEPを リ ボ ソ ー ム に 含有 さ せ る と 、 CEPの生物 学

的 利 Jll 能 が大 仰 に 上 昇 し 、 かつ l(n 中CEP濃 度 が高 く 維 持 さ れ る こ と が判 明 し た 。
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恒e‘ω ￡国c -d 3 400 
亡。
υ 200 

。
。 12 ダ 1J。24 
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Fig . 1 5  P l asma concentrati on profi le of CEP ( 2 mglbody ) after 
intra peritonea l  a dministration in solution or liposomes 

T a b l e I P h a r m a c o k i n et i c  p a r a m et e r s  0 1  C E P i n  p l a s m a  a ft e r  

i n t r a p e r i t o n e a l  i n j ect i o n i n s o l u t i o n  o r  l i p o s o mes 

Param eter  

T max ( h r) 

Cmax ( ng /m l ) 

t 1 /2 ( h r) 

AUCO_ 1 20 ( n g/m l  . h r) 

MRT 0- 1 20 ( h r ) 

Vd s s  / F ( m l /bod y) 

C �ot / F ( m l lh r/body) 

S o l u t i o n  

1 . 0 

3 3 3  

68 . 2 

1 4 0 3 8  

50 . 4 

1 0 1 1 2 

92 . 2 

S U V M LV 

2 . 0 24 . 0 

7 1 8 7 1 8 

1 4 2 . 2 1 07 . 3 

4 7 4 6 7  63 5 1 0 

5 5 . 8 52 . 0 

3 90 6  2 6 4 2  

1 9 . 4 1 7 . 5 

Each para m et e r  va l u e  was ca lcu l ated f ro m  t h e  poo l ed d at a  f rom t h ree m ice . 
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3 - 2 .  CEPの組織 中 動態

CE P を 投 与 す る と 、 肝臓 や 牌 臓 、 肺に集積 し や す い と の 知 見が あ る の で 、 C EP の こ れ

ら 臓器へ の 分布につ い て 検討 を 加 え た 。 C EP 2 m g を 溶液 あ る い は ML V や S U Vに含有 さ

せ て マ ウ ス 腹腔 内 に 投与 し た 場合の 、 C EP の 組織 中 濃度推移 を Fig . 1 6 に示 す 。 十 分 時

間 の 経 っ た 1 2 0 h r 後 の 分布 を 見 る と 、 い ず れ の 場 合に も 牌臓に分布 す る C EP量が肝臓 や

肺 に 比べ て や や 高 か っ た 。 SU V と M L V の 比 較 で は 、 各組織に於 い て ML V の 方 がSU V よ

り 高 く な る 傾 向 が認 め ら れ た 。 し か し 、 溶液 で投与 し た 方が各組織へ の 分布が、 投与後

2 時 間 あ る い は 1 2 時 間にお い て は 、 M L V よ り 高 く な る 傾 向 も 認 め ら れ た 。

S p l een 
200 250 r L i v er r L u ng 200 

1 50 

nu

 

、1・'v'

 

hH

 

，，a・、nu

 

q4

 

4・・

200 
1 50 

nu

 

nU

 

(町
通ミ)
門出υ

1 50 

1 00 
1 00 

50 50 50  

。 nu

 
、Ea'VE

 

』H，，E、nu

 

勺ι4・・ 2 2 1 2  1 2  1 20 ( h r) 2 
Time ( h r ) 

回 : M LV . : S U V ロ : Sol ut ion Mean :t SE(n=3) 

Flg . 1 6 . T i s s u e  con c en ration s of C E P  a ft er I n tra periton e a l  i n j e ction in sol ution o r  l i posom e 
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3 - 3 . C E P含 有 リ ポ ソ ー ム の 組 織 選 択 性

モ ー メ ン ト 法 に よ り A U C を 算 出 し た 。C E P の 各組織 に お け る 濃 度 の 時 間 的 変化 を 求 め 、

こ の よ う に し て 求 め た A UCt issu e と A U Cp l as m a の 比 で、各組織へ の 選択性 を 示 す 指標 と

そ の 結 果 、 C E P を 含 有 す る ML V あ る いな る Kp値 を ML V と SU Vで検 討 し た ( F i g. 1 7 ) 。

ま た 、 K pの 絶対 値 よ りは s u v で は 肝 臓 や 肺 に 比 べ 牌 臓へ の 選択 性 が顕 著 に 高 っ た 。

い ず れの 組織 に お い て も ML V を 用 い たML V と su v の 組 織 選択性 を 比較 し た 場 合 に は 、

方が数倍 ほ ど高 く な る こ と が判 っ た 。

S lJ V  
5 0  

o 
，.，<、 " r\. ��...，_ " 、au- dPJジ

ら〈レ ー い じパ

M LV 

O 
C九〈、 ぷ 合�e'CJ .. �、1\:::í' . \. \.<、四

ら〈々 、〉 い〉

1 2 0 
1 0 0 

6 0  
4 0  
2 0  

8 0  (m\一
ε)
a
x

Fi g . 1 7 . A p parent tissu� / p lasma coefficients 
( K p)  of CEP in lip osomes 
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4 .考 察

前 章 で は C E P を 溶液 と し て 投与す る よ り 、 リ ボ ソ ー ム に 含有 さ せ て 投与す る 方 が抗体

産 生 増 強 効 果 が優 れ て い る こ と を 示 し た 。 そ こ で 、 C E P含有 リ ボ ソ ー ム の 免疫 調 節作用

と 体 内 動 態 と の 関 係 を 検討す る た め 、 C E P の 血紫 中 濃 度推移 な ら び に 牌臓 や肝臓 、 肺へ

の組織移 行 に つ い て 検討 を 加 え た 。

C E P の 血l l lJ 動態 は 、 溶液 と し て 投与 し た 場合 と リ ボ ソ ー ム に 含有 さ せ た 場 合 で大 き く

異 な っ て い た o t 1 /2 や M RT は 溶液 に 比 べ リ ボ ソ ー ム の 場 合 の 方 が大 き く 、 血 中 滞留 性

が上 昇 し て い る こ と が示 さ れ た 。 ま た 、 血禁 中 の T max か ら 、 C E P が比 較 的 速 く 腹腔 内

か ら 吸 収 さ れ る こ と が 考 え ら れ た 。 腹 腔 内 投 与 さ れ た C E P 溶 液 の C L t  o t は 約 9 2

m l /h r/bod y で 、 マ ウ ス の 体重 を 考慮 す る と 約 3 6 8 0 m l /h r/Kg と な り 、 ヒ ト 5 4 ) の 静注

投与 の 報告 よ り 算 出 し た 約 4 8 0 0 m l / h r/Kg と 近似 し た 値 で あ っ た 。 C E P 含有 リ ボ ソ ー

ム の Vdss と CL tot を み る と CE P 溶液 よ り 3- 4 倍 ほ とツト き く な っ て い た 。 こ れ は C E P が

リ ボ ソ ー ム に 合布 さ れ た ま ま の 状 態 で腹腔 か ら 血 中 に 移 行 し た た め と 考 え ら れ る 。 A U C

を 比 較 し て み る と 、 ìv1 L V で は 溶 液投与 の 5 倍 と な り 、 T m ax は 2 4 h r と 遅 く な っ て お り 、

直接血 液 系 に 移行 し た と い う よ り は 、 リ ン パ 節 を 介す る な ど し て 間 接 的 に 血 中 に 移 行 し

た 為 と 考 え ら れ る 5 7 ) 。 溶液 と し て 投与 し た 場 合 に は 速や か に 腹膜 よ り 吸収 さ れ る 為 、

リ ポ ソ ー ム に 合有 さ せ た 場 合 に 比べ吸収が早 か っ た の で あ ろ う 。

C E P の 体 内 動 態 に つ い て は 、 牌臓 や 肺 、 肝臓 と い っ た 細 網 内 皮系 の 細胞 に 富 む 臓器内

濃度が一 般 に 高 く な る こ と が知 ら れ て い る 5 8 ) 。 そ し て C E P は 牌臓 や 骨髄 、 胸腺 、 リ ン

パ節 と い っ た 組 織の リ ン パ 球 や マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹状細胞 と 直接 接触 す る こ と に よ っ て

生体防 衛j を 補 助 す る も の と 考 え ら れ て い る 5 8 ) 。 そ こ で 、 リ ポ ソ ー ム 製 剤j の 組織移行性

の指傑 ( K p11� n を 算 山 す る な ど し て 、 来11 1 網 内 皮 系 の 細胞 に 富 む臓器へ の 組織分布 を 検討

し た 。 そ の 結 来 、 脚臓 に お け る 滞 情 性 が他 の 組織 に 比 べ 高 い 傾 向 に あ り 、 と く に ML V の

場 合 に は 顕 者 で あ る こ と が判 明 し た 。 し か し 、 溶 液 と し て 投与 し た 場 合 の 牌臓 へ の 組織

移 行 も 良 好 で あ る こ と も 判 っ た 。 C E P は 他 の組織 よ り も 標 的臓 器 で あ る 牌臓へ移行 し ゃ

す い と い え ゐ 。

-一般 に リ ボ ソ ー ム は 肝臓 や 悦臓 な どの 臓器十 に 取 り 込 ま れ易 く 、 細網 内皮 系 や マ ク ロ フ

ア 」 ジ を ど を 際 的 部位 と し た B R M の よ う な 薬 物 の 速旅休 と し て 適 し て い る 4 4 ) と い わ れ
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る 。 ま た 、 リ ボ ソ ー ム の 細 網 内 皮 系 へ の 取 り 込 み に は粒子 サ イ ズ や荷 電 、 投与量 、 脂 質

組 成 が影 響 す る と い わ れ て い る 5 9 ) 。 牌臓 で は リ ボ ソ ー ム の 取 り 込み は粒 子 サ イ ズ に 依

存す る こ と が知 ら れ て お り 、 SUV リ ボ ソ ー ム よ り ML V リ ボ ソ ー ム が取 り 込 ま れ易 い と 報

告 さ れて い る 6 0) 。 今 回 の 結 果 で は 、 SU V よ り ML V を 用 い た 方 がC E P の 牌臓 へ の 移行性

が高 か っ た こ と か ら も 、 腹腔 内 か ら リ ボ ソ ー ム の 形態 を 保 っ た ま ま 体循 環 中 に 移行 し た

可 能性が支持 さ れ る 。

C E P 含有 リ ボ ソ ー ム の 免疫調節作用 と 体内 動態 の 特性 と の 関 係 を 考察 す る こ と が重要

で あ る 。 当 初 、 牌臓へ の 移 行性の 増 大 が 抗体産生 の 増 強効 果 と 関 連 し て い る 可 能性が考

え ら れ た が 、 C E P は も と も と 細 網 内皮系 に 富 む臓 器 に 移 行 し 易 い の で 溶液 と し て 投与 し

た 場 合 に も 牌臓 へ の 選択性がか な り 高 い こ と が示 さ れ た 。 C E P を 溶液 と し た 場 合 と ML V

に 含有 さ せ た 場 合 で 、 標 的組織 と し て の 牌臓 に 残 存 す る C E P濃度 は 同 程 度 で あ る こ と か

ら 、 C E P の 抗体産 生 を 効率 的 に 増 強 す る た め に 必 ず し も 牌臓 中 C E P 濃 度 が重 要 で、 は な い

こ と が判 る 。 こ れ ら の 事 実 を 考 慮 す る と 、 リ ポ ソ ー ム を 用 い る こ と に よ る CE P の 血 中 滞

留性の 向 上 と と も に 、 C E P と リ ボ ソ ー ム の 共存 に よ っ て マ ク ロ フ ァ ー ジ や リ ン パ球 と の

反応性が質 的 に 高 く な っ た も の と 推察 さ れ る 。 し か し 、 今 回 は リ ン パ系 組織 と し て 牌臓

し か検討 し て い な い の で 、 他 の リ ン パ系 組織 と し て リ ン パ節 な ど に お け る 組織分布 な ど

が抗体産生 に 影響 を 及 ぼ し た 可 能性 に つ い て は 否 定で き な い 。
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第 4 章 C E P含 有 リ ポ ソ ー ム の マ ク ロ フ ア ー ジ 貧 食 能 に お よ ぽ す 影響

1 . 緒言
C E P  は 牌細胞 の N K活性や肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ 活性 を 増 強 す る こ と 6 1 .6 2 ) が種 々 の 実

験系 で 明 ら か に さ れ て お り 、 B i o l og i c a l respo n se m od i f i e r  (BR Ms) の ひ と つ と 考 え ら れ

て い る 。 多 く の B R Ms は 末梢 血 や牌臓 、 腹腔侵 出 細 胞 の NK活性の 増 強 と マ ク ロ フ ァ ー ジ

の細胞傷 筈 活性 を 増 強 す る こ と が知 ら れ て お り 、 C E P は 低分子 の 免疫活性化剤 で あ る ム

ラ ミ ル ペ プ チ ド と 同 様 に 補 体 を 活性化 さ せ マ ク ロ フ ァ ー ジ の 貧食能 を 上 昇 さ せ る 作用 を

も つ こ と が報告 さ れ て い る 4 3 ) 0 C E P の 免疫系 に 対 す る 作用 を 更 に 高 め る べ く 、 C E P を

ふ有 さ せ た リ ボ ソ ー ム を 試作 し 、 そ の 物理化学 的性 質 や抗体産 生 増 強 効 果 、 体 内 動 態 に

つ い て 検討 を 加 え た 結 果 を 前 章 ま で で示 し た 。 本 章 で は 、 免疫調節作 用 の ー っ と 考 え ら

れ生 体内 の 異物処理 機構 と し て も 重 要 な マ ク ロ フ ァ ー ジ の 貧食能 に 及 ぼす C E P 含有 リ ボ

ソ ー ム の 影響 に つ い て 検討 を 加 え た 。

2 . 実 験 材料 と 方 法

2 - 1 . 試料および試薬

C E P の 原 末 は 化研生薬社 よ り 提供 を 受 け 、 コ レ ス テ ロ ー ル(Ch o l ) は 、 和 光純薬 よ り

購 入 し た 。 抗原 と し て 用 い た 2 3 価肺 炎 球 菌 爽膜多糖 は 蔦 有 製 薬社 製 を 用 い た 。 ま た 、 卵

黄 L . α ・ フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン ( PC ) は 日 本油 脂 の 製 品 を 用 い た 。 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ

(rMI\1 U TEX G0 4 0  1 : 粒径 1 . 0 μ m) は 日 本合成 ゴム の 製 品 を 用 い た 。 ま た 、 F'BS ( F'eta l  

Bov i ne Ser u m ) は Gene ra l S c i e n t i f i c  L aborato r i es 社 製 を 用 い た 。 硫酸 カ ナ マ イ シ ン は 明

治 製 菓 社 製 を 月j い た 。 そ の 他 の 試薬 は 和 光えl�薬 ま た は 半 井 化学 の 特級品 を 使用 し た 。

ト 2 . 実 験 動物

近交系 マ ウ ス の 雌性 B A L B /c C r( 7 - 8)週 令 を S h i z u o k a Labo ratory  A n i m a l  Cen te r か ら

購 入 し 、 ノk 及 び株 当{( 回 形飼 料 を 白 d l に 摂 取 さ せ 、 笑!検 に 供 し た 。
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2 - 3 . リ ポ ソ ー ム の 調 製

前 述 し た 方 法 に 準 じ て C E P 含有 リ ボ ソ ー ム を 調製 し た 。 調 製 し た リ ボ ソ ー ム は 動 的光

散乱法 に よ る レ ー ザ ー 粒 径解 析 シ ス テ ム ( 大塚電子 、 L P A - 3 1 0 0  1 3 0 0 0 型 ) を 用 い て 2 5

℃ で解析 し 、 平均粒 子 径 を 算 出 し た 。 な お 、 PCIC h 0 1 比 7 : 2 の 場 合 、 平 均粒 子 径 は SU V

で 6 0 n m 、 :M L V で l . 6 μ m で あ っ た 。

2 - 4 . 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ 貧 食 能 の 測 定

版j陀 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 食 食 能 の 測 定方 法 の 概 要 を Ch art . 3 に 示 す 。 マ ウ ス に 抗原 0_0 5

μ g を 腹燃 内 に 投 与 し 、 続 い C E P 溶液 も し く は C E P 含有 ML V の 懸 濁 液 2 0 0 μ l を 腹腔 内

に 投与 し た 。 投 与 後 3 、 4 、 7 日 と 経 目 的 に マ ウ ス を エ ー テ ル麻 酔下 で屠殺 し た 。 温度

o tc に 冷 却 し た H a n ks 液 5 m l を 腹腔 内 に 急 速注入 し 、 腹壁 を マ ッ サ ー ジ し た 後 、 腹腔 内

に 侵 LH し て 来 る 創II JJ包 ( p e r i ton ea l ex u d ate ce l l ; P EC ) を 含 む Hanks液 を 滅菌 済 み 丸底 ス ピ

ッ ツ (栄研機材) に 回 収 し た 。 こ れ を 遠心 機 ( 0 5 P R - 2 2 型 、 目 立 ) で 1 ， 0 0 0 X g 、 4 0C で

1 0分 間 違 心 し 上 消 を 除 き 、 冷 Han ks i夜 2 m l を 加 え 懸 濁 し た 。 細 胞 を 計数 し た 後 、 Hanks

液 を 力f I え て 細胞 波 度 を l . 5 X 1 0 6/ m l と 一 定 に し た 。 P EC を 含 む H a n ks 液 に 容量 比 4 0 0 ・

1 の ?司令 で la tex beads を 含有 す る リ ン 酸緩 衝 液 ( P BS ， PBS  /latex  beads 容積比 1 2 . 5 : 1 )

を 加 え 、 5 %C 02 イ ン キ ユ ベ ー タ ー ( L NA - 皿 、 TAB A I 製作所 ) を 用 い 3 7 0C 、 2 時 間 イ ン

キ ュ ベ ー ト 後 、 1 ，0 0 0 X g 、 4 0C で 1 0分 間 遠 心 し 上清 を 除 い た 。 沈溢 に 冷 H a n ks 液4 m l を

加 え 懸 渇 す る 洗 浄操作 を 2 回 行 っ た 。 洗 浄 し て 得 ら れ た PEC を 塗付 標本 と し 、 さ ら に 無

水 メ タ ノ ー ル q J に 浸 漬 し 、 室 温 で 1 '"""' 2 分 間 固 定 し た 後 、 風乾 し た 。 乾燥標 本 は 室 温で

G i  m s a  液 1 m I に 1 0 分 間 浸 漬 し 、 水 洗 後 乾 燥 し て 試 料 と し た 。 油 浸 顕 微 鏡 用 オ イ ル

( i m m e rs i o n o i l for  m i c rosc opy ，  n d = 1 . 5 1 6 、 2 3 0C 、 オ リ ン パ ス 光学工 業 ) お よ び油浸 レ

ン ズ を 用 い た 光学顕微鏡 (OL Y M P US B H - 2 、 オ リ ン パ ス 光学工 業 ) で細 胞 数 な ら びに細

胞 内 に 取 り 込 ま れ た l ate x beads を 計数 し p h agocytos is (% ) を 算 出 し た 63 ) 。 有 意差検定

に はSLu d c n Lの t 検定法 を F 1 J い た 。
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p . 一-t己1 1 1 1 ドヰ| セ フ ァ ラ ン チ ン 含有 リ ボ ソ ー ム

� 一時イ 抗j耳、 ( 内 e u m o … I Po ly s acch a r i d e )  

マ ウ ス ( B a l b / c ， ♂ ， 7 --- 8週令)
ι II山液 を5 t凶 慨に 注入

腹 腔 1)-]浸出細胞 ω町iton剖 exudate ぽ115 ; P EC) 

心 C山 町出 l ar:ex beads 

光学顕微鏡に よ り 細胞数 と Latex beadsの 計測j

Pba，g ocytosis p町cents = 
Cell numb町 of latex beads ingested 

Total number of ceU 
X 1 00 

Ch art 3 . 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ 貧 食 能 測 定 法

3 . 実 験 結 果

3 - 1 .  C E P の 投 与 と 腹 腔 マ ク ロ フ ア ー ジ の 細 胞 数

C E P投 与 後 4 円 日 に 得 ら れ た P EC細胞 数 を Tab l e . 2 に 示 す 。 C E P を 溶液 あ る い は リ ボ

ソ ー ム と し て 投 IJ- し て も 、 細胞 数 に 有 意 な 変化 は 認 め ら れ な か っ た 。 こ れ は C E P や リ ポ

ソ ー ム の 投 与 で は 、 PEC 数そ の も の に は 影響 せ ず 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 腹腔 内 に 誘導す る

作用 は な い こ と を 示 し て い る 。

T a b l e  2 .  N u m b e r o f  p e r i t o n e a l  m a c r o p h a g e s a ft e r  

l i p o s o m e  i n j e ct i o n  

C E P  ( m g/m o u s e ) c e l l  n u m b e r ( X  1 06/m o u s e) 

S o l u t i o n  0 i . 24 + 0 . 07 

0 . 2 i . 4 2 士 0 . 4 9

2 Î . 3 9 士 0 . 0 9

3 U V  。 Î . 3 9 土 0 . 05

0 . 2 Î . 3 6 :士 0 . 02

2 1 . 3 6 + 0 . 04 

M LV 。 1 . 3 9 + 0 . 09 

0 . 2 1 . 29 :士 0 . 08

2 1 . 59 1: 0 . 23 

Ant i g en  ( 0 . 05 μ g )  a n d  l i po so m e  w e r e  i nj ected i . p . t o  BA L B/c m ice . 

Each va l ue  re presents  t h e  m ea n  :t 3 D  of fo u r  m ice . 
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3 - 2 C E P含 有 リ ポ ソ ー ム と マ ク ロ フ ァ ー ジ 貧 食 能

C E P含有 M L V を 投与 し た 場 合 の マ ク ロ フ ァ ー ジ貧 食 能へ の 影響 を 、 抗原 を 投与 し た 場

合 と 投与 し な い 場 合 に つ い て 比 較検討 し た 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ貧食 能 は 抗原 の 存在 に 影響

を 受 け ず 、 C E P 量 に 依存 し て 貧食能 を 増加 さ せ た 。 結 果 を Fi g . 1 8 に 示 す 。

25 

20 

涼し 15(f) 
(f) 0 4回，
な 10
0 rn 
何.c a.. 5 

。
。 0.2 2 

CEP ( mg/mouse) 

�l without antigen 

仁) with antigen 

Me a n :t SD (n=4 ) 
Ant igen 0 .05μ9 i . p  
CEP i n  M LV i . p . 
M ice b led on Day 4 

Fig . 1 8. しiposomal CEP enhanced the phagocytosis of peritoneal 
macrophages in the absence of antigen 
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3 - 3 . C E P 含 有 リ ポ ソ ー ム の 形 態 と 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 貧 食 能

0 . 2  mg あ る い は 2 m g の C E P を 直接投与 し た 場 合 と 、 S U V あ る い は M L V に 包含 さ せ

た 場合の 結 果 を F i g. 1 9 に 示 す 。 い ず れの 場 合 で も 腹腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ の貧 食 能 は C E P 量

に 依存 し て 増 強 さ れ た 。 C E P 含有MLV は C E P含有 S U V や C E P 溶 液 を 投与 し た 場 合 に 比 べ、

有 意 に 腹腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ貧食能 を 増 強 し た 。

、C、O 20 
cn / cn 。
三 1 5
EO J I v  -----=づ=-------
ロヲro 4二

。 0 . 5 1 . 5 

C E P  ( m glm o u se) 

* *  
T 

i 

2 

女 *

25 r B 

20 

1 5  

1 0  

5 

。

匂ddSsfoQdノq下ps どr宇cこっ」コL 
4F 

JL 

F ig . 1 9 . Effects of C E P -conta i n i n g  S UV a nd M LV o n  the 
p h a go cytot ic  act iv i ty of  per ito n e a l  rn acro p h a ges 

An t igen (0 . 05 μg) and / or somal and non-liposomaり were injected i . p .  to 
BALB/c mice. An imals were bled on Day 4 after inject ion ， and phgocytos is 
response was meas ured by latex beads (panel A ) . I n  panel B ， t he a mount 
of CEP was fixed at 2 mg. Each value represents t he mean :t SD of fou r  
灯l lce.
O:C E P-solut ion マ : CEP-conta in ing SUV . : C E P-conta in i ng MLV 

" CE P-ML V V5. CEP-solut ion (p<0 .0 1 ) 
* CEP-SUV V5 . CEP-MLV (p<0 .05) 
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3 - 4 . C E P含 有 M L V に よ る 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ のl 貧 食 能 増 強 の 経 時 変 化

C E P  2 m g を 含有 す る M L V を マ ウ ス に 投与 し 、 3 日 、 4 日 、 7 日 後 に 得 ら れ た 腹腔 マ

ク ロ フ ァ ー ジ の 貧 食 能 を l atex beads の 取 り 込み を 指標 と し た 場 合 の 経時 変 化 を F i g. 2 0

に 示 す 。 投与 4 日 後 で は 、 3 日 後 よ り 貧食 能 は 高 く な る 傾 向 が認 め ら れ た 。 ま た 、 7 日

後 に は 食 食 能 が 4 日 後 よ り 低下 す る こ と が判 明 し た 。 C E P含有 リ ボ ソ ー ム の 抗体産生 の

経時変化 も こ の 食 食能 の 経 時 変化 と 似 た 挙動 を 示 し た こ と か ら 、 両 者 に 関 連性 の 有 る こ

と がン示 唆 さ れ た 。

25 

-、 20 
õ 、)'-円回〆
的
cn 1 5  
40 〉4、にJ。 1 0  ロ3何.c 
a. 5 1-

。
4 5 3 6 7 

D ays 

F i g .  20 Time co u rse of the l iposom a l  C E P-en h a n ced 
p hag ocytosi s of per ito nea l  mlacroph ages 

CEP 2mg in  M LV i . p . 
Each poi nt represents t he mean :t SD of fou r  mice 

* Day 4 vs. Day 7 (p<O .0 1 ) . 
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4 . 考 察

C E P の 免疫賦 活作 用 を 高 め る た め に C E P 含有 リ ボ ソ ー ム 製剤 を 試 作 し 、 そ の 性 質 お よ

び効果 に つ い て 検 討 し た 結 果 、 マ ウ ス を 用 い た 実験で は 優 れた IgM抗体産 生 増 強作用 の

あ る こ と を 見 山 し た 。 こ の 作用 機序 に 関 し て は 、 リ ボ ソ ー ム 中 に 含有 さ せ る こ と に よ る

CE P の 1(11 r l l 滞 情 刊 の 向 上 、 C E P の 免疫担 当細胞へ の 移 行性 の 向 上 あ る い は マ ク ロ フ ァ ー

ジ の 活性化� :3 ) な ど様 々 な 要 因 が考 え ら れ る 。

手 で は 、 マ ク ロ ブ ア ー ジ 機 能 の 指標 と し て 貧 食能 を 取 り 上 げ、 C E P含有 リ ボ ソ ー ム

が腹於 マ ク ロ ブ ア ー ジ 機 能 を 活性化す る か否 か検討 を 加 え た 。 ま ず実験 に 用 い た 投与量

で 、 C E P 合イj リ ホ ソ ー ム あ る い は 抗原 と し て 用 い た 肺 炎 球 菌 爽 膜多糖がマ ク ロ フ ァ ー ジ

の 腹 腔 内 侵 n '， に 影響 を 及 ぼす か検討 を 加 え た 。 そ の 結 果 、 両者 の投与 は 腹腔 内侵 出 細 胞

数 に 彩符 を う え な い こ と が判 っ た 。 リ ン 脂 質 を 組 成 と す る リ ボ ソ ー ム は 免 疫原 性 が低 く

64 ) ま た リ ポ ソ ー ム 膜 中 に 存在す る C E P は ハ プテ ン と し て は 作用 し な い の で 、 マ ク ロ フ

ァ ー ジ の 腹 腔 内 へ の 浸 出 を 誘発 し な か っ た と 考 え ら れ る 。 C E P を 溶液 あ る い は リ ボ ソ ー

ム に 含有 さ せ投与 し た 結 果 、 C E P が濃度依存 的 に マ ク ロ フ ァ ー ジ 貧 食 能 を 増 強 す る こ と 、

ま た M L V に 含有 さ せ投与 し た 場 合 に そ の 効 果 が最 も 大 き い こ と が判 っ た 。 一 方 、 抗原 の

投与 は マ ク ロ フ ァ ー ジ貧食能 に 影響 を 及 ぼ さ な い こ と 、 お よ びSU V と し て 投 与 し た 場 合

と 溶 液 と し て 投与- し た 場 合 と に 大 き な 差 が 認 め ら れ な か っ た こ と か ら 、 リ ン 脂 質 の 存在

が合 食 能 に )l�� を 与 え て い る と は 考 え に く い 。 MLV は SU V よ り も マ ク ロ フ ァ ー ジ に 効 率

良 く 食 食 さ れ る 39 ) こ と が報告 さ れ て お り 、 こ の こ と か ら C E P 含有 M L V の マ ク ロ フ ァ ー

ジ に 対 す る 効 果 が強 く 出 た 可 能性が考 え ら れ る 。 ま た 、 正 電荷 を 有 す る リ ボ ソ ー ム は 、

中 性 あ る い は 負 電荷 の リ ポ ソ ー ム と 比 し 細胞 と の 相 互 作用 が強 い 4 9 ) こ と が知 ら れ て い

る 。 正 に 荷 電 し て い る C E P を 含有 す る リ ポ ソ ー ム も 、 M L V の 場 合 は 、 免疫細胞 の 機能 が

強 ま り 、 C E P の üt イ本 産 �I::: 作 J T I を i哲 強 し た と 推 察 さ れ る 。

マ ク ロ フ ァ ー ジ は 抗原、 を 食 食 し 抗原提 供細胞 と し て働 き 、 免疫応答 に 関 与 す る こ と が

知 ら れ て い る 6 引 の リ ボ ソ ー ム を ア ジ ュ パ ン ト と し て 用 い た 場 合 、 抗原 を 認 識 し た ヘ ル

パ ー T 細胞 で は 、 i n l e r  l e u k i 11 - 2 の 分泌が 口 を 追 っ て 誘発 さ れ4 日 後 に こ れが観察 さ れ た 66 )

と の 報 i !? も あ る 。 本 笑験系 で は 、 C E P含有 M LV 投与 に よ る 腹!陛 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 貧食能
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は 4 日 後 に 明確 に 認識 さ れ、 こ の 時期 に マ ク ロ フ ァ ー ジ 活性 が強 く な っ た も の と 考 え ら

れ る 。 こ の よ う な 経 時 的 変化 は 、 前 章 で、述 べ た IgM 抗体産 生 の 挙動 と 類 似 し て お り 、 腹

腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ、 の 活性化がIgM抗体の 産生 を 増 大 さ せ た 可 能性 も 高 い と 考 え ら れ る 。

3 9  



総 括 お よ び結論

C E P を リ ボ ソ ー ム に 合イT さ せ て 投与す る と 、 C E P の Jfiu l ' 滞 留 性 が 向 上 し て 半減期j が延 長

し 、 溶 液 と し て 投 与 し た 場 合 に 比 べ A U C も 約 5 佑 噌力[ 1 し た 。 ま た 、 本斉IJ の 投与 で C E P は

肝臓 ペ) }Mi よ り も JJW臓 に 多 く 蓄 積 さ れ る こ と が 判 っ た 。 I\I1 L V と SU V と で は 、 い ず れ の 組 織

で も M LV を 川 い た ノj が 移 行性 の 良 い こ と が判 明 し た が 、 C E P を 溶 液 と し て 投 与 し て も 各

組織 への 移 行 は か な り 良 好 で あ っ た 。 す な わち 、 C E P 含有 リ ボソ ー ム の 抗 体産生 や マ ク

ロ フ ァ ー ジ 食 食 能 の 明 強作 川 は 、 牌 臓への 選択性 の 高 さ の み で は 説 明 で き ず 、 C E Pの 血

' 1 ' 滞 留 れ の 向 上 も 、 こ れ に 関 与 す る 要 因 の ー っ と 考 え ら れ る 。 こ の よ う な C E P の 体 内 動

態 は 、 C E P 合イj リ ボ ソ ー ム が優 れ た 薬物 運搬体 と な り う る 可 能性 を 支持す る も の で あ る 。

C E P � イ1 1) ポ ソ ー ム は 、 特 に M L V で抗原特 異 的 IgM抗体産 主主 な ら びに マ ク ロ フ ア ー ジ の

食 食 能 を C E P 溶 液 よ り 効 率 良 く 地 強 し た 。 ま た 、 こ れ ら の 機 能 の 経 時 的 挙 動 な ら び に

M L V やSU V へ の 反応 パ タ ー ン が煩似 し て い る こ と か ら 、 C E P に よ る 特 異抗体 の 産生 増 強

と マ ク ロ フ ァ ー ジ 合 食 能 の fじ 進 に 何 ら か の 関 連性 の あ る こ と が示 唆 さ れ た 。 リ ボ ソ ー ム

は 一 般 に マ ク ロ フ ァ ー ジ な ど の細 網 内 皮系 に 取 り 込 ま れ易 い こ と が知 ら れ て お り 、 ま た

マ ク ロ フ ァ ー ジ は 広 範 な 免疫反応 の 発 現 と 制 御 に 関 与 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 さ

ら に 、 C E P は マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性化 能 を 有 す る こ と も 既 に 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な 点

と 本研 究 の 結 果 を 総合 す る と 、 リ ボ ソ ー ム に C E P を 含有 さ せ る こ と に よ り C E P が長 い 時 間

マ ク ロ フ ァ ー ジ な ど の 免疫担 当 細胞 と 接触 ・ 作用 す る こ と で 、 そ れ ら の 機 能 を 充 進 し た

と 考 え ら れ る 。 た だ 溶 液 と し て 投 与 し た 場 合 も C E P がll* 臓へ 集積 し や す い こ と が確 認 さ

れ て い る の で 、 C E P と 細 胞 と の J妾 削 ! の 機 式 は 溶 液 と リ ボ ソ ー ム の 場 合 で 異 な っ て い る 可

能性 も 高 し 、 。 f9� え ば 、 溶 液 状態 の C E Pは 直 接 的 に 刻11 胞 形 質 )撲 に 進 入 す る こ と が 予 測 さ れ

る の に 対 し て 、 リ ボ ソ ー ム に 包 合 さ れ た C E P で は 細胞形 質 膜への 分布 と 共 に 細胞 内 へ の

p h agoc y tos i s が起 こ る こ と に よ り 、 C E P の 生 理機能 発現 に 差 異 が生 じ た と も 考 え ら れ る 。
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本研 究 の 結 論 と し て 以 下 の 3 点が明 ら か に な っ た 。

1 . C E P 含有 リ ポ ソ ー ム 製剤 は 、 CEP の 含量 や 調製 方法 に よ り 薬 物 の 放 出 を 制御 す る こ

と が可 能 な こ と か ら 、 有用 な 薬 物担体 と な る 可 能性があ る 。

2 .  8 i o l og i c a l  r esp o n se m od i f i e r 作用 を 有 す る C E P を 含有 し た 本製剤 は 、 特 に ML V を 用

い た 場 合 、 抗体産 生 能 お よ びマ ク ロ フ ァ ー ジ貧食能 を 顕著 に 増 強 す る 。

3 . C E P 含有 リ ボ ソ ー ム 製 剤 は C E P の 血 中 滞 留 性 を 向 上 さ せ 、 C EP と リ ボ ソ ー ム の 共存

に よ っ て 免 疫i-I � 当 細胞 の 機能 を 充 進す る 。

ま た C E P は 免疫 機 能充進作用 の 他 に ， 近年 P - 糖蛋 白 質 阻 害作用 を 示 す こ と が報告 さ れ て

い る 。 そ こ で 、 抗 焔 剤 な ど と の 併 用 あ る い は 抗 癌 剤 を 内 包す る C E P含有 リ ボ ソ - ム 製剤

を 用 い る こ と に よ り 、 癌細胞 の 多剤耐 性 を 克 服 し て 抗 癌剤 の 効 果 を 高 め 、 か つ 免疫担 当

細胞 の 綴 能 を プし .;jt さ せ得 る こ と も 予測 で き る 。 今 後 、 本 製 剤 の 製 剤 学 的 安 定性 や 免 疫 機

能充 進 の メ カ ニ ズ ム の 解 明 を 含 め た 基 礎 的研 究 を 充実 し 、 将 来 の 臨床 応用 の 可 能性 を 追

求 し て よ り 適正 な 医 療 の 実現 に 貢 献 し て 行 き た い 。
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付 記
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第 3 章
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