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内容要旨

生体内投与後のリボソームの排除機構として，血中での不安定化と単
核食細胞系(MPS)による取り込みというこつの機構が想定されている.
両機構において重要な役割を果たすと考えられているのが，補体系であ
る.補体系は20種類以上の血液成分から構成される体液性初期生体防御
機構の一つであり，補体系によるリポソームの認識は， MPS上の補体レ
セプターのリガンドであるC3フラグメントの結合と，内封物質の漏出を
促す小孔(MAC)の形成を促進させるため， リポソームの体内動態に大き
な影響をおよぼすと考えられる. したがって，補体系がリポソームをどの
ように異物として認識するか，そしてその相互作用がどのような要因によって
支配されているかを明らかにすることは，有用なリポソーム製剤を開発する上
で非常に有用な情報を提供すると考えられる.
そこで，補体系とリポソームとの相互作用に関して詳細な検討を行った.

I補体系のリポソームの体内動態への寄与の検討
上述のとおり，補体系によるオプソニン化 (C3フラグメント結合)および膜
破壊 (MAC形成)がリポソームの動態と密接な関係にあると考えられる.そ
こで， リポソーム表面に結合したC3フラグメント量と，血清中でのリポソーム
の崩壊度を測定し， リポソームの体内動態とどのような関係にあるか検討した.
その結果， C3フラグメント結合量は， リポソームの肝移行性の指標である肝ク
リアランスと良好な相関関係にあることが明らかとなった.このことは，肝臓l
によるリポソームの取り込みが， C3フラグメント結合量，すなわち補体系とのl
相互作用によって支配されていることを示すものである.一方，飽和リン脂質
を基剤としたりポソームの血清中で・の不安定化は補体依存的であったのに対し
て，不飽和リン脂質からなるリポソームの不安定化は補体系以外，例えばHDL
などのリポタンパクとの相互作用によることが示された. しかし血清中での
補体依存的な崩嬢の程度と， in vivoでの不安定化の指標である腎クリアランス
との間には一定の相関関係があることが示された.このことから， in vitroで補
体依存的な崩壊を示すリポソームにあっては，泊 vivoにおいてもその安定性が
補体系に支配されることが明らかとなった以上の結果から，補体系との相互
作用，特にC3フラグメントの結合およびMAC形成がリポソームの動態と密接
な関係にあることが明らかとなった.

E補体系によるリポソーム認識機構の検討
補体系の活性化経路には古典経路と第二経路の二つの経路があることが知ら
れている.検討の結果， 22%， 33%コレステロール含有リポソームは古典経路
を， 44%コレステロール含有リポソームは第二経路を活性化することが示され，
リポソーム組成中のコレステロール含量(ホスファチジルコリン含量)の違い
により活性化される経路が異なることが明らかとなった.これまでに，コレス
テロール(あるいはホスファチジルコリン〉含量の違いがリポソームによる補
体活性化経路を変化させるという報告はなく，本報告が初めてである.そこで，
この原因について検討した.その結果，低温下(0・Qでリポソーム表面に吸着
する血清因子の寄与により起動されることが明らかとなった.また，興味深い
ことに，古典経路に寄与する因子と第二経路に寄与する因子とは別個のもので
あり，特に第二経路に寄与する因子はコレステロールに親和性を有する可能性

が示唆された
また，このような活性化経路の違いがおよぼす補体系によるオプソニン化お
よび膜破壊への影響について検討した古典経路を介したオプソニン化は非常
に速やかであり，第二経路を介したオプソニンイヒは僅かなlagtimeの後緩やかに
上昇することが明らかとなった.また古典経路を介した膜破壊は非常に速や
かであったのに対して，第二経路を介した場合lagtimeの後上昇することが明ら

かとなった. したがって，補体活性化の経路の違いは， リポソームと補体系と
の相互作用の速度を変化させることが明らかとなった.

田ヒト補体系との相互作用に関する検討
本来， リポソームはヒトへの適応が志向されており， ヒト補体系との相互作
用について検討することは， ヒトにおけるリポソームの動態を推察する上で有
用な情報を与えると考えられる.そこで，糖修飾リポソーム(Man-Lip)をモ
デルリポソームとしてヒト補体系によるリポソームの認識機構について
検討した.その結果， Man-Lipによるヒト補体系の活性化は古典経路を
介したものであり，この活性化には自然抗体由来IgMのMan-Lip表面への
吸着が必須であることが明らかとなった. IgMは，分子量約900KDaの巨
大血液蛋白であり，ヒト補体系による粒子径依存的なMan-Lipの認識に

おいて重要な役割を果たす可能性が示唆された.

以上の検討から，生体内投与後のリポソームの動態、は，それらを異物として
認識する生体防御機構と密接に関連しており，その中でも特に自然抗体などの
補体活性化因子のリボソームへの結合，そしてその結合に連動した補体系の活
性化としづ基本的な体液性生体防御機構の寄与が大きいことが明らかとなった
このことは， リポソームを用いた薬物送達システムの開発が，単にリボソーム
化による薬物の薬効発現あるいは副作用の軽減を目指すだけでなく，生体防御
機構との相互作用を十分に考慮し，基本的な生体反応に立脚して行われるべき
であることを示唆していると思われる.また， リポソームの脂質組成(コレス
テロール含量〉の変化により補体活性化経路が変化するという新たな知見は，
未だ明らかでない古典経路と第二経路の関係を解明する上で，有用な情報を与

えると考えられる.
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第一章序論

薬物送達システム(OrugOelivery Systcm; OOS)は，薬物の体内動態を精密に制御し，生体

内に存在する特異的な作用点に望ましい濃度-時間パターンのもとに送達させることによっ

て，最適な治療効果を得ることを目的とする新しい薬物治療の概念である[1，2].現在検討

されているODS開発のアプローチの多くは，①生体に対する薬物吸収~薬物を生体にコン

トロールされた速度で供給する(放出制御)こと~，②生体表面にある吸収障壁の通過

(吸収制御)，③臓器・組織間での分布の振り分け(標的指向化)，のいずれかに分類さ

れる. '1.1でも標的指向化の試みは，薬物の治療効果が特定の標的部位への薬物の到達(分

布)によってはじめて発現するとともに，標的部位以外への薬物の移行が副作用の原閃に

なることから，薬物療法の効果を改善する重要な取り組みの一つであると考えられる.

リポソームはマイクロスフェア-[2]，エマルジョン[2]などとともに微粒子キャリアーの

一つであり，脂質組成，粒子径などの物理化学的性質を自由にかっ広範に変化させること

が可能であるだけでなく，標的指向化に必要な標的指向素子(糖や蛋白など〉の表面修飾

も容易であることから， DDSの中で最も期待される薬物運搬体の一つである.アイルラン

ドにおいてアムフォテリシンBのリポソーム製剤が1990年に上市されたのをはじめとして，

表1-1に示すように，多くのリボソーム製剤が開発[3-9]されており，医療現場での利用

が本格的に開始されようとしている 最近注目を集めている遺伝子治療やアンチセンス療

法の分野において，ヌクレオチド、鎖を細胞内へ送達するベクターとしての利用もその一例

といえよう [10，11].

表 1-1 臨床応用されているリボソーム製剤

Company Drug Drug Class Commercial Countries Delivery form 
Name 

SEQUUS Doxorubicin an!l cancer 。oxil USA Liposome 

Pharmaceuticals， 
lnc.， Menlo Park， Caelyx Eurupe Uposom巴
CA 

八mphotericinB anti fungel Amphotec USA Upid colloidal 

d.ispersion 

Amphocil Europe， Israel Lipid colloi也l

d.ispersion 

NeXstar lnc.， Daunorubicin an!l cancer DaunuXume USへCanada& Liposome 
San Di mas， CA 日Jrope

八mphotericinB anti fungel 八msisom巴 Europe， Middle FJlst Liposome 
Mexico，八ustralia& 
othcrs 

'Ihe uposome Amphotericin :E anti fungel 八belcctl US八&Europe Upid complex 
Company 

Princeton， NJ 

1 



このようにリポソームの様々な有用性が明らかにされる一方， リポソームを臨床応用する

際に，従来からし、くつかの間題点が指摘されてきた大量生産法，薬物の保持の効率化法，

滅菌法の開発，安定化や均一化といった製剤j的問題点と生物的要因の関与する問題点がそ

れである.生物的要因の関与する問題点，即ちリポソームを生体に投与した後の生体側の

機々な因子とリポソームとの相互作用に関わる問題点としては，①血液循環中において血

液成分との相互作用により包含薬物の放出(不安定化作用)が起こる[12・14]，②肝臓や牌

臓などの単核食細胞系(MPS)に捕捉されやすし、[12，14，15]，③薬物を真の作用点へ送達する

ための組織内あるいは細胞内動態が充分に理解されていない，という点が挙げられる.こ

れらの問題点の内，特に①，②は薬物の血中濃度と滞留性に関わる重要な要因であり，多

くの基礎的な研究がなされてきた.

リポソームの血中での不安定化は血液成分との相互作用の結果と考えられる.これまで

に， リポソームの不安定化機構として， HDL[16-20]， LDL[21]などのリポタンパクによる

リポソーム膜中のリン脂質やコレステロールなどの引き抜きや置換，ホスホリバーゼ[22]

によるリン脂質の分解，さらに初j羽生休防御機構の一つである補休系による膜の煩傷

[12，13，23・25Jが報告されている.一方， MPSによる取込機構としては，非特異的な取込機構

および受容休を介する特異的取込機構に大別される[30].非特異的な取り込みは異物の持

つ物m化学的性質が要閃となり，疎水性あるいは表面電荷がその要因としてあげられてい
る[30J.一方，特異的取込機構はオプ、ノニンといわれる免疫グロプリン[16，25，31]，フィプ

ロネクチン[16，32，33]，急性期タンパクであるC-reactivcprotein(CRP)[16，25，34，35]， Mannose-

binding protcin(MBP)[25]， s2-g1ycoprotein 1 [36]あるいは補体成分(主にC3フラグメント〉

[16，25，37-39]等の血清タンパクが異物に特異的に結合(オプソニン化〉し，これらをそれぞ

れに特異的な受容体が認識する取込機構，あるいは異物膜上のホスファチジルセリンを直

接認識する受容体を介した取込機構[40，41]があげられる.

血液循環中に投与されたリポソームは血液タンパクと相互仰目した後， MPSによる認識・

指n促を受けると考えられる. したがって， J血y勘戎分との相互作用は1(ll液循環中で-のリポソー
ムの不安定化だけでなく， MPSによる取り込みにおいても重要な役割を果たしており， リ

ポソームの休内動態、に影響をおよぽす最たる要閃であると考えられる.事実， Chonnら[42-

45]はリポソーム結合蛋白量とリポソームの血中半減期(tν2)との聞に負の相関関係，換言す

れば血液タンパクと相互作用しやすいリポソームほど血液循環から緋除されやすいという

規JlIJ性を示した.この結果は， リポソームと血液成分との相互作用の程度がリポソームの

体内動態に影響をおよぼすことを裏付けるものである.このように， リポソームと血液成

分，特に j二述のオプソニンなどのような特異的に作用する血液成分との相互作用の様式あ

るいは程度を理解することは， リポソームの不安定化，九1PSによる捕捉機構の理解に通じ，

真に有効なリポソーム製剤を開発する上で、非常に有月!な情報を提供すると考えられる.

最i!i.， 多くの研究行によって， リポソームのL(nrllで-の不安定化およびMPSによる捕捉に

おいて補体系が主要な役割を果たしている可能性が示され[40，41，50-57]，補体系とリポソー

2 

ムの相互作用がリポソームの動態を支配する要因の一つである可能性が示唆されている.

補体系は20種類以上の血液成分から構成され，異物の侵入に際して最も初期に機能する

体液性生体防御機構であり，古典経路および第二経路と呼ばれる二つの経路を介して活性

化され，膜破填およびオプソニン化を通じて異物排除をはかることが知られる[58-60]. 以

前から， リポソームによる補休活性化に関して研究が行われており，その活性化の程度は

リポソームの物理化学的性質に依存することが明らかとなっている[16，24，25，46-49].しか

しながら，その活性化の程度がリポソームの動態とどのような関係にあるか，そして補体

系がどのようにしてリポソームを異物として認識するかなど，明らかでない点が多く残さ

れている.

そこで，本研究では，まずリポソームと補休系の相立作川の程度を定量的に3判11日し， リ

ポソームの体内動態との関連について検討した(第二章) • さらに，第三軍では，木だりj

らかでない点が多く残されている補体系による認識機構，およびその違いがおよぼす影響

について検討した.また，第四章では， リポソームの臨床応用を試みる場合，特に問題と

なるヒト補体系との相互作用について糖修飾リポソームを用いて検討した

3 
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第二章補体系のリボソームの体内動態への寄与

生体内に投与されたリポソームは，血液循環中での不安定化やMPSに属する細胞により

捕捉されるため，速やかに排除される.このため，組織への選択的なターゲッティングや

血中滞留性の保持が困難となっている補体系はオプソニン化(特にC3フラグメントの結

合)によるMPSへの親和性の冗進，および膜侵襲複合体(MAC)の形成による膜破擦を通し

てリポソームの血液循環からの排除に寄与していると考えられる 事実，多くの研究者に

よって， リポソームの血中での崩壊および肝臓への移行において補体系が重要な役割を果

たしていることが報告されている[1-10].

Cullis らのクーループによる一連の研究[11-13]から， リポソームと補体系のキIlTI.作用はリポ

ソームの物理化学的性質(電荷，流動性，粒子径，表而修飾など〉の違いにより異なるこ

とが明らかとなっている. しかしながら，これらの検討は補休消費を指標としたものであ

り，この方法では補体系がどの段階まで活性化されているか特定できず， リポソームと補

体系の相互作用の程度が正確に反映されているとは言いがたい.

補体系は 20種以上の血液成分の集合休であり，古典経路および第二経路とよばれる活

性化経路を介して連鎖的な酵素反応により活性化される[14-17]. いずれの経路を介して活

性化されたにせよ，オプソニンとして作用するC3フラグメントの異物表面への結合段階に

おいて，両経路は合流し， MAC形成へとつながる(図 2-1) .これら一連の連鎖的な反

Classical pathway Alternative pathway 

ヨト(口{…

図2-1 補体系の二つの活性化経路

抗原抗体複合体(免疫複合体)によって引き起こされる古典経路の活性化(左)， と免疫複

合体非依存的な活性化である第二経路(右) • 
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一方，図 2-2 Bに示すように，飽和脂質(水素添加卵黄ホスファチジルコリン;

HEPC)からなるリポソームでは，コレステロール含量依存的に蛍光物質の漏出が観察さ

れ，コレステロール含量の多いリポソームほど不安定であることが示された.これらの結

果は，基剤とするリン脂質の飽和度の違いにより， リボソームの安定性が変化することを

示している.さらに，血清中で崩壊が観察されたリボソームを用いこのような不安定化の

メカニズムを明らかにすることを目的として，熱処理(56
0

C/30min)， EDTA処理血清中での

安定性について検討したその結果，熱処理(56
0

C/30min)により， リン脂質の飽和度・コ

レステロール含量によらず，その漏出は抑制された 一方， EDTA処耳rriflL清を}IJし、た場合，

飽和リン脂質からなるリポソームからの漏出がほぼ完全に抑制されたのに対して，不飽和j

リン脂質からなるリポソームからの漏出は完全には抑制されなかった. 一般に，補体系は

熱処理(56
0

C/30min)およびEDTA処理 (Ca2+，Mg2+の枯渇)によって失活することが知られて

いる[33，34]. したがって，飽和脂質からなるリボソームのラットlUl清'1'での不安定化は，

補体系の活性化によるMAC形成の結果である可能性が強く示唆された -)]-，不飽和脂質

からなるリポソームの崩嬢は，補体系以外の熱感受性の血液成分および2価カチオンを消

費する何らかの機構によって促進されている可能性が示唆された

応は，そのほとんどが朕表而で行われるものであり，それぞれの段階で膜の物理化学的性

質の影響を受けると考えられる .したがって，補体系のリポソームの動態への寄与を評価

するためには， リポソームの動態と密接な関係にあると考えられるαフラグメント結合量，

およびMAC形成による膜破壊の程度を個々に評価すべきである

そこで本軍では，血清と接触後のリポソーム表面のC3フラグメント結合量を定量的に評

価することにより補体系によるオプ、ノニン化の程度を，さらに血清中でのリポソームから

の内封物の欣出を測定することにより補体系による膜破壊の程度を明らかにし，これらリ

ポソームと柿体系との相互作用の程度がリポソームの体内動態とどのような関係にあるか

検討した.

リポソームと補休系との相互作用節第

22 mol% 44 mol% 

Cholesterol content 

リボソームのラット血清中での崩嬢におよぼす脂質組成の影響

コレステロール含皐の異なる卵黄ホスファチツルコリン(EPC)からなるリポソーム(A)，水素添加

卵黄ホスファチジルコリン(HEPC)からなるリポソーム(B)を非処理，処理血清(80%v/v)あるいは
リン酸緩衝液と3rcで30分間インキュベー卜し， リポソーム内から漏出した蛍光色素(カルボキ

シフルオレセイン〉の蛍光強度を測定した.各僚は平均値::tSE (n=3 or 4)で表した.各シンボル

は， . ;非処理，口;熱処理，図;10mM印 TA処理血清を.E;はリン酸緩衝液を表す.
ND: not determined 
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コレステロールは生体j撲の基本的な構成成分であり，膜中で近傍のリン脂質などと相互

作用することによって，流動性などの膜の基本的な性質を変化させる[18]. リポソームは

リン脂質を-主成分とする二分子膜であることから，コレステロールの添加は著しくその物

理化学的性質を変化させ，結果的にその血中滞留性を変化させることが報告されている

[19・21]. この現象の理由として，コレステロール含量の増加がリン脂質の相互作用を強め

股のパッキングを高める[22]，膜のイオンや水分子の透過性を抑制する[23-25]，タンパク

やオプソニンの結合を抑制する [24，26]，肝クッパー細胞への親和性を抑制する[27-29]こと

などがあげられている.

しかしながら，その一方でリポソームはその膜中のコレステロール合量の増加に依存し

て術休系を消費する[13，30Jことが報特されており， リポソーム膜I=t，のコレステロール合量

の増加がリポソームの血液循環中からの排除を促進する可能性も考えられる.最近，

Har.回himaら[2]は，コレステロール合量の噌jJU~こ{、I!. ってリポソームの I (l L中からの消失が促進

されること，そしてこの現象は補体系との相互作用が増加したためであることを報告して

いる.同様の結果はMoghimiら[31，32]の検討にも見られ，臓器特異的なオプソニンのコレ

ステロール依存的なリポソームへの結合の増加がその理由であるとしている.

このように， リボソームの動態におよぼすコレステロール含量の影響は顕著であるが，

その翌日 [I~ は木だ確定的ではなく，補休系との相互作用が 一つの要因であることも考えられ

る.そこで，飽和度の異なるリン脂質を基剤としたコレステロール含量の異なるリポソー

ムをモデルリポソームとして，補体系との相互作川について検討した.

ラット血清rt'で-の安定性
リポソームの安定性は，ラット血清中でのリポソームからの蛍光色素の漏出を測定し，

評価した.関 2-2 Aに示すように，不飽和脂質(卵黄ホスファチジルコリン;EPC)を

基斉ljとしたリポソームでは，コレステロール含量の低いリポソームほど不安定であった.
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度に関係なくそのコレステロール含量に依存して増加することが明らかとなった.特筆す

べきは，先の検討で補体依存的な膜破捜が起きなかった不飽和リン脂質からなるリポソー

ムにおいても，そのコレステロール含量に依存してのフラグメントの結合が観察されたと

し寸事実である.この結果は. ilH休系によるオプ、ノニン化と膜破壊が必ずしもパラレルに

起きるわけではないことを意味しており， リポソームと補体系との相瓦作川を検討する場

合， リポソームの動態に影響を与えると考えられるオプソニン化の程度 (C3フラグメント

結合量〉および膜破壊の程度(内封物の漏出)はそれぞれ独立して評価する必要があるこ

とを示唆すると思われる.

また，本検討で明らかとなった，コレステロール依存的なC3フラグメント結合量の増加l

は，以下のような機構によって生じたと考えられる. C3は，通常. l(ll r 1 1 で~~j:活性体として

存在しており，補体系の活性化とともに高次構造が変化し活性休(C3b)へと変換される.

この過程で，分子内の4つの-Cys-Gly-Glu-Gln残基からなるチオエステル結合が分子表而に

現れる.チオエステル結合は水と反応すると急速に加水分解され，近くにある水椴基やア

ミノ基と共有結合する[42-44]. このことから，活性化されたC3はリポソームの膜表面の水

酸基，すなわちコレステロール分子中の水酸基に結合したと推察される.

さらに，飽和リン脂質からなるリポソームのほうがC3フラグメント量が多かったという

結果は， リポソーム膜の流動性も補休系との相互作用を変化させる重要な要因であること

を示唆している.膜の流動性が補休活性化のどの段階(ザIJえば，活性化を起動する抗体等

の結合過程，補体成分の膜への結合過程，膜侵襲複合体(MAC)の形成過程)に影響を与え

るか現時点では特定することはできないが，少なくともC3フラグメントの結合段階までの

補体活性化の初期段階であるということはできる.以前. McConcllらのグループr45・47]は，

リポソーム膜に抗原(ハプテン〉を埋め込み，抗原抗体複合体によるCl活性化(古典経路)

における膜流動性の影響について検討を行っている.彼らの検討によると，膜流動性は抗

体(IgG)の抗原(ハプテン)への結合には影響を与えないが. C1活性化のために必要なClq

分子のIgGへの結合に影響を与えるため，流動性の高い膜の方が高い補休活性化を示すこ

とを見出している.その原因としては，抗原(ハプテン)に結合した抗体の拡散速度の相

違が考えられており，抗体分子が膜上で動きやすいため2分子のIgGのFc間の距離が最適

(40nm以下)に保たれるためであると解.釈されている. しかしながら， リポソームがどのよ

うな機構によって補体系を活性化するかによって寄与する補体成分は異なると考えられる

ことから，膜流動性の影響も自ずと異なることが予想される.したがって，正確に膜流動

性の影響を理解するには，補体系の側々の分子と膜との相互作用を補体活性化の各段階で

評価する必要があると思われる.

一方， リボソーム表面へのタンパクの結合は，飽和リン脂質を基剤とした低コレステ

ローノレ(22mol%)のリポソームで顕著な増加が観察されたが， リン脂質の飽和性にかかわら

ず，コレステロール依存性は見られなかった(図 2-4 A. B).飽和リン脂質からなる

低コレステローノレ(22mol%)のリポソームに顕著なタンパク結合量が観察された理由は，

不飽和脂質からなるリポソームにコレステロールを添加すると，二分子膜中のリン脂質

分子間のパッキングが良くなり [22]イオンや水分子の透過性[23・25]が減少すること，さら

に低コレステロール含量のリポソームでは，高密度リポタンパク(HDL)によるリン脂質や

コレステロールの引き抜きが起こり，内封物の放出が促進されることが報告されている

[35-40]. したがって，図 2-2Aで示されたコレステロール依存的なリポソームの安定化

は，コレステロールによる膜安定化作用によると考えられる. -)j，飽和リン脂質を基斉IJ

としたりポソームでは，補体系による不安定化のみが観察された.一般に，相転移温度の

!日Jい飽和脂質を基剤としたリポソームでは. HDLによる脂質の引き抜きは著しく抑制され

る[35，38，41]ことが報告されており，補体系の寄与以外の崩壊が観察されなかったのはこの

ためであると考えられる.

リポソーム表面上のC3フラグメントおよび血清たんぱく質の結合量

それぞれのリポソームをラット血清とインキュベートした後， リポソーム表而上に結合

したC3フラグメント量を測定した(図2-3 A. B). 

リポソーム表面へのC3フラグメント結合量は，飽和リン脂質を基剤としたリポソームの

ほうが不飽和脂質を基剤としたリポソームよりも全般的に高く，その量はリン脂質の飽和

44mol% 

C ho lesterol co ntent 

C3フラグメント結合におよぽす脂質組成の影響

コレステロール含量の異なる卵黄ホスファチジルコリン(EPC)からなるリポソーム(A)，水素添加l

卵黄ホスファチジルコリン(HEPC)からなるリポソーム(13)をラット血清とインキュベート (3rCI
30分)した後. リポソームを問収し.表面に結合したC3フラグメン卜電を定員した.定晶値は既

報に基づいて換算した総粒子数で除し， リポソーム l偶あたりの結合賓として表した.各値は平
均値上SE(n=3 or 4)で表した.
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リポソームの休内動態

前節までの結果から，基剤であるリン脂質の飽和性にかかわらず，

刑するC3フラグメントの結合最がコレステロール含量に依存して増加すること

飽和脂質からなるリポソームではコレステロール合軍の増加にともなって補体依存的な膜

破壊が促進されることが明らかとなった.そこで，本節では， リポソームの体内動態を評

価し，その動態(血中での安定性， MPSへの移行性〉が，前節で得られた補体系との相1[

作用の程度 (C3フラグメント結合軍，補体依存的な膜破壊)とどのような関係にあるか検

討した

オプソニンとして作

さらには

第二節トのように推察される.飽和リンIlrt質のみから構成された膜では， angular fracturcな表[(11，

すなわちノぐッキングの欠如があるが，コレステロールを添加した朕ではなめらかな表的i構

造を形成すると報告されており [48]，不完全なパッキングはリン脂質のアシル鎖を露illさ

せ，脱表而の疎水性領域を増加させると考えられる[49].その結果，タンパク質との桁ili

fll: Jl Jが増加したためであると考えられる.

(B) HEPC 

3 

(A) EPC 

3 

リポソームの休内動態

リン脂質の飽和性およびコレステロール合量の異なる[3H]_イヌリン封入リポソームを

w is tar系雄性ラットに急速静注した後のリポソームのJfJl中濃度の経時的変化を図 2-

Bに示した.不飽和リン脂質を基剤としたりポソーム(図 2-5 A)では， 33mol% 

のコレステロールを添加したリポソームが最も高いItJlrl-l濃度を示した-~)j ， 飽和l リン脂

質を基剤としたリポソーム(関 2-5 B)では，コレステロール含量の最も低いリポソー

ム(22mol%)が最も高い血中濃度を示した.このように，基剤として用いたリン脂質の飽和

性によってリポソームの動態が異なることが明らかとなった.
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血清タンパクの結合におよぽす脂質組成の影響

コレステロール合目の異なる卵黄ホスファチジルコリン(EPC)からなるリポソーム(A)，水素添加l卵黄

ホスファチジルコリン(HEPC)からなるリポソーム(ll)をラット血清とインキュベート (3rC/30min)し

た後. リポソームを回収し，表面に結合した血清タンパク量を定量した.定量値は既報に基づいて換

算した総粒子数で除し， リポソーム 1例あたりの結合量として表した 各値は平均値::tSE(n=3 or 4)で
表した.

33 mol% 

Cholesterol content 

22 mol% 44 mol% 

Cholesterol content 
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図2-4
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図2-5 リボソームの血中濃度経時変化におよぽす脂質組成の影響
コレステロール含量の異なる (A)卵黄ホスファチジルコリン(EPC)からなるリポソーム，および

(B)水素添加卵黄ホスファチジルコリン(HEPC)からなるリポソームを20μmoI1 kg B.W.の投与量

で，ラット静脈より投与した各値は平均値士SE (n=3-5)で表した.各シンボルは， EPC/ChoI! 

DC1> = 6/2/1 (・)， = 5/3/1 (企)， = 4/4/1 (・)， HEPC/ChoI!DCP = 6/2/1 (口)， = 5/3/1 
(ム)， = 4/4/1 (0)を表す.
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本検討において水溶性薬物のモデルとして用いたイヌリンは，非代謝性の物質であり，

リポソームから血中へ放出された遊離型のイヌリンは組織中に移行することなく速やかに

腎から排池される. したがって，血中の放射活性はリポソームの濃度とみなすことができ

る.一方， リポソーム封入型のままでファゴサイトーシスなどにより組織内に取り込まれ

たイヌリンは，短時間で血液循環中に再放出されることはない.このため，組織中の放射

活性は，組織へ移行したリポソーム量とみなすことができる.

血中での崩嬢とMPS移行性における速度論的解析

リポソームの各臓器への移行性は，各臓器中の移行量を単純に比較することからだけで

は明らかにすることはできない.なぜなら，特定の臓器へのリポソームの移行量の増加に

起因した血中濃度の低下の影響を受ける可能性があるからである(スピルオーバー現

象).そこで，各リポソーム間の血中濃度推移の差の影響を考慮し，臓器クリアランスを

算出し，各リポソームの臓器親和性および血液循環中での不安定性を比較した(表2-

1) . 

表 2-1 非修飾リボソームの体内動態における速度論的評価

Lipid composition AUC CLh CLs CLr 

(molar ratio) ( %dose/ml/min) (ml/min) (ml/min) 何rll/min)

EPC / Chol / DCP 

=6/2/1 180+ 15 0.143 + 0.008 0.063 + 0.005 0.091 + 0.011 

=5/3/1 252+ 2 0.166 + 0.010 0.054 + 0.003 0.085 + 0.004 

=4/4/1 147+ 15 0.229 + 0.020 0.051 + 0.013 0.035 + 0.006 

HEPC / Chol / DCP 

=6/2/1 357+ 79 0.205 + 0.063 0.074+ 0.003 0.019 + 0.006 

=5/3/1 143+ 32 0.324 + 0.006 0.091 + 0.004 0.330 + 0.058 

=4/4/1 102士8 0.399+ 0.010 0.104士0.009 0.372 + 0.041 

肝臓および牌臓クリアランスは， リポソーム投与 1時間後の肝臓および牌臓における取り込み量

を台形公式により求めたAUC(O→lhr)で除することにより求めた.一方，腎クリアランスは， リ

ポソーム投与後 1時間までの累積尿中排他量をAUC(O→lhr)で‘除することにより求めた.各値は

平均値:tSE (n=3・5)で表した AUC: arca unar the blood∞11∞ntrat iOll-t imeωrve， CLh : hepatic 
c1earnnce， CLs: splcnic c1earnn回， C Lr : rcn aJ CJ caran∞ 

14 

nfへの親和性の指標で・ある日Fクリアランスは，主主剤jとするリン脂質の飽和性に関係なく，
コレステロール含量に依存して増加することが明らかとなった.また，血液循環中で-のリ

ポソームの不安定化の指標である腎クリアランスは，飽和リン脂質を基剤としたリボソー

ムではそのコレステロール含量の噌jJ[Jに依存して噌加したのに対して，不飽和リン脂質を

用いたリポソームではそのコレステロール含量との間に相関性は見られなかった.この傾

向は前節で示した血清中での安定性(図 2-2)とよく一致する.これらの結果は，飽和

リン脂質からなるリポソームの肝への親和性と血中での不安定化がそのコレステロール必

量に依存した何らかの機構に基づくのに対して，不飽和リン脂質を基剤としたリポソーム

では肝親和性のみがコレステロール含量に依存した何らかの機構に基づくことを示すもの

である.

一方，肝臓とならびリポソームの排除において主要な臓器である牌臓へのリポソームの

親和性(牌臓クリアランス)は，全てのリポソームにおいでほぼ同程度の傾を示した.こ

の結果は，今回用いたリポソームの牌臓への移行性がコレステロール含量に依存した何ら

かの特異的な機構によって支配されているのではなく，肝臓への移行性やjfrrrllで・の不安定

化によるリポソームの血中濃度の変化により影響を受けていることを示唆していると考え

られる.
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図2-6 補体系との相互作用と体内動態との関係

80 

(A) リポソーム表面に結合したロフラグメント量と肝クリアランス， (B) in vitroで・の不安定性とm
vivoでの不安定性の指標である腎クリアランスとをプロッ卜した.

αフラグメント結合量は図 2-3から， jJl vitroで・のリポソームの不安定性 (ReJease(%))は図2
2から，さらに，肝臓および腎臓クリアランスは表2-1で示された結果を用いた.
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ける可能性があり，これが安定性の速いを誘起する原因の一つであるかも知れない.

がって， in vitroでの安定性とinvivoで-の安定性の関連に関しては，今後さらに検討してい

く必要があると思われる.

一方， リポソーム表面に結合した血清タンパク量とリポソームの肝移行性，および血液

循環中での崩壊の指標である腎クリアランスとの聞には，相関関係はみられなかった

(2-6A， B).以前， Hemandcz-Casellcsら[56]は，タンパク結合量の多いリポソーム

ほどヒト血清中で不安定で-あること，さらに， Cullisらのグループ[57-60]は， リポソームに

結合した総タンパク量がリボソームの血液循環からの消失に寄与する重要な要因であるこ

とを報告している. しかしながら， Cullisらは同時に， リポソームに結合したC3フラグメ

ント量もまた総タンパク結合量に依存して噌加していることを示している [57]. したがっ

て，結合タンパク量と血中滞留性との聞の負の相関は，オプソニンなどの特異的タンパク

結合量と血中滞留性との聞に負の相関が存在すると読み変えることも可能であり，我々の

今回の結果と一致する.一方，結合タンパク量と血液循環中での崩壊はなんら相関が見ら

れず，非特異的に結合したタンパクが崩填に寄与するのではなく，むしろ特異的に結合す

るタンパクが重要な役割を果たすことを示唆していると思われる.

した補体系とリポソームの体内動態との関連

図2-6 A， Bは，第一節・第二節の検討結果に基づき，各リポソーム表面上に結合し

たC3フラグメント量と肝クリアランス，および血清rllでのリポソームの不安定性と腎クリ

アランスとの関係について示したものである.

C3フラグメント結合量と肝クリアランスの聞には，良好な正の相関関係(戸=0.880，

0.01)が見られたく図 2-6A).一方，血清中でのリポソームの不安定性と腎クリアラン

スとの問には，不飽和脂質からなるコレステロールを22mol%合有するリポソーム(EPC

22mol%)を除いて， 一定の相関関係があることが明らかとなった(図 2-GB). これら

の結果は， 11日体系，特にC3フラグメント結合最がリポソームの肝移行性に密接に関係する

ことをポ唆するとともに • ~111休系との相互作用を示すリポソームに関しては， in 

不安定性がin vivoで‘の不安定性を予測する上で一つの指僚となる可能性を示唆していると

思われる.

これまでに， in situラット肝泌流法を用いた検討において， リポソームの肝への取り込み

は血清成分存花ドで促進されること，そして，この取り込みを促進させる成分としてオプ

ソニンの 一つであるC3フラグメントが重要な役割を果たすことが示唆されている r1，3，5-

8，10，50] ， リポソームに結合したC3フラグメントは， MPS細胞上の補休受符休へのリガン

ドとして機能し， MPSへのリポソームの親不lIttを元進させることにより，補体受容体を介
したファゴサイトーシスによるリポソームの取り込みを促進すると考えられている[51-53]

今問のC3フラグメント結合量と肝クリアランスとの問の良好な相関関係は，この機構を
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その一方で，本検討の結果は， リポソームの肝移行性が術休系との来日不1I性のみで決定さ

れるわけではないことを示唆している.このことはC3フラグメント結合量と肝クリアラン

スとの相関が，原点を通る口実線とならなかったことから明らかである.食食細胞による異

物排除には，補体成分以外のオプ、ノニンを介した取り込み，電荷や疎水性などの異物の物

理化学的性質に依存した取り込みなど様々な形式がある [54]ことが矢iいうれており，
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フラグメント結合量と無関係の肝クリアランスは， MPSによる補休非依存的な異物取り込

み機織によると考えられる.最近， リポソームのMPSよる取り込みには， I(n液成分(オプ

ソニン)依存的，非依存的な機構があることが報告されており，これらは動物種に依存す

ることがポされている(5-8，10，55]・これらの報告にしたがえば，ラットはオプソニン依存的

な取り込み機構を有しており，先に示された補体非依存的なリポソームの取り込みは，

の大部分が布rr休系以外のオプソニン依存的な機構によっている可能性が高い.

また，興味深いことに，図 2-6Bに示されたように，相関からはずれたリポソーム

(EPC 22mol%)は， in vitroでは極めて不安定であったのに対して， in vivoでは安定で-あり，

vitroとin vivoで‘リポソームの崩壊機構が異なる可能性が示唆されたこの原因を断定する

ことは現時点では難しいが， in vivoではr(ll球成分の存在やIfll流による撹杵などの影響を受

血清タンパク結合量と体内動態との関係

リポソーム表面に結合したI血清タンパク量と(A)肝クリアランスおよびゆ)in vivoて-の不安定性の指
標である腎クリアランスとをプロットした.血清タンパク結合量は図2-4から， in vitroでのリポ

ソームの不安定性 (Release(%))は図2-2から，さらに，肝臓および腎臓クリアランスは表2

1で示された結果を用いた.

図2-7そ
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第四節小括

本章における検討から， リポソームの体内動態に補体系が重要な役割を果たしているこ

とが明らかとなったこれまでにもリポソームの動態への補体系の寄与を示唆する報告は

なされているが，我々の試みのように補体系とリポソームの相互作用の程度を定量的に評

価し，体内動態との関連を明らかにした例はこれまでにない.

本検討で明らかとなった， C3フラグメント結合量がリポソームの肝移行性を，補体系に

よる相互作用を受けやすいリボソームにあってはinvitroで-の安定性が血液循環中(invivo)で-

の安定性を表す， としづ結果は， リポソームと補体系との相互作用の程度を評価すること

により，これまで予測不可能であった生体内投与後のリポソームの動態を予測するうえで

有用な知見を得ることができる可能性を示唆していると思われる

しかしながら， in vivoとinvitroで、のリポソームの安定性は，その脂質組成などの物理化

学的性質，あるいはinvivoとinvitroとの環境の違いによって異なる可能性も示唆されてお

り，今後さらなる検討が必要であると思われる.

第5節実験の部

試薬

水素添加卵黄ホスファチジルコリン(HEPC)は日本精化(大阪〉から，卵黄ホスファチジ

ルコリン(EPC)は日本油脂(東京)より供与されたものを用いた. リン酸ジセチル(DCP)は

ナカライテスク(京都)より，コレステロール(Chol)は和光純薬工業(大阪〉よりそれぞ

れ購入した. リボソームの水相マーカーとして用いた5(6)-カルボキシフルオレセイン(CF)

はEastmanKodak (NY， USA)より， [3H]-inulinはNcwEngland Nuclcar(NEN)(MA， USA)より，

また脂質相マーカーとしてJHl、た[3Hl-cholcstcrylhcxadecylcthcr([ 3 HJ-CHE)はNEN(MA，USA) 

からそれぞれ購入した.液体シンチレーションカクテルとしてのシンチゾールEX-Hは同仁

化学(熊本)より購入した.その他の試薬は試薬特級品を用いた.

リボソームの調製

CFおよび[3同-inulin封入リポソーム，あるし、は[3H]-CHEj添加リポソームは既報(34]にした

がって調製した実験に用いたリポソームの脂質組成は表2-2に示し，脂質濃度:20μ 

mol!ml，平均粒子径:400nmのリボソームをそれぞれ調製した.

表2-2に示した脂質組成および上記脂質濃度にしたがい各脂質を秤量した後，クロロ

ホルムに溶解し，減圧下で溶媒を留去することにより脂質薄膜を形成させた.これにCF

(40mM)等張溶液， トレーサー量の[3H]-inulinを含むリン酸緩衝液(PBS(・))(リポソーム溶液

5mlに対し20μCi)，あるいはトレーサー量の[3H]-CHEを添加し手振猿により脂質薄!撲を

水和させ，多重層リポソーム(Multilamcllarvesicles : MLV)を調製した. MLVの牧子径は，

孔径400nmのポリカーボネート膜(Nuclcporc，CA，USA)を用いてextrusion法により調務した

各粒子径は動的光散乱法(NICOMP370 HPL submicron particlc analyzer (Particlc Sizing Systcm， 

CA， USA)により確認した

未封入のσ及ひ，[3H]-inulinはセルロースチューフ"(ScamlessCcllulosc Tubing， Small Sizc 18， 
和光純薬工業)とSpectralPormembrane; 50000M.W. Cut(Spcctrum Medical Industry， CA， USA) 

を用いたPBS(ー)に対する平衡透析によりそれぞれ除去した.

表 2-2 リボソームの脂質組成(モル比)

EPC / Chol / DCP = 6 : 2 : 1 HEPC / Chol / DCP = 6 : 2 : 1 

5:3:1 5:3:1 
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リポソームの体内動態、

実験動物として， Wistar系 Mf~ tl: ラット(井上実験動物(熊本) ，体重225:t:50g)をもと川し

た.エーテル麻酔F，ラット大腿動，静脈および勝目)'tに常法にしたがってカニュレーショ
ンを行った.手術終了後，ボールマンケージに同定し，麻酔より覚醒させた後，大腿静脈

より20μmol lipid/kgの投与量で-リポソームの投与を行った大腿動脈および勝脱より経時

的に探血，採尿を行った.さらに投与1時間後に肝臓および牌臓を探取した.

血液，尿，肝臓，脚.臓中の[3H]_inulinの放射活性は既報[61]にしたがって測定した.すな

わち，血液は0.2mlを採取し， O.5mlの過般化成素水及びO.5mlの2N-KO H/isopropanol溶液

O.2mlを添加した尿は精製水を加え全員を10mlとした後l.Omlを採取し"過般化水素水

O.2ml， 2N・KOI-Visopropanol溶液0.2mlを添加したこの後，血液・尿，共に370Cで一晩イン

キュベートしたインキュベー卜終了後， 10%酢酸を血液には1ml，尿にはO.4ml添加する

ことで中和し，シンチレーションカクテル1印nlを加えた.

--)]，肝臓はホモジナイズした後，精製水をJJIJえ全量を50mlにメスアップし，このうち

1mlを採取した過酸化水素水o.2ml， 2N-KOH/isopropanol溶液O.2mlを添加し， 370Cで一晩

インキュベートした.インキュベート終了後， 10%酢酸O.4mlにより中和し， シンチレーショ

ンカクテル10mlを加えた仰-臓は全組織に過酸化水素2ml，2N -KOH/isopropanol溶液2mlを

添加し， 37。Cで-晩インキュベー卜した.インキュベート終了後， 10%酢椴2.4mlを加えて

中不IJし，精製水で-全量を10mlとしたうちの1mlにシンチレーションカクテル10mlを加えた

各試料の放射活性は液体シンチレーションカウンター(凶C・3500，Aloka，東京)をHlし、て測

定した.

リポソームの体内挙動における速度論的解析

循環血中からのリポソームの消失は，非線型最小て乗法プログラムMULTI[62]を用いて

(式 1)に基づいて解析を行った AIgorithmはDampingGauss-Ncwton mcthodを用いた

Cb=A・cxp(-αt) ( 1 ) 

AUC(O→t)=Nα(2)  

(A:時間 Oにおける濃度， α:速度定数， t:時間， AUC:血小濃度i時間山線ド凶i積)

全身クリアランスは投与量をAUC(O→∞)で除することにより求めた.肝クリアランスお

よび牌臓クリアランスは各臓器tのリポソーム投l戸時間後における取り込み景(%Dosc)を，

腎クリアランスは投与後1時間における累積尿中排袖景をAUC(O→ 1h)で除することにより

すrlHした.

CLtot = Dosc/AUC 

CLh = Xh(t)/ AUC(O→t) 

CLs = Xs(t)/AUC(O→t) 

CLr = Xr(t)/ AUC(O→t) 

( Dose :投与量， Xh(t):肝臓への取り込み量， Xs(t):f仰臓への取り込み量， Xr(t) :尿rfrへの累
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積排他量)

血清中におけるリボソームの安定性評価

実験に用いた血清は， Wistar系雄性ラットの頚動脈より採取した血液を約60分間放置す

ることにより凝固させた後， 4・Cにて遠心分離(1250xg，15min)して調製した.
リポソームの安定性の評価は既報に従って行った[34] すなわち，調製した血清0.45mlに

対しCF封入リポソーム(6μmol/ml)を0.05ml添加し， 37
U

Cで30分間インキュベー卜したイ

ンキュベート終了後， リポソーム-Jfll清混合液60μlをPBS(・)5mlに添加した(試料溶液A). 

試料溶液Aより 1mlを採取し， Triton-X溶液(5%v/v)1mlを添加してリポソームを完全に崩境

させた後，精製水2mlを加え， 4倍に希釈した(試料溶液B).各試料溶液の蛍光強度は分

光蛍光光度計 (Hitachi650あるいはF-4500(fl立) ;励起波長490nm，測定波長520nm)に

より測定し，次式により崩填率(Rclcasc(%))を算出した.

Release (%) = {A -;-(B x 4) } x 1 0 0 

A:試料Aの蛍光強度， B:試料Bの蛍光強度

リボソーム表面に結合したC3フラグメント及び血液タンパクの定量

ラット UlL清900μlにリポソーム溶液(脂質濃度;20μmol!ml)を100μl加え， 3TCで30分間

インキュベートした.この後， Chonnら[63]の報告したスピンカラム法を用いてリポソーム

をリポソームー血清混合液から分離した.

すなわち，インキュベート後の混合液1mlをスピンカラム(Terumosyringe (10ml)， Bio-Gel 

A・15m(200・400mesh size)(Bio-Rad， CA， USA))に添加し遠心分離(5∞rpm，1min， 4 OC)してベッ
ト中にしみこませた.次いで溶出液(PBS(ー))500μlを添加し，遠心分離(5∞中m，1min， 40C) 
してfraction-1を得た.溶出液の添加と遠心分離をj順次繰り返し，各サンプルについて

fracti on-15程度まで採取した.溶出してきたリポソームは各fraction中の[3同-CHEの放射活

性を測定することで確認した.確認後， リポソームを含む;fractionを一つにまとめ， リポソー

ム画分を超遠心(OptimaTL Ultracentrifugc (Bcckman， USA)， 75000中m，lhr)により濃縮し，試

料とした.試料中のリポソーム濃度は3H-CHEの政射活性から換算した.また，試料中のリ

ポソーム由来脂質は以後の定量に悪影響をおよぼすため，等量の2%Triton-X溶液の添加に

よりリポソーム膜を崩壊させた後，試料に対して3倍量の1，1，2-trichloro， 1，2，2・trifluoroe出anc

(和光純薬工業)を添加することにより抽出除去したこの試料中のC3フラグメント量を

当研究室において作製された抗ラットC3モノクローナル抗体と市販のHRP-conjugate4Jtラッ

トC3ポリクローナル抗体(Cappel，PA， USA)を用いたサンドイツチELISA法により，また結

合血清タンパク量はDCprotcin assay(Bio-Rad Laboratories， CA， USA)により測定した

サンドイツチELISAによるC3定量は既報[64]にしたがって行った.すなわち，非標識抗

ラットC3モノクローナル抗体(10μg/ml)を100μVwellす"つ96wcllsELISA plate(Nunc， Denmark) 

に分注し，室組で2時間反応させ，コーティングとした反応終了後，抗体溶液を除き，
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O.l%-BSA含有PBS(ー)(BPBS)を390μVwellずつ分注し，室温で30分反応させ， ブロッキング

とした試料をBPBSを用いて適度に希釈し各welHこ100μlずつ分注し，室温で一晩反応

させた.反応終了後， 0.05%-Tween 20含有PBS(・)(washingbuffer)を用いて 3回洗浄したこ

の後， HRP標識抗ラットC3ポリクローナル抗体をBPBSで3000倍に希釈したものを100μu

wellずつ分注し，室組で2時間反応させた反応終了後， washing bufferを用いて 3回洗浄

した後， o-phcnylene diaminc/HzOzで・発色させ， 3-5分後に反応を2N-H
2
S0
4で停止させた

波長49仇1m'こおける吸光度はMicroplatercader (ModeI450， Bio-Rad Laboratories)を用いて測定

した.濃度換算のために用いた精製ラットC3は当研究室で精製したものを用いた

結合C3フラグメント量，および血液蛋白量は， PideonとHunt[65]の既報にしたがって換

算した総リポソーム粒子数で除することにより， 1佃あたりの結合量として示した.
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第三章 補体系によるリポソーム認識機構の検討

第二章において， リポソームの体内動態に補体系が重要な役割を果たすことが明らかと

なった. このことは， 生体内投与後のリポソ一ムの3却動ジ訪j態を予担担抑、J札|

は'補体系によるリポソーム認識機構の理解が大切であることを示唆していると考えられ

る.

一般に，補休系は古典経路と第二経路という二.つの活性化経路を介して活tl:化されるこ

とが知られている.古典経路はIgGやIgMを含む免疫複合体や凝集物とC1複合体のC1q部分

の相互反応によって起動される. 一方，第二経路は抗体などの起動因子が標的細胞上の特

異的な分子を認識することによって起こるのではなく，むしろ液中日中で持続的に非常にゆっ

くりと活性化されているC3分子の標的細胞への非特異的な結合によりその活性化が起動さ

れると考えられている.両経路は，それぞれが形成したC3転換酵素(占典経路;C4aC2b， 

第二経路;C3bBb)が産生したC3bの異物表面への結合段階において合流し辰終的に膜

侵襲複合体(MAC)を形成して膜破境を生ずる(図 2-1 ) 

リポソームは生体膜と類似した構造を持つことから， しばしば生体成分と生体膜との相

互作用を検討する際のモデル膜として用いられてきている. しかしながら，補体系と膜と

の相互作用に関する研究の多くはハプテン(抗原〉などをリポソームに組み込み，補体系

との親和性を人為的に増加させて行われたものであり，その矢[1見を薬物運搬休として月}し、

る非修飾リポソームにそのままあてはめることはできない.前章で示したように， リポソー

ムの動態に補体系が重要な役割を果たすことから，異物性が比較的低いと考えられる非修

飾リポソームを補体系がどのようにして異物として認識するかを解明することは非常に重

要である.また，抗原性が低いにもかかわらず，非修飾リポソームによって補体系が活性

化されたという事実は，これまでいわれてきた補体系の機能とは異なる新たな機能を明ら

かにする可能性をも含んでいる.

そこで本章では，第二章において補休系がその体内動態を支配する要因である可能性が

示された飽和リン脂質からなる三種のコレステロール含量の異なるリポソームをモデルリ

ポソームとして用い，補休系によるリポソーム認識機椛，およびその違いがおよぼすオプ

ソニン化 (C3フラグメントの結合〉および膜破嬢 (MAC形成)への影響について詳細に検

討した.

第一節 リポソームによる補休活性化経路の検討

ラット血清中での非修飾リポソームの崩嬢への補体系の寄与

一般に，補休系の親和性はリポソームの村.子径の増加に依存して増加することが知られ

ている[33，35，40，42]. したがって，本章ではより補体系との親和性が高いと考えられる粒子

径が800nmのリポソームを用い，まずこのリポソームのラット血清中での安定性をまず評
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ぷ3-1にボすように， リポソームからの蛍光色素の放出はコレステロール含量の増加

に作って増加するとともに，この政HJは熱処到1(560C/30min)およびEDTA処理によりほぼ完

全に抑制された. したがって， リポソームからの蛍光色素の放出が補休系の活性化による

リボソーム膜破壊の結果であること，さらに補体系の親和度がリポソーム中のコレステロー

ル含量に依仔して増加することが改めて示された.
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ラット血清中での非修飾リボソームの崩壊への補体系の関与表 3-1 

Lipid composilion (Chol content) 

。1reatment 

4/4/1 

(44mol%) 
5/311 

(33mol%) 
6/2/1 

(22mol%) 

4/4/1 (44mol %) 5/3/1 (33mol %) 6/2/1 (22mol %) 

Upld composltlon 

(Chol content) 
30.3::t 1.5 18.5::t 3.4 None 

非修飾リポソームの補体依存的な崩嬢における補体活性化経路
の違い

図3-1 

40.1 ::t 2.0 

5.6 ::t 0.4 

コレステロール含量の異なる各リポソームと非処理あるいは処理血清(80%v/v)を370Cで30分

間インキュベー卜し， リポソーム内から漏出した蛍光色素(カルボキシフルオレセイン)の

蛍光強度を測定した各値は平均値:!:SD(n=3 or 4)で表した.各シンボルは， .;非処理，

口;10mM EDTA処理， 図;10mM EGTNMgCl2処理血清を表す.

5.6 ::t 0.4 

5.6 ::t 0.4 

コレステロール含量の異なる各リポソームと非処理あるいは処理血清(80%v/v)を3rcで30分間
インキュベー トを行い， リポソーム内から漏出した蛍光色素(カルボキシフルオレセイン)の

蛍光強度を測定した.各値は'f均flrい SD(n=3 or 4)で表した.
* controlとは，ラットlfil清を含まないリン酸緩衝液中でのリポソームからの蛍光色素の漏出を
表す.

1主「
f珂

. 園田町園田・・・回聞園田園田岡田，

4.9 ::t 0.1 3.0::t 0.4 EDTA (10mM) 

4.9::t 0.1 

4.9::t 0.1 

ソーム (22%，33%Chol含有〉の崩壊はほぼ完全に抑制された(図 3-1) . したがって，

日コレステロール含有リポソーム (44% Chol合有)の崩壊は，第二経路を介した活性化の

結果であり，低コレステロール含量のリポソーム (22%，33% Chol含有)の崩壊は，古典

経路を介した活性化の結果であることが明らかとなった.

以前， Chonnら[3]はリポソーム表面の表面電荷の違いが補休系の活性化経路を変化させ

る要因であること，すなわち負電荷リポソームでは占典経路を，正電荷リポソームでは第

二経路を介して補休を消費することを示している.今回用いたリポソームは生理的条件下

で負に帯電するジセチルリン酸(DCP)を約llmol%含有しており， net chargeは負で、ある.

もかかわらず， コレステロール(ホスファチジルコリン)含量の違いにより補体活性化経

路が変化したという孜々の結果(図 3-1)は， Chonnらが示した表而電荷だけではなく，

レステロールあるいはそれに付随したホスファチジルコリン合有量の違いもまた補体活性

化経路を変化させる要因であることを強く示唆するものである.

さらに，低コレステロール含量のリポソーム (22%，33% Chol含有〉が古典経路を，

コレステロール含量 (44虻 hol含有)のリポソームが第二経路を活性化したとし 1う結果は，

コレステロール含量あるいはそれに付随して変化するホスファチジルコリン含量に，補休

コ

29 

3.0::t 0.4 

3.0 :t 0.4 

非修飾リポソームによる補休活性化経路の検討

補体系の活性化は，古典経路と第一て経路の二つの経路を介して行われることが知られて

いる.先にも示したとおり， -，'i ~込終路の活性化には Ca 2+ およひやMgμの二例カチオンが，第

:終路の日性化にはMg2+のみが必要である[1，2].そこで， EDTA溶液およひ~EGTA!MgCI2溶

液を朋いて，ぷ 3-1にポされた補体系によるリポソームの崩嬢がし、ずれの経路を介して

いるか検討した.

EDTA溶液はCa2+およひずMg2+のIdJ二価カチオンを， EGTA/MgCI 2溶液はMg2•のみを村渇さ

したがって， EDTA処昭は内典経路および第 二経路の同経路を， EGTA!MgCI2処聞は

山県経路のみを限3すると考えられる[1，2]. EDTA処理を施したlfll清中でのリポソームの

崩壊はほぼ完全に抑制されたこれに対して， EGTNMg02処理[1(n清r1Iでは44%コレステロー

ル含有リポソームの崩壊はほとんど抑制されなかったものの，低コレステロール合有リポ
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系の活性化を古典経路から第二経路へ，あるいは第二経路から古典経路へシフトさせる閥

値が存在する可能性を示唆している.以前，コレステロールを40%含有したリポソーム

(田PC:Chol: DCP=5: 4:1)のラット血清中での崩嬢は第二経路を介したものであることが報告

されている(4，5].また， Szebcniら[6]は最近，コレステロールを45%含むヘモグロビン含有

リポソームがラット補体第二経路を活性化することを報告したさらに以前Cunninghamら

[7]は，コレステロールを43%含んだリポソームによるヒト補体系の活性化はやはり第二経

路を介したものであり， この活性化の増強には至適なコレステロール量 (20%以下では第

二経路を介したC3のC3bへの転換が十分に起こらない〉ことを報告している.これらの結

果はリポソームによる第二経路の活性化にはリポソーム組成中のコレステロール含量が重

要であり.少なくとも40%以上のコレステロール含量が必要である可能性を示唆している

と忠われる.

-jj，今回用いたリポソームにおいて，コレステロール含量の減少はホスファチジルコ

リンの増加を意味する.図3-1に示した結果から，古典経路を介したリポソームの崩壊

はホスファチジルコリン含量が重要であり，ホスファチジルコリンが55%以上存紅する時

進行すると解釈することもできる.

第一節 補休活性化起動因子の寄与

補体依存的な非修飾リポソームの崩壊への吸着処理の影響

先にも述べたように，古典経路の活性化は抗体(IgG，IgM)などの補体活性化因子の異物表

面への特異的な結合に端を発することが知られる. したがって， 22%， 33%コレステロー

ル含有リポソームにおいて観察された古典経路を介した崩嬢は，何らかの補休活性化因子

の寄与の結果である可能性が考えられる.一方，第二経路の活性化は，液相で自然にC3b

へと自己開裂したC3分子の異物表面への非特異的な結合に端を発する抗体非依存的なもの

であるといわれており，特別な活性化因子の存在は一般には知られていない. しかしなが

ら，以前から第二経路の活性化に寄与する血液成分が存在する可能性が報告されてもいる

[4刈. したがって， 占典経路，第二経路にかかわらず，コレステロール含量の異なる三格

の非修飾リポソームに特異的に結合し，補休系の活性化を誘導する何らかの血液成分が存

在している可能性が十分考えられる.

図3-2Aは11U体系が起動しない組度(40C)においてJfTt清とコレステロール含量の異なる

こミ椅のリポソームをそれぞれ十分接触させ(吸着過程)，遠心分離によりリポソームを完

全に除去した血清(吸着因子除去血清)中におけるコレステロール含量の異なる各リポソー

ムの崩演を示したものである.22%コレステロール含有リボソームを用いて吸着処理した

場合，同荷リポソームの崩壊だけでなく 33%コレステロール含有リポソームの崩嬢も抑制

された. しかしながら，興味深いことに， 44%コレステロール含有リポソームの崩壊はほ

とんど抑制されなかった.さらに， 33%コレステロール含有リポソームを用いて吸着処理
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図3-2 非修飾リボソームによる補体活性化における血清因子の寄与

A)コレステロール含量の異なる 3種の非修飾リポソームで血清を処担(OOC/30min)した後， リポソーム

を除去した血清中での蛍光色素封人非修飾リポソーム(HEPC/Chu1/DCP=6/2/1; 口=日/1; 図
=4/4/1 ; • )からの蛍光色素の漏出を測定した各値は平均値土SE (n=3)で表した *Co山 01は，非

処理血清中での各リポソームからの蛍光色素の漏出を測定した結果を示した

B)非処理およびA)と同様に非修飾リポソームを用いて処理(OOC/30min)した血清中でのウサギ赤血球の

溶血反応を測定した各シンボルは， * ，非処即tl(ll清，・;リポソーム(6/2/1)処理， .A;リポソーム
(5/3/1)処理， ・ ;リポソーム(4/4/1)処.flrr， 0;リポソーム(6/2/1)処理斗lOmM EDTA，ハ;リポソーム
(5/3/1)処珂1+ 10mM EDTA，口 ;リポソーム(4/4/1)処理+lOmMEDTA. 

した場合， 22%， 33%コレステロール含有リポソームの崩捜はほぼ完全に抑制されるとと

もに， 44%コレステロール含有リポソームの崩境もまた約50%の抑制を受けることが明ら

かとなった. さらに， 44%コレステロール含有リポソ-ムを用いて吸着処理したところ，

全てのリポソームの崩接がほぼ完全に抑制されたることが明らかとなった.

一方，それぞれの吸着肉子除去血清中でのウサギ赤血球に対する溶lfu活性は非処理JUL清

と同様に十分に保持されており(図 3-2B)，図 3-2Aにおいて観察された吸着処確

によるリボソームの崩嬢の抑制は， I汲清過程での補体成分の消費あるいは除去によるもの

ではなく，何らかの補体活性化因子の特異的な除去によるものであると考えられる.

以上の結果は. 22%， 33%コレステロール含有リボソームによる古典経路の活性化にだ

けでなく. 44%コレステロール含有リポソームによる第て経路の活性化に寄与する何らか

の活性化因子が確かに存在することを示唆していると考えられる.さらに， 22%， 33%コ

レステロール含有リポソームによる補体活性化に寄与する血液成分は同ーのものであり，

本検討で用いた全てのリポソームに親和性を有する可能性がぷされた.ープj，44%コレス

テロール含有リポソームの第二経路を介した崩接は，吸着処理に用いたリポソーム中のコ

レステロール含量に依存して抑制されたことから(図 3-2 A) ， 44%コレステロール合
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有リポソームの崩壊に寄与する血液成分は股'11のコレステロールに親和性を有する可能性

が非常に高い.

自然抗休寄与の可能性の検討

近年， リポソームによる術体活性化に自然抗体由来IgGあるいはIgMが寄与する可能性が

あることが報告されている[9-13]. 多くの動物種で血中に抗コレステロール自然、抗体あるい

は抗リン脂質円然抗体が含まれることが報告されており [13，14]， 22%， 33%コレステロー

ル含有リポソームによる古典経路を介した補体活性化にこれらの自然抗休が寄与する可能

tl:が 1・分考えられる. さらに. 自然抗体由来IgG[15-20]およひ(JgM[9，10]依存的な第二経路

の活性化も報告されており， 44%コレステロール含有リポソームによる第二経路の活性化

にもまた日然抗体山米IgG，IgMが寄与する可能性が十分考えられる.そこで，抗ラット

IgGおよび抗ラットIgM抗体を用いて処理した血清中でのリポソームの崩壊，および各リポ

ソームに親和牲を有する自然抗体の有無について検討した.

ぷ3-2にぷすように， 22%コレステロール含有リポソームの崩嬢は抗ラットIgG抗体処

到!により約50%抑制されたこれに対して，抗ラットIgM抗体処理ではほとんど影響を受

けなかった. ゾJ，興味深いことに， 44%コレステロール含有リポソームの崩壊は，抗IgG

抗体，抗IgM抗体，それぞれの処理によってほぼ完全に抑制された.これらの結果は，低

コレステロール合有リポソームによる補体活性化には自然、抗体由来IgGおよびそれ以外の

何らかの締体活性化因子が， 一方高コレステロール含有リポソームによる補体活性化には

li然抗休由来IgGおよびIgMが寄与する可能性を示唆するものである.

表 3-2 非修飾 リボソームの補体依存的な崩壊への自然抗体の関与

図3-3は各非修飾リポソームに対して親和性を有する自然、抗体由来IgG量および同種

リボソームを用いて吸着処理した後のIgG量を，~)j図 3-4 は自然抗体由来IgM量および

吸着処理後のIgM量を検討した結果である

リポソームに結合したIgG量は，コレステロール合量の増加に依存して増加した(図 3-

3) .この結果は，ラット血清中にリポソームに対する自然抗体(IgG)が存在することを示

唆するとともに，コレステロールに高い親和性を持つ手!然抗体(IgG)が多量に存在している

ことを示唆するものである.さらに，吸着処理後の臼然抗体(IgG)量は， 22%コレステロー

ル含有リポソームを用いて吸着処理した場合には顕著な減少は観察されなかったが，

o
m伸、《

Lipid composition (Chol content) 

6/2/1 (22mol % ) 4/4/1 (44mol%) 

0.8 
Treatmen Release (%) Inhibition (%) Release (%) Inhibition (%) 

《8 寸
None 45.5 62.0 

0.4 
Anti Rat IgM Ab 42.9 5.6 7.8 87.4 

Anti Rat IgG Ab 25.7 44.9 14.9 75.9 

ir処fII!あるいは処理I(IL清(80%v/v)を非修飾リポソームと3rcで30分間インキュベー卜を行い， リポ
ソーム内から漏!日した蛍光色素の蛍光強度を測定した阻害率(inhihition(%))は，補体系を失活させ
るEDTA処EP.J削背中での漏出を100%として換算した.
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図3-3 非修飾リボソームに親和性を
有する自然抗体 (IgG)の存在

非処理由l清 (0)および同椅非修飾リポソーム
により処理(OOC，30min)したI(IL清 (A)は，あら
かじめ非修飾リポソーム((A) HEPC/ClloJ川CP=

6/211， (D) = 5/3/1， (c) = 4/4/1)を同相化した
ELISA用プレート中でインキュベート (4oC， over 
night)した結合した向然、抗体(IgG)は HRP結
令抗ラットIgG抗体の特異的な反応を利用して
測定した.
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33%， 44%コレステロール含有リポソームを[0~ ，て吸着処理した場合， それぞれの リポソー

ムに結合するIgG量を減少させた.この結果は，先に示した22%コレステロール含有リポソー

ムの補体依存的な崩捜に自然抗体(IgG)以外の血液成分が寄与している可能性を支持する と

ともに，高コレステロール含有リポソーム(33%，44%)の補体依存的な崩壊への自然抗体

(IgG)の寄与の可能性を支持するものである.

一方，各リポソームに結合するIgM量もまたリポソーム中のコ レステロール含量の増加

に伴って増加した(図3-4) .この結果もまた，ラッ ト血清中にリポソームに親和性を

有する自然抗体(IgM)が存在することを示している. さらに，吸着処理後のIgM結合量は

22%コレステロール含有リポソームを用いて吸着処理した場合には顕著な減少は観察され

A) HEPC/Chol/DCP = 6/2/1 
1. 

0
0寸
《

o. 

8) HEPC/Chol/DCP = 5/3/1 
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0.5 

0 
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o
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図3-4 非修飾リボソームに親和性を
有する自然抗体 (lgM)の存在

非処理J(JL清 (0)および向精非修飾リポソーム
によ り処理(OOC，30min)した1(，1清 (6)は，あら
かじめ非修飾リポソーム((A) HEPC/CnoI/DCP = 
6(2)1， (B) = 5/3/1， (C) = 4/4/1)を固相化した
ELISA朋プレー ト中でインキュベー 卜(40C，over
night)した.結合した自然抗体(lgM)は，HRP結

合抗ラッ トIgM抗体の特異的な反応を利用して
測定した.
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なかったが， 33%， 44%コレステロール含有リボソームを丹J~、て吸着処理した場合，それ

ぞれのリポソームに結合するIgM量は減少した(図 3-4) . この結果は，先に示した高

コレステロール含有リポソーム(33%，44%)の補体依存的な崩壊への白然抗体(IgM)の寄与

の可能性を強く支持するものである.

一般に， IgMによる補休活性化はIgGに比べて10倍以上強し、ことが知られている[43].に

もかかわらず， 22%， 33%コレステロール合有リボソーム (66%，55%ホスファチジルコリ

ン含有リポソーム)の補体依存的な崩擦にIgMでは;なく IgGが'寄与する rtJ能性が示されたの

は，閃 3-4に示したように， これらのリポソームに親不111"1:を有するIgM抗体が低濃度あ

るいは低い力価しか持たないからであると考えられる. IgM分rは分子車約800KDaの巨大
分子であり，異物表而への 1分子の結合により占典終路を介した補休前十1:化を起動する.

一方， IgGによる古典経路の活性化には異物表面への少なくとも 2分子のIgGの結合とFc領

域の提示が必要であり， しかも両氏問の距離には至適伯が仔イEし，少なくとも40nm以下で

なければならない[21]. IgMと比較して補体活性化能が低いにも関わらず， IgGクラスの抗

体の寄与が観察されたのは，抗体自身の持つ高いノIJ1~1jと， リポソーム膜中での高いリン脂

質(ホスファチジルコリン〉の密度によるホスフェート残基のクラスターの形成により，

最適な結合部位がリポソーム表面に形成されたからであると推察される. しかしながら，

同積リポソームによる吸着処理により，このリポソームに特異性を有するIgGクラスの顕

著な減少は観察されておらず(図 3-3) ， しかも抗ラットIgG抗体処EJ!により崩壊が完

全に抑制されなかった(表3-2 )ことから， fgG以外の補体活性化閃子の存イEを仮定し

なければならない.

抗体 (IgG，IgM)以外の補体活性化肉子としてはマンノース結合タンパク(Mannosc-

binding protcin : MBP)[22・24]， C-rcactive protcin : CRP)[25]やSerumamuloid P component : 

SAP)[26]などの動物レクチンやコレクチン・ファミリーに属するタンパクが報告されてい

る.これらの活性化因子の中でもCRPは生体組織の損傷に伴う炎症反応時に血中に分泌

される急性別タンパクの一つであり，Pncumococcus由来のC-polysaccharidcだけで-なく，細

胞膜織成脂質であるホスファチジルコリンのホスホリル残基を特異的に認識し，古典経路

を介して補体系を活性化することが知られる[25]. リポソームを用いた検討において，

Richardsら[27]は，ホスファチジルコリンを合有したリポソーム膜はCRPとヒト補体系の共

存下において障害を受け内封物(glucosc)を放出すること，またOhsawa[28]はホスファチジ

ルコリン/コレステロール/ジセチルリン酸からなるリポソームにおいて，その組成比が

1.6:0.4:0.1のとき最も高いCRP依存的なリポソームの崩壊が起きることを報告している. し

たがって，これらの報告はCRPがIgG以外のもう一つの補休爪性化因子である可能性を強く

示唆すると考えられる.

一方，関3-2Aにおいて示された結果は，第二経路を介したリポソームの崩捜を促進

する何らかのl血液成分が存在する可能性を示唆するだけでなく，この血液成分はリポソー

ム膜中のコレステロールに対して親和性を有する可能性があることを強く示唆している.
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図3-2 A， Bに示された結果は，ラット IE'市Iflli tI r j I ，こ44%コレステロール含有リポソー

ムに対して親和性を持つ白然抗体ldJ来IgGおよびJgMが存在し，このリポソームの第二経路

を介した崩壊にこれらの自然抗体が寄与する可能性があることを示唆するものである.多

くの動物積の血液中にコレステロールに対する円然、抗体が存在することは以前から報告

[13Jされている. したがって，第一二経路を介して補体系を活性化する血液成分がコレステ

ロール合量依存的な結合を示した(岡 3-2 A)ことから， この血液成分がコレステロー

ルに対する自然抗体である日J能性は板めて高い

以前から.自然抗体による第二経路の活性化に関する報告は多く，特にIgG，こ関して多

くの報告がなされている[15-20]. IgGによる第二経路の活性化は，異物表面に結合したIgG

のFab領域がC3bに結合部位を提供しさらにH因子とI因子によるiC3bへの転換(不活化)

から結合したC3bを保護することにより，結果的にC3転換醇素であるC3bBbの形成を促進

するためであると考えられている[20J.本検討からゆjらかとなったIgG依仔的な44%コレス

テロール合有リポソームによる第て経路の活性化も同機の機構により促進されていると考

えられる. .-)j， IgMは最も一般的な占典経路の起動肉子の一つである.最近Kozclらのグ

ループにより報合された結果[291は，本検討において見出されたリポソームの第て経路を

介した補体罰性化へのIgMの寄与をJ5-える上で興味深い.彼らは，Ca.ndida aJbicansによる

補体系の活性化は，自然抗体山来抗マンナン抗体依存的占典終路と同抗体依存的第 三k~路

の活性化が|司fI手に起こることで進行することを明らかにした.占典終路の活性化は，ある

種の活性化凶 J二の異物への特民的かっ選択的な結合により速やかにC3転換醇素である

C4bC2a複合体を形成させ，多阜のC3bを液中日中へ放山する 第 :経路は，この古典終路の

がi性化の結果産生されたC3bを絞として活性化する-種の増幅経路であるとの1)[え)jもさ

れており [30]， Kozclらの見出した結果はこのような機織にしたがっていると考えられる

したがって，我々の検討の結果明らかとなった44%コレステロール合有リポソームによる

術体爪性化へのIgMの寄与-は，第 三終路活性化のためのC3bの供給源として機能しているIII

能性も考えられる. しかしながら，閃 3-1において示されたように， EGT A/Mg Cl2処即

(Ca2+の澗渇〉によって44%コレステロール合イTリポソームの崩壊が影響を受けておらず，

IgM依存的な占典終路の活性化がこのリポソームによる第一経路活性化のinitiatorとして機

能するというり能性は否定される.

そこで， IgMの寄与に関して以下の 3つの口J能性を考えた. 1つめは， IgMのFab領域が

IgGのFab領域と 1，iJ伎にC3bのacccptorとして機能するとともに， H閃子と1[苅子による不爪化
からC3bを保護する. 2つめは， EGTA爪19CI2処l!I!により火前するClqを消費しない tfi典終

路を介するC3bの応11:.への寄jJ~辰後は， IgMによって誘導されるl'J-典経路と，何らかの閃
子(本検討では19Gによる nI能性をぷ唆〉により誘導される第 て経路の両経路が何らかの

機織によって利HI日的に争!日休系の活性化を進めているとしづ可能1tである.

表 3-2において示されたIgG，IgMが別々に機能しているのではなくむしろ相補的に機

能することを示す結果は， 三帯f1の口J能性を強く支持すると考えられる.以前， Okadaら
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[9，10]は自然抗体由来IgMが第二経路を活性化することを報告した.その詳細な機椛はlりjら

かではないが， IgMが寄与するこれまで解明されていない新たな補休活性化機構が存在す

る可能性も現時点では否定できず，今後，さらなる検討が必要であると思われる.

第三節 何n休活性化経路の違いがおよぽすオプソニン化と膜破壊の違い

補体系の活性化は古典経路を介したものであれ，第二経路を介したものであれ，最終的

に異物のオプソニン化と細胞膜破壊を生じる. しかしながら，第二章において述べたよう

に，補体活性化によるオプソニン化と朕破捜の程度は， リポソームの物型化学的性質の述

いにより異なる可能性がある.すなわち，オプソニン化されやすいリポソームが必ずしも

崩壊しやすいわけではなく，またオプソニン化されにくし、からといってそのリポソームが

必ずしも崩接しにくいわけではない. さらに，本章におけるこれまでの検討から， リポソー

ムの物理化学的性質の違い(コレステロール(ホスファチジルコリン)合最の違しサによ

り，活性化される補体系の経路が異なることがりjらかとなった.この結巣は， リポソーム

の物理化学的性質が補体系による認識機械を変化させ，その結果として補体系によるオプ

ソニン化および膜破壊に影響をうえる可能性を示唆すると考えられる. しかしながら， リ

ポソームに関して，この点に関する検討はこれまで全くなされていない.

そこで，本節では，オプソニン化の指標としてリポソーム表面iへのC3フラグメントのがi

合を，そして膜破壊の指標として蛍光色素の漏出を経H別自に測定し，補体系の活性化経路

の違いがおよぼすリポソームのオプソニン化と膜破嬢への影響について検討した.

C3フラグメントの非修飾リポソームへの結合における経時変化

図3-5Aに示すように， 22%コレステロール含有リボソームへのC3フラグメントの結

合は反応開始後速やかに増加し約6分で最大に達した後一定となった.また， 33%コレス

テロール合有リポソームへのC3フラグメントの結合は， 22%リポソームへの結合と比較し

てゆるやかであったが，同様に上昇し，約8分で最大に達した後ほぼ一定となった • -)j， 

44%コレステロール含有リポソームへのC3フラグメントの結合は約2分ほどのlagtimcの後，

ゆっくりと増加し約20分かけて最大に達した.このように，それぞれのリポソームへの

C3フラグメントの結合ノξターンは異なることが明らかとなった.

そこで，このようなパターンの違いが先に示された補体活性化機構の違いによるもので

あるかを切らかとするために， EGTA/MgCI2処理1fl1消(r5県経路を選択的に抑制)を月]い

て同様の検討を行った.その結果，図3-5Bに示すとおり，非処月UfJli青をJHいた場合に

観察された22%，33%コレステロール含有リポソームにおける素早い結合パターンは消失

し， lag tirncのある緩やかな結合パターンへと変化した. ーん" 44%コレステロール含有リ

ポソームへのC3フラグメン卜結合パターンはほとんど変化しないことが示された.これら

の結果は， リポソ-ムへのC3フラグメン卜の結合において，補体系の活性化機惜の違いが
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図3-5 非修飾リポソームへのC3
フラグメントの結合の経時変化

その結合ノfターンを変化させる要因であることを示唆するものである.

さらに，先に明らかにした補休活性化因子のC3フラグメント結合への寄与について検討

するために， ~吸着処理血清を用いて同様の検討を試みた.その結果，非処理血清を用いた

際の結合パターンとは明らかに異なる結合ノfターンが観察された.また， この結合ノfター

ンは，EGTA/MgCl2処理血清を用いた場合(図 3-5B)とほぼ同様のパターン(関 3-

5 C)であったことから，このC3フラグメントの結合は第二経路のspontaneousな活性化に

起因したものである可能性が考えられる.また，興味深いことに， C3フラグメントの結合

量に若干の減少が観察された. これらの結果は，先に示した補休活性化因子が，補休系に

よるオプ、ノニン化の速度と程度に極めて重要な役割を果たしていることを示していると思

われる.
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非修飾リポソームからの蛍光色素の政出(膜破壊)の終日寺変化

22%コレステロール含有リポソームからの蛍光色素の放jiiは， lag timcのない非常に速や

かなものであった(図 3-6 A) . ところが， 33%コレステロール合有リポソームからの

蛍光色素の放出は， 22%コレステロール含有リポソームと同伎に古典終路を介したもので

あるにも関わらず，約5分のlag timcのある放出であった(関 3-6B).方， 44%コレ

ステロール含有リポソームからの蛍光色素の放出は， 33%コレステロール合有リポソーム

と同様に約5分ほどのlagtimeの後に生じた.興味深いことに，この放lliのlagtimcはEGTA/

MgC12処理血清を用いた場合，さらに大きくなった(図 3-6 C) .この結果は，第 :終
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図3-6 非修飾リボソームの補体依存
的な崩捜の経時変化
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からの蛍光色素の漏出を経時的に測定した.実
験は少なくとも 3例以 t行い，典型的な l例を
示した.
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路を介したリポソームの崩填はC3フラグメントの結合パターンと同様に， lag timeのあるパ

ターンであることを強く示唆するとともに，第二経路の活性化に古典経路が何らかの促進

作用を与えている可能性をポしていると思われる.

以前， Elangら[29]は， C3b分子のαndida albicansへの結合は，古典経路を介した活性化

の場合非常に速やかに増加し，第二経路を介した活性化の場合lagtimcの後速やかに増加す

ることを報告している.この報告は， リポソームが起動する補体系の活性化経路の違いに

よりオプソニン化の速度が異なる可能性を示唆しており，図 3-5A及び岡 3-6Aにお

いて示された， 22%コレステロール含有リポソームによる古典経路を介した素早し、C3フラ

グメントの結合と蛍光色素の漏出と一致する.古典経路を介した補体活性化がlagtimcのな

し、ものであったのは， リポソーム表面にまんべんなく分布するエピトープ，すなわちホス

フェート残恭に抗リン脂質IgGが素早く結合して補体系を活性化し，大量のC3転換醇素

(C4hC2a複合体)をリポソーム表面に一様に形成したからであると推察される.この可能性

は， IJJ種リポソームを用いて吸着処理したllll清を用いてC3フラグメントの結合の経l可変化

を検討した結果，その結合パターンがEGTA/MgC12処理血清をJtjいた際の結合ノfターンに

近づいたことからも示唆される(図 3-5A，C). 

ゾ~~， 44%コレステロール含有リポソームにおいて観察されたC3フラグメントの結イ?と

j~l嬢における lag timeのある経時変化は，以前Pangbumら[31]が報告した第二経協を介した

C3b結合の経11寺変化，すなわち①lagphase，②amplification phase，③plateau phascという -

段階を経るという結果と一致している.それでは，このような経時変化はどのような機構

に基づいて生じるのであろうか 我々は，以下のように推察している

補体第て終路は液相中で非常にゆっくりと自己分解を続ける C3の異物表面iへの

spontancousな結合に端を発する活性化機構であり，通常液相中で形成されたC3bあるいは

異物表面に結合したC3bは，速やかにH因子とI閃子の作用によりiC3bへと変換され，11:.l!H 

活性を失う [21](lag phase) . しかしながら，このような不活作用を免れたC3bがC3転換両手

素(C3bBb)を形成し，新たなC3bを産生することにより， H因子とI凶子によるイベ沼化作月jを

免れるC3bが増加し，新たなC3b転換酵素(C3bBb)を異物表面に形成し，大量のC3bの結合

を誘起する(amplificationphasc). やがて， C3bの結合サイトが飽和すると，それ以上の結令

は/七じなくなり，結合量は一定となる(platcauphase). 

したがって，第三経路に特徴的なlagtimcは， spontancousあるいはC3転換酵素によるC3b

の産生と， H閃子とI閃子による不活化作用とのバランスで決まっていると考えられ， [1 J~典

終路によるC3フラグメントの結合にlag tirncがみられなかったのはC3転換醇素(C4bC2a)を

素早く形成し，多民のC3bを産11:するからであると考えられる.蛍光顕微鏡による観察に

より，仁 albicansへのC3フラグメン卜の結合は，古典経路を介した場合は蘭表而全体で-起

こるのに対して，第二経路を介した場令，その結合は不均一に起こることが明らかにされ

ており [29，32]，このような機構の違いに法つ'く C3フラグメントの結合段式の違いが
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amplification phascにおける素早い結合(占典経路)と緩やかな結合(第二経路〉を生じさ

せる原因であると思われる

また，上記検討から， C3フラグメントの結合と崩壊の経時変化が必ずしも一致しないこ

とが明らかとなったこの傾向は第二経路を介した場合に顕著であり， C3フラグメントの

結合はlagtimeの後に緩やかに上昇したのに対して，崩壊は急激に上昇した.補体系が11:.体

膜上に膜侵襲複合体を形成して膜破嬢を誘起するためには，その連鎖的活性化機構から考

えてC3フラグメントの膜表面への結合過程は必須である. しかしながら， C3フラグメント

の結合ノfターンと崩接ノfターンが必ずしもパラレルに進行しなかったという結果は，有fi体

系によるMAC形成はC3フラグメント結合量に必ずしも依存しないことを怠味していると忠

われる.

また， 22%， 33%コレステロール合有リポソームにおいてI EGTA!MgCI2処思により補体

系による膜破壊は顕著に抑制された(図 3-6A，B)のに対して. C3フラグメントの結

合は抑制されない(図 3-5 B)ことが明らかとなった.この結果もまた， C3フラグメン

トの結合が必ずしも膜破填を生じさせるわけではないことを強く示唆していると思われる.

C3フラグメントの結合が確認されたにもかかわらず膜破撲が起こらなかったのは，

spontaneousな第二経路の活性化によるC3bのゆるやかな産生により， リポソーム表而に結

合したC3bのほとんどが速やかにH閃子とI因子によって不活化され，十分なC3転換酵素

(C3bBb)あるし、はC5転換酵素(C3bBbC3b)を形成することができなかったからであると考え

られる.

吸着処理によるC3フラグメント結合ノfターンの変化は， リポソームを異物として認識し

シグナルを送る何らかの血液成分が存在することを強く示唆するものである(図 3-

5) .古典経路の活性化に寄与する成分の吸着除去は， C3フラグメント結合の速度も程度

も減少させ，その結合ノfターンはEGTA/MgC12処理した血清を用いた際のそれとほぼ同様

となった.この現象は，古典経路を活性化する起動閃子の除去により，古典経路由来C3転

換酵素であるC4bC2aが22%，33%コレステロール合有リボソーム上で形成されなかったこ

とによると考えられ，古典経路の活性化因子は， リボソーム表面で素早くかっ多量にC3転

換静素(C4bC2a)を形成することにより，多量のC3b分子を産生し， MAC形成につながる補

休系の活性化を促進していると考えられる. さらに，第二経路の活性化に寄与する血液成

分の吸着除去もまた， C3フラグメント結合ノミターンを変化させることが示されたこの結

果は，第二経路の活性化に寄与する血液成分が存在することを改めて強く示唆するととも

に，吸着処理によってC3フラグメントの結合量が減少したことから，この血液成分は補体

系の活性化を起動するのではなく，むしろ第二経路本来のspontancousなゆっくりとした活

性化を安定化するために機能していると考えられる.先にこの血液成分の候補として，自

然抗体(IgG，IgM)の可能性が示唆されている(表3-1 ) .そこで，その安定化機械を

以下のように類推した. リポソーム表面に結合した向然抗体 (IgGあるいはIgM)は，第二

経路のspontancousな活性化によって産生されたC3b分子の強力なacccptorとして働き， H因
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子とI国子の攻撃から結合したC3bを保護することにより， C3転換酵素(C3bBb)の形成を補

助する.形成されたC3転換酵素は新たなC3bを産生し，新たなC3転換酵素(C3bBb)の形成

とC5転換酵素(C3bBbC3b)の形成を促進することにより， MAC形成につながる補体活性化

が生じたと考えられる.

この一方で，図 3-6Cに示された， EGTAJMgCI2:処理により44%コレステロール含有リ

ポソームの崩境に至るlaglimcが増加したとしづ結果は，第二経路の活性化への古典経路の

寄与を強く示唆しており，非常に興味深い.補体系に関しては占くから研究がつくされて

きたが， r守:O4終路と第二経路の関係については不明な点が多く残されている.以前から，

それぞれの終路は独立して機能する，あるいは第二経路は古典終路の噌脈経路にすぎない

[30]としづ可能性が示されているが，未だ確定的ではない.我々が見出した「第二経路が

七経路である補休活性化に占典経路が寄与する」としづ結果に類似した報告は示されてお

らず，分子レベルで本現象を解明していくことは，古典経路と第二経路の関係において新

たな知見を提供する発見につながる可能性が考えられ，非常に興味深い.

本節における検討から，以下に示す結論をえた.

・古典経路を介した補体系の活性化は，第二経路を介したそれよりも速やかにリポソーム

のオプソニン化および膜破壊を行う.すなわち，補休系の活性化経路が異なることにより，

リポソームのオプ、ノニン化と膜破填の速度が異なる.

・第二経路を介したC3フラグメントの結合は， lag timcの後，緩やかに進行する. ーノI，!股

破境は同様のlagtimcの後増加する. しかし，この速度はC3フラグメントの結合よりも速や

かである.

・古典経路を介すにせよ，第二経路を介すにせよ補休系によるリポソームのオプ、ノニン

化の程度と膜破境の程度は必ずしもパラレルに進行しない.

-占典経路と第二経路はそれぞれ独立して機能しているのではなく，両者が相術的に機能

する結果としてオプソニン化と膜破境が誘導される.
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第凶節小折

本章における検討ーから， リポソームrjlのコレステロール合長，あるいはこれに付随して

変化するホスファチジルコリン合量の違いにより活性化される術休系の経路が兵なること

そして，それぞれの経路を介した補体活性化には['1然抗体rl]来のIgGあるいはIgMが寄与し

ている Iげ能'~I:が示された.さらに， λ変興味深いことに，その爪性化終路の述いが有fH本系

によるリポソームのオプソニン化と股倣演の速度に影響をおよぼすことがりjらかとなった.

Chonnら[3]は，以!日j， リポソームによる納休前tl:化における詐遍的な法則として， リポ

ソーム表而の電荷の違いがその経路を変化させる要IAiであることを示した. Ij c実，これま

での多くの研究において， 11i1苛を合まないリポソームは補体系をむf;1"1:化しないr3，33，341こ

とが械(りされており， リポソームによるtlli体活性化を考えるとき， リポソームの表rr，í屯イ~;j

は非常に重要な要肉である. しかしながら，電荷以外の物.fJlt化学的訪性質の述いによりflU

休系の利111~作用が見なる [2-4 ，33-3 (，]ことも以前から報(iJされており，持者らが今1111ぶした

「コレステロール(ホスファチジルコリン)合員の速いもまたリボソームによる補休日↑判7司|

化終路を変化させる妥肉である」とし、づう結果は'ァトよだ統-(均な見解.がぷされないリボソー

ムと補体系との相互作用に関する研究に新たな知見を提示するものであると考える.

さらに，古典経路を介したオプ、ノニン化と膜破擦が非常に速やかであったのに対して，

第二経路を介したそれが数分間のlagtimcを要したという結果は，補休系の爪性化経路の述

いが1'-:休内投与後のリポソームの動態、を変化させるnJ能性を示している. しかしながら，

数分のlagtimcがその動態にどれだけの影響を与えるか，疑問も残る.この問題に対して，

以前Gclfandら[37Jと， HanとCutlcr[38]が細菌(c. albicans)をJlH、て行った検討は， 一つのIIJ

能性を示唆している. Gclfandらは， C4欠損モルモット(市典経路欠鼠)をJTJし、て C

alhicansの体内動態、と分布を検討し， {I'Jら正常モルモッ卜と変わらないことを械作したこ

の結果は，凸-典経路あるいは第二経路のいずれにも異物排除能力に優位がないことを示す

とJ5・えられる. しかしながら，この検討でC.albicans ~こ対する特異抗体の存イEを舵認してお

らず， 11:'市モルモットにおいても山典終路の寄与はないr可能性が考えられ，不卜分なもの

である.一方， HanとCutlerの報告した，抗マンナンモノクローナル抗体(IgM)はC. albicans 

の感染を防ぐが，他のIgM抗体を月!し、た場合には全く感染を|切げなかったとし 1う結巣は，

古典経路の活性化が第二終路の活1"I=.イヒよりも重要であるという可能性をぷ唆するものであ

り，古典経路を介した素早いオプソニン化が生理的に非常に重要な志|沫を持つことを示し

た.しかしながら，これらの検討は，ttf航性のある知!蘭を川いてのものであり，噌殖する

以前に，すなわち侵入H与点での排除が最も重要であると忠われる感染爪の防御に際しては，

素日川、オプソニン化を進める古典経路が重要であるのはむしろ叶然であるように忠われる.

リポソームの動態、に，古典経路を介した素早いオプソニン化がどれだけの役割を果たしう

るか，現Il:J，点では全く明らかではなく，今後の検討課題であると忠われる.
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第五釘j 実験の部

試薬

水素添加卵黄ホスファチジルコリン(HEPC)は1J本精化(大阪)から供与されたものをJI J 

いた. コレステロール(Chol)は不11光純薬仁業(大阪)， リン駿ジセチノレ(DCP)はナカライテ

スク(京都)から購入した. リポソームの水相マーカーとしてJljし、た5(6)ーカルボキシフ

ルオレセイン(CF)はEastmanKodak(NY， USA)より購入した.プロテインーA-セフアロースは

ファルマシア(Upsala，Swcdcn)から購入した抗ラットfgG，抗ラットIgM抗体， HRP結合抗

ヒツジIgG抗体， HRP結合抗ウサギ:fgG抗体， HRP結合抗ラットC3抗体はCappel(CA， USA) 

からそれぞれ腕人した.その他の試薬は試薬特級lい

リボソームの調製

CF封入リポソームおよび空リポソームは第二章第五節に示したのと同僚のブj法で-調製し

た実験にJfH、たリポソームの脂質組成は表 3-2に示し，脂質濃度:20μmol!ml，、|え均

利子f壬:800nmのリボソームをそれぞれ調製した粒子径は動的光散乱(NICOMP370 HPL 

submicron particlc analyzcr 

(Particlc sizing systcm， CA， USA)) 

により測定した.未封入のCFは

セノレロースチューブ(Scam lcss 

Ccllulosc Tubing， Small Sizc 18， 

和光純薬工業(大阪))をJf]し、

たPBS(-)に対する平衡透析によ

り除去した.

表 3-2 リポソームの脂質組成(モル比)

l(lliN中におけるリポソームの安定性の評価

HEPC I Choll DCP = 6 : 2 : 1 

5:3:1 

4:4:1 

リポソームの安定性の評価は第 二章第五f1IJに示した方法にしたがって行った.

リポソームからの'il1光色素の経|時的な放jiiは，日~桜[50，51]の );1去にしたがって測定した

すなわち， )1:処.Ellあるいは穆々の処J.1[を施したラット 1(ll清(2.7ml)を分光蛍光光度計(Hitachi

650， Hitachi， Jf!)~)'こセットした石英セルrpてcあらかじめ370

C/5minインキュベー卜した.こ

の後，蛍光色素封入リポソームを添加し，緩やかな撹件下， 37
0 

C/30minインキュベー卜し

た. リポソームからの遊離蛍光色素の蛍光強度は一定時間毎に記録した(Fs). 反応終了後，

5%(v/v)-Triton Xを添加し， リポソーム中に合まれる総蛍光強度(Ft)を測定した.また，コ

ントロールとしてPBS中でのリポソームからの蛍光色素の放UI(Fs PBS)，およびリポソーム
r 1 rに合まれる総蛍光強度(Ft PBS)を測定した.各11寺11¥)におけるリポソームからの蛍光色素

の政Jii率 (Relea犯(%)) は，以ドの式にしたがって訂-算した.

Release (%) = { Fs -;-Ft干sPBS -;-Ft PBS} X 100 
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lftl消防j子除去血消の調製

，(rL消凶子除去血清の作製は既報[4]にしたがって行った.すなわちPBS(・)封入リポソーム
(γEリポソーム;)Jn'質濃度20μmol/ml，粒子径800nm)を血清に 1対9の割合(体積比)で

それそoれ}JIJえ， 00 C/30minインキュベー卜した.遠心分離(5000中m，30min)後， I~~層に浮卜.

したリポソームをアスピレーターをJiJし1てn:意深く除よしI l(rL消附子除去lfiL消を得た.

ウサギ赤血球を川いた~-Ifì休活性の測定

ウサギ亦l(lL球は， クエン椴-リン円安緩衝液rI ~に採取した後， PBS(+)で洗行トした 洗(J~後，

PBS( +) '1'に5x10R 11同Imlとなるように浮遊させた ウサギ亦I(IL球浮遊液(5xlO日例1mりO.lmlに

茶間ノ:.k1.4mlを加えて浪IfllさせたH干の|政光度は，波長542nmで;0.666を示す. flrr休前性のmu定

はMaycri.去に准じて行った[52]. 亦1(11球O.2ml(5xl08例Iml)を希釈r(Jli(j()I:処.E1lあるいは処.E1t

済)O.8mlにj]Uえ I 37
0 

C/60minインキュベー卜した反応終f後， PBS(+)を2ml添)11Jし，述

心分縦して太反応の亦I(ll球を除去した. l.消を採取し， I吸光度を波長542nmで測定し， I r;J 

数(1xlO什|司)の赤血球を茶筒水で完全に陶(rLさせた際の波長542nmでの!投光皮を100%として，

相対綜1(ll度(Hcmolysis(%))を求めた.

|]然抗体(IgG，IgM)除去血清の調控

ラット 1(ll消に抗ラットIgG抗体(6.7mglml)あるいは抗ラットIgM抗体(9mg!ml)を9対 1の

割合(休初比)で加え， 40Cで一晩インキュベーションした.インキュベート終了後，出

介液にプロテインーA-セフアロースを1対9の割合(存積比)で加え，さらに40Cで211初日j

インキュベートした.速心分離(5000中m， 30min)によりプロテインーAーセフアロースを除よa

しI IgGおよひ'lgM除去l{Il清を得た.これらのJ{n消'1-1でのリポソームの崩壊を測定した.

抗リポソーム自然、抗体(IgG，fgM)の測定

リポソームに対する 1'1然抗体の測定は既報[6，51]のノ~1去を-部改変して行った.すなわち，

50μlのリボソーム裕液(100nmol!mりを96wcllsELISA platcに分注し，乾燥機'1-1でー1!St)J[l侃し

コーティングした.次いで仏3%ーゼラチン含有PBS(-)を39(加Vwcllずつ分注し，宅温で'4hr反

応させ，未反応のプレート表|日をフーロッキングした. J(ll消をPBS(-)を用いて希釈し，各wcll

に100μlずつ分注し， 40Cで一晩反応させた.反応終了後， PBS(ー)で3日洗浄した その後，

ウサギ抗ラットIgG抗体あるし、はヒツジ抗ラットfgM抗体を0.1%-BSA含有PBS(-)で'3000倍に

希釈したものを100μVwellずつ分注し，室福で2時間反応させた反応終了後I PBS(ー)で3

川洗(J~ した この後， HRP結合抗ウサギIgG抗体あるいはHRP結合抗ヒツジIgG抗体を0.1%-

BSA合有PBS(-)で500(憎に希釈したものを1印刷lJwcllずつ分注し，言雪崩で 2時間反応させた

反応終了後， PBS(-)で3回洗浄したこの後， 0・phenylcncdiaminc/H202で発色させ，3分後

に反応を2N-H2S04でイ;予Jl:させた.波長490nmにおける吸光度を測定した
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リポソームへのC3フラグメントの結合の終Il.y変化

50μ!のリポソーム溶液(100nmol!mりを96wcllsELISA platcに分注し，乾燥機中で一l脱却J~品

しコーティングした.次いでで‘0.3%-ゼゼ、ラチン合有PBS筑(十ω-う)を390μ IJ川/
反応させ，未反応のプレート表lilIをブロッキングした.次いで12.5%に希釈したラット [(IL

消を各wcllに添加し， 37
0Cでインキュベーションした.反応は各i時間において100μlの

EDTA溶液(20mM)の添加により停止させた. PBS(ー)を月jし、て 3rlJ]洗浄した. この後HRI珠山

合抗ラットC3抗体を0.1ルBSA合イlPBSぐ)で3000倍に希釈したものを100μVwcllず・つ分問し，

宅潟で2時間反応させた.以後の操作は前項にしたがった.
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第四章 ヒト補体系との相lL作JTJに関する検討

リポソームを薬物運搬体としてヒトに適用する際に考慮すべき点として，種差の問題が

あげられる.新規薬物を開発する際においてな穐差は非常に大きな問題であることが矢11

られ，特に肝における薬物代謝において種差の存在は重大な問題であり，動物実験からヒ

トでの代謝を予測するいわゆるアニマル・スケールアップの適用には限界がある[1]. リポ

ソームに関しでも，その体内動態において種差が存在することが報告されている[2-5].

以前から補休系の活性化能やそのメカニズムにもまた，顕著な椅jEが存在することが7J¥

されている[6，7]. このような種差は，補体系が約20積，制御系の成分を含めれば30椅を越

える血液成分の連鎖的な酵素的反応の結果として機能することを考えればむしろ当然であ

ろう.我々は第二章でのラットを用いた検討を通じ， リポソームの休内動態に補体系が重

要な役割jを果たすことを明らかにした以前， Scieszkaら[8]はヒト多形核白血球(PMNs)に

よるリポソームの取り込みがヒト血清存花下でC3フラグメントの一つであるiC3bを認識す

る受容体を介して起こることを報告しており，さらにLiuら[4，5]は， in situ肝滋流法を川い

た検討において. ヒ卜血清はリポソームの肝臓による取り込みを促進させる能力があり，

その本体は補体系によるオプソニン化であることを報告している.これらの結果は， ヒト

においても補体系がリポソームの体内動態を支配する要因として作用することを示唆する

と考えられる. しかしながら，動物問で補休系とリポソームの相互作用が異なるなら，動

物実験から得られた結果をそのままヒトに外押することはできず， ヒト補休系とリポソー

ムの相互作用を直接検討する必要がある.

そこで本章では， ヒト補体系とリポソームの相7工作用に関して， リポソーム膜破填の指

標であるヒト1m築中でのリポソームの不安定化(崩壊)とオプソニン化の指標であるC3フ

ラグメント量について検討した さらに， リポソームによるヒト補休系の活性化機構につ

いて検討するとともに，種差の原因についても考察した.

第一節 ヒト補休系とリポソームとの相互作用

第二章において，補体系がリポソームの動態を支配する要因の一つであり， リポソーム

表而のC3フラグメント結合軍が肝移行性を，血清中で‘の補体依存的な崩壊が血液術環小で

の不安定性のHt僚となる可能性をポした したがって， ヒト t(n疑中での補休依存的な崩嬢

およびリポソーム表面へのC3フラグメント結合量を評価することは， ヒトにおけるリポソー

ムの動態を考える上で非常に有用な情報を与えると考えられる.そこで，粒子径の異なる

新修飾リポソームおよび非修飾リボソームをモデルリポソームとして用い， ヒト1(rl築r~ 1に

おけるリポソームの不安定化およびヒト Ifll柴とほ触後のリポソーム表而に結合したC3フラ

グメント量の測定を行った.
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ヒト血妓中におけるリポソームの安定性

リポソームの崩壊は糖修飾リボソームにのみ観察され，その崩壊は熱処理(56・CβOmin)

によって顕著に抑制された(表 4-1 ) .先にも述べたように，古典経路を介した活性化

に寄与するC1q，および第二経路の活性化に寄与するB因子が熱感受性であることから，十!日

体系は熱処理(56"CβOmin)により失活する. したがって，糖修飾リポソームの崩壊は柿体

系の活性化の結果であることが示された方， ーゴド修飾リポソームの崩擦はほとんど観察

されず，その崩壊は熱処理(56
0

C/30min)血築中でのそれとほとんど同じであった(表4-

1) . したがって，非修飾リボソームはヒト補体系と相互杓刈しない可能tl:が示唆された

表4-1 ヒト血媛中でのリボソームの不安定性

Theatment 

None 

Heated 
(560 C /30min) 

Man ・MLV

61.2:t: 2.3 

5.6 :t: 0.5 

HEPC・MLV

6.2:t: 0.3 

7.2:t: 0.5 

脂質組成が Man/田 PC/ChoJ/DCP=3:2:4:1(Man-MLV)， HEPC/Chol/DCP = 5:4:1 (HEPC・MLV)から

なるリポソームを非処理あるいは処理[(11清(80%v/v)でインキュベート(3rC!3印nin)し， リポソー

ム内から漏出した蛍光色素(カルボキシフルオレセイン)の蛍光強度を測定した.各備は平均値

::!: SE (n=3 or 4)で表した.
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図4-1 槍修飾リボソームによる補体活性化経路の違い

結修飾リポソームを非処理あるいは処理ヒト1(11策(80%v/v)中でインキュベー卜σ7OC/30min)し，

リポソーム内から漏出した蛍光色素(カルポキシフルオレセイン)の蛍光強度を測定した.各

値は平均値::!:SE (n=3 or 4)で表した各カラムは， ，̂非処理， B，熱処理 (560C/30min)， 

c ; lOmM EDTA処卑， 0; 1伽 MEGTNMgC12処理， E ，抗ヒトClc航血清処理l担策を表す.
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補休系による不安定化におけるリポソームの粒子径の影響に関しては，

[14，15]， Richardsら[16]，LiuとHu[38]によっても同様の報告がなされている.この詳細な機

構は明らかではないが，粒子径の減少に伴うリポソームの出事の増加，さらにはそれに付

随した肢のパッキング状態の変化が膜侵襲複合体(MAC)のリポソーム膜への侵入に影響を

与えたためと考えられる.

Harashimaらヒト術体系と相互作用する可能性が示された糖修飾リポソームに関して，補体系の活性

化を阻害するEDTA，EGTAJMgC12，抗ヒトC1q抗血清処理ヒト血築中での不安定化を検討

した(関 4-1 ) .糖修飾リポソームの崩嬢は，熱処理(56・C/30min)だけでなく，

C3フラグメント結合における粒子径の影響

C3フラグメント結合量の測定は，当研究室において調製した2種類の抗ヒトC3モノクロー

ナル抗体(KOC02801・KOC02804)の組み合わせを用いたサンドイツチELISA法により定量的

に行った[18]. また， Chonnら[19-22]により， リポソームのIfll'lli市街'111:の指僚となりうるこ

とが報告されている総結合タンパク量も同時に測定した さらに，粒子径の異なるリポソー

ムでは血竣成分と接触する総表面積は異なるため， PcdgconとHuntの既報[23]にしたがって

各リポソームの総表面積を計算しこの値で各定量値を除し，単位表面積あたりの結合量

(g of protcin pcr unit surfacc a陀aof liposomcs)として結合C3フラグメント量および結合タンパ

ク最を換算した.

C3フラグメントの結合は， ヒ卜血築中での崩壊が観察された糖修飾リポソームにのみ観

そして，その結合量は粒子径の噌加に依存して噌加し(図4-3A)，両者の

EGTA/MgCI2，抗ヒトClq抗Ifrr清，いずれの処理によっても，ほぼ完全に抑制され，

粒子保の大きな(800nm)の糠修飾リポソームのヒトJm築中での崩壊は補体系のl活性化の結呆

であることが確かめられた古典経路の活性化にはCa2+，Mg2+の両イオンが， 一方，第二

終路の活性化にはMg2+のみが必要である[9，11，12]とともに， C1qは古典経路の活性化に寄与

する重要な補体成分の一つである[131. したがって， ヒト血紫中での糖修飾リポソームの

崩演は，補体系の古典経路を介したものであることが明らかとなった.

EDTへ

補体依イ子的な崩域への粒子径の影響

ヒト血祭小での補体依存的な崩壊へのリポソームの粒子径の影響について検討した

の結果， ヒト血禁中での糖修飾リポソームの補体依存的な崩撲はその粒子径の増加に依存

して増加し， リポソームの崩壊の程度と粒子径の問には非常に良好な相関関係(r2=0.953，pく

0.(05)が存在した(関4-2) .この粒子径依存的な糖修飾リボソームの崩壊は，粒!-1.主

に依仔した補体系の親和性の増加を示していると考えられる.また.小さな牧子径

そ

察された.(SUV:50nm)の糠修飾リポソームの崩嬢は，非修飾リポソーム(HEPC/Chol/DCPゴ/4/1)のそ

れとほぼ同値であり， ヒト補体系の糖修飾リポソームへの親和性は，単に糖(セチルマン

ノシド)の付加だけでなく，粒チ径の速いによっても影響を受ける可能性が示唆された
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C3フラグメント結合における粒子径の影響

粒子径の異なるリポソームをそれぞれヒ卜血祭(90%v/v)'11でインキュベート(37"C/30min)し，その
表而に結合したC3フラグメン卜量を測定した.定量舶は実験に用いたリポソームの総表面積で
除し，単位表面積あたりに換算した.各値は平均値土SE(n=3 or 4)で表した.
各シンボルは，・;糖修飾リポソーム(Man/PC/ChoI/DCP=3/2J4/1).必;非修飾リポソーム(M組/PC/

Chol/DCP=O/5/4/1)を示す
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図 4-3
ヒト血祭中でのリポソームの崩簸への粒子径の影響

村下径の異なるリポソームをヒト l (J l~策(90% v/v)'I'でインキュベ-卜(37"C/30min)し， リポソーム内
から漏出した蛍光色素(カルボキシフルオレセイン)の蛍光強度を測定した.各値は平均値-tSE 
(n=3 or 4)で表した.各シンボルは，・.糖修飾リポソーム (M加 /PCIChol汀)CP= 312/4/1). 企;)10修
飾リポソーム(Man/PC/Chol/DCP:::: 0/5/4/1). (r2::{).953， p<O.005) 
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問には良好な相関関係(r~0.981 ， pく0.002)が見られた.この結果は，図4-2で観察された

粒子径依存的な糖修飾リポソームの崩壊の増加とよく一致しており， ヒト補体系の糖修飾

リポソームへの親和性はその粒子径に依存して増加することが定量的に示された.

凶4-1で示したように，糖修飾リポソームはヒト補体系を古典経路を介して活性化す

る 占典経路の活性化は， 一般に，①抗体などの活性化因子の結合，②C1，C2， C4の述

鎖的な醇素的反応によるC3転換酵素(C4bC2a)の形成，③形成されたC3転換酵素により活性

化されたC3フラグメント(C3b)の異物表而への結合と， C5転換酵素(C4bC2aC3b)の形成，④

C5， C6， C7， C8， nC9によるMAC形成， という段階を経て内容物の放!日を引き起こす[24・

261.したがって，。フラグメント結合量が粒子径に依存して増加した原因は，③のリポソー

ム表而へのC3フラグメントの結合段階以前の補体活性化の初期段階にある可能性が示唆さ

れたこの糖修飾リポソームへの利子径依存的なヒト補体系の認識機構の詳細に関しては

次節以降で詳しく述べる.

. -jj，非修飾リポソームへのC3フラグメントの結合はその粒子径によらずほとんど観察

されなかった(図4-3) .この結果は，非修飾リポソームがヒト補体系によってオプソ

ニン化も膜破壊をも受けないことを示すとともに， ~I:修飾リポソームがヒト補体系とキrjll~

作川しない原因は，少なくともC3フラグメントの結合以前の段階，すなわち補体系の活性

化の初期段附(活性化因子のリポソームへの結合，あるいは古典/第二経路の活性化に凶

わる補体成分の結合)にある可能性を示唆する.

さらに，著者は第二章において，非修飾リポソームがラット補体系の作用により崩嬢す

ることを示しており，これら非修飾リポソームがヒト補体系と相互作用しなかったという

結果は，ラット補体系とヒト補体系との問に顕著な種差が存在することを示唆している.

ヒト補体系がなぜ非修飾リポソームと粍111・-作用しないのかについては第五節で詳細|に述べ

るが，このような種差の存在は，実験材料としてヒト血柴を用い， in vivoでのリポソーム

の安定性と血液成分との相互作用を定量的に評価しようとする我々の試みが妥当なもので

あり， リポソーム製剤jの開発において有用な情報を与えることを示唆していると考えられ

る.

-ゾj，タンパク結合量は，表而i修飾，粒子径の迷いによらずほぼ-定であった(凶4-

4) .以前， Chonnら[20]は結合タンパク量とリポソ-ムのJ(11中半減期!との間に負の相関関

係が存紅することを報告した.換言すれば，血液タンパクと相互作用しやすいリポソーム

ほと迷やかに血液循環から排除されることを示している.このChonnらが報告した1}1則に

したがうなら，梢修節目リポソームと非修節目リポソームのJ(ll中滞情性はほぼ同じであると考

えられる. しかしながら， ヒト If11袋r11で糖修飾リポソームは非常に不安定(表4-1)で

あり，また，以前Matsuoら[27]は，ラットを月jし、た検討において，顕著な補休系との杭ili

{'f川により，取11修飾リポソームは)1:修飾リポソームよりもはるかに速く血液循環から排除

されることを報作している. したがって， ヒト生体内において糖修飾リポソームが安定で

あるとは考えがたい.著者は. Chonnらの報告は，精々の1(11液タンパクと相互作用しゃ
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図 4-4 タンパク結合における粒子径の影響

粒子律の異なるリポソームをそれぞれヒ卜血築(90%v/v)'11でインキュべ-卜(3rC/30min)し，その

表面に結合したlllL妓タンパク量を測定した.定量値は実験に川いたリポソームの総表面積で除
し，単位表而積あたりに換算した.各航は平均前::tSE (n=3 or 4)で表した.
各シンボルは， ・;J糖修飾リポソーム(ManfPCIChol/DCP=3/2/4/1)，企;非修飾リポソーム(Man/PC/
Chol/DCP =D/5/41l)を示す

すい(結合蛋白量の多い)リポソームはオプソニンなどとも相互作用しやすく，このため

前述の規則性が見られたのであろうと類併している.事実， Chonnら[28]は， 1設近の報告に

おいて， リポソームの動態に日2-g1ycoprotcin 1がオプソニンとして機能していることを示

唆しており，特異的結合タンパクの重要性にも注目している したがって，その体内動態

が異なると予想されるリボソームの結合タンパク量が，その表面修飾，粒子径の違いによ

らずほぼ一定であったとしづ結果は，オプソニンなどの特異的結合タンパクの重要性を改

めて示唆すると考える.

ヒト補休系とリポソームとの相互作用に関する考察

リポソームの粒子径の違いはその動態に影響を与える要因の一つであることが知られて

いる[32-37]. この原肉として，血液成分や補体系との相互作JI]の違い[17，38]，あるいは肝

クッノf一細胞などの食食細胞による取り込み機機の違い[4，5，14，15，39，40Jなどが指摘されて

いるが，現時点では明確な解答は示されていない.

我々は第二章で， C3フラグメント結合量はリボソームの肝移行性の，血清中での安定性

は血液循環中での安定性の指標にそれぞれなる可能性を示した また，最近Liuら[4，5]は，

ヒト血清にオプソニン活性が存在し，その本体は補休成分であることを報告している.ま
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たI Scicszkaら[8]により， ヒトにおいてもまた貧食細胞による取り込みに異物表面に結合

したC3フラグメン卜の一つであるiC3bが重要な役割を果たすことが報告されている.これ

らの結果は， ヒトにおいても補体系がリポソームの体内動態を支配する要因として作用す

る可能性を示唆していると考えられる. したがって， ヒト補体系によって相互作用を受け

やすい大きな粒イ-径の糖修飾リポソーム(4∞， 800nm)は， ヒト血液循環中で非常に不安定で

あるとともにMPSへの高い移行性を示すことが予想される.また，糖修飾リポソームのオ

プソニン化の程度 (C3フラグメント量〉および血竣Iドでの補体依存的な崩填がその粒子径

と良好な相関関係にあったという結果は， リポソームの動態が粒子径依存的な補体系との

相互作用によって支配される可能性を示唆していると思われる.

・-)i， ~I:修飾リポソームは補体系をはじめとする椅々の血液成分と相互作用せずI JJilIl夜

循環Iドで安定に存在する可能性があり，有効なドラッグキャリアーとしてヒトに適応する

ことが可能かもしれない. リポソームによる補体系の活性化は，アナフィラキシーなどの

竜篤な副作用を誘導する可能性があり， リポソームの投与による炎症反応や発熱などの副

作用の発生がすでに報告されてもおり[41，42]， このような観点からも非修飾iリポソームは

有用であるかもしれない.

通常， ヒト血築中の総タンパク濃度およびC3濃度はそれぞれ約70mg/ml[43]， 0.90mg/ml 

[44]であることが知られており， C3含有率は1.3+0.5%と算出される.図4-3，図4-4

にぷされた定量値をもとに総結合タンパク量あたりのC3フラグメント結合量，すなわちC3

合イP容を計算したところ， 400nmの糖修飾リポソームでは約2倍， 800nmの糖修飾では約

4倍濃縮されていることが明らかとなった(表4-2) .この結果は， ヒト補体系の粒子

表 4-2 総結合血媛タンパク中のC3フラグメント含

Mean diameter of liposom町 (nm)

50 100 200 400 800 

Man-Iiposom回 0.320 1.038 1.654 2.716 4.821 
:t: 0.100 :t: 0.291 :t: 0.310 :t: 0.143 :t 0.6;80 

0.029 0.115 0.133 0.179 0.234 
HEPC・Iiposomes

:t 0.002 土 0.014 :t 0.024 :t 0.008 :t: 0.042 

精修飾リポソーム(Man/HEPC/Chol/DCP=3/2/4/1)および非修飾リポソーム(Man/HEPC/ChoJ/

DCP=D/S/4/1)に結合した[([1策タンパク'11に合まれるC3フラグメント電を示した.計算には
図1 3， ~ 4 -4で示した定最怖をmいた.各111'{は平均情ト SE(11=3 or 4)で表した
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径依存的な糖修飾リボソームへの親和性の増加が，非特異的な反応の結果ではなく，補体

活性化によって生じる特異的な反応の結果であることを強く示唆している.古典経路を介

したものにせよ，第二経路を介したものにせよ，液相中で活性化型に変換されたC3は反応

性に寓むチオールエステルを外部に露出し，異物表面の水酸基あるいはアミノ基と共有結

合する[45]. したがって，糖修飾リポソームへのC3フラグメントの結合は脂質組成中の糖

(マンノース)あるいはコレステロール由来の水酸基に対して特異的に生じると考えられ

る. したがって，図4-3に示された粒子径依存的なC3フラグメント結合量の増加は， こ

のような結合部位が粒子径に依存して増加したためであるとも考えられる.しかしながら，

糖修飾リポソーム上の糖(マンノース〉あるいはコレステロールの密度は粒子径にかかわ

らず一定であり， C3フラグメントの結合部位数が粒子径に依存して増加するとは考えがた

い.著者は，第三章において， リポソームによる補体活性化は，何らかの補体活性化閃子

のリボソーム表面への結合過程を必要とする可能性があることを明らかにした.第一節で

示したように， ヒト血築中での糖修飾リポソームの崩嬢は補体系の古典経路を介したもの

であり(図4-1 ) ，古典経路の活性化は抗体などの活性化因子の結合によって起動され

ることが知られている.そこで，糖修飾リポソームによる補体活性化が何らかの活性化閃

子の寄与により起動されると仮定し，この仮定に基つ'いて，図4-2および図4-3にお

いて示された糖修飾リポソームへのヒト補体系の親和性と粒子径との聞の良好な相関関係

を説明するモデルを以下のように構築した(閃4-5) . 

補体活性化因子のリポソーム表面への多価結合を考えるとき，半径Rのリポソーム山商

に接触する平面の存在を仮定した.この平面上にあってリポソーム中心から距離 (R+δ)

で表される点とこの平面のリポソームとの接点、との問の距障をxとすると， リポソームの

R2 + x2= (R +O)2 

x2 = 2Ro + o2 

士干 2Ro (・.・o<< R) 

x2 cて R

図 4-5 補体系の粒子径依存的な親和性の増加を説明するモデル

平筏Rのリポソームに接触する平面について， リポソームの中心からR+δ となる点とリポソー

ムと平而の接触点の二点問の距離をxとすると，上記の関係式より接触而積x2とリポソーム
の半筏Rは一次の相関性を持つ.

R: リポソームの半径， x:リポソームの中心からR+δ となる点とリボソームと平面の接触点
の二点聞の距離. δ:接触平面上のある点とリポソーム表面までの距離
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接触円の半径 (x )および接触円とリポソーム曲面との聞の厚み (δ)の3~ I ':.径 (R) ， 
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20 

80 

者は

X2=2 Rδ+δ2 

としづ関係式で-表される(関4-5) . 
60 

δは活性化因子の結合を維持するためのこの時，

限界値 (R>>δ〉を持っと仮定すると，

x2与 2Rδ (ポ
)ω
切
符

ω
一ω
E

40 
リポソームの粒子径はリポソーム曲面と接触する接触円の面積と相関関係にある

ことが示された.このモデルは，粒子筏依存的な粉修飾リポソームによる補休活性化には

三点以仁の結合部位を必要とする何らかの血液成分の存花が必要であることを示唆してお

となり，

20 

り，非常に興味深い.

この仮説の妥当性を明らかにするために，
。

Man州 LVsPC相 LVsNone 
。

次節において糖修飾リポソームによる補体活

Adsorbent IIposon晦 S

槍修飾リボソームによる補体活性化における血叛因子の寄与

糖修飾リポソーム(Man/HEPC/Chol/DCP=3/2/4/1)あるいは非修飾リポソーム(Man/HEPCIChol!DCP=

0/5/411)で血祭を処理(OOC/30min)した後， リポソームを除去したJ(l1妓中，あるいは非処理血疑

(nonc)中での蛍光色素封入糖修飾リポソーム(口 IMan川 EPCICho)/DCP::;3/2/4/1)からの蛍光色素の

漏IHを訓IJ定した.各値は平均値:tSE (n=3)で表した
一方，非処理(none)I飢捜および糖修飾リポソームをmし、て処別[(OOC/30min)した血叛rllでのウサギ赤
血球の溶血反応を測定した

ND; Not企tcnnination

図4-6

性化に寄与するJ(ll妓閃子のイ字在のイf無について検討した.

糖修飾リポソームによる術体的性化を起動する r(rL奨因子の検討

11日体山県終路は抗体 (IgG，IgM)などの補体活性化因子の異物表面への結合によって起

動される. したがって，この活性化閃子は異物識別と，Ml休活性化のてっの能力を兼ね備え

たものであると考えられる.このような特異性を持つ活性化因子の存在の有1Jt~が，椋修飾

リボソームがヒト補体系を活性化し，非修飾リポソームはヒト補体系を活性化し得なかっ

た理巾であるかもしれない.そこで，糖修飾リポソームに特異的に結合し，補体活性化を

起動する血祭肉子が存在するかどうか検討を行った.

第二節

血媛因子の補体活性化能

糖修飾リポソーム(Man/HEPC/Chol/DCP=3/2/411)で血紫を処理(OOC/30min)した後， リポソームを除

去し，血柴因子除去血痕σactor也 pleted p]回ma)を調整した 一方，因子結合蛍光色素封入糖修飾

リポソームσactor-a也orbed Man・MLV)を同様の吸着過程(OOC/30min)を介して調整した.両者を混

合し，インキュベートοrC，30min)し， リポソームから漏出したの蛍光色素を測定した.各値は

平均値:tSE(n=3)で表した.
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表4-3

Man ・MLV

+ Nonnal plasma 

Factor-adsorbed Man・MLV

+ PBS 

Release( %) 

12.6 j: 0.4 

47.9 j: 1.5 

5.5 j: 1.5 

44.7 j: 1.7 

Man ・MLV

+ Factor-depleted plasma 

Factor-adsorbed Man・MLV

+ Factor depleted plasma 

Condition 

関4-6は110体活性イヒが起動しない獄度 (OOC)でヒトJ111竣とリボソーム(糖修飾リポソー

ムあるいは非修飾リポソーム)を接触させ(吸着過程)，遠心分離により jfll紫成分がI吸着

したリポソームを完全に除去したJfll策(吸着凶子除去lflt策) r-I'における糖修飾リポソーム

の崩填およびウサギ赤血球の溶 lfilを示したものである.糖修飾リポソームの崩壊は~I:修飾

リポソームを)fJ~、て前処理した l (l l来 '1' では彼処.EHlfJL疑と同程度に観察されたが，同積リボ

ソームを用いて処思した1(ll妓rtlではほぼ完全に抑制された. プj，I段着因子除去J(1l~.支 rl'で

のウサギ赤血球の崩壊は，非処理[f[l禁中でのそれとほぼ同手間支であった.ウサギ赤血球は，

ヒト血液中で術休第二経路の活性化の結果溶J(llすることが報告されている [46]

て，糖修飾リポソームを月jし1た|投石処FI{による同種リポソームの崩壊の抑制は，吸着過ね

におけるネ!日体成分の枯渇が原|刈ではなく，イ吋らかの初日体活性化|刈子の特異的な除去による

ことが/Jミされた.これらの結果は， ヒト血祭仁11に糖修飾リポソームを選択的に認識し

の柿体依存的な崩境に寄与する何らかのl(JL煩悶子が確かに存在することを示している.

次いで， I段着閃子の補体活性化能について検討をおこなった(表4-3 ) .吸着閃子を

結合させた新修飾リポソーム(吸着閃子結令リポソーム)をI吸着肉子除去J(IL飛に添加I(再

情成)し，インキュベート(37C
a
/30min)したところ，非処J!f!JfiL築中でのそれと同程度の崩

したカくつ

そ

5R 



域が観察された.凶4-6でもボしたように，I吸着凶子除去血築中でのリポソームの崩峻

は観察されず，また吸着因子結合リポソームもPBS中で崩壊しておらず，吸着因子結合リ

ポソームと吸着閃千除去lfIL援を混合(再構成〉した際に観察された顕著な崩壊は， lfll疑閃

子を吸着させたことによるspontancou sな膜破壊によるものではなく，あくまでも生理的な

反応の結果であることが示唆された

以 tの結果から，糖修飾リボソームの補体依存的な崩壊に寄与する血祭因子が存在し

このrfiL策肉子は，糖修飾リポソームに選択的に吸着するだけでなく，補体系の活性化を起

動する能力を有することが明らかとなった この1fIL築因子は，糖修飾リポソームに選択的

に紡合することから， リポソーム表面の糖鎖(マンノース)を認識して糖修飾リポソーム

に結介することがJ5-えられる.したがって，マンノース(mannosc)に特異性のある術休爪性

化附子(complcmcntactivating factor; CAF)であることから，このJfll紫困子を以下M-CAFと略

すことにする.

第 三節 既知jの補体活性化因子とM-CAFとの異同

rfrL集中に存イEし，台典経路を介して補体系を活性化する能力を有するタンパクとしては，

イムノグロプリン(IgG，IgM)147.49]， C-reactive protein(CRP)[50-55]， Serum amyloid P 

componcnt(SAP)[51，56]， Mannosc.binding protcin(MBP)[51，58-60]， MBP-MASP complcxl61-

63]をあげることができる.

イムノ夕、、ロプリンによる術休活tl:イヒの起動は，免疫複合体中などのIgGのCH
2ドメインや，

抗原と反応して平板状の'planar')¥'1からつぼくさ状の'staple'に分子立体構造の変化した単分

子IgM分子のCH3ドメインにClqが結合することにより起動される[64]. さらに，ぺントラ

キシン・ファミリーに属するCRP，SAPもまたC1qを介したイムノグロプリンと類似した機

構で補体活性化を行う. CRPはPneumo coccus由来C-polysaccharideだけで-なく，細胞膜構成

脂質であるホスファチジルコリンのホスホリル残基を特異的に認識し， Ca2+依存的な結合

を行う. 一方， SAPはガラクトースあるいはマンノース残基にCa2+依存的に結合すること

が知られる‘この結合におけるCa2+依存性がイムノグロプリンによる補体活性化とは異な

る特徴的な点である.さらに，動物レクチンの・荷であるMBP，MBP-MASP complcxは，

兵物表面の糖鎖中のマンノース残基にCa2+依存的に結合し，Clq非依存的に占-典経路を活性

化することが知られている. MBPはその分子構造中にClqと同様の機造を持ち，lUl中に存

イEするセリンプロテアーゼ、活性を持つClr-Cls複合体を結合させC4，C2を活性化する こ

れに対し， MBP-MASP complcxは， MASPがClr-Clsと同様のセリンプロテアーゼ活性を持

つことからC4，C2を直接活性化する.さらに，近年MASPにC3を活性化する能力が備わっ

ていることが切らかとなる[65]tJと. MBPによる術休前性化はレクチン経路[60，66]と11子ば

れ，新たな活性化終路としてtl:f=lされている.

これら占典終路の活性化に寄与するIflL液成分とM・CAFとの異同を検討する上で有JHな特

、
.• 
，，
 
F
E

・、-
k
リ

徴としては，①その活性化がClqを介したものであるか，②結合に白みを必要としているか，

ということがあげられる.我々は既に第一節において， ヒト11n築中で-の糖修飾リポソーム

の崩嬢がClqを介した古典経路の活性化により生ずることを示しており， M-CAFはMBPや

MBP-MASPとは異なる活性化因子であると考えられる.さらに， M-CAFの結合における

Ca2+要求性を検討するためにI EGTNMgCI2処l!lI血祭を川いてM-CAF結合糖修飾リポソーム

を調整し，再構成実験を行った(表4-4) . MBPの多精へのCa汁衣存的な結合はEGTA/

MgC12 10rnMによって完全に抑制されることが報告されている[58，60，66]ことから，処理に

用いたEGTA!MgC12濃度は10mMに設定した. M-CAFの糖修飾リポソームへの結合がCa
2
+依

存的であるなら，キレート(EGTA/MgCIJ処理によってその紡令は'1:じず，その結果補体依

存的な崩媛は観察されないか，あるいは抑制されるはずである しかしながら，表4-4

に示すように，粘修飾リボソームの崩境はキレート処到!によって変化しなかった.この結

果はM-CAFの糖修飾リボソームへの結合にCa2+が必要で;'iないことをぷしており， M-CAF 

はCa2+依存的な結合を示すCRP，SAPとも異なる可能性が示唆されたまた， MBPはその

高次機造維持のために， MBP-MASP complexはMBPとMASPが複合体を形成する際にCa2+を

必要とすることが知られている[62，63]. したがって， Ca2+除去によって何ら崩壊が抑制さ

れなかったとしづ結果は， M-CAFがMBP，MBP-MASP complexとは異なることを改めて示

唆するものである.以上の結果から， M-CAFはClqを消費して占典経路を活性化すること，

糖修飾リポソームへの結合はCa2+~ド要求性で・あること， さらにその構造維持にもCa2+を必要

としないことが明らかとなり， CRP， SAP， MBP， MBP-MASP complexとは異なる活性化

因子である可能性が示唆された.

表4-4 血紫因子の吸着過程に対するCa2+除去および緒質添加の影響

Treatment of plasma befo陀 preparation
factor-adsorbed I i posomes Release activity (%) 

None 100.0 

105.2 

108.2 

93.6 

102.1 

109.2 

EGT A / Mg2+ (10mM) 

N-Acetylglucosamine (100m島町

N・Acetylmannosamine(100mM) 

D-Mannose (100mM) 

Mannan (100mg / ml) 

あらかじめ10mM EGTNMgC12 • あるいは可溶性糖質を添加したヒト J(rl摂を用いて悶子結合蛍九色

素封入精修飾リポソームを調整した.これを血l紫因子除去l仇撲に添加し，インキュベート(370C，30 

min)後， リポソームから漏出したの蛍光色素を測定した.各ijijは非処理I(n技中でーの崩墳を100とし

た崩壊活性として表した.
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最近， Marjanら[u7Jは，負電荷リポソームによる古典経路の活性化は，抗体の結合によっ

て起動されるものではなく， リポソーム表面に形成される負電荷脂質のクラスターへの強

い正電荷を持つClq分子の直接的な結合により起動されることを報告した本実験で用い

た糖修飾リポソームもDαを10mol%含有することから， ~~し、負電荷を有すると考えられる.

したがって， C1qの直接的な結合による古典経路の活性化の可能性を否定することはでき

しかしながら，同一負電荷を有する非修飾リポソームによってヒト補体系は活性化

されておらず(表4-1) ，糖修飾リポソームへのClq分子の直接的な結合により補体系

が活性化されているとは考えにくい.関4-7はM・CAFの熱感受性について検討した結果

である. M-CAFは56C
U

130minの熱処nrrには比較的安定であるが 65CO 15minの熱処理によ
りその補体活性化能を失うことが明らかとなった Clqは易熱性のタンパクであり， 56C

O 

I 

30minの熱処聞によってその生理活性を失うことが矢11られている[9]. したがって，熱感受

性の観点からもM-CAFによる補体活性化はClqの直接的な結合によるものではないことが

いえる.

以ヒの検討結果から， M-CAFは I~I 然抗体由来IgG ， IgM， 

である r可能性が示唆された.

自然抗体の寄与の検討第凶節

近年， リポソームによる補体系の活性化を促進させる要因として自然、抗体(IgG，IgM)の

寄与が報告されている[68-刀].我々も，第三章において，ラット血清中での非修飾リポソー

ムによる補休活性化はリポソームに親不11性を有する自然抗体の寄与により促進される可能

性を示した古典経路の活性化因子の候補としては，まず最初に自然抗体を疑うのが常法

であると思われるが， ヒト補体系は糖修飾リポソームによってのみ活性化されたこと，修

飾に用いたセチルマンノシドがマンノースを含み， MBPがマンノースを特異的に認識する

[58-60Jことなどから， MぐAFとして自然抗体以外の起動因子を想定し，検討を行ってきた

しかしながら，これまでの検討から， M-CAFが自然抗体由来IgG，IgM，あるいは未知の補

体活性化因子である可能性が強く示唆されており，本節では糖修飾リポソームの補休依存

的な崩壊への自然抗体(lgG，IgM)の寄与の可能性について検討した.

図4-8は，抗ヒトIgG抗血清，抗ヒトIgM抗血清を用いて前処理したヒトJfIL禁中で-の糖

修飾リポソームの崩壊を経時的に測定した結果である.抗ヒトIgG抗血清を用いて前処理

したヒトIfrL禁中でのリポソームの崩壊は，非処理血禁中での崩壊と比較して約20%減少し

ない.

30 20 10 

60 

。
。

40 

20 

(
J
F
)
0
ω

句。一
o
E

あるいは未知lの術体活性化因子

1∞ 

。。

回

75 

25 

(ポ
)
k
m
H
一〉一

vu悶

ω師
同

ω一
ω匡

τ1円、e(mln)初m 10 

Time(min) 
処理血媛中での糖修飾リボソームの補体依存的な崩嬢の経時変化

血疑(・)，血竣+ウサギ血清 C*) .血疑+抗ヒトIgM抗Jfu清 C.)，血策+抗ヒトIgG抗血清
CA) ，血柴+抗ヒトClq抗血清(・)中での糖修飾リポソーム CMan/HEPC/ChoJ/DCP=3/2/4/1)か
らの蛍光色素の漏出を経時的に測定した

実験は少なくとも 3例以上行い，典型的な 1例を示した.
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図4-8
血媛因子の熱感受性

調乾したr(IL捜肉子結合蛍光色素封人糖修飾リポソームを熱処理(・;560C， A;  650C， 

園;75
0

C) した.熱処用後， r(IL捜肉子除去r(n柴に添加し.インキュベート(3rC.3 Ornin) 
し， リポソームから漏出したの蛍光色素を測定した.各仰は熱処則していない的1駿凶子

結合リポソームのIUl暖閃子除去lfn妓'11で‘の崩壊を100とした崩壊活性(%)として表した.
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図4-7



一方，fj(，IgM抗lfll清を用いて処堕したJ(Ll築中での崩境は顕著に抑制され，抑制率は

70%に達した. この結果は， M-CAFは糖修飾リポソームに親和性を持つ自然抗休由来IgG
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あるいはIgMで‘ある可能性を示唆していると考えられる.

また，同時にM-CAFの部分精製を試みた.両親媒性の高分子であるポリエチレングリコー

ル(PEG)を用いた分画では， 5 ，，-，7.5 %(w/v)と15%"-'(w/v)の2つの画分に活性が観察された

(表4-5) . PEGを用いた分別沈殿法では， 4.5%(w/v)までに補休第一成分(C1)・C4b

結合タンパク・プロパージンが沈殿[7 8 ]し， 4.5，，-， 12%(w/v)の聞に

C3， C5， C6， C7， C8， C9，およびH凶子， B因子， JgMが沈殿する[79]ことが知られてい

る.また15%(w/v)以上面分には血禁中に最も多く含まれるアルブミンと自然抗体由来の

IgGが沈殿する[80Jことが知られてもいる. したがって， 二つの活性画分のうち15%(w/v)以 1∞ 
m 

ヒトIgGのそこで，上両分に現れた活性は自然抗体由来のIgGによる可能性が考えられた.

スによる処理を行った.その結果，処理後， 15%(w/v)以上画分の崩壊は抑制された

ことから， 15%(w/v)以上阿分の活性は自然抗体出来のIgGに起因した補休活性化であるこ

とが切らかとなった， 一方， 5"-'7.5%(w/v)画分を用いた際の崩壊は何ら影響を受けなかっ

た(表4-5) . したがって， 5，，-， 7.5%(w/v)画分を用いた際に観察された崩境は，

るものではないことが示された.
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DEAE Sepharose CL 6Bを用いたM-CAFの分離
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。
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全てのサブクラス(IgGl・IgG2・IgG3・IgG4)に結合特性を持つプロテインーG-セフア ロー

この

図4-9

PEG画分σ-7.5%v/v)をDEAESepharose CL-6Bカラム(50x25rnm，流速:125ml/hr)に添加した.溶LHは
様々な濃度のNaCIを含む20mMTris-HCl緩衝液(pH8.0)を用いて行った画分をまとめ，タンパク量
(・)と活性 (E3)をそれぞれ測定した.

IgGによ

ポリエチレングリコールを用いたM-CAFの分画表 4-5
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。。
ヒトlDl紫にポリエチレングリコールσEG4000)を添加することにより， M-CAFの分離を試みた.ま

た，活性阿分に関して， M-CAFと自然抗体(IgG)との異同を明らかとするために， Protein-Gを処用
の彫響を検討した. Sephacryl S-300を用いたM-CAFの分図4-1 0 

陰イオン交換クロマトグラフィー後の活性画分(135・170mMNaCJ)を濃縮後， Scpharose S・300カラム
(1.5 x 65 cm，流速 :24ml/hr)にアプライした各画分中のタンパク量 (0)と活性 (A)をそれぞ
れ測定した.
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各実験{直は，平均:tSE(11=3)として表した.



そこで， 5--7.5%(w/v)u1Ji分をDEAE-Scpharosc(ごL・68にアプライし，分離したその結果，

活性は出濃度 135.......170mMのところに溶出した(関4-9) .次いで，分子量の差を利用

して分離するため，活性画分をScphacryl S-300のカラムにアプライし，溶出させた.その

結果，蛋白ピークが3つ観察され，活性は第一の蛋白ピークに一致して現れた(図4-

1 0) .活性はvoid volumc付近に溶出しており，非常に大きな分子量を持つことが推測さ

れる. したがって，分子量とし、う観点からもM-CAFがIgMである可能性が強く示唆された.

IgGは分子量約lS0KDaの単量休で-あり， 2つのFab領域を持つことから 2価の結合能力を

有する.通常， IgG 主導型の古典経路の活性化は， 2分子のIgGが40nm以内の間隔で、結合す

る必要がある[73]ことが知られている. したがって. IgGにより古典経路が活性化されるた

めには少なくとも 2分子のIgGが全体で2価以上の結合をする必要があり，先に示したモ

デルと 一致する. ーゾr;， IgMは分子量約900KDaの5量体であり. 10仰のFab領域を持つこ
とから10仙の結合能))を有する. IgM主導型の占典経路の活性化は 1分子のIgMの結合によ

り起動され，その程度はIgMが多fl市結合すればするほど附加することが知られる. したがっ

て，自然抗体IgMの精修飾リポソームの崩壊への強力(70%)な寄与は， IgMの多何fi結合によ

る可能性を示唆しており，この点で-も先のモデルと一致する.また， IgGが約20%，IgMが

70%の寄与を示したということは. IgMのほうがIgGよりもリポソームに対する高い親不Iけ生

を持つ可能性を示唆すると考えられる. しかしながら， IgM分子はIgGよりも10倍以上の術

体爪性化能を持つことも言われており，親和性と基本的な補体活性化能の違いという雨rfli

から検討する必要があると忠われる. しかし，いずれにせよIgG，IgMが多価結合を形成す

る際に， リポソームの粒子径の減少による由工事の増加が顕著な影響を与え，その結果とし

て精修飾リポソームによる粒子筏依仔的な補休活性化が観察されたと考えられる.

最近，Candidal菜iの細胞膜}二のマンナンを特異的に認識する自然抗体(IgG，IgM)がヒト血

液中に存在することが報告された[74]. この向然抗体はCandida菌以外の細菌にも親和性を

持ち，感染症の初期段階において剤11蘭のオプソニン化 (C3フラグメントの結合)あるいは

溶閣を促進し，生体からのこれらの細菌の排除を促進することもまた報告されている. し

たがって，雫符等が用いたリポソームがマンノースを)11し、て表rf1i修飾されたものであるこ

とから宅'えると，このリポソームの出演に寄与する白書長抗体は先に報告されたマンナンに

税和性を有する(1然抗休である I可能性が高い.事Ji修飾リポソームの崩壊に抗マンナン抗体

が寄りするならば，その結合サイトはリポソーム表而に付加されたマンノースであり，こ

の紡介は吋溶性糖質(D-Mannosc，Mannan， Man-NAc， GlcNAc)の共存により競合的に阻害

されると予惣される.事実，先の抗マンナン抗体のCandi da蘭への特異的な結合は，

Candjda~îの細胞膜からf1111Uされたマンナンの過剰最の共存によって抑制されることが報告

されているr74]. そこで， Kawasakiら[5~]によってMBPのMannanへの結合性を調べるため

に)1]し、られた実験条件を参考にして，可溶性糖質の共仔の影響について検討した(表4-

4) .その結果. MBPの結合をほぼ完全に抑制することが報告されている可溶性糖質の添

加によって新修飾リポソームの崩撲は抑制されず， 自然抗体の認識部位はリポソーム表rm
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のマンノースではない可能性が示唆された しかしながら，抗原抗体反応は，抗原結合部

位に存在するアミノ酸残基と抗原との間に，非共有結合(ノド素結合，静電気力，ファンデ

ルワールスプ')，疎水結合など)が形成されることで安定化され，大きな結合力を得ること

が知られている. したがって，糖修飾リポソームの崩壊に寄うする自然抗体はリポソーム

表r(1Iのマンノースを合む場を認識する可能性も残されている したがって，今後，分子量

の小さな糖質を用いるのではなく ， Candida闘などから ~llI H した糖質などを用いて競合牲を

検討し， どのような構造を認識する向然抗体であるかり]らかにする必要があると思われる.

また， ヒト血築中での糖修飾リポソームからの蛍光色素の政問はlaglimcのない非常に速

やかなものであり，約10分で最大に達することが示された(関4-8) . この特徴的な崩

壊の終H寺変化は，第三章において示したラット血清rI Jでの22%，33%コレステロール含有

非修飾リポソームの崩壊ノfターンと類似している.前章でも述べたように，補休系の活性

化経路の違いがin vivoでのリポソームの動態に具体的にどのような影響をうえうるかは今

後の検討課題であるが，本検討において切らかとなった結果は，少なくとも占典経路を介

したリポソームの崩壊ノぐターンがlagtimcのない非常に速やかなものであるという第三章の

結果を支持すると思われる.

第五節 ヒトとラット問のリポソームによる補休活性化における種差

第二軍 ・第三章を通じ，非修飾リポソームのラット11ll清仁11で補体依存的に崩壊し， リポ

ソーム中のコレステロール含量の違し、はリポソームによる補体活性化経路を変化させる要

因であることを示した. しかしながら，本章において非修飾リポソームはヒト血築中で補

休依存的な崩嬢を示さず，かつまたヒト補休系によってオプソニン化されないことが明ら

かとなっている.これらの結果は， ヒト補休系とラット補休系との間に梅差が存在する可

能性を示唆するものである.補休系はリポソームの体内動態を支配する要閃の 一つである

と考えられている. したがって，補体系とリポソームとの相互作用の程度に椅差が存在す

るならば，動物実験で得られたデーターからヒトでのJm中滞情性・臓~~分布などの体内動
態の予測，あるいは副作用の発現の程度を予想することは非常に難しい. しかしながら，

椅莞の原因が解明されれば，動物実験から得られた結果に何らかの浦正を加えることでヒ

トへのスケールアップが可能かも知れない. そこで本節では，非修飾リポソームがヒト補

体系と相互作用しなかった原因について検討した.

先にも述べたように，非修飾リポソームはヒト補休系により膜破境だけでなくオプソン

ニン化も受けなことが示されている.非修飾リポソームがヒト補体系によってオプソニン

化を受けなかったとしづ結果は，種差の原因がC3フラグメントの結合以前の段階にある可

能性を示すものである.著者は既に第三章において，コレステロール含量の異なる非修飾

リポソームによる補休活性化は，それぞれのリポソームに親和性を有する向然抗体によっ

て起動されることを示している. したがって，種差の原肉としてまず何らかの活性化因子
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コレステロール含量の異なる 3種の非修飾リポ、ノーム(HEPc/ChoIIDCP=6/2/1(22mol%)，=5/3/1(33 

11101%)， =4/4/1 (44mol%))とラットJ(n清を低湘(OOC，30min)下で吸着させ，ラット閃下結合蛍光色素封入

非修飾リポソームを調鞍した.調整したリポソームは椅々の処理を加えたヒト的l柴に添加し，インキ

ュベ-卜σrC，3仇nin)した後， リポソームからの蛍光色素の漏出を測定した.各値はすー均値土SE(n= 
3)で表した.

各カラムは，.:非処理ヒトJ(lL疑，口:lOmM-EDTA処.f1P-.ヒト巾l媛，白;lOmM 

緩衝液，中でのラット閃子結合非修飾リポソームの崩壊を示す.

第三章において，ラット補体系による非修飾リポソームの崩壊は， 22%， 33%コレステロー

ル含有リポソームにおいては古典経路を， 44%コレステロール含有リボソームにおいては

第二経路を介して生じ，それぞれの活性化にはリポソームに親和性を有する I(TL清因子(自

然抗体(lgG，IgM)，あるいはCRP，または未知血清因子〉が寄与する可能性を示している.

したがって， 44%コレステロール含有リポソームにおいて， ヒト血策'11でのラッ卜因子依

存的な補休活性化が古典経路を介したものであったとしづ結果は，つの矛盾を呈する.

この結果は， ヒト補体系を活性化したラット因子が必ずしも先に明らかとしたラット補体

系の活性化因子ではない可能性を示唆すると思われる.

このような矛盾を説明するには，さらなる検討が必要であるが，補体成分の活性化因子

への結合性がヒトとラット問で異なること，あるいは補体活性化を制御する閃子の活性あ

るいは濃度が異なることなど，現段階においてもいくつかの可能性が考えられる.図4-

1 2に示した結果は，このような可能性を論じる上で有用かも知れない.22%および44%

コレステロール含有リポソームのヒト血策中での崩嬢を促進するラット血清因子はカラム

のvoid volumc付近に溶出された両リポソームの崩壊が観察された両分はほぼ一致してお

同一の因子が両リポソームの崩壊を促進した可能性が示唆される.その一方で， 44% 

コレステロール含有リボソームに結合したラット血液成分中には第二経路の起動因子も含

まれていると考えられることから， 44%コレステロール含有リポソームの崩填が第二経路

を介したものではなく，古典経路を介したものであったとLづ矛盾はヒト補体系の持つラッ

ト補体系とは異なる何らかの性質により生じていることが考えられる.
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の欠如lを疑い，検討を行った

実験は単純な概念に基づいて行った.すなわち，ラット吸着因子結合リポソームを調整

し，これをヒト血柴に添加した後インキュベート(37
0

C/30min)を行い， リポソームの崩壊

を観察した.ラット因子がリポソーム表面に結合することによって非修飾リポソームの崩

壊が誘導されれば， ヒトはラットの持つ何らかの活性化因子を持っていない可能性が示唆

される.図4-1 1に示すように，コレステロール含量の異なる 3種のリボソームはとも

にラット血清因子をリポソームに吸着させることでヒト血禁中で崩壊し， これらの崩壊は

EDTA処理ヒト血築中では観察されないことが示されたこれらの結果は，ラット.uILi青因

子の添加によりヒト補体系が活性化されたことを示しており， ヒトは非修飾リポソームに

親和性を持つ補体活性化因子を持っていないか，あるいは持っていても極めて活性が低い

状態にあることを示していると忠われる.さらに，興味深いことに， EGTAJMgC12処理lflL

築中での崩填は全ての非修飾リポソームにおいて観察されず，ラット血清因子結合リポソー

ムのヒト血禁中での崩壊は，古典経路を介したものであることが明らかとなった.著者は

図4-1 1 
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図4-12

ラットI血清をS叩ha句'1 S-300カラムを用いて分町し，各両分，蛍光色素封入非修飾リポソーム(旧PC/Chol/

DCP=6/2/l((A) : 22mol%)， =4/4/1 (ゆ，): 44mol%))，ヒト血摂を混合し，インキュベートσ70C，30min)した.イ
ンキュベート後， リポソームからの蛍光色素の漏出を測定した.実験は少なくとも 3回行い，典型的な一
例を示した.
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補体活性化閃子の存在の有無， 1(ll" I被度の迷い，活性の違い[75，76]は，以前から欠11られ

た事実であり，動物問だけでなく疾病などによってもまた顕著に異なることが報告されて

いる[77]. さらには，補体系の活性自体も動物種間で異なることが報告されており，この

原閃は補体活性化閃子の有無だけでなく，特定の術休成分あるいは補体抑制系の成分のJfll

中濃度あるいは活性の違いによる吋能性が報告されている.本検討から明らかとなった結

果は，補休系の符:差の原肉は単純なものではなく，非常に復雑な要因によって生じている

ことを改めて示唆したにすぎない しかしながら， ヒト補体系とラット補体系の間の純売

の原閃が，補休活性化肉子あるいは少なくともC3フラグメントの結合以前の段階に寄与す

る補体成分にある可能性が示唆されたことは，一つの進歩として評価されると忠われる

第六節小指

ノド章において， ヒト補休系は糖修飾リポソームによってのみ活性化され，補休系の親和

皮はリポソームの粒子径に依存することが明らかとなった. リポソームの粒子径により補

体系の親和性が変化したとしサ結果は，粒子径の小さなリポソームほど血液循環中で1A!定

であることを意味し，粒子径の小さなリポソームほと'1(11中滞留性が良いというこれまでの

報告と一致する. しかしながら，粒子径の大きなリポソームはMPSによって補体受容休を

介したファゴサイトーシスにより取り込まれるのに対して，粒子径の小さなリポソームは

パイノサイトーシスにより取り込まれることが明らかとされている[14，39，40]. したがって，

小さいリポソームのMPSによる取り込みに補休系が寄与しない可能性も考えられ，小さい

リポソームの高いl(Jl中滞情性の機構に関してはさらなる検討が必要で-あると考えられる.

さらに，糖修飾リポソームによる牧子径依存的な補休活性化は，このリポソームに親不11

t!:を持つ自然抗休(IgG，IgM)の寄与による吋能性が示唆された.これは， リポソームのr!ll

本が自然抗体のリポソーム表而への結合過程に影響を与えるためであると推察されている.

自然抗体の機能としては，微生物に対する第一次防御線，損傷した自己構成物の排除，免

疫系のイディオタイプネットワークにおける相互作用などがあげられる.通常， 1(ll [::11には

低いアビディティーを持った多反応性のIgMが高濃度存花することから，新修飾リポソー

ムに親和!性をもっl当然抗休は，微生物の侵入の対処のために生体が保持する自然抗体のう

ちのー部であると推察される.

また，非修飾リポソームはヒトネ!日休系と相互作用しないことが示された.このリポソー

ムはラット補体系を活性化することから(第二章，第二軍)， ヒト補体系とラッ トネ|日休系

との問に顕著な荷克が存在することがりjらかとなった第二章の検討から，非修飾リポソー

ムによるラット補体活性化に白書長抗体が寄与する可能性が示唆されている. したがって，

ヒト補体系と相互作川しない理由として，非修飾リポソームに対するrl然抗体の欠如ある
いは低い)J価が推察された リン脂質やコレステロールに対する自然抗体の存在は多くの

動物積で報告されており， もちろんヒトでの存花も確認されている. したがって，ラット
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補体系とヒ ト補休系との間の種差は， 自然抗体の欠如よりもむしろその低い力価が原因で

と考えられる.
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第七節実験のi刊

試薬

セチルマンノシド(Man)，水素添加卵黄ホスファチジルコリン(PC)は日本精化(大阪)よ

り供与されたものを用いた. リン椴ジセチノレ(DCP)はナカライテスク(京都)より， コレ

ステロール(CH)は和光純薬工業(大阪〉よりそれぞれ購入した. リポソームの水相マーカー

として用いた5(6)-カルボキシフノレオレセイン(CF)はEastmanKodak (NY， USA)より，また脂

質相マーカーとして用いた[3H]-cholcstcrylhexadccylether([3H]-CHE)はNENからそれぞれ購入

した. D( +)・マンノースは和光純薬工業(大阪〉から， N-アセチルーD-グルコサミン

(GlcNAc)， N-アセチノレーD-マンノサミン(ManNAc)はPfanstichlLaboratorics，Inc.(IL，USA)から，

マンナンはシグマ(MO，USA)からそれぞれ購入したものを用いた.さらにウサギ抗ヒトIgG

抗I(IL清，およびウサギ抗ヒトIgM抗Ifn清はCappel(CA，USA)からそれぞれ購入したプロテ

インーG-セフアロース， DEAE-Scpharose CL・6B，Sephacry 1 S-3∞はPharmacia社から購入し

た.また， リポソームの安定性の評価に用いた正常ヒト r(IL援は日本赤卜字社徳島r(lL液セン

ターから研究用に供与されたものを使用時まで-1300Cで冷凍保存して川いた その他の試

業は試薬特級品を用いた.

リポソームの調製

CF封入リポソームおよび空リポソーム(粒子径800nmのみ)は第て章第五節に示したの

と同様の方法で調製した実験に}郎、たリポソームの脂質組成は表4-6に示し，脂質濃

度 :20，μmoVmlとしてそれぞれ調製した内水相としてリン酸緩衝液(PBS(ー))またはCF等仮

法液(40mM)を添加し，予振猿により脂質薄膜を水和させ， MLVを調製した MLVの机子

?をは，孔径800，400， 200， 10伽mのポリカーボネート股(Nuclcporc， CA， USA)を川し 1て

cxtrusion法により調殺した.また， SUV は100nmリポソームをプローブ塑ソニケーター

(Sonificr-450， Branson)を用いて氷冷下約15分間超音波処理することで調?をした.牧子符は

動的光散乱(NICOMP370 HPL submicron particle analyzcr (Particle Sizing System， CA， USA)に

より確認した.また. トレーサー最のf3H]-CHEを添加したリポソームも同機に調製した

未封入のCFはセルロースチューブ(SeamlcssCcllulosc Tubing， Small Sizc 18，和光純薬工業)

を用いたPBS(-)に対する平衡透析により除去した.

表4-6 リボソームの脂質組成(モル比)

HEPC / Chol / DCP = 6 : 2 : 1 

5 : 3 : 1 

4:4:1 

5:4:1 

Man / HEPC / Chol / DCP = 3 : 2 : 4 : 1 

Man : cctylmannosidc 
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ヒトlUl築中でのリポソームの安定住許111日

リボソームの安定性の評価は第二軍 ・第五節に示した方法にしたがって行った.さらに，

リポソームからの蛍光色素の経時的な政山は，第三章 ・第五節に示した)5法にしたがって

行った.

リポソーム表面に結合したC3フラグメント及び血清タンパクの定量

結合C3フラグメント量及び血清タンパク量は第二章五節に示した方法を一部改変して行っ

た.

すなわち，正常ヒトlfn妓2.7mlにリポソーム溶液(脂質濃度;20μmoVml，粒子俺;800， 

400nm)を0.3ml添加し， 370Cで30分間インキュベートした.これに過剰最のPBS(うをJJIJえ，

遠心分離(15∞O中m， 15min)し， リポソームを回収した.凹収したリポソームは適量のPBS

(ー)に懸濁し，再度遠心分際(15000rpm， 15min)した(洗浄).この操作を 2同繰り返した後，

PBS(-) 3mlに懸濁させ試料とした

)f，粒子径の小さなリポソーム(2∞， 100， 50(SUV) nm)は，第一三章第五節に示したスピ

ンカラム法を用いて血竣-リポソーム混合液から分離した.分離後， リポソームを含む

仕actionを一つにまとめ，超遠心(95000中m，lhr)によりリボソームを回収し，試料としたこ

の後，第二章第五節に示した方法にしたがってリポソームr11 米脂質を仙jjj除去し，試料と

した.

以上二つの方法により調整した試料を川い，第二章第五節の方法にしたがってサンドイツ

チELISA法によりC3フラグメント量をDCprotein assay(Bio-Rad laboratorics， CA， USA)を用い

て結合蛋白量を測定した.サンドイツチELISAに汗H、た抗ヒトC3モノクローナル抗体は当

研究室において作製したKOC02801とKOC02804の組み合わせを用いた

崩壊への自然抗体(IgG，IgM)の寄与の検討

ヒト正常血殺にウサギ抗ヒトIgG抗.rfn.清，あるし 1はウサギ抗ヒトIgM抗血清を 9対 1の割

合(体積比〉で加え， 40Cで一晩インキュベー卜したインキュベート終了後，遠心分離

(15000中m，30min)により形成された免疫複合体を除去し， IgGおよひ'IgM除去lf1L竣を得た

これらの血禁中でのリポソームの崩壊を経時的に測定した.

jh柴閃子除去血妓の調製

Jlll媛因子除去血竣の調製は第三章第五節に示した}j法にしたがって行った

血疑因子結合リポソームの調製および再構成実験

ヒト血策，あるいは極々の処理を施したrfu竣にCF封入リポソームを最終濃度が2μmol/

mlになるように 9対 1(体積比〉の割合で混合した後， OOCで30minインキュベー卜してリ

ポソームに血竣閃子を吸着させた.また，この際，可溶性糖質による結合阻害の検討にお
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いては，可溶性糖質(N-アセチルグルコシド(GlcNAc)，N-アセチルマンノシド(ManNAc)，

マンナン， D-マンノースをそれぞれ終濃度がlOOmM(マンナンのみ1OOmg/m 1)となるよう

に添加し，インキュベート (OCO/60min)後， 遠心分離して不溶性の凝集物を除去したIfrl

柴をHJいた.過剰量のPBS(+)を加えた後，遠心分離 (15000rpm，30min)し， リポソームを沈

殿させた.回収したリポソーム沈殿に少量のPBS(+)を添加し再懸濁させ，さらに洗浄のた

め過剰量のPBS(+)を加え，同条件で遠心分離を行い再度リポソームを回収した.洗浄操作

を3ro}繰り返し 血竣閃子結合リポソームを調製した.
1(ll策閃子結合リポソームの濃度は， 10μrr叫 Imlとなるように希釈した.なお，この場合

のリポソーム濃度は5%Triton-X 100添液を添加してリポソームを完全に崩媛させたときの

蛍光強度を， 既知濃度のリボソームを完全に崩峻させたときのそれと比較することにより

決定した.こ のように して調穫したJflL妓閃子結合リポソームO.05mlに，前項の方法にした

がって調製した血築因子除去lUl疑0.45mlを添加，混合し，インキュベート(37
0

C/30min) し

たインキュベー ト後の混合溶液r!1の蛍光強度を測定した

Rclcasc(%)は第二章第五節に示した式にしたがって計算した.さらに，Rclcase activity 

(%)は次式により算出 した.

Rclcasc activity (%) = { (a -c) ---;- (b -c) } x 1 0 0 

a 椅々 の処理を加えたJf[t殺を月!いた際の Rcleasc(%) 

b :非処理血奨を用いた際の Rclease(%) ( Positive controL ) 

c : PBS(+)中での Rclcase(%) (Negativc control ) 

ラッ ト血清閃子とヒト血撲の再構成

ラッ ト血消因子結合リポソームは前項と問機の方法により調整し， 再構成実験も前項の

方法に準じた.

ゲル滅過(llJj分をHJいた再椛成は以下の方法で行った.すなわち， Scphacryl S-300カラム

(50x750mm)に1mlのラ ットIftli青を添加し，400μl!minの流速で-溶山させた.各阿分はlml1平

に採取した.画分は100μlずつあらかじめ50μlのCFリポソーム(O.4(加mol/ml)が添加された

ELISA) U96wcll platc，こ添加した次いで， 100μlのヒト IUL築(33%v/v)を添加して，インキュ

ベート(370C/30min)を行った各wcU小の蛍光強度を測定するとともに， Triton-X溶液(5%

v/v)を添加してリポ ソームが完全に撲された際の蛍光強度も測定した Rcleasc(%)は第二章

第五節に示した式にしたがって計算した
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第五章総指

補体系はリポソームの血液循環中での不安定化およびMPSによる摘捉において重要な役

割jを果たす可能性が示唆されている.ノド研究は，補体系とリポソームとの相互作用に関し

て検討し以下に示す知見を得た

第二章では， リボソームと補体系との相互作用が， リポソームの体内動態とどのような

関係にあるか検討した.その結果， リポソーム表面のC3フラグメント結合量は. flfクリア

ランスと良好な相関関係にあることが明らかとなった.この結果は，肝臓によるリポソー

ムの取り込みが. C3フラグメント結合量，すなわち術休系との相互作川によって支配され

ていることを示すものであり， MPSによるリポソームの認識・揃捉が州休受界休を介した

ファゴサイトーシスによるものであるとの報告と一致するものであった. ゾi，飽和リン

脂質を基剤としたリポソームの血清中で‘の不安定化は補体依存的で-あったのに対して，不

飽和リン脂質からなるリポソームの不安定化は補体系以外，例えばHDLなどのリポタンパ

クとの相互作用による可能性が示された しかしながら，血清中での補休依作的な不安定

化の程度と. in vivoで・の不安定化の指標である腎クリアランスとの聞には必定の相関関係

があることが示され，補休系がリポソームの血液循環中での不安定化の要肉の 一つである

ことが示唆された以上の結果から，補体系がリポソームの動態を支配する要因の一つで

あることカt明らカ、となった.

第三章では，補休系によるリポソーム認識機構について検討した 補体系の活性化終路

には古典経路と第二経路の二つの経路があることが知られている.そこで，飽和リン脂質

を基剤とした三種のコレステロール含量(22，33， 44mol %)のリポソームをモデルリポソーム

として， リポソームによる補体活性化経路を検討した.その結果， リポソーム組成中のコ

レステロール含量(ホスファチジルコリン含量)の述いにより，活性化される経路が異な

ることが明らかとなった (22%，33%コレステロール含有リポソーム;占典終路， 44%コレ

ステロール含有リポソーム;第二経路).補体活性化経路を変化させるリポソームの物思

化学的性質に関する報告は，表面電荷に関するもののみであり，本検討において明らかと

なった「コレステロール(あるいはホスファチジルコリン)含量の違いがリポソームによ

る補体活性化経路を変化させる」としづ結果は新規な発見で、ある.さらに，これらの補体

活性化は，低温下(0
0

C)でリポソーム表面に結合する血清因子によって起動されること，そ

して古典経路に寄与する因子と第二経路に寄与する閃子とは異なることが明らかになると

ともに，これらの因子が自然抗体(IgG，IgM)である可能性が示唆された

また活性化経路の違いがおよぼす補休系によるオプソニン化(ロフラグメントの結合)

および不安定化(朕破壊〉への影響について検討した 山典経路を介したオプ、ノニン化は

非常に速やかであり，第二経路を介したオプ、ノニン化は数分のlagtimcの後上昇することが

明らかとなった.また，古典経路を介した膜破壊は非常に速やかであったが，第二経路を

介した場合lagtimcの後上昇することが明らかとなった したがって，補休活性化の経路の
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迷いは， リポソームと有fJ体系との相互作用の速度を変化させることが明らかとなった.

第四章ではヒト補休系とリポソームの相互作用について検討した.

ラット補休系と相互作用することが示されたリボソームではヒト血竣中での不安定化も

C3フラグメントの結合も観察されなかった この結果は， ヒト補体系とラット補休系との

問に碕走が仔在することを強く示唆する.この原因として， ヒトでは抗コレステロール，

あるいは抗リン脂質自然抗体の力倒が低いこと，あるいは血中濃度が低いことが推察され

た 一方，糖修飾リポソームがヒト補体系を活性化することが観察された.このリポソー

ムをf川、てヒト補休系との相互作用に関して検討したところ，補休系の親和性はリポソー

ムの粒子径の増加に依存して増加することが明らかとなったこの現象は，糖修飾リポソー

ムに籾和性を持つ白然抗体(IgG，IgM)の寄与の結果であり，これら自然抗体の結合過干!11が

リポソームのl出率によって影響を受けるためであると舵察された.糖修飾リポソームに組

不l11"tをもっ自然抗体は，細菌などの侵入の対処のために生体が保持している自然抗体のう

ちの一部であると考えられる.

以上，生体内投与後のリポソームの動態、は，それらを異物として認識する生休防御機怖

と常接に関係しており，その中でも特に生体が持つ自然、抗体のリポソームへの結合，そし

てその結合に連動した補休系の活性化という極めて基本的な体液性生体防御機機と千台、接に

関係にあることが明らかとなった. したがって， リポソームを用いた薬物送達システムの

今後の開発は， ljt，こリポソーム化による薬物の薬効発現あるいは副作用の軽減を[d1t1すだ

けでなく，生体防御機構との相互作用を十分に考慮、し，基本的な生休反応に立脚した研究

開発が志向されるべきであると考える.また， リポソームが生休防御機構により異物とし

て認識されているとしづ事実は， リポソームの生休内投与により様々な免疫反応、が生じ，

予想、もしない副作用が発現する危険性を示唆する.このような点からも， リポソームと生

体防御機構との相互作用の解明は， リポソーム製剤の開発において有意義な欠11見を与える

と考える.

さらに，本検討で明らかとなったコレステロール(ホスファチジルコリン)含量に依存

して補体系の認識機構が変化するとしづ知見は，これらの脂質が紺l胞膜の基本的な構成成

分であることから非常に興味深い.有ÎI体系は，紺l商などの異物除去だけでなく，~化した

自己細胞の除去にも機能することが知られている. しかしながら，本来自己である紺|胞が

術休系によってなぜ異物として排除されるか，その機械は明らかではない. したがって，

本検討において明らかとなった知見は，このような補体系による異物排除機構の解明にも

寄与する重要な知見であると考える.
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リポソ-ムと補体系の相互作用に関する研究

審査結果の要旨

リポソ-ムの血中での不安定化や貧食細胞による取り込み等の体内

動態を支配する要因として補体系が注目されている.本研究は 3 リポ

ソームによる補体活性化の機構を明らかにし，より有用なリポソ-ム

製剤の開発のための基礎的知見を得ることを目的としたものである.

まず 3 血清と反応後のリポソーム表面の C3フラグメン卜の定量j去
を確立し 3 その量と不安定化や貧食細胞による取り込み等の体内動態

との定量的関係を明らかにした.その結果 p 膜流動性の低いリポソー
ムに関しては p これらの動態と補体活性化の程度とは良く相関するも

のの 3 膜流動性が高いリポソームにおいては相関せず 3 補体系以外の
要因が存在することを明らかにした .j欠に y 補体系によるリポソーム

認識機構について検討し』活性化の程度及び経路がコレステロールの

含量!と依存し 3 またその活性化は自然抗体由来のIgG，lgMにより起動

される可能性を示唆する知見を得た.また 3 活性化経路の違いにより y

リポソームの膜破壊に時間的な遅れが生じることも明らかにした.さ

らに，ヒト血禁中での糖修飾リポソームの補体活性化機構について検

討を加え，リポソームの粒子径により補体活性化の程度が異なる原因

として，低温下でリポソームに吸着する補体起動因子の親和性がリポ

ソ-ム表面の曲率に応じて低下する接着モデルを提唱し 3 補体活性化

の粒子径依存性の原因を解明した.
本研究は，上述のようにリポソームの体内動態を支配する要因に関

して多くの新規な知見を提供し，またその知見はリポソームの体内動

態を制御し，より有用なリポソ-ム製剤の開発のために極めて有益で

あり 3 博士論文に値するものと認められる.
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