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緒　言

　核酸は新規医薬品として期待されているが、その実現には送達システムの開発が重要である。多くのキャリアが報告
されてきたが、その多くが臨床試験の初期段階でドロップアウトしている。これは、生体にとって異物である核酸･キ
ャリア複合体の免疫原性に関する検討が行われてこなかったため、想定外のアレルギー反応や体内動態変化が生じたた
めである。我々はこれまで、核酸の送達体としても注目されているポリエチレングリコール（PEG）表面修飾ナノキャ
リアを繰り返し投与した際に、初回投与した PEG 修飾ナノキャリアが脾臓辺縁帯の B 細胞を選択的に刺激し、PEG に
対する抗体（anti-PEG IgM）を分泌させ、この抗体が次に投与された同じリポソームに結合し、補体系の活性化を介
して肝臓での取り込みを亢進させ、その血中滞留性を減ずることを見出し、accelerated blood clearance（ABC）現象
と名付け報告してきた１）。核酸は Toll-like receptor（TLR）を介して自然免疫系を活性化することが知られており、
上記のような PEG 修飾キャリアに対する免疫反応を亢進させることが想定されるが、その詳細は明らかではない。そ
こで本研究では、核酸送達デバイスとしてのキャリア開発において真に重要となる全身投与後の自然免疫システムによ
る認識機構を検討することを目的として実験を行った。安全で機能的な核酸キャリアの開発に寄与しうる情報を得た
ので報告する。

方法、結果および考察

１．Anti-PEG IgM 誘導への Toll-like receptor（TLR）の寄与
　核酸の全身投与を目指したキャリア開発にポリエチレングリコール（PEG）修飾ナノキャリアが汎用されている。外
来性の核酸は TLR の強力なアゴニストとして作用し、炎症性サイトカインを誘導することで初期生体防御機構を活性
化することが知られている。しかし、核酸含有 PEG 修飾ナノキャリア投与時の anti-PEG IgM 誘導における TLR の寄
与は明らかではなかった。そこで、TLR 7 あるいは TLR 9 を欠損したマウス（knockout mouse）に siRNA あるいは
pDNA を含有した PEG 修飾ナノキャリアを投与し、投与後の anti-PEG IgM の分泌を ELISA によって評価した。その
結果、siRNA 含有 PEG 修飾ナノキャリアによる anti-PEG IgM の分泌誘導が TLR 7 欠損マウスで顕著に抑制されたこ
とから、TLR 7 刺激を介して誘導されていることが明らかとなった（図 1A）２）。一方、pDNA 含有 PEG 修飾ナノキ
ャリアによる anti-PEG IgM の分泌誘導が TLR 9 欠損マウスで顕著に抑制されたことから、TLR 9 刺激を介して誘導
されることが明らかとなった（図 1B）３）。TLR 9 を pDNA が刺激し、炎症性サイトカインなどの分泌を誘導すること
は以前から知られているが、double strand である siRNA が TLR 7 を刺激する経路は知られていなかった。siRNA は
single strand RNA をその相補的な配列を利用して結合させて double strand を形成させている。その結合は可逆的で
あることから、エンドサイトーシスなどでナノキャリアと細胞内に取り込まれた後、細胞内環境の変化により double
strand から single strand に変化し、結果 TLR 9 を刺激したものと考えられた。
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図 1． TLR 欠損マウスにおける核酸含有 PEG 修飾ナノキャリアに対する anti-PEG IgM 誘導
（A）TLR 7 欠損マウスに siRNA 含有 PEG 修飾ナノキャリアを投与した際の anti-PEG
IgM 分泌誘導を検討した。（B）TLR 9 欠損マウスに siRNA 含有 PEG 修飾ナノキャリアを
投与した際の anti-PEG IgM 分泌誘導を検討した。A two-tailed unpaired Student's t test,
**p < 0.01, ***p < 0.005.

２．ヒトにおける抗 PEG 抗体保有率の調査
　PEG による修飾は、タンパクやナノキャリアの血中滞留性を向上させる有用な手段として汎用されており、本邦で
も数多くの PEG 化製剤が臨床応用されている。しかし、マウスやラットに PEG 化製剤を投与すると PEG に特異的に
結合する IgM（抗 PEG IgM）が誘導され、PEG 化製剤の血中滞留性を著しく低下させることを前述のとおり明らかに
してきた１,４）。一方で、ヒトは長年に渡り PEG を医薬品･食品添加物、化粧品として摂取･塗布しており、自然抗体と
して anti-PEG IgM を保有している可能性がある。そこで、ヒトにおける抗 PEG 抗体保有率に関する調査を行った。
厚生労働省が策定する献血血液の研究開発等での使用に関する指針に基づいて申請を行い、日本赤十字社より献血血液
の一部をサンプルとして受領した。ヒト血清中の anti-PEG IgM 量の測定には ELISA 法を用い、PEG 修飾ナノキャリ
アの構成成分である methoxyPEG2000-DSPE に結合する IgM 量を測定することで評価した。200 例の血清中の抗
PEG IgM 量を測定したところ、17 例の anti-PEG IgM 陽性者がいることが分かった（図 2）。一方、anti-PEG IgG 陽性
者はみられなかった。また血液型の違いよる anti-PEG IgM 保持率の差異は認められなかった。以上の結果より、anti-
PEG IgM 保持者がヒトにおいて一定の割合で存在しており、このようなヒトに PEG 化製剤を投与する場合は、アレル
ギー反応や製剤の体内動態の変化に注意を払う必要があることが示唆された。
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図 2． 日本赤十字社提供献血血液中の anti-PEG IgM 保持者
日本赤十字社より献血血液 200 検体の供与を受け、ヒト血清中の anti-PEG IgM を ELISA
法により評価した。

３．市販化粧品塗布による抗 PEG 抗体産生評価
　前項において健常ヒト血清中に anti-PEG IgM が見られることが明らかとなった。これらの被験者が anti-PEG IgM
を保有するに至った原因は明らかではないが、PEG は医薬品や食品の添加物に用いられているだけでなく、化粧品な
どに多く含まれており、このような日常的な PEG への曝露が anti-PEG IgM 獲得の理由ではないかと考えた。本仮説
を検証するため、PEG 含有化粧品をラットに塗布した際に anti-PEG IgM が誘導されるか検討した。その結果、市販の
3 種類の化粧品（化粧水、日焼け止め、シャンプー）をそれぞれ塗布したラットでは、いずれの群においても anti-PEG
IgM の産生が認められ、特に化粧水を塗布したラットにおいて、他の群と比較して有意に高い anti-PEG IgM の誘導が
観察された（図 3）。本検討で比較した製品の中で化粧水が最も皮膚への浸透性が高いものと考えられた。したがって、
製品内に含有されている PEG が角質層のバリアを突破し、皮膚内に移行したため anti-PEG IgM の誘導が生じた可能
性が考えられた。
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図 3． PEG 含有化粧水塗付による anti-PEG IgM の誘導
市販の化粧品をヘアレスラットの腹部に 1 日１回塗布した。塗布開始後、16、37、60 日後
に血清を採取し、血清中の anti-PEG IgM を ELISA により測定した。
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