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【アジュバントワークショップ 講演⑤】

「粘膜アジュバントとＤＤＳ研究の新展開」

東京大学医科学研究所炎症免疫学分野教授 清野宏

ただいまご紹介にあずかりました清野でございます。石井先生には、過分の

ご紹介ありがとうございます。

きょう、私のお話は、私どもが進めております粘膜免疫のユニーク性という

ものに立脚したワクチン開発ということで、我々の最近の進行状況をご紹介し

てみたいと思います。

粘膜免疫のユニーク性、それから柔軟性というのがきょうのシンポジウムの

中でも出てきているわけですけれども、一つ大きな点は、こちらにお示しして

あるような粘膜面からワクチンを投与することによって、我々の生体が持って

いる第一線のバリアと言われる粘膜面、それから体の中、両方にきちっと免疫

応答が誘導できるという利点があるわけです。

今までは腸管での粘膜免疫に立脚した経口ワクチン、それから先ほど石井

（保之）先生のほうからもお話しがありましたけれども、呼吸器の粘膜免疫に

立脚した経鼻ワクチンということになります。

その中でも、我々が今一つの目標としておりますのは、注射器、注射針が必

要ないワクチンということを考えると、経口ワクチンというのが非常に魅力的

であるということになってまいります。

経口ワクチンに関しましては、既に数年前に私たちの取り組みをこのフォー

ラムでもお話しをさせていただいたと思います。

その新しい経口ワクチンということでは、お米を食べるという発想から１８

０度転換をして、新しいワクチンをつくる生産体、そしてお米は常温で長期間

保存できるということを考えて、いわゆる冷蔵保存が不要なワクチンの貯蔵体、

そして経口投与に使える医薬製剤としてのコメということで、ＭｕｃｏＲｉｃ

ｅという形で研究を展開しております。

これに関しましては、また別の機会にその後の進展をお話しをしていきたい

と思いますけれども、植物工学とそれから粘膜免疫学が融合するというような

形で、新しいワクチンの開発というところに結びついていくのではないかなと

いうふうに思っております。

きょう、お話ししてみたいことは、一つ、新しい視点として、目もある意味
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では直接外界に接しているということで、粘膜免疫の一部をなしているわけで

す。そこで、点眼で免疫誘導ができるのかということについて、最近の知見を

ご紹介してみたいと思います。

目の粘膜免疫について検討については、昨年、卒業しました大学院生の長竹

（貴広）君らが中心となって進めてまいりました。これはマウスですけれども、

こちらにお示ししてありますように、眼窩領域と鼻腔領域を結んでいる涙管、

涙道と言われているところに、リンパ節状の組織が存在しているということが

わかってまいりました。これがこちらにお示ししてありますけれども、涙管関

連リンパ組織ということで、ＴＡＬＴというふうに呼んでおります。

このＴＡＬＴの詳細を検討してまいりますと、涙道側、もしくは涙管側のＴ

ＡＬＴをおおっている上皮細胞層のところに、腸管のパイエル板の上皮細胞に

存在しているようなＭ細胞が存在しているということもわかってまいりました。

これをさらに電顕で検討してみますと、腸管のパイエル板に存在しているＭ

細胞と同じような形態を持っている。一見眺めますと、上皮細胞層のところで、

落とし穴になっているような状態のＭ細胞が存在しているということもわかっ

てまいりました。

さらに、この細胞が実際に抗原を取り込むことができるのかということを検

討してみますと、例えばサルモネラ菌にＧＦＰの遺伝子を導入したもの、また

目の感染ということで考えますと、緑膿菌ということになるわけですけれども、

この緑膿菌にＧＦＰの遺伝子を導入したもの、これを点眼で暴露してみますと、

確かにＴＡＬＴの上皮細胞層のところに存在しているＭ細胞から取り込まれる

というような像も見えてまいりますし、確かにＴＡＬＴの中に、この細菌群が

取り込まれるということもわかってまいりました。

次に、このＴＡＬＴと言われている新しく見つかってきた粘膜関連リンパ組

織の中に、きちっと抗原に特異的な免疫応答を誘導できるような細胞群が存在

しているかということを検討してみますと、確かにＴＡＬＴの上皮細胞層の直

下には、ＣＤ１１ｃ＋の樹状細胞と言われているようなものが非常に高頻度で

存在しているということもわかってまいりましたし、その直下にはＢ細胞領域、

そしてＴ細胞領域と言われているような微小免疫構造があり、いわゆるパイエ

ル板ですとか、鼻咽頭関連リンパ組織（ＮＡＬＴ）と言われているような粘膜

免疫を担当するような誘導組織であろうということが示唆されてまいりました。

さらに、実際に点眼という形で、ワクチン抗原を投与して、抗原に特異的な
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免疫応答が誘導できるかということになるわけですけれども、よく粘膜免疫の

世界で使われる抗原でありますコレラトキシンを点眼という形で投与いたしま

すと、確かにＴＡＬＴを中心として、例えばＩｇＡのクラススイッチングに必

要なＡＩＤの発現が上昇してまいりますし、さらに涙道の粘膜固有層には非常

にたくさんのＩｇＡ産生細胞が誘導されてくるということもわかってまいりま

した。

さらに、実際に抗原に特異的な抗体産生細胞が誘導されているか調べる為に

ＥＬＩＳＰＯＴ法を使って検討してみますと、こちらにお示ししてありますよ

うに、例えば涙道、それから鼻腔にきちっと抗原に特異的なＩｇＡ産生細胞が

誘導されていますし、さらに全身系の免疫を代表するような脾臓には、抗原に

特異的なＩｇＧ抗体産生細胞が誘導できています。つまり、点眼投与で、粘膜

系と全身系、両方に抗原に特異的な免疫応答が誘導できているということがわ

かってまいりました。

さらに、抗原に特異的なＣＤ４型のＴ細胞も、きちっとこのＴＡＬＴの中に

誘導できているということもわかってまいりました。例えば、ＣＴのBサブユ

ニットのテトラマーを使いますと、免疫前と比較すると、点眼免疫ということ

をいたしますと、ＴＡＬＴの中に抗原に特異的なＣＤ４＋Ｔ細胞も誘導されて

いるということがわかってまいりました。

そうしますと、顎顔面と言われているところにも非常に巧妙な粘膜免疫機構

が存在しております。今までは経鼻ワクチンということで、鼻腔での粘膜免疫

を中心とした可能性が検討されてきたわけですけれども、新しい可能性として、

実用化ということに結びつくかどうかは別として、点眼という形でも粘膜免疫

機構を介して、全身系と粘膜系に免疫応答が誘導できる。その中核として、

Ｔear ｄuct-Ａassociated Ｌymphoid Ｔissue（TALT）というものが重要な

役割を果たしているのではないかという可能性が示唆されてまいります。

次に、呼吸器の粘膜免疫機構を基盤とした経鼻ワクチンの開発について、紹

介いたします。本日も、インフルエンザのワクチンということで、経鼻ワクチ

ンということが議論されているわけですけれども、確かに鼻腔領域を眺めてい

きますと、ＮＡＬＴと言われているところに、きちっと抗原に特異的な免疫応

答を誘導できるような細胞が集積しておりますし、そして上皮細胞層のところ

には、Ｍ細胞と呼ばれている吸入抗原を取り込むような細胞も存在しています。

さらに、鼻腔全体を眺めていきますと、例えば鼻腔領域の鼻介と言われてい
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るような領域、ここにも最近、我々、いわゆるＭ細胞と言われているような抗

原を取り込む細胞が存在しているということがわかってまいりました。そうし

ますと、鼻腔粘膜のところには、非常に多様な抗原を取り込むシステムが存在

しているということで、経鼻免疫によって、非常に効果的に免疫応答が誘導で

きるということの一つの裏づけということになってまいります。

一方で、実際にこの経鼻ワクチンということを考えたときには、我々、乗り

越えなければならない課題もあるわけです。例えば、経鼻ワクチンのときには、

石井先生の最初の紹介のところでもお話しがありましたけれども、嗅覚細胞、

嗅覚を介して、中枢神経とつながっているということですから、経鼻投与とい

う形で、いわゆるアジュバントも含めて生物活性のあるものを投与するという

ことを考えたときには、そこへの影響ということを考えていかなければなりま

せん。

それをどうやって克服できるのかということになってまいります。

その一つの可能性といたしまして、私どもの研究室では、幸、野地らを中心

として、東京医科歯科大学の秋吉（一成）先生らのグループとの共同研究で、

いわゆる今、がんペプチドワクチンに使われているシャペロン型のナノゲル、

これを経鼻ワクチンに使えないかということを考えてみました。

ナノゲルに関しては既に、秋吉先生のほうからいろいろな論文が出ておりま

すので、時間の関係もありますので、詳細は述べませんが、もう一つ、我々が

通常のナノゲルだけではなくて、もう一つ、一ひねりを加えてみようというこ

とを考えました。

つまり、鼻腔の粘膜上皮を考えてみますと、ここはいわゆるネガティブチャ

ージであるということですから、このナノゲルをカチオン化することによって、

ポジティブなチャージをつけることによって、より粘膜での付着性が向上する

のではないかということを考えました。

その可能性が正しかったかどうかということを次に検討してみようというこ

とで、浜松ホトニクスの塚田先生らの協力を得まして、ナノゲルに実際に抗原

を封入いたしました。これは大阪府立大学の小崎（俊司）先生らのグループの

協力を得まして、ボツリヌス菌のＡ鎖のＣ末端ワクチン抗原を封入したカチオ

ン型のナノゲル、これを使いまして、実際にＰＥＴとＣＴを使って、経鼻ワク

チンをした後のカチオン化したナノゲルの動態を追いかけてみました。

そうしますと、こちらにお示ししてありますように、ワクチン抗原単体の場
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合には、大体１時間を過ぎてしまいますと、噴霧投与後ワクチン抗原が鼻腔の

粘膜から消失してまいります。一方で、このカチオン化したナノゲルでワクチ

ンを投与いたしますと、こちらでお示ししてありますけれども、１０時間以上、

鼻腔の粘膜上皮のところに張りついたような状態になっているということがわ

かってまいりました。

そうしますと、このカチオン化のナノゲルを使うことによって、ワクチン抗

原を非常に長期間、鼻の粘膜に張りついたような状態をつくることができると

いうことになってまいります。

では、次に、この張りついた状態から、抗原を鼻腔に存在する粘膜免疫担当

細胞に抗原を渡すことができるのかということを検討してみました。

この検討には、カチオン化したナノゲルと、それから実際のワクチン抗原に

それぞれ異なる蛍光色素をつけておいて、そして鼻に投与して、実際にナノゲ

ル、それからワクチン抗原が動態をとっているのかということを次に検討して

みました。

そうしますと、先ほどお話ししましたように、カチオン化したナノゲルを使

うことによって、鼻腔の粘膜上皮層のところに非常に長期間ワクチン抗原を付

着させておくことができますよということをお示ししましたけれども、確かに

そのとおり、こちらにお示ししてありますように、鼻の粘膜面のところに非常

に長期間付着しています。さらに、この付着している場所をもう少し拡大して

眺めてまいりますと、大体６時間過ぎぐらいから、こちらにお示ししてありま

すように、だんだんだんだんワクチン抗原が上皮細胞層から粘膜固有層側にし

み出るように、到達しているということがわかってまいりました。さらに、き

ょうは時間がなくてお示ししませんけれども、これに並行して、鼻の上皮細胞

層に存在している、もしくは粘膜固有層に存在している樹状細胞がどんどんど

んどん集まってくるというようなこともわかってまいりました。

そうしますと、カチオン化したナノゲルはただ単にワクチン抗原を鼻の上皮

細胞のところに付着させるだけではなくて、ゆっくりゆっくりとワクチン抗原

を粘膜免疫系に渡すことができるのではないかということになってまいります。

では、実際にこれを使って、抗原に特異的な免疫応答を誘導できるのかとい

うことを検討してみました。

幸・野地らの検討によりますと、こちらにお示ししてありますように、カチ

オン化したナノゲルを使って経鼻免疫という形で免疫をいたしますと、確かに
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鼻の粘膜の固有層のところに、たくさんのＩｇＡ産生細胞が誘導されてまいり

ます。この産生細胞を実際に分離してまいりまして、そして検討してしますと、

非常に高頻度で抗原に特異的な、この場合にはボツリヌス菌の毒素に対する特

異的なＩｇＡ抗体産生細胞が誘導されています。それを反映するように、鼻腔

の分泌液中には、非常に高いレベルで、抗原に特異的なＩｇＡ抗体が誘導され

ていますし、さらに鼻から免疫することによって、全身系にもきちっと抗原に

特異的なＩｇＧ抗体を中心とした免疫応答が誘導できているということがわか

ってまいりました。

さらに、実際にこの誘導された抗体が毒素に対する中和効果があるかという

ことを幸・野地らが検討しております。そうしますと、例えば腹腔内を通して

ボツリヌス菌の毒素を投与する、もしくは経鼻という形で粘膜面からホツリヌ

ス菌毒素を投与する。そういう毒素暴露実験系をしてまいりますと、カチオン

化ナノゲルでワクチンを投与した群では、非常に高いレベルで免疫応答が粘膜

系とそれから全身系両方に誘導されていますので、毒素を腹腔内に投与しよう

が、経鼻から投与しようが、きちっとそれぞれの抗体が中和抗体として働いて、

防御免疫として機能しているということがわかってまいりました。つまり、カ

チオン化したナノゲルを新しい経鼻ワクチンのデリバリー体ということで使う

可能性が非常に強く示唆されてきたということになってまいります。

では、そのメカニズムな何かを検討してみますと、例えば、サーキュラーダ

イクロイズムアナライシスをしてみますと、このナノゲルに入れることによっ

て、ワクチン抗原がシャペロンという形で保護されたような状態で粘膜免疫系

に送達されているのではないかということも示唆されてまいりました。

そうしますと、こちらにお示ししてありますように、ワクチン抗原がシャペ

ロン作用によって、粘膜免疫側に渡されて、そして樹状細胞が直ちにそれを取

り込むというようなところも観察されてまいりますし、実際にこの細胞群を分

離してまいりますと、ＣＤ１１ｃ細胞がほとんどのワクチン抗原を取り込んで

いるということもわかってまいりました。

時間の関係もありますので、最後に安全性はどうかということで、経鼻ワク

チンという形で投与したときには、嗅覚細胞から中枢神経に抗原が入っていく

ということが大きな問題として指摘されています。実際にこれを検討してみま

すと、こちらにお示ししてありますように、ＣＴ－Ｂの場合には、前から言わ

れているように、確かに嗅覚球に非常に結合しているということが確認できま
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す。一方で、このカチオ化ナノゲルで投与した場合には、抗原が嗅覚細胞のと

ころまで到達していることはないということで、嗅覚細胞を介した脳への影響

ということも少ないのではないかということが示唆されてまいります。

ということで、この新しいカチオン化したナノゲルというものを使うことに

よって、新しい形での経鼻ワクチンということが考えられるのではないかとい

うことになってくると思います。

最後に、この研究の中心的な役割を果たしてまいりました私どもの研究室の

共同研究者をご紹介して終わりにしたいと思います。

このカチオン化したナノゲルということに関しましては、東京医科歯科の秋

吉先生のグループと、私どもの研究室の幸・野地らを中心とした研究の一部を

ご紹介させていただきました。

どうもご清聴ありがとうございました。（拍手）


