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研究成果の概要（和文）： 粘液などの鼻腔物理的バリアは異物の侵入を防いでおり、経鼻ワクチンに対しても
障壁となっている可能性がある。そこで、申請者がこれまでに開発したclaudin-4指向性分子であるC-CPEを用い
た経鼻肺炎球菌ワクチン (PspA-C-CPE)を粘液貯留の認められるTtll1欠損マウスに投与したところ、鼻腔での免
疫誘導組織であるNALT周辺の過剰な粘液により、PspA-C-CPEのNALTへの結合不全が生じた。これにより胚中心形
成異常が認められ、粘膜免疫誘導も低下した。一方、粘液を除くことによりこれらの粘膜免疫誘導低下は回復し
た。すなわち、過剰な粘液が経鼻ワクチンの障壁となりうることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Nasal physical barrier (ex. mucus) prevents the entry of exogenous 
materials. Nasal vaccine is probably affected by nasal physical barrier, but it remains unknown. In 
this study, I used Ttll1 kockout (KO) mice, which showed accumulation of nasal mucus, to check 
whether claudin-4-targeting vaccine (PspA-C-CPE) was affected by nasal physical barrier. 
 Ttll1 KO mice showed accumulation of nasal mucus around NALT, which was an immune induction site in
 nose. PspA-C-CPE was trapped by nasal mucus, and PspA-C-CPE could not effectively bind to NALT. 
Furthermore, PspA-specific nasal IgA was impaired with decrease of germinal center formation in 
Ttll1 KO mice. Thus, insufficient binding of PspA-C-CPE to NALT led to the impaired PspA-specific 
nasal IgA responses. Ttll1 KO mice treated with mucus remover showed recover of immune induction of 
PspA-specific nasal IgA. These findings indicated that accumulation of nasal mucus is an interfering
 factor in claudin-4-targeting nasal vaccine.

研究分野： 粘膜免疫
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１．研究開始当初の背景 
 エボラ出血熱やデング熱の例にあるよう
に感染症は未だ猛威を振るっている。感染症
対策としては注射型ワクチンが主流であり、
全身免疫による感染症重篤化予防には効果
的であるが、多くの感染症の感染部位である
粘膜での免疫誘導に乏しく初発感染予防は
期待できない。一方、粘膜ワクチンは全身・
粘膜免疫の双方を誘導できるため感染症重
篤化予防のみならず、初発感染予防も可能で
ある理想的な感染症ワクチンである。しかし
ながら、抗原を単に吸ったり、飲んだりする
だけでは効果的な免疫応答は誘導できない。
そのため、多くの免疫担当細胞が集積する粘
膜関連リンパ組織へワクチン抗原を送達す
ることが粘膜ワクチン開発において重要で
ある。申請者はこれまでに鼻腔における免疫
誘導組織である鼻腔関連リンパ組織 (NALT)
上皮細胞上にタイトジャンクション構成分
子であるclaudin-4が高発現していることに
着目したワクチン送達技術を確立している。
Claudin-4 結合分子であるウエルシュ菌毒素
C 末断片 (C-CPE)と肺炎球菌ワクチン抗原 
(PspA)との融合タンパク質 (PspA-C-CPE)を
マウスに経鼻投与することにより、PspA を
NALT 上皮細胞に効率的に送達可能であり、肺
炎球菌に対する生体防御活性を誘導できる
ことを報告している (Suzuki H, et, al, 
2015, PLoS ONE)。 
 経鼻ワクチンの投与組織である鼻腔には
繊毛や粘液といった鼻腔物理的バリアが存
在しており、花粉や病原体の侵入阻害に働い
ている。この点において経鼻ワクチンもまた、
鼻腔物理的バリアの影響を受けている可能
性がある。Tubulin tyrosine ligase-like 
family, member 1 (Ttll1)は鼻腔繊毛運動に
関わる分子として知られている。Ttll1 
knockout (KO)マウスは繊毛運動異常に伴い
粘液の排出が正常にできず、鼻腔組織に過剰
な粘液貯留を示すことが報告されている。そ
こで、本研究では Ttll1 KO マウスに
PspA-C-CPE を経鼻投与した際の免疫応答を
検証することで、鼻腔物理的バリアが経鼻ワ
クチンに与える影響を精査した。 
  
２．研究の目的 
 鼻腔物理的バリアがclaudin-4指向性ワク
チンに与える影響の検証 
 
３．研究の方法 
(1) PspA-C-CPE の経鼻投与 
Ttll1 hetero (He)もしくは KO マウスに

PspA-C-CPE (PspA 量: 5 µg)を週 1 回、計 3
回経鼻投与した。最終免疫の1週間後に血清、
鼻腔洗浄液を回収し、ELISA により PspA 特異
的抗体を検出した。また、NALT 組織を回収し、
免疫染色およびフローサイトメーターを用
いて各リンパ組織を測定した。また、N-アセ
チルシステインを経鼻投与し、30 分後に
PspA-C-CPE を経鼻投与することにより粘液

除去の影響を検証した。 
 
(2) 粘液貯留の検証 
Ttll1 KO マウスの鼻腔切片を作製し、アル

シアンブルー染色により粘液を染色した。 
 
(3) PspA-C-CPE の NALT 結合性 
ビオチン化した PspA-C-CPE を Ttll1 KO マ

ウスに経鼻投与し、その鼻腔切片を用い、蛍
光染色により PspA-C-CPE の NALT 結合性を検
証した。 
 
４．研究成果 
 鼻腔物理的バリアがclaudin-4指向性経鼻
ワクチンに与える影響を検証するために、ま
ず、Ttll1 He および KOマウスに PspA-C-CPE
を経鼻投与し、PspA 特異的免疫応答を測定し
た。その結果、PspA 特異的血清 IgG は誘導さ
れたものの、PspA 特異的鼻腔 IgA は Ttll1 KO
マウスにおいて誘導低下が認められた。すな
わち、過剰な鼻腔物理的バリアは粘膜免疫誘
導を阻害することを明らかとした。 
 次に、鼻腔における免疫誘導組織である
NALT の各種リンパ細胞の誘導を検証した。そ
の結果、Ttll1 KO マウスでは B細胞、T細胞
は Ttll1 He マウスと同様に誘導されていた
が、抗体のクラススイッチの場であり、親和
性成熟の場である胚中心B細胞数が低下して
いた。また、胚中心形成に重要なサブセット
である濾胞ヘルパーT 細胞数の低下も確認で
きた。この結果と相関し、胚中心形成を確認
したところ、Ttll1 He に比べて KO マウスで
は胚中心形成異常が認められた。すなわち、
Ttll1 KO マウスでは胚中心形成異常に伴い、
粘膜免疫誘導が阻害されていることを明ら
かにした。 
 次に、PspA-C-CPE の NALT 上皮細胞への結
合性に着目した検証を行った。PspA-C-CPE の
claudin-4 結合が免疫誘導の引き金となって
い る が 、 Ttll1 KO マ ウ ス で は 正 常 に
claudin-4 の発現が認められた。一方、NALT
周辺の粘液貯留を検証したところ、NALT を覆
うように粘液の貯留が認められ、投与した
PspA-C-CPE の NALT 上皮細胞への結合不全も
認められた。すなわち、過剰な粘液により投
与した PspA-C-CPE が捕捉され、NALT 上皮細
胞へ十分に結合できず、胚中心形成異常に伴
う粘膜免疫誘導阻害が生じることを示した。 
 また、粘液除去剤として知られている N-
アセチルシステインを用いて粘液除去の影
響を検証した。その結果、粘液除去した Ttll1 
KO マウスは粘膜免疫誘導の低下を示さなか
った。 
 以上のことから、過剰な粘液が貯留する場
合、claudin-4 指向性経鼻ワクチンは粘液に
捕捉され NALT 上皮細胞に効率的に結合でき
なくなった結果、胚中心形成不全を伴い粘膜
免疫誘導の低下が生じることを明らかとし
た。また、粘液の影響を除くことにより正常
に粘膜免疫が誘導されたことからも花粉症



や副鼻腔炎などの粘液貯留の症状を呈する
場合には粘液の影響を考慮した上で、経鼻ワ
クチンを接種することが必要だと思われる。 
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