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研究成果の概要（和文）：本研究では食品添加物として用いられているサフラン色素の成分であるクロシンの粘
膜アジュバント作用を検討した。全粒子不活化インフルエンザウイルスとクロシンを経鼻免疫すると気管洗浄液
中のIgA抗体価の上昇、ウイルス感染後の体重減少の抑制および気管洗浄液中のウイルス量減少が観察された。
インフルエンザ流行期間で免疫が維持されているかを確認するため最終免疫から30週の間隔を開けてウイルスを
接種しても効果が認められた。クロシンはインフルエンザウイルス感染に対して有効な粘膜免疫を誘導できる粘
膜アジュバントであった。クロシン添加経鼻インフルエンザワクチンは安全かつ有効な新規ワクチンになり得る
可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the mucosal adjuvanticity of crocin, a saffron coloring 
agent used as a food additive. Intranasal immunization of whole inactivated influenza virus with 
crocin increased the IgA antibody titer in the bronchial lavages, suppressed weight loss after virus
 infection, and reduced viral load in bronchial lavages. Furthermore, the effect of crocin was 
observed even when the virus was challenged 30 weeks after the last immunization to confirm whether 
immunity was maintained during the influenza epidemic period. Crocin was a mucosal adjuvant capable 
of inducing effective mucosal immunity for influenza virus infection. The crocin-supplemented 
intranasal influenza vaccine has the potential to be a safe and effective vaccine.

研究分野： 免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
インフルエンザは急性の呼吸器感染症で、世界中で流行がみられている。ワクチン接種が行われているわが国で
も毎年冬季を中心に多数の患者発生と高齢者の超過死亡、インフルエンザ脳症に代表される乳幼児合併症等がみ
られている。多くの臨床および基礎研究者は現行のインフルエンザHAワクチンの限界を指摘している。アジュバ
ント添加経鼻ワクチンはこれらの限界を克服する可能性を有している。本研究の学術的意義は、基礎研究におい
てクロシン添加経鼻インフルエンザワクチンが安全かつ有効な新規ワクチンになりえる可能性を示したことであ
り、将来の臨床応用への第一歩となる研究である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

インフルエンザは急性の呼吸器感染症で、世界中で流行がみられている。ワクチン接種が行
われているわが国でも毎年冬季を中心に多数の患者発生と高齢者の超過死亡、インフルエンザ
脳症に代表される乳幼児合併症等がみられている。多くの臨床および基礎研究者は以下の点か
ら現在臨床で使用されているインフルエンザ HA ワクチンの限界を指摘している。①呼吸器に感
染防御のための粘膜免疫を誘導できない。②インフルエンザウイルスに感染歴のない乳幼児で
はワクチンに対する免疫応答が弱い。③CTL を誘導できない。④Th2 型応答の偏重により IgE 感
作を増強する。アジュバント添加経鼻ワクチンはこれらを克服する可能性を有している。 

我々は粘膜免疫を増強するアジュバントの探索を行っており、これまでにクロシンを含む 26
種類の粘膜アジュバント作用を有する化合物を発見し、その中でも糖型界面活性剤に強い粘膜
アジュバント作用があることを明らかにした。
本研究で検討するクロシンはサフランの雌しべ
やクチナシの実に含まれる分子量 977.0 の天然
糖型界面活性剤であり、黄赤色の化合物でパエ
リアや栗きんとんなど洋の東西を問わず古くか
ら用いられている天然食品色素であり安全性が
高い（図 1;構造式）。 

 
本研究は現行のインフルエンザ HA ワクチンの限界を踏まえ、「クロシン添加経鼻インフルエ

ンザワクチンは安全かつ有効な新規ワクチンになりえるか？」の問いに対する基礎研究であり、
将来の臨床応用への第一歩となる研究である。 
 
２．研究の目的 

近年、免疫学的知見に基づいて Toll-like receptors 等に着目したアジュバント探索が行われ
ているが安全性の点で臨床試験に到達できない事例が多くある。本研究では一般的な免疫学を
出発点としたアジュバント開発とは異なり安全性を出発点としていることに独自性がある。我々
は、複数の界面活性剤に粘膜アジュバント作用があることを発見している。そこで安全性に着目
し、糖型界面活性剤の中でも食用色素として用いられているサフランに含まれるクロシンをア
ジュバント候補物質とした。本研究は、食品成分によるワクチンアジュバント開発であるため安
全性においてすでに優位にあると考えられ、「クロシンアジュバント添加経鼻インフルエンザワ
クチンが安全かつ効果的な新規インフルエンザワクチンであることを明らかにする」ことを目
的とした。 
 
３．研究の方法 

本研究はクロシンと不活化インフルエンザウイルスを経鼻免疫し、感染防御免疫の誘導を目
的としたアジュバント添加新規インフルエンザワクチンの開発である。一般に HA スプリットは
より安全性が高く、全粒子不活化インフルエンザウイルス（WIIV）はワクチン効果が高い。両者
のクロシン添加経鼻接種での安全性および効果は不明であるため、クロシンと HA スプリットま
たは WIIV をマウスに経鼻免疫後、免疫応答と安全性を評価するとともにマウス馴化インフルエ
ンザウイルスに対する感染阻止効果を比較した。 

 
(1) ワクチン抗原の作製：インフルエンザウイルスは臨床分離株である A/Iwate/1130/2009 
(H1N1pdm)を元株としたマウス馴化ウイルスを用いた。インフルエンザウイルスを MDCK 細胞で
大量培養し、HAスプリットはインフルエンザウイルスをショ糖密度勾配遠心法で精製し、β-プ
ロピオラクトン不活化法（文献 1）で不活化後エーテル処理を行い作製した。WIIV はβ-プロピ
オラクトンで不活化し作製した。 
 
(2) 界面化学的解析：これまで検討を行った界面活性剤では臨界ミセル濃度以上で粘膜アジュ
バント効果が認められるため（文献 2, 3）、クロシン溶液の表面張力を毛細管上昇方式表面張力
計で測定し臨界ミセル濃度を算出した。界面活性剤はタンパク質と複合体を形成し、その混合比
によって複合体粒子サイズは異なる。免疫誘導に適した複合体粒子サイズ（約 100〜500 nm）が
あるため、クロシン-HA スプリットおよびクロシン-WIIV 複合体の粒子サイズを粒子径分析装置
で測定する。これらの結果から動物実験で用いる至適投与量を決定した。HA スプリットと WIIV
のマウスへの投与量（HA価）は等価とした。 
 
(3) インフルエンザ特異免疫解析：マウスに経鼻免疫後、血中および粘膜分泌液（鼻腔洗浄液、
気管支洗浄液）でインフルエンザ特異的抗体価を ELISA で測定した。免疫後約半年（30 週）の
期間で長期免疫応答を解析し、インフルエンザ特異的記憶免疫の誘導を解析した。 
 

図1



(4) 安全性試験：ワクチン接種経路である鼻粘膜組織および鼻腔に近接する脳組織（主に嗅球）
で炎症応答を病理学的に解析した。クロシンのマウスでの致死量は約 100mg/マウスであり、ま
たマウスに約 4mg/マウス量のクロシンを腹腔投与すると軽度の血小板減少が起こることが報告
されている。本研究での投与量は 5〜50μg/マウスであるが、クロシンの経鼻投与後の血球数を
血球測定装置で測定した。 
 
（5) インフルエンザウイルス感染防御試験：感染阻止実験に用いるマウス馴化インフルエンザ
ウイルスは臨床分離株である A/Iwate/1130/2009 (H1N1pdm)を元株とし、マウスでの継代を繰り
返すことでマウス 50％致死量(MLD50)が 2.5PFU/マウスの馴化ウイルスをすでに作製している。
マウスに経鼻免疫を行い、一定期間後に 50MLD50のマウス馴化インフルエンザウイルスを経鼻接
種し感染防御効果を比較した。皮下接種後に感染防御試験を行い、クロシン添加経鼻インフルエ
ンザワクチンと現行のワクチンを比較した。 
 
４．研究成果 
(1) ワクチン抗原の作製：最初に本研究で用いるワクチン抗原の作製を行なった。マウス馴化ウ
イルスを MDCK 細胞で大量培養後、ショ糖密度勾配遠心法でウイルスを精製した。β-プロピオラ
クトンで不活化し、全粒子不活化インフルエンザウイルス抗原（WIIV）を作製した。不活化の確
認は生物学的製剤基準の不活化試験に準拠し発育鶏卵を用いて行い、感染性ウイルスは陰性で
あった。 
 
(2) 粒子サイズの測定：界面活性剤の粘膜アジュバント作用は、界面活性剤とタンパク質とが複
合体を形成しその複合体粒子サイズに影響されることを明らかにしてきた。そこで、クロシン-
WIIV 複合体の粒子サイズを粒子径分析装置で測定した。WIIV の粒子サイズは 164.4 nm であっ
たのに対し、クロシン添加後の粒子サイズは 332.7 nm であった。この結果からクロシンと WIIV
が複合体を形成していることが推定された。また、免疫誘導に適した複合体粒子サイズは約 100
〜500 nm であり、クロシン-WIIV 複合体の粒子サイズはこの範囲内にあった。 
 
(3) 抗原投与量の検討：クロシンの粘膜アジュバント効果を検討するために、最初に WIIV の免
疫に用いる量を決定する必要がある。そこで、マウスに 1、0.1、0.01μgの WIIV を経鼻投与し
た。1μg および 0.1μgでは血液中および粘膜分泌液（鼻腔洗浄液、気管洗浄液）中にインフル
エンザ特異的抗体を確認できたが、0.01μgでは抗体は検出されなかった。そこで、抗原量は 0.1
μgとした。 
 
(4) 安全性の検討：粘膜アジュバント候補物質であるクロシンを経鼻投与後、24 時間間隔で体
重体温を測定し、7日後に血球算定および病理解析を行なった。観察期間中、体重体温の変化は
なく、血小板数、赤血球数、白血球数、ヘマトクリット、ヘモグロビン値に異常値は見られなか
った。鼻粘膜組織および嗅球で炎症応答は認められなかった。 
 
(5) アジュバント作用の検討：WIIV のみ（単独
群）、WIIV とクロシン（クロシン併用群）をそれ
ぞれマウスに経鼻免疫後、気管洗浄液、鼻腔洗浄
液、血液中のウイルス特異的抗体価を測定した。
併用群の気管洗浄液中の IgA 抗体価は単独群よ
り有意に上昇した。また、鼻腔洗浄液中の IgA お
よび血漿中の IgG 抗体価には有意差はなかった
ものの、併用群は単独群より高い傾向にあった
（図 2）。 
 
(6) 感染抑制効果の検討：免疫したマウスに致死
量のマウス馴化ウイルスを経鼻感染させた。感染
実験は 1)WIIV 経鼻接種（単独群）、2)併用経鼻接
種（併用群）に加え、3)WIIV 皮下接種（皮下群）、4)クロシン単独経鼻接種（クロシン群）、5)生
理食塩水経鼻投与（非免疫群）で行なった（各群 8 匹）。ウイルス感染後に死亡したマウスの匹
数は、単独群 1、併用群 0、皮下群 5、クロシン群 8、非免疫群 8 であった（図 3）。感染 3 日後
の併用群での気管洗浄液中のウイルス量は非免疫群の 1/1000 未満、単独群の約 1/5 に低下して
いた（図 4）。 



 

 
(7) 長期免疫応答の検討：約半年のインフルエ
ンザ流行期間で免疫が維持されているかを明ら
かにするため最終免疫から 30 週の間隔を開け
て(この間ブーストはしていない)、致死量の同
株ウイルスを感染させ体重と体温を測定した。
感染後、WIIV とクロシンとの併用群でも体重減
少が見られ体重が回復するまで 2 週間の間隔を
開けた時に比べ倍の 4 週間を要したが、単独群
に比べて体重減少が有意に抑制された（図 5）。
これらの結果から、長期間の免疫応答において
もクロシンは WIIV に対し効果的な粘膜アジュ
バントであると考えられた。 
 
(8) HA スプリットでのアジュバント作用の検討：0.1 μgの WIIV 中の HAは 0.03455μgであっ
た。WIIV と HA スプリットのマウスへの投与量を等価とするため、HA スプリットの投与量を
0.03455μg とした。HA スプリットのみ（単独群）、HA スプリットとクロシン（併用群）をそれ
ぞれマウスに経鼻免疫し最終免疫から 2週間後に気管洗浄液、鼻腔洗浄液、血液中のウイルス特
異的抗体価を測定した。単独群と比較して併用群での抗体価の有意な上昇は観察されなかった。
詳細は明らかではないが、クロシンの粘膜アジュバント作用は抗原の性質に依存すると推測さ
れた。 
 

本研究はインフルエンザワクチン開発の基礎研究であり、将来のインフルエンザ感染者・死
者数の減少を目指した研究である。HAスプリットと WIIV の比較を行うことで、クロシンアジュ
バントに適したインフルエンザワクチン抗原が明らかになった。さらに、クロシン添加経鼻イン
フルエンザワクチンの安全性および有効性を示すことができた。 
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