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研究成果の概要（和文）：　本研究では、Flt3 ligand発現DNAプラスミドとCpG ODN 1826を併用したダブルDNA
アジュバントとホスホリルコリンを抗原とする経鼻ワクチンを高脂血症モデルマウスに投与した時、抗原のみを
投与したマウスと比較して粘膜部および全身系における抗原特異的免疫応答の有意な誘導、そしてその誘導抗体
がT15 idiotypeである可能性が示され、さらに、大動脈部におけるアテローム形成抑制効果を認めた。また、脾
臓および腹腔内の樹状細胞数、B-1a B細胞数の有意な増加、さらにそれら樹状細胞上のAPRILおよびBAFF分子、
B-1a B細胞上のTACI分子の有意な発現が認められた。

研究成果の概要（英文）： When ApoE KO mice were given nasally with phosphorylcholine-KLH (PC-KLH) as
 an antigen and the nasal double DNA adjuvant (DDA), which consists of a DNA plasmid expressing Flt3
 ligand and CpG ODN, PC-specific IgM in plasma and peritoneal fluids was induced as compared with 
mice administered PC-KLH alone. Additionally, these antibodies exhibited highly specific binding to 
the PC molecule, and dose-dependent binding to anti-T15 idiotype. Twelve weeks after the last 
immunization, the nasal DDA with PC-KLH resulted in a reduction of atherogenesis in the aortic arch 
of ApoE KO mice. The nasal DDA with PC-KLH resulted not only in significantly increased frequencies 
of CD11c+ DCs in the spleen and peritoneal cavity, but also significantly increased expression of 
APRIL and BAFF molecules by CD11c+ DCs. Also, the DDA system induced significantly increased numbers
 of B-1a B cells in the spleen and PEC, and increased expression of TACI molecules on B-1a B cells. 

研究分野： 口腔衛生学

キーワード： 経鼻ワクチン　ホスホリルコリン　粘膜アジュバント　アテローム沈着抑制　樹状細胞　B-1a B細胞　A
PRIL/BAFF分子　TACI分子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 2019年WHOの報告では、虚血性心疾患および脳卒中による死亡者数が第一、第二位を占め、これら炎症を伴う血
管閉塞性慢性疾患は世界最大の死亡原因である。
 これまで感染症予防が中心のワクチンは、近年ではアテローム性動脈硬化だけでなく糖尿病、アレルギーとい
った慢性炎症性疾患やNCDsの予防や治療にも応用され、我が国においても脂質異常を増悪させるタンパクに対す
るペプチドワチン療法などが開発されているが、それらは従来通りの針による注射ワクチンである。本研究成果
は、針不要の無痛型、そして針による二次感染や医療事故、医療廃棄物問題などを回避することを可能とする粘
膜投与型ワクチン開発につながるものである。

※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 
(1)  21 世紀に入り先進国で進む高齢化は、社会保障や介護問題など多くの問題を引き起こす

ことが予想されている。2019 年 WHO のファクトリーシートでは、虚血性心疾患および脳卒中に
よる死亡者数が第一、第二位を占めており、これら炎症を伴う血管閉塞性慢性疾患は世界最大の
死亡原因となっており、我が国においても、この数年、高血圧を除く心疾患や脳血管疾患が第二、
四位を占めている状況である。 
これまでワクチンは主に感染症予防のためのツールであったが、アテローム性動脈硬化(AS)や

糖尿病、アレルギーといった慢性炎症性疾患や NCDs の予防や治療にも応用されるようになって
きた。心疾患や脳血管疾患の主因はアテローム性の血管梗塞であるが、免疫力が低減した高齢者
を含むすべての人にとって安全かつ痛みのない、すなわちストレスのない AS 予防のための粘膜
ワクチンの開発が必要と考える。 
 
 (2) これまで我われはマウスを用いることにより、従来の毒素型アジュバントと変わらない

免疫応答を誘導し、安定的で持続的かつ安全なアジュバント効果を有する経鼻投与型の粘膜 DNA
アジュバントの開発研究を行ってきた。すなわち、造血幹細胞の増殖因子サイトカイン Flt3 
ligand(FL)を発現する DNA プラスミド(pFL)を経鼻ワクチンの単独アジュバントとしてニワトリ
アルブミン(OVA)抗原とともにマウス鼻腔に投与したとき、免疫誘導組織である鼻咽頭関連リン
パ組織(NALT)や実効組織である顎下唾液腺や鼻粘膜固有層、脾臓や頸部リンパ節の CD8+樹状細
胞(DC)が増殖、活性化されていた。さらに同部における CD4+T 細胞を抗原刺激したとき、Th2 型
サイトカインが有意に産生され、抗原特異的抗体産生を有意に誘導することを報告した（引用文
献①②③）。さらに肺炎球菌の表層タンパクである PspA を抗原に用い、経鼻ワクチン投与後のマ
ウスに肺炎球菌を上気道感染させたとき、上気道から同菌を効率的に排除するとともに、IgA ノ
ックアウトマウスを用いた研究から、その菌排除には IgA 抗体が重要な役割を果たしているこ
とを明らかとしてきた（引用文献④⑤⑥）。また、肺炎球菌などの細胞壁に存在するホスホリル
コリン(PC)を抗原として用いたとき、肺や鼻腔の洗浄液、また血漿中に安定した抗 PCIgM および
IgA 抗体が誘導されることを見い出し、その誘導された抗体が T15 idiotype 抗体に対するモノ
クローナル抗体 AB1-2 と濃度依存的に結合したことから、その誘導抗体がアテローム形成の抑
制作用および肺炎球菌感染時の菌排除作用を有する T15 idiotype 抗体である可能性を報告して
きた。すなわち、PC 抗原とともに粘膜 DNA アジュバント pFL をマウスに経鼻投与した時、マク
ロファージの酸化 LDL の取り込みを阻害し、肺炎球菌感染防御効果を有する B1 B 細胞由来の
T15 idiotype 抗体が粘膜部および全身系に誘導されていることを示唆してきた(引用文献⑦) 。 
さらに、pFL と TLR9 のリガンドである CpG ODN 1826 を併用したダブル DNA アジュバント（DDA）

をOVA抗原とともにBalb/Cマウスに経鼻投与したとき、若齢マウスの粘膜部には抗原特異的IgA
抗体が、全身系には抗原特異的 IgG および IgA 抗体が誘導された。さらに免疫応答が減弱した老
齢マウスに対しても若齢マウスと差のない抗体が誘導され、その誘導抗体が半年以上も長期持
続することを明らかにしてきた（引用文献⑧⑨）。また、DDA と歯周病菌の表層タンパク FimA を
抗原とし老齢マウス（48 週齢）に経鼻投与した時、唾液中抗原特異的 IgA 抗体の誘導が若齢
Balb/c マウス（8週齢）と同レベルに認められた。さらにその唾液中抗原特異的 IgA 抗体は、実
験的歯面モデルにおいて歯周病菌の初期付着抑制に大きく寄与していることが明らかとなった。
(引用文献⑩⑪)。また、CD4+T 細胞からの Th1/Th2サイトカインがバランス良く産生される事で、
肺に効果的に誘導された FimA 特異的 IgA 抗体は、肺からの歯周病菌を排除することも明らかと
し、FimAとDDAからなる経鼻ワクチンは、誤嚥性肺炎予防する可能性を示唆した(引用文献⑫) 。 
 
２．研究の目的 
我われは、pFL と CpG ODN からなる DDA を用い、多くの病原細菌の細胞壁や細胞外膜に存在す

る PC を抗原として動脈硬化モデル(ApoE KO)マウスに経鼻投与したとき、肺洗浄液および鼻腔
洗浄液、血漿中に PC 抗体が誘導されるものと予想し、その誘導された抗 PC IgM 抗体が、T15 
idiotype 抗体に対するモノクローナル抗体 AB1-2 と濃度依存的に結合するのであれば、動脈硬
化症におけるアテロームの形成の抑制能を有し、肺炎球菌の排除効果をも有する T15 idiotype
抗体であることの検証とその抗体産生のメカニズムを明らかにすることを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)  pFLとCpG ODNからなるDDAとPC-KLH抗原をApoE KOマウス（6週齢マウス ♀）に経鼻投与
時の粘膜部および全身系におけるPC抗体の誘導 
実験群マウスには PC-KLH 50 g とともに pFL 50 g と CpG ODN 10 g、対照群マウスには PC-

KLH 50 g のみを週 1回、計 4回連続経鼻投与し、最終投与後 7日目における血漿および腹腔内
滲出液、鼻腔洗浄液中の PC 特異的抗体価を ELISA 法により測定する。また脾臓、腹腔そして鼻
咽腔関連リンパ組織(NALT)からの PC特異的抗体産生細胞数を ELISPOT 法により測定する。 
 



(2) DDA により誘導された抗体と抗 T15 idiotype ポリクローナル抗体(AB1-2)との結合 
96穴プレートに10 g/mL AB1-2 （PBS溶液）をコーテイングし、最終投与後7日目における血漿
および腹腔内滲出液、鼻腔洗浄液の段階希釈液を調整し、誘導抗体との結合実験を行う。AP-標
識 goat 抗mouse IgM および IgA抗体により、結合判定を行う。 
  
(3) DDA と PC 抗原による経鼻ワクチン投与 ApoE KO マウスにおける動脈硬化抑制能の検証 
 最終免疫 12週間後の ApoE KO マウスの大動脈部の組織切片を作成し、Oi Red-O および HE 染
色によりアテロームの沈着および壊死細胞を鏡検する。 
 
(4) 最終投与 7日後の脾臓、腹腔および NALT に誘導される CD11c+樹状細胞のポピュレーション
の検討とその CD11c+樹状細胞上の APRIL 分子、BAFF 分子の発現解析 
 脾臓、腹腔およびNALTから単核球細胞を分取し、1.0 x 106個の細胞をBrilliant Violet (BV) 
421標識抗CD11cモノクローナル抗体により染色を行い、フローサイトメトリー法によりCD11c+樹
状細胞のポピュレーションを検討する。さらに、phycoerythrin (PE)標識抗APRILおよび
BAFF/BLysモノクローナル抗体とも染色し、APRILおよびBAFF分子発現を検討する。 
 
(5) 最終投与 7 日後の脾臓、腹腔および NALT に誘導される B-1a B 細胞のポピュレーションと
その B-1a B 細胞細胞上の BCMA 分子、TACI 分子、BAFF-R 分子の発現解析 
 脾臓、腹腔およびNALTから単核球細胞を分取し、1.0 x 106個の細胞をfluorescein 
isothiocyanate (FITC) 標識抗CD23抗体およびBV標識抗B220 モノクローナル抗体、
allophycocyanin(APC)標識抗CD5 モノクローナル抗体より染色を行い、フローサイトメトリー
法によりB-1a B細胞のポピュレーションを検討する。 
 
４．研究成果（引用文献⑬） 
 (1)  ApoE KOマウスにおけるDDAとPC-
KLH抗原経鼻投与時の粘膜部および全身系
PC抗体の誘導（図１） 
 DDA と PC-KLH 抗原を ApoE KO マウスに
経鼻投与した時、PC-KLH 抗原のみ投与（対
照）群と比較して、血漿、腹腔滲出液に PC
特異的 IgM 抗体、鼻腔洗浄液中に PC 特異
的 IgM および IgA 抗体の有意な誘導が認
められた（図１）。脾臓、腹腔、鼻咽腔関
連リンパ組織(NALT)においても同様のサ
ブタイプ抗原特異的抗体産生細胞数が有
意に誘導されていることが認められた。 
 
(2)  DDA による誘導抗体と抗 T15 
idiotype ポリクローナル抗体(AB1-2)と
の結合（図２） 
 DDA と PC-KLH 抗原を ApoE KO マウスに
経鼻投与した時、対照群と比較して、血漿
中および腹腔滲出液中、鼻腔洗浄液中 IgM
抗体と AB1-2 との濃度依存的な結合が認
められた。また、鼻腔洗浄液中 IgA 抗体に
ついても同様の結果が認められた。 
 
(3) DDA と PC 抗原経鼻投与後における
ApoE KOマウス大動脈部アテロームの形成
抑制（図３） 
最終免疫から 12週間後、本経鼻ワクチン

を投与したマウスの大動脈部におけるア
テローム沈着の減少が認められた（図３）。
また、壊死組織の減少も認めることができ
た。 
 
(4)脾臓、腹腔および NALT 誘導 CD11c+樹状
細胞のポピュレーションとその CD11c+樹
状細胞上の APRIL 分子、BAFF 分子発現 



  DDAと PC-KLH抗原経鼻投与後７日目の
ApoE KO マウスにおける脾臓および腹腔、
NALTCD11c+樹状細胞の全単核球細胞数に
対する割合（中央値）が対照群よりも約 3
〜5 倍 の有意な増加、またその CD11c 陽
性樹状細胞上の APRIL 分子および BAFF 分
子発現についても有意な上昇が認められ
た。 
 
(5)脾臓、腹腔および NALT 誘導 B-1a B 細
胞のポピュレーションとその B-1a B 細胞
細胞上の BCMA 分子、TACI 分子、BAFF-R 分
子発現 
 上記（4）と同様に、DDA と PC-KLH 抗原
経鼻投与後７日目の ApoE KO マウスにお
ける脾臓および腹腔、NALTB-1a B 細胞の
全単核球細胞数に対する割合（中央値）が
対照群よりも約 2〜6 倍の有意な増加、そ
してその B-1a B 細胞上の TACI 分子の発
現についても有意な上昇が認められた。 
 
 
 
 
得られた成果の国内外における位置づけとインパクト 
NCDs のひとつである ASに対する予防ワクチンは、コレステリルエステル転送タンパクや LDL、

apoB-100、PC といった様々な自己抗原を用いた注射ワクチン開発が研究途上であるが、我われ
の粘膜アジュバント(DDA)を用いた経鼻ワクチンは、これまでも開発研究例がほとんどない針不
要の粘膜ワクチンであり、術者を選ばず、また使用後のシリンジや針といった医療廃棄物を産出
することのない、SDGs に準じたものである。わが国や世界的に進行する高齢社会における「健
康寿命の延伸」に大きく貢献するのみならず、地球環境にも貢献できると考える。 
 
今後の展望 
 DDA と PC-KLH 抗原からなる本経鼻ワクチンの抗体産生メカニズムについて、さらなる細胞生
物学的検討を実験動物を用いることで行い、最終的にヒトに応用可能な「体と地球に優しい AS
予防および治療経鼻ワクチンへの実現」を目指したい。 
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