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研究成果の概要（和文）：マウスの舌下粘膜へ温度計測と組織学的な評価から非侵襲的な照度を照射する系を確
立した。既報を元に、全粒子インフルエンザワクチンを舌下に滴下して免疫するマウスモデルにおいて、免疫直
前に近赤外光を照射すると舌下投与単独に比較して、免疫増強効果があること、その効果は近赤外光の波長特異
的である可能性を示した。マウス粘膜中のRNAの動きから、近赤外光への曝露が特定のサイトカインの発現に作
用し、下流の免疫応答へ寄与している傾向を示した。

研究成果の概要（英文）：We have established a system for noninvasive irradiation onto the sublingual
 mucosa of mice with noninvasive irradiation based on temperature measurement and histological 
evaluation. We have shown that irradiation with near-infrared light immediately before immunization 
had an immunopotentiating effect compared to sublingual administration alone in a mouse model in 
which whole-particle influenza vaccine administrated sublingually, and that this effect is 
wavelength-specific. The change of RNA in mouse mucosa indicates that exposure to near-infrared 
light acts on the expression of specific cytokines and contributes to downstream immune responses.

研究分野： ワクチン、感染免疫、呼吸器感染症、photobiomodulation、抗酸菌感染症
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来、光を「皮膚」へ照射して免疫賦活化を誘導する技術が報告されてきたが、本研究では「粘膜」に対して非
接触・非傷害性の光を照射し免疫賦活化を試みており、この概念は世界的にも独自性および挑戦的価値が高い。
経鼻および舌下による粘膜ワクチンは近年注目されており, 弱毒化生ワクチンを用いて臨床応用されてきてい
る. これらの粘膜ワクチンの特徴は針を不要とすること, および感染防御に重要な粘膜面の抗体を産生するIgA
産生性B細胞を含む粘膜免疫までも誘導し感染防御に有効なことが挙げられる。一方、粘膜ワクチンには確立し
たアジュバントが存在しないことから、今回の発見は予防医学的意義も大きい。

※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。



 

 

様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
	 集団予防接種に使用されるワクチンの多くは,	病原生物の構成成分の一部をワクチン抗原と
して使用するリコンビナントワクチンが主流である.	しかし,	病原生物の成分を多く残すほど
副反応が大きいため,	近年のワクチン製剤の抗原はより選択的なものとなってきた.	一方,	免
疫作用の標的が絞られるためにワクチンの免疫原性が低くなり,	十分な免疫応答を誘導しない
という課題が浮上した.	その効果を補うために,	ワクチン製剤へ鉱酸塩など化合物による免疫
賦活化剤(アジュバント)の混合が必要となる.	ただし,	既存のアジュバントそのものにも,	投
与部位の疼痛・炎症などの局所反応に加え,	疲労・筋肉痛といった全身反応がみられ,	安全で
効果的なアジュバントの開発が世界的に喫緊の課題となっている.		
	
	 近年,	申請者らは,	インフルエンザマウスモデルを用いて皮内ワクチン接種部位への近赤外
光照射が免疫アジュバント効果を示すことに着目し,	1)	皮膚毛細リンパ管の拡張とリンパ管
表面の CCL21 の発現,	2)	皮内のマスト細胞を介した CCL20,	CCL2 など特定のサイトカインの産
生,	3)	特定の樹状細胞集団の皮膚所属リンパ節への遊走の促進,	といった機序があることを
解明している(図 1.	Kimizuka	et	al.	J	Immunol	2018,	Morse	et	al.	J	Immunol	2017,	Kimizuka	
et	al.	Vaccine	2017).	しかし,	この技術は皮膚を対象としており,	実用化されている経皮投
与型ワクチンの製剤が極めて限定的であるため,	社会実装の大きな壁となっていた.	一方,	経
鼻あるいは舌下による粘膜ワクチンは近年注目されており,	一部は弱毒化生ワクチンを用いて
臨床応用されている.	これらの粘膜ワクチンの特徴は針を不要とすること,	および感染防御に
重要な粘膜面の抗体を産生する IgA 産生性 B 細胞を含む粘膜免疫までも誘導し感染防御に有効
なことが挙げられる.		
 
 そこで申請者は, 光を用いた物理的ワクチンアジュバント技術を粘膜投与型ワクチンへ応用
することに着目した. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では, より効果的でかつ安全性の高いインフルエンザワクチンの開発を最終目標とし, 
近赤外光照射によるワクチンアジュバント効果が, 不活化インフルエンザワクチンの粘膜投与
(粘膜ワクチン)において感染防御効果を増強するかどうかを動物モデルで検討することを目的
とする. 
 

図 1 申請者らによりこれまでに明らかにされてきた⽪内投与型ワクチンにおける近⾚外光によるアジ
ュバント作⽤の機序 (Maki et al.より改変) 皮内投与型ワクチンのモデルとして, 最も解明の進んだ
1064nm 波長における検証では, ①皮膚に照射された近赤外光はマスト細胞やケラチノサイトなど皮
膚構成細胞における活性酸素種の産生を誘導し, 樹状細胞の活性化や遊走を亢進させる選択的なケモ
カインの産生に寄与する. ②一方, 毛細リンパ管の拡張とリンパ管表面に樹状細胞の遊走因子を発現
することによる遊走促進を起こす. この結果, ③皮膚所属リンパ節へ遊走する特定の樹状細胞集団が
増加し, ワクチンの効果を増強する.  



 

 

３．研究の方法 
 
(1) 近赤外光の光源として連続波近赤外光の実験用 GaAs 半導体レーザー(ユニタック,	日本)

を使用した.	エネルギーコントロールとして別波長の連続波近赤外半導体レーザーを使用
した.	マウスを麻酔し,	照射台上に仰臥位にて保定・開口し,	照射野が舌下粘膜になるよ
うに設定した.	照射野は直径 1.5	mm2 で照射中は赤外線画像解析で照射部位の温度を計測
および記録した.	粘膜ワクチンとして,不活化インフルエンザ全粒子ウイルスワクチン
(A/PR/8/34)を使用し,	レーザーを照射終了した直後にピペットを用いて舌下投与した.	

		
(2)	近赤外レーザーの舌下粘膜面での至適非侵襲的レーザー照射強度を検討する	

段階的な照射強度にて 3分間まで舌下レーザー照射を施行.	照射直後,	1,	2 および 4 日目
の粘膜の視認および粘膜生検検体の鏡検により組織傷害を経時的に評価し,	照射中の舌
下粘膜温が 43 度以下で傷害のみられない最大の照射強度を至適照射強度として以下の実
験で使用した.	
	

(3)	近赤外レーザー粘膜照射の液性/細胞性免疫応答に対する増強効果を検討する	
雌性C57BL/6マウスを上記方法にてレーザー照射直後に舌下免疫した.	比較検討の目的で,	
ワクチン舌下投与のみ(レーザー照射なし),	既存の実験的粘膜アジュバントであるコレ
ラ毒素 B サブユニット cholera	toxin	B	subunit	(CTB)をワクチンと共に投与した群を検
討した.	陰性対照群として,	ワクチン投与なしの群を設けた.		
	
液性免疫応答を評価するため,	初回免疫から 0,	2,	4,	6 週目の血中抗インフルエンザ抗
体価(IgG,	IgG1,	IgG2c),	中和抗体価をワクチン抗原を用いた ELISA 法で測定した.	

	
(4)	細胞および組織内におけるサイトカインの挙動を検討する	

ヒト気道上皮培養細胞(BEAS-2B)およびマウス粘膜への近赤外光照射後,	RNAを抽出し,	樹
状細胞の遊走・活性化に関わる特定のサイトカインの経時的な挙動を rtPCR で確認した.		

	
	
４．研究成果	
	
(1) マウスの舌下粘膜へ段階的な照度の近赤外光を照射すると,	時間経過とともに舌下組織表

面の温度が上昇し照射の中止とともに低下した.組織表面の最大到達温度は,	これまでの
皮膚照射の系と比較して低値であり,	粘膜の熱容量の大きさが判明した.	照度依存性に表
面温度は増加したが,	最大設定条件であっても組織表面温度は 40℃を下回り,	組織学的
な評価においても非侵襲的な条件であることが判明した(図 2).		

		
(2) 全粒子不活化インフルエンザワクチン液を舌下に滴下して免疫するマウスモデルにおいて

近赤外光のアジュバント作用を検証した(図 3).	血清中抗インフルエンザ特異的抗体価は,	
ワクチン舌下投与のみの群と比較して,	免疫直前に近赤外光を照射された群において照度

図 2 近⾚外光の⾆下組織への照射系の確⽴ マウスを麻酔下に保定し(A,B), 舌下粘膜に合わせた
1.5mm径のレーザー光を成形(C)した. 表面温度を測定して安全照度を確認するとともに(D,E), 舌下組
織を病理学的に検証し、非侵襲的であることを確認した(F).  



 

 

依存性に誘導されていることが示された.	また,	この効果は同等の熱・エネルギーを出力
するコントロール用の別波長の光ではみられなかったことから,	アジュバント効果には波
長特異性があることを示唆した。	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

(3) 既知の報告では,	皮膚組織における近赤外光の曝露は CCL20,	CCL2 などのケモカイン発現
を誘導し,	樹状細胞を照射部位に遊走・活性化させて所属リンパ節への移動を促進し獲得
免疫増強効果を発揮することが判明している	(Kashiwagi	et	al.,	PLos	One,	2013,	
Kimizuka	et	al.	J	Immunol	2018).	そこで,	近赤外光への曝露後,	経時的にマウス粘膜組
織を採取し,	RNA を抽出して評価したところ,	近赤外光への曝露が特定のサイトカインの
発現に作用し、下流の免疫応答へ寄与している可能性を示した。	

	

図 3 マウスインフルエンザワクチンモデルにおける近
⾚外光のアジュバント効果 免疫２週間後の血清 IgG
抗体価を示す。舌下粘膜投与型全粒子インフルエンザ
ワクチンの投与により, ワクチン舌下投与のみ(黄)の
群に比較して, 近赤外光アジュバント群(紫)には照度
依存性に抗体価の誘導がみられた. コントロール波長
群(赤)ではこの反応はみられなかった.    
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