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研究成果の概要（和文）：粘膜アジュバント作用が明らかになっているポリミキシンB(PMB)、クロシン、ショ糖
脂肪酸エステル(SucC12)のうち2つの化合物を併用してアジュバント作用を検討した。各アジュバントの作用発
現にはアジュバント-抗原複合体の直径が関与するため、併用時の物理化学的性質（直径とゼータ電位）とアジ
ュバント作用の関係を明らかにすることを目的とした。PMBとクロシンの種々の配合比により物理化学的性質は
異なった。マウスに経鼻免疫したところ、アジュバント作用の相加効果が認められた。PMBとSucC12の併用でも
同様の結果だった。さらに、併用によるアジュバント作用に適した直径が存在することが示された。

研究成果の概要（英文）：Polymyxin B (PMB), crocin, and sucrose ester (SucC12) exhibit mucosal 
adjuvanticity. We have identified that the diameter of the adjuvant-antigen complex contributes to 
each adjuvanticity. In this study, we aimed to investigate the relationship between physicochemical 
properties (diameter and zeta potential) and adjuvanticity in combination with the two adjuvants. 
The physicochemical properties differed depending on the PMB-crocin or PMB-SucC12 combination 
ratios. An additive effect of adjuvanticity was observed in both combinations in mice immunized 
intranasally. Furthermore, we demonstrated a range of complex diameters suitable for adjuvanticity 
in the combination.

研究分野：免疫学
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  １版

令和

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、毎年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や乳幼児合併症等がみられている。そのため、現行
のインフルエンザHAワクチンの限界が指摘されている。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。本研究によりアジュバントの併用で形成される複合体の直径がアジュバント作用に関与
する可能性が示された。本研究の学術的意義は、ワクチン開発においてワクチン抗原-アジュバント複合体の物
理化学的性質の重要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 
日本ではインフルエンザワクチンの接種が行われているが、インフルエンザ推定患者数は国
内で年間 100 万人超、死者は約 1,000 人報告されている。現行ワクチンの限界として「呼吸器に
感染防御のための粘膜免疫を誘導できない」点が指摘されている。ワクチン抗原に対する粘膜免
疫の誘導には粘膜アジュバントが必要であるが、臨床使用されているものはない。我々は一部の
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、これらのアジュバント作用の特徴は
臨界ミセル濃度以上でアジュバント作用が発現すること、界面活性剤と抗原とが複合ミセルを
形成し免疫誘導に適した物理化学的性質（粒子径およびゼータ電位）になることを証明している
（文献 1, 2）。 
アジュバント作用があることが明らかになった界面活性剤の中には、抗菌薬であるポリミキ
シン B(PMB)や食品添加物であるクロシンがある（文献 3, 4）（図 1;構造式）。しかし、これらの
アジュバント単剤の使用では抗体価の有意な上昇は認められたが、インフルエンザウイルス感
染に対する防御は十分ではなかった。近年、複数のアジュバントを併用することでアジュバント
作用が増強されることが明らかになってきている。 

本研究は現行ワクチンの限界を踏まえ、「併用アジュバント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る。 
 
２．研究の目的 
本研究で使用する PMB は界面活性作用がある抗菌薬で、近年では多剤耐性菌感染症の治療薬
として用いられている。クロシンはサフランやクチナシに含まれる糖型界面活性剤で、パエリア
や栗きんとんなどに古くから用いられている黄色食品色素である。いずれの化合物もヒトに対
し安全性が確認されている。アジュバント添加ワクチンは世界中で研究が行われているが、これ
らの研究は免疫学的知見に基づいたアジュバント探索が行われ、安全性の理由から臨床使用に
到達できない事例が多くある。 
本研究では安全でより強い感染防御効果を誘導するため、PMB とクロシンを併用したアジュ
バントを用いて新規経鼻インフルエンザワクチン開発のための物理化学的性質を基軸とした基
礎的検討を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究は PMB とクロシンとを併用してインフルエンザワクチンとともに経鼻免疫し、感染防
御免疫の誘導を目的とした新規アジュバント添加経鼻インフルエンザワクチンの開発のための
基礎研究である。 
インフルエンザワクチンを用いた研究を行う前段階として、卵白アルブミン(OVA)を用いて物
理化学的性質および経鼻免疫によるアジュバント作用の検討を行った。 
 
(1) PMB とクロシン併用での物理化学的性質の解析 
本研究で重要な点となるのは PMB とクロシンの配合比である。そこで、種々の配合比の PMB
とクロシンを生理食塩水に溶解し OVA と混合した。具体的な配合比は、PMB またはクロシン単独
でアジュバント作用が発現する最低量をそれぞれ 10:0、0:10(PMB:クロシン)とし、9:1、8:2、
7:3、6:4、5:5、4:6、3:7、2:8、1:9 およびアジュバント不含(0:0)の 12 種類とした。各混合液
中の粒子径とゼータ-電位をゼータサイザーで測定した。 
 
(2) PMB とクロシン併用での経鼻免疫および特異抗体価の測定 
(1)のうち配合比が 0:0、10:0、7:3、5:5、3:7、0:10 の各混合液を BALB/c マウスに経鼻免疫
した。スケジュールは 0、7、14 日目に 3回経鼻免疫を行い、21 日目に粘膜分泌液（鼻腔洗浄液、
気管−気管支洗浄液、唾液、糞便抽出液、腟洗浄液）および血漿を採取した。粘膜分泌液中の OVA
特異的 IgA 抗体価および血漿中の OVA 特異的 IgG 抗体価をエンドポイント ELISA で測定した。 
 
(3) PMB と SucC12 併用での物理化学的性質の解析 



PMB とクロシンの併用による相乗的アジュバント作用が見られなかったため、当初予定通り
クロシンをショ糖脂肪酸エステル(SucC12)に変更した（図 2;構造式）。種々の配合比の PMB と
SucC12 を生理食塩水に溶解し OVA と混合した。具体的な配合比は、PMB またはクロシン単独でア
ジュバント作用が発現する最低量をそれぞれ 10:0、0:10(PMB:SucC12)とし、9:1、8:2、7:3、6:4、
5:5、4:6、3:7、2:8、1:9 およびアジュバント不含(0:0)の 12 種類とし
た。各混合液中の粒子径とゼータ-電位をゼータサイザーで測定した。
SucC12 は食品添加物であり、粘膜アジュバント作用があることはすでに
明らかにしている。また、その作用は免疫に用いる溶液中のアジュバン
ト-抗原複合体の直径が関与する（文献 2）。 
 
(4) PMB と SucC12 併用での経鼻免疫および特異抗体価の測定 
(3)のうち配合比が 0:0、10:0、9:1、7:3、5:5、3:7、1:9、0:10 の各混合液を BALB/c マウス
に経鼻免疫した。スケジュールは 0、7、14 日目に 3回経鼻免疫を行い、21 日目に粘膜分泌液（鼻
腔洗浄液、気管−気管支洗浄液、唾液、糞便抽出液、腟洗浄液）および血漿を採取した。粘膜分
泌液中の OVA 特異的 IgA 抗体価および血漿中の OVA 特異的 IgG 抗体価をエンドポイント ELISA
で測定した。 
 
４．研究成果 
(1) PMB+クロシン+OVA 混合液中の粒子径の測定 
OVA 単独(0:0)での粒子径は 62.2 nm であった。PMB 単独
(10:0)またはクロシン単独(0:10)での粒子径はそれぞれ
91.0 nm、69.8 nm であった。PMB とクロシンを混合すると
粒子径は 102.3〜159.8 nm に増大した。最大値となった配
合比は 3:7 であった（図 3）。 
 
(2) PMB+クロシン+OVA 混合液中のゼータ-電位の測定 
OVA 単独(0:0)でのゼータ-電位は-8.4 mV であった。PMB
単独(10:0)またはクロシン単独(0:10)でのゼータ-電位は
それぞれ+6.9 mV、-8.0 mV であった。PMB とクロシンを混
合するとゼータ-電位は-3.5〜+5.4 に変化した。クロシンの
配合比依存的にゼータ-電位は低下した（図 4）。 
 
(3) PMB とクロシン併用での OVA 特異的抗体価の測定 
PMB 単独(10:0)では全ての粘膜分泌液および血漿での
OVA 特異的抗体価が OVA 単独(0:0)よりも有意に上昇してい
た。クロシン単独(0:10)は C57BL/6 マウスではアジュバン
ト作用があったが、今回用いた BALB/c マウスではアジュバ
ント作用は見られなかった。PMB とクロシンの混合により相
乗的なアジュバント作用の増強はいずれの配合比でも認め
られなかった（図 5）。 

 
(4) PMB+SucC12+OVA 混合液中の粒子径の測定 
SucC12 単独(0:10)での粒子径は 70.6 nm であった。PMB
と SucC12 を混合すると粒子径は 231.5〜2,387 nm に増大し
た。最大値となった配合比は 4:6 であった（図 6）。クロシ
ンと比較すると併用により形成される粒子の直径は大きか
った。 
 
(5) PMB+ SucC12+OVA 混合液中のゼータ-電位の測定 
SucC12 単独(0:10)でのゼータ-電位は-6.5 mV であった。
PMB と SucC12 を混合するとゼータ-電位は-2.1〜+8.9 に変



化した。クロシンと同様に SucC12 の配合比依存的にゼータ
-電位は低下した（図 7）。 
 
(6) PMB と SucC12 併用での OVA 特異的抗体価の測定 
PMB単独(10:0)およびSucC12単独(10:0)では粘膜分泌液
および血漿でのOVA特異的抗体価がOVA単独(0:0)よりも有
意に上昇していた。PMB とクロシンの混合により相乗的なア
ジュバント作用の増強はいずれの配合比でも認められなか
った。配合比が 3:7 の混合液では鼻腔洗浄液、気管−気管支
洗浄液、唾液、糞便抽出液での OVA 特異的 IgA 抗体価は OVA
単独(0:0)と比較して有意差はなかった（図 8）。 
 
(7) 粒子径と OVA 特異的抗体価の関係 
PMB+クロシン+OVA 混合液および
PMB+SucC12+OVA 混合液中の粒子径とそ
れぞれを経鼻免疫した時の鼻腔洗浄液
中の OVA 特異的 IgA 抗体価との相関を
解析した（図 9）。相関関係はなかった
（r2 = 0.03132）が、91.03〜684.0 nm
で抗体価が高く、アジュバント作用を高
める粒子の至適直径があると考えられ
た。 

 
(8) まとめ 
PMB とクロシン、PMB と SucC12 のいずれの併用でもアジュバントの相乗作用は認められなか
った。しかし、本研究によりアジュバントの併用で形成される粒子の直径がアジュバント作用に
関与する可能性が示された。今後、インフルエンザワクチンを用いて同様の実験を行い、ワクチ
ン開発においてワクチン抗原-アジュバント複合体の物理化学的性質の重要性を検討していく。 
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