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研究成果の概要（和文）：粘膜アジュバントとしてMonophosphoryl lipid A (MPL： TLR4 アゴニスト)を用いた
場合の鼻粘膜獲得免疫応答につき検討した。動物はBALB/cマウスを用い、抗原はインフルエンザ菌由来外膜蛋白
（OMP）とし、MPLと共に経鼻免疫を行った。対照はリン酸緩衝液を投与した。経鼻免疫後にインフルエンザ菌溶
液を経鼻投与し、系時的に鼻腔洗浄液を採取し生菌数を計測した。鼻腔洗浄液、血清中のOMP特異的抗体価を
ELISAにて測定した。インフルエンザ菌数は対照群と比べ、MPL投与群では減少し、MPL投与群において鼻腔洗浄
液及び血清ではOMP特異的IgAもしくはIgG抗体価がより上昇した。

研究成果の概要（英文）：We used monophosphoryl lipid A (MPL), a toll-like receptor (TLR) 4 agonist, 
as an adjuvant to induce mucosal immune responses against Nontypeable Haemophilus influenzae (NTHi)
to enhance bacterial clearance from the nasopharynx. Mice were administered outer membrane protein 
(OMP) and 0, 10, or 20 micro g MPL intranasally. Control mice were administered phosphate-buffered 
saline. After immunization, these mice were challenged with NTHi,and then,the mice were killed and 
nasal washes were collected. The numbers of NTHi were counted and OMP-specific antibodies were 
quantified by enzyme-linked immunosorbent assay. The MPL 10 and 20 micro g group produced a 
significant reduction in the number of bacteria recovered from the nasal washes compared to the 
control group. OMP-specific IgA titers in nasal washes were also augmented in the MPL groups 
compared to the control and OMP groups. MPL is suitable for eliciting effective mucosal immune 
responses against NTHi in the nasopharynx. 

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 急性中耳炎は小児に好発するがたびた
び遷延化し、慢性の経過をたどり治療に難
渋する場合を認める。急性中耳炎の起炎菌
において、肺炎球菌、インフルエンザ桿菌、
モラキセラカタール菌が最も多く検出され
ている事はよく知られているが、鼻咽腔に
存在する起炎菌が、経耳管的に中耳に侵入
することから急性中耳炎を発症することが
知られており、鼻腔組織における免疫賦活
による中耳炎ワクチンの開発は重要である。
当科において、いままでインフルエンザ
菌外膜蛋白（Outer membrane protein: 
OMP）や P６蛋白を用いた中耳炎ワクチン
への臨床応用について経鼻粘膜免疫応答
を通じて研究を行っており、OMP や P6 の
粘膜免疫賦活化により、IgA を主体とし
た粘膜免疫応答や IgG を主体とした全身
免疫応答を惹起し、鼻咽腔や中耳からの
インフルエンザ菌クリアランスが促進さ
れることを報告してきた。粘膜免疫応答
の誘導には、粘膜アジュバントは必須で
あり、当科においてコレラトキシンのみ
ならず、CpG、-galactosylceramide、 
CCL20 などの様々な粘膜アジュバントに
ついて粘膜免疫応答の賦活化効果につい
て報告を行ってきた。今回、ヒトの経皮
的ワクチンにおけるアジュバントとして
臨床使用されている Monophospholipid 
A(MPL)のインフルエンザ菌抗原に対する
粘膜アジュバント効果については検証さ
れていない。 
 
２．研究の目的 
外来微生物に対する生体防御機構にお
いて自然免疫および獲得免疫の関与は非
常に重要である。MPL は Toll-like 
receptor (TLR)4 agonistの１つであり、
全身免疫のワクチンアジュバントとして
実際の臨床に応用されており、肺炎球菌
ワクチンや子宮頸癌予防ワクチン等に使
用され安全性も確立されている。以前、
我々は TLR4 変異マウスおよび野生株マ
ウスを用いてインフルエンザ菌由来 OMP
を抗原として用いた経鼻投与を行い、鼻
粘膜免疫応答について検証した。TLR4 変
異マウスにおいては野生株マウスと比較
して、Th1/2 応答の不均衡に伴う獲得免
疫応答の低下を認めており、TLR4 と上気
道粘膜における獲得免疫能とは関連する
ことが示唆された。今回、我々は TLR4 
agonist の１つである MPL を粘膜アジュ
バントとして用いて、OMP を免疫抗原と
して経鼻免疫を行うことにより、TLR4 刺
激による鼻咽腔粘膜局所における獲得免
疫応答が誘導されるかどうか検討をおこ
なった。 
 
３．研究の方法 
１）マウスモデル作成 

 SPF 下にて飼育した、雄性、BALB/cNSea
マウス 5 週令を用いた。ワクチン抗原と
して無莢膜型インフルエンザ菌strain76
から抽出した外膜蛋白（OMP）を用い、
OMP10g と人工合成した MPL を粘膜アジ
ュバントを加えた溶液(0g/mouse:OMP
群、 10g/mouse:MPL10 群、20g/mouse：
MPL20 群)を作成し、ケタミン・ザイラジ
ン麻酔下に 10l づつ（各鼻腔に 5l）、
週１回計３回経鼻免疫を行った。対照は
リン酸緩衝液（PBS）投与マウスとした。 
 
２）鼻咽腔クリアランスと OMP 特異的抗
体産生 
 経鼻免疫後 21 日目にインフルエンザ
菌溶液（107cfu/mouse）をケタミン・ザ
イラジン麻酔下に 10l づつ（各鼻腔に
5l）経鼻投与行い、投与後６、１２時間
後に鼻咽腔洗浄液を採取し、希釈法によ
りチョコレート寒天培地にて培養し、鼻
腔洗浄液中のインフルエンザ菌コロニー
数を数え、生菌数を計測した。OMP を 96
穴プレートにコーティングした後に、鼻
腔洗浄液及び血清を反応させ、OMP 特異
的抗体価測定を ELISA にて測定した。 
 
３）リンパ組織での樹状細胞(DC)動態 
 鼻粘膜関連リンパ組織（NALT）、頸部リ
ンパ節（CLN）、及び脾臓（SPL）における
DC の変化について検討するため、経鼻免
疫後 21 日目のマウスから各組織を採取
した後に、金属メッシュにより組織を破
砕し単核球を採取した。採取した単核球
を FITC 標識抗マウス IA/IE 抗体、Per-CP
標識抗マウス CD11c 抗体にて細胞表面抗
原を染色し、各群における組織中の DC の
変化について検討し、FITC 標識抗マウス
CD80/86 抗体、PE 標識抗 CD11b 抗体、
Per-CP標識抗マウスCD11c抗体にて細胞
表面抗原を染色し、conventional DC の
活性化についても検討した。 
 
４）MPL 刺激による DC への影響 
 マウス脾臓よりproteinase処理により
単細胞化した後に、anti-CD11c MicroBead 
kit を用いてMACS cell sorterにてCD11c
陽性細胞（DC）を分離採取した。採取した
単核球を1x105cell/mlに１０％FCS加RPMI
培地にて調整したのちに、24穴培養プレー
トに１mlに分注し、それぞれMPLを10、
20g投与し共培養を行った。培養後6、12、
24時間後に上清を採取し、 Bio-Plex ProTM 
Mouse Cytokine assay を行い、培養液中
のサイトカイン産生について検討した。
対照にはPBSを添加している。 

４．研究成果 
１）鼻咽腔クリアランスと OMP 特異的抗
体価 
 インフルエンザ菌の鼻咽腔クリアラン



スは、１２時間後では、MPL10、MPL20 群
共に、対照群と比して有意にクリアラン
スが促進しており、MPL10 群では OMP 群
と比較しても有意にクリアランスが促進
していた（図１）。OMP 特異的抗体価にお
いては、鼻腔洗浄液については OMP 特異
的 IgA 抗体価、血清では OMP 特異的 IgG
の上昇が認められたが、MPL10、MPL20 群
において、対照群、OMP 群と比して有意
に抗体価の増加を認めた（図２）。 
 
２）各組織における DC 分布 
対照群、OMP 群、MPL10 群、MPL20 群にお
いて、鼻粘膜関連リンパ組織（NALT）、頸
部リンパ節（CLN）、及び脾臓（SPL）にお
ける DC 分布は、MPL 投与により各組織に
おける DC の構成割合が増加しており、
conventional DC において活性化した DC
の構成割合も増加していた（図３）。 
３）DC からのサイトカイン産生 
TNF- 濃度はMPL刺激により早期から産
生濃度の上昇を認めており、平均TNF-
濃度は対照ではpg/mLであったが、MPL10 
群と MPL20群では6時間培養にて、それぞ
れ71.2 及び64.8 pg/mLであり、12時間培
養にて34.3及び 32.3pg/mLであり、有意
に上昇を認めた。一方、IL-10 濃度は培
養中徐々に濃度上昇を認めており、対照
では pg/mLであったが、MPL10 群と 
MPL20群では6時間培養にて、それぞれ1.3 
及び1.9 pg/mLであり、12時間培養にて1.9
及び 2.2pg/mL、24時間培養にて2.7及び 
3.1pg/mLであり、有意に上昇を認めた(図
４) 

 
図１：OMP 特異的抗体価 
 

 
図２：鼻咽腔クリアランス 

 
図３：Conventional DC の活性 

 
図４：DC からのサイトカイン産生 
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