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研究成果の概要（和文）：RSV蛋白に対する新生児および成人の免疫応答は弱く、効果的なRSVワクチンの開発に
はアジュバントが必要である。出芽酵母の細胞壁成分であるZymosanは、TLR2/TLR6ヘテロ二量体に対するリガン
ドであるが、成人と同等の自然免疫応答を臍帯血の免疫担当細胞に惹起できることから、新生児・乳児のRSV感
染症に対する経鼻ワクチンのアジュバントとして有用である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Adjuvant is necessary for the development of vaccine against RSV, because 
the immune response against recombinant RSV protein is weak in neonates and adults. Zymosan, a cell 
wall extract from Saccharomyces cervisiae, gave comparable innate immune response via TLR2/TLR6 
heterodimer in the immune cells of cord blood and adult blood, thus may be useful as  a nasal 
vaccine adjuvant against RSV in neonates and infants.

研究分野：新生児
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１．研究開始当初の背景 
 
 RSV は乳幼児の重要な呼吸器感染症ウイ
ルスであり、世界中で年間 6400 万人が罹患
し、340万人が入院している。1960年代に不
活化注射ワクチンが開発されたが、ワクチン
による重篤な合併症のため使用できなくな
り、それ以降実用化されたワクチンはない。
一方、ワクチンのかわりにモノクローナル抗
体製剤が開発され、未熟児などのハイリスク
児における RSV 感染症の重篤化予防策がと
られたが、抗体製剤の適応外の乳児も重篤な
RSV感染症を呈するため、全ての乳幼児をワ
クチンで予防することが理にかなっており、
安全かつ効果的なワクチンの開発が必要で
ある。RSVワクチンは新生児・乳児期からの
接種が望ましいが、新生児・乳児は成人と比
較してワクチンによる免疫誘導効果が低く、
Toll-like receptor (TLR)を中心とする自然免
疫応答の未熟性が示唆される。また、1960
年代に開発され重篤な合併症を呈した不活
化注射ワクチンは、Th2型サイトカインを介
した好酸球の活性化が RSV 自然感染による
呼吸器疾患を増悪させた一因と考えられ、
TLR を介した自然免疫応答が不十分であっ
たことが原因と考えられ、効果的な自然免疫
応答を惹起できる RSV ワクチンが必要とさ
れている。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、新生児免疫を反映する臍帯血
中の免疫担当細胞の自然免疫能を TLR を中
心に解析し、それらの知見を基盤として RSV
抗原に対して新生児の自然免疫を賦活でき
るアジュバントを利用した経鼻ワクチンを
開発する。そのために、（１）RSV 抗原に対
する成人と新生児の自然免疫応答の探索、
（２）母体が新生児の自然免疫に及ぼす影響
の解明、（３）新生児の自然免疫応答を効果
的に賦活する TLR リガンドの探索、を行っ
た。 
 
３．研究の方法 
（１）RSV 抗原に対する成人と新生児の自然
免疫応答の検索： 
 RSV のリコンビナント蛋白をワクチン抗原
として用いることを想定し、同リコンビナン
ト蛋白に対する単球の免疫応答を解析した。
予定帝王切開 3例から臍帯血を採取し、対照
群として健常成人 3 名から末梢血を採取し、
リンパ球分離液を用いて単核球を回収した
後、磁気細胞分離法により単球を分離した。
RSV リコンビナント蛋白は酵母由来のもの
を用いた（大腸菌由来の蛋白は LPSを含有し
ているため、過剰に自然免疫を賦活化するた
め）。単球 1x106 個に対して RSV 蛋白を
100ng/mL、1000ng/mL 添加し、12 時間、24
時間、48 時間、72 時間の培養後の上清後の
サイトカイン(Interleukin [IL]-8, IL-6, IL-1β, 

IL-10, tumor necrosis factor [TNF]-α, IL12p70)
を測定した。 
 
（２）母体が新生児の自然免疫に及ぼす影響
の解明： 
 妊娠中の合併症、特に糖代謝異常が児の自
然免疫応答に与える影響を TLR に焦点をお
いて検討した。糖尿病合併もしくは妊娠中に
糖代謝異常を指摘された母体群(DM 群; n=8)
および糖代謝異常のない母体群(コントロー
ル群; n=7)の妊娠 36週以降の分娩後に臍帯血
を採取した。臍帯血から単核球を分離した後、
抗 CD14 抗体磁気ビーズを用いて単球を分
離し、単球に LPS (TLR4 リガンド)，Flagellin 
(TLR5 リガンド)，Pam3CSK4 (TLR1/2 リガ
ンド )， Zymosan (TLR2/6 リガンド )，
Macrophage-activating lipopeptide (MALP ；
TLR2/6 リガンド)を加えて 37℃インキュベ
ーターで 12 時間培養した後、培養上清を回
収し、上清中のサイトカイン(Interleukin [IL]-8, 
IL-6, IL-1β, IL-10, tumor necrosis factor 
[TNF]-α, IL12p70)を測定した。 
 
（２）新生児の自然免疫応答を効果的に賦活
する TLRリガンドの探索： 
 予定帝王切開 20 例から臍帯血を採取し、
対照群として健常成人 19 名から末梢血を採
取した。リンパ球分離液を用いて単核球を回
収した後、磁気細胞分離法により単球を分離
した。同様に磁気細胞分離法を用いて樹状細
胞（DC）を分離した。単球の一部は IL-4 と
GM-CSF を添加して約６日間培養し DC
（MoDC）へ分化させた。単球、DC、あるい
は MoDC を含んだ培地に LPS、Pam3CSK4、
Flagellin、Zymosan、CpG、Poly(I:C)あるいは
Imiquimodを添加し、12時間後の培養上清中
のサイトカイン（IL-8，IL-6，TNF-α, IL-1β, 
IL-10）濃度を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）RSV 蛋白に対する成人と新生児の免疫
応答はいずれも弱く、48 時間および 72 時間
培養後の上清において IL-8 の有意な上昇が
コントロールよりも認められたものの、それ
以外のサイトカインの有意な上昇はみられ
なかった。以上から、RSV リコンビナント蛋
白単独によるRSVワクチンの開発は望ましく
なく、アジュバントの添加が必要なことがわ
かった。 
 
（２）母体に関する２群間比較では、DM 群
はコントロール群に比べ有意に BMI 値が高
値であった。新生児に関する２群比較では、
DM 群とコントロール群の間に有意な差は認
めなかった。Pam3csk4による刺激では、DM
群はコントロール群よりも高い IL-8 産生お
よび TNF-α 産生を示した。同様に、flagellin
による刺激ではDM群はコントロール群より
も高い IL-8 産生を示した。LPS・zymosan・
MALPによる刺激では、両群間のサイトカイ



ン産生に有意な差を認めなかった。以上の結
果から、妊娠中の糖代謝異常は、児の単球に
おける TLR5 及び TLR1/2 を介した自然免疫
応答を活性化することがわかった。TLR5 と
TLR1/2 は新生児期の敗血症や髄膜炎の代表
的な原因である大腸菌や L. monocytogenesに
対する免疫応答に関与することが知られて
いることから、過剰な免疫応答は、それらの
病原微生物による症状増悪に関与している
ことも示唆された。 
 
（３）LPS，Pam3CSK4，flagellin，Poly(I:C)
で刺激した場合、単球は成人よりも臍帯血群
で低い炎症性サイトカイン産生を示したが、
DC では両群に差はなく、MoDC は臍帯血群
が成人よりも高い炎症性サイトカイン産生
を示した。CpGと Imiquimodで刺激した場合、
DC は成人と臍帯血群で炎症性サイトカイン
産生に差はなく、単球とMoDCは成人と臍帯
血の両群で有意な炎症性サイトカイン産生
を認めなかった。一方、Zymosanで刺激した
場合、単球・DC・MoDCにおける炎症性サイ
トカイン産生は成人と臍帯血の両群におい
て差を認めなかった。 MoDCは炎症時に単球
から分化して組織中に出現すると考えられ
ており、ワクチン接種後の副反応に関わる可
能性が考えられる。そのため、新生児におけ
る MoDC の免疫応答は成人と比較して高い
ことは望ましくないと推測される。以上の結
果から、出芽酵母の細胞壁成分である
Zymosanは、成人と同等の自然免疫応答を臍
帯血の免疫担当細胞に惹起でき、RSVに対す
る新生児・乳児のワクチンのアジュバントと
して有用である可能性が示唆された。 
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