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研究成果の概要（和文）：ホスホリルコリン（PC）による粘膜免疫応答の誘導作用、そしてPC自体が有する抗炎
症作用を解析し、この二相作用を応用した新たなワクチンの開発を目指して本研究を行った。その結果、PCが粘
膜ワクチンとして有効であると同時に、PC特異的免疫応答がIgA腎症の重症化を抑制し、CRPと競合して抗炎症反
応をもたらすことが示された。さらに、PCは上皮細胞表面のPAF受容体と結合して細菌の接着、バイオフィルム
形成を抑制した。

研究成果の概要（英文）：In order to develop a novel mucosal vaccine by applying the biphasic 
reaction of phosphorylcholine (PC), PC-specific immune responses and anti-inflammatory effects of PC
 were investigated. The results showed that intra-nasal as well as sublingual administration with PC
 could induce PC-specific mucosal and systemic immune responses, which inhibit the aggravation of 
IgA nephropathy and reduce acute inflammatory reaction by competing with CRP. Further, pretreatment 
of epithelial cells with PC decreased bacterial adherence and biofilm formation, suggesting the 
effectiveness of PC as mucosal vaccine having biphasic reaction.

研究分野： 耳鼻咽喉科・頭頸部外科
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ム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現行の肺炎球菌やインフルエンザ菌感染症に対するワクチンはその効果が限定的であり、より広域スペクトラム
を有するワクチンの開発が求められている。その候補の一つがホスホリルコリン（PC）であり、本研究によって
PCが粘膜ワクチンとして有用であるだけでなく、PCに対する免疫応答がIgA腎症の重症化抑制作用や自然免疫系
を介する抗炎症作用を持つことが明らかになった。さらにPCはその直接作用によっても細菌感染症の発症や慢性
化を阻止できることが示唆され、従来のワクチンの概念を超えた新たなワクチン開発への応用が期待される。ま
た、現在推進されている薬剤耐性（AMR）対策にも貢献でき、社会的意義も高いと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（1）侵襲性肺炎や中耳炎などの上気道感染症に対するワクチンとして、結合型13価肺炎球菌ワクチン

（プレベナー®）やHibワクチン（アクトヒブ®）がすでに臨床で使用されている。しかし、血清型
置換によってワクチン株以外の肺炎球菌感染症が増加し、上下気道感染症をもたらすインフルエン
ザ菌は莢膜を持たないためHibワクチンは無効であることから、広域スペクトラムをもつ新たなワ
クチンの開発が望まれている。すべての細菌の細胞壁に存在するホスホリルコリン（PC）はその候
補の一つであり、我々は以前、PC化合物であるPC-KLHをコレラトキシン（CT）とともにマウス
に経鼻投与することでPC特異的免疫応答が誘導されることを報告した。しかし、ワクチンの経鼻
投与は中枢神経障害をもたらすことが危惧され、経鼻以外のワクチン投与経路を見出すことが必要
とされている。 

（2）マウスを肺炎球菌で免疫するとPC特異的 IgMが産生され、これがダニ虫体表面のPCに作用し
て喘息の発症が抑制されること、さらにPC特異的 IgMが動脈硬化の発症を阻止することが知られ
ており、PC特異的免疫応答は感染症以外の疾患の病態にも関与し、PC粘膜ワクチンがこれらの疾
患の予防にも有効なことが示唆される。 

（3）PCは血小板活性化因子受容体（PAF-R）のリガンドとして働き、PCとPAF-Rの結合を介した
細菌接着に関与することが知られている。したがって、PCは免疫応答を誘導するだけでなく、それ
自体も細菌接着を阻止し、感染症の発症を抑制できると推測される。 
すなわち、PCは多機能性であるとともに免疫作用と抗炎症作用の二相作用を持ち、免疫応答の誘導
を介した様々な疾患の予防、そしてPCの直接作用による感染や炎症の予防ならびに治療に応用で
きると期待される。 

 
２．研究の目的 
（1）PCを舌下そして経皮投与し、それぞれの粘膜および全身免疫応答を経鼻免疫と比較し、これらが

経鼻に代わる粘膜ワクチンの投与経路となり得るか検討する。 
（2）卵白アルブミン（OVA）の全身および経鼻感作によってアレルギー性鼻炎モデルを作成し、PC

粘膜ワクチンによるアレルギー性鼻炎発症の予防効果を検討する。 
（3）IgA腎症および急性喉頭蓋炎ならびに扁桃周囲膿瘍患者におけるPC特異的免疫応答を観察し、

PCそしてその免疫応答の多機能性を検討する。 
（4）ヒト咽頭粘膜上皮細胞をPCあるいは抗PAF-R抗体で処理し、肺炎球菌およびインフルエンザ菌

の上皮細胞への接着や侵入におけるPCの関与を検討する。さらに、インフルエンザ菌接着後の
バイオフィルム産生への影響を観察し、PCの直接作用による細菌感染の発症ならびに慢性化に対
する抑制効果を評価する。 

 
３．研究の方法 
（1）6週齢の雌性BALB/cマウスにPC- KLHを粘膜アジュバントとしてCTとともに経鼻、舌下およ

び経皮投与し、唾液、鼻腔洗浄液、血清を最終免疫から1週間後に採取し、これらの検体中のPC
特異的免疫グロブリン濃度をELISA法で測定した。さらに、マウスの脾臓からCD4陽性T細胞を
分離し、抗原提示細胞とPCとともに培養し、培養上清中のTh1およびTh2型サイトカイン濃度を
ELISA 法で測定した。 

（2）6週齢の雌性BALB/cマウスにOVAをAlumとともに腹腔内投与し、さらにOVAで経鼻感作し
てアレルギー性鼻炎モデルを作成した。そして、OVA全身感作前にPC-KLHで経鼻免疫し、アレ
ルギー性鼻炎症状の発現を観察した。また、血清中のOVA特異的 IgE値、CD4陽性T細胞および
樹状細胞のサイトカイン産生をELISA法で測定した。 

（3）IgA腎症および慢性扁桃炎患者から摘出された扁桃および末梢血から比重遠心法でリンパ球を分
離し、 PC特異的免疫グロブリン産生細胞数をELISPOT法によって測定した。また、血清中の
PC特異的免疫グロブリン濃度をELISA法で測定し、これらの測定値と IgA腎症患者の透析導入リ
スクとを比較した。さらに、急性喉頭蓋炎ならびに扁桃周囲膿瘍患者の血清中のPC特異的免疫グロ
ブリン濃度をELISA法で測定し、CRPおよび白血球数と比較した。 

（4）Detroit 562 cellsをPC-KLH、抗PAF-R抗体で処理し、肺炎球菌およびインフルエンザ菌の接着
と細胞内侵入を観察した。また、肺炎球菌およびインフルエンザ菌を抗PC抗体で処理し、その上皮
細胞への接着と細胞内侵入への影響を検討した。さらに、ヒト頬粘膜上皮細胞を96穴マイクロプレ
ート内で培養し、これをPC-KLHで処理したのちにインフルエンザ菌を接種し、その後のバイオフ
ィルム産生を蛍光顕微鏡で観察した。また、先の実験と同様にインフルエンザ菌を抗PC抗体で処理
したのちに上皮細胞表面に接種し、その後のバイオフィルム産生を観察した。 

 
４．研究成果 
（1）唾液や鼻腔洗浄液などの外分泌液および血清中のPC特異的免疫グロブリンは経鼻、舌下、そし

て経皮免疫でも同等に上昇した。（図1）一方、血清中の IgGサブクラスを比較すると、経鼻と経皮
免疫では IgG1、舌下免疫では IgG2aが高値であり、また、経鼻と経皮免疫では血清中の IgE値が
舌下免疫より高値であり、経鼻と経皮免疫ではTH2型、舌下免疫ではTh1型優位の免疫応答が誘
導されることが示唆された。 



 
図1：外分泌液中のPC特異的 IgA応答 

 
そして、このことを支持する結果として、経鼻と経皮免疫では IL-4の産生が著明であり、舌下免

疫では IFN-の産生が有意に高かった。したがって、舌下免疫は経鼻免疫や経皮免疫と同等の粘膜お
よび全身免疫応答を誘導することができ、アレルギー反応を生じる危険性が少ない、より安全なワ
クチンの投与経路になると考えられる。 

（2）PC-KLH経鼻免疫群では、対照群と比較して有意にOVA経鼻投与後の鼻かきおよびくしゃみの
回数が少なかった。（図2）さらに、血清中のOVA特異的 IgE値、鼻粘膜組織中の好酸球数もPC-
KLH経鼻免疫群で有意に低値であり、PC-KLH経鼻免疫によってアレルギー性鼻炎の発症を予防
できることが示された。 

図2: OVA経鼻投与後のアレルギー性鼻炎症状 
 

また、PC-KLH経鼻免疫群では脾臓から分離したCD4陽性細胞からの IL-4産生が減少し、一
方、樹状細胞からの IL-12p40の産生はPC-KLHで増加したことから、アレルギー性炎症の抑制が
Th1型免疫応答の亢進によってもたらされたと推測される。 

（3）扁桃におけるPC特異的免疫グロブリン産生細胞数は慢性扁桃炎と比較して IgA腎症で高値を示
し、IgA産生細胞数は有意に高かった。一方、末梢血中のPC特異的免疫グロブリン産生細胞数は扁
桃と比較して著しく少なく、IgA腎症は慢性扁桃炎より低値であった。血清中のPC特異的免グロブ
リン濃度は IgA腎症と慢性扁桃炎で有意な差はみられなかったが、IgA腎症における血清中PC特
異的免疫グロブリン濃度を透析導入リスク群別に比較したところ、PC特異的 IgMは低・中等リス
ク群と比較して超高リスク群で有意に低値であり、PC特異的 IgMが IgA腎症の重症化を抑制して
いることが示唆された。（図3） 

 

図3：血清中PC特異的免疫グロブリンと透析導入リスク 



   急性喉頭蓋炎および扁桃周囲膿瘍患者の血清中のCRP値とPC特異的免疫グロブリン濃度を比較
すると、PC特異的 IgMはCRP値そして白血球数と有意な負の相関を示し、PC特異的 IgMが高値
なほど炎症反応が低いこと、すなわちPC特異的 IgMがCRPと競合して炎症反応を抑制すると考え
られる。（図4） 

 
図4：CRP値とPC特異的 IgMの相関 

 
さらに興味深いことに、CRP値と白血球数は男性と比較して女性で有意に低値であり、PC特異

的 IgMは女性が有意に高値を示した。急性喉頭蓋炎や扁桃周囲膿瘍の発症頻度は男性より女性のほ
うが低く、この性差にPC特異的 IgMが関与していると推測される。 

（4）肺炎球菌、インフルエンザ菌はともに、PC高発現株のほうがPC低発現株よりも接着細菌数が有
意に多く、PCの発現と接着細菌数は正の相関を認めた。そして、肺炎球菌およびインフルエンザ菌
のPC高発現株では、上皮細胞を抗PAF-R抗体およびPC-KLHで処理することで、あるいは細菌
を抗PC抗体で前処理することで細菌の接着が有意に抑制された。（図5）しかし、PC低発現株では
こうした抑制効果がみられなかった。また、インフルエンザ菌は6時間培養後に上皮細胞内へ侵入
し、細菌接着実験と同様に、上皮細胞を抗PAF-R抗体あるいはPC-KLHで前処理することで、あ
るいはインフルエンザ菌を抗PC抗体で前処理することで上皮細胞内への侵入が抑制された。 

 

図5： 肺炎球菌の細胞接着における各種抗体PC-KLHの抑制効果 
 
インフルエンザ菌10菌株中4菌株でバイオフィルムの形成が認められ、これらの菌株はいずれも

PCの発現量が多かった。そこで、頬粘膜上皮細胞をPC-KLHで前処理したのち、あるいはインフル
エンザ菌を抗PC抗体で前処理したのちにバイオフィルム形成を観察すると、こうした前処理で有意
にその産生が抑制された。（図6） 

 
 図6：上皮細胞のPC処理によるバイオフィルム産生の抑制 

 



 
 これらの結果から、PCは免疫応答を誘導するだけでなく、その直接作用によっても細菌の接着や細
胞内侵入を阻止できる二相作用を有し、PC粘膜ワクチンが従来のワクチンの概念を超えた新たなワ
クチンになり得ると考えられる。 
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