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研究成果の概要（和文）：本研究では、有効かつ安全な粘膜ワクチンシステムの開発を目的に、

サイトカインアジュバントの最適化および、ナノキャリアによる抗原送達システムの構築を図

った。その結果、粘膜ワクチンに最適なサイトカインアジュバントを探索し得る方法・基盤技

術を確立すると共に、優れた粘膜ワクチン効果を発揮可能であること、ナノキャリアとの併用

により、さらに効果が期待できることを先駆けて見出した。 

 

研究成果の概要（英文）：The development of safe and effective mucosal adjuvants and antigen 

delivery carrier is a crucial problem for improving the efficacy of mucosal vaccine. In 

this study, we created novel cytokine adjuvant and antigen delivery carrier by 

nanomaterials for the development of mucosal vaccines against virus-infectious diseases 

such as AIDS and influenza. 
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１．研究開始当初の背景 

ワクチンは感染症に対する最も有効な手

段であり、事実、これまでにも多くの感染症

の克服に寄与してきた。しかし、天然痘を根

絶した 1970 年代以降、HIVやエボラウイルス

を始めとする 30 種類以上の新たな新興ウイ

ルスが出現し、人類の生命を脅かしている。

また、高病原性トリインフルエンザウイルス、

新型インフルエンザウイルスのようにパン

デミックを起こす再興ウイルスもが脅威と

なっているのは周知の通りである。このよう

に、新興・再興ウイルス感染症に対する対策

は世界的課題であり、これらに有効なワクチ

ンの開発に対する期待は極めて大きい。中で
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も近年、「粘膜ワクチン」は、初発感染部位

となる粘膜面での防御網を構築できるワク

チンであることから、注射による従来型ワク

チンでは誘導できない「粘膜と全身の二段構

えの感染防御」を達成できるうえ、非侵襲的

で簡便性にも優れていることから、次世代の

ワクチンとして注目されている。しかし通常、

鼻腔や腸管といった粘膜局所に抗原を単独

で投与しても免疫誘導能に乏しく、ウイルス

感染防御に十分な効果を期待することが出

来ない。すなわち、粘膜ワクチンの実用化に

向けた最大の課題は、安全かつ有効な粘膜ワ

クチン用アジュバント（粘膜アジュバント）

と、経粘膜的に抗原を免疫担当細胞に送達可

能な抗原送達キャリアの開発にある。 

 

２．研究の目的  

本研究課題では、安全かつ安心に、しかも

効率よく抗原特異的な体液性・細胞性免疫を

誘導できる新規鼻粘膜ワクチンの開発を目

的に、既に医薬品として臨床応用されている

『腫瘍壊死因子（TNF）とそのスーパーファ

ミリー』を粘膜免疫用のアジュバントとして

開発することを目指した。さらに、ナノマテ

リアルを用いることで、経粘膜的に抗原を送

達可能な抗原送達キャリアの開発も試みた。

特に本研究では、有効性のみならず、安全性

が確保された鼻粘膜免疫用のサイトカイン

アジュバントや抗原送達キャリアを開発す

るため、独自の生物学的 DDS とナノ安全科学

を融合し、我が国発の画期的鼻粘膜ワクチン

を創出し、鳥インフルエンザパンデミック等

の蔓延を阻止できる予防・医療戦略を構築し

ようとするものである。 

 

３．研究の方法および４．研究成果 

申請者はこれまでに、サイトカインの中で

も特に免疫活性化能に優れた TNFスーパーフ

ァミリー（TNFsf）に焦点を絞り、粘膜アジ

ュバント効果に優れたサイトカインの網羅

的探索と、独自の機能性人工蛋白質創出シス

テムとの融合戦略により創製したサイトカ

イン粘膜アジュバントの有用性・安全性を検

証することで、ウイルス感染症予防に叶う粘

膜ワクチンアジュバントとしての可能性を

追求してきた。その結果、TNFsf の中でも、

TNF-が粘膜アジュバント効果に優れること

を見出したうえで、独自のファージ表面提示

法を駆使した機能性人工タンパク質創製技

術により、活性が野生型 TNF-よりも飛躍的

に向上し、かつ体内安定性にも優れた機能性

TNF 変異体を創成してきた。さらに、機能性

TNF 変異体が野生型 TNF-よりも優れた粘膜

ワクチンアジュバントになり得ることを明

らかとしてきた。一方で、TNF-が 2 つの受

容体（TNFR1、TNFR2）を介してシグナルを伝

えることや、TNFR2 を介したシグナルが副作

用に繋がる可能性が示唆されていることを

鑑みると、最適なサイトカインアジュバント

を創成するうえでは、レセプター特異的 TNF

変異体を作成し、アジュバント活性や安全性

を精査する必要がある。そこで、これまでに

独自に開発してきたファージ表面提示法に

よるアミノ酸改変技術のさらなる効率化を

図り、遺伝子シャッフリング法を取り入れた

機能性人工蛋白質創出技術の開発を試みた。

まず TNF-をモデル蛋白質として、「遺伝子シ

ャッフリング法」とファージ表面提示法を初

めて融合したシャッフリングライブラリを

作製した。さらに作製したライブラリの中か

ら、既存のファージライブラリと比較してレ

セプター指向性および生物活性に優れた構

造変異 TNFの作製を試みた。具体的には、TNF

とレセプターとの結合維持に重要な 2つの領

域、領域１（29、31、32、145～147番目のア

ミノ酸）と領域 2（84～89番目）をドメイン

構造と捉え、これらドメイン構造をコードす

る遺伝子をシャッフルすることで、計 12 箇

所のアミノ酸が置換された構造変異 TNFシャ

ッフリングライブラリの構築を試みた。次に、

結合力評価の結果、最も選択性に優れている

ことが明らかとなった TNFR1指向性変異体候

補クローン R1-20と TNFR2指向性変異体候補

クローン R2-15 の in vitro における生物活

性を評価した。まず TNFR1 を介した活性を、

HEp-2 細胞（細胞表面に TNFR1 を高発現して

いる細胞）に対する細胞傷害性を指標に評価

したところ、R1-20 の TNFR1 を介した生物活

性は、野生型 TNF-と比較して、2.2 倍優れ

ていた。次に hTNFR2/mFas-preadipocyte の

細胞傷害性を指標に TNFR2を介した生物活性

を評価した。その結果、500 g/mL という高



濃度の蛋白質を作用させた場合にも、R1-20

はほとんど傷害性を示さなかった。また同様

にして、TNFR2 指向性変異体候補クローンの

生物活性評価を行った。まず、TNFR1 を介す

る生物活性については、R2-15 はほとんど活

性を示さず、その活性は 1000 分の 1 以下に

まで低下していた。一方で、TNFR2 を介した

生物活性を評価したところ R2-15 は野生型

TNF-の 2.5 倍も生物活性が増強していた。

以上の結果から、本研究で新たに考案した機

能性人工蛋白質創出法を用いて得られた 7個

以上のアミノ酸を置換した構造変異 TNF は、

既存のファージ表面提示法で作製してきた 6

個のアミノ酸を置換した構造変異 TNFに比べ、

レセプター選択性および活性に優れている

ことを明らかとした。現在、本変異体につい

て、粘膜アジュバントとしての有用性を評価

しているところである。 

上記の通り、粘膜免疫アジュバントとして

のサイトカインアジュバントを複数創成し

ているものの、これら知見を最大限に活用し、

例えば防御免疫や安全性をさらに高めてい

くためには、言わずもがなではあるが、「如

何に抗原を効率良く、確実に、免疫担当細胞

にまで運び込むか。」が肝心であり、これな

くしては『理想的なワクチン創成基盤技術』

の開発はあり得ない。即ち、経粘膜的に抗原

を効率良く免疫担当細胞へ送達可能な粘膜

ワクチン用の薬物送達キャリア（DDS キャリ

ア）の設計が第一義的に最重要と言える。本

観点で研究代表者らは、種々ナノマテリアル

の体内・細胞内動態の解析とそのハザード解

析による安全性評価研究の過程で粒子径

100nm 以下で、最適に表面加工されたナノシ

リカが、高効率で経粘膜吸収されることを見

出している。そこで、粘膜ワクチンにおける

最適な抗原送達キャリアの創成を目的に、ナ

ノシリカの抗原送達キャリアとしての可能

性を検討した。本検討では、粒子径 30、70nm

の非晶質ナノシリカ（nSP30、nSP70）と共に、

粒子径 300、1000 nm のサブミクロンサイズ

の非晶質シリカ（nSP300、mSP1000）を用い

た。また、モデル抗原としてニワトリ卵白ア

ルブミン（OVA）を用いた。各粒子径のシリ

カと OVA を混合し、マウスに１週間おきに４

回経鼻投与した後、OVA 特異的抗体価を測定

した。その結果、nSP30、nSP70 投与群におい

てのみ、抗原単独投与群に比べて、投与局所

である鼻腔粘膜および遠隔の粘膜面におけ

る OVA 特異的 IgA、血液中 OVA 特異的 IgG の

有意な産生上昇が認められた。さらに、これ

ら抗体産生は、現存する最強の粘膜ワクチン

アジュバントであるコレラトキシン投与群

とほぼ同等の強さであることも明らかとな

った。また、nSP30 や nSP70 が、本投与量に

おいて、粘膜面・全身面で副作用を誘発しな

いことを確認している。以上の結果から、ナ

ノシリカが優れた粘膜ワクチンキャリアに

なり得ることが示された。さらに、ナノシリ

カ、OVA、TNF-を混合し、同様のプロトコー

ルで経鼻免疫することで、より強力な免疫応

答を粘膜面、全身面で誘導可能であることを

明らかとしている。以上の結果から、研究代

表者が考案してきたサイトカインアジュバ

ントと、ナノシリカによる抗原送達を組み合

わせることで、有効かつ安全な粘膜ワクチン

を構築できるものと考えられた。今後は、

TNFR 指向性変異体をも組み合わせることで、

より有効性・安全性に優れた粘膜ワクチンシ

ステムを創成可能であると期待される。本研

究成果は、ウイルス感染症に対する新たな粘

膜ワクチンの開発・実用化に大きく貢献する

と共に、グローバルな視点で、新興・再興感

染症の克服に寄与し、我々の健康環境確保に

資するものと考えられる。 
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