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研究成果の概要（和文）：次世代ワクチンとして粘膜ワクチンが有望視されている。しかし、臨床応用されてい
るサブユニット型粘膜ワクチンはない。そこで新たな発想として、一酸化窒素供与体を利用した粘膜ワクチンシ
ステムの開発を目指した。本研究によって、一酸化窒素供与体を抗原タンパク質とともに経鼻投与することで抗
原特異的粘膜IgAおよび全身IgGの産生が顕著に亢進することを見いだした。さらに本システムは、炎症反応や体
重減少などがほぼみられなかったことから安全性が高いと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Mucosal vaccine is widely considered as next-generation vaccines to combat 
infectious diseases. However, there are no subunit-type mucosal vaccines in clinical settings. 
Therefore, we aimed to develop a mucosal vaccine system using a nitric oxide donor. In this study, 
we found that intranasal administration of a nitric oxide donor in combination with an antigenic 
protein potentiated antigen-specific both mucosal IgA and systemic IgG. Furthermore, this system was
 considered to be safe, as inflammatory reactions and weight loss were not observed.

研究分野： 薬剤学、免疫学

キーワード： 粘膜ワクチン　一酸化窒素　タイトジャンクション　抗原送達

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新型コロナウイルスのパンデミックは人類の感染症に対する脆弱さを痛感させた。生命のみならず社会秩序およ
び経済を守るためには効果的な粘膜ワクチンの開発が必要不可欠であると思われる。本研究により見いだされた
一酸化窒素供与体を用いたサブユニット型の粘膜ワクチンシステムは、粘膜ワクチンの新しいモダリティとなり
得ると考えられた。さらなる研究開発によって多くのワクチンモダリティの一翼を担うことで社会に貢献するこ
とが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 医療が発達した現代においても、世界の死因の少なくとも第 2 位を感染症が占めている。さ
らに近年、薬剤耐性菌の増加もあり、従来の抗生剤に替わる戦略の開発が望まれている。なかで
も、次世代ワクチンとして粘膜ワクチンが有望視され、世界中で研究開発がおこなわれている。
しかしながら、臨床応用されている粘膜ワクチンは少数の生ワクチンおよび不活化ワクチンの
みである。病原体そのものが含まれる生ワクチンや不活化ワクチンは副反応などの危険性が高
いため、病原体の抗原を構成成分とする“サブユニット型粘膜ワクチン”の開発が急務であるが、
臨床応用には至っていない。その要因として、粘膜面は本質的に免疫応答免疫応答を誘導しがた
いため、抗原に対する特異的免疫応答を効果的かつ安全に誘導する方法論に乏しいことが挙げ
られる。 
 粘膜免疫の効果的な誘導には粘膜アジュバントを用いて自然免疫を活性化する、もしくは抗
原を粘膜上皮層下の固有層に局在する粘膜樹状細胞に管腔側から効率的に送達する必要がある。
これまでに種々の粘膜アジュバントが報告されているが、その多くは病原体由来毒素などの分
子である。一方、粘膜樹状細胞へ抗原を送達する戦略として、病原体が粘膜下へ侵入する際に用
いる分子を利用する方法などが開発されている。両者の方法論共に主に病原体由来の分子を利
用しているため、臨床応用を考えた際に副作用等の問題が生じる。 
 最近、一酸化窒素が粘膜上皮層の密着結合（タイトジャンクション）を一時的に開口させ、高
分子を基底膜側へ送達可能であることが報告されている。申請者は、この一酸化窒素の粘膜上皮
層のタイトジャンクション開口を介した高分子の吸収促進作用が、経粘膜投与した抗原の粘膜
樹状細胞への送達を可能にすると考えた。そこで本研究では、一酸化窒素を発生させる一酸化窒
素供与体を利用した新しい発想を基にした経鼻投与型粘膜ワクチンシステムの開発を目指す。 
 
２．研究の目的 
 申請者は病原体由来成分を含まないナノマテリアルが粘膜アジュバントとして機能し(Tada 
et al., PLOS ONE, 2015, Tada et al., Mol Pharm, 2018)、これを応用した肺炎球菌ワクチン
開発に成功している(Tada et al., Int Immunopharm, 2018, Tada et al., Pharmaceutics, 2021)。
しかしながら、粘膜アジュバントを用いた粘膜ワクチンシステムは自然免疫の活性化(炎症)を利
用しているために過剰な炎症の誘起など、安全上の懸念がある。上述の課題は、現在臨床で使用
されている低分子化合物を用いた粘膜樹状細胞への抗原送達システムを構築出来れば解決可能
と考えられる。申請者はこれらを、一酸化窒素が粘膜上皮層のタイトジャンクションを一時的に
開口し、高分子を基底膜側(すなわち固有層)へ送達可能であることに着目し着想を得た。本研究
により、一酸化窒素の有するタイトジャンクション開口作用を利用した粘膜ワクチンシステム
が開発されれば、サブユニット型粘膜ワクチンの臨床応用への第一歩となる(図 1)。 

 
３．研究の方法 
1) 一酸化窒素供与体と抗原タンパク質の経鼻投与後の抗原特異的抗体産生の評価 
 7週齢のBALB/c雌性マウスにモデル抗原としてオボアルブミン(OVA)と一酸化窒素供与体と
して Sodium nitroprusside (SNP)を週 1回経鼻投与した。これをdays 0、7および 14の 3週
間に渡りおこない、最終免疫日の 1週間後(days 21)に血清および粘膜洗浄液(鼻腔洗浄液、肺胞
洗浄液および膣洗浄液)を採取した。これらのサンプル中の OVA 特異的抗体価は抗原固相化
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)法にて検討した。 
 
2) 一酸化窒素供与体の経鼻投与による安全性の評価 
 7 週齢の BALB/c 雌性マウスに SNP を週 1 回の経鼻投与をおこなう。安全性の評価は① 体
重変化、② 鼻粘膜局所における炎症の有無を定量 PCR での炎症性遺伝子発現を指標に評価お
よび③ 鼻粘膜組織局所における炎症細胞(好中球など)の走化性を免疫染色等により評価する。 
 
3) 一酸化窒素供与体による抗原の粘膜樹状細胞への送達能評価 
 SNP と蛍光標識 OVA を経鼻投与し、6 あるいは 24 時間後に鼻粘膜組織を回収後、凍結切片
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図1. NO供与体を利用した粘膜ワクチンシステム
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を作製し、樹状細胞マーカー(CD11c)にて免疫染色し、粘膜樹状細胞と蛍光標識 OVA の局在を
蛍光顕微鏡で評価した。 
 
４．研究成果 
1) 一酸化窒素供与体と抗原タンパク質の経鼻投与による抗原特異的抗体産生誘導法の確立 
 まず、SNPとOVAを経鼻免疫した際に、粘膜および全身の両面において抗原特異的抗体の誘
導が亢進するかどうかを検討した。その結果、SNP を併用することによって、抗原特異的な粘
膜 IgAおよび全身 IgGが顕著に亢進することが明らかとなった(図 2)。さらに、この抗原特異的
抗体産生誘導は一酸化窒素を発生しないSNPアナログである sodium ferrocyanideではほぼ見
られなかったことから、SNPによる一酸化窒素の発生を介している可能性が示唆された。 

 
2) 一酸化窒素供与体の経鼻投与による安全性 
 項目 1 の検討で、SNP の経鼻投与が抗原特異的抗体産生を亢進することが明らかとなった。
SNP は臨床で既に広く用いられていることから安全性が高いと考えられるが、鼻粘膜への投与
による知見はほぼない。そこで、SNP の経鼻投与による安全性を体重変化と炎症性遺伝子発現
を指標に検討した。その結果、SNP の頻回経鼻投与においてもマウスの体重減少および炎症性
遺伝子発現等は見られなかった(図 3)。 

 
3) 一酸化窒素供与体による抗原の粘膜樹状細胞への送達 
 次に、SNP と OVA の併用経鼻投与が鼻腔の粘膜上皮層下に存在する粘膜固有層(粘膜樹状細
胞が多く局在するエリア)への抗原送達を促進するかどうかを検討した。その結果、SNPの併用
により抗原の粘膜固有層への送達が促進していることが明らかとなった。 
 
 以上、本研究により一酸化窒素供与体を用いた経鼻投与型サブユニットワクチンシステムの
開発に成功した。今後は本システムを実際に病原体由来の抗原を用い、感染モデルマウスでの検
討をおこなうことにより感染症に対する粘膜ワクチンシステムとして機能するかどうかを評価
していく予定である。さらなる研究により、一酸化窒素供与体を用いて感染症に対する粘膜ワク
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図2. SNPとOVAの経鼻投与により亢進する抗OVA抗体価
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チンシステムの開発に繋がることが期待される。 
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