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研究成果の概要（和文）：ワクチンによる抗原特異的免疫応答を増強するためには、安全かつ有効なア

ジュバントを開発する必要がある。本研究で、臨床で使用されているポリペプチド系抗生物質（ポリ

ミキシンＢ（PMB）とコリスチン（CL））を卵白アルブミン（OVA）とともに経鼻免疫をすることで、用

量依存的に全身および粘膜組織に OVAに特異的な液性免疫応答を増強させることを明らかにし、追加

免疫によりOVA特異的免疫応答が8ヵ月間持続することを示した。さらに、PMBまたはCLの経鼻免疫

では、鼻腔と嗅球のいずれの炎症反応も腎障害も示さなかった。これらのデータは、ポリミキシンが

液性免疫応答を増強する新規かつ安全な粘膜アジュバントとして用いられる可能性があることを示唆

した。リポ多糖（LPS）低反応性マウスとLPS感受性マウスでPMBのアジュバント効果はほぼ同等であ

ることから、PMBのアジュバント活性はその殺菌効果により放出されたLPSによるものではなかった。

また、PMBを前投与することで抗 PMB抗体が誘導されるが、抗 PMB抗体が経鼻免疫によるアジュバン

ト効果の減弱は認められなかった。OVAとPMBまたはCLを併用した経鼻免疫でのOVA特異的抗体価は、

ポリミキシンの誘導体（ポリミキシンBノナペプチド（PMBN）やコリスチンメタンスルホン酸塩（CLMS））

を投与したマウスでの抗体価より有意に高かった。PMBまたはCLの刺激により肥満細胞培養上清中に

放出されるヒスタミンやβ-ヘキソサミニダーゼも、誘導体によって放出されるレベルより有意に高か

った。これらの結果は、疎水性炭素鎖と親水性陽イオン環状ペプチドがPMBとCLの粘膜免疫賦活作用

に寄与することを示唆した。 
 
研究成果の概要（英文）：There is currently an urgent need to develop safe and effective adjuvants 
for enhancing vaccine-induced antigen-specific immune responses. We demonstrate here that 
intranasal immunization with clinically used polypeptide antibiotics, polymyxin B (PMB) and 
colistin (CL), along with ovalbumin (OVA), increases OVA-specific humoral immune responses in 
a dose-dependently manner at both mucosal and systemic compartments. Enhanced immunity by 
boosting was found to persist during 8 months of observation. Moreover, mice intranasally 
immunized with OVA plus various doses of PMB or CL showed neither inflammatory responses in 
the nasal cavity and olfactory bulbs nor renal damages, compared to those given OVA alone. These 
data suggest that polymyxins may serve as novel and safe mucosal adjuvants to induce humoral 
immune responses. The polymyxin adjuvanticity was found to be independent of endotoxins 
liberated by its bactericidal activity, as indicated by similar enhancing effects of PMB in 
lipopolysaccharide (LPS)-hyporesponsive and LPS-susceptible mice. However, despite the 
presence of preexisting anti-PMB antibodies, we observed no reduction in the adjuvant function 
of polymyxins when they were given intranasally. Furthermore, the titers of OVA-specific Abs 
in mice intranasally immunized with OVA plus PMB or CL were significantly higher than those 
in mice administered with polymyxin analogues, such as polymyxin B nonapeptide and colistin 
methanesulfonate. The levels of released β-hexosaminidase and histamine in mast cell culture 
supernatants stimulated by PMB or CL were also significantly higher than those stimulated by 
their analogues. These results suggest that both the hydrophobic carbon chain and hydrophilic 
cationic cyclic peptide contribute to the mucosal adjuvanticity of PMB and CL. 
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１．研究開始当初の背景 
多くの病原体は、口腔、鼻腔、消化管、気

管、泌尿生殖器などの粘膜面を介して感染し
ていく。これら粘膜組織には、全身性の免疫
機構とは異なる特徴を有した免疫系（粘膜免
疫）が存在する。言うなれば、粘膜免疫は病
原体の侵入門戸であると同時に生体防御の最
前線を担っている。粘膜面の防御免疫能を高
めることは病原体の侵入を水際で防ぐことに
なり、近年粘膜ワクチン開発のための研究が
世界的に盛んに行われるようになった。 
免疫経路としては主に経鼻、経口、経直腸、

経腟での接種が検討されているが、それぞれ
の投与経路には長所短所がある。例えば、直
腸、腟を介した接種方法はヒトへのワクチン
接種において簡便ではない。経口接種は既に
ポリオワクチンでも行われている方法である
が、サブユニット型ワクチンなどでは抗原量
を増やしたり制酸剤を使用する必要がある。
また、高齢マウスを用いた研究では、若年マ
ウスに比較して免疫は効果が減弱することが
明らかになっている。経鼻免疫は免疫効率が
高いが、嗅球や脳への影響が問題となる。粘
膜免疫を効果的に高めるために病原体抗原と
ともに粘膜アジュバントを併用して経粘膜接
種するワクチンが研究されており、代表的な
粘膜アジュバントにコレラ毒素(CT)がある。
その効果は小動物のみならず、アカゲザルを
使用した研究においても確認されている。し
かし、CT の脳への影響やエンテロトキシンを
アジュバントとしたワクチンの臨床試験では
顔面麻痺といった重篤な副作用も報告されて
いる。 
 

２．研究の目的 
本研究は、安全性を最優先に考慮した新規

粘膜アジュバントの研究開発である。そこで、
既存の医薬品に着目し、まず免疫系を刺激／
増強する可能性のある医薬品を検索した。ア
ジュバントの多くが自然免疫を刺激する作用
を持つことから、肥満細胞に作用することが
知られているポリミキシン系抗生物質を選択
した。本研究では、粘膜アジュバントとして
のポリミキシン系抗生物質の免疫誘導効果、
ワクチンとしての感染防御効果、安全性、作
用機序に焦点をあて解析検討を行うことを目

的とした。 
 

３．研究の方法 
本研究では将来的なポリミキシン類アジ

ュバントの初期研究であり、ポリミキシン類
による粘膜免疫誘導の基礎的知見を得るため
のものである。そのため、基礎検討では抗原
として繁用されているOVA を用いることとし
た。ポリミキシン類はBacillus polymyxaが
産生し抗生物質として使用されているPMB、
CL、PMBN、CLMSを使用した（Fig. 1）。 
 
Fig. 1 

 

(1)免疫応答に関して 
血中及び粘膜分泌液で OVA特異抗体を

ELISAで測定し、また粘膜関連組織における
特異抗体産生細胞数を ELISPOT法で計測した。
長期的な観察を行うことで免疫応答の持続や
記憶免疫の誘導を確認した。 
(2）安全性に関して 
接種を行ったマウスの鼻組織や脳、および

副作用が知られている腎臓などの病理解析を
行った。免疫増強による副反応を検討するた
め、血中IgE抗体量の測定を行った。 
(3）作用機序に関して 
ポリミキシン類は LPS結合能を持つため

LPSに対する感受性の異なるマウス（C3H/HeN、
C3H/HeJ）を用い、アジュバント効果を検証し
た。培養細胞を用い、in vitroにおいてポリ
ミキシン類の作用を検討した。 
 

４．研究成果 
(1）OVA特異的液性免疫の評価 
OVA単独で経鼻投与したマウスの糞便の抽



出液、鼻腔洗浄液、唾液中の OVA特異的 IgA
抗体価は検出限界以下であったが、PMBまた
はCLと共に免疫をするとOVA特異的IgA抗体
価は用量依存的に増大した。また、OVA単独
群と比較して、PMB群またはCL群での腟洗浄
液中のOVA特異的IgA抗体価は有意に高かっ
た。血漿中のOVA特異的IgAおよびIgG抗体
価も同様であった。ただし、同一量での PMB
群とCL群には差はなかった（Fig. 2）。 
 
Fig. 2 

 

更にOVA特異的な抗体応答を確認するため
に、粘膜組織（n-LP、NALT、i-LP、MLNs、SMGs
と SMLNs）および全身組織（脾臓と ALNs）で
のOVA特異的抗体産生細胞数を比較した。OVA
特異的抗体産生細胞は測定した全粘膜組織で
検出された。また、OVA単独群と比較して有
意に OVA特異的抗体産生細胞が多く誘導され
た組織が存在した（Fig. 3）。 
 
Fig. 3 

 

(2)血漿中抗PMB抗体の定量化 
抗PMB抗体を検出するためのELISAを確立

し、OVA＋PMBを経鼻免疫した後の抗体価を測
定した。抗PMBIgM抗体はOVA＋PMBで免疫を
したマウスの血漿で検出されたが、IgG抗体
価は検出限界未満だった（Fig. 4）。 
 
Fig. 4 

 

抗PMB抗体が検出されたため抗PMB抗体が
PMBのアジュバント効果を減ずるかどうかを

調べたが、抗 PMB抗体が存在していても経鼻
免疫でのアジュバント効果に影響はなかった
（data not shown）。 
 
(3）OVA特異的抗体産生の持続性の評価 
糞便抽出液中のOVA特有的IgA抗体レベル

および血漿中のOVA特有的IgG、IgA抗体レベ
ルはピーク後に減少し続けたが、追加免疫を
行った群では抗体価の上昇が見られ、31週ま
で維持された。さらに、追加免疫群では最終
免疫から 31週間後でも NP、i-LP、SMGs、脾
臓での OVA特異的抗体産生細胞が検出された
（Fig. 5）。 
 
Fig. 5 

 

(4）総 IgE抗体量およびポリミキシンの亜急
性毒性 
CTを用いた経鼻免疫では血漿中の総 IgE

抗体量は 1,165ng/mLであった。これに対し、
PMBまたは CLでの免疫後の総 IgE抗体量は
OVA単独群での値（68.3ng/mL）とほぼ同じだ
った。また、CTの経鼻免疫では鼻粘膜に重度
の炎症を起こしたのに対し、PMBまたはCLで
はこれらの反応は見られなかった。また、嗅
球、腎臓でも異常は見られなかった。 
 

(5）C3H/HeNと C3H/HeJマウスでの免疫応答
の比較 
粘膜分泌液と血漿のOVAに特有の抗体のレ

ベルは、LPS低反応性の C3H/HeJマウスでも
LPS感受性 C3H/HeNマウスでも同等であった
（Fig. 6）。 
  



 
Fig. 6 

 

(6）ポリミキシン誘導体との比較 
経鼻投与でPMBNとPMB 、CLMSとCLを比

較すると、糞便抽出液、唾液、鼻腔洗浄液中
のOVA特異的IgA抗体価は有意にPMBN 、CLMS
ともに減少していた。マウス肥満細胞株から
のβ-ヘキソサミニダーゼおよびヒスタミン
の放出もPMBN、CLMSともにPMBおよびCLよ
りも低かった（Fig. 7）。 
 
Fig. 7 

 

PMBおよび CLの粘膜アジュバント活性に
は疎水性である脂肪鎖と分子の正の電荷が関
与していると推測され、PMBおよびCLの陽イ
オン性界面活性剤の構造が重要であると考え
られた。 
粘膜を介して感染する病原体は特に5歳以

下の小児に重篤な感染症を引き起こし、毎年
小児の約 1,000万人の死亡原因となる。ポリ
ミキシンは小児や新生児でも臨床的に使われ
ており、本研究はポリミキシンが成人のみな
らず小児を対象としたより安全な粘膜アジュ
バントとなり、効果的なワクチンを開発でき

る可能性があることを示した。 
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