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研究成果の概要（和文）：経鼻インフルエンザワクチンにおいて、合成二本鎖RNAには、分泌型IgA抗体を誘導する高い
粘膜アジュバント活性があることが知られている。インフルエンザウイルスの感染時にはウイルスゲノムがTLR7に認識
されることから、TLR7リガンドも粘膜アジュバントになりうると考えた。しかしながら、TLR7リガンドの粘膜アジュバ
ント活性は、合成二本鎖RNAの活性に満たないことが明らかになった。合成二本鎖RNAによる分泌型IgA抗体誘導機構を
明らかにすることを目的として、研究を継続中である。

研究成果の概要（英文）：Synthetic double-stranded RNAs, TLR3 agonists, are known to be mucosal adjutant to
 induce virus-specific secretory IgA antibodies in intranasal vaccination against influenza virus infectio
n. On the other hand, TLR7 agonists may be mucosal adjuvants for intranasal vaccination, since influenza v
iral RNAs are recognized by TLR7 in a natural infection with influenza virus. However, mucosal adjuvant ac
tivities of TLR7 agonists were inferior to those of TLR3 agonists. 
At present, the mechanism for secretory IgA antibody induction by synthetic double-stranded RNAs as mucosa
l adjuvants is continuously investigated.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
インフルエンザウイルスの自然感染を模
倣する経鼻インフルエンザワクチンは、気道
粘膜上に分泌型 IgA抗体を誘導し感染自体を
防御することから、有効なワクチン接種法と
して期待されている。不活化ワクチンを抗原
として用いる場合には、ワクチンの免疫原性
を増強し免疫応答を誘導する物質であるア
ジュバントの添加が効果的であり、これまで
の研究から合成二本鎖 RNA が高い粘膜アジ
ュバント活性を示すことが明らかにされて
いる。自然免疫系における病原体認識機構の
解明により、アジュバント活性を有する物質
が自然免疫担当細胞を活性化するメカニズ
ムが明らかになりつつある。しかしながら、
合成二本鎖 RNA が粘膜アジュバントとして
分泌型 IgA抗体を誘導する作用機序は、明ら
かにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、経鼻インフルエンザワクチ
ンにおける合成二本鎖 RNA の粘膜アジュバ
ント活性がどのようにもたらされるのか、合
成二本鎖 RNA の受容体である TLR3 を発現
する CD8陽性樹状細胞に注目し、そのメカニ
ズムを解明することを目的とした。 
経鼻インフルエンザワクチンの接種部位
は鼻腔内となるため、鼻腔領域内の CD8陽性
樹状細胞を用いた解析を試みたが、回収でき
る細胞数が極めて少なく十分な解析を行う
ことができなかった。そのため、上述の目的
に加えて、インフルエンザウイルス感染時に
そのウイルスゲノムを認識する TLR7のリガ
ンドに、合成二本鎖 RNA 同様の粘膜アジュ
バント活性が認められるか検討することを
新たな目的として追加した。 
 
３．研究の方法 
3-1. 経鼻インフルエンザワクチンにおける
粘膜アジュバント活性の検討 

BALB/cマウス 1匹あたり、A/PR8 HAワ
クチン 1 µgに対してTLR3のリガンドである
Poly(I:C)、TLR7のリガンドである Imiquimod
あるいはその他の候補化合物を 10、１µg ず
る混合し、片鼻 6 µl（両鼻で計 12 µL）で滴
下し、ワクチンの経鼻接種を行った。初回の
ワクチン接種から 3週間後に同様のワクチン
接種を行った。2回目のワクチン接種から、2
週後に 1,000 plaque forming unit (pfu)のウイル
スを滴下し上気道感染を行った（片鼻 2 µlず
つ、計 1,000 pfu/4 µl）。感染 3日後に、安楽
殺のうえ血清と鼻腔洗浄液の回収を行った。
鼻腔洗浄液は、1% BSAを含む PBS(-) 1 mlで
上気道を繰り返し 3回洗浄することで回収し
た。鼻腔洗浄液中のウイルス価をプラークア
ッセイで測定した。また、血清中 IgG抗体応
答および鼻腔洗浄液中 IgA 抗体応答は、
A/PR8 HAに対する ELISAにより測定した。 
マウスは、6～8 週齢の BALB/c マウス雌
を一群 5匹で利用した。動物への処置は国立

感染症研究所の定める動物実験実施規定に
則り、苦痛を与えないように考慮した。 

3-2. in vitroにおける樹状細胞の誘導 
マウス大腿骨・頸骨から骨髄細胞を回収
し、GM-CSFあるいは Flt3-Ligandの存在化で
樹状細胞を誘導した。 

3-3. 各組織における樹状細胞の単離・精製 
マウスの上気道粘膜領域、あるいは脾臓
からCollagenase AならびにDNaseI存在下で、
細胞懸濁液を調整した。その後、磁気ビーズ
（Miltenyi Biotec）を用いて、CD4陽性あるい
は CD8陽性の樹状細胞を精製した。 

3-4. フローサイトメーターを用いた樹状細
胞の評価 
誘導あるいは単離・精製した樹状細胞に
関して、抗 CD11c 抗体（N418）、抗 CD45R
抗体（RA3-6B2）、抗 CD3 抗体（145-2C11）、
抗 CD4 抗体（RM4-5）および抗 CD8 抗体
（53-6.7）を用いて蛍光染色し、FACS Canto2
（BD）を用いて形質細胞様樹状細胞、CD4
あるいは CD8 陽性樹状細胞の割合を評価し
た。 

3-5. 樹状細胞に対する合成二本鎖 RNA刺激 
誘導あるいは単離・精製した樹状細胞に
対して、合成二本鎖 RNA Poly(I:C)を 10、1
あるいは 0.1 µgで添加し、培養後の上清を回
収した。培養上清中の IFN-λ の量を ELISA
（eBioscience）にて測定した。 
 
４．研究成果 

TLR3リガンドである合成二本鎖RNAは、
経鼻インフルエンザワクチンに粘膜アジュ
バントとして添加した時に、分泌型 IgA抗体
を強く誘導し感染を防ぐことが明らかにな
っている。インフルエンザウイルス感染時の
ウイルス複製の際に生じると考えられる二
本鎖 RNA を模すことで、このアジュバント
活性がもたらされると考えた。またインフル
エンザウイルスの感染の際には、そのウイル
スゲノムが TLR7 に認識されることから、
TLR7 リガンドも経鼻インフルエンザワクチ
ンの粘膜アジュバントになりうる。そこで、
既に検討済みであった Imiquimodに加えて、
その他の TLR7リガンド化合物の粘膜アジュ
バント活性を検討した。TLR7 リガンドも分
泌型 IgA抗体を誘導するものの、合成二本鎖
RNA Poly(I:C)と比較すると、分泌型 IgA抗体
誘導能つまり粘膜アジュバント活性は極め
て弱いことが明らかになった。このことから、
合成二本鎖 RNA 特異的に粘膜アジュバント
活性を発揮する作用機序が存在すると考え
られた。 
粘膜アジュバントとして添加された合成
二本鎖 RNA が、分泌型 IgA 抗体を誘導する
作用機序は明らかになっていないため、受容
体となるTLR3を発現するとされるCD8陽性
樹状細胞が、鼻腔粘膜領域において果たす役
割を明らかにすることを試みた。しかしなが
ら、鼻腔領域内に存在する樹状細胞自体が極



めて少なかったことから、鼻腔領域内に存在
する CD8 陽性樹状細胞を解析することは不
可能であると判断した。そこで、in vitroで誘
導した樹状細胞、あるいは脾臓から単離・精
製した CD8 陽性樹状細胞を用いることとし
た。in vitro において誘導した樹状細胞には
CD8 陽性の細胞群が認められなかったもの
の、脾臓からは CD8陽性樹状細胞を単離・精
製することができた。合成二本鎖 RNA 刺激
によるサイトカイン応答を測定したところ、
これまでの報告どおり IFN-λを発現するこ
とを確認した。 
本研究では、標的とする鼻腔粘膜領域に
存在する CD8 陽性樹状細胞を解析すること
ができなかった。解決策を模索したものの、
当初の計画通り十分な実験を遂行すること
ができなかった。改めて解析手段を見直し、
今後も本研究を継続したい。 
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