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I．緒　　言
　ヒトにおいて最も広い病原体の侵入門戸であ
る粘膜上皮は，脆弱ではあるが自然免疫と獲得
免疫が密接に関わりあうことで感染防御機能
を増強している．このような免疫系を粘膜免
疫と呼び，誘導組織である鼻咽頭関連リンパ
組織（nasopharynx-associated lymphoid tissue; 
NALT）や腸管関連リンパ組織（gut-associated 
lymphoid tissue; GALT）などを刺激すること
で，実行組織である気管や消化管，腟などに抗
原特異的免疫が誘導される．従来の注射型ワク
チンと異なり，粘膜ワクチンは粘膜防御機能を
増強し病原体の侵入自体を防ぐことが可能であ
る 1, 2 )．しかしながら，粘膜組織にワクチンに
対する強い免疫応答を誘導するためには，粘膜
アジュバントが必要である．

　アジュバントとは一般に免疫増強物質と呼ば
れており，ワクチン接種におけるアジュバント
の必要性は次の 4 つに大別される．第 1 に，ア
ジュバントは精製タンパク抗原に対する免疫原
性を高めるために用いられる 3, 4 )．第 2 に，ワ
クチン抗原とアジュバントの同時投与は防御免
疫発現のために必要なワクチンの量を減らすこ
とを可能にする 5)．第 3 に，アジュバントを使
用することによって新生児や高齢者におけるワ
クチンの有効性を高めることができる 6-9)．第
4 に，アジュバントは抗原提示細胞による抗原
取り込みの効率を高め，抗原特異的獲得免疫誘
導を増強する 10, 11 )．
　アルミニウム塩であるアラムアジュバント
はヒトに使用されている数少ないアジュバン
ト 5, 6 , 12 ) でワクチン抗原に対する全身免疫を増
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　粘膜組織での感染防御免疫を誘導するためには，効
果的なアジュバントが必要になる．これまでの研究か
ら，ポリミキシンに粘膜アジュバント作用があること
が明らかになっており，ポリミキシンと化学構造が
類似し微生物由来であるサーファクチン（surfactin；
SF）のアジュバント効果を検討した．アジュバント
活性は，抗原として卵白アルブミン（OVA）と SF
をマウスに経鼻免疫することで検討した．SF 非投
与群と比べると，投与群では粘膜分泌液や血漿中で

の OVA 特異的抗体価の上昇や免疫組織での特異的
抗体産生細胞が誘導された．作用機序を検討したと
ころ，肥満細胞からの脱顆粒が確認されケミカル
メディエーターの放出も検出された．また，肥満細
胞が産生し獲得免疫の増強に関与するサイトカイン
遺伝子の発現誘導も確認された．以上より，SF の
アジュバント効果が明らかになり，新規アジュバ
ントとして SF のワクチンへの応用が期待された．
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強するが，経口あるいは経鼻でアラムアジュバ
ント添加ワクチンを投与した場合，アジュバン
ト効果は失われてしまう 13)．また，コレラ毒
素（CT）や大腸菌易熱性毒素（LT）は強力な
粘膜アジュバントとして知られているが 14-17 )，
LT をインフルエンザワクチンのアジュバント
として用いた臨床試験において顔面神経麻痺な
どの副反応が報告されたため，臨床応用は困難
になっている 18)．現在，臨床で使用されてい
る不活化ワクチンで粘膜面に効果的な感染防御
免疫を誘導できるワクチンはなく，安全性を考
慮した新規粘膜アジュバントの研究開発が期待
されている．
　近年の研究において，肥満細胞が獲得免疫の
誘導に深く関わっていることが明らかになり，
肥満細胞活性化物質をワクチン抗原と同時投与
した時に抗原特異的免疫応答が誘導されること
が報告されている 19-23 )．さらに，活性化した肥
満細胞は所属リンパ節にリンパ球やランゲルハ
ンス細胞を流入させ 19, 24 , 25 )，炎症反応を含む自
然免疫はワクチン特異的免疫応答を促進させて
いる 26)．
　我々はより安全な粘膜アジュバントを開発
するために，既にヒトに使用されていて安全
性が確認されている低分子化合物に着目した．
ポリミキシン B（PMB）やコリスチン（CL）
はBacillus polymyxia から産生される抗生物質
であり 27)，肥満細胞の活性化能を有する 28, 29 )．
抗原として卵白アルブミン（OVA）とアジュ
バントとして PMB または CL を経鼻免疫した
ところ，血漿中および粘膜分泌液中の OVA 特
異的抗体価が上昇することが確認され，さらに，
PMB と CL の粘膜アジュバント活性には疎水
性である脂肪鎖と親水性の環状ポリペプチドか
らなる両親媒性構造が関与していることが明ら
かになっている 30)．
　本研究ではPMBと類似した分子構造を持ち 31)，
Bacillus subtilis が産生するサーファクチン

（SF）32) に着目した．SF はマウスやウサギの

皮膚を用いた研究において低毒性であり 33)，皮
膚に対して低刺激性である 34)．また，SF は癌 35)

やアルツハイマー病 36) などの治療に対して臨
床応用も期待されており，化粧品や臨床への応
用など様々な可能性がある物質である．
　今回我々は，安全性に関してすでに優位な
SF を抗原と共にマウスに経鼻免疫することで，
その粘膜アジュバント活性を動物レベルで検討
した．

II．研究材料および方法
　 1．候補アジュバントと抗原
　アジュバント効果の検討において，候補ア
ジュバントとして SF ナトリウム（和光純薬工
業株式会社，大阪，日本）と抗原として OVA

（Sigma-Aldrich，St. Louis，MO，USA）を 用
いた．SF と OVA は生理食塩水（大塚製薬工
場，徳島，日本）で溶解し接種液とした．
　 2．経鼻免疫
　本研究の動物実験は岩手医科大学動物実験委
員会の承認後，本学動物研究センターで，本学
動物実験規定を順守して実施した．実験動物に
は 5 週齢の雌の C57BL/6NJcl マウス（日本ク
レア，東京，日本）を用いた．環境適応のため
1 週間飼育後に，ケタミン塩酸塩（第一三共プ
ロファーマ株式会社，東京，日本）をケタミン
換算で 1mg 腹腔内投与して浅麻酔を行った後，
0，0 . 005，0 . 05，0 . 5，5，50，500 μg/mouse
の濃度の SF と 100 μg の OVA を混合した溶
液を，片鼻 2.5 μl ずつ（計 5 μl）投与した．
経鼻投与は，常法に従い窒息を回避するために
5 分の投与間隔を設けた．免疫スケジュールは
多くの研究で用いられているもので，1 週間間
隔で合計 3 回経鼻免疫を行った 16, 30 , 37 -39 )．
　 3．検体採取
　最終免疫より 1 週間後に粘膜分泌液（鼻腔洗
浄液，唾液，糞便抽出液，腟洗浄液）と血液の
検体を採取した 40-42 )．唾液はピロカルピン塩
酸 塩 2.5mg/ml（Sigma-Aldrich）を 0.1ml 腹



腔内投与し，分泌された唾液を採取した．糞
便は採取後，0.1％NaN3 添加リン酸緩衝液

（phosphate buffered saline；PBS）に 糞 便 が
10 μg/ml となるように調整して撹拌後に遠心
して上清（糞便抽出液）を回収した．ケタミン
塩酸塩で浅麻酔後に，50 μ l の PBS で 3 回腟
を洗浄して膣洗浄液を得た．ヘパリン処理済マ
イクロ採血管を用いて眼窩採血を行った．頚
椎脱臼で安楽殺後に，マウスの頭部を切断し
て 1ml の PBS で鼻腔を 3 回洗浄して鼻腔洗浄
液を得た．検体は使用するまで−80℃に保存
した．これらの検体採取後に，鼻腔粘膜固有層

（nasal lamina propria；n-LP），NALT， 小 腸
粘膜固有層（small intestinal lamina propria；
i-LP）， 腸 管 膜 リ ン パ 節（mesenteric lymph 
nodes; MLNs），下顎リンパ節（submandibular 
lymph nodes; SMLNs），唾液腺（submandibular 
glands；SMGs），脾臓（spleen；SP），腋窩リ
ンパ節（axillary lymph nodes；ALNs）を採取
し，リンパ球を得た 42)．
　4．enzyme-linked immunosorbent assay

（ELISA）
　粘膜分泌液（鼻腔洗浄液，唾液，糞便抽
出液，腟洗浄液）中の OVA 特異的免疫グロ
ブリン A（IgA）抗体と，血漿中の OVA 特
異 的 IgA 抗 体 お よ び IgG 抗 体 を end-point 
ELISA38, 40 ) で測定した．OVA でコーティン
グした 96 穴プレートに検体添加後，ペルオ
キシダーゼ（HRP）標識ヤギ抗マウス IgA 抗
体（ Southernbiotech，Birmingham，AL ）
ま た は HRP 標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG 抗 体

（Southernbiotech）で OVA 特 異 的 抗 体 を 検
出した．発色反応には基質として TMB ＋

（3 , 3’, 5 , 5’,-tetramethylbenzidine：DAKO，
Carpinteia，CA）を，反応停止液として 0.5mol/
L 硫酸を用いて，マイクロプレートリーダーで
吸光度（OD450）を測定した．抗体価は，（検体
の OD450）－（陰性対照の OD450）≧ 0.1 とな
る最大希釈濃度とした．

　5．enzyme linked immunospot（ELISPOT）法
　粘膜免疫関連組織と全身性免疫関連組織にお
ける OVA 特異的抗体産生細胞数を ELISPOT
法 38, 40 ) を用いて検討した．OVA でコーティ
ングした 96 穴フィルタープレートに各組織か
ら得たリンパ球を加え，4 時間後に放出された
OVA 特異的抗体を，アルカリホスファターゼ

（AP）標識抗マウス IgA 抗体または AP 標識
抗マウス IgG 抗体（Southernbiotech）で検出
し た．NBT/BCIP（ nitro-blue tetrazolium
chloride/ 5 -bromo-4 -chloro-3’-indolyphosphate
p-toluidine salt；Roche Diagnostics GmbH，
Mannheim，Germany）で発色させ，実体顕微
鏡で OVA 特異的抗体産生細胞数を測定した．
　6．β-hexosaminidase およびケミカルメディ

エーターの測定
 マウス肥満細胞株（MC/9 : American Type 
Culture Collection, Manassas, VA, USA）43) を
用 い て β-hexosaminidase 放 出 試 験 30, 44 ) お よ
びケミカルメディエーター放出試験を行った．
MC/9 は Dulbecco's Modified Eagle Medium
に 10％ウシ胎児血清，10％ConA 添加ラット
T-STIM（ BD biosciences，Bedford，MA，
USA），0.05mM 2 -mercaptoethanol を 添 加
した培養液で，37℃，10％CO2 条件下で培養
し た．MC/9 の 細 胞 濃 度 は 1 × 106 個 /ml と
し，SF を各種濃度で用いた．発色反応には
基 質 と し て 1mM 4 -nitrophenyl N-acetyl-β-
D-glucosaminide（Sigma-Aldrich）を， 反 応
停止液として 2M glycine buffer を用い，吸
光度（OD405）をマイクロプレートリーダー

（Tecon Austria GmbH, Austria）で測定した．
β-hexosaminidase 放出の度合いは以下の計
算で得た．β -hexosaminidase（％）＝（上清
の OD450 －陰性対照の OD450）÷（0.2％Triton 
X で 処 理 し た MC/9 の OD450 － 陰 性 対 照 の
OD450）．ケミカルメディエーターであるヒス
タミン，ロイコトリエン B4（LTB4），プロ
スタグランジン D2（PGD2）の放出は EIA kit
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（histamine; SPI-Bio, Montigny le Bretonnex， 
France，LTB4 and PGE2 ; Cayman Chemical 
Co.，Ann Arbor，MI，USA）を用いて測定した．
　7．定量リアルタイム逆転写ポリメラーゼ連

鎖反応（RT-PCR）法
　 MC/9 細胞における SF 誘導性のサイトカ
イン遺伝子発現をリアルタイム RT-PCR 法
を 用 い て 解 析 し た．MC/9 細 胞（1 × 106 個 /
ml）に SF を添加し，SF 処理 24 時間後に細胞
を回収した．Nucleo Spin RNA Ⅱ kit (Macherey-
Nagel GmbH & Co KG，Dure，Germany) を
用 い て 総 RNA を 抽 出 し た． 総 RNA 500ng
相 当 を SuperScript Ⅲ (Life Technologies Co.，
Carlsbad，CA，USA) と oligo (dT) プ ラ イ マ ー
を用いた逆転写反応に供し，cDNA を合成し
た．サイトカイン遺伝子の発現は SYBR Green 
Ⅱ ( タカラバイオ株式会社，滋賀，日本 ) と
インターロイキン 4（IL-4），腫瘍壊死因子α

（TNF- α ）45)，CCL5（ 別 名 RANTES）(fwd：
5’-GCCAACCCAGAGAAGAAGTG-3’，rev： 
5’-AGCAAGCAATGACAGGGAAG-3’) 特 異 的
プライマーを用いたリアルタイム PCR 法により
解析した．内部標準遺伝子にはグリセルアルデ
ヒド 3 リン酸脱水素酵素（GAPDH ）46) を用いた．
　 8．血漿中の総 IgE 抗体濃度
　 SF を経鼻免疫し，最終免疫後第 1 週に採
取した血液中の総 IgE 抗体濃度を sandwich 
ELISA47) で測定した．抗マウス IgE 抗体（BD 
biosciences）でコーティングした 96 穴プレー
トに血漿検体を加え，ビオチン標識ラット抗
マウス IgE 抗体（BD biosciences）で血漿中の
IgE 抗体を検出した．HRP 標識ストレプトア
ビジン（BD biosciences）を加えたのち，TMB
＋で発色し，0.5mol/L 硫酸で反応停止した．
標準曲線作成には精製マウス IgE 抗体（κ鎖；
BD biosciences）を用いた．
　 9．統計処理
　結果は正規分布となるデータでは平均値
±標準偏差（SD），非正規分布となるデータ

では中央値±四分位範囲（IQR）として表し
た．グループ間の多重比較では，データは一
元配置分散分析（one-way analysis of variance; 
one-way ANOVA）により分析し，有意差は
Tukey-Kramer 多重比較検定を用いて分析し
た．p<0 .05 の値を有意とみなした．
　抗原特異的抗体価は 2 倍階段希釈を行ったサ
ンプルを ELISA で測定した．抗体価（図 1）は
希釈倍率の幕指数で表記した． 

III．結　　果
　 1．OVA 特異的抗体価
　マウスを用いて経鼻免疫を行い，最終免疫か
ら 1 週で糞便抽出液中の OVA 特異的 IgA 抗
体は SF の投与量が 0.005 μl/mouse では 8 匹
中 2 匹で検出され，用量依存的に抗体価の上昇
が認められた．また，鼻腔洗浄液と唾液におけ
る OVA 特異的 IgA 抗体は，それぞれ 0.5 μg/
mouse，0 .05 μg/mouse で検出され，これら
も用量依存的に抗体価の上昇が見られた．腟洗
浄液は 4 匹のマウスより同体積の腟洗浄液を集
め，一つの検体にしたものを使用したが，500
μl/mouse の容量において OVA 単独群に比べ
有意（p<0 .005）に高い抗体価が得られた．血
漿中の OVA 特異的 IgA 抗体は，OVA 単独群
では糞便抽出液，鼻腔洗浄液，唾液と同様に検
出限界未満であったが，SF の添加により OVA
特異的 IgA 抗体が検出された．血漿中の OVA
特異的 IgG 抗体価は 5 μg/mouse の投与量ま
では上昇が見られたが，5 μg/mouse から 500
μg/mouse の投与量では抗体価は横ばいだっ
た（図 1）．
　 2．OVA 特異的抗体産生細胞
　マウスの粘膜分泌液中の抗原特異的 IgA 抗
体には血中から移行した抗原特異的 IgA 抗体
も含まれる 48, 49 )．このため，実際に粘膜組織に
OVA 特異的抗体産生細胞が誘導されているか
確認するために各組織における OVA 特異的抗
体産生細胞数を測定した．粘膜関連組織（n-LP，
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NALT，i-LP，MLNs，SMGs，SMLNs）お よ
び脾臓では OVA 特異的抗体産生細胞が OVA
と SF の併用で経鼻免疫したマウスで誘導され
ていた．特に，経鼻免疫での誘導組織である
NALT やその所属リンパ組織である SMLNs
および実行組織である n-LP と i-LP，全身リ
ンパ組織である脾臓で，OVA 単独群と比べ

有意に OVA 特異的抗体産生細胞数が高かっ
た．また，糞便抽出液や鼻腔洗浄液では OVA
特異的 IgA 抗体価は用量依存的に推移してお
り， OVA 特異的 IgA 抗体産生細胞数も 5 μg/
mouse 群に比べ 500 μ g/mouse 群では有意に
高かった．一方，血漿中の OVA 特異的 IgG 抗
体 価 は 5 μg/mouse 群 と 500 μg/mouse 群 で
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図 1．粘膜分泌液および血漿中の OVA 特異的抗体価
　　  最終免疫後第 1 週に各検体を採取し，end-point ELISA で OVA 特異的抗体価を測定した．鼻

腔洗浄液，唾液，糞便抽出液および血漿では，経鼻免疫は OVA（100 μg/mouse）と SF（0，
0.005，0.05，0.5，5，50，500 μg/mouse；各群 n ＝ 8）で行った．腟洗浄液は 4 匹分を 1 検
体としており，経鼻免疫は OVA 単独投与群（n ＝ 7；28 匹），SF 5 μg/mouse 投与群（n ＝
7；28 匹），SF 500 μg/mouse 投与群（n ＝ 5；20 匹）で行った．各抗体価は検出限界未満の
検体が存在したため中央値と IQR で表した．ND ＝ not detected．
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はほぼ同等であり，脾臓における OVA 特異的
IgG 抗体産生細胞数にも有意差は認められな
かった（図 2）．
　3．β -hexosaminidase とケミカルメディエー

ターの放出
　 SF の 作 用 機 序 を 検 討 す る た め， 肥 満
細 胞 に 対 す る SF の 作 用 を 検 討 し た． ま
ず，SF による脱顆粒反応を確認するために
β -hexosaminidase 放 出 試 験 をin vitro で
行った．その結果，SF の濃度依存的にβ -
hexosaminidase の上昇が認められ，肥満細胞
からの脱顆粒反応が確認された（図 3）．さらに，
肥満細胞が放出するケミカルメディエーター
であるヒスタミン，LTB4，PGD2 の培養上清
中の濃度を測定したところ，いずれも SF の濃
度依存的に検出された（図 3）．図中の破線は，
SF 未刺激での MC9 培養上清中の各ケミカル
メディエーターの濃度である．

　 4．サイトカイン遺伝子の発現
　肥満細胞と他の免疫細胞の関係性を確認する
ために，肥満細胞が産生し獲得免疫の増強に関
与する TNF- α，IL-4，CCL5 の遺伝子発現レ
ベルを測定した．すべてのサイトカイン遺伝子
は，未刺激細胞に比べて 1 × 10 − 3mg/ml 濃度
の SF 処理を行った細胞で有意に高い発現を示
した．また，SF 処理による TNF- α遺伝子の
発現量は濃度依存性を示し，1 × 10 − 4mg/ml
濃度の SF 処理に比べ 10 − 3mg/ml 濃度の SF
処理では IL-4 および CCL5 遺伝子が有意差は
ないが高い発現を示した（図 4）．
　 5．血漿中総 IgE 抗体濃度
　ワクチンアジュバントの副反応の検討とし
て，血中総 IgE 抗体量の測定を行った．最終
免疫後第 1 週で血漿中の総 IgE 抗体の濃度
を測定したところ，SF の投与量が 500 μg/
mouse の群で 76 .9ng/ml，5 μg/mouse の群で
78 .5ng/ml であった．OVA 単独接種群での総
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図 2．OVA 特異的抗体産生細胞数
       最終免疫後第 1 週にリンパ球を採取して ELISPOT 法で各組織の OVA 特異的抗体産生細胞

数を測定した．経鼻免疫は OVA 単独投与群（白色），SF 5 μg/mouse 投与群（斜線），SF 
500 μg/mouse 投与群（黒色）（各群 n ＝ 8）で行った．各 OVA 特異的抗体産生細胞数は
平均値と標準偏差で表し，有意差は one-way ANOVA および Tukey-Kramer 検定を用いて
分析した．OVA 単独投与群との有意差をアスタリスク（＊ p ＜ 0.05，＊＊ p ＜ 0.005）5 μg/
mouse 投与群と 500 μg/mouse 投与群間の有意差をスクエア（＃ p ＜ 0.05，＃＃ p ＜ 0.005）
で示した．ND ＝ not detected．略語は本文参照．
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図 3．MC/9 からのβ -hexosaminidase およびケミカルメディエーターの放出
       β-hexosaminidase は MC/9（1 × 106 個 /ml）に SF（10 − 4，10 − 3，10 − 2，10 − 1mg/

ml）を作用させて測定した．ヒスタミン，LTB4，PGD2 は MC/9（1 × 106 個 /ml）に
SF（10 − 4，10 − 3，10 − 2，10 − 1mg/ml）を作用させて測定した．再現性を確認するた
めに同一の実験を 2 回行った．β-hexosaminidase の放出割合とヒスタミン，LTB4，
PGD2 の培養上清中の濃度を平均値と標準偏差で表した．SF 未刺激での培養上清中の
各ケミカルメディエーターの濃度は破線で表した．
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図 4．MC/9 からのサイトカインの放出
        MC/9（1 × 106 個 /ml）に SF 10 − 4 mg/ml（斜線），SF 10 − 3mg/ml（黒色）を作用させ，

リアルタイム RT—PCR 法にて TNF- α，IL-4，CCL5 の遺伝子発現を確認した．再現
性を確認するために同一の実験を 5 回行った．各遺伝子発現レベルは平均値と SD で表
し，有意差は one-way ANOVA および Tukey-Kramer 検定を用いて分析した．SF 未
刺激群（白色）との有意差をアスタリスク（＊ p ＜ 0.05，＊＊ p ＜ 0.005）で示した．
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IgE 抗体濃度は 68 .3ng/ml で，SF による有意
な IgE 抗体の上昇は認められなかった．一方，
強力な粘膜アジュバントである CT（投与量 0.5
μg/mouse）と OVA で経鼻免疫したところ，
総 IgE 抗体濃度は 1,165 .2ng/ml であった（図
5）．
 

IV．考　察
　アジュバント候補物質である SF と抗原とし
て OVA をマウスに経鼻投与した結果，OVA
特異的 IgA 抗体価や血漿中の OVA 特異的 IgG
および IgA 抗体価の上昇が認められた．また，
粘膜関連組織および脾臓において OVA 特異的
抗体産生細胞は誘導された．粘膜免疫は接種部
位の粘膜組織のみならず遠隔の粘膜組織にも特
異免疫を誘導出来ることが知られているが 50)，
本研究においても鼻腔粘膜のみならず，腸管や
唾液腺あるいは腟粘膜にも抗体産生細胞が誘導
されていた．以上より，SF はアジュバントと
して経鼻免疫することで，抗原特異的な粘膜免

疫および全身性免疫応答を高めることが明らか
になった．これらの知見から，SF 添加経鼻ワ
クチンが呼吸器感染症のみならず腸管感染症や
性行為感染症に対する有効なワクチンを開発で
きる可能性があることが示唆された．
　血漿中の OVA 特異的 IgG 抗体価は，SF の
投与量が 5 μg/mouse では 219 .9 ± 1 .1 で 500
μg/mouse では 220 .8 ± 1 .4 ではほぼ同等と
なった．これは，脾臓における OVA 特異的
IgG 抗体産生細胞数も 5 μg/mouse 群と 500
μg/mouse 群で有意差は認められなかったこ
とからも裏付けられるが，何故 SF の用量依存
的に抗体価が上昇しなかったのかは本研究では
明らかになっていない．マウスの抗体産生能力
の限界が考えられるが，CT と OVA で同様に
経鼻免疫した同系マウスにおいて，血漿中の
OVA 特異的 IgG 抗体価は 224.3 ± 2 .5（範囲：222 -
229）であった 38)．即ち，動物としての抗体産生
の限界ではなく他の機序が存在するもの思われ
た．
　 Bacillus 属の産生する PMB には粘膜アジュ
バント活性があることが先行研究で明らか
に な っ て い る 30)．SF の 500 μg/mouse 群 と
PMB の 500 μg/mouse 群を比較すると血漿中
の OVA 特異的 IgG 抗体価はそれぞれ 220.9 ± 1 .4

と 221 .1 ± 1 .6 であり有意差は存在しなかったが，
SF の 5 μg/mouse 群 と PMB の 5 μg/mouse
群を比較すると，IgG 抗体価はそれぞれ 219.9 ±

1 .1 と 213 .9 ± 2 .6 であり有意に SF 群の方が抗体価
が高かった（p<0 .0005）．SF ナトリウムの分
子量は 1,058 .33 であり，PMB 硫酸塩の平均分
子量は 1,301 .56 である．投与モル数は SF で
4 . 7nmol/mouse，PMB で 3 . 8nmol/mouse と
なる．投与モル数は SF の方がわずかに多いが，
抗体価で 64 倍の差が生じるとは考えにくい．
両者の化学構造は疎水基と親水基をもち界面活
性作用を有する構造であるが，PMB の疎水基
である炭素直鎖は 7 つの炭素原子であるのに対
し SF では 12 個の炭素原子から炭素直鎖が出
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図 5．血漿中の総 IgE 抗体濃度
      最終免疫後第 1 週の血漿中の総 IgE 抗体濃

度を測定した．OVA 単独投与群（白色），
SF 5 μg/mouse 投 与 群（ 斜 線 ），SF 500

      μg/mouse 投与群（黒色）および CT 投与
群（0.5 μg/mouse）（ドット）（各群 n ＝ 8）
での総 IgE 抗体濃度を平均値と SD で表し
た．
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来ている．これらの違いは界面活性に大きな差
をもたらすことが予想され，今後両者を比較す
る上で界面化学的な解析が必要と考えられた．
　近年の自然免疫の研究から，獲得免疫の誘導
には自然免疫の誘導が必要である．インフルエ
ンザウイルスや全粒子不活化ワクチンはウイル
ス遺伝子である一本鎖 RNA を持っており，こ
れが内因性アジュバントとなり Toll 様受容体
などのパターン認識受容体をもつ自然免疫細胞
を活性化させ，インフルエンザウイルスに対す
る獲得免疫を誘導できる．しかし，日本などで
使用されている精製スプリットワクチン（HA
ワクチン）は RNA が除去されているため自然
免疫を活性化できず，感染歴がなくインフルエ
ンザウイルスに対する記憶免疫を持たないヒト
には獲得免疫応答を誘導できない 4, 51 )．
　 SF の作用機序を検討したところ，SF は自
然免疫に関与する肥満細胞を活性化，脱顆粒さ
せることが明らかになった．in vitro の検討で
は，培養上清中にヒスタミンが検出された．肥
満細胞から脱顆粒により放出されるヒスタミン
は，樹状細胞に作用すると，樹状細胞の分化
成熟 52)，抗原取り込みの促進 53)，未熟樹状細
胞に対する細胞遊走 54)，MHC class Ⅱや共刺
激分子の発現増強 55) を行う．また，T 細胞に
対してはナイーブ T 細胞を Th2 型細胞へ分化
させる作用 55, 56 ) をもつ．また，SF の刺激で肥
満細胞から LTB4 や PGD2 が放出されることが
確認された．これらのケミカルメディエーター
は，好中球，単球，好酸球を遊走させ局所にお
ける自然免疫を活性化させる 57)．さらに，本
研究では SF 刺激による肥満細胞でのサイトカ
イン遺伝子の発現も解析し，検討した TNF- α，
IL-4，CCL5 のいずれでも遺伝子発現は上昇し
ていた．TNF- αは樹状細胞の遊走や活性化に
作用し 58, 59 )，IL-4 はマクロファージに作用し
活性化および細胞内細菌能を増強させる効果が
ある 60)．一方，ケモカインである CCL5 は T
細胞の局所への遊走に関与する 61)．以上より，

　 SF によって活性化された肥満細胞から産生
されたケミカルメディエーターやサイトカイン
が自然免疫細胞やリンパ球に作用することで，
アジュバント作用が発現しているものと考えら
れた．
　 SF は粘膜吸収性の低い物質であり，マウス
の LD50 は静脈投与により 5.40mg/kg である
のに対して，経口投与では >500mg/kg であ
る 62)．本研究で用いた SF の最大投与量は 500
μg/mouse であり，マウス一匹あたりの体重
を約 20g として計算すると 25mg/kg に相当
す る．500 μg/mouse 群 と 5 μg/mouse 群 で
の血漿中 IgG 抗体価がほぼ同じことから，5
μg/mouse の投与量で計算すると，経口投与
時 LD50 と比べて約 1/2 ,000 以下の投与量で
ある．ワクチンの副反応としての IgE 抗体へ
のクラススイッチやそれによるアナフィラキ
シーショックを考慮しなければならない 63-65 )．
SF 投与群のマウスでは血漿中の総 IgE 抗体価
の顕著な上昇は見られず，CT のような粘膜ア
ジュバントと比べて安全性の高い候補アジュバ
ントであると考えられる．
　不活化ワクチンは，アジュバントの併用によ
り免疫応答を増強することで生体に安全且つ効
果的な防御免疫を誘導する手段として感染症防
御に有用であると考えられる．粘膜ワクチンと
しては，ポリオウイルス，ロタウイルス，イン
フルエンザウイルスに対するワクチンが既に開
発されているが，これらはいずれも弱毒生ワク
チンである．弱毒生ワクチンは，不活化ワクチ
ンより効率的に免疫誘導をすることがわかって
いるが，ワクチン株の二次感染や強毒性変異な
ど安全面では不活化ワクチンには劣る 66, 67 )．即
ち，より安全な不活化ワクチンをいかにしてよ
り効率的に免疫を誘導するかが今後のワクチン
開発の課題である．今回，候補アジュバントと
して SF を用いた研究で，自然免疫の活性化と
特異抗体の産生増強を証明し，IgE 抗体産生も
低値であることを動物レベルで確認した．以上
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より，安全で効果的な新規粘膜ワクチンとして
SF の可能性が示された． 

　稿を終えるにあたり御指導，御協力を賜りました岩
手医科大学微生物学講座感染症学・免疫学分野の古澤
久美女史，八重樫寿美子女史，高橋尚子女史に深く感
謝致します．動物実験にあたりましては御指導，御協

力賜りました岩手医科大学医歯薬総合研究所動物実験
センターの技術員諸兄に深く感謝致します．

　本研究の一部は学術研究助成基金助成金［科研費；
吉野直人（基盤研究 C，25460597）］の援助によって
行われた．

　利益相反 : 本論文内容に関連する著者の利益相反は
ない．
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　 Most infectious agents enter their hosts via 
mucosal surfaces. Although immunoprophylaxis 
by the mucosal route is an important approach 
for controlling mucosally transmitted infections, 
an ef fect ive adjuvant is  required to induce 
protective immunity against pathogens in mucosal 
tissues. Polymyxin, a biosurfactant isolated from 
Bacillus polymyxia, has mucosal adjuvanticity 
that is dependent upon mast cell activation. We 
demonstrated the adjuvanticity of surfactin (SF), 
a potent surfactant isolated from Bacillus subtilis, 
which has an amphiphilic structure resembling 
polymyxin. Intranasal immunization of mice with 

ovalbumin (OVA) in combination with varying 
doses of SF resulted in increased levels of OVA-
specific antibodies (Abs) in mucosal secretions and 
plasma samples, as well as in the Ab-forming cells of 
mucosal and systemic tissues. Moreover, the release 
of β-hexosaminidase and chemical mediators in 
mast cell culture supernatants in response to SF 
was detected. Expression levels of cytokine mRNAs 
(TNF-α, IL- 4 , and CCL5 ) were also significantly 
increased by SF stimulation. These findings suggest 
that SF could be employed as a novel mucosal 
adjuvant to induce a humoral immune response.
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