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要旨

粘膜組織で感染防御に有効な免疫を誘導する粘膜
ワクチンを開発するには 免疫を増強するアジュバ
ントが必要である． トレハロース6,6’ ージミコレー
ト（ TD羽） は強力な免疫賦活化作用を 示すが， 動
物への重篤な副反応がみられたため， ヒトへの応用
は困難である． そこで， TDM と類似構造で， 毒性
が より低い と考えられる オクタノン酸トレハロース
エステル（CS） のアジュバント効果を検討した． 卵

白アルブミン（OVA） と共にマウスに経鼻投与する

と， 粘膜分泌液 と血禁中のOVA特異的抗体価， 粘
膜免疫お よび全身免疫関連組織におけるOVA特異

的抗体産生細胞数が増加した 追加免疫に よりOVA
的抗体価の再上昇が観察され 記憶免疫の成立

も確認された． さらにデカン酸（ClO）お よびドデ
カン商交ト レハロースエステル（ c 12） にもアジュパ
ント効果が認められた ． 以上 より， ト レハロース

誘導体は新規粘膜アジュバントとし て期待される

Key words : adjuvant, mucosa! immumty, trehalose derivative 
immunological memory, vaccine 

I. 緒 日
感染症を予防する手段としてワクチン接種は

非常 に有効な手段である． ほとんどのワクチン

は皮下もしくは筋肉内へ接種するが， この接種
方法では多くの病原体の侵入門戸である粘膜組
織に感染防御免疫を誘導できない． しかし 粘

膜からの抗原投与は粘膜組織に防御機構を構築
することが可能である． 粘膜ワクチンは粘膜を
介した免疫誘導によってより 感染防御に適した
免疫を惹起できることが期待されるため， 次

世代ワクチン開発において着目されている1.2). 
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安全性の点から不活化抗原を用いた粘膜ワクチ
ンの開発が目標とされているがワクチン抗原
特異的な免疫を誘導するためにはアジュバント
が必要となる3).

アジュパントとは抗原に対する免疫応答を増

強させる能力を持つ物質である4,5）. アジユバ

ントにはワクチン抗原の必要量や接種目数を減
らし6）， 免疫力の弱い新生児や高齢者への効果
を改善する役割がある7.8）. これまで多くのア
ジ、ユバント研究が前臨床モデ ルで研究されてき
たが， ヒトに使用されるワクチンで有効性と安

全性が確立しているものは少ないg) . 1926 年
に 開発されたアラム6） は 現在認可 されてい

るワ クチンで最も汎用されている鉱物塩のア
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ジユノてントである10.11). しカミし， アラムは京至

粘膜接種を行ってもアジ、ユパント効果を示さな
い12）. また， 極めて強い粘膜 アジュバント効

果が確認されている物質としてコレラ毒素と大
腸菌易熱性毒素があるがは凶 経鼻接種によっ
て顔面神経麻庫が誘発される柑対危険度 が19

倍に高まることが報告されている15).
近年 の研究で， マクロファージや樹状細

胞といった自 然免疫を担う 細胞の活性化と
ア ジ ュ パ ン ト 効 果 の関連が注目さ れ て い
る． 微生 物に共通した分 子 構 造（ pathogen 
associated molecular patterns ; P AMPs） を

認 識 す る受容体に パター ン 認 識受容体
(pattern recognition receptors ; PRRs） が あ
り ， マクロファージなどの細胞が PAMPsを

認識するとサイトカインを産生し自然免疫を
活性化させ獲得免疫を誘導する16). トレハ

ロースは象鼻虫が産生する trehala から分離

され， 細菌， 真菌， 植物および 昆虫や線虫な
どの無脊椎動物が産生する二糖類化合物であ
る17). また， 細菌の中にはトレハロース誘導
体を生 合成するものもある18）. その一つに，
トレハロースに 2つのミコール酸がエステル結

合した構造を有しているトレハロース－6,6' －ジ

ミコレート（Trehalose-6,6 ’－dimycolate ;TDM) 

があり 19）， 結核商のコードファクターとして
古くから知られている20l. TDM は活性化マク
ロファージに発現する PRRs の一 種として同

定 された膜表面タンパクである Macrophage 
inducible C四type lectin (Mincle) 21） に直接結合
し22）， マクロファージが炎症性サイトカイン
を産生することで強い免疫賦活化作用を有す

るがm， マウスに投与すると結核感染の特徴
である肺胞肉芽腫を形成する24, 25）. そのため，
TDMをアジュバントとしてヒトに応用するこ
とは，その安全性から期待できない．トレハロー
ス誘導体は， その炭素直鎖の長さが短いほど毒
性が弱いことが知られている26）. そこで本研

究では， TDM に類似した構造で， 炭素直鎖が

TDM より 短く Mincle への結合能を有するト
レハロース誘導体の粘膜アジュバント効果を検

討することを目的とした．

IL研究材料および方法
1 . 研究倫理
動物実験は， 動物実験委員会の承 認後 （承認、

番号：26 心 21 ）， 本学動物実験規定を遵守して
実施した マウスは飼育室の環境に馴化させ
るために， 特定病原体除去下で 7 日間の飼青後
に実験を開始した． 人道的エンドポイントとし

て， 被毛の汚れ， 立毛， 異常姿勢， う ずくまり
姿勢などの外観が見られた場合と設定し 動物
福祉に配慮した動物実験を行った

2. アジュバントと抗原
TDM に類似した構造を持ち Mincle への結

合能を有するトレハロース誘導体としてオク
タノン酸トレハロースエステル（C8）， デ カン

酸トレハロースエステル（ClO) , ド デ カン酸

トレハロースエステル（Cl2) （ いずれも同仁

化学研究所， 熊本）27, 28) 比較対象としてトレ

ハロース二水和物（CO)（和光純薬工業株式会

社， 大阪） をアジュバントとして用いた（図
1 ). LPS (lipopolysaccharide） にはアジ、ユノてン
ト活性があるため 29) アジュパント候補物質
に LPS が含まれていないことを chromogenic
limulus amebocyte lysate endotoxin assay kit 

(GenScript, Piscataway, NJ, USA）で手在'B;g
し， いずれも 0.1 エ ンドトキシンユニット／
mg 未満であった． 抗原として卵白アルブミン
(Ovalbumin ; OVA ; Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA）を使用した． 各候補アジュバント
と OVA は生理 食塩液（大塚製薬工場， 徳島）

で溶解し， マウス鼻腔内に投与した．

3 . 経鼻免疫
実験動物には 5週齢の メスのC57BL/6NJcl 

マウス（日本クレア， 東京） を用いた．

免疫には各アジュバント候補物質とOVAを混

合した溶液を用いた． ケタミン塩酸塩（第 一一
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図1. TDM およびトレハロース誘導体の分子構造式
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トレハロース－6,6'－ ジミコレート（ TD M）， トレハロース二水和物（CO）， オクタノン酸トレハロー

スエステル（CS）， デカン酸トレハロースエステル（ClO），ドデカン酸トレハロースエステル（Cl2)

の分子構造式を示した

共プロファーマ株式会社， 東京） をケタミン

換算で 75mg/kg 腹腔内投与して浅麻酔を行っ

た. 1回の経鼻免疫で， 調製した溶液を片
に 2.5 µl ずつ（ 計 5.0 µ 1) 投与した この際，
全ての 実験 において1田のOVA の投与量 は
100 µ g/ mouse に 設 定 し た． ま た， OVA 100 

µg/mouse と サーブアクチ ン 500 µ g/ mouse 

( 482.Snmol/mouse） をマウスに経鼻投与した
場合， 粘膜分泌液および血禁中のOVA特異的
抗体価の上昇が認められていることから30）， 各
アジュバント候補物質の投与濃度 は 500nmol/
mouse に設定した． 常法に従い窒息、を回避す

るため， 左右の鼻腔への投与間隔を 5 分間とし
た． 免疫により アナフイラキシ一反応が誘導さ

れる可能性を考慮し， 毎回免疫後にマウスを観
察 した． アナフイラキシ一反応、の所見は， 0 ,

症状なし； l， 鼻や頭部の擦過； 2， 眼や口周囲

の腫脹， 下 痢， 立毛， 活動性の低下 ， 呼吸数の
増加； 3 ， 端鳴， 呼吸困難， 口周閤や尾のチアノー

ゼ；4， 刺激後の活動性の消失， 振戦， 痘肇； 5 ,

死亡の項目で経鼻免疫後 1時間の観察でスコア
化した31）. 免疫スケジュールは， 1週間間隔で

合計3回経鼻免疫を行った32,33) 抗体価の長期

推移の観察では 3回の経鼻免疫後 ， 最終免疫か

ら13週間後に l田追加免疫を行った
4. Enz yme -linked -immunosorb ent assay 

(ELISA) 

最終免疫から1週間後に， 粘膜分泌液（ 糞

便抽出液， 鼻股洗浄液， 唾液， 臆洗浄液 ） と
血紫を常法に従い採取した34-36）. また， 抗体価

の長期推移の観察では糞便抽出液， 唾液， 血
焚を最終免疫から l, 5 ,  9 ,  13 , 15 , 19 週間
後に採取し 27週間後には糞便抽出液， 鼻腔
洗浄液， 唾液， 血紫を採取した 各種の 検 体
は使用するまで－ 80℃で保存した 粘膜分泌

液中のOVA特 異的IgA抗体価と， 血禁中の
OVA特 異 的IgG およ びIgA抗 体価， IgG サ

ブクラス抗体価を， end -point ELISA 32' 34lで測

定 した. OVAを固相化した 9 6 穴プレートに
2倍階段希釈 検 体を添加し ペルオキシダー
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ゼ（ horseradish peroxidase; H RP）標識ヤギ 抗

マウスlgA抗体またはH RP標識ヤギ 抗マウス
IgG抗体， H RP標識ヤギ 抗マウスIgGl 抗体，
H RP標識ヤギ 抗 マ ウスIgG2b 抗体， H RP標
識ヤギ 抗マウスIgG2c抗体， H RP標識ヤギ 抗
マウスIgG3 抗体（ いずれも Southernbiotech,

Birmingham, AL, USA） で OVA特 異 的 抗
体を検 出した 基質としてTMB+ (3 ,3' ,  5,5 ' , 

tetramethylb enzidine; D AKO, C arpinteia, 

CA, USA）を， 反応 停止 液として 0.5mol/l硫
酸（和光純薬工業株式会社， 大阪）を添加した
後 ， マイクロプレート リーダー（Tecan Group 
Ltd. , Ma nnedoruf, S witz erland） で 450nm

の 吸光度 （OD4 so ） を測定 し た 検 体 非 添加
の 吸光度を陰性対照 とし， 抗体価は（ 検 体の
OD4 so ) - （ 陰性対照 のOD4 so ）ミ0.1 となる最
大希釈濃度 とした

5. Enz yme-linked immunospot (ELISPOT) 

法

最終免疫 から1週間後に 鼻腔粘膜国有
(nasal lamina propria; rトLP ) ,

連リンパ組織 （ nasopharyngeal- associated 

lymphoid tissue; NALT）， 小 腸粘 膜 固在層
(small intestinal lamina propria; i-LP）， 腸管膜
リンパ節（mesenteric lymph nodes; MLNs), 
唾 液腺（submandibular glands; SMGs）， 下
顎リ ン パ 節（submandibular lymph nodes; 

SMLNs）， 牌臓（spleen; SP）， 般需リンパ節
(axillary lymph nodes; ALNs） を採取し リン

パ 球 を単離 した36）. また 抗体価の長期推移
の観察では最終免疫から 27週間後に， n-LP,

i-LP, SMGs, SPを採取し リンパ球 を単離した
それぞれの組織におけるOVA特異的抗体産
細胞数を， ELISPOT法 32,34） を用いて 測定

した. OVAを回相化した 9 6 穴 フィル タ ープ
レートに各組織 から単離した リンパ 球 を加 え，

5% C02, 37℃の条件下で 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
(alkaline phosphatase; AP）標識ヤギ 抗 マ ウ

スlgA抗体または AP標識ヤギ 抗マウスIgG
抗体（ いずれも Southernbiotec） を添加し 検

出 し た. NBT /BCIP (nitro-blue tetrazolium 
chloride/ 5七 romo-4- chloro-3 -indolyp hospha te 
p- toluidine salt; Roche D iagnostics GmbH , 

Mannheim, Germany） で発 色させ， 実体 顕微
鏡 でスポットを観察しOVA特異的抗体産生細

胞数を算出した ．
6. リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応（ リ

アルタイム PCR）法

TDM が Mincle に結合するとマクロファー
ジからTN F－α やILる といった炎症性サイト
カインが産生されることが知られている37,38) 

本研究で用いたアジュバント候補物質でも同様

にマクロファージからのサイトカイン産生が認
められるかを検討した

Mincle の発現が確認 さ れている マ ウス マ
クロファー ジ 細 胞 株 で あ る RA W264.7 20· 39) 

(DS ファーマバ イオメデ イカル， 大阪 ） を，

D ulb ecco s Modified Eagle  Medium H igh 
Glucose (Life Technologies Co., Carlsbad, CA, 

USA） に10%牛胎児血清 20 単位／ml ペニ

シ リン（Meij i Seikaファル マ 株式会社， 東
京）, 0.2mg/ml ス ト レプト マ イ シ ン（M eij i

Seika ファル マ 株式会社） を添加した 培養
液を用いて， 37℃， 5% C02 条件下 で培養し
た40). RA W264.7 (1×106 個／well） と TDM
(Sigma聞 Aldrich） または各種アジユノてント候補

物質を24 穴プレートで共培養し， 24時間後に
細胞を囲収した41,4 2）. 共 培養するTDM およ
び各種アジュバント候補物質の濃度 は， 2nmol
も し く は 20nmol と し た ベ RNeasy⑧M ini 
K it (QIAGEN, H ilden, Germany） を 用 い て

回収した細脆から総 RNAを抽出し， 総 RNA
lOOng相当 をReverTra Ace③（TOYOBO，大阪）
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 cDNA 1 µ 1 （ 総 RNA lOng相当 ）

を template とし， SYBR⑧Premix Ex Taq TM II 
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図2. 粘膜分泌液および血禁中のOVA特異的抗体価
OVA単独群（100 µg/mouse）；白色 ， OVA十
C 8  (50nmol/mouse） 投与群；点状 ， OVA十
C 8  (500nmol/mouse）投与群；黒色で示した ．

OVA特異的抗体価は検出限界（点線）未満
の検体が存在したため中央値とIQRで表し，

OVA単独群との有意差をアスタリスクドp<
0.05， 料p<0.005), 50nmol/mouse C 8投与群と
500nmol/mouse C 8投与群との聞の有意差をス
クエア（＃ p<0.05, ## p<0.005）で表した

く25

（ タカラバイオ株式会社 滋賀） と腫蕩壊死
子α（ tumor necrosis factor四α；TN F－α ）， イ
ンターロイキン 6 (interleukin-6; IL-6）特 異的

プライマー（ いずれも百 本遺伝子研究所， 宮
城）43） を 用 い て 7500 Fast Real”Time PCR 

System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, 
USA）による リアルタイム PCR法で解析した．

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 （ glyoeraldehyde3-phosphate
dehydrogenase; GAPDH ) （ 日 本 遺 伝子 研 究

所）を用いた43.44l_ PCR は SYBR⑧Premix Ex 
TaqTM II 添付の 説明書 に記されている 3 step 

PCR に従い行った. TDM および各種アジュバ

ント候補物質 処理のサイトカイン遺伝子発現に
対する 影響は， コントロール細胞に対する比較

定量法 （ ムムCT法 ） を用い 相 対 的 mRNA
発現レベル（ Fold C hange） で表した

7. 統計処理
図 2～図 5 の実験では1田につき1 群 4匹 の

マウスを用い， 再現性を確認するため計2回の

実験を行った． 図 9 では同じ実験を 5回繰り

返した 結果は全て GraphPad Prism パージョ

ン 6.04 ( GraphPad software, Inc. La Jolla, CA, 

USA） で解析し 正規分布 となる デ ータでは
平均値±標準偏差（S D ）， 非 正規分布 となる
データでは中央値と四分位範囲（IQR） で表し

た. 2 群間の比較では正規分布 となる データは
Student's ιtest により 解析し 非 正規分布 とな
る デ ータでは MannベNhitney U- test により 解

析した. p < 0.05 の値を有意とみなした
べ粘膜分泌液および血紫 中のOVA特異的IgA
抗体価は有意な上昇を認めた． また， 全身免

価は 220.0（範囲：219_222 ） であり ， 有意に上昇し

ていた． 一方， 投与量を10 分の l に減らした
50nmol CS投与群ではOVA単独群と比べ粘膜

分泌液， 血紫ともに有意な抗体価の上昇は認め
なかった（図 2).

2. OVA特異的抗体産生細胞の測定
粘 膜関 連組 織 （n”LP, NAL T, i-LP, MLNs, 

III. 結 果
1. OVA特異的抗体価の測定

ト レハロース誘導体は その炭素 直 鎖 が

短いほど毒 性が弱いことが知られているた

め 26), Mincle への結合が報告さ れているト
レハロース誘導体の中で炭素在鎖が一 番短い

cs 28） の粘膜アジ、ユバント効果を検討したとこ
500nmol CS投与群ではOVA単独群に比ろ



86 川村花恵， 他

n-LP NALT 1-LP MLNs SM Gs SMLNs SP ALNs 

lgA 

－h一］1
 

仁川1LJI
 

司111
 

んJ1ム
寸 iJ
l i寸｜よ

（
営
三
入
「
ごOF＼
掛
豊
田惜）

訴
盟
黒
川明
制

M甘石市
君
臨
掌
〈＞
OlgG 

－J品
料

41
料TE

1イイム一
寸 i斗！」川よ］｜品－」ハ吐いI

図3 OVA特異的抗体産生細胞数
OVA単独群（100 µg/mouse）；白色， OVA +CS (500nmol/mouse）投与群；黒色で示した 各OVA

特異的抗体産生細胞数は平均値土SDで表し， OVA単独群との有意差をアスタリスクドp<0.05， 料
p<0.005） で 表 し た. ND=not d etected. n-LP；鼻腔粘膜固有層， NALT；鼻咽頭関連リンパ組織，

i-LP；小腸粘膜国有層， 町fLNs；腸管膜リンパ節， SM Gs；唾液腺， SMLNs；下顎リンパ節， SP；牌臓，
ALNs；版嵩リンパ節

S MG s,  S ML N s ）お よ び牌臓（SP）で は，
500nmol C8投与群でOVA特 異的IgA または

IgG抗体産生細胞が誘導されていた 特に， 経

鼻免疫での誘導組織 である NALTやその所属
リンパ節である SMLNs45） でOVA単独群では

OVA特 異的IgA抗体産生細胞 は 検 出されな
かったが， 500nmol C8投与群ではOVA特 異

的抗体産生細胞が確認された また， 実行組織
である i -LP におけるOVA特 異的IgA および
IgG抗体産生細胞数と， 全身免疫に関与する牌

臓におけるOVA特異的IgG抗体産生細胞数は，
OVA 単独群に比べ 500nmol C8投与群で有

に高かった（図 3 ) . 

3. IgG サブクラス抗体の解析
C8 をアジュパントと して経鼻免疫した場

合 のIgG サ ブク ラ ス抗 体 の解 析に お いて，
500nmol C8 投 与群 で の 血 禁 中 OVA特 異 的

IgGl, IgG2b, IgG2c, IgG3 抗体価はいずれも
OVA単独群と比べて有意に高かった また，
サブクラスの中ではIgGl 抗体のOVA特 異的

抗体価が最も高かった IgGl抗体価は 222 .5 （範
囲：219 -224 ), IgG2c 抗体価は 211 .0（範囲：＜ 28蜘

2お

222 

＊＊ 
γ 

tB 

214 

210 

<28 

lgG1 lgG2b lgG2c lgG3 

函4. 血禁中のOVA特異的IgGサブクラス抗体価の

解析
OVA単 独 群 (100 µg/mouse）； 白 色 ， OVA
+ CS (500nmol/mouse）投与群；黒色 で示し

た OVA特異的抗体価は検出限界（点線）未
満の検体が存在したため中央値とIQRで表し，

OVA単独群との有意差をアスタリスクドp<
0.05， 料p<0.005）で表した

i3 ）であり ，IgGl/IgG2c比は6,820.6であった（図

4). 
4. OVA特異的抗体価の長期推移
最終免疫から13週間後に追加免疫を行うま

で， 追加免疫群と非追加免疫群のOVA特異的

抗体価に有意差はなかった． 糞便抽出液中の

OVA特異的IgA抗体価は最終免疫から1週間
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図6. 最終免疫から27週間後のOVA特異
的抗体価
非追加免疫群；白色 ， 追加免疫群，

色で示した 粘膜分泌液および血築中
のOVA特異的IgA 抗体価は検出限

（点線）未満 の検体が存在したため
中央値とIQRで表し， 血禁中のOVA
特異的IgG抗体価は平均値±SDで表
した 非追加免疫群と追加免疫群の間
の有意差をアスタリスクドp<0.05,
料p<0.005）で表した．

216 

く212

最終免疫後の週数

図5. OVA特異的抗体価の推移
非追加免疫群；白丸追加免疫群；黒丸で示した 糞便
抽出液， 唾液 ，および血禁中のOVA特異的IgA 抗体価
は検出限界（点線）未満 の検体が存在したため中央値と
IQRで表し， 血禁中のOVA特異的IgG抗体価は平均値
士SDで表した． 非追加免疫群との有意差をアスタリス
クドp<0.05， 料p<0.005）で表した．

最終免疫から 27週間後の追加免疫群におい
て， 全ての粘膜分泌液中のOVA特 異的lgA 
抗体価と ， 血奨中のOVA特 異的lgA および
IgG抗体価が非追加免疫群と比較して有意 に

を認めた（図 6）. また， 最終免疫から 27
週間 後 に 採取 し た 全 て の 組織 （n -LP, i-LP, 
SMGs, SP） において追加免疫群で非追加免疫
群より も多くのOVA特異的抗体産生細胞が存
在した． 特に， n -LPと i -LPでは追加免疫群で
のOVA特 異的lgA抗体産生細胞が有意 に多

後にピークとなり 以降は減少傾向を示した．

非追加免疫群は抗体価が検出限界未満のまま推
移したのに対 し 追加免疫群では15週間後以
降の抗体価が非追加免疫群と比較して有意な
昇を認め た． 唾液中のOVA特 異的lgA抗体
価は最終免疫から1週間後に上昇が認められた
が， それ以降は追加免疫を行うまでは検出限界
未満であった 追加免疫群では非追加免疫群に
比べ15週間後より 抗体価の有意な上昇を認め
た． また， 追加免疫群では追加免疫前後の13

週間後と15週間後を比較すると抗体価は有意
(pく0.05 ） に上昇しており ， 観察を終了した 27

週間後まで高値を維持 した 血禁中のOVA特
異的lgA およびIgG抗体価も同様の傾向を示
した（図 5).



他）！ 

鼻腔洗浄液中
lgA 

血禁中
lgA 

212 

CS C10 C12 CO 

唾液中
lgA 

2s 

26 

24 

22 

2s 

26 

車業中
lgG 

中液出
A
＊

抽
出

便糞

CS C10 C12 CO 

24 

車
川村千
誠
君
臨
婁
《
＞
O

150「 ＊＊

100-i I 
50斗 園田
O」」-Lllll融

30っ

20イ

10斗 ｜
I ND E罰Oよー__J幽

600「 竺

400ベ d罷

200イT 沼田
o_L」よ昆蝿

（常三人ヘ一回。←＼額盟嬰）報器早川刑制送記誼隊幹〈＞O

88 

2s 

24 

22 

く20

26 

SP 

60「

40斗
20斗 丁

O」」-Liii岨

SM Gs 

15寸

10ぺ

5ベ

。盟主購

トLP

3000「1 包
2000イ T

1000斗 額輔
。よL___LB髄

n-LP 

ゴ
lgA 

lgG 

留7. 最終免疫から27週間後の OVA

非追加免疫群；白色， 追加免疫群；黒色で示した 各 OVA

特異的抗体産生細胞数は平均値土 SD で 表 し， 非追加

免疫群と追加免疫群との間の有意差 をアスタリスクヤ

p<0.05， 料p<0.005）で表した ND =not detected. 

図8. C8, ClO, Cl2, CO を経鼻免疫した

場合のOVA特異的抗体価

OVA特異的抗体価は検出限界

総）未満の検体が存在したため中

とIQR で表し， cs投与群との

をアスタリスクドp<0.05,

料p<0.005）で表した．

較しでも差は認められなかった（図 2， 国 8).
経鼻免疫後 1時間の観察でアナフイラキシー反
応の症状をスコア化したが全てのマウスでス
コア Oであった．

サイトカイン mRNA の測定

CS C10 C12 CO 

22s 

216 

く212

224 

220 

6. 

2nmol のTDM の刺激に よるTN F－α およ
びIL -6 の遺伝子発現レベルは 非刺激群と比
べてそれぞれ 2. 47倍， 3.80倍であった 一方，
2nmol のcs の刺激によるTN F－αとIL -6 の発
現は非刺激群と比べてそれぞれ， 1. 25倍， 1.02

倍 で あ っ た． ま た， 2nmol の CO, ClO Cl2 
についてもcs と向様， 非刺激群とほぼ同等 の
低レベルの発現であった． さらに， 20nmol の

く， SMGs では非追加免疫群でOVA特異的抗
体産生細胞が検出されなかったのに対し， 追加

免疫群では存在していた． また， 牌臓における
OVA特異的IgG抗体産生細胞 も有意に多く存

した（図7)

5.  トレハロース誘導体の比較

coおよびCS, ClO, Cl2 におけるアジュバ
ント効果の比較を行ったところ， 糞便抽出液
ではcs投与群に比べてClO投与群では差を認
めなかったが， Cl2投与群でOVA特異的IgA
抗体価は有意に上昇 していた 鼻腔洗浄液お
よび唾液中のOVA特異的IgA抗体価は， CS,
ClO, Cl2 の各群で差を認めなかった ．また，

血禁中のOVA特 異的IgA抗体価に CS, ClO, 
Cl2 の各群で差は認められなかったが， OVA
特 異的IgG抗体価はcs投与群に比べClO投

与群およびCl2投与群では 223 .0（範囲：222 _224 )
と有意に上昇した 一方， 炭素直鎖を持 たない
co投与群では粘膜分泌液および血禁中のOVA
特 異的抗体価の上昇は認められなかった（図
8）. また， co投与群の粘膜分泌液および由築
中のOVA特 異的抗体価は， OVA単独群と比
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図9. RAW264.7 からのサイトカイン

未刺激群 を1.0とした場合の相対的mRNA発現レベル（fold

change）は平均値± SD (n =5）で表した

CO, CS, ClO, Cl2 の刺激による mRNA レベ

ルを定量したが， TN F- a, IL -6 ともに発現レ
ベルは非刺激群とほぼ同等で、あった（data not 
shown）. アジュノてント活性のないcoとアジユ

バント活性を認めたCS, ClO, Cl2 のサイトカ
イン発現レベルを比較したが， TN F”α ， IL -6

ともに差を認めなかった（図 9 )

IV. 考 察
トレハロース誘導体は粘膜分泌液および血禁

中のOVA特異的抗体価を上昇させたが， マウ
スの粘膜分泌液中の抗原特 異的IgA抗体には

血液中から移 行した抗原特 異的lgA抗体も含
まれる46,47） ため 抗体価の上昇を確認するだ
けでは粘膜アジ、ユバント効果の有無を証明する

には不十分である． また 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48） . そ
こで， 粘膜組織におけるOVA特異的抗体産生
細胞数を測定したところ ， 鼻腔粘膜のみならず，

遠隔の腸管や唾液腺にもOVA特異的抗体産生
細胞数の増加が認められた この結果から， ト
レハロース誘導体には粘膜アジュバント効果が

あること証明された． また coには粘膜アジュ
バント効果が認められなかったことから， トレ
ハロース自体にはアジュバント効果はなく， ト

レハロースに炭素直鎖のある構造を持 ったトレ

ハロース誘導体にアジュパント効果があるこ

とが判明した． さらに 極めて強力な粘膜 ア
ジュバント効果が確認されているコレラ毒素と

OVAを同系マウスに経鼻免疫をした同様の
験において， 血紫 中のOVA特異的IgG抗体価

が 224.3 （範囲：222_229） である32） ことと比較し

でも， トレハロース誘導体をアジュパントとし

た場合の血禁中のOVA特異的IgG抗体価は高
値であると言え トレハロース誘導体には十分
なアジュバント効果があると考えられた

それぞれの病原体に対する防御免疫は， 細
胞性免疫を増強するヘルパーT細胞タイプl

(Thl） と液性免疫を増強するTh2 のバランス
が重要となる49 ） . また， アジュバ ントにより

Thl 優位もしくはTh2 優位の特異免疫が誘導さ
れる． マウス（C57BL/6NJcl） ではThl 型免

疫応答が優位な場合はIgG抗体のサブクラスの

う ちIgG2c抗体が， Th2 型免疫応答が優位な
場合はIgGl 抗体が産生されやすく50), Thl と
Th2 のバランスはIgGl /IgG2c比が指標となる．
Thl 型優位とされるCpGをアジュバントとし
て用いた場合のIgGl /IgG2c 比の値 が 2 .5, Th2 
型優位とされるコレラ毒素をアジュバントとし
て用いた場合のIgGl /IgG2c 比の値 が 398.1 で
ある報告51)と比較し csをアジュバントとし
て経鼻免疫した場合のIgGl/IgG2c 比は 6,820.6

と非常 に高い値であり cs はTh2 型優位のア
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ジュパントであることが示唆された． 一般に
Thl 細胞とTh2 細胞から産生されるサイトカ
インはそれぞれ細胞性免疫と液性免疫を誘導す
る5 2）. 液性免疫では産生された抗体が細胞外
に存在する微生物（ウイルスを含む） や微生物
の産生する毒素に結合することで生体防御に関
与する53） . また Th2 型サイトカインは粘膜

におけるIgA抗体産生を増強する54). トレハ
ロース誘導体のアジュバントの特性はTh2 型

応答が強い傾向にあることから， 液性免疫によ
り 排除されやすい病原体や毒素に対するワクチ
ンの粘膜アジ、ユバントとして応用できると考え

られた． しかしながら， IgGl抗体はTh2 細胞
により 産生されるIL -4 によって誘導されてい
るが， IL -4 はIgE抗体も誘導することが知られ
ている55,56）. アラムもTh2 型優位のアジュパ

ントであるが， 稀にIgE抗体の強い誘導が認め
られており 57) ,I型アレルギ ーの誘導やアナフイ
ラキシ一反応の出現を考慮しなければならな
い58）. 本研究ではマウスにアナフイラキシー

症状は観察 されなかったが， 今後の安全性研究
において注意する必要がある．

一般に弱毒生ワクチンは長期間の特異免疫が
記憶されるが， 不活化ワクチンで生涯に渡る防
御免疫を誘導することは困難であり 掛， 記憶
免疫を獲得することが出来るアジ、ユバントが必

要である． 記憶B 細胞が誘導されると追加免

疫後に記憶B 細胞から形質細胞へと迅速に分
化し 特異的抗体価が短期間で上昇することが
知られているが60）， 本研究の結果から， C8 を
アジュバントとして経鼻免疫した場合に記憶免
疫が成立することが示唆された さらに，

免疫は全身と ， 呼吸器系や消化器系， 生殖器系

といった局所の両方の記憶免疫に 影響すること
が知られている61,6 2) トレハロース誘導体添加

経鼻ワクチンは記憶免疫の獲得に大きな利点と
なると考えられ， 呼吸器系のみならず消化器系
や生殖器系における感染症に対する有効なワク

チンとして開発できる可能性が示唆された

結核閣の細胞壁に存在するTDM がマクロ
ファージの細胞表面に発現する Mincle に結合
すると， マクロファージからTN F－α やIL -6

などの炎症性サイトカインが産生され37,38）， 結

核感染の特徴である肺胞肉芽腫の形成を誘導す
る24, 25）. 本研究で用いたトレハロ ース誘導体
は Mincle に結合可能な構造であるが27，お）， こ
れらの刺激による RA W264.7 からのTN F－α

およびIL -6 の発現は認められなかった. TDM 
の刺激によって RA W264.7 からのTN F－α お

よびIL -6 の発現レベルの上昇が認められたが，
トレハロース誘導体では上昇しなかったことか

ら， 本研究で用いたトレハロース誘導体には

Mincle への結合能はあるが Mincle からのシ
グナル伝達によるTN F－α およびIL -6 の産生
能はないと推察した．

アジ、ユバントの作用機序は トレハロース誘

導体がMinde に結合し 免疫賦活化作用を持つ

TDMと向様のサイトカインを産生することで自
然免疫および獲得免疫が活性化すると予想して
いた しかし トレハロース誘導体のサイトカ
イン遺伝子の発現レベルはアジ、ユパント効果を

持 たないcoと差を認めなかったこのことから，

トレハロース誘導体のアジ、ユパント作用機序に

Min deを介したマクロファージからの炎症性サ
イトカインの産生は関連性が低いと考えられた

さらに， トレハロース誘導体のアジュバント

作用が何に起因するのかを検討するため， これ
らの化合物の化学構造に着目した アジ、ユパン
ト効果を認めなかったcoに対し， アジュバン
ト効果を認め た C8 , ClO, Cl2 は親水基であ

るトレハロースに疎水基である炭素直鎖が付い
た両親媒性構造を持 った物質である． 両親媒性
構造を持つ物質 ， すなわち界面活性剤にはア
ジュバント効果が報告されているものがある．
Baα及lS属の産生するポリミキシンB やコ リス
チン， サーブアクチンには界面活性作用があ
り ， 経鼻投与によるアジ、ユパント効果が報告さ
れている30,33) .また 植物由来のサホ。ニンもア
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ジ、ユバント効果が知られている界面活性剤であ
る63）. 界面活性剤は一定の濃度を超えると溶
液中のタンパク質などと結合し始めるため， も

とのタンパク質の粒子は界面活性剤との複合

体形成により 増大する悦65) また， 抗原の直
径がおよそ 200 nm 以上になると鼻腔粘膜から

の取り 込み効率が上昇することが報告されてい
る66.67). OVA分子の直径は 6.4nm であるが68> ,
界面活性剤であるトレハロース誘導体の添加に

より 抗原の直径が増大したことが予想された
また 複合体の直径は本研究では測定していな
いが， 炭素直鎖の長いC12 とOVAの複合体の
寵径はcs とOVA の複合体より も大きいと考
えられた 実際に cs投与群に比べてC12投

与群の糞便抽出液中のOVA特 異的lgA抗体
価および血禁中のOVA特異的IgG抗体価が有

に高かったことから 本研究で用いたトレハ
ロース誘導体にアジュバント効果が認められた
機序として， OVAとトレハロース誘導体の複
合体が形成され， 抗原の直径が増大したことに
より 鼻腔粘膜からの取り 込み効率が上昇し， 液

性免疫がより 強く誘導されたと考えられた
ト レ ハ ロ ー ス 誘 導 体を 産 生 す る微生 物に
は ，TDMを 産 生 す るMycobacten·um属 以 外
にRhodococcus属69 -71） などの細菌があげられ
る. TDM はトレハ ロ ースに 2つのミコール
酸（ 炭素 原子数が 60～90個）がエステル 結
合した化合物であるのに対し Rhodococcus属
が産生するトレハロースジコ リネミコレート

( Trehalose - 6,6’－ dicorynomycolate ; TDCM ) 
はTDMと同様に炭素直鎖を持つが， その炭素
原子数は 30～54個である69 -71). トレハロース

誘導体は炭素直鎖が短いほど肺の肉芽腫形成
が弱くなることが知られており 26), TDCM は

TDMと比べて肉芽腫形成は弱いことが考えら
れる． また， Rθrythroplisが産生するTDCM
がマウスの線維芽細胞やヒトのケラチノサイト

を用いた 実験 で皮膚への炎症性が弱いことが
確認されており 7 2) 化粧品にも用いられてい
る73）. さらに， TDCM の炭素 鎖を短くし， 炭
素原子数を21個にしたピザンチンは安全な免

疫刺激剤として研究開発が 行われており 74),
ClOも食品に使用されている75).

ヒトへの応用が可能な粘膜ワクチンを開発す
るためには， 有効で、安全な粘膜アジュバントが

必須である． トレハロース誘導体は強力な粘膜
アジ、ユバント効果を持つことが本研究で証明さ
れた 安全性にも期待ができることから， 本研

究で用いたトレハロース誘導体に効果的な新規

粘膜アジ、ユバントとしての臨床応用の可能性が

見出された．
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Trehalose derivatives as novel mucosal adjuvants to 

enhance humoral immune responses in 

intranasal immunized mice 
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School of Medicine, Iwate Medical University, Yahaba, Japan 

(Received on December 1, 2015 & Accepted on December 28, 2015) 

Since most infectious agents are transmitted 

via mucosal surfaces, vaccines are generated to 

induce protective immunity in mucosal tissues. The 

protective immune responses at mucosal surfaces 

can also be enhanced by coadministration of effective 

mucosal adjuvan ts. Trehalose- 6 ,  6 '-dimycola te 

(TDM) is an immunostimulatory component with 

a remarkable vilurence demonstrated in animal 

experiments. To achieve a high level of safety and 

efficacy, we assessed the mucosal adjuvanticity 

of trehalose monooctanoate (C 8 ) ,  a low toxic 

substance possessing a chemical structure similar 

to TDM. Intranasal immunization of mice with 

ovalbumin (OVA) in combination with C 8 resulted 

in increased levels of OVA副specific antibody (Ab) 

titer in mucosal secretions and plasma, as well as 

in the Ab-forming cells of mucosal and systemic 

tissues.  Furthermore boosted immunization 

with CS induced re-elevation of OVA同specific Ab 

titers, suggesting the induction of immunological 

memory. In addition, it was clear that trehalose 

monodecanoate (C 10 ) and trehalose monododecanoate 

(C 12 ) also had mucosal adjuvanticity, whereas 

trehalose could not enhance the titers of OVA

specific Abs. These findings suggest that trehalose 

derivatives could be employed as novel mucosal 

adjuvants to induce humoral immune responses. 
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