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研究要旨: 経鼻ワクチンは上気道感染症病原体であるウイルス、細菌の防御免疫を誘導するもっ

とも有効な方法の一つであるが、スイスでの不活化インフルエンザワクチンとアジュバントであ

る大腸菌易熱性毒素(LT)の同時経鼻投与で、一部の被験者に現れた顔面麻痺による中枢神経系へ

の影響が問題になった。加えて、毒素系アジュバントの嗅覚神経系への影響、嗅球への沈着がマ

ウスで知られており、経鼻ワクチンの開発にはワクチン効果のほかに、ヒトに近い霊長類での安

全性評価の試験方法の確立が急務となっている。本研究課題では、ナノゲルＰｓｐＡ肺炎球菌経

鼻ワクチンのサルでのワクチン投与において誘導された免疫応答と防御効果と並びに安全性を評

価するために PET を用いてワクチンの動態を明らかにすることを目標とする。今年度は 18F 標識を

行った経鼻肺炎球菌ワクチンを使用して、アカゲザルを用いたモデル実験を実施した。 

 

A. 研究目的 

我々は人工分子シャペロン機能を持つナノ

サイズゲルを経鼻ワクチンの DDS キャリアと

して使う試みを行っている。水溶性多糖特に

プルランにコレステリル基を部分的に導入し

たコレステロール置換プルラン（CHP）ナノゲ

ルは、疎水的な会合力により、そのゲルは球

状構造をとり、その内部空間に容易に蛋白質

をトラップすることができ、さらに、ナノゲ

ル内の疎水基をシクロデキストリンで包接、

可溶化することでナノゲル構造を破壊させる

手法や過剰な他の蛋白質との交換反応により、

内部にトラップされた蛋白質を遊離して機能

を再生できる。実際に、CHP にアミノ基を 100

単糖あたり 10-20 個程度導入したカチオン性

CHP (cCHP)を調製し、この cCHP ナノゲルと大

腸菌で作成した組換えボツリヌスＡ型毒素ワ

クチン BoHc を、45℃１時間の温度処理するこ

とにより、効果的にナノゲルに取り込まれる

ことを確認した（Nat. Mater. 9: 572-578, 

2010)。このナノゲル型経鼻ワクチンデリバリ

ーシステムを肺炎球菌のＰｓＰＡ抗原を用い

た経鼻ワクチンに応用することで、マウスの

みならず、サルでも防御免疫を誘導できるこ



とを昨年までに報告した。 

さてこのようなワクチン効果の以外に、経

鼻ワクチンの場合は特に開発において候補ワ

クチン及びアジュバント又はデリバリーシス

テムにおいてワクチンまたはアジュバント自

身が中枢神経系へ移行するかどうかは重要な

課題である。ここで、経鼻投与されたワクチ

ン等の挙動を研究する上でマウスとヒトの鼻

腔粘膜上皮細胞における解剖学的差異には注

意を払う必要がある。鼻腔粘膜上皮細胞は呼

吸器上皮細胞と嗅覚上皮細胞からなっている

が、嗅覚上皮細胞は嗅覚受容体を発現してい

る嗅覚神経細胞であり、マウスや犬は嗅覚上

皮細胞がよく発達し鼻腔粘膜上皮細胞の

70-80%を覆っているのにたいして、ヒトを含

む霊長類のそれは 10%未満である。そのため、

経鼻ワクチンの安全性を評価する上での吸収、

分布、代謝、排泄（ADME）試験にはサルを含

む２種類以上の動物種で実施する必要がある。

従来、タンパク医薬の ADME には 125I や 111In

標識放射性物質を用いたオートラジオグラフ

ィや摘出臓器の放射能測定法が用いられてき

た。しかし最近の分子イメージング技術は生

きたままの動物での可視化とリアルタイムで

の 定 量 を 可 能 に し て い る 。 特 に

PET(Positron-Emission Tomography)のような

放射能ベースの分子イメージングはヒトで非

侵襲的に中枢神経の活動や癌の体内検出を可

能にしている。従来からの CT(Computerized 

Tomography) や MRI(Magnetic Resonance 

Imaging)のような構造イメージング技術を組

み合わせることで PET の特異性と感度を高め

ることができる。今まで、PET イメージングに

はブドウ糖誘導体のような低分子トレーサー

が用いられてきたが、タンパクをトレーサー

にしたPETはほとんど報告されていない。我々

は最近、経鼻ワクチンとして、マウス及びサ

ルで有効性が証明されているボツリヌス毒素

に対するワクチン（BoHc）を用いて、18F-BoHc

の合成、経鼻投与されたマウスで全身 PET 解

析、及び 18F-BoHc を用いたサルでの BoHc 経鼻

ワクチンの脳内移行否定試験法を開発した(J. 

Immunol. 185: 5436-5443, 2010)。 

そこで、昨年までにワクチン抗原であるＰ

ｓｐＡを 18F 標識した PET を開発しマウスを

用いて ADME 試験を行ったので、今年はサルを

用いてPspA―PET試験を行ったので報告する。 

 

B. 研究方法 

１） 材料 

肺炎球菌ワクチンは東大医科研で、肺炎球

菌の表面抗原の大腸菌発現組換えPspAを高純

度に精製して用いた。 

CHP にアミノ基を 100 単糖あたり 20 個程度

導入したカチオン性 CHP (cCHP)は京大工学部

秋吉研究室で合成された。 

 

2) 物性 

  ナノゲル化 PspA の物性は、２重蛍光標識

して、FRET 解析、大きさ（DH 解析）、荷電

（Zeta-potential）で評価した。 

 

3) PspA ワクチンの 18F 標識 

浜松ホトニクス社の協力を得て、昨年度報告

した方法で肺炎球菌の組換えのアミノ基

（18F-Lys）を介して 18F-PspA を合成した。 
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サルの頭部は PET スキャナーの中に置かれ、6

時間 real-time で測定された。脳の正確な位

置を確認するため MRI イメージング重ねた。

real-timePETは経鼻投与されたナノゲルPspA

は効果的に鼻腔上皮にデリバーされ、６時間

以上にわたって、鼻腔上皮に滞留した。一方、

ナノゲ化されていないPspAは経鼻投与後３時

間以内に鼻腔内から消失された。その上、ナ

ノゲル PspA 経鼻投与において、脳及び嗅球へ

のPspAの沈着は６時間後でも認められなかっ

た。これらの結果は、ナノゲル PspA はサルの

系に於いても脳神経系への安全性の評価に問

題は見つからなかった。 

 

D. 考察 

ナノゲルそれ自身は抗原性のない物質で、

中性のナノゲルは注射用ガンワクチン(例：

Her2)として GMP レベルで製造可能である。こ

こで我々は経鼻ワクチンとして、カチオン性

ナノゲルを用いて、肺炎球菌ワクチン抗原

PspA をナノゲル化して、その物性を FRET

（fluorescence response energy transfer）

や DSL（dynamic light scattering）を用いて

解析し、その品質的均一性を証明した。また

ナ ノ ゲ ル PspA の も つ positive 

zeta-potential は、PET/MRI により、PspA 単

独に比して、効果的に鼻腔上皮に吸着し、長

時間保持できることを in vivo 試験において

証明することができた。この結果は、カチオ

ン化ナノゲルの経鼻ワクチンデリバーとして

有効であることを示した。実際、経鼻ナノゲ

ル化クチンはマウスの実験において、鼻腔上

皮細胞にの保持され、endocytosis により、上

皮細胞から取り込まれて、細胞内で、ナノゲ

ルのもつシャペロン活性によりナノゲルから

からワクチンが native な形で放出され、

exocytosis にて上皮細胞から基底膜下に達し

て、樹状細胞に取り込まれることが証明され

ている。 

経鼻ワクチンの最近の研究では、ワクチン

抗原または同時に投与されたアジュバントが

嗅球を経由して嗅覚上皮から脳へ移行する可

能性が議論されている。この研究では経鼻投

与されたナノゲル 18F-PspA は、投与 6 時間で

は嗅球、脳への移行がないことがサルにおい

て証明された。我々は以前の研究でサルにお

いてCTB/CTは投与 6時間で嗅球へ移行するこ

とを PET 研究で証明しており、PET での 18F の

感度限界は 0.05 SUV 以下であることを確認し

ている（J. Immunol. 185: 5436 2010）。それ

故、今回の我々の結果は PspA 経鼻ワクチンに

用いられるナノゲルデリバリーシステムはマ

ウスのみならず、サルのような高等動物にお

いても、中枢神経系への移行、沈着はなく、

安全な経鼻デリバリーシステムであることを

示している。 

 

E. 結論 

サルの系を用いて、我々は、昨年経鼻投与

されたナノゲル PspA は全身系のみならず、粘

膜免疫系においても効果的に肺炎球菌の防御

免疫を誘導できることを証明したが、本年度

は脳神経系への PspA の輸送・沈着もないこと

を証明した。この結果は、経鼻 PspA ワクチン

の効果と安全性をサルで確認した最初の報告

であり、ナノゲル PspA ワクチンのヒトへの試



験を期待できる結果である。 
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