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研究要旨: 本課題は経鼻ワクチンを開発する上での効果および安全性を試験する方法の確立を

目指した。そのために、経鼻投与されたワクチンが嗅覚上皮の神経細胞に吸着した際の嗅覚行動

への影響及び嗅球での嗅覚神経の活動イメージング（Odor mapping）解析を、マウスを使って実

施するために、不活化インフルエンザウイルスワクチンに用いられ顔面麻痺を誘発した LT と同じ

タイプのアジュバントであるコレラトキシン(CT)を用いて実施した。その結果、（１）CT は嗅球

に移行し嗅覚や Odor map に傷害を与える（２）コレラトキシンＢ鎖（CTB）は嗅球に移行するが、

嗅覚や Odor map に傷害を与えない（３）嗅覚や Odor map による傷害にはＡ鎖の ADP リボース転

位酵素により最終的にネクローシスが起こることにより傷害される、ことを検証できた。また上

気道感染症病原体ワクチンとして新たに開発中の肺炎球菌の経鼻ワクチンを使って、サルでワク

チン効果の確認及び経鼻投与されたワクチンの中枢神経系等への挙動を含めた吸収、分布、代謝、

排泄(ADME）試験をマウス及びサルを用いて試験可能な 18F-PET イメージング技術を使って解析し

た。その結果（１）肺炎球菌経鼻ワクチンはサルでもワクチン特異的血清 IgG 及び粘膜 IgA 及び

Th17 T 細胞を誘導して、肺炎球菌の防御免疫を誘導すること、（２）ワクチン自身は鼻腔上皮に

長時間滞留するが、嗅球に移行しないことをマウス及びサルを用いて検証できた。以上、これら

の結果から、経鼻投与されたワクチン／アジュバントの脳内移行を含む体内動態と鼻腔上皮・嗅

覚神経細胞に吸着したワクチンの嗅覚への影響及び嗅覚神経の大脳への情報伝達の影響を評価で

きるシステムを開発することで、経鼻ワクチンの安全性評価の解析ツールを開発した。 

 

A. 研究目的 

経鼻投与は最も効果的な粘膜ワクチン投与方

法の一つとして知られ、実際弱毒型インフル

エンザ経鼻ワクチンである FluMist は現在米

国をはじめ世界で使用されている。しかし一

方で、2004 年スイスで不活化インフルエンザ

ワクチンに経鼻アジュバントとして大腸菌易

熱性毒素（LT）を含む製剤が投与された被験

者のなかに顔面麻痺が現れたことから(N Engl 

J Med, 350: 896-903, 2004)、製造販売が中



止になった。これに関連して我々は 2000 年に

ワクチンである破傷風トキソイド（TT）を粘

膜アジュバントであるコレラ毒素（CT）と同

時に経鼻投与すると、TT は嗅球には移行しな

いがCTは一部(１％以下)が嗅球に移行するこ

とを報告し、中枢神経系への影響を懸念して

いた(J. Immunol. 165: 4778-4782, 2000)。

その際興味深いことに、CT には共投与された

ワクチンであるTTを鼻粘膜の上皮細胞に長時

間保持させる効果があることが確認できた。

この効果は最近我々が開発した水溶性多糖特

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カチオン化プルラン

（cCHP ナノゲル）を用いた経鼻ワクチンデリ

バリーシステムが、鼻腔上皮細胞にワクチン

を長時間吸着保持させ効率よく上皮細胞から

取り込まれ、直下の樹状細胞に抗原提示させ

ることと同じ効果があると考えられる（Nat. 

Mater. 9: 572-578, 2010）。経鼻投与された

ワクチンやアジュバントの挙動は鼻腔を覆う

上皮細胞においてマウスとヒトの解剖学的差

異に依存すると考えられるが、嗅覚系上皮細

胞は嗅覚受容体を発現する一種の神経細胞で

あり、それらが嗅球内にある糸球体へと投射

され、シナプスを介して大脳に嗅覚情報を伝

えている。したがって経鼻ワクチンやアジュ

バントのヒト臨床試験のための吸収、分布、

代謝、排泄(ADME)に関する安全性薬理試験は

げっ歯類のみならず、サル等の高等動物での

試験も必要と考えられる。我々は最近 PET を

用いて生きたまま中枢神経へのワクチンの移

行を追跡するシステムを開発し、サルのよう

な大動物にも適応した(J. Immunol. 185: 

5436-5443, 2010)。さて一方で、投与された

経鼻ワクチンが鼻腔の嗅覚上皮・神経に吸着

することでの嗅覚へ影響も懸念されるが、こ

の点での研究は皆無である。そこで (１)PET

イメージングによるADMEを含む中枢神経移行

試験を行うと同時に、(２)鼻腔の嗅覚神経に

結合していると考えられる経鼻ワクチンの嗅

覚への影響及び嗅覚神経の大脳への情報伝達

の影響を最近開発された活動イメージング解

析技術(Nature 450: 503-508, 2007)等を使っ

て試験することで、経鼻ワクチンの安全性の

基準・方法の確立を目指す。そこで本課題で

は（１）細菌感染症経鼻ワクチンの嗅覚神経

系への影響を嗅覚神経の活動イメージングで

解析評価する技術とマウス嗅覚行動により評

価する技術の開発を嗅球に移行することが知

られているコレラ毒素ＣＴ及びコレラトキシ

ン B鎖 CTB を用いて実施する。（２）ナノゲル

肺炎球菌経鼻ワクチンのサルでの免疫効果並

びに（３）肺炎球菌経鼻ワクチンのＰＥＴに

よるマウス／サルを用いたリアルタイムイメ

ージングによる体内動態の検討行った。 

 

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。嗅球への移行実験に用

いるコレラトキシン B 鎖 CTB は枯草菌発現系

を用いて発現精製した。コレラ毒素 CT は List

社から購入した。 

 

2) 18F-PspA の合成法 



浜松ホトニクス社の協力を得て、肺炎球菌の

組換えPspAのアミノ基を介して 18F-PspAを合

成する方法を図 1に示す。 

 

図１ 18F-PspA の合成法 

 

3）経鼻ワクチンナノゲル PspA の調製 

サル一頭あたりに投与したナノゲル PspA は、

分子あたり平均 20 のアミノ基を有する 20 

mg/ml ナノゲル 55.5 l に濃度 6.3mg/ml の組

換え PspA 3.95l (最終濃度 25g)を加えて

46℃、1時間反応させて調製した。 

 

4）組織観察 

ＣＴまたはＣＴＢ（30g）をマウスに経鼻投

与後、鼻腔組織(嗅上皮＝嗅神経)及び嗅球組

織をＣＴＢ抗体、嗅上皮に特異的な OMP

（Olfactory marker protein）抗体で染色し

て観察した。 

 

5）嗅球の活動イメージング解析 

嗅球糸球体の嗅覚神経の活動イメージングは

2 種類の匂い物質 propionic acid (3COOH)と

valeric acid (5COOH)を嗅がせ嗅球を外科的

に露出させ、赤色光を照射するとこれらのに

おいの入力があって活性化された糸球は酸素

の消費量が違うため眼(カメラ)で違いを確認

できることを利用して画像解析(Nature 450: 

503-508, 2007)を行う。 

経鼻投与後のマウスの嗅覚異常を視覚的に評

価するため、2種類の匂い物質 propionic acid 

(3COOH)と valeric acid (5COOH)を嗅がせた際

に活性化される嗅球の背側表面上の糸球の動

きを観察する光学イメージング法（Optical 

imaging）を行った。マウスの嗅球を外科的に

露出させ赤色光を照射すると、これらの匂い

に対し活性化された糸球は酸素を消費するの

で、その消費量の違いを視覚的に確認できる

こ と を 利 用 し て 画 像 解 析 (Nature 450: 

503-508, 2007)を行った。 

 

6）マウス嗅覚行動検討実験 

ミネラルオイル、チーズ、エビなどのにおい

をマウスに 3 回ずつ嗅がせ、それらのにおい

を嗅ぐ時間をカウントして測定することで嗅

覚が正常かを評価する。 

 

7) 免疫応答の評価 

初回免疫の前、各免疫の 1 週間後、最終免疫

から 2, 4, 6 及び 8 カ月後、追加免疫から 2

週間後の計 11 回、血清、鼻腔洗浄液および気

管支肺胞洗浄液を採取した。これらの PspA 特

異的抗体価は ELISA 法にて測定した。 

 中和抗体価測定（感染防御効果の判定）では、

最終初回免疫の血清（10 µl）に 90 µlの肺炎

球菌（Xen10: 7.5 x 103 CFUs）を加え、37℃

で 30 分培養した後 BALB/c マウスに腹腔内投

与し、1週間生死判定を行った。 

 サイトカイン測定には追加免疫後サルの末

梢血からFicollにより分離された末梢血単核

 Synthesis of [18F]SFB and conjugation with PspA
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Specific activity: Not determined
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Total synthesis time: 260 min
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9) ナノゲル経鼻ワクチンの物性
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3) マウス嗅覚行動の検討実験

CT または

の変化を調べたとこと、期待どうり、

で嗅覚行動の極端に低下が認められた。

 

MO1

15

10

5

0

Sn
iff

in
g 

ti
m

e 
(s

)

の発現が極端に低下していたので、
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への安全性の評価に問題は見つからなかった。

ナノゲル PspA

(a,c)と嗅球(b)

考察 

経鼻ワクチンの安全性を評価する上で必要な

つの技術、ワクチンの嗅上皮または嗅球へ影

響の評価法及びサルにも適応できる

解析のための蛋白ＰＥＴの開発を進めた。

経鼻投与されたワクチンが嗅覚上皮の神経細

胞に吸着した際の嗅覚への影響及び嗅球での

嗅覚神経の活動イメージング解析を、マウス

失された。その上、ナノゲル PspA

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、

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。

PspA の PET 解析

(b) 

経鼻ワクチンの安全性を評価する上で必要な

つの技術、ワクチンの嗅上皮または嗅球へ影

サルにも適応できる

解析のための蛋白ＰＥＴの開発を進めた。

経鼻投与されたワクチンが嗅覚上皮の神経細

胞に吸着した際の嗅覚への影響及び嗅球での

嗅覚神経の活動イメージング解析を、マウス

PspA 経鼻投与に

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、

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。

解析 

経鼻ワクチンの安全性を評価する上で必要な

つの技術、ワクチンの嗅上皮または嗅球へ影

サルにも適応できる体内動態

解析のための蛋白ＰＥＴの開発を進めた。

経鼻投与されたワクチンが嗅覚上皮の神経細

胞に吸着した際の嗅覚への影響及び嗅球での

嗅覚神経の活動イメージング解析を、マウス

経鼻投与に

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、

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。 

 

経鼻ワクチンの安全性を評価する上で必要な

つの技術、ワクチンの嗅上皮または嗅球へ影

体内動態

解析のための蛋白ＰＥＴの開発を進めた。 

経鼻投与されたワクチンが嗅覚上皮の神経細

胞に吸着した際の嗅覚への影響及び嗅球での

嗅覚神経の活動イメージング解析を、マウス

を使って実施するためまず、経鼻投与で嗅球

への移行が知られているコレラトキシン

とその

観察及び活動イメージング解析を実施した。

その結果

体を破壊し、投与

イメージングが誘導できなくなることが、

にはそのような作用はなかった。

度で

覚神経を

動を完全に抑制することを確認できた。

ナノゲル化

外でサルでも血清中ならびに気道粘膜中の

PspA

かとなった。さらに血清中の

抗体により感染防御効果を示すことがわかっ

た。この抗原特異的な抗体産生は

よる

確認できた。また、肺炎球菌の増殖抑制には

IL-

の活性が必要であることが報告されており、

ナノゲル化

産生が上昇したことは、肺炎球菌ワクチンを

開発していく上で非常に重要である。一方で、

T 細胞や

miR

miR

上昇されたことから、

細胞の免疫応答をサポートしており、今後、

経鼻ワクチンの免疫応答に対するバイオマー

カーとなることが期待される。

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

を使って実施するためまず、経鼻投与で嗅球

への移行が知られているコレラトキシン

とその B鎖（CTB

観察及び活動イメージング解析を実施した。

その結果 CT30μ

体を破壊し、投与

イメージングが誘導できなくなることが、

にはそのような作用はなかった。

度で CT は、CTB

覚神経を破壊し、

動を完全に抑制することを確認できた。

ナノゲル化 PspA

外でサルでも血清中ならびに気道粘膜中の

PspA 特異的抗体産生を誘導出来ることが明ら

かとなった。さらに血清中の

抗体により感染防御効果を示すことがわかっ

た。この抗原特異的な抗体産生は

よる Th2 細胞の免疫応答の誘導であることが

確認できた。また、肺炎球菌の増殖抑制には

-17 の産生による好中球やマクロファージ

の活性が必要であることが報告されており、

ナノゲル化PspA

産生が上昇したことは、肺炎球菌ワクチンを

開発していく上で非常に重要である。一方で、

細胞や B 細胞の分化に関連性のある

miR-181a、Th17

miR-326 の発現量がナノゲル化

上昇されたことから、

細胞の免疫応答をサポートしており、今後、

経鼻ワクチンの免疫応答に対するバイオマー

カーとなることが期待される。

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

を使って実施するためまず、経鼻投与で嗅球

への移行が知られているコレラトキシン

CTB）で嗅球での嗅覚神経の組織

観察及び活動イメージング解析を実施した。

μg は嗅覚上皮及び嗅球の糸球

体を破壊し、投与 24-72 時間での嗅球の活動

イメージングが誘導できなくなることが、

にはそのような作用はなかった。

CTB と違って嗅覚上皮、嗅球の嗅

破壊し、48-72 時間でマウスの嗅覚行

動を完全に抑制することを確認できた。

PspA の経鼻投与により、マウス以

外でサルでも血清中ならびに気道粘膜中の

特異的抗体産生を誘導出来ることが明ら

かとなった。さらに血清中の

抗体により感染防御効果を示すことがわかっ

た。この抗原特異的な抗体産生は

細胞の免疫応答の誘導であることが

確認できた。また、肺炎球菌の増殖抑制には

の産生による好中球やマクロファージ

の活性が必要であることが報告されており、

PspAをサルに経鼻投与後

産生が上昇したことは、肺炎球菌ワクチンを

開発していく上で非常に重要である。一方で、

細胞の分化に関連性のある

Th17 細胞の分化に関連性のある

の発現量がナノゲル化

上昇されたことから、Th2

細胞の免疫応答をサポートしており、今後、

経鼻ワクチンの免疫応答に対するバイオマー

カーとなることが期待される。

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

を使って実施するためまず、経鼻投与で嗅球

への移行が知られているコレラトキシン

嗅球での嗅覚神経の組織

観察及び活動イメージング解析を実施した。

は嗅覚上皮及び嗅球の糸球

時間での嗅球の活動

イメージングが誘導できなくなることが、

にはそのような作用はなかった。またこの濃

と違って嗅覚上皮、嗅球の嗅

時間でマウスの嗅覚行

動を完全に抑制することを確認できた。

の経鼻投与により、マウス以

外でサルでも血清中ならびに気道粘膜中の

特異的抗体産生を誘導出来ることが明ら

かとなった。さらに血清中の PspA 特異的

抗体により感染防御効果を示すことがわかっ

た。この抗原特異的な抗体産生は IL-4

細胞の免疫応答の誘導であることが

確認できた。また、肺炎球菌の増殖抑制には

の産生による好中球やマクロファージ

の活性が必要であることが報告されており、

をサルに経鼻投与後IL

産生が上昇したことは、肺炎球菌ワクチンを

開発していく上で非常に重要である。一方で、

細胞の分化に関連性のある

細胞の分化に関連性のある

の発現量がナノゲル化 PspA 免疫群で

Th2 細胞ならびに

細胞の免疫応答をサポートしており、今後、

経鼻ワクチンの免疫応答に対するバイオマー

カーとなることが期待される。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

を使って実施するためまず、経鼻投与で嗅球

への移行が知られているコレラトキシン(CT)

嗅球での嗅覚神経の組織

観察及び活動イメージング解析を実施した。

は嗅覚上皮及び嗅球の糸球

時間での嗅球の活動

イメージングが誘導できなくなることが、CTB

またこの濃

と違って嗅覚上皮、嗅球の嗅

時間でマウスの嗅覚行

動を完全に抑制することを確認できた。 

の経鼻投与により、マウス以

外でサルでも血清中ならびに気道粘膜中の

特異的抗体産生を誘導出来ることが明ら

特異的 IgG

抗体により感染防御効果を示すことがわかっ

4産生に

細胞の免疫応答の誘導であることが

確認できた。また、肺炎球菌の増殖抑制には

の産生による好中球やマクロファージ

の活性が必要であることが報告されており、

IL-17の

産生が上昇したことは、肺炎球菌ワクチンを

開発していく上で非常に重要である。一方で、

細胞の分化に関連性のある

細胞の分化に関連性のある

免疫群で

細胞ならびに Th17

細胞の免疫応答をサポートしており、今後、

経鼻ワクチンの免疫応答に対するバイオマー

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

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。 

 マウスにおける PET での体内動態解析によ

り、ナノゲル化を行うことで PspA ワクチンの

鼻腔内での保持効果があることが確認できた。

また、ナノゲル化 18F-PspA を経鼻投与後各臓

器を摘出し SUV (standardized uptake value) 

を測定したところ、嗅球および脳への移行が

認められなかった。このことから、ナノゲル

化PspAは安全性の高い経鼻ワクチンであるこ

とが証明された。さらに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ＣＴ

Ｂ／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 

次世代ワクチンであるアジュバンドを含まな

いナノゲル型経鼻肺炎球菌PspAワクチンの効

果と安全性を評価することを目標とし、（１）

嗅上皮へのワクチン投与での神経細胞の影響

を調べる技術を開発した。また（２）PET を用

いてその動態を明らかにするためのナノゲル

化 18F-PspA 及び 18F-PspA のマウス及びサルで

の PET 解析を行いそのデリバリー効果、嗅球・

脳等への移行有無から安全性を評価した。加

えて、サルを用いナノゲル化 PspA 経鼻ワクチ

ンの血清、上気道、下気道での抗体の誘導、

肺炎球菌中和効果、サイトカインの誘導、及

び miRNA による誘導制御効果を検討し、ナノ

ゲル化PspA経鼻ワクチンのサルでの有効性が

評価できた。  
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