
 1 

厚生労働科学研究費補助金 (新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業) 

「粘膜免疫誘導型新規結核ワクチンの開発」 

研究報告書 

 

結核ワクチンにおける粘膜免疫応答の解析 

研究分担者 國澤 純 （独）医薬基盤研究所 プロジェクトリーダー 

研究協力者 長竹貴広   同上    研究員 

鈴木英彦    同上   プロジェクト研究員 

研究要旨  

本研究では、ヒトパラインフルエンザ 2型ウイルス（hPIV2）に結核菌抗原 Ag85B を発現させた粘

膜免疫誘導型新規結核ワクチン（rhPIV2-Ag85 ワクチン）の開発に関し、粘膜免疫学的な観点から免

疫誘導メカニズムの解析と安全性の評価を行う。本事業の 2年目である平成 26 年度は上記の目標達

成に向け、hPIV2 感染における免疫応答を免疫組織学的解析、フローサイトメトリー解析により検討

した。その結果、hPIV2 の感染により誘導性気管支関連リンパ組織（iBALT）が発達することが見い

だされた。さらに、hPIV2 感染は鼻咽頭関連リンパ組織（NALT）に対して強力な胚中心反応や免疫担

当細胞数の増加を誘導した。また、rhPIV2-Ag85B ワクチンの経気管的な投与は経鼻的な投与に比べ

て脾臓での胚中心反応の誘導に優れていた。一方、経鼻的な投与は NALT での肺中心反応の誘導によ

り優れ、鼻粘膜、肺における T細胞数を顕著に増加させることがわかった。 

A. 研究目的 

多くの病原微生物の侵入門戸となっている粘

膜組織には、多種多様な免疫担当細胞から構成さ

れる粘膜免疫システムが構築されており、生体防

御の中核的役割を担っている。これら粘膜免疫シ

ステムの有する生体防御機能を応用した粘膜ワ

クチンが実用化されるようになってきた。粘膜ワ

クチンは、抗原を”吸わせる、飲ませる“といっ

た方法により接種するワクチンで、すでに日本国

内においても、ロタウイルスに対する２種類のワ

クチンが経口ワクチンとして上市されている。全

身免疫系にのみ免疫応答を誘導できる従来の注

射によるワクチン接種とは異なり、粘膜ワクチン

は粘膜免疫と全身系免疫の両部位に免疫応答を

誘導できることから、粘膜組織を初発感染部位と

する病原体に対する優れたワクチンとして絶大

な効果を発揮すると期待されている。 

上述のように徐々に実用化のステージに入っ

てきている粘膜ワクチンであるが、呼吸器疾患で

ある結核においても粘膜ワクチンの開発が期待

されている。結核は世界の 3大感染症の一つであ

り、日本国内でも年間 2万人以上の方が罹患して

いる。すでに使用されている結核ワクチンとして

BCG が存在するが、肺結核の主要な感染患者であ

る成人に対して明確な予防効果は認められてい

ないことから、新規ワクチン、特に肺結核を防御

するための粘膜ワクチンの開発が必要急務とさ

れている。 

本事業においては、これまでに研究代表者であ

る保富がマウスを用いた解析から経鼻結核ワク

チンとしての有効性を示している結核菌抗原

Ag85B 発現ヒトパラインフルエンザ 2 型ウイルス

（hPIV2）（rhPIV2-Ag85 ワクチン）について、研

究分担者の國澤がこれまでに蓄積してきた粘膜

免疫に関する知的・技術基盤を用い、rhPIV2-Ag85

ワクチンの粘膜免疫誘導メカニズムの解明と安

全性の評価を行う 

 

B. 研究方法 

B-1. rhPIV2-GFP 感染、フローサイトメトリー解

析、免疫組織学的解析 

 8 週齢の C57BL/6J ♀マウスをイソフルランに
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より麻酔し、rhPIV2-GFP を Day (D) 0, D7 の 2 回

経 鼻 的 に 投 与 し た  (1 x 10^8 TCID50/50 

μL/mouse)。D24 にマウスを解剖し、NALT、肺、

脾臓を採取しフローサイトメトリー解析（NALT、

右肺、脾臓）と免疫組織学的解析（左肺）を行っ

た。 

フローサイトメトリー解析のための染色にお

いては、Fc block にて非特異的結合を阻害した回

収細胞を蛍光標識した各抗体と反応させた。生細

胞と死細胞は Viaprobe により識別した。 

免疫組織学的解析においては、左肺を採取し氷

上にて冷却した PBS で洗浄後、OCT compond に包

埋し液体窒素により凍結サンプルを得た。これを

クリオスタットにより切片を作製し（6 μm）、2% 

NCS-PBS でブロッキング後、精製一次抗体、続い

て蛍光標識二次抗体と反応させた。核は DAPI に

より染色した。 

 

B-2. rhPIV2-Ag85B の経鼻投与と経気管投与 

 8 週齢の C57BL/6J ♀マウスをペントバルビタ

ールにより麻酔し、rhPIV2-Ag85B を D0, D7 の 2

回経鼻的あるいは経気管的に投与した (1 x 10^8 

TCID50/50 L/mouse)。D14 にマウスを解剖し、

NALT、鼻粘膜、肺、脾臓を採取しフローサイトメ

トリー解析を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

 各処置を麻酔下で実施し、頸椎脱臼による安楽

死を実施した。 

 

C．研究結果 

C-1.hPIV2 感染による iBALT 形成と呼吸器関連粘

膜リンパ組織で観察される免疫応答 

rhPIV2-GFP の経鼻投与後、肺を免疫組織学的解

析に供したところ、B 細胞や T 細胞、樹状細胞の

集積が認められた（図１）。免疫細胞群のこのよ

うな集積は rhPIV2-GFP を投与していないマウス

の肺では認められなかった（図１）。またフロー

サイトメトリー解析によって、rhPIV2-GFP を感染

させたマウスの肺では胚中心反応が誘導され、T

細胞や樹状細胞の数が増加していることが示さ

れた（図 2）。これらの免疫応答は上気道での免疫

誘導組織として知られる NALT においても認めら

れた（図 2）。以上の結果は、rhPIV2-GFP の感染

によりiBALTの形成が誘導されること、また、NALT

や iBALT が呼吸器関連免疫誘導組織として

rhPIV2-Ag85B ワクチンの免疫誘導メカニズムの

一端を担っている可能性を示唆していると考え

られる。 

 

C-2. rhPIV2-Ag85B ワクチンの投与経路による免

疫応答の違い 

 rhPIV2-Ag85B ワクチンを経気管的に投与し下

気道をメインに作用させた場合と経鼻的に投与

し上気道と下気道の両部位に作用させた場合と

を比べると、経気管的な投与が脾臓での胚中心反

応の誘導に優れていることがわかった（図 3）。一

方、経鼻的な投与により上気道と下気道の両部位

に作用させた場合には NALT や肺での胚中心反応

の誘導に優れていた（図 3）。さらに、経鼻的な投

与は経気管的な投与に比べて NALT や鼻粘膜、肺

でのT細胞の数をより増加させることがわかった

（図 4）。 

 

D．考察 

本研究においては、粘膜ワクチンにおいて免疫

誘導の中核となる粘膜リンパ組織に焦点を当て

た研究を遂行した。今回の研究結果から、上気道

に発達する NALT（ヒトではワルダイエル扁桃輪を

構成する咽頭扁桃に相当すると考えられている）

と、感染により誘導される下気道の iBALT は

rhPIV2-Ag85B ワクチンの免疫誘導メカニズムに

重要な役割を担う可能性が示唆された。 

iBALT はインフルエンザ感染や喘息などの慢性

炎症反応に伴って形成が誘導される三次リンパ

組織として知られ、下気道での免疫誘導組織とし

て機能することが考えられている。今回、hPIV2

感染によりiBALT形成が誘導されることが示され

た。さらに、NALT においても胚中心反応をはじめ

とする免疫応答が認められたことから、これら呼
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吸器関連粘膜リンパ組織が rhPIV2-Ag85B ワクチ

ンの免疫誘導メカニズムの一端を担っている可

能性が高い。今後はこれらのリンパ節を形成する

分子群の同定やその機能抑制に伴う免疫応答を

解析することで、rhPIV2-Ag85B ワクチンの免疫誘

導メカニズムが解明されるものと期待できる。 

本研究における麻酔下での経鼻的な投与プロ

トコールは上気道と下気道の両呼吸器粘膜に作

用する系である。一方、経気管的な投与の場合に

は下気道が直接的な感作の場と考えられる。これ

ら 2つの投与経路の比較により、経気管的な投与

は全身性の免疫応答に優れる一方、経鼻的な投与

は呼吸器粘膜での応答に優れていることが示唆

された。上気道と下気道ではたらく免疫システム

がそれぞれユニークな機能を発揮する可能性が

あり、今後その詳細を明らかにすることで

rhPIV2-Ag85B ワクチンの効果を最大限に発揮す

るための基礎的な知見が得られることが期待さ

れる。 

 

E．結論 

hPIV2 感染により iBALT の組織形成が誘導され

た。rhPIV2-Ag85B ワクチンの経気管的な投与は全

身性の免疫応答に、経鼻的な投与は呼吸器粘膜で

の免疫応答により優れていることが示唆された。 

 

Ｆ．健康危険情報 

  総括、研究報告書にまとめて記入 
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18. Yoshifumi Kotani, Jun Kunisawa, and 

Hiroshi Kiyono, The mechanism underlying 
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the IgA enhancement of Lactobacillus 

pentosus strain b240 in the gut immune 

system FOCIS 2014, Chicago, US (25 - 28 

June, 2014) 

19. 國澤純、東洋医学を起点とした粘膜免疫制

御メカニズムの解明と創薬への展開 第65

回 日本東洋医学会学術総会 東京（東京国

際フォーラム）（2014 年 6月 28 日） 

20. Jun Kunisawa Commensal Bacteria and Diet 

in the Control of Intestinal 

Immunosurveillance and Diseases 18th 

Annual Meeting of Intestinal 

Microbiology (University of Tokyo, Tokyo, 

12 June, 2014)  

21. 國澤純、腸内環境ネットワークを介した免

疫制御とヘルスサイエンス 第 14 回日本

抗加齢医学会総会 大阪（大阪国際会議場）

（2014 年 6月 6日） 

  

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

 なし 
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