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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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Synthesis of [18F]SFB

Conjugation with PspA

Yield: 187 MBq

Radiochemical purity: 100 %

Specific activity: Not determined

Radiochemical Yield : 1.18 %

Total synthesis time: 260 min
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培養した。培養後、上清を回収し、

Singleplex Bead Kit

の濃度を測定した。

 

8) マイクロＲＮＡ（

追加免疫後、血清、鼻腔粘膜組織および肺組

織を回収し、

に関与する

量を real

 

9) ナノゲル経鼻ワクチンの物性

ナノゲル化

FRET 解 析 、 大 き さ （

（Zeta-

 

10）PET

ンの動態解析

18F 標識

＝1:5 モル比で、ナノゲル化（

たもの、及び

域内に投与（片鼻

接種直後より

た。ナノゲル用いたアカゲザル３頭は浜松ホ

トニクス株式会社により飼育されているサル

を用いた。動物への処置は国立感染症研究所

および浜松ホトニクス株式会社の定める動物

実験実施規定に則り、苦痛を与えないように

考慮した。

 

PBMC）を用いた。

を分離し、抗原提示細胞（

照射で処理したもの）ならびに

を加え、37℃、5 % CO2

培養した。培養後、上清を回収し、

Singleplex Bead Kit

の濃度を測定した。

マイクロＲＮＡ（

追加免疫後、血清、鼻腔粘膜組織および肺組

織を回収し、miRNA

に関与するmiR-181a

real-time PCR

ナノゲル経鼻ワクチンの物性

ナノゲル化PspAの物性は、２重蛍光標識して、

解 析 、 大 き さ （

-potential）で評価した。

PET を用いたサルにおける

ンの動態解析 

標識 PspA を cCHP(20mg/ml)

モル比で、ナノゲル化（

たもの、及び 18F-PspA

域内に投与（片鼻 250µ

接種直後より PET を用いてその動態を解析し

た。ナノゲル用いたアカゲザル３頭は浜松ホ

トニクス株式会社により飼育されているサル

を用いた。動物への処置は国立感染症研究所

および浜松ホトニクス株式会社の定める動物

実験実施規定に則り、苦痛を与えないように

考慮した。 

）を用いた。PMBC から

を分離し、抗原提示細胞（CD4-

照射で処理したもの）ならびに

5 % CO2 の条件下のもと

培養した。培養後、上清を回収し、

Singleplex Bead Kit にて IFN-

の濃度を測定した。 

マイクロＲＮＡ（miRNA）の定量

追加免疫後、血清、鼻腔粘膜組織および肺組

miRNA の抽出を行った。免疫原性

181aならびに

time PCR 法にて測定した。

ナノゲル経鼻ワクチンの物性

の物性は、２重蛍光標識して、

解 析 、 大 き さ （ DH 解 析 ）、 荷 電

）で評価した。

を用いたサルにおける

cCHP(20mg/ml)

モル比で、ナノゲル化（

PspA をアカゲザルの鼻腔領

250µl、両鼻で計

を用いてその動態を解析し

た。ナノゲル用いたアカゲザル３頭は浜松ホ

トニクス株式会社により飼育されているサル

を用いた。動物への処置は国立感染症研究所

および浜松ホトニクス株式会社の定める動物

実験実施規定に則り、苦痛を与えないように

から CD4+ T 細胞

-CD8- T 細胞に

照射で処理したもの）ならびに PspA 5 µg/ml

の条件下のもと 5日間

培養した。培養後、上清を回収し、Monkey 

、IL-4、IL

）の定量 

追加免疫後、血清、鼻腔粘膜組織および肺組

の抽出を行った。免疫原性

ならびにmiR-326の発現

法にて測定した。 

ナノゲル経鼻ワクチンの物性 

の物性は、２重蛍光標識して、

解 析 ）、 荷 電

）で評価した。 

を用いたサルにおける 18F 標識ワクチ

で、PspA：cCHP

モル比で、ナノゲル化（45C、30 分）し

をアカゲザルの鼻腔領

、両鼻で計 500µl

を用いてその動態を解析し

た。ナノゲル用いたアカゲザル３頭は浜松ホ

トニクス株式会社により飼育されているサル

を用いた。動物への処置は国立感染症研究所

および浜松ホトニクス株式会社の定める動物

実験実施規定に則り、苦痛を与えないように

細胞

細胞に

PspA 5 µg/ml

日間

Monkey 

IL-17

追加免疫後、血清、鼻腔粘膜組織および肺組

の抽出を行った。免疫原性

の発現

の物性は、２重蛍光標識して、

解 析 ）、 荷 電

標識ワクチ

cCHP

分）し

をアカゲザルの鼻腔領

l）、

を用いてその動態を解析し

た。ナノゲル用いたアカゲザル３頭は浜松ホ

トニクス株式会社により飼育されているサル

を用いた。動物への処置は国立感染症研究所

および浜松ホトニクス株式会社の定める動物

実験実施規定に則り、苦痛を与えないように

C. 

1）CT

 CT

いるので、それぞれ

の嗅上皮

に特異的発現している

その結果、

に変化はなかったが

から

図 2

 

図 3

 

2）CT

メージング解析

CT の経鼻投与は

C. 研究結果 

CT または CTB

CT や CTB は嗅球に移動することが知られて

いるので、それぞれ

の嗅上皮(嗅神経

に特異的発現している

その結果、CTB

に変化はなかったが

から OMP の発現が極端低下した

2．CTB の経鼻投与の影響

3．CT の経鼻投与の影響

CT または CTB

メージング解析

の経鼻投与は

CTB の経鼻投与での組織学的観察

は嗅球に移動することが知られて

いるので、それぞれ 30g を経鼻投与したあと

嗅神経)の影響を

に特異的発現している OMP

CTB は投与 72 時間での

に変化はなかったが(図 2)
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時間以上保持された（図

の一部は鼻腔か

F の排泄

と推定される低分子分解

体が血中を介して尿に排泄されことが確認さ

 

18F-PspA

による体内動態解析 

同一のアカゲザ

PspA または

解析を実施

頭ともほぼ同一の結果が得られたので、

及び MRI デ

PET スキャ

で測定さ

れた。脳の正確な位置を確認するため MRI イ

は経鼻投与

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

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

おいて、脳及び嗅球への

後でも認められなかった。これらの結果は、

ナノゲル

への安全性の評価に問題は見つからなかった。

図 11. ナノゲル

頭部(a,c)
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嗅覚神経の活動イメージング解析を、マウス
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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
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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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インフルエンザ経鼻ワクチンの体内動態評価 
 

分担研究者：長谷川秀樹 （国立感染症研究所 感染病理部） 
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相内 章 (国立感染症研究所 インフルエンザウイルス研究センター) 

鈴木忠樹 (国立感染症研究所 感染病理部) 

齊藤慎二 (国立感染症研究所 感染病理部) 

 

研究要旨:  現行インフルエンザワクチンは皮下に注射されるため、全身性の IgG 抗体を誘導で

きるが、ウイルスの侵入部位である気道に粘膜免疫を誘導できない。インフルエンザウイルスの

感染防御には、粘膜免疫の中でも上気道粘膜上への分泌型 IgA 抗体誘導が特に重要であることが、

マウスを用いたモデル実験等で明らかにされている。この粘膜免疫を誘導するためには、インフ

ルエンザワクチンを鼻腔領域内に噴無する経鼻インフルエンザワクチンが有効である。我々は、

経鼻インフルエンザワクチンの実用化に向けた研究を行っている。しかしながら、不活化抗原を

鼻粘膜に投与するワクチンは、インフルエンザワクチンに限らず未だにヒトでは実用化されてお

らず、その安全性については十分な評価がされていない。そこで本研究では、PET を用いて次世

代ワクチンである経鼻不活化インフルエンザワクチンの体内動態を明らかにし、その安全性を評

価することを目的としている。 

 

A. 研究目的 

インフルエンザの大流行を抑制するには効

果的なワクチンが必要不可欠である。しかし

ながら、変異を繰り返し毎年のように抗原性

を変化させるインフルエンザウイルスにおい

ては、ワクチン株と実際に流行するウイルス

株の抗原性が大きく乖離することで、ワクチ

ン効果が著しく低くなる場合がある。そのた

め、現行のワクチンより有効性の高いインフ

ルエンザワクチンの開発が求められている。 

有効性の高いワクチンを開発するためには、

生体内におけるインフルエンザウイルスの感

染様式と感染防御に寄与する免疫を正しく理

解する必要がある。インフルエンザウイルス

感染の標的細胞は気道粘膜上皮細胞であり、

感染防御に最も大きな役割を果たすのは気道

粘膜上に多量に存在する分泌型 IgA 抗体であ

ると考えられている。注射により皮下に接種

される現行の季節性インフルエンザHAワクチ

ン（エーテルおよび界面活性剤処理によりイ

ンフルエンザウイルスを破砕し、ヘマグルチ

ニンを主要抗原とするワクチン）では、ウイ



ルスに対する IgG 抗体が血液中のみに誘導さ

れ、気道粘膜上の分泌型 IgA 抗体の誘導は認

められない。経鼻インフルエンザワクチンは、

血液中の IgG 抗体に加えて感染の場となる上

気道粘膜上に分泌型 IgA 抗体を誘導すること

が明らかになっている。さらにこの分泌型 IgA

抗体は、抗原性が変化したウイルスに対して

も感染阻止効果が高いこと（交叉防御能）が

マウスを用いた実験から明らかになっており、

現行ワクチンより有効性の高いワクチンであ

ると考えられる。 

我々は、不活化全粒子インフルエンザウイ

ルスを抗原とした経鼻インフルエンザワクチ

ンの開発研究を行っている。近年では、健康

成人ボランティアを募った臨床介入試験を実

施し、経鼻不活化インフルエンザワクチンの

実用化に向けて着実に研究を進めている。現

在までの所、動物やヒトにおいてワクチン接

種に伴う重大な副反応は見られておらず、こ

のワクチンの安全性も高いと考えられる。し

かしながら、多人数に接種されて初めて露見

する副反応を事前に適切に評価することは非

常に困難である。さらに、現在、ヒトで認可

され使用されている経鼻噴無により接種され

る不活化ワクチンは存在しないことから、こ

の投与ルートにおける安全性評価の指標も存

在しない。一般に医薬品の安全性を評価する

上では、製剤の体内動態を把握しておくこと

が非常に重要であるため、本研究では経鼻不

活化ワクチンの安全性評価の基礎を築くため

に PET 検査用に放射性同位体で標識したワク

チン製剤をマウスもしくはサルに経鼻投与し、

その体内動態を科学的に明らかにすることを

目的としている。そこで本研究では、標識製

剤作成のための精製条件の検討、不活化全粒

子インフルエンザワクチンの 18F標識条件の検

討を行った後に 18F 標識を行った経鼻インフ

ルエンザワクチンを使用して、アカゲザル及

びマウスを用いたモデル実験を実施した。同

時に、臨床試験に用いている添加剤カルボキ

シビニルポリマー（CVP）の製剤体内動態への

影響も検討した。 

 

B. 研究方法 

1）材料 

不活化全粒子インフルエンザワクチンは、

一般財団法人阪大微生物病研究会観音寺研究

所より供与して頂いた新型インフルエンザ不

活化全粒子ワクチン H5N1（NIBRG-14 株）、3価

不活化全粒子インフルエンザワクチン

（A(H1N1)株としてA/California/7/09由来の

ワクチン製造株 X-179A、A(H3N2)株として

A/Victoria/361 /11 由来の IVR-165、B 型株と

してB/Wisconsin/1/ 10由来のBX-41Aを含む）、

ならびに濃縮単価不活化全粒子インフルエン

ザワクチン A-179A を用いた。 

 

2) Cellufine Sulfate カラムを用いたアフィ

ニティー精製 

ワクチン製剤のアフィニティー精製は FPLC

クロマトグラフィーシステム AKTAprime plus

を用いた。サンプルを 0.45 μm フィルターで

ろ過することにより清澄化を行った。500ul の

サンプルを結合バッファー（0.01M リン酸バッ

ファーpH7.4）で平衡化した Mini column 

Cellufine Sulfate (ver2.1) 1ml にアプライ



し、25ml の洗浄バッファー（0.01M リン酸バ

ッファーpH7.4、0.18M NaCl）で洗浄を行った。

その後、20ml 

の溶出バッファー（0.01M リン酸バッファー

pH7.4、3M NaCl）を送液し、溶出液を 0.5ml

ずつ分取した。全ての送液は 0.5ml/min で行

った。 

 

3）ゲル濾過クロマトグラフィーカラムを用い

たワクチン製剤の精製 

ワクチン製剤のゲル濾過クロマトグラフィ

ー精製は FPLC クロマトグラフィーシステム

AKTAprime plus により行った。サンプルを

0.45 μm フィルターでろ過することにより

清澄化を行った。500ul のサンプルを溶出バッ

ファー（0.01M リン酸バッファーpH7.4）で平

衡化したゲルろ過クロマトグラフィーカラム

（Superose 12 10/300 GL, GE）にアプライし、

さらに 36ml の溶出バッファーを送液し、溶出

液を 0.5ml ずつ分取した。全ての送液は

0.5ml/min で行った。 

 

4）SDS-PAGE 

クロマトグラフィー分画後のサンプルを２

-メルカプトエタノールを加えたサンプルバ

ッファーと混ぜ、95°C、5 分のインキュベー

ション行う事で変性させたものをサンプルと

し、12%ゲルで SDS-PAGE を行った。 

 

5）電子顕微鏡観察 

分画後のサンプルの固定は 4％グルタール

アルデヒド、2％リンタングステン酸によるネ

ガティブ染色を実施した。観察は、透過型電

子顕微鏡 JEM-1400（日本電子）で行い、撮影

は付属の CCD カメラを用いた。 

 

6）HA 含量の定量 

分画前後のサンプルに含まれる A(H1N1)、

A(H3N2)および B 型ウイルスの HA 含量を一元

放 射 免 疫 拡 散 試 験 （ Single Radial 

Immunodiffusion、SRD 試験）にて測定した。

SRD 試験は、現行季節性インフルエンザ HA ワ

クチンに関する国家検定の手順に従い実施し

た。SRD 試験直前に、各サンプルに関して界面

活性剤 Zwittergent 処理を実施し、希釈を行

った（希釈倍率；1.0、0.75、0.5 および 0.25

倍）。各ウイルスに対する参照抗血清を含む 1%

アガロースゲルに直径 4mm の穴をあけ、界面

活性剤処理済みのサンプルを添加した。サン

プルがゲルに吸収されたのを確認し、ゲルを

洗浄後、20℃で 18 時間インキュベートした。

ゲルを乾燥させ Coomassie Brilliant Blue 染

色を行い、沈降輪の直径を測定した。測定し

た沈降輪の直径をもとに平行線定量法により、

各サンプルに含まれるHA量を算出した。なお、

HA 含量既知の各ウイルス抗原を標準抗原とし

て使用した。 

 

7) ワクチンの 18F 標識 

不活化全粒子インフルエンザワクチンを

18F 標識するための、[18F]SFB 標識体の合成

を行った。その後、不活化ワクチンとのカッ

プリング反応を行い、18F 標識を行った。標識

された不活化ワクチンは、上述の則り、ゲル

ろ過クロマトグラフィーカラム（Superose 12 

10/300 GL, GE）にアプライし、未反応の



[18F]SFB

void volume

 

8) PET 及び

ける 18F

上述 2)

全粒子インフルエンザワクチンを

非添加の条件にてマウス鼻腔領域内に滴加し

（片鼻

小型動物用

定し解析を行った。また、接種したマウスの

解剖を継時的に行い、摘出した各臓器の放射

線量をγ

は 6週齢の雌

の処置は国立感染症研究所および浜松ホトニ

クス株式会社の定める動物実験実施規定に則

り、苦痛を与えないように考慮した。

 

9) PET を用いたアカゲザルにおける

ワクチンの動態解析

上述の手順で回収された

粒子インフルエンザワクチンを

添加の条件にてアカゲザルの鼻腔領域内に噴

霧し（片鼻

後より

カゲザルは浜松ホトニクス株式会社により飼

育されているサルを用いた。動物への処置は

国立感染症研究所および浜松ホトニクス株式

会社の定める動物実験実施規定に則り、苦痛

を与えないように考慮した。

 

C. 研究結果

1）ワクチン製剤のアフィニティー精製
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目的とした。研究期間の 3 年間で不活化全粒

子ワクチンの 18F 標識および精製に関する検

討と、マウス、サルを用いた試験を実施した。 

試験の結果、マウスに経鼻接種された標識

ワクチンは、接種 10 分後において鼻腔、咽頭

及び胃のみで検出され、1時間以降では、腸及

び膀胱でも確認された。ワクチンは生体内に

おいて、まず主要な量が鼻腔内に貯留し、経

時的に飲み込まれ消化器系に分布し、代謝さ

れ排泄系に移行するものと考えられる。また、

測定時間内において肺でワクチンが検出され

ることはなかったため、上気道に接種する経

鼻ワクチンにおいて懸念される呼吸器系への

蓄積の可能性が非常に低いことを示唆する。

γカウンターを用いた動態解析においても、

同様に肺においてワクチンの蓄積は認められ

なかった。そして、γカウンターを用いた動

態解析において、嗅球及び大脳でのワクチン

の検出は出来なかった。経鼻ワクチンにおい

て、脳を含む中枢神経系への影響が最も危惧

されているが、ワクチンが中枢神経系へ影響

を及ぼす可能性は低いことを裏付ける科学的

知見と考えられる。以上の結果を纏めると、

γカウンターを用いた従来の動態解析法と比

較して、PET を用いた動態解析法は同様の結果

が得られた。故に、本方法は安全性を評価す

る上で従来法において不可能であったリアル

タイムの変化という時間的情報を得ることが

でき、非常に有用であると考えられる。 

アカゲザルに経鼻接種された標識ワクチン

は、主要な免疫応答の場である鼻腔に注目し

解析された。接種後鼻腔に存在するワクチン

は、マウスと同様に経時的にシグナルは減少

した。CVP をワクチンに添加した場合、鼻腔内

での貯留性に改善が認められた。同様の結果

が、マウスにおいても得られた。近年、鼻腔

粘膜上に接種したワクチンの流動性を抑え保

持時間を長くすることで、ワクチン効果が増

強することが示されている。これらをまとめ

ると既に市販薬において使用されている CVP

は、経鼻ワクチンにおいてもワクチンの保持

時間を長くすることでワクチン効果の増強に

寄与することが期待できる。鼻前庭でのシグ

ナルは測定時間内において変化が見られなか

った。これは鼻前庭の上皮細胞は繊毛運動を

行わないために起こったものと考えられる。 

以上の結果より、経鼻不活化全粒子インフ

ルエンザワクチンは、経鼻投与後に脳内に移

行することはなく、数時間で体内に吸収され

代謝されていると考えられた。 

 

E. 結論 

次世代ワクチンである経鼻不活化全粒子イ

ンフルエンザワクチンの安全性を評価するこ

とを目標とし、PET を用いてその動態を明らか

にするための 18F 標識の検討を行った。マウ

ス及びサルを用いた試験により経鼻不活化全

粒子インフルエンザワクチンは、経鼻投与後

に脳内に移行することはなく、数時間で体内

に吸収され代謝されていると考えられ、皮下

接種では起こらない経鼻接種特異的な安全性

に関わる問題が起こる可能性は低いと考えら

れた。 
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創薬基盤推進研究事業（創薬総合推進研究事業） 

平成 24-26 年度総合研究報告書 
 

経鼻ワクチンの挙動と安全性評価技術の開発 

研究分担者 奥野良信 (一財)阪大微生物病研究会 観音寺研究所長  

 

研究要旨 

経鼻ワクチンの投与時のウイルス由来抗原の検出のため、in vitro 実験系の構築を試みた。

NP 抗原については曝露された細胞内及び表面に抗原を検出する系を構築した。さらに、HA

抗原については曝露された表面に抗原を検出する系を構築したほか、組換え蛋白質を作出

し、株特異的なウイルス及び抗原を検出する系の陽性対照材料とすることが可能であるこ

とを確認した。また、安全性試験に用いるための不活化インフルエンザ全粒子ワクチン原

液を作製した。 

 

Ａ．研究目的 

(1)鼻粘膜における経鼻インフルエンザワ

クチンの安全性を評価するための材料

の作製 

(2)安全な経鼻インフルエンザワクチンの

開発に寄与する 

 

Ｂ．研究方法 

安全性評価用経鼻投与型インフルエンザ

ワクチンの作製 

2011/2012シーズンの季節性インフルエ

ンザワクチン株ウイルスである 

・ A/California/7/2009（H1N1）pdm 

・ A/Victoria/210/2009（H3N2） 

・ B/Brisbane/60/2008（Victoria 系統） 

の 3 株を用い、ホルマリンにより不活化

した全粒子ワクチン原液を作製した。こ

の原液に、人体への経鼻投与型剤型とす

るために粘稠剤を添加し、安全性評価用

の 3 混ワクチン原液を調製した。 

また、2014/2015 シーズンの季節性イン

フルエンザワクチン株ウイルスである 

・ A/California/7/2009（H1N1）pdm 

・ A/Victoria/361/2011（H3N2） 

・ B/Massachusetts/2/2012（山形系統） 

の 3 株についても、ホルマリンにより不

活化した全粒子ワクチン原液を作製した。 

 

参照用ウイルス液 

経鼻投与用インフルエンザワクチン製剤

の安全性の比較対照用として、ワクチン

製剤の原料である A/Victoria/210/2009

（H3N2）ウイルス浮遊液を用いた。 

 

経鼻投与用試作ワクチン製剤の安全性評

価 

上記安全性評価用 2011/2012シーズンのワ

クチン製剤およびウイルス浮遊液を被験

薬とし、カニクイザルを被験動物として経

鼻投与時の粘膜および嗅神経・中枢神経へ

の影響を調査する試験を実施した。投与後

3 時間、6 時間又は 12 時間を経過した時点

で被験動物を安楽死させ、固定された検体

から病理組織標本を作製した。投与部位か

らのウイルスあるいはウイルス由来蛋白

の移行、および組織への影響を調べるため、



A型インフルエンザウイルスのHA蛋白と

NP 蛋白を認識するモノクローナル抗体お

よびマクロファージやミクログリア細胞

のマーカー蛋白である Iba1 を認識するモ

ノクローナル抗体等を用いた病理組織観

察、および電子顕微鏡による観察を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

「研究機関等における動物実験等の実施

に関する基本指針」（文部科学省告示第

71 号、平成 18 年 6 月 1 日）に基づいた試

験を行った。 

 

 

ウイルス由来抗原の検出検討 

検討用ウイルスとしては、2010/2011 シ

ーズン用インフルエンザワクチン株ウイ

ルスである下記 3 株、及びこれらの株由

来の不活化全粒子ワクチンを用いた。 

A/California/7/2009(H1N1)                

A/Victoria/210/2009(H3N2)                 

B/Brisbane/60/2008 

In vitro でのウイルス抗原検出の材料と

しては、MDCK 細胞に上記のウイルスま

たは不活化全粒子ワクチン液を上層し、

固定したものを用いた。それに対し、抗

インフルエンザウイルス由来抗原に特異

性を持つマウスモノクローナル抗体と反

応させ、FITC 標識した 2 次抗体によりウ

イルス抗原と反応した抗体を検出した。

用いたモノクローナル抗体は以下の通り

である。 

(抗 NP 抗体) 

 A 型：Anti-A/NC NP mAb (IgG2a) #A7   

B 型：Anti-B/山東 NP mAb (IgG2a)  #B1   

 

(抗 HA 抗体)   

A 型：Anti-A/Brisbane (H1N1) mAb 

(IgG2b) B2-7、 

Anti-A/ソロモン諸島(H1N1) mAb(IgA) 

S1-5、及び 

Anti-A/Uruguay (H3N2) mAb (IgG1、腹

水)  U1-37 

B 型：Anti-B/Malaysia mAb (IgA) M1-19 

 

インフルエンザウイルス由来組換え抗原

の作製 

ウイルス由来 HA 抗原検出のための陽

性対象として、組換え抗原の取得を試み

た。由来ウイルスとしては、2014/2015 シ

ーズン用インフルエンザワクチン株ウイ

ルスである、A/California/7/2009 (H1N1) 

pdm09 を用いた。ウイルス由来 RNA から

cDNA を作製し、C 末に FLAG タグを持

つバキュロウイルス系発現ベクターに組

み込んで、発現用プラスミドを作製した。

このプラスミドを投与したカイコ幼虫が

蛹になった段階で、発現された HA 蛋白

をそのホモジネートからアフィニティ精

製した。 

 

インフルエンザウイルス由来組換え抗原

の評価 

前述の抗原を用い、A/California/7/2009 

(H1N1) pdm09 株由来ワクチンを投与した

マウスの血清または鼻腔洗浄液との反応

性を ELISA 法により確認した。反応の特

異性を確認するため、対照用の抗原とし

て、A/California/7/2009 (H1N1) pdm09 株、

及び A/Texas/50/2012 (H3N2) 株の不活化

全粒子ウイルスとの反応性も確認した。

さらに、インフルエンザウイルス

A/Texas/50/2012 (H3N2) pdm09 株由来ワ

クチンを投与したマウスの血清または鼻

腔洗浄液との反応性についても確認した。 

 

安全性評価用経鼻投与型インフルエンザ

ワクチンの作製 

2012/2013 シーズンの季節性インフルエ

ンザワクチン株ウイルスである 



・ A/California/7/2009（H1N1）pdm 

・ A/Victoria/361/2011（H3N2） 

・ B/Wisconsin/1/2010（山形系統） 

の 3 株を用い、ホルマリンにより不活化

した全粒子ワクチン原液を作製した。こ

の原液に、人体への経鼻投与型剤型とす

るために粘稠剤を添加し、安全性評価用

の 3 混ワクチン原液を調製した。 

また、2014/2015 シーズンの季節性イン

フルエンザワクチン株ウイルスである 

・ A/California/7/2009（H1N1）pdm 

・ A/Victoria/361/2011（H3N2） 

・ B/Massachusetts/2/2012（山形系統） 

の 3 株についても、ホルマリンにより不

活化した全粒子ワクチン原液を作製した。 

 

Ｃ．研究結果 

安全性評価用経鼻投与型インフルエンザ

ワクチンの作製 

調製したワクチン原液は、設定した規格

値の範囲内、あるいは設定した規格基準に

合格した。これにより、作製したワクチン

原液は安全性評価試験に用いる材料に出

来ると判断した。 

 

経鼻投与用試作ワクチン製剤の安全性評

価 

投与部位である鼻腔の呼吸部および神

経部を中心とした病理組織標本を作製し、

組織の観察と抗原の検索を行った。ウイル

ス由来抗原は投与部位周辺にのみ認めら

れ、脳や中枢神経への移行は認められなか

った。抗原が免疫担当細胞に囲まれ、取り

込まれつつあると見られる像は認められ

たが、粘膜を著しく損傷するような炎症や

神経組織の変性など、被験薬に起因する深

刻な有害事象は認められなかった。 

 

ウイルス由来抗原の検出検討 

ウイルスを感染させた MDCK 細胞に対

して抗 NP 抗体を反応させると、細胞内も

含めて全体で蛍光が検出された。一方、抗

HA 抗体では細胞表面だけに蛍光が検出さ

れた。不活化全粒子ワクチンを曝露させた

細胞では、インキュベーション時間を 60 分

以内としたところ、細胞表面に HA 蛋白が

検出されたが、NP 蛋白は検出されなかった。 

 

インフルエンザウイルス由来組換え抗原

の作製 

カイコ 10 頭から約 320μg（純度 86%）

の組換え HA 蛋白を取得した。 

 

インフルエンザウイルス由来組換え抗原

の評価 

 作製した組換え蛋白は、その由来ウイル

ス株ワクチンを投与したマウス検体だけに

特異的な反応が認められた。一方、

A/California/7/2009 (H1N1) pdm09 株及び

A/Texas/50/2012 (H3N2) 株の不活化全粒子

ウイルスは上記いずれの株由来ワクチンを

投与したマウスの検体とも反応が認められ

た。投与されたワクチンの方に強く反応す

る傾向は認められたことから、株特異的な

抗原に対する抗体と、いずれのウイルスに

も共通して存在する抗原に反応する抗体の

両方が誘導されていると考えられた。 

 

Ｄ．考察 

カニクイザルに不活化した全粒子インフ

ルエンザウイルスワクチンを経鼻投与した

in vivo の試験系では、投与部位及び中枢神

経系への有害な事象は認められなかった。

また、in vitro の試験系において、インフル

エンザウイルスは細胞に取り込まれ、増殖

が見られたが、不活化した全粒子ウイルス

は細胞内からは検出されず、接触後に表面

で短時間検出されるのみで、細胞変性作用

や細胞への傷害などの作用は認められなか

った。これらのことから、不活化した全粒



子ウイルスには投与部の組織を損傷させる

ような作用は無いものと考えられる。  

また、ウイルス由来抗原を認識する抗体

を用いた検出系構築に加え、各株個別の HA

蛋白については組換え蛋白質を作製したが、

これについては、検出時の陽性対象、ある

いは各株特異的な挙動を検出可能な抗体の

調製材料として利用出来ると考えられる。 

また、作製した安全性評価用ワクチン原

液は問題なく使用出来るものと判断された。 

 

Ｅ．結論 

 今回開発したインフルエンザウイルス由

来抗原を検出する試験系と、それから得ら

れた in vitro 及び in vivo の実験結果は、経鼻

ワクチンの安全性を検証する上で有用な材

料、及び知見の蓄積として利用出来ると考

えられる。 
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