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厚生労働科学研究委託費（新興・再興感染症に対する革新的医薬品等開発推進研究事業） 

委託業務成果報告 

 

（総括） 

乳幼児に適用可能な安全性と有効性の高いSF-10アジュバントによるインフルエンザ・RSV

感染防御免疫誘導に関する研究 

 

業務主任者 木戸 博 徳島大学疾患酵素学研究センター 特任教授 

 
研究要旨 

SF-10 アジュバントは、肺サーファクタントに類似した人工合成アジュバント（SSF）と増

粘剤の Carboxy vinyl polymer から成り、抗原は SF-10 アジュバントに結合後、樹状細胞に

運搬され、取り込まれて抗原提示が始まる。SF-10 アジュバントの製造工程各ステップのパ

ラメーターが検討され、再現性の良い製造結果が得られた。SF-10 アジュバントの免疫増強

作用機序の解析では、SF-10 はマクロピノサイトーシスによる樹状細胞への抗原の取り込み

を促進した。取り込まれた抗原は、細胞内で速やかにペプチドに分解され、おそらくリソゾ

ーム経由で MHC class II と、TAP1-小胞体経由で MHC class I の両方に抗原提示されること

が明らかになった。さらに、MHC class I から CD8+ T 細胞を介して細胞障害性 T 細胞に抗

原情報の伝達が、MHC class II から CD4+ T 細胞を介する抗原情報伝達が明らかになった。

粘膜局所の T 細胞非依存性抗原シグナル伝達経路においては、SF-10 は BAFF の転写を促進

し、B細胞の IgA クラススイッチを亢進した。抗体誘導臓器の検討では、経鼻接種した気道

粘膜と血液での抗体産生以外に、腸管免疫、膣免疫を著しく亢進させ、抗体を大量に誘導し

ていることが判明した。SF-10 アジュバント適用抗原の検索では、食物アレルギーワクチン

を視野に入れた ovalbumin や、気道感染症での RS ウイルス抗原で抗体誘導が確かめられて

いたが、新たに検討した肺炎球菌では SF-10 アジュバントへの結合が確かめられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. 研究目的 

現状でのインフルエンザワクチンを始め

とした各種ワクチンの多くは、通常の感染

ルートでは無く、皮下注射か筋肉注射型の

ワクチンで、この場合図１に示すように抗

体誘導は血液の IgG を主体とした肺炎予防

に限定され、初感染部位の気道粘膜の IgA

抗体の誘導は期待されない。次世代型のワ

クチン開発では、より予防効果の強いワク

チンを開発するために自然感染ルートの経

鼻接種ワクチンである必要がある。経鼻接
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ン事業本部・副主任研究員 

 



- 2 - 
 

種ワクチンの場合、気道粘膜の分泌型 IgA

を誘導して感染予防効果を誘導するだけで

なく、血液中の IgG 抗体を誘導して肺炎防

止効果を発現する。鼻腔は絶えず異物にさ

らされるため異物排除機能の優れた部位で、

ここでの免疫系を刺激して抗体誘導を導く

ためには、免疫増強作用を示すアジュバン

トの添加が不可欠である。 

 これまでに開発された主要な粘膜アジュ

バントを図２に示す。樹状細胞を直接刺激

して免疫誘導効率を増強するアジュバント

の群と、樹状細胞への抗原運搬効率を増強

させるアジュバント群の２っのグループに

分類できる。これまで一般に、前者のグル

ープの場合、アジュバントの有効性が強く

なればなる程、自己免疫等のアジュバント

病のリスクが高まって安全性に問題が現れ、

安全性と有効性の両者を両立させることは

困難であった。この問題を解決するために、

本プロジェクトではアジュバントを代謝回

転の速いヒトの生体成分に限定して、過剰

な樹状細胞の刺激を回避することで、安全

性を確保することとした。このような条件

を満足する生体成分粘膜アジュバントは、

図２に示す抗原運搬体としての肺サーファ

クタントのみである。 

本プロジェクトでは、肺サーファクタン

トの代わりにこれに類似した人工合成肺サ

ーファクタント SF-10 を使用して免疫系へ

の過剰刺激を抑制し、さらに自然感染ルー

トで抗原を接種することで、生体が持つ生

体防御機能をフル動員することで、抗体誘

導の有効性と安全性を両立させた世界で最

も強力な粘膜免疫アジュバントを完成させ

た。 

本プロジェクトの研究目的は、２歳以下

の乳幼児への適用を視野に、SF-10 について

下記の 4 項目、① SF-10 アジュバントの作

用機序の解析、② SF-10 アジュバントの安

全性の検討、③ SF-10 アジュバントの抗体

誘導臓器の調査、④ SF-10 アジュバントが

適用可能な抗原、を明らかにする。 

 
B. 研究方法 

SF-10 アジュバントは、図３に示す肺サー

ファクタントの成分の中から、粘膜アジュ

バ ン ト 作 用 に 必 要 な 成 分 と し て 、

dipalmytoyl phosphatidylcholine (DPPC)、

Phosphatidyl glycerol (PG)、Phosphatidic 

acid (PA)、Surfactant protein C (SP-C)

が同定され、強い疎水性のために工業生産

が困難な SP-C に代わって K6L16 ペプチドが

発明され、肺サーファクタントに類似した

人工合成アジュバント（SSF）が完成した。

さらに噴霧された抗原と SSF の鼻腔内での

滞留効果を増強させるための増粘剤として

Carboxy vinyl polymer (CVP)を加え、SF-10

が完成した。図４は肺サーファクタントと

HA 抗原を混合した電子顕微鏡写真(A)と、HA

抗原とSF-10を混合した電子顕微鏡写真(B)

を示す。SF-10+HA 抗原の場合、CVP のポリ

マー鎖に HA 抗原が絡め取られて、樹状細胞

にHA抗原が効果的に運搬されて抗原提示さ

れると期待される。SF-10 アジュバントでは、

抗原と SSF との効果的な結合が重要で、そ

のため各製造工程で工夫がなされ、再現性

の良い抗原と SF-10 の安定結合が得られる

ようになった。この検体を使用して以下の

研究が実施された。 

 

１）SF-10 アジュバントの作用機序の解析 
ａ．樹状細胞への抗原の取り込み促進機序
の解析 
樹状細胞の培養系で、インフルエンザワ

クチン抗原の SF-10 アジュバント（人工合

成肺サーファクタントSSF+ 増粘剤Carboxy 
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vinyl polymer(CVP)）による取り込み促進

機序の解明が実施された。細胞培養系での

実験では、増粘剤の CVP が SSF-HA の拡散を

障害することから、SF-10 の代わりにアジュ

バントとして SSF を、抗原にはインフルエ

ンザhaemagglutinin (HA)を主成分とするス

プリットワクチン抗原を用いて作用機序を

解析した。 

ｂ．局所免疫でのIgA抗体誘導、全身免疫で

のIgG抗体誘導におけるクラススイッ

チ促進機序の解析 

樹状細胞に取り込まれた抗原シグナルが、

その後のT細胞の活性化とB細胞のクラスス

イッチの促進にどのように伝達され、抗体

誘導の増幅に繋がるかを検討した。今年度

の研究では、抗原シグナル伝達の最初の過

程を構成する機序を明らかにするため、マ

ウスの骨髄培養細胞から分化させた樹状細

胞を用いて、局所免疫と全身免疫へのシグ

ナル伝達を解析した。 
 
２）SF-10アジュバントの安全性の検討 
SF-10の安全性の検討の初年度は、マウス
を用いた病理学的リスク因子の解析を実施
することとした。最終的には、ヒト用に開発
した噴霧デバイスを使用した安全性の検討、
を計画している。 
 
３）SF-10アジュバントの抗体誘導臓器の調
査 

SF-10アジュバントを用いたインフルエン

ザHAワクチン抗原経鼻接種に反応して抗体

誘導促進臓器を調査するために、マウスの鼻

腔洗浄液、気管支肺胞洗浄液、膣液、消化管

洗浄液、便中の抗HA特異的分泌型IgAの定量

を実施した。 

 

４）SF-10アジュバントが適用可能な抗原 

SF-10アジュバントによる抗体誘導の増強

効果は、SSFの脂質膜に抗原が結合して樹状

細胞に運ばれて、粘膜の分泌型IgAと血液IgG

誘導を引き起こすことから、SSFの脂質膜に

抗原が結合しなくてはならない。SSFの脂質

膜と抗原との結合をモニターする方法の検

索と、今後に向けたSSF結合抗原の検索を実

施する。 

 
（倫理面への配慮） 
本研究は、徳島大学動物実験委員会の承認

を受け、その指針に従い実施した。 

 
Ｃ．研究結果 
本実験で使用したインフルエンザ

haemagglutinin (HA)の抗体誘導効果を図５

に示す。8週齢の Balb/C マウス（雌）、各群

５匹に、生理食塩水投与群、Influenza A 

California/07/2009(H1N1) HA (0.4 µg/匹)

群、HA (0.4 µg/匹)+SSF(4 µg/匹)+0.5%CVP 

(HA-SF-10 群)、HA (0.4 µg/匹)+Poly(I:C)(4 

µg/匹)(HA-Poly(I:C)群)を、２週間間隔で

３回経鼻投与（片鼻に 3 µLづつ）して、最

終投与から２週後に、血液と鼻腔洗浄液を

採取して、抗インフルエンザ HA 抗体の濃度

を ELISA で測定して平均値と中央値で示し

ている。その結果、生理食塩水のバックグ

ラウンド値で、鼻汁、血液の抗 HA 抗体は、

それぞれ 2-3 ng/mL、10-20 ng/mL を示した

のに対して、HA 単独の３回投与で鼻汁、血

液の抗HA抗体はそれぞれ5-10 ng/mL、30-40 

ng/mL 程度の増加は見られたが、SF-10 アジ

ュバント添加の 1/1000 程度で、図に表示し

た µg/mL のスケールではほぼ 0 に近い値と

して表示されている。これに対して、

HA-SF-10 群では鼻腔の IgA 値（中央値）で

30 µg/mLを、血液 IgG 値で 2765 µg/mLを示

した。この抗体誘導効果は、文献上世界で

最も効果的な抗体誘導効果と言える。この
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抗体誘導効果は、樹状細胞を直接刺激する

Poly(I:C)を SSF と同量添加よりも、中央値

で 1.6 倍（鼻汁）、2.6 倍（血液）の抗体誘

導効果を示した。HA+SSF に比べると、抗体

誘導効果は 15 倍（鼻汁）、8.5 倍（血液）を

示し、SF-10（CVP+SSF）の場合著明な抗体

誘導増幅効果を示している。CVP は単に増粘

剤としてではなく、図４に示すように SSF

との共存下にHA抗原を効率よく樹状細胞に

運搬しているためと推定している。 

 上記の検体を用いて以下の解析を実施し

た。 

１）SF-10 アジュバントの作用機序の解析 
ａ．樹状細胞への抗原の取り込み促進機序
の解析 
７週齢のBALB/cマウスの大腿骨より骨髄

細胞を採取して、GM-CSF/IL-4 添加培地で 7

日間培養して樹状細胞に分化した細胞を、

Anti-CD11c-conjugated magnetic beeds を

用いて選択的に採取して用いた。この実験

系では、培地に添加する HA-SF-10 は CVP の

増粘効果で塊となって均一に培地中に分散

しないため、HA-SSF の条件で樹状細胞への

抗原の取り込み促進機序の解析を実施して

いる。HA の樹状細胞への取り込みは、図６

に示すように温度依存性で、取り込み促進

効果はエネルギー依存性であることが示唆

された。37℃の条件で、HA 単独に比べて

HA-SSF は約 10.5 倍の促進効果を示した。 

 次に SSFの HA取り込み促進効果の作用機

序を解析するために、マウス骨髄由来の樹

状細胞(5×105 cells)にナトリウムチャネ

ル阻害を介したエンドサイトーシス阻害剤

の Amiloride、クラスリン依存性エンドサイ

トーシス阻害剤の Chlorpromazine、アクチ

ン 重 合 阻 害 剤 の Cytochalasin B 、

Cytochalasin D をそれぞれ１時間添加して

蛍光色素 ATTO488 標識 HAの取り込みをフロ

ーサイトメトリーで検証した。阻害剤無添

加のHA+SSFの細胞内への取り込みを１とし

た時の、各種条件下の取り込み抑制効果を

図７に示している。これらの中で、

Amiloride が濃度依存性に著明に HA の取り

込みを阻害していることから、SSF による

HA の取り込み促進効果は、Amiloride で抑

制されるマクロピノサイトーシスと推定さ

れた。なお Cytochalasin B を添加した実験

系では、僅かな阻害傾向が見られたが、統

系学的有意差ではなかった。 

 HA 抗原を取り込んだ樹状細胞では、樹状

細胞の活性化マーカーのCD86の発現が増加

することを報告している。そこで図７と同

じ条件下で細胞を処理した時の、樹状細胞

表面の活性化マーカーCD86 を指標に各種阻

害剤の効果を検証した結果を図８に示す。

図に示すように、Amiloride の処理のみで

CD86 の発現レベルが有意に減少しており、

SSF は HA 抗原をマクロピノサイトーシスで

細胞に取り込んで抗原シグナルを発現して

いることが判明した。 

 
ｂ．局所免疫でのIgA抗体誘導、全身免疫で
のIgG抗体誘導におけるクラススイッ
チ促進機序の解析 
樹状細胞に取り込まれた抗原シグナルが、

その後の T 細胞の活性化と B 細胞のクラス

スイッチの促進にどのように伝達され、抗

体誘導の増幅に繋がるかを検討した。これ

らの中でも、T細胞非依存性に鼻粘膜局所で

樹状細胞から直接 B 細胞に抗原シグナルが

伝達されて IgA 産生のクラススイッチが促

進される系と、T細胞依存性のシグナル伝達

系が知られている。 

図９に T 細胞非依存性の抗原シグナル伝

達系に関与すると言われる因子群、BAFF、 

APRIL、TACI、BAFF-R を示している。調べた

４種に因子の中で、BAFF の転写のみが図１
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０に示すようにHA+SSFによって増加してい

た。またこの実験では、HA 抗原以外に食物

アレルギーワクチンを意識して、卵の主要

食物抗原である Ovalubumin (OVA)を添加し

た場合も検証しているが、HA と同様 OVA で

も BAFF の発現は増加していた。なお、この

実験では抗原の非存在下で単独で樹状細胞

を 刺 激 す る こ と が 報 告 さ れ て い る

Poly(I:C)を添加して Positive Control と

している。Poly(I:C)は単独で著明に樹状細

胞を刺激して、その効果は長時間持続する

ことを確かめている（データ非表示）。この

ことは、樹状細胞を刺激する図２に示した

アジュバント群が、その副作用として自己

免疫疾患を誘導することに関係している可

能性を示唆する。 

抗原を取り込んだ樹状細胞から T 細胞を

介して抗原シグナルが伝達されるさいに起

こるとされる MHC class I と MHC class II

のシグナル伝達系を図１１に示す。従来の

研究で、HA+SSF で MHC class II のシグナル

伝達が増強されることを報告していること

から、今年度の研究では MHC class I を介

する細胞性免疫系への関与を検証した。 

図１２に示すように樹状細胞の小胞体へ

の抗原の取り込みに関与する因子のTAP1の

発現が有意に増加していた。HA+SSF 以外で

も OVA+SSF でも同様に増加しており、この

TAP1 の増加は Poly(I:C)でも認められた。 

 TAP1 を介して小胞体に取り込まれた抗原

は抗原ペプチドにまで分解されて、その抗

原ペプチドは図１３に示すように、樹状細

胞の MHC class I 上に提示され、CD8+ T 細

胞に抗原情報は伝達され、活性化された後

にインターフェロン(IFN) γ を産生する細

胞障害性 CD8T 細胞に分化する。この抗原情

報によって活性化された CD8T 細胞（細胞障

害性 CD8T 細胞）が産生されているかを、検

証した。 

BALB/c マウスに生理食塩水、HA 抗原、

HA+SF-10、HA+Poly(I:C)のそれぞれを３回

点鼻した４群から鼻腔内細胞を収集して、

抗 CD8 陽性、抗 IFNγ 産生細胞を測定した

結果を図１４に示す。樹状細胞からの抗原

情報が CD8T 細胞に伝達され、活性化を受け

てインターフェロン(IFN) γ を産生してい

る細胞障害性CD8T細胞の比率が枠で示され

ている。生理食塩水や HA 単独投与に比べて

HA-SF-10投与群とHA-Poly(I:C)投与群では

細胞障害性CD8T細胞が増加していることが

わかる。さらに抗原情報を刷り込まれた

CD8T 細胞の測定系として汎用されている

OVA/MHC Tetramer を用いた測定を、同様に

実施した。ここでは、BALB/c マウスに生理

食塩水、OVA 抗原、OVA+SF-10、OVA+Poly(I:C)

のそれぞれを３回点鼻した４群から鼻腔内

細胞を収集して、図１５に示すように抗 CD8

陽性 OVA/MHC Tetramer 結合細胞をカウント

して枠に示した。SF-10 は Poly(I:C)と同様

に OVA抗原を認識した細胞障害性 CD8T 細胞

の増加を示した。 

 以上から、SF-10 は抗原情報を T細胞非依

存性に鼻腔局所で B 細胞の情報を伝えると

共に、T 細胞依存性の経路を介して MHC 

class I と MHC class II に抗原シグナルを

伝達して、液性免疫と細胞性免疫の両方を

活性化していることが示唆された。 

 
２）SF-10アジュバントの安全性の検討 
SF-10 の安全性の検討の初年度は、マウス

を用いた病理学的リスク因子の解析を実施

中である。具体的には、図１６に記載した

実験計画に基づいて病理組織学的解析を進

めるが、ここで記載している Level 1, 2, 3

については、図１７に示す部位に相当する。

現在実験は実施中である。 
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３）SF-10アジュバントの抗体誘導臓器の調
査 
SF-10 アジュバントを用いたインフルエ

ンザHAワクチン抗原経鼻接種に反応する抗

体誘導促進臓器を調査するために、マウス

の鼻腔洗浄液、気管支肺胞洗浄液、膣液、

消化管洗浄液、便中の抗 HA 分泌型 IgA の定

量を実施した。 

 図１８に実験系を示す。8 週齢の Balb/C

マウス（雌）、各群５匹に、生理食塩水投与

群、Influenza A California/07/2009(H1N1) 

HA (0.4 µg/匹)群、HA (0.4 µg/匹)+SSF(4 µg/

匹)+0.5%CVP (HA-SF-10 群)、HA (0.4 µg/

匹)+Poly(I:C)(4 µg/匹)(HA-Poly(I:C)群)

を、２週間間隔で３回経鼻投与（片鼻に 3 µL

づつ）して、最終投与から２週後に、血液

と鼻腔洗浄液（0.1% BSA/saline, 1mL）、肺

洗浄液（0.1% BSA/saline, 2mL）、膣洗浄液

（0.1% BSA/saline, 1mL）、腸管洗浄液（0.1% 

BSA/saline, 2mL）、糞便（盲腸内の糞便 100 

mgを 500 µLのプロテアーゼインヒビターカ

クテルを含む PBS）を採取した。なお糞便を

溶解する溶液に含まれるプロテアーゼイン

ヒビターを含む各試薬の最終濃度は、10 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)、

0.1 mM leupeptin、0.1 mM bestatin、0.1 mM 

E-64c、0.3 M KCl、15% dimethyl sulfoxide、

0.05% Tween 20 である。 

 図１９には経鼻接種したインフルエンザ

HA 抗原特異的分泌型 IgA のマウス１匹当た

りの分泌総量を示す。各臓器の HA 抗原特異

的分泌型 IgA 総量は、いずれの臓器におい

てもPoly(I:C)に比べてSF-10の誘導効果は

高かった。膣液中に分泌される量は、鼻腔

に分泌される総量の約半分を、さらに腸管

洗浄液中には鼻腔洗浄液とほぼ同量のイン

フルエンザ HA抗原特異的分泌型 IgAが検出

された。なお、糞便中には比較的大量の抗

体が含まれており、そのため腸管内には生

体内で最も多量の特異抗体が含まれること

が判明した。これらの事は、腸管感染症、

膣感染症ワクチンに経鼻接種ワクチンが有

効であることを示唆している。 

 
４）SF-10アジュバントが適用可能な抗原 
SF-10 アジュバントによる抗体誘導の増

強効果は、SSF の脂質膜に抗原が結合して樹

状細胞に運ばれて、粘膜 IgA と血液 IgG 誘

導を引き起こすことから、SSF の脂質膜に抗

原が結合しなくてはならない。SSF の脂質膜

と抗原との結合をモニターする方法の検索、

今後に向けた SSF 結合抗原の検索を実施し

た。 

 これまでに SSF と結合して、抗体誘導を

導くことがわかっている抗原に、RSV のウイ

ルス膜たんぱく質の抗原、食物アレルギー

ワクチンの抗原として OVA を明らかにして

いる。ここでは新たに、肺炎球菌ワクチン

の開発に SF-10 が使用できないかを検討し

た。結合条件の検索には、様々な条件下で

市販の肺炎球菌ポリサッカライド抗原を溶

解し、SSF を加え相互の結合力をカロリーメ

ーターで測定した。図２０に示す結果から、

結合定数(KA)、結合熱力学量(ΔH, ΔS, ΔG)、

結合サイト数が計算できるため、最も結合

し易い条件を検索できると推定している。 

D. 考察 

本プロジェクトでは、安全性と抗体誘導

の有効性を両立させるアジュバントとして、

代謝回転の速い生体成分として肺サーファ

クタントに注目し、肺サーファクタントに

類似した人工合成肺サーファクタント

SF-10 を完成させて、免疫系への過剰刺激を

抑制した抗原運搬体としてのアジュバント
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を世界で最初に完成させた。さらにアジュ

バントの投与を自然感染ルートにすること

で、生体が持つ様々な生体防御機能をフル

動員することで、極めて有効な抗体誘導効

果を実現させた。これまでのアジュバント

では、安全性と有効性を両立させることは

困難であったが、代謝回転の速い生体成分

に着目することで、安全でしかも世界で最

も強力な粘膜免疫アジュバントとなった。

本プロジェクトでは、なぜ抗体誘導効果が

強力であるのに、炎症反応や自己免疫反応

が認められないかについて、その作用機序

の解析を中心に実施された。  

①  SF-10 アジュバントの作用機序の解析
の結果、抗体誘導については粘膜局所の樹

状細胞で観察される T 細胞非依存性の B 細

胞での IgA クラススイッチ促進機序が関与

していることが明らかになった。さらに抗

原提示された樹状細胞から、MHC class I と

MHC class II を介する抗原シグナル伝達系

が共に作用して、液性免疫と細胞性免疫の

両方を誘導している実態が明らかになった。

このような作用を示す SF-10 アジュバント

であるが、抗原の非存在下では樹状細胞の

刺激作用は全くない。SSF、SF-10 は、抗原

との共存下に樹状細胞での抗原の取り込み

を促進していることが判明した。 

② SF-10 アジュバントの安全性の検討につ

いては、初年度の計画としてマウスを用い

た鼻腔内での非刺激性、神経系への影響の

有無を検証中である。 

③ SF-10 アジュバントの抗体誘導臓器の調

査では経鼻接種の条件下で、血液中の IgG

以外に気道粘膜の IgA、膣粘膜の IgA、腸管

粘膜の IgA を多量の産生していることが判

明したことから、腸管粘膜ワクチン、膣粘

膜ワクチンの開発に応用できることが判明

した。 

④ SF-10 アジュバントが適用可能な抗原の

スクリーニングとその条件をカロリーメー

タを用いることで、最適条件を検索できる

ことが明らかになった。 

 

E.  結論 

安全で有効な生体成分粘膜アジュバント

SF-10 の作用機序の一端が明らかになって

きた。今後さらなる詳細な解析を通じて、

SF-10 の安全性が代謝以外の点にもあるの

か、強力な抗体誘導効果が、何に由来する

かをさらに絞り込んで解析を進める。自然

感染ルートの経鼻接種は、気道以外の全身

の粘膜で多量の抗体を産生することが明ら

かになり、腸管や膣等の各種感染症、さら

にはアレルギーワクチン等への応用を示唆

している。 
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図 1. ワクチン開発の現状と次世代戦略 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 図 2. これまでに開発された主要な粘膜ア

ジュバント 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３．粘膜アジュバント活性に必要な肺サ

ーファクタント成分 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
図４．肺サーファクタント、SSF と HA との

複合体の電顕像 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５．HA-SF-10 による鼻汁 IgA、血液 IgG

の抗体誘導効果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６．HA-SSF による樹状細胞への温度依存

性取り込み促進効果 
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図７．マクロピノサイトーシスによる

HA-SSF の取り込み促進効果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
図８．CD86 陽性細胞の割合で表示した各種

エンドサイトーシス阻害剤の影響 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図９．T細胞非依存性経路を経由した粘膜局

所の IgA 産生のクラススイッチ促進機序 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10. 鼻腔粘膜局所の樹状細胞の BAFF 

       の転写促進効果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 11. CD4+、CD8+T 細胞を経由する

抗原のシグナル伝達系 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    図 12．HA-SSF、OVA-SSF を処理した樹

状細胞の TAP1 の発現増加 
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Ami:Amiloride         CyB:CytochalasinB  
CyD:Cytochalasin D    Chl:Chlorpromszine 
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図 13．HA-SSF による MHC class I を介する

CD8+T 細胞の活性化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 14. HA-SF-10 の経鼻投与による細胞性免

疫の活性化の確認 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    図 16. マウスを用いた病理学的リスク

因子の把握実験計画 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    図 17. 標本切り出し部位と薄切面 

（ラットの例） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 15. OVA-SF-10 の経鼻投与による細

胞性免疫の HA-SF-10 による抗体活性

化と細胞障害性 T細胞、CTL の出現             

 

図 18. 経鼻接種誘導臓器の調査 
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図 19. 経鼻接種 HA-SF-10 による HA 特異 

     IgA 抗体の誘導 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

図 20.  カロリーメーターによる抗原とSSF

との結合力測定（肺炎球菌の場合） 
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厚生労働科学研究委託費（新興・再興感染症に対する革新的医薬品等開発推進研究事業） 

委託業務成果報告 

 

分担研究報告書 

SF-10アジュバントの免疫増強作用機序の解析に関する研究 

 

研究分担者 木戸 博   （徳島大学疾患酵素学研究センター 特任教授） 

研究分担者 亀村 典生 （徳島大学疾患酵素学研究センター 特別学術研究員） 

研究協力者 金 惠珍  （徳島大学疾患酵素学研究センター 特別学術研究員） 

 
研究要旨 

代謝回転の速い生体成分の肺サーファクタントに粘膜アジュバント活性を見出し、この肺サ

ーファクタントに類似した人工合成肺サーファクタント SSF に増粘剤の Carboxy vinyl 

polymer を加えて、SF-10 アジュバントができている。SF-10、SSF には樹状細胞を刺激する

作用は認められないが、インフルエンザ HA ワクチンとの共存下に鼻腔の分泌型 IgA 抗体と

血液の IgG 抗体を著明に誘導して、その誘導効果は世界のトップレベルであるが、炎症性反

応等の副作用は全く見られない。これまでに報告されているほとんどのアジュバントでは、

アジュバントの Efficacy が上がれば上がるほど、Safety に問題が生じている。これまでの

アジュバントとは異なる SF-10、SSF の作用機序に焦点を合わせて解析が行われた。 

SF-10、SSF は、樹状細胞に抗原を効率良く運んで、自らは速やかに細胞内で分解されて

免疫系への過剰な刺激を引き起こさない仕組みが明らかになってきた。樹状細胞に取り込ま

れた HA 抗原は、これまでに明らかになっている３っの抗体誘導経路の全てを動員して抗体

誘導を引き起こしていることが確認された。具体的には、T 細胞非依存性の鼻腔局所での B

細胞の IgA クラススイッチ促進機序の一つとして、BAFF の転写効果が確かめられた。一方、

T 細胞依存性の経路では、MHC class II を介する CD4+T 細胞依存性の液性免疫系の増強効

果と、MHC class I を介する CD8+T 細胞依存性の細胞性免疫系の発動効果である。これら３

っの抗体誘導経路の促進は、アジュバント単独で樹状細胞を強く刺激する Poly(I:C)でも同

様に認められている。これらのことから、安全な SF-10 アジュバントの効果は、効果的な抗

原の運搬能力と、細胞内での速やかな分解による過剰な免疫系の刺激の無いことに由来し、

SF-10 の抗体誘導効果の有効性は、Poly(I:C)と同様に、T細胞非依存性と T細胞依存性の両

面からの作用に由来すると考えられた。今後さらなる詳細な解析を進める。 

 
A. 研究目的 
これまでに開発された主要な粘膜アジュ

バントは、樹状細胞を直接刺激して免疫誘

導効率を増強するアジュバントと、樹状細

胞への抗原の運搬効率を増強させるアジュ

バントの２種類に分けて考えることができ

る。多くのアジュバントは前者に属し、抗

原が存在しなくても、アジュバント単独で

樹状細胞を刺激する。そのためこのような

アジュバントは一般に、アジュバントの有
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効性が強くなればなる程、自己免疫等のア

ジュバント病のリスクが高まって安全性に

問題が現れ、安全性と有効性の両者を同時

に達成させることは困難であった。この問

題は、今回提案する SF-10 アジュバントの

出現により、解決の方法が見えてきたと考

えている。具体的には、アジュバントを代

謝回転の速い（分解され易い）ヒトの生体

成分に限定して、過剰な樹状細胞の刺激を

回避することで、安全性を確保しながら、

細胞内に抗原情報をしっかりと導入する方

法である。以上の条件を満足する生体成分

粘膜アジュバントとして、肺サーファクタ

ントを発見し、その人工合成品の SSF を完

成させ、さらに増粘剤の Carboxy vinyl 

polymer（CVP）を加えて、SF-10 アジュバン

トが完成した。 

 
B. 研究方法 
ａ．樹状細胞への抗原の取り込み促進機序
の解析 
樹状細胞の培養系で、インフルエンザワ

クチン抗原の SF-10 アジュバント（人工合

成肺サーファクタントSSF+ 増粘剤Carboxy 

vinyl polymer(CVP)）による取り込み促進

機序の解明が実施された。細胞培養系での

実験には増粘剤の CVP が不用であることか

ら、SF-10 の代わりにアジュバントとして

SSF を 、 抗 原 に は イ ン フ ル エ ン ザ

haemagglutinin (HA)を主成分とするスプリ

ットワクチン抗原を用いて作用機序を解析

した。 

 

ｂ．局所免疫でのIgA抗体誘導、全身免疫で

のIgG抗体誘導におけるクラススイッチ促

進機序の解析 

樹状細胞に取り込まれた抗原シグナルが、

その後のT細胞の活性化とB細胞のクラスス

イッチの促進にどのように伝達され、抗体

誘導の増幅に繋がるかを検討した。今年度

の研究では、抗原シグナルの伝達の最初の

過程を構成する機序を明らかにするため、

マウス骨髄培養細胞から分化させた樹状細

胞を用いて、局所免疫と全身免疫へのシグ

ナル伝達を解析した。また、これまで細胞

性免疫の作用機序解析には抗原として

ovalubumin (OVA)が良く使用されていたこ

とから、HA抗原以外にOVAを抗原として利用

して作用機序解析を実施した。 

 
（倫理面への配慮） 
本研究は、徳島大学動物実験委員会の承

認を受け、その指針に従い実施した。 

 
C. 研究結果 
ａ．樹状細胞への抗原の取り込み促進機序
の解析 
 
７週齢のBALB/cマウスの大腿骨より骨髄

細胞を採取して、GM-CSF/IL-4 添加培地で 7

日間培養して樹状細胞に分化した細胞を、

Anti-CD11c-conjugated magnetic beeds を

用いて選択的に採取して用いた。この実験

系では、培地に添加する HA-SF-10 は CVP の

増粘効果で塊となって均一に培地中に分散

しないため、HA-SSF の条件で樹状細胞への

抗原の取り込み促進機序の解析を実施した。

HA の樹状細胞への取り込みは、図１に示す

ように温度依存性で、取り込み促進効果は

エネルギー依存性であることが示唆された。

37℃の条件で、HA 単独に比べて HA-SSF は約

10.5 倍の促進効果を示した。 

次に、HA を fluorescein isothiocyanate 

(FITC)で、SSF を ATTO488 でラベルして、細

胞内に取り込まれるスピードをモニターし

た。その結果、図２に示すように、添加後 5

分間の Lagの後に HAの細胞内への取り込み
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は SSF によって急速に促進され、１時間内

では HA 単独の取り込みに比べて約 10 倍の

促進効果を示した。HA 蛍光ラベルと SSF 蛍

光ラベルの細胞内取り込み過程で、両者は

常に共存していることから、HA-SSF は結合

したまま細胞内に取り込まれていることが

判明した。さらに細胞内へ取り込まれた後

の経過では、図３に示すように SSF は HA に

比べて速やかに消失するだけでなく、細胞

内の局在も両者は異なってくることから、

別々のオルガネラで分解されると推定され

た。HA は最終的には微粒子にまで分解され

た。 

次に SSFの HA取り込み促進効果の作用機

序を解析するために、マウス骨髄由来の樹

状細胞(5×105 cells)にナトリウムチャネ

ル阻害を介したエンドサイトーシス阻害剤

の Amiloride、クラスリン依存性エンドサイ

トーシス阻害剤の Chlorpromazine、アクチ

ン 重 合 阻 害 剤 の Cytochalasin B 、

Cytochalasin D をそれぞれ１時間添加して

蛍光色素 ATTO488 標識 HAの取り込みをフロ

ーサイトメトリーで検証した。阻害剤無添

加のHA+SSFの細胞内への取り込みを１とし

た時の、各種条件下の取り込み抑制効果を

図4に示している。これらの中で、Amiloride

が濃度依存性にHAの取り込みを阻害してい

ることから、SSF による HA の取り込み促進

効果は、Amiloride で抑制されるマクロピノ

サ イ ト ー シ ス と 推 定 さ れ た 。 な お

Cytochalasin B を添加した実験系では、僅

かな阻害傾向が見られたが、統系学的有意

差はなかった。 

HA 抗原を取り込んだ樹状細胞では、樹状

細胞の活性化マーカーのCD86の発現が増加

することを報告している。そこで図 4 と同

じ条件下で細胞を処理した時の、樹状細胞

表面の活性化マーカーCD86 を指標に各種阻

害剤の効果を検証した結果を図 5 に示す。

図に示すように、Amiloride の処理のみで

CD86 の発現レベルが有意に減少しており、

SSF は HA 抗原をマクロピノサイトーシスで

細胞に取り込んで抗原シグナルを発現して

いることが判明した。 

 
ｂ．局所免疫でのIgA抗体誘導、全身免疫で
のIgG抗体誘導におけるクラススイッチ促
進機序の解析 
 
樹状細胞に取り込まれた抗原シグナルが、

その後の T 細胞の活性化と B 細胞のクラス

スイッチの促進にどのように伝達され、抗

体誘導の増幅に繋がるかを検討した。これ

らの中でも、T細胞非依存性に鼻粘膜局所で

樹状細胞から直接 B 細胞に抗原シグナルが

伝達されて IgA 産生のクラススイッチが促

進される系と、T細胞依存性のシグナル伝達

系が知られている。 

図 6 に T 細胞非依存性の抗原シグナル伝

達系に関与すると言われる因子群、BAFF、 

APRIL、TACI、BAFF-R を示している。調べた

４種に因子の中で、BAFF の転写のみが図 7

に示すようにHA+SSFによって増加していた。

またこの実験では、HA 抗原以外に食物アレ

ルギーワクチンを想定して、卵の主要な食

物抗原である Ovalubumin (OVA)を添加した

場合も検証しているが、HA と同様 OVA でも

BAFF の発現は増加していた。なお、この実

験ではアジュバント単独で樹状細胞を刺激

することが報告されている Poly(I:C)を添

加して Positive Control としている。

Poly(I:C)は、抗原非存在下に単独で著明に

樹状細胞を刺激してその効果は長時間持続

することを確かめている（データ非表示）。

このことは、樹状細胞を刺激する図２に示

したアジュバント群が、その副作用として

自己免疫疾患を誘導することに関係してい
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ることを示唆するかもしれない。 

抗原を取り込んだ樹状細胞から T 細胞を

介して抗原シグナルが伝達されるさいに関

与するとされるMHC class I と MHC class II

のシグナル伝達系を図 8 に示す。従来の研

究で、HA+SSF で MHC class II のシグナル伝

達が増強されることを報告していることか

ら、今年度の研究では MHC class I を介す

る細胞性免疫系への関与を検証した。 

図 9 に示すように樹状細胞の小胞体への

抗原の取り込みに関与する因子のTAP1の発

現が有意に増加していた。HA+SSF 以外でも

OVA+SSFでも同様に増加しており、このTAP1

の増加は Poly(I:C)でも認められた。 

 TAP1 を介して小胞体に取り込まれた抗原

は抗原ペプチドにまで分解され、さらに抗

原ペプチドは図 10 に示すように、樹状細胞

の MHC class I 上に提示され、CD8+ T 細胞

に抗原情報は伝達される。このように活性

化された CD8+ T 細胞は、インターフェロン

(IFN) γを産生する細胞障害性CD8T細胞に

分化する。抗原情報によって活性化された

CD8T 細胞（細胞障害性 CD8T 細胞）が産生さ

れているかを次に検証した。BALB/c マウス

に生理食塩水、 HA 抗原、 HA+SF-10 、

HA+Poly(I:C)のそれぞれを３回点鼻した４

群から鼻腔内細胞を収集して、抗CD8陽性、

抗 IFNγ産生細胞を測定した結果を図 11に

示す。樹状細胞からの抗原情報が CD8T 細胞

に伝達され、活性化を受けてインターフェ

ロン(IFN) γ を産生している細胞障害性

CD8T 細胞の比率が枠で示されている。生理

食塩水や HA 単独投与に比べて HA-SF-10 投

与群と HA-Poly(I:C)投与群では細胞障害性

CD8T 細胞が増加していることがわかる。さ

らに抗原情報を刷り込まれたCD8T細胞の測

定系として汎用されている OVA/MHC 

Tetramer を用いた測定を同様に実施した。

ここでは、BALB/c マウスに生理食塩水、OVA

抗原、OVA+SF-10、OVA+Poly(I:C)のそれぞ

れを３回点鼻した４群から鼻腔内細胞を収

集して、図 12 に示すように抗 CD8 陽性

OVA/MHC Tetramer 結合細胞をカウントして

枠にしめした。SF-10 は Poly(I:C)と同様に

OVA 抗原を認識した細胞障害性 CD8T 細胞の

有意な増加を示した。 

 以上から、SF-10 は抗原情報を T細胞非依

存性に鼻腔局所で B 細胞の情報を伝えると

共に、T 細胞依存性の経路を介して MHC 

class I と MHC class II に抗原シグナルを

伝達して、液性免疫と細胞性免疫の両方を

活性化していることが示唆された。 

 

D.  考察 
本プロジェクトでは、安全性と抗体誘導

の有効性を両立させるアジュバントとして、

代謝回転の速い生体成分として肺サーファ

クタントに注目し、肺サーファクタントに

類似した大量生産可能な人工合成肺サーフ

ァクタント SF-10 を完成させて、免疫系へ

の過剰刺激を抑制した抗原運搬体としての

アジュバントを世界で最初に完成させた。

さらにアジュバントの投与を自然感染ルー

トにすることで、生体が持つ様々な生体防

御機能をフル動員することで、極めて有効

な抗体誘導効果を実験した。これまでのア

ジュバントでは、安全性と有効性を両立さ

せることは困難であったが、代謝回転の速

い生体成分に着目することで、安全でしか

も世界で最も強力な粘膜免疫アジュバント

を完成させた。本プロジェクトでは、抗体

誘導効果が強力であるのに、炎症反応や自

己免疫反応が認められないかについて、そ

の作用機序を解析する目的で実施された。  

SF-10 アジュバントの作用機序の解析の

結果、抗体誘導については粘膜局所の樹状
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細胞で観察される T 細胞非依存性の B 細胞

の IgA クラススイッチ促進機序が関与して

いることが明らかになった。さらに抗原提

示された樹状細胞から、MHC class I と MHC 

class II を介する抗原シグナル伝達系が共

に作用して、液性免疫と細胞性免疫の両方

を誘導している実態が明らかになった。こ

のような作用を示す SF-10 アジュバントで

あるが、抗原の非存在下では樹状細胞の刺

激作用は全くなく、抗原との共存下に樹状

細胞の抗原の取り込みを促進していること

が判明した。 

E. 結論 
安全で有効な生体成分粘膜アジュバント

SF-10 の作用機序の一端が明らかになって

きた。今後さらなる詳細な解析を通じて、

SF-10 の安全性が代謝以外の点にもあるの

か、強力な抗体誘導効果が、何に由来する

かをさらに絞り込んで解析を進める。 

 
F. 健康危険情報 
なし。 

 
G. 研究発票 
<論文発表> 

1) Horimukai K, Morita K, Narita M, Kondo 
M, Kitazawa H, Nozaki M, Shigematsu Y, 
Yoshida K, Niizeki H, Motomura K, Sago 
H, Takimoto T, Inoue E, Kamemura N, 
Kido H, Hisatsune J, Sugai M, Murota 
H, Katayama I, Sasaki T, Amagai M, 
Motita H, Matsuda A, Matsumoto K, 
Saito H, Ohya Y. Application of 
moisturizer to neonates prevents 
development of atopic dermatitis. J 
Allergy Clin Immunol 134(4): 824-830, 
(2014) 
 
H. 知的財産権の出願・登録状況（予定も含

む） 

1.特許取得 

    なし 

2.実用新案登録 

なし 

3.その他 
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図１．HA-SSF による樹状細胞への温度依存

性取り込み促進効果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2． SSF による樹状細胞への HA 抗原の取

り込み促進機序 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
図 3．細胞内での HA-SFF の共存性の継時

的変化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4. マクロピノサイトーシスによる

HA-SSF の取り込み促進効果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5. CD86 陽性細胞の割合で表示した 

各種エンドサイトーシス阻害剤の影響 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6. T 細胞非依存性経路を経由した粘膜局

所の IgA 産生のクラススイッチ促進機序 

 

 

 

 

 ※※※

 
Ami:Amiloride         CyB:CytochalasinB  
CyD:Cytochalasin D    Chl:Chlorpromszine 
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図 7．鼻腔粘膜局所の樹状細胞の BAFF 

       の転写促進効果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8． CD4+、CD8+T 細胞を経由する抗原

のシグナル伝達系 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
図 9．HA-SSF、OVA-SSF を処理した樹状

細胞の TAP1 の発現増加 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10. HA-SSF による MHC class I を介

する CD8+T 細胞の活性化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 11. HA-SF-10 の経鼻投与による細胞

性免疫の活性化の確認 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図 12. OVA-SF-10の経鼻投与による細胞

性免疫の HA-SF-10 による抗体活性化と

細胞障害性 T細胞、CTL の出現 
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厚生労働科学研究委託費（新興・再興感染症に対する革新的医薬品等開発推進研究事業） 

委託業務成果報告 

 

分担研究報告書 

SF-10アジュバントの安全性に関する研究 

 

研究分担者 遠藤 淳 （第一三共株式会社・ワクチン事業本部 主任研究員） 

 篠田 香織 （第一三共株式会社・ワクチン事業本部 副主任研究員） 

 井上 和恵 （第一三共株式会社・ワクチン事業本部 副主任研究員） 

 
研究要旨 

アジュバント添加ワクチンは、一般にアジュバントによるワクチン効果の増強に伴って安全

性が問題になることが多く、本研究における生体成分類似のアジュバント SF-10 についても

この視点から安全性についての検討を行っている。SF-10 を構成する人工合成肺サーファク

タント製剤の SSF は、主な GLP 試験を既に実施して安全性の確認が取れており、これに医薬

品添加物として承認されている Carboxy vinyl polymer (CVP)を既定の濃度加えて、SF-10

ができている。しかし、SSF と SF-10(SSF+CVP)のアジュバント効果が、鼻腔の IgA 抗体誘導

効果において SF-10 で約 10 倍程度増強されることから、安全性に対する評価をこれらの視

点から詳細に実施する必要がある。 

SF-10 の安全性検討について本年度は、マウスを用いた病理学的リスク因子の解析を実施

しており、病理標本を作製して解析を進めている。結果が出次第、本プロジェクトの全体計

画に反映させる。 

 
A. 研究目的 

これまでに世界で開発された主要な粘膜

アジュバントは、図１に示すように

Poly(I:C)、CpG、Cholera Toxin (CT)等の

ように、アジュバント自体で樹状細胞を直

接刺激して免疫系を活性化するアジュバン

ト群と、樹状細胞への抗原の運搬効率を増

強させる抗原運搬体としてのアジュバント

の２グループに分類できる。これまでは一

般に、前者のグループでは、アジュバント

の有効性が強くなればなる程、自己免疫疾

患等のアジュバント病のリスクが高まって

安全性に問題が現れ、安全性と有効性を同

時に達成させることは困難であった。この

問題を解決するために、本プロジェクトで

はアジュバントを代謝回転の速いヒトの生

体成分に限定して検索し、過剰な樹状細胞

の刺激を回避することで、安全性を確保す

る方法を探索してきた。このような条件を

満足する生体成分粘膜アジュバントは、図 1

に示す抗原運搬体としての肺サーファクタ

ントのみである。 

SF-10 は、アジュバント単独では細胞への

刺激性が無いことから、アジュバント自体

による投与局所の炎症性反応は認められて

いない。しかし鼻腔内投与であることから、

臭神経を介した中枢神経系への影響を詳細

に調査する必要がある。また経鼻投与法は、

極めて効果的に全身の免疫系に影響して、

生体防御機能を総動員することから、全身
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の免疫系をも視野に入れて安全性を評価し

て行く必要がある。 

 
B. 研究方法 
SF-10の安全性の検討は、マウスを用いた
病理学的リスク因子の解析を計画している。
本年度は、高用量経鼻接種時の鼻腔組織の病
理学的解析の予備検討を、マウスを用いて検
討した。詳細を図２に示した。 

 
（倫理面への配慮） 
本研究は、第一三共株式会社の実験動物

委員会の承認を受け、その指針に従い実施

した。 

 
C. 研究結果 
SF-10 の安全性の検討は、マウスを用いた

病理組織学的なリスク因子の解析を実施中

である。具体的には、図 2 に記載した実験

計画に基づいて病理組織学的解析を進めて

いる。ここで記載している Level 1, 2, 3

については、図 3 に示す部位に相当する。

現在実験は進行中で、病理標本の解析過程

にある。計画に基づいて病理組織学的解析

計画に基づいて病理組織学的解析を進めて

いる。ここで記載している Level 1, 2, 3

については、図 3 に示す部位に相当する。

現在実験は進行中で、病理標本の解析過程

にある。 

 

D.  考察 
代謝回転の速い生体成分に類似した粘膜

アジュバント SF-10 の安全性の評価を進め

ている。世界トップレベルの抗体誘導効果

を示すアジュバントでありながら、単独で

は樹状細胞の刺激効果を示さず、炎症性反

応も示さないことから、安全性情報と作用

機序解析の全容解明が待たれる。これらの

情報は、今後世界における安全で有用なア

ジュバント開発に極めて有用な情報を提供

することが期待される。 

E. 結論 
生体成分粘膜アジュバント SF-10 の安全

性検討として、マウスを用いた病理学的リ

スク因子の解析が進行中である。 

 
F. 健康危険情報 
なし。 

 
G. 研究発表 
<論文発表> 

該当なし 

 
H. 知的財産権の出願・登録状況（予定も含

む） 

1.特許取得 

    なし 

2.実用新案登録 

なし 

3.その他 

なし 
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図 1. これまでに開発された主要な粘膜ジュバント 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．マウスを用いた病理学的リスク因子   図３．標本切り出し部位と薄切面 

の把握実験計画                 （ラットの例） 
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厚生労働科学研究委託費（新興・再興感染症に対する革新的医薬品等開発推進研究事業） 

委託業務成果報告 

 

分担研究報告書 

SF-10アジュバントの抗体誘導臓器の調査に関する研究 

 

研究分担者 高橋 悦久  （徳島大学疾患酵素学研究センター 特任助教） 

研究協力者 堺 聡子  （徳島大学疾患酵素学研究センター 研究員） 

 
研究要旨 

経鼻接種ワクチンは、気道感染症と同じルートで抗原提示され、免疫系が作動することから、

接種部位である鼻腔のみならず、気道全体の粘膜、さらに膣粘膜、消化管粘膜にも分泌型

IgA 抗体を誘導すると言われていた。しかし、その抗体誘導効果の程度、詳細についてはこ

れまで不明な点が多かった。本年度のプロジェクトでは、鼻腔接種用に最適化された SF-10

とインフルエンザ抗原を混合して鼻腔に噴霧することで、血液中の抗インフルエンザ HA 抗

体、気管支肺胞洗浄液、膣液、腸管粘膜の抗インフルエンザ HA 分泌型 IgA 抗体の分泌量を

測定した。その結果、ワクチン接種部位の鼻腔とほぼ同等の濃度の IgA 抗体が膣分泌液中に

含まれており、また腸管分泌液中には鼻汁濃度の約 60%であるが抗体総量では、便に含まれ

る量を入れると鼻汁の約 10 倍量の大量の抗体が分泌されていることが判明した。以上のこ

とから、今後腸管感染症、膣感染症のみならず、腸管免疫を標的にした食物アレルギーワク

チンや、膣粘膜免疫を標的にした HIV ワクチン、避妊用ワクチン等の開発へ、経鼻接種が有

用と推定された。 

 
A. 研究目的 
インフルエンザワクチンを始めとした各

種ワクチンの多くは、通常の感染ルートで

は無く、皮下注射か筋肉注射型のワクチン

が多く、この場合抗体誘導は TH2 タイプの

液性免疫系のみが発動され、TH1 タイプの細

胞性免疫系の作用は極めて弱い。さらに、

初感染部位の気道粘膜の IgA 抗体の誘導は

全く期待されない。次世代型のワクチン開

発には、より予防効果の強いワクチンが望

まれており、そのためには自然感染ルート

の経鼻接種ワクチンである必要がある。経

鼻接種ワクチンの場合、気道粘膜の分泌型

IgA を誘導して感染予防効果を誘導するだ

けでなく、血液中の IgG 抗体を誘導して肺

炎防止効果を発現する。絶えず異物にさら

されて異物排除機能の優れた鼻腔粘膜の免

疫系を刺激して抗体誘導を導くためには、

抗原単独では不十分で免疫増強作用を示す

アジュバントが不可欠である。 

 本プロジェクトでは、以上を背景として

経鼻接種ワクチンに最適化したSF-10を使

用して、接種部位以外の全身の粘膜、具体

的には気管支肺胞洗浄液、腸管粘膜洗浄液、

膣洗浄液に含まれる抗体濃度を測定して、

SF-10アジュバントの抗体誘導臓器の調査

に関する研究を実施した。 

 
B. 研究方法 

SF-10 アジュバントは、図１に示す肺サー
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ファクタントの成分の中から、粘膜アジュ

バ ン ト 作 用 に 必 要 な 成 分 と し て 、

dipalmytoyl phosphatidylcholine (DPPC)、

Phosphatidyl glycerol (PG)、Phosphatidic 

acid (PA)、Surfactant protein C (SP-C)

を同定し、強い疎水性のために工業生産が

困難な SP-C に代わって K6L16 ペプチドが発

明されて、肺サーファクタントに類似した

人工合成アジュバント（SSF）が完成した。

さらに噴霧された抗原と SSF の鼻腔内での

滞留効果を増強させるための増粘剤として

Carboxy vinyl polymer (CVP)を加え、SF-10

が完成した。図 2 は肺サーファクタントと

HA 抗原を混合した電子顕微鏡写真(A)と、HA

抗原とSF-10を混合した電子顕微鏡写真(B)

を示す。SF-10+HA 抗原の場合、CVP のポリ

マー鎖に HA 抗原が絡め取られて、樹状細胞

にHA抗原が効果的に運搬されて抗原提示さ

れると期待される。このように SF-10 アジ

ュバントと抗原との効果的な結合が重要で、

そのための各製造工程でのパラメーターが

検討され、再現性の良い抗原と SF-10 の安

定結合が得られるようになった。 

この検体を使用して鼻汁以外の気管支肺

胞洗浄液、腸管粘膜洗浄液、膣洗浄液に含

まれる抗原特異的抗体量を測定した。 

 

（倫理面への配慮） 
本研究は、徳島大学動物実験委員会の承認

を受け、その指針に従い実施した。 

 
C. 研究結果 
本実験で使用したインフルエンザ

haemagglutinin (HA)の抗体誘導効果を図 3

に示す。8週齢の Balb/C マウス（雌）、各群

５匹に、生理食塩水投与群、Influenza A 

California/07/2009(H1N1) HA (0.4 µg/匹)

群、HA (0.4 µg/匹)+SSF(4 µg/匹)+0.5%CVP 

(HA-SF-10 群)、HA (0.4 µg/匹)+Poly(I:C)(4 

µg/匹)(HA-Poly(I:C)群)を、２週間間隔で

３回経鼻投与（片鼻に 3 µLづつ）して、最

終投与から２週後に、血液と鼻腔洗浄液を

採取して、抗インフルエンザ HA 抗体の濃度

を ELISA で測定して平均値と中央値で示し

ている。その結果、生理食塩水のバックグ

ラウンド値で、鼻汁、血液の抗 HA 抗体は、

それぞれ 2-3 ng/mL、10-20 ng/mL を示した

のに対して、HA 単独の３回投与で鼻汁、血

液の抗HA抗体はそれぞれ5-10 ng/mL、30-40 

ng/mL 程度の増加は見られたが、SF-10 アジ

ュバント添加の 1/1000 程度で、図に表示し

た µg/mL のスケールではほぼ 0 に近い値と

して表示されている。これに対して、

HA-SF-10 群では鼻腔の IgA 値（中央値）で

30 µg/mLを、血液 IgG 値で 2765 µg/mLを示

した。この抗体誘導効果は、文献上世界で

最も効果的な抗体誘導効果と言える。この

抗体誘導効果は、樹状細胞を直接刺激する

SSF と同量の Poly(I:C)の添加よりも、中央

値で 1.6 倍（鼻汁）、2.6 倍（血液）の抗体

誘導効果を示した。HA+SSF に比べると、15

倍（鼻汁）、8.5 倍（血液）を示し、鼻腔内

投与の場合、CVP+SSF（SF-10）の著明な抗

体誘導増幅効果を示している。CVP は単に増

粘剤としてではなく、図４に示すように SSF

との共存下にHA抗原を効率よく樹状細胞に

運搬しているためと推定される。 

以上のように経鼻接種用の SF-10 に最適

化したアジュバントを用いて、鼻汁の IgA

と血液の IgG 以外の全身粘膜の分泌型 IgA

の分泌量を測定した。具体的には、マウス

の鼻腔洗浄液、気管支肺胞洗浄液、膣液、

消化管洗浄液、便中の抗 HA 分泌型 IgA の定

量を実施した。 

 8週齢のBalb/Cマウス（雌）、各群５匹に、

生 理 食 塩 水 投 与 群 、 Influenza A 
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California/07/2009(H1N1) HA (0.4 µg/匹)

群、HA (0.4 µg/匹)+SSF(4 µg/匹)+0.5%CVP 

(HA-SF-10 群)、HA (0.4 µg/匹)+Poly(I:C)(4 

µg/匹)(HA-Poly(I:C)群)を、２週間間隔で

３回経鼻投与（片鼻に 3 µLづつ）して、最

終投与から２週後に、血液と鼻腔洗浄液

（0.1% BSA/saline, 1mL）、肺洗浄液（0.1% 

BSA/saline, 2mL ）、 膣 洗 浄 液 （ 0.1% 

BSA/saline, 1mL ）、腸管洗浄液（ 0.1% 

BSA/saline, 2mL）、糞便（盲腸内の糞便 100 

mgを 500 µLのプロテアーゼインヒビターカ

クテルを含む PBS）を採取した。なお糞便を

溶解する溶液に含まれるプロテアーゼイン

ヒビターを含む各試薬の最終濃度は、10 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)、

0.1 mM leupeptin、0.1 mM bestatin、0.1 mM 

E-64c、0.3 M KCl、15% dimethyl sulfoxide、

0.05% Tween 20 である。 

 図 5 に経鼻接種したインフルエンザ HA

抗原特異的分泌型 IgA の鼻汁液、気管支肺

胞洗浄液、腸管粘膜洗浄液、便、膣洗浄液

中の濃度を示している。マウス１匹当たり

の分泌総量を図 6に示す。各臓器の HA 抗原

特異的分泌型 IgA 総量は、いずれの臓器に

おいてもPoly(I:C)に比べてSF-10の誘導効

果は高かった。膣液中に分泌される量は、

鼻腔に分泌される総量の約半分を、さらに

腸管洗浄液中には鼻腔洗浄液とほぼ同量の

インフルエンザ HA抗原特異的分泌型 IgAが

検出された。なお、糞便中には比較的大量

の抗体が含まれており、生体内で最も多量

の特異抗体が含まれることが判明した。こ

れらの事は、腸管感染症、膣感染症ワクチ

ンに経鼻接種ワクチンが有効であることを

示唆している。 

 

D.  考察 
アジュバントの投与を自然感染ルートに

することで、生体が持つ様々な生体防御機

能をフル動員することで、極めて有効な抗

体誘導効果を実験した。 

その結果、ワクチン接種部位の鼻腔とほ

ぼ同等の濃度の IgA 抗体が膣分泌液中に含

まれており、腸管分泌液の抗体総量は最高

で、鼻汁の抗体総量の約 10 倍をしめした。

このことから、今後気道感染症以外に、膣

感染症、腸管感染症、さらには食物アレル

ギーワクチンや、膣粘膜免疫を標的にした

HIV ワクチン、避妊用ワクチン開発への応用

が期待される。 

 

E.  結論 

SF-10 アジュバントの抗体誘導臓器の調

査では経鼻接種の条件下で、血液中の IgG

以外に気道粘膜の IgA、膣粘膜の IgA、腸管

粘膜の IgA を多量の産生していることが判

明したことから、腸管粘膜ワクチン、膣粘

膜ワクチンの開発に応用できることが判明

した。 

 
F.  健康危険情報 
なし。 

 
G.  研究発表 
<論文発表> 

2) Maekawa T, Kimoto T, Mizuno D, 
Furukawa Y, Ida M, Takahashi E, Izumo 
T, Ono Y, Shibata H, Kido H. Oral 
administration of Lactobacillus 
pentosus strain S-PT84 enhances 
anti-influenza virus-specific IgG 
production in plasma after limited 
doses of influenza virus vaccination 
in mice. J Vaccine Immunotechnology 
(2015) 2(1):5. 
3) Hiyoshi M, Indalao IL, Yano M, 
Takahashi E, Kido H. Influenza A viris 
infection of vascular endothelial 
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cells induces GSK-3β-mediated 
β-catenin degradation in adherens 
junctuins, with a resultant increase 
in membrane permeability. Arch Virol  
(2015) 160(1): 225-234. 
 
H. 知的所有権の出願・登録状況（予定を含

む） 

<特許取得> 

１．特許番号:特許第 5473899 号 

  登録日：平成 26 年 2 月 14 日 

  出願番号：特願 2010-505901 

    出願日：平成 21 年 3 月 30 日 

    発明の名称：合成ペプチドを含有する

抗原薬物ビークルとこれを用いる粘膜

ワクチン 

  発明者：木戸博、武井恒知、水野大 

 

 

<特許出願> 

  なし 

 

<実用新案登録> 

  なし 
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図１．粘膜アジュバント活性に必要な 
肺サーファクタント成分 
 

 

  

図 2．肺サーファクタント、SSF と HA と

の複合体の電顕像 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. HA-SF-10 による鼻汁 IgA、血液

IgG 抗体誘導効果 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

    図 4. 経鼻接種誘導臓器の調査 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5. HA-SF-10 の経鼻接種による各 

臓器の分泌型 IgA の濃度 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6. 経鼻接種 HA-SF-10 による HA 特

異 IgA 抗体の誘導 
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厚生労働科学研究委託費（新興・再興感染症に対する革新的医薬品等開発推進研究事業） 

委託業務成果報告 

 

分担研究報告書 

SF-10アジュバントが適用可能な抗原の解明 

 

研究分担者 木戸 博  （徳島大学疾患酵素学研究センター 特任教授） 

研究協力者 堺 聡子  （徳島大学疾患酵素学研究センター 研究員） 

 
研究要旨 

SF-10 アジュバントは抗原運搬体として作用して、抗原を樹状細胞に効率良く運搬して免疫

増強機能を発揮する。そのために、SF-10 アジュバントを構成する人工合成肺サーファクタ

ント SSF の脂質膜に、抗原蛋白が結合する必要がある。結合できない抗原には、全くアジュ

バント効果を示さないため、如何に SSF と抗原蛋白を安定に結合させるかが重要である。本

研究では、SSF と抗原との結合の可能性を検証する方法として、カロリーメーターを用いた

熱力学的分子間相互作用から、結合性を評価できることを明らかにした。典型的実施例とし

て、肺炎球菌と SSF との結合性の検証データを示す。 

 
A. 研究目的 

本プロジェクトで用いる SF-10 アジュバ

ントの主要な構成成分である人工合成アジ

ュバント（SSF）は、ヒト肺サーファクタン

トの中からアジュバント活性に必要な成分

として、dipalmytoyl phosphatidylcholine 

(DPPC) 、 Phosphatidyl glycerol (PG) 、

Phosphatidic acid (PA) 、 Surfactant 

protein C (SP-C)を同定し、強い疎水性の

ために工業生産が困難な SP-C に代わって

K6L16 ペプチドを発明して、肺サーファクタ

ントに類似した人工合成アジュバント SSF

が完成している。さらに、SSF の鼻腔内の滞

留効果を増強させるための増粘剤として

Carboxy vinyl polymer (CVP)を加え、SF-10

が完成している。抗原は、図１に示すよう

に SSF と結合して、樹状細胞に運ばれなけ

れば抗原情報は免疫系に伝えることはでき

ない。 

本研究では、SSF と抗原との結合性を評価

するシステムとして、分子間相互作用を熱

力学的パラメータで測定する方法を検討し

た。 

 
B. 研究方法 

分子間相互作用を熱力学的パラメータで

測定する測定機として、GE Healthcare の

MicroCal iTC200 （等温滴定型カロリーメー

ター）を用いて検討した。SSF は、これまで

の報告した方法に順じて、dipalmytoyl 

phosphatidylcholine (DPPC)、Phosphatidyl 

glycerol (PG)、Phosphatidic acid (PA)、

K6L16 ペプチドを混合して作成した。肺炎球

菌は、ワクチン用に市販されている薬剤を

購入して用いた。 

 
（倫理面への配慮） 
本研究においては、倫理的配慮は該当しな

い。 
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C. 研究結果 
SF-10 アジュバントによる抗体誘導の増

強効果は、SSF の脂質膜に抗原が結合して樹

状細胞に運ばれて、粘膜 IgA と血液 IgG 誘

導を引き起こすことから、SSF の脂質膜に抗

原が結合しなくてはならない。SSF の脂質膜

と抗原との結合をモニターする方法の検索

と、今後に向けた SSF 結合抗原の検索を実

施した。 

これまでに SSF と結合して、抗体誘導を

導くことがわかっている抗原に、RSV ウイル

ス膜たんぱく質抗原、食物アレルギーワク

チン抗原として OVA を明らかにしている。

ここでは新たに、肺炎球菌ワクチンの開発

に使用できないかを検討した。結合条件の

検索には、市販の肺炎球菌ポリサッカライ

ド抗原を溶解し、SSF を加え相互作用をカロ

リーメーターで測定した。図２に示す結果

から、結合定数(KA)、結合熱力学量(ΔH, ΔS, 

ΔG)、結合サイト数が計算できるため、最

も結合し易い条件を検索できると推定して

いる。 

 

D.  考察 
今回の実験では、分子間相互作用を熱力

学的に解析することで結合性を検証したが、

この結果が抗体誘導効果にどのように反映

されるかについては未だ検証されていない。

今後、動物実験による抗体誘導効果と熱力

学的分子間相互作用の結果の摺り合わせを

実施して、その有効性を検証する。 

 

E. 結論 
SF-10 アジュバントが適用可能な抗原の

スクリーニングとその条件を、カロリーメ

ーターで検索できることを明らかにした。 
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図１．肺サーファクタント、SSF と HA との

複合体の電顕像 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. カロリーメーターによる抗原と

SSF との結合力測定（肺炎球菌の場合） 
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