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緒論 
天然痘やペスト、スペイン⾵邪など、過去を振り返ってみても⼈類の歴史は感染症との闘

いの歴史である 1,2。昨今の COVID-19 を鑑みても、感染症は未だに⼈類における脅威とな

っており、今後も新興・再興感染症の脅威が避けられないことは明⽩である。従って、感染

症を適切に制御し制圧することは、⼈類に課せられた最重要課題であるといえよう。その点、

ワクチンは感染症に対する最も有効な⼿段の⼀つである。ワクチンによって病原体特異的

な免疫をあらかじめ獲得しておくことで外敵の侵⼊や重症化を防ぎ、かつ多数の⼈が免疫

を有することで、感染拡⼤を阻⽌可能な集団免疫効果が期待される。過去には世界保健機関

（WHO）による天然痘根絶計画が可決され、ワクチン接種の推進により、1980 年に天然

痘の世界根絶宣⾔が出されるなど⾮常に優れた効果を⽰している。 

⼀⽅でこれまでに、数多くの有望なワクチンが研究開発されてきたにも関わらず、未だ克

服できていない感染症が数多く存在している。最も⾝近な感染症の⼀つであるインフルエ

ンザもその内の⼀つである。インフルエンザは、インフルエンザウイルスを病原体とする気

道感染症であり、発症すると咳や喉の痛みなどの呼吸器症状だけでなく、⾼熱、倦怠感など

の全⾝症状もみられ、QOL が著しく低下する。重度な合併症には急性脳症や重症肺炎など

もあり、最悪の場合、死亡するケースも認められる 3。事実、WHO の統計データによれば、

毎年、世界⼈⼝の 5-10%の⼈が感染し、25 万から 50万の死亡件数が報告されている 4。

また、従来の季節性インフルエンザと抗原性が⼤きく異なる新型インフルエンザは、10 年

から 40 年の周期で発⽣しており、⼈々が免疫を獲得していないことから世界的⼤流⾏（パ

ンデミック）となることが危惧される。このように、季節性および新型インフルエンザは、

⼈々の健康だけでなく、経済活動をはじめとする社会機能に与える影響も甚⼤である 5。 

インフルエンザウイルスには 3 量体蛋⽩質であるヘマグルチニン（HA）と 4 量体蛋⽩質

であるノイラミニダーゼ（NA）が主要膜蛋⽩質として存在しており、HAと NAの抗原性の

違いから、複数の亜型に分類されている。A型インフルエンザでは、HAは H1 から H18 の

18 種類、NAは N1 から N11 までの 11 種類の亜型が確認されており、最近の季節性イン

フルエンザウイルスとしては、H1N1 ウイルス、H3N2 ウイルス、B型ウイルスが流⾏して

いる 6,7。ウイルスは、気道上⽪細胞表⾯にある糖蛋⽩質のシアル酸残基に HA を介して結

合し、細胞に吸着する。その後、取り込まれたウイルスは、宿主細胞内においてウイルスゲ

ノムを複製し、⼦孫ウイルス粒⼦が形成される。続いて、NAが細胞表⾯のシアル酸を分解

することによって、⼦孫ウイルスは細胞表⾯より放出され、新たな細胞への感染が可能とな

る 8-11。インフルエンザウイルスは、増殖速度が著しく、1個のウイルスが体内に侵⼊して

から、24 時間後には 100万個にまで増殖すると⾔われている。 

現在、国内では季節性インフルエンザに対して、安全性を重視したスプリットワクチンが
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⽤いられており、毎年流⾏株を予測し、選定された株由来のスプリットワクチンを⽪下接種

することで中和抗体を誘導し、感染を防御している 12。しかし、現⾏のワクチンの主成分で

ある HAは頻繁に抗原変異を起こし、毎年少しずつ抗原性を変化させている。そのため、ワ

クチン株と異なる株のウイルスが流⾏すると、ワクチンにより誘導された抗体がウイルス

感染を防御できないため、ワクチン効果が減弱するという問題がある 13-17。また、突如発

⽣する新型インフルエンザは、そもそも流⾏株を予測することが困難である。そのため、ワ

クチン株と同⼀株 (ホモローガス）の感染を予防するだけでなく、同⼀亜型株でも抗原性が

異なる株（ヘテロローガス）の感染をも予防できる、交差反応性を⽰すワクチンの開発が世

界的急務となっている。 

⼀⽅で、もう 1 つの主要膜蛋⽩質である NAは、HAと⽐較して、ウイルス膜表⾯の蛋⽩

質量が 5-10倍少ないこともあり、スプリットワクチンや不活化全粒⼦ワクチンをワクチン

した場合、NAではなく HAに対する抗体が優位に産⽣されることが知られている 17,18。そ

のため、NA に着眼したワクチン開発は、HA と⽐較して⾮常に⽴ち遅れているのが現状で

ある 19。しかし、NAは抗原変異が起きにくいことから、近年、交差反応性を⽰すワクチン

抗原として期待されている。そのため、NAのワクチン抗原としての有⽤性をより詳細に評

価することは、ヘテロローガスな感染防御をも⾒据えた、より効果の⾼いワクチン開発を進

めていく上で極めて重要な課題であると考えられる 20-24。 

さらに近年、⿐から抗原を噴霧する経⿐ワクチンが次世代型ワクチンとして期待されて

いる。現⾏の⼤半のワクチンは、筋⾁および⽪下から抗原を投与する注射型ワクチンであり、

⾎中や下気道に抗原特異的な IgG を誘導可能である。しかし⿐や上気道のような局所での

免疫誘導能は極めて乏しい。そのため、新型コロナウイルスやインフルエンザウイルスのよ

うに上気道で感染・増殖するウイルスに対しては、あくまで肺炎などの重症化の阻⽌が主な

⽬的であり、感染そのものを抑える効果はあまり期待できない。⼀⽅で、⿐からワクチンを

噴霧する経⿐ワクチンは、注射型ワクチンと異なり、1）⿐腔や肺など、上気道・下気道に

病原体特異的 IgAを誘導することで、粘膜⾯での初発感染防御が可能な上、2）病原体が粘

膜⾯を突破してしまっても、⾎中でも病原体特異的 IgG を誘導し重症化を防ぐなど、2 段

構えの防御が可能である。しかし、経⿐ワクチンは、⻑年の研究にも関わらず、①抗原を⿐

腔に投与しても、上⽪細胞を通過することが困難であり、⿐腔リンパ組織への抗原送達効率

が極めて乏しいために、粘膜免疫を効果的に誘導できないこと＜経⿐ワクチン⽤の抗原送

達キャリアが皆無＞、②免疫応答の誘導には、免疫細胞を活性化するアジュバントが必要で

あるものの、脳への移⾏などが危惧されており、粘膜免疫を安全に誘導可能なアジュバント

が存在しないこと＜適切な経⿐アジュバントが皆無＞など、未だ多くの問題が⼭積みされ

ている。そのため、「安全・安⼼かつ効果的な免疫応答の惹起」という極めて単純な課題の
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克服こそが、経⿐ワクチン創製に向けた最⼤の課題であると⾔える。 

以上の観点から本研究では、NAのワクチン抗原としての有⽤性を評価するため、注射型

ワクチン・経⿐ワクチンにおける抗体産⽣評価および感染防御能を HA と⽐較しつつ検討

した。さらに、実⽤化を⾒据えた、安全性の⾼い経⿐ワクチン開発に向けて、新たなコンセ

プトに基づいた経⿐ワクチン基盤技術の構築に成功したため、博⼠論⽂として纏める次第

である。  
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本論 
第⼀節 NA のワクチン抗原としての有⽤性評価 

NAはウイルスの膜上でホモ 4 量体を形成しており、疎⽔性膜貫通領域、stalk 領域、酵

素活性部位を有する head 領域で構成される 25-27。シアリダーゼ活性を有する NA は、ウ

イルスと感染細胞のシアル酸を介した結合を切断する役割があり、ウイルスが感染細胞か

ら遊離する際に必須の蛋⽩質である 28-30。さらに最近の研究により、気道上⽪細胞が産⽣

するムチン層を NA が切断することで、上気道粘膜においてウイルスの侵⼊を助ける役割

があることも明らかになっている 11,31,32。また、亜型間において、酵素活性部位はアミノ

酸配列だけでなく、⽴体構造も保存されていることが知られている 33,34。そのため、NAの

シアリダーゼ活性を阻害する中和抗体を、⾎中および感染初発部位である上気道粘膜に誘

導することができれば、ウイルスの増殖のみならず、感染部位への侵⼊そのものを防ぐと共

に、交差反応性をも有し得る可能性がある 35-38。 

現⾏のスプリットワクチンは、⽪下に投与しており、⾎中の IgG は誘導できるものの、

ウイルスの感染初発部位である上気道粘膜での免疫誘導能に乏しく、IgA がほとんど産⽣

されない 39,40。そのため、現⾏のワクチンは、感染そのものを防御するのではなく、重症化

の阻⽌が主な⽬的である。上述の通り、近年、⿐からワクチンを噴霧する経⿐ワクチンが全

⾝レベルの免疫応答だけでなく、⿐腔や肺など、上気道・下気道に IgA を誘導することで

粘膜⾯での初発感染防御が可能となることから次世代型ワクチンとして期待されている
41,42。インフルエンザワクチンにおいても、弱毒化ウイルスを⽤いた経⿐ワクチンは既に、

⽶国 FDAにより承認されている（Flumist, MedImmune Vaccines, Inc., USA）。さらに

国内でも、⼀般財団法⼈ 阪⼤微⽣物病研究会が、不活化全粒⼦を⽤いた経⿐ワクチンの開

発を進めており、今後ますます発展していくと考えられる。その⼀⽅で、経⿐ワクチンにお

ける、NAのワクチン抗原としての有⽤性は未だほとんど評価されていない。 

そこで本節では、組換え NA蛋⽩質（rNA）を⽤い、rHAと⽐較しつつ、注射型ワクチン

および経⿐ワクチンにおける抗体産⽣や感染防御能を評価することで、NAのワクチン抗原

としての有⽤性を評価した。  
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【実験材料と⽅法】 

試薬・ウイルス 

Horseradish-peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG は Merck Millipore

（Burlington, MA , USA）より購⼊した。Horseradish-peroxidase-conjugated goat anti-

mouse IgA は SouthernBiotech（Birmingham, AL, USA）より購⼊した。Aluminium 

hydroxide gel（alum） は InvivoGen（San Diego, CA, USA）より購⼊した。Cyclic-di-

GMP は Invivogen より購⼊した。K-type CpG ODN は GeneDesign（Ibaraki, Osaka, 

Japan）より購⼊した。 Fetuin from bovine serum は Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, 

USA）より購⼊した。Lectin from Arachis hypogaea（peanut）peroxidase conjugate

（PNA-HRP）は Sigma-Aldrich より購⼊した。H1N1 influenza A viruses（strain: 

A/Puerto Rico/8/34 ） お よ び  H1N1 influenza A viruses （ strain: A/New 

Caledonia/20/99）を⼀般財団法⼈阪⼤微⽣物病研究会（Suita, Osaka, Japan）より分与

して頂いた。また H1N1 influenza A viruses（strain: A/California/07/2009）は国⽴感

染症研究所 浅沼秀樹先⽣より分与して頂いた。  

 

実験動物 

6 週齢の C57 BL/6jマウス（雄）は、⽇本エスエルシー株式会社（Hamamatsu, Shizuoka, 

Japan）より購⼊した。マウスは室温で 12 時間ごとの点灯、消灯のサイクルで飼育した。 

全ての動物実験は⼤阪⼤学微⽣物病研究所の動物実験施設で⾏い、⼤阪⼤学実験規程に準 

じた。 

 

細胞培養 

Expi293F 細胞、イヌ腎臓尿細管上⽪細胞由来である MDCK細胞を⽤いた。Expi293 細胞

は Expi293 Expression Medium （Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）を

⽤いて、8% CO2、37 °C で振盪培養（120 rpm）した。MDCK細胞は、MDCK培養⽤メ

ディウム（0.4% BSA、1% ペニシリン/ストレプトマイシン溶液添加 D-MEM/Hamʼs F-

12（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan））を⽤いて、5% CO2、

37 °C で培養した。 

 

NA および HA 発現ベクターの作製 

HA発現プラスミドは、A/California/07/2009（Cal）株（GenBank accession number: 

ACV82259.1）、A/New Caledonia/20/99（NC）株（GenBank accession number: 

LC120393.1）、または A/Puerto Rico/08/34（PR8）株（GenBank accession number: 
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P03452.2）由来の HAをコードする cDNAの配列を哺乳類細胞発現のために最適化し、N

末端および C末端に、NheⅠと HindⅢの制限酵素認識配列を付加した配列を⼈⼯合成によ

り作製し、NheⅠと HindⅢで切断した上で、哺乳類細胞発現⽤ベクターである pcDNA3.1

（-）プラスミドに挿⼊し、C末端側に Hisタグを付加した。また HAの 3 量体形成を⽬的

として、HAの C末端側に T4 バクテリオファージ由来の 3 量体形成ドメインである foldon

（ GYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL ） を挿⼊ し た 。 NA 発現プラスミドは

A/California/07/2009 株（GenBank accession number: MN596847.1）、A/New 

Caledonia/20/99株（GenBank accession number︓AJ518092.1）、または A/Puerto 

Rico/08/34 株（GenBank accession number: LC120393.1）由来の NA をコードする

cDNAの配列を哺乳類細胞発現のために最適化し、N末端および C末端に、NheⅠと HindⅢ

の制限酵素認識配列を付加した配列を⼈⼯合成により作製し、それぞれ NheⅠと HindⅢで

切断した後、pcDNA3.1（-）プラスミドに挿⼊し、N 末端側に His タグを付加した。また

NA の 4 量体形成を⽬的として、NA の N 末端側に Staphylothermus marinus 由来の

tetrabrachion（GSIINETADDIVYRLTVIIDDRYESLKNLITLRADRLEMIINDNVSTILASG）

を挿⼊した。 

 

哺乳類細胞への遺伝⼦導⼊ 

哺乳類細胞への蛋⽩質発現プラスミドの遺伝⼦導⼊は、Expi293 Expression System 

（Thermo Fisher Scientific）を⽤いた。⽬的の蛋⽩質をコードする哺乳類細胞発現⽤プラ

スミド（30 µg）と ExpiFectamine 293（80 µL）を混合し、室温 20分で静置した後、25.5 

mL で培養している Expi293F細胞に、混合溶液を添加し、37 °C、8% CO2 の条件下で、

18時間振盪培養（120 rpm）した。その後、ExpiFectamine 293 transfection enhancer 

1 および 2 をそれぞれ 1.5 mL、150 mL添加した。rHAは 5⽇、rNAは 10⽇後に、上清

から各蛋⽩質を精製した。 

 

蛋⽩質精製および SDS-PAGE 

トランスフェクション後、5-10⽇間培養した Expi293 F細胞を遠⼼機で 8,000 × g、4 °C

で 10 分間遠⼼し、その後上清を回収し、Ni-Sepharose HisTrap FF column（GE 

Healthcare, Diegem, Belgium）を取り付けた Akta explorer chromatography system

（GE Healthcare）を⽤いて精製した。まず、回収してきた上清を、His Trap FF column

に流し、His タグ付き蛋⽩質をカラムに吸着させた。その後、イミダゾール（終濃度︓0.5 

M）を含んだ 20 mMリン酸ナトリウム溶液で溶出した。次に、溶出してきた蛋⽩質溶液を、

Amicon Ultra centrifugal filters（cut-off, 10 kDa, Merck Millipore）を⽤いて 500 µL ま
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で濃縮し、ゲル濾過カラムである Superose 6 Increase 10/300 GL column（GE 

Healthcare）に流した。A high-molecular–weight standard kit（Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA）を⽤いて、⽬的の蛋⽩質画分だと推定される画分のみを Amicon Ultra centrifugal 

filtersで濃縮した。さらに、濃縮蛋⽩質を 5% メルカプトエタノール（Sigma-Aldrich）を

含む 2 × sample buffer（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）と混合し、95 °C で 5 分間熱

処理をした後、4%–15% Mini-PROTEAN TGX Precast Protein Gel（Bio-Rad）に流し、

電気泳動した。 

 

注射型ワクチンにより誘導された抗体の⾎漿中抗体価評価 

C57 BL/6J マウスの尾根⽪下に 0、21 ⽇⽬で Cal 株由来単量体 rNA、Cal 株由来 4 量体

rNA、または Cal株由来3量体 rHAを alum（250 µg/mouse）と共に 1.0 µg/mouseで

投与した。投与試料は PBS（-）で調製し、マイジェクター（Terumo Corporation, Tokyo, 

Japan）を⽤いて 50 µL/mouse で投与した。最終免疫から 7 ⽇後に眼底より⾎漿を回収

し、Cal株由来 rHAまたは rNA特異的抗体価および Cal株特異的抗体価を ELISAにより評

価した。Cal株由来 rHAまたは rNA（終濃度 1 µg/mL）を 0.1 M Sodium Carbonate buffer

（pH 9.6）を⽤いて希釈し、96 well half area microplates（Corning Inc., Corning, NY, 

USA）に添加し、4 °Cで1晩静置し、固相化した。固相したプレートを0.05% PBS/Tween20

（PBS-T）で 3回洗浄した後、1% Block Ace（DS Pharma Biomedical, Osaka, Japan）

を添加し、1時間室温で静置した。先程と同様に洗浄した後、マウスの眼底から採⾎した⾎

漿サンプルを、0.4% Block Aceで希釈し、プレートに添加し、2時間室温で静置した。2

時間後、プレートを洗浄し、0.1% Block Aceで 5000倍希釈した horseradish-peroxidase

標識 goat anti-mouse IgG（Merck Millipore）を添加し、1時間室温で静置した。その後、

0.8 mM tetramethyl benzidine（Nacalai Tesque）を⽤いて発⾊し、2 N H2SO4 により

発⾊反応を停⽌後、microplate reader（Power Wave HT, BioTek, Winooski, VT, USA）

を⽤いて OD450–570 を測定し、⾎漿中の抗体価を評価した。 

 

経⿐ワクチンにより誘導された抗体の⿐腔洗浄液、肺胞洗浄液、⾎漿中の抗体価評価 

C57 BL/6Jマウスの⿐に、0、21⽇⽬で Cal株由来 rNA（5.0 µg/mouse）もしくは Cal

株由来 rHA（5.0 µg/mouse）を c-di-GMP（2.0 µg/mouse）と共に投与した。投与試料

は PBS（-）で調製し、ピペットマンを⽤いて⽚⿐3.0 µL ずつ、計 6.0 µL/mouseで投与

した。最終免疫から 7 ⽇後に眼底より⾎漿を回収し、さらに⿐腔洗浄液、肺胞洗浄液を回

収し、Cal株由来 rNAまたは rHA特異的抗体価を ELISAにより評価した。Cal株由来 rNA

または rHA（終濃度 1 µg/mL）を 0.1 M Sodium Carbonate buffer（pH 9.6）を⽤いて
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希釈し、96 well half area microplatesに添加し、4 °C で 1晩静置し、固相化した。固相

したプレートを 0.05% PBS-Tで 3回洗浄した後、1% Block Aceを添加し、1時間室温

で静置した。先程と同様に洗浄した後、マウスから回収した⾎漿サンプルを、0.4% Block 

Ace で希釈し、プレートに添加し、2 時間室温で静置した。2 時間後、プレートを洗浄し、

0.1% Block Ace で 5000 倍希釈した horseradish-peroxidase 標識 goat anti-mouse 

IgA、もしくは Horseradish-peroxidase 標識 goat anti-mouse IgGを添加し、1時間室

温で静置した。その後、0.8 mM tetramethyl benzidineを⽤いて発⾊し、2 N H2SO4 に

より発⾊反応を停⽌後、microplate readerを⽤いて OD450–570 で測定し、各抗体価を評価

した。 

 

⿐腔洗浄液の回収 

C57 BL/6Jマウスの⿐に、0、21⽇⽬で rNA（5.0 µg/mouse）もしくは rHA（5.0 µg/mouse）

を c-di-GMP（2 µg/mouse）と共に投与した。投与試料は PBS（-）で調製し、ピペットマ

ンを⽤いて⽚⿐3.0 µL ずつ、計 6.0 µL/mouseで投与した。最終免疫から 7 ⽇後に腎動脈

切断による脱⾎によりマウスを安楽死させた。その後、マウス頸部を切断し、下顎⾻を切除

した後、上顎側に露出した⿐咽腔から⿐孔にむけて、ピペットマンを⽤いて、200 µL の PBS

を注⼊し、⿐孔より流出した液を回収した。この操作を２回した後、回収した計 400 µL の

液を 600 × g、4 °C で 5 分間遠⼼し、その上清を⿐腔洗浄液とした。 

 

肺胞洗浄液の回収 

C57 BL/6Jマウスの⿐に、0、21⽇⽬で rNA（5.0 µg/mouse）もしくは rHA（5.0 µg/mouse）

を c-di-GMP（2 µg/mouse）と共に投与した。投与試料は PBS（-）で調製し、ピペットマ

ンを⽤いて⽚⿐ 2.5 µL ずつ、計 5.0 µL/mouseで投与した。rNAおよび rHAを c-di-GMP

と共に経⿐投与した後、最終免疫から 7 ⽇後に腎動脈切断による脱⾎によりマウスを安楽

死させた。その後、横隔膜を切除し気管を露出させ、22G留置針（Terumo Corporation）

を気管に穿刺し、カテーテルを挿管した。挿管後、気管を 5-0 縫合⽷（Alfresa Pharma 

Corporation, Osaka, Japan）により結紮した。1 mLシリンジ（Terumo Corporation）

を⽤い、肺内に PBSを 0.7 mL注⼊し、シリンジを⽤いて流⼊させた PBSを回収した。続

けて、PBSを同様の⽅法で 0.5 mL投与し、回収することにより肺胞洗浄液を約 1 mL回

収した。肺胞洗浄液は 600 × g、4 °C で 5 分間遠⼼し、上清を回収し、ELISAにより肺胞

洗浄液中 IgGを測定した。 

 

インフルエンザウイルス感染 
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上気道感染︓初回免疫から 31⽇後、Calウイルス（6.0×106 TCID50/mL）、PR8 ウイル

ス （1.2×105 TCID50/mL）、または NC ウイルス（1.9×107 TCID50/mL）を、それぞ

れ⽚⿐ 2.5 µL ずつ経⿐投与し、感染させた。さらに、感染 3⽇後の⿐腔洗浄液を回収し、

MDCK細胞を⽤いて、⿐腔洗浄液中のウイルス量を評価した。 

下気道感染︓初回免疫から 31⽇後、Calウイルス（1.0×106 TCID50/mL)、または NC ウ

イルス（3.2×106 TCID50/mL）を、⽚⿐ 15 µL ずつ経⿐投与し、感染させ、体重減少と⽣

存率を評価した。また⼈道的観点から、感染 0 ⽇からの体重減少率が 25% となった点を

エンドポイントと設定した。 

 

ELLA（Enzyme-linked Lectin Assay）を⽤いたシアリダーゼ活性評価  

糖蛋⽩質である Fetuinを、0.1 M carbonate buffer（pH 9.6）で終濃度 50 µg/mL に調

製し、96 well half area microplatesに添加し、4 °C で 1晩静置し、固相化した。次に、

0.05% PBS-Tで 6 回洗浄した後、rNAを DPBS（+ 0.9 mM Ca2+ , 0.5 mM Mg2+, 1% 

BSA）で段階希釈し、プレートに添加した。16-18時間、37 °C で静置し、再び 0.05% PBS-

T で洗浄した後、PBS で 1 mg/mL に希釈した horseradish-peroxidase 標識 Peanut 

agglutinin（PNA）をプレートに添加し、室温で 1時間静置した。先ほどと同様に洗浄した

後、0.8 mM tetramethyl benzidinを⽤いて発⾊し、2 N H2SO4 により発⾊反応を停⽌後、

microplate readerを⽤いて OD450 で吸光度測定し、NAのシアリダーゼ活性を評価した。 

 

上気道感染後の⿐腔洗浄液中のウイルス量評価 

上気道にウイルスを感染し、3⽇後の⿐腔洗浄液を、0.4% BSA、1% ペニシリン/ストレ

プトマイシン溶液、2 µg/mLアセチル化トリプシンを添加した D-MEM/Hamʼs F-12メデ

ィウムを⽤いて 100.5倍ずつ段階希釈し、PBS で洗浄した MDCK 細胞に添加し、37 °C、

5% CO2 、飽和蒸気 圧 下 で 3 ⽇間培養し た 。培養し た細胞は室温に て 4% 

paraformaldehydeを添加し、10分間静置することで固定した後に、アミドブラック染⾊

液を添加し 30分室温で静置し染⾊した。染⾊液を⽔で洗浄した後に 0.1 N NaOH を添加

し、OD630 をmicroplate readerにより測定した。 

 

統計解析 

統計解析には Prism（GraphPad Software, San Diego, CA, USA）を⽤いた。グラフは平

均値と標準偏差（SD）で表し、有意差検定は Tukeyʼs test を⽤いた。⽣存率は⼆群間の

Kaplan–Meier 曲線を log-rank test で検定して有意差を評価した。統計学的有意差は、P 

< 0.05の場合を有意であるとした。 
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【結果】 

単量体 rNA および 4 量体 rNA のシアリダーゼ活性評価および抗体産⽣評価 

本検討では、ウイルス膜上の NA を模倣するため、4 量体形成ドメインである

tetrabrachionを付加した 4 量体 rNAを作製した（Figure 1）。まず、4 量体形成ドメイン

を付加していない単量体 rNAとワクチン効果を⽐較することで、4 量体 rNAがワクチン抗

原として適切かを評価した。そこで、季節性インフルエンザウイルス（H1N1）の⼀つであ

る A/California/07/2009（Cal株）由来単量体および4量体 rNAを、Expi293F細胞によ

り発現させ、His trap カラム、ゲル濾過カラムを⽤いて精製した。その後、ゲル濾過カラム

および SDS-PAGEを⽤いて、⽬的の蛋⽩質の精製度などを評価した。その結果、ゲル濾過

カラムにおいて、4 量体 rNAは 200 kDaの位置に、単量体 rNAは 50kDaの位置にピーク

が観察された（Figure 2a）。また、SDS-PAGE解析では、単量体および4量体 rNAにおい

てそれぞれ、40 kDa、50 kDaの単⼀バンドとして確認された（Figure 2b）。また、rHAで

は 70 kDaの単⼀バンドが確認された（Figure 2b）。以上の結果は、純度の⾼い⽬的蛋⽩質

が精製できており、4 量体ドメインにより適切な 4 量体 rNAが形成されていることを⽰し

ている。次に、ELLAにより rNAのシアリダーゼ活性を評価した。ELLA は、糖蛋⽩質であ

る Fetuin の末端に存在するシアル酸が、NA のシアリダーゼ活性により切断されることを

利⽤した評価系である。その結果、4 量体 rNA ではシアリダーゼ活性を⽰したものの、単

量体 rNAではシアリダーゼ活性を⽰さなかった（Figure 2c）。 

次に、ワクチン後の、抗原特異的な抗体産⽣を評価するため、単量体 rNAまたは 4 量体

rNAを⽔酸化アルミニウム（alum）と共に⽪下投与し、⾎漿中のウイルス特異的抗体価お

よび rNA特異的抗体価を評価した。その結果、4 量体 rNAワクチン群において、⾮ワクチ

ン群および単量体 rNAワクチン群と⽐較して、4 量体 rNA特異的抗体価および Calウイル

ス特異的抗体価の有意な上昇が認められた（Figure 2, d and e）。さらに、これらの感染防

御効果を評価するため、ワクチン後に、ホモローガスなウイルスである Calウイルスを、⽚

⿐ 15 µL ずつ経⿐より下気道感染させた。下気道感染は、肺まで達するような多量の液量

（⽚⿐ 15 µL ずつ）でウイルスを感染させることで、重症化し、肺炎などの合併症が誘発

された状態を模しており、体重推移や⽣存率でのワクチン効果が評価可能となる。その結果、

⾮ワクチン群では、体重が経⽇的に減少し、⽣存率が 40%まで低下した（Figure 2, f and 

g）。また、単量体 rNAワクチン群は、⾮ワクチン群と同程度体重が減少し、⽣存率が 40%

まで低下するのに対して、4 量体 rNA ワクチン群では、体重減少はほとんど認められず、

全てのマウスにおいて⽣存が認められた（Figure 2, f and g）。以上の結果より、4 量体 rNA

は単量体 rNAと⽐較して、ワクチン抗原として優れていることが⽰された。 
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Figure 1. Construction of recombinant proteins.  
Schematic primary structures of monomeric-rNA, tetrameric-rNA, and trimeric HA with foldon. Each protein was fused to 

His tag in N- and C-terminal regions, respectively. 

NA（71-469）GGHis

NA（71-469）GGHis tetrabrachion

HA (1-520) PGS Hisfoldon SGR

monomeric-rNA

tetrameric-rNA

trimeric-rHA
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Figure 2. Potential of recombinant tetrameric NA as a vaccine antigen. (a) Monomeric recombinant NA (rNA) and 

tetrameric rNA from Cal7 were generated in Expi293F cells and analyzed via size-exclusion chromatography. (b) Purified 

rNAs and rHA were analyzed through SDS-PAGE followed by staining with Coomassie Brilliant Blue. M, marker; lane 1, 

monomeric rNA from Cal7; lane 2, tetrameric rNA from Cal7; lane 3, rHA from Cal7. (c) The sialidase activity of serially 

diluted rNAs was evaluated through enzyme-linked lectin assay (n = 3). (d–g) Mice (n = 5) were immunized 

subcutaneously with monomeric rNA from Cal7 (1 µg/mouse) plus alum or tetrameric rNA from Cal7 (1 µg/mouse) plus 

alum. At 7 days after final immunization, plasma levels of (d) tetrameric rNA-specific IgG and (e) Cal7 virus-specific IgG 

were evaluated by using ELISA. We used 160- (●), 800- (■), and 4000- (▲) fold diluted plasma. At 10 days after final 

immunization, mice were challenged with Cal7 (homologous virus) and the percentage changes in (f) body weight and (g) 

survival were monitored. Data are given as means ± SD. (d and e) Significant differences (***, P < 0.001; ****, P < 0.0001; 

Tukey’s test) were analyzed only for the 160-fold–diluted samples. (g) *, P < 0.05 according to comparison of Kaplan–

Meier curves by using the log-rank test.   
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rNA のワクチン抗原としての有⽤性評価（注射型ワクチン） 

次に、注射型ワクチンにおける rNA のワクチン抗原としての有⽤性を rHA と⽐較した。

また、これ以降の検討では rNAは 4 量体 rNAを、rHAは 3 量体 rHAを⽤いている。また、

⼀般的に蛋⽩質抗原をワクチンする際は蛋⽩質量を指標に投与されることを鑑みて、両ワ

クチン抗原の⽐較は蛋⽩質量で揃えて投与した。まず、rNAまたは rHAを 1 µg/mouseで

alum と共に⽪下投与した際の、⾎漿中における Cal 株由来 rNA 特異的抗体価および rHA

特異的抗体価を評価した。当然の結果ではあるが、rNA 特異的抗体価においては、rNA ワ

クチン群で、⾮ワクチン群と⽐較して抗体価の有意な上昇が確認された⼀⽅で、rHA ワク

チン群では、rNA特異的抗体価の上昇は認められなかった（Figure 3a）。また、rHA特異

的抗体価は、rHA ワクチン群において、⾮ワクチン群と⽐較して抗体価の有意な上昇が確

認された（Figure 3b）。次にワクチン後、ホモローガスな株である Cal ウイルスを、⽚⿐

15 µL ずつ、経⿐より下気道感染させた。その結果、⾮ワクチン群では、経⽇的に体重が減

少するのに対して、rHAおよび rNAワクチン群は、体重減少がほとんど認められず、全匹

⽣存した（Figure 3, c and d）。次に、ヘテロローガスな感染に対する交差反応性を評価す

るため、抗原量を 10 µgに増加したうえで、rNAまたは rHAを alumと共にマウスに⽪下

投与した。その後、ヘテロローガスな株である H1N1 型 A/NewCaledonia/20/99（NC）

株を⽚⿐ 15 µL ずつ、下気道に感染させた。その結果、⾮ワクチン群は、体重が経⽇的に

減少し、⽣存率が 10%にまで低下した（Figure 3, e and f）。また、rNAワクチン群では、

rHAワクチン群と⽐較して体重減少の有意な抑制が認められた（Figure 3e）。さらに rHA

ワクチン群では 80%まで⽣存率が低下することが確認された⼀⽅で、rNAワクチン群では

全匹の⽣存が確認された（Figure 3f）。 

次に、注射型ワクチンにおける上気道感染に対する防御効果を評価した。上気道感染は、

下気道に達しない程度の液量（⽚⿐ 2.5 µL ずつ）でウイルスを感染させるため、実際の季

節性インフルエンザ感染と同様に、上気道粘膜での感染を観察し伴うており、より現実に近

い感染を模倣している。また下気道感染と違い、感染に体重減少は認められないため、感染

3⽇後に⿐腔洗浄液を回収し、ウイルス量を測定することで、ワクチン効果を評価した。そ

の結果、ホモローガスな感染であるにも関わらず、rNAおよび rHAワクチン群のいずれに

おいても PBS投与群と⽐較してウイルス量の減少は認められなかった（Figure 3g）。 

以上の結果より、注射型ワクチンでは、rNAおよび rHAワクチン群において、ホモロー

ガスな下気道感染に対しては同程度のワクチン効果を⽰す⼀⽅で、ヘテロローガスな感染

に対しては、rNA ワクチン群の⽅が、rHA ワクチン群と⽐較して交差反応性が⾼いことが

⽰された。⼀⽅で注射型ワクチンでは、上気道感染に対してほとんど防御効果を⽰さないこ

とが明らかとなった。 
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Figure 3. Comparison of rNA and rHA from Cal7 as vaccine antigens via subcutaneous immunization. Mice were 

immunized subcutaneously with Cal7-rNA plus alum or Cal7-rHA (a-d, 1 µg/mouse; e-g, 10 µg/mouse) plus alum. Plasma 

levels of (a) Cal7-rNA- and (b) Cal7-rHA-specific IgG were evaluated by ELISA of 160- (●), 800- (■), and 4000- (▲) fold 

diluted samples. At 10 days after the final immunization, mice were challenged with (c and d) Cal7 (homologous virus) or 

(e and f) NC20 (heterologous virus) to achieve lower respiratory tract infection. The percentage changes in (c and e) body 

weight and (d and f) survival were monitored after challenge with viruses. (g) At 10 days after the final immunization, mice 

were challenged with Cal7 (homologous virus) to cause upper respiratory tract infection. At 3 days after challenge, virus 

titers in nasal wash samples were evaluated. (a-d, g) n = 5 per group; (e and f) n = 10 per group. (a-g) Data are given as 

means ± SD. (a and b) Significant differences (****, P < 0.0001; Tukey’s test) were analyzed only for the 160-fold–diluted 

samples. (d) *, P < 0.05 vs. PBS-treated control mice, according to comparison of Kaplan–Meier curves by using the log-

rank test. (e) *, P < 0.05; ***, P < 0.001; ****, P < 0.0001 between Cal7-rNA-immunized mice and Cal7-rHA-immunized 

mice as indicated by using Tukey’s test. (f) ***, P < 0.001; ****, P < 0.0001 according to comparison of Kaplan–Meier 

curves by using the log-rank test.    

0 5 1 0 1 5
0

5 0

1 0 0

D a y

P
e

rc
e

n
t 

su
rv

iv
a

l P B S

C a l7 -rNA

C a l7 -rHA

*

0 5 1 0 1 5
7 0

8 0

9 0

1 0 0

1 1 0

D a y

P
e

rc
e

n
t 

o
f 

in
iti

a
l b

o
d

y 
w

e
ig

h
t

P B S

C a l7 -rN A

C a l7 -rHA

P B S C a l7
-rNA

C a l7
- rHA

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

O
D

* * * *
* * * *

P B S C a l7
-rNA

C a l7
- rHA

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

O
D

* * * ** * * *
(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

P B S  C a l7
- rN A

C a l7
- rH A

2

3

4

5

L
o

g
1

0
(T

C
ID

5
0

/m
L

)

(g)

0 5 1 0 1 5
7 0

8 0

9 0

1 0 0

1 1 0

D a y

P
e

rc
e

n
t 

o
f 

in
iti

a
l b

o
d

y 
w

e
ig

h
t

P B S

C a l7 -rN A

C a l7 -rH A

* * * * ** * * * * * *

0 5 1 0 1 5
0

5 0

1 0 0

D a y

P
e

rc
e

n
t 

su
rv

iv
a

l

P B S

C a l7 -rN A

C a l7 -rH A

*******



- 16 - 

 

rNA のワクチン抗原としての有⽤性評価（経⿐ワクチン） 

次に、経⿐ワクチンにおける rNA のワクチン効果を評価した。アジュバントは、ヒトで

は使⽤できないものの、動物実験において経⿐ワクチンのアジュバントとして汎⽤される

STING の活性化リガンドである c-di-GMP を⽤いた。なお、抗原の経⿐投与において、多

くの研究で、20 µL という下気道まで到達する量が⽤いられている。しかし、この液量は、

ヒトにおける投与を模倣しているとは⾔い難いため、本検討においては、⽚⿐ 3.0 µL とい

う少量で投与することで、より実際の臨床に近い形で、経⿐ワクチンの有⽤性を評価した。 

まず、経⿐ワクチンにより全⾝レベルおよび上気道・下気道において免疫応答が誘導され

ているかを評価するため、Cal株由来 rNAまたは Cal株由来 rHAを c-di-GMPと共に経⿐

投与した際の、⾎漿、⿐腔洗浄液、および肺胞洗浄液中の抗体価を評価した。その結果、⿐

腔洗浄液中では、⾮ワクチン群と⽐較して、rNA ワクチン群において rNA 特異的 IgA が、

rHAワクチン群においては、rHA特異的 IgAの有意な上昇が認められた（Figure 4, a and 

d）。また、⾎漿および肺胞洗浄液中では、⾮ワクチン群と⽐較して、rNAワクチン群におい

て rNA 特異的 IgG が、rHA ワクチン群では rHA 特異的 IgG の有意な上昇が認められた

（Figure 4,b, c, e, and f）。さらにヘテロローガスな株である PR8株由来 rNAおよび rHA

に対する交差反応性を評価したところ、rHA ワクチンではホモローガスな株と⽐較して⿐

腔洗浄液、⾎漿、および肺胞洗浄液中抗体価が極端に減少することが⽰された（Figure 4, 

d-f）。⼀⽅で、rNAワクチンではホモローガスな株と⽐較して⿐腔洗浄液および⾎漿中抗体

価の有意な減少が認められたものの、rHAワクチン群と⽐較して PR8 に対する交差反応性

が⾼いことが⽰唆された（Figure 4, a and b）。これらの結果より、経⿐ワクチンによって、

⿐腔内には抗原特異的 IgAが誘導され、さらに⾎中および肺胞中では抗原特異的 IgGが誘

導されることが⽰された。さらに、rHA ワクチンで誘導される抗体と⽐較して、rNA をワ

クチンした際に誘導される抗体は交差反応性が⾼いことが⽰唆された。 
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Figure 4. Antibody responses after intranasal immunization with rNA or rHA. Mice were immunized intranasally with 

Cal7-rNA (5 µg/mouse) plus c-di-GMP or Cal7-rHA (5 µg/mouse) plus c-di-GMP. (a-c) The levels of Cal7-rNA-specific and 

PR8-rNA-specific (a) IgA in nasal wash, (b) IgG in plasma, and (c) IgG in BALF from Cal7-rNA-immunized mice were 

evaluated by using ELISA at 7 days after final immunization. (d-f) The levels of Cal7-rHA-specific and PR8-rHA-specific 

(d) IgA in nasal wash, (e) IgG in plasma, and (f) IgG in BALF from Cal7-rHA-immunized mice were evaluated by using 

ELISA at 7 days after the final immunization. We used (a and d) 1- (●), 2- (■), and 4- (▲) fold dilutions of nasal wash 

samples, (b and e) 160- (●), 800- (■), and 4000- (▲) fold dilutions of plasma samples, and (c and f) 5- (●), 25- (■), and 

125- (▲) fold dilutions of BALF samples. (a-f) *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****, P < 0.0001 as indicated by 

using Tukey’s test. 

 

次に、誘導された rNAおよび rHA特異的 IgA、IgGの感染防御効果を評価するため、経

⿐ワクチンしたマウスに、ホモローガスな株である Cal株を上気道感染させ、3⽇後、⿐腔

洗浄液中のウイルス量を測定した。その結果、⾮ワクチン群と⽐較して、rNA および rHA

ワクチン群において、ウイルス量の有意な減少が認められた（Figure 5a）。また、rNAワク

チン群と rHAワクチン群においては、有意な違いは観察されなかった。さらにワクチン後、

Cal 株ではなくヘテロローガスな株である PR8 株を感染させたところ、rHA ワクチン群で

はウイルス量が全く減少しないのに対して、rNAワクチン群では、⾮ワクチン群および rHA

ワクチン群と⽐較してウイルス量の有意な減少が認められた（Figure 5b）。以上の結果よ

り、経⿐ワクチンでは、rNAワクチン群および rHAワクチン群において、ホモローガスな
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上気道感染に対しては同程度のワクチン効果を⽰す⼀⽅で、ヘテロローガスな感染に対し

ては、rNAワクチン群の⽅が rHAワクチン群と⽐較して交差反応性が⾼く、ホモローガス

な株に対するワクチン効果と同等レベルの優れたワクチン効果を⽰した。そこで、他の株由

来の rNA をワクチン抗原として⽤いても、上記と同様のワクチン効果が認められるかを評

価した。本検討では、NC株由来 rNAおよび rHAをワクチン抗原として⽤いて評価した。

まず NC株由来 rNAおよび rHAをワクチンした後、ホモローガスな株である NC株を上気

道感染させ、先程と同様に⿐腔洗浄液中のウイルス量を測定した。その結果、⾮ワクチン群

と⽐較して、rNAおよび rHAワクチン群において同程度のウイルス量の減少が認められた

（Figure 5c）。さらにヘテロローガスな株である Cal株を上気道感染させたところ、rNAワ

クチン群においてのみ、⾮ワクチン群と⽐較してウイルス量の有意な減少が認められた

（Figure 5d）。 

次に、Cal株由来 rNAおよび rHAを経⿐ワクチン後、インフルエンザウイルスを下気道

感染させ、体重変化および⽣存率により感染防御効果を評価した。ホモローガスな Cal株を

下気道感染させたところ、⾮ワクチン群は、経⽇的に体重が減少していき、感染から 8 ⽇

⽬で全匹死亡した（Figure 5, e and f）。また rHAワクチン群では、⾮ワクチン群と⽐較し

て、若⼲の体重減少の抑制および⽣存率の上昇が認められた（Figure 5, e and f）。⼀⽅、

rNA ワクチン群においては、⾮ワクチン群と⽐較して、体重減少の抑制および有意な⽣存

率の上昇が認められた（Figure 5, e and f）。以上の結果より、rNAを⽤いた経⿐ワクチン

は、上気道感染のみならず、ホモローガスな下気道感染をも防御し得ることが⽰された。 

ほとんどの成⼈が過去にインフルエンザに感染した経験があり、HAのみならず NAに対す

る抗体を保有していることが近年明らかとなりつつある 19,43。そこで、罹患経験を持つ⼈

に対するブーストワクチンとして rNA を利⽤できないか検討した。罹患歴がある⼈を模倣

して、マウスの上気道に Cal 株を感染させ、感染から 30 ⽇経過したマウスに rNA および

rHAを、アジュバントを⽤いずに経⿐ワクチンした。その結果、Cal株感染によって、未感

染マウスと⽐較して、HA特異的抗体産⽣の上昇が認められたものの、rNA特異的抗体価の

上昇はほとんど認められなかった（Figure 6, a-d）。⼀⽅で、⿐腔洗浄液および⾎漿中のい

ずれにおいても、rNA をブーストしたマウスにおいて、PBS ブースト群と⽐較して、rNA

特異的抗体価の有意な上昇が認められた (Figure 6, a and b)。また、rHAをブーストした

マウスでは、rHA特異的抗体価の有意な上昇が認められなかった。そこでブースト後、PR8

株を上気道感染させ⿐腔洗浄液中のウイルス量を測定した。その結果、rNA ブーストマウ

スにおいて、コントロール群および rHA ブースト群と⽐較して、ウイルス量の有意な減少

が認められた（Figure 6e）。以上の結果より、罹患歴があるマウスにおいては、アジュバン

トを⽤いずとも rNAをブーストすることで、強⼒に rNA特異的抗体産⽣を上昇させ、ヘテ
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ロローガスな上気道感染を防御し得ることが⽰唆された。 
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Figure 5. Protective effects against influenza virus after intranasal immunization with rNA or rHA. Mice were 

immunized intranasally with (a, b, e, and f) Cal7-rNA plus c-di-GMP or Cal7-rHA (5 µg/mouse) plus c-di-GMP or (c and d) 

NC20-rNA plus c-di-GMP or NC20-rHA (5 µg/mouse) plus c-di-GMP. At 10 days after final immunization, mice were 

challenged with (a) homologous Cal7, (b) heterologous PR8, (c) homologous NC20, or (d) heterologous Cal7 to achieve 

upper respiratory tract infection. (a-d) At 3 days after challenge, virus titers in nasal wash samples were evaluated. (e and 

f) At 10 days after the final immunization, mice were challenged with Cal7 (homologous virus) to achieve lower respiratory 

tract infection. The percentage changes in (e) body weight and (f) survival were monitored after challenge with virus. (a-

d) n = 5 per group; (e and f) n = 10 per group. (a-e) Data are given as means ± SD (n = 5 per group). (a–d) *, P < 0.05; 

**, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****, P < 0.0001 according to Tukey’s test. (e) ***, P < 0.001; ****, P < 0.0001 between Cal7-

rNA-immunized mice and Cal7-rHA-immunized mice as indicated by using Tukey’s test. (f) *, P < 0.05; ***, P < 0.001; ****, 

P < 0.0001 according to comparison of Kaplan–Meier curves by using the log-rank test.  
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Figure 6. Intranasal immunization of pre-infected mice by using NA without adjuvant. (a-e) Naive mice were infected 

intranasally with Cal7. On days 30 and 51 after exposure, mice were intranasally immunized with Cal7-rNA or Cal7-rHA 

(5 µg/mouse) without adjuvant. The levels of (a) Cal7-rNA-specific IgA in nasal wash, (b) Cal7-rNA-specific IgG in plasma, 

(c) Cal7-rHA-specific IgA in nasal wash, and (d) Cal7-rHA-specific IgG in plasma were evaluated by using ELISA at 7 

days after final immunization. (a and c) We used 1- (●), 2- (■), and 4- (▲) fold dilutions of nasal wash samples and (b and 

d) 160- (●), 800- (■), and 4000- (▲) fold dilutions of plasma samples. (e) At 10 days after final immunization, mice were 

challenged with heterologous virus (PR8) to achieve upper respiratory tract infection; virus titers in nasal wash samples 

were evaluated at 3 days after challenge. (a-e) ##P <0.01, ###P <0.001, ####P <0.0001 vs. uninfected control group as 

indicated by Tukey’s test. *, P < 0.05; ***, P < 0.001; ****, P < 0.0001 according to Tukey’s test.  
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  これまでの結果より、rNAは rHAと⽐較して交差反応性が⾼いことが⽰された。特に経

⿐ワクチンにおいて、rNA はヘテロローガスな株に対してもホモローガスな株と同等レベ

ルの優れた交差反応性を⽰したことから、経⿐ワクチンと注射型ワクチンにより誘導され

る抗体の質が異なる可能性が考えられた。そこで、経⿐ワクチンおよび注射型ワクチンによ

り誘導される抗体の認識エピトープを評価した。まず、抗体の認識部位を評価するために、

過去の⽂献を参考に、アミノ酸の 1箇所に変異を⼊れた 26種類の変異体 rNAを、哺乳類

細胞を⽤いて作製した 19。野⽣型 rNAをマウスの⿐および⽪下に投与し、回収してきた⾎

漿 IgGおよび⿐腔洗浄液中 IgAの、各変異体 rNAに対する反応性を ELISAにより評価し

た。なお、野⽣型 rNAと⽐較して、ある変異体 rNAに対する反応性が低下するということ

は、その部位に対する抗体が優位に誘導されていることを⽰している。また、本検討では野

⽣型 rNA に対する抗体価を 100%としており、抗体価が 50%以下に低下した変異体 rNA

の箇所に抗体が誘導されたと定義した。その結果、注射ワクチン後の⾎漿中 IgG では、

Q250A、V264T、N273D、V338M、V338A、および S339A の変異体 rNAにおいて、野

⽣型 rNAと⽐較して 50%以下にまで抗体価の減少が認められた（Figure 7a）。また、経⿐

ワクチン後の⾎漿中 IgGおよび⾎漿中 IgAにおいても同様の傾向が認められた（Fugure 7, 

b and c)。⼀⽅で、経⿐ワクチン後の⿐腔洗浄液中 IgAでは、⾎漿 IgGおよび IgAで観察

された Q250A、V264T、N273D、V338M、V338A、S339Aに加えて、N309S、N341D、

P377A、S388A、I396T、および N397Kの変異体 rNAにおいて抗体価の減少が認められ

た。これらの結果から、⿐腔洗浄液中 rNA特異的 IgAが、⾎漿中の NA特異的 IgGや IgA

よりも多くのエピトープを認識していることが⽰された。 
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Figure 7. Identification of epitopes recognized by anti-NA antibodies. Levels of mutant rNA-specific (a) IgG in plasma 

from mice immunized subcutaneously with Cal7-rNA plus alum and of mutant rNA-specific (b) IgG in plasma, (c) IgA in 

plasma, and (d) IgA in nasal wash from mice immunized intranasally with Cal7-rNA plus c-di-GMP were evaluated by 

using ELISA. The ELISA signals for mutant rNAs relative to that for wild-type rNA are shown as percentages.  
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【考察】 

⼀般的に、抗原が多量体化されることで、B細胞受容体の架橋を促進し、B細胞活性化と

抗原特異的抗体応答の増加を促すことが知られている 44-46。本検討において、単量体 rNA

と⽐較して、4 量体 rNA ワクチン群では抗体産⽣の上昇が認められており、4 量体化ドメ

インによる rNA の多量体化が、B 細胞の活性化を増強し、免疫応答を増強した結果だと考

えられる。さらに抗体価に相関して、ホモローガスなウイルスに対する感染防御効果が認め

られたことから、抗体を強く誘導できる 4 量体 rNAが、単量体 rNAよりもワクチン抗原と

して優れていることが⽰された。また、NAの酵素活性部位に対する抗体が感染防御におい

て重要であるという報告もなされている 38,47,48。その点、単量体 rNAはシアリダーゼ活性

をほとんど有しておらず、構造的にも異常をきたしている可能性があり、NAの酵素活性部

位に対する抗体が産⽣されにくい状況にあったと推察される。そのため、単量体 rNA ワク

チン群では、4 量体 rNA ほどではないものの、ウイルス特異的抗体が産⽣されていたにも

関わらず、感染防御効果が全く認められなかったのではないかと考えている。 

また、注射型ワクチンにおいて、NAはヘテロローガスな感染を防御可能であることが報告

されている⼀⽅で、これまで HAと⽐較したワクチン効果は検討されていなかった 23。本検

討では、rNAと rHAをワクチン抗原として⽤いた場合の効果を⽐較し、rNAワクチン群に

おいてのみ、ヘテロローガスな感染を防御し得ることを⾒出した。本検討に⽤いた株におい

て、NA では、Cal7と PR8、NC20 の配列相同性はそれぞれ 85%、83%であった。また、

rHAでは Cal7と PR8、NC20 はそれぞれ 80%および 78%となっており、そのため、本検

討において⽰したような rNA ワクチンによる⾼い交差防御能は、上記の各亜型間における

配列の保存性が寄与していることが考えられた。 

さらに、経⿐ワクチン後の上気道感染において、ホモローガスな感染では rNA、rHA ワ

クチン群は同程度のウイルス量の減少が認められた⼀⽅で、ヘテロローガスな感染に対し

ては、rNA ワクチン群でのみウイルス量の有意な減少が認められた。本結果は、rNA を経

⿐ワクチンすることで誘導された IgAが、rHA特異的 IgAよりも交差反応性を⽰すことを

明⽰している。実際、rNA特異的 IgGおよび IgAは、rHAに⽐べてヘテロローガスな株に

対する交差反応性が⾼いことを ELISAにより確認している。⼀⽅でこれまでに、経⿐ワク

チンにより誘導される HA 特異的 IgA は、HA 特異的 IgG よりも交差反応性を⽰すことが

報告されている 49。しかし、少なくとも本検討においては、rHAワクチン群において、ウイ

ルス量の減少は認められておらず、ヘテロローガスなウイルス感染を防御可能な量の IgA

が産⽣されていなかったと考えられる。さらに、rNAを経⿐ワクチンすることで、ホモロー

ガスな下気道感染において rHA よりも優れたワクチン効果を発揮することも明らかとなっ

た。これらの結果は、肺胞洗浄液中および⾎中の IgG がウイルスの排除に関与したものと
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考えられる。即ち、従来から報告されている通り、rNAの経⿐ワクチンは、IgAにより上気

道感染を防御しつつ、万が⼀、ウイルスが下気道に移⾏したとしても、IgG により 2 段構

えの感染防御が可能であることを⽰している。 

本検討において、rNAを経⿐ワクチンした際に誘導される⿐腔洗浄液中 IgAが、⾎中 IgG

および IgA と⽐較して、抗原のより広範な部分を認識していることを明らかとした。本検

討において、経⿐ワクチンにより、ホモローガスな感染と同等レベルでヘテロローガスな感

染をも防御した結果は、上気道に誘導された IgA がヘテロローガスな株においても保存さ

れている領域に結合し、感染を防いだと考えられた。いくつかの研究により、NAにおいて

交差反応性を⽰す抗体の認識箇所が同定されている 50,51。例えばモノクローナル抗体を⽤

いた研究により、H1N1 由来 NA の 273、309、338、および 339 番⽬のアミノ酸残基を

認識する抗体は、様々な亜型株に対しても交差反応性を⽰し感染防御することを⽰してい

る 50,52。また、377、388番⽬のアミノ酸は H1N1 における株間において保存されており、

今回、⿐腔洗浄液中NA特異的 IgAのみが 309、377および388番⽬のアミノ酸残基を認

識していたことは、経⿐ワクチンにおける⾼い交差防御に関与していることが考えられた。

⼀⽅で他にも、341、396および397番⽬のアミノ酸残基については⿐腔洗浄液中 IgAの

みで結合が認められた。しかし、これらのアミノ酸を認識する抗体の交差反応性について報

告はされておらず、今後さらなる検討が必要である。また興味深いことに、同じ IgA にお

いても⾎漿中 IgAと⽐較して⿐腔洗浄液中 IgAは抗原の広範な部位を認識した。⼀般的に、

分泌型 IgAは通常⼆量体や四量体などの重合体で存在する⼀⽅で、⾎漿中 IgAは主に単量

体で存在している 53。また単量体 IgAと⽐較して、多量体 IgAはアビディティーが⾼いた

め、ウイルスに対する中和活性が⾼いことが知られている 40,54,55。さらに近年、インフル

エンザウイルス特異的な多量体 IgAは、単量体 IgAや IgGと⽐較して、強い交差防御活性

を⽰すことが報告されている 56-59。そのため、今回⿐腔洗浄液中 IgAにおいて広範な部位

に対する結合が認められた結果は、多量体化することで、単量体では弱い結合だった抗体が

結合できるようになったからだと考えられた。 

本検討では、同⼀亜型内（H1N1）で抗原性の異なる株（ヘテロローガスな株）に対する

ワクチン効果を評価してきた。⼀⽅で、H3N2 や H7N9 のような異なる亜型（ヘテロサブ

タイプ）の感染に対する rNA のワクチン効果に関しては評価できていない。過去に、注射

型ワクチンにより rNA を免疫した場合、ヘテロサブタイプな感染に対しては、感染防御効

果を⽰さないことが報告されている 23。⼀⽅で、経⿐ワクチンにおいて、rNA を抗原とし

て⽤いた際のヘテロサブタイプな上気道感染、さらには下気道感染に対する防御効果は未

だ明らかとなっていないため、今後の解析が期待される。 

今後の課題としては、現⾏のワクチンにおいて、HA はもちろんのこと、いかにして NA
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に対する抗体産⽣を増強できるかが重要であると考えている。そもそも、現⾏のスプリット

ワクチンにおいては、HA 含量は規定されている⼀⽅で、NA 含有量は規定されておらず、

各ワクチン製造メーカーによってワクチンに含まれている NA の量は異なっている現状に

ある。そのため、まず、現⾏のスプリットワクチンや不活化全粒⼦中の NAの含有量を、正

確に把握、あるいは規定することが重要であると考えている。また、単量体と⽐較した検討

により、NA の構造や活性は、ワクチン効果に⾮常に影響していることが考えられるため、

不活化されたスプリットワクチンや全粒⼦ワクチンに含まれる NA の構造・活性が変化し

ていないかを詳細に調査する必要もあると考えられた。さらに、現⾏のスプリットワクチン

は、HAと NAの含有量の違いもあり、たとえ NAが含まれていたとしても、HAに対する

抗体が優位に産⽣されてしまう。そのため、ワクチン中の NA含有量を増加させることも重

要である。近年、⼈⼯的にウイルスを作製することが可能となったことから、ウイルス膜上

の NA量を増加させたウイルスを作製することができれば、HAだけでなく NAに対しても

抗体を多く誘導可能となり、より交差反応性を⽰すワクチンが開発できる可能性も考えら

れる。また、糖鎖解析の技術が発達したことにより、⽣体の免疫機構に糖鎖が⾮常に深く関

わっていることが明らかになってきている。実際、rHAの表⾯糖鎖を改変し、糖鎖を減少さ

せることで、B細胞が抗原にアクセスしやすくなり、抗体産⽣が上昇するという成果が近年

報告されている 60,61。これらの糖鎖改変は⾮常に簡単な操作によりできるため、NAの糖鎖

にも適応することで、より広範な株に対して交差反応性を⾼める可能性も考えられる。今後

は、これらの技術を活⽤し、NAにも焦点をあてた、より応⽤的で、現実的なワクチンの開

発を推進していくことが期待される。 

  



- 27 - 

 

第⼆節 ⽣体内に存在する既存免疫を利⽤した 

アジュバントフリー経⿐ワクチン基盤技術の開発 
 

2019 年に巻き起こった SARS-CoV-2 のパンデミックにより、過去に類を⾒ない速度で

ワクチンが開発され、世界中に普及している。現在承認されているmRNAやアデノウイル

スベクター、組換え蛋⽩質ワクチンは強⼒に⾎中抗体や T 細胞応答を誘導し、⾮常に有効

なワクチン効果を⽰している 62,63, 64。⼀⽅で、現⾏のmRNAワクチンは上気道に IgAを

誘導しにくいことから、感染そのものを完全に防御できないことが報告されている 65-67。

そのため、⾎中のみならず、多くの病原体の初発感染部位である上気道でも抗体産⽣を誘導

可能な経⿐ワクチンの開発が待望されている。 

 しかし経⿐ワクチンは、2000 年から 2001 年にスイスで⾏われた不活化インフルエンザ

ウイルスを⽤いた経⿐ワクチンの臨床試験において、添加したアジュバントが原因とされ

る顔⾯⿇痺といった重篤な副反応が確認され中⽌されている 68。また現在でも、注射型ワ

クチンとは異なり、安全性の観点から臨床で使われている経⿐ワクチン⽤アジュバントは

存在しない。さらに経⿐ワクチンの⼤きな問題点として、抗原を⿐腔に投与しても粘膜上⽪

バリアが障壁となり、粘膜組織に存在する樹状細胞や、マクロファージ、B細胞といった抗

原提⽰細胞への抗原送達能が乏しいため効果的に免疫を誘導できないことが挙げられる。

そのため、安全性を考えると、より効率的に抗原を⽬的の場所に届ける送達キャリアの開発

こそが経⿐ワクチン実⽤化を⾒据えた上で極めて重要であると考えられる。 

上述した通り、経⿐ワクチンの最⼤の問題点として、上⽪バリアが障壁となり抗原が効率

的に粘膜組織へと送達されないことが挙げられる。また、たとえバリアを突破したとしても

抗原提⽰細胞に効率的に取り込まれる必要がある。⼀⽅で、⿐腔には数多の抗原特異的 IgA

が分泌されており、病原体の排除に迅速に対応している。例えば、ほぼ全ての成⼈は過去に

インフルエンザに罹った経験があるため、インフ

ルエンザウイルスの HAに対する抗体を⾎中のみ

ならず⿐腔にも保有している 40。また、近年の研

究により、⿐腔の IgA は病原体の排除のみなら

ず、トランスサイトーシスにより病原体を粘膜リ

ンパ組織へと運び、抗原特異的な免疫応答を効率

的に誘導することが明らかとなっている 69-71。ま

た IgGは、抗体の Fc 部位と抗原提⽰細胞上に発

現する Fc 受容体の相互作⽤を介して、結合した

抗原の取り込みと細胞の活性化を促進すること

粘膜組織

⿐腔

HA特異的IgA

樹状細胞

RBD
HA

RBD
HA

HA特異的IgG

RBD

Figure 8. Graphical abstract
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が知られている 72,73。そのため、⿐腔および⾎中に既に存在する抗体が認識する蛋⽩質（キ

ャリア蛋⽩質）に⽬的のワクチン抗原を融合させることで、抗体⾃⾝が抗原送達キャリアと

なり、ワクチン抗原を⿐腔リンパ組織中の抗原提⽰細胞へと送達し、粘膜免疫を効率良く誘

導可能であると考えられた（Figure 8) 。 

そこで本節では、上記のコンセプトに基づき、⽣体内抗体をワクチン抗原送達キャリアと

して利⽤可能かを評価すると共に、免疫誘導メカニズムについて詳細に検討した。 
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【実験材料と⽅法】 

ウイルス 

H1N1 influenza A virus (strain: A/California/07/2009)は国⽴感染症研究所より分与し

て 頂 い た 。 SARS-CoV-2 （ MA10) は SARS-CoV-2 NIID (strain: 2019-

nCoV_Japan_TY_WK-5212020)を backboneとし、過去の⽂献に倣い CPER⽅を⽤いて

作製した 74。 

 

実験動物 

6-7 週齢の BALB/cマウス（雄）および C57 BL/6jマウス（雄）は、⽇本エスエルシー株

式会社より購⼊した。マウスは室温で 12時間ごとの点灯、消灯のサイクルで飼育した。全

ての動物実験は⼤阪⼤学微⽣物病研究所の動物実験施設で⾏い、⼤阪⼤学実験規程に準じ

た。 

 

遺伝⼦発現ベクターの作製 

SARS-CoV-2 由来の NTD、RBD、Spike 発現プラスミドは、a株（GenBank accession 

number: MN908947.3）由来の蛋⽩質をコードする cDNA の配列を哺乳類細胞に最適化

し pcDNA3.1（-)に挿⼊し、C末端側に Hisタグを付加した。なお、Spikeの cDNAには、

D614G、K986P、V987P、R682G、R683S、R685Sのアミノ酸変異を PCRにより導⼊し

た。また、Spike の 3 量体化形成を⽬的として、Spike の C 末端側に foldon を挿⼊した。

HAは第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。Respiratory syncytial virus（RS virus）の G蛋

⽩質発現プラスミドは、A2株（GenBank accession number: AAB59857.1)由来の蛋⽩

質をコードする cDNA の配列を哺乳類細胞に最適化し pcDNA3.1（-)に挿⼊し、C 末端側

に Hisタグを付加した。肺炎球菌由来の pneumococcal surface protein A（PspA)発現プ

ラスミドは、WU株（GenBank accession number: AF071814)由来の蛋⽩質をコードす

る cDNAの配列を pcDNA3.1 に挿⼊し、N末側に Hisタグを付加した。より詳細な各ベク

ター情報は下記に記した。 
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Figure 9. Construction of recombinant proteins. 
 

哺乳類細胞への遺伝⼦導⼊ 

哺乳類細胞への遺伝⼦導⼊は、第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。 

 

蛋⽩質精製および SDS-PAGE 

蛋⽩質精製および SDS-PAGEは、第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。なお、本節の各蛋⽩

質は、遺伝⼦導⼊後 4⽇間培養した後の上清を回収し精製した。 

RBD IL-2ss RBD (319-514) GS His

NTD (1-303) GS HisNTD

Spike (1-1208) GS Hisfoldon GSSpike

HA HA (1-520) PGS Hisfoldon SGR

Igkss G (67-298)GSHisG

PspA PspA (32-414)GSHis

RBD-HA IL-2ss RBD (319-514) GS HA (1-520) GS His

NTD (1-303) GS HA (1-520) GS HisNTD-HA

Spike (1-1208) GS HA (1-520) GS HisSpike-HA

G-HA IL-2ss GS HA (1-520) GS HisG (161-197)

IL-2ss EGFP (1-214) GS HA (1-520) GS His

IL-2ss GS HA (1-520) GS HisPspA (32-414)

IL-2ss RBD (319-514) GS GS HisPspA (32-414)

IL-2ss RBD (319-514) GS His IgG1-Fc (103-324)GS

IL-2ss RBD (319-514) GS His IgA-Fc (138-481)GS

EGFP-HA

PspA-HA

RBD-PspA

RBD-Fc (IgG)

RBD-Fc (IgA)

Supplemental Figure 7. Construction of recombinant proteins.  1 

Schematic representing primary structures of proteins. 2 
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免疫実験 

経⿐投与︓⿇酔下において、BALB/cマウスに 3.0 × 103 TCID50 のインフルエンザウイ

ルス（Cal株）、もしくは 4 × 106 CFU の肺炎球菌（WU2）を⽚⿐ 2.5 µL ずつ計 5µL で

感染し、感染から 30、51⽇⽬にワクチン抗原（10 µg/mouse）を単独もしくは c-di-GMP

（5 µg/mouse）と共に経⿐投与した。投与試料は PBS で調製し、⽚⿐ 3.5 µL ずつ計 7 

µL/mouseで経⿐投与した。また、BALB/cマウスの尾根部⽪下に、0、21⽇⽬で Spikeを

発現するmRNA（1 µg/mouse）を投与し、30、51⽇⽬にワクチン抗原（10 µg/mouse）

を単独もしくは c-di-GMP （5 µg/mouse）と共に経⿐投与した。44、58⽇⽬の⾎漿およ

び 65⽇⽬の⿐腔洗浄液を回収し、抗体産⽣評価を⾏った。 

⽪下投与︓⿇酔下において、BALB/cマウスに 3.0 × 103 TCID50 のインフルエンザウイ

ルス （Cal株）を⽚⿐ 2.5 µL ずつ計 5µL で感染し、感染から 30、51⽇⽬のマウス尾根

部⽪下にワクチン抗原（10 µg/mouse）を単独もしくは alum (100 µg/mouse)と共に⽪

下投与した。投与試料は PBSで調製し、50 µL/mouseで⽪下投与した。 

 

⾎漿、⿐腔洗浄液中の抗体価評価 

抗体価評価は、第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。 

 

シュードウイルスを⽤いた中和活性評価 

前⽇に、培養メディウム（2% FBS, 1% ペニシリン/ストレプトマイシン添加 DMEM high 

glucose）で調製した VeroE6/TMPRSS2細胞（1.2 × 104 cells）を 96-well half white 

plates（Greiner BIO-ONE, Kremsmunster, Austria)に播種し、37 °C、5% CO2、飽和蒸

気圧下で 24 時間培養した。翌⽇、56 °C、30分間で⾮働化処理した⿐腔洗浄液を 4 倍ずつ

段階希釈し、表⾯に SARS-CoV-2由来 Spike蛋⽩質を発現するシュードタイプウイルスと

1 : 1 で混和した後、37℃、1 時間静置した。その後、この混合溶液を PBS で洗浄した

VeroE6/TMPRSS2細胞に 50 µL/wellで添加し、37 °C、5% CO2 で 48時間培養した。培

養した細胞に室温で ONE-GloTM-EX Reagent (Promega, Madison, WI, USA)を 50 µL添

加し、マイクロプレートリーダーを⽤いて発光を測定した。 

 

SARS-CoV-2 感染 

上気道感染︓最終免疫から 14⽇後、SARS-CoV-2（5.0 ×104 PFU）を、⽚⿐ 2.5 µL ずつ

経⿐投与し、感染させた。さらに、感染 3⽇後の⿐甲介を回収し、ホモジナイズした後、プ

ラークアッセイによりウイルス量を評価した。 
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下気道感染︓最終免疫から 14⽇後、SARS-CoV-2（2.0 ×105 PFU）を、⽚⿐ 10 µL ずつ

経⿐投与し、感染させ、体重減少と⽣存率を評価した。また⼈道的観点から、感染 0⽇から

の体重減少率が 25% となった点をエンドポイントと設定した。 

 

肺炎球菌感染 

最終免疫から 14⽇後、肺炎球菌（WU2）（5.0 ×106 PFU）を、⽚⿐ 15 µL ずつ経⿐投与

し、感染させ、体重減少と⽣存率を評価した。また⼈道的観点から、感染 0⽇からの体重減

少率が 25% となった点をエンドポイントと設定した。 

 

NALT、Nasal Passage、脾臓細胞の再刺激によるサイトカイン産⽣評価 

インフルエンザウイルスを上気道感染させた BALB/cマウスに、30、51⽇⽬で Spike-HA

および Spikeを c-di-GMPと共に経⿐ワクチンした後、65⽇⽬で NALT、Nasal Passage

を回収した。細胞培養⽤メディウム（10% FBS、1% ペニシリン/ストレプトマイシン、50 

mM 2-メルカプトエタノール添加RPMI1640）中で 5 mLシリンジ（Terumo Corporation）

のプランジャー部を⽤い、すり潰した後、70 µmセルストレーナー（Corning Inc.）に通

し、各細胞を回収した。すり潰した細胞は 50 mL遠沈管（Corning Inc.）に回収し、600 

× g、4 °C、5 分間遠⼼後、上清を吸引し ACK lysis buffer（0.01 M Tris-HCL、150 mM 

NH4Cl 溶解⽔）を 2 mL添加し、混和後、室温で 5 分静置し溶⾎させた。その後、細胞培

養⽤メディウムを 2 mL加え、溶⾎反応を⽌め、600 × g、4 °C、5 分間遠⼼した。上清を

吸引後、培養⽤メディウムで懸濁し、再度 70 µmセルストレーナーに通して細胞塊を除き、

細胞数を測定した。1 well あたり 1-3 × 106 cells となるように 96 well U-bottomed 

culture plate（1:1000 dilution; Thermo Fisher Scientific）に播種し、Spikeを終濃度 50 

µg/mL となるよう培養⽤メディウムで調製し添加した後、37 °C、21時間静置した。その

後、500倍希釈となるよう調製した protein transport inhibitor cocktails（Thermo Fisher 

Scientific)を添加し、37 °C、5 時間静置した。600 × g、4 °C、5 分間遠⼼した後、上清を

廃棄し、FACS buffer（2% FBS, 1 mM EDTA (DOJINDO, Kumamoto, Japan)、0.05% 

sodium azide (WAKO, Saitama, Japan)添加 PBS)で調製した anti-mouse CD16/CD32 

antibody (1:100 dilution; clone: 93; BioLegend, San Diego, CA, USA), Fixable 

Viability Dye eFluor 780 (Thermo Fisher Scientific), Alexa647 anti-mouse CD45 

antibody (1:200 dilution; clone: 30-F11; BioLegend), PE anti-mouse CD3e antibody 

(1:200 dilution; clone: 145-2C11; BioLegend), FITC anti-mouse CD4 antibody 

(1:200 dilution; clone: GK1.5; BioLegend), BV605 anti-mouse CD8a antibody 

(1:200 dilution; clone: 53-6.7; BioLegend), BV510 anti-mouse CD44 antibody 



- 33 - 

 

(1:200 dilution; clone: IM7; BioLegend)を添加後、遮光条件下、4 °C で 30分間静置し

染⾊した。その後、FACS bufferによる洗浄（FACSバッファーを 150 µL/wellで添加し、

ピペッティング後、600 × g、4 °C、5 分遠⼼し上清を廃棄）を 2 回⾏い、その後 BD 

Cytofix/CytopermTM Fixation/ Permeablization solution Kit（BD Biosciences, Sparks, 

MO, USA）を⽤いて、BV421 anti-IFN-g antibody (1:200 dilution; clone: XMG1.2; 

BioLegend), PE/Cy7 anti-IL-13 antibody (1:200 dilution; clone: eBio13A; Thermo 

Fisher Scientific)を添加し、遮光条件下、4 °C で 30分間静置し染⾊した。FACS bufferに

よる洗浄（FACSバッファーを 150 µL/wellで添加し、ピペッティング後、600 × g、4 °C、

5 分遠⼼し上清を廃棄）を 2回⾏い、200 µL/wellで懸濁しフローサイトメーターで解析し

た。解析にあたり、CD4+画分を CD45+ CD44high CD4+、CD8+画分を CD45+ CD44high 

CD8+とした。 

 

抗体精製 

⾎清サンプルを、3,000 × g、4 °C、15 分遠⼼し、上清から Akta explorer chromatography 

systemを⽤いて、total IgGを精製した。total IgGの精製には Protein G column（GE 

Healthcare）を⽤い、20 mM phosphate buffer（pH 7.0）で 20 mL までメスアップし

た⾎清を流し、⾎清中の抗体をカラムに吸着させ、100 mM glycine HCl buffer（pH 2.7）

で溶出した。また溶出液は 1 M Tris-HCl buffer（pH 9.0）を⽤いて溶出と同時に中和した。

その後、Amicon Ultra centrifugal filters（cut-off, 30 kDa）を⽤いて PBSに置換した。 

 

精製抗体移⼊実験 

ナイーブマウスおよびインフルエンザウイルスを上気道感染させた BALB/c マウスの⾎清

から精製した精製抗体（naive-IgG, flu-IgG）を、300 µL の液量で 2 mg ナイーブマウス

に腹腔投与し、24 時間後に RBD-HAを経⿐ワクチンした。 

 

⿐腔洗浄液移⼊実験 

ナイーブマウスおよびインフルエンザウイルスを上気道感染させた BALB/c マウスから

400 µL の⿐腔洗浄液を回収し、限外濾過チューブを⽤いて 20倍濃縮した。その後、RBD-

HAを濃縮⿐腔洗浄液と共にナイーブマウスに経⿐投与した。 

 

NALT, Nasal Passage における樹状細胞の抗原取り込みおよび活性化評価 

インフルエンザウイルスを上気道感染させた BALB/cマウスに、感染から 30⽇⽬に EGFP-

HAを経⿐投与し、6時間および 24 時間後の NALT、Nasal Passageを回収した。細胞培
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養⽤メディウム（10% FBS、1% ペニシリン/ストレプトマイシン、50 mM 2-メルカプト

エタノール添加RPMI1640）中で 5 mLシリンジのプランジャー部を⽤い、すり潰した後、

70 µmセルストレーナーに通し、各細胞を回収した。すり潰した細胞は 50 mL遠沈管に回

収し、600 × g、4 °C、5 分間遠⼼後、上清を吸引し ACK lysis bufferを 2 mL添加し、混

和後、室温で 5 分静置し溶⾎させた。その後、細胞調製メディウムを 2 mL加え、溶⾎反応

を⽌め、600 × g、4 °C、5 分間遠⼼した。上清を吸引後、培養⽤メディウムで懸濁し、再

度 70 µmセルストレーナーに通して細胞塊を除き、細胞数を測定した。1 ウェルあたり 1-

3 × 106 cellsとなるように 96 well U-bottomed culture plateに播種し、600 × g、4 

°C、5 分間遠⼼した後、上清を廃棄し、FACS bufferで調製した anti-mouse CD16/CD32 

antibody, Fixable Viability Dye eFluor 780, Alexa647 anti-mouse CD45 antibody, 

PerCP/Cy5.5 anti-mouse CD11c antibody (1:200 dilution; clone: N418; BioLegend), 

BV421 anti-mouse I-A/I-E antibody (1:200 dilution; clone: M5/114.15.2; 

BioLegend), PE anti-mouse CD86 antibody (1:200 dilution; clone: GL-1; BioLegend)

を添加後、遮光条件下、4 °C で 30分間静置し染⾊した。その後、FACS bufferによる洗浄

（FACSバッファーを 150 µL/wellで添加し、ピペッティング後、600 × g、4 °C、5 分遠

⼼し上清を廃棄）を 2回⾏い、その後 BD Cytofix/CytopermTM Fixation/ Permeablization 

solution Kitを⽤いて、Alexa488 anti-GFP antibody (1:200 dilution; clone: FM264G; 

BioLegend)を添加し、遮光条件下、4 °C で 30分間静置し染⾊した。FACS bufferによる

洗浄を 2回⾏い、200 µL/wellで懸濁しフローサイトメーターで解析した。解析にあたり、

樹状細胞画分を CD45+ MHCll+ CD11c+とした。 

 

Depletion 抗体を⽤いた CD4+ T 細胞の除去 

インフルエンザウイルスを上気道感染させた BALB/c マウスに、感染から 30、32 ⽇⽬に

200 µgの anti-CD4 antibody (clone: GK1.5; Bio X Cell, West Lebanon, NH, USA)、

もしくはアイソタイプコントロールとして anti-keyhole limpet hemocyanin antibody 

(clone: LTF-2; Bio X Cell) を 300 µL の液量で腹腔投与し CD4+T細胞の除去を⾏った。

その後、CD4+T細胞の除去とナイーブ T細胞の回復を評価するために、感染後 34、58、

86、114⽇⽬の⾎漿を回収した。各⾎漿サンプルは、50 µL/wellで 96 well U-bottomed 

culture plateに添加し、ACK lysis bufferを 200 µL加え、ピペッティングした後室温で

5 分静置した。600 × g、4 °C、5 分間遠⼼後、上清を廃棄し、再びACK lysis bufferを

200 µL加え、ピペッティングした後室温で 5 分静置した。600 × g、4 °C、5 分間遠⼼後、

上清を廃棄し、FACS bufferで調製した anti-mouse CD16/CD32 antibody and stained 

with Fixable Viability Dye eFluor 780, Alexa488 anti-mouse CD90.2 antibody (1:200 
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dilution; clone:30-H12; BioLegend), PE anti-mouse TCR b chain antibody (1:200 

dilution; clone: H57-597; BioLegend), BV605 anti-mouse CD8a antibody, and PE 

anti-mouse CD4 antibody (1:200 dilution; clone: RM4-5; BioLegend) を添加後、遮

光条件下、4 °C で 30分間静置し染⾊した。その後、FACS bufferによる洗浄を 2回⾏い、

AccuCheck Counting Beads (Thermo Fisher Scientific)を加えた FACS buffer を 200 

µL で細胞を懸濁しフローサイトメーターで解析した。解析にあたり、CD4+画分を CD45+ 

CD90.2+ TCR-b+とした。CD4+T細胞の回復を確認した後、感染後 116、137 ⽇⽬に RBD-

HA（10 µg/mouse）を⽚⿐3.5 µL ずつ計 7 µL/mouseで経⿐投与した。130、144⽇⽬

の⾎漿および 151⽇⽬の⿐腔洗浄液を回収し、抗体産⽣評価を⾏った。 

 

⾻髄由来樹状細胞の誘導 

BALB/cマウスの両後脚の⼤腿⾻および脛⾻を回収し、両⾻端を切除した後に、25 G注射

針(Terumo Corporation)と 5 mLシリンジを⽤いて、細胞調製メディウムを⽚脚につき 5 

mL ずつ髄腔に流し込み、⾻髄細胞を回収した。回収した⾻髄は注射器のプランジャーを⽤

いてすり潰した後、70 µmセルストレーナーに通して凝集物を除き、50 mL遠⼼菅に回収

した。1500 rpm, 4 °C、5 分遠⼼後、上清を廃棄し、ACK lysis bufferを 5 mL添加し、

混和した後、室温に 5 分静置し溶⾎させた。その後、細胞調製メディウムを 5 mL加え、溶

⾎反応を⽌め、1500 rpm、4 °C、5 分遠⼼した。上清を廃棄した後、細胞調製メディウム

で調製した細胞を 6 well plateに 1 × 107 cells/wellとなるよう播種し、GM-CSFを終濃

度 20 ng/mL で添加し、37 °C、3⽇間培養した。その後、メディウム交換を⾏い、さらに

３⽇間培養した。培養開始から 6 ⽇後、培養上清および PBSで洗浄し剥がしてきた細胞を

プールし、各実験に⽤いた。 

 

In Vitro における BMDC を⽤いた抗原取り込み評価 

誘導した BMDC を培養⽤メディウムで 5 × 105 cells/mL となるように 96 well U-

bottomed culture plateに播種し、EGFP-HA（終濃度︓1 µg/mL）をナイーブマウスの⾎

清から精製した IgG（naive-IgG）（終濃度︓20 µg/mL）、インフルエンザ感染マウスの

⾎清から精製した精製 IgG（flu-IgG）（終濃度︓20 µg/mL）、および CpG ODN（1 or 10 

µg/mL）を加え、37 °C、5% CO2 で培養した。6時間もしくは 24 時間後に 600 × g、4 

°C、5 分遠⼼し上清を廃棄した後、FACS buffer で調製した anti-mouse CD16/CD32 

antibody, Fixable Viability Dye eFluor 780, PerCP/Cy5.5 anti-mouse CD11c antibody, 

APC anti-mouse CD80 antibody (1:200 dilution; clone: 16-10A1; BioLegend), 

BV421 anti-mouse I-A/I-E antibody, PE/Cy7 anti-mouse CD11b antibody (1:200 
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dilution; clone: M1/70; BioLegend) を添加し、遮光条件下、4 °C で 30分間静置し染⾊

した。その後、FACS buffer による洗浄を 2 回⾏い、その後 BD Cytofix/CytopermTM 

Fixation/ Permeablization solution Kitを⽤いて、Alexa488 anti-GFP antibodyを添加

し、遮光条件下、4 °C で 30分間静置し染⾊した。FACS bufferによる洗浄を 2回⾏い、

200 µL/well で懸濁しフローサイトメーターで解析した。解析にあたり、樹状細胞画分を

CD45+ MHCll+ CD11c+ CD11bmiddle  とした。 

 

統計解析 

統計解析には Prism を⽤いた。グラフは平均値と標準偏差（SD）で表し、有意差検定は

Tukeyʼs testを⽤いた。⽣存率は⼆群間の Kaplan–Meier曲線を log-rank testで検定して

有意差を評価した。統計学的有意差は、P < 0.05の場合を有意であるとした。 
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【実験結果】 

RBD-HA のワクチン抗原としての有⽤性評価 

 本検討ではまず、新型コロナウイルスのワクチン標的として汎⽤される Spike 蛋⽩質の

レセプター結合ドメイン（RBD）をワクチン抗原として⽤いた。また、ほぼ全ての⼈がイン

フルエンザに罹患した経験があることを鑑み、キャリア蛋⽩質として HA を⽤い、RBD と

HAを融合させた RBD-HAを組換え蛋⽩質として作製した。なお本検討で⽤いている RBD

は SARS-CoV-2 のa株由来の配列を⽤い、HA は H1N1 型の Cal 株由来の配列を⽤いてい

る。まず Expi293F細胞により発現した RBD-HAを His trap カラム、ゲル濾過カラムを⽤

いて精製した。その後、RBD-HAおよび RBD の精製度を評価したところ、ゲル濾過カラム

においてRBD-HAは85 kDa、RBD は26 kDaの位置にピークが観察された（Figure 10a）。

また SDS-PAGE解析では、RBD-HAでは 90 kDa 付近に、RBD では 30 kDa 付近にバン

ドが検出された（Figure 10b)。以上の結果から、純度の⾼い⽬的蛋⽩質が精製できている

ことが⽰された。 

 
 
Figure 10. Construction and characterization of recombinant RBD-HA. 
(a) Recombinant RBD and RBD-HA generated in Expi293F cells was purified by size-exclusion chromatography after 

metal ion chromatography. (b) Purified recombinant RBD and RBD-HA were analyzed through SDS-PAGE followed by 

staining with Coomassie Brilliant Blue. M, marker; lane 1, RBD; lane 2, RBD-HA. 

 

次に、⽣体内の抗体をキャリア抗体として利⽤し、⾎中および⿐腔においてワクチン抗原

特異的な抗体産⽣を誘導可能か評価した。まず、過去に感染歴がある⼈を模倣して、インフ

ルエンザウイルスを上気道に感染させたマウス（flu-mice）を作製し、感染から 30⽇、51

⽇後に RBD-HA を経⿐ワクチンした際の⾎漿中および⿐腔洗浄液中の RBD 特異的抗体産

⽣を評価した（Figure 11a）。なお本検討では⽐較対象として、RBD に c-di-GMPを添加し

て経⿐ワクチンした群（RBD-c-diGMP 群）、および注射型ワクチンとの⽐較として、RBD

に alumを添加して⽪下投与した群を⽤いた（scRBD-alum群）。その結果、1回⽬のワク
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チンから 14⽇後の⾎漿中において、RBD-HAをワクチンした flu-miceでは、アジュバン

トを⽤いていないにもかかわらず RBD-c-di-GMP 群および scRBD-alum 群と⽐較して

RBD 特異的 IgGの有意な上昇が認められた（Figure 11b）。⼀⽅で、ナイーブマウスに RBD-

HAを経⿐ワクチンしても RBD 特異的 IgGの上昇は認められなかった（Figure 11b）。ま

た、2回⽬のワクチンから 7 ⽇後の⾎漿中においても、flu-miceに RBD-HAをワクチンし

た群では、RBD-c-di-GMPワクチンと⽐較して、RBD 特異的 IgGの有意な上昇が認められ

た（Figure 11c）。また、その強度は RBD-alum群と同程度であった（Figure 11c）。さら

に、2 回⽬のワクチンから 14 ⽇後の⿐腔洗浄液中では、RBD-HA ワクチン群において、

RBD-c-di-GMPワクチン群と⽐較して、RBD 特異的 IgAの有意な上昇が認められた（Figure 

11d）。⼀⽅で、scRBD-alumワクチン群ではIgAの上昇は認められなかった（Figure 11d）。

以上の結果より、インフルエンザに罹患経験のあるマウスに RBD-HAを経⿐ワクチンする

ことで、RBD 特異的 IgG、IgAのいずれにおいても強⼒に誘導可能であることが⽰された。 

 上記検討では、インフルエンザウイルス感染から 30⽇後に経⿐ワクチンしていたが、感

染から⻑期間経過したマウスにおいても同様に、RBD-HAをワクチンすることで RBD 特異

的抗体産⽣を誘導可能か評価した。まず、マウスにインフルエンザウイルスを上気道感染さ

せた後、経⽉的に⾎漿を回収し、⾎漿中の HA特異的抗体価を測定した。その結果、未感染

マウスと⽐較して、感染マウスでは感染後 112⽇から 140⽇程度まで HA特異的抗体価の

上昇が認められ、その後、維持されていることを確認した（Figure 11e）。そこで、感染か

ら 175、196 ⽇⽬の flu-miceに RBD-HAもしくは RBD-c-di-GMPを経⿐ワクチンし、⾎

漿中、および⿐腔洗浄液中 RBD 特異的抗体価を測定した。その結果、⾎漿中 IgGおよび⿐

腔洗浄液中 IgAのいずれにおいても、RBD-c-di-GMP群と⽐較して、RBD-HAワクチン群

で抗体価の有意な上昇が認められた（Figure 11, f and g）。また、RBD-HAワクチン群で

は、RBD-c-di-GMPと⽐較して、ワクチン後の⾎漿中において HA特異的 IgGの有意な上

昇も認められた（Figure 11e）。以上の結果より、感染から⻑期間経過したマウスにおいて

も、RBD-HA ワクチンによりアジュバント共投与群と同等レベルに抗体産⽣を誘導可能で

あること、さらにはRBD-HAがHAに対するブーストワクチンとなり得ることが⽰された。 

本検討では、⽣体内抗体を抗原送達キャリアとして利⽤するというコンセプトに基づい

て検討を⾏っている。⼀⽅で似たコンセプトとして、ワクチン抗原に抗体の Fc 部位を融合

させて免疫原性を向上させる戦略が知られている。過去の研究において、Fc 部位を融合し

た Fc融合抗原は、Fc受容体を介して抗原提⽰細胞に効率的に取り込まれ、抗原特異的抗体

産⽣が上昇することが報告されている 75-77。そこで、RBD-HAと⽐較することを⽬的とし、

RBD に IgGおよび IgA 由来の Fc 部位を融合した RBD-Fcを作製し、アジュバントを⽤い

ずに flu-miceに経⿐ワクチンした（Figure 11h）。その結果、RBD-IgGおよび RBD-IgA
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ワクチン群では RBD 特異的 IgG の上昇が全く認められない⼀⽅で、RBD-HA ワクチン群

では RBD 特異的 IgGの顕著な上昇が認められた（Figure 11i）。以上の結果より、本コン

セプトに基づいた経⿐ワクチンは、従来の Fc融合戦略と⽐較して、抗体誘導という観点で

⾮常に優れていることが⽰唆された。 
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Figure 11. Adjuvant-free intranasal vaccination with RBD-HA induces both systemic IgG and mucosal IgA. 
(a) Experimental scheme: BALB/c mice were intranasally infected with flu virus (flu-mice), followed by intranasal 

immunization with RBD-HA without adjuvant, RBD plus c-di-GMP, and subcutaneous immunization with RBD plus alum 

at 30 and 51 days after flu infection. (b-d) The RBD-specific levels were evaluated using ELISA (b) plasma IgG levels after 

primary immunization, (c) plasma IgG levels after boost, (d) nasal wash IgA levels after boost immunization. (e) Time 

course of HA-specific plasma IgG from flu infection to intranasal immunization were evaluated using ELISA. Blood was 

collected at 0, 14, 28, 56, 84, 112, 140, 168, 189, and 203 days after flu infection. We used 25,000-fold dilutions of plasma 

samples. (f and g) The RBD-specific levels were evaluated using ELISA (f) plasma IgG levels after boost and (g) nasal 

wash IgA levels after boost immunization. (h) Experimental scheme: flu-mice were immunized intranasally with RBD-HA, 

RBD-Fc (IgG), or RBD-Fc (IgA) without adjuvant at 30 days after flu infection. (i) The RBD-specific plasma IgG levels 

were evaluated using ELISA. Data are represented as means ± SD. n = 5. Each experiment was performed more than 

twice. *P < 0.05; ***P < 0.001; ****P < 0.0001 as indicated by Tukey’s multiple comparisons test. ns, not statistically 

significant. (e) ****P < 0.0001 between RBD-HA immunized flu-mice and RBD plus c-di-GMP-immunized flu-mice as 

indicated by Tukey’s multiple comparisons test. 

 

RBD-HA ワクチンによる感染防御評価 

次に、⿐腔洗浄液中 RBD 特異的 IgA が中和活性を有しているかを、SARS-CoV-2 の膜

蛋⽩質である Spike 蛋⽩質を膜表⾯に持つシュードタイプウイルスを⽤いて評価した。そ

の結果、ホモローガスな株であるa株に対して、PBS投与群、scRBD-alum群では中和活性

をほとんど⽰さなかった⼀⽅で、RBD-HA、RBD-c-di-GMP ワクチン群の順で強い中和活

性を⽰した（Figure 12a）。またヘテロローガスな株であるd株、Omicron 株に対しては、

a株と⽐較すると減弱はするものの、RBD-HA および RBD-c-di-GMP ワクチン群において

中和活性が認められた（Figure 12, b and c）。そこで、第⼀節でのインフルエンザ感染と

同様に、SARS-CoV-2 をマウスの上気道または下気道に感染し、ワクチン効果を評価した。

上気道感染の結果、RBD-HAワクチン群において、PBS投与群、scRBD-alumワクチン群

と⽐較して、⿐腔中のウイルス量の有意な減少が認められた（Figure 12d）。また、RBD-

HA ワクチン群と RBD-c-di-GMP ワクチンにおいて有意な違いは観察されなかった。また

下気道感染の結果、PBS投与群および RBD-c-di-GMPワクチン群において経⽇的に体重が

減少するのに対して、RBD-HAおよび scRBD-alumワクチン群では体重減少が全く認めら

れなかった（Figure 12e）。さらに、⾮ワクチン群のナイーブマウスおよび flu-mice に感

染させた場合、それぞれ⽣存率が 60%と 40%にまで低下した。⼀⽅で、RBD-HA、RBD-

c-di-GMP、scRBD-alumワクチン群では全匹の⽣存が確認された（Figure 12f）。以上の結

果より、アジュバントを⽤いていないにも関わらず、RBD-HA ワクチンは上気道および下

気道感染の両⽅において強⼒に感染防御効果を⽰すことが明らかとなった。 
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Figure 12. Intranasal RBD-HA vaccination protects mice from SARS-CoV-2 challenge in the upper and lower 
respiratory tracts.  
Flu-mice were intranasally immunized with RBD-HA, RBD plus c-di-GMP, and were subcutaneously immunized with RBD 

plus alum at 30 and 51 days after flu infection. (a-c) Measurement of neutralization against vesicular stomatitis virus-

based pseudotyped viruses displaying (a) Alpha, (b) Delta, or (c) Omicron Spike of SARS-CoV-2 in nasal wash. (d) Mice 

were challenged with SARS-CoV-2 to achieve upper respiratory tract infection. Three days after challenge, virus titers 

were evaluated in nasal turbinate tissues by plaque assay. (e and f) Mice were challenged with SARS-CoV-2 to achieve 

lower respiratory tract infection. Following virus challenge, the percentage changes in (e) body weight and (f) survival was 

monitored. (a-d) n = 5; (e and f) n = 4-5. (a-f) Data are represented as means ± SD. (d) The dotted line represents the 

limit of detection. Each experiment was performed more than twice. (d) **P < 0.01; ****P < 0.0001 as indicated by Tukey’s 

multiple comparisons test. ns, not statistically significant. 

 

抗原特異的な T 細胞応答評価 

ここまで、flu-miceに RBD-HAを経⿐ワクチンすることで RBD 特異的抗体産⽣を強⼒

に誘導可能であることを明らかとしてきた。そこで、本コンセプトに基づいた経⿐ワクチン

が、抗体のみならず抗原特異的な T細胞応答を誘導可能か評価した。本検討では RBD では

なく、CD4+および CD8+T 細胞が認識するエピトープを豊富に持つ SARS-CoV-2 由来

Spike蛋⽩質に HAを融合した Spike-HAを⽤いた。まず、Spike-HAにおいても抗原特異

的な抗体産⽣を誘導可能か評価する為に、flu-miceに Spike-HAを経⿐ワクチンした後、2

回⽬免疫から 7 ⽇後の⾎漿中、および 14 ⽇後の⿐腔洗浄液中の Spike 蛋⽩質特異的抗体

価を測定した。その結果、Spike-HAワクチン群において、Spike-c-di-GMP群と⽐較して、
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⾎漿中 IgGおよび⿐腔洗浄液中 IgAの有意な上昇が認められた（Figure 13, a and b）。そ

こで、Spike蛋⽩質特異的な T細胞応答を評価するために、最終免疫から 14⽇後、マウス

の脾臓、および粘膜免疫の主要な誘導部位である nasal-associated lymphidtissue（NALT）、

nasal passageを回収した。その後、各組織から得た細胞を Spike蛋⽩質と共培養するこ

とで再刺激し、フローサイトメトリーを⽤いて Spike蛋⽩質特異的な CD4+および CD8+T

細胞中の IFN-gおよび IL-13を測定した。その結果、Spike-c-di-GMPワクチン群において、

他の群と⽐較して、脾臓中の IFN-gおよび IL-13 陽性 CD4+、CD8+T 細胞の割合の有意な

上昇が認められた（Figure 13c）。⼀⽅で Spike-HA ワクチン群では、各 T 細胞における

IFN- gおよび IL-13 産⽣はほとんど観察されなかった（Figure 13c）。また、NALT、nasal 

passageでは、他の群と⽐較して、Spike-c-di-GMPワクチン群において、IFN- gおよび IL-

13 陽性 CD4+T 細胞の割合の有意な上昇が認められた⼀⽅で、IFN- gおよび IL-13 陽性

CD8+T細胞の割合にほとんど違いが認められなかった（Figure 13, d and e）。また Spike-

HA ワクチン群では、各 T 細胞における IFN- gおよび IL-13 産⽣はほとんど観察されなか

った（Figure 13, d and e）。以上の結果から、抗体誘導とは対照的に Spike-HAは Spike

蛋⽩質特異的 T細胞の誘導能が乏しいことが⽰唆された。 
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Figure 13. Intranasal immunization with Spike-HA can induce Spike-specific antibodies but is inefficient in 
inducing T cell responses.  
(a-e) BALB/c flu-mice were immunized intranasally with Spike-HA or Spike plus c-di-GMP at 30 and 51 days after flu 

infection. (a, b) The levels of Spike-specific IgG in plasma and IgA in nasal washes were evaluated using ELISA (a) plasma 

IgG levels after boost immunization and (b) nasal wash IgA levels after boost immunization. (c-e) Spike-specific CD4+ and 

CD8+ T cell responses in (c) spleen, (d) NALT, and (e) nasal passage 14 days after boost immunization were evaluated 

by flow cytometry. (a-e) Data are represented as mean ± SD. n = 5. Each experiment was performed more than twice. *P 

< 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001 as indicated by Tukey’ multiple comparisons test. ns, not statistically 

significant. 
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免疫誘導における⽣体内抗体の関与評価 

次に、RBD-HA ワクチンにおける免疫誘導メカニズムを解析した。まずコンセプト通り

に、キャリア抗体存在下においてワクチン抗原が効率的に粘膜組織中樹状細胞に取り込ま

れているかを評価した。抗原の取り込みを評価するために、蛍光蛋⽩質である EGFPと HA

を融合した EGFP-HAを作製し、flu-miceに経⿐投与した。その後、フローサイトメトリー

を⽤いて NALTおよび nasal passage中の樹状細胞を解析した（Figure 14, a and b）。な

お、樹状細胞の活性化は、活性化マーカーとして知られる副刺激分⼦（CD86）を指標に評

価した。その結果、EGFP-HA 投与から 6時間後の nasal passageにおいて、ナイーブマ

ウスに EGFP-HAを投与した群で、PBS投与群と⽐較して、EGFP陽性樹状細胞の割合の有

意な上昇が認められた（Figure 15, a and b）。さらに、EGFP-HAを投与した flu-miceで

は、これらの群と⽐較して、より⾼い EGFP陽性樹状細胞の割合の上昇が認められた（Figure 

15, a and b）。また、EGFP-HA投与から 24 時間後の NALTにおいて、他の群と⽐較して、

EGFP-HA を投与した flu-mice で CD86+陽性樹状細胞の割合の有意な上昇が認められた

（Figure 15, c and d）。以上の結果から、インフルエンザ感染マウスに EGFP-HAを投与

することで、粘膜組織中の樹状細胞における抗原の取り込みが促進し、さらに樹状細胞が活

性化されることが⽰された。 

インフルエンザウイルスに感染したマウスでは、HA 特異的な抗体や T 細胞の誘導など、

様々な免疫応答が起きていることが知られている。そこでまず、RBD-HA ワクチンにおけ

る HA特異的抗体の重要性を評価した。まず、RBD-HAを HAと共に flu-miceに経⿐ワク

チンし、RBD-HA とキャリア抗体の相互作⽤が、HA により競合阻害され得るかを評価し

た。なお本実験では、Control群としてニワトリ卵⽩アルブミン (OVA)を RBD-HAに加え

て経⿐ワクチンした。その結果、RBD-HA単独群と⽐較して、OVA添加群では⾎漿中 RBD

特異的 IgGに変化が認められなかった⼀⽅で、HA添加群において⾎漿中 RBD 特異的 IgG

の有意な減少が認められた（Figure 15e）。そこで、より直接的に IgGの関与を評価するた

めに、ナイーブおよびインフルエンザ感染マウスの⾎清から IgGを精製した（naive-IgG、

flu-IgG）。まず HA 特異的 IgG が樹状細胞における抗原の取り込みおよび活性化を促進し

得るかを in vitro において評価した。GM-CSF を⽤いて誘導したマウス⾻髄由来樹状細胞

（BMDC）に、EGFP-HAを naive-IgG、flu-IgG、およびアジュバントである CpG核酸と

共に添加し、添加から 6時間および 24 時間後にフローサイトメトリーにより細胞を解析し

た（Figure 14c）。その結果、添加から 6時間後、flu-IgG共添加群において、EGFP-HA単

独添加群および naive-IgG 共添加群と⽐較して、EGFP 陽性樹状細胞の割合の有意な上昇

が認められた（Figure 15f）。さらに添加から 24 時間後の flu-IgG共添加群において、EGFP-

HA 単独添加群および naive-IgG 共添加群と⽐較して、活性化マーカーである CD80 陽性
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樹状細胞の割合の有意な上昇が認められた（Figure 15g）。また、その強度はアジュバント

である CpG核酸共添加群と同程度であった（Figure 15g）。次に、より詳細に IgGの関与

を明らかとするために、2 mgの各精製 IgG（niave-IgG, flu-IgG）をナイーブマウスの腹

腔に移⼊した。まず、抗体移⼊直後の⾎漿中 HA特異的 IgGを測定したところ、naive-IgG

移⼊マウスでは、抗体価が全く検出されなかった（Figure 15h）。⼀⽅で、flu-IgG移⼊マ

ウスでは、インフルエンザ感染マウスと同程度の⾎漿中 HA 特異的 IgG が観察された

（Figure 15h）。そこで、移⼊から 24 時間後のマウスに RBD-HAを経⿐ワクチンし、⿐腔

洗浄液中 RBD 特異的 IgA を評価した。その結果、flu-IgG 群においてのみ⿐腔洗浄液中

RBD 特異的 IgAの顕著な上昇が認められた（Figure 15i）。以上の結果より、RBD-HAを

経⿐ワクチンした際に誘導される RBD 特異的抗体産⽣には、HA特異的 IgGが寄与してい

ることが⽰された。 

次に、⿐腔中に誘導される HA 特異的 IgA の関与を評価した。まず、インフルエンザ感

染から 30⽇後に、HA特異的 IgAを含む⿐腔洗浄液（flu-NW）を回収した。その後、RBD-

HA を flu-NW と共にナイーブマウスに共投与し、RBD 特異的抗体産⽣が誘導されるかを

評価した。その結果、RBD-HAと flu-NW を共投与した群において RBD 特異的 IgAの上昇

は認められなかった（Figure 15j）。また、0.5 mgの flu-IgGを移⼊したマウスに RBD-HA

を経⿐ワクチンしても、先ほどの 2 mgの flu-IgGを移⼊した結果とは異なり、RBD 特異

的 IgAの上昇は認められなかった。⼀⽅で、0.5 mgの flu-IgGを移⼊したマウスに RBD-

HAと flu-NW を共投与したところ、RBD-HA 単独群と⽐較して、RBD 特異的 IgAの有意

な上昇が認められた（Figure 15j）。以上の結果から、⿐腔中の HA特異的 IgAは、HA特

異的 IgG存在下においてではあるが、RBD-HAワクチンによる免疫応答を増強する可能性

が⽰唆された。 
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Figure 14. Gating strategies for analysis of DCs responses in nasal passage and NALT.  
(a) Gating strategy to identify uptake of EGFP by DCs in nasal passage. (b) Gating strategy for analysis of CD86, a co-

stimulatory molecule, expression on DCs in NALT. (c) Gating strategy to identify BMDCs in bone marrow-derived DC with 

GM-CSF.  
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Figure 15. HA-specific pre-existing IgG and IgA contribute to the immune responses induced by intranasal 
vaccination with RBD-HA.  
(a-d) Naive- or flu-mice were immunized intranasally with EGFP-HA. Uptake of EGFP by DCs and co-stimulatory molecule 

expression on DCs were evaluated by flow cytometry. (a and b) The percentage of DCs positive for EGFP in nasal passage. 

(c and d) The percentage of DCs positive for CD86. (e) Flu-mice were intranasally immunized with RBD-HA plus OVA or 

HA. The levels of RBD-specific IgG were evaluated using ELISA. (f and g) Antigen uptake and co-stimulatory molecule 

expression in bone marrow-derived DCs (BMDCs) were evaluated in vitro by flow cytometry. BMDCs were treated with 

EGFP-HA, EGFP-HA plus naive-IgG, flu-IgG, or CpG ODN. (f) The percentage of BMDCs positive for EGFP. (g) The 

percentage of BMDCs positive for CD80. (h-j) BALB/c mice received purified naive-IgG or flu-IgG and were immunized 

intranasally after 24 h with RBD-HA or RBD-HA plus flu-NW. (h) The levels of HA-specific IgG after passive transfer, and 

(i and j) the levels of RBD-specific IgA after boost immunization were evaluated using ELISA. (a and b) n = 6; (f and g) n 

= 3; (c, d, e, h, i, and j) n = 5. (a-j) Data are represented as means ± SD. Each experiment was performed more than 

twice. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001 as indicated by Tukey’s multiple comparisons test. ns, not 

statistically significant. 

 

免疫誘導における T 細胞の関与評価 

上述した通り、インフルエンザ感染は抗体のみならず、HA特異的 T細胞も誘導すること

が知られている。そこで、RBD-HAワクチンによって誘導される免疫誘導に、CD4+T細胞

が関与するか評価した。まず、インフルエンザ感染から、30 および 32 ⽇⽬に anti-CD4 

antibody（aCD4-IgG）を腹腔投与し、HA特異的 CD4+T細胞を除去した。その後、⾎中

の CD4+T細胞数を指標に、ナイーブ CD4+T細胞が回復したタイミングで RBD-HAを経⿐

ワクチンした（Figure 16a）。まずaCD4-IgG投与により CD4+が除去されているかを評価

するために、aCD4-IgG投与から 2⽇後の⾎中の CD4+T細胞を、フローサイトメトリーを

⽤いて測定した。その結果、PBS群や isotype IgG投与群では⾎中 T細胞の内、約 75%が

CD4+T細胞、約 24%が CD8+T細胞であるのに対して、aCD4-IgG投与群では、⾎中 T細

胞を占める CD4+T細胞の割合が約 1.4%にまで低下していた（Figure 16b）。以上の結果

から、aCD4-IgG投与により、それまでに誘導されていた CD4+T細胞の⼤部分が除去され

たことが⽰された。次に、CD4+T 細胞を除去した後、経⽉的に⾎中 CD4+T 細胞数を計測

し、aCD4-IgG投与マウスにおいてナイーブ CD4+T細胞数が回復するまで観察した。その

結果、aCD4-IgG 投与マウスの⾎中 CD4+T 細胞数は、感染から 114 ⽇後にコントロール

マウスと同程度にまで回復した（Figure 16c）。なお本実験で⽰した、CD4+T細胞の除去か

らナイーブ T 細胞の回復までの期間は、過去に報告された論⽂と概ね⼀致している 78。ま

た感染から 114⽇後の⾎漿中 HA特異的 IgGを測定したところ、aCD4-IgG投与マウスと

isotype-IgG投与マウスにおいて抗体価の有意な差は認められなかった（Figure 16d）。そ

こで、感染から 116 ⽇後に RBD-HAを経⿐ワクチンした結果、isotype-IgG投与マウスと

⽐較して、aCD4-IgG投与マウスにおいて 1回⽬免疫、および 2回⽬免疫後の⾎漿中 RBD

特異的 IgGの有意な減少が認められた（Figure 16, e and f）。さらに⿐腔洗浄液中 RBD 特

異的 IgA でも同様に、aCD4-IgG 投与マウスにおいて、isotype-IgG 投与マウスと⽐較し
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て抗体価の有意な減少が認められた（Figure 16g）。以上の結果より、RBD-HAワクチンに

よって誘導される免疫応答には、⼀部 HA 特異的 CD4+T 細胞が関与することが⽰された。 
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Figure 16. Pre-existing HA-specific CD4+ T cells contribute to the immune responses induced by intranasal 
vaccination with RBD-HA. 
(a) Experimental scheme: for depletion of HA-specific pre-existing CD4+ T cells, flu-mice were intraperitoneally injected 

with 200 µg anti-CD4 antibody (GK1.5) or isotype antibody at 30 and 32 days, respectively after flu infection. (b) 

Representative flow plots of gate on live CD45+ CD90.2+ TCR-b+ cells are shown two days after injection with depletion 

antibody. (c) CD4+ T cells numbers in blood were monitored from 28 to 114 days after infection. Blood was collected at 

28, 34, 58, 86, and 114 days after flu infection. (d) The plasma HA-specific IgG levels two days prior to immunization with 

RBD-HA. We used 200-fold dilutions of plasma samples. (e-f) Flu-mice were immunized intranasally with RBD-HA at 116 

and 137 days after flu infection. The RBD-specific levels were evaluated using ELISA (e) plasma IgG levels after prime, 

(f) plasma IgG levels after boost, and (g) nasal wash IgA levels after boost immunization. (c-g) Data are represented as 

means ± SD. n = 5. Each experiment was performed more than twice. ***P < 0.001; ****P < 0.0001 as indicated by Tukey’s 

multiple comparisons test. 

 

本コンセプトに基づいた経⿐ワクチンプラットフォームの汎⽤性評価 

  本研究の最終的な⽬的は、過去に誘導された免疫を利⽤したアジュバントフリー経⿐ワ

クチンのプラットフォームの構築である。そこで、他の感染症においても、同様のコンセプ

トに基づく経⿐ワクチンの開発が可能であるか、その汎⽤性を評価した。本検討では病原体

として肺炎球菌および respiratory syncytial virus（RSウイルス）を⽤いた。肺炎球菌は、

⽇本における死亡要因の第５位である肺炎の主要な原因菌である。肺炎球菌の注射型ワク

チンは既に実⽤化されており、⾼齢者においてワクチン接種が推奨されている。⼀⽅で、肺

炎球菌において、経⿐ワクチンでこれまで承認された前例はない。また RSウイルスは、特

に乳幼児において肺炎や急性細気管⽀炎といった重篤な症状を引き起こすことがあり、現

在、メガファーマが RSウイルスに対するワクチン開発を進めているものの、経⿐ワクチン

の開発はほとんど⾏われていない。そこでまず、SARS-CoV-2 の Spike蛋⽩質の N末端ド

メインである NTD と HAを融合した NTD-HA、肺炎球菌のワクチン抗原として注⽬されて

いる Pneumococcal surface protein A（PspA）と HAを融合した PspA-HA、および RS

ウイルスの膜蛋⽩質である glycoprotein（G）と HAを融合した G-HAを作製し、それぞれ

flu-mice にアジュバントを⽤いずに経⿐ワクチンした。その結果、どの抗原を⽤いても、

ナイーブマウスに経⿐ワクチンした群と⽐較して、flu-mice にワクチンした群で⿐腔洗浄

液中の抗原特異的 IgAの有意な上昇が認められた（Figure 17, a-c）。次に、PspA-HAを経

⿐ワクチンした後、肺炎球菌を下気道に感染させ、感染防御効果を評価した。その結果、flu-

miceに PspA-HAをワクチンした群においてのみ、PBS投与群と⽐較して、体重減少の抑

制が認められ、さらに全匹の⽣存が確認された（Figure 17, d and e）。以上の結果から、

HAに⽬的のワクチン抗原を融合し経⿐ワクチンすることで、アジュバントを⽤いずとも任

意のワクチン抗原特異的抗体産⽣を誘導可能であることが⽰された。 

 次に、本経⿐ワクチンプラットフォームにおいて、インフルエンザ感染以外の既存免疫を

利⽤できるかを評価した。まず、HAの代わりに PspAをキャリア蛋⽩質として⽤い、ワク
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チン抗原である RBD を融合させた RBD-PspA を作製した。肺炎球菌を上気道に感染した

後、感染から 30⽇および51⽇後に RBD-PspAを経⿐ワクチンした（Figure 17f）。その

結果、肺炎球菌感染マウスに RBD-PspAを経⿐ワクチンした群において、PBS投与群およ

び RBD 単独群と⽐較して、⿐腔洗浄液中 RBD 特異的 IgA の有意な上昇が認められた

（Figure 17g）。⼀⽅で、ナイーブマウスに RBD-PspA をワクチンしても抗体価の上昇は

認められなかった（Figure 17g）。以上の結果は、インフルエンザ以外の感染により誘導さ

れた既存免疫においても、本コンセプトに基づく経⿐ワクチンに利⽤可能であることが⽰

された。 

近年、SARS-CoV-2 の出現により、mRNAワクチンが世界中で普及しており、多くの⼈

がmRNAワクチンによって誘導された Spike蛋⽩質特異的抗体および CD4+T細胞を保有

している。そこで、mRNA ワクチンによって誘導された既存免疫を本コンセプトに応⽤可

能かを評価した。まず、SARS-CoV-2由来の Spike蛋⽩質を発現するmRNAをマウスの⽪

下に 2回免疫し、Spike蛋⽩質および RBD 特異的な免疫が誘導されているマウスを作製し

た（ｍRNA-mice）。これらマウスに RBD-HA を経⿐ワクチンし、RBD 特異的抗体および

CD4+T 細胞を介して、今度は HA に対する抗体産⽣が誘導されるかを評価した（Figure 

17h）。その結果、PBS 投与群と⽐較して、RBD-HA をワクチンした mRNA-mice におい

て、⿐腔洗浄液中の HA特異的 IgAの有意な上昇が認められた（Figure 17i）。また、HA-

c-di-GMPワクチン群と有意な差は認められなかった。以上の結果より、RBD-HAの経⿐ワ

クチンにおいて、過去の感染だけでなくmRNAワクチンによって誘導された既存免疫を利

⽤し、ワクチン抗原特異的 IgAを誘導可能であることが⽰された。 
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Figure 17. Intranasal subunit vaccine platform that utilizes pre-existing immunity is highly versatile. 
(a-e) Flu-mice were immunized intranasally with (a) NTD-HA, (b, d, e) PspA-HA, or (c) G-HA at 30 and 51 days after flu 

infection. (a-c) The levels of (a) NTD-, (b) PspA-, (c) G-specific IgA in nasal wash were evaluated using ELISA. (d, e) 

fourteen days after boost immunization, flu-mice were challenged with S. pneumoniae to achieve lower respiratory tract 

infection. The percentage changes in (d) body weight and (e) survival were monitored after challenge with S. pneumoniae. 

(f) Experimental schema: BALB/c mice were infected intranasally with S. pneumoniae, followed by intranasal immunization 

with RBD-PspA or RBD without adjuvant at 30 and 51 days after S. pneumoniae infection. (g) The RBD-specific nasal 

wash IgA levels were evaluated using ELISA. (h) Experimental schema: BALB/c mice were subcutaneously immunized 

with 1 µg of mRNA vaccine encoding SARS-CoV-2 Spike twice, followed by intranasal immunization with RBD-HA or HA 

plus c-di-GMP at 30 and 51 days after mRNA vaccine. (i) The HA-specific nasal wash IgA levels were evaluated using 

ELISA. (a-i) Data are represented as means ± SD. n = 5. Each experiment was performed more than twice. ****P < 0.0001 

as indicated by Tukey’s multiple comparisons test. ns, not statistically significant. 
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【考察】 

本検討では、インフルエンザ感染マウスに RBD-HAを経⿐ワクチンすることで、アジュ

バントを⽤いることなく、RBD 特異的 IgGおよび IgAを強⼒に誘導し得ることを明らかと

した。さらに、RBD-HAによる免疫応答の誘導には、HA特異的 IgG、IgA、および HA特

異的 CD4+T細胞が寄与していることが⽰された。⼀⽅で、HA特異的 IgGのみでも RBD-

HAによる免疫応答を誘導可能であったことから、本経⿐ワクチンプラットフォームにおい

て、キャリア蛋⽩質特異的な⽣体内 IgGは極めて重要であることが考えられる。⼀般的に、

樹状細胞をはじめとする抗原提⽰細胞は、FcgRI、FcgRIIb、FcgRIII、FcgRIV を含むいくつ

かの Fcg受容体を膜表⾯に発現していることが知られている 79-81。抗原に結合した IgG（免

疫複合体）は、抗体の Fc 部位と Fcg受容体の相互作⽤を介して、抗原提⽰細胞に効率的に

取り込まれると共に、細胞を活性化し、抗原提⽰を促進することが報告されている 82-84。

過去の報告によると、破傷⾵トキソイドや B 型肝炎抗原などの抗原を免疫複合体の状態で

投与すると、免疫原性が 10倍から 1000倍に⾼まることが明らかとされている 72,73。さら

に、IgGは全⾝⾯だけでなく、粘膜組織である NALTにおいても存在することが報告されて

いる 85,86。以上のことを鑑みると、本検討で HA特異的 IgG存在下において RBD-HA経⿐

ワクチンにより強⼒に免疫応答が誘導された結果は、粘膜バリアを突破した⼀部の抗原が

NALTや⾎中において IgGと免疫複合体を形成し、抗原提⽰細胞に効率的に取り込まれ、細

胞を活性化したからだと考えられた。 

 さらに本検討において、RBD-HAによる免疫誘導には IgAが関与している可能性を⾒出

した。粘膜上⽪細胞が形成する粘膜バリアは、通常ウイルスや細菌などの病原体の侵⼊を防

ぐ働きがある。しかし、経⿐ワクチンにおいてはこれらの粘膜バリアが仇となり、ワクチン

抗原が⽬的の免疫誘導組織まで効率的に送達されないことが問題となっている。⼀⽅で、近

年の報告では、IgAが Dectin-1 や Siglec-5などを介して、結合した抗原をトランスサイト

ーシスにより粘膜バリア直下の粘膜免疫組織への送達を促進することが⽰されている 69。

本研究でも、EGFP-HAを⽤いた検討により、インフルエンザ感染マウスにおいて粘膜組織

中の樹状細胞における EGFP-HAの取り込みが上昇することを⽰した。そのため、これらの

結果は、インフルエンザ感染により誘導された⿐腔中 IgA がワクチン抗原に結合し、効率

的に粘膜組織へと送達したからだと考えられた。⼀⽅で本検討では、HA特異的 IgG存在下

においてのみ、RBD-HAと⿐腔洗浄液の共投与により RBD 特異的抗体産⽣の上昇が観察さ

れた。しかし、これらの結果が、IgA単独では免疫応答を誘導できないのか、単に⿐腔洗浄

液中のIgA量が免疫応答を誘導するには不⾜しているのかは実証できていない。また今回、

IgA の関与を評価するために⿐腔洗浄液を⽤いたが、あくまで間接的に IgA の関与を⽰し

たにすぎない。当然、精製 IgA を⽤いた直接的な検討をする必要があるが、現状、マウス
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IgAを精製する⼿法が確⽴されていない。そのため、今後より詳細に IgAを実証するため、

IgAノックアウトマウスを⽤いた検討を⾏う必要があると考えている。 

 また、RBD-HAワクチンによる免疫誘導には HA特異的 CD4+T細胞が関与していること

を明らかとした。過去の報告において、単独では抗体が誘導されにくい抗原（ハプテン）に、

免疫誘導能が⾼い蛋⽩質（キャリア蛋⽩質）を融合させることで、ハプテンに対する抗体産

⽣を促進させることが明らかとされている 87-89。また B細胞は、BCRに結合した抗原を取

り込み、⾃⾝のMHC クラス llに抗原の⼀部を提⽰することが知られている。本検討のデー

タとこれらの報告を踏まえると、RBD に融合した HAが、RBD に対するキャリア蛋⽩質と

して働いたことが⽰唆された。即ち、RBD-HA を経⿐ワクチンした際に、1）RBD 部分に

結合する BCRを持つ B 細胞が RBD-HAを取り込み、MHCllに HAの⼀部を抗原提⽰し、

2）それらを HA特異的な CD4+T細胞が認識することで、3）両者の相互作⽤により RBD

特異的 BCR を持つ B 細胞が活性化し、RBD 特異的抗体産⽣が増強したと考えられた。ま

た、上述した通り、インフルエンザ感染は HA特異的な IgG、IgA、CD4+T細胞を誘導する

ことが知られている 90-92。本検討において RBD-HAワクチンにより HAに対する免疫応答

も迅速かつ強⼒に誘導されることを⽰した。その際、HA特異的免疫細胞が活性化する際に

放出するサイトカイン等が様々な免疫応答を促進し、バイスタンダー効果的に RBD に対す

る免疫応答の誘導に寄与した可能性も考えられた。そのため、アジュバントを⽤いていない

にも関わらず、RBD-HA において強⼒に免疫応答を誘導した結果は、これらの既存免疫を

利⽤した総合的な結果であることが⽰唆された。 

 ⼀⽅で、抗体を介してワクチン効果を増強するコンセプトとして、Fc 融合戦略が古くか

ら知られている。この戦略は、抗原に抗体の Fc 部位を融合することで、抗体の取り込みを

促進させることにより抗原特異的な免疫応答を促進する。近年、Fc 融合蛋⽩質を経⿐ワク

チンすることにより、全⾝⾯のみならず粘膜⾯における抗原特異的な抗体産⽣を増強し得

ることが報告されている 93,94。しかし、これらの結果はアジュバントを併⽤した検討であ

り、アジュバントを⽤いずにワクチンした際に同様に粘膜免疫応答を誘導できるかについ

ては明らかとなっていない。本検討において⾒出した経⿐ワクチンプラットフォームは、従

来の Fc融合戦略と⽐較して、⾮常に⾼い抗体産⽣を誘導することを明らかとした。また本

検討の実験条件において Fc融合抗原は、アジュバント未添加の場合、粘膜免疫応答をほと

んど誘導しないことが⽰された。Fc 融合抗原と本経⿐ワクチンプラットフォームの⼤きな

違いとして、後者はポリクローナルな抗体をキャリア抗体として利⽤できる点にあると考

えている。上述したように、Fcg受容体は構造や機能の違いから FcgRI、FcgRIIb、FcgRIII、

FcgRIV に分類され、各 Fcg受容体ごとに抗体との親和性が異なることが知られている 95-97。

例えば FcgRI はモノクローナルな抗体に対しても⾼親和性を⽰し結合できるのに対して、
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FcgRIIb、FcgRIII、FcgRIV はモノクローナルな抗体に対しては親和性が低く、そのため免

疫複合体のような、抗体がポリクローナルな状態で存在する場合においてのみ相互作⽤す

る 98。したがって、抗原に対して⼀つの Fc 部位しか持たない Fc融合蛋⽩質は FcgRI しか

利⽤できない。⼀⽅で本プラットフォームでは、キャリア蛋⽩質に対して様々なポリクロー

ナル抗体が誘導されており、FcgRI に加えて他の Fcg受容体も利⽤可能である。そのため、

本経⿐ワクチンプラットフォームにおいて、Fc 融合蛋⽩質よりも優れた免疫誘導能を⽰し

た結果は、抗体と CD4+T細胞の両⽅を利⽤可能であることに加え、ポリクローナルな抗体

を利⽤可能であることに起因していることが考えられた。⼀⽅で、Spike-HAを⽤いた検討

において、ワクチン抗原に対する T細胞応答はほとんど誘導されなかった。Spike-HAを免

疫したマウスは、インフルエンザに感染しており、HAに対する T細胞が既に誘導されてい

る。そのため、Spike-HAワクチンにより、既に多量に存在する HA特異的 T細胞が再活性

および迅速に増殖し、Spike 特異的 T 細胞が増殖する際に必要な様々な因⼦を競合的に奪

ったため、⼗分な Spike特異的 T細胞応答が誘導されなかったことが考えられた。 

 今後、ヒトへの使⽤を考えた時、どの既存免疫を利⽤するかが極めて重要になることが想

定される。例えば、本検討で主に⽤いたインフルエンザに対する既存免疫は、ある疫学調査

によると、調査対象となった 77%のヒトの⾎中において、感染防御に⼗分な HA特異的抗

体を保有していることが報告されている 99。さらに、ほとんどの成⼈が破傷⾵とジフテリ

アの予防接種を受けた経験から、約 97%のヒトがこれに対する⾎清抗体を有していること

が報告されている 100。そのため、多くの⼈が持つ上記のような既存免疫を選択し利⽤する

ことは、本経⿐ワクチンプラットフォームにおいて有⽤であると考えられる。また近年、腸

内細菌をはじめとする細菌由来の糖に対する抗体がヒトにおいて保存されていることが報

告されており 101 、これらの抗体は共⽣細菌や悪⽟細菌の⽣体内におけるバランスを制御

するために保存されていると考えられている 102。例えば、aGal（Gal a1-3Gal b1-4GlcNAc-

R）と呼ばれる糖鎖に対する抗体は、ヒトにおいて最も豊富な⽣体内抗体であることが知ら

れている。これらの抗体は、⽣体内に存在する全ての IgG抗体の約 1%を占めており、ほぼ

全ての⼈が保有している 103。既に、これらの糖鎖に対する抗体を利⽤したワクチン戦略が

いくつか報告されているものの、未だ経⿐ワクチンへと応⽤した報告はない 100,101。そのた

め、今後このような抗体を利⽤できるかを検討することで、感染歴やワクチン歴がない⼈に

対しても適⽤できる経⿐ワクチン開発が可能になるのではないかと考えている。 

⼀⽅で本検討では、既存免疫を利⽤するにあたって、どの程度の免疫が存在している必

要があるかについて明らかとするには⾄らなかった。本検討では、インフルエンザ感染によ

り誘導された HA特異的 IgGは、少なくとも 6ヶ⽉間は減少を⽰さなかった。しかし、⼈

において HAに対する抗体価は、感染またはワクチン接種後の数週間で上昇し、その後、時
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間の経過とともに減少することが判明している 104。そのため、⼈によって保有している抗

体の量や免疫の強さに違いがあることが推察される。今後、本検討において⾒出した経⿐ワ

クチンプラットフォームをヒトへと適⽤するためには、必要とする抗体や CD4+T細胞の量

などを適切に把握しておく必要があり、今後の課題である。 
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結論 
 

本検討では、NAのワクチン抗原としての有⽤性評価、及びアジュバントフリー経⿐ワクチ

ン基盤技術の構築を図り、以下の結論を得た。 

 

1. 経⿐ワクチン及び注射型ワクチンにおいて、rNAは、rHAよりも交差反応性が⾼く、特

に経⿐ワクチンにおいて⾮常に優れたワクチン抗原となり得ることを明らかとした。 

 

2. 経⿐NAワクチンの優れた交差反応性は、⿐腔中に分泌される多量体 IgAが単量体 IgA

や IgG と⽐較して、抗原のより広範な部位に結合できることに起因することを明らか

とした。 

 

3. 感染やワクチンなどにより誘導された既存免疫を利⽤し、強⼒に抗体産⽣を誘導可能な

アジュバントフリー経⿐ワクチンプラットフォームを開発した。 

 

4. 本ワクチンプラットフォームによる免疫誘導には、既に⽣体内に存在する IgG、IgA、

CD4+T細胞が寄与することを明らかとした。 

 

以上、本結果は、インフルエンザワクチンにおいて NAに着眼したワクチン開発の必要性

を⽰すものであると考えている。特に本研究を通じて明らかとなった、投与経路によって誘

導される抗体の認識エピトープが異なるという知⾒は、今後のワクチン開発に資する重要

な知⾒となり得るものである。また、今回⾒出した新たな経⿐ワクチンプラットフォームは、

これまでの経⿐ワクチンにおける問題点を解消し、安全で有効なワクチン開発に向けた基

盤技術となり得るものと期待される。 
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<第⼀節> 

・共同研究者の⼭本康之さんには、rNAのプラスミド設計についてご指導頂いた。 

・共同研究者の⽵下浩平先⽣には、rNAワクチンについてのご意⾒を頂くと共に、コンセプ

トの⽴案についてご助⾔を頂いた。 

・⼭本拓也先⽣、野⽊森拓⼈先⽣には、実験条件についての多くのご指導を頂いた。 

 

<第⼆節> 

・共同研究者の徳納渚沙さんには、感染実験等においてご協⼒頂いた。 

・共同研究者の國澤純先⽣には、NALT, nasal passageの回収⽅法をご指導頂いた。 

・共同研究者の秋⽥英万先⽣、⽥中浩揮先⽣、Jessica Aninditaさんには、mRNAワクチ

ンの作製⽅法をご指導頂いた。 

・共同研究者の松浦善治先⽣、⼩野慎⼦先⽣には、シュードタイプウイルスをご提供頂いた。 

・共同研究者の岡本徹先⽣には、SARS-CoV-2 の培養⽅法についてご指導頂いた。 

・共同研究者の⼭﨑晶先⽣には、RBD-HA ワクチンについてのご意⾒を頂くと共に、コン

セプトの⽴案についてご助⾔を頂いた。 
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