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活性増強型 TNF 変異体の粘膜ワクチンアジュバントへの応用
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A large number of emerging pathogens, such as severe acute respiratory syndrome (SARS), human im-
munodeˆciency virus (HIV), and in‰uenza virus are mucosally transmitted and must cross mucosal barriers to infect the
host. Thus, to induce a maximal protective eŠect, it is desirable to apply vaccines by the mucosal route where virus infec-
tions start. Mucosal vaccines administered either orally or nasally have been shown to be eŠective in inducing antigen-
speciˆc immune responses at both systemic and mucosal compartments. However the mucosal antigen-speciˆc immune
response is weak because most protein antigens can evoke only a weak immune response when they are applied mucosal-
ly. Therefore, one strategy to overcome the weakness of the immune response is a co-administration of mucosal ad-
juvant with the vaccine antigen. Unfortunately, the development of safe and eŠective mucosal adjuvant has proved to be
challenging. Cytokines are promising adjuvants because they are human-derived safe material and display potent im-
mune-modulating functions. In this regards, we have created a mutant tumor necrosis factora (TNFa), mTNF
K90R, that exhibits high bioactivity and resistance to proteases. In this report, we examined the potential of mTNF
K90R as a mucosal adjuvant and evaluated its eŠectiveness and safety.
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1. はじめに

ワクチンが発明されたことにより，人類は天然痘

を始めとする多くの感染症の恐怖から解放された．

しかし，1980 年頃から，HIV（ヒト免疫不全ウイ

ルス）やエボラウイルス，SARS（重症急性呼吸器

症候群）ウイルスといった致死率が極めて高い脅威

のウイルスが突如として出現した時には，世界中を

震撼させた．また昨今では，米国・メキシコで新型

インフルエンザが流行し，発生源とみられる米国で

は，21 州で爆発的に感染が拡大し，発生後まもな

く 160 人もの死傷者をもたらした．その後，ヒトか

らヒトへの感染は世界的に拡大し続け，WHO（世

界保健機関）が発表した 2009 年 8 月 6 日現在の感

染確認事例数は，世界 76 ヵ国で合計 177457 人（う

ち死亡者数 1462 人）にも及び，わが国においても，

その感染者は 5000 人を超えた．インフルエンザウ

イルスのパンデミック（世界的大流行）は以前にも

人類は経験しており，1918 年のスペイン風邪パン

デミックでは，インフルエンザウイルスが爆発的な

感染力と高い病原性を獲得したことにより，4000

万人もの犠牲者をもたらしたことは周知の通りであ

る．1)このような過去の教訓から，強毒性インフル

エンザウイルス等のパンデミックを抑止するため，

有効で安全なワクチンの開発はまさに緊急の課題で

ある．

さて，現在用いられているワクチンは一般に注射
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Fig. 1. Mucosal Vaccine Strategy
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により接種されているが，これは全身性免疫に効率

よく抗原特異的抗体を誘導可能である．しかし，注

射によるワクチン接種では，インフルエンザや

HIV など多くのウイルスの感染場所である粘膜面

における免疫を十分誘導できないことが知られてい

る．そのため，経粘膜感染するウイルスに対して，

第一線のバリアとなる粘膜面に効率よくウイルス抗

原特異的な免疫応答を惹起可能な新たなワクチンの

開発が期待されている．2)本観点において，近年，

ウイルスの自然感染経路を模倣した新たなワクチン

投与法として，抗原を経粘膜的に投与するワクチン

（粘膜ワクチン）が注目を集めている．粘膜ワクチ

ンは，全身性の免疫のみならず，従来の注射による

ワクチンでは誘導することが困難とされてきた，粘

膜面での感染防御免疫を誘導可能である上，ワクチ

ン接種時に医療従事者を必要しない非侵襲的な投与

法を達成できるなど，まさに理想的ワクチンとして

早期の実用化が期待されている（Fig. 1）．3)しかし，

粘膜ワクチンでは，抗原を単独で投与しても十分な

免疫を誘導することができず，免疫増強剤（アジュ

バント）との併用投与が必要不可欠であることが明

らかとなっている．4,5)これまでに，粘膜アジュバン

トとして，コレラ毒素（Cholera toxin : CT）や大

腸菌易熱性毒素（heat labile toxin : LT）の応用が

試みられてきた．しかし，これら細菌毒素由来のア

ジュバントは，粘膜面及び全身面において優れた粘

膜アジュバント効果を発揮するものの，視神経麻痺

（Bell's palsy）などの重篤な副作用を呈することが

明らかとなった．事実，LT をアジュバントとして

用いた，経鼻インフルエンザ不活化ワクチンの臨床

試験においては，ワクチン接種と視神経麻痺との関

連が明らかとなり，臨床研究は断念されている．6)

そこで筆者らは，既にタンパク性医薬品として上市

され，安全性の点で優れた実績を持つサイトカイン

に着目し，その粘膜ワクチンアジュバントとしての

実用化，医薬品化を目指した研究開発に取り組むこ

とにした．サイトカインは，免疫応答の制御に係わ

る主要な生体分子であり，樹状細胞等の抗原提示細

胞に対する強力な活性化作用，さらに，T 細胞や B

細胞といった獲得免疫担当細胞の分化/増殖刺激作

用など，有効性と安全性の両者が求められる粘膜ワ

クチンアジュバントとして魅力的な性質を兼ね備え

ているものと考えられる．そのため，サイトカイン

の粘膜アジュバントとしての応用は期待されるもの

の，サイトカインの粘膜面における免疫誘導メカニ

ズムが十分解析されていないこと，また，生理活性

タンパク質であるサイトカインを経粘膜投与した場

合，タンパク分解酵素や pH 変化により速やかに失

活・分解されてしまうこと等が原因となり，いまだ

有効なサイトカイン粘膜アジュバントは開発されて

いない．そこで上記サイトカインアジュバントの問

題点を克服すべく，われわれは，サイトカインの中

でも特に免疫活性化能に優れた“腫瘍壊死因子

（TNFa）”に着目し，独自のファージ表面提示法

を駆使した機能性人工タンパク質創製技術により，

活性が野生型 TNFa (wTNF)よりも飛躍的に向上

し，かつ体内安定性にも優れた活性増強型 TNF 変

異体（mTNFK90R）を創製し，粘膜ワクチンアジ

ュバントとしての応用を試みてきた．7)

そこで本稿では，新型インフルエンザ等のウイル

ス感染症予防に叶う有効かつ安全な粘膜ワクチンア

ジュバント開発を目指し，独自に創出した機能性

TNF 変異体 mTNFK90R の粘膜アジュバントとし

ての応用に関する研究を中心に紹介する．

2. 活性増強型 TNF 変異体の創出とその生物学

的特性評価

これまでの検討から，およそ 20 種類にも及ぶ

TNF スーパファミリーサイトカインの中でも，

TNFa が特に優れた粘膜アジュバント効果を発揮

すること，また重篤な副作用を伴うことなく，粘膜

免疫を効率よく誘導可能であることを世界に先駆け

て見い出してきた．8)しかし，一般に TNFa を始

めとするサイトカインは免疫活性化能に優れる反

面，体内安定性に乏しく，特に経粘膜投与した場合
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Fig. 2. Creation of a Lysine-deˆcient Mutant TNFa (mTNFK90R) by Using the Phage Library Technique

Table 1. Amino Acid Sequence and the Biological Properties of mTNF-K90R

Residue positions
pI AUC

(×103 ng・min/ml)
LC50
(ng/ml)

LD50
(mg/ml)11 65 90 98 112 128

wTNF K K K K K K 7.44 28±2 0.17 390

mTNF-K90R A S R A L T 4.96 62±7 0.03 510

pI: isoelectric point, AUC: area under the blood concentration time curve, LC50: lethal concentration 50.
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には，粘膜面に分泌されるタンパク分解酵素等によ

り速やかに分解されることにより，十分なポテンシ

ャルを発揮することができない．したがって，

TNFa を有効性に優れた粘膜アジュバントとして

開発するためには，体内安定性の問題点を克服する

ことが重要な鍵となってくる．この点，われわれ

は，ファージ表面提示法を駆使した，独自の“機能

性人工タンパク質創製技術”を開発し，タンパク質

中の任意のアミノ酸残基を他のアミノ酸残基に置換

した機能性人工タンパク質を迅速に創出可能な方法

論を確立してきた．そこで本技術を TNFa に適用

した結果，TNFa 中の全 6 個のリジン残基が他の

アミノ酸に置換され，さらに野生型（wTNF）に比

べて生物活性が 5.6 倍にも向上した変異体（mTNF

K90R）の創出に世界に先駆けて成功した（Fig.

2）．9,10) mTNFK90R は，リジン残基の欠損によっ

て，pI 値が大幅に低下していること（ lowering

pI），また，トリプシン系タンパク分解酵素の認識

配列の欠損により，wTNF と比較して生体内安定

性が著しく向上していた．また驚くべきことに，

mTNFK90R は，wTNF よりも強力な生物活性を

示すものの，全身毒性の指標である LD50 値は，

wTNF よりも低下していることが明らかとなり，

mTNFK90R は治療濃度域を飛躍的に拡大し得る

優れた特徴を有していた（Table 1）．10)以上の結果

より mTNFK90R は，安全性を確保しつつも粘膜

面における生物活性を持続的に増強し，粘膜ワクチ

ン効果を強力に誘導できる優れたアジュバントにな

り得るものと考えられた．

3. 活性増強型 TNF 変異体の粘膜アジュバント

特性評価

感染症に対する予防ワクチンの開発は，これまで

主流であった全細胞ワクチンや弱毒化生ワクチンか

ら，免疫原性が弱いながらも安全性の高い，成分ワ

クチンやサブユニットワクチンへとシフトしつつあ

る．そのため，有効かつ安全なワクチンアジュバン

ト開発は，次世代のワクチン開発の成功の鍵を握る

最重要課題として認識されている．上述のように，

粘膜ワクチン開発には，適切な粘膜アジュバントが

必須となるものの，11)これまで数十年にも及ぶアジ

ュバント研究の成果も虚しく，いまだ，粘膜免疫誘

導活性と安全性の問題点を克服したアジュバントは

存在しない．

そこでまず，mTNFK90R の粘膜ワクチンアジ

ュバントとしての可能性を探るため，モデル抗原

（ニワトリ卵白アルブミン；OVA）をワクチンとし

て用い，mTNFK90R とともにマウスに経鼻免疫

した場合の OVA 特異的抗体産生能を評価した．そ

の結果，OVA を単独で投与した場合には，血清中

での OVA 特異的 IgG 抗体の誘導がほとんど認めら



hon p.4 [100%]

58

Fig. 3. Serum OVAspeciˆc IgG Abs and Mucosal OVA-speciˆc IgA Abs Response after Nasal Immunization with OVA Plus Ad-
juvant

BALB/c mice were intranasally immunized with OVA alone, OVA plus CTB, OVA plus wTNFa or OVA plus mTNFK90R once a week for three consecutive
weeks. Serum and nasal washes were collected 1 wk after the last immunization and analyzed by ELISA for OVAspeciˆc IgG (A) at a 1 : 100 dilution of serum and
OVAspeciˆc IgA (B) at a 1 : 8 dilution of nasal washes. Data represents the mean of absorbance 450 nm (reference wave, 655 nm). N.D.; not detected. Data are
presented as means±S.E.M. (n＝7; p＜0.05, p＜0.01 versus value for OVA alone treated group by ANOVA; ♯p＜0.05, ♯♯p＜0.01 versus value for OVA plus
wTNFa treated group by ANOVA).
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れなかったのに対して，wTNF を併用投与したマ

ウスにおいては，OVA 特異的抗体産生が増強され

ていた．さらに，mTNFK90R 共投与による抗原

特異的 IgG の誘導は，wTNF の投与と比べて有意

に増強されており，粘膜免疫誘導活性に優れたコレ

ラ毒素構成成分（CTB）と同程度のアジュバント

活性を有してしていた［Fig. 3(A)］．また，mTNF

K90R により誘導された OVA 特異的 IgG 抗体サ

ブクラスを解析したところ，IgG2a の誘導はほとん

ど認められず，IgG1 優位な抗体産生が認められた

ことから，2 型ヘルパー T 細胞（Th2）依存的に抗

体産生を増強したものと考えられた．次に，OVA

と mTNFK90R を併用投与したマウスから回収し

た鼻腔洗浄液，膣洗浄液，糞便抽出液中における

OVA 特異的 IgA 産生を評価した．その結果，OVA

単独投与群と比較して wTNF 併用投与群において，

OVA 特異的 IgA の誘導が増強していた．また，

mTNFK90R 併用投与群では，その効果が更に向

上しており，投与局所である鼻粘膜面のみならず，

腸管及び膣といった遠隔の粘膜面においても，

mTNFK90R による粘膜ワクチン効果の増強が認

められた［Fig. 3(B)］．以上の結果より，mTNF

K90R は，ワクチン抗原特異的な抗体を粘膜面

（IgA）と全身面（IgG）に効率よく誘導可能であり，

優れた粘膜アジュバントになり得ることが示唆され

た．そこで続いて，mTNFK90R による抗原特異

的免疫誘導機序を解析する目的で，先と同様に免疫

したマウスから脾細胞を回収し，OVA 特異的サイ

トカイン産生能を ELISPOT アッセイにて評価し

た．その結果，mTNFK90R 投与マウス脾細胞の

IFNg の産生は，OVA 単独投与群と同程度であっ

たのに対し，IL4 の産生は OVA 単独投与群の 6

倍，また，wTNF と比較した場合においても，お

よそ 3 倍強力に誘導されていた．以上の結果より，

mTNFK90R による粘膜アジュバント活性の増強

には，抗原特異的 IL4 の産生を主体とした Th2 依

存的免疫応答の増強に基づくものであることが明ら

かとなった．さらに，mTNFK90R の粘膜ワクチ

ンアジュバントとしての安全性を評価する目的で，

投与局所部位における組織傷害性及び炎症性細胞浸

潤の程度を病理組織学的に解析した．その結果，粘

膜アジュバント効果を発揮するのに必要な投与量の

25 倍もの過剰量を複数回投与した場合においても，

mTNFK90R の鼻粘膜組織に及ぼす傷害性等は全

く認められなかった．以上の結果を総合すると，

mTNFK90R は，投与局所の粘膜面に毒性を示す

ことなく，抗原特異的な免疫応答を強力に誘導可能

であり，安全かつ効果的な粘膜アジュバントになり

得るものと期待される．

4. ウイルスを標的とした活性増強型 TNF 変異

体の有効性評価

現行のポリオ生ワクチンは，自然感染経路同様に

経口で接種され，血清中における IgG 抗体に加え

て，腸管粘膜面において IgA 抗体産生を誘導する

ことにより，抜群の感染防止効果を発揮する．12)こ

のポリオ生ワクチンの成功事例にならい，近年で

は，上気道粘膜を介して感染するインフルエンザウ

イルスや腸管・膣粘膜を介して感染する HIV とい
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Fig. 4. mTNFK90R Induced Mucosal IgA and IgG Responses against In‰uenza Virus HA or HIV1 gp120 in Mice
In in‰uenza studies, BALB/c mice were immunized intranasally with HA together with 1 mg CTB or 5 mg mTNFK90R. One week after the last immunization,

HAspeciˆc IgG in serum at a 1 : 500 dilution and IgA in nasal or saliva at a 1 : 8 dilution were assessed by ELISA at a 1 : 8 dilution. Data represents the mean of ab-
sorbance 450 nm (reference wavelength, 655 nm). N.D.; not detected. Data are presented as means±S.E.M. (n＝46; p＜0.05, p＜0.01 versus value for HA
alone treated group by ANOVA). In HIV studies, BALB/c mice were intranasally immunized with gp120 alone, gp120 plus CTB, or gp120 plus mTNFK90R once
a week for four weeks. Serum and mucosal secretions were collected 7 days after the last immunization and analyzed by ELISA for gp120speciˆc IgA in 8fold
diluted nasal wash or vaginal wash. Data are presented as mean±S.E.M. (n＝6; p＜0.05).
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った経粘膜感染型ウイルスを標的として，粘膜ワク

チンが盛んに研究されている．13,14)しかし，有効性

と安全性に優れたアジュバントが存在しないこと

が，粘膜ワクチン開発を推進する上での律速段階と

なっており，その点，われわれが独自に創出した

mTNFK90R は，このような問題点を克服し，粘

膜アジュバント開発のブレークスルーになるものと

期待される．そこで，mTNFK90R のウイルスワ

クチンアジュバントとしての有効性を検証する目的

で，インフルエンザウイルス（H1N1：A ソ連型）

の HA タンパク質，及び，HIV1 エンベロープタ

ンパク質である gp120 をワクチン抗原として，

mTNFK90R によるウイルス抗原特異的抗体誘導

能を評価した．その結果，HA タンパク質とともに

mTNFK90R を経鼻投与したマウスにおいては，

HA タンパク質を単独で投与したマウス及び，CTB

を併用投与したマウスと比較して，血清中における

HA 特異的 IgG 産生，並びに鼻腔洗浄液中，唾液

中における IgA 産生ともに増強していた［Fig. 4

(A)］．また，gp120 をワクチン抗原として用いた

場合においても，mTNFK90R による粘膜アジュ

バント効果が認められ，全身面と粘膜面ともに抗原

特異的抗体を誘導増強可能であった［Fig. 4(B)］．

以上の結果より，mTNFK90R は，インフルエン

ザや HIV を始めとするウイルス感染症予防に叶

う，優れた粘膜ワクチンアジュバントになり得るも

のと考えられる．

5. おわりに

2009 H1N1 ウイルスによるパンデミックに伴

い，欧米の製薬企業が中心となって，ワクチン開発

が急ピッチで進められている．しかし，現在，

FDA（米国医薬品食品局）が承認しているワクチ

ン製造法では，ワクチンの製造に 46 ヵ月もの長期

間を必要とし，かつ，その供給量が限定されること

から，パンデミック発生時に必要な莫大な需要を賄

うことは到底不可能である．したがって，少ない抗

原量でワクチン効果を発揮させなければならず，免

疫応答惹起を補完するためにも，アジュバントとの

併用投与が必須となってくる．15)これまで数十年の

アジュバント研究にもかかわらず，全身投与型のア

ジュバントである Alum（水酸化アルミニウムゲル）

が唯一米国で承認されたにすぎず，粘膜アジュバン

トは皆無である．このような背景から，今後の粘膜

ワクチンの実用化と一層の進展に向けての最大の鍵

は，安全性と有効性の両者のバランスに優れたアジ

ュバントの開発にあると言える．本稿では，TNF
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a を素材として創出した mTNFK90R の粘膜アジ

ュバントとしての適用可能性に関する検討により，

1)mTNFK90R が，ワクチン抗原特異的抗体の誘

導を粘膜面・全身面ともに増強可能であること，2)

mTNFK90R の投与局所部位である鼻粘膜面にお

いて，高い安全性を保持すること，3)mTNFK90R

は，インフルエンザウイルスや HIV といったウイ

ルス抗原に対しても，抗原特異的抗体を粘膜面と全

身面の両者に効率よく誘導することが明らかとなり，

mTNFK90R は粘膜免疫誘導活性と安全性の両者

のバランスに非常に優れた粘膜アジュバント特性を

有すると言える．また，mTNFK90R を経鼻粘膜

アジュバントとして適用した場合，抗体産生を主体

とする体液性免疫を誘導することが判明している．

しかし，HIV によるウイルス感染を効果的に抑制

するためには，体液性免疫のみならず，細胞性免疫

をも効率よく誘導することが重要となってくる．16)

このような観点から，現在，細胞性免疫誘導能に優

れたサイトカインの探索にも着手しており，抗原特

異的 IgA 抗体と MHC class I 拘束性の CD8＋CTL

誘導をともに増強するサイトカインの同定にも成功

している．したがって，今後，感染標的となるウイ

ルス種に応じて適切なサイトカインを選択すれば，

体液性免疫あるいは細胞性免疫の誘導を任意に制御

することが可能となり，更なる有効かつ安全な粘膜

ワクチン開発戦略につながるものと期待される．ま

た一方で，本粘膜ワクチンシステムを病原体のみな

らず，生体内分子に対する抗体誘導に応用すること

ができれば，新たな疾患治療法が確立可能と考えら

れる．例えば，サイトカインに対する自己抗体を自

在に誘導できれば，サイトカインの過剰産生が病態

に係わる種々の難治性免疫疾患の新規治療法になり

得ると期待される．更なる検討は必要であるが，本

研究を，広義のワクチン療法，あるいは抗体誘導療

法ともいうべき新しい疾患予防・治療法として展開

していきたいと考えている．
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