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総論の部



K序論灘

　感染症予防のためのワクチンの改良は近年著しい進歩を見せている。感

染症への対策として、特にウイルス性の感染症では、ワクチンによる予防

が最も有効かつ経済的な方法であるといわれており、世界保健機構（WHO）

は6種類の疾病に対するグローバルなキャンペーンとしての予防接種拡大

計画を展開した。しかし、現在もなお、アジア・アフリカの発展途上国に

おいては、感染症が小児の最大の死亡原因である。また、新興・再興感染

症に対応するため、エイズワクチン、重症急性呼吸器症候群（SARS）ワク

チン等、新たなワクチンの開発も急がれており、ワクチンの重要性は発展

途上国はもとより先進国においても増すばかりである。我が国においては、

生活環境の改善と予防接種によって、多くの感染症は著しい減少傾向を示

してきているが、現行のワクチンにおいても、効果と安全性の両面で改善

すべき点があるとされている。

　これからのワクチンの方向性としては、注射によらないワクチン、一回

投与で有効なワクチン、耐熱性ワクチン、多価ワクチン等多岐にわたり、

さまざまな戦略からの開発・改良が試みられている（1）。その中で、血清

中の抗原特異的IgG抗体産生だけでなく、病原体の主たる感染経路である

粘膜局所での分泌型IgA抗体を産生させるワクチンの開発も重要な戦略の

一つであると考えられている。しかしながら、現行の注射によるワクチン

投与では、末梢リンパ組織や脾臓などの全身系免疫応答、いわゆる抗原特

異的血清IgG抗体産生または抗原特異的細胞性免疫応答は誘導できるもの

の、粘膜面での免疫応答を誘導することが出来ない。すなわち、感染成立

後の発症防御はできても、侵入門戸からの感染そのものの防御は出来ない

とされている。一方、経鼻、経口投与で代表される粘膜投与によるワクチ

ン接種の場合は、投与した粘膜部位の分泌型IgA抗体産生を増強させるば

かりでなく、粘膜免疫循環帰巣経路、いわゆる汎粘膜免疫機構を介し全身
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の粘膜面に免疫応答を誘導することができ、さらには血清中の抗原特異的

IgG抗体産生増強も含む全身系免疫機構の応答をも誘導することができる（2，

3）。このように、粘膜からの免疫は発症防御ばかりでなく、感染部位での

防御が期待できることが大きな利点の一つである。なぜならば感染症によ

る死亡原因の上位に位置する感染症では、破傷風とマラリアを除けば、そ

れらの病原体は主に粘膜を介して感染するからである。また、注射により

投与される現行のワクチンは、幼児に対し大変な苦痛と恐怖を与える上に、

投与局所の腫れや発熱、さらには即時型アレルギー反応や脳炎の発生が認

められた経緯もある。一方、粘膜投与では生体への侵襲や副作用も少ない

といわれており、更には粘膜投与は接種の簡便性にもすぐれている。この

ように、投与方法が簡単で、安全性、経済性にもすぐれている粘膜ワクチ

ンは次世代のワクチンの一つとして期待される。それを裏付けるかのよう

に、WHO主導の‘‘The　Children’s　Vaccine　Initiative”に関連する報告によ

ると、現行の注射によるワクチン接種から経口、経鼻等で投与される粘膜

ワクチンへの移行が強く求められている（4）。

　近年の精製技術の向上と組換えDNA技術の導入により、ワクチンとして

使用される抗原のコンポーネント化やペプチド引越が進められ、ワクチン

の安全性は向上したが、同時にその免疫原性の低下も生じ、ワクチン抗原

単独での粘膜投与を考えた場合に問題となる。更に、粘膜組織の性状に起

因した抗原の安定性や粘膜免疫担当細胞への抗原の確実な輸送といった問

題点も認められる。すなわち粘膜組織には、外界からの危険な異物の侵入

を阻止するために、粘＝液層や粘液に含まれる非特異的活性物質、分解酵素、

界面活性物質及び上皮細胞層等による何重ものバリヤーが存在しており

（5）、抗原の単独投与では十分なワクチン効果が得られない場合が多い。

このような問題点を克服するためには、粘膜免疫応答を増強する粘膜アジ

ュバントや経粘膜ワクチンキャリアの開発、あるいは胃酸やタンパク分解

酵素に抵抗性のあるデリバリーシステムの構築が必要であり、さまざまな
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研究が行われている（6，7，8，9）。特に、安全で免疫増強作用にすぐれた粘

膜アジュバントの開発は、粘膜ワクチンの実用化にとって解決すべき課題

のひとつである。

　現在、粘膜アジュバントに関しては、さまざまな物質について研究が進

められているが、代表的なものとして細菌毒素及びその遺伝子組換え体、

リボソーム、DNA、サイトカインなどが挙げられる（6）。これらのなかで

も最も良く知られている粘膜アジュバントはコレラ毒素（er）であり、　cr

は非常に強力な粘膜アジュバントとして現在に至るまでに多くの研究がな

されている（6，ユ0，li，12，13）。　crは1分子のAサブユニヅト（crA）と5

分子のBサブユニヅト（CIB）から構成され、毒性を示すcrAはADP一リ

ボシル化酵素であり、（rTBは多くのほ乳類細胞表面に存在するガンダリオ

シドGM1に結合する活性を有する（14）。　erの粘膜アジュバントのメカニ

ズムとしては、（a）erとともに投与された抗原の粘膜上皮細胞層からの取

り込みの紙面、（b）抗原提示細胞表面の共刺激分子の発現や、抗原提示細

胞からのIL4やIL一　6などのサイトカイン産生の充進による抗原提示の増

強、（c）　抗原特異的及びer特異的CD4＋T細胞の誘導、（d）感作T細胞

から産生されるIL－4によるB細胞からのIgG　1及びIgA産生増強、（e）粘

膜上皮層から産生される抑制性サイトカインによるCD　8＋T細胞機能の阻害

などが挙げられ、crの作用によってこれらの一連の反応が起こることによ

るといわれている（6）。しかしながら、これらの現象が捉えられていると

はいえ、未だにcrのアジュバント作用の機構が十分に解明されたとはいえ

ない。しかもσはその毒性も非常に強く、σrそのものを直接人体には適

用できない。そのため、erの毒素活性を担うCTA（ADP一リボシル化酵素）

の活性中心に変異を加えたミュータントerやポロ毒素を痕跡程度加えた

CIBを用いるなどの工夫が試みられている（15，16，17）が、実用化には至

っていない。

　これまで筆者らは、投与が容易で且つ効果的に粘膜免疫応答を誘導する
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粘膜ワクチンの開発のため、それに応用できる安全なアジュバントの候補

として組換えコレラ毒素Bサブユニヅト（rCI’B）について検討を行ってき

た。

　rCIB標品は、鵜高らによって開発されたBacillus　brevis外来タンパク質

分泌産生系を利用し、イナバ型コレラ菌569B株のCIB遺伝子を組込んだB．

brevisHPD31（pNU212一（rrB）を用いて産生させた（18，19）。この標品（rCTB）

は、組換えタンパク質であるために、crより分離精製されたcrBと異な

りポロ毒素またはC工Aを含む可能性がなく、また、産生菌がグラム陽性菌

のため、菌体由来の生理活性物質であるリボ多糖（LPS）が混入する恐れも

ない。このr（■Bの安全性評価では、モルモヅト及びマウスの腹腔マクロフ

ァージや培養細胞に対する細胞毒性や、ウサギ皮膚での血管透過性充進作

用を示さず、さらに動物実験による一連の病理組織学的試験においても、

接種局所及び全身の臓器いずれにも明確な病理組織学的変化は認められず

（20）、rCIBの安全性が確認されている。またrCIBとジフテリアトキソイ

ド（DT）、破傷風トキソイド（TT）、　B型肝炎に対するHBsワクチンなど

の現行ワクチンとの同時経鼻投与では、抗原特異的血清IgG、　IgA及び粘膜

IgA抗体価の上昇が認められたが（21，22，23，24，25）、抗原特異的IgE抗体

の産生はほとんど認められず（21，22，23，26）、IgEに由来するアレルギー反

応には関与しないことも示されている。前述のrcrBとDTおよびTTとの

同時経鼻投与実験では、血清中の抗毒素抗体価上昇による毒素チャレンジ

に対する防御効果が認められた（21，22）。さらにHBsワクチンとの同時経

鼻投与ではIgG　1とIgG　2　aの産生が同程度に増強されること、すなわちTh

lとTh　2がともに同程度刺激され（23）、体液性免疫のみならず細胞性免

疫も増強されることが示された。以上のことから、rCIBは安全性が高く、

強い抗体産生誘導とともに細胞性免疫応答も増強する優れた粘膜アジュバ

ントとして有用であることが示された。

　従来、crの粘膜アジュバント作用には、毒性の本体であるCTAすなわ
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ちADP・一リボシル化酵素によるcAMP産生増強作用が大きく関わっている

といわれてきた（27）。また、組換え体でない市販のCl13も、微量のerま

たはcrAが混入しており、それが主なアジュバント作用を担っているとも

いわれてきた（17）。しかし、rCTBは（rrAを含まず、強い粘膜アジュバン

ト作用を示したことから、rCIBはcrやcrAとは異なる機構によってア

ジュバント作用を発現するものと推察され、その発現機構の解明にはrCIB

の粘膜ワクチンへの応用のみならず、免疫学的見地からも大きな興味が持

たれる。本研究ではrCTBのアジュバント作用の発現機構を解明する目的で

以下の項目について検討した。

（1）MφのcAMP産生やサイトカイン産生に対するCtとrCTBの影響を

比較検討し、両者の作用の違いを明らかにする。

（2）可溶性抗原とともにcrまたはrCIBを同時に経鼻投与したマウスを

用い、体液性免疫に対するcrとrCIBの粘膜アジュバント作用の違いを検

討する。

（3）rCIBの細胞性免疫に対する作用を、　BCGとの同時経鼻投与によって

検討する。

（4）抗原提示細胞モデルとしてのMφを用い、そのサイトカイン産生に対

するr（rrBの更に詳細な作用を、　mRNAレベルで検討する。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　【略号】

本論文中に使用した略号を以下に記載する。

ワクチン・アジュバント関連

rCrB　recombinant　cholera　toxin　B　subunit

CT　cholera　toxin
DT　diphtheria　toxoid

T　tetanus　toxeid
P［lr　pertussis　toxoid

HBs　hepatitis　B　virus　surface　antigen

BCG　Mycobacterium　bovis－bacillus　Calmette－Gu6rin

CFU　colony－forming　unit

PPD　purified　protein　derivative

実験操作・試薬関連

cAMP　cyclic　AMP
ELISA　enzyme－linked　immunosorbeRt　assay

ELISPOT　enzyme－liRked　immunospot

D－PBS　Dulbecco’s　phosphate一一buffered　saline

PBS　phosphate－buffered　saline

IFN　interferon
IL　interleukiR
TNF　tumor　necrosis　factor

M¢　peritoneal　macrophages

NALT　nasopheayngeal　lymphold　tiss“e

LPS　lipopolysaccharide
OVA　　　　　　　　　　　ovalbu血簸

FCS　fetal　calf　serum
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第一章　マクロファージ（Mφ）によるcAMPとサイトカイン産生に

対するコレラ毒素（cr）及びそのBサブユニット（（rrB）の影響

　本章では、Mφに対するrCIBとcrの作用の違いを知る目的で、非免疫

マウスより採取したMφをr（maとcrで刺激し、そのcAMPとサイトカイ

ン産生に及ぼす影響を調べた。

玉一a．CTとcBのcAMP産生に対する作用

　非免疫マウス（雌、BALB／c）から採取したMφを、市販のcrと（＝TB、

及びrcrBの存在下で2時間培養した場合のcAMP産生量を測定した。Fig．1－1

に示したように、培養液中の濃度が1μg／miとなるようにσrを添加した

Mφで最も高いcAMP産生が認められた。これに対してrCIBでは、濃度1

～50μg／m1においてcAMP産生はほとんど認められず、無処置コントロー

ルとの問に有意差は認められなかった。一方、3社から購入したcn3（1

μg／ml）を用いた場合は、0．01　Pt9／miのCT存在下で培養したMφと同程度

のcAMP産生が認められた。

Control

rC－1－B　（1）

rcTB　（1　o）

rCTB　〈＄O）

C－i－B（SIG）　（1）

CT8（R副）G）

CTB（LBL）　（1）

c－r（LBL）　（o．el）

（　T（LBL）　（3）

　　　　　　　　　　　　0　　　　2　　　　4　　　　6　　　　8　10
　　　　　　　　　　　　　　　　　　cAMP（pmol／ml）
esig．　X－X．　cAMP　Productien　by　mouse　M¢．　M¢　（lxlO6　cells）　were　incubated　in　pitro

with　CT，　CTB，　or　rCTB　fer　2　hr　ai　37℃．　The　bars　indicate　sitandard　deviations．　Con－

trol：nonセea愛ed　cells．　CT8　p蟹chased　from　SIG（Sigma－Aldrich　Co．）．　RBI

（Research　Biochemicals　lnc．）　and　LBL（List　Biological　Laboratories　lnc．）　were　used．

Figure　in　parenthesis：　ng／ml．
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玉一2。rCTB及びCTのサイトカイン産生に対する作用

　次に非免疫マウスから採取したMφをrC［ff3またはerで刺激した時のサ

イトカイン（rL－1α、　IL－1β、　IL－6、　IL42）産生に対する影響を検討した。

　Fig．1－2に示したように、　IL4αとIL－1βの産生に対して、　r（ma及びσrと

もに、培養液中の濃度1～50μg／miの範囲では、未処置コントローールとの

間に有意差が認められず、rC：rBとerそれぞれ単独ではIL－1の産生を誘導

できなかった。しかしながら、IL－1の産生誘導能をもつリボ多糖（LPS；1

μg／mi）とrCIB（10μg／ml）で同時に刺激した場合、　LPS単独刺激した場

合に比べてIL・一1Ct産生では4倍、　IL4β産生では2倍以上の産生増強が認めら

れた。一方、LPSとともにcrで同時刺激した場合には、　LPS単独刺激と比

べて、IL・一1産生の抑制が認められ、特に夏L－1β産生は1／2以下に抑制された。

　　面B（50）

　　灯8（10）

　　バ「8（1）

　　CT（50）

　　α（望0）

　　　σ（3）

r（コ「B（壌0）寺LPS（1）

fCTB（1）＋LPS（1）

CT（10）壱LPS（筆）

　LPS　alo織e（筆）

　　C◎厳r◎1

　　瞬B（50）

　　rCT8（le）

　　fCl’B（1）

　　CT（SO）

　　Cτ（肇0）

　　　cr（1）

iC“i“B（10）KPS（1）

rCTg（1）一i－LPS（1）

Cτ（30）乱ひS（η

　LPS　alofte（1）

　　Co纏tr◎1

e 　塒o
IL－3a（rwrnl）

2｛）gg ㈱㈱脚
励

　
剛

㈱
飢

　
嗣

㈱欝a

ptig．1－2．　Effects　of　rCTB　or　er　（LBL）　eR　IL－10r／P　production　by　fton－immunized

mouse　Mφ．　Mφ（1x106　cells）were　inc“b疏セed加擁ア。　wi奮h＆nd　w嚢hou嚢U）＄（1

geg／ml）　for　24　hr　at　370C．　Control：non－treated　cells．　Figure　in　parenthesis：　ptg／ml．

The　bars　indicate　＄tandard　deviatioRs．
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IL－6の産生では、1μg／ml　crの単

独刺激によって顕著な産生誘導が

認められ、10μg／mlの刺激で更に

産生が増強された。一方、r（■Bで

は50μg／mlの濃度においてもIL－6

の産生誘導は認められなかった

（Fig．1－3）・IL・・12の産生について

は、LPS　1μg／m1とIFNy　100　U／mi

で同時にMφを刺激した系に更に

rcrBまたは（：Tを添加し、それぞ

れのIL・一12産生に対する影響を調べ

た。1μg／ml及び10μg／miのcr

添加では、いずれの場合も1レ12産

生が1／2程度にまで抑制された。

rCIBは用量依存的にIL－12の産生

を抑制し、10μg／mlのrcrBによ

rC”rB（3｝

rcTB（1　c）

rCTB（50）

er（3）

CT（10）

Contrel

　　　e　looo　acoo　　　　　　　　lし6（P9／ml）

Fig．　a－3．　lnduction　of　IL－6　secretion　by　non一一

immuftized　mouse　Mtp．　M¢　（lxlO6　cells）

were　i鍛cubated痂碗ア。　with　rCrB　o罫（＝T

（LBL）　for　24　hT　at　370C．　Control：　non－

treated　cells．　Figure　in　parenthesis：　ptg／ml．

The　bars　iRdicate　standard　deviations．

LPS＋IFN￥

ってer（1及び10μg／ml）の場合CT〈1＞・Lps…IFN・t

と同程度に抑制された。（Fig．1－4）　CTO　e）．Lps．IFN，

rC’1’B（1）一t－LPS＋IFN￥

考察
rCTB（IC）＋LPS一＋・IFNy

　cr及びCIBに関する初期の研

究においてぐCtのアジュバント作

用は、σrのADPリボシル化酵素

活性に依存しており、（rrBにはア

ジュバント活性がないといわれて

いた（27）。しばしば報告にみられ

るcrBのアジュバント活性は、　cr

Contrel

　　　e　lo　20　　　　　　　　1L－1　2（ng／ml）

ysig，　1－a」．　Effects　of　rCI7B　or　ct（LBL）　on　IL－

12　production　by　non－immunized　mouse
M¢．　M¢　（lxlO6　cells）　were　incubated　in

vitro　with　LPS　（1　ng／ml）　and　IFNy　（100

U／ml）　for　24　hr　a｛　37℃．　Control：　non－

treated　cells．　Figure　in　parenthesis：　ptg／ml．

The　bars　indicate　standard　deviations．
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より（naを精製する過程でわずかに残った痕跡量のerの活性ではないか

ともいわれてきた（17）。本研究で用いたrCIBは組換え体であるために、

crもADPリボシル化酵素であるcrAも含まれていない。それにもかかわ

らず、rcrBには強いアジュバント作用が認められており（21，22，23，24，25，

28）、このことは、crがADPリボシル化酵素部位以外の部分にもアジュバ

ント作用をもっていることを意味している。

　本章では、rcrBのアジュバント作用のメカニズムを解明するために、ま

ず、抗体産生に大きな影響を与える抗原提示細胞のモデルとしてM¢を用い、

それに対するrCIBとσrの作用の違いを検討した。これまでに、　crは単

独でM¢に対してIL－1の産生を誘導するという報告（29，30）があるが、本

研究で得られた成績では、r（：1’BとCtはいずれも単独ではIL4の産生を誘

導することは出来なかった（Fig．1－2）。前述の報告では、　IL4の測定方法が

バイオアヅセイであり、crでの刺激によって産生された他のサイトカイン

などの生理活性物質を検出していた可能性がある。またrCTIBはIL－6の産

生も誘導できなかった（Fig．1－3）。　IL－6産生には、細胞内でのcAMP産生

が関与しているといわれており（31，32）、本研究で得られた結果はそれに

一致した。抗体産生におけるcrのアジュバント作用には、　IL－6が重要な役

割を演じている（31，33）が、rCrBはcAMPとIL－6いずれの産生も誘導し

ないため、erとは異なった機構によってアジュバント作用を示すと推察さ

れた。無論、CIBはcrの一部であり、σrはcrBの作用も合わせ持つと

考えられるため、両者の主に働く作用動作が異なる可能性が高い。

　LPSはin　vitroでMφなどの細胞にIL・・1その他の炎症性サイトカインを産

生させることが知られている（34，35）。本研究では、このLPS存在下での

IL－1産生に対するrCTBとcrの影響の違いが見いだされた（Fig．ユー3）。す

なわち、rcrBは、　LPSによるMφからのIL－1αとIL－1βの産生を増強し、　cr

は逆に、それを抑制した。crの示した抑制的作用に関しては細胞毒性が影

響したという可能性も否定できないが、cAMPの細胞内の蓄積によって、

転写後のIL－1タンパク質合成過程が阻害されるという報告もある（36）。　Mφ

13



のIL－1やTNF一αなどのサイトカイン産生に対するrCIBの産生増強作用に

ついては、第四章で詳しく論じる。

　rCIBとerはMφからのIL・一12産生を阻害した。’rcrBには細胞毒性がほ

とんど認められないため、このIL42の産生阻害作用は細胞死によるもので

はなく、IL42産生機構のいずれかの段階に作用して産生を抑制すると考え

られる。IL－12は、ナイーブT細胞からTh1細胞への分化に関与しており（37）、

rCIBはIL－12の産生を阻害することによって、　Th　1／Th　2バランス（38）

をTh　2優位にすると推察されるが、詳細は今後の検討課題である。　crは

一般的にTh　2型の免疫系を刺激するといわれており（12，13，39，40．41，42，

43）、rCTBとcrは同様の作用機構によってTh　2型の免疫応答を増強する

ものと考えられた。

　本章ではMφに対するrcrBとcrの作用を検討し、　rCIBがMφなどで代

表される抗原提示細胞にCTと異なる機序で作用して、アジュバント作用を

示す可能性を示した。

14



第二章　組換えコレラ毒素8サブユニヅト（crCTB）の体液性免疫応

答に対する粘膜アジュバント作用

本章では、可溶性抗原とともにrcrBまたはerを同時に粘膜投与したマ

ウスについて、脾臓細胞からのサイトカイン産生、鼻咽頭関連リンパ組織

（NALr）および脾臓のサイトカイン産生細胞数を調べることにより、rCIB

とcrのアジュバント作用の相違を検討した。

24。OVA免疫マウスの抗体産生と脾臓細胞によるサイトカイン産生

　経鼻免疫後のサイトカイン産生に対するr（msの影響を調べるために、マ

ウスにOVAをr（rrBとともに経鼻投与した。　rcrBの代りにアジュバント

としてcrを同時投与した群と、　OVA単独投与群とを対照とした。まず、

r（rrBのアジュバント効果を知るために、経鼻免疫後42日目における抗原

特異的血清IgG抗体価を：測定した。　Fig．2－1に示したように、　r㎝および

crとOVAの同時投与群において、　rCI”Bはerと同様にアジュバント作用

を示し、OVA単独投与群に比べて血中抗原特異的IgG抗体価の明らかな上

昇が認められた。この抗体価の上昇は、r（■B　10μg／マウス投与群とcr　1μg／

マウス投与群でほぼ同程度であった。

OVA“CT

ovA＋rcTB

OVA

◎　　　1　　2　　　3　　曝　　　5
Logioanti－OVA　igG　aRtibedy　eiter

騒9・24・Mo縫se　se澱拠亙gG
韻セ丑》ody　responsesセ00VA。

Mice　were　i世心費asaUy　co－

administered　with　OVA
（50pag／mouse）　and　rCTB
（10μ9／鵬・凝se）o劉α（1μ9／

脱ouse）．　The　bars　i餓dica癒e

sセ鋤d厳d｛ievi疏をio餓8。　Asセerisk

i聾dic＆tes　statis量ic農蓋ly　sig蕊ifi－

c総豊竜diffe罫ence　a鷺P＜0．01

between　OVA綴lone　a盤d　oセh－

e罫．
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Fig．　2－2．　Cytokine　productioA　by　OVA　immunized　mouse　spleen　cells．　Spleen

cells　（5×106　cells／ml）　were　incubated　aB7℃　for　24　hr　with　and　without　OVA　（500

ptg／ml）　after　in｛ranasal　co－administration　of　OVA　（50　pag／mouse）　and　rCTB　（10

pag／mouse）　or　CT（1　ptg／mouse）．　rCTB＋OVA，　CT＋OVA　artd　OVA　alene　indicate

immunizatioA　to　mouse　with　OVA　plus　mucosal　adjuvants（rerB　or　CT）　or　OVA
alone．　OVA　indicate　ihe　secondary　stim”latien　in　utro　with　OVA．　（一）　indicates　no

secondary　stimulation　in　vitro．　The　bars　indicate　standafd　deviations．
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次に、抗体価の上昇が同程度であった上記二つの投与群について、サイト

カイン（IL・・2、　IL4、　IL－5、　IL－10およびIFNY）の産生を比較検討した（Fig．2－2

及びFig．2－3）。両投与群のマウス脾臓細胞を、　OVAを用いてin　vitroで抗

原二次刺激した場合、いずれのサイトカインについても顕著な産生が認め

られた。特にrCIBをアジュバントとして免疫した場合のIL－5の産生が顕

著であり、crによる場合のそれと比較して有意差が認められた。　IL－2、　IL－

4、およびIL40については、　rCTBまたはerをアジュバントとして用いて

免疫した場合、抗原二次刺激によりほぼ同程度の産生が認められた。一方、

OVAとr（maまたはOVAとαを同時に経鼻免疫した群の脾臓細胞では、

OVAによる抗原二次刺激をしなくても、　IL・一2についてはr（■BまたはCt

をアジュバントとして用いた群で、IL4ではrCTBをアジュバントとして用

いた群でその産生が認められたが、その産生量は低かった。IFNyについて

は、OVAによる抗原二次刺激のない場合は、ほとんど産生が認められなか

ったが、抗原二次刺激した場合は、OVA単独免疫及び両アジュバントそれ

ぞれ同時投与の場合も同程度の産生が認められ、互いに有意差が認められ

なかった。

Primary
immunization
with

醐臨◎v禽

ewip　ewv＆

◎》《麟鐙総

欄臨◎v禽

翻・舜◎》《

◎》《璽沁聡

Seconctaty
＄timutation
with

ovA

⑪》禽

“VA

（一）

（一）

（一）

　　　　　　　　　　　e　looe　2000　　　　　　　　　　　　　　　　gFNy　（pg／rv｝1）
Fig．　2－3．　IFNy　preduction　by　OVA　immcgxtized　mouse　spleeR　cells．　Spleen

cells　（5×106　cells／ml）　wefe　incubated　at　37℃　fof　24　hr　with　and　without

OVA（500魑g／ml）after　intranasal　co一子面驚量sセ農逢io筑of　OVA（50睡g　1搬。鷺se）

and　rCTB　（10　pg　l　mouse）　or　CT（1　pag／mouse）．　rCTB＋OVA，　CT÷OVA　and

OVA　alone　indicate　immunizatien　te　mouse　with　OVA　plus　raucosal
adjuvants（rCTB　or　CT）　ox　OVA　alexte．　OVA　iRdicate　the　second　ary　stim“la－

tion伽擁γo　w嚢h　OVA．（一）indicates薮◎seco貧d鍵y　sセまmu豆a驚ion加加か。．　The

bars　indicate　standard　deviatioAs．
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2－2．DT免疫マウスの抗体産生とNALT及び脾臓のサイトカイン産生

細胞の解析

　DT単独またはDTとrcrBを同時に経鼻免疫したマウスからNALT及び

脾臓細胞を採取し、それぞれのサイトカイン産生細胞数をELISPOT法によ

って測定した。経鼻免疫後42日目のマウスの抗原特異血清IgG抗体価をFig．

24に示した。前述のOVA投与マウスにおけると同様に、　DTを単独投与し

た群に比べ、DTとrcrBを同時投与した群の抗体価が有意に上昇している

のが認められた。これら両群マウスのNALT細胞をDTによって二次抗原

刺激した後、サイトカイン産生細胞数を測定した結果、DTとrCIB同時投

与群においてIL－6産生細胞数の顕著な増加が認められた（Fig．2・一5）。しか

しながら、その他のサイトカイン（IL－2、　IL－4、　IL－5、　IL－10、及びINFy）

産生細胞に関しては、明確な結果は得られなかった。一方、脾臓細胞ではFig．

2－6に示したように、IL－4、　IL・一5およびIL－6の産生細胞数はDTとrCTB同

時投与群において明らかに増加したが、IL－2、　IL－10、およびIFNyなどの産

生細胞に関しては明確な結果は得られなかった。

DTぜCTB

DT　aloRe

　　　　　　　　　　0懲234567
　　　　　　　　　　Logio　anti－D－g一　igG　antibody　titer

Fig．　2－4．　Mouse　serum　lgG　antibody　responses　to　DT．　Mice　were　intranasally　co－

administered　with　rCTB　（10ng　l　mouse）　and　DT　（5　Lf／　mouse）　．　The　bafs　indicate

standard　deviations．　Asterisk　indicates　statistically　significant　difference　at

P〈O．Ol　between　DT　alone　and　DT　plus　rCTB．
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DT＋rCT騒

DT　afione

　　　　　　　　　　　　　　￥O　　　　　　　　筆00　　　　　　　筆000

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1し．一6secret◎ry　ce朋s／肇06　ce麗s

ptg．　2－S．　IL－6　secretory　cells　in　mou＄e　NALT　cells．　NALT　cells　（106　cells）　were　incu一一

bated　at　37℃　for　24　hr　with　DT（1　ng／ml）　after　intranasal　co－administratioR　ef

DT（5Lf／mouse）　and　rC　rB　（10　ptg／mouse）．　The　bars　iRdicate　staRdard　deviations．

Asterisk　indicates　statistically　sign澁。綴蹴d遭鍵e鍛ce　at　Pく0．01　between　DT＆lone

and　DT　plus　rCTB．

IL－6　（DT　alone）

IL－6　（DT＋rCTB）

iL－5　（DT　alone）

IL－5　（DT＋rCTB）

IL一一4　（DT　alene）

IL－4　（DT＋rCTB）

＊

10 1　02 1　03 1　04 1　es

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cy驚◎kine　secret◎ry　cel籔s／喰06　ce昼駐s

ffig．　2－6．　Cytokine　secretery　cells　in　mo“se　spleept　cells．　SpleeR　cells　（106　cells）　were

incubated　at　37℃　for　24　hr　with　DT（1　pag　l　ml）　aftef　intranasal　co－administratioR　of

DT（5Lf／mouse）　2md　rCTB　（10　geg／mouse）．　The　bars　indicate　standayd　deviations．

Ast－e！igks－indiga－t－e　statistically　significant　diffexence　at　P〈O．Pl　between　DT　alone

a盤dDTp豆usrCT8・
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考察

　r㎝が体液性免疫を増強することはこれまでに明らかにされている（21．

22．23，24，25，28）。本章では、一次免疫刺激として可溶性抗原をrCTBまた

はerとともに同時経鼻投与したマウスの脾臓細胞を、同一抗原にて二次刺

激し、産生されるサイトカイン量とサイトカイン産生細胞数の変化を検討

することにより、r（rTBの体液性免疫に及ぼす作用の解析を試みた。

　rCIBをアジュバントとして用いた場合、免疫マウスの脾臓細胞を抗原で

二次刺激すると、可溶性抗原単独で免疫した場合に比べてIL－2、　IL4、　IL－5、

およびIL40の産生の増加が認められた。これらのうち、　IL－5はσrをアジ

ュバントとして用いた場合に比べて産生が有意に上昇したが、脾臓細胞の

サイトカイン産生に対するrCIBとσの影響は類似した傾向を示すと考え

られた。IL－4、　IL－5、　IL－1・Oは粘膜免疫機構におけるIgAの産生に重要な役

割をもつ（44，45，46，47，48）ため、rcrBがこれらのサイトカインの産生を

誘導することを示した本実験結果は、rCIBの粘膜アジュバントとしての作

用を解明する上で興味深いものである。上述のように、rcrBは脾臓細胞に

対してIL－2の産生も誘導した。　IL－2はTh1細胞によって産生され、主に細

胞性免疫に関与すると言われているが、一方で、IL－2はtransforming　growth

factor一β（TGF一β）によるIgAへのスイヅチングに関与するという報告もあ

る（49，50，51）。また、脾臓には種々の細胞が存在し、ナイーブT細胞（52，53）

やThO細胞（54）などいくつかの種類の細胞はIL－2を産生するため、　rCIB

によるIL・一2産生がどの細胞によるものか詳細に検討する必要がある。一方、

IFNYでは、アジュバントの有無にかかわらず、抗原二次刺激によって同程

度産生され、アジュバントの影響は認められなかった。従来、粘膜免疫に

はTh2型の免疫機構が主に働くとされているが、これらのことを考慮に入

れると、rαBによる粘膜アジュバントとしての作用は、サイトカイン産生

の様相から示されるTh1／Th2バランスへの影響のみから必ずしも考える必

要はなく、それ以外の機構によっても粘膜免疫応答を増強させている可能
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性も否定できない。

　本章で得られた実験結果では、r（msとCTとの間に粘膜アジュバントと

しての作用に明らかな相違は見出せなかった。両者を粘膜アジュバントと

して可溶性抗原とともに経鼻投与した場合、IL一・2を産生させる作用がある

ものの、IL4、　IL－5、　IL－10の産生がより上昇してTh2優勢となり、結果と

してTh2型の体液性免疫応答を増強するものと考えられる。　r（BのThl

型細胞性免疫への関与については第三章で検討する。
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第三章　組換えコレラ毒素Bサブユニヅト（tfCTB）の細胞性免疫応

答における粘膜アジュバント作用

　筆者らはこれまでに、rCIBを粘膜アジュバントとして用いたHBsワク

チンの経鼻投与実験を行い、その結果、rCTBがTh2型の体液性免疫応答に

おけると同程度に、Thl型の細胞性免疫応答も増強することを見出した（23）。

そこで本章では、細胞性免疫応答が中心となるワクチンである

Mycobacterium　bovis－bacillus　Calmette－Gu6riA（BCG）を用い、遅延型過敏症

反応（DTH）の強度を測定することにより、　rCTBの細胞性免疫応答におけ

る粘膜アジュバント作用を検討した。

3－a．モルモットにおけるffcrBの細胞性免疫増強作用

3－a－a。駁：G経鼻免疫条件の検討

　rCTBの細胞性免疫における作用を検討するにあたり、まず、　BCGの経鼻

免疫条件と、精製ツベルクリン（PPD）によりDTHの強度を測定する適当

な条件を検討した。DTHの強度測定は皮膚反応により以下のように行った。

経鼻免疫モルモットに0．05μg、O．1μg、0．2μgのPPDをそれぞれ0．1　m1溶

液として皮内注射し、24時間後に硬結の直径を測定して統計学的解析を行

った。negative　contrdには非免疫モルモヅトを、　positive　controlには1　05

colony－forming　unit（CFU）のBCGを皮下投与したモルモヅトを用いて上記

と同様に硬結の直径を測定した。BCGの投与量においては、106～107CFU

のBCGの50μ1懸濁液を単独で、またはそれにrCIB（20μg）を添加した50μ1

懸濁液を経鼻投与した。Fig．3－1に示したように、これらを経鼻投与した場

合では、いずれもpositive　controlと同等の強いDTHが認められた。次に、

lO5　CFUのBCGを20～200μ1の懸濁液として経鼻投与し、投与液量の影響

を調べた。その結果、20～100μ1の懸濁液を経鼻投与したモルモヅトでは明

らかなDTHは観察されなかったが、200μ韮の懸濁液を経鼻投与した場合に

22



は、positive　contro1と同程度のDTH：が観察された（Fig．3－2）。以上の結果

から、r（JT’Bの粘膜アジュバント作用を検討するためには、　BCG単独の経鼻

投与では明瞭なDTHを生じない投与量である1　05　CFUのBCGを50μ1また

は100μ1の懸濁液として使用することとした。
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　　lO5　CFUのBCGに20μgのrCIBを添加した50μ1の懸濁液を経鼻投与し

た群では明らかなDTHを示し、特に0．2μgのPPDで皮膚反応を行った場

合の硬結の直径は8．7±4．9㎜であり、同量のBCGを鞠で経鍛与した

群との間に5％の危険率で有意差が認められた（Fig．3－3）。
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BCGI　05CFU（＄．c．）

BCG竃06CFU（1．醜．）

BCGI　O6CFU＋fms（i．R．）
BCGI　05CFU（i．n．）

BCG　I　05CFU“rerB（i．rt．）

Casitxrol

＊

O．0　5 on O．2

PPD（geg）

Fig．　3－3．　Effects　of　rCTB　on　guinea　pig　skin　reaction．　Guinea　pig　（n　＝5）　skiA　reac－

tion　to　PPD　（O．05，　O．1，　O．2　ptg）　wefe　pexformed　6　weeks　after　intranasal　（i．n．）

BCG　in，ocula乏io荻wi愛h　a鍛d　witho磁20魑g寛CTB　in　50叫。｛s綾liれe，　as　indicated　by

iAduration　diameter．　Control　means　nen－treatment　of　guinea　pigs　as　“egative
contrel　for　skin　reactiort．　Positive　control　for　skin　reaction　：　subcutaneous　（s．c．）

administration　of　BCG．　Asterisk　indicates　statistically　sig掘ficant　difference　aセPく

O．05　between　BCG　（105　CFU）　alone　aAd　BCG　（105　CFU）　＋　rCTB　（20　ng）．
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　BCGと同時投与し

たr（］f“1”’Bの量の影響に

ついて検討した結果

（Fig．3－4）、50μgと

150Pt9のr（－rBを同時

経鼻投与した群では、

投与量に応じて硬結の

直径の平均値は上昇し

たが、rCTBの投与量

との間に統計学的有意
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　　　　　　　　　　　Xg．　3－4．　Effects　of　dose　of　rCTB　on　guiRea　pig　skin　reac－

　　　　　　　　　　　tion　to　PPD．　Guinea　pig　（n　：5）　skiR　reaction　to　PPD　（O．05，

差は認められなかった・謄鯉膿謙「濫鵠講。輪欝鍵溜
また、図には示してい　50　Pt1　of　saline’　as　indicated　by　induratioR　diameter・

ないが、10μg以下のr（rrBとの同時経鼻投与群ではDTHの直径はnegative

control群のそれに比べて差が認められなかった。したがって、以後の実験

には20または50μgのrCIBを粘膜アジュバントとして用いることとした。

　次に、BCGで経鼻免疫したモルモヅトにおいて、　rCTBの単独追加経鼻投

与がDTHに及ぼす影響について検討した。初回投与として1　05　CFU　BCG

100μ1を50μgのrCrBとともに経鼻投与し、その後2、3、4週目に50μg

のrCIBを単独で追加経鼻投与した群では、positive　controlと同程度のDTH

が認められた（Fig．3－5）。このr（rrB追加投与群と、初回投与に1　05　CFU　BCG

lOOμ1を単独で経鼻投与した群の間でのDTHにおける硬結の直径には1％

の危険率で有意差が認められた。105C則BCG　IOOμ1とr（rlB　50μgを初回

に経鼻投与し、r（msの追加経鼻投与を行わなかった群ではDTHにおける

硬結の直径は分散が大きく、他の投与群との比較は困難であった。

　また、BCGではなくPPD　20μgを初回に単独経鼻投与した群、　PPD　20μg

とrCIB　50μgを同時経鼻投与した群では、　r（邪の追加経鼻投与後におい

ても明瞭なDTHは認められなかった。
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Fig．　3－S．　Effeets　of　repeated　intranasal　administralions　of　rerB　following　primary

immunizatioR　on　guiRea　pig　skin　reaction　te　PPD．　Guinea　pigs　（n＝5）　were
administereci　50　ptg　of　rCTB　alone　in　100　ps1　of　saline　on　days　14，　21　and　28　follow－

ing　primary　immunization　（BCG　105　CFU　with　and　without　50　pag　rCTB　iA　100　ge1）

and　intraderma｝｝y　inocukated　with　PPD　（O．05，　O．1，　O．2　geg）　on　the　35｛h　day．　Posi－

tive　control　for　skiA　reacgion　：　s．c．　administration　of　BCG．　Asterisk　indicates　slatis－

tically　significant　differeptce　at　P〈O．Ol　between　BCG　（105　CFU）　alone　and　repeated

rCTB　administration　（50　ng）　following　primary　immunization．
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3垂3．脾臓細胞のin・vitroにおける？？D刺激に対する反応

　BCGとの同時経鼻投与におけるr（frBの作用を細胞レベルで検討するた

め、BCG単独で、またはBCGとrCIBで同時に経鼻免疫したモルモヅトの

脾臓細胞を採取し、in　vitroでのPPD刺激に対するPPD特異的細胞増殖と

TNF一αの産生を調べた。［3H］チミジンの取り込みによって測定したPPD特

異的細胞増殖（Fig．3－6）は、106CFU　BCGの経鼻投与群ではrCrB（20μg）

の同時経鼻投与の有無にかかわらずpositive　controlとほぼ同じで、前述の

皮膚反応において得られた結果と同様であった。一方、105CFU　BCGを経

鼻投与した場合には、BCGの単独経鼻投与群でのPPD特異的細胞増殖が

negative　controlと同程度であったのに対し、　BCGとrCrBの同時経鼻投与

群でのそれは顕著に上昇した。

BCG　I　05CFU“rCTB（i．n．）

BCGI　05CFU（i．n．）

＊

BCGI　06CFU＋rCTB（i，n，）

BCGI　06CFU（i．n．）

BCGIOsCFU（S，C，）

Control

　　　　　　　　　　　　　O　200　400　600　800　100012001400

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cpm

醗9・3峨Pr・life撚i・麺・f　g“i貧e＆pig　splee盤cells　8愛i勲la竜ed　with　PPD．　G縫i銭ea　pig

（n　：5）　spleen　cells　（5xlO6cells）　were　stim“lated　with　PPD　（10　pag／rw1）　afteriAtraRa－

sal　BCG　inoculation　with　and　without　yCrff3．　Askerisk　iRdicates　statistical｝y　sig－

nificant　d燈erence麓Pく0．01　betweeR　BCG（105　CFU）認one鯉d　8CG（105　CFU）＋
rCTB　（20　pag）．
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また、PPD刺激による脾臓細胞からのTNF一α産生（Fig・3－7）においても・

BCGとrCUBの同時経鼻投与群とBCG単独経鼻投与群の間に有意差が認め

られた。

BCGlOsCFU－i－rCl”B（i，n，）

BCG1　OSCFU（i，n，）

＊

BCGIOs（；FU（s．c．）

Control

　　　　　　　　　　　　O　10　20　30
　　　　　　　　　　　　　　　　　TNF－ct　（eeg／mi）

髄疹3－7．Effect　of　rCTB　on　TNF一αpfoduc廷ion　by　g秘i難e認pig　splee簸cells　s葉imulaレ

ed　with　PPD．　Gui“ea　pig　（Rme　5）　spleeR　cells　（5xlO6cells）　were　stimulated　with　PPD

（10μg／m1）＆f腰iれ捻an認sal　BCG　i鍛ocula萱ion　wi葉h　and　witho慧t　rCT8．　As量efisk

i獄dica葉es　s廷aセistic綴11y　sig豊遺ca撮difference＆萱P〈0．05　be乏ween　BCG（105　CFU）

alone　and　BCG　（105　CFU）　＋　rCTB　（20　psg）．

3－2．マウスにおけるifCTBの細胞性免疫増強作用

3－2－a。DTHの足購反応による検討

　マウスにおけるr（maの細胞性免疫への影響を、　DTHの足踪反応として

検討した。マウスの系統はICR、　BALB／cおよびC57BL／6を用い、まず、

モルモヅトの場合と同様に経鼻免疫の条件を検討した。その結果、いずれ

の系統のマウスもモルモヅトに比べてBCGに対する反応性が低く、106CFU
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以下のBCG（20μ1）

単独での経鼻免疫では

明瞭なDTHは認めら

れず、107BCGを経鼻

免疫した場合に、

106BCGを皮下投与
（positive　control）し

た時と同等の足蹟反応

（FPR）を示した。

C57BL／6マウスを用

いた場合、106CFU
BCGとleμeg　r（＝コ〔B（20

μ1）を同時経鼻投与し

た群と106CFU　BCG

単独経鼻投与群での

FPR闇に有意差が認

められた（Fig．3－8）。

一方、ICRとBALB／c

マウスでは上記二つの

経鼻投与群でのFPR

は、C57BL／6マウス

を用いた場合と同様の

傾向を示したものの、

両投与群の間に統計学

的有意差は認められな

かった。

BCGIesCFU十rCTS

BCGI　OsCFU　alone

BcGIo6cFv“rcTs

BCG106CFしj　alo貧e

BCG106CFU（s．c．）

Ccntrel

A

］

8CG奄06CFU乎rC”rB

BCGIO6CFIj　alone

BcGlo7cFv一｝一rc－rs

BCGI　07CFU　alone

BCG106CFU（＄．C．）

Contrel

BcG　l　o6cFu一“一rc’rg

BCGIO6CFU　alene

BCGIe7CFV“rCTB

BCGIO7CFU　alone

8CG肇06CFU（s摩。．）

Conftrol

e　lo　20　30　40　so

O　10　20　30　40　50

　　　　　　　　o　20　40　60　so　l　eo　120
　　　　　　　　　　Footpad　swelling　（O．O　l　mm）

醗g・3一＆班歪eds　of　rCTB　o盤m◎use　FPR驚。：PPD．
C57BL／6（A），　BALB　I　c（B）　and　ICR（C）　mouse　（nww10）

FPRセ。：PPD（10魑g）w農s　performed　6　weeks　a衰e罫

in繊践＆s＆1　BCG拠ocula奮ion（105・106餓dユ07　CFU）w蝕
and　without　10　geg　rCTB　in　20　ptl　of　saline．　Asterisk

i葺dicaセes　staセistica1蓋y　sig盤ificam萱differe簸ce　a萱P＜0．05

be愛wee費8CG（1（yS　CFU）alo蹴e繍d　8CG（106　C則）÷
yerB　（20　geg）．
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3－2－2．脾臓細胞のin　vitroにおけるPPD刺激に対する反応

　106CFU　BCGを単独で、またはr（msと同時に経鼻投与したマウスの脾臓

細胞を採取し、∫”碗プ。でのPPD刺激によるサイトカインの産生を検討した。

マウスの系統は、FPRにおいてr（rrB同時投与の有無の影響が顕著に現れた

C57BL／6と、顕著には現れなかったBALB／cの両系統を用いた。　C57BL／6

とBALB／c両系統マウスのrcrB同時経鼻投与群の脾臓細胞では、　rcrBを

同時投与しなかった群および無処理群のマウス脾臓細胞に比べ、IFNyの産

生が顕著に上昇し、有意差が見られた（Fig．　3－9）。

BcG　106　cFu　÷　rcTB

BcG　106　cFu

BcG　106　CFU　（s．c．）

Control

BcG　106　cFu　＋　rcTB

BcG　106　cFu

BCG　106　CFu　（s．c．）

Control

o 　　1000　2000
iFN　y　（pg／mi）

Fig．　3－9．　Effects　of　rCTB　on　IFNy　productioA　by　BCG－immunized　mouse　spleen

cells．　C57BL／6　and　BALB　I　c　mouse　spleeA　cells　were　stimulated　with　PPD　（10

ng／ml）　after　intranasal　BCG　inoculation　with　and　without　rCTB．　Asterisks　indi－

cate　staiistically　significant　difference　at　P〈　O．05　between　BCG　（106　CFU）　alone　and

BCG　（106　CFU）　÷　rCTB　（20　ptg）．
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　C57BL／6マウスの脾臓細胞では、　rCIB同時経鼻投与の有無にかかわらず、

IL－4、　IL－5、　IL43、　IL－18の産生は確認されなかった。一方、　BALB／cマウ

スのrCIB同時経鼻投与群の脾臓i細胞では、　IL－4とIL・一18の産生は確認され

なかったが、C57BL／6マウスの場合と異なり、　IL一・5とIL・・13の産生は有意

に上昇した（Fig。3－10）。

fi　L－4（rCTB－e一）

iL－4（rCTB一一一）

fi　L一一5（rCTB＋）

掻し一5（rCTB一）

va－1　3（rCTBdi）

aL－fi　3（rcTB一一）

iL一一1　8（rCTB－e一）

fi　L－1　8（rCTB一）

＊］

＊］

　　　　　　　　　　　0　　　　　　雁OO　　　　　200
　　　　　　　　　　　　　　　Cytokines（pg／mi）

Fig．　3－10．　Effects　of　rCTB　on　cytokiAe　production　by　BCG－immuaized　BALB／c

mouse　spleen　cells．　BALB／c　mouse　spleen　cells　were　stim“lated　with　PPD　（10

pg／ml）　after　iniranasal　BCG　inoculatio薮with　and　without　rCB．　Asterisks　i薮di－

cate　statistically　significant　differeAce　at　］？〈　O．Ol　between　（rCTB＋）　and　（rCTB一）．

考察

　本章の冒頭で述べたごとく、r（maとHBsワクチンとの同時投与実験の

結果から、rcrBは、体液性免疫のみならず、　Th1型の細胞性免疫に対して

もアジュバント効果をもたらすことが示唆された（23）。従来、（コBの細胞

性免疫に対するアジュバント作用についての報告は全くなされていない。

このため本章では、細胞性免疫応答を惹起する典型的ワクチンであるBCG

を用い、r（・rBとの同時経鼻投与の影響を調べた。
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　BCGは結核菌感染に対する細胞性免疫応答を成立させ、その免疫応答の

強度はPPDを用いた特異的DTHであるツベルクリン反応によって測定す

ることが出来る。DTHの強度はPPD接種後の皮膚反応として測定される

が、実験に使用したモルモットでは、ヒトの場合と同様に、明瞭で鋭敏な

反応を示し、データの統計的解析が容易であった。マウスではFPRによっ

てDTHの強度を測定することができた。また、マウスでは生体反応解析の

ためのツールが多く、本研究で実験系が確立すれば、今後のアジュバント

作用機構の解析に有利であると考えられた。BCGを粘膜投与した報告が少

ないため（55，56）、まず、BCGおよびrCTBの経鼻投与方法について検討

し、rcrBのアジュバント作用を明瞭に発現させることが出来るBCGとrCTB

の投与量、投与容量を決定した。

　第一章と二章で述べたように、可溶性抗原との同時経鼻投与において、

rCIBはσrと同様なメカニズムにより、主にTh2型の体液性免疫機構を増

強すると考えられた。したがって、BCGなどの細胞性免疫応答を誘導する

抗原とこれらを同時投与した場合には、逆に、PPDによるDTHや二次抗

原刺激による脾臓細胞からのIFNy産生などは抑制されると予想した。しか

しながら、モルモットへのBCGとrCIBの同時経鼻投与では、　BCGの単独

経鼻投与に比べて明らかなDTH増強作用が認められ、また、二次抗原刺激

した脾臓細胞からのTNF一αの産生も増強され、　r（Bが細胞性免疫応答にお

いてアジュバント作用を現すことを示唆している。さらに、BCG免疫モル

モヅトにおいてr（■B単独での二次刺激によりDTHの発現が増強され、細

胞性免疫の成立した後はrCIB単独の作用によりそれを増強しうることが明

らかとなった。一方、初回の免疫時にBCGを用いずに、可溶性タンパク質

抗原であるPPD単独またはPPD及びr（frBの同時投与を行った場合、後に

r（］rrBの単独追加投与を行ってもPPDに対する明確なDTH：反応は得られな

かった。このことから、r（rrBが細胞性免疫を増強するためには、それを誘

導する最初の刺激が必要であると考えられ、体液性免疫を増強するか、細

胞性免疫を増強するかは、用いた抗原に依存すると考えられる。
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　マウスを用いたBCGとr（rTBの同時経鼻投与実験では、マウスの系統の

違いにより免疫応答に差が認められた。C57BL／6マウスにおいては、　BCG

とrcrBの同時経鼻投与群とBCG単独投与群の間でFPRに有意差が認め

られたが、ICRとBALB／cマウスでは両投与群の間に明瞭な差は認められ

なかった。これはおそらく各系マウスでの遺伝的相違や遺伝的均一性に由

来するものと考えられる（57，58，59）。BCGとrCIBを同時に経鼻投与した

C57BL／6とBALB／cマウスでは、　PPDによる二次抗原刺激によって脾臓

細胞からのIFNy産生は上昇した。　IFNyはThl細胞が産生し、細胞性免疫の

活性化にかかわるサイトカインであり（38）、マウスにおいてもBCGの経

鼻投与による細胞性免疫応答にr（maがアジュバント効果を発揮したことが

示された。一・方で、BALB／cマウスでは脾臓細胞の二次抗原刺激によりTh2

系のサイトカインであるIL－5とIL－13の産生増強も確認され、この系統の

マウスではrcrBの同時経鼻投与に対してTh2型の免疫機構が優位に反応

したものと思われる。

　本章では、細胞性免疫におけるrcrBの粘膜アジュバントとしての作用に

ついて述べた。本章での研究結果より、rcrBは細胞性免疫機構に対しても

アジュバント作用を示すことを初めて明らかにした。
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第四章　Mφのサイトカイン産生及び職RNA発現に対するffCifBの影

響

　第一章では、Mφの9L－1産生に対するrCIB及びerの影響を述べたが、

本章では、rCIBのアジュバント機構解明の手がかりを得るために、　Mφの

サイトカイン産生に対するrCIBの影響をさらに詳細に検討した。

鯛。LPS刺激によるサイトカイン産生に対するff（丁聡の影響

二二　LPS刺激による互L一紙産生に対する影響

　最初に、MφをrCtB、　cr及びLPSそれぞれ単独で刺激した場合、　LPSと

r（］rli’B及びLPSとerで同時刺激した場合について、72時間までのIL一・1βの

産生の推移を調べた。Fig．4－IAに示したように、　rcrBとCTそれぞれの単

独刺激では、無処理コントロールの場合と同様に、IL・一1βの産生は殆ど認め

られなかったが、その他の刺激ではいずれもIL一・1βの産生が認められ、24時

間後にはほぼプラトーに達した。r（rr．　BとLPSによる同時刺激の場合には、

6時間後からIL－1βの産生が認められ、24時間以降でその産生は大幅に増強

された。一方、erとLPSによる同時刺激の場合、　LPS単独で刺激した場合

と比べてIL・一1βの産生量は1／2から1／3程度であり、　LPS刺激によるIL－1β

産生に対するerの抑制作用が認められた。第一章での実験も含め、これま

での実験では、Mφの刺激に1μg／m1のLPSを用いたが、さらに低濃度の100、

10、1および0。1ng／mlのLPSを用い、　rCIBのIL－1β産生増強作用に対す

るLPSの用量の影響を検討した。その結果（Fig．44B）、濃度1ng／mi以上

のLPS刺激によってIL－1βの産生が認められるとともに、　rCIBとの同時刺

激によってその産生は明らかに増強された。

　次に、Mφの細胞内IL－1β産生に対するr（聡の影響を調べた。　Mφを各刺

激物とともに培養した培養液の上清を除去し、培養プレートに付着してい

るMφをハンクス液で洗浄した後、1mM　PMSF及び0．05％Triton　X－100を
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含むハンクス液で可溶化したものをIL－1β測定の検体とした。　Mφの細胞内

には、無処理コントロールにおいても多量（1275±601pg／ml）のIL－1βが

存在していたが、この細胞内rL－1βの量はLPS単独での刺激よりもLPSと

rCIB同時刺激によって有意に上昇した（Fig．4－2）。すなわち、　rCIBはLps

刺激によるMφの細胞内IL4β産生にも増強作用を示し、培養液上清で見ら

れたと同様の結果が得られた。

LPS

rCTB＋しPS

＊

rC－i－B

Ceentrel

　　　　　　　　　　O　2000　4000　6000　8000
　　　　　　　　　　　　　　　　盈L一雁β（P9／Wtl）

Fig．　4－2．　Effect　of　rCTB　ort　intracellular　IL－16　prod’uction　by　mouse　M¢．　Noen－

immwnized　M¢　（lxlO6　cells）　were　incubated　in　vitTo　with　and　without　LPS　（1
pg／ml）　fer　24　hr　at　37℃．　The　bars　indicate　standard　deviations．　Asterisk　indicates

that　the　mean　value　iR　the　presence　of　rCTB　was　significantly　higher　than　that　in

the　absence　of　rCTBぐPく0．Ol）．

　以上の結果をさらに遺伝子発現のレベルで確認するため、MφでのIL－1β

タンパク質合成にかかわるmRNAの発現を調べた。　Mφの全RNA画分のラ

ンダムヘキサマーを用いる逆転写反応によって得られたcDNAをPCRによ

って増幅した。内部標準としてβ一アクチン合成のmRNAより得られた

cDNAを用いた。各刺激群のMφより得られた試料に含まれるアクチンの

cDNA量が同一になるように調整して電気泳動を行った結果（Fig．4－3）、　LPS

とrCTBで同時刺激したMφにおいて、　IL－1βのmRNAが強く発現している

ことが示された。ここで用いた全RNA試料にゲノムDNAが混入していな
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いことを確認するため、逆転写酵素を加えずに上記と同様の操作を行った

検体についてもPCRを試みたが、用いたプライマーでの増幅は全く認めら

れなかった。

lL－1　P

P－actin

　　　　Control　rCTB　LPS　LPS＋rCTB
Fig．　4－3．　The　expression　of　IL－16　mRNAs　in　mouse　M¢．　ln　a11　samples，　cDNA

was　synthesized　from　total　RNA，　which　was　extracted　from　the　non－immunized

Mφ（1x106　cells）incubated　in　vitro　with　and　without　LPS（ユFg／ml）and　rCTB
（10　pg／ml）　for　24　hr　at　37℃．　PCR　was　performed　for　25　cycles　（IL－IP）　and　20

cycles　（6－actin）．　followed　by　gel　electrophoresis．　A　fixed　amount　of　P－actin　cDNA

was　used　to　assess　the　relative　amount　of　IL－1P　cDNA．

41－2．rcrBでのMφの前処理の影響

　rcrB単独でMφを前処理した場合に、その後のLPS刺激によるIL－1β産

生に及ぼす影響を検討した。rcrB存在下で24時間培養したMφを、ハンク

ス液で洗浄して遊離のr（冊を除去し、新鮮培地を添加してから0、24、48、

72時間後にLPSを加え、その24時間後に上清中に産生されるIL－1βの量を

測定した。Fig．4－4に示したように、　rCTBで前処理した直後にLPSで刺激

したMφでは、前述のLPSとrcrBでの同時刺激の場合と同等のIL－1β産生

増強が認められ、前処理24時間後のLPS刺激においても同様であった。前

処理からLPS刺激までの時間が48、72時間と延長するに従ってIL－1βの産

生量は低下し、rCTBでの前処理の影響は時間の経過とともに弱まるものの、

長時間にわたって残存していることが示された。
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Fig．　〈a－4．　Effect　of　pretreatment　with　r（M］　oR　IL－IP　productieR　by　mouse　M¢．

After　pretreatment　of　Ron－immunized　mouse　M¢　（1　x　106　cells）　with　and　without

r（　TB　（10　geg／ml）　for　24hr　at　370C，　unbound　rCTB　was　removed　by　washing　with

HBSS．　The　pretreated　M¢　were　iRcubated　with　medium　aloRe　for　O，　24，　48　and　72

hr　at　37℃，　and　then　the　medium　was　replaced　with　fresh　medium　containing

LPS　（1ptg／mi）　and　further　incubated　for　24　hr　at　37℃．The　bars　indicate　standard

deviatioRs，　Asterisks　indicate　that　the　mean　value　iR　the　presence　of　rCTB　was

significaRtly　higher　thaR　that　in　the　abseRce　of　r（M3　（“　P〈O．el）．
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鯉一3。その他のサイトカイン産生に対する影響

　第一章で行った実験と同じ条件下において、非免疫マウスMφをLPS刺

激したときのサイトカイン（IL4β、　IL－6、　IL－10及びTNF一α）産生に対する

rcrBの影響を検討した。　Fig．4一・5Aに示したように、1μg／miのLPSで刺

激したMφからのIL－1β、　IL40及びTNF一αの産生はrCTBの存在によって有

意に増強された。TNF一αは産生量が多く、見かけの増加量は少ないものの

統計学的に有意差が認められた。しかしながら、IL－6は上記濃度のLPSに

よる刺激によって、Mφから大量に産生されているため、　rcrBの影響を知

ることが出来なかった。そこで、より低濃度である10、1、0．1ng／rnlのLPS

を用いて同様に検討した結果、Fig．4－5Bに示したように、1ng／mlとle

ng／miのLPS刺激の場合、　r（M3によるIL一一6の産生増強作用が明瞭に認め

られた。

IL－1　s（LPS一＋一rCTB）

IL－1　fi（LPS）

1し一10（しPS＋rCT8）

IL－10（LPS）

IL－6（LPS÷rCTB）

審尋6（LPS）

TNF－a（LPS＋rCTB）

TNF－a（LPS）
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Fig．　4－5．　Secretien　of　cytokine　by　mouse　M¢．　A：　Effect　of　rCTB　（10　ng／ml）　oR

cytokine　secretion　by　non－immunized　Mlp　（lxlO6　cells）　incubated　in　vitro　with　（1
ptg／ml）　for　24　hr　ai　37℃．　Control：　xton－treated　cells．　B：　Effect　of　erCTB　（10　psg　l　ml）　on

IL－6　by　noR一一immunized　M¢　（lxlC＞6　cells）　incubated　in　vifro　with　various　dose　of　LPS

（O．1　ng／ml　to　10　ng／ml）　for　24　hr　at　37℃．　The　bars　indicate　standard　deviaiions．

Asterisks　indicate　statistica皿y　signifi磯nねt　Pく0．01　by　S加de盤癒肇s　t－test．
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4P2．　LPS以外の物質でのMφ刺激に対する蜜。聡の影響

　4－1で述べたように、rCrBはLPSで刺激したMφに対し、　IL－1βmRNAの

発現を増強させること、また、rCIB単独でのMφの前処理によってもその

後のLPS刺激によるIL・・1β産生が増強されることを明らかにした。これらの

事実は、r（了rBがMφのサイトカイン産生に至る以前のシグナル伝達機構に

作用することによってアジュバント活性を発現することを示唆している。

このことを明らかにする目的で、細胞表層の種々のレセプターと結合する

物質で刺激したMφに対するrcrBの作用を追究した。微生物由来成分に対

するレセプターとしてはToll様レセプター（TLR）がよく知られており（60，

61）、現在ヒトにおいて10種類のTLRが同定されている（60，62，63）。4－1

でMφの刺激に用いたLPSのレセプターはTLR4である（64）。本章では、rCIB

がMφのTLR4あるいはそれ以外のTLRを介するシグナル伝達機構に作用

するのか、その他のシグナル伝達機構にも作用するのかを検討した。本実

験で用いたMφの刺激物とそれらのレセプターまたはシグナル伝達機構にお

ける作用点を表（Table　4－1）に示した。

些2－1。サイトカイン産生に対する影響

　まず、Mφでのサイトカイン産生に対するr㎝の影響を検討した。Fig．46

に示した様に、MφをTaxol、　Sansorbin、　Pansorbin、およびPeptidoglycan

それぞれ単独で刺激した場合、LPS単独刺激の場合と比べて同等またはそ

れ以上のIL－1βが産生され、さらにrCIBで同時刺激するといずれの場合も

IL4β産生は有意に増強された。　TNF一αではrcrBとの同時刺激によるIL－1β

の産生増強は認められなかった。その他ionomycin、　calcium　ionophore

A23187、　phorbol　esterであるTPAおよびIFNyによるMφの刺激ではIL－1β

はほとんど産生されず、r（maとの同時刺激によってもその産生は増加しな

かった。CpGDNAもこれらの物質と同様に、高濃度（100μ9／mi）でのMφ

刺激においてもIL－1βの産生は認められなかったが、　IL－6は少量ながら産生
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Table　4一一1．サイトカイン産生刺激物とレセプター

刺激物 濃度 レセプター及び作用点（ref．）

LPS ユμ9／瓢1 TLR4（6の

Taxol 躯M 皿R壌（65，66，67）

Sa熱soτbi勲（S：ブドウ球菌死菌体） 0．05％

㎜
Pa器orb麺（P：ブドウ球菌死菌体） 0．05％

㎜
Pe癖d・91ycan（PGN） 100μ9／凱至 ㎜（6＆69）

CpGのNA 1αユ◎0粋9／m1 TLR9（70）

TNF一α 25銭g／ml TNFレセプター

IO簸omycin 無M Ca2＋流入

Calcium　io数ophore　A23ユ87 ユ区M Ca2＋流入

12－o一毛etradeca簸oylphoτbo1

?３－acetaセe（TPA） 蕊μM Pぎotein　k魚ase　C

凹Y 隻0◎一2000U／ml IF晒レセプター

が認められ、rcrBとの同時刺激によってその産生は2～3倍に増強された

（Fig．4－7）。このIL一・6産生に対するrCTBの増強作用はBALB／cマウス

（Fig．4－7　B）のみならず、　TLR4を欠損しLPS低応答性であるC3H／Helマ

ウス（Fig．4－7　A）のMφにおいても同様に認められ、　rCIBはTLR4以外の

TLRにも作用することが明らかとなった。また、　CpG・・DNAに対してより

高い反応性を示す骨髄細胞を用いた場合（Fig．4－7　C）では、低濃度（10

μg／mi）での刺激によりIL－1βの産生が認められ、さらにrCIBとの同時刺

激によってその産生量は大幅に増大し、MφをLPSとr（聡で同時刺激した

場合と同程度の産生量に達した。以上の結果は、rCIBはTLRを介するシ

グナル伝達機構に作用し、本研究で行った限りでは、他のシグナル伝達機

構に対しては影響を及ぼさないことを示すものであった。
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ptig．　〈S－6．　Effect　of　rCTB　on　IL－I　P　production　by　mouse　MO．　Non－immunized

M¢　（lxlO6　cells）　were　stimulated　in　vitro　with　O．0590　Sansorbin　（S），　O．05％

Pansorbin　（P），　100　pag／ml　peptidoglycan　（PGN），　4　geM　Taxol，　25ng／ml　TNF－ct

and　1　ng　l　ml　LPS　fof　24　hr　at　37℃．　M¢　were　incubated　with　and　without

rCTB　（10　ptg／ml）．　The　bars　indicate　standard　deviations．　Asterisks　indicate

thatthe　mean　value　in　the　presence　ef　rCTB　wfts　significantly　higher　thaR　that

in　the　absence　of　r（＝TB（索Pく0・01，轍Pく0・05）a鍛d　the搬ea薮value　in愛he　p罫es－

ence　of　TNF一（x　was　significantly　higher　than　Contro1（燃Pく0．05）．
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Fig．　4－7．　Effect　of　rCTB　on　IL－6　and　IL－IP　production　by　mo“se　M¢．　Non－

immuRized　M¢　（A：　C3HIHej　mouse，　B：　BALB　I　c　meuse，　lxlO6　cells）　and　bone　mar－

row　cell　（C：　B　ALB／c　mouse，　lxlO6　cells）　were　stimulated　in　vitro　with　CpG－DNA

（A　artd　B：100　pag／ml，　C：　10　pg　l　ml）　fox　24　hr　at　370C．　The　cells　were　simultaneously

incubated　with　and　witheut　rCTB　（10　pg／ml）．　The　bars　indicate　standard　devia－

tions．　Asterisks　indicate　thatthe　mean　val“e　in　the　presence　of　rCTB　was　signifi－

candy　higher量han萱hat　in　the　absence　of　rαB（「k　Pく0．01，鰍Pく0．05）．
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4・2－2．mRNA発現に対するrcrBの影響

　次に、rCII］のTLR系への作用をmRNA発現レベルで追及した。　Mφを

r（TB（10　yglml）存在下で0、1、3、6、24時間培養後、　RNAを抽出し、

MyD88、　TLR2、　TLR4のmRNA発現量をRr－PCRにより検討した。　MyD88

はTLR系のアダプター分子であり、　TLRからのシグナル伝達経路において

上流と下流の二つの分子を物理的に橋渡しすることによりシグナルを伝え

る分子である（71，72）。4－1－1で述べたと同様にβ一アクチンを内部標準とし

て電気泳動を行った。その結果、Fig．4－8に示したように、　MyD88のmRNA

は3時間培養Mφで最も強い発現が認めれ、6時間と24時間培養Mφにおい

ても発現は認められたがその発現量は減少していた。また、TLR2のmRNA

では1時間、3時間および6時間培養Mφにおいてはほぼ同程度の明瞭な発

現が認められたが、24時間培養Mφではほとんど発現されていなかった。

一方、TLR4のmRNAはrCrBによる刺激の有無および刺激時間の長さに

かかわらず、一定量が発現されていた。以上の結果から、MφはrcrBの刺

激を受けることにより、MyD88とTLR2のmRNAを強く発現することが

示された。

MyD88

TLR2

TLR4

B－actin

　　　　　　　　　O　1　3　6　24　24（一）

翻鹸馬継縣羅愚騰鞭鼎鰹鞘獺
夕暉7蓋ヨ（端。こ欄・撫1墨雌翻。無翻畿碧潔dry・1・・
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考察

　本章ではrcrBのMφに対する作用を詳細に検討した。　IL－1βは体液性免疫

における抗体産生に深く関与し、そのノヅクアウトマウスでは抗原特異的

抗体産生が低下することが報告されているため（73，74）、まず、IL・一1βの産

生に対するrCTBの影響を詳しく検討した。　MφをLPSとrcrBで同時刺激

することによって、その培養液中と細胞内のIL一ユβ産生量は大幅に増加する

とともに、IL－1βの合成にかかわるmRNAの発現も増強されていた。さら

に、rcrBによるMφの前処理後も長時間にわたってLpsの刺激を増強する

効果が維持された。したがって、r（maはLPSのレセプターに刺激を受けて

からIL－1βのmRNAを発現するまでの間のシグナル伝達機構に作用するこ

とが強く示唆された。そこで、レセプターまたはシグナル伝達機構への作

用点が異なる物質を用いてMφを刺激した時にr（maの及ぼす影響を検討し

た。TLR2、　TLR4およびTLR9をそれぞれレセプターとする物質とr（）TBに

よるM¢の同時刺激において、IL－1βまたはIL－6の産生が増強されることか

ら、rCTBはTLRを介するシグナル伝達機構に作用していることが強く示

唆され、このことはさらに、r（　TB処理M中におけるMyD88とTLR2のmRNA

発現増強によっても支持された。TLRからのシグナルは、例外はあるもの

の、MyD88を介する経路が主要な伝達経路であると考えられている（71，72）。

したがって、rcrBはMyD88の発現量を増加させ、あるいはそれとともに

レセプターそのものであるTLR2の発現量を増加させることによってTLR

を介したシグナル伝達を増強し、サイトカインの産生を増強させると考え

られる。r（rTBによるMφの刺激では、LPSのレセプターであるTLR4のmRNA

の発現増強は認められなかった。しかし、TLR4はr（ma非刺激下において

も常に一定量発現されており、rcrBはその発現量の増加に対するよりも、

MyD88の発現量を増加させることによりサイトカインの産生を増強させた

と考えられる。

　以上、本章ではr（BがMφのMyD88とTLR2のmRNA発現を増強する
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ことを明らかにした。しかしながら、rαBが他のシグナル伝達機構にも作

用する可能性を否定するものではない。本研究では、主にTLRのアゴニス

トをMφの刺激物として用い、その作用に対するr（Bの作用を検討した。

今後さらに、rcrBのTLR以外のレセプターに対する作用、サイトカイン

の遊離機構への作用、およびrCfBのレセプターであるGM　1ガンダリオシ

ドとTLRとの間の直接的関連の有無などについて検討する必要がある。本

研究では主にMφに対するrCIBの作用を検討したが、　TLRはT細胞表面に

も発現されており（75）、rCIBはTLRを介してT細胞の機能にも影響を与

えている可能性があり、さらに、B細胞（76，77）に対するrcrBの作用も

検討すべき課題である。

　T：LRを介したシグナル伝達機構は、自然免疫系と深くかかわっている（61，

62）。自然免疫系の活性化によるサイトカインの産生は、一方で獲得免疫系

の活性化にも影響する（78，79，80）。本研究で得られた成績は、rCrBはTLR

を介したシグナル伝達機構に作用することにより自然免疫系とともに抗原

特異的抗体産生や抗原特異的細胞性免疫などの獲得免疫にも影響を及ぼし、

粘膜アジュバントとしての作用を発揮することを強く示唆した。

総括

　次世代ワクチンとして期待の寄せられる粘膜ワクチンの開発のためには、

安全で免疫増強効果に優れた粘膜アジュバントの開発も必要である。crが

強力な粘膜アジュバント活性を示すことはよく知られており、そのアジュ

バント活性にはADPリボシル化酵素であるcrAのcAMP産生増強作用が

深く関わるとされてきた。αより分離精製された市販crBには微量なが

らerまたは（：TAが混入し、市販crBを用いて得られた従来の研究結果は、

必ずしもcrBのみの活性を示すとはいい難く、　crBそのもののアジュバン

ト活性を知ることは困難であった。遺伝子組換えによってグラム陽性菌に

産生させたr（：TBは、σおよびcrAを含まず、またグラム陰性細菌由来
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の生理活性物質であるLPSも含まないため、　CIB独自の生理活性解明のた

めには格好の研究材料である。著者らはすでに、r（TBが毒性を示さず、ワ

クチンとの経粘膜同時投与において免疫増強作用を有することを明らかに

し、その粘膜アジュバントとしての有用性を指摘した。（XAを含まない（∬B

のアジュバント活性発現機構については、従来検討されたことがなく、そ

の詳細な検討には免疫学的に興味がもたれ、さらに、粘膜免疫機構の解明

に重要な示唆を与えるとともに、rCIBをアジュバントとして用いた粘膜ワ

クチンの開発・改良や、その粘膜への安全且つ効果的投与法の確立などに

有用な情報を提供すると考えられる。本研究ではこうした観点から、CB

のアジュバント活性発現機構を解明する目的でmeを用い、主にMφに対

する作用を詳細に検討した。

　第一章では、in　vitroにおいてMφに対するesとr（msの作用の違いを主

に検討した。r（■B単独ではecと異なり、　MφにcAMP及びIL－6の産生を

誘導せず、msはσとは異なる機構でM＄に作用する可能性を示した。

さらに、LPSとともに同時刺激したM＄においても、rCIBはerと異なり豆L一・玉

の産生を増強するが、IL－a2の産生に対してはesと同様に抑制作用を示す

ことを明らかにした。すなわち、msはesと同様にTk2型の免疫応答を

増強するが、両者の作用機構には相違があることを示した。

　第二章では、OVAまたはDTとともにrcmsを同時経鼻投与したマウス

の脾臓細胞およびNALT細胞について、サイトカイン産生に及ぼすifcms

の影響を検討した。上記免疫マウスでは、体液性免疫が増強され、産生さ

れる抗原特異的抗体価は上昇した。これらのマウスから採取した脾臓細胞

およびNALT細胞を、抗原で二次刺激したときに産生が増強されるサイト

カインの種類と産生量、及びサイトカイン産生細胞数を測定することによ

り、rcrBはIL一・4、9L－5、　XL一・10の産生をより強く上昇させることによりTma

優勢とし、結果としてTh2型の体液性免疫を増強することを示した。

　一方で、rcrBはHBs抗原との同時投与ではIgGlとともにIgG2aの産生

も増強することが報告され、また、第二章での実験においてもIL－2とIFNy
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の産生を増強させることが明らかとなり、r（：TBは体液性免疫のみならず細

胞性免疫応答に対してもアジュバント活性を示すことが示唆された。この

ため、第三章においては、rCTBの細胞性免疫に対するアジュバント活性を

検討した。rcn3とBCGとの同時経鼻投与により有意にDTH反応が増強さ

れ、その脾臓細胞を抗原で二次刺激することによりIFNyの産生が顕著に上

昇することなど、rCIIBが細胞性免疫に対してアジュバント活性を示すこと

が明らかにされた。

　第四章においては、Mφに対するrcrBの作用をより詳細に検討した。rCTB

とLPSで同時刺激したMφではIL一・10c／β、　IL－6、　IL－10、　TNF一αなどのサイト

カイン産生が大幅に上昇した。：LPSと同様にTLRをレセプターとするPG、

黄色ブドウ球菌死菌体、Taxol、　CpGDNAなどとrCrBでの同時刺激によ

っても同様にサイトカイン産生の増強が認められたが、TLR以外をレセプ

ターとする刺激物との同時刺激では、サイトカインの産生は認められなか

った。また、上記のサイトカイン産生増強は、TLR2およびMyD88のmRNA

の発現を伴うことも明らかとなった。したがって、rC］Bは標的細胞上のGM1

ガンダリオシドに結合した後、TLRを介するシグナル伝達系に作用してサ

イトカイン産生を増強すると考えられた。TLRは自然免疫系のシグナル伝

達を担っており、rCTBはこの自然免疫系を刺激することにより、同時に投

与された抗原の種類に応じて体＝液性または細胞性免疫の獲得免疫を増強す

ることが強く示唆された。この成績は、GMI結合性の物質には同様の機構

によってアジュバント活性を発現するものが存在することを示唆しており、

よりよいアジュバントの発見・開発の一助になると考える。

　以上、本研究ではrCTBの粘膜アジュバントとしての作用機構の解明を試

み、多くの成果が得られた。しかしながら、その作用機構全体の解明には

更なる多くの検討が必要である。本研究では主にMφを用いたが、rCIBは

T細胞やB細胞に対しても作用する可能性は十分にあり、これらの免疫系

細胞を刺激することによるアジュバント活性発現も検討する必要がある。

また、粘膜アジュバントとして投与される際の投与部位のNALT細胞や腸
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管関連リンパ組織細胞に対する作用も重要である。本研究で得られた成績

は、r（VBの粘膜アジュバントとしての有用性を支持するものであるが、今

後、実用化にむけては、経鼻、経口、経膣投与などワクチン投与部位に応

じた剤型の工央とともに、それによるrCMBのアジュバント活性への影響も

検討課題である。
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実験の部



ζ実験の部】

1。xCTBの調製

　r（maは、鵜高ら（18）によって開発されたBacillus　brevisの外来タンパク

質分泌産生を利用し、イナバ型コレラ菌569B株由来の（ms遺伝子を組込ん

だBacillus　brevis　HPD31（pNU212－CIB）株の培養上清をD一ガラクトース／ア

ガロースカラムにより精製したものを用いた（19）。

2．実験動物

　7週齢の雌ICR、　BALB／c、　C57BL／6またはC3H／Hejマウス、及び約300g

の雌Hartley系モルモヅトを日本エスエルシー株式会社より購入した。

3。　抗体価の測定

　マウスの尾静脈から採血し、血清を分離した後、ELISA法によって抗体

価を測定した。

3一一1．　ELISA

　抗原溶液として、0．1M炭酸緩衝液（pH8．2）に溶解した卵白アルブミン

（OVA、1mg／ml）および0．9％食塩を含むリン酸緩衝液（PBS，　pH7．2）に

溶解したジフテリアトキソイド（DT：化血研、熊本：1μ9／mi）を用いた。

96穴プレート（M欲sor幽トboせom　plate、　Nunc、　Demmark）各ウェルに

50μ1の抗原溶液を分注し、4℃で18時間インキュベートした。抗原溶液を

回収し、プレートをPBSで3回洗浄し、1％牛血清アルブミン（BSA）を含
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むPBSを各ウェルに100叫ずつ分注し、室温で1時間ブロッキングした。

0．05％Tween20を含むPBS（PBS一・T）で3回洗浄し、2倍希釈系列とした検

体50μ1を各ウェルに加え、4。Cで18時間インキュベートした。検体希釈用

bufferは0．1％BSAを含むPBSを用いた。インキュベート後、　PBS－Tで3回

洗浄し、2000倍希釈した2次抗体（50Pt1）を加えて、室温で2時間インキ

ュベートした。2次抗体は、西洋わさびペルオキシダーゼ標識ヤギ抗マウス

IgG抗体（Zymed，　Calif．，　USA）を用いた。ついで、　PBS－Tで6回洗浄し、

各ウェルに発色剤溶液（100μ1）を加えて室温で10～30分反応させた。発色

剤溶液は用時調製とし、o－phenylenediamne　dihydrochloride　tabletを0．5

mg／miとなるように0．1Mクエンme　一リン酸緩衝液（pH5．0）で溶解し、30％

過酸化水素水を10μ1加えた溶液を調製し直ちに各ウェルに加えた。反応は

IM希硫酸（1001A1）を添加して停止させ混合した後、プレートリーダー

（Organon　Te㎞ika、　Austria）を用いて吸光度を測定し、492nmにおける

吸光度がバヅクグラウンドと同等になる希釈倍率を抗体価とした。

乱脾臓細胞の調製及び培養

　免疫した動物（マウスまたはモルモヅト）を麻酔剤過剰投与により安楽

殺し、脾臓を摘出した。脾臓iをシャーレ上で5mlのRPMI－1640培地（日水

製薬、東京）を用いて、歯科用ピンセヅトによって細胞を押しだして分散

させ、ナイロンメヅシュでろ過して細胞浮遊液を得た。脾臓細胞を500×g、

5分間冷却遠心分離し、10mlのRPMI4640培地を用いて同様の遠心分離に

より3回洗浄した。洗浄後の脾臓細胞は、10mlの10％牛胎児血清を含む

RPMH640培地（FCS一・RPMI）に再浮遊させ、血球計数盤にて、各個体ごと

に細胞数を計測した。得られた脾臓細胞浮遊液は、FCS－RPMIを添加する

ことにより1×107cells／mlに調整した。この脾臓細胞浮遊液を1miまたは

500μ1ずつ24ウェル培・養プレート（FALCONR．　Becton　Dicldnson　Co．．　NJ．，

USA）に分注し、抗原その他の細胞刺激物を加えて、37℃、5％CO2で24
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時間培養した。培養後、プレートを500×g、10分間冷却遠心分離すること

によって上清を採取し、一80℃に保存した。

5．マウスマクロファージの調製及び培養

　マウスの腹腔内に4．05％Brewerのチオグリコレート培地（Difco

Laboratories，　Detroit，　Mich．，　USA）を2ml投与し、4日後、注射器を用い

て3mIのハンクス液（HBSS）またはダルベヅコのリン酸緩衝液（D・・PBS）

で3回洗浄し、洗浄液を腹腔滲出細胞浮遊液として用いた。腹腔滲出細胞

は、10mlのHBSSまたはD－PBSを用い、500×g、10分間の冷却遠心分離

によって、3回洗浄した。洗浄後の細胞は、10mlのFCS－RPMIに再浮遊さ

せ、血球計数盤にて細胞数を計測した。計数後、再度遠心分離しFCS－RPMI

を加え2x106ceUs／miに調整した。得られた細胞浮遊液を、1mlずつ24ウ

ェル培養プレーートに分注し、37℃、5％CO2で2時間培養した。37℃のHBSS

またはD・一PBSでプレートを洗浄し未接着の細胞を除いた。接着した細胞数

は約1×106ceUs／wellであった。細胞刺激物とともに1mlまたは500μ至の

FCS－RPMIを加え、37℃、5％CO2で培養した。培養時間は主に24時問であ

るが、必要に応じて変更した。培養後、プレートを遠心分離して上清をマ

イクロチューブに採取し、一80℃に保存した。

6。サイトカインの測定

　マウスサイトカインについては、得られた検体について市販のサイトカ

イン測定キヅトを用いて定量した。IL－1α、　IL－1β、　IL－2、　IL4、　IL－5、　IL6、

IL42、　IL40、　IFNY及びTNF一αについては、　InterTestTM（Genzyme，　Cambridge，

Mass．，　USA）．　BIOTRAKTM　（Arrtersham，　Buckinghamshire，　England）．

CytoscreenTM（Biosourse　International，　Inc．．　Camahllo，　Calif．，　USA）を、　IL一一

13についてはAN’ALYZAR（TECHNE　Co．，　Minneapolis，　Minn．，　USA）を、
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IL48についてはMouse　IL48　ELISA：Kit（Medical＆Biol◎gical　Laberatories

Co．，　m．．名古屋）を用いた。

7．リボ多糖（LPS）の分析

　r（TBその他の試料に含まれるLPSの量はリムルステスト（エンドスペ

ーシー；生化学工業、東京）によって測定した。

11ift　Gg：IQ：XISk

14．cAMPの産生誘導とその測定

　Mφを一般事項5の通りに採取し、接着細胞が24ウェル培養プレートに

約1×106cel18／weUとなるようにした。市販のコレラ毒素［（Sigma－Aldnch

Co。（SIG）、　St・Louis，　MoりUSA及びList　Biologica1　laboratories　lnc．（LBL）、

Campbell，　Cali£，　USA）］、市販のコレラ毒素Bサブユニット【（SIG、　LBL、

及びResearch　Biochemicals　Inc．（RBI）、　Natick，　Mass．，　USA）1、及びrCIB

を刺激物として加え、37℃、5％CO2で2時間培養した。1M塩酸50μ1／well

を加えて反応を停め、凍結融解を繰り返して細胞を破壊後、500×g、5分問

遠心分離した上清を検体とした。検体中のcAMP濃度を市販のcAMP測定

キット（Cayman　Chernical　Co．，　Mich。．　USA）によって測定した。

玉一2．マウスMφによるサイトカイン産生

　Mφを一般事項5の通りに採取し、接着細胞が24ウェル培養プレートに

約1×le6　cells／weUとなるようにした。　IL4を産生させる場合は、1μg／mi

LPS　（Escherichia　coli　type　Olll：B4由来；SIG）となるように、　IL－12を産生

させる場合は、1μg／ml　LPS及び100　U／ml　IFNy（Genzyme，　Cambridge．
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Mass．　USA）となるように加え、同時にr（－TBまたはCtを加えた。37℃、

5％CO2で24時間培養した後、プレートを500xg、10分間の冷却遠心によ

って上清を採取し、一80℃に保存した。検体中のサイトカインは一般事項6

に従い定量した。

2，N！Lptl；tXlak

2－a．免疫

　7週齢の雌BALB／cマウスを用い、エーテルによる軽麻酔下で、50　geg　OVA

溶液またはDTsLfを20μ1とし、初回経鼻投与後2、3、4、5週目に同量

を追加経鼻投与した。粘膜アジュバントとしてr（　liBまたはerを加える場

合は、それぞれ10または1μg／マウスとなるように上記抗原液に添加した。

採血は初回経鼻免疫後1週目から開始し、毎週経鼻投与前に行った。初回

経鼻投与後6週目には、採血後に脾臓を採取した。

　Lf（Limit　of　fiocculation）とは、トキソイドまたは毒素の量を表す単位

で、抗毒素との結合力で示される。標準品1単位の抗毒素と最も速やかに

綿状の凝集物の生成を起こす毒素またはトキソイドの量を1Lfという。

2・’2．免疫マウス脾臓細胞の抗原二次刺激

　免疫マウスの脾臓から、一般事項4に従って1×107cells／mlに調整した

脾臓細胞浮遊液を、500μ1ずつ24ウェル培養プレートに分注し（5×106

cells／weU）、二次刺激抗原として1mg／mi　OVAを500μ1ずつ加えて、37℃、

5％CO2で24時間培養した。培養後、プレートを500xg、10分間冷却遠心

分離することによって上清を採取し一一一　80℃に保存した。検体中のサイトカ

インは一般事項6に従い定量した。
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2－3。NALTからのリンパ球の調製

　免疫したマウスを麻酔後心採血して安楽殺し、上顎と下顎の間で切断し

た。上顎について眼球より後の頭部及び鼻部先端を切断し、筋肉、骨及び

歯を取り除き口蓋を取り出した。NALTは、口蓋後部の左右両側に位置し

ているので、それを培地の中でピンセヅト先端で丁寧に削り取った。得ら

れた細胞をメッシュでろ過したものをNALT細胞浮遊液として用いた。

24。　ELIS：POT法

　ELISPOT用プレート（MukiScreen、ミリポア）の各ウェルに50μ1の

0．1M炭酸緩衝液で希釈した一次抗体（抗サイトカイン抗体）を加え、4。C

で18時間インキュベートした。プレートをPBSで3回洗浄後、5％BSAを

含むPBSで37℃、30分プロヅキングした。各ウェルに100μ1　FCS－RPMI

を加え、37℃、10分インキュベートした後、1×107cells／mlに調整した脾

臓またはNALTの細胞浮遊液を1◎0圃加えた。これに二次刺激抗原として

DTを終濃度1μg／miとなるように加えて20時間、37℃でインキュベー

トした。プレートをO．25％Tween20を含むPBSで10回洗浄した後、ユ％BSA

及び0．05％Tween20を含むPBSで希釈したビオチン標識鳥サイトカイン抗

体を50μ1加え4℃で一晩インキュベートした。プレt一トをPBS・一Tで4回

洗浄後1％FCSを含むPBS－Tで希釈した西洋わさびペルオキシダーゼ標識ア

ビジン50μ1を加え室温で2時間インキュベートした。PBS－Tでプレートを

6回洗浄後、後述の発色液200μ1を加え、室温で30分反応させた。その後、

蒸留水で3回洗浄したプレートを乾燥し、実体顕微鏡下で赤いスポヅトを

計数した。

　発色液は、以下の通りに調製した。Dimethylformamide　l　miに10　mgの

3一・amino一一9－ethylcarbazoleを溶かし、0．1Mの酢酸緩衝液（pH5．0）を30　ml

加えてろ過した後30％H202を15μ1加えた。

　抗サイトカイン抗体は、一次抗体とビオチン標識二次抗体とのセヅトを
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IL4、5については、　Endogen（MassりUSA）、1：L－2、6、10、　IFNYについて

は、Pharmingen（Calif．，　USA）より購入した。

2－5．統計的解析

　本章においては、二二間の有意差検定をのStUdentの七検定により行っ

た。危険率5％以下で有意差があるとした。

3。　　三　の

3－a．免疫方法

　105～107　CFUのBCG旧本ビーシージー製造（株）、東京］を10μg～50μg

のrCTB存在下または非存在下で、接種容量がモルモットにおいては一匹あ

たり20μ1～200μ1に、マウスにおいては20μ1になるように生理的食塩水を

用いて調整し、エーテルによる軽麻酔下でマイクロピペットによって経鼻

投与した。

3－2。遅延型過敏反応の測定

3－2－1．モルモット　　　心

　BCG接種後5～6週目に、腹側部を脱毛し、精製ツベルクリン（PPD）旧

本ビーシージー製造（株）、東京］0．05、0．1、0．2μgの0．1m玉溶液を皮内注

射し、24時間後に硬結の径を測定した。

3－2－2．マウス　　、　心

　BCG接種後6週目にマウス後肢足蹟にPPD　10μg含む生理食塩水50μ1

を皮内注射した。もう一方の足回には生理食塩水50μ1を注射し対照とし
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た。24時間後にダイアルシヅクネスゲージ（尾崎製作所、東京）を用いて

足の厚さを測定した。

3－3．脾臓細胞の抗原二次刺激

　免疫マウス及びモルモヅトの脾臓細胞は、一般事項4に従って調製した。

1×107　cells／m1の脾臓細胞浮遊液を500μ1ずつ24ウェル培養プレ’一トに分

注し、刺激抗原として終濃度10μg／mlとなるようにPPDを加えて、37℃、

5％CO2で24時間培養した。同時にpolymyxin　Bを終濃度leμg／miとなる

ように加え、PPDに混入する恐れのあるLPSの影響を妨害した。培養後、

プレートを500×g、10分間冷却遠心分離して上清を採取し、一・80℃に保存

した。

3－4。抗原特異的脾臓細胞増殖反応の測定

　一般事項4に従って調製した脾臓細胞浮遊液を2×1　06cells／mlになるよ

うに調整し、その100μ1ずつをU底96ウェルマイクロプレート（FALCON）

の各ウェルに入れた。0、O．1、1、10μg／mlに調製したPPDを100μ1ずつ

各ウェルに加え、37。C、5％CO2で5日間培養した。培養終了18時間前に3．7

kBqの｛3H】thymidine（Amersham　Biosciences）を各ウェルに加えた。セル

ハーベスター（TOMTEC，　Conn．　USA）を用いて、細胞をグラスファイバ

ーフィルター（Wallac　Oy，　Turku．　Finland）に採取し、乾燥後に固形シンチ

レーター（Wallac　Oy）をフィルター一にのせ、それをヒーターで融解してフ

ィルターに浸透させた後に冷却して、シンチレーションカウンターで測定

した。

3－5．モルモットTNF一αの定量
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　モルモヅト脾臓細胞培養上清中のTNF一αの定量は、　aCtinomycin　D存在

下でのし929細胞に対する細胞毒性を測定することによって定量した（80）。

　単層培養したL929細胞を0．25％trypsinで処理し、4×105　cells／m1の細

胞浮遊液を96ウェル平底マイクロプレートに100μ1ずつ分注し、37℃、5％

CO2で24時間培養した。培養液は、5％FCS、100単位／mi　penicillin、100μ9／mi

streptomycinを含むRPMI－1640（Phenol　red　free，　GIBCO，東京）を用いた。

別のU型マイクロプレートにFCSを加えない上記の培養液を110μ1ずつ分

注し、検体の2倍希釈列を作成した。各希釈検体は、50μ1／wellずつL929

細胞に加えた。次いで、8μg／ml　aCtinomycin　D（Sigma－Aldrich　Co．）を含

む培養i液（FCS　free）を50μ1／we11ずつ加えて37。C、5％CO2で18時間培養

した。培養液にWST・一1／1－methoxy　PMS溶液（同仁堂、熊本）を20μ1／weU

ずつ加えてさらに2時間培養後、生細胞コントロールが黄色に発色したこ

とを確認し、0．5M硫酸を30μ1／wellずつ加えて、発色を停止させた。生細

胞コントロールは検体のかわりに培養液を加えたものを、一方、死細胞コ

ントロールは、組換えマウスTNF一α（Calbiochem－Novabiochem．　Co．．　La

Jolla，　Calif．，　USA）を50　ng／mlの濃度で含む培養液を用いた。655　nmでの

吸光度を対照として、450nmでの吸光度をマイクロプレートリーダーによ

って測定した。上記の組換えマウスTNF一α（50　ng／mi）から2倍希釈列を

作成し、生細胞コントロールでの吸光度を100％、死細胞コントロールでの

吸光度を0％とし、吸光度が50％になる時のTNF一αの濃度をその希釈倍率

から求めた。これを元にコントロールでの50％の吸光度を示す検体の希釈

倍率を求め、検体中のTNF一・Ct量を求めた。

3－6．統計的解析

　本章においては、二品間の有意差検定をノンパラメトリック法である

Mann一一WhitneyのU検定により行った。危険率5％以下で有意差があると

した。
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4－a．Mφと骨髄細胞の刺激物処理

　Mφは一般事項5に従って採取したものを用いた。骨髄細胞は以下の方法

によって採取した。まず腹腔細胞を採取したマウスの大腿骨を切り取り、

両端を切除し、23Gの針を付けた注射筒を用いて培地を注入して、骨髄細

胞をHBSS中に押し出した。これをHBSSで3回洗浄して、最後にFCS－RPMI

に懸濁させ、細胞浮遊液を得た。Mφと骨髄細胞の浮遊液を1×106　ceUs／mi

に調整し、24ウェル培養プレートに1血iずつ分注した。

　IL－1βを産生させる刺激物として、　以下の物質を（）に示した濃度にな

るように、細胞培養液中に添加した。

　LPS（O．1’v　l　OOO　Rg／mi）．　TaD（ol（4　ptM）．IFNy（100’v2000U／ml）．ioRomycin

（1　ptM）．　calcium　ionophore　A23187　（1　paM）．　12－oketradecaptoylphorbo1

13－acetate（TPA）（1μM）（以上Sigma－Aldnch　Co。）、　Samsorbin（O．05％）、

Pansorbin（0．05％）、PGN（100μg／mD、TNF一α（25　ng／mi）（以上

Calbiochem－Novabiochem　Co．）、CpGモチーフを含むオリゴDNA

（CpG－DNA）　（10　ug／mi．　100　geg／mi）

　CpGDNAは、下記の塩基配列（81）を（株）タカラバイオ（滋賀）にカス

タムDNA合成を依頼した。

CpG－DNA　：5’一ACCGAT　AACGTI”　GCCGGT　GACGGC　ACCAGC　一一3’

　前述のMφと骨髄細胞浮遊液にこれら刺激物を加え37。C、5％CO2で24時

間培養後、プレートを500×g、10分間の冷却遠心によって上清を採取し、

一80℃に保存した。プレート上の付着細胞について細胞内サイトカインを

測定する場合は、1mM　PMSF及び0．05％Triton　X一・100を含むHBSSで可溶

化したものを検体とし、mRNA発現を調べる場合は、　RNA抽出試薬を加

えて十分に溶解した後、マイクロチューブに採取し、一80℃に保存した。
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〈R－2。RT－PCRによる分析

　Mφの全RNAは、市販の抽出キットであるTRIzol（lnvitrogen　Co．，

Carlsbad，　Cali£．　USA）を用い、　AGPC法によって行った。1×106個のMφ

に1m1のRNA抽出試薬を加え、　RNAの沈殿を得た。これに100μ1の

diethylpyrocarbonate処理水を加え、必要に応じて、更にDNase　I処理をし、

RNA精製キットのRNeasy（キアゲン、東京）によって精製RNA標品を

得た。逆転写反応による1st　stremd　cDNAの合成は、ランダムヘキサマー

を用いて市販のキットのGene　Amp　RNA　PcR　Kit（Perkin－Elmer，　Norwalk．

Con．，　USA）で行った。合成された鋳型DNAは一20。Cで保存した。

　PCRは1μMプライマー及び0．625　UのTaqポリメラーゼ（TaKaRa　Ex

Taq）で、添付の緩衝液及び基質を用い、サーマルサイクラー（GeneAmpPCR

system　9700，　Perkin－Elmer）で反応させた。電気泳動はMupid　21ミニゲル

泳動槽（コスモバイオ）を用い、2％アガロースゲル（Relient　gel　system，

BioWhittake　Molecular　Applicati　ons．　Rockland．　Maine，　USA）上で行った。

泳動後にethidium　bromideで染色し、紫外線照射による蛍光をi撮影した。

　プライマーは、1レ1β及びβ一アクチンについては市販のプライマーセヅト

（Co面nental　Laboratory　Products，　Sa費Diego，　Calif．，　USA）を、　MyD88（82）、

TLR2（75）、　TLR4（乃）については下記のプライマーセットを用いた。

MyD88　：5’一・ATGTTCTTCATACCCTTG－3’

　　　　　：5t－ACTGCTTTCCACTCTGGC－3’

TLR2　：5i一一CAGCTTAAAGGGCGGGTCAGAG－3r

　　　　　：5’””TGGAGACGCCAGCTCTGGCTCA－3’

TLR4　：5’一一AGTGGGTCAAGGAACAGAAGCA－3’

　　　　　：5’一CTTTACCAGCTCATTTCTCACC一一3’

各プライマーセットの上がsense、下がantisenseである。
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　それぞれの検体は、β一アクチンcDNA量を内部標準として、2倍系列希

釈してPCRを行い、発現量を比較し、β一アクチンcDNA量が等しくなるよ

うに希釈した。また、サイクル数は、15回から40回行い、増幅がプラトー

に達する前のものを用いた。逆転写を行っていない検体についてもPCRを

行い、細胞由来のDNAの混入を確認したが、用いたプライマーでは、増幅

が認められなかった。

4』3．統計的解析

　本章においては、二群間の有意差検定をStUdentの七検定により行った。

危険率5％以下で有意差があるとした。
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