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研究成果の概要（和文）：現行の注射によるインフルエンザワクチンは,ヘマグルチニン(HA)に

対する血中 IgG抗体の産生を誘導するが,呼吸器でのウイルスの初感染を阻止できない。また,

異なる HA亜型のウイルスに対して効果がない。本研究では,マウスの鼻腔内に不活化インフル

エンザウイルスを投与すると,複数の亜型のウイルスに結合する交差反応性抗体が誘導される

ことが明らかになった。さらに,これらの抗体による亜型間交差感染阻害効果には,粘膜免疫で

誘導される IgA抗体が重要であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Currently used parenteral influenza vaccines induce serum IgG 
antibody response against hemagglutinin (HA), but do not protect primary infection in 
the respiratory tissues. In addition, vaccine-induced antibodies are not cross-reactive 
to viruses with different HA subtypes from that of vaccine strains. In this study, we 
found that intranasal immunization of mice with inactivated influenza viruses induced 
antibodies cross-reactive to multiple HA subtypes. Furthermore, it was suggested that 
IgA antibodies associated with mucosal immunity played an important role in 
heterosubtypic inhibition of virus replication. 
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１．研究開始当初の背景 
 インフルエンザ Aウイルスはヒトを含む多
くの哺乳類および鳥類に感染する病原体で
あり,本ウイルスの感染による疾病は重要な
人獣共通感染症の一つである。ヒトおよび動
物に用いられている現行の注射による不活
化ワクチンは,中和抗体の標的であるウイル

ス糖蛋白質,ヘマグルチニン(HA)およびノイ
ラミニダーゼ(NA),に対する血中抗体の産生
を誘導することを目的としてきた。しかし,
現行の不活化ワクチンはウイルスの侵入門
戸である粘膜の免疫応答を誘導しないので,
重症化を防ぐのみであり,粘膜組織でのウイ
ルスの初感染を阻止できない。また,ウイル
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スの抗原変異に対応してワクチン株を変え
なければならないという問題もある。さらに,
現在ヒトに流行している季節性インフルエ
ンザウイルスとは異なる HA 亜型のウイルス
による「新型インフルエンザ」のパンデミッ
ク（世界的大流行）が起こった場合,現行の
ワクチンは全く無効である。本研究は,それ
ら諸問題を解決し,インフルエンザに対する
新規予防・治療法を開発するための基盤研究
である。  
 インフルエンザウイルスの亜型とは HA(16
種類)および NA(9 種類)の抗原性によって決
定される血清型であるので,抗ウイルス血清
(主に IgGが含まれる)を用いた赤血球凝集試
験および通常の中和試験において異なる亜
型間で交差反応しないことを指標に分類さ
れている。よって,亜型間で共通の中和エピ
トープは殆ど存在しないと考えられてきた。 
 しかし申請者は,インフルエンザウイルス
不活化全粒子ワクチンをマウスの粘膜（鼻腔
内）に投与し,粘膜免疫応答を誘導すると,HA
および NA 亜型が異なるウイルスに対しても
感染防御効果が認められることを世界に先
駆けて見出した。このような効果は,注射に
よるワクチン接種では認められなかった。こ
の亜型間交差感染防御には細胞障害性 T細胞
の誘導は必須ではなかった事から,粘膜免疫
を刺激することによって誘導される亜型間
交差反応性抗体による可能性が推測された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では,亜型間で交差反応性を有する
抗体に着目し,通常のウイルス中和試験では
検出できない「細胞内または細胞表面で起こ
る中和」による亜型間交差中和反応の存在を
明らかにすることを目的とした。 
 抗体によるウイルス感染性の中和メカニ
ズムとして,血液,組織液あるいは粘液中で
ウイルスに結合し,その細胞侵入を阻害する
「細胞外中和」,細胞表面でウイルスの粒子
形成・出芽を阻害する「細胞表面中和」およ
び感染細胞内で新しく合成されたウイルス
蛋白質の機能を阻害する「細胞内中和」が知

られている(図 1)。 

細胞外中和と細胞表面中和は,IgGおよび IgA
抗体の両方が担うと考えられるが,細胞内中
和は粘膜上皮細胞内を小胞輸送によって通
過することが出来る IgA 特有の機能である。
通常の中和試験とは,このうち「細胞外中和」
のみを検出する方法である。 
 本研究では,不活化ワクチンの鼻腔内投与
によって粘膜免疫応答を誘導して得られる
抗体と,同様のワクチンを皮下接種して得ら
れる抗体を詳細に比較し,認識するエピトー
プ,クラス,交差反応性における相違を明ら
かにし,さらに,それらの抗体を用いて,通常
の中和試験では検出できない細胞内中和ま
たは細胞表面中和現象がインフルエンザウ
イルスの亜型間交差感染防御免疫に関わっ
ているか否かを検証した。 
 
３．研究の方法 
(1)マウス抗血清およびモノクローナル抗体
の作出 
 BALB/cマウスの鼻腔内または皮下にフォ
ルマリンで不活化した様々な HA亜型のイン
フルエンザウイルスを 2-3週間間隔で 3回接
種し,免疫血清を得た。また,免疫したマウス
の脾臓を用いて,定法に従いハイブリドーマ
を作出した。HA特異的モノクローナル抗体を
産生するハイブリドーマを,精製ウイルス抗
原を用いた酵素抗体法（ELISA）でスクリー
ニングした。 
 
(2)抗体の特性解析・比較 
 作出した抗血清中の抗体またはモノクロ
ーナル抗体について,亜型の異なる複数の HA
と反応するものを（亜型間交差反応性抗体）
ELISAで解析した。抗体の特異性,交差反応性,
交差中和活性等を指標に,不活化ウイルスワ
クチンを鼻腔内に投与した場合と皮下に接
種した場合の違いを解析した。 
 
(3)抗体のクラススイッチ 
 これまでに得られた亜型間交差反応性中
和抗体 S139/1(IgG)を産生するハイブリドー
マの限界希釈クローニング法を繰り返し,自
発的なクラススイッチにより IgA抗体産生細
胞に分化させてクローニングをする手法に
よって,もとの IgG 抗体と同一の特異性を有
する IgA抗体を得た。 
 
(4)細胞表面中和活性の測定 
 培養細胞を用いた通常の中和試験によっ
て中和活性（細胞外中和）が認められない抗
体に関して,細胞表面中和活性を測定した。
ウイルスを,単層培養した MDCK細胞に感染さ
せ,１時間吸着後,得られた抗体を含む寒天
培地を重層した。2-3 日後に形成された
Plaque の数およびサイズを計測した。ま
た,IgAと IgG抗体との相違を解析した。 



 

 

 
(5)エスケープミュータントの選択およびエ
ピトープ（アミノ酸）の同定 
 様々な HA亜型間で交差反応性を示し,かつ
中和活性（細胞外中和,細胞内中和および細
胞用面中和のいずれか）の認められた抗体に
関して,抗体の存在下でウイルスを細胞で
Plaque 形成させることによってエスケープ
ミュータントをクローニングした。エスケー
プミュータントの HA の遺伝子およびアミノ
酸配列を決定し,親株と比較することによっ
て変異したアミノ酸を同定した。 
 
４．研究成果 
(1)亜型間交差反応性モノクローナル抗体の
解析 
 不活化ワクチンを鼻腔内に投与して,粘膜
免疫応答を誘導したマウスから得られた,亜
型 間 交 差反 応 性モ ノク ロ ーナ ル 抗体
（S139/1）のエピトープを解析した。エスケ
ープミュータントには,153,158または193番
目のアミノ酸に変異が認められた。また,こ
れらのアミノ酸が,リジン（156 番目）,グリ
シン（158 番目）,セリンまたはスレオニン
（193 番目）であるときに高い結合性を示す
ことが分かった（図 2）。抗体と HA の結合構

造の X 線解析によって,この抗体の CDR 領域
が HA のレセプター結合ポケットに埋まるよ
うにして結合し,ウイルスのレセプター結合
を阻害することによって感染性を中和して
いることが明らかになった。さらに,Fabのみ
の中和活性が IgG よりも顕著に低いことよ
り,IgG分子の 2価の結合による Avidityが中
和活性に重要であることが示唆された。 
 また,作出したその他のモノクローナル抗
体の中には,結合試験(ELISA)では複数の HA
亜型に交差反応性を示すが,通常の中和試験
（細胞外中和）では亜型間で交差反応しない
抗体が存在した。これらの抗体が細胞内ある
いは細胞表面でウイルスの感染性を中和す
る可能性が考えられた。 
 
(2)マウス抗血清中に誘導された亜型間交差
反応性抗体の解析 
 インフルエンザウイルスに対する獲得免
疫の主力である抗 HA抗体に着目し,不活化ウ

イルスの接種によって誘導される抗体が免
疫原とは異なる亜型の HA に対して結合性を
有するか否かを ELISA で評価した。また,不
活化ウイルスの投与経路（皮下および経鼻）
の違いによる交差反応性の比較も行った。 
 免 疫 原 と し て 6 種 類 の HA 亜 型
（H1,H3,H5,H7,H9 および H13）を選択し,ホ
ルマリンで不活化したウイルスをマウスの
皮下または経鼻接種（100μg/head）した。
血清,鼻腔洗浄液および肺胞洗浄液を採取
し,293T細胞に単独発現させた組換えHAを抗
原とした ELISAによって IgGおよび IgA抗体
の交差結合性を評価した。 
 誘導された HA 特異的抗体は,IgA および
IgGいずれも複数の異なる亜型のHAに交差結
合性を示した。交差結合性を示した亜型のほ
とんどは,免疫原として用いたウイルスの HA
亜型と系統樹上で近縁であった。代表例（H9
ウイルスで経鼻免疫したマウスの抗体）を図
3 に示す。経鼻および皮下接種両群間では,

誘導される抗体の交差する亜型の範囲に差
は認められなかった。IgG は経鼻接種群より
も皮下接種群で比較的多く誘導された
が,IgA は経鼻接種群でのみ誘導が認められ
た。血清中の抗体の通常の中和活性（細胞外
中和）は免疫原と同じ亜型のウイルス株に対
してのみ認められた（図 4：H9免疫マウス）。

これは,誘導された亜型間交差反応性抗体が
異なる HA亜型のウイルス粒子表面の HAに結
合しても,細胞への侵入を阻止しないことを
示している。すなわち,これらの抗体は異な
る HA亜型のウイルスに対しては,通常の中和
活性（細胞外）を持たなかった。 



 

 

 一方,ウイルスを細胞に吸着させた後にこ
れらの抗体（肺胞洗浄液）存在下で増殖させ
ると,ELISA で抗体の交差結合が認められた
HA 亜型のウイルス(H12)に対してプラック形
成の抑制が認められた（図 5：H9免疫マウス）。
一方,ELISA で結合性が認められなかったウ

イルス(H5)では,このような抑制効果は認め
られなかった。これらの結果は,ウイルスの
出芽あるいは粒子形成過程が細胞表面に存
在する交差反応性抗体によって抑制された
（細胞表面中和）ことを示唆している。また
この抑制効果は,経鼻免疫を行った群でのみ
顕著に認められたことから,IgA が細胞表面
における中和活性に主な役割を担っている
ことが示唆された。 
 
(3)モノクローナル抗体を用いた細胞内中和
活性測定系の確立 
 亜型間交差反応性中和抗体 S139/1(IgG)を
産生するハイブリドーマの自発的なクラス
スイッチにより IgA抗体産生細胞に分化させ,
もとの IgG 抗体と同一の特異性を有する IgA
抗体（S139A）を得た。本抗体セットを用い
て,ニトロセルロース膜上に単層培養したヒ
ト呼吸器細胞を通過する抗体量を測定した
が,細胞間隙を完全にふさぐことが出来ず,
細胞内を通過する抗体の定量および IgA と
IgGの比較が出来なかった。今後,pIgレセプ
ターを発現する MDCK細胞を確立し,再検討す
る。 
 
(4)今後の展望 
 本研究によって,粘膜免疫の誘導によるイ
ンフルエンザ亜型間交差感染防御のメカニ
ズムが明らかになり,交差反応性抗体応答を
優位に誘導する方法が開発されれば,新型ウ
イルスが出現した際にも,亜型の異なるウイ
ルス株を用いたワクチンでも効果が期待で
きる。また,HA の抗原変異に合わせてワクチ
ン株を頻繁に変更しなければならない問題
も,交差感染防御免疫が機能すれば,解決で
きる可能性がある。流行株の HA 亜型に関わ

らず,感染防御免疫を誘導できる免疫法が開
発されれば,それは究極のインフルエンザワ
クチンである。 
 近年の組換え抗体作出技術の発達によっ
て,ヒト型化 IgG 抗体による疾病治療法が実
用化されている。本研究によって,全ての HA
亜型のウイルスに対して中和活性を有する
マウスの抗体が得られれば,それをヒト型化
することによって万能インフルエンザ抗体
療法の開発へつながる可能性がある。 
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