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研究成果の概要（和文）：我々は以前に、インフルエンザウイルス複製部位である肺組織の胚中心において、交
差反応性B細胞が高頻度で選択されていることを明らかとした。本研究において我々は、この交差反応性B細胞が
認識するヘマグルチニン（HA)のステム領域に隠れた抗原部位を特定した。さらに、この抗原部位は通常の三量
体HA構造では隠れている一方、ウイルス複製時の酸性条件下において生じる膜融合型HA抗原構造で露出すること
を明らかとした。さらに、この膜融合型HAを免疫することで交差防御抗体の誘導が可能であった。

研究成果の概要（英文）：We previously found that cross-reactive B cells were highly selected in lung
 germinal centers (GCs) following influenza virus infection. In this study, we identified that an 
occluded epitope in hemagglutinin (HA) stem region for lung cross-reactive GC B cells. This epitope 
is occluded in native trimeric HA structure, but is exposed in post-fusion HA structure to occur 
under low-pH during viral replication. Furthermore, immunization by post-fusion HA antigen induces a
 class of protective antibody which have broad specificity.

研究分野：免疫学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で見出した交差防御抗体は、ヒト記憶B細胞にも存在することからユニバーサルワクチンの新たな標的抗
体になると考えられる。さらに、この交差防御抗体を選択可能な構造改変型ワクチン剤形は、現行ワクチンから
簡便に作製可能であり、新規ユニバーサルワクチン剤形となることが期待される。
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１．研究開始当初の背景 
防御抗体はウイルス感染に対する有効な対
抗手段である。しかしながら、インフルエン
ザウイルスは抗原変異によって防御抗体か
ら容易に回避してしまう。そのため、現行ワ
クチンの単回接種では終生免疫を付与する
ことができない。 
近年、抗原変異ウイルス株に有効な交差防御
抗体という新しいクラスの抗体が同定され
た。さらに分子構造学的解析から、ウイルス
表面抗原ヘマグルチニン（hemagglutinin; 
HA）抗原のステム領域に、変異が起こりづら
い抗原の共通エピトープが見出された。しか
しながら、HA 抗原上の共通エピトープは立体
障害により隠れた領域に位置するため認識
する交差防御抗体を誘導されづらい。そのた
め現在、共通エピトープに結合する交差防御
抗体を誘導し、抗原変異に対応可能なユニバ
ーサルワクチン開発が精力的に進められて
いる。 
我々は以前に、インフルエンザウイルス感染
後のウイルス複製部位である肺組織で形成
される胚中心では、二次リンパ組織（所属リ
ンパ節や脾臓）で形成される胚中心と比較し
て、変異ウイルス株の HA 抗原にも結合可能
な交差反応性 B細胞が優位に選択されている
ことを解明した。 
そこで本研究では、ユニバーサルワクチンデ
ザイン戦略における科学的基盤の整備に向
け、抗原構造に焦点を当て、ウイルス感染後
の肺組織の胚中心における交差反応性B細胞
の選択機序の解明することを目的とした。 
 
２．研究の目的 
（１）ウイルス感染後の肺組織の胚中心にお
いて選択されている交差反応性B細胞の抗原
エピトープの同定。 
 
（２）交差反応性 B細胞、特に上記（１）に
て同定した交差防御抗体レパトアを効率的
に選択可能な HA抗原構造の探索。 
 
（３）上記（２）において見出した HA 抗原
構造を免疫することで誘導される交差防御
抗体応答の評価。 
 
３．研究の方法 
（１）インフルエンザウイルスを経鼻感染さ
せたマウスの肺組織の胚中心で選択される
交差反応性B細胞が認識する抗原エピトープ
を網羅的に調べるため、ハイスループットな
single-cell B 細胞培養システムを用いて解
析を行った。 
さらにマウスで特定した交差防御抗体レパ
トアの存在をヒトにおいて検証するために、
ヒ ト 末 梢 血 中 の メ モ リ ー B 細 胞 の
single-cell B 細胞培養を行い、抗原エピト
ープを解析した。 
また、特定した交差防御抗体レパトアの感染
防御能をマウスにて検証した。 

 
（２）種々の HA 抗原構造に対する交差防御
抗体および交差反応性 B 細胞の結合性を、
ELISA およびフローサイトメトリーにて評価
した。 
 
（３）交差防御抗体の結合性が向上した HA
抗原構造をマウスへ免疫し、誘導される交差
防御抗体応答を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）① インフルエンザウイルスを経鼻感
染させたマウスの肺組織の交差反応性を示
す胚中心 B細胞を single-cell 培養システム
を用いてモノクローナル化し、抗原エピトー
プ解析を行った。その結果、肺組織で選択さ
れる交差反応性 B細胞の主要な抗原エピトー
プは、HAステム領域のLAH（Long alpha helix）
であることを特定した。 
 
② マウスより単離した LAH モノクローナル
抗体を。マウスに投与した後ウイルス感染さ
せ、感染防御効果を検証した。その結果、LAH
抗体は、A/H3N2 と A/H7N9 ウイルス感染に対
して防御効果を示した。 
 
③ 交差防御抗体には、抗体 Fc 領域と抗体 Fc
レセプターの相互作用により感染防御能を
発揮するタイプの抗体が報告されている。そ
こで、LAH 抗体による感染防御における Fc領
域の依存度を検証するために、Fc レセプター
との親和性を弱化させるアミノ酸変異を有
する N297A 型を作製した。通常 Fc型と N297A
型 LAH 抗体の感染防御能を比較した結果、
N297A 型の感染防御効果が、通常 Fc 型と比較
して減少したことから、LAH 抗体は抗体 Fc 依
存的な感染防御効果を示すことを明らかと
した。 
 
④ ヒトにおいても LAH 抗体レパトアが存在
するか否かをフローサイトメトリーにて検
証した。その結果、ヒト末梢血中のメモリー
B 細胞においても LAH 抗体レパトアは存在し
ていた。さらにヒト交差反応性メモリーB 細
胞の single-cell 培養を行い、様々な株の HA
抗原に対する結合特性を調べた。その結果、
広域な交差反応性（H1/H3/H5/H7 HA に結合）
を示すクローンの存在を明らかとした。 
 
胚中心における B細胞レパトアのクローン選
択では、抗原エピトープへの B細胞アクセス
がひとつの重要な要素である。LAH はウイル
ス膜近傍の隠れた領域に位置し、B 細胞のア
クセスが悪いと考えられる。すなわち、ウイ
ルス複製部位である肺組織に存在する HA 抗
原構造は、二次リンパ組織に存在する構造と
は異なり、LAH エピトープへのアクセスが良
い特殊な抗原構造をとっている可能性が考
えられた。 
 



（２）① LAH 抗体・交差反応性 B細胞の、三
量体 HA 抗原（ウイルス粒子上でとる通常構
造）と単量体 HA 抗原に対する結合性を比較
した結果、三量体 HA 抗原に対して低い結合
性を示した。 
② 一方、HA 抗原はウイルス複製時の宿主細
胞エンドソームの酸性条件下において、隠れ
ていた LAH を外へ突き出した“膜融合型 HA”
へと構造変化することが以前より知られて
いる。そこで、ワクチンに酸性処理を施し LAH
抗体・交差反応性 B細胞の結合性を調べた結
果、膜融合型 HA ワクチンは現行 HAワクチン
と比較して LAH 抗体・交差反応性 B細胞の結
合性が有意に向上していた。 
 
（３）① マウスに膜融合型 HA ワクチンを免
疫し、交差反応性 B細胞応答を評価した。そ
の結果、膜融合型 HA ワクチン免疫により、
交差反応性の胚中心 B細胞応答が誘導されて
いた。そこで single-cell 培養を用いてこれ
ら交差反応性の胚中心 B細胞のエピトープ解
析を行った結果、半数以上のクローンが LAH
を認識していた。また、膜融合型 HA ワクチ
ン免疫では、交差反応性メモリーB 細胞およ
び血中 LAH 抗体の誘導が確認された。 
 
② 現行 HA ワクチンもしくは膜融合型 HA ワ
クチンの免疫血清をナイーブマウスに移入
し、ワクチン株とは抗原性の異なるウイルス
で感染させた。その結果、膜融合型 HA ワク
チンの免疫血清は、現行 HA ワクチンの免疫
血清と比較して感染防御効果の有意な向上
を示した。 
 
本研究で見出した LAH 抗体は、ヒトメモリー
B 細胞にも存在することからユニバーサルワ
クチンの新たな標的抗体になると考えられ
る。さらに、LAH 抗体を選択・誘導可能な膜
融合型 HA ワクチンは、現行ワクチンから簡
便に作製可能であり、新規ユニバーサルワク
チン剤形となることが期待される。 
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