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研究成果の概要（和文）：インフルエンザパンデミックへの初期防御ではHA stem認識メモリーB細胞が重要であ
る。感染履歴のあるマウスについて、変異ウイルス株による免疫誘導時の細胞動態を評価したところ、主に活性
化している細胞はstem認識メモリー細胞由来であり、特にプラズマ細胞への分化は1次メモリー細胞のもつレパ
トアから万遍なく、GC 細胞では親和性の比較的低いと推測される一部のメモリー細胞から誘導されていること
が明らかとなった。また、2次GC内では親和性成熟の新たな誘導を示唆する結果も得られた。また、免疫応答に
影響を与えるうる要素については、既存メモリーB細胞の多寡、既存抗体の存在が重要であることが明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：HA stem specific memory B cells are important for the initial defense 
against influenza pandemics. In mice with a history of infection, we evaluated the cellular dynamics
 during immune induction by mutant virus strain and found that the cells that were mainly activated 
were derived from stem specific memory cells, and in particular, differentiation into plasma cells 
was induced from the wide range of repertoire in the primary memory cells and into GC cells was 
induced from some repertoires in the primary memory cells which are presumed with relatively low 
affinity. And also the results suggest a new induction of affinity maturation within secondary GCs. 
Regarding the factors that could influence the immune response, the amount of existing memory B 
cells and the presence of existing antibodies were found to be important.

研究分野：感染免疫

キーワード： 免疫記憶B細胞　変異インフルエンザウイルス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの変異インフルエンザ防御機構に関する基礎的研究については、断片的な研究成果は存在していたもの
の、１) 変異ウイルス感染防御へのメモリーB細胞の重要性、２)メモリーB細胞の生成・維持および活性化され
るメカニズム、という根源的課題にアプローチする研究は実験系構築の難しさから進んでこなかった。申請者は
この問題を解決するため、新規の実験モデルやマウスモデルを独自に構築し本課題にとりかかった。プロジェク
ト自体は未完で継続中ではあるが、これまでに得られ知見および今後の研究結果から得られる知見は、今後のパ
ンデミック発生に対する予防・治療法開発において生かされていくことが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
ワクチン接種により予防対策が行なわれている代表的なものとしてインフルエンザ感染が挙
げられるが、液性免疫の観点ではウイルス表面に発現する HA に対しての抗体誘導が最も重要
である。HAのHead領域は変異を起こしやすく、そのため、その領域を認識する抗体やメモリ
ーB細胞は、多くが各ウイルス株に特異的である。一方、Stem領域は変異が起こりづらく、多
くがHAの型を超えて広域的に認識できる。実際に、この Stem領域を認識する抗体、その中で
も特に、既存の抗体ではなく、メモリーB細胞由来の抗体が、抗原ドリフト・シフトにより急速
にゲノム変異を生じたパンデミック感染のようなケースで非常に重要である。 
 そのため現在では、この Stem特異 B細胞を標的としたユニバーサル(万能)ワクチン開発研究
が盛んに行われている。しかしながら、Stem特異的 B細胞を標的にしたワクチンによる免疫誘
導効率は非常に悪く、未だ実用化に至っていない。その理由としては、HA全領域を抗原とした
場合、stem部位エピトープが立体障害などによりサブドミナントになってしまうこと、また、
stem領域のみを抗原にした場合、抗原性が非常に低いこと、反応できる細胞側も自己反応性で
もあるためアナジー状態にあるケースが多いこと、などが可能性として考えられている。また、
ヒトの場合、一般的に、3 歳頃までには最初のインフルエンザ抗原への感作(感染やワクチン接
種)が終わっており、その時に誘導された抗体等による抗原原罪(OAS)もワクチンの感受性に負
の影響を及ぼしている可能性も考えられる。こういった状況・環境の中で、ワクチン接種(免疫)
により、質の高い stem 特異的 B 細胞を中心としたメモリーコンパートメントを構築するため
には、その基になる細胞をいかに胚中心(GC)に誘導し成熟させることができるかが最も重要で
ある。しかしながら現在のところ、1) ワクチン接種時にどのような免疫応答が組織レベルで起
こっているのか、2)その状況を作り出す要素は何か、などの基礎的理解が必要不可欠にも関わら
ず、実験の難しさからほとんど進んでいない。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、過去にウイルス抗原により感作された状況を想定した条件での、メモリーB細胞
を中心とした Stem 特異的 B 細胞が変異ウイルス抗原により活性化される際の免疫応答の仕組
みについて、1)活性化誘導される細胞の特徴と生体内での動態を評価し、さらに、2)それらに影
響を与えるうる要素とそのメカニズムについてマウスレベルで検証し、stem領域特異的細胞を
中心としたメモリーコンパートメントが効率良く形成できない原因の解明と、さらには、その問
題解決に繋がる効率的な形成誘導法の探索を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
 (1)「メモリーB 細胞を中心とした Stem 特異的 B 細胞が変異ウイルス抗原により活性化される
際の生体内での動態やメモリーコンパートメント形成に関わる細胞群の特徴評価」 
 インフルエンザ 1 次感染で誘導された Stem 特異的メモリーB 細胞とその後、変異ウイルス株
によるワクチン接種時にナイーブやメモリーB細胞から誘導されるStem特異的GC B細胞ならび
にそこから誘導されるメモリーB細胞、プラズマ細胞について、まず始めに、フローサイトメト
リーや血清 ELISA 解析を用いた経時的な挙動検証を行った。さらに、それぞれ誘導された細胞分
画について単細胞分離を行い、単細胞レベルでの BCR レパトア解析およびクローニング後の抗
体特性評価を実施し、それぞれの抗体(BCR)の特徴、1)VH/Vk gene usage、2)親和性、3)HA 型の
交差反応性、について評価をおこなった。なお、本項目では GC および GC 由来 1次メモリーB細
胞をラベリングするシステムを用いて、ナイーブ B細胞と 1次メモリーB細胞を区別した。 
 
(2)「変異抗原によるワクチン接種後の免疫応答に影響を与えるうる要素の評価ならびにメカニ
ズム解明」 
ヒトの場合、それぞれ個人の免疫履歴が、インフルエンザワクチン反応性に大きな影響(OAS)
を及ぼすことがよく知られているが、その実態は完全には明らかにされていない。可能性として、
①存在するメモリーB細胞の性質や量による影響、②1次感染や 2次感染時に誘導された抗体に
よるウイルス抗原マスキング効果による抗体フィードバック機構の影響、等が考えられる。本研
究ではそれぞれの項目について以下に示す方法で研究・評価を行った。 
 
① 存在する 1次メモリーB細胞の量による影響についての評価 
本項目では定量的な評価を行うため、Stem 特異的 BCR を発現する C179 BCR KI マウスを
用いて行った。インフルエンザ感染により誘導した C179 由来 1 次メモリーB 細胞を用意し



回収後、感染履歴のあるレシピエントマウスに数をふって移入後、ワクチン接種の形で行っ
た。評価は GC B 細胞、プラズマ細胞の誘導能および 2次メモリーコンパートメント形成能
について評価を行った。 
 
② 2次感染時に誘導された抗体によるウイルス抗原マスキング効果による影響についての評価 
誘導型プラズマ細胞除去システムを用いて、1次感染時の既存抗体や 2次ワクチンにより
誘導される抗体を欠損させた際の 2次 GC B 細胞誘導やプラズマ細胞分化への影響について
検証した。方法は免疫誘導初期およびブースト直前にプラズマ細胞の除去を行いブースト後
の 2 次プラズマ細胞および 2 次 GC への誘導効率および 2 次メモリーコンパートメント形成
能の評価により行った。 
 

 
４．研究成果 
 
(1)「メモリーB細胞を中心とした Stem 特異的 B細胞が変異ウイルス抗原により活性化される際
の生体内での動態やメモリーコンパートメント形成に関わる細胞群の特徴評価」 
 
本項目ではまず始めに、メモリーB 細胞を中心とした Stem 特異的 B 細胞が変異ウイルス抗原
により活性化される際の生体内での動態に関してフローサイトメトリーとシングルセルレパト
ア解析による評価を行った。1 次インフルエンザ感染で誘導された Stem 特異的メモリーB 細胞
とその後、変異ウイルス株によるワクチン接種時にナイーブやメモリーB 細胞から誘導される
Stem 特異的 GC B 細胞ならびに、プラズマ細胞について、1次メモリー細胞を特異的に標識でき
るマウスモデルを用いて評価したところ、主に活性化している細胞はメモリー由来の細胞であ
ることが確認された。また、その際のレパトアを評価したところ、プラズマ細胞への分化は全て
の 1次メモリー細胞からまんべんなく誘導されていたのに対し、2次 GC B 細胞は一部の 1次メ
モリー細胞からのみ誘導されていた。 
次に、B 細胞抗原受容体(BCR)レパトアについて、その特徴を特に BCR への変異導入数を基に
評価したところ、プラズマ細胞への分化は比較的変異数の多い 1次メモリーB細胞から分化する
傾向であり、逆に 2次 GC B 細胞には比較的変異数の少ない細胞から分化している傾向がみられ
た。また、2次 GC B 細胞の変異数の経時的な変異を追ったところ、時間が経つにつれ変異数が
増えていく傾向にあった。以上の結果より、2次 GC B 細胞へはナイーブ細胞ではなく、比較的
親和性の低い 1次メモリーB細胞から中心的に誘導され、1次抗原とは異なる新たな抗原(2 次抗
原)に対しても新たに親和性成熟を起こし、1 次抗原のみならず 2 次抗原に対してもよりフィッ
トした広域交差反応性 B細胞が誘導されることが示唆された。 
また、上記で得られた細胞レベル、レパトアレベルの結果について、より正確な解釈を行う目
的で、レパトア解析により得られた単細胞クローンを用いての詳細な評価を行った。結果、特に
感染により誘導された 1 次メモリーB 細胞から変異株ベースワクチンにより誘導された 2 次 GC 
B 細胞は、元々1次感染に利用された株への親和性が低く、ワクチン接種に利用された変異株に
対しより親和性が高い傾向のある細胞が割合として多いことが確認された。また、GC に誘導さ
れた細胞は GC 内で親和性向上がみとめられている傾向がみとめられたが、結論を出すため評価
継続中である。なお、1 次メモリーB 細胞由来プラズマ細胞およびメモリーB 細胞についても現
在評価継続中である。 
 
 
(2)「変異抗原によるワクチン接種後の免疫応答に影響を与えるうる要素の評価ならびにメカニ
ズム解明」 
 
① 存在する 1次メモリーB細胞の量による影響についての評価 
1 次メモリーB 細胞の量による影響に関しては、誘導した Stem 特異的 BCR ノックイン 1 次メ
モリーB 細胞について数をふった細胞数をレシピエントマウスに移入することで評価を行った。
ブースト後の移入細胞の挙動を評価したところ、プラズマ細胞の誘導に関しては数による影響
は大きくなかったのに対し、2次 GC B 細胞の誘導には数が大きく影響することが明らかとなっ
た。現在は引き続き、2次メモリーコンパートメント形成についての評価を実施中である。 
 
② 2次感染時に誘導された抗体によるウイルス抗原マスキング効果による影響についての評価 
2 次抗原感作時に新規にナイーブ B細胞やメモリーB細胞から誘導される抗体を人為的に誘導
できないよう細工をしたマウスを用い、細工なしのマウスと比較により評価を行った。その結果、
抗体を人為的に誘導できないよう細工をしたマウスでは 2次 GC 細胞誘導の増加が認められた。
しかしながら細工なしマウスとの差や実際のナイーブ/メモリーB細胞からの GC 誘導効率は、期
待した程大きくなかったことから、抗体価としては低いが、2次免疫応答前に既に既に誘導され
ていた抗体もまた、2次 GC 細胞誘導に大きな影響を与えている可能性が示唆された。そこで、2



次免疫応答前に存在する抗体 1 次抗体も含めた全抗体による影響を評価する目的で、存在する
全ての抗体からの影響が全く及ばない環境下での 2次 GC B 細胞誘導効率についての評価を行っ
た。その結果、ウイルス抗原特異的メモリーB細胞およびナイーブ B細胞の 2次免疫応答時の GC 
B 細胞への分化は抗体によるマスキング効果により著しく抑制されていることが明らかとなっ
た。現在は、2次メモリーコンパートメントへの影響についても評価継続中である。 
 
 
なお、(2)の項目においては、「メモリー濾胞ヘルパーT 細胞(Tfh)の存在による影響」も可能
性として存在する。現在、評価実験を実施中である。 
 
 本課題では、インフルエンザウイルスへの感染防御に対し広域反応性をしめす難誘導性の希
少性抗体の免疫応答時の細胞/抗体挙動および免疫応答に影響を与える要因に着目し研究を実施
したが、特に免疫記憶 B 細胞の挙動に関してはこれまでに誰も報告していない特徴を新たに発
見することができた。また、免疫応答に影響を与える要因についてはウイルス抗原マスキングに
よる抗体フィードバック機構が予想以上に重要である知見が得られたことは本課題での大きな
収穫であった。しかしながら研究実施の難易度から本課題期間中に計画した全て事項について
評価が完了しておらず引き続き研究結果の論文化を目指し研究を継続中である。 
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