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研究成果の概要（和文）：過去の研究を通してウイルスに対する出芽阻害抗体を得たが、阻害機序や防御免疫への寄与
は不明であった。本研究を通して、鼻腔内免疫によりインフルエンザウイルスに対する放出阻害抗体が誘導されること
がわかった。また、誘導されたIgA抗体を介したウイルス粒子の架橋により、新生ウイルスが細胞上に繋留される事が
示唆された。このウイルス放出阻害が鼻腔内免疫による亜型間交差防御の機序である可能性が示唆された。また、出芽
阻害抗体の有する防御効果をマールブルグ熱の齧歯類動物モデルを用いて検討した。その結果、出芽阻害抗体投与群に
おいて予後の改善が見られた。よって、出芽阻害抗体が生体の感染防御に寄与するものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Previously, we reported antibody-mediated inhibition of virus budding from 
infected cells. However, the molecular basis and contribution to protective immunity of antibody-mediated 
budding inhibition are yet unknown. We found that antibodies induced by nasal immunization had inhibitory 
activity of influenza virus release from infected cells. It was morphologically suggested that the 
progeny virions were deposited on the infected cell surface by the tethering mediated by IgA antibody 
binding, which may be the molecular basis of cross-protective immunity induced by nasal immunization. We 
examined the involvement of budding inhibition antibodies in protective immunity through passive 
immunization of hamsters against Marburg virus infection. Immunization with budding inhibition antibody 
slightly improved clinical outcomes of infected hamsters, indicating that budding inhibition antibodies 
are also involved in protective immunity.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
	 エボラウイルス病およびマールブルグ熱
は重篤な出血熱を主徴とする人獣共通感染
症である。これら感染症の発生はアフリカに
集中しているが、感染したサルやヒトを介し
た輸入例もあり、公衆衛生上の脅威として世
界的に重要視されている。その一方で、フィ
ロウイルス感染症に対する効果的な予防・治
療法は未だ確立されていない。 
	 フィロウイルスは、ウイルス粒子表面に１
種類の表面糖蛋白質（GP）を有する。GPは
細胞侵入（宿主細胞への吸着や膜融合等）の
みならず、ウイルスの放出（粒子形成や出芽）
にも関与しており、フィロウイルスの生活環
において非常に重要な役割を果たす。さらに、
GP はフィロウイルスに対する中和抗体の唯
一の標的であると考えられている。 
	 従来、ウイルスの表面糖蛋白質に抗体が結
合し、ウイルスの細胞侵入過程が阻害される
ことが抗体による一般的なウイルス中和メ
カニズムであると考えられてきた。しかし、
申請者はこれまでの研究により、従来の中和
活性は持たないがマールブルグウイルスの
出芽を抑制する抗体がウイルス増殖を著し
く減少させることを明らかにした（文献①）。
しかし、抗体による出芽阻害の詳細なメカニ
ズムは未だ不明である。また、出芽阻害抗体
がウイルス感染症に対する生体における防
御免疫に寄与しているか否かも明らかでは
なかった。 
 
２．研究の目的 
	 近年の研究により、フィロウイルスに対す
る抗体の受動免疫によりフィロウイルス感
染症を効果的に防御出来ることが霊長類の
モデル動物を用いた感染実験により報告さ
れている。また、インフルエンザウイルスの
放出を阻害するオセルタミビルが非常に有
効な抗ウイルス薬であることを考慮すると、
本研究で焦点をあてる出芽阻害抗体がウイ
ルス感染症に対する新たな予防・治療法へと
応用できる可能性がある。また、従来の中和
抗体と異なる作用点を標的とする抗体を用
意することで、既存の抗体療法をより効果的
に改良することが可能かもしれない。抗体に
よるウイルス出芽阻害の詳細なメカニズム
を明らかにし、生体における防御免疫への寄
与を明らかにすることにより、ウイルス感染
症に対する新たな予防・治療法の開発へとつ
ながる知見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) マールブルグウイルス以外のウイルスに
対する出芽阻害抗体の存在を検討する	  
	 マールブルグウイルスだけでなく他のウ
イルスに対する出芽阻害抗体が存在するか
否かを明らかにするために以下の実験を実
施した。	  
	  
	  

①エボラウイルスに対する出芽阻害抗体	  
	 マールブルグウイルスと同じくフィロウ
イルス科に属するエボラウイルスに対して
出芽阻害抗体が誘導されることを確認する
ため、エボラウイルスのウイルス様粒子をマ
ウスに免疫した。免疫マウスの脾臓細胞をマ
ウスのミエローマ細胞と融合させることに
より抗体産生ハイブリドーマ細胞の樹立を
試みた。ハイブリドーマ培養上清を用いて、
ELISA 法によりエボラウイルスの GP に対
する反応性をスクリーニングした。さらに、
出芽阻害抗体産生細胞をスクリーニングし、
出芽阻害活性を有する抗体を産生するハイ
ブリドーマを複数回におよぶ限界希釈法に
より単一化した。	  
	 また、マールブルグウイルスに対する出芽
阻害抗体のエピトープ領域（文献②）に相当
するエボラウイルス GPのポリペプチドをマ
ウスに免疫し、出芽阻害抗体が誘導されるか
否かを検討した。	  
	  
②インフルエンザウイルスに対する抗体に
よる出芽阻害	  
	 不活化インフルエンザウイルスをマウス
に対して経鼻もしくは皮下免疫し、鼻腔洗浄
液および血清中に存在する抗体のウイルス
出芽阻害活性を検討した。また、インフルエ
ンザウイルスのHAに対する IgGおよび IgA
モノクローナル抗体を用いて、インフルエン
ザウイルスに対する出芽阻害活性を比較し
た。	  
 
(2) 出芽阻害抗体の防御免疫への寄与 
	 マールブルグウイルスに対する出芽阻害
抗体をハムスターに受動免疫し、免疫-1、0、
1、2もしくは 3日目に齧歯類動物に馴化させ
たマールブルグウイルスをハムスターに接
種した。その後、14日間に渡り臨床症状を観
察し、出芽阻害抗体の感染防御効果および防
御免疫への寄与を検討した。	  
 
４．研究成果 
(1) マールブルグウイルス以外のウイルスに
対する出芽阻害抗体の存在を検討する	  
①エボラウイルスに対する出芽阻害抗体	  
	 エボラウイルスのウイルス様粒子を免疫
したマウスの脾臓およびミエローマ細胞の
融合によりハイブリドーマ細胞を得た。培養
上清を用いた ELISA によるスクリーニング
の結果、136検体がエボラウイルスの GPに
対して反応性を示した。細胞を単一化した後、
精製したモノクローナル抗体を用いて出芽
阻害試験を実施した。残念な事に、いずれの
抗体もエボラウイルスに対して出芽阻害活
性を示さなかった。また、出芽阻害抗体のエ
ピトープに相当するポリペプチドを免疫し
たマウス血清もエボラウイルスに対する出
芽阻害活性を示さなかった。これらのデータ
は、仮にエボラウイルスに対する出芽阻害抗
体が存在したとしても、宿主の産生する抗



GP 抗体における出芽阻害抗体の割合は少な
いことを示唆している 。 
 
②インフルエンザウイルスに対する抗体に
よる出芽阻害	  
	 経鼻免疫したマウスから採集した鼻腔洗
浄液を用いて、インフルエンザウイルスのプ
ラーク形成阻止試験を実施した。その結果、
プラーク形成は阻害されないものの、プラー
クサイズが縮小することがわかった。また、
インフルエンザウイルスのHAに対する同一
のモノクローナル抗体から IgGおよび IgA抗
体を調整し、ウイルスの出芽阻害試験を実施
した。その結果、IgA 抗体存在下においてイ
ンフルエンザウイルスの感染細胞からの放
出が阻害されることがわかった。電子顕微鏡
を用いた形態学的観察の結果、インフルエン
ザウイルスが感染細胞上に堆積し、培養上清
への放出が抑制されていることが示唆され
た（図 1）。これらのデータは、ウイルス粒子
同士が鼻腔粘膜上に分泌された IgA抗体の結
合を介して複雑に架橋され、細胞上へ繋留さ
れていることを示唆している。インフルエン
ザウイルスの経鼻接種によって、免疫ウイル
スとは異なる亜型のウイルスに対する交差
防御免疫が誘導される事は以前から報告さ
れていたが、そのメカニズムは不明であった。
本研究で示した IgA抗体による架橋を介した
ウイルスの出芽阻害が、亜型間交差防御のメ
カニズムの一端を担っている可能性が示唆
された。	  

	  
(2)	  出芽阻害抗体の防御免疫への寄与	  
	 マールブルグウイルスに対する出芽阻害
抗体および従来の中和抗体をハムスターに
受動免疫した。さらに、免疫-1、0、1、2 も
しくは 3日目に齧歯類動物に馴化したマール
ブルグウイルスをハムスターに接種し、その
臨床症状を観察した。その結果、出芽阻害抗
体投与群においてわずかに予後の改善が認
められた（図 2）。今後、更なる検討が必要で
はあるが、出芽阻害抗体が少なくとも防御免
疫に寄与していることが示唆された。	 	  
	 また、本研究によりもたらされた副次的な
成果ではあるが、エボラウイルスの核蛋白質
NP に対するモノクローナル抗体を複数樹立
し、NP におけるエピトープ領域を明らかに
した。また、複数種のエボラウイルスの NP

に結合能を有するモノクローナル抗体を用
いてエボラウイルス病の迅速診断キットを
試作した。今後、本試作キットの有効性の検
証を予定している。	  
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presence of S139/1 IgA (Figure 5A and D), which was quite
similar to the well-known phenomenon for the effect of
dysfunction of the NA activity [34–37]. On the other hand, lower
numbers of virus particles in less proximity were found on the
infected cells cultured with IgG (Figure 5B and E). Only limited
numbers of virus particles were seen on the surfaces of cells
incubated without MAbs, suggesting efficient virus release from
infected cells (Figure 5C and F). These data indicated that S139/1
IgA deposited newly produced viral particles on the cell surface
more efficiently than S139/1 IgG. Interestingly, we observed that
heavily accumulated and aggregated virus particles were likely
incorporated into cytoplasmic vesicles in the cells incubated with
S139/1 IgA at 12 hours after infection (Figure S2A–D). A similar
observation was reported for MDCK cells infected with an NA-
deficient influenza A virus [35]. The accumulation of densely
aggregated virus particles in the cellular vesicles was hardly seen in
infected cells cultured with S139/1 IgG (data not shown).

Discussion

It has been reported that intranasal immunization induces a
more efficient cross-protective immune response against influenza
virus than systemic immunization, and IgA antibodies are
suggested to play a major role in antibody-mediated hetero-
subtypic immunity [11–13,20,21,38]. On the other hand, the
currently used inactivated influenza vaccines, which rely on the
induction of serum IgG antibodies, are believed to be effective only
against viruses whose HA antigenicities are closely related to those
of the vaccine strains. In this study, we directly demonstrated

distinct differences in the heterosubtypic antiviral activities of IgA
and IgG antibodies by using cross-reactive S139/1 IgA and IgG
antibodies that had originally been produced against Aichi/H3
but recognized the same epitope shared among multiple HA
subtypes (e.g., H1, H2, H3, and H13) [24,25].

In ELISA, while S139/1 IgG bound strongly to the homologous
Aichi/H3 HA, its cross-binding activity to heterologous HAs (i.e.,
WSN/H1, Adachi/H2, and Maryland/H13) was appreciably
lower, in accord with previous studies [24,25]. Interestingly,
however, the difference between the S139/1 IgA reactivity to
Aichi/H3 and to the heterologous viruses tested was much less
prominent. The different antiviral activities of S139/1 IgA and
IgG antibodies were directly confirmed by standard HI and
plaque reduction neutralizing tests. Consistent with the binding
assay, S139/1 IgA had much higher HI and neutralizing activities
against WSN/H1, Adachi/H2, and Maryland/H13 than S139/1
IgG, whereas S139/1 IgA and IgG antibodies showed similar
activities against Aichi/H3 virus. These results may suggest the
increased avidity conferred by the polymeric form of S139/1 IgA
due to its multivalent binding. Since bivalent binding of the whole
S139/1 IgG molecule was shown to be important for its avidity to
HAs other than the H3 subtype [25], this might be an important
feature for heterosubtypic reactivities of S139/1 IgA and IgG
antibodies. Alternatively, it might also be possible that class-
switching from IgG to IgA itself might enhance the affinity of
monomeric antibody molecules (i.e., the Fab fragment) to a single
epitope by altering the flexibility of constant heavy chain of IgA, as
suggested by a previous study by others [39].

Figure 5. Viral particles deposited on the surface of infected cells cultured with S139/1 IgA. MDCK cells were infected with Aichi/H3 and
incubated for 8 hours in the presence of S139/1 IgA (A and D), IgG (B and E), or in the absence of antibodies (C and F). TEM images of the cell surface
are shown at high (A to C) and low (D to F) magnifications. Scale bars represent 1 mm (A to C) and 2 mm (D to F).
doi:10.1371/journal.pone.0085582.g005

Different Antiviral Activity between IgA and IgG

PLOS ONE | www.plosone.org 6 January 2014 | Volume 9 | Issue 1 | e85582

IgA$ IgG$

�1$IgA���IgG�������������������
��
�	�$

0 2 4 6 8 10 12 14
0

20

40

60

80

100

su
rv

iv
al

 [%
]

mAb M4

0 2 4 6 8 10 12 14
0

20

40

60

80

100

mAbs M4 & 127-8

time post infection [days]

su
rv

iv
al

 [%
]

0 2 4 6 8 10 12 14
0

20

40

60

80

100

mAbs M4 & 126-15

day -1
8 hrs
day 1
day 2
day 3
control

0 2 4 6 8 10 12 14
0

20

40

60

80

100

mAbs M4 & 126-15 & 127-8

time post infection [days]

day -1

day 1

day 3
control

8 hrs

day 2

MARV Hamster - mouse monoclonal mAb treatment [1mg total mAb per treatment]

n=6

n=10

n=6

n=10

0 2 4 6 8 10 12 14
0

20

40

60

80

100

su
rv

iv
al

 [%
]

mAb M4

0 2 4 6 8 10 12 14
0

20

40

60

80

100

mAbs M4 & 127-8

time post infection [days]

su
rv

iv
al

 [%
]

0 2 4 6 8 10 12 14
0

20

40

60

80

100

mAbs M4 & 126-15

day -1
8 hrs
day 1
day 2
day 3
control

0 2 4 6 8 10 12 14
0

20

40

60

80

100

mAbs M4 & 126-15 & 127-8

time post infection [days]

day -1

day 1

day 3
control

8 hrs

day 2

MARV Hamster - mouse monoclonal mAb treatment [1mg total mAb per treatment]

n=6

n=10

n=6

n=10

����!

���� ������!

�
�
�
!(%

)!
�
�
�
!(%

)!

0 2 4 6 8 10 12 14
0

20

40

60

80

100

su
rv

iv
al

 [%
]

mAb M4

0 2 4 6 8 10 12 14
0

20

40

60

80

100

mAbs M4 & 127-8

time post infection [days]

su
rv

iv
al

 [%
]

0 2 4 6 8 10 12 14
0

20

40

60

80

100

mAbs M4 & 126-15

day -1
8 hrs
day 1
day 2
day 3
control

0 2 4 6 8 10 12 14
0

20

40

60

80

100

mAbs M4 & 126-15 & 127-8

time post infection [days]

day -1

day 1

day 3
control

8 hrs

day 2

MARV Hamster - mouse monoclonal mAb treatment [1mg total mAb per treatment]

n=6

n=10

n=6

n=10

%1��!
!0��!
!1��!
!2��!
!3��!
������!

��	�!

�2!��������
����!



③Muramatsu M, Yoshida R, Yokoyama A, 
Miyamoto H, Kajihara M, Maruyama J, 
Nao N, Manzoor R, Takada A, Comparison 
of antiviral activity between IgA and IgG 
specific to influenza virus hemagglutinin: 
increased potential of IgA for 
heterosubtypic immunity, PLoS ONE, 査
読有, Vol. 9, Issue 1, 2014, e85582, DOI: 
10.1371/journal.pone.0085582 
 
④Muramatsu M, Yoshida R, Miyamoto H, 
Tomabechi D, Kajihara M, Maruyama J, 
Kimura T, Manzoor R, Ito K, Takada A, 
Heterosubtypic antiviral activity of 
hemagglutinin-specific antibodies induced 
by intranasal immunization with 
inactivated influenza viruses in mice, PLoS 
ONE, 査読有, Vol. 8, Issue 8, 2013, e71534, 
DOI: 10.1371/journal.pone.0071534 
 
〔学会発表〕（計 11件） 
①村松美笑子、吉田玲子、横山文香、宮本洋
子、梶原将大、丸山隼輝、直享則、Rashid 
Manzoor、髙田礼人、A型インフルエンザウ
イルスヘマグルチニン得異的 IgA抗体の亜型
間交差抗ウイルス活性、第 62 回日本ウイル
ス学会学術集会、2014年 11月 10〜12日、
パシフィコ横浜会議センター（神奈川県・横
浜市） 
 
②Muramatsu M, Yoshida R, Yokoyama A, 
Miyamoto H, Kajihara M, Maruyama J, 
Nao N, Manzoor R, Takada A, Comparison 
of antiviral activity between IgA and IgG: 
High potential of IgA antibodies specific to 
influenza virus hemagglutinin for 
heterosubtypic immunity, The 13th Awaji 
Internatonal Forum on Infection and 
Immunity, 2014 年 9 月 23〜26 日, Nara 
Prefectural New Public Hall (Nara) 
 
③ Nao N, Kajihara M, Maruyama J, 
Kimura T, Manzoor R, Muramatsu M, 
Yoshida R, Okamatsu M, Kida H, Takada 
A, Different pathogenicity of H5N1 highly 
pathogenic avian influenza viruses 
determined by a single amino acid in the 
M1 protein, XVI International Congress of 
Virology, 2014 年 7 月 27 日〜8 月 1 日、
Montreal (Canada) 
 
〔図書〕（計 3件） 
①梶原将大、髙田礼人、医学書院、生体の科
学、2015、印刷中（総ページ数 5） 
 
②梶原将大、羊土社、実験医学 第 33巻第 8
号、2015、pp. 1344-1346 
 
③梶原将大、小川寛人、髙田礼人、羊土社、
実験医学  第 31 巻第 19 号、2013、pp. 

3054-3060 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
	 梶原	 将大（KAJIHARA, Masahiro） 
	 北海道大学・人獣共通感染症リサーチセン
ター・博士研究員 
	 研究者番号：70711894 
 
 
 


