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研究成果の概要（和文）：インフルエンザ粘膜免疫ワクチンは、ワクチン株のみならず抗原変異株や異なる亜型ウイル
スに対しても交差感染防御効果を有する。本研究において、交差結合活性を有するが中和活性は持たないHA特異的IgA
抗体が上気道に多く存在することを見出した。また交差反応性IgA抗体はIgG抗体よりも高い抗インフルエンザウイルス
活性を有していることを明らかにした。さらにウイルス粒子の放出阻害活性が中和活性のないIgA抗体でも認められ、
この機能が亜型間交差感染防御に寄与しているものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Mucosal immunization with influenza virus vaccine confers cross-protection 
against infection with influenza virus antigenic variants as well as multiple subtypes of influenza A 
viruses. In this study, we found that many cross-reactive but non-neutralizing anti-HA IgA antibodies are 
produced in the upper respiratory tract of immunized mice. These anti-HA IgA antibodies showed stronger 
antiviral activities against influenza A viruses than IgG antibodies. Particularly, the results from this 
study suggest that the inhibition of virus particles release from the infected cell surface may be one of 
the IgA-mediated protective mechanisms important for heterosubtypic immunity.

研究分野： ウイルス学
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１． 研究開始当初の背景 
(1)  A 型インフルエンザウイルスは 8 分節
の RNA から成り、11 種類の蛋白質をコードし
ている。そのうちウイルス粒子表面糖タンパ
ク質、ヘマグルチニン(HA)とノイラミニダー
ゼ(NA)の抗原性の違いによりそれぞれ H1-16
と N1-9 に分類され、その組み合わせで亜型
が決められている。免疫および感染によって
誘導される抗体の多くは HA に対するもので
あり、感染防御に大きな役割を果たしている
が、亜型間交差する抗体は少ない。 
(２)  粘膜ワクチンの有利性は、侵入門戸

である気道粘膜上で感染を防御することが
できることと、ワクチン株だけではなく異な
る亜型のインフルエンザウイルスに対して
も交差防御効果を示すことにある。粘膜免疫
によって誘導される粘膜上の抗体は主に分
泌型 IgA であり、ウイルスを中和することに
よって感染防御することが知られている。し
かし誘導された抗体にはワクチン株と異な
る亜型のウイルスに対する中和活性は認め
られない。 
(３) 申請者はこれまでに経鼻免疫マウス

から中和活性のある亜型間交差モノクロー
ナル抗体 S139/１の作出に成功している
（PLoS Pathog. 5(3):e1000350，Proc Natl 
Acad Sci U S A. 109(42):17040-5.）。しか
しこのような抗体はきわめて珍しく、多くの
場合粘膜免疫による感染防御に中和抗体の
関与は少ないものと考えられる。 

  
２．研究の目的 
インフルエンザ粘膜免疫ワクチンは、ワク

チン株のみならず抗原変異株や異なる亜型
ウイルスに対しても交差感染防御効果を有
する。経鼻粘膜免疫によって誘導される分泌
型IgA抗体がこの交差感染防御の主要因であ
るとの報告があるが、どのようにして交差感
染防御に働くかは分かっていない。本研究は、
粘膜免疫によって誘導される IgA 抗体の機
能をポリクローナル抗体および作出したモ
ノクローナル抗体を用いて解析し、交差感染
防御機構を明らかにすることが目的である。 

 
３．研究の方法 
（1）経鼻免疫により誘導される抗体の反応
性解析 
マウスに不活化全粒子インフルエンザウイ
ルスを経鼻免疫した後、異なる亜型のウイル
スを用いて最終免疫または感染させる。3 日
後に鼻腔洗浄液、気管・肺胞洗浄液および血
清を回収し、それぞれに含まれる IgA および
IgG の各種亜型ウイルスに対する反応性およ
び中和能を解析した。抗体の反応性は ELISA
法を用いて行った。 
 
（２）交差反応性 IgA 抗体モノクローナル抗
体の抗ウイルス活性の解析 
インフルエンザウイルスに対する亜型間

交差反応性のある HA、NP、および Mに対する
非中和モノクローナル抗体（IgA または IgG)
を用いて解析した。また同じエピトープを持
つ IgG と IgA の反応性を比較した。 
① 中和試験(細胞侵入阻害) 
 抗体とウイルスを反応させた後、MDCK 細胞
に吸着させて洗浄後培養し、プラーク数の減
少を指標に阻害活性を調べる。 
② 細胞表面中和試験（出芽阻害） 
 MDCK 細胞にウイルス（50-100PFU）を感染
させた後、抗体を含む寒天培地で培養して、
プラークサイズの大きさを調べた。表面中和
しているものは小さくなる。（J Virol 
62:2762－2772）。さらに、MDCK 細胞にウイル
ス感染させた後洗浄し、抗体含有液体培地で
6-8 時間培養時の上清中および細胞中のウイ
ルス量を、抗体非存在下または陰性対照抗体
存在下のウイルス量と比較して評価した。 
③ 細胞内中和試験 
トランズウェルプレートを用いて、ポリ Ig

レセプター（pIgR）発現 MDCK 細胞をインサ
ート膜上でコンフルエントな状態まで培養
する。底部にモノクローナル抗体を加え、イ
ンサート内にウイルスを感染させて培養後、
細胞内で増殖したウイルスを経時的に定量
した。同時に細胞内の IgA 抗体とウイルスタ
ンパク質の局在を、共焦点レーザー顕微鏡で
観察した。 
 
４． 研究成果 
（1）経鼻免疫により誘導される抗体の反応
性解析 
BALB/c マウスの鼻腔内または皮下にホル

マリン不活化ウイルス（H1、H3、H5、H7、H9
または H13 亜型）を接種し、血清、気管肺胞
洗浄液および鼻腔洗浄液中に含まれるIgAお
よび IgG 抗体について解析した。HA 亜型ウイ
ルスに対する交差反応性を調べたところ、い
ずれの亜型のウイルスを免疫原とした場合
でも、複数の亜型の HA に交差結合する抗体
が誘導されることが明らかとなった。図１に
は H9 で免疫した時の各サンプルの１６亜型
HA に対する反応性を示した。交差結合が認め
られた HA 亜型は、HA のアミノ酸配列に基づ
いた系統樹上で免疫原と近縁な亜型に多い
傾向が認められた。IgA は経鼻免疫群でのみ
高い誘導が認められた。 
 

 
 
 
 

 
 



誘導された抗体は、免疫に用いたウイルス
に対して中和活性を示したが、異なる亜型の
ウイルスに対する中和活性は認められなか
った。しかし、気管肺胞洗浄液存在下で様々
な亜型のウイルスを培養すると、中和活性は
ないが結合性を示した亜型のウイルスに対
し、プラーク形成の抑制が認められた(図２)。
さらにウイルスの出芽放出阻害効果も観察
された。その効果は、気管肺胞洗浄液に抗 IgA
抗体を加えることで見られなくなることか
ら、気管肺胞洗浄液中に存在する IgA に亜型
間交差感染を抑制する効果があることが明
らかになった。 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
（２）交差反応性 IgA モノクローナル抗体の
抗ウイルス活性の解析 
 経鼻免疫マウスから作出した中和活性の
ある亜型間交差モノクローナル抗体を用い
て IgA と IgG の抗ウイルス活性を比較した。 
H3 ウイルスを抗原として得られたモノクロ
ーナル抗体 S139/1（IgG）は、H1、H2、H3、
H13、および H16 ウイルスに中和活性を示す。
この抗体を産生するハイブリドーマから自
発的にクラススイッチしてIgA抗体を産生す
るようになった細胞を分離して、同じエピト
ープを認識する IgA 抗体を得た。 
 IgA と IgG 抗体の結合活性を ELISA 法で解
析して比較したところ、免疫原である H3HA
に対して IgAは IgG と同等の強い結合性を示
した。他の亜型の HA に対しては IgA が IgG
よりも顕著に高い結合性を示した。中和活性
は、結合活性同様に、免疫に用いたウイルス
に対してアイソタイプの違いにおいて差は
なかったのに対し、他の亜型のウイルスに対
し IgA は IgG に比べ 50%阻害濃度で 4 倍から
23 倍強い中和活性を示した（図３）。 
 

 

 
 
 

  
 さらに、MDCK 細胞にウイルスに感染させた
後 S139/1 IgA を加えた液体培地で培養した

ところ、上清中に放出されるウイルス量は、
H1、H2 および H3 ウイルスすべてで顕著に減
少した。一方 IgG 添加では、ウイルス粒子放
出はほとんど阻害されなかった。また、透過
型電子顕微鏡観察において、IgA 存在下では
細胞から出芽したウイルス粒子が凝集し、細
胞表面に付着した状態で存在していること
が分かった(図４)。 
  

  
 次に、細胞内で IgA を輸送するのに必要な
pIgRを恒常的に発現するMDCK 細胞を構築し
てトランズウエルのインサートの膜状に単
層培養した。ウイルスを細胞に吸着後、基底
部に抗体を加えて上清中のウイルス数を測
定したところ、IgA 添加時は IgG よりも明ら
かに粒子数が少なかった(図５)。これは抗体
が細胞内を移行するときにウイルスタンパ
ク質に結合してウイルスの生成を抑えてい
ることが考えられる。しかし、細胞上で放出
を妨げていることも考えられるので、今後電
子顕微鏡などによる観察が必要であると考
える。 

 
 

 
 

 
 

 

以上の結果、粘膜免疫により IgA は上気道
に優位に存在し、IgG に比べ強い抗ウイルス
活性を有することが明らかになった。さらに
中和活性を示さない抗体においても結合す
ることでウイルスの放出阻害することで、亜
型間交差感染防御に寄与していることが示
唆された。IgA の強い抗ウイルス活性は、IgA
が多量体であり一分子あたりの結合部位が
多いことに起因しているのではないかと考
えられる。 
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