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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルス感染防御においてはウイルス特異的中和抗体が主要な役割を
担う。感染を初期で収束させるには、ウイルスを認識するIgAを上気道に誘導することが重要であるが、その誘
導機構は不明である。本研究により呼吸器官におけるインフルエンザウイルス特異的IgAの産生には、ウイルス
増殖によって誘導されるIL-6やIFN-gが重要な働きを担っていることが明らかとなった。またIgG1産生において
重要な機能を担っているTfh細胞や胚中心は、抗ウイルスIgA産生においては必須ではないことが明らかとなっ
た。これらの結果は上気道へのIgA誘導型ワクチンの開発において重要な基礎的知見を与えるものである。

研究成果の概要（英文）：Mucosal humoral immunity in respiratory tract is a major defense system 
against influenza virus infection. The mucosal IgA regulation in small intestine is well studied, 
however, less is known of mechanism of anti-virus IgA induction in respiratory tract. Here, we 
showed the secretion of IL-6 and IFN-g mediated by the viral replication in lung was critical for 
anti-virus IgA induction. Our experiments using Bcl6 deficient mice, which does not develop Tfh 
cells and germinal center B cells, revealed that Tfh cells and germinal centers were dispensable for
 the anti-virus IgA induction in lung. Our finding give the informative insight for development of 
novel mucosal anti-influenza vaccines.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
インフルエンザウイルス感染防御において
はウイルス特異的中和抗体が主要な役割を
担う。インフルエンザウイルスは鼻腔より侵
入したのち、まず上気道で増殖しその後下気
道、肺へと感染を広げることで重症化する。
重症化を防ぐためには上気道で感染を食い
止めることが必要である。上気道に存在する
抗体は IgA が主であり、感染を初期で収束さ
せるには、インフルエンザウイルスのエンベ
ロープタンパク質である HA を認識する IgA
を誘導することが必須となる。また同じエピ
トープを認識する IgAと IgG では IgAの方が
交叉反応性に優れることが知られており、変
異ウイルスに対する防御においてもIgA抗体
が重要視されている。しかしながら、通常の
不活化ワクチンの接種ではIgGは誘導できる
が、効率良く IgA を誘導することは困難であ
る。IgA 誘導型ワクチンの開発が困難な原因
として、呼吸器での IgA の産生機構について
ほとんど明らかとなっていないことが挙げ
られる。 
 
２．研究の目的 
インフルエンザウイルス感染の場合、感染細
胞やウイルス抗原が樹状細胞に捕捉され、所
属リンパ節に移動後、リンパ節にて T細胞や
B細胞への抗原提示が行われる。その後、ウ
イルス抗原に親和性をもつB細胞受容体を発
現したB細胞の活性化とイムノグロブリンの
クラススイッチが起こることでウイルス特
異的抗原産生細胞が構築される。全身性に産
生されるウイルス特異的 IgG に関しては、胚
中心と呼ばれる2次リンパ組織特有の細胞構
造が重要であることなど、その産生機構が知
られてきたが、呼吸器官に産生される IgA に
関しては、その産生機構についてほとんど明
らかとなっていない。本研究では呼吸器官に
おけるウイルス特異的 IgA産生 B細胞の誘導
メカニズムについて明らかとすることを目
的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)マウス、ウイルス：実験系としてインフ
ルエンザウイルス感染マウスモデルを用い
たinVivo解析を採用した。マウスはC57BL/6j
を用いた。インフルエンザウイルスはヒトか
ら分離された2009年パンデミック株（Narita 
H1N1）と、季節性株である PR8 株(PR8 H1N1)
を用いた。 
(2)解析手法：ウイルス特異的抗体の抗体価
測定は、インフルエンザウイルス HA を固相
化したプレートを用いたELISAによって測定
した。FACS 解析およびソーティングは BD 社
のFACS CaliburおよびAriaを用いて行った。
RNAseq解析のためのライブラリー調整をNEB
社の Kit にて行い、Illumina 社の HiSeq によ
ってシークエンシングを行った。 
 

 
４．研究成果 
(1)まず、我々はどのような免疫方法により
ウイルス特異的IgAが産生されるのかについ
て調べるために、生ワクチンに相当する感染
性ウイルスと、不活化ウイルス全粒子、ウイ
ルス全粒子からウイルスRNAを除いたスプリ
ットワクチンをそれぞれマウスに経鼻投与
した。その結果、感染性ウイルスを投与した
際のみに気道洗浄液中にウイルス特異的 IgA
の産生が認められた（図 1）。また、同じ感染
性ウイルスを用いても、ウイルス感染に抵抗
性のマウスでは、ウイルス特異的 IgA 産生は
見られなかった。これらのことからウイルス
が呼吸器官で増殖することがIgA産生には必
須であることが明らかとなった（図 2）。 

図１．Live：生ワクチン（ウイルス感染）、
Inactivated：ホルマリンによる不活化ウイ
ルス、Split：ウイルスタンパク成分のみ。
これらをマウスに経鼻投与し、投与後 14 日
後の肺胞洗浄液中の抗HA-IgA抗体価をELISA
にて測定した。 

図２．WT：野生型マウス、Tmprss2-/-:TMPRSS2
欠損マウス（TMPRSS2 を欠損したマウスでは
インフルエンザウイルスの HA の成熟化が起
こらないため、ウイルスが増殖しない）。こ
れらのマウスに Narita 株のウイルスを経鼻
投与し、投与後 14 日後の肺胞洗浄液中の抗
HA-IgA（左）と IgG1（中央）の抗体価を ELISA
にて測定した。また肺中のウイルス量（右）
は感染 6 日目の肺のホモジネートを用いて
MDCK 細胞でのプラークアッセイにて測定し
た。 



(2)ウイルス感染においては体液性免疫応答
のみならず細胞性免疫応答も誘導され、呼吸
器官に誘導されたウイルス特異的細胞傷害
性 T 細胞（CTL）によって、ウイルス感染細
胞が除去されることが知られている。感染に
よって呼吸器官に誘導される抗体がウイル
ス防御能を有していることを証明するため
に、ウイルス感染マウスの肺胞洗浄液を採取
し、別の非免疫マウスに経鼻投与することで、
ウイルス感染に対する防御効果が認められ
るかを検討した。この方法であれば CTL の影
響を排除して肺胞洗浄液中の抗体の防御効
果のみを評価できる。感染マウスの肺胞洗浄
液を投与したマウスではウイルス感染によ
る体重減少が認められず、投与した肺胞洗浄
液中の抗体によってウイルスが中和された
と考えられた（図 3）。この結果からウイルス
感染によって呼吸器官内にウイルス防御能
をもつ中和抗体が誘導されることが明らか
となった。 

図３．赤丸：非免疫マウスの肺胞洗浄液を経
鼻投与したマウス、白丸：ウイルスを感染さ
せたマウスの肺胞洗浄液を経鼻投与したマ
ウス。それぞれのマウスに致死量のインフル
エンザウイルスを感染させ、感染後 12 日目
までの体重変化を記録した。 
 
(3)IgA抗体の産生にはヘルパーT細胞に依存
する経路とヘルパーT 細胞非依存的な経路が
存在することが知られている。ヘルパーT 細
胞依存的な経路による IgA の産生では、抗原
を捕捉した樹状細胞がリンパ節に移動し、リ
ンパ節で抗原特異的ヘルパーT 細胞を活性化
することで、抗原特異的な IgA を産生する B
細胞が選択されると考えられている。インフ
ルエンザ特異的 IgA 産生にヘルパーT 細胞と
リンパ節が必要であるか否かを調べるため
に、機能的 T細胞を持たない Cd3e-/-マウスと
リンパ節へのリンパ球の移動が生じない

Ccr7-/-マウスを用いて、ウイルス感染実験を
行い、呼吸器官に誘導されるウイルス特異的
IgA 抗体価を測定した。T 細胞を持たないマ
ウスおよびリンパ節にリンパ球が移動しな
いマウスでは感染によるウイルス特異的 IgA
の誘導は見られなかった（図 4）。これらのこ
とから呼吸器官におけるウイルス特異的 IgA
の産生にはヘルパーT 細胞と適切なリンパ節
の環境が必須であることが明らかとなった。 

図４．WT：野生型マウス、Cd3-/-：Cd3e 欠損
マウス（T 細胞受容体が欠損しているため、
機能的な T 細胞を持たない）、Ccr7-/-：Ccr7
欠損マウス（リンパ節への移行に必要なケモ
カインの信号を受け取る受容体が欠損した
マウス）。これらのマウスに Narita 株のウイ
ルスを経鼻投与し、投与後 14 日後の肺胞洗
浄液中の抗 HA-IgA 抗体価を ELISA にて測定
した。 
 
(4)リンパ節で抗原提示を受けたヘルパーT
細胞はリンパ節内の T細胞領域から B細胞領
域へと移動し、同じ抗原を認識する B細胞と
の相互作用を経て、濾胞性ヘルパーT細胞（T 
Follicular helper: Tfh）細胞へと分化する。
B 細胞濾胞へと侵入し Tfh 細胞となったヘル
パーT 細胞は、もう一度、同じ抗原を認識す
る B細胞と相互作用しながら胚中心 B細胞の
分化を誘導することで、胚中心をリンパ節内
の B細胞濾胞内に形成する。胚中心では高親
和性抗体を産生するB細胞の選別と増殖が行
われることで高親和性抗体が産生されると
考えられている。ウイルス特異的 IgA の誘導
にTfh細胞や胚中心が必要であるかどうかを
調べるため、Tfh 細胞を持たないマウスと胚
中心B細胞を持たないマウスを用いて実験を
行った。これらのマウスでは Bcl6 という転
写因子が T細胞もしくは B細胞特異的にノッ
クアウトされており、そのために Tfh 細胞や
胚中心は形成されない。これらの Tfh 細胞あ
るいは胚中心B細胞不全マウスにインフルエ
ンザウイルスを感染させ、ウイルス特異的
IgA 産生を測定したところ、Tfh 細胞や胚中
心B細胞が不全であるマウスにおいてもウイ
ルス特異的 IgA の産生は認められた（図 5）。
これらのことから呼吸器官におけるウイル
ス特異的 IgAの産生に Tfh細胞や胚中心は必



須ではないことが明らかとなった。 

図 5．WT：野生型マウス、Bcl6T：T細胞特異
的 Bcl6 欠損マウス（Tfh 細胞を持たない）、
Bcl6B：B細胞特異的 Bcl6 欠損マウス（胚中
心 B 細胞を持たない）。これらのマウスに
Narita 株のウイルスを経鼻投与し、投与後
14 日後の肺胞洗浄液中の抗 HA-IgA および
IgG1 の抗体価を ELISA にて測定した。 
 
(5)不活化ウイルスによる免疫では IgA は産
生されず、生ワクチンすなわちウイルスが感
染したときのみ、ウイルス特異的 IgA が誘導
されるため、感染によって呼吸器官に形成さ
れる環境がウイルス特異的IgA産生に必要で
あることが考えられる。この環境を構成する
細胞を調べる目的で、感染マウスの肺から、
主に抗原提示に関与する樹状細胞、肺胞上皮
細胞、クララ細胞、マクロファージを細胞表
面マーカーによる染色後、セルソーターによ
って分離し、RNAseq による網羅的遺伝子発現
解析をおこなった。その結果すべての細胞に
おいて感染によってⅠ型インターフェロン
の発現の上昇が見られた。また、マクロファ
ージにおいては感染によるIL-33の発現上昇
が認められた。樹状細胞とマクロファージで
はIL-6の顕著な発現上昇が見られた（図6）。 
これらのサイトカインの抗ウイルスIgA産生
における役割を調べるために、Ⅰ型インター
フェロン受容体の欠損マウスと IL-33、IL-6
の欠損マウスでの IgA 産生を解析した。また
これまでにIgAの産生に関与することが報告
されている IL-22、IL-23、IL-25、IL-17、IL-10
の欠損マウスにおいても同様の解析を行っ
た。その結果 IL-6 の欠損マウスにおいて顕
著なウイルス特異的IgA産生の低下が認めら
れた（図 7）。つぎにヘルパーT細胞によって
産生されB細胞での抗体のクラススイッチを
制御することが知られている IL-4、IL-21、
IFN-γについてウイルス特異的IgA産生にお
ける役割を検討した。これらのサイトカイン
の欠損マウスのうち IFN-γの欠損マウスの
みにおいて顕著なウイルス特異的IgA産生の
低下が認められた（図 8）。これらの結果から
ウイルス感染によって呼吸器官に形成され
る IL-6 や IFN-γの豊富な環境がウイルス特
異的IgA産生の誘導に重要な役割を果たすこ
とが明らとなった。 

図 6.DC:樹状細胞、AEC：肺胞上皮細胞、
Clara：肺クララ細胞、M：マクロファージ、
-：ウイルス非感染マウスサンプル、+：ウイ
ルス感染マウスサンプル。PR8 株のウイルス
を感染させたマウスより、感染 3日後に肺を
摘出し、それぞれの細胞の細胞表面マーカー
分子を蛍光標識抗体によって染色後、セルソ
ーターを用いて、細胞を分離した。分離した
細胞から mRNA を抽出し cDNA ライブラリーを
作成、次世代シークエンサーを用いてシーク
エンスすることで発現解析を行った（RNAseq
解析）。右に GeneSymbol で示した遺伝子の発
現をヒートマップとして表示した。 

図 7.WT：野生型マウス、Ifnra-/-：Ⅰ型イン
ターフェロン受容体欠損マウス、Tslpr-/-：
TSLP 受容体欠損マウス、Il33-/-：IL-33 欠損
マウス、Il22-/-：IL-22 欠損マウス、Il23-/-：



IL-23 欠損マウス、Il25-/-：IL-25 欠損マウス、
Il17a-/-：IL-17A 欠損マウス、Il6-/-：IL-6 欠
損マウス、Il10-/-：IL-10 欠損マウス。これ
らのマウスに Narita 株のウイルスを経鼻投
与し、投与後 14 日後の肺胞洗浄液中の抗
HA-IgA 抗体価を ELISA にて測定した。 

図 8. WT：野生型マウス、Il21T：T細胞特異
的 IL-21 欠損マウス、Il4-/-：IL-4 欠損マウ
ス、Ifng-/-：IFN-欠損マウス。これらのマウ
スに Narita 株のウイルスを経鼻投与し、投
与後 14日後の肺胞洗浄液中の抗 HA-IgA 抗体
価を ELISA にて測定した。 
 
(6)まとめ 
本研究により呼吸器官におけるインフルエ
ンザウイルス特異的 IgA の産生には、ウイル
スの感染が必須であり、肺組織におけるウイ
ルス増殖によって誘導される IL-6 や IFN-g
が重要な働きを担っていることが明らかと
なった。また全身性のウイルス特異的 IgG1
産生において重要な機能を担っているTfh細
胞や胚中心は、抗ウイルス IgA 産生において
は必須ではないことが明らかとなった。これ
らの結果は上気道へのIgA誘導型ワクチンの
開発において重要な基礎的知見を与えるも
のである。 
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