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研究成果の概要（和文）：　効果的な経口投与型ワクチン開発への手助けとなるような知見を得るために、経口
投与型ワクチンに対する腸管の抗原特異的分泌型IgA抗体応答誘導メカニズムについての解析を行った。これま
で、弱毒化した組換え型サルモネラをワクチン抗原として用いて、経口投与した場合、抗原特異的IgA抗体応答
を誘導するためにはパイエル板が必要であるとの結果を得ていたが、本研究では特にパイエル板のB細胞がカギ
となる働きをしていることがin vitro実験系で示された。

研究成果の概要（英文）： We assessed mechanisms of the induction of antigen (Ag)-specific intestinal
 secretory (S)IgA antibody (Ab) responses against orally administered vaccines in order to provide 
helpful information that will aid in the development of an effective mucosal vaccine. Our previous 
study showed that Peyer’s patches (PP) are required for the induction of Ag-specific intestinal 
SIgA Ab responses to oral attenuated recombinant Salmonella vaccine strain. In this study, we 
further showed that PP B cells play specific roles for the induction of Ag-specific mucosal IgA Ab 
responses in vitro.

研究分野：感染免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 重篤な感染症が世界的に流行し致命率が
高く社会的に大問題となっている。また、生
活習慣病でもある歯周病や齲蝕によって歯
を喪失しQuality of Lifeの低下や咀嚼機能不
全が認知症につながる恐れもある。このよう
な感染症に対抗できる有効性の高いワクチ
ンの開発が急務であると考えられる。経粘膜
投与型ワクチンは投与に注射針が不要であ
り、全身免疫と粘膜免疫両方を誘導できるこ
とから発展途上国を含めた全世界で今後広
い活用が期待される。より有効な、病原体特
異的な防御抗体を産生可能なワクチンの開
発へ一助となるために、消化管における抗原
特異的抗体応答誘導メカニズムの解明を行
うことは非常に意義があると考える。 
 これまで、申請者らは弱毒化した組換え型
サルモネラに破傷風毒素の無害な部分であ
るフラグメント C を発現させた組換え型サ
ルモネラ（rSalmonella-Tox C）をワクチン
抗原として用いて、経口投与し、抗原特異的
抗体応答誘導における各リンパ組織の役割
について解析を行っている。腸管の抗原特異
的分泌型 IgA抗体応答を誘導するためにはパ
イエル板が必要であると報告している
（Hashizume et al.,2008）。さらに、弱いガ
ンマ線を照射しパエイル板のB細胞領域やT
細胞領域を破壊したマウスに無処理のマウ
スから分離してきたパイエル板細胞を移入
したところ、パイエル板の組織構造が再形成
され、抗原特異的腸管 IgA抗体応答が誘導さ
れた。以上の結果から、パイエル板の組織構
築（B細胞領域、T細胞領域）が経口投与さ
れた rSalmonella-Tox Cに対する腸管の IgA
抗体応答誘導には重要であることが示唆さ
れた。これらの結果を踏まえ、本研究ではさ
らに細胞レベルでの解析を行った。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、有効な経口ワクチンの開発に一
助となるような知見を得るため、消化管にお
ける抗原特異的 IgA抗体応答誘導メカニズム
の解明を目的としている。これまで、経口投
与したｒSalmonella-Tox C に対する腸管
IgA抗体応答誘導にはパイエル板組織の存在
が不可欠であると報告し、さらに、パイエル
板のリンパ組織構築が必要であるという結
果を得ているが、リンパ球自体は全身のリン
パ組織、血液、リンパ管を繰り返し巡回し常
に移動している。そこで、本研究では、これ
までの結果を踏まえ、脾臓、腸間膜リンパ節、
パイエル板中の各免疫担当細胞（T 細胞、B
細胞、樹状細胞）が抗原特異的腸管 IgA抗体
応答誘導にどのような役割を果たしている
かについて詳細な解析を加える。パイエル板
の組織構築に加えて、パイエル板由来細胞が
重要なのか、或はどのリンパ組織のどの免疫
担当細胞が抗原特異的 IgA抗体応答誘導に重
要であるのかが解明することはワクチン開
発の上でも非常に意義があると考えられる。 

 
３．研究の方法 
 ナイーブマウスの脾臓、腸間膜リンパ節、
パイエル板から CD4 陽性 T細胞、B220 陽性 B
細胞をソーティングし、あらかじめ
rSalmonella-Tox C を経口投与したマウスの
脾臓、パイエル板から CD11c 陽性樹状細胞を
分離し、それぞれ様々な組み合わせで共培養
し、上清中に産生分泌された破傷風毒素（TT）
特異的 IgA抗体レベルを ELISA 法で解析した。
また、共培養後の非接着細胞を回収し TT 特
異的 IgA産生細胞数を ELISPOT 法で定量した。
さらに、パイエル板には高い割合で表層 IgA
陽性 B 細胞が存在していることから、B 細胞
を表層 IgA 陽性 B細胞と表層 IgA 陰性 B細胞
に分けて分離し、それぞれのサブセットにつ
いて TT-特異的 IgA 抗体応答が誘導されるか
どうか検討した。まず予備実験として磁気細
胞分離システムである IMag（現有）を用いて
細胞を分離し傾向を調べた後、FACS Aria を
用いて各細胞サブセットをソーティングし
共培養実験を行った。 
 
４．研究成果 
(1)各組織由来免疫担当細胞の働き 
①単核細胞についての解析 
ナイーブマウスの脾臓、腸間膜リンパ節、
パイエル板から単核細胞を分離し、また、あ
らかじめ rSalmonella-Tox C を 7 日前と 2日
前に経口免疫したマウスの脾臓、パイエル板
から単核細胞を分離し、樹状細胞エンリッチ
メントカクテル抗体を加えて 30 分静置しネ
ガティブセレクションによりCD11c陽性樹状
細胞を回収した。脾臓、腸間膜リンパ節、パ
イエル板由来の単核細胞と感作させた樹状
細胞をそれぞれ共培養すると、パイエル板の
単核細胞を含んだ培養系で TT-特異的 IgA 抗
体が産生された（図１）。一方、脾臓、腸間 

図 1 TT 特異的 IgA 抗体応答 
 
膜リンパ節から分離した単核球は TT 特異的
IgA 抗体を産生しなかった。さらに、パイエ
ル板由来単核細胞が含まれた培養系では樹
状細胞の由来が脾臓であるかパイエル板で
あるかは関係なく TT 特異的 IgA 抗体が誘導
された（図１）。 
②リンパ球についての解析 
 ナイーブマウスの脾臓、腸間膜リンパ節、
パイエル板から単核球を分離し、ビーズ標識
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抗 CD4 抗体、ビーズ標識抗 B220 抗体を加え
て 30 分静置した後、IMag システムを用いて
CD4 陽性 T細胞、B220 陽性 B細胞をポジティ
ブセレクションした。またあらかじめｒ
Salmonella-Tox Cを経口免疫したマウスの脾
臓、パイエル板からネガティブセレクション
により樹状細胞濃縮フラクションを回収し
た。それぞれ、様々な組み合わせで脾臓、腸
間膜リンパ節、脾臓由来の CD4 陽性 T 細胞、
及び B220 陽性 B 細胞と感作済みの脾臓或は
パイエル板由来の樹状細胞共培養したとこ
ろ、パイエル板の B220 陽性 B 細胞を含んだ
培養系で TT 特異的 IgA 抗体が産生された。
つまり、パイエル板由来の B220 陽性 B 細胞
が含まれた培養系では T細胞の由来、樹状細
胞の由来に関係なく TT 特異的 IgA 抗体を誘
導した。一方、腸間膜リンパ節、脾臓由来の
B220陽性B細胞を含んだ系ではTT特異的IgA
抗体を産生しなかった。 
③表層 IgA 陽性 B細胞についての解析 
 TT 特異的 IgA 抗体応答誘導にはパイエ
ル板所属の免疫担当細胞の中で B220 陽性
B細胞が特徴的な役割を果たしている可能
性が示唆されたことから、次にパイエル板
に高い割合で存在している表層 IgA陽性B
細胞の関与について解析した。Biotin標識
IgA 抗体をナイーブマウスのパイエル板か
ら分離した単核細胞に加え、ビーズ標識
streptavidinをさらに加え IMagシステム
でポジティブセレクションした。同時にナ
イーブ CD4 陽性 T 細胞を分離し、また
rSalmonella-Tox C免疫マウスから分離し
たパイエル板樹状細胞と共に共培養した。
その結果、表層 IgA陽性 B細胞を含んだ培
養系で TT-特異的 IgA抗体が産生された。
表層 IgA 陰性 B 細胞を含んだ培養系では
TT特異的 IgA抗体応答が少し検出された。 
④FACSaria によるセルソーティングを用
いた解析 
 現有の IMagシステムでは細胞分画の精
度に限界があるため、FACSAria を使用し
てセルソーティングを行った。表層 IgA陽
性パイエル板細胞およびパイエル板 CD4
陽性 T細胞と、感作済みのマウスから分離
したパイエル板 CD11c 陽性樹状細胞を
FACSAria でソーティングし共培養したと
ころ、表層 IgA陽性パイエル板細胞を含ん
だ培養系で TT特異的 IgA抗体を産生する
傾向にあった。 
(2)まとめ 
以上の結果から免疫担当細胞の中でパイ
エル板由来の表層 IgA陽性サブセットを含
んだ B 細胞サブセットが抗原特異的腸管
IgA 抗体応答誘導に特有の役割を果たして
いる可能性が示唆された。これらの結果は
粘膜免疫システムの解明に貢献することが
期待され、粘膜ワクチンの開発への一助と
なると考える。今後は、表層 IgA陰性細胞
について解析していく。また、in vitro で
得られた結果が in vivo でも一致するとは

限らない点を考慮し、in vivoでパイエル板
B細胞の役割について解析していく。 
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