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研究成果の概要（和文）：本研究では、抗原変異インフルエンザウイルスにも有効な“交差防御抗体”の誘導を
目的としたユニバーサルワクチン開発に向け、交差防御抗体を誘導可能なヘマグルチニン抗原構造に焦点を当て
て研究を進めた。その結果、ウイルス感染後の肺組織では二次リンパ組織とは異なり、膜融合型ヘマグルチニン
抗原により強く結合する抗体レパートリーが選択されることを明らかとした。この結果は、感染後の肺組織にお
いて交差防御抗体の抗原領域を露出した構造変化ヘマグルチニン抗原が生じ、交差防御抗体応答を誘導している
可能性を示唆している。また、抗体産生応答に関わる抗原提示細胞上の抗原構造の特定に向けて解析系の整備を
行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focus on the antigenic structure which can induce 
cross-protective antibody response to obtain the informations for the development of universal 
influenza vaccine seeds. Here, we found that unique, distinct antibody repertoires which bind better
 to hemagglutinin antigens with membrane fusion-form than to that with native-form were selected in 
the lungs but not in secondly lymphoid organs, such as spleen. This data suggests that hemagglutinin
 structure exposing conserved epitopes such as LAH epitope is arisen and then induces 
cross-protective antibody response in the lungs after viral infection. Furthermore, we optimized the
 experimental conditions for identification of the antigenic structure on antigen-presenting cells.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗原変異インフルエンザウイルスにも有効な“交差防御抗体”の誘導を目的とした所謂ユニバーサルインフルエ
ンザワクチンの社会的要請は高く、新規ワクチン剤形シーズ開発が精力的に進められているが実用化は未だ達成
されていない。本研究では、世界で主に進められている分子構造学的アプローチとは異なり、ウイルス感染後の
交差防御抗体応答を解析するという免疫学的アプローチを基軸とすることでワクチンデザイン戦略における新た
な科学的知見が取得した。今後ユニバーサルワクチンシーズ開発と実用化に向けたさらなる進捗が期待できると
考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

抗原変異インフルエンザウイルスにも有効な“交差防御抗体”の誘導を目的とした所謂ユニバ
ーサルインフルエンザワクチンの社会的要請は高く、新規ワクチン剤形の開発が近年進められ
ている。しかしながら、それらワクチン剤形の実用化は未だ達成できていない。 

交差防御抗体はウイルス感染によって誘導されやすいことがヒトおよびマウスにおいて以前よ
り報告されていたが、その産生を担う“交差反応性 B 細胞”の詳細な発達経路は未解明であっ
た。我々は世界に先駆けて抗原特異的な B細胞の検出という技術的ブレイクスルーを成し遂げ、
感染局所の肺組織において交差反応性 B 細胞が優先的に選択されていることを見出した（引用
文献①）。 

さらに上記で得られた免疫学的な知見をヒントにし、交差防御抗体の主要な標的であるヘマグ
ルチニン抗原の構造を変化させることで隠れた抗原領域を露出させるという従来とは異なるコ
ンセプトによって、新規ワクチン剤型の創出に成功した（図１）（引用文献②）。 

図１ ヘマグルチニン抗原構造を変化させた膜融合抗原では、隠れていた交差防御抗体の結合
領域が露出する（模式図） 
 

２．研究の目的 

本研究では、新たなワクチンデザイン戦略における科学的基盤の整備に向け、交差防御抗体を
誘導可能な抗原構造に焦点を当て、肺組織にユニークな交差反応性 B 細胞の選択機序の解明を
目的とした。 
 

３．研究の方法 

 感染後の生体内に微量にしか存在しないヘマグルチニン抗原を検出し、かつ構造を識別するこ
とは挑戦的な検証である。そこで本研究では、（１）B 細胞レパトアの大規模解析による間接的
な検証と、（２）抗原提示細胞上に存在する微量抗原の鑑別抗体による直接的な検出という 2つ
のアプローチを検討した。 

（１）抗原特異的 B細胞のシングルセル培養システムを用いて、各組織で選択された B細胞の大
規模モノクローナル化を行い、通常構造・膜融合型 HA への結合を比較することで、各組織に存
在する抗原構造の差異を間接的に立証する。 

（２）B 細胞の活性化に関わる抗原提示細胞上に存在する抗原構造変化を正確に区別するため、
濾胞樹状細胞の単離・培養条件の最適化を行う。さらに、通常構造・膜融合型ヘマグルチニンの
それぞれにのみ結合するモノクローナル抗体を新規作製して鑑別抗体とし、各組織の濾胞樹状
細胞が提示する抗原構造をフローサイトメトリ・顕微鏡解析により直接的な検出を試みる。 

 

４．研究成果 

（１）B細胞レパトアの大規模解析による検証 

生体内において抗原構造の変化を間接的に検証するため、ヘマグルチニン抗原特異的 B細胞の
シングルセル培養システムを用いて、ウイルス感染させたマウスの各組織（肺、リンパ節、脾臓）
で選択された交差反応性の胚中心 B 細胞の大規模モノクローナル化を行った。得られた交差モ
ノクローナル抗体の、通常ヘマグルチニン・膜融合型ヘマグルチニン抗原への結合度を比較検証
したが、各組織間において結合度に有意な差は見られなかった。 

膜融合型ヘマグルチニン抗原通常のヘマグルチニン抗原



この結果は、二次リンパ組織（リンパ節や脾臓）では交差反応性 B細胞の選択頻度は少ないも
ののその性質は肺組織と変わらないことを示している。すなわち、組織間における交差反応性 B
細胞の選択頻度の差異は、組織間で存在する抗原構造が異なることによる抗体レパトアの差異
によるものではなく、組織における構造変化抗原の存在頻度に起因するものであると考察され
る。 

そこで次に、株特異的（交差反応性の無い）胚中心 B細胞のシングルセル培養を行い、株特異
的モノクローナル抗体の通常ヘマグルチニン・膜融合型ヘマグルチニン抗原への結合度を調べ
た。その結果、株特異的抗体においても膜融合型ヘマグルチニン構造により強く結合する複数ク
ローンが肺組織で確認された（図２）。さらに、この株特異的モノクローナル抗体には肺組織に
おける交差防御抗体の主要な抗原領域である LAH（Long alpha helix; 60 アミノ酸残基程度の
長いαヘリックス）を含む幹領域に結合するクローンが存在していた。 

図２ 感染後の肺組織で選択された胚中心 B細胞における膜融合型ヘマグルチニンへの結合性 

 

交差防御抗体の抗原領域 LAH が存在する幹領域はヘマグルチニン抗原上において立体障害で隠
れており（図１の左；通常のヘマグルチニン抗原）、この領域に結合する抗体は感染後の二次リ
ンパ組織（特に脾臓）では極めて頻度が少ない。そのため肺組織における株特異的および交差反
応性の胚中心 B 細胞の両者において膜融合型ヘマグルチニン抗原へより強く結合するクローン
が確認できたことは、肺組織では交差防御抗体の抗原領域を露出した構造変化した抗原の存在
を強く支持すると考えられる。 
 

（２）抗原提示細胞上に存在する微量抗原の検出 

次に、抗原提示細胞（濾胞樹状細胞）上における抗原の構造を直接的に検証するために、濾胞
樹状細胞の調整・単離条件を検討した。濾胞樹状細胞は、B細胞免疫において重要な役割を果た
しているが、極めて単離・培養が困難なため解析系に関する知見が少なく、また統一的な方法論
が未だ確立されていない。そこでまず初めに、濾胞樹状細胞の検出および単離条件の最適化を行
った。これまでの報告において濾胞樹状細胞は、CD45 陰性の細胞集団中における CD21 陽性細胞
という２つのマーカープロファイルで定義おり、更に FDC-M2、PDPN、CD31、ICAM などのマーカ
ーで更なる細胞集団の細分化と、濾胞樹状細胞の純度向上を試みた。 
 さらに濾胞樹状細胞の培養に向け、肺組織などからの細胞調整条件
（コラゲナーゼ/DNase 処理濃度・時間）、細胞濃縮条件（CD45, CD21
マグネティックビーズ処理）、培養条件の検討を行った。培養細胞をマ
ーカーである FDC-M2/M1, CD21/35 抗体で染色した結果、コントロー
ル細胞（CD45-, CD21+）では確認されなかった濾胞樹状細胞マーカー
の発現が確認された。しかしながら、現状の条件では得られる細胞数
は極めて少ないためさらなる最適化を進める一方、single-cell RNA-
seq による網羅的な検出・遺伝子解析などの方法を模索する必要があ
ると考えられる。 

今後、本研究で得た結果や実験条件をさらに発展させて解析を進め、感染肺組織にユニークな
抗原を検出しその構造を解き明かすことで、交差防御抗体を効率的に誘導可能なより良いワク
チン剤形に関する知見が得られることが期待できると考えられる。 
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