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研究成果の概要（和文）：本研究ではC型レクチン受容体がインフルエンザウイルス主要抗原であるヘマグルチ
ニン（HA）により開始される炎症応答にどう関与するかについて検討した。マウスおよびヒトDectin-2はHAと結
合し、特にA/H3N2亜型由来HAと高い結合性を示した。また、HA投与による血清抗体価はA/H3N2亜型由来HA投与に
よりDectin-2遺伝子欠損マウスにおけるIgG産生が野生型マウスと比較して有意に増加した。以上から、
Dectin-2はHAを認識し、さらにHA特異的抗体産生に影響を及ぼす何らかの機序に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated whether influenza virus hemagglutinin 
(HA) is involved in the initiation of inflammatory responses, particularly of HA-specific antibody 
responses, induced by C-type lectin receptors. Each HA, especially HA derived from A/H3N2 subtype, 
was bound to murine or human Dectin-2 carbohydrate domain. Total IgG titer was significantly 
increased in Dectin-2 gene-deficient mice compared to wild-type mice upon intraperitoneal 
administration with HA derived from A/H3N2 subtype. These results suggested that Dectin-2 recognizes
 influenza virus HA and may be involved in some mechanism that further affects HA-specific antibody 
production.

研究分野：感染症内科学

キーワード： インフルエンザ　C型レクチン受容体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究から、Dectin-2遺伝子欠損下ではインフルエンザウイルスHA投与による抗体産生応答が増強される結果
が得られた。これはDectin-2がHA特異的抗体産生を抑制するメカニズムが存在する可能性が示唆され、従来知ら
れている機序とは異なる宿主免疫応答が関与していることが予想される。今後、さらに詳細な細胞動態や分子間
相互作用が明らかになれば、Dectin-2を標的としたインフルエンザ予防戦略構築へ応用可能であり、社会的意義
が非常に大きい。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
インフルエンザワクチンは、流行株の種類や年齢などにより予防効果が異なり、特にインフル
エンザ既往歴のない人には効果が薄い（Vaccines, 6(2): 28, 2018）。また、膜表面抗原である
ヘマグルチニン（HA）を主成分とするスプリットワクチンのため自然免疫誘導能が弱く（モダン
メディア, 61(10); 283-89, 2015）、ワクチン効果向上のための適切なアジュバントの必要性が
指摘されている。近年、自然免疫受容体として知られる Toll 様受容体アゴニストが、効果的な
自然免疫応答を誘導するアジュバント物質として注目されている（Curr. Opin. Pharmacol. 41: 
104-13, 2018）。同様の自然免疫受容体として、微生物糖鎖を認識する C型レクチン受容体（CLRs）
が脚光を浴びており、真菌を始めとする各感染症領域において精力的に研究がなされている。 
CLRs は抗原提示細胞である樹状細胞やマクロファージに高発現するパターン認識受容体で、
多糖との結合により炎症反応を誘導する（Curr. Opin. Microbiol. 40: 123-30, 2017）。近年、
CLRs 下流のシグナル伝達分子である CARD9 の欠損によりインフルエンザが軽減するという注目
すべき報告がなされた（Sci. Rep. 5: 17577, 2015）。この報告は CLRs がインフルエンザ発症
病態に関与している可能性を示唆するが、CLRs を介した詳細な宿主免疫機序は明確でない。 
そこで申請者は、「インフルエンザ宿主防御機構に CLRs の概念を導入することで、CLRs を介
した新規機序によるインフルエンザ予防基盤の確立が可能になる」という仮説を立て、高マンノ
ース糖鎖を認識する CLRs として知られる Dectin-2 に着目した研究に取り組んできた。一連の
解析で、インフルエンザウイルス膜表面の主要抗原であるヘマグルチニン（HA）刺激による樹状
細胞からのサイトカイン産生が Dectin-2 遺伝子欠損（KO）マウスにおいて顕著に低下すること
を見出した。すなわち、Dectin-2 が HA により開始される炎症応答において重要な分子であるこ
とが考えられる。そこでこの知見を元に、Dectin-2 を標的とした新規インフルエンザ予防基盤
の確立を目指す研究を着想した。 
 
２．研究の目的 
上記の研究背景を踏まえ、本研究では CLRs のうち高マンノース糖鎖を認識する Dectin-2 に
着目する。はじめに、Dectin-2 と HA の相互作用についてさらに詳細な解析を行い、HA 認識にお
ける Dectin-2 の関与を明確にする。その上で、産生される各抗体クラスの解析や HA 特異的なリ
ンパ球応答を中心とした宿主抗体産生応答における Dectin-2 の役割について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）CLR 遺伝子導入細胞を用いたレポーターアッセイによる結合能の解析 
CLR 遺伝子、緑色蛍光タンパク（GFP）遺伝子、シグナル伝達分子 FcRγ 鎖、および転写因子
Nuclear factor of activated T cells （NFAT）を 2B4 細胞に導入した NFAT-GFP レポーター細
胞を実験に用いた。本実験では、CLR 遺伝子としてマウス Dectin-2 またはヒト Dectin-2 遺伝子
を導入した細胞を用いた。また、陰性コントロールとして FcRγ 鎖のみを導入した細胞を用い
た。さらに、マウス Dectin-2 の糖鎖認識ドメインのアミノ酸が Glu-Pro-Asn から Gln-Pro-Asp
に置換された細胞を用いた。これらの細胞を各種 HA（由来株：A/Singapore/GP1908/2015(IVR-
180)(H1N1)pdm09、A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016(IVR-186) (H3N2)）、B/Maryland/15/2016 
(NYMC BX-69A)（Victoria 系統）、および B/Phuket/3073/2013（Yamagata 系統）、デンカ生研株
式会社（新潟県五泉市）より入手）由来 HAで刺激した。刺激後の GFP 発現をフローサイトメー
ターにて解析し、Dectin-2 と HA との相互作用を調べた。 
 
（２）樹状細胞からのサイトカイン産生におけるマンノース糖鎖の関与 
HA 表面にはマンノース糖鎖が豊富に存在することが知られている（J. Biol. Chem. 260: 
14771-74, 1985）。そこで、HA 刺激による樹状細胞からのサイトカイン産生に関与する糖類がマ
ンノース糖鎖であるかどうかについて解析した。まず、C57BL/6J（野生型）マウスより骨髄細胞
を採取し、分化誘導因子 GM-CSF との共培養により骨髄由来樹状細胞（BM-DCs）を作製した。各
種 HA に対しては、マンノースと結合するレクチンであるコンカナバリン A（Con A）を吸着させ
たセファロース粒子と各種 HA を反応させた。反応後に遠心し、その上清を刺激物として野生型
マウス由来 BM-DCs を刺激し、24 時間後の上清中炎症性サイトカイン濃度を ELISA にて測定し
た。さらに、吸着処理後の粒子に対し、マンノースとの結合を阻害する物質である α-メチル-
D-マンノピラノシド（ManP）を作用させ、遠心後の上清を回収した。この上清を刺激物として BM-
DCs を刺激し、ManP によるリカバリー効果を検討した。 



（３）HA 特異的抗体産生における Dectin-2 の関与の解析 
野生型マウスおよび Dectin-2 KO マウスに対し、各種 HA をそれぞれ単独で腹腔内投与した。
コントロール群では RPMI1640 培地を腹腔内投与した。初回投与から 7 日後に同じ投与スケジ
ュールで再度腹腔内投与を行った。14 日後に血清を採取し、血清中の HA 特異的抗体価（IgM、
総 IgG、IgA）を測定した。IgG については各サブクラスの測定も行った。 
 

（４）抗原特異的リンパ球応答における Dectin-2 の解析 
野生型マウスおよび Dectin-2 KO マウスの足蹠に各種 HA を投与した。投与 7 日後に鼠径リ
ンパ節および脾臓を採取し、細胞液を調製した。各々の細胞を投与した HA で再刺激し、培養上
清中のサイトカイン濃度を ELISA にて測定した。 
 
４．研究成果 
（１）CLR 遺伝子導入細胞を用いたレポーターアッセイによる結合能の解析 
①マウス Dectin-2 との結合能 
はじめにマウス Dectin-2 と HA との相互作用について、マウス Dectin-2 遺伝子を導入したレ
ポーター細胞を用いて検討した。HAとマウス Dectin-2 の結合について解析したところ、すべて
のHAにおいてGFP発現がみられた。各々の刺激によるGFP発現は、A/H1N1pdm09亜型が約1.0％、
A/H3N2 亜型が約 12％、B/Victoria 系統が約 3.0％、B/Yamagata 系統が約 3.3％であり、A/H3N2
亜型由来 HA 刺激での GFP 発現量が最も高かった。一方で、Dectin-2 抗原結合部位のアミノ酸遺
伝子が変異したマウス Dectin-2 を発現したレポーター細胞を各種 HA で刺激したところ、いず
れの HAにおいても GFP 発現が低下した。特に、A/H3N2 亜型における発現低下が顕著であり、GFP
発現はほぼ消失した。A/H1N1pdm09 亜型、B/Victoria 系統、および B/Yamagata 系統においても、
GFP 発現は非変異細胞と比較して 50％以下に低下した。以上から、マウス Dectin-2 は HA との
結合に関与しており、特に A/H3N2 亜型との相互作用に関与していることが示唆された。 
 

②ヒト Dectin-2 との結合能 
HA とヒト Dectin-2 との反応性についても同様に解析した。ヒト Dectin-2 を発現したレポー
ター細胞を各種 HA で刺激したところ、いずれの HA 刺激においても GFP 発現がみられた。それ
ぞれの刺激における GFP 発現量は、A/H1N1pdm09 亜型が約 5.4％、A/H3N2 亜型が約 3.6％、
B/Victoria 系統が約 1.3％、B/Yamagata 系統が約 4.0％であり、A/H1N1pdm09 亜型の発現量が最
も高かった。また、マウス Dectin-2 およびヒト Dectin-2 と HA との反応性を比較すると、
A/H1N1pdm09 亜型と B/Yamagata 系統ではマウス Dectin-2 よりヒト Dectin-2 において GFP 発現
量が高かった。以上から、HA はマウスにおいてもヒトにおいても Dectin-2 との結合性を示すこ
とが示唆された。一方で、ヒト Dectin-2 と HA との反応性はマウス Dectin-2 とは異なることが
明らかとなった。 
 

（２）樹状細胞からのサイトカイン産生におけるマンノース糖鎖の関与 
Con A を吸着させたセファロース粒子と HAをインキュベートし、遠心後の上清で BM-DCs を刺
激したところ、全ての HA において上清中の IL-12p40 産生がほぼ完全に消失した。遠心後に残存
した粒子と ManP をインキュベートし、遠心後の上清で BM-DCs を刺激したところ、A/H3N2 亜型
由来 HAを除く HAにおいて、消失した IL-12p40 産生がほぼ完全に回復した。A/H3N2 亜型由来 HA
では IL-12p40 産生の回復は 50％程度にとどまった。以上から、HA に含まれる糖類は Con A と
結合する物質であり、その物質は ManP の作用によって Con A から剥離することからマンノース
糖鎖であることが明らかとなった。 
 

（３）HA 特異的抗体産生における Dectin-2 の関与 
HA 投与による抗体産生における Dectin-2 の関与を検討するために、野生型マウスおよび
Dectin-2 KO マウスに HA を腹腔内投与し、14 日後の血清抗体価を測定した。IgM および総 IgG
については、全ての HA 投与において両マウスともコントロール群と比較して有意な抗体価の上
昇がみられた。一方で、IgA はいずれの HA 投与においても検出できなかった。IgM 産生は全て
の HA において野生型マウスと Dectin-2 KO マウスの間に有意差はなかった。総 IgG 産生は
A/H1N1pdm09 由来 HA 投与においては両群間で有意差がみられなかったが、A/H3N2 亜型由来 HA
および B/Yamagata 系統由来 HA 投与においては、野生型マウスと比較して Dectin-2 KO マウス
において IgG 産生が有意に増加した。 



全ての HA 投与において総 IgG が検出できたため、さらに各 IgG サブクラスについても解析
を行った。A/H1N1pdm09 亜型由来 HA 投与においては、IgG3 産生が Dectin-2 KO マウスにおいて
有意に増加したが、その他のサブクラスでは有意差はみられなかった。A/H3N2 亜型由来 HA 投
与においては、有意差はみられなかったものの IgG1、IgG2b、および IgG3 産生が Dectin-2 KO
マウスにおいて野生型マウスと比較して増加傾向であった。B/Yamagata 系統由来 HA 投与にお
いては、IgG2b 産生が Dectin-2 KO マウスにおいて野生型マウスと比較して有意に増加した。
以上から、HA 特異的抗体産生応答において Dectin-2 欠損下では IgG 抗体産生が増加し、特に
IgG1 と IgG2b がその責任因子であることが示唆された。 
 
（４）抗原特異的リンパ球応答における Dectin-2 の関与 
HA 特異的抗体産生応答に関与する因子について明らかにするために、抗原特異的リンパ球応
答に着目し、所属リンパ節におけるリンパ球応答について解析した。各種 HA を足蹠に投与し、
7日後の鼠径リンパ節細胞および脾細胞を回収後、投与抗原で再刺激を行った。刺激後の培養上
清中の IFN-γ、IL-4、および IL-17A の濃度を ELISA にて測定したところ、A/H3N2 亜型由来 HA
投与後の細胞刺激による上清中 IFN-γ濃度が野生型マウスと比較して Dectin-2 KO マウスにお
いて有意に増加した。一方で、IL-4 濃度は両群間で有意差はみられなかった。IL-17A はいずれ
の群においても検出されなかった。以上から、Dectin-2 欠損下では A/H3N2 亜型由来 HA 投与に
より Th1 免疫応答が増強する何らかのメカニズムが存在する可能性が考えられた。 
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