
インフルエンザ感染症の予防にはワクチンが最も有効な

手段である．しかし，現行の皮下注射型のワクチンでは全

身系免疫に関わるIgGを血液中に誘導するが，ウイルス

の感染防御に重要なIgAを粘膜上に誘導することができ

ないため，期待できる効果は感染の予防ではなく，重症化

の予防でしかない1）．しかも，ワクチン株と流行株が異な

る場合，その効果は極めて低くなる．一方，粘膜上に分泌

されるIgAは異なる亜型のウイルスに対しても感染を防御

することができることから，粘膜免疫の活性化によりIgA

産生を効率よく誘導する経鼻粘膜ワクチン接種が注目され

ている．しかし，皮下注射型ワクチンと同じ成分を経鼻粘

膜投与しても粘膜免疫は十分に活性化されず，ワクチン成

分以外に粘膜免疫を増強する物質である「アジュバント

（免疫増強剤）」が必要となる．

これまでに，粘膜アジュバントとしてコレラ毒素などの

細菌毒素に有効性が認められてきたが2），臨床試験におい

て顔面神経麻痺が見られたことから使用は認められていな

い．また，自然免疫に関わるToll様受容体（Tolllikere-

ceptor;TLR）3のリガンドで二本鎖 RNAの poly（I:C）

に粘膜アジュバントとしての有効性が認められているが3），
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要 約

経鼻投与型インフルエンザワクチンは，粘膜上に分泌型の免疫グロブリン（Immunogloblin;

Ig）A抗体（以下，IgAと表記）を誘導するため，ウイルスの感染予防に有効である．しかし，

効率よくIgAを誘導するには粘膜免疫を活性化するアジュバント（免疫増強剤）が必要である．

本研究では，B細胞のinvitroでのIgA産生誘導機構を利用して，IgA産生を増強するアジュ

バント活性を有する天然化合物をスクリーニングにより見出すことを目的とした．マウス脾臓B

細胞を用いて，粘膜アジュバントとして有効性が確認されている二本鎖RNAであるpoly（I:C）

によるIgA産生誘導系を見出し，これをもとにIgA産生を指標としたスクリーニング系を構築

した．新たに構築したこの評価系は，アジュバント候補化合物の探索に有用であると考えられる．

Summary

Nasalsprayvaccineagainstinfluenzavirusiseffectiveforprotectionagainstinfection

withthevirusbyimmunoglobulin（Ig）Asecretedonthemucosalsurface.Toimprovethe

efficiencyofthevaccine,adjuvantisnecessaryforinductionofappropriatemucosalim-

muneresponsesuchasIgAsecretion.Inthisstudy,weaimedtoscreensafeandefficient

mucosaladjuvantcandidates,whichhaveabilitytoinduceIgAsecretion,amongnatural

compounds.Wefoundthatpoly（I:C）knownasstrongmucosaladjuvantinducedIgA

from murinesplenicB lymphocytesbyco-stimulatedwithretinoicacid（RA）and

interleukin（IL）-5invitro.WedevelopedscreeningculturesystembasedontheIgApro-

ductionmechanism bypoly（I:C）,RA andIL-5usingBlymphocytes.Thisscreening

culturesystemcanbeusefultosearchforanadjuvantcandidatecompound.
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毒性などの問題からヒトでの応用には至っておらず，安全

かつ効果的な粘膜アジュバントの開発が急務となっている．

そこで，本研究では，安全かつ効果的なアジュバントの

開発を目指し，主に植物などに含まれ，極微量で生理活性

をもたらす天然化合物に着目し，天然化合物に新たに粘膜

アジュバントとしての活性を見出すこととした．特に，粘

膜ワクチンではいかに粘膜上にIgA産生を誘導するかが

重要であることから，アジュバント活性としてIgA産生

増強作用に着目し，B細胞の IgA産生を指標とした in

vitroスクリーニング系を構築し，IgA産生を増強する天

然化合物のスクリーニングを実施することで，新規粘膜ア

ジュバントを得ることを目的とした．

InvitroにおけるB細胞からのIgA産生誘導には，①数

回の細胞分裂，② TGF-b（transforminggrowthfactor-

b）やレチノイン酸（retinoicacid;RA）,TNF（Tumorne-

crosisfactor）ファミリーの BAFF（Bcellactivating

factor）や APRIL（aproliferation-inducingligand）な

どによるIgAクラススイッチ組換え，③ インターロイキ

ン（interleukin;IL）-2やIL-5などのサイトカインによる

IgA産生細胞への分化の過程が必要である4-6）．これまで

に，TLR4リガンドであるリポ多糖LPSとIL-5の存在

下，TGF-bあるいはRAによりIgA産生が誘導される培

養系を中心に研究が進められてきた7,8）．生体内ではTLR3

リガンドであるpoly（I:C）をアジュバントとしてインフ

ルエンザワクチンを経鼻的に接種するとIgA産生を誘導す

るが，invitroでのpoly（I:C）によるIgA産生誘導機構に

ついて検討した報告は調べた限りにおいてない．

このような背景から，効果的にIgA産生を誘導するア

ジュバント化合物の探索には，細胞レベルで poly（I:C）

刺激によりIgAが産生される条件を見出し，その機構を

理解する必要がある．今回，我々はマウス脾臓B細胞を用

いたpoly（I:C）刺激によるIgA産生誘導系を確立したの

で報告する．

実験方法

１．実験試薬

LPS及びRAはSigma社より，poly（I:C）,loxoribine

及びCpGBはInvivoGen社から購入した．組換えマウス

IL-5はR&Dsystems社から，IL-2，IL-4，IL-6，IL-

10及びTGF-bはPeprotech社から購入した．ビオチン化

抗マウスCD43抗体（clone:S7），抗マウスFcg受容体抗

体（clone:2.4G2）及びストレプトアビジン結合磁気ビー

ズはBDBiosciences社から購入した．

２．細胞及び細胞培養

マウス脾臓B細胞はBALB/cマウス（7-9週令，雌性）

より調製した．BALB/cマウスは三協ラボサービスより

購入し，1～3週間の予備飼育の後，実験に供した．マウ

スをイソフルラン麻酔下頚椎脱臼にて安楽死させた後，脾

臓を摘出し，スライドガラスですりつぶして脾臓細胞を調

製した．脾臓細胞を塩化アンモニウム/カリウム（ACK）

緩衝液中に懸濁し，2分間静置して赤血球を除去した．2%

ウシ胎児血清（Fetalbovineserum;FBS）を含むHanks・

balancedsaltsolution（HBSS）にて1.0×108cells/mlに

懸濁し，抗マウスFcg受容体抗体を添加して氷上で15分

間置いた後，抗マウスCD43-ビオチン抗体を50倍希釈で

添加して氷上で30分間静置した．2%FBSを含むHBSS

緩衝液にて洗浄後，ストレプトアビジン結合磁気ビーズと

混合して 8℃にて30分間静置した．磁気細胞分離装置

IMag（BDBiosciences社）により CD43陰性細胞を精製

し，これを脾臓B細胞とした．フローサイトメトリーに

よる純度解析の結果，95％以上がB220陽性のB細胞で

あった．培地として10%FBS，100U/mlのペニシリン，

100mg/mlのストレプトマイシン及び55mMの2-メルカ

プトエタノールを含むRPMI1640培地（GIBCO�）を使用

し，5%CO2存在下，37℃で培養した．

３．TLRリガンドやサイトカイン刺激による抗体産生の評価

TLRリガンドが抗体産生に及ぼす影響を調べるために，

B細胞を所定濃度の各種TLRリガンドで刺激した後，96

ウェル平底培養プレートに2.0×105cells/wellとなるよ

うに細胞を播種し，7日間培養した．また，poly（I:C）に

よるIgA産生の誘導条件を調べるために，B細胞をpoly

（I:C）,TGF-b，RA及びIL-5を単独で，あるいは複数の

組み合わせで刺激し，96ウェル平底培養プレートに2.0×

105cells/wellとなるように細胞を播種し，7日間培養し

た．このとき，各因子の濃度は，poly（I:C）10mg/ml,

TGF-b0.5ng/ml,RA10nM及び IL-55ng/mlに設定

した．培養後，培養プレートを200×gで10分間遠心分離

することで培養上清を採取し，抗体濃度を測定した．

４．抗体産生量の測定

培養上清中の IgM及び IgA濃度は，それぞれ Mouse

IgM ELISA QuantitationSet及び MouseIgA ELISA

QuantitationSet（Bethyl社）を用い，添付のプロトコル

に従って定量した．

５．スクリーニング系の構築

スクリーニング系の構築は，IgA産生がある程度誘導

され，かつ化合物の添加によりIgA産生の増加が確認で
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きるように，poly（I:C），RA及びIL-5の添加濃度を検

討することで行った．

結 果

１．TLRリガンドが抗体産生に及ぼす影響

TLR3,4,7及び 9のリガンドである poly（I:C）,LPS,

loxoribine及びCpGBによる刺激がB細胞の抗体産生に

及ぼす影響を調べた．IgM産生において，大腸菌由来の

LPSにより IgM産生を顕著に増大することがわかった

（Fig.1）．また，IgA産生においても，同様にLPS刺激

によりIgA産生が増大した．粘膜アジュバントとして有

効性が確認されているpoly（I:C）単独での刺激下では，

IgM及びIgA産生のいずれもコントロール群と比較して

変化がなかった．

２．IgAクラススイッチ組換え誘導因子が抗体産生に及ぼ

す影響

B細胞を用いたinvitro培養系では，LPSとTGF-bあ

るいはRAとの共刺激によりB細胞にIgAクラススイッ

チ組換えが誘導され，さらにIL-5刺激が抗体産生量を増

大することが知られている．そこで，poly（I:C）と IgA

クラススイッチ誘導因子であるTGF-bあるいはRA,IL-5

による共刺激が抗体産生に及ぼす影響を検討した．Poly

（I:C）刺激下において，IL-5の有無にかかわらず，TGF-b

刺激によりIgA産生は抑制された（Fig.2a）．また，IL-5

は単独でIgA産生を増大させるが，poly（I:C）とIL-5あ

るいはRAとIL-5の共刺激を加えても，IgA産生のさら

なる増大は認められなかった．一方で，poly（I:C）,RA及

びIL-5の共刺激下において，IgA産生量が有意に増大し

（Fig.2b），これらの共刺激が顕著なIgA産生を誘導する

ことが分かった．
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Fig.1EffectsofstimulationwithTLRligandsonproductionofIgMandIgA
SplenicBlymphocyteswerestimulatedwithTLRligandsandculturedfor7days.IgMandIgAconcentrations
inthesupernatantsweredeterminedbyELISA.ErrorbarsindicatetheSDfromthemean（n=3）.

 

Fig.2IgAproductioninducedbystimulationwithpoly(I:C)
(a)SplenicBlymphocytesweretreatedwithpoly(I:C),TGF-bandIL-5.(b)Blymphocytesweretreatedwithpoly
(I:C),RAandIL-5.Afterculturefor7days,IgAconcentrationsinthesupernatantweredeterminedby
ELISA.ErrorbarsindicatetheSDfromthemean(n=3).*P<0.01(Student・st-test).



３．サイトカインが抗体産生に及ぼす影響

Poly（I:C），RA及びIL-5の共刺激によりIgA産生が

増強することが明らかとなったが，IL-5以外のサイトカ

インとの共刺激が抗体産生にどのような影響を及ぼすかに

ついても検討を行った．IL-2,IL-4,IL-6及びIL-10単独

での刺激下では，IgM及びIgA産生の顕著な増加は認め

られなかった．一方，IL-5については，単独，poly（I:C）

との共刺激あるいはpoly（I:C）とRAとの共刺激のいず

れにおいても，IgM及び IgA産生量が有意に増加した

（Fig.3）．

４．IgA産生誘導系を用いたスクリーニング系の構築

Poly（I:C）及びIL-5存在下，RAの濃度依存的にIgA

産生が誘導されることを利用し，poly（I:C）,RA及び

IL-5の濃度をそれぞれ5mg/ml,1nM及び5ng/mlに設

定することで，IgA産生を指標とした粘膜アジュバント

のスクリーニング系を構築した（データは示していない）．

考 察

我々は，これまでに培養細胞を用いたinvitroでの免疫

評価系を構築し，天然化合物をはじめとする様々な化合物

の生活習慣病などに対する薬効評価を行ってきた9-12）．安

全かつ効果的な粘膜アジュバントの開発においても適切な

invitro評価系を確立し，各種化合物の粘膜アジュバント

としての有効性を評価できれば，新たな作用機序を有する

アジュバント化合物を獲得できる可能性が高い．そこで，

粘膜免疫において重要な因子であるIgAの産生を指標とし

たinvitro評価系を構築し，IgA産生を増強する天然化合

物のスクリーニングを行うことで効果的かつ安全な粘膜ア

ジュバントの開発を進めてきた．

粘膜免疫に特徴的なIgAの産生誘導機構については，

腸管粘膜免疫においてはいくつかの知見が得られているが，

鼻腔粘膜における粘膜免疫応答機構に関しては明らかになっ

ていない点が多い．腸管粘膜におけるB細胞のIgA産生

誘導の作用機序を例にとると，IgM陽性B細胞に，T細

胞依存性経路ではT細胞からの刺激とTGF-bにより，T

細胞非依存性経路では腸内細菌などによるTLRリガンド

の刺激とRA，あるいはBAFFやAPRILによりIgAク

ラススイッチが誘導されてIgA陽性細胞となり，IL-2，

IL-5やIL-6などのサイトカインがIgA産生細胞への分

化を誘導することが知られている4-6）．Invitroの検討に

おいて，ウイルス認識に関与しているといわれるTLR3,

4,7及び913）のTLRリガンドごとにIgM及びIgA産生

には差異があり，LPSによる刺激はIgM及びIgA産生を

顕著に増強することがわかった（Fig.1）．このIgM及び

IgA産生量の増加は，LPS刺激による細胞増殖の促進に

より，もともと存在していたIgM陽性細胞数及びIgA陽

性細胞数が増加した結果であり，IgAクラススイッチ組

換えは誘導されていないものと推察される．一方，poly

（I:C）による細胞増殖はほどんど見られず，IgM及びIgA

産生量はコントロール群と同程度であった．

Invivoにおいてpoly（I:C）がインフルエンザワクチン

の粘膜アジュバントとしてワクチン抗原特異的なIgAを

産生するが，その作用機序は明らかとなっていない．そこ

で，invitroでのB細胞培養系においてpoly（I:C）による

IgAクラススイッチ誘導に関与する各種因子による刺激

を検討したところ，興味深いことに，IgA産生を誘導す

るのは，poly（I:C）とTGF-bとの共刺激ではなく，poly

（I:C）とRA及びIL-5の共刺激であることが明らかとなっ

た（Fig.2a,b）．また，LPSとRAとの共刺激系において，

IL-2とIL-5は同程度にIgA産生を増大させることが報告

されているが8），poly（I:C）とRAとの共刺激系において

は，IL-5のみが顕著にIgA産生を増加させた（Fig.3b）．

さらに，poly（I:C）とRAとの共刺激系では，それらの単

独での刺激と比較してIgA産生の増加は認められなかっ
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Fig.3EffectsofcytokinesonproductionofIgMandIgAbystimulationwithpoly(I:C)andRA
SplenicBlymphocyteswerestimulatedwithpoly(I:C),RAandseveralcytokines.Afterculturefor7days,(a)IgMconcen-
trationsinthesupernatantsweredeterminedbyELISA.(b)IgAconcentrationsinthesupernatantsweredeterminedbyELISA.
ErrorbarsindicatetheSDfromthemean(n=3).



たが，poly（I:C）,RA及び IL-5の共刺激により有意に

IgA産生が増加した．これらの結果より，poly（I:C）,RA

及びIL-5の共刺激がB細胞のIgAクラススイッチ組換え

誘導し，しかも，LPSとRAによるIgA産生誘導とは異

なる機序で作用しているものと推察される．一方で，破傷

風毒素ワクチンにpoly（I:C）とRAとを併用することで，

IgG陽性細胞数が増加し，さらには抗体産生細胞への分化

が促進され，IgG産生が増大することが報告されてい

る14）．今後，poly（I:C），RA及びIL-5によるIgA産生

誘導系において，IgAクラススイッチ組換え及びIgA産

生細胞への分化について，どの因子がどのように作用して

いるのかを明らかにしていく予定である．

本研究で確立した poly（I:C），RA及び IL-5の共刺激

によるIgA産生誘導系をもとに，IgA産生を指標として，

これまでに100種類以上の天然化合物についてスクリーニ

ングを行っている．いくつかの化合物にIgA産生増強作

用を見出しており，本研究で構築した評価系は粘膜アジュ

バントの探索に応用できると考えられる．また，このスク

リーニング系をもとにTLRリガンドなどの刺激を検討す

ることで，粘膜アジュバントとしての有効性の評価系とし

ての利用に限らず，例えば，感染症予防や腸内環境の恒常

性の維持に関わる腸管でのIgA産生を増強する食品成分

の評価など，より広範囲の化合物の一次スクリーニング系

として応用できると期待される．
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