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略語⼀覧 
 

ADCC  ・・・・・ antibody-dependent cellular cytotoxicity 

ADCP  ・・・・・ antibody-dependent cellular phagocytosis 

CA  ・・・・・ A/California/07/2009 

CCR  ・・・・・ CC-Chemokine receptor 

CD  ・・・・・ Cluster of Differentiation 

cDC  ・・・・・ conventional dendritic cells 

cDNA  ・・・・・ complementary deoxyribonucleic acid 

CFSE  ・・・・・ 5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester 

CTL  ・・・・・ cytotoxic T lymphocyte 

cyno  ・・・・・ cynomolgus macaque 

FSC  ・・・・・ forward scatter 

FBS  ・・・・・ Fetal bovine serum 

HA  ・・・・・ Hemagglutinin 

HAI  ・・・・・ Hemagglutination inhibition 

HLA  ・・・・・ Human leukocyte antigen 

IAV  ・・・・・ Influenza virus A 

IFN  ・・・・・ Interferon 

Ig  ・・・・・ Immunoglobulin 

luc  ・・・・・ luciferase 

NK  ・・・・・ natural killer 

NKR  ・・・・・ natural killer cell resistant 



3 

 

NC  ・・・・・ A/New Caledonia/20/99 

PBMC  ・・・・・ peripheral blood mononuclear cells 

PBS  ・・・・・ phosphate-buffered saline 

pDC  ・・・・・ plasmacytoid dendritic cell 

PR8  ・・・・・ A/Puerto Rico/8/1934 

SD  ・・・・・ standard deviation 

SEM  ・・・・・ standard error of the mean 

Th1  ・・・・・ T helper type 1 

Th2  ・・・・・ T helper type 2 

TLR  ・・・・・ Toll-like receptor 

qRT-PCR ・・・・・ Quantitative real time-polymerase chain reaction 
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緒論 

 
 インフルエンザは、インフルエンザウイルスに感染することにより、咳や発熱を呈する急性呼
吸器感染症である。本国において、毎年1000万⼈以上が罹患し、1万⼈以上が⼊院する[1]。ヒ
トに感染し、症状が現れるインフルエンザウイルスは、A、B及びC型の3つが知られている
[2]。現在、A及びB型インフルエンザウイルスが主に流⾏している。B型インフルエンザウイル
スはヒトのみに感染するが、A型インフルエンザウイルス (Influenza virus A; IAV) は、ヒト
のみならず、豚や野⽣の渡り⿃などが⾃然宿主と考えられている[3, 4]。これらの動物に感染し
たインフルエンザウイルス株に、同⼀宿主に異種インフルエンザウイルス株が共感染すると、遺
伝⼦再集合と呼ばれるインフルエンザウイルス株間で遺伝⼦が交換される。具体的には、IAV
は、主にヘマグルチニン (Hemagglutinin; HA) のヘッド領域において⾼頻度に変異が起こり 
(抗原ドリフト)、パンデミックを引き起こすことが危惧され、脅威となっている[5]。 

ヒトでのIAV感染に対応するために、これまで様々なワクチンや抗ウイルス薬が開発、使⽤さ
れている。中でも、公衆衛⽣的にはワクチンが最も費⽤対効果が⾼い。期待される作⽤機序とし
ては、インフルエンザワクチン接種により、HAのヘッド領域を主とする中和抗体が誘導され、
インフルエンザウイルス感染を防御することである。しかしながら、前述のように、IAVは、
HAのヘッド領域に⾼頻度に変異を起こすことから、ワクチン株と流⾏株が不⼀致の場合、パン
デミックを引き起こす可能性がある。そこで、広範なインフルエンザウイルス株に対して有効な
免疫反応を誘導できるユニバーサルインフルエンザワクチンの開発が求められている。 

これまでに、ユニバーサルインフルエンザワクチンの開発を⽬指し、様々なアプローチが試み
られている。その⼀つとして、ワクチン抗原へのアジュバントの添加がある。アジュバントは、
主に⾃然免疫を介して免疫細胞を活性化し、抗原への免疫記憶能を⾼める。インフルエンザワク
チンにおいても、スクアレンベースのアジュバントであるMF59やAS03が既にワクチンアジュ
バントとして⼀部承認されている[6]。私は、これまでに次世代型Toll-like receptor (TLR) 9ア
ゴニストであるK3-SPGをアジュバントとして⽤いることで、インフルエンザ抗原への免疫反応
を⾼める戦略を検討し、報告してきた[7, 8]。この報告の概要について以下に要点をまとめる。 
アジュバントとして⽤いたK3-SPGは、TLR9アゴニストであるK3をDectin-1に結合するシゾ

フィランで包んだナノ粒⼦である。K3-SPGの免疫賦活化作⽤の特徴としては、in vitroにてヒ
ト末梢⾎単核細胞 (peripheral blood mononuclear cells; PBMC) からI型、II型インターフェ
ロン (Interferon; IFN) 及びT helper type 1 (Th1) 型サイトカイン産⽣を強⼒に誘導するこ
とが挙げられる[9]。そこで私は、K3、K3-SPG及びTLR3等に認識され、炎症を引き起こすアジ
ュバントであるPoly(I:C)を単剤で⾮ヒト霊⻑類であるカニクイザルにin vivoにて投与すること
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により、その後の免疫反応を解析した[8]。まず、各種アジュバント2mgを投与後の炎症反応に
関して、⾎液中の各種⾎球細胞数の経時的な変化について検討を⾏った。その結果、Poly(I:C)
を投与した群は、K3及びK3-SPGを投与した群と⽐較して、⾎液中の⽩⾎球数、好中球数及び単
球・好酸球・好塩基球数が投与8時間後に有意に増加した。さらに、炎症時に⾎液中で増加及び
活性化することが知られているintermediate monocyteへのアジュバント投与の影響を評価し
た[10, 11]。その結果、Poly(I:C)投与1⽇後において、Human leukocyte antigen (HLA)-DR
陽性細胞中のintermediate monocyteの頻度の有意な増加、及び活性化マーカーであるCC-
Chemokine receptor (CCR) 7及びCluster of Differentiation (CD) 83の発現上昇が認められ
た (Supplementary Figure 1-3)。TLR9を発現し、活性化した際にI型IFNを産⽣する樹状細胞
のサブセットの⼀つである形質細胞様樹状細胞 (plasmacytoid dendritic cell; pDC) は、K3-
SPG投与1⽇後において、活性化が認められた。⼀⽅で、他のアジュバント投与では、pDCの活
性化は認められなかった。 

以上より、K3-SPGは⾮ヒト霊⻑類において、顕著な炎症を惹起することなく、特にTh1型の
獲得免疫誘導に重要なサイトカイン産⽣を増強することができ、ワクチンアジュバントとして有
望であるという結果が得られた。 

そこで次に、このような特性を持つK3-SPGを⽤いて、ワクチン開発を考える前提となるイン
フルエンザウイルスの感染防御に関わる免疫反応を詳細に解析した。前提として、インフルエン
ザウイルス感染防御の主体となる免疫反応は、インフルエンザウイルスがシアル酸受容体に結合
する過程を阻害する中和活性が挙げられる。この中和活性は、HAのヘッド領域に存在する受容
体結合領域に抗体が結合することにより、インフルエンザウイルスがシアル酸受容体に結合し、
気道上⽪細胞に感染することを防御する。現⾏のインフルエンザワクチンの有効性評価は、この
中和活性を指標としている。ただ⼀⽅で、この中和活性はヘッド領域に対する抗体が主な役割を
担っているが、ヘッド領域はしばしば変異が⼊りやすいことから、流⾏株とワクチン株の配列が
⼤きく異なる場合には、感染防御能を発揮することが困難となる。⼀⽅で、ウイルスが体内の細
胞に感染した後、ウイルスの更なる増殖を防ぐためには、細胞障害性T細胞 (cytotoxic T 
lymphocyte; CTL) 反応や抗体のFcg受容体を介した免疫反応が重要であることが知られている
[12, 13]。 

以上の前提を踏まえ、私は、まずK3-SPGをA/New Caledonia/20/99(NC)株HAスプリット
ワクチンのワクチンアジュバントとして⽤い (K3-SPG HA)、マウスに接種して攻撃接種試験を
⾏なった。対照群としては、HAスプリットワクチンのみ、T helper type 2 (Th2) 型免疫反応
を誘導するためのHAスプリットワクチンにアラムアジュバントを添加した群 (Alum HA)、パ
ンデミックインフルエンザワクチン⽤アジュバントとして⽤いられているMF59と同様の組成で
ある実験⽤試薬のAddavax (Addavax HA) [14]を設定した。その結果、Addavax HA、K3-SPG 
HAでワクチン株と同種のウイルス (NC) での攻撃接種に対して防御効果が認められた。⼀⽅
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で、異種インフルエンザウイルス株 (A/Puerto Rico/8/34; PR8) で攻撃接種した場合では、
K3-SPG HA群でのみ防御効果を⽰すことが確認された。次に、K3-SPGのワクチン株と異種株
に対する防御機構の解明を試みた。その結果、CTL反応及び中和活性はこの防御機構には関与し
ている可能性が低いことが明らかとなった。⼀⽅で、抗体とFc受容体を介した免疫反応の関与
を検証するため、Fc受容体g⽋損マウス (-/-) にK3-SPG添加型NC株HAスプリットワクチンを接
種し、異種インフルエンザウイルス株であるPR8株インフルエンザウイルスを感染させ、同様の
処置を⾏った野⽣型マウス (+/+) と⽣存率を⽐較した。その結果、K3-SPG添加型HAスプリッ
トワクチンを接種したFc受容体g⽋損マウスは、K3-SPG添加型HAスプリットワクチンを接種し
た野⽣型マウスと⽐較して、PR8株インフルエンザウイルス感染後の⽣存率が有意に低下した。 

以上より、K3-SPG添加型HAスプリットワクチンによって誘導される抗体反応では、Fcg受容
体を介した免疫応答が異種インフルエンザウイルス感染に対する防御効果に重要であることが⽰
唆された[7] (Supplementary Figure 4-5)。これまでにも、精製抗体を⽤いて、マウスを⽤い
てFcg受容体を介した免疫反応が、インフルエンザウイルス感染に重要であるという報告がされ
ている[15, 16]。Fcg受容体を発現するnatural killer (NK) 細胞やマクロファージ、単球がFcg
受容体と抗体が結合することにより、活性化し、感染細胞に対して、抗体依存性細胞傷害活性 
(antibody-dependent cellular cytotoxicity; ADCC) 及び抗体依存性細胞貪⾷ (antibody-
dependent cellular phagocytosis; ADCP) とよばれる細胞障害があるグランザイムやパーフォ
リンを放出することで感染細胞を死滅させる、または、感染細胞を貪⾷することで排除する。こ
のような免疫反応により、インフルエンザウイルスが体内で増殖することを防ぐことができる
[17]。 

このような研究を通じて、先に述べたユニバーサルインフルエンザワクチン開発に向けた課題
点も⾒えてきた。そのうちの⼀つが有効性評価系の選択肢が⾮常に限られていることである。ユ
ニバーサルインフルエンザワクチンを開発するためには、現⾏ワクチンとの差異を明確にできる
ような新しい評価系が必要であると考えられる。しかし、現在はHemagglutination inhibition 
(HAI) アッセイが標準の評価系となっている。このアッセイは、HAのヘッド領域に存在する受
容体結合部位周辺のエピトープへの結合能に基づいて、インフルエンザウイルスに対する中和活
性を測定する評価系である。ただ近年では、中和活性以外にも、CTL反応やFcg受容体と抗体を
介した免疫反応がインフルエンザウイルス感染制御や重症化予防に重要であることが報告されて
いる[12, 13]。そこで、中和活性以外の免疫反応がインフルエンザウイルス感染に対してどの
ような役割を担っているかに関して、評価系の構築からワクチン接種後の免疫反応の解析を⾏う
こととした。この結果は、今後のユニバーサルインフルエンザワクチンの開発において、重要な
知⾒となると考えられるため、ここに博⼠論⽂として纏めた次第である。 
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本論 

 
第⼀章 カニクイザル末梢⾎単核細胞を⽤いたFcg受容体を介した免疫反応

の解析系の構築 

 諸論で述べた先⾏研究を踏まえ、ユニバーサルインフルエンザワクチン開発においては、異種
インフルエンザウイルスに対する免疫グロブリンとFc受容体を介した免疫反応評価法を確⽴す
ることが重要であると考えられる。加えて実⽤化を⾒据えたワクチン開発においては、有効性を
評価するための動物モデルの選定が重要である。もちろん、マウスは最も広く⽤いられている動
物モデルである。しかしながら、マウスはそもそもインフルエンザウイルスの⾃然宿主ではな
く、さらにヒトで流⾏を引き起こすインフルエンザウイルス株は、マウスでは感染性が低いこと
が知られている。さらにFc受容体を介した免疫反応に関しても、Immunoglobulin (Ig) Gのサ
ブクラスの種類やそれに関連するFc受容体の発現分布がヒトとは異なることが知られている。
具体的には、マウスは、ヒトのFcg受容体IIIaと機能的に類似したFcg受容体IVを発現している
が、その分布やIgGサブクラスとの結合においてヒトFcg受容体IIIaと異なる[18]。そのため、
マウス以外の実験動物モデルを⽤いることも考慮する必要がある。 

⼀⽅で、アカゲザルやカニクイザルなどの⾮ヒト霊⻑類モデルは、遺伝学的に最もヒトに近縁
であるのみならず、ヒトとFcg受容体について発現分布が類似している。そのため、⾮ヒト霊⻑類
は、ヒトのFcg受容体機能を予測する上で有⽤な動物モデルであることが⽰唆されている。これま
でにも、⾮ヒト霊⻑類を⽤いてFcg受容体-エフェクター機能に関する研究は⾏われており、例え
ばFcg受容体を介した抗体との結合がインフルエンザウイルス排出量の減少と関連していること
が報告されている[19, 20]。ヒトFcg受容体には、主にFcg受容体I (CD64)、Fcg受容体II (CD32)、
Fcg受容体IIIa (CD16) の3種類存在することが知られているが[18]、サルFcg受容体もヒトFcg受
容体と多くの共通点を持つ。例えば、ヒト及びサルではどちらにおいても、IgG1及びIgG3は、
Fcg受容体I、Fcg受容体II、Fcg受容体IIIaに結合し、⼀⽅で、IgG2に関しては、各Fcg受容体への
結合⼒がIgG1及びIgG3と⽐較して低いことが知られている (Table1)[21]。 

Fcg受容体IとFcg受容体IIは、単球、マクロファージ、及び樹状細胞に発現し、Fcg受容体IIIaは、
NK細胞、好中球、単球、及びマクロファージに発現することが知られている[22-24]。そのため、
各々の免疫担当細胞が、それぞれのIgGサブクラス-Fcg受容体を介した標的細胞との結合により、
結合した各々の免疫細胞が活性化し、ADCC及びADCPが誘導される[17]。 
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 Fcg受容体 I Fcg受容体 II Fcg受容体 IIIa 

IgG1 +++ ++ + 

IgG2 - + - 

IgG3 +++ ++ ++ 

IgG4 ++ + + 
Table 1. ヒトにおける各Fcg受容体とIgGサブクラスの結合⼒ 
各Fcg受容体とIgGサブクラスの結合⼒を相対的に⽰す。(- < + < ++ < +++) 

 
その他に考慮すべき点として、これまでのADCCやADCPの評価に関する報告の多くは、エフ

ェクター細胞として細胞株を⽤いていることが挙げられる。エフェクター細胞として⽤いられて
いる細胞株は、Fcg受容体の発現様式が初代細胞とは異なることから、初代細胞と異なる抗体と
の結合や反応を⽰すことが懸念される。また⽣体内に存在する免疫細胞は互いに作⽤することで
免疫応答を⾏なっている点が重要であり、細胞株を⽤いた実験ではこの点が軽視されてきたこと
も課題である[25-27]。Fcg受容体-エフェクター機能は、NK細胞、マクロファージ、単球、樹
状細胞[28]、B細胞[29]に加え、CD8+T細胞の活性化にも関与しており、特定の細胞サブセッ
トのみの評価では不完全なものであるといえる。そのため、初代細胞を⽤いてFcg受容体-エフェ
クター機能を同時かつ総合的に評価できるシステムの開発が必要であると考えられる[15, 16, 
28-30]。加えてこれまでの⾮ヒト霊⻑類を⽤いたFcg受容体を介した免疫反応を⽤いた評価系に
関しては、⼗分なアッセイ系が構築されていない。 

以上を踏まえて本章では、カニクイザルのPBMCを⽤いてFcg受容体を介した免疫反応の解析
系の構築を試みることとした。 
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【実験材料と⽅法】 

 
ターゲット細胞株の樹⽴ 
ホタルルシフェラーゼ (luciferase; luc) のcomplementary deoxyribonucleic acid (cDNA) 

を⼈⼯合成し、pMx-IRES-Puro ベクター (Cell Biolabs, Inc, San Diego, CA, USA) に組み込
んだ。ルシフェラーゼ導⼊マウスレトロウイルスを作製するために、pMx-fLuc-IRES-Puro ベ
クターをPlatinum-Aパッケージング細胞 (Cell Biolabs, Inc.) にトランスフェクションした。
トランスフェクション48時間後、培養上清を回収し、A549細胞に感染させ、A549-luc細胞を
樹⽴した。その後、NK細胞を介した細胞障害に耐性があるターゲット細胞を樹⽴するため、
A549-luc細胞とNK細胞株であるNK92mi細胞株と1週間共培養後、別のNK細胞株であるKHYG-
1細胞株とさらに1週間共培養し、NK細胞に抵抗性であるA549- natural killer cell resistant 
(NKR)-luc細胞株を作製した。次に、A549-NKR-luc細胞株にHAを発現させるため、pCMV/R 
H1 A/Puerto Rico/8/1934 (PR8) ベクターまたは、pCMV/R H1 A/California/07/2009 (CA) 
ベクターをA549-NKR-luc細胞に4D-Nucleofector System (Lonza, Basel, Switzerland) を⽤
いてエレクトロポレーションにて導⼊した。エレクトロポレーション後、FI6抗体を結合させ、
Alexa Fluor 647標識抗ヒトIgG (H+L) 抗体 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA) を結合させ、HA発現が⾼い細胞に関してセルソーターを⽤いてソーティングし、
Blasticidine (終濃度10μg/ml) で選択し、HA発現A549-NKR-luc細胞株を樹⽴した。 
 
ターゲット細胞株のNK細胞に対する耐性評価 

NK92mi細胞株とA549-lucまたはA549-NKR-luc細胞株を1:1、2:1、4:1及び8:1の割合で6
時間共培養した。培養後にLuciferase Assay System (Promega, Madison, WI, USA) を⽤い
て細胞を溶解し、基質を加えた後、発光を測定した 
 
カニクイザル型モノクローナル抗体の作製 

PD-1 cynomolgus macaque (cyno) IgG1重鎖及び軽鎖を発現するpcDNA3.1-PD-1 
cynoIgG1ベクターは、医薬基盤・健康・栄養研究所の永⽥諭志博⼠から供与頂いた。可変領域
をNEBuilder HiFi DNA Assembly (New England BioLabs, Ipswich, MA, USA) によりFI6重
鎖可変領域及び軽鎖可変領域[31]と⼊れ替えた。cynoIgG2重鎖定常領域及びcynoIgG1 LALA 
(L234A and L235A) 変異体は、コドン最適化後、⼈⼯合成により作製し、NheIとNotIサイト
によりpcDNA3.1-PD-1のcynoIgG重鎖中のcynoIgG1定常領域と組み替えた。 

作製したプラスミドを⽤いてExpi293発現システム (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, USA) にて抗体を発現させた。すなわち、Expi293F細胞をFreeStyle無⾎清培地 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) で培養し、100mL FreeStyle無⾎清培地で1×106／mLに調
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整した。10mL Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) 中の重鎖及び軽鎖プラスミド各100μg
及び100μL 293fectin (Thermo Fisher Scientific) を混合し、Expi293F細胞にトランスフェク
ションした。20分後、100mL FreeStyle無⾎清培地を加え、5⽇間振とう培養した。細胞の培
養上清を回収し、0.45μmフィルターで濾過した。上清をAKTA flux s (Cytiva, Tokyo, Japan) 
を⽤いて濃縮し、等量の40 mMリン酸緩衝液 (pH 7.0) (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) を
加えた。AKTA Start を⽤いて 20mMリン酸バッファーで平衡化したHiTrap rProtein A FFカ
ラム (Cytiva) に溶液を添加した。20 mMリン酸緩衝液で洗浄後、100 mM glycine-HCl (pH 
2.7) (Polysciences Inc., Warrington, PA, USA) で溶出し、ピーク画分を1M Tris (pH 9.0) 
(Nippon Gene, Tokyo, Japan) で中和し、Slide-A-Lyzer G2 Dialysis Cassettes (Thermo 
Fisher Scientific) を⽤いてphosphate-buffered saline (PBS) で4℃にて⼀晩透析した。その
後、Amicon Ultra-3K (Thermo Fisher Scientific) を⽤いて、1mg/mlとなるように濃縮した
[32-35]。 
 
フローサイトメトリーによる抗体-Fcg受容体を介した細胞結合評価 
カニクイザルの凍結 PBMC を解凍し、10％⾮働化 fetal bovine serum (FBS) (Sigma-
Aldrich)、100unit/ml penicillin 及び 100μg/ml streptomycin (Sigma-Aldrich) (以下、R10) 
に 50units/mL Benzonase (Merck, Darmstadt, Germany) を添加し、標準条件 (37℃、5％ 
CO2 、95%湿度) 下にて 1時間処理した。R10 で洗浄後、蛍光⾊素 5,6-carboxyfluorescein 
diacetate succinimidyl ester (CFSE, Thermo Fisher Scientific) を終濃度 5μM にて標準状態
下で 7分間標識し、氷冷した 6% FBS含有 PBS で 2回洗浄し、反応を停⽌させた。その後、
R10 に再懸濁し、細胞数を計測した。HA 発現-A549-NKR-luc細胞は、細胞数を計測後、終濃
度 10μg/ml にて FI6-cynoIgG1/LALA/2 抗体または control humanIgG1 抗体 (clone 
QA16A12, BioLegend, San Diego, CA, USA) を加え、室温で 15分間インキュベートした。
インキュベーション後、PBS で洗浄した。HA 発現-A549-NKR-luc細胞 (1×105個) と CFSE
標識した PBMC (1×105個) を 96 ウェル丸底プレート (Corning, Glendale, AZ, USA)で 15
分間共培養を⾏った。その後、96 ウェル V底プレート (Corning) に移し、PBS で 2回洗浄し
た後、LIVE/DEAD Fixable Violet Dead Cell Stain Kit (Thermo Fisher Scientific) で室温に
て 10分間染⾊を⾏った。PBS で洗浄後、細胞を 1%パラホルムアルデヒドで固定し、5 つのレ
ーザーを装備した FACSymphony A5 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) を⽤いて分析し
た。データは FlowJoソフトウェアバージョン 10.7.1 (BD Biosciences) で解析した。 
 
フローサイトメトリーによるFcg受容体発現分布及びサブセットマーカー同定解析 
カニクイザルの凍結PBMCを解凍し、R10に50units/mL Benzonaseを添加し、標準条件下に

て1時間処理した。R10で洗浄後、CFSEを100nMにて標準状態下で7分間標識し、氷冷した6% 
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FBS含有PBSで2回洗浄し、反応を停⽌させた。その後、R10に再懸濁し、細胞数を計測した。
HA発現-A549-NKR-luc細胞は、細胞数を計測後、終濃度10μg/ml FI6-cynoIgG1抗体または
FI6-cynoIgG2抗体を加え、室温で15分間インキュベートした。インキュベーション後、PBSで
洗浄した。HA発現-A549-NKR-luc細胞 (1×105個) とCFSE標識したPBMC (5×105個) を96ウ
ェル丸底プレートで15分間共培養を⾏った。その後、96ウェルV底プレートに移し、PBSで2回
洗浄した後、結合細胞を含む細胞懸濁液を、LIVE/DEAD Fixable Violet Dead Cell Stain Kit 
で染⾊した後、FcR Blocking Reagent (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) を
加え、室温で10分間インキュベートした。PBSで洗浄後、細胞を抗CD64-PE (10.1)、抗
CD123-Cy7PE (7G3)、抗CD56-Alexa Fluor 700 (B159)、抗CD32-BV786 (FL18.26)、抗
CD3-BUV615 (SP-34)、抗CD14-BUV805 (M5E2) (いずれもBD Biosciences)、抗CD11c-
PE-Cy5 (3.9)、抗CD16-APC-Cy7 (3G8)、抗CD20-BV711 (2H7) (いずれもBioLegend)、抗
CD159a (NKG2A)-APC (Z199) (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)、抗HLA-DR-TDPE 
(TU36) (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)、室温15分間で染⾊した。PBSで洗浄後、1
％パラホルムアルデヒドで細胞を固定し、フローサイトメーターで測定した。 
 
イメージングフローサイトメトリー解析 

PR8-HA発現A549-NKR-luc細胞にFI6-cynoIgG1抗体またはFI6-cynoIgG2抗体を終濃度0.5
μg/mlで室温にて15分間結合させた。洗浄後、細胞をER tracker Red (Thermo Fisher 
Scientific) を⽤いて標準条件下で15分間標識した。カニクイザルのPBMCを終濃度2nM CFSE
で標識した。これらの細胞を標準条件下で45分間共培養し、Hoechst 33342 (Thermo Fisher 
Scientific) を終濃度250ng/mlで室温にて15分間標識した。PBSで2回洗浄後、細胞を1%パラ
ホルムアルデヒドで固定し、PBSに再懸濁し、ImageStreamX Mk II (Luminex, Austin, TX, 
USA) を⽤いて測定した。データは、IDEASソフトウェアバージョン6.2 (Luminex) を⽤いて
解析した。 
 
動物実験とPBMCのサンプリング 

この検討では、20頭のカニクイザルを使⽤した。すべての動物は、Guide for the Care and 
Use of Laboratory Animals, National Institutes of Health Report no.85-23 (Department 
of Health and Human Services, Bethesda, MD, 1985) に従って飼育され、プロトコル承認 
(DS30-41R1) を得て、医薬基盤・健康・栄養研究所霊⻑類医科学研究センターで採⾎を⾏っ
た。また、PBMCは、Ficoll-Paque PLUS (Cytiva) を⽤いて採取した。PBMCは10％DMSOを
含むFBS中で凍結し、液体窒素下で保存した。 
 
統計解析 
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統計解析は、Prism 7.0a (GraphPad, San Diego, CA, USA) を⽤いて⾏った。2群間の差
は、対応のないサンプルについてはMann-Whitney U検定、対応のあるサンプルについては
Wilcoxonの符号順位検定を⽤いて統計解析を⾏った。p値が0.05より⼩さい場合を統計学的有
意性が認められるとした。  
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【結果】 

 
(HAを発現するターゲット細胞の作製) 
評価系を構築する第⼀歩として、まず、ターゲット細胞の作製を試みた。IAVは肺上⽪細胞か

ら感染するため、ヒト肺上⽪細胞であるA549細胞株をターゲット細胞の親細胞として選択し
た。A549細胞にマウスレトロウイルスを⽤いて、相対的な数を定量的にモニターするためにル
シフェラーゼ遺伝⼦を導⼊した (A549-luc細胞)。次に、A549細胞は、NK細胞と共培養すると
NK細胞の細胞障害により死滅するため、A549-luc細胞をNK細胞株であるKHYG-1細胞株と1週
間共培養し、さらに別のNK細胞株であるNK92mi細胞株と1週間共培養することにより、NK細
胞の細胞障害に耐性を有する細胞を樹⽴した (A549-NKR-luc細胞)。NK細胞の細胞障害に耐性
であるかを確認するため、NK92mi細胞株 (effector cells; E) とA549-NKR-luc細胞及び
A549-luc細胞 (target cells; T) を各⽐率で６時間培養し、その後、ルシフェラーゼ活性を測定
した。その結果、各⽐率において、A549-NKR-lucはA549-lucと⽐較し、ルシフェラーゼ活性
が有意に⾼く、NK細胞の障害活性に対して耐性が⾼いことが認められた (Figure 1)。その後、
A549-NKR-luc細胞にカリフォルニア株由来HA (CA-HA) とPR8株由来HA (PR8-HA) を安定的
に発現する細胞株を樹⽴した。 

 
Figure 1. HA発現A549-NKR-luc細胞株の樹⽴ 
A549-luc及びA549-NKR-luc細胞株をNK92mi細胞株と各⽐率で共培養した。培養6時間後に細胞を溶解し、基質を加えた
後、発光を測定した (n=5)。データは平均値±standard deviation (SD) で⽰した。群間の差はMann-Whitney U検定で統
計解析を⾏った。**p<0.01 

 
次に、⾮ヒト霊⻑類細胞におけるFcg受容体-エフェクター機能をモニターする⾼感度なアッセ

イ系を確⽴するために、広範抗HA中和モノクローナル抗体として知られているFI6抗体[31] を
⽤いて検討を⾏なった。ヒトはFcg受容体を介した免疫反応に関して、IgGのサブクラス間でそ
の寄与度が異なることが知られており、ヒトIgG1及びヒトIgG3抗体は、ヒトIgG2抗体と⽐較
して、各Fcg受容体への親和性が⾼い[18, 36]。そこで、各Fcg受容体とのサブクラス間の違い
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を評価できる⾼感度なアッセイ系であるかを確かめるため、Fcg受容体⾼親和性であるIgG1及び
IgG3のうち、⾎液中のIgGサブクラスの過半数を占めるIgG1について、ヒト型のFI６抗体のFc
領域をカニクイザル型IgG1及びヒト型のFI６抗体のFc領域をFcg受容体低親和性であるカニクイ
ザル型IgG2へと改変したFI6-cynoIgG1抗体及びFI6-cynoIgG2抗体を作製した。その後、CA-
HA発現A549-NKR-luc細胞の細胞表⾯におけるHAへのFI6-cynoIgG抗体へ結合能を評価するた
め、蛍光標識した抗IgG抗体を結合させ、フローサイトメトリーにより解析した。その結果をヒ
ストグラムで⽰した。その結果、FI6-cynoIgG1抗体とIgG2抗体は同濃度においてCA-HA発現
A549-NKR-luc細胞に対して、同程度に結合した。また、抗体の濃度を⾼めることで、その結合
する抗体量が増加したことから、⽤量依存性が認められた (Figure 2A)。陰性対照であるHAに
結合しないcontrol humanIgG1抗体と⽐較することにより、各濃度 (0.016、0.08、0.4、2及
び10μg/ml) において、FI6-cynoIgG1抗体及びIgG2抗体は、⽣細胞に結合した抗体量が有意
に多かった (Figure 2B)。以上より、これら抗体の抗体可変領域であるFabの抗原結合能⼒は同
程度であると判断し、これらの各種cynoIgG抗体を⽤いて、以降のFc-エフェクター機能評価系
構築のための実験を⾏うことにした。 

 

 
Figure 2. ターゲット細胞とカニクイザル型FI6抗体の結合試験 
A549-NKR-luc細胞に各⽤量のFI6-cynoIgG1、IgG2、またはcontrol humanIgG1を結合させ、その後、Alexa Fluor 647標
識抗ヒトIgG (H+L) 抗体を結合させ、フローサイトメーターにて測定した。(A) 代表的なデータのヒストグラム。(B) ４回繰り返した際
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のデータ。データは平均値±SDで⽰した。群間の差はMann-Whitney U検定で統計解析を⾏った。*p<0.05 

 
(抗体依存性結合アッセイの確⽴) 

作製した各種FI6-cynoIgGが、Fcg受容体依存的にHA発現ターゲット細胞とエフェクター細胞
の結合を介在できるか否かを評価するために、エフェクター細胞としてCFSE標識したPBMCを
⽤いて、フローサイトメトリーによる解析を⾏った。この時にターゲット細胞としてはCA-HA
発現細胞を⽤いた。Figure 3Aに⽰すように、⾚枠で⽰した部分がターゲット細胞とエフェクタ
ー細胞が結合したことにより、その⼤きさが変化した細胞集団となる。なお、⾚枠の左側に⽰さ
れる細胞集団は、ターゲット細胞のみの細胞集団、⾚枠の下側に⽰される細胞集団がCFSE標識
したPBMC単独の細胞集団である。CFSE標識したPBMCにターゲット細胞が結合することによ
り、CFSEの蛍光を維持したまま、⼤きさのみが⼤きくなることでFCS-Aの値が⼤きくなり、⾚
枠内にターゲット細胞とエフェクター細胞が結合した細胞集団が検出されることとなる。この指
標に従って評価した結果、FI6-cynoIgG1抗体を介したCFSE標識PBMCのターゲット細胞への結
合能は、陰性対照であるcontrol humanIgG1抗体と⽐較して、⽤量依存的に有意に増加した 
(Figure 3B及びC)。 
 

Figure 3. 抗体-Fcg受容体依存性結合アッセイ系の確⽴ 
(A) 代表的な結合した細胞のフローサイトメトリーの図 ⽣細胞をgatingした後、CFSEとFSC-Aで展開した。(B) 代表的なCA-HA
発現A549-NKR-luc細胞とカニクイザルPBMC間の結合細胞の図 各濃度のFI6-cynoIgG抗体をCA-HA発現A549-NKR-luc
細胞に結合させ、CFSE標識したカニクイザルPBMCと培養し、フローサイトメトリーにて解析した。(C) 8検体を⽤いたHA発現A549-
NKR-luc細胞とカニクイザルPBMC間の結合細胞 Wilcoxonの符号順位検定を⽤いて統計解析を⾏った。**p<0.01 
 

また、前述のように、ヒトIgG1抗体は、ヒトIgG2抗体と⽐較して、各Fcg受容体への親和性
が⾼い[18, 36]。そこで、本評価系において、FI6-cynoIgG1抗体とFI6-cynoIgG2抗体処置に

co
ntr

ol 
IgG

FI6c
yIg

G1

FI6c
yIg

G2
0

1

2

3

4

5

6

FI6cyIgG1
FI6cyIgG2

control IgG

co
nto

rl h
IgG

FI6c
yIg

G1

FI6c
yIg

G2
0

1

2

3

4

5

6
contorl hIgG

FI6cyIgG1

FI6cyIgG2

0.0 2.5 5.0 10
.0

0

1

2

3

4

5

6

IgG conc (µg/ml)

Th
e 

fr
eq

ue
nc

y 
of

 b
in

di
ng

 c
el

ls
in

 a
liv

e 
ce

lls
 (%

)

control hIgG1
FI6cyIgG1

CFSE

FS
C
-A

0 1052.5

Control 
humanIgG1

FI6-cynoIgG1

IgG conc (μg/ml)

A

C

D E

Fr
eq

ue
nc

y 
of

 b
in

di
ng

 c
el

ls
 

in
 a

liv
e 

ce
lls

 (%
)

Fr
eq

ue
nc

y 
of

 b
in

di
ng

 c
el

ls
 

in
 a

liv
e 

ce
lls

 (%
)

FSC-A

Li
ve
/D
ea
d

FS
C
-A

CFSE

1.29

B

CA PR8

Fr
eq

ue
nc

y 
of

 b
in

di
ng

 c
el

ls
 

in
 a

liv
e 

ce
lls

 (%
)

1.39 1.62 1.56

**

**

**

IgG conc (μg/ml)

2.23 2.92 4.48

control humanIgG1
FI6-cynoIgG1

control hum
anIgG

1
FI6-cynoIgG

1
FI6-cynoIgG

2

control hum
anIgG

1
FI6-cynoIgG

1
FI6-cynoIgG

2

** **

**
** **

**

F GCA PR8

PBS

FI6cyIgG
1

FI6cyIgG
1LALA

0
1
2
3
4
5
6
7
8

PBS
FI6cyIgG1
FI6cyIgG1LALA

PBS

FI6-cynoIgG
1

FI6-cynoIgG
1 LALA

PB
S

FI6
cy
IgG
1

FI6
cy
IgG
1L
AL
A

0

1

2

3

4

5

PBS
FI6cyIgG1
FI6cyIgG1LALA

Fr
eq

ue
nc

y 
of

 b
in

di
ng

 c
el

ls
 

in
 a

liv
e 

ce
lls

 (%
)

Fr
eq

ue
nc

y 
of

 b
in

di
ng

 c
el

ls
 

in
 a

liv
e 

ce
lls

 (%
)

PBS

FI6-cynoIgG
1

FI6-cynoIgG
1 LALA

** ** ** **

co
ntr

ol 
IgG

FI6c
yIg

G1

FI6c
yIg

G2
0

1

2

3

4

5

6

FI6cyIgG1
FI6cyIgG2

control IgG

co
nto

rl h
IgG

FI6c
yIg

G1

FI6c
yIg

G2
0

1

2

3

4

5

6
contorl hIgG

FI6cyIgG1

FI6cyIgG2

0.0 2.5 5.0 10
.0

0

1

2

3

4

5

6

IgG conc (µg/ml)

Th
e 

fr
eq

ue
nc

y 
of

 b
in

di
ng

 c
el

ls
in

 a
liv

e 
ce

lls
 (%

)

control hIgG1
FI6cyIgG1

CFSE

FS
C
-A

0 1052.5

Control 
humanIgG1

FI6-cynoIgG1

IgG conc (μg/ml)

A

C

D E

Fr
eq

ue
nc

y 
of

 b
in

di
ng

 c
el

ls
 

in
 a

liv
e 

ce
lls

 (%
)

Fr
eq

ue
nc

y 
of

 b
in

di
ng

 c
el

ls
 

in
 a

liv
e 

ce
lls

 (%
)

FS
C
-A

CFSE

1.29

B

CA PR8

Fr
eq

ue
nc

y 
of

 b
in

di
ng

 c
el

ls
 

in
 a

liv
e 

ce
lls

 (%
)

1.39 1.62 1.56

**

**

**

IgG conc (μg/ml)

2.23 2.92 4.48

control humanIgG1
FI6-cynoIgG1

control hum
anIgG

1
FI6-cynoIgG

1
FI6-cynoIgG

2

control hum
anIgG

1
FI6-cynoIgG

1
FI6-cynoIgG

2

** **

**
** **

**

F GCA PR8

PBS

FI6cyIgG
1

FI6cyIgG
1LALA

0
1
2
3
4
5
6
7
8

PBS
FI6cyIgG1
FI6cyIgG1LALA

PBS

FI6-cynoIgG
1

FI6-cynoIgG
1 LALA

PB
S

FI6
cy
IgG
1

FI6
cy
IgG
1L
AL
A

0

1

2

3

4

5

PBS
FI6cyIgG1
FI6cyIgG1LALA

Fr
eq

ue
nc

y 
of

 b
in

di
ng

 c
el

ls
 

in
 a

liv
e 

ce
lls

 (%
)

Fr
eq

ue
nc

y 
of

 b
in

di
ng

 c
el

ls
 

in
 a

liv
e 

ce
lls

 (%
)

PBS

FI6-cynoIgG
1

FI6-cynoIgG
1 LALA

** ** ** **



16 

 

より、結合したPBMCの結合頻度に差が認められるか否かについて検討を⾏った。その結果、
CA-HA発現細胞にFI6-cynoIgG1抗体及びFI6-cynoIgG2抗体を処置すると、陰性対照 (control 
humanIgG1) と⽐較して、結合した細胞の頻度が有意に⾼かった (Figure 4A)。さらに、FI6-
cynoIgG1抗体処置とFI6-cynoIgG2抗体処置を⽐較すると、結合した細胞の頻度が有意に増加
した (Figure 4A)。また、PR8-HA発現細胞を⽤いて同様の検討を⾏ったところ、CA-HA発現細
胞を⽤いた際と同様に、FI6-cynoIgG1抗体処置がFI6-cynoIgG2抗体処置と⽐較し、結合した
細胞の頻度が有意に⾼かった (Figure 4B)。以上より、FI6-cynoIgG1抗体とFI6-cynoIgG2抗
体のFabの抗原結合能⼒は同程度であることも踏まえ (Figure 2B)、本評価系は、抗体のサブク
ラス間のFcg受容体への親和性の差を⾒分けることができる⾼感度なアッセイ系であることが明
らかとなった。 
次に、本評価系で認められた細胞の結合が、抗体を介した抗体-Fcg受容体相互作⽤に依存する

かを検証することとした。そのために、まずFI6-cynoIgG1抗体のFc領域のアミノ酸をL234A及
びL235A (LALA)に置換することにより、Fcg受容体への結合能を低下させたFI6-cynoIgG1 
LALA抗体[37, 38]を作製した。このFI6-cynoIgG1 LALA抗体を⽤いて、FI6-cynoIgG1抗体と
結合する細胞の頻度を⽐較した。CA-HA発現細胞を⽤いて検討を⾏ったところ、FI6-cynoIgG1 
LALA抗体を処置した群は、FI6-cynoIgG1抗体を処置した群と⽐較して、結合した細胞の頻度
が有意に低下し、その程度は、陰性対照 (PBS) と同程度であった (Figure 4C)。また、PR8-
HA発現細胞を⽤いて検討を⾏ったところ、CA-HA発現細胞を⽤いた際と同様の結果となった 
(Figure 4D)。以上より、FI6-cynoIgG1抗体を処置した際に認められる結合した細胞は、抗体
のFc領域とFcg受容体の結合によることが⽰唆され、この評価系が、⾮ヒト霊⻑類サンプルを⽤
いた⾼感度なFcg受容体を介した抗体依存性結合アッセイとして利⽤できることが⽰唆された。 

 

 
Figure 4. 各種cynoIgG抗体を⽤いたFcg受容体依存性結合アッセイ系の評価 
(A) CA-HA及び(B) PR8-HA発現A549-NKR-luc細胞及びカニクイザルPBMCにおける、各IgGサブクラスによる結合細胞の頻度 
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各抗体10μg/mlにてHA発現A549-NKR-luc細胞に処置し、CFSE標識したカニクイザルPBMCと培養し、フローサイトメトリーにて解
析した (n=9)。Wilcoxonの符号順位検定を⽤いて統計解析を⾏った。 **p<0.01 (C) CA-HA及び (D）PR8-HA発現
A549-NKR-luc細胞とカニクイザルPBMCにおけるFI6-IgG1抗体及びFI6-cynoIgG1 LALA抗体による結合細胞の頻度 各抗体
10μg/mlにてHA発現A549-NKR-luc細胞に処置し、CFSE標識したカニクイザルPBMCと培養し、フローサイトメトリーにて解析した 
(n=8) Wilcoxonの符号順位検定を⽤いて統計解析を⾏った。 **p<0.01 

 
(イメージングフローサイトメトリーによる評価系の解析) 

フローサイトメトリーで観察された結合した細胞が、ターゲット細胞とエフェクター細胞によ
り形成されていることを視覚的に確認することとした。本検討には、抗体や⾊素を⽤いることに
より細胞の状態を可視化できる装置である、イメージングフローサイトメーターを⽤いて解析し
た。まず、ターゲット細胞であるPR8-HA発現A549-NKR-luc細胞とFI6-cynoIgG1抗体を結合
させた。その後、エフェクター細胞であるPBMCを識別するために、PR8-HA発現A549-NKR-
luc細胞を⼩胞体特異的に染⾊できるER-Trackerで標識し、PBMCをCFSEで標識した。その
後、PR8-HA発現A549-NKR-luc細胞とPBMCを共培養し、細胞の核をHoechst 33342 
(Hoechst) を⽤いて染⾊し、イメージングフローサイトメーターを⽤いて観察した。その結
果、PR8-HA発現A549-NKR-luc細胞は、ER-Tracker (オレンジ) と核がHoechst (紫) で染⾊
され、PBMCは、CFSE (緑) とHoechstにより染⾊されていることを確認した。さらに、明視野 
(Bright Field) にて２つの細胞が結合した細胞集団 (doublets) を観察すると、⼀⽅の細胞は、
ER-Tracker (オレンジ) と核がHoechst (紫) で染⾊されたR8-HA発現A549-NKR-luc細胞であ
り、他⽅の細胞は、CFSE (緑) とHoechst (紫) により染⾊されたPBMCであることが確認され
た (Figure 5)。 

 

 
Figure 5. イメージングフローサイトメーターを⽤いた代表的な画像 
PR8-HA発現A549-NKR-luc細胞をER tracker (オレンジ)で染⾊し、FI6-cynoIgG1抗体を結合させた後に、CFSE（緑）で標
識したPBMCと共培養し、核をHoechst 33342（紫）で染⾊した後に、イメージングフローサイトメーターを⽤いて観察した。 

 
次に、イメージングフローサイトメトリー解析ソフトを⽤いて、結合した細胞を機械的に判別

することとした。明視野 (Ch01) を⽤いてmaximum pixel featureとmean pixel featureで展
開し、デブリスとフォーカスが合っていない細胞を除去し (R4)、明視野 (Ch01) において丸
みの指標であるlobe featureが2以上の集団を選択した (R5)。次に、対称性の指標である
symmetry4と円性の指標であるcircularity featuresを⽤いて、3つの集団 (2つ以上の細胞が結
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合したbinds、２つの細胞が存在するが結合していないseparate、単細胞であるsinglet) に分割
した (Figure 6A)。その後、それぞれの集団を明視野で確認すると、bindsでは、2つ以上の細
胞が結合しており、separateでは、２つ以上の細胞が存在するが結合していないこと、singlet
では単細胞のみであることが確認できた (Figure 6B)。以上より、このgating strategyを⽤い
ることによりbindsの割合を算出することで、結合したdoublet細胞の割合を評価できると考え
られた。 

 
Figure 6. イメージングフローサイトメーターを⽤いた解析法 
(A)gating strategy 明視野 (Ch01) を⽤いてmaximum pixel featureとmean pixel featureで展開し、デブリスとフォーカ
スが合っていない細胞を除去し (R4)、明視野 (Ch01)において丸みの指標であるlobe featureが2以上の集団を選択した (R5)。
対称性の指標であるsymmetry4と円性の指標であるcircularity featuresを作成した。最後に、symmetry4とcircularity 
featuresを⽤いて、3つの集団 (binds、singlet、separate) に分けた。 (B) 各集団の代表的な明視野画像 

 
そこで、ターゲット細胞であるPR8-HA発現A549-NKR-luc細胞とFI6-cynoIgG1抗体または

FI6-cynoIgG2抗体を結合させた。陰性対照として、PBS処置を設定した。その後、エフェクタ
ー細胞であるPBMCを識別するために、PR8-HA発現A549-NKR-luc細胞をER-Trackerで標識
し、PBMCをCFSEで標識した。続いて、PR8-HA発現A549-NKR-luc細胞とPBMCを共培養し、
Hoechstを⽤いて染⾊した後、イメージングフローサイトメーターを⽤いて観察した。フローサ
イトメーターを⽤いた解析と同様に、⾯積 (Area) とCFSEの蛍光強度に基づいてgatingし、3
つの領域 (R1、R2、R3) に分割した (Figure 7A)。その後、各領域について上記の解析を⾏
い、各領域に対してbindsの割合を算出した。その結果、いずれの処置においても、結合した細
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胞 (multiplets) の頻度がR1領域において最も⾼かった (Figure 7B)。さらに、R1領域に関し
て、FI6-cynoIgG1抗体とFI6-cynoIgG2抗体処置による結合した細胞の頻度を⽐較すると、
FI6-cynoIgG1抗体処置は、FI6-cynoIgG2抗体処置よりも結合した細胞の頻度が有意に⾼かっ
た (Figure 7C)。この結果は前述のフローサイトメーターを⽤いたアッセイ結果と同様であっ
たことから、結合アッセイで検出された細胞結合は、抗体-Fcg受容体相互作⽤を介してターゲッ
ト細胞であるHA発現A549-NKR-luc細胞とPBMC中のエフェクター細胞から構成されることが
明らかとなった。 
 

Figure 7. イメージングフローサイトメーターを⽤いたcynoIgG抗体処置による結合した細胞の評価 
(A) イメージングフローサイトメーター解析による代表的なプロット。3つの集団 (R1、R2、R3) をCFSEの強度と⾯積を拡⼤することで
ゲートした。 (B) 各領域におけるmultipletsの頻度。 結合アッセイ後、イメージングフローサイトメーターを⽤いて解析を⾏い、各領域
におけるmultipletsの頻度を算出した。(n=6) Wilcoxonの符号順位検定を⽤いて統計解析を⾏った。データは平均値±
standard error of the mean (SEM) で⽰す。*p<0.05 (C) FI6-cynoIgG1抗体及びFI6-cynoIgG2抗体処置によるR1に
おけるmultipletsの頻度 (n=6) Wilcoxonの符号順位検定を⽤いて統計解析を⾏った。データは中央値を⽰す。*p<0.05 
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(FI6-cynoIgG1抗体処置による細胞結合に関与するエフェクター細胞のFcg受容体の発現分布
及び細胞サブセットの同定) 
結合したエフェクター細胞のFcg受容体の発現分布及び免疫細胞のサブセットを同定するため

に、カニクイザルPBMCを⽤いてフローサイトメトリーにより解析できるよう、染⾊パネルを設
計し、gatingを⾏った。Figure 8で⽰すgating strategyにより、Live/Deadにより⾚枠で囲ま
れた⽣細胞をgatingした後に、CFSEとforward scatter (FSC)-Aで展開することにより、
Target cells、PBMCs及びBinding cellsの３つの領域に分割した。その後、Binding cellsより
Fcg受容体の発現を評価するため、それぞれFcg受容体I (CD64)、Fcg受容体II (CD32) 及びFcg
受容体IIIa (CD16) で展開した。次に、免疫細胞のサブセットを分画するため、T細胞 (CD3+) 
細胞をgatingした後、T細胞以外の細胞集団からNKG2AとCD20で展開することにより、NK細
胞 (NKG2A+) 及びB細胞 (CD20+) をゲートした。さらに、NK細胞及びB細胞以外の細胞集団
からHLA-DRとCD14で展開した。HLA-DR陽性の細胞集団からCD14とCD16で展開することに
より、Classical monocyte (CD14+CD16-)、Intermediate monocyte (CD14+CD16+) 及び
Non-classical monocyte (CD14dimCD16++) からなる３つの単球サブセットに分画した。 

また、HLA-DR陽性かつCD14陰性の細胞集団から、CD11cとCD123で展開することにより、
conventional dendritic cells (cDCs; CD11c+CD123-) 及びpDCs (CD11c-CD123+) をゲート
した。以降、この染⾊パネルを⽤いてカニクイザルPBMCを⽤いて、フローサイトメトリー解析
を⾏うこととした。 
 

 
Figure 8. PBMC中エフェクター細胞のFcg受容体発現分布及び細胞サブセット同定のためのgating strategy 
このgating strategyにより、エフェクター細胞のFcg受容体I (CD64),II (CD32) 及び IIIa (CD16) の発現及び細胞サブセット
を同定した。 

 
FI6-cynoIgG抗体を⽤いて、ターゲット細胞であるCA-HA発現A549-NKR-luc細胞に結合し

たエフェクター細胞のFcg受容体の発現分布及び免疫細胞のサブセットの同定を試みた。その結
果、Figure 9Aに⽰すように、FI6-cynoIgG1抗体処置により、結合したエフェクター細胞のう
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ち、CD16+CD32+CD64+、CD16+CD32-CD64-、CD16-CD32+CD64+及びCD16-CD32+CD64-

細胞の数が陰性対照であるPBS処置 (-) と⽐較して有意に増加した。⼀⽅で、FI6-cynoIgG2抗
体処置により、FI6-cynoIgG1抗体処置と同様にCD16-CD32+CD64+細胞数が増加し、CD16-

CD32-CD64+細胞数がPBS処置と⽐較して有意に増加した。以上より、抗体を介したターゲット
細胞とエフェクター細胞の結合に関与するPBMCのFcg受容体の発現は多様であることが⽰唆さ
れた。また、CD16、CD32、CD64の各単⼀陽性細胞サブセットは、FI6-cynoIgG1またはFI6-
cynoIgG2処置によりPBS処置よりも結合した細胞数が多いことから、抗体を介したターゲット
細胞とエフェクター細胞の結合に3種類すべてのFcg受容体が関与していることが考えられた。 
次に、ターゲット細胞に結合したPBMC中のエフェクター細胞のサブセットについて解析を⾏

った。各細胞サブセット数に関して、FI6-cynoIgG1抗体処置した際の各細胞サブセットの細胞
数からPBS処置での各細胞サブセットの細胞数を引くことにより算出した。その結果、FI6-
cynoIgG1抗体処置した際のターゲット細胞に結合した免疫細胞サブセットは、主にNK細胞 
(NK cells) とclassical monocyte (classical monocytes) であった (Figure 9B及びC)。 

 
Figure 9. FI6cynoIgG1抗体は多様なFcγRを介してNK細胞やclassical monocyteとCA-HA発現細胞との結合を誘導
する 
(A) 結合細胞におけるエフェクター細胞のFcg受容体の発現分布 CA-HA発現細胞とFI6-cynoIgG1抗体またはFI6-cynoIgG2
抗体を⽤いて結合させた後に、フローサイトメトリー解析を⾏った。 (n=7) Wilcoxonの符号順位検定を⽤いて統計解析を⾏った。
*p<0.05 FI6-cynoIgG1抗体処置による各細胞サブセットの細胞数 (B) と割合 (C)。FI6-cynoIgG1処置における各細胞の
数からPBS処置による細胞数を差し引いた。データは平均値±SDを⽰す。 
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最後に、他のインフルエンザウイルス株HA発現細胞に対しても同様の傾向が認められるか否
かについて検討を⾏うため、HA-PR8発現A549-NKR-luc細胞を⽤いて検討を⾏った。その結
果、結合したエフェクター細胞のFcg受容体の発現分布及び細胞のサブセットはHA-CA発現
A549-NKR-luc細胞を⽤いて検討を⾏った際と同様の傾向が認められた (Figure 10A、B及び
C)。以上より、FI6-cynoIgG1抗体を⽤いたHA特異的Fcg受容体依存性の細胞結合は、多様な
Fcg受容体を介しており、主にNK細胞や単球が関与している可能性が⾼いことが⽰唆された。 

 

Figure 10. FI6cynoIgG1抗体とPR8-HA発現細胞との結合に関与する細胞のFcg受容体の発現分布及びサブセットは
CA-HA発現細胞を⽤いた際と同様である 
(A) 結合細胞におけるエフェクター細胞のFcg受容体の発現分布 PR8-HA発現細胞とFI6-cynoIgG1抗体またはFI6-cynoIgG2
抗体を⽤いて結合させた後に、フローサイトメトリー解析を⾏った。 (n=7) Wilcoxonの符号順位検定を⽤いて統計解析を⾏った。
*p<0.05 FI6-cynoIgG1抗体処置による各細胞サブセットの細胞数 (B) と割合 (C)。FI6-cynoIgG1処置における各細胞の
数からPBS処置による細胞数を差し引いた。データは平均値±SDを⽰す。 
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【考察】 

 
 本章では、カニクイザルのPBMCを⽤いてFcg受容体を介した免疫反応の解析系を構築した。
その結果、FI6-cynoIgG1抗体をCA-HA発現ターゲット細胞に処置すると、
CD16+CD32+CD64+、CD16+CD32-CD64-、CD16-CD32+CD64+及びCD16-CD32+CD64-細胞
の数がPBS処置と⽐較して有意に増加した。⼀⽅で、FI6-cynoIgG2抗体をターゲット細胞に処
置すると、FI6-cynoIgG1抗体処置と同様にCD16-CD32+CD64+細胞数が増加し、CD16-CD32-

CD64+細胞数がPBS処置と⽐較して有意に増加した。結合した細胞数がFI6-cynoIgG1抗体処置
の⽅が、FI6-cynoIgG２抗体処置よりも有意に増加していた。これまでの報告では、ヒトIgG1
はヒトIgG2よりも各Fcg受容体に結合する親和性が⾼いことが知られており[18]、本解析系にお
いても同様の傾向が認められた。また、FI6-cynoIgG1抗体はCD16+CD32-CD64-、CD16-

CD32+CD64+及びCD16+CD32+CD64+細胞のCA-HA発現ターゲット細胞への結合を誘導するこ
とが確認されたが、CD16+CD32-CD64-細胞のターゲット細胞への結合は、CD16を介すると考
えられる。CD16-CD32+CD64+及びCD16+CD32+CD64+細胞については、CD32やCD16と⽐
較してCD64はIgG1に対する結合能が⾼いことから、ターゲット細胞への結合は主にCD64を介
して起こると想定される。 
次に、ターゲット細胞に結合したPBMCの細胞サブセットについて検討した。その結果、ター

ゲット細胞に結合した免疫細胞は、主にNK細胞とclassical monocyteであることが明らかとな
った (Figure 9B及びC、Figure 10B及びC)。FI6-cynoIgG1抗体を介した結合は、NK細胞や
classical monocyteが主に関与するが、NK細胞はCD16+CD32-CD64-に、classical monocyte
はCD16-CD32+CD64+の細胞集団に含まれる可能性がある。前述のように、NK細胞はADCC、
単球はADCPに関与することが知られていることから、ADCCとADCPの両者が誘導されている
可能性が考えられる。 

以上より、本評価系を⽤いて精製抗体であるFI6-cynoIgGを処置することにより、ターゲッ
ト細胞-エフェクター細胞の結合に3種類すべてのFcg受容体が関与しており、ターゲット細胞に
結合する免疫細胞は、主にNK細胞とclassical monocyteであることが明らかとなった。 
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第⼆章 カニクイザルを⽤いたインフルエンザHAスプリットワクチン接種

後のFcg受容体を介した免疫反応の解析 

前章において、精製抗体を⽤いてFcg受容体を介した免疫反応の解析系を構築した。その過程
にて使⽤したFI6-cynoIgG抗体は、Expi293細胞を⽤いて抗体を産⽣させることで作製した。⼀
般的に、抗体作製に⽤いる細胞種によりグリコシル化が異なり、Fc受容体との結合親和性や機
能が変化することが知られている[39-41]。そのため、⽣体内における抗体の糖鎖付加が精製抗
体と同様か否か、及び精製抗体を⽤いた結果が直接⽣体内の免疫反応を反映できるかどうかは不
明である。さらに、⾼⼒価のHAI抗体や、インフルエンザワクチン接種者の⾎清にHAI活性を有
する抗体を添加するとADCC誘導が阻害されることも報告されている[42]。したがって、インフ
ルエンザワクチンの効果を正確に評価するためには、インフルエンザワクチン接種により誘導さ
れる⾎液中の抗体を総合的に評価することが必要である。 
そこで、本章では、⾎液中のHAと結合する抗体を網羅的に評価するために、第⼀章で確⽴し

たカニクイザルPBMCを⽤いたFcg受容体を介した免疫反応の解析系を応⽤する形で、カニクイ
ザルにHAスプリットワクチンを2回接種した後に得られた⾎漿を⽤いて検討を⾏なった。 
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【実験材料と⽅法】 

 
ターゲット細胞株 
前章の実験材料に準じた。 

 
フローサイトメトリーによる抗体-Fcg受容体を介した細胞結合評価 
前章の実験⽅法に準じた。 

 
フローサイトメトリーによるFcg受容体発現分布及びサブセットマーカー同定解析 
前章の実験⽅法に準じた。なお、⾎漿からのIgG精製には、rProteinA/ProteinG GraviTrap 

(Cytiva) を⽤いて、推奨⼿順通りに⾏った。 
 
動物実験とPBMCのサンプリング 

6頭のカニクイザルに15μgの A/CA/07/2009 H1N1スプリットワクチンを0週と3週に計2回
筋⾁内投与した。投与0週⽬から毎週採⾎を⾏い、⾎漿及びPBMCを分離した。 
 
抗体価の測定 
カニクイザルの⾎漿中のCA-HAに対する抗体価は、酵素結合免疫吸着法で測定した。CA-HA

に対する抗HA特異的抗体価を測定するために、96ウェルプレートにCA-HAタンパク質溶液を4
℃で⼀晩コーティングした。1%ウシ⾎清アルブミン溶液で1時間ブロッキングした後、プレー
トを洗浄し、段階希釈した⾎漿を添加し、室温にて2時間インキュベートした。その後、結合し
た抗体を検出するため、プレートを洗浄し、ビオチン標識抗ヒトIgG抗体 (BD Biosciences) を
添加し、室温にて1時間インキュベートした。その後、プレートを洗浄し、HRP標識ストレプト
アビジン (Thermo Fisher Scientific) を添加し、室温にて1時間インキュベートした。プレー
トを洗浄後、TMB溶液 (SeraCare Life Sciences, Inc., Milford, MA) を添加し、1M硫酸を加
えて反応を停⽌し、吸光度を波⻑450nmで測定した。エンドポイントタイターは、吸光度0.3を
カットオフ値として算出した。ワクチンスケジュールにおける6週⽬の⾎漿 (Figure 11) をエ
ンドポイント⼒価が52.5となるようPBSで希釈し、アッセイに使⽤した。 
 
遺伝⼦発現解析 
カニクイザルPBMCをR10に懸濁し、⾎漿とCA-HA発現A549-NKR-luc細胞を4時間標準条件

下にてインキュベートした。その後、フローサイトメトリーによるFcg受容体発現分布及びサブ
セットマーカー同定解析と同様に細胞を染⾊し、Figure 8に⽰すgating strategyに基づきCA-
HA発現A549-NKR-luc細胞と結合したclassical monocyte (binding classical monocytes) 及
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び結合していないclassical monocyteとCA-HA発現A549-NKR-luc細胞の混合 (classical 
monocytes + target cells) をFACSymphony S6 (BD Biosciences) を⽤いてソーティング
し、RNeasy Micro Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) を⽤いてmRNAを精製した。cDNAは、
SuperScript III First-Strand Synthesis System (Thermo Fisher Scientific) を⽤いて精製し
たmRNAから逆転写した。Quantitative real time-polymerase chain reaction (qRT-PCR) 
は、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (TOYOBO, Osaka, Japan) を⽤いてStep One Plus 
(Thermo Fisher Scientific) を⽤いて⾏い、CD80及びCD83の発現を測定した。プライマー配
列は以下の通り。 
cynoGAPDH (Forward primer 5ʼ-AGAAGTATGACAACAGCCTCA-3ʼ, Reverse primer 5ʼ-
ACTGTGGTCATGAGTCCTCC-3ʼ) 
cynoCD80 (Forward primer 5ʼ-AAACTCGCATCTACTGGCAAA-3ʼ, Reverse primer 5ʼ-
GGTTCTTGTACTCGGGCCATA-3ʼ) 
cynoCD83 (Forward primer 5ʼ-AAAGCTGGCATGGAACGAG-3ʼ, Reverse primer 5ʼ-
TGTCTTGTGAAGAGTCACTGGC-3ʼ) 
活性化マーカー発現の解析は、cynoGAPDHをハウスキーピング遺伝⼦とし、ΔΔCt法にて⾏っ
た。 
 
統計解析 
前章の実験⽅法に準じた。なお、相関係数は、Spearmanの順位相関係数を⽤いた。 
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【結果】 

 
(カニクイザルを⽤いたインフルエンザHAスプリットワクチン接種後のFcg受容体エフェクター
機能の評価) 
前章にて構築した評価系を⽤いてインフルエンザワクチン後の⾎漿サンプルを⽤いて解析し

た。すなわち、６頭のカニクイザルに0及び３週⽬に筋⾁内投与にてCA株インフルエンザHAス
プリットワクチンを接種し、経時的に採⾎を⾏った (Figure 11)。その⾎漿とPBMC及びCA-HA
発現細胞を⽤いて検討を⾏った。 
 

 
Figure 11. インフルエンザワクチン接種及び採⾎スケジュール 
6頭のカニクイザイルに0及び３週⽬に筋⾁内投与にてインフルエンザワクチンを接種し、経時的に採⾎を⾏った。 
 

まず、ワクチン接種後の⾎漿を⽤いて、抗CA-HA抗体価を測定した。その結果、６頭全ての
カニクイザルにおいて、インフルエンザHAスプリットワクチン接種後の抗CA-HA抗体価の上昇
が認められた (Figure 12A)。次に、インフルエンザHAスプリットワクチン接種後の⾎漿中に
含まれる抗体がCA-HA発現A549-NKR-luc細胞に結合するか否かについて検討するため、CA-
HA発現A549-NKR-luc細胞に⾎漿を添加し、その後、蛍光標識した抗IgG抗体を結合させてフロ
ーサイトメトリー解析を実施した。その結果、インフルエンザHAスプリットワクチン接種後の
⾎漿処置 (SV) は、陰性対照であるPBS処置 (PBS) と⽐較し、横軸で⽰すHAに結合した抗体
量が多かった (Figure 12B)。よって、インフルエンザHAスプリットワクチン接種後の⾎漿中
に存在する抗HA抗体がCA-HA発現細胞が表⾯に発現するCA-HAに対して結合することが⽰され
た。次に、抗HA-CA抗体価が⼗分に上昇していたワクチン接種後6週⽬の⾎漿を抗HA-CA抗体価
に応じて希釈し、構築した評価系を⽤いて結合した細胞数を算出し、抗HA-CA抗体価との相関
関係が認められるか否かについて検討した。その結果、横軸で⽰す結合した細胞数と縦軸で⽰す
抗HA-CA抗体価の間に相関関係は認められなかった (Figure 12C)。以上のことから、HA特異
的IgGの量からFcg受容体-エフェクター機能を予測することは困難であると考えられる。 
続いて、ターゲット細胞に結合したエフェクター細胞に関して、Fcg受容体の発現を評価し

た。その結果、インフルエンザHAスプリットワクチン接種後の⾎漿処置 (plasma) により、
FI6-cynoIgG1抗体処置の際と同様に、CD16-CD32+CD64+、CD16+CD32-CD64+、CD16-
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CD32+CD64-、CD16-CD32-CD64+細胞数が陰性対照であるPBS処置 (-) と⽐較して有意に増
加した。⼀⽅で、FI6-cynoIgG1抗体処置とは異なり、CD16+CD32-CD64-細胞数は⾎漿処置に
より増加しなかった (Figure 12D)。次に、結合した細胞の細胞サブセットを同定した。その結
果、結合に主に関与する細胞サブセットはclassical monocyteであった。FI6-cynoIgG1抗体処
置により結合への関与が認められたNK細胞に関しては、その他の細胞サブセットと同程度であ
り、異なる傾向が認められた (Figure 12E及びF)。これらの結果から、少なくともカニクイザ
ルにおいては、インフルエンザHAスプリットワクチン接種により誘導されるFcg受容体-エフェ
クター機能は、主にclassical monocyteによって介在していることが⽰唆された。 
⾎液中には、IgG抗体以外のIgM抗体をはじめとする抗体のアイソタイプが存在する。そこ

で、⾎液中のIgG以外の抗体のアイソタイプの関与を検証するため、⾎漿中のIgGをカラム精製
し、結合した細胞サブセットの同定を⾏った。その結果、⾎漿から精製したIgGをCA-HA発現
A549-NKR-luc細胞に処置すると、ワクチン接種後の⾎漿を処置した際と同様にclassical 
monocyteが主にCA-HA発現A549-NKR-luc細胞に結合した (Figure 12G及びH)。以上のこと
より、ワクチン接種後の⾎漿を処置した際に認められるFcg受容体-エフェクター機能は、主に抗
HA特異的IgG抗体を介していることが⽰唆された。 
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Figure 12. インフルエンザHAスプリットワクチン接種により誘導された抗HA IgG抗体は、classical monocyteとCA-HA発
現細胞との結合を誘導する 
(A) インフルエンザHAスプリットワクチン接種後のCA-HAに対する抗体価の推移 インフルエンザHAスプリットワクチン接種した後に毎週
採⾎を⾏い、その⾎漿を⽤いて、CA-HAに対する抗体価を測定した (n=6)。 (B) インフルエンザHAスプリットワクチン接種後の⾎漿
処置によるCA-HA発現細胞へのIgG抗体の結合 図は代表的なヒストグラムを⽰す。 (C) インフルエンザHAスプリットワクチン接種後
6週後の抗CA-HA抗体価と結合した細胞数との相関関係 Spearman相関検定を⽤いて統計解析を⾏った。 (D) ターゲット細胞
に結合した細胞のFcg受容体発現の分布 CA-HA発現細胞に⾎漿を処置し、結合したPBMCをフローサイトメトリーにて解析した。
Wilcoxonの符号順位検定を⽤いて統計解析を⾏った。 *p<0.05 ターゲット細胞に結合した細胞の各サブセットの細胞数 (E) と
頻度 (F)。⾎漿処置における各細胞サブセットの細胞数からPBS処置による細胞数を差し引いた。データは平均値±SDを⽰す。 ⾎
漿中IgG処置によるターゲット細胞に結合した細胞の各サブセットの細胞数 (G) と頻度 (H)。 ⾎漿処置における各細胞サブセットの
細胞数からPBS処置による細胞数を差し引いた。データは平均値±SDを⽰す。 
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これまでのインフルエンザHAスプリットワクチン接種後の⾎漿を⽤いた検討により、
classical monocyteが主なエフェクター細胞であることが⽰唆された。そこで、ターゲット細
胞に結合したclassical monocyteがFcg受容体に抗体が結合することにより活性化しているか否
かについて検討するため、CA-HA発現A549-NKR-luc細胞に⾎漿を４時間処置し、CA-HA発現
A549-NKR-luc細胞と結合したclassical monocyte (binding classical monocytes) 及び結合
していないclassical monocyteとCA-HA発現A549-NKR-luc細胞の混合 (classical monocytes 
+ target cells) について、セルソーターを⽤いて分画し、qRT-PCRにて活性化マーカーである
CD80及びCD83の遺伝⼦発現を⽐較した。その結果、binding classical monocytesは、
classical monocytes + target cellsと⽐較し、CD80の発現が有意に上昇し、CD83は増加傾向 
(p=0.0625) が認められた。以上より、インフルエンザHAスプリットワクチン接種後の⾎漿処
置により、CA-HA発現A549-NKR-luc細胞と結合したclassical monocyteは活性化しているこ
とが⽰唆された (Figure 13)。 

 
Figure 13. ターゲット細胞に結合したclassical monocyteの活性化 
CA-HA 発現 A549-NKR-luc 細胞をインフルエンザ HA スプリットワクチン接種後６週⽬の⾎漿とともにインキュベートした後、PBMC
と 4 時間共培養した。その後、CA-HA 発現 A549-NKR-luc 細胞と結合した classical monocyte (binding classical 
monocytes) 及び結合していない classical monocyte と CA-HA 発現 A549-NKR-luc 細胞の混合 (classical 
monocytes+target cells)をそれぞれソーティングし、CD80 及び CD83 の遺伝⼦発現発現を qRT-PCR で測定した (n=6) 
Wilcoxon の符号順位検定を⽤いて統計解析を⾏った。 *p<0.05 
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【考察】 

 
本章では、カニクイザルに現⾏のインフルエンザワクチンを接種した際に誘導される抗体と、

それに伴うFcg受容体-エフェクター機能に関して、PBMCを⽤いた新しい評価系により検証を⾏
った。その結果、精製抗体としてFI6-cynoIgG1抗体で処置した際とは異なり、ワクチン接種し
たカニクイザルの⾎漿中抗体は、Fcg受容体を介したNK細胞への結合能が低いという結果であっ
た（Figure 10F及びFigure 12F）。この原因としては、IgG1以外のIgGサブクラスが影響して
いる可能性、あるいは⾎漿中のHA特異的抗体の糖鎖修飾等の翻訳後修飾が精製抗体と異なって
いる可能性などが考えられる。前者については、カニクイザルのIgGサブクラスを測定できる抗
体が市販されておらず検討を⾏うことが困難である。また、グリコシル化などの糖鎖修飾に関し
ては、⾎漿と精製抗体それぞれについて脱グリコシル化などの処理により違いを検討すること
で、本章で認められたNK細胞への結合が低いことの原因を特定できる可能性がある。これまで
の報告では、季節性インフルエンザワクチン接種では広範なウイルス株に反応性を有するADCC
誘導抗体が⼗分に誘導されないことが⽰されており[43-45]、本研究の結果はこの結果を⽀持す
るものとなっている。加えて、本研究成果は、現⾏インフルエンザワクチンのADCC誘導能に関
する問題点が⽰唆される結果となったと考えている。 
他⽅、これまでに3価インフルエンザワクチン接種により、成⼈ではワクチン株のHAタンパク

質に対するADCP活性が上昇することが報告されている[46]。この報告では、単球細胞株である
THP-1細胞を⽤いて検討を⾏っていたが、PBMCを⽤いた本研究においても、ワクチン接種後の
抗体はFcg受容体を介したターゲット-エフェクター結合に主に単球が関与していることが⽰され
た。さらに、単球表現系の詳細な解析により、classical monocyteが主に結合に関与しているこ
とが明らかになった。classical monocyteは他の単球サブセットと⽐較して⾼い貪⾷能を有する
ことが報告されていることから[47]、スプリットワクチン接種によりclassical monocyteが誘導
抗体を介してターゲット細胞に結合し、ADCP活性が⽰される可能性が⽰唆される。しかしその
程度は、FI6-cynoIgG1精製抗体を投与した場合と同程度であり、IgG抗体のclassical monocyte
への結合の限界であると考えられる。また本評価系の今後の課題としては、活性化が認められた
classical monocyteに関して、貪⾷能が向上しているか否かについて検討することが重要である
と考えられる。 

本検討において、classical monocyteの活性化をqRT-PCRを⽤いて、CD80及びCD83の遺伝
⼦発現を評価した。フローサイトメトリーを⽤いてFcg受容体の発現、細胞種の同定と同時に活
性化マーカーの発現を評価することが理想である。しかしながら、フローサイトメトリーを⽤い
てCD80及びCD83の活性化マーカーを細胞表⾯で検出するためには、8時間以上PBMCを刺激す
る必要があり、短時間の刺激では、これらの細胞表⾯の活性化マーカーを検出することができな
い[48, 49]。また、８時間の刺激により単球のマーカーの⼀つであるCD14の発現が変化するこ
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とが知られており[50]、表⾯マーカーを⽤いて適切な細胞集団を同定することができない。そ
こで、ターゲット細胞とPBMCを4時間共培養した後、結合しているclassical monocyteをソー
ティングし、CD80及びCD83の発現をqRT-PCRで評価した。 

ワクチン株でない他のインフルエンザウイルスHA発現ターゲット細胞を⽤いたサル⾎漿を⽤
いた検討は未実施であり、今後検討することが必要である。この検討を⾏うことで、交差防御に
Fcg受容体を介した免疫反応がどのように関与しているかを考察できる⼀助となると考えられ
る。⼀⽅で、第⼀章において⽰す通り、広範抗HA中和モノクローナル抗体であるFI6を⽤いた
CA-HA及びPR8-HA発現細胞に対するPBMCサブセット結合能の検討 (Figure9及び10) から、
結合した細胞の各Fcg受容体の発現様式及び細胞種に関しては、IgG1型IgG2型ともに、CAと
PR8とで同様の傾向を⽰した。以上より、インフルエンザウイルス株間で保存されたエピトープ
に対する同⼀サブクラス抗体であれば、CAとPR8とで同様の傾向を⽰すことが⽰唆される。従
って、今回のワクチン株であるCAにより誘導された抗体プールにおけるCA-HA反応画分のサブ
クラス⽐率及びPR8-HA反応画分のサブクラス⽐率が同じである場合、PR8でも同様の傾向を⽰
すと考えられる。 

以上を踏まえて、現⾏のインフルエンザスプリットワクチンの有効性を改善するためには、例
えばADCC活性を向上させるようにTh1型アジュバントを添加し、ADCC誘導能の⾼い抗体を誘
導する試みが考えられる。本研究で確⽴した評価系はターゲット細胞が発現するHAの由来株を
変えることで、より広範なHA株に対する免疫グロブリンFcg受容体を介した免疫反応を解析する
ことが可能であり、現⾏のインフルエンザワクチンの課題を解決しうるユニバーサルインフルエ
ンザワクチンの開発のために有⽤であると期待している。 
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総括 

 
私は、これまでにインフルエンザワクチンにアジュバントを添加する戦略を⽤いて、ユニバー

サルインフルエンザワクチンの開発を⽬指して研究を⾏ってきた。その検討過程において、Fcg
受容体を介したエフェクター機能が、ユニバーサルインフルエンザワクチンの開発に重要である
ことが⽰された。⼀⽅で、ワクチン開発を進めていく上で、これまでのFcg受容体を介したエフ
ェクター機能の評価に関する報告の多くは、エフェクター細胞として細胞株を⽤いており、細胞
株を⽤いたアッセイでは、⽣体内に存在する多様な免疫細胞とのFcg受容体の発現分布の違いや
免疫細胞間での相互作⽤が反映されづらいという課題が存在していた。そのため、特に⾮臨床か
ら臨床試験へ進む上で重要な動物モデルである⾮ヒト霊⻑類モデルを⽤いた研究結果の解釈が困
難となっており、ワクチン開発の障害となっていた。そのような背景を踏まえ、本研究では、
Fcg受容体を介したエフェクター機能を反映するターゲット-エフェクター結合を評価する新規の
⾮ヒト霊⻑類であるカニクイザルPBMCを⽤いた評価系の確⽴を⽬指して研究を⾏った。 
第⼀章では、カニクイザルPBMCを⽤いて、フローサイトメトリーにより解析することを可能

とする評価系を構築した。広範抗HA中和モノクローナル抗体であるFI6-cynoIgG抗体を⽤いて
検討を⾏うと、エフェクター細胞とターゲット細胞が結合した細胞数が濃度依存的に増加し、ま
たイメージングフローサイトメーターを⽤いた検討により、その結合した細胞は、エフェクター
細胞とターゲット細胞であることを視覚的に確認した。さらに、結合したエフェクター細胞は、
Fcg受容体の発現様式が多様であり、その細胞サブセットは、NK細胞及びclassical monocyteで
あることが明らかとなった。 
第⼆章では、カニクイザルにインフルエンザHAスプリットワクチン接種後に誘導される抗体

のFcg受容体を介したエフェクター機能について、第⼀章にて構築した評価系を⽤いて検討を⾏
った。その結果、精製抗体を⽤いた場合と異なり、ワクチンにより誘導される⾎漿中の抗体は、
主にclassical monocyteがターゲット細胞と結合した。⼀⽅で、NK細胞の結合能は低いことが
明らかとなったことから、現⾏インフルエンザワクチンの課題点を明確にすることができた 
(Figure 14)。 

以上、本研究により、ワクチン開発で必須であると考えられる⾮ヒト霊⻑類モデルのより詳細
な解析、特にFcg受容体-エフェクター機能を評価するための⾼感度なアッセイ系が確⽴されたこ
とで、今後のユニバーサルインフルエンザワクチン開発に⼤きな進展をもたらすことが期待され
る。 
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Figure 14. 本研究の総括図 
カニクイザルサンプルを⽤いて、Fcg受容体とHA特異的IgG抗体を介した免疫反応を評価するアッセイ系を構築した。その後、スプリット
インフルエンザワクチンをカニクイザルに接種後のサンプルを⽤いて解析を⾏なったところ、主にターゲット細胞に結合する細胞は、
classical monocyteであり、その活性化が認められた。 

 
  

HA
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結論 

 
本博⼠論⽂では、カニクイザルのPBMCを⽤いたFcg受容体を介した免疫反応の解析系を構築

し、インフルエンザスプリットワクチン接種後のFcg受容体を介した免疫反応について検討し
た。その結果、エフェクター細胞は、複数のFcg受容体と抗IgG抗体を介してPBMCが結合し、そ
の細胞種は単⼀でないことが明らかとなった。FI6-cynoIgG1抗体を⽤いた際には、NK細胞と
classical monocyteがターゲット細胞に結合した主な細胞サブセットであった。さらに、カニ
クイザイルにインフルエンザHAスプリットワクチン接種後のサンプルを⽤いて検討すると、タ
ーゲット細胞には、主にclassical monocyteが結合し活性化マーカーの遺伝⼦発現が上昇して
いることが認められた。 

現⾏のインフルエンザスプリットワクチンは、ADCC活性が低く、その点が課題の⼀つと考え
られるため、NK細胞の活性化を誘導できるTh1型アジュバントの添加、Fcg受容体-エフェクタ
ー活性の⾼い精製抗体を添加する、もしくは抗原設計を変更することにより、ADCC活性を⾼め
ることができると考えられる。これらの⽅法を実施することにより、ワクチン株以外のインフエ
ンザウイルス株にも有効なワクチンの開発に繋がることが期待される。 
今後の本評価系の課題として、ターゲット細胞に結合したエフェクター細胞が、ターゲット細

胞に対する細胞障害や貪⾷などの機能的な役割を有しているか否かについて検討することが重要
であると考えられる。すなわち、ターゲット細胞に結合しているclassical monocyteの活性化
が認められたが、その活性化がウイルス感染細胞を排除するために、⼗分であるか否かについて
検討する必要がある。 

本博⼠論⽂において、カニクイザルのPBMCを⽤いたFcg受容体を介した免疫反応評価系を構
築し、現⾏のインフルエンザワクチンのプラットフォームであるスプリットワクチン接種後の免
疫反応を解析したことは、今後のユニバーサルインフルエンザワクチンの開発の⼀助になること
から、本研究で得られた知⾒は、今後のインフルエンザワクチン開発に貢献できるものと考えら
れる。 
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補⾜図 

 

Supplementary Figure 1. カニクイザルにpoly(I:C)、K3またはK3-SPG投与後の⾎液中各種⾎球細胞の変動 
カニクイザルに2 mgのK3、K3-SPG、またはPoly(I:C)を⽪下投与し、投与前及び投与後の各時間点で採⾎を⾏った。⽩⾎球、好
中球、単球、好酸球、好塩基球、及びリンパ球の数の動態は、⾎算によって評価した。データは平均値±SEMを⽰す。p値は、Welch
補正を⽤いた対応のない2標本t検定を⽤いて統計解析を⾏った。＊p＜0.05, ＊＊p＜0.01, ＊＊＊p＜0.001 

 

 
Supplementary Figure 2. カニクイザルへのpoly(I:C)とK3-SPG投与によるintermediate monocyteとpDCの活性
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(A) 各アジュバント投与後のintermediate monocyteの頻度。 (B, C) 各アジュバント投与前及び投与1⽇後のintermediate 
monocyte (B) 及びpDC (C) の活性化。データは平均値±SEMを⽰す。p値は、Poly(I:C)との⽐較のためにWilcoxonの符号
順位検定を⽤いて統計解析を⾏った。＊p＜0.05 
 

 
Supplementary Figure 3. 各種アジュバント添加 HA スプリットワクチンを⽤いた攻撃接種試験 
C57BL/6J マウスに 1μg の NC 株 HA スプリットワクチンを単独 (HA only)、またはアジュバントとして alum (alum HA)、
Addavax (Addavax HA)または K3-SPG (K3-SPG HA)を添加し、0⽇⽬と 28⽇⽬に筋⾁内投与した。最終ワクチン接種から
7⽇後にマウスに NC または PR8 インフルエンザウイルスを感染させた。(A) NC IAV 感染後の体重減少。マウスの体重は、感染後
17⽇⽬まで測定した。各ワクチン接種群の 0⽇⽬と⽐較した体重変化率をプロットした。 Welch補正を⽤いた対応のない 2 標本 t
検定を⽤いて統計解析を⾏った (n=10-12) ＊＊p<0.01。(B) PR8 IAV 感染後の⽣存曲線。⽣存率は、感染後 15⽇⽬まで
評価した。⽣存率をプロットし、K3-SPG HA 群と他のワクチン群との差を log-rank 検定を⽤いて統計解析を⾏った (n＝20-23) 
＊p＜0.05, ＊＊＊p＜0.001 
 

 
Supplementary Figure 4. 異種IAV感染に対するHA特異的CD8+T細胞応答の役割 
(A) 最終ワクチン接種から7⽇後にしたC57BL/6Jマウスから脾細胞を採取し、NCまたはPR8 HAに対応するオーバーラップしたペプチ
ドで刺激した。CD44+ CD8+T細胞集団におけるNC HAまたはPR8 HA特異的IFN-gまたはTNF-a陽性細胞の頻度を⽰す。
Mann-Whitney U検定を⽤いて統計解析を⾏った (n=5) *p<0.05, **p<0.01 (B) マウスを0⽇⽬と28⽇⽬にK3-SPGを添
加した1μgのHAスプリットワクチンで免疫した。抗CD8抗体は32、33、34、38、42、46⽇⽬に腹腔内投与した。35⽇⽬にマウスに
PR8 IAVを感染させ、その後の⽣存を感染後15⽇⽬まで評価した (n=20)。 
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Supplementary Figure 5. 異種IAV感染に対する防御に対するFcg受容体を介した免疫応答 
(A) 各アジュバント添加型インフルエンザワクチン接種後のNC及びPR8 IAVに対する⾎清HAI価. (B) 各アジュバント添加型インフル
エンザワクチン接種後の⾎清のH1N1シュードウイルスに対する中和活性 (C) 野⽣型(+/+)(n＝13)及びFc受容体g⽋損マウス(-
/-)(n＝12)に0⽇⽬及び28⽇⽬に各アジュバト添加NC HAスプリットワクチン1μgを接種した。最後の接種から7⽇後にPR8 IAVを
感染させ、その後の⽣存を感染後15⽇⽬まで評価した。群間の差はlog-rank検定で統計解析を⾏った。**p<0.01 
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