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• 図 

抄録 

粘液、母乳、唾液中に豊富に存在する分泌型免疫グロブリン A(SIgA)は、粘膜表面の感染に対する免

疫をもたらす。SIgA を含むパンデミック前の母乳検体が SARS-CoV-2 と交差反応することが報告されて

いるが、SARS-CoV-2 と交差反応する SIgA が唾液中に存在するかどうかは依然として不明である。

我々は、唾液中の SIgA が SARS-CoV-2 のスパイク 1 サブユニットと交差反応するかどうかを、このウ

イルスに感染していない個人において明らかにすることを目的とした。本研究には、神奈川歯科大学附

属病院の歯科医師および医師 137 名(男性 101 名、女性 36 名、平均年齢 38.7 歳、年齢範囲 24-65 歳)

が登録された。唾液および血液検体を、それぞれ IgG および IgM についてポリメラーゼ連鎖反応(PCR)

および免疫クロマトグラフィーにより分析した。その後、唾液検体で SARS-CoV-2 が PCR 陰性かつ IgM

陰性であることが確認された患者を同定した。IgA 陽性唾液検体の SARS-CoV-2 との交差反応性は、

SARS-CoV-2 の受容体結合ドメインをカバーするビオチン標識スパイク組換えタンパク質(S1-mFc)を用

いた酵素結合免疫吸着測定法により測定された。SARS-CoV-2 交差反応性 IgA 陽性者の割合は 46.7%

であり、年齢と負の相関を示した(r=-0.218,p=0.01)。50 歳以上の IgA 陽性患者の割合は 49 歳以下の患

者と比較して有意に低かった(p=0.008)。患者の唾液から精製された SIgA は、SARS-CoV-2 スパイクタ

ンパク質のアンジオテンシン変換酵素 2 受容体への結合を部分的に抑制する可能性があった。この研

究では、SARS-CoV-2 に感染したことのない個人の唾液中に SARS-CoV-2 と交差反応する SIgA が存

在することが示され、SIgA が SARS-CoV-2 の感染予防に役立つ可能性が示唆された。 
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Introduction 

分泌型免疫グロブリン A(SIgA)は、免疫系の一面である粘膜免疫を介して感染を予防する。SIgA は、二

量体 IgA,J 鎖、および分泌成分から構成され、唾液腺や乳腺などの腺組織から粘膜表面に分泌され、

粘膜からの抗原の侵入を阻止する上で中心的な役割を果たしている[1].重症急性呼吸器症候群コロナ

ウイルス 2(SARS-CoV-2)は、口腔、鼻腔、および肺を介してヒトに感染する[2].舌および歯周組織の扁

平上皮細胞は、SARS-CoV-2 受容体であるアンジオテンシン変換酵素 2(ACE-2),感染を促進するプロ

テアーゼである膜貫通型プロテアーゼセリン 2(TMPRSS2),およびフリンを発現しており[3],唾液は

SARS-CoV-2 を保有している可能性がある[4].唾液には感染を抑制するいくつかの物質(ラクトフェリン、

リゾチーム、最も豊富に存在する SIgA など)も含まれており、これによりウイルスが口腔内に侵入するの

を防げる可能性がある[5]. 

COVID-19 のパンデミック前には、母乳中に SARS-CoV-2 に対する交差反応性 SIgA(crSA)が同定され

ていた[6,7].さらに、SARS-CoV-2 に反応する CD4 陽性 T 細胞は、パンデミック前に曝露していなかった

個人の約 40～60%で検出されており、このことは、T 細胞が感冒コロナウイルスや SARS-CoV-2 に対し

て交差反応性を有することを示唆している[8].その後の知見[9,10]から、コロナウイルスへの過去の感染

が IgG 交差反応性に関連する免疫学的記憶を作り出すことが示唆された。 

SARS-CoV-2 に感染すると、COVID-19 が引き起こされ、無症状から致死的な急性呼吸不全に至るま

で、独特の症状スペクトラムを形成する[11].SARS-CoV-2 感染の重症度と有病率は、年齢層や国によ

って著しく異なる[12].この大きな不均衡は免疫機序によって説明できるかもしれないが、まだ完全には

解明されていない。免疫グロブリン G(IgG)は SARS-CoV-2 を排除できることから、このウイルスに対す

るワクチン開発が急務となっている[13].しかしながら、SIgA による粘膜免疫については、SARS-CoV-2

感染からの回復とその予防という観点からは検討されていない。この分野で新たな知見が得られれば、

COVID-19 の特徴に対する理解が深まる可能性がある。 

そこで本研究では、SARS-CoV-2 と交差反応する SIgA を検出するための酵素結合免疫吸着測定法

(ELISA)を開発することを目標とした。これは、SARS-CoV-2 のスパイク 1 サブユニットと交差反応する唾

液中の SIgA が非感染者に存在するかどうかを明らかにするために利用できる可能性がある。 



方法 

参加者の選択 

唾液および血液検体は、それぞれポリメラーゼ連鎖反応(PCR)および免疫クロマトグラフィーを用いて検

査した。唾液検体で PCR および IgM 検査により COVID-19 陰性が確認された個人が研究対象とされ

た。参加者は神奈川歯科大学附属病院の医師 5 名と歯科医師 132 名であった。IgA 腎症、選択的 IgA

欠損症、自己免疫疾患の患者、および過去 2 週間以内に感冒様症状がみられた患者は除外された。参

加者 137 人(男性 101 人および女性 36 人[平均年齢 38.7 歳;範囲 24-65 歳])から十分なインフォームド・

コンセントが得られた。本試験は、神奈川歯科大学研究倫理審査委員会の承認を受けた(承認番

号:#690)。本試験は、ICMJE の基準を満たす国内臨床試験 UMIN-CTR(承認番号:#R000046461)に登録

されている。 

ELISA 用の唾液採取 

2020 年 8 月の午前 9 時から午後 12 時までの間、感染制御プロトコルの下で、Saliwatets®(Sarstedt 

AG&Co.,KG,Nümbrecht)を用いて検体を採取した。参加者には、検体採取前の少なくとも 1 時間は飲食

および歯磨きを控えるよう指示した。唾液検体は直ちに 2000×g で 15 分間遠心分離した後、-80℃で保

存した。 

SARS-CoV-2 スパイクタンパク質に対する crSA の ELISA のデザイン 

Yamamoto らが報告したヒト IgA ELISA 定量セット(#E88-102;Bethyl Laboratories,Montgomery,TX,USA)

を用いて、インフルエンザウイルスに対する IgA 交差反応性を検出できる ELISA システムを改変した

[14].唾液検体を炭酸塩-重炭酸塩緩衝液で 500 倍に希釈し、25℃で 1 時間インキュベートした。ELISA

プレートのウェルを洗浄液で 5 回洗浄した。この抗原は、スパイクタンパク質受容体結合ドメイン(RBD)を

有する SARS-CoV-2 のスパイク 1 サブユニットからなるスパイク 1-mFc 組換えタンパク質(#40591-

V05H1;Sino Biological,Beijing,China)であった。製造業者が記載したキット(#BK01;同仁堂

Laboratories,Kumamoto,Japan)を用いてビオチンで標識した。1 ウェル当たり 1μg/mL の唾液サンプル

を含む ELISA プレートにビオチン標識スパイク 1 を添加し、25℃で 1 時間インキュベートした。ウェルを

洗浄溶液で 5 回洗浄した。次に、ストレプトアビジン-西洋ワサビペルオキシダーゼコンジュゲート

(SA202;Millipore,USA;希釈、1:1000)をウェルに加え、25℃で 1 時間反応させた。TMB 基質溶液をウェル

に加え、25℃で 15 分間反応させた後、停止液で反応を停止させた。マイクロプレートの吸光度測定装置

(Bio-Rad Laboratories,Hercules,CA,USA)を用いて、Spike 1 タンパク質結合 IgA を波長 450 nm で検出し

た。リン酸塩緩衝食塩水を含む陰性対照からのバックグラウンド吸光度を全ての唾液検体の吸光度か

ら差し引いた。 



IgA 精製およびウェスタンブロット法 

IgA 精製キット(#20395)を用いて SIgA を精製した。米国マサチューセッツ州ウォルサム

(Waltham,MA,USA)の製造販売業者による記載に従って製造する。サーモフィッシャー・サイエンティフィッ

ク精製した唾液検体を試料緩衝液(#NP0008)の混合物に添加した。サーモフィッシャー・サイエンティフィ

ック)及び試料還元剤(#NP0009)サーモフィッシャー・サイエンティフィック)。試料を 96℃で 5 分間加熱した

後、標準プロトコールを用いてドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)ゲ

ルで泳動を行った。ゲルをクーマシーブリリアントブルー(#178-00551;FUJIFILM Wako 

Chemicals,Osaka,Japan)で染色した。IgA の重鎖に特異的な抗体を用いて、精製された物質が IgA であ

るかどうかを判定した。さらに、分泌成分に特異的な抗体を用いて、検出された IgA が分泌型(SIgA)であ

ることを確認した。以下の一次抗体を用いてウェスタンブロット法を用いた:抗ヒト IgA ウサギモノクローナ

ル抗体(ab184863;Abcam Plc,Cambridge,UK;1:500 希釈)および抗ヒト IgA SC マウスモノクローナル抗体

(ab3924;Abcam,1:500 希釈)。二次抗体として、西洋ワサビペルオキシダーゼ結合抗ウサギポリクローナ

ル抗体(#P0448;Dako,Glostrup,Denmark;1:1000 希釈)又は抗マウスモノクローナル抗体

(#P0447;Dako;1:1000 希釈)が用いられた。 

ACE-2 スパイクタンパク質結合を阻害する SIgA 抗体の能力 

スパイクタンパク質への ACE-2 の結合が精製 SIgA によって阻害されるかどうかを調べるために、定量

的 ELISA の結果に基づいて、抗体陽性の上位 20 検体と抗体陰性の下位 20 検体を選択してプールし

た。プールされた陽性および陰性唾液検体中の抗体の最終濃度は、それぞれ 93.6 および 63.3μg/mL

であった。 

次に、SARS-CoV-2 スパイク-ACE-2 結合アッセイキット(#COV-SACE2-1;RayBiotech,Peachtree 

Corners,GA,USA)を用いて、SARS-CoV-2 スパイクタンパク質への ACE-2 の結合を阻害する SIgA の能

力を製造業者の指示に従って評価した。SARS-CoV-2 のスパイク中和ウサギ IgG モノクローナル抗体

(#40592-R001;Sino Biological 社)を陽性対照として調製し、中和抗体を 0,0.0125,0.025,0.05,0.1 および

0.2μg/mL の濃度で添加した。 

結合阻害率(BI%)は、製造業者の指示に従って、[1-(試験試薬ウェルの OD/陽性対照ウェル中に阻害物

質が存在しない場合の OD)]×100 として算出した。 

質問票 

参加者は唾液採取前に自己記入式質問票に回答し、過去 1 年以内に BCG(Bacillus Calmette-Guérin)

ワクチン、B 型肝炎ワクチン、およびインフルエンザワクチンの接種歴があるかどうかを判定した。さら

に、被験者に年齢と性別を記載した質問票への回答を依頼した。 



統計解析 

CrSA の相対 ELISA 値を決定するために陰性値を 0 に設定し、年齢との関連性を Spearman 順位相関

を用いて分析した。ELISA および二値データにおける crSA の相対的陽性(>0)および陰性(0)値、年齢

群、性別、BCG 接種状況、B 型肝炎ワクチン接種状況、およびインフルエンザワクチン接種状況との関

連が検討された。ワクチン接種歴との関連は、カイ二乗検定またはフィッシャーの直接確率検定を用い

て検討された。B 型肝炎ワクチンとインフルエンザワクチンの変数をどちらもない、どちらか一方、または

両方として要約し、ワクチン接種回数と IgA 陽性または陰性との関連を検討した。BCG,B 型肝炎ワクチ

ンおよびインフルエンザワクチンの変数を 0,1,2 または 3 に要約し、ワクチン接種回数と IgA 陽性または

陰性との関連を検討した。有意水準は 5%と設定された。全てのデータは SPSS バージョン 26(IBM 

Corp.,Armonk,NY,USA)を用いて統計解析が行われた。 

結果 

SARS-CoV-2 スパイクタンパク質に対する crSA 

ELISA を用いて測定した crSA の相対値を陰性値として 0 とした。CrSA は 137 検体中 64 検体(46.7%)で

陽性、73 検体(53.3%)で陰性(吸光度 0 以下)であった。 

図 1 に年齢と交差反応性 IgA のプロットを示す。年齢は相対的 crSA と有意に負の相関を示した(r=-

0.218,p=0.01)。crSA の陽性率は、49 歳以下と比較して 50 歳以上で有意に低かった(p=0.008)ことが表 1

に示されている。ワクチンと crSA 陽性または陰性との関連は有意ではなかった。 
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図 1.参加者の年齢と crSA の陽性率または陰性率との関連 

縦軸:crSA 陽性の被験者から採取した唾液検体の吸光度から求めた IgA の相対量。陰性検体は 0 とし

て示す。49 歳以下の多くの被験者では、吸収率がかなり高かった。 

https://doi.org/10.1371/journal・ポーン・0249979・g001 
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表 1.crSA 陽性と年齢、性別、およびワクチン接種状況との関連 

https://doi.org/10.1371/journal・ポーン・0249979・t001 

精製唾液の特徴づけ 

SDS-PAGE により精製唾液検体から一部の IgA バンドが検出された(図 2,左図)。分泌成分(約 95 

kDa)、IgA 重鎖(約 60 kDa)、IgA 軽鎖(約 26 kDa)及び J 鎖(約 13 kDa)のシグナルが同定された。ウェスタ

ンブロット法では約 60 kDa の単一バンドが検出され、精製唾液中の IgA 重鎖の存在が確認された(図 2,

右図)。さらに、SIgA の分泌成分として約 95 kDa の単一バンドが同定された(図 2,右図)。これらの結果

から、精製唾液に SIgA 成分が含まれていることが確認された。 
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図 2.精製唾液の性状分析 
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左の図は、SDS-PAGE で分離された様々な分子量のたん白質バンドを示している。これらのバンドは、

分泌成分(SC),IgA 重鎖(HC),IgA 軽鎖及び J 鎖の分子量に一致することが確認された。右の図は、ウェ

スタンブロット法で測定した SC および HC の特異的シグナルを示している。 

https://doi.org/10.1371/journal・ポーン・0249979・g002 

crSA 阻害試験 

陽性対照では、各濃度(0-0.2μg/mL)のスパイク中和抗体を添加したときの吸光度の範囲は 2～155-0

～493 であり、濃度に依存した減少により吸光度の値が確認された。スパイクタンパク質に対する中和

抗体は、抗体濃度 0μg/mL で吸光度 2.155 を示した。この吸光度は ELISA により ACE-2 とスパイクタ

ンパク質が強く結合したときの吸光度を示す。CrSA 陰性唾液検体の吸光度は 2.155 より高い 2.402 で

あったことから、ACE-2 とスパイクタンパク質との結合は阻害されていないことが示唆された。CrSA 陽性

唾液検体の吸光度は 1.678 であり、ACE-2 とスパイクタンパク質との結合が阻害されたことが示された。

BI%は CrSA 陽性唾液では 21.7%であったが、CrSA 陰性唾液では-11%であった。唾液 SIgA1 抗体 SIgA1

抗体がスパイクタンパク質を部分的に阻害することを示している。 

討論 

この研究では、SARS-CoV-2 に感染していない 137 人の被験者から採取した唾液検体の 46.7%に

SARS-CoV-2 スパイク 1 に対する crSA が検出された。我々が検討したスパイク 1 領域には、SARS-

CoV-2 受容体 ACE-2 に結合する RBD が含まれていた。この領域は感染予防に重要であるため、ワク

チン開発の標的となりうる[14].母乳中の SARS-CoV-2 crSA を検出する以前の ELISA では、総スパイク

タンパク質を抗原とした場合の陽性率は 100%,RBD を抗原とした場合の陽性率は 80%であった[6].しか

し、今回の唾液サンプルの値は前回の研究で得られた両方の値よりも低かった。これは、唾液よりも母

乳で多くの SIgA が産生されるためと考えられる[15].母乳中の crSA の存在量はワクチン接種後の反応

であることが証明されており[16],このことは、母乳よりも唾液での crSA 陽性率が低い理由をさらに説明

することができる。 

PCR 検査および抗体検査で COVID-19 陰性と判定された被験者は、本稿の提出時点では COVID-19

を発症していなかった。したがって、SARS-CoV-2-2 に曝露していなかったと考えられる。そのため、

SARS-CoV-2 の感染歴のない個人において、SARS-CoV-2 のスパイク 1 タンパク質に対する SIgA 抗

体が明らかにされた。COVID-19 のパンデミック前に、SARS-CoV-2 のスパイクタンパク質と交差反応す

る唾液中の IgA 抗体が検出された研究は 1 件のみであった[17].コロナウイルスのヌクレオカプシドタン

パク質は高度に相同であるが、スパイクタンパク質には共通性がほとんどない[18].HCoV-OC43 および

その他のコロナウイルスの感染歴を有する患者は、それぞれ SARS-CoV-1 に対する抗体と SARS-

CoV-1 のヌクレオカプシドタンパク質に交差反応する抗体を保有している[19].さらに、HCoV-NL63 は

ACE-2 を受容体として使用しているが、スパイクタンパク質は SARS-CoV-2 とほとんど相同性がない

[20].しかしながら、NL63 の受容体結合モチーフ 3 と SARS-CoV-2 の COV2-SPIKE421-434 との交差

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0249979.g002


反応性が最近報告されている[20].過去の一般的なコロナウイルス感染症では、スパイクタンパク質やヌ

クレオカプシドタンパク質に対して交差反応性を示す抗体が誘導されていたことから、唾液には SARS-

CoV-2 に対して交差反応性を示す SIgA などの抗体が含まれていると考えるのが妥当である。しかし、

唾液中の CrSA 交差反応性の原因となるエピトープは解明されていない。 

本研究では、CrSA 値は加齢とともに低下することを見出した。これは、IgA 濃度が年齢とともに低下する

という事実によって説明できる[21].さらに、SARS-CoV-2 のパンデミック発生前には、1-16 歳、17-25

歳、26 歳以上の被験者の血清検体において、交差反応性 IgG 抗体がそれぞれ 62%,43.75%,5.72%で同定

されていた[9].小児は一般的なコロナウイルスに感染する頻度が高いため、このことは、曝露が多いほ

ど交差反応性抗体を有する個人が多くなることを示していると考えられる。さらに、高齢者では SARS-

CoV-2 に対する交差反応性 T 細胞はまれである[22].これらの結果は、crSA が若年者に多いが高齢者

ではまれである理由を説明できる。このことから、COVID-19 は小児[23]と青年[12]では重症度が低く、し

ばしば無症状であるという事実の根底にある機序について部分的な説明が得られる可能性がある。 

唾液から精製された IgA は、SDS-PAGE およびウェスタンブロット法で SIgA1 を含むことが確認されてい

る。本研究で用いた精製キットは簡便で汎用性があるが、IgA2 活性を測定できないという限界がある。

本研究では、ACE-2 とスパイクタンパク質との結合は、crSA を有さない患者では阻害されないことを明

らかにした。対照的に、交差反応性 SIgA1 は ACE-2 のスパイクタンパク質への結合を阻害したことか

ら、SIgA1 が SARS-CoV-2 に対する中和抗体として機能することが実証された。血中 IgA は中和反応を

介して SARS-CoV-2 の感染を予防する可能性があるため[24],SIgA2 も同様の機能を有している可能性

がある。この結果は部分的な抑制しか示さなかったが、SIgA が経口感染における SARS-CoV-2 を抑制

する可能性を示した最初の報告である。さらに、SIgA1 及び SIgA2 を含む SIgA の中和活性を検討する

と、阻害率が上昇する可能性がある。 

唾液には SARS-CoV-2 が含まれているが、感染阻害因子も含まれている[3].唾液中のラクトフェリン

は、SARS-CoV-2 に結合する感染抑制因子である[25].SIgA にはラクトフェリン、リゾチーム、ペルオキシ

ダーゼと相乗的に働く抗原処理機能があるため、唾液中の抗細菌因子や抗ウイルス因子が cRSA の作

用を増強する可能性がある[26].一方で、初期の SARS-CoV-2 特異的な体液性応答は IgA 抗体が優勢

であり、SARS-CoV-2 感染後の免疫において IgA 抗体が重要な役割を果たしていることが示されている

[27].一方、SARS-CoV-2 に対する中和 IgA 抗体は、症状出現後 49-73 日間唾液中に残存する[27].唾

液中のスパイク 1-CRsA は、COVID-19 患者の肺炎の重症度とも関連している[17].唾液は容易に非侵

襲的に採取でき、SIgA は分解に抵抗性があり、輸送条件が厳密でないことから、実用的な検体である。

唾液中の SIgA を簡便かつ非侵襲的に測定する方法を開発することは、将来的に SARS-CoV-2 感染の

診断やリスク予測、ワクチンに対する反応などに重要となる可能性がある。 

本研究の限界は被験者数が少なかったことである。ワクチンは交差反応性抗体の産生を刺激するが[7],

ワクチンと交差反応性抗体との間に有意な関連は認められなかった。今後の研究では、医療に関与して

いない(ワクチン接種の経験がない)個人を比較すべきである。 



結論 

この研究では、COVID-19 に感染していない個人の唾液中に SARS-CoV-2 交差反応性 IgA スパイクタ

ンパク質を同定した。高齢被験者では、若年被験者と比べて SARS-CoV-2 のスパイクタンパク質-crSA

の値が低かった。唾液中の IgA は ACE-2 のスパイクタンパク質への結合を阻害する可能性がある。

我々は、口腔内における SARS-CoV-2 感染の阻害因子としての IgA の重要性を明らかにした。口腔は

ウイルス複製部位として認識されているにもかかわらず、この区画で抗 SARS-CoV-2 抗体を検討した

研究はわずかしかないことから、我々の知見は新しいものである[28]. 
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スライドは図 2 の元のゲルの画像を示している。(A)SDS-PA GE で分離した成分、(B)分泌たんぱく質、

(C)H 鎖のウェスタンブロット法において、+は jacarin で精製した唾液、+は精製していない唾液を示す。

jacarin で精製された唾液のみが図 2 に示されており、これは切り取ったものである。画像処理は行われ

なかった。M は分子量マーカーである。 

https://doi.org/10.1371/journal.ポーン。0249979.s001 

(TIF) 

S2 図 Biding inhibition の百分率 

CrSA 陽性の唾液は 21.72%の中和活性を示した(軸)。CrSA 陰性の唾液には明らかな中和活性は認め

られなかった(左のバー)。 

https://doi.org/10.1371/journal.ポーン。0249979.s002 

(TIF) 
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