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研究成果の概要（和文）：インフルエンザAウイルスのヘマグルチニン(HA)亜型間交差感染防御免疫における抗
体の役割を、新たな抗ウイルス活性（ウイルス出芽阻害）を測定する手法によって明らかにした。特に、HA分子
上の同じエピトープを認識するモノクローナルIgGおよびIgA抗体の比較によるIgAの優位性の実証に至った。ま
た、構造情報を基にした分子間相互作用シミュレーション技術と組換え抗体作出技術を用いて、抗体の特異性を
改変する技術の開発を試みた。

研究成果の概要（英文）：By focusing on a novel antiviral function (budding inhibition), we found 
potential roles of anti-hemagglutinin antibodies in cross-protective immunity against influenza A 
viruses with multiple HA subtypes. It was particularly noted that the comparison between IgG and IgA
 antibodies recognizing the same epitope on the HA molecule clearly demonstrated the greater 
potential of HA-specific IgA than IgG antibodies in antiviral activities. It was also attempted to 
modify antibody specificity by structure-based molecular simulation and production of recombinant 
antibodies.

研究分野： ウイルス学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
インフルエンザ A ウイルスの表面糖蛋白

HA および NA は、それぞれ 16（H1-H16）お
よび 9（N1-N9）種類の「亜型」に分けられ
る。亜型とは抗原性によって決定される血清
型であり、抗血清を用いた赤血球凝集試験お
よび通常の中和試験において異なる亜型間
で交差反応しない。現行の注射による不活化
インフルエンザワクチンは、中和抗体の標的
である主要なウイルス糖蛋白質である HA に
対する血中抗体の産生を誘導するが、それら
の抗体は複数の亜型に交差反応性を示さな
い。 

20 世紀にヒトに流行したインフルエンザ
ウイルスの HA 亜型は H1、H2 および H3 の
みである。しかし、野生水禽（インフルエン
ザウイルスの自然宿主）が全ての亜型のウイ
ルスを保有している限り、いわゆる「新型ウ
イルス」がいつ現れても不思議ではない。こ
のような状況は、今後半永久的に続くことが
明らかであるにも関わらず、亜型間交差感染
防御免疫を利用した予防・治療法の開発につ
ながる試みは限られている。 
上述のように、亜型とは抗原性によって決

定される血清型であり、抗血清を用いた赤血
球凝集試験および通常の中和試験において
異なる亜型間で交差反応しないことを指標
に分類される。よって、亜型間で共通の中和
エピトープは殆ど存在しないと考えられて
きた。しかし近年、モノクローナル抗体を詳
細に解析することによって、複数の亜型の
HA 分子に交差反応する中和抗体が次々と報
告され、亜型間交差感染防御免疫における抗
体 の 役 割 が 注 目 さ れ は じ め た (Science 
324:246-251, 2009; Nat Struct Mol Biol 
16:265-273, 2009; Science 333:850-856, 2011)。 
他の研究グループにより報告された抗体

の殆どは、進化系統的に同一のグループに属
する HA 亜型の間でのみ交差反応性が認めら
れる一方で、申請者らは進化系統的に異なる
複数の HA 亜型のウイルスに対して中和活性
を示すモノクローナル抗体(S139/1)の作出に
初めて成功し、エピトープを同定した(PLoS 
Pathog 5:e1000350, 2009)。また、他に見つか
っている交差反応性抗体は全てウイルスエ
ンベロープと細胞膜間の膜融合を阻害する
抗体であるのに対し、S139/1 はシアル酸レセ
プターへの結合を阻害するものであった。よ
って、レセプター結合阻害および膜融合阻害
抗体の両方で、亜型間交差中和活性を示す抗
体の存在が実証されたことになる。 
一方、申請者のこれまでの研究で、不活化

ワクチンを経鼻投与したマウスで誘導され
る抗体の中には、通常の中和活性（レセプタ
ー結合阻害または膜融合阻害活性）は持たな
いが、交差感染防御免疫に関与する抗体（特
に IgA）が存在することを示唆する成績を得
ている（Vaccine 21:3212-3218, 2003）。 
以上の背景により、申請者はインフルエン

ザウイルスの亜型間交差反応性抗体に着目

し、HA 亜型間共通エピトープの探索および
感染防御免疫への関与の解明という着想に
至った。 
 
２．研究の目的 
インフルエンザ A ウイルスはウイルス表

面糖蛋白質であるヘマグルチニン(HA)およ
びノイラミダーゼ(NA)の抗原性によって複
数の亜型に分けられる。ウイルス中和抗体の
標的は主に HA であり、通常の中和試験にお
いて抗ウイルス血清は亜型間で交差反応性
を示さないことから、亜型間交差感染防御免
疫における抗体の役割に関する知見は限ら
れていた。しかし、これまでに申請者らは亜
型間交差反応性の HA 特異的モノクローナル
抗体の作出に成功した。 
本研究では、これらのモノクローナル抗体

を用いて、HA 亜型間共通エピトープを探索
し、亜型間交差感染防御免疫における抗体の
関与を明らかにすることを目的とした。また、
亜型間交差反応性モノクローナル抗体と HA
の結合構造を詳細に解析し、HA 分子と相互
作用する抗体分子上のアミノ酸を改変する
ことによって、抗体の亜型間交差反応性を操
作する技術の確立を試みた。 

 
３．研究の方法 
マウスの免疫およびハイブリドーマの作
出：5-6 週齢の BALB/c マウスの皮下あるい
は筋肉内に、フロイント完全アジュバントと
混合した精製不活化ウイルス（100μg）を接
種した。2 週間後に同様の精製不活化ウイル
スをフロイント不完全アジュバントと混合
し接種した。2 回目の免疫から 4 週間後に精
製不活化ウイルスを腹腔内または静脈内に
接種し、3 日後に安楽殺後、脾臓を摘出した。
その後速やかに、脾細胞とミエローマ細胞を
混合し、定法に従ってハイブリドーマのスク
リーニングおよびクローニングを行った。抗
体産生ハイブリドーマのスクリーニングは、
精製ウイルスあるいは 293T 細胞に発現させ
た HA を界面活性剤で可溶化したものを抗原
として用いた ELISA で行った。クローニング
は限界希釈法によって行った。 
新規モノクローナル抗体の作出およびクラ
ススイッチ： IgG 産生ハイブリドーマ細胞の
限界希釈クローニング法を繰り返し、自発的
なクラススイッチにより IgA 抗体産生細胞に
分化させてクローニングした (J Immunol 
Methods 106:195-202, 1988)。 
細胞表面の中和活性の解析：複数の HA 亜型
間で交差反応性を示し、かつ通常の中和活性
（細胞外中和）の認められない抗体に関して、
細胞表面中和活性を測定した。ウイルスを単
層培養した MDCK 細胞に１時間吸着後、得
られた抗体を含む寒天培地を重層した。2-3
日後に形成された Plaque のサイズを計測し
た。抗体が細胞表面に発現した HA に結合し
てウイルスの出芽が抑えられれば、Plaque サ
イズの縮小が認められるはずである(J Virol 



62:2762-2772, 1988)。また、前項で得た同一の
特異性を有する IgA と IgG の中和活性を比較
した。 
抗体－HA 複合体の結合構造解析および結合
に関与する抗体側のアミノ酸同定：これまで
に申請者が作出した交差反応性モノクロー
ナル抗体（S139/1）を用いて、抗体－HA 複
合体の結合構造解析を進めた。この抗体は、
H1、H2、H3 および H13 亜型の HA に結合す
る。H3 亜型の HA との共結晶構造解析によっ
て、HA 分子との結合に重要な抗体側のアミ
ノ酸を決定した。HA と S139/1 の共結晶の X
線構造解析は、研究協力者である Ian Wilson
博士および坂井直樹博士と共同で実施中し
た。 
抗体の改変および結合性評価：S139/1 の遺伝
子（H 鎖および L 鎖の可変領域）をクローニ
ングし、ヒト IgG1 とのキメラ抗体として発
現するプラスミドカセットに挿入した。さら
に、上で同定した、HA との結合に重要なア
ミノ酸を置換した改変抗体を作出した。それ
らのプラスミドを 293T 細胞に導入し、上清
中の抗体を通常の方法（Protein A カラム）で
精製した。精製した抗体の反応性を ELISA に
よって解析した。 
 
４．研究成果 
抗体によるウイルス感染性中和のメカニ

ズムとして、細胞の外でウイルスに結合しウ
イルスの細胞侵入を阻害する「細胞外中和」、
細胞表面でウイルスの出芽・粒子形成を阻害
する「細胞表面中和」および感染細胞内でウ
イルス蛋白質の機能を阻害する「細胞内中
和」が考えられている（図 1）(Arch Virol 
152:1047-1059)。通常の中和試験とは、このう
ち「細胞外中和」活性のみを検出する方法で
ある。 

 
図１．抗体によるウイルス感染阻害のメカニズム 

申請者は、通常の中和活性（レセプター結
合阻害または膜融合阻害活性）は持たないが、
複数の亜型の HA に結合する交差反応性抗体
の存在にも着目した。それらの抗体は、細胞
表面に発現したウイルス蛋白質に結合する
事によってウイルスの多段階増殖を阻害す
る可能性がある。本研究では、そのような抗
体が亜型間交差感染防御に寄与するか否か
を解析した。 
 

亜型間交差反応性抗体のスクリーニング：こ
れまでに、申請者らは、全ての亜型の HA を
免疫原として、それぞれの亜型に対するモノ
クローナル抗体を、全ての HA 亜型について
作出した。その中から（約 650 クローン）、
複数の亜型の HA に反応する抗体を、それぞ
れの亜型の HA を抗原としてスクリーニング
した。その結果、31 クローンが交差反応性抗
体である事が分かった。そのうち 12 クロー
ンが中和活性を示した。包括的にモノクロー
ナル抗体をスクリーニングしたこれらの結
果は、不活化ウイルスを接種したマウスにお
いて HA に対して誘導される抗体の約 5%が
交差反応性抗体であるが、それらのうち約 3
分の 1 のみが中和活性を有することを示唆し
ている。 
 
非中和抗体によるウイルス出芽阻害：精製不
活化ウイルスを皮下または経鼻接種したマ
ウスに誘導された抗体は、通常の中和活性を
持たないが、ウイルスを細胞に吸着させた後
にこれらの抗体存在下で増殖させると、
ELISA で抗体の交差結合が認められた HA 亜
型のウイルスに対してプラック形成の抑制
が認められる事が分かった。これらの結果は、
ウイルスの出芽過程が細胞表面の HA に結合
した交差反応性抗体によって抑制されたこ
とを示唆していたため、抗体存在下で培養上
清中に放出されるウイルス蛋白質を定量し
たところ、抗体存在下でのみ著しい現象が認
められた。またこの抑制効果は、経鼻免疫を
行った群で顕著に認められたことから、IgA
が細胞表面における中和活性に主な役割を
担っていることが示唆された。 
 
交差反応性抗体（S139/1）を用いた IgG およ
び IgA の抗ウイルス活性の比較：モノクロー
ナル抗体 S139/1（IgG）は、H3 ウイルスを免
疫原として作出した HA 特異的中和抗体であ
るが、H1、H2 および H13 亜型のウイルスに
対して交差中和活性を示す。S139/1（IgG）抗
体産生ハイブリドーマを IgA 産生細胞に分化
させ、同一のエピトープを認識する IgA（主
に二量体）を得た。作出した IgG および IgA
抗体は、同一のエピトープを認識すると考え
られるため、これらの抗体を用いて、H3 ウ
イルスおよび交差中和活性の認められた異
なる亜型（H1、H2 および H13 亜型）のウイ
ルスに対する抗ウイルス活性を比較した。 

 

細胞外中和（亜型間交差反応殆どなし）
・レセプター結合阻害
・膜融合阻害

細胞内中和（亜型間交差反応？）
・ウイルス蛋白質輸送阻害？
・アッセンブリー阻害？

抗体産生細胞 抗体産生細胞

transcytosis

細胞表面中和（亜型間交差反応？）
・ウイルス出芽阻害？
・Tethering?

IgG IgA

ウイルス

新たに産生された
ウイルス蛋白質

表1. S139 IgAおよびIgGのHAへの結合活性



抗体の結合活性（表 1）、赤血球凝集抑制活
性（表 2）および中和活性（表 3 および図 2）
を調べたところ、免疫原である H3 ウイルス
（Aichi）に対してはアイソタイプによる差は
認められなかったが、他の亜型のウイルス
（WSN, H1; Adachi, H2; Maryland, H13）に対
しては IgA が IgG よりも顕著に高い活性を示
した。 

 
図 2．S139 IgAおよび IgG の中和曲線 

 
次に、細胞外中和（ウイルス出芽・放出阻

害）活性を、S139 IgA および IgG の間で比較
した。予めウイルス（H3 亜型）に感染させ
た MDCK 細胞を S139 IgA または S139 IgG 抗
体存在下で 6 時間および 12 時間培養し、上
清中のウイルス構造蛋白質（M1 蛋白質）を
検出した。その結果、S139 IgA 抗体存在下で
は、上清中に放出されるウイルス粒子量が、
抗体非存在下と比べて顕著に減少する事が
分かった（図 3A および B）。S139 IgG 抗体に
も同様の作用が感染後短時間（6 時間後）で
やや認められたが、その効率は IgA に比べて
明らかに低かった（図 3A および B）。また、
用いた他の亜型のウイルス（ WSN/H1; 
Adachi/H2; Maryland/H13）においても、S139 
IgA 存在下で、細胞からのウイルスの放出量
が顕著に減少した（図 3C および D）。H3 亜
型のウイルス以外に対しては、S139 IgG 抗体
のウイルス粒子放出抑制効果ほとんどは認
められなかった。 

 

図 3．S139 IgAおよび IgG のウイルス出芽抑制 1 

 
透過型電子顕微鏡観察の結果からは、S139 

IgA 存在下では細胞から出芽したウイルス粒
子が凝集し、細胞膜表面に留められている様
子が確認された（図 4A および D）。一方、S139 
IgG 抗体存在下では、そのような像は殆ど認
められなかった（図 4B および E）。 
 
図 4．S139 IgAおよび IgG のウイルス出芽抑制 2 

 
以上の結果より、HA 特異的交差反応性 IgA
は IgG よりも高い抗ウイルス活性を有してい
ることが示された。特に、通常の中和試験で
は評価されないウイルス粒子の放出阻害活
性は IgA 抗体で顕著に認められ、亜型間交差
感染防御免疫に寄与しているものと考えら
れた。IgA の優位性は、多量体 IgA が一分子
あたりの抗原結合部位を多く持っているた
めに affinity が低い抗原に対しても avidity が
強化されること、またその多量体としての架
橋能力に大きく起因すると考えられた。 

表2. S139 IgAおよびIgGの赤血球凝集阻止活性

表3. S139 IgAおよびIgGの中和活性



S139/1 の改変による抗体の特異性操作の試
み：モノクローナル抗体 S139/1（IgG）S139/1
の H 鎖および L 鎖の可変領域上で、HA との
結合に重要なアミノ酸を、抗体-HA の共結晶
構造解析から同定した（図 5）。 
 
図 4．S139 IgG と HAの結合構造 

 
次に、S139/1 存在下で得られたエスケープ

ミュータントのアミノ酸変異に対応し、その
HA に結合する事が可能になると推定される
抗体側のアミノ酸置換を、コンピューター上
でシミュレーションし、それらのアミノ酸置
換を導入した抗体を作出した。しかし、エス
ケープミュータントの HA に対する結合能は
獲得できなかった。 
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