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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルスは変異しやすいため、それらに対応可能な中和抗体が開発で
きれば非常に有用である。本研究では、ラクダ科動物VHH抗体の特性に着目して、幅広いインフルエンザウイル
スに対して有効な中和抗体の作製を試みた。その結果、A(H1N1)pdm09とA(H1N1)の両方を強く中和することがで
きるVHH中和抗体を取得することができた。この抗体は、細胞実験だけでなく、動物実験においても２種類の異
なるウイルスに対して有効であった。本抗体は、インフルエンザの治療薬として応用可能であることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Influenza viruses easily change their genomes and it would be valuable to 
develop an antibody that can neutralize a wide variety of influenza viruses. In this research, based
 on the property of camelid VHH antibodies, we attempted to develop effective VHH antibodies against
 a broad range of influenza viruses. As a result, a VHH antibody was obtained that could strongly 
neutralize both A(H1N1)pdm09 and A(H1N1) viruses. This VHH antibody was effective not only in cell 
experiments but also in animal experiments against A(H1N1)pdm09 and A(H1N1) viruses. This VHH 
antibody was suggested to be applicable as a therapeutic drug for influenza.

研究分野：ウイルス学

キーワード： インフルエンザ　インフルエンザウイルス　中和抗体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インフルエンザウイルスは非常に変異しやすい性質を持っているため、抗ウイルス薬に対する耐性ウイルスの出
現が問題となる。本研究では、インフルエンザウイルスの保存性が高い領域を標的とし、幅広いウイルスを中和
できるVHH抗体の開発を試みた。このVHH抗体は、構造的にかなり異なるA(H1N1)pdm09ウイルスとA(H1N1)ウイル
スの両方を強く中和することができたことから、幅広いウイルスに対応可能な抗体であると考えられる。また、
異なるウイルスで保存され、変化しにくい領域に作用することから、変異に対しても強い中和抗体であると期待
できる。本抗体はインフルエンザによる健康被害の低減に役立つものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 インフルエンザは、人類が最も警戒しなければならない感染症の１つである。毎年の季節性
インフルエンザの流行に加え、高病原性鳥インフルエンザ A(H5N1)ウイルスや鳥インフルエン
ザ A(H7N9)ウイルスのヒトへの感染が報告されており、これらのウイルスから新型インフルエ
ンザウイルスが出現することが危惧されている。さらに、A(H10N8)ウイルスや A(H7N7)ウイ
ルスでもヒト死亡例が報告されており、これらに対しても警戒が必要である。どの亜型から新
型インフルエンザが発生するかを正確に予測することは困難であり、幅広い亜型のインフルエ
ンザウイルスに対応可能な予防法・治療法の確立が求められている。 
 近年、インフルエンザウイルスの中和抗体に関する研究が進展する中で、亜型を超えてウイ
ルスの感染を阻害できる中和抗体や、グループ１(H1, H5など)とグループ２（H3, H7など）
の壁を越えて感染を阻害できる中和抗体についての報告がなされてきた。これらの亜型間交差
反応性抗体は、広い範囲のウイルスをカバーできることから、季節性インフルエンザと新型イ
ンフルエンザの備えとして有望と思われるが、これらの抗体はステム領域を認識するため、構
造的に標的部位に接近しにくく、ヘッド領域を認識する抗体に比べて活性が低いという問題点
がある。治療用抗体として使用するとコストが非常に高いことも課題である。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、ステム領域に接近しやすく低コストで製造可能な高交差反応性抗体を作成
するため、ラクダ科動物の VHH 抗体技術を基盤としたインフルエンザウイルス広域中和抗体
を開発することである。 
 ラクダ科動物は、H鎖のみで構成される抗体（重鎖抗体）を持っていることが知られ、その
可変領域は VHH抗体（Variable domain of heavy chain of heavy-chain antibody）と呼ばれ
ている。VHH抗体はシングルドメイン抗体であるため、分子量が 15kDaと非常に小さく、ヘ
マグルチニンの根元に近い標的部位にもアクセスが容易だと考えられる。また分子量が小さい
ため、大腸菌を用いて低コストでの生産が可能である。 
 
 
３．研究の方法 
 A(H1N1)pdm09 のリコンビナント HA をバキュロウイルス・昆虫細胞発現系を用いて作製
し、それに結合する VHH 抗体提示ファージを選択した。VHH 抗体配列を大腸菌発現系に組
み替えて、HA 結合 VHH 抗体クローンを取得し、交差反応性抗体の候補とした。候補抗体の
他の亜型の HA への結合性を評価するとともに、候補抗体について A/Narita/1/2009 
(H1N1pdm09)株、A/Puerto Rico/8/1934(H1N1)株を用いて中和活性の評価、交差反応性の評
価を行った。様々な濃度の VHH 抗体の存在下で、これらのインフルエンザウイルスを MOI 
0.01でMDCK細胞に感染させ、50％抑制濃度を取得した。 
 さらに、マウスを用いた A(H1N1)pdm09, A(H1N1)ウイルス感染モデルにより、VHH抗体
の有効性、交差反応性を評価した。 
 また、臨床分離株に対する抗ウイルス活性の測定を見据えて、臨床検体からウイルスを分離
する際に使用する細胞の差異が、分離ウイルス株の性状にどのような影響を与えるかについて
解析した。 
 
 
４．研究成果 
 バキュロウイルス・昆虫細胞発現系を用いて、A(H1N1)pdm09 のリコンビナント HA を作
成し、それに結合する VHH 抗体提示ファージをバイオパニング法によって選択した。選択さ
れた VHH 抗体配列を、大腸菌発現ベクターに組み替え、大腸菌にて VHH 抗体を発現・精製
した。この段階で、取得できた VHH抗体は 54クローンであった。これらの候補抗体について、
A/Narita/1/2009 (H1N1pdm09)株、A/Puerto Rico/8/1934(H1N1)株を用いて中和活性の評価を
行ったところ、両方のウイルス株の増殖を抑制できる抗体が、2クローン取得できた。さらに、
様々な濃度の VHH 抗体存在下で、MOI=0.01 の条件で２種類のウイルスを別々に感染させ、
50％抑制濃度（EC50）を測定したところ、最も高い抑制効果を示した VHH#23 においては、
A(H1N1)pdm09に対してEC50=1.867 ng/ml、A(H1N1)に対してEC50=6.138 ng/mlであった。
以上のことから、VHH#23 は、A(H1N1)pdm09 と A(H1N1)という幅広いウイルスに対して、
非常に高い中和活性を有することが明らかとなった。 
 
 in vitro の評価系で効果の高い VHH 抗体の取得が確認できたことから、続いてマウスを用
いた A(H1N1)pdm09 ウイルス感染モデル、及び A(H1N1)ウイルス感染モデルにより、VHH
抗体の有効性、交差反応性の評価を行った。抗体投与群とコントロール群で感染後のマウス生
存率を比較したところ、A(H1N1)pdm09感染では VHH抗体 200 µg投与群で 75%が生存、50 
µg投与群では 50%が生存（コントロール群では 0%が生存）した (Fig. 1)。また、A(H1N1)感
染では VHH抗体 200 µg投与群で 100%が生存、50 µg投与群で 75%が生存（コントロール群
では 0%が生存）した (Fig. 2)。以上のことから、このVHH抗体は、A(H1N1)pdm09とA(H1N1)



という異なるウイルスに対して、感染防御効果を持つことが示唆された。 
 
 さらに、臨床分離株に対する抗
ウイルス活性の測定を想定して、
臨床検体からウイルスを分離す
る際に使用する細胞の差異と分
離ウイルス株の性状の関連につ
いて解析した。MDCK細胞-1（付
着培養系）と MDCK細胞-2（浮
遊培養系）を用いて、臨床検体か
らA(H1N1)pdm09ウイルスの分
離・継代を行なったところ、
MDCK細胞-1では抗原性の変化
を伴う変異が高率に導入される
一方で、MDCK細胞-2ではその
ような変異の導入率が低いこと
が明らかとなった。 
 
 本研究で取得した VHH 抗体は、
構 造 的 に か な り 異 な る
A(H1N1)pdm09 ウ イ ル ス と
A(H1N1) ウイルスの両方を強く中
和することができたことから、幅広
いウイルスに対応可能な抗体であ
ると考えられる。また、異なるウイ
ルスで保存され、変化しにくい領域
に作用することから、変異に対して
も強い中和抗体であると期待でき
る。 
 
 通常の IgGによる中和抗体は、分
子量が 170KDa と大きいため、交
差反応性中和抗体の標的となるス
テム領域にアクセスするにはやや
困難が伴うと考えられる。また、抗
体医薬は一般的に製造コストが高
いことが知られており、この点も解
決することが望ましい。それに対し
て VHH抗体は、シングルドメイン
抗体であるため分子量が 15kDa と
非常に小さく、ヘマグルチニンのス
テム領域にも容易にアクセス可能
と推測される。また分子量が小さく
シングルドメインからなるため、大
腸菌による低コスト生産が可能で
ある。 
 
 本研究で特定されたVHH抗体は、
幅広いインフルエンザウイルスに
対して有効であり、しかも低コスト
での製造が可能であることから、イ
ンフルエンザによる健康被害の低
減に役立つものと考えられる。 
 
 

Fig. 1  A(H1N1)pdm09 ウイルス感染マウスモデルに

よる VHH抗体の感染防御効果の評価 

縦軸はマウスの生存率、横軸は感染後の日数を表す。

VHH抗体の投与量が多いほど、マウスの生存率が高いと

いう結果であった。 

Fig. 2  A(H1N1)ウイルス感染マウスモデルによる VHH

抗体の感染防御効果の評価 

縦軸はマウスの生存率、横軸は感染後の日数を表す。VHH

抗体の投与量が多いほど、マウスの生存率が高いという結

果であった。 
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