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研究成果の概要（和文）：H5N1高病原性鳥インフルエンザウイルスは、シアル酸を介さない新規感染経路を有す
る。しかしながら、その分子機構には不明な点が多く残されている。本研究において、我々は、シアル酸非依存
的な感染がH5亜型のヘマグルチニンに対する抗体処置によって阻害できることを見出した。また、中和抗体の抗
原決定基の解析や変異型の鳥インフルエンザウイルスを用いた感染実験を通じて、シアル酸非依存的な感染にお
ける重要なアミノ酸を同定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：H5N1 highly pathogenic avian influenza viruses can infect the cells via a 
novel sialic acid-independent route. However, the details of the molecular mechanism remain unclear.
 In this study, we found that the treatments of antibodies against haemagglutinin of the H5-subtype 
inhibit the sialic acid-independent infection. In addition, through the epitope analyses of 
neutralizing antibodies and several experiments with mutant avian influenza viruses, we identified 
the critical amino acids in the sialic acid-independent infection of H5N1 highly pathogenic avian 
influenza viruses.

研究分野： 感染症学

キーワード： インフルエンザウイルス　H5　ヘマグルチニン　シアル酸　中和抗体　高病原性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトに対しても非常に高い致死率を示す高病原性鳥インフルエンザウイルスのシアル酸非依存的な感染における
ウイルス因子を特定した本研究成果は、ウイルスの宿主適応性の理解を深める点で学術的に大きな意義がある。
また、本研究成果を基盤とした感染阻害薬の開発を通じて医療に貢献するとともに、感染対策を講ずることによ
り社会的混乱や経済的損失の防止といった社会的な意義が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 1997年に香港で初めてヒトへの感染が報告されたH5N1高病原性鳥インフルエンザウイルス
（H5N1 HPAIV）は世界 60 か国以上に伝播しており、感染者の半数以上が死亡している。2005
年には、抗インフルエンザ薬のタミフルに対する耐性株が確認されており、新薬のアビガンやゾ
フルーザの臨床効果は未知数であるため、新しい感染阻害薬の開発が切望される。H5N1 HPAIV
の世界的大流行によって深刻な健康被害や社会の混乱が危惧されるものの、鳥由来のウイルス
がヒトへ感染する機序は未だ十分に解明されていない。 
 鳥を宿主とする H5N1 HPAIV がヒトに感染する機序は、「シアル酸への結合特異性」によっ
て説明されてきた。インフルエンザウイルスは細胞表面のシアル酸を末端に持つ糖鎖を受容体
とするが、鳥およびヒト由来のウイルスでは認識するシアル酸とガラクトースの結合様式が異
なるため、通常、ヒトへの感染は成立しない。しかしながら、感染した鳥との濃厚接触などによ
りウイルスがヒトの下気道や肺胞に到達した場合には、それらの組織に発現する鳥型のシアル
酸を介して感染が成立すると考えられてきた。一方で、H5N1 HPAIV は、シアル酸を除去した
ヒト気道上皮細胞や鳥型のシアル酸を発現していない鼻咽頭などのヒト上気道組織に感染可能
であることが報告された。このことは、H5N1 HPAIV の感染性を「シアル酸への結合特異性」
のみで論じることが困難であることを示している。 
 我々は、H5N1 HPAIV のヒトへの感染性獲得の分子機構について、「シアル酸への結合特異
性」とは別の視点から研究するため、シアル酸合成の律速酵素である Cytidine monophosphate 
N-acetylneuraminic acid synthetase を欠失したヒト培養細胞株を樹立した。樹立した細胞株を
用いて H5N1 亜型のインフルエンザウイルスの感染能を評価したところ、臨床分離株である
A/Vietnam/UT3040/2004 は シ ア ル 酸 欠 損 細 胞 に も 感 染 可 能 で あ っ た 。 ま た 、
A/Vietnam/UT3040/2004 のシアル酸非依存的な感染が H5 亜型のヘマグルチニン（HA）に対
する抗体処置によって阻害された。これら抗 H5 HA 抗体のエピトープ解析を進め、候補領域を
見出している。本研究では、抗 H5 HA 抗体のエピトープ情報を手がかりとして、シアル酸非依
存的な感染経路の分子機構を解明するための基礎的研究を集中的に遂行する。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、H5N1 HPAIV のシアル酸非依存的な感染の分子機構を解明し、抗 H5 HA 抗体を
H5亜型のインフルエンザの感染阻害薬として臨床応用するための基盤を確立することを目的と
する。具体的には、抗 H5 HA 抗体、HA タンパク質発現系、組換えインフルエンザウイルスな
どを駆使して、シアル酸を介さない新規感染経路におけるウイルス側の因子を明らかにし、
H5N1 HPAIV の感染性の理解を深める。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
 H5N1 HPAIV のシアル酸非依存的感染におけるウイルス因子を特定するため、以下の２点を
具体的な達成目標とする。 
 
（１）HA タンパク質発現系による抗 H5 HA 抗体のエピトープの決定 
 HA タンパク質に対する抗体の反応性と HA のアミノ酸配列の比較解析結果をもとに、
A/Vietnam/UT3040/2004 の HA および各種変異体の発現ベクターを作製し、293T 細胞に HA
タンパク質を発現させる。フローサイトメトリーや Western blot により抗体の反応性を評価し、
抗 H5 HA 抗体のエピトープを決定する。 
 
（２）組換えインフルエンザウイルスを用いた HA の機能ドメインの特定 
 決定した抗体のエピトープに着目し、A/Vietnam/UT3040/2004 とシアル酸非依存的な感染経
路を持たない A/duck/Hokkaido/Vac-3/2007 間で HA のアミノ酸配列を比較する。その解析結果
をもとに各種変異ベクターを構築し、リバースジェネティクス法により組換えインフルエンザ
ウイルスを作出する。免疫染色などを用いて、シアル酸欠損細胞への感染能を評価することで、
シアル酸非依存的な感染に重要なアミノ酸を特定する。 
 
 
 



４．研究成果 
 
（１）HA タンパク質発現系による抗 H5 HA 抗体のエピトープの決定 
 ３種類の抗 H5 HA 抗体（3B9、8C1、14A7）
のエピトープを明らかにするため、化学合成
ペプチドに対する反応性を ELISA にて検討
したが、3B9 はいずれの HA ペプチドにも結
合しなかった。また 8C1 および 14A7 も、3B9
と同様に、合成 HA ペプチドに対する反応性
を示さなかった。これらのことから、３種類
の抗 H5 HA 抗体は、HA の立体構造や修飾さ
れた糖鎖を認識している可能性が示唆され
た。 
 次に、組換え HA タンパク質に対する反応
性を評価したところ、3B9 は H5 亜型の組換
え HA タンパク質を幅広く認識したのに対し
て、8C1 と 14A7 はある種の組換え HA タン
パク質と選択的に反応した（図１）。組換えタ
ンパク質に対する抗体反応性とアミノ酸配列
の比較解析によって、３種類の抗 H5 HA 抗
体のエピトープ候補領域を抽出した。 
 A/Vietnam/UT3040/2004由来のHA およびエピトープ候補部位に変異を導入したHA発現ベ
クターを作製し、遺伝子導入により 293T 細胞に各種 HA タンパク質を発現させた。フローサイ
トメーターを用いて、抗 H5 HA 抗体の反応性を検討し、３種類の抗 H5 HA 抗体のエピトープ
を決定した。また、各種 HA タンパク質を発現した 293 T 細胞のライセートを調製し、Western 
blot により抗 H5 HA 抗体の反応性を検討した結果、3B9 および 14A7 は HA タンパク質の立体
構造や糖鎖修飾部位を認識していることが明らかになった。 
 
 
（２）組換えインフルエンザウイルスを用いた HA の機能ドメインの特定 
 抗 H5 HA 抗体のエピトープの機能的な重要性を明らかにするため、各種ベクターを構築し、
293 T 細胞と MDCK 細胞を用いて、リバースジェネティクス法による組換えインフルエンザウ
イルスの作出を行った。培養上清中に産生されたウイルスを MDCK 細胞に再感染させた後に回
収し、ウイルス力価をプラークアッセイにより定量した。 
 次に、免疫細胞染色とフローサイトメトリーを用いて、親株またはシアル酸欠損細胞株に対す
る組換えインフルエンザウイルスの感染能を評価した。その結果、抗 H5 HA 抗体（3B9 および
14A7）のエピトープにアミノ
酸変異を導入した組換えイン
フルエンザウイルスでは、シア
ル酸欠損細胞への感染能が顕
著に低下した。 
 3B9 および 14A7 処置下に
お い て も 感 染 が 可 能 な
A/duck/Hokkaido/Vac-3/2007
のエスケープ変異株を MDCK
細胞で増やし、プラークアッセ
イにてウイルス力価を測定し
た 。 A/duck/Hokkaido/Vac-
3/2007 の親株はシアル酸欠損
細胞に感染できなかったが、エ
スケープ変異株ではシアル酸
欠損細胞表面への吸着が確認
できた。これらの研究結果は、
シアル酸非依存的な感染にお
ける HA タンパク質の重要な
アミノ酸を示唆している。 
 
 本研究成果は、H5N1 HPAIV のヒトへの感染性獲得機構の理解に貢献し、感染阻害薬開発の
ための基盤となることが期待される。 
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