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研究成果の概要（和文）：この研究の目的は免疫力が低下した状態でも有効な抗インフルエンザ 

薬の開発である。そのためにインフルエンザウイルスのヘムアグルチニンに結合し、ウイルス 

を中和可能なヒト型抗体を開発した。免疫抑制剤を投与したカニクイザルに高病原性鳥インフ 

ルエンザウイルスを感染させると重症化するが、今回開発した抗体をウイルス感染後に投与す 

ると生存率を向上させることができた。霊長類で有効性が確認されたので、免疫の低下した人 

でも今回開発した抗体の治療効果が期待される。 

 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is development of anti-influenza virus 

drugs that are effective under the immunocompromised condition. We developed human-mouse 

chimeric anti-influenza virus hemagglutinin antibody with neutralizing activity. 

Administration of the antibody to immunosuppressed cynomolgus macaques improved survival 

rates in highly pathogenic avian influenza virus infection, whereas immunosuppressed 

macaques without the treatment showed severe symptoms. It is expected that the therapy 

with the developed anti-hemagglutinin antibody would be effective in immunocompromised 

influenza patients as confirmed in the immunosuppressed macaque model. 
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１． 研究開始当初の背景 
 2009 年にパンデミックインフルエンザが 

登場し、全世界で流行した。また、H5N1 亜 

型高病原性鳥インフルエンザウイルスの人 

での感染が依然として発生しており、季節性 

インフルエンザのみならず、異なる亜型のイ 

ンフルエンザA ウイルスに対する対策が必 

要であった。さらに、パンデミック後は季節 

性インフルエンザへと移行することから季 

節性インフルエンザ感染が重症化しやす

い免疫低下者に対策の重点を移す必要が

ある。  

 現行のインフルエンザ感染対策にはワ

クチンと抗ウイルス薬がある。ワクチンは

宿主の獲得免疫反応を活性化し、また抗ウ

イルス薬はウイルスの細胞からの出芽を

阻害し、獲得免疫反応が働くまでウイルス

の拡散を抑制する。すなわちいずれも宿主 
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の獲得免疫反応が必要である。従って、免疫
が低下している患者ではこれらの対策のみ
では不十分と考えられた。そこで免疫低下患
者に使用可能な新規予防法、治療法の開発が
必要であり、本計画が立案された。 
 
２．研究の目的 
（１）インフルエンザウイルス抗原と反応す
るモノクローナル抗体、特に複数の亜型と反
応する抗体を作成する。これらの抗体を人に
投与可能なヒト化抗体に改変する。 
 
（２）免疫低下状態のインフルエンザウイル
ス感染者の病態を反映する霊長類モデルを
確立し、インフルエンザウイルスの霊長類に
おける病原性を免疫不全ではない状態と比
較する。 
 
（３）免疫低下霊長類モデルを用いて、イン
フルエンザ感染症に対して抗体療法の有効
性を評価する。 
	
 	
  
３．研究の方法 
（１）抗ヘムアグルチニン抗体の作成	
 
	
 全粒子不活化ワクチン及びヘムアグルチ
ニンの一部の配列とマウス主要組織適合抗
原複合体クラス II 分子に結合する配列を組
み合わせたハイブリッドペプチドを抗原と
して用いた。抗原をアジュバントと混合しマ
ウスを数回免疫後、脾臓及びリンパ節細胞と
Bリンパ球腫瘍を融合させてハイブリドーマ
を作成した。ウイルス抗原を用いて、
enzyme-linked	
 immunosorbent	
 assay	
 (ELISA)
にてスクリーニングし、ヘムアグルチニンと
反応するモノクローナル抗体を得た。このう
ち H5 亜型ヘムアグルチニンと反応する抗体
産生細胞から免疫グロブリン遺伝子を回収
し、定常部を人の IgG 定常部と入れ替えキメ
ラ抗体を作成した。	
 
	
 
（２）カニクイザルの免疫抑制	
 
	
 カニクイザルにシクロフォスファミドと
シクロスポリン Aを投与し、免疫抑制状態を
誘導した。	
 
	
 
（３）カニクイザルのインフルエンザウイル
ス感染実験	
 
	
 2009 年の H1N1 亜型パンデミックウイルス
及び 2004 年にベトナムの死亡患者より分離
された H5N1 亜型高病原性鳥インフルエンザ
ウイルスをカニクイザルに感染させた。テレ
メトリー送信器を用いて、体温を測定した。
気管支内視鏡等を用いて、気道拭い液を採取
し、ウイルスを定量した。感染実験はバイオ
セーフティレベル３実験室で行われた。	
 
	
 
４．研究成果	
 

（１）インフルエンザウイルス特異的モノ
クローナル抗体の作成	
 
	
 作成したモノクローナル抗体のうち１
個は H5 亜型ヘムアグルチニンの受容体結
合部周囲に結合した。この抗体からヒトー
マウスキメラ抗体を作成した。また、デー
タベースのアミノ酸配列からヘムアグル
チニン亜型間での差異の少ないHA2部分の
配列を選択した。この配列とマウス主要組
織適合抗原複合体クラス II 結合性配列と
組み合わせたハイブリッドペプチドで免
疫して得られたモノクローナル抗体は H1、
H3、H5、H7、H9 のウイルス抗原と反応した。	
 
	
 
（２）免疫低下霊長類モデルの確立	
 
	
 カニクイザルにシクロフォスファミド
とシクロスポリン Aを投与すると、投与開
始６日後から末梢血白血球が減少し、投与
開始から１４日後まで減少は持続した（図
１）。これらの白血球を in	
 vitro で刺激す
るとインターロイキン－２（IL-2）の産生
が低下していることが判明した。	
 

	
 この状態のカニクイザルにパンデミッ
ク(H1N1)2009 インフルエンザウイルス、
H5N1 亜型高病原性鳥インフルエンザウイ
ルスを感染させ、病原性を解析した。	
 
	
 パンデミック(H1N1)2009 インフルエン
ザウイルスを感染させると感染７日後に
免疫抑制したサルの鼻腔では免疫抑制が
ないサルより高いウイルス価が見られた
（図２）。	
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 一方、肺では免疫抑制のため、少数の炎症
細胞の浸潤しかみられず、免疫抑制がない場
合と比較し組織学的には肺炎は軽度であっ
た（図３）。しかし、肺組織中のサイトカイ
ンを測定したところ IL-18、IL-6 などのサイ
トカインは上昇しており、免疫抑制状態でも
サイトカイン反応は起こることが判明した。	
 

	
 死亡患者から分離された H5N1 亜型高病原
性鳥インフルエンザウイルスを感染させた
免疫抑制サルは感染７日以内に重症化し、肺
と血液中でサイトカインの上昇が見られた。	
 
	
 
（３）免疫低下状態での抗ヘムアグルチニン
抗体の効果	
 
	
 免疫抑制状態のサルに H5N1 亜型高病原性
鳥インフルエンザウイルスを感染させ、感染
翌日と３日後キメラ抗へムアグルチニン抗
体を静脈に投与した。抗体を投与したサルで
は気道のウイルス量が低下した（図４）。ま
た、抗体を投与しないサルは感染５日後まで
に全頭死亡したのに対し、抗体を投与したサ
ルは生存率 60%であった。従って、抗へムア
グルチニン抗体療法は免疫低下状態の個体
の生存率向上に効果があることが判明した。	
 

	
 	
 
	
 この実験では抗体投与終了後、ウイルス量
の上昇が見られた。このウイルスは抗体に低
反応性の耐性ウイルスの可能性が疑われた。
そこで耐性ウイルスの出現の確率を低減さ
せるため、抗へムアグルチニン抗体とノイラ
ミニダーゼ阻害剤ペラミビルとの併用効果
を解析した。免疫抑制状態のサルに H5N1 亜
型高病原性鳥インフルエンザウイルスを感
染させ、感染１日と３日後に抗へムアグルチ
ニン抗体、感染１日から５日後までペラミビ
ルを投与した。抗へムアグルチニン抗体とペ

ラミビルを併用したサルでは感染７日後
にはウイルスは検出されず、より効率が良
くウイルス複製を抑制したことが示され
た(図５)。	
 

	
 現在、耐性ウイルスの出現を調べるため、
抗へムアグルチニン抗体投与後に検出さ
れたウイルスのヘムアグルチニンの塩基
配列とアミノ酸配列を解析中である。また、
複数の亜型ヘムアグルチニンと反応する
他のモノクローナル抗体のウイルス複製
阻害能の解析を継続中である。	
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