
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 26 年 2 月 3 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

3 種のインフルエンザウイルスＡ新型 (H1N1)、Ａソ連型 (H1N1)、Ａ香港型 (H3N2) のそれ

ぞれ（亜型）をマウスに投与して免疫化を行った。マウス抗血清を調製して、HI（赤血球凝集

抑制）試験法に基づき各抗血清の亜型特異性を検証した。その結果、3 種の抗血清は各亜型特

異性を有していた。そこで、次世代ハイブリドーマテクノロジーを利用したモノクローナル抗

体作製を検討した。その結果、幾つかの目的のモノクローナル抗体産生ハイブリドーマを得る

ことができた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Three different types of influenza virus such as A/California/07/2009(H1N1), 
A/Brisbane/59/2007(H1N1) and A/Uruguay/716/2007(H3N2) were employed for immunization.  
As a result, each anti-serum indicated specificity to its own type of influenza virus 
by hemagglutination inhibition (HI) test.  Selective production of monoclonal antibodies 
was carried out by use of next generation of hybridoma technology and some promising 
hybridoma  cells secreting aimed monoclonal antibodies were obtained. 
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１．研究開始当初の背景 

毎年流行するインフルエンザウイルスに

は、主として A 型と B 型があり、A 型はヘマ

グルチニン（Hまたは HA）とノイラミニダー

ゼ（N）の組み合わせにより亜型に細分され

る。A 型インフルエンザのうち、いわゆる新
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型インフルエンザは H1N1、季節性インフルエ

ンザの Aソ連型は H1N1、A香港型は H3N2、今

後流行が危惧される高病原性鳥インフルエ

ンザウイルスは H5N1 である。2008～2009 年

に日本で流行した Aソ連型の 9割以上が治療

薬タミフルに耐性であり(H21.1.16 付厚生労

働省報告)、亜型の同定は治療方針決定の上

でも非常に重要である。イムノクロマト法を

用いた現在のインフルエンザ簡易検出法で

は、A 型と B 型の区別は可能であるが、亜型

の同定は不可能である。本申請における次世

代ハイブリドーマテクノロジーは、従来の

PEG（ポリエチレングリコール）法と比べて

40 倍もの高い融合効率が実現できる優位性

を持つことをすでに実証している（特許出願

済：冨田ら 国際特開 WO2004/078964, 国際特

願 PCT/JP2004/006298, USA特願 10/547,810）。 

私達は、次世代ハイブリドーマテクノロジ

ーを用いて、アルツハイマー病関連タンパク

質であるプレセニリン１のペプチド配列に

対する特異的モノクローナル抗体作製にも

成功している。さらに、低分子量抗原のため

従来法ではその作製が困難とされている環

境ホルモンに対しても本法の有用性が実証

されている。因みに、この方法で得られたモ

ノクローナル抗体は、従来法の 10～1000 倍

（親和定数 Ka=109～1011 M）もの高親和性（高

感度）を示す結果も得ており、研究を進める

ための基盤は整備されている。 
 

２．研究の目的 

現在、幅広く利用されている抗原抗体反応

に基づくインフルエンザ簡易検出法は、迅速

にインフルエンザウイルス感染の有無を検

出できる優れた方法である。しかし、現行法

の特異性は必ずしも完全ではないため、A 型

インフルエンザウイルスの亜型（例えば、新

型ウイルスとソ連型ウイルス）の同定は不可

能である。それを補うため、遺伝子診断によ

る最終的な同定が必要となる。遺伝子診断は

非常に特異性が高い方法であるが、簡易検出

法に比べて時間がかかり、限られた施設でし

か行えない欠点がある。そこで、本研究では、

次世代ハイブリドーマテクノロジーに基づ

き、今までにない高性能モノクローナル抗体 

を作製し、現在のところ困難であるとされて

いる、簡易検出法によるインフルエンザウイ

ルス亜型の短時間かつ高感度診断を目指し

た。 

 

３．研究の方法 

(1) マウスの免疫化 
ホルマリン固定された 3種の A型インフル

エンザウイルス（抗原）の各々を完全フロイ
ンドアジュバントと混和して油中水型エマ
ルションを調製し、生体内免疫法に基づきマ
ウス腹腔内に投与した。各インフルエンザウ
イルスは、MDCK（イヌ腎臓尿細管上皮細胞
由来）細胞に感染したものを利用した。初
回免疫の１～2 週間後、抗原と不完全フロイ
ンドアジュバントとのエマルションを再度
マウス腹腔内に注射した。この操作を数回繰
り返した後、マウス眼窩静脈叢から採血を行
い、血清中の抗体価を測定した。さらに、免
疫抗原として、3 種のインフルエンザウイル
ス由来タンパク質のヘマグルチニンも用い
た。 
(2) Ｂ細胞選択のためのビオチン-ウイルス
コンジュゲートの調製  
NHS(N-hydroxysuccinimidyl)-ビオチンと

各インフルエンザウイルス懸濁液を混合し、
37℃で 20～30 分間ローテーションを行うこ
とによってウイルスタンパク質のリシン残
基をビオチン化し、ビオチン-ウイルスコン
ジュゲートを作製した。また、インフルエン
ザウイルスタンパク質であるヘマグルチニ
ンのビオチン化も同様な方法で行った。 
(3) 次世代ハイブリドーマテクノロジーに
基づくモノクローナル抗体作製（図 1） 

 
ビオチン化抗原（インフルエンザウイルス

およびヘマグルチニン）を用いて、免疫後の
マウスから調製された脾細胞懸濁液中の目
的の感作Ｂ細胞を選択した。その後、ビオチ
ン/アビジン架橋を用いてミエローマ細胞と
架橋形成させ、架橋形成された細胞複合体に
対して、直流矩形波の高電圧電気パルスを負
荷して選択的融合を行い、抗原特異的高性能
モノクローナル抗体を作製した。 
(4) 抗血清（ポリクローナル抗体）および取
得モノクローナル抗体の特異性の検証  
 3 種の抗血清および新規法によって作製さ
れたモノクローナル抗体に対して、HI（赤血
球凝集抑制）試験法、ELISA（酵素免疫測定
法）法および Western blotting（イムノブロ
ット）法を行い、A 型インフルエンザウイル
スに分類される新型、ソ連型、香港型に対す

http://www.pharm.or.jp/dictionary/wiki.cgi?%e7%b4%b0%e8%83%9e
http://www.pharm.or.jp/dictionary/wiki.cgi?%e7%b4%b0%e8%83%9e
http://www.pharm.or.jp/dictionary/wiki.cgi?%e7%b4%b0%e8%83%9e


 

 

る交差反応性を検証した。 

(5) ウイルス特異的エピトープ配列の検索  

既に配列が既知となっている A 新型、A ソ

連型および A 香港型由来のヘマグルチニン、

ノイラミニダーゼ等の一次構造に基づいた

検索を行い、A 新型特異的なエピトープ（抗

原決定基）配列を構築した。今後の流行に対

応するため、近年の流行株類似であるウイル

ス株について検討した。 Immune Epitope 

DATABASE お よ び Influenza Research 

Database に基づき主として下記のウイルス

株 に つ い て 解 析 し た 。

〔A/Califorinia/04/2009(H1N1)(A 新型)〕、

〔A/Califorinia/07/2009(H1N1)(A 新型)〕、

〔A/Brisbane/59/2007(H1N1)(A ソ連型) 〕、

〔A/Uruguay/716/2007(H3N2)(A香港型)〕。     

最終的に、11 残基および 17 残基のペプチ

ド配列を決定した。 

(6) Ｂ細胞選択のためのストレプトアビジ

ン-エピトープ配列コンジュゲートの調製 

 リシン残基およびシステイン残基と特異

的な共有結合を形成できるクロスリンカー

で あ る 、 MBS (m-maleimidobenzoyl 
N-hydroxysuccinimide)とストレプトアビジ

ンを混合し、ストレプトアビジンのリシン残

基を利用してストレプトアビジン-MBS を作

製した。このとき、ストレプトアビジンのシ

ステイン残基は分子内でジスルフィド結合

(-S-S-)を形成しているため反応には与らな

い。次に、上記(5)で構築されたエピトープ

配列の C末端にシステイン残基が導入された

ペプチド（11 および 17 残基）とストレプト

アビジン-MBSを反応させ、ストレプトアビジ

ン-MBS-エピトープ配列コンジュゲートを得

た。 

(7) 次世代ハイブリドーマテクノロジーに

基づくモノクローナル抗体作製 （図 2） 

  

 ストレプトアビジン-MBS-エピトープ（ペ

プチド）配列コンジュゲートを用いて、目的

の感作Ｂ細胞を選択し、Ｂ細胞-抗原（エピ

トープ）-ストレプトアビジン複合体を得る

ために、上記コンジュゲートの検証を行った。  

まず、ビオチンとの結合性を確認するため、

コンジュゲートを 96 穴プレートに添加後、

ビオチン化タンパク質（例えばビオチン-牛

血清アルブミン）と牛血清アルブミンに対す

る抗血清を用いて行った。一方、コンジュゲ

ートの抗原性の確認には、A 新型インフルエ

ンザウイルスおよびそのヘマグルチニンに

よって免疫化された抗血清を用いた。 

検証後、ビオチン化ミエローマ細胞と結合

させてＢ細胞-ペプチド-ストレプトアビジ

ン-ビオチン-ミエローマ細胞複合体を形成

させ、上述(3)に準じて高性能モノクローナ

ル抗体産生ハイブリドーマの作製を予定し

た。 
 
４．研究成果 
 3 種のインフルエンザウイルス A 新型
(H1N1)、A ソ連型(H1N1)、A 香港型(H3N2)の
それぞれをマウスに免疫化後、血清中のポリ
クローナル抗体の特異性を検証した。この実
験のポイントは、各インフルエンザウイルス
に対する高性能モノクローナル抗体を作製
するためには、目的のインフルエンザウイル
スに対して特異的な抗体産生Ｂ細胞の分化、
成熟が不可欠である。3 種のインフルエンザ
ウイルスは、多くの共通のエピトープ（抗原
決定基）を有している可能性が高いため、
各々特異的なエピトープを認識する抗体が
産生されているかの確認が必要である。 
 そこで、HI 試験法と ELISA 法に基づき特
異性の検証を行った。HI試験法の原理は、イ
ンフルエンザウイルスのタンパク質である
ヘマグルチニンが、赤血球凝集能を有するこ
とを利用したアッセイ法である。図 3にその
原理を示す。 

  
HI試験法において、ヘマグルチニン特異抗

体がインフルエンザウイルスのヘマグルチ
ニンに結合するとその赤血球凝集能が阻害
され、穴１～穴３の上部に示される丸底に沈



 

 

殿したワンスポットの赤血球が確認される。
一方、抗体が結合していないインフルエンザ
ウイルスは、赤血球凝集作用を持つため、穴
１～穴３の下部の様な赤血球の凝集体が形
成される。その形状はあたかも赤血球がウェ
ル内に分散したかのよう見える。 
 そこで、MDCK感染 A新型インフルエンザウ
イルスによって免疫化を行った抗血清（ポリ
クローナル抗体）を用いて HI試験を行った。
その結果、A 新型インフルエンザウイルスの
赤血球凝集作用が 640倍希釈の抗血清存在下
において阻害された（図 4）。一方、Aソ連型
および A香港型インフルエンザの赤血球凝集
能は、40倍希釈抗血清においても全く阻害さ
れなかった。すなわち、A 新型インフルエン
ザウイルスのヘマグルチニンに対して特異
的な抗体が産生されている事実が強く示唆
された。さらに、A 新型インフルエンザウイ
ルスのヘマグルチニンを免疫抗原とした場
合は、その阻害作用がより一層強くなり、
4096倍希釈の抗血清存在下においても、赤血
球凝集能の特異的な阻害を認めることがで
きた（図 4）。 

  
 一方、ELISA法（図 4下段）においては、A
新型インフルエンザウイルスに対する抗血
清は、Aソ連型と A香港型（ソ連型＜香港型）
とも交差反応性を示した。これらの結果から、
A 新型は、A ソ連型および A 香港型と共通エ
ピトープを有するが、A 新型ヘマグルチニン
の特異的なエピトープを認識する抗体産生
Ｂ細胞が分化、成熟している事実が示された。 
 各亜型特異的赤血球凝集阻害は、A ソ連型
および A香港型に対する各々の抗血清を用い
た HI試験法においても、A新型と同様な特異
的抗体産生Ｂ細胞の存在が示された（図 5）。 
 そこで、次世代ハイブリドーマテクノロジ
ー（図 1）に基づくモノクローナル抗体作製
実験を行った。A新型、Aソ連型、A香港型の
3種のMDCK感染のインフルエンザウイルスお
よびヘマグルチニンを免疫抗原として用い
た。ここで、MDCK感染インフルエンザウイル 
スを用いた場合、MDCKに対する抗体産生Ｂ細 

 
胞が産生されるため、それを排除し、さらに、
目的のインフルエンザ特異抗体産生Ｂ細胞
を選択する目的で、ビオチン化ヘマグルチニ
ンを用いた。ヘマグルチニンを免疫抗原とし
て用いた場合も、目的のＢ細胞選択にビオチ
ン化ヘマグルチニンを使用した。その結果、
幾つかの目的のモノクローナル抗体産生ハ
イブリドーマを得ることができた。今後、限
界希釈法に基づくクローニングと特異性の
検証を行う予定でいる。 
 また、A 新型インフルエンザウイルス特異
的なペプチド配列に基づくモノクローナル
抗体作製も試みた（図 2）。この場合、ペプチ
ド-MBS-ストレプトアビジンをＢ細胞選択の
コンジュゲートとして用いるため、まず、そ
の検証を行った。 
その結果、上記コンジュゲートのビオチン

結合能を確認することができた。しかし、
MDCK感染 A新型ウイルスおよび A新型ヘマグ
ルチニンに対するマウス抗血清との交差反
応性は示さなかった。現在のところ、この理
由は判明していない。しかし、今後、A ソ連
型、A香港型由来の抗血清との反応性の確認、
さらに、ペプチドのみを ELISA抗原として用
いる系に基づく検討を行い、解明したいと考
えている。 
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