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研究成果の概要（和文）： インフルエンザの流行を効率よく制御するためには、抗原変異の機序を理解し、予測する
ことが必要である。本研究では、インフルエンザウイルスの主要抗原であるヘマグルチニン（HA）とそのモノクローナ
ル抗体（mAb）に焦点をあて、ウイルスがmAbからエスケープする際に起こるHA上のアミノ酸置換の特徴を明らかにする
ことを目的とした。具体的には、アミノ酸置換に伴うHA-mAb複合体の相互作用変化、およびHAの機能や構造安定性への
影響を分子シミュレーション等の計算科学的手法により解析し、実際にエスケープ変異株で観測されるアミノ酸と比較
した。

研究成果の概要（英文）：Influenza A virus is a zoonotic pathogen that is transmitted from animals to human
s. This virus has two surface glycoproteins, hemagglutinin (HA) and neuraminidase. The HA of human influen
za virus is the major target of antibodies that neutralize viral infectivity. Some amino acid substitution
s in the antigenic epitope on the HA could decrease the interaction between HA and antibodies, leading to 
generate the antigenic variants with a novel antigenic structure of HA. To understand how amino acid subst
itutions affect the changes of the HA antigenic structure, we computationally analyzed the three-dimension
al structures of HA in complex with monoclonal antibody.
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・どの様な分子間相互作用か？

アミノ酸置換による
・ mAbとの相互作用への影響
・ HAの機能・安定性への影響

実際に選択されるアミノ酸は、どの様な特徴を持つのか？
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１．研究開始当初の背景 
インフルエンザウイルスはカモ等の水禽

類を自然宿主とする人獣共通感染症病原体
である。カモ等の間で保存されていたウイル
スが、種の壁を越え人に馴化すると、新型イ
ンフルエンザが起こる。さらに、人のインフ
ルエンザウイルスは、抗原性を毎年少しずつ
変化させて、季節性インフルエンザとして流
行を繰り返す。抗原性の合ったワクチンを先
回りして準備する技術が確立できれば、イン
フルエンザの流行をより効果的に予防する
ことが可能となる。そこで申請者は、将来の
抗原変異を予測する手法を開発している。 
インフルエンザウイルスの表面糖蛋白質

である HA は、ウイルス中和抗体の主要な標
的である。HA の抗体結合領域（エピトープ）
上のアミノ酸に変異が起こると、HA と抗体
との相互作用が弱くなり、新たな抗原構造を
持ったエスケープ変異株が出現する。また、
HA は①宿主細胞表面にある糖鎖レセプター
と結合する、②宿主細胞のエンドソーム膜と
ウイルス膜を融合させる、という２つの機能
を司る。したがって、ウイルスは HA の抗原
性を変化させる一方で、これらの機能を保持
しなければならない。 
これまで、HA の抗原変異については系統

樹を用いたアミノ酸置換解析や抗原変異株
ウイルスの性状の研究が中心に行われてき
た。申請者はこれまで、過去に起きた抗原変
異の特徴について着目し、研究を行ってきた。
はじめに、過去にヒトの間で流行したウイル
スの HA 遺伝子配列を大規模に解析し、抗原
変異に伴う糖鎖付加部位の変遷を明らかに
した（Igarashi M, Virology 2008）。また同
様の大規模解析から、昨年パンデミックを起
こした新型インフルエンザウイルスが、ヒト
での流行において将来起こり得るアミノ酸
置換を予測した（Igarashi M, PloS One 
2010）。しかしながら、ウイルスの抗原性の
変化をより詳細に理解するためには、蛋白質
の立体構造を考慮した知見がさらに必要で
ある。例えば、①抗体と HA がどの様に分子
間相互作用をし、どのアミノ酸が置換すると
抗体との相互作用が弱くなるのか、②エスケ
ープ変異後のアミノ酸置換は HAの立体構造
（部分構造、レセプターとの相互作用、構造
全体の安定性等）にどの様な影響を及ぼして
いるのか、③これらを総合してどの様なアミ
ノ酸が実際の変異株で選択されてくるのか
等、疑問が多く残されている。 

Nakajima らは、1968 年と 1997 年に分離
された H3N2 インフルエンザウイルスの HA
にランダムに点変異を導入し、アミノ酸変異
が許容される部位を調査した（Nakajima K, 
J.Virol. 2003, 2005）。その結果、抗原変異に
伴い HA 上にアミノ酸置換が起こると、その
周囲のアミノ酸も立体構造上の制約を受け、
続いて起こる抗原変異に影響する可能性が
示唆された。この点からも蛋白質の立体構造
を考慮することの重要性が示された。また、 

Zhou らは、H3N2 インフルエンザウイルス
HA とモノクローナル抗体（BH151）の共結
晶構造をもとに、HA 上の点変異による結合
自由エネルギー変化を、スーパーコンピュー
タを用いて計算した。自由エネルギー摂動法
を用いた計算結果は、実験値をよく再現する
ことが示された（Zouh R, J.Phys.Chem.B 
2008）。このような計算科学的手法（分子シ
ミュレーション等）は今後、抗原変異予測や
抗体医薬設計に応用されるものと期待され
ている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、インフルエンザウイルスの主

要抗原であるヘマグルチニン（HA）とその
モノクローナル抗体（mAb）に焦点をあて、
ウイルスが mAb からエスケープする際に起
こるHA上のアミノ酸置換の特徴を明らかに
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
アミノ酸置換に伴う HA-mAb 複合体の相

互作用変化を分子動力学シミュレーション
等の計算科学的手法により解析し、実際に in 
vitro の実験で観測されるアミノ酸と比較す
る（図１）。 

図１ 本研究の概念図 
 
① HA-mAb 複合体の初期構造 
シミュレーションの初期構造にはプロテ

イン・データ・バンク（PDB）に登録されて
いる HA-mAb 複合体の X 線結晶構造を用い
た。本研究では、H3N2 ウイルスと mAB 
BH151 との共結晶構造（PDB コード：1eo8）
および mAb S139/1 との共結晶構造（PDB
コード：4gms）を用いた。変異体のシミュレ
ーションの初期構造は、計算機上で HA に変
異を導入し構築した。 
②HAとmAbとの相互作用エネルギーおよび
残基間相互作用解析 
上記の初期構造をもとに分子動力学シミ

ュレーションならびにフラグメント分子軌
道（FMO）計算を行った。計算プログラムは、
それぞれ AMBER12 および PAICS を用いた。 
 
４．研究成果 
上記、HA-mAb 複合体構造を初期構造とし

て、20 ナノ秒の分子動力学シミュレーション
を行った。また、ウイルス学的実験で観測さ
れたエスケープ変異をコンピュータでHA上



に導入し、同様にシミュレーションを行った。
シミュレーション結果から、MM/PBSA 法な
らびに MM/GBSA 法により、HA と mAb と
の結合自由エネルギーを計算した。その結果、
本 研 究で用 い た計算 系 におい て は 、
MM/PBSA より MM/GBSA 法の方が実験結
果を定性的によく再現することが分かった。
また、上記の HA-mAb 複合体とその変異体
に対して、FMO 計算を行い、HA と mAb と
の結合エネルギーを算出した。その結果、本
研究で対象とした系においては、FMO 法よ
りも分子動力学シミュレーションの方が、実
験結果を定性的によく再現していた。すなわ
ち、エスケープ変異により HA と mAb との
相互作用が弱くなることが確認された。 

 

図２ 残基間相互作用解析 
 
つづいて、シミュレーション結果から、野

生型 HA と mAb との相互作用残基を解析し
た。その結果、mAb との相互作用に強く寄与
している HA 上の残基位置で、エスケープ変
異が起きていることが明らかになった（図
２）。さらに変異型 HA と mAb との結合自由
エネルギーを計算した結果、mAb との結合が
一番弱くなる変異が実際に選択されていた。
この解析にから、変異したアミノ酸残基その
ものだけではなく、変異によって周りアミノ
酸残基が影響を受け、HA と mAb との相互
作用が弱くなっていることが分かった。 
以上の結果から、HA との共結晶構造があ

る mAb では、エスケープ変異の際に起こる
アミノ酸置換を予測できる可能性が示唆さ
れた。 
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