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研究成果の概要（和文）： 
樹立した抗インフルエンザウイルス（Flu）ヒト型抗体 5A7 は B 型 Flu の膜タンパク質 HA の高保

存領域を認識し、広域に中和能を示した。マウス感染実験においても治療効果を示したことより

ペプチドワクチンの候補になり得ると考えられた。また HA の抗原決定基 Sb を認識する中和抗体

5E4 を用いて 2009 年パンデミック Flu の変異を追跡した。選択圧による Sb 基の抗原変異と遺伝

子変異の有意な増加が確認された。GenBank の配列比較から世界的にも Sb 基の変異株が増加して

おり、次節ワクチン製造には Sb 基の変異を考慮に入れる必要があることが示唆された。	 

 
研究成果の概要（英文）：	 
Our	 established	 human	 monoclonal	 antibody	 (HuMAb)	 5A7	 recognized	 a	 highly	 conserved	 region	 
of	 hemagglutinin	 (HA)	 in	 influenza	 B	 viruses	 (FluB).	 5A7	 broadly	 neutralized	 FluB	 and	 showed	 
significant	 therapeutic	 efficacy	 in	 mice.	 These	 results	 indicate	 that	 5A7	 provides	 insight	 
for	 the	 development	 of	 a	 universal	 vaccine	 against	 FluB.	 Also	 we	 studied	 the	 diversity	 of	 
A(H1N1)pdm09	 using	 neutralizing	 HuMAb	 5E4	 recognizing	 antigenic	 site	 Sb	 in	 the	 HA	 protein	 
of	 A(H1N1)pdm09.	 Neutralization	 titers	 were	 significantly	 reduced	 against	 5E4	 in	 the	 
2010/11	 compared	 with	 the	 2009/10	 samples.	 Sequences	 in	 Sb	 were	 being	 positively	 selected	 
between	 2009/10	 and	 2010/11.	 Variants	 in	 the	 antigenic	 site	 Sb	 increased	 significantly	 
worldwide	 from	 GenBank,	 indicating	 that	 the	 antigenic	 variants	 in	 Sb	 are	 likely	 to	 be	 in	 
global	 circulation	 currently.	 
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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（Flu）による国

内感染者数は毎年数十万人に達し、乳幼児・

老人を中心に約一万人もの犠牲者がでてい

る。世界全体での犠牲者数は毎年 250,000～

500,000 人に達すると報告されている。なぜ

予防接種が存在するにも関わらず、感染者数

は一向に減少しないのか。その最大の原因は

ウイルスの抗原変異(antigenic	 driftならび

に antigenic	 shift)に起因する。Antigenic	 

drift により毎年少しずつウイルス抗原が変

化しており、ワクチンにて誘導される抗体が

抗原変化に合致しなければワクチンの効果

は期待できない。また 2009 年に出現した新

型 Flu(A(H1N1)pdm09) に 代 表 さ れ る

antigenic	 shift ではウイルス遺伝子分節が
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組換えを起こすため、全く異なった抗原を有

したウイルスが出現する。その結果、このウ

イルスに対応したワクチンが開発されるま

での間、予防法は皆無となる。高い致死性を

有する高病原性鳥型 Flu が直接ヒトに感染し

得る現在において強毒ウイルスが世界的流

行を引き起こす可能性は十分に考えられる。

この問題点を解決するためには広域交差性

のワクチンを開発する、または流行株予測を

より正確に実施することが必須である。	 

現在、広域反応性ワクチン開発の材料と

して Flu 中和モノクローナル抗体が注目され

ている。従来の研究対象であったマウス中和

抗体はヒトとエピトープが同一であるか不

明であること、マウス IgG をそのままヒトに

応用できないため、ヒト化抗体を作製しなけ

ればならないことなどから実用性が疑問視

されていた。これら問題点を解決するため、

ここ数年ヒト型抗体の研究が飛躍的に増加

している。抗体作製にはファージディスプレ

イ法、EB ウイルスを用いた不死化抗体法、そ

してヒトフュージョンパートナー細胞を用

いた細胞融合法などが挙げられる。申請者所

属研究室(大阪大学微生物病研究所)では従

来のヒトフュージョンパートナー細胞に比

べ細胞融合効率に優れた性質を有した

SPYMEG（医学生物学研究所）を用い 2008 年

より抗体治療薬の開発を遂行しており

（JICA/JST	 SATREPS プロジェクト）、申請者

も抗 Flu 中和抗体の作製に従事していた。

JICA/JST プロジェクトでは中和抗体を用い

た治療薬開発に特化したものであるため、ワ

クチン開発・抗原変異予測研究等は含まれて

いなかったが、SPYMEG を用いて得られるヒト

型中和抗体は生体内に存在するものをその

まま反映していることから、その認識エピト

ープを標的としたワクチン開発の実現性が

高いことが予想された。	 

２．研究の目的	 

広域ヒト型中和抗体を基にしたワクチ

ン抗原が実用化されれば、今後季節性 Flu の

抗原変異はもちろんのこと、新たに出現し得

る新型 Flu へも対応でき得ることが予想され

る。また狭域中和抗体を利用したエスケープ

ミュータントから得られる次節流行株予測

では季節性 Flu に適切に対応できるワクチン

が製造でき、世界全体で感染者数、特に死亡

者数の大幅な減少が見込まれる。そこでヒト

型中和抗体を利用した Flu ワクチン開発を最

終目標とし、本研究においてはヒト型中和抗

体の交差反応性を基に、（１）広域交差反応

を示す抗体に関してはエピトープ同定を行

い、新規ワクチン抗原としての有用性を評価

し、（２）交差反応性が限られている抗体で

はエスケープミュータントを基にウイルス

抗原変異予測を行い、次節ワクチン抗原に関

して有用な情報を提供できるかについて検

討した。	 

３．研究の方法	 

（１）Flu ワクチン接種者または感染者

から採血後末梢血単核球を分離し、ヒトフュ

ージョンパートナー細胞 SPYMEG と融合させ

た。作製した Hybridoma のうち抗 Flu ヒト型

中和抗体を選別し、さまざまなウイルス株と

の交差反応性を評価した。（２）エスケープ

ミュータントの作製または種々の発現プラ

スミド（truncated	 form、mutagenesis、キ

メラ遺伝子）の作製を通しエピトープを同定

し高次構造解析にて位置を決定した。（３）

マウスへの Flu 感染実験を行い、濃度別なら

びに投与時期別の中和抗体の治療効果を評

価した。（４）A(H1N1)pdm09 の遺伝子配列を

含めた特性を把握するため、府下の病院なら

びに公衆衛生研究所の協力の下、2009/10 な

らびに 2010/11 シーズンに臨床検体からウイ

ルス分離を行った。（５）分離ウイルスと抗

体との交差反応性を確認し、またアミノ酸配

列を決定した。エスケープミュータントを基

に予測した抗原変異部位と実際の流行ウイ

ルスの抗原変異部位が合致するか評価し、さ

らに世界においての遺伝子変異状況を

GenBank に登録されている配列を基に評価し

た。	 

４．研究成果	 

Flu ワクチン接種者または感染患者の末

梢血単核球を用い、10 個の広域中和抗体（抗

FluA 抗体 7 個、抗 FluB 抗体 3 個）と 10 個の

狭域中和抗体(抗 A(H1N1)抗体 4 個、抗

A(H3N2)抗体 3 個、抗 A(H1N1)pdm09 抗体 3 個)

を含む計 47 個の抗 Flu ヒト型抗体産生ハイ

ブリドーマを樹立した。まず抗 FluB 抗体(5A7、

3A2、10C4)を用いて広域中和抗体の研究を行

った。3A2 と 10C4 は 2 系統に分かれる FluB

の山形系統のみに強い中和能を示し、エピト

ープは遺伝子変異が多発する膜タンパク質

ヘマグルチニン（HA）の受容体結合部位近傍

の 190helix であったため(図１)、ワクチン

開発の候補とならなかった。一方 5A7 は HA

の高保存領域にあたる 316G,318C,321W を認

識しており（図１）、実際 5A7 存在下でエス

ケープミュータント作出を試みたがウイル

スを 10 代継代後も変異株は作出されなかっ

た。また 5A7 は両系統のウイルスに対し、in	 

vitro（図２）ならびに in	 vivo（マウス）で

中和能を示した。さらにマウスの感染実験で

は感染 72 時間後の 5A7 投与群において部分



 

 

的な治療効果が実証された（図３）。以上の

結果より 5A7 は FluB に対するペプチドワク

チンの候補として有効であると考えられた。

さらに 5A7 の認識エピトープは新規性があっ

たため特許出願を行った。抗 FluA 抗体は

A(H1N1)pdm09 や高病原性 H5N1 を含むグルー

プ Iウイルスを広域に中和することが明らか

となった。現在エピトープを解析中である。	 

狭域抗体の研究では A(H1N1)pdm09 の HA

の抗原決定基 Sb を認識するヒト型中和抗体

5E4（図４）を利用して A(H1N1)pdm09 の経時

的な変異を評価した。2009/10 ならびに

2010/11 の 2 シーズンに大阪府下で分離され

た計 58 ウイルス株に対する 5E4 の中和能を

調べた結果、HI 価ならびに VN50 価共に

2010/11 シーズンのウイルスでは有意に低下

したことが明らかとなった（図５）。一方標

準フェレット感染血清を用いた同実験では 2

シーズンの間に有意な差は認められなかっ

た。また 58 株の HA タンパク質のシークエン

ス解析の結果、2009/10 と 2010/11 シーズン

の間に Sb ならびに Ca2 基で positive	 

selection が起こったことが明らかとなった

（図６）。以上の結果より大阪府下で流行し

 

図１：抗 FluB 広域抗体の
HAタンパク質におけるエ
ピトープ部位	 

 
図２：抗 B抗体の in	 vitro 中和能	 

図３：HuMAb_5A7 のマウス治療効果	 

 

図４：抗 H1N1pdm09 抗体
5E4のHAタンパク質にお
けるエピトープ部位	 

 

 

図５：分離ウイルスに対する5E4のHI価ならびにVN50
価	 

 
図６：分離ウイルスの同義置換（ Synonymous	 
substitution ） と 非 同 義 置 換 （ Nonsynonymous	 
substitution）の割合	 



 

 

た A(H1N1)pdm09 は 2009/10 と 2010/11 年の

間に宿主選択圧の下 Sb 基の変異株が顕著に

増加したと示唆された。さらに2009から2013

年の GenBank 登録済の HA アミノ酸配列の比

較解析結果から Sa ならびに Sb 基は初期の配

列と比較して 2010 年以降変異頻度が有意に

上昇したことが判明した。次節流行株は Sb

基変異株が主流となることが予想されるが、

2011 年以降大きな流行がないため結論はで

ておらず今後の追跡調査が必要である。	 
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