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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルスのHAの構造、およびその糖鎖修飾に関しては不明な点が多い。本研
究では、構造計算科学の手法を駆使し、隣接する2個のアスパラギン残基（N1452-N1462）がHA2鎖の根本部分に保存さ
れていることを見出した。また、HA2の 882部位のアミノ酸残基の方向が、HA1の受容体結合部位の構造に影響を及ぼす
こと、H7N9ウイルスのアミノ酸残基とHA1との関連性も示すことができた。さらに、HAのN-glycosylationについても検
討した後、植物にてHAキメラタンパクを作成すると共に、マウスを用いた実験でその免疫活性の確認を行い、新規ワク
チン開発の基盤を提示することができた。

研究成果の概要（英文）：Influenza A virus is an RNA virus that initiates infection primarily attributed to
 the hemagglutinin (HA) glycoprotein which is a type I integral membrane with an ectodomain composed of a 
globular head and a stem region where both of these regions carry N-linked oligosaccharide chains. We esta
blished the significance of certain salt bridges found within HA that may have resulted in cross species i
nfection of the H1N1 strain and the assembly of the novel H7N9 strain. In addition, we designed a potentia
l tomato-produced influenza subunit vaccine that utilizes the oral mucosa and targets the influenza overla
pping glycosylation sequons (OGS). We were able to vaccinate mice with the OGS-containing chimeric protein
 with the ideal protein vaccination concentration, however, we only detected low antibody amounts. We susp
ect that either the protein vaccination concentration is too low to induce high antibody response or the E
LISA assay we developed was not so sensitive. 
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１．研究開始当初の背景 

	 インフルエンザは冬場にかけ毎年のように

流行し高齢者を中心に 1 万人近くの死亡をも

たらすと共に、時にパンデミックを引き起こ

し、いまだに人類にとって脅威である。ウイ

ルス NA 阻害薬やワクチンは予防と治療に効

果的であるが、費用や薬剤耐性ウイルスの問

題等多くの課題があり、新たな予防法と治療

法の開発は喫緊の課題である。特に高齢者は

罹患率、重症率ともに高いことから、日頃か

ら予防策を講じることが重要である。本研究

では、インフルエンザ予防における新規ワク

チン開発のための基礎研究を行う。インフル

エンザウイルスは、宿主細胞表面のシアル酸

に結合することにより感染が成立する。この

際、ウイルス表層のヘマグルチニン（HA）が

ウイルス側のレセプターとして重要な役割を

演じる。HA は、ホモ型糖タンパク質の三量体

で、ウイルスの表層の大部分を占め糸球状の

脚部（HA2）が差し込まれる形でエンベロープ

から突出しその先端の球状頭部（HA1）を支え

ている。はじめに、計算構造解析を駆使し、

H1N1ウイルスのウイルス種内形質伝達および

感染に伴い変化した可能性が高いと思われる

HA2 構成アミノ酸残基の同定を試みる。その

後、HA の N-glycosylation に関して検討をし、

植物にてキメラタンパクを作成、ELISA 法な

どを用いて、免疫反応が起こっているかを検

討することで新規予防法開発の基盤を構築す

る。本研究は、基礎と臨床をつなぐ萌芽的ト

ランスレーショナルリサーチとしても大きな

意味があるとともに、人々の健康増進、特に

高齢者の健康増進に大きく貢献できるものと

考えられる。	 

	 

２．研究の目的	 

インフルエンザウイルスの HA 抗原の中で、特

に HA1 と HA2 は重要で遺伝子の変異の割合が

大きく、その構造変化はウイルスの感染性と

病原性に多大な影響を与える。しかしながら、

HA の構造、およびその糖鎖修飾に関しては不

明な点が多い。したがって、本課題ではウイ

ルス HA に注目し以下の研究を行う。	 

	 

（１）	 HA1 と HA2 の構造と抗原性に関する研

究：実験で使用する HA タンパクを作成するた

めに、GenBank に登録されている 400 種類以

上の A 型ウイルス分離株のアミノ酸配列情報

を収集し、よく保存されている領域を調べる。

HA タンパクの作成と並行し、タンパク分子の

高次構造の性質を検討する。	 

	 

（２）HA の N-glycosylation の解析と HA キ

メラタンパクの作成およびその免疫活性の検

討	 

	 

３．研究の方法	 

（１）ヒトインフルエンザウイルスはその内

部抗原により A 型、B 型、C 型に分類され、A

型と B 型の表面には HA とノイラミニダーゼ

（NA）をもつ。感染時において、HA は宿主細

胞表面にある受容体のシアル酸残基に結合し、

細胞内に取り込まれる。構造解析ソフト：

GlobPlot を用い計算構造解析を駆使し、H1N1

ウイルスのウイルス種内形質伝達および感染

に伴い変化した可能性が高いと思われる HA2

構成アミノ酸残基の同定を試みる。	 

	 

（２）HA1 と HA2 は、現行のワクチンの成分

としても使用されている。本研究においても

抗原として HA をターゲットとし、HA の

N-glycosylation に関して検討したうえで、

植物（トマト）にて HA キメラタンパクを作成

すると共に、マウスを用いた実験でその免疫

活性を ERISPOT	 assay 等により検討する。	 

	 

４．研究成果	 

（１）解析の結果、ヒト、豚、トリ型ウイル



	 

スの隣接する 2 個のアスパラギン残基

（N1452-N1462）が HA2 鎖の根本部分に保存さ

れていることを見出し、この残基がウイルス

HA構造の安定性に寄与していることが推察さ

れた（Cueno	 ME	 et	 al.	 OMICS	 2013）。また、

HA2 の	 B ループに存在する 882部位のアミノ

酸残基の方向が、HA1 の受容体結合部位の構

造に影響を及ぼす可能性を見出した。さらに、

この 882 部位のアミノ酸残基はウイルスの変

異にも寄与していることが推察された（図１）。

加えて、H7N9 ウイルスのアミノ酸残基と HA1

の受容体結合部位との関連性についても明ら

かにすることができた（Cueno	 ME	 et	 al.	 PLOS	 

ONE	 2013）。	 

	 

図１	 HA の構造と 882部位アミノ酸残基の重

要性	 

	 

（２）HA の N-glycosylation サイトは多くの

インフルエンザウイルスで認められたが、な

かでも glycosylation	 sequons	 (OGS)が種々

のウイルス間でよく保存されていた。従い、

OGS と RGD	 motif を含むキメラタンパクをト

マトの発現系を用いて作成し、構造の発現と

安定性を確認した。その後、500	 mg/mL の濃

度のタンパクをマウスに接種し、継続的に採

血を行い、ELISA	 や ELISPOT	 assay 等により

キメラタンパクの抗体価の確認をおこなった

（図２）。新規ワクチン開発のための予備実

験が完了し、現在実験を進めている。	 

	 

図２ 	 キメラタンパクの発現と ELISPOT	 

assay の結果	 
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