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研究成果の概要（和文）：インフルエンザは、毎年季節性に流行するウイルス感染症であるが、ときに世界的流行な状
態に陥り、大量の罹患者及び死者がでるリスクが常にある。問題は、変異などにより生まれた新型ウイルスの急速な流
行のリスクを、季節性ワクチンが必ずしも下げるわけではないところにある。本研究では、従来の不活化ワクチンを用
いるのではなく、日本で初めて樹立された「万能抗体」を鋳型に、人工的にこの抗体に結合するペプチドを高速計算機
によりデザインし、合成し、ワクチン抗原として用いることで「万能抗体」と類似する機能をもつ抗体を誘導するワク
チン開発を目指した。本研究にて、異なるウイルス種に対して中和活性を示すペプチドを同定した。

研究成果の概要（英文）：Annual flu vaccination protects from seasonal influenza virus infection but 
doesn’t fully have effects on emerging new viruses such as avian H5 influenza virus. Vaccine against 
broad spectrum of influenza virus strains is ideal. Twenty years ago, a Japanese scientist isolated a 
“universal antibody” in the first time in the world. This antibody can block infections of several 
influenza virus strains. Using this unique antibody as a template, we design artificial peptide antigen 
in silico for universal vaccine. We expect that this antigen can induce the universal antibody-like 
antibodies to protect from various influenza virus strains. We gained a proof-of-concept data that some 
of synthetic peptides bind to the universal antibody and could induce neutralizing antibodies against two 
influenza virus strains.

研究分野： 免疫

キーワード： ワクチン
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１．研究開始当初の背景 
 インフルエンザは、毎年季節的に流行する
ウイルス感染症である。この流行により、現
在でも、世界で３００万人から５００万人の
人が感染し、２５万人から５０万人が死に至
る。これ以上に危惧されていることは、１９
１８年に起こった４０００−５０００万人が
死亡したと推定されるスペイン風邪のよう
な例に見られるように、パンデミック（世界
的流行）な状態に陥り、大量の罹患者及び死
者がでるリスクが常に存在することである。 
 インフルエンザは型、亜型等を含め、１８
種類もの異なるウイルスに分類されている。
このウイルスの特徴として、多型かつ変異が
起こりやすいことが知られている。ワクチン
は、 WHO 主導で、毎年、世界中で流行して
いるインフルエンザウイルス種を予測し、限
定したウイルス種についてのみ、各製薬会社
でワクチンが製造されている（季節性ワクチ
ン）。最大の問題点は、投与した季節性ワク
チンが、「ドリフト・シフト」などによって
新たに生まれ、急速に広がる新型ウイルスに
よるパンデミックのリスクを必ずしも下げ
る役割を担わないというところにある。特に
近年東南アジア諸国で発生している鳥イン
フルエンザはパンデミックへの危険性が示
唆されていることから、種特異的なワクチン
だけではなく、この新型ウイルスによるパン
デミックの予防に繋がる万能ワクチンの開
発が急務である。 
 興味深いことに、２０年前に、様々なイン
フルエンザウイルス感染を抑制する能力を
持つ「万能抗体」産生ハイブリドーマが世界
で初めて日本で樹立されている（J.Virol., 
1993, Okuno）。この万能抗体はマウスにおい
て、H１N1 および鳥インフルエンザウイルス
H５N1 に対して、高い予防効果を示した
（ J.Vilol, 1994, Okuno; Antiviral Res., 
2010, Sakabe）。最近、この「万能抗体」の
インフルエンザウイルスが、HA の「stem」
部位の構造を認識することが明らかになっ
た（JVI. 2013, Dreyfus）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、従来の不活化ワクチンを用いる
のではなく、既存の「万能抗体」を鋳型に、
人工的にこの抗体に結合するペプチドをデ
ザイン、合成し、ワクチン抗原として用いる
ことで「万能抗体」と類似する機能をもつ抗
体を産生する記憶 B 細胞・抗体産生細胞を体
内で効率的に作らせる方法を開発する。この
方法を基礎に、将来的に実用可能な「万能ワ
クチン」の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
高速計算機による抗体と人工ペプチドの親
和性の計測を行うにあたり、４つの異なるア
ルゴリズムを試した。このアルゴリズムは、
アミノ酸のもつ電荷、体積、疎水性等の特性
の計算に加え、水分子を充填した仮想の空間

内でのタンパク分子の“ゆらぎ”も考慮に入れ
た Molecular Dynamic と呼ばれる方法を導
入している。また、実際の抗体とペプチドの
結合親和性は、Surface plasmon resonance
（SPR）法を用いて結合・解離速度定数を測
定した。マウスへの免疫は、人工ペプチドと
KLH(Keyhole Limpet Hemocianin)を架橋
させ、アジュバントとともに皮下投与した。
Boost 後のマウス血清を用いて、インフルエ
ンザウイルス H1N１及び H2N2 を用いて、
血清中の中和活性の力価を調べた。また、人
工ペプチド抗原と抗体との複合体の構造を
開けらかにする目的で、ペプチドと「万能抗
体」C179 との結合時または、ペプチド単独
の構造を NMR を用いて調べた。また、ペプ
チドー抗体の結晶化を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）どのアルゴリズムを使うのか 
最初に、４つの異なるアルゴリズムを用いて、
８つの任意の１２アミノ酸長からなるペプ
チドとの結合親和性を算出する。この際、任
意の配列は、C179「万能抗体」を鋳型に、様々
な種のインフルエンザウイルスのHAタンパ
ク結合部位を参考に、作成した。この任意の
ペプチドを合成し、SPR 法を用いて、その結

合親和性を、計測した。これらの理論値と実
測値の相関を図１に示す。結果、アルゴリズ
ム D によって得られた方法で、最も高い相関
が見られたことから、この方法を元に、今後
の実験を行うことにした。 
 
（２）ペプチド選別 
３x１０10 のペプチドライブラリーを計算機
上で作成し、上記のアルゴリズムを用いて、
C179 抗体との結合親和性を算出し、ランク
をつけた。ライブラリー中、６５６１個のペ
プチドが計算上、C179 抗体と結合した。こ
のうち上位ランク１０４個のペプチドを実
際に合成し、SPR 法で、C179 抗体との結合
を見た。高いランクに位置する群で、C179
抗体と結合するペプチドの割合が多いこと
がわかった（図２）。１０４個のうち、２４
個のペプチドが C179 抗体に結合した。バッ



クアッププランとして、phage display 法に
より、２x１０９のライブラリーから、３つの
１２アミノ酸長のペプチドを同定している。 

 
（３）人工ペプチドの交差性中和活性誘導
能の検証 
in scilicoで得られたペプチド２４個の中か
ら、結合親和性の高い８つのペプチドと、
phage display 法で得られた３つを合わせ、
合計１１個について、免疫を行った。Boost
後の血清を用いて、培養細胞への感染率を調
べた (図３)。 

図４に結果を示すように、C179 抗体は H2N2
型インフルエンザウイルスに対して、特に中
和活性を示すことが知られている。一方、

NSP2 抗体は、H1N1 型インフルエンザに特異
的に中和活性を示す。L1-8 は in scilico で
得られたペプチド免疫によって誘導された
血清（オレンジ色）、また PDF18、PDF20、PDO6
は、phage display によって得られたペプチ
ドで誘導された血清（緑色）を示す。Control
には非免疫マウス血清を用いた（黒色）。ペ
プチドによって誘導された血清すべてで、
H2N2 型インフルエンザウイルスに対して、中
和活性を示した。H1N1 型インフルエンザウイ
ルス(A/California/2009pdm)に関しては、
C179 抗体は、H2N2 型インフルエンザウイル
スに対する中和活性ほどではないが、優位に
中和活性を示した。すべての血清の中で、L4、
L7、PDO6 の３つのペプチドで誘導された血清
で、この H1N1 型インフルエンザウイルスに
対しても、C179 抗体程度の中和活性が見られ
た。このことから、本研究で、計算機による
人工ペプチド抗原の選別とこの抗原を免疫
することで「万能抗体」様の抗体産生は可能
であることがわかった。ただ、現在の状況で
は、実用的な、力価が出ていない。また、ペ
プチドー抗体複合体の構造解析については、
NMR による解析、及び結晶化などを試みたが、
はっきりとした構造は、得られなかった。こ
のことから、現在、すでに構造を取ることが
知られているペプチドを改変し、それを鋳型
に、本研究で使用したアルゴリズムを用いて、
再度、ペプチドの選別を行っている。 
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