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研究成果の概要（和文）：抗体医薬品は、一つの抗体が一つの抗原を認識する特異性を利用した治療薬である。
本研究では、抗体医薬品として、全てのA型インフルエンザの治療に利用可能なモノクローナル抗体の作出法を
確立することを目的とした。抗体作出方法として、マウスの免疫方法、抗体産生ハイブリドーマの作出方法、加
えて、スクリーニング方法についても様々な方法を検討しながら抗体作出を進めた結果、複数のHA亜型を認識す
る抗インフルエンザウイルス抗体産生ハイブリドーマを作出できた。つまり、複数のHA亜型を認識する抗体作出
に適した方法を見出すことができた。本手法はウイルス性感染症治療用抗体の作出法となると期待できる。

研究成果の概要（英文）：Therapeutic antibodies utilizes the specificity of one monoclonal antibody 
to recognize one antigen. The aim of the study is to establish a method to establish monoclonal 
antibodies that can treat all influenza A virus infections. To that end, several methods of 
immunizing mice, several fusion methods, and some screening methods to detect antibody-producing 
hybridomas were performed, and finally, monoclonal antibodies which recognize multiple HA subtypes 
were established. That is, we have found a suitable method for producing antibodies that recognize 
multiple HA subtypes of influenza A virus. This method can also be applied to establish antibodies 
for the treatment of other viral infections.

研究分野： ウイルス学

キーワード： インフルエンザウイルス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗体医薬品は、一つの抗体が一つの抗原を認識する特異性を利用した、副作用の少ない効果的な治療法として、
がん、免疫炎症性疾患、感染症、その他の分野で利用されている。しかしインフルエンザの治療法としては未だ
実用化されていない。インフルエンザウイルスの主要抗原HA蛋白質の抗原性がH1からH18までのHA亜型により、
大きく異なることが大きな障害となっている。そこで本研究では、全てのHA亜型を認識する抗体の作出に適した
方法を探索した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

 A 型インフルエンザウイルスはウイルス表面の糖蛋白質 HA と NA の血清型により、H1 か
ら H18 まで、N1 から N11 までに分類される。そのうちヒトでは H1N1 と H3N2 亜型のウイ
ルスが毎年冬に流行し、患者に呼吸器疾患や全身性の疾患を引き起こす。さらに、歴史的には
10 年から 50 年間隔で、鳥などのインフルエンザウイルスとヒトインフルエンザウイルスのリ
アソートメント（遺伝子再集合）により、それまでヒトで流行していなかった HA 亜型のウイ
ルス（新型インフルエンザウイルス）が発生してヒトに感染するようになり、パンデミックを
引き起こしてきた。現在、H5N1 亜型や H7N9 亜型の高病原性鳥インフルエンザウイルスや、
H5N6、H10N8 などの鳥インフルエンザウイルスが散発的にヒトに感染して致死率の高いイン
フルエンザを引き起こしており、新型インフルエンザの発生が危ぶまれている。 

 

 インフルエンザの治療にはウイルス表面に存在する M2 蛋白質や NA 蛋白質の阻害薬が使用
されてきた。しかし、これらの薬剤に対して耐性を示すインフルエンザウイルスが出現してい
る。M2 阻害薬に対する耐性ウイルスはすでに世界中に蔓延しており、M2 阻害薬は日本では治
療のために使用されることはなくなった。また、現在治療に用いられている NA 阻害薬に対す
る耐性ウイルスも散発的に出現しているが、2009 年には耐性ウイルスが世界的に流行し、大き
な問題となった。したがって、M2、NA 以外のウイルス蛋白質に作用する新規の抗インフルエ
ンザ薬を開発する必要がある。 

 

 抗体医薬品は、一つの抗体が一つの抗原を認識する特異性を利用した、副作用の少ない効果
的な治療薬として注目されているが、インフルエンザの治療法としては未だ実用化されていな
い。インフルエンザウイルスの主要抗原である HA 蛋白質の抗原性が、その HA 亜型により、
さらに同一亜型内でも、大きく異なることが抗体医薬品開発の障害となる。 

 

HA は、血清型の違いにより、H1 から H18 までの HA 亜
型に分類される。HA は I 型の膜蛋白質であり、細胞外領域は
球状の head 領域と棒状の stalk 領域からなる（図１）。HA

はインフルエンザウイルスに対する液性免疫の主要ターゲッ
トであり、インフルエンザウイルスの感染またはワクチン接
種により、主に HA の head 領域に対する抗体が作られる。
HA は免疫システムから逃れるために変異を重ねた結果、そ
の抗原性が変化する。 

 

一方、これまでにわずかではあるが、複数の亜型の HA を
中和するモノクローナル抗体が、ワクチンを接種したヒトの
メモリーB 細胞・形質細胞や免疫したマウスから分離されて
いる（Okuno et al. J Virol. 1993; Throsby et al. PLoS ONE, 

2008; Sui et al. Nat Struct Mol Biol. 2009; Corti et al. J 

Clin Invest. 2010; Wrammert et al. J Exp Med. 2011; Li et 

al. PNAS, 2012）。さらに、全ての（H1-H16）を認識し、調べた全ての HA を中和するモノク
ローナル抗体が１クローン分離されたと報告された（Corti et al. Science, 2011）。これらのモ
ノクローナル抗体は HA の stalk 領域を認識していた。したがって、HA 亜型間で高度に保存
された領域である stalk 領域を免疫することにより、全ての HA を中和するモノクローナル抗
体を作出することが可能なのではないかと考えられる。 

 

 

２．研究の目的 

 

そこで本研究では、マウスにさまざまな方法で免疫を行い、マウスリンパ球を用いてモノク
ローナル抗体を多数作出した後、抗体のスクリーニング方法、抗体の親和性、認識するインフ
ルエンザウイルス HA 亜型の数、作出できたモノクローナル抗体の総数などを比較することに
より、治療用に利用できるような高親和性、かつ、全ての HA 亜型のインフルエンザウイルス
HA 蛋白質を中和するような広域親和性を示すモノクローナル抗体を作出する方法を確立する
ことを目的とする。 

 

 

３．研究の方法 

 

 本研究では、精製インフルエンザウイルス粒子、精製 HA 蛋白質およびリコンビナント HA

の一部領域を抗原として準備した。マウスに 4 種類の方法により免疫を施した後、免疫マウス
から血清を採取し、血清中の抗体価を ELISA 法により調べ、マウスの免疫状態を確認した。
そのマウスの脾臓からリンパ球を採取し、リンパ球とミエローマ細胞のフュージョンを 3 種類



の手法により行った。得られたハイブリドーマの培養上清に目的の抗体が含まれているかどう
かを 4 種類の手法によりスクリーニングした。その後、全ての HA 亜型に対して、HA 発現細
胞を用いた間接蛍光抗体法を行い、モノクローナル抗体が認識する全ての HA 亜型を同定した。
以上により作出できたモノクローナル抗体を比較することにより、高親和性、かつ、全ての
HA 亜型のインフルエンザウイルス HA 蛋白質を認識するような広域親和性を示すモノクロー
ナル抗体を作出する方法とした。 

 
 
４．研究成果 
 
 まず、HA 蛋白質保存領域を有する免疫源を準備し、マウスに工夫した免疫法を施した。免
疫方法の比較をするために、同じ免疫源を通常の免疫方法で免疫した比較群も準備した。それ
らマウス群の血清中の抗体価を調べたところ、工夫した免疫法を施したマウスの抗体価が、通
常免疫群と比べて非常に高いことがわかった。つまり本免疫法は通常の免疫方法よりも高度に
免疫を賦与できることが分かった。そのマウスのリンパ球とミエローマ細胞とのフュージョン
を行い、ハイブリドーマの作出を試みたが、最初のフュージョン時には、スクリーニングがう
まく機能せず、抗体産生ハイブリドーマを選別できなかった。そこで同群の別マウスを用いて
再度フュージョンを行い、別のスクリーニング方法を試したところ、さまざまな抗インフルエ
ンザウイルス抗体産生陽性ハイブリドーマを選別できるように修正できた。つまり、免疫方法
を工夫するだけでなく、スクリーニング方法も工夫する必要があることがわかった。 

 

 そこで再度、マウスに同免疫源を工夫した免疫法で免疫し、マウス血清中の抗体価を調べた
ところ、通常免疫群と比べて非常に高いことが確認できた。そのマウスのリンパ球からハイブ
リドーマの作出を試み、スクリーニングにより抗インフルエンザウイルス抗体産生ハイブリド
ーマを選別できたが、多数の HA 亜型を認識する抗体は作出できなかった。 

 

 次に、別の免疫源を用いてマウスに免疫した。マウスの抗体価は非常に抗体価が高いことが
確認できたため、そのマウスのリンパ球も用いて、これまでとは異なる方法でフュージョンを
行ったところ、作出できたハイブリドーマ数が各段に多くなった。そして複数の HA 亜型を認
識する高親和性の抗インフルエンザウイルス抗体産生ハイブリドーマを選別できた。 

 

 そして最後に、別の免疫源と免疫手法を使ってマウスを免疫し、さらにまた別の方法でフュ
ージョンを行ったところ、これまで以上に非常に多くのハイブリドーマを作出できた。H1 亜型
と H3 亜型を用いたスクリーニングを行ったところ、H1 亜型と H3 亜型の両方の HA を認識す
るハイブリドーマを 8 クローン選別することができた。そのうち、両方に対して非常に高い親
和性を示すハイブリドーマの性状解析を進めた。全ての HA 亜型について、それぞれ HA 発現
細胞を用いた間接蛍光抗体法を行ったところ、他の HA 亜型をも認識することが分かった。つ
まり、複数の HA 亜型を認識する抗体を作製するのに適した免疫方法を見出すことができたと
言える。現在、これらのモノクローナル抗体の性状解析を進めるとともに、別の病原性ウイル
スに対する抗体作出を進めており、これらにより、本手法がウイルス性感染症治療用に利用可
能なモノクローナル抗体の作出法となることが期待できる。 
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