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研究成果の概要：ランダム変異導入法により B型インフルエンザウイルス(B/Kanagwa/73)HAの

一アミノ酸変異HA を作製した。301変異 HA のうち 69％の変異が許容され、これは A型ウイル

ス HA の約 1.5倍に相当する。2系統に分岐後の B型ウイルス HA(BHA)も同程度の許容性を示し

た。また、分岐前後 BHA上の同一変異の 96％でその影響が一致した。BHA はアミノ酸変異に対

する許容性が高く変異の蓄積による構造的変化が少ないため、分岐前後の BHA間でアミノ酸変

異の機能への影響にほぼ差がないことが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
B 型インフルエンザウイルスはヒトを自然宿
主とし、A 型ウイルスとともにヒトの間で流
行を繰り返す。B 型ウイルスも A 型ウイルス
同様、連続抗原変異をおこすが、ワクチンの
効果が低い、感染後の抗体価の上昇が悪いな
ど宿主の免疫応答が A型に対する応答とは異
なり、それが流行制御を難しくしている。BHA
の主要抗原、HA は抗原性の異なる二系統
（Yamagata 系統、Victoria 系統）に分岐し

交互に流行を繰り返している。また HA の進
化系統樹は A 型 HA(AHA)では主幹が存在する
が B 型 HA(BHA)では多分岐を形成し、異なる
系統が交互に流行を繰り返し、明らかにその
存在形態が異なる。しかし、この違いが、HA
蛋白質自身のアミノ酸変異に対する許容性
の違いによるのか否かは、明らかにされてい
ない。これまで、BHA の抗原変異に関する研
究は、分離株やモノクローナル変異株の解析
を中心に行われてきた。しかし、分離株の解
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析だけでは、HA自身のアミノ酸変異に対する
許容性に関する情報は得られない。以前、
我々は部位特異的変異BHAを作製し、その機
能解析（レセプター結合能、膜融合能）を行
った。しかし、機能領域のみを解析しても、
BHA 全体のアミノ酸変異に対する許容性に関
する情報は得られていない。 
２．研究の目的 
BHA に系統的にアミノ酸変異を導入するこ
とで[BHA の構造と機能の基盤的解析 ]を行
い、B 型ウイルスの変異メカニズムの基盤と
なる BHA の構造的特徴を明確にし、制御が
難しい B 型ウイルスの流行制御に貢献する
ことを目的とした。また、BHA はその結晶
構造が明らかにされていない  (申請当時)。そ
のため、機能に影響するアミノ酸部位の情報
が少ない。任意のアミノ酸変異が機能に及ぼ
す影響を調べることで、より多くの機能関連
領域に関する情報を得ることが可能となる。 
 
３．研究の方法 
（１）変異 HAの作製 
分岐前 B/kanagawa/73 株 HA(KNG73HA)、
分岐後 Yamagata 系統 B/Aichi/29/99 株
HA(YamAI99HA)、Victoria 系統 B.Aichi/28/  
99 株 HA（ VicAI99HA）の各 cDNA を
RT-PCR法により作製し、発現ベクターにク
ローニングする。 
 
（２）ランダム変異の導入 
PCR based random mutation 法により、下
記の要領で行った。 
上記各 HAcDNA（1ng）、HA をはさむベク
ター側配列のプライマー(20pmol)、精度の低
い Taq polymerase を用いて PCR を行う。
PCR 産物を、発現ベクター(pME18S)にリク
ローニング後、バクテリアの形質転換に用い
る。合計約 2000 個のバクテリアのコロニー
から DNA を抽出し HA遺伝子の塩基配列を
決定した。本研究で用いた条件では、1 アミ
ノ酸変異導入効率は約 20～30％であった。 
機能解析は主に 1 アミノ酸変異 HAを対象に
行い、2 アミノ酸変異 HA、3 アミノ酸変異
HA の一部に関しても、変異の影響の独立性
を確認するため機能解析を行った。 
 
（３）部位特異的突然変異法  
Overlapping PCR法により、1.の cDNA を用い
て、必要に応じて部位特異的にアミノ酸変異
の導入を行った。 
 
（４）機能解析  
①レセプター結合能： 
上記 2、3で作製した変異 HAｃDNAを、Cos細
胞に transfection し、細胞上に発現した各
変異 HA のヒト赤血球吸着能を検討した。イ
ンフルエンザウイルスのレセプターはシア

ル酸で、赤血球上にはシアリル糖鎖が多数存
在する。そのため、赤血球吸着反応（ＨＡＤ
反応）は、HA のレセプター結合能の推定に
広く使われている。HA 発現細胞に、１％ヒ
ト赤血球を吸着させ、室温で 30 分放置後、
PBS で細胞を洗浄し非特異的に吸着した血
球を除く。その後、吸着血球を溶血させ溶出
したヘモグロビンの吸光度（540nm）から吸
着血球量を推定し、レセプター結合能とした。 
②膜融合能： 
COS細胞上で発現している HAに対しては、
TPCK トリプシン処理（37 度、15 分）によ
り、活性化行う。また、ヒト赤血球には、蛍
光プローブ(カルセイン及び R18)を血球内及
び膜上に導入する。蛍光標識赤血球を HA発
現 COS 細胞に吸着後、酸性条件にし、膜融
合能を検討する。膜融合能は、顕微鏡下で判
定する。 
 
（５）再構成系によるウイルスの作製 
KNG73 の全遺伝子とポリメラーゼおよび核
タンパク質をそれぞれ RNA 合成用ベクター、
蛋白質発現用ベクターにクローニングする。
12 種類のプラスミド DNA を 293T 細胞に
transfection し、ウイルスを回収した（詳細
は、Neumann et al. PNAS ’99による）。こ
の系を用いてレセプター結合領域近傍に変
異が生じている変異 HAを持つ変異ウイルス
の作製を試みた。ウイルスが回収された場合
は、その増殖能(HA価と pfu)を測定した。 
 
（６）赤血球上のシアリル糖鎖配列の決定 
①ヒト及びニワトリ赤血球を溶血、乾燥、脱
脂後、グリコペプチダーゼにより糖鎖を分離。 
②液体クロマトグラフィー、TOFMAS によ
る、糖鎖分画の分離、シアリル糖鎖配列の決
定 (末端シアル酸の 2-3linked sialic acid, 
2-6linked sialic acidの同定を含む) 
 
４．研究成果 
（１）変異 HA の HAD 能：PCR based 
random mutation 法により作製した変異 HA
を COS 細胞上で発現させ、その HAD 能を
測定した。KNG73HA の OD は 0.6～0.8 で、OD
値 0.2 以上をポジティブ変異、0.2 以下をネ
ガティブ変異とした。 

（２） KNG73HAの変異が生物学的機能に及ぼ

す影響 

①BHAの変異許容性 
 ランダム変異 HA 中に、301個の 1アミノ酸
変異 HA を同定した。それぞれを Cos 細胞上
で発現させ、その HAD能を測定した。その結
果、HAD能を許容する変異の割合[許容性＝許
容変異数／全変異数 ％]は HA1 領域で 62％、
HA2 領域で 83%となった。これは、既に報告
されている AHA の許容性の約 1.5 倍である。



 

 

HA2 領域の類似性は BHA 間で高い（98-99%）
ため、許容性が制限されると考えられるが、
HA2 領域の変異に対する許容性は高く、保存
されているアミノ酸配列が必ずしも機能に
とって重要ではないことを示唆した。HAD の
ほか、膜融合能への変異の影響も調べた結果、
fusion peptide 内の変異以外では、機能に影
響を及ぼす変異は同定されず、膜融合に関す
る機能領域は、レセプター結合領域に比べ、
限局していることが示唆された。 
 一方、同一部位に異なる変異が生じている
変異 HA では、約 86％で変異の影響は一致し
ていた。この結果は、アミノ酸の種類より変
異の生じた位置の方が、機能への影響が大き
いことを示唆している。 
   
②変異導入部位 
 本研究で得られた変異 HA のうちポジティ
ブ変異は HA 全体に分布し、偏りは見られな
かった。一方、ネガティブ変異の大半は、HA
タンパク質の内部に分布した。このうち、33
部位(HA1), 73 部位(HA2)のアミノ酸残基は、
よく保存されている。これは、保存されてい
る ア ミ ノ 酸 残 基 が 必 ず し も negative 
selection を受けているとは限らないことを
示す。 
 
（３）糖鎖付加部位の HAD能への影響 
 KNG73HA の糖鎖付加部位は 7 部位にあり、
このうち３部位の変異は許容され、異なる３
部位の変異は非許容であった。残りの一部位
には変異は生じていなかった。BHA が二系統
に分岐後さらに 194 番に新たな糖鎖付加部位
が生じている。これまで、BHA は発現系で単
独発現させる際、HAD 能の発現には、あらか
じめシアリダーゼ処理により HA 上のシアル
酸を除去する必要があった。しかし、分岐後
BHAでは、この 194番の糖鎖部位付加の結果、
HAD 能発現にシアリダーゼの前処理を必要と
しなくなっている。 
 変異の影響をさらに詳しく検討するため。
分岐後 BHA（YamAI99HA,VicAI99HA）に対して
も、KNG73HA と同様の手法により、一アミノ
酸変異 HA を作製し、変異の HAD 能への影響
を調べた。 
 各糖鎖付加部位のうち 163番の Asn は抗原
領域の 160ループ中にあり、近傍ではアミノ
酸の挿入欠失が頻繁に起きる。163 部位の変
異は許容変異であるが、そのアミノ酸は、約
1000の配列間でよく保存されている。これは、
この位置の糖鎖が、機能にとって重要という
より、抗体の攻撃を免れるために重要である
ことを示している。 
 194 番の糖鎖に関しては、分岐後 HA では
HAD の発現にシアリダーゼ処理を必要としな
いが、194 番の糖鎖付加部位を欠失するとシ
アリダーゼ要求性となる。この結果は、194

番の糖鎖と他の糖鎖あるいはレセプターと
の相互作用が、シアリダーゼ依存性に影響し
ていることを示していた。 
 一方 194 番への糖鎖付加は、2-3 シアル酸
との結合に影響するとの報告があるが、本研
究では、ヒト血球、ニワトリ血球に対する HAD
能に違いは見られなかった（我々は、以前ヒ
ト血球、ニワトリ血球上の 2-3シアル酸の割
合に差があることを報告している。） 
 
（４）レセプター結合領域内のアミノ酸変異 
 最近決定されたBHAのレセプター結合領域
の構造は、AHA の構造によく類似しており、
190 helix,240 loop,140 loop とこの領域の
底部と背面を形成するアミノ酸からなる。こ
の領域内でよく保存されているアミノ酸の
変異の大半は、ネガティブ変異だった。この
うち、95F は、AHA の 98Y に相当するアミノ
酸だが、BHA の結晶構造上では、レセプター
との間で水素結合等の結合は見られない。し
かし、このアミノ酸の変異は HAD 能を著しく
低下させることから、レセプターとの間で何
らかの相互作用をしていることが示唆され
る。 
 レセプター結合領域周辺に変異を導入し
た HA を持つウイルスの生存率、増殖能を検
討した。ウイルス回収の有無は、in vitroで
の結果をほぼ反映していた。レセプターとの
直接相互作用が確認されている残基に変異
が生じた HA を持つウイルスの大半は回収不
能であった。95F に変異が生じた HAを持つウ
イルスは、plaque sizeが１mm以下と小さい
ものの回収され、wild type とほぼ同程度の
増殖能を示した。同様の現象は、AHA でも観
察されており、98Y に変異が生じたウイルス
が結合能が低いもののウイルスとしては回
収されている。 
一方、結合領域背面のアミノ酸でレセプタ

ーとの直接結合が観察されない部位に変異
を持つウイルスは回収が可能で、回収ウイル
スの増殖能も野生株とほぼ同じであった。 
 

（５）レセプター結合特異性 
これまで、レセプター結合能に関しては、

BHA は 2?6 特異性が高いとされていた。しか
し、本研究で HAD 能を検討した際、ニワトリ
血球、ヒト血球に対する結合能に差が出る変
異 BHAが存在した。我々は、以前ヒト血球で
は、ニワトリ血球に比べ 2?6シアル酸が多い
ことを報告しているが、変異 BHA の中には、
ヒト血球より、ニワトリ血球に高い親和性を
示す HAが同定された。 
我々は以前、H3HAのレセプター結合特異性

を検討した際、ニワトリ血球とヒト血球上の
シアリル糖鎖で、末端のシアル酸結合に拘わ
らずシアル酸以下の糖鎖構造の差がレセプ
ター特異性に影響していることを示した。し



 

 

かし、その際はニワトリ血球とヒト血球上の
糖鎖構造の詳細な解析は行っていない。本研
究では、変異 BHAで両血球に対する結合能に
差が生じている原因を探る一手段として、血
球上のシアリル糖鎖の配列の決定を試みた。
そのため、糖タンパク質から糖鎖を分離後、
シアリル糖鎖をシアル酸の数に応じてモノ
シアリル糖鎖、ジシアリル糖鎖、トリシアリ
ル糖鎖に分離し、各々の構造を決定し比較し
た。その結果、両血球内の各シアリル糖鎖の
分布には、かなり違いがあった。2-6 シアリ
ル糖鎖で、解析したモノシアリル、ジシアリ
ル糖鎖のうち 2-6シアリル糖鎖の大半は、両
血球に存在したが、ヒト血球の 2-6シアリル
糖鎖の約 30％は、モノシアリル糖鎖上に分布
していた。また、ジシアリル糖鎖の中には、
ニワトリ血球のみに存在する 2-6 シアリル糖
鎖も存在した。ニワトリ血球に対し、親和性
の高かった変異 HA は、このような 2-6 シア
リル糖鎖に対しより親和性を示したか、ヒト
血球には存在しない、あるいは少ない 2-3シ
アリル糖鎖に対し、親和性が増加した可能性
がある。このような変異 HA に関しては、ア
ミノ酸変異による HA のレセプター結合領域
近傍の構造的変化が、シアル酸に続く糖鎖構
造との間の相互作用に影響を及ぼしたと考
えられる。 
 
（６）抗原領域におけるアミノ酸変異の影響 
 BHAの抗原領域は、AHA のそれと類似して
おり、120 loop, 150 loop,160 loop, 190helix
からなる。抗原領域は一般的に HA分子表面
に位置するアミノ酸残基から構成されてお
り、アミノ酸変異に対して寛容であると考え
られる。しかし、ランダム変異 HA の中には、
この領域に変異を持つ 13 個のネガティブ変
異 HA が同定されている。2007 年に決定され
た結晶構造によると、ネガティブ変異の位置
の大半が、分子内あるいは、窪み、他の残基
の下に位置していた。これは、抗原領域内の
残基でも、変異により機能を阻害する場合が
あり、このような残基は抗原エピトープには
なり得ないことを示している。 
 
（７）野外株 HA 主幹上のアミノ酸変異部位
に生じた変異の影響 
 ランダム変異のうち、2 系統の流行ウイル
ス BHA(1973～2006年)系統樹の主幹を形成す
る 30 部位に生じた変異は、すべてポジティ
ブ変異だった。これは約 30 年の間に BHA 上
に蓄積されたアミノ酸変異は KNG73HA 以降の
ウイルス HA の変異の影響を左右しないこと
を示唆する。一方、AHAでは、同様の 26部位
のうち 4 部位で変異の影響が異なっていた。 
 
（８）2系統上のアミノ酸変異の影響 
HA 上のアミノ酸変異の蓄積は、機能と構造

との関係に影響する可能性がある。実際、AHA
では、30 年離れたウイルス HA 間で変異の影
響が異なる部位が、調べた変異のうち 25％存
在した。一方、BHA で分岐前 KNG73HA と 2 系
統分岐後BHAで、同様のことを調べると同一
部位、同一変異が機能におよぼす影響は、調
べた変異のうち約 4％でのみ異なった。この
結果は、BHA では構造に余裕がありアミノ酸
変異の蓄積が機能発現にほとんど影響しな
い可能性を示唆している。 
 さらに主幹上の変異部位は、2 系統間で共
通の部位が多く、その大半が抗原領域内に位
置する。この結果は、2 系統への分岐後、各
系統 HA 上でのアミノ酸変異の蓄積は、抗原
構造を大きく変えることはなく、抗原領域内
の同一部位での変異を可能にしていること
を示す。 
また、AHA 同様、BHA 両系統ともに同一部

位で繰り返し変異が生じる現象がみられ、抗
原領域内でも比較的限られたアミノ酸部位
に変異が起きている。同一エピトープ内の残
基でも抗体との結合能に強弱があることを
我々は H3AHA のモノクローナル変異株を用い
て報告している。AHA と同様、BHA の同一抗
原領域内で繰り返し変異が生じる部位は、ア
ミノ酸の種類の影響はあるものの、抗体との
結合に強く関わる部位と考えられる。 
分岐後 2 系統 BHA間で、構造が類似してい

る こ と は 、 YamAI99HA,VicAI99HA 間 で、
149,169,230,252 部位のアミノ酸は、交換が
可能であることからも推測される。 
このように BHA では、アミノ酸変異に対す

る許容性が AHA(H3HA)に比べ高く、構造的に
安定で、変異の蓄積が抗原構造に影響を与え
ることは少なく、比較的安定した抗原構造を
維持し得ることが示唆された。 
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