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研究成果の概要（和文）：インフルエンザワクチン接種に用いられている不活化スプリットワクチンの問題点の
1つとして、自然界で頻繁に起きるウイルス変異によりワクチン株と市中流行株との間で抗原性が一致せず、ワ
クチン効果が十分に発揮できない場合がある。そのリスクを低減させるため、世界で初めて単離した「低忠実性
ポリメラーゼ導入ウイルス」を応用して、将来流行が想定される抗原変異株を事前に単離し、ワクチン開発に資
するウイルス性状解析を試みた。その結果、市中流行株の主要抗原に由来する変異ウイルスライブラリーの作出
が可能となり、迅速かつ高率に新規抗原変異株を単離できるスクリーニングシステムを確立した。

研究成果の概要（英文）：Influenza A virus rapidly acquires antigenic changes, which limit the 
effectiveness of vaccines, primarily owing to its high rate of evolution. To predict the antigenic 
properties of future epidemic strains of human influenza A virus, we attempted to develop the 
screening system of novel antigenic variants using a mutator polymerase-based influenza virus 
strain. An important advantage of our method for isolation of an escape variant is that we can 
screen those viruses using the mutant virus library derived from own low-fidelity polymerase that do
 not require random mutagenesis by targeting PCR.
In this study, we demonstrated that antigenic escape variants could be isolated from mutant virus 
libraries with random mutations introduced by RNA genome-wide mutagenesis system for the whole 
influenza viral gene. This approach would enable the selection of future vaccine candidates before 
antigenic mutant viruses emerge in nature.

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　ワクチン開発　抗原変異　ウイルスポリメラーゼ　遺伝子変異　免疫逃避　
ウイルスライブラリー　ウイルス進化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ワクチン製造株の選定条件として、①ウイルス増幅時に抗原部位に変異が導入されず、②ウイルスが高増殖性で
あり、③ウイルス抗原蛋白質(ヘマグルチニン)が高収率で精製できる必要がある。新規抗原変異株の出現後に、
以上の条件を備えたウイルス株を速やかに単離して次シーズンのワクチン製造に間に合わせるのは困難である。
本研究により、単離した抗原変異株のウイルス学的特徴と将来的なウイルス進化の方向性を事前に把握できれ
ば、新規抗原変異株の出現時において迅速なワクチン開発が可能になる。さらに、その情報をもとに「未来流行
株」に対するワクチン製造プロトコルを確立することが可能になる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
インフルエンザウイルスのゲノム

は8本に分節化された1本鎖RNAであ
り、ウイルス由来の RNA ポリメラーゼ
であるPB1蛋白質により複製されるが、
合成されたRNAゲノム内には1万塩基
あたり約 1 個の頻度で変異が生じる。
この高い変異導入効率により、季節性
インフルエンザウイルスは頻繁に抗
原変異を起こし、流行予測から選定さ
れたワクチン株と市中流行株との間
で抗原性が一致せず、ワクチンによる
重症化阻止効果が著しく低下する場
合がある（図 1）。 
 そこで、ワクチン株と市中流行株との間の抗原性を一致させるため、次シーズン以降の流行
株に起きる抗原変異部位を予測する研究成果が報告されている（文献①）。しかし、従来技術
で予想可能な変異部位は、全ウイルス抗原のうちヘマグルチニン（Hemagglutinin: HA）の主要
抗原領域に限定されており、全長の HA や他の主要抗原であるノイラミニダーゼ
（Neuraminidase: NA）を含めた全ウイルス蛋白質について予測可能なシステムではない。その
ため、抗原決定基となりうる「全ウイルス蛋白質」の「全領域」を対象にしたアミノ酸置換の
多様性を把握できれば、抗原変異を伴う未来流行株を高精度に予測可能になる。 
また現在、臨床現場でインフルエンザ感染者を迅速に特定する手段として、インフルエンザ

ウイルス抗原診断キットが使用されている。診断キットにはイムノクロマト法が採用されてお
り、判定時間はわずか数分であり、有用な診断法である。しかし、2009 年に出現した新型パン
デミックウイルス“A(H1N1)pdm09 株”の流行当時においては、診断キットを用いた陽性検出率
は約 50%であり、インフルエンザであっても陽性にならない「偽陰性」と判定された患者が数
多く存在していた。イムノクロマト診断キットでは、インフルエンザウイルスが持つヌクレオ
プロテイン(NP)と呼ばれる蛋白質を認識する抗 NP モノクロナール抗体が使われている(図 2)。 
 将来流行するインフルエンザウイルス
において NP 蛋白質に変異が起こり、既存
診断キットの抗 NP 抗体では認識されない
可能性があるため、感染していても陰性と
判定されて早期の治療機会を失う恐れが
ある。実際に 2009 年当時の診断キットを
用いた A(H1N1)pdm09 株の検出感度は、NP
蛋白質の変異による抗原部位の構造変化
のため、抗体による認識感度が 100 倍ほど
低下していた。未来流行株の予測が可能と
なれば、感染防御効果の高いワクチン開発
研究に加えて、新規インフルエンザ診断キ
ットの開発にも応用が期待できる。 
 
２．研究の目的 
申請者は、PB1 蛋白質の 82 番目の Tyr 残

基を Cys に置換することにより、野生株よ
りも変異が入りやすい低忠実性ポリメラ
ーゼ導入ウイルス PB1-Y82C 株を世界で初
めて単離した（文献②）。本研究では
PB1-Y82C 株を用いて、次シーズン以降の流
行株に起きる抗原変異部位を予め推測で
きるインフルエンザウイルス未来流行株
予測システムを開発する。そして、新規抗
原変異株の性状解析を行うことで、毎年の
流行株と抗原性が一致したワクチン株選
定を可能にできる基盤情報を蓄積する。 
さらに本システムにより、従来のスクリ

ーニング系では単離が不可能であった多
分節ゲノム間の多塩基変異（エピスタシス
効果）に由来する新型インフルエンザウイ
ルスの出現を予測し、現流行株の進化方向
性と遺伝的多様性を網羅的に解析する（図
3）。 
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３．研究の方法 
これまでに、遺伝子組換え技術を用いて人為的にインフルエンザウイルス実験室株(A/Puerto 

Rico/8/1934 株：PR8 株)を改変し、野生株と比較して変異が入りやすい“低忠実性ウイルス株”
の単離に成功している。低忠実性ウイルス株は、ゲノム複製を担うウイルスポリメラーゼの PB1
蛋白質の 82 番目を人為的に改変しており、野生株と比較して 2倍の頻度でウイルス遺伝子に変
異が挿入される。この低忠実性ウイルス株を用いれば、現在のインフルエンザ流行株を元株と
した変異ウイルスライブラリー（変異ウイルスの集合体）が作製可能である。そのライブラリ
ーの中には、将来流行する新規抗原変異株が含まれる可能性がある。 
そこで、現在の市中流行株であるインフルエンザウイルス A(H1N1)pdm09 株から HA 遺伝子お

よび NA 遺伝子をクローニングし、PR8 株を母体とした低忠実性ウイルスに組込むことで、流行
株の主要抗原に由来する変異ウイルスライブラリーを作製する。そして、ウイルスライブラリ
ーを用いたプラークアッセイ実験により、主要抗原である HA 蛋白質や NA 蛋白質に変異が導入
された新規抗原変異株の単離を試みる。同様に、診断キットのウイルス抗原となる NP 蛋白質に
アミノ酸置換が導入された新規変異株が単離できるかどうか検討する。 
 
４．研究成果 

市中流行株である A（H1N1）pdm09 株から HA 遺伝子および NA 遺伝子をクローニングし、PR8-
低忠実性 PB1 ウイルスに組込むことで、流行株の主要抗原をコードした「PR8-低忠実性
PB1/pdm09（HA+NA）株」を作出した（図 4）。続いて、PR8-野生型 PB1/pdm09（HA+NA）株をコ
ントロールとしてウイルスの増幅を行なった結果、低忠実性 PB1 株を種株とすることで“増殖
活性が多様なウイルス集団”、すなわち「流行株の主要抗原に由来する変異ウイルスライブラリ
ー」が作製可能であることを明らかにした。 

 PR8-低忠実性 PB1/pdm09（HA+NA）株を用いたプラークアッセイ実験により 32 個の単一プラ
ークを選択し、プラーク中に含まれるウイルスを単離後、培養細胞を用いてウイルス増幅を行
なった。その後、各分離株のウイルス遺伝子解析の結果、免疫選択圧をかけない条件下におい
て増幅させたにも関わらず、変異ウイルスライブラリーの中には多数の「HA 蛋白質の抗原領域
にアミノ酸置換が生じた変異株」が含まれていた（図 5）。この結果から、低忠実性ポリメラー
ゼウイルスを利用することで、迅速かつ高率に抗原変異株を単離できるスクリーニングシステ
ムの開発が可能であると考えられた。 
 加えて、同時に他分節ゲノム（NA 遺伝子や NP 遺伝子）にアミノ酸変異が導入された変異ウ
イルスも単離されており、具体的には、アミノ酸置換を伴う NP 変異株を 5株単離した（R19H、
E81G、T6A/S314G、Q20P/K470R および Q122K/A286S 変異株）。市販のインフルエンザ診断キット
を用いて、それら NP 変異株の検出感度を検討した結果、検出感度は野生株とほぼ同等であった
（図 6：全変異株で、A型インフルエンザウイルスの検出を示す「赤いライン」が認められた）。 
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本研究によって得られた NP 変異株に見出されたアミノ酸変異部位は、既存の診断キットに含
まれる抗体の結合活性には影響しないことが示唆された。一方で、NP 蛋白質の三次元構造は解
読されており、変異アミノ酸部位を構造上にプロットすることが可能である（図 7：例として
Q122K/A286S 変異株を示す）。構造モデリング解析の結果、NP 蛋白質において「変異が入りやす
い領域」および「変異が入りにくい領域」を同定した。本成果は、ウイルス生存において変異
を許容するアミノ酸部位を網羅的に調べる新規システムとして応用が可能であり、ウイルス進
化を予測する上で重要な基盤情報となる。 
 また、今回単離した NP 変異株の中には、臨床分離株データベースに報告されていない新規の
アミノ酸変異も含まれていた。今後は、本研究成果を活用し、未来流行株に導入される変異部
位の事前予測システムの確立に取り組む。 
 
〈引用文献〉 
①Li C. et al., Selection of antigenically advanced variants of seasonal influenza viruses, 
Nature Microbiology, 2016 

②Naito T. et al., Tyr82 amino acid mutation in PB1 polymerase induces an influenza virus 
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