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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ヘマグルチニン（HA）にはアスパラギン結合型（N型）糖
鎖結合配列が存在し、N型糖鎖の脱着を伴う抗原性変異はウイルスの免疫逃避に影響を及ぼす一因と考えられ
る。本研究では、N型糖鎖プロファイル（数と配置）がウイルス性状や中和逃避にどの程度影響しているかを組
換えウイルス株を用いて検証した。その結果、N型糖鎖プロファイルはウイルス性状を規定する因子の一つであ
り、抗体による中和活性に影響することが示唆された。このことから、N型糖鎖に着目した抗原性多様化への対
応は、HAワクチンの効果向上の有効な手段である可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In influenza A virus, the surface glycoprotein hemagglutinin(HA) is known to
 be the primary target for neutralizing antibodies, in particular a set of canonical antigenic sites
 on the globular head of the molecule. The ability of influenza A to rapidly accumulate 
substitutions in HA is vital for its ability to escape from the immunological memory of its host, 
contributing to its seasonal impact on human health. In this study, we examined to what extent the 
N-linked glycans (N-glycans) in shielding antigenic sites of HA affect virus properties and 
neutralization escape using recombinant virus strains. As a result, it was suggested that the 
N-glycans are important factors that determine the viral properties and affect the neutralizing 
activity of the antibody. This research shown that focusing on the N-glycans in diversification of 
antigenicity  may be a clue to improve the effect of the HA vaccine.

研究分野： ウイルス学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インフルエンザワクチンはワクチン株と市中流行株の抗原性が一致せず、効果的な免疫を誘導できない場合が多
い。特にA/香港型（H3N2亜型）インフルエンザウイルスは抗原変異頻度が高い性質を持つウイルスであり、2009
年の新型インフルエンザウイルスによるパンデミック後に再流行したことを鑑みると、新型コロナウイルスパン
デミック後の、インフルエンザに対する集団的な免疫力低下が懸念される状況下で再び大流行することも考えら
れる。これを阻止し、人々の健康被害拡大や経済的損失を防ぐためには、ワクチン効果の向上が極めて重要な課
題であり、本研究成果はその課題解決に寄与する情報基盤として大きな意義を持つ。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 インフルエンザウイルスは抗原性の違いによって A型、B型および C 型に分類される。このう

ち A 型インフルエンザウイルスは、ウイルス表面タンパク質であるヘマグルチニン

（hemagglutinin:HA）とノイラミニダーゼ（neuraminidase:NA）の種類によって、さらに亜型に

分類される。現在、季節性インフルエンザウイルスとして流行しているのは A型のパンデミック

09 型（H1N1pdm）ウイルス、香港型（H3N2）ウイルスおよび B 型ウイルスであるが、このうち A

型ウイルスは HA と NA の遺伝子変異によって抗原性

が多様化しやすく、特に香港型ウイルスは遺伝子変

異頻度が高い性質をもつウイルスである。人類は 20

世紀以降、新型インフルエンザウイルスの出現によ

るパンデミックを複数回経験しているが、1918 年の

スペインかぜ以降、新型ウイルスはパンデミックか

ら一定期間を経て季節性ウイルスとなった後、次の

パンデミック時に新出のウイルスによって駆逐され

たかのように消滅している（図１）。ところが、興味

深いことに 2009 年の新型ウイルスによるパンデミックでは、それまで季節性ウイルスとして流

行を繰り返していたソ連型ウイルスが消滅した一方で、香港型ウイルスは現在に至るまで生き

のびて、季節性ウイルスとなった pdm09（pandemic 2009）型ウイルスと隔年で交互に流行を繰

り返している（図 2）。 

このような現象が生じる理由はいくつか考えられる

が、ウイルス側の要因の一つに HA球状頭部に存在す

るアスパラギン（N）結合型糖鎖の付加・欠損を伴う

抗原性多様化が挙げられる。申請者は、HAの N型糖

鎖の脱着を伴う抗原連続変異によって香港型ウイル

スがパンデミック後に再流行できた可能性を 2009

年前後の香港型ウイルス臨床分離株を用いて検証し

た（文献 ①）。本研究では、香港型ウイルスの HA球

状頭部の N型糖鎖修飾に着目して N 型糖鎖プロファ

イル（配置と数）とウイルス性状および病原性との関係

を明らかにし、有益性の高いインフルエンザワクチン

の開発につながる基盤技術の創出を目指す。 
 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、HA 球状頭部の N 型糖鎖付加・欠損変異がインフルエンザウイルスの性状や

ウイルス感染に対する宿主免疫応答、特に抗体による防御に及ぼす影響を明らかにし、インフル

エンザワクチンの有益性を向上させることによって、適切な感染予防対策を可能にする知見と

基盤技術を確立することである。 
 

３．研究の方法 

 タンパク質は生合成の過程において、Asn-X-thr もしくは Asn-X-Ser （Xは Pro 以外のアミノ
酸）の配列に N 型糖鎖修飾が起こることが知られている。近年の香港型ウイルス市中流行株の
HA 球状頭部には 6箇所の糖鎖結合部位が存在し、シーズンご
とに異なる糖鎖プロファイルをもつウイルス株が流行してい
る（図 3）。本研究では、データベースを用いた情報解析結果
に基づいて、国内での検出頻度の高い香港型ウイルスの HA 遺
伝子を組み込んだ組換えウイルスを作製した。作出した組換
えウイルスを用いて赤血球凝集試験、細胞感染実験および動
物感染実験を行い、N 型糖鎖プロファイルとウイルスの性状
（増殖性や病原性）との関係性を比較検証した。さらに組換
えウイルス株から HAタンパク質を抽出して HAスプリット抗
原を作製し、複数種類の HA タンパク質を混合したカクテル
HA 抗原をモルモットに免疫して抗血清（抗体）の作製を試み
た。得られた抗血清を用いて赤血球凝集抑制試験およびプラ
ーク形成抑制試験を行い、抗血清の性能を比較検証した。 
 
 
 

図１.パンデミックによる A型インフルエンザウイルス

流行の変遷 

図 2. ウイルス検出数からみた H1N1pdm09 型、

H3N2 香港型および B型インフルエンザウイ
ルスのシーズンごとの流行の推移 （国立感染
症研究所 病原微生物検出情報をもとに作成） 
’13/’14 と’15/’16 シーズンは pdm09型、’14/’15 と 

’16/’17シーズンは香港型の検出数が多く、隔年ごとに

主流行株が入れ替わる傾向が認められた。 

図 3. N型糖鎖結合配列と近年の香港型
ウイルス HAの N型糖鎖結合部位 



４．研究成果 
 ① 変異導入法による HA遺伝子の改変および組換えウイルスの作製  
   既知の塩基配列情報を基に人工合成した香港型インフルエンザウイルス HA 遺伝子を鋳型

にして、HA-N 型糖鎖プロファイルが異なるように設計したプライマーセットを用いて変異
を導入し、HA 遺伝子をクローニングした。これ
らの HA遺伝子を用いて逆遺伝学的ウイルス作製
法により、WSN株を母体とした組換えウイルスを
10 株作出した。一部の組換えウイルス株は培養
細胞での増殖率が著しく低かった為、組換えウ
イルス作製方法の再検討を行った。その結果 NA
遺伝子を Aichi/68（H3N2）由来の NAに変えるこ
とで改善された（図 4）。培養上清から子孫ウイ
ルスの RNA を抽出して cDNA を作製し、塩基配
列をサンガー法で解読した。その結果、すべて
の組換えウイルス株において、目的とする変異
が導入されていることが確認できた。 

 
 ② 組換えウイルス株の性状解析 
   赤血球凝集試験およびプラークアッセイ実験により組換えウイルスの in vitro における

性状を検証した。その結果、HA-N 型糖鎖のみが異なるウイルス株間で赤血球凝集能やプラ
ーク形成能に差が認められた。次にプラークアッセイの実験結果から各組換えウイルスの
感染粒子数を算出して感染価を揃えたウイルス懸濁液を調整し、浅麻酔可下で C57BL/6 マ
ウスに経鼻接種して感染さ
せた。感染後のマウスの体重
変動および動態変化を指標
としてマウスに対するウイ
ルスの病原性を比較した。そ
の結果、感染マウス全個体が
致死に至る時間にわずかな
がら差が認められた（図 5）。 

 
 
 
 ③ HAスプリット抗原の作製および抗血清の作製 
   培養細胞を用いて各組換えウイルス株を大量増殖させ、超遠心法によってウイルスを濃

縮した。濃縮ウイルス液を HA スプリット抗原作製プロトコルに従って分画し、HAタンパク
質を濃縮して HAスプリット抗原を作製した。一部のウイルス株では充分なタンパク量が得
られなかった為、リコンビナントタンパク質発現系を用いた方法などを検討し、同時進行で
実験を進めた。必要量の HA タンパク質が得ら
れた株については、単一 HA 抗原あるいは複数
種類を混ぜたカクテル HA 抗原としてモルモッ
トに免疫した。2 週間隔で 2 回接種した後に採
血し、抗血清を分離した。単一 HA 抗原および
カクテル HA 抗原由来の抗血清を用いて赤血球
凝集抑制試験およびプラーク形成抑制実験を
行い、それぞれの抗血清の中和活性を比較検証
した。その結果、カクテル HA 抗原由来の抗血
清は単一 HA 抗原由来のものよりも強い中和活
性を示す傾向が認められた（図 6）。 

  
 
 
 以上の成績から、HA 球状部の N 型糖鎖プロファイルはインフルエンザウイルスの性状や抗原
性を規定する因子の一つであり、香港型ウイルスの抗原性多様化や免疫逃避に干渉する要因で
あることが示唆された。また、複数の N型糖鎖プロファイルが異なる HA を混ぜる「抗原カクテ
ル化」は、N型糖鎖の脱着による抗原性多様化に対応する手段として有効である可能性が示され
た。海外の研究では、香港型ウイルスの HA 不活化ワクチンを用いた実験において、同一抗原を
4 回接種した場合と比較して、異なる２種の抗原を２回接種した方が高い抗体価が得られること
が報告されており（文献 ②）、この結果は、複数種の抗原を用いることでワクチン効果が高まる
ことを示唆している。今後は本研究成果を活用し、抗原カクテル化の有効性を詳細に検証すると
ともに、効率的なカクテル抗原作製方法の確立を目指す。 
 
 

図 4. HA-N型糖鎖プロファイルを改変した香港型
（H3N2）-WSN組換えウイルス 

図 5. マウスに対する各組換えインフルエンザウイルス株の病原性 

図 6. HAスプリット抗原を用いて作製した抗血清による
赤血球凝集抑制試験 
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