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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感染は、ヘマグルチニン [HA]がレ

セプターと結合して始まる。ヒトのウイルスは主にヒト型レセプターを認識し、鳥の

ウイルスは鳥型レセプターを認識する。このレセプター特異性の違いが宿主域を大き

く左右する。1968 年のヒト社会での出現以降、ヒト H3N2 ウイルスの HA 蛋白質表

面の正電荷は、年々蓄積しており、レセプター認識が電荷に依存したものに変化して

いた。更に、ヒト分離 H5N1 ウイルスも塩基性アミノ酸への置換が多くの株でみら

れ、塩濃度に依存した結合力でヒト型レセプター結合を行っていた。つまり、H5N1

ウイルスも季節性の H3N2 ウイルスと似たヒトへの適応をする可能性が示唆された。

更に、表面電荷シミュレーションとヒト型レセプター結合とに相関がみられたことか

ら HA の表面電荷の解析もウイルスのヒトへの適応を研究する上で重要なアプロー

チであることが分かった。さらにヒト型レセプターを認識する H5N1 ウイルスのヒ

トの正常気管支細胞での増殖性を調べたところ、HA 蛋白質の 182 番目のアミノ酸な

どに変異が起こると顕著にヒトの気管支上皮細胞で増殖性が上がることが明らかに

なった。しかしながら、どの H5N1 ウイルスにおいてもフェレットにおける効率的

な伝播は確認されなかった。  

 
研究成果の概要（英文）：The host range restriction of influenza viruses is partly 
attributable to receptor specificity: most avian influenza A viruses preferentially bind 
to the sialic acid-α2,3-galactose (SAα2,3Gal) linkage on sialyloligosaccharides, whereas 
human viruses bind to SAα2,6Gal. In this study, we found the positive charge of 
hemeggulutinin(HA) of human H3N2 viruses has been increasing year by year since 
they emerged in humans in 1968, resulting in the electrostatic interaction with 
SAα2,6Gal, whereas there is no surface charge changes of HA proteins of avian H3N2 
viruses. We also found some H5N1 viruses isolated from humans possessing 
mutations: substitution to basic amino acids, recognized SAα2,6Gal in the charge 
dependent manner. These results suggested that charge dependent recognition of 
human-type receptors is one of the mechanism by which influenza viruses adapt to 
humans. Moreover, computational simulation of the surface charge of HA proteins 
appears to be available for the understanding of interaction between HA proteins and 
receptors. Among mutations unique to human isolates, amino acid substitution at 
position 182 especially increased the replicative ability of H5N1 viruses in normal 
human bronchus epithelial cells. However, none of H5N1 viruses tested in this study 
showed efficient transmission in ferret model. 
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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の感染は、ヘマ
グルチニン[HA]がレセプターと結合して始
まる。そのレセプターとしてシアル酸を有す
る糖たんぱく質や糖脂質を認識するが、例え
ば、カモのウイルスはシアル酸がガラクトー
スに 2,3 結合したもの(SA2,3Gal)を主に
認識し、ヒトのウイルスは 2,6 結合したも
の(SA2,6Gal)を主に認識する。このレセプ
ター特異性の違いが宿主域を大きく左右す
る。レセプター特異性に一致してカモにおけ
る主要な増殖部位である腸管には主に 
SA2,3Gal が存在していることが知られてい
る。更に、我々はヒトインフルエンザウイル
スのヒトにおける主要な増殖部位である上
部気道には、主に SA2,6Gal が存在し、深部
（細気管支や肺胞）には SA2,3Gal が多く存
在していることを報告した。それ故、1997 年
に香港にて、SA2,3Gal のみを認識する H5N1
鳥インフルエンザウイルスがヒトに感染し
たのも、呼吸気道下部において感染が起こっ
たものと考えられる。しかし、ヒトの間で効
率よく伝播するためには飛沫による拡散 、
つまり上部気道で効率的に増殖することが
重要である。そのためには、上部気道に多く
発現しているSA2,6Galとの結合が重要であ
ると考えられる。2003 年以降、鳥インフルエ
ンザの流行は拡大し、ヒトへの感染例は年々
増加しているが、それだけ、ヒトへの適応に
関与する変異を起こしたパンデミックウイ
ルスの出現が起こる可能性が高まりつつあ
るといえる。実際に、2003 年に香港でヒトに
感染した H5N1 ウイルスは、鳥類から分離さ
れた H5N1 ウイルスにはないヒト特有のアミ
ノ酸変異を有し、かつ SA2,3Gal および
SA2,6Gal 両方に親和性を持つことが我々の
研究により明らかになっている。 
パンデミックウイルスの出現が危惧され

る昨今、H5N1 鳥インフルエンザウイルスは、

どの程度ヒトに感染しやすくなっているか
を解析し、また、どのようなメカニズムで、
ヒトに感染しやすくなるのかを解明するこ
とは急務であり、パンデミックウイルス出現
に対する事前策を講じる上で重要な課題と
いえる。 

 
ヒト分離 H5N1 ウイルスのヒト型

レセプターを認識する多くの株の HA で、
レセプター結合部位周辺における塩基
性アミノ酸への置換がみられた。一方、
季節性のヒト H3N2 ウイルスの HA タ
ンパク質の変遷を解析したところ、
1968 年のヒト社会での出現以降、蛋白
質表面の正電荷が蓄積しており、それ
は鳥の H3N2 には見られない特徴であ
った（図１）。 これらのことから、イ
ンフルエンザウイルスのヒトへの適応
の１つに HA の表面正電荷の増強による
静電相互作用によるヒト型レセプター
の認識の可能性が示唆された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. H3N2 ウイルス HA の電荷の変遷  

 

 

 

 



２．研究の目的 

 

過去ヒトにおいてパンデミックを起こした H3N2
ウイルスヒトへの適応を解析し、さらに H5N1 ウイ
ルスのヒトへの適応メカニズムの解明を目的とし
ている。 

 

３．研究の方法 

（１）各ウイルスのレセプター特異性を
solid-phase binding assay（ヒト型および、
鳥型のレセプターアナログ分子と、ウイルス
との結合性を解析する実験系）を用いて解析
する。その際、塩濃度を変えて測定すること
で、結合力が静電相互作用に基づいた結合力
であるか否か調べる。 

（２）H5N1 ウイルスについては、タンパク
質構造解析ソフトを用いて、HA 蛋白質の表
面電荷をシミュレーションし、正電荷の増強
に関与しうる変異を選別する。選別した変異
を有するウイルスをリバースジェネティク
ス法で作製し、上記(1)の方法でレセプター特
異性を解析する。 

（３）ヒトの正常気管支上皮細胞での増殖性
とレセプター特異性との関係を調べる。各ウ
イルスのヒトの正常気管支上皮細胞および
鶏由来の細胞での増殖性を比較し、レセプタ
ー特異性とヒト気管支上皮細胞での増殖性
との関係を調べる。 

（４）ヒト型レセプターを認識する H5N1 ウ
イルスの伝播性の解析。ヒト型レセプターを
認識する H5N1 ウイルスの伝播性を解析す
るために、インフルエンザウイルスの研究に
おいて確立された実験動物であるフェレッ
トを用い、ウイルスの伝播性を調べる。ウイ
ルスをフェレットに感染させ、一日後に、
感染させていないフェレットを感染フェレ
ットの隣のケージに置き、10 日間、鼻洗浄液
を回収し、ウイルスの有無を調べる。（この
系では、2 頭のフェレットは直接接触できな
いが、エアロゾルは行き来できる状態にあ
り、飛沫感染の有無をしらべることができ
る）。 

 
４．研究成果 
 
（１）1968 年のヒト社会での出現以降、
蛋白質表面の正電荷が蓄積しており、そ
れは鳥の H3N2 には見られない特徴で
あった（前述）。そこで鳥のウイルスや
1968 年当初と、近年のヒト分離株のレ
セプター結合において質的な違いがあ
るのか否かを調べた。1968 年の株や鳥
分離株は塩濃度に依存しない結合力で
レセプターと結合していたが、近年のヒ
ト分離株は塩濃度に依存していた。 つ
まり、ヒト社会で出現したのち、さら
にヒトに適応する過程で、レセプター

認識が電荷に依存したものに変化した
ことが示唆された。  

 

（２）ヒト分離 H5N1 ウイルスの HA の
変異を調べたところ、鳥分離株には見ら
れないヒト分離株特有のアミノ酸変異
が多数見受けられた。そこで、レセプタ
ー特異性を解析したところ、数株がヒト
型レセプターと結合することができ、そ
れらの多くの株で塩基性アミノ酸への
置換がみられた。そこで、塩濃度に依存
的な結合力であるか否か調べたところ、
塩濃度に依存的であったことから、静電
相互作用によるヒト型レセプターとの
結合を行っている可能性が示唆された。       

次に、タンパク質構造解析ソフトを用い
て、H5HA 蛋白質に変異が起きた時の表面電
荷をシミュレーションし、正電荷の増強に関
与しうる変異を特定し、特定した変異を有す
るウイルスをリバースジェネティクス法で
作製した。それらのウイルスのレセプター特
異性の解析を行ったところ、正電荷の増強さ
れたHAの多くがヒト型レセプターと結合す
るようになっており、さらに、それらの変異
の位置は、ヒト H3N2 ウイルスで塩基性
置換が集積してきた位置と酷似してい
た。これらの成績から、H5N1 ウイルス
も季節性の H3N2 ウイルスと似たヒト
への適応をする可能性が示唆された。  

 

（３）表面電荷とレセプター結合との関
係の一般化を図るために、ヒト型レセプ
ターを認識しない株の HA の表面電荷パ
ターンを、ヒト型レセプターを認識する
株の表面電荷パターンと一致させるこ
とで（図２）、ヒト型レセプターを認識
するようになるか否か調べた。その結果、
表面電荷を一致させることで、類似のヒ
ト型レセプターを認識パターンを示す
ようになった（図３）。このことから、
ヒトへの適応の際のレセプター認識の
変化を考察する上で、HA の表面電荷を
解析することも重要なアプローチであ
ることが分かった。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.HA の表面電荷のシミュレーション  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. シミュレーションに基づき作製し
た HA を有するウイルスのレセプター特
異性解析  

 

 

（４）ヒト型レセプターを認識するよう
になったことで H5N1 ウイルスがヒト
の正常気管支細胞でよく増殖するよう
になったか否かについて調べた。その結
果、鶏由来の細胞では増殖性に差がなか
ったが、HA 蛋白質の 182 番目のアミノ
酸などに変異が起こると顕著にヒトの
気管支上皮細胞で増殖性が上がること
が明らかになった（図 4）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4. ヒト呼吸器上皮細胞でのウイル
スの増殖性解析  

 

 

（５）次に、ヒト型レセプターを認識す
る H5N1 ウイルスがフェレットで伝播
するか否かについて解析を行った。電荷
依存的および電荷非依存的にヒト型レ
セプターを認識する株、ヒト型レセプタ
ーを認識しない株をそれぞれ、フェレッ
トに感染させ、非感染のフェレットに伝
播するか否か調べた。その結果、コント
ロールとして用いた新型 H1N1 ウイル
スを感染させたフェレットはくしゃみ
を起こし、フェレット間での効率のよい
伝播が確認されたが、H5N1 ウイルスで
は、フェレット間での伝播が起こらなか
った。鼻洗浄液に存在するウイルス量を
調べたところ、一部の H5N1 ウイルスで
は高い量のウイルスが検出されたこと
から、くしゃみを起こすか否かも伝播に

おける重要な要因であることが推測さ
れた。  
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