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研究成果の概要（和文）：我々はISAAC法を用い、インフルエンザワクチン接種ボランティアより

インフルエンザM2eと結合する抗体のスクリーニングを行った。その結果、M2eと結合するAb1-10

を得た。その機能解析を行った結果、季節性ウイルスのみならず、トリ型や2009年のパンデミッ

ク型にも結合することが示された。さらにin vitroにおいて抗ウイルス能が示された。これらの

結果はAb1-10が有用な抗体医薬候補であることを示唆している。 

 

研究成果の概要（英文）：In this study, we applied ISAAC method to detect influenza 

virus-specific B-cells in peripheral blood from healthy volunteers who had been immunized 

with influenza HA vaccine to generate human influenza monoclonal antibodies. We obtained 

many human monoclonal antibodies reacting influenza viruses, and characterized their 

functions. One of them (Ab1-10) specifically bound external domain of the matrix protein 

2 (M2e). We demonstrate that Ab1-10 reacted not only to seasonal influenza A viruses, 

but also to pandemic (H1N1) 2009 virus (2009 H1N1) and highly pathogenic avian influenza 

A virus. More importantly, it inhibited 2009 H1N1 viral replication in vitro, suggesting 

that it could be a potent candidate for medical application.  
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１．研究開始当初の背景 

 A 型インフルエンザウイルスの膜貫通タン

パクである M2 は、ウイルス感染細胞で豊富

に発現している。HA 及び NA と異なり、M2 の

エピトープとなる細胞外ドメイン(M2e)は

H5N1 等のトリインフルエンザウイルスを含

む全ての A型インフルエンザウイルス間でよ

く保存されている(Virol J, 102:3,2006, J 

Virol, 5491:65,1991, Nat Med, 1157:5,1999, 

Nucleic Acids Res, 2870:17,1989)。このた

め抗 M2 抗体はインフルエンザ患者に対する

抗体に基づく受動免疫療法を開発する際の

標的だけでなく、トリインフルエンザに対す

る画期的な治療法となることが期待されて

いる。 

 

２．研究の目的 

 本研究課題はトリインフルエンザウイルス

を制圧する画期的な抗体医薬開発の基礎研究

を目的とした。即ち、トリインフルエンザウ

イルスを含むA型インフルエンザウイルスに

共通して発現し、かつ抗原性変異が少ないM2e

に対するヒト抗体を作製する。さらにそれら

抗M2ヒト抗体の機能解析を通して、in vitro

における中和能の検討を行う。 

 

３．研究の方法 

 インフォームドコンセントのもとインフ

ルエンザ HA ワクチン接種ボランティアより

末梢血を採取し、我々が独自に開発した

ISAAC 法を用い、インフルエンザ特異的抗体

産生細胞の検出を行った。その細胞を採取し、

そこから抗体遺伝子の増幅を行いリコンビ

ナント抗体を作製した。これら抗体の中から

M2 特異的抗体のスクリーニングを行い、その

機能解析を行った。 

 

４．研究成果 

 健常人ボランティアより 50 種類以上の抗

インフルエンザウイルス抗体を得ることに

成功した。この中から M2e 特異的抗体のスク

リーニングを行った結果、Ab1-10 が M2e と結

合する事が明らかとなった。 

 Ab1-10が様々なA型インフルエンザと結合

する事を調べるため、A 型季節性の H1N1 

(A/NewCaledonia/20/99)、同じく A型季節性

の H3N2(A/Panama/2007/99)、B 型季節性ウイ

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1.  Ab1-10 を用いたウエスタン法による

解析。A型インフルエンザの16kDa及び26kDa

付近に特異的バンドが検出された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. Ab1-10 のエピトープマッピング。(A)

作製した M2 変異体の模式図。(B)フローサイ

トメーターの結果。黒線は Ab1-10、灰色線

はコントロールとして用いた 14C2 との結合

性を示している。Ab1-10 はセリン 2、ロイシ

ン 3、スレオニン 5が結合に必須であること

が示された。 



ルス（B/Tokio/53/99）、A 型でいわゆるトリ

型の H5N1 (A/Vietnam/1194/04)、A 型で 2009

年に流行した H1N1(A/California/ 7/2009)

の５種類の不活化ウイルス抗原と結合する

かをウエスタン法により検討を行った。その

結果、A 型のウイルス抗原と結合することが

明らかになった(図 1)。 

 Ab1-10 のエピトープを決めるため、M2e の

一部のアミノ酸配列を持ったペプチドを用

いて ELISA による解析を行った。その結果、

Ab1-10は 2から9番目のアミノ酸をエピトー

プとしていることが明らかになった。さらに

Ab1-10 がどのアミノ酸を認識するかを調べ

るため、１アミノ酸ずつアラニンに置換した

M2e 変異体発現プラスミドを作製し、哺乳類

細胞に発現させ、その結合性をフローサイト

メーターを用いて解析した。その結果、セリ

ン 2、ロイシン 3、スレオニン 5 が結合に必

須であることが示された(図 2)。 

 Ab1-10 が抗ウイルス能を持っているかを

調べるため in vitro においてプラークアッ

セ イ を 行 っ た 。 そ の 結 果

H1N1(A/PuertoRico/8/1934)及び 2009年型の

H1N1(A/Osaka/132/2009(H1N1))ウイルスの

プラークが大きくなることを阻害すること

が示された(図 3)。 

 以上の結果より。本研究によって得られた

抗M2ヒト抗体はパンデミックの危機に瀕して

いるトリインフルエンザウイルスのみならず、

2009年に流行したインフルエンザウイルスを

制圧する画期的な抗体医薬開発の基礎研究と

なることが期待される。 
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図 3. In vitro プラークアッセイ。Ab1-10

を含んだ培地でウイルスプラークを作製さ

せると、プラークが大きくなることを抑え

た 。 ウ イ ル ス 株 と し て (A)H1N1 

(A/PuertoRico/8/1934)及び(B)2009年型の

H1N1(A/Osaka/132/2009(H1N1)を用いた。 
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