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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HA蛋白質は16種類（H1-H16）の亜型に分類される。我々は
これまで、H1、H2、H3、H13およびH16亜型のウイルスに対して中和活性を示すモノクローナル抗体S139/1の作出
に成功した。本研究では、計算科学的手法により、S139/1の分子認識機構を詳細に解析した。その結果、S139/1
が中和活性を示す株において、S139/1と強く結合するHA上10箇所の残基位置を同定した。また、水素結合解析か
ら、156、158、193番目の残基位置が特に重要であることが明らかになった。実際、これらの位置はS139/1のエ
スケープ変異実験で観測される変異位置と一致していた。

研究成果の概要（英文）：The HA of influenza A viruses is classified into 16 subtypes (H1-H16). We 
have previously reported a cross-reactive antibody, designated S139/1, which neutralizes H1, H2, H3,
 H13, and H16 subtypes. In this study, we characterized the S139/1 recognition sites on different 
HAs by computational methods such as molecular modeling and dynamics simulations. We investigated 
the contribution of individual residues on each HA to the interaction with S139/1, and found that 
amino acids at 10 positions on HA strongly contributed to S139/1 binding as for the strains 
neutralized by S139/1. Analysis of hydrogen bond interactions emphasized that the residues at 
positions 156, 158 and 193 were the most important for S139/1 binding. Indeed, amino acid 
substitutions at these three positions were experimentally observed in the mutant viruses escaping 
from neutralization by S139/1. Thus, our computational methods identified the amino acid residues 
critical for the cross-neutralizing activity of S139/1.

研究分野： 計算構造生物学

キーワード： インフルエンザ　ウイルス　抗体　計算科学　分子動力学　分子モデリング
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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は、人を含む

哺乳類および鳥類に広く感染する人獣共通
感染症病原体である。ウイルス粒子表面の
HA 蛋白質は、ウイルス中和抗体の主要な標
的であり、抗原性の違いから 16 種類の血清
亜型（H1-H16）に分類される。全ての亜型
は、インフルエンザウイルスの自然宿主であ
る野生の水禽類が保持している。したがって、
どの HA 亜型のウイルスも、種の壁を越え、
新型インフルエンザの流行を引き起こして
も不思議ではない。 
 現在、ヒトの間では H1 および H3 亜型の
ウイルスが、季節性インフルエンザとして流
行を繰り返している。インフルエンザの予防
にはワクチン接種が有効であるが、現行のワ
クチンは各亜型に対するワクチンを混合し
たものであり、両方の亜型に効果を示すもの
ではない。また、ウイルスの抗原変異の性質
のため、ワクチンの効果は長続きせず、ワク
チン株を頻繁に更新しなければならない。こ
のような理由から申請者らは、抗原性の異な
る多くのウイルスに対応可能な予防・治療法
の開発を目指している。 
ある HA 亜型に対する抗血清は他の HA 亜

型にはほとんど反応しない。そのため、これ
まで亜型間で共通する抗体結合領域（エピト
ープ）はほとんど存在しないと考えられてき
た。しかしながら最近、申請者らによる研究
（Yoshida R, et al., PLoS Pathog 2009）も
含め、幅広い HA 亜型を認識する抗 HA 抗体
が相次いで報告されている（Ekiert DC, et 
al., Science 2009; Sui J, et al., Nat Struct 
Mol Biol 2009; Corti D, et al., Science 
2011）。このような亜型間交差反応性を示す
抗体は、抗体医薬として新型インフルエンザ
発生時の治療に、また共通エピトープは万能
ワクチン設計に応用できる可能性を秘めて
いる。 
申請者らは、進化系統学的に異なる複数の

HA 亜型のウイルスに対して中和活性を示す
モノクローナル抗体の作出に成功した
（Yoshida R, et al.,PLoS Pathog 2009）。ま
た最近、この抗体と H3 亜型の HA との共結
晶構造を解き、そのエピトープ残基を同定し
た（Lee PS, et al., PNAS 2012）。しかしな
がら、①この抗体は H3 亜型の HA 以外とは
どのように相互作用しているのか、②共通エ
ピトープはどのような残基で構成されてい
るのか、③ウイルスは HA 上のどのような位
置、どのような特徴を持ったアミノ酸残基が
変異し、抗体からエスケープしているのか等、
まだ解明すべき点は多い。 

HA 上のエピトープを原子レベル、残基レ
ベルで解析することは重要である。エピトー
プ上のアミノ酸に変異が起こると、HA と抗
体との相互作用が弱くなり、新たな抗原構造
を持ったエスケープ変異株が出現する。申請
者は、計算科学的手法を用いて、この相互作
用について解析を行ってきた。その結果、エ

スケープ変異体に見られる HA上のアミノ酸
置換は、抗体と HA との結合自由エネルギー
を有意に減少させるアミノ酸残基の変異で
あることが分かってきた。また Liu らも、HA
と抗体の結合に大きく寄与するのは数残基
であり、その残基位置とエスケープ変異との
関係をバイオインフォマティクス手法によ
り解析し、報告している（Liu Q, et al., 
Bioinformatics 2011）。このような HA と抗
体との分子間相互作用に関する知見は、ウイ
ルスの変異予測や抗体・ワクチン設計におい
て非常に有用である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、インフルエンザウイルス HA

と亜型間交差反応性抗体の立体構造を基に、
計算科学的手法を用いて、HA と抗体との分
子間相互作用を解析する。さらに本研究では、
既知の HA-抗体複合体構造を鋳型に遺伝子
を改変して、抗体の親和性と特異性を操作し、
多くの HA を認識する抗体の設計を試みる。 
 
３．研究の方法 
当研究室で作出された亜型間交差反応性

抗体S139/1はH1, H2, H3, H13および H16
亜型のウイルスに対して中和活性を示す。ま
た S139/1 と H3 亜型（A/Victoria/3/75 株：
Vic 株）の HA との共結晶構造はすでに決定
され、プロテイン・データ・バンク（PDB）
に登録されている（4GMS.pdb）。 
(1) HA-S139/1 複合体の初期構造 

Vic 株の HA と S139/1 との結合構造は
4GMS.pdb を用いた。また、それ以外のウイ
ルス株の HA と S139/1 との結合構造は、分
子モデリング法により構築した。 
(2) HA と S139/1 との相互作用エネルギーお
よび残基間相互作用解析 
上記、HA-S139/1 の結合構造を初期構造と

して、20 ナノ秒の分子動力学シミュレーショ
ンを行った。HA と S139/1 との結合自由エネ
ルギーは MM/GBSA 法により、計算した。
計算プログラムには、AMBER14 および
AMBER16 を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 亜型間交差反応性抗体の共通エピトー
プの構造的特徴 
本研究では、H1, H2, H3, H6，H9 および 

H13亜型のHAとの分子間相互作用を分子動
力学シミュレーションにより解析し、亜型間
共通エピトープおよびパラトープの構造的
特徴を調べた（表 1）。 
 シミュレーションの初期構造となる
HA-S139/1 結合構造の構築には、構造重ね合
わせ、ホモロジーモデリング、ドッキングシ
ミュレーション等の分子モデリング手法を
組み合わせ、検討した。その結果、S139/1
構造の存在下で HAのみをホモロジーモデリ
ング法で構築した構造を初期構造としてシ
ミュレーションを行うと、得られる結合自由 



表 1. 本研究で用いたウイルス株 

 
エネルギーは実験値と定性的によく一致す
ることが明らかになった。すなわち、中和さ
れる株の HA は S139/1 と強く結合し、中和
されない株ではS139/1との結合が弱かった。
また、HA 上の変異に伴う S139/1 の中和活性
能の変化も、コンピュータ上で変異を導入し、
シミュレーションをすることにより、定性的
によく再現することが分かった。このように、
これらの結果から、本研究で考案した分子モ
デリング、結合自由エネルギー計算のプロト
コルの妥当性が確認された（図 1）。 

 
図 1. ウイルス株ごとの結合自由エネルギー 

 
 さらに、結合自由エネルギーのエンタルピ
ー項をアミノ酸残基ごとに分解し、分子間相
互作用における HAおよび抗体上の各残基の
エネルギー寄与を解析した。その結果、98、
136、153、156、158、159、193、194、196、
226 番目（H3 numbering）の残基が、中和
される株に共通して強く結合していた。さら
に分子間力を詳しく解析した結果、中和され
る株の HA では、156、158、193 番目のアミ
ノ酸残基が S139/1 と水素結合または塩橋を
形成し、結合に非常に重要であることが分か
った。実際、S139/1 のエスケープ変異株では、
これらの位置に変異が起こることが実験で
確認されている。これらの結果は、中和され
る株としない株および抗体からのエスケー
プ変異を計算機シミュレーションで予測で
きる可能性を示唆している。また、中和され
る株の HA に共通して、156 番目の残基が

S139/1 の HCDR2 と塩橋を形成しているこ
とが明らかになった。残基ごとに分割した結
合自由エネルギーの主成分分析の結果も、中
和される株とされない株の分離に寄与する
のは156番目の残基であることが示唆された。 
(2) エスケープ変異後の HA に再結合する抗
体設計 
 分子動力学計算から得られる結合自由エ
ネルギーを指標に、S139/1 の抗原認識能を 
改変し、S139/1 からエスケープ変異したウイ
ルス株を中和するモノクローナル抗体の分
子設計を試みた。上述したように、我々はす
で に S139/1 が 存 在 す る 環 境 下 で 、
A/Aichi/2/68（H3N2）ウイルスを培養すると、
HA 上 156 番、158 番、193 番目のアミノ酸
に変異を持ったウイルスが選択されてくる
ことを報告している。本研究では手始めに、
158 番目のアミノ酸置換によりエスケープ変
異したウイルス株を中和するモノクローナ
ル抗体の分子設計を試みた。はじめに HA と
S139/1 の分子動力学計算の結果から、HA と
S139/1 の結合に大きく寄与している抗体
CDR 上の残基位置を同定した。続いて変異
HA と S139/1 の分子動力学計算の結果から、
158 番目のアミノ酸置換によって結合に歪み
が生じる抗体 CDR 上の残基位置を同定した。
これら歪みの生じた残基位置に、計算機上で
アミノ酸置換を網羅的に導入し、分子動力学
計算により結合自由エネルギー計算を行っ
た。このうちいくつかはエスケープ変異前の
HA と S139/1 の結合エネルギーと同程度ま
で回復した。 
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