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ヒト抗体ライブラリーからの
B 型インフルエンザウイルス抗 HA 抗体単離の試み

１ ．緒　　　言
　インフルエンザは，インフルエンザウイルスによっ
て起こる感染症である。高齢者など高リスク患者にお
いては肺炎を併発し，多くの死亡をもたらす。原因と
なるインフルエンザウイルスはオルソミクソウイルス
科に属し，核タンパクおよびマトリックスタンパクの
抗原性の違いから A，B，C の ３ つの型に分類されて
いる。この中で A 型と B 型ウイルスが季節性インフル
エンザとしてヒトに流行をもたらす。
　B 型インフルエンザは，一般に A 型インフルエンザ
よりも合併症が少なく，軽症のことが多いとされてい
る。しかし，ライ症候群や筋炎の合併は B 型インフル
エンザに多く，ノイラミニダーゼ阻害薬の効果が A 型
インフルエンザに比較して低いとの報告もあり，注意
が必要である

1

。
　A 型ウイルスは膜上の糖タンパクであるヘマグルチ
ニン（HA）とノイラミニダーゼ（NA）の抗原性の違
いにより亜型に細分化されている。一方，B 型ウイル
スは A 型のように亜型の存在はないが，HA 遺伝子の
分子系統的解析により Yamagata 系統と Victoria 系統
に分類され

2

，HA の抗原性が異なる。HA には毎年変
異が導入されるものの，その導入率は A 型ウイルスよ
り低い。B 型ウイルスは A 型と異なりヒトのみを宿主
としているため，パンデミックが予想されておらず，
世界的にみても B 型ウイルスに対する中和抗体の研究
は A 型ウイルスより遅れている。
　インフルエンザワクチンの主な作用機序は HA に対
する中和抗体を誘導することである。HA はインフル
エンザウイルスが宿主に感染するために必須の膜上に
存在する糖タンパクである。HA 頭部には宿主に結合
するためのレセプター結合領域が存在し，その領域周
辺は抗原性が高く中和抗体が誘導されやすい部位であ

るが，変異が導入されやすい。一方，HA 幹部領域は
変異が導入されにくく，HA 亜型間でアミノ酸配列の
保存度が高い。そのため HA 幹部に対する中和抗体を
誘導できるワクチンは，亜型間を超えて中和活性をも
つユニバーサルワクチンとなる可能性をもっている

3

。
　我々は，これまでの研究においてファージディスプ
レイ法により作製したファージ抗体ライブラリーから
200 種類以上の A 型インフルエンザウイルスの抗 HA
抗体を単離し，レパートリー解析をしてきた

4−6

。
　本研究では，B 型インフルエンザウイルスの抗 HA
抗体を多数単離することを目的とした。

２ ．実験方法
２− １．ドナーおよびワクチン接種スケジュール
　ドナーは 1947 年に生まれ，小児期および 1968 年に
インフルエンザに何度か罹患した。ドナーは 2009 年に
A 型の A/California/７/2009（H1N1）のワクチン接種
を受ける前にはインフルエンザワクチン接種歴はなか
った。
　本研究では，2014 年 ４ 月に ２ 週間間隔で ２ 回のワク
チン接種を行い， ２ 回目ワクチン接種の １ か月後に末
梢血を採取した。接種した季節性インフルエンザワク
チンは 2013/2014 シーズンの B/Massachusetts/２
/2012（Yamagata 系），A/Texas/50/2012（H3N2）お
よび A/California/７/2009（H1N1）であった。
　本研究は，藤田保健衛生大学倫理委員会で承認さ
れ，ドナーには書面で同意を取得した。

２ − ２ ．ヒト抗体ライブラリーの作製
　ファージディスプレイ法を用いてヒト抗体ライブラ
リーを作製した

7

。200㎖末梢血から 1.68×108 個の B リ
ンパ球を含む単核球を回収し，messenger RNA を単
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シリン耐性 LB 寒天プレートに播種した。プレートか
らそれぞれ 24 個ずつ大腸菌コロニーを選出した。大腸
菌コロニーを １ mM イソプロピル-β-D-チオガラクト
ピラノシド（IPTG）を含有する ２ ×YT 培地中で 30℃
にて一晩培養し，Fab 型抗体を培地中に分泌させた。
Fab 型抗体は，Fab に M13 ファージコードタンパクで
ある g3p を融合させた形（Fab − cp3 型）で発現させ
た。

２ − ５ ．核タンパク（NP）の調製
　人工合成した B/Brisbane/60/2008 の NP（accession 
No. Y115154）遺伝子を，pET-21d（＋）ベクターに挿
入した。大腸菌 BL21（DE3）plysS に導入し， １ mM 
IPTG 含有の ２ ×YT 培地中にて 20℃で一晩培養し，
大腸菌内に NP を発現させた。大腸菌を凍結融解後，
遠心分離により NP を含む上清を回収した。

２ − ６ ．ELISA
　ホルマリン処理された B 型インフルエンザ HA ワク
チン液もしくは大腸菌で発現させた NP を 96 ウェル
Maxisorp イムノプレート上にコーティングした。 ５ ％
ウシ血清アルブミンでブロッキング後，大腸菌培養上
清中の Fab-cp3 型抗体を各ウェルに加え，反応させ
た。ウェルの洗浄後，マウス抗 cp3 抗体（MBL）を加
え，反応させた。その後，西洋わさびペルオキシダー
ゼ（HRP）標識ヤギ抗マウス IgG（H ＋ L）（MBL）を
加え，反応させた。HRP の基質（O −フェニレンジア
ミン二塩酸塩；Wako）を各ウェルに加え，発色させ
た後，H2SO4 で反応を停止させ，492nm の吸光度を
測定した。

３ ．実験結果
　季節性インフルエンザワクチン接種後のドナーの末
梢血より作製したヒト抗体ライブラリーを，B/Mas -
sachusetts/２/2012（Yamagata 系統）および B/Bris-
bane/60/2008（Victoria 系統）のホルマリン処理され
た B 型インフルエンザ HA ワクチン液を用いてパニン
グ法でスクリーニングを行った。 ２ 回または ３ 回パニ
ングした後に各 24 抗体ずつ単離した。それら抗体の
B/Massachusetts/２/2012（Yamagata 系統）および B/
Brisbane/60/2008（Victoria 系統）のホルマリン処理
された B 型インフルエンザ HA ワクチン液に対する結
合活性を ELISA で確認した。
　B/Massachusetts/２/2012（Yamagata 系統）でのス
クリーニング（F098）では，B 型ワクチン液に対し結
合活性の持つ抗体を 18 個単離した。結合活性データ
を図 ２ に示す。F098 では ２ 回目のパニングでは結合活
性のある抗体は単離できなかったが ３ 回パニングを行

離後，complementary DNA を合成した。抗体 V 遺
伝子を PCR 法にて増幅し，重鎖と軽鎖のライブラリー
をそれぞれ作製した。重鎖ライブラリーから重鎖を切
り出し，軽鎖ライブラリーに重鎖を挿入することで
2.18×109 サイズのヒト抗体ライブラリーを作製した

（図 １ ）。

２ − ３ ．ウイルス株
　スクリーニングおよび ELISA には，以下の阪大微
生物病研究会より分与していただいたホルマリン処理
された B 型インフルエンザ HA ワクチン液を使用した。
B/Massachusetts/２/2012，B/Brisbane/60/2008。

２ − ４ ．ヒト抗体ライブラリーのスクリーニング
　作製したヒト抗体ライブラリーを，パニング法によ
ってスクリーニングした。B/Massachusetts/２/2012 お
よび B/Brisbane/60/2008 株のホルマリン処理された
B 型インフルエンザ HA ワクチン液を希釈して抗原と
して使用した。 ２ 回または ３ 回パニングした後，溶出
したファージを大腸菌（DH12S）に感染させ，アンピ

図 ２ 　 B/Massachusetts/2/2012 でのスクリーング（F098）で単離した
抗体の結合活性
ELISA で 492nm の吸光度を測定した。抗原には B/Massachu-
setts/2/2012 および B/Brisbane/60/2008 のウイルス株を使用し
た。上段には ２ 回目のパニングで単離した抗体の結合活性を，
下段には ３ 回目のパニングで単離した抗体の結合活性を示す。

図 １ 　ヒト抗体ライブラリーの作製
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ワクチン液とライブラリーの組み合わせによっては抗
NP 抗体ばかりが単離され，目的とする抗 HA 抗体が
単離できない場合も多い。これは，インフルエンザ HA
ワクチンの原液の調製は，HA 画分の精製を行ってい
るものの，実際にはノイラミニダーゼ，マトリックス

（M1）タンパク，NP などほかのウイルス構成タンパ
クが含まれていることに起因すると考えられる。その
ため，今後は中和活性を持つ抗 HA 抗体をヒト抗体ラ
イブラリーより効率的に単離する方法を検討する必要
がある。その一つの手段として，ヒト抗体ライブラリ
ー中に存在する抗 NP 抗体を，本研究で作成した B 型
ウイルスの NP とあらかじめ反応させておいた状態で
スクリーニングを実施することを考えている。その結
果，抗 NP 抗体の単離数が減少し，抗 HA 抗体の単離

うことにより，18 個の抗体の単離が可能となった。こ
れは， ２ 回のパニングでは B/Massachusetts/２/2012

（Yamagata 系統）株に対し結合活性を有する抗体群の
濃縮が十分ではなかったためと考えられる。単離した
抗体のうち，F098-108，F098-123 の ２ つの抗体は B/
Massachusetts/２/2012（Yamagata 系統）のみに結合
活性を示した。それ以外の 16 個の抗体は B/Massa -
chuset ts/２/2012（Yamagata 系 統 ） と B/Br is -
bane/60/2008（Victoria 系統）の両方に結合活性を示
した。
　B/Brisbane60/2008（Victoria 系統）でのスクリーニ
ング（F108）では，２ 回目及び ３ 回目のパニングから，
活性が弱いながらも，13 個の B 型ワクチン液に対する
結合活性を持つ抗体を単離した。結合活性データを図
３ に示す。13 個の抗体すべてが，B/Massachusetts/２
/2012（Yamagata 系統）と B/Brisbane/60/2008（Vic-
toria 系統）の両方に結合活性を示した。
　我々がこれまでに実施してきた A 型インフルエンザ
ワクチン液でのスクリーニングで単離した抗体の中で，
異なる亜型間（H3 型と H1 型）の両方に結合活性を示
す抗体は抗 NP 抗体が大多数であり，抗 HA 抗体は数
個単離できたに過ぎない。B 型においても同様のこと
が起こると考え，抗 NP 抗体を効率的に除くため，大
腸菌発現系を用いて B 型インフルエンザウイルス（B/
Brisbane/60/2008）の NP を作製し，今回単離した抗
体の NP に対する結合活性を ELISA で確認した。NP
への結合活性データを図 ４ に示す。F098-108，F098-
123，F098-112 以外の全ての抗体が NP に対して結合
活性を示した。

４ ．考　　　察
　本研究で単離したクローンのうち，両系統の B 型イ
ンフルエンザワクチン液に結合活性を示す抗体はほと
んど抗 NP 抗体であったが １ 抗体のみ NP に対して結
合活性を示さなかった。両系統のワクチン液に交差反
応する抗体の中からこのような抗体の存在を簡便に確
認するために，NP の大腸菌での発現系を導入した。
これは，NP には糖鎖がないことから大腸菌での発現
系を構築することが可能であるためであり，簡便に NP
を調製し，かつ ELISA での実験系に持ち込むことが
容易となる。インフルエンザワクチン液でのスクリー
ニングでは，異なる亜型（A 型）及び異なる系統（B
型）のワクチン液に交差反応性を持つ抗体が多数単離
されることも多いことから，この実験系は大いに威力
発揮すると考える。
　本研究では最終的に B 型ウイルスの抗 HA 抗体を多
数単離することが目的である。これまでの我々の研究
においては抗 HA 抗体，抗 NP 抗体の単離率が高く，

図 3 　 B/Brisbane/60/2008 でのスクリーング（F108）で単離した抗体
の結合活性
ELISA で 492nm の吸光度を測定した。抗原には B/Massachu-
setts/2/2012 および B/Brisbane/60/2008 のウイルス株を使用し
た。上段には ２ 回目のパニングで単離した抗体の結合活性を，
下段には ３ 回目のパニングで単離した抗体の結合活性を示す。

図 4 　核タンパク（NP）に対する結合活性
B 型インフルエンザウイルス株に結合活性を示した抗体を
ELISA で 492nm の吸光度を測定した。
抗原には NP（B/Brisbane/60/2008 株）を使用した。バックグ
ラウンドとして PBS（リン酸緩衝生理食塩水）を使用した。
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数が上昇することを期待している。
　本研究で単離した抗体 F098-108，F098-123，
F098-112 は，NP に結合活性を示さなかったことから
抗 HA 抗体である可能性が考えられた。そのうち
F098-108，F098-123 は，今回接種したワクチンに含
まれていた B/Massachusetts/２/2012（Yamagata 系
統）株に対してのみ結合活性を示した。しかし，この
株だけではなくそれ以前に流行した Yamagata 系統の
ウイルス株にも交差反応する可能性があり，今後検討
が必要である。F098-112 は B/Massachusetts/２/2012

（Yamagata 系統）と B/Brisbane/60/2008（Victoria 系
統）の両方に結合活性を示した。Yamagata 系統と
Victoria 系統の両方に交叉反応を示す抗 HA 抗体は少
数しか報告されていない

8, 9

。F098-112 についても Ya-
magata 系統と Victoria 系統の両方に交叉反応を示す
抗 HA 抗体の可能性があり，スクリーニング方法の改
善によってこのような抗体のさらなる単離が期待でき
る。
　今回単離した ３ 個の抗体 F098-108，F098-112，
F098-123 は，ウェスタンブロット法による抗原の決定
や赤血球凝集抑制試験での抗体作用機序の確認，同一
系統内のウイルス株（抗原変異株）に対する交差反応
性，および抗体のアミノ酸配列の解析が今後の課題で
ある。

５ ．結　　　論
　ヒト抗体ライブラリーを作成しスクリーニングを実
施した結果，B 型インフルエンザウイルスに対し結合
活性をもつ Fab 型抗体を ３ 個単離した。F098-108，
F098-123，F098-112 は NP に対する結合活性を示さ
ないことから，抗 HA 抗体である可能性が示唆された。
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