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緒　言

　インフルエンザ A ウイルス（IAV）の表面には HA と NA の 2 つの糖タンパク質がある。IAV の感染性獲得には、
ウイルス膜蛋白質の HA がプロテアーゼにより蛋白質分解性の修飾（HA の開裂）を受け、膜融合活性を発現する必要
がある。IAV は自身でプロテアーゼ遺伝子を持たないため、HA を開裂できる宿主プロテアーゼを借用する必要があ
り、IAV 増殖場所はそのプロテアーゼが存在する組織に限定される。これまでに、TMPRSS2 遺伝子発現を欠損した
マウス（TMPRSS2 遺伝子欠損マウス）を用いて、季節性 IAV の H1N1 や H7N9 の原発性ウイルス肺炎の病原性発現

（HA 開裂）には、呼吸器上皮に発現するセリンプロテアーゼの TMPRSS2 が必須の宿主因子（宿主プロテアーゼ）で
あることを明らかになっている１-３）。しかし、季節性 IAV の H3N2 については、研究グループ間において、TMPRSS2
遺伝子欠損マウスでの病原性、ウイルス増殖性などの TMPRSS2 依存性の結果が異なっていた。
　一方、感染性獲得に重要な HA は、感染防御抗原としても重要であり、HA 抗原を効率よく認識する抗体があれば、
感染防御することができる。しかしながら、季節性 IAV は HA の抗原性を変異させ（連続変異）、毎年世界中で流行
している。これまでの季節性 IAV は、受容体結合部位である HA タンパク質球状部領域の糖鎖修飾による、抗体から
の免疫回避機構が知られている。更に Ekiert らの研究から、H3 亜型の HA のストーク領域には、異なる亜型間にまた
がって中和能を有する共通抗原のエピトープが存在することが報告されている４）。
　本研究では、①「HA 開裂部位近傍の HA ストーク領域の糖鎖欠損によるプロテアーゼ指向性の変化」と②「HA ス
トーク糖鎖による共通抗原エピトープのシールド機能」について、解析を試みた。

方　法

１．HA ストーク糖鎖欠損ウイルスの TMPRSS2 遺伝子欠損マウスでの病原性の解析
　H3N2 の HA ストーク領域には、8 位、22 位、38 位の糖鎖修飾部位があるが、2015 年から 2017 年 3 月までに登録
されているデータベースを用いて、8 位あるいは 22 位あるいは 38 位の糖鎖を欠損した季節性インフルエンザが自然界
に存在するか検索した。次に、HA ストーク糖鎖欠損ウイルスと親株の TMPRSS2 依存性 HA ストーク糖鎖付加ウイ
ルスを用いて、野生型マウスと TMPRSS2 遺伝子欠損マウスの肺への感染実験より、プロテアーゼ指向性、ウイルス
増殖性について、糖鎖修飾の意義を解析した。

２．TMPRSS2 非依存性 HA ストーク糖鎖欠損ウイルスの開裂プロテアーゼの同定の試み
　TMPRSS2 非依存性 HA ストーク糖鎖欠損ウイルスと親株の TMPRSS2 依存性 HA ストーク糖鎖付加ウイルスを用
いて、トリプシン非存在下 MDCK 細胞及び LoVo 細胞でのウイルス増殖能、TMPRSS13、Matriptase による HA 開裂
能、TMPRSS4、TMPRSS13、Matriptase 等の siRNA を用いたプロテアーゼ利用能の解析を実施した。

３．HA ストーク糖鎖による共通抗原エピトープのシールド機能の解析
　HA ストーク 8 位糖鎖欠失ウイルス及び親株に対する抗血清を作製し、それら抗血清と親株と抗原性の違う様々な
H3N2 亜型分離株（A/Switzerland/9715293/2013 株、A/Indiana/07/2012 株、A/Aichi/116/2013 株、A/Hiroshima/
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21/2013 株）、あるいは H3 亜型とは異なるが HA 系統解析で同じ Group2 に分類される H7 亜型ウイルス株とのウイル
ス中和能解析により、HA ストーク糖鎖欠損ウイルスの抗原性を解析した。

結果および考察

　H3N2 季節性インフルエンザウイルスの HA ストーク糖鎖欠損ウイルスは、登録されている 2016 年 1 月から 12 月ま
での 6,650 株、2017 年 1 月から 3 月までの 1,775 株のうち、8 位の糖鎖欠損ウイルスが 146 株（1.7％）を確認できた
が、22 位及び 38 位の糖鎖欠損ウイルスは確認できなかった。22 位及び 38 位の糖鎖が存在する領域は、プロテアーゼ
による開裂後、pH の低下に伴い、β シートから α へリックスへと膜融合には必須の構造変化する領域であり、非常
に高い保存性が求められる。ウイルスの感染性保持のために、変異の導入された 22 位及び 38 位の糖鎖欠損ウイルス
は感染性を失い、そのため自然界に存在できないウイルスではないかと推測された。
　糖鎖の付加されている親株のウイルス感染では、野生型マウスの LD50 の 10 倍に相当するウイルス量感染時におい
ても、TMPRSS2 遺伝子欠損マウスでは致死や発症、顕著な体重変動は認められなかったが、8 位糖鎖欠損ウイルスで
は、TMPRSS2 遺伝子欠損マウスは野生型マウスと同様に著しい体重減少、致死が認められた（図 1）。

図 1． ウイルス感染後の体重推移
親株及び８位糖鎖欠損ウイルス感染後のマウスの体重推移。親株感染野生型マウスは著し
い体重減少を伴い、致死的経過を示したが、親株感染 TMPRSS2 遺伝子欠損マウスでは、
発症や体重変動もなく、全て生存した（親株は TMPRSS2 依存性）。一方、８位糖鎖欠損ウ
イルス感染 TMPRSS2 遺伝子欠損マウスでは、８位糖鎖欠損ウイルス感染野生型マウスと
同様に、著しい体重減少を伴い、致死的経過を示した（８位糖鎖欠損ウイルスは TMPRSS2
非依存性） 。

　また、親株と異なり、8 位糖鎖欠損ウイルスでは、TMPRSS2 遺伝子欠損マウス感染肺において、野生型マウスと同
様に、HA タンパク質の開裂（HA0 から HA1 と HA2 への開裂）が認められた（図 2）。
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図 2． 感染肺での HA 開裂
８位糖鎖欠損ウイルス感染 48 時間後のマウス肺における HA 開裂像。野生型マウス（wt1,
2, 3）と同様に、TMPRSS2 遺伝子欠損マウス（ko1, 2, 3）においても、HA の開裂（HA0
→HA1、HA2）が認められた。

　つまり、用いたマウス馴化株という実験室株では、HA ストーク領域の 8 位の糖鎖の有無がプロテアーゼ指向性、マ
ウスでの病原性に関与してことが示された５）。また、H7N1 のマウス馴化実験室株では、H3N2 実験室株と同様に、HA
開裂部位の近傍の糖鎖欠失を伴い、TMPRSS2 遺伝子欠損マウスでの病原性、感染肺での HA 開裂が認められたことか
ら、亜型に関わらず、HA 開裂部位の近傍の糖鎖欠失は、プロテアーゼ指向性に大きく関与することが示唆された。
　8 位糖鎖欠損ウイルスは、親株と異なり、トリプシン非存在化 MDCK 細胞でプラック形成能を有することから、furin
が利用プロテアーゼとして考えられたが、LoVo 細胞と furin を用いた解析では、その利用能を明らかにすることは出
来なかった。また、発現細胞において、TMPRSS13、Matriptase による 8 位糖鎖欠損ウイルスの HA 開裂が認められ
たため、siRNA を用いて HA 開裂効率の変化を解析したが、実施した条件では、HA 開裂効率の有意な減少は認めら
れず、8 位糖鎖欠損ウイルスが新たに利用できるようになったプロテアーゼを同定することはできなかった。また、
TMPRSS2 非依存性 H3N2 の実験室株を用いた研究で、野生型マウスに比べ、TMPRSS2 と TMPRSS4 の両遺伝子欠
損マウスで致死性の 有意な低下が最近報告された６）が、両遺伝子欠損マウスでも十分な体重減少を示していることか
ら、TMPRSS4 も関与はしているが HA 開裂の主要プロテアーゼではないことが推測された。更に、B 型インフルエン
ザウイルスを用いた研究でも、本研究の 8 位糖鎖欠損ウイルスと同様に、TMPRSS2 遺伝子欠損マウスにおいて、
TMPRSS2 以外のプロテアーゼにより HA 開裂能が認められた７）ため、今後、これらウイルスの利用しているプロテ
ーゼについて更なる研究が必要である。
　他の研究グループ１, ２）が用いた H3N2 の実験室株では、TMPRSS2 遺伝子欠損マウスでも病原性を示したことから、
本研究では、臨床分離株（A/Indiana/07/2012 株、A/Yamaguchi/39/2013 株、A/Aichi/116/2013 株、A/Hiroshima/
21/2013 株）を用いて、8 位の糖鎖の有無とプロテアーゼ指向性について解析した。いずれの臨床分離株の TMPRSS2
遺伝子欠損マウス感染肺においても、HA 開裂は検出限界以下であった。用いた臨床分離株は、マウス馴化した実験室
株と異なり、マウス肺で効率よく増殖することができないことが考えられたため、TMPRSS2 遺伝子欠損マウス肺由来
細胞、気管由来細胞を作製し、高力価感染時の HA の開裂能を解析したところ、いずれの臨床分離株でも、野生型マ
ウス肺由来細胞と同様に HA1 が検出された（図 3）。
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図 3． マウス由来細胞での HA 開裂
８位糖鎖欠損ウイルス（A/Indiana/07/2012 株、A/Yamaguchi/39/2013）と糖鎖付加ウイ
ルス（A/Hiroshima/21/2013、A/Aichi/116/2013）感染 48 時間後のマウス由来細胞（WL：
野生型マウス肺細胞、KL：TMPRSS2 遺伝子欠損マウス肺細胞、KT：TMPRSS2 遺伝子欠
損マウス気管細胞）における HA 開裂像。 ８位糖鎖の有無に関わらず、全て臨床分離株に
おいて、HA 開裂後の HA1 を検出した。

　また、TMPRSS2 発現 HeLa 細胞では、8 位糖鎖欠損ウイルスの A/Indiana/07/2012 株で効率的な HA の開裂が認め
られた。マウスと培養細胞という異なる感染実験系を考慮する必要もあるが、8 位糖鎖欠損ウイルスの A/Yamaguchi/
39/2013 株と 8 位糖鎖付加ウイルス A/Aichi/116/2013 株については、HA の 8 位糖鎖の有無以外、膜タンパク質であ
る HA と NA の配列が一致しているにもかかわらず、TMPRSS2 遺伝子欠損マウス肺由来細胞、気管由来細胞、
TMPRSS2 発現 HeLa 細胞で HA 開裂に有意な差が認められなかったことから、HA ストーク領域の 8 位糖鎖の有無の
みが TMPRSS2 のプロテアーゼ指向性を決定していないことが示唆された。
　HA ストーク糖鎖欠失ウイルス及び親株に対する抗血清を用いたウイルス中和能解析では、すべての抗血清で親株と
同一の抗原性ウイルスには高い中和能を示したが、親株とは抗原性の異なる H3N2 亜型分離株、H7N1 亜型分離株、い
ずれの分離株に対しても中和能は認められなかった。本研究期間中に、本研究と同様の研究が報告された８）。その報告
において、H1N1 及び H5N1 の HA1 の３か所の糖鎖を欠損させた組換え抗原は、モノクローナル抗体を用いた抗原性
解析により、球状部領域への抗原性は親株と同等に維持していたが、ストーク領域への抗原性は親株に比べ有意に低下
していたことが明らかとなった８）。本研究の H3N2 についても、同様のことが推測され、HA タンパク質の球状部領域
への抗体認識が強く、目的とする HA タンパク質のストーク領域への効率的な抗体産生が行われなかったことが考え
られた。
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