
Title RSウイルスワクチン開発に向けたpreF特異的抗体を誘
導可能なF蛋白質の創製

Author(s) 伊藤, 莉麻

Citation 大阪大学, 2024, 博士論文

Version Type VoR

URL https://doi.org/10.18910/101460

rights

Note

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



 

 

博士学位論文 

 

 

RS ウイルスワクチン開発に向けた 

preF 特異的抗体を誘導可能な F 蛋白質の創製 

 

 

 

 

伊藤 莉麻 

 

2024 年 10 月 

 

大阪大学大学院工学研究科 

生物工学専攻 生物工学コース 

  



2 

 

目次 

第 1 章 序論 ...................................................................................................................................... 1 

第 1 節 研究背景 .......................................................................................................................... 1 

RSV 感染症について .................................................................................................................. 1 

RSV の構造及び RSV 感染を制御する標的因子 .................................................................... 2 

F 蛋白質について ....................................................................................................................... 3 

preF 及び postF の抗原部位 ....................................................................................................... 5 

RSV ワクチン開発 ...................................................................................................................... 6 

第 2 節 博士論文構成................................................................................................................... 8 

第 2 章 preF 特異的抗原部位の安定化及び F 蛋白質発現量向上に有用なアミノ酸残基置換

の探索 ................................................................................................................................................ 10 

第 1 節 緒言 ................................................................................................................................ 10 

第 2 節 実験材料および方法 ..................................................................................................... 13 

(1) F 蛋白質の作製 ............................................................................................................. 13 

(2) 評価用抗体の作製 ......................................................................................................... 14 

(3) 構造認識抗体を用いたエピトープの保存性評価 ..................................................... 14 

(4) preF 構造の計算解析 .................................................................................................... 15 

(5) 主要な RSV 株のアミノ酸配列アライメントからのアミノ酸残基置換抽出 ....... 15 

(6) 細胞培養上清中の RSV-F 蛋白質質濃度の測定 ........................................................ 15 

第 3 節 結果及び考察................................................................................................................. 17 

システイン残基置換による新規ジスルフィド結合の導入 ................................................. 17 

第 2 フーリン切断部位及び p27 のアミノ酸残基置換 ......................................................... 18 

疎水性アミノ酸残基への置換による二次構造ドメインの安定化 ..................................... 21 

計算解析を用いた preF の不安定性因子及び安定化アミノ酸残基置換の探索 ................ 24 

主要な RSV 株のアミノ酸配列アライメントからの有用なアミノ酸残基置換の抽出 ... 28 

第 4 節 小括 ................................................................................................................................ 32 

第 3 章 アミノ酸残基置換を組み合わせた F 蛋白質変異体の有用性評価 ............................. 34 

第 1 節 緒言 ................................................................................................................................ 34 

第 2 節 実験材料および方法 ..................................................................................................... 36 

(1) F 蛋白質の作製 ............................................................................................................. 36 

(2) 評価用抗体の作製 ......................................................................................................... 36 

(3) ポリアクリルアミドゲル電気泳動 ............................................................................. 36 

(4) 動的光散乱法による粒子径測定 ................................................................................. 37 

(5) 構造認識抗体を用いたエピトープの保存性評価 ..................................................... 37 

(6) マウス免疫血清の取得 ................................................................................................. 37 



3 

 

(7) ヒト血清およびマウス免疫血清中の抗 F 抗体の吸着 ............................................. 38 

(8) ヒト血清中の抗 postF 抗体価の測定 .......................................................................... 38 

(9) マウス免疫血清中の抗 preF 抗体価測定 ................................................................... 39 

(10) ウイルス中和活性評価 ................................................................................................. 39 

第 3 節 結果および考察............................................................................................................. 41 

F 蛋白質変異体 FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 の作製及び性状確認 ................................. 41 

構造認識抗体を用いた preF 特異的エピトープの保存性評価 ............................................ 44 

ヒトで誘導される中和抗体及び非中和抗体のエピトープ保存性評価 ............................. 46 

preF 特異的抗体誘導能の評価 ................................................................................................ 49 

第 4 節 小括 ................................................................................................................................ 50 

第 4 章 総括 .................................................................................................................................... 52 

本論文に関する発表論文................................................................................................................. 55 

その他 発表論文 ............................................................................................................................ 55 

引用文献 ............................................................................................................................................ 56 

 

  



1 

 

第 1 章 序論  

 

第 1節 研究背景 

 

RSV 感染症について 

呼吸器合胞体ウイルス (Respiratory syncytial virus, RSV) は上気道及び下気道感染症の主

な原因ウイルスであり，世界中に広く分布している．生後 2 歳までにはほぼ 100%が RSV に

初感染し，その後も生涯にわたって感染を繰り返す 1,2．一般的には 4-6 日の潜伏期間を経

て，発熱や鼻汁，咳などの上気道症状を呈し，数日のうちに回復することが多い．しかし，

早産児や 2 歳未満の幼児，心肺疾患や免疫不全などの疾患を有する者，高齢者においては，

細気管支炎や肺炎といった重篤な下気道感染症へ進展する危険性が高いことが報告されて

おり 3,4，世界全体で RSV に関連する死亡者数は 2019 年ではおよそ 34 万人に上る 5．RSV

感染症は特に 5 歳未満の幼児にとって健康被害が深刻であり，2019 年では世界全体で RSV

による下気道感染症に推定 3300 万人が罹患し，360 万人が入院，RSV に起因する死亡者は

10 万人と推定されている 6．さらに，RSV による下気道感染により，その後の喘息及びアレ

ルギー疾患の発症リスクが増大し，長期的な合併症を引き起こす可能性が高いことが報告

されている 7,8．現在，RSV 感染症の治療薬は無く，対処療法が基本となっている．国内外

で RSV 感染症の重症化抑制を目的とした抗体薬 Palivizumab と Nirsevimab が承認されてい

るが，投与対象は重症化リスクを有する乳幼児と非常に限定的である．本邦において RSV

感染症による入院患者の平均医療費は，5 歳以下の幼児で約 JPY 370,000，Palivizumab の平

均累積費用は約 JYP 890,000 であることが調査の結果から示されており 9,10，疾病負荷の高

い感染症である．世界保健機関 (World Health Organization, WHO) は RSV の予防・治療薬の

開発を重要課題の一つとして位置付けており 11，本邦においても 2014 年に開発優先度の高

いワクチンとして RSV ワクチンが指定されている 12．さらに，2021 年にはワクチン開発・
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生産体制強化戦略における重点感染症として開発を支援すべきワクチンとして選定され 13，

RSV ワクチンの開発が望まれている． 

 

RSV の構造及び RSV 感染を制御する標的因子 

RSV は Pneumovirus 科 Orthopneumovirus 属に分類されるエンベロープを有するマイナス

一本鎖 RNA ウイルスである．ウイルスゲノムは約 15,200 塩基長であり，11 種類の蛋白質

質 (NS1, NS2, N, P, M, SH, G, F, M2-1, M2-2, L) をコードする 10 個の遺伝子が含まれている

14 (図 1)．RSV は G 遺伝子の塩基配列を基盤とした分子系統解析により A 型と B 型の 2 つ

のサブグループに分類される．ウイルス粒子表面には Attachment glycoprotein (G 蛋白質)，

Fusion glycoprotein (F 蛋白質)，Small hydrophobic protein (SH 蛋白質) が存在し，G 蛋白質は

宿主細胞表面分子と相互作用してウイルス粒子を標的の宿主細胞に結合させる付着蛋白質

として機能する 14,15．F 蛋白質も付着活性を有するが，主な機能はウイルスと宿主細胞膜の

融合を仲介することである 16．G 蛋白質が宿主細胞表面分子と相互作用した後，F 蛋白質に

構造変化が起こり，ウイルスのエンベロープが宿主細胞膜に融合し，ウイルスが宿主細胞内

に侵入する．SH 蛋白質は出芽フィラメントに十分な量で組み込まれず，ウイルスの侵入に

は不要であると考えられている 17,18．RSV ワクチンや RSV 感染症治療薬の標的として，主

にウイルスの宿主細胞内への侵入において重要な役割を果たす G 蛋白質と F 蛋白質が着目

されているが，G 蛋白質は 11 種類の蛋白質の中で最も高頻度でアミノ酸変異が生じ，2 つ

のサブグループ間のアミノ酸配列同一性は 53%と低いため 19,20，アミノ酸配列の保存性が高

い F 蛋白質がより有望な標的であると考えられている 21． 
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図 1 RSV 粒子の糸状形態と RSV ゲノム (一部改変 14) 

 

F蛋白質について 

RSVの F蛋白質はクラス Iの膜融合蛋白質であり，配列の類似性は限られているものの，

Paramyxovirus 科のウイルスの膜融合蛋白質と構造的に類似している 22,23．F 蛋白質は小胞

体内のシグナルペプチダーゼによって除去される NH2 末端シグナルペプチド (SP) と，

COOH 末端付近の細胞質ドメイン (CP) を含む 574 個のアミノ酸残基の前駆体蛋白質 (F0) 

として合成される (図 2A)．F0 は宿主細胞由来プロテアーゼであるフーリンによって，27 個

のアミノ酸残基 (p27) で隔てられた 2 つのフーリン切断部位 (FCS) で切断され，F2 (NH2

末端側) と F1 (COOH 末端側) のサブユニットが生成される 24．F2 サブユニットはヘプタッ

ドリピート配列 HRC で構成され，F1 サブユニットは融合ペプチド (FP)，ヘプタッドリピ

ート配列 HRA，ドメイン I，ドメイン II，ヘプタッドリピート配列 HRB，膜貫通ドメイン 

(TM)，CP から構成される．F2 サブユニットと F1 サブユニットは 2 つのジスルフィド結合

を介して共有結合し，ヘテロ二量体プロトマーを形成する．3 つのプロトマーは共有結合し，

ウイルスと感染細胞の表面に存在する成熟したホモ三量体を形成すると考えられている 25．

三量体 F 蛋白質はロリポップ型の融合前構造 (preF) に折り畳まれており，一連のダイナミ



4 

 

ックな構造変化を経て，松葉杖型の融合後構造 (postF) をとる (図 2B)．クラス I の膜融合

蛋白質はこの不可逆的な構造変化により，膜融合を媒介すると考えられている 26,27．preF は

中心に埋もれている FP の後に 4 つの短い HRA α-ヘリックスが続く．ウイルス粒子が標的

細胞に付着する等の何らかのきっかけにより，HRA がリフォールディングし，一つの長い

HRA α-ヘリックスが形成され，preF 蛋白質の内部に埋もれていた FP が露出して，標的細胞

に挿入される．この HRA α-ヘリックスはコイルドコイル三量体を形成し，HRB α-ヘリック

スと結合することで安定した 6 ヘリックスバンドル (6-HB) を形成し，ウイルス膜と細胞膜

を近接させて膜融合が起こる 15,25 (図 2C)．preF から postF への構造変化のきっかけは明らか

になっていないが，ウイルス粒子表面及び溶液中において，準安定な preF はエネルギー的

に安定な postF に容易に構造変化をすることが報告されている 28-31． 

 

 

図 2 F 蛋白質の主要ドメインと preF/postF 構造及び膜融合時の構造変化 25 
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preF及び postFの抗原部位 

preF 及び postF には抗原部位と呼ばれる 6 つのエピトープのグループ (site Ø, I, II, III, IV, 

及び V) が特定されている (図 3)．site Ø 及び V は preF 固有の抗原部位であり，site Ø 及び

site V に結合する抗体は非常に強力なウイルス中和活性を持つことが知られている 32,33．site 

III は二次構造要素は preF と postF の両方に存在するが，postF では異なる空間配置をとって

いるため，site III に結合する抗体は preF に強く結合することが知られている 34．site III に

結合する抗体は site Ø 及び V 結合抗体に次いで，強いウイルス中和活性を持つことが報告

されている 35．site II 及び IV は preF と postF の両方に存在する抗原部位である．site II 及び

IV に結合する抗体は site Ø結合抗体の 1/10–100以下のウイルス中和活性であることが報告

されている 36,37．RSV 感染症の重症化リスクを有する乳幼児に対して重症化の抑制を目的

として使用が認められている Palivizumab は site II に，Nirsevimab は site Ø に結合する抗体

であり，Palivizumabの中和活性は Nirsevimabの 1/150程度であることが報告されている 38．

site I は postF 蛋白質に存在する抗原部位であり，site I に結合する抗体はウイルス中和活性

が非常に弱いか，または非中和抗体であると報告されている 39．複数の研究グループにより，

健康な成人において RSV への自然感染によって誘導されるウイルス中和抗体の大部分が

preF に結合する抗体であることが報告されており，RSV 感染防御においては preF 特異的抗

原部位である site Ø 及び site V に結合する抗体が重要であることが示されている 40,41． 

 



6 

 

 

図 3 preF 及び postF の抗原部位とウイルス中和活性 42 

 

RSVワクチン開発 

RSV感染症に関する最初のワクチンは 1960年代に開発されたホルマリン不活化ワクチン

である．米国にて乳幼児を対象とした臨床試験が行われたが，ワクチン接種群において接種

後の RSV 初感染時の入院率が 80%と非接種群と比べて非常に高く，2 名が死亡する事例が

発生し，開発は中止となった 43, 44．その後の研究で，モデル動物及び RSV 疾患の増強を呈

した小児の死後肺切片から，ワクチン接種後の RSV 感染時において，肺における抗体抗原

複合体の沈着と補体活性化が起こることが確認された 45,46．また，ホルマリン不活化ワクチ

ンでは F 蛋白質に対する高い抗体価は確認できたが，中和抗体価は自然感染よりも低いこ

とが明らかとなった．ホルマリン不活化処理により，ウイルス表面の F 蛋白質が preF から

postF へ構造変化し，非中和抗体が高い割合で誘導されたことが原因の一つとして考えられ

ている 47,48．このような非中和抗体及び中和活性の低い抗体に起因する抗体依存性疾患増強 

(Antibody-Dependent Enhancement, ADE) は小児を対象とした麻疹ウイルスワクチンやデン

グウイルスワクチンにおいても報告されている 49-51． 
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ホルマリン不活化ワクチンの臨床試験結果により，RSV ワクチンの開発は停滞していた

が，待望の RSV ワクチンは 2023 年に上市された．2024 年 4 月時点で国内で上市されてい

る RSV ワクチンは Arexvy (GlaxoSmithKline 社) と Abrysvo (Pfizer 社) の 2 製品である．い

ずれも preF 蛋白質をベースとする組換えサブユニットワクチンであり，60 歳以上の方に適

応となっている．しかし，臨床試験結果から，ワクチン接種により非中和抗体が誘導される

ことで中和抗体の比率が低下することや，2 回目接種後の中和抗体価が減弱することが推定

され，再接種時の効果については改善の余地があると考えられる 52-54．また，Arexvy 及び

Abrysvo は妊婦を接種対象とする母子免疫ワクチンとしても臨床試験が実施されたが，早産

や妊婦高血圧症，低出生体重児，新生児黄疸の発生リスクが高かったことが報告されており

55,56，Arexvy については第 III 相試験を早期に中止とした．Abrysvo については安全性に有意

差はないということで妊婦にも適用されたが，接種を受けた妊婦及び出生児への安全性に

ついてはモニタリングしていく必要があると考える．一方で，乳幼児や小児を適応とした

RSV ワクチンについては未だ上市されているワクチンはない．以上を踏まえると，RSV 感

染症には未だアンメットメディカルニーズが存在し，安全性と有効性の高い RSV ワクチン

の開発は依然として重要な課題である．  
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第 2節 博士論文構成 

本博士論文では，安全性と有効性の高い RSV ワクチンの開発を目指して，強力なウイル

ス中和活性を示す preF 特異的抗原部位 site Ø 及び site V を安定的に保存し，高い割合で preF

特異的結合抗体を誘導可能な F 蛋白質の創製を試みた．本博士論文の構成は下記の通りで

ある．  

第 2 章では，準安定である preF にのみ存在する抗原部位 site Ø 及び site V の保存性を向

上させる為，立体構造の観察および計算解析，RSV 株のアライメント解析によってアミノ

酸残基置換を設計した．設計したアミノ酸残基置換を導入した F 蛋白質変異体は哺乳類細

胞を用いて作製し，preF特異的結合抗体に対する結合性及び F蛋白質発現量を指標として，

アミノ酸残基置換の有用性を評価した．  

第 3 章では，第 2 章で見出したアミノ酸残基置換を組合わせた 4 つの F 蛋白質変異体を

作製し，ワクチン抗原としての有用性を評価した．比較対照として，配列情報や結晶構造，

各種動物種での中和抗体誘導能が確認されており，ヒトにおいて上市品と同等の抗体誘導

能を持つ preF 安定化抗原 DS-Cav1 を用いた 57,58．エピトープが公知である複数の preF 特異

的結合抗体との結合評価を行い，site Ø 及び site V 上のエピトープを広く保存していること

を確認した．さらに，健常成人の血清を用いて，実際にヒトが自然感染によって誘導する中

和抗体または非中和抗体のエピトープを保存しているか評価した．最後に，F 蛋白質変異体

をマウスに免疫し，preF 特異的抗体の誘導を確認することで，生体内における preF 特異的

エピトープの安定性及び preF 特異的抗体誘導能を評価した． 

第 4 章では，第 3 章までの研究内容をまとめると共に本学位論文の結論を示し，今後の

研究の展望を述べた．  

本博士論文の構成を図 4 に示した． 
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図 4 本学位論文の構成 
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第 2章 preF 特異的抗原部位の安定化及び F 蛋白質発現量向上に有用なアミ

ノ酸残基置換の探索 

 

第 1節 緒言 

安全性と有効性の高い RSV ワクチンを開発するにあたり，強力な中和活性を示す preF 特

異的抗原部位に結合する抗体を高い割合で誘導できるワクチン抗原を創製する必要がある．

preF は準安定であり，エネルギー的に安定な postF へ容易にかつ不可逆的な構造変化を起こ

すことが報告されている 28-31．preF 特異的抗原部位であり，強力な中和活性エピトープであ

る site Ø 及び site V はこの構造変化によって消失する．postF への構造変化を起こす生理学

的トリガーは明らかとなっていないが，F 蛋白質の発現培養及び精製工程，熱処理や凍結融

解，4°C または 37°C での一定期間の保管などによっても構造変化を起こすことが報告され

ている 29,30,57,59,60．本章では preF 特異的抗原部位である site Ø 及び site V を安定的に保存す

る F 蛋白質の創製を目指して，下記の 5 つのアプローチでアミノ酸残基置換を設計し，有

用性を評価した．  

1 つ目のアプローチとして，新たにジスルフィド結合を形成させるためのシステイン残基

置換を試みた．site Ø を含む 137–216 位のアミノ酸残基は preF から postF への構造変化で二

次構造が大きく変化する領域であるため，137–216 位のアミノ酸残基と隣接する構造変化が

生じない領域のアミノ酸残基のペアをシステイン残基に置換し，ジスルフィド結合で固定

化することで 137–216 位の構造変化を抑制し，site Ø を安定化できると考えた． 

2 つ目のアプローチとして，p27 (110–136 位のアミノ酸残基) に着目した．2000 年に Calder

らによって F 蛋白質が preF と postF の 2 つの異なる構造をとることが発見されて以降 61，X

線結晶構造解析や構造モデリングなどにより F 蛋白質の構造に対する理解が深まった．し

かし，p27 の構造及び生物学的役割は依然として不明のままである．F 蛋白質は F0 として

合成された後，宿主細胞内のフーリンによって 2 ヶ所 (106–109 位の第 1 フーリン切断部位
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RARR↓, 及び 131–136 位の第 2 フーリン切断部位 KKRKRR↓) の切断が起き，F2 と F1 の

サブユニットが形成されると考えられており，感染細胞表面やウイルス表面には p27 を含

む F 蛋白質は存在しないと考えられてきた 24,62．その一方で，より近年の研究ではウイルス

表面に p27 を含む F 蛋白質が存在し，標的細胞への感染過程で第 2 フーリン切断部位の切

断が生じ，FP が露出することで宿主細胞との膜融合が起こるという報告もある 63．本研究

では第 2 フーリン切断部位のアミノ酸残基置換によってフーリン切断を阻害する事で postF

への構造変化が抑制され，preF 特異的抗原部位を安定化できると考えた．また，Krarup ら

によって p27 が preF の三量体形成を抑制または不安定化するというモデルが提唱されてい

ることから 59，第 2 フーリン切断部位のアミノ酸残基置換に加えて，p27 をアミノ酸残基置

換した変異体を設計し，三量体 preF の形成についても評価した．  

3 つ目のアプローチとして，二次構造の変化が大きな 176–194 位の逆平行 β-シートに着目

した．二次構造を不安定にする可能性があるアミノ酸残基を中心に周辺構造を観察したと

ころ，189 位のスレオニン残基と 190 位のセリン残基は親水性アミノ酸であり，この 2 つの

アミノ酸残基の近位には 57 位のイソロイシン残基，167 位のイソロイシン残基，171 位の

ロイシン残基，179 位のバリン残基，260 位のロイシン残基と疎水性アミノ酸が存在してお

り，二次構造の安定性を損ねている可能性が考えられた．そこで，189 位と 190 位を疎水性

アミノ酸残基に置換することで構造を安定化させることを試みた．  

4 つ目のアプローチとして，preF の野生型モデル構造を用いた計算解析を行い，アミノ酸

配列や蛋白質構造の観察からは容易に推測できない preF の不安定性因子の探索及びアミノ

酸残基置換による解消を試みた．PDB データの温度因子から原子の揺らぎが大きい領域を

特定し，領域周辺のアミノ酸残基間の相互作用エネルギー解析を行うことで preF の不安定

性に寄与している可能性が高いアミノ酸残基を特定した．アミノ酸残基置換による構造安

定化効果はエネルギー計算と実験的検証の双方から確認した．  
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蛋白質の機能改変や機能解析において，ターゲットの遺伝子上に無作為に変異を導入す

る方法や，アミノ酸残基を網羅的に置換する方法が利用されているが，これらは多大な時間

と労力を要する．特に哺乳類細胞での発現が必要な F 蛋白質では，これらの方法を用いた

網羅的な有用アミノ酸残基置換の探索は現実的な手段ではない．RSV は G 蛋白質ほど高頻

度ではないが F 蛋白質においてもアミノ酸残基置換が発生することが報告されている 64．

ヒトへの感染が確認されているウイルス単離株において見られる F 蛋白質のアミノ酸残基

置換は，F 蛋白質の構造及び機能を維持する上で許容できる変異であり，確度高く有用なア

ミノ酸残基置換を見出すことができると考えた．そこで，5 つ目のアプローチとして，ヒト

への感染が確認されている主要なウイルス株のアミノ酸配列のアライメントからアミノ酸

残基置換を抽出し，評価することで，有用なアミノ酸残基置換を効率的に特定できると考え

た． 

上記アプローチより設計したアミノ酸残基置換を導入した F 蛋白質変異体を哺乳類細胞

を用いて作製した．site Ø 及び site V の安定化に対するアミノ酸残基置換の有用性は強いウ

イルス中和活性を有し，site Ø に結合する抗体 D2532及び三量体 preF の site V に結合する抗

体 AM1436,65に対する結合性を指標として評価した．また，ワクチンとして実用化を目指す

上で，安全性や有効性はもとより，製造可能性についても考慮して研究初期から分子設計を

行うことが重要である．そこで，本章の研究では F 蛋白質の発現量についても有用性の指

標として用いた． 
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第 2節 実験材料および方法 

 

(1)  F蛋白質の作製 

 本研究で作製する F 蛋白質のアミノ酸配列は，F 蛋白質発現量を増強する効果があるとし

て RSV ワクチンに関する先行研究において使用されている 3 つの天然変異 (P102A, I379V, 

M447V) 32,66を導入した RSV A2 株の F 蛋白質 (UniProt ID: P03420) の細胞外ドメイン (1–

513 位のアミノ酸残基) に由来する．COOH 末端には T4 バクテリアファージ由来の三量体

化ドメインである Foldon，Thrombin 認識配列，His-Tag 及び Strep-Tag II を付加した．上記

の F 蛋白質をコードするポリヌクレオチドは pcDNA3.4-TOPO (Thermo Fisher Scientific) に

組み込み，F 蛋白質を発現する哺乳類細胞用発現プラスミドを構築した．Expi293 Expression 

System (Thermo Fisher Scientific) を用いて，Expi293F 細胞へ発現プラスミドを導入し，5 日

間の一過性発現を行った．発現期間終了後，培養液を遠心分離し，0.22 μm フィルターを用

いて濾過することで，培養上清を回収した．培養上清中の F 蛋白質は Ni Sepharose High 

Performance resin (Cytiva) を用いて精製した．培養上清は結合バッファー (20 mM Tris-HCl, 

500 mM NaCl, 20 mM Imidazole, pH 7.4) で希釈し，Ni 担体と一昼夜反応させた．反応後，溶

出バッファー (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazole, pH 7.4) を用いて Ni 担体か

ら F 蛋白質を溶出させた．その後，限外濾過膜を用いて溶媒を PBS (1 mM KH2PO4, 155 mM 

NaCl, 3 mM Na2HPO4, pH 7.4) (Thermo Fisher Scientific) に置換した．F 蛋白質の発現量は精製

後の F 蛋白質溶液の 280 nm における吸光度 A280，アミノ酸一次配列情報から推定されるモ

ル吸光度係数 ε と分子量 M，精製後の F 蛋白質溶液量 Vp (mL)，発現培養液量 Vc (L) を用

いて発現培養体積当たりの発現量 y (mg/L-culture) を算出した (式(1))． 

 

𝑦 = A280 ×
𝑀

𝜀
×

𝑉p

𝑉c
   式 (1) 
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(2)  評価用抗体の作製 

抗 RSV-F 抗体 D25 (PDB ID: 4JHW)，AM14 (PDB ID: 7MPG) の重鎖及び軽鎖をコードす

るポリヌクレオチドはそれぞれ pcDNA3.4-TOPO に組み込み，哺乳類細胞用発現プラスミド

を構築した．Expi293 Expression Systemを用いて，Expi293F細胞へ発現プラスミドを導入し，

5 日間の一過性発現を行った．発現期間終了後，培養液を遠心分離し，0.22 μm フィルター

を用いて濾過することで，培養上清を回収した．HiTrap MabSelect SuRe (Cytiva) を用いて培

養上清から抗体を精製し，限外濾過膜を用いて溶媒を PBS に置換した． 

 

(3)  構造認識抗体を用いたエピトープの保存性評価 

 Octet QK384 system (Sartorius) を用いて F 蛋白質と Palivizumab (AstraZeneca), D25, AM14

の結合を測定し，エピトープの保存性を評価した．測定は 1000 rpm, 25°C で行い，サンプル

の調製，センサーチップの平衡化及び洗浄は PBS を用いた．Protein A センサーチップ 

(Sartorius) と各抗体溶液 (200 nM) を 180 秒間反応させ，抗体を固相化させた．センサーチ

ップを洗浄した後，F 蛋白質 (200 nM) と 180 秒間反応させ，F 蛋白質と抗体の相互作用解

析を行った．Octet 解析ソフトウェアを用いて R equilibrium 値を算出し，各抗体に対する結

合レスポンスとした．各抗体に対する結合レスポンスは F 蛋白質の構造変化によらず preF

と postF の両方に結合可能な Palivizumab に対する結合レスポンスとの比を求めることで，

正規化した．本評価系は複数回測定を行った際の CV 値 (変動係数) が平均 10%未満と測定

値のバラつきが小さいことから，スクリーニング段階である第 2 章では F 蛋白質サンプル

当たりの評価数は 1 とした． 
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(4)  preF 構造の計算解析 

PDB に登録されている三量体 preF 構造 (4MMS) を初期構造として使用した．Protein 

Preparation Wizard67 (Schrödinger) を用いて導入されているアミノ酸変異を元のアミノ酸残

基に置換し (F190S, L207V)，計算に使用する preF の野生型モデル構造を作成した．温度因

子 (B factor) は 4MMS ファイルに記載されている値を用いて，残基単位での比較ができる

ように主鎖の 4 原子の平均値を算出した．モデル構造内の 137–216 位の周辺残基間の静電

相互作用エネルギーの計算は Prime68 (Schrödinger release 2017-4) を用いて実行した．静電相

互作用エネルギーの計算には静電相互作用，水和，水素結合のエネルギー値を使用した．F

蛋白質の 60 位のグルタミン酸残基を他のアミノ酸残基に置換した場合の構造安定性への影

響の予測は BioLuminate (Schrödinger release 2017-4) に実装されている Residue scanning 

calculation69を使用し，アスパラギン酸残基とシステイン残基を除いた 17 種の他のアミノ酸

残基に変異させ，変異体と野生型 (変異前) の間のギブス自由エネルギーの差を計算した． 

 

(5)  主要な RSV 株のアミノ酸配列アライメントからのアミノ酸残基置換抽出 

A2 株  (GenBank ID: X02221) と主要な RSV 株 Long (GenBank ID: FJ614815) , 18537 

(GenBank ID: JX198143), 14617 (GenBank ID: AF013254), 9320 株 (GenBank ID: AY353550) の

F 蛋白質アミノ酸配列を比較し，A2 株とは異なるアミノ酸残基置換を抽出した．ウイルス

中和に重要なエピトープ及び preF 構造の保持に重要なアミノ酸残基については除外した． 

 

(6)  細胞培養上清中の RSV-F 蛋白質質濃度の測定 

Octet QK384 systemを用いて細胞培養上清中の F蛋白質濃度を測定した．測定は 1,000 rpm, 

25°C で行い，サンプルの調製，センサーチップの平衡化及び洗浄は PBS を用いた．Protein 

A センサーチップに Palivizumab (200 nM) を 180 秒間反応させ，固相化させた．続いて，濃

度既知の本研究で見出した F 蛋白質変異体 FH_50 (L141C, L373C, R135N, R136N, T189V, 
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S190V) を PBS で段階希釈し，180 秒間反応させて得られた結合曲線をもとに検量線を作成

した．濃度未知の培養上清サンプルは上記と同じ条件で測定し，検量線に当てはめて F 蛋

白質濃度を算出した．  
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第 3節 結果及び考察 

システイン残基置換による新規ジスルフィド結合の導入 

preF から postF への構造変化で二次構造が大きく変化する 137–216 位のアミノ酸残基と，

隣接する構造変化が生じない領域のアミノ酸残基をそれぞれ 1 箇所ずつシステイン残基に

置換し，新たにジスルフィド結合を導入することで preF 特異的抗原部位の安定化を試みた．

構造の歪みや凝集形成のリスクを考慮し，システイン残基置換部位は 2 次構造をとってお

らず，2 箇所のアミノ酸残基をシステイン残基に置換したときの S 原子間の距離が 5Å 未満

となるように置換部位を決定した (表 1)．置換するアミノ酸残基はいずれも非極性側鎖のア

ミノ酸であるロイシンであることから，システイン残基置換によって水素結合などの極性

基間相互作用が失われることに起因する構造不安定化のリスクは低いと考えられた．シス

テイン残基置換を導入した F 蛋白質変異体を作製し，site Ø に結合する抗体 D25 に対する

結合を確認した．アミノ酸残基置換前の F 蛋白質 (F-WT) では結合レスポンスは 0.08 であ

り，D25 に対する明確な結合は確認できなかった．一方で，システイン残基置換を導入した

F 蛋白質変異体 FH_08 では 0.76，FH_09 では 0.80 であり，D25 に対する結合性の向上が確

認された (図 5)．この結果から，141 位及び 373 位のロイシン残基または 142 位及び 373 位

のロイシン残基をシステイン残基に置換することにより，site Ø の保存性を向上することが

可能であることを示唆された． 

  

表 1 作製した F 蛋白質変異体 

F 蛋白質変異体 アミノ酸残基置換 S 原子間距離 (Å) 

F-WT なし － 

FH_08 L141C, L373C 4.35 

FH_09 L142C, L373C 4.72 

 



18 

 

 

図 5 D25 に対する結合レスポンス 

 

 

第 2 フーリン切断部位及び p27 のアミノ酸残基置換 

第 2フーリン切断部位での切断及び p27が preF特異的抗原部位の安定化及び preF三量体

形成に及ぼす影響を評価するため，FH_08 及び FH_09 の第 2 フーリン切断部位に切断を阻

害するアミノ酸残基置換を導入したF蛋白質変異体FH_21, FH_22を作製した (図6)．また，

FH_08 の p27 を長さの異なる GS リンカーで置換した F 蛋白質変異体 FH_23, FH_24, FH_25

を作製した．D25 に対する結合性を確認したところ，FH_21 の結合レスポンスは 1.02 であ

った (図 7)．三量体 preF の site V に結合する抗体 AM14 に対する結合性については，F-WT, 

FH_09 FH_22 では結合が確認できなかった．一方で，FH_08 では 0.19，FH_08 にアミノ酸

残基置換を導入した FH_21, FH_24, FH_25 では 0.64, 0.36, 0.47 と結合レスポンスの向上が確

認された (図 8)．FH_21 は p27 を GS リンカーで置換した FH_24 及び FH_25 よりも AM14

に対する結合レスポンスが高く，最も高い結合性の向上を示した．以上の結果から，三量体

preF の形成または安定性を考慮すると 142 位及び 373 位のシステイン残基への置換よりも

141 位及び 373 位のシステイン残基への置換の方が preF 特異的抗原部位の安定化に有用で

あること，さらに，第 2 フーリン切断部位の切断阻害及び p27 が site Ø の保存性を維持した
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まま三量体 preFの形成または安定性を向上させる効果があることが示唆された．Rezendeら

による最近の研究において，RSV 粒子上及び RSV 感染細胞上の F 蛋白質において，p27 を

保持する preF は温度ストレスに対する安定性が高く，p27 が preF の構造安定性に寄与して

いる可能性があることが示されており 70，preF の構造安定性及び F 蛋白質の構造変化にお

ける p27 の役割については研究の余地があると考える． 

現在上市されている preF 蛋白質をベースとする組換えサブユニットワクチンの承認申請

資料によると，製造工程において第 2 フーリン切断部位で切断されていない preF を一部含

む三量体 preF が生成されることが記載されている 71．このことから，哺乳類細胞を用いて

p27 を完全に除去した均一な三量体 preF を作製する為には，F 蛋白質生産細胞株の構築や培

養工程において，発現宿主細胞内のフーリンによって 2 ヶ所のフーリン切断部位で完全に

切断されるように F 蛋白質の発現量を制御することや，精製工程においてイオン交換クロ

マトグラフィーによって p27 未切断体を分離する方法などが考えられるが，製造コストを

考慮した場合，目的物質である均一な F 蛋白質の高い発現量と高い収量を実現するため，

フーリンの共発現やアミノ酸残基置換によってフーリン切断効率を上げる等の対応が必要

であると考えられる．以上を踏まえると，本研究で見出した第 2 フーリン切断部位のアミノ

酸残基置換による切断阻害は三量体 preF の形成または安定性に対する効果に加えて，製造

工程において p27 に由来する類縁物質の生成リスクを抑えることが出来るという点におい

ても大きな利点があると考える． 
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図 6 p27 及び第 2 フーリン切断部位のアミノ酸残基置換 

 

 

図 7 D25 に対する結合レスポンス 
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図 8 AM14 に対する結合レスポンス 

 

 

疎水性アミノ酸残基への置換による二次構造ドメインの安定化 

二次構造の変化が大きな 176–194 位の逆平行 β-シートを安定化させるため，F 蛋白質変異

体 FH_21 の 189 位のスレオニン残基と 190 位のセリン残基を疎水性アミノ酸残基に置換し

た変異体を作製した (表 2, 図 9)．1L 培養あたりの F 蛋白質収量は FH_21 と比べて，いず

れの変異体においても収量が向上し，FH_50 では 7.2 mg であった (図 10)．D25 及び AM14

に対する結合性については，いずれも大きな変化はなかった (図 11, 12)．以上の結果より，

189 位及び 190 位の疎水性アミノ酸残基への置換は site Ø の保存性と三量体 preF の形成ま

たは安定性を維持したまま，F 蛋白質の発現量を向上させる効果があることが示唆された．

疎水性アミノ酸残基への置換により，189 位及び 190 位の疎水性側鎖が近傍の疎水性ポケッ

トに結合し，疎水性相互作用によって二次構造ドメインが安定化することが考えられる． 
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表 2 作製した F 蛋白質変異体 

F 蛋白質変異体 アミノ酸残基置換 

FH_50 FH_21 + T189V, S190V 

FH_51 FH_21 + T189L, S190V 

FH_52 FH_21 + T189I, S190V 

FH_53 FH_21 + T189V 

FH_55 FH_21 + T189I 

 

 

 

 

図 9 単量体 preF 構造 (PDB: 4JHW) と 189 位及び 190 位周辺の拡大図 
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図 10 1L 培養あたりの F 蛋白質発現量 

 

 

図 11 D25 に対する結合レスポンス 
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図 12 AM14 に対する結合レスポンス 

 

 

計算解析を用いた preF の不安定性因子及び安定化アミノ酸残基置換の探索 

アミノ酸配列や蛋白質構造の観察からは容易に推測できない preF の不安定性因子を探索

するため，4MMS の結晶構造における温度因子を確認した．その結果，site Ø を含み，preF

から postFへの構造変化で二次構造が大きく変化する 137–216位はその他の領域と比べて温

度因子が高く，結晶構造において原子の揺らぎが大きいことが観察された (図 13)．137–216

位には荷電アミノ酸残基が複数存在していたため，4MMS を元に作成した preF の野生型モ

デル構造を用いて，137–216 位と周辺のアミノ酸残基の静電相互作用エネルギーを計算解析

したところ，いくつかの静電相互作用が確認された (図 14)．アミノ酸残基間の静電相互作

用はタンパク質の構造不安定性を引き起こす要因の一つであることが知られており 72，preF

の構造の不安定性に静電相互作用が寄与している可能性が考えられた．そこで，137–216 位

の荷電アミノ酸残基に着目し，隣接するアミノ酸残基との静電相互作用エネルギーを確認

した．194 位のアスパラギン酸残基の近くに 60 位のグルタミン酸残基が存在しており，側

鎖の酸素原子間の最短距離は 3.5 Å であったことから，194 位のアスパラギン酸残基と 60 位

のグルタミン酸残基間で静電反発が生じている可能性が考えられた．実際，194 位のアスパ
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ラギン酸残基と 60 位のグルタミン酸残基間の静電相互作用エネルギーは+5.7 kcal/mol であ

り，周辺アミノ酸残基と比べると大きなエネルギーを持っており，194 位のアスパラギン酸

残基と60位のグルタミン酸残基間で強い静電反発が生じていることが示された (図14, 15)．

200 位のアスパラギン酸残基と 295 位のグルタミン酸残基においても側鎖の酸素原子間の

最短距離が 4.9 Å であり，静電相互作用エネルギーが+2.8 kcal/mol であることから (図 14)，

静電反発が起きている可能性が考えられたが，本研究ではより高い静電相互作用エネルギ

ーを持つ 194 位のアスパラギン酸残基と 60 位のグルタミン酸残基間の静電反発を抑制する

ことを優先して研究を進めた．免疫原性の影響を考慮し，preF の内部に位置する 60 位のグ

ルタミン酸残基のアミノ酸残基置換を検討した．60 位のグルタミン酸残基を他の残基に置

換した場合のギブス自由エネルギー変化を計算した結果，アルギニン残基，メチオニン残基，

フェニルアラニン残基，またはロイシン残基に置換することで，－13.2, －10.4, －8.9，ま

たは－7.1 kcal/mol のギブス自由エネルギー変化を示し，エネルギー的に安定した状態にな

ることが示された (図 16)．この結果について実験的に検証するため，F-WT の 60 位を非酸

性アミノ酸残基に置換した Glu60 変異体を作製した結果，メチオニン残基，フェニルアラニ

ン残基，ロイシン残基に置換した変異体において，D25 及び AM14 に対する結合性の向上

が確認された (図 17, 18)．これらの結果から，194 位のアスパラギン酸残基と 60 位のグル

タミン酸残基の静電反発が preF の構造不安定性に影響を与える因子の一つであり，60 位を

メチオニン残基，フェニルアラニン残基，ロイシン残基に置換することで静電反発が抑制さ

れ，site Ø の保存性と三量体 preF の形成または安定性が向上することが示唆された． 
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図 13  preF 構造の B-factor 

 

 

 

図 14 137–216 位周辺のアミノ酸残基間の静電相互作用エネルギー 

A は 200 位のアスパラギン酸残基と近傍残基間の静電相互作用エネルギーを示し，矢印は

295 位のグルタミン酸残基を示す．B は 194 位のアスパラギン酸残基と近傍残基間の静電相

互作用エネルギーを示し，矢印は 60 位のグルタミン酸残基を示す． 
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図 15  194 位のアスパラギン酸残基と近傍残基間の静電相互作用エネルギー 

 

 

図 16  Glu60 変異体と野生型 (変異前) のギブス自由エネルギーの差 
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図 17  D25 に対する結合レスポンス 

 

 

図 18 AM14 に対する結合レスポンス 

 

 

主要な RSV 株のアミノ酸配列アライメントからの有用なアミノ酸残基置換の抽出 

本研究で使用している A2 株のアミノ酸配列とヒトへの感染が確認されている主要な

RSV 株である Long 株, 18537 株, 14617 株, 9320 株の F 蛋白質のアミノ酸の配列アライメン

トを作成した．A2 株とは一致せず，構造の安定性や中和活性エピトープに寄与しないアミ
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ノ酸残基置換を 18 種類抽出した．抽出したアミノ酸残基置換は FH_50 に導入し，96 well プ

レートでの小スケール培養を実施した．FH_50 と比べて，F 蛋白質変異体 NH21 (アミノ酸

残基置換：K42R) および NH36 (アミノ酸残基置換：V384T) において培養上清中の F 蛋白

質濃度の向上が確認された (図 19)．培養上清を用いて D25 及び AM14 に対する結合を確認

した結果，結合性が向上した変異体はなく，NH21 及び NH36 は FH_50 と同等の結合性を示

した (図 20, 21)．K42R 及び V384T を FH_50 に共導入したところ，1L あたりの F 蛋白質発

現量は 36.2 mg に向上した (図 22)．以上の結果より，K42R 及び V384T は site Ø の保存性

と三量体 preF の形成または安定性を維持したまま，F 蛋白質の発現量を向上させる効果が

あることが示唆された．さらに，これら 2 つのアミノ酸残基置換を共導入することで F 蛋

白質の発現量をさらに向上させる効果があることが示された． 

 

 

図 19 培養上清中の F 蛋白質濃度 
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図 20 D25 に対する結合レスポンス 

 

 

図 21 AM14 に対する結合レスポンス 
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図 22 1L 培養あたりの F 蛋白質発現量 
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第 4節 小括 

本章では，準安定な preF にのみ存在し，強力な中和活性エピトープとなる抗原部位 site Ø

及び site V を安定的に保存する F 蛋白質の創製を目指して，5 つのアプローチでアミノ酸残

基置換を設計し，site Ø に結合する抗体 D25 及び三量体 preF の site V に結合する抗体 AM14

に対する結合性と F 蛋白質の発現量を指標として，preF 特異的抗原部位の安定化及び F 蛋

白質発現量の向上に効果があると考えられるアミノ酸残基置換を抽出した (図 23)．141 位

及び 373 位のロイシン残基，142 位及び 373 位のロイシン残基をシステイン残基に置換した

F 蛋白質変異体 FH_08 及び FH_09 は D25 に対する結合性が向上し，site Ø の保存性が向上

したことが示唆された．FH_08 の 135 位及び 136 位のアルギニン残基をアスパラギン残基

に置換し，第 2 フーリン切断部位の切断を阻害した FH_21 は AM14 に対する結合性が向上

し，三量体 preF の形成または安定性が向上したことが示唆された．さらに，FH_21 の 189

位をバリン残基に，190 位をバリン残基に置換した FH_50 では，D25 及び AM14 に対する

結合性は維持したまま，F 蛋白質の発現量が向上することが示された．preF のモデル構造を

用いた計算解析からは 194 位のアスパラギン酸残基と 60 位のグルタミン酸残基の静電反発

が preF の不安定性に寄与している可能性が示され，60 位のグルタミン酸残基をメチオニン

残基，フェニルアラニン残基，ロイシン残基に置換することでエネルギー的に安定した状態

になり，D25 及び AM14 に対する結合性が向上することが示された．最後に，FH_50 は 42

位のリジン残基をアルギニン残基に置換し，さらに 384 位のバリン残基をトレオニン残基

に置換することで，D25 及び AM14 に対する結合性を維持したまま，F 蛋白質の発現量が向

上することが示された．これらのアミノ酸残基置換を組合わせることで site Ø 及び site V を

安定的に保存する F 蛋白質を作製できることが期待された．そこで，次章ではアミノ酸残

基置換を組合わせた F 蛋白質変異体を作製し，ワクチン抗原としての有用性を評価した． 
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図 23 第 2 章で実施した内容のまとめ 
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第 3 章 アミノ酸残基置換を組み合わせた F 蛋白質変異体の有用性評価 

 

第 1節 緒言 

本章では，第 2 章で見出したアミノ酸残基置換を組み合わせた 4 つの F 蛋白質変異体

FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 を作製した．作製した F 蛋白質変異体の性状を確認した後，ワ

クチン抗原としての有用性評価を行った．安全性と有効性の高い RSV ワクチンを開発する

上で，site Ø 及び site V といった preF 特異的抗原部位を安定的に保存しており，preF 特異的

抗原部位に結合する抗体を高い割合で誘導可能なワクチン抗原を開発することが最も重要

である．本研究で見出した F 蛋白質変異体 FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 が上記を満たすワ

クチン抗原となり得るかを確認するため，強力な中和活性を示す preF 特異的エピトープを

保存しているか，生体内において実際に preF 特異的抗体を誘導できるかについて評価した．

比較対照として，配列情報や結晶構造，各種動物種での中和抗体誘導能が確認されており，

ヒトにおいて上市品と同等の抗体誘導能を持つ preF 安定化抗原 DS-Cav157,58 と，アミノ酸

残基置換を実施していない F-WT 及びロゼット様の凝集を形成しないように改変した三量

体 postF である ΔFP73を用いた． 

強力な中和活性を有し，かつエピトープが公知である preF 特異的結合抗体 D25, AM14, 

5C474, AM2275, 58c576, hRSV9077 との結合評価を行い，preF 特異的エピトープを広く保存し

ているか評価した．preF は 4°C 保管や凍結融解に対しても不安定であり，preF を安定化さ

せるアミノ酸残基置換を導入した場合でも，その効果が不十分な場合は preF 特異的エピト

ープが消失することが報告されている 57,59．そこで本研究では，4°C で 30 日間の保管及び

凍結融解を実施し，上記と同様に preF 特異的結合抗体との結合評価を行うことで preF 特異

的エピトープの安定性を確認した． 

本研究で作製した F 蛋白質変異体はヒト用ワクチン抗原を目的に作製しているため，ヒ

トでの有用性を示すことは非常に重要である．健常成人のメモリーB 細胞を用いた抗 F 抗
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体の特性評価から，健常成人では preF 特異的な抗原部位，preF と postF の両方に存在する

抗原部位，postF 特異的な抗原部位，それぞれに結合する抗体を有しており，さらに，強力

な中和活性を示す抗体の大部分が preF特異的抗体であることが報告されている 41,78．また，

RSV は生涯に渡って繰返し感染し，血清中には F 蛋白質に結合する抗体が存在することが

知られている 79．そこで本研究では健常成人の血清検体を使用し，実際にヒトが自然感染に

よって誘導する中和抗体または非中和抗体のエピトープを FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 が

保存しているかを評価した．  

最後に，マウスに FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 を免疫し，血清中に誘導された preF 特異

的抗体の誘導割合を確認することで，生体内における preF 特異的抗原部位の安定性及び

preF 特異的抗体誘導能を評価した． 
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第 2節 実験材料および方法 

 

(1)  F蛋白質の作製 

アミノ酸残基置換を組み合わせて導入した F 蛋白質変異体の作製は第 2 章第 2 節 (1) 項

と同様の操作で実施した．評価に使用する比較対照として，F-WT に S155C, S290C, S190F, 

V207L を導入した preF 安定化抗原 DS-Cav1 及び F-WT の FP の 137–145 位のアミノ酸残基

を欠失させた変異体 ΔFP を作製した．本章ではアフィニティー精製を行った後に Superdex 

200 Increase (Cytiva) を用いてゲルろ過クロマトグラフィーを行い，残存不純物を除去した．  

 

(2)  評価用抗体の作製 

結合評価に使用する抗 RSV-F 抗体 AM22 (PDB ID: 6DC5)，hRSV90 (PDB ID: 5TPN), 5C4 

(PDB ID: 5W23), 58c5 (CR9501 (PDB ID: 6OE4) の VL, VH 領域から構成される) を追加で作

製した．作製は第 2 章第 2 節 (2) 項と同様に実施した． 

 

(3)  ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

精製した F 蛋白質の性状確認のため，SDS (Sodium dodecyl sulfate)-ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動  (SDS-PAGE) 及び Blue Native PAGE (BN-PAGE) を行った．SDS-PAGE は

NuPAGE 4–12% Bis-Tris Gel (Invitrogen) 及び NuPAGE MES SDS Running Buffer (Invitrogen) 

を使用した．F 蛋白質 1 µg を NuPAGE LDS Sample Buffer (Invitrogen) 及び NuPAGE Reducing 

Agent (Invitrogen) と混合した．70°C で 10 分間インキュベート後，200 V，35 分間泳動した．

Bullet CBB Stain One (ナカライテスク) でゲルを染色し，超純水で脱色した後，画像撮影シ

ステムを用いてゲルの撮影を行った．BN-PAGE は NativePAGE 4-16% Bis-Tris Gel (Invitrogen) 

及び NativePAGE Running Buffer Kit (Invitrogen) を使用した．F 蛋白質 2 µg と NativePAGE 
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Sample Buffer (Invitrogen) を混合し，150 V，110 分間泳動した．メタノール及び酢酸を用い

て固定，脱色した後，画像撮影システムを用いてゲルの撮影を行った． 

 

(4)  動的光散乱法による粒子径測定 

DynaPro Plate Reader III (Wyatt Technology Corporation) を使用した動的光散乱法 (DLS) に

よって F 蛋白質の粒子径を測定した．F 蛋白質は PBS を用いて 1 mg/mL に希釈し，384 ウ

ェルマイクロプレートにアプライした．DLS 検出器の角度は 150°，温度は 25°C で 5 秒間の

測定を 10 回測定した．測定データは解析ソフトウェア DYNAMICS によるレギュラリゼー

ション解析を実施した． 

 

(5)  構造認識抗体を用いたエピトープの保存性評価 

F 蛋白質と Palivizumab, D25, AM14, AM22, hRSV90, 5C4, 58c5 の結合を測定し，エピトー

プの保存性を評価した．測定は第 2 章第 2 節 (3) 項と同様の条件で実施した．Octet 解析ソ

フトウェアを用いて Initial slope 解析を行い，各抗体に対する結合レスポンスを算出した．

各抗体に対する結合レスポンスは Palivizumab に対する結合レスポンスとの比を求めること

で，正規化した． 

 

(6)  マウス免疫血清の取得 

本動物実験は田辺三菱製薬株式会社の「動物実験等の適切な実施に関する要領」に従い，

動物実験委員会の審査・承認を受けて実施した．BALB/cAnNCrlCrlj (雌，7 週齢) (日本チャ

ールズ・リバー) に F 蛋白質変異体 FH_50, FH_81, FH_82, FH_85, DS-Cav1, F-WT を免疫す

ることでマウス免疫血清を取得した．F 蛋白質 20 µg (1% Alhydrogel®アジュバント 

(InvivoGen) 含有 PBS溶液) をマウスの後肢大腿部に 2回 (2回目接種は 1回目接種後 21日

目) 筋肉内投与した (1 群あたり 5 匹)．1 回目の投与から 42 日目に後大静脈から血液を採
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取し，室温で 2 時間インキュベートした．インキュベーション後に血液を遠心分離して上清

を回収し，55 °C で 30 分間インキュベートして不活性化した． 

 

(7)  ヒト血清およびマウス免疫血清中の抗 F 抗体の吸着 

 BioIVT 社から入手した健常成人の血清は 56°C で 30 分間不活化して使用した．Dynabeads 

His-Tag Isolation and Pulldown (Thermo Fisher Scientific) に F 蛋白質 20 μg を添加後，4°C で 1

時間インキュベートし，磁気ビーズに F 蛋白質を結合させた．ヒト血清を用いた評価では F

蛋白質変異体 FH_50, FH_81, FH_82, FH_85, DS-Cav1, ΔFP を使用し，マウス免疫血清を用い

た評価では ΔFP を使用した．F 蛋白質結合ビーズは Blocking buffer (2%ウシ血清アルブミン 

(BSA) 含有 PBS) を添加し，4°C で 30 分間インキュベートした．Blocking buffer を用いてヒ

ト血清サンプルは 10 倍希釈，マウス免疫血清は 20 倍希釈し，ビーズに 1 mL を添加後，4°C

で 1 時間インキュベートさせることで，血清中の抗 F 抗体を吸着した．インキュベーショ

ン後，磁気を用いてビーズと溶液を分離し，溶液を回収した． 

 

(8)  ヒト血清中の抗 postF抗体価の測定 

ヒト血清中の抗 postF 抗体価は酵素結合免疫吸着測定法 (ELISA 法) によって測定した．

96 ハーフウェルプレートに 0.05 M 炭酸-重炭酸バッファー (Sigma-Aldrich) で希釈した 2 

pmol の F 蛋白質変異体 ΔFP を添加し，4°C で一晩インキュベートした．TBS-T (0.05% Tween 

20) でプレートを洗浄した後，Blocking buffer (0.3% BSA/TBS-T) でブロッキングした．ヒト

血清サンプルは Blocking buffer を用いて希釈系列を作製し，プレートに添加して室温で 1 時

間インキュベートした．プレート洗浄後，ペルオキシダーゼ結合抗ヒト IgG 抗体 (Jackson 

Immuno Research Laboratories) を添加し，室温で 1 時間インキュベートした．プレート洗浄

後，ペルオキシダーゼ用発色キット (住友ベークライト) を使用して発色させた．プレート

リーダーを使用して 492 nm における吸光度を測定し，吸光度が 0.2 となる希釈率の逆数を
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抗 postF 抗体の抗体価とした．吸着操作前の血清サンプルの抗体価を 100 とし，吸着操作後

の血清サンプルの抗体価を相対値として示した． 

 

(9)  マウス免疫血清中の抗 preF 抗体価測定 

マウス免疫血清中の抗 preF 抗体価は ELISA 法によって測定した．96 ハーフウェルプレ

ートに 0.05 M 炭酸-重炭酸バッファーで希釈した 2 pmol の DS-Cav1 を添加し，4°C で一晩

インキュベートした．PBS-T (0.05% Tween 20) でプレートを洗浄した後，Blocking buffer (2% 

BSA/PBS-T) でブロッキングした．マウス免疫血清サンプルは Blocking buffer を用いて希釈

系列を作製し，プレートに添加して室温で 1 時間インキュベートした．プレート洗浄後，ペ

ルオキシダーゼ結合抗マウス IgG 抗体 (Dako) を添加し，室温で 1 時間インキュベートし

た．プレート洗浄後，ペルオキシダーゼ用発色キットを使用して発色させた．プレートリー

ダーを使用して 492 nmにおける吸光度を測定し，吸光度が 0.2となる希釈率の逆数を抗 preF

抗体の抗体価とした．吸着操作前の血清サンプルの抗体価を 100 とし，吸着操作後の血清サ

ンプルの抗体価を相対値として示した． 

 

(10)  ウイルス中和活性評価 

RS ウイルス strain A2 (American Type Culture Collection, ATCC) 及び Vero 細胞 CCL-81 

(ATCC) を用いてウイルス中和活性評価を行った．PBS を用いて評価サンプル (血清) の希

釈系列を作製し，RS ウイルスと混合して室温で 30 分間インキュベートした．前日に 96 ウ

ェルプレートに 4×104 cells/well で播種しておいた Vero 細胞に血清/ウイルス溶液を添加し，

37°C で 2 時間インキュベートした．血清/ウイルス溶液を除去した後，DMEM, High Glucose 

(Thermo Fisher Scientific) に 100 mM-ピルビン酸ナトリウム溶液 (100 倍濃縮) (ナカライテス

ク) と抗生物質-抗真菌剤混合溶液 (100 倍濃縮) (ナカライテスク) をそれぞれ 1% (v/v) 添

加した培地を 100 µL/well 添加し，37 °C で 16 時間インキュベートした．2%パラホルムア
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ルデヒドで細胞を固定し，0.2% Triton X-100 (ナカライテスク) で透過処理をした．感染細胞

を Alexa Fluor 488 標識抗 RS ウイルス抗体 clone 133-1H (Merck) で，全細胞の核を

Heochst33258 (Dojindo) で染色した．細胞画像解析装置 IN Cell Analyzer (Cytiva) 用いて感染

細胞領域中の核の数をカウントし，ウイルス感染細胞数とした．血清を添加していない場合

の平均ウイルス感染細胞数を感染率 100%と定義し，各血清の感染率を算出した．シグモイ

ド曲線は GraphPad Prism (GraphPad Software) を用いたロジスティックモデルによる非線形

回帰により作成した． 
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第 3節 結果および考察 

 

F 蛋白質変異体 FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 の作製及び性状確認 

第 2 章で見出した preF 特異的抗原部位の安定化及び F 蛋白質発現量の向上に有用なアミ

ノ酸残基置換を組合わせて，4 つの F 蛋白質変異体を作製した (表 3)．比較対照として，変

異導入前の F-WT，結晶構造が明らかにされている三量体 preF 安定化抗原 DS-Cav1，三量体

postF 抗原 ΔFP を同様に作製した．精製した F 蛋白質変異体の性状確認として，還元条件で

の SDS-PAGE を実施したところ，50–60 kDa 付近に F1，20 kDa 付近に F2 と考えられる主要

なバンドが確認された (図 24)．F1 については FP の一部を欠失させた ΔFP が最も小さく，

FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 は第 2 フーリン切断部位のアミノ酸残基置換により N 末端に

p27が存在する為，DS-Cav1と比べてわずかに分子量が大きくなっていることが確認された．

非変性条件での BN-PAGE では，FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 は 480 kDa 付近にメインバン

ドが観察されたが，F-WT では明確なバンドが検出されなかった (図 25)．三量体 F 蛋白質

は 10–20 nm の粒子径であることが報告されているため 29,80，DLS 法により溶液中の粒子径

を測定した．その結果，DS-Cav1, FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 では 14–17 nm の粒子径ピー

クが確認されたが，F-WT はブロードな粒子径分布を示した (図 26)．preF では FP が蛋白質

の中心に埋もれているが，postF への構造変化で FP が露出し，ロゼット様の凝集を形成す

ることが報告されている 81．ロゼット様の凝集を形成しない三量体 postF である ΔFP では

12 nm の粒子径ピークが観察されたことから，F-WT では postF への構造変化が生じ，ロゼ

ット様の凝集を形成していることが考えられた．以上の結果より，FH_50, FH_81, FH_82, 

FH_85 は postF への構造変化が抑制されている可能性が示唆された． 
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表 3 作製した F 蛋白質変異体 

F 蛋白質変異体 アミノ酸残基置換 

FH_50 L141C, L373C, R135N, R136N, T189V, S190V 

FH_81 L141C, L373C, R135N, R136N, T189V, S190V, E60M 

FH_82 L141C, L373C, R135N, R136N, T189V, S190V, K42R, V384T 

FH_85 L141C, L373C, R135N, R136N, T189V, S190V, E60M, K42R, V384T 

 

 

図 24 還元条件での SDS-PAGE 像 
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図 25 非変性条件での BN-PAGE 像 

 

 

 

図 26 F 蛋白質の粒子径分布 
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構造認識抗体を用いた preF 特異的エピトープの保存性評価 

エピトープが公知であり，強力な中和活性を有する複数の preF 特異的抗体との結合を評

価することで preF 特異的エピトープの保存性を評価した．preF 特異的抗原部位である site 

Ø に結合する D25, 5C4, AM22, site V に結合する 58c5, hRSV90, 三量体 preF 特異的な siteV

に結合する AM14 に対する結合を確認した．F-WT は全ての preF 特異的抗体において結合

を確認できなかったが，DS-Cav1 及び FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 は全ての preF 特異的抗

体に対する結合レスポンスが確認された (図 27)．4°C で 30 日間の保管及び凍結融解後にお

いても，preF 特異的抗体に対する結合レスポンスは低下しなかった．この結果から，FH_50, 

FH_81, FH_82, FH_85 は図 28 に示す preF 特異的抗原部位である site Ø 及び site V の複数の

エピトープを保存しており，保管によってこれらのエピトープが消失しないことが示され

た．一方で，postF の抗原部位 site I に結合し，ほとんど中和活性を持たない抗体 131-2A40に

対して，F-WT では高い結合レスポンスを示したが，FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 は結合レ

スポンスが低く，DS-Cav1 よりも低かった (図 29)．この結果から，FH_50, FH_81, FH_82, 

FH_85 が DS-Cav1 と比べて postF 特異的抗原部位である site I を保持する F 蛋白質の存在割

合が低いことが示唆された． 
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図 27 preF 特異的抗体に対する結合レスポンス 

 

 

図 28 構造認識抗体のエピトープをマッピングした三量体 preF 構造 

DS-Cav1 と AM14 の複合体 (PDB ID: 7MPG) を元に作成． 
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図 29 131-2A に対する結合レスポンス 

 

 

ヒトで誘導される中和抗体及び非中和抗体のエピトープ保存性評価 

実際にヒトで自然感染によって誘導される中和抗体または非中和抗体のエピトープを

FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 が保存しているか評価するため，健常成人の血清と ΔFP, DS-

Cav1, FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 を混合し，血清中の抗 F 抗体を吸着した．ΔFP は血清中

の抗 postF抗体をほぼ全て吸着したが，吸着前と同等の中和活性を維持していた (図 30, 31)．

この結果は，ヒト血清中に含まれる抗 postF 抗体が中和活性を有さない非中和抗体であるこ

とを示している．ΔFP と同様に，DS-Cav1 はほぼ全ての抗 postF 抗体を吸着したが，FH_50, 

FH_81, FH_82, FH_85 は約 50%の抗 postF 抗体を吸着しなかった．しかし，いずれも吸着後

の血清は中和活性が低下しており，FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 が，ヒトにおいて自然感染

によって誘導される中和抗体のエピトープを保存していることが確認された．抗 postF 抗体

の吸着率の違いは，DS-Cav1 と比較して FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 が非中和抗体のエピ

トープを有していないことを示している．このことから，ワクチン開発における安全性懸念
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の一つとして挙げていた ADE を誘発するリスクが低く，安全性の観点からも優れたワクチ

ン抗原となり得る可能性が示唆された． 

 

 

 

図 30 吸着後のヒト血清中の抗 postF 抗体価 

吸着前の抗 postF 抗体価を 100 とした時の相対値で示す． 
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図 31 各ヒト血清の中和活性 
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preF 特異的抗体誘導能の評価 

FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 が生体内で preF 特異的抗原部位を保存し，preF 特異的抗体

を誘導可能か評価した．マウスに F-WT, DS-Cav1, FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 をそれぞれ

免疫し，マウス免疫血清を取得した．ΔFP を用いて preF 及び postF のいずれにも存在する

抗原部位に結合する抗体を吸着し，吸着前後の preF 抗体価を確認することで，preF 特異的

抗原部位に結合する抗体の誘導を確認した．F-WT を免疫したマウス免疫血清では吸着操作

によって全ての抗 preF 抗体が除去され，preF 特異的抗体は誘導されなかったことが示され

た (図 32)．一方，DS-Cav1 を免疫したマウス免疫血清では吸着後も約 43%の抗 preF 抗体が

検出され，preF 特異的抗体が誘導されたことが示された．FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 を免

疫したマウス免疫血清では吸着後も約 72–90%の抗 preF 抗体が検出され，DS-Cav1 よりも高

い割合で preF 特異的抗体を誘導したことが確認された．以上の結果から，FH_50, FH_81, 

FH_82, FH_85 が生体内においても preF 特異的抗原部位を保存しており，preF 特異的抗体を

誘導可能な抗原であることが示された． 

 

 

図 32 吸着後のマウス免疫血清中の抗 preF 抗体価 

吸着操作前の抗 preF 抗体価を 100 とした時の相対値で示す． 
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第 4節 小括 

本章では，第 2章で見出したアミノ酸残基置換を組合わせた 4つの F蛋白質変異体 FH_50, 

FH_81, FH_82, FH_85 を作製し，ワクチン抗原としての有用性評価を行った (図 33)．強い中

和活性を有する 6 種類の preF 特異的抗体に対する結合を確認したところ，F-WT と比べて

FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 は結合性が高く，4°C で 30 日間の保管及び凍結融解後も結合

性を維持していた．この結果は FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 が preF 特異的抗原部位の複数

のエピトープを安定的に保存していることを示唆している．自然感染によってヒトで産生

された中和抗体または非中和抗体のエピトープについても保存しているか，ヒトの血清検

体を用いて評価したところ，FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 で吸着した血清は中和活性が大き

く減少し，FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 が中和活性を示すエピトープを広く保存しているこ

とを示唆する結果が得られた．エピトープの保存性評価において，FH_50, FH_81, FH_82, 

FH_85 は postF 結合抗体 131-2A に対する結合性が低く，さらに，血清中の抗 postF 抗体の

約 50%を吸着せず，preF 安定化抗原 DS-Cav1 と抗 postF 抗体に対する結合性の違いがある

ことが明らかとなった．FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 をマウスに免疫し，生体内における

preF 特異的抗原部位の安定性及び preF 特異的抗体誘導能の評価を行ったところ，DS-Cav1

を免疫した場合よりも高い割合で preF 特異的抗体が誘導されており，FH_50, FH_81, FH_82, 

FH_85 が生体内においても preF 特異的抗原部位を安定して保存しており，preF 特異的抗体

を誘導可能な抗原であることが示された． 
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図 33 第 3 章で実施した内容のまとめ 
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第 4 章 総括 

RSV 感染症には未だアンメットメディカルニーズが存在し，安全性と有効性の高い RSV

ワクチンの開発は依然として重要な課題である．本学位論文では安全性と有効性の高い

RSV ワクチンの開発を目指して，強力なウイルス中和活性を示す preF 特異的抗原部位 site 

Ø 及び site V を安定的に保存し，高い割合で preF 特異的結合抗体を誘導可能な F 蛋白質の

創製を試みた． 

第 2 章において，立体構造の観察および計算解析，ウイルス株のアライメント解析を行

い，site Ø 及び三量体 preF の site V のエピトープの安定性を向上させるアミノ酸残基置換

と，哺乳類細胞における F 蛋白質発現量を向上させるアミノ酸残基置換を複数見出した． 

第 3章では，見出したアミノ酸残基置換を組合わせた 4つの F蛋白質変異体FH_50, FH_81, 

FH_82, FH_85 を作製し，ワクチン抗原としての有用性の評価を行った．FH_50, FH_81, FH_82, 

FH_85 は preF 特異的抗原部位 site Ø 及び site V 上のエピトープを広く保存しており，自然

感染によってヒトで産生された中和抗体のエピトープも保存していることが示された．さ

らに，FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 をマウスに免疫すると，血清中に preF 特異的抗体が高

い割合で誘導され，生体内においても preF 特異的抗原部位を保存し，preF 特異的抗体を誘

導可能な抗原であることが示された．また，FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 の特徴として，ヒ

トにおいて上市品と同等の抗体誘導能を持つ preF 安定化抗原 DS-Cav1 と比べて中和活性を

示さない抗 postF 抗体に対する結合性が低いことが示された． 

以上より，本学位論文において，preF 特異的抗原部位 site Ø 及び site V を含むエピトープ

を広く保存し，高い割合で preF 特異的結合抗体を誘導可能な F 蛋白質変異体 FH_50, FH_81, 

FH_82, FH_85 を見出した．抗 postF 抗体に対する結合性の低さから，FH_50, FH_81, FH_82, 

FH_85がADEを引き起こすリスクの低い安全性と有効性の優れたワクチン抗原となること

が期待される． 
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本研究の成果を踏まえ，今後の研究においては RSV 免疫応答及び感染防御について評価

可能なヒトへの外挿性が高い動物モデルの構築と，有効性と安全性の高いワクチン開発の

ための製剤化及び剤形の検討が必要であると考える． 

RSV ワクチン候補のヒトでの有効性の評価として，ヒト RSV をマウスやコットンラット

に感染させるモデルや，マウス肺炎ウイルスなどの非ヒト肺炎ウイルスを用いて自然宿主

で評価する動物モデルが採用されているが，これらの動物モデルはヒト RSV 感染の病態を

完全に再現するものではなく，ヒトにおける RSV ワクチン候補の有効性をどの程度予測で

きるかは明らかではない 82．乳児のヒト RSV と子牛の牛 RSV の疫学的類似性やヒト RSV

と牛 RSV の遺伝的及び抗原的類似性から，牛 RSV 感染の子牛モデルはヒトの RSV ワクチ

ン候補の評価に適したモデルであると考えられるが，子牛を用いた実験は実施のハードル

が非常に高い．European Medicines Agency の RSV ワクチンの臨床試験に関するガイドライ

ンにおいても，非臨床試験はヒトにおける効果の予測性が低い場合があるため，非臨床 in 

vivo 試験を実施する前にその試験を実施する価値があると考えられるかを考慮すべきであ

ると述べられている 83．今後，RSV ワクチン抗原として FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 の研

究開発を進めていく上で，ヒトでの有効性を予測可能な動物モデルを検討することは重要

な課題である． 

一般的に組換え蛋白質抗原は免疫原性が低く，感染防御に十分な免疫応答を誘導できな

い可能性があり，免疫応答を増強するアジュバントの検討や剤形の検討が必要であると考

える．RSV 感染症においては，液性免疫が重要な役割を果たしていると考えられている 84．

中和抗体はウイルスが細胞に侵入するのを防ぎ，実際に，中和抗体が RSV 感染予防効果及

び重症化予防効果を持つ事を示す臨床的エビデンスがある 85．一方で，感染や発症の完全な

防御においては，感染した細胞を直接攻撃し，ウイルスの拡散を防ぐ細胞性免疫も重要であ

る為，液性免疫と細胞性免疫の両方を誘導可能なワクチンが望ましいと考える．現在，多く

のアジュバントについてヒトでの有用性が示されているが，アジュバントはウイルスやワ
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クチン抗原との相性もある為，有効性と安全性の高いワクチンを開発するにはアジュバン

トの適切な選択と配合が重要となる．また，免疫応答を増強する戦略の一つとして，抗原の

粒子化も考えられる．粒子化により，リンパ節への移行性を高める事や，抗原提示細胞に効

率的に取り込まれることが知られている 86．さらに，粒子化によって，多くの抗原を高密度

に提示する事で，B 細胞受容体を効果的にクラスター化でき，B 細胞の活性化が強化される

ことによって，より強力な抗体産生誘導を引き起こすことが可能となる 87．preF 安定化抗原

である DS-Cav1 において，Icosavax 社の粒子化技術を用いて作製した粒子状抗原では，粒子

上に提示されている DS-Cav1 の約 86%が postF へ構造変化していることが報告されている

88．このことから，本研究で見出した F 蛋白質変異体を粒子化する上では，複数の粒子化技

術を検討する事に加え，preF 特異的抗原部位を更に安定化させるためのアミノ酸残基置換

が必要となる可能性も考えられる． 

本研究で FH_50, FH_81, FH_82, FH_85 を見出すに至るまでのアミノ酸残基置換の設計ア

プローチや評価手法はメタニューモウイルス (Metapneumovirus, MPV) やパラインフルエ

ンザウイルス (Parainfluenza virus, PIV) のワクチン開発においても貢献することが期待され

る．MPV 及び PIV は呼吸器感染症の原因ウイルスであり，RSV と同様に生涯にわたって繰

返し感染を繰り返し，特に乳幼児や高齢者は重篤な下気道感染症へ進展する危険性が高い

為，治療薬や予防ワクチンの開発が望まれている 89,90．MPV 及び PIV は RSV と同じクラス

I の膜融合蛋白質を有し，準安定な preF 構造の膜融合蛋白質は中和抗体やワクチン開発の

重要なターゲットと考えられている．本研究の知見を MPV 及び PIV ワクチンの研究開発に

繋ぐことで，ウイルス感染による呼吸器疾患の重症化から人々を保護することに貢献でき

ると考える．  
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