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はじめに

インフルエンザウイルスは抗原変異の激しいウイルスと
して知られており，毎年のようにワクチン株が代えられて
いる．これらはウイルス粒子表面に存在するHAおよびNA
の抗原性が変化することによって引き起こされる．抗原変
異の機構および抗原変異に関わるアミノ酸変異を理解し，
予測する事はインフルエンザの流行制御に役立つと考えら，
多くの検討がなされてきた．抗原変異ウイルス出現には複
数の抗原決定領域にアミノ酸変異が起こっている事が見出
されている 1, 2）．一個のエピトープ（単一抗体の認識する
部位）に対する変異体の出現頻度は約 1/105であり 3, 4），
二個では 1/1010になるが．二個以上の領域にたいする変異
体は実験的には得られていない 5）．従って．抗原変異ウイ
ルス（ドリフト株）は連続的に抗原領域に変異が起こった
結果と考えられるが，連続的な変異の内容が問われる．

研究には二つの流れがあり，一つは抗体産生や抗体から
のエスケープの仕方を検討することである．他の検討は分
離されたウイルス HAのアミノ酸変異そのものを研究する
ことである．この二つを概観し，第三の研究の必要性を本
小論では述べることになる．
我々は 1992年の流行後の感染ヒト血清の解析 6），また

1998－ 1999年の A/Sydney/97の感染ヒト血清の解析によ
って 7）インフルエンザウイルスがヒト集団に侵入した際，
成人はすべての領域に対して抗体を産生しているが，幼児
においては限られた領域（B1領域にたいする抗体）にしか
抗体をつくれないことを明らかにした．ここが変異すれば
ドリフト株になるという「鍵」になる領域というものは存
在せず，すべての抗原領域に対するアミノ酸変異が起こっ
た時にウイルスはドリフト株となると推定された. 我々は
当然まず B1領域の変異が起こるはずと予想したが，1999
年に出現したウイルス A/Panama/2007/99は B1領域にア
ミノ酸変異は見られなかった．Furrgason等 8）は流行パタ
ーンの数学的モデル化において，非特異的な抗体プレッシ
ャーがインフルエンザウイルス HAの進化パターンに必須
であるとしている．
インフルエンザウイルスの抗原変異は能動的にダイナミ

ックに起こっているように考えられがちであったが，実は
ウイルスの抗原領域上のアミノ酸変異は受動的であり，少
しでも利点があればそれでよしとする，むしろ効率の悪い

4. インフルエンザウイルス血球凝集素（HA）蛋白質における

アミノ酸変異の基盤的解析

中 島　捷 久，信 沢　枝 里，中 島　節 子
名古屋市立大学大学院医学研究科感染微生物

抗原変異を可能にするアミノ酸変異のありかたそのものを実験的に検討し，HA蛋白質の構造と機
能の関係を明らかするため 1アミノ酸変異のタンパク質に及ぼす影響を網羅的に解析した（変異の基
盤構造）．またアミノ酸変化が加算したことによって基盤構造そのものが変化するが，それがどのよ
うな変化なのかを解析した．その成果として 1）ランダムに 1アミノ酸変異がおこった場合許容され
る変異は約 50％である．2）アミノ酸変異の HA機能に関する影響はアミノ酸の種類よりは，変異部
位に依存している確立は 78％である．3）アミノ酸一個が付加されるたびに基準 HAで許容されてい
たアミノ酸変異は 0.5％の確率で非許容になり，逆に 0.5％の確率で非許容変異が許容変異となる．
4）HAタンパク質はアミノ酸変異の付加によって不可逆的，かつ加算的に構造変化をおこすこと．
が明らかになった．

連絡先
〒 467-8601 名古屋市瑞穂区瑞穂町川澄 1
名古屋市立大学医学部ウイルス学
TEL： 052-853-8189
FAX： 052-853-3638
E-mail： nakajima@med.nagoya-cu.ac.jp

特集２インフルエンザ対策と基礎研究



92 〔ウイルス　第 56巻　第１号，

やり方で起こっている可能性がある．効率の悪いやり方で
変異を起こしながら，最終的にはすべての領域に変異が起
こりドリフト株となって大きい流行を起こすことができる．
インフルエンザウイルスは抗原変異をするから獲得免疫の
効果がなくなり流行を繰り返すと解釈するよりは，効率の
悪い抗体産生および効率の悪い抗体効果がウイルスに抗原
変異を可能にさせているのではないだろうか．
我々は「ヒト血清の解析から次の変異の起点になる抗原
領域を絞り，抗原変異に関与する部位を予測する」ことを
目指したのであるが，上述の結果からこの方法では変異予
測は達成できないと推察された．
抗体変異株や抗体結合 HAの x線解析等から，抗体-抗原

反応には steric hindranceや水素結合が関与している報告 9,

10）があるが，系統的な解析はいまだなされていない．
HA上のアミノ酸変異そのものの研究に関しては，系統

樹解析やいくつかの部位に対しての positive-negative変異
の解析が多くなされている 11, 12, 13, 14, 15, 16）が，それはほとん
ど分離株のアミノ酸配列の比較をおこなったものばかりで
あり，それらの検討からではなんらかの法則性を見いだす
ことはまた困難であると思われた．分離ウイルスで見出さ
れるタンパク質上でのアミノ酸変異は，可能なアミノ酸変
異の中から選択されることを意味している．可能なアミノ
酸変異はどういうものであるか，その中からどのような変
異が選択され抗原変異ウイルスとして確立するのかを問題
にする必要がある．我々は抗原変異をアミノ酸変異の基盤
的解析という視点からも検討しょうと計画した．

1．インフルエンザウイルス HA蛋白質における

アミノ酸変異の基盤的解析とは何か？

インフルエンザ AH3ウイルスの HAポリペプチドは一本
の木の幹のように 1968年以降連続的なアミノ酸変異を起こ
している．これはウイルスの進化スピードからみて DNA
での 200～ 300万年の進化を経時的に追跡できることを意
味している．したがってインフルエンザウイルス HA蛋白
質のアミノ酸変異の原則と実際のアミノ酸変異のあり方を
検討することは，タンパク質はどのように進化していくの
かを考える際のモデルにもなるであろうと期待される．HA
の HA1領域の変異を考える場合には，約 330個のアミノ酸
部位を変異の対象部位とすると変異全般では 20の 330乗の
変異が可能である．しかしある基準 HAを設ければそこか
らの変異はまず，1アミノ酸変異であり，その変異数はた
かだか 7x330=2310である（1塩基変異でのアミノ酸変異
は多くて 7個）．1アミノ酸変異のタンパク質に及ぼす影響
を網羅的に解析することが基盤構造の静的な解析である．
アミノ酸変化が加算したことによって基盤構造そのものが
変化するが，それがどのような変化なのかを解析する事が
基盤構造の動的解析となる.

A/Aichi/2/68（H3N2）ウイルスの HA cDNAを PCR

法によって増幅させ，増幅の際にランダムに導入された変
異 HA cDNAの中から 1アミノ酸変異体を選択した．この
HA cDNAを発現ベクターに組み込んだ後 COS細胞に導
入し，血球吸着反応によって HA変異体の機能を測定した．
また 1997年の H3ウイルスの HAについてもランダムな 1
アミノ酸変異を導入し，HAの機能に及ぼすアミノ酸変異
の影響を観測した．A/Aichi/2/68では 250 個の変異体 17）

を A/Sydney/5/97では約 100個の変異体 18）を作成した．
アミノ酸配列はタンパク質の構造を一義的に決定するが，
構造は一義的なアミノ酸配列を必要としていない．則ち一
つの構造の維持は多数のアミノ酸変異を許容している．し
かし三次構造が明らかにされているタンパク質においても
どのようなアミノ酸が許容され，どのようなアミノ酸が非
許容になるかの一般則は明らかにされていない 19）．我々は
このような一般則を HAをモデルにして見つける事により
HAの変異予測を可能にすること，また 1アミノ酸変異が
構造に及ぼす影響をすべての配置において情報化でき，ア
ミノ酸変異の蓄積による構造変化を情報化できれば，一次
構造から三次構造認識への橋渡しが可能になるという展望
をもって行ってきたが，今回は個々のアミノ酸変異に関す
る意味づけにはふれず，アミノ酸変異の枠組みのみについ
て論じる．

2．HA蛋白質の可塑性について

1968年と 1997年の HA蛋白質において，全体のアミノ
酸変異のうち 46～ 50%の変異が許容変異であった．68年
と 97年の許容変異の割合が同一であることから，HA蛋白
質のアミノ酸変異の可塑性はウイルス株により変化がない
事が示唆された．Guo 等 20）は 3-methyl adenine DNA
glycosylaseを用いて，ランダムアミノ酸変異に関する可塑
性を酵素活性で検討して，株間に差がない事を示している．
この許容変異の割合はタンパク質それ自身の性質であるが，
自然界ではさらに選択が働くので許容変異の割合はさらに
減少する．一般に遺伝子の変異において，同義置換はアミ
ノ酸の置換に関与しないため，その変異は選択の要因には
ならない．選択の要因になるのは非同義置換である．また
選択が関与しなければ同義置換と非同義置換の割合は 23%
である．したがって自然界でみられる置換のうち非同義置
換の 4.3倍の置換が同義置換として起こった可能性がある．
予測される非同義置換数と観測される非同義置換数の比が
許容変異の割合となる．同義置換と非同義置換は 43～ 50%
と観測されることから，許容変異の割合は約 35%と計算さ
れる．ヒトの中で生存して変異し続けるウイルス HA蛋白
質はその変異アミノ酸の約 22－ 30%が抗体プレッシャー
等によって選別されていることになる．
アミノ酸は大きさや荷電によって類別される，ある部位

にアミノ酸変異が入ったとしても，アミノ酸の種類によっ
て，許容，非許容が分かれる可能性がある．ランダム変異
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で得られた変異体でも同一部位に複数の種類のアミノ酸変
異が入ったものが得られている．その内容を検討すると，
78%の変異はアミノ酸の種類ではなく部位が HA蛋白質の
機能に関与することが示された 17）．NAでも同様な解析を
行ったが，66%の変異はアミノ酸の種類よりも部位に関与
していた．

3．基盤的解析からみた抗原領域

抗原領域（図 1）とされているアミノ酸配列群において，
変異が見られていない部位が点在する．このような部位は
たまたま変異がまだ見られていないだけであるのか，変異
が許容されていないのかは実験的に調べてみなければわか
らないのである．図には抗原領域中で観察されたアミノ酸
変異部位が（observed：可変部位）の項で示されている．
自然界で観察されなかったアミノ酸部位（非可変部位）は
バーで示されている．Aichi/68HAの 1アミノ酸変異体で
非許容変異部位をその下に（less-changeable）として示し
た．自然界で観察されなかったアミノ酸部位に非許容アミ
ノ酸部位が一致して見られる．1アミノ酸変異体では特定
部位に対して多くの場合は 1種類のアミノ酸データーしか
ないのであるが，これはそのための現象なのか，真にこの
部位が非許容部位なのかが問われる．1）偶然にしては一致
しすぎる．2）前述したように，アミノ酸の種類よりもアミ

ノ酸部位の方が 78%の割合で機能に関与しているという結
果をふまえると，この部位が非許容部位であると推定して
よさそうである．さらに抗原領域内で自然界でアミノ酸変
異が認められる部位はまた in vitro実験での許容変異とし
ても認識されている．従って，observed position はまた許
容変異部位と一致する．また抗原領域内の許容部位と非許
容部位を三次構造上にプロットすると各領域において，非
許容部位は許容部位の内側に配置されていることが示され
た 15）．このような抗原領域の微細構造は抗体の結合を考え
る際に有効である．例えば，H3ウイルス HAに対する単一
抗体変異株の解析結果も図 1にまとめて示しているが（ア
ンダーラインを引いてあるアミノ酸部位は単一抗体変異 HA
のアミノ酸変異部位を示している）18）．部位 130を除いて
は，単一抗体変異株のアミノ酸変異部位は許容変異部位に
限定している．

4．基盤構造の変化について

前述したように 68年と 97年の HA蛋白質上において，
許容変異の大きさが同一であり，ランダムなアミノ酸の変
異に対応する可塑性の大きさには変化がない事を示された．
次に許容変異の質を検討するため，同一部位に同一アミノ
酸の変異を部位特異的変異法によって導入した．68年の
HAと 97年の HAの変異基盤は一致しておらず，68年の

図 1 抗原領域内でのアミノ酸変異の性質

アミノ酸部位によっては数度変化しており．＊の部位は二度．＊＊の部位は三度変化したことを示している．灰色のバーは自

然界で変異がおこらなかった部位である．
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HA上で許容されていた変異の一部は 97年の HA上では非
許容になっており，逆に 68年の HA上で非許容であった変
異の一部が 97年の HA上では許容変異に変換しており，不
一致率は最低で 22%であった．さらに抗原領域についてア
ミノ酸変異に関する不一致率を検討した結果を表 1に示し
た．アミノ酸変異に関して positiveと記されている変異は
許容変異, negativeは非許容変異を示した．Arosterick表
示は抗原領域での検討を行うために新たに部位特異的変異
を導入したものであることを示している．この結果からも
わかるように，抗原領域において，可変部位（図 1 で
Observedで示した部位）は大きな不一致率を示すが，非可
変部位（図 1で less changeableとした部位）と想定した
部位にも不一致は認められ，抗原領域での構造変化が示さ
れた．これは次の事を意味する，1968年の HAを基準にし
て，抗原領域に関するすべてのアミノ酸変異を許容，非許
容に分類することは可能である．しかし 1968年の HA上で
可能であったあるアミノ酸変異は 1997年の HA上では許容
されない．これではアミノ酸変異の予測は原理的に不可能
である．しかし，逆の側面もあり，後述するように，10年
の範囲では 93%の確率で許容，非許容変異は確定されてい
ると言えるのでアミノ酸変異予測が 93%の確率で可能になる．

5．基盤構造の変化は加算的である

付加されるアミノ酸変異が均等な力で HA蛋白質に構造
的変化を引き起こし，それがランダムに起こっているとす
れば，構造的変化（不一致率）の 2乗はアミノ酸変異数に
比例するが，アミノ酸変異が不均等な力で HA蛋白質に影
響を与えるならむしろ不一致率はアミノ酸変異数に比例す
ると思われる．アミノ酸の種類や部位を考えれば，アミノ
酸変異が HA蛋白質に与える影響は均一な力であるはずが
ない．したがって不一致率はアミノ酸変異数に比例すると
仮定して，正しいかどうかを検討した．不一致率 22%を
（97-68=29）でわると 0.7／年となり年間 0.7%の割合で許
容変異が非許容変異に変化することになる．68年から 97
年までの変異で非許容変異が使用される割合は 0.7x（1＋
2＋-----+29）/29で約 10%，観察された割合は 8％である．
では 97年以降ではどうなっているのか，1997年から 2003
年までの HAの系藤樹のうち主流の変異に関して，この間
のアミノ酸変異が 68年の HA蛋白質上で許容変異か非許容
変異かを 10部位に関して検討したところ，30%が非許容
変異であった．計算では 0.7x（30+31----+35）/5=28%で
実測値とよく合う．このことから，H3HA蛋白質のアミノ
酸変異の性質（アミノ酸変異の基盤構造）は 0.7%／年の

表 1 抗原領域におけるアミノ酸変異の不一致性について

aa
position

A/Aichi/68

Hemadsorptionaa change

A/Sydney/97

Hemadsorptionaa change
Class

changeable

053
057
065
082 *
122
125
126
131 *
143 * 
156 *
190
198

N to D
R to Q
T to S
E to R
M to S
F to L
N to K
T to A
P to S
K to N
E to G
A to V

D to N
R to Q
T to S
T to S
N to S
F to L
N to K
A to T
S to P
Q to N
D to G
A to V

positive
positive
positive
positive
positive
positive
negative
positive
positive
negative
negative
positive

positive
positive
positive
positive
positive
negative
positive
positive
negative
positive
positive
positive

negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative

negative
negative
negative
negative
positive
negative
negative
negative
negative
positive
negative
negative

I to M
F to S
L to P
F to S
D to E
F to S
V to A
G to R
S to N
K to E
F to L
P to L

I to M
F to S
L to P
F to S
D to E
F to S
V to A
G to R
S to N
K to E
F to L
P to L

058 *
061 *
070
079
085 *
120
130 *
134
136
140 *
148 *
185

less-
changeable
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割合で変化していることになる．このようなアミノ酸変化
に対する不一致性は N2を用いた検討でも示されている．
1967年のN2と 1985年のN2では不一致率は 3／ 23（13％）
であり，1967年の N2と 2003年の N2では 5／ 23（21％）
であり　約 0.75％／年である（未発表）．NAの解析は HA
と比べて検討数が半分程度なので，HAと NAの不一致率
が同じかどうかを云々することは出来ないが，不一致率が
アミノ酸変異について加算的に増加していることは確かで
あろう．
このようにアミノ酸変異に関する基盤構造はアミノ酸変
異の加算によって，変化しその指標が不一致性
（Discordance）である．構造的変異は加算的であると主張
すると次のような反論がでる．「HAはある一定内の構造を
とり，その構造を越える事ができないのであるから，構造
的変化は振動的なものではないか？」．構造的な振動とは
RMSD値（三次構造の具体的比較[ 不一致性とタンパク質
の三次構造]を参照）がアミノ酸変異の加算によって振動す
ることである．RMSD値は A/Aichi/68の HAからみれば
一定値以上には増えない事は予想できるが減少はおこらな
いであろう．なぜなら一アミノ酸分子の空間上での配座す
ら可能性としては無限である（空間の一点において分子の
回転を考えても，配座は有限である根拠はない）．

6．HA蛋白質がアミノ酸変異の加算によって

構造変化を示す現象

（1）アミノ酸変異の不可逆性

H3HA上の 143番目のアミノ酸は 1968年から 1977年ま
ではプロリンであり，1978年以降セリンに変化した．1991
年のウイルス HA上で 143番目のセリンをプロリンに変え
ても，HAの機能は正常であるが，1997年の HA上で同様
のアミノ酸変化を起こさせると，HAの機能は失われる．こ
のようにアミノ酸変異の蓄積はアミノ酸変異にたいして不
可逆的な変化を示す．
（2）ニワトリ血球凝集活性の変化について

1992年頃より HA蛋白質が認識するシアル酸含有分子へ
の親和性が変化した．シアル酸一般に対する親和性の変化
というよりは，認識のずれが起こったというべきである．
92年以降の分離ウイルスはヒト血球には結合できても，ニ
ワトリ血球には弱い結合しかできない．ニワトリ血球のシ
アル酸を除去してから，特定のシアル酸分子を血球に導入
すると強く結合できる．この変異を誘引したアミノ酸変異
は主に 190番目のアミノ酸であることが確かめられている 21）．
しかし A/Aichi/2/68の 190番目のアミノ酸を変えただけ
ではニワトリ血球に対する吸着能は変化しないことから，
いくつかの変異の積み重ねが必要であると考える．H3型に
おいては変異に必要なアミノ酸変異について，これ以上の
解析は行っていないが，H1型においても類似した現象が見
つかっており，我々は 4個のアミノ酸変異が関与している

ことを報告した（22）.
（3）A/Aichi/2/68とのキメラタンパク質について

HA蛋白質の構造のずれはキメラタンパク質作製でもみ
られる．1992年のウイルス HAとの間で作製可能であった
組み合わせのキメラは 6），97年のウイルス HAとは作製で
きなかった 7）．

7．不一致性とタンパク質の三次構造

不一致性はアミノ酸変異の増加によってタンパク質の構
造が不可逆的に変化することを示すものであるが，どのよ
うな具体的な構造変化であるかを示してはいない．同一亜
型の三次構造データーは限られているがそれを用いて解析し
た．三次構造の定量的比較は root means square difference
（RMSD）で測定可能である 23,24）．RMSDが近い程，三次
構造のずれがなくなる．Protein data bankから得られる
1963年（1MQL.pdb），1968年（3HGF.pdb）の H3HA と
1918年（1RD8.pdb），1934年（1RU7.pdb）の H1HAの構
造を比較すると，アミノ酸配列の相違が 5と 13％でそのと
き RMSDは　0.54と 2.78になる．アミノ酸配列のホモロ
ジーと RMSDは同一亜型においては相関するように見え
る．しかし，HAの構造は HAとしての機能を維持する点
からみれば無限に変化が増大するわけではないであろう．
亜型間の構造的な相違は H1と H9関で最大で 9.72である．
この値まで，変化しつづけられるのか，亜型内ではもっと
小さい値以内にまとまってしまうのかはわからない．

8．不一致性と亜型への分岐

不一致性 はアミノ酸変異が加算されてゆくと，それま
で，許容変異されたものが，非許容になり，非許容であっ
た変異が許容されるようになることを示すものである．こ
れはアミノ酸変異の順番が異なる A, Bが出来たとき，A
で許容されるあるアミノ酸変異は Bでは許容されなくなる
場合があることを意味する．したがって Aと Bはアミノ酸
変異のしかたが異なっていくがこれは不可逆的である．い
ったん Aと Bができると，このタンパク質はアミノ酸の加
算によって，相関して構造的に離れていくことが推定され
る．ウイルス間の亜型は遺伝子の変異率によって人為的に
決定されているにすぎないが，アミノ酸蓄積による不一致
性がタンパク質一般の性質であるとすれば，タンパク質の
性質も相関的に分化していることが想定される．HAでは
H1, H3, H5, H7, H9亜型の構造が明らかにされている 25, 26, 27）

がこれらの亜型が分岐によって分かれてきたものである事
が構造的にも明らかにされている．これらの HAの構造を
RMSDによって計算すると 2.4-9.72となる．亜型間には挿
入，欠損変異がみられるが，この現象が亜型の分岐にとっ
て必要なのかどうかは不明であるが，連続変異によって，
構造的相違が示されるのであるから，欠損，挿入が分岐に
とって不可欠であるとはいえない．
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9．協調的アミノ酸変異は存在するか？

ある機能の変異について，複数のアミノ酸変異が関係す
ることがありうることは，レセプター結合能のところで述
べた．多くの論文はタンパク質の進化過程において，協調
的なアミノ酸変異（covariational amino acid change）の
存在を仮定して，どのような変異がそうであるかを同定す
る方法が種々考えられている 28, 29）．変異の蓄積は構造上
の歪みを伴うことが予想される．その歪みを次のアミノ酸
の変異によってコントロールしている可能性があると考え
るのである．任意の HAにおいてアミノ酸に関する許容性
は 50%程度であるとする我々の実験結果とも矛盾する．

Co-variationについてはどうであろうか？ co-variationは
一般的に亜型の構造的な gapを説明するために考えられて
いる．即ち，非許容アミノ酸変化が同時におこることによ
り，新しい構造的特異性をかちとり，別々な亜型が完成す
るとの考え方である．実際にはどのようなアミノ酸変化がそれ
に対応するのかは難しい問題である 28, 29）．Govindarajan30）

はそのような co-variationを否定している．我々は HAや
NAの亜型形成においてそのような co-variation variation
の可能性を検討した．HAは S－ S結合を壊すようなアミ
ノ酸変異はすべて機能が失われる．それでは S－ S結合は
協調的なアミノ酸変化の例なるのだろうか？インフルエン
ザウイルスのもう一つの糖タンパク質である NAは 1－ 9
亜型まで知られている．すべての亜型に見られる S－ S結
合のうち 3個に対して S－ S結合を破壊する変異を入れる，
あるいはランダムにシステイン変化を導入すると，NA活
性は失われた．NAにおいては S-S結合が NAの機能維持
に重要である．しかしN2, N6, N7, N8, N9は他のNAと異な
りアミノ酸 175と 193の間のシステインによって S-S結合
が存在する．この S－ S結合が分岐の過程で獲得されたと
するなら，協調的な変異である可能性があるかどうかを検
討した．しかし，193番目のシステインをグリシンにかえ
ても NA活性は維持されており，少なくともすべての S-S
結合は協調的アミノ酸変異によるものではない．後から振
り返って，協調的な変異と判定することは出来そうである
が，それは結果論であって，タンパク質の変異過程において
は，別に協調的変異の必然性はないのではないかと考える．

10．再び抗原変異について

これまでに HA蛋白質が構造・機能を維持しながら変異
するあり方を検討し，連続的なアミノ酸の蓄積で HA蛋白
質の構造は変化し，分岐しうる事を示したが，最初に述べ
た．抗原変異の解決からはむしろ遠ざかってしまった．不
一致性は蛋白質の進化にとって重要な概念になると思って
いるが，抗原性の変化を予測するという希望は失われてい
く感がある．抗原性の変化という点では他の観点も必要に
なってくる．それは抗体結合に関するアミノ酸変異の寛容

性である．例えば単一抗体 203は H3HA上の 143番目のア
ミノ酸を認識する．セリンからプロリンに変化すると抗体
との結合能が失われる．しかしアラニンやスレオニンへの
変化では抗体結合能は維持されている．したがって，抗原
変異に関するアミノ酸は，許容，非許容変異のほかに抗体
結合に関する寛容性のファクターが加わることになる．セ
リンをアラニンに変化させた後の HA構造をシュミレート
すると，他のアミノ酸の配座は変化していないが，プロリ
ンへの変化では，他のアミノ酸の配座に影響が出る．寛容
性と構造変化の相関性を検討することにより，寛容性に関
しては予測可能になるかもしれない．

おわりに

最後に構造・機能を維持するために必要なアミノ酸の保
存について述べる．

A型インフルエンザウイルスの HA蛋白質はその生物学
的機能は共通であるにもかかわらず，抗原性の違いのみで
16の亜型に分類される．しかも，抗原性を規定する構造的
特徴は抗原領域のみに局在するのではなく，HAの全構造
に反映されている．我々は 13亜型について調べた結果いく
つかの保存部位があることが分かった．その特徴は 1）S-S
結合部位の保存．2）βシートやαヘリックス部位にはあま
り保存部位がなく，むしろループ上に保存部位があってル
ープの性状を維持していることである．ループの部分には
欠損や挿入が各亜型において見られ，抗原領域にもなって
いる部分が多く，アミノ酸変異が相対的に多くみられる部
位であるが，特定部位が保存されることによってループ構
造が維持されている．α-ヘリックスやβシートは構造がし
っかりしているので，その構造を壊さない変異なら許容さ
れるので特別な部位での保存は必要ないのかもしれない．
機能ドメインについてみると，シグナルペプチドではアミ
ノ酸配列の保存は認められず，疎水性配列であればよいと
いう制限になっている．同じ疎水性配列が要求される膜貫
通ドメインではかなりのアミノ酸配列の保存性が認められ
る．膜融合ドメインにおいては強い保存性が認められる．
膜融合ドメインのアミノ酸は高度に保存されているが HA
蛋白質の発現系を用いた我々の実験ではいくつかのアミノ
酸を変えても膜融合活性には影響を与えなかったことから，
この高度な保存性がなぜ必要なのかについてはまだ解答が
得られていない．HAのもう 1つの重要な機能であるレセ
プター結合能は HA頭部表面のポケット構造に存在する．
このポケット構造の構成アミノ酸は全亜型間で比較すると，
HA2領域の N末ほど高度には保存されていない．これは，
HAの抗原領域の真ん中に存在するこのポケット構造が周
囲の抗原領域のアミノ酸変異に対応しながらも，レセプタ
ーとの結合に必要な構造を維持してきた結果と考えられる．

HAの分岐に関する興味は，なぜ，高病原性をもつ H5と
H7が普遍的な蛋白質分解酵素であるフリンの認識部位を
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HA1と HA2の切断部位に持ちうるのかを説明することで
あるが，それは今後の研究課題にしたい．
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Accumulation of Amino Acid Substitutions Promotes Irreversibie
Structural Changes in the Hemagglutinin of Human 

Influenza AH3 Virus during Evolution.

Katsuhisa NAKAJIMA, Eri NOBUSAWA, Setsuko NAKAJIMA

Department of Virology, Medical School, Nagoya City University
1-Kawasumi, Mizuho-cho, Mizuho-ku, Nagoya 467, Japan

During protein evolution the amino acid substitutions accumulate with time. However, the effect
of accumulation of the amino acid substitutions to structural changes has not been estimated well. We
will propose that the discordance of amino acid substitution on the HA protein of influenza A virus is
useful for the assessment of structural changes during evolution. Discordance value can be obtained
from the experimental data of tolerance or intolerance by introducing site directed mutagenesis at the
homologous positions of two HA proteins holding the same amino acid residues. The value of discor-
dance correlated to the number of amino acid differences among proteins.  In the H3HA discordance
rate was calculated to be 0.45% per one amino acid change. Furthermore, discordance of amino acid
substitutions suggests that tolerable amino acid substitutions in different order have a probability of
promoting irreversible divergence of the HA protein to different subtypes.
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