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研究成果の概要（和文）：エボラウイルスはヒトまたはサルに急性で致死率の高い感染症（エボラ出血熱）をひ
き起こす。現在見つかっているエボラウイルスは系統学的に5種に分けられており、抗原性が大きく異なってい
る。本研究では、全てのエボラウイルス種に交差反応性を示す中和抗体の作出方法を検討した。免疫抑制剤であ
るラパマイシンを投与しながらウイルス様粒子で免疫したマウスあるいはエボラウイルスの表面糖蛋白質遺伝子
をゲノム内に組み込んだ増殖性の水疱性口炎ウイルスを感染させたマウスでは、通常のアジュバントを用いた免
疫方法よりもエボラウイルス種間交差反応性を示す中和抗体が多く誘導される可能性が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Ebolaviruses cause severe hemorrhagic fever (Ebola hemorrhagic fever) in 
humans and nonhuman primates. Five phylogenetically distinct species are currently known in the 
genus Ebolavirus and the antigenicity among these ebolavirus species is also largely different. This
 study attempted to establish procedures to induce neutralizing antibodies cross-reactive to all 
known ebolavirus species. Our data suggest the possibility that cross-reactive neutralizing 
antibodies can be induced more efficiently in mice immunized with virus-like particles using an 
immunosuppressive agent (rapamycin) or mice infected with replication competent vesicular stomatitis
 virus pseudotyped with ebolavirus glycoprotein than in mice immunized with virus-like particles 
using a standard adjuvant. 

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
エボラウイルスは、マールブルグウイルス
と共にフィロウイルス科に属し、ヒトまたは
サルに急性で致死率の高い感染症（エボラ出
血熱）をひき起こす病原体である。現在のと
ころ、マールブルグウイルスは 1種のみが知
られているのに対し、エボラウイルスは系統
学的に 5種に分けられている（Zaire、Sudan、
Tai Forest、Bundibugyo および Reston）。
2013-2016年の西アフリカでの流行は、この
中でもっとも病原性が高いとされる Zaire 
エボラウイルスが原因であった。 
エボラ出血熱は主に中央アフリカで散発
的な流行を繰り返しているが、現在のところ
効果的なワクチンあるいは治療薬は実用化
されていない。一方、2013-2016年の過去に
類を見ない西アフリカにおける大規模なエ
ボラ出血熱の流行とヨーロッパ・アメリカを
含めた他国への拡散によって、エボラウイル
スに対する予防・治療薬開発の必要性・緊急
性が認識され、その開発が急がれるなか、未
承認薬ながらアメリカで生産された抗体医
薬が実際の感染者に使用された。申請者らの
グループおよび海外のいくつかの研究グル
ープによるこれまでの研究で、中和抗体を用
いた受動免疫が有効である事がエボラ出血
熱サルモデルで実証されていたからである。 
しかし、抗体療法には大きな課題が残され
ている。これまでの研究では、エボラウイル
スの中で最も病原性の高い Zaireウイルスが
使用されてきたが、エボラウイルス 5種の抗
原性が大きく異なっているため、これまでに
世界中で作出されたモノクローナル抗体の
殆どが Zaireウイルス特異的なのである。実
際には、Sudanあるいは Bundibugyoウイル
スによる流行も頻繁に報告されているが、こ
れらの異なる種のウイルスには現在開発さ
ている抗体は効果が無い。 
 
２．研究の目的 
一般的に用いられる免疫方法ではエボラ
ウイルス種間交差反応性抗体は殆ど誘導さ
れない。そこで、免疫抑制剤であるラパマイ
シンがもつ抗体産生細胞に対する作用（ある
種のウイルスに特異的な高親和性抗体の産
生を阻害し、代わりに他の種のウイルスとの
共通エピトープに対する抗体応答を誘発す
る可能性がある）あるいは水疱性口炎ウイル
スなどのベクターを利用して、交差反応性抗
体の誘導方法を検討する。 

 
 
３．研究の方法 
モノクローナル抗体のスクリーニング 
ラパマイシンを連続投与しつつウイルス
様粒子で複数回免疫したマウスならびに増
殖性シュードタイプ Vesicular Stomatitis Virus 
(VSV)を感染させその 4 週後にウイルス様粒
子で免疫したマウスの脾臓を用いて、モノク
ローナル抗体産生ハイブリドーマを作出し

た。非増殖性シュードタイプ VSV を用いた
ウイルス中和試験によってハイブリドーマ
をスクリーニングした。 
 
競合 ELISAによるエピトープの推定 
 エボラウイルス様粒子および精製したウ
イルス表面糖蛋白質(GP)を抗原として 96 穴
プレートに固相化した。精製抗体および精製
後酵素ラベルした抗体を 1次抗体および 2次
抗体として用いた。 
 
実際のエボラウイルスを用いた感染性中和
試験 
 上記項目１および２で、中和活性が確認さ
れた抗体について、実際のエボラウイルスで
同様の中和活性が認められるか否かを、全て
のエボラウイルス種を用いた focus 形成阻害
試験によって確認した。 
 
ヒトーマウスキメラ抗体の作出 
エボラウイルス種間交差反応性中和抗体
を産生するマウスのハイブリドーマから
RNA を抽出後 RASE 法によりマウス抗体価
編領域の cDNAを L鎖、H鎖それぞれ作成し
塩基配列を決定した後、ヒト IgG1 定常領域
を連結し、キメラ抗体として発現させる一つ
のベクターに抗体遺伝子を組み込んだ。 
 
４．研究成果 
まず最初に、ウイルス蛋白質抗原（ウイル
ス様粒子）を通常のアジュバントと共に用い
た免疫法を試みた。しかし、エボラウイルス
種間交差反応性モノクローナル中和抗体が
得られなかった。ラパマイシンの投与によっ
て、交差反応性抗体の産生がやや増える傾向
にあったが、交差反応性を有するモノクロー
ナル中和抗体は得られなかった。そこで、別
の免疫法を試みた。すなわち、エボラウイル
ス（Zaire種）の表面糖蛋白質(GP)の遺伝子を
ゲノム内に組み込んだ増殖性の水疱性口炎
ウイルスを用いた。本ウイルスを経鼻的にマ
ウスに感染させるとエボラウイルス GP に対
する抗体が誘導された。マウスが回復して数
週間後にエボラウイルス（Sudan species）の
GP を持つウイルス様粒子の腹腔内投与でブ
ーストする免疫手法を試みた。その結果、誘
導される抗体産生細胞の中にはザイールウ
イルスに対する抗体を産生するものととも
に、複数のエボラウイルス種に反応する抗体
を産生するものも誘導される可能性が明ら
かとなった。また、一部の抗体はマールブル
グウイルスにも交差する可能性が示唆され
た。 
そこで、この方法によって免疫したマウス
の脾臓細胞を用いて、ミエローマ細胞と融合
させ、モノクローナル抗体産生ハイブリドー
マの確立を試みた。その結果、数クローンの
中和抗体が得られた。そのうち 2 クローン
（GP1E8/9および GP6H11/10）は Zaire species
を含めた数種のエボラウイルスに対して反



応性を示した（マールブルグウイルスには交
差せず）。面白い事に、 1 クローンは
（GP7B12/8）、全てのエボラウイルス種およ
びマールブルグウイルスに対して中和活性
を示した（図１）。 

 競合 ELISAによって、それぞれの抗体のエ
ピトープを解析した結果（図２）、数種のエ
ボラウイルスに対して反応性を示した 2種類
の抗体（GP1E8/9および GP6H11/10）はいず
れも既存の交差反応性抗体（6D6）とオーバ
ーラップするエピトープを認識する事が判
明した。一方、全てのエボラウイルス種およ
びマールブルグウイルスに対して中和活性
を示した抗体（GP7B12/8）は、実際のエボラ
ウイルスの感染(in vitro)においても中和活性
を示し、かつ他のいずれの抗体ともエピトー
プを競合しなかった。しかし、この抗体は IgM
であったため、可変領域の遺伝子を解読し、
ヒト－マウスキメラ抗体を作出したところ、
中和活性の低下がみられた。 

エボラウイルスに対する抗体療法に関す
るこれまでの研究で、1 種類の抗体の単独投
与では効果が期待できず、複数の抗体のカク
テルを使用する必要がある事が示されてい
る。恐らく、異なる機能（中和活性、抗体依
存性細胞障害活性など）を持つ抗体のカクテ
ルが必要と思われる。したがって、交差中和
活性を示す複数の抗体のカクテルが理想で
ある。そのような複数の抗体によるカクテル
療法は、エボラ出血熱に対するユニバーサル
抗体療法のシーズとなるであろう。また、そ
れらの抗体は高度に保存されたエピトープ
を認識していると考えられ、未知のエボラウ
イルスにも効果が期待できる。さらに、マー
ルブルグウイルスにも反応する抗体が得ら

れれば、全てのフィロウイルス感染症に対応
できる抗体療法も可能かもしれない。 
本研究では、抗体のレパートリーに影響を
与える可能性がある免疫抑制剤の投与によ
って、通常の免疫方法では誘導されにくいエ
ピトープに対するモノクローナル抗体の作
出を試みた。この方法が確立されれば、ウイ
ルス間の抗原性の違いがワクチン開発や抗
体療法の開発の妨げになっているウイルス
感染症一般に応用できると考えられる。 
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図１ モノクローナル抗体の中和活性
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