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研究成果の概要（和文）：複数のエボラウイルス種に対して交差中和活性をもつモノクローナル抗体を作出し
た。抗体のエピトープを詳細に解析した結果、幾つかの抗体はウイルス表面糖蛋白（GP）分子の側面に結合し細
胞膜とウイルスエンベロープとの膜融合を阻害すると推測された。それらの抗体の一つである6D6とGPの複合体
の構造を電子顕微鏡で観察する事によって、この抗体はGPの膜融合ペプチド領域を認識することが確認された。
また、既存の化合物ライブラリーから、全てのエボラウイルスの感染性を低下させる作用を持つ化合物が得られ
た。その阻害メカニズムを解析した結果、本化合物はGP分子の側面に結合し膜融合を阻害する事が推測された。

研究成果の概要（英文）：Mouse monoclonal antibodies with cross-neutralizing activity against 
multiple ebolavirus species were generated. Detailed analyses of the epitopes recognized by the 
antibodies suggested that that some of the antibodies bind to the side region of the viral surface 
glycoprotein (GP) molecule and inhibit the membrane fusion between the cellular membrane and the 
virus envelope. Electron microscopic structural analysis of the complex of the GP molecule and Mab 
6D6, one of the cross-reactive antibodies, revealed that this antibody recognizes the fusion loop 
region of GP. In addition, a novel compound having the ability to reduce the infectivity of all 
known ebolaviruses were obtained from an existing compound library. It was suggested that this 
compound binds to the side surface region of the GP molecule and inhibits the membrane fusion.

研究分野：ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
エボラウイルスは、ヒトに致死率の高い感染症（エボラ出血熱）をひき起こす。近年のアフリカでの大流行と他
国への拡散によって、予防・治療法開発が急務となった。抗体医薬および既存の化合物が緊急的に用いられた
が、大きな課題が残されている。これまでの抗体医薬は全て1種のエボラウイルス特異的であり他の種のエボラ
ウイルスには効果が無い。また、投与された化合物の有効性が確認されておらず、さらに副作用が大きい。本研
究では全てのエボラウイルス種を中和するモノクローナル抗体を作出するとともに、エボラウイルスの細胞侵入
を阻害する新規化合物を発見した。これらの成果によって、エボラ出血熱治療薬の開発に資すると思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
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として知られている。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、現在、病原体として分離されているエボラウ
イルスは進化系統学的に 5 種に分けられている（Zaire、Sudan、Tai Forest、Bundibugyo および
Reston）。 
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きたが、研究開始当初は効果

的なワクチンあるいは治療薬は実用化されていなかった（現在は、ワクチンと治療薬それぞれ 2
種類が FDA による承認を受けている）。2014 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ていた。申請者らおよび海外の
研究グループによる、エボラ出血熱サルモデルを用いた研究で、複数のモノクローナル抗体を用
いた抗体カクテルによる受動免疫の有効性が実証されていたからである[1,2,3]。 

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、エボラウイルスのプ
ロトタイプである 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[4]、これまでに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[5]。アフリカでは、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れている抗体は効果が無い。また、2014
年に複数の感染者に実際に使用された治療用抗体（ZMapp）は 3 種類のモノクローナル抗体のカ
クテルであるが、そのうち 2 種類の抗体が認識するエピトープが競合しており[6]、この既存の
治療用抗体は Zaire ウイルスに対してさえカクテルとしての最大の効果が発揮されていない可能
性があった。 
 
２．研究の目的 

 
これまでの研究で、フィロウイルスの表面糖蛋白質(GP)が中和抗体の標的であり、細胞侵入過

程における複数の標的メカニズムが分かっている[7]。さらに、申請者らは通常の中和活性（ウイ
ルスの細胞侵入阻害活性）を持たない抗体の中には、出芽過程を阻害することによってウイルス
の拡散を防ぐ抗体が存在する事を明らかにし、抗体によるウイルス増殖阻害活性の新しい概念
を提唱した[8]。エボラウイルスに対する抗体の in vitro の中和活性は、必ずしも動物モデルを用
いた受動免疫による感染防御効果と一致しない事が報告されており、そのメカニズムの一つと
して出芽阻害が考えられている[8,9]。このように、様々なエピトープに対する抗体が複数のメカ
ニズムでウイルスの増殖を阻害することが詳細に分かってきた[6-9]。 
一方、2014 年のエボラ出血熱流行の際には、低分子化合物（核酸類似体）である Brincidofovir、

Lamivudine および Favipiravir が実験的に治療に用いられた。特に、Favipiravir（アビガン®錠）
が世界的に注目された。抗インフルエンザ薬として開発された Favipiravir は、様々な RNA ウイ
ルスに対する広域な RNA ポリメラーゼ阻害剤であることが期待され[10]、エボラウイルス感染
マウスモデルで防御効果が確認されていたからである[11,12]。しかし、感染サルモデルでは効果
が確認されず(未発表データ)、副作用の問題からインフルエンザの治療薬としても使用が制限さ
れている。Favipiravir と同様に核酸類似体である BCX4430 は、マールブルグウイルスに対して
の治療効果は感染サルモデルで認められているが[13]、より病原性が高いエボラウイルスに対し
ての有効性は不明である。 
 以上を踏まえ本研究では、これまでに獲得したエボラウイルスの細胞侵入および出芽メカニ
ズムに関する知見と技術を駆使して、エボラ出血熱治療法確立のための基盤を提供する。 
 
３．研究の方法 
 
モノクローナル抗体のスクリーニング 
これまでに申請者らは、エボラおよびマールブルグウイルスの GP に対するマウスモノクロー

ナル抗体を多数作出してきた。それらの実験系を用いて、モノクローナル抗体産生ハイブリドー
マを作出した。全てのエボラウイルス種に対する結合活性を ELISA でスクリーニングした後に、
交差反応性抗体全てについて、非増殖性シュードタイプ Vesicular Stomatitis Virus (VSV)を用いて、
通常のウイルス中和試験（細胞侵入阻害活性）を行った。 
 
エスケープミュータントの選択およびエピトープの決定 

増殖性シュードタイプ VSV を利用して、以下に示す手順でエスケープミュータントの選択を
行った。 
(1) 予めウイルスと抗体を混合し（室温で 1 時間反応）、単層培養した Vero E6 細胞に１時間吸



着後、抗体を含む寒天培地で培養し Plaque を形成させ、中和を逃れた変異体のみ増殖させ
た。 

(2) 得られたエスケープミュータントの GP の遺伝子およびアミノ酸配列を決定し、親株と比較
することによって変異したアミノ酸を同定した。 

(3) エピトープの位置を GP の立体構造上にマッピングした。 
 
エピトープ構造解析および侵入阻害メカニズムの解明 
(1) 中和活性（細胞侵入阻害）を有するモノクローナル抗体を用いて、抗体－GP 複合体の結合

構造を解析し、これまでに知られている GP の機能部位（レセプター結合、膜融合、ムチン
様領域など）との関連を検索した。GP と抗体の精製および電子顕微鏡解析は、研究協力者
である Erica Saphire 博士と共同で進めた。 

(2) 既に確立された、蛍光ラベルしたエボラウイルス様粒子（VLP）を用いて蛍光 VLP 数およ
び dequenching による蛍光強度上昇を測定する方法によって、抗体存在下および非存在下で
VLP の吸着、侵入および膜融合を比較し、抗体によっていずれのステップが阻害されるか
を調べた。 

 
エボラウイルスの細胞進入過程を阻害する化合物のスクリーニング 
 非増殖性シュードタイプ VSV を用いてエボラウイルスの細胞進入過程を阻害する化合物とそ
のメカニズム解析を以下に示す手順で行った。東京大学創薬オープンイノベーションセンター
の化合物ライブラリー（約 10000 種類）を用いた。 
(1) エボラウイルス（Zaire 種）の GP を持つ非増殖性シュードタイプ VSV を作出した。 
(2) 96 穴プレート上の Vero E6 細胞に、化合物を含む培地を添加し、37 度で 30 分処理した。 
(3) 予め化合物と反応させたシュードタイプ VSV を感染させ（1000 IU/well）、12 時間後に GFP

発現細胞数を IN cell Analyzer で各穴毎に計測した。 
(4) 50%以上の感染抑制効果が認められた化合物に対して VSV 自体の複製に対する阻害効果の

有無を指標に特異性を確認するとともに、細胞毒性を評価し、化合物の候補を絞り込んだ。 
(5) Zaire ウイルス以外のエボラウイルスおよびマールブルグウイルスに対する効果を指標にさ

らに候補を絞り込んだ後に、候補化合物の複数の誘導体を用いて、構造・機能特性を評価し
た。 

(6) 上述の蛍光ラベル VLP を用いた手法によって、吸着、侵入および膜融合のいずれのステッ
プが阻害されるかを調べた。 

(7) 上述の Plaque 形成試験を用いた手法によって、エスケープミュータントを選択し、アミノ
酸配列を決定した。 

 
４．研究成果 
 
エボラウイルス種間交差反応性抗体 

エボラウイルス（Zaire 種）の GP 遺伝子をゲ
ノム内に組み込んだ増殖性のシュードタイプ
VSV に感染させ回復したマウスに、エボラウイ
ルス（Sudan 種）の GP を持つ VLP を腹腔内投
与してブーストした。そのマウスから脾臓細胞
を採取し、通常の方法でハイブリドーマの作出
を試みた。最終的に、複数のエボラウイルス種
に交差中和活性を示すモノクローナル IgG 抗体
が、既存の抗体も含めて 3 クローン確立できた
（図 1）。これらの交差中和活性を示すモノクロ
ーナル IgG 抗体のエピトープ解析のために競合
ELISA を行った結果、これらの抗体はエピトー
プを競合する事が分かった（図 2）。交差反応性
抗体の一つである 6D6 の中和活性から逃れた
エスケープミュータントでは、膜融合に必須な
fusion loop 領域にアミノ酸変異が認められた。 
 交差反応性抗体とエボラウイルス GP との結
合構造解析のため、6D6 の Fab 領域と GP の複
合体の電子顕微鏡による観察と、それぞれの分
子の X 線解析によって得られた構造を用いた
ドッキングシュミレーションを、研究協力者で
ある Erica Saphire 博士と共同で行った。その結
果、Fab-GP の結合構造の解析に成功し、予想通
りこの抗体は GP の fusion loop を認識すること
が証明された（図 3）。 
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これまでに作出したマールブルグウイルスの GP に対するモノクローナル抗体の中には、ウイ

ルス中和活性は持たないが、ウイルスの細胞外への出芽を効率的に抑えるものがあった。それら
の抗体の受動免疫による治療効果を、ハムスターモデルを用いて検証した結果、非中和抗体であ
っても他の抗体と一緒に抗体カクテルとして用いることによって効果を示すことが判明した。
さらに、これまでに作出した抗エボラウイルス中和モノクローナル抗体から、エピトープを競合
しない 2 種類を選択し、混合してカクテルとしてハムスターに投与し、致死量のエボラウイルス
で攻撃して体重減少および生残数を調べた結果、それぞれ単独で用いるより高い治療効果が認
められることを確認した。 
 
エボラウイルスの細胞侵入を阻害する化合物 

エボラウイルスの GP を纏った非増殖性シ
ュードタイプ VSV を用いて、既存の化合物ラ
イブラリーからエボラウイルスの細胞侵入を
阻害する治療薬候補化合物をスクリーニング
したところ、スルフォンアミド誘導体である
HUP2976 が見出された。本化合物は、ヒトや
サルに病原性を有する既知の全てのエボラウ
イルスおよびマールブルグウイルスに対して
in vitro での感染阻害効果を示した（図 4）。特
に Zaire および Bundibugyo 種に対する効果が
高かった。共焦点レーザー顕微鏡を用いて、蛍
光標識した VLP の細胞侵入過程（吸着・取り
込み・膜融合）を HUP2976 存在下および非存
在下で比較した結果、本化合物は粒子がエン
ドソーム内に取り込まれた後の膜融合を阻害
することが示唆された（図 5）。エボラウイル
スのエンベロープと細胞膜の膜融合は、エン
ドソーム内に存在する膜融合レセプターであ
る Niemann-Pick C1 (NPC1)蛋白質と GP の相互
作用を介して引き起こされると考えられてい
るが、HUP2976 は NPC1 と GP の結合を阻害
しなかった（図 6）。 

次に、増殖性シュードタイプウイルスを用
いたエスケープミュータントを選択し、アミ

ノ酸配列を解析したところ、GP 分子上の基幹部位（fusion loop の内側）に変異が見つかり、そ
の変異箇所が HUP2976 の作用部位である事が示唆された（図 7）。これらの結果は、HUP2976 は
エボラウイルスの GP 分子に直接作用して構造変化を抑制し、エンドソーム膜とウイルスエンベ
ロープの膜融合を阻害することで、エボラウイルスの細胞侵入阻害活性を示すことを示唆して
いる。 
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成果の国内外における位置づけとインパクト、
今後の展望など 
これまでの研究で単一のモノクローナル抗

体の投与のみでは充分な感染防御効果が得ら

れない事が分かっているため、これまでに使用

された抗体カクテルは幾つかの既存の中和抗

体を盲目的に組み合わせて選択された。しかし

本研究では、個々の抗体のウイルス増殖阻害メ

カニズムを明らかにした上で、異なる作用を持

つ抗体を計画的に選択し、エボラ出血熱治療用

の究極の抗体カクテルを探索する点が特色で

ある。これまでに、多くのモノクローナル抗体

を作出し、通常の中和試験では検出できない抗

体によるウイルス増殖阻害活性（出芽阻害）を

発見するとともに、中和メカニズムやエピトー

プの解析を行ってきた申請者らのグループの

優位性は高い。エボラウイルス種間の GP の抗

原性の違いは、インフルエンザウイルスのヘマ

グルチニン亜型間の違いに匹敵する。しかし近年、申請者および他の研究グループによって、イ

ンフルエンザウイルス亜型間交差モノクローナル中和抗体の作出が可能であることが実証され

た。本研究ではその概念と技術をエボラウイルス種間交差中和抗体の作出に利用した。本研究で

作出された抗体は即座にヒト抗体遺伝子とキメラ化し、治療用抗体として作出可能であり、サル

での感染防御試験の後、実用化へ発展する事が期待される。一方、抗体療法は生産系やコストに

関する制約が大きいため、安価で大量生産可能な低分子化合物の探索を同時に進め、抗体による

細胞侵入阻害メカニズムに関してこれまでに蓄積された知見を活用し、エボラ出血熱治療法開

発を包括的に進めた。 
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