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研究成果の概要：脂質二重膜である HIV-1 エンベロープの流動性を薬物等で低下させると、

HIV-1 の感染は抑制される。HIV-1 の gp120 に附着し HIV-1 を中和する抗体は、エンベロープ流

動性を低下させた。また、HIV-1 上の非特異的蛋白を認識する抗体では、HIV-1 を中和すれば、

エンベロープの流動性を低下させた。以上より、HIV-1 特異的あるいは非特異的蛋白を認識す

る抗体は、中和抗体であれば、その附着によりエンベロープの流動性を抑制した。これはウイ

ルスの新しい中和機序であると思われる。
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１．研究開始当初の背景

我々はこれまでいくつかの糖脂質や HTLV-I ト

ランスフォーム細胞株の培養上清がHIV-1 の感染

を修飾することを見いだし、その機序を追求して

きた。これらの研究から、HIV-1 の感染性の変化

は、さまざまな物質によってHIV-1 の使用するレ

セプターおよびコレセプターが質的かつ量的に修

飾させられるためと考えるに至った。植物由来の

糖脂質であるファテビラシン A1 やカプシアノサ

イドGはその細胞処理方法によりHIV-1の感染が

大きく変わった。特に、カプシアノサイドGは、

細胞を感染前に処理することにより、CXCR4 をコ

レセプターとして使用するX4株HIV-1の感染を著

しく亢進させた。その処理により細胞の CD4 と

CXCR4の発現が増強することはなかった。しかし、

カプシアノサイドGはCD4とCXCR4の細胞表面で

の共集合とcappingを誘導し、CD4とCCR5には影

響をあたえなかった。このカプシアノサイドGの

選択的作用がX4 HIV-1株の感染だけを増強させる

原因であると考えた。これらの研究により、細胞
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表面でのレセプター群の動きと集合がHIV-1 の感

染を促進させるとの結論に至った。これは HIV-1

が複数のgp120/receptors 複合体を利用してウイ

ルスの侵入と感染を成立させる(multiple-site

binding)の可能性を示唆していた。また、HIV-1

の gp120 V3 部位を認識するモノクローナル抗体

0.5βは、1分子で1個のHIV-1を中和することを

報告し、この現象は 0.5βの結合が HIV-1 エンベ

ロープに構造的変化を与えるためと考えた。この

ことで、HIV-1の感染にはmultiple-site binding

が必要であり、ウイルスの中和にはレセプターへ

の吸着阻止以外の作用機作があるとの考えに至っ

た。さらに糖脂質様の物質グリチルリチンがウイ

ルス粒子に直接作用し、ウイルスエンベロープの

流動性を下げることにより、ウイルスの感染性を

低下させることを報告した。以上の理由で、膜流

動性を低下させmultiple-site binding 形成を阻

止し感染を抑制するという機作は、中和抗体でも

起こり得るのではないかと言う考えに至った。

HIV-1 の中和抗体の研究は、米国では抗体や

gp120 の構造から、その付着状態の解析がすすめ

られている。また、欧米では、分子生物学的手法

から、ほとんどの抗体が吸着阻止として作用して

いることが明らかにされた。しかし、実際のウイ

ルスと細胞を用いた中和抗体測定系では、吸着後

の感染阻止 post-attachment neutralization

(PAN)や、1分子の抗体が1ビリオンを中和可能な

ことなど、吸着阻害では説明できない現象が、我々

及び英国のグループから報告されている。今のと

ころエンベロープのsteric change のためなどと

曖昧な説明がなされているが、なぜこのような現

象が起こるかまだ解明されていない。

２．研究の目的
エイズウイルスであるHIV-1 の感染による宿
主応答にウイルス蛋白に対する抗体産生がある。
その中でもウイルス中和抗体は感染防御という
意味で重要な獲得免疫のひとつである。一般的
な中和抗体の作用機序として；a)ウイルスの抗
体による凝集、b)ウイルスの細胞への吸着阻止、
c)ウイルスの細胞内への侵入阻止、d)ウイルス
脱殻の阻害、などが理論的に考えられている。
しかしながら、HIV-1 に対して中和能力を示す
抗体のほとんどは、HIV-1 のエンベロープ糖蛋
白スパイクであるgp120のCD4結合部位かある
いはgp120の可変部位であるV3を認識する抗体
である。両方の抗体ともHIV-1 の細胞レセプタ
ーへの付着を阻害することによる感染阻止であ
るため、それがHIV-1中和の主な作用機序であ
ると考えられている。しかし、抗V3抗体にはウ
イルス吸着後に作用させても中和作用が見られ

ること、また1分子の抗体で1ビリオンのHIV-1
を中和可能なことなどの現象がある。本研究で
は、まず抗V3中和抗体が吸着阻止以外の機序で
HIV-1を中和すること、HIV-1エンベロープに存
在する細胞由来の蛋白でも中和の標的抗原にな
ることを証明する。このような抗体の中和作用
は、これまでエンベロープにstericな変化がお
こるためと曖昧に推定されていた。しかし、本
研究では抗体のもっと具体的な感染防止作用機
序として、レセプター/gp120の膜上の動きによ
って形成される multiple-site binding
(fusion pore) 形成阻止を証明し、抗体による
感染防止の新しい機構を追究する。

３．研究の方法
(1)細胞とウイルス；細胞はMOLT-4、MT-2、MAGI
細胞などを使用した。ウイルスとして X4
HIV-1のクローン株であるC-2やその0.5β逃
避ウイルスなどを用いた。また、X4のエンベ
ロープをもった pseudovirus である
pNL43-lucも中和実験に使用した。
(2)単クロン抗体； HIV-1のgp120に作用する
0.5 β (anti-V3) 、 694/98-D (anti-V3) 、
670-30D (anti-C5)とanti-gp41である246-D
を用いた。また、HTLV-I gp46 に対する中和
単クロン抗体LAT27と非中和抗体LAT12およ
び抗HLA-II抗体を使用した。
(3)ウイルス中和価の測定；ウイルスと抗体を
作用させ、すぐ細胞と混和した。37℃で1時
間培養した後、洗浄し、さらに37℃で2日間
培養した。残存ウイルスの感染価はMAGIアッ
セイかpNL43-lucウイルスを使った場合はル
シフェラーゼ価を測定して決定した。
(4)吸 着 後 中 和 価 post-attachment
neutralization (PAN)の測定；ウイルスを細
胞に37℃、1時間作用させ、洗浄後、希釈し
た抗体を37℃、1時間反応させる。洗浄後、
細胞を37℃、2日間培養し、中和抗体価測定
と同様に、残存HIV-1感染価をルシフェーラ
ーゼを測定することにより行う。
(5)膜流動性の測定；約50ml のウイルス溶液に
5-doxyl stearic acid (5-DSA)を反応させ、
ウイルスを濃縮洗浄後、キャピラリに封じこ
めた。エンベロープ膜の流動性は、ラベルに
用いた5-DSAの電子の揺れを電子スピン共鳴
(ESR)法で測定することにより行った。ESRで
得られた値で order parameter (S)を計算し
た。S値が高いほど、膜流動性は低く、S値が
低いと流動性は高いと判定された。

４．研究成果
(1) anti-V3、anti-C5、anti-gp41単クロン抗体
のHIV-1中和とPAN；X4のエンベロープに作
用する0.5βと694/98-D (anti-V3)、670-30D
(anti-C5)、264-D (anti-gp41)抗体の X4
HIV-1に対する中和能とPAN活性について調
べた。図 1 に示すように anti-V3 である



694/98-D抗体のみがX4 HIV-1に対して強い
中和活性を示した。しかし、anti-C5 と
anti-gp41 抗体は HIV-1 の感染を抑制せず、

むしろ亢進する傾向が認められた。もうひと
つのanti-V3抗体である0.5βも同様に強い
中和活性を示した。従って、anti-V3抗体は
中和抗体であり、anti-C5とanti-gp41抗体
は感作抗体である。これらの抗体のPAN活性
を調べたが、中和活性と同様に、anti-V3抗
体だけにPANが認められた。
(2) anti-V3、anti-C5、anti-gp41単クロン抗体
のウイルスのエンベロープ膜への作用；
anti-V3 抗体が PAN 作用を示したことから、
anti-V3抗体にはHIV-1の吸着阻止だけでな
く、エンベロープに何らかの作用を与えるも
のと考えられた。そこで、これらの抗体のエ
ンベロープの膜流動性へ与える影響を調べ
た（図2）。中和とPAN活性を示したanti-V3

抗体である694/98-Dはorder parameterで
あるS値がコントロールより高く、この抗体
が膜の流動性を抑えていることが分かった。
しかし、中和反応を示さない anti-C5 と
anti-gp41 抗体はこのような膜流動性抑制
作用は認められなかった。また、同様に
anti-V3である0.5β抗体は感受性ウイルス
株である C-2 のエンベロープの流動性を抑
えたが、0.5βの逃避ウイルスのエンベロー
プ流動性には影響を与えなかった。以上の結
果、HIV-1特異的蛋白を認識する単クロン抗
体では、その抗体の中和およびPAN能と膜流
動性抑制能とには関連が認められた。
(3)エンベロープ上に存在する HIV-1 非特異的
分子を認識する抗体のHIV-1中和作用；抗体
として HIV-1 関連分子を認識する anti-V3
のようなものを使っている限り、HIV-1の中
和作用として吸着阻害を否定することはで
きない。そこでHIV-1のエンベロープ上に存
在し、宿主細胞由来の分子を標的として、そ

れを認識する抗体が HIV-1 の中和活性を有
するか検討した。用いたウイルスはX4 HIV-1
のクロンウイルスであるC-2をMOLT-4細胞
あるいはMT-2細胞に感染させ回収した子孫
ウイルスを使用した。それぞれC-2(MOLT-4)、
C-2(MT-2)ウイルスと呼ぶことにした。MT-2
細胞は、MOLT-4 細胞と異なり、細胞膜上に
HLA-II分子とHTLV-I gp46を発現している。
従って、MT-2細胞から産生されたC-2(MT-2)
ウイルスはエンベロープ上にHLA-II分子と
HTLV-I gp46を持っている。図3は抗HLA-II
抗体が C-2(MT-2)ウイルスは中和し、
C-2(MOLT-4)ウイルスは中和しないことを示
している。また、HTLV-I の単クロン中和抗

体であるLAT27は弱いながらもHIV-1である
C-2(MT-2)ウイルスを中和し、非中和抗体で
あるLAT12は中和作用が認められなかった。
(4)抗HLA-II抗体のC-2(MT-2)ウイルスエンベ
ロープの流動性抑制作用；抗HLA-II抗体、
LAT27、LAT12抗体は、X4 HIV-1の細胞への
吸着には影響を与えなかった。従って、抗
HLA-II抗体とLAT27抗体のC-2(MT-2)ウイル
スの中和には吸着阻止以外の何らかの作用
が働いていると考えられる。そこで、抗
HLA-II 抗体の C-2(MT-2)ウイルスエンベロ
ープの流動性へ与える影響を調べた（図4）。
抗 HLA-II 抗体は C-2(MT-2)のエンベロープ
流動性を強く抑制したが、C-2(MOLT-4)ウイ
ルスの流動性は抑えなかった。また、LAT27

も LAT12 もウイルスエンベロープ流動性抑
制は認められなかったが、MT-2 細胞膜の流
動性はLAT27のみ抑制した。以上、HIV-1非
特異的分子を認識する抗体では、その分子が
ウイルス表面に充分量存在すれば、抗体はウ
イルスを中和する。また、その主な中和機序
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としては、抗体がエンベロープに附着するこ
とによりエンベロープ流動性を抑制するこ
とだと考えられた。
(5)研究成果のまとめ；ウイルス特異的分子を
認識する抗体では、中和抗体と非中和（感作）
抗体が存在した。Anti-V3を主とする中和抗
体は同時にPAN活性も認められた。これらの
中和機序は吸着阻止に加えて、エンベロープ
の流動性を抑制するためだと思われた。一方、
抗HLA-II抗体に代表されるHIV-1非特異的
抗体は、HLA-II 分子が HIV-1 表面に存在す
れば、そのウイルスを中和した。この抗体は
HIV-1の吸着は阻止せず、その中和機序はウ
イルスエンベロープの流動性の抑制だけで
あると考えられる。中和抗体によるウイルス
の中和機序として、ウイルスエンベロープの
流動性の抑制があることを初めて証明した。
この考え方は、ウイルス非特異的な抗体でも
中和可能であるという所見とともに、今後の
ウイルスに対するワクチン戦略を考える上
で重要なものと思われる。
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