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研究成果の概要（和文）：エボラウイルスの感染に必須である13回膜貫通タンパク質NPC1分子の立体構造認識モ
ノクローナル抗体の取得を目指した研究である。免疫はDNA免疫法を用い、ハイブリドーマのスクリーニング
は、CRISPR/Cas9スシステムを用いたゲノム編集により樹立したNPC1 KO細胞株と親株とのdifferential 
screeningにより行うことで、多数の抗NPC1モノクローナル抗体の樹立に成功した。樹立した機能性抗NPC1モノ
クローナル抗体の性状解析を行い、複数の抗体において、エボラシュードウイルスの感染を阻止できることがわ
かった。

研究成果の概要（英文）：The multi-membrane-spanning Niemann-Pick type C1 (NPC1) protein in host 
human cells is involved in Ebola virus infection. Using DNA immunization method and unique cell 
differential screening, we successfully generated many mouse anti-NPC1 monoclonal antibodies, 
recognizing intact NPC1 protein in cells. These monoclonal antibodies were characterized, and we 
found that some anti-NPC1 monoclonal antibodies can inhibit Ebola pseudo-type virus infection. These
 antibodies may be promising probes as novel anti-Ebola virus agents.

研究分野：ウイルス学

キーワード： モノクローナル抗体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
複数膜貫通型タンパク質のインタクトの構造を認識する抗体の取得は難しいとされている。本研究において我々
は、免疫法とスクリーニング法を工夫することで、13回膜貫通タンパク質NPC1分子の立体構造認識モノクローナ
ル抗体を多数取得することに成功した。本手法は、機能性抗体の樹立法として非常に有用と考えられた。また、
これら抗体のいくつかのクローンはエボラシュードウイルスの感染を有意に阻止できたことから、抗エボラウイ
ルス薬の候補として有望であると考えられた。

※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 
 タンパク質分子の機能を制御・解析する上で、タンパク質の立体構造を特異的に認識するプロ
ーブ（抗体等）は非常に有用であり、創薬等への応用範囲も広い。しかし、複数膜貫通タンパク
質の立体構造（特に細胞外ドメイン）を認識する抗体の取得は、一般的に非常に難しい。我々は
DNA 免疫法と独自のスクリーニング法を駆使することで、4回膜貫通型のタイトジャンクション
タンパク質（CLDN ファミリー、OCLN）に対する効率的なモノクローナル抗体の樹立を多数成功
させてきた。実際に感染症分野では、樹立した CLDN1 抗体、OCLN 抗体が個体レベルで C 型肝炎
ウイルス（HCV）の感染を阻止できる機能性抗体であることを示し、創薬プローブとなることを
証明した（J.Virol. 2015、2018）。本研究申請では、この方法をさらに広範に適用・展開させる
ことを考えた。 
 
２．研究の目的 
治療法が強く求められている感染症として致死率が極めて高いエボラウイルス感染症がある。
エボラウイルス・マールブルグウイルス感染に必須の宿主受容体 NPC1 分子（13回膜貫通タンパ
ク質）の立体構造認識抗体の取得、および効率的な当該抗体樹立法の確立を目指したい。特に、
ウイルス感染を強力に阻止できる機能性抗体(創薬プローブ)の樹立に取り組みたい。 
我々はこれまでに、DNA 免疫法と抗原ノックアウト細胞を用いた独自のスクリーニング法を用
いることで、4回膜貫通タンパク質に対する多数の機能性モノクローナル抗体の効率的な取得に
成功してきた。自己免疫疾患マウスの使用等を含めた、これまでの独自のノウハウを活かし、さ
らなる条件検討（免疫法、スクリーニング法）を重ねることで、より広範なタンパク質に対して
適用できる機能性抗体樹立法の確立を視野に入れている。今回対象とする NPC1 分子の場合は、
より高分子量(~140kDa)かつ多数(13 回)の膜貫通ドメインを持つこと、細胞膜表面よりも後期エ
ンドソーム（リソソーム）での局在が多い分子でもあり、このような分子に対しても可能な方法
論であることが示されれば、適用範囲がさらに広がり、学術的にも大きな進歩になると考えてい
る。 
また、抗原遺伝子ノックアウト細胞は、ゲノム編集技術の進歩により、比較的簡便に樹立する
ことが可能になったことから、当該抗体作製方法は広く普及可能な方法になりうると考えてい
る。 
 
３．研究の方法 
1）ゲノム編集技術を用いた NPC1 ノックアウト細胞の樹立(抗体スクリーニング系の準備) 
抗体スクリーニングでは、1）インタクト NPC1 を発現する親細胞、および、2）親細胞由来の
NPC1 分子のみを特異的にノックアウトした細胞株を用いる。そこで、ヒト由来株化細胞より、
CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を用いて、NPC1 ノックアウト細胞を複数樹立する。細胞接着能や
NPC1 発現量の高いヒト子宮頸がん由来 HeLa 細胞、EV侵入活性の高いヒト肝がん細胞由来 HepG2
細胞からノックアウト細胞を作成する。樹立した NPC1 ノックアウト細胞については、NPC1 遺伝
子欠損部位の同定を行い、NPC1 遺伝子を戻した細胞(レトロウイルスベクターによる)も樹立す
る。 
 
2）細胞 ELISA を用いた抗体スクリーニング系の確立(モノクローナル抗体樹立への準備) 
 インタクト NPC1 の立体構造を認識できる抗体を得るためには、その目的に合致した抗体スク
リーニング系を確立することが極めて重要である。インタクト NPC1 を発現する親細胞（A）、お
よび、上記で作成した親細胞由来の NPC1 ノックアウト細胞（B）を用いて、（A）には結合するが、
（B）には結合しない抗体クローンを検出できる Cell ELISA 系を確立する。細胞固定条件、細胞
洗浄条件、細胞透過処理条件等を様々検討し、インタクト NPC1 に対する特異的な結合シグナル
を検出できる系を確立する。市販の NPC1 抗体（細胞質側 C末端認識）や免疫後のタイターチェ
ック用の血清を用いて条件検討を行う。また、必要に応じて NCP1 過剰発現細胞なども利用する。 
 
3）インタクトの NPC1 構造を認識する機能性モノクローナル抗体の作製 
これまでの経験を踏まえ、DNA 免疫法、および NPC1 ノックアウト細胞を用いた独自のスクリ
ーニング法により、これまで非常に難しいとされたインタクト NPC1 分子（13 回膜貫通タンパク
質）を認識する機能性モノクローナル抗体の効率的な分離を試みる。具体的には、BALB/c マウ
スあるいは BXSB 自己免疫疾患マウスに NPC1 発現ベクターを DNA 免疫し、NPC1 発現細胞(正常細
胞)および同種細胞由来 NPC1 ノックアウト細胞を用いた Cell ELISA を行い、免疫タイター（IgG
クラス）が上がるかを確認する。NPC1 に対する特異的な結合が見られた場合には、常法により
ミエローマ細胞とプラズマ細胞を融合させハイブリドーマを作製し、上述のスクリーニングに
供する。2回のクローニング後に、抗体産生ハイブリドーマ株として樹立・保存する。 
 
4）インタクトの NPC1 立体構造を認識する機能性モノクローナル抗体の性状解析 



抗体のスクリーニングを継続して進めつつ、樹立したハイブリドーマの産生する各モノクロ
ーナル抗体について、その性状解析を進める。まずサブクラスを同定する。次に、正常細胞、NPC1
ノックアウト細胞、NPC1 戻し細胞を用いた、1)FACS 解析(各種条件；非固定、各種固定法、各種
透過処理法等)、2)細胞免疫染色(各種条件)、3)イムノブロット解析、などを試み、抗体の性状・
適用を検討する。各抗体について、生物種間 NPC1 認識能の検討、エピトープ解析も進める。以
上の結果から、多数樹立された抗体の分類を行う。代表的な抗体の CDR 配列の決定も行う。さら
に、機能性抗体として働くかを検討するため、細胞の各モノクローナル抗体処理により NPC 病様
の表現系(リソソームへのコレステロール蓄積等)が再現されるか、についても検討する。 
 
5）エボラウイルス感染に対する抗 NPC1 モノクローナル抗体の阻害効果の検討 
 上記検討と並行して、エボラシュードウイルス感染に対して、各モノクローナル抗体が阻害能
を示すかも培養細胞レベルで検討する。エボラシュードウイルス感染実験系（ルシフェラーゼレ
ポーター遺伝子を用いた検出系）については既に導入済みであり、系の最適化を進めた上で行う。 
 
４．研究成果 
1）ゲノム編集技術を用いた NPC1 ノックアウト細胞の樹立 
 CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を用いて、HeLa 細胞および HepG2 細胞より、NPC1 ノックアウト
（KO）細胞を複数樹立することに成功した。それぞれの細胞の NPC1 遺伝子欠損部位の同定も行
った。各 KO 細胞に NPC1 遺伝子を戻した細胞も樹立した。 
 
2）細胞 ELISA を用いた抗体スクリーニング系の確立 
 市販の NPC1 抗体（細胞質側 C末端認識）や免疫後のタイターチェック用の血清を用いて条件
検討を行い、インタクト NPC1 を発現する親細胞（A）、および、親細胞由来の NPC1 ノックアウト
細胞（B）を用いた Cell ELISA 系を確立した。同時に NCP1 過剰発現細胞を用いた ELISA 系も作
成した。タイターチェック用の血清を用い、（A）には結合するが、（B）には結合しない条件（イ
ンタクト NPC1 に対する特異的な結合シグナルを検出できる条件）が設定できていることを確認
した。 
 
3）インタクト NPC1 構造を認識できる機能性モノクローナル抗体の作製 
 DNA 免疫法により、BALB/c マウスおよび BXSB 自己免疫疾患マウス双方から、上記スクリーニ
ング系により、親細胞のみに結合する抗体を産生するハイブリドーマ株が多数樹立できた。これ
らの抗体は、細胞上のインタクトな NPC1 構造を認識しているものと考えられた。 
 
4）インタクトの NPC1 立体構造を認識する機能性モノクローナル抗体の性状解析 
 樹立した各モノクローナル抗体のサブクラスをラテラルフローアッセイにより決定した。
正常細胞、NPC1 ノックアウト細胞、NPC1 戻し細胞を用いて、各モノクローナル抗体の、1)FACS
解析、2)細胞免疫染色、3)イムノブロット解析、を行い、その性状を解析した。各抗体について、
各動物種由来リコンビナント NPC1 オルソログタンパク質・部分欠損タンパク質・変異導入タン
パク質・キメラタンパク質などを用いてエピトープ解析を進め認識に重要な NPC1 の領域を検討
した。N末端領域、第一ループ領域など様々な領域を認識するモノクローナル抗体が含まれるこ
とが明らかとなった。各産生ハイブリドーマより抗体遺伝子を増幅し、Ｈ鎖、Ｌ鎖抗体可変領域
の核酸配列を取得し、アミノ酸配列を決定した。さらに、細胞の各モノクローナル抗体処理によ
り NPC 病様の表現系(リソソームへのコレステロール蓄積等)が再現されるか、についても検討
し、多くの抗体が活性を有していることが示され、機能性抗体として働くことが確認された。 
 
5）エボラウイルス感染に対する抗 NPC1 モノクローナル抗体の阻害効果 
 エボラシュードウイルス感染に対して、各モノクローナル抗体が阻害能を示すかについて培
養細胞レベルで検討した。その結果、いくつかのクローンで、エボラシュードウイルス感染を用
量依存的に阻害することがわかった。以上の結果を総合的に比較検討すると、各モノクローナル
抗体のアミノ酸配列とその認識部位、エボラウイルス感染阻害活性の間に明らかな相関がみら
れることもわかった。 
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