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研究成果の概要（和文）：マールブルグウイルス (MARV) の表面糖蛋白質(GP) 特異的モノクローナル抗体を作出し、
ウイルス出芽阻害活性の有無を解析した。その結果、通常の中和活性は持たない抗体の中に、MARV粒子の感染細胞から
の出芽・放出を顕著に抑制する抗体が存在することが明らかとなった。これらの抗体存在下で増殖可能なエスケープ変
異体を選択し、GPに導入されたアミノ酸変異を調べた結果、ムチン様領域の大規模な欠損またはfurin開裂部位の点変
異が認められた。以上の結果より、抗体によるMARV感染抑制の新規メカニズムとMARVのユニークな免疫逃避メカニズム
が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Monoclonal antibodies (MAbs) specific to Marburg virus glycoprotein (GP) were prod
uced to analyze their activity to suppress the virus budding. We found that some of the MAbs, which did no
t have a classical neutralizing activity, efficiently inhibited the budding and release of MARV particles 
from infected cells. A couple of escape variants selected by these MAbs had deletions of the mucin-like re
gion in GP or single amino acid substitutions in the furin-recognition motif in GP. These results demonstr
ate a novel mechanism of antibody-mediated inhibition of MARV budding and the extraordinary structural fle
xibility and variability of MARV GP to escape from immunological pressure of antibodies.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 

 マールブルグウイルス (MARV) はエボラ
ウイルスと共にフィロウイルス科に属し、霊
長類動物に出血熱を引き起こす。現在、フィ
ロウイルス感染症に対する予防・治療法は実
用化されていない。エンベロープウイルスに
対して、抗体による感染性中和のメカニズム
は、「細胞の外」でウイルス粒子表面蛋白質
に結合した抗体が、ウイルス受容体への結合
あるいはウイルスエンベロープと宿主細胞
膜の膜融合等を阻害することによってウイ
ルスの細胞侵入を抑えるものが主である。通
常の in vitro ウイルス中和試験は、予めウイル
スと抗体を液体中で反応させ、その複合体を
培養細胞に感染（吸着）させ、どれだけのウ
イルスが細胞外で感染性を失っていたかを
測定する。しかし申請者は最近、フィロウイ
ルスの表面糖蛋白質(GP)遺伝子をもつ増殖性
のシュードタイプウイルスを用いた感染実
験で、通常の中和試験では活性が殆ど認めら
れない抗体でも、ウイルス感染（吸着・侵入）
後に培養細胞の上清に抗体を添加しておく
と、ウイルスの多段階増殖を著しく減少させ
る場合があることを見出した。本研究では、
この現象に着目した。すなわち、抗体が細胞
表面でウイルス蛋白質に結合し、ウイルスの
出芽・粒子形成過程を抑えると推定される
「細胞表面」で起こる抗ウイルス作用のメカ
ニズムの解析という着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 
 申請者がこれまでに作出したマールブル
グウイルスの表面糖蛋白質(GP）に対するモ
ノクローナル抗体全てを用いて、(1)通常の中
和試験（細胞外における中和）で活性を示さ
ない抗体が、抗体存在下でウイルスを多段階
増殖させることによって、ウイルスのプラッ
ク形成を抑えるか否かをスクリーニングす
る（図１）、(2)プラック形成を抑える抗体を
用いて、出芽・粒子形成過程を阻害するか否
かを virus-like particle (VLP)の形成を指標に
解析する、(3)出芽・粒子形成過程を阻害する
抗体に関して、エスケープミュータントのア
ミノ酸配列を解析するとともに「細胞表面」
中和のメカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、以下の方法で出芽・粒子形成を
阻害する抗体を解析する（図１）。 

 
(1) モノクローナル抗体のスクリーニング 
 これまでに作出した MARV 表面糖蛋白質
GP に対するモノクローナル抗体について、
非増殖性シュードタイプ Vesicular Stomatitis 
Virus (VSV)および増殖性シュードタイプ
VSV（図 2）を用いて中和試験を行った。 
 

(2) 非中和抗体の抗ウイルス活性の解析 
 通常の中和活性の無い抗体に関して、細胞
侵入過程以外における抗ウイルス活性を測
定した。単層培養した Vero E6 細胞に増殖性
シュードタイプ VSV を１時間吸着後、抗体
(1-100μg/ml)を含む寒天培地を重層し、2-3 日
後に形成されたプラックの数およびサイズ
を計測した。 
 
(3) VLP 形成阻害試験 
 フィロウイルスのマトリックス蛋白質で
ある VP40、各蛋白質である NP および GP を
293T 細胞に発現させると VLP が形成され、
培養上清中に放出される現象を利用した。抗
体存在下および非存在下で VLP を形成させ、
培養上清中に含まれる VLP 量を、ウェスタン
ブロッティング（NP を検出）によって測定
した（図 3）。 

 
(4) 実際の MARVを用いた抗ウイルス活性測
定試験 
 VLP 形成阻害が確認された非中和抗体に
ついて、実際 MARV で同様の現象が認められ
るか否かを、(3)と同様のウイルス粒子形成阻
害試験によって確認した。本実験は、アメリ
カモンタナ州にある NIH, Rocky Mountain 
Laboratoriesの BSL4施設でHeinz Feldmann博
士との共同研究として行った。 
 
(5) VLP および VLP 産生細胞の形態観察 
 細胞表面での抗体のウイルス増殖阻害活
性のメカニズムを解明するために、抗体存在
下および非存在下で VLP を産生させた細胞
を共焦点レーザー顕微鏡および電子顕微鏡
で観察した。 
 
 

出芽・粒子形成

遺伝子増幅

侵入

Newly 
synthesized viral 

proteins

転写/翻訳

RNA (+)

会合
RNA (-)

Nucleus

吸着

mRNA

膜融合

図1 フィロウイルスの細胞内増殖過程

通常の中和抗
体はこのステッ
プを阻害する

本研究は、このステップを
阻害する抗体を解析する

N P M LGFP N P M LFiloGP

非増殖性シュードタイプVSV 増殖性シュードタイプVSV

GPGP

図2 VSVシュードタイプ模式図

VP40 GP

293T細胞

抗体添加

Virus-like particle (VLP)

GP

VP40

ウェスタンブロッ
ティングで上清中
のVP40を検出

図3 Virus-like particleの検出法

発現プラスミド



(6) 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、
エスケープミュータントの選択を行った。
VSV の変異体の通常の出現頻度を考慮して、
104~106 個の感染性ウイルスが含まれように
調整した増殖型シュードタイプ VSV を単層
培養した Vero E6 細胞に１時間吸着後、抗体
を含む液体培地で多段階増殖させた。このス
テップを繰り返すことによって、エスケープ
ミュータントを得た。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。また、GP のア
ミノ酸配列をもつ合成ペプチドに対する反
応性からエピトープを決定した。 
 
４．研究成果 
 
(1) MARV GP 特異的モノクローナル抗体を
作出し、VLP 出芽阻害活性を指標にスクリー
ニングしたところ、2 つの抗体(AGP127-8 お
よび MGP72-17)存在下において、VP40、NP
および GP 発現プラスミドを導入した細胞か
ら放出される VLP の上清への放出量が顕著
に抑制される事を見出した。同様の現象は実
際の MARV 感染細胞から放出されるウイル
ス粒子にも認められた（図 4）。さらに、これ

らの抗体存在下では、出芽途中の VLP 同士が
重度に絡まりあい、細胞表面で凝集・堆積し
ている様子が共焦点レーザー顕微鏡および
電子顕微鏡観察によって確認された（図 5）。   

AGP127-8 抗体は最も強い出芽阻害活性を見
せたが、その Fab 領域のみでは VLP の出芽は
阻害しなかった。以上の結果から、AGP127-8

および MGP72-17 抗体は、細胞表面に発現さ
れた GP 分子間を複雑に架橋することにより、
機械的に MARV の出芽を阻害したものと考
えられた。 
 AGP127-8 存在下で、MARV GP をもつ増殖
性シュードタイプ VSV のプラック形成を観
察したところ、AGP127-8 は中和活性（プラ
ック数の減少）を示さないが、プラックサイ
ズを著しく減少させることが判明した（図 6）。 

 
(2) AGP127-8 および MGP72-17 抗体存在下で
も増殖可能なエスケープ変異体を選択し、GP
に導入されたアミノ酸変異を調べた（図 7）。

MGP72-17 を用いて選択した変異体 GP の一
部には、GP1 に存在する MLR の大規模な欠
損が認められた。MGP72-17 のエピトープは
欠損部位内に位置していたため、これらの変
異体 GP は、エピトープを形成するペプチド
鎖を丸ごと MLR の一部と共に喪失すること
によって抗体圧力から逃避したと考えられ
た。また、いくつかのエスケープ変異体 GP
では、抗体のエピトープを形成するアミノ酸
配列内に変異を持たないにも関わらず、抗体
との結合力が低下していた。これらの変異体
GP では、furin 認識配列内のアミノ酸に点変
異が存在し、furin による開裂効率の低下が認
められた。用いた出芽阻害抗体のエピトープ
は GP1 の furin 開裂部位近傍に存在すること
から、このエピトープは GP が furin によって
開裂を受けた時にのみ分子表面に露出され
る可能性が考えられた。すなわち、これらの
変異体 GP においては、furin による開裂を受
けていないため、エピトープが分子表面に露
出しないために抗体が結合できなくなった
ことを示唆している。これまでに、MLR およ
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び furin 認識配列を喪失しても、GP は基本的
機能 (細胞への侵入仲介) を維持できること
が報告されている。このような GP の性質は、
MARV が抗体圧力から逃れるための高い変
異許容能力を示唆しているかもしれない。 
 
本研究で明らかにされた現象は、抗体による
MARV 感染抑制の新規メカニズムであり、従
来の中和試験では評価され得なかった
AGP127-8 および MGP72-17 のような抗体も
感染防御免疫に寄与している可能性を示唆
している。本研究の成績は、フィロウイルス
の予防・治療法開発のための新たな知見を与
えるものである。また、今後他のウイルスに
関しても、出芽を阻害する抗体が発見される
可能性があり、抗体によるウイルス増殖阻害
作用の新たな一般概念へと発展する可能性
がある。 
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