
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６２６

基盤研究(B)（一般）

2016～2013

C型肝炎ウイルス糖ペプチドを用いた中和抗体作製と、新規診断技術への応用

Research of neutralizing antibody recognizing glycopeptides onto hepatitis C 
virus and basic studies for new diagnoses

３０３４４７１６研究者番号：

清水　弘樹（Shimizu, Hiroki）

国立研究開発法人産業技術総合研究所・生物プロセス研究部門・主任研究員

研究期間：

２５２９３１３４

平成 年 月 日現在２９   ６ １２

円    14,600,000

研究成果の概要（和文）：E2糖タンパクのアミノ酸配列は、Ｃ型肝炎ウイルス(HCV)株間で保存性が小さく多様
性に富んでいるため，この部分を抗原とする抗体ができれば，株間に依存しないHCV迅速検出系の開発や有用な
HCV中和抗体の創出が期待できる。本研究では，E2の中でもアミノ酸配列の保存性が高い糖鎖付加領域に着目
し，糖ペプチド部を認識する抗体の開発を目指した。
我々の有する糖鎖を抗原とした免疫法用いた抗原キャリアを導入した5糖10残基ペプチド体の合成を進めたとこ
ろ非常に困難をみたが，最終的にはマイクロ波利用固相法により達成できた。そして、この抗原を使って免疫を
進め、抗体の取得研究を進めた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this project was research of neutralizing antibody recognizing 
glycopeptides onto hepatitis C virus (HCV) and basic studies for new diagnoses.
We tried to produce a neutralizing antibody which recognize glycopeptide in E2 glycoprotein onto 
HCV. The first stage, to synthesize glycopeptide antigen having developed (by Okuda et al) 
immunization tag, faced many difficulties, but finally, we achieved to synthesize the designed 
glycopepitde antigen with aid of new microwave techniques which Shimizu et al developed. Then, 
immunization was performed and currently produced antibodies are evaluated.

研究分野：有機合成化学

キーワード： Ｃ型肝炎　糖ペプチド　糖鎖　抗体

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
C 型肝炎ウイルス（HCV）は肝臓病の主要な
原因ウイルスであり，感染者数は，我が国で
約 200 万人，世界的には 1 億 7000 万人にの
ぼると推定されている。特徴の一つとして，
感染後は高頻度に持続感染へ移行し，慢性肝
炎，肝硬変，肝細胞癌へと病態が進展する。
一方で急性肝炎発症後，自然治癒するケース
も２割程度報告されており，これらの治癒患
者には，感染後の免疫応答によって HCV 感染
を阻止する中和抗体が誘導されていると考
えられる。しかし，血中の抗 HCV 中和抗体を
測定，評価する臨床診断法は未だ確立されて
おらず，そのため HCV 感染者における中和抗
体の誘導と感染ウイルスレベル，病態との関
連など詳細は未だ不明である。 
HCV の粒子表面には，２種類の N 型糖タン
パク（E1，E2）が存在する。培養細胞での HCV
感染実験の成績から，E2 が HCV ウイルス感染
や中和エピトープとして重要であることが
知られているが，E2 のアミノ酸配列は HCV 株
間で多様性に富んでおり，多くの HCV 株の E2
糖タンパクを共通して認識する抗体は獲得
されておらず，E2 抗原診断法は確立されてい
ない。一方，E2 糖タンパクは 11 カ所の糖鎖
付加アスパラギンを有しており，その中で
HCV 感染，レセプター結合に関わるアスパラ
ギン残基は概ね明らかにされている。加えて，
E2 糖タンパクの糖鎖付加部位，レセプター結
合領域のアミノ酸配列は，HCV 株間での保存
性が比較的高い。我々は，この糖鎖付加部位
を含む糖ペプチド部が中和エピトープにな
りうると考えた。ちなみに，質量分析法によ
り E2 結合 N 型糖鎖の大部分はハイマンノー
ス型で，一部がコンプレックス型であること
が知られている。 

E2 糖タンパクのアミノ酸保存領域は数残
基程度しかなく，抗体の認識エピトープとし
て十分でない。申請者らは，この領域に結合
する糖鎖構造までをエピトープとすること
で，抗原として十分に特異性を高めることが
できると考えた。奥田らは，長鎖炭化水素鎖
をキャリアとした免疫誘導により糖鎖に対
する抗体の作製に最適化した抗体作製法を
確立しており（奥田・清水，特第6143240号），
この新技術を糖ペプチド抗原にも応用する

と、作製される抗体は糖とペプチド鎖の両方
を認識するものとなるのではないかと考え
た。 
清水らは，マイクロ波を利用した生理活性
物質の精密合成研究を進めており，（糖）ペ
プチド合成に特化したマイクロ波利用合成
装置を開発した。松尾は，糖鎖合成研究，特
に複雑なハイマンノース型やコンプレック
ス型などの糖アミノ酸合成に成果を挙げて
いる。そこで，まず，ハイマンノース型糖鎖
付加アスパラギンを合成し，これを利用して
長鎖炭化水素鎖を有する糖ペプチドを合成
する。そして，この糖鎖とその近隣アミノ酸
を複合的に認識する抗体の作製を行うと，こ
れまで成し遂げられていない「HCV を株間に
因らずに認識する機能や，中和抗体能を有す
る」抗体が得られることが多いに期待される。 

一方、鈴木らは，HCV の分子ウイルス学研
究に従事し，HCV のゲノム複製，HCV E1,E2
タンパク質のプロセシング，アセンブリーを
含む粒子形成過程などHCVライフサイクルの
分子機構を解明した。また松岡は，金微粒子
上の糖鎖被覆技術を開発し，検出デバイスへ
の応用技術確立を目指した研究を行ってい
る。この両者により，作製する糖ペプチドの
抗体を利用した新しい開発研究を展開する。
つまり，鈴木は抗体の感染阻害能や E2 検出
能の検定と，抗体の中和抗体としての機能の
検証，創薬への展開研究を，また松岡は被覆
化合物を糖鎖から抗体へ置換することによ
り，新しい抗体被覆粒子の開発と，株間によ
らない広くHCVを検出するデバイスの開発研
究を計画した。現在，HCV のアミノ酸配列の
保存性の低さもあり，表面分子を直接認識し
た検出法というものは存在せず，これらが達
成されれば，信頼性がより高い肝炎ウイルス
診断法の確立が望める。 
 
２．研究の目的 
C 型肝炎ウイルス(HCV) の表層糖タンパク
E2 由来の糖ペプチドをエピトープとし，HCV
株間を越えて広く反応するモノクローナル
抗体を開発する。得られた抗体を用いた HCV
中和抗体の創出とその作用機序の解明研究
を行い，さらに HCV 診断法の確立を指向した
基盤研究展開を計る。 
E2のアミノ酸配列はHCV株間で保存性が小
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さく多様性に富んでいるため，汎用的な E2
検出抗体は確立されていない。しかし，表層
抗原のため抗体検出が容易であること，更に
はHCV中和抗体の主要なエピトープを含むこ
とから，目的抗体が開発できれば株間に依存
しない HCV 迅速検出系の開発や，有用な HCV
中和抗体の創出が期待できる。本研究では，
E2 の中でもアミノ酸配列の保存性が高い糖
鎖付加領域に着目し，当領域のペプチド及び
糖鎖部分構造を含む糖ペプチド抗原をデザ
インすることで，目的を満たす特異性の高い
抗体の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
まず，鍵となる糖ペプチドを選定した。HCV
の E2 糖タンパクの中で N 型糖鎖付加部位を
含み，糖鎖付加が感染に重要であることがわ
かっている糖ペプチドの中で３部位を選抜
した。その中で一番配列保存性が高いと思わ
れる候補１の糖ペプチドをターゲットとし，
これを酵素―化学複合法により合成した。合
成の際，ペプチド両末端に長鎖炭化水素を導
入し，これをキャリアとした免疫誘導をおこ
なう独自手法により合成した糖ペプチドの
抗体を作製した。この方法により，株間の保
存性の高い糖鎖と近隣アミノ酸を認識した
抗体が取得できると考えられる。 
その後，得られた抗体が HCV 粒子の E2 糖
タンパクを認識・結合するかの検証，C 型肝
炎患者の血中 E2 タンパク質の検出能力の検
証，さらに中和抗体検出能の評価と展開し，
さらに本抗体を利用した株間によらないC型
肝炎ウイルスを直接検出するデバイス開発
への基礎研究を展開するなど，さらなる研究
展開を計る。 

 
４．研究成果 
(1) 抗原の合成 
抗原の作製は，a)単糖ペプチドの合成，b)
糖鎖の伸長，c)抗原キャリアの導入の３ステ
ップで完成する。当初は，酵素による糖鎖伸
長にコスト的及び収量的な制限が生じると
予想したことから，a)c)b)の順で糖鎖ペプチ
ド抗原の合成を検討した。 
まず，糖鎖ペプチド合成の重要なシントン
である糖アミノ酸の合成をおこなった。当初
は，汎用の N-グリカン単糖アミノ酸
(GlcNAc-beta-Asp)を基質として酵素法によ
りハイマンノース型５糖を構築する計画を
立て，研究を進めた。清水らによって単糖ペ
プチド体を合成し，免疫に必要なキャリアを
導入，これを基質として Endo-M 酵素によっ
て５糖ペプチド抗原へ変換を試みたが，合成
した抗原キャリアを導入した単糖ペプチド
基質は水に溶けず，物性の問題で糖鎖伸長酵

素反応が全く進行しなかった。そこで，脂溶
性の基質に対する酵素反応で清水らが報告
した，有機溶媒混在系やシクロデキストリン
混在系，マイクロ波利用など様々な条件下で
の酵素反応の検討を進めた。その結果，様々
な知見を得ることに成功したが，目的とする
糖鎖ペプチド抗原の合成には至らなかった。 
次に，抗原作製の順番を b)a)c)とする研究
を進めた。すなわち，まず糖アミノ酸に糖鎖
伸長反応を施し，これを合成シントンとして
糖鎖ペプチドを合成，引き続き抗原キャリア
を導入するというものである。この糖鎖ペプ
チド抗原の合成ルートの変更に伴い，大量ス
ケールでの糖鎖導入が必要となったため，松
尾らによって化学合成法にて５糖 N-グリカ
ンを合成した。引き続き，マイクロ波利用ペ
プチド合成機を利用して糖鎖ペプチドを固
相上で合成し，さらに抗原キャリアの導入を
行った。その後，固相担体から切り出して，
目的とする糖鎖ペプチド抗原を現在約 40mg
得ることに成功した。ただし，得られた糖鎖
ペプチド抗原の精製を試みたが，同一分子内
に脂溶性部と水溶性部が共存しているため
大変困難であり，通常の HPLC 精製では大幅
な収量ロスが生じた。しかしマイクロ波を利
用したアミノ酸伸長を行っているため，合成
純度が高い糖鎖ペプチドが得られたため，粗
精製物でも免疫に十分な純度が得られてい
ると考えられた。 
(2) 免疫 
調製が進んだ糖ペプチド抗原１種を用い
て，奥田らにより抗体価の評価に必要な
ELISA の確立について検討した。作製した糖
ペプチド抗原は独特な性質から一般的な条
件では固相化が困難であったが，固相化量の
調整等により抗体価の評価が可能な水準の
ELISA を確立した。次に免疫複合体の作製に
ついて検討を実施したところ，一般的な条件
ではアジュバントと十分に混合できなかっ
たため，成分比率を調整して最適な条件を決
定した。そして得られた免疫複合体をマウス
に免疫したところ，抗原に反応する抗体の誘
導を確認したが，血清抗体価の上昇までの時
間や誘導されるサブクラスの種類に独特な
パターンが見られた。そこで血清調製時期や
マウスの系統差による免疫誘導能について
再度検討し，当該糖ペプチド抗原による良好
な免疫条件を確立した。しかしながら，この
方法では目標とする株間を超えて反応する
抗体の誘導は判定できなかったため，当初計
画の３種のアミノ酸多型からなる糖ペプチ
ドを用いた評価法に加え，E2 タンパク質が
conformational epitopeとして抗体に認識さ
れることから E2 のリコンビナントタンパク
質を用いた評価法の確立が必要となった。 
一方，清水・鈴木らは別途，糖ペプチド体
を抗原とする免疫法の開発研究をスタート
させたが，本事業中で結果を得るところまで
には至っていない。 
(3) 抗体の評価と利用研究 
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 現時点では，実際に E2 糖タンパクを認識
するモノクローナル抗体を化合物としては
得ていない。そのため，鈴木らによって抗体
が HCV 粒子の E2 糖タンパクを認識・結合す
るかの検証，C型肝炎患者の血中 E2 タンパク
質の検出能力の検証，さらに中和抗体検出能
の評価などにつながる基盤研究を進めた。ま
た，松岡らによって株間によらない C型肝炎
ウイルスを直接検出する診断法開発の基盤
研究として，糖鎖多価センサーの合成実験や，
それらの機能性の検証研究を進めた。以下に
その成果のいくつかを紹介する。 
①レポーター含 C型肝炎ウイルス粒子（HCV）
の作製 
 抗ウイルス抗体等の抗原との反応性やウ
イルス感染阻害作用を評価するため，種々の
HCV 遺伝子型由来株の粒子が必要となる。遺
伝子型 2aは JFH-1 株のゲノミック cDNA から
感染性粒子を作製することが可能であるが，
それ以外のHCV株では感染性粒子作製技術は
確立していない。そこで，内部に JFH-1 株を
基盤とするレポーター含サブゲノムRNAを有
し，種々の遺伝子型株の構造タンパク質で粒
子を構成するレポーターHCV 粒子の構築を行
った。すなわち，ルシフェラーゼ遺伝子と HCV 
JFH-1 NS3〜NS5B 遺伝子の間に IRES配列を配
したレポーターサブゲノムコンストラクト
及び種々の HCV株由来の Core〜NS2 発現ベク
ターをヒト肝がん細胞HuH-7へコトランスフ
ェクションすることによりレポーターサブ
ゲノムを内包した粒子を産生させ，培養上清
から回収する手法を確立した。構造タンパク
質遺伝子として遺伝子型 1aの H77c 株はかな
らずしも本技術に適さなかったが，1b 型の
THpa 株，2a型の J6 株では効率のいい粒子形
成が可能であることを示すことができた。 
②抗体によるHCVレポーター粒子の感染阻害 
作製したレポーター粒子が HCV 本来の感
染・細胞侵入様式を示すかを調べるため，HCV
感染に必要な宿主因子に対する抗体を用い
て細胞侵入阻害実験を行った。感染受容体と
して最も重要な CD81 に対する抗体，また受
容体ではないもののHCV感染における重要性
が知られる Apolipoprotein E に対する抗体
を感染前処理することによりレポーター粒
子の細胞侵入は顕著に阻害されることを確
認した。比較のために行った HCV シュードタ
イプ粒子（レンチウイルスベクターを利用し
て作製。エンベロープとして HCV E1/E2 を有
する）の場合，抗 CD81 抗体では感染阻害が
見られるが抗 Apolipoprotein E 抗体では阻
害されなかった。作製したレポーター粒子は，
HCV 研究にこれまで汎用されてきたシュード
タイプ粒子に比べ，より本来の HCV 粒子の感
染・細胞侵入様式を反映していると考えられ
る。 
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