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研究成果の概要（和文）：複数のオルソマールブルグウイルス（マールブルグウイルスおよびラヴンウイルス）
に対する交差中和活性をもつマウスモノクローナル抗体を複数作出した。それぞれの抗体に対するエスケープミ
ュータントのアミノ酸置換を特定し、ウイルス表面糖蛋白質（GP）分子上のエピトープを詳細に解析した結果、
それらの抗体は細胞膜とウイルスエンベロープとの膜融合あるいはGPと宿主細胞受容体との結合を阻害すると推
測された。また、それらの中和抗体の可変領域のアミノ酸配列を決定し、ヒト―マウスキメラ抗体の作出に成功
した。さらに、マールブルグウイルス感染マウスモデルを用いて、作出した抗体の投与による治療効果を確認し
た。

研究成果の概要（英文）：Mouse monoclonal antibodies with cross-neutralizing activity against 
multiple orthomarburgviruses (Marburg virus and Ravn virus) were generated. By identification of the
 amino acid substitutions of escape mutants for each antibody and detailed epitope analysis on the 
viral surface glycoprotein, these antibodies are predicted to inhibit membrane fusion between the 
cell membrane and the viral envelope or to inhibit binding with host cell receptors. We also 
determined the amino acid sequences of the variable regions of these neutralizing antibodies and 
succeeded in creating human-mouse chimeric antibodies. Furthermore, the therapeutic effects of 
administration of the produced antibodies were confirmed using a mouse model infected with Marburg 
virus.

研究分野：ウイルス学

キーワード： マールブルグウイルス　細胞侵入　抗体　エピトープ　治療薬　抗体医薬
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研究成果の学術的意義や社会的意義
オルソマールブルグウイルスは、ヒトに致死率の高いマールブルグ熱をひき起こす。近年のアフリカの流行国の
拡大によって、予防・治療法開発が急務となった。同じウイルス科に属し同様の出血熱を引き起こすエボラウイ
ルスに対しては2種類の抗体医薬がFDAに承認されているが、これらはマールブルグ熱には効果が無い。治療薬候
補となっている幾つかの化合物に関してはヒトで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
では複数のオルソマールブルグウイルスを中和するモノクローナル抗体を作出するとともに、ヒト―マウスキメ
ラ抗体の作出に成功した。これらの成果によって、マールブルグ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。
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１．研究開始当初の背景 
オルソマールブルグウイルス(マールブルグウイルスおよびラヴンウイルス)は、オルソエボラ
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(マール
ブルグ熱)をひき起こす病原体である。マールブルグ熱はアフリカで散発的に発生しているが、
現在のところ承認された治療薬は存在せず、その開発が求められている。オルソエボラウイルス
の感染が病因となるエボラ出血熱に対しては、これまでの流行時に未承認薬ながら幾つかの抗
体医薬が実際の感染者に緊急的に使用されてきた。申請者らおよび海外の研究グループによっ
て、エボラ出血熱サルモデルを用いた研究で、中和抗体投与の有効性が実証されていたからであ
る[1,2,3]。しかし、これまでに作出されてきたモノクローナル抗体の殆どがオルソエボラウイル
スの中の 1 種のみに特異的であり[4,5]、現在承認されている抗体医薬は異なる種のオルソエボ
ラウイルスやオルソマールブルグウイルスには効果が無い。特に、エボラ出血熱同様に致死率が
時に 90％におよぶマールブルグ熱に対して、抗体療法確立のための基礎研究は殆ど行われてお
らず、まだ多くの課題が残されている。オルソマールブルグウイルスに対する中和抗体は、オル
ソエボラウイルスに対する中和抗体よりも作出が困難で、中和抗体の存在に関する報告自体が
世界でも限られている事が理由の一つに挙げられる[6]。この問題に取り組み、マールブルグ熱
に対する治療薬開発のための基盤を提供する研究が必要となっていた。 
 
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。本研究では、申請者らがこれまでに獲得したフィロウイルスの
細胞侵入メカニズムに関する知見と研究技術を駆使して、オルソマー
ルブルグウイルスに対する中和抗体を作出し、カクテル療法に使用で
きる抗体の選択とエピトープを解析することを目的とした。具体的に
は、オルソマールブルグウイルス(マールブルグウイルスおよびラヴン
ウイルス）表面糖蛋白質に対する中和抗体を作出し、異なるエピトープ
を認識する(異なるメカニズムの抗ウイルス活性を持つ)複数のモノク
ローナル抗体を選択し、治療薬候補抗体の予防・治療効果を動物実験で
検証した。 
 
３．研究の方法 
シュードタイプ水疱性口内炎ウイルス(VSV) 
VSV の本来のエンベロープ糖蛋白質である G 蛋白質の遺伝子の代わりに緑色蛍光蛋白質(GFP)
遺伝子を持ち、マールブルグウイルス(Angola および Musoke 株）、ラヴンウイルスおよびエボラ
ウイルスのGPを粒子表面に持つシュードタイプVSV(VSVΔG*MARV-Angola、VSVΔG*MARV-Musoke、
VSVΔG*RAVV および VSVΔG*EBOV)(図 1 上)は、以下のように作出した。HEK293T 細胞に GP 遺伝
子を含む発現プラスミド pCAGGS を導入し、24 時間後に VSVΔG*-G に感染させた[7]。16 時間後、
上清を回収し遠心分離して細胞残骸を除去した。シュードタイプウイルスの感染価(Infectious 
Unit: IU)は、Vero E6 細胞を用いて GFP 発現細胞数を In Cell Analyzer 2500 システム(GE 
Healthcare)で計測する事によって決定した。マールブルグウイルス(Angola 株)の GP 遺伝子を
保有する複製能力のある組換え VSV(rVSV/MARV-Angola)(図 1 下)は、すでに確立されている手法
を用いて作出した[8,9]。ウイルス感染価は Vero E6 細胞を用いたプラークアッセイによって測
定し、プラーク形成単位(PFU)として決定した。 
 
オルソマールブルグウイルス 
感染性のマールブルグウイルス(Angola)およびラヴンウイルス(Kenya1987)は、米国疾病管理
センター(CDC)の特殊病原体部門から入手した。これらのウイルスを Vero E6 細胞で増殖させ、
-80℃で保存した。これらのウイルスを使用したすべての実験は、テキサス大学のガルベストン
国立研究所内のバイオセーフティレベル 4(BSL-4)施設で、施設のガイドラインに従って実施し
た。ウイルス感染価は、Vero E6 細胞を用いたプラークアッセイによって測定した。 
 
モノクローナル抗体の作成 
6 週齢の雌 BALB/c マウスに 106 PFU の rVSV/MARV-Angola(図 1 下)を腹腔内に接種した。4 週
間後、100㎍の精製 GP(Angola 株)を静脈内に追加免疫した。3日後、マウスを安楽死させ、脾臓
細胞とミエローマ細胞（P3U1)を用いて定法に従ってハイブリドーマを作出した。非増殖性シュ
ードタイプ VSV(VSVΔG*MARV-Angola)(図 1 上)を用いて、中和活性を指標にハイブリドーマ上清
をスクリーニングした。中和モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを限界希釈法によ
って 2 回クローニングした。ハイブリドーマをマウスの腹腔内に投与して得られた腹水から抗
体を精製した。既存のマウスモノクローナル抗体 MR7811 は Absolute Antibody(Drydock Avenue、
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BOS、USA)から入手し、中和活性を比較するためのコントロールとして使用した。 
 
エスケープ変異体の選択およびエピトープの決定 
得られた中和抗体について、増殖性シュードタイプ VSV(rVSV/MARV-Angola)(図 1下)を利用し
て、以下に示す手順でエスケープ変異体のクローンを得た [10]。 
(1) ウイルスと抗体を混合し、Vero E6 細胞に吸着後、抗体を含む寒天培地で Plaque を形成さ
せ、エスケープ変異体を選択した。 

(2) 得られたエスケープ変異体 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) GP の立体構造上にアミノ酸変異箇所を抗体毎にマッピングし、それぞれの抗体のエピトー
プの位置を推定した。 

 
マールブルグウイルスを用いた中和試験および動物モデルでの感染防御試験 
 上記項目で、ウイルス感染阻害活性が確認された抗体について、実際の感染性マールブルグウ
イルスおよびラヴンウイルスで同様の活性が認められるか否かを VeroE6 細胞を用いたプラック
形成阻害試験によって確認した。さらに、マールブルグウイルス(Angola 株)感染マウスモデル
を用いて抗体の治療効果を調べた。5-7 週齢のマウスにマウス馴化マールブルグウイルスを感染
させ(100 PFU)、その 1日後に 1匹当たり 100㎍の抗体を腹腔内に投与し体重減少および生残率
を抗体非投与群と比較した。本実験はテキサス大学の BSL4 施設で行った。 
 
４．研究成果 
オルソマールブルグウイルスに対する中和抗体の確立 
マールブルグウイルスAngola 株の 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(rVSV/MARV-Angola)に感染させ回復し
たマウスに、精製した GP 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、抗体の重鎖と軽鎖の可変領域の
アミノ酸配列が異なる 10 クローン(AGP-R1、
AGP-R4、AGP-R5、AGP-R7、AGP-R11、AGP-R12、
AGP-R15、AGP-R17、AGP-R20 および AGP-R22)が
得 ら れ た 。 こ れ ら の 抗 体 に つ い て 、
VSVΔG*MARV-Angola、VSVΔG*MARV-Musoke、VSV
ΔG*RAVV および VSVΔG*EBOV を用いて、中和活
性を測定した(図 2）。AGP-R4、AGP-5、AGP-R11、 
AGP-20 および AGP-22 はマールブルグウイルス
のみに中和活性を示した。一方、AGP-R1、AGP-
R7、AGP-12、AGP-15 および AGP-17 はマールブ
ルグウイルスおよびラヴンウイルスの両方に
交差中活活性を示した。既報のモノクローナル
抗体 MR78 も両方のウイルスに対して中和活性
を示した。いずれの抗体も VSVΔG*EBOV に対する中和活性を示さなかった。本研究で作出した抗
体は、実際のマールブルグウイルスおよびラヴンウイルスに対して同様の中和活性を示したが、
MR78 は VSV ュードタイプを用いた時と異なり、ラヴンウイルスに対する中和活性を示さなかっ
た。さらに、得られたマウス抗体の可変領域をヒト IgG1 のフレームに組み込んだヒト-マウスキ
メラ抗体を作出して、マールブルグウイルスに対する中和活性を確認した。 
 
エスケープ変異体にみられたアミノ酸置換と抗体のエピトープの推定 
それぞれのモノクローナル抗体のエピトープに関する情報を得るために、rVSV/MARV-Angola 
を使用して、GP のエスケープ変異体を選択した。rVSV/MARV-Angola を各抗体の存在下で増殖さ
せ、エスケープ変異体をプラーククローニングした。次に、全長 GP 遺伝子の配列を決定し、親
株の GP と比較してアミノ酸置換を特定することで、抗体は 3 つのグループに分類された(R1 グ
ループ、R4 グループおよび R11 グループ)(図 3A および B)。R1 グループの抗体によって選択さ
れたエスケープ変異体は、GP の K58、K90、K120、D459、N508、E509、N510、A514 および N564 に
アミノ酸置換があった。GP 分子の立体構造表面モデル(図 3C)では、これらのアミノ酸残基は、
GP の受容体である NPC1 に結合するドメイン(RBD)下部または膜融合ループ(IFL)周辺に位置し
ていた。一方、R4 グループの抗体によって選択されたエスケープ変異体は、ムチン様ドメイン
(MLD)のアミノ酸(F447、L448、L451、L452、P455、I456、F458 および D459)に変異がみられた。
アミノ酸番号 1-32、181-468、499-504 および 630-681 の領域の結晶構造は決定されていないた
め、これらの変異を GP の 3 次元構造上にマッピングすることはできなかった。R4 グループの抗
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図2 VSVシュードタイプに対する中和活性



体のエスケープ変異体で見つかったアミノ酸置換(Q126、H131、Y197 および T199)は、RBD およ
び MLD に位置し、R1 および R4 グループの変異体のアミノ酸置換と部分的に重複していた。MLR
の変異は構造上にマッピングできなかったが、RBD のいくつかのアミノ酸(Q126 および H131)は
GP の頭部領域の恐らくグリカンキャップ付近に位置していた。これらのアミノ酸をオルソマー
ルブルグウイルス間で比較した結果、R1 グループの抗体のエピトープに関与するアミノ酸残基
は、マールブルグウイルスバリアントおよびラヴンウイルスの間で高度に保存されていること
が分かった(図 4)。 

 

MARV Angola S GQ K V A --- G E E A K T C Y N I --- Y P K C K T I H H I QG Q N P H A QG I --- L T S T N K YW T S
MARV Ci67 * * * * * * --- * * * * * * * * * * --- * * * * * * I * * * * * * * * * * * * * --- * * * * * * * * * *

MARV Musoke * * * * * * --- * * * * * * * * * * --- * * * * * * I * * * * * * * * * * * * * --- * * * * * * * * * *

RAVV * * * * * * --- * * * * * * * * * * --- * * * * * * V * * * * * * * * * * * * * --- * * * * * * * * * *

MARV Durba-09DRC99 * * * * * * --- * * * * * * * * * * --- * * * * * * V * * * * * * * * * * * * * --- * * * * * * * * * *

MARV Uganda 200703648 * * * * * * --- * * * * * * * * * * --- * * * * * * V * * * * * * * * * * * * * --- * * * * * * * * * *

MARV Uganda 02Uga07 * * * * * * --- * * * * * * * * * * --- * * * * * * V * * * * * * * * * * * * * --- * * * * * * * * * *
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MARV Musoke * * * M * * * * * * * * N A P * * * * * --- N * * Y * * * * * N * * * * * --- * * * * * * * * * *

RAVV * * * I * * * * * * * * N T E * * * * * --- D * * Y * * * * * N * * * * * --- * * * * * * * * * *

MARV Durba-09DRC99 * * * I * * * * * * * * N T E * * * * * --- D * * Y * * * * * D * * * * * --- * * * * * * * * * *

MARV Uganda 200703648 * * * I * * * * * * * * S T E * * * * * --- D * * Y * * * * * N * * * * * --- * * * * * * * * * *

MARV Uganda 02Uga07 * * * I * * * * * * * * S T E * * * * * --- D * * Y * * * * * N * * * * * --- * * * * * * * * * *
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図4 推定されるエピトープを構成するアミノ酸のオルソマールブルグウイルス間の比較



マールブルグウイルス感染マウスモデルにおける抗体投与の治療効果 
マールブルグウイルス感染に対する抗体の
治療効果を評価するために、マウスに致死量
のマウス馴化マールブルグウイルスを接種
し、一日後に抗体を腹腔内に投与した。コン
トロール IgG を投与した全てのマウスは 7 日
目までに全て死亡したのに対し、本研究で作
出したモノクローナル中和抗体を投与したマ
ウスは、軽度の体重減少を示すものも認めら
れたが、いずれも致死量のウイルスによる感
染から生存した(図 5）。これらの結果は、本研
究で作出したモノクローナル抗体がマールブ
ルグ病治療薬の有望な候補であることを示し
ている。 
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