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研究成果の概要（和文）：サルエイズモデルにおいて、通常誘導しにくいウイルス特異的中和抗体を高度に誘導
する動物のグループを見出し、ウイルス特異的中和抗体の体内における動態の精確な評価を、動物群の比較解析
を通して試みた。結果、BCR等の遺伝子解析ベースの手法は単一B細胞の寄与度の推定に偏りが生じ得る可能性が
示唆された。反対に、各Env変異株に対する中和能のスペクトルと特異的B細胞応答の対応関係を評価することが
最も明瞭なアプローチであり、抗ウイルスB細胞動態をトータルとして機能的に把握可能であることが見出され
た。

研究成果の概要（英文）：A group of animals were identified in a rhesus macaque AIDS model which 
induce simian immunodeficiency virus-specific neutralizing antibody responses. Neutralizing antibody
 dynamics in vivo were scrutinized in these animals, in comparison with a control group. In result, 
B cell receptor-based approaches were implied to evoke skewing of estimating single-B-cell 
contributions in vivo via population isolation bias. In contrast, defining the spectrum of Env 
mutants and its correlation with specific B-cell responses appeared more clear,depicting a more 
holistic image of antiviral B-cell dynamics.

研究分野： ウイルス感染免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、サルエイズモデル中における稀少な動物の亜群を出発点として、サル免疫不全ウイルスに対する抗
体の有効性、特にウイルスを中和する抗体（中和抗体）の意義を評価する方法を検索した。当初想定していた遺
伝子解析ベースの手法と異なり、血漿検体ベースの実験手法でウイルス学的に解析し、さらに細胞ベースの解析
結果と照合するほうがより正確に生体内の抗体応答の動態を評価できる可能性を見出した。この結果は、社会的
な重要課題である、今後のウイルス制御戦略に対して必須の基礎的知見を与える結果である。

※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 
エイズウイルス［ヒト免疫不全ウイルス（HIV）やサル免疫不全ウイルス（SIV）］は、活性化
CD4 陽性 T 細胞を標的とし、高度の中和抗体（NAb）誘導不全をともなった持続感染を引き起
こす。逆に、SIV 感染サルモデルで感染急性期に NAb を受動免疫すると、T 細胞誘導の亢進と
いう機序を介し持続的かつ強力なウイルス制御が生ずることを筆者は近年解明した（Yamamoto 
H et al., AIDS 2016; Iseda S et al. & Yamamoto H, J Virol 2016 他）。この知見は、「持続感染
成立に NAb の欠如が決定的に寄与している」とともに、「適切なタイミングで誘導された NAb
は、T 細胞との相乗的な防御機構も HIV に対し発揮できる」可能性を意味し、きわめて重要で
ある。この知見に引き続き、HIV/SIV 特異的 NAb 誘導不全の機序を解明することは、新規ウイ
ルス制御戦略に直結する要のステップとなる。 
HIV/SIV 感染に対する宿主の中和抗体応答は、「急性期に遮断され、慢性期の誘導も難しく、誘
導される場合の個体差も激しい」という経過をたどるが、筆者は継続的なスクリーニングにより、
高度抗体抵抗性の SIV 株（SIVmac239）に対しても NAb を誘導したサル群を見出した。これ
を立脚点とした本研究の核心となる問いは、「SIV 特異的 NAb の誘導に成功したサル群におい
ては、ウイルス特異的 B 細胞の応答が『量』、『質』の両面から最適化されたのではないか」とい
うことである。 
 
２．研究の目的 
エイズウイルスなどの持続感染ウイルスの大きな特徴は、NAb に対する抵抗性を示すことであ
る。この性質は、標的であるエンベロープ（Env）の低抗原性やウイルスの免疫シグナル撹乱な
ど様々な機構の組合せで生ずる。このような持続感染ウイルスに対して NAb 誘導を目指す場合、
「良い中和抗体応答」と「不十分な結合抗体応答」を比較し、それらにつきウイルス特異的 B 細
胞の「量」（何種類の領域を標的とするか）、及び/または「質」（各標的につきどの程度の変異蓄
積/構造変化が必要か）の差を解明してゆくことが、B 細胞応答をデザインするための手段とし
て必須となる。筆者は近年、最も抗体抵抗性が高い SIV に対しても中和抗体を強く誘導できる
サル群を特定した（報告中）。本研究はこの新規モデルを活用し、①Env 特異的 B 細胞の分化状
態、②ウイルス経時逃避、③Env 特異的 B 細胞の B 細胞受容体（BCR）クローナリティの 3 つ
の解析を必要に応じて組合せた単一 B 細胞レベルでの動態解析を行い、抗ウイルス NAb 応答を
深く理解することを目標とした。 
 
３．研究の方法 
（1）SIV 中和抗体誘導における Env 特異的 B 細胞の分化状態の解析：SIV 感染における Env 特
異的 B細胞応答を精確に描出できる条件を同定し、分化解析を期した。 
① Env 特異的形質芽球（PB）の染色パネル確立： 
フローサイトメーターを用いて Env 特異的 PB集団の精確なゲーティングを確立した。そのため
に、①サル免疫細胞の精確な定義（NK・pro-B 細胞の除外）、②B細胞終分化をよく反映した分子
発現パネルの作成（転写因子発現など）、③SIV Env 特異的 IgG 陽性集団の特異度の高い標識 （2
重染色の最適化）を重視した。後述の BCR 予備解析などを鑑みつつ本ステップを段階改良した。 
②NAb 誘導群における PB vs メモリーB細胞（Bmem）誘導パターンの解析：NAb 誘導サル群と対
照サル群で、PB・Bmem 応答レベル、特にその経時的な偏移の有無を 2次元的に解析した。 
 
（2）SIV 中和抗体に対するウイルスエスケープのパターン評価：NAb エスケープ Env 変異体ウイ
ルスのパネルを作製し、サル血漿によるウイルス中和の経時解析を行うことで B 細胞応答速度
の同定を行った。 
①Env 特異的抗体エスケープ変異体 SIV の作製：Env 可変領域 1～5（V1-V5）の各領域に、事前
の Env 配列解析からエスケープ変異と推測された点変異を有する SIV、及びその組み合わせを有
する Env 変異 SIV を作製した。 
②NAb 誘導群と非誘導群における中和エスケープのパターンの比較解析：当該サル群の血漿につ
き、上記の変異 SIV パネルに対する中和活性を測定し、エスケープの速度・程度及び「抗体エス
ケープウイルスがどの程度新たに中和されるか」を解析し、B細胞応答の有効性を描出した。ウ
イルス中和試験には特異度の高い killing assay を用いた。 
 
（3）SIV Env 特異的 B細胞応答における B 細胞受容体（BCR）クローナリティ解析：Env 特異的
B 細胞集団のフローサイトメーターによるソーティングを行い、全集団の BCR の cDNA ライブラ
リを作製し、使用 IgG 重鎖（IGHV）の系統解析を行った。 
① BCR 重鎖 cDNA ライブラリの作製： 
FACS Aria ソーターを用い Env 特異的 B 細胞集団ソーティングを行い、全集団と単細胞ソーティ
ング経由で mRNA を抽出した。Bmem をソート対象として優先し、PBの比較も試みた。 
② サンガー法及び次世代シークエンサーによる BCR 使用偏移の系統解析： 



作製 cDNA につき 3’ IgG 定常域プライマー、及び作製済みの 5’マルチプレックスプライマー
で重鎖、κ鎖、軽鎖の 3 領域につき nested PCR を行った。SMARTer 処理由来 cDNA については
IGHV を解析対象に絞り、Illumina 社 MiSeq を用いてアンプリコンを系統解析した。 
 
４．研究成果 
 
(1)Env 変異ウイルスパネルの作製に基づく SIV 中和スペクトルの解析 
SIV 感染、またウイルス特異的中和抗体誘導時における単一 B細胞の動態解析を精確に行うこと
を目標に、まず Env 可変領域変異 SIVmac239（20 種類）の作製を完了した。これらを標的ウイル
スとして用いたウイルスキリング型のパネル中和アッセイを SIVmac239 感染サル（中和抗体誘
導、非誘導）の各数頭につき行い、それによりウイルス中和の標的特異性を検討した。途中、ウ
イルスの由来細胞によりアッセイの検出域が変化することを把握したのを踏まえ、アッセイ系
の改良を行った。結果、Env V1, V4 領域に対する Env 変異は調べた全頭につき中和抗体エスケ
ープ変異体であることが見出された。これに対し、V2, V5 領域 Env 変異体は中和エスケープで
ある場合とそうでない場合に分かれ、ポリクローナルと想定される各頭における中和抗体応答
でも標的特異性につき複数のパターンが存在することが見出された。また、同じ V4 領域でも点
変異体とループ欠失変異体とでは、中和標的性が異なる場合が認められた。これに対し、中和抗
体非誘導群では Env 変異ウイルス群に対する中和能を高度に示すなど、標的領域の明確な遷移
にともなう野生株の中和能喪失が生じたケースは認められず、SIV の中和抵抗性が非常に高度な
ものである可能性が示唆された。 
 
(2)Env 多重変異ウイルスに対する中和スペクトルの時系列解析 
前記結果を踏まえ、Env 可変領域多重変異 SIV 株（V1+V2+V4+V5 領域多重点変異 SIV）を作出し
た。これを標的ウイルスに用いた中和アッセイを中和抗体誘導サル数頭につき行い、ウイルス中
和の経時的な標的特異性を検討した。野生株 SIVmac239 特異的中和能が誘導された SIV 持続感
染個体においては、Env V1+V2+V4+V5 領域点変異 SIV に対しても 10-20 週程度のタイムラグを以
て特異的な中和能が検出されることを見出した（図 1）。これは、知られている限り最も高度の
中和抵抗性を示す SIVmac239 株の、更に中和エスケープ変異が蓄積した亜型に対しても、一定の
in vivo 条件が揃った個体においては抗体中和が継続することを示しており、過去に報告されて
いない、高度抗体抵抗性エイズウイルスに対する中和抗体応答の質的持続を示すものである。 
 
(3)BCR クローナリティ解析用の単離手法バイアスの検討 
予備解析の段階では、合計 14 分子の組合せによる精確な IgG 陽性 PB 集団を定義できる可能性
が高く、これに基づく新規性の高い報告が可能と想定されたが、SIV 持続感染サル末梢血単核球
におけるウイルス特異的 B細胞応答を検討した結果、Env 特異的 B細胞の成熟水準の差により比
較する動物群間の B細胞単離に乖離が生じうる可能性を見出し、これを踏まえ、中和抗体誘導の
有無自体による交絡を高度に受けない B 細胞単離パネルを使用する必要性が示唆された。以上
を鑑みつつ B細胞ソーティングのパネル変更をさらに行い、CD138 を主体とするパネルに比して
CD38 を主体とするパネルの方が有用である可能性が示唆された。測定カラー数を増多した再解
析に供した結果も同様であった。さらに各種免疫関連因子の ELISA アッセイを行った結果、ウイ
ルス病原性蛋白質に由来した宿主液性因子の攪乱状態が、これに寄与する可能性が示唆された。
一方、別系統の研究で関与が証明された、一部宿主細胞因子の本攪乱への関与は認められなかっ
た。 
 
以上から、液性免疫応答特に B細胞分化動態に乖離が生じた動物・宿主の群間の比較をバイアス
無く行うには、現存しない別の解析手法が必須であり、一方で成熟状態に差分を認めない crude
な分化水準に留まる B細胞集団の比較を行うことはそれ自体の意義が相対的に弱まる。従って、
初期に想定したアプローチと対照的に、各 Env 変異株の中和スペクトルと特異的 B 細胞応答の
対応関係を評価することが、結果的に最も明瞭に抗ウイルス B 細胞動態をトータルとして機能
的に把握可能であることが見出された。今後は、前年度までに検討した CD38 使用型のソーティ
ングパネルに基づき予備的に作出した、B細胞多様性の評価を可能とする IgG 多型解析系を利用
し、評価する動物群の組合せを再考して応答解析の続きを行うことを予定する。 
 



 
 

図 1. Env 多重エスケープ変異 SIV に対する中和能の検出例。 
野生株 SIV、及び Env 多重変異 SIV に対する 100%中和能の経時変化を示す。 
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