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研究成果の概要（和文）： Ｃ型肝炎ウィルス(HCV)感染の新たな予防・治療法の開発を目指して、

新規抗ヒトオクルディン単クローン抗体を作製した。精製抗体 15 クローンはいずれも、ヒト肝

がん細胞株 Huh7.5.1 に対して毒性作用を示さなかった。Huh7.5.1 細胞の単層培養では、精製

抗体による HCV感染阻害作用は明らかではなかった。しかし、蛍光ラベルした抗ヒトオクルデ

ィン単クローン精製抗体をダブルチャンバーの下部チャンバーに加えたところ、Huh7.5.1細胞

の細胞境界にシグナルが検出され、新規抗体が生細胞のオクルディンに結合できることが示唆

された。 

 
研究成果の概要（英文）： To prevent and treat Hepatitis C virus (HCV) infection, we 
generated a novel monoclonal antibody against human occludin. 15 clones of the purified 
antibodies showed no toxicity in the human hepatocellular carcinoma cell line Huh7.5.1. 
These antibodies did not inhibit HCV infection in Huh7.5.1 monolayer culture. However, 
when the fluorescent labeling antibody was applied to the lower chamber, the signal was 
detected along cell borders of Huh7.5.1 cells cultured in the upper chamber, suggesting 
that the novel antibody binds to occludin in living cells. 
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１．研究開始当初の背景 

Ｃ型肝炎ウィルス(HCV)感染は世界で１
億７千万人、我が国では２００万人を超え
ると推定される。Ｃ型慢性肝炎の治療とし
ては現在、インターフェロンと抗ウィルス
薬リバビリンの併用療法が行われている

が、著効率は約 50％で、副作用の面からも
満足できるものではない。したがって、HCV
の持続感染による肝硬変・肝癌への移行を
防ぐためには、新たな予防・治療法の開発
が急務である。 

我々は、細胞間接着装置タイト結合の膜
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貫通分子であるオクルディンやクローデ
ィンファミリーについて、各種 cDNA の単
離や特異抗体の作成を進め、上皮や血管内
皮における機能と制御機構、ヒト疾患との
関連を明らかにしてきた。一方で、ヒトオ
クルディン (OCLN)が HCV の受容体の一つ
であること、その第二細胞外ドメイン 
(OCLN-EC2)が HCVの宿主細胞（ヒト肝細胞）
への侵入・感染成立に必須であることが明
らかになった。そこで本研究では、新規抗
ヒトオクルディン単クローン抗体を作製
し、HCV の感染防御に対する有効性を明ら
かにし、新規治療薬として臨床応用するた
めの研究基盤を確立しようと考えた。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究課題の申請時における当初の研究
目的は、以下の４点であった。 
(1) HCVの結合に必要な OCLN-EC2のヒト特異

的アミノ酸の同定 

 

(2) 新規抗ヒトオクルディン単クローン抗体
の作製 

 

(3) 抗ヒトオクルディン単クローン抗体の
HCV感染に対する有効性の評価 

 

(4) 抗ヒトオクルディン単クローン抗体の正
常ヒト細胞に及ぼす影響の検証 

 

 

３． 研究の方法 

(1) ヒト OCLN-EC2 のアミノ酸残基 48 個のう
ち、HCV結合部位と推定される 17アミノ
酸配列に相当する合成ぺプチドを抗原と
して、新規抗ヒトオクルディン単クロー
ン抗体を作製した。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

(2) HCV に対する感受性の高いヒト肝がん細
胞株 Huh7.5.1 を新規抗ヒトオクルディ
ン単クローン抗体 31 種類のハイブリド
ーマ存在下・非存在下で培養して、免疫
染色、ウエスタンブロッド、HCV 感染阻
害実験（シュードタイプウィルス HCVpv
および HCVcc）を行い、抗体をスクリー
ニングした。 

 

(3) 候補となった抗ヒトオクルディン単クロ
ーン抗体 5種類から 15クローンを精製し、
毒性試験、感染阻害実験、蛍光ダイレク
トラベリングによる生細胞蛍光イメージ
ングを行った。 

 

 

４． 研究成果 

(1) 新規抗ヒトオクルディン単クローン抗体
31種類のハイブリドーマをスクリーニン
グして 5 種類を選択し、15クローンの精
製抗体を得た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(2) 精製抗体によるヒト肝がん細胞株
Huh7.5.1に対する毒性作用は認められな
かった。 

 

(3) Huh7.5.1 の単層培養では、精製抗体は
HCV感染阻害作用を示さなかった。 

 

(4) 蛍光ラベルした抗ヒトオクルディン単ク
ローン精製抗体を下部チャンバーに加え
て、上部チャンバーに培養した Huh7.5.1
細胞を観察したところ、細胞境界にシグ
ナルが検出された。この結果は、新規抗
体が生細胞のオクルディンに結合できる
ことを示唆した。 

 

(5) 他の研究グループによって同定された



 

 

「HCVの結合に必要な OCLN-EC2のヒト特
異的アミノ酸」は、抗原とした合成ペプ
チドに含まれていた。 
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