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研究成果の概要（和文）：ヒトノロウイルスのChiba407株（GI.4）、あるいは、Narita104株（GII.4）の人工ウイルス
様空粒子（VLP）を抗原に用い、3つのヒト由来ファージ抗体ライブラリーをスクリーニングして、GI.4特異的、GII.4
特異的、GI内交差反応性、GII内交差反応性、そして、GI-GII間交差反応性の抗体を、それぞれ3、39、1、2、1クロー
ン単離した。これら抗体の、ウイルスレセプター候補分子である組織・血液型抗原（HBGA）へのVLP吸着阻害活性を調
べた結果、GI.4特異的、GII.4特異的、GII内交差反応性、そして、GI-GII間交差反応性の抗体に、強い吸着阻害活性が
認められた。

研究成果の概要（英文）：Three phage-displayed antibody libraries originating from healthy person(s) were s
creened using purified virus-like particles (VLPs) of strain Narita 104 (r104) or strain Chiba 407 (rCV,) 
as antigens. On screening with r104, 62 clones were isolated. Among these antibodies, 2 clones, 12A11 and 
12B10, showed intra-genogroup cross-reactivity to genotypes 1, 3-7, 12, and 14, and genotypes 1, 4, 6, and
 7 of genogroup II, respectively. On screening with rCV, 5 clones were isolated, 2 of which were cross-rea
ctive. One, CV-2F5, reacted to genotypes 1-4, and 8 of genogroup I, and the other, CV-1A5, showed inter-ge
nogroup cross-reactivity to all the VLPs employed in this study. The blocking activities of the monoclonal
 antibodies (mAbs) against the interaction of homotypic VLPs  with histo-blood group antigens (HGBAs) were
 also assessed. 12B10 and CV-1A5 prevented the binding of the VLPs to HBGAs, suggesting that they are  cro
ss-reactive mAbs with neutralizing activity. 
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１．研究開始当初の背景 
感染性胃腸炎や食中毒の病原ウイルスで

あ る ヒ ト ノ ロ ウ イ ル ス （ HuNoV ） は
genogroup I と II に分類され、さらに
genogroup I には 1-15 の、genogroup II には
1-18 の genotype が報告されており、多様性
に富むウイルスである。その感染力は強く、
乳幼児から成人まで幅広く感染し、大きな社
会被害をもたらしている。しかし、HuNoV
の感染・増殖が可能な培養細胞系は確立され
ておらず、基礎的研究はもとより、臨床応用
に繋がるウイルス学的研究もほとんど進ん
でいない。我々は、多数の抗 HuNoV 抗体の
単離とそれらが認識するエピトープの同定
は、中和能を有する抗体の選別や、ウイルス
ワクチンの設計、更には、ウイルスレセプタ
ーや増殖機序の解明に寄与する所が大きい
と考える。加えて、それらが人工抗体であれ
ば、大量生産が容易で、血液製剤による感染
性因子混入の危険性を回避できるため、安価
なウイルス検出キット開発はもとより、受動
免疫による治療や予防にも有用である。我々
はこれまでに、冬季乳幼児下痢症の病原体で
あるヒトロタウイルスに対する交叉反応性
中和抗体を、ヒト由来ファージ抗体ライブラ
リーから多数単離し、IgG 型の人工ヒト型中
和抗体の作製や(K. Higo-Moriguchi et al, 
2004, Journal of Virology)、 ヒト抗体特異的
中和エピトープの同定 (N. Monnier, K. 
Higo-Moriguchi et al, 2006, Journal of 
Virology)を行ってきた。そのノウハウを生か
し、ウイルス性胃腸炎のもう一つの主要な原
因ウイルスである、HuNoV に対する抗体を
網羅的に単離・定性して、交叉反応性中和抗
体の選別や、ウイルス感染・増殖機序解明を
目指したいとの着想に至った。 
 
 
２．研究の目的 

HuNoV 感染症に対し、ヒト型ファージ抗
体を用いた受動免疫による治療や予防を可
能にする、それら抗体を利用した、簡便で安
価なウイルス検出キットを開発する、それら
抗体が認識するエピトープを同定し、
HuNoV ワクチンの設計を行う等、臨床応用
に即した目的に加え、多数の抗体から得られ
る情報をもとに、HuNoV のウイルス学的基
礎研究も行って、感染・増殖可能な培養細胞
系を樹立することをも目指し、ヒト由来ファ
ージ抗体ライブラリーから、交叉反応性や中
和を含む抗 HuNoV 抗体を網羅的に単離し、
それらを定性することが、本研究の目的であ
る。 
 
 
３．研究の方法 
(1) genogroup I/genotype 4 (GI.4)タイプ
の Chiba407（CV）株、および、GII.4 タイプ
の Narita104（104）株のウイルス様空粒子
（VLP、それぞれ rCV と r104）を抗原に用い、

ヒトの末梢血より作成した A1944、NA1974、
数十人の扁桃、脾臓、骨髄，臍帯血、末梢血
等の B 細胞リッチな組織より作成した AIMS5
の、計 3つのヒト由来抗体ライブラリーをス
クリーニングする。 
(2) rCV と r104 の他に、r124(GI.1)、
r258(GI.2)、r645(GI.3) 、rW18(GI.8) 、
r485(GII.1)、r18-3(GII.3)、r336(GII.3)、
r754(GII.5)、r445(GII.6)、r10-25(GII.7)、
r76(GII.12)、r47(GII.14)を抗原に用い、
ELISA 法にて、単離された抗 NuNoV 抗体の交
叉反応性を詳細に検討する。 
(3) 単離された抗 HuNoV 抗体が認識する、
ウイルス構造タンパク質上の抗原エピトー
プを、粒子形成タンパク質 VP1 をそのサブド
メイン毎に大腸菌で発現させて精製し、それ
らを抗原として、ELISA 法にて同定する。 
(4) 単離された抗体と HuNoV レセプターの
候補分子である組織-血液型抗原（HBGA）と
の吸着競合実験を行い、中和抗体の可能性を
探る。 
(5) 単離された抗 HuNoV 抗体が、実際に生
体防御に関わっているかを、健常人血清サン
プルとの結合阻害実験で検証する。具体的に
は、幅広い年齢層の健常人血清サンプルと
rCV、あるいは、r104 を先に反応させ、その
後、ファージ抗体が VLP に吸着するか否かを
ELISA 法にて検証する。 
 
 
４．研究成果 
(1) rCV、あるいは、ｒ104 を抗原として用
い、3 つのヒト由来ファージ抗体ライブラリ
ーをスクリーニングして、計 67 クローン・
46 種類の抗 HuNoV 抗体を単離した。なお、別
人より独立して作成した異なるライブラリ
ーA1944 と NA1974 から、同じタイプの（H鎖
の 3つの超可変領域のアミノ酸配列が全く同
じ）抗体が単離された。 
(2) 多種多様な genogroup/genotype の VLP
を抗原に用い、単離された抗 HuNoV 抗体の交
差反応性を調べたところ、12A11がGII内の、
12B10 が GII.1,4,6,7,間の、CV-1A5 が GI-GII
間の、CV-2F5 が GI 内の、交差反応性抗体で
あることが明らかとなった。それ以外の抗体
は、それぞれの単離に用いた VLP(homotypic 
VLP)特異的抗体であった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
          図１ 
 
(3) CV 株、あるいは、104 株の VP1 タンパ
ク質を、Nt、S、P1N、P1-P2、P1C のサブドメ
イン毎に、GST 融合タンパクとして発現させ



た場合、ELISA 法の抗原として適さない結果
が得られた。そこで各サブドメインを SUMO
融合タンパクとして発現させることとし、現
在、各融合タンパク質のコンストラクト作成
を行い、レコンビナントタンパク質の発現の
有無を検証している。 
(4) CV株はLeaとLeb抗原に、104株はH、A、
B、Leb抗原に、それぞれ結合活性があること
が報告されている（Shirato,H.  et al. 
Journal of Virology, 82:10756-10767, 
2008）。(2)で記載した 4つの交差反応性抗体
に加え、homotypic VLP 特異的抗体である
12A1、あるいは、CV-1A1 についても、VLP の
各種 HBGA への吸着阻害活性があるかを検討
した結果、いずれの抗体にも、阻害活性が認
められた。ただし、homotypic VLP 特異的抗
体の方が吸着阻害活性が強く、交差反応性抗
体はやや弱い傾向がみられた（図 2と 3）。ま
た、別人より独立して作成した異なるライブ
ラリーA1944 と NA1974 から単離された、同一
タイプの抗体 1A9 と 5A8 も、各種 HBGA への
VLP 吸着阻害活性が高いことが示された（図
4）。以上の結果から、これらの抗体が中和抗
体である可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
          図 3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
          図 4 
 
(5) (2)および(4)に記載した 6 つの抗体と
同じエピトープを認識する抗体が、実際に健
常人の生体内で誘導されているかを検証し
た結果、homotypic VLP 特異的抗体 1A9、5A8、
12A2、CV-1A1 と同じタイプの抗体が、多くの
健常人血清内に存在することを示唆する結
果が得られた。それに比して、交差反応性抗
体と同じエピトープを認識する抗体を含む
ことを示唆する血清は、やや少なかった。 
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