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研究成果の概要（和文）：抗ウイルス療法(ART)によって、HIV-1感染症/AIDSはコントロール可能な慢性疾患となった
。しかし、HIV-1の残存増殖による病態が問題となっている。我々は、ART下に残存するHIV感染細胞の排除を目指した
中和抗体を用いた治療戦略の基盤となる抗体依存性細胞性細胞傷害効果（antibody dependent cell mediated cytotox
icity: ADCC）の測定系を構築し、確立した抗体パネルを用いて臨床分離株に対しても有効な抗体反応を同定した。さ
らに、非サブタイプBウイルスに対して交差性の高い中和抗体を持つ症例を同定し、その認識エピトープを決定した。

研究成果の概要（英文）：HIV-1infection/AIDS became a controllable disease following continuous 
advancement of combination antiretroviral therapy (cART). However, pathogenic process that is caused by 
residual viral replication under effective cART has been noticed as a major problem in the long-term 
control of HIV-1 infected patients. In this study we established assay system to measure 
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC) aiming toward elimination of HIV-1 infected cell 
using a panel of neutralizing monoclonal antibodies and identified the antibody response that is 
effective for ADCC. We also found a patient who had broad neutralizing activity against 22 pseudoviruses 
of 7 different subtypes and identified epitope recognized by the antiserum in V2/V3 region of gp120.

研究分野：血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
	
 2011 年 7 月にローマで行われた国際エイ
ズ会議において AS Fauciは、「HIV-1感染の
治癒に向けた研究」と「感染予防研究」が重
点的に取り組むべき課題であると述べた。抗
ウイルス療法 (combination antiretroviral 
therapy: cART)によって、HIV-1 感染症
/AIDSはコントロール可能な慢性疾患となっ
たが、cART下にもHIV-1は持続的に増殖し、
治療が中断されると簡単にリバウンドする。
このため治療の長期継続が必要とされる一
方で、薬剤耐性や長期毒性の問題も大きくな
った。cART下における HIV-1増殖の残存と
慢性的免疫活性化によって、免疫反応や血管
などの「老化」のプロセスが促進される病態
も明らかとなった。この病態には代謝などの
宿主因子の関与も大きいものの、HIVの増殖
の残存が最も重大な原因であることには間
違いなく、HIV-1残存増殖の排除（治癒）を
目指した治療が当然ながら必要とされる。
cART は、一生継続しなければならないと考
えられている。これには、長期毒性や薬剤耐
性の問題が絡むだけでなく、長期間の医療費
の負担の問題が大きい。これらから、cART
治療下に残存する HIV-産生細胞を排除する
治療戦略開発は重要な研究課題である。 
 
２．研究の目的 
抗ウイルス療法(cART)によって、HIV-1感染
症/AIDSはコントロール可能な慢性疾患とな
った。しかし、cART下における HIV-1増殖
の残存（residual viral replication）とこれ
に関連する慢性的免疫活性化（ chronic 
immune activation）によって、免疫反応や
血管などの「老化」のプロセスが促進される
という病態が明らかとなった。また、治療が
中断されるとウイルスは簡単にリバウンド
することから、治療の長期継続が必要とされ
る一方で、薬剤耐性や長期毒性の問題も大き
くなった。すなわち、現在の cARTの最も大
きい問題点は残存する感染細胞における
HIV-1の増殖を抑制できないことであり、こ
れを攻撃し排除する治療戦略の開発によっ
て長期予後の改善並びに治療中断が可能に
なることも考えられる。本研究の目的は ART
治療下に残存する HIV-産生細胞を排除する
治療戦略開発の基礎研究として、抗体依存性
細胞性細胞傷害効果（antibody dependent 
cell mediated cytotoxicity: ADCC）に関して
臨床分離株をいた新規アッセイシステムを
構築し、すでに確立した抗体パネルを用いて
有効な抗体反応を同定することであり、さら
に、このような抗体を生体に誘導する方法を
探索することである。 
 
３．研究の方法 
中和抗体を持つ症例の同定と中和単クロー
ン抗体の作製: Subtype Aや AEに感染した症
例の血漿から IgG を分離し、Subtype AE や
A,B,Cなどの pseudotype virusを用いて中和活

性を測定し、交差中和抗体を持つ症例を同定
する。これらの症例の末梢血単核球を分離し、
CD8+細胞除去後に EBVを用いてトランスフ
ォーム、クローニングして、増殖する B細胞
を分離培養する。スクリーニングとしては、
ENV (envelope) 発現細胞を用いた FACS解析、
抗 gp120-C5抗体を用いた gp120 capture assay、
および subtype Bまたは CRF01_AEのコンセ
ンサス V3 配列を持つ合成ペプチドを用いた
binding assay、さらに中和試験にて行う。陽
性と判定された細胞について、抗体遺伝子の
クローニングとリクローニングによって抗
体産生クローンを得る。 
pseudotype virusの作製と single-round中和実
験： 293T 細胞に pSG3⊿env、各エンベロー
プ発現ベクター(pCXN2)をトランスフェクト
し、 24-36 時間後に上清を回収した。
pseudovirusの力価 (TCID50) は TZM-bl 細胞
を用いたβ-ガラクトシダーゼ定量システム
を用いて定量した。300TCID50のウイルスと
各濃度の抗体や薬剤を混合し、 30 分間
preincubationした後 TZM-bl細胞を加え、37℃、
5% CO2にて 2日間培養した。中和活性は、
Galacto-Starを用い、｛1－(t－c) / (n－c)｝×100 
(t; サンプルの発光強度、c; 細胞のみのバッ
クグラウンド発光強度、n; 抗体無しサンプル
の発光強度) で計算した。ウイルス株として
は、NIAIDの AIDS research reference reagent 
program（ARRRP）が供給する subtype Bウイ
ルスのエンベロープパネル (Standard virus 
panel of subtype B; SVPB)、感染初期のウイル
ス（transmitted/founder virus：T/F virus）パネ
ルを用いて検討した。 
ADCCassay：ADCC活性は、2種類の蛍光色
素で標的細胞を染色する RFADCC 法を用い
た。HIV-1 感染または gp120-coated cells 
(CEM.NKr.CCR5) を 標 的 細 胞 と し
NK-enriched fractionをエフェクター細胞とし
て用いた。標的細胞を抗体と 1時間室温で反
応させ、エフェクター細胞を加え 6時間イン
キュベートし FACSCaliburでADCC活性を算
出した。HIV-1SF2, HIV-1BaL, HIV-1YU2など研究
室で用いられる株ばかりでなく、T/F virusを
用 い spinoculation と い う 方 法 で 、
CEM.NKr-CCR5 cells に感染させ標的細胞と
した。抗体は、サブタイプ B感染例由来の中
和抗体パネルを用いた。 
 
４．研究成果 
本研究の目的は、抗体の可変部位を分子クロ
ーニングする新しい方法を用いて、非 subtype 
B ウイルス感染症例から、より交差反応性の
強い新規単クローン抗体を分離し、治癒に向
けた治療法及び有効な AIDS ワクチン開発に
貢献することである。本研究のもう一つの目
的は、cART治療下に残存する HIV-産生細胞
を排除する治療戦略開発として、ADCCに関
して臨床分離株を標的とした新規アッセイ
システムを構築し、有効な抗体反応を同定す
ることである。 



我々は、HIV-1CRF01_AE 感染症例:20 人、
subtype B感染症例:21人の血清から Protein A 
columnで IgG抗体を精製した。HIV-1CRF01_AE 
に対する中和抗体反応を明らかにする目的
で、CRF01_AEの臨床分離株（93TH976.17お
よび 93TH966.8）の ENVを用いた pseudovirus
に対する AE感染症例の血漿 IgGの交差中和
活性を測定した。20例の血漿 IgGサンプル中
の 4例に交差中和活性を認めた（表１）。 

 
 
これら 4症例および subtype B 感染症例で中
和活性の高い 3例由来の血漿 IgG検体を加え
て、サブタイプの異なる 22 種類のウイルス
に対する交差中和活性を検討した。表１に示
すように、このうち 2例で交差中和が認めら
れた。交差中和にかかわる抗体のエピトープ
を同定するために、4種類の envelope mutant
を作成し、中和活性を調べた。Env の V2/V3
領域の糖鎖を含むエピトープの変異が
CRF01_AEの中和活性に関与することが示唆
された（図 1）。 

 
この症例の末梢血単核球からメモリーB 細胞
を分離、EBVで形質転換後にクローニングし
た。培養上清を CRF01_AE envelope発現細胞
にてスクリーニングし、特異的結合活性が見
られた 8クローンについて subtype AE, A, B
及び Cへの交差反応性を検討した。これらよ
り交差反応性の強い 3クローンに着目し、短
鎖・長鎖遺伝子をクローニングし、組み換え
抗体を作成中である。 
一方、ADCC活性に関しては、これまでの報
告の多くは、実験室で用いられているウイル
スに関して行われ、臨床分離株についての方
法は確立されていない。我々は臨床分離株を
NK耐性の標的細胞（CEM/NKR-CCR5）に感

染させるべく努力したが、ほとんど感染しな
いことが判明した。特に、T/F virusを含む臨
床分離株に関しては、より感受性の高い細胞
（ PM1/CCR5 細胞）で継代した後に、
spinoculation という方法で、CEM-NKR 細胞
に感染させ、標的細胞として用いる ADCC測
定系を確立した。 
図 2 に示すように、HIV-1BaL を感染させた
CEM.NKr.CCR5 cells を CFSE と PKH-26と
いう 2種類の蛍光色素で染色し、抗体とエフ
ェクター細胞を加え 6時間インキュベートし、
FACSCaliburで CFSE の低下率からADCC活
性を測定する RFADCC という方法で検討し
た。CD4bs抗体である b12を用いた実験条件
の検討では、0.2µg/ml から 50µg/ml まで検討
したが、最も低濃度で 16.5%の活性を示した
（図 2）。 

 
HIV-1SF2由来の単量体 gp120 を標的細胞に添
加する方法と HIV-1YU2 感染細胞を標的とし
て抗体パネルを用いて ADCC 活性を調べた。
特に V3抗体に強力な交差性の ADCC活性が
認められた。臨床分離 T/F 株（THRO）を用
いて ADCCを検討した。中和活性のない抗体
を含む抗体パネルの多くが ADCC 活性を示
した。これらから、中和抗体を介した ADCC
活性では、V3抗体、CD4i抗体、CD4bs抗体
を組み合わせることによって多くの分離株
に感染した細胞をカバーできると考えられ
た。 
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