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研究成果の概要（和文）：HIV感染の動物モデルであるSIV感染サルを用い、抗体誘導ワクチンを開発するための
解析を行なった。強力なSIV中和抗体であるB404の結合はEnvの点変異に影響されず、抗原認識部位の負電荷に偏
った立体構造に依存した結合であることが示唆された。B404類似抗体の誘導にはサルによって大きな偏りがあ
り、宿主因子の影響が示唆された。また、抗体の成熟により接種ウイルスへの中和活性は上昇するが、他のウイ
ルスへの交差中和活性は上がらないことが示された。

研究成果の概要（英文）：SIV-infected macaques, which is an animal model of HIV infection, was used 
for analysis to develop antibody-inducing vaccines. Binding of potent anti-SIV neutralizing antibody
 B404 was not affected by point mutations on Env, and was suggested to require the structure of 
antigen-binding domain with negative charges. The biased induction of B404-class antibodies in 
macaques suggested the effect of host factors in antibody induction. Moreover, maturation of 
antibodies resulted in increase of neutralization activity against homologous virus, but did not 
associated with cross-neutralization activity against heterologous viruses

研究分野： Virology
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 サブタイプを超えた多くの HIV-1株に有
効な中和抗体として、いくつかの強力な
broadly neutralizing antibody (BnAb)が HIV-1
感染患者から分離され、効果的な抗体の誘
導が HIV-1に対するワクチンにとって重要
であることが示された。桑田らは HIV感染
の動物モデルである SIV感染サルから、SIV
中和抗体としては初めてBnAb B404を分離
した。また、B404と同じ抗体遺伝子を使用
し、同じエピトープを認識する B404類似抗
体が、4頭の SIVsmH635FC感染サル全頭で
誘導されていることをあきらかにした。こ
の結果、SIVサル・モデルにおいて抗体誘
導ワクチンを研究することが可能となった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、強力な抗 SIV中和抗体 B404
について、その詳細な結合エピトープの同
定や B404抵抗性のメカニズムなどの基礎
的な問題を解決し、さらにサル個体内での
B404類似抗体の検索や B404エピトープを
含んだ抗原のデザインを行う。これによっ
て、強力な中和抗体を誘導するワクチンの
動物モデルを確立し、有効な HIV-1ワクチ
ンの開発へと展開する。 
 
３．研究の方法 
 B404抵抗性株に見られる変異や、構造解
析から重要と予想された部位に変異をもつ
Env変異体を作製し、その B404結合活性
を解析して B404結合とに重要なアミノ酸
残基を解析した。一方で、新たに
SIVsmH635FCを接種したサルからバイオ
プシーによってリンパ節を取得して抗体ラ
イブラリを構築し、ファージ・ディスプレ
イ法によるバイオパニングによって中和抗
体の分離を行った。感染直後の未成熟な
B404類似抗体を分離するため、従来の PCR
プライマーを用いた抗体ライブラリに加え
て、B404類似抗体に特異的な PCRプライ
マーを用いたライブラリ作成を行った。分
離した Env特異的抗体は、TZM-bl細胞を用
いた中和試験によってその中和活性を測定
した。 
 
４．研究成果 
（１）抗 SIV 抗体 B404 のエピトープの同定 
 抗SIV抗体B404の CDR領域にはアスパラ
ギン酸、グルタミン酸などの酸性アミノ酸
が多くみられることから、これらのアミノ
酸が Env との結合に重要ではないかと考え、
B404 のエピトープと考えられる Env V3/V4
ループ近辺の塩基性アミノ酸をアラニンに
置換する Env 点変異体を作成した。また、
糖鎖依存性を調べるために糖鎖結合部位の
Env 点変異体も作成した。合計 24 変異体の
B404結合活性をフローサイトメーターによ
って解析した結果、B404 への結合をわずか
に減少させるアミノ酸変異を４種類同定で

きたが、これらの変異は CD4i エピトープを
認識する K8 抗体の結合をより大きく減少
させた。この結果は、変異による Env 構造
全体の変化、不安定化の可能性を示唆して
おり、点変異体を用いた結合解析では B404
の結合に影響を与える変異を同定でなかっ
た。 
 これらの点変異 Env を持ったシュードウ
イルスを作成し、B404 による中和活性への
影響を調べた。24 変異株中 8つの変異株は
感染性が非常に低くなっており、中和への
影響を調べられなかった。感染性のある変
異株のうち、1変異体でわずかに中和活性
の低下が認められたが、他の変異株では、
結合活性の減少が見られたものも含め、
B404 への感受性に変化はなかった。これら
の結果は、Env の点変異体の解析では B404
のエピトープを決定することが難しいこと
を示している。 
 Env 点変異体によるエピトープ同定がで
きなかったことは、B404 が直線的なエピト
ープを認識する抗体ではなく、Env の立体
構造を認識していることと大きく関連して
いると考えられる。B404 の構造と表面電荷
をコンピュータによって予測したところ、
抗原と相互作用する部分に窪みがあり、内
部が大きく負電荷に偏っていた（図１）。
この結果は、B404 抗体と Env の特定のアミ
ノ酸間の強い結合が重要ではなく、B404 と
Env の立体構造に依存した結合であること
を強く示唆している。Env の１箇所の塩基
性アミノ酸をアラニンに置換しても、構造
が維持されていれば B404 の結合に大きな
影響を与えない可能性があり、B404-Env 複
合体の結晶構造解析などの方法が詳細なエ
ピトープの決定には必要である。 

図１ 抗 SIV 抗体 B404 の構造と表面電荷。
抗原反応部位を上部に向けた状態(A)と 90
度回転して抗原反応部位を上から見た状態
(B)を示している。B404 の立体構造は Kotai 
Antibody Builder によって、表面電荷は
Chimera によって推定した。赤が濃いとこ
ろが陰性、青が濃いところが陽性の電荷を
示す。 
 
（２）SIV 感染サルからの中和抗体の分離 
①B404 類似抗体の分離 
 以前の解析では、長い CDR3 を持ち、
VH3-33を使用した重鎖とλ軽鎖の使用が特
徴的な B404 類似抗体が 4頭の SIVsmH635FC
感染サルで高頻度に誘導されていた。この
B404 類似抗体を、抗体の成熟が進んでいな



い感染の初期から分離するために、VH3-33
に特異的な PCR プライマーを設計した。
B404 を分離した cDNA サンプルから、この
プライマーを使用して抗体ライブラリを作
成してバイオパニングを行なったところ、
パニング２回目から特異抗体が検出され、
分離した抗体の全てが B404 類似抗体であ
った（図２）。この結果は、この系が B404
類似抗体を高感度に検出できることを示し
ている。 

図２ バイオパニングによる抗 Env 抗体分
離。B404 を分離したサル H723(A)と 4 頭の
新規 SIVsmH635FC 感染サル(B)から VH3-33
プライマーを用いて増幅した重鎖遺伝子と
λ軽鎖遺伝子による抗体ライブラリを作成
してパニングを行い、抗 SIV 抗体を ELISA
によって測定した。 
 
 そこで、新規に SIVsmH635FC に感染し、
血漿の中和抗体活性の上昇がみられた 4頭
のアカゲザルの感染後 24 週のリンパ節か
ら、この VH3-33 プライマーを用いて増幅し
た重鎖遺伝子とλ軽鎖遺伝子による抗体ラ
イブラリを作成し、Env 特異的抗体の分離
を行なった。しかしながら、バイオパニン
グによって Env 特異的抗体が検出されたの
は 1頭だけで、分離された抗体も B404 類似
抗体とは異なっていた（図２）。同じサン
プルから、従来法によって全ての重鎖と軽
鎖を含むライブラリを作成し、抗体分離を
行なったところ、B404 とは異なるタイプの
多くの Env 特異的抗体が分離された。また、
一部の抗体には中和活性が確認された。 
 これらの結果は、新たに SIVsmH635FC に
感染したアカゲザルでは B404 類似抗体が
誘導されておらず、他のタイプの中和抗体
の誘導が優勢であることを示している。感
染実験の条件はほぼ同じであることから、
以前に B404 類似抗体が高頻度に誘導され
た 4頭のアカゲザルと新規感染アカゲザル
とでは、抗体誘導に関わる宿主因子が異な
っている可能性が示唆された。 
 
②中和抗体の成熟過程の解析 
 新規感染サルでは B404 類似抗体の誘導
が見られなかったため、血漿の中和抗体価
が高かった 2頭について、従来のライブラ
リ作成法によって 12, 24, 51 週に分離した
中和抗体の遺伝子解析を行った。1頭では
VH1-59, VH4-38、もう 1頭では VH1-53 を重
鎖として使用する中和抗体が多くを占め、

これらの重鎖の全てが、HIV/SIV 感染で誘
導される中和抗体に特徴的な 17 アミノ酸
以上の長い CDR3 を持っていた（図３）。ま
た、1頭はκ軽鎖を持つ中和抗体がほとん
どで、もう 1頭ではκ軽鎖とλ軽鎖の両方
の誘導がみられた。 

図３ 分離した中和抗体の遺伝子の特徴。 
2 頭の感染サルから分離した中和抗体の重
鎖が使用している VH 遺伝子と CDR3 領域を
示す。 

図４ 様々なウイルス株に対する中和活性。
アカゲザル MM618 から分離された抗体の４
種類のウイルス株に対する中和活性を示す。 
 
 分離した抗体の 5株の SIV に対する中和
活性を調べたところ、接種ウイルスである
SIVsmH635FC 株とそれに近縁で中和抵抗性



の高い SIVsmE543-3 株に対する中和活性は、
感染後 12 週、24 週に分離された抗体より
も 51 週に分離された抗体の方が高くなっ
ていた（図４）。一方、接種ウイルスと遺
伝的に異なる SIVsmH805 株、SIVmac316 株
に対する中和活性は、分離時期による違い
がみられなかった。高度に中和抵抗性であ
る SIVmac239 株に対する中和活性は、これ
らの抗体ではみられなかった。 
 これらの結果は、この 2頭では感染によ
る抗体の成熟が接種ウイルスに対する中和
活性の強化の方向に進んでおり、様々なウ
イルス株に対応するための交差中和活性の
上昇とは関連していないことを示している。 
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