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1．要旨

（目的）

   我々の研究室ではヒト免疫不全ウイルス（HIV：H㎜an㎞munode丘ciency Vims）の外被糟

タンパクgp 120の主要中和領域であるV3領域を認識するヒト血中油単クローン抗体（KD－247）

を、（財）化学及血清療法研究所との共同研究で開発した。KD－247をサルに受動免疫した実験

では、サルーヒトキメラ免疫不全ウイルス（S㎞ian－H㎜an immucode五ciency vims：SHIV）の感染

を完全に抑制することが確認され、in vivoにおける有効性が確認された。 KD－247は現在、米国

で臨床臨床試験中であるが、このような抗体を感染症例に投与した場合、中和抵抗性ウイルスの

出現が予測される。一方、これまでCCR5をコレセプターとするR5株にどのような中和エスケ

ープが誘導されるのかは不明であった。今回我々は、KD－247存在下で出現してくる中和抵抗性

ウイルスをin vitroの系を用いて誘導し、中和抵抗性に関与する変異の同定と解析を行った。

（方法）

 T細胞株であるPMl／CCR5細胞を用い、 CCR5指向性（R5）のクローンウイルスであるJR，Fしお

よびR5の臨床分離株MOKWを用い、 KD－247の濃度を段階的に上げることでKD－247抵抗性ウ

イルスを誘導した。得られたウイルスのエンベロープタンパク（Env）gp 120領域のシークエンス

より、中和エスケープに関与する変異部位を同定し、この変異を持つpseudovirusを作製して中

和実験を行った。アミノ酸変異が抗体の結合活性に与える影響をELISAやフローサイトメータ

ーを用いて調べた。また、変異を含むgp 120と変異を含まないgp 120の両方をもったヘテロ三量

体Envをもつpseudotype v孟rusを作製し、変異が三量体Env内でのエピトープの露出に影響する

のかどうかを中和実験で確かめた。

（結果）

 JR÷FLを用いた場合、低濃度のKD－2弔存在下では申和抵抗性変異を誘導できなかったが、高

濃度（＞1000μg／ml）のKD－247存在下でV3－tipに変異（G314E）を持ったウイルスが誘導され

た。G314EウイルスはKD－247には中和抵抗性であったが、これ以外の中和抗体に対して中和感

受性になることを見出した。R5の臨床分離株MOKWを用いた場合、低濃度の抗体存在下では

V2領域に変異を持ったウイルスが増殖し、高濃度の抗体存在下（＞1000μg／m1）で初めてV3の

変異（G313L）が誘導され、段階的に中和抵抗性を獲得することが明らかとなった。一方、 KD－247

非存在下で継代したウイルスが、ほとんどの抗体に対して感受性になっており、V2領域に変異

を持っていたことから、V2領域による中和感受性変化のメカニズムを詳しく調べた。その結果、

V2領域の1アミノ酸変異（L175P）により、抗V3抗体、 CD4結合領域抗体（CD4bs抗体）、さらに

はCD4誘導エピトープ結合抗体（CD4i抗体）に対して著しく中和感受性に変えることを見出し

た。この変異は単量体gp 120への抗V3抗体結合活性はほとんど変えないが、三量体内の隣接し

たgp 120のエピトープを露出させる働きがある変異であることがわかった。

（考察）

 V2領域は抗V3抗体のエピトープとは異なった場所であり、その変異による中和感受性変化
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のメカニズムを解明することは中和抗体誘導ワクチンを目指すうえでも大変意義深いものであ

る。本研究はmvがV2領域のように吸着・侵入といった感染のステップには直接役割を果たさ

ないと考えられている領域を変異させることにより、エンベロープ三量体構造を変化させ、中和

抗体から逃れている可能性を示した。このEnvの三量体構造が中和抵抗性を決定するのに重要

な要素であり、今後V2領域を含んだgp l 20の立体構造解析、ならびに三量体gp 120の詳細な解

析を行うことで、中和抗体誘導ワクチンや受動免疫中和抗体の開発に重要な知見が得られるると

思われる。
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4．略語一覧

HIV

SIV

AIDS

LTNP

HARRT

PBMC

CTL

TZM－bl

GHOST・hi5

MAb

GFP

TCID50

1C50

human㎞munodeficiency virus、ヒト免疫不全ウイルス

s㎞iIm imm㎜odeHciency vims、サル免疫不全ウイルス

acquired i㎜㎜ode五ciency s鋤。鵬e、後天性免疫不全症候群

long te㎜non－progressor、長期非進行者

highly active ant廿etroviral therapy、多剤併用抗ウイルス療法

peripheral blood mononuclear cells、末梢血単核球

cytotoxic T lylnpocyte、細胞傷害性T細胞

CD4、 CCR5、 HrV：一LrR．βgalactosidase、 HIV・1TR．lucifbraseをトランスフェクトした

HeLa cell line

CD4、 CCR5トランスフェクトした骨肉腫細胞由来HOS細胞

monoclonal antibody、単クローン抗体

green nuorescence protein、緑色蛍光タンパク

50％tissue culture in免ctive dose 50％組織培養感染濃度

50％inhibition concentration 50％阻害濃度
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5．研究の背景と目的

 後天性免疫不全症候群（AIDS：Acquired㎞munode負ciency Syndrome）の原因ウイルスであるヒ

ト免疫不全ウイルス（HIV：Human㎞munode五ciency Virus）の感染拡大は、今なお地球規模で深

刻な問題となっている。そのため、感染を防止するワクチンの開発が世界各国で行われているが、

実用化には至っていない。

 HIVエンベロープタンパク（Env）は、標的細胞の受容体（CD4、 CCR5、 CXCR4など）と反

応する糖タンパクgp 120と、標的細胞との膜融合に重要なgp41の二つのサブユニットから構成

されており、ウイルス膜表面では三量体構造を形成している（4、29）。HIVに対する中和抗体

はgp 120、 gp41を認識し、 HIVの感染、増殖を阻害する（72）。中和メカニズムの研究は未だ不

十分ながら、作用点は以下の2点と考えられている。①gp120と結合し、標的細胞上の受容体と

の相互作用を阻害する。②gp41と結合し、膜との膜融合過程を阻害する。チンパンジーや、急

性感染期の感染者に中和抗体を受動免疫した研究では、感染の阻止、ウイルスの複製抑制、病態

進行の遅延などの役割を果たすことが示され、中和抗体のin vivoでの有用性が示された（7、58）。

また、HIVに感染しながら未治療でもAIDSを発症しない長期非進行者（㎜：Long Te㎜

Non－Progressor）が存在し、その中の一部の人は広範囲のHIV株を中和する抗体を保持している

ことなどから（46）、中和抗体はHIV感染症に対する有力なワクチンに必要であると考えられて

いる。しかし、HIVは多様性に富むウイルスであるため、1）どのようなエピトープに対する抗

体を誘導すれば、広範囲な株を中和できるか、2）どのような抗原を用いれば、効果的に中和抗

体が誘導できるか、3）中和抵抗性ウイルスはどのようにして抵抗性を獲得するかなど、ワクチ

ンとしての中和抗体を誘導するためには解決しなければいけない画題が数多く残されている。

 位田V中和抗体のエピトープの一つにgp 120のV3領域がある（35）。 gp l20はloop構造を形

成するvariable region（V1－V5）とそれ以外のconserved region（C1－C5）で構成されている（29）。

V3領域は標的細胞に感染する際、コレセプ戯曲（CCR5またはCXCR4）との結合に重要な領域

であり、HIV感染者の約半分がこの領域を標的とした抗体を保持していると考えられている（41）。

最近発表されたgp 120の立体構造解析により、 V3領域はgp 120のコア領域から突き出した構造

をしていることが明らかとなり、この構造がin vivoで高免疫原性の理由であると考えられてい

る（20）。しかし多くの臨床分離株はエピトープを保持していながら、V3領域やgp 120の他の領

域に結合する中和抗体に対して抵抗性であることが報告されており、これが中和抗体誘導ワクチ

ン開発を複雑なものにしている（40、49，53）。アスパラギン結合糖鎖（N－linked glycan）によ

るエピトープの遮蔽、V領域アミノ無数の増加による遮蔽、多量体gp120の四次構造によるエピ

トープの遮蔽、CD4結合前・結合後に立体構造を変化させることによる立体構造遮蔽

（comfb㎜ational masking）などの報告があるが、どのような抗体がどのようなメカニズムの中

和抵抗性を引き起こすのか、その因果関係は証明されていない（6、12、28、37、47、48、52、

62）。
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 我々の研究室では広範囲な株を中和できるヒト型中和単クローン抗体（KD－247）を、（財）化

学及血清療法研究所との共同研究で開発した（11）。KD－247はgp 120のV3領域を認識する中和

抗体である。異なったサブタイプで比べた場合、V3領域は変異の多い領域として知られている

が、同一サブタイプではV3の頂点部位（tip）周辺のアミノ酸配列は保存されていることから

V3－tipは感染に重要な領域であることが推察される。そのことに着目してV3－tipを認識するヒト

型抗体を作製した。その結果完成したKD－247はV3－tipのIGPGRというアミノ酸配列を認識し、

日本や欧米で感染拡大しているサブタイプBのウイルスの約50％を中和することができ（11、

36）、サルに受動免疫した実験では、サルーヒト免疫不全ウイルス（S田V）の感染を完全に抑制

することが確認され、in vivoにおける有効性が確認された（10）。現在は臨床応用に向けて準備

中である。

 臨床でこのような抗体を投与した場合、中和抵抗性ウイルスの出現が予測される。そこで本研

究では、KD－247存在下で出現してくる中和抵抗性ウイルスをin vitroの系を用いて誘導し、中和

抵抗性に関与する変異の同定と解析を行った。これまぞにもいくつかのグループにより抗V3単

クローン抗体を用いて抗体から逃避するウイルスの同定が試みられているが、いずれも感染後期

に現れるCXCR4指向性（X4）の“実験室株”を使用したものであり、急性・慢性感染期に優位

となるCCR5指向性ウイルス（R5）を用いた報告はほとんどない（9、34、65）。我々はサブタ

イプBのR5クローンウイルスであるJR－Fしおよび臨床分離株MOKWを用いてKD－247抵抗性

ウイルスの誘導を行った。その結果、JR．FLを用いた場合では低濃度のKD－247存在下では中和

抵抗性変異を誘導できなかったが、高濃度（＞1000μg／ml）のKD－247存在下でV3－tipに変異

（G314E）を持つ中和逃避ウイルスが現れるが、一方、そのウイルスはKD－247以外の中和抗体

に対して中和感受性になることを見出した。また、『臨床分離株MOKWのKD－247抵抗性ウイル

スを誘導した結果、低濃度の抗体存在下ではV2領域に変異を持ったウイルスが現れ、高濃度の

抗体存在下（＞1000μg／ml）で初めてV3の変異（G313L）が誘導され、段階的に中和抵抗性を

獲得することが明らかとなった。

 V2領域は抗V3抗体のエピトープとは異なった場所であり、その変異による中和感受性変化

のメカニズムを解明することは中和抗体誘導ワクチンを目指すうえでも大変意義深いものであ

る。今回、V2領域の1アミノ酸変異（H 75P）が、抗V3抗体、 CD4結合領域抗体（CD4bs抗体）、

さらにはCD4誘導エピトープ結合抗体（CD4i抗体）に対し、著しく中和感受性に変えることも

見出した。この変異により単量体gp 120への抗V3抗体結合活性はほとんど変化しないが、三量

体内の隣i接したgp 120のエピトープを露出させることがわかった。すなわち、ウイルスがin vivo

でV2領域のように吸着・侵入といった感染のステップにはそれ程重要でないと考えられている

領域を変異させることにより、三量体構造を変え、中和抗体から逃れている可能性を示唆してい

る。今後V2領域を含んだgp 120の立体構造解析、ならびに三量体gp 120の詳細な解析を行うこ

とで、中和抗体誘導ワクチンや受動免疫中和抗体の開発をする上で重要な知見を得られるであろ

う。
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6．実験方法

1．細胞株

 使用した細胞はヒト腎臓由来293T細胞、子宮頚部癌由来HeLa細胞にhuman CD4、h㎜an CCR5、

HIV・1 LTR二β一galactosidase、 HIVL I FrR．luci免rase、を導入したTZM－bl細胞（32）、骨肉種細胞由

来Hos細胞にcD4とccR5を発現させたGHosT－hi5細胞（67）、cD4とcxcR4を発現させた

GHOST－CXρR4細胞（67）、 CD4＋T細胞株であるPM 1細胞（67）、レトロウイルスベクターにより

導入し、CCR5を高発現させたPM 1／CCR5細胞（67、68）である。

培地に用いるウシ胎児血清（FCS：Fe加l Calf Ser㎜、 GIBCO）は補体を風面化するために56℃

で30分間熱処理し、0．2μmフィルターを通したものを使用した。

293T細胞およびTZM－bl細胞は10％のFCSを含んだDulbecco’s Modi丘ed Eagle’s Medi㎜

（DMEM、 Sigma）で培養した。 GHOST・hi5およびGHOST・CXCR4は10％FCS、0。2mg／ml G418

（Sigma）、0．1mg／m1 Hygromycin B（Sigma）、1肌gml Puromycin（Sigma）を含んだDMEMで培養した。

PM1は10％のFCSを含んだRPMI 1640（Sigma）で培養した。 PMIICCR5は10％FCS、0．1mg∠ml

のG418を含んだRPMI 1640で培養した。いずれの細胞も37℃、5％CO2を保つ可湿保温器内で

培養した。

2．抗体、抗ウイルス薬、ウイルス株

 抗V3抗体KD－247（10，11）は（財）化学及血清療法研究所より提供して頂いた。抗V3抗体

447－52DはS． Zolla－Pazner教授（Department of Pathology， New Ybrk University School of Medicine，

New Ybrk， NY）より提供して頂いた。抗V3抗体1C10、 CD4 binding site（CD4bs）抗体3D6、 CD4

induced（CD4i）抗体4C 11はサブタイプBのHIV 1に感染後、無治療で現在まで病態が進行して

いない血友病症例（長期面心行者、Long term non－progressor；LTNP）より分離したBce11をEBウ

イルスでcell line化した細胞から単離した単クローン抗体である（unpublished）。 CD4 induced抗

体17bはJ． Robinson教授（Department of Pediatrics， Tulane University Medica1 Center， New Orleans，

LA）より提供して頂いた。CD4bs抗体IgGb 12、F105、抗gp 120糖鎖抗体2G12、抗gp41抗体4E10、

2F5はNational Institutes of Health AIDS Research and R、e琵rence Reagent Programから提供して頂い

た。抗CCR5抗体2D7、抗CD4抗体RPA－T4はBD Biosciences Pharmingen（San Jose， CA）より購

入した。ヒトrsCD4は1気＆D Systems， hlc．（M㎞eapolis， MN）より購入した。 CCR5阻害薬TAK－779

は武田薬品工業株式会社より提供して頂いた。CCR5阻害薬AK－602、 SCH－Cは小野薬品工業株

式会社に合成して提供して頂いた。MIP－1α、 MIP－1β、 RANTESはR＆D Systems， hlc．より購入し

た。Gp 120－CD4結合阻害剤NBD－556は玉村啓和教授（東京医科歯科大学）に合成して提供して

頂いた（55、70）。

 CCR5指向性のHIV」1冊L（JR．FL）はpJR．FL 5．0μgを293Tヘトランスフェクトし、36時間後

の細胞上清を回収し、0．45ト㎜のフィルターを通したあと、使用するまで一150℃で保存した。

 CCR5指向性の臨床分離株HIV・1MoKw（MOKW）は無治療の日本人から単離してきたウイル
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スである（33）。Phytohemagglutininで刺激したPBMCで継代培養した。その培養上清を0．45μmの

フィルターを通したあと、使用するまで一150℃で保存した。

3．PM1およびPM11CCR5細胞表面発現レセプターの検出

 細胞表面に発現しているCD4、 CCR5、 CXCR4をフローサイトメーターで検出した。 PM 1ま

たはPMl／CCR5細胞を含んだ培養液05mlをFACS tube（Falcon）に加え、12001pm、4℃、3分

間遠心分離した。上清を吸引し、FACS bu飾r（2％BSA，0．02％Azide in PBS；pH 7．23）で20倍希

釈した抗ヒトCD4－FITC抗体（BD biosciences）、抗ヒトCCR5－FITC抗体（BD Biosciences）、抗ヒ

トCXCR4－PE抗体（BD Biosciences）または抗ヒトCD 19－FITC抗体（BD Biosciences）、抗ヒト

CD I 9－PE抗体（BD Biosciences）を50μ1加えて4℃、暗所にて30分間保温した。その後、 FACS

bu艶rにて2回洗浄し、0．5mlの固定液｛2％（w／v）parafbrmaldehyde in PBS｝で固定した。固定した

サンプルは、FACSCalibur（Beckton－Dickinson）にて解析した。 FrrCの蛍光はFL1で、 PEの蛍

光はFL2で検出した。取り込んだデータはcell Quest（Beckton－Dickinson）にて解析した。

4．K】）一247耐性変異株の単離方法

 JR．FしまたはMOKWは、 KD－247と50％組織培養感染濃度（TCH）50）の500倍の濃度のウイルス

（500TCID50）とを混ぜ、30分間37℃で反応させた。その後、4x101のPMl／CCR5に曝露し、37℃

で5時間感染させた。その後室温で15001pm、5分間遠心分離し、上清を取り除いた。沈殿した

細胞に10％FCSが含まれるRPMI164010mlで懸濁し、培養フラスコ入れ37℃で培養した。ウイ

ルス増殖は細胞傷害効果（cytopathic e働ct；CPE）で確認した（54、67）。培養して7日目で培養

上清を回収し、次の継代のウイルス液として使用した。CPEが早くみられるようになったとき

はKD－247の濃度を上げた。徐々にKD－247濃度を上げていき、最終的にJR．Fしでは1000μg／m1、

MOKWでは2000μg／m1まで上げた。

5．ウイルスcDNAの増幅とシークエンス反応

 培養上清からウイルスを回収し、QIAanp v壮al RNA kit（Qiagen）を使用してウイルスRNAを精

製した。得られたRNAを鋳型にして、High Capacity cDNA Archive Kit（Applied Biosystems）とEnvN

（5’一cTGccAArcAGGGAAGTAGccTTGTGT・3’）を使用してEnv領域のcDNAを合成した。得ら

れたcDNAを鋳型にし、 Premix Taq（Ex Taq ve二，丁欲ara）と以下に示すプライマーを用い、 Nested

PCR法にてgp 120のC1－C4領域を増幅させた。

1st step：lB（5’一AGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAArGA－3’）

    H（5’一TAGTGCTTCCTGCTGCTCCCAAGAACCC－3’）

2nd step：2B（5’一AGCAGAAGACAGTGGCAArGAGAGTGA－3’）

    F（5’一ArArAArTCACTTCTCCAATrGTCCCTCAr－3’）

増幅して得られたgp 120C1－C4領域DNA断片はTOPO－TA clonhlg kit（Ihvitrogen）のインストラク

ションに従い、pCR2．1－TOPO vectorに挿入し、クローニングを行った。個々のクローンについて、
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M13   Reverse   （5’一CAGGAAACAGCTATGAC－3’）   、   M13（一20）Forward

（5’一GTAAAACGACGGCCAG－3’）、 EnvFO2（5’一ArGGTAGAACAGArGCArGA－3’）をプライマーと

し、BigDye Te㎜inator Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit（Applied Biosystems）を用いて

ABI377 sequencerによりシークエンスを行った。

6．中和実験（MTT assay）

 96well round－bottom micro culture plateにて、中和単クローン抗体、または抗ウイルス薬存在下／

非存在下で100TCID50のウイルスを2x103のPMl／CCR5に感染させ、37℃で7日間培養した。それ

ぞれのwellから100μ1の培養液を取り除き、 phosphate－buf陀red saline（PBS）に溶かしたMTT

（3一［4，5－d㎞曲ylthiazol－2－yl］一2，5－diphenyltetrazoli㎜bromide）溶液（75mg／m1）10μ1を加え、37℃で3

時間インキュベートした。4％Triton X－100（vol／vol）を含んだacidi飴d isopropanol 100μ1を各we11へ

加えて魚rmazan crystalを遊離させた。マイクロプレートリーダーにて吸光度（570㎜）を測定して、

細胞の生存率を算出した。実験は2－3回繰り返した。

7．変異エンベロープタンパク（Env）発現ベクターの作成

 HIV IJR．Fしの（JR－FLwt）エンベロープ発現ベクターpCXN－FLwtは前田洋助准教授（熊本大学医学

薬学教育部感染防御学）より供与して頂いた。JR－FL v3変異体（JR－FLG314E）はQuick chmge

site－dkected mutagenesis kit（Stratagene）のインストラクションに従い変異を導入した。導入した変

異以外に変異がないことを確認するために、Envoo3A（5’一AGcAGAAGAcAGTGGcAATG－3’）、

EnvFO2（上記参考）、EB2（5’一TCAACTCAACTGCTGTrAAAT・3’）、
EC2F（5’一CCTCAGGAGGGGACCCAGAAATT－3’）、 EnvFO3（5’一TAGCACCCACCAGGGCAAAGA－3’）、

NefOO5B（5’一TTTGACCACTTGCCACCC－3’）をプライマーとし、BigDye Terminator Cycle Sequencing

FS Ready Reaction Kit（Applied Biosystems）を用いてABI377 sequencerによりシークエンスを行っ

た。作製した変異体はpCXN－FLG314巨と名付けた。

 JR－FしのV2領域の175番目のアミノ酸変異体pCXN－FL（L175P）、 pCXN－FL（L175A）、

pCXN－FL（L175P）、 pCXN－FL（L175F）、 pCXN－FL（L1751）はQuick Change site－directed mutagenesis kit

を用いて変異を導入した。V2領域175番目（L175P）とV3領域（G312E；EPGR， G314E；GPER）に変異を

持ったエンベロープ発現ベクターpCXN－FL（175P＋EPGR）、 pCXN－FL（175P＋GPER）もQuick Change

site－directed mutagenesis kitを用いて変異を導入した。

 HIVL I MoKw（MOKW）エンベロープ発現ベクターは、 pCXN－FLwtベクターより、 JR－FLwtエンベ

ロープ遺伝子を切り出し、MOKWエンベロープ遺伝子を挿入して作製した。以下に簡潔に示す。

プロウイルスDNAはH皿1感染PMl／ccR5細胞よりQIAamp DNA blood mini kit（QIAGEN）を使用

して’ ｸ製した。精製したDNAを鋳型にし、EnvA
（5’一GGCTrAGGCArCTCCTArGGCAGGAAGAA－3’）とEnvN（上記参考）をプライマーとしてLA

Taq（Takara）にてEnv gP 160領域を増幅させた・増幅させた断片をpCR・XL－TOPO（hlvitrogen）に挿入

し、クローニングした。個々のクローンについてM13 Reverse、 M 13（一20）Forward、 EnvOO3A、
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EnvFO2、 EB2、 EC2F、 EnvFO3、 NefOO5Bをプライマーとし、 BigDye Terminator Cycle Sequencing FS

Ready Reaction Kitを用いてABI377 sequencerによりシークエンスを行った。 KD－247存在下で誘導

された変異部位以外のアミノ酸配列が同一のクローンを選び、制限酵素EcoRIによりgp 160領域

のDNAを切り出し、 pCXN2ベクターのEcoRIサイトに挿入した。作製したベクターには

pCXN－MOKW－RDP（最後の3つのアルファベットは、 V2領域内にある166、167、175番目のアミ

ノ酸を示す）、pCXN－MOKW－KNL／C3m（V2領域変異＋C3領域変異体）、 PCXN－MOKW－K：NL／V3m

（V2領域＋V3領域変異体）と名付けた。 pCXN－MOKW－KNLはpCXN－MOKW－RDPのStuI－Bsu36領域

をpCXN－MOKW－KNL／C3mの同一領域と組み換えることにより得た。 pCXN－MOKW－RDP／V3mと

pCXN－MOKW－RDP／C3mはpCXN－MOKW－KNL／V3mとpCXN－MOKW－KNL／C3mのStuI－Bsu36領域

をpCXN－MOKW－RDPの同一領域とそれぞれ組み換えることにより得た。 pCXN－MOKW－KNP、

pCXN－MOKW－RDL、 pCXN－MOKW－KDL、 pCXN－MOKW－RNLはQuick ChImge site－directed

mutag㎝esis kitのインストラクションに従い作製した。

8．pseudotype vimsの作製

293T細胞をトランスフェクション前日｝こ100㎜コラーゲンコートプレート（MAKI）に4・106

になるように蒔き、37℃で一晩培養した後、5μgのpNL4－3－Luc－BRまたは5肌gのpSG3△Env（32）、

4．5μgのエンベロープ発現ベクターおよび05μgのpRSVREVベクター（17）をE働ctene（QIAGEN）

にて添付のプロトコールに従い導入し、37℃、5％CO2にて培養した。24時間後に上清を回収し、

0．2μmフィルターに通し、分注して一80℃にて保存した。ヘテロ三量体化Envを持ったpseudotype

virusは任意の2種類のEnv発現ベクターを調整し、合計4．5μgのDNA量になるようにして5μgの

pSG3△Env、および05胆gのpREVベクターをE艶cteneにてトランスフェクションして作製した。

 得られたシュードウイルスはp24 Antigen ELISA kit（ZeptoMetr童x Co．）でp24の抗原量をインスト

ラクションに従い測定した。

9．Sing畳e－round中和実験

 実験前日にGHOST・hi5細胞またはTZM－bl細胞を平底96ウェル細胞培養用プレート（Falcon）

に200μ1あたり2・104になるように蒔いた。コンフルエントの70％程度まで増殖したら、

200－500TCID50のpseudotyped virusと各濃度の抗体とを10％ウシ胎児血清（FCS）、0．1mg／ml G418、

0．05mg／ml Hygromycin－B、5μg／ml Puromycin、20μg／ml Polybrane（GHOST・hi5の場合）または10％

FCS、10μg／ml DEAE－dex杜an（Pha㎜acia Biotech， TZM－blの場合）を含むDMEMを混合し、15分

間氷上で静置した。培養液を除去した標的細胞に100Flの抗体／ウイルス混合溶液を加えて37℃、

5％CO2で2時間インキュベートし、ウイルスを標的細胞に吸着させた。その後さらに100肌1の

上記の抗生物質等を含むDMEMを加え、37℃、5％CO2にて2日間培養した。上清を除去し、 PBS

（pH 7．4）にて3回洗い、 PBSで5倍希釈した30μ1のLysing buf財（Luc PGC50；東洋インキ、

GHOST・hi5の場合）またはLysing solution（Applied Biosyst61ns、 TZM－b1の場合）を加え15分間振

盟した。そのうち20興1を発光測定用のプレート（Coster 3912）へ移し、 lucifbrase基質であるピ
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ッカジーン（東洋インキ）を100μ1加え、10秒後にTR477 microplate luminometer（Applied

Biosystems）にて蛍光強度を測定した（GHOST・h孟5の場合）。 TZM－bl細胞の場合は、発光測定用

のプレートに移したあと、Reaction buf【br diluentで50倍希釈したGalacto－Star（Applied Biosystems）

を100μ1加え、1時間暗所にて静置した。その後、TR477 microplate l㎜inometerにてβ一galactosidase

活性を測定した。中和活性は、｛1一（t－c）／（n－c）｝・100（t；サンプルの蛍光強度、c；細胞のみ

のバックグラウンド蛍光強度、n；抗体無しサンプルの蛍光強度）で計算した。同じ抗体濃度で

2－3ウェルにて実験を行い、独立した実験を2－3回ずつ行った。

10．エンベロープ発現細胞表面への抗体結合活性の測定

 EnvAおよびEnvNプライマーで増幅させ、 pX：L－TOPOベクターにクローニングしたgp 160遺

伝子をEcoRIにて切り出し、 pDNR．1r（Clontech）のEcoRIサイトへ挿入した。インストラクショ

ンマニュアルに従い、Cre recombinase（Clontech）を使用し、 pLP－IRES2－EGFPへ組み換えた。作製

したベクターはpLP－EGFPJRFLwt、 pLP－EGFPJRFLGpER、 pLP－EGFP－JRFL（175P）、

pLP－EGFP－JRFL（175F） 、  pLP－EGFP－JRFL（1751） 、  pLP－EGFP－MOKW－RDP  、

pLP－EGFP－MOKW－KNL／C3m、 pLP－EGFP－MOKW－KNL／V3m、 pLP－EGFP－MOKW－RDP／C3m、

pLP－EGFP－MOKW－RDP／V3m 、 pLP－EGFP－MOKW－KNL 、 pLP－EGFP－MOKW－KNP 、

pLP－EGFP－MOKW－RDL、 pLP－EGFP－MOKW－KNL、 pLP－EGFP－MOKW－RDLである。

 0．5μgのpRSVRevと4．5μgのpLP－EGFP－EnvをE飴ctene trans免ction reagentで導入し、37℃で

36時間培養した。DMEMで2回洗浄し、剥がれた細胞とFCSを除去後、0．5mlのcell dissociation

solution（SIGMA）を加え、37℃で10分間保温した。倒立顕微鏡で細胞の状態を確認しながら、適

当な時間に10％FCS入りのDMEM 9．5mlを加え、細胞を懸濁した。細胞を血球計算版で数え、

4×105になるように5ml FACS用チューブ（Falcon）に移し、1200τpm、4℃にて3分間遠心した。

上清を除去後、FACS bu晩rで最終濃度10胆g／mlになるように5希釈した抗Env抗体を50μ1加

えた。30分間4℃、暗所に静置した後、FACS bu艶rで2回洗浄し）2次抗体に5胆g／mlの抗ヒト

IgG－biot孟nを50口加え、冷暗所（4℃）で30分間静置した。その後2回FACS buf〔brで洗浄し、

FACS buf断で1：50に希釈したstrept avidin－PerCP（eBioscience）を50μ1加え、冷暗所（4℃）で

30分間静置した。30分後、FACS bu晩rで2回洗浄し、05mlの固定液｛2％（w／v）parafbrmaldehyde

in PBS｝で固定した。固定したサンプルは、 FACSCalibur（Beckton－Dickinson， San Joes， CA）で解

析した。6FPの蛍光はFL1で、 PerCPの蛍光はFL3で検出した。ベクターを甘ansfbctしていな

い細胞のGFP蛍光をネガティブコントロールとし、GFP蛍光のある細胞にゲートをかけて、 GFP

陽性細胞の抗体結合活性を比べた。取り込んだデータはceu Quest（Beckton－Dickinson）にて解

析した。

11．単量体gp120一中和単クローン抗体結合実験

 実験は以前から行われている、単量体gp 120一抗体結合実験の方法に従って行った（39、59）。

実験前日、96well polypropyrenプレート（Falcon）にCCB bu働r（Carbonate－bicarbonate bu働r， pH 9，6）
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で13．3拝g／mlに調整した抗gp l 20－C5 sheep抗体（D7324， Aalto Bioreagents， Dublh1， Leland）50μ1を加

え、4℃で一晩静置する。上清を取り除いた後、blocking buf睡（2％ウシ血清アルブミン；BSA、

0．1％Azide、 PBS、 pH7．2）175μ1を加え、室温で30分間静置する。予め1％NP－40、10％FCSを

含んだTBS（Tris buf匝red sal㎞e）とpseudotype virusを含んだ培養上清とを1：1になるように混合し、

室温で30分間静置して単量体gp l 20を遊離させる。 ELISA wash bu艶r（0．15％Tween20、 PBS

pH7．2）で3回ウェル牽洗浄後、単量体gp 120を含んだ培養上清を100μ1ずつ加える。2時間室温

に静置した後、ELISA wash buf飴rで3回洗浄し、 ELISA bu焼r（ELISA wash bu且brに1％FCSを加

えた）で希釈した単クローン抗体100Flを加えて室温で2時間静置する。 ELISA wash bu伽rで3

回洗浄し、ELISA buf［brで1000倍希釈した抗ヒトIgG－Peroxidase 100μ1を加えて室温で1時間静

置する。EHSA wash bu挽rで3回洗浄し、5mlのSubstrate bu脱r（Diethanol amine 485ml、 MgC12

・6H200．2g、 NaN30．1gを溶かし、 HCIでpH9．85に合わせ、500m1にメスアップした）に1錠の

Phospatase substrate（SIGMA）を溶かしたbuf匝r 100μ1を各ウェルに加えて室温で10～30分（発色

の度合いにより調節）静置した。発色した段階でマイクロプレートリーダーを使って吸光度

（405nm）を測定した。

12．NL4－31MOKW envキメラ感染性クローンウイルスベクターの作製

 臨床分離株ウイルスMOKWのEnvを持った感染性クローンウイルスは、 CXCR4指向性の実

験室株NL4－3を発現するpNL4－3（AIDS Research and refbrence Reagent Program， National Institute of

Allergy and Ih免ctious Diseases）のEnv発現領域とMOKWのEnv領域とを組み換えることにより

作製した （27）。まず、MOKW の gp 160をコードしている領域を EnvFv

（5’一AGCAGAAGACAGTGGCAArGAGAGCGAAG－3’）         と          EnvR

（5’一TTITGACCACTTGCCACCCArCTTATAGC－3’）のプライマーペアで、LA Taqを使い増幅した。

それとは別にNL4－3のヌクレオチド5284番目から6232番目に対応する領域をNL（5284）F

（5’一GGTCAGGGAGTCTCCArAGAArGGAGG－3’）         と          NL（6232）Rv

（5’一cTrcGcTcTcArT㏄cAcTGTcTTcTGcT・3’）のプライマーペアを用いて増幅した。この

NL4－3（5284－6232）断片には単一のEcoRIサイトがある。 さらにNL4－3ヌクレオチドの8779番

目から 9045番目に対応する領域をNL（8779）F
（5’一GCTArAAGArGGGTGGCAAGTGGTCAAAA－3’）         と          NL（9045）R

（5’一GArcTAcAGcTGccTTGTAAGTcArTGGTc－3’）をプライマーとして増幅させた。この

NL4－3（8779－9045）断片には単一の漁oIサイトがある。 MOKW gp 160領域を増幅させた断片と

NL4－3（8779－9045）断片をOverlapping PCR法により結合させ、さらにこの断片とN］し4－3（5284－6232）

断片をOverlapping PCR法により結合させた。こうして増幅させた断片をEooRIと焔oIで処理

し、クローニングベクターであるpBluescript SK（＋）（Stratagene）のEcoRI一面oIサイトに挿入して

シークエンスを行った。その後EcoRI一晶ol断片を切り出し、 pN正4－3のEcoRI一心oIサイトに挿

入した。作製したプラスミドはpNL－MOKW－RD■とpNLMOKW－KNLと名付けた。
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13．NL－MOKWキメラ感染性ウイルスの作製とPM11CCR5への感染実験

 3μgのpNL－MOKW－RDLまたはpNL－MOKW－KNLをEf驚ctene trans飴ction reagentを用いて293T

細胞へtransfbctionした。24時間後、ウイルスを含んだ上清を回収し、0．2μmのフィルターに通

した後分注し、一150℃にて保存した。ウイルス量はp24 Antigen ELISA kitで測定した。1x104個

のPMI／CCR5細胞と10ngのp24量に相当するNL－MOKWキメラウイルスを混ぜ、37℃で4時

間保温した。保温後、遠心分離して上清を取り除いた。3m1の10％FCSを含んだRPMI 1640に

再懸濁し、12well plate（Fa董con）にて培養した。2系列で実験し、ウイルス増殖はp24抗原量を測

定することにより比べた。独立した同じ実験を2回行った。

14．MOKW Envヌクレオチド配列アクセッション番号

 MOKW Env領域のヌクレオチド配列はDNA Data Bank of Japan（http：〃www． dd切．nig．acjp／）に保

存してある。そのアクセッション番号はAB262847からAB262951が継代したMOKWウイルス

Env、 AB262952からAB262961がEnv発現ベクターの配列である。
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7．実験結果

1．CCR5指向性（R5ウイルス）Hnq皿FLを使ったKD－247抵抗性ウイルスの誘導実験

 In vitroでR5ウイルスであるHIV・1恨FL（JR．FL）のKD－247逃避ウイルスを誘導するために、

CCR5を高発現させたPMl／CCR5に感染させた。この細胞はT細胞株PM1にレトロウイルスベ

クターでCCR5を導入した細胞である（図1、68）。 CCR5指向性、 CXCR4指向性のどちらのウ

イルスにも感染して合胞体を作る。そのため、感染の有無を顕微鏡下で容易に確認できる。

 実験方法の章に書いた方法に従い、KD－247とJR－FLを試験管内で混ぜ、 PMl／CCR5細胞に感

染させた。感染して作る合胞体を観察し、合胞体が出来るまでの期間が1週間より短くなった場

合、KD－247の濃度を上げた。コントロールとしてKD－247存在下で継代しているウイルスと同

じタイミングでKD－247非存在下にてウイルスを継代した。始めは1μg／mlのKD－247存在下で

JR．FLを感染させ、継代ごとに5μg／ml、10μg／ml、50μg／m1、300μg／ml、600μg／ml、1000μg／ml

と濃度を上げていった（図1）。KD－247存在下で8回継代したウイルスをJR．FL（1000）8P、抗体

非存在下で継代したウイルスをJIしFL（一）8Pと名付けた。それぞれのウ1イルスに対するKD－247、

CCR5阻害薬（TAK－779、 SHC－C、 AK－602）、抗CCR5抗体（2D7）、抗CD4抗体（RPA－T4）、逆

転写酵素阻害薬（NRTI；ddI、3Tc）、プロテアーゼ阻害薬（PI；NFv、 IDv、 APv、 sQv）、可溶

性CD4（rsCD4）、CCR5リガンド（RANTES、 MIP－1α、 MIP－1β）の感受性をMTT assayで調べた（表

1）。KI）一247の50％感染阻害濃度（IC50）で比べた結果、 JR．FL（一）8Pは6．8μg／m1であったのに

対し、］R－Fp（1000）8Pは100μg／mlでも中和出来ず、16倍以上中和抵抗性になっていた。

JR．FL（1000）8PはKD－247に対しては中和抵抗性になっている一方、 NRTIやPIへの感受性はほ

とんど変わっていなかった。驚くことに、JR－FL（1000）8PはJR．FL（一）8Pに比べ、3つのCCR5阻

害薬（TAK－779、 SHC－C、 AK－602）、 rsCD4、抗CCR5抗体（2D7）、 RANTESに対して感受性に

なっていた。しかし、その一方でJR．FL（1000）8PはJR．FL（一）8Pに比べて抗CD4抗体（RPA－T4）

に対して約3倍抵抗性に変化していた。これらの結果より、KD－247逃避ウイルスはKD，247に

対し高度に抵抗性になる一方でCCR5阻害薬、 rsCD4などに中和感受性になり、反対に抗CD4

抗体に対しては抵抗性になることが示唆された。

2．K】）一247逃避ウイルスのエンベロープタンパク（Env）領域のアミノ酸配列

 KD－247に対して抵抗性を示したウイルスがどのような変異を獲得した結果、抵抗性になった

のかを調べた。ウイルスを含んだ上清からウイルスRNAを回収し、6DNAを合成した。合成し

たcDNAを鋳型としてEnv gp 120領域のC1－C4領域をPCRで増幅し、クローニングしてシーク

エンスした。継代毎に12－16クローンをシークエンスした。その結果、V3領域内の314番目の

アミノ酸のグリシンがグルタミン酸（G314E）に変わった変異体が6回目の継代（600μg／ml）か
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ら見られ（2／13）、7回目の継代（600μg／m1、10／12）、8回目の継代（1000μg／ml、12／16）ではそ

の割合が増えていた（図2）。逃避ウイルスのV3以外の領域（C1、 V1、 V2、 C2、 C3、 V4、 C4）

にも変異が見られたが、継代を通して維持されている変異は見られなかった。これらV3領域以

外の変異もKD－247の抵抗性に関与している可能性はあったが、継代を通して維持されておらず、

5tnessを落としている可能性などがあるので持続的に維持できなかったのではないかと考えら

れる。一方KD－247非存在下で継代したウイルスにはG314Eのような変異も、その他の領域に

も特徴的な変異は認められなかった（図2、data not shown）。

3．m－247逃避ウイルスに見られたG314E変異が中和単クローン抗体や抗ウイルス薬に与える

影響の解析

 V3領域G314E変異がKD－247の中和感受性を変えるのか確かめるため、 site－directed

mutagenesis法を用いて、 G314E変異をもつJR－FL Env発現ベクターを作製後、 pseudotype virus

を作製し、single－ro㎜d replication実験を行った。 Pseudotype virusはNL4－3発現ベクターのvpr

およびenv遺伝子をフレームシフトにより欠損させ、 nef遺伝子にluci免rase遺伝子を挿入したベ

クター（pNL4－3－Luc－BR）と、 Revタンパク発現ベクター（pRSVRev）、およびJR－FL Env発現ベ

クター（pCXN－FLwtまたはpCXN－FLG314E）を293T細胞ヘトランスフェクションすることによ

り作製した。Pseudovimsはその遺伝子の一部を欠損させたゲノムしか持っていないため、一度

しか標的細胞へ感染出来ない。そのため、標的細胞への感染を阻害する中和抗体などの効果を調

べる際、正確に効果を測定することができる。

 作製したJR－FL pseudovirus（JR．FLwtまたはJR－FLG314E）のKD－247への感受性を比べた結果、

JR－FLG314RはKD－247濃度を100μg／mlまで上げても抵抗性であった（図3）。 rsCD4、抗CD4抗

体RPA－T4、抗CCR5抗体2D7についても実験を行った。予想通り、JR．FLwtに比べてJR，FLG314E

はrsdD4や2D7に対して中和感受性になっており、逆にRPA－T4に対しては4倍ほど中和抵抗

性になっていた（図3）。これらの実験結果は継代したウイルスを使った実験（表1）と同様の結

果であった。

 続いてJR．FLG314EのCCR5阻害薬（TAK－779、 SHC－C、 AK－602）に対する感受性を調べてみた。

IC50の濃度で比べた場合、 JR－FLG314EはJR－FLwtよりもTAK－779に対しては20倍、 SHC－Cに対

しては10倍、AK－602に対しては5倍感受性になっていた（図3）。これらの結果も継代したウ

イルス｛JR－FL（一）8PとJR－FL（1000）8P｝と一致しており、 G314E変異が引き起こしたことが証明

された。

 他の当馬単クローン抗体のJR．FLwt、 JR，FLG314Eに対する中和感受性も調べた。使用したのは

抗v3抗体である447－52D、 cD4誘導エピトープ結合抗体（cD4i MAb）17bである。 Ic50で比べ

た場合、JR．FLG314EはJR－FLwtに比べて17bには1．25倍以上、447－52Dに対しては10倍感受性

になっていた。rsCD4の併用により17bの中和感受性が上がることが報告されているが（8）、
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1μg／lnlのrsCD4存在下のJR－FLwtよりもJR．FLG314E単独の方が17bに対して中和されやすかっ

た。

4．JR一肌wtおよびJR－FLG314E Env発現細胞表面への抗体結合活性の比較

 G314E変異を持ったウイルスが17bや447－52Dといった抗体に対して感受性になったメカニ

ズムを解明するため、JR－FLwtまたはJR．FLG314E（GPER）を発現するベクターを293Tへtrans色ction

し、rsCD4（0．5μg／ml）存在下／非存在下で各抗体を結合させ、抗体の結合活性をフローサイトメ

ーター（FACS）で調べた。使用した抗体はHIV陽性感染者由来IgG、 KD－247、17b、447－52Dであ

る。図4に示す通り、KD－247はJR．FLwt Envには良く結合しているが、 GPER Envには全く結

合しなかった。一方、別の抗V3抗体である447－52Dはwt、 GPERの両方に結合しており、特に

変異体GPERの方に良く結合していた。 Mean Fluorescence hltensity（MFI）で比べると、 wtが8756

であったのに対し、GPERでは219．47であった。 CD4i MAbである17bはwt Envに対してrsCD4

非存在下ではほとんど結合しなかった（図4、 MFI；33．21）。中和実験でもrsCD4非存在下では

ほとんど中和しなかった（図3）。一方rsCD4存在下（0．5μg／ml）では17bの結合活性が上がっ

た（図4、MFI；56．61）。しかし、 GPER変異体Envへの17b結合活性はrsCD4存在下のwt Env

への結合活性より高くなっていた（図4、MFI，97．33）。17bはrsCD4非存在下でもJR－FLG314Eを

中和出来（図3）、FACSの結果と一致している。これらの結果より、V3先端（V3－tip）のG314E

変異は抗V3抗体やCD4i抗体の隠れたエピトープ（cryptic epitope）・を露出させうることが示唆

された。そのため、GPER変異体はrsCD4非存在下でもCD4i抗体で中和されたり、 KD－247以

外の抗V3抗体に対して低濃度で中和されたと考えられる。

5．R5ウイルスMOKWのKD－247抵抗性ウイルスの誘導

 JR．FLはクローンウイルスである。しかし実際の感染者体内では様々なpolymorphismを持っ

た亜種ウイルス（quasi－species）が存在している。 hl vivoでの中和抵抗性獲得メカニズムを知るた

めには、多様な変異を持った臨床分離株を使って中和抵抗性ウイルスを誘導し、解析する必要が

ある。そこで無治療の日本人感染者から分離し、PBMCで増殖させたウイルス（MOKW）を用

いてJR－Fしと同様、中和抵抗性ウイルスを誘導した。このウイルスは様々な変異をもったウイ

ルス集団で構成されている。MOKWのKD－247に対する中和感受性を調べた結果、 IC50で3．4

艮g／mlであり、 R5ウイルスであるBa－しや］rR－FL、またCCR5／CXCR4両指向性ウイルス（R5×4

ウイルス）である89．6と同等の値であった（data not sho㎜）。

 KD，247逃避JR．FLウイルスと同様、 PMl／CCR5細胞を標的細胞とし、徐々に抗体濃度を上げ

ることで抵抗性ウイルスを誘導した。PMl／CCR5細胞に感染して現れる変異を観察するため、コ
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ントロールとしてKD－247非存在下でMOKWウイルスの継代も同時に行った。10μg／m1の

KD－247存在下から継代を始め、最終的には2000μg／m1まで濃度を上げた（図5A）。5回目の継

代ウイルスMOKW5p（200）は200μg／m1のKD－247存在下でも増殖でき、9、回目の継代ウイルス

MOKWgp（2000）は2000μg／ln1のKD－247存在感でも増殖できるようになっていた（図5A）。それ

ぞれの継代ウイルスと9回継代したコントロールウイルスMOKWgp（一）を回収し、 MTT assayに．

よりKD－247に対する中和感受性をIC50で比べた（図5B）。その結果、 MOKWgp（一）は0．15μg／ml、

MOKW5p（200）は16μg／m1、 MOKWgp（2000）は＞100μg／mlであり、KD－247のin vitro選択により、

KD－247に対する中和抵抗性を徐々に獲得していることが示された。

6．K】）一247逃避ウイルスEnvのシークエンス

 KD－247に対する中和抵抗性を獲得した原因となるアミノ酸変異を探るため、継代毎のウイル

スEnv gp 120のC1－C4領域をPCRにより増幅させ、クローニングしてシークエンスを行った。

方法はJR－Fしの時と同じ方法で行った。各継代6－9クローンずつをシークエンスし、アミノ酸

配列を決定した。

 KD－247によるin vitro選択を行う前、 MOKWはV2領域内にいくつかのpolymorphismを持っ

たウイルスが共存していた（図6）。1回目の継代後、ウイルスEnvのV2領域には2つのアミノ

酸変異とC3領域内に2つのアミノ酸変異を持ったウイルスが選択され（図6、5／9）、 V2／C3変

異は抗体濃度を上げるごとにその割合は増えていた（図6、5／6）。しかしながら、KD－247存在下

で9回目の継代ウイルスMOKW♀p（2000）のEnvにはC3領域の変異は完全になくなり、替わりに

313番目のプロリンがロイシン（P313L）に変わったウイルスが現れた（図6、’9／9）。一方V2領域

の変異は維持されていた。KD－247の反応エピトープはV3領域の先端（V3－tip）に位置するアミノ

酸配列一IGPGR．であり、 JR－FしでKD－247の逃避ウイルスを誘導したときと同様にv3－tipに変異

が誘導されたことから、MOKWでもV3－tipに変異が現れることは予測していた（11、67）。そ

の他のC1、 Vl、 C2、 V4、 C4といった領域にもいくつかのアミノ酸変異が見られたが、各継代

を通して維持される変異は見られなかった。これらの変異も一部KD－247からの逃避に関与して

いる可能性が考えられるが、維持される変異ではないため、MOKWを複製していく上では重要

でないアミノ酸であると考えられる。

 KD－247非存在下で継代を続けたウイルスではV3領域内のP313しといった変異は見られなか

った。しかし、KD－247存在下で見られたV2領域内の変異とは別の変異である175番目のロイ

シンがプロリン（L175P）になっていたウイルスが増殖していた（図6、8／9）。このL175Pという

変異はKD－247存在論で継代したウイルスには見られなかった。

7．MOKW変異Envを持ったpseudotype virusの中和感受性

 KD－247により抵抗性ウイルスを誘導した結果、 V2、 V3、 C3領域に変異を持ったウイルスが
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現れた。そこでどの領域の変異がKD－247に対する中和感受性に影響を与えているのか確かめる

ため、MOKWgp（一）、 MOKW5p（200）、 MOKWgp（2000）よりEnv領域をPCRで増幅させてEnv発

現ベクターを作製し、そのベクターを基にpseudotype virusを作製した（図7）。それぞれの

pseudotype vimsをMOKW－RDP、 MOKW－KNL／C3m、 MOKW－KNL／V3mと名付けた。また、 V2

領域の変異、V3領域の変異、 C3領域の変異をMOKW－RDPのそれぞれの領域と組み換えたキメ

ラEnv発現ベクターを作製して同様にpseudotype virusを作製し、それぞれをMOKW－KNL、

MOKW－RDP／V3m、 MOKW－RDP／C3mと名付けた（図7）。 KD－247に対する中和実験を行い、

MOKW－RDPと中和感受性を比べた。 IC50で比べた結果、 V3－tipに変異をもったウイルス

MOKW－KNL／V3m、 MOKW－RDP／V3mは完全に抵抗性になっていた（図8、表2、25000倍以上）。

一方、V2に変異があるウイルスMOKW－KNL／C3mおよびMOKW－KNLは一部中和抵抗性になっ

ていた（図8、表2、MOKW－KNL／C3m；125倍、 MOKW－KNL；500倍）。 V l／V2領域が中和抵抗性

に関与しているという報告は他のグループにより示されている（48）。我々の結果もV2領域に

変異を持ち、KD－247に対して一部抵抗性を持ったMOKWが比較的低濃度のKD－247存在下

（10－200μg／ml）で選択されてきたことを示した。また、高濃度のKD－247存在下ではV3領域に

変異を持ち、完全に中和抵抗性になったウイルスが選択されてくることも示した。

 KD－247に対して中和抵抗性になったウイルスの性質を詳しく調べるため、その他の抗Env中

和単クローン抗体（抗V3抗体447－52D、 CD4i抗体17b）、 rsCD4、抗CCR5抗体（2D7）、抗CD4

抗体（RPA－T4）、 CCR5阻害薬（TAK－779）に対し、どのような感受性を示すか調べた（図8、

表2）。V3領域のP313しに変異を持ったKD－247抵抗性ウイルスMOKW－KNL／V3m、

MOKW－RDP／V3mは他の抗V3抗体である447－52Dに対して完全に抵抗性であり、 V3変異を持

っていないV2変異ウイルスMOKW－KNL／C3m、MOKW－KNLは一部抵抗性となっていた（図8、

表2）。この結果はKD－247と同様であり、抗V3抗体に一般的に見られる可能性が高い。 rsCD4

や17bに対し、 V2領域に変異をもったウイルス（MOKW－KNL／C3m、 MOKW－KNL／V3m、

MOKW－KNL）はV2領域に変異を持っていないウイルス（MOKW－RDP、 MOKW－RDP八13m、

MOKW－RDP／C3m）に比べて抵抗性であった（図8、表2）。抗CCR5抗体2D7やCCR5阻害薬

TAK－779に対し、 V3変異P313Lを持ったウイルス（MOKW－KNL／V3m、 MOKW－RDP／V3m）はV3

変異の無いウイルスに比べて有意に感受性になっていた（図8、表2）。抗CD4抗体RPA－T4に

対する感受性の違いは見られなかった（表2）。これらの結果より、V3－tipの変異とV2領域の変

異は抗V3抗体に対する中和感受性を変え、他のエピトープに対する中和抗体や抗CCR5抗体／

阻害薬といったものに対する感受性にも影響を与えることを示した。

8．細胞表面上に発現させたMOKW Envに対する中和抗体の結合活性の比較

 V3－tipの変異とV2領域変異をもったウイルスが中和抵抗性になったメカニズムを解明するた

め、MOKW Envを293T細胞表面上に発現させ、それに対する抗体の結合活性をフローサイトメ
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一ターで測定した。KD－247、447－52D、17bに対する結合活性を調べた。図9に示すとおり、V3－tip

変異、V2変異の両方を持っていないEnv（MOKW－RDP、 MOKW－RDP／C3m）に対するKD－247

のMFIは30．13、29．20であった。しかしながらV3－tipに変異があるEnv（MOKW－KNL／V3m、

MOKW－RDP／V3m）のMFIは6．90、6．66であり、コントロール抗体（健常人IgG）のMFIとほ

とんど変わらなかった。V2変異をもったEnv（MOKW－KNL／C3m、MOKW－KNL）のMFIは17．89、

19．18であり、V2／V3変異をもったEnvよりも結合活性は落ちていた。別の抗V3抗体である

447－52Dに対してもKD－247の結合活性と同様の結果が得られた（図9B）。 cD4i抗体である17b

の結合活性は、V2変異をもったウイルスEnv（MOKW－KNL／C3m、 MOKW－KNL／V3m、

MOKW」KNL）への結合活性が落ちており、V2幽幽心持っていないV3変異Env

（MOKW－RDP／V3m）では抗体の結合活性には影響を与えていなかった（図9B）。これらの結果

より、v2領域の変異はv3抗体だけでなくCD4i抗体の結合活性にまで影響を与える変異である

ということがわかった。抗体のエピトープへの結合活性が中和感受性／抵抗性を決める要因とな

っていることを示している。

9．中和感受性を変化させるV2領域アミノ酸変異の同定

 KD－247はV3－tiかに位置するアミノ酸配列一IGPGR．を認識する（11）。そのため、 KD－247はこ

の領域に変異が入ったEnvへは結合できず、その結果、 V3－tipに変異をもったウイルスを中和出

来ない（67）。しかしながら、V2領域はKD－247のエビ．トープではないため、何故V2変異によ

り抵抗性になるのか、そのメカニズムはよくわかっていない。KD－247に対して中和抵抗性を与

えるV2アミノ酸変異を明らかにするため、今回得られたV2変異体が持つアミノ酸変異を単独、

または組み合わせで持ったpseudotype vimsをsite－directed mutagenesis法により作製し、 KD－247

の感受性を変えるアミノ酸変異を同定した（図7）。図10に示す通り、KD－247に対して

R166K／D l 67N変異体（MOKW－KNP）は変異を導入していないMOK－RDPとほとんど中和感受

性が変わらなかった。驚くことに175番目のアミノ酸プロリンをロイシン（P175L）に変えたウ

イルスMOKW－RDLはIC50；100μg／ml以上であり、 MOKW－RDPと比べて10，000倍以上抵抗性に

なっていた。R167N／P 175L変異を導入したウイルスMOKW－KDLもまたMOKW」RDLと同じく

らいKD－247に対し抵抗性となっていた。これら二つのウイルスMOKW－RDL、 MOKW－KDLは

R166K／D 167NIP 175Pの三つのアミノ酸変異をもったウイルスMOKW－KNLよりもむしろ中和抵

抗性であった。D167NIP l 75PをもったウイルスMOKW－RNLもMOKW－KNLに比べて10倍程抵

抗性となっていたが、MOKW－RDLやMOKW－KNLよりは感受性であった。これらの結果より、

175番目のアミノ酸（PまたはL）はKD－247の中和感受性を変える重要なアミノ酸であり、Rl 66K、

D167Nのアミノ酸変異は175しのアミノ酸を含んだEnvである場合に中和感受性を変える働きが

あることが示された。

 次にV2変異の組み合わせを持ったpseudotype virusに対する他の中和抗体（447－52D、 CD4結
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合領域抗体；CD4bs MAb IgGb 12）、rsCD4、2D7、 RPA－T4、 TAK－779の感受性を調べた（図10）。

MOKW－RDLとMOKW－KDLは447－52D、 IgGb12、rsCD4に対しても抵抗性であった。MOKW－RNL

は447－52D、IgGb 12、rsCD4に対しMOKW－KNLと比べて一部抵抗性となっており、MOKW－RDL、

MOKWKDLよりも感受性であった。これらの結果はKD－247で見られた結果と同じ傾向であっ

た。V2のどの変異体もTAK－779、2D7に対しては同様の中和感受性を示した（図10、 data not

shown）。しかしながら、 MOKW－RDLとMOKW－KDLは抗CD4抗体RPA－T4に対し、他のウイ

ルスと比べて約3倍中和感受性が低かった（図10）。これらの結果より、175Lを持ったウイル

スの低下した増殖能を補うために166／167番目の変異（RDからKN）が導入された可能性が高

い。一方、175Pを持ったウイルスはKD－247非存在下のPMl／CCR5細胞では増殖しやすかった

ため、優位に増殖できたのではないかと考えられる。

10．V2領域アミノ酸変異を持った単量体gp120または三量体gp120（細胞表面発現gp120）への

抗体結合活性の解析

 V2領域の変異が引き起こす中和感受性変化のメカニズムを解明するため、単量体gp 120への

抗体結合活性を解析した。Single－round中和実験で使用したpseudotype vimsを界面活性剤入りの

緩衝液で処理し、単量体gp 120を遊離させた。 gp 120のC5領域に反応する抗体を敷いたELISA

プレートでgp120を捕捉した後、抗V3抗体であるKD－247、447－52Dを反応させて抗体の結合

活性を比べた（図11）。V2変異を組み合わせた単量体gp 120への抗体結合活性には差がなかっ

たことから、少なくとも単量体gp120では抗V3抗体のエピトープは同様な状態で保持されてい

ることが示唆された。

 単量体gp 120とは異なり、細胞表面上に発現したEnvには感染性や中和感受性に関連した多

量体gp 120が含まれている。そこで、 V2変異を組み合わせたEnvを発現するベクターを

trans免ctionし、細胞表面上に発現する三量体gp l 20に対する抗体結合活性をフローサイトメータ

ーを用いて比べた。図12A、 Bに示す通り、MOKW－RDPとMOKW－KNPへのKD－247、447－52D、

IgGb l 2の結合活性はほとんど変わらなかった。 MOKW－RDL Envへの抗体結合活性は実験した

KD－247、447－52D、 IgGb12のどの抗体に対しても一番結合活性が低かった。 MOKW－KDL Envへ

のKD－247、447－52D、 IgGb12の結合活性はわずかにMOKW－RDLよりも高かった。 MOKW－RNL

Envへの抗体結合活性はMOKW－KDLよりもわずかに高かった。 V2変異が3つとも導入された

変異体MOKW」KNLは、 MOKW－RDPと一つまたは二つ変異の入ったEnv（MOKW－RDL、

MOKW－KDL、 MOKW－RNL）の中間くらいの結合活性を示した。 IgGb 12に対する結合活性のみ

MOKW－KNLはMOKW－RDPと同程度だった。これらの結果は図10で示したsingle－round中和実

験の高濃度の抗体に対する中和実験の結果と一致していた。
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11．NLMOKW・RDLとNL－MOKW－KNLの増殖速度の比較

 MOKW・RDLウイルスはMOKW・KNLウイルスよりKD－247に対し高度に抵抗性であり（図13）、

KD－247で選択圧をかける以前からV2領域の166／167番目に’RDをもったウイルスの方がKNを

もったウイルスよりも数多く存在していた（図6）。それにも関らず166K／167N／l75Lをもったウ

イルスがKD－247の低濃度の選択圧により増殖してきた（図6）。166／167番目のKNというアミ

ノ酸は175しの入ったウイルスのPMl／CCR5における増殖能を補償している可能性が考えられる。

166／167番目のアミノ酸KNのPMl／CCR5細胞での増殖能に与える影響を調べるため、175Lを

含んだEnvに166／167番目のアミノ酸RDまたはKNをもったEnvをもつ増殖能を保持したクロ

ーンHIV 1（NL－MOKW」RDLおよびNL－MOKWKNL）を作製して増殖速度を比較した（図13）。．

その結果、PM l／CCR5細胞においてNL－MOKW－KNLはMOKW－RDLよりも増殖速度が速かった。

これらの結果より175Lを含んだEnvに166／167番目のアミノ酸KN変異を導入することにより、

PM1／CCR5細胞では増殖に有利に働き、 MOKW－RDLよりも増殖速度を速くすることでKD－247

の選択圧から逃れてきたのではないかと考えられる。

12．中和抵抗性株JR一肌におけるV2領域175番変異の中和抗体感受性への影響

 R5ウイルスであるJR－FLは比較的中和抵抗性ウイルスであることが知られている（48）。Pin重er

らはJR－Fしと中和感受性株であるSF 162のVl／V2領域を組み換えた結果、中和感受性が入れ替

わるという事を見出した。これまでにもVl／V2領域が中和感受性に関与するということが報告

されている（25、42、47、48）。しかし、臨床分離株MOKWで見られたようなV2領域の1アミ

ノ酸変異で大きく中和感受性を変えるという報告はない。そこでMOKWでみられたような175

番目のアミノ酸の変異による中和感受性の変化は、中和抵抗性株JR－Fしでも見られるかどうか

確かめるため、site－directed mutagenesis法を用い、175番目のアミノ酸に変異を導入した。この

175番目のアミノ酸しeuはほとんどのHIWやSIVcpzで高度に保存されているアミノ酸である。

頻度は低いが、フェニルアラニン（F）、イソロイシン（1）も見られる（31）。これらマイナーな

アミノ酸もJR－FLへ導入し、中和感受性への影響を確かめた。

 抗V3抗体447－52D、 KD－247に対する中和感受性を調べた結果、 JR．FLを用いた時もL175P

変異体はJR－FLwtに比べて高度に中和感受性になっていた（図14、表3、447－52D：＞1406倍、

KD－247：1748倍）。一方、マイナーであるがデータベース上で見られるL175F、 L1751変異体は

JR．FLwtとほとんど中和感受性は変わらなかった（図14）。他の抗V3抗体である447－52Dに対

しても同様にL175Pのみ中和感受性になっていた（図14、表3）。これらの結果はMOKWで見

られた結果と一致していた。その他のエピトープであるcD4i抗体である4c11、cD4bs抗体3D6、

rsCD4、 CD4 milnic small moleculeであるNBD－556も同様、 L175Pのみ中和感受性となっていた

（図14）。データベース上には見られないが、アラニン（A）に置き換えたL175Aという変異体
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の中和感受性を調べたところ、L175Pほどではないが抗V3抗体KD－247に対して中和感受性に

なっていた（IC50：KD－247；0．05μg／ml、 deta not sho㎜）。以上のことから、 V2領域の175番目の

アミノ酸（PまたはA）変異は、抗Env抗体の中和感受性を大きく変える働きをもつアミノ酸変

異であることがわかった。

 さらにL175P変異体の中和感受性を調べるため、 JR．FLwtとJR－FL（L175P）に対し、様々なエ

ピトープに結合して中和する抗体や長期非進行者（HNP）由来血清を使用して中和実験をおこ

なりた（図15、表3）。その結果、抗v3抗体1clo、 cD4i抗体17b、抗cD4bs抗体Flo5、㎜

由来血清に対してもし175Pは中和感受性になっていた。抗gp41抗体2F5・に対しては、わずかに

中和感受性になっていたが（図15、表3、3．68倍）、別の抗gp41抗体4E 10に対してはほとんど

変わらなかった。抗gp120糖鎖抗体2G12に対しても中和感受性はほとんど変わらなかった。感

染標的細胞上のレセプターに結合する抗CD4抗体RPA－T4、抗CCR5抗体2D7、 CCR5阻害薬

TAK－779に対する感受性も変わらなかった。驚くことに、抗CD4bs抗体のF105に対しては中和

感受性が大きく変化していたのに対し、IgGb 12に対する中和感受性は変わらなかった（図15、

表3）。IgGb 12はエピトープの立体構造遮蔽に影響されにくい抗体として知られており、広範囲

な株を中和出来る（28）。その他のCD4bs抗体とは性質が異なっており（1、32）、そのため、175

番目のアミノ酸変異に影響されない抗体なのかもしれない。

13．V2変異JR－FL単量体gp120および三量体gp120（細胞表面発現gp 120）への抗体結合活性

の解析

 抗gp 120民意抗体（2G12）に対する中和感受性には大きな差が無かったため（図15）、2G12

を用い、ELISAに使用する単量体gp 120の抗原量を揃えた（図16）。それらの単量体gp 120への

抗体結合活性を比べた結果、抗V3抗体（447－52D、1C10）、抗CD4bs抗体（3D6）に対する結合

活性は中和実験で見られたような大きな差は見られなかった（図16）。しかし、CD4i抗体17b

に対しL175P変異体gp 120の方が結合活性が高い傾向が見られた（図16）。一方、広範囲の株を

中和することで知られるIgGb12の結合活性は逆にL175Pの方がwtに比べて低かった（図16）。

 細胞表面発現三量体gp 120への抗体結合活性を比べた結果、 L175P変異Envへの抗V3抗体

（447－52D、1clo）結合活性は大幅に上がっていた（図17）。またcD4抗体3D6、 cD4i抗体17b

の結合活性もL175Pの方が結合していた（図17）。以上の結果より、 V2領域L175P変異はウイ

ルス膜表面上の三量体gp 120における抗V3抗体、 CD4bs抗体のエピトープの露出に影響を与え

る変異であることがわかった。また、CD4i抗体に対しては単量体gp 120上での抗体結合活性を

上げ、結果として中和感受性が高くなっている可能性が示唆された。
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14．ヘテロ三量体gp120をもったpseudotype virusへの抗V3抗体中和感受性の検討

 これまでにもV1八12領域が中和感受性を変化させることが報告されているが、そのメカニズ

ムは明らかになっていないことが多い（25、42、47、48、50、54）。V2領域が隣り合ったV3領

域のエピトープを遮蔽した結果、V3抗体に対して中和抵抗性を獲得していると考えられている

が（5、30）、ウイルス膜表面上での詳細な三量体構造は未だに明らかにされていない。本研究で

明らかとなったV2領域L175P変異を持ったgp 120が、三量体内の隣接したgp 120のエピトープ

，の遮蔽に関与しているのかどうか確かめるため、wtとし175Pのヘテロ三量体を持ったpseudotype

virusを作製し、中和感受性を変えるか確かめた。いくつかのグループより2種類のEnv発現ベ

クターをco－trahsfbctionすることにより、ウイルス表面上にヘテロ三量体を持つpseudotype virus

が産生されることが示されている（16、51）。この方法を使用した場合、pseudotype virus上には

wtホモ三量体、 L175Pホモ三量体、 wtとし175Pのヘテロ三量体の3種類の三量体Envが発現

することが予想されζ。L175P変異がヘテロ三量体内の隣接したgp 120のエピトープへの中和抗

体活性に影響を与えるか確かめるため、L175Pを含んだgp120の中和抗体エピトープに変異を入

れ、L175pのホモ三量体には抗体が反応しないようにする必要がある。以前、抗V3抗体1C10

で中和抵抗性JR－FLを誘導した結果、 V3－tipのアミノ酸一GPGR．が一EPGR．に変異したウイルスが

出現し、1C10に完全に耐性になることを見出した（data not shown）。このV3変異体ウイルスは

CCR5阻害薬TAK－779、抗CD4抗体RPA－T4に対してもwtと感受性が変わらず、感染性に影響

が少ないことが分かっている（data not shown）。そこでこの変異（G312E）をL175P Envへ導入

したベクターを作製し、このベクターとwt Env発現ベクターを用いてヘテロ三量体pseudotype

virusを作製して中和実験を行った（図18）。その結果、L175PとV3変異ホモ三量体pseudotype virus

（L175PA13m）に対しては全く中和感受性を示さなかったが、 wtと175P八z3mのヘテロ三量体

pseudotype virus（wt＋L175P／V3m）に対して1ClOの中和感受性が上がった。447－52Dに対しても

同様な結果が得られた（図18）。以上の結果より、V2領域L175P変異は三量体Env内の隣接し

たgp120に作用し、 V3エピトープを露出させることが示唆された。
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7．考察

 HIVに対する中和抗体の多くは限られた株にしか反応せず（“型特異的”）、 HIVの高い変異性

のため、簡単に中和逃避の変異ウイルスの出現を起こすと考えられてきた。しかし、これまでの

研究の多くは実験室で用いられているX4株についての解析であり、実際の感染症例で増殖して

いるR5株に関しでの研究はほとんどなかった（9、34、65）。ENVはHIV・1の遺伝子の中でも最

も変異の多い場所として知られ、中でもV3領域は変異が多く中和抗体のよい標的ではないと考

える研究者もいる。しかし、ある特定の感染者におけるV3の配列を経時的に検討してみると予

想に反し、むしろほとんど変異がないという報告もある（60、62）。本研究で使用しているゆ一247

が認識するV3－tipのエピトープーIGPGRA一に関してはcladeBウイルスの約50％に保存されている

ものである（11）。V3－tipはコレセプターであるCCR5との効率のよい相互作用のため配列が保存

されている可能性が示唆されている。

 KD－247はエイズの治療薬としての臨床応用に向けて開発中であるが、in vivoで使用した場合、

必ず問題になるのが中和抵抗性ウイルスの出現である。我々はKD－247抵抗性ウイルスをin vitro

の系で誘導し、どのような変異が中和抵抗性に関与するのか調べた。その結果、R5のクローン

ウイルスであるJR．FLを使用した場合、比較的低濃度のKD－247存在下では変異を持ったウイル

スは出現しなかったが、高濃度のKD－247存在下になるとKD－247エピトープである

V3－tip（G314E）に変異を持ったウイルスが出現した。驚くことにV3－tipに変異を持ったウイルス

はKD－247に対しては完全に抵抗性になる一方、その他の抗v3中和抗体である447－52DやcD4i

抗体17bに対して中和感受性になっていた。またCCR5阻害剤やCCR5のリガンドに対しても感

受性になっていた。V3－tip領域はCCR5の細胞外ループ2（Extracellular loop 2；ECL2）に結合す

ることでHIV感染を促進すると考えられおり、 V3－tipに変異が入るとECL2との結合能が低下

すると報告されている（18）。今回出現したG314Eは稀な変異と考えられ、シークエンスデニタ

ベース上では確認できなかった（31）。v3－tipの変異によりccR5－EcL2への結合が弱くなった

ため、CCR5阻害薬やリガンドといった拮抗する物質が低濃度でも阻害できるようになり、感受

性が高くなったと考えられる。しかし、447－52Dや17bといった抗体に感受性になることは予想

外であった。V3－tipのアミノ当山GPGR．の直前にPMというアミノ酸が挿入されたR2という株は

CD4 hldependentに感染することができ、 V3抗体、 CD4bs抗体、 CD4i抗体、 sCD4に対し中和感

受性になることが報告されている（69）。また、V3－tipのGPGというアミノ酸はβヘアピン構造

を形成する際、重要なアミノ酸配列であることがわかっており（72）、酸性アミノ酸のEが入る

ことによりVヨの構造に影響を与えた可能性がある。最近Huangらは、 gp 120内のV3 stemとケ

モカインレセプターが結合するbridging sheetとCCR5のN末端とが相互作用する際、 V3100p

の構造に影響を与えることを見出した（19）。これらのことから総合して考えると、V3－tipの変

異がV3100pそのものの構造を変え、ケモカインレセプター結合領域にまで影響を与えた結果、

R2株と同じように中和感受性へ変化した可能性がある。 KD－247を臨床投与した際、このような

中和感受性株が誘導されたとしても、ほとんどの感染者がCD4i抗体を保持していることを考え
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ると（8）、治療の面では逆に有利に働くと考えられる。また、CCR5阻害薬に対しても高度に感受

性になることから、近く臨床で使用されるCCR5阻害薬との併用も効果が期待される（67）。今

後もV3一如変異（GPER）を持ったウイルスの詳細な解析を行うことで、 KD－247を臨床応用す

る際に有益な情報が得られることは間違いない。

 様々な変異をあらかじめ持ったウイルス（quasi－spieces）である臨床分離株MOKWを用いた

実験では、比較的低濃度のKD－247存在論ではV2領域およびC3領域に変異を持ったウイルス

が増殖した。高濃度のKD－247（＞500戸g／ml）存在下ではV3－tip（P313L）に変異を持ったウイ

ルスが出現してきた。これらの変異をもつpseudotype virusを作製し、中和抵抗性を変化させる

領域を同定したところ、低濃度のKD－247存在下で増殖してきたウイルスはV2領域の変異で抵

抗性を獲得し、高濃度のKD－247存在下で出現したV3－tip変異体はKD－247に対して完全に抵抗

性を獲得していることがわかった。このことは、quasi－speicesを持った臨床分離株では、抗体濃

度に応じて段階的に抵抗性変異をもったポピュレーションが選択され、抗体から逃避できること

を示している。

 V1バZ2領域のアミノ酸は非常に多様な変異を持った領域であり、同一サブタイプだけでなく、

同一感染者から分離したウイルス問でも多様性に富んでいる（14、50、61、66）。同一感染者の

前期と後期でウイルスを分離してきてEnvのシークエンスを比べた場合、後期のVl／V2領域の

方が前期のウイルスに比べて長くなっているなどの報告もある（50）。しかし、いずれもin vivo

のウイルスを分離して解析した結果であり、直接中和抗体から逃避するために獲得した変異であ

るのかについては示されていない。本研究ではin vitroの系を用い、 V2領域の変異が抗V3抗体

からの逃避に関与していることを初めて示した。多くの研究者が～11／V2領域が抗V3抗体や

gp 120内の他のエピトープに結合する抗体、 rsCD4などに対する中和感受性に影響を与えること

を報告している（12、13、22、23、26、42、47、48、50）。また、Vl／V2領域は単量体gp120内

では90。以上離れた場所に位置しているので（29）、三量体Env内の隣接したV3領域を覆うこ

とで中和抵抗性になっているとも考えられている（5、28、30）。本研究ではV2変異を持った単

量体gp 120への抗V3抗体の結合活性が、変異を持たないgp 120への結合活性とほとんど変わら

なかったのに対し、細胞膜表面上に発現させた三量体Envへの結合活性は明らかに変化してい

た（図9、図12）。これらのことから、V2領域の変異が三量体内の立体構造の変化を誘導し、結

果的にgp120のエピトープの露出を調節することで、中和抗体から逃避させる役割を持っている

ことをin vitroの系を用いて初めて示した。

 前半で使用したJR－FLは比較的中和抵抗性であることが知られており、中和感受性株SF 162

との組換え実験からVl／V2が中和抵抗性に関与していることが示されている（48）。このように

JR，FLはもともと中和抵抗性に働くようなV1八Z2構造を持っているため、低濃度のKD－247では

変異が現れず、高濃度のKD247存在下になって初めてV3－tipに変異が誘導されたのではないか

と考えられる。一方MOKWのEnvはV3エピトープが露出している構造をとっていると考えら

れ、KD－247濃度が比較的低い場合、 V3領域に変異を入れなくても逃避できるウイルスが選択さ

れてきたと思われる。ごく少数ではあるが、quasi－spiecisの中にKD－247抵抗性V2変異を持った
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ウイルスが存在したため、KD－247の選択圧により1回目の継代からV2変異をもったウイルス

が増殖してきたと考えられる。その後、V2変異で抵抗できないほどの抗体濃度になった時に、

V3領域に変異を入れることで逃避したと考えられる。同一感染者由来ウイルスのEnvの配列を

比較した場合、V3領域の変異は比較的少ないのに対し、Vl／V2領域に変異が蓄積しているのは、

比較的低濃度の抗v3抗体やcD4bs抗体、 cD4i抗体などの複数の選択圧に対し、 v1八z2領域の

変異によりウイルスが対応していることが一つの原因であることを示唆している。’

 MOKWはKD－247非存在下ではV2領域175P変異を持ったウイルスが増殖し、抗V3抗体だ

けではなくcD4bs抗体、 cD4i抗体にも感受性に変化していた。一方、175Lを持ったウイルス

（MOKW－RDL）は様々な中和抗体やrsCD4に対して逆に著しく中和抵抗性であった（図10）。中

和抗体の認識エピトープではないV2領域の1アミノ酸変異だけで、中和抵抗性のウイルスが感

受性に完全に逆転する現象はこれまで報告されていない。175しというアミノ酸はHIV・1だけで

なくSIVcpzでも保存されているアミノ酸であり、 HIVにとって重要なアミノ酸であることが予

想される（31）。175LはV2100pの中心に位置し、この周辺の領域はV3領域とgp41非依存的に

相互作用があることなどから（3）、in vivoでほとんどのmvが175しであるのは、感染に重要な

領域（V3領域、ケモカインレセプター結合領域、 CD4結合領域など）を変異から守り、 gp 120の

三量体構造を調節することで、ほとんどの中和抗体から逃避するために必要なアミノ酸であるた

めなのかもしれない。

 MOKW」RDLウイルスはKD－247で選択する前、最も多く存在するウイルスであり、single－round

の中和実験の結果からKD－247に対して高度に抵抗性であった（図6、図10）。それにも関わら

ず、KD－247で選択すると175しに加えR166Kの167Nを持ったウイルスが増殖してきた（図6）。

このR166K／D 167N／P 175Lを持ったウイルス（MOKW－KNL）はMOKW－RDLよりもKD－247に対し

て中和感受性であった（図10）。In vitroでH理1を継代していくと、 Envの165～167番目のア

ミノ酸が正電荷のものに置換したウイルスが現れてくるという報告がある（2、13、38、49、57、

63）。本研究のMOKWも166／167番目のアミノ酸はRDからKNになり、正電荷が増加する変異

であった。また、MOKW－RDLは166／167番目に変異を持ったウイルスに比べて抗CD4抗体に対

して3倍ほど抵抗性になっていた（図10）。Pugachらも、 in vitroでウイルスを継代すると165－167

番目に正電荷のアミノ酸変異を持ったウイルスが現れ、抗CD4抗体に対して数倍抵抗性になる

ことを示していた（49）。図13に示す通り、MOKW－RDLよりMOKW－KNLの方が増殖速度が早

かったことなどから、175しだけをもったウイルスよりKD－247に対して感受性ではあるが、感

染標的細胞上のCD4分子との相互作用を補うため、166／167番目に正電荷アミノ酸をもった持っ

たウイルスが増殖してきたのではないかと考えられる。低濃度KD－247存在下ではC3領域に変

異を持ったウイルスも現れた。ただし、この変異単独ではKD－247に対して中和抵抗性にはなら

なかった（図8）。C3領域はHIVの感染性を調節する働きがあり（43、60）、 C3変異も低濃度の

KD－247環境における感染性を調節して、抗体から逃避するのに関連していた可能性もある（43、

60）。中和抵抗性ウイルスの出現は、細胞への感染性と密接に関連しており、細胞への適合と中

和抵抗性のバランスの上で出現すると考えられている（15、21、23、24、45、56、64、66）。本
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研究はそのことをin vitroの系で示すことができた。

 MOKWで見られたV2領域内の175番目のアミノ酸の違い（しがP）による抗V3抗体、 CD4bs

抗体、CD4i抗体に対する中和感受性への変化は、中和抵抗性ウイルスであるJR．Fしでも再現で

きた（図14、図15）。そのメカニズムを詳しく調べたところ、175P変異の有無に関わらず、単

量体gp 120分子に対し、抗V3抗体や一部のCD4bs抗体の結合活性に違いは見られなかったが、

cD4i抗体である17bの結合活性は175P変異gp 120に対して有意に上昇していた。（図16）。こ

のことは、175P変異によりCD4bs抗体や抗V3抗体に対しては三量体の四次構造に影響を与え

ることで反応性を良くし、CD4i抗体に対しては単量体gp 120上で反応性を良くする変化をもた

らしていることを示唆している。プロリン（P）というアミノ酸は正確にはイミノ酸に分類され、

他のアミノ酸には見られない特徴的な五員環構造を持っている。そのため、タンパク質内での折

れ曲がり部位によく見られるアミノ酸である。V3100pの先端も一GPG一というアミノ酸配列であ

り、Pを境としてloopを形成している（20）。175番目のアミノ酸はV2領域の中心的な位置に

あると考えられることから、175PはV2構造に大きな影響を与えていると考えられる（31）。こ

れまでX線結晶解析によりgp120の立体構造が解析されてきたが、 V1八12領域を含んだ立体構

造は決定されていない。Vl／V2領域を含んだままでは結晶化できないことから、この領域は運動

性の高い領域であると考えられている（5、19、20、29）。V1領域の上流およびV2領域の下流

領域はケモカインレセプター結合領域であるbridging－sheetを形成しており、CD4i抗体は主にこ

の領域を標的としている。T細胞株で継代したウイルスは様々な中和抗体に対し感受性になるこ

とが知られており、中和抗体のような選択圧の無い環境ではCCR5やCXCR4に結合しやすいウ

イルスの方が早く増殖する。その結果、中和エピトープ（＝標的細胞のレセプターと結合領域）

を露出するようなウイルスが優位に増殖していると考えられる（5、19、20、21、23、24、29、

45、56、64）。175P変異はV2構造に変化を引き起こし、その下流にあるbridging・sheetの構造に

影響与えた結果、単量体gp 120に対し、 CD4i抗体が結合しやすくなったことが考えられる。

 175P変異を含んだ単量体gp 120に対し、 IgGb12の結合活性は明らかに落ちていたにも関らず

（図16）、中和感受性はほとんど変わらなかった（図15）。IgGb12はCD4bs抗体の中で最も広

範囲な株を中和でき、confbrmational maskingに影響されない抗体である（28）。他のCD4bs抗体

は主にgp120の㎞er domainに結合するのに対し、 IgGb12はCD4結合の前後でほとんど構造を

変えないouter domainに結合する（71）。175P変異はV2領域の構造を変え、単量体内のIgGb12

が結合するエピトープを遮蔽している可能性がある。しかし三量体になった場合、隣接した

gp 120分子同士の立体構造の影響でIgGb 12結合領域が開いた構造をとり、結果として175番目

のアミノ酸による中和感受性に変化がなくなっているのかもしれない。今後、このメカニズムの

詳細な解析が必要である。

 175Pと175Lを両方含んだヘテロ三量体Envをもったpseudotype virusの中和実験から、175P

を含んだEnvは三量体内の隣接したgp 120分子の構造を変え、エピトープを露出させることが

わかった（図18）。このことは、HIVの三量体構造そのものが中和抗体から逃れるのに重要であ

ることを示唆している。本研究ではV2領域の変異による中和感受性の変化のメカニズムを示し
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たが、V1、 C3、・C4、 V5領域やgp41の変異により、中和感受性が変化することも報告されてい

る（2、44、60）。いずれもエピトープ以外の領域の変異であることから、これらもV2領域同様、

三量体構造を変化させることで中和感受性を調節していることが予想される。今後、Envの三量

体構造の解析を詳細に行うことで、中和抵抗性のメカニズムをより深く解明できるといえる。
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8．結語

 本研究により、HIVは抗V3抗体からの逃避にはエピトープ以外の領域であるV2領域の変異

が重要であることを示した。また、V2領域の変異では対応できないほどの抗体濃度になった時

のみ、本来の中和エピトープであるV3領域に変異が入り、中和抗体から逃れることが分かった。

一方、V2領域の1アミノ酸変異（L175P）で抗V3抗体だけでなくCD4i抗体、 CD4bs抗体、 rsCD4

にまで中和感受性になることは驚きであった。ヘテロ三量体を形成したEnvをもったpseudotype

virusによる中和実験の結果から、 V2領域の変異により三量体内の隣接したgp 120、つまりEnv

の四次構造を変化させ、エピトープを露出させることがわかった。このことは、三量体構造その

ものが中和抗体から逃れるのに非常に重要な要素であることを示している。

 近年、顕微鏡技術やコンピューター技術の進歩により、ナノスケールの分子も観察できるよう

になってきた。今後X線結晶解析や超低温電子顕微鏡などを複合的に活用し、ウイルス膜表面

上での真の三量体構造を解析することが中和抵抗性を理解する上で重要であろう。これらの解析

により、三量体構造に影響されにくい中和エピトープがみつかり、強力な中和抗体を誘導するこ

とが可能となる。また、175P変異を持った三量体Envはほとんどの種類の中和エピトープがア

クセス可能な状態になることから、175P変異を含んだ三量体Envをワクチンとして免疫するこ

とにより、広範囲の株を中和出来るような抗体のセットを誘導できるかもしれない。
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図1PM1およびPMi’CCR5細胞表面上のCD4、 CCR5、 CXCR4の発現量の比較
PM1およびPM11CCR5細胞上のレセプターCD4、 CCR5、 CXCR4の発現をフ［コーサイトメーターで確認した。
点線はネガティブコントロールの抗CD19抗体の結合活性である。



表1KD・247抵抗性JR＋しに対する単クローン抗体、阻害薬の抗HIV効果

Antibody or

血hibitor

IC50±S．D．sα

JR－FL（一）8P
         Fold change  1）valueわ
JR－FL（1000）8P

KD－247

TAK－779

SCH－C

AK－602

（μ9／ml）

（nM）

（nM）

（nM）

6．3±5．0

217±50．3

27．5±3。5

7。1±4．5

＞100

54．7±29．5

8．0±1．4

0．15±0．08

＞16

0．3

0．3

0．02

＜0．01

＜0．01

0．02

0．02

き

ddI o

3TC

NFV
IDV

APV
SQV

（μM）

（μM）

（μM）

（μM）

（μM）

（μM）

  1．0±0．57

 0．33±0．01

0．033±0．001

0．O17±0．004

0．022±0．001

0．0038±0。0004

 1．0±0．27

 0。29±0。04

0．036±0．006

0．O16±0．005

0．O17±0．008

0．0034±0．0004

1．0

0．9

1．1

0．9

0．8

0．9

0．98

0．30

0．56

0．85

0．47

0．42

  rsCD4   （μ9／ml）

Anti－CD4 mAb （μg／ml）

 （RPA－T4）

Anti－CCR5 mAb（μg／皿）

  （2D7）

 MIP－1α  （μ9／ml）

 MIP－1β  （μ9／ml）

 RA］NTES   （μg／ml）

3．3 ±0．07

0．Ol ±0．004

0．19±0．03

0．006±0．002

0．39±0．08

0．045±0．0007

0．57±0．48

0．03±0．004

0．066±0．005

0．0029±0．001

 0．23±0．18

0．005±0．001

0。2

3．0

0．3

0．5

0．6

0．1

0．02

0．01

0．03

0．11

0．22

0．02

・様々な濃度の単クローン抗体や阻害薬存在下で2×103のPM11CCR5細胞に100TCID50のJR－FL（一）8PまたはJR－

FL（1000）8Pを感染させた。感染後7日目の細胞でMTT assayを行い、 IC50の値を決定した。結果は独立した2－3回の

実験を平均した値であり、土以下の値は標準偏差（standard deviation；SD）を示す。

bt検定を行い、 P＜o．05となったものを有意と見なした（太字）。
c略語：ddl， didanosine；3TC， lamivudine；NFV， nelfinavir；IDV， indinavir；APV， amprenavir；SQV， saquinavir
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In vitro se藍ecdon with KD－247
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． ． ● ● ． ． ． ． 。 ● ● 。 ● 。 ●Y
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P7（600｝ 一 〇  ●  ●  ●  ●  ●  ●  ●  ●  ●  ●  ●  ●  ● ．E． ・。●．．．●T・．．．●● ●． 一 1／12

P7（600） 一 ●  ●  o  ●  ●  ●  ●  ●  ●  ●  ●  ●  ●  ●
o  ■  9 ・     ・    ・    …                 o     o     ●     ●     ●     ●     ●     ■     ●    ● 一 2／12

P8（1000） 一 ●  ●  ●  ●  ●  ●  ●  ●  ■  ●  o  ●  ●  ● ．E．
・     ・     o    o    ●     ●     ●     ●     ●     ●    ●     ●     ●     ●     ●     ● 嗣 11／16

P8（1000） 一．．．．．．．A．。．．．． 。E。
・   ・   ●   o   ●   ●   ・   ●   …            ●   ●   ●   ●   ■ ■ 1／16

P8（1000） 輔 o  ・  ■  o  ●  ●  ●  ■  ●  ●  ●  o  ●  ●
●  ●  ● ・   ●   …            ●   O   o   ■   ■   ●   o   ●   ●   ●   ● 一 4／16
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P4（一） 願 o  o  ●  ●  o  o  o  ●  ●  ●  ●  ●  ●  ●
●  ●  ● ・   ．   ●   ■   ●   ●   ●   o   ●   o   ●   ●   ●   ●   ●   ● ■ 12／12

P8｛一》 一 ●  ・  ●  ●  ・  ・  ●  ●  ●  ●  ●  ●  ●  o
o  ●  o ●   ・   ・   o   ●   ・   ●   ・   ・   ．   ●   ●   o   ●   ●   ■ 一 15／16

P8《一》 一 ・  ・  ●  ●  ■  ●  ●  ●  o  ●  o  ●  ●  o
o  o  ●

．．．．。．．．R．．．．．．． 一 1／16

図2KD・247存在／非存在下で継代したJR－FL感染PM1’CCR5細胞上清ウイルスのgp120・V3領域のアミノ酸配列
 KD－247存在／非存在下でJR－FLをPMllccR5に感染させて継代した。培養上清中のウイルスRNA、を回収し、逆転写によりcDNA
を合成した。そのcDNAを鋳型とし、 env領域をPCRにより増幅してクローニングし、シークエンスによりアミノ酸配列を決定し

た。図はv3領域のアミノ酸配列を示している。一番上の段のアミノ酸配列は野生株（wt）のJR－FL配列である。右側の数字はシーク

エンスして現れたクローンの数を示している。ドットはMのアミノ酸と同じアミノ酸をであること示している。

DS；direct sequence
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                                                       ヒ KD－247（a）、 rsCD4（b）、447－52D（h）、1μglmlのrsCD4存在／非存在下の17b（i）、はJR－FL賦またはJR－FLGpERと15分インキュベートした後、
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キュベートし、続いてpsuedotype virusを加えた。感染後2日後ルシフェラーゼ活性を測定して阻害効果を調べた。
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騨4JR・FLwtおよびJR・FLGpEREnvを発現した細胞表面への単クローン抗体結合活性の比較
 293T細胞へJR－Fl噸またはJRFLGpER Env発現ベクターをtrans顎ectionし、36時間後、細胞を回収して単クローン抗体で染色した。 Env発現ベ
クターにはlnternal ribosome entry site（IRES）配列とその下流にGFP遺伝子が挿入されている。 GFP陽性細胞にゲートをかけてEnv発現細胞

への抗体結合活性を測定した。一番上の列はJR－FL賦Env発現細胞、真ん中の列は0．5μglmlのrsCD4存在下でのJR－FL賦Env発現細胞、一番下
の列はJR－FLGpER Env発現細胞への抗体結合活性を示している。ネガティブコントロールとして抗ヒトCD19抗体を使用した（点線）。結果
は2回実験を行ったうちの1回の結果である。各グラフの右上に書かれている数字はMean Fluorescence lntensity（MFI）を示している。
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図6 KD・247存在／非存在下で継代したMOKW感染PM1’CCR5細胞上清ウイルスのgp120のアミノ酸配列
 培養上清中のウイルスRNAを回収し、逆転写によりcDNAを合成した。そのcDNAを鋳型としてenv領域をPCRにより増幅してク
ローニングし、シークエンスによりアミノ酸配列を決定した。図はV2、 V3、 C3領域の一部門アミノ酸配列を示している。一番上の段
はKD－247選択前の主要ウイルスのアミノ酸配列を示しているρアミノ酸配列の番号はHXB2を基にしている。各クローン名の右側の数
字はシークエンスして現れたクローンの数を示している。ドットは一番上段に示したアミノ酸と同じアミノ酸であることを示している。
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図8 単クローン抗体、rsCD4、 CCR5阻害薬に対するMOKW pseudotype virusの中和感受性の比較
 KD－247、447－52D、 rsCD4、17bを100TCID50のMOKW pseudotype virusと15分間インキュベートし、標的細胞のGHOST－hi5細胞へ
加えた。TAK－779と2D7はGHOST－hi5へ加えたあと15分間インキュベートし、その後MOKW pseudotype virusを加えた。2日後ルシフェ
ラーゼ活性を測定し、抗ウイルス活性を評価した。



表2MOK：W pseudotype virusに対する単クローン抗体、阻害薬の抗HIV効果

lC50（μg／ml）of the indicated vi粗s（relative IC5吐））ρ

αass Compound
@M・K－M・三三理 MOKW－KNL／

  V3m
MOKW－RDPl
  C3m MOKW－KNL

MOK：W。RDP／
  V3m

V3 MAbs

 CD4。induced MAb
論CD4
 CCR5 MAb
 CCR5 inhibitor

 CD4 MAb

KD－247
447－52D ，

：17b

rsCD4
2D7
TAK－779
RPA－T4

0．004（1）

0．004（1）

0．035（1）

0。18（1）

8（1）

63（1）

α4（1）

0．5（125）

0．5（125）

＞5（＞143）

 1．3（7．22）

6．8（0．85）

63（1）

0．26（0．65）

＞100（＞25，000）

 ＞2（＞500）

 ＞5（＞143）

  15（833）
  1（0．13）

 18（0．29）

  0．22（055）

 0．005（1．3）

 0．004（1）

 0．03（0．86）

 0．24（1．33）

 8（1）

140（222）

 05（1．25）

2（500）

 0．8（200）

＞5（＞143）

1．8（10）

 3。2（0．4）

65（1）

 0．22（0．55）

＞100（＞25，000）

 ＞2（＞500）

  0．02（0．57）

  0．24（1．33）

  2（0，25）

 工8（0．29）

  0・44（1．1）

a様々な濃度の単クローン抗体や阻害薬存在下で2×104のGHOST－hi5細胞に100TClD50のMOKW pseudotype virusをを感染させた。感
染後2日目の細胞のluciferase活性を測定することによりIC50の値を決定した。括弧内の値はMOKW－RDPのIC50を1とした時の値であ
る。TAK－779のみnM濃度である。すべての実験はtriplicateで行い、2－3回実験を行ったうちの一回の結果を示している。
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表3JR・FL pseudotype viruslこ対する単クローン抗体、阻害薬の抗HIV効果

Target
Antibody or

ihhibitor

IC50α

JR－FLwt JR－FL（L175P）

Fold change

ま

Anti－V3 MAbs 447－52D

           KD－247

           1ClO

CD4－hlduced MAbs  17b

           4Cll

CD4 binding site MAbs FlO5

           3D6

           1gGb12

CD4 bhlding site

Anti－N－glycan

Anti－9P41

Anti－CCR5

『Anti－CD4

rsCD4

NBD－556

2G12

2F5

4ElO

TAK－779

2D7

RPA－T4

（μ9／m1）

（μ9／ml）

（μ9／ml）

（μ9／ml）

（μ9／皿）

（μ9／ml）

（μ9／㎞1）

（μ9／ml）

（μ9／ml）

（晒M）

（μ9／ml）

（μ9／ml）

（μ9／ml）

（nM）

（μ9／ml）

（μ9／ml）

＞10

7．86

5．65

＞5

＞25

＞5

＞25

0．076

1．69

＞20

0．058

4．O1

4．79

128．9

3．66

0．72

0．0071

0．0045

く0．0025

 1．75

 2．87

0．84

0．14

0．045

0．06

11．38

0．027

1．09

2．36

76．46

153

0．60

＞1405．74

1747．74

＞2258．08

 ＞2．86

 ＞8．70

＞5．96

＞181．67

 1．70

28．75

＞1．76

2．2

3．68

2．03

1．69

2．40

1．20

a様々な濃度の単クローン抗体や阻害薬存在下で2×104のTZM－bl細胞に500TClD50のJR－FLwtまたはJR－Fし（L175P）を
感染させた。感染後2日目の細胞のβ一galactosidase活性を測定し、 lC50の値を決定した。結果は独立した2－3回の実験

を平均した値を示す。
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図16JR・Fし単量体Envへの抗V3抗体の結合活性の比較
界面活性剤NP－40含んだ緩衝液でpseudotype virusを含む培養上清を処理し、抗gp120－C5 sheep抗体を介して単量体gp120

をELISAプレートに結合させた。その単量体gp120に任意の濃度に希釈した抗Env抗体（2G12、447－52D、1C10、3D6、
lgGb12、17b）を加え、抗ヒトlgG－Peroxidaseを2次抗体として反応させ、基質を加えて吸光度（405nm）を測定した。
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図17JR・Fしw吐およびJR－FL（L175P）Envを発現した細胞表面への単クローン抗体結合活性
 293T細胞へJR－FLwtまたはJR－FL（L175P）Env発現ベクターをtransfectionし、24時間後細胞を回収して単クローン抗体で染色した。 Env発

現ベクターにはIRES配列とGFP遺伝子が挿入されている。 GFP陽性細胞にゲートをかけることでEnv発現細胞への抗体結合活性を測定し
た。ネガティブコントロールとして健常人IgGを使用した・（点線）。結果は3回実験を行ったうちの1回の結果である。各グラフの右上に書

かれている数字はMean Fluorescence lntensity（MFI）を示している。
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transfectionし、24時間後pseudotype virusを回収した。抗V3抗体1 C10、447－52Dを500TCID50のpseudotype virusと15分間インキュベート

し、標的細胞のTZM－bl細胞へ加えた。2日後β一galactosidase活性を測定し、抗ウイルス活性を評価した。
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