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要旨 
 
【背景と目的】 
 Hepatitis C virus（HCV）感染は高率に慢性化して肝硬変や肝癌に至る難治性疾患
であり、本邦における感染者数は約 200 万人と推定されている。最近 direct-acting 
antivirals (DAAs)が新規 HCV治療薬として導入されているが、DAA抵抗性 HCV変異
体の出現が報告されている。また、既存の HCV 治療薬は全て HCV持続感染後の増
殖抑制を目的としたものであり、HCV の感染予防法は未だ確立されていない。一方
HCV は、各遺伝子型共通の侵入過程を経て宿主である肝細胞に感染すると考えられ
ていることから、HCV 侵入に関わる宿主因子は有望な予防・治療標的である。そこ
で今回私は、HCV の感染成立に必須であるタイト結合分子オクルディンに着目し、
新規抗ヒトオクルディン単クローン抗体を作製した。本研究では、本抗体が HCV感
染を防ぐ予防薬として有用かを in vitroで検討するとともに、その感染阻害メカニズ

ムの解明を目指した。 
【方法】 
 オクルディンのヒト特異的 HCV感染感受性を担う第 2細胞外ドメインのうち、ア
ミノ酸配列 214－230部位を抗原とし、マウス抗ヒトオクルディン単クローン抗体を
作製した。抗体の抗原ペプチドへの結合性は、ELISA 法でスクリーニングした。抗
オクルディン抗体による HCV 感染阻害効果は、高分化型ヒト肝癌由来細胞株
Huh7.5.1 の単層培養系、ダブルチャンバー培養系、マトリゲル 3 次元培養系を用い
て評価した。また HCV感染には、HCVエンベロープタンパク質を被った HCVpvと、
実験室 HCV株である HCVccを用いた。本抗体の細胞傷害の有無については XTT細
胞増殖アッセイ法にて検討した。さらに本抗体の構造や作用機序を明らかにするた

めに、アイソタイプ及びエピトープ解析を行い、蛍光免疫染色にて抗オクルディン

抗体投与による内在性オクルディンの局在変化を観察した。 
【結果と考察】 
 抗オクルディン抗体のサブクローン 15種類はいずれも明らかな抗原結合能を有し
ていたが、単層培養系では HCV感染阻害効果を示さなかった。しかし、生体におけ
る肝細胞環境や HCV感染ルートをより再現したダブルチャンバー培養系やマトリゲ
ル 3次元培養系では、新規抗オクルディン抗体が HCV感染を有意に阻害した。また
本抗体は、細胞毒性を示さなかった。抗体のアイソタイプは IgG1/であり、エピト
ープは 2つのヒト特異的アミノ酸 (A214, L215)を含む 214-217部位 (ALCN)であるこ
とが示唆された。さらに新規抗体は HCVの存在の有無に関わらず、オクルディンの
局在をタイト結合領域から細胞質内に変化させた。このことから、本抗体はオクル

ディンのエンドサイト―スを誘導して HCV や他の宿主因子との会合を回避させ、
HCV感染成立を防ぐと考えられた。 
【結論】 
 本研究では、in vitroで HCV感染阻害効果を有する抗ヒトオクルディン抗体を開
発した。本抗体は、想定される作用機序からウイルスの遺伝的背景に無関係に作用

すると考えられる。本抗体は将来、母子感染や針刺し事故、肝移植に際した新規

HCV感染予防薬として用いられることが強く期待される。  
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序論 
 

 世界における慢性 C型肝炎患者は、1億 3000～1億 7000万人と試算されている (1)。
一方、我が国における hepatitis C virus（HCV）感染者数は約 190万～230万人と推定
され、年間約 3万人の HCV感染者が発見されている(2) 。HCV初感染者の約 70％は
持続感染を来たし、慢性肝炎を経て肝硬変や肝癌に至り年間 3 万人以上が死亡して
いる。また肝癌は本邦の部位別がん死亡数の第 5 位を占めるに至っており、その原
因の 80%が HCV由来である(3) 。このような状況から、HCVの感染予防と治療法の
確立は喫緊の課題である。 

HCV の初感染は、血流に運ばれたウイルスが肝類洞の血管内皮細胞を通過した後、
肝細胞に吸着、侵入することにより成立すると考えられている。肝細胞内に侵入し

たウイルス粒子より RNAが放出されると前駆体ポリペプチドの翻訳が開始され、構
造蛋白であるコア蛋白とエンベロープ蛋白 E1, E2や、非構造 (NS; nonstructural) 蛋白
でウイルス複製に必須なプロテアーゼ、へリカーゼ、RNA 依存性 RNA ポリメラー
ゼなどがプロセッシングされる(4-7)。これらの非構造蛋白は宿主因子とともに複製
複合体を形成しゲノム RNA複製を行い、NS5A蛋白と新生された HCV RNAの複合
体がコア蛋白と結合し、ヌクレオカプシドが形成される。さらにERにおいてエンベ
ロープ蛋白に覆われ、ウイルス粒子の成熟を経てトランスゴルジを介した経路にて

細胞膜へ到達し、細胞外へ放出される。この一連の生活環を通して HCVは感染〜増
殖を繰り返していく。 
本邦では現在、C 型慢性肝炎のうち要件を満たす症例において、インターフェロ

ンと抗ウイルス薬リバビリン及びNS3/4Aプロテアーゼ阻害剤シメプレビルやバニプ
レビルによる 3剤併用療法が行われている(8, 9)。また 2014年には、新規 direct-acting 
antivirals (DAAs) (10-12)として NS5A 複製複合体阻害剤ダクラタスビル及び NS3/4A
プロテアーゼ阻害剤アスナプレビル併用療法といった、経口薬のみによる C 型慢性
肝炎及び C 型代償性肝硬変の治療が導入され、その成績は良好である(13) 。しかし
既に、多種類の DAA抵抗性 HCV変異体が報告されており (14, 15)、また肝移植後の
HCV 再感染に対する治療薬としては免疫抑制剤との相互作用などが問題点となって
いる。さらにこれらの HCV 治療薬は全て HCV 持続感染後の増殖抑制を目的とした
ものであり、HCV の主感染経路である血液を介した垂直感染（母子感染）や水平感
染（針刺し事故など）を予防するワクチンや免疫グロブリンは未だ確立されていな

い。このように HCVの感染予防が困難な主な理由として、エンベロープタンパク産
生に関わる遺伝子(E2/NS-1 領域)が変異しやすく、中和抗体が作成できないことが挙
げられる。そのため、宿主因子を標的とした治療薬の開発が強く望まれている。 

HCV はジェノタイプに関わらず、共通の侵入過程を経てクラスリン依存性エンド
サイトーシス機構によって肝細胞内に取り込まれると考えられており(16, 17)、HCV
侵入に関わる宿主因子は有望な予防・治療標的である。これまでに多くの宿主侵入

因子が同定されているが(7, 17, 18) 、中でもテトラスパニンファミリー分子である
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CD81 (19)、スカベンジャー受容体クラス B タイプ I (SR-BI) (20)、タイト結合分子で
あるクローディン-1 (21)とオクルディン (22, 23)  は HCV の感染成立に必須である
（図 1A）。またこれら 4 因子のうち、CD81 とオクルディンはヒト由来でなければ
HCV 侵入因子として機能せず、種特異性が知られている。実際、4 因子を過剰発現
させたマウス線維芽細胞は HCVに対して高い感染性を獲得する (23)。さらにこれま
で、HCV 感受性を示す種はヒトとチンパンジーのみに限られていたが、ヒト CD81
とヒトオクルディンを発現させたトランスジェニックマウスでは HCV感染が可能と
なり、HCVの全生活環を再現できるHCVモデル小動物として着目されている (24)。
しかし、これらの宿主因子がどのように HCVと相互作用して宿主細胞に取り込まれ
るかについては不明な点が多く、HCV 侵入の詳細なメカニズムは未だ明らかでない。 
 HCV の感染・増殖の場である肝細胞において、タイト結合はアピカル（毛細胆管）
面とバソラテラル（類洞）面の間をシールし、血液胆汁関門を形成している。オク

ルディンはタイト結合に限局する 4 回膜貫通蛋白質であり、N 末端側及び C 末端側
の細胞内ドメイン、各々54個と 48個のアミノ酸からなる 2つの細胞外ドメインを有
している(25)。このうち第 2細胞外ドメインがオクルディンの種特異的 HCV感受性
を担う(23, 26)。オクルディン第 2 細胞外ドメインのアミノ酸配列をヒトとマウスで
比較すると、6個のヒト特異的アミノ酸 (S203, L207, A214, L215, A223, A224)が存在
する (図 1B)。これらのアミノ酸の中では、223 番と 224 番目のアラニンがヒトオク
ルディンのHCV感受性に重要な役割を果すことが報告されている。また細胞がHCV
感染すると、オクルディンは HCVと相互作用して小胞体に集積することが知られて
いる (27)。しかしながら、オクルディンが HCVと直接結合するという知見はなく、
オクルディンと他の宿主因子との関係も依然不明である。そこで本研究では、HCV
侵入の最終段階に関わるとされるヒトオクルディンに着目し、その第 2 細胞外ドメ
インに対する単クローン抗体を作製した。この新規抗ヒトオクルディン抗体が波打

ち際で HCV 感染を予防できるかを in vitro で検討するとともに、その感染阻害メカ

ニズムの解明を目指した。 
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材料と方法 
 
抗ヒトオクルディン単クローン抗体の作製 
 抗 原 は ヒ ト オ ク ル デ ィ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 214－230 部 位

（ALCNQFYTPAATGLYVD）とし、ペプチドの合成を行った。次に、抗原刺激性を
高めるため、キャリアタンパク質として N末端に keyhole limpet hemocyanin (KLH)を
結合させた。抗体の作製はハイブリドーマ法により行った。マウス 4 匹の皮下に抗
原を 2週間毎に計 4回免疫し、その後脾臓を採取し、B細胞を回収した。回収した B
細胞とマウスミエローマ P6細胞を融合させ、ハイブリドーマを作製した。ハイブリ
ドーマの培養上清を回収し、抗原ペプチドへの結合性を ELISA 法によってスクリー
ニングした。次に、HCV 感染阻害傾向が見られた培養上清について、限界希釈法に
よりサブクローンを得た。HCV 感染阻害傾向が認められたクローンを培養し、培養
上清を回収後、Ab-Rapid PuReアフニィティゲル（プロテノバ）を用いて抗体精製を
行った。得られた抗体量は、BCA法により測定した。 
 
抗体アイソタイプ解析 
 Iso Strip マウスモノクローナル抗体アイソタイピングキット（Roche）を用いて解
析した。1 mg/mlの抗オクルディン抗体 67-2をディベロプメントチューブに滴下し、
撹拌後、アイソトタイプ用ストリップを浸漬した。5 分後に、ストリップ部分に検
出される青色バンドから、アイソタイプを決定した。 
 
抗体エピトープ解析 
 抗原ペプチドのアミノ酸配列(ALCNQFYTPAATGLYVD)をもとに、末端側から７
残基を削った N末端(Ocln1; ALCNQFYTPA)、C末端(Ocln2; TPAATGLYVD)ペプチ
ドと、両端側から 3〜4残基を削った中心(Ocln3; QFYTPAATGL)ペプチドを作製し
た。各ペプチドと KLHがコンジュゲートされた抗原ペプチドは抗原感作マイクロプ
レート(Nunc)に同モル比で加え、室温下で一晩インキュベートした。5% 
BSA/PBS/0.09% NaN3にて 37 ºC、2時間ブロッキング後、抗ヒトオクルディン抗体
クローン 67-2または正常マウス IgGを加え、室温で１時間インキュベーションし
た。PBSにて洗浄後、二次抗体として、horseradish peroxidase (HRP)標識されたヤギ 
抗マウス IgG（MBL）を加え、室温、1時間インキュベーションした。PBSで洗浄
後、TMB試薬にて呈色反応を行った。1 Mリン酸にて反応を停止させ、マイクロプ
レートリーダーにて 450 nm/655 nmの吸光度を測定した。 
 
試薬および抗体 
 抗ヒト CD81抗体 (以下抗 CD81抗体) (JS-81クローン、BD Pharmingen)、正常マウ
ス IgG (以下 IgG) (Jackson Immuno Lab)を使用した。 
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細胞培養 
 本研究には、HCV複製の感受性が高い高分化型ヒト肝癌由来細胞株 Huh7.5.1細胞
株（大阪大学微生物研究所 松浦教授より供与）を用いた。Huh7.5.1細胞は D-MEM 
high Glucose (Sigma)、10% FBS (GIBCO) の培養液にて、 37ºC、5% CO2の条件下で培

養した。また、細胞の継代は 0.25%トリプシン-EDTA液を用いて行った。 
 ハイブリドーマ細胞の培養は RPMI (WAKO)、20% FBS (GIBCO)、1% 

Penicillin/Streptomycin (GIBCO)の培養液にて、 37ºC、5% CO2の条件下で培養した。 
 
HCV感染阻害評価 
抗オクルディン抗体の HCVpv感染阻害効果の評価 
 HCV エンベロープ蛋白質を被った VSV（水泡性口内炎ウイルス）である HCVpv
シュードタイプウイルス (pseudotyped HCV)として、con1 (genotype 1a )、H77 
(genotype 1b)および 9-3 (genotype 1b)の 3種(28) （大阪大学微生物病研究所 松浦教授

より供与）を用いた。 
 Huh7.5.1細胞は 48 well平底プレートで培養し、24時間後に培地交換をする際に、
抗オクルディン抗体産生クローン含有培地 12.5 l/wellもしくは精製した抗オクルデ
ィン抗体 20 g/well (80 g/ml)を培地に加えた。陰性対照として培地のみのmock群、
陽性対照として抗 CD81抗体 1.25 g/well (5 g/ml)を加えた CD81群をおいた。1時間
インキュベートした後に HCVpv 15 lもしくはネガティブコントロールとして HCV
エンベロープタンパクを持たない GFP遺伝子が組み込まれた VSV 15 lを加え、24
時間後にルシフェラーゼ活性を定量した。培地を除去した後、可溶化液 100 l を加
え、15分後に 20 lを採取し、50 lのルシフェラーゼ基質と混和し、ボルテックス
後ルミノメーターで測定した。mock群に比して 90%以上の低下が見られた場合、感
染阻害効果ありと判定した。 
 
抗オクルディン抗体の HCVcc感染阻害効果の評価 
 実験室株 HCV として樹立されている JFH-1 株由来の HCVcc (cell cultured HCV ; 
genotype 2 a ) (28) （大阪大学微生物病研究所 松浦教授より供与）を用いた。 
単層培養系では 24 well 平底プレートに 500 l の培地を準備し、Huh7.5.1 細胞を

1×103 cells/wellで播種し、48時間インキュベートした。培地交換を行い、6種類の抗
体産生クローン含有培地を 25-100 l/well ずつ投与した。対照として mock 群、抗
CD81抗体 1.25 gを加えた CD81群、正常マウス IgGを 20 g加えた IgG群をおい
た。 

  ダブルチャンバー培養系では 24 well平底プレートに BD Falcon セルカルチャーイ
ンサート（セルロース混合エステル、24 well 、pore size 0.4 m、translucent）を設置
し、外側チャンバーに 950 l、インサート内に 250 lの培地を加えた。Huh7.5.1細胞
を各インサート内に 1×103 cells で播種し、48時間インキュベートした。培地交換を
行い、各抗オクルディン抗体(計 15クローン) 100 gを外側チャンバーに投与した。
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対照として mock群、抗 CD81抗体 2.5 gを加えた CD81群、正常マウス IgGを 100 
g加えた IgG群をおいた(各抗体は外側チャンバーに投与)。 
 マトリゲル 3次元培養系はMolina-Jimenezらの方法(29)を改変し培養した。48 well 
平底プレートに 50 l/wellのマトリゲル（CORNING）を加え、Huh7.5.1細胞を 1×104 
cells/wellとなるよう播種し、200 lの DMEM培地を加え、37ºC、5% CO2 存在下で 6
日間培養した。抗オクルディン抗体を 50 g投与し、対照として mock群、抗 CD81
抗体 2.5 gを加えた CD81群、正常マウス IgGを 50 g加えた IgG群をおいた。 
抗体や IgGを投与して 1時間後に HCVcc（単層培養系では 10 l、ダブルチャンバ

ー及びマトリゲル培養系では 5 l）を加え、2時間インキュベート後に培地を取り除
き、培地にて 2回洗浄した。再度培地を加え 24時間インキュベート後に RNAを抽
出し(RNeasy Mini kit, QIAGEN)、Real-time PCR 法により細胞中の HCV RNAを定量
した。 
 
Real-time PCR  
 逆転写反応とポリメラーゼ連鎖反応 (PCR) は、TaqMan® One-Step RT-PCR Master 
Mix Reagents Kit (TOYOBO) を使用し、メーカープロトコールに従い、Step one リア
ルタイム PCRシステム（Applied Biosystems）を用いて行った。逆転写反応は 90ºC、
30秒、61ºC、20分、95ºC、1分で行い、PCR反応は 95ºC、15秒、60ºC、1分を 45サ
イクルで行った。 
PCRプライマー並びに probeの配列は下記の通りに設計した。 
NS5A :Forword 5’-AGTACCACAAGGCCTTTCG-3’ 
            Reverse 5’-CGGGAGAGCCATAGTGG-3’,  
Taqman probe : 5' (FAM) - CTGCGGAACCGGTGAGTACAC (TAMURA) - 3'  
 
蛍光免疫染色 
 8 wellガラスチャンバープレートに 50 l/wellのマトリゲルを加え、Huh7.5.1細胞
を 5×103 cells/wellとなるよう播種し、200 lの DMEM培地を加え、37ºC、5% CO2 存
在下で 6 日間培養した。mock、抗オクルディン抗体(50 g/well)投与群をおき、更に
HCVcc投与の有無で区分した。抗体投与 1時間後に HCVcc 5 l/wellを投与し、2時
間後または 72時間後に PBSで洗浄を行い、−20ºCメタノールにて 10分間固定した。
2% BSA/PBSで 1時間室温にてブロッキングを行い、1次抗体として 2時間後固定群
ではラット抗オクルディン抗体（生理学研究所 古瀬教授より供与）(30)もしくは
ラビット抗 ZO-1抗体（Zymed）、72時間後固定群ではラビット抗 NS5A抗体（大阪
大学微生物病研究所 松浦教授より供与）(31)をシグナルブースター（Beacle）にて
200倍に希釈し使用した。二次抗体反応は蛍光標識された以下の抗体を用いた。2時
間後固定群ではロバ抗ラット IgG-Alexa Fluor 488（Molecular Probes）、もしくはロバ
抗ラビット IgG-Alexa Fluor 488（Molecular Probes）、72時間後固定群ではロバ抗ラビ
ット IgG-Alexa Fluor 488 をそれぞれ PBSで 200倍に希釈し室温下で 1時間行った。
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その後 DAPIによる核染色を室温下で 10分間行った後、封入した。観察は共焦点レ
ーザー顕微鏡（FV-1000, OLYMPUS）を用いて行った。 
 
細胞傷害性の評価 
 XTT法により、抗オクルディン抗体の細胞傷害性を評価した。96 well 平底プレー
トに 25 l/wellのマトリゲルを加え、Huh7.5.1細胞を 5×103 cells/wellとなるよう播種
し、100 lの DMEM培地を加え、37ºC、5% CO2 存在下で 6日間培養した。培地のみ 
(mock)、25、50、100 g/wellの抗オクルディン抗体または正常マウス IgGを 1時間処
置した。また HCV感染の影響を検討する目的で、培地のみ (mock)、50 g/wellの抗
オクルディン抗体または正常マウス IgGを投与後 1時間に HCVcc 10 l/wellを投与
し、2時間培養した。解析は Cell proliferation assay kit II (XTT) (Roche) を用い、メー
カープロトコールに従って実験を行った。 
 
統計解析 
 エピトープ解析における有意差検定は Studentの t検定を用いて行った。HCVcc感
染阻害実験における有意差検定は Mann–Whitney U検定にて行い、いずれも P< 0.05
を有意差ありとした。 
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結果 
 
抗ヒトオクルディン単クローン抗体の作製 
 抗原性分析の結果をもとに、4 つのヒト特異的アミノ酸を含む 214－230 部位
（ALCNQFYTPAATGLYVD）を抗原とし、抗ヒトオクルディン単クローン抗体を作
製した。ハイブリドーマの培養上清を回収し、抗原ペプチドへの結合性を ELISA 法
によってスクリーニングを行ったところ、31 個のポジティブクローンを得た（data 
not shown）。そこでまず、これら 31クローンの HCV感染阻害の有無を評価するため
に、HCVpvを用いた HCV感染実験を行った。HCV感染を阻害する陽性対照として、
抗ヒト CD81抗体を用いた(32)。その結果、70%以上の感染阻害率を示す 6クローン
が得られた(図 2A)。これら 6クローンは最大 83%の感染阻害傾向が見られたが、ポ
ジティブコントロールの CD81 抗体の 99.8%と比べ低値であった(図 2B, C)。HCVcc
による評価系では、6 クローンのうち 5 クローンにおいて 79-85%と一定の感染阻害
傾向が見られたが、CD81抗体の 99.6%に比べて感染阻害が弱かった(図 2D)。 
 次にこれら 5クローンについて、限界希釈法により 3クローンずつ計 15クローン
のサブクローンを樹立した。培養上清に含まれる抗体の抗原への結合性を ELISA 法
にて検討したところ、15クローン全てで抗原への結合能が認められた(図 3)。これら
15クローンの精製抗体についてHCVpvによる感染阻害効果を評価したが、最大 55%
の感染阻害を示すに留まり、十分な阻害効果は得られなかった (図 4A, B)。 
 
抗ヒトオクルディン抗体はダブルチャンバー培養系及びマトリゲル 3 次元培養系に
おいて HCV感染を阻害する 
 通常の単層培養での HCVpv 及び HCVcc 評価系では、新規抗ヒトオクルディン抗
体は明らかな感染阻害効果を示さなかったため、HCVcc と抗体を各々アピカル面と
バソラテラル面から投与するダブルチャンバー培養系によって検討した(図 5A)。そ
の結果、15 種類の抗オクルディン抗体のうちクローン 67-2 が顕著に HCVcc 感染を
阻害した (図 5B)。67-2による HCV感染阻害率は 99.6%と統計的に有意で、CD81抗
体と同等の効果が認められた (図 5C)。生体における肝細胞の HCV 感染経路を模倣
するように HCVccをバソラテラル 面(血管側)から投与した系では、HCVccの細胞へ
の感染性が大幅に低下し、評価できなかった（data not shown）。 
 マトリゲルを用いた 3 次元培養系では、毛細胆管様管腔構造を含む肝細胞極性が
構築され、HCV に対する感染性も有している(24)。そこで、HCVcc と抗体をバソラ
テラル面から投与するマトリゲル 3 次元培養系(図 6A)にて検討を行った。その結果、
67-2による HCV感染阻害率は 95%と統計的に有意で、CD81抗体と同等の効果がみ
られた (図 6B)。 
 
抗ヒトオクルディン抗体は細胞毒性を示さない 
 抗オクルディン抗体 67-2 クローンの HCV 感染阻害効果が、細胞傷害によるもの
ではないことを検証するため、マトリゲル 3 次元培養での抗体投与による細胞生存
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率の変化を XTT細胞増殖アッセイ法にて検討した。抗オクルディン抗体 (25, 50, 100 
g/well)は、対照の IgG群と同様に細胞傷害を示さなかった(図 7A)。また、HCVcc感
染 2 時間後でも、抗オクルディン抗体による細胞毒性は認めなかった(図 7B)。この
ように抗オクルディン抗体 67-2クローンは、HCV感染阻害効果を示す濃度では重篤
な細胞傷害性が無い事が確認された。 
 
抗ヒトオクルディン抗体クローン 67-2のエピトープは第 2細胞外ドメインの 214-217
部位 (ALCN)と示唆された 
 治療薬としての応用を考慮し、抗オクルディン抗体 67-2 クローンのアイソタイプ
とエピトープを検討した。まずアイソタイピングキットを用いて、抗オクルディン

抗体 67-2 クローンのアイソタイプを同定した。その結果、H 鎖は IgG1、L 鎖は鎖

であることが分かった(図 8A)。次に、抗体のエピトープ解析を、抗原ペプチドのア
ミノ酸配列(ALCNQFYTPAATGLYVD)をもとに、末端側から 7 残基を削った N 末端
(Ocln1; ALCNQFYTPA)、C末端(Ocln2; TPAATGLYVD)ペプチドと両端側から 3-4残基
を削った中心(Ocln3; QFYTPAATGL)ペプチドを用いて ELISA 法により検討した。
Ocln1ペプチドは配列中にシステイン残基を有することから、 2量体が形成される。
そのため、酸性条件下においても行った。結果として、抗オクルディン抗体 67-2 ク
ローンは酸性条件下での Ocln1 ペプチドとのみ有意に結合することが分かった(図
8B)。また、Ocln2 及び Ocln3 ペプチドとの反応性が見られないことから、抗オクル
ディン抗体 67-2のエピトープは ALCNの部位であることが示唆された。 
  
抗ヒトオクルディン抗体クローン 67-2 はオクルディンのエンドサイトーシスを誘導
して HCV感染を阻害する 
 HCVcc感染の約 72時間後の NS5A蛋白の発現を免疫染色法によって検討したとこ
ろ、mock群では約 5-10％の細胞でNS5A陽性となりHCV感染が確認された（図 9A）。
一方抗オクルディン抗体投与群では、予想通り感染細胞は見られず、タンパクレベ

ルにおいても HCV感染阻害効果が実証された。次に、新規抗オクルディン抗体投与
3 時間後におけるオクルディンの局在性の変化を検討した。抗オクルディン抗体及
び HCVcc 非存在下では、オクルディンはタイト結合領域に局在していた。しかし驚
いたことに、抗オクルディン抗体投与群では HCVccの有無に関わらず、オクルディ
ンの局在がタイト結合領域から細胞質に変化していた（図 9B）。一方、タイト結合
膜裏打ち蛋白である ZO-1 の局在は、HCV 感染や抗オクルディン抗体の投与によっ
て変化しなかった（図 9C）。これらの結果から、本抗オクルディン抗体はオクルデ
ィン選択的にエンドサイトーシスを誘導して、HCV や受容体群との相互作用を回避
させ、感染を阻害することが示唆された。 
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考察 
 
 本研究では、ヒトオクルディンの第 2 細胞外ドメインに対するマウス単クローン
抗体を作製し、この新規抗オクルディン抗体が抗ヒト CD81 抗体と比べて遜色のな
く HCV感染を阻害することを示した。この結論は、肝細胞極性を考慮したダブルチ
ャンバー培養系およびマトリゲル 3 次元培養系を用いた検討によって導き出された。
オクルディンは HCVの肝細胞への侵入過程の最終段階に必要な宿主因子と考えられ
ており、抗オクルディン抗体は言わば波打ち際で HCV感染を防ぐ治療薬となる可能
性を秘めている。 
新規抗ヒトオクルディン単クローン抗体による HCV感染阻害効果は、ダブルチャ

ンバー培養系およびマトリゲル 3 次元培養系では認められたが、通常の単層培養で
はみられなかった。この原因は明らかではないが、これらの Huh7.5.1 肝細胞培養系
が生体における肝細胞環境や HCV感染をどれだけ反映しているかによると考えられ
た。即ちマトリゲル 3 次元培養系では毛細胆管様管腔構造が形成され、アピカル
（毛細胆管）面とバソラテラル（類洞）面が区別された肝細胞極性が再現されてい

る(29)。また 3次元培養系では、HCVcc及び抗体はバソラテラル側（類洞）側から肝
細胞に到達するため、in vivoにおける HCV感染や感染阻害をより模倣していると考
えられた。一方単層培養では肝細胞極性が形成されず、アピカル側から加えた抗体

はタイト結合領域に限局するオクルディンにアクセスできない可能性がある。ダブ

ルチャンバー培養系では肝細胞極性を示さないものの、バソラテラル側の外側チャ

ンバーから投与された抗体がオクルディンに作用して HCV感染を防いだと考えられ
た。さらに、HCVcc をバソラテラル側から投与したダブルチャンバー培養系では感
染効率自体が非常に低下し、評価が困難であった。この原因として、本培養系では

生態における血流にあたる培養液の灌流が再現できないため、半透膜を介した感染

効率が著しく低下するものと考えた。 
一方免疫染色による検討では、Huh7.5.1 細胞のマトリゲル 3 次元培養系における

オクルディンの局在が、抗オクルディン抗体の投与によって、タイト結合領域から

細胞質内に明らかに変化することが明らかになった。別のタイト結合分子である

ZO-1 の局在は、本抗体の有無によって変化しなかった。これらの結果から、この抗
オクルディン抗体は HCVの有無に関わらず、オクルディンのエンドサイトーシスを
選択的に誘導することが強く示唆された。言い換えると、本抗体はオクルディンを

一時的に細胞内に取り込ませることによって HCVあるいは他の宿主因子との会合を
防ぎ、感染成立を防ぐものと考えられた。この結果から本抗体はウイルスの遺伝的

背景に無関係に感染阻害効果を示すことが期待され、今後は HCVの各ジェノタイプ
への有効性の評価を予定している。また本抗体のエピトープは 214-217部位 (ALCN)
であることが示唆されたが、このうち 2つはヒト特異的アミノ酸 (A214, L215)であっ
た。HCV侵入に重要とされるヒト特異的アミノ酸 (A223, A224) (33) がエピトープに
含まれていないことは、本抗体の作用機序が HCV非依存性であることと矛盾しない
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と考える。興味深いことに、種間で良く保存された C216と C237がHCV侵入に必須
であること(33)、オクルディンが同一細胞内あるいは隣り合う細胞間で対合するた
めには 2 つのシステイン間のジスルフィド結合が必要であることが報告されている
(34)。本抗体のエピトープには C216 が含まれており、オクルディンの対合を阻害す
ることによって、オクルディンのエンドサイトーシスを引き起こすのかもしれない。

しかしながらエピトープ解析では、部分的ペプチド Ocln1の抗オクルディン抗体 67-
2 への結合性は全長のペプチド抗原に比べ低く(図 8B)、全長ペプチドの立体構造を
認識する不連続エピトープ（構造的エピトープ）が本抗体の認識部位である可能性

も否定できない。今後ファージディスプレイ法を用いたエピトープ解析(35)として、
特にλファージによる連続・不連続エピトープのマッピングを検討したい。また、

本研究で用いた KLHがコンジュゲートされたペプチドはプレートへの吸着性が高い
ことが知られており、KLH 非結合全長ペプチドを用いて同様の検討を行う必要があ
る。さらに ALCN の各アミノ酸を置換したペプチドと抗オクルディン抗体との結合
性の解析、ALCN の各アミノ酸を置換したオクルディンを発現する細胞株を用いて
抗オクルディン抗体の変異オクルディンに対する結合性やエンドサイト―シス誘導

の有無を検討することによって、本抗体の作用機序を結論付ける予定である。 
 このように抗オクルディン抗体は HCV感染阻害効果を示すことが分かったが、副
作用に関する検討では in vitroにおいて明らかな細胞傷害性を認めなかった。HCV侵
入に関わる宿主因子を標的とする単クローン抗体(17, 18, 36)のうち、抗 CD81抗体と
抗クローディン-1 抗体についても Huh7.5.1 肝細胞株やヒト初代肝細胞に対する細胞
毒性を示さないことが知られている(32, 37, 38)。ヒト化キメラ(uPA-SCID)マウスを用
いた in vivoの検討では、抗 SR-BI抗体と抗クローディン-1抗体が明らかな副作用を
示さない一方(32, 39) 、抗 CD81抗体を高容量で投与すると体重減少及び血清アルブ
ミン値の低下をきたす(40)と報告されている。オクルディンはクローディンファミ
リーと異なり、タイト結合ストランドの形成には関わらず、オクルディン欠損 ES細
胞から分化した上皮細胞ではよく発達したタイト結合ストランドが観察される(41)。
また、オクルディンノックアウトマウスでは重篤な異常を認めない(42)ことを考え
合わせると、抗オクルディン抗体は in vivo においても重大な副作用は示さないこと

が期待される。今後 in vivoにおける有効性と安全性の評価が必要である。 
 今後の展望として、臨床応用を見据えて本抗体の相同性決定領域 (Complementary 
determining regions; CDRs)をヒト抗体の可変領域に移植 (CDR-grafting)することによ
り、免疫原性を低減させたヒト化抗体の開発を予定している。将来的には、母子感

染や針刺し事故、あるいは C 型肝硬変や肝癌における肝移植の際に、抗オクルディ
ン抗体が HCV感染予防薬として有効性を発揮することが強く期待される。 
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図の説明 
 
 
図 1. HCVの宿主侵入モデル (A)とオクルディン第 2細胞外ドメイン(B)。 
(A) HCVの感染成立には SR-BI、ヒト CD81、CLDN1、ヒト OCLNが必須である。

HCVはこれらの受容体あるいは共役受容体を順次利用して、クラスリン依存性
エンドサイトーシスによって肝細胞へ侵入すると考えられている。 

(B) オクルディンの第 2細胞外ドメイン(EC2)には、6個のヒト特異的アミノ酸が存
在する。このうち 4つのヒト特異的アミノ酸が、新規抗ヒトオクルディン単ク
ローン抗体の抗原ペプチド配列に含まれている。 
∗： ヒト特異的アミノ酸（アミノ酸番号の左右にヒト及び マウスアミノ酸を示
す） 

 
 
図 2. HCV感染を阻害する抗ヒトオクルディン単クローン抗体クローンのスクリー
ニング。 
(A) 48 wellプレートで培養した Huh7.5.1細胞に 31種類の抗体産生クローン含有培

地を 12.5 l/well ずつ投与し、1時間後に HCVpv (con1 [HCV genotype 1a ], H77 
[HCV genotype 1b]) 15 lを加え、24時間後にルシフェラーゼ活性を定量し、
mock群を 1とした相対値で示した。陰性対照群として培地のみ (mock)、陽性対
照群として抗 CD81抗体を 1.25  g/well (5 g/ml)投与した。四角枠は 70%以上の
感染阻害率を示した 6クローンを示している。 

(B) 感染阻害傾向が認められた 6種類の抗体産生クローンを用いて、(A)と同様に検
討を行った。 

(C) (B)の結果をもとに、mockの感染阻害率を 0%として 6種類のクローンと抗
CD81抗体の感染阻害率を算出した。 

(D) 24 wellプレートで培養した Huh7.5.1細胞に対し 6種類の抗体産生クローン含有
培地を 25-100 l/well ずつ加え、1時間後に HCVcc 10 lを投与し、2時間後に
培地交換した。24時間後に RNAを抽出し、Real-time PCR法 により細胞中の
HCV RNAを定量した。mockならびに抗 CD81抗体の投与は(A)と同様とした。
HCVcc感染率は mock群を 1とした相対値で示している。 

 
 

図 3. 抗ヒトオクルディン抗体サブクローンの抗原への結合性。 
5種類のハイブリドーマを限界希釈法によりサブクローン化し(計 15クロー
ン)、培養上清に含まれる抗体の抗原への結合性を ELISA法にて検討した。 
Pre LD; サブクローン化前の培養上清。 
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図 4. 抗ヒトオクルディン抗体 15クローンによる HCVpv感染阻害効果。 
(A) 48 wellプレートで培養した Huh7.5.1細胞に、精製した 15種類の抗オクルディ

ン抗体サブクローンを 20 l/well (80 g/ml) ずつ投与し、1時間後に HCVpv 
(con1 [HCV genotype 1a ], 9-3 [HCV genotype 1b]) 15  lを加え、24時間後にルシ
フェラーゼ活性を定量し、mock群を 1とした相対値で示した。対照群として、
培地のみ(mock)、正常マウス IgGならびに抗 CD81抗体を 1.25  g/well (5 g/ml)
投与した。 

(B)  (A)の結果をもとに、mockの感染阻害率を 0%として 15種類のクローンと抗
CD81抗体ならびに正常マウス IgGの感染阻害率を算出した。  

 
 

図 5. ダブルチャンバー培養系を用いた抗ヒトオクルディン抗体の HCVcc感染阻害
効果。 
(A) ダブルチャンバー培養系の模式図。Huh7.5.1細胞はインサート半透膜上で培養

し、インサート外（バソラテラル面）より各抗オクルディン抗体(計 15クロー
ン)100 g/wellを加えた。1時間後にインサート内（アピカル面）に HCVcc 5 l
を投与し、2時間後にインサート内外の培地交換をした。 

(B) (A)のように培養した 24時間後に RNAを抽出し、Real-time PCR法 により細胞
中の HCV RNAを定量した。コントロール群は培地のみ (mock)、正常マウス
IgG (100 g/well)、抗 CD81抗体 (2.5 g/well)とした。HCVcc感染率は mock群を
1とした相対値、矢印は HCVcc感染を顕著に阻害するクローン 67-2を示してい
る。 

(C)  (B)と同様に HCVcc感染阻害効果を検討した。HCVcc感染率は mock群を 1と
した相対値で、平均値と標準偏差を示している。*P < 0.001  (n=4). 

 
 

図 6. マトリゲル 3次元培養系を用いた抗ヒトオクルディン抗体 67-2の HCVcc感
染阻害効果。 
(A) マトリゲル 3次元培養系の模式図。Huh7.5.1細胞は 24 wellプレートのマトリゲ

ル内で培養し、抗オクルディン抗体 67-2クローンを 50 g/wellを加えた。1時
間後に HCVcc 5 lを投与し、2時間後に培地交換をした。 

(B) (A)のように培養した 24時間後に RNAを抽出し、Real-time PCR法 により細胞
中の HCV RNAを定量した。コントロール群は培地のみ (mock)、正常マウス
IgG (100 g/well)、抗 CD81抗体 (2.5 g/well)とした。HCVcc感染率は mock群を
1とした相対値で、平均値と標準偏差を示している。 *P < 0.001  (n=5).   
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図 7. 抗ヒトオクルディン抗体 67-2による細胞傷害の評価。 
(A) Huh7.5.1細胞は 96 wellプレートのマトリゲル上で培養し、抗オクルディン抗体

67-2およびコントロールとして正常マウス IgGを 25、50または 100 g/well加
えた。Cell proliferation assay kit II (XTT) (Roche) を用い、メーカープロトコール
に従って吸光度にて細胞傷害の有無を検討した。 

(B)  (A)と同様の方法にて、HCVcc感染の有無による細胞傷害度を比較した。抗オ
クルディン抗体 67-2は 50 g/well、コントロール群は培地のみ (mock)、正常マ
ウス IgG (50 g/well)、抗 CD81抗体 (2.5 g/well)とした。 

 
 

図 8.  HCV感染阻害抗オクルディンヒト抗体 67-2のエピトープ及びアイソタイプ
解析。 
(A) Iso Stripマウスモノクローナル抗体アイソタイピングキットを用いて、マウス

抗オクルディン抗体 67-2のアイソタイプを解析した。 
(B)  抗原として用いた KLH-Ocln peptide (1 g/well)をポジティブコントロールと

し、各量のペプチドを ELISA用 96 wellプレートにコートし、ELISA法により
マウス抗オクルディン抗体 67-2のエピトープを解析した。*P < 0.05  (n=3) 

 
 
図 9. HCV感染および抗オクルディン抗体 67-2投与に伴うオクルディンの局在変
化。 
(A) マトリゲル上で培養した Huh7.5.1細胞に抗オクルディン抗体 67-2または正常マ

ウス IgGを 50 g/well加えた。抗体投与 1時間後に、HCVcc存在下・非存在下
で 72時間培養し、抗 NS5A抗体による免疫組織化学染色法にて HCV感染の有
無を検討した。バーの長さ: 25 m. 

(B) (A)と同様に培養、抗体投与した細胞を HCVcc存在下・非存在下で 2時間培養
した後に、内在性オクルディンの局在変化を免疫組織化学染色法で検討した。

代表的な染色性を示す部位をそれぞれ拡大表示した。 
(C) (B)と同様に培養、抗体投与した細胞を HCVcc存在下・非存在下で 2時間培養

した後に、内在性 ZO-1の局在変化を免疫組織化学染色法で検討した。 


