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2. 抗体療法を目指した変異株に有効な 
SARS-CoV-2中和モノクローナル抗体の分離
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株式会社 CURED による寄付講座所属

　我々はこれまでに 2 人の COVID-19 回復期患者よりプロトタイプの SARS-CoV-2 を強力に中和す
る 5 つのモノクローナル中和抗体を分離した。中でも 9-105 は receptor-binding domain（RBD）への
親和性が高く、変異株 B.1.1.7（α株）、 ミンク cluster 5 variant、 B.1.351（β株）、 P.1（γ株）、 C.37（λ
株）、 B.1.617.1（κ株）、 B.1.617.2（δ株）、 B.1.621（μ株）にも有効であった。また、RBD の K417 の
変異により 9-105 の中和活性は低下した。これはホモロジーモデルから 9-105 軽鎖が RBD の K417 を
含む領域に ACE2 と同じ結合角で結合する為と考えられる。
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はじめに

　2019 年末より世界的なパンデミックを引き起こし，猛威を
奮っている新型コロナウイルス感染症（COVID-19）は，
ワクチン接種が世界的に行われているにも関わらず，世界
中で 1 週間に 57 万人の新規感染者を数え未だ終息の兆しが
見えない．severe acute respiratory syndrome coronavirus 
2（SARS-CoV-2）の Variant of Concern（VOC）は現在
までにα株，β株，γ株，δ株の 4 種指定されており，GISAID

（Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data）によ
ると，2021 年 9 月時点でウイルス流行株は野生株である
武漢型からα株，δ株へと変移した．特にα株の流行には
約 1.5 年を有したにも関わらず，δ株への変転は約 0.5 年
と短縮している事は特筆すべき点で，ワクチンで誘導され
た免疫応答からの逃避変異を起こしている可能性がある．
実際，Pfizer 社，AstraZeneca 社のワクチン共に接種者の
77-100% に中和抗体が確認されるが，変異株ウイルスに対

する有効性は 46-88% と報告されている 1,2）．
　現在までに日本では Ronapreve（REGN10933，REGN10987），
Sotrovimab（VIR-7831）が COVID-19 抗体療法に使用さ
れている．これらの中和抗体は主に SARS-CoV-2 の Spike
蛋白のうち，宿主細胞に発現している ACE2 と結合する
Receptor binding domain（RBD）と言われるエピトープ
を標的としている 3,4）．
　我々はこれまでに SARS-CoV-2 に対する中和モノクロー
ナル抗体を 5 クローン作製した 5）．これらのうち，RBD
に結合する 9-105，10-121 と名付けた 2 クローンはα株，β株，
δ株にも有効であり，今後これらを用いた抗体療法の開発
を進めていく予定である．ここでは，臨床検体からセルソー
ターを用いた single cell sort による中和抗体の作製及び活
性評価について述べる．

COVID-19回復期症例からのモノクローナル抗体分離

1. 回復期症例スクリーニング
　我々は 2020 年 3 月に COVID-19 に罹患して重症化した
症例の中から，回復期血漿中 IgG の SARS-CoV-2 S 蛋白

（Wuhan-Hu-1）への結合が特に強かった（1：1,000,000）2
症例を選択した．後述する pseudovirus による中和アッセ
イを行った結果，これら 2 症例の回復期血漿に 50% of the 
maximal inhibitory concentration（IC50）　1/640 ～
1/2,800 の中和活性がみられた．興味深い事に，これら 2
症例は SARS-CoV，Middle East respiratory syndrome
coronavirus（MERS-CoV）に対しても弱い交叉中和活性
を示した．
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2. 抗体産生 B細胞分離および抗体の再構成
　選択した 2 症例の末梢血単核球（PBMCs）より CD3-
CD8-CD14- 細胞を magnet で negative selection したのち，
セ ル ソ ー タ ー に て IgG 産 生 メ モ リ ー B 細 胞（7AAD-
CD19+CD27+IgM-IgG+）を 96 well プレートに single cell 
sort した．単離した B 細胞から逆転写により IgG の重鎖・
軽鎖それぞれの可変領域の相補 DNA を合成したのち，
nested polymerase chain reaction nested（PCR）にて増
幅した．増幅した IgG 可変領域をクローニングしたのち，
HEK293 細胞，CHO 細胞で IgG を産生した 6-8）．フローサ
イトメーターでの SARS-CoV-2 S 蛋白（Wuhan-Hu-1）に
対する結合にて抗 S 抗体を選別した．2 症例よりそれぞれ
444 クローンと 658 クローンの IgG を合成し，33 クロー
ン（7.4%）と 55 クローン（8.4%）の抗 S 抗体を得た．

モノクローナル抗体の機能評価

1.  Pseudovirusによる中和アッセイ及び DSPアッセイ
（cell fusion assay）

　我々は lentiviral packaging plasmid（psPAX2-IN/HiBiT），
the firefly luciferase-expressing lentiviral transfer 
plasmid（pWPI-Luc2）および SARS-CoV-2 S 発現プラス
ミドを HEK293T に cotransfect し，pseudovirus 中和アッ
セイを行った 9）．さらに pseudovirus の発現を上げる為に
D614G mutation と cytoplasmic tail の 19 アミノ酸を欠損
させた S 発現プラスミド（pSARSCoV-2-S-D614G-19del）
を作製した．Pseudovirus による感染性は細胞に大きく依
存している為，標的細胞としてヒト気管上皮細胞（Calu-3 
細胞），ヒト腸管上皮細胞（Caco-2 細胞）を用いた．また
Cell fusion assay で は 293FT/DSP1-7/ACE2/TMPRSS2
細 胞 も し く は Calu-3/DSP1-7 細 胞 と 293FT/DSP8-11/
SARS-CoV-2-S 細胞を用いた DSP アッセイを行った．
　我々が分離した抗 S 抗体のうち 5 クローンのモノクロー
ナル抗体にそれぞれのアッセイで中和活性及び cell fusion
抑制効果がみられた．中でも，9-105 の中和活性は 293FT/
ACE2/TMPRSS2 細胞，Calu-3 細胞，Caco-2 細胞のいず

れでも 50% 感染阻害濃度（IC50）がそれぞれ 3.5 ng/mL，1.9 
ng/mL，0.92 ng/mL と著しく低かった．
 
2. 結合活性評価
　次にこれら 6 クローンのモノクローナル抗体の S 蛋白
の RBD（P322-N536）と N-terminal domain（NTD；S12-
S305）への結合を AlphaScreen で測定した結果，6-74 は
NTD に結合し，他の４クローンは RBD へ結合した．続
いてこれら４クローンの抗 RBD 抗体の RBD への結合活
性を surface plasmon resonance（SPR）で測定した結果，
9-105 は解離定数（KD）2.03 pM と他の抗体に比べても結
合活性が顕著に高かった．しかし，9-105 は抗 RBD 抗体
に多くみられるイムノグロブリン遺伝子 IGHV3-53 にエン
コードされており，HIV-1 広域中和抗体（bnAb）に比べ
て somatic hyper mutation（SHM）が高度ではなく，重
鎖相補決定領域 3（CDRH3）に中和活性の強さを特徴づ
けるものはみられなかった（図 1）10-15）．

3. 変異株及び Authentic virusへの中和活性試験
　B1.1.7（α株），B.1.351（β株），P.1（γ株）およびミン
ク cluster 5 の変異株に対する中和活性を pseudotype 
virus による中和アッセイにて測定した．抗 NTD 抗体で
ある 6-74 はこれら変異株に対して中和活性が低下し，抗
RBD 抗体では 3-5, 8-92 が顕著に中和活性が低下した．一
方で同じ抗 RBD 抗体である 10-121，9-105 は最も抵抗性
のβ株に対しても有効な中和活性を示した（IC50 0.34 μg/
ml，0.021 μg/ml）．また，最近の解析で，9-105 は新たな
変異株δ，κ，λ，μにも有効であることがわかった（IC50 0.0045
μg/ml，0.0081μg/ml，0.0029μg/ml，0.0045μg/ml）．我々
はさらに authentic virus を用いた中和試験を Vero 細胞に
よる plaque assay により行った 16）．Japan/NGS/IA-1/ 2020

（prototype）， Japan/QK002/2020 strains（α株 ），Japan/ 
TY8-612-P1/2021（ β株 ），Japan/TY7-503/2021（ γ 株 ）
を用いた中和アッセイで 10-121 はβ株以外の変異株に対
して有効な中和活性を示し（IC50 75~290ng/ml），9-105 は
全ての変異株を低濃度で中和した（IC50 4.2~32ng/ml）．

図 1



165pp.163-168，2021〕

　9-105 と CDRH3 が類似している COVA2-0414）の構造
（PDB ID: 7JMO）を用いた Homology model では SARS-
CoV-2　S 蛋 白 の K417 は 9-105 重 鎖 の E97 と 結 合 し，
N501 は 軽 鎖 の P29 と 結 合 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た．
Barnes らの提唱する抗 RBD 抗体の class 分類 3） では
9-105 は Class １抗体のエピトープへ結合するが，9-105 の
結合角は RBD の tip に対して代表的な Class 1 抗体に比べ
鈍 角 で あ り， 軽 鎖（LC） の 結 合 角 が ACE2 の そ れ と
overlap していることが示唆された（図 3）．

興味深い事に多くの報告では pseudotype virus に比べ，
authentic virus を用いた中和アッセイでは中和活性が 1 log
程度高くなるが 3,4,10,14），我々のアッセイでは同程度の有
効性が示された．これらの変異株にみられるアミノ酸変異
を個別に導入した pseudotype virus を用いた中和アッセ
イでは 9-105 は K417N 変異で中和活性が低下する事が分
かった（図 2）．
 
3. Homology modeling

図 2

図 3
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最後に

　我々が分離した 9-105 は SARS-CoV-2 変異株にも低濃度
で有効な中和活性を示しており，治療抗体として用いれば
低用量で有効性が得られ，治療コスト削減へ繋がると考え
られる．また，9-105 は ACE2 と酷似した結合様式を取る
と予想され，種々の変異株へ有効である可能性が示唆され
た．
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Isolation of anti-SARS-CoV-2 neutralizing monoclonal antibodies cross 
effective to variants aiming at antibody therapy
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 We isolated five mAbs with potent neutralizing activities against SARS-CoV-2 from two 
convalescent COVID-19 patients infected with prototype virus. Among them, the 9-105 antibody 
that have a highest affinity for the receptor-binding domain (RBD), cross-neutralize variants, such as 
B.1.1.7 (alfa), mink cluster 5 variant, B.1.351 (beta), P.1 (gamma), C.37 (lambda), B.1.617.1 (kappa), 
B.1.617.2 (delta) and B.1.621 (mu). A single amino acid mutation at K417 of RBD decreased neutral-
ization sensitivity of 9-105. A 9-105 homology model revealed that 9-105 light chain binds to RBD 
including K417 by the same angle as ACE2.
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