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研究成果の概要（和文）：我々は、多くの免疫学の教科書に載っている「一つの抗体は一つの抗原を認識する」
という概念から外れ、「複数の抗原を特異的に認識する」ことのできる抗体G2を発見している。本研究の目的
は、このG2の抗原認識機構を解明することである。本研究により、タンパク質の構造揺らぎが異なる3つの準安
定構造を可能とし、それぞれが異なる抗原を認識することで複数の抗原を特異的に認識することが可能となって
いることを明らかにした。本研究のさらなる発展は、抗体の抗原認識の概念の拡張、蛋白質の分子進化の理解、
さらには、二つの経路を同時に阻害しするという新規抗体医療創出に繋がる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：In general, a monoclonal antibody (mAb) bind only one antigen (Ag). However,
 we found an mAb G2 capable of specifically recognizing multiple Ags. The purpose of this study is 
to understand the Ag recognition mechanism of G2. This study suggested that the Ag-binding site of 
G2 was flexible in the free form and capable of adapting to at least three different conformations 
to enable interactions with three different Ags. Further development of this research may lead to 
extension of the concept of Ag recognition of mAbs, understanding of molecular evolution of 
proteins, and creation of novel antibody medicine that inhibits two pathways at the same time.

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 

最近我々は、多くの免疫学の教科書に載っ

ている「一つの抗体は一つの抗原を認識す

る」という概念から外れ「複数の抗原を特異

的に認識する」ことのできる抗体 G2 を発見

した (Kamatari et al., Protein Sci. 23, 

1050-1059, 2014)。これまでにも同様な抗体

は数例報告されている (James et al., 

Science 299, 1362-1367, 2003 など)が、複

数の抗原を特異的に認識できる仕組みは分

かっていない。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、この G2 の抗原認識機構

を構造生物学や生物物理学的な立場から研

究し解明することである。 

 

３．研究の方法 

エピトープ配列の同定は下記のように行

った。標的蛋白質の DNA 配列の一部をプラス

ミド pRSET-B に挿入し、大腸菌 BL21 を用い

発現し、発現蛋白質と G2 との結合をウェス

タンブロットによって評価した。これにより

エピトープ配列を 30 アミノ酸程度まで絞り

込み、その後は合成ペプチドと G2 の親和性

を ELISA により評価し、エピトープ配列を決

定した。 

NMR 実験、及び、G2 変異体を用いた実験に

は、一本鎖可変領域抗体 (scFv)を用いた。

NMR 実験により、複合体形成による構造変化

を観測した。これは、15N 安定同位体標識した

scFv に、抗原ペプチドを添加し、岐阜大学の

極低温プローブを備えた 800MHz NMR を用い

て行った。G2変異体を用いた実験により、G2

の軽鎖可変領域 95 番目にプロリン残基を挿

入した変異体(G2VL95P)の抗原ペプチドとの

親和性を調べた。これは、scFv と GST 融合抗

原ペプチドとの相互作用を、表面プラズモン

共鳴法(SPR)を用いて評価することにより行

った。 

 

４．研究成果 

これまでの研究で G2 は 4 つの異なる蛋白

質を認識することを明らかにしていたが、そ

のエピトープ配列ついては、免疫源としたト

リプリオン蛋白質(ChPrP)ともう一つの蛋白

質 ATP6V1C1 についてのみ明らかにしていた

(Kamatari et al., Protein Sci. 23, 

1050-1059, 2014)。本研究では、G2 の認識す

る 3つめのタンパク質 SEPT3 の中のエピトー

プ配列(Pep395)を同定した(Mahmud et al., 

Protein Sci. 26, 2162-2169, 2017)。この

配列は、ChPrP 中のエピトープ(Pep18mer)と

も、G2 の認識するもう一つのタンパク質

ATP6V1C1 中のエピトープ(Pep8)とも大きく

異なっていた。3 つの全く異なる配列を強く

認識できる抗体の報告は初めてであった。 

また、scFv と NMR を用いた抗原ペプチドの

結合実験を行い、抗原ペプチドの結合により

抗体側の構造及び揺らぎが大きく変化する

ことを明らかにした。NMR の結合実験より、

抗原非結合の G2 の構造は比較的フレキシブ

ルであり、これが複合体を作ることにより揺

らぎの抑えられた一つの構造に収束するこ

とを見いだした。さらに、異なる抗原ペプチ

ドを結合した G2 の構造はそれぞれ異なるこ

とを示した。これらの情報に基づき我々は、

タンパク質の構造揺らぎが、異なる 3つの準

安定構造を可能とし、それぞれが異なる抗原

を認識しうるというモデルを提唱した(図 1)。 

 

 

図 1: 通常の mAb(A)と G2(B)のエネルギーランドスケー

プの比較。 G2 の抗原非結合(灰色)コンフォメーション

は柔軟であり、N1、N2、および、N3 を含むいくつかのコ



ンフォメーション間で揺らいでいる。抗原ペプチド

Pep18mer 存在下では、G2 は抗原非結合(灰色)または

Pep18mer結合(黒色)の2つのエネルギーランドスケープ

のうちの 1つに存在する。同様に、Pep8 存在下では抗原

非結合(灰色)または Pep8 結合(破線)、Pep395 存在下で

は抗原非結合(灰色)または Pep395 結合(点線)のいずれ

かに存在する。 

 

さらに、我々は G2 の原型の抗体(G2VL95P)

は、3 つ目の抗原(SEPT3)を認識する抗体で、

軽鎖可変領域の 95番目の Proの欠損により、

抗体作成に使ったChPrPへの結合能を獲得し

たことを見いだした(Usui et al., Biochem 

Biophys Res Commun. 490, 1205, 2017)。 

また我々は、タンパク質の揺らぎが G2 の

特殊な認識機構を可能としていると考えて

いる。その基盤となるこれまでのタンパク質

の揺らぎに関する知見を総説としてまとめ

た (Li et al., Subcell Biochem. 72, 237-57, 

2015; Li et al., Chin. J. Mag. Res, 33, 1-26, 

2016). 

本研究により、G2 のユニークな抗原認識機

構や抗体の分子進化の一端が明らかにされ

た。本研究のさらなる発展は、蛋白質の機能

発現機構の解明、抗体の抗原認識の概念の拡

張、蛋白質の分子進化の理解、さらには、二

つの経路を同時に阻害するという新規抗体

医療創出にも繋がる可能性がある。 
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