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研究成果の概要（和文）：我々は５種の抗タンパク質モノクローナル抗体の抗原決定基をペプチドレベルまで新
規に同定した。さらに、当該抗体が異種タンパク質に内在する同じ抗原決定基にも反応することを明らかにし
た。これは、生物が無限に存在しうる外来抗原に対して有限な抗体特異性レパートリーで対応しうることを意味
し、抗原決定基データベースを構築する価値を示すことが出来たと考える。今後、多様なモノクローナル抗体の
cDNA を分子クローニングし、抗原決定基情報と併せてデータベース化すれば、将来的に抗体の超可変領域のア
ミノ酸配列を参照し結合特異性の異なる人工抗体を自由にデザインが可能となる。

研究成果の概要（英文）：We analyzed five monoclonal antibodies to identify their epitopes narrowing 
them down to the short peptide level. We found that each antibody detects the same peptide sequences
 in different proteins deriving from different species. This finding suggests that a precise 
database of paired antibody-epitope sequence sets will be useful for efficient manufacturing of 
desired antibodies regarding the astronomical number of possible antibody repertoires our 
immune-system can generate. We expect that accumulating data of antibody-epitope sequence set will 
enable us to design any artificial antibody against any target molecule whenever necessary with 
rapidness but without sacrificing animals

研究分野：生化学・分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
生命科学分野において抗体の重要性

は極めて大きい。研究試薬や診断試薬

として、多種類の抗体が必須であるば

かりか、最近では臨床医学分野でもガ

ンや難病の特効薬としてヒト化抗体を

医薬として使用するようになっている

（例えばWeiner, L.M. et. al. Lancet. 

373, 1033-1040, (2009)）。現在ゲノム

科学の進展により、多くの生物の遺伝

子配列が明らかになったが、今後の機

能解析のためには、すべての生体高分

子に対する抗体が供給されることが理

想的である。一方、抗体の生産には多

くの実験動物が必要なため、動物愛護

の観点から実験動物の使用を最小限に

抑制するように求められている。モノ

クローナル抗体の利用は一つの解決策

だが、すべての研究対象をカバーする

には作製の過程で今後も実験動物の使

用を避けることができず、要する労力

も多大である。 

もしも、すべての抗体産生 B 細胞の

ハイブリドーマが単離されて、それぞ

れの抗体の抗原認識の構造、特にタン

パク質の抗原認識配列が最小ペプチド

配列まで同定されて公開されれば、そ

の配列情報から必要な抗体をそのハイ

ブリドーマの中から選び、利用するこ

と可能となるはずである。その時には、

抗体を作製するために犠牲となる実験

動物は劇的に減少することになる。同

時に、植物や細菌、昆虫など抗体資源

のほとんど用意されていない分野へ抗

体試薬を一挙に供給できる可能性を秘

めている。 
 
２．研究の目的 
本研究の最終目標は、モノクローナ

ル抗体抗原決定基のデータベースを

構築し、データベースと連携した抗体

リソース・バンクを作ることにある。

もし、モノクローナル抗体の真の抗原

決定基がペプチドレベルでデータベ

ース化されれば、抗体を作製するため

に犠牲となる実験動物を劇的に減ら

すことができる。具体的には、膨大に

蓄積され死蔵されている抗ヒト・タン

パク質モノクローナル抗体のリソー

スとしての価値を高め、抗体がほとん

ど供給されていないタンパク質に対

する種を超えた“ユニバーサル”抗体

として再利用が可能となる。将来的に

は危険を伴うエボラ出血ウイルスの

ようなケースにおいても抗体供給が

可能となる。 
 
３．研究の方法 
既知のモノクローナル抗体のエピ

トープ解析を、通常の欠失法を用いて

行った後、合成オリゴヌクレオチドを

既知タンパク質 cDNA の複数の部位

に挿入して融合タンパク質を発現（田

中眞人、核局在化シグナル同定法、新生

化学実験講座６、生体膜と膜輸送（下）

p705～p715）し、ウェスタンブロティ

ング法によって短鎖の抗原ペプチド

を正確に同定する。その後つなぎ目の

アミノ酸を変更し、最も結合能の高い

抗原決定ペプチドを推定する。このペ

プチドをデータベースで検索し、元の

抗原の生物種のみならず、すべての生

物のどのようなタンパク質に存在す

るかを特定する。その後、実際にこの

抗体が反応するか否かを検証する。検

証が終了した抗体をここではユニバ

ーサル抗体と称する。この抗体とエピ

トープの組み合わせをデータベース

化する事業を将来、共同研究事業とし

て具体化するための方法の開発と戦

略とを検討する。 

 



４．研究成果 

ヒトDNAトポイソメラーゼ II抗体

(4E12b 抗体)の抗原決定基をペプチド

レベルまでの詳細な解析を行い、

4E12b 抗体の抗原決定基（エピトー

プ）がヒト DNAトポイソメラーゼ II

配列中の特定の 6アミノ酸残基のペプ

チドに存在することを明らかにした。

網羅的な BLAST検索から、多くの生

物種で、この配列含むタンパク質が同

定された。これらの生物種由来の細胞

抽出物の 4E12b 抗体を用いたイムノ

ブロッティングの結果、これらのタン

パク質の推定分子量に相当する複数

のタンパク質が抗原性を示した。さら

にこのペプチドに隣接するアミノ酸

残基の影響を調べるために N端側、C

端側のアミノ酸残基を変更し、抗原性

に与える影響を調べた。また、4E12b

抗体 L 鎖、H 鎖 cDNA クローニング

を行い、動物細胞での発現を実施した。

得られた組換え抗体は、4E12b抗体と

同じ特異性を示し。トリプシン分解ペ

プチドマッピング解析の結果はこの

cDNAから予想される L鎖、H鎖のア

ミノ酸配列と一致した。 

 4E12b抗体 L鎖、H鎖 cDNAから

推定されたアミノ酸配列と既知のデ

ータベース上の相同配列検索を行っ

たところ、L鎖、H鎖のそれぞれが極

めて類似した IgG 分子が同定された。

4E12b 抗体 L 鎖と最も高い相同性が

見出された抗体は 4WEB で本来は C

型肝ウイルスの外被糖タンパクを認

識する抗体である。4E12b抗体 L鎖と

4WEB 抗体 L 鎖のアミノ酸配列の置

換は 6か所存在するがほとんどが類似

アミノ酸への置換であり、これらの部

位のアミノ酸置換抗体を作製し、エピ

トープ配列への結合特性を調べるこ

とで、人工抗体のデザインが可能か否

かを検討した。ほとんどの置換は特異

性に大きな変化を与えなかったが、

F122Y は抗原性を変更させる結果を

得た。その他、4E12b抗体のH鎖、L

鎖の超可変領域のアミノ酸を変更し

た多くの変異体を作製し、4E12b抗体

の特異性に影響を与える部位の検索

を実施した。 

上述のように、4E12b抗体の L鎖に

関しては極めて類似した抗体が複数

見いだされた。しかも、これらの抗体

は全く異なる抗原認識の抗体であっ

た。これらの抗体については、当然の

ことながら、H鎖には全く相同性が見

られなかった。一方、H鎖の相同配列

検索では、可変領域に数残基からなる

ペプチドの挿入変異という結果が得

られた。これらの抗体ではH鎖が抗原

結合特異性を支配しているなど、いく

つかの解釈が可能であるが、この結果

は、抗体分子のアミノ酸配列を変更し

て新たな抗原決定基を有する組換え

抗体をデザインしようとする立場か

らは、極めて魅力的な枠組みを入手し

たこととなる。 

 4E12b抗体の解析に加えて、ラット

抗 GFP モノクロン抗体についても同

様のエピトープ解析を行い、短鎖ペプ

チド・エピトープを同定した。BLAST

検索の結果、4E12b抗体と同様に多く

の生物種の様々なタンパク質を認識

する可能性が示された。詳細な抗原決

定基解析が終了し、分子クローニング

が完成した抗体は、8D2 および 7B9

抗ヒトDNAトポイソメラーゼ II抗体

に加えて、合計 5種類となった。 

 これらの抗体のいくつかについて

は、異種タンパク質に内在する同じ抗

原決定基にも反応することを明らか



にした。これは、生物が無限に存在し

うる外来抗原に対して有限な抗体特

異性レパートリーで対応しうること

を意味し、抗原決定基データベースを

構築する価値を示すことが出来たと

考える。今後、多様なモノクローナル

抗体の cDNA を分子クローニングし、

抗原決定基情報と併せてデータベー

ス化すれば、将来的に抗体の超可変領

域のアミノ酸配列を参照し結合特異

性の異なる人工抗体を自由に設計す

ることが可能となる。 
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