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研究成果の概要（和文）：膜蛋白質は医療における重要なターゲットであり、膜蛋白質抗原に対する高特異性・
高親和性抗体を迅速、簡便かつ確実に取得する系の開発が必要とされている。そこで本研究では、動物細胞膜上
に提示させた標的膜蛋白質抗原と結合する特異的抗体を迅速・簡便に選択でき、さらに抗原に対してより高親和
性の抗体を簡便に得るための系を開発した。

研究成果の概要（英文）：Membrane proteins are important targets in medicine. Thus, it is necessary 
to develop a system to obtain antibodies with high specificity and high affinity against membrane 
proteins in rapid, easy, and reliable ways. In this study we developed a system to rapidly and 
easily select specific antibodies against a target membrane protein antigen that is displayed on the
 mammalian cell surface. This system also allowed easy acquisition of antibodies with higher 
affinity against a target antigen.

研究分野：細胞工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、既往の抗膜蛋白質抗体選択法の問題点を克服した上で、抗体の親和性成熟を合理的に達成可能なユ
ニークな系の開発に成功しており、学術的に意義深い。本研究の手法を用いて、種々の病態関連膜蛋白質に対す
る抗体が将来的に取得できれば、抗体医薬品としての臨床応用も含めた大きな社会的波及成果が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

膜蛋白質は医療における重要なターゲットであり、膜蛋白質抗原に対する高特異性・高親和

性抗体を迅速、簡便かつ確実に取得する系の開発が必要とされている。膜蛋白質は一般的に精

製が困難であるため、標的膜蛋白質抗原を発現する動物細胞やバキュロウイルス抗原提示系を

用いて、動物免疫法あるいはファージディスプレイ法などの in vitro選択法により抗体選択する

手法がこれまでに開発されてきた。しかし、動物免疫法では標的ヒト膜蛋白質が動物内在性蛋

白質と相同性が高い場合、充分な免疫原性を持たないことや、in vitro選択法では非特異的抗体

が得られやすいという問題点がある。また、上記いずれの既往の選択系においても、選択の結

果充分な親和性を持つ抗体が得られる保証はないため、得られた抗体を元にしたライブラリー

からさらに高い親和性の抗体を得る必要がある（親和性成熟）。しかし、既往の系では親和性に

閾値を設けて、閾値以上の親和性を有する抗体を選択できるような系はほとんど無く、親和性

成熟を実現するための合理的な戦略は乏しいのが現状である。 

 

２．研究の目的 

 

 そこで本研究では、動物細胞膜上に提示させた標的膜蛋白質抗原と結合する特異的抗体を in 

vitroで迅速・簡便に選択でき、さらに抗原に対してより高親和性の抗体を簡便に得るための技

術開発に挑戦する。 

 

３．研究の方法 

 

（１）増殖シグナル伝達型受容体を用いた抗膜蛋白質抗体親和性成熟系の構築 

標的膜蛋白質抗原と、二量体形成により増殖シグナルを伝達する受容体を連結した抗原‐受容

体融合蛋白質をインターロイキン‐3（IL-3）依存的に増殖する動物細胞株である Ba/F3 細胞に

遺伝子導入して細胞表面に発現させる。この細胞に、小分子リガンド AP20187依存的に二量体

を形成する FKBP（F36V変異体）蛋白質を遺伝子工学的に融合した抗体断片ライブラリーを分

泌発現させる。この時、抗原特異的抗体は、その分泌元の細胞表面の抗原‐受容体融合蛋白質に

優先的に結合するため、小分子リガンド存在下では抗原‐受容体融合蛋白質は二量体化して増殖

シグナルを伝達する。従って、IL-3非存在下かつ小分子リガンド存在下での細胞増殖を指標に

抗原特異的抗体発現細胞を選択できる。このとき、小分子リガンドの濃度を変更することによ

り、二量体化抗体の量を制御できるため、親和性に閾値を設けた抗体選択も可能である。 

 

（２）死シグナル伝達型受容体を用いた抗膜蛋白質抗体親和性成熟系の構築 

抗原‐死誘導型受容体融合蛋白質と、抗原特異的抗体クローンを用いた小分子リガンド依存的

二量体化抗体を細胞に遺伝子導入して共発現させる。得られた細胞に、使った抗体クローンの

抗原親和性に影響する部分の配列をランダム化した抗体ライブラリーを遊離の状態でさらに共

発現させる。この細胞に小分子リガンドを添加して培養すると、抗原‐受容体融合蛋白質が活性

化されて細胞は死滅するが、抗体ライブラリーの中に、元の抗体クローンより親和性の高い抗

体があれば、その抗体は二量体化抗体よりも優先的に抗原に結合するので、抗原‐受容体融合蛋

白質の二量体化を阻害し、細胞死を阻害して生存する。 

 



４．研究成果 

 

（１）増殖シグナル伝達型受容体を用いた抗膜蛋白質抗体親和性成熟系の構築 

標的膜蛋白質抗原として ErbB2、二量体形成により増殖シグナルを伝達する受容体として

IL-6受容体のシグナル伝達サブユニット gp130を用いて抗原側の融合蛋白質を構築した。一方、

二量体化抗体側は、既知の抗 ErbB2 一本鎖抗体クローン ML3-9 と FKBP（F36V変異体）を用

いて融合蛋白質を構築した。構築した融合蛋白質遺伝子をそれぞれ別の抗生物質耐性マーカー

を持つレトロウイルスベクターに組み込み、Ba/F3 細胞に導入した。抗生物質選択後の細胞に

対してウエスタンブロッティングを行った結果、双方の融合蛋白質の発現が確認できた。増殖

アッセイを行った結果、リガンド AP20187 依存的に細胞が増殖することが確認できた。また、

ML3-9（Kd = 1.0 nM）よりも低アフィニティーのクローン C6.5（Kd = 16 nM）を用いて同様に

細胞を作製し、ML3-9-FKBP（F36V変異体）発現細胞 : C6.5-FKBP（F36V変異体）発現細胞＝

1:1, 1:10, 1:100, 1:1000の比率となるように混ぜたのち、AP20187存在下で培養したところ、い

ずれの比率で混ぜた場合でも ML3-9-Fk 発現細胞が濃縮された。以上より、本法では抗体の親

和性成熟に応用可能であることが示唆された。 

 

（２）死シグナル伝達型受容体を用いた抗膜蛋白質抗体親和性成熟系の構築 

増殖シグナル伝達型受容体を用いた系（１）に加えて、増殖とは逆の細胞死シグナルを利用

した競合選択系も開発した。標的膜蛋白質抗原として ErbB2、細胞死シグナルを伝達する受容

体として Fasを用いて抗原側の融合蛋白質を構築した。一方、二量体化抗体側は、既知の抗ErbB2

一本鎖抗体クローン ML3-9 と FKBP（F36V 変異体）を用いて融合蛋白質を構築した。これら

を Ba/F3細胞で発現させた後、ML3-9の抗原結合部位の配列をランダム化した抗体ライブラリ

ーを遊離の状態でさらに共発現させた。これらの細胞に AP20187を添加して培養した結果、生

存した細胞群が得られた。この細胞群から得られた scFvクローンについて、動物細胞発現系で

scFvタンパクを発現・精製し、表面プラズモン共鳴法により抗原親和性を測定した結果、ML3-9

よりも解離が起きにくく高い親和性で結合する scFv クローンが複数得られた。これらの scFv

クローンのエピトープを水素-重水素交換質量分析法により検証した結果、いずれも元クローン

ML3-9のエピトープと同一であることが分かった。以上より、本法では特定のエピトープに結

合する抗体の親和性成熟が可能であることが示された。 
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