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研究成果の概要（和文）：IGHV1-69由来リウマトイド因子（RF）であるYES8cとTS1，IGHV3－30由来RFである
RF-SJ1について，Fv-claspの形式で小型化し大量調製系を確立した。YES8cについてはFabと同様の結合性を示し
た。一方でRF-TS1のFv-claspはELISAとSPR解析で異なる結合性を示した。H鎖とL鎖の間の親和性が弱いことに起
因する，抗原認識メカニズムである可能性が示唆される。またYES8cについて，L鎖のN末端が抗原認識に関わる
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have established a large-scale preparation system for YES8c, which is a 
rheumatoid factor (RF) derived from IGHV1-69, and RF-SJ1, which is an RF derived from TS1 and 
IGHV3-30, in the Fv-clasp format. YES8c Fv-clasp showed the same binding property as its Fab. On the
 other hand, Fv-clasp of RF-TS1 showed different binding in ELISA and SPR analysis. It is suggested 
that this may be due to the antigen recognition mechanism due to the weak affinity between the H 
chain and the L chain. For YES8c, it was suggested that the N-terminal of the L chain is involved in
 antigen recognition.

研究分野：タンパク質科学，構造生物学，生物物理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ステレオタイプリウマトイド因子（RF）の元になる抗体の生殖系列遺伝子は、ウィルスや細菌毒素の中和抗体と
して頻繁に使われることが分かっており、慢性炎症と密接に関係していると言われている。ステレオタイプRFの
普遍的な分子認識メカニズムを構造学的に明らかにすることで、慢性炎症から発展する種々の血液疾患に適した
治療法の開発などに有益な情報をもたらすことが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
リウマトイド因子（RF）は IgG の Fc 領域に結合する自己抗体である。RF は長年関節リウマチの
診断マーカーとして用いられてきた。一方、RF の免疫化学的特徴に関しては、B 細胞リンパ腫
（クリオグロブリン血症など）において血中に大量に放出された RF を用いて研究されてきた。
慢性炎症性疾患や B細胞リンパ腫において確認される RF は、ある決まった生殖系列遺伝子の組
み合わせが頻出することが知られている。このように頻出する RF はステレオタイプリウマトイ
ド因子と呼ばれ、特に IgG の Fc 領域を認識しやすい特徴を有していると考えられる。これまで
のリウマトイド因子に関する研究では、アミノ酸配列の比較研究がほとんどであり、ほとんどの
RF においては Fcに対する分子認識の構造的な理解は進んでいない。申請者らは最近、マクログ
ロブリン血症と関節リウマチを併発する患者由来のリウマトイド因子 YES8c と IgG1-Fc の複合
体の結晶構造を 2.8Å分解能で決定した（Shiroishi et al., J. Biol. Chem, 2018）。YES8c は
生殖系列 IGHV1-69/IGKV3-20 の組み合わせからなるステレオタイプ RFである。申請者らは立体
構造からステレオタイプ RF の分子認識の特徴を提案した。 
 
 
 
２．研究の目的 
リウマトイド因子(RF)は IgG の Fc 領域に結合する自己抗体である。慢性炎症性疾患や B細胞リ
ンパ腫において確認される RF は、ある決まった生殖系列遺伝子の組み合わせが頻出することが
知られている。このように頻出する RF はステレオタイプリウマトイド因子と呼ばれ、特に IgG
の Fc 領域を認識しやすい特徴を有していると考えられる。 
 申請者らは最近、生殖系列 IGHV1-69/IGKV3-20 の組み合わせからなるステレオタイプ RFであ
る YES8c と IgG1-Fc の複合体の結晶構造を 2.8Å分解能で決定し、立体構造からステレオタイプ
RF の分子認識の特徴を提案した。本研究ではステレオタイプ RF が Fc に対して認識しやすい構
造上の特徴とはどのようなものなのか、そしてそれらはステレオタイプ RF に共通の特徴である
のか、という点を明らかにすることを目的としている。 
 
 
 
３．研究の方法 
 YES8c よりも高親和性であると考えられる IGHV1-69 由来 RF について、Fv-clasp および Fab の
大量調製系を確立する。またステレオタイプ RF を産生する生殖系列として IGHV3-7 由来と
IGHV4-59 由来のものが知られている。これらのステレオタイプ RF も IGHV1-69 と同様に血液疾
患において高頻度で確認される。具体的な実験方法は以下の通りである。 
（１）リウマトイド因子 Fv-clasp および Fab の大量調製 
 YES8c-Fc 複合体の結晶構造解析においては、分解能向上のためには結晶を大きく成長させる
必要があり、かつ 2.8Å分解能が限界であった。そこで各 RF について分解能の向上が期待できる
Fv-clasp（Arimori et al., Structure, 2017，図 3）の調製系も構築して結晶構造解析を行う。
Fv-clasp は Fab と親和性および結合様式がほぼ同じであることが示されている。また本研究で
は RF を効率的に調製するために、大腸菌の分泌発現による RF-Fab の調製系を確立する。 
（２）リウマトイド因子の相互作用解析 
 ELISA および表面プラスモン共鳴（SPR）により RFと IgG-Fc の相互作用を解析する。ELISA に
よる相互作用解析では、Fcをプレートに固定し、そこに His-tag などのタグを有する RF-Fab ま
たは Fv-clasp を結合させ、二次抗体でシグナルを検出する。また Biacore を用いた相互作用解
析では、センサチップに IgG-Fc をアミンカップリングにより固定化し、RF-Fab または RFの Fv-
clasp を流して結合を観察する。 
（３）リウマトイド因子-Fc 複合体の結晶構造解析 
 調製した RF の Fab 断片あるいは Fv-clasp は IgG-Fc と複合体を形成させて、蒸気拡散法にて
結晶化を行う。結晶化は市販のマトリックススクリーニングキットを用いて基本となる結晶化
条件を探索し、さらに条件を最適化することで、構造解析に適した良質な結晶を作製する。得ら
れた結晶は凍結し、放射光施設にて X線回折データの収集を行う。 
 
 
 
４．研究成果 
（１） リウマトイド因子 Fv-clasp の調製 
IGHV1-69 生殖系列遺伝子由来の RFの１つである YES8c について，その結合様式を詳細に調べ
るために Fv-clasp の作製を行った。VL-SARAH および VH-SARAH を大腸菌で封入体として大量発
現し，リフォールディングにより Fv-clasp(v0)の調製を行った。金属イオンアフィニティー



（IMAC）精製およびイオン交換クロマトグラフィーにより，高純度の YES8c Fv-clasp(v0)をミ
リグラムスケールで調製することができた。また大腸菌分泌発現系による YES8c Fv-clasp 発現
系を構築し，こちらもミリグラムオーダーで調製可能であった。リフォールディングで調製した
Fv-clasp の N末端はメチオニンであるが，分泌発現により調製した Fv-clasp の N 末端は本来の
抗体分子と同じ残基である。 
 IGHV1-69生殖系列遺伝子由来のRFの１つであるRF-TS1について，Fv-claspの調製を行った。
VH-SARAH の発現量が低く封入体がほとんど得られなかったが，N 末端付近のコドンを大腸菌に
最適化することで劇的に発現量が向上した。リフォールディングにより RF-TS1 Fv-clasp(v0)を
調製し，IMAC 精製ならびにイオン交換クロマトグラフィー精製により，ミリグラムオーダーで
調製した。また L 鎖と H 鎖の間にジスルフィド結合を導入した RF-TS1 Fv-clasp(v2)について
も，同様にリフォールディングによりミリグラムスケールで調製することができた。 
 IGHV1-69 生殖系列遺伝子由来の RFの１つである M11 について，Fv-clasp の調製を試みたが，
リフォールディング後の分子が不安定であり，現在のところ大量調製には至っていない。IGHV3
−30 由来の RF である RF-SJ1 の Fv-clasp(v0)について，数 mgの精製タンパク質を得ることがで
きた。 
 
（２）リウマトイド因子 Fab の大腸菌分泌発現系による調製 
 申請者らはリウマトイド因子 Fab を，簡便に大量調製するために，大腸菌を用いた分泌発現系
の構築を試みた。YES8c Fab については培地 1Lあたり約 1.5 mg の精製した Fab を調製できた。
また RF-TS1 Fab については，当初は培地 1Lあたり約 0.01 mg 程度の収量であったが，コドン
の最適化などを行うことで発現が向上し，現時点では培地 1Lあたり 0.2 mg の収量を得ている。
RF-TS1 Fab については，コンストラクトの改良などによる発現向上を検討中である。 
 
（３）リウマトイド因子の熱安定性解析，ならびにヒト IgG-Fc に対する相互作用解析 
 調製したリウマトイド因子の Fv-clasp について，蛍光物質 SYPRO Orange を用いた示差走査
蛍光法（DSF）による熱安定性解析を行った。リフォールディングにより調製した YES8c Fv-
clasp(v0)の融解温度（Tm）は約 52℃であった。H鎖と
L 鎖の間にジスルフィド結合を導入した YES8c Fv-
clasp(v2)の Tm は約 70℃であり，大幅に熱安定性が向
上していた。大腸菌分泌発現系により調製した YES8c 
Fv-clasp(v0)の Tm は約 52℃であり，リフォールディン
グにより調製したものと同様の熱安定性であった。一
方でリフォールディングで調製した RF-TS1 Fv-
clasp(v0)については，蛍光値の大きな上昇が 2段階で
見られ，約 40℃と約 58℃の 2 つの Tm を示した。ジス
ルフィド結合を導入した RF-TS1 Fv-clasp(v2)の変化
は 1段階であり，Tm は約 60℃であった。大腸菌の分泌
発現系により調製した YES8c Fab の Tm は約 77℃であ
った。 RF-TS1 Fab においては 2 段階の変化が確認さ
れ，Tmは 63℃と 74℃であった。 
 ヒト IgG としてリツキシマブを用いて，各リウマトイド因子との相互作用解析を，ELISA およ
び表面プラスモン共鳴法（SPR 法）を用いて行った。SPR 法には Biacore T100 (Cytiva 社)を用
いた。YES8c Fv-clasp(v0)については，ELISA の結果，リフォールディングで調製した分子より
も分泌発現系で調製した分子のほうが高い親和性が示された。SPR 法により解離定数を比較した
ところ，分泌発現により調製した分子のほうが 3倍程度高い親和性を示した。一方，RF-TS1 Fv-
clasp(v0)は，YES8cよりも高い結
合性が ELISA により確認された
が，SPR 法では Kd を算出できな
いほど低い親和性であった。また
RF-TS1 Fv-clasp(v2)は RF-TS1 
Fv-clasp(v0)よりも，ELISA と
SPR ともに，ヒト IgG-Fc に対す
る親和性は低かった。大腸菌分泌
発現系で調製した YES8c Fab は，
カイコ-バキュロウィルス発現系
により調製した YES8c よりも若
干高い親和性を示した。 
 
（４）リウマトイド因子の結晶化 

YES8c Fv-claspのDSFによる安定性評価

Biacore T100によるYES8c Fv-clasp(v0)とヒトIgGの相互作用解析



 リウマトイド因子の抗原となるヒト IgG-Fc は，リツキシマブをパパインで消化し，Protein A
レジン精製，およびその後のゲルろ過精製により調製を行った。RF-TS1 Fv-clasp(v0)および RF-
TS1 Fv-clasp(v2)は，TEV プロテアーゼを用いて His-tag を切断し，リバース IMAC およびイオ
ン交換クロマトグラフィーで精製を行った。RF-TS1 Fv-clasp(v0)と Fc を混合し，結晶化スクリ
ーニングを行ったところ，数条件にて結晶が見られた。結晶化条件を最適化したところ結晶が生
成したが，大きく成長した結晶を SDS-PAGE による分析を行ったところ Fc のみの結晶であるこ
とがわかった。また RF-TS1 
Fv-clasp(v2)単独での結晶化
を試みたところ，スクリーニ
ングキットにて多数の条件で
結晶が得られた。そのうち数
条件について最適化を行い，
X 線解析に資する厚みをもつ
結晶を得た。これらの結晶を
用いて，Photon Factory（つ
くば）にて放射光を用いた X線回折実験を行った。最大分解能は７Å程度であった。 
 
 
 
 

RF-TS1 Fv-clasp(v2)単独の結晶とX線回折像

7.5Å
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