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研究成果の概要（和文）：外来の異物を排除する獲得免疫系では、抗原に特異的か

つ強固に結合する高親和性抗体への成熟が極めて重要な役割を果たす。今回、

鳥類Ｂ細胞株 DT40 を用いて、成熟型抗体遺伝子が生成される一連の機構を、

培養細胞系で実現した。具体的には、申請者らが独自に開発した抗体遺伝子組

換え活性化系と、特定タンパク質の選択的分解を誘発するオーキシンデグロン

系、体細胞突然変異誘発系の３者を組み合わせ、複合的な新規 in vitro 成熟型

抗体作製系を構築した。その結果、 in vitro で抗原に対してより強固に結合す

る抗体の獲得に成功した。この成果によって、成熟型抗体が生成される詳細な

分子メカニズムが試験管内で実証された。また同時に、本課題で構築したシス

テムが高親和性抗体生体外作製系として優れていることも示された。  

 
研究成果の概要（英文）： In adaptive immune system, somatic hyper mutation in 

hyper-variable regions of antibody loci leads to affinity maturation of antibodies that 

strengthens the antigen binding activities. We previously developed an in vitro-based 
antibody design system using chicken B cell line DT40. This system, referred to as 
“ADLib (Autonomously Diversifying Library) system”, allows very rapid monoclonal 
antibodies production (within a week). In this study, ADLib system is newly equipped 
with the somatic hypermutation process, which is regulated by AID (auxin-inducible 
degron). In other words, affinity maturation is reconstituted in vitro by the use of DT40. 
Using this system, we can improve affinity of antibodies substantially.  
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１．研究開始当初の背景 

 鳥類や家畜の獲得免疫系では、多
様な抗原に対する抗体遺伝子を、遺
伝子変換という「組換え」と、「体細
胞突然変異」によって創出する。ま
た、外来の異物を排除する獲得免疫
系では、抗原に特異的かつ強固に結

合する高親和性抗体への成熟が極め
て重要な役割を果たす。しかし、「組
換え」と、「体細胞突然変異」の連係
による成熟型高親和性抗体の生成メ
カニズムについては実験的に検証さ
れておらず、不明な点が多い。  

 申請者らは、鳥類Ｂ細胞株 DT40 の
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抗体遺伝子組換えを人為的に活性化
して得た多様化 B 細胞集団から特異
抗体産生細胞を選別する「ADLib シ
ステム」を開発した (瀬尾ら , Nature 
Biotech. ,  2005)。  

 一方、 Sale らは相同組換え酵素
XRCC3 の変異株を用いて体細胞突然
変異を誘発し、抗体の親和性向上に
成功した (Sale ら ,  Nature , 2004)。  

 鐘巻らは、オーキシン依存的選択
的タンパク質分解系を用いた任意タ
ンパク質の分解制御系「オーキシン
デグロン」を開発し (鐘巻ら , Nature 
Method ,  2009)、DT40 に適用した。こ
れにより、DT40 中の任意のタンパク
質の消長をオーキシンで制御するこ
とが可能になった。  

 これらの技術の登場により、組換
えと体細胞突然変異の連係の意義を
実験的に検証する実験系の構築が可
能になった。  

 

２．研究の目的 

 鳥類Ｂ細胞株 DT40 を用いて、成熟
型抗体遺伝子が生成される一連の機
構を、培養細胞系で実験的に検証す
る。  

 実験系としては、申請者らが独自
に開発した抗体遺伝子組換え活性化
系と、特定タンパク質の選択的分解
を誘発するオーキシンデグロン系、
体細胞突然変異誘発系の３者を組み
合わせ、複合的な新規 in vitro 実験系
を構築する。  

 この系により、成熟型抗体形成に
おける「組換え」と「突然変異」の
役割を実験的に明らかにする。また、
申請者らが開発したキメラ IgG 抗体
作製系と上記 in vitro 系を組み合わせ、
成熟型高親和性 IgG 抗体の迅速作製
も試みる。  

 

３．研究の方法 

研究は以下のステップにしたがって実行し
た。 

１）オーキシンデグロン系を用いて、
オーキシンの有無で XRCC3の発現量
を厳密に制御することができる DT40

細胞株を構築した。  

２）この細胞株に TSA を処理するこ
とで抗体遺伝子の多様化を促進し、
ADLib システムを実施してモデル抗
原に対する抗体を作製した。  

３）上記で獲得されたモデル抗体産
生細胞について、オーキシン存在下、
TSA 存在下あるいはオーキシン+TSA
存在下などの条件で抗体遺伝子の多

様化を行った。つまり、「組換え」と
「体細胞突然変異」の優位性が異な
ると考えられる条件で多様化を行っ
た。  

４）それぞれの条件で多様化した細
胞集団に蛍光標識したモデル抗原を
反応させ、フローサイトメーターを
用いて抗原とより強固に結合した細
胞の割合を測定した。  

 

４．研究成果 
 内在性 XRCC3を遺伝子ターゲティ
ングにより欠失した DT40 株に、オー
キシンデグロン・タグを連結した
XRCC3、およびイネのオーキシンデ
グロン結合因子 OsTIR1を発現するベ
クターを導入し、安定形質転換体を
複数取得した。  

 形質転換体における XRCC3の発現
とオーキシン添加時の分解を確認し
たのち、抗体遺伝子突然変異頻度を
指標に、タグ付き XRCC3 の機能の有
無を調べ、最も XRCC3 の発現が顕著
で、かつオーキシンデグロンの効果
が明瞭な株を選別した。  

 上記の株を TSA 存在下･非存在下
で一ヶ月培養を行い、ゲノム DNA か
ら PCR により抗体可変領域部位を増
幅し、その DNA 配列を解析し、可変
領域に導入される変異部位のマップ
を行った。  

 その結果、上記細胞株では野生型
細胞と同様に TSA 依存的に抗体遺伝
子の多様化が促進していた。一方、
コントロールとして用いた XRCC3欠
損株では、TSA 依存的に「体細胞突
然変異」の蓄積が増えることが初め
て明らかとなった。  

 これらの結果は、TSA が「組換え」
と「体細胞突然変異」双方のメカニ
ズムを活性化する働きを持つことを
意味している。  

 次に、樹立した XRCC3 制御株を
TSA 存在下で一ヶ月培養を行い、抗
体遺伝子の多様化を促した。  

 その後、モデル抗原のウサギ IgG

に特異的に結合する抗体発現細胞を
ADLib システムで獲得した。  

 獲得したウサギ IgG 抗体産生細胞
をオーキシン存在下、TSA 存在下あ
るいはオーキシン +TSA 存在下の条
件で一ヶ月培養を行った。  

 その後、それぞれの細胞集団を蛍
光標識した rIgG と反応させ、フロー
サイトメーターを用いて抗原とより
強固に結合した細胞の割合を測定し
た。  



 

 

 その結果、オーキシン依存的に結
合が強固になった細胞の割合が増え
ていた。一方で、TSA 存在化では、
結合が強固になった細胞の割合が増
えることはなかった。  

 これらの結果から、成熟型抗体は
「組換え」よりも「体細胞突然変異」
が優位に働くことによって効率よく
形成されることが、 in vitro の実験系
で明らかとなった。  

 また、TSA は「組換え」だけでな
く「体細胞突然変異」の促進にも寄
与することが初めて明らかとなり、
XRCC3の制御と TSA処理を組み合わ
せることによって成熟型抗体を in 
vitro で効率よく作製できる可能性を
示した。  

 

 
(図 1)オーキシン(IAA)添加による XRCC3の分
解と、IAA 除去による XRCC3 の再蓄積を確認
した実験結果。XRCC3 に融合した AID タグを
認識する抗体を用いてウエスタンブロット
を行った。AID-X3#12 株では、IAA を培地に
添加すると、48時間以内に XRCC3が消失する
ことを確認した。また、培地から IAAを除去
すると 48 時間以内に XRCC3 の発現が完全に
回復することを確認した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(図 2)XRCC3 制御による高親和性抗体の獲得
効率をまとめたグラフ。抗ウサギ IgM抗体を
発現している XRCC3 制御株(AID-X3#12)を、
IAA 存在化･非存在下で 63 日間培養した。そ
の後、細胞を PE で標識したウサギ IgG 抗体
および FITC で標識した抗ニワトリ IgM 抗体
と反応させ、フローサイトメーターで各細胞
の蛍光強度を測定した。その後、測定値を元
にウサギ IgGへの結合が特に強い細胞集団の
割合を IgM発現細胞の割合で標準化した。 
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