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研究成果の概要（和文）：脳疾患治療における重要課題は、薬剤が脳内に移行し難いことである。これは、毛細血管か
ら脳実質への物質移動が、血液脳関門（BBB）によって厳しく制限されていることによる。本研究では、数nmサイズの
ナノ抗体を用いてBBBの突破を試みた。主に1)ヒト型ナノ抗体ライブラリーの作製と合成、2)微量分析系の確立、3)in 
vitro BBB透過性試験を行い、BBBの透過率は分子サイズに従い、ナノ抗体単量体(25 kDa)、ナノ抗体二量体(50 kDa)、
完全抗体(150 kDa)の順であることが判明した。これにより、25 kDa程度のナノ抗体に脳治療の機能を持たせれば、脳
疾患の治療が可能であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Ａn important subject in brain disease therapy is in the difficulty of transfer 
of drugs into the brain. The migration of drugs into the brain is limited by (blood-brain barrier : BBB) 
to keep the nerve cells in the brain being safe. In this study, I have conducted to develop the nano-body 
(being several nanometer in size) to pass through the BBB and deliver the drugs into brain.
As shown in the following, 1) the human form nano antibody synthesis, 2) Construction of establishment, 
3) permeability test of nano antibodies and complete antibody of using the BBB permeability test kit, 
etc. were carried out. As the results, monomeric nano-body, dimeric nano-body, and a whole antibody, 
whose molecular size is, 25kDa, 50kDa, and 150kDa, respectively, showed a small passage through the BBB. 
The passage efficient through BBB was in the order of the molecular size, 25kDa > 50kDa >150kDa. As the 
conclusion, nano-size-antibody was effective as a drug to pass the BBB and enter into brain.

研究分野： 抗体工学

キーワード： ナノ抗体　血液脳関門　BBB
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１．研究開始当初の背景 
(1) 脳疾患治療において困難を極めている課
題は、投与した薬が脳内に移行しないことで
ある。脳では血流によって運ばれてきた栄養
分以外の通過は厳しく制限され、脳内には簡
単には移行しないシステム（血管脳関門
(BBB):Blood Brain Barrier）を作って、脳神経
細胞を大切に守っている。このために脳腫瘍
の患者に対する抗がん剤が脳に届かない、あ
るいは、アルツハイマー病の原因物質である
アミロイドを溶かす薬を脳内に送ることが
出来ない、脳内で増殖する狂犬病ウィルスは
治療出来ない（発症すると 100%死亡する）
など、脳疾患治療において「送達」に対する
課題を解決する必要があった。 
 
(2) 分子量数百 Da 以下の小分子のみが BBB
を突破出来ると言われてきたが、10〜20 nm
の疎水性分子であれば通過可能とも言われ
始めた。実際、分子量 5.8 kDaのインシュリ
ンでも、脳血管内皮細胞に存在するインシュ
リンレセプターを介して脳内に移行するこ
とが明らかになっている。これは、分子が疎
水性であって、血管内皮細胞にレセプターが
存在すれば、タンパク質の様な高分子であっ
ても脳内移行は可能であることを示してい
る。研究代表者は、抗体軽鎖がサイズや疎水
性において、上記の条件に合致する性質を有
することを確認している。また、一部の抗体
軽鎖は細胞膜を通過して、核膜まで入り込ん
でアポトーシスを惹起することが明らかに
なっており、抗体軽鎖のようなナノ抗体が
BBB を突破する新分子となる可能性は大き
いと考えた。 
 
２．研究の目的 
	 Fig.1 に脳内の BBB の構造、Fig.2 に BBB
の構造を模式化して示した。脳内の毛細血管
は内皮細胞同士が tight junctionにより強く結

合し、さらにその周辺をアストロサイト（星
状膠細胞）が覆っている。Tight junctionはオ
クルディン、チグリンなどのタンパク質から
出来ており、繊維性で強固に隣の細胞と繋が
っていて、脳に必要な分子（グルコースなど）
以外は通過せず、極めて高い防御システムを
構築している。しかしながら、脳疾患の治療
に於いては、血流に乗せて運んだ薬剤を血管
外へ出す、すなわち BBB を突破させること
が必須であることから、本研究ではナノ抗体
という新しい分子を創出することにより、
BBBの突破に挑戦しようとするものである。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト型ナノ抗体ライブラリーの作製 
	 ヒトの治療への使用が目的であり、ナノ抗
体の抗原としては脳内物質が望ましいこと
から、狂犬病ワクチンを接種し、同ウィルス
に対する抗体価の上昇している健常人由来
の血液を用いた。具体的には、末梢血からリ
ンパ球を含む白血球画分を調整して、酸グア
ニジン法により RNA を抽出し、oligo dT を
primerとする逆転写反応により cDNAを合成
した。 
	 ナノ抗体としては、先に述べた核内へ移行
した抗体軽鎖の報告、ならびに代表者のこれ
までの知見を基に、kappa 型軽鎖、中でも V 
geneが subgroup IIに分類される一群（以降、
Subgroup II遺伝子と称す）を選択的に増幅す
るための primerを設計した。semi-nested PCR
により増幅した subgroup II遺伝子は、TOPO 
vector (Invitrogen)に組み込み、大腸菌 DH5α
（TOYOBO）を用いてライブラリー化した。 
 
(2) ナノ抗体の発現と精製 
	 代表者がマウス型抗体軽鎖を対象として
進めてきた発現実験から、軽鎖はその強い疎
水性のために可溶性画分への発現が困難で
あると考えられた。しかしながら、不溶性画
分を用いると refoldingの善し悪しが、取得し
た軽鎖タンパクの機能へ直接影響してしま
うことから、まずは培地への発現用に開発さ
れた pIg vector での発現、次にペリプラズム
発現用の pET20b(+) vector (Novagen)を使った
発現を試みた。なお、発現用の大腸菌株とし
ては BL21(DE3)pLysS (Promega)を用いた。発
現には 10 µMの IPTGを用い、18˚Cで一晩の
低温・長時間の培養を行なった。 
	 精製方法としては、まず high-throughput化
を目的として数十 mLスケールで培養した大
腸菌体からの精製として、Promega 社の
Maxwell 16 を用いる半自動精製法を試した。
ここでは、精製キットのマニュアルに従い、
濁度（O.D. 600 nm）20 O.D.相当の菌体を 1カー
トリッジにセットして、Niがコーティングさ
れた磁気ビーズを用いる精製を行った。回収
した軽鎖溶液を遠心して磁気ビーズを完全
に取り除いた後で、0.15 M NaCl, 20 mM 
Trin-HCl buffer に交換して限外濾過濃縮
（Amicon ultra, 10,000 k）し、PBSに置換して
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以降の実験に使用した。 
	 高純度・大量精製方法としては、1 L スケ
ールで培養した大腸菌体を回収し、超音波破
砕して可溶性画分を調整して Ni-NTAカラム
クロマトグラフィーに供した。imidazoleで溶
出した軽鎖画分を回収し、50 mM酢酸ナトリ
ウム緩衝液（pH5.5）に交換して、TSK gel 
SP-5PWカラム（TOSOH）を用いる陽イオン
交換クロマトグラフィーを実施した。NaCl
の gradient で溶出した画分は、SDS-PAGE の
結果に応じて取りまとめ、0.15 M NaCl, 20 
mM Trin-HCl bufferに交換して限外濾過濃縮
（Amicon ultra, 10,000 kDa）を行なった後に
PBSに置換して、以降の実験に用いた。 
 精製方法の改良実験では、Ni(NO3)2, MgCl2・
6H2O, Zn(NO3)2 ・6H2O, CaCl2・2H2O , CuCl2・
2H2O などの金属イオンを精製に用いる緩衝
液に加えて軽鎖タンパクへの取り込みを試
み、陽イオン交換クロマトグラムや
SDS-PAGEに加え、UV-Visスペクトル解析や
二次元電気泳動、サイズ排除クロマトグラフ
ィーを行なって、金属イオンによる影響を調
べた。 
 
(3) がん細胞傷害性試験 
	 ヒト抗体軽鎖によるがん細胞傷害性は
WST assayや MTT assayにより調べた。抗体
軽鎖のがん細胞傷害性には、「複数のがん細
胞株に対して効果を示す」という特徴が認め
られることから、スクリーニングには、主に
肺胞上皮がん細胞の A549 や卵巣がん細胞の
ES-2を用い、効果の認められた軽鎖クローン
についてはヒトグリア芽腫細胞の U87 MG、
アストロサイトーマの U251 MG などの脳腫
瘍細胞株に体する試験も実施した。 
	 軽鎖の処理時間は 48 時間を基準とし、24
時間、または 72時間の試験を組み合わせた。
細胞の播種数は、用いるがん細胞の増殖速度
とインキュベーション時間を考慮して、予備
実験により、試験の期間中に軽鎖未処理の条
件で、がん細胞が順調に増殖可能な数を設定
した。 
 
(4) BBB kitによる透過試験 
	 BBB kit（ファーマコセル）を用いて透過性
実験を行った。まず、BBB kit(細胞付き)を解
凍し、1～3日間 CO2インキュベーター37℃で
培養した。次に、4 日目に電気抵抗を測定し
tight junction が形成されていることが確認で
きたのを確認してから使用した。血管側にナ
ノ抗体や完全抗体を加え、予備実験としては
30 分、1時間、4時間、8時間、24時間のイ
ンキュベーション後に、本実験としては 6時
間ごとに 24時間までインキュベーションし、
血管側と脳側の培養液を回収して、培地中に
含まれるナノ抗体を定量した。	  
	 また、血管側、脳側の培養液中に含まれる
ナノ抗体・完全抗体の定量を目的として、新
たにサンドイッチ型 ELISAを構築した。用い
る抗体の組み合わせやインキュベーション

時間、緩衝液組成などの各種条件の検討を行
った。 
	  
４．研究成果	 
(1)ヒト型ナノ抗体の作製〜特に抗体軽鎖遺伝子
に着目して〜	  
	 H24年度申請書に示したように、まず、ヒ
ト型抗体軽鎖遺伝子に着目して、ライブラリ
ーを作製した。本研究でいうライブラリーと
は、通常、世間的に言う遺伝子ライブラリー
ではなく、タンパク質ライブラリーである点
が特徴である。この目標を達成するために克
服すべき課題が 2点ある。一つは目的にあっ
た遺伝子を効率的にクローニングすること、
二つめは効率的で収量の多い精製方法の確
立である。 
	 前者については、申請者のこれまでの研究
成果を元に、ヒト型抗体遺伝子の中で
subgroup II geneの選択的な取得を行った。次
いで、それをベクターにクローニングし、大
腸菌への形質転換を行って、タンパク質生産
系を構築し、それを発現回収してその生化学
的性質を調べた。結果的に、タンパク質ライ
ブラリーとしてアミノ酸配列まで確定した
ヒト型抗体軽鎖（ナノ抗体）は約 100種類に
のぼるものが作製された。 
	 以下に，当初の計画に対して行った実験結
果について概述する。 
 
① subgroup II geneのクローニング 
 1段階の PCRでは、選択的な subgroup II遺
伝子の取得が困難であったことから、2 段階
PCRによる subgroup II gene選択的な取得を
試みた。この時に設計した primer配列を以下
に示す。 
１段階目の Primer: 
1st-forward 
(5’-agttCCATGGAGCTCCTGGGGCTGCTAAT
G-3’) 下線は NcoI site。 
 1st-reverse 
(5’-ccgtCTCGAGACACTCTCCCCTGTTGAAG
-3’) 下線は XhoI site 
2段階目の Primer: 
2nd-forward 
(5’agttCCATGGATRTTGTGATGACYCAG-3’) 
下線はNcoI site 
2nd-reverse 
(5’-ccgtCTCGAGACACTCTCCCCTGTTGAAG
-3’) 下線は XhoI site 
 PCR反応にはPhusion DNA polymerase使用し、
98˚Cで30秒の熱変性の後、98˚Cで10秒の熱変
性、60˚Cで30秒のアニーリング、72˚Cで30秒
の伸長反応によるサイクルを30回繰り返した。 
	 これらの手法により、ほぼ 100%に近い確
率で subgroup II gene の選択的な取得に成功
した。 
 
②ナノ抗体の大腸菌での発現系の構築 
	 当初は大腸菌可溶性画分への発現が困難
だと予想されたために、pIg vectorによる培地
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画分への発現を試みた。しかしながら、培地
中のナノ抗体タンパク濃度は低く、回収時の
遠心分離に膨大な作業が必要となることか
ら、非効率的であると判断した。pET20b(+) 
vector と大腸菌 BL21(DE3)pLysS の組み合わ
せにより、低温培養することで可溶性画分へ
の発現量が向上し、上記の培地画分よりも効
率的にナノ抗体タンパクが得られた。 
	 精製方法の検討としては、スクリーニング
用ナノ抗体精製の high-throughput化を目的と
して Maxwell 16による半自動精製を試みた。
しかし、精製後の純度・量ともにスクリーニ
ングには不十分であったため、この方法は断
念して、1 L培養に切り替えた。3−(2)項に示
した方法により、数 mg から数十 mg のナノ
抗体タンパクの取得が可能となった。 
 
③ナノ抗体の修飾・改変 
	 先の手法でライブラリー化したヒト型ナ
ノ抗体ライブラリーは、軽鎖全長遺伝子であ
る。C末端に H鎖との S-S結合に預かる Cys
が存在することから、このまま発現・精製す
ると Dimer化が起こる（分子サイズ 50 kDと
なる）。そこで、上記 C 末端の Cys を Ala に
変えた Monomer変異体を作製した。 
	 さらに分子サイズを小型化して分子サイ
ズの影響を調べると同時に、軽鎖タンパクに
共通する性質を把握するために、ヒト kappa
型軽鎖の定常領域のみをクローニングした。
クローニングには pET20b(+)  vectorを用い、
C 末端が Cys の野生型とともに、Ala に置き
換えた monomer変異体を作製した。Monomer
変異体の分子サイズは 15 kDaである。 
	 発現には大腸菌 BL21(DE3)pLysS を用いた。
18˚C での一晩の発現誘導を行った後に菌体
を回収して可溶性画分を調製し、Ni-NTA カ
ラムクロマトグラフィーと陽イオン交換ク
ロマトグラフィ
ーによる精製を
行った。発現・
精製条件を 適
化することで、1 
L の培養液から
高純度の定常領
域タンパク（小
サイズナノ抗
体）を約 50 mg
取得出来た（Fig. 
3参照）。 
 
(2) BBB透過性試験(in vitro) 
	 Fig.2 に示す BBB 透過試験キットを用いる
には血管側および脳側におけるナノ抗体を
測定するシステムを構築する必要がある。こ
のために Fig.4に示すサンドイッチ ELISAの
構築を試み、次に分子サイズの異なるナノ抗
体を用いて透過試験を実施した。 
 
①ELSA測定系の確立 
	 固相化抗体として、ROCKLAND 製と

Thermo 製
の 抗 ヒ ト
IgG F(ab’)2
抗 体 と
BETHYL 製
の抗 6x His
抗体、標識
二次抗体として、ALP で標識された抗ヒト
IgG F(ab’)2ポリクローナル抗体と POD で標
識された同抗体（いずれも Thermo 製）を用
意した。 
	 まずは、固相化抗体と標識二次抗体との間
で交差反応の確認を行ったところ、
ROCKLAND製の抗ヒト IgG F(ab’)2抗体、お
よび BETHYL製の検出用の抗 6x His抗体と
標識二次抗体との間には無視出来ない交差
反応が認められ、今回の反応系には使用出来
ないことが分かった。 
	 次に Thermo製の抗ヒト IgG F(ab’)2抗体を
固定化し、ヒトナノ抗体の標準系列を反応さ
せた後に、前述の酵素標識二次抗体を反応さ
せると、両方の二次抗体でシグモイドの標準
曲線を作製することが出来た。ALP標識抗体
と POD 標識抗体では、後者の方がやや感度
が高かったことから、二次標識抗体は Thermo
製の POD 標識抗ヒト IgG F(ab’)2ポリクロー
ナル抗体を用いることに決めた。 
	 続いてブロッキング剤として 2%ゼラチン
と 0.5% BSAの比較を行い、0.5%BSAを用い
ることに決定し、 終的にはヒトナノ抗体
（あるいはヒト IgG）を 10-8~10-11(M)の範囲で
測定することの出来る ELISA 系を確立した
（Fig. 5）。 

 
②ヒトナノ抗体単量体の AFM分析	  
	 BBB 透過性試
験に先立って、
AFMによりナノ
抗体のサイズを
見積もった。	  
	 ヒト軽鎖 A ク
ロ ー ン の
Monomer 変異体
について実施し
た結果をFig.6に
示す。 
	 Monomer 変異
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体のサイズは 5 x 4 x 20 nmであった。これは、
二量体の半分、完全抗体の数分の 1以下の大
きさである。 
 
③血管側から脳側への透過予備実験 
	 初に A, B, 2種類のナノ抗体 monomer変
異体（分子サイズは 25 kDa）を用いる予備実
験を行い、本実験に用いるナノ抗体の選別と
①で確立した ELISA系の確認を行った。その
結果、ELISAの系については、ナノ抗体を固
相化抗体と反応させる一次反応において、反
応液中に含まれる培地成分が影響すること
が分かった。血管側の定量においては、ナノ
抗体の濃度に比べて確立した ELISA の感度
が高いため、試料を緩衝液で希釈する形で分
析が可能であった。一方、脳側は透過量が少
ないことから培地を用いて標準系列を立て
る形で分析することとした。 
	 ナノ抗体 monomer変異体としては、Aクロ
ーンの透過性が良好であったことから、これ
を用いて以下の検討を行った。 
 
④ナノ抗体 A クローン monomer 変異体
(25kDa)を用いた BBB透過試験 
	 血管側にナノ抗体 A クローン monomer 変
異体を、実験 1として 123 µg/ml、実験 2とし
て 107 µg/ml添加して、6時間ごとに 24時間
まで 4回のサンプリングを行った。ナノ抗体
Aクローンmonomer変異体の脳側への透過量
を Table 1に纏めた。 
 
Table 1	 ナノ抗体 A クローン monomer 変異体の BBB
透過性 
経過時間

(hr) 
実験１ 

(ng) 
実験２ 

(ng) 
平均値

(ng) 
0 3 4 3.5 
6 3 33 18 

12 48 56 52 
24 77 79 78 

 
⑤ナノ抗体 Aの二量体(50 kDa)を用いた BBB
透過試験 
	 血管側のナノ抗体 B二量体を、実験１とし
て 145 µg/ml、実験 2として 118	 µg/ml添加
して、6時間ごとに 24時間まで 4回のサンプ
リングを行った。ナノ抗体 Aクローン二量体
の脳側への透過量を Table 2に纏めた。 
 
Table 2	 ナノ抗体 Aクローン二量体の BBB透過性 
経過時間

(hr) 
実験１ 

(ng) 
実験２ 

(ng) 
平均値

(ng) 
0 0 0 0 
6 7 10 8.5 

12 4 6 5 
24 91 94 92.5 

	 

⑥完全抗体(150 kDa)を用いた BBB透過試験 
	 血管側にヒト完全抗体を、実験１として
158 µg/ml、実験 2 として 147	 µg/ml 添加し
て、6時間ごとに 24時間まで 4回のサンプリ

ングを行った。ヒト完全抗体の脳側への透過
量を Table 3に纏めた。 
 
Table 3	 ヒト完全抗体の BBB透過性 
経過時間

(hr) 
実験１ 

(ng) 
実験２ 

(ng) 
平均値

(ng) 
0 3 4 3.5 
6 19 23 21 

12 36 32 34 
24 129 136 133 

 
 
	 上記の各ナノ抗体や完全抗体の BBB 透過
性を経時的に纏めた（Fig. 7）。分子サイズの
小さい方が、透過性が高いことが判る。即ち、
ナノ抗体 A クローン monomer 変異体（約
25kDa）、ナノ抗体 A クローン二量体（約 50 
kDa）、完全抗体（約 150 kDa）で差が見受け
られ、分子サイズの小さいナノ抗体 Aクロー
ン monomer変異体では 3.0 nmol透過し、透過
率 としては 0.24%、次いでナノ抗体 A クロ
ーン二量体は 1.8 nmol の透過で、透過率 と
しては 0.14%、完全抗体は 0.9 nmol透過して
おり、透過率 としては 0.068%であった。以
上のことより、ナノ抗体 Aクローンは分子数
として完全抗体の約 3～4 倍透過しているこ
とが分かった。ナノ抗体の BBB 透過性は興
味ある結果となり、今後、さらなる研究の進
展が期待される。 
	 なお、ナノ抗体によるがん細胞傷害性試験
については、現在実施中で有り、今後、学会
等で発表して行く計画である。 
 
(3) ナノ抗体精製方法の改良 
	 大腸菌可溶性画分からの精製過程におい
て、適切に金属イオンを取り込ませることで、
ナノ抗体の構造多様性に変化が認められ、特
に野生型の精製において、電荷の揃った二量
体が得られることが明らかとなった。本件に
ついては、クローン毎の比較を含めた詳細な
解析を進めているところであり、成果を学会
や論文で発表していく計画である。 
 
(4) 結論 
	 ナノ抗体 monomer変異体、ナノ抗体二量体、
完全抗体という順序で、その分子サイズ、25 
kDa, 50 kDa, 150 kDaに応じて、サイズの小さ
いものが BBB を通過しやすいことが判明し

Fig. 7	 各ナノ抗体，完全抗体の BBB透過 
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た。従って、将来的には、より透過性の高い
配列を持つナノ抗体を選別し、25 kDa程度の
ナノサイズの抗体に脳治療の機能を持たせ
れば、脳疾患の治療が可能である。 
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