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研究成果の概要（和文）：本研究は、ヒト抗体ライブラリー技術に、次世代シークエンサーを使った網羅的配列解析技
術（NGS法）を組み合わせることによる、より短期間で確実な特異的抗体の単離システムの構築を目的とした。成果と
して、肝ガン細胞、並びに食道がん細胞を標的としたルテラン並びに抗原Aの組み換え型タンパク質に対する抗体の単
離をNGS法によって行い、特異的な複数の結合クローンの単離に成功した。この結果は、NGS法が通常のクローニング/
結合スクリーニングに比べ、多数の結合クローンの同定において有用であることを示している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to establish the short-term and reliable system for 
isolating anti-cancer antibodies (single chain Fv antibodies) from antibody phage library, especially by 
combining the biopanning and the comprehensive sequence analysis on next generation sequencer (NGS 
method). As a result, we successfully isolated several clones of lutheran and antigen A-specific 
antibodies which targeted hepatic and Esophageal cancers, respectively. These results indicate that NGS 
method is more useful in isolation of multiple antigen-specific antibodies, as compared with the 
conventional biopanning method comprising of biopanning and cloning/binding screening processes.

研究分野： タンパク質工学、免疫学
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１．研究開始当初の背景 
自己免疫疾患やガンを中心に、副作用の少

ない分子標的医薬として、抗体医薬が臨床で
も急速に使用されるようになっており、現在
でも様々な疾患に対する抗体医薬が世界中
で開発されている。この抗体医薬の開発に、
大きく貢献しているのが、ファージディスプ
レイによる抗体ライブラリーであり、現在承
認されている抗体医薬のいくつかはこの手
法で開発されたものである。我々も、抗体医
薬のシーズとなる抗体探索に向け、ヒト単鎖
Fv 抗体ファージライブラリーを構築し、その
中からバイオパンニングと呼ばれる抗体の
単離手法によって、疾患に関連する分子に対
するヒト抗体の設計研究を行ってきた。 
 ATL（ヒト成人白血病）は、多くは授乳を
通じた HTLV-1 ウイルスの感染によって、
40-50 年の潜伏期間を経て発症する T リンパ
球ガンであり、発症率は 4-5％と高くないも
のの、一旦発症すると極めて予後が悪く、死
亡率の高い疾患である。近年、抗 CCR4 抗体
が、ATL の抗体医薬として日本にて承認され
たが、それでも、有効率は 70％に留まってい
る。このことは、新しいガン分子マーカーの
発見とともに、分子マーカー標的とする抗体
医薬の開発が必要とされている。 
一 方 、 原 発 性 肝 ガ ン (hepatocellular 

carcinoma; HCC)は、その原因の多くが、C
型肝炎ウイルス（HCV）、あるいは B 型肝炎
ウイルス（HBV）による感染から、慢性肝炎、
肝硬変を経て進行する疾患であり、日本国内
はもとより、肝炎ウイルスの高い感染率をも
つ中国、東南アジアでは、治療、発症予防法
の開発が急務とされている。肝ガンに対する
抗体は、Heparin sulfate proteoglycan ファ
ミリーに属する膜蛋白であるグリピカン 3に
対する抗体（抗グリピカン 3 抗体）が、抗体
医薬として臨床段階にあり、また診断薬とし
ても開発途中である。しかし、このグリピカ
ン 3 も、肝ガンの 70％に発現しているものの、
すべての肝ガンには対応できず、新たなマー
カーの探索とともに、それを標的とした抗体
医薬の開発が求められている。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、ヒト抗体ファージライブ
ラリー技術に、次世代シークエンサー（NGS）
による網羅的抗体配列解析手法を導入した
画期的な抗体創製システムを構築し、ATL や
肝ガン等の新規ガン分子マーカーの探索と
同時にヒト抗体医薬候補の創製を達成する
ことである。このような手法の確立によって、
従来、抗体の取得が困難であったガン細胞表
面の希少な膜タンパク質に対する抗体の単
離も容易になり、ヒト抗体医薬の開発を大き
く推進・加速することができる。 
 
３．研究の方法 
癌患者・健常者由来抗体ファージライブラリ
ーの構築 肝癌患者 6人、食道癌患者 6人ま

たは健常者 20 人プールのリンパ球をもとに
total RNA を抽出し、逆転写反応を用いて
cDNA を 合 成 し た 。 IMGT(http://www. 
imgt.org)データベースを参考に設計したプ
ライマーを用いて、抗原認識ドメイン VH と
VL 遺伝子を PCR により増幅し、リンカーDNA
によって連結することで単鎖 Fv 遺伝子を作
製した。この単鎖 Fv をファージミドベクタ
ー（pKSTV）に挿入し、TG-1(Lucigen)にエレ
クトロポーレーターにより形質転換後、
M13KO7 ヘルパーファージ感染によって、単鎖
Fv 抗体ファージライブラリーを構築した。 
バイオパンニングと特異的抗体の単離 96
ウェルマルチプレート(Maxisorp,Nunc)のウ
ェルに 200uL の Lutheran-His もしくは、
ANTIGEN A‐His（2.5ug/mL）/PBS を 4℃、O.N.
で固定化し、0.5％BSA にて 2h、ブロッキン
グを行った。3回洗浄後、200uLの0.5%BSA/PBS
中に分散した 1×1011cfu のファージを加え、
2.5h、室温で反応させた。洗浄後、300uL の
Glycine-HCl(pH2.0)で結合ファージを溶出
し、24.5 µL の Tris-HCl(pH 9.1)で中和後、
E.coli TG-1 に感染、2TYAG プレート上で、
30 ℃、O.N.で培養した。プレートから回収
した大腸菌を 2TYAG 培地で培養後、ヘルパー
ファージを MOI=5 で加え 37 ℃、30min 静置
で感染させた。1000×g、10 min で遠心分離
後、2TYAK でペレットを分散させ、37 ℃、O.N. 
で培養した。遠心分離後の上清に 0.2 容量の
PEG 6000 溶液と混合し、沈殿したファージを
回収し、次のラウンドに用いた。 
 バイオパンニングによる特異的抗体の濃
縮は、ELISA により確認した。各バイオパン
ニング後に回収したファージ溶液を用いて、
ルテラン、ANTIGEN A に対する ELISA スクリ
ーニングにより結合活性を評価した。 
NGS による網羅的配列解析と特異的 scFv の
再構築 各ラウンドのバイオパンニングの
ファージ溶液からファージミドDNAを精製し、
これを鋳型に単鎖 Fv（VH-(GGGGS)3-VL－
His6）の VH の上流プライマー並びにリンカ
ー部プライマーを用いてVH遺伝子を増幅後、
Index 配列を含む P5、P7 配列を PVR によって
付加し、NGS 用のサンプルを調製した。解析
は 次 世 代 DNA シ ー ク エ ン サ ー Miseq
（illumina）上で、MiSeq Reagent Kits v3
を用いて行った。NGS データは、USEARCH 8.0
を ベ ー ス に 作 成 し た SOPRA （ Sequence 
ordering program ranked by amplification 
factor）プログラム上で解析され、各ラウン
ドでの各 VH 配列の存在率（frequency, %）
並びにパンニング前後での存在率の変化量
（増幅率、folds）を計算した。 
 scFv の再構築は、候補抗体の VH 配列の
CDR3 領域をもとに設計したプライマーを用
いて、VH から VH-CDR3 並びに VH-CDR3 から
VL 末端までの２つの PCR 生成物を増幅後、
Over extension PCR を行うことにより、連結
し、単鎖 Fv 抗体遺伝子を得た。これをファ
ージミドベクターに挿入後、定法に従いファ



ージ形成を行った。 
特異抗体の特性解析 特異的な可溶性 scFv
は、大腸菌 HB2151 でのペリプラズム発現、
あるいは Brevibacillus brevis の細胞外分
泌発現により調製した。発現した scFv は、
培養上清もしくはペリプラズム画分から、
His trap excel(GE healthcare)カラムとイ
オン交換クロマトグラフィ－により精製さ
れた。また、scFv-Fc の産生は、哺乳動物細
胞 HEK293 stl での発現系を用いて行い、細
胞上清からプロテインAカラムを用いて精製
された。このようにして調製された scFv-Fc
は、ELISA、フローサイトメトリー、Biacore 
T200 system (GE Healthcare)にて、特性解
析に供された。 
 
４．研究成果 
ATL を標的とした抗S1T細胞抗体 健常人由
来の抗体ライブラリーを用い、フローサイト
メーターを用いた ATL由来の S1T細胞に対す
るバイオパンイングを行ったが、明確な濃縮
が見られなかったため、本研究では、その後
の研究は進めることができなかった。 
食道ガンを標的とした抗 Antigen A 抗体 食
道癌患者由来ライブラリー（OK ライブラリ
ー）で 7ラウンド、健常者由来ライブラリー
（SB ライブラリー）で 10 ラウンドのバイオ
パンニングを行い、ELISA を行ったところ、
どちらのライブラリーでも ANTIGEN A 特異的
なファージの濃縮がみられた（図 1）。これら
の濃縮されたファージのクローニングを行
い、結合スクリーニングを行ったところ、OK
ならびに SB ライブラリーから、それぞれ１
クローンずつ（クローン名：OK２、SB18）の
Antigen A 特異的抗体が得られたが、より多
くの特異的な抗体の特定のため、以下、NGS
法による特異的抗体の特定を試みた。 
 

図１ 抗原 Aに対するパイオパンニングによ
る特異的抗体の濃縮 
 
バイオパンニング後のファージプールの

VH配列のNGS解析から、図２に示したように、
増幅率の高い配列は、複数のクラスターを形
成することが分かった。OKライブラリーから

は、ほぼ１つのクラスターで、これは先は単
離されたOK2の配列と同等であったことから、
これ以上の解析は行わなかった。一方、SB ラ
イブラリーからは、すでに単離されている
SB18 系統の配列以外に、No. 2,3,6 の候補配
列が見られたため、この VH 配列の CDR3 配列
由来のプライマーをもとに、全長の scFv 遺
伝子を PCR によって調製し、scFv 抗体ファー
ジを再構築し、その結合活性を評価した。 

 
図２ SB ライブラリーからの 0－7/8 ラウン
ドの比較での増幅率上位 50 位のクローンの
系統樹系解析（上段）と OK ライブラリーか
らの 0－6/7 ラウンドの比較での増幅率上位
50 位のクローンの系統樹系解析（下段） 
 

図３ NGS解析による候補VH配列（No.2,3,6）
をもとに再構築された単鎖 Fv 抗体ファージ
の結合活性 
 

 図３に示したように、NGS 解析による候補
VH 配列（No.2,3,6）由来の単鎖 Fv 抗体は、
複数の結合ファージが得られた。得られたク
ローンを、大腸菌で発現後、BIAcore による
親和性解析を行ったところ、Kd 値で、200nM
から 6µMの親和性を示すことが分かった。親
和性としては弱いものの標的に結合する抗
体を複数種単離できるという点においては、
NGS 解析による単離方法は、明らかに通常の
方法に比べ、優位である。 
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肝ガンを標的とした抗ルテラン抗体  
 同様な手法を用いて、肝ガンのマーカーで
あるルテランに対する得意抗体の同定を試
みた。図４に示したように、肝ガン患者由来
のファージライブラリからルテランに対す
る特異的な抗体の濃縮が見られたため、濃縮
されたファージ中の VH 配列の網羅的配列解
析を行った。 

図４ ルテランに対するパイオパンニング
による特異的抗体の濃縮 
 
 0 と 3 ラウンドの比較において、増幅率に
おいて上位の VH 配列の系統樹解析の結果を
図５に示した。 

図５ 肝がん患者由来ライブラリーからの 0
－3ラウンドの比較での増幅率の高い上位50
位のクローンの系統樹系解析 
 
 増幅率上位の配列は、３つのクラスターに
分かれており、これらの３種の VH を持つ抗
体がルテランに対する特異性を有すると考
えられた。そこで、単鎖 Fv 遺伝子を再構築
し、抗体ファージの結合活性を評価したとこ
と、図６に示したように、いずれのクローン
とも、ルテランに対する結合活性を示した。
さらに、これらのクローンの scFv-Fc 融合タ
ンパク質は、ルテラン過剰発現細胞に対する
FACS での結合活性が確認された。 

 
図６ 肝がん患者由来のライブラリーから

バイオパンニングとNGS法によって特定され
た抗ルテラン抗体ファージの結合活性 
 
以上の結果は、NGS 法により同定された抗

体の候補クローンは、いずれも機能性を有す
ることを示しており、本手法が抗体ライブラ
リーからの迅速かつ効率的な抗体同定法で
あることを示している。 
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