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研究成果の概要（和文）：　慢性炎症に伴う組織の線維化において重要な役割を果たす脂質メディエーターであるロイ
コトリエンC4(LTC4)に対するモノクローナル抗体の一次構造に基づき、組換え体の自在な作成が可能な抗LTC4単鎖抗体
の酵母での発現に成功した。本単鎖抗体は、大腸菌で発現したものと比較して発現量とLTへの親和性が大幅に上昇し、
元のモノクローナル抗体とともに、マウス肺から調製した線維芽細胞をLTC4あるいはLTD4で刺激した際に起こるコラー
ゲン遺伝子COL1A1とCOL1A2の発現上昇を抑制した。さらに、X線結晶解析結果に基づいて本単鎖抗体の変異体を網羅的
に作成し、LTの結合特異性に関わるアミノ酸の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：Based on the primary structure of heavy and light chains of monoclonal antibody 
against leukotriene C4, a key lipid mediator in chronic inflammation, we prepared a recombinant 
single-chain antibody comprising variable regions of these two chains and expressed it in Pichia 
pastoris. The affinity and recovery of the recombinant antibody was dramatically increased as compared 
with the antibody expressed in E. coli. The anti-LTC4 single-chain antibody as well as the original 
monoclonal antibody suppressed the increase in expression of mRNA for COL1A1 and COL1A2 that was induced 
by stimulation with LTC4 and LTD4 in fibroblasts prepared from the lung of mice. Furthermore, we 
exhaustively prepared mutants of the anti-LTC4 single-chain antibody based on the results of X-ray 
crystallography analysis of the Fab fragment of the original monoclonal antibody, and identified amino 
acids which determined the LT binding specificity.

研究分野： 病態生化学

キーワード： ロイコトリエン　単鎖抗体
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１．研究開始当初の背景 
  ペプチドロイコトリエンは、アラキドン
酸から作られる炎症性脂質メディエーター
であり、分子内にトリペプチドであるグルタ
チオンを持つロイコトリエン C4、ならびにそ
こからグルタミン酸とグリシンが順次はず
れてできるロイコトリエン D4 および E4 から
なる。これらは、リガンド結合特異性の異な
る複数の受容体サブタイプ（CysLT1、CysLT2、
CysLTE など）への結合を介して、気管支平滑
筋の収縮や血管透過性亢進のような急性炎
症だけでなく、慢性炎症に伴う組織の線維化
にも関わることが、これまでの国内外の研究
で明らかにされている。 
  申請者らは、ロイコトリエン C4の放射免
疫測定のために樹立された抗ロイコトリエ
ン C4モノクローナル抗体による、ロイコトリ
エンの特異的認識機構を明らかにすること
を目的として、まず抗ロイコトリエン C4モノ
クローナル抗体の H鎖と L鎖それぞれの全長
cDNA クローニングを行った。さらに、H鎖と
L鎖の可変領域（VHと VL）を 15 個のアミノ酸
からなるリンカーで連結し、定常領域をもた
ない抗ロイコトリエン C4 単鎖抗体として、
COS-7 細胞で発現させた。この単鎖抗体は、
元の抗ロイコトリエン C4 モノクローナル抗
体に匹敵する高いロイコトリエン C4 への結
合親和性と結合特異性を示し、ロイコトリエ
ン D4と 48%、ロイコトリエン E4と 17%の交叉
性を示した以外のアラキドン酸代謝物とは
結合しなかった。 
  一方で申請者らは理化学研究所との共
同研究で、抗ロイコトリエン C4モノクローナ
ル抗体のアポ体ならびに各ロイコトリエン
との結合体について、2.2Å以下の分解能で X
線結晶解析を行い、ロイコトリエン分子内の
グルタチオンを構成するアミノ酸との水素
結合に関わる抗体上のアミノ酸、ならびに脂
肪酸骨格の入り込む抗体上の疎水性ポケッ
トを構成するアミノ酸を特定した。 
  これらの研究成果から申請者は、組換え
体の自在な作成が可能な抗ロイコトリエンC4

単鎖抗体を利用した、慢性炎症に伴う組織の
線維化に対する抗体創薬を着想し、これまで
に抗ロイコトリエン C4 モノクローナル抗体
がロイコトリエンの CysLT1 受容体への結合
を阻害することを、in vitroならびに in vivo
実験系で証明した。 
  これらの研究成果から申請者は、組換え
体の自在な作成が可能な抗ロイコトリエンC4

単鎖抗体を利用した、慢性炎症に伴う組織の
線維化に対する抗体創薬を着想し、これまで
に抗ロイコトリエン C4 モノクローナル抗体
がロイコトリエンの CysLT1 受容体への結合
を阻害することを、in vitroならびに in vivo
実験系で証明した。またこの結果から、ロイ
コトリエン受容体と抗ロイコトリエン C4 モ
ノクローナル抗体との間で、リガンド認識部
位の構造に類似性があるのではないかと考
え、実際にロイコトリエン受容体に対する拮

抗薬の中に、抗ロイコトリエン C4モノクロー
ナル抗体と結合するものを見出した。 
 
２．研究の目的 
  抗ロイコトリエン C4 モノクローナル抗
体によるロイコトリエンの特異的認識機構
を明らかにし、ロイコトリエンが関わる肺線
維症をはじめとする慢性炎症性疾患に対す
る抗体治療薬開発へ展開するための基盤を
提供するとともに、ロイコトリエン受容体に
よるリガンド認識機構の解明につなげるこ
とを目的とした。具体的には、X 線結晶解析
による構造情報に基づいて網羅的に作成し
た、単鎖抗体変異体の解析により、ロイコト
リエンの特異的認識に関わる抗体上のアミ
ノ酸を解明するとともに、ロイコトリエン受
容体へのロイコトリエンの結合を効率的に
阻害する単鎖抗体変異体を作成し、肺線維症
への有効性を証明することを目的として実
施した。 
 
３．研究の方法 
(1) 抗ロイコトリエン抗体のメタノール資
化酵母 Pichia pastorisによる発現 
  抗ロイコトリエン C4 モノクローナル抗
体の H 鎖と L 鎖の可変領域（VHと VL）を 15
個のアミノ酸からなるリンカーで連結し、一
本鎖とした抗ロイコトリエン C4 単鎖抗体の
cDNA のの 5’側に分泌タグをつけ、3’側に
抗体で特異的に標識できるよう8つのアミノ
酸からなる FLAG タグと、Ni-NTA カラムでの
精製を可能にするための 6×His の cDNA をそ
れぞれ付加した。これを Pichia の発現ベク
ターである pPIC9K に組み込み、Pichia に導
入してメタノール存在下で、酵母菌を 20℃で
120 時間振とう培養した。培養液中に分泌さ
れた単鎖抗体は Ni-NTA アガロースを用いて
精製した。 
(2) 単鎖抗体変異体の作成 
  変異導入単鎖抗体の発現プラスミドは
PCR を利用した Higuchi らの方法により作製
し、DNA シーケンシングにより配列を確認し
た。 
(3) 抗体の抗原結合親和性と特異性の酵素
免疫測定法 
  LTC4への結合親和性は、抗 LTC4モノクロ
ーナル抗体を 96-ウェルプレートにコーティ
ングし、そこに精製した野生型単鎖抗体ある
いは変異導入単鎖抗体とアセチルコリンエ
ステラーゼ標識 LTC4抗原（Tracer）を加えて、
コーティングされている抗体と競合させた。
アセチルコリンエステラーゼの基質である
Ellman’s reagent を加え、415 nm の吸光度
（B）を測定した。抗 LTC4 モノクローナル抗
体をコーティングしたプレートに Tracer の
みを加えて反応させたときの 415 nm の吸光
度（B0）を測定してB/B0を求めることにより、
各種単鎖抗体の LTC4 抗原に対する結合親和
性を調べた。また、LT 結合特異性については、
抗 LTC4単鎖抗体を、抗 FLAG 抗体でコーティ



ングした 96-ウェルプレートに結合させ、
Tracer と標準抗原（LTB4、LTC4、LTD4、LTE4）
を加えて競合させた。Ellman’s reagent を
加えて、415 nm の吸光度（B）を測定した。
抗 LTC4 単鎖抗体を結合させたプレートに
Tracer のみを加えて反応させたときの 415 
nm の吸光度（B0）を測定して B/B0を求めるこ
とにより、各種単鎖抗体の各種標準抗原に対
する結合特異性を調べた。 
(4) 抗体によるコラーゲン産生の抑制 
  マウス肺から調製した線維芽細胞を各
濃度の抗体存在下で LTC4 あるいは LTD4 で
刺激し、30 分後に total RNA を回収し、Type
Ⅰコラーゲンの遺伝子である COL1A1 およ
び COL1A2 の mRNA 量を、real time PCR で
測定した。 
 
４．研究成果 
  単鎖抗体発現系として大腸菌を用いた
場合は、短時間で変異体の作製から発現まで
を行うことができるため、変異体の網羅的な
検討には適していたが、発現量が少ないこと、
また元のモノクローナル抗体と比較してLTC4

との結合親和性が大きく低下することが問
題であった。そこで、メタノール資化酵母で
ある Pichia pastorisを用いた発現系を構築
した結果、培養上清 1 L あたり約 3.1 mg の
精製抗 LTC4単鎖抗体が得ることができ、発現
量の上昇を図ることができた。また、この抗
LTC4単鎖抗体は、抗 LTC4モノクローナル抗体
と比較してタンパク重量当たりほぼ同じ結
合活性を示し、抗原結合親和性の上昇も図る
ことができた。結合親和性の上昇の理由とし
て、翻訳後の修飾が考えられたが、単鎖抗体
は PAS 染色で染色されず、糖鎖修飾の可能性
は否定された。このことから、大腸菌の発現
系では糖鎖修飾が行われない以外の何らか
の理由で正しい立体構造が構築されていな
いと考えられた。さらに、単鎖抗体において、
LTC4に最も高い親和性で結合し、LTD4と LTE4
にも部分的に結合したが、LTB4にはほとんど
結合しないという、抗 LTC4モノクローナル抗
体と同様のLTへの結合特異性が確認された。 
  次に、マウス肺線維芽細胞を LTC4あるい
は LTD4 で刺激したときに起こるコラーゲン
産生の上昇が、抗 LTC4モノクローナル抗体あ
るいは抗 LTC4 単鎖抗体によって抑制される
かどうかについて検討した。1 nM の LTC4によ
るmRNAレベルの上昇は、COL1A1は1 nM以上、
COL1A2 は 0.1 nM 以上の抗 LTC4モノクローナ
ル抗体で有意に抑制された。一方 1 nM の LTD4

による COL1A1、COL1A2 の上昇は、いずれも
10 nM 以上の抗 LTC4モノクローナル抗体で有
意に抑制された（p<0.05）。また、1 nM の LTC4

による COL1A1、COL1A2 の mRNA レベルの上昇
は、いずれも 1 nM 以上の抗 LTC4単鎖抗体に
より有意に抑制され、1 nM の LTD4によるこれ
らの遺伝子の発現は、いずれも 100 nM の抗
LTC4単鎖抗体により有意に抑制された（図 1、
図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 マウス肺線維芽細胞における LTC4によ
る COL1A1 遺伝子発現上昇の抗 LTC4単鎖抗体
による抑制（*p<0.05） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 マウス肺線維芽細胞における LTC4によ
る COL1A2 遺伝子発現上昇の抗 LTC4単鎖抗体
による抑制（*p<0.05） 
 
  次に、抗 LTC4モノクローナル抗体の抗原
との結合に関与するアミノ酸を同定するた
め、X 線結晶構造解析の結果に基づき、抗体
の L鎖の可変領域（VL)上のアミノ酸を変異さ
せた変異体を網羅的に作成した。変異型単鎖
抗体の LTC4 に対する結合親和性を酵素免疫
測定法により確認したところ、VL上の 54番目
のチロシン（Y）をトリプトファン（W）に変
異させた変異体 Y54（L）W において、LTE4へ
の親和性が上昇することを見出した。構造モ
デルを用いた解析により、トリプトファン
（W）と LTE4 との間に、新たな水素結合が形
成された可能性が示唆された。さらに、VL上
の 35 番目のアスパラギン（N）をグルタミン
（Q）あるいはチロシン（Y）に置換した変異
体 N35（L）Q、N35（L）Y においても、LTE4

への結合親和性が上昇していることが明ら
かになった。そこで、Y54（L）W に、先に作
成した２つの 35 番目のアスパラギン変異体
のうちの一つを加えたダブルミュータント
N35（L）Q/Y54（L）Wの LT への親和性と結合
特異性を EIA を用いて検討した。このダブル
ミュータント N35（L）Q/Y54（L）W は LTC4

との親和性はあまり変化していなかったが、
LTE4への親和性は、LTD4への親和性を大きく
上回った。このことから、LTE4の分子内で 35
番目のアスパラギン（N）が置き換えられた



グルタミン（Q）が新たに形成する水素結合
は、Y54（L）W において新たに形成された水
素結合とは LTE4 上の異なる原子との間で形
成されていることが示唆された。 
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