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研究成果の概要（和文）：　本研究では、まずニワトリDT40抗体遺伝子における相同組換え頻度を、従来法と比較して
遥かに簡便にモニタリングする技術を実現した。次に、本技術を利用して二重特異性抗体を創出しうる形で相同組換え
を起こさせることに成功したのに加え、それがTSA（相同組換え頻度を亢進させる薬剤）処理により亢進できることも
確認し、二重特異性抗体用ライブラリ作製のための基礎技術を確立した。本研究では相同組換え活性を適宜制御する技
術開発も行ったが、そのために必要な遺伝子領域の単離及び制御用ベクターの開発を実施した。以上より、研究期間全
体を通し、二重特異性抗体ライブラリを作製する上で必須な要素技術が開発できたと言える。

研究成果の概要（英文）： The system more convenient than the conventional one was developed to monitor 
homologous recombination events at immunoglobulin locus of DT40 cell, a chicken derived cell line. By 
using this system, the technology was successfully developed to induce homologous recombination at 
immunoglobulin locus so that the diversity can be generated suitable for the preparation of bispecific 
antibody libraries. The frequency of this homologous recombination was shown to be enhanced by TSA (a 
drug that accelerate homologous recombination rate) treatment, which suggests that the basic technology 
to prepare library to generate bispecific antibodies was developed.　To develop the technology to switch 
the homologous recombination activities, the related chicken genomic region was cloned and the vector was 
constructed to control the homologous recombination activity. Taken together, the component technologies 
necessary for the development of bispecific antibody libraries were successfully developed.

研究分野：抗体工学
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より簡便に相同組換え頻度測定可能な系を開

発する。 

（２）二重特異性抗体を創出しうる形で抗体

遺伝子を多様化させる技術の開発 

 一般に、1つの B細胞は 1種の抗原を認識

する抗体を産生するよう制御されている。こ

のため野生型 DT40 の抗体遺伝子は、1 種の

抗原を認識する抗体を取得すべく多様化する

のに最適化されている。これを、2 種の抗原

に対する抗体を創出しうるよう遺伝子レベル

で改変する。 

（３）相同組換え活性の制御技術開発 

 前述のように、抗体遺伝子座で起きている

相同組換えは TSA処理により亢進する。２）

で述べた抗体遺伝子の改変を行った後は、

TSAにより多様化を促進するだけでなく、状

況に応じて TSA を添加しても抗体遺伝子が

多様化しないように制御する必要があるため、

その制御技術を開発する。 

（４）二重特異性抗体単離に向けたライブラ

リ作製法及びセレクション方法に関する検討 

 二重特異性抗体を創出するためのライブラ

リ多様化手法や、磁気ビーズセレクション法

の開発に向けた検討を行う。 

 

３. 研究の方法 

（１）相同組換えの簡便なモニタリング法の

開発 

 レポーターを活用し、フレームシフト変異

が修復された際にレポーターが作動するよう

にする。これにより、抗体染色を行わずに相

同組換え頻度のモニタリングが可能となる。 

（２）二重特異性抗体を創出しうる形で抗体

遺伝子を多様化させる技術の開発 

 DT40 はノックイン、ノックアウトといっ

たジーンターゲティングが容易な細胞である。

このことを生かし、DT40 ゲノムの抗体遺伝

子座を、二重特異性抗体を創出しうる形に改

変する。 

（３）相同組換え活性の制御技術開発 

 ニワトリ細胞では、抗体遺伝子座における

相同組換えが起きているのはB細胞に限定さ

れる。すなわち相同組換えを抑えるための機

構も存在する。この機構を、人為的に制御し

うる形で DT40に導入し、相同組換え活性を

自在にコントロールできるようにする。 

（４）二重特異性抗体単離に向けたライブラ

リ作製法及びセレクション方法に関する検討 

 ２）、３）で開発した細胞を用い、TSA に

よる多様化の試験を実施する。また二段階の

磁気ビーズセレクションにより、二重特異性

抗体の取得を試みる。 

 

４. 研究成果 

（１）相同組換えの簡便なモニタリング法の

開発 

 相同組換えによりフレームシフトが修復さ

れることでレポーターが作動することが確認

された。また TSA依存的に相同組換え頻度が

亢進することも確認され、従来の抗体染色に

よる手法よりもはるかに簡便な相同組換えモ

ニタリング法が確立できた。 

（２）二重特異性抗体を創出しうる形で抗体

遺伝子を多様化させる技術の開発 

 抗体遺伝子を改変し、２種の抗原を同時に

認識する抗体を創出しうる形で抗体遺伝子を



多様化させることに成功した。多様化の頻度

は野生型の DT40と遜色がないことが確認さ

れた。 

（３）相同組換え活性の制御技術開発 

 相同組換えを抑制する機構を導入するため

に必要な遺伝子配列のクローニング及び、ノ

ックインベクター作製を完了させた。 

（４）二重特異性抗体単離に向けたライブラ

リ作製法及びセレクション方法に関する検討 

 ２）で得られた株を TSA処理し、二重特異

性抗体を創出しうる形で相同組換えを亢進さ

せることに成功した。これにより、二重特異

性抗体用ライブラリ作製のための基礎的な知

見が得られた。 
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