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研究成果の概要（和文）：二重特異性抗体Ia1-cAbGFP4と蛍光蛋白質ラベル化体の作製に成功した。
　二種類の発現ベクターを同時にBL21(DE3)株に形質転換し、一晩の前培養後に本培養を開始した。IPTGの誘導で発現
したIa1-IntNは直ちに既に発現しているIntC-cAbGFP4と反応し、目的産物であるIa1-cABGFP4が作り出された。SDSPAGE
上に現れたバンドが目的の物であるかどうかはcAbGFP4のC末端に融合してあるFLAGタグに対する抗体を用いたWestern 
Blottingにて確認した。二重特異性抗体と蛍光蛋白質ラベル化体の活性をフローサイトメトリーにて確認した。

研究成果の概要（英文）：Production of various combinations of bispecific antibodies (bsAbs) is important 
for evaluating the next generation antibody drugs. In spite of its importance, it requires several 
gene-engineering steps. Here, we report an alternative approach for bsAb construction to reduce the gene 
manipulation steps. We used a method to create bsAbs in vivo through protein trans-splicing. For 
proof-of-concept of this method, we show the construction of a bsAb with anti-epidermal growth factor 
receptor variable domain of heavy chain antibody (VHH) and anti-green fluorescent protein (GFP) VHH. We 
successfully constructed the bsAb using this method and the resulting bsAb has the bispecific activity.

研究分野： 蛋白質工学

キーワード： 蛋白質工学　抗体工学　蛋白質トランススプライシング　二重特異性抗体　重鎖抗体
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１．研究開始当初の背景
二重特異性抗体は二種類の抗原認識部位

を一つのタンパク質分子上に持ち、二種類
の抗原を空間的に近接させることが出来る。
例えば癌細胞上の抗原と免疫細胞上の抗原
をそれぞれ認識する抗体から二重特異性抗
体を作製すると、癌細胞特異的に免疫細胞
が集積し、癌の治療薬になるため研究が進
められている（図１）。
中でも、抗体の可変領域のみを用いたタン
デム
最小で機能を持つ分子となる（図１）
れらは遺伝子工学によって二種類の抗体断
片を融合させて作られている。
二重特異性抗体では、たとえ同じ抗原に

対する抗体を用いても、結合する際の配向
性や結合親和力の違いによって、二重特異
性抗体としての
ため、
の抗体で組み合わせを変更して効果を検
討する必要がある
構成を遺伝子工学を用い
ため、
 

２．研究の目的
 本研究では、二種類の抗体を組み合わせ
て二重特異性抗体を作り出す際に、別々の
蛋白質として個別に作製しておき、蛋白質
ライゲーションで結合させる方法を確立
する（図
片と
プリットインテイン）。これによって、様々
な組み合わせの二重特異性抗体を新たに遺
伝子工学を
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性や結合親和力の違いによって、二重特異
性抗体としての効果が異なってくる
ため、同じ抗原を標的としているいくつか
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、時間と手間が大きかった。
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て二重特異性抗体を作り出す際に、別々の
蛋白質として個別に作製しておき、蛋白質
ライゲーションで結合させる方法を確立
する（図 2）。抗体はインテイ
片と C 末端断片に結合させて作り出す（ス
プリットインテイン）。これによって、様々
な組み合わせの二重特異性抗体を新たに遺
伝子工学を行うことなく、混ぜ合わせるだ

図１ 二重特異性抗体：図で
は癌細胞上の蛋白質と免疫細
胞上の蛋白質の両者を認識
し、同時に結合できるために
癌細胞近辺に免疫細胞を誘導
することが出来る。図の二重
特異性抗体はタンデム
例。 
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