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研究成果の概要（和文）：高齢化社会の進行の中で、免疫力の低下した高齢者を対象に多剤耐性緑膿菌による重
症肺炎が増加している。今回、緑膿菌の主要な病原性であるⅢ型分泌システムを阻害できるモノクローナル抗体
m166のハイブリドーマ細胞よりクローニングした抗体遺伝子をテンプレートとして、遺伝子遺伝子組換え抗PcrV
単鎖抗体scFv::m166-HLLを作成した。さらにこの抗体をヒト化する改変を加えて、緑膿菌肺炎の予防・治療薬と
して気管内投与による効果をマウス緑膿菌肺炎モデルで検討した。この研究を通じて、細菌性肺炎に対する吸入
抗体医薬品としての遺伝子組換え単鎖抗体の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Pseudomonas aeruginosa, a gram-negative pathogen, causes life-threatening 
infections.  The Pseudomonal type III secretion system functions as a molecular syringe to deliver 
type III secretory toxins directly into the cytosol of eukaryotic cells, and also acts to inhibit 
innate immune mechanisms, thereby preventing bacterial clearance. Antibodies against PcrV, the cap 
structure in the translocational needle of the type III secretory apparatus of P. aeruginosa, block 
TTS toxin translocation. We investigated the therapeutic use of a recombinant anti-PcrV single-chain
 antibody. We synthesized a recombinant single-chain antibody, in which the heavy (VH) and light 
chain (VL) variable regions of the anti-PcrV monoclonal IgG are joined by a flexible peptide linker.
 The functions of this synthetic antibody were tested, and future potentialityl for clinical use was
 evaluated. Promising preliminary data about inhalational antidy therapy against bacterial pneumonia
  was obtained  in this study.

研究分野：集中治療医学
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１．研究開始当初の背景 

ゲノム医科学や分子細菌学の進歩により、多く
の病原性細菌の病原性メカニズムや薬剤耐性機
構が分子レベルで明らかにされてきた。特に1990
年代半ばより、グラム陰性菌の病原性と関わるメカ
ニズムとして発見されたⅢ型分泌システムは、従来
までに同定されていたⅠ型やⅠ型分泌とは異なり、
特殊な分泌装置を通じてエフェクターと呼ばれるタ
ンパク毒素を直接、細胞質内へ転移させることで
組織傷害を引き起こす。この病原性メカニズムに
対抗するためには、毒素タンパクをワクチンと用い
ることや、毒素タンパクそのものに対する抗体療法
は無効である。一方、かつて我々は緑膿菌性肺炎
における急性肺傷害発生のメカニズムにIII型分泌
やその毒素が深く関わっていることを発見し
(Kurahashi K, Kajikawa O, Sawa T, et al. J Clin 
Invest 104:743, 1999, Sato H, Sawa T, et al. 
EMBO J  22:1, 2003, Pankhaniya RR, Sawa T, et 
al. Crit Care Med 32:2293, 2004)、このIII型分泌
の転移が分泌装置の先端に位置するキャップタン
パクへの特異抗体により阻害できることを発見した
(Sawa T, et al. Nat Med 5:392, 1999)。III型分泌
装置は、細菌側の二重膜上の基底構造、ニードル
状突起構造、標的細胞の原形質膜を越える転移
機構で構成される。ニードル状突起の先端におい
てキャップ状の構造をとるタンパク質は、近年の結
晶化解析の結果（Broz P, et al. Mol Microbiol 
65:1311-20, 2007）、5量体となって細胞膜で転移
孔を形成すると考えられ、ペスト菌では歴史的にV
抗原と呼ばれるワクチン抗原に相当し、III型分泌
毒素の転移に関わっている。緑膿菌では、このキ
ャップタンパクはPcrVと呼ばれ、PcrVに対する特
異抗体は毒素の転移を阻害できることから、我々
が開発したモノクロナール抗PcrV抗体mab166
（Frank DW, Sawa T, et al. Infect Dis 186:64, 
2002）はヒト化（humanized）(Baer M, Sawa T, et al. 
Infect Immun 77:1083, 2008)されて、緑膿菌感染
予防・治療として、米国並びにヨーロッパにて臨床
試験に至っている(François B, et al. Crit Care 
Med 40:2320, 2012; Milla CE, et al. Pediatr 
Pulmonol. 49:605, 2014)。また、近年、我々は非
特異的なγ-グロブリンにもPcrV抗体価に応じた予
防治療効果があることを報告した(Katoh H, Sawa 
T, et al. Crit Care Med 44:e12, 2016; Shimizu M, 
Sawa T, et al. J Infect Chemother 22:240, 2016; 
Kinoshita M, Sawa T, et al. Hum Vaccin 
Immunother  2016 Jul 25:1)。 
 
２．研究の目的 
これら抗 PcrV抗体による III型分泌阻害は、
分泌装置先端への結合による毒素通過阻害作
用と考えられ、抗体 Fc部分を含む抗体分子の定
常領域の存在は必要でなく、Fab部分 (あるいは
F(ab)2)のみで達成できる。Fab抗体は静脈投与
の場合にその短い血中半減期が問題となるが、
この抗 PcrV体は肺内投与により III型分泌毒性
に対する強力な効果を発揮できる(Faure K, Sawa 
T, et al. J Immune Based Ther Vaccines 1:2, 
2003)。そこで今回、従来の抗菌薬とはまったく異
なるメカニズムで緑膿菌性肺炎を治療・予防を達

成できる医薬品開発を目標として、ヒト化遺伝
子組み換え短鎖抗 PcrV抗体
(scFv::m166-HLL)を作成し、緑膿菌性肺炎
の予防・治療を考えた肺内投与（もしくは吸
入）できる抗体医薬品としての開発につなげ
る。 
３．研究の方法 
既存のPcrVモノクローナル抗体m166のハ
イブリドーマ細胞からクローニングした抗体遺
伝子 DNA配列から得られる抗体タンパクのア
ミノ酸配列に対して、合成オリゴ DNAプライマ
ーを設計し、polymerase-chain reaction を用い
て段階的に DNA配列を改変し、単鎖アミノ酸
配列へ改変する(Sawa T, et al. Hum Vac 
Immunother 10:2843, 2014)。改変した scFv
抗体遺伝子は、大腸菌発現ベクター
pBAD/gIII (Thermo Fisher Sci., USA)の発現
クローニングサイトにはめ込む。なお、
pBAD/gIIIベクターでは、gene III signal 
sequence配列を発現タンパクN末端に配置す
ることで、発現されたタンパクが大腸菌の内膜
と外膜の間の periplasmに分泌される。このこと
で、periplasmに存在する DsbA酵素のより、H
鎖及び L鎖の一箇所ずつに存在する S-S結
合が作られて、抗体立体構造ができる。
Periplasmに分泌されたタンパクは浸透圧ショ
ック法により容易に回収が可能となる。また、こ
のベクターはタンパク精製用の 6xHis タグ、並
びに認識用のmycタグを C末端に備えている。
タンパク精製は、固定化金属イオン(Ni+)アフィ
ニティー法で精製を行う。スモール・スケール
でタンパク発現・精製を行い、抗原への結合
親和性を免疫ブロット法や ELISA法（もしくは
表面プラズモン共鳴による生体分子間相互作
用解析システム）にてこれまでに既に得られた
マウスm166 IgG抗体と比較検証しながら、実
験計画を進める。 
 
４．研究成果 
  改変した抗体遺伝子を大腸菌分泌型タンパ
ク発現ベクターである pBAD/gIIIのAraCプロ
モータ及びバクテリオファージ fd gene III 
proteinのリーダーペプチド下流のクローニング
サイトにはめ込んだ。大腸菌株 LMG194を形
質転換させ、L-アラビノースで発現誘導して分
泌型タンパクとして大腸菌の periplasmに分泌
集積させて浸透圧ショックにて溶出させて、C
末端側ヘキサヒスチジンタグを利用して、
IMACカラムにてアフィニティー精製した。精
製した scFv::hu166-HLLについて、抗原への
結合性等を competitive ELISA法でオリジナ
ル抗体m166 との比較により確認した。祖の結
果、生成した探索抗体は、PcrV抗原を認識し
た。今後、in vitroでの細菌に対する毒素分泌
阻害作用や動物での吸入投与等について検
討を加えてゆきたい。 
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