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研究成果の概要（和文）：　申請者は、抗体遺伝子の変異能力を有するニワトリB細胞株DT40を利用して動物細
胞ディスプレー技術を構築した。本研究では、抗原結合による生存シグナルの惹起と抗体遺伝子変異の誘導にお
けるSRSF1の機能の一端を明らかにし、スプライシング因子の発現操作により、外来からDT40細胞に導入した抗
体遺伝子、非抗体遺伝子への変異導入効率を向上させるのに有効であることを見いだした。一方、変異導入効率
に有効な導入遺伝子の最適化法も見いだした。

研究成果の概要（英文）：We have been developing an animal cell-displaying technology using the 
hypermutating B cell line DT40.  In this study, we elucidated a function of a splicing factor, 
SRSF1, which we have previously found that is essential for hypermutation of the immunoglobulin 
gene, and developed a method to increase hypermutation efficiency by manipulation of SRSF1 
expression. 

研究分野： 細胞工学、抗体工学

キーワード： 抗体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
標的に特異的に結合する抗体は、抗体医薬と呼ばれる副作用の低い次世代の分子標的治療薬として活用されてき
ている。抗体医薬開発での問題の一つに抗体ライブラリーの多様性の不足が考えられ、本研究は有用な活性を有
する変異抗体を含む質の高い抗体ライブラリーの効率的作製に寄与しうる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 標的に特異的に結合する抗体は、抗体医薬と呼ばれる副作用の低い次世代の分子標的治療薬
として活用されてきている。しかし、医薬として有効な抗体作製に成功している標的は限られ
ており、抗体作製が困難な標的があることが問題となっている。この問題の原因の一つとして、
従来技術で生成される抗体ライブラリーの多様性の不足が考えられる。さらに、有用抗体取得
の効率化のために、取得抗体に変異導入して効率的に親和性を向上させる親和性成熟の技術が
非常に求められている。これらの問題を解決するために、ファージディスプレー法などの in 
vitro 抗体作製技術が用いられている。この技術では、抗原を固定した磁気ビーズを用いて変異
抗体ライブラリーから抗原特異的抗体を提示するファージ粒子を単離する。しかし、ライブラ
リー作製時に導入するランダム変異の大部分は標的抗体タンパク質を失活させること、抗体ラ
イブラリーに多く含まれる低親和性抗体や非特異的抗体による擬陽性が多いことが問題となっ
ている。したがって、有用な活性を有する変異抗体を含む質の高い抗体ライブラリーの作製と、
膨大なライブラリー中からの有用抗体の効率的単離は抗体作製において非常に大きな課題であ
る。 
 
２．研究の目的 
 標的に特異的に結合する抗体は、近年、医薬への利用が進んでいる。申請者は、抗体遺伝子
の変異能力を有するニワトリB細胞株DT40を利用して動物細胞ディスプレー技術を構築した。
その過程で、スプライシング因子 SRSF1 の操作により抗原と結合した特異的抗体産生細胞の
みを生存により選別可能であり、しかもこの因子が抗体遺伝子変異にも関与することを発見し
た。本研究では、抗原結合による生存シグナルの惹起と抗体遺伝子変異の誘導における SRSF1
の機能を解明し、抗体ライブラリー作製と目的抗体産生細胞の選択を高度に効率化するための
基盤研究を行う。抗体遺伝子への変異導入、構造的に安定な変異抗体を発現する細胞の濃縮、
高親和性抗体産生細胞の選択を高度化し、有用な活性を有した抗体創出の効率化を図る。 
 
３．研究の方法 
 DT40 細胞は、抗体を細胞表面に提示かつ細胞外に分泌し、培養のみで抗体遺伝子に変異を導
入する。また、高頻度の相同組換えによって遺伝子改変が容易である。申請者は、これらの性
質を利用して変異能力を ON/OFF できる細胞株 DT40-SW を樹立し、抗体作製技術を開発した。本
研究では、申請者が発見したスプライシング因子 SRSF1-3 を DT40-SW 細胞において操作し、抗
体ライブラリー形成の高度化および有用抗体の単離の簡便化のための基盤技術を確立する。 
 
４．研究成果 
４．１ スプライシング因子の高発現による変異頻度の増強 
 我々が体細胞高頻度突然変異に必須の因子として発見したスプライシング因子 SRSF1-3 の過
剰発現による変異増強を試みた。SRSF1-3 発現ベクターを導入した安定形質転換体において、
SRSF1-3 の発現が安定に維持されなかったことから、発現カセットを DT40 ゲノムの特定の遺伝
子座に組み込んだ細胞株を作製した。この細胞株では SRSF1-3 の発現は安定に維持され、変異
能力も野生型に比べて増強することに成功した。 
 更なる検討により、変異の標的遺伝子として初期変異導入頻度の低い遺伝子で SRSF1-3 発現
の効果が高い傾向にあった。また、高度に変異を増強するにはあるしきい値以上の SRSF1-3 の
過剰発現が必要であることを示唆する結果が得られた。この結果の一つの可能性として何らか
の競合的な内在因子の可能性が示唆され、SRSF1-3 の作用機序との関連から今後詳細に検討す
る必要がある。 
 SRSF1-3 の機能部位に関する検討により、変異導入に関与する部位を一部同定した他、
SRSF1-3 の AID 機能への関与の検討では、SRSF1-3 が AID の局在に関与することを示唆する結果
も得られた。これらの SRSF1-3 機能を操作することにより効率的な変異増強も可能であると考
えられる。 
 
４．２ 導入遺伝子の最適化による変異頻度の増強 
 変異導入装置の増強は、オフターゲット遺伝子への変異導入により、場合によっては遺伝毒
性につながる可能性がある。したがって、変異導入装置の増強ではなく、変異導入の基質であ
る抗体遺伝子の配列を最適化することを試みた。変異導入装置の基質特異性に沿って改変した
遺伝子断片を、元の抗体遺伝子と置換した DT40 細胞を作製した。この原因を検討するため、
複数の遺伝子に変異導入配列を導入して変異頻度を検討したところ、効果が顕著な遺伝子
と、そうでは無い遺伝子があることが分かった。オリジナルの遺伝子の変異頻度が高い場
合には、変異導入配列の効果が弱くなることから、変異導入装置の細胞内の量といった別
のファクターが律速となっている可能性がある。一方、オリジナルの遺伝子で変異頻度が
低い場合は、変異頻度の上昇効果は顕著であり、そのようなタイプの遺伝子の場合の改善
策として変異導入配列の導入は有効であろう。どのような一次配列上の違いが元々の変異
導入頻度を決定しているのかは今後の課題である。本研究で検討していた SRSF1-3 の過
剰発現による変異増強との共用については効果が確認されたことから、変異導入の効率化
に、SRSF1-3 過剰発現による変異導入装置の活性化と、変異導入装置の基質配列の導入の



両方を使用することが有効であることが示唆された。 
 
４．３ 非典型抗体の発現と変異導入 
 抗体医薬として上市されているモノクローナル抗体 2例を単鎖抗体化して、Fc融合タンパク
として DT40 細胞に発現させることを試みた。ヒト IgG1 Fc を発現する細胞はこれまでに樹立し
ている。一つのモノクローナル抗体は重鎖可変部(VH)と軽鎖可変部(VL)を VH-VL、VL-VH どちら
の順で DT40 細胞に導入しても発現したのに対して、一方の抗体では、VH-VL でのみ検討したと
ころ発現しなかった。詳細のその原因を検討すると、発現しない方ではスプライシングに異常
が見られた。単鎖抗体をコードする人工 DNA の設計段階でのコドンの選択により、ゲノム上の
導入された後、転写後プロセシングに必要な Exon Splicing enhancer の分布が変わったことが
原因とみられる。DT40 細胞に外来抗体遺伝子可変部を導入する際は、可変部のみに変異を限定
するために定常部との間にイントロンが挿入された野生型遺伝子配列を保持していることから、
導入遺伝子上のスプライシング関連シスエレメントについても分析する必要性が明らかになっ
た。また、発現可能であった方の単鎖化抗体については変異導入も可能であることから、本研
究計画で構築してきた変異導入頻度の増強技術を用いてライブラリー構築を効率化し、親和性
成熟も可能であると考えられる。 
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