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研究成果の概要（和文）：ニトロフェニル（NP）に対する抗体の親和性成熟に着目し、その各種抗体の一本鎖Fv
抗体（scFv）を作製して、構造、機能、物性を解析した。成熟型のC6 scFvとNPとのX線結晶構造を解明し、親和
性を強める分子認識の構造基盤を明らかにした。また抗NP抗体の鍵になる重鎖95番のアミノ酸がGlyである一連
のscFvを調製し、その機能物性を解析した結果、成熟型ではgermline型よりも熱安定性が低いものの、NP結合に
より上昇することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Single-chain Fv (scFv) antibodies against nitrophenyl (NP) on the process of
 affinity maturation were generated, and their structural, functional, and physical properties were 
analyzed. The X-ray crystal structure of NP complexed with C6 scFv, affinity-matured type, was 
determined, showing the structural basis of molecular recognition. The change in thermal stability 
was analyzed for the scFvs possessing Gly at residue 95 of heavy chain. The stability of 
germline-type scFv was higher than that of affinity-matured type, which was increased upon NP 
binding.

研究分野： 蛋白質科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内での抗体の親和性成熟の構造基盤を解明し、如何に抗原結合能を高めるかといった抗体医薬分野へも応用
可能な知見を得た。また抗体の抗原結合能と熱安定性がトレードオフ関係にあることを示し、蛋白質科学的な抗
体の理解のみならず、免疫学的な意義、すなわち抗原結合前の不安定化は結合後の安定化で補われるという知見
を得て、今後の蛋白質ラショナルデザイン全般に活かされる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 抗体は様々な抗原を特異的に認識し、結合する。この認識機構は、蛋白質全般の分子認識の理
解に役立ち、蛋白工学的応用にも繋がる。一方で、多くの蛋白質の立体構造が X 線や NMR な
どで明らかにされている今もなお、より結合力の強い高機能化蛋白質の創製など容易ではない。
その困難さの主要因として、蛋白質の「動き」の理解が不十分であることが挙げられる。多くの
蛋白質の立体構造は、最安定または平均的な静的構造であるが、蛋白質は溶液中で揺らいでおり、
この「動き」により、相手分子に応じて大小様々に構造を変化させ、特異的に結合する。例えば
抗体医薬の分野においても、高機能化抗体のラショナルデザインが世界的に求められており、
「動き」の理解は同分野の進展にも大きく貢献する。 
 親和性成熟過程にある抗体の抗原認識機構を研究する上で、これこそ「自然界の蛋白工学」で、
人工的な「蛋白工学」にも応用できる。抗体の親和性成熟とは、抗体可変領域の遺伝子再構成に
加え、体細胞突然変異による可変領域のアミノ酸置換などにより、免疫原に対する結合親和性を
高める現象で、生体内で抗体の創製と選択が繰り返され、最終的には抗原結合親和性の高い抗体
が産生されるものである。本申請者らは、ニトロフェニル（NP）を免疫原とし、産生される抗
体をモノクローナル化して、免疫初期から後期にいたる各種モノクローナル抗体の抗原認識機
構を解析してきた。非常に興味深いことに、免疫初期では重鎖 33 番のアミノ酸が Trp から Leu
に変わることで、結合定数 Ka が 105 M–1から 107 M–1 程度にまで上昇する一方、免疫後期では
重鎖 33 番のアミノ酸は Trp のままで、重鎖 95 番のアミノ酸が Tyr から Gly に変わることで、
Ka が 109 M–1程度にまで上昇することが明らかになった。すなわち、これら２つのアミノ酸が
鍵となり、他のアミノ酸置換もあわせて、NP に対する結合力を高める「蛋白工学」が、マウス
生体内で行われている。本申請者は、これら自然現象をラショナルデザインに応用すべく、抗体
可変部を一本鎖化した single-chain Fv（scFv）を創製し、その構造や機能、物性の解析を始め
た。組換体 scFv では、１）特定部位にアミノ酸置換を施せるだけでなく、２）N 末や C 末への
タグの導入で、scFv の構造や機能を損なうことなく基板表面などに固定化でき、さらに３）低
分子化により NMR 解析が可能となる、など、その利点は大きい。一例として主に２）の利点を
活かし、高輝度放射光を用いた X 線１分子回折実験（DXT）により、抗原結合に伴う scFv の動
きの抑制を検出し、論文発表した。 
抗 NP 抗体の親和性成熟過程で、鍵となる重鎖 33 番と 95 番のアミノ酸の組み合わせ、A; 

Trp33, Tyr95, B; Leu33, Tyr95, C; Trp33, Gly95, D; Leu33, Gly95、の各変異体を作製し、その
抗原結合能と熱安定性を解析した。D グループの抗体は、自然界では見出されなかったタイプで
あり、このようにモノクローナル抗体だけではカバーできない多様な抗体の解析が、本研究では
可能となる。さらに免疫初期の germline 型となる A グループの抗体 N1G9 scFv は、免疫後期 
の親和性成熟型となる C グループの抗体 C6 scFv よりも、熱安定性が 20℃近く高いことを明ら
かにし、論文発表した。 
 
２．研究の目的 
抗体医薬など応用研究を見据えた場合、抗原結合力を高めるとともに、安定性を高めることも

重要課題であり、本研究の主題「抗体の高機能化」における二本柱とした。抗 NP 抗体の 33 番
と 95 番の各アミノ酸の違いに着目すべく、免疫初期に産生される N1G9（A; Trp33, Tyr95）と、
免疫後期に産生される C6（C; Trp33, Gly95）、さらに各 Trp33 を Leu に置換した N1G9_W33L
（B; Leu33, Tyr95）と C6_W33L（D; Leu33, Gly95）の各 scFv を調製し、個々の抗原結合能
と安定性を評価することで、親和性成熟の方向性を理解し、同時に蛋白工学への応用展開を志向
した。また X 線結晶構造としては、N1G9 のみ既知であったことから、C6 scFv と NP との複
合の結晶構造を解明し、親和性成熟の構造基盤の理解を目指した。またこれらの研究を通じて、
親和性成熟が、熱安定性の低下という「トレードオフ」関係にあったことから、その一般化を検
証すべく、C グループの抗体の免疫初期の germline 型、9TG と、C6 よりさらに成熟が進んだ
9’7 や E11 の各 scFv も作製して、これらの抗原結合力と安定性の解明を目指した。さらに C6 
scFv を対象として、抗原結合解離に伴う経時的な動的構造変化を解明すべく、溶液中にケージ
ドプロトンを混在させ、レーザー照射により溶液 pH を瞬時に下げることで、抗原解離を促し
（酸性 pH では抗原 NP の水酸基が phenolic になり、抗 NP 抗体の抗原結合力が大きく低下す
る）、その変化を DXT で解析することを目論んだ。 
 
３．研究の方法 
 大腸菌大量発現系を利用して、各種抗 NP 抗体 scFv を調製した。抗原結合能は、等温滴定熱
量計（ITC）や表面プラズモン共鳴バイオセンサー（SPR）を用いて、熱力学的、及び速度論的
に解析した。安定性は、円二色性分散計（CD）や示差走査熱量計（DSC）を用いて解析した。
各種 scFv と NP との複合体について、結晶化を行い、高輝度放射光施設を利用して X 線結晶構
造解析を行った。DXT は、scFv の N 末端側に付加する His-tag を介して基板上に固定化し、さ
らに金ナノ結晶を付加して、高輝度放射光施設にて白色光を照射、金の回折点を経時的に観測し



た。 
 
４．研究成果 
 C6 scFv 抗体と NP との複合体の結晶化に成功し、高分解能で立体構造を決定した（図１）。
既報の親和性成熟前の抗体N1G9の結晶構造と比較し、抗原結合親和性向上の要因を解明した。
特に成熟の鍵となる抗体重鎖 95 番のアミノ酸残基の役割について、主に同残基に続くループ構
造に与える影響から、初めてその構造基盤を明らかにした。N1G9 と比べて、重鎖 CDR3 ルー
プの構造が大きく異なり、この構造に Gly95 が大きく貢献することを明らかにした。さらに同
構造情報に基づき、重鎖の Arg58 と His102 の役割に着目し、各アミノ酸置換体を調製して、
抗原結合能への影響等を解析している。 

 
図１、C6 scFv と NP との複合体の X 線結晶構造（PDB code; 6K4Z） 

 
着目する重鎖 95 番を C6 と同じく Gly として、他のアミノ酸配列を系統的に変えて親和性成

熟の分子機構を解明すべく、9TG、9T7、9T13 という一連の抗 NP scFv 抗体、さらに C6 から
成熟が進んだ E11 scFv 抗体を創製した。いずれも大腸菌不溶性画分からの可溶化、巻き戻しを
経た調製となるため、機能構造を有する単量体 scFv の取得を目指し、抗原カラムとゲルろ過を
併用して精製し、ITC で得られる NP との抗原結合比が、1:1 に近づくことを指標に調製した。
ITC や SPR を用いた抗原結合解析の結果、結合力は C6 と比べて 9TG で低く、9T7、9T13、
E11 で高いという予想される結果となった。一方、熱安定性は、抗原結合前で抗原結合力の強い
抗体ほど低く、抗原結合に伴い安定化するという、N1G9 と C6 で示した先行研究の結果を支持
した。重鎖 95 番のアミノ酸が Tyr から Gly に変わることで安定性が低下することも考えられた
が、この仮定は否定され、免疫初期の germline 型全般では、抗原結合前でも一定の安定性が確
保され、親和性成熟とともに同安定性が低下するものの、抗原結合に伴い安定性が回復する一般
性が示唆された。これを蛋白科学的に考えると、抗原結合力の増大には、蛋白質構造の柔軟性が
求められ、その結果として分子内結合が弱まり、安定性が低下、一方、抗原結合に伴い、その分
子内結合も強くなるので、安定性は回復するものと考えられる。さらに免疫学的に考えると、免
疫後期に産生される抗体は、周囲に抗原が多く存在する環境下で、産生直後に抗原結合し、結合
前の不安定性は生体内での分解等デメリットも少ないのかもしれない。 
 C6 scFv と NP との混合溶液にケージドプロトンを混在させる系では、予備実験段階で、プロ
トン解離に必要なレーザー強度の調整に多くの検討を要した。具体的には、レーザー強度が弱い
と、溶液 pH を十分に下げられず、強いと DXT 基板のガラスの破損、あるいは固定化蛋白質の
解離が認められた。溶液の緩衝液濃度を下げて、出来るだけ pH を変化させやすい環境下での複
数回のレーザー照射により、溶液 pH を 7 から 5 程度にまで段階的に下げることに成功した。
同条件下で、C6 scFv に結合した金ナノ結晶の回折スポットの経時変化から、C6 scFv の抗原結
合時から解離にいたる運動性の変化を解析した。その結果、解離することで、運動性の低下が示



唆された。これは先行研究で、抗原非存在下（抗原結合前）での運動性が、抗原存在下（抗原結
合後）よりも大きいことと一致しなかった。その要因としては、弱酸性 pH での C6 scFv の構造
変化などが考えられる。 
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