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研究成果の概要（和文）：タンパク質の 50％以上が糖鎖で修飾されており、この糖鎖の変動が

病態を反映することから、がんで露出する糖鎖に対する抗体作製を目指してきた。糖鎖に対す

る抗体は通常の免疫では取得困難なため、免疫法を体外で実現するファージ活用法でヒト型単

鎖抗体を作製してきた。本研究では、取得した単鎖抗体の遺伝子からタンパク質をいかにして

生産し、性質を見極めるかに重点を置き、単鎖抗体の大腸菌での大量生産・糖鎖結合活性の測

定の確立と、昆虫細胞での生産にも成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：Aberration of carbohydrates on cell surface is often associated 
with pathogenic changes in diseases. Towards developing anti-cancer therapeutics, we had 
obtained genes for anti-carbohydrate single chain antibodies (scFvs) against 
carbohydrate moieties expressed specifically in cancer cells using phage-display methods. 
In this study, expression of scFv genes in E. coli and insect cells was successfully 
carried out to produce antibody proteins, whose carbohydrate binding activities were 
confirmed. 
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クローナル抗体を作らせる従来の方法とは
本質的に異なる手法である“抗体産生の機構

を生体外で達成できるファージディスプレ
イ法”を活用し、個体が認識できない“糖鎖
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ーからパニング・スクリーニングをし、多数
の単鎖抗体を得た。単鎖抗体(scFv)そのもの、
あるいは Fc化単鎖抗体(scFv-Fc)の遺伝子を
発現ベクターに挿入し、大腸菌または哺乳細
胞系で発現･精製し、糖鎖結合性・特異性を
解析した。Man3 結合性 5A3 および LeX結合性
1F12 については、ミエローマ細胞での
scFv-Fc産生と精製に成功し、KD=10-9と 10-8M
の高親和性が確認されたが、この発現系では、
発現株の樹立が出来ない scFvsが多いという
困難にも直面した。一方、大腸菌での scFv
タンパク質の発現では、ペリプラズムに回収
されず、ほとんどのクローンが封入体に回収
された。しかし、研究代表者らは取得した T
抗原特異的 scFv 遺伝子を大腸菌で大量発現
させ、封入体からリフォールディング操作に
より活性のある単鎖抗体を効率的に得るこ
とに成功した。 
本研究ではこの技術を発展させ、治療応用

に向けたヒト型抗体作製を目標として、これ
まで取得が困難であった糖鎖に対する単鎖
抗体の糖鎖結合性の SPR と NMRによる詳細な
解析を行い、基礎データを提供する。本研究
に比較できる研究は、申請者が知る限り国
内･国外を含めてなされていない。 
 

２．研究の目的 
本研究は、困難であった scFv の大量調製

に成功した予備実験を元に以下の研究を実
施する。本研究は抗体医薬創成を長期目標と
した基礎研究と位置付けられる。 
(1) 抗 T-抗原 scFvs の大量調製と糖鎖結

合性解析：すでに解析が進行中の抗 T-抗原 
scFvs 1E8, 1E6, 1E10, 1G11 の 4 クローンに
ついて、完全精製と一次構造確認後に SPR 解
析を行う。さらには研究連携者に精製 scFvs
を提供することで、NMR解析を進める。 
(2) 抗 Man3、抗 LeX scFvs の大量調製と糖

鎖結合性解析：scFv-Fc として哺乳細胞での
発現が達成できなかった抗 Man3(1A4, 1G4)、
抗 LeX (3F1)を中心に、 scFv-Fc として哺乳
細胞での発現が可能であった抗 Man3(5A3)、
抗 LeX (1F12)をも、scFvとして大腸菌で大量
発現させ、封入体からリフォールディング操
作により活性のある単鎖抗体を効率的に精
製し、SPR解析により、各 scFvの詳細な糖鎖
結合特性を調べる。その上で、研究連携者に
精製 scFvs を提供することで、NMR 解析の戦
略を検討する。 
 
４．研究成果 
(1)  抗 T-抗原 scFvsの大量調製と糖鎖結
合性解析は、scFvs 1E8, 1E6, 1E10, 1G11の
4 クローンを大腸菌で発現し封入体からグア
ニジン塩酸で変性抗体として精製後、リフォ
ールディング操作により可溶性単鎖抗体を
取得した。さらに上記 4クローンの昆虫細胞

(S2)発現系での発現、精製と解析の結果、1E8
と 1E6について、それぞれ昆虫細胞と大腸菌
発現系から十分量精製し、T-抗原結合性を
SPRと NMRで解析し、一定の成果を上げるこ
とができた(論文投稿中)。 
 
(2) 抗 Man3(1A4, 1G4, 5A3)を大腸菌で発現
し封入体からグアニジン塩酸で変性抗体と
して精製後、リフォールディング操作により
可溶性単鎖抗体として取得し、Mannotriose
結合性を SPRで比較検討した。先に scFv-Fc
として発現精製が可能であった 5A3 scFvの
親和性が最も低いという結果を得たことは、
1A4, 1G4の scFv-Fcが ERで滞留し糖タンパ
ク質合成を阻害し、細胞死を促進するという
作業仮説を裏付けた。（発表論文５と６） 
 
(3)本研究課題申請以降に発展した研究成果  
① グアニジン塩酸での変性より緩和はア
ミソフトの活用による封入体からのリフォ
ールディングと精製に成功した。 
② 昆虫細胞発現系での単鎖抗体発現と NMR
解析：すでに上記(1)に記載したが、新たに
導入した S2 細胞での発現と精製に成功し、
NMR による糖鎖特異性の詳細を明らかにした。
抗体と T抗原の結合の詳細を解析した初めて
の例と言える。 
③ 抗 Tn抗原 monoclonal antibody MLS128
からの単鎖抗体の作製と Tn抗原結合性の NMR
解析：ファージから取得した scFvs との比較
も兼ねて、ハイブリドーマから MLS128 scFv
を作製した(発表論文３)。この遺伝子を使い、
MLS128 の Tn 抗原結合性の詳細な解析が NMR
でなされ(発表論文２)、現在更なる解析が進
行中である。 
④ MLS128が 2連続 Tn抗原(Tn2)より 3連続
Tn抗原(Tn3)に 10倍高い親和性を持つと報告
されていたが、MLS128 scFv の Tn2 と Tn3 結
合性の解析をする中で、この親和性が反応温
度が高くなるとほぼ同等になることを見出
した。そこで、MLS128 monoclonal antibody
を使い、 SPR と NMR で Tn2-peptide と
Tn3-peptide をリガンドとして結合性の熱力
学的解析を行い、Tn3 結合性の温度依存性の
詳細を明らかにした。(発表論文４) 
④MLS128 のがん細胞増殖抑制作用：先に
MLS128 が乳がんと大腸がんの細胞増殖を阻
害すること、insulin-like growth factor-I 
receptor (IGFIR) signaling の関与の可能性
を報告をした。そのメカニズムを検討し発表
論文 1にまとめた。 
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