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研究成果の概要（和文）：抗体は次世代の分子標的医薬として注目されており、一本鎖抗体などの改変型抗体の利用も
進みつつある。我々は、これまでに変異能力を有するニワトリB細胞株DT40を利用してin vitro抗体作製システムを構
築した。本研究では、他の抗体作製技術で取得された任意のモノクローナル抗体の可変部や一本鎖抗体を、ヒトIgG1抗
体定常部とのキメラ抗体としてDT40細胞表面に発現させることができ、かつ、DT40の変異能力によって親和性成熟でき
る革新的な動物細胞ディスプレーシステムを構築した。本研究の成果は、医薬候補となりうる活性を有した抗体を創出
するための技術として有用であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Antibody is being applied for a next generation molecular targeting drug, and 
modified versions of antibodies, such as single chain antibodies, are also being developed. We have 
established an in vitro antibody generation system using a hypermutating chicken B cell line, DT40. In 
this study, we established a novel animal display system, in which any antibody or antibody variant of 
interest, even though it is derived from the other technology, can be introduced and expressed as a 
chimeric antibody with the human IgG1 constant region on DT40 cells, and then can be improved in its 
affinity with the mutation machinery of DT40 cells. This study will be useful for creating antibodies 
that have valuable activities as antibody drugs.

研究分野：細胞工学
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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。近年では、
通常型の抗体のみならず、重鎖と軽鎖の可変
部を連結した一本鎖 Fv 抗体、重鎖可変部の
みからなる単一ドメイン抗体などが注目さ
れている。これらは、通常型の抗体が結合で
きない小さく狭い標的部位への結合や、一本
鎖であることによる生産性の向上が期待さ
れており、次世代型の抗体医薬として期待さ
れている。抗体の医薬への活用において、高
親和性の抗体を高効率に単離したり、取得抗
体に変異導入して親和性を向上させたりす
る（親和性成熟）の技術が非常に求められて
いる。タンパク質ディスプレー技術により抗
体の機能的改変は試みられているが、導入す
る変異のほとんどが標的タンパク質を失活
させるため有用な活性を有する変異抗体を
含むライブラリーの作製は非常に大きな課
題となっている。   
 我々は、抗体遺伝子に高頻度突然変異を自
発的に起こすニワトリB細胞株DT40に注目
し、革新的な in vitro抗体作製システムをこ
れまでに構築した（BBRC 327:70,2005; J. 
Biosci. Bioeng. 102:178, 2006）。この方法は、
生体内での抗体産生系を in vitro培養系を用
いて再現することにより、従来の抗体作製方
法では取得が困難であった自己反応性の抗
体の作製を可能にし、また、抗体遺伝子への
変異導入と高親和性クローンの選択を繰り
返すことにより、取得した抗体の簡便な親和
性成熟を可能にした (J. Biosci. Bioeng. 
110:351, 2010)。さらに、DT40 において外
来遺伝子の改変が可能であることを見いだ
し（Nucleic Acid Res. 34:e10, 2006）、任意
の抗体遺伝子をDT40のゲノム上の抗体可変
部遺伝子に挿入することにより機能改良す
る技術を開発した。IgM 抗体を産生する
DT40 の抗体定常部遺伝子を、DT40 の変異
能力を失わせることなく異種生物由来の抗
体定常部遺伝子に置換し、キメラ抗体を発現
させることにも成功している。 
 上記の研究成果から、通常型や一本鎖型な
どの形態に関わらず任意の抗体可変部を、抗
体としてより有用なヒト IgG1 定常部とのキ
メラ抗体として DT40 細胞表面に発現させ、
DT40 の変異能力によって改変できる系を構
築可能であるとの着想に至った。抗体産生は、
抗体産生細胞内のタンパク質品質管理機構
によって制御されている。すなわち、親和性
成熟させたい抗体への変異導入とその変異
体の発現に、DT40 のような自律的変異導入
能力を有する抗体産生細胞株を活用するこ
とにより、有用な活性を備えた変異抗体を含
む抗体ライブラリーを効率よく作製可能で
あると考えられる。さらに、DT40 は相同組
換え効率が動物細胞株では例外的に高く、上
記のような細胞の分子育種に非常に適して
いる。 

２．研究の目的 
 抗体は次世代の分子標的医薬として注目
されており、一本鎖抗体などの改変型抗体の
利用も進みつつある。我々は、これまでに変
異能力を有するニワトリB細胞株DT40を利
用して in vitro抗体作製システムを構築した。
本研究では、他の抗体作製技術で取得された
任意のモノクローナル抗体の可変部や一本
鎖抗体を、ヒト IgG1 抗体定常部とのキメラ
抗体としてDT40細胞表面に発現させること
ができ、かつ、DT40 の変異能力によって親
和性成熟できる革新的な動物細胞ディスプ
レーシステムを構築する。さらに、構造的に
安定な変異抗体を発現する細胞の濃縮方法
や、効率的な高親和性抗体産生細胞の選択方
法を確立して、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 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。我々は、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(BBRC 327:70, 2005)、
抗体作製システムに用いてきた。本研究では、
DT40-SW を改変して任意の抗体可変部を効率
よく親和性成熟させる基盤技術を確立する
ため、以下の研究項目を検討した。 
①ヒト抗体定常部を発現する DT40 の樹立 
(a)任意のモノクローナル抗体の可変部
VH/VL 遺伝子を、DT40 の抗体可変部遺伝子と
置換してニワトリIgM抗体とのキメラ抗体と
して発現させ、DT40 の変異能力によって改変
する方法はこれまでに開発済みである。医薬
への抗体の利用には、生体内でのエフェクタ
ー機能の高い IgG1 アイソタイプであること
が必須であり、IgG1 抗体は IgM 抗体より精製
が容易である点や安定性が高いという利点
もある。本項目では、DT40 の IgM 抗体定常部
遺伝子をヒト IgG1 抗体定常部遺伝子に、λ
軽鎖定常部遺伝子をヒトκ軽鎖定常部遺伝
子に相同組換えにより置換した細胞を樹立
した。細胞表面型抗体と分泌型抗体の両方を
発現することは、目的抗体産生細胞の単離と
抗体評価に重要であることから、細胞表面型
と分泌型抗体のそれぞれのC末端をコードす
るエキソンの alternative splicing により
両アイソフォームが発現されるように相同
組換えベクターを構築した。 
(b)一本鎖 Fv抗体や単一ドメイン抗体を抗体
定常部 Fc とのキメラ抗体として DT40-SW に
発現させるために、軽鎖との会合に必要な
CH1ドメインを欠損させたヒトIgG1抗体重鎖
定常部(ヒト IgG1 Fc)遺伝子を、上記と同様
の方法で DT40-SW に導入した。 

② 有用な抗体の親和性成熟方法の確立 
 (a)心筋梗塞時に発生する血栓を防止する
効果のある抗血小板糖タンパク質 ヒト抗
体の親和性成熟を行うために、このヒト抗体



の可変部遺伝子をクローニングし、①で樹立
したヒト定常部発現DT40-SW細胞に遺伝子導
入した。その後、DT40 細胞の変異能力によっ
て導入したヒト抗体可変部に変異を誘発し、
得られた変異体ライブラリーからヒト血小
板糖タンパク質への親和性の向上した抗体
産生クローンを、セルソーターを用いて単離
した。単離した抗体は、その遺伝子をヒト
293T 細胞において発現させ、評価した。 
(b)ガン細胞表面に多く発現する内皮成長因
子受容体(EGFR)に対する抗体に特異的なラ
マ由来単一ドメイン抗体遺伝子を、①で樹立
した細胞に遺伝子導入し、(a)と同様に変異
を導入してライブラリーを作製し、セルソー
ターを用いて EGFR に対する親和性の向上し
た抗体産生クローンを単離した。 
 
４．研究成果 
① ヒト IgG1 抗体定常部を発現する DT40 の
樹立 
外来から導入した様々な形態の抗体可変部
遺伝子に対して変異導入可能で、かつ、ヒト
IgG1 定常部とのキメラ抗体として発現可能
な DT40 細胞株を樹立した。 
 (a)DT40-SW の重鎖/軽鎖定常部遺伝子を相
同組換えベクターを用いて置換し、ヒト IgG1
抗体定常部を発現する細胞株を樹立した。樹
立した細胞は、ニワトリ可変部とヒト IgG1
定常部のキメラ抗体を細胞表面上および培
養上清中に発現した。また、この細胞の変異
能力を ON にして培養すると、ニワトリ可変
部への変異導入が可能であり、抗体ライブラ
リー作製の種細胞としての有用性が示され
た。 
(b)DT40-SW の重鎖定常部遺伝子をそう相同
組換えベクターを用いて置換し、ヒト IgG1
抗体定常部Fcを発現する細胞株を樹立した。
樹立した細胞は、重鎖可変部がニワトリ由来
のままでは、導入した抗体 Fc を発現しなか
ったが、重鎖可変部遺伝子を mCherry タンパ
ク質遺伝子に置換すると、mCherry-Fc 融合タ
ンパク質として、細胞表面上と培養上清中に
発現させることに成功した。この細胞の変異
能力を ON にすると、導入した mCherry 遺伝
子上に変異導入が可能である、任意のタンパ
ク質を細胞表面にディスプレーし、改変でき
る細胞としての可能性が示された。 
② 有用な抗体の親和性成熟方法の確立 
実用上の有用性が想定される標的抗体の可
変部遺伝子を①で樹立した改変 DT40 細胞株
に導入し親和性の向上した抗体の効率的作
製方法を確立した。 
(a) 抗血小板抗原ヒト抗体産生細胞の樹立
と親和性成熟 
ヒト血小板糖タンパク質に対するヒト抗体
可変部を①で樹立したヒト抗体定常部産生
細胞に導入し、完全ヒト抗体を発現する DT40
細胞の樹立に成功した。この細胞において変
異導入をONにすると変異導入が可能であり、
一定期間培養することによって変異体ライ

ブラリーを作製することに成功した。このラ
イブラリーからヒト血小板糖タンパク質に
たいする親和性の向上したクローンを、セル
ソーターを用いて繰り返し濃縮した所、親和
性が 20 倍以上上昇した抗体産生クローンの
取得に成功した。 
(b) 抗ヒト EGFR ラマ由来単一ドメイン抗体
発現細胞の樹立と親和性成熟 
ヒト EGFR 特異的ラマ由来単一ドメイン抗体
の遺伝子をニワトリのコドン使用頻度に最
適化した合成遺伝子を作製し、①で作製した
ヒト IgG1 Fc 産生細胞に導入した。樹立した
細胞は、再乏尿免状及び培養上清中に安定に
ラマ抗体可変部とヒト IgG1 Fc との融合タン
パク質を発現し、この細胞の変異能力を ON
にすることによって、導入した遺伝子への変
異導入が可能であることが示された。一定期
間、変異 ON の状態で培養することによって
導入した単一ドメイン抗体の遺伝子に変異
が導入された変異体ライブラリーの作製に
成功した。セルソーターを用いて変異体ライ
ブラリーから EGFR に対して親和性の向上し
た変異体抗体の取得を試みたところ、2 倍程
度、親和性の向上した抗体産生クローンの単
離に成功した。 
 上記の結果は、本研究で樹立した細胞株が
各種有用抗体の機能向上のためのプラット
フォームとして有用であることを示してい
る。今後、取得した抗体の実用性を評価した
り、別の医薬シーズとなる抗体の向上に本研
究を活用したりすることによって、有用な抗
体医薬の開発に利用可能な実用技術として
実証することができると考えられる。 
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