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研究成果の概要（和文）：人工抗体として機能し得るAffibody分子スクリーニング系として、酵母PCA法を用いたタン
パク質ライブラリーを構築した。これにより、細胞内における標的親和性クローンの取得方法が確立された。細胞内シ
グナル伝達系のタンパク質として重要なRasならびにRafを標的分子とし、これらのシグナル伝達機能を阻害するような
Affibodyクローンを選抜し、培養細胞内での機能評価を行なった。モデル疾患としてはRas/Rafシグナル伝達経路が関
与するリウマチ（RA）を想定した。滑膜細胞や骨芽細胞内で、取得したAffibodyクローンの細胞増殖やサイトカイン産
生への影響を評価した。

研究成果の概要（英文）：In this study, protein library using yeast PCA method has been developed for scree
ning system of artificial antibody. Thus, the screening method of cytosolic target-affinity molecules was 
established. Important molecules of intracellular signal transduction cascade, Ras and Raf, were chosen as
 target molecules. Then, affinity molecules against these molecules were selected and evaluated in cytosol
. As a model disease, rheumatoid arthritis which is involved in Ras/Raf signal transduction cascade. Under
 these conditions, selected affibody clones were evaluated on proliferation or cytokine-production using s
ynovial and osteoblast cell lines.
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１．研究開始当初の背景 
 1990 年代から、タンパク質工学を基盤とし
た抗体医薬(生物学的製剤)が次々と開発さ
れている。国内外では多くの抗体医薬が認可
され、現在も開発研究が活発に行われている。
しかし抗体医薬には、ヒト型イムノグロブリ
ン(Ig)を基本としているため、分子量は 150 
kDa と大きく、標的組織への送達、特に細胞
内への移行に問題がある。中には、10μg/ml
と高い血中濃度を数ヶ月間維持しないと治
療効果が現れないものもある。この問題を解
決する方法として、次の二つの点が考えられ
る。 (I)抗体医薬品の効果的な標的化と細胞
内移行を可能とする新しいドラッグデリバ
リーシステムの開発、ならびに(II)抗体と同
じ機能を持つ低分子抗体様医薬の探索、とい
う手法である。抗体医薬品と同様、ドラッグ
デリバリーシステムを開発するには莫大な
コストと労力が必要である。従って、(II)低
分子抗体様医薬の開発が課題解決への近道
であると考えられる。 
 近年、低分子人工抗体として注目されてい
る分子に Affibody がある。これは黄色ブドウ
球菌 S. aureus由来 Protein A 分子の Z-ドメ
インにコンビナトリアル変異を加え、特定の
分子に結合親和性を持つようになった変異
体である。IgG に比較して分子量が 1/25 以下
（6kDa）であり、IgG を基本骨格とする抗体
医薬の分子サイズに関する問題点を解決で
きる。また、ヒト以外の生物種由来のタンパ
ク質が基本構造となっているが、免疫原性が
ないというメリットも併せ持っている。 
 
 
２．研究の目的 
 近年、細胞内において標的タンパク質に結
合する分子の相互作用を解析する方法が、新
薬の探索に応用されはじめている。一例とし
て、酵母ツーハイブリッド法（Y2H）や、蛍
光エネルギー移動を利用する手法などがあ
るが、注目を集めているものの一つに
PCA(Protein-fragment Complementation Assay)
法がある。本手法ではまず、生理活性を有す
るタンパク質を、２つの断片に分解する。
各々を２つの異なるタンパク質に融合して、
これらが相互作用した場合、元のタンパク質
が再構成され、活性が回復することを利用し
ている。Y2H と比較し、利用できる細胞に制
限が少ないという利点を持つ。研究代表者は
これまで、酵母 S. cerevisiae を宿主とし、ジ
ヒドロ葉酸レダクターゼ（DHFR）の再構成を
指標としたPCAシステムの構築に取組んでき
た。本課題では、この酵母PCA法を発展させ、
細 胞 内標的 分 子の機 能 を阻害 で き る
Affibody のスクリーニングを目的としてい
る。 
 まず、G タンパク質共役型受容体などの下
流でシグナル伝達系に関与しているRasなら
びに Raf を標的タンパク質とし、抗体機能を
有する Affibody クローンの取得方法の確立

を目指した。本課題でモデル疾患とするリウ
マチ（RA）の治療は近年、抗体医薬の開発に
より劇的に進歩している。しかし、中和抗体
によるアレルギー反応、治療抵抗性などの課
題がある。細胞内シグナル伝達を阻害する人
工抗体は、中和抗体によるこれらの課題を解
決できる可能性がある新規治療薬となり、RA
患者の生命予後、QOL のさらなる改善が期
待できる。そこで、細胞内において Ras また
は Raf に特異的結合能を持つ分子を取得し、
病因タンパク質分子をターゲットとした汎
用性の高い人工抗体探索システムの構築を
目指した。最終的には、取得した抗 Ras なら
びに抗 Raf-Affibody による培養細胞内での
効果の検討を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）クローンの標的親和性、特異性の向上 
 酵母 PCA 系を用いた既存クローンの標的
親和能と選択性の向上を目指し、既に実証済
みの方法の確認として、酵母 PCA 法において
阻害剤添加培地における増殖速度を指標に
DHFR の形成について検討を加えた。 
 Affibody ライブラリーの作製には、３つの
αへリックス領域のうち２つに PCR を用い
てランダムな変異を導入した。ライブラリー
細胞集団を蛍光色素により標識した TMP の
細胞内保持量を指標にフローサイトメータ
ーを用いて陽性クローンを分取•解析した。 
 
（２）Affibody 遺伝子発現システムの構築 
 培養細胞発現用ベクターpcDNA3.1 を用い
て、現有の Affibody 分子、Affiras ならびに
Affiraf をコードする遺伝子配列をクローン化
し、ヒト滑膜細胞 MH7A に導入した。これ
らの遺伝子の導入に先立ち、緑色蛍光タンパ
ク質をコントロールとした、遺伝子導入条件
の最適化を進めた。 
 
（３）滑膜細胞の増殖•炎症性サイトカイン
産生への影響 
 滑膜における人工抗体 Affibody の効果を
検討するために、滑膜細胞株（MH7A）を使
用した。滑膜培養細胞に Affibody タンパク質
を発現するプラスミドをリポエフェクショ
ン法により導入し、細胞内に人工抗体を発現
させた。リウマチで増加するサイトカイン
TNF-α存在下での細胞増殖能を MTT アッ
セイにて評価した。炎症性サイトカイン・メ
ディエーター産生を培養上清中の IL-6、
PGE2、MMP-3 を ELISA 法にて測定し、滑
膜細胞における人工抗体の効果を検討した。 
 
（４）骨芽細胞の増殖・分化への影響 
 骨芽細胞の分化には、BMP-smad シグナル
の他、Ras-Raf-MAP-kinase カスケードシグナ
ルが関与していることが明らかになってい
る。人工抗体による Ras-Raf-MAP-kinase カス
ケード阻害により、滑膜細胞の増殖や炎症性
サイトカイン産生が抑制できても、これによ



り骨新生に重要な骨芽細胞の分化が抑制さ
れれば治療薬として好ましくない。そこで、
骨芽細胞における人工抗体の効果を検討す
る た め に 、 BMP-2 （ Bone morphogenetic 
protein-2）刺激で骨芽細胞へ分化するマウス
由来の C2C12 細胞を用いて、Affibody の影
響を解析した。（３）と同様に C2C12 細胞株
に Affibody を導入し、Ras-Raf- MAP-kinase
カスケードシグナルの阻害による骨芽細胞
分化への影響を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）クローンの標的親和性、特異性の向上 
 増殖速度を指標にした Affibody ライブラ
リーのスクリーニングが完了した。ランダム
変異を導入後、ライブラリー細胞集団から取
得した陽性クローンを解析したところ、オリ
ジナルのクローンと比較し、1.2 倍~1.5 倍の
標的親和性を示すクローンが取得された。 
 
（２）Affibody 遺伝子発現システムの構築 
 pcDNA3.1 を用いて、現有の Affibody 分子、
Affiras ならびに Affiraf をコードする遺伝子配
列がクローン化され、ヒト滑膜細胞 MH7A
に導入された。緑色蛍光タンパク質をコント
ロールとした、遺伝子導入条件が最適化され
た。 
 
（３）滑膜細胞の増殖炎症性サイトカイン産
生への影響 
 TNF-α存在下での細胞増殖能を評価した
ところ、ほとんど全てのクローンで増殖抑制
することが明らかとなった。また、培養上清
中の IL-6、PGE2、MMP-3 の産生能もそれぞ
れが抑制（10~20%程度）されることが明ら
かとなり、細胞内における、シグナル伝達系
分子の阻害効果が示唆された。また、各クロ
ーンをコードするプラスミドを用いたトラ
ンスフェクション、TNF-α添加後１日で抑
制効果が現れた。 

 

（４）骨芽細胞の増殖・分化への影響 
 BMP-2 刺激後、マウス由来 C2C12 細胞を
用いて、Affibody の影響を解析したところ、
各クローンで 10~15％程度の細胞増殖抑制
があることが確認された。とくに、クローン
Affiraf においては顕著な抑制効果が確認され
た。 
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