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研究成果の概要（和文）：本研究により、免疫系を効率的に活性化するペプチド及び手法を見出した。免疫時に抗原と
共にペプチド等の免疫活性化物質を投与する事により、抗原特異的に抗体産生細胞を活性化することに成功した。これ
により、抗原特異性及び親和性が高い抗体、すなわち抗原の検出において有用性の高い抗体の生産が可能となった。こ
の免疫活性化法を用いたインビトロ免疫法においては、抗原親和性の高いIgG1抗体が作製可能となり、モノクローナル
抗体作製法として期待される。

研究成果の概要（英文）：To generate high-titer monoclonal antibodies, strong immuno-stimulation must be 
used for eliciting an intense cellular immune response. Here, we report that antigen-specific antibody 
production was potentiated by CpG oligonucleotide and Peptide-25 derived from Ag85B of Mycobacterium 
tuberculosis, and that the production of antigen-specific IgG1 in particular was markedly potentiated; 
specifically, this occurred because the use of Peptide-25 resulted in an increase in the number of 
antigen-specific antibody-producing cells. We studied the activation of T cells by the peptide by 
examining gene expression. The observed expression pattern of GATA-3 and T-bet suggests that the peptide 
modulates the Th1/Th2 balance during immunization. This potentiation, which was remarkably high in BALB/c 
mice, could be applied in the immunization performed for monoclonal antibody production in vivo and in 
vitro.

研究分野： 生物工学

キーワード： 抗体　免疫
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
（１）ゲノム解析やプロテオーム解析で得ら
れる膨大なデータを産業や医療へ有効に応
用する為には、タンパク質の量的・質的変化
の検出システムが必要不可欠であり、このシ
ステムの構築はポストプロテオーム研究の
重要課題であった。このためのツールとして
は、モノクローナル抗体が最も有用と考えら
れていた。モノクローナル抗体の作製技術は
一応確立されているが、思い通りの抗体を確
実に作製することは困難であった。この問題
を解決するには、抗体産生、Ｂ細胞分化、親
和性成熟、細胞間相互作用等の免疫現象の基
礎過程を解明することが欠かせなかった。そ
の知見を生かし、免疫法の改良、スクリーニ
ング法の開発、免疫細胞の制御技術等の技術
開発を行ない、望む親和性・特異性を持つモ
ノクローナル抗体を作製できる技術を確立
することが望まれていた。有用なプローブと
なりうる抗体が供給されることにより、生命
現象の基礎過程の解明は一層進展すると期
待されていた。 
 
（２）研究開発当初、望む性質を持つ抗体を
確実に樹立するのは、困難であった。動物に
抗原を免疫することにより抗体を作製する
ので、抗原に毒性があったり、抗原量が限ら
れていたり、自己のタンパク質と相同性の高
い抗原に対しては、抗体を作製するのが困難
であった。一方、インビトロ免疫法は、免疫
細胞を体外で抗原に感作させて抗原特異的
抗体を分泌するＢ細胞を誘導した後、細胞融
合によりハイブリドーマを作製し、抗原特異
的モノクローナル抗体を産生する手法であ
り、インビボ免疫法に比べ必要な抗原量が少
なく、免疫刺激期間が短いという利点と共に、
個体にとって有害な抗原でも抗体作製が可
能であるという大きな利点があった。そのた
め、ヒトリンパ球に適用すればキメラ抗体、
ヒト化抗体などの煩雑な工程を経ることな
くヒト抗体を得ることができる。しかしなが
ら、インビトロ免疫の場合は、体内のような
抗体産生細胞の活性化を促進する機構が働
かないため、どうしても抗原特異性の高い抗
体産生細胞を十分な量で取得することはで
きず、クラススイッチがうまく働かず、産生
される抗体のクラスの大半が扱いにくいＩ
ｇＭである点が大きなネックとなっていた。
そのため、その大きな有用性に注目されなが
らも未だに広く利用されていない。したがっ
て、インビトロ免疫法において、確実に抗原
特異的ＩｇＧ抗体を高効率で産生できる技
術の開発が強く望まれていた。 
 
２．研究の目的 
 
マウス脾臓細胞を用いたインビトロ免疫

系に於いて、CpG オリゴヌクレオチド刺激等
により、抗原特異的ＩｇＧ産生細胞の効率的

誘導に成功した（Journal of Immunological 
Methods, 386 60-69 2012）。更に当該刺激によ
り、抗体産生細胞のミエローマ細胞との融合
効率が上昇し、ハイブリドーマ形成効率が大
きく向上することを見いだした（Journal of 
Immunological Methods, 373 102-110 2011）。
この両者の効果には、CpG オリゴヌクレオチ
ドの直接的なＢ細胞活性化のみではなく、Ｔ
細胞等との細胞間相互作用が必須であった。
本研究では、この抗体産生細胞活性化のメカ
ニズムを遺伝子発現を指標に解明すること
を目的とした。また同様の抗体産生細胞の活
性化能を持つペプチド等を同定していく。産
生される抗体の抗原特異性・親和性の評価の
ために、抗体遺伝子から単鎖抗体を効率的に
再構成する技術の開発を目指した。CpG オ
リゴヌクレオチド等による抗原特異的抗体
産生細胞の活性化メカニズムを解明し、効
率的な抗体作製技術の確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
（１）抗体産生細胞の作り出す抗体の抗原に
対する親和性・特異性を測定することを目的
に、抗体産生細胞から RNA を精製する。RNA
から、逆転写酵素を用いて cDNA を合成する。 
抗体のフレーム領域の配列を用いたプライ
マーを作成し、これを用いて重鎖及び軽鎖の
抗体遺伝子を PCR にて増幅・精製する。こ
の抗体遺伝子から、単鎖抗体遺伝子を構成し
単鎖抗体を発現することによって、抗体の抗
原に対する親和性・特異性を測定する。単鎖
抗体遺伝子を構成する新しい手法を分子生
物学的手法を用いて確立する。 
 
（２）より良いモノクローナル抗体、すなわ
ち抗原特異性が高く、かつ抗原親和性が高い
抗体を樹立するには、広く抗体産生細胞を活
性化するのでなく、抗原特異的な抗体産生細
胞を選択的に活性化することが重要である。
この抗体産生細胞の活性化のメカニズム解
明を行った。免疫刺激能を持つと期待される
ペプチド及びそのアナログを合成し、抗原と
共にマウスに投与し、抗原特異的抗体産生細
胞の活性化を、抗原特異的抗体産生細胞の変
化、遺伝子発現の変化を調べる。またこのペ
プチドと CpG オリゴヌクレオチドを共に投
与することによる活性化についても調べる。
遺伝子発現の変化は、リアルタイムＰＣＲを
用いて遺伝子発現量の変化を測定する。免疫
したマウスから脾臓細胞を取り出し、ＣｐＧ
オリゴヌクレオチドを加え、一定期間培養後、
その後にＴ細胞、Ｂ細胞及び樹状細胞を精製
する。この細胞からＲＮＡを精製し、逆転写
反応によりｃＤＮＡを作製し、リアルタイム
ＰＣＲ解析により、各細胞での遺伝子発現パ
ターンを明らかにし、活性化シグナルの変化
を明らかにする。転写因子として T-bet、
GATA-3、Blimp-1 遺伝子のプライマーを設
計し合成する。これらのプライマーを用いて



のリアルタイムＰＣＲ解析により、各遺伝子
の発現を定量的に測定する。 
 
（３）インビトロ免疫における免疫活性化ペ
プチドや CpG オリゴヌクレオチドの抗体産
生細胞の活性化メカニズムについて調べる。
免疫していないマウスから脾臓細胞を取り
出し、Ｂ細胞のみを精製・培養し、培養液
中に抗原と本研究で明らかになった抗体産
生細胞を刺激するペプチド等を加え、イン
ビトロ系に於いて免疫刺激を加え、抗原特
異的抗体産生細胞の誘導を試みる。Ｔ細胞、
Ｂ細胞及び樹状細胞間の細胞間相互作用を
見るために、各種細胞を混合比率し、抗原
特異的抗体産生細胞の誘導を調べる。Ｔ細
胞、Ｂ細胞及び樹状細胞の最適な比率・細
胞濃度、加える免疫活性化ペプチドや CpG
オリゴヌクレオチドの最適濃度・投与タイミ
ングを決定し、より効率的な免疫刺激法を
確立する。タンパク質抗原に対して、イン
ビトロ免疫法と本免疫刺激法を組み合わせ
て、ポジティブ・クローン数の大幅な増加
を目指す。このインビトロ免疫法を用いて、
モノクローナル抗体を樹立し、その抗原に
対する特異性・親和性を評価し、本法の従
来法に対する有利性の実証を目指す。 
 
４．研究成果 
 
（１）抗体産生細胞活性化の定量的評価には、
作られる抗体の機能の正確な測定が必須で
ある。このため、抗体産生細胞から抗体遺伝
子を単離・再構成し、抗体を発現させ、その
特異性・親和性を解析する手法の確立を行っ
た。従来は、抗体重鎖遺伝子と抗体軽鎖遺伝
子を単離後、PCR 法により、二つを連結し単
鎖抗体を作成し、その結合活性を解析してい
た。この方法は、PCR 法による増幅反応を用
いるので、遺伝子の欠失・挿入・置換が起こ
り易く、また抗原認識部位の大きな多様性の
ために、均質な PCR が阻害され、特定の遺
伝子のみが増幅され、抗体ライブラリーの大
きさが著しく縮小する欠点があった。 

図１ 単鎖抗体遺伝子の作製 
1:マーカー、2: 単鎖抗体遺伝子、3: 単鎖抗
体遺伝子（S 化 DNA を含む場合）、4: 重鎖
遺伝子と軽鎖遺伝子 

 
 正しい単鎖抗体を得るためには、PCR 法を
用いることなく、反応中に一本鎖 DNA とし
てむき出しになる領域をなるべき短く、かつ
一本鎖 DNA が生じる時間をできるだけ短く
して、2 つの遺伝子フラグメントを結合させ
る手法を開発した。免疫したマウスから脾臓
細胞を取り出し、CpG オリゴヌクレオチドを
加え、一定時間培養し、抗体産生細胞を特異
的に増殖させたのち、RNA を分離し、cDNA
を合成し、抗体重鎖遺伝子と抗体軽鎖遺伝子
を PCR 法により増幅する際に、連結部分の
プライマー配列にリンカー配列を付加し、そ
の５‘端にリン酸を付加した。得られた 2 種
類の DNA 断片のそれぞれ５’リン酸化末端
をλエキソヌクレアーゼで消化して、リンカ
ー部分を一本鎖化させて連結させた後、
BstDNA ポリメラーゼにより、３‘方向に残
っている相補鎖を剥がしつつ、新たな相補佐
を合成させて（鎖置換反応）、リンカーでつ
ながれた抗体重鎖遺伝子と抗体軽鎖遺伝子
の完全な二本鎖 DNA の作製に成功した（図
１）。本手法により、それぞれの抗体産生細
胞が作成する抗体の機能を効率的に測定す
ることが可能となり、抗体産生細胞の活性化
を定量的に評価できるようになった。 
 
（２）Mycobacterium tuberculosis 中のタン
パク質である Ag85B の中から、25 残基のペ
プチドを選抜し、合成した（peptide25）。免
疫時にこのペプチドを抗原と共に与えるこ
とにより、抗原特異的抗体産生細胞が活性化、
また増殖することを見出した。活性化が確認
された抗体のサブクラスは、主に IgG1 であ
った。この活性化時の免疫細胞の遺伝子発現
をリアルタイム PCR 法を用いて調べた。
peptide25 を加えて免疫した場合は加えなか
った場合に比べて、Th2 への分化誘導を示す
GATA-3 の発現が 2.2 倍増加した。また B 細
胞の活性化を示す Blimp-1 の発現は、は 4.8
倍増加した（図２）。ヘルパーT 細胞が Th2
へと分化誘導され、抗体産生細胞が活性化さ

れていることがわかった。 
図２ ペプチド添加による各種遺伝子の発現
の変化 
 

peptide25 と CpG オリゴヌクレオチドを



同時に抗原と共に投与することにより、より
強力に抗体産生細胞が誘導されることがわ
かった。インビボ免疫法において、この同時
投与が抗原特異的な抗体産生細胞の活性化
をもたらすことを確認した。 
 
（３）インビトロ免疫における本研究で同定
した免疫系活性化ぺプチド（peptide25）と
CpG オリゴヌクレオチドの抗体産生細胞の
活性化メカニズムについて調べた。また
peptide25 と CpG オリゴヌクレオチドによ
り活性化される細胞の産生する抗体が、抗原
に対する高い特異性・親和性を持つ抗体であ
ることを明らかにした。その抗体のサブタイ
プは、抗原親和性の低い IgM ではなく、より
抗原特異性・親和性が高い IgG1 であった（図
３）。 
 

図３ peptide25 を加え免疫を行った場合の
各種 IgG サブタイプの発現 
PBS:コントロール、FCA:フロイントコンプ
リ ー トアジ ュ バンド を 用いて 免 疫 、
Peptide-25: ペプチドを加え免疫 
 
インビトロ免疫法は、微量の抗原で免疫が

可能である、免疫期間がインビボ法に比べて
格段に短い等の利点がありながら、有効な有
効な免疫活性化の方法がなく、誘導される抗
体のサブタイプは特異性の低い IgM であり、
大きな問題であった。本法はこの問題を解決
することができた。 
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