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研究成果の概要（和文）：イヌザメ（bamboo shark）のIgNARのcDNA配列を得て、定常部位の配列を抽出した。
IgNARの可変部位をアンプリコンシーケンスし、個々の遺伝子の発現頻度を測る系を確立した。イヌザメに１ヶ
月おきに抗原（HEL、BSA、MMP-09）を数回投与して投与１ヶ月後に採血した。BSAに関してELISAで抗体価を測定
し、抗体価の上昇と連動して発現頻度の上昇した遺伝子を複数特定した。CHO細胞を用いてサメ抗体の可変領域
と定常領域を組み合わせた発現コンストラクトを調製し、分泌生産に成功した。これらの成果からトランスクリ
プトーム解析による抗原得意的抗体遺伝子の同定とその発現系の確立はほぼ完了した。

研究成果の概要（英文）：The cDNA sequence of IgNAR of bamboo shark (Chiloscyllium punctatum) was 
obtained and the sequence of the constant region was extracted. We also established a system to 
amplify the variable region of IgNAR and measure the expression frequency of individual genes. 
Antigens (HEL, BSA, MMP-09) were administered several times to the bamboo shark at intervals of one 
month, and blood was collected one month after administration. Antibody titer was measured by ELISA 
for BSA and multiple genes with increased expression frequency were identified in conjunction with 
rise in antibody titer. Expression constructs combining variable and constant regions of shark 
antibodies were prepared using CHO cells and succeeded in secretory production. From these results, 
identification of the antigen-specific antibody gene by transcriptome and establishment of its 
expression system were almost completed.

研究分野：水圏生物工学

キーワード： IgNAR　一本鎖抗体　サメ抗体　免疫クロブリン　トランスクリプトーム　CHO細胞　VLR　トラフグ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
抗体医薬の発展は目覚ましく、現在 20 種以
上の抗体医薬が抗がん剤として治療に使用
されている。またこれらの 100 以上のモノク
ローナル抗体が臨床試験のステージに入っ
ている。モノクローナル抗体とは単一の B 細
胞から産生される抗体である。従来の医薬品
は標的以外にも作用することがしばしばあ
り、副作用が起こりうる。それに対して、モ
ノクローナル抗体は、標的とする単一の抗原
を特異的に認識するため、例外はあるがその
副作用は少ないと考えられている。さらにモ
ノクローナル抗体は、一度抗体を生産する遺
伝子セットをクローニングすれば、その抗体
を永続的に生産できるという利点がある。こ
の性質を応用して、ガン細胞などのある特異
的な抗原・シグナル伝達関連分子に対しての
み作用する副作用の少ない効果的な治療薬
として、最近その重要性が益々高まってきて
いる。そしてゲノム解析の進歩とともに、
次々にターゲットとなる抗原分子が特定さ
れ、抗原医療の可能性がさらに拡大している。
このようなモノクローナル抗体を用いた医
薬品を開発するには、ターゲットと特異的に
結合する抗体を産生する B リンパ球などか
ら、当該遺伝子をクローニングする必要があ
る。そのため、まずは目的とする抗体を産生
する細胞を特定する必要があった。この特定
のため、従来は B リンパ球とがん細胞であ
るミエローマ細胞との細胞融合を行なって B
リンパ球に無限増殖能を付加した上で、抗原
と結合する抗体を産生する細胞を同定する
プロセスが必要であった。現在、このステッ
プを省略し、ファージディスプレイを用いた
人工抗体の系も盛んに活用されている。この
場合、重鎖と軽鎖の遺伝子が別々であると、
スクリーニング系が複雑になるため、通常、
重鎖遺伝子と軽鎖遺伝子(それぞれその一部)
をリンカーで連結するなどの方法で、一本の
DNA 上に遺伝子を連結・配置するような工
夫がなされている。このような人工抗体の場
合でも抗体のスクリーニングは抗原との結
合がベースとなっている。申請者は、抗体の
もつ性質の原点に立ちもどり一つの考えを
得た。抗体とは獲得免疫の主役となる分子で
あり、獲得免疫の特徴は免疫記憶である。免
疫記憶とは一回体内に侵入した抗原が再度
侵入した場合、その抗原に対する抗体が素早
く大量に生産されることであり、したがって、
抗原に反応するポリクローナル抗体の遺伝
子群が高い発現レベルを示すと考えられる。
したがってそのような遺伝子群をトランス
クリプトームの技術をいて検出すれば、それ
らはすなわち抗原に対する抗体の遺伝子群
であることが考えられる。もちろん、生体は
常時様々な抗原にさらされており、単一実験
ではそれらによる抗体との区別は困難であ
るかもしれない。しかし、複数回の抗原感作
やキャリアータンパク単独の感作、異なる複
数の抗原の感作による抗体遺伝子発現の履

歴をすべてデータベース化しておき、その差
分をとれば、特定の抗原と相関して応答する
抗体遺伝子が特定できる可能性が高いと考
えている。しかし、この手法が可能であって
も一般的な抗体は重鎖と軽鎖の遺伝子が
別々である。トランスクリプトームによって
それぞれ重鎖と軽鎖の遺伝子が絞られたに
しても、それらはポリクローナル抗体として
の遺伝子群が得られることになり、重鎖と軽
鎖の組み合わせを検討しなければならない。
これらの対応付けも、重鎖、軽鎖の発現比の
追跡検討や実験的手法で克服できると考え
ているが、まずはトランスクリプトームの結
果をシンプルに解釈できる系があれば望ま
しい。このことについて検討した結果、まず
一本鎖タイプの抗体を作製する生物種を対
象に選んだ。具体的には無顎類のヤツメウナ
ギと軟骨魚類のサメ類を対象とする。一方、
通常の二本鎖タイプの抗体についても、我々
が免疫グロブリン重鎖遺伝子クラスターの
構造をより詳細に明らかにしたトラフグを
対象に検討する。ヤツメウナギに関しては研
究分担者の田角が本研究のベースとなる先
駆的な研究業績をあげている。 
 
２．研究の目的 
本研究では魚類（一本鎖抗体 IgNAR を産生
するサメ、一本鎖抗体 VLR を産生するヤツ
メウナギ、および二本鎖抗体 IgMを産生する
トラフグ）を対象に、次世代シーケンサーを
用いて抗原を投与する前と後で抗体遺伝子
の発現プロフィールを比較し、抗原投与と連
動して発現量が増加する抗体遺伝子を特定
することにより、抗原特異的な抗体遺伝子を
特定する新規手法を確立する。同手法は試験
管内ではなく生体そのものに抗体を作らせ
るため、ヒトと同じ哺乳類のマウス等より進
化的に離れた魚類の方が、各種ヒト抗原に対
する抗体が得られやすいことが期待できる。
さらに IgNAR、VLR の抗原認識部位の分子
量は小さく、低分子薬剤として利用できる可
能性が高いことも利点である。得られた抗体
遺伝子は CHO 細胞で発現し、抗原と結合能
の高い抗体分子を産生する実験系の確立を
目指す。これらの系が確立できれば、抗体医
薬の開発など幅広く活用したい。 
 
３．研究の方法 
(1) 平成２７年度はサメ、ヤツメウナギ、ト
ラフグを対象に、特定の抗原投入前後で採血
を行い、次世代シーケンサーを用いて抗体遺
伝子発現のトランスクリプトーム解析を行
なうことを計画して進めた。 
１)実験魚の飼育：サメ類のイヌザメ、カワ
ヤツメ、トラフグを飼育する。２）抗原投与
前の採血、白血球分離、mRNA の抽出：魚から
採血し、白血球画分を分離し、mRNA を得て
cDNA 化する。３）次世代シーケンサーによる
抗体遺伝子のトランスクリプトーム解析：次
世代シーケンサー、イルミナ社の Miseq を用



いて塩基配列データを得て、解析サーバーに
格納する。４）テスト抗原の投与：テスト抗
原にはニワトリ卵白リゾチーム(HEL)を用い
る。５）魚類抗体認識人工抗体の単離と ELISA
系の確立：抗原の導入に伴って抗体が立ち上
がることを確認するためのELISA系を確立す
る。６）抗原投与後の採血、白血球分離、mRNA
の抽出、トランスクリプトーム解析：投与前
と同様に投与後についても２）、３）のステ
ップを進める。７）ELISA による抗体価の測
定：抗原投与前、投与後から得られた血清に
ついて、HEL の抗体価を測定する。８）候補
遺伝子の選抜と遺伝子合成：抗体価と発現量
が関連する遺伝子群を抽出する。それらから
発現量、連動性の点で上位 10 個の遺伝子を
選び cDNA 全長を合成する。９）CHO 細胞によ
る発現：合成した cDNA を発現ベクターに導
入し、CHO 細胞に導入して発現し、抗体分子
を合成する。１０）CHO 細胞発現抗体分子の
抗原に対する結合能の測定：CHO 細胞で発現
した抗体分子を精製し、抗原に対する結合能
を ELISA、ウェスタンブロット法で確認する。
１１）細胞パネルを用いたトラフグにおける
重鎖・軽鎖遺伝子の対応関係決定系の確立：
トランスクリプトーム解析は細胞ミックス
で行なうため、そのままでは重鎖・軽鎖の遺
伝子の対応がつかない。そこで細胞のパネル
を作製し、重鎖、軽鎖で発現パターンが一致
するものを見いだす。 
(2) 平成２８年度は抗原としてBSAを用いて、
平成２７年度に引き続き以下の実験内容を
計画して進めた。 
１)実験魚の飼育：サメ類のイヌザメ、トラ
フグを飼育する。２)抗原投与前の採血、白
血球分離、mRNA の抽出：魚から採血し、白血
球画分を分離し、mRNA を得て cDNA 化する。
３)次世代シーケンサーによる抗体遺伝子の
トランスクリプトーム解析：次世代シーケン
サー、イルミナ社の Miseq を用いて塩基配列
データを得て、解析サーバーに格納する。４)
テスト抗原の投与：テスト抗原には BSA を用
いる。５)魚類抗体認識人工抗体の単離と
ELISA 系の確立：抗原の導入に伴って抗体が
立ち上がることを確認するためのELISA系を
確立する。６)抗原投与後の採血、白血球分
離、mRNA の抽出、トランスクリプトーム解
析：投与前と同様に投与後についても２)、
３)のステップを進める。７)ELISA による抗
体価の測定：抗原投与前、投与後から得られ
た血清について、BSA の抗体価を測定する。
８)候補遺伝子の選抜と遺伝子合成：抗体価
と発現量が関連する遺伝子群を抽出する。そ
れらから発現量、連動性の点で上位 10 個の
遺伝子を選び cDNA 全長を合成する。９)CHO
細胞による発現：合成した cDNA を発現ベク
ターに導入し、CHO 細胞に導入して発現し、
抗体分子を合成する。１０)CHO 細胞発現抗体
分子の抗原に対する結合能の測定：CHO 細胞
で発現した抗体分子を精製し、抗原に対する
結合能を ELISA、ウェスタンブロット法で確

認する。１１)細胞パネルを用いたトラフグ
における重鎖・軽鎖遺伝子の対応関係決定系
の確立:トランスクリプトーム解析は細胞ミ
ックスで行なうため、そのままでは重鎖・軽
鎖の遺伝子の対応がつかない。そこで細胞の
パネルを作製し、重鎖、軽鎖で発現パターン
が一致するものを見いだす。 
(3) 平成２９年度は特にサメを対象にして、
これまでのテストとして用いた抗原 BSA、HEL
に加えて、ガン抗原を抗原として用いること
を計画し、以下の実験内容を計画し、進めた。
１)実験魚の飼育：サメ類のイヌザメを飼育
する。２)抗原投与前の採血、白血球分離、
mRNA の抽出：魚から採血し、白血球画分を分
離し、mRNA を得て cDNA 化する。３)次世代シ
ーケンサーによる抗体遺伝子のトランスク
リプトーム解析：次世代シーケンサー、イル
ミナ社のMiseqを用いて塩基配列データを得
て、解析サーバーに格納する。４)テスト抗
原の投与：ガンのテスト抗原には MMP-9 用い
る。５)魚類抗体認識人工抗体の単離と ELISA
系の確立：抗原の導入に伴って抗体が立ち上
がることを確認するためのELISA系を確立す
る。６)抗原投与後の採血、白血球分離、mRNA
の抽出、トランスクリプトーム解析：投与前
と同様に投与後についても２)、３)のステッ
プを進める。７)ELISA による抗体価の測定：
抗原投与前、投与後から得られた血清につい
て、抗原に対する抗体価を測定する。８)候
補遺伝子の選抜と遺伝子合成：抗体価と発現
量が関連する遺伝子群を抽出する。それらか
ら発現量、連動性の点で上位 10 個の遺伝子
を選び cDNA 全長を合成する。９)CHO 細胞に
よる発現：合成した cDNA を発現ベクターに
導入し、CHO 細胞に導入して発現し、抗体分
子を合成する。１０)CHO 細胞発現抗体分子の
抗原に対する結合能の測定：CHO 細胞で発現
した抗体分子を精製し、抗原に対する結合能
を ELISA、ウェスタンブロット法で確認する。 
 
４．研究成果 
(1) 平成 27 年度はサメを対象に研究を行っ
た。一本鎖抗体 IgNAR をもつサメ（イヌザメ: 
bamboo shark (Chiloscyllium punctatum, C. 
punctatum)）についてイルミナ社製、次世代
シーケンサー Miseq を用いてトランスクリ
プトーム解析を行った。まず、飼育していた
イヌザメ5匹から得られた末梢血の白血球を
分画分離の後、cDNA ライブラリの作製を行な
い Miseq で解読した。得られたデータから
IgNAR の配列を抽出した。さらに IgM、IgW、
IgL の cDNA 塩基配列の取得も行った。得られ
た塩基配列はアミノ酸に翻訳し、データベー
スに登録されている他のサメや魚類（G. 
cirtatum、L. erinacea、S. acanthius、T. 
scyllium、S. canicula、O. maculatus、S. 
acanthias、R. productus、H. francisci、
B. eastonlii、H. colliei、Danio rerio）
と配列を比較した。その結果、サメ類で共通
するIgNARの配列や定常部位の配列を抽出し



た。定常部位配列の発現を行い２次抗体の抗
原とするプロセスを進めた。また IgNAR の可
変部位のみを複数サンプルで効率良く解析
するためのプライマーセットを設計し、運用
を始めた。これらの研究成果は、平成 27 年
度日本水産学会秋季大会と第 38 回日本分子
生物学会・第 88 回日本生化学会合同大会
（BMB2015）で発表を行った。ヤツメウナギ
に関しては、スナヤツメの稚魚を得て、飼育
を開始した。トラフグに関しても飼育準備を
進めた。 
(2) 平成 28年度は平成 26年夏から飼育を開
始し、5 ヶ月間、経時的に抗原接種と採血を
行った 5匹のイヌザメの IgNAR 遺伝子のトラ
ンスクリプトーム解析を行った。トランスク
リプトームの解析対象部分はIgNAR遺伝子の
可変領域である。その部分を特異的に増幅す
る PCR プライマーを設計した。5 匹のサメか
ら各 5回採血し、それらの末梢血から調製し
た cDNA を元に可変領域を増幅しアンプリコ
ンシーケンシングを行った。シーケンシング
には Miseq を使い両エンドから 300塩基のデ
ータを得た。増幅した可変領域は 500～550
塩基程度であるため、両エンドからのシーケ
ンスを結合すれば、可変領域を完全にカバー
する可変領域の cDNA 配列を得ることができ
る。その結果、それぞれのサンプルから 20
～40万の完全長IgNAR可変領域のデータを得
ることができた。これらによって得られた配
列を解析した結果、5 種類のサメで得られた
配列、その長さの分布、各配列の出現頻度を
データベース化できた。特に本研究にとって
重要である、それぞれの配列が抗原接種に伴
ってどのように変化するか、という点につい
てデータを得られたことは大きな成果であ
る。これらに加えて、採血した血液から血清
を回収し、抗原特異的な IgNAR を検出するた
めの ELISA 系を確立した。その結果、それぞ
れのサメで、最初に抗原を接種してから 3、4
ヶ月で抗原特異的に抗体量が増加している
ことが検証できた。さらにドチザメ IgNAR 重
鎖保存領域をコードする大腸菌組換えタン
パク質を調製し、得られた組換えタンパク質
に対するウサギポリクローナル抗体を作製
した。得られた抗体を用いた Western 
Blottingによりドチザメ血清中のIgNARを検
出できた。また、宿主細胞として CHO 細胞を
用いたサメ抗体（IgNAR 抗体）の分泌生産系
を構築することを目的として、IgNAR 抗体の
定常領域を変化させた抗体フォーマットを
作成し、CHO 細胞における抗体分泌能を検討
した。 
(3) 平成 29 年度は、前年度までに行ってき
たイヌザメ2系統の免疫サンプルの解析を進
めた。1系統はニワトリ卵白リゾチーム(HEL)、
もう 1 系統は HEL とウシ血清アルブミン
(BSA)の混合物の免疫である。HEL 単独免疫の
末梢血トランスクリプトーム解析のデータ
と IgNAR の抗原特異的結合を検出する ELISA
の結果を照合した結果、抗原 HEL と IgNAR 抗

体の結合と同調して発現量が増加している
IgNAR 可変領域遺伝子をリスト化できた。そ
の中で発現量の多い遺伝子を選択、抗原抗体
の結合予測を行い、結合性が示唆された 5個
の遺伝子を選別し、CHO 細胞での発現実験を
開始した。HEL と BSA を同時に免疫した系統
については、2016 年 6 月から 2017 年 8 月ま
での期間に免疫を行った。5 匹のイヌザメに
免疫を行ったが、途中で 3 匹が死亡した。2
匹は 6回以上抗原接種を行い、同時に採血を
行った。これらのサンプルについても RNA か
ら cDNA を合成し、IgNAR 可変領域を特異的に
PCR で増幅後、Miseq によるシーケンシング
を行って、平均 100 万以上の配列データを得
た。IgNAR 抗体の医学応用を目指して、マト
リックスメタロプロテアーゼMMP-9を抗原と
して、6 ヶ月間までイヌザメに接種し、血液
を採取した。トラフグの免疫グロブリン遺伝
子の構造解析、発現解析を行った。CHO 細胞
を用いたサメIgNAR抗体生産技術の開発を目
的として、6 つの Ig ドメイン(V ドメイン、
C1-C5 ドメイン)から構成されるサメ抗体の
定常領域を組み合わせた発現コンストラク
トを調製し、分泌生産に成功した。昆虫細胞
を利用した細胞表面ディスプレイ法によっ
て卵白リゾチームを認識する variable 
lymphocyte receptorsを細胞表面に提示でき、
卵白リゾチームが結合することを示した。ド
チザメ IgMおよび IgNAR の各重鎖タンパク質
について、C 末端領域のペプチド配列を用い
てウサギ抗血清を調製した。ドチザメを卵白
リゾチームで 3 ヶ月間免疫し、血清および
種々臓器をサンプリングした。 
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