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研究成果の概要： 

いくつかの抗原抗体間相互作用系を対象として、溶液中での蛋白質の動的挙動が反映される

熱力学量や速度論量を主な指標として、静的な構造情報を補完する一般側の導出や方法論有効

性の検証を目指した。抗体の抗原認識は多種多様であり、その解析から分子認識の一般側が得

られ、さらに複数の抗原結合部位の可動性を解析することで、抗原上の比較的小さな構造変化

から大きな構造変化にいたる動的挙動に関する結果が得られた。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2005 年度 1,700,000 0 1,700,000 

2006 年度 700,000 0 700,000 

2007 年度 700,000 210,000 910,000 

2008 年度 500,000 150,000 650,000 

  年度  

総 計 3,600,000 360,000 3,960,000 

 
 
研究分野：蛋白質科学 
科研費の分科・細目：生物科学・構造生物化学 
キーワード：生体分子、蛋白質、分析化学、免疫学 
 
１．研究開始当初の背景 
本研究代表者は、親和性成熟過程にある抗

4-hydroxy-3-nitrophenyl（NP）抗体を対象にし
て、種々の蛋白質科学的アプローチにより、
溶液中での抗体の柔らかさと機能との相関
解析を進めていた。本研究開始時までに得ら
れた成果の特記事項としては、抗原結合によ
り抗体各部位に結合する蛋白質（ブドウ球菌
由来のプロテインＡや連鎖球菌由来のプロ
テインＧなど）の結合状態に変化が生じるこ
とを見いだした（Oda et al., Int. Immunol. 15, 
417, 2003）。これは既存の静的な構造解析だ
けでは明らかにできない抗体の動的な自由

度の変化を含む微小な構造変化を示唆する。
このような構造変化の解明を進めることは、
細胞内シグナル伝達における抗原受容体と
しての機能発現において、抗体のクロスリン
クだけでは説明できない現象、例えば抗体の
構造変化によるシグナル伝達機構の解明に
もつながることが期待される。また本研究代
表者らは抗体サブクラスの違いによる解析
を進める中で、マウス IgG2a 抗体では Fc 部
分だけでなく Fab部分もプロテインAと結合
することを見いだした（Sagawa et al., Mol. 
Immunol. 42, 9, 2005）。またハイブリドーマと
して取得している親和性成熟各段階の抗 NP



抗体について、主に速度論的および熱力学的
に抗原との相互作用解析を行い、抗体の抗原
認識機構の変化を明らかにし、論文報告した
（Oda and Azuma, Mol. Immunol. 37, 1111, 
2000; Sagawa et al., Mol. Immunol. 39, 801, 
2003; Tobita et al., Mol. Immunol. 40, 803, 
2004）。これら親和性成熟過程はまさに生物
進化過程であることから、得られた知見に基
づき、高い抗原結合力を持たせるといったラ
ショナルな抗原認識改変ルールの導出など
も期待される。 

 
２．研究の目的 

親和性成熟過程にある一連の抗 NP 抗体で
得られた成果をさらに発展させることを前
提に、他の抗体も含めて、詳細かつ広範に解
析を進め、各抗体の抗原認識機構や抗原結合
に伴う構造変化の違いや共通性、またそこか
ら引き出される一般則の導出を目指した。特
に抗原結合前後での、抗体分子の溶液中での
自由度の変化に着目し、新たに開発された手
法なども利用して解析を進め、蛋白質の構造
生物学研究において、現在、特に重要な位置
づけにある構造と機能との相関解明を目指
した。その中で、以下の項目を主な研究目的
とした。 

 
（１）抗 NP 抗体で認められた抗原結合に伴
う抗体内の構造変化について、他の抗体でも
同様の解析を進め、特に Fab 腕の可動性につ
いて、B 細胞受容体と同様な Fc 部分固定化
の影響に着目しながら解析する。 
 
（２）スクリプス研究所 Romesberg 博士ら
が最近報告したフォトンエコー分光法を親
和性成熟過程にある抗体に適用し、その成熟
過程と抗体自由度との相関や、さらには結合
熱力学量との相関を解明する。 
 
（３）抗 NP 抗体で熱力学的に示唆されてい
る「lock-and-key」型への成熟過程を、結晶
構造から説明できるかを検証すべく、該当抗
体と NP との複合体の結晶化、及び X 線結晶
構造解析を行う。 
 
（４）抗 NP 抗体で特徴的に認められるヘテ
ロクリシティ（NP 免疫で取得したモノクロ
ーナル抗体が他の NP 類似化合物に対してよ
り強く結合する現象）に着目し、その抗原認
識機構の解明を目指す。 
 
（５）ハプテン価の異なる NP-HEL（NP-hen 
egg lysozyme ）や NP-BSA （ NP-bovine 
serum albumin）と、結合親和性の異なる、
抗 NP 抗体との複合体形成について、抗体 Fc
部分固定化に伴う抗原抗体複合体への影響
を解析し、各種物理化学的手法の有効性を検

証する。 
 
（６）HEL と抗 HEL 抗体の分子間相互作を
対象に、立体構造が部分的、または動的挙動
として変化した蛋白質抗原に対し、抗体がそ
れらを如何に識別するかを、速度論的に明ら
かにする。 
 
（７）抗原にある-CF3基を-CH3基に置換する
ことで、抗体との結合時の熱力学的寄与が如
何に変化するか、特にフッ素の置換効果を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
分子量の異なる蛋白質（HEL, 14 kDa、

Ovalbumin (OVA), 45 kDa, BSA, 66 kDa な
ど）、及びそれらにハプテンとなる NP の数
を変えて結合させたものを抗原として、さら
に親和性の異なる抗 HEL 抗体（IgG）、抗
OVA 抗体（IgG）、抗 BSA 抗体（IgG）、抗
NP 抗体（IgG および IgM）を調製した。ま
た抗体については、必要に応じてパパイン処
理により Fab 化した。各抗原と抗体との分子
間相互作用を、表面プラズモン共鳴バイオセ
ンサー、等温滴定熱量計、超遠心分析計、質
量分析計、電子顕微鏡など、各種物理化学的
手法を用いて解析した。得られる結合の強さ
や、結合速度論量、結合熱力学量、結合比、
抗原抗体複合体の大きさ、などに関する情報
を総合的に評価し、さらに参考となる立体構
造情報とも比較し、検討する。その他、関連
して、HEL の部分的構造変化に伴う抗体の
抗原認識解析のため、還元アルキル化 HEL
の調製を行い、また抗原抗体間相互作用にお
ける-CF3→-CH3 の寄与を解析するため、対
応する各抗原と抗体を準備し、分子間相互作
用解析に供した。 
 
４．研究成果 
＊下記、各番号は、前記、研究の目的欄に記
載の各項目番号と対応する。 
（１）溶液中にある抗体は、少なくとも BSA
程度以下の大きさの抗原に対し、2 本の Fab
腕が結合に関与できる（抗原：抗体＝2:1）の
に対して、抗体の Fc 部分を固定化した状態
では、HEL とは 2:1 で結合できるものの、
OVA や BSA とは 1:1 でしか結合できないこ
とが明らかになった。これは抗体 Fab 腕の可
動範囲と密接に関連し、Fc 部分固定化の影響
が、その可動性に影響することを示唆した。
これは抗 NP 抗体で認められた抗原結合に伴
う微小な構造変化、すなわち抗体 Fc 部分の
構造情報が Fab 部分に伝達されることを示
唆する。抗体の Fab 部と Fc 部間の構造情報
伝達に関する結果は、細胞表面上で B 細胞受
容体の架橋を伴わないシグナル伝達に果た
す抗体の役割に結び付けられる。なお本成果



は、FEBS J., 273, 2006, 1476-1487 にて、論
文発表した。 
 
（２）抗体の自由度解析に応用しうるフォト
ンエコー分光法を米国スクリプス研究所に
て学んだ。対象とした抗体は、親和性の異な
るいくつかの抗 fluorescein 抗体（IgG）で、
各抗体と抗原との複合体のエコー測定を行
うことで、その自由度の違いを解析した。ま
た各抗体の抗原結合について、等温滴定熱量
測定を行い、各結合のエントロピー変化量と、
エコー測定により得られた自由度との間に、
相関が認められた。傾向として、親和異性成
熟が進んだ抗体と抗原との複合体では、自由
度が相対的に低下し、結合のエントロピー変
化量は負に大きな値へ、この不利なエントロ
ピー変化量を補償するよう増大したエンタ
ルピー変化量で、高い結合力を得る抗体進化
の過程が示唆された。なお本成果は、
Biochemistry, 47, 2008, 7237-7247 にて、論
文発表した。 
 
（３）「lock-and-key」型への親和性成熟過程
にある抗 NP 抗体の Fab と NP との複合体、
計 4種類の結晶化を試み、その１つについて、
比較的良好な結晶が得られたので、その X 線
解析実験を行った。その結果、分解能が 3Å
程度すぁり、さらなる高分解能の立体構造情
報取得のため、より良質な結晶化条件を検討
している。 
 
（４）抗 NP 抗体のヘテロクリシティ解明の
ため、親和性成熟過程にある 3 種類の抗体と
3 種 類 の 抗 原 、 NP 、
4-hydroxy-3-iodo-5-nitrophenyl (NIP) 、
4-hydroxy-3,5-dinitrophenyl(NNP) との各
相互作用解析を、表面プラズモン共鳴バイオ
センサーを用いて行った。各 pH 条件下での
解析の結果、ヘテロクリシティによる分子認
識の違いが、各抗原の水酸基の解離状態にも
起因し、抗体が本質的にもつ認識の違いとあ
わせてヘテロクリティックとなることが明
らかになった。水酸基がイオン化した
phenolate form では、phenolic form より 100
倍程度、親和性が高く、既知の NP と抗 NP
抗体複合体の結晶構造上でその原因を解析
すると、抗原結合部位にある、Arg 残基や Lys
残基が、塩結合に関与できるためと考えられ
た。また抗体が本質的にもつ認識の違いによ
るヘテロクリシティについては、NIPやNNP
で付加されたヨード基やニトロ基が、抗原結
合部位の芳香族残基と van der Waals 結合す
ることで、親和性が相対的に高くなることが
示唆された。なお本成果は、現在、論文投稿
準備中である。 
 
（５）抗原としてハプテン価の異なる

NP-HEL や NP-BSA を用い、親和性の異な
る各種抗 NP 抗体との分子間相互作用解析を
行った。その結果、抗原のハプテン価や大き
さ、抗体の単価抗原結合力（affinity）と、抗
体の多価結合力（avidity）や形成される複合
体の大きさの間に、相関関係が見出された。
また上記（１）の成果同様に、抗体 Fc 部分
を固定化することで、抗原結合部となる Fab
部分が影響されることも明らかになった。さ
らに測定手法の有効性の検証としても、特に
質量分析法と電子顕微鏡の適用例として着
目したが、前者では分子間相互作用をマス値
として良く検出できることが明らかとなり、
また後者では複合体形成を比較的簡便に可
視化できることを証明した。なお本成果は、
現在、論文投稿中である。 
 
（６）HEL の 4 本の S-S 結合全て、または
Cys6-Cys127 のみを還元アルキル化し、HEL
の立体構造を部分的に崩した 2 種類の還元ア
ルキル化 HEL を調製した。なおこれまでの立
体構造解析から、これら 2 種類のうち、前者
は non-native 構造を、後者は native-like 構造
を有することが知られている。各 HEL 抗原と
2種類の抗HEL抗体との分子間相互作用解析
を行った結果、全 S-S 結合を還元アルキル化
した HEL に対し、native HEL に比べ、結合速
度依存的な抗原結合親和性の低下が認めら
れた。さらに Cys6-Cys127 還元アルキル化
HEL に対しても、１つの抗体は同様の結合低
下が認められ、同部位のエピトープ認識であ
ること、また結晶構造ではほぼ同一であるよ
うな微細な構造の相違を抗体が見分けてい
ることが示唆された。以上の結果は、抗体の
抗 原 認 識 に お い て 、 エ ピ ト ー プ の
native-format の存在確率が結合速度に反映さ
れていると解釈できる。なお本成果は、現在、
論文投稿中である。 
 
（７）抗原上の官能基として-CF3基をもつ抗
原抗体間相互作用を対象として、-CF3基を
-CH3基に置換することで、結合熱力学量が如
何に変化するかを、主に等温滴定熱量計を用
いて解析した。その結果、-CF3基をもつ抗原
では、エンタルピー的には有利に、エントロ
ピー的には不利に働くことが明らかになっ
た。この要因を分子動力学計算により解析し
たところ、特に抗体との非結合時に、フッ素
は水和結合伴うエンタルピーが相対的に不
安定化方向に働き、その結果、結合エンタル
ピー変化量が有利に働くと解釈できた。なお
本成果は、J. Mol. Recognit., in press にて、
論文発表した。 
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