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研究成果の概要（和文）：本研究では、コンピュータ技術を用いて、合理的に抗体の物理的安定性を制御する手
法を開発することを目的とした。(1)コンピュータ上での変異導入実験によって、6000以上の変異体を含む、バ
ーチャルライブラリを作成した。その中に、親和性を維持したまま熱安定性が向上している変異体が存在するこ
とを、示差走査熱量計とELISAを用いて実験的に確認した。(2)安定な抗体と不安定な抗体のアミノ酸配列を比較
し、安定性向上のための変異を同定した。分子シミュレーションを用いることで、その安定化要因を明らかにす
ることができた。こうして得られた変異体情報をもとに、機械学習による抗体安定性評価のための予測モデルを
構築した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to develop a method to control the physical 
stability of antibodies using computational technology.
(1) We have created virtual libraries containing more than 6000 mutants by mutagenesis experiments 
in a computer. we have experimentally confirmed by using a differential scanning calorimeter and 
ELISA that there are mutants with improved thermal stability while maintaining affinity.
(2) We have compared amino acid sequences of a stable antibody and an unstable antibody, and 
mutations for stability improvement were identified. We were able to clarified stabilizing factors 
by using the molecular simulation. Based on the mutant information thus obtained, a prediction model
 for evaluating antibody stability by machine learning was constructed.

研究分野： 分子設計、情報科学

キーワード： 抗体設計　タンパク質工学　分子シミュレーション　機械学習　データベース

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
物質を分子レベルで自在に設計・制御する技術は、多くの研究者にとって「夢の技術」である。蛋白質の物性を
自在に制御できるようになれば、基礎研究のみならず、蛋白質医薬品や新規素材開発への応用など、その社会へ
のインパクトも大きい。代表者が本助成により開発してきた計算・情報科学技術と、蛋白質工学や物理化学測定
の実験手法を融合させることで、新たな分子操作技術の開発へ向けた次世代蛋白質工学への展開が期待できる。
本研究で開発に取り組んだ、生体分子の物性を自在に制御するコンピュータシステムにより、将来的には抗体の
完全人工設計や人工蛋白質の創製など、「夢の技術」の実現につながると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

脊椎動物の免疫系に関わる抗体分子は、異物に対して高い特異性を持ち、生体防御を担っている。

抗体に関する研究は、生体分子の特異的分子認識機構に関する知見を与えるだけではなく、近年

注目を集めている抗体医薬品などの開発にもつながる。物質を分子レベルで自在に設計・制御す

る技術は、多くの研究者にとって「夢の技術」である。そうした「夢の技術」の実現に向けて、

蛋白質の分子設計は、「蛋白質工学」として 1980 年台から盛んに行われてきた。これらは、人

間が望む機能を持つ蛋白質を目指して、遺伝子操作などでアミノ酸配列を改変し、機能性蛋白質

を創製する技術を確立する学問である(油谷克英・中村春木, 1991,蛋白質工学,朝倉書店)。 
現状の機能性蛋白質の創製では、ファージディスプレイを用いる方法が主流である。

これらは、抗原への「ランダム」な結合を基に蛋白質を選抜するため、物性の制御が難しい。創

薬の現場では、抗体製剤の長期保存の必要性か

ら、「熱安定性」や「凝集性」が近年主要な研究

課題となっている(図 1)。そのため、抗体自身の

物理的安定性向上のための分子操作技術の開発

が望まれている。また、近年、コンピュータを

用いた蛋白質の設計例が報告され始めている。

しかし、現在さまざまな分野で注目を集めてい

る「人工知能(機械学習)」は、生命情報科学分

野の予測問題に広く使われている一方で、実際

の蛋白質工学への応用例は少ないのが現状であ

った。 
 
２．研究の目的 

蛋白質の物性を自在に制御できるようになれば、基礎研究のみならず、蛋白質医薬品や新規素材

開発への応用など、その社会へのインパクトも大きい。代表者のこれまでの研究成果から、免疫

系に関わる蛋白質である抗体分子のアミノ酸配列-立体構造間の関係性が見出され、抗体アミノ

酸配列からの精度の良い立体構造予測が可能になりつつある。そこで本研究では、立体構造予測

問題から一歩先へ進み、物性に焦点を当て、合理的に抗体の物理的安定性を制御するための手法

を開発することを目的とした。具体的には、(1)シミュレーションに基づく抗体変異体ライブラ

リの構築と(2)機械学習を用いたそのスクリーニング系の確立・実験による検証を試みた。 
 
３．研究の方法 

(1) 分子シミュレーションを用いた抗体変異体のバーチャルライブラリの構築 

l Protein Data Bank (PDB)中の構造既知の抗体を主な設計対象の 1 つとした。 

l 構造未知の抗体 2 例に対して、申請者がこれまでに開発してきた手法で構造を予測

し、予測構造をもとに分子設計を行った。 

l Rosetta ライブラリを用いて、網羅的変異導入手法のプログラム開発を行い、それを標

的抗体に対して適用した。 

 

(2) 蛋白質工学実験と物理化学測定による検証 

l 設計された複数の抗体変異体に対して、実際に遺伝子合成し、発現・精製を行った。 

l 熱安定性を示差走査熱量計(DSC)により評価した。 

l 凝集性を動的光散乱法(DLS)により評価した。 



l 結合親和性を ELISA と表面プラズモン共鳴(SPR)により評価した。 

 

(3) 機械学習を用いた抗体変異体のスクリーニングと実験による検証 

l 蛋白質の物理的安定性の情報を集積した ProTherm データベースや先行文献から、機

械学習に用いる学習データを取得した。 

l 収集した変異/配列情報を蛋白質の構造環境に基づき分類し、特徴量を抽出した。アミ

ノ酸組成、溶媒露出表面積、二次構造、計算により導出してネルギーなどを用いた。 

l 抽出した特徴量をコンピュータに学習させ、分類器を構築した。分類器としては、サ

ポートベクターマシーン、ニューラルネットワーク、ランダムフォレスト、ベイス推

定を用いた。機械学習のための Python ライブラリである、scikit-learn を用いた。 

l 現在、抽出した特徴量をもとに、抗体の立体構造データベースの構築も行っている。 
 
 
４．研究成果 

(1) 抗体の立体構造情報に基づき、コンピュータ上での変異導入実験によって、6000以上の変異

体を含む、バーチャルライブラリを作成した。評価関数による評価の上位 10 固程度の中か

ら、実際に熱安定性が向上している変異体が存在することを、DSC を用いて実験的に確認し

た。それらの抗体は凝集性も改善されていたうえに、懸念していた親和性への影響も回避で

きていた。また、進化情報を取り入れることで、分子設計の精度が向上すること明らかにし

た。さらに、分子シミュレーションを用いることで、その安定化要因を探索した。抗体の分

子設計のための新たな知見を得ることができた。 

 

(2) 安定な抗体と不安定な抗体のアミノ酸配列を比較し、熱安定性向上に寄与しているアミノ酸

変異を実験的に同定した。これらの抗体は、その立体構造が明らかにされていないため、立

体構造予測計算を実施した。予測構造をもとに、分子シミュレーションを実施することで、

抗体の安定化要因を明らかにすることができた。また、不安定な抗体に対して、予測構造を

もとに分子設計計算を実施したところ、熱安定性が向上する変異を同定できた。この結果は、

抗体の立体構造情報がない場合でも、予測構造を用いることで、その物性の向上が可能であ

ることを示唆している。さらに、実験により得られた測定データと分子シミュレーションの

計算結果を比較することで、抗体 CDR-H3 と熱安定性の相関関係を明らかにした。 

 

(3) コンピュータを用いて、抗体 CDR-H3領域の大規模な柔軟性の評価を行なった。これまでの

通説とは異なり、親和性成熟前後で、立体構造の柔軟性の変化が常に伴うとは限らないこと

を明らかにした。現在、親和性成熟の過程を実験的に再現し、分子シミュレーションを駆使

し、各変異の役割を解析している。 
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