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研究成果の概要（和文）：「神経障害性疼痛」のターゲット分子もしくはバイオマーカーとして、ATP受容体で
あるP2X4は世界的に注目を集めている。これまで我々は、ラットミクログリア細胞表面上のP2X4を認識する10nM
の高親和性を持つモノクローナル抗体を調製した。この抗体は、P2X4の機能に関与するATP結合部位近傍の立体
構造を特異的に認識する。本研究では、痛み抑制を目的とし、この高親和性抗体の調製法の改良、アミノ酸変異
型抗体へ金属キレートやATP加水分解酵素を付加した誘導体化抗体の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：Molecules that have an inhibitory effect on P2X4 are considered to be "pain 
suppressor molecules" that can help patients suffering from neuropathic pain, which currently 
affects more than 20 million people worldwide. In addition, attempts are being made to expand the 
target by derivatization, in which drugs, enzymes, or proteins are added to the antibody. We have 
prepared a monoclonal antibody with a high affinity of 10 nM that recognizes P2X4 on the surface of 
rat microglial cells. This antibody specifically can recognize the structure near the ATP-binding 
site involved in the function of P2X4. For the purpose of pain suppression, we improved the 
preparation method of this high affinity antibody and developed a derivatized antibody by adding 
metal chelates or ATP hydrolyzing enzymes using amino acid mutant antibodies.

研究分野：蛋白質科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
P2X4に対して機能抑制効果のある分子は「痛み抑制分子」として、現在、世界に2000万人以上も存在する「神経
障害性疼痛」に苦しんでいる患者の救済につながると考えられる。また、抗体に薬剤、酵素、タンパク質などを
付加する誘導体化により、ターゲットを拡大する試みも行われている。そこで本研究では我々が調製した抗P2X4
抗体を「痛み抑制分子」を付加することにより誘導体化し、P2X4機能抑制による「痛みの抑制」、さらに将来的
にヒトをターゲットとした「痛み創薬」が可能になるのではないかと考えた。

※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、研究者個人に帰属します。



1. 研究開始当初の背景 
世界にはモルヒネも効かない痛み「神経障害性疼痛」等に罹患する患者が 2000 万人以上も存在し、

救われ難い「痛み」に苦しんでいる。発症原因はガンの浸潤、外科手術の不手際、ヘルペスなど様々で
あるが、詳細なメカニズムは不明のため有効な治療法は確立されていない。九州大学薬学研究院の井
上らは「脊髄内ミクログリアの異常な活性化とそこに発現する ATP 受容体サブタイプ P2X4 の刺激により
神経障害性疼痛が発症する」ことを報告した [1]。この報告以降、P2X4 は神経障害性疼痛のターゲット
分子として世界的に研究が進められている。P2X4 は ATP 結合に連動した Ca2+流入によってミクログリ
アの活性化を引き起こす。その ATP 結合と相関した細胞外ドメインの構造変化、チャネル開閉、Ca2+の
流入のメカニズムは近年の X 線結晶解析などにより明らかにされてきている [2]。これらのメカニズムを
基盤として ATP 結合、構造変化もしくはチャネルの開閉などを阻害すれば、直接痛みを抑制し、将来
的にヒトをターゲットとした「痛み創薬」につながる。現在約 30 種類のターゲットタンパク質に対しての抗
体医薬品が存在するが、抗体に薬剤、酵素、タンパク質などを付加する誘導体化（ADC；Antibody-
Drug Conjugate や ADEPT ; Antibody Directed Enzyme Prodrug Therapy など）により、ターゲットを拡
大する試みも行われている。そこで本研究では抗 P2X4 抗体を誘導体化し、P2X4 機能抑制による「痛
みの抑制」が可能ではないかと考えた。 
 
2. 研究の目的 
抗体医薬品の創製には、高親和性と特異性をもったモノクローナル抗体が必要であるが、そのような

抗 P2X4 抗体は存在していなかった。研究代表者らは痛み評価に用いる実験動物ラットの P2X4 のヘッ
ドドメイン（P2X4 構造はイルカの形に例えられ、頭に相当する部分をヘッドドメイン“HD”と呼んでいる。
以下 P2X4HD）を立体構造を持った状態での調製に成功した[3]。この P2X4HD を抗原とし、10nMの強
い親和性を持ち、立体構造特異的に認識できる抗体を得ることができた[4]。さらにこの抗体は研究分
担者の山下との共同研究によってラット脳ミクログリア細胞上の P2X4 の蛍光イメージングが可能である
ことを示すことができた。しかし本抗体は P2X4
の Ca2+流入を阻害する機能は持っていない。
一方で P2X4 立体構造上では Ca2+流入を阻害
する機能を持つ Cu2+の結合部位[3]及び ATP
の結合部位[2]は抗体の P2X4 上のエピトープ
部位と近接している。そこで本研究では ATP
結合阻害活性、加水分解活性を持った金属イ
オンをキレートした分子や ATP 加水分解酵素
を導入した新規の誘導体化抗体を作製し(図
１)、ラットミクログリア細胞や動物を用いて、
P2X4 の機能抑制が可能かを検討する。この検
討がうまくいけば「誘導体化抗体を用いた痛み
抑制分子開発」という分野を開拓できると考え
ている。 
 
3. 研究の方法 
1) 酵母 Pichia Pastrisによる Fab 大量調製系の確立 
 12-10H抗体は大腸菌を用いて少量のリコンビナント Fab を調製できる。一方、以下の解析・検討のた
めには常時 10mg程度回収できる大量調製法が必要である。よって酵母 Pichia Pastrisを用いた発現系
を確立する。当研究室では以前 Pichia Pastris を用いたヒト抗体 Fab 発現系を構築しており、他の抗体
では１L 培養あたり 10mg の発現量を得ている[5]。本研究ではこの方法を利用して、酵母による大量発
現系の構築を目指した。 
 
2) 複合体結晶構造解析 
 抗体と P2X4HDへの結合部位は、エピトープ解析、パラトープ解析からわかっている。しかし阻害分子
導入部位に後述の阻害化合物を効果的に導入するためには、抗体側の導入部位と P2X4 の阻害部位
が相互作用するような部位間の詳細な距離情報が必要である。よって、P2X4HD と Fab の複合体の X
線結晶構造解析を行う。 
 
3) システイン（Cys）変異体の作成 
 リコンビナント Fab を利用し、2)で得られた複合体の立体構造情報をもとに抗体表面のアミノ酸を Cys



を置換し、阻害剤の位置を適切に配置できる変異体を作製する。また Cys変異体から抗原結合活性お
よび構造安定性に変化のないものもしくは向上したものを選択し、1)の大量調製を行う。 
 
4) 化学修飾による P2X4機能阻害分子導入 
A. 金属イオンキレート化合物 
 3.で得られた Cys 変異体に金属イオンをキレートできる Maleimido-C3-NTA などで化学修飾を行う。
その後 Ca2+流入を阻害させる効果のある Cu2+をキレートさせ、結合と同時に Cu2+を P2X4 の機能阻害
部位に配置できるようなコンジュゲート抗体を作成する。 
 
B. ATP 加水分解酵素 
 Fab 変異体表面の Cys と ATP 加水分解酵素を架橋試薬による化学修飾を用いて、コンジュゲート抗
体の作成を行う。ATP 加水分解酵素としては、ENTPD3（NTPase ファミリーの一種で ATP を P2X4 と親
和性の低い AMP まで分解できる）を用いる。現在、本酵素の調製を検討しているが、調製がうまくいか
ない場合には、同様の ATP 加水分解活性を持つ市販のアピラーゼを利用する。その後、作成したコン
ジュゲート抗体の酵素活性および抗体としての結合活性などを調べる。 
 
5) P2X4機能抑制の確認 
 作成した誘導体化 Fab とラット P2X4 が発現したヒト 1321N1 細胞もしくはラットの初代培養ミクログリア
細胞の Ca2+流入機能を検出し、P2X4 の機能抑制が実際に可能かどうかを確認する。さらにラットを用い
て実際に痛みの抑制が可能かどうかを調べる。 
 
4. 研究成果 
1) 酵母 Pichia Pastrisによる Fab 大量調製系の確立 
Pichia Pastrisを用いた発現系に関しては、12-10H抗体の Fabフラグメント部分の H鎖および L鎖を

発現ベクターpPICZαに同時に組み込み、X33 株を形質転換することによって、発現株を作成した。作
成した発現株より、培養を行い、抗マウス Fab 抗体を用いた ELISA によって、その発現量を評価した。
発現量が少なかった（1L培地あたり 1mg以下）ため、崇城大学大栗誉敏教授からの助言をもとに、培地
の pH、誘導日数、分泌シグナルペプチドの変更、コドンの最適化などを行ったが、発現量は増えなかっ
た。 
一方で、大腸菌発現系の改良を試みた。これまでの大腸菌発現系では、H 鎖、L 鎖を封入体としてそ

れぞれ発現し、巻き戻し、精製を行い調製していた。この方法
では、1mg/1L 培地程度の回収率を得ることが可能である[6]。
しかしながら、巻き戻しに手間と時間がかかる。そこで２つの標
的遺伝子を同時に発現できる pCOLADuet ベクターと S-S 結
合形成を促進させる ShuffleT7 株を用いて、大腸菌培養で可
溶性の抗 P2X4 抗体 Fab を簡便に回収できる方法を検討し、
LB 培地 1L 中 200μgの Fab を得ることができるようになった。
さらに、本 Fab の１アミノ酸変異体で、結合親和性を変えること
なく発現量が 6〜7 倍増加することを見出した（図２）。このアミ
ノ酸変異によってなぜ発現量の上昇が見られるかという疑問は
令和 3 年度からの基盤研究(C)「抗 P2X4 抗体 Fab の構造を基
盤とした大腸菌発現の改良および Fab の高機能化」にて調べ
る予定である。また、この結果は国際学会 Neuro2019 や第 93
回日本生化学会大会において発表した。 
 
2) 複合体結晶構造解析 
種々の結晶化条件を検討したが、複合体の結晶を得ることができなかった。結晶構造解析は困難であ

ったが、論文として発表したエピトープ、パラトープ情報[4,6]を利用し、ドッキングモデル作成ソフト
Rosetta(https://rosie.rosettacommons.org)により複合体モデルを作成し、以降の Cys 変異体のデザイ
ンに利用した。 
 
3) システイン（Cys）変異体の作成 
1)で作成した大腸菌抗体発現株を利用し、発現ベクターに変異を加え、12-10HFab のアミノ酸変異体

を作成した。モデル構造をもとに、Fab の L鎖表面にある Thr63、Ser65、Ser67、Thr72 をシステインに変



異したものを作成し、培養精製を行なった。その結果いずれの変異体も発現量が野生型よりも少なく、
以後の解析が困難であると判断した。そこで、N末端からペプチド鎖を伸ばし Cys を導入した-7C 変異
体を作成したところ、野生型の半分程度の収量で回収することができた。-7C 変異体に関しては、
Biacore を用いて抗原である P２X4 ヘッドドメインとの結合を調べたところ、結合活性は野生型と同等で
あることも確認し、これを以下の実験に用いることにした。Cys 変異体に関しては、回収率が悪いものが
多いため、今後も種々の解析を進めていくことで、回収率の改善をすることが必要と考えている。 
 
4) 化学修飾による P2X4機能阻害分子導入 
A. 金属イオンキレート化合物 
3)で作成した-7C 変異体を使って Maleimido-C3-NTA による化学
修飾反応が起こるかを調べた。反応生成物を SDS-PAGE（図３）、陽
イオン交換 HPLC、MALDI-TOF 型質量分析によって調べ、一部化
学修飾が起こっていると考えられた。一方で、銅イオン存在下で、
P2X4 ヘッドドメインへの結合活性を測定したが、期待した結合力の
上昇は現時点で見えていないため、修飾部位の変更などを引き続き
検討している。 
 
B. ATP 加水分解酵素 
計画初期では 12-10HFab のシステイン変異体の大量調製が困難

であった。そこでハイブリドーマ細胞から IgG 抗体として 12-10H 抗
体を得て、ペプシン消化を行い、F(ab’)2 フラグメントを調製した。さら
に、これを 2-メルカプトエタノールアミンで C末端の分子間S-S結合
を還元したものをゲル濾過クロマトグラフィーで精製し、を Fab’フラグ
メントとして以後の実験に使用した。 
ATP 加水分解酵素は、cDNA を購入したマウスENTPD3 を用いて、

大腸菌発現系から得られたものを利用しようとした。ENTPD3 は不溶
体として発現したため、活性体を得るため、種々の巻き戻し条件の検
討、変異体の作成を行ったが、活性のあるENTPD3 を得ることはでき
なかった。ENTPD3 の発現に関しては、シンガポール大学理学部の
Kini R Manjunatha 教授のもとに伺い、その発現系に関してアドバイ
スをいただいており、今後の検討課題としている。 

リコンビナント ENTPD3 の活性体を得ることができなかったため、
市販のジャガイモアピラーゼ（Sigma 社）を購入し、架橋実験を行うこ
ととした。架橋は、アピラーゼ表面のアミノ基と Fab由来の SH基に対
して、架橋試薬 BMPS（Thermo Fisher 社）により行った。SDS-PAGE
後の抗マウス Fab 抗体によるウエスタンブロッティングにより、一部が
コンジュゲート Fab として、高分子量にバンドが出ていることを確認し
た。さらにELISA プレートに P2X4HD を固定化し、コンジュゲートFab
を加え、洗浄後、P2X4HD に結合した架橋反応産物が ATP 加水分
解活性を持つかどうかを、生じた無水リン酸の定量により確認した。
その結果、アピラーゼおよび Fab’単独では確認できなかった ATP
加水分解活性を確認することができた（図４）。しかしながら架橋産物
が未反応物に比べ少量であり、精製も困難であったことから、pH、温度、反応時間などの反応条件を検
討したが、収量の大幅な増加は見られなかった。収量の増加を目指し、架橋条件、架橋試薬の検討、3)
で作成した Cys 変異体の利用などを行ったが、現時点で収量の大幅な増加は確認していない。今後さ
らなる検討を重ねる予定である。 
 
5) P2X4機能抑制の確認 
 ラット P2X4 が発現したヒト 1321N1 細胞を用いて、抗体を付加させていないジャガイモアピラーゼ単独
では Ca2+流入阻害が起こることは確認できた。しかし、4)で作成した架橋産物については収量増加がで
きなかったため、細胞での阻害活性の確認はまだ行っていない。 
 
6) その他 
タイチュラロンコン大学薬学部 Phoolcharoen, W准教授とともに、抗 PD1 抗体を植物から発現し、その



構造解析を行ない、共著論文として発表した[7]。また、凝集性のあるヒト抗体 L 鎖可変領域に関して、
O-結合型糖鎖の影響を調べた[8]。これらの研究は、本研究結果とともに、令和 3 年度からの基盤研究
(C)「抗 P2X4 抗体 Fab の構造を基盤とした大腸菌発現の改良および Fab の高機能化」の研究につな
がる結果になると考えられるため、ここに記載する。 
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