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研究成果の概要（和文）：　抗体遺伝子への自発的な変異能力を有するニワトリB細胞株DT40を利用して、生体
内抗体産生系を模倣したin vitro抗体作製技術を構築してきた。その過程で、抗原レセプターへの抗原結合の親
和性に依存して、惹起されるシグナル強度に応じて発現レベルが変化する遺伝子があることを見出した。本研究
では、抗原レセプターと抗原との親和性に依存した発現を示す遺伝子を見出し、その発現を調節していると想定
される親和性に依存したシグナル機構を見出した。これらを応用して抗原レセプターシグナルの強度を細胞生存
シグナルの強度に変換し、生体内での高親和性抗体の効率的な選択機構を模倣する技術が開発可能であると考え
られる。

研究成果の概要（英文）：　Using the chicken B cell line DT40, which has the ability to spontaneously
 mutate to antibody genes, we have been constructing an in vitro antibody generation technology that
 mimics an in vivo antibody generation system. In the course of this work, we found that there are 
genes whose expression levels change in response to the signal intensity elicited, depending on the 
affinity of antigen binding to the antigen receptor. In this study, we found genes whose expression 
depends on the affinity between the antigen receptor and the antigen, and affinity-dependent 
signaling mechanisms that are assumed to regulate their expression. By applying these findings, we 
believe that it is possible to develop a technology to convert the intensity of antigen receptor 
signals into the intensity of cell survival signals and to mimic the efficient selection mechanism 
of high affinity antibodies in vivo.

研究分野： 細胞工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、B細胞の抗原レセプターシグナル伝達系が抗原との親和性の強弱を区別する機構に関して重要な知見
となる。また、本研究の成果は、こうした生体内の高親和性抗体産生機構の理解だけでなく、効率的な抗体作製
技術の開発にも重要である。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
標的に特異的に結合する抗体は、抗体医薬と呼ばれる副作用の低い分子標的治療薬として活

用されてきている。動物生体内の抗体産生系では、標的抗原に特異的な抗体の親和性は時間と共

に上昇していく。この親和性成熟という過程は、抗原結合に関わる抗体可変部への変異による変

異体ライブラリー形成と親和性が向上した変異抗体の選択によって起こる。この生体内の抗体

産生過程を模倣した in vitro 抗体作製技術が多く考案されている。しかし、抗体ライブラリー

形成は模倣できていても、生体内の選択過程を模倣した抗体作製技術は確立されていない。 

申請者は、抗体遺伝子に高頻度突然変異を自発的に起こすニワトリ B 細胞株 DT40 に注目し、

革新的な in vitro 抗体作製技術をこれまでに構築した(図１)(1, 2)。さらに、DT40 細胞の変異

能力が外来遺伝子の改変に有効であることを

見いだし(3)、DT40 細胞の抗体可変部遺伝子を

任意の目的抗体遺伝子に置換して、DT40 細胞

の変異能力により親和性成熟させる技術を開

発した。その過程で、DT40 細胞の抗体遺伝子変

異機構の操作によって変異能力を 3 倍以上に

向上させ、質の高い抗体ライブラリー作製を可

能にする技術開発にも成功している(4-7)。 

In vitro 抗体作製技術における抗体ライブラリーからの抗原結合クローンの単離は、抗原と

抗体の結合のみを指標としている。この原理ではライブラリー中での頻度の高い低親和性抗体

が優先的に単離され、低頻度でしか存在しない有用な高親和性抗体の取得効率は低く偽陽性も

顕著である。低頻度の有用抗体をライブラリーから効率よく単離する技術の開発は、DT40 細胞

用いた技術だけでなくファージディスプレー法も含めた in vitro 抗体作製技術に共通する重要

課題である。 

生体内の抗体産生系では 10 億種類ともいわれる抗体レパートリーの中から、わずかしか存在

しない抗原特異的抗体が超高効率に選択される。我々が構築した特定の抗原特異的を有する

DT40 細胞株を用いて抗原レセプターシグナルを調査したところ、抗原との親和性に依存して抗

原レセプターシグナル誘導性遺伝子発現が増強することを見いだした。親和性に依存した抗原

レセプターシグナル調節を明らかにすることは、生体内の高親和性抗体産生機構の理解だけで

なく、効率的な抗体作製技術の開発にも重要である。 

 

２．研究の目的 
 本研究では、B細胞の抗原認識機構について、これまでの定説にはない抗原親和性に基づいた

抗原レセプターシグナル調節機構を明らかにする。さらに、抗原レセプターシグナルを細胞の生

存シグナルに変換する機構を組み込んだ DT40 細胞を樹立して、超高効率な生体内の抗体選択系

を模倣した in vitro 抗体作製技術を確立する。 

 
３．研究の方法 
 DT40 細胞は、抗体を細胞表面に提示かつ細胞外に分泌し、培養のみで抗体遺伝子に変異を導入

する。DT40 細胞は相同組換え効率が例外的に高く、細胞の分子育種に非常に適している。これま

でに、これらの性質を利用して変異能力を ON/OFF できる細胞株 DT40-SW を樹立し(2)、抗体作製

技術を開発した(1)。抗体変異導入機構についても多くの知見を得ている(4-6, 8, 9)。本研究で

は、抗原レセプターへの刺激強度に依存して転写因子 NR4A1 (nuclear receptor 4A1)が発現誘導
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図１ DT40-SWを用いたin vitro抗体作製システムと有用性
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されることを見いだした予備データに基づいて。NR4A1 の発現調節機構を明らかにするとともに、

同様な様式で抗原刺激強度に依存して発現が惹起される遺伝子を探索し、その遺伝子発現にいた

るシグナル伝達経路を解析した。 

(1) 抗原レセプターへの刺激強度の違いによる NR4A1 発現機構の解析 

 NR4A1 の発現の経時変化や抗原濃度依存性を詳細に調査する。さらに、抗原レセプター下流のど

のシグナル伝達経路を使用しているかを、シグナル因子のノックアウトDT40細胞や特異的阻害剤

を用いて探索した。 

(2) 抗原レセプターの抗原への刺激強度の違いに応答して誘導される因子の探索 

 公的データベース上にある、DT40 細胞を用いた抗原レセプター刺激の有無でのトランスクリプ

トーム解析データを利用して、抗原レセプターシグナル強度に依存した発現を示す遺伝子の絞り

込みをし、抗原レセプターへのシグナル強度に発現強度が依存する遺伝子を選抜する。シグナル

伝達経路の解析を行った。抗原レセプターへの刺激強度の違いが発現量の差異として大きく現れ

る遺伝子を選び、レポーター遺伝子による高感度検出の方法を検討した。 

 

４．研究成果 

(1) 抗原レセプターへの刺激強度の違いによる NR4A1 発現機構の解析 

 抗原レセプター刺激に依存して誘導される NR4A1 (nuclear receptor 4A1)の転写について、

各種シグナル因子のノックアウト DT40 細胞や各因子の特異的阻害剤を用いて探索した結果、特

に Ca2+イオンをセカンドメッセンジャーとするシグナル伝達経路が、DT40 細胞における NR4A1

の転写誘導に重要であることを見出した。Ca2+イオンをセカンドメッセンジャーとするシグナ

ル伝達経路の下流シグナル経路について各種阻害剤を用いて詳細に解析した。DT40 細胞の NR4A1

発現は、カルシウムシグナルのうち、CaMK 経路には依存せず、カルシーニューリンと PKC の経

路に依存していることが明らかになった。NR4A1 の転写に必要なシグナル経路ついて、プロモー

ターに蛍光タンパク質遺伝子を連結したレポーターを用いてシグナル伝達経路について探索し

た。その結果、カルシニューリンだけでなく PKC 下流の MAPK 経路も関与していることが明らか

になった。また、DT40 細胞において再現性よくプロモーター活性が観察できるようにレポータ

ー遺伝子の導入方法を検討し、OVA遺伝子座への組み込みが適していることを見出した。プロモ

ーターの転写調節領域の各種調節モチーフに変異を導入したレポーター遺伝子を作製して、プ

ロモーターに活性化シグナルを伝える経路について検討したところ、MEFに結合するモチーフが

B細胞株における NR４A1の転写調節において重要は役割を果たしていることが明らかになった。

特にこの領域は、転写の活性化だけでなく、無刺激状況下での転写の抑制にも寄与していること

がわかった。この部分をタンデムに連結させると遺伝子発現が増強されることから、これらの領

域の操作によって NR4A1 のレポーター活性を改良できると考えられる。このレポーターを用い

て抗原レセプターの刺激強度の違い、すなわち抗原への親和性の違いを認識できるレポーター

を構築できると考えられる。 

 

(2) 抗原レセプターの抗原への刺激強度の違いに応答して誘導される因子の探索 

抗原レセプター刺激に依存して発現される遺伝子について、公的データベース上の DT40 細胞を

用いた関連研究のトランスクリプトーム解析データを利用して、抗原レセプターシグナル強度

に依存した発現を示す遺伝子の絞り込みをし、データベース上で抗原レセプター刺激強度に発

現誘導していることが想定されるいくつかの遺伝子について、本研究の実験系においても検証

したところ、これら遺伝子が抗原刺激の強度に依存して発現誘導される候補遺伝子であること



を見出した。さらに、これらの多くは、NR4A1 と同様に Ca2+イオンをセカンドメッセンジャーと

するシグナル伝達経路に依存していた。その下流経路は遺伝子によって異なっているだけでな

く、抗原レセプターの刺激強度の違いによっても用いるシグナル経路の寄与が変化することを

見出した。これをさらに解析することにより、B細胞による抗原の親和性認識に関する分子機構

を明らかにできると考えられる。さらに、その知見を応用すれば、抗原親和性を高感度に認識で

きるレポーターを構築できると考えられる。 
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