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研究成果の概要（和文）：治療抗体として望ましい機能を示す抗体を効果的に選別するには、取得した抗体の抗
体結合部位（エピトープ）をいち早く解析し、機能に相関するエピトープを同定することが重要である。しか
し、生体膜上で発現する膜抗原の天然高次構造を従来のエピトープ同定法に用いるには、抗体の精製や標識など
多大な労力と時間を要するため、技術的に困難であった。本研究では、蛍光ビーズを使ったフローサイトメトリ
ーを用いて、これまで簡単ではなかった、生体膜上に発現した膜抗原の天然構造に対する抗体結合の競合阻害を
検出できる新規エピトープ同定法を開発した。

研究成果の概要（英文）：To effectively select antibodies that exhibit desirable functions as 
therapeutic antibodies, it is important to quickly analyze the antibody binding sites (epitopes) of 
the obtained antibodies and identify epitopes that correlate with their functions. However, it is 
technically challenging to use the native higher-order structure of membrane antigens expressed on 
biological membranes for conventional epitope identification methods because it requires much labor 
and time, such as antibody purification and labeling. In this study, using flow cytometry using 
fluorescent beads, we developed a novel epitope identification method that can detect competitive 
inhibition of antibody binding to the native structure of membrane antigens expressed on biological 
membranes, which has been difficult to date.

研究分野：免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高次構造が保たれている天然膜抗原を発現させた細胞を用いたフローサイトメトリーにより、その抗原に結合す
る抗体を未精製、未標識の状態で用いても行え、しかも、膜抗原に普遍的に応用できる可能性がある新しいエピ
トープ同定法を開発した。これにより、従来の方法では多大な時間と労力を要していた、高次構造に基づいたエ
ピトープグループの同定を、抗体取得の早い段階で容易にできるようになることが期待される。高次構造があっ
て初めて現れるエピトープグループは、その膜抗原において重要な機能に関連している可能性があり、この点に
おいても新しい治療抗体開発への貢献が期待できる。

※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。



1． 研究開始当初の背景  
（1） 抗体の機能は大きく抗原の抗体結合部位（エピトープ）に依存することから、機能を有する治療抗体
の開発のためには、取得した抗体の機能に相関するエピトープを早い段階で迅速に同定することが重
要である。抗原機能に相関したエピトープの同定法としては、抗体相互の競合結合を測定し，その結
果を基準にして抗体をグルーピングする手法（ビニング：binning）が有効であることがとよく知ら
れている。しかしながら、膜抗原の場合、エピトープの高次構造を保持するには、抗原と膜との相互
作用も重要であるため、膜に発現した、全長の抗原分子と抗体の結合を解析する必要がある。このた
めには、各モノクローナル抗体を精製し、さらにラベルして競合阻害実験を行う必要があり、非常に
煩雑であるため、そのことが開発候補抗体の迅速な選択を妨げてきた。 

（2） 一方、抗原ペプチド断片やアラニンスキャンなどの一アミノ酸置換の変異体を用いるエピトープ同定
法は、抗原のアミノ酸一次配列上の部分を記述できるという点で、汎用されてきた。しかし、これら
の方法では本来の高次構造を保った抗原を用いていないため、同定できるエピトープは限られてお
り、膜抗原をターゲットとすることが多い治療抗体のエピトープ同定には適していない。 

（3） 我々がこれまでに開発した、各抗体のペアの競合阻害を両者の抗体の逐次結合として検出するエピト
ープ同定法は、アミノ酸配列上不連続な構造上のエピトープを含めて抗体を分類できる方法であり、
しかも、各々の抗体の精製も標識も必要がないという点で画期的であった。しかし、膜タンパク質の
細胞外ドメインとIgG Fc部分との融合タンパク質を用いたELISAの系であるため、融合タンパク質と
して発現できるような抗原で、しかも融合タンパクにしても高次構造が変わらないような抗原でし
か、実際の膜抗原における結合モードを再現できていない可能性があり、膜抗原に普遍的に適用でき
る方法ではなかった。 

（4） 本来の高次構造を保った抗原に対する反応性を評価するには、生細胞に発現した全長抗原を用いたフ
ローサイトメトリーが最も適していると考えられた。 

 
2． 研究の目的 
高次構造が保たれている天然膜抗原を発現させた細胞を用いたフローサイトメトリーにより、その抗原に結
合する抗体を未精製、未標識の状態で用いても行え、しかも、膜抗原に普遍的に応用できる新しいエピトー
プ同定法を探究する。これにより、従来の方法では多大な時間と労力を要していた、高次構造に基づいたエ
ピトープグループの同定を、抗体取得の早い段階で容易にできるようになる。抗原全長の高次構造があって
初めて同定できるコンフォメーショナルエピトープグループは、その標的膜抗原において重要な機能に関連
している可能性が高く、この点においても治療抗体開発促進への貢献が期待できる。 
 
3． 研究の方法 
本研究では、競合結合阻害の実験を多くの抗体を用いて体系的、網羅的に行うことでその有用性を検証するた
め、ある程度の数の抗体群からなる抗体パネルが必要であった。そこで、我々が既に 7抗体からなる抗体パネ
ルを取得している、細胞膜タンパク質のひとつである TNF レセプター2（TNFR2）をモデル抗原として用い
た。 
（1） TNFR2 を細胞膜上に発現させた細胞と蛍光ビーズを用いて、フローサイトメトリーにより抗体の競
合結合阻害を検出できる条件を検討した。 



① 抗原 TNFR2 を発現した細胞の調整：293T 細胞に TNFR2 発現プラスミドを導入し、細胞膜上に
TNFR2 を発現させた細胞を用いた。 
② 抗体コート蛍光ビーズの調整：様々なサイズ径の蛍光ビーズを購入し、抗マウス IgGポリクローナル
抗体を介して抗 TNFR2 抗体をコートしたものを用意した。この抗体コートビーズと①の細胞をイン
キュベートした後、フローサイトメトリーで解析し、抗体を介して結合した蛍光ビーズのシグナルを
細胞上に効率よく検出できる条件を検討した。 
③ 競合阻害の検出：①の細胞に過剰量の無標識競合抗体 1を加えた後、②で調整した抗体 2コートビー
ズを添加し、細胞上にビーズの蛍光シグナルが検出される細胞をフローサイトメトリーで解析した。
抗体 1 と抗体 2 が同じエピトープグループに属する場合は抗体 2 が細胞に結合しないため細胞上に
ビーズの蛍光シグナルは検出されず、抗体 1と抗体 2 のエピトープが異なる場合にのみ、抗体 2が細
胞に結合してシグナルが検出されることになる。この競合阻害実験を 7抗体すべての組み合わせにつ
いて行い、その結果に基づいてエピトープのグルーピングを行った。 

（2） （1）で行った新規エピトープ同定法の有用性を検証した。 
① 我々の従来の競合阻害実験：抗原として TNFR2 の細胞外ドメインと IgG Fc との融合タンパク質を
用いた競合阻害実験を行った。 
② ドメインキメラ変異体：TNFRスーパーファミリーの分子は、一つ一つの細胞外ドメイン内に含まれ
るシステイン同士が形成するジスルフィド結合により、安定したドメイン構造をとるという特徴があ
る。そこで、高次構造が保持されるように、ヒト TNFR2 の 4 つの細胞外ドメインそれぞれをマウス
TNFR2 のものと入れ替えたキメラ変異体の発現プラスミドを作製し、これを導入した 293T 細胞を
用いてフローサイトメトリーで抗体の反応性を調べた。 
③ TNFR2 オルソログ：オルソログもまた、高次構造を保った天然の変異体として、エピトープのグル
ーピングに利用することができる。ヒトTNFR2 の他にマウス、ラット、ウシ、カニクイザル、ラッ
コ、コクレルシファカの TNFR2 発現プラスミドを作製し、②と同様にフローサイトメトリーを行っ
た。 

 
4． 研究成果  
（1） 天然膜抗原を細胞膜上に発現させた細胞と蛍光ビーズを用いたフローサイトメトリーにより、抗体の
競合結合阻害に基づいたエピトープマッピング法を確立した。 
① この方法では、蛍光を検出できる細胞の割合がもともと少ない上に発現量もまちまちなため、抗原
TNFR2 のみを発現した 293Ｔ細胞では競合阻害の検出は不可能であった。そこで、抗原発現量の指
標として蛍光タンパク質である TagBFP を同時発現できる抗原発現プラスミドを作製し、これを細
胞導入する方法により、抗原の発現量をTagBFP の蛍光シグナル量として評価すると同時に、抗体の
抗原に対する反応性を R-PE の別のスペクトル蛍光チャネルで定量的に評価し、競合阻害を高感度で
検出することを可能にした。 
② 様々なサイズ径の蛍光ビーズを試し、検出効率が最大となる径のビーズを使用した。使用するビーズ
の数は、多すぎると死細胞が増加し、少ないと蛍光を検出できる細胞数が減少したため、死細胞がほ
とんど生じない条件に設定することで、競合阻害の検出を可能にした。 
③ 競合抗体なしに抗体コートビーズを添加したときに、細胞上にビーズの蛍光シグナルが検出される細



胞数に比較して、競合抗体存在下でその数がどれだけ減少するかを結合％で算出した。この競合阻害
実験をすべての抗体の組み合わせについて行い、その結果に基づいてエピトープのグルーピングを行
うことができた（図１）。 

 
（2） （1）で行った新規エピトープ同定法によるエピトープグルーピングの結果を、我々の従来の競合阻
害実験（図 2）、ドメインキメラ変異体およびTNFR2 オルソログとの反応性（図 3）と比較した結
果、新規方法によるグルーピングがこれらの方法でのものと矛盾しないものとなった。これにより、
新規方法の有用性が示された。

 
（3） 今後は、他の膜抗原についてもこの方法でエピトープを同定できるか、をさらに検討していく予定で
ある。 
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