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研究成果の概要（和文）：本研究は、アレルギー疾患の病態に関わる分子の一つであるIgEに着目し、IgEを既存
薬とは異なるメカニズムで細胞表面の受容体との結合を阻害し、かつ既に受容体と結合したIgEを速やかに解離
させる抗体Fab断片を開発した。また、この抗体Fab断片がIgEのどこに結合するのかを詳細に明らかにすること
により、IgEが安定的に受容体と結合する立体構造をとるために重要な部位を明らかにした。これらの結果はIgE
を標的とするより効果的な抗体医薬開発の基礎となると期待される。

研究成果の概要（英文）：We developed new Fab fragments of antibodies against IgE, which is an 
important molecule involved in the pathogenesis of allergic diseases. These Fab fragments binds IgE 
at the sites which are different from the sites bound by conventional antibody drugs. These Fab 
fragments not only block binding of IgE to its receptors, but also facilitated dissociation of the 
already bound IgE from its receptors. By elucidating the detailed binding portions, we found new 
structurally important part for the IgE to stably bind to its receptor. These results would serve as
 a basis for the development of new antibody drugs targeting human IgE.

研究分野： アレルギー

キーワード： IgE　マスト細胞　アレルギー　気管支喘息　抗体医薬
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研究成果の学術的意義や社会的意義
抗ヒトIgE抗体オマリズマブは気管支喘息、慢性特発性蕁麻疹、花粉症などの治療に役立てられており、IgEのア
レルギー疾患における役割は近年ますます注目されているが、オマリズマブは効果を発揮するまでに数週間の期
間を要するため、より早期に効果を発揮し、より強力な治療薬の開発が求められている。本研究で開発した抗体
Fab断片は、すでに受容体に結合したIgEを解離させる能力が強く、オマリズマブよりも早期に効果を発揮するこ
とが期待される。今後の臨床応用が期待される抗体医薬である。

※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 
(1) 免疫グロブリン E (IgE)は即時型アレルギーに関わる重要な分子である。すでに実用化され
販売されている抗ヒト IgE 抗体であるオマリズマブは、気管支喘息や慢性特発性蕁麻疹に効果
を示し、IgE のこれらの疾患における重要性が証明された。また、日本の国民病とも呼ばれるス
ギ花粉症においても、国内第Ⅲ相臨床試験でオマリズマブの効果が示されるなど、アレルギー疾
患における薬剤標的として IgE の重要性が高まっている。 
 
(2) IgE は生体内のマスト細胞や好塩基球に結合し、アレルゲン（抗原）を認識するセンサーと
して働く。多価抗原がマスト細胞上の IgE に結合し、高親和性 IgE 受容体を架橋すると、マス
ト細胞は活性化され、ヒスタミン等の生理活性物質を蓄えた顆粒を速やかに放出する（脱顆粒）。
また、アレルギー性炎症を引き起こす伝達因子（サイトカイン、脂質メディエーター）も合成が
始まり、放出される。これらの物質が血管や気道平滑筋、免疫細胞、神経細胞などに働くことに
よって、アレルギー症状が惹起される（Galli SJ.,  Tsai M, Nat Med, 2012）。 
 
(3) IgE はその Cε3部位で高親和性受容体 FcεRIと結合するが、オマリズマブはこの部位に結合
することにより FcεRIへの結合を阻害する。しかし、すでに FcεRIと結合した IgE とは結合で
きず、効果を示さない。従って、その主な作用は新規 IgE の供給を絶つことにあり、古い結合済
みの IgE が徐々に失われて効果が発現するまでには１〜４週間程度の時間がかかるという問題
があった。また、血清 IgE 値が非常に高い場合には利用できないことも課題であった（Kaplan 
AP. et al., Allergy, 2017）。 
 
(4) 一方、研究代表者らを含むグループは、最近、マウス IgE の Cε2 部位に対するモノクロー
ナル抗体 6HD5 の Fab 断片が IgE-抗原によるマスト細胞の活性化を抑制することを報告した
(Hirano T. et al., Sci Rep, 2018)。この反応は速やかで、in vitro、in vivo いずれにおいても Fab
投与後２時間以内にマスト細胞の活性化が抑制された。しかし、これらの抑制のメカニズムは不
明であった。さらに、ヒトとマウスの IgE における Cε2-Cε4 部位のアミノ酸配列の相同性は
およそ 55%（Cε2 領域のみでは 63%）しかなく、ヒト IgE はマウスの FcεRI に結合しないな
ど、ヒト IgE とマウス IgE の相違点も多いため、ヒト IgE に対して類似の働きを持つ Fab クロ
ーンが存在するかどうかも不明であった。ヒト IgE の Cε2 部位に対する同様の Fab クローン
を得られれば、IgE の新規機能部位についての知見や、新たな治療薬の候補が得られる可能性が
ある。 
 
２．研究の目的 
本研究は、ヒト IgE の Cε2 部位が IgE-FcεRI シグナルに果たす役割を明らかにすることを

目的とする。この目的のため、研究代表者らは独自にヒトの IgE の Cε2-Cε4 部位のリコンビ
ナントタンパク質を作製、精製し、ウサギに免疫することにより、多数の Fab クローンからな
るライブラリーを作製した。この新規ライブラリーやヒトキメラ IgE を利用し、①ヒト IgE の
Cε2 領域の様々な部位に対する抗体 Fab 断片が、FcεRI 上の IgE の安定性や機能に与える影
響を多面的に明らかにし、②Fab 断片が結合することで影響を受ける機能について、Cε2 領域
のどの部位がその機能を担うかを同定する。さらに、③同部位が in vivo やヒト末梢血中でも同
部位が即時型アレルギー反応に寄与するかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)Fab ライブラリー中の Cε2反応性サブライブラリーの選定 

 すでに作製している Cε2-Cε4 部位の発現ベクターから site-directed mutagenesis の手
法により一部分を取り除き、Cε2、および Cε2-Cε3 のみを発現するベクターを作製する。
Cε2-Cε4 部位を発現・精製した時と同様に 293FT 細胞にトランスフェクションすることに
より、哺乳類動物細胞での糖鎖修飾を経た組換えタンパク質を作製し、これらを用いて結合
ELISA や競合 ELISA 法により Cε2反応性サブライブラリーを選定する。 
 

(2)Cε2反応性 Fab ライブラリーによる IgE-FcεRI の安定性・機能への影響 
 Cε2 の様々な部位に結合する Fab が IgE-FcεRI の安定性や機能にどのような影響を与え
るかを検討するため、以下の４種類のアッセイを用いて多面的な評価を行う。Fab が結合す
ることによって、他の抗 IgE 抗体と競合し、ELISA 法や FACS 法による IgE 量の定量化に影響
することが想定されるため、抗原（TNP-BSA）を AlexaFluor647 でラベルし、この蛍光抗原の
結合量で細胞上の IgE 量を測定する。 
① 不安定化 FcεRI 上に結合した IgE の安定性が失われ、上清中に遊離するかどうかを調

べる。 
② 競合阻害/促進 予め Fab と反応させた IgE が FcεRI に結合しにくくなるか、あるいは



より結合しやすくなるかを調べる。 
③ 細胞上の IgE への Fab の残存 上記の実験において、Fab が細胞上の FcεRI に結合して

いる IgE 上に残存しているかを調べる。 
④ ヒトマスト細胞株 LAD2 / 組換えマウス骨髄由来マスト細胞(BMMC)の活性化に与える影

響 LAD2 細胞や、ヒト FcεRIαを発現した遺伝子組換えマウス由来の BMMC を用いて、ヒ
ト IgE で感作後、Fab を加えた後に抗原で刺激する。脱顆粒の指標として CD63 の表出を
調べ、活性化への影響(増強、抑制)を評価する。 

 
(3)Cε2領域のどの部位がその機能を担うかの同定 
 Cε2 の機能部位に結合する Fab について、Cε2内の結合部位についてさらに詳細な検討を行
う。Cε2は 7つのβシートが 3次構造を為しており、特に 2つめのβシートに疎水領域を持つ。
これらの領域をマウスの IgE の当該領域に置換しすることにより、結合領域を特定する。これら
の置換した配列を持つヒトキメラ IgE を作製して、IgE を介したマスト細胞活性化機能への影響
を検討する。 
 
(4)CD23 への結合に対する影響 
 既存薬の Omalizumab は低親和性 IgE 受容体である CD23 への IgE の結合を阻害することが報
告されている。そこでヒト CD23 を発現する細胞株をレトロウイルスを用いて作製し、Cε2に対
する Fab がヒト CD23 への IgE の結合を阻害もしくは解離させる作用があるかについて調べる。 
 
(5)in vivo 反応への影響 
 Cε2 の機能部位に結合する Fab について、これらが in vivo でも同様の機能を発揮するかど
うかを調べる。In vivo の評価には、ヒト FcεRIαを発現（マウス FcεRIαをノックアウト）
させたマウスにヒト IgE を注射して感作し、Fab を投与したのちに抗原を投与して反応を見る
PCA (passive cutaneous anaphylaxis)の系を用いる。 
 
４．研究成果 
(1) 作製した Cε2および Cε2-Cε3 を発現するベクターからのタンパク質発現に成功し、これ
らを精製した。得られたタンパク質を用いて ELISA 法により多数の Cε2反応性 Fab クローンを
得た。驚くべきことに、免疫の際に Cε2-Cε4 を抗原として用いていたにも関わらず、Cε3、C
ε4に結合するクローンは比較的少数にとどまった。このことから、Cε3、Cε4に対する Fab ラ
イブラリーを作製する際には、これらの部位を単独で抗原として用いる必要がある可能性が明
らかになった。 
 
(2) TNP に対するマウス IgE の VHおよび VLの配列をヒト IgE の定常領域に結合させ、抗原(TNP)
特異的なリコンビナントのヒト IgE を作製した。また、低価数で TNP ラベルした BSA を作製し、
これを AlexaFluor 647 でラベルすることにより、抗原結合量で IgE 量を評価することのできる
系を確立した。これらを用いて選定された Cε2 に結合するクローンを評価したところ、驚くべ
きことにいずれも IgE の FcεRI への結合阻害作用を示した。また、すでに FcεRI 受容体に結
合した IgE を剥離させる作用も示し、遊離した IgE が上清中に検出された。さらに、結合阻害作
用と剥離作用の強さは相関関係を示すことが明らかとなった。IgE で感作したマスト細胞に Fab
を加え、IgE の解離後に抗原で刺激したところ、マスト細胞の活性化の抑制が認められた。活性
化の抑制程度は IgE の除去の程度と相関していた。 
 
(3) 選定された抗ヒト Cε2クローンのうち、作用の強い 3つのクローンについて、マウス IgE
への結合性を調べたところ、マウス IgE には結合せず、ヒト IgE にユニークな領域に結合して
いることが判明した。そこで詳細な機能部位を探索するため、Cε2 領域の 7 つのβシート構造
をそれぞれマウスの配列に置換した組換えタンパクを作製し、結合を観察したところ、特定のβ
シート及びαヘリックス構造が重要な結合部位であることが判明した。さらにこの部分を詳細
に絞り込み、キメラ IgE を作成した。このキメラ IgE とヒト IgE を比較すると、FcεRI への結
合性や安定性に変化は認められなかった。当該部分を置換すると 3 つの Fab クローンは乖離作
用を示さなくなることが判明した。従って、同部位は直接的に IgE の機能部位ではないものの、
立体的に安定な FcεRI 結合構造をとるために重要な領域であることが判明した。 
 
(4) IgE の CD23 への結合部位は Cε3に存在しているが、Fab が IgE に結合することにより IgE
の立体構造が変化し、CD23 への結合にも影響を及ぼす可能性がある。この可能性について検討
するために、まずヒト CD23 を発現した細胞株を樹立した。この細胞株を用いて Fab の効果を調
べたところ、上述の 3つのクローンはいずれも CD23 への結合を阻害および解離させる作用を有
していることが明らかになった。 
 
(5) Cε2 に結合し FcεRI への結合阻害作用、結合解離作用の強い 3 つの Fab クローンについ
て、in vivo での効果が認められるかどうかを調べるため、passive cutaneous anaphylaxis 反
応の実験を行った。ヒト FcεRIαを発現するマウスの耳にヒト IgE を注射することにより受動



的に感作を成立させ、翌日 Fab クローンを注射し、その 3日後に抗原と色素を経静脈的に投与し
た。すると、Cε2 に対する Fab を注射したマウスにおいては、コントロール Fab と比較して有
意な色素の漏出の減少が観察された。同濃度の Omalizumab を投与しても抑制は観察されなかっ
たことから、既存薬に比してより即効性のある抗体医薬として有用である可能性が示された。 
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