
は じ め に

Smithらは１９８５年に，遺伝子クローニングの発現ベク

ターとして繊維状ファージゲノムが利用できることを Sci-

enceに報告した１）．この論文で，バクテリオファージの表

層タンパク質分子の N末に人工的なペプチド配列を提示

できることを述べた．１９８９年になってスクリップス研究

所の Lernerらがラムダ（λ）ファージを用いて Fabライブラ

リーを構築したと報告２），１９９０年にMRC分子生物学研究

所のWinterらは，二本鎖の抗体の抗原結合に関与する

H鎖の V領域と L鎖の V領域を短いリンカーでつなぎ一

本鎖とし，これを Smithらの発見に基づき，繊維状ファー

ジに提示させると，１匹の抗体ファージクローンが出現す

ることを示した３）．この二つの発見は，マウスモノクロー

ナル抗体のデッドロックを突き崩し，診断薬を越えて，ヒ

トの疾病治療を可能にする抗体医薬の時代を切り開くに

至った．本稿ではこの領域のこれまでの経緯から現状まで

の概要を述べる．

１． ライブラリー構築に用いられるバクテリオファージ

バクテリオファージは細菌に感染するウィルスである．

ネガティブ染色法による電子顕微鏡解析が報告された

１９５９年以降，５，０００種類以上のファージの形状が解析され

ており，その９６％以上は多面性の頭部と尾部をもつMyo-

viridae，Siphoviridae，Podoviridaeの三つのファミリーに属

し，残りのマイナーな集団は，多角性，多形性，繊維状の

形態で１０のファミリーに分類される４）．

ファージディスプレイ法は，外来の分子をファージの外

殻タンパク質と融合した形でファージ粒子表面に提示させ

る技術である１）．個々のファージに異なるペプチド配列も

しくはタンパク質をディスプレイしたファージ集団（ライ

ブラリー）は，目的の機能をもったポリペプチドを迅速に

単離する方法として発展し，現在では有用な生理活性ペプ

チドや新たな機能をもったタンパク質の創製，ヒト抗体の

作製など様々な分野で応用されている．ファージディスプ

レイ法では，グラム陰性バクテリアに感染する Inoviridae

に属する繊維状ファージで，F繊毛をもつ大腸菌に感染す

る Ffファージが広く用いられているが，λ（Siphoviridae），

T４（Myoviridae），T７（Podoviridae）ファージを用いたディ

スプレイ法も報告されている２，５～７）．
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１） Ffファージ

Ffファージの遺伝子は環状の一本鎖 DNAであり，１１

のタンパク質分子がコードされている．ファージの増殖に

は，ファージ粒子の構造タンパク質である五つのタンパク

質（g３p，g６p，g７p，g８pおよび g９p），ファージ DNAの

複製に関与する三つのタンパク質（g２p，g５pおよび g１０p），

ファージ粒子の構築と分泌に関与する三つのタンパク質

（g１p，g４pおよび g１１p）の全てが必須であり，溶菌は伴わ

ない８，９）．ファージの形状は，ファージ DNAを約２，７００分

子の g８pが覆った直径約６．５nm，長さ約９３０nmの筒状

で，g７pと g９pが一方の末端に，g３pと g６pがもう一方の

末端に結合している（図１）．Ffファージの感染には g３p

が必須であり，大腸菌の F繊毛と TolA分子を介して感染

する（図２A）１０）．g３pは，N末端側の N１および N２と呼ば

れる二つのドメインと C末端側の CTドメインの三つのド

メインが，それぞれグリシンリッチな G１および G２領域

でつながれた構造で，N２ドメインが大腸菌の F繊毛の先

端に結合すると，g３pの構造がほどけて，N１―N２ドメイン

間に埋もれていた N１ドメイン内に存在する TolA結合領

域が露出し，大腸菌の外膜にある TolA分子の C末側ドメ

インと結合する１０）．その後，DNAを保護していた g８pが

細胞質膜に拡散することで，ファージ DNAは細胞質内に

移行し，ファージが感染する．感染後，新規に複製された

一本鎖 DNAは，ファージ由来の g５pの結合により安定化

される．Ffファージのアセンブリは，ファージ DNA内の

パッケージングシグナルに g７pと g９pが作用することで開

始され，外膜の g４p，細胞内膜の g１pおよび g１１pの多量

体はファージ粒子の形成と細胞外に分泌される際の場とな

り，ファージ DNAと内膜に存在するファージの構成タン

パク質が結合し細胞外へ放出される（図２B）１１）．外来分子

をファージ粒子上の分子と融合して発現させる場合，

ファージとしての機能を維持させる必要があるが，Smith

らによる初めての報告では，増殖能を維持したままで，f１

バクテリオファージの g３pの N末端に外来タンパク質を

提示できることが報告されている１）．一方，g８pを提示系

として用いた場合，約３，０００分子提示させることが可能で

あるが，提示できる分子は，５～８アミノ酸残基のポリペ

プチドに限られる１２）．後述するファージミドとヘルパー

ファージを用いて一部の g８pだけに外来分子を提示する場

合は，長めのポリペプチド鎖やタンパク質分子を提示でき

ることが報告されている１２）．

２） ファージベクターとファージミド

Ffファージディスプレイの構築には，ファージベク

ターとファージミドを用いた二つの系がある．ファージベ

クターの場合，提示するタンパク質の遺伝子はファージゲ

ノムに組込まれ，その結果，プロテアーゼなどによる分解

の可能性を除くと，全ての g３pもしくは g８pに，外来の分

子が提示される（図３A，C）．一方，ファージミドを用い

た系では通常，組換え g３p融合タンパク質もしくは g８p融

合タンパク質と薬剤耐性因子遺伝子，それにパッケージン

グシグナルをもつファージミドを用いるが，ファージミド

単独ではファージが産生されないので，ファージの複製に

必要な情報を供給するためにヘルパーファージと呼ばれる

Ffファージを同時に感染させることでファージ粒子を形

成させる．これにはパッケージングシグナルを含まない

Ffファージがヘルパーファージとして用いられている．

このシステムではヘルパーファージ由来の分子もアセンブ

リされるため，g３pの場合，３～５分子の内の約１分子が外

来の分子を含む融合タンパク質となる（図３B，D）．

ファージミドを用いた場合，挿入した外来遺伝子の欠損が

起きにくく，外来のタンパク質とファージタンパク質の間

に，例えばアンバーストップコドン（TAG）を導入して

おくと，アンバーサプレッサー株，もしくはそれ以外の菌

体を使いわけることで，ファージの調製と可溶性タンパク

質の調製を簡単に切り替えることができる１３，１４）．アンバー

図１ Ffファージと T７ファージの模式図
（A）Ffファージ：主要なコートタンパク質（g８p）が，一本鎖 DNAゲノムを覆っ
たフィラメント状の形態をしている．g３pと g８pが外来分子を提示する外殻タ
ンパク質である．（B）T７ファージ：二本鎖 DNAゲノムを収納する頭部と，感染
に関わる尾部（尾繊維をもつ形態）で，頭部に発現する g１０pに外来分子が提示
される．
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ストップコドンのサプレッサー変異株としては，supD，

supE，supFをフェノタイプにもつ大腸菌などがあり，そ

れぞれ TAGコドンに対して，セリン，グルタミン，チロ

シン残基がサプレッサー tRNAにより運ばれることで，終

止コドンが読み飛ばされるが，その能力は菌株によって異

なる１３）．ディスプレイ効率を上げるための工夫として，

g３pの機能を欠損したヘルパーファージも作製されてい

る１５）．

図２ Ffファージの感染と増幅
（A）Ffファージの感染と g３p：Ffファージの感染に必須の g３pの N２ドメイン
が大腸菌の F繊毛の先端に結合後，露出した g３pの N１ドメインは大腸菌上の
TolA分子の C末側ドメインと結合することで感染がはじまる．（B）バクテリオ
ファージのアセンブリは，大腸菌の外膜および内膜で行われる．ファージ
DNA上の３２塩基対からなる不完全なヘアピン構造がパッケージングシグナル
となり，g７pと g９pが結合することでファージ粒子のアセンブリが開始される．
ファージの一本鎖 DNAは，細胞質内では g５pダイマーの結合により安定化さ
れているが，内膜を通過する際に g８pと置きかわる．最後に g３p，g６pが末端
に結合して細胞外に放出される．外膜のチャンネルは約１４コピーの g４pで構
成され，g１pおよび g１１pの多量体は内膜のチャンネルを形成していると考えら
れている．（文献１０，１１より引用改変）
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３） シグナル配列

先述したように Ffファージは大腸菌の内膜でアセンブ

リされるため，ディスプレイしようとするタンパク質が

ファージ表面に効率よく提示されるためには，細胞質内で

合成されたあとの膜輸送と目的タンパク質のフォールディ

ングの状況が重要になる．細胞質内から内膜への輸送に関

わる経路については，Sec，SRP（signal recognition parti-

cle），Tat（twin-arginine translocation）経路の三つが知られ

ており，どの経路を利用するかは，N末端のシグナル配列

に依存する１６～２４）．Sec経路のシグナル配列には，OmpA，

pIII，PelB，PhoAなどがあり，Secシグナル配列を有する

タンパク質分子は，SecAを介して SecYEGのチャンネル

からペリプラズムに通り抜ける（図４）．SRP経路には，

DsbA，SfmC，TolB，TorTなどのシグナル配列があり，

SRPは SRPシグナル配列とリボソームに結合し複合体を

形成する．この SRP複合体は細胞内膜にある FtsYに結合

した後，SecYEGトランスロカーゼに橋渡しされ，合成さ

れてくるタンパク質は SecYEGのチャンネルを介してペリ

プラズムに分泌される．Tat経路は，Sec経路に依存しな

い第２の輸送経路として報告され１６，２２，２４），シグナル配列に

は TorA，CueO，SufIなどがある．Tatシグナルには，

（S／T）RRXFLKというコンセンサスモチーフがあり，

RR残基が必須である．Tat経路では，細胞質内で完全に

フォールディングされたタンパク質分子がペリプラズムに

輸送される．ファージディスプレイにおけるシグナルペプ

チド配列の影響については，抗体分子，CD１４７などいく

つかの分子で検討されている２５～２７）．また，後述するアンキ

リンリピートタンパク質を用いた研究では，Secシグナル

配列を SRP依存性のシグナル配列にすることで，ファー

ジ表面へのディスプレイ効率を７００倍以上改善できたとい

う報告がある２５，２６）．アンキリンリピートタンパク質は，大

腸菌に発現させると細胞質内ですみやかにフォールディン

グされるタンパク質であり２６），これはフォールディングし

ていないタンパク質輸送に関与する Sec経路と比較して，

合成を伴いながら分泌される SRP経路がアンキリン―g３p

融合タンパク質のファージ上へのアセンブリに有利に働い

たと考えられる．このようにシグナル配列は，提示効率，

提示された目的タンパク質の機能に影響するため，Ff

ファージを用いたファージディスプレイを行う際はシグナ

ル配列の選択が重要である．

４） 溶菌性ファージ

溶菌性ファージの中では，大腸菌に感染する T４，T７，

λファージが用いられている．ファージにより構成タンパ
ク質は異なるが，感染，増殖に重要な分子群と必須でない

分子群によって構成されており，提示系を構築する場合

ファージ頭部の外殻タンパク質分子に融合タンパク質とし

て発現させるのが一般的である．図１に示すように，T７

ファージの頭部は，g１０キャプシドタンパク質が４１５個ア

センブリすることで形成されている．この g１０遺伝子の

３′末端（C末側）に，外来の遺伝子を組込むことで，頭部

の表面に外来のタンパク質もしくはペプチドを提示するこ

とができる５）．Ffファージと異なり，溶菌ファージの場合

ファージ粒子は菌体内でパッケージングされたあと菌体を

破壊して放出されるので，細胞質内で発現し機能するよう

なタンパク質分子の提示系構築に向いていると考えられて

いる．また，ランダムペプチドを提示したM１３ファージ

ライブラリーと T７ファージライブラリーに提示されてい

るペプチドのアミノ酸出現率を解析した報告では，M１３

ファージに比べて T７ファージでは，提示されるペプチド

配列の偏りが少なく，多様性の高いランダムペプチドライ

ブラリーを構築できることが報告されている２８）．T４

ファージでは，ファージ頭部の感染に関与しないキャプシ

ド側の構成タンパク質である Soc，Hoc分子を用いたディ

図３ Ffファージを用いたファージディスプレイ
（A）全ての g３p，（B）一部の g３p，（C）全ての g８p，（D）一部の g８p分子に
外来分子を提示させる四つの提示方法がある．また，g６p，g７p，g９pに
外来分子を提示させた報告もある．
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スプレイ系があり，これらの分子に２つの異なる外来分子

を提示できるという報告もある６）．一方，１９８９年，Lerner

らが作製したマウス Fab抗体ライブラリーでは λファー
ジが用いられていた２）が，その後，λファージの尾部を構
成する pVに提示させるファージベクター，頭部の構成タ

ンパク質である gD分子に提示させるディスプレイ系が確

立されている７，２９，３０）．

５） その他のディスプレイ系

ファージディスプレイライブラリーの他に，酵母，バク

テリアの細胞表面に様々な分子を提示したライブラリーが

作製されている３１，３２）．フローサイトメトリー解析で集団が

特定できる酵母，大腸菌を用いているので，標的抗原を蛍

光標識しておけば，結合活性を有するファージをリアルタ

イムにモニタリングしながら，ソートして回収できること

がこれらのディスプレイ系の特徴である．酵母の場合，

Aga２p分子と融合させることで提示系を構築するが，これ

図４ シグナル配列と大腸菌でのタンパク質分子の膜輸送
（A）大腸菌でよく用いられるシグナル配列を示した．分泌シグナルの
改変なども行われている．（B）分泌経路の模式図：Sec分泌経路は，
SecA，SecYEG，SecDF，YidCタンパク複合体によって構成される．
Secシグナルをもつタンパク質は，SecBシャペロン分子を介して，も
しくは，シグナル配列の直接的なターゲティングにより Sec分泌経路
にはいる．N末側のシグナル配列は，膜結合型ペプチターゼ（SPase）
によりペリプラズム側で切断される．Sec経路では，SRP-リボソーム
複合体は細胞内膜の FtsYと結合したあと，GTPが介在してリボソー
ムが SecYEGに結合し，合成されたタンパク質はペリプラズム側に分
泌される．Tat経路のトランスロコンは，TatA，B，Cの三つの膜タン
パク質で構成される．TatBC複合体，特に TatCが Tatシグナル配列と
特異的に結合する．TatAは，リング型の多量体で，フォールドされた
タンパク質を通過させるチャンネルとして機能する．

〔生化学 第８２巻 第８号７１４



までに EGF，IL-２，scFv，GFP，ペプチド／MHCクラス II

複合体などが提示できることが報告されている３１）．他に

は，遺伝子からの転写，タンパク質合成のシステムを in

vitro にもち出したリボソーマルディスプレイ法，mRNA

ディスプレイ法が確立されている３３，３４）．

２． 抗体エンジニアリング

ファージディスプレイ法は一本鎖抗体を提示した抗体ラ

イブラリーを産み，その後数々の優れた抗体ライブラリー

が作製された．２００９年５月において，米国 FDAで認可さ

れた抗体医薬は７種のペンディングになっているものを含

めると３０種を超える３５）．この手法は抗体様機能や抗体を

超える機能を有する低分子化抗体や抗体以外のスキャ

フォールドを使った特徴のある抗体様分子を比較的容易に

エンジニアリングすることを可能にした．この項では，こ

のような抗体医薬開発の現状を踏まえ，抗体の高機能化お

よび低分子化の観点から俯瞰する．

１） 抗体の高機能化

（１） エフェクター機能の増強

ヒト IgG抗体には，IgG１から IgG４の４種のサブタイプ

が存在し，特にがんを標的にした治療抗体の場合には，

ADCC活性（抗体依存性細胞障害活性）や CDC活性（補

体依存性細胞障害活性）などのエフェクター機能をもつ

IgG１が多用される．このエフェクター機能をさらに強化

することで，投与量の低減を図る研究が行われている．

Lazerら（Xencor社）は，IgG１の Fc領域に変異を導入し

た１，０００以上に上る変異体の中から，IgGの Fcレセプ

ター（FcγRI，IIa，IIb，IIIa）並びに，補体（C１q）や胎性

Fcレセプター（neonatal Fc receptor, FcRn）への結合活性

のスクリーニングを行った．特に ADCC活性の発現に重

要な FcγRIIIaに対して結合活性が強く，抑制性のレセプ

ターである FcγRIIbに対し結合活性が相対的に弱い Fc変

異体を同定し３６），ADCC活性が１００倍以上増強されること

を示した３７）．

Niwaら（協和発酵キリン）の技術は，抗体の CH２ドメ

インの N 型糖鎖のフコースを除去することで，ナチュラ

ルキラー細胞（NK細胞）上に発現する Fcレセプター

（FcγRIIIa）に対する親和性を増強させ，これにより ADCC

活性を増大させ，より低い投与量での抗がん活性を達成す

ることに成功している３８）．この技術はポテリジェント技術

（POTELLIGENT�技術）として実用化されつつあり，乳が

ん患者の PBMCにおいてもフコース除去した抗 Her２抗体

（trastuzumab）は，通常の抗体に比べて有意に高い ADCC

活性を発現することができたことが報告されている３９）．一

方で，抗がん活性に有効なエフェクター機能としては，抗

腫瘍効果に対し CDC活性も重要であるが４０），先の協和発

酵キリンのグループは，ヒト IgG１と IgG３間の Fcキメラ

を作製することによって，１０倍程度高い CDC活性を有す

る抗体を報告した（COMPLEGENT�技術）．

（２） 血中半減期の延長

ヒト IgGの抗体医薬の半減期は平均で約１２日程度であ

るが，抗体により，短いものは４日から長いもので２５日

程度とかなりばらつきがある．抗体の血中半減期の延長

は，投与回数を減らすことによる患者の負担軽減だけでな

く，抗体医薬の治療効果を改善できると期待される．血中

での IgGのレベルと半減期は，主として血管内皮細胞の

FcRnとの結合によってコントロールされている．pinocy-

tosisによって細胞内に取り込まれた抗体は，エンドソー

ムの成熟化に伴う弱酸性化（pH６）により FcRnとの結合

力が増大することで，エンドソーム膜上の FcRnと結合す

る．この FcRnと結合したものだけが，リサイクリング機

構によって血中（pH７．４）へ再放出されるが４１），FcRnと結

合しなかった抗体はリソソーム系へと移行し分解される．

Dall’Acquaらは，抗 RSV（respiratory syncytial virus）IgG１

抗体（MEDI-５２４）に，三つの変異M２５２Y／S２５４T／T２５６E

（YTE）を導入した抗体（MEDI-５２４-YTE）が，pH７．４で

は共に早い解離反応を示すにもかかわらず，pH６では，

サルあるいはヒトの FcRnとの親和性が１０倍程度増大す

ることを見出した４２）．この変異体を用いて，サルを使った

血中半減期の測定を行ったところ，４倍の半減期の延長が

見られた．このことは，FnRnとの親和性増強によって，

血中半減期の延長が起こることが示唆されたが，Yeungら

は，作製した種々の IgG１変異体（trastuzumab）の FcRn

への結合活性を pH６．０から pH７．４で比較し，特に

pH６．０で結合が強くなるような変異体を見出そうとし

た４３）．しかし，pHに対するこれらの変異体の結合定数の

依存性はいずれの変異体でも同程度であった．そこで，

pH６．０において野生型に比べて結合力が４倍もしくは８０

倍増大した二つの変異体（N４３４Aと N４３４W）を用いて，

サルでの血中半減期の実験を行ったところ，N４３４Aでは

約２倍の半減期延長が認められたものの，FcRnとの強い

結合活性が見られた N４３４Wは，野生型と同程度の半減期

しか示さなかった．このことは，FcRnへの中程度の結合

活性の増強が，血中動態の改善を生むことを示唆してお

り，おそらく，強すぎる FcRnとの結合力の改善は，

pH７．４付近での解離を遅くすることによって，再放出を

抑制するためと考えられる．

（３） 抗体のアゴニスト活性の強化

抗体は，その２価性の結合により細胞表面のレセプター

を二量体化し，細胞内へシグナルを送るいわゆるアゴニス

ト活性を有することは古くから知られていたが，IgGの

Fc領域やヒンジ領域を変換，改良することで，本来の

IgGのもつアゴニスト活性をさらに強化できることが示さ
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れた．Kaiらは４４），血小板増殖ホルモンである TPO（throm-

bopoetin）のレセプター，c-MPL（myeloproliferative leuke-

mia virus oncogene）に対する IgG１抗体が，比較的弱い血

小板増殖活性を示すのに対し，Fcドメインの細胞障害活

性が低い IgG４-Fcへの交換と，より長くフレキシブルな

IgG３ヒンジリンカーの導入によって，細胞障害活性を抑

えながらアゴニスト活性を上昇させることに成功した．こ

のヒンジと Fc領域を変換した抗体は，UT-７／TPO細胞（ヒ

ト巨核芽球細胞由来株）を使った増殖試験で，親株の IgG１

に比べ，約１０―５０倍の高い活性を示した．さらに，ヒト

c-MPLトランスジェニックマウスを用いた in vivo 実験に

おいて，TPOやそのレセプター結合ドメインをもつ PEG

化 rhMGDF（recombinant human megakaryocyte growth and

development factor）等に比べ，アゴニスト抗体は，顕著に

高い血小板増殖能と効果の延長持続を認めた．抗体は他の

バイオ医薬品よりも半減期の長いことも特徴であり，そこ

にアゴニスト抗体を用いる大きな有用性も存在する．

（４） ドメインの付加による機能性の増強

多くの疾患においては，複数の疾患因子が，冗長的に働

くことによって，病因に関与している場合が多い．例え

ば，炎症性のサイトカインである IL-１αと βは，同じ細胞
シグナルのカスケードをもち，相補的に作用する．このよ

うな炎症を抑制する場合，両方のサイトカインをブロック

することが必要になるが，治療において，二つの抗体の混

合系を用いることは，コストにおいても，薬剤としての安

全性，効果を確保するうえでも問題がある．Abottのグ

ループは，一つの抗原に対する抗体の Vドメインの先端

に，別の抗原に対する抗体の Vドメインを連結した

DVD-Ig（dual variable domain Ig）を作製し，その効果を

評価した４５）．DVD-Igは，動物細胞における生産性も良好

であり，心配された連結による二つの Vドメインの抗原

結合力の低下も，リンカーの長さを最適化することによっ

て，ほぼ解決されたと報告している．実際に，IL-１αと β
に対する二重特異的な DVD-Igは，コラーゲン誘発性関節

炎モデルマウスにおいて，IL-１αと βそれぞれの親株の
IgGの併用投与と同程度のリウマチ症状の抑制効果を示し

た．

このような二重特異性抗体は，２種の標的抗原の異なる

結合ドメイン，例えば，単鎖 Fv抗体（scFv, single chain

Fv）を用いても比較的容易に作製される．Asanoらは，IgG

抗体の VH，VLを，２種の標的抗原の異なる単鎖 Fv抗体

（scFv, single chain Fv）に入れ替えることで，EGFR（epider-

mal growth factor receptor）と CD３に対する二重特異性抗

体を作製し，T細胞のがん細胞への効率的な標的化を可能

にした４６）．また，IgG-Fcの N末，C末に異なる特異性の結

合ドメインを導入した４価の二重特異性抗体もデザインさ

れている４７）．最もシンプルな二重特異性抗体のデザイン

は，中国のグループによって報告された．Xieらは，CH３

ドメインの H鎖間のコンタクト領域に，一方の H鎖 Fcに

T３３６Yの変異を，もう片方には Y４０７Tの変異を導入した

２種の H鎖を共発現させた．この２種の H鎖には特異性

の異なる scFvが融合されており，２種の H鎖間でのヘテ

ロ鎖間のみの結合が起こるようにしたことで，二重特異性

抗体の作出が容易になった４８）．このような二重特異性抗体

は，単独のエピトープを認識する抗体のみでは効果の薄い

病原体に対しても，効果的にその毒性を抑えることができ

る．

２） 抗体分子の低分子化

（１） 低分子化抗体と single domain antibody

従来からあった Fab抗体，scFv抗体，diabodyに加え，

sc（Fv）２やその二重特異性 sc（Fv）２などの低分子抗体も報

告されているが，近年では，ヒト抗体の VHあるいは VL

を用いたドメイン抗体，ラマやラクダのもつ抗体の可変ド

メイン VHHの monobody，さらには IgNAR（new antigen

receptor）と呼ばれるサメの可変ドメインが，single domain

antibodyと呼ばれる抗体医薬の候補として注目されるよう

になった．これらは，単一のイムノグロブリンのスキャ

フォールドからなり，ドメイン上の３箇所の相補性決定領

域（complementary determining region，CDR １，２，３）の

変異によって，種々の抗原との結合の多様性を生み出す．

このような低分子抗体の医薬応用における利点として，

１）抗体と同様に標的分子，アンタゴニスト，さらにはア

ゴニストとして機能する，２）大腸菌において低コストで

の生産が可能，３）血中半減期が短い分，血中の濃度コン

トロールが可能，４）低分子であるため組織浸潤性が高い，

５）他の分子との融合タンパク質による機能強化デザイン

が容易，等があげられる．この５）については，（scFv）２-

Fc等の例を出すまでもなく，多くの融合タンパク質によ

る高機能化が図られており，詳細については，総説を参照

願いたい４９）．一方，弱点としては，６）血中半減期が短い

（T１／２＝５―３０分），７）Fcがないのでエフェクター機能を

もたない，等があげられる．６）については，PEG（ポリ

エチレングリコール）化等のほか，血液の主要タンパク質

（IgGやヒト血清アルブミン）に対する抗体ドメインを付

加するなどして血中半減期を伸ばす工夫がされている．

７）については，次項で述べる BiTE技術が，低分子抗体

による細胞障害活性を発現する技術として注目されよう．

（２） BiTE技術

低分子抗体の中でも臨床試験が進んでおり，良好な結果

が報告されている BiTE技術について紹介したい．BiTE

とは，bispecific T cell engagersの略で，基本的な分子の構

成は，抗腫瘍抗体の scFvと T細胞を標的とする抗 CD３抗

体の scFvをタンデムに連結した二重特異性（scFv）２のこ
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とである．通常の IgG抗体による抗腫瘍活性は，Fcと NK

細胞上の FcγR�aとの結合を介したいわゆる ADCC活性

に依存している．Bargouらは，non Hodgkin’s lymphomaの

治療を目的に，CD１９と CD３に特異性をもつ BiTE抗体

（blinatumomab）を作製し，患者への投与を行った５０）．その

結果，極めて低用量（０．００５mg／m２）で血中からのリンパ

腫の消失，０．０１５―０．０６mg／m２の投与でリンパ節腫瘍の退

行が見られ，さらに骨髄や肝臓からの腫瘍の消失も認めら

れた．この BiTE抗体による抗腫瘍活性は，T細胞活性化

によるグランザイム Bの発現による細胞障害活性，さら

にはカスパーゼ依存的な細胞死を腫瘍細胞にもたらすこと

で起こることが，EpCAM（epithelial-specific cell adhesion

molecule）／CD３-二重特異性抗体による腺がん細胞に対する

抗腫瘍活性で報告されている５１）．このような高い抗腫瘍活

性は，血中に多量に存在し細胞障害活性を有する CD４お

よび CD８陽性 T細胞をエフェクター細胞として利用した

ことが大きい．通常の IgGによる ADCC活性は，血中リ

ンパ球の１０％程度の NK細胞に依存しているが，人工的

な低分子抗体が，T細胞をエフェクター細胞として利用す

るといった天然抗体を超える機能を発揮したよい例であろ

う．

（３） 低分子抗体によるアゴニスト活性

前述の完全抗体のアゴニスト活性は，２価性の低分子抗

体によっても，再現，強化することが可能である．Orita

らは，TPOのレセプター（MPL）に対する IgG（VB２２B）

を基に作製した diabodyや sc（Fv）２が，VB２２B抗体よりは

るかに高いMPL依存性 BaF／MPL細胞増殖活性を示すこ

とを明らかにした５２）．また，Kimuraらは，HLAクラス I

分子に対するマウス抗体（２D７）を基に diabodyを作製し，

この低分子抗体が，元の抗体では極めて弱かった ARH-７７

細胞（plasma cell leukemia）に対する細胞障害活性を飛躍

的に増大させることを報告した５３）．同様な diabodyによる

細胞死誘導が極めて効率的に起こることを，我々もヒトの

HLAクラス II分子に対する低分子抗体による S１T細胞

（ヒト成人白血病由来）の細胞障害活性を報告しており５４），

このような２価性の低分子抗体は，細胞表面のレセプター

を二量体化して効率よくシグナルを伝える上では，完全抗

体よりも適しているかもしれない．

２００６年に起こった制御性 T細胞上の抗 CD２８アゴニス

ト抗体（TGN１４１２）によるフェーズ�試験での，サイト

カインストームによる重篤な副作用報告５５）の例にもあるよ

うに，アゴニスト活性をもつ治療用抗体は，過剰な生体応

答を引き起こす懸念が付きまとう．特に完全抗体では血中

半減期が長いため，投与中断による副作用の回避が容易に

できない欠点がある．しかし，低分子アゴニスト抗体で

は，その短い血中半減期から，血中濃度のコントロールが

容易で，投与中断による副作用の回避が容易であることも

優位な点である．

（４） Bリンパ球クローンの抗体エンジニアリング

最近，ヒト B細胞１クローンから直接抗体遺伝子をク

ローニングし，その発現により抗体分子を作製することが

達成され始めている．例えば，１９１５年のスペイン風邪の

生還者から得られた B細胞由来の抗ヘマグルチニン（HA）

抗体は，EBV（エプスタイン・バーウィルス）による B細

胞のトランスフォーマントとミエローマ細胞との細胞融合

により作出されたハイブリドーマによって生産された５６）．

これらの抗体は，１９１８年の H１N１インフルエンザウイル

ス株に対する非常に強い中和活性を有したが，近年のイン

フルエンザ株に結合しなかった．この抗体のエピトープ

は，高い抗原性をもちまた変異性も高い HAのウイルス表

面側の領域であり，この抗体は，抗体の germ line配列と

の比較から，多くの変異（somatic mutations）を重ねなが

ら，この毒性の高いウイルス株に対抗したことが示唆され

た．一方，村口らのグループは，‘immunospot array assay

on a chip（ISAAC）’と呼ぶ方法を開発し，チップ上で末梢

血から効率よく抗体産生細胞をクローニングし，さらに抗

原特異的な抗体のスクリーニングを行う方法を提案してい

る５７）．このようにヒトの血液中に有用な抗体があることが

分かっている場合，上記のような方法を用いて，直接ヒト

抗体を単離することは極めて理にかなっている．Throsby

らは，季節性インフルエンザ（H５N１株）のワクチンを接

種した人から IgM陽性メモリー B細胞（CD２４＋／CD２７＋／

IgM＋）を単離し，この細胞から scFvファージライブラ

リーを構築した．このライブラリーから得られた抗体の一

群は，幅広いヘテロサブタイプ（H１，H２，H５，H６，H８

並びに H９）特異的な結合を示し，ウイルス株間の HAタ

イプの違いを超えた中和活性を有する抗体の創製に成功し

ている５８）．さらに，この抗体のエピトープが，X線結晶解

析によって明らかにされ，この抗体は，HAのへリックス

の膜近位の保存性の高い領域を認識することで，幅広い中

和活性をもつことが明らかになった５９）．

Smiderらは，２００７年に設立された Fabrus社（http:／／

www.fabrus.net／）において，ヒトの germ lineの抗体遺伝

子（V，（D），J）の組合わせに基づいた１０，０００以上の Fab

タンパク質ライブラリーを構築し，この中から１次スク

リーニングによって，標的分子に対する特異的 Fab抗体を

同定した．最初の Fab抗体の抗原との親和性は予想通り弱

く，Kd値で４，８００nMであったが，変異導入によるサブ

ライブラリーからのスクリーニングによって，親和性を約

１，０００倍増強した抗体を得ることができた．この方法は，

免疫システムの非生体レベルでの模倣であり，このような

コンビナトリケミストリー様の抗体ライブラリーの作製も

これからの抗体作製の一つの手法になるかもしれない．
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３． Beyond antibody：抗体分子を超えて

抗体ファージライブラリー構築からの経験を基にすれ

ば，標的分子への特異的結合を達成するには，抗体 V領

域が有するランダムペプチド配列（CDR）が複数個存在

し，それらを一極にフォーカスさせるように支持する分子

骨格があればいいことが明らかとなった．椅子の足は３本

あれば床に安定に置くことができると同じく，抗体 V領

域の CDRは三つある．構築を目指す分子の目的により，

どのような分子骨格を抗体の替わりにするかが選択され

る．最近の状況を紹介する．

１） モノボディ／アドネクチン（Monobody／AdNectins）

モノボディ（monobody）はイムノグロブリンの V領域

の構造に似たヒトフィブロネクチンタイプ�ドメイン

（FN３）の１０番目のユニット（FNfn１０）を分子骨格として

作製された低分子化抗体である（図５A）．フィブロネクチ

ンは細胞外マトリックスの構成成分であり，細胞間相互作

用にも関与する巨大タンパク質である．その中の FN３は，

１５のユニットで構成され，FNfn１０は９４残基（１０kDa）の

アミノ酸で構成されている．FNfn１０はシステイン残基を

含まないことから，バクテリアでの発現が容易で，可溶

性，熱安定性も優れている．Koideらは，FNfn１０の BCと

FGループにランダム配列を挿入したファージライブラ

リーを作製し，このライブラリーからモデル抗原であるユ

ビキチンに対し特異的なモノボディを単離した６０）．また，

彼らは FNfn１０の BC，DE，FGループをセリン，スレオ

ニンの２アミノ酸だけでコードしたライブラリーからも抗

原特異的（Kd＝０．１nM）モノボディの単離に成功し，少

数アミノ酸で構成される多様性だけでタンパク質結合表面

を作製できることを証明した６１）．Xuらも FNfn１０ドメイン

を分子骨格として，BC，DE，FGループにランダム配

列を挿入した mRNAディスプレイライブラリーを作製

し，TNF-alpha特異的アドネクチン（Kd＝２０pM）を単

離している６２）．また，Getmanovaらはヒト VEGF受容体２

（VEGFR-２）に特異的なアドネクチンを単離後，アフィニ

ティマチュレーションにより Kd＝０．０６―２nMのアドネク

チンを作製している６３）．VEGFR-２特異的アドネクチンは

現在，再発性多形神経膠芽腫患者を対象とした第２相臨床

試験が行われている６４）．

２） アビマー（avimer）

アビマーはマイクロプロテインの Aドメイン（約３５ア

ミノ酸；４kDa）を基に作製された（図５B）．Aドメイン

は様々なヒト細胞表面受容体の細胞外部に存在する紐状の

多価ドメインであり，１００種類以上の異なる分子と結合す

ることが報告されている．その結合様式は，複数の Aド

メインが独立した異なるエピトープに結合することから，

標的分子に対し高い特異性と親和性を示すことも報告され

ている．Stemmerらは，この性質を利用し標的分子に対し

マルチドメインで結合する新規結合タンパク質の作製を試

みた．彼らは Aドメインの分子骨格形成に関与する２残

基と，六つのシステイン残基，および Caの配位に関与す

る四つのアミノ酸残基を残し，その他の配列をランダマイ

ズしたファージライブラリーを作製した６５）．アビマーはセ

レクションの度に新規の結合ドメインを付加することで独

立したエピトープで結合するマルチマーを作製できる．実

際に IL-６，cMET，CD２８，CD４０L，BAFFに結合するアビ

マーを単離しており，抗 IL-６アビマーについては，三つ

の Aドメインからなるトリマーで IL-６に対する親和性が

Kd＝０．１nMであり，市販抗体と同等の IL-６依存性増殖細

胞の増殖阻害活性を示した．さらにマウスでの動物実験に

おいても IL-６誘導性の血清アミロイド Aの産生を市販抗

体と同程度阻害した６５）．現在クローン病治療薬として第１

相試験が行われている６６）．

３） アンチカリン（Anticalin）

リポカリンファミリーに属する分子を分子骨格にもつ人

工抗体をアンチカリン（anticalin）と呼び，Skerraらによ

り報告されている６７）．リポカリン（１６０～１８０アミノ酸残基）

は，脊椎動物から昆虫，植物，バクテリアにまで存在する

分子で，主にビタミン，ステロイド，脂質などの化合物

や，代謝産物のトランスポーターとして機能している．ヒ

トにおいてはアポリポタンパク質 D，α１-酸性糖タンパク

質など異なる生理機能を有した１２のリポカリンが同定さ

れている６８）．リポカリンは八つの逆並行 βストランドが中
央方向にねじれた βバレル構造を高度に保存しており，
片側を４本のループが支えるカップのような開いた構造を

有する（図５C）．Skerraらはこの４本のループ領域にラン

ダム配列を挿入することで，新規結合タンパク質の構築を

試みた．初め，彼らはオオモンシロチョウ由来のリポカリ

ンであるビリン結合タンパク質（bilin-binding protein：

BBR）の４本のループ領域にそれぞれ１６残基のランダム

配列を挿入したファージライブラリーを作製し，低分子で

あるフルオレセイン，ジゴキシゲニンに特異的なアンチカ

リンを単離した６９）．その後，結晶解析情報から点変異によ

り，親和性の改善を報告している７０）．また，彼らは，ヒト

由来のリポカリンである好中球ゲラチナーゼ結合リポカリ

ン（neutrophil gelatinase-associated lipocalin：NGAL）を分

子骨格としたファージライブラリーを作製し，CTLA-４特

異的アチカリン（親和性が Kd＝１０nM）を報告した７１）．さ

らに，すでに確立されている VEGF特異的アンチカリン

は２０１０年前半にも臨床試験に進むとされている７２）．

〔生化学 第８２巻 第８号７１８
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４） アンキリン反復タンパク質（Designed Ankyrin Repeat

Proteins: DARPins）

アンキリン反復（ankyrin repeat：AR）は，３３アミノ酸

残基で構成する βターン，二つの逆並行 αヘリックス，
ループのサブユニットが繰り返し積み重なった構造を有す

る（図５D）．ARは初め酵母の細胞周期制御に関わる分子

内に同定された．その後，核および細胞内外で働く多くの

タンパク質に保存されていることが示され，様々な環境に

おいてタンパク質間相互作用を媒介することが明らかと

なった７３）．Plückthunらはこの ARに着目し，発現，溶解

性，熱安定性において優れた新規結合タンパク質の構築を

試みた．彼らは２００以上の ARにおいて保存率が低く，分

子表面に露出する領域にランダム配列を挿入することでラ

イブラリーを作製し，モデル抗原であるマルトース結合タ

ンパク質とキナーゼに対し高い親和性を有した特異的 AR

を単離し抗体に代る分子骨格を報告した７４）．その後，

Zahndらは，ヒト EGF受容体２（human epidermal growth

factor receptor２: Her２）に特異的な DARPinを単離し７５），

error-prone PCRと骨格領域のアミノ酸置換によるアフィニ

ティーマチュレーションにより親和性が Kd＝９０pMの

DARPinを報告した７６）．また，Kaweらは NIaproプロテアー

ゼ特異的 DARPinが，細胞内で NIaproプロテアーゼの活性

を阻害することを報告し，DARPinが細胞内でも機能する

ことを示した７７）．近年，bispecific抗体の報告が多くある

が，DARPinsにおいても同様な研究が報告されている．

Eggelらは FcεR１αを標的として得られた，エピトープの
異なる２種の DARPins（親和性が共に Kd＝１０nM）をリ

ンカーで連結することで bispecificな DARPinsを作製し，

親和性の改善（Kd＝１０pM）と共に IgEによって誘導され

る好塩基球の脱顆粒を市販抗体である Xolair�（一般名；オ

マリツマブ）と同レベルで阻害することを報告している７８）．

５） 可変性リンパ球受容体（variable lymphocyte recep-

tor：VLR）

フィブロネクチン，リポカリン，アンキリンなど前述の

タンパク質分子が抗体に代わる分子骨格として研究が先行

しているが，そのいずれも元来，免疫システムにおいて抗

原受容体の機能を有していない．一方近年，ヤツメウナ

ギ，ヌタウナギなど無顎類の獲得免疫システムとしてイム

ノグロブリンの構造を有さない可変性リンパ球受容体

（variable lymphocyte receptor：VLR）が発見された７９）．VLR

はロイシン残基に富んだリピート（leucine-rich-repeat；

LRR）モジュールが繰り返し積み重なった馬てい形の構造

を有しており，内部に並行型 βシート構造を保持してい
る（図５E）．Herrinらは炭疽菌胞子の糖タンパク質である

BclA特異的 VLRのクローニングを行い，得られた複数の

BclA特異的 VLRの相同性解析を行うことで，βシート構

造のくぼんだ領域が抗原認識部位として機能することを示

した８０）．その後，Hanらによる H-トリサッカライド特異的

VLRの結晶構造解析で，同領域と C末端モジュールの可

変ループ領域により抗原を認識することが明らかとなっ

た８１）．Tasumiらは酵母ディスプレイ技術を用いて作製した

免疫ライブラリーから，鶏卵リゾチーム（hen egg lyso-

zyme；HEL）特異的 VLRを単離し，error-prone PCRでの

アフィニティーマチュレーションにより親和性が Kd＝４．３

nMの VLRを報告している８２）．VLRは無顎類の獲得免疫

システムであることから進化論的に最も古い抗体であるこ

とが伺える．興味深いことに高等動物の自然免疫システム

を司る Toll様受容体（toll-like receptor；TLR）も VLRに

特徴的な LRR構造を有している．

４． 低分子化合物を標的とした抗体エンジニアリング

分子量が小さい低分子量の化合物は，免疫学ではハプテ

ンと呼び，単独で動物に投与しても免疫応答を誘導せず免

疫原性がない．一方，このハプテンをタンパク質（担体も

しくはキャリア分子）と共有結合すると免疫原性を示すよ

うになる．ハプテンはホルモン，ビタミン，代謝物，薬

物，環境汚染物質，抗生物質，除草剤，添加物等多岐にわ

たり我々の生活に広範に存在しており，これらの低分子化

合物を検出するための手段として，ハプテンに対する抗体

等の分子は有用である．これらのアッセイの効率を決定す

る重要なポイントはこの抗体等の分子の特異性である．構

造の類似した化合物を含むサンプルから目的ハプテンのみ

を特異的に検出する場合や，特異性の幅広い抗体を使用し

て一度に類似した化合物を検出する場合等，目的に合わせ

た特異性が必要となる．このような抗体分子は，研究用試

薬・診断キット・バイオセンサー・医薬品等に有用である

が，タンパク質を標的とする場合とは異なる，この領域に

特徴的な問題点が多く存在する．以下，この状況を概説す

る．

１） ハプテンとハプテン抗体の相互作用の特徴

一般に，タンパク質抗原では抗体 V領域の相補鎖決定

領域ループの末端が結合し，その抗原認識表面は平面的で

あるのに対して，ハプテン抗原の場合は抗原結合部位の底

部や VHと VLの接触面を形成する βストランドに含ま
れるアミノ酸と結合し，抗原認識表面はキャビティ型

である８３）．また，実際に抗原と結合するアミノ酸残基

（specificity-determining residues：SDR）の平均的な数はハ

プテン抗体の場合は１２で，タンパク質抗体やペプチド抗

体の１７よりも５個少ない．その中でも H鎖の CDR３（H３）

に含まれる SDRの割合は，抗ハプテンの場合は３３％であ

るのに対し抗タンパク質・抗ペプチドは２５％で，H３ルー

プは特に抗ハプテン抗体においては重要な役割を果たして
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表１ 抗体エンジニアリング法により確立されたハプテン特異抗体

ハ プ テ ン 抗 体 ライブラリーの種類 引 用 文 献

２，４-D Fab from hybridoma Gerdes et al.（１９９７）Anal Biochem２５２;１９８―２０４
Atrazine, paraquat scFv from hybridoma Longstaff et al.（１９９８）Biochim Biophys Acta１３８１２;１４７―１６０
Atrazine scFv from hybridoma Strachan et al.（１９９８）Biosens Bioelectron１３;６６５―６７３
Atrazine scFv dimers from hybridoma Grant et al.（１９８１）Prog Clin Biol Res６４;４１３―４２８
Atrazine Fabs from hybridoma Rau et al.（２００２）Anal Bioanal Chem３７２２;２６１―２６７
Cyclohexanedione scFv from hybridoma Webb et al.（１９９７）J Agric Food Chem４５;５３５―５４１
Mecoprop scFv from hybridoma Strachan et al.（１９９８）Biosens Bioelectron１３;６６５―６７３
Chlorpyrifo-ethyl scFv from hybridoma Alcocer et al.（２０００）Agric Food Chem４８;３３５―３３７
Paraquat scFv from hybridoma Graham et al.（１９９５）J Chem Technol Biotechnol６３３;２７９―２８９
PCBs Fabs from hybridoma Chiu et al.（２０００）J Agric Food Chem４８６;２６１４―２６２４
Picloram Fab from hybridoma Yau et al.（１９９８）J Agric Food Chem４６１０;４４５７―４４６３

Aflatoxin B１ scFv naïve Moghaddam et al.（２００１）J Immunol Methods２５４;１６９―１８１
Digoxigenin scFv naïve Dorsam et al.（１９９７）FEBS Lett４１４;７―１３
Doxorubicin scFv naïve Vaughan et al.（１９９６）Nat Biotechnol１４;３０９―３１４
Estradiol scFv naïve Dorsam et al.（１９９７）FEBS Lett４１４;７―１３
Indole-３-acetic acid VHH naïve Sheedy et al.（２００６）J Agric Food Chem５４;３６６８―３６７８
Fluorescein scFv naïve Vaughan et al.（１９９６）Nat Biotechnol１４;３０９―３１４
Phenyl-oxazolone scFv naïve de Haard et al.（１９９９）J Biol Chem２７４;１８２１８―１８２３０
Picloram VHH naïve Yau et al.（２００３）J Immunol Methods２８１;１６１―１７５
Progesterone scFv naïve Dorsam et al.（１９９７）FEBS Lett４１４;７―１３
Progesterone scFv naïve He et al.（１９９９）J Immunol Methods２３１;１０５―１１７
Fumosinin B１ scFv naïve Lauer et al.（２００５）J Agric Food Chem５３;８９９―９０４

Atrazine scFv immune Li et al.（２０００）Biochem Biophys Res Commun２６８;３９８―４０４
Atrazine scFv immune Charlton et al.（２００１）Biosens Bioelectron１６;６３９―６４６
Atrazine scFv immune Charlton et al.（２０００）J Immunol１６４;６２２１―６２２９
Azo-dye RR１ VHH immune Spinelli et al.（２０００）Biochemistry３９;１２１７―１２２２
Azo-dye RR１２０ VHH immune Frenken et al.（２０００）J Biotechnol７８;１１―２１
Azo-dye RR６ VHH immune Frenken et al.（２０００）J Biotechnol７８;１１―２１
Cortisol scFv immune Chames et al.（１９９８）J Immunol１６１;５４２１―５４２９
Digoxin & analogues scFv immune Short et al.（１９９５）J Biol Chem２７０;２８５４１―２８５５０
Isoproturon scFv immune Li et al.（２０００）Biochem Biophys Res Commun２６８;３９８―４０４
Mecoprop scFv immune Li et al.（２０００）Biochem Biophys Res Commun２６８;３９８―４０４
Simazine scFv immune Li et al.（２０００）Biochem Biophys Res Commun２６８;３９８―４０４
Triazine scFv immune Kramer（２００２）Environ Sci Technol３６;４８９２―４８９８
Picloram scFv immune Tout et al.（２００１）J Agric Food Chem４９８;３６２８―３６３７
caffeine VHH immune Ladenson et al.（２００６）Anal Chem７８;４５０１―４５０８
１５-acetyldeoxynivalenol VHH immune Doyle PJ（２００８）Mol Immunol４５（１４）:３７０３―３７１３

４-hydroxy-３-iodo-５-nitrophenol scFv synthetic Van Wyngaardt et al.（２００４）BMC Biotechnol４;６
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おり８４），π-スタッキングやファンデルワールス作用は抗体

の特異性に影響すると考えられる．

２） 抗ハプテン抗体作製で考慮される要因

（１） ハプテン―キャリアタンパク質複合体

ハプテンは低分子であるため，抗原―抗体結合を形成す

るのに充分な反応基を保持していない場合が多い．誘導さ

れる抗体の選択性を改善するためには，ハプテンの最も特

徴的な構造を可能な限りキャリアタンパク質と距離をおく

ように複合体を作製する．また，ハプテン―キャリア結合

の化学構造や架橋位置等が，目的とするハプテン分子の構

造や抗体の結合能力に大きな影響を及ぼすことが想定され

る場合，分子モデリング解析（computer-assisted molecular

modeling：CAMM）の利用は有用となる８５）．例えば，ター

ゲット物質と構造的にも電子的にも類似したハプテン抗原

は CAMMを用いてデザインできる．CAMMはハプテン

抗原のデザインの他にも，交差反応性，抗原抗体相互作用

に関する様々な情報を与える．

（２） 免疫

ハプテンの含有モル比の多いハプテン抗原を免疫すると

一般的に強い抗体応答を誘導できる．Fodeyらは，サルメ

テロールを用いて，キャリアタンパク質へのコンジュゲー

ト量と誘導されてくる抗体活性を検討し，コンジュゲート

量の低いハプテン抗原を免疫することで，抗体価は低くな

るが，サルメテロールへの選択性が改善される傾向にある

ことを報告している８６）．親和力，選択性の高い抗体を得る

ためには，ハプテン抗原を作製する際のハプテンとキャリ

アタンパク質のモル比，免疫の際の投与量，投与回数を検

討することも重用なポイントとなる．

（３） パンニング，スクリーニング

ハプテン―キャリア複合体の免疫で誘導された抗体では，

ハプテン分子そのものよりも，複合体への認識力が高くな

る傾向が多々生じる．このバイアスを避けるため，抗体ラ

イブラリーを用いたパンニングでは，a）免疫抗原と異なる

キャリアタンパク質もしくは異なる架橋反応基で作製した

複合体の使用，b）固相化する複合体濃度の減少，c）キャリ

アタンパク質やハプテン類似化合物とのプレインキュベー

ションによる吸収除去，d）ハプテン単独や特異的抗体によ

る特異的溶出，e）溶出条件を厳しくする，などの工夫によ

り選択性の高いハプテン特異的抗体の単離が試みられてい

る８７）．

３） 抗体エンジニアリング法による抗ハプテン抗体の作製

例

ファージディスプレイ法が主な手法であるが，１次抗体

ライブラリーや PCRによる変異導入等を施した２次ライ

ブラリーから単離された抗体の例を表１にまとめた８８）．ど

のように作製された抗体ライブラリーがハプテン特異抗体

を選別するのに最も有効かは興味がもたれるが，一覧で見

られるように多様なライブラリーが抗ハプテン抗体の単離

に用いられている．ライブラリーの特長別に紹介する．

（１） ナイーブライブラリー

免疫初期応答に相当する多様性（diversity）があり，得

られる抗体の親和性（Kd）は１０－５―１０－７ Mと想定され，親

和性の増強が必要である場合が多いと考えられているが，

現実には十分な親和性を保持した一本鎖抗体（single chain

Fv：scFv）を獲得できている．ヒトナイーブライブラリー

よりフルオレセイン，ジエチレントリアミン５酢酸，ドキ

ソルビシン，エストラジオールに対する Kdが１０－８ M以

下の scFv８９），プロゲステロン，テストステロンに対する

scFv９０），IgMライブラリーよりステロイドに対する親和性

が１０－８ Mの scFv９１），半合成ライブラリーよりアフラトキ

シン B１に対する親和性が１０－９ Mの scFv９２）等が報告されて

いる．

（２） 合成ライブラリー

Griffinライブラリーよりミクロシスチンに対する

IC５０＝４―１×１０－６ M（５０％阻 害 濃 度：IC５０）の scFvが，

Tomlinsonライブラリーより同じくミクロシスチンに対す

る IC５０＝１３―２，０００×１０－９ Mの scFv，等が報告されてい

る９３）．

（３） 免疫ライブラリー

ナイーブライブラリーに比べて親和性の高い分子を選択

する可能性が高いと考えられている．実際にヒツジ免疫ラ

イブラリーよりアトラジンに対して IC５０＝１０－１０ Mオー

ダーの scFvが報告されている９４）．またウサギ免疫ライブ

ラリーより，イソプロツロン，アトラジン，シマジン，メ

コプロップに対する Kd＝６．７５×１０－１０ Mの scFvが報告さ

れている９５）．

（４） 突然変異導入ライブラリー

生体内での免疫メカニズムでは到底存在しえない高親和

性・高特異性の抗体分子を創出できる可能性が期待でき

る．抗ジゴキシゲニン scFvの PCR変異導入（error-prone

PCR mutagenesis）による親和性の増強９６），抗コルチゾール

scFvの５０％変異導入（parsimonious mutagenesis）による

親和性の向上・交差反応性の抑制９７），抗テストステロン

Fabのドメインシャッフリング・部位特異的変異導入によ

る親和性の向上・交差反応性の抑制９８），抗エストラジオー

ル scFvの CDRH２挿入・PCR変異導入による親和性の向

上・交差反応性の抑制９９），抗アゾ染料 red-６llama VHHs（ラ

マ重鎖抗体フラグメント：VHH）の DNAシャッフリング

による親和性の向上・生産性の向上１００），抗オーキシン

llama VHHsのジグザグ DNA配列シャッフリング（stag-

gered extension process：StEP）による交差反応性の抑制１０１）

等が報告されている．
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（５） その他の有用なライブラリー

a） キャビティライブラリー法

抗体がフリーなハプテンと結合しないのは，フリーなハ

プテンは抗体の抗原結合表面を占有することができないた

めだと予想される．Ohlinらは，一つの FITC特異的 scFv

クローンの V遺伝子を分子骨格として，その結合キャビ

ティを形作るアミノ酸のうち１１個のポジションに変異を

入れたキャビティライブラリーを作製して，五つの異なる

ハプテンに対する特異抗体の単離を試み，四つのハプテン

に対して特異抗体の単離を達成したことを報告してい

る１０２）．

b） アフィニティークランプ（affinity clamps）法

二つの異なるタンパク質ドメインをリンカーでつなぎ，

そのタンパク質間の表面を最適化することによりターゲッ

トとしている物質との結合部位を作製する新しいストラテ

ジーである１０３）が，ハプテンが結合する抗体のキャビティ構

造もこのストラテジーを用いて作製できる可能性がある．

c） オープンサンドイッチ法

１１-デオキシコルチゾールの fMでの検出が可能である

ことを述べている１０４）．この方法は固相化した L鎖に抗原

と H鎖（酵素標識した H鎖やファージに提示させた H鎖）

を反応させ‘L鎖―抗原―H鎖’複合体を形成させている．

このようにしてハプテンをきっちりと包み込む L鎖と

H鎖の組合せをスクリーニングし，ハプテンが結合する抗

体のキャビティ構造を構築する方法と言える．

５． 補足：ライブラリー作製時での注意事項

一般の遺伝子クローニングでは，１種類の遺伝子につい

て，数多くのトランスフォーマントを調べて，正しい配列

の DNA断片を一つ選別・決定すればいいが，ライブラ

リーでは全てのクローンの DNA配列の正確さを必要と

し，ライブラリーの多様性を確保するために優れた形質転

換効率を達成しなければならない．このため，DNAの調

整，ライゲーション効率および形質転換では，一般の遺伝

子クローニングでの操作とは比較にならないほど神経を使

う．そのポイントは「阻害因子を除く」に尽きるが，具体

的に列挙する．最も平凡な操作が一番重要であることを経

験している１０５～１０９）．ヒト末梢血リンパ球を利用する場合，

倫理委員会への申請も必要とする．

１） プライマー

合成プライマーは，最高の精製純度が必要．

２） ファージミドベクターの挿入断片

ファージミドベクターを構築する時，インサート（抗体

遺伝子）を組込む挿入領域に制限酵素サイトを付加してお

くと，ベクターの切れ残りによる抗体遺伝子の未導入のも

のがライブラリーに残存する可能性を減らせる．

３） 遺伝子増幅の簡略化の問題

V領域の増幅を，プライマーを混合して簡略に行うと，

増幅される V遺伝子配列と増幅されない配列が生ずる．

すべてのプライマーの組合わせで個別に増幅するほうが確

実．

４） アガロース

DNAの形質転換効率はライブラリーの優劣の決定因子

であるので，高純度な DNAを作製するため，最高純度の

アガロースを利用．

５） UVの影響

DNA断片の精製に用いる UVランプの影響も要注意．

UVランプを使用せず DNAのバンドを検出する手法もあ

る．

６） ゲルからの抽出

経済的な意味で，DE８１ペーパーを用いて精製できれば

安価で済む１１０）．

７） キャリア RNA

精製する DNAの濃度が２０µg／ml以下の時，tRNAを加

え２０µg／mlにして共沈させることにより回収できる１１１）．

tRNAを添加しても形質転換効率は実験誤差範囲に収ま

る．

８） コンピーテント細胞

形質転換効率が優れている SS３２０を含めて１１２），効率の

よいコンピーテント細胞が市販されている．

９） 培養方法

増殖速度が速い，遅いクローンが存在するため，固層培

養を行うことですべてのクローンを均一に回収することが

できる．

お わ り に

beyond antibodyと呼ばれる領域はペプチドや更なる小

分子デザインの領域と融合しつつある．分子標的医薬とし

ての抗体は医療へ及ぼす経済的影響が大きいため，この領

域で汎用される基本技術や材料が，デレビや自動車と同様

に，１００余りに及ぶ先端技術の国際特許網で固められてい

る．しかし，この領域に身をおかずして，この領域の未来

を感知することはできない．若い情熱から優れた研究が数

多く生み出されることを期待したい．また，平凡だが，飛

躍のないアイデアの蓄積による分子デザインが，想定を越

えた高機能な分子標的を達成できることを示す研究領域で

もある．
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