
Title 抗体医薬の最適化のための無細胞ディスプレイ技術の応用
Sub Title Cell-free display technology for optimization of antibody drugs
Author 土居, 信英(Doi, Nobuhide)

柳川, 弘志(Yanagawa, Hiroshi)
松島, 綱治(Matsushima, Koji)
三隅, 将吾(Misumi, Shogo)

Publisher
Publication year 2013

Jtitle 科学研究費補助金研究成果報告書 (2012. ) 
Abstract 本研究では、当研究室で開発されたmRNAディスプレイ法を用いて、ヒト免疫不全ウイルス(HIV)

侵入阻害剤の重要な標的となっているCCR5の第2細胞外ループを模倣した環状ペプチドに対して
高い親和性を有するヒト化一本鎖抗体の試験管内進化をおこなった。その結果、VL鎖のCDR1に重
複した変異をもつ、高親和性変異体が得られた。

Notes 研究種目 : 基盤研究(B)
研究期間 : 2010～2012
課題番号 : 22360351
研究分野 : 工学
科研費の分科・細目 : プロセス工学 ; 生物機能・バイオプロセス

Genre Research Paper
URL http://koara.lib.keio.ac.jp/xoonips/modules/xoonips/detail.php?koara_id=KAKEN_22360351seika

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

http://www.tcpdf.org


	
 

様式Ｃ‐１９	
 

	
 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書	
 
平成２５年	
 ３月３１日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：本研究では、当研究室で開発された mRNAディスプレイ法を用いて、
ヒト免疫不全ウイルス（HIV）侵入阻害剤の重要な標的となっている CCR5の第 2細胞外ルー
プを模倣した環状ペプチドに対して高い親和性を有するヒト化一本鎖抗体の試験管内進化をお

こなった。その結果、VL鎖の CDR1に重複した変異をもつ、高親和性変異体が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we performed in vitro evolution of a humanized 
single-chain antibody against a cyclic peptide that mimics the extracellular loop-2 of CCR5, 
which is a key target of inhibitory drugs for the entry of HIV (Human Immunodeficiency 
Virus), by using mRNA display developed in our laboratory. Consequently, we obtained 
higher-affinity mutants with consensus mutations in CDR1 of VL domain. 
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 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	
 計 
２０１０年度 5,900,000	
 1,770,000	
 7,670,000	
 

２０１１年度 4,800,000	
 1,440,000	
 6,240,000	
 

２０１２年度 4,100,000	
 1,230,000	
 5,330,000	
 

年度 	
 	
 	
 

年度 	
 	
 	
 

総	
 計 14,800,000	
 4,440,000	
 19,240,000	
 

 
 
研究分野：工学 
科研費の分科・細目：プロセス工学；生物機能・バイオプロセス 
キーワード：ウイルス  バイオテクノロジー  免疫学  蛋白質  進化 
 
１．研究開始当初の背景 
標的分子に対して高い特異性と親和性をも
つ抗体医薬は、従来の低分子医薬と比べて副
作用の恐れが少なく、治療効果が高い究極の
分子標的薬として注目されている。しかし、
投与量が多く生産コストも高いという問題
点があるため、抗体の大量生産技術の改良に
加えて、Fabや scFv（一本鎖抗体）などの組
み換え抗体への小型化によって生産量を増
やしたり、抗体の親和性・安定性の向上によ
り薬効を高めて投薬量を減らすための新し
い技術が求められている。 

２．研究の目的 
申請者らが独自に開発した試験管内タンパ
ク質進化技術である DNA ディスプレイ法お
よび mRNA ディスプレイ法を応用・発展さ
せることにより、抗体医薬のアミノ酸配列を
最適化し、高い親和性・特異性・安定性をも
つヒト化抗体を簡便かつ迅速に取得できる
システムを確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究で行う抗体医薬の最適化の方法は、以
下の❶~❸のプロセスからなる。	
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❶抗体医薬候補遺伝子の取得および変異抗	
 
	
 体ライブラリーの構築	
 
抗体医薬候補遺伝子の配列を元にヒト化抗
体に変換した scFvおよびFab抗体遺伝子（図
１）を構築した。この抗体遺伝子に対して、
エラー・プローン PCR によりランダム変異
を導入し、DNA シャフリングにより変異を
組み合わせた多様な変異抗体ライブラリー
を作製した。 
 

 

図１	
 抗体および組み換え抗体の構造	
 

	
 
	
 
❷無細胞ディスプレイ技術を用いた抗体の	
 
	
 試験管内進化による親和性の向上	
 
下記の２つのディスプレイ技術を用いて、❶
で作製した変異抗体ライブラリーの中から、
目的の抗原に特異的に結合する組み換え抗
体の試験管内進化を行なった。	
 
	
 図２に示すように、mRNAディスプレイ法
（Nucleic Acids Res. 34, e127, 2006）では、
mRNAの 3'末端に PEGスペーサーを介して
ピューロマイシンを連結し、それを鋳型とし
て無細胞翻訳反応を行うことにより、scFv
抗体（表現型）と mRNA（遺伝子型）をリボ
ソーム上で対応づける。この対応づけ分子ラ
イブラリーをビーズに固定した抗原と結合
させ洗浄後、ビーズに残った抗体の遺伝子
mRNAを逆転写 PCRにより増幅し、この進
化サイクルを繰り返す。最終的に最適化され
た抗体遺伝子の塩基配列を解読し、機能向上
に寄与した変異を同定することができる。 
 

	
 

図２	
 mRNAディスプレイ法による	
 
scFv抗体の試験管内進化の原理	
 

 

	
 また、図３に示すように、DNA ディスプ
レイ法（Nucleic Acids Res. 37, e147, 2009）
では、無細胞転写翻訳系を含むエマルジョン
中のマイクロカプセル（逆相ミセル）の中で、
Fab抗体（表現型）をアビジンとの融合タン
パク質として合成させ、それをコードする予
めビオチン化した DNA（遺伝子型）と連結
させる。この対応づけ分子ライブラリーを抗
原と結合させ洗浄後、結合したままの抗体の
遺伝子 DNAを PCRにより増幅し、この進化
サイクルを繰り返す。最終的に最適化された
抗体遺伝子の塩基配列を解読し、機能向上に
寄与した変異を同定することができる。 
	
 

	
 

図３	
 DNA	
 ディスプレイ法による	
 
Fab抗体の試験管内進化の原理	
 

	
 
	
 ここでは、ビオチン化抗原をアビジンビー
ズに固定し、遊離抗原の存在下で長時間洗浄
することで、抗原から解離しにくい scFv を
選択する『Off-rate選択』（Nucleic Acids Res. 
34, e127, 2006）を行なった。 
	
 
❸得られた変異抗体の大量調製および特性	
 
	
 評価	
 
上記スクリーニングにより得られた組み換
え抗体について、CHO 細胞などの培養細胞
または大腸菌における大量発現を行い、His
タグや FLAGなどのアフィニティー・タグを
利用して精製した。その後、ELISA、ウェス
タンブロッティング、表面プラズモン共鳴法
などの手法を用いて、抗体の親和性などの特
性評価を行なった。 
	
 
４．研究成果	
 
まず、mRNAディスプレイ法を用いて、HIV
の侵入を阻害する抗 CCR5 一本鎖抗体の試
験管内進化を行なった。HIVは粒子表面の糖
タンパク質 gp120 が宿主細胞の受容体 CD4
および補受容体 CCR5および CXCR4に結合
することで感染することから CCR5 および
CXCR4はHIV侵入阻害剤の重要な標的とな
っている。これまでに連携研究者である熊本
大の三隅らは、CCR5の第 2細胞外ループを
模倣したペプチドに対するマウス抗体を作



製し、HIV感染阻害活性を持つことを示した
が、本研究では、このマウス抗体遺伝子を元
に、高い特異性と親和性を有するヒト一本鎖
抗体への試験管内進化実験を行った。 
	
 まず、抗 CCR5 マウス抗体遺伝子の CDR
を除く領域をヒト型に置換したヒト化一本
鎖抗体を作製し、CCR5の第 2細胞外ループ
を模倣したペプチドに対する結合活性を維
持していることをELISA法により確認した。
そこで、ランダム変異を導入した変異ライブ
ラリーの mRNA ディスプレイ法による試験
管内選択を 4ラウンド行った後、配列解析を
行ったところ、抗原結合部位である CDR に
変異がある変異体が 4つ得られた。4つの変
異体（4R-1, 4R-21, 4R-31および 4R-38）が、
CCR5模倣ペプチドに対して特異的に結合す
るかどうかをELISA法により確認した結果、
4R-31が野生型よりも高い結合活性を有する
ことが示唆された（図４）。 
	
 
(A) 

	
 

(B) 

	
 
図４	
 抗 CCR5一本鎖抗体の試験管内進化(1) 

	
 
しかし、上記の実験では、高親和性変異体の
候補が１つしか得られなかった。親和性と
HIV 感染阻害活性に高い相関があるかどう
か分からないので、できるだけ多くの高親和
性抗体を取得して HIV 感染阻害活性を評価
したい。そこで、高活性の変異体をより多く
含むことが期待できる「中立的浮動ライブラ
リー」を作成し、新たに mRNA ディスプレ
イ法による試験管内進化を行なった。 
	
 まず、野生型のヒト化抗 CCR5模倣ペプチ
ド一本鎖抗体の遺伝子を元にして 1遺伝子あ
たり約 2~3 アミノ酸のランダム変異を導入
した変異体ライブラリーを構築し、mRNAデ
ィスプレイ法を用いてマイルドな条件で

CCR5模倣ペプチドに対する結合セレクショ
ンを行い、結合能を失わせる不利な変異を除
去するというプロセスを 4ラウンド繰り返し、
1 遺伝子あたり約 10 アミノ酸の中立変異を
蓄積させた「中立的浮動ライブラリー」を作
成した。 
	
 この中立的浮動ライブラリーを用いて
mRNA ディスプレイ法による 4 ラウンドの
Off-rate セレクションを行った後、競合阻害
ELISA によって野生型よりも解離しにくい
クローンをスクリーニングしたところ 23 ク
ローンが得られた（図５A）。その中でも結合
力が特に強かった 6クローンの配列を比較す
ると、L 鎖の CDR1 に多く変異がみられ、2
つの重複した変異がみられた（図５B；赤字）。
そこで、この重複した変異のみをもつ scFv
を作成し、競合阻害ELISAを行ったところ、
同程度の結合活性の向上がみられたことか
ら、これらの変異が結合活性の向上に寄与し
ていることが示された。 
	
 
(A) 

	
 
(B) 

	
 
図５	
 抗 CCR5一本鎖抗体の試験管内進化(2) 

	
 
得られた scFvの複数のクローンをCHO細胞
や大腸菌で大量発現させたところ、発現しな
いクローンが多くみられたことから、二本鎖
の Fab 断片に組み換えて発現させる系を構
築した。その結果、培地中に 20 mg/L程度の
Fabを分泌させることができた。 
	
 進化実験と大量発現の際の抗体のフォー
マットが異なると、親和性をせっかく向上さ
せても最終的に反映されない恐れがある。そ
こで、エマルジョン PCRと mRNAディスプ
レイ法を組み合わせた Fab の新しい試験管
内選択手法を開発し、実際に Fab の試験管
内進化を行い、親和性の向上した Fabを選択
することができた。 
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   58    -----------------------------------------------------D------------------------------------T-----------

  116   ------------------------------------------------------------------------------------------------N------
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  118   ----------------CV------------------------------------RT--------------------------------------------
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L-CDR1 L-CDR2 L-CDR3
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