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可変部位は不安定だが…　
一抗体工学の最近の話題か ら

東京大学大学院工学系研究科化学生命工 学専攻　上 田　宏

　周知 の よ うに 抗体 （免疫 グ P プ リン ） は そ の 特異的認識作用 の た め 基礎研究か ら臨床診断， 治療に ま で きわめ

て 幅広 く用い られて い る．しか し通常用 い られ るポ リ／モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体は 必ずし もその 用途に 最適で ある と

は 限らない ，た とえぽ ガ ソ 治療に モ ノ ク P 一
ナ ル 抗体を用い る場合，そ の 大きな定常部位 は 直接抗原結合 に 関わ

っ て い な い の に 大 きな抗原性を持 っ て お り， 投与に は慎重さを要する，こ の よ うな観点か らマ ウ ス ーヒ トキ メ ラ

抗体な どが研究され て きた が，最近 で は より小さく抗原性も少ない 大腸菌な どの 微生物で も生産可能な可変部位

（Fv）に 注 目が 集 ま っ て い る．最近Fv が注目され る もう
一

つ の 理由は ，フ
ァ
ージ提示 法 と呼 ばれ る抗原結合能を

持つ
一

本鎖 Fv （S。Fv
， 可変部 の H 鎖と L 鎖を 15ア ミノ 酸程度の ペ プチ ド リ ン カ

ー
で 結合 させ た もの ）を M13 フ

ァ
ージ の コ ー トタ ン パ ク との 融合 タ ン パ ク と して発現 させ て選択す る系 が 開発 され，すで に 商品化もされ て い る

点で あ る．こ の 系を用 い れぽ ，少 な くと も原 理 的 に は ハ イ ブ リ ドーマ を 経ず に 直接脾細胞 よ り 目的抗体 ク P 一
ン

を そ の 遺伝子 と共 に 選別 す る こ とが で きる．現在ま で に PCR 法を 利用 した マ ウ ス お よび ヒ ト抗体 の フ ァ
ージ提

示技術が 確立 され て い る が ，Yamanaka ら は 今まで 報告の なか っ た ニ ワ ト リ抗体由来の ScFvを フ ァ
ージ に 提示

す る 系を作製 し た ．1）免疫脾細胞 よ り 1．4x107 ク 卩
一

ン の ラ イ ブ ラ リー
を作製 し，そ こ か らパ ン ＝ ン グ と呼ばれ

る選択の 後 マ ウ ス 血 清 ア ル ブ ミ ン を認識す る ク ロ ーン を 5 種得て ，そ の 特異性を確認 し た ．今まで得に くか っ た

マ ウ ス 由来や マ ウ ス 由来 タ ソ パ ク と類似性 の 高い タ ン パ ク に 対す る ScFv あ る い は その 誘導体作製 に 有用 と期待

され る ．

　Gunncriusson ら 2）は フ
ァ
ージ で は な く 2種 の StaPhslOc・ccus 属 の グ ラ ム 陽性菌の 膜表面 IL　ScFvを発現 させ る こ

とに 成功 した．ブ P テ イ ソ A の膜貫通 部分 との 融合 タ ソ パ ク とし て 発現させ た もの で あ る が ，
ヒ トIgE を 固相

vc吸着 させ 菌そ の もの を用 い て の ELISA 検出に 成功して い る．ラ イ ブ ラ リー
サ イ ズ が 大 きくで きるか ，

ベ ク タ ー

が扱 い や すい か とい っ た 問題 もあ る が ，
フ

ァ
ージ や グ ラ ム 陰性 で 溶菌 しや す い 大腸菌 よ りも扱い や すければ 今後

目的の特異性 を 持 っ た 抗体 ク 巨
一ソ の 選択 に 使われ る よ うに な る可能性もある．

　さ て Fv は前述の よ うに 多 くの メ リ ッ トを 持 つ が ，
　 IgG や Fab と比 較 す る と H 鎖 （VH ）と L 鎖 （VL ）が 分離 し

やす くど う して も不安定 で ，抗原親和性も劣 る 場合が 多い ．こ れ を安定化す る に は 両鎖を ペ プ チ ドで 結合 させ た

だ け で は 不 十 分 で あ る の も事実で ，抗体 の 代替品 と し て 用 い る た め に は Fv を よ り安定化 させ る た め の 基礎研究

も必要 で あ る ．Young らs》は 抗 Satm・ nella 　ser 。 type 　B 多糖 ScFv の VH ，VL 間 に ジ ス ル フ ィ ド結合を導入 し ， よ り

安定化す る こ とに 成功 し た ．結晶構造よ り Cα 間の 距離が 6A 程度の 2残基を選び ，部位特異的変異導 入 に よ り

シ ス テ イ ン に 変換 した ．大腸菌 で 不溶体と して 発現させ，巻き戻し酸化す る こ とに よ り単量体 の 目的 タ ン パ ク を

得た ．変異体で は変性温度が 60 °C か ら69 °C と大幅に 上 昇して お り，

一本鎖で な い Fv に ジ ス ル フ ィ ドを 導入 し

た 際に よ く見られ る VH ・VH ，　VL ・VL などの 会合体 は観察されなか っ た．

　最近，こ の Fv の 不安定さ を逆に 利用す る こ とに よ っ て サ ソ ドイ ッ チ 法 に 代表され る免疫測定を簡略化で きる

可能性が報告された．Ueda ら
．）は 抗 リ ゾチ ーム 抗体 HyHEL −10 の VL 断片をマ イ ク ロ ブ レ ー

トに 固定 し，　 VH

断片の み を M13 フ ァ
ージ に 提示 して抗原 と共 に ウ ェ ル 内で 混合 し ，

マ イ ク ロ ブ レ ート上 に結合す る フ ァ
ージ 量

か ら抗原量を推定す る新 しい 測定法を提案 した．こ の 抗体 の VL と VH は 抗原非存在下で は ほ とん ど結合が見ら

れない ほ ど結合が弱い が ， 抗原が共存す る と 3者 は 安定な複合体を形成す る．こ の 複合体の 量は 抗原濃度 と よい

相関を示 し ， これを抗原測定法と見た 場合通常の サ ン ドイ ッ チ 法 と同等以上 の 感度 で 濃度 が 測定 で きた ．フ ァ
ー

ジ の 代わ りに ア ル カ リ フ
ォ

ス フ
ァ タ

ーV などの 酵素を用い れば，反応洗浄ス テ ッ
プ が 減 らせ る の で 在来法 よ り短

い 測定時間で の 測定 が可能で あ る．今後は こ の 原 理 が ホ モ ジ ニ ア ス 測定系へ 応用 され て よ り短時間 で 測定 で きる

よ うに な り，また 他 の 抗原抗体系で も広 く利用 で きる こ とが 期 待 され る．
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