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DNA 免疫法に よる抗体の 作製

小林　岳史

　19．　92年に米国の
「
颱 xas 大学の グル

ー
プはDNA ワ ク チ ン

の 手法を活か して，抗原 タ ン パ ク質の免疫に依存しな い

DNA 免疫法 の 開発 に 成功 した t）．当社 は こ の技術を発展

さ せ た Gcnovac社 （Freiburgドイ ツ ；www ，genovac．coln ）

か ら技術導入 を行い ，2004年より横浜研究所に お い て抗

体の 受託作製を開始 し，日本国内で 180件以上 の プ ロ

ジ ェ ク トを実施 した．他 の 抗体作製技術 に 見 られな い ユ

ニ
ー

クな特徴 を持 つ 抗体作製技術 として DNA 免疫法 を

紹介 した い ，

　DNA 免疫に よ る 抗体作製法 は，標的分子 の cDNA を適

当な哺乳動物細胞用発現 ベ ク ターに 組み込み，その ベ ク

ターを 直接免疫動物に投与する こ とに よ っ て 免疫反応 を

誘起させ，抗体を作製する技術である．投与された遺伝

子 の ほ とん ど は筋細胞 ・線維芽細胞 に導入 さ れ る が，
一一

部は樹状細胞に導入 され る と考え られ，こ れらの細胞が導

入された遺伝 f を抗 原タ ン パ ク質 として 発現 し，液性免疫

応答が惹起されることを利用 してい る，こ の 技術 の 特徴は

・精製抗原を必 要 としな い

・免疫動物体内の翻訳後修飾 シ ス テ ム を利用 す る こ とか

　ら標的分子 の 立体構造を 認識す る抗体が得 られ る

・分子免疫学手法の 応用 2・3）に よ っ て，免疫応答性の誘起

　や免疫原性の 増強が可能

とい う点があげられ る．

DNA 免疫法の概要

　実際の 手法 は複数の ス テ ッ プを経て 行われ る．下記 に

その ス テ ッ プを示す．

1．　Feasibility　study

　∬η 豌 ω に よる 抗体作製戦略の構築

　　 ↓

2．クロ
ー

ニ ン グ

　標的分子 の cDNA を発現ベ ク ター
ヘ ク ロ ーニ ン グする．

　　▼

3，発現確認

　哺乳細胞 ヘ トラン ス フ ェ ク シ ョ ン 後，細胞 表面 に お け

る発現 レ ベ ル を フ ロ
ー

サイ トメ
ー

ターで確認す る．

　　 ↓

4．免疫

　発現 ベ ク ター
を動物へ 導入する．

　 　 ▽

5．抗血清 の 回収

　標的分子発現細胞を用 い て サ ン プ リン グ した 抗血 清の

tite1・を フ ロ ーサ イ 1・メーターで確認する．

　　 ↓

6．ハ イブ リドーマ 細胞の作製と ス ク リーニ ン グ

　免疫動物か ら 回収した B 細胞 と ミエ ロ ーマ 細胞を融合

させた後，フ ロ
ー

サ イ トメータ
ー

を用 い て，標的分壬発

現細胞 に 反応す る ク ロ ーン の ス ク リーニ ン グを行 う，

　まず最初 に 加 磁 6θ で の 標的 分子 に 対す る調査を行 い ，

免疫戦略を検討する，この 免疫戦略か ら 選択 した標的分

子 の免疫領域 cDNA を適当な哺乳動物細胞用 の発現ベ ク

タ
ー

に イ ン サ ートする．この 際に使用 す る発現 ベ ク ター

は，標的分子を細胞友面に ル ーテ ィ ン グさせ，か つ 細胞

表面 に 留ま らせ る よ うに設計して あ る．加 え て，本ベ ク

ターに は予め タグ配列を付加 してあ る．次 に，免疫時の

標的分子の 抗原性 を判断するため，フ ロ ーサ イ トメー

タ
ー

を用 い て
一
過 性発現 させた哺乳動物細胞 に お け る 細

胞表面 に お け る発現 レ ベ ル を確認す る．（こ の 段階 で は，

抗タ グ抗体を用 い て，標的分 子 の 発現確認が 可能で あ

る、）この 発現確認の結果に よ っ て，そ の 後の 免疫以降の

ス テ ッ プの 結果を推測す る こ とが可能 に な り，また発現

レ ベ ル に よ っ て は複数 の発現 ベ クターか ら よ り標的分 了
・

に 適 した発現 ベ ク タ
ー

を選択する．液性免疫 を惹起す る

上で標的分子が細胞外または細胞膜表面上 に 発現 し，抗

原提示を行 うこ とが重要で あり，標的分子 の 発現量に加

えて，局在性の確認が抗体生産の ・丁否を 大き く左右する，

標的分子 の局在性は，permeabi］ize処理 を した細胞 と処

理をして いない 細胞と抗タ グ抗体を組み 合わ せ る こ とで

図 1の よ う に確認が n∫能と な る．

　次は適切な 初 踟 o 遺伝子導入法を用 い て，作製した哺

乳動物細胞 用発現ベ ク タ ーを免疫動物に 投 与す る．In

vivo の遺伝 r一導人法は最適化 されるまで，非常に不安定

な結果を もた ら すが ，逆 に 最適化さ れた 手技 を確立 させ

る こ とに よ っ て，非常に安定 し た免疫が可能 となる，

　前述し た よ うに，作業の 後半 は 従来 の モ ノ ク ロ
ーナ ル

抗体作製技術と基本的に 同様で ある，しか し変性 して い

ない native 　tbrm抗原，言い 換えれば高次構造 を保持 した
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図 1，哺 乳細 胞 に お け る 発現 タ ン パ ク 質 の 局在確 認．Permeabilizc
処理 を行 う こ とに よ り抗 tag抗 体を細胞 内 に 透過 させ，フ ロ

ーサ

イ トメ
ー

タ
ー

で 評 価す る こ と に よ っ て，細胞 表 面 も し くは 細 胞 内

で の 発現確認を行 う．膜貫通 型 タ ン パ ク質 の 場合 は N 末端 とC 末

端に そ れ ぞれ 異なる タ グをつ けて 評価する場合もあ る，

抗原を特異的 に認識 す る抗体を 回 収した い の で あれ ば，

ハ イブ リ ドーマ 細胞の ス クリ
ー

ニ ン グの 過程 にお い て も

11ative 構造 を保持 した抗原 を調製 する必要がある．変性

抗原 を利用 した抗体解析法では，native 抗原 を用 い た抗

体f乍製 の DNA 免疫法で も，変性抗原 に 親和性 の 高 い ク

ロ
ー

ン を樹立す る 確率が高 くな っ て しまう，そ こ で，こ

の 後半 の モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体樹立作業に は，日的 タ ン パ

ク質を発現 し て い る哺乳動物細胞を利用 した 解析系で ス

クリ
ーニ ン グを行 う必要がある．つ ま り，タ

ーゲ ッ ト抗

原が膜タ ン パ ク質であれば 一過性発現させ た 哺乳動物

細胞 も し くは 標的分子 を 発 現 して い る が ん 細 胞 な ど を利

用 し，フ ロ ーサ イ トメ ーターで の ス ク リーニ ン グを行う

こ とに よ っ て，native 抗原 を認識す る ハ イブリドーマ 細

胞 の 樹立が 可能 となる．

DNA 免疫法の 特徴

　通常法で は作製が 困難な標的分 了に 対 して も DNA 免

疫法で の 作製が可能なケ ース として下記 の 3 点を紹介 し

た い ，

D 相同性の 高い標的分子 に対する抗体作製が可能

　前述した分子免疫学的手法の 応用，具体的に は発現ベ

クタ
ー

を，⊥夫 を施す こ とによ っ て相同性 の きわ めて高

い，もし くは免疫動物か らク ロ ーニ ン グされた標的分子

に 対す る 抗 体作製が可能 とな る．図 2 は マ ウ ス か ら ク

ロ ーニ ン グした標的分子 に 対す る 抗体を マ ウス で作製 し

た事例 で あ る．免疫増強シ グナル （lmmunogcnicity 　en −

hancing　element ：IEE）を用い る こ とで抗体を作製する

こ とが ゴ∫能とな る．

2）抗 GPCR 抗体や機能性抗体 の 作製が可能

　GPCR は治療用抗体や診断薬用途で の産業応用 に結び

つ く重要な標的分 予と考 え られ て い る が，通常法 で は特

異性や 機能性 の あ る 抗体は 作製が 難 しい 場合が あ る，

DNA 免疫法の場合は，免疫か らモ ノ クロ ーナル抗体の ス

ク リーニ ン グ の 過 程ま で に 変性抗原 を用 い な けれ ば，

GPCR の よ うな複雑な立体構造を持つ 標的分 eに 対する

有用な抗体を作製する こ とが 可能で あ る．

Target　1，Homo 且ogy 　100 ％

Type　I　transmembrane 　protein

選璽璽麗》 懸
一 　　　一

Antisera

匿lr暖］
　　　　　↓
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Target　2 ：Homology 　100 ％

Type 【transmembrane 　protein

non −IEEvector

＋ IEEvector

a s
　 麟 靈邏 攤》
　 一 ＿」 」＿＿」

　 　 　 　 　 Antise「a

園匪コ歔1i
　　　　　↓

躪薩陬
図2．ホモ ロ ジー

の
一致 す る標的 分子 の 抗 体作製，Targetl ．　

rl
盆 ge［2 と もに マ ウス か ら ク ロ ーニ ン グさ れ た 遺伝子で あ る，免疫増強 シ グ

ナル 〔IEE）を付加 し ない ベ ク タ
ー

で マ ウ ス に 免疫を試み たが ts個体い ずれ も抗体の生 産 は確認で きなか っ たが，　 IEE を付 加 したベ ク ター

で は 3個 体い ず れ も生産 を 確認 で きた，
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表1，DNA 免疫 法 に よる 抗 体作製 の 成 功 率

標的 分 了
．
の 局 在性 成 功率 〔n ＝322 ）

分泌 型タ ン パ ク 質

1回膜貫 通 タン パ ク質

複数 回膜貫 通型 タ ン パ ク質

細胞 内 タ ン パ ク 質

88％

92％

52％

73％

適して い る と言え る．高い 特異性や親和性を有し，治療

用抗体や診断薬用途で の産業応用に結びっ く屯要な特徴

と考え ら れ る．

DNA 免疫法 の 問題点
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図 3．変性抗 原は 認識 し な い ，タ グを 付加 した 組換え タ ン パ ク質

を 2−ME 処理 とボ イル を行 っ た 場 合 （＋ 〕 としな か っ た場 合 （一）

の レ
ー

ン そ れ ぞ れ を抗 タ グ抗 体で 検 出す る と 両 レ
ー

ン と もバ ン

ドを確認 で きる．一方，DNA 免疫 法で 作 製 した抗 体は 2−ME 処理

と ボ イル を行わ なか っ た レ
ー

ン （一）の み バ ン ドを確認で き る．

　
一
過 性 1安定 発現させた哺乳動物細胞や，が ん 細胞な ど

の標的分子 発現細胞 を用 い た フ ロ
ー

サ イ トメーター解析

に よ る ス ク リ
ー

ニ ン グに よ っ て，機能性抗体 も作製 に 成

功 して い る
4・5｝．

　しか しな が ら表 1 の 通 り，弊社 と Gcnovac 社 で 実施 し

た DNA 免疫法に よる抗体作製に お い て は，分泌型タ ン パ

ク質お よび 1回膜貫通型タ ン パ ク質で の 抗体作製成功率

が 90％ 以 1：で あ っ た の と比較す る と，複数回膜貫通型 タ

ン パ ク質50％前後とな り，技術改善の余地 が残されて い

る．

3）ネイテ ィ ブフ ォ
ー

ム の タ ン パ ク質を認識する抗体 の

作製が可能

　DNA 免疫法 で作製 された抗体の使用 目的 とし て，図 3

の通 り，ウエ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グな どの変性状態に あ

る標的分 子へ の結合を期待する場合は 不 向きであ り，フ

ロ ーサ イ トメーターや 加 蹟 ノo 試験系 で の 評価な ど に は 向

い て い る．過去 の 実施したプ ロ ジ ェ ク トか ら，DNA 免疫

法 で 作製 した抗体は，ジ ス ル フ ィ ド結 合 の 保持，膜貫通

領域を介 した高次構造 の 維持，糖鎖な どの発現後修飾な

どの 立 体構造．上の エ ビ 1・一プを認識す る 抗体 の 作製 に は

　 ・方，DNA 免疫法で抗体がで きなか っ たプ ロ ジ ェ ク ト

は下記 の い ずれ か に 当て はま っ て い た． こ こ で は問題点

と し て 記述す る．

・　 過 性発現哺乳細胞 に お け る発現 レ ベ ル が 低 い 標的分

　子 の場合

・細胞内に局在する標的分子 の場合，細胞表面に 発現さ

　せ る こ とがで きな い こ とがあ る

・細胞外領域が小さすぎ る場合は免疫シ ス テ ム が反応 し

　な い ，

などがあげられる，

　発現量の 改善はベ ク ターの改変や免疫方法を最適化す

る こ とで改善さ れ る ケ
ース もあり．今後の改良の余地が

あ る．

　標的分子 の 細胞で の局在性を変え る場合は 分泌 シ グナ

ル の 付加 や 特定 の 器 官 へ の ロ ケ
ー

シ ョ ン シ グナ ル を 除去

する こ とで 解決され る こ とがあ る が，特に ロ ケーシ ョ ン

シ グナ ル に 関す る 情報 は不明な点 も多 く．実際実施 して

み な い と結 果が出な い こ とが多い ，

　細胞外領域 の 問題 は．特 に複数回膜貫通 タ ン パ ク 質 の

場合に 多 く散見さ れ る が，ネイテ ィ ブ フ ォ
ーム の 抗原を

認識す る抗体作製を 目的として い る 以 上，基 本的 に標的

分子全長を用 い る こ とに な る た め，細胞外領域が 40 ア ミ

ノ酸以 ドの 場 合はその 領域 が エ ビ トープ とな る抗体作製

は困難 であ る こ とが 多い．

　抗体を作製する手法は数多くあるが，標的分子や 目的

に よ っ ては DNA 免疫法が最 も目的 に 応 じた抗体を得ら

れ る技術で あ る と考え て い る．

　DNA 免疫法は さ ま ざ ま な新規技術 を導入す る こ とが

できる こ とか ら，今後は，適切な哺乳細胞の調製な どの

技術改良を，成功率の 向上に結び つ け る と共 に医薬品用

途な どの 産業利用 され る抗体 の 開発を行い たい ，
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