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は じめ に

　抗休は標的抗原に特異的か つ 高親和性に結合する こ と

に よ り，生体防御に お い て重要な役割を果たす．こ の抗

体の抗原に対す る 高い 結合特異性を利用 して ，免疫組織

化学，ELISA ．ウエ ス タ ン ブロ ッ トなど実験試薬，診断

薬 と して だ けで な く，癌，白己免疫疾患，新興 ・再興感

染症な どの難治性疾患の治療薬 　い わゆる抗体医薬 とし

て の 開発が近年活 発に展開 されて い る．そ うした抗体医

薬 とな る高特異性 ・高親和性 の モ ノ クロ
ー

ナル 抗体の 効

率的な作製技術の 開発へ の ニ ーズ の高ま りか ら，生体内

の 抗体産生機構に関する 基礎研究を基盤 と した新規技術

の開発がますます重要とな っ て きて い る．本稿で は，マ

ウス の高親和性抗体の産生過程に関して独 自の 解析手法

の 搆築 とそ の結果得られた成果を報告する とと もに，生

体内の抗体産生機構に着想を得て構築して きた新規な i・n

vitro 抗体作製シ ス テ ム に つ い て解説した い．

抗体の親和性成熟

　抗 原特 異 的 な抗 体 の 産生 機構 は，1957 年 に Frank

MacFarIene 　Burnet が提唱 した ク ロ
ー

ン 選択説に よ っ て

そ の 概略が記述 された D．そ の 後，多 くの実験的証 拠に

基づ く修正 を経て，現在，生体内の 抗体産生は以 ドの よ

うに進む と考えられ て い る （図 1）？｝．  個 々 の B 細胞ク

ロ ーン は 1種類の抗体を発現 し，B 細胞の発生段階で 抗

体可変部遺伝子の V （D）j組換えに よ っ て 多様な抗体レ

　　　　 低 親和性 lgM抗体産生

　 　 　 　 　 　 　形 質細胞

産生

図 1，抗体の 親和性成熟
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パ ー
トリ

ー
が用意され る．この 段階 で 自己に反応性の ク

ロ ーン は除去される （自己免疫寛容）．  抗原に感作した

特異的ク ロ ーン は活性化 して増殖し，抗体を大量産生す

る形質細胞に分化する，  活性化 B 細胞 の
一

部は，胚 中

心 とい う微小環境をリン パ 組織中に形成 し，活発に増殖

する，  胚 中心 B 細胞 の 抗体可変部遺伝 子に体細胞突然

変異が導入され，抗原に対 して高親和性 を獲得 した ク

m 一
ン が選択 される，  高親和性ク ロ

ー
ン は形質細胞や

記憶細胞に 分化する，特に，  〜  で高親和性抗休を産

生 する過程 は親和性成熟 と呼ばれ，液性免疫の 重要な機

構 の つ で あ る．こ の過程で ，抗休の親和性の 向上 に伴 っ

て 抗体定常部遺伝子が組換えられ，抗体ア イソ タイプが

IgM か ら lgGや 工gA な どに ク ラ ス スイ ッ チす る．し か し

なが ら，親和性成熟の一連の過程に お い て，  胚中心 へ

の 選択   体細胞突然変異の誘導と高親和性 ク ロ
ー

ン の

選択，  記憶細胞や形質細胞 へ の 分化の 振 り分 けに決定

的な役割を果たす細胞レ ベ ル お よび分f レ ベ ル の制御因

了
一
は明 らか に な っ て い な い s−6）．こ の解明 の た め に は，膨

大な レパ ー トリーか ら抗原特異的ク ロ ーン が選択され る

過程を明確に モ ニ ターで きる 飢 7んo解析系 お よび 胚

巾心 に お ける細胞の活性化や相互作用を精密に解析で き

る 腕 泌 γθ 培養系が必要で ある．

9M マ ウス を用 い た親和性成熟の解析

　Quasimonoclonal　mousc （QM マ ウス ）は，1996 年に

UCSF の CascalhoとWab1 らに よっ て樹立された マ ウ ス で

あ り，ハ プテ ン 4−hydroxy・3・nitrophen ｝
，lacety（NP ）に

特異的な抗体重鎖可変部遺伝子 （VHT ）がJH遺伝子座 に

ノ ッ ク イン され て お り，κ 軽鎖遺伝子がノ ッ クアウ トさ

れ て い る た め，VllT 重鎖と Al 軽鎖また はA2 軽鎖を発現

する 2種類の NP 特異的B 細胞が そ の B 細胞集団の ほ とん

ど を占め る （図 2A）7｝．さ ら に，　 VHT が本来の 抗体重鎖

遺伝子座の位置に挿入されてい る こ とか ら，正常に体細

胞突然変異や クラ ス ス イ ッ チが起 こる7，S）．

　我 々 は，QM マ ウス B 細胞 （VHT ！λ1，VIITIλ2） の 産生

するNP 特異的抗体が，　NP の 類縁帯であるp−nitrophenyl −

acetyl （PNP）に 対 して NP よ り も 1120の 低親和性を示す

こ と，VH
「
r！λ2抗体の 方が ViiT1λ　1抗体よりもρNP に対し

て 50 倍ほ ど親和性が高 くか つ 特異性に も違 い があ る こ

とを 見い だ した （図 2B）
O，10）．そ こ で，特異性が明催 で

親和性 の 異 な る 2 種類 の B 細胞 ク ロ ー
ン の 競合 を モ ニ

ターする ことに よっ て，親和性成熟を含む さまざまな B

細胞 の 選択機構 を解析 で きる と考え た、PNP を結合 し た

ニ ワ トリγグロ ブリン （PNP−GGG ）をQM マ ウ ス に免疫

す る と，血清中の 抗ヵNP 　IgG 抗体 の 抗体価 と親和性が経

時 的に上昇 し，PNP に対 す る親和性成 熟が誘導 可能で
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図 2，QM マ ウス を用 い た親利 性成熟 の 解析．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（A）QM マ ウス

の B 細胞 レ パー
トリ

ー，〔B ）　PNP ハ プ テ ン の 構造，（C ）　PN　P．

CGG を免疫 した QM マ ウ ス リン パ 球か ら作製 した抗PNP抗体産

生ハ イブ リ ドーマ の解析結 果．

あ っ た 91．活性化して い る B 細胞 ク ロ ー
ン を，抗PNP抗

体を産生する ハ イブ リド
ー

マ を作製 して解析 した と こ

ろ，VHTIA ］ とVH
「
i皿2の両方 の ク ロ

ー
ン が活性化して低

親利性IgM 抗体産生細胞に分化して い た の に対 して，親

和性成熟に よ り高親和性 lgG 抗体産生細胞 に分化した の

はVIIT！A2 ク ロ
ー一

ン の み で あ っ た （図 2G）．すなわち，　PNP
に対す る初期の親利性が よ り高 い VHT ／A2 ク ロ

ー
ン の方

が優先的に親和性成熟に動員され る こ とが示唆された　9｝，

高親和性抗体 の 重鎖 可変部 に導入され た共通の 変異

（T313A ）が親和性成熟 に重要で ある こ と も明らか にな

り，QM マ ウ ス の 抗PNP抗体応答に お ける VHT1 λ2 の選

択 とT313A 変異の導入 をモ ニ タ
ー

する こ とによ り，親和

性成熟に お け る 初期親和性 の 寄 与を詳細 に解析 で きる こ

とが示 された．まず，親和性成 熟の 場であ る胚中心領域

へ の VHT 〆λ1 と VH ［［7A　2 の 両 ク ロ
ー一

ン の 移行能 を比較し

た．蛍光標識 した各 B 細胞 をPNP 化抗原 によ り刺激 し，

あ らか じめ免疫 して胚中心 を形成 させて おい たマ ウス に

養子移入す る と，VHT μ2 ク ロ
ー

ン の方が よ り効率 よ く

胚 中心に移行 して い ることが免疫組織化学染色によ り示

された ll〕，こ の こ とは，　 VHrlVλ　1 と V ［IT1 λ2の 両ク ロ ーン

の比較では初期親和性 の よ り高い ク ロ
ー

ン の方が胚中心

へ の移行能が高い こ とが示唆 して い る．次に，胚中心 内

に おける選択 の 動態 を解明す る ため に．胚 中心 B 細胞 の

抗 休遺伝 子 を 栄
一

細胞 レ ベ ル で PGR に よ り解析す る 技

術 を開発 した
IE）．胚 中心 B 細胞は特有 の 細胞表面抗原 を

発現す る の で，そ れ を指標 に 胚 中心 B 細胞 をセ ル ソ ー

タ ーで 単
一

細胞 ご と に単離 し，各細胞の 抗体遺伝千 を

PCR に よ っ て 解析す る こ とに よ り，免疫後 の 胚 中心 内で

の VHT μ 1 とVHT 〆λ2の 両 クロ
ー

ン の存在比および変異導
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入を経時的に観察した．そ の結果，胚中心 内で の VHT ノ

λ2の優先的選択，変異 の 蓄積，高親和性型変異 の発生が

段階的に起こ っ て お り，胚中心 内で の選択に お い て も B

細胞の初期親和性の 重要性が示された 12｝，QM マ ウ ス 以

外の 抗体遺伝子導入マ ウ ス を用 い た系に お い て も，胚中

心 へ の 動 員や 高親和性抗体産生形質細胞へ の分化に お け

る選択過程で ．抗原に対する初期の親和性が重要で ある

こ と を示唆す る 知見が蓄積 さ れ て き て い る 1s−15｝．こ れ ら

抗体遺伝子導人 マ ウス を用 い た今後の研究に よ り，抗原

に感作された特異的 B 細胞が
・
様 に活性化して確率論的

にそ の後の 運 命が決定されるの か，B 細胞ク ロ
ー

ン が有

する 固有の親和性が その後の運命に重要な役割を果たす

の か が 明 ら か に な っ て い くもの と期待され る，

　
一

方で，QM マ ウス と野生型マ ウス を掛け合わせ て作

製 した B 細胞の レ パ ー
トリ

ーを限定し た マ ウ ス を用 い た

解析系に よ っ て，1996 年に 疋 田，大森らに よ っ て初め て

発見された末梢B 細胞に お ける V （D ）亅組換えが
16｝，親和

性成熟に寄与して い る こ と見い だ し，体細胞突然変異以

外の抗体遺伝
’
r・改変の親和性成熟 へ の 関与 とい う新しい

発見につ なが っ た 17）．また，B 細胞 の 分化過程に お い て，

B 細胞 の 自己抗原 に対す る反応性によ っ て，Bl 細胞 とい

う通常の B 細胞 とは異なる機能を担 当する B 細胞亜集団

へ 振 り分けられ ることが報告されて い る 18）．QM マ ウ ス

に お い て も，抗原に対する反応性の異な る 2つ の B 細胞

ク ロ ー
ン が脾臓に お い て 異な る B 細胞亜集団 に振り分 け

られる こ とを見い だして お り，QM マ ウス が B 細胞亜集団

の 分化機構の解析に 利用 で きる こ と が示 さ れた tO）．以 上

の ように，QM マ ウ ス の 利用は，特定 の特異性 を示す B

細胞 クロ
ー

ン の 活性化や分化 の過程での選択機構を解析

する上で非常に 有用 で あると考えられ る．

In　vitro 培養系による親和性成熟過程の 再構築

　親和性成熟が起 こ る胚中心には，抗原特異的な B 細胞

の 他 に ヘ ル パ ー T 細胞お よび濾胞樹状細胞 （follicular

dendritic　cell，　FDG ）な どの B 細胞以外 の 細胞 も少数存在

し，親和性成熟に関与する 5）．特に，FDC は，抗原を免

疫複合体 と して 細胞 Lに 長期間保持す る能 力を有し，胚

中心 の形成に重要な役割を果た すだけで な く，胚中心 内

にお い て体細胞突然変異 に よ り高親和性 を獲得 した抗原

特異的 B 細胞 の 選択 に 関与す る と考 え ら れ て い る 6）．し

か し，FDC 上 の免疫複合休ある い は FDC そ の もの を欠損

さ せ る い くつ か の 実験系に お い て も親和性成熟は起 こ る

こ と から，FDG の 親和性成熟へ の 関与 に つ い て否定的な

説 明 もなされ て い る ］9）．FDC の機能を解明す る に は，　 in

”伽 培養系を用 い た実験系が有効 で あ る が，FDC は糾織

中に 少 数し か 存在 しな い た め に 機能を保持 し た 形 で 単離
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図3．FDG 用細胞 株を用 い た 初 vitro 培養系に よ る活f生化 B 細胞

機能 の 攴持．（A）pFL は活性化B 細胞とク ラス タ
ー

を形 成 する．
多数ある小 さ な細胞は B 奉II「胞 で，その 背景に ある 樹状突 起の あ

る大 型 の 細胞が pFL で あ る．（B，C）NP 特異的B 細胞 CGG 特

異 的ヘ ル パ ーT 細胞，pFL の 共培 養系に，抗 原として NP −GGG
を添加 して 培養する と，1）FI．お よび抗原に 依存的に 胚中心 B 細

胞 （GL −7＋ Fas＋
）の 表現型を示すB 細胞が増加 し （B ），抗休産

生 お よび クラ ス ス イ ッ チ が亢 進 した （G），

す る こ とが困難 で あ る こ と，FDC の 表現型 を有す るマ ウ

ス 由来細胞株が樹立されて い な い こ とか ら，親和性成熟

に おけ る FDC の 役割 に つ い て決定的な証拠 は得 られて

い な い．我 々 は，FDG を学離 して株化す るためにさまざ

まな培養法を検討 し，コ ラーゲ ン ゲル に リン パ 節断片を

封入す る 3次冗培養法を導入す る こ とに よ っ て，マ ウ ス

由来 の FDG 様の表現型 を示す細胞株を樹立する こ とに

初 め て 成 功 した Lo）．　 primary　FDC 　like　line（pFL） と名

付けた こ の細胞株は，FDC 特有の 細胞表面マ ーカーを発

現し，抗原 を細胞表面に保持可能で あり，B 細胞 とクラ

ス ターを形成する樹状細胞で あ る （図 3A ）．さ ら に，こ

の 細胞株か ら長期培養 可能な細胞株 FL −Y を樹立 した．

pFL と抗原特異的 畳〜紺胞 お よ び T 細胞 か ら な る 物 漉 zo 細

胞培養系を構築 し，pFL の 機能 を評価 したと こ ろ，活性

化B 細胞，特に胚中心 B 細胞の生存を維持する こ と （図

3B ），抗体産生 とク ラス ス イ ッ チを促進する こ とが明 らか

に な っ た （図 3C ）．すなわち，　 FDG の 機能 として想定 さ

れ る胚 中心 に お け る 活性化B 細胞の生存および分化 の 支

持能力の
一

部を，pFL を用 い た伽 擁伽 培養系 に より再現

で き る こ とが示された，こ の FDC 様細胞株を用い た i7z

vitro 培養系は，高親和性抗体産生細胞の選択機構 や胚 中

心 B 細胞 で 選択 的に起 こ る体細胞突然変異 の誘導機構を
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解明する の に有効な解析系となることが期待される，胚

中心 内で の諸反応を 珈 漉 ro 培養系で再現するために，　 B

細胞，T 細胞お よびFDG の 3者で必要十分な の か，他 の

細胞種や因子の関与が あ る か どうか を解明する こ とは今

後の課題の
．．
つ で あ ろ う．

変異能力を有した培養細胞を用 い た

In・vitro 抗体産生シ ス テ ム の 開発

　KbhlerとMilsteinに よっ て報告された モ ノク ロ
ー

ナル

抗体作製法は，生体内で の 親和性成熟によ り高親和性抗

体を取得するための 有効な
．
方法である Lt　D．しか し，反復

免疫に より得られた高親和性抗体産生 B 細胞をミエ ロ ー

マ 細胞 と融合し，目的の モ ノ ク ロ ーナ ル抗体を産牛する

ハ イブ リドー
マ ク ロ ーン を得る に は，時間 と多大な労力

を 必 要 とす る．また ，抗体医薬の 標的 とな る ヒ トの タ ン

パ ク質の機能的に重要な抗原エ ビ ト
ープの多 くは，種間

で の相同性が高 く，免疫寛容 の た め に マ ウ ス を免疫し て

も高特異性抗体を得る こ とが困難な場合 も多 い ．そ こで，

免疫 寛容の 制限を回避 す るた め に，フ ァ
ージデ ィ ス プ

レ
ー
法に代表され る 〃z 謡 γo抗体作製 シ ス テ ム が 開発され

て い るが 22・2S｝，この 方法による抗体取得の成否は，用い

た フ ァ
ージ ラ イブ ラリーの 質に依存して い る．ま た，こ

の シ ス テ ム に は変異機能が備わ っ て いない ため，得られ

た抗体の機能を改 良す るためには，選択 したク ロ
ー

ン へ

の 人 ．L的変異導人，変異遺伝子 の 発現 と機能評価 とい っ

た 連 の操作が必要である．

　我 々 は，こ れ らの技術的課題 を克 服す る もの として，

培養中に抗体遺伝f を自発的 に変異 ・多様化 し，十分な

規模の抗体レ パ ートリーを内包する よ うな培養 B 細胞集

団 を抗体ライブ ラ リ
ー

として利用する こ とを発案 した

（図 4A）．こ の よ うな培養 B細胞集団は，増殖過程で 免疫

寛容機構に よ る ク ロ ー
ン 除去を受けに くい た め，広範な

抗体ライブラ リ
ー

を形成す る こ とが期待で きる，あ らか

じ め 用意さ れた 「
・
分な規模 の 培 養B 細胞集団か ら 日的抗

体を産生する細胞 を選択で きれば 迅速かつ 効率的な in

wit？
’
o 抗体作製 シ ス テム とな る，抗体遺伝 子の 高頻度 変異

機能を保持した培養可能な B 細胞株と しては，ヒ ト，マ

ウ ス，ニ ワ トリ由来の B 細胞株 が い くつ か知 られ て い る

が，ニ ワ トリB 細胞株 DT40 は，次の ような優れた性質

を持 っ て い る 24』？6）、D 培養中 に抗体遺伝 了
・
に変異を高

頻度に導人 し，多様な抗体 ライブラ リーを形成で きる ；

2） IgM 抗 休を細胞表面 に膜結合型 として発現す る とと

もに，
一
部を培養一L清中に 分泌 して い る ；3）外来遺伝子

を導入する と，動物細胞として は例外的に高い 頻度で相

同組換えされ るの で，遺伝子 の ノ ッ クアウ トや特定部位

へ の 外来遺伝子 の 挿入 に よ る細胞機能 の 改変が容易 に行
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図 4，〔A ）DT40 ・sw を用 い た 抗体作製 シ ス テム の 概要．（B）
AID の 発現 制御 ベ クター一の 構造．（G ）Cre ！［oxP シ ス テ ム に よ る

A亅D 発現の 制御 とモ ニ タ
ー，

える ；4）細胞増殖が非常に 早い ので細胞 の育種やク ロ
ー

ン 選択が迅 速に行え る．特に，3）は他 の 細胞株にはな

い 決定 的 に重要な特長で あ る．DT40 細胞 は抗体遺伝子

へ の 変異導入 に 必須の タ ン パ クであ る AID （activadon −

induced　cytidine 　dearriillase）を発現 して お り，AID 依存

的に遺伝子変換や点突然変異によっ て 培養中に抗休 V 遺

伝子 を多様化 し続ける
27−29｝．遺伝 r一変換は，ニ ワ トリ，

ウサ ギ，ウシ な ど に見られ る抗体多様化機構で あ り，V

遺伝子 の上流に存在す る偽 V 遺伝子群の一
部 の 配列が V

遺伝子上 の コ ピー
され る こ とに よ っ て起こ る．長期培 養

する こ とに よ り作製 しft　DT4 〔｝ライブラリ
ー

か ら目的抗

休を産生す る ク ロ
ー

ン を単離で きた として も，そ の 変異

機能が維持 されて い る と，更なる変異導人によっ てその

抗原特異性 は失われ る危険性がある．目的ク ロ ーン を単

難した ら速 やか に変異機能を OFF に して抗体遺伝子を

安定化す る ために，我々 は変異導入に必須の AID の発現

を T・丁逆 的 に ONIOFF 制御 で き る 仕組 み を導入 した細胞

Ml　DT40 −SW を樹 、

「
t：し，抗体 作製 シ ス テ ム に 利用 した

（図斗）SO・Sl）．　 DT40 −SW で は，2つ あ る AID 遣伝子の
一
方

を標的相同組換え に よ り ノ ッ クア ウ トして お き，もう
一

方の AID 遺伝壬 は，互 い に逆向きに 配 置 した loxP 配列 で

AID 　cDNA を挟ん だ コ ン ス トラ ク トで 置き換え た （図

4B ），これに Cre リコ ン ビ ナ
ーゼ が働 くとloxP問 の 組換

え反応 に よ りAID 遺伝 子 の 向 きが反転 し，　 AID 遺伝 子が

　 　 　 　 　 　 　 　 　 llg

N 工工
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図5．D 廻 0−SW 抗 体ラ イブ ラ リーか らの 抗 原 特異的 ク ロ ーン の

単離，（A）EI、ISA と （B ）FAGS に よ りNP 特異的 クロ
ー

ン の 特

異性 を評価した．（G）変異 機能が ON の 状態で 2ヶ 月 維持 す る

と抗原 特 異性 を 失 っ た 集団が 出現 す るが，OFF に す る こ とに

よっ て特異性を安定 に 維持で きた．

プ ロ モーターと同方向の場合は転写 されAID が発現する

が，逆方向の 場合 は 転写が OFF とな っ て発現が停止 す る

（図4C ）．　 AID −ON の細胞は，　 IRF．Sを挟ん で AID 遺伝子

と同方向 に 組み込 ん だ GFp を発現す る．一方，　 A ［D −OFF

の細胞では，ピ ュ
ー

ロ マ イ シ ン 耐性遺伝子が発現するの

で，両状態の細胞 を識別 する ことができる．Gre は変異

型 エ ス トロ ゲ ン レ セ プタ
ー

との 融合 タ ン パ ク質 （Mer −

Cre−Mcr）として DT40 細胞 に発現 させてあるの で，エ

ス トロ ゲ ン 誘導体 （4一ヒ ドロ キ シ タ モ キ シ フ ェ ン，4−

OHT ）を培地 に添加する と Mer −Cre−Mer は核に移行し

て loxPに作用する
9・　2）．　 DT4 〔｝−SW 細胞をAID −ON の 状態

で 2ヶ 月培養後，ライブ ラ リーの半数の ク ロ ー
ン に 変異

が導入 さ れ て お り，1年後で はす べ て の ク ロ ー
ン に変異

が複数個蓄積 して い た．また，遺伝子変換が起 こ る部位，

使用 す る偽 V 遺伝子 に偏 りが見ら れなか っ た こ とか ら

DT40 −SW 抗体ライブ ラ リ
ー

は f一分多様 なライ ブラ リ
ー

を形成 して い ると考え られ る ss）．まず，モ デ ル 抗原 とし

て NP ハ プテ ン に 対す る抗体を産牛 して い る クロ
ー

ン を

ライブ ラ リ
ーか ら単離 した S．a）．単離方法と し て は，抗原

を結合させ た 磁気マ イク ロ ビーズ とラ イブラ リーの細胞

（約 los個）を反応 させ，磁気 ビーズ と結合 した細胞 を磁

石 に よ り 分離す る方法，蛍光標識 した 抗原 を 結合 し た細

胞をセ ル ソーターに よ っ て単離する方法を用 い た．単離

し た ク ロ ー
ン を培養 し，培養 h清 に 分泌 され た抗体を

ELISA で 定量 し，細胞表面 に発現された 抗体を FACS で

評価 して 取得した ク ロ ーン の NP 特異性 を確認し た （図

5へ　SB ）．この
一
連 の 操作は約 2週 間で完了で き，得 ら

れ た 抗 NP 抗体の 親和性 は，　KD ＝IOO　nM 程度 で あ っ た，

120

最終的に得られたク ロ ーン はAID をOFF にす る こ とによ

り変異を停止 させ，そ の形質を安定化させ ることができ

た （図 5C ）．　
・
次 ス クリーニ ン グで 「分 な親和性 の抗体

が得 られな くて も，さ らに培養を続けて変異導入 と選択

を繰 り返すこ とに よ り，親和性成熟の 原理に基づ い て ，

高親和性抗体が得 られる こ とも実証 して い る．こ の抗体

作製シ ス テム に よ り，各種タ ン パ ク質 低分子量 の ハ プ

テ ン や ペ プチ ド，DNA などの 免疫原性の 低い 非タ ン パ ク

性抗原 とい っ た種 々 の 抗原に対する抗体の取得が可能で

あ る こ とを確認して い る．ニ ワ トリに とっ て の 自己抗原

で あ る卵白アル ブ ミン や リゾチーム，ssDNA な どに対す

る抗体も得られて い る の で，こ の シ ス テム で は免疫寛容

も回避で きてい る と考えられ る．

1η 漉 γo 抗体産生シ ス テムの高機能化

　上述の ように DT40 ・SW 細胞は，初 漉 ro 抗体作製シ ス

テ ム に 利用 で きる有用な細胞株で ある こ とが示 された．

さらに，DT40 細胞の遺伝子操作に よる機能改変の容易

さを利用して，こ の シ ス テム をより高機能化する こ とを

試み た，

　抗体産生能の増強　　DT40 細胞の抗体産生量は マ ウ

ス ハ イブ リ ド
ーマ に 比 べ て 1！2〜lflO程度である の で，取

得 した抗原特異的抗体産生細胞 の 抗体産生量 を簡便かつ

安定的に増強するために，B 細胞 の 分化 を制御して い る転

写 因子 Paircd　box 　genc　5 （Pax5 ）の 遺伝子発現を部分的

に抑制す ることを試みた．B 細胞 の 発生 に必須な転写因

千 Pax5 は，未感作 B 細胞 で は，抗体産生細胞 へ の 分化 に

重要な転写因子で あ る X −box　binding　protein　l （XBP −1）

やB −lymphocytes−induced　maturation 　protein　l（Blimpl）

を抑制する が，抗体産生細胞で は Pax5 の発現が低下 して

そ の 抑制が解除 され る s4｝．　 Pax5 をノ ッ ク ア ウ トした

Dl
’
40で は XBP −1や Blimpl の発現が増大して抗体産生量

は増大する が，細胞増殖が非常に悪 い こ とが報告され て

お り，複数あ る Pax5 対立遺伝子の ノ ッ ク アウ トを簡便に

行 うこ とはできな い 呂5）．そ こ で．Pax5 の 対立遺伝子の
一

つ を破壊す る こ とに よ っ て そ の 発現量 を部分的に抑制す

る こ と を検討し た と こ ろ，細胞増殖に影響 を与え る こ と

な く簡便な操作で抗休産生量を 2 〜 3倍程度高め る こ と

が可能であ っ た
36）．

　 変異頻度 の 向上　　迅 速 に ラ イブ ラ リーを 作製 し た

り，得られ たク ロ ーン を親和件成熟させた りする に は，

変異頻度が高 い 方 が 効率的 で あ る ．AID は核内 DNA 鎖上

の シ トシ ン をウラ シ ル に変換する こ とに よ っ て 変異導入

を開始す る と考え られ て い る が 37），そ の AID の機能発現

の 制御 には C 末端 に存在 す る 核か らの輪出 シ グナ ル 配列

が 関 学す る こ とが 報告 さ れ て い る s8）．我 々 は，　 AID の核
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内で の活性の増大を期待して，こ の部分を欠失させた変

異 AID 遺伝子を DT40 −SW の AID 遺伝子 と置き換えた細

胞株 DT40 −SWM 　C を樹立 した．変異機能を ON に して 軽

鎖 へ の変異導入効率 を評価 した と こ ろ，DT40 −SW と比

べ て 3倍程度増加 し た 39｝，また，DT40 −SW と同様に V 遺

伝子上に偏 りな く変異が導入され てお り，DT40 −swriG

に お い て 抗体遺伝子 の 多様化 の 能力が強化 された と考え

られる．別 の方法 としては抗体遺伝子座特異的な転写因

子E2A の大量発現や抗体遺伝丁
一
の組換えを誘導する トリ

コ ス タ チ ン A の添加が 変異頻度を増大 させ る との報告が

あ る が 40−42），導入され る変異に偏 りが生 じる場合がある

こ とが 分か っ て い る IS）．抗体の作製シ ス テ ム に お い て は

変異頻度の 向⊥ の みならず生み 出 される抗体 ライブ ラ

リ
ー

の多様 性が重要である こ とか ら，今回，我 々 が試 み

た変異頻度 の 向 L方法は，抗体の 多様化の 促進方法とし

て有効であると考え られる．

　遺伝子 変換型から点突然変異型へ の転換　　ニ ワ トリ

では，B 細胞の発生段階にお い て v （D ）J遺伝子再編成や

遺伝子変換の ような組換え反応に よ り多様な抗体遺伝子

が生成され て初期 B 細胞レ パ ートリーが形成され る が，

親和性成熟の過程で は点突然変異が k に起 こ る ようにな

る 翰 ．DT40 で は遺伝子変換が優位で 点突然変異の頻度

は低 い が，生体内で み られ る抗体の 多様化機構の 転換 を

魏 纏 γo で実現す る こ とは，　
・
次 ス ク リ

ーニ ン グで 単離し

たク ロ
ー

ン の抗体をさらに親和性成熟させ る場 合に有利

であ る．遺伝子変換は相同組換機構に依存 してい る こ と

か ら，相同組換えに関   す る Rad51 バ ラ ロ グの
…

つ を

ノ ッ ク ア ウ トする と点突然変異優位 に な る451．Rad51 パ

ラ ロ グノ ッ ク ア ウ ト株は点突然変異型 の 細胞株 として 有

用で あ るが 46 ），こ の細胞は増殖速度が低 く47），点突然変

異の み で は抗体の 多様化に は 不利 で あ る こ とか ら，初期

ライブ ラリー構築に お い て効率が落ち る こ とが想定され

る．我 々 は Rad51 パ ラ ロ グの 一
つ であ る XRGG3 遺伝子

の
・
方の 対立遺伝子を破壊 し，発現を低

一
ドさせ るだけで，

点突 然変異 優位 とな る こ とを見 い だ した　4S 〕．1 次 ス ク

リ
ー

ニ ン グで 得ら れた抗NP 抗体産生クロ
ー

ン をXRGG3

ヘ テ ロ ノ ッ クア ウ ト体に して親和性成 熟を試みた と こ

ろ，NP に 対 して結合性 の 高 い ク ロ
ー

ン を取得可能 で あ っ

た
4 ‘」），この 方法 は簡便かつ 細胞増殖 に影響を与えな い こ

とか ら，必要 に 応 じ て 変異様式を転換す る方法 と し て有

効 で あ る．こ れ らの DT40 −SW の機能改良を組 み 合わせ

る こ と に よ り，こ の 抗体作製 シ ス テ ム に よ る 抗体取得 を

よ り効率化で き る と考え られる，

おわ りに

抗体は，有顎類 以降の 生物種に 見 ら れ る 生態防御因 了
一

2009 年　第 9．号

で ある，親和性成熟は，体細胞突然変異 とい う，厳密な

制御がなければ発ガ ン の リス ク になる諸刃 の剣を用 い る

こ とに よっ て ，抗体 の 親和性を改良する機構であ り，そ

こ には免疫 シ ス テム と病原体 との 闘争の 歴史が刻み込ま

れて い る と考え られ る，木稿で 紹介した親和性成熟の 解

析系は，この 学問的に興味の 尽 きな い 機構の
一
端を解明

す る有用な ツール とな る と期待され る．また，腕 漉 ，o 培

養系での 親和性成熟の再構築が実現されれば，液性免疫

応答を制御する こ とに よ る 自己免疫疾患や感染症の治療

法の開発や，さ ら に 本稿で紹介した 抗体作製 シ ス テ ム へ

の応用に つ なが る と考えられる．

　DT40 −SW を用 い た 抗体作製ス テ ム は，培養細胞 を用

い た 翻 襯 γθ 系であるために免疫寛容の制限を受 けず，従

来の方法では取得が困難であ っ た標的に対する抗体の取

得に利用可能で あ る と考え られ る．DT40 の高い 増殖性

に より日的ク ロ
ー

ン の 単離 と評価を簡便か つ 効率的に行

え る とい う特長 を生か して，現在 い くつ か の標的を設定

して抗体医薬の候補を探索 しつ つ あ る，さらに利用価値

の 高い 抗体作製シ ス テム の構築に向けて ，ニ ワ トリIgM

抗休を産生する DT40 をヒ トIgG 産生型へ 改変する こ と

が，今後の課題の 1っ であろう．こ れ とは別に，我 々 は，

D
「
1140−SW 細胞の抗体 L 鎖遺伝子座に非抗体タ ン パ ク質

を コ
ー

ドする外来遺伝f を導入すると，それが AH ）の 標

的 とな っ て変異 を受け る こ とを報告して い る J
”o）．異種動

物 由来の抗体の改 良や，種 々 の 非抗体タン パ ク分子 の遺

伝 了レ ベ ル で の 機能改変を行 うための道具として利用す

るために，DT40 −SW 細胞 を機能拡張することも興味深

い 研究課題 で あ る．

　本研究は岡11i大学⊥ 学部生物機能⊥ 学科細胞機能工 学研究

室で行 っ た仕事で す．岡山 大学へ 赴任以 来，門 外漢だ っ た私 を

忍耐強 くか つ 温か くご指導い た だ き ま した 大森 齊 教授 免疫

学を
一

か ら手ほ どき くださ い ました疋 田正喜 現亰都大学准教

授 に深 く感謝い た しま す．本研究 の成果 は，曲　 『樹 助教，酋

川由美了
一
　j専士，藤堂景史博十，池田 美香 研究員をは じめ，多

くの 大学 院 生 お よび学 部学 生 の 力 に よ る もの で す．こ こ に あ ら

た め て 感謝の 意 を表 します．共同研究 で お 世話 に な りま した

Michigan大学 Marilia　Gascaih｛⊃ 准教授．岡「【「県立 人学 森　將
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Max 　Plank研 究所 Michael　Retl1教授 に感 謝い た します．本賞 の
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