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　高親和性 抗 体 の 産生 機構 に関 す る 基礎研 究 と そ の

工 学的応用
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抗 体 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 e 近年，危倶 されて い るパ ン デ ミ ッ ク に 対応 し

う る ワ クチ ンの 効率的作製技術の 開発や慓的医薬 と して 有用な抗体の 効率

的 な作製技術 の 開 発な ど へ の 社会的 に ニ
ーズの 高 まりか ら、抗原特異的な

高親和 性抗体 の産生機構 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 い る。本研究 では、独 自の 手法 を用い て 高親和性抗

体 産生過程 の詳細な解析 を行 い ，その成 果を発展 させ て新規 なin　vitro 抗体

作 製 シ ス テ ム を構築 し た。
（1）抗体産生機構 の解 析系の 構築 と応用 ：抗体産生 は、多様な抗体 レ パ ー
トリーの生成 とそ の 中か ら の抗原特異的 高親和性抗体 の 選択 と して 簡潔 に

記 述 さ れ る が，実際 に は膨 大な数 の細胞 が関与 する複雑系で ある e 演者 ら

は ，B 細胞 集 団 の大 部 分 が既知 の特 異性 を有す る遺 伝 子組換 えマ ウス を用

い て ，高 親和 性 抗 体の 産 生過程 を 明確 にモ ニ ダ ーで きる実験系 を構築 した。
この マ ウ ス の B 細胞 が 低親和 性を示 す抗 原に 対 する 抗体 応答 をモ デル と し

て ，B細 胞 の 活 性 化お よび抗体の 親和 性成 熟を詳 細に 解析 した とこ ろ、2種
類 の B 細胞 ク ロ ーン の競合 に ま で抗体応答 を簡素化 して 観察可能 とな り．
抗 原 特 異 的 ク ロ ーンの 初期の 親和性が その 後の 抗体親和性成 熟過程 へ の 動

員 に重要 で あ る こ とが 明 らか とな っ た。
体 細 胞 高 頻 度 突 然 変異 と高親和性抗体産生細胞の 選擢の 繰返 しに よ っ て 起

こ る抗 体 の 親 和 性 成 熟 には ，濾胞樹状細胞が重要な役割を果たす と考え ら

れ てい る。演 者 らは これ ま で 株化 が 困 難で あ っ たこ の 細胞 の 株化 に 成功 し、
高 親 和 性 抗 体産生 を よ り生体内 に近い 状態で in　vitro 解析す るための 培養

系 の基 盤 を確 立 した c 今後，濾胞 樹状細胞が 関与す る と考 えられる 突然変

異 の誘 導 や 高 親 和 性 抗 体の 選択 の分 子 機構解明 へ の 応用が期待 され る。
〔2 ）変異 能力 を 有 す るB細胞株 を 用 い たin　vi［ro 抗体作製 シ ス テム の 構築 ：

動物 に免 疫 す る抗 体 作製法 で は，免疫寛容 に よ る 自己反応性 ク ロ
ー

ン の 除

去 に よ V）種 間 で の保 存性 の高 い 慓 的分 チ に対す る抗体 が取得で きない こ と

が あ る た め，医薬 とし て有用 な 抗 体作製 に 向けて免疫 寛容 の 制限 を受 けな

いin　vLtro 系の 開 発が ます ます重要 とな っ て い る。演者 らは抗体遺伝子変異

能 力 を 有 す る ニ ワ ト リB細胞株 DT40 に 注 目し，生 体内で の 高親和性抗体生

成 をin　vitro 培 養 系で模倣 しt：新規 な抗体作製 シ ス テム を構築 した。そ の 結

果 ，次 の よ う な有用 な特徴 を備 えた系 の構築に 成功 した ：D 自発的 な抗 体

遺伝 子 変異 能力に よ っ て in　vitro 培養の み に よ り抗 体ライブラ リ
ーが得 ら

れ ，その ライ ブラ リーは 免疫 寛容の 制限を受けて い ない ため 自己抗 体を含

む 広 範 な モ デル 抗 原 に 対す る 抗体取得が 可能で あ った 、2）DT40 の 高 い 相

同 組換効率を利用 して その 変異能力を 可逆的に ON10FF で きる 機構 を 付 与

した 細胞株 を樹立する こ とに より，抗体ライブ ラ リ
ー

の 形成時に は 変異機

能 を ON に して お き．得 られた H的 ク ロ
ー

ン で は変 異機能 を OFF に して そ

の 形質 を安定化す る こ とが可能 とな っ た 、3）抗体遺伝 予へ の 高頻度変異 と

高親和性 ク ロ
ー

ン の 選択 に 基づ く親和性成熟 を invi匸rD で 模倣す る こ とが

可能 で あった。
複雑 な免疫 シ ス テム か らは工 学的 に活用可能な細胞機能が 今後 も見い だ さ

れ る と考えら れる。構築 した 実験系 を用い た 高親和性抗体 の生 成 機 構 の解

析 に よ りその 分子機構 の 解 明を進 め，そ の 知見 を応 用 してin　vitro 抗 体 作製

シ ス テ ム をさ ら に 高機能化 し，医 薬 を 目指 した 抗 体 取得 に 向 けて の実用 化

を進 めたい 。また ，DT4e に お い て非抗体 タ ン パ ク質遺 伝 予 へ の 変異 導人

も可能で ある こ と も見 い だ し て お り，今後 ，タ ン パ ク質 の新 規 な 改変 系と

して の 応用を図 りた い 。
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【目的】Xanthomertas　camPestris 　S−rU −9701 由来の α
一グル コ

ー
ス 転移酵素

（Xg 亡A ）は、1一メ ン トール や ヒ ド ロ キ ノン な どの ヒ ドロ キ シ ル 基を有する化

台物に 対 して 高 い グル コ
ー

ス 転移活性を示 し対応する α
一グル コ シ ドを選

択的に 生 成 す る
L・2）．ま た 、XgtX の 触媒部位 は、　D201 ，E27e ，　DS31 で ある

こ と を特定 して い る．そ こで 、本研究 で は、XgL4 のS272位に 部位 特異的変

異（saturation 　muLation ）を導 入 し、作製 した改変型XgtA の グル コ
ー

ス 転移

活性 の 向 Eにつ い て 検討 した 。
【方法 お よび 結 果 1Xg しAの 触 媒 残 基の 1つ で あ るE27e位近傍 の S272 は 、活

性 ク レ フ ト入 口 に存在 す る親水性ア ミノ酸で 基質の 取 り込みに 関与する こ

とが 推定 さ れ る。そ こで 、S272位を他 の ア ミノ酸 に 置換 した 19種の 改変型

XgtA を創製 したn 改 変型 XgtA の グル コ
ー

ス転移活性は、ヒ ドロ キ ノン か

ら の α 一グル コ シ ル 化活 性 と して 比 較 した。作製 した 改変型 XgtA の 中で 、
S2721 ，　S272L ，　S272V ，S272A で は グル コ

ー
ス転移反応の 比 活性が それ ぞれ

67．7，54．9，20．4，19、9（Utmg ）とな り、野生型の 9、50〔Uhmg ）と比較 して 2 〜7

倍に増 人 した。以 上 よ ワ、S272位を疎水性 の ア ミノ酸 に置換す る こ と に よ

ワ、XgtN の グル コ ース転 移 活 性 を向 上さ せ る こ とに 成功 した。
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ル シ フ ェラーゼは L，S2つ の ドメイ ン か ら構成 され るタ ン パ ク 質で あ り、各

ドメ イ ンが 会合 す る こ とに よ り酵素活性が復活す る。一方 グル コ
ースノガ ラ

ク トース結 合 タ ン パ ク質 （GGBP ） は、グル コ
ー

ス に 対し て 高い 親 和 性 を

有 し、結合 に よ っ て 大 き く構造が変化す る。本研究で は 、GGBP 融 合 ル シ

フ ェラ
ーゼ をタ ン パ ク質工 学的手法に よ り作製 し、グ ル コ

ー
スセ ン シ ング

機能 を有 する ル シ フ ェ ラ
ーゼ の 構築 を試 みた ，

方法

X 線結晶購造 を参 考に 、大腸 菌由来GGBP のN 末 端 領 域 にル シ フ ェラ
ー

ゼの

L ドメ イン 、GGBP 内部 の ル ープ領域 にS ドメ イ ン を挿 入 す る よ う に設 計 し

た遺 伝子 を構築 し、高発現用 ベ クタ ーを用 い て 大 腸 菌で 組 換 え生産 した。
GGBP 融合ル シ フ ェ ラーゼ の グル コ ース に対 す る結 合 性 は ル シ フ ェラ

ーゼ

の 発光に よ り評価 し た。
結果 と考 察

GGBP 融合ル シ フ ェ ラ ーゼ は水 溶性 タ ン パ ク質 とし て発 現 した 。　AIIP，ル シ

フ ェ リン 存在 ド、GGBP リガ ン ドで あ る グル コ ース の存在下 で は、非存在

下 と比較 して 発光 強度は 約 5 倍上 昇 した。発光強 度 ぱ濃度 依存的 に増 加 し、
グ ル コ

ース に対す る ル シ フ ェ ラ ーゼ 活 性 を指 漂 と す る見 か け の Km 値は

3 μ M で あ っ た 。以 上 の結 果か らル シ フ ェラ ーゼに 融 合 し たGGBP は リ ガン

ド との 結 合 能を保 持 し、リガ ン ド との結 合 に伴 い ル シ フ ェラ
ーゼ の 2 つ の

ドメ イ ン が 会 合す る と考 え られ た。GGBP と の融 合 に よ リグル コ
ー

ス セ ン

シン グ機 能 を有 す る 新 し い ル シ フ ェラ
ー

ゼ分 子が 構築 で きた。
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