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3P・1094　　 高 速 抗 体 取得 方 法 RA 皿 矼 S に よ り産 生 し た マ ウ

　　　　　　　ス scFv の ヒ ト化技術開発

　　　　　　西村 侑子 ，山 本 有希子 ，吉見 達 成 ，○稲垣 貴之

　　　　　　 （株式会社ア ドバ ン ス ）

我 々 は 、新 規 が ん 治 療 薬 と して の応 用 を 目指 し て、抗 体 の抗 原 結合 部 位 だ

け で構 成 さ れ る デ ィ ア ボ デ ィ 型 二 重 特 異 性 抗 体 の研 究 に取 り組 ん で き た 。
がん 関連抗 原で あ る ヒ ト上 皮増 殖 因子 受容 体〔EGFR ）と リ ン パ 球 表 面 抗 原

CD3 を標 的と した Ex3 と 名付 けたデ ィ ア ボデ ィ は 、そ の 中で 最 も顕 著な 効

果を示 した が、一方で 近年、低分子二 車特 異性 抗体 の形 態や ドメ イ ン の 配

向性が 与．え る機能へ の 影響が 報告 されて い る。そこ で、本研究 で は ドメ イ

ン の 組換 えに よ る Ex3 の 高機能化を 目指 した。
Ex3 は4つ の 抗原結合 ド メ イ ン か ら構成 され るが 、連結 順 を 考慮す る と4種
の 配 向 性 が 考 え られ る。これ ら の発現 ベ ク ダーを そ れぞ れ構 築 し、大 腸 菌

発 現 系 に よ り調 製 した と ころ 、い ず れ も ゲ ル ろ過 で 均 一な ピーク が 確 認

さ れた 。がん 細胞 を 用 いた 傷害試 験 の結 果 、配 向性 を 改 変 した 分 子 すべ て

に 、従来の Ex3 を 凌駕す る効 果 がみ られ 、極 め て 高 い比 活性 を 示す 分 子 も

存在 した。一一．方、ドメ イン の配 向性 と連結 して い る リ ン カ ー長を改変す る

こ とで 、tandem 　scFv 型 の Ex3 を作製 した と こ ろ 、同 様 に著 しい 活 性の 向

上が み られ た。結台活性試験 で は、機能 との 相関はみ られ なか ったが、2

抗原間の 架橋能試験で は、柑関 がみ られ たこ とか ら、配向性等の 変換は、
リ ン パ 球 とが ん 細胞間 の 架橋 に お い て、よ り有利な 構造を もた ら した と考

え られ る。今後 さ ら に、これ ら の 機能 の 向上 に 寄与 した 因子を 追求 して い

く予 定 で あ る。

抗 体医 薬品 は特 異性 が 高 く副 作 用 の 少 ない 治 療薬 と して 注 目され て お り、
従 来 の 低 分 子 医薬 品 よ りも 効 果 的 な治 療が 期 待 され る。だ が これ まで の方

法 で は 、抗 体の 作製 に お い て 膨 大 な コ ス トと長 い 作製 期 間 が 必 要 と な る

こ と が 問題 で あ った。こ の 問 題 を解 決す る た め 、我 々 は 各種 抗原に 対 す

る抗体 を低 コ ス ト ・短期間で 作製で きる RAnt 【S （Rapid 　Antib 。dy 　Isolation

System ）法 を開発 した。動物 に 抗原 を注射 して 抗体 を得 る従来 の方法 と異

な り、RAntlS 法は in　vitro で マ ウス の脾臓細胞 を免疫 し、一本鎖抗体（scFv ）

を 取得す る 方法で あ る。これ に よ り わ ずか 数 nmo1 の 抗 原量 お よ び約 10目

聞 と い う短 期 聞 で の マ ウ ス scFv 取得 を 実現 した 。しか しマ ウ ス 由来 の 抗体

は 、そ の ま ま で は ヒ トの 体 内で 異 物 と認 識 され 、抗 原 性 を 示す 可能性 が あ

る。そ の た め抗 原 に 対 する 特 異 性 や 親 翆 r性 を維 持 した ま ま 、マ ウ ス 由来 の

ア ミノ 酸配 列 を ヒ トの ア ミ ノ酸配 列 に 置換 して 抗 原 性 を低 くす る必 要 が あ

る 。RAntlS法 で 取得 した 抗体の ヒ ト化技術 開発 に よ り、抗 原性の 低 い 抗

体 医薬 品を安f面に短 期間で 製造で き る よ うに なる こ と が期待 さ れる。そ こ

で 我々 ば、RAn 亡IS法 に よ り取得 した マ ウ ス scFv 抗体 の ヒ ト化 を行 ．った。
RAntlS 法 に よ りニ ワ トリ卵白 リゾチ

ー
ム （HED に 対す るマ ウス scFv を取 得

し、こ の マ ウス scFv を もと に 二 量 体や ヒ ト化抗 体を作製 した。さ らに それ

ぞれ の 抗体の 親和性 を、BIACORE や ELISA を 用い て 比較 した の で 報告す

る e
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抗 体医 薬 品は 特 異性 が 高 く副 作用 の 少な い 治療 薬 と して 注 目さ れて お

り ．従来の 低 分干 医薬 品 よ りも効果 的な 治療 が 期待 される 。だ が これ ま

で の 方法で は 、抗体 の 作製 に お い て 膨 大な コ ス トと長 い 作製期 間が 必 要

と な る こ と が 問題 で あった．こ の 問題 を 解決す る た め 、我
tt は 各種抗 原

に 対 す る抗 体 を 低 コ ス ト ・短 期 聞 で 作 製 で き るRAntlS （Rapid　Antibody
Isolation　System）法 を 開 発 した 。動 物 に 抗 原 を 注射 して 抗 体 を 得 る従 来の

方 法 と 異 な り、RAntlS法 は in　vitro で マ ウ ス の 脾臓 細 胞 を 免疫 し、一
本鎖

抗 体（scFv ）を取得 する 方法 で あ る。こ れ に よ りわ ずか 数 nmol の 抗原量 お

よび約10 口間 とい う短期 間で の マ ウ ス scFv 取得 を実現 した。こ の 手法 で

用 い て い る 体外免 疫法 は、生体 外で の 胚中心 の 形成 と 、AID の 発現 を誘

導 す る手法で ある こと を 明ら か に した 。ま た 、RAntlS法で 取得 し た scFv

に は 体細胞 変異が 誘導 され て い る こ と も確認 さ れ た。さ ら に 、免 疫 に 用

い る細 胞 を 別 種 の も の に 置 き換 え る こ と に も 成 功 した の で 、報 告 す る 。
ま た 、RAntlS法 を 用 い て 、ヒ ト由 来SloeAlO に 対 す る抗 体、マ ウ ス 由 来

SIOOAIO に 対 す る抗 体 を共 に取得す る こ と に成 功 した の で あわ せ て 報告 す

る 。
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モ ノ ク ロ
ーナ ル 抗体を 改変 して親 和性 成熟 させ る技 術は 、有用 な抗体 を作

製す る Eで 重要で ある．我 々 は、抗体 遺伝 子へ の 変異能力を 自在 に ス イ ッ
チ で きる よ うに 改変 した ニ ワ トリB細胞株DT40 −SW を 用い たin　 vitro 抗体

作製 シ ス テ ム を 構築 して き た 。今回 、DT40 −SW の 抗 体可 変 部遺 伝子 を任

意 の 抗 体 由来 の可 変部 遺伝 アに 置 き換 え 、変 畏導 入 に よ って 親 和 性 成 熟 さ

せ る方法 を 構築 した 。ハ プ テ ン4−hyroxy−3−nitrephenylacel （NP）に対 す る マ

ウス モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体17．2，25 をモ デル と して、こ の マ ウ ス抗休 の 可変部

遺伝 子 の VH 、　 VL 遺伝子をPCR で増 幅 し、それぞ れをDT40 の VH お よびVL

遺伝子 と置換 す るた め の ベ ク タ
ーに 挿 入 した ．各置換 ベ ク タ

ー
を順次、

DT4U −SW に 導入 した 細胞 を 作製 した と こ ろ 、マ ウ ス 由来 抗体 可変部 と ニ

ワ ト リ抗体定 常部 と の キ メ ラ 抗体を 細胞 表 面抗体お よび 分泌 抗体 と し て発

現 した 。この 抗 体 は 、NP 化 抗 原 に 対 して 反 応 性 を 示 した こ と か ら、導 入

し た抗 体 可 変 部 が 本 来の 特 異 性 を 保持 して い る こ とが 示 唆 され た ．さ ら

に、抗 NP 抗 体産生細胞 株 の 変異 機能を ON に して 培 養を 続 けた と こ ろ、重

鎖お よ び軽鎖 と もに組 み込 ん だ可 変部遺伝子 に変異 が 導入 され、こ の変異

ラ イブ ラ リ
ー

か らNP に 対す る親和 性の 向上 したク ロ
ー

ン を単 離す る こ と

に成功 した。
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