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4Ep17 レ クチ ンイ 厶 ノ ア ッ セ イを用 い た ヒ ト抗体 糖鎖 解析技 術

の 開発

○ 山川 景成，熊 田 陽
一，岸本 通 雅

（京工 繊大院 ・工 芸科学 ・生体分子 ）
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4Ep18 （講演中止）

【背景】近 年、バ イ オマ
ーカーに 修飾 さ れ た特徴 的 な糖 鎖 構 造 と 重篤 な疾 病 の 発

症 や 進 行 、再 発 との 関 連 性 が 明 らか に な りつ つ あ る。例 え ば 、リ ウ マ チ や骨 髄

腫等で は 、血 液 中 の ヒ ト抗体に 修飾 さ れ た糖 鎖 の末端 ガ ラ ク トースが 健 常 者と

比較 して 、欠 損 して い る こ とが 明 らか と な っ て い る。した が っ て、これ ら糖鎖

の 質的 変 化 を簡便か つ 高感度 に 検出 で きれ ば、よ り信 頼 性 の高 い 医療診 断が 実

施可 能 とな る 。本研究で は、ヒ ト抗体（Hurnan 　lgqHurnan 　TgA ）を特異 的 に認識 す

る WUo 且e 抗 体か ら PS−tag融 合 scFv （scFv −PS ）を調 製 し 、こ れ と HRP 標識 レクチ ン

を用 い た ヒ ト抗体糖 鎖解析技術の 開発 を 目的 と した 。
【実験及 び考 察】大腸菌の 封入体 よ り精 製 した scFv −PS を親水性 PS 基 板 へ 固定化

し、固相 リ フ ォ
ー

ル デ ィ ン グ法 に よ り抗原結合活性 を回復 させ た。ブ ロ ッ キ ン

グ後、O〜　10　−91mtに調 製 した ヒ ト抗 体、さ らに は 12種類の HRP 標識 レクチ ン

5Fglm ］の 添加 に よ り、サ ン ドイ ッ チ 型 レ クチ ン ELiSA を行 っ た。その 結果、ヒ

ト抗体 の 濃度依存的な シ グナ ル が 得 られ た 。 さ らに 、scF ＞−PS は それ 自身 に糖鎖

を有 しな い た め 、Whole 抗体 と比 較 して 、バ ッ クグ ラウ ン ドシ グナ ル が 低 く抑

え られ た 。糖 鎖 認 識 部位 の そ れ ぞ れ 異 な る 12種類 の レ クチ ン を用 い て レ クチ ン

イ ム ノ ァ ッ セ イ を 行 っ た 結 果 、ヒ ト lgG で は 4種類 、ヒ トlgA で は 5種 類 の レク

チ ンに お い て シ グ ナ ル を 検出 出 来 た 。こ れ らの レク チ ンが 認識 す る糖 鎖 構 造 と 、
ヒ ト TgG、ヒ トIgA の 糖 鎖 構造 が

一
致 して い る こ と が確 認出 来た 。これ らの 結 果

よ り、scFv −PS を用 い る こ とで 、レ クチ ン イム ノ ア ッ セ イ に よ る ヒ ト抗 体糖鎖 解

析が 可 能で あ る 。
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4Ep20 多量体化が ん治療抗 EGFR 一本鎖抗体 の高 機能化 に 向 け

た検 討
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【目的】ビ メ ン チ ン は セ リ ン 〔Ser）残基集約的 に リン 酸化 され 、正常 な細 胞分 裂

に お い て構造変化を起こす。本研究で は 、部位特異的 蛍光標識抗体 （Quenchbody｝
を用 い た細 胞分裂後期と中期に 行わ れ る Ser71リン 酸化 （PS71 ）とSer82リ ン酸 化

（PS82 ）の 検出を試み た。
【方法と結果】まず、抗 PS7 ］

一
本鎖抗体の N 末端近 傍 に TAMRA を取 り込 ませ た

Quenchbodyを合成、PBSTO ．05（PBS ＋O．05°fe　Tvveen　20｝中で PS ア1を含む ペ プ チ ドを

添加 した所、約 1．2 倍の 蛍光強度の 増加が見 られ た。そ こで 、rhodamine 　6G （R6G ）

で標 識 した Quenchbodyを用 い て 反応液と抗 原添加前の プレ イ ン キ ュ ベ ーシ ョ

ン 処理の 最適化 を行 っ た結 果、PBSTO ．25 中で 且6 時間処理 した際に、蛍光強 度

が最 大 L4 倍 まで 増大 した。さ ら に N 末端近傍に加えて ドメ イ ン 間 リ ン カ ー領域

に も 1カ所 R6G を取 り込 ませ た結果、　 PBSTD ．25 中で ］6時間処理 した 際そ の 蛍光
強度が最 大4．0倍 まで増加 した。次に 、抗PS82

一
本鎖抗体の R6G 標識 Quenchbody

を合 成 し蛍光 強 度 を測 定 した 結 果、VH −VL の N 末端 近 傍を R6G 標識 し た

Quenchbodyで は約 L2 倍 の蛍光増加 が見 られたが、さらに リ ンカ ー領域 に R6G

を標識 し、ドメ イ ン 順を逆に す る こ とで ．その 蛍光強度が最大 6．7 倍に増加 し、
検 出感度 も1nM 程度 に高 ま っ た。
【結論 と今後 の展望 】以．ヒより、Quenchbody法 に よ っ て 蛋白質 リ ン酸化の 検 出

が可能 なこ と、さらに色素、反応条件およびQuenchbody構造の 最適化 を行 うこ

とで蛍光応答性 を顕 著に向上 で きる こ とが示唆 された。現在、Fab型Quenchbody
によ る更 なる応 答性 の 向上につ い て検討を行 っ て い る。
Refepence ： Jeong 　et　aL ，　Biosens、　Bioetectron．　in　press，20 且2

抗体 医薬 の 低 コ ス ト化に 向けた 1つ の ア ブロ
ー

チ と して 、微 生物 を用 い た製造

が可 能な低分子抗体 の 開発が 挙げ られるが、親和性 の 低 下や 体内半減 期の 減少

がしば しば問題 となる。また効果的な治療効 果を誘導する ため に は 多価性 の 結

合が 要求 され るこ と もあ り、当研究室で も抗上皮増 殖因子受容体 （EGFR ）抗 体

52S の
一

本鎖抗 体｛scFv ）を作製 した と こ ろ 、が ん 紹 胞増殖 阻害活性 の 消 失が 確認

され た 。 本研究 で は 、大腸 菌で 調 製円
．
能なサ イズ を維持 した まま、多価 化に よ

る、が ん細胞増 殖阻 害効果の 回復と 親和性，お よ び体 内．半減期の 延長が見込 ま

れ る 多量 体化 528scFv の 作製と変異導入 に よ る さら なる 高機能化 を目指 した。
構造 的束縛を高め る様な リ ン カ ー

長 にす る こ とで 、二 量 体と 三量体 を調製する

こ と に成功 し，それ ぞれ 多価化 に 起 因す る と思わ れる、がん 細胞 の 増殖 阻害活

性の 回復がみ られ た 。表面プ ラ ズ モ ン 共鳴 〔SPR）法 を用 い た 測定 の 結 果、多量

体化に応 じた 親和性 の 向上 が 確認 され、担が んマ ウ ス を用い た治療実験 に おい

て も有意な抗腫瘍効果が 、特に三 量 体に お い て は 市販 の 抗 EGFR 抗体医薬 に 匹

敵す る効果 が 確認され た 。続い て 、さ ら な る高機能化 を 目指 して 、親和性 を向

上 させ る 変異を導入 した とこ ろ、そ れぞれ 期待通 りの 親和性 とが ん細胞増殖抑

制効果の 向 P．が み られ た 。い ずれ の 分子 も長期保存で の 安定性 も確認 され たこ

とか ら、微生物で 生産 叮能な 多量体化 528scFv は コ ス トおよ び機能の 面で も低
コ ス ト抗体医薬として 有望で ある とい える 。
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