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Effect of domain arrangement on the function of an antibody-ribonuclease 
fusion protein
○Takeshi Nakanishi, Mitsuyo Kudo, Daisuke Nishiura, Tomohiro Osaki,  
Masaya Kitamura
(Dept. Appl. Chem. and Bioeng., Grad. Sch. Eng., Osaka City Univ.)

バクテリアや植物に由来する毒素と抗体を融合したイムノトキシンは、強力な
標的細胞傷害性を示す一方で、毒素に起因する副作用や抗原性が懸念される。
我々は、より安全で効果的ながん治療薬の開発を目指して、ヒト由来リボヌク
レアーゼ (RNase)を毒素の代替として用いた融合抗体を作製し、その機能評
価を行った。具体的には N末端側から C末端側へ、RNase、ラマ由来可変領
域 (VHH)、ヒト定常領域 (Fc)の順に配置し、二量体型融合抗体を作製した。
本研究では、がん細胞に過剰発現する上皮増殖因子受容体 (EGFR)を標的とす
る VHHを用いた。さらに、プロテアーゼ消化により Fcを除去することで単
量体型融合抗体を調製し、二量体型融合抗体と比較した。酵素活性を評価した
ところ、両者に違いは見られなかった。フローサイトメトリーにより、がん細
胞に対する結合を比較した結果、二量体型融合抗体の方が高い結合活性を示し
た。その一方で単量体型融合抗体は、RNaseを融合していない VHHに比べ
て低い結合活性を示した。一般に抗原結合領域は VHHの N末端側に位置す
ることから、融合した RNaseの立体障害により、EGFRに対する結合活性が
低下したと考えた。以上の結果から、各機能ドメインの配置が RNase融合抗
体の設計において重要な因子であることが示唆された。現在、RNaseと VHH
の配置を入れ換えた融合抗体について検討を進めている。
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抗体医薬の薬価の低減に向けては、低用量でも十分な効果を発揮する人工設計
に基づく高活性の組換え抗体の創製に期待が寄せられている。我々は、ヒト上
皮増殖因子受容体 (EGFR)と T細胞表面抗原 CD3間の架橋効果により特異的
な抗腫瘍効果を発揮する低分子二重特異性抗体 Ex3に、さらにヒト Fc領域を
融合させることでエフェクター機能を付与させた Ex3-Fcを開発してきた。本
研究では、Ex3-Fcのさらなる高機能化に向けて、抗原結合ドメインの配向性
を検討すると共に、親和性を向上させるための変異導入を行った。
Ex3-Fcは、構成する 2種の抗原結合ドメインの連結順を入れ換えることで 4
種の配向性が存在するが、興味深いことにがん細胞に対する細胞傷害活性に差
がみられた。標的抗原に対する親和性は同等であったが、EGFRと T細胞間
の架橋能を評価した結果には差異がみられたため、細胞間の架橋における立体
障害の違いが影響を及ぼしたと考えられる。一方で、プロテーゼで Fc領域を
切断した後も細胞傷害活性の優劣は同様であったため、立体障害は抗原結合
ドメインと Fc領域との間ではなく、標的抗原近傍の分子との間に生じている
ことが予想された。さらに最も活性の強い配向性の Ex3-Fcに対して、以前に
ファージ提示法により単離された EGFRに対する高親和性化変異を導入した
ところ、親和性の向上に起因すると考えられる細胞傷害活性の向上がみられた。
組換え抗体の高機能化には立体障害を回避するような配向性の検討や親和性を
向上させる変異導入が有効であるといえる。
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【目的】インフルエンザウィルスは，我々人類全体に対する脅威である。歴史
上多数のパンデミックが起き、大きな被害をもたらしてきた。特に H1N1ウ
イルスは変異しやすく、大規模なパンデミックを起こし得るため、迅速高感度
な診断を要するターゲットである。このため、簡便で感度が高く，測定時間も
短い免疫測定法の開発が望まれている。本研究ではファージ提示法を用いて
H1N1特異的な組換え抗体断片を取得し、それらを用いて H1N1の迅速高感
度な検出法を開発することを目指した。
【方法と結果】無毒化された H1N1ウイルスでマウスを免疫し、高い抗体価を
示したマウスの脾臓から全 RNAを抽出し、抗体遺伝子を増幅した。そしてこ
れをファージ提示ベクター pDong1に組込み、Fab抗体提示ファージライブラ
リを作製した。固定化 H1N1を用いた 3回のパニングとクローニングにより、
H1N1ウイルスに特異的に結合する 4株の抗体、B1、B2、B5及び F1を取得
した。いずれも新規な配列を持ち、B2と F1を用いたサンドイッチ ELISAで
は、H1N1ウイルスを 0.1 ng/mlの感度で検出することが出来た。今後検出系
を改良することで、更なる高感度化、迅速化を達成したい。
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我々は、ニワトリ B細胞株 DT40の変異能力を用いて in vitro抗体作製シス
テムを構築してきた。変異導入機構が内包された DT40のタンパク質ディス
プレーシステムへの応用は、変異タンパク質ライブラリーの効率的作製の点
で非常に有用である。これまでに DT40の抗体定常部遺伝子をヒト IgG1抗体
Fc遺伝子に置換することにより、任意のタンパク質を Fc融合タンパク質とし
て DT40細胞表面および培養上清中に発現させ、目的タンパク質に変異を導
入できることを見いだした。本発表では、数種のモデルタンパク質をこの新規
な動物細胞ディスプレーシステムに導入した例について報告する。ヒト IgG1 
Fc発現型 DT40の抗体重鎖可変部遺伝子を赤色蛍光タンパク質 mCherry遺
伝子に置換したところ、mCherryはヒト IgG1 Fcとの融合タンパク質として
細胞表面および培養上清中に発現された。さらに、この細胞株の変異能力を
ONにして得られた mCherry変異体発現細胞ライブラリーの中から、蛍光波
長がより赤色側にシフトした mCherry変異体発現細胞を、セルソーターを用
いて単離することに成功した。特定のガン細胞に発現する上皮成長因子受容体
(EGFR)に結合するラマ由来の単一ドメイン抗体の可変部を、同様に DT40の
細胞表面に発現させることに成功しており、現在、その親和性成熟を試みてい
る。本ディスプレーシステムは、変異・発現・選択を細胞内に一体化した新た
なディスプレーシステムとして、さまざまなタンパク質改変への応用が期待さ
れる。
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