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【背景と目的】 免疫システムは、B 細胞上の極めて多様な抗体配列（ライブラ
リ）から、抗原刺激による B 細胞のクローン増殖によって抗原特異的な抗体配
列が選択され、さらに突然変異による最適化によって高親和性な抗体を生み出
している。一方、ファージライブラリを代表とする人工抗体ライブラリからの
特異抗体の選択においては、バイオパンニングと呼ばれる in vitro 選別法によっ
て、特異的クローンの選別が行われるが、その選別には、クローン化の作業と
それらの結合スクリーニングといった煩雑な作業を要する。近年の次世代シー
ケンサー（NGS）による DNA 塩基配列のハイスループット解析は、生物のゲ
ノム解析のみならず、抗体のレパートリーの解析にも利用されるようになって
きた。本発表では、特にアルパカ由来の VHH 抗体並びにヒト単鎖 Fv 抗体ファー
ジライブラリーからのバイオパンニングによる抗原特異的抗体の単離において、
NGS を使った網羅的配列解析を利用することで、効率的に多様な抗体の単離、
同定を試みた例について報告する。

【方法】 抗原免疫したアルパカの血液リンパ球から重鎖抗体由来の VHH 抗体
ファージライブラリーを構築し、バイオパンニングを行った。このバイオパン
ニング前と後のファージのプールからファージミド DNA を精製し、特異的な
プライマーにより VHH 遺伝子を増幅後、NGS 用のインデックス配列並びにア
ダプター配列を付加するための PCR を行った。得られた PCR 産物は、次世代
シークエンサー Miseq（illumina）上で、MiSeq Reagent Kits v3（600 cycles）の
試薬を使用して分析した。得られた配列情報から、低クオリティのデータと
200base 以下の配列が除外され、Merge プラグラムによって、5’側と 3’側からの
リード配列を連結したものを、配列系統解析に用いた。ヒト単鎖 Fv 抗体ファー
ジライブラリからの抗原特異的な解析においても同様の手法で行い、VH 配列
のみを NGS 解析に供した。

【結果および考察】 抗原免疫 VHH 抗体ファージライブラリーでは、わずか１回
のバイオパンニングで抗原に特異的な VHH 抗体特異的抗体を濃縮された。パ
ンニング前と後の配列を NGS で解析し、それぞれ１０万弱の VHH 配列を得
た。各配列のライブラリ中での存在率（％）を計算し、パンニング後での各配
列の存在率の変化（増幅率）を評価したところ、高いものでは数百倍以上の増
幅倍率が見られた。これらの増幅倍率の高い（標準的には 30 倍以上）配列につ
いて、H-CDR3 配列を基に設計したプライマーを使い、各ライブラリのプール
DNA を鋳型に、PCR により VHH 遺伝子を増幅し、得られた VHH 遺伝子を
ファージに組み込んだ。そのようにして再生したファージのについて抗原との
結合活性を評価したところ、7-8 割において、抗原特異的な結合活性が見られた。
以上のように、バイオパンニング前後での抗体配列を NGS で網羅的に解析する
ことにより、高い確率で抗原特異的な抗体の特定が可能であり、多様な CDR
配列を有する抗体のセットを取得したい場合には、このような手法が特に有効
である。バイオパンニングの濃縮効率が低いナイーブ抗体ファージライブラリー
からの特異的ファージの単離や細胞パンニングにおける特異的ファージの単離
にも、この手法は有効であり、これらの結果についても紹介したい。
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家族性アミロイドポリニューロパチー（FAP）はトランスサイレチン（TTR）
遺伝子の変異が原因となり起こる遺伝性疾患である。変異型 TTR がアミロイド
線維を形成し、ほぼ全身の諸臓器に沈着して機能不全を起こす。一旦発症する
と徐々に病態が進行し、10 年あまりで死に至るという非常に重篤な経過を辿
る。現在 FAP に対する治療法としては肝移植や低分子の薬剤があるものの、い
ずれも多くの課題があり、新たな FAP の新規治療法の開発が望まれている。
127 個のアミノ酸からなる TTR に関して、これまでに 120 種以上の変異型が発
見されている。正常な TTR は血中で四量体として挙動しているが、変異型は四
量体の安定性が損なわれ、単量体のミスフォールディングに続いて凝集体を形
成し、その後、難溶性のアミロイド線維となり、全身の臓器に沈着し障害を起
こすと推定されている。その毒性発現のメカニズムについては未解明な部分が
多い。
そこで我々はＡ β 研究での試み等を参考に、TTR アミロイド形成過程の二つの
分子種に対する特異的な抗体を創出することにより、有効な抗体を創出するこ
とを試みた。
A： TTR がアミロイドを形成することで新たに分子表面に露出するエピトープ
として我々が同定した TTR の cryptic epitope、TTR 115-124 を認識する抗体を
TTR ノックアウトマウスで作製し、ヒト化した。
B： 生理的条件下で TTR 凝集物（アミロイドの前段階）を形成し、細胞毒性を
示すと報告されている S112I 変異体を用い、ヒト可変領域を提示した naive
ファージ抗体ライブラリーから TTR 凝集体特異的クローンを取得した。
上記の２つの方法で取得した抗 TTR モノクローナル抗体はいずれも期待通り、
アミロイド化した TTR に特異的に反応し、正常型 TTR には反応性を示さなかっ
た。また、in vitro での解析により、TTR のアミロイド化に対する抑制作用と、
マクロファージのアミロイド貪食に対する促進作用を有することを見出した。
さらに、変異型 TTR トランスジェニックラットを用いた薬効解析により、TTR
アミロイドの組織沈着に対する抑制作用を確認した。本抗体は、正常型 TTR に
は作用せず、異常型 TTR によるアミロイド形成のみを抑えるという新たな治療
戦略を可能にすると考えられ、安全性に優れた新規治療法を提供するものと期
待される。
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