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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  

本研究の目的は、新規な動物細胞膜提示型抗体可変領域 Fv-受容体キメラのライブラリーを作

製し、目的蛋白質と結合する Fv-受容体キメラを膜に提示している細胞だけが細胞内に増殖シグ

ナルを伝達して増殖できるが、それ以外の細胞は死滅するような系を構築し、目的蛋白質に対す

る抗体Fvを膜提示している細胞だけを短時間にポジティブスクリーニングできる系を開発するこ

とである。このような系を構築することができれば、各種の Fv-受容体キメラのライブラリーを

膜に提示している細胞群に目的蛋白質を添加して培養し、そこで増殖してくる細胞を選択するだ

けで目的蛋白質に対して特異的に結合する抗体 Fv を発現する細胞を取得することができ、数多く

の蛋白質に対して特異的に結合する抗体 Fvをハイスループットに作製する技術を確立することが

可能となる。このような抗体 Fv の高速スクリーニング技術は、ヒト由来の蛋白質のみならず、農

薬や環境ホルモンなどの小分子単価抗原や多価抗原など種々の抗原に対する抗体を培養細胞系で

取得することができる極めて汎用性の高い技術であるため、従来の動物を免疫する伝統的な抗体

作製方法に代わる、迅速簡便な作製方法となることが期待される。  
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⑦研究成果の概要（研究目的に対する研究成果を必要に応じて図表等を用いながら、簡潔に記入してください。）  
まず、抗体/受容体キメラの分子構築とその発現・選択系の構築を行った。エリスロポエチン受容体のリ

ガンド認識部位を抗ニワトリ卵白リゾチーム(HEL)抗体HyHEL-10 の可変領域VH、VLで置換したキメラ

受容体HE、LEと、その細胞内ドメインをIL-6 受容体のシグナル伝達サブユニットである gp130 で置換

したキメラ受容体Hg、Lgを作製した。これらのキメラ受容体の組み合わせを発現レトロウィルスベクタ

ーを作製し、IL-3 依存性pro-B細胞株Ba/F3 細胞に導入し、IL-3 を除いてHELを添加して直接選択した結

果、キメラ受容体発現細胞を選択的に増幅することに成功した。また、HgのVH部分を抗フルオレセイン

（Fl）一本鎖抗体 31IJ3 で置換したキメラ受容体も作製し、Fl標識BSA（BSA-Fl）またはFlダイマーに

応答して導入細胞を選択することに成功した。以上のことから、VH/VL型およびScFv型 2 つのキメラ受容

体が、それぞれ抗原との結合により細胞膜上で複合体を形成し、その結果細胞内ドメインが近接して増殖

シグナルが伝達され、キメラ受容体発現細胞が増殖するという選択系の構築に成功した。 
そこで、キメラ受容体の組み合わせとしては最もクリアなHEL依存性が見られたHg+LEの組み合わせ

をベースとして用い、抗体選択システムとしての有効性を検証した。まず、Hgの発現ベクターpMX-Hg
をもとに、VHの抗原認識部分の 4 アミノ酸(Y53, S54, S56, Y58)をランダムに他のアミノ酸に置換した発

現ベクター(pMX-mHg)を作製し、LEをあらかじめBa/F3 細胞に導入し発現させた細胞(Ba/LE)へ導入し

た(Ba/LE+mHg)。この細胞を選択した結果、得られたクローンを解析したところ、HEL依存的に増殖シ

グナルが抑制されるクローンが得られ、そのクローンからゲノムPCRで回収した変異VHは野生型VHとほ

ぼ同等のHELへの結合活性を示した。以上より、抗原結合活性が増殖抑制活性に相関する形となったが、

キメラ受容体を用いて抗体ライブラリーから抗原結合性の抗体断片を得る系の構築に成功した。 
しかし、実際にライブラリー選択を行う際には、抗原がキメラ受容体へ結合したときのみ増殖シグナル

が伝達されることが望ましい。このようなキメラ受容体を作製するために、Fl 応答性キメラ受容体をベー

スとして、EpoR 細胞外ドメインの追加・除去やコンフォメーションを変化させる変異を導入した結果、

gp130 の細胞外ドメインを直接抗 Fl 抗体 ScFv で置換したキメラ受容体(ScFv -gp130)が、抗原である

BSA-Fl の有無によって増殖シグナルの ON/OFF が最も明確となることが分かった。 
そこでこの厳格な抗原依存性を示したキメラ受容体のScFv部分をライブラリー化し、目的抗原結合性抗

体断片のスクリーニング系の構築を試みた。具体的には抗原として家族性の筋萎縮性側索硬化症の原因遺

伝子であるSOD(superoxide dismutase)を選び、マウスに免疫して脾臓細胞ライブラリーを得て、PCR法

を用いてVH部分を増幅してファージミドに組み込み、数回のパニング操作を行った後、キメラ受容体発現

ベクターのScFv部分を置換する形で組み込んだ（VH-gp130 library）。このライブラリーをBa/F3 細胞に

導入し、抗原であるSODを加えて選択培養を続けたところ、増殖したクローンが得られた。これらを回収

して増殖アッセイを行った結果、SOD濃度に応答して増殖が促進もしくは抑制されるような細胞が存在し

た。このことから、これらのキメラ受容体のVH部分は抗原SODに結合していることが示唆され、ライブラ

リーから目的抗原結合性抗体断片がスクリーニングできる可能性が示唆された。 
また、キメラ受容体の受容体部分の前後に loxP 配列を組み込み、抗原選択後に Cre を発現させること

で、選択された目的抗原結合性抗体をもつキメラ受容体発現細胞を抗体分泌細胞に変換する系の構築にも

成功した。この系では抗体にＣ末端に Ser/Thr を含む loxP 由来配列を持たせ、糖鎖修飾によると思われ

る分子量の顕著な増大が観察されたことから、動物細胞を用いた糖鎖修飾抗体断片の迅速な作製法として

有用であると考えられる。 
さらに、上記の ScFv 選択技術を利用して、将来的にはこれらの ScFv を基板上に高密度に固定化し、

蛋白質の発現プロファイルを免疫測定法によりハイスループットに検出するシステムを構築する予定であ

る。このようなシステムを構築するための予備的検討として、エレクトロスプレー法によってガラス基板

上の 9mm 角の範囲に直径 150μm 程度の抗体の均一なスポットを 324 個作製する技術を開発した。この

ような抗体チップを用いたサンドイッチ ELISA 法により 0.1〜1ng/ml 以上の測定感度で抗原蛋白質濃度

を再現性良く測定することに成功した。 
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⑧特記事項（この研究において得られた独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、当該研究分野及び関連

研究分野への影響等、特記すべき事項があれば記入してください。） 

サイトカイン受容体のリガンド認識部位を抗体可変領域で置換した例は世界でも類がなく、抗原の添加

によってサイトカインと同様なシグナル伝達を行わせたのは本研究が世界で初めてである (下図1)。さら

に、天然には存在しないと考えられているEpoRとgp130細胞内ドメインのヘテロダイマー化が効率の良

いシグナル伝達を生じることを世界で初めて示した (下図2)。この成果は、サイトカイン受容体のシグナ

ル伝達のクロストークやシグナル伝達機構に新たな知見を与え、学術的にも大変興味深いものといえる。

さらに、VH/VL型キメラ受容体に続き、ScFv型キメラ受容体の開発にも成功し、リガンドとして大きな抗

原であるHELだけではなく、in vivoに投与しても免疫原性のない小分子ハプテンであるフルオレセイン

ダイマーも用いることが可能となり、in vivoでの遺伝子導入細胞の選択システムとして医学的な応用へ

の可能性を広げることができた (下図3)。また、抗HEL抗体VH/VL、および抗SOD抗体VHをライブラリ

ーからスクリーニングできることを示したことから、抗体断片の選択法としての利用可能性を実証した。

ここで、抗体断片の選択法として、動物細胞の増殖活性を指標とした選択を行った例は世界でも類はなく、

極めて独創的であり、本プロジェクトにとっても大きな進展である。また、抗原が結合したときのみ増

殖シグナルが伝達されるキメラ受容体の構築を目指して研究を行った結果、受容体のコンフォメ

ーションが増殖活性に大きな影響を与えることが示唆され、受容体のシグナル伝達機構の解明に

も一石を投じたと言える。また、選択後にCre-loxPシステムを用いて抗体分泌細胞に変換する技

術は極めて独創的であり、動物細胞を用いた糖鎖修飾抗体断片の選択・生産一貫システムとして

本法は新規性・有用性ともに高い。(下図4)。  
また、エレクトロスプレー法によって抗体のスポットを抗原結合能を維持したまま、基板上に

高密度（9mm角に324個）に集積し、ELISA法により高感度に抗原濃度を測定することに成功し

た。この成果は、現在世界的に激しい開発競争が繰り広げられている蛋白質チップの実用化に先

鞭をつけたものと言える  (下図5)。  
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⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含む。）の全

著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会、特

許等の発表状況について記入してください。なお、代表的な論文３件に○を、また研究代表者に下線を付し

てください。） 
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⑨研究成果の発表状況（続き）（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含

む。）の全著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及
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