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要旨要旨要旨要旨 

 

 

 抗体は、我々の体内において免疫機能の中枢を担う重要な機能分子であり、中でも IgG

抗体は現在、癌や自己免疫疾患、ウイルス感染症などに対する抗体医薬品のスキャフォル

ドとして医療の現場において用いられている。IgG 抗体が抗体医薬品のスキャフォルドとし

て用いられている理由の一つに、FcγRIIIa を介したナチュラルキラー細胞（NK 細胞）によ

る細胞障害活性誘導能力があげられるが、近年、IgA 抗体も FcαR を介して免疫細胞の中で

最も多い好中球を効果的に動員し、腫瘍細胞に対し高い細胞障害活性（オートファジー）

を誘導できることが明らかとなってきた。また、血液中で産生された IgA 抗体は、基底膜

側の細胞膜上に発現している pIgR を介して細胞を通過し粘膜層へと輸送される際に（トラ

ンスサイトーシス）、細胞の中に侵入してきたウイルスタンパク質と結合して、ウイルス粒

子の形成を阻害するという細胞内抗体としての機能も注目されている。このように、IgA 抗

体も IgG 抗体と同様に、医薬品としての機能性を十分に有していると考えられるが、抗体

医薬品としての使用はおろか、未だ、IgA 抗体自身の機能に関する研究報告も、IgG 抗体と

比較すると非常に少ない。 

 このように、IgA 抗体に関する研究が十分に進展していないことの理由の一つとして、確

立された精製システムが未だ無いことが挙げられる。従来は、IgA1 の糖鎖を認識するレク

チンである Jacalinやバクテリア由来のSir22タンパクなどを用いたアフィニティクロマトグ

ラフィーによる精製が行われてきたが、これらの分子は結合力・特異性の面で不十分であ

り、また、Sir22 タンパクの IgA 結合ドメインを取り出した IgA に非常に高い親和性・特異

性を有する Sap ペプチドについても、ペプチド鎖が 50 残基と長いため、合成には多額のコ

ストが必要となる。つまり、現在、より親和性・特異性・生産コストに優れたリガンドが

求められている。これらのことから我々は、合成・精製・修飾が容易でコストにも優れる

20 残基以下の IgA 特異的高親和性ペプチドをデザインし、これによる新規ヒト IgA 精製シ

ステムの構築を目的として研究を行った。 

 ヒト IgA 特異的ペプチドをデザインするために我々は、T7 ファージディスプレイシステ

ムを利用したランダムペプチドライブラリを構築した。これを用いてヒト IgA 抗体に対し

てバイオパンニングを行ったところ、4 種のヒト IgA 結合ファージクローン（A1-A4）が単

離された。これらの内最も結合活性の高かった A2 配列について合成ペプチドを調製し、そ

の性状を解析したところ、親和性（Kd=1300 nM）・特異性ともに精製用アフィニティリガン
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ドとしては十分ではないことが明らかとなった。そこで我々は、これの親和性・特異性を

改善するため、A2 配列を基にした部分変異ライブラリを作製して、IgA への結合に重要な

残基を同定するとともに、さらに、重要残基を保存してそれ以外を完全にランダム化した

ライブラリを作製して、A2 ペプチドよりも、親和性・特異性の面で優れる A2-3a ペプチド

（Kd=530 nM）を単離した。次いで、A2-3a ペプチドをベースとして変異ペプチドを合成し、

それらのヒト IgA に対する結合親和性を指標に、IgA への親和性上昇に効果のあるアミノ酸

置換を同定し、また、それらを組み合わせることで 33 nM（Kd）と極めて高い親和性を有す

る Opt-1 ペプチドのデザインに成功した。さらに、MD シミュレーションを用いて作製した

Opt-1 ペプチドの分子モデルを基に改良（アミノ酸置換）を行うことで、非常に高い特異性

で IgA を認識する Opt-3 ペプチドのデザインに成功し、ヒト血清中からの特異的な IgA 精製

を達成した。 

 ヒト IgA 抗体特異的ペプチドをデザインする一方で我々は、デザインしたペプチドがマ

ウスの IgA 抗体に対しても弱いながら結合力を有することを見出した。ヒト IgA 抗体研究

の発展上、マウスを用いた動物実験を行う必要性があると考えられるが、ヒト IgA 抗体の

場合と同様に、マウス IgA 抗体の精製システムも未だ確立されていない。そこで我々は、

ヒト IgA 結合ペプチドを基にした変異ライブラリを構築し、マウス IgA 抗体をより高い親

和性で認識するペプチドのデザインを試みた。結果、マウス IgA 抗体を高い特異性で認識

するペプチドの単離に成功したが、親和性の面で改良する必要があることが示された。 

 本研究においてデザインされたヒト IgA 抗体、マウス IgA 抗体特異的ペプチドは、ヒト

IgA抗体に関する研究を進展させ、ヒト IgA抗体の医薬品化を促進させることが期待される。

また、ライブラリ技術を利用した我々の手法は、医薬品化やその他のバイオマテリアルと

しての応用を目的とした標的特異的ペプチドのデザインをサポートする新たな手法となる

と考えられる。 
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各章の概要各章の概要各章の概要各章の概要 

 

本論文は、T7 ファージディスプレイシステムを利用したライブラリ技術を用いて、全く

新規の IgA 特異的結合ペプチドのデザインと、これを用いた新規ヒト/マウス IgA 抗体特異

的な精製システムの構築を行ったものであり、全７章から成る。 

 

第１章は、研究背景として、抗体（特に IgG、IgA）の医薬品としての有用性を記述する

とともに、その製造過程での精製システムにおける問題点について提起した。抗体は、我々

の免疫機能を担う重要な分子であり、特に IgG においては、すでに、癌や自己免疫疾患を

中心に抗体医薬品として臨床の現場で用いられている。一方、近年 IgA が、免疫細胞中で

最も多い好中球を効果的に動員し、腫瘍細胞を傷害できることが明らかとなってきた。こ

のことから、IgA もまた IgG と同様に抗体医薬品としての有用性を有していると考えられる

が、IgG におけるプロテイン A カラム精製のような確立された精製システムが未だ無いこ

とが、IgA の医薬品化を妨げる一つの原因となっている。そこで、IgA 結合性のペプチドを

デザインすることにより、新たな IgA 精製システムの開発を試みた。 

 

第２章は、本研究で IgA 結合性ペプチドのデザインに用いたファージディスプレイ法に

ついて述べた。1985 年、Smith 等により、M13 ファージを用いたファージディスプレイ法

が報告されて以来、この技術を用いて、抗体やペプチドの分子ライブラリを構築すること

で、多くの機能性分子が発見されてきた。また、近年、T7 ファージを用いたランダムペプ

チドライブラリによる機能性ペプチドの単離が多く報告されており、本研究で用いた T7 フ

ァージの利点について、M13 ファージとの比較を交えながら概説した。 

 

第３章は、T7 ファージディスプレイ法によって構築されたランダムペプチドライブラリ

からのヒト IgA 結合ペプチドの単離・デザインを記述した。T7 ファージペプチドライブラ

リを用いてヒト IgA に対してバイオパンニングを行った結果、4 種類の IgA 結合ファージク

ローン（A1-A4）が単離され、この内最も結合力の高かった A2 ペプチドを用い、ペプチド

を固定化したアフィニティカラムでのヒト IgA の精製が原理的に可能であることを示した。

しかし、一方で、親和性・特異性の改良が必要であることが明らかとなり、A2 配列を基に

した部分変異ペプチドファージライブラリを用いることで、ヒト IgA への結合に必須な残

基の同定を行った。 
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第４章は、３章で得られたヒト IgA 結合ペプチドの親和性増強の検討を行った。結合に

必須な残基を固定化し、それ以外をランダム化したライブラリを用いることで、A2（Kd=1.3 

uM）よりも親和性の高い A2-3a（Kd=530 nM）ペプチドの単離に成功し、さらに、ライブラ

リより得られたヒト IgA 結合配列データと合成ペプチドを用いた手法により、親和性上昇

に効果のあるアミノ酸を同定することで、極めて高い親和性を持つ Opt-1 ペプチド（Kd=33 

nM）のデザインに成功した。一方で、Opt-1 ペプチドは IgA 以外の血清タンパクに非特異

的な結合を示した。 

 

第５章 では、Opt-1 ペプチドの IgA との結合における特異性の改善を試みた。分子シミ

ュレーションにより得られた Opt-1 ペプチドの溶液中におけるモデル構造から、Opt-1 ペプ

チドにおいて非特異的結合を引き起こす残基を推定した。さらに、それらの残基に変異導

入したペプチドのアフィニティカラムによる血清中 IgA の精製実験を基に改良を加え、最

終的に高い特異性と親和性を持つ Opt-3 ペプチドをデザインし、そのペプチドによる IgA 精

製システムを確立した。 

 

第６章では、得られたヒト IgA 結合性ペプチドのマウス IgA 結合性ペプチドへの特異性

変換の試みを行った。ヒト IgA 結合ペプチドは弱いながらもマウスの IgA を認識したため、

ヒト IgA 結合ペプチドを基にした部分変異ペプチドライブラリを構築し、マウス IgA に対

してスクリーニングを行った。この結果、ヒトよりもマウスの IgA を高い親和性で認識す

る MA1 ペプチドの単離に成功したが、親和性が 60 µM（Kd）と低いため、親和性の改善が

今後必要であることが分かった。 

 

第７章は、研究の総括であり、今回用いたヒト IgA、マウス IgA 特異的ペプチドのデザイ

ン手法の一般性、得られたペプチドの IgA 精製用リガンドとしての有用性についてまとめ、

今後の展望と課題について述べた。 
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１－１１－１１－１１－１    抗体抗体抗体抗体 

 

 抗体は我々の免疫システムの中枢を担う重要な機能分子で、重鎖と軽鎖からなるヘテロ

四量体の機能分子である。「抗体」という名前は抗原に結合する機能を重視した名称で、物

質としては、免疫グロブリン（immunoglobulin、Ig）と呼ばれており、我々の体内において

は、IgM、IgG、IgA、IgE、IgD と 5 種類のクラスが存在する（図１－１[1]、表１－１）。こ

れら抗体が、体内に侵入してきた細菌やウイルスなどの微生物、あるいはウイルス感染細

胞を特異的に認識して結合し、その抗原抗体複合体をマクロファージや好中球などの貪食

細胞が認識して体内から除去したり（オプソニン化）、毒素や感染エピトープを認識して毒

性・感染力を低下させたり（中和作用）する。また、補体分子やリンパ球を介した免疫反

応を誘導して、我々を病原から保護している。 

このように、抗体は我々の体内において重要な働きを担う一方、その標的分子に対する

高い親和性と特異性から、古くより生化学の分野において検出試薬として用いられてきた

重要な分子ツールである。また、近年においては、特に IgG（１－２項）が、多くの癌や自

己免疫疾患を中心に抗体医薬として医療の現場に用いられており、IgA（１－３項）につい

ても、近年の研究から新たな抗体医薬スキャフォルドとしての利用が期待されている。 

 

 

図１－１抗体の種類と構造図１－１抗体の種類と構造図１－１抗体の種類と構造図１－１抗体の種類と構造  

丸は糖鎖修飾サイトを示し、数

字はアミノ酸番号を示す。 

J Allergy Clin Immunol 2010, 125, 

41-52.より引用。 
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表１－１表１－１表１－１表１－１    抗体の性質と機能抗体の性質と機能抗体の性質と機能抗体の性質と機能 

IgG1IgG1IgG1IgG1 IgG2IgG2IgG2IgG2 IgG3IgG3IgG3IgG3 IgG4IgG4IgG4IgG4 IgMIgMIgMIgM IgA1IgA1IgA1IgA1 IgA2IgA2IgA2IgA2 IgDIgDIgDIgD IgEIgEIgEIgE

重鎖重鎖重鎖重鎖 γγγγ１１１１ γγγγ２２２２ γγγγ３３３３ γγγγ４４４４ μμμμ αααα１１１１ αααα２２２２ δδδδ εεεε

分子量 （ｋDa）分子量 （ｋDa）分子量 （ｋDa）分子量 （ｋDa） 146146146146 146146146146 165165165165 146146146146 970970970970 160160160160 160160160160 184184184184 188188188188

血清中含有量 (mg/ml)血清中含有量 (mg/ml)血清中含有量 (mg/ml)血清中含有量 (mg/ml) 9999 3333 1111 0.50.50.50.5 1.51.51.51.5 3333 0.50.50.50.5 0.030.030.030.03 5.00E-055.00E-055.00E-055.00E-05

血清中半減期血清中半減期血清中半減期血清中半減期 21212121 20202020 7777 21212121 10101010 6666 6666 3333 2222

機能機能機能機能

NK細胞活性化NK細胞活性化NK細胞活性化NK細胞活性化 ++++++++++++ ---- ++++++++ ---- ---- ---- ---- ---- ----

マクロファージ及び他の食細胞への結合マクロファージ及び他の食細胞への結合マクロファージ及び他の食細胞への結合マクロファージ及び他の食細胞への結合 ++++ ---- ++++ -/+-/+-/+-/+ ==== ++++ ++++ ---- ++++

オプソニン化オプソニン化オプソニン化オプソニン化 ++++++++++++ ---- ++++++++ ++++ ---- ++++ ++++ ---- ----

マスト細胞好塩基球への結合マスト細胞好塩基球への結合マスト細胞好塩基球への結合マスト細胞好塩基球への結合 ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ++++++++++++

補体活性化　（古典経路）補体活性化　（古典経路）補体活性化　（古典経路）補体活性化　（古典経路） ++++++++ ++++ ++++++++++++ ---- ++++++++++++ ---- ---- ---- ----

補体活性化　（第二経路）補体活性化　（第二経路）補体活性化　（第二経路）補体活性化　（第二経路） ---- ---- ---- ---- ---- ++++ ---- ---- ----

分布分布分布分布

胎盤通過能胎盤通過能胎盤通過能胎盤通過能 ++++++++++++ ++++ ++++++++ -/+-/+-/+-/+ ---- ---- ---- ---- ----

血管上皮細胞を介する輸送血管上皮細胞を介する輸送血管上皮細胞を介する輸送血管上皮細胞を介する輸送 ---- ---- ---- ---- ++++ +++(2量体)+++(2量体)+++(2量体)+++(2量体) +++(2量体)+++(2量体)+++(2量体)+++(2量体) ---- ----

血管外組織への拡散血管外組織への拡散血管外組織への拡散血管外組織への拡散 ++++++++++++ ++++++++++++ ++++++++++++ ++++++++++++ -/+-/+-/+-/+ ++(1量体)++(1量体)++(1量体)++(1量体) ++(1量体)++(1量体)++(1量体)++(1量体) ---- ++++

免疫グロブリン免疫グロブリン免疫グロブリン免疫グロブリン

性状性状性状性状

 
株式会社南江堂発行株式会社南江堂発行株式会社南江堂発行株式会社南江堂発行    免疫生物学免疫生物学免疫生物学免疫生物学－免疫の正常と病理－免疫の正常と病理－免疫の正常と病理－免疫の正常と病理－－－－ p143, p361 より抜粋より抜粋より抜粋より抜粋 

 

 

 

１－２１－２１－２１－２        ヒトヒトヒトヒト IgG 抗体抗体抗体抗体とその精製とその精製とその精製とその精製方法方法方法方法 

  

ヒトヒトヒトヒト IgG 抗体抗体抗体抗体 
 

IgG 抗体は血液中で最も多い抗体（8~17 mg/ml）のクラスであり、定常領域の違いにより

IgG1、IgG2、IgG3、IgG4と 4 つのサブクラスに分けられる。免疫応答においては、ウイルス

などの病原体に結合し細胞への感染を阻害する中和活性や、マクロファージなどの貪食細

胞に標的を認識させるためのオプソニン化、ナチュラルキラー細胞（NK）を動員し、癌な

どの腫瘍細胞を攻撃する抗体依存性細胞障害活性（ Antibody Dependent Cellular 

Cytotoxicity；ADCC）（図１－２A）、補体分子を介した補体依存性細胞障害活性（Complement 

Dependent Cytotoxicity）など様々な働きを担っている。また、IgG1、IgG2、IgG4はネオナタ

ール Fc レセプター（neonatal Fc receptor ; FcRn）を介したリサイクリング機能により、血中

半減期が 21日と非常に長い（図１－２B）といった特徴も併せ持つ [2-4]。このように、IgG

は非常に有用で多彩な機能を持つが、中でも、IgG1が NK 細胞による高い ADCC 誘導能力

から、現在主に抗体医薬品として様々な疾患へ適用されている。 
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A 

腫瘍細胞

NK細胞

攻撃

パーフォリン

グランザイム

アポトーシス

FcγRIIIa

 

 

B                                                                    C 

 

 

図１－２図１－２図１－２図１－２    NK 細胞を介した抗体依存性細胞傷害活性（細胞を介した抗体依存性細胞傷害活性（細胞を介した抗体依存性細胞傷害活性（細胞を介した抗体依存性細胞傷害活性（ADCC））））とネオナタールとネオナタールとネオナタールとネオナタール Fc レセレセレセレセ

プタープタープタープター（（（（FcRn））））によるによるによるによる IgG 抗体のリサイク抗体のリサイク抗体のリサイク抗体のリサイクリングリングリングリング 

A. 腫瘍細胞に特異的に結合している抗体（IgG1）に、FcγRⅢaを介して NK細胞が結合す

ると、NK細胞が活性化され、NK細胞よりパーフォリン（細胞膜に穴を空ける）、グラン

ザイム（セリンプロテアーゼの一種；カスパーゼの活性化を誘導）が放出される。最終的

に腫瘍細胞はアポトーシスにより死ぬ。 B. エンドサイトーシスにより細胞内に取り込ま

れた IgGは弱酸性条件下（pH 5前後） のエンドソーム内において FcRnと結合する。FcRn

と結合しなかった IgGはリソソームにて分解を受けるが、FcRnに結合した IgGは、細胞

外へ運ばれ pH変化（pH5から pH7）により FcRnから解離し、細胞外へと放出される [4]。

Vet Immunol Immunopathol 2009, 128, 171-177より引用。C. IgG-Fcと FcRn複合体の結晶構

造（PDBID : 1frt [5]）FcRnは β2ミクログロブリンと H鎖から構成されている。 
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ヒトヒトヒトヒト IgG 抗体医薬抗体医薬抗体医薬抗体医薬 
 

  抗体医薬のスキャフォルドとしては現在、前項に挙げたように、非常に長い半減期（21

日）や ADCC 活性、CDC 活性を誘導できるなどといった特徴を併せ持つ IgG（IgG1）が主

に用いられている。この IgG1 抗体医薬は従来の低分子薬とは異なり、我々の身体が持つ免

疫システムを利用して癌細胞などの特定の細胞・抗原を特異的に攻撃・除去するため、高

い効果と少ない副作用が期待される画期的な医薬品である。2012 年現在においては、癌や

自己免疫疾患を中心として、40 種弱の抗体医薬品が上市されている。 

  さらに近年、IgG の CH2 領域に存在する糖鎖中のフコースを除去することで FcγRIIIa

との結合力を上昇させ、NK 細胞による ADCC 効果を高める技術 [6-8]（ポテリジェント技

術：図１－３）やアミノ酸置換により補体への結合活性を高める技術 [9]（コンプリジェン

ト技術）、またはその両方を併せ持つ IgG 抗体の開発なども行われており [10]、臨床試験段

階に入っているもの 12 種、2012 年現在ですでに承認されているもの１種（ポテリジオ点滴

静注：モガムリズマブ；抗 CCR4ポテリジェント抗体、2012 年 3月 30日承認）と、多くの

注目を集めている [11, 12]。このように IgG、特に IgG1を用いた研究開発・臨床への応用は

非常に進展しているが、これらは、IgG の生産、精製システムが確立されているということ

に支えられている。 

 

 

A                                                            B 

 

 

図１－図１－図１－図１－３３３３    ポテリジェント抗体ポテリジェント抗体ポテリジェント抗体ポテリジェント抗体  

A. IgGの Fc部位に存在する 297番目の Asnには、図に示すような糖鎖が付加しており、

これの Fucose（☆印）を除去する技術をポテリジェント技術と呼ぶ。B. ポテリジェント

抗体は、従来型の抗体に比べ ADCC 活性が 100 倍以上上昇している。縦軸には細胞障害

率、横軸は抗体濃度を示す。Yakugaku Zasshi 2009, 129, 3-9.より引用。 
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動物種 サブクラス 結合性 動物種 サブクラス 結合性

IgG1 ◎ IgG1 ×

IgG2 ◎ IgG2 ◎

IgG3 △ IgG1 ×

IgG4 ◎ IgG2 ◎

IgM ○ ブタ IgG ◎

IgA ○ モルモット IgG ◎

IgE ○ イヌ IgG ◎

IgG1 △ ネコ IgG ◎

IgG2a ◎ ハムスターIgG △

IgG2b ◎ ウサギ IgG ◎

IgG3 ◎

IgG1 ○

IgG2a ×

IgG2b ×

IgG2c ◎

IgG ×

IgY ×

IgG1 ×

IgG2 ◎

ヒト

マウス

ラット

ニワトリ

ウシ

ヤギ

ヒツジ

ヒトヒトヒトヒト IgG 抗体の抗体の抗体の抗体の精製方法精製方法精製方法精製方法 
 

 現在、IgG 抗体は、アフィニティ精製の後、イオン交換クロマトグラフィー、次いでゲル

濾過クロマトグラフィーと多段階の工程により精製されている。アフィニティ精製用の担

体としては一般的に、黄色ブドウ球菌のコートタンパクの一つであるプロテイン A（42 kDa）

が用いられているが、このプロテイン A は、ヒト IgG1,2,4の CH2 と CH3間の領域を非常に

高い特異性と親和性で認識する（図１－４A）（IgG3 に対する親和性はほとんどない）。また、

このプロテイン A はヒト IgG だけではなく、マウス IgG や豚 IgG など多様な種の IgG を精

製することができる（図１－４B）。カラムからの溶出時には一般的に酸性緩衝液（pH 2.7

～3.5）が用いられるため、精製した抗体の変性・凝集がしばしば問題視されるが [13-16]、

近年、ヒスチジンスキャニングなどの手法によりpH感受性の増大したプロテインAによる、

より穏和な条件下での IgG 精製についての研究が報告されている。また、カラムに非特異

吸着した疎水性分子や DNA、エンドトキシン、ウイルスなどを除去する目的で、水酸化ナ

トリウム溶液によるカラムの洗浄・再生処理が一般的に行われる。従来のプロテイン A で

はこの操作により、吸着キャパシティの低下が生じていたが、近年、アミノ酸置換により

高いアルカリ耐性を獲得したプロテイン A が報告された [17]。 

このように、プロテイン A を用いたゴールドスタンダードな精製手法が、ヒト IgG 抗体

に関する研究並びに医薬品化を大いに支えている。 

 

 

A                                                    B 
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図１－図１－図１－図１－４４４４    プロテインプロテインプロテインプロテイン A の結晶構造と結合特異性の結晶構造と結合特異性の結晶構造と結合特異性の結晶構造と結合特異性 

A. IgG-Fcとプロテイン A（フラグメント B）複合体の結晶構造（PDB ID：1FC2）。B. 種々

の動物の抗体に対するプロテイン Aの結合特異性。◎通常の条件（pH 7）で強く結合する。

○ 通常の条件（pH 7）で弱く結合する。条件を変えれば結合性が増す（pH 8以上）。× 結

合が非常に弱い。結合しない。 

 

 

 

 

１－３１－３１－３１－３    ヒトヒトヒトヒト IgA 抗体抗体抗体抗体とそのとそのとそのとその精製方法精製方法精製方法精製方法 

 

ヒトヒトヒトヒト IgA 抗体抗体抗体抗体 
 

IgA 抗体は、イムノグロブリン（Ig）の中で一日の生産量が最も多い抗体（～66 mg/kg/day）

であり、ウイルスやバクテリアに対する最初の防衛ラインである粘膜において主要な役割

を担っている [18, 19]。IgA も IgG と同様に、定常領域（主にヒンジ領域）の異なる 2 つの

サブタイプ、IgA1、IgA2（IgA2はそのアミノ酸配列の違いからさらに二つのサブクラスに分

類される。）に分けられる [20]。IgA1と IgA2間での大きな違いは、ヒンジ部の長さであり、

IgA1 のヒンジ領域はプロリンリッチな 19 残基から成るが、IgA2においては 6 残基のアミノ

酸で構成されている。また、IgA1 のヒンジ領域には、肺炎連鎖球菌やインフルエンザ菌等

の持つプロテアーゼによる切断サイトを有しているが、IgA2 はこれが欠損しているため、

IgA1 よりもバクテリア由来のプロテアーゼ耐性が高い [21, 22]。血中においては IgA1 の量

が血中 IgA全体の 90％以上と、その大部分を占めているのに対し、粘液中においては IgA2

の量が 30～50％と存在比が上昇することもこの高プロテアーゼ耐性と関連していると考え

られている [19]。また、糖鎖の修飾位置、数も異なり、特に IgA1はヒンジ領域に５つの O

型糖鎖を持つという特徴を有している（図１－５）。このヒンジ部のO型糖鎖は IgA腎症（IgA

が腎糸球体メサンギウム領域に沈着し、免疫複合体を形成することでメサンギウム細胞を

活性化させ、炎症を誘発する）の発症と深く関わっていることが多くの研究から明らかに

なっている [23-25]。 
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A                                                         B 

 

 

図１－図１－図１－図１－５５５５    IgA1 とととと IgA2 間のアミ間のアミ間のアミ間のアミノ酸配列、糖鎖修飾部位の違いノ酸配列、糖鎖修飾部位の違いノ酸配列、糖鎖修飾部位の違いノ酸配列、糖鎖修飾部位の違い 

A. IgA1と IgA2間のアミノ酸配列、糖鎖修飾部位の違い [19]。Biochem J 1990, 271, 285-296.

より引用。B. IgA1構造中の糖鎖修飾部位 [24]。Clin Exp Nephrol 2009, 13, 415-423.より引

用。★糖鎖修飾サイト 

 

 

 

また、IgA は、血中においても IgG に次いで 2番目に多い Ig のクラスである（表１－１）。

含有量としては、1-4 mg/ml でありその内約 90％程度を IgA1が占め [19]、多くは単量体で

あるが、粘膜部位へと輸送される際には、重鎖の C 末端に存在するフリーのシステインを

介して 2 つの IgA が J 鎖（Joining chain）に結合し、ヘテロ 3量体を形成する。その後、基

底膜側の細胞上に発現している poly Ig receptor（pIgR）と結合して、トランスサイトーシス

機構により粘膜側へと輸送される。粘膜表面に到達後、poly Ig receptor がプロテアーゼによ

り分解され、粘液中へと放出されるが、この際に poly Ig receptor は Secretory component（SC）

として 2 量体 IgA に結合した状態で存在している [26]。これまでは、粘膜免疫における重

要性から、ワクチンターゲットとしての研究が行われてきたが [27, 28]、近年、免疫細胞中

で最も多い好中球（白血球の 50～70% を占める）を動員して、腫瘍細胞に対し ADCC（オ

ートファジー）を誘導できることが示されたことから（図１－６）、新たな抗体医薬スキャ

フォルドの候補として注目されている [29]。 
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① ② ③
リソソーム

オートファゴソーム
オートリソソーム

 
 

図１－図１－図１－図１－６６６６    オートファジーオートファジーオートファジーオートファジー 

①細胞質の一部が膜に囲まれ、オートファゴソームとなる。②オートファゴソームと、多

種のプロテアーゼを含むリソソームが融合する。③オートファゴソーム内のタンパク質が

分解される。生じたアミノ酸は再利用される。 

 

 

 

ヒトヒトヒトヒト IgA 抗体抗体抗体抗体の機能性の機能性の機能性の機能性 
 

 IgA はこれまで、その粘膜免疫における重要性からワクチン開発に焦点があてられてきた

が、近年、癌細胞を殺傷する能力を有していることがいくつかのグループにより報告され

た [30-33]。Dechant 等は肺癌や大腸癌、膠芽細胞腫などの非上皮細胞性の癌に共通の抗原

である Epidermal Growth Factor Receptor（EGFR）を特異的に認識するリコンビナント IgA

を作製し、これが polymorphonuclear cell（多核球：好中球が 90％以上を占める）存在下で、

非常に高い細胞障害活性を誘導できることを示した（図１－７A, B）[32]。また、Huls らも

同様に Ep-CAM 特異的 IgA を用いることで、多核球・血液存在下で大腸がん細胞（LS174T）

を特異的に殺傷することができることを示している [31]。 

また、IgA は、pIgR を介したトランスサイトーシス [38]（図１－８）の際に、エンドソ

ーム内のウイルスタンパクと結合して、ウイルス粒子の複製を阻害するという細胞内抗体

としての機能も有していることが近年明らかとなり注目を集めている [34-37]。 

このように、IgA もまた IgG と同様に、抗体医薬としての機能性・有用性を十分に有して

いると考えられるが、未だ、IgA をスキャフォルドとした医薬品はおろか、臨床試験段階の

ものすら無い。これの原因の一つに、IgA においては、IgG におけるプロテイン Aカラム精

製のような精製方法が、未だ確立されていないということが挙げられる。 
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図１－図１－図１－図１－７７７７    IgA による腫瘍細胞の傷害による腫瘍細胞の傷害による腫瘍細胞の傷害による腫瘍細胞の傷害  

MNC（単核球：A）、PMN（B）存在下における、抗 EGFR-IgG、-IgA抗体（○;IgG, □;IgA1, 

▽;IgA2）の、表皮癌細胞 A431に対する細胞傷害活性。J Immunol 2007, 179, 2936-2943.よ

り引用。 

 

 

図図図図１－１－１－１－８８８８    IgA のトランスサイトーシス機構のトランスサイトーシス機構のトランスサイトーシス機構のトランスサイトーシス機構  

①細胞内で発現した pIgRが basolateral surfaceに移動し、②2量体の IgAと結合する。その後、

③エンドサイトーシスにより細胞内に取込まれ、BEE→CE→ARE と各エンドソームを経由して

apical surfaceへと輸送される。④apical surface（mucosal surface）では pIgRが酵素により分解さ

れ、dimeric IgAと pIgRの複合体が secretory IgA（s-IgA）として放出される。⑤s-IgAは mucosal 

surfaceにて抗原やバクテリアに対する免疫を担う。⑥basolateral surfaceで 2量体 IgAと結合した

抗原タンパク等は、上記の過程を経て apical surfaceへと輸送される場合がある。⑦IgAはトラン

スサイトーシスの際にウイルスタンパクに結合し、ウイルス粒子の複製を阻害する。抗原タンパ

ク：青、ピンク、◆；ウイルスタンパク、ARE；apical recycling endosome、AEE；apical early endosome、

BEE；basolateral early endosome、CE；common endosome。J Pathol 2006, 208, 270-282.より引用。 
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ヒトヒトヒトヒト IgA 抗体の抗体の抗体の抗体の精製方法精製方法精製方法精製方法 
 

 従来の IgA 精製方法としては、L 鎖を認識する protein L で租精製した後、ゲル濾過クロ

マトグラフィーにより精製する方法や、IgA の糖鎖を認識するレクチンである Jackalin、

protein A mimetic peptide TG19318、バクテリア由来 IgA 結合タンパク Sir22 などによるアフ

ィニティ精製法が報告されている [39-44]。しかし、jackalin は IgA2 に結合することができ

ず、特異性、結合力も低いこと、その他のアフィニティリガンドに関しても、結合力、特

異性が十分でないなどといった問題点がある [40]。この一方、2002 年、Sadin等により、IgA

を非常に高い特異性と親和性で認識する Sap peptide が報告された [45]（図１－９）。このペ

プチドは、バクテリア由来 IgA 結合タンパク Sir22 の IgA 結合ドメインを取り出した約 50

残基のペプチドであり（図１－９A）、このペプチドを固定化したアフィニティカラムによ

る、血清中からの IgA 精製がすでに報告されている（図１－９C）。しかし、このペプチド

は、50 残基と非常に長いため合成は困難であり、また、末端の Cys を介して 2量体化した

状態でなければ IgA に対する親和性が非常に低いため（図１－９B）、S-S 結合の形成、二量

体ペプチドの精製と、ペプチド自体の取り扱いも繁雑となり、結果としてペプチド自体の

生産コストが非常に高額となる。これらのことから現在、特異性、結合親和性に加え、そ

れ自体の生産コストにも優れた新たなリガンドが求められている。 

  

 

 

図１－図１－図１－図１－９９９９    Sap    ペプチドペプチドペプチドペプチド  

A. バクテリア由来 IgA結合タンパク Sir22の IgA結合ドメイン（35-83残基）を取り出し

たペプチド：Sapペプチド。B. 単量体 Sapペプチドと二量体 Sapペプチド（C末端の Cys

を介して二量体化）の IgAに対する結合活性。C. Sapペプチドを固定化したアフィニティ
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カラムによる血清中、唾液中 IgAの精製。左図；精製画分のSDS-PAGE後のprotein staining。

右図；抗 IgA抗体によるWestern blotting。J Immunol 2002, 169, 1357-1364.より引用。 

 

 

 

 

１－４１－４１－４１－４    マウスマウスマウスマウス IgA 抗体抗体抗体抗体とそとそとそとその精製方法の精製方法の精製方法の精製方法 

 

 

医薬品候補の前臨床試験段階において、モデルマウスを用いた試験がよく行われる。IgA

抗体の研究、医薬品開発プロセスにおいても同様に、マウスを用いた試験を行う必要があ

ると考えられるが、この際に用いるマウス IgA についてその精製方法は未だ確立されてい

ない。TG19318 や抗マウス IgA 抗体、抗 L 鎖抗体を用いて精製する方法が報告されている

が、どのリガンドもマウス IgA 特異的なリガンドではなく、IgG や IgM などその他のイム

ノグロブリンにも結合するため（表１－２）、図１－１０に示すような多段階の精製工程を

必要とする [42, 46, 47]。また、吸着させた IgA をカラムから溶出する際には、プロテイン

A カラムを用いた IgG 精製の場合と同様に酸性バッファー（pH 2.0~2.8）が用いられるが、

これによる IgA 抗体の変性、さらにはリガンド自身の変性も懸念される。これらのことか

ら、より簡易かつ穏和な条件下でマウス IgA を精製できるシステムの確立が、マウス IgA

研究において求められており、またこれの確立は、マウスを用いた動物実験という観点か

ら、ヒト IgA の医薬品化研究の進展においても重要な意味を持っている。 

 

 

表１－表１－表１－表１－２２２２    各各各各 IgA 結合タンパクの結合特異性結合タンパクの結合特異性結合タンパクの結合特異性結合タンパクの結合特異性 

ProductProductProductProduct

Human κHuman κHuman κHuman κ

light chainlight chainlight chainlight chain

Human λHuman λHuman λHuman λ

light chainlight chainlight chainlight chain

HumanHumanHumanHuman

IgA1IgA1IgA1IgA1

HumanHumanHumanHuman

IgA2IgA2IgA2IgA2

HumanHumanHumanHuman

IgGIgGIgGIgG

HumanHumanHumanHuman

IgMIgMIgMIgM

HumanHumanHumanHuman

IgEIgEIgEIgE

HumanHumanHumanHuman

IgDIgDIgDIgD

MouseMouseMouseMouse

IgAIgAIgAIgA

MouseMouseMouseMouse

IgGIgGIgGIgG

Rat IgARat IgARat IgARat IgA

Peptide MPeptide MPeptide MPeptide M - - ○ ○ - - n/a n/a - - n/a

JacalinJacalinJacalinJacalin - - ○ - - n/a n/a ○ - n/a -

Protein LProtein LProtein LProtein L ○ - ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

TG19318TG19318TG19318TG19318 - - ○ ○ ○ ○ ○ - ○ ○ n/a

○SSL7SSL7SSL7SSL7 - - ○ ○ - - n/a - - -
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○：結合活性有り。－：結合活性無し。n/a：データ無し。Peptide M: Sapペプチド、SSL7：

バクテリア由来 IgA結合タンパク質。 

 

 

 

図１－図１－図１－図１－１０１０１０１０    TG19318 によるマウス血清からのによるマウス血清からのによるマウス血清からのによるマウス血清からの IgA 精精精精

製方法製方法製方法製方法  

第一段階：マウス血清をプロテイン A カラムにかけ、

血清中 IgG、IgM、IgE などの免疫グロブリンを除去す

る。第二段階：プロテイン A カラムへの非結合画分

（FLOWTHROUGH）を TG19318 カラムにかける。結

合画分を酸性Buffer等で溶出後回収する。J Mol Recognit 

1998, 16, 243-246.より引用。 

 

 

 

 

 

  

 

 

研究目的研究目的研究目的研究目的 

 

完全合成、精製、化学修飾が容易に可能な 20 残基以下の短いペプチドによるヒト、マウス

IgA 特異的アフィニティリガンドをデザインする。また、デザインしたペプチドを用いた IgA

精製システムの構築について検討を行う。 
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２－１２－１２－１２－１    ファージディスプレイシステムファージディスプレイシステムファージディスプレイシステムファージディスプレイシステムとはとはとはとは 

   

 

ファージディスプレイシステムとは、大腸菌に感染することで増殖・複製を行うウイル

ス（ファージ）の DNA に外来ポリペプチド鎖をコードする DNA を挿入することで、ファ

ージ表面に外来ポリペプチド鎖をディスプレイする手法である。1985 年、Smith等はこのフ

ァージディスプレイ法を報告し [48]、1993 年にはこれと DNA ライブラリ技術を融合させ、

標的分子に対して特異的に結合するペプチドの効率的な同定方法を報告した [49, 50]。 

標的特異的分子の単離におけるファージディスプレイシステムの利点としては、①一度

に検索できるライブラリサイズが 108-11
と非常に大きい、②ファージ DNA 内に提示分子の

DNA 配列がコードされているため、DNA 配列を解析することで容易に提示分子の配列を同

定できる、③特に抗体ライブラリなどの場合、ライブラリDNAを人工的に合成することで、

免疫寛容を経ていないライブラリの構築が可能であり、自己抗原などの抗原性を持たない

分子に対しても結合分子を単離することができるなどといった点があげられる。また、我々

の免疫系においては、～108
種類程度の分子認識能の多様性を持った B 細胞のライブラリよ

り、目的分子（抗原）を認識する抗体が選別され成熟していくことで、抗原に対する高い

特異性とアフィニティを持った抗体を作り出すが、ファージディスプレイライブラリ技術

は、この一連の分子進化システムを試験管内で模倣することができるという特徴も併せ持

つ。 

現在までに、このファージディスプレイ法を用いて単鎖 Fv 抗体（scFv）や Fab、TCR、

GFP、VHH などをスキャフォルドとしたさまざまな標的特異的タンパクやペプチドが多く

報告されている [51-55]。とりわけ、この技術は、標的特異的 scFv の作製技術として多くの

研究が行われてきたが [56-61]、中でも、抗 TNF-α 抗体が、2002 年にアメリカで完全ヒト

抗体として世界で初めて FDA に承認され、（日本では 2008 年に承認）、現在では関節リュ

ウマチの治療薬として世界各国にて販売されている [62]。 

また、近年、次世代シークエンサーが飛躍的な技術革新を遂げ、以前よりより大量のサ

ンプルを低コストで処理できるようになった。これらの新しい技術とファージライブラリ

技術を融合させることで、より簡便かつ迅速な標的特異的分子の単離が可能になると期待

される [63]。 
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M13 ファージディスプレイファージディスプレイファージディスプレイファージディスプレイシステムシステムシステムシステム 

 

ファージディスプレイ法でよく用いられる繊維状ファージ M13 は、環状の一本鎖ゲノム

DNA（約 6.4 kb）を持ち、そのまわりに 5 つのコートタンパク質（g3p, g6p, g7p, g8p,g9p）

がアセンブリした細長い筒状の構造 （図２－１A）をしている。ファージ上へのポリペプ

チドの提示は、ほぼ全てのコートタンパク質で可能であるが、従来の研究においては主に

g3p, g8p への提示系が用いられている [64-66]。ファージ 1 匹あたりに 5 分子存在する g3p 

を提示系として用いた場合、分子量約 50,000 程度までのポリペプチドをファージ 1 匹あた

り 1 ~ 5 分子提示することができ、この提示分子数の少なさは強いアフィニティを有するポ

リペプチドの単離を可能にする。一方、ファージ 1 匹あたりに約 3,000 分子存在する g8p を

提示系として用いた場合、5 ~ 8 アミノ酸残基のポリペプチドを約 3,000 分子提示させるこ

とが可能であることから弱いアフィニティを有するポリペプチドでも単離することができ、

また近年においては、この提示系を用いたファージワクチンに関する研究も行われている 

[67, 68]。 

 M13 ファージのライフサイクルを図２－１B に示す。ホストとなる大腸菌に感染後、

大腸菌内に注入された環状１本鎖ゲノム DNA からファージタンパク質が合成され、これら

のタンパクが大腸菌内膜から外側に向かって分泌される過程で会合し、ファージ粒子が形

成される。提示に用いられる g3p タンパク質の N 末端側に融合された外来ポリペプチド鎖

は、分泌シグナルによって内膜を通過してペリプラズム空間へ移行し、さらに、プロテイ

ンジスルフィドイソメラーゼ（PDI）などによってフォールディングが促進される。このよ

うにペリプラズム空間への移行を経由しているため、scFv や Fab、分子内ジスルフィド結合

を多く持つ分子など、機能発現においてしっかりとしたフォールディングが要求される分

子の提示には適しているが、提示分子の配列によっては（疎水性残基が多いなど）、細胞内

膜に非特異的に結合しペリプラズム空間へ移行されにくくなってしまうため、提示分子の

アミノ酸配列に偏りが生じてしまうという問題点もある [69]。 

現在においては、M13 ファージ以外にも、T7 ファージ、大腸菌や酵母、リボソームなど

を提示に用いる方法が報告されているが [70-74]、この M13 ファージディスプレイは近年に

おいても多くの特異分子の単離や新規ディスプレイ手法・用途が研究・報告されているシ

ステムである [75-78]。 
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図２－１図２－１図２－１図２－１    M13 ファージの構造とライフサイクルファージの構造とライフサイクルファージの構造とライフサイクルファージの構造とライフサイクル 

A．．．．M13ファージの構造。B. M13ファージのライフサイクル。ホスト細胞表面上の F pilus 

（F 繊毛）を gp3が認識して感染し、自身の一本鎖 DNAを挿入する。一本鎖 DNAはホス

ト細胞内にて二本鎖に変換され、ホスト内で自信を構成するタンパク質を合成し最終的に

分泌される形で放出される。 
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T7 ファージディスプレイファージディスプレイファージディスプレイファージディスプレイシステムシステムシステムシステム 

 

 近年ファージディスプレイ法の一つとして用いられるようになってきた T7 ファージ（図

２－２A）は、60 程度の遺伝子を含む約 40 kbp の 2本鎖直鎖状のゲノム DNA を持つ溶菌

性のファージで、大腸菌表面の LPS を介して結合し、大腸菌内へ DNA を注入して感染す

る。図１に示すように、T7 ファージのゲノム DNA は、415 個の G10 タンパク質の会合に

よって形成される頭部に保存されており、その下に宿主感染に関わる尾部が付加されてい

る [70]。 

 ポリペプチドのディスプレイは、頭部を構成する G10 タンパク質の C末端側に外来遺伝

子を挿入することで達成される。ポリペプチドの提示数としては、G10 タンパク質すべてを

利用した 415 分子の提示系（T7Select® 415）から、10 分子（T7Select™10）、1 分子（T7Select®1）

と三段階の提示が可能であるが、大まかには、T7Select® 415 はペプチドなどの低分子専用、

T7Select®1 は蛋白質、T7Select™10 は兼用といった具合に用いられる。 

 従来の M13 ファージと T7 ファージの大きな相違点は、ライフサイクルやファージ粒子

の形成機構にある。M13 ファージは前項に述べた通りであるが、T7 ファージでは、大腸菌

に感染後、合成されたファージタンパク質の細胞質内での自己会合により、ファージ粒子

が大腸菌内で形成され、最終的には、自身の持つファージリゾチームなどの作用による溶

菌を経て菌外へ放出される [70]（図２－２B）。このため、提示タンパク質のフォールディ

ングは細胞内（サイトゾル）にて、溶菌までの短時間内（30 分から 2 時間）で完了しなけ

ればならない。このようなファージの形成機構の違いのため、M13 ファージでは活性型の

提示が可能であったタンパク質が、T7 ファージでは不活性であるといった問題が、特にジ

スルフィド結合を持つタンパク質には起こりうることを考慮する必要がある。 

このような課題がある一方で、T7 ファージディスプレイの利点も数多くある。①ファー

ジの形成に膜透過機構を含まないため、提示される分子のアミノ酸配列に偏りが少ない 

[69]。②大腸菌への感染から溶菌まで２時間程度で終了するため、ハイスループットなスク

リーニングが行える。③M13 ファージにおけるヘルパーファージの重感染の必要がなく、

取り扱いが簡便であるといった点である。二つの提示系を比較した場合の特徴を表２－１

にまとめた。 
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図２－２図２－２図２－２図２－２    T7 ファージの構造とライフサイクルファージの構造とライフサイクルファージの構造とライフサイクルファージの構造とライフサイクル 

A. T7ファージの構造。B. T7ファージのライフサイクル。ホスト細胞表面上の LPSを介

して認識後、自身の直鎖状二本鎖 DNAを挿入する。ホスト内で自信を構成するタンパク

質、DNA を合成し、ファージ粒子を細胞質内で形成後、最終的に大腸菌を破壊すること

で放出される。 

 

外来分子を外来分子を外来分子を外来分子を融合した融合した融合した融合した g10 タンパク質タンパク質タンパク質タンパク質 

外来外来外来外来タンパク質タンパク質タンパク質タンパク質////ペプチドペプチドペプチドペプチド 

外来遺伝子外来遺伝子外来遺伝子外来遺伝子 

 

野生型野生型野生型野生型 g10 タンパク質タンパク質タンパク質タンパク質 

頭頭頭頭 

部部部部 

尾尾尾尾 

部部部部 

アセンブリアセンブリアセンブリアセンブリ 

gene10 

55 nm 

100 nm 
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表２－表２－表２－表２－１１１１    M13 ファージとファージとファージとファージと T7 ファージの特徴の比較ファージの特徴の比較ファージの特徴の比較ファージの特徴の比較 

項目項目項目項目 M13 ファージM13 ファージM13 ファージM13 ファージ T7ファージT7ファージT7ファージT7ファージ

提示配列のバイアス提示配列のバイアス提示配列のバイアス提示配列のバイアス

膜透過過程を含むため、膜透過されにくい

分子は提示されにくい

ファージ粒子は大腸菌内で形成され、溶

菌により放出されるので提示分子には偏

りが生じにくい

提示可能分子提示可能分子提示可能分子提示可能分子

ジスルフィド結合を持つ分子（ペプチド、タ

ンパク質）も提示可能。細胞内で安定なタ

ンパクは、膜輸送シグナル配列の検討が

必要

ジスルフィド結合を多く持つ分子の提示に

は不向き。ホスト大腸菌の最適化により改

善できる可能性有

ライブラリライブラリライブラリライブラリ

サイズ：10

7

～10

10

　。

大腸菌の形質転換効率に依存

サイズ：10

6

～10

8

　。

In vitro パッケージングにより作製される。

スクリーニングに要すスクリーニングに要すスクリーニングに要すスクリーニングに要す

る時間る時間る時間る時間

1ラウンドのパンニングに2日～4日。

ヘルパーファージの重感染、ペグ沈などに

手間がかかる

1日で最大4ラウンドのパンニングが可能。

大腸菌への感染からファージ回収まで2時

間程度

パンニングにおける結パンニングにおける結パンニングにおける結パンニングにおける結

合分子からの溶出合分子からの溶出合分子からの溶出合分子からの溶出

提示分子をg3pに提示させる場合、g3pは

感染因子としても重要であるため、標的分

子からの溶出操作が必要。

提示に用いられるg10は感染に関与しない

ため、標的分子に結合した状態での大腸

菌への感染が可能。（溶出操作が不要）

 

 

 

 

このように、T7 ファージは細胞質内でのファージ粒子の形成と、分泌過程を経ないこと、

感染からファージ回収までの時間が短いことから、ランダムペプチドライブラリの構築と

標的に対するスクリーニングには適していると考えられ、実際これまでにも多くの特異的

ペプチドの単離報告がなされている [16, 79-84]。一方で、scFv などのタンパク質や分子内

ジスルフィド結合を多く持つ分子については、不向きであるように思わるるが、大腸菌ホ

ストやその他の培養条件を最適化することで機能的分子の提示が可能であり、実際に、T7

ファージディスプレイシステムを利用して scFv などのタンパク性の機能分子単離が近年報

告され始めいている [54, 85]。 
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２－２－２－２－２２２２    標的特異的分子のスクリーニング方法標的特異的分子のスクリーニング方法標的特異的分子のスクリーニング方法標的特異的分子のスクリーニング方法 

 

 

ファージディスプレイ系を応用して作製されたポリペプチドライブラリ（107~1011
の多様

性を持つ）から、標的特異的なポリペプチド鎖を取り出す操作をバイオパンニングと呼ぶ。

特にランダムライブラリの様に理論的な多様性が非常に大きい場合、実際に用いることが

できる多様性は全体のごく一部であるため、標的特異的分子の単離は非常に難しく、標的

やライブラリの性質に合わせてこのバイオパンニングの手法を最適化する必要がある。こ

のことからこれまでに、多くのバイオパンニング法が開発されてきたが、これら全てに共

通していることは、親和性ベースのスクリーニング技術であるという点である [86]。基本

的な流れとしては、固定化した標的タンパク質にファージライブラリを反応させ、結合し

なかったファージを洗浄により除去した後、結合したファージを回収し、大腸菌ホストに

感染させて増殖させるという操作を複数回行うことで、標的タンパク質に特異的なペプチ

ドを提示するファージを濃縮する。提示ペプチドの遺伝子配列は、ファージゲノム内に保

存されているため、スクリーニングにより得られたファージの遺伝情報を解読することで、

標的結合性のペプチド配列を容易に同定することが可能となる（図２－３）[87]。この一連

の操作において重要となるのが、非特異的ファージの除去であるが、これにはブロック剤

の種類や、吸収操作、洗浄溶液の組成や洗浄回数など様々な条件を最適化する必要がる。

本研究においては、標的蛋白質を 96穴イムノプレートに固定化する最も一般的な方法を用

いており、各条件についての詳細は対応する章の方法に記載する。 
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図２－３図２－３図２－３図２－３    T7 ファージライブラリを用いたバイオパンニングの概要ファージライブラリを用いたバイオパンニングの概要ファージライブラリを用いたバイオパンニングの概要ファージライブラリを用いたバイオパンニングの概要  

標的分子をマイクロプレートやマグネットビーズなどに固定化し、Blocking後、ファージ

ライブラリと反応させる。洗浄により標的に結合していないファージを除去し、結合した

ままのファージについては、各種溶出剤を加えファージを回収するか、もしくは直接大腸

菌と反応させることで、結合ファージを回収し培養する。溶菌後、上清中のファージを回

収・精製し、次のラウンドに用いる。Int J Pept Res Ther 2006, 12, 79-91.より引用。 

 

 

 

 

本研究では、T7ファージディスプレイシステムを用いて、種々のペプチドライブラリを構築し、

３章から５章においてはヒト IgA に、６章についてはマウス IgA に対する結合ファージクロー

ンの単離を試みた。
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ヒトヒトヒトヒト IgA 結合ペプチドの単離結合ペプチドの単離結合ペプチドの単離結合ペプチドの単離 
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３－１３－１３－１３－１    目的目的目的目的 

 

    ランダムペプチド提示型 T７ファージライブラリを用いて、ヒト IgA に対するバイオパ

ンニングを行い、ヒト IgA 結合ペプチドファージの単離を行う。また、得られたヒト IgA

結合ファージの DNA 配列解析を行うことで、ヒト IgA を認識するペプチド配列を同定し、

さらには合成ペプチドを調製して、そのヒト IgA に対する結合親和性・特異性を解析する。

また、ペプチドを固定化したアフィニティカラムを作製して、ヒト血清中 IgA の精製を試

みることで、20 残基以下の比較的短いペプチドによるヒト IgA の精製が原理的に可能かど

うか検討する。 

 

 

 

 

３－２３－２３－２３－２    材料と方法材料と方法材料と方法材料と方法 

 

材料材料材料材料 

ポリクーナルヒト抗体 IgG、IgA、IgE、ポリクローナルマウス抗体 IgG、IgA、IgE、BSA、

HSA、ヒト LF、は Sigma Aldrich社より、抗 T7-tag 抗体は Novagen社より、SA-HRP、SA-AP

は Vecter社より購入した。 

 

ランダムペプチドファージライブラリの構築ランダムペプチドファージライブラリの構築ランダムペプチドファージライブラリの構築ランダムペプチドファージライブラリの構築 

2 つの Cys を分子内に導入した 8 パターンのランダムペプチドライブラリ、CX7-10C また

は X3CX7-10CX3 は、T7Select 10-3bベクター（Novagen）を用いて、T7Select System Manual

（Novagen）に従って作製されたものを、米国 NCI より恵与していただいた [69]。各ライ

ブラリの多様性について図３－１に示す。また、各混合ライブラリのシークエンスの多様

性は、平均 2.5×109
と評価された。 

A2 部分変異ライブラリの構築には、テンプレート DNA 5’-GGATCCGAATTCAGGTGG 

AGGTTCGZWXWXYWYYTGTXXYZWXXWZWWYYYYWYYWYYYXZTGTXXXXXYXY 

GGATAAAAGCTTGCGGCCG-3’（W;A70%,T10%,G10%,C10%, X; A10%, T70%, G10%, C10%, 

Y; A10%, T10%, G70%, C10%,Z; A10%, T10%, G10%, C70%）を制限酵素サイト（EcoRI, 

HindIII）を付加したプライマー5’-Biotin ATGAATACCAGGATCCGAATTCAGGTGGAGGTTC 
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G-3’（KEB-547）と 5’ -Biotin-ACTATCGCCGGCCGCAAGCTTTTATCC-3’（KEB-553）を用い

て PCR により増幅し、フェノール処理後、2-ブタノールを用いて濃縮した。濃縮した PCR

産物は、（QIA-quick nucleotide removal kit：Qiagen）を用いて精製した後、制限酵素処理を行

い、T7Select 10-3b ベクター（Novagen）にライゲーションにより挿入した。ライゲーショ

ン産物をT7select packaging solutionと混合し 22 ℃で 2時間反応させた後（パッケージング）、

OD600 = 0.6~1 まで培養した BLT5403（100 ml）に感染させた。パッケージング後にライブラ

リの多様性を測定したところ、1.4×107
と評価された。 

 

 

 

図３－図３－図３－図３－１１１１    T7 ファージランダムペプチドライブラリファージランダムペプチドライブラリファージランダムペプチドライブラリファージランダムペプチドライブラリ 

 

 

 

ヒトヒトヒトヒト IgA に対するバイオパンニングに対するバイオパンニングに対するバイオパンニングに対するバイオパンニング 

96穴のマイクロプレート（Nunc, Maxisorp）のウェルにポリクローナルヒトIgA、IgG、IgE 

（1 µg/100 µ l/well）をそれぞれコートし、0.5 % BSAでブロッキングを行った。1st
、2nd

、5th

ラウンドにおいてはポリクローナルヒトIgGに、3rd
、4th

ラウンドにおいてはポリクローナル

ヒトIgG、IgE固定化wellにファージライブラリ（CX7-10CまたはX3CX7-10CX3）を1時間反応さ

せ、非特異的ファージの除去を行った。その後、上清をポリクローナルヒトIgA と1時間反

応させた。ウェルを0.1 % Tween20/ PBS（0.1 %PBST）で洗浄後、大腸菌BLT5615を加えて

well上に残ったファージを回収・感染させ、ファージ増殖のために培養した。溶菌後は、PEG

沈によって培養後の上清からファージを回収し、次のパンニングに用いた。 
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ELISA 

96穴のマイクロプレートのウェルに、ヒトIgA、その多コントロールタンパクを0.1M 

NaHCO3溶液中でコートし（100 ng/ 50 µ l/well）、PBSに溶解した0.5 % BSAでブロッキング

を行った。各ウェルに、パンニング後の培養上清、またはクローン化したファージ、SA-AP

とプリインキュベートしたビオチン化A2ペプチドを加え、室温で1時間反応後、0.1 % PBST

で5回洗浄した。結合したファージはビオチン化抗T7ファージマウス抗体（Novagen）を反

応させ、SA-HRP（vector）で検出した。HRPによる呈色にはTMB溶液（Wako Chemicals）、

APによる呈色にはパラニトロフェニルリン酸を用い、それぞれ450 nm 、405 nmの吸光度を

ELISA プレートリーダーにて測定した。 

 

DNA配列決定配列決定配列決定配列決定 

T7ファージ上に提示されたペプチドのアミノ酸配列の決定は、ファージG10遺伝子の3’

末端部分のDNAシークエンスを解析することより行った。シークエンス反応用のプライマ

ーは、上流プライマー（5'-GGAGCTGTCGTATTCCAGTC–3'）を用いて、ABI DNA sequencer 

373A-36S上で行った。 

 

ペプチド合成ペプチド合成ペプチド合成ペプチド合成 

    合成ペプチドはFmoc固相合成法により合成された。すべてのペプチドはC末端側をアミ

ド化している。保護基を除去した後、緩やかな酸化条件下で分子内S-S結合を形成させ、逆

相HPLCを用いて分子内S-S結合ペプチドを精製した。純度、S-S結合の形成については

Acquity SQD ultraperformance liquid chromatography system（Waters Corp., Milford, MA）によ

り確認した。また、N末端をビオチン化または、アミノPEG4化したペプチドについては、

N-Fmoc-amido-PEG4-COOHもしくはN-Fmoc-amido-PEG4-biotinを用いて合成した。 

 

SPR 解析解析解析解析 

全ての解析は、BIAcore T100、2000（GE healthcare）を用いて、室温 25 ℃ にて行い、必

要な試薬とセンサーップは同社から購入した。センサーチップ CM5 上へのリガンド（ポリ

クローナルヒト IgA2）の固定化は、一般的なアミンカップリングプロトコールに従って行

った。ポリクローナルヒト IgA2の CM5センサーチップへの固定化は pH 4（10 mM 酢酸 Na）

の条件下で行い、固定化量は RU値で 4000‐5000（Rmax：150 RU前後）の範囲内になるよ

うに調整した。ペプチドとヒト IgA の結合反応は、Running緩衝液（HBS-EP：0.01 M HEPES, 
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0.15 M NaCl, 0.005 % Tween 20, 3 mM EDTA, pH 7.0）中において、流速 50 µl/min にて 180秒

間ペプチドをインジェクトすることで測定した。解離反応は、アナライトのインジェクト

終了後 Running 緩衝液により洗浄するで測定した。結合パラメーターの解析は、

BIAevaluation Version 3.2ソフトウェアもしくは、BIAevaluation T100ソフトウェアを用いて

行った。 

 

A2 ペプチド固定化アフィニティカラムの作製ペプチド固定化アフィニティカラムの作製ペプチド固定化アフィニティカラムの作製ペプチド固定化アフィニティカラムの作製 

    Hitrap Streptavidin HP column（GE healthcare）に PBS 中に溶解したビオチン化 A2 ペプチ

ドをインジェクトすることでペプチドアフィニティカラムを作製した。固定化量は、固定

化に用いた A2ぺプチド全量と未結合分の A2 ペプチドを逆相 HPLC にて定量し算出した結

果、約 500 nmol/column と評価された。 

 

ヒト血清中ヒト血清中ヒト血清中ヒト血清中 IgA の精製の精製の精製の精製 

    A2 ペプチド固定化アフィニティカラムを profinia システム（Bio-rad Laboratories）に設置

し、PBS にて 5倍希釈したヒト血清 5 ml を 1 ml /min の流速でインジェクトした。血清イン

ジェクト後 PBS にて 15 分間洗浄し、Gly-HCl pH 2.5（0.1 M Glycine, 0.15 M NaCl）を用いて

カラムに吸着したタンパク質を回収した。回収したサンプルは 1 M Tris-HCl pH 9.0 にて中和

後、SDS-PAGE 解析（4－20 % Supersep グラジエントゲル；和光純薬）を行った。また、泳

動後のタンパク質はニトロセルロースメンブレンにブロッティングし、5 % Skim milk にて

blocking後、ヤギ抗ヒト IgA 抗体、マウス抗ヤギ抗体－HRP を用いて検出した。 

 

 

 

 

３－３３－３３－３３－３    結結結結果果果果 

 

ランダムペプチドライブラリからのヒトランダムペプチドライブラリからのヒトランダムペプチドライブラリからのヒトランダムペプチドライブラリからのヒト IgA 結合ファージの単離結合ファージの単離結合ファージの単離結合ファージの単離 
 

 T7 ファージディスプイシステムを利用して作製された、分子内に二つの Cys を持つ 2

系統 8 種類の環状ランダムペプチドライブラリ（CX7-10XC型, X3CX7-10CX3型；図３－１）

を用いてヒト IgA に対するバイオパンニングを行った。（一般的に環状ペプチドは、直鎖状
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ペプチドと比較してチェーンエントロピーが大きく抑制されるため、結合に伴うエントロ

ピー項のロスが小さくなり、標的に対してより高い結合活性を持つと考えられる [88]。こ

のことから今回我々は、直鎖型のランダムライブラリによるパンニングは行っていない。）

ヒト IgA に対して 5回バイオパンニングを繰り返した後、5 ラウンド後のファージプールに

ついて各種抗体・蛋白質に対する結合活性を ELISA にて確認した（図３－２A）。結果、パ

ンニングを行う前のライブラリ（Initial library）と比較すると、5 ラウンド後のファージプ

ールにおいてヒト IgA にのみ高い結合活性が確認され、バイオパンニングによりヒト IgA

特異的なファージが濃縮されたことが確認できた。そこで、5 ラウンド目のファージプール

について単クローン化を行い、得られた 20 クローンについてそれぞれヒト IgA への結合活

性を指標にスクリーニングを行った。結果、20 クローン中 10 クローンについてヒト IgA へ

の結合活性が確認されたため、それらのクローンについて提示ペプチド配列を解析した。

表３－１に示すように、10 クローン中 5 クローンが A2 ペプチドと同様のペプチドを提示し

ており、A1、A3 ペプチドを提示しているファージがそれぞれ 2 クローンずつ、A4 ペプチ

ドを提示しているがファージが１クローンと、計 4 種類の IgA 結合ペプチドを提示するフ

ァージクローンが確認された。また、それぞれの配列は 2 つの Cys 間の挿入アミノ酸数に

違いがあったが（A1: X3CX9CX3、A2,A3: X3CX8CX3、A4: X3CX10CX3）A2、A3 を基準に配

列アライメントを行ったところ、ライブラリ構築の際に固定化した Cys（4番目、13番目）

の他に 5番目の Leu、14番目の Phe が全てのクローン間で完全に保存されていた。さらに、

4 種のファージクローンについてその結合特異性を確認したところ、全てのクローンについ

て IgG などの他の血清タンパクにはほとんど反応せず、ヒト IgA にのみ高い結合反応性を

有していることが確認された（図３－２B）。また、例外的に、最も高いヒト IgA への結合

が確認された A2 ファージについては、マウス IgA に対しても弱いながら結合活性が確認さ

れた。 

このように、XCXCX型ライブラリから 4種類のヒト IgA結合ファージが単離された一方、

CXC型ライブラリ由来のヒト IgA 結合ファージは確認されなかった。CXC型ライブラリの

方がランダム部位は少ないため理論的な多様性は低く、用いたライブラリの配列カバー率

は XCXCX 型ライブラリに比べ高くなる。それにもかかわらず、一種類も特異的ファージ

が確認できなかったこと、さらに、14番目の Phe が A1-A4 の全てにおいて保存されている

ことより、フレキシビリティの高い 2 つの Cys の外側の残基についても、ヒト IgA への結

合に重要な効果を有している可能性が示唆された。 
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図３－図３－図３－図３－２２２２    ランダムペプチドライブラリからのヒトランダムペプチドライブラリからのヒトランダムペプチドライブラリからのヒトランダムペプチドライブラリからのヒト IgA 結合ファージクローンの単離結合ファージクローンの単離結合ファージクローンの単離結合ファージクローンの単離 

A. パンニング前のライブラリと 5 ラウンドのパンニング後のファージプールの各種蛋白

質に対する結合活性。B. A1-A4ファージの各種蛋白質に対する結合特異性。Wild：野生型

の T7ファージ、np：ファージ無し 

 

 

 

 

表表表表３－３－３－３－１１１１    ヒトヒトヒトヒト IgA 結合ファージクローンの提示ペプチド配列結合ファージクローンの提示ペプチド配列結合ファージクローンの提示ペプチド配列結合ファージクローンの提示ペプチド配列 

 

XCX9CX A1 2/10

XCX8CX A2 5/10

XCX8XCX A3 2/10

XCX10CX A4 1/10

HMRCLHYK--GRRVCFLL

KTMCLRYN--HDKVCFRI

LVLCLVHRTSKHRKCFVI

Library Clone

Sequence

Frequency

STFCLLGQK-DQSYCFTI

1 5 8 10 15

abc

* *

 
残基番号は、X3CX8CX型のペプチドを基本としている。 

＊は A1-A4 全てのペプチドにおいて共通のアミノ酸の位置を示す（Cysは除く）。 
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A2 ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析 

 

ヒトヒトヒトヒト IgA に対する親和性と結合特異性に対する親和性と結合特異性に対する親和性と結合特異性に対する親和性と結合特異性 

単離された 4 クローンの中で最も高いヒト IgA 結合活性が確認された A2 ファージが提示

しているペプチド配列（HMRCLHYKGRRVCFLL）について合成ペプチドを調製し（N末端

以外のアミノ基を除去する目的で 8番目の K は R に置換した）、その機能（結合親和性・特

異性）について解析を行った。 

BIAcore T100 を用いた親和性解析の結果、ヒト IgA に対する親和性は約 1.3 uM（Kd）で

あることが明らかとなり（図３－３A）、先に Sadin 等により報告されている Sap ペプチド

の場合（Kd = 20 nM）と比較すると 50倍以上低い親和性であった。また、A2 ペプチドと IgA

間の結合は、結合速度定数（kon）が 1x105 /Ms 以上、解離速度定数（koff）が 0.5 /s 以上と

共に非常に速い相互作用であることが明らかとなった。（A2 ペプチドとヒト IgA の結合セ

ンサーグラムは、一般的に箱型と呼ばれる弱い相互作用を示すセンサーグラムであり、正

確な kon、koff を算出することはできなかった。無理やりフィッティングした結果は、kon = 

0.6 /s, koff = 4.7x105/Ms） 

また、ELISA を用いて各種蛋白質に対する結合特異性を解析した。結果、ヒト IgA に対

する結合活性は明らかに高かったが、その他のイムノグロブリン、タンパク質に対しても

弱いながら非特異的に結合してしまうことが示された（図３－３B）。A2 ペプチドはその配

列上に 4 つの Arg を含むため、等電点は 10.7 以上（合成 A2 ペプチドは C末端をアミド化

しているため実際の等電点はより高くなる）と非常に高く、一般的な実験条件（PBS, pH 7.4）

においては正に帯電している。これによる非特異的な静電相互作用により、ヒト IgA 以外

のタンパク質に対する非特異的な反応が引き起こされている可能性が示唆された。 
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A                                                          B 

 

 

 

 

 

 

 
 

図３－図３－図３－図３－３３３３    A2 合成ペプチドの結合親和性・特異性合成ペプチドの結合親和性・特異性合成ペプチドの結合親和性・特異性合成ペプチドの結合親和性・特異性 

A. BIAcore T100を用いて A2ペプチドとヒト IgA2の結合親和性を解析した。B. 各種蛋白

質に対する合成 A2ペプチドの特異性を ELSIAにて確認した。 

 

 

 

ヒトヒトヒトヒト血清中血清中血清中血清中からのからのからのからの IgA 精製精製精製精製 

N末端に PEO4 リンカーを介してビオチン化した A2 ペプチドを、Hitrap SAカラムに固定

化してペプチドアフィニティカラムを作製し、ヒト血清中、唾液中 IgA の精製を試みた（図

３－４A, B）。サンプルインジェクションの後、PBS にてカラムを洗浄し酸性 buffer（0.1M 

Gly-HCl pH2.5）を用いて吸着画分を溶出させ回収した。回収画分について SDS-PAGE、

Western blotting、ゲル濾過クロマトグラフィー解析を行ったところ、血清中より単量体、二

量体、唾液中より二量体のヒト IgA を回収できていることが確認された。ヒト IgA は血清

中において、単量体と J 鎖を介した二量体（ヘテロ 3量体）の状態で存在しており、唾液な

どの粘液中においては、J 鎖と SC を介して二量体（ヘテロ 4量体）を形成していることが

報告されており、今回の解析結果と一致する。一方で、特に血清を用いた場合において、

回収画分に IgA 以外の他の血清タンパクの混入が確認された（図３－４C, D, E）。 

これらの実験結果より、16 残基と非常に小さなペプチドであっても標的分子の精製用リ

ガンドとして十分機能することが示された。 
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図３－図３－図３－図３－４４４４    A2 ペプチドカラムによる血清中唾液中ヒトペプチドカラムによる血清中唾液中ヒトペプチドカラムによる血清中唾液中ヒトペプチドカラムによる血清中唾液中ヒト IgA の精製の精製の精製の精製 

A,B. A2ペプチドカラムによる血清中（A）、唾液中（B）ヒト IgAの精製クロマトグラム。
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C. 精製画分の SDS-PAGE。D. 抗ヒト IgA抗体によるWestern Blotting。E. 精製ヒト IgA

のゲル濾過クロマトグラム。 

 

 

 

ヒトヒトヒトヒト IgA への結合に重要な残基の同定への結合に重要な残基の同定への結合に重要な残基の同定への結合に重要な残基の同定 
 

表３－１に示すように、ランダムライブラリから単離されたぺプチドは 4 種と少なく、

それぞれのライブラリのタイプも異なり（A1:X3CX9CX3、A2, A3:X3CX8CX3、A4: X3CX10CX3）、

さらに共通配列（4 種間で完全に保存されていた配列）としてもライブラリ構築時に保存し

た Cys（4番目と 13番目）以外には 5番目の Leu と 14番目の Phe のみであったため、ヒト

IgA への結合に重要な残基（ヒト IgA 結合モチーフ）の同定は困難であった。そこで、A2

ペプチド配列を基に部分的にランダム化したライブラリ（A2 部分変異ライブラリ）をデザ

インし、これを用いて A2ペプチドにおけるヒト IgAへの結合に必須な残基の同定を試みた。 

 

A2 部分変異ライブラリの構築部分変異ライブラリの構築部分変異ライブラリの構築部分変異ライブラリの構築 

ライブラリ DNA は、A2 ペプチド配列由来のコドンをコードするそれぞれのヌクレオチ

ドが 70 ％、それ以外が 10 ％ずつ出現するように設計し、理論的に約 34％の確立で A2 ペ

プチド由来のコドンが出現するように設計した（表３－２）。（各アミノ酸にはいくつかコ

ドンがあるため、A2 ペプチド由来アミノ酸の理論的出現頻度としては 34～50 ％である） 

ライブラリ作製後、ランダムに選択した 10 クローンの提示ペプチド配列を解析した結果、

塩基の出現頻度、A2 ペプチド由来アミノ酸の出現頻度ともにある程度設計通りに近い結果

が得られた。 

 

 

表３－表３－表３－表３－２２２２    A2 部分変異ライブラリ部分変異ライブラリ部分変異ライブラリ部分変異ライブラリ 

Number      1      2      3      4 　 5      6      7      8      9      10     11     12     13 　 14 15     16

Amino acid  H*     M*     R*     C 　 L*     H*     Y*     K*     G*     R*     R*     V*     C 　 F*     L*     L*　　
DNA         C*A*T* A*T*G* A*G*G* tgt 　 T*T*G* C*A*T* T*A*C* A*A*G* G*G*G* A*G*G* A*G*G* G*T*C* tgt 　 T*T*T* T*T*G* T*T*G*A2由来アミノ酸の出現頻度 39.2% 34.3% 46.2% 46.2% 46.2% 46.2% 46.2% 46.2%39.2%39.2% 39.2% 49% 49% 39.2%100% 100%

 

＊

付アミノ酸はランダム化した部位を示す。ライブラリ DNAは＊付塩基が 70 ％、それ

以外が 10 ％ずつ含まれる混合塩基を用いて合成した。 
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A2 部分変異ライブラリからのヒト部分変異ライブラリからのヒト部分変異ライブラリからのヒト部分変異ライブラリからのヒト IgA 結合ファージクローンの単離結合ファージクローンの単離結合ファージクローンの単離結合ファージクローンの単離 

作製した A2 部分変異ライブラリを用いて、ヒト IgA に対して再度バイオパンニングを行

った。3 ラウンド終了後、ELISA を用いて各ラウンド後のファージプールの IgA、HSA、BSA

に対する結合活性を評価した結果、バイオパンニングのラウンドを重ねるにつれ、ヒト IgA

にのみ結合するファージが濃縮されていることが確認された（図３－５A）。そこで、3 ラウ

ンド後のファージプールについて単クローン化を行い、ヒト IgA に対して特異性を有して

いたファージに関して、その結合活性に関係なく 10 クローン選別し、提示ペプチド配列を

確認した（図３－５B）。結果、固定した Cys 以外に、3番目、12番目に Arg がそれぞれ 80 ％

と 60 ％、14番目に Phe が 50 ％、16番目に Leu が 60 ％の確立で確認され、また、8番目

は塩基性アミノ酸で占められていた。さらに、5番目の Leu、7番目の Tyr、9番目の Gly、

12番目の Val については、10 種の IgA 結合ペプチド間で完全に保存されていた。A2 と同様

の X3CX8CX3ランダムペプチドライブラリより単離された A3 ペプチドにおいても、5番目

の Leu、7 番目の Tyr、12 番目の Val については保存されている。これらの結果より、5 番

目の Leu、7番目の Tyr、9番目の Gly、12番目の Val は、ヒト IgA への結合に重要な効果を

有していると考えられた（図３－５C, D）。 
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図３－図３－図３－図３－５５５５    A2 部分変異ライブラリによるヒト部分変異ライブラリによるヒト部分変異ライブラリによるヒト部分変異ライブラリによるヒト IgA への結合に重要な残基の同定への結合に重要な残基の同定への結合に重要な残基の同定への結合に重要な残基の同定 

A. 3ラウンドのバイオパンニング後、ELISAを用いてヒト IgA結合ファージクローンの濃

縮を確認した。B. ヒト IgA に特異的なファージの結合活性を ELISA を用いて確認した。

C. ヒト IgAに対する結合活性に寄らず、特異性の高かった 10クローンについて提示ペプ

チド配列を解析した。灰色の囲みは確認したクローン間で完全に保存されていた残基を示

す。D. 得られたペプチド配列について Weblogo 形式で表示した。各アミノ酸の文字の大

きさは出現頻度（％）を表す。黒塗り文字は各位置において最も高い頻度で出現したアミ

ノ酸を表す。 

 

 

 

 

３－４３－４３－４３－４    まとめと考察まとめと考察まとめと考察まとめと考察 

 

ファージディスプレイシステムを用いたファージディスプレイシステムを用いたファージディスプレイシステムを用いたファージディスプレイシステムを用いたヒトヒトヒトヒト IgA 結合ペプチドの単離結合ペプチドの単離結合ペプチドの単離結合ペプチドの単離 

ランダムペプチド提示型 T7 ファージライブラリ（CX7-10C型、X3CX7-10CX3型）を用いて

ヒト IgA に対しバイオパンニングを行うことで、ヒト IgA を特異的に認識する 4 種のペプ

チドファージ（A1-A4）を単離した。また、A2 ペプチドを基にした部分変異ライブラリを

用いることで、ヒト IgA への結合活性を有する 10 種類のファージクローンの単離に成功し、

これらのファージが提示するペプチド配列の相同性解析より、5番目の Leu、7番目の Tyr、

9番目の Gly、12番目の Val がヒト IgA への結合に重要な残基であることが示唆された。ま

た、8 番目の位置においては、Arg、Lys よって占められていたことから、ヒト IgA 側の酸

性アミノ酸と相互作用していることが示唆された。このように、ランダムライブラリはそ

の大きな多様性から、標的に対する特異的分子の単離に適しているが、実際にスクリーニ

ングに用いることができる多様性には限界があり、その配列のカバー率は非常に低い（例

えば、1x1010
の多様性を持つ 16 残基のランダムペプチドライブラリの場合、そのカバー率

（％）は 1/108
以下となる）。そのため今回のように、単離されたペプチド配列間の相同性

が低く、標的への結合に重要な残基の特定が困難な場合がある。一方で今回、部分変異ラ

イブラリを用いることで容易に標的との結合に重要であると考えられる残基の同定が行え

た。これは、部分変異ライブラリは、多様性、カバー率としてはランダムライブラリと変
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わらないものの、ランダムライブラリの場合と比較すると、実際にスクリーニングに用い

るライブライ中の標的結合ペプチド配列の数が非常に多くなるためであると考えられる。 

 

 

A2 ペプチドの機能性ペプチドの機能性ペプチドの機能性ペプチドの機能性 

ランダムライブラリより得られた 4 種のペプチドの内最も結合活性の高かった A2 ファー

ジクローンの提示するペプチド（HMRCLHYRGRRPVCFLL）は、ヒト IgA に対して約 1.3 µM

（Kd）の親和性を有していたが、ヒト IgG や IgE などその他のタンパク質に対する非特異

的な結合も確認された。また、A2 ペプチドを固定化したアフィニティカラムを用いること

で、ヒト血清中、唾液中から IgA を回収することには成功したが、精製画分には IgA 以外

の血清蛋白質の混入が確認された。以上の結果より、T7 ランダムペプチドライブラリより

単離した A2 ペプチドは、16 残基と短く、親和性も 1.3 uM（Kd）と低いにもかかわらず、

ヒト IgA のアフィニティリガンドとして機能することが示された。これはアフィニティカ

ラム中における高いリバインディング効果に寄るところが大きいと考えられる。しかしな

がら、産業応用可能な精製システムには高い吸着量と特異性が求められるため、ペプチド

のヒト IgA に対する親和性の改善、その他タンパクに対する非特異的結合の低減が必要で

ある。 
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第第第第 4 章章章章 

ヒトヒトヒトヒト IgA 結合ペプチドの結合ペプチドの結合ペプチドの結合ペプチドの 

アフィニティマチュレアフィニティマチュレアフィニティマチュレアフィニティマチュレーーーーションションションション 
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４－１４－１４－１４－１    目的目的目的目的 

 

 ３章において、ヒト IgA 結合ペプチドの単離、ヒト IgA への結合に重要な残基の同定に成

功し、ペプチド固定化アフィニティカラムによるヒト血清中 IgA の精製が十分可能である

ことが示されたが、単離された A2 ペプチドは親和性（Kd=1.3 µM）、特異性の面で、精製用

リガンドとしては不十分であった。そこで、重要な残基のみを固定化しそれ以外をランダ

ム化した結合モチーフ保存ライブラリ（XXXCLXYXGXXVCXXX）や、合成ペプチドによ

るスクリーニングを行い、よりヒト IgA に対して高い親和性で結合するペプチドの単離を

試みた。 

 

 

 

 

４－２４－２４－２４－２    材料と方法材料と方法材料と方法材料と方法 

 

材料材料材料材料 

ポリクローナルヒト抗体 IgA2（κ）、IgA1（λ）は Acris ANTIBODY社より、ヒト Fcαレ

セプター /CD89 は R&D SYSTEMS 社より、ヒト化抗 HER2 医薬品抗体 Herceptin

（Trastuzumab）は中外製薬株式会社より、ポリクローナルマウス抗体 IgM は Sigma社より

購入した。 

 

モチーフ保存ライブラリの構築モチーフ保存ライブラリの構築モチーフ保存ライブラリの構築モチーフ保存ライブラリの構築 

モチーフ保存ライブラリの構築には、テンプレート DNA 5'- GGATCCGAATTCAGGTGGA 

GGTTCG NNK NNK NNK tgt TTG NNK TAC NNK GGG NNK NNK GTT tgt NNK NNK NNK 

GGATAAAAGCTTGCGGCCG -3'（N:A, T, G, C それぞれ 25 %、K:G, T を 50 %ずつ含む混合

塩基）を基に、A2 部分変異ライブラリと同様の方法で作製した。多様性は、1.2×107
と評価

された。 

 

ヒトヒトヒトヒト IgA に対するバイオパンニングに対するバイオパンニングに対するバイオパンニングに対するバイオパンニング 

96穴のマイクロプレート（Nunc, Maxisorp）のウェルにポリクローナルヒトIgA2、Herceptin、 
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HSA（1 µg/ 200 µ l/ well）をそれぞれコートし、0.5 % BSAもしくは5 % Skim milkでブロッキ

ングを行った。1st
～5th

ラウンドにおいて、ヒトIgA2に対しライブラリを反応させる前に、

Herceptin、HSA固定化wellにファージライブラリをそれぞれ1時間反応させ、非特異的ファ

ージの除去を行った。その後、上清をヒトIgA2と1時間反応させた。ウェルを0.1 % Tween20/ 

PBS（0.1 % PBST）で洗浄後、大腸菌BLT5403を加えてwell上に残ったファージを回収・感

染させ、ファージ増殖のために培養した。溶菌後は、5 M NaClを1/10 volume加え遠心し、

上清を回収して、次のパンニングに用いた。 

 

ELISA 

96穴のマイクロプレートのウェルに、ヒトIgA2、その他コントロールタンパク質（50 ng/ 50 

µ l/ well）を0.1 M NaHCO3溶液中でコートし、PBSに溶解した0.5 % BSAでブロッキングを行

った。各ウェルに、パンニング後の培養上清、またはクローン化したファージ、SA-HRPと

プリインキュベートしたビオチン化合成ペプチドを加え、室温で1時間反応後、0.1 % PBST

で5回洗浄した。結合したファージはビオチン化抗T7ファージマウス抗体（Novagen）を反

応させ、SA-HRP（vector）で検出した。 

 

競合競合競合競合ELISA 

96穴のマイクロプレートウェルに、ヒトIgA2（50 ng/ 50 µ l/ well）を0.1 M NaHCO3溶液中

でコートし、PBSに溶解した0.5 % BSAでブロッキングを行った。ビオチン化A2-3aペプチド

とSA-HRPを1時間室温で反応させた後、FcαR（0－100 nM）と混合した。その後、ヒトIgA2

固定化Wellに加え、1時間反応後5回PBSTにて洗浄し、wellに残ったペプチド量を定量した。 

 

DNA配列決定配列決定配列決定配列決定 

T7ファージ上に提示されたペプチドのアミノ酸配列の決定は、ファージG10遺伝子の3’

末端部分のDNAシークエンスを解析することより行った。シークエンス反応用のプライマ

ーは、上流プライマー（5'-GGAGCTGTCGTATTCCAGTC–3'）を用いて、ABI DNA sequencer 

373A-36S上で行った。 

 

ペプチド合成ペプチド合成ペプチド合成ペプチド合成 

    合成ペプチドはFmoc固相合成法により合成された。すべてのペプチドはC末端側をアミ

ド化している。保護基を除去した後、緩やかな酸化条件下で分子内S-S結合を形成させ、逆
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相HPLCを用いて分子内でジスルフィド結合を形成しているペプチドを精製した。精製した

ペプチドの純度、分子内ジスルフィド結合の有無についてはLC/MS（Acquity SQD 

ultra-performance liquid chromatography system；Waters Corp., Milford, MA）.を用いて確認して

いる。また、N末端をビオチン化または、アミノPEG化したペプチドについては、

N-Fmoc-amido-PEG4-COOHもしくはN-Fmoc-amido-PEG4-biotinを用いて合成した。精製され

たペプチドは凍結乾燥後、使用まで－20 ℃にて保存した。ペプチドをSPR等の測定に用い

る際は、各種実験バッファーに溶解して遠心（15000 rpmで10 min）し、沈殿を取り除いた

後、ペプチド濃度は分光光度計（e-spect）を用いて定量した。 

 

SPR 解析解析解析解析 

全ての解析は、BIAcore T100（GE healthcare）を用いて、室温 25 ℃にて行い、必要な試

薬とセンサーップは、同社から購入した。センサーチップ CM5 上へのリガンド（ポリクロ

ーナルヒト IgA2）の固定化は、一般的なアミンカップリングプロトコールに従って行った。

ポリクローナルヒト IgA2の CM5センサーチップへの固定化は pH 4（10 mM 酢酸 Na）の条

件下で行い、固定化量は RU値で 4000‐5000（Rmax：150 RU前後）の範囲内になるように

調整した。ペプチドとヒト IgA の結合反応は、Running緩衝液（HBS-T：0.01 M HEPES, 0.4 

M NaCl, 0.005 % Tween 20, pH 7.0）中において、流速 50 µl/min にて 180秒間ペプチドをイン

ジェクトすることで測定した。解離反応は、アナライトのインジェクト終了後 Running緩衝

液により洗浄するで測定した。結合パラメーターの解析は、BIAevaluation Version 3.2ソフト

ウェアもしくは、BIAevaluation T100ソフトウェアを用いて行った。 

 

競合競合競合競合 SPR 

 アミンカップリング法を用いて FcαR を CM5センサーチップ上に固定化（3000 RU）し、

ヒト IgA2（100 nM）と A2-3a ペプチド（0－2500 nM）の混合溶液を流速は 10 ul/min で 180

秒間インジェクトした。測定は BIAcore 2000を用いて行われ、ランニング bufferには HBS-EP

バッファーを用いた。 

 

結合熱力学的パラメータ解析結合熱力学的パラメータ解析結合熱力学的パラメータ解析結合熱力学的パラメータ解析 

    4 ℃－35 ℃において、ヒト IgA2 とペプチドの親和性を解析し、van't Hoff の式

｛dlnKd=-∆H/R d(1/T)｝より、∆H を算出した。さらに、ギブスエネルギー変化の式

（∆G=RTlnKd=∆H-T∆S）より、∆S を算出した（BIAevaluation T100ソフトウェア）。親和性
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解析は BIAcore T100 を用いて行われ、Running緩衝液（HBS-T：0.01 M HEPES，0.15 M NaCl，

0.005 % Tween 20，pH 7.0）中において、流速 50 µl/min にて 180秒間ペプチドをインジェク

トすることで測定した。 

 

ペプチド固定化アフィニティカラムの作製ペプチド固定化アフィニティカラムの作製ペプチド固定化アフィニティカラムの作製ペプチド固定化アフィニティカラムの作製 

    Hitrap Streptavidin HP column（GE healthcare）に PBS 中に溶解したビオチン化 A2-3a ペプ

チドをインジェクトすることでペプチドアフィニティカラムを作製した。固定化量は、回

収した未結合分のペプチドを逆相 HPLC にて定量し、約 550 nmol/column と評価された。 

 

ヒト血清中ヒト血清中ヒト血清中ヒト血清中 IgA の精製の精製の精製の精製 

    A2-3a、Opt-1 ペプチド固定化アフィニティカラムを profinia システム（Bio-rad 

Laboratories）に設置し、PBS にて 5倍希釈したヒト血清 1 ml を 1 ml /min の流速でインジェ

クトした。血清インジェクト後 PBS にて 15 分間洗浄し、Gly-HCl pH 2.5（0.1 M Glycine, 0.15 

M NaCl）を用いてカラムに吸着したタンパク質を回収した。回収したサンプルは 1 M 

Tris-HCl pH 9.0 にて中和後、SDS-PAGE 解析（4－20 % Supersep グラジエントゲル；和光純

薬）を行った。また、泳動後のタンパク質はニトロセルロースメンブレンにブロッティン

グし、5 % Skim milk にて blocking後、ヤギ抗ヒト IgA 抗体、マウス抗ヤギ抗体－HRP を用

いて検出した。 

 

Molecular Dynamics（（（（MD））））シミュレーションシミュレーションシミュレーションシミュレーション 

All MD simulations on the Opt-1 peptide and its complex with hIgA-Fc were performed using the 

SANDER module of the AMBER 10 simulation package [89] with the force field ff99SB [90] . Each 

system was explicitly solvated with TIP3P water molecules and neutralized by counter ions. The 

SHAKE algorithm was applied to constrain all bonds linking hydrogen atoms, and the particle mesh 

Ewald method was used for treating long-range electrostatic interactions. For Opt-1 simulation, the 

system was subjected to 1000 steps of steepest decent minimization followed by 1000 steps of 

conjugate gradient minimization with 500 kcal• (mol•Å2) -1 harmonic constrains on the peptide to 

remove unfavorable van der Waals (VDW) contacts. Then, the whole system was minimized using 

5000 steps of steepest decent minimization without harmonic restraints. The system was gradually 

heated from 0 to 310 K over 20 ps for equilibration. Production runs were carried out for 100 ns with 

2-fs steps. A total of six independent MD trajectories were generated from various starting structures, 
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i.e., three unfolded conformations and three β-hairpin conformations.  

For simulation of the Opt-1 complex with hIgA-Fc, the initial structure for the complex was 

modeled with the simulated Opt-1 structure and X-ray-determined hIgA-Fc structure (PDB code: 

2QEJ). To remove unfavorable VDW contacts, the system was subjected to 6000 steps of steepest 

decent minimization followed by 6000 steps of conjugate gradient minimization while the complex 

was constrained by 500 kcal• (mol•Å2) -1 harmonic potential. The whole system was then 

minimized using 20000 steps of steepest decent minimization without harmonic restraints. The 

system was gradually heated from 0 to 310 K over 50 ps for equilibration. Then, the production run 

was carried out for 5 ns with 2-fs steps. A total of three independent simulations were performed for 

the complex with various relative orientations between Opt-1 and hIgA-Fc. All MD simulations were 

carried out with the NPT ensemble, i.e., a constant number of particles (N), pressure (P), and 

temperature (T), and the trajectories were recorded every 2 ps. 

 

Circular Dichroism Spectrometry（（（（CD スペクトル解析スペクトル解析スペクトル解析スペクトル解析）））） 

 ペプチドの CD スペクトルは、Jasco J-820Q4 spectropolarimeter（Jasco）で、0.1 nm キュベ

ットを用いて測定した。測定条件は、走査速度 : 100 nm/min, バンド幅：1 nm, データ取り

込み間隔：0.5 nm で行った。それぞれのスペクトルは 5回積算して、buffer によるバックグ

ラウンドスペクトルを差し引き、スムージングした。ペプチドは、リン酸 buffer （Na2HPO4;8.1 

mM, KH2PO4 ; 1.5 mM, KCl ; 2.7 mM, NaCl ; 68 mM, pH 7.4）に希釈した。 

 

 

 

 

４－３４－３４－３４－３    結果結果結果結果     

 

結合モチーフ保存ライブラリ結合モチーフ保存ライブラリ結合モチーフ保存ライブラリ結合モチーフ保存ライブラリからの高親和性ペプチドの単離からの高親和性ペプチドの単離からの高親和性ペプチドの単離からの高親和性ペプチドの単離 

 

結合モチーフ保存ライブラリの構築結合モチーフ保存ライブラリの構築結合モチーフ保存ライブラリの構築結合モチーフ保存ライブラリの構築 

A2 部分変異ライブラリ（３３３３章章章章－－－－ヒトヒトヒトヒト IgAIgAIgAIgAへの結合に重要な残基の同定への結合に重要な残基の同定への結合に重要な残基の同定への結合に重要な残基の同定）を用いた解析に

より明らかになったヒト IgA への結合に重要な残基のみを保存し（Cys-4,-13、Leu-5、Tyr-7、

Gly-9、Val-12）、それ以外を NNK混合ヌクレオチド（N:A or T or G or C、K:G or T）によっ
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て完全にランダム化したライブラリ（結合モチーフ保存ライブラリ：3次ライブラリ）を作

製した（表４－１）。 

ライブラリ作製後、ランダムに選択した 10 クローンの提示ペプチド配列を解析した結果、

設計通りにヒト IgA へ結合に重要な残基が保存されていること、それ以外の残基は完全に

ランダム化されていることが確認された。このように、重要残基を保存してそれ以外を完

全にランダム化し多様性を制限したライブラリを用いてヒト IgA に対してパンニングを行

うことで、ヒト IgA への結合に重要な残基以外の配列についても最適化されたようなペプ

チド配列を得ることができると考えられる。 

 

 

表４－１表４－１表４－１表４－１    結合モチーフ保存ライブラリ結合モチーフ保存ライブラリ結合モチーフ保存ライブラリ結合モチーフ保存ライブラリ 

 

Xはランダムな 20種のアミノ酸を示し、対応する DNAは各塩基を均等に含む混合塩基

（NNK コドン）を用いて合成した。 

 

 

 

結合モチーフ保存ライブラリからのヒト結合モチーフ保存ライブラリからのヒト結合モチーフ保存ライブラリからのヒト結合モチーフ保存ライブラリからのヒト IgA 結合ファージの単離結合ファージの単離結合ファージの単離結合ファージの単離  

作製したライブラリを用いて再度ヒト IgA に対して 5 ラウンドのバイオパンニングを行

った。本パンニングにおいては、ファージライブラリとヒト IgA 反応後の洗浄操作につい

て最大 30回行うなど厳しい条件下で実施し、ヒト IgA をより高い親和性で認識するペプチ

ドファージの単離を試みた。結果、A2 部分変異ライブラリを用いた時と同様に、ラウンド

を重ねるごとにヒト IgA 特異的ファージの濃縮が確認されため（図４－１A）、4、5 ラウン

ド後のファージプールについて単クローン化を行い、ヒト IgA に対して高い結合活性を有

していたクローンについて提示ペプチド配列を解析した。計 29 クローンの提示ペプチド配

列を解析した結果、結合活性、特異性ともに高い A2-3a 配列（SDVCLRYRGRPVCFQV）が

4 クローンで確認された（図４－１B）。また興味深いことに、A2-3a 配列の各位置における

出現アミノ酸は、ほとんどの場合において、各位置において確認されたアミノ酸の中でも

出現頻度の高いアミノ酸で構成されていた（表４－２）。 
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A                                                                 B 

 

 

 

 

 

 

 

図４－図４－図４－図４－１１１１    モチーフ保存ライブラリからのヒトモチーフ保存ライブラリからのヒトモチーフ保存ライブラリからのヒトモチーフ保存ライブラリからのヒト IgA 高親和ファージの単離高親和ファージの単離高親和ファージの単離高親和ファージの単離 

A. 5ラウンドのバイオパンニング後、ヒト IgA結合ファージの濃縮を ELSIAにより確認

した。B. 単離された 29クローンの内、出現頻度（4/29）、結合活性・特異性に最も優れて

いた A2-3aファージの結合特異性を ELISAにて確認した。 

 

 

 

A2-3a ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析 

 

ヒトヒトヒトヒト IgA に対する親和性と結合特異性・結合部位に対する親和性と結合特異性・結合部位に対する親和性と結合特異性・結合部位に対する親和性と結合特異性・結合部位 

PEO4 リンカーを介して biotin化した A2-3a 合成ペプチドを調製し、BIAcore T100 を用い

てヒト IgA に対する親和性を解析したところ、約 530 nM（Kd）と A2 ペプチドに比べ 2.5

倍程度高い親和性を有していることが明らかとなった（図４－２A）。また、ELISA を用い

て各種蛋白質に対する結合特異性を確認したところ、非常に高い特異性でヒト IgA を認識

することが示された（図４－２B）。さらに、A2-3a ペプチドのヒト IgA 上の結合領域を特定

するため、ヒト IgA の CH2~CH3 の境界領域を認識する FcαR/CD89 を用いて、SPR、ELISA

（図４－２C, D）による競合試験を行った。FcαR を固定化した CM5センサーチップに、ヒ

ト IgA（100 nM）と A2-3a ペプチド（0‐2500 nM）の混合溶液をインジェクトしたところ、

ペプチドの濃度依存的にヒト IgA の FcαR に対する結合レスポンスの減少が確認された（図

４－２C）。また、ヒト IgA を固定化したマイクロプレートに、Streptavidin-HRP を用いて 4

量体化した A2-3a ペプチド（16 nM）と FcαR（0‐100 nM）の混合溶液を加えたところ、FcαR

の濃度依存的にヒト IgA に対するペプチドの結合レスポンスが減少した（図４－２D）。以

上のことから、我々の単離したペプチドは、FcαR や Sir22、Arp4 などといったバクテリア

由来のヒト IgA 結合タンパクと同様に、ヒト IgA の CH2~CH3 の境界領域を認識して結合す
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ることが示された（図４－２E）[91, 92]。この領域には、いわゆるホットスポットと呼ばれ

るような溝状の構造があり、ペプチドはこの部分を特異的に認識しているのではないかと

考えられた。 
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図４－図４－図４－図４－２２２２    A2-3a 合成ペプチドの特徴合成ペプチドの特徴合成ペプチドの特徴合成ペプチドの特徴 

A. SPRを用いて A2-3aペプチドとヒト IgA2の親和性を解析した。B. A2-3aペプチドの各

種タンパク質に対する結合特異性について ELISAを用いて解析した。C, D. ヒト IgAに対

する A2-3aペプチドと FcαRの競合的な結合について SPRと ELISAを用いて解析した。

E. FcαRとヒト IgA-Fc複合体の結晶構造 [91]。。。。Nature 2003, 423, 614-620.より引用。 

 

 

ヒト血清中からのヒト血清中からのヒト血清中からのヒト血清中からの IgA 精製精製精製精製 

ビオチン化 A2-3a ペプチドを Hitrap SAカラムに固定化し、ヒト血清中、唾液中より IgA

の精製を試みた（図４－３A, B）。図４－３C に示すように、溶出画分には、ヒト IgA 以外

の血清タンパク、唾液中タンパクの混入はほとんど見られず、非常に特異的にヒト IgA を

精製することに成功していた。一方で、血清を用いた場合、洗浄画分にもヒト IgA の存在

が確認された（図４－３D）。ヒト IgA に対する親和性が低いため、カラム中から漏れ出て

きていると考えられる。 
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図４－３図４－３図４－３図４－３    A2-3a ペプチドカラムによる血清中、唾液中ヒトペプチドカラムによる血清中、唾液中ヒトペプチドカラムによる血清中、唾液中ヒトペプチドカラムによる血清中、唾液中ヒト IgA の精製の精製の精製の精製 

A,B. A2-3aペプチドカラムによる血清中（A）、唾液中（B）ヒト IgAの精製クロマトグラ

ム。C,D. 酸性 buffer でカラムへの吸着画分を溶出した後、得られた画分について

SDS-PAGE、Western blotting解析を行った。 

 

 

 

合成ペプチドスクリーニング合成ペプチドスクリーニング合成ペプチドスクリーニング合成ペプチドスクリーニング 

   

A2-3a 変異ペプチドのデザイン変異ペプチドのデザイン変異ペプチドのデザイン変異ペプチドのデザイン 

T7 ファージディスプレイ法を用いたライブラリ技術により、A2 ペプチドから A2-3a ペプ

チドへと結合力・特異性の面で改良することに成功したが、工業利用可能な精製カラム用

のアフィニティリガンドとしては未だ十分でない。そこで我々は、A2-3a ペプチドの各位置

に一つずつアミノ酸置換を導入した合成ペプチドを調製し、BIAcore を用いたヒト IgA への

結合親和性解析結果を指標にスクリーニングを行ことで、A2-3a ペプチドのヒト IgA に対す

る親和性上昇に効果のあるアミノ酸置換の同定を試みた。A2-3a ペプチド置換体のデザイン

としては以下の三種になる。 

 

１） モチーフ保存ライブラリより単離されたペプチド配列の各位置において最も出現頻

度の高かったアミノ酸（表４－４－４－４－２２２２）をそれぞれ A2-3a に導入した置換体；ヒト IgA へ

の結合に重要な残基を同定した場合と同様に、モチーフ保存ライブラリから単離され

たペプチドの各位置において出現頻度の高いアミノ酸は、その部位における最適なア

ミノ酸である可能性がある。出現頻度が最も高かったアミノ酸が、A2-3a のそれと同

一であった場合は、2番目に出現頻度の高いアミノ酸に置換した。 

２） A2-3a ペプチドのアラニン置換体；A2-3a ペプチドの各残基の側鎖の重要性を明らか

にする。 

３） A2-3a ペプチドに A2 由来のアミノ酸を導入した置換体；ランダムライブラリは理論的

な配列の多様性は非常に大きいものの、実際に用いることができる数には限りがある

ためカバー率は非常に小さい。そのため、一般的に、ランダムライブライからの標的

分子に対する結合ペプチドの単離が最も難しい工程となる。この工程から単離されて

きた A2 ペプチドの各残基は、IgA との相互作用に重要な配列を含んでいる可能性が

ある。 
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これらの置換体について BIAcore を用いてヒト IgA に対する親和性を解析し、A2-3a ペプチ

ド中各残基のヒト IgA への結合における効果の検証と、親和性の増強に効果のあるアミノ

酸置換の特定を試みた。 

 

  

表４－表４－表４－表４－２２２２    3 次ライブラリから単離されたヒト次ライブラリから単離されたヒト次ライブラリから単離されたヒト次ライブラリから単離されたヒト IgA 結合ペプチド配列結合ペプチド配列結合ペプチド配列結合ペプチド配列 

Peptide

A2 H M R C L H Y K G R R V C F L L

A2-3a S D V C L R Y R G R P V C F Q V

R 24 A 24 V 45 C L N 24 Y R 93 G R 55 P 41 V C F 52 R 24 W 24

S 17 D 14 R 17 S 17 N 3 S 21 R 14 R 34 Q 14 F 17

P 14 L 14 I 10 K14 Q 3 K 14 Q 14 L 3 T 10 V 14

L 10 R 10 L 7 R 14 A 7 T 10 M 3 I 10 P 10

G 10 S 7 W 7 M 10 N 3 K 7 G 3 K 7 G 7

T 10 E 7 A 3 A 3 F 3 V 7 I 7

V 7 V 7 T 3 T 3 V 3 N 3 L 7

F 3 F 3 F 3 D 3 S 3 L 3 R 3

H 3 W 3 S 3 Q 3 L 3 F 3 T 3

M 3 H 3 P 3 Y 3

G 3 D 3

H 3

M 3

Sequence

Amino acid

apparing at
each position

 
各アミノ酸の右横の数値は、出現頻度（％）を表す。 

 

 

 

A2-3a 変異ペプチドの変異ペプチドの変異ペプチドの変異ペプチドの IgA に対する結合親和性評価に対する結合親和性評価に対する結合親和性評価に対する結合親和性評価 

各 A2-3a 変異ペプチドのヒト IgA に対する親和性とその自由エネルギー変化の差（⊿

Gmutant‐⊿GA2-3a）について表４－３、図４－４にまとめた。 

Ser-1 について、A2 由来の His、3次ライブラリ由来の Arg への置換体は親和性の上昇が

確認されたが、Ala置換体は親和性が低下した。Asp-2 については、A2 由来の Met、Ala置

換体の両方で親和性が大きく上昇した。Val-3 について A2 由来の Arg、Ala置換体の両方で

親和性が 6倍程度低下した。Leu-5 については、Ala置換体において親和性が 40倍程度低下

した。Arg-6 については A2 由来の His、Ala 置換体は若干の親和性上昇が確認されたが、3

次ライブラリ由来の Asn への置換体は親和性が若干低下した。Tyr-7 については、Ala 置換

体において親和氏が 50 倍程度低下した。Arg-8 については Ala 置換体において親和性が 9

倍程度低下した。Gly-9 については Ala置換体において親和性が 4倍程度低下した。Arg-10

については A2 由来の Ser への置換で 3 倍、Ala 置換体で約 4 倍親和性が低下した。Pro-11
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については A2 由来の Arg、Ala置換体の両方で親和性が 9~10倍程度低下した。Val-12 につ

いては Ala置換体で親和性が 8倍程度低下した。Phe-14 においては、3次ライブラリ由来の

Arg への置換体は約 4倍、Ala置換体は約 20倍親和性が低下した。Gln-15 について、A2 由

来の Leu、3 次ライブラリ由来の Arg、また、Ala への置換のすべてで親和性が上昇した。

Val-16 については、A2 由来の Leu 置換体で親和性が若干上昇したが、3 次ライブラリ由来

の Trp、Ala への置換は親和性が低下した。 

2 次ライブラリより同定されたヒト IgA への結合に重要な残基について、Leu-5, Tyr-7, 

Val-12 それぞれの Ala置換体は、親和性がそれぞれ約 40倍、50倍、8倍と大きく低下して

おり、ヒト IgA への結合への寄与の高さが証明された。一方Gly-9 の Ala置換体については、

親和性は 4 倍程度しか低下しなかったが、Gly と Ala はメチル基一つの違いしかないこと、

この残基はペプチドのターン構造に寄与していると考えられることが、これの原因である

と考えられる。また、3次ライブラリにおいて高い出現率（> 40 %）を有していた Val-3（45 %）、

Arg-8（93 %）、Arg-10（55 %）、Pro-11（41 %）、Phe-14（52 %）については、置換を加える

ことで 4~20 倍の親和性低下を招いた。一方、3 次ライブラリにおいて出現率のそれほど高

くない（< 30 %）アミノ酸への置換は、一部は親和性の上昇が確認されたが、一部は親和性

が低下していた。以上のことから、T7 ファージライブラリよりパンニングによって得られ

たペプチド配列において、出現率の高い（> 40 %）アミノ酸は標的に対する結合に寄与して

いる可能性が高いことがわかり、一方で出現率の低い（< 30 %）アミノ酸については、寄与

率がそれほど高くないということが考えられる。また、「「「「３３３３章章章章－－－－ランダムペプチドライブラランダムペプチドライブラランダムペプチドライブラランダムペプチドライブラ

リからのリからのリからのリからの IgAIgAIgAIgA結合ファージの単離結合ファージの単離結合ファージの単離結合ファージの単離」」」」において、CXC型のランダムライブラリからはヒト IgA

結合ファージクローンが単離されなかったが、これは、1-3、14-16番目の 2 つの Cys の外側

の残基においても、ヒト IgA への結合に寄与していることが原因であると考えらえる。特

に、本ペプチドの場合、Cys の一つ外側の残基（Val-3、Phe-14）は、置換を導入することで

3－20倍の親和性の低下が確認されている。 
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表表表表４－３４－３４－３４－３      

A2-3a ペプチド置換体のヒトペプチド置換体のヒトペプチド置換体のヒトペプチド置換体のヒト IgA に対する親和性と結合自由エネルギー変化に対する親和性と結合自由エネルギー変化に対する親和性と結合自由エネルギー変化に対する親和性と結合自由エネルギー変化 

 

全てのペプチドは C末端側をアミド化している。∆∆Gは A2-3aペプチド変異体のヒト IgAに対

する結合自由エネルギーと A2-3aペプチドの結合自由エネルギーの差を示す。下線で示す変異体

を A2-3aペプチドに導入することで Opt-1ペプチドをデザインした。Opt-1、Opt-2ペプチド中の

太字で示すアミノ酸は、A2-3aペプチドに対して変異を導入したアミノ酸を示す。 
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図４－図４－図４－図４－４４４４    A2-3a ペプチドへの変異導入によるヒトペプチドへの変異導入によるヒトペプチドへの変異導入によるヒトペプチドへの変異導入によるヒト IgA への結合自由エネルギー変化への結合自由エネルギー変化への結合自由エネルギー変化への結合自由エネルギー変化 

表中のアミノ酸は、各位置における A2-3aペプチドへの変異を示す。―は各変異におけ

る⊿⊿Gの値を示す。 

 

 

 

Opt-1 ペプチドのペプチドのペプチドのペプチドのデザインとデザインとデザインとデザインと機能解析機能解析機能解析機能解析 

 

Opt-1 ペプチドのデザインとペプチドのデザインとペプチドのデザインとペプチドのデザインとヒトヒトヒトヒト IgA に対する結合親和性に対する結合親和性に対する結合親和性に対する結合親和性 

A2-3a ペプチド変異体の親和性解析の結果、A2-3a（S1H）、A2-3a（D2M）、A2-3a（R6A）、

A2-3a（Q15A）、A2-3a（V16L）の変異が、それぞれの位置ごとの置換体の中で最も高いヒ

ト IgA への結合親和性を示した。そこで、これらの変異をすべて A2-3a に導入した Opt-1

ペプチドを調製し、その親和性を解析した。結果、驚くべきことに、Opt-1 ペプチドは 33 nM 

（Kd）と非常に高い結合親和性を有しており、A2 ペプチドに比べ約 40倍、A2-3a ペプチド

に比べ約 16 倍と飛躍的に親和性が上昇していた（表４－４、図４－５）。また、興味深い

ことに、A2-3a に対する各変異体の結合自由エネルギー変化（⊿Gmutant－⊿GA2-3a）の総和（-1.7 

kcal/mol）は、A2-3a ペプチドに対する Opt-1 ペプチドの結合自由エネルギー変化の差（⊿

GOpt-1－⊿GA2-3a = -1.6 kcal/mol）と非常に近しく、つまり、これらの変異導入では加成性が
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成り立っていることがわかる。さらに、Opt-1 ペプチドの疎水性を抑える目的で 6番目と 15

番目の Ala を Ser に置換した Opt-2 ペプチドについては、ヒト IgA に対する親和性が 16 nM

（Kd）と本研究によりデザインされたペプチドの内最も高い高い結合親和性を有していた。

Opt-2 ペプチドについては、「「「「４４４４章章章章－－－－OptOptOptOpt----2222 ペプチドのデザインと機能解析ペプチドのデザインと機能解析ペプチドのデザインと機能解析ペプチドのデザインと機能解析」」」」に詳細を記載

する。 

 

 

 

表４－表４－表４－表４－４４４４    ヒトヒトヒトヒト IgA への親和性が上昇した置換体への親和性が上昇した置換体への親和性が上昇した置換体への親和性が上昇した置換体 

Sequence

  1   5    1    1

           0    5

A2   HMRCLHYKGRRVCFLL 1.3 -0.54

A2-3a   SDVCLRYRGRPVCFQV 0.53 0

A2-3a(S1H)   H 0.36 0.23

A2-3a(D2M)             M 0.15 0.73

A2-3a(R6A)        A 0.34 0.27

A2-3a(Q15A)                 A 0.28 0.38

A2-3a(V16L)                  L 0.45 0.10

Opt-1   HMVCLAYRGRPVCFAL 0.033 1.6 (1.7)

Peptide Kd(μμμμM)

∆∆G

(∆GA2-3a-∆Gmutants)

(kcal/mole)

 
（）は変異体の⊿⊿Gの総和を示す。 
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図４－５図４－５図４－５図４－５    Opt-1 ペプチドのヒトペプチドのヒトペプチドのヒトペプチドのヒト IgA

に対する結合センサーグラムに対する結合センサーグラムに対する結合センサーグラムに対する結合センサーグラム 

ヒト IgA2 固定化センサーチップに

Opt-1 ペプチド（3.9~625 nM）をイ

ンジェクトした。 
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ヒト血清中からのヒト血清中からのヒト血清中からのヒト血清中からの IgA 精製精製精製精製 

N 末端をアミノ PEG 化した Opt-1 ペプチドを Hitrap NHS activated HP カラム（GE 

healthcare）にアミンカップリング法を用いて固定化したアフィニティカラムを作製し、ヒ

ト血清中より IgA の精製を試みた（図４－６A）。酸性 buffer による溶出分画について、

SDS-PAGE（4-20 %）を行った結果を図４－６B に示す。非還元条件下において 150 kDa付

近に IgA 由来のバンドが確認でき、還元処理を行うことで、H 鎖、L 鎖由来のバンドを確認

することができたことから、Opt-1 ペプチドカラムを用いることでヒト血清中より IgA を回

収できることが示された。しかしながら、非還元条件下において、20-25 kDa付近と 50-75 kDa

付近に IgA 以外のバンドが確認された。これらのバンドは、ヒト IgA 以外のその他の血清

タンパク質由来であると考えられる。Opt-1 ペプチドは A2 ペプチドと同様に、ヒト IgA 以

外のタンパク質にも非特異的に結合してしまうことが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４－図４－図４－図４－６６６６    Opt-1 ペプチドカラムによる血清中ヒトペプチドカラムによる血清中ヒトペプチドカラムによる血清中ヒトペプチドカラムによる血清中ヒト IgA の精製の精製の精製の精製 

A. ヒト血清中 IgAの精製クロマトグラム。B. 精製画分の SDS-PAGE。＊は 2メルカプト

エタノールを加え煮沸した（還元処理）サンプルを示す。MWM：分子量マーカー。 

Time (minute) 
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ペプチドペプチドペプチドペプチド分子内分子内分子内分子内ジスルフィド結合の重要性ジスルフィド結合の重要性ジスルフィド結合の重要性ジスルフィド結合の重要性 
 

 比較的短いペプチド（20 残基以下）は、一般的に、立体構造を持たず（二次構造を持つ

小分子ペプチドは報告されている；IgG の Fc領域を認識する 13 残基の FcIII ペプチドは分

子内に β シート構造を持つ [93]。）、フレキシビリティが高い（チェーンエントロピーが大

きい）ため、溶液中においては多様な構造をしている。そのため、標的に対する結合の際

には大きな構造変化が必要となり、結果として親和性は低くなる（結合におけるチェーン

エントロピー変化が負に大きくなるため、自由エネルギー変化が抑制される）。そのため

我々は、ランダムペプチドライブラリの設計時にペプチド分子内に 2 つの Cys を保存導入

（Cys-4, -13）し、ペプチド分子のフレキシビリティ（チェーンエントロピー）を低下させ

た。本項では、この 2 つの Cys のヒト IgA に対する結合への重要性について、Opt-1 ペプチ

ド中の 2 つの Cys を Ser に置換し直鎖状にした Opt-1L ペプチドを用いて検討した。   

BIAcore T200 による IgA との結合親和性解析の結果、ヒト IgA に対する親和性は約 25 uM 

（Kd）と Opt-1 ペプチドに比べ約 1000倍低いことが示され（図４－７A）、また CD スペク

トル解析の結果より、ペプチド分子内の二次構造含有量の低下も確認された（図４－７B）。

これらの結果より、IgA 結合ペプチド中のジスルフィド結合は、ペプチド自身の構造安定化

と IgA への結合において重要であることが示された。 
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図４－図４－図４－図４－７７７７    Opt-1L ペプチドのペプチドのペプチドのペプチドの親和性と二次構造親和性と二次構造親和性と二次構造親和性と二次構造 

A. BIAcore T200 を用いて Opt-1L ペプチドとヒト IgA の結合親和性を解析した。B. リ

ン酸緩衝液中における A2、Opt-1、Opt-1L ペプチドの CD スペクトル。 

 

 

 

 

分子シミュレーション分子シミュレーション分子シミュレーション分子シミュレーション         

 

Opt-1 ペプチドの分子モデルペプチドの分子モデルペプチドの分子モデルペプチドの分子モデル 

Opt-1ペプチド単体の溶液中における構造を分子シミュレーションによりモデリングした。

本シミュレーションは、共同研究先のスンミョン女子大学・Sihyun Ham 教授（韓国）等の

グループにより実施していただいた。 

驚くべきことに、Opt-1 ペプチドは 16 残基と非常に短く、分子内の 2 つの Cys により環

状構造を形成しているにもかかわらず、2番目の Met から 7番目の Tyr にかけて αへリック

ス構造を形成していることが示された（図４－８A）。この結果は、Opt-1 ペプチドの水溶液

中における CD スペクトル解析結果と一致している（図４－８B）。 
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図４－図４－図４－図４－８８８８    Opt-1 ペプチドのペプチドのペプチドのペプチドのモデル構造モデル構造モデル構造モデル構造 

A. 分子シミュレーションを用いて作製した Opt-1 ペプチドのモデル構造。赤リボンは α

へリックス構造を示す。青は N、灰色は C、黄色は S、赤は O を示す。B. リン酸緩衝液

中における A2、Opt-1ペプチドの CDスペクトル。 

 

 

 

Opt-1 ペプチドとヒトペプチドとヒトペプチドとヒトペプチドとヒト IgA-Fc 複合体モデル複合体モデル複合体モデル複合体モデル 

前項で構築した Opt-1 ペプチドのモデルを用いて、ヒト IgA-Fc（X線結晶解析像）とのド

ッキングシミュレーションを行った。これについても、共同研究先の韓国スンミョン女子

大学・Sihyun Ham 教授らのグループにより実施していただいた。 

シミュレーションにより得られた複合体構造を図４－９に示す。このシミュレーション

結果より、Opt-1 ペプチドの 7番目の Tyr はヒト IgA-Fc の 313番目の Glu と、8番目の Arg

は IgA-Fc の 255番目の Asp、261番目の Glu と水素結合を形成していることが示唆され、2

番目の Met、3番目の Val、5番目の Leu、11番目の Pro、12番目の Val、14番目の Phe はヒ

ト IgA-Fc 側の疎水性領域と疎水結合を形成していることが示唆された。 

5番目の Leu 、7番目の Tyr、12番目の Val は、A2 部分変異ライブラリによるスクリーニ

ングから IgA への結合に必須な残基でると同定された残基であり、A2-3a ペプチドにおける

アラニン置換体の親和性評価からもその重要性が示されている。また、3 番目の Val 、11
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番目の Pro、14番目の Phe はモチーフ保存ライブラリから単離されたペプチドにおいて高く

保存されていた残基であり、2番目の Met に関しては、A2-3a置換体の中で最もヒト IgA に

対する結合親和性の上昇を招いた変異であり、ドッキングモデル中では、CH2 と CH3間の

溝に挿入されるような形で位置している。このように、分子シミュレーションにより得ら

れた Opt-1 ペプチドと IgA-Fc の複合体構造は、これまでの実験結果と良い相関を示した。 

 

 

 

 

図４－図４－図４－図４－９９９９    Opt-1 ペプチドペプチドペプチドペプチドととととヒトヒトヒトヒト IgA-Fc の複合体モデルの複合体モデルの複合体モデルの複合体モデル 

A. Opt-1ペプチドとヒト IgA-Fc複合体モデルの全体図。B. Opt-1ペプチドとヒト IgA-Fc

（CH2）間の水素結合。ドットラインは水素結合を示す。C. Opt-1ペプチドとヒト IgA-Fc

（CH3）間の疎水性結合。灰色がヒト IgA-Fc、ピンクが Opt-1 ペプチドを示す。黄色は

Opt-1ペプチド中のジスルフィド結合を示し、Nは青、Oは赤で示す。 
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ヒトヒトヒトヒト IgA 結合ペプチドの親和性増強メカニズム結合ペプチドの親和性増強メカニズム結合ペプチドの親和性増強メカニズム結合ペプチドの親和性増強メカニズム 
 

ペプチドファージライブラリや合成ペプチドを用いたスクリーニングにより、A2 ペプチ

ド（Kd=1.3 uM）から Opt-2 ペプチド（Kd=16 nM）へと、ヒト IgA に対する結合親和性を約

80倍増強することに成功した。この親和性の増強メカニズムを明らかにするために、A2、

A2-3a、Opt-2 ペプチドについて、CD スペクトル測定による二次構造解析、BIAcore T100 に

よるヒト IgA との相互作用における熱力学的パラメーター解析を行った結果を以下に示す。 

CD スペクトル測定の結果、A2 < A2-3a < Opt-2 ペプチドとヒト IgA に対する親和性の上

昇に伴い、222 nm の負の極大が大きくなっていた。これは、ペプチドの IgA に対する親和

性の上昇とともにペプチド中の二次構造（αへリックス）含有量が増大していることを示し

ている（図４－１０A）。 

また、BIAcore T100 を用いてヒト IgA との結合におけるエンタルピー変化（⊿H）、エン

トロピー変化（⊿S）を解析した結果、A2、A2-3a、Opt-2 ペプチドのヒト IgA との結合にお

けるエンタルピー変化については、Opt-2 ペプチドにおいて若干大きいが、約 11 kcal/mol

前後と各ペプチド間でほとんど差がない一方（A2：-10.9 kcal/mol、A2-3a：-10.7 kcal/mol、

Opt-2：-11.2 kcal/mol）、エントロピー変化の項（-T⊿S）においては、ペプチドの親和性が

上昇するにつれて A2 ペプチドで 3.1 kcal/mol、A2-3a ペプチドで 1.7 kcal/mol、Opt-2 ペプチ

ドで 1.3 kcal/mol と減少していることが明らかとなった（図４－１０B）。さらに、各ペプチ

ドの結合解離反応の成分（結合速度定数、解離速度定数）に注目すると、結合速度定数が

A2 から Opt-2 ペプチドにかけて約 5.5倍上昇し、解離速度は 10倍程度遅くなっていた（図

４－１０C）。 

以上の結果より、A2 から Opt-2 ペプチドへと IgA への結合に適した形に一次配列が最適

化される過程において、ペプチドとヒト IgA 間の水素結合やイオン結合などの相互作用数

には大きな変化がなかったが（エンタルピー変化にはあまり差がない）、ペプチド自身の二

次構造（αへリックス）含有量が上昇し、おそらくはこの構造がヒト IgA との結合に適して

いたため、結合に伴うチェーンエントロピー変化のロスを低減し（エントロピー変化の増

大）、親和性が上昇したと考えられる。 
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C     

Peptide ka (1/Ms) kd (1/s) Kd (uM) ＊＊＊＊Kd (uM)

A2 2.59E+05 0.26 1.01 1.3

A2-3a 4.65E+05 0.18 0.38 0.53

Opt-2 1.44E+06 0.027 0.018 0.016
 

 

図４－図４－図４－図４－１０１０１０１０    ヒトヒトヒトヒト IgA 結合ペプチドの親和性上昇メカニズム結合ペプチドの親和性上昇メカニズム結合ペプチドの親和性上昇メカニズム結合ペプチドの親和性上昇メカニズム 

A. A2、A2-3a、Opt-2ペプチドの CDスペクトル。B. A2、A2-3a、Opt-2ペプチドのヒト IgA

への結合に伴う熱力学的パラメーター。C. A2、A2-3a、Opt-2ペプチドの結合解離速度定

数。A2と A2-3aについては、解離速度が非常に早いため Fittingは良好ではなかった。 
＊Kdは平衡値解析結果を示す。 
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４－４４－４４－４４－４    まとめと考察まとめと考察まとめと考察まとめと考察 

 

高親和性ペプチドのデザイン高親和性ペプチドのデザイン高親和性ペプチドのデザイン高親和性ペプチドのデザイン 

ヒト IgA への結合に重要な残基を固定化しそれ以外をランダム化した結合モチーフ保存

ライブラリを用いることで、A2 ペプチド（Kd=1.3 uM）よりも親和性の高い A2-3a ペプチド

（Kd=530 nM）の単離に成功したが、IgA に対する親和性の上昇は 2.5倍程度に止まった。

今回用いた T7 ファージディスプレイシステムにおいては、ファージ表面に 10-15個のペプ

チドが提示される。これによる標的分子との多価結合効果（アビディティ効果）、リバイン

ディング効果により、実際は弱い結合力のペプチドを提示するファージであっても、その

結合は見かけ上、非常に強くなる（図４－１１A）。また、ファージの数の測定は手間と時

間がかかる作業の割に正確性が低いため、ファージ数を一定にした状態で実験を行うこと

は非常に難しい。これらのことから、特に標的分子をイムノプレートに固定化する一般的

なバイオパンニングでは、結合力が強いペプチドを提示するファージだけを選別すること

が難しく（標的分子の固定化量や洗浄条件を高度に最適化する必要がある）、また、ELISA

法においても、近しい親和性を持つようなペプチドを提示するファージについて、その結

合親和性を正確に反映するようなランキング結果を得ることが非常に困難である。ファー

ジ自身をイムノプレートや BIAcore のセンサーチップ上に固定化し、アビディティ効果、リ

バインディング効果を小さくした条件下にて標的分子との結合活性を測定することで、フ

ァージ上ペプチドの標的分子に対する結合活性をより正確に反映するような結果が得られ

るかもしれない（図４－１１B）。 

この一方で我々は、これまでに得られたヒト IgA 結合クローンの提示するアミノ酸配列

データを基に、A2-3a ペプチドに 1塩基ずつ置換を導入した A2-3a 変異ペプチドを調製し、

これのヒト IgA に対する親和性解析結果を指標にスクリーニングを行うことで、ヒト IgA

への親和性上昇に効果のあるアミノ酸の同定に成功し、さらに 33 nM（Kd）と極めて高い親

和性を有する Opt-1 ペプチドのデザインに成功した。本検討から、ライブラリより単離され

たペプチド配列について、保存性の高いアミノ酸（> 40 %）は標的に対する結合に重要な役

割を持ち、保存性の低いアミノ酸は（< 30 %）は必ずしも結合に関与するわけではないこと

が示された。ファージ上提示ペプチドの標的に対するより詳細な親和性ランキングが行え

れば、配列データ間の相同性と比較検討することで、合成ペプチドによる検討を行わずに

高い親和性を有するペプチドをデザインすることができると考えられる。 
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図４－図４－図４－図４－１１１１１１１１    アビディティアビディティアビディティアビディティ効果効果効果効果 

A. センサーチップに標的分子（IgG）を固定化し、標的特異的なペプチドを提示する T7

ファージ（4-28, 5-32, 5-50）をインジェクトした際の結合センサーグラムを示す。一度結

合すると、アビディティ効果やリバインディング効果によりほとんど解離が見られず、ま

た、結合速度定数はファージの濃度に依存するが、ファージ量を一定にすることは非常に

困難である。B. センサーチップに抗 T7-tail fiber抗体を介して T7ファージを固定化（キ

ャプチャー）し、標的分子をインジェクトした際の結合センサーグラムを示す。ファージ

をインジェクトする際のセンサーグラムを確認しながら作業が行えるため、ファージのキ

ャプチャー量は一定値に揃えることができる。結合速度定数は、合成ペプチドの場合と比

較すると非常に速い結果となるが、解離速度定数については、実際のペプチドの場合とよ

く一致した。 

 

 

親和性上昇メカニズム親和性上昇メカニズム親和性上昇メカニズム親和性上昇メカニズム 

また、我々は、この IgA 結合ペプチドの親和性上昇メカニズムについて、A2、A2-3a、

Opt-2 ペプチドの二次構造、ヒト IgA への結合に伴う熱力学パラメーター（⊿H、-T⊿S）を

解析することで明らかにした。A2 < A2-3a < Opt-2 ペプチドと、ヒト IgA への結合親和性が

上昇するにつれ、ペプチド中の二次構造含有量も増加し、また、各ペプチドにおいてヒト
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IgA との結合に伴うエンタルピー変化（⊿H）にほとんど差が無かったが、一方でエントロ

ピー変化の項（-T⊿S）について親和性上昇に反比例するかたちで減少していた。これらの

結果より、置換導入によるペプチド中二次構造含有量の増加がチェーンエントロピーを減

少させ、ヒト IgA との結合における負のチェーンエントロピー変化を抑制し、結果として

親和性が上昇したことが示された（図４－１２）。これは、ペプチド中の 2 つの Cys を Ser

に置換した Opt-1L ペプチドにおける、親和性・二次構造の大幅な減少と一致する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４－図４－図４－図４－１１１１２２２２    親和性増強メカニズム親和性増強メカニズム親和性増強メカニズム親和性増強メカニズムの考察の考察の考察の考察 

A. A2ペプチドと IgAの結合様式モデル。B. Opt-2ペプチドと IgAの結合様式モデル。A2

ペプチドはランダムな構造をしているため IgA との結合に適した構造への構造変化にエ

ネルギーを要する①。一方で、Opt-2ペプチドはある程度 IgAへの結合に適した構造をし

ているため、構造変化が少ない③。IgAとの結合速度は、結合に適したペプチド構造の実

際の結合速度とその濃度に依存するため比較は難しいが、少なくとも、結合状態の構造は

Opt-2の場合が安定であるため、解離速度定数は小さくなると考えられる②,④。 

 

 

分子シミュレーション分子シミュレーション分子シミュレーション分子シミュレーション 

Opt-1 ペプチドの構造的な特徴を明らかにするために、分子シミュレーションを用いて、

Opt-1 ペプチドの溶液中のモデル構造を構築した。驚くべきことに、Opt-1 ペプチドは、16

残基と非常に短く、さらに、分子内の 2 つの Cys（4、13番目）が形成するジスルフィド結

合により環状構造を形成しているにもかかわらず、ペプチド N末端側の Met-2 から Tyr-7 に

かけて αヘリカルな構造を有していることが示され、この結果はペプチドの CD スペクトル
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測定結果と一致した。また、Opt-1 ペプチドと IgA のドッキングシミュレーションから、Opt-1

ペプチド中各残基のヒト IgA との結合における役割が示唆されたが、これについても、A2

部分変異ライブラリや結合モチーフ保存ライブラリ、A2-3a ペプチド変異体合成ペプチドを

用いたスクリーニングの結果と良い相関性を示していた。これらの結果より、本シミュレ

ーション結果は、実際の溶液中における Opt-1 ペプチドの構造や、IgA との結合状態を良く

反映していると考えられる。 

 

 

ヒトヒトヒトヒト IgA 上の結合部位上の結合部位上の結合部位上の結合部位 

FcαR との競合試験より、我々の単離したペプチドは、IgA-Fc の CH2-CH3 間の領域を認

識することが示された。分子シミュレーションにより示された Opt-1‐IgA-Fc の複合体にお

いて、Opt-1 ペプチドはこの領域に存在する cave（洞穴）状の構造にペプチドの片面が埋ま

るように結合している（図４－１３）。このような鍵と鍵穴と呼ばれるような結合様式は、

酵素と低分子阻害剤によく見られる結合様式であり、結合における相互作用表面を多く確

保でるきため分子間の相互作用数が多くなり、結果として結合力が高くなる。本研究には

完全長のヒト IgA を用いてバイオパンニング、スクリーニングを行っているため、この

CH2-CH3 間以外の部位に結合するペプチドを提示したファージも多数存在したと考えらえ

るが、上記の特徴を持ついわゆる Hot spot と呼ばれるような構造が、特にペプチドなどの低

分子の標的としてより適していたと考えられる。 

 

 

ヒト血清中からのヒト血清中からのヒト血清中からのヒト血清中からの IgA 精製精製精製精製 

Opt-1 ペプチドはヒト IgA への結合親和性が高いことから、IgA への結合に特化したよう

な構造をとっていると考えられた。しかしながら、Opt-1 ペプチドを固定化したアフィニテ

ィカラムを用いてヒト血清中 IgA のアフィニティ精製を試みた際、精製画分にヒト IgA 以

外の血清タンパクの混入が確認された。IgA との結合に直接関わらない残基がこの非特異的

な結合を引き起こしている可能性がある。 
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図４－図４－図４－図４－１１１１３３３３    IgA-Fc 中の中の中の中の Hot Spot 

MDシミュレーションにより得られた Opt-1‐IgA-Fc複合体。ペプチドの主鎖を青リボン

で、側鎖を黒スティック形式で示した。IgA-Fcは surface mapを示している。赤が酸性、

青が塩基性、白が非極性部位を示す。
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５－１５－１５－１５－１    目的目的目的目的 

 

 ファージディスプレイライブラリ技術と合成ペプチドを用いた親和性評価ベースのスク

リーニング手法により、A2 ペプチド（Kd=1.3 µM）から、Opt-1 ペプチド（Kd=33 nM）へと

ヒト IgA に対する親和性を 40 倍以上上昇させることに成功した。しかしながら、Opt-1 は

ヒト IgA だけでなく、その他の血清タンパク質にも若干非特異的に結合することが、ペプ

チド固定化カラムを用いた実験より明らかとなった。本章では、Opt-1 ペプチドのどの残基

がこの非特異的な結合を引き起こしているのかについて検討し、置換導入を行うことで、

より特異的な IgA 精製が可能なペプチドのデザインを試みた。 

 

 

 

 

５－２５－２５－２５－２    材料と方法材料と方法材料と方法材料と方法 

 

材料材料材料材料 

ポリクローナルヒト抗体 IgA2（κ）、IgA1（λ）は Acris ANTIBODY社より、ヒト Fcαレ

セプター /CD89 は R&D SYSTEMS 社より、ヒト化抗 HER2 医薬品抗体 Herceptin

（Trastuzumab）は中外製薬株式会社より、ポリクローナルマウス抗体 IgM は Sigma社より、

ヒト血清はロンザジャパン株式会社より購入した。 

 

ペプチド合成ペプチド合成ペプチド合成ペプチド合成 

    合成ペプチドはFmoc固相合成法により合成された。すべてのペプチドはC末端側をアミ

ド化している。保護基を除去した後、緩やかな酸化条件下で分子内S-S結合を形成させ、逆

相HPLCを用いて分子内でジスルフィド結合を形成しているペプチドを精製した。精製した

ペプチドの純度、分子内ジスルフィド結合の有無についてはLC/MS（Acquity SQD 

ultra-performance liquid chromatography system；Waters Corp., Milford, MA）.を用いて確認して

いる。また、N末端のアミノPEG化体は、N-Fmoc-amido-PEG4-COOHを用いて合成した。精

製されたペプチドは凍結乾燥後、使用まで－20℃にて保存した。ペプチドをSPR等の測定に

用いる際は、各種実験バッファーに溶解して遠心（15000 rpmで10 min）し、沈殿を取り除
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いた後、ペプチド濃度は分光光度計（e-spect）を用いて定量した。 

 

ELISA 

96穴のマイクロプレートのウェルに、ヒトIgA2、その他コントロールタンパク質（50 ng/ 50 

µ l/ well） を0.1 M NaHCO3溶液中でコートし、PBSに溶解した0.5 % BSAでブロッキングを

行った。各ウェルにSA-HRPとプリインキュベートしたビオチン化合成ペプチドを加え、室

温で1時間反応後、0.1 % PBSTで20回洗浄し、TMB溶液を加えて結合ペプチド量を測定した。 

 

SPR 解析解析解析解析 

全ての解析は、BIAcore T100（GE health care）を用いて、室温 25℃ にて行い、必要な試

薬とセンサーップは、同社から購入した。センサーチップ CM5 上へのリガンド（ポリクロ

ーナルヒト IgA2）の固定化は、一般的なアミンカップリングプロトコールに従って行った。

ポリクローナルヒト IgA2の CM5センサーチップへの固定化は pH 4（10 mM 酢酸 Na）の条

件下で行い、固定化量は RU値で 4000‐5000（Rmax：150RU前後）の範囲内になるように

調整した。ペプチドとヒト IgA の結合反応は、Running緩衝液（HBS-T：0.01 M HEPES，0.15 

M NaCl，0.005 % Tween 20，pH 7.0）中において、流速 50 µl/min にて 180秒間ペプチドをイ

ンジェクトすることで測定した。解離反応は、アナライトのインジェクト終了後 Running

緩衝液により洗浄するで測定した。結合パラメーターの解析は、BIAevaluation Version 3.2

ソフトウェアもしくは、BIAevaluation T100ソフトウェアを用いて行った。 

 

ペプチド固定化アフィニティカラムの作製ペプチド固定化アフィニティカラムの作製ペプチド固定化アフィニティカラムの作製ペプチド固定化アフィニティカラムの作製 

    Hitrap NHS activated HP column（GE healthcare）を 1 mM HCl で洗浄し、次いで固定化 buffer

（0.2 M NaHCO3, 0.15 M NaCl）3ml で洗浄した後、固定化 Buffer に溶かした Opt-3 ペプチド

（N末端はアミノ PEG4）をインジェクトした。室温で 1時間反応後、1 M Tris-HCl pH 7 を

加えてカラム中の未反応活性化基をブロッキングした。固定化量は、回収した未結合分の

ペプチドを逆相 HPLC にて定量し、約 500 nmol/column と評価された。 

 

ヒト血清中ヒト血清中ヒト血清中ヒト血清中 IgA の精製の精製の精製の精製 

    Opt-3 ペプチド固定化アフィニティカラムを profinia システム（Bio-rad Laboratories）に

設置し、PBS にて 5倍希釈したヒト血清 1 ml を 1 ml /min の流速でインジェクトした。血清

インジェクト後 PBS にて 15 分間洗浄し、Gly-HCl pH 2.5（0.1 M Glycine, 0.15 M NaCl）を用
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いてカラムに吸着したタンパク質を回収した。回収したサンプルは 1 M Tris-HCl pH 9.0 にて

中和後、SDS-PAGE 解析（4－20 %グラジエントゲル；Bio-rad Laboratories）を行った。また、

泳動後のタンパク質はニトロセルロースメンブレンにブロッティングし、5 % Skim milk に

て blocking後、ヤギ抗ヒト IgA 抗体、マウス抗ヤギ抗体－HRP を用いて検出した。 

 

Circular Dichroism Spectrometry（（（（CD スペクトル解析スペクトル解析スペクトル解析スペクトル解析）））） 

 ペプチドの CD スペクトルは、Jasco J-820Q4 spectropolarimeter（Jasco）で、0.1 nm キュベ

ットを用いて測定した。測定条件は、走査速度 : 100 nm/min, バンド幅：1 nm, データ取り

込み間隔：0.5 nm で行った。それぞれのスペクトルは 5回積算して、buffer によるバックグ

ラウンドスペクトルを差し引き、スムージングした。ペプチドは、リン酸 buffer （Na2HPO4;8.1 

mM, KH2PO4 ; 1.5 mM, KCl ; 2.7 mM, NaCl ; 68 mM, pH 7.4）に希釈した。 

 

ゲル濾過クロマトグラフィーゲル濾過クロマトグラフィーゲル濾過クロマトグラフィーゲル濾過クロマトグラフィー 

Superdex peptide 10/300 カラム（GE healthcare）に流速 0.4 ml/min で各ペプチドをインジ

ェクトし、215 nm の吸光度をモニターした。ランニング buffer には PBS を用いた。 

 

 

 

 

５－３５－３５－３５－３    結果結果結果結果 

 

Opt-1 ペプペプペプペプチド中の疎水性クラスターチド中の疎水性クラスターチド中の疎水性クラスターチド中の疎水性クラスター 
 

Opt-1 ペプチド中疎水性残基の分布を図５－１A に示す。Opt-1 ペプチド表面には、Met-2、

Leu-5、Pro-11、Val-12、Phe-14、Leu-16 の疎水性アミノ酸側鎖から成る疎水性のクラスター

が形成されていることがわかる。また、図５－１B に示すように、特に、2番目の Met、12

番目の Val、16番目の Leu の側鎖が溶媒側に露出していることがわかる。 

また、Opt-1 ペプチドについてゲル濾過クロマトグラフィーを用いて分析したところ、単

量体としての溶出ピークは確認されず、非常にブロードな溶出ピークが確認された。さら

に、ペプチドのインジェクション量の増加に伴い、その溶出ピークトップは早くなった（図

５－１C）。これは、Opt-1 ペプチド自身が分子間で相互作用し、多量体を形成していること
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を示唆している。Opt-1 ペプチドのアミノ酸配列中には Arg が 2 つ存在するが（８、１０番

目）、酸性アミノ酸は無く C末端側もアミド化しているため、分子間の静電的な相互作用に

よる多量体化は考えにくい。これらのことから、上記した Opt-1 ペプチド表面の疎水性クラ

スターが、ペプチド自身の多量体化に関与していると考えられ、さらには、ヒト IgA 以外

の血清中タンパクとの非特異的な反応にも関与していると考えられた。 
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    C 

 
 

図５－図５－図５－図５－１１１１    Opt-1 ペプチド中の疎水性クラスターペプチド中の疎水性クラスターペプチド中の疎水性クラスターペプチド中の疎水性クラスター 

A. Opt-1ペプチドの疎水性残基を CPK表記（緑）で、それ以外をスティック形式で示す。

B. Opt-1ペプチドのサーフェスマップ。青は親水性部分を、緑は疎水性部分を示す。C. Opt-1

ペプチドのゲル濾過クロマトグラム。黒ラインは赤ラインの二倍量のサンプルをインジェ

クトした際の結果を表す。単量体ピークは、40分前後。 

 

 

 

Opt-2 ペプチドペプチドペプチドペプチドのデザインと機能解析のデザインと機能解析のデザインと機能解析のデザインと機能解析 
  

Opt-1ペプチドの非特異的な反応は疎水性クラスターによって引き起こされる考えられた。

そこで我々はまず、IgA に対する結合親和性は保ちつつ Opt-1 ペプチド自身の疎水性を減少

させるため、結合には A直接かかわらないと考えられた Ala-6, -15 について Ser に置換した

Opt-2 ペプチドを合成し、その機能解析を行った。 

 注目すべきことに、Opt-2 ペプチドのヒト IgA に対する親和性は、16 nM（Kd）と Opt-1

ペプチドの場合より約 2倍程度の上昇が確認された（図５－２A）。一方、二次構造は、Opt-1

ペプチドの場合と同程度の含有率であり、ゲル濾過クロマトグラフィーによる解析の結果

も Opt-1 ペプチドと同様に、高分子量側にブロードなピークが確認された（図５－２B, C）。

また、N末端に PEO4リンカーを介して Biotin化した Opt-2 ペプチドを用い、各種タンパク

質に対する特異性を解析した結果、A2 ペプチドに比べ、ヒト IgA とその他のタンパクに対

する結合の S/N 比は増大したが（図５－２D）、その他のタンパクに対しても若干結合が確

認され、さらに、Opt-2 ペプチドを固定化したアフィニティカラムを用いてヒト血清中から

IgA の精製を試みたが、Opt-1 ペプチドの場合と同様に精製画分中へのヒト IgA 以外の血清

タンパク質の混入が確認された（図５－２E, F）。 
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C                                                              D 

 

 

 

 

 

 

 

 

E                                                                            F 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図５－図５－図５－図５－２２２２    Opt-2 ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析 

A. BIAcore T100によるヒト IgA2と Opt-2ペプチドの親和性解析。B. Opt-1、Opt-2ペプチ

ドのリン酸緩衝液中における CDスペクトル。C. Opt-2ペプチドのゲル濾過クロマトグラ
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ム。黒ラインは青ラインの 5倍のサンプル量をインジェクトした。D. Opt-2ペプチドの各

種タンパク質に対する結合特異性を ELISAにより解析した。 E. Opt-2ペプチドカラムに

よる血清中ヒト IgAの精製クロマトグラム。F. SDS-PAGE による Opt-2ペプチドカラム精

製画分 IgAの純度解析。 

 

 

 

 

IgA
１１１１

とととと IgA2 に対する結合親に対する結合親に対する結合親に対する結合親和性和性和性和性 

 ヒト IgA は IgA1と IgA2 の二つのサブクラスに分類されることが知られており、その最も

大きな違いとしては、IgA1 のヒンジ領域に存在する Pro リッチな配列が IgA2には存在しな

いという点である（図５－３）。また、Fc 部位においてもいくつかのアミノ酸の差異が存在

し、特に、分子シミュレーションの結果より示唆されたペプチドとの結合表面には、194番

目の残基（IgA1：Glu、IgA2：Gln）と 220 番目の残基（IgA1：Ser、IgA2：Thr）について、

IgA1 と IgA2 でアミノ酸の差異がある。さらに、3 次ライブラリを用いたパンニングにおい

ては、単量体画分を多く含んでいることがゲル濾過クロマトグラフィーにより確認された

IgA2 抗体（Acris Antibodies）を標的分子として用いており、その後のスクリーニングにおい

ても、IgA1抗体は用いていない。この IgA1と IgA2 における構造の違いやスクリーニング手

法が、ペプチドの IgA1、IgA2 に対する認識に影響を与えたかどうかについて検討を行った。 

本研究で得られたヒト IgA結合ペプチドの内最も親和性の高かったOpt-2ペプチドについ

て、IgA1と IgA2それぞれに対する親和性を解析した（表５－１）。結果、Opt-2 ペプチドは

IgA1、IgA2 どちらも認識することが示されたが、IgA1 よりも IgA2 をより高い親和性で認識

することが示された。特に、koff について、IgA1（koff = 0.06 S-1
）と IgA2（koff = 0.023 S-1

）

で 3 倍近い差が観察された。このように、本研究で単離したペプチドは、IgA1と IgA2両方

に対して十分高い親和性で結合することが示されたが、その親和性は若干異なることが明

らかとなった。IgA2に特化したスクリーニングの結果、IgA1 よりも IgA2 への結合により適

したかたちにペプチドが最適化されたと考えられる。 
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kineticskineticskineticskinetics 平衡値平衡値平衡値平衡値

IgA1IgA1IgA1IgA1 1.27E+061.27E+061.27E+061.27E+06 0.060.060.060.06 47 nM47 nM47 nM47 nM 34 nM34 nM34 nM34 nM

IgA2IgA2IgA2IgA2 8.78E+058.78E+058.78E+058.78E+05 0.0230.0230.0230.023 26 nM26 nM26 nM26 nM 18 nM18 nM18 nM18 nM

kakakaka kdkdkdkd

KdKdKdKd

 

 

 

 

 

図５－３図５－３図５－３図５－３    IgA1 とととと IgA2 のののの constant 領域の相同性領域の相同性領域の相同性領域の相同性 

IgA1と IgA2の定常領域について一次配列を比較した。Hinge:1-14、CH2:15-115、CH3:116-246。

□は Opt-1ペプチドとの結合に関与すると考えられる部位を示す。 

 

 

表５－表５－表５－表５－１１１１    Opt-2 ペプチドのペプチドのペプチドのペプチドの IgA1 とととと IgA2 に対する結合親和性に対する結合親和性に対する結合親和性に対する結合親和性 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

非特異性を引き起こす残基の同定非特異性を引き起こす残基の同定非特異性を引き起こす残基の同定非特異性を引き起こす残基の同定 
 

A2-3a ペプチドを固定化したアフィニティカラムの場合、比較的特異的にヒト血清中より

IgA を精製することに成功している（３３３３章―章―章―章―A2-3a ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析）。そのため、Opt-1、

Opt-2 ペプチドカラムにおける非特異的な結合は、A2-3a からの変異導入過程で生じたもの

であると考えられた。つまり、Opt-1 ペプチドのデザイン時に A2-3a ペプチドに導入した５

つの変異（Ser1His、asp2Met、Arg6Ala、Gln15Ala、Val16Leu）が、ヒト IgA 以外のその他
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のタンパク質に対する非特異的な結合に関与している可能性が高い。そこで我々は、これ

らの A2-3a ペプチド変異体を固定化したアフィニティカラムを作製して血清中からのヒト

IgA 精製を行い、非特異的な結合を生じさせるアミノ酸変異の同定を試みた。 

 各ペプチドカラムからの精製画分を SDS-PAGE 解析した結果を図５－４に示す。A2-3a

と比較して D2M と D2A 変異体において、50-70 kDa にヒト IgA 以外のバンドが複数確認さ

れることから、これらの置換導入が主に、Opt-1、Opt-2 ペプチドにおいて非特異的な結合を

引き起こしていることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５－図５－図５－図５－４４４４    A2-3a ペプチド変異体固定化カラムのペプチド変異体固定化カラムのペプチド変異体固定化カラムのペプチド変異体固定化カラムの吸着吸着吸着吸着特異性特異性特異性特異性 

カラムに固定化した A2-3aペプチド変異体の種類を図上部に示す。各ペプチドカラムを用

いて血清中 IgAの精製を試みた。精製画分について 12.5 % SDS-PAGEを行った。 

 

 

 

 

Opt-2_M2Q ペプチドペプチドペプチドペプチドのデザインとのデザインとのデザインとのデザインと機能解析機能解析機能解析機能解析 

 

分子シミュレーションと A2-3a 変異ペプチドカラムを用いた検討より、A2-3a ペプチドへ

の Asp2Met の置換が疎水結合による非特異的な結合を引き起こしていることが示された。

250kDa 

100kDa 

75kDa 
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そこで、Opt-2 ペプチドについて、２番目の Met を同様な側鎖構造を持つ Gln に置換した

Opt-2_M2Q ペプチドを合成し、その機能を解析した。 

BIAcore T100 による親和性解析の結果、ヒト IgA に対して約 21 nM（Kd）と、Opt-2 ペプ

チドに次いで高い親和性を有していることが明らかとなった（図５－５A）。このようにM2Q

の置換導入による親和性低下が確認できないことから、Opt-2_M2Q ペプチドの Gln-2 の側

鎖も Opt-1 ペプチドの Met-2 の側鎖と同様に、IgA-Fc の CH2～CH3 の間に存在する溝状の

構造に嵌る様な形で相互作用していると考えられる。また、CD スペクトル解析の結果、

Opt-2_M2Q ペプチドも αへリックス構造も有していることが明らかとなり（図５－５B）、

ゲル濾過クロマトグラフィー解析の結果についても Opt-1、Opt-2 ペプチドと同様に、多量

体の形成を示唆するようなピークが確認された（図５－５C）。しかしながら、一方で、

Opt-2_M2Q ペプチドを固定化したアフィニティカラムにおいては、25 kDa に IgA 以外のバ

ンドが確認されたものの、Opt-1、Opt-2 ペプチドカラムの場合に確認されていた、50－75 kDa

付近のバンドが消失していた（図５－５D）。 
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 D 

 
 
図５－図５－図５－図５－５５５５    Opt-2_M2Q ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析 

A. BIAcore T100を用いて、IgAと Opt-2_M2Qペプチドの親和性を解析した。左図は結合

センサーグラムを示し、色つきラインが実測値、黒ラインが fittingラインを示す。右図は

平衡値解析結果を示す。B. リン酸緩衝液中における Opt-2_M2Qペプチドの CDスペクト

ル。C. Opt-2_M2Qペプチドのゲル濾過クロマトグラム。D. Opt-2_M2Qペプチドを固定化

したカラムを用いて、血清中よりヒト IgAの精製を試みた。左図は回収画分の SDS－PAGE

（4－20 %）、右図は抗ヒト IgA抗体を用いてWestern Blotting を行った結果を示す。 

 

 

 

 

Opt-3 ペプチドペプチドペプチドペプチドのデザインとのデザインとのデザインとのデザインと機能解析機能解析機能解析機能解析 
 

Opt-2 ペプチドに M2Q の置換を導入した Opt-2_M2Q ペプチドは、Opt-1、Opt-2 ペプチド

と比較すると、比較的高い純度で血清中 IgA 精製の精製に成功していた。しかし、25kDa

付近に IgA 以外のバンドが確認されている。そこで我々はさらに、溶媒側に疎水性側鎖

が露出しており IgA への結合には関与しないと考えられる 16番目の Leu について（図５－

１B）、Thr への置換行った Opt-3 ペプチド（HQVCLSYRGRPVCFST）をデザインした。 

Opt-3 ペプチドを固定化したアフィニティカラムを作製し、再度ヒト血清中からの IgA 精

製を試みた。結果、Opt-1 や Opt-2 ペプチドカラムにおいて確認された非特異的なバンドは

確認されず、非常に高い精製度でヒト IgA を血清中より回収できることが示された（図５

－６A, B）。また、BIAcore T100 による親和性解析の結果、Opt-3 ペプチドは、ヒト IgA に

対する親和性が約 72 nM（Kd）と Opt-1、Opt-2 ペプチドと比較すると 2－4倍程度低いが、
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十分な親和性を有しており、さらに、CD スペクトル解析の結果、Opt-1、Opt-2 ペプチドと

同様に αへリックス構造を有していることが示された（図５－６C, D）。一方で興味深いこ

とに、ゲル濾過クロマトグラフィーによる解析の結果、Opt-1、Opt-2 ペプチドで観察された

ブロードなピークや、インジェクト量の違いによるピークトップのずれは観察されず、モ

ノマーと考えられる位置にシャープなピークが確認された（図５－６E）。 

以上の結果より、Opt-1、Opt-2 ペプチドの Leu-16 は IgA への結合にも関与していること

が示されたが、ペプチド自身の多量体化や血清中タンパクに対する非特異的な結合にも大

きく関係していることが示された。また、分子シミュレーションを基にしたアミノ酸置換

や、ゲル濾過クロマトグラフィーによるペプチドの物性評価がペプチドの改良に効果的で

あることが示唆された。 
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図５－図５－図５－図５－６６６６    Opt-3 ペプチドのペプチドのペプチドのペプチドの機能解析機能解析機能解析機能解析 

A. Opt-3ペプチドカラムによる血清中ヒト IgAの精製クロマトグラム。B. Opt-3ペプチド

精製画分の SDS-PAGE。MWM は分子量マーカーを、*は還元処理したサンプルを示す。

C. BIAcore T100による Opt-3ペプチドのヒト IgA2に対する結合親和性解析。D. リン酸緩

衝液中における Opt-3ペプチドの CDスペクトル。E. Opt-3ペプチドのゲル濾過クロマト

グラム。灰色は黒の 5倍量のサンプルをインジェクトした。 

 

 

 

５－４５－４５－４５－４    まとめと考察まとめと考察まとめと考察まとめと考察 

 

非特異的な相互作用の抑制非特異的な相互作用の抑制非特異的な相互作用の抑制非特異的な相互作用の抑制 

MD シミュレーションを用いて作製した Opt-1 ペプチドの分子モデルから、Met-2, Val-3, 

Leu-5, Pro-11, Phe-14, leu-16 の疎水性側鎖が溶媒側に露出していることが示され、さらに、

各種 A2-3a ペプチド変異体を固定化したアフィニティカラムを用いた検討より、特に A2-3a

への Asp2Met の変異において、ヒト IgA 以外の血清タンパク質へ非特異的な結合が大幅に

増加することが示された。これらの結果を受け、Met2Gln、Ala6Ser、Ala15ser、Leu16Thr と

Opt-1 ペプチドの疎水性を減少させるようにデザインされた Opt-3 ペプチドは、親和性とし

ては 72 nM（Kd）と Opt-1 ペプチド（Kd=33 nM）と比較すると 2倍程度低くなったが十分

に高い親和性を有しており、また、血清中ヒト IgA を高い純度で精製するに成功した。本
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結果より、Opt-1 ペプチド中の疎水性残基が、ヒト IgA に対する結合に大きく寄与している

ことが示されると同時に、ヒト IgA 以外の血清タンパクに対する非特異的な結合に関与し

ていたことが示された。特に、Met-2、Leu-16 が、IgA 以外の血清タンパクに対する非特異

的な結合に関与していることが、Opt-2 ペプチドから Opt-3 ペプチドへの返還により明らか

になったが、この二つの残基は、Opt-1 ペプチドのモデル構造において、溶媒側に大きく疎

水性側鎖が露出している残基であった（図５－１）。この結果は、ペプチドの溶液中におけ

る構造を明らかにすることができれば、これを基に、非特異性を引き起こす残基の同定や

親和性を上昇させるための置換導入部位の決定などといったペプチドの改良が可能である

ことを示唆している。 

 

Opt-2 ペプチドペプチドペプチドペプチド 

Opt-1 ペプチドと IgA-Fc 複合体の分子シミュレーションの結果、6 番目、15 番目の Ala

は、ヒト IgA との結合に深く関与しないと考えられた。そこで、IgA への結合活性は損なわ

ず、かつ、Opt-1 ペプチドの疎水性を減少させる目的で、この二つの残基について Ser への

置換を行った。結果興味深いことに、ヒト IgA に対する結合親和性は 16 nM（Kd）と Opt-1

ペプチド（Kd = 33 nM）よりも 2倍程度上昇し、今回デザインされたペプチドの内最も高い

親和性を有していた。この結果は、少なくとも導入した 2 つの置換が IgA との相互作用に

負の影響を与えるような置換ではなかったことを意味しており、特に 6番目の Serにつては、

IgA-Fc と静電的な相互作用の形成に寄与するため親和性が上昇したのではないかと予想さ

れた。また、Met-2 について、同様な側鎖構造を持つ Gln への置換を行った結果（Opt-2_M2Q

ペプチド）、IgA 以外の分子に対する非特異的な結合が大幅に抑制され、IgA への親和性と

しても 21 nM（Kd）と Opt-2 ペプチドに次いで高い値を有していた。 

IgA 結合ペプチド配列中の 2、6、15、16番目の残基は、ファージライブラリを用いたス

クリーニングにより得られたペプチド配列ごとに偏りが少なく、バリエーションに富んで

いた。（最も多く出現したアミノ酸はそれぞれ Ala、Asn、Arg、Leu であり、出現頻度は 24 %）

一方で、これらの残基に置換を導入したペプチドは、IgA に対する親和性、特異性が大きく

変化した。このように、安定な 3次構造を持たないペプチドは、標的との結合に関わらな

いような部位のアミノ酸の違いによっても、全体の構造大きく変化する可能性が有るため、

その機能性（結合力、特異性）も大きく変化する。今回デザインされた IgA 結合ペプチド

においても、これらの部位について今後さらに検討を行うことで、より結合力・特異性の

高いペプチドをデザインできる可能性がある。 
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ペプチドのゲル濾過クロマトグラフィーペプチドのゲル濾過クロマトグラフィーペプチドのゲル濾過クロマトグラフィーペプチドのゲル濾過クロマトグラフィー 

Opt-1 や Opt-2 ペプチドはゲル濾過クロマトグラフィー解析において、ペプチドのインジ

ェクト量に依存してリテンションタイムが変化し、また、非常にブロードな溶出ピークが

確認された。一方、Opt-3 ペプチドや A2-3a ペプチドは、インジェクト量よらず同一のリテ

ンションタイムでシャープな溶出ピークが確認された。Opt-1 や Opt-2 ペプチドにおいて観

察されたリテンションタイムの変化、ブロードな溶出ピークは、ペプチド分子同士の会合

や非特異的なカラムへの吸着に由来すると考えられることから、ペプチドの特異性評価に

ゲル濾過クロマトグラムを用いた解析が簡便で有効かもしれない。 
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第６章第６章第６章第６章 

IgA 結合ペプチドの結合ペプチドの結合ペプチドの結合ペプチドの 

ヒトヒトヒトヒト/マウス間における特異性変換マウス間における特異性変換マウス間における特異性変換マウス間における特異性変換 
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６－１６－１６－１６－１    目的目的目的目的                 

 

 ファージディスプレイシステム、合成ペプチドスクリーニング、分子シミュレーションを

用いることで、ヒト IgA を非常に高い特異性と親和性で認識するペプチドのデザインを達

成し、これを用いたアフィニティカラムを用いることで、ヒト血清中より特異的に IgA を

精製することに成功した。本章においては、ヒト IgA 結合ペプチドの特異性をマウス IgA

に変換することで、標的特異的ペプチドのデザインにおける新たな手法の開発を試みると

ともに、デザインしたペプチドを用いて、マウスを用いた動物実験に使用するマウス IgA

精製システムを構築することを目的とした。 

 

 

 

 

６－２６－２６－２６－２    材料と方法材料と方法材料と方法材料と方法 

 

材料材料材料材料 

モノクローナルマウス抗体 IgA（λ）、（κ）は Immunology Consultants Laboratory社、Sigma 

Aldrich社よりそれぞれ購入した。 

 

MA1 部分変異ライブラリの構築部分変異ライブラリの構築部分変異ライブラリの構築部分変異ライブラリの構築 

MA1 部分変異ライブラリの構築には、テンプレート DNA 5'- GGATCCGAATTCAGGTGG 

AGGTTCG G*A*G* G*A*G* G*T*N tgt T*T*N G*T*N T*A*C* A*G*N G*G*N C*C*NG*A* 

T* G*T*N tgt T*G*G* G*T*N T*G*G*GGATAAAAGCTTGCGGCCG -3'（A* : A55 %+TGC そ

れぞれ 15 %ずつ、T* : T55 %+AGC それぞれ 15 %ずつ、G* : G55 %+TAC それぞれ 15%ずつ、

C* : C55 %+TGAそれぞれ15 %ずつ、N : A, T, G, Cそれぞれ25 %ずつ含む混合塩基）を基に、

A2 部分変異ライブラリと同様の方法で作製した。多様性は、1.15×107
と評価された。 

 

マウスマウスマウスマウス IgA に対するバイオパンニングに対するバイオパンニングに対するバイオパンニングに対するバイオパンニング 

96穴のマイクロプレート（Nunc, Maxisorp）のウェルにモノクローナルマウスIgA、

Herceptin、 HSA（1 µg/ 200 µl/ well）をそれぞれコートし、0.5 % BSAもしくは5 % Skim milk
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でブロッキングを行った。1st
～5th

ラウンドにおいて、マウスIgAに対しライブラリを反応さ

せる前に、Herceptin、 HSA固定化wellにファージライブラリをそれぞれ1時間反応させ、非

特異的ファージの除去を行った。その後、上清をマウスIgAと1時間反応させた。ウェルを

0.1 ％ Tween20 / PBS（0.1 %PBST）で洗浄後、大腸菌BLT5403を加えてwell上に残ったファ

ージを回収・感染させ、ファージ増殖のために培養した。溶菌後は、5 M NaClを1/10 volume

加え遠心し、上清を回収してペグ沈精製後、次のパンニングに用いた。 

 

ELISA 

96穴のマイクロプレートのウェルに、マウスIgA、その他コントロールタンパク質（50 ng/ 

50 µ l/ well） をPBS溶液中でコートし、PBSに溶解した0.5 ％ BSAでブロッキングを行った。

各ウェルに、パンニング後の培養上清、またはクローン化したファージ、SA-HRPとプリイ

ンキュベートしたビオチン化合成ペプチドを加え、室温で1時間反応後、0.1％ PBSTで5回

洗浄した。結合したファージはビオチン化抗T7ファージマウス抗体（Novagen）を反応させ、

SA-HRP（vector）で検出した。 

 

DNA配列決定配列決定配列決定配列決定 

T7ファージ上に提示されたペプチドのアミノ酸配列の決定は、ファージG10遺伝子の3’

末端部分のDNAシークエンスを解析することより行った。シークエンス反応用のプライマ

ーは、上流プライマー（5'-GGAGCTGTCGTATTCCAGTC–3'）を用いて、ABI DNA sequencer 

373A-36S上で行った。 

 

ペプチド合成ペプチド合成ペプチド合成ペプチド合成 

    合成ペプチドはFmoc固相合成法により合成された。すべてのペプチドはC末端側をアミ

ド化している。保護基を除去した後、緩やかな酸化条件下で分子内S-S結合を形成させ、逆

相HPLCを用いて分子内でジスルフィド結合を形成しているペプチドを精製した。精製した

ペプチドの純度、分子内ジスルフィド結合の有無についてはLC/MS（Acquity SQD 

ultra-performance liquid chromatography system；Waters Corp., Milford, MA）.を用いて確認して

いる。また、N末端をビオチン化または、アミノPEG化したペプチドについては、

N-Fmoc-amido-PEG4-COOHもしくはN-Fmoc-amido-PEG4-biotinを用いて合成した。精製され

たペプチドは凍結乾燥後、使用まで－20 ℃にて保存した。ペプチドをSPR等の測定に用い

る際は、各種実験バッファーに溶解して遠心（15000 rpmで10 min）し、沈殿を取り除いた
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後、ペプチド濃度は分光光度計（e-spect）を用いて定量した。 

 

SPR 解析解析解析解析 

全ての解析は、BIAcore T100（GE health care）を用いて、室温 25 ℃ にて行い、必要な試

薬とセンサーップは、同社から購入した。センサーチップ CM5 上へのリガンド（マウス IgA）

の固定化は、一般的なアミンカップリングプロトコールに従って行った。マウス IgA の CM5

センサーチップへの固定化は pH 4（10 mM 酢酸 Na）の条件下で行い、固定化量は RU値で

4000‐5000（Rmax：150RU前後）の範囲内になるように調整した。ペプチドと IgA の結合

反応は、Running緩衝液（HBS-T：0.01 M HEPES, 0.15 M NaCl, 0.005 % Tween 20, pH 7.0）中

において、流速 50 µl/min にて 180秒間ペプチドをインジェクトすることで測定した。解離

反応は、アナライトのインジェクト終了後 Running緩衝液により洗浄するで測定した。結合

パラメーターの解析は、BIAevaluation Version 3.2ソフトウェアもしくは、BIAevaluation T100

ソフトウェアを用いて行った。 

 

ペプチド固定化アフィニティカラムの作製ペプチド固定化アフィニティカラムの作製ペプチド固定化アフィニティカラムの作製ペプチド固定化アフィニティカラムの作製 

    Hitrap Streptavidin HP column（GE healthcare）に PBS 中に溶解したビオチン化MA1 ペプ

チドをインジェクトすることでペプチドアフィニティカラムを作製した。固定化量は、固

定化に用いた MA1ぺプチド全量と未結合分の MA1 ペプチドを逆相 HPLC にて定量し算出

した結果、約 360 nmol/column と評価された。 

 

マウス腹水マウス腹水マウス腹水マウス腹水中中中中 IgA の精製の精製の精製の精製 

    MA1 ペプチド固定化アフィニティカラムを profinia システム（Bio-rad Laboratories）に設

置し、PBS にて 5倍希釈したマウス腹水 1ml を 1 ml /min の流速でインジェクトした。血清

インジェクト後 PBS にて 15 分間洗浄し、Gly-HCl pH 2.5（0.1 M Glycine, 0.15M NaCl）を用

いてカラムに吸着したタンパク質を回収した。 

 

Circular Dichroism Spectrometry（（（（CD スペクトル解析スペクトル解析スペクトル解析スペクトル解析）））） 

 ペプチドの CD スペクトルは、Jasco J-820Q4 spectropolarimeter（Jasco）で、0.1 nm キュベ

ットを用いて測定した。測定条件は、走査速度 : 100 nm/min, バンド幅：1 nm, データ取り

込み間隔：0.5 nm で行った。それぞれのスペクトルは 5回積算して、buffer によるバックグ

ラウンドスペクトルを差し引き、スムージングした。ペプチドは、リン酸 buffer （Na2HPO4;8.1 
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mM, KH2PO4 ; 1.5 mM, KCl ; 2.7 mM, NaCl ; 68 mM, pH 7.4）に希釈した。 

 

ゲル濾過クロマトグラフィーゲル濾過クロマトグラフィーゲル濾過クロマトグラフィーゲル濾過クロマトグラフィー 

Superdex peptide 10/300 カラム（GE healthcare）に流速 0.4 ml/min で MA1 ペプチドをイン

ジェクトし、215 nm の吸光度をモニターした。ランニング buffer には PBS を用いた。 

 

 

 

 

６－３６－３６－３６－３    結果結果結果結果 

 

ヒトヒトヒトヒト IgA 結合ペプチドのマウス結合ペプチドのマウス結合ペプチドのマウス結合ペプチドのマウス IgA に対する交差反応性に対する交差反応性に対する交差反応性に対する交差反応性 
  

 我々はヒト IgA 結合ペプチドについて研究を進める中で、T7 ファージライブラリより単

離したペプチドファージ A2、A2-3a が、マウスの IgA にも弱いながら結合活性を有してい

ることを見出した（図６－１A）。実際、SPR を用いて、A2、A2-3a、Opt2、Opt3 ペプチド

についてマウス IgA に対する結合親和性を解析したところ、表６－１に示すように、ヒト

の IgA に対する親和性と比較すると 3倍から 10倍程度の差はあるものの、マウス IgA に対

する明らかな結合活性を有していた。また、マウス IgA とヒト IgA の Fc領域について一次

配列を比較したところ、その相同性は約 70 %と高い相同性を有しており、ペプチドとの結

合に関わると考えられる部位周辺の残基についても、同様に高い配列の相同性が示された

（図６－１B）。一方で、ヒト IgA とマウス IgA の場合でペプチドの結合親和性に大きな差

があるが、これは、一次配列上約 30 %の差異があるため Fc全体の立体構造としても若干の

違いがあること、特に、73番目の残基についてヒト IgA では Pro でありマウス IgA におい

ては Arg であるなど、相互作用に関わる残基周辺の構造において互いに若干異なることが

原因であると考えられる。（ヒト IgA の 73番目の残基はペプチドと直接相互作用しないが、

72番目の残基の側鎖はペプチドの Tyr-7 と水素結合を形成することが示唆されている。） 
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Peptide Human IgA2 Mouse IgA

A2 1300 nM 3000 nM

A2-3a 500 nM 765 nM

Opt-2 16 nM 548 nM

Opt-3 72 nM 690 nM

Kd (nM)

A  

A2-3a A2 FcIII Wild
0

0.5

1

1.5

2

Phage Clones

A
b

so
rb

a
n

ce
 a

t 
4

5
0

n
m

Mouse IgA

Human IgA2

Human IgG

BSA

 
 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６－図６－図６－図６－１１１１    ヒトヒトヒトヒト IgA 結合ファージのマウス結合ファージのマウス結合ファージのマウス結合ファージのマウス IgA に対する交差反応に対する交差反応に対する交差反応に対する交差反応 

A. A2、A2-3aファージについて、マウス IgAに対する結合活性を ELISAをにより評価し

た。FcIIIは IgG結合ファージを示す。B. ヒト IgA2とマウス IgAの Fc 領域配列のアライ

メント。□は Opt-1ペプチドとの相互作用に関わる残基周辺に位置する部位を示す。 

 

 

表６－１表６－１表６－１表６－１    ヒトヒトヒトヒト IgA 結合ペプチドのマウス結合ペプチドのマウス結合ペプチドのマウス結合ペプチドのマウス IgA に対する結合親和性に対する結合親和性に対する結合親和性に対する結合親和性 

 

 

 

 

Mouse IgA    
Human IgA    

Mouse IgA    
Human IgA    

Mouse IgA    
Human IgA    
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マウスマウスマウスマウス IgA への結合に関わる残基の同定への結合に関わる残基の同定への結合に関わる残基の同定への結合に関わる残基の同定 
   

前項で示したように、マウス IgA とヒト IgA は、一次配列上高い相同性を有するものの、

約 30 %の差異があること、A2、A2-3a、Opt-2、Opt-3 ペプチドの結合親和性がマウス IgA

に対して低いことから、上記ペプチド中のヒト IgA とマウス IgA への結合に関与する残基、

もしくは、その重要度は異なると考えられる。 

そこで、我々はまず、ヒト IgA 結合ペプチド配列中のマウス IgA への結合に重要な残基

を同定するため、A2 部分変異ライブラリ（３３３３章－章－章－章－ヒトヒトヒトヒト IgAIgAIgAIgAへへへへの結合に重要な残基の同定の結合に重要な残基の同定の結合に重要な残基の同定の結合に重要な残基の同定）

を用いて、マウス IgA に対するバイオパンニングを行った。4 ラウンドのパンニングの後、

ELISA によりマウス IgA に対する結合ファージの濃縮を確認した（図６－２A）。結果、３、

４ラウンド後のファージプールについて、マウス IgA 結合ファージの濃縮が確認されたた

め、4 ラウンド後のファージプールについてを単クローン化を行い、得られた 96 クローン

についてマウス IgA への結合活性を指標にスクリーニングを行った後、マウス IgA に対し

て結合活性を有していたクローンの提示するペプチド配列を解析した。図６－２B に示すよ

うに、ライブラリ構築の際に固定化した 4,13番目の Cys 以外に、Leu-5、Val-12 がすべての

クローンにおいて保存されていた。また、Met-2、が 7/12、Arg-3、Tyr-7、Arg-10, Leu16 が

8/12、Lys-8 が 10/12、Gly-9、Phe-14 が 11/12 と高い頻度（60 %以上）の頻度で保存されて

いた。また、各位置において最も出現頻度の高かったアミノ酸は、ヒト IgA の場合と同様

であった（図６－２C）。 

以上の結果より、A2 ペプチドにおいて、ヒト IgA とマウス IgA への結合に重要な残基は

ほぼ同様であることが示されたが、特に Tyr-7（出現頻度：72 %）や Phe-14（出現頻度：90 %）

についてヒトとマウス IgA の場合で出現頻度に大きな差が確認されることから、その結合

における重要度はヒト IgA とマウス IgA で異なることが示唆される。｛Tyr-7 は A2 部分変異

ライブラリを用いたスクリーニングにおいては得られたクローンの全てで保存されており、

Phe-14 は 60 %の確立で保存されていた（図３－５C, D）。｝ 
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Peptide No.

A2 H M R C L H Y K G R R V C F L L

A2-3a S D V C L R Y R G R P V C F Q V

mA2-2 H M S C L H Y K G R R V C F L V

mA2-4 N M R C L H Y K S R Q V C F S L

mA2-8 P M R C L H I K G K R V C F L L

mA2-9 R F T C L R Y K G R R V C F K L

mA2-14 N I R C L N Y K G T P V C F K L

mA2-15 Q M R C L Q H K G R R V C I S V

mA2-24 H M W C L R Y K G R R V C F M L

mA2-49 H R R C L H H K G R K V C F L M

mA2-50 Q M R C L N Y R G R K V C F E L

mA2-52 L T R C L H Y K G K R V C F V M

mA2-57 R M W C L K H N G S K V C F L L

mA2-72 H L R C L S Y K G R K V C F N L
* * + * * +

Sequence

A                                B 

1st 2nd 3rd 4th W
0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

Rounds of Biopanning

A
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m

Mouse IgA
Human IgA2
HSA

 

 

         C 

0

50

100
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y

5 10 151 2 3 4 6 7 8 9 11 12 13 14 16

Position  

 

図６－２図６－２図６－２図６－２    マウスマウスマウスマウス IgA への結合に需要な残基の同定への結合に需要な残基の同定への結合に需要な残基の同定への結合に需要な残基の同定 

A. バイオパンニングによる A2 部分変異ライブラリからのマウス IgA 結合ファージの濃

縮。B. マウス IgA に結合活性を有する 11 ファージクローンの提示アミノ酸配列。+ は

11クローン全てにおいて、＋は 10クローンにおいて保存されていた配列を示す。C. 得ら

れたペプチド配列について Weblog 形式で表示した。各アミノ酸の文字の大きさは出現頻

度を表す。 

 

 

 

モチーフ保存ライブラリからのマウスモチーフ保存ライブラリからのマウスモチーフ保存ライブラリからのマウスモチーフ保存ライブラリからのマウス IgA 結合ファージ結合ファージ結合ファージ結合ファージの単離の単離の単離の単離 
 

前項の結果より、ヒト IgA の場合と同様に、Leu-5、Tyr-7、Gly-9、Val-12 はマウス IgA へ

の結合に関与していると考えられたため、これらの残基を保存しそれ以外をランダム化さ

せたモチーフ保存ライブラリ（４４４４章―章―章―章―結合モチーフ保存ライブラリからの高親和性ペプチ結合モチーフ保存ライブラリからの高親和性ペプチ結合モチーフ保存ライブラリからの高親和性ペプチ結合モチーフ保存ライブラリからの高親和性ペプチ

ドの単離ドの単離ドの単離ドの単離）を用いて、再度マウス IgA に対してバイオパンニングを行った。5 ラウンドのバ

イオパンニングによりマウス IgA 結合ファージの濃縮が確認できたが（図６－３A）、より
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強い結合力を持つファージを単離するため、さらに 2 ラウンドバイオパンニングを行った

後単クローン化を行い、マウス IgA への結合活性を指標にスクリーニングを行った。結果、

5 クローンのマウス IgA 特異的ファージクローンが単離され、それらはすべて同一のペプチ

ド（MA1 ペプチド：EEVCLVYRGPDVCWVW）を提示していた（図６－３B）。 

MA1 ペプチドとヒト IgA 結合ペプチドの配列を比較した結果、ヒト IgA 結合ペプチドに

おいてヒト IgA への結合に重要な効果を有していた Arg-10、Pro-11、Phe-14 が MA1 ペプチ

ドにおいては、Pro-10、Asp-11、Trp-14 へと変化していた（表６－２）。これらの変異は、

ファージライブラリを用いたヒト結合ペプチドのデザイン次（３章、４章）においては出

現していないアミノ酸であることから、これらの残基がマウス IgA への特異的な結合に関

与している可能性が高いと考えられる。 

 

 

       A 
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図６－３図６－３図６－３図６－３    モチーフ保存ライブラリからのマウスモチーフ保存ライブラリからのマウスモチーフ保存ライブラリからのマウスモチーフ保存ライブラリからのマウス IgA 結合ファージの単離結合ファージの単離結合ファージの単離結合ファージの単離 

A. バイオパンニングによるモチーフ保存ライブラリからのマウス IgA 結合ファージの濃

縮。B. マウス IgA結合ファージクローンの結合活性。 

 

 

表６－表６－表６－表６－２２２２    ヒトヒトヒトヒト IgA 結合結合結合結合ペプチド配列とマウスペプチド配列とマウスペプチド配列とマウスペプチド配列とマウス IgA 結合ペプチド配列の比較結合ペプチド配列の比較結合ペプチド配列の比較結合ペプチド配列の比較 

Peptide

MA1 E E V C L V Y R G P D V C W V W

A2 H M R C L H Y K G R R V C F L L

A2-3a S D V C L R Y R G R P V C F Q V

Opt-1 H M V C L A Y R G R P V C F A L

Opt-2 H M V C L S Y R G R P V C F S L

Opt-3 H Q V C L S Y R G R P V C F S T

Sequence

 

ヒト IgA結合ペプチド配列において重要な残基を赤で、マウス IgA結合ペプチド中の特徴

的な残基を水色で示す。 

 

 

 

 

MA1 ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析 

 

マウスマウスマウスマウス IgA に対する親和性と結合特異性に対する親和性と結合特異性に対する親和性と結合特異性に対する親和性と結合特異性 

前項において単離された MA1 ペプチドについて合成ペプチドを調製し、二次構造、マウ

ス IgA に対する親和性・特異性について解析を行った。 

BIAcore T200 による解析の結果、MA1 ペプチドのマウス IgA に対する親和性は 60 uM 

（Kd）程度と非常に低い値であることが示され、ヒト IgA に対してはほとんど結合レスポ

ンスを確認することができなかった（図６－４A, B）。また、各種タンパク質に対する結合

特異性について ELISAを用いて検証したところ、MA1ペプチドは非常に高い特異性で mIgA

に結合することが示された（図６－４C）。さらに、リン酸緩衝液中における CD スペクト

ル測定より、MA1 ペプチドはほぼランダムな構造（若干 βシート構造を含む）をとってお
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り、ゲル濾過クロマトグラフィー解析の結果、MA1 ペプチドは PBS（pH 7.4）中にてモノ

マー状態で存在していることが示された（図６－４D, E）。 
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図６－図６－図６－図６－４４４４    MA1 ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析ペプチドの機能解析 

A. BIAcore T200による MA1ペプチドのマウス IgAに対する結合親和性解析。左図 SPR

センサーグラム、右図平衡値解析図。2.5 uM～80 uMのMA1ペプチドをインジェクトし

た。B. MA1ペプチドのヒト IgAに対する結合センサーグラム。C. ELISAによるMA1ペ

プチドの結合特異性解析。D. リン酸緩衝液中における MA1 ペプチドの CD スペクトル。

E. MA1ペプチドのゲル濾過クロマトグラム。 

 

 

 

 

マウスマウスマウスマウス腹水腹水腹水腹水中中中中からのからのからのからの IgA の精製の精製の精製の精製 

ヒト IgA 結合ペプチドの場合と同様に、PEO4 リンカーを介してビオチン化した MA1 ペ

プチドを Hitrap SA HPカラムに固定化してアフィニティカラムを調製し、腹水培養したマ

ウス IgA の精製を試みた（図６－５）。結果、酸性の Buffer（Gly-HCl pH 2.8）による溶出ピ

ークは確認できなかったが、インジェクション終了直後のフロースルー画分においてショ

ルダーピークが観察された。親和性が 60 µM と非常に低いため、カラム内にマウス IgA を

保持することができず、漏れ出てしまったと考えられる。 

 

 

 

 

図６－図６－図６－図６－５５５５    MA1 ペプチド固定化カラムによるマウスペプチド固定化カラムによるマウスペプチド固定化カラムによるマウスペプチド固定化カラムによるマウス IgA の精製の精製の精製の精製 

流速 1 ml/minでマウス腹水をMA1ペプチドカラムへとインジェクトし、PBSにてカラム

を洗浄後、Gly-HCl pH 2.8をインジェクトして結合画分の溶出をおこなった。 
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６－６－６－６－４４４４    まとめと考察まとめと考察まとめと考察まとめと考察 

 

ヒトヒトヒトヒト/マウス間の交差反応性マウス間の交差反応性マウス間の交差反応性マウス間の交差反応性 

３章から５章においてデザインしたヒト IgA 結合ペプチドは、その親和性は低いながら

も、マウス IgA への結合親和性が確認された。ヒト IgA とマウス IgA の Fc領域は一次配列

上非常に高い相同性を有していることから（図６－１B）、立体構造もある程度高く類似し

ていると考えられる。特に、ペプチドとの水素結合を形成すると考えられる 14番目の Asp

（側鎖同士での水素結合）はヒトとマウスで保存されており、また 20番目（ヒトでは Glu、

マウスでは Asp）、72番目（ヒト IgA1では Glu、ヒト IgA2では Gln、マウスでは Gln）、199

番目（ヒト、マウス共に Pro）については、主鎖のカルボニル基がペプチドと水素結合を形

成するが、これらの残基はその周辺のアミノ酸配列についても高く保存されている（アミ

ノ酸自体は異なるものもあるが、それらについても多くの場合で側鎖構造がよく似ている）。 

ペプチドの認識する部位は、FcαR が認識する部位でもあり、免疫機能を発揮する上で重要

な役割を担っていることから種間においても高く保存されており、そのため我々のデザイ

ンしたペプチドはマウス IgA に対しても親和性は低いながら交差反応性を有していたと考

えられる。 

 

 

部分変異ライブラリによるスクリーニ部分変異ライブラリによるスクリーニ部分変異ライブラリによるスクリーニ部分変異ライブラリによるスクリーニングングングング 

A2 部分変異ライブラリを用いたスクリーニングにより単離されたファージの提示ペプチ

ド配列を明らかにすることで、A2 ペプチド配列中の Leu-5、Tyr-7、Lys-8、Gly-9、Val-12、

Phe-14、Leu16 がマウス IgA への結合に大きく関わっている残基であることが示唆された。

これらの残基の内、Leu-5、Tyr-7、Lys-8、Gly-9、Val-12、Phe-14 はヒト IgA への結合にも重

要な残基であり、特に、マウス IgA に対する親和性を解析した A2、A2-3a、Opt-2、Opt-3

ペプチドの全てで保存されている（Lys-8 に関しては、Arg に変換している）。また、A2-3a

と Opt-2 ペプチドでは、ヒト IgA に対しては 30倍以上親和性に差があるのに対し（Opt-2：

16 nM、A2-3a：530 nM）、マウス IgA に対しては 1.4倍弱とほとんど差がない（Opt-2：548 nM、 

A2-3a：765 nM）。特に、A2-3a ペプチドはヒト IgA とマウス IgA に対する親和性が、それ

ぞれ 530 nM（Kd）と 765 nM（Kd）とほとんど差がない。この結果より、５章までにデザイ

ンされたヒト IgA 結合ペプチドの特異性（マウス IgA よりもヒト IgA を高い親和性で認識
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する）は、A2-3a ペプチドへの置換導入の結果生じたものであると考えられた。 

そこで、IgA への結合に重要な残基（Leu-5、Tyr-7、Gly-9、Val-12）を保存し、それ以外

をランダム化したモチーフ保存ライブラリを用いて再度マウス IgA に対するスクリーニン

グを行った。7 ラウンド後のファージプールより単離された MA1 ペプチドは、興味深いこ

とに、ヒト IgA には全く反応せず、マウス IgA に対して高い特異性を有していた。ヒト IgA

結合ペプチドが 10 番目に Arg、11 番目に Pro を持つのに対し、MA1 ペプチドは、10 番目

に Pro、11番目に Asp が位置している。Opt-1 ペプチドのシミュレーション構造からも示唆

されるように、ヒト IgA 結合ペプチドにおいては、Arg-8、Gly-9 にてターンした後、Pro-11

にて若干内側に折れ曲がったような構造をしている。MA1 ペプチドにおいては、10番目に

Pro が位置しているため、この折れ曲がったような構造がターン部分に位置することになる。

また、CD スペクトル解析の結果、MA1 ペプチドは溶液中において αへリックスではなく、

大部分はランダムであるが若干 β シートに近い構造が確認された。これらの結果より、特

にペプチドの場合、アミノ酸の置換によりペプチド全体の構造が大きく変化し、これを利

用することで、そのペプチドの結合特異性を変換することが可能であるということが明ら

かとなった。一方で、MA1 ペプチドはマウス IgA に対する親和氏が 60 uM（Kd）と非常に

低く、アフィニティ精製用のリガンドとしては機能しなかったため、今後親和性の改善が

必要であることが示された。 
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総総総総括括括括 

 

T7 ファージディスプレイシステムを利用したランダムペプチドライブラリを用いること

で、4 種類のヒト IgA 結合ペプチド（A1-A4）の単離に成功した。この中でもっとも結合力

の高かった A2 ペプチドを基にして部分変異ライブラリを構築することで、ヒト IgA への結

合に必須な残基（結合モチーフ）の同定に成功し、さらに結合モチーフを保存したライブ

ラリを用いることで、A2 よりも親和性の上昇した A2-3a ペプチドを単離した。また、モチ

ーフ保存ライブラリより得られた IgA 結合ペプチド配列情報を元に合成ペプチドを用いた

アフィニティ解析ベースのスクリーニングを行うことで、親和性上昇に効果のあるアミノ

酸の同定に成功し、これらを組み合わせることで最大 16 nM（Kd）と極めて高い親和性を有

する Opt-2 ペプチドのデザインに成功した。さらに、分子シミュレーションを用いて作製し

た Opt-1 ペプチドのモデルを基に、変異導入・デザインした Opt-3 ペプチドを用いることで、

ヒト血清中からの特異的な IgA 精製を達成した。また、ヒト IgA 結合ペプチドの場合と同

様に、結合に重要な残基の同定、これを基にしたライブラリによるスクリーニングを行う

ことで、ヒト/マウス間におけるペプチドの結合特異性を変換することに成功した。 

本研究でデザインされたヒト IgA 結合ペプチドは 16 残基と他の分子に比べ非常に小さい

ため生産コストにも優れており、ヒト IgA 精製用アフィニティリガンドとして非常に有用

であると考えられる。また、マウス IgA 結合ペプチド MA1 については、親和性が低く精製

用アフィニティリガンドとしては不十分であるが、ヒト IgA 結合ペプチドの場合と同様の

手法を用いることで、親和性、特異性の改善が十分可能であると考えられる。 

本研究で得られた成果は、ヒト IgA 抗体研究の発展、医薬品化に大きく貢献することが

期待されると同時に、標的特異的ペプチドの効率的なデザイン手法を提案する。 
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今後の課題今後の課題今後の課題今後の課題 

 

①①①① ヒトヒトヒトヒト IgA 結合ペプチド結合ペプチド結合ペプチド結合ペプチド―ヒトヒトヒトヒト IgA-Fc 複合体の結晶構造解析複合体の結晶構造解析複合体の結晶構造解析複合体の結晶構造解析 

Opt-1 ペプチドとヒト IgA-Fc の結合状態の構造を明らかにすることで、「「「「４４４４章章章章－－－－分子シミ分子シミ分子シミ分子シミ

ュレーションュレーションュレーションュレーション」」」」で示したペプチド-IgA-Fc複合体の分子シミュレーション結果との比較を行

い、分子シミュレーションの結果がどの程度正確に実際の結合状態を反映しているか評価

する。現在、ヒト IgA2-Fc の発現まで完了しており（カイコ体液）、今後精製・結晶化を行

う必要がある。 

 

②②②② マウスマウスマウスマウス IgA 結合ペプチドの親和性増強結合ペプチドの親和性増強結合ペプチドの親和性増強結合ペプチドの親和性増強 

MA1 ペプチドにおいてマウス IgA への結合に重要な残基の同定、さらには親和性の増強

に効果のあるアミノ酸の同定を同時に行うため、以下のようなライブラリをデザインした

（表７－１）。 

 

表表表表７－１７－１７－１７－１    MA1 部分変異ライブラリ部分変異ライブラリ部分変異ライブラリ部分変異ライブラリ 

A* : A55 %+T, G, Cそれぞれ 15 %ずつ、T* : T55 %+A, G, Cそれぞれ 15 %ずつ、G* : 

G55 %+T, A, Cそれぞれ 15 %ずつ、C* : C55 %+T, G, Aそれぞれ 15 %ずつ、N : A, T, G, C

それぞれ 25 %ずつ含む混合塩基を用いてオリゴ DNAを合成した。 

 

 

MA1 由来配列のアミノ酸出現率は 17～34 %であり、「「「「３３３３章章章章－－－－ヒトヒトヒトヒト IgAIgAIgAIgAへの結合に重要な残への結合に重要な残への結合に重要な残への結合に重要な残

基の同定基の同定基の同定基の同定」」」」でデザインした A2 部分変異ライブラリよりも出現するアミノ酸の偏り（34～

50 %）が少なく、よりランダムライブラリに近くなっている。このように、MA1 由来のア

ミノ酸出現率を抑えたライブラリを用いること、さらに、従来の 10－3 型のディスプレイ

システム（10～15 個のペプチドをファージ表面に提示）だけではなく、1－1b 型のディス

プレイシステム（平均１個のペプチドをファージ表面に提示）を用いてスクリーニングを

行うことで、マウス IgA への結合に重要な残基の同定だけでなく、親和性の上昇に効果の

あるアミノ酸の特定、高親和性ペプチドの単離も行うことができると考えられる。
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