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要旨 

 

 本論文は、MCP-1 を標的とした抗体分子の開発およびその機能解析、抗体エ

ンジニアリングを行い、それについてまとめたものである。本論文は以下の6章

から成り立っている。 

 

 第１章では、MCP-1 と炎症性免疫疾患との関連性を示し、MCP-1 をターゲ

ットとした治療法開発の戦略について述べた。MCP-1 (Monocyte 

chemotactic protein-1) は、単球などの免疫系の細胞の遊走を誘導するケモカ

インである。近年、その過剰発現が様々な炎症性免疫疾患に関与していること

が報告され、これらの疾患を治療するための非常に有効な標的分子となる。 

 第２章では、ヒトscFv 抗体ファージライブラリーについて述べた。1980 年

にKoller とMilstein によって動物免疫を基盤としたハイブリドーマ技術を用い

たモノクローナル抗体作製法が確立されてから４半世紀を経て、抗体医薬は、

癌、アレルギー、感染症などの疾患領域における新たな医薬品として今日注目

を集めている。その背景には、実用化における最大の障害、マウス由来モノク

ローナル抗体のヒトにおける免疫原性の解決に向けた近年の目覚ましい技術革

新がある。その技術として、ヒト抗体遺伝子群をマウスに移入したトランスク

ロモマウスおよびヒト抗体ファージディスプレイライブラリーが報告されてい



る。本研究では、２０名の健常人由来の末梢血単核球をもとに構築されたヒト

scFv 抗体ファージライブラリーを用いている。 

 第３章では、ヒトscFv 抗体ファージライブラリーから、MCP-1 に依存した

炎症疾患の治療に応用できるヒト抗体の単離を試みた。そのため、ヒトMCP-1 

に特異的に結合するヒト抗体のスクリーニングを行った。ヒトMCP-1 タンパク

をターゲットとして抗体ファージライブラリーから選別を行い、７種類のヒト

MCP-1 特異的ヒト抗体分子を単離した。さらに、これらの抗体の性状について

解析した。７つの抗体についてそのアミノ酸配列を解読したところ、VH1 領域

のgermline が７つのクローンのすべてで一致していた。このことから、これら

の抗体のMCP-1 への結合にはおもにこの領域が関与していると考えられた。 

 さらに、これらの抗体がMCP-1 による細胞の遊走を阻害するかどうかを検討

した。MC8 とMC32 の２つの抗体において、細胞株THP-1 の遊走を濃度依存

的に阻害することがわかった。 

 第４章では、MC8 およびMC32 抗体がMCP-1 による細胞遊走を阻害できる

ことがわかったので、両者のIgG 型抗体を作製しその活性を調べた。本研究が

作製したMC8 およびMC32 IgG 抗体は完全なヒト抗体分子であるので、早期

に臨床への応用が可能であり、MCP-1 依存性の炎症疾患の治療薬として利用さ

れることが期待される。 

 

 第５章では、MC32 抗体の親和性向上を試み、その戦略について記載した。

この抗体のMCP-1 への結合にはおもにVH が寄与していると考えられたため、



VL をさまざまなレパートリーに置き換えたMC32 VL shuffling ライブラリー

を構築した。 

 MC32 VL shuffling ライブラリーから、MC32 変異体を単離しその活性を

比較した。いくつかの変異体において親和性の向上がみられた。また、親和性

の向上にともなって細胞の遊走阻害活性も強くなっていた。 

 

 第６章は、以上の結果を総括し、MCP-1 依存型炎症疾患の制御法開発におけ

る展望および残された課題について述べた。 



 

第１章 MCP-1 

 

1-1 ケモカイン 

 

 ケモカインは白血球やリンパ球の遊走を誘導し、急性あるいは慢性の炎症性

疾患における病態形成プロセスに重要な役割を果たしている。ケモカインはま

ずCXC ケモカインのプロトタイプであるIL-8 が1987 年に発見され、続いて

CC ケモカインのプロトタイプであるMCP-1 が発見された。そして、これらの

分子が分子ファミリーを形成することが明らかになり、構造上の特徴がよい指

標とされて次々と新たなケモカインが発見された。 

 

 ケモカイン分子は8～14 kDa 程度の分泌タンパク質で、一般に塩基性、ヘパ

リン結合性である。ケモカインには保存された４つのシステイン残基が存在し、

１番目と３番目および２番目と４番目の間でジスルフィド結合を形成する。N 

末端側にある２アミノ酸の形成するモチーフにより、CXC とCC の２つのメジ

ャーなサブファミリーに分類される。CXC 型では１番目と２番目の２つのシス

テイン間に他のアミノ酸１個が介在し、CC 型では２つのシステインは連続して

いる。さらに1番目のシステインの欠損したC ケモカインサブファミリーや、2

つのシステイン間に３つのアミノ酸の介在するCX3C ケモカインサブファミリ

ーの分子種も存在する。 



 

 ケモカインは互いによく似た立体構造を示す。短いN 末端領域は自由な構造

をしており、シグナル伝達に重要な部分である。２個のジスルフィド結合によ

って形成されるコア部分は３つのアンチパラレルβシートより成り、レセプタ

ーへの高親和性結合に重要である。C 末端領域はαヘリックスを形成し、細胞

膜や細胞外基質に存在するヘパラン硫酸との結合に関与し、この性質はケモカ

インの自由拡散を防ぎ、濃度勾配を形成するために必要であると考えられる。 

 

1-2 MCP-1 

 MCP-1 はmonocyte Chemotactic protein 1 の略で、ケモカインの統一名

称ではCCL2 (CC-chemokine Ligand 2) と呼ばれる。 

 MCP-1は1989 年に、単球走化性因子としてグリオーマ細胞株および単球性

白血病細胞株からクローニングされた。その後、IL-8 (CXCL8) と並ぶケモカ

インのプロトタイプとして、慢性炎症を中心に抗体を用いた研究や遺伝子欠損

マウスを用いた解析が進んでいる。炎症性ケモカインであるMCP-1 はそのレセ

プターであるCCR2 に結合し、シグナルを送ることにより細胞の炎症部位への

遊走を誘導する。 



図 1-1.　ケモカイン MCP-1
　(a) hMCP-1 の立体構造　（PDB ID=1DOL)  hMCP-1 の X 線結晶解析により得られた立体
構造を示す。他のCC ケモカインと同様の構造をしている。
　(b) MCP-1 の関与する炎症性疾患　モデル動物を用いた実験などで様々な炎症性疾患にお
いてMCP-1 が関与していることが示されており、治療の標的分子となりうる。
　(c) hMCP-1 のはたらき　MCP-1 は炎症部位においてマクロファージなどにより産生され
る。MCP-1 レセプターを発現した単球などの細胞はMCP-1 の濃度勾配にしたがって遊走し、
炎症部位へと移動し炎症をひきおこすことになる。

NH2

COOH

MCP-1 産生細胞　（炎症部位） 標的細胞

単球
マクロファージ

上皮細胞

繊維芽細胞　など

T リンパ球

好塩基球　など

単球

mm
mm

mm
MCP-1

MCP-1 レセプター (CCR2)

MCP-1 の濃度勾配

標的細胞の遊走

MCP-1 の関与する炎症性疾患

アテローム性動脈硬化症

多発性硬化症

リウマチ関節炎

喘息　　など

糸球体腎炎

(a) (b)

(c)
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MCP-1 により遊走する細胞として 単球、T リンパ球、およびNK 細胞が知られ

ている（図１-１）。 

 

1-3 MCP-1 と疾患 

 MCP-1 は喘息、糸球体腎炎、リウマチ関節炎、アテローム性動脈硬化症、多

発性硬化症などのいろいろな急性および慢性の炎症疾患に関与していることが

わかっている。またこれらの炎症は単球の浸潤によって特徴付けられる。また、

MCP-1 はマクロファージの腫瘍部位への蓄積にも関与している。これらの症状

において、単球の浸潤は疾患の進行における初期の重要なイベントである。よ

って、MCP-1 の細胞遊走活性の阻害は、これらの疾患の治療において有効な手

段であると考えられる。いくつかの動物モデルにおいて、MCP-1 中和抗体また

はMCP-1 阻害剤によるMCP-1 の阻害が炎症を軽減させ非常に有効であること

が 示されている。 



第２章 scFv ファージディスプレイライブラリー 

 

2-1 抗体医薬 

 現在、いくつかの抗体医薬が癌や自己免疫疾患の治療において実用されてい

る（図２-１a）。抗体は、生体内の免疫システムの異物排除に関わる重要な分

子であり、無限ともいえる外来異物に対応できる多様性と抗原に対する高い特

異性を有する分子である。抗体が、分子標的医薬として注目を浴びたのは、1980 

年にKoller とMilstein によって動物免疫を基盤としたハイブリドーマ技術を用

いたモノクローナル抗体作製法が確立されたのが始まりである。しかしながら、

ハイブリドーマ技術により作製された抗体を用いた臨床試験の結果は、いくつ

かの問題があった。その原因は、マウス由来のモノクローナル抗体のヒト免疫

系における免疫原性であり、ヒトに投与されたモノクローナル抗体は、惹起さ

れた免疫応答により速やかに体内から排除され、またアナフィラキシーのおそ

れから複数回投与は困難であった。 

 1980 年代に遺伝子工学技術の進歩により、マウスモノクローナル抗体のヒ

トにおける免疫原性を減少させるあらたな技術が誕生した。それは、抗原特異

性と生物活性を保持したまま、マウスモノクローナル抗体遺伝子をヒト抗体の

配列に近づける「キメラ抗体」、「ヒト型化抗体」作製法である（図２-１b）。

しかしながら、これらの抗体においてもマウス由来のアミノ酸配列は依然とし

て残されており、 



マウス抗体 ヒト抗体キメラ抗体 ヒト型化抗体

定常領域

可変領域

CDR

H鎖

L鎖

マウス由来の
配列の割合 100 % 33 % 10 % 0 %

作製技術 ハイブリドーマ技術 遺伝子工学 CDR 移植
ファージディスプレイ

トランスクロモマウス

図 2-1.　抗体医薬開発の進展

(a) 現在用いられている抗体医薬
　現在、数種類の抗体医薬がおもに癌や自己免疫疾患の治療において用いられている。
(b) 抗体の構造と抗体医薬開発の進展
　抗体は分子によって配列の異なる可変領域と、配列の保存された定常領域とから構成されている。可変領域は抗原
への結合に関わり、一方で定常領域は免疫学的エフェクター機能に関与している。可変領域のなかでもCDR 
(complementarity determining region: 相補性決定領域）は抗原との接触部位であり抗体分子間での配列の変化が大
きい。
　マウスモノクローナル抗体の可変領域とヒト抗体の定常領域を組み合わせたものがキメラ抗体、ヒト抗体にマウス
モノクローナル抗体のCDR を移植したものがヒト型化抗体である。これらの抗体は一部ながらマウス由来の配列を
含むため、治療への使用において免疫原性の問題が考えられる。

Rituximab  (Rituxan® ) キメラ CD20 B リンパ腫、リウマチ　など

Cetuximab  (Erbitax® ) キメラ EGFR 大腸癌、頭部頸癌　など

Infliximab  (Remicade® ) キメラ TNF-α リウマチ　など

Trastuzumab  (Herceptin® ) ヒト型化 HER2 乳癌　など

Bevacizumab  (Avastin® ) ヒト型化 VEGF 大腸癌、非小細胞肺癌　など

名称　（商品名） 種類 標的分子 使用

(a)

(b)
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投与した患者にHACA (human anti-chimera antibody )、HAHA (human 

anti-humanaized antibody) が出現する場合があった。 

 しかしながら、今日、抗体医薬品はさまざまな疾患領域における次世代型バ

イオ医薬品として注目を集めている。その背景として抗体の免疫原性の解決に

向けた近年の目覚ましい技術進歩がある。その新たな抗体作製技術は、100% ヒ

ト由来の配列からモノクローナル抗体を作製する方法であり、ヒト抗体遺伝子

をマウスに移植したトランスクロモマウスと、ヒト抗体ファージディスプレイ

ライブラリーがこれまでに報告されている。 

 

2-2 ファージディスプレイテクノロジー 

 ファージディスプレイは、1985 年にG. Smith が繊維状バクテリオファージ

の表面にランダムペプチドの提示が可能であることをScience 誌に報告したの

を発端に、現在では目的の機能を持ったポリペプチドを迅速に単離する方法と

して発展しており、有用な生理活性ペプチドやあらたな機能を持つタンパク質

の創製、完全ヒト抗体の作製などさまざまな分野で応用されている。 

 繊維状ファージであるM13 は環状の一本鎖ゲノムDNA をもち、そのまわり

に５つのコートタンパク質(g3p, g6p, g7p, g8p, g9p ) が会合した細長い筒状

の構造をしており、大腸菌に感染して増殖するウイルスである（図２-2）。フ

ァージディスプレイは、ファージコートタンパクに外来ポリペプチドを融合さ

せて発現させる 



genomic ssDNA 

g3p scFv-g3p 
fusion protein

g6p g8p g7p+g9p

930 nm

6.5 nm

　繊維状バクテリオファージM13 は、直径が約 6.5 nm 長さが約 930 nm の大きさを持ち、その分子量
は約 16.3 MDa で約 87 % がタンパク質で構成されている。ゲノムは一本鎖のDNA からなり、そのまわ
りをコートタンパクが円筒状に包んでいる。円筒は主に g8p タンパクからなり約 3,000 分子ある。ファー
ジの片方の末端には g7p および g9p タンパクが結合している。他方の末端には g3p および g6p タンパク
が結合している。なかでも g3p タンパクはファージが大腸菌に感染する際に重要な分子で、１つのファー
ジ上に５分子存在する。g3p の一部を scFv-g3p 融合タンパクに置き換えることで scFv をファージ上に提
示することが可能である。

図 2-2. M13 ファージの構造
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ことでファージ表面に提示させる方法である。ファージに提示されている外来

ポリペプチドのアミノ酸配列はファージゲノムの塩基配列解読により容易に同

定できることから、タンパクの配列と機能との関連を迅速に調べることができ、

さらにファージゲノムに組込まれている外来ポリペプチド遺伝子に変異を導入

するだけで外来遺伝子の変異体をファージ表面に提示でき、より目的に沿った

分子の単離が可能である。ファージへのディスプレイ方法として、ほぼすべて

のコートタンパクに提示が可能であるが、おもにg3p, g8p への提示システムが

用いられている。１つのファージに５分子存在するg3p に提示した場合、分子

量50 kDa 程度のポリペプチドを融合タンパクとして発現できるが、一方、g8p 

を提示に用いた場合は約3,000 分子の提示ができるが、融合できるポリペプチ

ドは５-６ アミノ酸程度までである。 

 

2-3 scFv ファージディスプレイライブラリーの作製 

 健常人２０名の末梢血単核球よりtotal RNA を抽出し、イムノグロブリンの

γ、μ、κ、λ の定常領域に特異的なプライマーを用いて、抗体のH鎖とL 鎖

のcDNA を合成した（図２-3）。これらのcDNA から、抗体の遺伝子ファミリ

ー特異的なプライマー群をもちいて抗体の可変領域（VH, VL） 遺伝子をPCR で

増幅した。その後、VH 遺伝子とVL 遺伝子とを、(GGGGS)3 のアミノ酸配列

をコードするリンカーDNA で連結してscFv 遺伝子を合成した。 
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    Sfi I
Not I

Electroporation
Ligation

pCANTAB5E/Sfi I/Not I
scFv phage display library

scFv gene/Sfi I/Not I

E. coli TG-1

Vh primers
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VH cDNA

VH DNA

Jκ or Jλ primers

mRNA

human peripheral blood cells

図 2-3. ヒト scFv 抗体ファージライブラリーの構築

total diversity: 4.6×108 clones

Jκ or Jλ primers

Jκ or Jλ primers (Not I)

Vh primers

Vh primers (Sfi I)

RT RT

PCR PCR

　ヒト末梢血単核球由来の cDNA より抗体のVH およびVL 遺伝子レパートリーを特異的プライマー群を
用いた PCR によりそれぞれ増幅した。VH 、リンカーペプチドをコードするリンカーDNA 断片、VL と
を PCR assembly により連結し scFv 遺伝子を作製した。繊維状ファージに提示するため scFV 遺伝子を
ファージミドベクターに組込み大腸菌へと形質転換をおこなった。このときの形質転換体の数をもとにし
てライブラリーの多様性（diversity) を決定した。
　形質転換体にヘルパーファージを重感染させることにより、scFv を提示したファージライブラリーを作
製した。
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合成されたscFv 遺伝子はSfi I およびNot I の制限酵素サイトを用いてファージ

ミドベクターpCANTAB5E で組込んだ。scFv 遺伝子を組込んだベクターを大

腸菌に形質転換させ、ヘルパーファージ（M13KO7 ） の重感染により、scFv 

を提示したscFv ファージディスプレイライブラリーを調製した。 



 

第３章 MCP-1 へ結合するscFv の単離 

 

3-1 目的 

 MCP-1 は様々な炎症性免疫疾患に関与しており、その阻害がそれらの疾患の

治療に有効であると考えられる。よって本研究では、MCP-1 の機能を阻害する

ヒト抗体を単離することを目的として、ヒトscFv ファージライブラリーからヒ

トMCP-1 に特異的に結合する抗体の単離を行った。抗体をMCP-1 依存的炎症

疾患の治療に用いるためには、抗体がMCP-1 に結合するだけでなく、MCP-1 の

生理的機能である細胞の遊走を阻害することが必要である。そのため、MCP-1 

依存的遊走をする細胞株THP-1 を用いて、得られた抗体がその遊走を阻害する

かどうかについて調べた。単離される抗体は完全なヒト抗体であるので早期に

臨床への応用が可能であると考えられる。 

 

3-2 材料と方法 

 

3-2-1 ヒトMCP-1 に結合する抗体ファージの単離（パンニング） 

 ヒトscFv ファージライブラリーから、ヒトMCP-1 特異的な抗体ファージク

ローンを単離するため、ヒトMCP-1 に対するパンニングを行った（図３-１）。 



TG-1

Amplified phages

35mm plate coated with MCP-1

MCP-1

wash

non-binding phages

scFv phage display library

phages bound to MCP-1

Elution

infection to E.coli 

isolation of phage clones

Amplification

図 3-1. MCP-1 に結合する抗体ファージの単離（パンニング）

　hMCP-1 を固定化したプレートと scFv ファージライブラリーとを反応させた。結合しなかったファー
ジを洗浄により取り除いた。MCP-1 に結合したファージは酸により溶出して回収した。回収したファージ
は大腸菌へ感染させ増幅をおこない次のラウンドの選別に用いた。３ラウンドのパンニングをおこなった
あとファージをクローン化した。
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操作は、35 mm プラスチックディッシュにヒトMCP-1 を5μg/ml 0.1M 

NaHCO3 pH 8.6 を1 ml 加え、４℃ 12 時間静置してディッシュ上にMCP-1 

をコートした。その後、5 ml の0.5 % ゼラチン/PBS で90 min ブロックした。

このディッシュにヒトscFv ファージライブラリーのうちVγ-Vκ、Vμ-Vκえ

ライブラリーの混合物(κライブラリー）またはVγ-Vλ、Vμ-Vλライブラリ

ーの混合物（λライブラリー）をそれぞれ5 ×1011 TU 加え、室温で60 分反

応させた。その後、結合しなかったファージを除去するため、PBST (0.1 % 

Tween-20/PBS) で10 回洗浄した。結合したファージを回収するため1 ml の

0.1 M Glycine-HCl (pH 2.2) を加え5 分後にファージを含む溶液を回収し、た

だちに100 μl の1M Tris-HCl (pH 9.1) を加え中和した。回収したファージ溶

液を対数増殖期の大腸菌TG-1 株の溶液に加え、37 ℃で30 分静置して感染さ

せた。その後、培地を2TYAG に換えて16 時間培養してグリセロールストック

した。また、回収したファージ溶液の一部を段階希釈したのち大腸菌TG-1 に感

染後、2TYAG プレートに播くことで回収されたファージのタイターを計測した。 

 ファージの感染したTG-1 を対数増殖期まで37℃で培養し、ヘルパーファー

ジ(M13KO7) を重感染させ、培地を2TYAK に置き換え30 ℃で12 時間培養し、

scFv を提示したファージを産生させた。培養液から遠心分離で大腸菌を取り除

いた上清に0.1 volume のPEG/NaCl 溶液を加え4 ℃ で4 時間冷やしたのち、

遠心分離でファージを回収した。この回収したファージは２ラウンド目のパン

ニングに用いた。 



２ラウンド目のパンニングではブロックを5% スキムミルク/PBS で行い、３ラ

ウンド目は1% BSA/PBS で行った。また、より結合の強いクローンを単離す

るため、パンニングに用いたMCP-1 は２ラウンド目では3 μg、３ラウンド目

では1 μg と減らしていった。 

 3ラウンドのパンニング後、回収したファージはクローン化され、各クローン

のファージ溶液についてMCP-1 特異的結合活性をELISA 法で解析した。 

 

3-2-2 scFv 抗体の発現解析 

  ELISA でMCP-1 に特異的に結合したファージクローンを大腸菌HB2151 株

に感染させ、1 mM IPTG によりscFv 発現を誘導した。16 時間の培養後、培

養上清画分とペリプラズム画分を回収した。各画分を12.5 % ゲルで

SDS-PAGE を行い、PVDF メンブレンに転写をおこないウエスタンブロッテイ

ングをおこなった。scFv はHRP 標識された抗E tag 抗体を用いて検出した。 

 

3-2-3 可溶性scFv の精製とゲルろ過クロマトグラフィー解析 

 可溶性scFv は、発現の多くみられたペリプラズム画分より、抗E tag アフィ

ニティーカラムを用いて精製した。精製されたscFv は、10/300 GL 

Superdex75 カラムを用いたゲルろ過クロマトグラフィーにより解析された。 

 

 

 



3-2-4 ELISA (phage) 

 ELISA プレートにヒトMCP-1 (80 ng/40μl/well ) 、BSA, ゼラチン、スキ

ムミルク、HSA およびヒトMIP-1α をコートした。ブロッキング溶液をウェル

に加え２時間ブロッキングした後、ウェルをPBST で３回洗浄した。その後、

各ファージクローンを加え室温で１時間反応させた。その後、PBST で３回洗

浄後、ビオチン化された抗g8p 抗体を加え１時間反応させた。PBST で３回洗

浄後、アルカリフォスファターゼ標識されたストレプトアビジンを加え、１時

間反応させた。PBST で３回洗浄後、基質としてp-nitrophenylphosphate 溶液

を加え405 nm における吸光度を測定した。 

 

3-2-5 ELISA (scFv) 

 ELISA プレートにヒトMCP-1 (80 ng/40μl/well ) 、BSA, ゼラチン、スキ

ムミルク、HSA およびヒトMIP-1α をコートした。ブロッキング溶液をウェル

に加え２時間ブロッキングした後、ウェルをPBST で３回洗浄した。その後、

各クローンのscFvを加え室温で１時間反応させた。その後、PBST で３回洗浄

後、抗E tag抗体を加え１時間反応させた。PBST で３回洗浄後、アルカリフォ

スファターゼ標識された抗マウスIgG 抗体を加え、１時間反応させた。PBST で

３回洗浄後、基質としてp-nitrophenylphosphate 溶液を加え405 nm におけ

る吸光度を測定した。 

 

 



3-2-6 scFv 抗体の遺伝子配列解析 

 scFv 抗体のDNA 配列は上流からはpCANTAB5-S1 プライマー

（5'-caacgtgaaaaaattattattcgc-3') を、下流からはpCANTAB5-S6 プライ

マー(5'-gtaaatgaattttctgtatgagg-3') をもちいてDye terminator 法によって

決定した。伸長反応の条件は、96 ℃10 秒、50 ℃ 5 秒、60 ℃ 4 分のサイク

ルを25 回行った。20 μl の反応産物をエタノール沈殿によりペレットにし、

脱ホルムアミドに溶解後、ABI PRISM 3100 Genetic analyzer により解析を

おこなった。さらに抗体の塩基配列をIMGT/V-QUEST データベースにより解

析し、抗体の超可変領域（CDR-1, 2, 3 ) 、フレームワーク（FR-1-FR4),およ

び抗体遺伝子のgermline が決定された。 

 

3-2-7 表面プラズモン解析 

 得られたscFv のhMCP-1 に対する結合アフィニティを調べるため、BIAcore 

X-100 を用いたSPR 解析を行った。ヒトMCP-1 をPBS 中で、EDC-NHS に

より活性化されたセンサーチップCM5 に10 μl/min の流速で流し込み、アミ

ンカップリングによってセンサーチップ上にMCP-1 を固定化した。その後、セ

ンサーチップ上の未反応の官能基を1M エタノールアミン 溶液で不活性化した。

抗体のアフィニティ解析はすべて25 ℃ PBS 中、流速30 μl/min で行い、各

サイクルの後にチップは0.1M Glycine -HCl (pH 2.1) で30 sec で再生させた。

得られた各抗体濃度のセンサーグラム BIAcore X100 Evaluation software の 



 ２１ 

1:1 binding model を用いて解析し、会合速度定数(kon)、解離速度定数(koff) を

算出した。解離定数(Kd) はkoff/kon によって得られた。 

 

3-2-8 MCP-1 による遊走の阻害実験 

 遊走阻害実験は、MCP-1 により遊走するヒトTHP-1 細胞株を用いておこな

った。MCP-1 (最終濃度 2.2 nM) をscFv 抗体と37 ℃30 分反応させ、48 ウ

ェルマイクロチャンパーの下のウェルに加えた。下のウェルと上のウェルを8 

μm の穴のあるフィルターで仕切り、上のウェルにTHP-1 細胞(3.75×105 

cells/well)を加えた。５% CO2 インキュベーターで37 ℃2 時間置いた後、フ

ィルターを回収し、フィルター上面の透過していない細胞を拭き取った。フィ

ルターをパラホルムアルデヒド溶液で固定し、透過した細胞をディフクイック

染色液で染色した。顕微鏡下で遊走した細胞を計測した。 

 

3-2-9 MC32 scFv の立体構造モデリング 

 MC32 scFv のアミノ酸配列をもとに、立体構造モデリングソフト MOE （菱

化システム）を用いてPDB データーベースからのホモロジーモデリングで

MC32 scFv の立体構造モデルを構築した。モデリングではMC32 scFv と相

同性が高い 



抗体（PDB ID: 1F3R, 1LMK, 2GKI, 1NQB）の立体構造を鋳型としてモデル

構造を構築し、構造計算によりモデルの最適化をおこなった。 

 

3-3 実験結果 

 

3-3-1 ヒトMCP-1 に結合する抗体ファージの単離（パンニング） 

 ヒトscFv 抗体ファージライブラリーから、３ラウンドのパンニングをおこな

いヒトMCP-1 に結合活性を有するscFv 抗体ファージの単離を試みた。 

Vγ-Vκ、Vμ-Vκライブラリーの混合物(κライブラリー)から144 クローン調

製し、ELISA によりヒトMCP-1 への結合活性を調べたところ、３クローン

（MC8, MC32, MC62） においてMCP-1 特異的結合がみられた（図３-2）。

一方、Vγ-Vλ、Vμ-Vλライブラリーの混合物(λライブラリー)から90 クロ

ーンについて解析したところ、４クローン（Ap20, Ap68, ApM2, ApM9） に

おいてMCP-1 特異的結合がみられた（図３-2）。 

 

3-3-2 scFv 抗体の発現解析 

 MCP-1 特異的結合活性を有するファージクローンを大腸菌HB2151 株に感

染させ、IPTG でscFv 発現の誘導を行った。その後、培養上清画分またはペリ

プラズム画分におけるscFv の発現を、抗E tag 抗体を用いたウエスタンブロッ

ティン 
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図 3-2. 単離された scFv ファージのMCP-1 特異的結合活性

　パンニングによって得られたファージクローンについて、ELISA 法によって hMCP-1 への結合活性を調
べた。７クローンにおいて hMCP-1 特異的な結合活性がみられた。
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グで調べた（図３-3a）。その結果、７クローンすべてにおいてペリプラズム

画分での発現がみられ、培養上清画分ではほとんど検出されなかった。 

 

3-3-3 可溶性scFv の精製とゲルろ過クロマトグラフィー解析 

 ７クローンについて、ペリプラズム画分より抗E tag アフィニティカラムを

用いてscFv 抗体を精製した。精製したscFv 抗体をゲルろ過クロマトグラフィ

ーで解析したところ、モノマーとダイマーのピークがみられ、いずれのクロー

ンにおいてもダイマーの方が多かった（図３-３b）。以後の解析には、モノマ

ーの画分を分画したものを用いた。 

 

3-3-4 ELISA (scFv) 

 精製したscFv 抗体のMCP-1 への結合特異性をELISA により調べたところ、

７クローンすべてにおいてファージに提示されていたときと同じく、MCP-1 特

異的結合がみられた（図３-4a）。また、抗体濃度依存的な結合活性がみられ

た（図３-3b）。 

 

3-3-5 scFv 抗体の遺伝子配列解析 

 得られた７クローンについてscFv の遺伝子配列を解析した（図３-５a, b）。

VH およびVL のgermline をVBASE データベースをもとに解析したところ、

すべ 
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図 3-3. scFv 抗体の性状解析

　hMCP-1 特異的結合活性を有したクローンから可溶性 scFv を精製し、その性状を解析した。
(a) scFv 抗体のウエスタンブロッティング解析
　７クローンとも約 27.5 kDa の単一のバンドとして検出された。
(b)  scFv 抗体のゲルろ過クロマトグラフィー
　ゲルろ過カラムを用いてHPLC で解析したところ、MC32 scFv は二量体と一量体の２つのピークがみ
られ二量体の方が多かった。一量体のみを分画し今後の解析に用いた。

(a)

(b)
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図 3-4. 精製した scFv 抗体のMCP-1 特異的結合活性
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　(a) ７クローンより精製した scFv 抗体について、ELISA 法により hMCP-1 特異的を調べた。７クロー
ンすべてで scFv レベルでのMCP-1 特異的結合活性がみられた。
　(b) scFv の濃度依存的結合活性　コントロール scFv（RIT36) においては結合活性はみられなかった。

(a)

(b)
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MC8  QVQLQQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFS SYAIS WVRQAPGQGLEWMG GFDPEDGETIYAQKFQG
MC32 QVQLQQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFS SYAIS WVRQAPGQGLEWMG GFDPEDGETIYAQKFQG
MC62  not determined
ap20 QVQLVQSGAEVKKSGASVKVSCKVSGHTLT DLSMH WVRQAPGAGLEWMG GFDAEEGGAVYAQKFQG
ap64 EVQLVESGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTLT ELSMH WVRQAPGKGLEWMG GFDPVDGETIYAQKFQG
apM2 EVQLVESAAEVKKPGESLKVSCKVSGYTLT ELSMH WVRQAPGKGLEWMG GFDPEDGETIYAQKFQG
apM9 QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKVSGHTLT ELSLH WVRQAPGKGLEWMG GFDPEDGETIYAQKFQG

MC8  RVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCAT DLGGGDYYYGMDV WGQGTTVTVSS
MC32 RVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCAT DLGGGDYYYGMDV WGPGTTVTVSS
MC62  not determined
ap20 RVTMTEDTSTDTAYLELSSLRPEDTALNYCAS DLSSS-WYDIFDI WGQGSLVTVSS
ap64 RVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCAT DGFS-----GYDS WGQGTLVTVSS
apM2 RVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTPVYYCAT AERG--YSYGLDY WGQGTLVTVSS
apM9 RVTVTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCAT ADTTWDGYYAFDV WGQGTLVTVS-

MC8  DIQLTQSPSTLSASVGDRATISC RSSQ--SINTY---LH WYQQKPGEAPKLLIY AASTLQS
MC32 DIQLTQSPSTLSASVGDRATISC RSSQ--SINTY---LH WYQQKPGEAPKLLIY AASTLQS
MC62 DIVMTQSPLSLPVTLGQPASISC RSSQSLVYSDGNTYLN WFQQRPGQSPRRLIY KVSNRDS
ap20 QPVLTQPP-SVSVAPGKTATITC ERSN--IGRKS---VH WYQQKPGQAPVLVIT NDNGRPS
ap64 SSELTQDP-AVSVVLGQTVRITC QGDS--LRSYY---AT WYQQKPGQAPVLVIY GKNNRPS
apM2 SYVLTQPP-SVSVVPGETASISC RGDN--IGSKD---VQ WYQQKPGQAPVLVIY DDEVRPS
apM9 QSVLTQPP-SASGTPGQRVTISC SGSNSNIGSNT---VN WYQQLPGTAPKLLIY SNNQRPS

MC8  GVPSRFSGSGSGTDFTLTITTLQPEDFATYYC QQS---FTTPLT FGGGTKVEIKR
MC32 GVPSRFSGSGSGTDFTLTITTLQPEDFATYYC QQS---FTTPLT FGGGTKVEIKR
MC62 GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYC TQS---IQLPLT FGGGTKVEIKR
ap20 GIPERFSGSNSGNAATLTISRVEAGDEADYYC QVWDYSSDHRVQ FGGGTQLTVLG
ap64 GIPDRFSSSTSGNTASLTITGAQAEDEADYYC NSRDSSGNH-VL FGGGTKLTVLG
apM2 GTPERFSGSNSGNTATLTISGVEAGDEADYYC QVWDSSSDH-YV FGTGTQLTVLG
apM9 GVPDRFSGSKSGTSASLAISGLQSEDEADYYC AAWDDRMTGTYV FGTGTKLTVLG

FR1 CDR1 FR2 CDR2

FR3 CDR3 FR4

FR1 CDR1 FR2 CDR2

FR3 CDR3 FR4

clone No.

MC8

MC32

MC62

ap20

ap64

apM2

apM9

IGHV1-24*01

IGHV1-24*01

IGHV1-24*01

IGHV1-24*01

IGHV1-24*01

IGHV1-24*01

IGHD3-16*01

IGHD3-16*01

IGHD6-13*01

IGHD1-14*01/inv

IGHD5-18*01

IGHD5-24*01

IGHJ6*02

IGHJ6*02

IGHJ3*02

IGHJ5*02

IGHJ4*02

IGHJ3*01

IGKV1-39*01

IGKV1-39*01

IGKV2-30*01

IGKV3-21*01

IGKV3-19*01

IGKV3-21*01

IGKV1-44*01

IGKJ4*01

IGKJ4*01

IGKJ4*01

IGKJ3*01

IGKJ3*01

IGKJ1*01

IGKJ1*01

V D VJ J

Heavy chain. Light chain.

N.D. N.D. N.D.

(a)  VH sequences of scFv clones

(b)  VL sequences of scFv clones

(c) gene usage of scFv clones

図 3-5. MCP-1 特異的 scFv のアミノ酸配列（a, VH, b, VL) と遺伝子 usage

　hMCP-1 特異的結合活性がみられた７クローンについて scFv 遺伝子の塩基配列を解読した。塩基配列
よりアミノ酸配列を決定した。(a) VH, (b) VL  (c) 塩基配列をもとにVH およびVL の germline gene を
解析した。7 クローンすべてでV1 germline が同一であった。VL gerlmline は比較的多様であった。この
ことから ,MCP-1 特異的結合活性においておもにVH の寄与していることが示唆される。
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てのクローンのVH1 gene family がIGHV1-24*01 と同一であった（図３-5c）。

その他の領域はクローンによって違っていた。VH1 のgermline が共通という

ことから、これらのクローンの結合活性にはおもにVH 領域が寄与しているも

のと考えられる。また、MC8 とMC32 は配列が非常に似ており、１アミノ酸

残基（MC8 Q, MC32 P）が異なるだけであった。 

 

3-3-6 表面プラズモン解析 

 表面プラズモン解析を行ったところ、MCP-1 への結合がみられ、図3-6a に

示すようなセンサーグラムを示した。また、このセンサーグラムよりhMCP-1 に

対する結合親和性を計算した（図３-６b）。 

 

3-3-7 MCP-1 による遊走の阻害実験 

 MCP-1 によって遊走する細胞株THP-1 を用いて、各scFv クローンの遊走

阻害活性を調べた（図３-７）。MC 8 およびMC32 では濃度依存的な遊走阻

害活性がみられたが（図３-８a, b）、その他のクローンについては遊走阻害活

性はみられなかった（図３-８c）。 
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ap20

ap64

apM2

k on (sec-1M-1)

1.0 × 104

7.6 × 104

2.3 × 104

1.0 × 105

2.1 × 10-2

5.6 × 10-3

1.8 × 10-3

8.9 × 10-3

2.1 × 10-7

7.4 × 10-8

7.8 × 10-8

8.5 × 10-8

k off (sec-1) Kd (koff/k on)(M)

図 3-6. MCP-1 特異的 scFv のアフィニティ解析
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　(a) MC32 scFv の BIACORE センサーグラム
hMCP-1 を固定化したセンサーチップを用いて、BIACORE により scFv の結合を測定した。濃度依存的レ
スポンスがみられた。
　(b) 各 scFv の結合親和性
BIACORE センサーグラムより、会合速度定数 kon、解離速度定数 koff および解離定数Kd の値を求めた。

(a)

(b)
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図 3-7. 細胞遊走阻害試験

THP-1 cells

MCP-1 MC32 variant (scFv)

フィルター
(φ8µm の孔 )

チャンバー下部 
(MCP-1 + 阻害剤 )

チャンバー上部 
(THP-1 細胞 )

M
CP
-1
 濃
度
勾
配

　MCP-1 による細胞遊走活性を調べるため、細胞遊走試験をおこなった。
この試験では、フィルターで上下に仕切られたチャンバーを用いており、下のチャンバーに遊走活性を調
べたい物質 (MCP-1) を入れ、上のチャンバーには遊走細胞として細胞株 THP-1 を加える。
チャンバーの上下を仕切っているフィルターには 8µm の孔が無数に開いており、そこから下部のMCP-1 
が上へと漏れだしMCP-1 の濃度勾配を形成する。上の THP-1 細胞はこの濃度勾配にしたがって遊走をお
こない、フィルターの孔を通過して下のチャンバーへと移動する。一定時間後フィルターを回収しフィル
ターを通過している細胞を固定・染色し計数して細胞遊走活性を調べた。
　遊走試験において下のチャンバーにMCP-1 阻害剤として scFv を加え、細胞遊走に及ぼす影響を調べる
ことで遊走阻害実験を行った。
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図 3-8. scFv 抗体の細胞遊走阻害活性
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　精製した scFv を用いて、MCP-1 依存的細胞遊走に及ぼす影響を調べることで遊走阻害実験を行った。
(a) 遊走阻害実験 (MC32) のフィルター写真　MC32 scFv の濃度に依存して遊走する細胞の数が減少して
いる。（黒：染色した細胞、 白：フィルターの孔）
(b) 各 scFv クローンの遊走阻害活性　７クローンの scFv について細胞遊走阻害試験をおこなったところ
２クローン（MC8, MC32) において濃度依存的な遊走阻害活性がみられた。阻害曲線からMC32 scFv の
IC50 を求めたところ 450 nM であった。
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CDR L3

CDR H1

CDR H2

CDR H3

Linker VH

VL

Linker

VH

VL

図 3-9. MC32 scFv の立体構造モデル

　MC32 scFv のアミノ酸配列をもとに、立体構造モデリングソフト MOE （菱化システム）を用いて PDB 
データーベースからのホモロジーモデリングでMC32 scFv の立体構造モデルを構築した（ 鋳型に用いた
抗体の立体構造　PDB ID: 1F3R, 1LMK, 2GKI, 1NQB ）。CDR およびリンカー配列は色分けしてある。
下には全体の構造がわかりやすいように模式図を示す。
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第４章 MC8 およびMC32 のIgG form の作製および解析 

 

4-1 目的 

 MC8 およびMC32 scFv 抗体はMCP-1 に特異的に結合し、MCP-1 による

細胞の遊走を阻害する抗体であることが明らかとなった。本研究では、MC8 お

よびMC32 のIgG form （図４-１）を作製し、そのアフィニティ、細胞遊走阻

害活性を調べた。 

 

4-2 材料と方法 

4-2-1 MC8 およびMC32 のIgG form の調製 

 pMC8/CANTAB5E またはpMC32/CANTAB5E ファージミドベクターより、

VH, VL 特異的なプライマーを用いてPCR を行い、MC8 およびMC32 のVH 

とVL 遺伝子をそれぞれ増幅した（図４-２）。IgG1 のH鎖の定常領域が組込ま

れたPCAG-H ベクターにVH 遺伝子を組込み、Cκ領域の組込まれたPCAG-L 

にVL 遺伝子を組込み、MC8 およびMC32 のIgG 遺伝子を構築した。得られた

H鎖とL鎖のベクターを動物細胞株CHO 細胞にコトランスフェクションし、IgG 

を発現させた。48 時間培養した培養上清を回収し、プロテインA アフィニティ

カラムでIgG を精製した。 

 



IgG

図 4-1. scFv, IgG 抗体の分子構造

VH
VL

VHVL

CL

CH1

CH2

CH3

scFv

　scFv 抗体は、抗原との結合に関与する可変領域のみをとった分子である。小型化することにより、ファー
ジ上への提示、大腸菌での発現を容易にしているが、定常領域を持たないため免疫学的エフェクター機能
を有しない、構造が不安定、血中半減期が短いなどの欠点がある。そのため、抗体医薬として用いる場合
は IgG 完全抗体の形に変換することが必要である。

約 25 kDa

約 150 kDa

定常領域

可変領域

H鎖

L鎖
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図 4-2. IgG の発現ベクター作製とCHO 細胞による発現

scFv gene

scFv 発現ファージミドベクター

H鎖動物細胞発現ベクター

L鎖動物細胞発現ベクター
動物細胞へ形質導入

動物細胞株 (CHO) IgG の発現
IgG

　scFv ファージミドベクターより、VH, VL 遺伝子断片を増幅した。VH 遺伝子断片をH鎖動物細胞発現
用ベクターのCγ 遺伝子の上流に組込み、VL 遺伝子断片は L鎖動物細胞発現用ベクターのCκ 遺伝子の
上流へ組込んだ。構築したH鎖および L鎖動物細胞発現用ベクターを動物細胞株のCHO 細胞へ導入し
IgG 抗体を発現させた。IgG は培養上清から回収し精製した。
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 IgG 抗体は２価であるので、アフィニティ解析の際はBIAcore X100 

Evaluation software の Bivalent analyte model を用いてkon1 およびkoff1 より

解離定数Kd を算出した。 

 

4-3 実験結果 

 

4-3-1 MC8 およびMC32 のIgG form の調製 

 MC8 およびMC32 のIgG 抗体は、ヒトMCP-1 への結合活性を維持していた。

また、細胞の遊走を阻害する活性もみられた。MC32 IgG 型抗体はscFv に比

べ、アフィニティの変化はほとんどみられず（図４-3 a, b）、遊走阻害活性は

IC50 において2.5 倍の向上がみられた（図３-3 c）。遊走阻害活性の向上は2

価になったことによる効果であると考えられる。 

 IgG 型抗体では、血中での半減期増加、定常領域による免疫学的エフェクタ

ー機能の付加などの利点が考えられる。また、完全なヒトの分子であるので早

期に臨床への応用が可能であり、MCP-1 依存型炎症性疾患の治療薬として利用

されることが期待される。
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図 4-3. MC32 IgG のアフィニティー解析および遊走阻害活性

　(a) MC32 IgG の BIACORE センサーグラム　構築したMC32 IgG 抗体のMCP-1 への親和性 hMCP-1 
を固定化したセンサーチップを用いた BIACORE で解析した。濃度依存的なレスポンスがみられ、MC32
は IgG にしても結合活性を保持していた。
　(b) MC32 IgG の結合親和性　BIACOREセンサーグラムよりMC32 IgG の会合速度定数 kon, 解離速度
定数 koff, 解離定数 Kd の値を算出した。IgG 抗体は 2価であるため、Bivalent analyte model を用いた計
算をおこない、kon1,  koff1 を用いて Kd の値を算出した。IgG の親和性は scFv と比較してほとんど変化が
みられなかった。
　(c) MC32 IgG の細胞遊走阻害活性　MC32 IgG を用いて細胞遊走阻害試験をおこなったところ、濃度
依存的にMCP-1 依存的細胞遊走を阻害した。コントロールIgG (h18-108) では阻害活性はみられなかった。
阻害曲線より IC50 を求めたところ約 180 nM で、scFv に比べ 2.5 倍の増強がみられた。

(a)

(b)

(c)
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第５章 MC32 L chain shuffling library の作製 

            およびL鎖変換体の単離、解析 

 

5-1 目的 

 MC32 においてMCP-1 への特異的結合活性および細胞の遊走阻害活性がみ

られた。また、７クローンの遺伝子配列解析より、VH1 のgermline が共通で

あり、MCP-1 への結合活性はおもにVH の寄与であることが考えられた。 

これらのことより、MC32 の親和性向上を試みるためMC32 のVL をさまざま

なVL レパートリーに置き換えたMC32 VL shuffling Library を作製した。

scFv 抗体分子の半分であるVL を置き換えるこの方法は、分子の性状が大きく

変わる可能性があり、また置き換えられたVL も完全にヒト由来なので免疫原性

の問題がないという利点がある。 

 MC32 VL shuffling ライブラリーより、MCP-1 を用いてパンニングを行い

MCP-1 特異的なMC32 L鎖変異体を単離する。単離した変異体クローンについ

て、アフィニティ、遊走阻害活性、および遺伝子配列をしらべその関連性を明

らかにする。 

 

5-2 実験方法 

 

5-2-1 MC32 L chain shuffling library の作製 



 MC32 VH 遺伝子はpMC32/CANTAB5E ベクターより、MC32 VH 特異的

プライマーを用いてPCR により増幅した（図５-１）。VL 遺伝子のレパート

リーは、２０名の健常人の末梢血単核球由来のcDNA よりVL 特異的プライマ

ーを用いてPCR で増幅した。その後、MC32 VH とVL のレパートリーを

(GGGGS)3  をコードするリンカーDNA により連結し、Sfi I およびNot I の制

限酵素サイトを用いてpCANTAB5E ファージミドベクターに組込んだ。調製し

たライブラリーベクターを形質転換した大腸菌にヘルパーファージ(M13KO7) 

を重感染させ、MC32 VL shuffling ファージライブラリーを調製した。 

 

5-2-2 MC32 VL 変異体の単離（パンニング） 

 MC32 VL shuffling ライブラリーから、ヒトMCP-1 特異的なMC32 VL 変

異体を単離するため、ヒトMCP-1 に対するパンニングを行った。操作は、35 

mm プラスチックディッシュにヒトMCP-1 を1μg/ml 0.1M NaHCO3 pH 

8.6 を1 ml 加え、４℃ 12 時間静置してディッシュ上にMCP-1 をコートした。

その後、5 ml の0.5 % ゼラチン/PBS で90 min ブロックした。このディッシ

ュにMC32 VL shuffling ライブラリーを5 ×1012 TU 加え、室温で60 分反応

させた。その後、結合しなかったファージを除去するため、PBST (0.1 % 

Tween-20/PBS) で10 回洗浄した。結合したファージを回収するため1 ml の

0.1 M Glycine-HCl (pH 2.2)  
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図 5-1. MC32 VL shuffling library の作製

MC32 scFv 遺伝子よりVH 領域を PCR で増幅した。VL レパートリーは、２０名の健常人由来の PBMC 
cDNA よりVκ特異的プライマーを用いたPCR で増幅した。VH 遺伝子断片、VL レパートリー遺伝子断片、
ペプチドリンカーをコードするDNA を PCR により連結させ、VL shuffling scFv 遺伝子を構築した。
　VL shuffling scFv 遺伝子は制限酵素サイト Sfi I およびNot I をもちいてファージミドベクター 
pCANTAB5E へ組込み、大腸菌 TG-1 株に形質転換させヘルパーファージの重感染によりMC32 VL 
shuffling scFv を提示したファージライブラリーを作製した。

40



を加え5 分後にファージを含む溶液を回収し、ただちに100 μl の1M Tris-HCl 

(pH 9.1) を加え中和した。回収したファージ溶液を対数増殖期の大腸菌TG-1 

株の溶液に加え、37 ℃で30 分静置して感染させた。その後、培地を2TYAG に

換えて16 時間培養してグリセロールストックした。また、回収したファージ溶

液の一部を段階希釈したのち大腸菌TG-1 に感染後、2TYAG プレートに播くこ

とで回収されたファージのタイターを計測した。 

 ファージの感染したTG-1 を対数増殖期まで37℃で培養し、ヘルパーファー

ジ(M13KO7) を重感染させ、培地を2TYAK に置き換え30 ℃で12 時間培養し、

scFv を提示したファージを産生させた。培養液から遠心分離で大腸菌を取り除

いた上清に0.1 volume のPEG/NaCl 溶液を加え4 ℃ で4 時間冷やしたのち、

遠心分離でファージを回収した。回収したファージはクローン化され、各クロ

ーンのファージ溶液についてMCP-1 特異的結合活性をELISA 法で解析した。 

 

5-2-3 ELISA (phage) 

 ELISA プレートにヒトMCP-1 (80 ng/40μl/well ) 、BSA, ゼラチン、スキ

ムミルク、HSA およびヒトMIP-1α をコートした。ブロッキング溶液をウェル

に加え２時間ブロッキングした後、ウェルをPBST で３回洗浄した。その後、

各ファージクローンを加え室温で１時間反応させた。その後、PBST で３回洗

浄後、ビオチン化された抗g8p 抗体を加え１時間反応させた。PBST で３回洗

浄後、アルカリフォスファターゼ標識されたストレプトアビジンを加え、１時



間反応させた。PBST で３回洗浄後、基質としてp-nitrophenylphosphate 溶液

を加え405 nm における吸光度を測定した。 

 

5-2-4 表面プラズモン解析 

 MC32 VL 変異体scFv のアフィニティを調べるため、BIAcore X-100 を用

いたSPR 解析を行った。ヒトMCP-1 をPBS 中で、EDC-NHS により活性化さ

れたセンサーチップCM5 に10 μl/min の流速で流し込み、アミンカップリン

グによってセンサーチップ上にMCP-1 を固定化した。その後、センサーチップ

上の未反応の官能基を1M エタノールアミン 溶液で不活性化した。抗体のアフ

ィニティ解析はすべて25 ℃ PBS 中、流速30 μl/min で行い、各サイクルの

後にチップは0.1M Glycine -HCl (pH 2.1) で30 sec で再生させた。ペリプラ

ズム画分を用いてクルードな状態での解離速度定数を求めた。精製したscFv に

ついては各濃度で解析をおこなった。得られた各抗体濃度のセンサーグラムを

BIAevaluation X で解析し、会合速度定数(ka)、解離速度定数(kd) を算出した。

解離定数(KD) はkd/ka によって得られた。 

 

5-2-5 MC32 VL 変異体の遺伝子配列解析 

 MC32 VL 変異体のDNA 配列は、下流からpCANTAB5-S6 プライマー

(5'-gtaaatgaattttctgtatgagg-3') をもちいてDye terminator 法によって決定

した。伸長反応の条件は、96 ℃10 秒、50 ℃ 5 秒、60 ℃ 4 分のサイクルを

25 回行った。20 μl の反応産物をエタノール沈殿によりペレットにし、脱ホ



ルムアミドに溶解後、ABI PRISM 3100 Genetic analyzer により解析をおこ

なった。さらに抗体の塩基配列をIMGT/V-QUEST データベースにより解析し、

抗体の超可変領域（CDR-1, 2, 3 ) 、フレームワーク（FR-1-FR4),および抗体

遺伝子のgermline が決定された。 

 

5-2-6 MC32 VL 変異体の遊走阻害活性 

 遊走阻害実験は、MCP-1 により遊走するヒトTHP-1 細胞株を用いておこな

った。MCP-1 (最終濃度 2.2 nM) をscFv 抗体と37 ℃30 分反応させ、48 ウ

ェルマイクロチャンパーの下のウェルに加えた。下のウェルと上のウェルを8 

μm の穴のあるフィルターで仕切り、上のウェルにTHP-1 細胞(3.75×105 

cells/well)を加えた。５% CO2 インキュベーターで37 ℃2 時間置いた後、フ

ィルターを回収し、フィルター上面の透過していない細胞を拭き取った。フィ

ルターをパラホルムアルデヒド溶液で固定し、透過した細胞をディフクイック

染色液で染色した。顕微鏡下で遊走した細胞を計測した。 

 

 

5-3 実験結果 

 

5-3-1 MC32 L chain shuffling library の作製 

 MC32 VL shuffling ライブラリーを調製したところ、以下のようなライブラ

リーができた。各VL ファミリーにおける多様性(independent clone)はそれぞ



れ、Vκ１:6.4×106, Vκ2:9.8×106, Vκ3:4.8×106, Vκ4:7.2×106, Vκ

5:8.7×106, Vκ6:6.4×106, であった。またファージのタイター(t.u./ml) はそ

れぞれ、Vκ１:1.2×1013, Vκ2:1.7×1013, Vκ3:8.6×1013, Vκ4:7.7×1013, V

κ5:9.8×1013, Vκ6:1.0×1013, であった。 

 

 

5-3-2 MC32 VL 変異体ファージの単離（パンニング） 

 MC32 VL shuffling ライブラリーから、１ラウンドのパンニングをおこない

ヒトMCP-1 に結合活性を有するMC32 VL 変異体ファージの単離を試みた。 

 60クローン調製し、ELISA によりヒトMCP-1 への結合活性を調べたところ、

60クローンすべてにおいてMCP-1 特異的結合がみられた（図５-２ a）。この

ことは、MCP-1 への結合におもにVH が寄与しているという考え方と一致して

いる。 

 

 

5-3-3 表面プラズモン解析 

 MC32 VL 変異体のうちペリプラズム画分に scFv を発現していたクローン 



図 5-2. MC32 VL 変異体のMCP-1 結合活性および親和性解析
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(a) MC32 VL 変異体のMCP-1 特異的結合活性　MC32 VL shuffling scFv を提示したファージライブラ
リーを用いて、hMCP-1 に対して１ラウンドのパンニングを行い 60 クローンについて ELISA 法で
MCP-1 への結合活性を調べた。H9 はコントロール scFv クローン。すべてのクローンで hMCP-1 特異的
結合活性を示し、このことはMCP-1 への結合にはVH 領域がおおきく寄与していることを強く示唆する。
(b) MC32 VL 変異体の親和性解析　MC32 VL 変異体のうちペリプラズム画分に scFv を発現していたク
ローンについて、クルードなペリプラズム画分を用いたBIACORE 解析により解離速度定数koffを解析した。
約７５％のクローンにおいて解離速度定数が遅くなっており親和性が増強していることが示唆される。
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図 5-3. MC32 VL 変異体のアフィニティと阻害活性
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(a) MC32 VL 変異体のBIACORE センサーグラム　精製したMC32 VL 変異体 scFv を用いて BIACORE により
hMCPへのアフィニティを解析した。アフィニティの向上がみられ、とくに解離速度が遅くなっているクローンが顕
著である。
(b) MC32 VL 変異体の結合親和性　BIACORE センサーグラムより会合速度定数（kon）、解離速度定数（koff）、解離
定数（Kd）を求めた。結合親和性の強いクローンではMC32 にくらべて約１５倍もの親和性増強がみられた。親和
性増強において、とくに解離速度定数の変化の寄与が大きかった。
(c) MC32 VL 変異体の細胞遊走阻害活性　MC32 VL 変異体 scFv を用いてMCP-1 依存的な細胞遊走の阻害実験を
おこなった。阻害活性から IC50 を算出した。ほとんどのクローンにおいて遊走阻害活性の向上がみられた。
(d) MC32 VL 変異体のアフィニティと阻害活性の相関　MC32 VL 変異体の解離定数と IC50 をプロットしてアフィ
ニティと阻害活性との相関を調べた。アフィニティと阻害活性はほぼ相関しており、アフィニティの強いクローンは
阻害活性も増強されていた。
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について、クルードなペリプラズム画分を用いた BIACORE 解析により解離速

度定数 koffを解析した（図５-２ b）。約７５％のクローンにおいて解離速度定

数が遅くなっており親和性が増強していることが示唆される。 

精製したscFv を用いて表面プラズモン解析を行ったところ、いくつかの変異体

において親和性の向上がみられた（図５-３ a, b）。親和性向上の大きなクロー

ンでは約15 倍の向上がみられた。この親和性の向上には会合速度定数(ka)より

も解離速度定数(kd)の寄与が大きかった。よって、VL が置き換わることで抗体

がMCP-1 から離れにくくなっていると考えられる。 

 

5-3-4 MC32 VL 変異体の遺伝子配列解析 

 親和性の向上のみられたクローンについてVL のアミノ酸配列を比較したとこ

ろ、いくつかの置換がみられ、特にCDR3 部位の置換が親和性向上に寄与して

いると考えられた（図５-４）。 

 

5-3-5 MC32 VL 変異体の遊走阻害活性 

 MC32 VL 変異体を用いて、細胞の遊走阻害実験をおこなったところ親和性

の向上にともなって細胞の遊走阻害活性も強くなっていた（図５-3 c,d）。 

 

 



図 5-4. MC32 VL 変異体のアミノ酸配列

 MC32 GVPSRFSGSGSGTDFTLTITTLQPEDFATYYC QQSFTTPLT FGGGTKVEIKR
 #15  GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC QQSYSTP-S FGGGTKVEIKR
 #12  GVPSRFSGSGSGTDFTLTINGLQPEDFATYYC QQAYKMPLT FGGGTKLEIKR
 #47  GVPSRFSGSGSGTDFTLTITTLQPEDFATYYC QQSFTTPFH FRPGNQSGYQTCV
 #22  GVPSRFSGSGSGTDFTLTITTLQPEDFATYYC QQANSFPPT FGGGTKVEIKR
 #56  GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC QQSFNMPLT FGGGTKVDIKR
 #17  GVPDRFSGSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYC MQSLQLPLT FGGGTKLEIKR

FR1 FR2

FR3 FR4

CDR L1 CDR L2

CDR L3

 MC32 DIQLTQSPSTLSASVGDRATISC RSSQSIN-----TYLH WYQQKPGEAPKLLIY AASTLQS 
 #15  DVVMTQSPSTLSASVGDRATISC RSSQSIN-----TYLH WYQQKPGEAPKLLIY AASSLQS 
 #12  DIQMTQSPSTLSASVGDRATISC RSSQSIN-----TYLH WYQQKPGEAPNLLIY SASSLVN 
 #47  DIQMTQSPSSLSASVGDRVSITC RASQSIN-----TYLH WYQQKPGEAPKLLIY AASTLQS 
 #22  DVMMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQGIN-----TYLH WYQQKPGEAPKLLIY AASTLQS 
 #56  DIVMTQSPSPLSASVGDRVTITC RASQGIN-----TYLH WYQQKPGEAPKLLIY AASTLQS 
 #17  DVMMTQSPLSLSVTPGQPASISC KSSESLLHSNGKTYFY WYLQKPGQSPQLLIS EVSNRFS 

　MC32 VL 変異体についてVL 遺伝子の塩基配列を解読した。塩基配列よりアミノ酸配列を決定した。各
クローンでアミノ酸配列の置換がみられた。CDR L3 での置換が顕著であるため、この領域が親和性向上
に寄与していることが示唆される。
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第６章 総括および展望 

 

 本研究では、ヒトscFv 抗体ファージライブラリーから、ヒトMCP-1 に特異

的に結合する抗体を７クローン単離した。7クローンのアミノ酸配列を比較した

ところ、VH において類似性を示し、とくにVH1 germ line geneはすべてのク

ローンにおいて同一であった。このことから、MCP-1 への結合には主にVH 領

域が寄与することが考えられる。 

 そのうち２クローン(MC8, MC32) はMCP-1 依存的細胞遊走を濃度依存的に

抑制した。この２クローンは他のクローンに比べCDR1 の配列が異なるため、

この領域が阻害活性に寄与していることが考えられる。 

 MC32 のIgG 型抗体を作製したところ、MCP-1 特異的結合活性を維持して

おりアフィニティはほとんど変化しなかったものの、阻害活性で3.3 倍の増強

がみられた。この阻害活性の向上は、２価になったことによる効果であると考

えられる。IgG 型にすることで、構造の安定化、免疫学的エフェクター機能の

付与、血中半減期の増加などの利点が考えられる。また、完全なヒトIgG 抗体

であるので早期の治療への応用が可能である。 

 MC32 scFv のMCP-1 特異的結合活性は主にVH 領域が寄与していると考え

られるため、親和性向上の手段としてVL shuffling 法を用いた。この方法では

他の変異を導入する方法と違いVL を他のヒトVL レパートリーに置き換えるだ

けなので免疫原性の問題が回避できる。ヒトVL レパートリーをMC32 のVH と



組み合わせたMC32 VL shuffling library を作製し、１ラウンドのパンニング

を行ったところ解析したすべてのクローンにおいてMCP-1 特異的結合活性が

みられた。このことは、MCP-1 への結合にVH 領域が寄与していることを強く

裏付けている。これらのクローンについて解析を行ったところ、いくつかのク

ローンで親和性の増強がみられ#22, #56 などでは１５倍も増強されていた。

親和性の増強においてkon よりkoff の変化が顕著であった。親和性の増強にと

もない、細胞の遊走阻害活性も増強されていた。これらのVL 変異体について

VL のアミノ酸配列を解析、比較したところ親和性の増強には主にCDR3 領域

の置換が影響していた。このように親和性向上されたクローンを得ることがで

きたため、抗体の結合活性がVH またはVL のどちらかに大きく依存している場

合、親和性向上の手段としてchain shuffling が有効であると考えられる。 

 #56 のような親和性増強されたクローンが単離できたので、そのIgG 型への

変換、VH 領域への抗体エンジニアリングなどがこれからの課題である。 
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