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第１章、 序論 

 

第１節、二重特異性抗体の開発 

マウスに免疫して作製されたモノクローナル抗体の抗原認識部位を用いて、単一の抗体

でありながら異なる二つの抗原を認識する二重特異性抗体の研究開発が進められてきた1,2。

これまでに作製された二重特異性抗体は、ひとつの抗原認識部位でがん抗原と結合し、も

うひとつの抗原認識部位で CD3 や CD4 といった T 細胞に特有に発現する抗原を認識す

ることで、T 細胞とがん細胞を生体内で近接させる手法を用いたがん治療への応用を目指

したものが多く存在する3,4,5,6,7,8。二重特異性を発揮する抗体の構造としては、本来の抗

体の構造が二つの重鎖がジスルフィド結合を中心に会合するヘテロテトラマーを形成して

いることから、それぞれ異なる抗原を認識する抗体の重鎖と軽鎖からなるプロトマーを組

み合わせた構造の二重特異性抗体が考え出された。さらに、抗体の可変領域をポリペプチ

ド鎖でつないだ一本鎖抗体（ Single-chain variable fragment : scFv ）を用いて、別々

の抗体を一本鎖で直接つなげるタンデム型 ( Tandem type ) や、二本鎖でつなげるダイ

アボディ型 ( Diabody type ) の二重特異性抗体が開発された。抗体の抗原認識部位を別

の抗体の Fc部分の C末端に融合させたイムノフュージョン型 ( Immunofusion type ) と

呼ばれる二重特異性抗体も開発されてきた（図 1-1）。 

 天然に存在する抗体分子から、二重特異性抗体といった融合抗体を作製する場合、タン

パク質の構造情報から融合抗体を設計しても、設計した融合抗体が必ずしも得られるとは

限らない。例えば、天然では二本鎖で構成される抗体の抗原認識部位を一本鎖で構成させ

る scFv とした場合、フォールディングが天然の構造のようにできず、強固な二次構造を

形成できないこともある。また、イムノフュージョン型のように、天然には存在しない位

置に、scFv 型の抗体を融合した場合、Fc の C 末端と scFv との間に立体障害が生じて

しまう可能性も考えられる。設計した分子とおりの構造を形成する抗体が作製できている

かは、タンパク質のフォールディングに関する物性解析を行うことが重要である。また、

抗体が高次構造を有していたとしても、元々の親抗体の親和性や特異性を維持していると

は限らない。作製した融合抗体が標的抗原に対し、親抗体と同等の機能性を有しているか

を検証する必要がある。 



 

 

これまでに、このような物性解析と試行錯誤の積み重ねによって、目的とする機能を有

する融合抗体の開発が進められてきた9。 

 

 

図 1-1. 二重特異性抗体の構造。 これまでに抗原認識部位の距離が異なる様々な二重特異性抗体

が報告されてきた。本研究に関わる代表的な例を示す。抗体の可変領域を重鎖と軽鎖で折りたたん

だ scFv を、直鎖でつなげた構造をタンデム scFv と呼び、重鎖と軽鎖の可変領域を互い違いに並

べて scFv 間を二本鎖で折りたたんだ構造をダイアボディと呼ぶ。ダイアボディには、一本鎖でつ

なげた単独発現系と、二本鎖でつなげた共発現系で作製される形がある。また、抗体の Fc の C 末

端に抗体の可変領域を融合させたものをイムノフュージョンと呼ぶ。 

 

 

 

 

 

 



 

 

第２節、バイパラトピックな二重特異性抗体 

標的抗原の同一分子内で異なるエピトープを認識する、いわゆるバイパラトピックな二

重特異性抗体も開発され10,11,12,13,14,15,16,17、乳がん細胞に発現する標的抗原である HER2 

( Human Epidermal Growth Factor Receptor Type 2 ) に結合し細胞内への内在化をもた

らすものや18,19,20,21、がん組織の血管新生に重要な役割を果たすことが知られ、様々なが

ん細胞種に発現する標的抗原である VEGFR ( Vascular Endothelial Growth Factor 

Receptor ) に結合し、その血管新生シグナルを阻害するものがある22,23。このように、単

一の抗原のエピトープを認識するマウスモノクローナル抗体からバイパラトピックな二重

特異性抗体を作製した結果、親抗体である単結合性抗体が持っていなかった機能を発揮す

る分子を作り出せる可能性がある。バイパラトピックな二重特異性抗体は、抗原認識部位

を連結させた融合抗体を作製しても、この抗体が抗原の一分子内の異なるエピトープに結

合している場合と、別の抗原分子に結合している場合、つまりは、抗体一分子に抗原二分

子が結合している場合が起こり得る（図 1-2）。 

このような背景から、目的とする機能を果たすための抗体が作製できているかは、抗体

自身の物性解析や、抗体の抗原に対する結合の評価が重要になる24。 



 

 

 

 

図 1-2. バイパラトピックな二重特異性抗体の結合。 同一分子に存在する異なるエピトープを同

時に認識する二重特異性抗体をバイパラトピックな二重特異性抗体と呼ぶ。バイパラトピックな二

重特異的な結合には、標的分子間での結合と標的分子内での結合を起こす場合がある。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

第３節、抗 ROBO1 二重特異性抗体の開発 

本研究においては、近年いくつものがん細胞種において高発現していることが報告され

ている ROBO1 ( Roundabout1 )25,26,27,28,29,30,31,32,33,34,35,36,37,38に対する二重特異性抗体を開発

する。ROBO1 は、全長でおよそ 140kDa におよぶ、細胞外受容体一回膜貫通型タンパク質

であり、細胞外ドメインの構造は、N 末端側から５つのイムノグロブリン様ドメインと３

つのフィブロネクチンドメインから構成される（図 1-3）。３つ目のフィブロネクチンド

メインと細胞膜との間は、膜近傍領域 ( Juxta-membrane domain ) と呼ばれ、ここでマ

トリックスメタロプロテアーゼ MMP ( Matrix metalloproteinase ) とγ-セクレターゼ

によって切断され、およそ 100kDa の sROBO1 (soluble ROBO1 ) として、細胞外へ放出

されることが報告されている39,40。特に実際の肝臓がんの患者の血清中には、この sROBO1 

が検出されることから、ROBO1 に対する抗体はがんの診断や治療に有効ではないかという

ことが提唱されてきた41。また、ROBO1 は受容体としての役割を持ち、リガンドは Slit2 

である。Slit2 は、N 末端側のおよそ 140kDa と C 末端側のおよそ 55～60kDa に分解さ

れ、ROBO1 に結合するのは、N 末端側の４つのロイシンリッチリピートドメインと６つの

上皮細胞増殖因子 ( Epidermal Growth Factor ) ドメインからなる Slit2N である。 

Slit2 も膵臓癌などに高発現しているという報告もあるが、正常細胞では主に肺などに発

現が確認されてる42。ROBO1 は始め、ショウジョウバエの胚発生期において、神経軸索が

正しい方向に伸長するように機能する遺伝子として報告された43。この Slit2 との結合に

よって、ROBO1 は細胞伸長に反発性のシグナルを伝えることで、神経軸索の発生を誘導し

ていることが知られている44,45。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

図 1-3. ROBO1 と Slit2 の構造。ROBO1 は、プロテアーゼによって細胞外ドメインで切断される

ことが知られている。Slit2 は細胞膜に貫通せずにアンカー型で細胞膜に結合しているか、切断さ

れて Slit2N として細胞膜に結合しない状態でも存在する。Slit2 は、N 末端側から２番目のロイ

シンリッチリピートドメインが、ROBO1 の N 末端から１番目のイムノグロブリン様ドメインと結

合する報告がある。 

 

 

本研究がスタートした時点では、ROBO1 の細胞外ドメイン全長の高次構造は解かれてい

なかった。しかしながら、高次構造が解析されていなくても、実際の細胞において ROBO1 

の複数の細胞外ドメインが位置を変え、構造変化が起こることが考えられる。また、この

複数の細胞外ドメインから構成される ROBO1 と Slit2N が結合した際に、お互いの立体

構造変化が起こる可能性も考えられる。その場合、ROBO1 の異なる各細胞外ドメインに跨

って存在するエピトープに対して結合するバイパラトピックな二重特異性抗体は、このよ

うな立体構造変化を起こした ROBO1 に対しても結合できるかどうかについては検証が必

要である。ROBO1 に限らず、このような立体構造変化が起こりうる標的抗原に対しては、

そのような変化に対応できるバイパラトピックな二重特異性抗体の開発が重要である。 

 

 



 

 

 

図 1-4. 各種抗 ROBO1 抗体。５番目のイムノグロブリン様ドメインを認識する抗体が３つ、１番

目および３番目のフィブロネクチンドメインを認識する抗体が、それぞれ１つと２つ作製され解析

が進められた。 

 

 これまでに ROBO1 抗原をマウスに免疫することによって、抗 ROBO1 マウスモノクロー

ナル抗体が複数作製されてきた（図 1-4）46。その中でも５番目のイムノグロブリン様ド

メインを認識する抗体 B5209B と、３番目のフィブロネクチンドメインを認識する抗体 

B2212A が、高親和性を有することから当研究室ではこの二つの抗体を中心に研究を進め

てきた47,48。これまでに、高親和性抗体の作製を目指すため、B2212A および B5209B 抗体

の可変領域をポリペプチド鎖でつないだ scFv から、それぞれ２つを４価になるように化

膿レンサ球菌( Streptococcus pyogenes )由来の共有結合タグで融合させたバイパラトピ

ックな二重特異性抗体が開発された49,50,51。この二重特異性抗体の抗原への親和性は、10

のマイナス 11乗 M の値を有し、抗原に対し高親和性になることが示された。しかしなが

ら、この報告では抗体の熱安定性は評価しておらず、抗体の熱安定性と親和性との総合的

な評価については成されていない。また、この報告での二重特異性抗体の連結部位は、微

生物由来のアミノ酸配列で構成されていることから、生体内での免疫原性についての課題

も残されている52。 



 

 

第４節、本研究の目的 

 本研究では、新しい抗 ROBO1 二重特異性抗体を作製するために、先行研究に倣い、

scFv によって高親和性になる４価のバイパラトピックな二重特異性抗体の開発を目指す。

また、免疫原性を下げるため、抗体分子の配列由来のタンパク質になるように Fc 融合抗

体となるような分子設計を考案する。Fc 融合抗体であれば、４価の抗体を作りやすい。

そして、scFv-Fc 融合型の二重特異性抗体の抗原に対する親和性と、フォールディングす

るそれぞれのドメインの熱安定性を総合的に評価しながら、二重特異性抗体を作製する。

本研究の目的は、この作製した二重特異性抗体が有する各々の scFv および Fc の各ドメ

インに強固なフォールディングを形成させることであり、さらに、先行研究と同等に標的

抗原に対し 10 のマイナス 11 乗 M の値を有する高親和性二重特異性抗体を作製すること

である。また、次の目的として、作製したバイパラトピックなこの二重特異性抗体が、実

際にがん細胞上に発現する標的抗原である ROBO1 に結合することを示す。がん治療への

応用を目指した時に、作製した二重特異性抗体が組換えタンパク質だけでなく、実際のが

ん細胞上に発現する抗原へも結合することができなければ、将来的な治療への効果が期待

できない。 

作製した二重特異性抗体の各ドメインのフォールディングが強固で、かつ、高親和性の

抗体を複数作製することに成功した場合は、それぞれの抗体分子内での scFv の位置関係

や動きの自由度が変化したことによる、標的抗原に対する結合の違いを検証する。scFv 

を様々な条件で持つバイパラトピックな二重特異性抗体を開発できれば、大きく構造変化

を起こした細胞外ドメインに対しても、柔軟に対応できる抗体が作製できるのではないか

と考えた。近年、ROBO1 の細胞外ドメインに関して、ROBO1 は、Slit2N との結合によっ

て大きく立体構造を変化させることが報告された。そこで、二重特異性抗体の ROBO1 に

対する結合と、リガンドである Slit2N の結合を比較することで、立体構造を大きく変化

した ROBO1 にも二重特異性抗体が結合できるかを検証する。 

最後に展望として、これらの結果から考えられる、がん治療への応用を目指して、求め

られる二重特異性抗体の機能や用途について考察する。 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

第２章 
 

hFc を融合した抗 ROBO1 単結合性および二重特異性抗体の 

分子設計 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 



 

 

第２章、hFc を融合した抗 ROBO1 単結合性および二重特異性抗体の分子設計 

 

第１節、抗 ROBO1 二重特異性抗体の分子設計 

 本研究では、B2212A と B5209B の scFv と、ヒト抗体の hFc を融合させる二重特異性

抗体の作製を目指す（図 2-1）。hFc 融合抗体を作製する理由として、プロテイン G セフ

ァロースで容易に培養上清中から精製できること、二量体を形成するため２価や４価の抗

体を作るのが容易であること、hFc を構成する CH2 および CH3 ドメインは熱安定性が高

いことなどの有益な特徴を持たせること可能になる点が挙げられる53,54。また、ヒト配列

由来であることから生体内での免疫原生が低いことも考えられる。作製する抗体は、hFc

に糖鎖が付加される大きな分子になることから、バキュロウイルス発現系を用いた55,56,57。

scFv 型の二重特異性抗体として、長さが最大で約 18Å におよぶことが知られている４つ

のグリシンと１つのセリンからなる G4S リンカーを４つつなぐことによって作製した58、

リンカー:(G4S)4 を一本鎖で二つの scFv 間をつないだタンデム型または二本鎖の (G4S)4 

をつないだダイアボディ型、そして hFc の N 末端と C 末端に scFv を融合させたイム

ノフュージョン型を設計した。ダイアボディ型に関しては、フォールディングし合う２つ

の scFv を一本のポリペプチド鎖で発現させたものと、二本のポリペプチド鎖で発現させ

たものを設計した。また、各々について、scFv の順番を入れ換えたコンストラクトを作

製した。なお、scFv を一本鎖でフォールディングさせる場合は、重鎖と軽鎖の可変領域

を (G4S)4 リンカーで融合させた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

図 2-1.本研究で作製した二重特異性抗体のデザイン。抗原認識部位の位置関係を変化させるため

に様々な二重特異性抗体を設計した。Fc の N 末端に二つつなげる場合、scFv 間は、１つまたは

２つの (G4S)4 リンカーで結んだ。本研究ではそれぞれ、タンデム型、ダイアボディ型と呼ぶ。

scFv 内の重鎖と軽鎖の可変領域をつなげる場合は (G4S)4 リンカーで結んだ。Fc の C 末端に抗原

認識部位をつなげた Immunofusion type のことを Double scFv や (scFv)4-Fc と呼ぶこともある

が、本研究では他の抗体と区別するために、これをイムノフュージョン型と呼ぶ。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

第２節、抗 ROBO1 単結合性抗体の発現精製結果と熱安定性 

 比較検討のため、B5209B と B2212A の scFv が一つだけ hFc に融合した場合について

比較検討するため、scFv-hFc 型の単結合抗体を作製した発現精製結果を示す（図 2-2）。

昆虫細胞 Sf9 にバキュロウイルス液を感染後、３日目の培養上清中から、プロテイン G 

セファロースを用いて精製し、さらにサイズ排除クロマトグラフィー（ Size Exclusion 

Chromatography : SEC）による二段階精製を行った。この時の平均的な収率も示す。さら

に、タンパク質のフォールディングを解析する示差走査蛍光定量法( Differential 

Scanning Fluorimetry : DSF ) を用いて、作製した単結合性抗体の scFv と CH2 ドメイ

ンの融点 Tm を測定した。scFv を単独で hFc に融合させた時の Tｍ 値は、49～50 ℃ 付

近であり、hFc の Tm 値は、60 ℃ 程度となっている。 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

図 2-2.抗 ROBO1 単結合性抗体の発現精製。 抗 ROBO1 単結合性抗体をプロテイン G セファロー

スを用いてアフィニティー精製後、サイズ排除クロマトグラフィーによって精製した。ホモ二量体

に相当するピークが主に検出され、これより大きな分子量である凝集体を除くことができた。

B5209B scFv-hFc について、A は、HiLoad Superdex 200 16/600 pg カラムによって精製した結果、

B は、その SDS-PAGE の結果を示す。図の体積は、凝集体を除いて解析に用いた画分を示す。M は、

マーカー。Protein G は、プロテイン G セファロースを用いて培養上清から精製したサンプルを

限外ろ過で濃縮して、PBS で透析した後のサンプルである。C は、DSF を用いて単結合性および二

重特異性抗体の各ドメインの Tm 値を求めた結果を示す。D、E、F は、それぞれについての B2212A 

scFv-hFc に関する結果を示す。 

 

 

 

 

 

 



 

 

第３節、抗 ROBO1 二重特異性抗体の発現精製結果と熱安定性 

 まずは、単純にこの scFv-hFc 型の単結合性抗体に (G4S)4 リンカーによって融合させ

たタンデム型の二重特異性抗体の発現精製結果と熱安定性を示す（図 2-3）。SDS-PAGE の

結果から、目的とする分子量のところにタンパク質の存在が確認できる。scFv をタンデ

ムに２つ融合させたことによって、scFv を単独で hFc に融合させた時と比べると、収率

は大幅に下がってしまった。また、DSF を用いた Tm 値の測定結果は、CH2 ドメインに大

きな変化はないものの、scFv の Tm 値が約 2 ℃程減少している。このことから、scFv を

一本の (G4S)4 リンカーによってタンデムに融合させただけでは、scFv 間に強固なフォー

ルディングを形成させることができず、結果的に収率が下がってしまったことが考えられ

た。そこで、二つの scFv 間を二本の (G4S)4 リンカーによって、融合させるダイアボデ

ィ型の抗体を作製することとした。 

 

 

 



 

 

 

 

図 2-3. タンデム型抗 ROBO1 二重特異性抗体の発現精製。 タンデム型抗 ROBO1 単結合性抗体を

プロテイン G セファロースを用いてアフィニティー精製後、サイズ排除クロマトグラフィーによ

って精製した。ホモ二量体に相当するピークが主に検出された。B5209B-B2212A Tandem について、

A は、HiLoad Superdex 200 16/600 pg カラムによって精製した結果、B は、その SDS-PAGE の結

果を示す。C は、DSF を用いて単結合性および二重特異性抗体の各ドメインの Tm 値を求めた結果

を示す。D、E、F は、それぞれについての B2212A-B5209B Tandem に関する結果を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

一本のポリペプチド鎖によって、二つの scFv 間を二本の (G4S)4 リンカーで融合させ

るダイアボディ型二重特異性抗体の発現精製結果と熱安定性を示す（図 2-4）。これらの

タンパク質も SDS-PAGE の結果から、目的とする分子量のところに発現が確認できる。

scFv をダイアボディ型に融合させたことによっても、scFv を単独で hFc に融合させた

時と比べると、収率は改善されなかった。特に B2212A=B5209B Single chain Diabody は、

DSF を用いた Tm 値の測定結果は、scFv の Tm 値が約 10 ℃程減少し、収率も大幅に悪化

した。これらの結果は、ダイアボディ型は二つの scFv が一本のポリペプチド鎖でつなが

れていた場合、各々の scFv がお互いの VH と VL が向き合うようなフォールディングを

形成させるには、むしろ困難な状況にあると考えた。そこで次に、VH と VL を本来の抗

体が、重鎖と軽鎖で高次構造を形成するように、二本鎖のデイアボディ型二重特異性抗体

を設計することとした。 

 

 

 



 

 

 

 

図 2-4. 一本鎖ダイアボディ型抗 ROBO1 二重特異性抗体の発現精製。 一本鎖ダイアボディ型抗 

ROBO1 単結合性抗体をプロテイン G セファロースを用いてアフィニティー精製後、サイズ排除ク

ロマトグラフィーによって精製した。ホモ二量体に相当するピークが主に検出された。

B5209B=B2212B Single chain Diabody について、A は、HiLoad Superdex 200 16/600 pg カラムに

よって精製した結果、B は、その SDS-PAGE の結果を示す。C は、DSF を用いて単結合性および二

重特異性抗体の各ドメインの Tm 値を求めた結果を示す。D、E、F は、それぞれについての 

B2212A=B5209B Single chain Diabody に関する結果を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

二本のポリペプチド鎖によって、二つの scFv 間を二本の (G4S)4 リンカーで融合させ

るダイアボディ型二重特異性抗体の発現精製結果と熱安定性を示す（図 2-5）。これらの

タンパク質は SDS-PAGE の結果によると、特に B5209B=B2212B Double chain Diabody は、

hFc 融合タンパク質の方が多く発現してしまい、組み合わさる VH と VL の発現とバラン

スが取れていない結果となった。DSF を用いた Tm 値の測定結果によると、scFv の Tm 値

がどちらの抗体も検出されてなかった。このようなことから、収率は求めていない。 

結果的に、scFv 間を二本鎖のポリペプチド鎖で連結させる hFc 融合ダイアボディ型の

二重特異性抗体は、大幅に収率が低く、scFv の Tm 値も単結合性 scFv-hFc と比べると悪

化し、むしろタンデム型の方が scFv のフォールディングは強固なものであったと考えら

れる。そこで、hFc と二つの scFv 間を融合させる別の手段として、hFc の C 末端側に 

scFv を融合させるイムノフュージョン型の抗体を設計することとした。 

 

 

 



 

 

 

 

図 2-5. 二本鎖ダイアボディ型抗 ROBO1 二重特異性抗体の発現精製。 二本鎖ダイアボディ型抗 

ROBO1 単結合性抗体をプロテイン G セファロースを用いてアフィニティー精製後、サイズ排除ク

ロマトグラフィーによって精製した。ホモ二量体に相当するピークがやや遅れて溶出されているこ

とから、分子量が想定より小さく検出されている。B5209B=B2212B Double chain Diabody につい

て、A は、HiLoad Superdex 200 16/600 pg カラムによって精製した結果、B は、その SDS-PAGE 

の結果を示す。C は、DSF を用いて単結合性および二重特異性抗体の各ドメインの Tm 値を求めた

結果を示す。D、E、F は、それぞれについての B2212A=B5209B Double chain Diabody に関する結

果を示す。どちらの抗体にも scFv に相当するピークが検出されていない。 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

hFc の C 末端側に scFv を融合させるイムノフュージョン型二重特異性抗体の発現精

製結果と熱安定性を示す（図 2-6）。これらのタンパク質は、 SDS-PAGE の結果から、目

的とする分子量のところに発現が確認できる。特に、B2212A-B5209B Immunofusion は収

率が、単結合性抗体  scFv-hFc と同等にまで改善された。特に B5209B-B2212A 

Immunofusion は、収率が悪かったことから、B2212A scFv と hFc の C 末端に立体障害が

生じたものと考え、ここに (G4S)4 リンカーを挿入することとした。その結果、収率は改

善された。DSF を用いた Tm 値の測定結果によると、これら全てのイムノフュージョン型

二重特異性抗体において、scFv-hFc の scFv ほど高くはないが、scFv 由来と考えられる 

Tm 値を検出した。 

これらの結果から、scFv 型 hFc 融合二重特異性抗体としては、B2212A-B5209B 

Immunofusion と B5209B-(G4S)4B2212A Immunofusion が高い収率で得られたことから、分

子設計としては充分なものと見なし、抗原との親和性解析に進むこととした。 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

図 2-6. イムノフュージョン型抗 ROBO1 二重特異性抗体の発現精製。 イムノフュージョン型抗 

ROBO1 単結合性抗体をプロテイン G セファロースを用いてアフィニティー精製後、サイズ排除ク

ロマトグラフィーによって精製した。ホモ二量体に相当するピークが主に検出された。B5209B-

B2212A Immunofusion について、A は、HiLoad Superdex 200 16/600 pg カラムによって精製した

結果、B は、その SDS-PAGE の結果を示す。C は、DSF を用いて単結合性および二重特異性抗体の

各ドメインの Tm 値を求めた結果を示す。D、E、F は、それぞれについての B2212A-B5209B 

Immunofusion についての結果を示す。G、H、I は、B5209B-(G4S)4B2212A Immunofusion について

の結果を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

第４節、本章の総括 

 表 2-1.に各種二重特異性抗体の収率をまとめた。 

表 2-1. 培養液あたりの各種二重特異性抗体の平均的な収率 

Antibody Yield(g/mL ) 

 

    B5209B-B2212A Tandem 

 

 

0.2 

 

        B2212A-B5209B Tandem 

 

 

0.05 

 

        B5209B=B2212B Single chain Diabody 

 

 

0.2 

 

        B2212A=B5209B Single chain Diabody 

 

 

0.0001 

 

        B5209B=B2212B Double chain Diabody 

 

scFv 

Negative 

 

        B2212A=B5209B Double chain Diabody 

 

scFv 

Negative 

 

        B5209B-B2212A Immunofusion 

 

 

0.4 

 

        B2212A-B5209B Immunofusion 

 

 

2.5 

 

        B5209B-(G4S)4B2212A Immunofusion 

 

 

0.7 

 

 

 



 

 

二重特異性抗体の収率を検証すると、イムノフュージョン型は、タンデム型およびダイ

アボディ型と比べると、収率が高い結果となった。タンパク質のフォールディングを解析

する DSF によると、タンデム型、一本鎖ダイアボディ型は、scFv の熱安定性が減弱して

いたことから、強固なフォールディングができておらず、不安定なため収量が低い結果に

なった可能性がある。また、二本鎖ダイアボディ型は、scFv 由来の Tm 値が検出できな

かった。イムノフュージョン型に関しては、B5209B scFv を hFc の C 末端に融合させた

場合の CH2 ドメインの Tm 値は、B2212A の scFv を hFc の C 末端に融合させた場合の 

Tm 値よりも 3℃ほど高かったので、B2212A scFv は hFc のフォールディングに悪い影響

を与えた可能性が考えられる。B2212A-B5209B Immunofusion が最も収率が高く、DSF の

解析から scFv および CH2 ドメインの Tm 値も単結合抗体 scFv-hFc において測定され

た値に大きく違うことなく測定されたため、この抗体の発現精製をもって、本章で目的と

する熱安定性を有する二重特異性抗体の分子設計が達成されたこととした。 

結果として、タンデム型および一本鎖ダイアボディ型二重特異性抗体は、抗原への親和

性を評価する表面プラズモン法（ Surface Plasmon Resonance : SPR）による解析のため

には、十分な収量であったことから、これらの解析を行うこととした。さらに、イムノフ

ュージョン型は scFv を融合させる順番にかかわらず、標的抗原に対する反応熱を解析す

る等温滴定型熱量測定法（ Isothermal Titration Calorimetry : ITC）まで含めた広範

な解析に用いるのに十分な発現量を確保することができた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第３章 
 

高親和性 scFv-hFc 型抗 ROBO1 二重特異性抗体の総合評価 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

第３章、高親和性 scFv-hFc 型抗 ROBO1 二重特異性抗体の総合評価 

 

第１節、二重特異性の証明について 

 これまでに報告されてきた二重特異性抗体は、バイパラトピックなものも含めて、がん

に対する治療を目指したものが多く存在する。そのため、もっとも重要視されてきたこと

は、実際にがん細胞の増殖を抑えるか、あるいは死滅させるといった、がん生物学的機能

を抗体が有しているかどうかであった。このことから、二重特異性抗体に期待される物性

や機能として、標的であるがん抗原に高親和性に結合することや、結果的にがん細胞の増

殖、転移、血管新生などのシグナルを抑制するといった効果、または、抗体による結合だ

けで、がん細胞死を起こすような効果が求められた。このことから、作製した二重特異性

抗体の抗原への親和性が、単結合性抗体よりも向上していることを SPR 法や ITC 法など

で評価し、細胞レベルや個体レベルでその二重特異性抗体が、がん細胞の増殖を抑えてい

るという報告や、がん細胞内のシグナル伝達の評価を行う報告が多くを占めている。しか

しながら、SPR 法や ITC 法、さらには作製した抗体の熱安定性を総合的に評価して、作

製した二重特異性抗体が強固に高次構造を形成し、二重特異的な抗原への結合を達成して

いることの証明は行われてこなかった。本研究室からは、この ROBO1 抗体を使って、二

つの単結合性抗体の反応熱の足し合わせが、二重特異性抗体の反応熱に相当することによ

って、バイパラトピックな抗原抗体反応を達成していることを証明してきた。 

このような先行研究結果に基づき、本研究においても作製した二重特異性抗体が、単結

合性抗体の親和性と比べて向上していることを、SPR 法を用いて証明する。また、二重特

異性抗体の反応熱が、二つの単結合性抗体の反応熱の和に等しくなるかを調べる。また、

第２章で検証した熱安定的に作製できた抗体と、その抗体の抗原への親和性について、比

較検討する。 

 

 

 

 

 



 

 

第２節、sROBO1 抗原とイムノフュージョン型単結合性抗体の発現精製 

 作製した各種抗体と標的抗原との親和性を解析するため、抗原分子である ROBO1 の発

現精製を行った。B5209B および B2212A が認識する ROBO1 の細胞外ドメインである 

sROBO1 も同様に発現バキュロウイルスを昆虫細胞に感染させ、感染後３日目の培養上清

中から Ni 精製とイオン交換クロマトグラフィーによる精製を行い、解析に十分なタンパ

ク質量を純度良く得ることができた（図 3-1）。また、SEC-MALS を用いて分子量を測定す

ると、およそ 95kDa の値を示し、単量体であることが示された。また、透過型電子顕微

鏡によって、ネガティブ染色法によって観察すると、単量体と思われる粒子の存在が確認

できる。これらの結果から、バキュロウイルス発現系によって、Sf9 細胞を用いて作製し

た sROBO1 は単量体であると結論付けた。 

 

図 3-1. sROBO 抗原の発現精製。 sROBO1 抗原をニッケル樹脂アフィニティークロマトグラフィー

精製後、イオン交換クロマトグラフィーによって精製した。A は、クロマトグラムを示し、青線は 

NaCl 濃度を示す。B は、SDS-PAGE の結果。C は、SEC-MALS によって、分子量を測定した結果を

示す。D は、透過型電子顕微鏡撮影写真である。 

 



 

 

 さらに、作製した二重特異性抗体が標的抗原に対し、それぞれのエピトープに結合して

いることを評価するために、B5209B および B2212A が結合しない ROBO1 の変異体を発現

精製することとした。すなわち、B5209B が認識するエピトープのホットスポットとして

既に報告されている E470 と R477 をそれぞれアラニンとアスパラギン酸に置換した変異

体 sROBO/E470A/R477D と、 B2212A が認識する ROBO1 の細胞外ドメインである３番目の

フィブロネクチンドメイン削った sROBO1/FN3 を作製した（図 3-2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

図 3-2. B5209B と B2212A の ROBO1 抗原への結合。 A 、変異体 B5209B は、E470 と R477 をホ

ットスポットとして認識する。B 、B2212A は、FN3 の広範なエピトープを認識している。 

 

B5209B は、認識しているアミノ酸残基が限定的であり、２点だけの点変異とし、特に

中性付近では正電荷を持つ 477 番目のアルギニンを、中性付近で負電荷を持つアスパラ

ギン酸に置換することで、抗体との結合を反発させることを狙った。B2212A が認識して

いるアミノ酸残基はこれに対し、３番目のフィブロネクチンドメインの 17 番目のアスパ

ラギンから、75 番目のチロシンまでの広範な範囲に広がっているとされている。そこで、

ROBO1 の細胞外ドメインの最も C 末端側に位置することも考慮に入れて、３番目のフィ

ブロネクチンドメイン全体を削る deletion mutant を作製することとした。これら変異

体の発現系も同様に、発現バキュロウイルスを作製し昆虫細胞に感染させ、感染後３日目

の培養上清中から Ni 精製とイオン交換クロマトグラフィーによる精製を行い、解析に十

分なタンパク質量を得ることができた（図 3-3）。 

 



 

 

 

 

図 3-3. sROBO1 抗原変異体の発現精製。 変異体 sROBO/FN3 および sROBO/E470A/R477D 

をニッケル樹脂アフィニティークロマトグラフィー精製後、イオン交換クロマトグラフィ

ーによって精製した。A は、sROBO/FN3 のクロマトグラムであり、青線は NaCl 濃度を

示す。B は、その SDS-PAGE の結果を示す。C は、sROBO/E470A/R477D のクロマトグラム

であり、青線は NaCl 濃度を示す。D は、その SDS-PAGE の結果を示す。 

 

 一方で、イムノフュージョン型抗体の持つ scFv の一つずつが、抗原に対しそれぞれの

エピトープに結合していることを証明するために、B2212A と B5209B のイムノフュージ

ョン型の単結合抗体と二重特異性抗体の反応熱を ITC 法によって測定し、比較検討するこ

ととした。ROBO1 に結合しないネガティブコントロール抗体として、ケモカインレセプタ

ー CCR5 由来の配列に対するペプチド抗体 4B08 の scFv を用いて、ROBO1 に対するイム

ノフュージョン型の単結合抗体を作製した59,60。二重特異性抗体同様、プロテイン G セフ

ァロース精製後、サイズ排除クロマトグラフィーによる二段階精製を行った（図 3-4）。 

 



 

 

 

 

 

図 3-4. イムノフュージョン型単結合性抗体の発現精製。イムノフージョン型単結合性抗体も、プ

ロテイン G セファロース精製後、サイズ排除クロマトグラフィーによって二段階精製を行った。A 

は、4B08-B5209B Immunofusion。B は、B2212A-4B08 Immunofusion。C は、B5209B-(G4S)44B08 

Immunofusion。 

 



 

 

第３節、イムノフュージョン型二重特異性抗体の反応熱評価 

 イムノフュージョン型単結合性および二重特異性抗体と sROBO1 との反応について、

ITCによる測定結果を示す（図 3-5）。また、このときのストイキオメトリー、反応速度定

数および反応熱を表 3-1.と表 3-2.にまとめた。イムノフュージョン型単結合性抗体であ

る B2212A-4B08 Immunofusion、4B08-B5209B Immunofusion および B5209B-(G4S)44B08  

Immunofusion の H は、それぞれ約 －14 、－12 および －13 kcal/mol の値を示す発熱

反応が測定された。このそれぞれの値は先行研究で報告されていた単結合性抗体の反応熱

が十数 kcal/mol であったこととほぼ一致する。B2212A-4B08 に対して、4B08-B5209B と 

B5209B-(G4S)44B08 Immunofusion の反応速度定数を比較すると、B2212A を有する抗体が

数ナノ M の強さを示すことから、B5209B よりも B2212Aの方の親和性が高いことが示唆さ

れた。また、ストイキオメトリーはそれぞれ、1.0 と 0.6 および 0.1 になった。これら

の結果は、B5209Bはエピトープが標的分子のアクセスし難い位置にあり、完全に１対１の

反応が進んでいない可能性が考えられる。 

 



 

 

 

 

図 3-5. sROBO1 とイムノフュージョン型単結合性および二重特異性抗体の ITC 測定。 シリンジ

に sROBO1 を約 40M、セルに各種抗体を約 4M で測定した。測定バッファーは、PBS を用いた。

A、4B08-B5209B Immunofusion。B、B2212A-4B08 Immunofusion。C、B2212A-B5209B Immunofusion。

D、B5209B-(G4S)44B08  Immunofusion。E、B5209B-(G4S)4B2212A  Immunofusion。 

 

B2212A-B5209B Immunofusion 型の二重特異性抗体の反応熱 H を ITC により測定する

と、約 − 25 kcal/mol 程度と高い値を示した。この反応熱は、単結合抗体の反応熱の足

し合わせにほぼ一致する。このことから、この抗体はそれぞれのエピトープを認識して結

合していることが示唆された。また、反応速度定数は数十 nM であり、単結合抗体より弱

い親和性が測定された。 

 hFc と B2212A scFv の間に４つの (G4S)x4 リンカーを挿入した B5209B-(G4S)4B2212A 

Immunofusion型の反応熱 H を ITC によって測定した。H は、約－19 kcal/mol 程

度であった。これは、単結合抗体の反応熱の足し合わせには及ばないものの、単結合抗体

よりも高い値を示している。 



 

 

表 3-1. sROBO1 抗原と単結合性および、B2212A-B5209B Immunofusion の反応熱 

sROBO1 

 

 

 

 

 

 

n KD(nM) G 

(kcal/mol) 

H 

(kcal/mol) 

−TS 

(kcal/mol) 

 

 

 

 

 

4B08-B5209B 

Immunofusion 

0.6 59 − 9.9 − 12.0 2.1 

 

 

 

 

 

B2212A-4B08 

Immunofusion 

1.0 4.0 − 11.5 − 13.6 2.1 

 

 

 

 

 

B2212A-B5209B 

Immunofusion 

0.84 72 − 9.8 − 24.8 5.0 

 

 

 

 

 



 

 

 

表 3-2. sROBO1 抗原と単結合性およびイムノフュージョン型抗体の反応熱 

 

sROBO1 

 

 

 

 

 

 

n KD(nM) G 

(kcal/mol) 

H 

(kcal/mol) 

−TS 

(kcal/mol) 

 

 

 

 

 

 

 

B5209B-

(G4S)4B08 

Immunofusion 

0.1 560 − 8.5 − 12.5 4.0 

 

 

 

 

 

 

 

B5209B-

(G4S)B2212A 

Immunofusion 

0.7 3.2 − 11.6 − 19.1 7.5 

 

 

 

 



 

 

 さらに、イムノフュージョン型二重特異性抗体が抗原に対し、二重特異的に結合してい

ることを証明するために、sROBO1 の変異体との反応熱を ITC 法によって測定することと

した（図 3-6）。すなわち、B2212A 抗体のエピトープを削った sROBO1/FN3 をシリンジ

側から、セル側に充填した B2212A-B5209B Immunofusion に滴下する測定を行った。この

時測定された反応速度定数を表 3-3.にまとめた。この反応の反応熱 H は、− 10.8 

kcal/molの値を示す発熱反応が測定された。B2212A-B5209B Immunofusion が sROBO1 と

結合した時の反応熱、約 − 25 kcal/mol の値が、約半分弱まで下がったことは、B2212A-

B5209B Immunofusion が有する B2212A scFv が FN3 ドメインを認識して結合しているこ

とを示している。また、単結合性抗体の反応熱分、十数 kcal/mol の発熱反応が測定でき

たことから、B2212A-B5209B Immunofusion が有する B5209B scFv が、sROBO1/FN3 に残

っている５番目のイムノグロブリン様ドメインを認識していることが示唆された。 

 
図 3-6. sROBO1 の変異体と二重特異性抗体の ITC 測定。 シリンジに sROBO1 の変異体を約 40M、

セルに各種抗体を約 4M で測定した。測定バッファーは、PBS を用いた。セルに、B2212A-B5209B 

Immunofusion を入れて反応させた結果を示す。 

 



 

 

表 3-3. sROBO1 抗原の変異体とイムノフュージョン型抗体の反応熱 

 

sROBO1/FN3 

 

 

 

 

 

 

n KD(nM) G 

(kcal/mol) 

H 

(kcal/mol) 

−TS 

(kcal/mol) 

 

 

 

 

 

 

 

B2212A-B5209B 

Immunofusion 

0.4 2800 − 10.4 − 10.8 0.45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

第４節、単結合性および二重特異性抗体の抗原に対する親和性評価 

一本鎖 scFv を二本鎖にした場合について検証するため、B2212A と B5209B の IgG 型の

ヒトキメラ単結合抗体を作製した。二重特異性抗体と同様に、バキュロウイルス発現系を

用い、プロテイン Gセファロースと SECにより精製を行った（図 3-7）。 

 

 

 
 

 

図 3-7. 単結合性 hIgG1 キメラ型抗体の発現精製。 hIgG1 キメラ型の単結合性抗体もプロテイン 

G セファロースとサイズ排除クロマトグラフィーによって精製した。A は、B2212A hIgG1 chimera。

B は、B5209B hIgG1 chimera。C は、それぞれの SDS-PAGE の結果を示す。 

 

 

 作製した二重特異性抗体の抗原に対する親和性が、単結合抗体の親和性と比べて、高親

和性になっていることを確かめるため、SPR によって作製した単結合性および二重特異性

抗体の反応速度定数を評価した（図 3-8）。 

 

 



 

 

 

 



 

 

 
 

図 3-8. 単結合性および二重特異性抗体の抗原に対する SPR 測定結果。 抗 Human Fc 抗体を用い

て単結合性および二重特異性抗体を固定化し、アナライトとして sROBO1 を 100nM~25pM の濃度で

流すことで、各種抗体の親和性を測定した。バッファーには、0.005% Tween20 PBS を用いた。こ

の時のセンサグラムを示す。青の実線は測定結果、黒の実線はフィッティング曲線を示す。A は、

B5209B hIgG1 chimera。B は、B2212A hIgG1 chimera。C は、B5209B scFv-hFc。D は、B2212A 

scFv-hFc。E は、B5209B-B2212A Tandem。F は、B2212A-B5209B Tandem。G は、B2212A=B5209B 

Single chain Diabody。H は B5209B=B2212A Single chain Diabody、。I は B5209B-B2212A 

Immunofusion、。J は、B2212A-B5209B Immunofusion。K は、B5209B-(G4S)4B2212A Immunofusion。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

異なる二つの親和性の scFv を持つ二重特異性抗体の反応速度定数は、Heterogeneous 

Ligand 法によって計算した。解離反応があまり確認できないセンサグラムからは、koff が

小さい反応から KD 値を採用した。また、KD 値が数十 femto M 程度の極端に弱い反応は採

用しなかった。 

一種類の抗原認識部位を持つ B2212B キメラ抗体は、1対 1結合で反応速度定数を計算

した。B5209B キメラ抗体も同じく、一種類の抗原認識部位を持つが、1 対 1 結合の計算で

は実験結果に合わず、Heterogeneous Ligand 法に合致したので、この方法で計算結果を検

証した。このことは、B5209B は一つ目の抗原が結合すると二つ目の抗原が結合しにくく

なる可能性も考えられる。またこの時のセンサグラムからは、大きな解離反応が確認でき

たので、koffが強い二段階目の KD値を採用した。このような判断から表 3-2.に各種単結合

性および二重特異性抗体の反応速度定数をまとめた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

表 3-2. 単結合性および二重特異性抗体の反応速度定数 

Antibody x 10
5 

k
on

 (Ms
-1

) x 10
-4 

k
off

 (s
-1

) 
K

D
 

(nM) 

B5209B hIgG1 chimera 3.7 0.02 
52 

B2212A hIgG1 chimera 
2.1 0.07 3.3 

B5209B scFv-hFc 140 
100 11 

B2212A scFv-hFc 1.8 
5.8 3.2 

B5209B-B2212A Tandem 23 0.81 
0.035 

B2212A-B5209B Tandem 24 0.52 
0.022 

B2212A=B5209B Single chain Diabody 2.8 5.8 
2.1 

B5209B=B2212A Single chain Diabody 5.3 0.97 
0.18 

B5209B-B2212A Immunofusion 1.2 3.5 
3.0 

B2212A-B5209B Immunofusion 19 1.5 
0.075 

B2212A-(G4S)4-B5209B Immunofusion 20 0.69 
0.034 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

第５節、本章の総括 

 ITC 法による B2212A-B5209B Immunofusion 型の抗原への反応速度定数が低かったこと

は、最初の反応で抗原を捉えた結果、二つ目の反応が同一分子内で起こったため、動きを

制限され、反応速度が減弱したことが推察される。これに対し、リンカーを挿入した 

B5209B-(G4S)4 B2212A Immunofusion 型の抗原への反応速度定数は強く、抗原への親和性

は改善されているが、反応物一分子あたりの反応熱 H は、単結合抗体の足し合わせには

及ばなかった。このことは、最初の抗体の反応後、次の抗体の反応は、同一分子に対して

だけではなく、別の抗原分子との１：２の反応も同時に起こっており、１：２結合の方が

容易に行われるため反応速度定数が改善され、１分子あたりの反応熱は減少したことが考

えられる。 

表３にまとめた SPR 法による反応速度定数の測定結果によると、何れの二重特異性抗

体も単結合性抗体より、全般に親和性が強い傾向があった。二重特異性抗体の中でもタン

デム型とイムノフュージョン型それぞれ２つ、計４つの二重特異性抗体は、その他の二重

特異性抗体と比べても強い親和性が測定され、本研究において目的とする、10のマイナス

11 乗 M の値を有する高親和性抗体を４つ作製することに成功した。また、ヒトキメラ抗

体から scFv 一本鎖抗体にしても、親和性に大きな変化はなかった。 

 この４つの scFv の位置や自由度の異なる二重特異性抗体に関し、抗原との結合の違い

について可能性を検証することとした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

第４章 
 

抗体が結合した ROBO1 に対するリガンドの親和性評価 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

第４章、抗体が結合した ROBO1 に対するリガンドの親和性の総合評価 

 

第１節、本章の序論 

 第３章において、タンデム型二重特異性抗体の方が、イムノフュージョン型二重特異性

抗体よりも sROBO1 抗原に対して親和性が高くなったのかについて考察する。近年、クラ

イオ電子顕微鏡によって解かれた ROBO1 の細胞外ドメインの高次構造を参照すると、

ROBO1 同士が二量体を形成し折りたたまれることで、B5209B および B2212A のエピトー

プである５番目のイムノグロブリン様ドメインと３番目のフィブロネクチンドメインは、

構造上近接している（図 4-1）61。 

 

図 4-1. ROBO1 の細胞外ドメインと二重特異性抗体の関係。 イムノフュージョン型のプロトマー

内の 2 つの scFc は、強固に折りたたまれた高次構造を維持する hFc に挟まれているのに対し、

タンデム型は高次構造をとらず、動きの自由度の高い一本のポリペプチド鎖でつながれている。 

 

 

 



 

 

第３章までに解析した sROBO1 は、バキュロウイルス発現系によって Sf9 細胞を用い

て作製した単量体分子であったが、仮に単量体でもこの報告と同じような高次構造を形成

していると仮定すると、タンデム型二重特異性抗体のプロトマーが有する異なる２つの 

scFv は、４つの(G4S) リンカーによってつながれているため、動きの自由度が高く、こ

の折りたたまれた構造の ROBO1 の細胞外ドメインに対して優位に結合した可能性が考え

られる。一方、イムノフュージョン型二重特異性抗体のプロトマーが有する異なる２つの 

scFv は、強固な折りたたみによって立体構造を形成している hFc を挟んでいるので、２

つの scFv の動きの自由度は低く、近接した２つのエピトープに結合するには、タンデム

型と比べて不利だった可能性が考えられる。図 4-1.で報告されている二量体または四量

体の ROBO1 の細胞外ドメインは、HEK293 細胞を用いて作製している。このことから哺乳

細胞を使った発現系の場合、ROBO1 は二量体を形成する可能性があり、実際のがん細胞膜

上の ROBO1 も二量体以上の高次構造を形成している可能性がある。そこで本章では、同

じ 293 系列の細胞株である Expi293F 細胞を用いて ROBO1 を作製し、この四次構造を検

証する。また、この Expi293F 細胞を用いて作製した ROBO1 に対しても、第３章までに

作製した二重特異性抗体が結合することを示す。 

ROBO1 と Slit2 の組織中での局在について調べると、ヒトの正常組織では、ROBO1 は

脳などの神経組織や神経系の細胞に発現していることが知られている62,63。一方、ROBO1 

のリガンドとして既に知られている Slit2 の発現は肺や骨髄に多く、また腎臓などに至

るまで広範な組織に発現していることが知られている64。ROBO1 は当初ショウジョウバエ

の胚発生期に神経軸索誘導遺伝子として見つかっており、近年では哺乳動物であるマウス

においても、発生期に重要な役割を果たすこと65、傷ついた網膜などの修復時に機能する

ことといった報告もある66。このような背景から、ROBO1 は正常組織では、通常 Slit2 と

結合して、そのシグナルを受けることは殆どないと考えられる。しかしながら、肝臓がん

細胞などにおいては67、ROBO1 が異常な高発現状態を呈し、Slit2 の結合によって、細胞

内にシグナルが伝えられ、がんが進行するという結果になっている。 

図 4-1.の先行研究結果によると、ROBO1 と Slit2 の結合状態について、分子レベルで

はともに二量体同士であり、それぞれ単量体では、100kDaの ROBO1 の細胞外ドメインと、

140kDa の Slit2 の N末端ドメイン Slit2N が結合すると、この大きな分子同士でダイナ



 

 

ミックな立体構造変化を起こす（図 4-2）。また、Slit2N の ROBO1 に対する結合の反応

速度定数は、約 8nM とされる68。このようなことから、本研究で作製した親和性の強いバ

イパラトピックな二重特異性抗体が ROBO1 に結合したことで、Slit2N が ROBO1 の高次

構造変化を起こさせる結合ができなくなる可能性を検証する。 

 

 

 

 

 
 

図 4-2. ROBO1 と Slit2N の高次構造変化。 ROBO1 は、リガンドである Slit2N と結合すること

で、大きく開いた構造をとる。 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

第２節、Slit2N の発現精製 

 Slit2N の結合によって高次構造が変化した ROBO1 の評価系を作製するために、まず 

Slit2N の発現精製を行った（図 4-3）。Slit2N も sROBO1 同様、糖鎖が付加されるヒト

由来の細胞外タンパク質であることから、バキュロウイルス発現系を用いることとした。

細胞外の機能ドメインとされる４つのロイシンリッチリピートドメインと、６つのエピダ

ーマルグロースファクタードメインからなる Slit2 の N 末端ドメインを C 末端にヒス

タグ融合タンパク質になるように発現ベクターにクローニングした。これによりバキュロ

ウイルス液を作製し、昆虫細胞 Sf9 に感染させた。感染後３日目の培養上清を回収し、

Ni 精製とサイズ排除クロマトグラフィーによって、Slit2N を精製した。 

 

 
図 4-3. Slit2N の発現精製結果。 Slit2N は、収率が低く、純度も高くないが、SPR 法による解

析には十分な収量となった。A は、SEC 後の SDS-PAGE の結果。Ni はニッケル精製後のサンプル。

B は、抗ヒスタグ抗体によるウェスタンブロットによって、目的タンパク質の発現を確認した。C 

は、SEC による目的タンパク質のピークの位置を示す。 

 



 

 

第３節、293 細胞株を用いた ROBO1 の細胞外ドメインの発現精製 

 先行研究により、HEK293 細胞株を用いた発現系により作製された ROBO1 の細胞外ドメ

インによって、高次構造の解析がなされたことから、本研究においても 293 細胞株による

発現系で ROBO1 の細胞外ドメインを改めて発現精製することを試みた。全長の ROBO1 を

発現ベクター pcDNA3.4 にクローニングし、Expi293 細胞株に遺伝子導入した。この細胞

のライセート中には全長の ROBO1 が発現し、遺伝子導入 3 日目以降の培養上清中に、 

ROBO1 の細胞外ドメインが放出されていることを B2212A キメラ抗体によるウェスタンブ

ロット法により確認した（図 4-4）。 

 

図 4-4. Expi293F 細胞による ROBO1 の細胞外ドメインの発現。ROBO1 は、Expi293F 細胞に全長

で発現させると、細胞外ドメインが培養上清中に切断される。細胞ライセートおよび培養上清中の

標的タンパク質の発現を、経時変化を追ってウェスタンブロットによって確認した。 

 

 

 

 

 



 

 

 さらにこの切断された ROBO1 の細胞外ドメインが、先行研究で報告されているように

二量体や四量体を形成していることを確かめるために、ヒスタグを N 末端側に融合させ

た発現系を作製し、この His-ROBO1 の細胞外ドメインを Ni 精製し、SEC 分析カラムを

通過させることで、分子量を見積もることとした。その結果、バキュロウイルス発現系で

作製した単量体であった sROBO1 に対し、Expi293F 細胞で発現させた His-ROBO1 は、単

量体よりも分子量が大きかったことから、先行研究で示されているように二量体以上の多

量体を形成していることが示唆された（図 4-5）。 

 

図 4-5. Expi293F 細胞で発現させた His-ROBO1 の細胞外ドメインの精製。全長の ROBO1 を 

Expi293F 細胞に発現させ、培養上清中に切断されてきた細胞外ドメインを Ni アフィニティー精

製後、SEC 精製を行った。A は、構造の模式図で、ダイマーであった場合の分子量を示す。B は、

分析カラムのクロマトグラムを示す。バキュロウイルス発現系で作製したモノマーの分子量よりも

大きな分子量のタンパク質がわずかに検出されている。 

 

 

 



 

 

第４節、抗原抗体複合体を用いた Slit2N の親和性評価 

この多量体を形成する ROBO1 の細胞外ドメインに第３章までに作製した抗体を結合さ

せることで、抗原抗体複合体を形成し、これをセンサーチップ上に固定化することで、

Slit2N の抗体が結合した ROBO1 への親和性を評価することとした（図 4-6）。 

 

図 4-6. Slit2N の親和性評価。 Expi293F 細胞で発現させた多量体を形成する ROBO1 の細胞外ド

メインを、抗体と結合させた状態で固定化することで、ROBO1 に対する各種抗体の結合によって、

Slit2N の結合の親和性への影響を評価する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

タグを付加していない ROBO1 の細胞外ドメインを、抗体カラムを使用して抗原と抗体

を共に精製した（図 4-7）。B2212A キメラ抗体、または、B2212A-B5209B イムノフュージ

ョン型二重特異性抗体をプロテイン G セファロースに結合させ、ROBO1 の細胞外ドメイ

ンを、遺伝子導入７日目の Expi293 細胞の培養上清中から精製した。 

 

 

図 4-7. 抗体カラムによる ROBO1 の細胞外ドメインの精製。 A は、抗体カラムの模式図。B は、

B2212A キメラ抗体と ROBO1 の細胞外ドメインの複合体の SDS-PAGE で展開した結果を示す。C は、

B2212A-B5209B Immunofusion 型抗体と ROBO1 の細胞外ドメインの複合体の SDS-PAGE で展開した

結果である。 

 

 

 

 

 

 



 

 

抗体カラムで精製された抗原抗体複合体をサイズ排除クロマトグラフィーによって精製

した（図 4-8）。単一のピークとして得られた精製画分を、標的タンパク質の存在を確認

するために、B5209B キメラ抗体と二次抗体として抗ヒト IgG 抗体を用いたウェスタンブ

ロットを行った。ROBO1 抗原と B2212A キメラ抗体、および、B2212A-B5209B イムノフュ

ージョン型二重特異性抗体の存在を確認できた。これらの結果から、第３章までに作製し

た抗体が、単量体だけでなく多量体にも結合できることが示された。 

 

図 4-8. sROBO1 と B2212A hIgG1 キメラ抗体およびイムノフュージョン型抗体複合体の SEC 精

製。切断された ROBO1 の細胞外ドメイン (sROBO1) と B2212A hIgG1 キメラ抗体およびイムノフ

ュージョン型抗体の複合体を SEC によって精製した結果を A に示す。過剰量加えた抗体と複合体

が分離できている。B は、SEC 後のサンプルをウェスタンブロットによって sROBO1 と キメラ抗

体およびイムノフュージョン型抗体の存在を確認した。①は、ROBO1 と B2212A hIgG1 キメラ抗体

複合体。②は、ROBO1 とイムノフュージョン型抗体複合体。③は、B2212A hIgG1 キメラ抗体のみ。

④は、イムノフュージョン型抗体のみ。①と②に、sROBO1 の存在が確認できる。 

 

 

 



 

 

 二重特異性抗体が結合した状態の ROBO1 に対し、Slit2N の結合の親和性を評価するこ

とで、二重特異性抗体による Slit2N の ROBO1 への結合の阻害を評価できるかについて

検証することとした。 

 取得した ROBO1 抗原に結合した B2212A キメラ抗体複合体を、センターチップ上に固

定化し、SPR 法を用いて Slit2N の結合を測定した（図 4-9）。しかしながら、マイナスの

値を示している反応にあり、Slit2N をアナライトとして流し、解離を測定する際に、

ROBO1 も固定化した抗体から剥がれていると思われる。また、Slit2 の純度が低いため、

Slit2N と抗体と共に固定化した ROBO1 への親和性を評価する詳細な解析には至らなかっ

た。 

 

図 4-8. 抗原抗体複合体の Sllit2N に対する SPR 測定結果。 抗 Human Fc 抗体を用いて ROBO1 

と B2212A-B5209B Immunofusion 型抗体の複合体を固定化し、アナライトとして Slit2N を 

40nM~2.5nM の濃度で流すことで、親和性を評価することを試みた。バッファーには、0.005% 

Tween20 20mM-HEPES(pH=7.4) を用いた。この時のセンサグラムを示す。青の実線は測定結果、黒

の実線はフィッティング曲線を示す。センサグラムが下がってきていることから、固定化した 

ROBO1 抗原が剥がれていることが推察される。 

 

 

 

 



 

 

第５節、本章の総括 

Slit2N の発現精製は、困難であった。Ni 精製した時点での収量も低く、その後、PBS

に透析すると沈殿しやすく、また、限外ろ過によって濃縮する際にも沈殿しやすい傾向に

あった。このことから、PBS には置換せずに、アルギニンを加えた Tris 緩衝液で精製を

行い、SPR 測定は、HEPES 緩衝液を用いるなどの工夫を施した。 

全長の ROBO1 を Expi293 F 細胞で発現させた時に、細胞外ドメインが自発的に切断さ

れてきたことは、最初は想定外であった。しかしながら、先行研究により、MMP や γ-セ

クレターゼによって、細胞外ドメインが切断されることは、既に報告されていることから、

おそらく Expi293 F 細胞においても同様の活性を持つプロテアーゼの発現があって、

ROBO1 の細胞外ドメインは切断されて、培養上清中に放出されたことが推察される。 

Epi293 F 細胞培養上清中の ROBO1 は、クルードなサンプルであるが、ここから抗 

ROBO1 抗体カラムを用いて、ROBO1 抗原を純度高く精製することができた。このことから

も本研究で作製した単結合性および二重特異性抗体は、抗原に対し高い特異性を維持して

いたことがわかる。そして、バキュロウイルス発現系によって作製した単量体だけでなく、

293 細胞系によって作製した多量体の ROBO1 にも本研究で作製した抗体が結合できるこ

とが示された。 

さらに、精製した抗原抗体複合体を用いた SPR の結果から、この抗原抗体複合体と 

Slit2N の結合を評価することを試みたが、Slit2N の解離を測定する際に、おそらく 

ROBO1 も固定化した抗体から剥がれていたことが原因となり、親和性を評価する詳細な解

析には至らなかった。このことから、二重特異性抗体が、Slit2N による ROBO1 の高次構

造変化を抑制するといったような結果は得ることはできなかった。 

Slit2N が結合することで高次構造が変化した ROBO1 に対する各種二重特異性抗体の結

合の評価をするために、さらに ROBO1 を発現する培養がん細胞を使ったフローサイトメ

トリーによる実験系を行うこととした。 

 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

第５章 

 

肝がん細胞株を用いた二重特異性抗体の結合評価 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

第５章、肝がん細胞株を用いた二重特異性抗体の結合評価 

第１節、本章の序論 

 肝臓がん細胞69,70,71などにおいては、過剰発現を呈した ROBO1 はリガンドである Slit2 

からの刺激を受けて、肝細胞増殖因子( Hepatocyte Growth Factor : HGF )からのシグナ

ルが増強され、肝臓がんが進行することが報告されてきた72。その後、HGF からのシグナ

ルを受けると細胞質内のシグナル伝達タンパク質の Akt がリン酸化を起こすこと、ROBO1 

が Slit2 の刺激を受けると Akt がリン酸化されるといったメカニズムが次々に解明され

た。Akt のリン酸化によって、さらに下流の低酸素誘導性因子 HIF-1 ( Hypoxia-

inducible factor ) の発現が行進し、がん細胞の血管新生に関わる VEGFR や浸潤転移に

関する MMP2 、さらに細胞内に糖を取り込む GLUT1 などの、がんが行進する上で重要な

遺伝子群が発現することが分かっている（図 5-1）73,74。 

 

図 5-1. 肝臓がん培養細胞株を用いた、構造変化した ROBO1 への二重特異性抗体の結合。 がん細

胞上の ROBO1 に二重特異性抗体が結合できるか確かめる。Slit2N が結合することによって構造変

化した ROBO1 にも、二重特異性抗体が結合できるか確かめる。 



 

 

図 4-1.で報告されている ROBO1 は、二量体または四量体の細胞外ドメインを形成して

いて、第４章ではこのような多量体を形成する ROBO1 にも、第３章で作製した単結合性

および二重特異性抗体が結合することを示した。本章では、ROBO1 を発現する肝臓がん培

養細胞株を用いて、作製した二重特異性抗体ががん細胞上に発現する ROBO1 にも結合で

きるかを調べる。さらに、Slit2N の結合によって構造が変化する ROBO1 に対しても、第

３章までに作製した二重特異性抗体が結合できるか検証する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

第２節、肝臓がん培養細胞株における ROBO1 の発現 

抗体の結合を調べる前に、ROBO1 が発現していることが既に報告されている肝臓がん培

養細胞株 HepG2 および PLC/PRF/5 において、当研究室においても ROBO1 が発現してい

ることをウェスタンブロット法によって事前に確認した（図 5-2）。培養した各種細胞株

のライセートを作製し、B2212A キメラ抗体を用いて、内在性の ROBO1の発現を確認した。

比較のため、全長の ROBO1 発現ベクターを、肝臓がん細胞株へ遺伝子導入し、同様にライ

セートを作製し、ウェスタンブロット法によって発現確認を行った。このライセートによ

ると、遺伝子導入した HepG2 において、マーカーの 190kDa 以上に優位なバンドが検出さ

れた。遺伝子導入していない HepG2 および PLC/PRF/5 のどちらにも、同等の分子量のタ

ンパク質が、確認できたことから、内在性の ROBO1 の発現を確認することができた。 

 

図 5-2. 肝臓がん培養細胞株に発現する ROBO1。 ウェスタンブロットによって内在性の ROBO1 の

発現を遺伝子導入した細胞と比較することで確認することができた。A は、HepG2 の細胞ライセー

ト。B は、PLC/PRF/5 の細胞ライセート。遺伝子導入したライセートには、有意に発現する標的分

子の発現が確認できる。 

 



 

 

次に、この HepG2 に発現する ROBO1 が、作製した Slit2N と結合し細胞内の Akt をリ

ン酸化するかを調べるために、HepG2 の培養液中に 6nM の濃度になるように精製した 

Slit2N を加えて刺激し、経時的に細胞ライセートを回収した。これを BCA 法によりタン

パク質濃度をそろえてウェスタンブロットを行った（図 5-3）。473 番目のセリンがリン酸

化されている Akt を検出する抗体で、シグナル導入の有無を検証した。その結果、

Slit2N の刺激後 10分以降から、 Akt の 473番目のセリンがリン酸化されていることが

確認できた。このことから、本研究で作製した Slit2N は活性を有し、HepG2 の細胞上の 

ROBO1 に結合し、下流にシグナルを伝える機能を持っていることが確認できた。 

 

図 5-3. 精製した Slit2N による Akt のリン酸化。 HepG2 を Slit2N によって刺激すると、10

分目以降に Akt のリン酸化が行進していることが確認できる。A は、抗リン酸化 Akt 抗体。B は、

抗 Akt(pan) 抗体で、リン酸化されていない Akt も全て含めた発現を示す。 

 

 

 

 

 

 



 

 

 さらに、フローサイトメトリーにより HepG2 の細胞膜上に発現する ROBO1 への二重特

異性抗体の結合について、タンデム型とイムノフュージョン型抗体を用いて確認した（図 

5-4）。タンデム型、イムノフュージョン型のいずれも、二次抗体のみ及び抗体なしのコン

トロールと比べて有意に結合していることが確かめられた。さらに HepG2 を Slit2 と各

種二重特異性抗体とを混合し、それぞれの二次抗体で検出した（図 5-5）。HepG2 に結合

したヒスタグが融合している Slit2N を、抗ヒスタグ抗体で検出すると、二重特異性抗体

の存在下においても、Slit2N は HepG2 に結合した。一方、同じ条件で抗ヒト Fc 抗体で

検出すると、Slit2N の存在下においても、二重特異性抗体は HepG2 に結合している。 

 

 

図 5-4. がん細胞に発現する ROBO への二重特異性抗体の結合。 フローサイトメトリーによって、

HepG2 に発現する内在性の ROBO1 に二重特異性抗体が結合することを確認した。赤は、無染色。

青は、二次抗体のみ。緑は、一次抗体として B2212A-B5209B タンデム型。橙は、一次抗体として

B2212A-B5209B イムノフュージョン型をそれぞれ使用した。 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

図 5-5. がん細胞に発現する ROBO への Slit2N と二重特異性抗体の結合。 フローサイトメトリ

ーによって、HepG2 に発現する内在性の ROBO1 に二重特異性抗体と Slit2N が共存する状況で、

どちらも結合することを確認した。A において、黒は、抗ヒスタグ二次抗体のみ。緑は、

Slit2N/His のみ。橙は、Slit2N/His と B2212A-B5209B タンデム型。青は、Slit2N/His と 

B2212A-B5209B イムノフュージョン型をそれぞれ混合した。 



 

 

第３節、本章の総括 

 肝がん細胞株 HepG2 に発現していた ROBO1 は、先行研究で報告されているほどの高発

現は確認できなかった。本研究で用いた HepG2 は、理研バイオバンクより購入したもの

だが、培養方法の検討が必要である。 

フローサイトメトリーの結果は、二重特異性抗体を 200nM の高濃度で検出している。

SPR 測定によるタンデム型およびイムノフュージョン型二重特異性抗体の親和性の測定結

果は、10のマイナス 11乗 M の値を示していたが、必ずしも SPR 測定結果と同等の親和

性で細胞上に発現する ROBO1 抗原に結合するとは限らないので、本研究では充分に結合

が確認できる濃度で、フローサイトメトリー測定を行うこととした。その結果、HepG2 に

発現している ROBO1 に対しても、作製した二重特異性抗体の結合を確認することができ

た。また、Slit2N の結合と二重特異性抗体の HepG2 への結合を検出することができた。 

図 5-4.で測定された ROBO1 の発現と比べると、図 5-5. において測定された ROBO1 の

発現が低く測定されている。このことから、HepG2 に発現する ROBO1 に Slit2N が結合

すると、二重特異性抗体の結合が減弱しているように見える。図 5-4.と図 5-5.は同時に

測定した結果ではないので、さらなる検証が必要であるが、本研究で作製した二重特異性

抗体は、Slit2N が結合していない ROBO1 に優位に結合し得る可能性がある。 

いずれにしても、本章において、第３章までに作製した二重特異性抗体が、がん細胞上

に発現する ROBO1 抗原に対しても結合できることを確認できた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

第６章 

 

本研究の総括 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

第６章、本研究の総括 

 

第１節、発現系の妥当性について 

 本研究において、タンパク質の発現系は全てバキュロウイルス発現系を用いている。こ

の発現系の特徴の一つとしては、細胞外に目的タンパク質を翻訳後修飾、すなわち糖鎖修

飾を施して分泌できる点がある。内在性のヒト抗体に修飾される糖鎖は、ヘテロな集団で

あることが知られ、抗体によって施される糖鎖修飾は様々である。よって組換えタンパク

質として発現させる抗体に修飾させる糖鎖は、どのような糖鎖修飾が適切となるかは、発

現させてみないと分からない75。実際に本研究においても、昆虫細胞 Sf9 を用いて二重特

異性抗体を発現させたが、糖鎖修飾が異なる昆虫細胞株 High Hive にも同じウイルス液

を感染させて、一部の二重特異性抗体の発現精製を試みたところ、収率は極端に下がり、

明らかな沈殿物が生じてしまった。また、糖鎖修飾がシアル酸まで結合することが知られ

ている昆虫細胞株 Mimic Sf9 も試したが、シアル酸の供給源として血清を加えなければ

ならず、プロテイン G 精製の際に血清由来のグロブリンが混在し精製が困難であった。

このような背景から、本研究では Sf9 株を用いて抗体を発現精製することとした。 

第２章において、抗 ROBO1 抗体 B5209B および B2212A の抗原認識部位から作製した

２つの scFv を用いて４価になる二重特異性抗体を、タンデム型、一本鎖および二本鎖ダ

イアボディ型、そしてイムノフュージョン型と呼ばれる構造を持つ形で８つ設計し、その

結果、抗原認識部位の位置を変化させることで、抗体を構成する各ドメインの熱安定性や

親和性の異なる様々な二重特異性抗体の発現精製に成功した。DSF の結果から、scFv を 

hFc に融合させる位置や順によって、scFv そのものや hFc の CH2 ドメインの Tm 値に

変化を及ぼした。SPR の結果からは、親和性の異なる二重特異性抗体を複数作製できたこ

とが確認された。このような抗体の熱安定性と親和性といった物性解析を検証することで、

scFv-hFc 型の最適な融合抗体の分子設計を結論付けることができた。 

 

 

 

 



 

 

第２節、高親和性抗体の意義 

 第３章において、B5209B および B2212A の scFv-hFc 型抗体およびヒト IgG1 型キメ

ラ抗体を作製し、親和性を評価した。親抗体であるマウスモノクローナル抗体は、親和性

がそれぞれ B5209B:0.025nM、B2212A:0.021nM と報告されている。これと比べるとヒト 

IgG1 型キメラ抗体は、B5209B:52nM、B2212A:3.3nM となり減弱している。これまでに作

製されてきた様々なマウスモノクローナルは、臨床応用を目指して、その抗体の可変領域

をヒト抗体の定常領域に融合させることで、ヒトキメラ化にした場合、親和性が減弱する

ことが報告されている76。例えば、セツキシマブなどの抗体で実績がある、がん細胞抗原

の標的として上皮成長因子受容体 ( Epidermal Growth Factor Receptor : EGFR ) に対

する抗体の相補性決定領域 ( Complementarity Determining Region : CDR ) をフレーム

ワーク領域 ( Framework region : FR ) に移植しただけでは抗体の親和性が減弱してし

まうので、最適化が必要であるという報告がある77。本研究においても、マウスモノクロ

ーナル抗体であった B5209B と B2212A の抗原認識部位をヒト IgG1 抗体の定常領域に移

植し、キメラ抗体としたことで親和性の減弱が確認された。しかし、このキメラ抗体と二

重特異性抗体の親和性を、親抗体であるマウスモノクローナル抗体の親和性と比較すると、

キメラ抗体の親和性は、二重特異性抗体を作製したことで、抗原に対する親和性が親抗体

と同等に改善された。当研究室はこれまで、二重特異性抗体の作製に代表される親和性の

向上を目指した研究を進めてきた。この成果の一つとして、このようなキメラ抗体の親和

性を親抗体の親和性まで回復させる効果がある。キメラ抗体などの減弱した融合抗体の親

和性を改善する手法として、二重特異性抗体の作製以外には、抗体の可変領域に変異を入

れて、親和性を向上させる方法も採られてきた78,79,80。しかしながら、この方法は直接的

に抗体と抗原の結合海面に影響を与えることから、親和性が見かけ上高くなっても抗原に

対する特異性が失われてしまう危険性もある。キメラ抗体を作製せずに、ヒト化抗体を作

製する方法も存在する81。すなわち、ヒト免疫グロブリンのトランスジェニックマウスに

抗原を免疫して、ヒト化抗体を得る方法である82。この方法で得られた抗体は定常領域が、

ヒト抗体の配列をしているので、ヒトキメラ抗体を作製する必要はない。しかしながら、

本研究において、一本鎖抗体 scFv-hFc を作製した場合、親抗体よりも親和性が低かった

ように、このヒト化抗体から一本鎖抗体を作製し、二重特異性抗体などの改変抗体を設計



 

 

した場合、同様に親和性が減弱する恐れがある。 

実際のがん患者のがん細胞への抗体の結合を考えた時、標的とするがん細胞に ROBO1 

抗原の発現が多い場合、抗体に求められる物性としては、親和性が低くても多くの抗体を

安定に患者に投与できることが重要になり、ROBO1 抗原の発現が低い場合には、患者に投

与できる量が少なくても、親和性の高い抗体が求められると考えられる（図 6-1）46。第

２章において収率の異なる抗体が取得されたことと、第３章において解析したように、抗

原に対する親和性の異なる性質を持つ抗体が作製されたことを鑑みると、患者の ROBO1 

の発現に応じて求められる治療戦略を提案できる。すなわち、がん細胞上の ROBO1 の発

現が高ければ、ある程度親和性が低くても、多くの抗体を投与することが効果的になり、

イムノフュージョン型のような二重特異性抗体が理想的である。一方、がん細胞上の 

ROBO1 の発現が低ければ、少ない抗体投与量でも高親和性抗体が治療においては有効にな

ることが考えられ、タンデム型のような抗体が理想的である。 

 

図 6-1. 二重特異性抗体の機能と用途。収量や親和性といった各種二重特異性抗体の特徴に適した

使用法が考えられる。 

 

 



 

 

第３節、ROBO1 の四次構造について 

 第４章で得られた、Epi293 F 細胞培養上清中に発現する ROBO1 は、二量体以上の多量

体を形成していることが示唆された。第３章までは、バキュロウイルス発現系を用いて作

製した単量体である sROBO1 によって親和性や反応速度定数を解析した。実際のがん細胞

上に発現する ROBO1 は、単量体であるのか多量体であるのか、あるいは、どちらがどの

程度存在するのかは分からない。おそらくどちらもタンパク質としては安定に精製できる

ことから、単量体と多量体の平衡状態にあるのかも知れない。いづれにしても、本研究で

作製した抗体は、単量体にも多量体にも結合することが確かめられた。 

抗 ROBO1 抗体カラムを用いて、Expi293 F 細胞培養上清中から ROBO1 抗原を純度高く

精製することができた。このことから、本研究で作製した単結合性および二重特異性抗体

は、多量体を形成した ROBO1 抗原に対しても、高い特異性を維持していることがわかる。

さらに、精製した抗原抗体複合体を用いた SPR の結果から、この抗原抗体複合体と Slit2 

の結合を評価した。しかしながら、Slit2N と抗体と共に固定化した ROBO1 への親和性を

評価する詳細な解析には至らなかった。このことから、Slit2N が結合し、高次構造が変

化した ROBO1 への二重特異性抗体の結合については、フローサイトメトリーを用いて評

価することとしたが、固定化される ROBO1 は必ず抗体に結合しているはずなので、分子

レベルで抗体が結合した ROBO1 に Slit2N が結合するかを検証できる実験系のはずであ

った。分子レベルでの検証を実施するためには、この方法が望ましいと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

第４節、肝がん細胞株への抗体の結合について 

第５章では、フローサイトメトリーの結果から、がん細胞株に発現する ROBO1 に結合

する二重特異性抗体と Slit2N の結合をそれぞれ検出した。この実験系は細胞レベルでの

評価系であり、必ずしも抗 ROBO1 抗体が結合した ROBO1 抗原に対する Slit2N の結合を

検出しているとは限らない。細胞上に発現している ROBO1 には、抗 ROBO1 抗体がのみ結

合している場合と Slit2N のみが結合している場合の可能性もあれば、Slit2N が結合する

ことによって抗 ROBO1 抗体が離れてしまう可能性もある。このようなことから、第４章

での分子レベルでの結果をふまえて、第５章での細胞レベルの結果について考察するのが

望ましかった。 

肝がん細胞株を用いた実験系において、ウェスタンブロットによって Slit2N の刺激によ

る Akt のリン酸化が行進することが示された。作製した二重特異性抗体に、このリン酸

化を阻害するような抗体があれば、その抗体はがんが行進することを阻害するような抗体

になり得ることも考えられる。このようなアンタゴニストとしてのバイパラトピックな二

重特異性抗体は、VEGFR に対する抗体で例がある。バイパラトピックな二重特異性抗体の

機能として、他にアゴニストや細胞内への内在化を促すものがある。しかしながら、これ

らの先行研究には本研究で示したような、scFv 間の位置や順を検証し、SPR と ITC そし

て、DSF による実験結果から総合してアンタゴニストやアゴニストを作製したという先行

研究はない。多くは、SPR によって単結合性抗体の親和性よりも、バイパラトピックな二

重特異性抗体の方が、親和性が向上したということから、バイパラトピックなアンタゴニ

ストやアゴニストを作製できたと報告している。しかしながら、本研究で示したように、

SPR によって親和性が向上したとしても、ITC の結果から必ずしも標的とする抗原に対し、

二重特異性抗体が、1 対 1 のバイパラトピックな結合をしているとは限らない。このよ

うな結果から、複数の評価系によって物理化学的指標を総合的に評価することが、反応機

構の正しい解明には重要である。 

 

 

 

 



 

 

第５節、二重特異性抗体の設計方法 

近年では、標的抗原の立体構造解析の結果から、抗体のエピトープ間の距離を計算し、

この情報から最適な抗体を分子設計してから、抗体の発現系を構築するという研究がある。

本研究が始まった時点では、ROBO1 の細胞外ドメイン全長の構造解析はなされておらず、

このような立体構造情報から抗体の分子設計を行うことは困難であった。その後、ROBO1 

の細胞外ドメイン全長の構造解析が、クライオ電子顕微鏡を用いた研究によって明らかと

なった。この情報によって、本研究では第４章から進めた作製した幾つかのバイパラトピ

ックな二重特異性抗体が、リガンドである Slit2N が ROBO1 に結合したときに起こす構

造変化に対応できるのではないかと考えた。そこで、実際のがん細胞上で、リガンドの結

合など様々な動きの変化を抗原側に起こさせ、この標的抗原に対しても結合できる二重特

異性抗体を作製するに至ったことを証明しようと考えた。高次構造情報は、予め抗体の合

理的デザインを行う上で必要不可欠であるが、本研究で示されたように作製しようと試み

た抗体の中でも、実際には収率が低く作製が困難な分子もある。このような場合、融合抗

体を作製し得る幾つかの分子設計の中から特有の機能を持つ抗体を検索していく手法が効

果的である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

実験手法 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

実験手法 

単結合性および二重特異性抗体の発現ベクターの調整 

 共同研究先である浜窪隆雄研究室により供与を受けた、抗 ROBO1 抗体 B5209B および 

B2212A の可変領域の DNA 配列をヒト抗体の Fc に融合させるように、バキュロウイルス

発現系ベクター pFastBac (Invitrogen) に挿入することで Fc 融合型二重特異性抗体の

発現ベクターを構築した（図 7-1）。また、細胞外分泌シグナルとして SP12 配列を ORF 

の N 末端に融合させた83。単結合性抗体も同様に ヒト Fc 融合型になるように可変領域

を pFastBac に ORF を挿入した。また、キメラ抗体の作製には、ヒト IgG1 の定常領域

の遺伝子配列に挿入し、軽鎖には  鎖の配列を使用した。 

 Slit2N および、sROBO1 の変異体に関しても同様に、バキュロウイルス発現系ベクター 

pFastBac を用いて発現系を構築した（図 7-2）。 

 

 

 
 



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 



 

 

 



 

 

 
 

 



 

 

 
 

 



 

 

 

 
 

 

 

図 7-1. 各種抗体のバキュロウイルス発現系ベクター。 A は、発現ベクターの図。B~I には、ORF 

にそれぞれ挿入した、各種単結合性および二重特異性抗体の配列を示す。D の二本鎖ダイアボディ

型と、H のキメラ hIgG1 抗体は、二つの発現ベクターからバキュロウイルス液をそれぞれ作製し、

これを混ぜて共感染して発現させた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
 

 
 

図 7-2. ROBO1 抗原および Slit2N のバキュロウイルス発現系ベクター。 A は、B5209B 抗体のエ

ピトープに二ヶ所点変異を起こした変異体と、B2212A 抗体のエピトープである FN3 ドメインを削

った変異体の配列を示す。B は、Slit2N の配列を示す。 

 

 



 

 

バキュロウイルス発現系 

 単結合性および二重特異性抗体の発現系には、バキュロウイルス発現系を用いた。100 

L の大腸菌 DH10Bac 株コンピテントセル (Invitrogen) に構築した発現ベクター 1 ng 

/ Lを 1 μL 添加した。30分間氷上静置した後に、ThermoStat plus(Eppendorf) にて 

42 ℃で 1分間のヒートショックを行い、大腸菌を形質転換した。 

 形質転換した大腸菌は、LB プレート培地 ( 10g/L Tryptone, 5 g/L yeast extract, 

10g/L NaCl, 15 g/L Agar, 50 g/mL Kanamycin, 10 g/mL Tetracycline, 7 g/mL 

Gentamicin, 100 g/mL X-gal, 40 g/mL ITPG ) に播種し、37℃で二晩以上静置培養し

た。プレート培地上に形成した白色のコロニーを 3mL LB 液体培地 (10g/L Tryptone, 5 

g/L yeast extract, 10g/L NaCl, 50 g/mL Kanamycin, 10 g/mL Tetracycline, 7 g/mL 

Gentamicin ) に植菌し、NR-1(TAITEC) にて 170 rpm、37 ℃で一晩培養した。 

 培養液 3 mL から、GenElute Plasmid Miniprep kit(SIGMA) を用いて、シャトルベク

ターである Bacmid DNA を精製した。6 well-plate に接着培養している昆虫細胞 Sf9 株

を、1.0x106 個/well を播種し、1 時間静置後、1 g の Bacmid DNA を Cellfectin Ⅱ 

reagent ( Invitrogen ) を用いて遺伝子導入した。4 日目の培養上清 2mL を、1.0x106/mL 

の Sf9 培養液 48 mL に感染させて、二晩培養した。培養上清を 8 krpm, 4℃で 10 分間

遠心分離し、培養上清を P2 ウイルス液として回収した。 

 

示差走査蛍光定量法( DSF ) 

 装置は、CFX Connect Real-Time System (Bio-Rad) を用い、蛍光プローブは SYPRO 

Orange ( Invitrogen )を用いた。フィルタは励起 / 発光: 470/570 nm のフィルタを用

いた。測定する抗体を前日に、リン酸緩衝液(PBS,137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10mM Na2HPO4, 

1.76 mM KH2PO4, pH 7.4) に 12時間以上の一晩透析した。この透析外液を用いて、抗体

を 3.0M 以下になるように調製し、SYPRO Orange 蛍光色素溶液を終濃度 1/1000になる

ように混合し、昇温による抗体の変性を追跡した。温度変化は 20℃ から 100℃ まで 

0.2℃ /分の割合で昇温した。 

 

 



 

 

Expi293F 細胞発現系 

 293 細胞株を用いた ROBO1 の切断される細胞外ドメインの発現系には、Expi293F 細胞

発現系を用いた。共同研究先である浜窪隆雄研究室により供与を受けた、全長の ROBO1 

の cDNA 配列を哺乳細胞株発現系ベクターに挿入し、pcDNA3.4-hrobo1 を構築した（図 7-

3）。125 mL-flask に、2.9x106/mL の Expi293F 細胞培養液 25.5 mLを用意し、30g の

発現ベクターを ExpiFectamine293 reagent を用いて遺伝子導入した。20 時間後の培養

液に、Enhancer solution 1 および 2 をそれぞれ、150L および 1.5mL 添加した。経時

変化を追って発現を確認し、最大で 7日間培養した。 

 

 



 

 

 
図 7-3. Expi293 発現系ベクター。 A は、発現ベクターの図。B は、ORF に挿入した、ROBO1 の全

長配列を示す。N 末端にヒスタグを融合した発現系も作製した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

目的タンパク質の精製 

 作製した単結合および二重特異性抗体の P2 ウイルス液を Sf9 に感染後、3 日目の培

養液を 8 krpm, 4℃で 10 分間遠心分離し、培養上清を 0.45m のフィルター(Millipore)

でろ過したものを、プロテイン G セファロース 4FF 充填カラムに結合させ、20mM-

TrisHCl(pH=8.0)+500mM-NaCl 緩衝液を用いて洗浄し、0.1M-Glycine(pH=3.0) 緩衝液で溶

出後、直ちに十分の一量の 1.5M-TrisHCl(pH=8.8) 緩衝液で中和した。また、sROBO1 お

よび Slit2N は、ヒスタグ融合タンパク質なので、同様に回収した培養上清を Ni-NTA 

Agarose (Qiagen) 充填カラムに結合させ、20mM-TrisHCl(pH=8.0)+500mM-NaCl 緩衝液を

用いて洗浄し、これに 200～500mM のイミダゾールを加えた緩衝液で溶出した。最終精製

は、サイズ排除クロマトグラフィー(HIload 16/600 superdex 200pg を用いて AKTA 

prime,GE health care を使った)を行った。なお、sROBO1 はイオン交換クロマトグラフ

ィーを行った。 

 精製した画分に、3xSDS サンプルバッファを加えて、5 分間煮沸し、10% アクリルアミ

ドゲルを用いて、Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-

PAGE) を行った。 

 

透過型電子顕微鏡（TEM） 

 フォルムバールでコーティングした銅製マイクログリッドに、0.05mg/mL の sROBO1 

溶液を添加後、1% 酢酸ウラニル水溶液で染色した。乾燥したサンプルを透過型電子顕微

鏡（HITACHI High Tech. H-7500)を用いて観察した。 

 

等温滴定型熱量測定（ITC） 

 ROBO1 抗原と抗体との結合の熱力学パラメータは、等温滴定型熱量測定計 MicroCal 

Auto-iTC 200 (GE Healthcare) を用いて、25℃ 条件下で行った。各種抗体と sROBO1 抗

原は、測定前日にリン酸緩衝液( PBS,137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10mM Na2HPO4, 1.76 mM 

KH2PO4, pH 7.4) に 12時間以上の一晩透析した。その際、透析外液は透析液の 50 倍量

以上となるようにした。sROBO1 抗原は 40 M、抗体は 4 M 程度となるように調製した。

ITC 測定は、reference power 5 cal/sec、シリンジ回転速度は、750 rpm にて行った。



 

 

それぞれの測定は、0.5L の滴定 1 回と 5.0Lの滴定 18 回からなり、滴定の間隔は 120 

sec として行った。測定結果を用いた熱力学パラメータの算出には、 ORIGIN 

7.0(OriginLab)の single-site binding model 1 を用いた。 

 

表面プラズモン共鳴測定（SPR） 

sROBO1 抗原と抗体の親和性は、Biacore T200 ( GE Healthcare ) を用いて測定した。

測定する前日に sROBO1 抗原と抗体、リン酸緩衝液(PBS,137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10mM 

Na2HPO4, 1.76 mM KH2PO4, pH 7.4) に 12 時間以上の一晩透析した。この透析外液を 

0.005% Tween になるように調製し、フィルタ脱気したものをランニング緩衝液とした。 

次に、Human antibody capture kit ( GE Healthcare ) を用いて、CM5 センサーチッ

プ上に抗 Human IgG (Fc) 抗体をアミンカップリング法で固定化した。まず、センサーチ

ップに EDC/NHS 混合溶液を流してチップ表面上のデキストランのカルボキシル基を活性

化し、抗 Human IgG (Fc) 抗体を固定化緩衝液として 10mM 酢酸ナトリウム緩衝液 

(pH=5.0) で 25 g/mL に希釈したものを、活性化したチップ表面に流すことで固定化し

た。その後、1M-エタノールアミン (pH=8.5) によって、抗 Human IgG (Fc) 抗体が結合

しなかった活性化側鎖を不活性化した。 

精製した各種単結合性および二重特異性抗体をランニング緩衝液によって、5.0  g/mL 

に希釈し、センサーチップ上に 20 L/min の流速で流して固定した。この種抗体の結合

したセンサーチップ精製した sROBO1 抗原を、ランニング緩衝液によって希釈系列を作っ

て希釈し、各種抗体を固定化したセンサーチップ上に薄い順に流して、反応速度定数を求

めた。 

 

細胞培養 

 ヒト肝がん細胞株 HepG2 および PLC/PRF/5 は、理化学研究所バイオリソース研究セン

ターより購入した。何れの細胞も低糖 DMEM 培地 ( 1.0 g/L Glucose ) を用いて継代し

た。添加物として、ウシ胎児血清を 10% 、抗生物質の 10U/mL ペニシリン・ 10g/mL ス

トレプトマイシンになるように添加した。これに加えて、HepG2 の継代には、非必須アミ

ノ酸を加えた。 



 

 

 

フローサイトメトリー 

 単層で培養した HepG2 細胞を Trpsine・EDTA 溶液で回収し、1～3x106/mL になるよう

に PBS で懸濁した後、一次抗体として発現精製した各種抗体を 200nM、または、

Slit2N/His を 50nM の濃度になるように再懸濁し、室温 30 分間インキュベーションし

た。その後、PBS で洗浄後、二次抗体として、Goat anti-human IgG(H+L)-Cross-Adsorbed 

Secondary Antibody, Alexa488 (ThermoFisher,1;1000) および Anti-His-tag mAb-Alexa 

Fluor 488 (MBL ,1:500) を加えて、室温 30 分間インキュベーションした。再び PBS で

洗浄後、FACS Calber （BD Bioscineces）を用いて測定を行った。 

 

タンパク質定量およびウェスタンブロット 

 6 穴プレートに接着培養した肝臓がん細胞株 HepG2 にプロテアーゼ阻害剤を加えた 

RIPA バッファを 300L 加えて細胞を溶解して回収した。Slit2N によって刺激する時は、

培養液を精製した Slit2N が 6nM になるように希釈した培養液に置換して、5、10、15、

30、60 分間インキュベーションしてから同様に溶解して回収した。回収した細胞ライセ

ートは、14500rpm で 10 分間遠心分離した後、上清を回収して、BCA Protein Assay Kit 

(Pierce) を用いて定量した。 

 等濃度に調製した細胞ライセートに、3xSDS サンプルバッファを加えて、5 分間煮沸し、

10% アクリルアミドゲルを用いて、 Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (SDS-PAGE) を行った。このゲルをニトロセルロース膜に転写し、5% 

Bovine Serum Albumin を含む、Tris-buffered saline (TBS:50mM Tris-Cl pH=7.5, 150mM 

NaCl)で室温、 1 時間ブロッキングした。その後、一次抗体として  Phospho-

Akt(Ser473)(D9E)XP Rabbit mAb (Cell Signaling,1:2000) または、Akt (pan)(C67E7) 

Rabbit mAb (Cell Signaling,1:3000) を用いた。二次抗体としては、Anti-rabbit IgG 

HRP-linked Antibody 7074S (Cell Signaling,1:10000) を用いた。 
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