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略語 

 

ADCC, antibody dependent cellular cytotoxicity; APR, aggregation prone region; BN-PAGE, 

blue native polyacrylamide gel electrophoresis; CD, circular dicroism; CDC, complement 

dependent cytotoxicity; CDR, complementarity determining region; cycFc, cyclic Fc; DI, 

developability index; DLS, dynamic light scattering; DLVO 理 論 , 

Derjagulin-Landau-Verwey-Overbeek theory;  DSC, differential scanning calorimetry; EPD, 

empirical phase diagram; Fab, fragment antigen binding; Fc, fragment crystallizable; HER2, 

human epidermal growth receptor; IgG1, immunoglobulin G 1; MMNN state, monomeric 

monodispersed non-native state; N state, native state; ORF, open reading frame; PCR, 

polymerase chain reaction; PPNN state, polymeric polydispersed non-native state; PSD, particle 

size diagram; RBS, ribosome binding region; RGB, red green blue; RMSD, root mean square 

deviation; SAP, spatial aggregation propensity; SDS-PAGE, poly acrylamide gel 

electrophoresis; SEC, size exclusion chromatography; SVD, singular value decomposition; 

TNF-, tumor nectosis factor-; TOF-MS, time of flight mass spectrometer; wtFc, wild type Fc.  
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1.1. 抗体医薬品の特性 

抗体は、生体内で免疫反応に関与する蛋白質である。抗体は、標的となる抗原に対し

て優れた選択性と親和性を有する。また標的抗原の捕捉後には抗体依存性細胞傷害

(ADCC)や補体依存性細胞傷害(CDC)などの生体内の免疫応答を誘導することにより、

標的抗原やそれを発現する細胞を生体内から除去することができる(1, 2)。抗体医薬品

とは、これら抗体の特性を巧みに利用したものであり、特定の病原性因子に選択的に結

合する抗体を血中に投与し、病原性因子を的確に捕捉、除去することによって、治療効

果を発揮する。例えば、関節リウマチに対する抗体医薬品であるアダリズマブは、関節

リウマチの病原性因子である TNF-αに対し選択的に結合し、TNF-αの受容体への結合

を阻害することにより、炎症作用を抑制する効果をもつ(3)。また乳癌や胃癌に対する

抗体医薬品であるトラスツズマブは癌遺伝子産物である HER2 に選択的に結合し、

HER2 の生体内での働きを抑制することにより、癌細胞の増殖を抑制する(4)。抗体医薬

品は、標的抗原に対する選択性に優れることから、低分子医薬品に比べて副作用が低減

されると考えられ、また FcRn との結合を介したリサイクリング作用により血中半減期

が比較的長いという長所を持つ(5, 6)。 

 

1.2. 抗体医薬品の市場および製造・品質管理技術開発の重要性 

近年、大型医薬品の特許切れが相次いだこともあり、世界医薬品売上の上位 10 品目

の内、抗体医薬品はその半数以上を占めるようになった。現在、47 の抗体医薬品が米

国と欧米で承認されており、開発段階にある抗体医薬品は 300 以上も存在することから、

今後も様々な疾病に対して治療効果をもつ抗体新薬が市場に投入されることが予測さ

れる(7)。また近年流行したエボラウィルスや HIV などを含む感染症に対する抗体医薬

品の開発(8, 9)とともに、それらの感染症患者が比較的多いアフリカやアジアなどへの

販路拡大も促進されるものと考えられる。抗体医薬品の需要や販路の拡大により、抗体

医薬品の大量生産、長距離輸送、長期保存の必要性が増大し、製造および品質管理技術

の分野においては、今後も継続的な技術革新が求められると考えられる。例えば、抗体

医薬品は液体または凍結乾燥品として販売され、また投与方法としては静脈投与が一般

的である。そのため抗体は冷蔵または冷凍品として輸送される必要があり、輸送経路や

医療施設には冷蔵や冷凍設備が完備されている必要がある。また処方には医療従事者に

よる投与が必要であることから、患者は医療施設へと足を運ばなければならない。これ

らは抗体医薬品による治療コストの増加や治療機会の低下を招く恐れがある(10, 11)。近

年では、プレフィルドシリンジを用いた自己注射による処方方法の開発(12)や、大腸菌

やカイコ、植物などの異なる宿主を用いた抗体製造技術の開発(13-15)、経口や粘膜によ

る投与方法の開発(16-18)など、抗体医薬品の利用拡大につながる技術開発が精力的に研

究されている。抗体医薬品の生産性や利用性を向上させる技術開発によって、抗体医薬

品を用いた治療におけるコスト低下や利用性を高めることは、新薬開発と並ぶほどに多
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くの患者の治療に貢献するものと考えられる。 

 

1.3. 抗体医薬品の製造・品質管理における課題 

 抗体は蛋白質の一種である。抗体の蛋白質としての物性に対する理解は、製造や品質

管理の技術発展における基盤となる(19, 20)。抗体医薬品の製造・品質管理プロセスに

は、抗体の蛋白質として物性に由来するいくつかの解決すべき課題が存在する。例えば

酸化や脱アミド化といった化学的修飾体、ポリペプチド鎖の切断により生じる断片体、

本論文が研究対象とする抗体の非選択的かつ不可逆的な凝集体の形成である(20-22)。こ

れらは抗体医薬品において不純物として分類され、高精度かつ効率的に分析および抑制、

除去することが求められる。凝集体の形成は、抗体医薬品の製造効率を低下させ、また

凝集体が体内に投与されることで免疫反応を引き起こす危険性がある(21, 23, 24)。凝集

反応は、抗体医薬品の製造効率や品質・安全性を維持するために、抑制すべき重要な副

反応であり、その分子論的な理解が求められる。抗体は、製造や保存プロセスにおける

様々なストレスにより凝集反応を生じうる。抗体凝集を引き起こす物理的ストレスとし

て、熱や酸、振動、凍結乾燥、凍結融解などが挙げられ(20)、製造・保存プロセスにお

いてはプロテイン Aアフィニティークロマトグラフィーやウィルス不活化のプロセス

において抗体を酸性 pH バッファー(pH 2.5 – 4.1)に曝す過程(22, 25-27)や、抗体の高濃度

化の過程、輸送や保管時における振動や温度変化などが凝集体形成に関与すると考えら

れる。 

 

1.4. 蛋白質の立体構造とコンホメーション安定性 

 蛋白質は、アミノ酸が連なったポリペプチド鎖から構成され、アミノ酸の主鎖および

側鎖間の水素結合やイオン結合、疎水性相互作用と言った比較的弱い非共有結合を介し

て一定の立体構造(コンホメーション)を形成するという特性をもつ(28-33)。このコンホ

メーション中では、経時的なアミノ酸残基の主鎖や側鎖間の相互作用の解離会合および

ポリペプチド鎖の微小なゆらぎが生じている。蛋白質溶液にはミクロな点で異なる多数

のコンホメーションが存在し、一つの熱力学的に安定な状態(天然状態)として捉えるこ

とができる。この天然状態は特定の溶液条件下、一般的には中性 pH および室温に近い

環境下において維持され、高温や酸性条件下では、立体構造が崩れ、ポリペプチド鎖の

ほどけた変性状態へと移行する。天然状態と変性状態間のエネルギー差(コンホメーシ

ョン安定性)は比較的小さく(34)、また温度や pH 変化、塩などの添加剤などは蛋白質の

コンホメーション安定性を変化させるため、蛋白質は環境条件に対してナイーブな物質

であると考えられる(35)。蛋白質を医薬品として用いるためには、蛋白質がもつコンホ

メーション安定性を評価し、天然状態の維持に最適な溶液条件や保存条件を探索する必

要がある(19, 36)。さらには蛋白質のコンホメーションの不安定化に寄与する要因を突

き止め、エンジニアリング手法を見出すことが重要である。 
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1.5.  蛋白質の凝集反応と関連する二つの安定性 

 蛋白質のコンホメーション安定性の一部は、ポリペプチド鎖中の疎水性残基の側鎖を

介した相互作用によって形成される疎水性コアのエントロピー的な安定性に由来する。

天然状態を有する蛋白質は、疎水性コアを蛋白質構造内部に包埋し、さらに構造表面を

親水性残基の側鎖で覆うことにより、高い分散性を維持している。蛋白質が変性状態に

移行しポリペプチド鎖がほどけると、内部に埋もれている疎水性残基が構造表面に露出

し、その疎水性領域を介した分子間の凝集反応が生じる。そのため、蛋白質の凝集のし

やすさ(凝集性)は、変性状態への移行のしやすさに関連するコンホメーション安定性に

大きく依存する。一方で、蛋白質を熱変性させた後に室温に戻した場合、凝集せずに天

然状態を再び形成する蛋白質も存在する(37)。これは、変性状態における凝集速度が比

較的遅く、分子間の凝集反応が起こる前にリフォールディング反応を生じる性質を有し

ているためと考えられる。変性状態における凝集速度の違いに関連する特性であるコロ

イド安定性も、蛋白質の凝集性に関与する物性として重要である(38-41)。本論文では、

コロイド安定性の指標として一定時間後に形成された凝集体サイズを用いた。コロイド

安定性に関与する蛋白質の物理化学的な原理については、DLVO 理論を基礎とした考え

方が有用である(40, 42)。DLVO 理論は、コロイド間の凝集に関わる物性および凝集速度

に関連するポテンシャルを、静電的反発力に由来する分子間斥力とファンデルワールス

力に由来する分子間引力の和として表現する(43)。凝集速度は、二つのパラメーターの

足し合わせの結果生じるエネルギー障壁の高さに対応すると考えられている。ただし蛋

白質の凝集反応に関与する物性としては、ファンデルワールス以外にも、疎水性相互作

用や誘起双極子を介した相互作用などが想定され、従来の DLVO 理論が適応できない

場合があることが示唆されている(40, 41, 44, 45)。本研究では、酸性 pH 条件における凝

集反応を解析することから、分子間斥力には荷電性残基に由来する静電的斥力、引力に

は変性により露出する疎水性残基の側鎖を介した疎水性相互作用が主に寄与すると想

定した。溶液中のイオン濃度の増加は、荷電性残基による静電的斥力を低下させ、凝集

速度および一定時間後に生じる凝集体サイズを増加させると考えられることから、コロ

イド安定性の低い場合にはより低濃度の NaCl 条件下で凝集体の形成が誘起されると考

えられる。 

 

1.6. IgG1 の構造 

イムノグロブリン G1(IgG1)は、抗体医薬品として上市されている抗体の内、最もよ

く使用されているアイソタイプの一つである(46)。図 1-1 に IgG1 の構造の模式図を示し

た。IgG1 は、重鎖および軽鎖と呼ばれるポリペプチド鎖をそれぞれ 2 本ずつ含む計 4

本のポリペプチド鎖から構成される蛋白質である(20)。重鎖-重鎖間および重鎖-軽鎖間

には、分子間ジスルフィド結合が存在し、４つの鎖は相互に連結している。重鎖と軽鎖
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には、それぞれ 4 つ(VHと CH1、CH2、CH3 ドメイン)および 2 つのドメイン(VLと CLド

メイン)が存在し、IgG1 は計 12 個のドメインから構成される。消化酵素であるパパイン

を IgG1 に対して反応させると、CH1 と CH2 ドメインの間に存在するヒンジ領域と呼ば

れる部位が選択的に切断され、IgG1 は 2 種類のフラグメントに分解される。この内、

VHと CH1、VL、CLの 4 つのドメインを含む領域を Fab と呼び、また CH2 と CH3 ドメイ

ンを 2 つずつ含む計 4 つのドメインからなる領域を Fc と言う。Fab 中の VHと VLドメ

インには、抗原結合領域が存在し、この領域は相補性決定領域(CDR)と呼ばれ、異なる

抗原を標的とする抗体ごとに異なるアミノ酸配列を有している。故に、この VHと VL

ドメインは可変領域(V領域)と呼ばれ、それ以外の領域は定常領域(C領域)と呼ばれる。

各ドメインの名称における 1 文字目(V または C)はそれぞれ可変領域か定常領域かの違

いを、2 文字目(H または L)はそれぞれ重鎖か軽鎖かの違いを示している。 
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図 1-1：抗体(IgG1)の結晶構造および抗体構造に関する模式図を示した。結晶構造は、

マウス由来 IgG1 の X 線結晶構造を参照した(PDBID: 1IGY(47))。 
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1.7.  抗体ドメインのコンホメーション安定性とコロイド安定性 

 抗体 IgG1 を構成する各ドメイン蛋白質は、それぞれ異なるコンホメーション安定性

を有することが報告されている。示差走査型熱量測定装置(DSC)を用いた研究では、温

度上昇に伴って、CH2 と CH3 ドメインが異なる温度で独立して変性する様子が観測され

る(48, 49)。中性 pH 条件(pH 6.0)では、CH2 ドメインは 70℃付近で変性し、次に Fab 領

域が 57.2 – 81.6℃で、最後に CH3 ドメインが 83℃付近において変性する(48)。Fab 領域

の熱安定性は、CDR のアミノ酸配列が異なる場合に異なる温度で変性する(48)。また各

ドメインの熱変性温度は、溶液条件による影響を受け、例えば酸性 pH 条件では CH2 ド

メインの熱変性温度が低下する(50)。また CH3 と CH2 ドメインの変性後のコロイド安定

性も大きく異なることが示唆されている(51)。CH3 の熱変性は不可逆であり、熱変性に

伴って凝集体を生じる。一方で、CH2 ドメインは、pH 4.8 において、低イオン濃度条件

下では可逆的な熱変性を示すが、高濃度のイオンの存在下で不可逆となり、溶液中のイ

オン濃度は熱変性反応の可逆性に関与している。これらの報告から、抗体を構成する各

ドメインのコンホメーション安定性とコロイド安定性は大きく異なり、溶液条件に応じ

て抗体の凝集反応に関与するドメインが異なることが示唆される。さらに先行して変性

するドメインの凝集反応が、抗体全体の凝集反応を主導することが示唆される(52, 53)。

各ドメインの固有のコンホメーション安定性とコロイド安定性を評価し、溶液条件に応

じた抗体全体の凝集反応に寄与するドメインを特定・分類することができれば、抗体全

体の凝集機構をドメインレベルの物性変化と凝集反応から理解できると考えられる。 

 

1.8. IgG1 のマルチドメイン構造とドメイン間相互作用 

 IgG1 は複数種のドメインから成るマルチドメイン蛋白質であり、ドメイン間に生じ

る相互作用が IgG1 のコンホメーション安定性に影響を与えることが報告されている。

CH3 ドメインは非共有結合を介してホモダイマーを形成し、コンホメーション安定性を

向上させている(54)。CH1 ドメインは、単独ドメインとして存在する場合には中性溶液

条件で変性状態を有する天然変性蛋白質であり、CLドメインとの相互作用を介して、

構造形成を行うことが報告されている(55)。CH2 ドメインには N 結合型糖鎖が存在し、

糖鎖を介した CH2 ドメイン間の相互作用が熱ストレスに対するコンホメーション安定

性を増加させることが報告されている(56)。VH-VLヘテロダイマーと CH1-CLヘテロダイ

マーが連結した Fab を形成すると、VH-VLドメインの変性剤に対するコンホメーション

安定性が向上することが報告されている(57)。マルチドメイン構造の形成は、抗体全体

のコンホメーション安定性に影響を与えることから、ドメインの変性反応に依存した凝

集反応を抑制するものと予測される。また異なるコロイド安定性をもつドメインが連結

した場合に、マルチドメイン全体のコロイド安定性および凝集反応にどのような影響を

与えるかについての知見は少ない。抗体の凝集機構を解明するためには、マルチドメイ

ン構造形成が各ドメインのコンホメーション安定性とコロイド安定性に与える影響と、
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マルチドメイン構造を介した凝集プロセスを理解する必要があると考えられる。 

 

1.9. 研究目的と研究内容 

 本論文では、抗体全体の凝集機構をドメインレベルの物性変化と凝集反応から理解し、

また抗体がもつマルチドメイン構造の形成がドメインの物性や抗体全体の凝集反応に

与える影響を明らかにすることを研究目的とした。 

 上記の研究目的を達成するため、以下の研究内容を実施した。 

(a) マルチドメイン構造形成に由来するドメイン間相互作用が排除された状態における

各ドメイン固有の安定性を評価するために、各ドメインを単独の組換え蛋白質として合

成し、広範な溶液条件下におけるコンホメーション状態と分散状態を解析することによ

り、抗体全体の凝集反応に寄与するドメインと凝集溶液条件の特定を行った。 

(b) マルチドメイン構造をもつ Fc のコンホメーション変化と凝集反応を解析し、その

解析結果と単独ドメインの解析結果との比較を行うことで、Fc 中のドメインのコンホ

メーション変化に伴う凝集反応経路、およびドメイン間相互作用がコンホメーション安

定性とコロイド安定性に与える影響を特定した。 

(c) Fc の C 末端に人為的なドメイン間相互作用を導入し、その効果が Fc の各ドメイン

のコンホメーション安定性とコロイド安定性、および Fc の凝集反応に与える影響を特

定した。 
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第二章 
 

 

ドメイン蛋白質の解析 
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2.1. 序論 

 本章では、抗体の定常領域を構成するドメインを独立した蛋白質(CH2 モノマー、 CH3

ホモダイマー、CLモノマー、CH1-CLヘテロダイマー)として合成し、異種ドメイン間の

相互作用が排除された単独ドメインとしての物性を解析した。各ドメインの広範な溶液

条件(pH 2 – 8 および 0 – 300 mM NaCl)におけるコンホメーション状態と分散状態を分

析し、酸および塩ストレスにより惹き起こされるコンホメーション変化および凝集反応

を解析した。各ドメインのコンホメーション安定性とコロイド安定性の違いから、各溶

液条件で抗体全体の凝集反応に大きく関与するドメインを特定した。また各ドメインの

アミノ酸配列や構造表面の特性を解析し、各ドメインが異なる物性を示す要因について

考察を行った。 

 

2.2.  実験手法 

2.2.1.  ドメイン蛋白質の遺伝子配列を含むベクターの構築 

Kappa 軽鎖を含むヒト由来イムノグロブリン G1 (IgG1)の定常領域ドメイン蛋白質

(CH2 モノマー、CH3 ホモダイマーおよび CLモノマー)の遺伝子配列を設計した。可変領

域のドメイン(VHと VLドメイン)は CDR 配列が異なる場合に物性が変化することから、

また CH1 モノマーは実験遂行に十分な量の試料の合成が困難であったことから、本研究

では解析を行わなかった。各ドメインの N 末端および C 末端アミノ酸残基は、IgG1 の

結晶構造(PDBID: 1N8Z (58)および 3D6G (59))を参考に決定した。CLモノマーの C 末端

システイン残基は、分子間ジスルフィド結合による多量体形成を防止するために削除し

た。各遺伝子配列には、N 末端のヒスチジンタグ配列および制限酵素切断部位が含まれ

ている。CLモノマーの遺伝子配列は、オーバーラップ PCR 法により増幅した。コドン

は大腸菌組換え蛋白質発現系に合わせ最適化を行った。CH2 モノマーと CH3 ホモダイマ

ーの遺伝子配列は、pFUSE-hIgG1-Fc1 プラスミド(InvivoGen)をテンプレートとして PCR

法により増幅した。PCR 法には、KOD –Plus– polymerase (TOYOBO)を使用した。CH2

モノマーと CLモノマーに対して、NdeI と EcoRI を用いて制限酵素切断処理を行い、CH3

ホモダイマーに対しては NcoI と BamHI を用いた。作製した CH2 モノマーと CLモノマ

ーの遺伝子配列を pET22b(+) (Novagen)に、CH3 ホモダイマーでは pET16b (Novagen)にラ

イゲーションした。 

 

2.2.2. CH1-CLヘテロダイマーの遺伝子配列を含むベクターの構築 

CH1-CLヘテロダイマーは、大腸菌内で CH1 モノマーと CLモノマーを共発現させるこ

とによって合成した。共発現ベクターの設計には、Colisdeo と Wang の研究を参考にし

た(60)。遺伝子配列上に、CLモノマー、CH1 モノマーの順番でそれぞれの遺伝子配列を

並べ、その二つの遺伝子配列間にリボソーム結合配列を含むスペーサー配列を挿入した。

CH1 モノマーの遺伝子配列は、オーバーラップ PCR 法により増幅した。CH1 モノマーの
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遺伝子配列には、N 末端のヒスチジンタグ配列および制限酵素切断部位が含まれている。

ドメイン間ジスルフィド結合を形成させるために、CH1-CL ヘテロダイマーの 2 つのド

メインのアミノ酸配列の C 末端にはシステイン残基を含んでいる。設計した遺伝子配

列は PCR 法により増幅した。CH1-CL ヘテロダイマーの遺伝子配列設計の概要を図 2-1

に示す。 

 

 

図 2-1：CH1-CLヘテロダイマーの遺伝子配列設計の概要を示す。RBS はリボソーム結合

サイトを示す。 

 

 以下に、各ドメイン蛋白質の分子量およびモル吸光係数、遺伝子配列、アミノ酸配列

を示す。 

 

CH2 モノマー 

分子量 

12,839 

モル吸光係数 

16,620 dm3mol-1cm-1 

遺伝子配列 

ATGCATCACCACCACCATCACGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCC

AAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGT

GAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGC

ATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTC

AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAA

GGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAT

AA 

アミノ酸配列 

MHHHHHHGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH

NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK 
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CH3 ホモダイマー 

分子量 

13,249 (単量体) 

モル吸光係数 

17,900 dm3mol-1cm-1 (単量体) 

遺伝子配列 

ATGGGCCATCATCATCATCATCATAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACC

CTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGT

CAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGG

AGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCT

ACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGC

TCCGTGATGCACGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCT

CCGGGTAA 

アミノ酸配列 

MGHHHHHHKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN

NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG 

 

CLモノマー 

分子量 

12,744 

モル吸光係数 

10,930 dm3mol-1cm-1 

遺伝子配列 

ATGCATCACCACCACCATCACAAACGTACTGTTGCGGCGCCAAGCGTCTTTATTTTCC

CGCCAAGTGATGAACAGCTGAAATCCGGCACCGCCAGTGTTGTTTGTTTGTTAAATA

ATTTTTATCCGCGGGAAGCTAAAGTCCAATGGAAAGTCGATAATGCCCTGCAGTCTG

GAAACTCCCAAGAAAGCGTCACGGAACAGGATAGCAAGGATAGCACTTACAGCCTG

AGTTCAACTCTGACTCTGTCAAAAGCGGATTATGAGAAACATAAAGTGTATGCATGC

GAAGTAACCCATCAAGGTCTGAGCAGCCCAGTTACAAAAAGCTTTAACCGGGGCGA

ATAA 

アミノ酸配列 

MHHHHHHKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSG

NSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGE 
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CH1-CLヘテロダイマー 

分子量 

24,288 (ヘテロ二量体) 

12,144 (単量体換算) 

モル吸光係数 

20,700 dm3mol-1cm-1 (ヘテロ二量体) 

10,350 dm3mol-1cm-1 (単量体換算) 

遺伝子配列 (下線部はスペーサー配列を示す。) 

ATGCATCACCACCACCATCACAAACGTACTGTTGCGGCGCCAAGCGTCTTTATTTTCC

CGCCAAGTGATGAACAGCTGAAATCCGGCACCGCCAGTGTTGTTTGTTTGTTAAATA

ATTTTTATCCGCGGGAAGCTAAAGTCCAATGGAAAGTCGATAATGCCCTGCAGTCTG

GAAACTCCCAAGAAAGCGTCACGGAACAGGATAGCAAGGATAGCACTTACAGCCTG

AGTTCAACTCTGACTCTGTCAAAAGCGGATTATGAGAAACATAAAGTGTATGCATGC

GAAGTAACCCATCAAGGTCTGAGCAGCCCAGTTACAAAAAGCTTTAACCGGGGCGA

ATGTTAAGAATTCTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCATCACCACCACCATC

ACTCTACTAAGGGCCCGTCAGTTTTTCCATTGGCTCCGAGTTCTAAGTCCACCTCTGG

CGGAACCGCGGCCCTGGGCTGTCTAGTGAAAGATTATTTTCCCGAACCCGTAACAGT

TTCTTGGAATAGCGGAGCTCTAACCTCAGGTGTCCATACCTTCCCAGCCGTCTTACAG

TCAAGTGGCCTATACAGTTTGTCAAGCGTTGTTACCGTACCAAGCTCCTCGTTGGGC

ACCCAGACCTATATTTGCAACGTGAATCACAAGCCCTCAAATACCAAAGTAGATAAA

AAAGTGGAGCCAAAAAGCTGCTAA 

アミノ酸配列 

CLドメイン 

MHHHHHHKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSG

NSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC 

CH1 ドメイン 

MHHHHHHSTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTF

PAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC 

 

2.2.3. ドメイン蛋白質の発現および精製 

各ドメイン蛋白質の遺伝子配列を含むベクターを用いて、Escherichia coli OrigamiTMB 

(DE3) (Novagen)の形質転換を行った。100 μg/mL アンピシリン、20 μg/mL カナマイシン、

20 μg/mL テトラサイクリンを含む Luria-Bertani 培地で大腸菌を培養した。組換え蛋白

質の発現は、IPTG を終濃度が 1 mM となるように添加することにより誘導した。25℃

で一晩培養後、菌体を遠心分離により回収し、超音波破砕を行った。遠心分離後の破砕

液の上清に対して、His GraviTrapTM (GE Healthcare)を用いて、アフィニティークロマト
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グラフィーを行った。精製蛋白質に対して、Resource S カラム(GE Healthcare)を用いて

陽イオン交換クロマトグラフィーを行った。平衡化バッファーには 20 mM MES バッフ

ァーpH 6.0 を用い、溶出バッファーには 1 M NaCl を含む 20 mM MES バッファーpH 6.0

を用いた。次に精製蛋白質を限外濾過により濃縮した後、superdex75 (10 / 300)カラム(GE 

Healthcare)を用いて、サイズ排除クロマトグラフィーを行った。平衡化バッファーには、

20 mM クエン酸リン酸バッファーpH 7.0 および 150 mM NaCl を用いた。精製した蛋白

質の同定と純度は、トリシン SDS-PAGE と TOF-MS を用いて確認した。 

 本研究では、ドメイン蛋白質合成に大腸菌を用いているため、CH2 モノマーには糖鎖

は付加されない。抗体中における糖鎖は、抗体のコンホメーション安定性を増加させ、

凝集反応の抑制に寄与することが報告されている。例えば、Zheng らは、ヒト IgG1 の

糖鎖を PNGase の酵素反応処理により除去し、糖鎖が IgG1 の安定性と凝集反応に与え

る影響を解析した(56)。この場合、糖鎖の除去は、二次および三次構造に変化を及ぼさ

ないが、DSC を用いた解析において糖鎖がない CH2 ドメインの変性温度が 6 – 8℃低下

し、また蛋白質変性剤であるグアニジン塩酸を用いた解析では、変性中点におけるグア

ニジン濃度が 0.6 M 減少することが示されている。さらに 40℃における加速試験では、

糖鎖がない場合には、3 か月の反応時間後における凝集体の割合が数%以上増加するこ

とが示されている。また More らは、糖鎖がない Fc では CH3 ドメインが熱変性する 80℃

以上の温度において 350 nm の吸光度測定による濁度が上昇し凝集体が形成されるが、

糖鎖が付加された Fc では凝集体の形成が確認されないことを報告しており(61)、糖鎖

付加が変性状態におけるコロイド安定性の向上に寄与していることが示唆されている。

一般的に CHO 細胞で合成された抗体に付加される糖鎖には多様性があり(62)、糖鎖が

Fc の物性に与える影響が糖鎖構造により異なることが報告されている(61)。本研究では、

ドメイン蛋白質のコンホメーション変化とそれに伴う凝集反応機構を解析することを

主眼としているため、多様性をもつ糖鎖の付加によりもたらされる物性の変動を排除す

るために、糖鎖を含まない CH2 モノマーおよび Fc 蛋白質(第三章)を解析することした。 

 

2.2.4. 溶液調整 

緩衝液は、20 mM クエン酸リン酸バッファーもしくは 20 mM グリシンバッファーを

用いた。pH 条件(2, 3, 4, 5, 6, 7, 8)および NaCl 濃度条件(0, 50, 100, 150, 200, 250, 300)を組

み合わせた計 49 種類の溶液条件のバッファーを作製した。蛋白質濃度は 50 M とした。

透くん(日本ジェネティクス)を用いて、4℃で 18-20 時間透析することにより、試料の溶

液条件を調整した。 

 

2.2.5. 円偏光二色性スペクトル 

分析機器は、J-805 Spectropolarimeter (Jasco)を用いた。蛋白質濃度は 50 M、測定温

度は 20℃、バンド幅は 1 nm、レスポンスは 8 sec、測定範囲は 260-195 nm、データ取込
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間隔は 0.1 nm、走査速度は 10 nm / min とした。セル長 0.02 cm の円筒型石英セルを使用

した。測定した CD スペクトルからバッファーの CD スペクトルを差し引くことでベー

スライン補正を行った。pH 2 – 3 の蛋白質試料に対しては独立した 2 回の測定を行い、

その他の pH 条件に対しては 1 回ずつ測定を行った。 

 

2.2.6. 蛍光スペクトル 

分析機器は FP-6500 Spectrofluorometer (Jasco)を用いた。蛍光プローブであるトリプト

ファン残基は、CH2 モノマーと CH3 ホモダイマーのアミノ酸配列では 2 個ずつ、CH1 モ

ノマーと CLモノマーでは 1 個ずつ含まれている。蛋白質濃度は 10 M、励起側バンド

幅は 3 nm、蛍光側バンド幅は 5 nm、レスポンスは 1 sec、測定範囲は 300 – 450 nm、デ

ータ取込間隔は 1 nm、励起波長は 295 nm、操作速度は 50 nm/min、セル長は 1 cm、測

定温度は 20 ℃とした。 pH 2 – 3 の蛋白質試料に対しては独立した 2 回の測定を行い、

その他の pH 条件に対しては 1 回ずつ測定を行った。 

 

2.2.7. 動的光散乱 

分析機器は、Zetasizer Nano S (Malvern)を用いた。蛋白質濃度は 50 µM、測定温度は

20℃、散乱角度は 173°とした。サンプル量 12 µl の石英セルを使用した。Zetersizer 

Software を用いて自己相関関数から拡散係数とキュムラント平均粒子径を算出した。pH 

2 – 4 の蛋白質試料に対しては独立した 2 回の測定を行い、その他の pH 条件に対しては

1 回ずつ測定を行った。測定した計 49 条件の平均粒子径を用いて particle size diagram 

(PSD)を作成した。以下の式に従い平均粒子径の標準化を行った。 

 

�̃�pH,NaCl =
𝑑pH,NaCl − 𝑑min

𝑑max − 𝑑min
× 256 

 

d̃pH,NaClと dpH,NaClはそれぞれ各 pH および NaCl 濃度条件における標準化および測定平

均粒子径である。dmaxおよび dminはそれぞれ全ドメインの全溶液条件における粒子サイ

ズの最大粒子径と最小粒子径である。各溶液条件の標準化粒子サイズが大きいほど濃い

赤色を示す様に Excel VBA (Microsoft)を用いて配色を行った。また各ドメインの 49 条

件の標準化粒子サイズに対し階層的クラスター解析を行い、凝集溶液条件の分類を行っ

た。クラスター間の距離の測定方法はウォード法で行い、距離の測度はユークリッド距

離を用いた。計算には R を用いた。 

 

2.2.8. サイズ排除クロマトグラフィー 

分析装置は、AKTA purifier (GE Healthcare)を用いた。カラムは Superdex75 (10 / 300) 

(GE Healthcare)を用いた。平衡化バッファーには 150 mM NaCl を含む 20 mM クエン酸
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リン酸バッファーpH 7 および 300 mM NaCl を含む 20 mM クエン酸リン酸バッファー

pH 3、20 mM グリシンバッファーpH 2.0 を用いた。 

 

2.2.9. ブルーネイティブポリアクリルアミドゲル電気泳動 

 サンプルバッファーの組成は 62.5 mM Tris-HCl pH 6.8、40%グリセロール、1%クマシ

ーブリリアントブルーG-250 とし、サンプルバッファーと蛋白質溶液を 1:1 で混合した。

ポリアクリルアミドゲルは、4 – 20%のグラジエントゲル(Bio-Rad)を用いた。陽極バッ

ファーの組成は、25 mM Tris-HCl pH 8.3、192 mM グリシン、0.02%クマシーブリリアン

トブルーG-250 とし、陰極バッファーの組成は 25 mM Tris-HCl pH 8.3、192 mM グリシ

ンとした。 

 

2.2.10 コンホメーションと粒子径の経時変化の測定 

 蛋白質試料を 20 mM クエン酸リン酸バッファーpH 3 に 4℃で 18 – 20 時間透析した。

透析後、透析に使用したバッファーを用いて、蛋白質濃度を 54 Mに調製した。4 M NaCl

溶液を、蛋白質濃度および NaCl 濃度をそれぞれ終濃度 50 μM および 300 mM NaCl とな

るように添加した。NaCl 溶液添加後は、CD スペクトルと動的光散乱の測定を開始し(ラ

グタイム約 2 分)、コンホメーションと粒子サイズの経時変化を測定した。各測定機器

の測定条件は上記と同様の条件で行った。独立した測定を 2 回ずつ実施した。 

 

2.3. 解析手法 

2.3.1. 特異値分解 

測定した円偏光二色性スペクトルおよび内部トリプトファン蛍光スペクトルの波長 i

のシグナル強度(xi)の標準化を以下の式に従い行った。 

 

�̃�𝑖 =
𝑥𝑖 − �̅�𝑖

𝑠
 

 

x̃̃i、x̅iはそれぞれ波長 i の標準化およびデータセットにおける平均シグナル強度、s はデ

ータセット全体の標準偏差である。特異値分解(SVD)は、以下の式に従う(63)。 

 

𝐀 = 𝐔𝐒VT 

 

A は標準化したスペクトルデータを含む行列である。各列は、測定した各溶液条件に対

応し、各行は波長 i のシグナル強度に対応する。本章では、1 つのドメイン蛋白質につ

いて pH と NaCl 濃度の異なる計 49 条件のスペクトルデータを解析に使用した。CD ス

ペクトルデータを用いた解析では A は 66 行、49 列からなる行列、蛍光スペクトルデー
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タを用いた解析では A は 151 行、49 列からなる行列となる。S は特異値を含む行列、U

は左特異ベクトルを含む行列、V は右特異ベクトルを含む行列である。Tは転置行列を

示す。S に含まれる特異値は、U および V に含まれるの特異ベクトルの相対的な寄与の

大きさを示す。U の各列には、測定スペクトルデータの構成に寄与しているスペクトル

成分が含まれ、寄与の高い順に並んでいる。V の各列は、U 中の各スペクトル成分の各

溶液条件における存在比を含む。A は、U 中の寄与の高いスペクトル成分と V 中のそ

れら寄与の高いスペクトル成分の存在比をかけ合わせることで再構成することができ

る。SVD の計算には、Igor (Wavemetrics)を用いた。特異値分解より得られた各主成分の

寄与を考察するため、得られた特異値より寄与率を、右特異ベクトルから自己相関係数

を算出し、また特異値および特異ベクトルを用いてスペクトルの再構成を行い測定スペ

クトルと間の RMSD を算出した(64, 65)。第 j 主成分の寄与率(Cj)の算出は、以下の式に

従う。 

 

𝐶𝑗 =
𝜎𝑗

2

∑ 𝜎𝑘
2𝑙

𝑘=1

 

 

σj
2は、第 j 主成分の特異値の二乗値を示す。右特異ベクトルにおける自己相関係数(CV)

の算出は、以下の式に従う。 

 

𝐶𝑉 = ∑ 𝑣𝑝,𝑞𝑣𝑝,𝑞+1

𝑛−1

𝑝=1

 

 

vp,qは p 行 q 列における右特異ベクトルの値を示す。m と n はそれぞれ CD スペクトル

の測定波長数と測定した溶液条件数を示す。各 pH において 0 – 300 mM NaCl の条件変

化における自己相関係数を算出した。 

 

2.3.2.  Empirical Phase Diagram の作成 

計算から得られた上位 3 つの右特異ベクトルを用いて EPD を作成した。ただし、下

位のベクトルが、ノイズと判定された場合は、有意な上位のベクトルのみを用いて EPD

を作成した。ノイズ判定には、特異値から算出した寄与率と、特異ベクトルから算出し

た自己相関係数、および RMSD を用いた。EPD ではベクトルの値に応じて RGB カラー

モードの輝度を割り当てるが、前処理として、まず以下の式に従い、各右特異ベクトル

の値の標準化を行った。 
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�̃�𝑝,𝑞 =
(𝑣𝑝,𝑞 − 𝑣𝑝,min)

(𝑣𝑝,max − 𝑣𝑝,min)
× 256 

 

ṽp,q と vp,qは、各 pH および NaCl 濃度条件 q における第 p 右特異ベクトルの標準化した

値と計算値である。vp,minおよび vp,maxは、それぞれ解析したデータセットの全溶液条件

における第 p 右特異ベクトル中の最小値および最大値である。上式により算出した各右

特異ベクトルの標準値の大きさに応じて RGB の輝度を決定した。第一右特異ベクトル

は赤色、第二右特異ベクトルは緑色、第三右特異ベクトルは青色に対応する。ベクトル

がノイズデータの場合は、色の割り当てを行わない。3 つの右特異ベクトルの標準値が

全て 0 の場合は黒色に、256 の場合は白色となる。異なる溶液条件間で類似した色が観

測される場合、類似したコンホメーション状態を有していることを示している。RGB

による配色は Excel VBA (Microsoft)を用いて行った。最後に EPD 上に存在する主要コン

ホメーション状態を分類するため、EPD 作成に使用した右特異ベクトルの標準値に対し

て階層的クラスター分析を行い、測定した溶液条件内に存在する主要コンホメーション

状態を分類し、その境界線を EPD 上に黒または白の太線を引くことにより表現した。

クラスター間の距離の測定方法はウォード法で行い、距離の測度はユークリッド距離を

用いた。計算には R を用いた。EPD の作成に関する概要を図 2-2 に示す。 

 

図 2-2：Empirical phase diagram の作成方法 
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2.3.3. コンホメーション状態の存在比の算出 

 測定した溶液条件のうち、pH 7、150 mM NaCl 条件、および pH 2、0 mM NaCl 条件、

pH 3、300 mM NaCl 条件の CD スペクトルを、それぞれ天然状態(N 状態)および単量体

単分散非天然状態(MMNN 状態)、多量体多分散非天然状態(PPNN 状態)におけるピュア

スペクトルであると仮定し、測定した各溶液条件における、各状態の存在比を算出した。

それぞれの状態の存在比は、以下のフィッティング式を測定 CD スペクトルに対し最小

二乗法によりフィットすることにより算出した。 

 

CDpH,NaCl = 𝑓NCDN + 𝑓MMNNCDMMNN  

および、𝑓N + 𝑓MMNN = 1 

 

CDpH,NaCl = 𝑓NCDN + 𝑓MMNNCDMMNN + 𝑓PPNNCDPPNN 

および、𝑓N + 𝑓MMNN + 𝑓PPNN = 1 

 

CDpH,NaClは各 pH および NaCl 条件において測定した CD スペクトルを示す。CDNおよび

CDMMNN、CDPPNNはそれぞれ N 状態および MMNN 状態、PPNN 状態のピュアスペクト

ルを示す。fNおよび fMMNN、fPPNNはそれぞれ N 状態および MMNN 状態、PPNN 状態の

存在比を示す。上式は、測定した溶液条件中に 2 つの状態のみ観測された場合に、下式

は 3 つの状態が観測された場合にフィッティングに使用した。計算には Igor 

(Wavemetrics)を用いた。 

 

2.3.4 アミノ酸組成および配列、構造表面特性に基づく凝集性の解析 

 アミノ酸組成に基づいた各ドメインの凝集性の評価は、Goh らおよび Thomas らが報

告した特定のアミノ酸組成に基づいて実施した(66, 67)。アミノ酸配列特性に基づいた

凝集性の解析には、既報のアルゴリズムを用い、Aggrescan および PASTA、Zyggregator、

Tango を用いた(68-74)。解析条件は、各解析プログラムのデフォルト値を使用した。た

だし、Zyggregator の解析プログラムでは pH 条件を 3.0 にセットし、Tango での解析で

は pH を 3.0 および温度を 293.15K にセットした。各アルゴリズムの出力値である Na4 

vSS (Aggrescan)および best energy (PASTA)、Zagg (Zyggregator)、the Agg parameter (Tango)

を各ドメインの凝集性を評価するパラメーターとして使用した。結晶構造データよりア

ミノ酸配列における二次構造情報を抽出し、計算結果と比較した。構造表面特性に基づ

いた凝集性の解析には、Spatial aggregation propensity (SAP)と Developability index (DI)の

二つのアルゴリズムを用いた(75-77)。SAP および DI による解析は、マサチューセッツ

工科大学 molecular engineering laboratory の Trout 教授と Lauer 氏にご協力いただき、計

算を実施していただいた。SAPによる解析には、Fabと Fcの結晶構造 (PDBID: 1N8Z (58)

および 3D6G (59))を基に作成した各ドメインの立体構造を用いた。SAP の解析には、各
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ドメインの N 末端のメチオニンおよびヒスチジンタグの寄与は含まれていない。各ア

ルゴリズムの SAP 半径は 10Åとした。DI の解析では、PROPKA 3.3.を用いて各ドメイ

ンの pH 3 における pKaを算出した(78)。値は 25℃における 20 mM ヒスチジン溶液で

の値を使用した。 
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2.4. 実験結果 

2.4.1. 円偏光二色性スペクトル測定によるドメイン蛋白質の二次構造解析 

紫外域波長の円偏光二色性スペクトル(CD スペクトル)を測定し、pH 2 – 8 および 0 – 

300 mM NaCl の溶液条件範囲における各ドメインの二次構造特性を解析した。 

各ドメインの測定 CD スペクトルでは、pH 4 – 8 および 0 – 300 mM NaCl の溶液条件

範囲において、シート型の CD スペクトルが観測された(図 2-3 および図 2-4)。CD ス

ペクトルの大きな変化が観測されないことから、この溶液条件範囲において天然型二次

構造が維持されていると考えられる。pH 2 または pH 3 では、全てのドメインでランダ

ムコイル型の CD スペクトルが観測され、酸変性を生じた(図 2-4)。酸変性状態では、

NaCl 濃度の違いに応じた CD スペクトルの変化が観測された(図 2-5 および図 2-6)。各

ドメインの各溶液条件における CD スペクトルの吸収極大および極小波長を表 2-1 にま

とめた。CH3 ホモダイマーでは、pH 2 – 3 において NaCl 濃度上昇に伴い、吸収極小波

長が 205 nm 周辺にシフトした(図 2-5a と e および図 2-6a と e)。CH2 モノマーでは、pH 2 

– 3 において NaCl 濃度の上昇に伴い、200 nm 周辺における吸収極小波長の強度が増加

した(図 2-5b と f および図 2-6b と f)。CLモノマーでは、pH 3 および 50 mM NaCl 条件で

202 nm 周辺における吸収極大波長の強度が減少した(図 2-5c と g)、また pH 2 において

は NaCl 濃度上昇に伴い、200 nm 周辺における吸収極小波長の強度が増加した(図 2-6c

と g)。CH1-CLへテロダイマーでは、pH 3 および 50 mM NaCl 条件下で 202 nm 周辺にお

ける吸収極大波長の強度が減少したが、100 mM 以上の NaCl 濃度条件下では、NaCl 濃

度上昇に伴って強度が増加した(図 2-5d と h)。また pH 2 では、NaCl 濃度の上昇に伴い、

200 nm 周辺における吸収極小波長の強度が増加した(図 2-6d と h)。各ドメインで観測さ

れた NaCl 濃度上昇に伴った CD スペクトルの変化は、荷電性アミノ酸残基側鎖とイオ

ンとの相互作用により、蛋白質分子内の荷電側鎖間の斥力が弱まり、部分的な折りたた

み構造の形成が生じていることに由来すると考えられる(79)。 
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表 2-1： CD スペクトルの吸収極大波長および吸収極小波長 

domain   pH NaCl (mM) maximum (nm) minimum (nm) 

CH3 homo-dimer  7 150  198  218, 229 

   3 0  -  200 

   3 300  -  205 

   2 0  -  200 

   2 300  -  204 

CH2 monomer  7 150  203  214 

  3 0  -  199 

3 300  -  210 

2 0  -  200 

   2 300  -  200 

CL monomer  7 150  202  217 

   3 0  202  217 

   3 300  202  215 

2 0  -  199 

   2 300  -  200 

CH1-CL hetero-dimer 7 150  202  217 

   3 0  202  215 

   3 300  203  215 

   2 0  -  199 

   2 300  -  200 
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図 2-3： pH 4 – 8 および 0 – 300 mM NaCl の計 35 条件において測定した CH3 ホモダイ

マー(a)および CH2 モノマー(b)、CLモノマー(c)、CH1-CLヘテロダイマー(d)の CD スペク

トルを示した。 
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図 2-4：pH 2 – 8 および 0 mM NaCl の計 7 条件において測定した CH3 ホモダイマー(a)

および CH2 モノマー(b)、CLモノマー(c)、CH1-CLヘテロダイマー(d)の CD スペクトルを

示した。(e) – (h)では各ドメインの CD スペクトルの吸収極小波長における CD 強度をプ

ロットした。pH 2 – 3 の条件では独立した測定を二回行い、その平均強度と誤差を示し

た。 
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図 2-5：pH 3 および 0 – 300 mM NaCl の計 7 条件において測定した CH3 ホモダイマー(a)

および CH2 モノマー(b)、CLモノマー(c)、CH1-CLヘテロダイマー(d)の CD スペクトルを

示した。(e) – (h)では各ドメインの CD スペクトルの変化を最も反映する波長の CD 強度

をプロットした。独立した測定を二回行い、その平均強度と誤差を示した。  
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図 2-6：pH 2 および 0 – 300 mM NaCl の計 7 条件において測定した CH3 ホモダイマー(a)

および CH2 モノマー(b)、CLモノマー(c)、CH1-CLヘテロダイマー(d)の CD スペクトルを

示した。(e) – (h)では各ドメインの CD スペクトルの吸収極小波長における CD 強度をプ

ロットした。独立した測定を二回行い、その平均強度と誤差を示した。  
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2.4.2. 内部トリプトファン蛍光スペクトル測定によるドメイン蛋白質の三次構造解

 析 

内部トリプトファン蛍光スペクトルを測定し、pH 2 – 8 および 0 – 300 mM NaCl の溶

液条件範囲における各ドメインの三次構造特性を解析した。CH3 ホモダイマーおよび

CH2 モノマーのアミノ酸配列には 2 つのトリプトファン残基が、CL モノマーおよび

CH1-CLへテロダイマーには 1 つのトリプトファン残基が含まれている。pH 4 – 8 および

0 – 300 mM NaCl の溶液条件範囲では、全てのドメインにおいて蛍光スペクトルの変化

が小さいことから、天然型三次構造が維持されていると考えられる(図 2-7 および図 2-8)。

ただし、CH2 モノマーでは、pH 8 から pH 4 にかけて蛍光極大波長が 333 nm から 335 nm

へわずかにシフトした(図 2-8b と f)。また CLモノマーおよび CH1-CLへテロダイマーで

は、蛍光強度が低い値を示した(図 2-7c と d および図 2-8c,d,g,h)。これは、これらのド

メインの構造内部に存在するトリプトファン残基側鎖の蛍光が、隣接するジスルフィド

結合によってクエンチされているためである(80, 81)。前述の二次構造の酸変性と同様

に、pH 2 または pH 3 の範囲で、各ドメインの蛍光極大波長が長波長側にシフトし、酸

変性を生じた(図 2-8)。CLモノマーおよび CH1-CLヘテロダイマーでは、蛍光強度の増加

が観測された(図 2-8c と d)。これは三次構造の変化により、隣接するジスルフィド結合

によるクエンチ効果が弱められたためだと考えられる。また酸変性状態では、NaCl 濃

度の違いに応じて蛍光スペクトルが変化した(図 2-9 および図 2-10)。各溶液条件での各

ドメインにおける蛍光スペクトルの蛍光極大波長を表 2-2 にまとめた。CH3 ホモダイマ

ーおよび CH2 モノマーでは、pH 2 および pH 3 において NaCl 濃度の増加に伴って蛍光

極大波長が短波長側へシフトした(図 2-9a,b,e,f および図 2-10a,b,e,f)。CLモノマーおよび

CH1-CLヘテロダイマーでは、pH 3 において NaCl 濃度が 0 mM から 50 mM への増加に

伴って蛍光強度が増加した(図 2-9c,d,g,h）、また pH 2 では NaCl 濃度の増加に伴って、

蛍光極大波長が短波長側へシフトした(図 2-10c,d,g,h)。 
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表 2-2：各ドメインの各溶液条件における蛍光スペクトルの蛍光極大波長 

domain   pH NaCl (mM)  maximum (nm) 

CH3 homo-dimer  7 150   328 

   3 0   343 

   3 300   336 

   2 0   348 

   2 300   335 

CH2 monomer  7 150   334 

   3 0   345 

   3 300   338 

  2 0   347 

   2 300   339 

CL monomer  7 150   311 

   3 0   347 

   3 300   347 

   2 0   347 

   2 300   347 

CH1-CL heter-dimer 7 150   320 

   3 0   347 

   3 300   343 

   2 0   349 

   2 300   344 
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図 2-7：pH 4 – 8 および 0 – 300 mM NaCl の計 35 条件において測定した CH3 ホモダイマ

ー(a)および CH2 モノマー(b)、CLモノマー(c)、CH1-CLヘテロダイマー(d)の蛍光スペクト

ルを示した。 
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図 2-8：pH 2 – 8 および 0 mM NaCl の計 7 条件において測定した CH3 ホモダイマー(a)お

よび CH2 モノマー(b)、CLモノマー(c)、CH1-CLヘテロダイマー(d)の蛍光スペクトルを示

した。(e) – (h)では各ドメインの蛍光スペクトルの極大波長をプロットした。pH 2 – 3 の

条件では独立した測定を二回行い、その平均強度と誤差を示した。  
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図 2-9：pH 3 および 0 – 300 mM NaCl の計 7 条件において測定した CH3 ホモダイマー(a)

および CH2 モノマー(b)、CLモノマー(c)、CH1-CLヘテロダイマー(d)の蛍光スペクトルを

示した。(e) – (h)では各ドメインの蛍光スペクトルの極大波長をプロットした。独立し

た測定を二回行い、その平均強度と誤差を示した。  
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図 2-10：pH 2 および 0 – 300 mM NaCl の計 7 条件において測定した CH3 ホモダイマー(a)

および CH2 モノマー(b)、CLモノマー(c)、CH1-CLヘテロダイマー(d)の蛍光スペクトルを

示した。(e) – (h)では各ドメインの蛍光スペクトルの極大波長をプロットした。独立し

た測定を二回行い、その平均強度と誤差を示した。 
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2.4.3. 特異値分解によるコンホメーション状態の解析 

蛋白質は、多くの場合、常温および中性 pH 付近の溶液条件下で一定のコンホメーシ

ョン状態(天然状態)を有する。しかし、熱や変性剤、酸などにより、溶液条件が変化す

ると立体構造が変化し、変性状態へと移行する。この時、例えば 2 状態転移の場合、天

然状態から変性状態の変化が協同的に生じることから、蛋白質のコンホメーション状態

の変化は天然状態と変性状態の 2 状態間の転移反応として記述することができる(32)。

CD などの半定量的な測定法により得られたデータに対して特異値分解(SVD)を行うこ

とにより、測定した溶液条件範囲内に存在するコンホメーション状態の数と、それらの

各溶液条件での存在比を推定できる(63)。 

CD および蛍光スペクトルデータから算出した寄与率を表 2-3 に示した。CH3 ホモダイ

マーおよび CH2 モノマーでは、CLモノマーおよび CH1-CLヘテロダイマーと比較して、

第二主成分までの寄与率が相対的に大きな値を示した。図 2-11 に CD および蛍光スペ

クトルデータの特異値分解により得られた各主成分の特異値、および特異値と特異ベク

トルから再構成したスペクトルとデータスペクトルとの誤差の大きさを示す RMSD を

示した。CD においては、CH3 ホモダイマーと CH2 モノマーでは第二主成分までを用い

た再構成スペクトルにおいて測定スペクトルとの RMSD が収束し、第二主成分までが

データ構成において有意であることを示した。CLモノマーおよび CH1-CLヘテロダイマ

ーでは第一主成分のみで RMSD が収束した。蛍光では、CH3 ホモダイマーでは第二主

成分まで、CH2 モノマーでは第三主成分までの再構成により RMSD が収束した。CLモ

ノマーおよび CH1-CLヘテロダイマーでは、第一から第四主成分までに RMSD が大きく

変動したが、第二主成分までに RMSD の値が 10-2程度に低下することから、上位 2 つ

の主成分がデータ再構成に有意であると判断した。これらの結果から、測定した溶液条

件範囲には、CD の解析結果では CH3 ホモダイマーおよび CH2 モノマーでは 3 つのコン

ホメーション状態が、CLモノマーおよび CH1-CLヘテロダイマーでは 2 つのコンホメー

ション状態に分類でき、蛍光の解析結果では CH3 ホモダイマーでは 3 つ、CH2 モノマー

では 4 つ、CLおよび CH1-CLヘテロダイマーでは 3 つのコンホメーション状態に分類で

きることがわかった。 

 図 2-12 および図 2-14 に、それぞれ CD および蛍光スペクトルデータから抽出した第

三主成分までの左特異ベクトルを示した。これら上位三つの左特異ベクトルは自己相関

性の高いスペクトル成分を有していることから、それぞれ固有のコンホメーション状態

に関する情報を反映しているものと考えられる。図 2-13 および図 2-15 に、それぞれ CD

および蛍光スペクトルデータから抽出した第三主成分までの右特異ベクトルを示し、図

2-16 に各 pH の NaCl 濃度変化に応じた自己相関係数を示した。CH3 ホモダイマーでは、

第一右特異ベクトルが pH 2 – 3 において NaCl 濃度変化に対応し大きな自己相関係数を

示し(図 2-16a と b)、また高 NaCl 濃度で大きな絶対値を示すことから(図 2-13a および図

2-15a)、第一主成分は部分的折りたたみ構造の形成を捉えている成分であることがわか
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った。第二右特異ベクトルでは pH 2 – 3 の低 NaCl 濃度において大きな値の変動を示す

ことから、第二主成分はランダムコイル状態を捉えている成分であることがわかった

(図 2-13a および図 2-15a、図 2-16a と b)。第三右特異ベクトルは測定 pH 全体にわたっ

てばらつきが大きく、自己相関係数も小さいことから、第三主成分は何らかのノイズを

反映した成分であることがわかった。CH2 モノマーおよび CL モノマーにおいても同様

に第一および第二主成分がそれぞれ pH 2 – 3 におけるランダムコイル状態および部分

的折りたたみ構造の形成を捉えていることがわかり (図 2-13b と c および図 2-15b と c、

図 2-16c – f)、さらに CH2 モノマー蛍光スペクトルデータにおける第三右特異ベクトル

では各 pH 4 – 8 における値の変動を示したことから、第三主成分は中性付近における何

らかのコンホメーション変化を捉えていることがわかった(図 2-15)。CH1-CLヘテロダイ

マーでは、第一主成分はランダムコイル状態を捉えていたが、CD スペクトルにおける

第二および第三主成分はばらつきが大きくノイズを捉えていたが(図 2-13d、図 2-16e)、

蛍光スペクトルデータにおける第二主成分では部分的折りたたみ構造の形成を捕えた

成分であった(図 2-15d、図 2-16f)。 
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表 2-3：特異値分解から得られた特異値より算出した各主成分の寄与率 

 main components (%) 

 domain   first  second  third 

CD  CH3 homo-dimer  95.31  4.43  0.05 

  CH2 monomer  97.15  2.07  0.19 

  CL monomer  98.35  0.80  0.25 

CH1-CL hetero-dimer 99.37  0.25  0.10 

fluorescence CH3 homo-dimer  62.98  36.96  0.04 

  CH2 monomer  84.27  15.56  0.17 

  CL monomer  99.94  0.04  0.01 

  CH1-CL hetero-dimer 99.48  0.51  0.01 
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図 2-11：各ドメインの CD スペクトルデータ(a – d)および蛍光スペクトルデータ(e – h)

の特異値分解により得られた特異値と RMSD を示した。 
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図 2-12：CD スペクトルデータの特異値分解から得られた CH3 ホモダイマー(a)および

CH2 モノマー(b)、CLモノマー(c)、CH1-CLヘテロダイマー(d)の左特異ベクトルを示す。

赤線は第一特異ベクトル、緑線が第二特異ベクトル、青線が第三特異ベクトルを示す。  
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図 2-13：CD スペクトルデータの特異値分解から得られた CH3 ホモダイマー(a)および

CH2 モノマー(b)、CLモノマー(c)、CH1-CLヘテロダイマー(d)の右特異ベクトルを示す。

赤および緑、青の点は、それぞれ第一および第二、第三右特異ベクトルを示す。各点は

各溶液条件のベクトルの値に対応し、左端から pH 2、0 mM NaCl、および pH 2、50 mM、

…、pH 2、300 mM NaCl、pH 3、0 mM NaCl 条件、…における各値を並べている。図の

交差した目盛りは pH 条件（下ラベル）に対応し、上に凸の目盛りは NaCl 条件(上ラベ

ル)に対応する。 
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図 2-14：蛍光スペクトルデータの特異値分解から得られた CH3 ホモダイマー(a)および

CH2 モノマー(b)、CL モノマー(c)、CH1-CL ヘテロダイマー(d)の左特異ベクトルを示す。

赤線は第一左特異ベクトル、緑線が第二特異ベクトル、青線が第三特異ベクトルを示す。 
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図 2-15：蛍光スペクトルデータの特異値分解から得られた CH3 ホモダイマー(a)および

CH2 モノマー(b)、CLモノマー(c)、CH1-CLヘテロダイマー(d)の右特異ベクトルを示す。

赤点は第一右特異ベクトル、緑点が第二右特異ベクトル、青点が第三右特異ベクトルを

示す。各点は各溶液条件のベクトルの値に対応し、左端から pH 2 および 0 mM NaCl 条

件、pH 2 および 50 mM 条件、…、pH 2 および 300 mM NaCl 条件、pH 3 および 0 mM NaCl

条件、…における各ベクトルの値を順番に並べている。図の交差した目盛りは pH 条件

の違い(下ラベル)に対応し、上に凸の目盛りは NaCl 条件の違い(上ラベル)に対応してい

る。 
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図 2-16：各 pH の 0 mM から 300 mM NaCl までの各溶液条件における右特異ベクトルよ

り自己相関係数を算出した。(a)および(c)、(e)、(g)は CD スペクトルデータより、(b)お

よび(d)、(f)、(h)は蛍光スペクトルデータより算出した各ドメインの自己相関係数を示

している。 
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2.4.4. Empirical phase diagram による主要コンホメーション状態の可視化と分類 

 溶液条件ごとの各コンホメーション状態の存在比に関連する右特異ベクトルの情報

を基に、Empirical phase diagram (EPD)を作成し、コンホメーション状態の違いを二次元

マップ上に表現した。EPD は、各溶液条件に主要に存在するコンホメーション状態を、

色の違いとして表現する手法である(82, 83)。2.4.3.では、溶液条件と右特異ベクトルの

大きさの対応を、横軸に溶液条件(pH、NaCl 濃度)、縦軸にベクトルの大きさの二次元

図で表現した(図 2-13 および図 2-15)が、EPD では横軸を pH 変化、縦軸を NaCl 濃度変

化に対応させ、ベクトルの大きさを色の濃淡で示すことで、溶液条件と右特異ベクトル

の大きさとの対応関係を三次元的に表現することができる。まず標準化した第一および

第二、第三右特異ベクトルのそれぞれの値を、赤および緑、青色の濃淡に対応させた単

色 EPD (図 2-17 および図 2-18)を作成し、右特異ベクトルとコンホメーション変化との

対応関係を確認した。CH3 ホモダイマーの単色 EPD では、第一右特異ベクトルは pH 2 – 

3 および高濃度 NaCl 条件下で、第二右特異ベクトルは pH 2 – 3 および低濃度 NaCl 条件

下において大きな色の変化を示し(図 2-17a と e および図 2-18a と e)、第一主成分は部分

的折りたたみ構造を有する状態、第二主成分はランダムコイル状態に対応していること

を確認した。CH2 モノマーおよび CLモノマーの単色 EPD では、第一主成分は pH 2 – 3

の低濃度 NaCl 条件において存在するランダムコイル状態、また第二主成分は高濃度

NaCl 条件において存在する部分的折りたたみ構造を有する状態に対応していることを

確認した(図 2-17b と c, f, g および図 2-18b と c, f, g)。また CH2 モノマーにおける蛍光の

第三右特異ベクトルを基に作成した EPD では、pH 4 – 5 において何らかの天然状態とは

異なるコンホメーション状態が存在することが確認された(図 2-18j)。CH1-CL ヘテロダ

イマーの単色 EPD では、第一主成分は pH 2 におけるランダムコイル状態、また蛍光の

単色 EPD では、第二特異ベクトルが pH 2 における NaCl 濃度に応じたコンホメーショ

ン変化を捉えていることが確認された(図 17d と h および図 18d と h)。 

次に各ドメインの寄与率および RMSD より算出したコンホメーション状態の成分数

を基に有意な情報を含む右特異ベクトルを選出し、色を混合させた EPD を作成した。

さらに EPD 作成に使用した右特異ベクトルを用いて階層的クラスター解析を行うこと

によって、測定した溶液条件範囲に存在する主要コンホメーション状態の分類を行った。

作成した EPD を図 2-19 に示した。CH3 ホモダイマーの EPD では、測定した溶液条件内

に三つの主要なコンホメーション状態が存在し、pH 4 – 8 では天然状態、pH 2 – 3 では、

100 mM NaCl 周辺を境に低濃度 NaCl 条件ではランダムコイル状態、高濃度 NaCl 条件

は部分的な折りたたみ構造を有したコンホメーション状態に分類することができた 

(図 2-19a と b)。CH2 モノマーにおいても、pH 2 – 3 において、150 – 250 mM NaCl を境

に二つの非天然状態が存在し、CH3 ホモダイマーに比べてより高濃度 NaCl 条件下で部

分的折りたたみ構造を有したコンホメーション状態に移行した(図 2-19c と d)。また蛍

光の EPD においては、pH 4 – 5 の溶液条件において、天然状態状態や二つの非天然状態
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とは異なるコンホメーション状態(a partially distorted state)が存在することを示した(図

2-19d)。CLモノマーおよび CH1-CLヘテロダイマーでは、pH 2 または pH 3 において非天

然状態状態に移行し、蛍光 EPD では pH 2 における NaCl 濃度増加に応じて二つの非天

然状態に分類された(図 2-19e–f )。CLモノマーでは、pH 2 と pH 3 を境に酸変性が生じ

ることから、酸ストレスに対して最もコンホメーション安定性に優れたドメインである

ことがわかった。 
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図 2-17：CDスペクトルの右特異ベクトルを基に作成した CH3ホモダイマー(aおよび e、

i)および CH2 モノマー(b および f、j)、CLモノマー(c および g、k)、CH1-CLヘテロダイマ

ー(d および h、l)の単色 EPD を示す。各溶液条件における各ドメインの標準化した V1、

V2、V3 値の大きさに対応させ、赤、緑、青で色付けを行っている。 

 

 

図 2-18：蛍光スペクトルの右特異ベクトルを基に作成した CH3ホモダイマー(aおよび e、

i)および CH2 モノマー(b および f、j)、CLモノマー(c および g、k)、CH1-CLヘテロダイマ

ー(d および h、l)の単色 EPD を示す。各溶液条件における各ドメインの標準化した V1、

V2、V3 値の大きさに対応させ、赤、緑、青で色付けを行っている。 
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図 2-19：コンホメーション変化に寄与する右特異ベクトルを基に作成した CH3 ホモダ

イマー(a および b)および CH2 モノマー(c および d)、CLモノマー(e および f)、CH1-CLヘ

テロダイマー(gおよび h)の EPD を示す。(a)および(c)、(e)、(g)は CD スペクトルから算

出した右特異ベクトルを基に、(b)および(d)、(f)、(h)は蛍光スペクトルを基に作成した

EPD である。(b)および(d)は上位三つの、(a)および(c)、(f)、(h)は上位二つの右特異ベク

トル、(e)および(g)は上位一つの右特異ベクトルを基に EPD を作成した。EPD 中の黒ま

たは白色の太線は、階層的クラスター解析によって分類された主要コンホメーション状

態の境界線を示す。 
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2.4.5. ブルーネイティブポリアクリルアミドゲル電気泳動およびサイズ排除ク 

 ロマトグラフィーによる凝集体の検出 

ブルーネイティブポリアクリルアミドゲル電気泳動(BN-PAGE)を用いた解析では、非

還元状態において、CH2 モノマーと CLモノマー、また CH3 ホモダイマーと CH1-CLヘテ

ロダイマーのそれぞれのバンドの移動度が一致した(図 2-20a)。さらに CH3 ホモダイマ

ーと CH1-CLヘテロダイマーのバンドの移動度が、CH2 モノマーと CLモノマーよりも小

さいことから、BN-PAGE の泳動バッファーの中性 pH 条件 (pH 6.8)において CH2 モノ

マーと CLモノマーは単量体を、CH3 ホモダイマーと CH1-CLヘテロダイマーでは二量体

を形成していることが示唆された。さらに還元状態では、分子間ジスルフィド結合によ

りダイマーを形成している CH1-CLヘテロダイマーのバンドが、CH2 モノマーと CLモノ

マーのバンドと同程度の位置にシフトし、単量体成分に分離した。非共有結合的にダイ

マーを形成する CH3 ホモダイマーでは、還元状態においても単量体への分離は観測され

ず、強い分子間相互作用を有していることが示唆された。 

サイズ排除クロマトグラフィー(SEC)を用いた解析では、pH 7 のバッファー条件下で

は、各ドメインの溶出時間の序列が CH1-CLヘテロダイマー、CH3 ホモダイマー、CLモ

ノマー、CH2 モノマーであることから、BN-PAGE の結果に対応しており、CH2 モノマ

ーCLモノマーについてはモノマー、CH3 ホモダイマーと CH1-CLヘテロダイマーについ

てはダイマーを形成していることが確認できた(図 2-20b)。さらに、非天然状態(pH2, 0 

mM NaCl および pH 3, 300 mM NaCl)における各ドメインの溶出順を確認した。pH 2 お

よび 0 mM NaCl の条件下では、溶出の順番は CH1-CLヘテロダイマー、CLモノマー、CH3

ホモダイマー、CH2 モノマーとなり、CH3 ホモダイマーは酸変性によってモノマー成分

に分離することがわかった(図 2-20c)。一方、pH 3 および 300 mM NaCl の条件下では、

CH3ホモダイマーおよびCH2モノマーの溶出ピークがボイド画分に観測されたことから、

凝集体を生じていることがわかった(図 2-20d)。CH3 ホモダイマーでは、モノマー成分に

由来する溶出ピークが観測されず、全ての分子が凝集体形成に関与していると考えられ

る。一方、CH2 モノマーではモノマー成分の溶出ピークも観測されたことから、溶液中

でモノマー成分と凝集体成分が共存していることがわかった。 
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図 2-20：(a)pH 6.8 におけるブルーネイティブポリアクリルアミドゲル電気泳動

(BN-PAGE)を示す。ゲルは 4 – 20%のグラジエントゲルを用いた。レーン 1 – 4 は 5%の

メルカプトエタノールの添加による還元状態での泳動、レーン 5 – 8 は非還元状態によ

る泳動を示す。(b)平衡化バッファー条件が pH 7 および 150 mM NaCl におけるサイズ排

除クロマトグラフィー(SEC)。(c) pH 2 および 0 mM NaCl における SEC。(d) pH 3 および

300 mM NaCl における SEC。 
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2.4.6. 動的光散乱測定と Particle size diagram による凝集溶液条件の特定 

動的光散乱(DLS)を用いた解析では、CD および蛍光の解析と同様に計 49 種の溶液条

件下における粒子サイズを測定した。測定した各溶液条件の粒子サイズから Particle size 

diagram (PSD)を作成し、各ドメインが凝集体を形成する溶液条件を特定した。天然状態

および非天然状態を有する溶液条件において測定した粒子サイズを表 2-4 に示す。NaCl

を含まない場合、各ドメインが非天然状態を有する pH 2 または pH 3 の粒子サイズは、

天然状態を有する pH 7 の粒子サイズに近い値を示し、CH2 モノマーと CLモノマー、CH3

ホモダイマーでは単量体、CH1-CL ヘテロダイマーでは二量体を維持し、凝集体を形成

していないことを確認した(表 2-4 および図 2-21a,c,e,g)。pH 2 – 3 では、CH3 ホモダイマ

ーと CH2 モノマーは、溶液の NaCl 濃度の増加に伴って、粒子サイズが増加し、凝集体

を形成した(表 2-4 および図 2-21b,d、図 2-22a,b)。Particle size diagram から、CH3 ホモダ

イマーでは、pH 2 – 3 では 50 または 100 mM 以上の NaCl 濃度条件において粒子サイズ

が増加し、凝集体の形成が確認された(図 2-22a)。CH2 モノマーは、pH 2 では NaCl 濃度

が 300 mM 以上において、pH 3 – 4 では 200 mM 以上で、凝集体を形成した(図 2-22b)。

CH2 モノマーの EPD(図 2-19c と d)では、pH 4 において明確な非天然状態状態への転移

を確認することができていないが、pH 4 においてもわずかに非天然状態の分子が存在

し凝集反応を生じているものと考えられる(2-21j)。CL モノマーおよび CH1-CL ヘテロダ

イマーでは、pH 2 – 3 において、粒子サイズが変化せず、凝集体の形成は観測されなか

った(表 2-4 および図 2-21e–h、図 22c,d)。 

 

表 2-4：動的光散乱により測定した各ドメインの粒子サイズ 

condition     diameter (nm) 

  CH3  CH2  CL  CH1-CL 

pH NaCl homo-dimer monomer monomer dimer 

7 150 7.13 ± 1.83 4.45 ± 0.14 5.18 ± 1.12 7.30 ± 2.05 

3 0 5.72 ± 0.47 6.39 ± 0.13 6.06 ± 0.37 6.51 ± 0.97 

3 300 41.9 ± 8.89 16.5 ± 2.89 5.15 ± 0.83 6.73 ± 0.43 

2 0 5.99 ± 0.13 6.23 ± 0.47 5.40 ± 0.37 8.13 ± 0.97 

2 300 39.7 ± 2.81 11.8 ± 2.51 5.76 ± 0.25 7.40 ± 0.61 
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図 2-21：各ドメインの粒子径分布図を示す。CH3ホモダイマーおよびCLモノマー、CH1-CL

ヘテロダイマーについては pH 2 および 0 mM NaCl (それぞれ a および e, g)、および pH 3

および 300 mM NaCl (それぞれ b および f, h)における粒子径分布図を示した。CH2 モノ

マーについては、pH 2 および 0 mM NaCl (c)、および pH 3 および 300 mM NaCl (d)、pH 

4 および 0 mM または 300 mM NaCl(それぞれ i および j)の粒子径分布図を示した。 



56 

 

 

図 2-22：CH3 ホモダイマー(a)および CH2 モノマー(b)、CLモノマー(c)、CH1-CLヘテロダ

イマー(d)の pH 2 – 8 および 0 – 300 mM NaCl からなる計 49 種の溶液条件における粒子

サイズを基に作成した particle size diagram を示した。赤色が濃いほど粒子サイズが大き

いことを示している。黒太線は、階層的クラスター解析により定めた凝集溶液条件の境

界線を示す。 
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2.4.7. 凝集反応に関わる特定コンホメーション状態の検出 

 各ドメインの EPD による解析から、CH3 ホモダイマーおよび CH2 モノマーでは、溶

液の NaCl 濃度に応じて二つの主要コンホメーション状態が存在した。この二つの主要

コンホメーション状態が存在する溶液条件領域は、CH3 ホモダイマーと CH2 モノマーが

凝集体を形成する溶液条件領域と、よく相関しているように思われる。したがって、pH 

2 – 3 および高塩濃度条件下に存在するコンホメーション状態、または測定した CD およ

び蛍光スペクトルには、凝集反応による分子間シートなどの分子間相互作用に関する

情報が含まれている可能性が高い。そこで、pH 3 において溶液の NaCl 濃度を 0 mM か

ら 300 mM にジャンプさせた後、コンホメーションと粒子サイズの経時的変化をそれぞ

れ CD と DLS を用いて測定し、凝集体形成が CD スペクトルの形状の変化に与える影

響を解析した。 

NaCl 濃度ジャンプ後の CD 強度変化および粒子サイズの経時変化を図 2-23 に示す。

各ドメインの CD のシグナル強度は、NaCl 混合後、5 分以内に急激に変化したが、それ

以降は緩やかな CD 強度の変化に移行した(図 2-23a)。一方 DLS では、CH2 モノマーと

CH3 ホモダイマーにおいて粒子サイズの増加が観測され、粒子サイズは 5 分以内に増加

し、それ以降も 300 分まで粒子サイズの増加が続いた(図 2-23b)。各ドメインの CD 強度

の経時変化と DLS の粒子サイズの経時変化を比較した場合に、CH2 モノマーと CH3 ホ

モダイマーに観測される粒子サイズの経時変化に対応するCD強度変化が観測されてい

ないと考えられる。したがって、測定した CD 強度の変化は、主に分子内で生じている

コンホメーション変化を反映していると考えられる。pH 2 – 3 および高濃度 NaCl の条

件下における凝集反応は、部分的な折りたたみ構造を有するコンホメーション状態を介

して進行していると考えられる。 
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図 2-23：NaCl 濃度を 0 mM から 300 mM にジャンプさせた後の CD 強度(a)と粒子サイ

ズ(b)の経時変化を示した。(a)では CH3 ホモダイマーでは 210 nm、CH2 では 199nm、CL

モノマーは 200 nm、CH1-CLヘテロダイマーでは 199 nmの CD強度変化をプロットした。

独立した測定を二回行い、その平均値と誤差を示した。 
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2.5. 考察 

2.5.1. Generalized phase diagram によるドメインの特性評価 

 CD スペクトルおよび内部トリプトファン蛍光スペクトル、動的光散乱測定の解析結

果を基に EPD および PSD を作成することによって、広範な溶液条件(pH 2 – 8 および 0 – 

300 mM NaCl)における四種類のドメインのコンホメーション安定性とコロイド安定性

の違いを示した(図 2-19 および図 2-22)。EPD と PSD から、酸変性状態では溶液中のイ

オンと蛋白質との相互作用により、分子内反応であるフォールディング反応と分子間反

応である凝集反応の双方を誘導されることを示した。さらに NaCl ジャンプ実験による

解析から、凝集反応は分子内で部分的折りたたみ構造を形成したコンホメーション状態

を介して進行することを示した(図 2-23)。本研究では、これらの解析結果を基に解析し

た全 49 種の溶液条件における蛋白質溶液状態を、コンホメーション状態と分散状態の

双方を考慮した三つの主要な状態に分類した。一つは中性溶液条件下において天然型コ

ンホメーションと単分散を維持するネイティブ状態(the native state (N 状態))、つぎに酸

性溶液で低濃度 NaCl 条件下において変性しているが単分散性を維持する単量体単分散

性非天然状態(the monomeric monodispersed non-native state (MMNN 状態))、そして高濃度

NaCl 条件下において部分的折りたたみ構造と凝集体の形成が観測される多量体多分散

性非天然状態(the polymeric polydispersed non-native state (PPNN 状態))である。各ドメイ

ンの各溶液条件におけるそれら三つの状態の分布をまとめた Generalized phase diagram

を図 2-24 に示した。CH3 ホモダイマーと CH2 モノマーでは、上記の三つの状態の存在

し、CLモノマーと CH1-CLヘテロダイマーでは N 状態と MMNN 状態の二つの状態が存

在した(図 2-24)。例外的に CH2 モノマーの蛍光スペクトルおよびその EPD からは、pH4 

– 5 の領域に pH6 – 8 のコンホメーション状態とは異なるコンホメーション状態(a 

partially distorted state)が存在した(図 2-24b)。 

 先行研究として Buchner の研究グループは、マウス IgG1 のフラグメントおよびドメ

イン蛋白質の酸性溶液条件下におけるコンホメーション状態と分散状態の解析を行な

い、マウス IgG1 ドメインが高濃度 NaCl および酸性条件下において alternatively folded 

state (AFS)と呼ばれる特定のコンホメーション状態を形成することを報告している

(84-87)。CD スペクトルによるマウス CH3 ホモダイマーの解析では、NaCl を含まない

pH 2 の溶液条件における 200 nm の極小波長が、60 mM NaCl を含む場合では 213 nm に

シフトすることを示し、また 300 mM NaCl を含む pH 2 の溶液条件下では、凝集体を形

成することを確認している(86)。さらにマウス Fab フラグメントを構成するドメイン(VH

および VL、CH1、CLモノマー)が同様に AFS を形成することが確認されており、CLモノ

マーが 100 mM NaCl を含む pH 2の溶液条件下ではランダムコイル状態を有するが、175 

mM 以上の NaCl 濃度において二次構造形成が生じることが報告されている(87)。これ

らの溶液条件に応じた極小波長変化や多量体形成の特性は本研究で得られたヒト IgG1

ドメインの解析結果と対応していることから、マウスとヒトの生物種の間で IgG1 の各
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ドメインの物性が類似することを示している。本研究ではこれらの知見を踏まえた上で、

新たに CH2 モノマーが酸性 pH および 300 mM NaCl までの濃度増加により、部分折りた

たみ構造および凝集体の形成が誘導されることを特定し、また広範な酸性溶液条件下に

おいて CH3 ホモダイマーおよび CH2 モノマーが凝集体を形成する溶液条件を明確に示

すことができた。 
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図 2-24：EPD および PSD から得られた結果を基に作成した generalized phase diagram を

示した。pH 2 – 8 および 0 – 300 mM NaCl の溶液条件における各ドメインの天然状態(N 

state)および単分散単量体非天然状態(MMNN state)、多量体多分散非天然状態(PPNN 

state)の分布を示した。 
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2.5.2. 抗体定常領域ドメインのコンホメーション安定性の序列 

 N 状態から非天然状態への変化は、ドメイン毎で異なる pH において生じた。EPD か

ら、CH2 モノマーと CH3 ホモダイマー、CH1-CLヘテロダイマーでは pH 3 – 4 を境に、

CLモノマーでは pH 2 – 3 を境に生じることを示した(図 2-19)。さらに pH 2 – 3 では CH2

モノマーと CH3 ホモダイマーが、それぞれ 200 – 300 mM NaCl および 50 – 100 mM NaCl

を境に MMNN 状態と PPNN 状態の二つの状態が存在した(図 2-24)。本研究では、N 状

態および MMNN 状態、PPNN 状態の各溶液条件における存在比を求めることにより、

各ドメインのコンホメーション安定性の序列を評価した。pH 7 および 150 mM NaCl、

pH 2 および 0 mM NaCl、pH 3 および 300 mM NaCl における CD スペクトルを、それぞ

れ N 状態および MMNN 状態、PPNN 状態のピュアスペクトルであると仮定し、CH3 ホ

モダイマーと CH2 モノマーでは上記 3 つの状態の、CLモノマーと CH1-CLヘテロダイマ

ーでは N 状態と MMNN 状態の 2 つの状態の存在比を求めた。各状態の存在比の変化を

図 2-25 に示し、pH 3 および 0 mM NaCl における N 状態の存在比を表 2-5 に示した。pH 

3 においては、各ドメインで天然状態と非天然状態を有する分子が混在していた。CH3

ホモダイマーでは、NaCl 濃度の上昇によって PPNN 状態の量が急激に増加し、100 mM 

NaCl では 80%以上になった(図 2-25a と b)。一方、CH2 モノマーでは、PPNN 状態の存

在比は NaCl 濃度の上昇とともに徐々に増加し、CH3 ホモダイマーとは異なる応答を示

した(図 2-25c と d)。PPNN 状態と MMNN 状態の存在比の合計をコンホメーション不安

定性の指標とした場合、抗体ドメインのコンホメーション不安定性は CH2 モノマー > 

CH3 ホモダイマー > CH1-CL ヘテロダイマー > CL モノマーとなることがわかった(表

2-5)。 

 

表 2-5：pH 3 および 0 mM NaCl における N 状態の存在比(%) 

 CH3 homo-dimer CH2 monomer CL monomer CH1-CL hetero-dimer 

 32.30 ± 0.08 21.10 ± 0.02  91.96 ± 0.02 61.43 ± 0.01 
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図 2-25：pH 2 および pH 3 における各ドメインの天然状態(N state)および単分散単量体

非天然状態(MMNN state)、多分散多量体非天然状態(PPNN state)の NaCl 濃度変化に応じ

た存在比を示した。 
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2.5.3. pH 4 – 5 の溶液条件における CH2 モノマーの a partially distorted state 

 蛍光スペクトルを基に作成した EPD では、CH2 モノマーは pH 4 – 5 にかけて N 状態

とは異なるコンホメーション状態が存在した(図 2-19d)。CH2 モノマーは、分子内に二つ

のトリプトファン残基を含む。そのうちの一つ(Trp377)は分子内部の疎水性コアに存在

するが、もう一つ(Trp313)は分子表面に存在する。一方、CH1 と CLモノマーは、それぞ

れ一つの分子内部に埋没するトリプトファン残基(それぞれ Trp161 と Trp148)をもち、

これらのトリプトファン残基のスペクトル変化は pH 2 – 3 で生じた。このことから、CH2

の pH 4 – 5 における a partially distorted state の形成には、分子表面に存在するトリプト

ファン残基の側鎖の蛍光変化が関与していると考えられる。近年の Latypov らによる

NMR を用いた IgG1 の糖鎖をもたない Fc の解析では、pH 2.5 と pH 4.7 において、ケミ

カルシフトの変化が 250 – 255 および 310 – 315 番目の残基において観測され、CH2 ドメ

インが CH3 ドメインに先立って酸変性を生じることを示した(88)。これらの残基には

CH2 ドメインの構造表面に存在する Trp313 が含まれる(図 2-26)。したがって、観測され

た a distorted partially state の形成は、Trp313 周りの部分的な構造変化が関与していると

推測される。また CH2 ドメインでは Trp313 周りにおいて、CH3 ドメインより多くの荷

電性残基(D312 および K317、E318、K338、K340 等)が存在し、アスパラギン酸やグル

タミン酸のプロトン化によって局所的に大きな静電的斥力を発生させている可能性が

示唆される。CH3 ホモダイマーも CH2 モノマーと同様にドメイン一つあたりに二つのト

リプトファン残基が存在する(構造表面の Trp381 と疎水性コアの Trp417)。CH3 ホモダイ

マーの蛍光スペクトルを基に作成した EPD においても pH 4 – 5 にかけて第三右特異ベ

クトルの特性に由来した薄い青色が観測されることから、同様に a partially diastorted 

state を形成している可能性が考えられる(図 2-19b)。 

 

  



65 

 

図 2-26：CH2 および CH3 ドメインの立体構造を示した(PDBID：3D6G(59))。Latypovら

の報告によりケミカルシフトの変化を観測されたアミノ酸残基が含まれる領域を黒丸

で囲んだ。正電荷を有するリジンおよびアルギニン残基を黄色で、ヒスチジン残基をオ

レンジ色で示し、負電荷を有するグルタミン酸およびアスパラギン酸残基を青色で示し、

トリプトファン残基を赤色で示した。 
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2.5.4. ドメインのコロイド安定性の序列 

CH3 ホモダイマーでは、pH 2 および pH 3 でそれぞれ 50 mM および 100 mM NaCl 以

上の溶液条件下で凝集体を形成した(図 2-22a)。CH3 ホモダイマーでは、pH 2 – 3 で 100 

mM以上のNaClが含まれる溶液条件下で、一定のコンホメーション状態に収束したが、

凝集体サイズは NaCl 濃度の増加に伴って増大を続けた(図 2-19a と b および図 2-22a)。

一方、CH2 モノマーでは、pH 2 – 3 において NaCl 濃度の増加に伴ったコンホメーショ

ン変化を生じ、pH 2 および pH 3 でそれぞれ 300 mM および 150 mM 以上の NaCl 濃度で

凝集体を形成した(図 2-22b)。CH2 モノマーでは、CH3 ホモダイマーと異なり、300 mM

までの NaCl 濃度の増加によって特定のコンホメーション状態に収束することはなかっ

た(図 2-19c と d)。しかし、凝集体は形成しないが、分子内コンホメーション変化のみ

がおこる溶液条件が広範囲に存在した。イオンとの相互作用による分子内のコンホメー

ション変化は、分子間の凝集反応に比べて、より反応性が高いと考えられる。さらに

CH2 モノマーでは、pH 4 で 200 mM 以上の NaCl を含む溶液条件下で凝集体を形成した

(図 2-20b)。pH 4 および 300 mM NaCl 条件下の動的光散乱測定における多峰性の粒子径

分布から、微量の非天然状態を有する分子が存在し、それらが局所的に集合し凝集体を

形成していると考えられる(図 2-21j)。CH2 モノマーのコンホメーション不安定性は、弱

酸性 pH および高濃度の NaCl を含む溶液条件下において、抗体凝集反応のトリガーに

なりうると考えられる。CLモノマーと CH1-CLヘテロダイマーでは、pH 2 – 3 において

凝集しないことから、最も優れたコロイド安定性を有していると考えられる(図 2-22c

と d)。 

pH 3 および 300 mM NaCl における各ドメインの凝集サイズをコロイド不安定性の指

標とした場合、コロイド不安定性は CH3 ホモダイマー > CH2 モノマー > CH1-CLヘテロ

ダイマー ≓ CLモノマーとなると考えられる(表 2-4)。 

 

2.5.5. 各ドメインの抗体凝集への寄与 

 平衡論的および速度論的解析から、各ドメインのコンホメーション安定性とコロイド

安定性における安定性の序列を決定した。熱ストレスに対する抗体ドメインの研究では、

コンホメーション不安定性は CH2 ドメイン > Fab > CH3 ドメインとなり、CH2 ドメイン

の糖鎖の存在はこの序列に影響を与えないと考えられる(48, 50, 51, 56, 89, 90)。したが

って、酸ストレスに対するコンホメーション安定性の序列は、熱ストレスに対するコン

ホメーション安定性の序列に類似していると考えられる(図 2-19)。コロイド安定性につ

いては、CH3 ホモダイマーと CH2 モノマーのコロイド安定性が CLモノマーと CH1-CLヘ

テロダイマーより低いことがわかった(図 2-22)。CH2 と CH3 ドメインを含む Fc は、抗

体全体の凝集に強く関連していることが報告されており(51, 52, 88, 90)、本章の解析結

果と対応している。単独ドメインの物性とドメインが連結された Fc の物性では何らか

の異なる特性を有する可能性が考えられるが、抗体全体の凝集性と凝集機構は、ドメイ
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ンが固有にもつコンホメーション安定性とコロイド安定性に大きく依存していると考

えられる。Kim らは、抗体全体の凝集反応には VHおよび VL、CH1、CLドメインを含む

Fab のコンホメーション不安定性に依存していることを報告している(50)。本章では、

CLモノマーと CH1-CLヘテロダイマーは優れたコロイド安定性を示した(図 2-22)。この

ことから、Fab の凝集性は VHドメインと VLドメインのコロイド不安定性に依存してい

ると考えられる。Galber と Demarest は異なる CDR をもつ抗体間で異なる凝集性を示す

ことを報告している(48)。 

 本章の解析結果および近年の抗体やその部分構造を用いた研究報告より、抗体定常領

域を構成するドメインの抗体全体の凝集反応に対する寄与の序列は、CH3 ドメイン > 

CH2 ドメイン > CH1-CLドメイン > CLドメインとなると考えられる。 

 

2.5.6. ドメインのアミノ酸組成および配列、構造表面特性にもとづく凝集性の評価 

解析した IgG1 の定常領域を構成する 4 つのドメインは、天然状態の立体構造は非常

に類似している(RMSD < 2Å)が、アミノ酸配列の同一性は低い値を示す(30%以下)(表

2-6)。そこで、各ドメインのアミノ酸組成やアミノ酸配列、構造表面の性質の違いに基

づき、酸ストレスに対して異なるコロイド安定性を示す要因を探索した。 

 まず初めに各ドメインのアミノ酸組成の違いを解析した。Thomas らや Goh らは、蛋

白質の可溶性に影響を与える特定のアミノ酸組成について報告している(66, 67)。本研

究では、それらの特定のアミノ酸組成を用いて、各ドメインのコロイド安定性を評価し

た(図 2-27)。しかし結果として、本研究で得られたコロイド安定性と相関がある特定の

アミノ酸組成を見出すことはできなかった。 

 

表 2-6：ドメイン間の立体構造の類似性と配列同一性 

domain 1  domain 2   RMSD (Å) sequence identity (%) 

CH1 monomer  CH2 monomer  0.9  24 

CH1 monomer CH3 monomer  0.7  29 

CH1 monomer CL monomer  1.5  27 

CH2 monomer CH3 monomer  0.7  20 

CH2 monomer CL monomer  1.6  25 

CH3 monomer  CL monomer  1.3  25 
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図 2-27：凝集に関与すると報告された各ドメインのアミノ酸組成を示した。各アミノ酸

組成の内、上付き数字 1 および 2 がつくものは、それぞれ Goh ら(66)および Thomas ら

(67)の報告を参考にした。 
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 次に、アミノ酸配列にもとづいて aggregation prone regions (APRs)を探索するアルゴリ

ズムである Aggrescan (68)および PASTA (69), Zyggregator (70-72), Tango (74)を用いた解

析を行った。全てのアルゴリズムが、各ドメイン間で類似したアミノ酸配列領域に APRs

が存在し、特にシート構造を形成する領域において高い凝集性を示した(図 2-28)。各

アルゴリズムの蛋白質全体の凝集性に対応するスコアを用いて、各ドメインの凝集性の

序列を評価した場合、Zyggregator が本論文の実験結果と類似した序列を示した(図 2-29)。

Zyggregator は、アミノ酸配列における複数のパラメーター(疎水性度、αへリックス形

成度、シート形成度、電荷、疎水性残基パターンおよびゲートキーパー残基)を基に蛋

白質の凝集性を評価する。Zyggregator のアルゴリズムより算出された各パラメーター

を表 2-7 に示した。上述したアミノ酸組成による評価と同様に、各パラメーターの大き

さと実験により得られたコロイド安定性との間に相関が見られなかった。したがって、

複数のパラメーターの組み合わせと各パラメーターの適切な重みづけがコロイド安定

性を評価するのに重要であることを示していると考えられる。 

 

 

図 2-28：Aggrescan (a)および PASTA (b)、Zyggregator (c)、Tango (d)による解析した各ド

メインのアミノ酸配列における aggregation prone resion を示した。各ドメインのモノマ

ーとしてのアミノ酸配列を計算に用いた。各図の上部には CH3 ドメインの二次構造の分

布を示した。赤は-シートを、青は-ヘリックスを示している。 
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図 2-29： Aggrescan (a)および PASTA (b)、Zyggregator (c)、Tango (d)により解析した各ド

メイン蛋白質全体の凝集性を示した。CH1 および CH3、CH2、CLではモノマーとしての

アミノ酸配列を、CH1-CLではヘテロダイマーとしてのアミノ酸組成を計算に用いた。 

 

表 2-7：zyggregator の各パラメーターの算出結果 

parameter  CH3  CH2  CL  CH1 

hydrophobicity  53.83  50.89  65.80  38.27 

charge   19  24  20  16 

beta sheet propensity 412.026  413.565  446.031  377.23 

alpha helical propensity 436.723  436.198  458.493  399.961 
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 最後に、蛋白質立体構造の表面特性に基づいて蛋白質の凝集体形成能を推定するアル

ゴリズムである spatial aggregation propensity (SAP)および developability index (DI)による

解析を行った。SAP は蛋白質の天然状態の構造表面に存在する疎水性領域を探索するプ

ログラムで、DI は疎水性の指標である SAP スコアと蛋白質の表面電荷から、蛋白質の

凝集性を評価するプログラムである(75-77, 91)。IgG1 の Fab および Fc の結晶構造

(PDBID: 1N8Z (58)および 3D6G (59))より各ドメインの立体構造を抽出し、計算を行った。

計算結果として、SAP による解析では、いくつかの APR 領域が検出された。特に全て

のドメインにおいてドメインのダイマー形成面側における疎水性度が高いことがわか

った(図 2-30a–d)。DI による解析では、凝集性の序列は、CH3 モノマー > CH2 モノマー > 

CLモノマーであり、本実験結果と大きな相関を示した(図 2-30e)。 

天然状態の立体構造から SAP/DI により算出した凝集性が、酸変性状態の凝集体サイ

ズから決定したコロイド安定性と一致したことから、各ドメインの凝集性について以下

の事柄を推測できる。CH2 モノマーおよび CH3 ホモダイマーの凝集反応は、ランダムコ

イル状態とは異なる PPNN 状態を介して進行した。PPNN 状態は、イオンと荷電残基と

の相互作用により部分的な折りたたみ構造を形成していると考えられ、その部分的な折

りたたみによって、PPNN 状態の構造表面の物性はより天然状態の物性に近いものにな

っていると予測される。また CH2 モノマーと CH3 モノマーの SAP スコアは類似した値

を示し、最終的な DI 値の差には CH2 モノマーが高い電荷を有することに依存している

と考えられる。アミノ酸組成においても、CH2 モノマーは最も多くの荷電性残基を持つ

こと示した。したがって、同程度の疎水性度をもつ CH2 モノマーと CH3 モノマーにお

けるコロイド安定性の違いは、2 つのドメイン間の電荷の違いに依存している可能性が

高い。 

CH3 モノマーは大きな DI 値を示したが、そのホモダイマーは小さい値を示した。CH3

ホモダイマーの疎水的な相互作用面の露出が、CH3 モノマーの大きな DI 値に関連して

いると考えられ、酸変性によるホモダイマーの解離が CH3 モノマーの凝集反応のトリガ

ーになりうると考えられる。また、CH1 モノマーも大きな DI 値を示し、CH1-CLヘテロ

ダイマーの解離に伴って、CH1 ドメインを介した凝集反応が生じることが予測される。

Feige らは、マウス由来 CH1 モノマーが、pH 2 および 100 mM NaCl 条件下で凝集するこ

とを報告している(87)。しかし、本研究では CH1-CLヘテロダイマーは、酸変性後も凝集

体を生じることはなかった(図 2-22d)。これは優れたコロイド安定性をもつ CLドメイン

が C 末端のドメイン間ジスルフィド結合を介して CH1 ドメインの近傍に存在すること

によって、可溶化タグやシャペロンに類似した効果により CH1-CL ヘテロダイマー全体

のコロイド安定性を向上させていることが考えられる。 
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図 2-30：(a) – (d)は、SAP アルゴリズムにより算出した各ドメインの構造表面における

凝集性の解析結果を示す。(a) – (d)における各ドメインの立体構造は、IgG1 の結晶構造

(PDBID: 1N8Z (58)および 3D6G (59))を利用した。Inter face side および Outer side は、そ

れぞれホモダイマー形成面とその反対面を示す。緑色が濃いほど、疎水性高いことを示

す。(e)は、SAP スコアおよび電荷、DI 値の計算結果を示す。 
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2.6. まとめ 

 本章では、ヒト IgG1 ドメインを構成するドメイン(CH2 モノマー、CH3 ホモダイマー、

CLモノマー、CH1-CLヘテロダイマー)の広範な溶液条件(pH 2 – 8 および 0 – 300 mM 

NaCl)におけるコンホメーション安定性とコロイド安定性を解析することにより、各ド

メインの溶液条件に応じた抗体全体の凝集反応への寄与を初めて明確に示すことがで

きた。各ドメインは溶液条件に応じて、N 状態および MMNN 状態、PPNN 状態の三つ

の状態をとりうる。CD および蛍光スペクトル測定によるコンホメーション解析では、

各ドメインのコンホメーション不安定性の序列は、CH2 モノマー > CH3 ホモダイマー > 

CH1-CLヘテロダイマー > CLモノマーとなることを明らかにした。また動的光散乱測定

による凝集反応の解析では、各ドメインのコロイド安定性の序列は、CH3 ホモダイマー 

> CH2 モノマー > CH1-CL ヘテロダイマー ≓ CLモノマーとなることを明らかにした。

さらにこれらのコンホメーション安定性とコロイド安定性の評価から、各ドメインが抗

体全体の凝集反応における寄与の大きさの序列は、CH3 ホモダイマー > CH2 モノマー > 

CH1-CLヘテロダイマー > CLモノマーとなることを明らかにした。酸変性状態では、300 

mM までの NaCl 濃度条件において、CH3 ホモダイマーと CH2 モノマーは凝集体を形成

し、さらに凝集反応は天然状態やランダムコイル構造とは異なる部分的折りたたみ構造

を有したコンホメーション状態を介して進行することが確認された。CH3 ホモダイマー

のコロイド安定性が最も低いことから、抗体中の CH3 ドメインの変性は急速かつ巨大な

凝集体の形成を誘導するものと考えられる。一方、CH2 モノマーのコンホメーション安

定性が最も低いことから、弱酸性(~pH 4)および高濃度 NaCl (> 200 mM)の溶液条件にお

ける凝集反応を主要に誘導するものと考えられる。SAP/DI を用いた凝集性の評価と本

章の実験結果が対応したことから、PPNN 状態における部分的折りたたみ構造を有した

コンホメーション状態は、ランダムコイル構造とは異なり、天然型構造の構造表面と類

似した特性を有している可能性が高いことが示唆された。本章で明らかにした各ドメイ

ンが固有にもつ物性が、抗体またはその部分構造の凝集反応の解析により得られている

知見と対応することから、ドメインレベルの物性を基礎とすることにより抗体全体の凝

集反応機構を理解することが可能であることを明確に示すことができた。 
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第三章 

 

Fc の解析 
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3.1. 序論 

 本章では、第二章に示した抗体ドメインが固有にもつ物性が、抗体が本来もつマルチ

ドメイン構造中においてどのように反映されるのか、また抗体全体の凝集反応に対して

どのように関与し得るのかを解析した。解析対象には、特に IgG1 の凝集反応に寄与し

ていると考えられる CH2 と CH3 ドメインを含む Fc を用いた。pH 2 – 8 の溶液条件にお

ける Fc のコンホメーション変化を分析し、酸変性における Fc 中の CH2 と CH3 ドメイ

ンのそれぞれのコンホメーション変化を特定した。また 300 mM の NaCl を含む溶液条

件における Fc の凝集反応を分析し、酸変性した CH2 と CH3 ドメインの Fc 全体の凝集

反応への関与を明らかにした。 

 

3.2. 実験手法 

3.2.1. Fc の遺伝子配列を含むベクターの構築 

ヒト由来 IgG1 の Fc (wtFc)の遺伝子配列を設計した。wtFc の遺伝子配列は、

pFUSE-hIgG1-Fc1 プラスミド (InvivoGen)にコードされている DNA配列を用いた。wtFc

の遺伝子配列のN末端側には、2つのシステイン残基を有するヒンジ領域を含んでおり、

合成された２本の wtFc ポリペプチドはヒンジ領域でジスルフィド結合により連結され

ることが予測される。N 末端にはヒスチジンタグを含まず、また N および C 末端には

制限酵素切断部位を挿入している。wtFc の遺伝子 DNA断片は、pFUSE-hIgG1-Fc1 プラ

スミドをテンプレートとして PCR 法により増幅した。wtFc 遺伝子 DNA断片の増幅産

物に対して、NdeI および EcoRI を用いて制限酵素切断処理を行った。作製した各遺伝

子配列を pET22b (+) (Novagen)にライゲーションした。 

 以下に wtFc の分子量およびモル吸光係数、遺伝子配列、アミノ酸配列を示す。 

wtFc 

分子量 

51,564 (二量体) 

モル吸光係数 

71,570 dm3mol-1cm-1 (二量体) 

遺伝子配列 

ATGGCAGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGG

ACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGAC

CCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGT

TCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAG

GAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGA

CTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCC

CCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTAC

ACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCT
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GGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGC

CGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTC

CTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTC

ATGCTCCGTGATGCACGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCT

GTCTCCGGGTAAATAA 

アミノ酸配列 

MADKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW

YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK

TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT

TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK 

 

3.2.2.  wtFc 蛋白質の発現および精製 

wtFc 蛋白質の発現には大腸菌組換え発現系を用い、ドメイン蛋白質と同様の方法で

行った(2.2.3.参照)。菌体破砕液の上清画分に対して、Hitrap protein G HP (GE healthcare)

を用いてアフィニティークロマトグラフィーを行った。平衡化バッファーには 20 mM 

リン酸バッファーpH 7.0を用い、溶出バッファーには 20 mM グリシンバッファーpH 2.0

を用いた。精製蛋白質に対して、Resource S カラムを用いて陽イオン交換クロマトグラ

フィー、superdex 75 カラムを用いたサイズ排除クロマトグラフィーを行った(2.2.3 参照)。

精製した蛋白質の分子量と純度は、SDS-PAGE と TOF-MS を用いて確認した(図 3-1)。 

 

図 3-1：サイズ排除クロマトグラフィー後の wtFc の精製画分の SDS-PAGE による解析

結果を示した。左の 4 サンプルは 1% メルカプトエタノールの添加により還元処理を

行い、右 4サンプルは非還元処理のサンプルである。wtFc の分子量の理論値は非還元

状態では 51,564.6、還元状態では 25,782.3 である。この結果から wtFc は中性 pH におい

て N 末端で分子間ジスルフィド結合を形成していると考えられる。 
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3.2.3.  溶液調整 

精製した wtFc および CH2 モノマー、CH3 ホモダイマーを、20 mM クエン酸-リン酸緩

衝液 pH 7 に透析した後、限外濾過を用いて蛋白質濃度を wtFc では 150 M、CH2 モノ

マーおよび CH3 ホモダイマーでは 500 M まで濃縮した。20 mM リン酸溶液と 20 mM

クエン酸溶液を、任意の割合で混合し 10 種類の pH の異なる溶液を作製した。また、

20 mM グリシンバッファーpH 2と 400 mM NaClを含む同様の緩衝液を混合することに

よって、0 – 300 mM NaCl の条件範囲における計 31 種類の溶液を作製した。各溶液は、

96 ウェルハーフプレート(Corning)のウェル上で調整した。動的光散乱測定直前に、濃

縮した各蛋白質溶液を、Fc 蛋白質の終濃度が 15 M、CH2 モノマーと CH3 ホモダイマ

ーは 50 M となるように各溶液に添加した後、動的光散乱測定を開始した。測定終了

後、pH メーターを用いて各測定溶液の pH を測定した。次に各溶液の円偏光二色性ス

ペクトルを測定した。測定後、280 nm の吸光度を測定することによって蛋白質濃度を

算出した。 

 

3.2.4. 円偏光二色性スペクトル測定 

分析装置は、J-1500 Spectropolarimeter (Jasco)を用いた。蛋白質濃度は、wtFc では 15 M、

CH2モノマーとCH3ホモダイマーでは 50 Mとした。測定温度は 20℃、バンド幅は 1 nm、

レスポンスは 8 sec、測定範囲は 195 – 260 nm、データ取込間隔は 0.1 nm、走査速度は

10 nm / min とした。セル長 0.02 cm の円筒型石英セルを使用した。測定スペクトルから

バッファー溶液の CD スペクトルを差し引き、ベースライン補正を行った。 

 

3.2.5. 動的光散乱測定 

分析装置は、DynaPro PlateReader II (Wyatt)を用いた。蛋白質濃度は、wtFc は 15 μM、

CH2 モノマーと CH3 ホモダイマーは 50 μM とした。ウェルプレートは、96 Well Half Area 

UV Plate (Corning)を用いた。試料量は 100 μl とし、測定前に 0.22 μm の遠心フィルター 

(Millipore)に試料を通した。測定温度は 20.5℃とした。Dynamic ソフトウェア(Wyatt)を

用いて、測定した自己相関関数から拡散係数および平均粒子径を算出した。 

 

3.3. 解析手法 

3.3.1. 三状態転移解析 

wtFc は酸変性において、以下の可逆連続的三状態転移を生じていると仮定した。 

 

F ⇄  I ⇄  U 

 

F はフォールド状態、I は中間状態、U はアンフォールド状態を示す。各コンホメーシ

ョン状態の転移反応における平衡定数(K)の算出には、以下の式を用いた(92, 93)。 
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𝐾F-I(pH) =  𝐾F-I,ref(1+10p𝐾a,F-I  - pH)n1  

𝐾I-U(pH) =  𝐾I-U,ref(1+10p𝐾a,I-U - pH)n2  

 

KF-I, refおよび KI-U, refは、標準平衡定数(a reference equilibrium constant)であり、溶液中の

プロトン濃度が十分に低い条件下におけるコンホメーション状態間の平衡定数である。

Ka,F-IおよびKa,I-Uは、各状態転移反応における微視的酸解離定数(a microscopic dissociation 

constant)、n1および n2は転移反応に関与するプロトン数に対応している。特異値分解か

ら算出した第 1 および第 2 右特異ベクトル(2.3.1.参照)に対して、以下のフィッティング

式を最小二乗法によりフィットさせることで各コンホメーション状態転移間の平衡定

数を求めた。 

 

V𝑛 =
V𝑛F + V𝑛I𝐾F-I + V𝑛U𝐾F-I𝐾I-U

1 + 𝐾F-I +  𝐾F-I𝐾I-U
     (𝑛 = 1, 2) 

 

Vn（n = 1、2）は第 n 右特異ベクトルを示す。Vn Fおよび Vn I, Vn Uは、それぞれフォ

ールド状態、中間状態、アンフォールド状態の第 n 右特異ベクトルにおけるベースライ

ンである。各コンホメーション状態の各 pH での存在比率(fF, fI, fU)は、以下の式により

算出した。 

 

𝑓F =
[F]

[F]+[I]+[U]
=

1

1 + 𝐾F-I +  𝐾F-I𝐾I-U
 

𝑓I =
[I]

[F]+[I]+[U]
=

𝐾F-I

1 + 𝐾F-I + 𝐾F-I𝐾I-U
 

𝑓U =
[U]

[F]+[I]+[U]
= 1 − 𝑓F − 𝑓I 

 

CH2 モノマーの酸変性に関しては、以下に示すフォールド状態とアンフォールド状態

間の 2 状態転移を仮定した。 

 

F ⇄  U 

 

CH2 モノマーの 2 つのコンホメーション状態間の平衡定数の算出には、以下の式を用い

た。 

 

𝐾F-U(pH) =  𝐾F-U,ref(1+10p𝐾a,F-U  - pH)n3 
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KF-U,refの値は、文献値の ΔGN→U = 15.5 kJ mol-1を用いた(94)。CH2 モノマーの CD スペク

トルデータに対する特異値分解により得られた第 1 右特異ベクトルに対して、以下のフ

ィッティング式をフィットすることにより平衡定数を求めた。 

 

V1 =
V1F + V1U𝐾F-U

1 + 𝐾F-U
 

 

フォールド状態とアンフォールド状態の各 pH における存在比率は、以下の式に従い算

出した。 

 

𝑓F =
[F]

[F]+[U]
=  

1

1 +  𝐾F-U
 

𝑓U =
[U]

[F]+[U]
= 1 −  𝑓F 

 

CH3 ホモダイマーの酸変性に関しては、以下に示すダイマーのフォールド状態とモノ

マーのアンフォールド状態間の 2 状態転移を仮定した(54, 95)。 

 

F2 ⇄  2U 

 

CH3 モノマーの 2 つのコンホメーション状態間の平衡定数の算出には、以下の式を用い

た。 

 

𝐾𝐹2-2U(pH) =  𝐾𝐹2-2U,ref(1+10p𝐾a,𝐹2-2U - pH)n4 

 

KF2-2U,refの値は、文献値の ΔGU→N = −66.5 kJ mol-1を用いた(54)。CH3 モノマーの CD スペ

クトルデータに対する特異値分解により得られた第 1 右特異ベクトルに対して、以下の

フィッティング式をフィットすることにより平衡定数を求めた。 

 

V1 =
V1F + V1U𝐾F2-2U

1 + 𝐾F2-2U
 

 

フォールド状態とアンフォールド状態の各 pH における存在比率は、以下の式に従い算

出した。 
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𝑓U =
[U]

𝑃𝑡
=  

−A + √A2 + 4A

2
、ここで A =

𝐾F2−2U

2𝑃𝑡
 

𝑓N =
2[F]

𝑃𝑡
= 1 − 𝑓U 

 

Ptは、モノマー換算の蛋白質濃度を示す。解析には、Igor (Wavemetrics)を用いた。 
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3.4. 実験結果 

3.4.1. 円偏光二色性スペクトル測定による wtFc の二次構造解析 

 0 mM または 300 mM NaCl を含む pH 2 – 8 の条件範囲における wtFc および CH3 ホモ

ダイマー、CH2 モノマーの CD スペクトルを測定し、各溶液条件における二次構造を解

析した(図 3-2 および図 3-3)。中性および酸性溶液条件における CD スペクトルの吸収極

大波長と極小波長を表 3-1に示した。中性 pH条件では、NaCl濃度が 0 mMおよび 300 mM

のどちらの溶液条件においても、wtFc は 200 nm 付近に吸収極大と 215 nm 付近に吸収

極小をもつ CD スペクトルを示した(表 3-1 および図 3-2)。酸性 pH では、wtFc の 200 nm

付近の CD 強度が低下し、酸変性を生じた(図 3-2a および 3-3a)。NaCl を含まない場合

は pH 2.58で 200 nm付近に吸収極小をもつランダムコイル型のCDスペクトルを示した

(図 3-2a)。300 mM の NaCl が含まれる場合は、二段階のスペクトル変化が観測され、pH 

3.60 – 4.20 では 210 nm 付近の極小値の強度変化が観測され、また pH 3.19 以下では 209 

nm に極小をもつ CD スペクトルへと収束した(図 3-2b および図 3-3a)。 

 

表 3-1：wtFc の各溶液条件における CD スペクトルの吸収極大波長と吸収極小波長 

Domain  Condition  Maximum (nm)  Minimum (nm) 

  pH NaCl  

wtFc  7.15 0  200   216 

  6.83 300  202   214 

  2.58 0  -   200 

  2.51 300  -   209 
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図 3-2：NaCl を含まない条件での wtFc (a)と CH3 ホモダイマー (c)、CH2 モノマー (e)、

および 300 mM NaCl を含む条件での wtFc (b)と CH3 ホモダイマー (d)、CH2 モノマー (f)

の pH 2 – 8 の計 10 種の溶液条件における CD スペクトルを示した。 
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図 3-3：図 3-2 で示した各 pH 条件で測定した CD スペクトルの pH に応じた任意の波長

における CD 強度変化を示した。波長は、pH に応じたスペクトル変化をよく反映する

波長を任意に選択した。 
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3.4.2 特異値分解および三状態転移解析 

 wtFc 中の CH2 と CH3 ドメインのそれぞれのコンホメーション変化に関する情報を抽

出するため、測定した 0 mM NaCl での pH 2 – 8 における wtFc および CH3 ホモダイマー

CH2 モノマーの CD スペクトルデータに対して特異値分解を行った。特異値および右特

異ベクトルから算出した第一から第三主成分における寄与率および自己相関係数をそ

れぞれ表 3-2 および表 3-3 に、RMSD を図 3-4 に示した。wtFc の第二主成分の寄与率は、

CH2 モノマーと CH3 ホモダイマーに比べて、相対的に高い値を示した。また RMSD も

wtFc では、CH3 ホモダイマーと CH2 モノマーと比較して第二主成分の寄与が大きいこ

とがわかった (図 3-4)。第一および第二左特異ベクトルでは、ノイズの小さいスペクト

ルの形状を有していたが、第三左特異ベクトルは短波長側でノイズが大きかった(図

3-5a)。第一および第二右特異ベクトルでは、pH 5 – 8 にかけてベースラインが直線的で

あり、また pH 2 – 4 にかけての変化が協同的であることから、蛋白質の酸変性反応を示

しているものと考えられる(図 3-5b)。さらに第一右特異ベクトルの値が pH 8 から pH 2

にかけて連続的な減少を示す一方で、第二右特異ベクトルでは pH 3.05 で極大値を持つ

上に凸の分布を示した。このことから、pH 3.05 付近には第二左特異ベクトルで示され

る中間状態の蓄積が生じていると考えられる。これらの結果から、wtFc の酸変性反応

には、pH 8 から pH 2 にかけて三状態転移が生じており、2 つのコンホメーション状態

転移および 3 つのコンホメーション状態、すなわちフォールド状態および中間状態、ア

ンフォールド状態が存在することが示された。 

 CH2 モノマーと CH3 ホモダイマーの CD スペクトルデータにおける特異値分解では、

第一左特異ベクトルのみがノイズの小さなスペクトル形状を示し、また第一右特異ベク

トルが pH 2 – 8 にかけて協同的な変化を示すことから、コンホメーション状態転移に対

応していると考えられる(図 3-5c-f)。第二および第三右特異ベクトルは、pH 変化に応じ

た協同的な変化を示さず、コンホメーション状態転移には対応していないと考えられる。

したがって、CH2 モノマーおよび CH3 ホモダイマーでは、pH 2 – 8 にかけて二状態転移

を生じていることが示された。 
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表 3-2：特異値から算出した寄与率 

protein     contribution ratio (%) 

    first  second  third 

wtFc    98.69  1.27  0.02 

CH2 monomer   99.71  0.12  0.08 

CH3 homo-dimer   99.84  0.08  0.03 

 

表 3-3：右特異ベクトルから算出した自己相関係数 

Protein     auto correlation co-efficient 

    first  second  third 

wtFc    0.622  0.404  0.284 

CH2 monomer   0.716  0.490  −0.030 

CH3 homo-dimer   0.646  0.694  −0.027 
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図 3-4：wtFc (a)および CH2 モノマー (b)、CH3 ホモダイマー (c)の NaCl を含まない条件

での CD スペクトルデータに対する特異値分解により算出した特異値および RMSD を

示した。 

  



88 

 

 

図 3-5：(a)および(c)、(e)ではそれぞれ wtFc および CH3 ホモダイマー、CH2 モノマーの

第三主成分までの左特異ベクトルを示した。(b)および(d)、(f)ではそれぞれ wtFc および

CH3 ホモダイマー、CH2 モノマーの第三主成分までの右特異ベクトルを示した。 

  



89 

 

pH 変化に対して上位の右特異ベクトルが描く曲線は pH 変化に応じたコンホメーシ

ョンの状態転移に対応していると考えられることから、コンホメーション状態転移の理

論式を用いて、右特異ベクトルに対してフィッティングを行うことで、各コンホメーシ

ョン状態転移の平衡定数と各コンホメーション状態の pH変化に応じた存在比率の変化

を算出した。wtFc の酸変性には、3 つのコンホメーション状態が存在すると考えられる

ことから、算出した第 1 および第 2 右特異ベクトルに対して三状態転移の理論式を用い

てフィッティングを行い、フォールド状態から中間状態、または中間状態からアンフォ

ールド状態へのそれぞれの転移反応の平衡定数と、各コンホメーション状態の存在比の

変化を算出した(図 3-6a と d)。同様に、単独状態の CH2 モノマーおよび CH3 ホモダイマ

ーの第 1 右特異ベクトルに対しては、二状態転移解析を行い、フォールド状態とアンフ

ォールド状態の状態転移の平衡定数および存在比率を算出した(図 3-6b – d)。算出した

wtFc および CH2 モノマー、CH3 ホモダイマーの各パラメーターと変性 pH 中点の計算結

果をそれぞれ表 3-4 および表 3-5 に示した。wtFc の 2 つの変性曲線が、それぞれ CH2

モノマーおよび CH3 ホモダイマーの変性曲線との対応を示すことから、wtFc で観測さ

れた 2 つのコンホメーション状態転移は、wtFc 内の CH2 ドメインと CH3 ドメインの状

態転移に対応していると考えられる(図 3-7)。wtFc 中の 2 つのドメインはそれぞれ独立

的に酸変性を生じており、そのコンホメーション安定性は、各々のドメインがもつ固有

のコンホメーション安定性に依存していると考えられる。したがって、wtFc において

は、マルチドメイン構造形成が wtFc 中の各ドメインのコンホメーション安定性に与え

る影響は少ないことが示唆される。 
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表 3-4：3 状態転移解析により得られた各パラメーター 

parameter        protein 

     wtFc  CH2 monomer CH3 homo-dimer 

pKa1 5.11 ± 0.26 4.46 ± 0.16 5.05 ± 0.05 

n1 1.50 ± 0.26 2.36 ± 0.30 6.57 ± 0.17 

pKa2 4.50 ± 0.87 -  - 

n2 7.14 ± 3.54 -  - 

V1,F 0.21 (fixed) 0.296 ± 0.01 0.65 ± 0.00 

V1,I -0.13 (fixed) -  - 

V1,U -0.70 (fixed) -0.533 ± 0.02 -0.18 ± 0.00 

V2,F   −0.18 (fixed) -  - 

V2,I 1.20 ± 0.29 -  - 

V2,U −0.39 (fixed)  -  - 

wtFc における pKa1および pKa2は、それぞれ pKaF-Iおよび pKaI-Uに対応している。 

 

表 3-5：wtFc および CH2 モノマー、CH3 ホモダイマーの変性 pH 中点 

protein midpoint pH1  midpoint pH2 

wtFc 3.27   2.84 

CH2 monomer 3.32   - 

CH3 homo-dimer 3.00   - 
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図 3-6：(a)は wtFc の上位二つの右特異ベクトルに対するフィッティング結果を示した。

点は右特異ベクトルの値、点線はフィッティング結果を示す。(b)と(c)はそれぞれ CH2

モノマーと CH3 ホモダイマーの第一右特異ベクトルに対するフィッティング結果を示

した。フィッティングラインには、各測定点でのフィッティング誤差の平均値を示した。

(d)はフィッティングにより得られた wtFc および CH2 モノマー、CH3 ホモダイマーの各

コンホメーション状態の存在比の変化を示した。実線は wtFc、点線は CH2 モノマーお

よび CH3 ホモダイマーの存在比の変化を示した。F state および I state、U state はそれぞ

れフォールド状態および中間状態、アンフォールド状態を示す。 
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 wtFc 中の CH2 と CH3 ドメインが独立して変性する場合、図 3-7 に示すような酸変性

経路を想定できる。この酸変性経路には、4 つの分子種(CH2(F)-CH3(F), CH2(U)-CH3(F), 

CH2(F)-CH3(U), CH2(U)-CH3(U))が存在する。F と U は、wtFc 中の CH3 または CH2 ドメイ

ンが、それぞれフォールド状態またアンフォールド状態を有していることを示している。

しかし、実験ではこのうち 3 つのコンホメーション状態のみが観測された。CH2 ドメイ

ンが CH3 ドメインよりも先に変性することから、実験では図 3-5 において点線で囲んだ

酸変性経路が主に生じていると考えられる。CH2(F)-CH3(U)は、分子の存在量が少ない

ために特異値分解で抽出できなかったのだと考えられる。 

3.4.1.では、300 mM の NaCl が含まれる場合において、pH 3.60 – 4.20 と pH 2.51 – 3.19

のそれぞれの pH 領域において二段階のスペクトル変化が観測されたことを示した(図

3-2b と図 3-3a)。これらは、上述した NaCl を含まない場合の解析と同様にそれぞれ wtFc 

中の CH2 と CH3 ドメインの独立した酸変性反応に対応していると考えられる。だたし、

300 mM NaCl を含む場合は、NaCl を含まない場合に比べて、wtFc 中の二つのドメイン

の酸変性開始 pH がより高 pH 側で生じた。これは、後述するように 300 mM NaCl を含

む溶液では、wtFc および CH2 モノマー、CH3 ホモダイマーが変性を伴った凝集体を形

成しているためと考えられ、アンフォールド状態の分子が不可逆的な凝集反応にトラッ

プされることで、フォールド状態の見かけの減少が速くなり、見かけの変性 pH が上昇

したのだと考えられる。 
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図 3-7：wtFc の酸変性経路 
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3.4.3.  動的光散乱測定による wtFc の凝集解析 

 pH 2 – 8 の溶液条件範囲において wtFc 中の CH2 と CH3 ドメインの独立した酸変性に

伴う wtFc の凝集反応を解析した。NaCl を溶液中に含まない場合には wtFc の凝集反応

は観測されなかった。300 mM NaCl を含む溶液条件では、二段階の粒子サイズの増加が

観測され、pH 3.60 – 4.20 でわずかな粒子サイズの増加が、pH 2.51 – 3.19 ではより大き

な粒子サイズの増加を示した(図 3-8a と e)。pH 3.19 から pH 2.51 にかけて、pH の低下

に伴った粒子サイズの減少がみられた。CH2 モノマーおよび CH3 ホモダイマーについて

も、同様に pH 2 – 8 の粒子サイズを測定した(図 3-8b–g)。CH2 モノマーでは pH 3.64 以

下、CH3 ホモダイマーでは pH 3.61 以下で粒子サイズの増加が観測された。CH3 ホモダ

イマーは CH2 モノマーに比べて、より大きな凝集体を形成した。wtFc の凝集開始 pH お

よび凝集体サイズと、CH3 ホモダイマーと CH2 モノマーのそれぞれの pH および凝集体

サイズの間に相関がみられることから、wtFc の凝集反応は、独立に変性したドメイン

(pH 3.60 – 4.20 では CH2 ドメイン、pH 2.51 – 3.19 では CH3 ドメイン)が凝集反応を主導

し、さらに形成される凝集体のサイズは変性したドメインが固有にもつコロイド安定性

に相対的に依存することがわかった(図 3-10a)。また各試料の凝集体サイズの経時変化

の様子は、pH に応じて異なる特徴を示した(図 3-8a–c)。例えば、CH3 ホモダイマーでは、

pH 2.91 以下では反応開始直後、急激に粒子サイズが増加し、その後穏やかな粒子サイ

ズの増加が起こった(図 3-8c)。pH 3.20 では、開始直後の粒子サイズは pH 2.91 よりも遅

かったが、その後の反応では最も大きな粒子サイズをもつ凝集体を形成した。pH 3.61

では反応開始直後は粒子サイズの増加が観測されなかったが、反応 4 時間後において粒

子サイズが増加し始め、凝集開始までにラグタイムが存在した。 

 wtFc の凝集反応に対する NaCl 濃度変化の影響を調べるため、wtFc 中の CH2 と CH3

ドメインが共に変性している pH 2 において、0 – 300 mM NaCl の範囲における wtFc お

よび CH2 モノマー、CH3 ホモダイマーの凝集反応を解析した(図 3-9)。wtFc では、50 mM

以上の NaCl濃度条件下において凝集体を生じた(図 3-9a)。CH3 ホモダイマーでは 50 mM

付近以上の NaCl 濃度条件下で凝集体を生じたが、CH2 モノマーの凝集反応は 200 mM

付近の NaCl 濃度条件下まで生じなかった(図 3-9b と c)。wtFc と CH3 ドメインの凝集開

始 NaCl 濃度が近いことから、50 mM NaCl 付近で生じる wtFc の凝集反応には、CH3 ド

メイン間の相互作用が wtFc の凝集反応に関与していることが示唆される(図 3-10b)。ま

た粒子サイズの蛋白質濃度依存性を確認するため、7.5 – 50 M の蛋白質濃度における

粒子サイズを表 3-6 に示した。wtFc の粒子サイズは、7.5 – 50 M の CH3 ホモダイマー

が形成した凝集体よりも小さく、wtFc は CH3 ホモダイマーに比べて優れたコロイド安

定性を有することがわかった。CH2 モノマーおよび wtFc 中で変性した CH2 ドメインが

コロイド安定性に優れていることから、wtFc 中では CH2 ドメインが CH3 ホモダイマー

と連結することによって、CH3 ホモダイマーの低いコロイド安定性を補い、wtFc 全体の

コロイド安定性を向上させていると考えられる。 
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図 3-8：(a – c) wtFcおよびCH2モノマー、CH3ホモダイマーのpH 2 – 8および300 mM NaCl

条件における凝集反応の経時変化を示した。(e – g) 反応開始 10 時間後の各 pH の粒子

サイズと CD 強度変化を示した。青棒は粒子サイズを、赤線は CD 強度を示している。

蛋白質濃度は、wtFc は 15 M、CH2 モノマーと CH3 ホモダイマーは 50 M を用いた。 
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図 3-9：(a) – (c) wtFc および CH2 モノマー、CH3 ホモダイマーの 0 – 300 mM NaCl におけ

る各 NaCl 濃度の凝集反応開始 10 時間後における粒子サイズをプロットした。蛋白質濃

度は、wtFc は 15 M、CH2 モノマーと CH3 ホモダイマーは 50 M を用いた。試料溶液

は、任意の濃度の NaCl を含む 20 mM グリシンバッファー pH 2.0 と蛋白質試料溶液を

9 : 1 で混合しており、混合後の溶液の pH は pH 2.23±0.01 である。wtFc の測定は独立

した 3 回のデータ測定を行い、その平均値と標準偏差をプロットした。(d) 凝集反応開

始後の粒子サイズの経時変化をプロットした。全試料の蛋白質濃度は 50 M とした。 

 

表 3-6：wtFc および CH2 モノマー、CH3 ホモダイマーの粒子サイズの蛋白質濃度依存性 

protein     concentration (M) 

    7.5  15  50 

     diameter (nm) 

wtFc    -  14  20.5 

CH2 monomer   -  -  6.9 

CH3 homo-dimer   24  27.8  35.9 

7.5 μM および 15 μM における CH2 モノマーの粒子サイズは、散乱光が弱いために測定

できなかった。7.5μM における wtFc の粒子サイズは測定を行っていない。 
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図 3-10：実験結果より推測される 300 mM NaCl を含む pH 2 – 8 (a)および pH 2 における

0 – 300 mM NaCl 条件範囲(b)における wtFc の凝集反応経路を示した。 

 

  



98 

 

3.5. 考察 

3.5.1. wtFc を構成するドメインのコンホメーション安定性の独立的な振る舞い 

 wtFc 中の CH2 と CH3 ドメインは、独立的な酸変性を生じ、それぞれのドメインのコ

ンホメーション安定性は、単独ドメインがもつ安定性と同程度のものであった(図 3-6)。

wtFc においてはマルチドメイン構造の形成が CH2 と CH3 ドメインのコンホメーション

安定性に与える影響は少ないことが示唆される。既報の Fc の結晶構造 (PDBID: 

3D6G(59))を参照した場合に、CH2-CH3 ドメイン間に存在する相互作用数は、CH3-CH3

ドメイン間に比べて少ないため、CH2-CH3 ドメイン間のイオン結合や疎水性相互作用等

を介した直接的な相互作用による安定化効果は少ないと考えられる(表 3-7)。各ドメイ

ンの空間的な独立性が高いことは、各々のドメインのフォールディング効率を向上させ、

速度論的に競合する凝集反応を回避することに貢献していると考えられる(96)。Budyak

らは、intracellular lipid-binding proteins (iLBPs)の凝集性が低い要因に、Φ値解析よりフ

ォールディング反応における速やかな-バレル構造の形成が関与することを報告して

いる(97)。またこの空間的な独立性は、各ドメインに動的な柔軟性を与えることが予測

される(57, 98)。Fc のドメイン間の動きは FcRI との強固な結合を形成するのに重要で

あることが報告されており、生物学的な機能と密接に関連している可能性が高い(99)。 

 Fab を用いた解析では、VHと VLドメインが CH1-CLドメインと連結した Fab を形成し

た場合、変性剤に対する平衡論的なコンホメーション安定性が単独ドメインの場合に比

べて向上することが報告されている(57)。しかし、この安定化効果は、VHまたは VLド

メインが不安定な場合に明確に観測され、VHと VLドメインがともに安定性が高い場合

には、Fab 形成による安定化効果は観測されない。本章で解析した wtFc の CH2 と CH3

ドメインの酸変性 pH 中点も互いに近い位置に存在することから、wtFc 中の CH2 と CH3

ドメインの連結によるコンホメーション安定性に対する効果も少ないのではないかと

考えられる。 

CH2 ドメインは、CH3 ドメインより高い pH で酸変性を生じた。酸性 pH 条件下でプ

ロトン化するアミノ酸(アスパラギン酸およびグルタミン酸)および分子間の斥力に関

与する正電荷をもつアミノ酸残基(リジンおよびアルギニン)の数を表 3-8 に示した。CH2

ドメインにおける荷電残基の数が、特にリジン残基の数が、CH3 ドメインよりも多く、

中性 pH 条件では全体として CH2 ドメインは CH3 ドメインより+2 の正電荷を有してい

ると考えられる。CH3 ドメインは非共有結合的な二量体形成を介してコンホメーション

安定性を向上させていることを考慮する必要があるが、CH2 ドメインは CH3 ドメインに

比べて、酸性 pH 条件下において正電荷を介したより大きな分子内斥力を発生させてい

ると予測され、より高い pH での酸変性を引き起こす要因となっていると考えられる。

このことは表 3-4 における CH2 と CH3 ドメインの酸変性反応におけるパラメーターnの

値に反映されており、CH2 はより少ない数の負電荷アミノ酸残基におけるプロトン化に

より酸変性反応が引き起こされることを示唆している。  
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表 3-7：wtFc におけるドメイン間の相互作用数 

interaction     numer of counts 

CH2-CH3 inter-domain interaction   99 

CH3-CH3 inter-domain interaction   249 

CH2 intra-molecular interaction   2295 

CH3 intra-molecular interaction   2235 

ある残基から 8Å 以内に存在するアミノ酸残基の数を示す。計算には、COCOMAPS を

用いた(100)。計算には Fc の結晶構造(PDBID：3D6G (59))を使用した。CH2-CH2 ドメイ

ン間の分子間相互作用(糖鎖を介した相互作用は除く)は検出されなかったため記載し

ていない。 

 

表 3-8：CH2 と CH3 ドメインに含まれる荷電残基数 

domain   aspartic acid glutamic acid lysine  arginine 

CH2   5  8  12  3 

CH3   4  7  8  3 
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3.5.2. wtFc を構成するドメインのコロイド安定性の相補的な振る舞い 

 wtFc の凝集反応では、CH2 と CH3 ドメインのコロイド安定性が相互に影響を及ぼし

合い、wtFc全体の凝集反応がCH3ダイマーに比べて抑制されることがわかった(図3-8)。

Wright らは、マルチドメイン蛋白質において並列するドメイン間の配列同一性が低い場

合に、マルチドメイン蛋白質全体の凝集性が抑制されることを報告している(101)。抗

体中の定常領域を構成するドメインの配列相同性も 30%以下で低い値を示した(表 2-6)。

抗体中の CH3 ドメインはホモダイマーを形成し抗体全体の構造維持において重要だが、

ホモダイマー形成に関与する相互作用部位の大きな疎水性領域がコロイド安定性の低

下を招いていると考えられる(図 2-30c)。このことから、CH2 ドメインの優れたコロイド

安定性は、wtFc 全体のコロイド安定性を向上させるために進化上獲得された形質と推

定することができる。マルチドメイン構造を形成する蛋白質の変性状態において、コロ

イド安定性の相互作用により蛋白質全体の凝集反応を抑制させているという報告はこ

れまでにない。一般的に Glutathione-S-transferase (GST)や maltose-binding protein (MBP)

などの可溶性の高い蛋白質を可溶性の低い目的蛋白質に付加した場合に、目的蛋白質の

発現効率や可溶性の向上につながることが経験的に知られているが、この場合にもフォ

ールディング途上におけるコロイド安定性の向上が凝集抑制に効いているのだと推測

される(102, 103)。さらに CH1-CLヘテロダイマーにおいても、CH1 モノマーではコロイ

ド安定性が低いが(87)、CLモノマーと共発現することによりコロイド安定性が向上する

ことを示した(図 2-22d)。抗体全体ではコロイド安定性に劣るドメイン(CH1 と CH3 ドメ

イン)を、コロイド安定性に優れるドメイン(CH2 と CL ドメイン)と組み合わせることに

よって、抗体全体としてのコロイド安定性を最適化している可能性が考えられる。 

 

3.5.3. 凝集体構造に関する考察 

 蛋白質の凝集反応には、フラクタル的な性質を見出せることが知られている(104)。 

凝集体構造がもつフラクタル次元は、その凝集体の単位サイズあたりの粒子密度に対応

し、フラクタル次元が大きいほどより密に詰まった凝集体、小さいほどより粗な凝集体

となり、また同じ数の粒子が凝集体を形成する場合、密に詰まった凝集体の流体力学的

な粒子サイズが小さくなる(105)。例えば、分子間斥力が小さいために拡散が凝集反応

の律速となった場合に形成される凝集体のフラクタル次元はおよそ 1.8 であり、分子間

の斥力が増加し凝集速度において会合反応速度が律速となったより緩慢な凝集反応の

場合の凝集体のフラクタル次元は目安として 2.5 程度になる。拡散律速凝集に比べて、

緩慢凝集の方がより密に詰まった凝集体が形成される。 

 本章では wtFc および CH2 モノマー、CH3 ホモダイマーにおいて pH 変化に応じた凝

集体サイズの経時的な増加曲線が変化することを示した(図 3-8)。この増加曲線の変化

について、上記に示した凝集体のフラクタル次元の考え方を適応することができると考

えられる。ここでは最もその変化を認識しやすい CH3 ホモダイマーを例として考察する。
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図 3-8c について両対数グラフをとった場合(図 3-11)、その直線の傾きは毎時の凝集体サ

イズ(直径)の増加率を示し、この傾きはフラクタル次元の逆数に比例するとされている

(106)。pH 3.61 から pH 2.53 にかけて傾きが小さくなることから、pH が低下するにつれ

てフラクタル次元が増加していることがわかる。pH 2.91 以下の両対数プロットの傾き

は相互に一致することから、フラクタル次元がほぼ一定であることを示している。pH

が低下した場合、酸性アミノ酸残基がプロトン化されるために、塩基性アミノ酸残基の

正電荷による分子間斥力が大きくなることにより凝集反応が緩慢になり、生じる凝集体

の密度が増加しているのだと考えられる。 

 また図 3-7c の pH 3.61 では凝集体サイズの増加曲線がシグモイド型を示し、凝集体形

成におけるラグタイムが存在した。この pH 領域は CH3 ホモダイマーの変性 pH 中点に

近く、平衡論的にわずかな量のアンフォールディング状態の分子が溶液中に含まれてい

る。理論的なシミュレーションによって、変性中点に近い溶液条件下において、このよ

うなシグモイド型の凝集反応曲線を形成することが示唆されている(105)。経時的に供

給される少ない量の変性分子が、毎時、極微量であるが凝集体の形成を進行させている

と考えられる。ある反応時間で粒子サイズが急激に立ち上がるのは、ラグタイムの間に

形成された凝集体-凝集体間での凝集反応が生じ始めるために、粒子サイズが指数関数

的に増加しているのではないかと考えられる。 

 

図 3-11: 図 3-6c のデータを両対数グラフとしてプロットした。 

 

3.6. まとめ 

 本章では、wtFc を解析し、マルチドメイン構造をもつ wtFc 中における CH2 と CH3 ド

メインのコンホメーション変化と変性に伴う凝集反応を解析した。 

 CH2 と CH3 ドメインは、それぞれがもつ固有のコンホメーション安定性に従い、独立

的に酸変性を生じた。それぞれのコンホメーション安定性は、CH2 モノマーと CH3 ホモ
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ダイマーと同程度の安定性を示したことから、マルチドメイン構造の形成は wtFc 中の

CH2とCH3ドメインのコンホメーション安定性に大きな影響は与えていないことが示唆

される。変性したドメインは、wtFc の凝集反応を誘導し、凝集体サイズは変性したド

メインのコロイド安定性に相関していた。しかし、CH2 と CH3 ドメインのコロイド安定

性は、相互に影響を及ぼし合っており、wtFc 全体のコロイド安定性は、CH2 ドメインの

優れたコロイド安定性により、CH3 ホモダイマーに比べて安定化されていることがわか

った。抗体のマルチドメイン構造の形成は凝集回避に作用していると考えられ、各ドメ

インのコンホメーション安定性の独立的な振る舞いとコロイド安定性の相補的な振る

舞いは、抗体の全体的な安定性を最適化する過程において有利に働いたものと考えられ

る。 
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第四章 

 

ドメイン間ジスルフィド結合を導入し

た環状化 Fc の解析 
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4.1. 序論 

 本章では、Fc の C 末端にドメイン間ジスルフィド結合を導入した環状化 Fc (cycFc)

を合成し、その物性解析を行った。pH 2 – 8 における cycFc のコンホメーション変化お

よび 300 mM NaCl を含む溶液条件での凝集反応を分析し、wtFc の解析により得られた

結果と比較することで、ドメイン間ジスルフィド結合の導入が、cycFc 中の CH2 と CH3

ドメインのコンホメーション安定性およびコロイド安定性に与える影響、およびコンホ

メーション安定性の変化が凝集反応に与える影響を解析した。 

 

4.2. 実験手法 

4.2.1. Fc の C 末端にシステイン残基の導入した Fc (cycFc)の遺伝子配列の設計および

 遺伝子クローニング、発現、精製 

Wozniak らの報告を参考に Fc の CH3 ドメインの C 末端 3 残基（445-Pro-Gly-Lys-447）

を、CLドメインの末端 3 残基（Gly-Glu-Cys）に置換した遺伝子配列を合成した(107)。

変異を含むプライマーを用いて、wtFc 遺伝子を含むプラスミドをテンプレートとして

PCR 法により cycFc 遺伝子の DNA断片を増幅した。その後の遺伝子クローニングおよ

び発現、精製は、wtFc と同様の方法で実施した(3.2.1.および 3.2.2.参照)。図 4-1 にサイ

ズ排除クロマトグラフィーによる最終精製後における cycFcの SDS-PAGE解析結果を示

した。 

 

図 4-1：サイズ排除クロマトグラフィー後の cycFc の精製画分の SDS-PAGE による精

製結果を示した。サンプルは非還元処理のものである。cycFc の分子量の理論値は 51,578

である。 
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 以下に、cycFc の分子量およびモル吸光係数、遺伝子配列、アミノ酸配列を示す。 

分子量 

51,578 (二量体) 

モル吸光係数 

71,570 dm3mol-1cm-1 (二量体) 

遺伝子配列 

ATGGCAGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGG

ACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGAC

CCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGT

TCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAG

GAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGA

CTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCC

CCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTAC

ACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCT

GGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGC

CGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTC

CTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTC

ATGCTCCGTGATGCACGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCT

GTCTGGCGAATGTTAA 

アミノ酸配列 

MADKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW

YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK

TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT

TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSGEC 

 

4.2.2. 溶液調整および、円偏光二色性スペクトル測定、動的光散乱測定 

 溶液調製および円偏光二色性スペクトル、動的光散乱測定は、wtFc と同様の方法に

より実施した(3.2.3.および 3.2.4、3.2.5.参照)。 

 

4.3. 解析手法 

4.3.1. ピュアスペクトルの算出と三状態転移解析 

 標準化 CD スペクトルデータを含むデータ行列 A (2.3.1.参照)は、フォールド状態およ

び中間状態、アンフォールド状態のピュアスペクトルを含む行列(D)と、それら各ピュ

アスペクトルの各溶液条件における存在比を含む行列(F)を用いて、以下のように表す

ことができる。 
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A = DFT 

 

F は、三状態転移解析(3.3.1.参照)により求められる。上式を以下のように変形し、各コ

ンホメーション状態のピュアスペクトルを求めた。 

 

D = (AF)(FTF)−1 

 

D に含まれるピュアスペクトルにおける各波長の標準化されている CD 強度を、以下の

式により測定 CD スペクトルに対応する CD 強度へ変換した。 

 

[θ]𝑖,𝑗 = [θ̃]
𝑖,𝑗

𝑠 + [θ̅]𝑖      (𝑗 =  F, I, U) 

 

[]i,j  (j = F, I, U)は、測定 CD スペクトルに対応するフォールド状態(j = F)、中間状態(j = 

I)、アンフォールド状態(j = U)の波長 i の CD 強度である。[̃]i,j (j = F, I, U)は、ピュアス

ペクトルの波長 i の標準化 CD 強度である。Sおよび[̅]iはそれぞれ wtFc の測定 CD スペ

クトルデータセットにおける標準偏差、および波長 i の平均 CD 強度を示す。 

cycFc の三状態転移における平衡定数および存在比の算出には、上式より算出した

wtFc の各コンホメーション状態のピュアスペクトルを用いることとし、cycFc の測定

CD スペクトルデータに対して、以下のフィッティング式を最小二乗法によりフィット

することにより算出した。 

 

[θ]𝑖 =
[θ]𝑖,F +  [θ]𝑖,I𝐾F-I +  [θ]𝑖,U𝐾F-I𝐾I-U

1 + 𝐾F-I + 𝐾F-I𝐾I-U
 

 

[]i, は cycFc の波長 i の CD 強度、[]i,F, []i,I, []i,Uはそれぞれ wtFc のフォールド状態、

中間状態、アンフォールド状態のピュアスペクトルの波長 i の CD 強度である。解析に

は、Igor (Wavemetrics)を用いた。 
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4.4. 実験結果 

4.4.1. 円偏光二色性スペクトル測定による二次構造解析 

 0 mMおよび 300 mM NaCl を含む pH 2 – 8 の条件範囲における CDスペクトルを測定

し、二次構造解析を行った(図 4-2a と b)。各溶液条件における CD スペクトルの吸収極

大波長および極小波長を表 4-1 に示した。中性 pH における CD スペクトルは wtFc の

CD スペクトルと一致し、フォールド状態における二次構造に変化がないことを確認し

た(図 4-2c と d)。NaCl を溶液に含まない場合、pH 2.62 では 199 nm に極小値をもつ CD

スペクトルを示した(図 4-2a,c,e)。その CD 強度は、wtFc の pH 2.58 における CD 強度に

比べて小さく、cycFc は完全に酸変性していないことが示唆された(図 4-2c と e)。300 mM 

NaCl を含む溶液条件においては、二段階の CD スペクトル変化が観測され(図 4-2b)、

wtFc で得られた結果と同様に、pH 3.57 – 4.15の変化は CH2ドメインの酸変性に、pH 3.16

以下の変化は CH3 ドメインの酸変性に対応していると考えられる。また各ドメインの変

性 pH は、不可逆的な凝集反応によって NaCl を含まない条件よりも高い pH で酸変性し

た(図 4-2b)。pH 2.90 以下では一定の CD スペクトルに収束し、208 nm に極小値をもつ

CD スペクトルを示した(図 4-2b と d, f)。そのスペクトルは、wtFc の pH 2.51 でのスペ

クトルとほぼ一致することから、300 mM NaCl を含む場合、cycFc のアンフォールド状

態は、wtFc と類似した二次構造特性を有していると考えられる(図 4-2b と d)。 

 

表 4-1：cycFc の各溶液条件における CD スペクトルの吸収極大波長と吸収極小波長 

protein  condition   maximum (nm)  minimum (nm) 

pH NaCl  

cycFc  6.94 0  199   215 

  6.81 300  200   214 

  2.62 0  -   199 

  2.53 300  -   208 
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図 4-2：(a)および(b)では、0 mM (a)または 300 mM NaCl (b)を含む pH 2 – 8 の各溶液条件

における cycFc の CD スペクトルを示した。(c)および(d)では、0 mM (c)または 300 mM 

NaCl (d)を含む条件での cycFc と wtFc の中性および酸性 pH における CD スペクトルを

比較した。(c)と(d)では、実線および点線は、それぞれ cycFc および wtFc の CD スペク

トルを示している。(e)および(f)では、0 mM (e)または 300 mM NaCl (f)を含む条件にお

ける cycFc と wtFc の CD 強度変化を比較した。 
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4.4.2. 特異値分解と三状態転移解析 

 第 3 章において、wtFc を構成する CH2 と CH3 ドメインがそれぞれ独立した酸変性を

生じることを示した。また本研究と同様に Fc の CH3 ドメインの C 末端にドメイン間ジ

スルフィド結合を導入した Wozniak らの研究では、DSC を用いた解析でジスルフィド

結合を導入した Fc の CH2 と CH3 ドメインがそれぞれ独立した熱変性を生じることを報

告している(107)。酸変性においても、cycFc 中の CH2 と CH3 ドメインは独立的なコンホ

メーション変化を生じることが予測された。そこでまず cycFc の pH 2 – 8 における CH2

と CH3 ドメインの独立したコンホメーション変化に関する情報を抽出するため、NaCl

を含まない条件におけるCDスペクトルデータに対して特異値分解を行った(図4-3a – c)。

特異値から算出した寄与率、および右特異ベクトルから算出した自己相関係数を表 4-2

および表 4-3 に示した。RMSD は第二主成分までの寄与が大きいことを示した(図 4-3a)

が、cycFc の第二主成分の寄与率は wtFc より低い値を示した(表 4-2)。また第一右特異

ベクトルは pH の減少に伴った協同的な変化を示したが、第二右特異ベクトルでは協同

的な変化を示さなかった(図 4-3b と c)。第二右特異ベクトルは、コンホメーション転移

反応に関連する情報を有していないことが示唆されることから、特異値分解では CH2

およびCH3ドメインの2つの独立したコンホメーション変化に関する情報を抽出できて

いないと考えられる。cycFc は、pH 2.62 では完全に変性していないことから、独立した

アンフォールド状態に関する情報が抽出できていないのだと考えられる。 

 そこで本研究では、wtFc の CD スペクトルデータからフォールド状態、中間状態、ア

ンフォールド状態に関するピュアスペクトルを算出し(図 4-3d)、それらを用いて cycFc

の CD スペクトルデータに対して三状態転移解析を行うことで、各 pH における各コン

ホメーション状態の平衡定数と存在比率を算出した。フィッティングにより得られた各

パラメーターと pH ごとの各コンホメーション状態の存在比をそれぞれ表 4-4 および図

4-3e と f に示した。cycFc の CH2 と CH3 ドメインの双方の変性 pH 中点が、wtFc の pH

中点から酸性 pH 側へシフトした(図 4-3f)。このことから、ドメイン間ジスルフィド結

合の導入によって、CH3 ドメインだけではなく、CH2 ドメインも安定化されていること

が示唆された。 
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表 4-2：cycFc の CD スペクトルデータより算出した寄与率 

protein     contribution ratio (%) 

    first  second  third 

cycFc    98.7  0.82  0.13 

wtFc    98.69  1.27  0.02 

 

表 4-3：cycFc の右特異ベクトルにおける自己相関係数 

protein      auto correlation coefficient 

     first  second  third 

cycFc     0.676  0.493  −0.078 

wtFc     0.622  0.404  0.284 

 

表 4-4：cycFc の三状態転移解析により得られた各パラメーター 

parameter cycFc   wtFc 

pKaF-I 5.46 ± 0.02  5.11 ± 0.26 

n1 1.11 ± 0.01  1.50 ± 0.27 

pKaI-U 5.20 ± 0.21  4.50 ± 0.88 

n2 4.40 ± 0.37  7.15 ± 3.54 

 

表 4-5：cycFc の変性 pH 中点 

Protein midpoint pH1  midpoint pH2 

cycFc 2.98   2.49 

wtFc 3.27   2.84 
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図 4-3：cycFc の CD スペクトルより算出した特異値と RMSD (a)、左特異ベクトル(b)お

よび右特異ベクトル(c)。(d) wtFc のスペクトルデータより算出した各コンホメーション

状態のピュアスペクトル。(e) cycFc の CD スペクトルデータに対するフィッティング結

果。各マーカーは測定 CD スペクトルを、実線はフィッティングにより得られたスペク

トルを示した。(f)cycFc の各コンホメーション状態の存在比変化。実線と点線はそれぞ

れ cycFc と wtFc の存在比変化を示している。 
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4.4.3. 動的光散乱による cycFc の凝集反応の解析 

 300 mM NaCl を含む pH 2 – 8 の条件範囲において、動的光散乱を測定し、cycFc 中の

CH2 と CH3 ドメインの酸変性に伴う凝集反応を解析した(図 4-4)。wtFc と同様に pH の

低下に伴い 2 段階の凝集体サイズの増加が観測され、それぞれ pH 3.22 – 4.26 では CH2

ドメインの酸変性に伴う凝集反応が、pH 2.53 – 2.94 では CH3 ドメインの酸変性に伴う

凝集反応が観測された(図 4-4a)。pH 3.22 では、wtFc において CH3 ドメインの酸変性に

伴う凝集反応が観測されたが、cycFc では観測されなかった。ドメイン間ジスルフィド

結合の導入により CH3 ドメインのコンホメーション安定性が増加したことで、CH3 ドメ

インの酸変性に依存した凝集反応が抑制されたと考えられる。一方で、pH 2.94 および

pH 4.26 の粒子サイズは、wtFc の粒子サイズに近い値を示した(図 4-4a)。さらに pH 2

において 300 mM までの NaCl 濃度の増加に伴う cycFc の凝集サイズの変化を解析した

(図 4-4b)。cycFc は、wtFc と同様に、50 mM NaCl 付近で凝集体を形成し始め、また各

NaCl 濃度の粒子サイズも cycFc と wtFc の間で大きな差がなかった。このことは、ドメ

イン間ジスルフィド結合の導入は、アンフォールド状態における cycFc のコロイド安定

性に大きな影響を与えないことを示唆している。 

 

図 4-4：(a)は 300 mM NaCl を含む pH 2 – 8 における各溶液条件の凝集反応開始 10 時間

後の粒子サイズを示した。緑棒は cycFc、青棒は wtFc の粒子径サイズを示す。(b)は pH 

2での 0 – 300 mM NaClにおける各溶液条件の凝集反応開始 10時間後の粒子サイズを示

した。赤点は cycFc、青点は wtFc の粒子サイズを示す。 
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4.5. 考察 

 Fc の C 末端へのドメイン間ジスルフィド結合の導入によって、cycFc 中の CH2 と CH3

ドメインのコンホメーション安定性が増加することを示した。蛋白質立体構造上の適切

な位置にジスルフィド結合を導入することにより、蛋白質のコンホメーション安定性を

向上させた研究例は多数存在する(108-110)。ジスルフィド結合の導入は、蛋白質のアン

フォールド状態の分子ダイナミクスを制限し、鎖エントロピーを低下させる。そのため

アンフォールド状態の自由エネルギーが増加するために、タンパク質はより天然状態を

形成しやすくなると考えられている。本章においても、ドメイン間ジスルフィド結合に

より CH3 ドメインの C 末端が固定化され、アンフォールド状態における鎖ダイナミク

スが抑制されたこと、またコンホメーション安定性に重要なホモダイマーの形成が誘導

されたことが、コンホメーション安定性の向上につながったものと考えられる(図

4-5)(54)。Wozniak らは、分子間または分子内にジスルフィド結合を導入することによっ

て、Fc の熱ストレスに対するコンホメーション安定性が増加することを報告している

(107, 111)。本研究においては、酸ストレスに対するコンホメーション安定性も増加する

ことを確認できた。さらに、本章では CH2 ドメインのコンホメーション安定性の増加も

確認され、CH3 ドメインのドメイン間ジスルフィド結合導入による安定化効果が直接関

与しないと考えられる CH2 ドメインの安定化にも寄与していることが示唆された。

Röthlisberger らによる Fab の解析では、VHと VLドメインのコンホメーション安定性が

CH1-CLヘテロドメインと比べて著しく低い場合に、VHと VLドメインが CH1-CLヘテロ

ドメインと連結によって安定化することが報告されている(57)。第三章の wtFc の解析

では、wtFc 中の CH2 と CH3 ドメインのコンホメーション安定性が、CH2 モノマーと CH3

ホモダイマーと同程度であることから、ほぼ独立的に酸変性を生じていることが示唆さ

れた。本章では Fc の C 末端に人為的にジスルフィド結合を導入し Fc 中の CH2 と CH3

ドメインのコンホメーション安定性の差を広げることによって、Fc のマルチドメイン

構造形成によるコンホメーション安定性の伝播効果が顕在化されたのではないかと考

えられる。ジスルフィド結合の導入による Fc のコンホメーション安定性の伝播効果に

関する報告はこれまでにないが、Fc 以外のマルチドメイン蛋白質では非共有結合的な

多量体形成がマルチドメイン蛋白質全体の平衡論的なコンホメーション安定性の向上

やアンフォールディング速度の低下をもたらす効果があることが報告されている(112)。

また単量体蛋白質を人為的に環状化させる場合に、N 末端と C 末端をつなぐ適切な長さ

のリンカーを設計し、蛋白質の不安定化を防ぐ必要がある(113)。CD による解析では

cycFc と wtFc が同一の二次構造特性を有していることは確認しているものの、ドメイン

間ジスルフィド結合の導入が三次構造その他のコンホメーション特性に影響を与えて

いる可能性があり、適切なジスルフィド結合が形成されていないことも考慮する必要が

あるだろう。本研究ではさらに鎖エントロピーの低下が Fc のコロイド安定性に与える

影響を解析した。しかし、ジスルフィド結合の導入によって、アンフォールド状態にお
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けるコロイド安定性が変化しないことが確認された。蛋白質の構造中には、特に凝集に

関与する領域(aggregation prone region)が存在することが示唆されている(75)。研究当初

の段階ではドメイン間ジスルフィド結合導入による鎖エントロピーの低下は、アンフォ

ールド状態におけるコンホメーション数を制限し、この aggregation prone region の露出

を阻害する効果があるのかもしれないと予測した。しかし cycFc の解析結果から、cycFc

のアンフォールド状態では、aggregation prone region は wtFcと同程度に露出されており、

凝集体の形成に関与しているのではないかと推測される。 

 

図 4-5：(a)ドメイン間ジスルフィド結合導入による分子鎖ダイナミクス低下効果のイメ

ージを示した。(b)分子鎖ダイナミクスの低下がコンホメーション状態の自由エネルギ

ーに与える効果を示した。 

 

4.6. まとめ 

 ドメイン間ジスルフィド結合を導入した cycFc を解析し、CH3 ドメインだけではなく

CH2 ドメインのコンホメーション安定性も増加することを明らかにした。また CH3 ドメ

インのコンホメーション安定性の増加によって、CH3 ドメインの酸変性反応に依存する

凝集反応を抑制できることを示した。しかし、酸変性後の凝集体サイズは wtFc と大き

な差がみられず、環状化による鎖ダイナミクスの制限は、コロイド安定性には影響を与

えないことが示唆された。抗体医薬品を含めた有用蛋白質の安定化戦略においては、ジ

スルフィド結合の導入によってコロイド安定性を少なくとも低下させることがないの

であれば、適切なジスルフィド結合の導入によりコンホメーション安定性を増加させ、

変性反応に依存した凝集反応を抑制することは、凝集抑制のための有効な蛋白質工学的

戦略となりうると考えられる。 
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 本論文では、抗体凝集機構をドメインレベルの物性変化と凝集反応から理解し、また

抗体がもつマルチドメイン構造の形成がドメインの物性や抗体全体の凝集反応に与え

る影響を明らかにするために、IgG1 を構成するドメインおよび Fc の酸および塩ストレ

スに対するコンホメーション変化と凝集反応の解析を行った。 

 第二章では、ドメインを対象とした解析を行い、各ドメインのコンホメーション安定

性とコロイド安定性が相互に異なることを示した。コンホメーション不安定性の序列は

CH2 モノマー > CH3 ホモダイマー > CH1-CLヘテロダイマー > CLモノマーとなり、コロ

イド不安定性の序列は CH3 ホモダイマー > CH2 モノマー > CH1-CLヘテロダイマー ≓  

CLモノマーとなることを明らかにした。各ドメインは溶液条件に応じて、N 状態およ

び MMNN 状態、PPNN 状態の三つの状態をとることを示した。PPNN 状態においては、

部分的折りたたみ構造を有したコンホメーション状態を介して凝集反応を生じている

ことを示した。コンホメーション安定性とコロイド安定性の評価から、抗体全体の凝集

反応における各ドメインの寄与の大きさは、CH3ホモダイマー > CH2モノマー > CH1-CL

ヘテロダイマー > CLモノマーとなることを示した。CH3 ホモダイマーのコロイド安定

性が最も低いことから、抗体中の CH3 ドメインの酸変性は急速かつ巨大な凝集体の形成

を誘導し、一方で CH2 モノマーではコンホメーション安定性が最も低いことから、弱酸

性(~pH 4)および高濃度 NaCl (> 200 mM)の溶液条件における抗体の凝集反応を主導する

ものと考えられる。 

 第三章では、wtFc を対象とした解析を行い、wtFc 中の CH2 と CH3 ドメインは、それ

ぞれがもつ固有のコンホメーション安定性に依存してほぼ独立的に酸変性を生じるこ

とを示した。それぞれのコンホメーション安定性は、CH2 モノマーおよび CH3 ホモダイ

マーと同程度の安定性を示したことから、マルチドメイン構造の形成は wtFc 中の CH2

と CH3 ドメインのコンホメーション安定性に大きな影響は与えていないことを明らか

にした。酸変性したドメインは wtFc の凝集反応を誘導し、その凝集体サイズは酸変性

したドメインのコロイド安定性に相関していた。しかし、CH2 と CH3 ドメインのコロイ

ド安定性は wtFc 中で相互に影響を及ぼしあっており、wtFc 全体のコロイド安定性は

CH2 ドメインの優れたコロイド安定性により、CH3 ホモダイマーのコロイド安定性に比

べて安定化されていることを明らかにした。 

 第四章では、cycFc を対象とした解析を行い、CH3 ドメインの C 末端に導入したドメ

イン間ジスルフィド結合による鎖ダイナミクスの制限効果により、CH3 ドメインの酸ス

トレスに対するコンホメーション安定性が増加することを示した。また CH3 ドメインの

コンホメーション安定性の向上によって、CH2 ドメインの安定化も誘導されることを明

らかにした。一方で、各ドメインの酸変性後に生じる凝集体のサイズは、wtFc のサイ

ズと同程度であり、ドメイン間ジスルフィド結合の導入は、コロイド安定性に大きな影

響を与えていないことを明らかにした。 

 生命を定義することは困難であるが、蛋白質は生命を担う最も重要な物質の一つであ
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る。蛋白質の機能発現にはフォールディング反応によって固有の立体構造を形成する必

要がある。そのフォールディング反応は、高速かつ協同的に生じる特性をもつ。近年の

研究から、このフォールディングの協同性は、競合する凝集反応を回避するために蛋白

質が分子進化の途上で獲得した特性であると考えられている(96)。蛋白質が生命を体現

するにあたり、非組織的かつ非機能的な結果を招く凝集反応は回避せざるを得ない重要

な反応であったと考えられる。抗体は、生体内で免疫反応に関与する蛋白質である。免

疫反応とは、自己と非自己を区別するという意味で生命にとって重要な反応の一つであ

る。そのような重要な反応に関与する蛋白質として、抗体の物性と機能は分子進化の途

上で高度に最適化されていると考えられる。本論文の物性解析結果および近年における

他の研究成果を通じて、その物性の最適化の一部である凝集回避の観点において、抗体

は次にあげる凝集回避機構を備えていることが示唆された。(a) 各ドメインは独立的か

つ協同的なアンフォールディング反応を生じることから、ドメインごとのフォールディ

ング反応は最適化されており、速度論的に競合する凝集反応を回避している。(b) マル

チドメイン構造の形成は、コンホメーション安定性の増加およびアンフォールディング

速度の低下を誘導し、変性反応依存的な凝集反応を抑制する効果がある。(c) 抗体中に

は、コロイド安定性に優れるドメインと劣るドメインが共存しており、コロイド安定性

に優れたドメインが抗体全体のコロイド安定性を向上させ、変性後の凝集反応を抑制し

ている。 

 生命が最適化した抗体というものを医薬品として応用することは優れた手段である。

しかし、その抗体物性の最適性は生体内に限定されている。抗体医薬品では、抗体を生

体外で製造・輸送・保管しなければならず、生体内環境を外れ、大きなストレスに曝さ

れる場合には、抗体の蛋白質として物性に由来して変性・凝集するということは、本論

文や他の多くの研究がよく示すところである。抗体が生体内で経験する以上の物理的ス

トレスを想定し、その条件に対する最適化を行い、医薬品としての品質と安全性を確保

しなければならない(19, 36)。また抗体ほど詳細に解析された蛋白質は他になく、今後

はエンジニアリングの時代に突入すると言われている。抗体の安定性向上を図る種々の

蛋白質工学的な抗体改良研究も今後盛んに行われていくものと予測される(114, 115)。本

論文の解析では、抗体凝集反応を、抗体ドメインのコンホメーション変化と会合反応を

基礎として理解することができること、またマルチドメイン構造の形成が抗体全体の安

定化に大きく寄与していることを明らかにした。本研究により得られた抗体の物性に関

する知見が、将来の抗体医薬品の開発および抗体を利用したバイオテクノロジー分野の

発展に役立つことを願う。 
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