
 

 

 

学位論文(要約) 

 

 

 

モノクローナル抗体の作製と応用による 

ヒトケモカイン受容体 XCR1 の研究 

 

(A study of human chemokine receptor XCR1  

by generation and application of monoclonal antibodies) 
 

 

 

 

 

 

 

 

平成 26 年 12 月博士（理学）申請 

 

東京大学大学院理学系研究科 

生物化学専攻 

 

森 慎滋 

  



 

i 

 

 

特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  



 

ii 

 

特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  



 

iii 

 

特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  



 

iv 

 

特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  



 

v 

 

特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  



 

vi 

 

特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  



 

vii 

 

  

特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  



 

1 

第1章 序論 

1.1. ケモカイン受容体 XC chemokine receptor 1 (XCR1)とケモカイ

ン XC chemokine ligand 1 (XCL1) 

ケモカインファミリーは細胞の遊走や分化, 活性化を通して, リンパ組織の維持や炎症

の制御に関与している(Allen et al., 2007). ケモカインファミリーは 70-100アミノ酸残基から

なるタンパク質であり, システイン残基を中心とするアミノ酸配列モチーフから CCサブフ

ァミリー, CXC サブファミリー, CX3C サブファミリー, C サブファミリーの 4 つに分類され

る(Allen et al., 2007). C サブファミリーに属するケモカインとしてマウスでは XCL1 が

(Kelner et al., 1994), ヒトでは XCL1 (Muller et al., 1995; Yoshida et al., 1995)と XCL2 (Yoshida 

et al., 1996)が知られている. XCL1 は lymphotactin (Ltn), activation-induced, T cell-derived and 

chemokine-related cytokine (ATAC), single C motif-1 (SCM-1)とも呼ばれる. ヒト XCL1 と

XCL2のアミノ酸配列を比較すると, シグナルペプチドを除いた 93残基のうち 7残基目と 8

残基目の 2 残基のみが異なり高い相同性を持つ(Yoshida et al., 1996). C サブファミリー以外

のケモカインは 2 本のジスルフィド結合を保存しているのに対して, C サブファミリーはそ

のうちの 1 本を欠失しており(Kelner et al., 1994; Muller et al., 1995; Yoshida et al., 1995; 

Yoshida et al., 1996), 温度や塩濃度の環境に応じてほかのケモカインにはみられない構造変

化を行うことが確かめられている(Fox et al., 2014; Kuloglu et al., 2002). XCL1 は低温・高塩濃

度の条件では通常のケモカインと同様の構造をとる(図 1-1 左) (Kuloglu et al., 2001). それに

対して, 高温・低塩濃度の条件では 2 量体となりストランドのみからなる XCL1 特有の構

造をとる(図 1-1右) (Tuinstra et al., 2008). 前者の構造は Ltn10型, 後者の構造は Ltn40型と呼

ばれ(Tuinstra et al., 2008), XCL2 でも同様の構造変化が観察される(Fox et al., 2014).  

XCL1 は CD8+ T 細胞, CD4+ T 細胞, NK 細胞, 髄質上皮細胞から分泌される(Lei and 

Takahama, 2012). XCR1 は XCL1 および XCL2 の唯一の受容体である(Yoshida et al., 1998). 

XCR1 は遺伝子クローニングされた当初, オーファン受容体であったことから GPR5 と名付

けられた(Heiber et al., 1995). XCL1 および XCL2 は Ltn10 型の構造のとき XCR1 のアゴニス

トとして機能し, Ltn40 型の構造のときグリコサミノグリカン結合活性を持つ(Fox et al., 

2014; Tuinstra et al., 2008).  

マウスではXCR1はリンパ組織や末梢組織において主にCD8+/CD103+樹状細胞に発現し

ている(Dorner et al., 2009; Lei et al., 2011). ヒト XCR1 はマウス CD8+/CD103+樹状細胞と似

た表現型の CD141+ 樹状細胞に発現している (図 1-2) (Bachem et al., 2010). マウス

CD8+/CD103+樹状細胞とヒト CD141+ 樹状細胞は XCL1 によって誘引される(Bachem et al., 

2010; Dorner et al., 2009). マウスCD8+/CD103+樹状細胞とヒトCD141+ 樹状細胞は強いクロ

スプレゼンテーション能を持つ(Bachem et al., 2010; den Haan et al., 2000). 通常の細胞の抗原
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提示は細胞質のプロテアソームの分解産物を主要組織適合遺伝子複合体(MHC)クラス I に

載せて CD4+ T 細胞に提示し, 細胞外から食作用によって取り込まれエンドソームやリソソ

ームで分解された産物を MHC クラス II に載せて CD8+ T 細胞に提示することにより行われ

る. それに対して, クロスプレゼンテーションではエンドソームやリソソームで分解され

た産物を MHCクラス Iに載せて CD8+ T細胞に提示することで細胞傷害性 T細胞への分化・

増殖を誘導する(Shen and Rock, 2006). クロスプレゼンテーションはウイルスによる感染や

腫瘍に対する細胞傷害活性に重要と考えられる. XCL1―XCR1 シグナルは CD8+ T 細胞の細

胞傷害活性に影響を与える(Dorner et al., 2009). CD8+/CD103+樹状細胞の抗原刺激下で

CD8+ T 細胞は XCL1 を分泌する. すると, CD8+ T 細胞は増殖し IFN-の分泌能を得て, 細胞

傷害活性を増強させる.  

CD141+樹状細胞を介した細胞傷害活性の誘導はウイルスやがんのワクチンの開発につな

がる可能性がある(Radford and Caminschi, 2013). 反対に, 細胞傷害活性の過剰な活性化は自

己免疫疾患の原因となり XCL1―XCR1 の関与の可能性が考えられる(Lei and Takahama, 

2012). このため, XCR1を通して細胞性免疫を制御できる可能性があり, XCR1は創薬ターゲ

ットになり得る. 抗 XCR1抗体を作製することができれば, CD141+樹状細胞特異的な抗原の

輸送因子として用いることで効率的に細胞傷害活性を誘導することや, 抗体医薬として用

いることで CD141+樹状細胞の殺傷し細胞傷害活性を抑制することが可能になる.  

 

1.2. 抗体の生理的機能 

 抗体は獲得免疫系における主要な因子であり, 病原体の感染を防ぐ役割を果たす. B 細胞

から産生され, 抗原と高い親和性で結合する. その結果, 抗原の毒性部位が不活性化される

中和活性, 食細胞による抗原の貪食を促進するオプソニン化, 抗原発現細胞に抗体の定常

領域が補体を誘導して細胞膜に孔を開け細胞死に導く complement-dependent cytotoxicity 

(CDC)活性, 抗原発現細胞に対するナチュラルキラー細胞等の細胞傷害活性により細胞死へ

と導く antibody-dependent cell cytotoxicity (ADCC)活性といった現象により, 感染が抑制され

る(Burton, 2002).  

抗体は H 鎖と L 鎖の 2 種類のタンパク質により構成され, 各鎖は可変領域と定常領域と

呼ばれる領域に分けられる(図 1-3).  

可変領域は抗原結合部位として機能する. 多様な抗原への結合を可能にするしくみとし

て, V(D)J 組み換えによる遺伝子の再編成, 高頻度の体細胞変異といった現象が知られてお

り, 多様なアミノ酸配列を生み出すことができる(Tonegawa, 1983). 可変領域の中でも, ド

メインを形成するための領域 framework region (FR) と抗原結合能を持つ領域

complementarity-determining region (CDR)に分けることができる. CDR は各鎖に 3 つずつ存在

し体細胞変異が生じやすいことが知られている. また, CDR3 は V(D)J 組み換えにより多様

性が生み出される箇所である(Tonegawa, 1983). V(D)J 組み換えでは, H 鎖では染色体上の V, 
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D, Jの 3つの遺伝子セグメント群から 1つずつ遺伝子配列が選択され 3つの遺伝子配列が結

合する. L 鎖の場合は V, J の 2 つの遺伝子セグメント群から 1 つずつ遺伝子配列が選択され

2 つの遺伝子配列が結合する. 各セグメントの組み合わせが多様性を生み出すとともに, 遺

伝子配列の結合部位での塩基配列のゆらぎによりさらなる多様性が生まれる. H 鎖の CDR3

は Dセグメントとほぼ同等の領域であり, L鎖の CDR3 は Vセグメントと Jセグメントの結

合部位である.  

H 鎖の定常領域には IgA, IgD, IgE, IgG, IgM の 5 種類のクラスが存在する. 定常領域の遺

伝子の組み換えによりクラスが変わることをクラススイッチと呼ぶ. それぞれのクラスに

よって生理活性や結合分子が異なり, 生体防御を効率的に行うことができる. また, パパイ

ンで処理をすると CH1 ドメインと CH2 ドメインのリンカー部位で切断され, 可変領域を含

む側を Fab 断片と呼ぶ.  

抗体は本来病原体からの感染防御に用いられるタンパク質であるが, 抗原に対する高い

親和性と高い安定性を持つことから, 抗原の検出, 抗体医薬品の創出, 免疫沈降実験や X 線

結晶構造解析への利用といったことへと応用されてきた.  

 

1.3. 無細胞タンパク質合成系を用いた抗原の調製 

抗体を作製するにあたり, 抗原を調製し免疫する必要がある.  

オリゴペプチドを抗原とする場合, 化学合成により容易に抗原を調製できる. しかし, 抗

体が認識するエピトープは免疫した抗原に含まれる部分に限られる. 構造をエピトープと

して認識する抗体は抗原の構造の安定化に寄与すると考えられるが, タンパク質の一部の

領域に対してオリゴペプチドを抗原として用いたときにタンパク質全体を安定化するよう

な構造認識抗体を得ることは困難である(Hino et al., 2013).  

構造をエピトープとして認識する抗体を作製するには正しいフォールドを持つ抗原の調

製が求められる. 無細胞タンパク質合成系を用いてタンパク質を合成させる場合, 広い探

索空間から理想的な発現条件を検討することが可能である(Katzen et al., 2005). 無細胞タン

パク質合成系は細胞の抽出物を用いてタンパク質を合成させるため, リガンドや結合タン

パク質といった結合因子, 界面活性剤や脂質といった疎水性環境を構成する物質, 酸化還

元状態を制御する酸化剤や還元剤, 細胞毒性を有する物質等を添加することが容易であり, 

細胞発現系と比べ高い自由度で試行することができる(図 1-4) (Katzen et al., 2005). これらの

物質の添加によりタンパク質の折りたたみの促進や合成後のタンパク質の熱安定性の向上

が見込まれ, 膜貫通タンパク質をはじめとする安定性が低いタンパク質の調製が可能にな

ると考えられる. よって, 構造を安定化する抗体を得るために不安定なタンパク質を抗原

として調製する, という難点に対して有効なアプローチとなる. また, 精製後のタンパク質

を抗原として用いることは, ターゲット以外の抗体が免疫した動物の中で産生されるのを

減らすことにつながり, 抗体スクリーニングを効率化する.  
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1.4. GPCR の構造解析における抗体の機能および無細胞タンパク

質合成系の利点 

XCR1 をはじめとするケモカイン受容体ファミリーは G タンパク質共役型受容体(GPCR)

ファミリーのクラス A に属するタンパク質である(Heiber et al., 1995). GPCR ファミリーは 7

回膜貫通タンパク質であり, ヒトでは 800種類以上存在する(Fredriksson et al., 2003). 上市さ

れた医薬品の 30%以上が GPCR をターゲットとしている(Wise et al., 2002). そのため, GPCR

に対する薬剤の作用機序の解明および立体構造をもとにした薬剤設計の観点から高分解能

での構造解析が求められてきた. しかし, GPCR ファミリーの X 線結晶構造解析は高難度と

されてきた. 理由としては, リガンド非存在下であっても活性型と不活性型の平衡関係に

あり構造が不安定であること(Kofuku et al., 2012), 熱安定性が低いこと, 親水性領域の少な

さが結晶内での分子間パッキングを難しくすることが挙げられる.  

組み換え発現系から調製・構造解析された最初の GPCR は 2007 年の2アドレナリン受容

体である(Rasmussen et al., 2007). 以降組み換え発現系由来のGPCRの結晶化が実現してきた. 

その際に熱安定性の上昇が必要とされ, リガンドを添加して構造変化を抑制しつつ, 抗体

との複合体の形成(Rasmussen et al., 2007), T4リゾチーム(T4L) (Cherezov et al., 2007)やアポシ

トクロム b562変異体(BRIL) (Liu et al., 2012)といった安定なタンパク質との融合, 複数の熱安

定性点変異の導入(Warne et al., 2008)といったコンストラクト面での改変や, 脂質メソフェ

ーズ法という脂質環境下で結晶化を行う方法の導入(Cherezov et al., 2007)により実現されて

きた.  

ケモカイン受容体ファミリーのうち X 線結晶構造解析された例として, ヒト由来の

CXCR4 (Qin et al., 2015; Wu et al., 2010)と CCR5 (Tan et al., 2013), human herpesvirus 8 由来の

US28 (Burg et al., 2015)がある. CXCR4とCCR5はともに阻害活性のあるリガンドとの複合体

の構造が解明され, 不活性型の構造であった(Qin et al., 2015; Tan et al., 2013; Wu et al., 2010). 

US28 はウイルスがヒトから遺伝子を奪い分子進化させてできたと考えられ(Murphy, 2001), 

恒常的なシグナル伝達活性を持つ(Casarosa et al., 2001). US28 と阻害活性を持つケモカイン

リガンド CX3CL1 との複合体の構造が解明されたが, 活性型としての構造的特徴を示して

いた(Burg et al., 2015). このように, ケモカイン受容体の構造はいくつか解明されているも

のの, その活性化メカニズムは十分に解明されていない.  

これまで, 結晶化を目的とした GPCR の調製には昆虫細胞発現系が用いられることが多

かった. それに対して, 熱安定変異体の作製と昆虫細胞発現系の相性は良好とは言いがた

い. 昆虫細胞発現系の欠点は, 変異体の作製から大量発現までに 2 ヶ月程度の時間を要する

ことである. 特に, 複数の点変異を組み合わせて安定化を図る方法では変異体の活性や熱

安定性の測定を繰り返し行う必要があり, 多大な時間が経過してしまう. そのため, 点変異

を組み合わせる場合には , 大腸菌(Serrano-Vega et al., 2008)または HEK293 細胞発現系
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(Hirozane et al., 2014)を用いて点変異体の調製, 活性測定試験, 変異の融合を繰り返し, その

結果をもとに昆虫細胞発現系でのコンストラクトの変異を選択することで構造解析が実現

されてきた. それらの系と比較して, 無細胞タンパク質合成系は発現までを短時間で行え

る点, 調製が難しいターゲットに対して発現条件を柔軟に設定できる点から有用であると

考えられる.  

GPCR が抗体との複合体として構造解析された例として , 2 アドレナリン受容体 

(Rasmussen et al., 2011a; Rasmussen et al., 2007; Rasmussen et al., 2011b; Ring et al., 2013)とアデ

ノシン A2A 受容体(Hino et al., 2012), M2 ムスカリン性アセチルコリン受容体(Kruse et al., 

2013), US28 (Burg et al., 2015), -オピオイド受容体(Huang et al., 2015)が挙げられる. 2アド

レナリン受容体の最初の例とアデノシン A2A受容体の例は Fab 断片との複合体であり(Hino 

et al., 2012; Rasmussen et al., 2007), ほかの例ではリャマ由来の nanobodyと呼ばれる抗体が用

いられている(Burg et al., 2015; Huang et al., 2015; Kruse et al., 2013; Rasmussen et al., 2011a; 

Rasmussen et al., 2011b; Ring et al., 2013). 2 アドレナリン受容体・アドレナリン・nanobody

複合体の構造は本来のアゴニストと受容体の複合体の構造であり受容体を活性型の構造で

解明した実績があるため(Ring et al., 2013), 抗体との複合体化による活性型 GPCR の X 線結

晶構造解析は有望であると考えられる.  

そこで, 無細胞タンパク質発現系を用いてXCR1を調製し, 複合体のX線結晶構造解析に

適した抗体を得ることで, X 線結晶構造解析の基盤を作ることを目指す. GPCR は創薬ター

ゲットとして有望な遺伝子ファミリーであるため, 迅速な構造解析技術の開発は創薬研究

に大きな意義を持つ. 特に, XCR1 の活性を制御する低分子化合物は現在知られていない. 

高分解能での構造を明らかにできれば, 活性を制御する低分子化合物の設計の際のガイド

として有用であると考えられる. また, ケモカイン受容体の活性化メカニズムは十分に説

明されておらず, 構造情報はそのメカニズムの解明の手掛かりとなる.  
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第2章 材料と方法 
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第4章 総合討論 
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略語表 

 

略称 英語表記 日本語表記 

ADC antibody-drug conjugate 抗体薬物複合体 

ADCC antibody-dependent cell cytotoxicity 抗体依存性細胞傷害活性 

BLAST Basic Local Alignment Search Tool  

BR bacteriorhodpsin  

BRIL apocytochrome b562 mutant アポシトクロム b562変異体 

CBB Coomassie Brilliant Blue  

CCR CC chemokine receptor  

CD clustar of differentiation  

CDC complement-dependent cytotoxicity 補体依存性細胞傷害活性 

cDNA complementary deoxyribonucleic acid 相補 DNA 

CDR complementarity-determining region 相補性決定領域 

CHS cholesteryl hemisuccinate  

CXCR CXC chemokine receptor  

DDM n-dodecyl -D-maltoside  

DM1 a derivative of maytansinoid  

DTT dithiothreitol  

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay  

Fab fragment antigen binding 抗原結合領域 

FACS fluorescence activated cell sorting  

FITC fluorescein isothiocyanate  

FR framework region フレームワーク領域 

FSEC 
fluorescence size-exclusion column 

chromatography 

蛍光ゲルろ過カラム 

クロマトグラフィー 

Fv fragment variable 可変領域 

GPCR G protein-coupled receptor G タンパク質共役型受容体 

HEK293 細胞 human embryonic kidney 293 cells ヒト胎児腎細胞 

HEPES 
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic 

acid 
 

HRP horse radish peroxidase  

HSQC heteronuclear single quantum coherence  

H 鎖 heavy chain 重鎖 
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略称 英語表記 日本語表記 

Ig immunoglobulin 免疫グロブリン 

KSHV Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus 
カポジ肉腫関連 

ヘルペスウイルス 

Ltn lymphotactin  

L 鎖 light chain 軽鎖 

MAG monoacylglycerol  

MHC major histocompatibility complex 主要組織適合遺伝子複合体 

MMAE monomethyl auristatin E  

M. mazei Methanosarcina mazei  

mRNA messenger RNA 伝達 RNA 

NMR nuclear magnetic resonance 核磁気共鳴 

ORF open reading frame  

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 
ポリアクリルアミドゲル 

電気泳動 

PBS phosphate buffered saline リン酸緩衝生理食塩水 

PBST PBS with 0.05% (v/v) Tween 20  

PCR polymerase chain reaction ポリメラーゼ連鎖反応 

PDB Protein Data Bank  

PEG polyethylene glycol  

PylRS pyrrolysyl-tRNA synthetase ピロリジル tRNA 合成酵素 

RACE rapid amplification of cDNA ends  

RF-1 release factor 1  

RMSD root mean square deviation 平均二乗偏差 

RNA ribonucleic acid リボ核酸 

SDS sodium dodecyl sulfate ドデシル硫酸ナトリウム 

TEV tobacco etch virus  

Tris Tris (hydroxymethyl) aminomethane  

tRNA transfer RNA 転移 RNA 

TyrRS tyrosyl-tRNA synthetase チロシル tRNA 合成酵素 

T4L T4 lysozyme T4 リゾチーム 

vMIP viral macrophage inflammatory protein  

XCL XC chemokine ligand  

XCR XC chemokine receptor  
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アミノ酸の表記 

 

天然アミノ酸 

 

非天然アミノ酸 

  

1 文字表記 3 文字表記 英語表記 日本語表記 

A Ala alanine アラニン 

C Cys cysteine システイン 

D Asp aspartic acid アスパラギン酸 

E Glu glutamic acid グルタミン酸 

F Phe phenylalanine フェニルアラニン 

G Gly glycine グリシン 

H His histidine ヒスチジン 

I Ile isoleucine イソロイシン 

K Lys lysine リジン 

L Leu leucine ロイシン 

M Met methionine メチオニン 

N Asn asparagine アスパラギン 

P Pro proline プロリン 

Q Gln glutamine グルタミン 

R Arg arginine アルギニン 

S Ser serine セリン 

T Thr threonine スレオニン 

V Val valine バリン 

W Trp tryptophan トリプトファン 

Y Tyr tyrosine チロシン 

O Pyl pyrrolysine ピロリジン 

U Sec selenocysteine セレノシステイン 

特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  
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図 1-1: XCL1の立体構造と構造変化 

XCL1は 283 Kにて典型的なケモカイン型の構造(PDB ID: 1J8I)をとる(赤). それに対して, 

313 Kでは XCL1特有のシートからなる 2量体構造(PDB ID:2JP1)をとる(青と灰色).  

図では安定な構造をとる領域 PDB ID: 1J8Iの 9-68(赤)と PDB ID: 2JP1の 8-52(青と灰色)

を表示した.  

 

 

図 1-2: XCR1の CD141+樹状細胞の機能 

XCR1はCD141+樹状細胞に発現しており, XCL1を認識し活性化する. このシグナルにより

CD141+樹状細胞を XCL1の濃度の高いほうへと遊走させる.  
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図 1-3: 抗体の模式図 

 

 

 

図 1-4: 無細胞タンパク質合成系の模式図 

無細胞タンパク質合成系は細胞抽出物を用いて試験管内でタンパク質を合成する系であり, 

膜貫通タンパク質の安定化に寄与する因子を容易に添加できる.  
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特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  



 

95 

特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  



 

96 

特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  



 

97 

特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  



 

98 

特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  
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特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  
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特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  
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特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  
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特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  



 

103 

特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  



 

104 

特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  



 

105 

特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  
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特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  
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特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  
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特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  



 

109 

特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  
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特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  
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特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  
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特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  
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特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  
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特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  
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特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  
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特許申請および 5 年以内の雑誌等での刊行予定のため, 非公開.  


