
様式２ 

論 文 の 要 約 
 

報 告 番 号 

甲  
     第 1172 号 
 

氏 名 鈴木 武尊 

学 位 論 文 題 目        E シングルドメイン抗体の進化分子工学に関する研究 

重鎖抗体の可変領域のみを取り出したシングルドメイン抗体のひとつであるラクダ科

動物抗体の重鎖可変ドメインである VHH 抗体は、IgG よりも分子のサイズが小さく、微

生物を用いた産生が容易であること、高い安定性を有するためリフォールディングが容

易であるなどの特長があり、産業応用に適した分子であると考えられる。しかし、VHH
抗体を獲得するためには、これまでアルパカなどのラクダ科動物に抗原を免疫した後、

採血をしてからファージディスプレイ法などでセレクションする必要があったため、ア

ルパカの飼育の必要性や免疫に必要となる充分量の抗原を調製する必要があること、動

物に対して毒性のある抗原を免疫できない事、動物愛護の観点から動物実験を実施しに

くくなりつつあるなどの課題があった。そこで、全ての工程を in vitro で実施できるよう、

11 頭のアルパカ由来のナイーヴライブラリーと、CDR1、2、3 のアミノ酸配列をランダ

ム化した完全人工合成ライブラリーを設計した。標的分子には、抗アポトーシスタンパ

ク質として知られているサバイビンを選択し、cDNA ディスプレイ法を用いてサバイビン

に対して特異的に結合する VHH 抗体の取得を試みた。 
ナイーヴライブラリーと完全人工合成ライブラリーの試験管内淘汰によって 5A01 や

5A02(R7A)といった共通の VHH 抗体が選抜されたことから、本研究にて設計した完全人

工合成ライブラリーが有効であることが確認された。また、得られたVHH抗体 5A02(R7A)
は KD = 9.67×10-11 M という強い結合が認められた。koffを意識した 5 ラウンド目のセレ

クションを経て得られた 5A01 については、他の VHH 抗体に比して koff = 4.52×10-5 S-1

と最も低い値であったため、淘汰条件に応じて koffの小さな VHH 抗体がセレクションさ

れてきたことが明らかになった。 
5A02(R7A)と 5N2412 は CDR1、2 の配列は異なるが、CDR3 の配列(IRAVIGRHIRPHI)が

共通の VHH 抗体である。5N2412 は KD = 1.55×10-7 M となり、結合親和性の解析結果か

ら、共通の CDR3 配列を有する VHH 抗体であっても、KDに大きな違いがあることが明ら

かになった。さらに、5A02(R7A)の CDR2 の配列(LAAIYKNS)を有する VHH 抗体（5A08、
5A17）は、konがいずれも 106 Ms-1オーダーあることから、CDR2 が konに影響を与える因子

である可能性が考えられる。これらの結果は、VHH 抗体の結合能は、CDR3 のみに依存す

るものではなく、CDR1、2 も含めた分子全体として相互作用しながら決定されるものであ

るという事を示唆している。 
進化工学的な手法を用いることで、限られたライブラリーサイズであっても膨大な多

様性を有するライブラリーを効率的に探査することが可能になる。いかにして進化工学

的手法を適用し効率的にスクリーニングを実施するのかという戦略の実現が今後の課題

となる。VHH 抗体の結合親和性、発現量、構造安定性など、様々な切り口からモチーフ配

列が持つ意味を解明できれば、目的の機能に関連する CDR またはフレームワークを進化工

学的に組み合わせることで、意図した機能を有する VHH 抗体を効率的にデザインする指

針になり得る可能性が考えられる。 
VHH 抗体は進化工学のモデルタンパク質として興味深い研究対象である。天然の VHH

抗体には無い機能を有し、VHH 抗体を超える新規機能性タンパク質を進化工学的にどの

ようにデザインし、スクリーニングしていくのかが今後の課題になる。特に、完全人工

合成ライブラリーによる VHH 抗体の進化工学は、創薬や診断薬をはじめとする医療分野

における社会実装が期待されており、今後ますます研究が盛んになるプラットフォーム

技術になるだろう。 


