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緒 言 

 
抗体は感染防御機構としての役割のみならず、細胞／分子の単離・標識など生命現象を解明するための研究ツールや、

疾患の診断・治療薬として非常に有用である。しかし、標的分子に対して望んだ機能を持つ機能性抗体を取得すること

は容易ではない。従って、抗体作製のための新たな選択肢（技術）が求められている。さらに、抗体は生命科学分野に

おける研究ツールや、医療分野における医薬品としての利用増加が見込まれている。 
そこで、本研究では新規抗体作製法として、抗原の立体構造情報に基づいて、抗原上の目的の部位へ自由自在に抗体

をコンピュータ上で理論的に設計し、人工創成する手法の開発を目的とする。モデルとする疾患対象として、抗体に機

能性（中和能）があるかどうかを迅速に評価できる麻疹ウイルス感染症を用いる。麻疹（はしか）を起こす麻疹ウイル

スは高い伝播力と一過性の強い免疫抑制を特徴とする急性呼吸器感染症である［1］。未だに世界全体で多くの感染者と

約14 万人の死者を毎年出しており（WHO 2018年度推計）、特異的治療法が存在しないため一旦発症すると対症療法

しかない。麻疹ウイルスを含む全てのエンベロープウイルスは粒子表面に存在する糖蛋白質を介して受容体と結合し、

細胞内へと侵入する［2～4］。すなわち、糖蛋白質は病原体の宿主域決定や病原性発現において非常に重要な役割を果

たす一方で、同じ糖蛋白質が抗体の主要な標的ともなる。 
 抗体はその有用性から人工的に設計しようという試みは世界中で行われている。しかし、既存抗体の抗原結合能の増

強や2 種類の抗原に結合できるように改変するなど［5，6］、現在は既存抗体の機能増強・拡張が主で、理論的な抗体

の人工設計法の開発はどの研究者も模索中の段階である。将来的に幅広い生命科学領域への応用・貢献を目指すため、

本研究では、機能性（中和）抗体取得の迅速化・効率化につながる新規手法を開発することを目的とした。 
 
 

方 法 

 
1． 抗体の人工設計 
抗体設計部位は相補性決定領域（CDR：Complementarity-determining region）と呼ばれる配列変化に富む6つの

ループ領域（CDR-L1、L2、L3、H1、H2、H3）のみに絞って行った。まず、蛋白質構造データベースPDBから抽出

した抗体構造ライブラリー（約800種類）を用いて、抗体と抗原の複合体の安定性と“かたちの相補性”に基づき、ウ

イルス抗原構造とのドッキングシミュレーションによるスクリーニングで順位付けを行った（利用プログラム：

PatchDock・Rosetta）。次に、抗体と抗原の相互作用面の物理化学的性質も考慮するため、熱力学安定性を構造予測計

算で最適化し、CDR領域のアミノ酸配列の最終決定を行った（利用プログラム：Rosetta・GROMACS）。 
2．抗体の作製 
コンピュータ設計した抗体配列の可変領域を人工遺伝子として合成し、ヒト化抗体作製用ベクターを利用して抗体発

現プラスミドを作製した。作製したプラスミドをH鎖とL鎖で1：1、2：3、1：3と比率を変えながらHEK293細胞

へトランスフェクトし、抗体を培養上清中へと蛋白質発現させた。培養上清中の発現抗体はProtein Gで精製した。 
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3．機能（中和能）解析 
 EGFP組み換え麻疹ウイルスと人工設計抗体を含む培養上清を混合して30分静置した後、麻疹ウイルスの受容体を

発現している培養細胞（Vero-SALM、Vero-Nectin4、Vero-CD46）に感染させ、人工設計抗体による麻疹ウイルス感

染阻害能を評価した。抗原に対する人工設計抗体の結合能を評価するために精製蛋白質を用いたELISA による評価も

行った。 
 

結果および考察 

 

1． 抗体の人工設計システムの構築 
蛋白質構造データベースPDBから抽出した約800種類の高分解能の抗体構造を基にして、抗原との相互作用面に存

在するアミノ酸残基を変異させ、約 800,000 種類の異なる配列を持つ抗体の立体構造モデルをコンピュータ上で作製

した。次に、ウイルス抗原構造と設計抗体とのドッキングシミュレーションにより、抗原—抗体の複合体の相互作用面

積を計算し、1,000 Å以上の結合面積をもつ抗体のみへと絞り込んだ（この時点で約600,000候補）。また、抗原—抗体

間の結合エネルギー（ΔG）も計算し、ΔGと“かたちの相補性”に基づき、スクリーニングで順位付けを行った。順

位付けを行った設計抗体の上位1%について、元になった機能性抗体と比較したところ、抗原—抗体の複合体の相互作用

面積や結合エネルギーはほぼ同等であることが確認できた（図1）。従って、コンピュータ設計戦略として、極端な外れ

値（理論的に異常な抗体）を生み出すことなく、自然界の選択圧により生まれた抗体と似た物理化学的性質を持つ抗体

を設計することが出来る手順であったと考えられる。 
 

 

 

図1．人工設計抗体および既存抗体の抗原−抗体相互作用面積と結合エネルギーの比較 
a）ウイルス抗原−抗体の立体構造における相互作用面積の比較。 
b）ウイルス抗原−抗体の立体構造における結合エネルギーの比較。 
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2． 人工設計抗体の産生 
Top100スコア中に順位付けられた人工設計した抗体のうち、目視で抗原—抗体の立体構造の相互作用を確認し、機能

性抗体として可能性が高いと期待される約40候補の配列の可変領域を人工遺伝子として合成した（図2）。合成した遺

伝子をヒト化抗体作製用ベクターへとクローニングし、抗体発現プラスミドを作製した。作製したプラスミドを H 鎖

とL 鎖で1：1、2：3、1：3と比率を変えながらHEK293 細胞へ共発現させ、抗体を培養上清中へと蛋白質発現させ

た。Western blottingで抗体の蛋白質発現が確認できた候補について、さらに、大量培養系で蛋白質発現を行い、培養

上清中の発現抗体はProtein Gで精製した。今回の実験においては、全体の3分の1程度の候補において、実際に培養

上清中に蛋白質として発現させることに成功し、人工設計した人工的な抗体を実際に蛋白質として産生できることを示

すことができた。 
 

 
 

図2．上位に順位付けられた抗体と抗原の結合構造 
上位10候補の抗体構造と麻疹ウイルス受容体結合蛋白質（灰色）の結合モデルを示している。 
抗体は受容体結合部位を特異的に認識するように設計されている。 

 
3．人工設計抗体による機能（中和能）解析 

EGFP組み換え麻疹ウイルスと人工設計抗体を用いて、麻疹ウイルスの受容体を発現している培養細胞（Vero-SALM、

Vero-Nectin4、Vero-CD46）に感染させ、人工設計抗体による麻疹ウイルス感染阻害能を評価した。その結果、感染を

大きく阻害する機能を発揮する抗体は確認できなかった。そこで、抗原に対する人工設計抗体の結合能を評価するため

に精製蛋白質を用いた ELISA による評価も行った。その結果、2 種類の抗体については、麻疹ウイルス受容体結合蛋

白質への結合が確認できた。 
人工設計抗体の約 3 分の 1 程度の候補においては、蛋白質発現に成功したが、約 3 分の 2 程度の候補においては、

蛋白質発現そのものが確認できなかったため、抗原抗体の安定性評価に加えて、今後、抗体単独での安定性の評価や分

子動力学計算などの導入によるスクリーニングの評価系の改良が必要であると考えられる。 
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