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［２］研究経過 

 
腫瘍免疫チェックポイントの研究および標的治療

薬の開発は、近年ますますその重要性を増している。

本共同研究では、免疫チェックポイントに関与するこ

とが示唆されているアンギュリン３の細胞外ドメイ

ンを標的としたナノボディーを開発することを目的

として研究を行った。 
以下、研究活動状況の概要を記す。 
当初、白川博士と面会の上で実験内容について打ち

合わせを行う予定であったが、新型コロナウイルス流

行のため、電子メールで打ち合わせを進めた。実際の

実験についても東北大学でFACS、MACSを用いたス

クリーニングを予定していたが、固着細胞を用いたプ

ロトコルに変更し、福島県立医科大学において組換え

DNA 実験計画を申請し承認を得た上で、適宜白川博

士の助言をあおぎつつ実験を進めている（図１）。 
 

 
  図１ 本研究の進め方の概要 

［３］成果 
 
 （３－１）研究成果 
本年度は、以下に示す研究成果を得た。 
まず第１に、ヒトアンギュリン１、２、３を発現ベ

クターにクローニングした。 
第２に、アンギュリン３を恒常的に発現するC2C12

細胞株を樹立した（図２）。アンギュリン３の細胞内ド

メインを認識する特異抗体を用いた免疫染色で、アン

ギュリン３は細胞間接着部位に特異的に局在してい

た。 

 
図２ Ang3強発現C2C12細胞の免疫染色 

 
第３に、樹立したアンギュリン３恒常発現細胞を用

いて、酵母ナノボディーのスクリーニングを行った。

まず、アンギュリン３を発現していない親株 C2C12
細胞を用いて、非特異的結合を呈するクローンを吸着

したのち、アンギュリン３発現 C2C12 細胞とライブ

ラリをインキュベートして、結合した酵母を単離した。

単離された酵母をさらに増幅して同じスクリーニン

グを３度繰り返し、特異性と力価の高いクローンを濃

縮した。３度目のスクリーニング後には、アンギュリ

ン３恒常発現細胞の細胞表面全体に酵母が結合し（図

３）、結合能の高いクローンが濃縮されていることが

確認できた。 

 
図３ Ang3発現細胞表面に結合した酵母 



 

現在、濃縮されたクローンからナノボディ遺伝子断

片をPCRで単離し、大腸菌で発現したナノボディ を
精製してスクリーニングを行っている。力価の弱いク

ローンはすでに単離（図４）できており、今後さらに

スクリーニングを進めて、力価の高いクローンを見出

すことを目指すとともに、変異の導入によって力価と

特異性を向上させることを試みる予定である。 

 
図４ 単離されたナノボディーを用いた染色の一例 

  Ang3を一過的に過剰発現したMDCK II細胞 

 
（３－２）波及効果と発展性など 
本共同研究により、東北大学と福島県立医科大学の

研究者の交流が活性化し、若手研究者の育成にもつな

がった。来年度も本プロジェクトの共同研究が承認さ

れており、引き続きよりよいナノボディーのスクリー

ニングを行う予定である。アンギュリン３のナノボデ

ィーが開発できたあかつきには、がん免疫チェックポ

イントの新しい創薬につながる可能性がある。また、

現在、アンギュリン以外のタイトジャンクション分子

に対するナノボディーの作製も計画中である。タイト

ジャンクション分子の多くはウイルスや細菌毒素の

受容体となっており、その結合を阻害できるナノボデ

ィーの開発は新たな治療薬の開発につながることが

期待できる。 
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