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1．はじめに
癌免疫の主役をなしているのは癌細胞を認識し排除する

CTLであり，その CTLによる癌細胞の認識は，HLA class I
抗原／癌抗原ペプチド複合体を介して起こる1)。しかしな
がら癌細胞膜上の HLA class I抗原／癌抗原ペプチド複合
体の発現については未だに不明な点が多く，詳細な報告は
存在しない。仮に HLA class I抗原／癌抗原ペプチド複合
体の定量ができるとすれば，（i）HLA class I抗原／癌抗原
ペプチド複合体発現メカニズムの解明（ii）癌ペプチドワ
クチン療法の施術前の治療効果予想（iii）HLA class I抗原
／癌抗原ペプチド複合体発現をターゲットとした新たな
癌免疫療法の開発などに応用可能となることが予想され，
HLA class I抗原／癌抗原ペプチド複合体を認識するプロー
ブの開発が望まれている。そこで，本研究ではファージ
ディスプレイ―ヒト単鎖抗体（scFv）ライブラリを基に，
HLA-A2/MAGE-3 271–279ペプチド複合体特異的プロー
ブを開発し2)，affi nity maturationの結果，最終的に複数の
HLA-A2(+)/MAGE-3(+)頭頸部扁平上皮癌細胞株を特異的
に認識することができた。

2．対象と方法
本研究に用いた単鎖抗体ライブラリはThe G riffi n.1 library
を用いた。単鎖抗体ファージライブラリから抗原特異的な
クローンを単離する方法として，HLA-A2/MAGE-3271–279ペ
プチド複合体を固相化したマグネティックビーズを用いた
パニング法を 3ラウンド行い，最終的に ELISA法を用い
て最も親和性の高いクローンを単離した。親和性成熟の標
的として，相補性決定領域（CDR）セリン配列をターゲッ
トとした。VH CDR2の 3つのセリン配列と，親和性成熟
に最も影響する VLCDR3に存在するセリン配列に対して
ランダム遺伝子変異を導入したライブラリを構築し，前述
のパニング法を用い最も親和性成熟したクローンを単離し
た。親和性成熟したクローンの単鎖抗体ファージ遺伝子よ
り可変領域を切り出しヒト IgG Fc発現ベクターに組み込
み，AG8-653細胞にトランスフェクションし，培養上清中

の scFv-Fc3)を精製し実験に用いた。最終的にフローサイ
トメーターを用いて，HLA-A2/MAGE-3271–279ペプチドパル
スした T2細胞，頭頸部扁平上皮癌細胞を用いてプローブ
の特異的親和をテストした。

3．結果
単鎖抗体ライブラリ The G riffi n.1 libraryよりパニング
法により単離された HLA-A2/MAGE-3271–279ペプチド複合
体特異的な scFv clone 33を用いフローサイトメトリーを
行った結果，単鎖抗体（scFv）クローン 33は陰性コント
ロールであるMART1ペプチドを負荷した T2細胞に対し
ては反応性が認めらませんが HLA-A2/MAGE-3271–279ペプ
チドパルスした T2細胞には明らかな反応性が認められ
たが，反応性の確認には多量のペプチドが必要であった。
抗原に対する親和性が高いとは言えず，相補性決定領域
（CDR）セリン配列をターゲットとした親和性成熟を行っ
た。VH CDR2の 3つのセリン配列と，親和性成熟に最も
影響する VLCDR3に存在するセリン配列に対してランダ
ム・遺伝子変異導入とパニングよるセレクションの結果，
VH CDR2ポジション 52aのセリン・アルギニン変異と VL 
CDR3ポジション 109のセリン・トリプトファン変異の 2
アミノ酸置換により，親和性の高い scFvクローン U-16を
単離しました。scFvクローン U-16では，scFvクローン 33
では反応性が確認できない 50ng/mlのMAGE-3271–279ペプチ
ドパルス T2細胞でも明らかな特異的反応性がフローサイ
トメトリーで確認された。この scFvクローン U-16の可変
領域と IgG F領域の融合蛋白である scFv-Fc U16を用いて
頭頸部扁平上皮癌（HNSCC）細胞との反応性をフローサ
イトメトリーで行ってみたところ HLA-A2(+)/MAGE-3(+) 
HNSCC 細 胞 に 対 し て は 明 ら か な 反 応 性 を 示 し，
HLA-A2(–)/MAGE-3(+), HLA-A2(+)/MAGE-3(–), HLA-A2(–)/
MAGE-3(–)HNSCC細胞には反応性は認められず，結果と
して HLA-A2/MAGE-3271–279ペプチド複合体特異的特異的
な反応性を示した。
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4．考察・結語
ヒト単鎖抗体（scFv）ライブラリより，HLA-A2/MAGE-3
ペプチド複合体特異的な scFvクローン 33を単離した。
scFvクローン 33の CDR上の 2アミノ酸置換の結果，
HLA-A2/MAGE-3271–279ペプチドペプチド複合体に対して
より親和性の高い scFvクローン U16が得られた。scFv-Fc 
U16は HLA-A2(+)/MAGE-3(+) HNSCC細胞と特異的な反
応性を示した。
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