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               論   文   の   要   旨 
  

 タンパク質調製時に、GST-tagやHis-tagのような可溶性のタグを用いて目的タンパク質を十分

量得られない場合、不溶性のタグを融合し不溶化して目的タンパク質を回収する手法が用いられ

ることがある。しかし、これまでの不溶性タグには、大腸菌発現系においてのみ開発されている

ため目的タンパク質の精製に手間がかかること、不溶化させることができた成功例が少ないこと

などの問題点があり、タンパク質の網羅的な解析には適していなかった。本論文の著者は、コム

ギ胚芽無細胞発現系で任意の目的タンパク質を普遍的に不溶化し、遠心分離だけで簡便に精製す

ることが可能な新規の不溶性タグINSOL-tagを開発し、網羅的解析のためのプロテインアレイを

作製した。さらに、それを応用して癌抗原アレイを作製し癌ワクチン療法を受けた患者の自己抗

体反応の検出に成功した。 

 本論文第一章において著者は、INSOL-tagの開発研究の過程とINSOLタグを用いて作製したヒ

トプロテインアレイにより自己抗体の検出を行った結果について述べている。著者は、非常に不

溶化しやすいMafG（MAF BZIP Transcription Factor G）という転写因子（162 a.a.）の不溶性タグ

としての有用性を高めるため、N末端側を削って短くし、質量分析時に6 a.a.以下に消化されるよ

うに10個のアルギニンを挿入して118 a.a. のINSOLタグを開発した。このタグを用いて任意選択

の111種類の目的タンパク質にINSOLタグを付加して発現・遠心分離することにより、既存のGST

タグの収量の、平均して約7倍の収量を得た。次に著者は、INSOLタグを付加して調製したタン

パク質を用いてプロテインアレイを作製する方法を開発した。目的タンパク質のN末端側に

INSOLタグを付加し、コムギ胚芽無細胞系で発現して遠心分離により目的タンパク質を精製した。

精製したタンパク質を0.04%のSDSを含む溶媒で可溶化し、表面に活性エステル基が修飾されて

いる基板上にアミンカップリングで架橋した。こうして作製したプロテインアレイにおいて、蛍

光標識した抗ヒトIgG抗体を用い自己抗体の検出を行ったところ、アレイ上の抗原に結合した

IgGの検出限界が11.1pgであり、ELISA法との相関が高い（R2=0.91以上）ことを示した。これに

より著者は、作製したアレイが優れた性能をもつとの結論に至った。 



 本論文第二章において著者は、開発した方法の実際の生物学的解析への応用例として、癌抗原

群を搭載したプロテインアレイを作製し癌ワクチン療法を受けた患者の自己抗体反応の解析を

行った結果について述べている。著者は、267個の癌抗原にINSOLタグを付加し、コムギ胚芽無

細胞系において発現・精製してアレイ化を試み、267抗原全てを搭載量のバラツキが87倍という

狭いレンジで搭載することに成功した。このレンジは、101個の癌抗原が搭載された既存の最大

のプロテインアレイのばらつきのレンジ約104と比べてはるかに小さいものであった。次に、こ

のアレイを用いて、癌ワクチン投与患者のワクチン投与前から13回投与後までの自己抗体解析を

行い、ワクチン抗原に対する自己抗体の増加を検出した。また、ワクチン抗原以外の癌抗原に対

する自己抗体も11種類検出し、ワクチン療法により抗原拡散が生じたことを示した。これらのこ

とから著者は、今回開発したプロテインアレイが腫瘍免疫学研究の分野において有用な実験手段

となりうるとの結論に至った。 

 以上の成果に基づき著者は、今回開発した方法論が、癌ワクチン治療をはじめとする癌免疫療

法の評価にとどまらず、癌の早期診断・治療適者の選定・再発の予測にも使用可能である点、さ

らには、より広範囲な生物学的解析にも有用となりうる点について議論した。 
 
               審   査   の   要   旨 

  

本論文の著者は、任意の目的タンパク質を普遍的に不溶化し、簡便に精製することが可能な

新規の不溶性タグ INSOL-tag を開発し、網羅的解析のためのプロテインアレイを作製した。

さらにそれを応用して、癌抗原群を搭載したアレイを作製し、癌ワクチン療法を受けた患者の

自己抗体反応の検出に成功した。タンパク質の網羅的解析は、基礎・応用を問わず生物学のあ

らゆる分野でその重要性が高まっている基盤技術である。著者が、網羅的解析の規模に大きく

影響するタンパク質の網羅的精製法を検討し、不溶化によってこれまでよりも遥かに多くのタ

ンパク質を精製してアレイ化することに成功した点は、生物学における大きな貢献であり高く

評価できる。この技術を用いて、実際に癌ワクチン投与患者の抗原拡散の存在を実証できた意

義も大きい。 

令和２年１月２８日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査

及び学力の確認を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行っ

た。その結果、審査委員全員によって合格と判定された。 

よって、著者は博士（生物科学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものとして認める。 


