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Middle angle X-ray scattering: MAXSを活用した 
ヒト抗体のコンフォメーション変化の3次元分子可視化

松本　崇*，山野　昭人*，佐藤　孝**

X線小角散乱（Small angle X-ray scattering: SAXS）は，溶液中の蛋白質のサイズや形状を分析するための手法とし
て知られている．標準的なSAXSでは，q＝0.25 Å－1程のデータを使用する．このため，SAXSでは，対象分子の
サイズの変化，凝集，おおよその分子の外形といった情報しか得ることができない．一方，q＝0.30～0.65 Å－1程
の中角領域のX線散乱は，分子内のドメイン間距離や二次構造間距離といった溶液中の分子構造及びコンフォ
メーション変化を解析するための重要な情報を含んでいる．この中角領域のデータを用いることで，より詳細な
分子の挙動やコンフォメーション変化を可視化することができると考えられる．この重要な中角領域の情報を含
む溶液散乱を“middle angle X-ray scattering: MAXS”と名付けた．本ジャーナルでは，MAXSを用いた3次元分子
可視化法により捉えられた，溶液中の抗体の柔軟なコンフォメーション変化について紹介する．

1.　はじめに
バイオ医薬品は，遺伝子組み換え技術や細胞培養技
術を用いて製造された，酵素，抗体，ホルモン等を有
効成分とする医薬品であり，その市場は年々拡大を続
けている．バイオ医薬品，中でも抗体医薬品は標的分
子への特異性が高く，これまで有効な治療方法がなく
治療が困難であったガン，自己免疫疾患，血液疾患等
に対し，少ない副作用で高い治療効果を発揮してきて
いる事から，抗体医薬品の開発はますます活発に進め
られている．このように注目される有用性がある反
面，低分子医薬品のように化学合成での生産ではなく
動物培養細胞を用いて生産するため，抗体医薬品は開
発・生産コストが高く，さらに，高分子量で糖鎖が付
加した複雑な構造であるため，製造時の生産物の品質
を維持することが困難という欠点がある．
一般に，医薬品開発において，薬剤の設計及び最適
化には立体構造情報が大きな役割を果たしている．さ
らに，バイオ医薬品の品質や信頼性を確保するため，
製造工程における糖鎖の有無や凝集体の存在などの異
質性を確認することが必要と考えられている．しか
し，抗体医薬品は，抗体自体が高い柔軟性を持ってい
るうえに，結合している糖鎖の運動性も高いため結晶
化には不都合であり，単結晶X線構造解析を用いて構
造情報を得ることは非常に困難である．そのため，
Protein Data Bank （PDB）に登録されている抗体のほぼ

すべての構造は，各領域に切断された断片であり，全
長構造は数えるほどしかない．たとえ結晶構造が得ら
れたとしても，その結晶構造は結晶のパッキング力の
影響を受けており，溶液中の分子構造と異なっている
場合が多くみられる．その結果，本当に知りたいコン
フォメーション変化等の構造情報が得られないことが
ある．
もし，抗体のような柔軟な分子の溶液中の構造及び
コンフォメーション変化を直接可視化することができ
れば，抗体医薬品の機能，品質，安定性を向上させな
がら，それにかかる時間や経済的コストを大幅に削減
できる可能性がある．この溶液中の柔軟な分子をその
まま可視化することのできる技術が，溶液散乱であ
る．溶液散乱は，結晶のパッキング力から解放された
本来の溶液中の分子構造を分析できる強力かつ数少な
い技術である．しかしながら，溶液散乱はX線小角散
乱：small angle X-ray scattering （SAXS）の一分野であ
り，分子サイズの変化や凝集の存在，及びおおよその
分子形状の情報を与える事ができるが，詳細な分子の
挙動やコンフォメーション変化を議論するまでの情報
を導き出すことは困難といえる．そこで，我々は中角
領域［q＝0.30～0.65 Å－1］に注目した．中角領域から
の散乱には，分子内のドメイン間距離や二次構造間距
離などの重要な情報が含まれている．この情報によ
り，より詳細な分子の挙動やコンフォメーション変化
の可視化が可能となる．この重要な中角領域の情報を
含む溶液散乱のことを，X線中角散乱：middle angle 
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X-ray scattering （MAXS）と呼ぶこととした．本稿では，
このMAXSを用いることで，柔軟な抗体の溶液中の
3次元構造やコンフォメーション変化を捉えることが
できるかを検証した．

2.　実験方法
2.1.　ヒト血清 IgG
柔軟な分子の溶液構造解析の検証用のサンプルとし
て，ヒト血清 IgGを用いた．さらに，糖鎖の有無によ
る抗体への構造への影響を調べるために，ヒト血清
IgGを Peptide-N-Glycosidase F （PNGase F）で脱グルコ
シル化処理を行い，脱グルコシル化後のサンプルでの
MAXS測定・解析を実施し，糖鎖除去型抗体の柔軟性
及びコンフォメーション変化を評価した．

2.2.　測定及び溶液解析
本実験でのすべての測定は，X線源に超高輝度X線
発生装置FR-X, 検出器にフォトンカウンティング型
X線検出器を搭載したBioSAXSで実施した．各散乱
イメージは，BioSAXS制御及び処理ソフトである
SAXSLabを用いて円周平均し，1次元化した散乱曲線
を得た．以後のデータ処理は，ATSAS（1）を使用した．
Ab-initio電子密度計算は，DENSS（2）を使用し，図は
PyMol（3）で作成した．

3.　MAXS解析結果
3.1.　ヒト血清 IgGの溶液中構造
抗体は2つのFab領域と1つのFc領域から構成され
る，おおよそY字型の分子であることが知られている
が，溶液中でのコンフォメーション変化についてはあ

まり研究が進んでいない．その理由は，抗体は非常に
柔軟であるため，抗体の全体構造を1種類の構造だけ
で表現するのは，そもそも難しいからである．そのた
め，数例の全長抗体の結晶構造が得られているが，本
当に知りたい溶液中の構造は反映できていないと考え
られる．
そこで，最初にヒト血清 IgGのDENSSを用いた溶液
構造解析を実施した．その結果，図1に示すように，
溶液構造はヒト IgGの結晶構造（PDB ID＝1hzh）と大き
く異なっていることが示された．抗体は，溶液中では
結晶構造と比較して，両方のFabをより大きく広げた
構造であり，結晶構造の示すコンパクトさは，結晶の
パッキング力により本来の構造からゆがめられた構造
であることが明らかとなった．分子のコンフォメー
ション変化を評価するために，複数の結晶構造を重ね
合わせて分子のコンフォメーション変化や動作範囲を
推測する手法がある．図2に，3種類の抗体の結晶構造
（PDB ID＝1hzh: 赤，1igt: 青，1igy：緑）を重ね合わせ
た図を示す．しかし，パッキング力による影響を受け
ているためか，おおよその構造は似通っており，細か
なFabやFcの揺らぎといったコンフォメーション変化
があることを見ることはできるが，溶液構造のような2
つのFabが大きく広がったようなコンフォメーション
を持つ可能性を推測することは困難といえる．した
がって，抗体のような高い柔軟性を持つ分子構造の解
析や評価には，結晶構造解析だけでなく，MAXSによ
る溶液構造解析が必須であるといえる．次に，溶液中
の抗体がどのようなコンフォメーションであるかを理
解しやすくするために，結晶構造の各FabとFcを得ら

図1.　結晶構造（PDB ID＝1hzh）とヒト血清 IgGの3D電子密度解析による溶液構造の比較．
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れた電子密度へCoot（4）を用いたモデルフィッティング
を実施した（図3a, b）．図3より，片方のFabはほとんど
動きがなく，もう一方のFabは大きく揺らいだコンフォ

メーション変化を起こしていることがわかる．溶液中
では抗体の2つのFabは等価に揺らぐのではなく，片
方のFabのみが優先的にコンフォメーション変化をし

図2.　3種類の抗体の結晶構造（PDB ID＝1hzh: 赤，1igt: 青，1igy: 緑）を重ね合わせ図．

図3.　（a）結晶構造の各FabとFcと3D電子密度との重ね合わせ．（b）Fabの大きく揺らいだコンフォメーション変化．

図4.　3D分子可視化から導かれる抗体の抗原探索機構．
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ていると考えられる．これらの結果より，抗体は闇雲
に両方のFabを動かして非効率的な抗原探索を行うの
ではなく，下記のようなFabに優先順位を持たせた効
率的な抗原探索を行うと考えられる（図4）．
最初に，狙ったターゲット抗原を探すために，片手
を振り回しながら走り回り抗原を捕獲する．つぎに片
手で抗原を抱えたまま，もう片方の手にも捕捉しよう
と再び走り回り別の抗原を捕獲する，という動的な姿
を想像することができる．

3.2.　 ヒト血清IgGの糖鎖除去によるコンフォメーショ
ン変化

抗体はY字型をした糖タンパク質であり，重鎖の
FcのCH2ドメインのAsn残基にN-結合型糖鎖が結合
している．このN-結合型糖鎖はタンパク質のフォー
ルディング，輸送，分解，相互作用といったタンパク
質の品質管理，安定性及び機能の制御など生命現象に
おいて重要な役割を果たしている．バイオ医薬品であ
る抗体の安定性に大きくかかわるN-結合型糖鎖は，
Fc領域の内部に埋もれた状態で存在していることがX
線結晶構造解析から明らかにされている．この重要な
糖鎖を取り除いた糖鎖非付加型抗体（糖鎖非付加型に
は，脱グルコシル化処理した抗体も含む．以後，“無
糖鎖”と略す．）は，抗原及びProteinAとの結合能力に
はほぼ影響を受けないが，Fc受容体との結合能力が
著しく減少することが知られている．これは，N-結
合型糖鎖の有無によるコンフォメーション変化がある
と考えられる．これまでFcのみの結晶構造は複数解
析されている事から，Borrokらは糖鎖付加型Fc（以後
“有糖鎖”と略す．）と無糖鎖Fcの結晶構造を比較して
コンフォメーション変化があるかを確認した（図 5，
PDB ID＝3ave: 灰， 3s7g: 赤， 3dnk: 青， 3hkf: 緑）（5）．
その結果，CH2ドメインのCα間の距離が，有糖鎖
Fc：3aveと比較して，無糖鎖Fc：3s7g, 3hkfでは短い

closedコンフォメーションであることを示したが，別
の無糖鎖Fc：3dnkでは逆に広がった openコンフォ
メーションのようであり，結晶構造ごとに異なる結果
を示した．これは，結晶構造はパッキング力の影響で
容易にドメインのシフトやねじれが起こり，溶液中の
構造を反映できていない証拠といえる．そこで，
BorrokらはSAXSを用いて有糖鎖Fcと無糖鎖Fcの慣
性半径を利用して，溶液中Fcの糖鎖による影響の推
測を行った．その結果，有糖鎖 Fcの慣性半径は
27.4 Å，無糖鎖Fcの慣性半径は 28.3 Åと，無糖鎖Fc
の慣性半径の方が大きくなっていたことから，無糖鎖
Fcはopenコンフォメーションであることを示した（5）．
しかし，SAXSによる慣性半径での比較では，実際に
Fcがどのようなopenコンフォメーションであるのか
は想像することは困難である．さらに，この結果は
Fc領域だけのSAXSの結果であり，本来の抗体が持つ
Fabの影響は無視されているため，実際の無糖鎖抗体
の挙動を反映しているとは言えない．そこで我々は，
ヒト血清 IgGの脱グルコシル化処理による無糖鎖抗体
のMAXSを用いた3D分子可視化によるコンフォメー
ション変化を評価した．その結果，無糖鎖抗体のFc
はopenコンフォメーションであるというだけでなく，
どの無糖鎖Fcの結晶構造のCH2ドメインよりも大き
く開けたopenコンフォメーションであることが明ら
かとなった．これはSAXSによるFcだけの慣性半径
から考えられるよりもより大きいコンフォメーション
変化であるといえる．このことは，糖鎖の有無の比較
を行うためには，1つの領域であるFcだけを切り出し
てき評価するのでは，本当に知りたいコンフォメー
ション変化を捉えることは困難であることを示してい
る．やはり，分子全体を用いた3D分子可視化が必須
であるといえる．さらに，無糖鎖抗体のFabに注目し
たところ，糖鎖除去前の抗体と同様に片方のFabはほ

図5.　有糖鎖Fcと無糖鎖Fcの結晶構造の重ね合わせ．



Middle angle X-ray scattering

リガクジャーナル 53(2) 2022 20

とんど動きがなく，もう一方のFabのみ大きく揺らい
だコンフォメーション変化を起こしていることが示され
た（図6-a, b）．Fabのコンフォメーション変化は，糖鎖
を除去することで，有糖鎖抗体のFabよりもより大き
く，よりはっきりと3か所にとどまっている様子が可
視化された．これはFabが①–②間，②–③間及び①–
③間の3種類の運動性を持っていることを示唆してい
る可能性がある（図6-b）．この無糖鎖抗体の柔軟な運
動性は，糖鎖が除去されたことでCH2ドメインの自由
度が増したことが要因として考えられる．
次に，得られた無糖鎖抗体の運動性とコンフォメー
ション変化から，抗体とFc受容体との結合能力の低
下について考察した．Fc受容体はFcのCH2ドメイン
とFabのCH1ドメインの両方と相互作用していること
が知られている（6）．このため，抗体とFc受容体が結
合するためにはFcのCH2ドメインとFabのCH1ドメイ
ンが一定の距離内に位置している必要がある．しか

し，無糖鎖抗体では，図6で示しているようにCH2ド
メイン及びFabの自由度が増し，その結果さらにFab
の柔軟性が増している．そのため，FcのCH2ドメイン
とFabのCH1ドメインの距離が，有糖鎖抗体と比べて
より近接したりより離れたりする結果，Fc受容体と
の結合性に適している状態ではなくなっている．反対
側の FcのCH2ドメインと FabのCH1ドメインでは，
CH2ドメインとCH1ドメインが近接しており，Fc受容
体が入り込む隙間が存在していないことが示唆されて
いる（図 7）．その結果，無糖鎖抗体では，どちらの
Fab側においても，Fc受容体との結合能力を大きく損
なう事になったと考えられる（図7）．Fc受容体の結合
性低下の原因は，3Dで分子が可視化されることによ
り得られたFcのCH2ドメインと，FabのCH1ドメイン
の距離の不均一性及び運動性の増加の情報が得られて
初めて明らかにできたといえる．

図6.　（a）無糖鎖抗体の3D電子密度．（b）Fabの大きく揺らいだコンフォメーション変化．

図7.　抗体とFcレセプターの結合模式図．
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4.　おわりに
柔軟性を持つ抗体は，結晶構造のみでは溶液中のコ
ンフォメーションの状態を正しく理解することは困難
であるといえる．MAXSを用いた溶液構造解析を実施
することで，溶液中の全体構造及び特徴のあるコン
フォメーション変化を明らかにでき，初めて新たな抗
体の効率的な抗原探索機構を推測することができる．
我々はこの抗体のように溶液中で揺らぎが大きい分子
であっても，立体構造及びコンフォメーション変化を
的確にとらえる手法を，“3D分子可視化法”と名付け
た．
これまで，抗体の糖鎖有無の評価は，Fcのみの結
晶構造解析のCα間距離の比較やFcのみのSAXSの慣
性半径の比較により行われてきた．その結果，open
かclosedコンフォメーションのどちらであるかはっき
りしなかったり，openであってもどのようなコンフォ
メーション変化であるかは不明であったりした．さら
に，Fabを持たないFcのみで評価しているため，Fab
による影響は考慮していなかった．3D分子可視化法
による無糖鎖抗体のコンフォメーション変化の評価の
結果，Fcだけの評価では想像できないようなダイナ
ミックなコンフォメーション変化があることを初めて
明らかにした．さらに，抗体とFc受容体の結合性低
下の原因についても言及することができたといえる．
抗体のように柔軟性の高い分子の状態評価には，溶
液中でかつ全長の分子を用いる事が必須であるといえ
る．これらの理由より，MAXSを用いた3D分子可視
化法は，抗体医薬品をはじめとするバイオ医薬品の機
能向上，品質評価，安定性評価に対して効果的に貢献
できる可能性を秘めている．
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