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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
＜和文＞ 

 東北大学では、がん細胞に特異的反応性を示すモノクローナル抗体作製法（CasMab法）

を用いることにより、がん細胞と正常細胞に同一のアミノ酸配列の糖タンパク質が発現

している場合でも、糖鎖などの翻訳後修飾の違いを利用することでがん細胞のみを攻撃

する抗体医薬品を高効率に作製し、副作用のほとんどない抗体医薬品を開発する技術を

独自に開発中である。本プロジェクトにおいては、CasMab開発のためのヒトがん細胞株

の樹立、免疫原作製と CasMab 開発、新規タギング技術の開発、抗体改変技術の開発の

４つが、重要な要素技術となっている。平成２８年度には、３つ目の要素技術である、

新規タギング技術の開発において大きな進捗があった。 
 タンパク質は種類によって、大きさや性質が大きく異なる。そのため、それぞれのタ

ンパク質に適した条件で検出や精製を行う必要があり、条件検討に多くの労力を必要と

する。多くの場合、タンパク質解析の際には高純度のタンパク質が求められることから、

このタンパク質精製の段階が大きな制約となる。このことから、これまでに数多くのタ

ンパク質検出・精製システムが開発されてきた。その中でも最も有効な手法の 1 つと考

えられているのが、アフィニティータグシステムである。特に、抗原抗体反応を利用し

たシステムは、特異性が高いという観点から、他のシステムよりも高純度のタンパク質

を得られるという点で優れている。さらに、抗体が認識するアミノ酸数は限られている

ため、タグは短くなりやすく、タグの付加によるタンパク質への影響が少なくて済む。

よって、より特異性の高いアフィニティータグシステムを開発することは、これまで困

難だったタンパク質の検出・精製を容易にできる可能性がある。 
 東北大学ではこれまで、PA タグという独自のアフィニティータグシステムを開発し

た。PA タグシステムは一段階かつ非常に高い純度で目的タンパク質を精製できるタグ

システムである。さらに、PA タグはウェスタンブロッティングやフローサイトメトリ

ー等の免疫検出においても使用可能である。一方で、PA タグにも様々な欠点があり、

その欠点を補う新規タギングシステムが必要とされていた。 
 そこで今年度、高精度モノクローナル抗体であるクローン PMab-1 を用いた新規アフ

ィニティータグシステムとして、MAP タグを新規に開発した。MAP タグを活用すると、

ウェスタンブロッティングやフローサイトメトリーなどの代表的なタンパク質検出方

法においても機能することを確認できた。さらに、大腸菌や動物細胞で発現させた複数

のタンパク質の精製にも成功した。MAP タグは一般的に精製が困難とされている膜タ

ンパク質においても有効であり、今後、精製困難なタンパク質の精製を容易にすること

が期待される。 
 この MAP tag について、Absolute Antibody 社（本社：オックスフォード、英国）と

ライセンス契約を締結した。この研究成果については、平成２８年３月２２日にプレス

リリースを行った。 
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＜英文＞ 

 We recently established a novel method to produce cancer-specific monoclonal antibody 
(CasMab). The CasMab method is the platform to develop monoclonal antibodies (mAbs), which 
could attack only cancer cells. This method is useful for not only producing CasMabs against novel 
targets but also replace the existing mAbs into the side effect-free ones. We can try to develop 
antibody drugs again against many targets, which were excluded from antibody-drug candidates. 
 Affinity tag systems are highly useful for protein purification, detection, and analysis. 
Affinity tag systems are classified broadly as “peptide tags” and “protein tags.” For example, GST 
tag and MBP tag are protein tags. While these tags are useful for soluble fraction proteins, they are 
large (over 25 kDa) and thus can affect target protein function, requiring their removal before protein 
analysis. In contrast, peptide tags are less likely to affect the structure and function of target proteins 
because they are small (typically 1–2 kDa). Thus, removal of the tag portion is not always required 
before protein analysis. The most appropriate peptide tag system can be chosen from a variety of 
options, including the His tag, FLAG tag, TARGET tag, PA tag, AGIA tag, and many others. The 
fusion peptides are compatible with virtually all expression host cells, including yeast, insect, and 
mammalian cells, and Escherichia coli and can be expressed extracellularly or intracellularly.  
 An excellent affinity tag system should have high affinity and high specificity. However, not 
all peptide-based tag systems meet these criteria. For example, the purification of 
oligohistidine-tagged proteins using metal chelate affinity resin often results in the co-purification of 
metal-binding proteins present in the starting material, necessitating further purification steps. 
Generally, epitope tag systems that utilize peptide tags and anti-peptide mAbs are highly specific. 
However, we often encounter non-specific binding of mAbs to endogenous proteins in certain cell 
types, even when using the most popular tag system, FLAG tag/anti-FLAG M2 antibody. Importantly, 
the most suitable tag systems must be chosen based on the target protein, expression host, and many 
other variables. Therefore, the development of further affinity tag systems is needed to overcome the 
disadvantages of available affinity tag systems. 
 This year, we developed a novel affinity tag system designated as the MAP tag system. This 
system is composed of a rat anti-mouse podoplanin monoclonal antibody (clone PMab-1) and MAP 
tag (GDGMVPPGIEDK) derived from the platelet aggregation-stimulating (PLAG) domain of 
mouse podoplanin. PMab-1 possesses high affinity and specificity for the MAP tag, and the 
PMab-1/MAP tag complex dissociates in the presence of the epitope peptide, indicating that the 
MAP tag system is suitable for protein purification. We successfully purified several proteins, 
including a nuclear protein, soluble proteins, and a membrane protein using the MAP tag system. The 
MAP tag system is very useful not only for protein purification but also in protein detection systems 
such as western blot and flow cytometric analyses. These findings indicate that the MAP tag system 
could be a powerful tool for protein purification and detection. 
 We made a contract with Absolute Antibody (Oxford, UK) about MAP tag system, and 
made a press release on March 22nd, 2017. 
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