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研究成果の概要（和文）：従来の免疫測定法には，測定に多数のステップと最低数時間の時間を要する問題があ
った。我々は最近，組み換え抗体を用いた蛍光免疫センサータンパク質Quenchbody (Q-body)の構築原理を見い
だし，サンプルと混合するだけで低分子からタンパク質まで多くの目的物質（抗原）を蛍光検出することに成功
した。今回，その動作原理を精査することで，組換え抗体のみならず天然抗体をもQ-body化しうる方法論を複数
確立した。

研究成果の概要（英文）：Previous immunoassays have drawbacks of many steps and long time 
consideration. Recently we found a construction principle of recombinant antibody-based fluorescent 
biosensor Quenchbody (Q-body), and succeeded in detecting many targets from small molecules to large
 proteins by just mixing with sample. This time, by the close inspection of working principle, we 
developed several methodologies to turn not only recombinant but also natural antibodies to 
Q-bodies.

研究分野：蛋白質工学

キーワード： バイオセンサー　バイオテクノロジー　抗体　抗原　蛍光　クエンチ　ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
	 近年、研究代表者らにより、無細胞タンパ
ク質合成系を用いて部位特異的に蛍光ラベ
ルを施した一本鎖抗体(VH と VL をペプチド
リンカーで結合させたもの)が、抗原添加時に
その蛍光強度を顕著に強める現象が見出さ
れた。この現象は、抗原非存在時に可変領域
内におけるVH/VL相互作用部位近傍のトリプ
トファンに蛍光色素が近接し，その蛍光強度
を低下させる（Quench 状態になる）が、抗
原結合時は色素がトリプトファンに近づけ
ず，Quench 状態が解消するために起こると
考えられ、このような抗原依存的な Quench
解消現象を起こす蛍光標識抗体断片を
「Quenchbody」と呼んでいる（図１）。 
	 すでに上記の低分子化合物やペプチド，蛋
白質，あるいはそのリン酸化修飾等を認識す
る多くの抗体を Quenchbody 化可能なこと
が確認されていること、Quench 現象に必要
なトリプトファンは、95 %以上保存されてい
ることから、汎用的な免疫測定技術となる可
能性が高い。 
	 本現象は，VH/VLの部位特異的な蛍光標識
を検討した際偶然見出されたものであるが，
テトラメチルローダミン (TAMRA)や
ATTO655 などの色素とトリプトファンを混
合することで，光誘起電子移動 PeTと蛍光ク
エンチが起こることはすでに報告されてお
り，保存性の高い各 Trp残基の Pheへの変異
により応答性が減少することからその検出
原理は確かなものと言える。例えば骨代謝マ
ーカーであるオステオカルシンペプチド
(BGP-C7)の EC50では，競合 ELISA の IC50
を凌駕する値が得られている（EC50 = 2.5 x 
10-8 M < 8.8 × 10-8 M）。さらに最近，scFv
でなく Fab の N 末端をラベルすることで，
クエンチ状態が安定化し，より高い抗原応答
性が得られることも分かってきた。また，特
にタンパク質抗原の場合には，VH, VL両鎖の
N 末端をラベルすることで高い応答を示す
Q-bodyが構築できる事が明らかとなった。 
	 しかし同時に，抗原応答性は用いる抗体に
よって多様であること，また Q-body の無細
胞系での合成量は限られており，今後の細胞
イメージングや臨床診断などへの応用のた
めには，より収量の多い合成法の開発が必要
な事も明らかとなってきた。 

 
図１ Q-body の動作原理 

 
２．研究の目的 
	 上記の問題の解決のため， 

１）ケミカルバイオロジー的手法との組み合
わせにより，タンパク質レベルで抗体を部位
特異的蛍光標識して Q-body 化する手法の開
発を行う。具体的には，i)光化学修飾法によ
る可変領域特異的蛍光修飾法を開発する。ま
た，ii) 抗体 N 末端特異的な蛍光修飾法を開
発する。さらに，iii) 抗体結合タンパク質を
蛍光プローブ化し，混ぜるだけで可能な蛍光
修飾法を開発する。これらにより，組み換え
抗体を構築する手間なしに多数の抗体を
Q-body 化し，それらの応答を調べる事が可
能になる。また，量産によりコストを低減で
きる。 
２）混合後に蛍光強度を測定するだけでその
場で抗原検出が可能な本法の特長を生かし
た応用を試みる。具体的には i) 診断や環境保
全上重要な各種抗原を網羅的に蛍光検出で
きる蛍光抗体チップの作製，ならびに ii) 細
胞内修飾特異的抗体を用いた，細胞骨格蛋白
質ならびにヒストン修飾の時空間的変化の
イメージング，を目標とした。 
 
３．研究の方法 
1-1）光化学修飾法による可変領域特異的蛍光
修飾：多くの抗体の可変領域（抗原結合部位）
内部に存在する芳香族アミノ酸からなる核
酸結合部位（Nucleotide binding site, NBS）
に着目し，ここに結合能を持つ 8-アジド ATP 
(K. Rajagopalan et al., PNAS 93, 6019, 
1996)やインドール  (N.J. Alves et al., 
Biomaterials 34, 5700, 2013)などの複素環
化合物と蛍光色素をリンカーを介して結合
させた分子（図２）を用意し，これと天然抗
体をUVクロスリンクすることでその抗体を
Q-body化できる可能性を検討する。	

	
	

	
1-2) N 末端ケトン化による可変領域特異的
蛍光修飾：現在 Q-body の構築時には，基本
的に抗体アミノ末端近傍に蛍光色素を導入
しているが，これを化学修飾で行う場合，通
常の succinimide等を用いたアミノ基修飾法
では N 末端に加え Lys 残基の ε-アミノ基も
修飾されてしまう可能性がある。そこで，最
近報告されたより特異性の高いアミノ基転
移反応による抗体 N 末端ケトン基導入法 
(Witus, L.S., et al., JACS 135, 
172223,2013)と，ヒドラジドあるいはアルコ
キシアミン修飾蛍光色素により N 末端特異
的蛍光修飾を行う（図３）。この 2 番目の反
応は，最近触媒として通常用いられているア
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図２ IBA-TAMRA の構造 
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ニリンでなく p-phenylenediamineを用いる
ことで，抗体活性が失われない生理的条件で
短時間に反応可能と報告された(Wendeler, 
M. et al., Bioconj. Chem. 25, 93, 2014)。こ
れにより，末端残基による効率の違いはある
ものの原理的に従来法によるダブルラベル
Fabと近い構造の蛍光標識抗体を得ることが
可能と期待される。 

 
 

 
1-3) 抗体結合蛍光プローブの構築：抗体 Fab
領域に結合する 2種類のタンパク質を用いる。
具体的には H 鎖に結合する Protein A と
Protein Gをリンカーで結合させた融合タン
パク質 PAxPGを構築し，さらにそのN末端
にリンカーを付加してそこに TAMRA を修
飾する。精製後，この PAxPGプローブと Fab
との複合体が，Q-body としての性質を示す
か検討する。また，最近発見された，L鎖に
強く結合する Mycoplasma 由来タンパク
Protein Mを用いて，その C末端に色素を導
入し，同様に Q-body としての性能を検討す
る。 
2) 上記いずれかの方法で構築したQ-bodyに
変性剤あるいは抗原を加え，その蛍光応答を
蛍光光度計で測定する。変性剤を加える事で，
初期クエンチ率が推定され，抗原添加により
Q-body としての応答が測定される。この作
業を，市販あるいは連携研究者由来の IgGを
含めて実施する。 
 
４．研究成果 
 九州大学先導化学研究所新藤教授らとの共
同研究を通じて有機合成した IBA-TAMRA
（図 2）と抗 BGP-C7一本鎖抗体 scFv を混
合し，適切な条件で UV を照射することで，
両者をクロスリンクさせ，精製後に９倍以上
の抗原依存的蛍光強度増加を示す Q-body を
得る事に成功した（図４）。これは従来法で
見られた応答(6倍以下)よりも高い。さらに，
抗ヒト血清アルブミン(HSA) IgG を用いて，
同様に HSA に反応する Q-body を構築でき
た（論文 5）。プローブをペプチド合成法で作
製することで側鎖に電荷を導入して抗体と
の親和性を向上させ，修飾効率を向上させる
ことにも成功している（未発表）。 
	 また，最近報告された Rapoport 試薬（図
３, 1b）を用いたアミノ基転移反応を利用し

た，N末端ケトン化による組み換え Fab断片
の Q-body 化を試み，これに成功した。従来
のような修飾用の Cys 残基を持たない Fab
蛋白質に対し，そのN末端特異的にリンカー
長の異なる2種類のTAMRA色素を導入した
ところ，その長さに応じて蛍光強度の抗原濃
度依存性を観察できた。またこの際，N末端
残基の違いを利用して H 鎖選択的に色素を
導入することができ，より高い応答を実現で
きた（論文 15, 生物工学論文賞受賞）。 
	 さらに，抗体 Fab断片 H鎖(Fd鎖)結合プ
ローブ PAxPG の構築に成功（論文 20）し，
これを抗 BGP および市販の抗ビメンチン
Fabと混合し，クエンチと抗原依存的な脱ク
エンチの観察に成功した（論文 11）。また，
抗体L鎖結合タンパクProtein Mに基づくプ
ローブを用いて同様の実験を行い，抗 BGP 
Fabで約２倍の抗原依存的蛍光増加を観察し
た（学会発表 1,2）。 
	 市販の抗ペプチドタグ抗体 IgG数種を PM 
probeでQ-body化できるか試みた所，Target
タグ抗体で抗原応答が認められた。また手持
ちの抗オステオカルシン抗体 5 種から，IgG
添加で有意にクエンチする Q-body 候補が３
種認められた。そこで新規に抗原としてイン
シュリンとコルチゾール-BSA をマウスに免
疫し，ハイブリドーマ各数クローンの作成を
行った。今後これらの Q-body適性を判定し，
その結果に基づき高性能な Q-body 構築を試
みたい。 
	 このほか，Q-body を用いて，がん細胞に
過剰発現する Claudin-4（論文 6）あるいは
HER2 タンパク質(学会発表 8)を洗浄操作な
しに検出することに成功した。さらに Her2
認識Fab型Q-bodyのＣ末に 9xArg配列を付
加し，これに Polo-like kinase (Plk1)に対す
る siRNAを作製したところ， HER2陽性細
胞のみを 30 分以内に蛍光染色し，３日間の
培養後，HER2 陽性細胞にて Plk1 タンパク
質の顕著な発現抑制と 50%以上の細胞死を
誘導できること，すなわちがん治療効果を持

図３ 抗体 N末端特異的修飾法 

 

図４ NBS Q-body の模式図と抗原応答 

 



つQ-bodyを創製できた（学会発表 4）。また，
円順列変異 GFPと VH-VLとの融合タンパク
質の結合を最適化することで，細胞内外で抗
原結合により蛍光強度が４倍上昇する
Flashbodyの創出に成功した(論文 4)。今後，
細胞内修飾認識抗体への応用を試みる。 
	 このほか，これまで仮説の域を出なかった
Q-body 中での抗原結合に伴う色素の動きを
ELISAと蛍光偏光法で証明した（論文 9）。 
	 さらにオープンサンドイッチ原理に基づ
く低分子の新規免疫測定系の構築（論文
1,3,7,8,13,18,19），生物発光を用いた相互作
用検出系の構築(論文 2,3,10,17,21)について
も成果を得た。 
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