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研究成果の概要（和文）：マイクロRNA（miRNA）の成熟化と機能のダイナミズムを高精度に解析するための発光
レポーターアッセイシステムの構築を目指し、発光レポーターであるルシフェラーゼ遺伝子と抗ルシフェラーゼ
発光阻害抗体を共発現させる新規の可視化システムの基盤構築を行った。システムの鍵となる発光反応阻害する
ラクダ科動物由来ナノボディー抗体を世界に先駆けて導出するとともに、ルシフェラーゼ認識部位、解離速度定
数、阻害様式等を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To develop a novel visualizing assay system to evaluate dynamisms of 
maturation and function of microRNA in cells or whole organisms, in this study, we have generated 
nanobody antibodies which inhibit bioluminescence reaction of green-emitting and red-emitting beetle
 luciferases by binding to the luciferases.  We have successfully expressed the nonobody antibodies 
in E. coli, and purified antibodies were used for further analysis.  We clarified that the nanobody 
antibodies bind to specific region of luciferases with dissociation constant at nM level by means of
 surface plasmon resonance analysis.  In addition, Lineweaver-Burk plot analysis using the purified 
luciferase and antibody demonstrated that mode of inhibition of the antibody is non-competitive 
inhibition. 

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 生体分子計測　miRNA　ルシフェラーゼ　低分子抗体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果である抗ルシフェラーゼナノボディー抗体の導出により、miRNAの機能と様々な生命現象や疾患と
の関連性を、従来よりも高い精度で解析できる可能性が増し、今後、新たな科学的知見の取得に貢献することが
期待される。また、セルベースアッセイとして適用することで、急速に研究・開発が進展しているmiRNA研究に
おける日本発の独自解析ツールとして国内外において標準的な手法として用いられる可能性も秘めている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 マイクロ RNA（miRNA）は、ゲノムから転写される 20－25 塩基の短いノンコーディング RNA
の一種であり、ゲノムから転写後にプロセッシングを経て成熟型 miRNA となり、標的遺伝子の
3’非翻訳領域（3’UTR）に結合し、mRNA からタンパク質への翻訳を阻害する。miRNA は細胞の
発生、分化、増殖等の様々な生命現象に重要な役割を果たす。さらにその発現異常により発癌、
炎症、感染症等の多くの疾患を誘発することから、近年臨床マーカーとしても注目されるよう
になり、標的遺伝子の同定をはじめ、miRNA の機能を高精度に解析する手法の重要性が増して
いる。 
miRNA の機能解析の最初のステップは、miRNA が標的とする遺伝子の同定（結合配列の同定）

であるが、現状では in silico 解析により標的遺伝子（結合配列）を予測し、続いて細胞実験
により、実際に miRNA が標的遺伝子に結合し発現を抑制するかを検証している。miRNA の機能
解析には、miRNA の発現を直接検出する PCR やアレイ解析が一般的に行われているが、解析の
定量性や網羅性に優れているものの、対象とする細胞等の試料を都度破砕し RNA を抽出する必
要があるため、時系列変化を経時的且つ詳細に追跡することは極めて困難である。一方、対象
試料を破砕しない非破砕的解析法として、発光レポーターであるルシフェラーゼを用いたセル
ベースアッセイや in vivo 発光イメージングが行われている。一般的には、解析対象とする
miRNAの標的遺伝子の結合配列をレポーターベクター上のルシフェラーゼ遺伝子の3’UTRに配
置、このレポーターベクターと共に、解析したい miRNA を細胞に導入し、miRNA 依存的な発光
の減少を指標に、標的遺伝子に対する発現抑制効果を解析している。一方、動物個体における
miRNA の機能解析においても同様に、miRNA の結合配列が挿入されたレポーターベクターを個体
に導入し、in vivo 発光イメージングにより miRNA 依存的な発光の減衰を測定することで、miRNA
発現の変化に伴う疾患誘発等との相関性について解析がなされている。しかし、本来、ルシフ
ェラーゼアッセイは、発光強度の増加を想定した評価系であり、その減少を指標にしたアッセ
イではダイナミックレンジが極めて狭く、これによる定量性の低下を招くばかりでなく、細胞
毒性や転写不活性化等の二次的要因による偽陽性の検出を招く危険性を常にはらんでいる。 
一般的に、標的遺伝子に対する miRNA の抑制効果は緩やかで、完全に遺伝子発現を抑制しな

いため、ルシフェラーゼアッセイにおいても発光の減少は顕著でなく、多くの例では数十％程
度の減少に留まる。このため、細胞系においても miRNA の機能解析の結果が曖昧で、標的遺伝
子に対する効果を明確に評価できない場合が多い。一方、個体での miRNA の機能解析では、検
出感度が未だ十分でない in vivo 発光イメージングでの発光の減少は、著しい精度の低下を招
いてしまい、検出が容易な個体表層や発現変化の劇的な miRNA 等、解析可能な例が限定されて
しまう問題がある。 
 
２．研究の目的 
前述のように、miRNA の解析には、一般的に PCR やアレイ解析等が用いられているが、これ

らの方法では試料を破砕するため miRNA 機能の時系列変化、即ちダイナミズムの解析は困難で
ある。一方、非破砕的な解析法としてルシフェラーゼを用いた光学的測定が行われている。し
かし、従来法では miRNA の成熟化（機能化）に伴う発光の減衰を指標とするため、狭隘なダイ
ナミックレンジでの検出による測定精度の低下を招くばかりでなく、細胞毒性等による偽陽性
を検出するなど、高精度な解析は困難である。本研究ではこれらの問題を解決するため、ルシ
フェラーゼと共発現させた抗ルシフェラーゼ発光阻害抗体の発現を、解析対象とする miRNA に
より抑制させることで発光が増強する新規可視化システムの基盤を開発し、細胞や組織におけ
る miRNA 機能の量的および時空間変化のダイナミズム解析への適用を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）アルパカ由来ルシフェラーゼ阻害抗体の作製と改良 
 本研究では最初に、miRNA の緩やかな遺伝子発現抑制を鋭敏に検出するため、我々が独自に
開発した高発光強度型の緑色発光ルシフェラーゼ（ELuc）および赤色発光ルシフェラーゼ（SLR3）
に対する阻害抗体の導出を行う。ELuc は既存の甲虫系ルシフェラーゼの中でも最高の発光強度
を示し、また赤色ルシフェラーゼは既存のルシフェラーゼのうち最も長波長の光を放つルシフ
ェラーゼであり、各々のルシフェラーゼは既にリアルタイム発光測定或いは発光イメージング
により、細胞および個体における遺伝子発現のダイナミズムを解析できることを実証しており、
miRNA のダイナミズム解析においては各々細胞イメージングと in vivo 発光イメージングでの
使用を想定している。 
 当該発光レポーター系では、細胞内でのルシフェラーゼ阻害抗体の発現を miRNA により抑制
し、これに伴う発光の増強を検出する。即ち、細胞内で働く抗体の使用が不可欠であるが、通
常抗体では分子の複雑さに起因するタンパク質としての不安定さのため、細胞内で機能しない
場合が多い。一方、ラクダ科動物の抗体は、通常抗体とは異なり、軽鎖がなく重鎖のうちの１
つのドメイン１個で抗原を認識することができる（ナノボディー抗体）。またその分子量も約１
万と小さいため、細胞内で機能することが明らかとなっている。本研究では、既に保有するア
ルパカへ緑色および赤色発光ルシフェラーゼタンパク質を免疫し、ナノボディー抗体
（IgG2+IgG3）の抗体価の上昇を確認する。続いて白血球成分由来 mRNA から VHH 抗体 cDNA を増
幅、ファージベクターにクローニングした抗ルシフェラーゼ抗体ライブラリーを作製し、活性



型ルシフェラーゼを 96穴プレートに固定したバイオパンニングにより、これに結合するファー
ジ、即ち抗ルシフェラーゼ抗体配列を発現しているファージクローンを選択する。 
 
（２）In vitro でのルシフェラーゼ阻害抗体による発光阻害の検証と改良 
上記で取得したルシフェラーゼ阻害抗体を大腸菌で発現、精製し、試験管内でルシフェラーゼ
に対する阻害活性を測定する。さらに認識領域の同定、解離定数の決定、阻害様式の解析を行
い、阻害活性の高い抗体については多価化などのタンパク質工学を施し、発光活性阻害の最適
化を図る。 
 
（３）抗ルシフェラーゼ阻害抗体遺伝子およびルシフェラーゼ遺伝子を導入した安定細胞株の
樹立と機能検証 
 哺乳類細胞における抗ルシフェラーゼ抗体の機能を検証するため、抗ルシフェラーゼ抗体遺
伝子およびルシフェラーゼ遺伝子を安定的に導入した細胞株を樹立し、抗体の発現の確認およ
びリアルタイム発光測定法による発光阻害の検証を行う。安定細胞株の作製には、宿主細胞の
染色体とは独立して安定に維持され、また微小核融合法により任意の細胞に移入可能な人工染
色体ベクター（マウス染色体の遺伝子領域を削除し、複製・維持・継承に必要な最小領域のみ
を持つ極小の染色体）に、ドキシサイクリン依存的に抗体遺伝子が発現するベクターおよび、
ドキシサイクリン依存的に転写を誘導する転写因子の発現ベクター、さらに恒常的プロモータ
ー制御下でルシフェラーゼが発現するベクターの 3種類ベクターを人工染色体ベクター内の挿
入部位に相同組み換えにより導入し、薬剤選択により 3種のベクターが導入された安定細胞株
を樹立する。使用する細胞はマウス線維芽細胞 A9を用いる。細胞を樹立後、ウェスタンブロッ
ト法により抗体の発現を確認し、続いてリアルタイム発光測定によりドキシサイクリン添加後
の発光強度の変化を測定することで抗体による発光阻害を検証する。 
 
４．研究成果 
（１）アルパカ由来ルシフェラーゼ阻害抗体の作製と改良 
まず、ブラジル産ヒカリコメツキムシ（Pyrearinus termitilluminans）由来緑色発光ルシフ

ェラーゼ（ELuc）および鉄道虫（Phrixothrix hirtus）由来赤色発光ルシフェラーゼ（SLR3）
に対するナノボディー抗体を導出するため、大腸菌で発現させた各々の高純度精製タンパク質
を調製し、産業技術総合研究所が保有するアルパカに混合したルシフェラーゼタンパク質を複
数回免疫した。両ルシフェラーゼに対する抗体価の上昇を確認後、部分採血した。続いて、白
血球成分由来 mRNA から特異的プライマーを用いナノボディー抗体 cDNA を増幅し、ファージベ
クターにクローニングした抗ルシフェラーゼ抗体ライブラリーを作製した。 
 次に、抗ルシフェラーゼ抗体のスクリーニングのため、両ルシフェラーゼタンパク質のプレ
ート上への固定化方法を検討した。ルシフェラーゼタンパク質の疎水性を利用し、直接プレー
トに固定化する方法と、ルシフェラーゼタンパク質に融合した Flag タグを利用し、抗 Flag タ
グ抗体を予めプレート上に固定化してから Flag タグを介して固定化する方法について検討し
たところ、後者がより優れていることが明らかとなった。そこで、精製 ELuc および SLR3 タン
パク質を抗 Flag 抗体を介して 96 ウェルマルチプレートに固定し、バイオパンニングにより
ELuc 或いは SLR3 に結合するファージクローンをスクリーニングした。その結果、ELuc および
SLR3 に対し特異的に結合する複数のファージクローンを取得、ファージクローンからナノボデ
ィー抗体 cDNA の配列を解析した結果、ELuc に対して結合能を示す独立クローンを 9種類、SLR3
に対するクローンを 8種類取得することに成功した。 
 
（２）In vitro でのルシフェラーゼ阻害抗体による発光阻害の検証と改良 
 続いて抗ルシフェラーゼ抗体ライブラリーより単離したクローンのルシフェラーゼに対する
阻害効果を検証した。まず、ELucに対して結合能を示す9種の抗体タンパク質(以下、抗ELuc_VHH
抗体と略す)を大腸菌にて発現・精製し、精製 ELuc タンパク質に対する発光阻害実験を行った。
発光阻害実験は、精製した ELuc タンパク質に発光基質である D-luciferin および補因子である
マグネシウムと ATP、さらに精製抗 ELuc_VHH 抗体を混合し、ルミノメーターを用いた発光強度
測定により実施した。その結果、供試した 9種類のうち 6種類の抗体が ELuc に対し 40～50%の
発光阻害活性を示すことが明らかとなった。発光阻害における抗 ELuc_VHH 抗体と ELuc タンパ
ク質の量比について検討したところ、最適化した条件では 1種類のクローンが ELuc の発光を約
70%阻害することも明らかとなった。続いて、精製 ELuc タンパク質をセンサーチップ表面に固
定し、表面プラズモン共鳴法により各抗 ELuc_VHH の ELuc に対する解離速度定数を解析した結
果、いずれも数十 nMであることが明らかとなった。これらの結果は、当該研究の目的の一つで
ある細胞内ナノボディー阻害抗体の導出という点において、取得したクローンは有望な抗体候
補であることを示唆している。 
 次に、これら 6種類の抗 ELuc_VHH 抗体の ELuc に対する認識領域を解析した。その結果、興
味深いことに 5種類は ELuc の C 末端を認識し、N末端を認識する抗体は 1種類であることが明
らかとなった。続いて、抗体の阻害様式を明らかにするため、酵素反応速度論的解析を行った、
解析には ELuc の C 末端を認識する 1種類の抗体を代表例として用いた。一定濃度の抗体に濃度
を変えた発光基質を添加し、生じる発光を測定して Lineweaver-Burk プロットを作成した。そ



の結果、非拮抗阻害型の阻害様式を示し、またその阻害定数は約 0.5 μM であることが明らか
となった（図 1）。解析した抗体が ELuc の活性部位とは比較的遠い距離にある C 末端を認識す
ることを考慮すると、阻害様式が非拮抗型であることは理にかなった結果であった。 
 続いて、抗 ELuc_VHH 抗体を 2分子連結させ、ホモダイマーを形成させることで完全な発光阻
害能力を発現させる検討を行った。ホモダイマーに加え、結合部位が異なる他の抗 ELuc_VHH
抗体とのヘテロダイマーを作製したが、顕著な阻害能力の向上は見られず、ダイマー間のスペ
ーサー配列やモノマーの組み合わせ等に工夫が必要であることが判明した。 
 次に、赤色発光ルシフェラーゼ SLR3 に対して結合能を示す 8種の抗体タンパク質(以下、抗
SLR3_VHH と略す)の SLR3 の
発光阻害効果を検証するた
め、上記と同様、大腸菌にて
発現・精製し、精製 SLR3 タ
ンパク質に対する発光阻害
実験を行ったところ、明瞭な
発光反応阻害活性が認めら
れた。続いて、精製 SLR3 タ
ンパク質を固定化し表面プ
ラズモン共鳴法により抗
SLR3_VHHの SLR3に対する解
離速度定数を算出したとこ
ろ、抗 ELuc_VHH と同様、い
ずれも数十 nM であることが
明らかとなり、赤色発光ルシ
フェラーゼ SLR3 に対するナ
ノボディー抗体の導出につ
いても成功した。         図 1 抗 ELuc_VHH の Lineweaver-Burk プロット解析   
 
 
（３）抗ルシフェラーゼ阻害抗体遺伝子およびル
シフェラーゼ遺伝子を導入した安定細胞株の樹立
と機能検証 
 続いて、導出した抗ルシフェラーゼ VHH 抗体が
細胞内においてルシフェラーゼの発光反応を阻害
するかを検証するため、抗 ELuc_VHH 抗体遺伝子お
よび ELuc 遺伝子を安定的に導入した安定細胞株
を作製した。抗 ELuc_VHH 抗体が高発現した場合、
毒性等の影響を細胞に対して及ぼす可能性を考慮
し、抗体はドキシサイクリン依存的に発現するよ
うデザインした。具体的には、 

① TK プロモーター下流に SLR3、IRES、ELuc
を配した発現ベクター 

② CMVプロモーター下流にTetリプレッサー
遺伝子を配した発現ベクター 

③ CMV 最少プロモーター下流にテトラサイ
クリン応答配列、抗 ELuc_VHH 抗体遺伝子
を配した発現ベクター 

図 2 抗 ELuc_VHH 抗体の細胞での発現 
 
の 3種類の発現ベクターを作製、各々をマウス人工染色体ベクターが予め導入されたマウス線
維芽細胞 A9 にトランスフェクションし、相同組み換えによりマウス人工染色体ベクターに挿入
した安定細胞株を樹立した。最初に、抗 ELuc_VHH 抗体の細胞内での発現を確認するため、ドキ
シサイクリンで発現を誘導後、CO2インキュベーター内で 1、2日間培養し、抗 ELuc_VHH 抗体に
融合させた Flag タグの抗体を用い western blot 解析を行った。その結果、図 2に示すように、
抗 ELuc_VHH 抗体の A9 細胞内における発現が確認された。一方、解析に供した数種類の抗
ELuc_VHH 抗体については有意な発現が認められず、cDNA 配列の改変等の改良が必要であること
が明らかとなった。 
 次に、ELuc の発光反応が抗 ELuc_VHH 抗体により細胞内においても阻害されるか検証するた
め、作製した安定細胞株を 24 ウェルプレートに播種し一晩 CO2インキュベーター内で培養後、
発光基質 D-luciferin および所定濃度のドキシサイクリンを含む培養液に交換後、リアルタイ
ム発光測定を実施した。その結果、ドキシサイクリンの濃度依存的に ELuc の発光強度は減少し
たが、対照のルシフェラーゼとして発現させた SLR3 の発光強度も同程度減少することが明らか
となり、抗 ELuc_VHH 抗体による特異的な ELuc の発光反応阻害は確認できなかった。このため
現在、ELuc と抗 ELuc_VHH 抗体をペルオキシソーム等の特定の細胞内小器官に局在化させ、反



応場をコンパクトにすることで ELuc への結合、即ち発光反応阻害の確率を高めるための改良を
行っている。 
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