
神戸薬科大学・薬学部・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４５１２

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

抗体提示ファージの1ビリオン直接蛍光検出を機軸とする高性能変異抗体の効率的創製

Efficient generation of high-affinity mutated antibodies based on a single 
virion direct fluorescence detection of antibody-displaying phage

８０５７２９６６研究者番号：

大山　浩之（Oyama, Hiroyuki）

研究期間：

１６Ｋ０８９５４

年 月 日現在  元   ５ ２８

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：抗体は標的の抗原分子に特異的に結合するため、体内診断薬・体外診断薬として広く
活用され、病態検査に不可欠の機能性分子である。近年、遺伝子操作による変異抗体の創製が注目されているが
従来の選択法には問題点が多い。本研究では、共焦点レーザー蛍光顕微鏡による1個の抗原特異的なscFv提示フ
ァージ粒子の可視化と撮像に成功した。これにより、ライブラリー中の改良クローンを顕微鏡下で「直接」検出
し単離することが可能視され、ファージ提示法の抜本的な改善がなされるものと期待される。さらに、アレイ型
のスクリーニング法へ展開し、高親和力抗体提示ファージの迅速・効率的な単離法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Antibodies specifically bind to target antigen molecules, and thus are 
widely used as in vivo and in vitro diagnostic agents, and are essential functional molecules for 
clinical examination. Recently, generation of antibody mutants by antibody-engineering has attracted
 attention, but there are many problems with conventional selection methods (panning).
In this study, we have been succeeded in visualization of a single antigen-specific scFv-displaying 
phage using confocal laser fluorescence microscope. It will be possible to detect and isolate the 
improved clones in the scFv-displaying phage library "directly" under the confocal laser 
fluorescence microscope and it is expected that a drastic improvement of the phage display method 
will be made. Moreover, we developed into an array-type screening method and established a rapid and
 efficient isolation method for high affinity scFv-displaying phage.

研究分野： 医歯薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子操作による変異抗体の創製には抗体提示ファージライブラリー法が活用される。希少な改良型分子種を、
大量のジャンク抗体から選別しつつ単離するため「試験管内分子進化」ともいわれるが、実用的な変異抗体の取
得は容易ではない。疎水的なファージ粒子の性質や、ファージに提示される抗体分子の割合（提示率）が低いこ
とが問題であった。本研究では、共焦点レーザー顕微鏡によってファージを可視化することで抗原特異的な抗体
提示ファージを直接単離することが可能視された。また、これまで不明であった提示率を算出し、蛍光検出に用
いた抗ファージ抗体によるアレイ型スクリーニング法を開発し、目的抗体の迅速な取得が期待される。
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１．研究開始当初の背景 
抗体は標的の抗原分子に特異的に結合するため、体内診断薬・体外診断薬として広く活

用され、病態検査に不可欠の機能性分子である。現在、診断用抗体は、多くの場合、マウ
スなどの動物を標的抗原で免疫したのち B 細胞ハイブリドーマ法で調製されている。しか
し、得られる「天然の抗体」の性能（親和力や特異性）には限界がある。 
近年、遺伝子操作による変異抗体の創製が、こうした制約の打破が可能と期待されてい

る。抗体の抗原結合部位を構成する H 鎖および L 鎖の可変部ドメインの遺伝子にランダム
変異を導入し、一本鎖 Fv フラグメント（single-chain Fv fragment; scFv）を構築し、大腸菌
などに発現させて多様な変異 scFv ライブラリーを調製する。この中から改良型分子種を効
率よく選択・単離するために、「ファージ提示法」が活用される。「遺伝型-表現型一体化」
を可能にする方法で、多様な変異 scFv を繊維状バクテリオファージ粒子の表面に発現させ
てファージ抗体の「ライブラリー」を作製し、ごく希少な改良型分子種を、大量に副生す
る「改悪分子種」から選別しつつ単離する。具体的には、目的の抗原を固定化した固相に
ファージライブラリーをまとめて反応させ、非特異的なファージを洗浄・除去したのちに
抗原特異的なファージを固相から酸やアルカリで溶出・回収する。この手法はパンニング
と呼ばれている。溶出ファージを大腸菌に感染・増幅させてパンニングを繰り返すことで
原理的には in vitro で短期間に抗原特異的なファージクローンが濃縮されていく。それゆえ
「試験管内分子進化」ともいわれるが、実用レベルの結合力・特異性を示す変異抗体の取
得は、実際には困難を伴い、目的の達成に至らない場合も少なくない。申請者らは、ここ
10 年来、抗体の試験管内分子進化について研究を行ってきたが、目的抗体の取得を阻む最
大の障害は、パンニングによる選別効率の悪さである。本法で用いられる繊維状ファージ
は疎水性が高く、パンニングの際には固相などに非特異的に吸着する性質を示す。そのた
め、非特異的ファージが洗浄操作により完全には除去されず、特異的ファージと同時に溶
出されることで極微量の目的ファージの回収に支障をきたしてしまう。しかも、調製した
ファージ粒子のごく一部しか scFv を提示していないことが、特異的ファージを効率的に選
択するうえでさらなる足枷となっている。これはファージ提示法の根本的な問題点ともい
える。その scFv 提示率は約 0.1～1%程度と推定されているが、根拠は示されておらず、信
憑性に乏しかった。 

 
２．研究の目的 
本研究では、共焦点レーザー蛍光顕微鏡による 1 個（1 ビリオン）の scFv 提示ファージ

粒子の可視化と撮像を機軸として、ライブラリー中の改良クローン選択における抜本的解
決を試みる。scFv 提示ファージを選択的に検出するため、（1）モノクローナル抗ファージ
抗体および蛍光標識した抗ファージ scFv を用いてファージ粒子を可視化し、（2）蛍光標識
抗原（モデル抗原としてコルチゾール: CS）を用いて抗原特異的なファージの特定を可能
にしてこれまで算出することが事実上不可能だった scFv 提示率を求め、顕微鏡下で特定し
た scFv 提示ファージを選択的に回収する。以上により、ライブラリー中に存在する極微量
の高性能変異抗体クローンを顕微鏡下で「直接」検出し単離することが可能視され、ファ
ージ提示法の抜本的な改善がなされるものと期待される。さらに、（3）アレイ型のスクリ
ーニング法へ展開し、高親和力抗体提示ファージの迅速・効率的な単離法を確立する。 

 
３．研究の方法 
(1) マウスモノクローナル抗ファージ抗体および野生型抗ファージ一本鎖 Fv フラグメン
トを用いるファージ粒子の可視化 
 CS に対する scFv を提示したファージを調製し、ポリエチレングリコールにより沈殿精
製したのち、抗ファージ抗体を予め固定化したスライドガラスのチャンバーに加えた。洗
浄後、抗ファージ scFv を反応させたのち、その C 末端に付加した FLAG 配列に反応する
Alexa Fluor 488 標識抗 FLAG 抗体を順次反応させた。洗浄後、Zeiss LSM700 共焦点レ
ーザー顕微鏡でチャンバーを観察した。 
 
(2)ビオチン化コルチゾール-BSA およびビオチンと蛍光色素で二重標識した-ガラクトシ
ダーゼを用いる scFv の可視化 
(1)と同様に CS に対する scFv を提示したファージをチャンバー内に固定化したのち、



自作したビオチン化 CS-BSA 結合体を反応させた。ここへビオチンと Alexa Fluor 555 で
二重標識した-ガラクトシダーゼを予めストレプトアビジンで架橋した複合体を加え、ビ
オチン化 CS-BSA 結合体を染色した。洗浄後、Zeiss LSM700 共焦点レーザー顕微鏡でチ
ャンバーを観察した。 

 
(3)アレイ型選択による高親和力 scFv 提示ファージの単離 
方法(1) (2)で確立した観察条件からスライドガラス上のCS 特異的なファージの回収を

想定していたが、顕微鏡の視野を手作業で探索する方法は現実的ではなく、機械による自
動化が望まれた。そこで、自作した抗ファージ抗体を応用する抗原特異的な scFv 提示フ
ァージのマイクロアレイ型スクリーニングを試みた。 
 変異 scFv 遺伝子を導入した大腸菌ライブラリーを寒天培地上でコロニー分離し、予め
CS-BSA 結合体を固定化したマイクロウェル内でヘルパーファージ存在下に培地中で個別
に培養し、CS 特異的な scFv 提示ファージを捕捉する。未反応物を洗浄除去し、自作した
Gaussia luciferase 標識抗ファージ scFv を加えて固相のファージを発光検出した。高いシ
グナルを示したウェルからファージを回収し、再増幅したのち CS 結合能を ELISA により
評価した。 
 
４．研究成果 
(1) マウスモノクローナル抗ファージ抗体および野生型抗ファージ一本鎖 Fv フラグメン
トを用いるファージ粒子の可視化 

CS に対する scFv を提示したファージを 1×107 cfu から 1×109 cfu に希釈してチャン
バーに捕捉したのち、Alexa Fluor 488 にもとづく緑色蛍光を共焦点レーザー顕微鏡で観
察し、得られた蛍光点を Image J で画像化して算出した。添加したファージの用量依存的
な蛍光点の増減が認められ、ファージを添加しないウェルでは緑色蛍光は全く観測されな
かった（図 1）。 
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図 1. scFv 提示ファージの観察 
 
 
(2)ビオチン化コルチゾール-BSA およびビオチンと蛍光色素で二重標識した-ガラクトシ
ダーゼを用いる scFv の可視化 
 各チャンバーを無作為に 4 回観察したのち、(1)と同様に Alexa Fluor 555 にもとづく蛍
光点を Image J により算出した。scFv を染色している赤色蛍光は 108 cfu のファージを添加
したウェルで 6.9 個、ファージ 0 cfu では 2.2 個であった。一方、(1)での緑色蛍光はそれ
ぞれ 2538.5 個、0.16 個であった。この結果から、ファージを添加したチャンバーの蛍光数
からバックグラウンドで観測された蛍光数を減じて、赤色蛍光粒子数/緑色蛍光粒子数の比
を求めたところ、0.18±0.064%であり、従来の提示率の推定値とされている 0.1～1%に近
い値が得られた。 
 
(3)アレイ型選択による高親和力 scFv 提示ファージの単離 



クローニングしたマウス抗 CS 抗体の可変部からなる野生型 scFv（WT）の遺伝子を鋳型
とし、error-prone PCRにより scFv全長にランダム変異を導入した。これを大腸菌に導入し、
寒天培地上に形成されたコロニー（計 9400）を用いた。強い発光シグナルを示した 40 ウ
ェルからファージを回収し、再増幅したのち競合 ELISA に付したところ、7 種のクローン
が WT 提示ファージより高い感度を示した。これらを可溶型タンパク質として調製し、3H
標識 CS を用いる Scatchard 法により結合定数 Ka を求めた。4 種のクローンは WT（3.4×108 
M-1） よりも 15 倍以上も大きな結合定数を示し、変異体#18（1.4 × 1010 M-1）では 41 倍も
の改善が認められた 
 アレイ型選択法は従来のパンニングに比べ、1 回の選択操作で迅速に親和力の向上した
クローンが複数得られたことから、ファージ提示ライブラリー法による有用な改変タンパ
ク質の確実な創出法として期待される。 
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