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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、強力な抗白血病活性を有するハリントニン(HT)の迅速かつ高感度な
免疫化学的蛍光センサーの開発を目的としている。
先ず、VH-GFP10遺伝子とGFP11-VL遺伝子及びGFP1-9遺伝子を構築し、HTの存在下における蛍光検出を検討した。
しかし、四元複合体の形成に伴う蛍光が認められなかった。そこで、GFP断片間の距離を近づけるよう
VH-GFP10-GFP11-VL(scFvGs)を構築し、その機能解析を行った。その結果、scFvGsがHTを特異的に認識すること
を見出したものの蛍光検出は僅かであった。これらの結果より、系の確立に向け更なる条件検討を要することが
判明した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to develop rapid and sensitive immunological fluorescent 
sensor that can determine harringtonine (HT). 
Primarily, VH-GFP10, GFP11-VL, and GFP1-9 genes were constructed to detect fluorescence in the 
presence of HT. However, the fluorescence derived from quaternary complex was not detected using 
this system. Subsequently, VH-GFP10-GFP11-VL (scFvGs) gene was constructed, in which VH-GFP10 and 
GFP11-VL was joined via flexible linker peptides of (GGGGS)n(n=2, 3). When the activity of scFvGs 
was investigated by using ELISA, it showed specific competitive activity to HT. Therefore, scFvGs 
were applied to immunological fluorescent sensor to detect fluorescence. As a result, slight 
fluorescence was detected compared with control. However, it was too weak to apply to quantitative 
analysis, suggesting that more optimization is required for development of this system. 

研究分野： 分析化学

キーワード： 小型化抗体　ハリントニン　ELISA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究における対象化合物は低分子化合物であることから、二つの波及効果が考えられる。
一つは、違法薬物問題への貢献である。近年、社会問題となっている違法薬物は、その大部分が低分子化合物で
ある。そのため、対象化合物HTを危険ドラッグや麻薬関連化合物へ置き換える事で社会問題となっている違法薬
物の簡易迅速検出法へと応用できる。もう一つは、医薬品シーズ探索研究への貢献である。本システムの抗体遺
伝子を他の受容体や疾病関連タンパク質に置き換えることで、無限の可能性を有する薬用資源から網羅的なスク
リーニングが行なえ医薬品シーズの探索が可能となる。
本研究は、違法薬物問題や希少疾病医薬品開発問題の解決にも繋がる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
《研究の学術的背景》 
これまでの研究でモノクローナル抗体(MAb)を用いた酵素標識免疫吸着測定法(ELISA)に着目

し、有用な植物二次代謝産物を中心とした低分子化合物の定量系を確立してきた[1]。ELISA は、
特異的な抗原−抗体反応を利用するため試料の前処理無しで定量が可能な上、有機溶媒もほとん
ど使用しない。しかし、この様に多くの利点があるものの、1 回の測定に約 5 時間を要するとい
った欠点が存在する。そこで、感度の向上と測定時間の短縮を目的として緑色蛍光タンパク質
(GFP)と小型化抗体(scFv)を直接融合したキメラ抗体(fluobody)を作製し、蛍光イムノアッセイの
開発も行った。しかし、これらの開発により検出感度の向上は認められたものの、尚も約 3.5 時
間を要した[2, 3]。 

MAb において、抗原認識能を有する可変領域の重鎖(VH)及び軽鎖(VL)断片間の相互作用は、
抗原の存在下で著しく強まり、安定な抗原−VH/VL の 3 元複合体を形成する[4]。併せて、近年、
三つに分割された GFP 断片同士が近距離で会合した場合に β バレル構造を形成し初めて蛍光を
発する三分割 GFP という概念が報告された[5]。これらの概念より、VH 及び VL 断片に GFP の
断片をそれぞれ融合し、検出器としての残存 GFP 断片(GFP1-9)を混ぜた場合、抗原の存在下に
おいてのみ瞬時に GFP の蛍光が検出可能なセンサーの開発が可能となる着想を得た。 
 
２．研究の目的 
分析化学において検出時間の短縮は、検出感度の向上と併せて最重要課題の一つである。そこ

で、当該研究課題では、中国やアメリカで慢性骨髄性白血病治療薬として用いられているハリン
トニン(HT)をモデル化合物として用い、HT の存在下においてのみ迅速且つ高感度に HT を検出
可能な蛍光センサーの開発を企画した。HT は、セファロタキシンアルカロイドの一種で
Cephalotaxus harringtonia から単離された希少天然化合物である。また、非常に強力な抗腫瘍活
性も報告されており、HT を対象とした蛍光センサーの開発は血中濃度のモニタリングや HT 含
有量が微量なイヌガヤの効率的なスクリーニングの観点からも重要な課題と言える。 
 本課題では、このように 2 つの原理を基盤として 4 元複合体形成による GFP 発光により HT
の免疫化学的蛍光センサーを開発することを目的としている。三分割 GFP の概念自体が目新し
いため、抗体工学分野と融合したセンサーの開発は世界に類を見ない。 
 
３．研究の方法 
(1) 抗 HT 小型化抗体 (HT-scFv)の作製 

MAb 1D2 産生ハイブリドーマから抽出した mRNA を基に、cDNA を合成した。合成した cDNA
から VH 及び VL のフレームワーク領域に相補的なプライマーを用いて VH、VL 遺伝子をそれ
ぞれ増幅させた。増幅した遺伝子はそれぞれ pGEM®-T Easy Vector に組み込み、大腸菌 JM109
株コンピテントセルを用いて形質転換を行った。50 µg/mL の ampicillin 含有 LB-plate (LB-A plate) 
で一晩培養後、得られたコロニーを direct PCR に供し、VH、VL 遺伝子が組み込まれていると予
想されるクローンを選抜した。次いで、プラスミドを抽出し、シークエンスの解析を行った。続
いて、VH 及び VL 遺伝子を鋳型に設計したプライマーを用いて PCR を行い、それぞれの末端に
制限酵素認識配列とリンカー配列を付加した。次いで、これらの遺伝子を鋳型として SOE-PCR
により HT-scFv 遺伝子を構築した。この HT-scFv 遺伝子を BamH I、Not I による制限酵素処理後、
同様の酵素処理を行った pET28a(+) vector に組みこみ、シークエンスの解析を行った。 

 
(2) HT-scFv の発現、精製 
構築したHT-scFv-pET28a(+) を用いて発現用大腸菌であるBL21 (DE3) 株の形質転換を行った 

(HT-scFv-pET28a(+) / BL21(DE3) )。LB-K plate で一晩培養後 direct PCR によるインサートチェッ
クを行い、HT-scFv 遺伝子が組み込まれていると予想されるクローンを選抜した。選抜したクロ
ーンを LB-K 培地 5 mL で 12 時間前培養し、40 mL の LB-K 培地に加えて 37℃で 660 nm の吸光
度 (OD660) が約 0.6 に達するまで培養した。次いで、IPTG を最終濃度 1 mM となるように添加
し、継時的に同数の菌体を回収した。回収した菌体を SDS-PAGE に付すことで HT-scFv の最適
発現誘導時間を検討した。 
 発現した HT-scFv は N 末端にヒスチジン 6 残基からなる His6-Tag を有するため、Ni2+のよう
な金属イオンとキレートを形成する。そこで Ni SepharoseTM 6 Fast Frow を担体とした固定化金
属イオンアフィニティーカラムクロマトグラフィー(IMAC) を用いて HT-scFv の精製を行った。
精製後 Bradford 法[6]によりその収量を測定した。 
 
(3) HT-scFv の巻き戻し条件の検討 
 封入体として発現したタンパク質は不活性であるため、希釈法による巻き戻しを行い、抗体活
性の回復を試みた。不溶性画分にβ-ME を加えることでジスルフィド結合を切断した後、希釈を
行い溶媒中の Urea 濃度を低下させることで巻き戻しを促した。dilution buffer には、凝集を抑制
する L-Arginine 及び Glycerol を添加した。 
また、HT-scFv の正しい立体構造の形成を促すべく、ジスルフィド結合を交換する還元剤／酸

化剤に関して詳細な検討を行った。３種類の還元剤／酸化剤（還元型／酸化型グルタチオン（GSH
／GSSG）、システアミン／シスタミン及び L-システイン／L-シスチン）を異なる濃度比で添加



し、至適巻き戻し条件を検討した。この際、巻き戻し後のタンパク質溶液を一次抗体、HT を競
合物質として用いた間接競合 ELISA (icELISA)を行い、その阻害率を指標とすることで巻き戻し
効率を比較した。 

 
(4) GFP10-VH、GFP11-VL 遺伝子の構築、発現、精製及び巻き戻し 
 GFP10-VH 遺伝子の構築には HT-scFv 及び GFP OPT 遺伝子を鋳型として用いた。GFP11-VL 遺
伝子の構築には GenScript 社のカスタムペプチド合成サービスを利用した。GFP11 遺伝子は、GFP 
OPT 内 GFP11 の逆向きのアミノ酸配列をコードする遺伝子である。HT-scFv、GFP OPT を鋳型
に用いて PCR を行い、GFP10 及び VH 遺伝子の末端にリンカー配列、制限酵素認識配列及び
6His-tag をコードする遺伝子を付加した。次いで、これらの遺伝子を鋳型として SOE-PCR を行
い、GFP10-VH 遺伝子を構築した。また、GFP11-VL 遺伝子に制限酵素認識配列及び 6His-tag を
付加した。これらの遺伝子を NcoⅠ、EcoRⅠによる制限酵素処理後、同様に制限酵素処理を行っ
た pET28a(+) vector に組みシークエンスの解析を行った。発現、精製は(2)と、巻き戻しは(3)と同
様に行った。 
 
(5) GFP1-9 遺伝子の構築、発現、精製及び巻き戻し 
 GFP OPT 遺伝子を鋳型に用いて PCR を行い、GFP1-9 遺伝子の末端に制限酵素認識部位を付
加した。この GFP1-9 遺伝子を BamHⅠ、EcoRⅠによる制限酵素処理後、同様に制限酵素処理を
行った pET28a (+) vectorに組み込んだ (GFP1-9-pET28a(+) )。大腸菌 JM109株の形質転換を行い、
LB-K plate で一晩培養後、得られたコロニーから、GFP1-9 遺伝子が pET28a(+) vector に組み込ま
れていると推測されるクローンを direct PCR により選抜した。選抜したクローンのプラスミドを
抽出し、シークエンスの解析を行った。その結果、目的の GFP1-9 遺伝子（196 アミノ酸をコー
ドする 588 塩基）が正しく組み込まれていることが確認された。発現、精製は(2)と、巻き戻しは
(3)と同様に行った。 
 
(6) scFvGs 遺伝子の構築、発現、精製及び巻き戻し 
 scFvGs 遺伝子の構築には、HT-scFv 及び GFP OPT を鋳型として用いた。先ず、HT-scFv、GFP 
OPT 遺伝子を鋳型に用いて PCR を行い、VH、GFP10 及び VL、GFP11 遺伝子の末端に制限酵素
認識配列とリンカー配列を付加した。次いで、これらの遺伝子を鋳型として SOE-PCR を行い VH-
GFP10 及び GFP11-VL 遺伝子を構築した。最後に、SOE-PCR によりこれらを連結し、ペプチド
リンカー長が 10 アミノ酸 (GGGGS)2 の scFvG10、15 アミノ酸 (GGGGS)3 の scFvG15 遺伝子を構
築した。この scFvG10 及び scFvG15 遺伝子を NdeⅠ、HindⅢによる制限酵素処理後、同様に制
限酵素処理を行った pET21b(+) vector に組み込み(scFvG10-pET21b(+) 及び scFvG15-pET21b(+) )、
シークエンス解析を行った。 
 
(7) icELISA による HT-scFv および scFvGs の活性測定及び交差反応性試験 
 HT-scFv 及び scFvGs の HT に対する結合活性は HT-OVA を固相化抗原とした icELISA により
行った。先ず、固相化抗原を 50 mM carbonate buffer (pH 9.6) で 2 µg/mL に希釈し、96-Well 
Microplate に 100 µL/well ずつ分注後、37℃で一時間インキュベートした。T-PBS で三回洗浄 (以
下、「洗浄」) 後、ブロッキング溶液 300 µL/well ずつ分注し、37℃で一時間インキュベート後、
洗浄した。次に、競合物質 50 µL/well を加え、更に一次抗体 50 µL/well を分注し、37℃で一時間
インキュベートし、洗浄した。続いて、二次抗体 100 µL/well ずつ添加し、同様に 37℃で一時間
インキュベート後、洗浄した。最後に基質溶液を 100 µL/well ずつ加え、37℃で 20 分インキュベ
ート後、405 nm の吸光度を測定した。 
 また、HT-scFv 及び scFvGs の交差反応性試験は icELISA により行い、Weiler らの方法に基づ
き交差反応性（CR）を算出した[7]。 
 
(8) 蛍光検出 
 発現、精製、巻き戻し後の GFP10-VH、GFP11-VL 及び HT(50 μg/mL)をタンパク質濃度、反応
温度(4℃、25℃、37℃)、緩衝液(PBS pH7.4, Tris-buffer pH7.0-9.0, Carbonate buffer pH 9.6)等をふっ
て混合後、1 時間インキュベートし、GFP1-9 を添加後、蛍光プレートリーダーCORONA 
FLUORESCENCE MICROPLATE READER MTP-600F (Corona Electric, Ibaraki, Japan)を用いて 490 
nm の励起光を照射した時の 530 nm における発光を検出した。 
 scFvGs に関しても、scFvGs 及び HT(50 μg/mL)を上記種々の条件で混合しインキュベート後、
GFP1-9 を添加後、蛍光検出を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 抗 HT 小型化抗体の作製 
VH、VL 遺伝子が組み込まれていると予想されるクローンより、プラスミドを抽出し、シークエ
ンスの解析を行った。その結果、VH 遺伝子は 117 アミノ酸をコードする 351 base pair (bp)、VL
遺伝子は 110 アミノ酸をコードする 330 bp であることが明らかとなった。また、リンカー配列
を有する HT-scFv のシークエンス解析を行った結果、242 アミノ酸をコードする 726 bp からな
ることが判明した。 



 
(2) HT-scFv の発現、精製 
 IPTG を最終濃度 1 mM となるように添加し、継時的に同数の菌体を回収し HT-scFv の最適発
現誘導時間を検討した。その結果、HT-scFv と推測される 28.7 kDa のタンパク質の発現を確認
し、IPTG 添加後 6 時間で発現量が最大に達することが判明した。 
 また、IMAC により精製後、その収量を測定したところ、LB 培地 1 L あたり 21.5 mg の HT-
scFv が精製されることが判明した。 
 
(3) HT-scFv の巻き戻し条件の検討 
 HT-scFv の巻き戻し条件の検討を行い、ELISA によりその評価を行った。その結果、システア
ミン／シスタミン及び L-システイン／L-シスチンを用いた巻き戻し系ではほとんど HT-scFv の
活性が回復せず、GSH／GSSG を用いた場合にのみ活性が回復した。また、GSH／GSSG 系中で
はそのモル濃度比が 0.5 の時、阻害率が最も高く 80.7%を示し、10 の時に次に高い 80.0%の阻害
率を示した。GSSG は非常に高価であり、両者の阻害率の差も僅かだったことから費用対効果が
優れた 2 mM GSH 及び 0.2 mM GSSG を添加した場合を最適条件と定めた（図 1）。 

 
(4) icELISA による HT-scFv の活性測定 
 より高い反応性を示した HT-OVA を固相化抗原として用いて icELISA を行った結果、遊離抗
原の HT 濃度が 0.0244－6.25 µg/mL の範囲で濃度依存的な吸光度の減少が確認された（図 2）。
この結果より HT-scFv は HT を遊離抗原として認識することが明らかとなった。また、本 icELISA
を利用して 0.0244－6.25 µg/mL の濃度範囲で HT を定量可能であることが示唆された。 

(5) GFP10-VH、GFP11-VL 遺伝子の構築、発現、精製、巻き戻し 
 シークエンスの解析を行った結果、GFP10-VH 遺伝子は 141 アミノ酸をコードする 423 bp か
らなる塩基配列として、GFP11-VL 遺伝子は 134 アミノ酸をコードする 402 bp からなる塩基配
列として決定づけられた。また、この発現系における GFP10-VH、GFP11-VL の溶解性を細胞分
画により調べたところ、いずれも大部分が不溶性画分に封入体として局在することが明らかと
なった。精製後に GFP1-9 の収量測定を行った。その結果、GFP1-9 の収量は LB 培地 1 L あたり
2.2 mg となった。その後、巻き戻しを行い蛍光検出に用いた。 
 
(6) scFvGs 遺伝子の構築、発現、精製及び巻き戻し 
シークエンス解析の結果、scFvG10 遺伝子は 265 アミノ酸をコードする 795 bp からなる塩基

で、scFvG15 遺伝子は 270 アミノ酸をコードする 810 bp からなる塩基で構成されることが判明
した。また、IPTG を最終濃度 1 mM となるように添加し、37℃で培養を継続し、経時的に同数
の菌体を回収し、最適発現誘導時間を検討した。その結果、scFvG10 及び scFvG15 の発現を確認
し、両者はともに IPTG添加後12時間で発現量が最大に達することを確認した。精製後にBradford
法によりそれぞれのタンパク質量の測定を行った。その結果、scFvG10 及び scFvG15 の収量はそ
れぞれ LB 培地 1 L あたり 19.2 mg、14.0 mg であった。 
 
(7) icELISA による scFvGs の活性測定 

scFvGs の HT に対する結合活性を HT-OVA を固相化抗原として用いた icELISA で評価した。 

（A） （B） （C） 

図 1 icELISA における阻害率を指標とした巻き戻し効率の比較 
（A）GSH／GSSG 系（B）システイン／シスタミン系（C）L-シスチン／L-システイン系における巻き戻し。 

図 2 icELISA における HT 濃度依存性 



その結果、scFvG10 では遊離抗原 HT 濃度が 3.10－391 ng/mL、scFvG15 では 3.10－782 ng/mL の
範囲で濃度依存的な吸光度の減少が確認された（図 3）。したがって scFvG10 及び scFvG15 は共
に HT を抗原として認識することが明らかとなった。 
両者は共に HT に対して同等の検量域を示したものの、最大阻害率を比較した結果、scFvG10 

(69.9%) が scFvG15 (39.0%) より高い阻害率を示したことから、scFvG10 は免疫化学的蛍光セン
サーのプローブとしての有用性がより高いことが示された。 
また、作製した HT-scFv を用いて同条件で icELISA を行った（図 3）。その結果、その最大阻

害率は 80.9%と、scFvG10 (69.9%) 、scFvG15 (39.0%) より高い阻害率を示した。 
更に、HT-scFv、scFvG10 及び scFvG15 の感度を検出限界（IC10）で算出し、比較した結果、

scFv10 (IC10=2.77 ng/mL) > scFv15 (IC10=4.62 ng/mL) > HT-scFv (IC10=9.29 ng/mL) となり、scFvG10
の感度が最も優れていることが示唆された。 

 
(7) HT-scFv 及び scFvGs の交差反応性 

HT-scFv 及び scFvGs の HT に対する特異性を検討するために、HT 及び他のセファロタキサス
アルカロイドを用いて icELISA を行った。その結果、HT-scFv では、HHT に対してのみ 4.2%の
CR が認められたものの、その他の化合物とは CR が認められず、HT-scFv は HT に対して高い特
異性を有することが判明した。また、scFvG10 及び scFvG15 の交差反応性は、HT-scFv 同様、HT
を特異的に認識し、HHT に対する反応性も示されたが、いずれも CR 値は HT-scFv に比べて極
めて低く、親抗体 MAb 1D2 と類似した交差反応性を示した（表 1）。 

 
(8) 蛍光検出 
先ず、VH-GFP10 遺伝子と GFP11-VL 遺伝子及び GFP1-9 遺伝子を構築し、HT の存在下にお

ける傾向検出を目指してた。しかし、四元複合体の形成に伴う蛍光が認められなかった。 
次にそこで、次に scFvGs を構築し、巻き戻した GFP1-9 を HT の存在下で反応させた。その結

果、コントールと比較した場合僅かな蛍光が検出されたものの、蛍光強度が低く、定量に用いる
ことができなかった。現在、巻き戻しの条件検討、発現系の検討、検出系の条件検討を行い、本
課題の完結を目指した研究を遂行している。 
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図 3 icELISA における HT の濃度依存性 

（A）は scFvG10、（B）は scFvG15、（C）は HT-scFv を用いた icELISA を示した。 

（A） （B） （C） 

Compound 
CRs（％） 

scFvG10 scFvG15 HT-scFv MAb 1D2 

HT 100 100 100 100 

HHT 0.21 0.0079 4.2 0.66 
CET <0.005 <0.005 <0.005 <0.005 

 

表 1 scFvG10、scFvG15 及び HT-scFv の交差反応性 
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