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研究成果の概要：mRNA ディスプレイ（IVV）法を用いて、合成一本鎖抗体（scFv）ライブラ
リーから濃縮効率 100 万倍以上の高効率で、様々な抗原に結合する scFv や、on-rate 選択およ
び off-rate選択により親和性の向上した scFvを迅速かつ簡便に取得する手法を確立した。また、
同様の手法を単一のドメイン抗体（ナノ抗体）の試験管内進化にも適用できた。次に、DNA
ディスプレイ（STABLE）法を用いて、二本鎖の Fab 抗体の試験管内選択に世界で初めて成功
した。さらに、STABLE 法のスクリーニング効率を上げるために、ビーズエマルジョン PCR
と STABLE法とを組み合わせた新しい手法を開発した。
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１．研究開始当初の背景
抗原に対する高い特異性と親和性を示すモ
ノクローナル抗体は、診断薬・治療薬への
応用のみならず、分子細胞生物学の基礎研
究における利用など、その応用範囲は極め
て広い。しかし、現在主流の抗体作製法で
ある細胞融合法は手間と時間がかかる上に、
抗原を実験動物に注射して免疫感作するの
で、自己抗体や抗毒素抗体、膜タンパク質
に対する抗体など、抗体作製が困難な場合
もある。

２．研究の目的
そこで本研究では、申請者らが独自に開発
した試験管内選択法である IVV 法および
STABLE 法を用いて、従来法では作製が困難
であった抗原に対する新機能モノクローナ
ル抗体を、迅速かつ簡便に作製できる実験
系を確立することを目的とした。

３．研究の方法
(1) 組み換え抗体ライブラリーの構築
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無細胞タンパク質合成系で高発現するヒト
抗体フレームワークを選び、合成オリゴ
DNA を用いて、抗原と相互作用する相補
性決定領域（CDR）にランダムなアミノ酸
配列を導入した多様性の大きい一本鎖抗体
ライブラリーを構築した。このときランダ
ム配列のアミノ酸頻度や長さについては、
天然の抗体の CDRのデータを参考にした。

(2) STABLE 法および IVV 法による組み換
え抗体の試験管内選択
これまでに申請者らは、タンパク質とそれ
をコードする DNA または mRNA を連結し
た『表現型と遺伝子型の対応づけ分子』（図
１）のライブラリーを試験管内で構築する
技術を開発し、それぞれ STABLE 法および
in vitro virus（IVV）法と名づけた。これら
の方法を用いて、多様な抗体の対応づけ分
子ライブラリーから、ビーズに固定した抗
原に結合する特定の抗体をアフィニティー
精製した後、核酸部分を PCR で増幅して
塩基配列を解読することで目的の抗体を容
易に取得・同定した。

(3) 試験管内進化による組み換え抗体の特
異性・親和性・安定性の向上
既存の有用な抗体遺伝子または(2)で得られ
た抗体遺伝子に対して、エラー・プローン
PCR によるランダム変異導入および DNA
シャフリングによる変異の組み合わせの最
適化により、多様な変異体抗体ライブラリ
ーを作製し、IVV 法による親和性一本鎖抗
体の試験管内進化を行った。また、STABLE
法による Fab 抗体のスクリーニング効率を
上げるために、エマルジョン PCR の利用
について検討した。

(4) 組み換え抗体の大量調製および特性評
価
上記スクリーニングにより得られた組み換

え抗体について、大腸菌における大量発現
または無細胞タンパク質合成系による大量
合成を行い、His タグや FLAG などのアフィ
ニティー・タグを利用して精製した後、ELISA、
ウェスタンブロッティング、表面プラズモ
ン共鳴法などの手法を用いて、抗体の親和
性・特異性・安定性などの特性評価を行っ
た。

４．研究成果
まず、mRNA ディスプレイ法の１種である
IVV 法（図２）を用いて、合成一本鎖抗体
scFv ライブラリーから濃縮効率 100 万倍以
上の高効率で、様々な抗原に結合する scFv
や、on-rate 選択および off-rate 選択により
親和性の向上した scFv を迅速かつ簡便に
取得する手法を確立した（図３）。また、
同様の手法を単一のドメイン抗体（ナノ抗
体）の試験管内進化にも適用することがで
きた。

　　↓転写

　　↓連結

　　↓翻訳

　　↓選択

図２　IVV 法とマイクロ流体チップの組
み合わせによる scFv抗体の試験管内選択
の原理　mRNA の 3'末端に PEG スペーサ
ーを介してピューロマイシンを連結し、
それを鋳型として無細胞翻訳反応を行う
ことにより、scFv抗体（表現型）と mRNA
（遺伝子型）をリボソーム上で対応づけ
る。この対応づけ分子ライブラリーの中
から、ビーズに固定した抗原に結合する
抗体を試験管内選択した後、逆転写 PCR
により遺伝子を増幅し解読する。

図１　抗体の試験管内選択
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図３　抗 p53 および抗 MDM2-scFv 抗体
の取得　(A) 得られた抗体の抗原特異的
結合確認。(B)高親和性 scFv 抗体の試験
管内進化の例。野生型（赤）および変異
型（緑）抗MDM2抗体の解離定数。

次に、DNA ディスプレイ法の１種である
STABLE 法（図４）を用いて、一本鎖だけ
ではなく、二本鎖の Fab 抗体の試験管内選
択に世界で初めて成功した（図５）。また、
Fab 抗体の定常領域（図６）に変異を導入
し、熱安定性の高い Fab 変異体の試験管内
選択に成功した。さらに、STABLE 法のス
クリーニング効率を上げるために、ビーズ
エマルジョン PCR と STABLE 法とを組み
合わせた新しい手法を開発した。

本研究により、従来よりも簡便・迅速な抗
体作製法を確立することができた。将来的
には、ゲノム情報から得られた大量の遺伝
子産物の発現解析や機能解析（プロテオー
ム解析）などの基礎科学への応用はもちろ
んのこと、遺伝子が関与する多種多数の疾
患の迅速かつ網羅的な診断法の確立など、
バイオ産業上の幅広い応用が期待できる。
例えば、細胞表面に発現した疾患関連受容
体などの膜タンパク質を直接抗原として認
識する新しい抗体医薬の開発や、既に治療
や診断に用いられている抗体医薬の親和性
や特異性の向上を図ることによって、投薬
量および副作用の低減、診断用チップの感
度向上に寄与することが期待できる。
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　　　　　　　　　　　↓転写・翻訳

　

　　　　　　　　↓選択

図４　STABLE法による Fab抗体の試験
管内選択の原理　無細胞転写・翻訳系を含
むエマルジョン中のマイクロカプセル（逆
相ミセル）の中で、Fab抗体（表現型）を
ストレプトアビジンとの融合タンパク質と
して合成させ、それをコードする予めビオ
チン化した DNA（遺伝子型）と連結させ
る。この対応づけ分子ライブラリーの中か
ら、ビーズに固定した抗原に結合する抗体
を試験管内選択した後、その DNA部分を
PCRにより増幅し塩基配列を解読する。



図５　抗フルオレセイン-Fab抗体遺伝子
の濃縮実験　(A) リアルタイム PCRによ
る定量。(B) 抗フルオレセイン抗体遺伝子
のみを切断する制限酵素で処理した DNA
のゲル電気泳動写真。

図６　定常領域の疎水性コアを構成する７
つのアミノ酸　重鎖（青）、軽鎖（緑）。
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