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研究成果の概要（和文）：可変領域 Fv を材料として各種 Fv の安定性が抗原の有無で変わる

ことを利用した免疫測定法であるオープンサンドイッチ(OS)法を利用して，通常のサンド

イッチ法では検出が困難な，低分子ペプチドの高感度な非競合検出系を創出することを目

的とした。新規開発した Fab 断片ファージ提示法を利用することで，甲状腺ホルモンであ

るチロキシン，高病原性インフルエンザウィルスペプチドについてハイブリドーマ細胞を

用いず免疫マウスから直接 OS 法に適した抗体を取得することに成功した。さらに，OS法

の原理に基づき抗ペプチド抗体の親和性を未修飾の抗原を用いて向上させる

OS-selection 法により，オステオカルシンペプチドの検出感度を数百倍に向上させた。 

 
研究成果の概要（英文）：Using an immunoassay that utilizes the antigen-dependent 
stabilization of antibody variable (Fv) regions (Open-sandwich immunoassay, OS-IA), we 
attempted to create systems for non-competitive sensitive detection of small molecular 
peptides, which was not measurable by conventional sandwich assays. Bypassing 
hybridoma, by utilizing newly developed phage display system for antibody Fab fragments, 
we succeeded in directly obtaining good antibodies for OS-IA from conjugate-immunized 
mice with thyroxine and an antigenic peptide from highly pathogenic influenza virus as 
antigens. Moreover, by OS-selection which is a method for affinity maturation using 
unconjugated small molecule antigens based on the OS-IA principle, we could improve the 
sensitivity for osteocalcin peptide by several hundred fold. 
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１．研究開始当初の背景 
 我々はこれまでの科学研究費課題研究等
において、可変領域 Fv を材料として各種
Fv の安定性が抗原の有無で変わることを
利用した免疫測定法の可能性を世界に先駆
け 実 証 し て き た (Ueda et al., Nat. 
Biotechnol. 14, 1714 (1996))。この方法
（VHとVLの上に抗原が乗った複合体を用い
るのでオープンサンドイッチ法あるいは
OS 法と呼ぶ）の感度と測定濃度域の広さは
既存のサンドイッチ法に匹敵し，さらに抗
体を一種類しか用いないので原理的に１)
単一エピトープしかない低分子の非競合測
定が可能で、かつ２)結合・洗浄ステップが
各一回ずつですみ迅速に測定が可能である。 
 今回の基盤領域研究においては，この 
OS 法を特に「ペプチド認識抗体」に応用す
ることで，ペプチドおよびその親タンパク，
更にそのリン酸化やメチル化などの化学修
飾およびプロセシングを高感度かつ簡便に
検出する強力な手段としたいと考え研究を
進めた。 
２．研究の目的 
 抗体可変領域 (Fv) 断片の抗原による安
定化を利用した新原理免疫測定法を利用し
て，ペプチドの網羅的な高感度検出系を作
製することを目的とした。また，実用化を
にらみ，抗体産生ハイブリドーマを用いた
OS-ELISA 用融合タンパク発現系構築を目
ざした検討も行った。 
３．研究の方法 
 今回新たに開発した，従来より安定な提
示が可能な Fab 断片ファージ提示法 pDong
システム（Ref.13, Fig.1）を用いて，ペプ
チド性抗原について OS法に最適な抗体断
片を得る。この際用いる抗体遺伝子の材料
としては，抗原コンジュゲートで免役した
マウスより脾臓細胞を回収し，これより
mRNA を抽出したもの，および大規模非免疫
(Naïve)抗体ライブラリを用意した。 
 

Fig. 1. pDong システムの模式図 
 

４．研究成果 
(1) ファージライブラリからの甲状腺ホル
モンの高感度検出系の構築 
 血液中の甲状腺ホルモン(Thyroxine, T4)

量は甲状腺疾患の診断マーカーとして重要で

あり，その簡便迅速な測定系の確立は最近の

放射能不安解消の観点からも急務といえる。

我々は，pDongシステムを用いたライブラリ選

択のモデルとして，免疫マウスよりT4の高感

度なOS-ELISAに適した抗体を選択することに

成功した。これは，ハイブリドーマを介さず

OS法に適した抗体を選択した初めての例であ

る。さらに，ここで得られた抗体をマイクロ

流路検出系に用いて，数マイクロリットルの

サンプルより20分以内で血清中のT4濃度を測

定することに成功した(Refs. 2,5)。 

(2) ランダム化したVHドメインを提示する

ファージを，磁気ビーズに固定化したVLド

メインに対して微量の抗原ペプチド存在下

で選択するオープンサンドイッチ選択法（

Fig.2）により，従来より数百倍高感度に骨

疾患マーカーであるBGPペプチドを検出可

能な親和性成熟した抗体の取得に成功した

(Ref.4)。これは抗原キャリア複合体を用い

ない新しい低分子認識抗体選択法であり，

真にその分子を認識する抗体を選択可能で

ある。現在他の低分子認識抗体においても

良い結果を得つつある。 
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Fig. 2. OS選択法による親和性成熟。

OS-ELISAで顕著な感度向上が見られた。 

 

(3) インフルエンザウィルス抗体の取得 

 高病原性(H5N1)トリインフルエンザウィル
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スは，現在特に迅速高感度な診断を要するタ

ーゲットである。そこで東京都臨床医学研究

所の芝崎博士，内藤博士らと共同で，ウィル

スの表面蛋白質ヘマグルチニン（H5-HA）ペプ

チドで免疫したマウス由来抗体ライブラリを

pDongシステムで作製し，ここから，このペプ

チドに特異的に結合する抗体を多数取得した

。さらにこれらを用いて，ＨＡ蛋白質ペプチ

ドの高感度なOS-ELISA実施に成功した。 

 さらに，GFP-HA融合蛋白質を発現するモデ

ル感染細胞染色の実験で，これらの抗体が細

胞内のHAとも結合することが確認された。現

在実際の感染細胞でのウィルス粒子の検出を

ImmunoPCR法との組み合わせを含めて検討し

ている（未発表）。 

 その他ヒト型を含む各種非免疫ライブラリ

からの特異的抗体取得の試みを，現在進行中

である。 

(4) 動物細胞でのOS法用抗体酵素の発現 

 動物細胞での抗体—分泌型アルカリフォス

ファターゼ(SEAP)融合タンパク質発現系に

成功した(Ref.3)。また，相同組換えベクタ

ーを抗原NP特異的IgM産生細胞J(Vµ1)に導

入し，抗生物質にて選択することで高効率

に抗体IgM定常領域遺伝子をSEAP遺伝子に

置き換えることに成功し，Fd-SEAPキメラ

mRNAの検出とFab-AP蛋白質のELISAおよび

Western blotによる検出に成功した（未発

表）。またRNAレベルでの組換えとして，抗

NP IgMとSEAPをコードするpre-mRNA同士の

trans-splicing(TS)を試み，COS-1細胞を用

いたモデル系でTS由来キメラmRNAの検出と

，VH-SEAPならびにFab-SEAP蛋白質のELISA

による検出に成功した（Fig. 3, Ref.10）

。最後にL鎖融合蛋白質発現法により複数の

IgM抗体産生細胞を用いて酵素抗体融合蛋

白質の発現に成功した。具体的にはがん細

胞認識IgM抗体にルシフェラーゼ融合L鎖を

導入発現させ，細胞内でIgMを酵素標識し，

がん細胞を特異的に発光検出することに成

功した（未発表）。今後それぞれの系に更に

改良を加え，汎用性を示していきたい。

 
Fig.3. トランススプライシングによる抗

体融合タンパク質発現の模式図 

 
(5) 2種類の低分子認識抗体可変領域と円順

列変異βラクタマーゼとの融合タンパク

Fv-cpBLAを作製し，抗原添加により酵素活性

が上昇する一種の人工アロステリック酵素で

あることを確認した(Ref.1, 特許出願済み)

。今後，簡便迅速な免疫診断素子としての利

用が期待される。 

(6) この他，各種低分子のOS法構築とその迅

速高感度検出への応用 (Refs.6,8,12,15, 

17-18)，カイコでのヒト抗体発現に関する研

究(Refs.9,11)，分子シャペロンによるアミロ

イド前駆体形成に関する研究(Ref.14)，新規

蛍光ナノ粒子のがん細胞可視化への応用

(Ref.7)などの研究を行った。 

 また予定外の成果として，抗原結合により

蛍光が増大する新規蛍光標識抗体断片

Quenchbodyの開発と，ホタル発光酵素変異体

同士の機能的相補を利用した新規蛋白質間相

互作用検出系の構築に成功した（未発表）。 
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