
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

 

平成 25 年 6 月 6 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

低分子バイオマーカーに対する高性能変異 scFv を創製するために, 高頻度で利用される VHと

VLのサブグループから成るマスターフレームをベースとする scFvライブラリーを作製したが、

実用的な分子種は単離できず, 変異導入部位の選択に莫大な試行錯誤が必要と思われた。そこ

で、よりシンプルな構造を持つストレプトアビジンに着目し, そのループ配列の特定の部位に

ランダム変異を導入したところ, エストラジオールとコルチゾールに対する結合能を獲得した

変異クローンが得られた. 

 

研究成果の概要（英文）： 

To generate high-performance scFv mutants that are specific to small biomarkers, we constructed a 

hapten- targeting scFv library based on a single master-frame of which VH and VL subgroups are those 

frequently used in anti-hapten antibodies. However, this library failed to yield any practical binder, 

suggesting that repeated trials are necessary to select suitable positions/patterns for mutagenesis. Thus, 

we decided to use streptavidin (stav) as a new scaffold, and generated a library of stav mutatants, each 

member of which has random mutations in their loop structures. After several rounds of selection, we 

found mutant clones that gained binding abilities to estradiol or cortisol. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 ステロイド, チロキシン, カテコールアミ

ンなど, 生体内には極微量で強力かつ重要な

生理作用を発揮する低分子化合物が数多く

存在し, その消長が病態を鋭敏に反映し, バ

イオマーカーとして有用なものも少なくな

い. これらは免疫化学的な性質から「ハプテ

ン」と総称され, 分子全体が 1 つの抗原決定

基として働く. ハプテンの体液中レベルの超

微量測定にはイムノアッセイが多用されて

いるが , その感度は用いる抗体の親和定数 

(Ka) に大きく依存し, Ka値が大きいほど感度

は向上する. ハプテンに対する抗体の作製に

は, 現在, B 細胞ハイブリドーマ法が一般的

に用いられている.しかし, その Ka 値が 10
10

 

(M
-1

) を上回るような高親和力の抗ハプテン

抗体を調製することは困難で , このため 

femtomole を超える感度を達成することは不

可能である.  

 近年, 遺伝子操作により, 動物を免疫して

得られる天然の抗体よりも親和力や特異性

に優れる変異型の抗体を創製することが可

能視されるに至っている. 抗体は 2 本の H 鎖

と 2 本の L 鎖から成る分子量約 15 万のタン

パク質で, その抗原結合部位 (パラトープ) 

は H 鎖および L 鎖の 2 つの可変部ドメイン 

(VH と VL) の間に形成される. これら可変部

ドメインは各鎖の N末端の約 110 アミノ酸か

ら構築されるが, その遺伝子をクローニング

し, ランダムな核酸塩基の変異を導入したの

ちに VHと VLを連結させて一本鎖 Fv フラグ

メント (single-chain Fv fragment; scFv) の遺

伝子を構築する. scFv は, いわば人工のミニ

抗体で, IgG に比べて遺伝子操作が容易であ

る. これを大腸菌などに発現させて, 莫大な

種類の変異抗体の分子集団 (ライブラリー) 

を作製する. その中から「偶然に」もとの抗

体 (野生型抗体) よりも優れた性能を獲得し

た分子種 (クローン) を選択・単離するもの

で, そのプロセスは, 生体内で起こるクロー

ン選択と類似している. この単離を容易にす

るために, scFv をファージ粒子上に発現させ

るファージ提示系がしばしば活用される. 変

異導入の鋳型となる野生型抗体として, 化学

合成オリゴ DNA から構築した人工の抗体も

利用できるので, 実験動物に免疫投与する工

程を完全に省くことも可能である. 実際, こ

の「抗体工学」の戦略により, タンパク質抗

原については既に実用的な抗体が得られて

いる.  

 しかし, ハプテンについては, 高感度なイ

ムノアッセイを可能とする親和力をもつ抗

体を創出した報告例は世界的に乏しく, 抗体

工学が生体内での免疫応答を超えるうえで

の大きな壁となっている. 上記のようなハイ

ブリドーマ法の限界を考慮するとき, 高親和

力で subfemtomole レベルの測定を容易に可

能とする変異抗体を創出するプラットフォ

ームの構築が強く望まれる. 

 

２．研究の目的 

 

 上記のように, ハプテン抗原の範疇に入る

低分子量のバイオマーカーについては, 遺伝

子操作による抗体の改良が困難であった.  

 申請者らは, これまで, 様々なハプテンに

対して特異的な数多くのハイブリドーマ抗

体のアミノ酸配列を解析し, 抗ハプテン抗体

に高頻度で現れるサブグループを明らかに

してきた. 本研究では, これらの知見をもと

に, ハプテンに対する実用的な変異抗体を効

率よく創出しうる変異抗体ライブラリーの

構築を試みた. この目標が達成されれば, ひ



 

 

とつのライブラリーの中から, 様々な低分子

量バイオマーカーについて, 従来の天然型の

抗体を上回る結合能 (親和力, 特異性, 安定

性, 組織への浸透性など) を有し, 臨床診断

薬として有用な「次世代の抗体試薬」が効率

よく得られるものと期待された. 

 

３．研究の方法 

 

 抗体の可変部は, ループ構造をとり抗原と

直接接触する相補性決定部 (complementarity- 

determining region; CDR) と, -シートの土台 

(scaffold) を形成して CDR を支える枠組み

配列 (framework region; FR) から成る. CDR

は親和力と特異性の発現に重要な役割を演

じ, VHと VLに 3 箇所ずつ存在する．一方, FR

は VHでは 11 種類, VLでは 6 種類のサブグル

ープに分類されるが, 後述のように, ハプテ

ンにフィットするパラトープの構築に有利

と推定されるVHとVLのサブグループをいく

つか特定することができる. そこでこれらサ

ブグループに属する "マスターV ドメイン"

にランダム化した CDR を配した VHと VLの

ライブラリーを化学合成オリゴ DNA から構

築し, さらにこれらをシャッフルするように

連結して莫大な多様性をもつ scFv のライブ

ラリーを創製する. 本ライブラリーから, 新

規なパンニング法などを駆使して, 各種ハプ

テンに対する高性能変異 scFv の探索を試み

ることとした. 

 
４．研究成果 
 

 VH, VLのアミノ酸配列をみると, FR の多様

性は CDR に比べて小さく, 同じサブグルー

プ内では類似の配列をとる. 我々は, 抗ハプ

テン抗体アミノ酸配列のデータベースを作

成して精査し, VHのサブグループとして IIA

と IIIDが, VLのサブグループとして IIとVが

高頻度に現れることを見出した.  

 そこで, 上記のサブグループを持つマスタ

ーFR の遺伝子を設計し, 変異 VH と変異 VL

を overlap extension PCR (OEP) によりリンカ

ー部位を介して連結して scFv 遺伝子を構築

し, 従来から使用しているファージ提示用ベ

クターに組み込んだのち大腸菌を形質転換

してライブラリーを構築した. しかし, イン

フレームの scFv を発現する形質転換クロー

ンの割合が低いため目的の実用変異 scFv の

探索は困難と懸念され, この結果は OEP に

おいてフレームシフトが高頻度で起こるた

め, と推定された. この難点を解決するため

に, まずファージ提示用ベクターを改良した.

すなわち, ベクターの骨格に予めリンカー部

分の遺伝子断片を挿入し, その 5'側に VH を, 

3'側に VL の遺伝子をクローニングする部位

を設けて, OEP を行うことなく変異 scFv ライ

ブラリーの構築を可能とした. 

 次に, 当研究室で既にクローニングした抗

コルチゾール抗体 scFv [サブグループ VH = 

IIB (IIAと酷似), VL = II] をマスターフレーム

として, ライブラリーを作製した . しかし, 

期待に反してオリジナル抗原であるコルチ

ゾールにさえ, 実用的な結合能を示す変異

scFv が単離できず, 結合部位の構築に VH と

VLの 2 つのドメインを必要とする scFv の複

雑さを克服するには, 変異導入部位の選択に

ついて莫大な試行錯誤が必要と思われた. そ

こで, よりシンプルなマスターフレームを模

索し, ビオチン結合タンパク質であるストレ

プトアビジン (stav;単一のドメインから成り

分子量は scFv の約 1/2) に着目した. stav は 8

つのシート (1〜8) を持ち, 連続するシ

ートはランダムコイル (ループ) で連結され

ている. そこで, 1〜2 間, 3〜4 間, 4〜5

間のいずれかのループ内に, 連続する 3 アミ

ノ酸に 12 通りの多様性を生じる縮重コドン



 

 

を導入したライブラリーを構築したところ, 

エストラジオールとコルチゾールに対する

結合能を獲得した変異クローンを単離する

ことができた.  
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