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研究成果の概要（和文）：我々は、動物を使用せずに大腸菌とプラスミドライブラリーを用いて遺伝子工学的に標的認
識ペプチドを得る「Hishot法」を開発した。抗体フラグメントを利用したHishot法により標的に結合する複数のペプチ
ドクローンが得られ、可溶性の精製蛋白質として実験に使用することができた。Hishot法は、分子認識薬を得るための
有用なディスプレイ法の一つとして用いることが可能である。

研究成果の概要（英文）：Display technologies are procedures used for isolating target-recognizing peptides
 without using immunized animals. In this study, we describe a new display method, named Hishot display, t
hat uses Escherichia coli and an expression plasmid to isolate target-recognizing peptides. This display m
ethod is based on the formation, in bacteria, of complexes between a polyhistidine (His)-tagged peptide in
cluding random sequences and the peptide-encoding mRNA including an RNA aptamer against the His-tag. Using
 this display method and a synthetic library of surrogate single-chain variable fragments consisting of Vp
reB and Ig heavy-chain variable domains, it was possible to isolate clones that could specifically recogni
ze a particular target. The obtained clones could be purified as soluble protein produced by E. coli. The 
Hishot display will be a useful method to add to the repertoire of display technologies.
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1. 研究開始当初の背景 
	
 標的分子を特異的に認識する分子（以下、
分子認識薬）は、診断、検査、治療の場で幅
広く用いられ、疾患や病態を分子的に解析す
る上で欠かせないツールである。なかでも単
クローン抗体は、標的に対する特異性や親和
性、また抗体自体の安定性とコスト面で優れ
ており、検出試薬や治療薬としてもっとも一
般的な存在である。しかし、一般的な動物へ
の免疫法では、低分子や種間で高度に保存さ
れている抗原に対する抗体の作製は困難で、
標的分子に対する抗体が常に準備できると
は限らない。 
	
 抗体を得にくい分子に対して、動物を使用
せずに「人工的」に分子認識薬を作製する方
法が考案されている。ペプチド性分子認識薬
では、ファージディスプレイ法、リボゾーム
法、mRNAディスプレイ法などが挙げられる。
また、核酸性分子認識薬（核酸アプタマー）
では SELEX 法がある。いずれの方法も、人
工的な選択により、抗体を得ることが出来な
い分子に対しても結合する分子認識薬を分
離できる。しかし、これらの手法は単クロー
ン抗体作製法に替わるほどは普及していな
い。その理由として、特殊な試薬や装置の使
用、作製の効率やコスト、得られる分子認識
薬の安定性や親和性などの問題点が挙げら
れる。また、よく実施されているファージ
ディスプレイ法や SELEX 法でさえ、技術的
な面で細かなノウハウを必要とし、だれでも、
簡単に実施可能というわけにいかないのが
現状である。 
	
 我々はこれまでの研究で Hisタグに対して
数 pMオーダーの親和性（抗体の 1000倍）を
有する抗 Hisタグ RNAアプタマー（shot47）
を樹立した。Shot47 は大腸菌抽出液中でも
His タグ付加蛋白質と安定な複合体を形成し
得る。そこで我々は、shot47 を利用した新し
い分子認識薬の作製法が確立できるのでは
ないかと考えた。 
 
 
2. 研究の目的 
	
 Shot47は Hisタグに対し高い親和性を示し、
結合後の解離がほとんど見られず、大腸菌抽
出液中でも Hisタグ付加蛋白質と安定な複合
体を形成する。そこで我々は、shot47 配列を
もつ Hisタグ付加蛋白質の mRNAと、その翻
訳物である Hisタグ付加蛋白質は、大腸菌内
でも強固で安定な複合体を形成できると考
え、これを利用した新しい分子認識薬の作製
法（Hishot法）が確立できるのではないかと
考えた。 
	
 Hishot法は以下のような原理に基づく（図
1参照）。Hisタグが付加された任意のペプチ
ド配列をコードする遺伝子を合成し、mRNA
の非翻訳領域に shot47の配列を挿入した大腸
菌発現ベクターに組み込む。このプラスミド
を大腸菌に導入し、ペプチドの発現を誘導す
る。一つの大腸菌には一つのプラスミドク

ローンが導入されるため、各々の大腸菌内で
は mRNA と翻訳されたペプチド配列は一つ
のクローンに由来している。大腸菌内では
「ペプチドの Hisタグ」と「mRNAの shot47」
が結合し、His タグペプチドと shot47 タグ
mRNAの複合体が安定に形成される。大腸菌
を非変性下で溶菌し、溶菌液を標的分子と混
合した後、標的分子と結合した複合体を分離
する。分離された複合体より mRNAを精製し、
RT-PCRにより増幅して、得られた cDNAを
大腸菌発現ベクターに再度組み込む。このサ
イクルを繰り返すことで標的分子と特異的
に結合するペプチド配列を濃縮し、最終的に
クローニングを行って同定する。任意のペプ
チド配列部分の遺伝子の一部をランダム合
成することで、ランダムペプチドライブラ
リーを作製することができ、ペプチド、およ
びランダム領域の長さは原理的には制限が
ない。 

図 1 Hishot法概念図 
 

	
 本研究では、ライブラリー構築法を含めた
Hishot法のプロトコルを確立し、実証試験と
してランダム配列ライブラリーから標的に
結合するペプチドの取得を行い、抗体作製法
に代わる新しい分子認識薬の作製法を確立
することを目的として研究を行った。 
 
 
3. 研究の方法 
	
 低温発現誘導性大腸菌用発現プラスミド
pColdIV の翻訳領域に His タグを付加した
VpreBと Ig重鎖可変領域の融合遺伝子を挿入
し、3’領域に shot47 配列を挿入したプラス
ミド（pHishot12）を作製した。Ig重鎖可変領
域の CDR3領域にランダムオリゴヌクレオチ
ドを鋳型に作製した DNA 断片を挿入するこ
とで、ランダム領域を持つ scFvペプチドライ
ブラリーを作製した。 
	
 このプラスミドライブラリーにより形質
転換された DH5αを培養して増殖させた後、
低温ショックにより scFv ペプチドの発現を
誘導した。大腸菌をリゾチームを用いてス
フェロイド化させ、界面活性剤を用いて溶菌
し、mRNA と scFv ペプチドの複合体を回収
して、標的蛋白質を固定した Affi-gel ビーズ
を用いてセレクションを行った。ビーズを洗
浄後、mRNA を TRIzol を用いて抽出、精製
し、RT-PCR により CDR3 領域を増幅した。



PCR 断片を制限酵素消化後、再度 pHishot12
に挿入し、標的蛋白質に結合するペプチド配
列が濃縮されたプラスミドを得た。この発現
誘導とセレクション、RT-PCR による結合配
列の増幅のサイクルを 2,3 回繰り返し、目的
とする配列を濃縮した。その後、クローニン
グと ELISA によるスクリーニングによって
標的に特異的に結合する scFv ペプチドを産
生するクローンを単離し、シークエンスをお
こなって塩基配列を決定した。特異性と結合
性の評価は ELISAを用いて行った。 
 
 
4. 研究成果 
○ 得られた成果 
(1) 高効率ライブラリー作製法を含む Hishot
法の標準プロトコールを確立し、ヒトインテ
レクチン-1 およびヒト TNF-αに特異的に結
合する scFv ペプチドクローンを単離した 
（発表論文 1）。 
① mRNA 中の shot47 の至適挿入位置をモデ
ル実験系を用いて検討した（図 2）。挿入位置
は翻訳領域直後に設定したものが mRNA の
回収量が最も優れていた。 

図 2 shot47タグの至適位置の決定 
 

② 複数の抗体フラグメントおよびペプチド
配列を用いて、結合親和性が高く、非特異的
吸着が少ない配列を検討した。その結果、ヒ
ト VpreB に Ig 重鎖可変領域を連結し、Cys
を Alaに置換し、N末端側に Hisタグ配列を
付加した scFv ペプチドが、 Hishot 法で用い
るペプチドとしてもっとも優れていること
が判明した。そこでこの遺伝子を大腸菌コド
ンに最適化した遺伝子を用いて大腸菌用発
現ベクターpHishot12を作製した（図 3）。 

図 3 pHishot12の構造 
 

③ ヒトインテレクチン-1およびヒト TNF-α
に特異的に結合する scFv ペプチドクローン
を単離した。Hishot法により得られた scFvペ

プチドクローンは標的に対して特異的に結
合した（図 4）。scFvペプチドは Hisタグを利
用して精製可能で、精製した scFvは濃度依存
的に標的に結合した（図 5）。scFvクローンよ
り Hisタグを除去し、N末端側にヒトインテ
レクチン-1のシグナル配列、C末端側にウサ
ギ IgG の Fc 領域を連結した抗体型クローン
を作製し、ウサギ腎細胞株 RK-13にて発現さ
せた。それぞれの抗体型クローンは培養上清
に分泌され、特異的 ELISAの一次抗体として
使用可能であった。TNF-αに対するクローン
は scFv 領域内のジスルフィド結合が構築さ
れるようにすることで標的に対する反応性
が向上した（図 6）。 
 

図 4 標的に対する scFvの特異的結合 
 

図 5 精製 scFvの濃度依存的結合 
 

図 6 抗体化した scFvの標的への結合 
 



(2) 陽性対照として樹立した抗インテレクチ
ン-1 モノクローナル抗体が上皮型悪性胸膜
中皮腫に特異的に結合することを見いだし、
病理診断マーカーとして既存の中皮腫マー
カーよりも優れていることを発表した（発表
論文 2）。 
 
(3) 中皮腫患者の胸水中には多量のインテレ
クチン-1が分泌されており、開発したインテ
レクチン-1の sandwichELISAを用いることで
測定が可能であり、胸水中の中皮腫マーカー
としてと有望と考えられることを発表した
（発表論文 3）。 
 
○ 位置づけとインパクト 
	
 本研究により、動物を使用せずにモノク
ローナルな抗体型ペプチドを作出する技術
の開発に成功した。Hishot法により得られる
分子認識ペプチドは容易に純化可能で大量
調製も容易であり、研究面、産業面への応用
が容易と考えられる。また、動物免疫法と異
なり、動物やその飼育施設などを必要とせず、
コスト面や倫理面でも問題が発生しにくい
ため、今後、抗体作製に替わる分子認識薬作
製の新しいスタンダードになりうるポテン
シャルを秘めた技術となり得ると考えられ
る。 
 
○ 今後の展望 
	
 本研究により、Hishot法は原理的にはほぼ
問題なく、特異的な分子認識ペプチドを得る
ために試行出来ることが明らかとなった。一
方で、未だ scFvの配列とセレクション法に由
来する特異的親和性の低さが問題点として
残されており、病理診断や臨床応用が可能な
強力な結合性を持つクローンを得るために
は、更なる scFvペプチドの改良が不可欠であ
ると考えられる。Hishot法を真に実用的な技
術とするためには、より非特異性結合が低く、
親和性の高いクローンがとれやすい scFv 配
列を開発する必要があり、更なる改良が必要
と考えられる。 
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