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研究成果の概要（和文）：  

蛍光標識抗体と光による蛋白質不活化法（FALI）は細胞機能アッセイ系と組合せることで特定

の細胞機能に関与する分子の探索に応用可能であるが、抗体ライブラリーの作製が効率化の妨

げとなっている。効率を上げるため、組換え抗体の無細胞ディスプレイ技術を導入することを

計画した。遺伝情報と連結された抗体クローン発現の条件とニューレグリン-erbB モデル系の

検討を行い、神経-グリア相互作用解析のための実験系構築を試みている。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Fluorophore-assisted light inactivation (FALI) in combination with a cell-based assay is a unique 

method for functional proteomic screen to search for regulators of a specific cellular function. One of 

the major problems with the method is the construction of antibody libraries that contain high-affinity 

binders to cell surface membrane proteins as potential targets. To overcome barriers to efficiency, we 

used a cell-free antibody display method. We tried to optimize the in vitro expression of the recombinant 

antibody that is linked to its genotype and the neuregulin-erbB model system for pilot-scale screening of 

potential regulators for neuron-glia interaction. 
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者は米国留学中にマラカイトグ
リーン標識抗体とレーザー照射により特定
蛋白質を生細胞・生体内において不活性化す
るレーザー分子機能不活化法(CALI)を用い
ることで神経突起伸長に関与する分子の機
能を明らかとした(Sakurai T et al., Proc 
Natl Acad Sci USA, 99:10795-10800, 2002)。

CALI はレーザー照射により、抗体標識色素
周辺に短寿命のOHラジカルを発生させ標的
分子に限局した不活性化を引き起こすもの
である。また、CALI は、抗体クローン中、
大部分を占める抗原蛋白質の機能を阻害し
ない抗体を光により機能阻害抗体に変える
技術ともいえる。CALI を細胞機能アッセイ
系と組合せ創薬標的のスクリーニングに応
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用することを考えた場合、1) CALI は高出力
のパルスレーザーを必要とする、2) 同時多検
体処理が不可能、という欠点がある。スクリ
ーニングに適したマイクロウェルプレート
に対応し通常の光源で多検体同時処理可能
な変法としてフルオレセインを用いた FALI

を開発した (Beck S, Sakurai T, et al., 

Proteomics, 2: 247-255, 2002)。これをがん
細胞浸潤の in vitro モデル系に応用し、光照
射により浸潤抑制を引き起こす抗体クロー
ンの選択と抗原蛋白質の質量分析法による
同定を行った。細胞外の Hsp90αを浸潤に関
与する新規標的蛋白質として同定し、FALI

と抗体ライブラリーによるスクリーニング
法を確立した (Eustace BK, Sakurai T, et 

al., Nat Cell Biol, 6: 507-514, 2004)。 

 
 
２．研究の目的 
 本研究は、Eustace らの方法を基礎に、ス
クリーニングの効率を上げることを目指す
ものである。このスクリーニング法は、(A) 抗
体ライブラリーの作製・結合クローンの選択, 

(B) 蛍光色素標識, (C) 細胞への結合、光照射、
細胞機能アッセイによる機能阻害抗体クロ
ーンの選択, (D) 免疫沈降と質量分析による
抗原蛋白質の同定からなる。 

 効率化を妨げているのは、主に(A)及び(B)

である。 

(A) Eustace らの方法においてはマウスモノ
クローナル抗体または免疫マウスの脾細胞
由来の一本鎖組換え抗体 (scFv) を使用して
いた。この場合マウスの免疫、抗体ライブラ
リーの作製に長期間と多大な労力を要する。
また、細胞表面に結合する抗体クローンを選
択するためにも蛍光抗体法による染色、
FACS などを利用していた。 

(B) 標識に FITC を用いていたため抗体の精
製（標識を妨害するアミノ基を含む低分子化
合物の除去）とランダムな蛍光色素導入によ
る不活性化効率のばらつきという問題があ
った。 

 これらの問題を解決するため、以下の改変
を計画した。 

(1) 化学合成またはナイーブな可変領域レパ
ートリーからなる一本鎖組換え抗体ライブ
ラリーを用いる。さらに、無細胞系の翻訳及
びピューロマイシンによるペプチドとそれ
をコードする cDNAとの連結により、in vitro
においてより多くの抗体クローンを扱える
無細胞システムの確立を目指す。発現効率を
上げるため、組換え抗体として抗体重鎖の可
変領域からなるドメイン抗体を用いる 

(2) 根本らにより開発されたピューロマイシ
ンリンカーを用いる。リンカーにフルオレセ
イン修飾がなされているため、抗体発現後に
導入する必要がなく抗体精製のステップが

省略できる。一定の部位にほぼ 100％ラベル
されているため、不活性化効率のばらつきが
少なくなることが期待される。 

 標的となる細胞膜上のタンパク質と結合
する抗体クローンの回収・増幅は cDNA 部分
の PCR を利用する。ピューロマイシンリン
カーと mRNA の結合、無細胞系の翻訳によ
るペプチドとピューロマイシンとの共有結
合、逆転写を介して、遺伝情報と連結された
組換え抗体が実現する。また、無細胞系を用
いることで、ファージディスプレイなどと比
較して 104以上多くのクローンを扱うことが
可能になるとされている。 

 本研究では、以上の(1)と(2)の改変を行うた
めの実験条件検討を目的とした。合わせて神
経-グリア相互作用に関与する分子を探索す
るためのスクリーニングモデル系として、ニ
ューレグリン-erbB 系を用い、スモールスケ
ールのアッセイ系構築を行う。 

 
 
３．研究の方法 
(1) 抗体ライブラリーからの cDNAクローン
増幅 

 組換え抗体ライブラリーとして英国 MRC

で開発されGeneservice社から供給されるド
メイン抗体を使用した。DNA を抽出して鋳
型とし、PCR により可変領域を含む抗体由来
領域を増幅した。コントロールクローンはベ
クターに挿入して精製し、PCR のテンプレー
トとして用いた。 

 
(2) 無細胞翻訳系の条件検討 
 cDNA ディスプレイ用ピューロマイシンリ
ンカーは根本らにより開発されたものを用
いた。組換え抗体コード部分の PCR増幅用プ
ライマーを各種合成し、PCR 増幅の効率を検
討した。さらに塩基配列を確認し、PCR によ
る変異導入の有無を確認した。PCR 産物を鋳
型とした in vitro転写で作製した mRNAをリ
ンカーと結合後 in vitro で翻訳し、ピュー
ロマイシンによるペプチドと mRNA の連結効
率をゲル電気泳動により確認した。タンパク
質部分の発現を確認するため、C 末端に付加
されている Hisタグに対する抗体を用いてイ
ムノブロットを行った。 
 

(3) 細胞表面発現タンパク質を標的としたス
クリーニングモデル系構築の準備 

 神経-グリア細胞間情報伝達に関与するニ
ューレグリン 1-erbB 系をモデル実験系とし
て用いた。組換え抗体の選択、FALI の条件
を検討するため、ニューレグリン 1 または
erbB受容体安定発現細胞株の作製を試みた。
erbB 受容体の活性化を細胞レベルで解析で
きるようにするため、リン酸化 erbB 受容体
特異的抗体の特性を検討し、スモールスケー



 

 

ルのアッセイ系構築に必要な条件検討を行
った。 

 
 
４．研究成果 
(1) 組換え抗体を cDNA ディスプレイ化する
ための条件検討 
 3x109 というクローン多様性を持つ組換え
抗体ライブラリーとして Human Domain 
Antibodyを使用した。合成 DNAを抗体重鎖可
変領域に挿入した低分子組換え抗体である。
分子量が小さいため、in vitro転写・翻訳の
効率が高いことが予測される。熱安定性の高
いクローンが選別されており、抗体タンパク
質の高発現が期待される。 
 組換え抗体は、抗原結合に関わる可変領域
により構成されており、直接抗原と接触する
3 つの超可変領域とそれらをつなぐ 4 つの共
通性の高いフレームワーク領域からなって
いる。両端の共通部分に相当するプライマー
を用いて組換え抗体ライブラリー由来 DNAを
PCR増幅し、抗体と cDNAをピューロマイシン
リンカーを介して連結する過程の条件検討
を行った。 
 
① 組換え抗体 cDNAの PCR増幅 
 両端のフレームワーク領域に相当するプ
ライマーを用いることにより、ごく微量の組
換え抗体をコードする cDNAから in vitro転
写反応の鋳型として必要な量まで PCR増幅す
る条件を検討した。 
② 無細胞翻訳及びピューロマイシンによる
cDNAとの連結 
 陽性コントロールとしての抗βガラクト
シダーゼ組換え抗体クローン及び陰性コン
トロールクローンを用いて cDNA ディスプレ
イ化の条件検討を試みた。研究分担者である
根本らにより開発・改良されたフルオレセイ
ン標識ピューロマイシンリンカーと組換え
抗体 cDNAの in vitro転写により得た RNAを
連結した。無細胞翻訳系を用いた組換え抗体
の発現とピューロマイシンとの結合反応の
条件検討を行った。 
 無細胞翻訳系における発現効率が低いた
め、スタートコドン周辺の塩基配列を変化さ
せ発現量の変化を解析した。発現効率を上げ
る配列が見出されたが、発現量にばらつきが
あるため、更なる塩基配列の検討または無細
胞翻訳系の条件等の至適化が必要と考えら
れる。 
 
③ cDNA ディスプレイ分子の濃縮・精製 
 無細胞翻訳系における発現ペプチドとピ
ューロマイシンとの結合後に mRNA を鋳型に
した逆転写、His タグによる濃縮・精製を行
い、cDNAディスプレイ分子をアッセイ系に適
した任意のバッファー条件に置換するため

の条件検討を行った。 
 
(2) ニューレグリン 1–erbB 系をモデルとす
るための活性化検出条件の検討 
 神経-グリア相互作用に重要な役割を果た
すことが知られているニューレグリン
1-erbB 受容体相互作用をモデル系として用
いるための準備を行い、実験条件を検討した。 
 結合する組換え抗体を選択するための発
現用プラスミド作製と組換えタンパク質の
発現を行った。細胞を用いたアッセイを行う
ためのニューレグリン 1 または erbB 受容体
安定発現細胞株を樹立した。少数の細胞を用
いた蛍光イメージングにより erbB 受容体活
性化を定量的に検出するため、複数の erbB
のリン酸化特異的抗体を用いて、蛍光抗体法
及びウェスタンブロット法によりニューレ
グリン 1 による erbB 受容体活性化検出の条
件検討を行った。結果的に蛍光抗体法により
受容体活性化を検出できる条件が確立され、
少数の細胞及び少量の組換え抗体を用いた
アッセイ系の構築が可能となった。 
 
 現在、これらの基礎的技術をもとにモデル
となるスクリーニング条件の詳細を検討し
ている。 
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