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研究成果の概要（和文）：　抗体は、各種臨床検査に重用されているが、その結合部位はVHとVLの2つのドメインの間
に構築される上、大腸菌内での発現量も低いため、遺伝子操作により機能を改変するうえで障害が大きい。そこで、分
子量が小さく、標的分子の結合部位を単一のドメイン内に持ち、大腸菌内で高い発現率が得られる、新しい「抗体様」
タンパク質の創製を試みた。ビオチン結合タンパク質であるストレプトアビジン (stav) の単量体に着目し、進化分子
工学の手法によりランダム変異をもつループ構造を導入してstav変異体の分子集団 (ライブラリー) を作製し、エスト
ラジオールに特異的な結合能を示す分子種を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Antibodies are widely used in various clinical tests. However, lower expression 
levels in E. coli and their nature requiring two variable domains (VH and VL) for building the 
antigen-binding sites reduce their utility in genetic manipulation for generating improved species. 
Therefore, we attempted creation of new "antibody-like" proteins, which are composed of a single domain 
scaffold with much smaller molecular weight and can be expressed with a satisfactory yield in E. coli. We 
chose the biotin-binding protein, streptavidin monomer (stav'), as the basic scaffold. After several 
steps of mutagenesis and selection for their loop structures protruding from the scaffold, we succeeded 
in obtaining stav' mutants that had gained novel binding specificities targeting a steroid, estradiol.

研究分野：分析化学

キーワード： 進化分子工学
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１．研究開始当初の背景 
生体内では、生命を維持するために無数の

精緻な分子認識機構が常に働いている。抗原

抗体反応はその代表例で、抗体という一群の

機能性タンパク質が各々特定の化学構造 

(抗原決定基) を認識して捕捉し、その物質

を的確に処理している。こうした生体内の機

能性タンパク質は、医学・工学など様々な領

域で利用価値が高い。そのため、それら自体

の活用にとどまらず、その構造に改変を加え

てさらに優れた機能をもつ人工分子種の創

製が、1990代から試みられてきた。主に in 

vitro の実験系で短期間に改良型分子種を得

ることから、「進化分子工学」ともよばれる

研究領域である。「出発物質」である天然の

抗体に、遺伝子レベルでランダム変異を加え

た後に大腸菌などの宿主内で発現させて変

異体の分子集団 (ライブラリー) を調製し、

その中から偶然に生成した改良型分子種 

(improved binder) を選択・単離するものであ

る。遺伝子操作を容易にするために、抗体分

子はその H鎖と L鎖の可変部ドメイン (VH

と VL) を連結した低分子量の一本鎖 Fvフラ

グメント (single-chain Fv fragment; scFv) に

変換される。また、大量に副生する「改悪分

子種」の中からごく希少な改良分子種を効率

よく単離するために、scFvをファージや酵母

の表面に提示する、「遺伝型表現型対応化」

の手法が活用される。この手法により、高分

子量のタンパク質抗原については、天然の抗

体を上回る親和力を持つ変異体が数多く作

製されている。しかし、ステロイド類、ビタ

ミン類、合成医薬品など、分子量の小さい抗

原 (ハプテン) については成功例に乏しい。

ハプテンの場合、分子サイズが小さいため、

抗体パラトープのアミノ酸との接触点が少

ないことが一因と考えられる。  

ところで、抗体は上述のように優れた性能

を持つが、抗原との結合には VHと VLの 2

つのドメインが必要であるうえ、大腸菌での

発現量に難がある。そこで近年、抗体より優

れた機能をもつ「抗体様」結合タンパク質の

創製が試みられている。目標とする性質は、

①単量体であり、②安定で、③複数のシー

トからなる枠組み構造と可動性に富むルー

プ構造を併せ持ち、④ループのアミノ酸組成

に応じて多様な標的分子と結合することが

可能で、⑤大腸菌での大量発現が容易で、⑥

水溶性が高いことである。こうした要件を満

たす母体タンパク質として、これまでに、リ

ポカリン、ノッティン、ビリン結合タンパク

質、トランスフェリンなどが有望視されてい

る。そのループ領域にランダム変異を導入し

たライブラリーから、本来のリガンドとは大

きく異なる低分子化合物 (例えば、ジゴキシ

ゲニンやフルオレセイン) との結合能を獲

得した新分子種が得られている。こうした成

績を考慮すると、とくに低分子バイオマーカ

ーを対象とするとき、抗体以外の母体タンパ

ク質から得られるライブラリーは、より大き

な可能性を秘めているものと期待される。申

請者らは、免疫化学実験で汎用されるストレ

プトアビジン (stav) 単量体に着目した。stav 

は Streptomyces avidinii が産生する 4 量体タ

ンパク質 (Mr 53,000)で、低分子リガンドであ

るビオチンと強い親和力 (Ka ～1015 M-1) で

結合する。その単量体の分子量は約 13,250 

と小さく、枠組み構造とループ構造を併せ持

ち、様々な低分子バイオマーカーと結合する

新しい機能性タンパク質になりうるものと

期待される。以上の観点から、臨床検査薬の

新しい創製基盤の開発を目指して、stav 単量

体を母体とする変異体ライブラリーの構築

を企画するに至った。 

 
２．研究の目的 
抗体は、様々なバイオマーカーの化学構造

を精密に認識し、強い親和力で結合するため、

各種臨床検査に重用されてきた。しかし、そ

の結合部位は VH と VL の 2 つのドメイン



の間に構築される上、大腸菌内での発現量も

低いため、遺伝子操作により機能を改変する

うえで障害が大きい。そこで、分子量が小さ

く、標的分子の結合部位を単一のドメイン内

に持ち、大腸菌内で高い発現率が得られる、

新しい「抗体様」タンパク質の創製を試みる。

ビオチン結合タンパク質であるストレプト

アビジン (stav) の単量体がこうした要素を

満たす基本構造になりうると考え、進化分子

工学の手法によりランダム変異をもつルー

プ構造を導入して stav変異体の分子集団 (ラ

イブラリー) を作製し、様々なバイオマーカ

ーに特異的な分子種の探索と臨床検査への

応用を試みた。 

 
３．研究の方法 
 まず、4量体タンパク質である stavの単量

体化を行うため、stav単量体の遺伝子をクロ

ーニングし、4 量体に会合するのを防ぐため

に、会合に係わるアミノ酸残基を部位特異的

に変換した。その産物の構造は SDS-PAGE

により確認した。次に、in silico分子モデリ

ングにより stav 単量体と低分子バイオマー

カーとドッキングモデルを作製し、各分子が

stav のどのループあるいはβシートと相互

作用するかを推定した。低分子マーカーとし

ては、卵胞ホルモンであるエストラジオール

ー17β（E2）などを取り上げた。その後、上

記の分子モデリングで推定した E2 と接触し

うる領域に遺伝子レベルでランダム変異を

導入し、ファージ提示を行った。得られた変

異 stav提示ファージのライブラリーから、目

標の E2 に特異的なクローンを探索した。さ

らに、可溶型 stavを調製して、その結合能を

ELISAで検討した。 

  

４．研究成果 

 まず野生型 stavに T76RとV125Rの部位特

異的変異を加え、単量体化を試みた。これら

の変異がコードされ、3’末端に FLAGタグの

配列が付加された変異型 stav遺伝子を、合成

オリゴ DNAの over lap extension PCRにより

構築した。これを大腸菌内に発現させて、得

られた変異型 stavタンパク質をSDS-PAGEに

付した。POD標識抗 FLAG抗体をプローブと

するWestern Blottingを行ったところ、単量体

stav とほぼ同じ分子サイズを示すバンドが認

められた。さらに、サイズ排除型カラムを装

着したHPLCにおいても単量体 stavと同程度

の分子量（約 13,700）をもつ ribonucleaseAと

同等の保持時間を示し、単量体化に成功した

ことが示された。引き続き、E2と stavとの in 

silico 分子モデリングを行ったところ、E2 は

stavの8つのβシートのうちβ5とβ6の一部、

そして β1－β2間、β3－β4間と β5－β6間の 3

か所のループと接触することが示唆された。

そこで、これらの 3つのループのうちいずれ

か 1つについて、連続する 3つの残基にラン

ダム変異を導入し、多様性に富む変異 stav’

遺伝子ライブラリー3 種の作製を行った。こ

れらについてファージ提示を行い、E2に特異

的なクローンの探索を行ったところ、

E2-BSA/BSA 比が 3.1 のファージクローンを

単離することができた。さらに得られたクロ

ーンの未修飾のループに同様のランダム変

異を加えた変異体ライブラリーを作製し、E2

に対してより特異的な分子種の探索を行っ

た。その結果、さらに、E2特異性が向上した

と判断されるクローン 2 種（E2-BSA/BSA 比

が 12.8, 8.7）が得られた。 
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