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研究成果の概要（和文）：蛍光標識抗体と光によるタンパク質不活化法（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な技術である。これを効率的に行う上での問題点は、標的となる細
胞表面の膜タンパク質を網羅する高親和性抗体のライブラリーを作成することである。効率向上を図るため、無細胞翻
訳系のcDNAディスプレイに応用可能な抗体(様)スキャフォルドについて検討した。その結果、ラクダ重鎖抗体由来の一
本鎖組換え抗体を用いることで効率的な発現が見られたため、発現・精製条件の至適化を行った。現在、erbB系をモデ
ルとしてクローン選択条件の検討を進めている。

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 obstacles for this method is the construction of antibody libraries containing 
high-affinity binders that cover cell surface membrane proteins as potential targets. To overcome 
barriers to efficiency, we tested new scaffolds compatible with cDNA display method. By using a single 
domain antibody framework derived from camel heavy-chain antibodies (VHH or nanobody), we optimized the 
cell-free expression of recombinant antibody clones that are linked to their genotype. Now we are trying 
pilot-scale clone selection for erbB as a model system.

研究分野：神経薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者はマラカイトグリーン標識抗
体とレーザー照射により抗原タンパク質を
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 (chromophore-assisted 
laser inactivation, 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
パルスレーザー照射により、抗体標識色素周
辺に超短寿命のOHラジカルを発生させ標的
分子に限局したリアルタイムの不活性化を
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タンパク
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
in vitro 細胞機能アッセイ系と組合せて創薬
標的タンパク質のスクリーニングに応用す
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 96または 384ウェルマイクロ
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 (Fluorophore-assisted light 
inactivation) を検討した (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タンパク質の質量分
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タンパク質とし
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)。 
 現在進めている一連の研究は、Eustace ら
の方法をもと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・
標的を網羅する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
タンパク質の同定からなる。効率化を妨げて
おり改善の余地のあるのは、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
リーの作製に多大な時間と労力を要する。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、場合によっては
修飾による抗原結合能の低下という問題が

あった。 
 これらの問題を解決するため、以下の改変
を進めた。 
 (1) 化学合成によるランダムまたはナイー
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を利用
する。タンパク質部分のサイズが小さい方が
発現効率が高いため、組換え抗体としてヒト
由来抗体の重鎖の可変領域のみからなる単
一ドメイン抗体のライブラリーを用いる。 
 (2) 研究分担者である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(Yamaguchi 
J et al, Nucleic Acids Res. 37: e108, 2009)。
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
する一本鎖抗体クローンの回収・増幅は
cDNA 部分の PCR を利用する。それを鋳型
とする in vitro転写、ピューロマイシンリン
カーと mRNA の結合、無細胞系の翻訳・ピ
ューロマイシンを介したポリペプチドとリ
ンカーの連結、逆転写により遺伝情報と連結
された組換え抗体分子を再生できる。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。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、一連の研究により上記の改変
を行う中で明らかとなった(1)についての問
題点を克服することを目的とした。具体的に
は、ヒト由来の抗体重鎖可変領域のみからな
る単一ドメイン抗体を用いた場合には発現
効率が低くなることが明らかとなった。スタ
ートコドン周辺の配列を変化させて検討を
行ったが、十分な改善は見られなかった。そ
のため、cDNA display 分子発現に適した抗
体(様)スキャフォルドを見出すことから検討
を始めた。 
(1) 抗体の可変領域は直接抗原と接触する 3
箇所の相補性決定領域（complementarity 
determining region, CDR）とそれらを適切
な位置に配置するためのフレームワーク領
域からなる。結合能を持つ一本鎖組換え抗体
(様)分子を得るためには、抗体または抗体様
分子のフレームワーク領域中 3箇所に相補性
決定領域に相当する化学合成ランダムヌク
レオチドを挿入すればよい。フレームワーク
として、構造安定性に優れたヘビ毒由来の 3
フィンガースキャフォルドを利用する。あわ
せて、低分子量で発現効率、構造安定性が高
く、近年利用が増えているラクダ重鎖抗体由



来のフレームワークを使用し比較検討する。
ラクダ重鎖抗体は、軽鎖なしで生理的に機能
しており、抗原結合の親和性の点でも問題な
い。 
 さらに、スクリーニングのモデル系として
erbB 系を用い、スモールスケールのクロー
ン選択およびアッセイ系の条件検討を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 抗体(様)分子ライブラリーと PCRによる
転写用鋳型の作製 
 抗体様分子ライブラリーとして根本らに
より作製されたヘビ毒由来 3フィンガースキ
ャフォルドをフレームワークとするライブ
ラリー、ラクダ重鎖抗体由来 VHHのフレー
ムワークをもつライブラリーを検討した。と
もに化学合成ランダムヌクレオチド領域を 3
箇所もつライブラリーである。相補性決定領
域を含むスキャフォルド領域をテンプレー
トとし、異なる無細胞翻訳系における発現を
比較検討するために、それぞれに最適化され
た 5’側の非翻訳領域配列を PCRにより挿入
して、in vitro における転写反応の鋳型とし
た。 
 
(2) 無細胞翻訳の条件検討 
 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。リンカーは、mRNAとアニールする配
列、ピューロマイシン、精製用のビオチン、
最終的にアビジンビーズから切り出すため
の酵素切断部位をもつ。mRNAとの連結方法
として、 ligase を用いるものと  cnvK 
(Yoshimura Y & Fujimoto K, Org Lett, 10: 
3227-3230, 2008, Yoshimura Y et al, 
Chembiochem, 10: 1473-1476, 2009) によ
り光架橋するタイプの 2 種類を検討した。
PCR産物を鋳型とした in vitro転写で作製し
た mRNA にはストップコドンが含まれてお
らず、代わりに挿入されたHisタグの C末端
でピューロマイシンと連結される構造とな
っている。mRNAをリンカーとアニールして
共有結合させた後、無細胞系で翻訳し、ピュ
ーロマイシンを介してポリペプチドと
mRNAを連結させる。タンパク質部分の発現
とリンカーとの連結効率を確認するため、
SDS、尿素変性下でポリアクリルアミドゲル
電気泳動を行い、ゲル中でリンカーのフルオ
レセイン由来緑色蛍光を検出した。さらに、
ゲルから PVDF膜に転写後、C末端側に付加
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。タンパク質の連結効
率を指標に、翻訳反応の時間、nuclease阻害
薬の種類と濃度の至適条件を検討した。ビオ
チン化されたリンカーをキャプチャーする
ためのアビジン・ストレプトアビジン磁気ビ
ーズについて、種類や使用量を変えて検討し
た。 
 
(3)スクリーニングモデル系の構築 

 細胞間情報伝達に関与する erbB 系をモデ
ルとするため、アミノ酸配列が報告されてい
る抗 EGF 受容体 VHH クローン発現用の
cDNAを化学合成した。PCRによるテンプレ
ート作製、in vitro 転写、リンカーとの結合
後、cDNA display分子としての発現を行い、
スモールスケールのクローン選択、アッセイ
に必要な準備を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 抗体様スキャフォルドの検討 
 抗体様スキャフォルドとして、当初ヘビ毒
由来の3フィンガースキャフォルドの使用を
計画していたが、本研究の目的達成のために
は発現効率が十分ではないことが判明した。
そのため、ラクダ重鎖抗体由来のフレームワ
ークをスキャフォルドとして使用すること
にした。ラクダ重鎖抗体の可変領域は 3フィ
ンガースキャフォルドと同様3つの相補性決
定領域と4つのフレームワーク領域からなる。
分子量 15 kDa 程度と 3 フィンガースキャフ
ォルドよりややサイズが大きいものの、軽鎖
の可変領域が必要なく重鎖由来の1本鎖の可
変領域のみで抗原結合能をもつ。in vitro 転
写・翻訳の効率が高く、タンパク質としての
安定性も高いことが予測された。相補性決定
領域への合成ランダムヌクレオチド挿入に
よるライブラリー作製は根本らにより行わ
れた。 
 プライマーを用いて組換え抗体ライブラ
リー由来 DNA、5’非翻訳領域及び 3’リンカ
ーアニール部位をPCRにて増幅し鋳型を作製
した。In vitro 転写後に mRNA をピューロマ
イシンリンカーと結合させ、無細胞系での翻
訳・ピューロマイシンを介したタンパク質部
分とリンカーの連結過程について条件検討
を行った。 
 
① 無細胞翻訳系の検討 
 cDNA display 用の無細胞翻訳系として、標
準的にはウサギ網状赤血球ライセートを用
いているが、真核生物の翻訳系としてはコム
ギ胚芽、原核生物の系としては大腸菌のライ
セートまたは組換えタンパク質による再構
成系などが利用可能である。翻訳効率・連結
効率を比較するため、それぞれに至適化され
た 5’非翻訳領域の配列を PCR にて付加して 
in vitro 転写の鋳型とし、mRNA を得た。
Ligase タイプのピューロマイシンリンカー
と結合後、翻訳を行ったところ、大腸菌の系
は、翻訳効率が低いことが明らかとなった。
一方、コムギ胚芽の系は翻訳の効率は高いも
のの、nuclease 活性が非常に高いため時間を
長くすると蛍光標識されたリンカー自体が
消失し、安定した発現を得られる条件を設定
することは困難であった。以降、cDNA display
用の無細胞翻訳系としてはウサギ網状赤血
球ライセートを用いた。 
 
② 無細胞翻訳系におけるnuclease活性の抑



制及びピューロマイシンによる連結効率の
向上 
 Protein A の B ドメイン由来のコントロー
ル(Yamaguchi J et al, Nucleic Acids Res. 
37: e108, 2009) を用いて翻訳・ピューロマ
イシン連結条件の最適化を試みた。Ligase を
用いるタイプピューロマイシンリンカーを
利用した。 
 nuclease 活性を抑制するために各種の阻
害薬と濃度依存性を検討したところ、30-60
分程度の反応時間中ほぼ蛍光標識リンカー
及びRNAの分解を抑制できる条件を見出した。
しかしながらこの条件では翻訳自体が抑制
される傾向がみられた。阻害薬濃度を下げて
nuclease 活性をある程度抑制しつつ、ピュー
ロマイシンを介したタンパク質部分の翻
訳・連結効率が向上する条件を探し、実用上
問題のない条件を見出した。VHH クローンを
用いた場合には、mRNA 及びタンパク質のサイ
ズが大きいため、全体の反応効率は 1/2 程度
以下に低下するものの、上記で設定した阻害
薬濃度と反応時間で、ほぼ最大の翻訳・連結
効率を示した。以降、この反応条件で無細胞
翻訳系における翻訳を行った。 
 
③ピューロマイシンリンカーの検討 
 発表論文(1)に示されている通り、mRNA と
ピューロマイシンリンカーの結合について、
標準的な ligase 処理によるものと cnvK を用
いて紫外線により架橋するものを選択可能
である。VHH クローンを用いてリンカーの違
いによる翻訳・連結効率を比較したところ、
cnvK による改良型光架橋リンカーを用いた
場合に、より高い効率が得られることが明ら
かとなった。現在は、光架橋リンカーを用い
て反応を行っている。 
 
④ cDNA ディスプレイ分子の濃縮・精製 
 無細胞翻訳系における翻訳とピューロマ
イシンを介したリンカーとの連結の後には、
mRNA を鋳型にした逆転写反応、His タグを介
した精製・濃縮を行い、cDNA ディスプレイ分
子をアッセイ系に適したバッファーに置換
する必要がある。そのためにストレプトアビ
ジン磁気ビーズを用いているが、その使用量、
バッファー条件（塩濃度、界面活性剤の有無
など）が効率に影響を与えることがわかって
い る  (Mochizuki Y et al, Biological 
Procedures Online, 15: 7, 2013)。VHH クロ
ーンを用いて各種の磁気ビーズとバッファ
ーの組合せを検討し、最終的に効率良くスト
レプトアビジン磁気ビーズから VHH-cDNA 
display が溶出される条件を見出した。 
 
⑤ His タグによる精製過程の条件検討 
 His タグを介した精製・濃縮の際の反応時
間・条件、溶出の際のバッファー条件とあわ
せ、スピンカラムを用いたバッファー交換の
効率について検討を行った。マイクロスピン
カラムを用いたバッファー交換 (Ueno S et 

al, Proc Natl Acad Sci U S A. 109: 
11121-11126, 2012) について現在検討中で
ある。他の方法を含めて、細胞表面に発現し
た膜タンパク質を用いたクローン選択をお
こなうためのバッファー交換方法について
検討を進めている。 
 
(2) erbBをモデル実験系とするための条件の
検討 
 erbB 受容体をモデル系として組換えタン
パク質および細胞表面に発現させたタンパ
ク質を用いた結合クローン選択を行うため
の準備を進め、実験条件を検討した。 
 クローン選択のための組換えタンパク質
（erbB 細胞外ドメインの組換え体）として市
販の erbB1 (EGFR)を用いることとした。ポジ
ティブコントロールとするため、アミノ酸配
列が報告されている抗 EGFR-VHH クローン 2
種の配列をもとに、発現用 cDNA の化学合成
を行った。それをテンプレートとして in 
vitro 転写用の鋳型を PCR により作製し、転
写、mRNA 精製、リンカーとの結合、無細胞翻
訳系による組換えタンパク質のcDNA display
としての発現を行った。また、ネガティブコ
ントロールクローンを得るために、VHH ライ
ブラリーの一部を PCR 増幅後、TA クローニン
グによりプラスミドに挿入し、大腸菌のトラ
ンスフォーメーションを行った。数クローン
を拾い、プラスミドを精製後、塩基配列を決
定した。上記同様に cDNA display として発
現させた際に発現に問題がなく、上記ポジテ
ィブコントロールとはゲル電気泳動上サイ
ズで区別でき、PCR 後の制限酵素切断でクロ
ーン判別が可能なものをネガティブコント
ロールとして選定した。EGFR 細胞外ドメイン
とIgG Fc領域の融合タンパク質 をProtein A
ビーズに結合させることにより、クローン選
択条件設定の実験が可能となる。 
 抗EGFR-VHH クローンの解離定数は、100 nM 
程度であるため、PCR によるランダムな変異
導入とEGFR-Fcとの結合及びより強い条件で
の wash を組み合わせて、より親和性の高い
結合クローンを選択する実験条件の検討を
進めていく予定である。 
 現在、これまでに確立した基礎的技術をも
とに、組換えタンパク質および細胞表面発現
タンパク質によるクローン選択条件決定の
モデル実験に進む準備を行っている。本研究
により確立された技術及び研究分担者によ
り確立された細胞表面への結合クローンを
選択する技術（Ueno S et al, Proc Natl Acad 
Sci U S A. 109: 11121-11126, 2012）をも
とに、標的とする細胞の表面に発現するタン
パク質群をある程度網羅する高親和性結合
組換え抗体のサブライブラリーを取得する
ことが可能になると思われる。今後、これら
の技術を利用して、FALI と細胞機能アッセイ
を組合せ、ハイスループットスクリーニング
系を確立できるよう技術の開発・検討を進め
ていく予定である。 
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