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研究成果の概要： 
 
 生体内生理活性物質の正確な測定は臨床化学の基盤であるが, 低分子化合物 (ハプテン) の
高感度測定は高分子化合物に比べて難しい. 新しい分子認識単位として, "ナノ抗体", すなわち, 
単一ドメイン抗体 (single-domain antibody; sdAb) を導入することで, ハプテンの高感度モニタ

リングが可能と期待される. SdAb とは,ラクダの "H 鎖抗体" の可変部ドメイン (VHH) あるい

はそれを模倣したタンパク質で, 抗原結合能を保持する最小の抗体フラグメントである. 以上

の観点から, ステロイドをモデルハプテンとしてマウス抗体の可変部ドメイン (VH または VL) 
を基本構造とする sdAb を遺伝子工学的に作成し, そのハプテン結合能を検討した. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 生体内のごく微量の生理活性物質を正確
に測定することは臨床化学の基盤である.こ
の目的には抗原抗体反応を利用する免疫測
定法が広く用いられているが, 低分子化合物 
(ハプテン) の高感度測定は, 高分子化合物の
それに比べて難しく, subfemtomole レベルの
測定を可能とする新たな方法論の開発が待
たれていた. 
 
２．研究の目的 
 
 ハプテンの免疫測定法は競合法により行
われているが, その測定感度は用いる抗ハプ
テン抗体の親和力に厳しく制約される. 高分
子化合物の超高感度測定法として定着して
いる非競合型サンドイッチアッセイは, ハプ
テンの分子サイズが小さく, 同時に 2 つの抗
体が結合できないため応用することは困難
である.  
 測定対象のハプテンを, ハプテンと結合す
る何らかの受容体との複合体としたのち, 複
合体を特異的に認識するが受容体自体とは
反応しない抗体で複合体の生成量をモニタ
ーすればハプテンの高感度な測定が可能と
期待される (図 1).  

 
図 1．SdAb を活用するハプテンのイムノメトリックアッ

セイ 
 

このような抗複合体抗体を得るためには, 
受容体の分子量はできるだけ小さいほうが
有利である (ハプテンの結合前後での立体構
造の変化が大きいため). SdAb は抗原結合能
を示す最小の抗体フラグメント  (分子量
15,000-18,000) であり, 上記の受容体として
利用可能と期待される. 
 以上の観点から , エストラジオール-17β 
(E2) とジゴキシン (Dig) を標的ハプテンと
する sdAb を調製し, その有用性を検討し
た. 

 
３．研究の方法 
 
(1) "野生型" 抗ステロイド単一ドメイン抗
体の調製と諸性質 
 先に我々がクローニングしたマウス抗 E2
抗 体 由 来 の 一 本 鎖 Fv フ ラ グ メ ン ト 
(single-chain Fv fragment; scFv) (scFv#E4-4) に
含まれるH鎖可変部ドメイン (VH) の遺伝子
を PCR により増幅し, 同時にその 5'末端に 
FLAG 配列, 3'末端に His6, c-Myc 配列と終止
コドンを付加した. 他方, マウス抗ジゴキシ
ン  (Dig) 抗体産生ハイブリドーマから総
RNA を抽出し, RT-PCR により VH遺伝子をク
ローニングし, その両末端に同様の修飾を加
えた (図 2).  
 こ れ ら 遺 伝 子 断 片 を 発 現 ベ ク タ ー 
pEXmide 5 へ 組 み 込 ん だ の ち 大 腸 菌 
XL1-Blue に導入し , “野生型” の  (マウス 
VH そのものから成る ) sdAb (E2-sdAb-VH, 
Dig-sdAb-VH) (図 2) を得た. また, scFv#E4-4 
の L 鎖可変部ドメイン (VL) の遺伝子を同様
にクローニングし, 5'末端に FLAG 配列, 3'末
端に V5 タグ配列と終止コドンを付加して, 
VL型の sdAb (E2-sdAb-VL) を調製した (図 2). 
 これらをアフィニティー精製したのち, そ
のハプテン結合能を ELISA により評価した. 
すなわち, E2-ウシ血清アルブミン (BSA) ま
たは BSA を固定化したマイクロプレートに 
sdAb を添加し, 固相に結合した sdAb をペル
オキシダーゼ (POD) 標識抗 FLAG 抗体を用
いて検出した. 

図 2．SdAb 調製の過程 
 
 
(2) "ラクダ化" 単一ドメイン抗体の調製と
諸性質 
 E2-sdAb-VH の 枠 組 み 配 列  (framework 
region; FR) 2 の 4 ヵ所のアミノ酸 (37V, 44R, 
45L, 47W; マウス IgGで保存性が高く, L鎖と



の会合に働く) を, それぞれ, ラクダ VHH 
に特有のアミノ酸 (それぞれ F, E, R, G) に
置き換えるために, E2-sdAb-VH に部位特異的
な変異を加えた. これを大腸菌内で発現させ
てラクダ化 sdAb (E2-sdAb-cam1) を調製した 
(図 2). 
 ところで, これまで, カフェインやメトト
レキサートなどのハプテンに対する  sdAb 
の調製が数例報告されているが, いずれもラ
マをハプテン-キャリヤー結合体で免疫し, 
その末梢リンパ球から VHH 遺伝子をクロー
ニングして調製されたものである. これらは, 
ハプテンに対して十分な親和力 (Ka = 106 ~ 
107 L/mol) を示すが, 上記の 4 ヵ所以外にも, 
特有のアミノ酸置換が認められる. この点を
考慮して, さらに 22 カ所のアミノ酸を置換
した遺伝子を設計し, その全長を化学合成オ
リゴ DNA から構築した. これを大腸菌に発
現させることにより, E2-sdAb-cam2 を調製し
た (図 2). 
 
４．研究成果 
 
(1) "野生型" 抗ステロイド単一ドメイン抗
体の調製と諸性質 
 ELISA において, Dig-sdAb-VH (VH サブグ
ループは IIA) は明瞭な Dig 結合能を示さ
なかったが, E2-sdAb-VH (VH サブグループ 
は IIID; ラクダ VHH はサブグループ IIID 
に類似のアミノ酸配列を持つ) では E2 基に
対する結合能が認められた (図 3A). 
 VL を分子認識単位とする sdAb について
は, Dig-sdAb-VL では Dig 基への特異性が不
十分であったが, E2-sdAb-VL では, E2基に特
異的な結合が認められた (図 3B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. ELISA による“野生型”抗ステロイド sdAb のハプ

テン基への結合能 
 E2 または Dig のウシ血清アルブミン（BSA）結合体，

または BSA を固定化したマイクロウェルに，（A）

E2-sdAb-VH（125 ng）または Dig-sdAb-VH（5 µg）を，37℃

で 1 時間反応させた．ウェルに結合した sdAb を，ぺル

オキシダーゼ（POD）標識抗 FLAG 抗体を用いて検出し

た．（B）E2-sdAb-VL（5 µg）を同条件で反応させ，結合

した sdAbを，POD標識抗FLAG抗体を用いて検出した． 
   
 一般に, 同一の抗体分子から調製された 
VH と VL のフラグメントは溶液中で会合し
て, より大きな抗原結合能をもつ Fv フラグ
メントを形成する. そこで次に E2-sdAb-VH 
と E2-sdAb-VL を共存させて E2 基に対する
結合能を調べたところ, いずれかを単独で加
えた場合に比べて著しく増強した (図 A, B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. ELISA による E2-sdAb-VHと E2-sdAb-VLの共存効果

の検討 
図 3 と同様に ELISA を行った．（A）E2-sdAb-VH (25 

pmol)単独，または等しい物質量の E2-sdAb-VLと共に反

応させ，結合した sdAb を POD 標識抗 c-Myc 抗体を用い

て検出した．（B）E2-sdAb-VL (25 pmol)単独，または等し

い物質量の E2-sdAb-VHと共に反応させ，結合した sdAb
を POD 標識抗 V5 抗体を用いて検出した． 
 
 また, E2-sdAb-VH の結合特異性に検討を加
えた (図 5). E2, Dig に加え, コルチゾール 
(Cs), デオキシコール酸 (DCA), コール酸 
(CA), テストステロン (Ts) に対する反応性
を比較したところ, Cs, DCA, CA の各ステロ
イド基と大きく交差反応し, E2 基に対する特
異性が損なわれていることが判明した. しか
し, E2-sdAb-VLを共存させた場合, 抗 E2-scFv
と同様の E2 特異性を示した. このことから, 
これら sdAb が由来する抗 E2-scFv では, 
特異性の発現に関しても VL が重要な役割
を果たしていることが示された. 
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図 5. 抗 E2抗体フラグメントの特異性 

 E2，Dig，Cs, DCA, CA,Ts の各 BSA 結合体を固定化し

たマイクロウェルに，E2-sdAb-VH（30 pmol）を単独で，

または E2-sdAb-VL（30 pmol）と共に反応させた．ウェル

に結合した sdAb を図 4 と同様に検出した．比較のため，

抗 E2-scFv（30 pmol）についても同様の反応を行った． 
 
 (2) "ラクダ化" 単一ドメイン抗体の調製と
諸性質 
上記の sdAb は, マウス VH そのものを構
成単位とするため, 水溶液中での安定性や大
腸菌内での発現量 (図 6) などに解決すべき
問題が残されている. そこで, 部位特異的変
異導入により “ラクダ化” を行い, より実用
的な sdAb 分子種の創製を試みた. 
 得られたラクダ化 sdAb (E2-sdAb-cam1) は, 
野生型の E2-sdAb-VH と同等の E2 結合能を
示したものの (図 6), 大腸菌内での発現量に
は大きな改善がみられなかった (図 7). 
 そこで, 既存のラマ由来抗ハプテン抗体の
アミノ酸配列にみられる特有の変異をさら
に導入した E2-sdAb-cam2 遺伝子を化学合成
オリゴ DNA から構築した. その産物の発現
量は, E2-sdAb-VH, E2-sdAb-cam1 に比べて著
しく増大し (図 6), アミノ酸置換の効果が認
められた. しかし, E2 基に対する結合能は低
下し (図 7), この点の改善が必要と思われた. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6．E2-sdAb の発現量 
 野生型 E2-sdAb-VH（VH），ラクダ化 E2-sdAb-cam1（cam1）
および-cam2（cam2）の，遺伝子保持菌培養液 100 mL 当

たりの発現量[ペリプラズム画分から得られた質量（µg）]
を比較した． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7．野生型およびラクダ化 E2-sdAb の E2基への結合能 

 図 3 と同様に ELISA を行った．E2-sdAb-VH (VH；125 ng)，
E2-sdAb-cam1 (cam1；62.5 ng)，E2-sdAb-cam2 (cam2；25 µg)
を反応させたのち，POD 標識抗 FLAG 抗体で検出した． 
 
(4) 総括 
 マウス VH , VL に基づく抗ハプテン sdAb 

の調製例は皆無に等しい. 本研究で得られた 
“野生型” の E2-sdAb-VH, E2-sdAb-VL は E2 
基に対する結合能を示し, 低分子量分子認識
単位への発展性が示唆された. E2-sdAb-VH を 
“ラクダ化” した E2-sdAb-cam2 は, 大腸菌
内での発現量については満足しうるもので
あったが, E2 基に対する結合能は低下してい
た. 今後, E2 基への結合能を損なうことなく
発現量を向上させるために, ここで導入した
各アミノ酸置換の効果を吟味する必要があ
るだろう. さらに, その相補性決定部 
(complementarity-determining region; CDR) に
ランダム変異を加えてライブラリーを作成
することで, ハプテン結合能, 発現量, 安定
性のいずれにも優れ, ハプテンのイムノメト
リックアッセイを可能にする sdAb が得ら
れることを期待する. 
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