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研究成果の概要（和文）：  
本研究では、Ｔ７ファージ提示技術を用いて、ヒト単鎖Ｆｖ抗体、ラマ VHH 抗体ライブラリ

を構築し、その中から抗原に特異的な抗体の単離手法の確立を行った。特に、VHH 抗体ライ

ブラリでは、抗原特異的な抗体の単離に成功したことから、本手法が、抗体の迅速な単離に十

分活用できることが分かった。一方、抗体のフォールディングや安定性の問題により非特異的

な抗体ファージの濃縮が見られ、今後の解決すべき課題として明らかになった。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we constructed the libraries of human single-chain Fv antibody and 
llama VHH antibody using T7 phage display system and established the selection 
method to isolate the specific phages. Especially, we succeeded in the isolation of the 
T7 phage clones binding to the antigens from the library, which indicates our library 
system is useful for a rapid generation of specific antibodies. On the other hand, we 
found the problematic issues that the non-specific binding phages were enriched by 
selection process because of folding problems and instability of antibody, which should 
be solved in the further investigations. 
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１．研究開始当初の背景 
 免疫システムにおいて重要な機能を有す
る抗体（特にヒト IgG 抗体）を医薬品として

用いる抗体医薬の分野が、急速な勢いで発展
している。抗体医薬は、その高い分子標的能
から、ガン治療のみならず、リューマチなど
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の自己免疫疾患、感染症など様々な疾患に対
しても、高い有効性を示す医薬として使用さ
れており、現在も多くの抗体医薬が開発中で
ある。我々も、抗体医薬開発の主要な方法の
一つであるヒト抗体ファージ提示ライブラ
リ技術をいち早く取り入れ、種々の治療薬開
発へ向けたヒト抗体のデザイン研究を行っ
てきた。 

この抗体医薬の次世代型として注目され
ているのが低分子抗体である。特にヒト単鎖
Fv 抗体（scFv）やドメイン抗体（ヒト VH）、
ナノボディ抗体（ラクダ抗体 VHH）などは、
組織への浸潤性が高く、大腸菌での生産が可
能で生産コストが極めて低い（完全抗体の約
１０分の１程度）。低分子抗体は、Fc 領域を
持たず、ADCC（抗体依存性細胞障害）活性
や CDC（補体依存性細胞障害）活性を持た
ないが、標的分子への特異的な標的素子、あ
るいはアンタゴニストとして十分に機能す
る。 

このような利点がある一方で、従来の抗体
ファージ提示ライブラリで得られた、あるい
は、ハイブリドーマ由来の完全抗体から抗体
工学により作製された低分子化抗体は、結合
活性、安定性に問題があることから、医薬開
発への進展を阻む理由となっている。そのた
め、安定で高機能性の低分子抗体を創出する
ための研究が行われているが、未だ、確定的
なものはない。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、新しいファージ提示技術
であるＴ７ファージ提示技術を用いて構築
したヒト単鎖Ｆｖ抗体ライブラリが、高い安
定性と結合活性を有する高機能性低分子抗
体の創製に適したシステムであることから、
この方法を用いた低分子抗体開発システム
を構築し、抗体工学による高機能性低分子抗
体デザインの戦略を確立することである。 
 T7 ファージ抗体ライブラリが、高機能性の
単鎖 Fv抗体の単離に適している理由として、
以下のものが挙げられる。 
（１）細胞内の還元的条件でもフォールディ

ングができる早い折りたたみ速度と高
い安定性とを持った抗体のみが選択さ
れファージ上に提示される。よって、選
別によって得られる単鎖 Fv 抗体は安定
で大腸菌内での高い生産性を持つ。 

（２）ライブラリ構築操作が容易で、大きな
多様性を持ったライブラリ（109以上）を
作製できるため、T7 ライブラリから得ら
れる抗体は、抗原に対する高い親和性を
保持する。 

（３）極めて短時間での選別が可能である
（２日程度で目的の抗体クローンの単
離が可能）。 

 本研究では、上記に基づく高機能性の低分
子抗体の単離における T7 ファージ抗体ライ
ブラリの有用性を示すために、①ヒト単鎖 Fv
抗体の機能的提示法の確立と、②単鎖 Fv ヒ
ト合成抗体ライブラリの構築と評価、さらに
③ラマ由来の VHH合成抗体ライブラリとその
評価を行った。 
  
 
３．研究の方法 
ヒト単鎖 Fv(scFv)及び合成ラマ VHH 提示 T7
ファージライブラリの構築  PCR により
EcoRⅠ及び HindⅢの制限酵素サイトを付加
した合成ヒト scFv ライブラリ DNA 並びに合
成ラマVHHライブラリDNAを調製した。各PCR
産物を精製後、制限酵素（EcoRⅠと HindⅢ）
処理を行い、ゲルカット精製を行った後、
T7Select10-3b ベクター(Novagen)に T4DNA 
Ligase を用いて連結した。連結産物を
T7Select packaging extracts(Novagen)と穏
やかに混合し、22℃で 2.5 時間反応させファ
ージ粒子の形成を行った。この反応液を
100ml の大腸菌 SHuffle T7 5403 株に加え、
30℃で溶菌が確認されるまで培養した。その
後、500mM NaCl と 0.5mM PMSF を加え、遠心
後、上清を回収した。回収した上清に 50％ポ
リエチレングリコールを 0.2容積分加え、4℃
で一晩、沈降反応を行った。遠心後、上清を
捨て、残ったファージペレットを PBS で溶解
し、最終的に 10％のグリセロール溶液中に－
80℃で保存を行った。 
バイオパンニング  96 穴マイクロタイタ
ープレートに、0.1M NaHCO3(pH8.0)溶液中に
溶解した HSA あるいは、RNaseA (1μg/200
μl/well)を 4℃で一晩固定化し、PBS に溶解
したブロック剤(0.25% BSA あるいは、0.5% 
gelatin)を用いて 3時間室温でブロッキング
を行った。PBST(0.1%Tween)で洗浄を行った
後、BSA あるいは、HSA で吸収処理したファ
ージライブラリ (１×1010 pfu /200μl 
/well)を加え,室温で 1時間反応を行った。
PBST(1％ Tween)による洗浄により標的抗原
に結合しないファージを除去後、大腸菌
SHuffle T7 5403 を加え、37℃で 10 分反応さ
せ結合ファージを感染させた。大腸菌を回収
し、さらに 5ml の大腸菌 SHuffle T7 5403 を
加え 30℃で溶菌が確認されるまで培養した。
その後、500mM NaCl、0.5mM PMSF を加え遠心
後、上清を回収した。回収した上清に 50％ポ
リエチレングリコールを 0.2 容積分加え 4℃
で一晩、沈降反応を行った。遠心後、上清を
捨て、残ったファージペレットを PBS で溶解
し、そのファージを次のラウンドに用いた。
同様の操作を、3または4回繰り返し行った。 
 ELISA 96 穴マイクロタイタープレートに、
0.1M NaHCO3(pH8.0)溶液中に溶解した HER2、
または RNaseA、Herceptin、ヒト血清アルブ



 

 

ミン(HSA) (50ng/50μl/well)、0.5％ゼラチ
ン、0.25%BSA を 4℃で一晩固定化し、PBS に
溶解したブロック剤(0.25%BSA あるいは、
0.5% gelatin)を用いて 3時間室温でブロッ
キングを行った。PBST(0.1%Tween)で 2 回洗
浄を行った後、ファージ溶液(5×109/50μ
l/well)を加え、室温で 1時間反応を行った。
PBST で５回洗浄後、一次抗体(マウス抗 
T7tail fiber 抗体または、ビオチン化抗 T7 
tag 抗体)を加え室温で一時間反応を行った。
PBST による洗浄後、二次抗体(HRP 結合ヤギ
抗マウス IgG 抗体(Novagen)あるいは、HRP 結
合ストレプトアビジン)を室温で 1時間反応
させた。洗浄後、TMB 溶液を用いた呈色反応
によりファージと抗原との結合を定量化し
た。検出は、450nm の吸光度をマイクロプレ
ートリーダー(680XR, BioRad)を用いて測定
することで行った。 
 
 
 
４．研究成果 
 
ヒト単鎖 Fv 抗体の機能的提示法の確立  
既に、我々は、M13 ファージ系を使ったヒト
末梢血リンパ球由来ヒト抗体ライブラリを
構築し、種々の抗原に対する抗体の単離に成
功しているが、T7 ファージ上への抗体の提示
については、検討がほとんどなされていない。
そこで、M13 ファージから得られている２種
類の単鎖 Fv クローン、4D5：HER2 抗原に対し
て特異的な単鎖 Fv、並びに G1：HSA 抗原に対
して特異的な単鎖 Fv を用いて、T7 ファージ
上への機能的な提示を試みた。 
 

 
図１ T7 ファージ上に提示されたヒト単

鎖 Fv抗体の抗原に対する結合活性の比較（A: 
HER2 抗原に対して特異的な４D5単鎖 Fvクロ
ーン、B: HSA 抗原に対して特異的な G1 単鎖
Fv クローン） 

 
 図１に示したように、4D5 クローンについ
ては、使用可能な、いずれの大腸菌ホストを
使っても HER2 に対する特異的な結合がみら
れた。しかし、G１クローンについては、HSA

特異的であるはずにも関わらず、BSA や HER2
に対する非特異的な結合がみられた。このこ
とは、T7 ファージでは、４D5 の様なファー
ジディングや安定性の高い単鎖 Fv は、機能
的な提示が可能であるが、G1 の様なナイーブ
ライブラリから得られたファージディング
や安定性が比較的低いクローンの場合は、非
特異的な結合を示すことが分かった。実際に、
Shuffle 大腸菌を使って、中低温（30度）で
T7 ファージに提示させた場合、特異性が回復
した（図１B）。 
 これらの結果とは別に、ヒトの末梢血由来
の単鎖 Fv 抗体遺伝子（ナイーブ抗体遺伝子）
を使って、T7ファージライブラリを作製した
（多様性は 3.2×108）。このライブラリを使
って、種々の抗原に対するバイオパニングに
よる特異的な抗体ファージの単離を試みた。
行った５種類の抗原に対し、特異的な抗体フ
ァージが得られたものは１種類のみであり、
４種は非特異的な結合を示すクローンであ
った。以上の結果から、ナイーブ抗体遺伝子
を使った T7 ファージライブラリの検討を中
断し、安定なフレームを持つ４D5 由来の合成
抗体ファージライブラリの検討を行うこと
とした。 
 
単鎖 Fv ヒト合成抗体ライブラリの構築と評
価  乳がん抗原 HER2 に対して特異的結合
を示す 4D5 単鎖 Fv は、安定で発言も良好な
単鎖 Fv 抗体として知られている。これを鋳
型とし、VH 領域の３つの CDR に人工的に多様
性を導入することで、抗体ライブラリを作製
した。すなわち、CDR-H1,H2 は、Kabat data 
base に登録されている天然のヒト抗体のア
ミノ酸組成頻度のデータに基づき、天然のヒ
ト抗体の多様性に近づくように設計した。ま
た、抗原との結合に最も大きく影響するとさ
れる CDR-H3 は、20 種類すべてのアミノ酸を
コードし、かつストップコドンが入りにくい
ようにコドンのオリゴヌクレオチドの混合
比率を調整しデザインした。構築した VH ラ
イブラリの概要を図２に示す。 

 
図２ 抗 HER2 単鎖 Fv抗体 4D5 のフレームを
ベースにした VH 合成抗体ライブラリの概要 
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 この VH 遺伝子ライブラリと、４D5 由来の
VL 遺伝子を連結した単鎖 Fv 抗体ライブラリ
を T7 ベクターに導入し、2.7×107のサイズの
ライブラリを構築した。このライブラリを用
いて、HSA をモデル抗原としてパンニングに
よる特異的抗体ファージの濃縮を試みた結
果を図３に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 4D5 のフレームをベースにした合成単
鎖 Fv ライブラリを使った、HSA に対するバイ
オパニング（各バイオパニング後のファージ
の結合特性を ELISA で評価した） 
 
 
 この場合も、標的分子 HSA に結合するファ
ージが増えてくるように見えたが、これらの
ファージは、同時に、HER2 や BSA にも結合す
る非特異的なファージであった。 
 この原因を考察した結果、安定なフレーム
を使った合成抗体ライブラリでも、CDR の違
いにより安定性などが変化することで、この
ような非特異的結合ファージの濃縮が起こ
りやすいことが考えられた。そこで、さらに、
安定性やフォールディング効率が高いとさ
れる VHH 抗体のライブラリを T7 ファージ提
示系で検討することとした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 抗 RNaseA-VHH(cAb-RN05)を提示した
T7 ファージの ELISA による結合特異性 
 

ラマ由来のVHH合成抗体ライブラリとその評
価 まず、VHH 抗体が機能的に T7 ファージ上
に提示できるかどうかを、抗 RNaseA VHH ラ
マ抗体(cAb-RN05)を提示する T7 ファー
ジを作製し、ELISA による結合特異性の
評価を行った結果を図４に示す。抗
RNaseA-VHH 抗体ファージは、抗原に特異的に
結合していることから、この VHH の機能的な
T7 ファージ上への提示が可能であることが
分かった。 
 そこで、この抗 RNaseA-VHH 抗体のフレー
ムをベースに合成抗体ライブラリを作製し
た。合成抗体ライブラリの概要を図５に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 抗RNaseA-VHH抗体cAb-RN05のフレー
ムをベースにした VH 合成抗体ライブラリの
概要 
 
 図５に示したように、ラマ VHH の CDR1 と
２については、天然の VHH 抗体で高い頻度で
出現するアミノ酸配列のライブラリ化を行
った。一方で、CDR3 については、完全なラン
ダム配列の 14 残基のアミノ酸を導入した。
このようなライブラリを使って、RNase に対
するパンニングを行って、RNAase 特異的な
VHH 抗体ファージの単離を試みた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ VHH 合成抗体ライブラリからの RNase
特異的な抗体ファージの濃縮 
 
図６に示したように、１、２ラウンドで

RNase に対する結合ファージの濃縮が見られ
たが、HSA に対しても結合するファージの濃
縮が見られたので、パンニングの条件を変更
したところ、３、４ラウンドでは、HSA に対



 

 

する結合が減少したことから、クローン化し、
ELISA によるスクリーニングを行った。その
結果、最終的に、A9 と A14 という RNase に対
して特異的な結合活性を示すクローンの単
離に成功した。このクローンの結合特異性を
ELISA で示した結果を、図７に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ RNase に対するパンニングによって得
られた２つのクローンの ELISAによる結合特
異性 
 
 明らかにこの２つのクローンは、RNase の
みに結合活性を示しており、このことは、T7
ファージによって構築された VHH合成ライブ
ラリから、抗原特異的な抗体ファージの単離
が可能であること示している。これらの２つ
のクローンの CDRのアミノ酸配列を解析した
結果を、表１に示す。 
 

 
VHH ライブラリにおいてランダム化した

CDR の配列は、得られた２つのクローンにお
いて、元の鋳型として利用した cAb-RN05 ク
ローンの配列とは、CDR1,２については明ら
かに異なっていた。一方、CDR3 については、
A14とcAb-RN05は共通の配列を有していたが、
A９については、異なる配列を示した。 
 
 以上、述べてきたように、T7 ファージ提示
法を用いた、ヒト単鎖 Fv 並びにラマ VHH 抗
体の機能的な提示と、ラマ VHH 合成抗体ライ
ブラリからの抗原（RNase）特異的な抗体フ
ァージの取得に成功した。本研究により、従
来の M13 ファージとともに、T7 ファージも抗
体ライブラリ用の提示技術として利用可能

であることが示された。一方で、T7 ファージ
提示には、フォールディング能や安定性の低
い抗体は、機能的な提示に困難を伴うこと、
そのような分子を含む抗体ライブラリでは、
非特異的な抗体ファージの濃縮が起こりや
すいことが問題点としてあげられた。今後、
このような問題を解決しながら、迅速で効率
的な抗体取得法の開発を確立していきたい。 
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