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研究成果の概要（和文）：我々が最近開発した，部位特異的に蛍光修飾した組換え抗体断片を使って各種抗原検出を高
感度かつその場で迅速に行うことができる，新規免疫測定素子Quenchbody (Q-body)の基礎原理の確立と，各種の応用
を目的として検討を行った。
　従来の無細胞系に加えて細胞系でのFab型Q-body合成に成功し，これらを用いて新規な色素の発見，新規な修飾部位
の発見，GFP変異体を用いた遺伝子にコードされたQ-body構築原理の発見，ビーズを用いたアッセイの成功，細胞分泌
ペプチドの顕微可視化の成功，抗体以外のタンパク質を用いた同様の検出素子(Q'-body)の構築の成功，といった成果
を得た。

研究成果の概要（英文）：We aimed at the elucidation of basic principle of Quenchbody (Q-body) and its 
application to various fields. Q-body is a site-specifically fluorescence-labeled recombinant antibody 
fragment, which was recently discovered by ourselves. It can detect various antigens with high 
sensitivity and rapidity in situ.
 We succeeded in synthesizing Fab-type Q-bodies not only using cell-free translation system but also 
using cell-based system, and found novel suitable fluorescent dyes and novel modification sites on 
antibody. We also found a way to make genetically encoded Q-bodies using GFP variants, succeeded in a 
bead-based assay and imaging of osteocalcin peptide secreted from the cells, and in creating a similar 
biosensor protein based on the other ligand binders called Q'-body.

研究分野： タンパク質工学

キーワード： antibody　fluorescence quenching　immunoassay　cell-free translation　biochip　protein engine
ering　chemical biology　bioimaging
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１．研究開始当初の背景 
 最近、研究代表者らにより、無細胞タンパ
ク質合成系を用いて部位特異的に蛍光ラベ
ルを施した一本鎖抗体(VH と VL をペプチド
リンカーで結合させたもの)が、抗原添加時に
その蛍光強度を顕著に強める現象が見出さ
れた。この現象は、抗原非存在時に可変領域
内におけるVH/VL相互作用部位近傍のトリプ
トファンに蛍光色素が近接し，その蛍光強度
を低下させる（Quench 状態になる）が、抗
原結合時は色素がトリプトファンに近づけ
ず，Quench 状態が解消するために起こると
考えられ、このような抗原依存的な Quench
解消現象を起こす蛍光標識抗体断片を
「Quenchbody」と呼んでいる（図１）。 
 すでに上記の低分子化合物やペプチド，蛋
白質，あるいはそのリン酸化修飾等を認識す
る多くの抗体を Quenchbody 化可能なこと
が確認されていること、Quench 現象に必要
なトリプトファンは、95 %以上保存されてい
ることから、汎用的な免疫測定技術となる可
能性が高い。 
 本現象は，VH/VL の部位特異的な蛍光標識
を検討した際偶然見出されたものであるが，
テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン (TAMRA) や
ATTO655 などの色素とトリプトファンを混
合することで，光誘起電子移動 PeT と蛍光ク
エンチが起こることはすでに報告されてお
り，保存性の高い各 Trp 残基の Phe への変異
により応答性が減少することからその検出
原理は確かなものと言える。「抗原不在時に
VH/VLが解離しやすい」という OS-IA では必
須の条件も，Quenchbody においては scFv
でも実施できることからも緩和されており，
実際 OS-IA に必ずしも適していない抗体に
よるタンパク質(BSA)の測定に成功している。
さらに骨代謝マーカーであるオステオカル
シンペプチド(BGP-C)の EC50 では，競合
ELISAの IC50を凌駕する値が得られている
（EC50 = 2.5 x 10-8 M < 8.8 × 10-8 M）。さ
らに最近，scFv でなく Fab の N 末端をラベ
ルすることで，クエンチ状態が安定化し，よ
り高い抗原応答性が得られることも分かっ
てきた。 
 

図１ Q-body の動作原理 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，我々のこれまでの抗体工
学研究を基盤とした，バイオテクノロジーの
幅広い領域で応用可能な新規蛍光免疫測定
原理の確立と応用にある。特異性は高いもの
の測定に時間と手間を要し，特に低分子抗原

は競合的に測定せざるをえない等多くの問
題があった従来法にかわりうる，あらゆる抗
原検出を高感度，かつその場で迅速に行うこ
とができる新規免疫測定素子 Quenchbody の
開発と，その生物学・生物工学への応用を目
指す。サンプルと混合し，その場で蛍光強度
を測定するだけで高感度に抗原濃度を測定
できる本法の特長を生かし，バイオマーカー
など各種抗原を網羅的に蛍光検出できる免
疫測定チップの実現をめざした。 
 
３．研究の方法 
(1)クエンチ現象に関する基礎的検討 
 各種色素の検討，吸光スペクトルの検討，
リンカー配列の検討等によりクエンチ機構
を考察する。 
(2)ライブラリからの各種 scFv の取得 
 Q-body に適した抗体を各種ライブラリか
ら選択する方法について検討する。 
(3) Quenchbody の有用性の更なる向上 
 無細胞系以外の方法でより手軽に Q-body
を構築できないか，検討する。 
(4) 診断用プロテインチップの構築 
 上記の検討によって得られた複数の
Q-body をアレイ化し，複数バイオマーカー同
時計測の可能性を探る。 
(5) 細胞からの物質放出の可視化 
 洗浄操作なしにその場で抗原の有無が調
べられるメリットを生かし，細胞を用いたバ
イオイメージングへの応用を進める。 
(6) 抗体以外のタンパク質への応用 
 クエンチ解消原理を抗体以外のタンパク
質で実現できるか，検討する。 
 
４．研究成果 
(1)クエンチ現象に関する基礎的検討 
 無細胞系と，後述する細胞系を用いた検討
により，これまで試されていなかった
ATTO495, Cy3 等の色素を用いて Q-body が構
築できること，ダブルラベル Fab 型 Q-body
においては色素間の H dimer 形成がクエンチ
において重要な役割を果たすことが判明し
た。 
 また，無細胞系を用いて抗リゾチーム抗体
の蛍光応答に関して色素導入位置の最適化
を行い，L鎖の非 CDRループ上の残基に TAMRA
を導入することで，従来比で約２倍の応答を
得られる事が判明した(ref.12)。この位置の
修飾に関しては今後さらに検討を加える予
定である。 
(2)ライブラリからの各種 scFv の取得 
 Q-body 応答の優れた BGP 認識 scFv の CDR
を Ser/Tyr/Trpでランダム化したファージ提
示ライブラリを構築した。しかし，ライブラ
リサイズが小さかったためか，高い親和性と
特異性，さらにタンパク質としての安定性を
示すクローンの取得は困難であった。引き続
き，次期の基盤研究で各種の抗原免疫細胞由
来ファージライブラリ等を用いたスクリー
ニングを試みる予定である。 



(3) Quenchbody の有用性の更なる向上 
 生産コストの安い大腸菌発現Fab断片を用
いた，シングルおよびダブルラベル各色
Q-body の構築に成功した(ref. 15)。この方
法で，各種 Fab 型 Q-body の大量生産に成功
した。さらに，化学修飾法によらずに GFP 変
異体同士の FRET を原理とする，遺伝子にコ
ードされた Q-body の構築に成功した
(Open-Flower Immunoassay,図２，ref. 6)。 
また，化学的に抗体 N 末を蛍光ラベルし，
Q-body 化することにも予備的な実験ながら
成功した。本テーマに関しては，引き続き次
期の基盤研究で検討を行う。 
 

図２ 遺伝子にコードされた Q-body(ref.6) 
 
(4) 診断用プロテインチップの構築 
 溶液中でなく，アガロースビーズ上に
Q-body を固定化し蛍光測定が可能かどうか
検討した結果，顕微鏡および蛍光分光光度計
を用いて十分測定可能なことが判明した
(ref. 15)。これにより，市販のフローサイ
トメトリーあるいは蛍光ビーズ測定機
(Luminex など)を用いた，マルチプレックス
低分子抗原測定の可能性が示された。 
(5) 細胞からの物質放出の可視化 
 骨肉腫細胞 U2OS は，ビタミン D3 依存的に
骨芽細胞に分化し，オステオカルシン BGP 産
生量が増加する。この過程を細胞系で構築し
た Fab 型 Q-body で洗浄操作なしにイメージ
ングすることに成功した(ref. 15)。 
(6) 抗体以外のタンパク質への応用 
 免疫抑制剤ラパマイシン依存的に二量体
形成する FKBP12-FRB 各ドメインを VH/VLと
見なし，ここから無細胞系を用いて scFv 型
Q-body (Q’-body)を構築した。結果，ラパ
マイシン依存的な蛍光強度増加によりその
迅速高感度な検出に成功した(図３，ref. 3)。 

 
  図３ Q’-body for Rapamycin (ref.3) 
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