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研究成果の概要（和文）：我々が開発したニワトリCRY4のC末端付近をエピトープとするモノクローナル抗体は、抗原
ペプチドとの結合において温度依存性を示す。
　本研究では、これを利用し、エピトープをタグとして利用することによって、任意のタンパク質の精製に利用できる
可能性を検討した。その結果、グルタチオンSトランスフェラーゼや黄色蛍光タンパク質を温度依存的に精製すること
に成功した。
　本技術は、タンパク質の新しいタグおよび精製方法の確立であり、タンパク質の局在や機能の温度依存的な制御をは
じめ、さまざまな分野への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：We recently developed a monoclonal antibody that shows strong temperature 
dependence in the binding to the epitope peptide, a carboxyl-terminal sequence of chicken CRY4.
 In this study, we tested the possibility to use this epitope peptide as a tag for temperature-dependent 
affinity purification of the tagged-proteins. We found the binding of the antibody with epitope-tagged 
glutathione S-transferase (GST) and yellow fluorescent protein (YFP) in a temperature-dependent manner. 
We also succeeded in the temperature-dependent purification of those proteins.
 This technology is the establishment of a new tag and purification methods of proteins, and also it 
would be applicable in a various fields to the temperature-dependent control of protein localization and 
function.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
研究代表者らは、光受容分子クリプトクロム

(CRY)研究の過程で、ニワトリCRY4のC末端付

近をエピトープとするモノクローナル抗体

が、抗原ペプチドとの結合において温度依存

性を示すことを見いだした[辻ら、第35回日

本分子生物学会大会(2012)ほか]。このよう

に、抗体と抗原の結合定数が温度に依存して

変化する現象は、従来から経験的に知られて

いるが、これを利用したタンパク質精製用の

タグなどは実用化されていない。この理由は

おそらく、(1)認識配列の決定に時間と労力

を要すること、(2)顕著な温度依存性を示す

ものが得られていないこと、(3)温度上昇に

より目的タンパク質が分解する可能性を恐

れてあえて実用化しようとする試みがない

こと、等が考えられる。 

 これまでの基礎的な解析によって、申請者

が得た温度感受性抗体は、４℃と３７℃にお

いて抗原との結合が大幅に低下することが

分かった。 
 
２．研究の目的 
 
 これまでに得た成果は、本抗体と抗原の組

合せが、新規の温度依存性のタンパク質精製

系（図１）として利用可能であることを強く

示唆している。将来的には、温度変化による

生体制御への応用を視野に、エピトープ配列

（単独および繰り返し配列）を付加したモデ

ルタンパク質の作製、温度変化によるアフィ

ニティ精製を行い、抗体を温度感受性タグと

して利用可能とすることを目指した。また、

ハイブリドーマの安定性を考え、抗体を一本

鎖抗体に置き換えることも試みた。 

 

３．研究の方法 
 
エピトープ配列を付加したモデルタンパク

質を大腸菌で発現させ、温度変化を利用して

精製を試みた。モデルタンパク質には、グル

タチオンSトランスフェラーゼ(GST)や蛍光

タンパク質を用いた。融合タンパク質の発現

においては、タグ配列を繰り返し導入するこ

とにより抗原と抗体の親和性が飛躍的に増

大する可能性が考えられるので、抗原部位を

繰り返したタンパク質等も精製・解析した。

精製したタンパク質と抗体の結合について、

温度条件を変えたELISA、および免疫沈降実

験を行った。さらに、温度を変化させた温度

溶出を行い、溶出率やタンパク質回収率を測

定した。 

 並行して、本抗体の抗原部位の配列を改良

するための情報を得るために、ニワトリ以外

の生物のクリプトクロムの配列や発現を調

べた。 

 また、本抗体の遺伝子を細胞に導入して温

度依存的なタンパク質制御に利用すること

を考え、本抗体の遺伝子をハイブリドーマよ

り単離し、一本鎖抗体をコードするcDNAを作

製した。これを大腸菌に導入し、一本鎖抗体

を得た。 

 

４．研究成果 

 抗原配列をタンデムに繰り返した配列をG

STのアミノ末端またはカルボキシル末端に

融合したタンパク質を作製し、抗体との結合

とその温度依存性を調べた。その結果、すべ

てのタンパク質が抗体と結合することがで

き、抗原配列をタンパク質に付加する際の自

由度が高いことがわかった。また、すべての

タンパク質で温度依存性が見られ、結合力は

概して繰り返し回数の多いもので増大した。

また、黄色蛍光タンパク質と抗原配列の融合

タンパク質も温度変化により精製すること

ができた。 

 ゼブラフィッシュ、アフリカツメガエル、

ドジョウなど、ニワトリ以外の各種のクリプ

トクロムの配列を決定し、配列を比較したと

ころ、抗原部位は種およびグループを越えて

保存されていないことがわかった。このこと

から、本抗体が結合する配列はニワトリクリ図１ 温度感受性抗体によるタンパク質精製 



プトクロム４に特有の配列であり、他の類縁

分子と共通する機能に関わる可能性は低い

と考えられた 

 一本鎖抗体は、重鎖および軽鎖の可変領域

のcDNAを単離し、スペーサ配列と結合した上

で、大腸菌での発現ベクターにおける発現プ

ラスミドを構築した。このコンストラクトを

大腸菌BL21に導入して大量発現および精製

を試みた。さまざまな条件検討の結果、抗原

ペプチドとの結合能を保った状態で、高効率

かつ高純度での精製に成功した。得られた一

本鎖抗体を解析した結果、完全抗体と同様に

温度依存的に抗原と結合・解離することがわ

かった。さらに、一本鎖抗体を固定化したビ

ーズを用いて、光受容能をもつニワトリクリ

プトクロム４を精製することができた。 

 以上から、本抗体およびその一本鎖抗体は、

任意のタンパク質の温度依存的な精製や細

胞内での局在・機能の制御に応用可能である

と期待される。 
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