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研究成果の概要（和文）：愛媛大学で開発されたコムギ無細胞技術と愛媛県の水産栽培飼育施設とがタッグを組
み、GFPタンパク質をモデルに、ドヂザメ科4種のサメを対象にコムギ無細胞系と次世代シークエンス(NGS)技術
を融合し単鎖抗体である“ドチザメナノボディ（フカボディ）作製技術の開発”を行った。その結果、エイラク
ブカがフカボディを誘導することがわかり、バイオパンニング後のNGS解析により抗原依存的なフカボディを同
定できる技術ができた。

研究成果の概要（英文）：We used GFP (green fluorescent protein) as a model for shark nonobody, which
 we called shark nanobody as fukabody. After GFP immunization to houndshark, some houndsharks 
indicated specific immunoresponse to GFP. We screened GFP-binding fukabody by phage display at 
totally three-time rounds. DNA fragments from each round were analyzed its sequences by next 
generation sequencing (NGS) technology. Enriched DNA fragments were found, and then their proteins 
were synthesized by wheat cell-free system. Enriched clones indicated binding ability to GFP 
antigen. We are successful to develop construction system for fukabody by combination of wheat 
cell-free and NGS technologies. 

研究分野：蛋白質科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、日本産エイラクブカを用いて、抗原特異的なフカボディを単離する技術が確立できた。フカ
ボディは、ナノボディよりさらに抗原タンパク質の溝を認識することが本研究成果により分かってきたので、フ
カボディを利用した創薬ができる基盤技術となった。また、本研究成果により古代ザメとは異なり、現在に広く
存在するサメは、哺乳類に近い免疫応答系を有していることが明らかとなった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

抗体分子は特異的に分子を認識できることから、ウイルスや病原菌の検出、病理・病態診断、疾病

などへの抗体医薬疾患など様々な形で利用されており人類の生活に必須の分子である。一般的な抗

体分子は、それぞれ 2 種類の H 鎖と L 鎖のタンパク質からなる高分子である。近年の様々なバイオ技

術開発に伴い、同等の結合能・特異性を有し、より小さな分子の開発が急務となってきた。例えば、膜

タンパク質の構造解析や複合体タンパク質の安定化、細胞内への導入による特定分子の機能阻害な

どには、従来の抗体分子ではサイズが大きすぎるため困難であることが分かってきた。小さな抗体分子

として、1 種類の H 鎖からなり大きさが約 10 分の 1 であるラクダやラマ、軟骨魚類のサメから見出され

たナノボディ抗体分子が注目されている。しかし、国内でラクダやラマの飼育は困難なため自由にナノ

ボディ開発ができないのが現状であり、日本には熊本県にアルパカを利用したナノボディ作製のベン

チャー企業が１社存在するのみである。 

サメはナノボディ研究の有用な候補生物種であ

ることが期待されているが、多くは体内受精を必要

とし卵生や卵胎生など産卵形態が複雑なことから、

水槽内での繁殖がほぼ不可能である。また、餌の

確保や食いが悪く、水質や水温にデリケートである

ことから一般的な水槽での飼育も容易ではないな

ど、サメを研究材料にした環境整備の構築が難しく、

研究はほとんど進んでいないのが現状である。愛

媛県は瀬戸内海に面し、水産業が盛んである。興

味深いことに、松山市沖の伊予灘は、性格が温和

しく商用価値が低いドチザメ科に属する複数種類のサメが毎年産卵・繁殖している天然の養殖場とな

っており、1 年中簡単に地引き網で捕獲されるため、これらのドチザメ科サメの入手が非常に容易であ

る。また愛媛県は水産業が重要な産業であることから、愛媛大学や愛媛県内に様々な魚類飼育に対応

できる水産試験場を多く有し、サメに対しても飼育可能な環境が整っている。また、本申請は挑戦的萌芽

研究の予算により、ドチザメ科の４種類のサメを対象に、餌の選定、飼育法の確立、免疫に適したサメ

採取時期の決定、サメ血液のサンプルリング法、免

疫後の識別法などの開発を進め、既にドチザメナ

ノボディが取得できる基盤技術の構築を行ってい

る。そのため、世界トップのサメナノボディ研究体制

の準備は十分確立されている。プロジェクト期間中

に、ナノボディは商標登録がされ、名前の利用に

おいて一般使用に制限されることになったため、本

プロジェクトではドヂザメのナノボディをフカボディ

という命名し利用する。 
 
２．研究の目的 
愛媛大学で開発されたコムギ無細胞技術と愛媛県の水産栽培飼育施設とがタッグを組み、ドヂザメ

科 4 種のサメを対象にコムギ無細胞系と次世代シークエンス技術を融合し“ドチザメナノボディ（フカボデ
ィ）作製技術の開発”を行う。また、技術開発と並行して、サメの免疫機構解明に向けた基盤研究を行う
（図２）。 
 
３．研究の方法 
(１) チザメ科サメ 4 種の免疫系遺伝子発現解析： ドチザメ科 4 種類(ドチザメ、シロザメ、ホシザメ、エ
イラクブカ)の血液からリンパ球を濃縮し、全 RNA を単離し、Illumina 社 HiSeq1500 による RNA-seq 解
析を行った。 
(２) 完全長フカボディ遺伝子のクローン化： エイラクブカの脾臓から RNA を単離し、IgNAR 遺伝子を
RT-PCR により単離した。 
(３)  フカボディ検出抗体の構築： クローン化したエイラクブカ IgNAR の Fｃ領域のドメインを大腸菌細
胞で発現させマウスに免疫することにより、ポルクローナル抗体を単離した。 
(４)  フカボディファージライブラリの構築： 市販 GFP タンパク質をエイラクブカに免疫し、血液中
の抗体脾臓から RNA を単離し、可変領域を RT-PCR で増幅し、ファージライブラリを構築した。 
(５)  ファージディスプレイを用いた抗原特異的フカボディモノクローナルの単離： 市販 GFP タンパ
ク質を用いてバイオパンニングを３回行い、GFP に結合するドチザメナノボディを単離した。NGS 解析
は、各バイオパンニングの可変領域を PCR で増幅後、Illumina 社 HiSeq1500 により行った。 
(６)  モノクローナルフカボディタンパク質の調製： ドチザメナノボディを大腸菌発現ベクターに組み込み、



細胞内に発現させ、不溶画分を回収・洗浄し、加熱後、可溶性画分を回収し調整した。 
(７)  モノクローナルフカボディの評価： ドチザメナノボディタンパク質の結合能は、AlphaScreen法もしく
は ELISA 法により行った。 
 
４．研究成果 
ドチザメの飼育および採血は、愛媛県栽培資源研究所と共同で行った 。 
(１) ドチザメ科サメ 4 種の免疫系遺伝子発現解析  
① 免疫系遺伝子群の評価 

ドチザメ科 4 種類(ドチザメ、シロザメ、ホシザメ、エイラクブカ)からそれぞれ採血し、平成２６年から
の挑戦的萌芽（課題番号 26640130）予算で確立したドチザメ血液からの RNA 単離法を用いて、DNA
のコンタミを極力無くした単離 RNA を材料に、Illumina 社 HiSeq1500 による RNA-seq 解析を行い、こ
れまでにサメでは報告のなかった、Toll 様受容体などを新たに見出すことに成功した。これによりサメ
免疫においても、アジュバントが有効であることが分かった。 
 
② 完全長ドチザメナノボディ遺伝子のクローン化 

ドチザメ以外のシロザメ、ホシザメ、エイラクブカのナノボディ遺伝子(完全長の場合 IgNAR 遺伝子と)
の配列は未知であった。I-1)で得られた配列データからプライマーをデザインし、最終的 RT-PCR によ
り完全長ナノボディ遺伝子を単離することに成功した。  
 
③ 免疫抗原応答性ドチザメナノボディ遺伝子発現解析 

モデルとして GFP を抗原として用いて実験を行った。 複数匹のドチザメ科 4 種の抗原 GFP 免疫の
前後の血液を採血し、新たにフカボディ認識抗体を用いて、抗原により誘導されたナノボディを検出
することができた。その結果、1 種類のドチザメ種エイラクブカにおいて、抗原依存的なナノボディの産
生が確認できた。  
 
(２) フカボディの評価系の確立 
① フカボディをコードする IgNAR 遺伝子のクローニング 

前年度の配列情報を元に RT-PCR を行った結果、ホシザメ、エイラクブカの IgNAR 遺伝子のクロ
ーニングに成功した。得られた遺伝子配列情報を元に、エイラクブカの IgNAR のコンスタント領
域のタンパク質を大腸菌で合成し、ウサギに免疫し、抗エイラクブカ IgNAR 認識 2次抗体の作製
を行い、その結果、3種のフカボディ遺伝子の配列情報とホシザメ、エイラクブカの IgNAR 遺伝子
のクローニングに成功した。 

 
② フカボディ検出抗体の構築 

次に、Venus タンパク質をそれら 3 種のサメに免疫した結果、エイラクブカの血液中に抗原依
存的な IgNAR の誘導が確認されたので、免疫したエイラクブカの脾臓を単離し、フカボディ遺伝
子領域を PCR で増幅し、ファージライブラリを作製し、Venus タンパク質に結合するフカボデ
ィを 3種類単離することに成功した。 得られたフカボディの抗体評価を行ったところ、フカボ
ディは 80℃で 1時間ボイルしても活性を保持しており、抗体価は平均で約 10-8であることが分
かった。以上のことから、愛媛県においてフカボディ作製技術の基盤は整った（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(３) 次世代シークエンス技術を用いたフカボディのクローン化技術の確立 
① 次世代シークエンス技術（NGS）を用いたエイラクブカフカボディ遺伝子のシークエンス 

現時点でサメの抗体産生細胞のハイブリドーマ化は不可能であり、また抗体産生細胞マーカ
ーの存在も未解明であるため、抗体産生細胞の濃縮は困難である。 そこで近年技術革新が目覚
ましい次世代シークエンス技術による可変領域 Amplicon sequencing データを用いた。上記の
Venus タンパク質を免疫したエイラクブカを用いてファージライブラリを作成し、抗原を用いた
バイオパンニング前と 3 回までのバイオパンニング後の各ライブラリを次世代シークエンスを

図３.フカボディ作製スキーム 



行った。  
 
② NGS によるフカボディライブラリ解析 

得られたフカボディの可変領域シークエンスデータを解析したところ、バイオパンニングご
とに濃縮されるフカボディ遺伝子が見出され（図４）、それら配列を人工合成し、タンパク質を
合成し評価したところ抗原への結合能を有していた。この結果、次世代シークエンス技術を用
いて抗原特異的エイラクブカフカボディ遺伝子の単離法が確立できた。  
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