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研究成果の概要（和文）：FALIは蛍光色素標識プローブと光により標的タンパク質のリアルタイム不活性化を可
能とする。細胞機能アッセイ系と組合せることで創薬標的となり得るタンパク質の探索に応用可能である。効率
化の大きな障害は、標的となる細胞表面の膜タンパク質をカバーする高親和性プローブのライブラリー作製であ
る。問題解決のため、ラクダ重鎖抗体由来の一本鎖組換え抗体や抗体様スキャフォルドを用いて、cDNAディスプ
レイの高効率発現について検討した。その結果、熱安定性の高い抗体様スキャフォルドにより発現効率の向上が
見られた。ライブラリーを作製し、高親和性結合クローン選択の条件検討を行った。

研究成果の概要（英文）：Fluorophore-assisted light inactivation (FALI) enables real-time 
inactivation of specific proteins targeted in-situ by fluorophore-labeled probes. In combination 
with a cell-based assay, FALI is a valuable technique for use as a functional proteomic screen to 
search for druggable targets. One of the major obstacles of this method is the construction of probe
 libraries containing high-affinity binders that cover cell surface membrane proteins as potential 
targets. To overcome this barrier, we used synthetic single domain antibodies derived from camel 
variable domains of heavy chain antibodies (VHH) and alternative non-antibody scaffolds. The 
efficiency of cell-free cDNA display expression of the molecules was measured. Through the use of 
thermostable scaffolds, we improved the expression of non-antibody affinity reagents linked to their
 genotypes. We attempted high-affinity clone selection for membrane proteins from a newly 
synthesized non-antibody probe library.

研究分野：神経薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経-グリア相互作用などの細胞間相互作用は、その局所における時間依存的なシグナルにより制御されている
ことから、それに関わるタンパク質の解析・探索には、時間分解能の高い方法が必要とされる。FALIと細胞機能
アッセイの組合せはこれに適した方法であるが、その効率化には問題があった。本研究は組換え抗体様分子と
cDNA displayによる課題解決を目的としたものであり、実現すればこれまでにない特徴を持った細胞機能スクリ
ーニングとして創薬に結びつけることが可能である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 研究代表者は、標的タンパク質を生細胞・生体内においてリアルタイムに不活性化する方法
であるレーザー分子機能不活化法 (chromophore-assisted laser inactivation, CALI) をもと
に、in vitro 細胞機能アッセイ系と組合せて創薬標的タンパク質のスクリーニングに応用する
ため、FALI(fluorophore-assisted light inactivation)を開発した (Beck S, Sakurai T, et al., 
Proteomics, 2: 247-255, 2002)。CALI はパルスレーザー照射により、抗体に標識されたマラ
カイトグリーンの周辺に超短寿命の OH ラジカルを発生させ標的分子に限局したリアルタイム
の不活性化を引き起こすものであり、抗体クローン中で大部分を占める抗原タンパク質の機能
を阻害しない抗体を光により機能阻害抗体に変える技術ともいえる。FALI は、この特性を持ち
つつ、スクリーニングに適したマイクロプレートと通常の光源を用いて多検体同時処理可能な
方法であり、光照射時にフルオレセイン分子から発生する一重項酸素によるアミノ酸残基の修
飾を利用する。FALI をがん細胞浸潤モデル系に応用し、光照射依存的な浸潤抑制を引き起こす
抗体クローンの選択と抗体結合タンパク質の質量分析による同定を行い、がん細胞浸潤抑制の
ための新規標的タンパク質を見出した (Eustace BK, Sakurai T, et al., Nat Cell Biol, 6: 
507-514, 2004)。 
 このスクリーニング法は、ⅰ) 創薬標的となり得るタンパク質群に結合する抗体クローン集
団（ライブラリー）の取得, ⅱ) 抗体の発現・精製とフルオレセイン標識, ⅲ)標識抗体の細胞
表面への結合・光照射による標的タンパク質の不活性化、細胞機能アッセイによる機能阻害抗
体クローンの選択, ⅳ) 細胞由来標的タンパク質の免疫沈降による回収と質量分析による同定
の過程からなる。この方法は細胞機能とダイレクトに機能分子を結びつけるユニークな手法で
あるが、ⅰ)及びⅱ)の過程がその効率化のための障害となっていた。具体的には、 
ⅰ)マウスモノクローナル抗体または免疫マウスの脾細胞由来の一本鎖組換え抗体 (scFv) を
使用していたため、マウスの免疫、抗体のファージを用いたライブラリーの作製に多大な労力
と時間を必要としていた。また、必要量の抗体の産生、発現・精製の後に、細胞表面タンパク
質に結合する抗体クローンを選ぶため蛍光抗体法による染色や FACS などを用いていた。 
ⅱ) 標識にフルオレセインイソチオシアネート(FITC)を用いていたため抗体標識を妨害するア
ミノ基を含む低分子化合物の除去が必要であった。さらに、ランダムな部位への FITC 導入によ
る FALI 効率のばらつき、FITC 修飾による抗原結合能の低下等の問題があった。 
 これらの問題を解決するため、以下のような改良を進めてきた。 
 (1)無細胞系での翻訳と同時にピューロマイシンによりタンパク質とそれをコードする cDNA
とを連結するcDNA display法（研究分担者である根本らにより開発、Yamaguchi J et al, Nucleic 
Acids Res. 37: e108, 2009）により、in vitro において十分な多様性を持った抗体クローン
を扱える技術を利用した。発現効率を上げるため、抗体重鎖の可変領域からなる単一ドメイン
抗体のライブラリー（抗原と相互作用する 3つの超可変領域（相補性決定領域）にランダムな
アミノ酸配列を持つ化学合成一本鎖組換え抗体ライブラリー）を用いた。 
 (2)上記ピューロマイシンリンカーにはフルオレセインが付加されているため、抗体発現後に
導入する必要がなくなり、抗体精製および標識のステップが省略可能である。一定部位に標識
されているため、FALI 効率のばらつきが低減できる。 
 標的となる細胞膜上のタンパク質と結合する抗体(様)分子クローンの回収と cDNA display 
の再構築は、cDNA 部分の PCR 増幅、in vitro 転写、リンカーとの結合、無細胞系の翻訳とピュ
ーロマイシンを介した mRNA とタンパク質の連結、逆転写という一連のサイクルにより実現され
る。細胞上における結合と結合クローンの回収、cDNA display の再構築サイクルを繰り返すこ
とで結合クローンのライブラリーを得ることになる。これらの各ステップの効率を向上させる
とともに、より結合親和性の高いクローン集団を得て、スクリーニングを実施するための基盤
技術の開発が必要な状況であった。 
 
２．研究の目的 
 創薬標的となり得る細胞間相互作用等に関与する細胞表面分子を同定し解析するためには、
相互作用の場における時間分解能の高い手法を用いる必要がある。フルオレセイン標識抗体と
光照射を用いる FALI はそれに適した方法であるが、標的となりうる細胞表面タンパク質を網羅
する抗体ライブラリーの調製やそのフルオレセイン標識に時間と労力を要することが大きな障
害となっていた。本研究では cDNA display 技術をラクダ由来単一ドメイン抗体等の単一ドメイ
ン組換え抗体のライブラリーに応用して FALI を行い、細胞機能アッセイと一体化させたハイス
ループット創薬標的探索法として確立するための基盤技術の確立を目指した。あわせて、抗体
様スキャフォルドを利用した抗体様分子と単一ドメイン抗体を比較検討することで、生細胞膜
上での結合クローンの選択、ランダムな変異導入による親和性成熟を利用した高親和性結合ク
ローンの取得に適したスキャフォルドを選択し、ライブラリーを構築することを試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 抗体(様)分子の cDNA display 発現効率の検討 
ラクダ科の動物に生理的に存在する重鎖のみからなる抗体の可変領域に由来する VHH（ナノボ
ディ）やヒトフィブロネクチンタイプ 3ドメイン(Fn3)をスキャフォルドとするモノボディ



(FingR)、Protein A 由来のアフィボディ等の抗体(様)分子のうち、タンパク質・ペプチド結合
活性が報告されているものをcDNA display発現の検討に利用した。そのアミノ酸配列をもとに、
発現系に最適化されたコドンを持つ人工遺伝子を作製し、スキャフォルドの両端のフレームワ
ーク部分に相当するプライマーを用いて PCR 増幅後、5’非翻訳領域及び 3’リンカーアニール
部位・His タグ配列を PCR にて付加した。In vitro 転写後に mRNA をピューロマイシンリンカー
（cnvK 及びビオチン付加改良型リンカー、Yoshimura Y & Fujimoto K, Org Lett, 10: 3227-3230, 
2008, Yoshimura Y et al, Chembiochem, 10: 1473-1476, 2009）と結合させ、紫外線により架
橋を行った。ウサギ網状赤血球ライセートを用いた無細胞系での翻訳・ピューロマイシンを介
したタンパク質部分とリンカーの連結後に、ストレプトアビジン磁気ビースを用いてリンカー
を回収した。磁気ビーズ上で逆転写反応を行った後、RNase 処理によりビーズから遊離させた。
タンパク質と連結された cDNA display 分子を C末端の His タグを利用して Ni+磁気ビーズに結
合させて EDTA により溶出し、スピンカラムを用いてバッファーの置換を行った。cDNA display
の発現効率を確認するため、SDS、尿素による変性下でポリアクリルアミド電気泳動を行い、リ
ンカーに付加されたフルオレセインの緑色蛍光をゲル中で検出した。さらに、ゲルから PVDF
膜に転写後、抗 His タグ抗体を用いてイムノブロットを行った。ビオチン化されたリンカーを
キャプチャーするためのストレプトアビジン磁気ビーズについて、種類や使用量を変えて cDNA 
display 発現効率を検討した。さらに、ビオチン化した標的分子をストレプトアビジン磁気ビ
ーズに固定化し、cDNA display 分子と反応させて、その結合活性を検討した。 
(2)抗体(様)分子ライブラリーの cDNA display 発現 
 抗体(様)分子ライブラリーとして、根本らにより作製されたラクダ重鎖抗体由来 VHH のフレ
ームワークをもつ化学合成 VHH ライブラリーや Fn3 スキャフォルドをもつランダム配列化学合
成ライブラリーを用いた。(1)で検討した反応条件を用いて、抗体(様)分子ライブラリーを cDNA 
display として発現させた。ビオチン化した標的分子をストレプトアビジン磁気ビーズに固定
化して cDNA display 分子と反応させ、結合クローンを選択するモデル実験を行った。 
(3)細胞表面でのクローン選択モデル実験 
 抗 erbB 抗体(様)分子を cDNA display として発現させ、界面活性剤を含まない生理的塩溶液
への置換を行った。erbB を発現させた CHO 細胞と反応・洗浄後、結合フラクションから PCR に
より cDNA の増幅を行い、抗体様分子 cDNA display の結合を確認した。 
(4)試験管内の親和性成熟（affinity maturation） 
 より高親和性の結合クローンを選択するため、標的タンパク質結合クローンの cDNA を増幅す
る際に、dPTP と 8-oxo-dGTP を用いた error-prone PCR を行い、ランダムなアミノ酸変異を導
入した。さらに、抗体様分子 cDNA display をビオチン化した標的タンパク質と短時間反応後、
過剰量の非ビオチン化標的タンパク質を添加して長時間インキュベーションを行い、解離の速
いクローンはビオチン化標的タンパク質から解離する条件下で反応させた。その条件下でもビ
オチン化標的に結合している解離の遅いクローンをストレプトアビジンビーズで回収した
（off-rate selection）。 
 
４．研究成果 
(1)抗体様分子の cDNA display 発現効率の検討 
研究分担者が開発した光架橋により mRNA と高効率に結合可能な改良型ピューロマイシンリン
カーの利用、最適な磁気ビーズの選択、反応条件の至適化により、抗体様分子の cDNA display
の発現効率が向上した。 
VHH と抗体様分子の cDNA display 発現効率を比較検討したところ、cDNA display の収量に大
きな影響があるのは、還元条件である無細胞翻訳時のタンパク質フォールディングである可能
性が示された。熱安定性が高くシステインを含まない抗体様スキャフォルドは VHH よりも発現
効率が高い傾向を示した。抗体様スキャフォルドを持つ化学合成ライブラリーを新たに作製す
ることにより、十分な多様性を維持したライブラリーの cDNA display 発現を効率的に行うこと
が可能となった。 
(2)クローン選択条件の検討 
GFP やペプチドタグに高親和性に結合する抗体様分子クローンを cDNA display として発現さ
せ、抗原への結合や反応条件について検討を行った。また、erbB 結合活性を持つ VHH 及び抗体
様分子クローンを cDNA display として発現させ、バッファー置換について検討を行った。安定
した構造を持つ抗体様分子スキャフォルドを用いることで、生細胞にも使用可能な界面活性剤
フリーの生理的塩溶液への置換が可能となった。CHO 細胞表面に発現させた erbB への結合を確
認するためのモデル実験を行い、条件検討を行った。 
(3)ライブラリーのスクリーニング試行 
膜タンパク質の細胞外ドメイン由来ペプチドを磁気ビーズに固定化し、VHH ライブラリーcDNA 
display のスクリーニング試行を行った。 
抗体様分子を用いた発現効率、溶液置換の検討の成果をもとに、新たなライブラリーを構築し、
高効率に発現させるための条件検討、固定化した標的タンパク質に結合するクローンの選択と
高親和性クローンを得るための変異導入条件の検討を行うモデル実験を進めた。error-prone 
PCR によりランダム変異を導入し、高親和性クローンを選択するため off-rate selection の条
件検討を行った。 



以上により、ハイスループット創薬標的探索法として確立するために必要となる基盤技術のう
ち、最も重要なものである抗体様分子 cDNA display ライブラリーの作製・高効率発現のための
条件検討がなされた。FALI と組合せハイスループット創薬標的探索法として確立するため、高
親和性抗体様分子 cDNA display の細胞表面におけるクローン選択を行い、それをもとに細胞を
用いたスクリーニングへの応用を進める予定である。 
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