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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では，タンパク質構造構築理論と試験管内進化とを組み合わせ，抗体の機能をダウン
サイジングした．すなわち，抗体タンパク質とは全く異なるモチーフをもつペプチドのライブ
ラリーを構築し，抗体に代わる分子プローブや分子標的医薬を開発した．本研究で提案する特
定の標的抗原に対して特異的に結合するヘリックス・ループ・ヘリックス構造を有するペプチ
ドを「マイクロ抗体」と名付けた．マイクロ抗体ライブラリーを用いてヒトマウス IgG-Fc や
オーロラキナーゼに特異性を示すマイクロ抗体を獲得した．また，マイクロ抗体の抗原性や安
定性について検討した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
   In this study, we have developed a method to downsize the antibody by the combination 
of structure-design of proteins and directed evolution.   We have constructed a library of 
alternative-binding peptide with non-immunoglobulin domain to develop molecular probe 
and molecular targeting drug.   The helix-loop-helix peptide, which binds to specifically 
target molecules, is named as “MicroAntibody”.   We have constructed a library of 
MicroAntibody to generate human IgG-Fc-specific peptides and Aurora kinase-specific 
peptides.   We also studied immunogenicity and stability of MicroAntibody. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2008 年度 8,800,000 2,640,000 11,440,000 

2009 年度 8,300,000 2,490,000 10,790,000 

2010 年度 8,300,000 2,490,000 10,790,000 

年度  

  年度  

総 計 25,400,000 7,620,000 33,020,000 

 
 
研究分野：生物有機化学 
科研費の分科・細目：複合化学・生体関連化学 
キーワード：ペプチド，コンビナトリアル化学，ポストゲノム創薬，マイクロ抗体，分子プロ

ーブ，分子標的医薬，ライブラリー 
 
１．研究開始当初の背景 
 新しいタンパク質を単離した研究者が，最
初に考えることは，標的タンパク質に対する
抗体を入手することである．抗体を使った免
疫染色法により，標的タンパク質の発現量や

発現部位を同定することができる．しかしな
がら，抗体は，多数のジスルフィド結合を含
む巨大タンパク質であるため，抗体を細胞内
で機能させることができず，生細胞内におけ
るタンパク質の動的解析（センシングやコン



トロール）には利用できない．そこで，近年，
免疫システムにおける抗体産生の過程（多様
性と選別）を試験管内で再現して，比較的低
分子量の人工タンパク質を作り出す研究分
野に注目が集まっている．これは「試験管内
進化」と呼ばれ，現在，様々な関連技術の開
発が活発に行われている．我々は，早くから
本研究分野に取り組んでおり，免疫システム
が持つ抗体タンパク質の多様性を利用して，
テーラーメイド人工酵素である「抗体酵素」
を開発してきている．また，試験管内進化の
主要技術であるファージ表層提示ディスプ
レイ法を利用して，抗体の基質特異性の改良
や抗体の結合活性の最適化に成功している．
このような経験を生かし，本研究では，試験
管内進化により，次世代抗体として「マイク
ロ抗体」の開発を行う． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，タンパク質の構造構築理論と
試験管内進化とを組み合わせ，抗体の機能を
ダウンサイジングすることを目的とする．す
なわち，抗体タンパク質とは全く異なる構造
モチーフをもつ人工マイクロ抗体の分子ラ
イブラリーを構築し，免疫システムにおける
抗体の多様性と選別の機能を試験管内で再
構築して，抗体に代わる分子プローブや分子
標的医薬の開発を行う．本研究で提案する特
定の標的抗原に対して特異的に結合するペ
プチドを「マイクロ抗体」と名付ける．この
マイクロ抗体は，強固な立体構造を持つペプ
チド（分子量：3000〜5000）で，ヒトに投与
しても安定であり，かつ低分子量のため抗原
性を示さない． 
 また，近年古典的な遺伝学手法の欠点を補
う方法として，特定のタンパク質に特異的に
結合するリガンド分子を用いて，細胞機能を
変えたり停止させたりする化学的分子生物
学(Chemical Biology)が注目されている．本
研究で開発するマイクロ抗体は，タンパク質
−タンパク質相互作用を制御するリガンド分
子（促進的あるいは抑制的リガンド）として
機能するため，これらのリガンドを用いて，
タンパク質−タンパク質相互作用をコントロ
ールすることが可能となる．このことにより，
生命秩序に関して従来の分子遺伝学的手法
では得ることのできなかった，新しい知見を
手に入れることができる． 
 
３．研究の方法 
 マイクロ抗体は 3 つの領域で構成される．
[①N末端ヘリックス（14 アミノ酸残基から
なる構造支持領域），②ループ（グリシン 7
残基からなるリンカー），③C末端ヘリックス
（14 アミノ酸残基からなるライブラリー領
域）]．これまでに，ファージ表層提示法に
よって C末端ヘリックス外側のアミノ酸をラ

ンダム化したマイクロ抗体ライブラリーを
構築し（図１，ライブラリーサイズ：1.5 x 107），
マウス顆粒球コロニー刺激因子(G-CSF)受容
体に対してスクリーニングしたところ，受容
体結合性のマイクロ抗体 1AAが得られている． 

図１．マイクロ抗体ライブラリー：ヘリックス・ル

ープ・ヘリックス構造を土台にして，X 部分をラン

ダム化したライブラリーを構築する． 

 
(1) マイクロ抗体の生体内安定性の向上 
① G-CSF 受容体結合性マイクロ抗体の最適
化 

 本研究ではまず，G-CSF 受容体マイクロ抗
体の試験管内進化を再検討し，さらにヘリッ
クス構造の安定化を検討しマイクロ抗体の
生体内における安定性を向上させた． 
 
② マイクロ抗体の立体構造安定性 
 立体構造の安定性を検討するために，
P8-2KAおよび分子内架橋した2種類のペプチ
ドについて CD スペクトルを測定した． 
 
③ マイクロ抗体の受容体結合活性 
 P8-2KAおよび分子内架橋した2種類のマイ
クロ抗体と G-CSF受容体との結合活性を表面
プラズモン共鳴法で測定した． 
 
④マイクロ抗体の血清中安定性 
 マイクロ抗体の血清中安定性を，以下に示
す 4種類のペプチドを用いて検討した． 
a. P8-2KA half (P8-2KA の C-helix のみ) 
b. P8-2KA 
c. P8-2KA-S（ジスルフィド） 
d. P8-2KA-S（チオエーテル） 
 
⑤マイクロ抗体の抗原性 
 マイクロ抗体 P8-2KA-S(ジスルフィド)を
BSAおよびKLHに結合させた複合体を調製し，
これをマウスに投与し，血清中の抗マイクロ
抗体の産生を ELISA 法により調べた． 
 
(2)イムノグロブリン G-Fc領域結合性マイク
ロ抗体の獲得と機能解析  
 ヘリックス・ループ・ヘリックスペプチド



の C末端ヘリックスにおける 5残基のアミノ
酸をランダム化（図 1）させたマイクロ抗体
をファージの pIII タンパク質に提示させた
マイクロ抗体ファージライブラリーを作製
し，ヒト IgG-Fc に対してバイオパンニング
を行い，IgG-Fc 結合性ペプチドのスクリーニ
ングを行った．得られた IgG-Fc 結合性マイ
クロ抗体についてチオレドキシン融合マイ
クロ抗体として大量調製し，IgG-Fc に対する
結合活性を測定した．さらに，IgG-Fc 結合性
マイクロ抗体を化学合成し，立体構造の安定
性および結合活性を測定した． 
 
(3)Aurora キナーゼ A結合性マイクロ抗体の
獲得と機能解析 
①ループライブラリーの構築 
 これまで構築したヘリックス・ループ・ヘ
リックス構造のループ領域に着目し，新規ペ
プチドライブラリーを構築した（図２）．フ
ァージディスプレイ法を用いてループライ
ブラリーを構築した．遺伝子工学的にオリゴ
ヌクレオチドバリアントを PCR 法を用いて
構築し，制限酵素処理後，ファージミドベク
ターpComb8 に導入した．ファージミドを大腸
菌 XL1-Blue にエレクトロポレーション法に
より導入し，VCSM ヘルパーファージを感染さ
せて，目的のペプチド（マイクロ抗体）をコ
ートタンパク質 pVIIIに提示したファージラ
イブラリーを作製した． 
 
②ループライブラリーの Aurora キナーゼ A

に対するバイオパンニング 
 上記で作製した，ループ・マイクロ抗体ラ
イブラリーを Aurora キナーゼ Aに対してバ
イオパンニングを行い，Auroraキナーゼ A 特
異的マイクロ抗体の獲得を検討した． 
 
４．研究成果 
(1)マイクロ抗体の生体内安定性の向上 
① G-CSF 受容体結合性マイクロ抗体の最適
化 

G-CSF 受容体結合性マイクロ抗体 1AA(Kd = 53 
μM)の C−末端ヘリックスを構成する各アミノ
酸残基を，アラニン残基に置換したペプチド
を合成した．各ペプチドの特性を調べること
によって， 
G-CSF 受容体への結合やヘリックス構造形成
における各アミノ酸残基の特性について検
討した．その結果をもとに，1AA の C-末端ヘ

リックスの 6アミノ酸残基をライブラリー化
したペプチドライブラリーを構築した．ペプ
チドをファージの pIII コートタンパク質に
提示させたファージライブラリーを用いて，
G-CSF 受容体を用いてバイオパンニングを行
い，新たに結合活性の向上したマイクロ抗体
P8-2 を得た(Kd = 3.2 μM)．次に，マイクロ
抗体 P8-2 のヘリックス構造を安定化させる
ためアミノ酸置換すると，親和性が 14.7 倍
向上したマイクロ抗体 P8-2KA(Kd = 214 nM)
を獲得することができた.さらに，ヘリック
ス構造を安定化させるため分子内ジスルフ
ィド結合を持つマイクロ抗体 P8-2KA-S(ジス
ルフィド)を合成した．また，ジスルフィド
結合は細胞内の酸化還元状態により，分子内
架橋が切断される可能性が考えられる．そこ
で，P8-2KA に生体内でより安定なチオエーテ
ル結合を分子内架橋に導入してマイクロ抗
体 P8-2KA-S(チオエーテル)を合成した（図
３）． 

P8-2KA P8-2KA-S(ジスルフィド) P8-2KA-S(チオエーテル)

図３．分子内架橋マイクロ抗体の合成 

 
② マイクロ抗体の立体構造安定性 
 マイクロ抗体の CD スペクトルを測定した
結果，分子内架橋の導入によりマイクロ抗体
の立体構造は安定化することが明らかとな
った．また，ジスルフィド結合を有するマイ
クロ抗体はチオエーテル結合を有するマイ
クロ抗体と比較して，ヘリックス構造をより
安定化することが判明した． 

図２．新規ループライブラリー 

 
③ マイクロ抗体の受容体結合活性 
 結合活性を表面プラズモン共鳴で測定し
たところ，分子内架橋の導入によって，G-CSF
受容体に対する結合活性が上昇した．また，
ジスルフィド結合とチオエーテル結合では，
Kdはジスルフィド結合が 1.7 nM に対して，チ
オエーテル結合は 3,6 nM となり，ほぼ同等
の結合活性を示した． 
 
④マイクロ抗体の血清中安定性 
マウス血清中における 4種類のペプチドの安
定性を検討した．その結果，立体構造を有す
る  P8-2KA で は 立 体 構 造 を も た な い
P8-2KAhalf と比べて，血清中での安定性は向
上することが明らかとなった．特に，チオエ
ーテル結合を有するマイクロ抗体はジスル



フィド結合を有するマイクロ抗体よりも半
減期が約 2 倍となることが判明した（図 4）． 
⑤マイクロ抗体の抗原性の検討 
 マイクロ抗体−KLH 縮合体＋アジュバント

中抗体価が観測された．また，マイクロ抗体
＋アジュバントを免疫したマウスは，弱い血
中抗体価の上昇が見られたが，マイクロ抗体
飲みを免疫した場合には，全く抗体価の上昇
は観測されなかった．これらの結果より，マ
イクロ抗体は，単独では抗原性を示さないも
のと考えられる． 
 

を免疫したマウスについては，非常に高い血

)イムノグロブリン G-Fc領域結合性マイク

リーサイ

Aurora キナーゼ結合性マイクロ抗体の獲
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ロラ A に対し

(2
ロ抗体の獲得と機能解析  
 ファージライブラリー（ライブラ
ズ 1.6 x 106 ）をプレート上に固定化させた
ヒト IgG-Fc に対してスクリーニングした．
ヒト IgG-Fc をマイクロタイタープレート上
に固定化し，これに対してバイオパンニング
を行い，ヒト IgG-Fc に親和性を示す 2 種類
のファージクローン HYKTQ（Kd =133 μM）
および ETRQR （Kd = 37.2 μM）を得た．
さらに高活性な ETRQR はヒト IgG-Fc に対
して特異的に結合することが明らかとなっ
た． 
  
(3)
得と機能解析 
①ループライブ
 ヘリックス-ループ-ヘリック
ループ部分の長さの異なる３種のライブラ
リーを構築した。 
１）L-lib 
（AELAAL
KLAALKAKLAALKA） 
２）L-lib9 
（AELAAL
KLAALKAKLAALKA） 
３）L-lib11 
（ AELAAL
KLAALKAKLAALKA） 
 3 種類のファージ表層提
ライブラリーサイズは，L-lib, L-lib9, L-lib11
それぞれについて目標であったライブラリ
ーサイズ >107を確保した． 

 
 
②ル
に対するバイオパンニング 
 プレートに固定化したオー
てバイオ・パンニングを 4 ラウンド行った結
果, オーロラキナーゼ A 結合性ファージクロ
ーンが獲得された．獲得した多数のクローン
の中から任意に選択して DNA 配列を確認し
て 72 クローンの同定を行った. そのうち任
意に選択した 52 クローンを用いてファージ
ELISA を行い, オーロラキナーゼ A に対す
る結合活性を調べた (図５). その結果, オー
ロラキナーゼ A 結合性ファージクローンが
獲得できたものと結論付けた. 

 ファージ ELISA により同定
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図 4.マイクロ抗体の血清中での安定性 

図５．オーロラキナーゼ A 結合性クローンの同定 

したオーロラ
A 結合性ファージクローンが遺伝的にコード
しているマイクロ抗体を化学合成した. これ
らマイクロ抗体を用いて IMAP 法によるキ
ナーゼ活性阻害試験を行った (図 6). マイク
ロ抗体 1, 54, 128 について濃度依存的にオー
ロラキナーゼ A 活性を阻害することが確認
できた．最も阻害活性の大きかったマイクロ
抗体 54 について更に詳細を検討した. マイ
クロ抗体54のループ部位由来の11-merペプ
チドはオーロラキナーゼ A のキナーゼ活性
を阻害しなかった. このことから, マイクロ
抗体のHLH構造はペプチド54の阻害活性に
必須であることが明らかとなった. 
 
 

図６． オーロラキナーゼＡ阻害実験 
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