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研究成果の概要（和文）：リポソーム添加コムギ無細胞タンパク質合成技術を用いて合成したGPCRプロテオリポソーム
を基盤として、AlphaScreen、ELISA、Biacoreによる膜タンパク質抗原と抗体間の相互作用解析技術を開発した。Alpha
ScreenとELISAはスループットが高く抗体一次選抜に適しているが、特にAlphaScreenは構造認識抗体の検出率に優れて
いた。本研究で開発した手法を用いてDRD1抗体の選抜および性状解析を行なった。その結果、無細胞合成プロテオリポ
ソームを用いた免疫および抗体選抜手法は、これまで困難であった抗膜タンパク質抗体開発を加速させるに十分なポテ
ンシャルをもつことを示している。

研究成果の概要（英文）：We developed a high-throughput screening method using cell-free synthesized proteo
liposome based on AlphaScreen, ELISA, Biacore, respectively. AlphaScreen and ELISA had excellent throughpu
t, thus suitable for primary screening of monoclonal antibodies. Especially AlphaScreen was superior for c
onformational sensitive antibody selection. Using the methods developed in this study, we conducted screen
ing and functional analysis of anti-GPCR monoclonal antibody. We immunized mice with cell-free synthesized
 and purified DRD1 proteoliposome and developed 800 hybridoma lines. Primary screening of 800 hybridoma wa
s performed using AlphaScreen and ELISA, respectively, and 36 specific monoclonal antibodies were selected
. They were high affinity and applicable for multiple applications. These results demonstrated that the te
chnology based on cell-free synthesized GPCR proteoliposome may provide advantageous materials and assay m
ethods for monoclonal antibody production.

研究分野：
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キーワード： 膜タンパク質　無細胞タンパク質合成　プロテオリポソーム　GPCR　モノクローナル抗体　スクリーニ
ング　AlphaScreen
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１．研究開始当初の背景	 
	 膜タンパク質はヒトゲノムがコードする
タンパク質の 1/3 を占め、シグナル伝達の受
容体や物質輸送に関わる輸送体として機能
しており、細胞膜によって仕切られた細胞の
内外を取りもつ重	 
要な存在である。しかし、その重要性にも関
わらず膜タンパク質の機能・構造の解析は可
溶性タンパク質に比べてはるかに遅れてい
る。その原因の一つが膜タンパク質を大量に
生産する大量発現技術や膜タンパク質に特
異的に結合する抗体、相互作用検出法などの
研究ツールの不備である。	 
	 特に、抗膜タンパク質抗体は膜タンパク質
の局在解析、機能解析やＸ線構造解析など膜
タンパク質研究に必須なツールであり（Bill	 
et	 al.	 Nature	 Biotechnol	 2011）、また抗体
医薬への応用も期待されている。これらの目
的のためには、抗体は結合親和性の高さだけ
ではなく、さらに未変性タンパク質に結合で
きることが求められる。細胞で発現している
膜タンパク質は複雑な立体構造をとってお
り、タンパク質の一部のアミノ酸配列のみを
認識する配列認識抗体では結合できないこ
とも多い。	 
	 構造認識抗体作製を困難にしているのは、
正しい立体構造を維持した膜タンパク質抗
原が大量に必要であるためである。従来、抗
膜タンパク質抗体作製のための抗原として
は昆虫細胞などで発現させた膜タンパク質
を界面活性剤でミセル状に可溶化したもの
や、一度可溶化した膜タンパク質を人工的に
作成した脂質小胞（リポソーム）に再構成し
たプロテオリポソームが用いられてきた。し
かし、ミセル中の膜タンパク質は不安定で変
性しやすく、また膜タンパク質の発現やリポ
ソーム再構成の条件は膜タンパク質の種類
により異なるため汎用的に用いることがで
きないなどの問題点があった。	 
	 近年、我々はリポソームをコムギ無細胞
タンパク質発現系に添加することで、膜タ
ンパク質を従来よりも簡便にかつ大量に生
産する技術を開発した（Nozawa	 et	 al.	 BMC	 
Biotechnol	 2011）。本手法は試験管内にお
い（図１）に埋包した状態で発現させるこ
とを特徴とする。我々は、生理的に正しい
構造を認識する抗体を作製・選抜するため
の抗原に、コムギ系で発現させたプロテオ
リポソームが適していると考え、コムギ無
細胞系で合成したプロテオリポソームをマ	 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ウスに免疫し、抗膜タンパク質モノクロー
ナル抗体を作製する技術の開発に取り組ん
できた。その過程でこれまで我々が改良し
てきたハイスループットスクリーニング法
（Matsuoka	 et	 al.	 J	 Proteome	 Res	 2010）
をベースに、リポソーム上の抗原膜タンパ
ク質と抗体との反応を高感度に検出する方
法を新たに考案した（AlphaScreen 法、
図２）。本手法は２種類のビーズを用いて
ビオチン化プロテオリポソームと抗体の相
互作用を高感度で検出する手法で、洗浄過
程を必要としないホモジニアス系で高速な
スクリーニングを可能とする。	 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
	 コムギ無細胞系で発現させたプロテオリ
ポソームは抗膜タンパク質特異的抗体の作
製において免疫抗原としてだけではなく、モ
ノクローナル抗体の選抜やエピトープマッ
ピングなど様々な局面で用いることができ
る可能性がある。本研究では、コムギ無細胞
合成プロテオリポソームを軸として、それを
AlphaScreenや ELISA、Biacoreなどに展開
した新たなアッセイ系の構築を目的とした。
コムギ発現プロテオリポソームを免疫抗原
として作製した GPCR に対するモノクロー
ナル抗体を材料に、ポジティブクローンのス
クリーニングや得られた抗体の性状解析を
行なうための抗体検出技術の開発とその評
価を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
	 ドーパミン受容体 DRD1 をコムギ無細
胞タンパク質合成系を用いて合成した。ア
ゾレクチンを用いて直径 100 nmのリポソ
ームを調製し、コムギ無細胞蛋白質合成系
に添加した。合成したプロテオリポソーム
は必要に応じて遠心、バッファー再懸濁を
行なうことで精製した。 
	 DRD1プロテオリポソームを抗原として
マウスに免疫し、約 800クローンのハイブ
リドーマラインを作製した。800 種類のハ
イブリドーマ上清を direct ELISA および
AlphaScreen 法を用いて抗原 DRD1 への
結合を確認した。 
	 本研究ではスクリーニングのために

リポソーム

膜タンパク質GPCR 

図 1. プロテオリポソーム 

図２．AlphaScreen法 



ELISA と AlphaScreen の２つのアッセイ
法を用いた。ELISAは抗原膜タンパク質を
合成したリポソームを直接タイタープレー
ト固相上に固定化する Direct ELISA法を
用いた。スキムミルクによるブロッキング、
抗体溶液処理後、抗原に結合した抗体を二
次抗体に結合した HRP で検出した。
AlphaScreen による抗原抗体反応検出は
下記のとおり実施した。少量のビオチン化
脂質をアゾレクチンに混和した混合脂質を
薄膜化しバッファーで膨潤超音波処理し、
ビオチン化リポソームを調製した。ビオチ
ン化リポソーム上に無細胞系を用いて膜タ
ンパク質を合成し、ビオチン化プロテオリ
ポソームを得た。ビオチン化リポソームに
抗体溶液を混和し、リポソーム上の抗原と
抗体の結合を AlphaScreen ビーズで検出
した。 
	 他に、抗体の親和性解析のためには
Biacoreを用いた。Biacoreのためには、界
面活性剤を用いてプロテオリポソームを可
溶化したプロテオミセルを調製した。セン
サーチップ上に Protein Gをアミンカップ
リングを用いて固定化し、抗体をキャプチ
ャーした。抗原プロテオミセルをアナライ
トとして流し、結合様式を SPR で観察し
た。 
	 抗体の結合様式の解析はウェスタンブロ
ッティングと免疫沈降を用いて行なった。
ウェスタンブロットのためには合成した
DRD1 プロテオリポソームを SDS-PAGE
にかけ PVDF メンブレンにブロットした。
メンブレンをレーンごとに切断し、各断片
を異なる抗体希釈液で処理し、結合した抗
体を抗マウス二次抗体で検出した。免疫沈
降のためには 13C-Leuラベルを添加して翻
訳した DRD1リポソームを調製した。プロ
テイン G マグネットビーズに抗体をキャ
プチャーさせた後に、アイソトープラベル
DRD1 リポソームと結合させた。洗浄後、
ビーズを SDS-PAGE サンプルバッファー
で処理して結合した DRD1を遊離させ、オ
ートラジオグラフィーで検出した。 
	 抗体のエピトープマッピングは以下のと
おり実施した。DRD1の細胞内／細胞外ル
ープおよび N 末、C 末領域を他の GPCR
と入れ替えたスワップクローンを PCR を
用いて作製した。スワップクローンをコム
ギ無細胞系を用いてビオチン化プロテオリ
ポソームとして合成した。抗体との相互作
用を AlphaScreenを用いて解析した。 
 
	  
４．研究成果	 
	 無細胞合成したプロテオリポソーム抗原
を用いた抗膜タンパク質抗体解析法の開発
を進めた。ELISA 法はプロテオリポソーム
抗原の添加量や洗浄回数、384	 well プレー
トによる高密度化を検討し、スループット
の向上に成功した。	 

	 AlphaScreen 法は至適実験条件の検討に
より、当初よりも数倍の感度向上を達成し
た。また、実際にスクリーニングを実施し
たことにより、培地の種類によっては抗原
抗体反応の検出ができないという問題点が
判明した。これは培地によってはビタミン
であるビオチンや、界面活性剤を添加して
いることが原因であった。ビオチンは
AlphaScreen においてビオチン化リポソー
ムとストレプトアビジンビーズの間の相互
作用を拮抗的に阻害する。界面活性剤はリ
ポソームの構造を不安定にする。この問題
を解決するためにハイスループットな抗体
簡易精製系を導入した。Protein	 G セファ
ロースと 96 穴フィルタープレートを用い
ることにより、2000 サンプルのハイブリド
ーマ培養上清から抗体を２時間以内に精製
する手法を開発した。本手法を用いること
によりビオチンや界面活性剤を含まない抗
体をアッセイすることが可能になった。	 
	 無細胞合成プロテオリポソームと
Biacore を用いたアッセイ系構築を予定し
ていたが、プロテオリポソームを Biacore
にインジェクトすると高確率で流路が目詰
まりすることが判明すること、スループッ
トがどうしても限定的であることなど、一
次スクリーニングには適さないことがわか
った。しかしリポソームを界面活性剤で可
溶化したプロテオミセルは目詰まりするこ
と無くアッセイすることが可能であった。
抗原あるいは抗体をセンサーチップ上にキ
ャプチャーする２つのアッセイ法を開発し
た。１つはビオチンキャプチャー法である。
翻訳時に酵素的に GPCR をビオチン化し、そ
の後可溶化したビオチン化抗原を調製した。
ヌクレオチドリンカー融合ストレプトアビ
ジンを介してビオチン化抗原を CAP センサ
ーチップ上にキャプチャーし、抗体をアナ
ライトとして流し抗原抗体相互作用を検出
した。リンカーストレプトアビジンごと抗
原、抗体をチップ上から剥がすことにより
センサーチップを再生し、数十回の連続ア
ッセイを可能とした。もう一つは Protein	 G
キャプチャー法である。Protein	 G をセン
サーチップ上にアミンカップリングを用い
て固定化した。そのチップ上に抗体をキャ
プチャーし、ミセル化した抗原をアナライ
トとして添加して結合を検出した。Protein	 
G 再生液の検討により、数十回の使用に耐
える条件を見いだした。これらの手法を用
いて抗体の KD値の算出、抗体液中の抗体濃
度の見積もりなどが可能になった。	 
	 ドーパミン受容体 DRD1 のプロテオリポ
ソームをコムギ無細胞タンパク質合成系を
用いて合成し、これを抗原としてマウスに
免疫し、約 800 クローンのハイブリドーマ
を作製した。本研究で開発したスクリーニ
ング手法の比較のため、800 種類全てにつ
いて ELISA および AlphaScreen 法の両方で
ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 そ の 結 果 、



AlphaScreenと ELISAで DRD1に対する結合
が異なる抗体を産生する株が多数見られた
（図３）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図３．800 クローンのハイブリドーマ上清
のスクリーニング	 
	 
反応性の異なる 143 抗体についてウェスタ
ンブロッティングと免疫沈降法により結合
様式を精査した（図４）。ウェスタンブロッ
ティングは SDS によって変性した抗原に結
合する抗体を検出する。一方、免疫沈降は
未変性の抗原に結合する。その結合パター
ンを比較することにより、抗体の結合様式
を決定することができる。AlphaScreen で
高い値を示した抗体は構造認識型抗体、す
なわち未変性抗原に結合するが変性抗原に	 
結合しない抗体が比較的多かった。一方で
ELISA は AlphaScreen に比べると偽陽性ク
ローンの可能性がやや高くなる傾向が見受
けられた。この結果は AlphaScreen 法が構
造認識抗体の選抜に有効であることを示し
ている。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図４．抗体の結合様式の比較．青は構造認
識抗体を示す．	 

	 AlphaScreen 法を応用して抗体のエピト
ープを決定する系を開発した。抗原 DRD1
の各ループ領域を別の GPCR と交換したス
ワップ変異体を作製し抗体との結合を
AlphaScreen で観察した。本手法を用いれ
ば、抗原 GPCR のおおまかな構造を維持した
ままエピトープの探索が可能で、インバー
ス PCR による鋳型改変、コムギ無細胞系、
AlphaScreen の組み合わせにより迅速にエ
ピトープを決定することが可能である。一
次スクリーニングの結果反応性の高かった
３６抗体についてエプトープを決定した
（図５）。そのほとんどは DRD1 の C 末領域
を認識する抗体であったが、１抗体のみ細
胞外第二ループを認識、結合することが分
かった。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図５．エピトープマッピング	 
	 
	 同様の手法を用いて、抗体のサブタイプ
特異性を確認した。DRD1 のマウスおよびヒ
トホモログ６種を無細胞系を用いてプロテ
オリポソーム上に合成し、抗体と反応させ
た。抗原-抗体反応は AlphaScreen を用いて
検出した。その結果、得られた全ての抗体
は DRD1 以外のファミリーには交差反応し
ない非常に特異性の高い抗体であることが
わかった。そのうち 1/3 はマウス Drd1 にも
反応せず、ヒト DRD1 特異的な抗体であった。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図６.	 サブタイプ特異性	 
	 
	 
	 また、抗体の詳細なアフィニティを算出
した。得られた抗体の半数は Biacore	 で全
く解離が見られず、正確なカイネティクス
を算出できないものもあったため、ELISA
とスキャッチャードプロットによる手法も
用いてアフィニティを算出した。調べた抗
体のうち、約半数は Kd 値が 0.1	 nM 程度と
非常に高いアフィニティを示した。	 
	 本研究により、プロテオリポソームをベ
ースとした ELISA,	 AlphaScreen、Biacore
という３つの抗原抗体反応解析手法が確立
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した。前者２つはスループット性に優れ、
多数のハイブリドーマ上清をアッセイする
一次スクリーニングに適している。特に
AlphaScreen は構造認識抗体の検出率に優
れ、スループット性は際立って高い。一方
で、ELISA はコストパフォーマンスに優れ、
特別な機材を必要としない。いずれの手法
でも適切にアッセイを行なうことで質の高
い抗体を取得することが可能である。
Biacore のスループットは他の手法より低
く、スクリーニングには適さないが、本研
究によりプロテオミセルとキャプチャー法
を用いて、同じセンサーチップ上で繰り返
しアッセイする２つのプロトコルを確立し
た。詳細な相互作用解析には Biacore は最
適であり、キャプチャー法の導入によるス
ループットおよびコストパフォーマンス向
上は今後の抗体機能解析を行なう上で重要
である。	 
	 本研究で開発した手法を用いて DRD1 抗
体のスクリーニングおよび性状解析を行な
った。その結果、無細胞合成した GPCR を抗
原として免疫し、得られたハイブリドーマ
から 36 の特異抗体が得られ、その半数は高
親和性抗体であった。これらの結果は、無
細胞合成プロテオリポソームを用いた免疫
および抗体スクリーニング手法は、これま
で困難であった抗膜タンパク質抗体開発を
加速させるに十分なポテンシャルをもつこ
とを示している。	 
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