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研究成果の概要（和文）：二つの抗体結合タンパク質Protein A D domain (PA)とProtein G C1 (PG)を異なる長さのリ
ンカー(DDAKK)nで結合した新規抗体結合タンパク質PAxnPG (n=0,2,4,6)を作製し，FabとFcそれぞれに対する結合能をB
iolayer Interferometry法に基づくバイオセンサーを用いて評価した。この結果求められた平衡結合定数は，Fabではn
=4, Fcではn=6で最大となり，これらはそれぞれの二つの結合部位間距離に対応すると考えられた。また得られた結合
能は，PA, PG単独よりも数十倍高いものであり，抗体検出試薬としての有用性も示された。

研究成果の概要（英文）：Two antibody binding domains from Protein A D (PA) and Protein G C1 (PG) were 
fused with a linker peptide with various lengths (DDAKK)n, n=0,2,4,6, to create a novel antibody binding 
protein PAxnPG. When their affinity to Fab and Fc of antibody was evaluated with a biosensor based on 
biolayer interferometry, the highest binding constant was obtained with n=4 for Fab, and n=6 for Fc, 
probably reflecting their length between two binding sites. Moreover, the obtained binding constants are 
several tens-fold higher than those with PA/PG alone. The utility of PAxPG as an antibody detection 
reagent was also suggested by immunoblot analysis using a fusion protein with chimeric human alkaline 
phosphatase (AP) with higher catalytic activity and stability than the parent APs from intestinal and 
placental origins.

研究分野：タンパク質工学

キーワード： antibody　purification　affinity　avidity　immunoassay
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１．研究開始当初の背景 
最近、研究代表者らにより、無細胞タンパ

ク質合成系を用いて部位特異的に蛍光ラベ

ルを施した一本鎖抗体(scFv=VH-linker-VL)

の蛍光強度が、抗原不在時と比較して添加時

に顕著に強まる現象が見出された。この現象

は、抗原不在時に可変領域内における VH/VL

相互作用部位近傍のトリプトファン残基

(Trp)に蛍光色素が配位し、その蛍光強度を

低下させる（Quench 状態になる）が、抗原結

合時は Trp に近接できず Quench が解除する

ため起こると考えられ、このような抗体断片

を現在我々は「Quenchbody」と呼んでいる。

これらの Trp は、95	
 %以上保存されているこ

とから、多くの抗体を Quenchbody 化するこ

とが可能であり、さらに複数の色素で標識す

ることで色素間のクエンチを利用し、応答性

をさらに向上できることなどから、本手法は

免疫測定における汎用技術となる可能性が

高い。	
 

しかし、このような無細胞系による合成で
なく、蛍光標識した抗体結合タンパク質をプ
ローブとして市販の抗体タンパクと複合体
形成させ、これを Quenchbody 化できれば、
その汎用性は更に高まるはずである。幸いこ
の発想は H23-24 年度の挑戦的萌芽研究とし
て採択され、実現された（投稿準備中）。し
かしその過程で、抗体 Fab 領域への結合を狙
って我々が作製した、２種類のよく知られた
抗体結合タンパク由来ドメイン Protein	
 A-D	
 
(PA)、	
 Protein	
 G-C1	
 (PG)をある程度の長さ
のリンカーを介してタンデムに結合させた
融合タンパク質 PA-PG の性質をよく調べたと
ころ、このタンパク質が予想外に各種の IgG
と強く結合することが判明した。例えば、広
く用いられるマウス IgG1 に、PA-PG は天然の
Protein	
 A、	
 Protein	
 G よりもはるかに強く
結合した。解析の結果、その結合部位は主に
抗体 Fc 領域であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本課題は、各種抗体の高感度検出や、高純
度精製に応用可能な新規抗体結合素子の開
発に関するものである。我々が最近見出した、
従来の、天然由来の Protein	
 A、	
 Protein	
 G
等の結合タンパク質をそのまま用いた、ある
いは単にそれらのドメインを複数連結させ
た結合素子では実現できない、高い親和性を
持つ抗体結合タンパク質の構築原理をもと
に、その汎用性を高めることで、高感度な抗
体検出試薬や高性能かつ低コストな抗体精
製担体への応用が可能な、夢の結合蛋白質の
実現をめざした。	
 
 
３．研究の方法 
	
 これまで構築した PA-PG をベースに、２種
類の抗体結合ドメインと各種リンカーを組
み合わせた融合タンパク質を大腸菌を用い
て発現・精製し、これらの各種抗体 IgG への

結合能を評価する。ここから得られた最適化
された結合タンパク質を用いて、アフィニテ
ィクロマトグラフィーを構築し、実際にヒト
抗体が精製できることを確認する。さらに、
この結合タンパク質とアルカリフォスファ
ターゼなどの酵素を融合発現させ、高感度な
抗体検出プローブとして使用可能なことを
実証した。	
 
	
 具体的には PA-PG 間の結合リンカーの最適
化と評価、抗体検出素子の構築をおこなった。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 	
 PA と PG を異なる長さのリンカーペプチド
(DDAKK)n で結合した新規抗体結合タンパク
質 PAxnPG	
 (n=0,2,4,6)に関し、Fab と各種 Fc
そ れ ぞ れ に 対 す る 結 合 能 を Biolayer	
 
Interferometry 法に基づくバイオセンサー
BLItz（金額の関係で別予算で購入）を用い
て評価した。この結果求められた平衡結合定
数は、Fab では n=4、	
 Fc では n=6 で最大値を
示し、Fabにおいてはn=4がそれぞれVHと CH1
に結合した時の PA と PG 末端間距離に対応し、	
 
Fcにおいてはn=6あるいはそれ以上の距離が、
二つの H鎖上の結合部位間距離に対応する最
適リンカー長と結論づけ、論文発表した(ref.	
 
2,	
 図)。またこの際得られた結合能は、PA,	
 PG
単独よりも 50 倍以上高いものであった。	
 
	
 

	
 	
 図	
 PAxPG の Fc 結合モデル(ref.2)。	
 
	
 	
 	
 PA-PG 間の距離は 7	
 nm 程必要。	
 
	
 
	
 また、九州大学神谷典穂教授らと共に
PAxPG と天然酵素より高い活性と安定性を示
すヒト型アルカリフォスファターゼ IPP(ref.	
 
9)との融合タンパク質 IPP-PAxPG を構築し、
動物細胞で大量発現させてこれを調製した。
イムノブロット法による性能評価の結果、融
合タンパク質は市販の各種酵素標識プロテ
イン G に比べ、少ない非特異的結合と遜色の
ない抗体結合能を示す事が確認された(ref.	
 
5)。	
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