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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルスは我々人類全体に対する脅威であり、それに対する対応は医
療システムの大きな負担となるため簡便迅速高感度の検出方法の開発が求められている。本研究ではインフルエ
ンザウイルスを検出するためのQuenchbodyを開発した。この結果、特にATTO520ダブルラベル型において高い感
度と応答が見られた。本QuenchbodyはインフルエンザウイルスHAタンパク質と結合すると、色素間で起きた蛍光
クエンチが解除され蛍光が回復されると考えられる。Quenchbodyとサンプルを混合し、蛍光強度を測定するだけ
でウイルスの有無を判断することが出来るため、国民の健康を守るために役に立つと思われる。

研究成果の概要（英文）：Influenza virus is a threat to our entire humanity and treatment against 
influenza virus has become a great burden of health care system. Therefore, there is a growing 
demand for the development of convenient, rapid detection methods with high sensitivity. In this 
project, we developed a novel immunosensor, Quenchbody for detection of influenza viruses. We first 
labeled antigen binding fragment of antibody with some fluorescent dyes and those doubly labeled 
with ATTO520 gave higher sensitivity and better dose response than others. Quenching between 
fluorescence dye molecules that labeled on Quenchbody is released and results to the recovery of 
fluorescence while the Quenchbody bound to influenza viral HA protein. With this method, influenza 
virus can be detected just by mixing up Quenchbody and sample and measurement. The developed 
influenza virus Quenchbody will be useful to protect public health.

研究分野：抗体工学
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１．研究開始当初の背景 
 インフルエンザウイルスは我々人類全体
に対する脅威であり、それに対する対応は医
療システムの大きな負担となっている。イン
フルエンザウイルスは、エンベロープと一本
鎖 RNA(－)を持つオルトミクソウイルス科
に属しており、A 型、B 型、C 型のウイル
スが存在する。ウイルス表面上には、糖タン
パク質ヘマグルチニン(HA)、ノイラミニダー
ゼ(NA)がスパイク状に配置しており、HA16 
種類(H1～H16)、NA9 種類(N1～N9)の組み
合わせによって分類されている。インフルエ
ンザウイスルは増殖の過程での連続変異や、
分類の異なるウイルスに共通の宿主(豚など)
内で不連続変異を起こしやすく、新型インフ
ルエンザウイルスとしてパンデミックを引
き起こすことがある。新型インフルエンザは
毎年流行するインフルエンザとは抗原性が
大きく違うため、急速に感染が広がる。記録
に残る最初のパンデミックは 1918 年のスペ
イン風邪で、H1N1 の変異ウイルスが原因と
され多くの死者を出した。その後も多数のパ
ンデミックが発生し、トータルで死者は一億
人以上に昇った。近年大型なインフルエンザ
感染がしばしば発生してきた。例えば、2009 
年に流行したインフルエンザは変異したウ
イルスが感染を広げて、数千人が命を落とし
た。また 2013 年中国でトリインフルエンザ
（H7N9）が発生し、131 名の感染者の中、
35 名が死亡した。今後トリインフルエンザ
ウイルスによるパンデミックの発生が予想
され、感染症との戦いが続くことが予想され
る。また、日本特有の高齢社会における安
全・安心かつ豊かな活力のある持続可能な成
長社会を成し遂げるため、感染症診断技術の
開発は緊急の課題である。即ちインフルエン
ザウイルスを迅速かつ正確に検出すること
が感染をコントロールするために大変重要
である。インフルエンザウイルス検出法の感
度と特異性は方法に左右される。検出感度が
比 較 的 高 い PCR (Polymerase Chain 
Reaction)法は測定に数時間以上かかり、イム
ノクロマトグラフィー法のような比較的迅
速な方法もあるものの、感度が低く、診断上
偽陰性が多い等の問題がある。そのため正確
かつ迅速な診断が可能な検出法の開発が求
められている。 
 
２．研究の目的 
  当グループは抗体を用いた免疫測定法を
研究してきた。最初に「抗体の可変領域（抗
原結合部位）は抗原がないと不安定だが、抗
原が結合すると安定化される」という原理に
基づくOpen Sandwich 免疫測定法が考案さ
れ、その原理に基づき骨代謝疾患マーカー
BGPの測定法、甲状腺ホルモンの測定法など
多数の測定法が開発されてきた。その後、当
グループは Quenchbody(Q-body)免疫測定法
を世界で初めて考案した。Q-body 免疫測定
法では、まず蛍光物質を抗体に標識する。す

るとこれが分子の内部に侵入し、主に抗体内
の芳香族アミノ酸によって、消光する。しか
し、抗原が結合すると、抗体の中にある蛍光
物質が開放され、再び蛍光を発するようにな
る。Q-body 技術の特徴は 1)洗浄工程が不要
で、少量のサンプルと混合して蛍光強度を測
定するだけで測定が完了するため極めて簡
便、2）抗体中に存在する保存性の高いトリ
プトファン(Trp) 残基あるいは他の色素を消
光に利用するため、抗体の種類を変えても消
光効果が得られ汎用性が高い、などがある。
検出操作は、測定しようとする物質が入って
いるサンプルと Q-body を混合し、短時間(数
分)インキュベートした後、蛍光強度を測定す
るだけで、目的物質の含量が分かる、迅速か
つ感度の優れた方法である。本研究はインフ
ルエンザウイルスを検出するための Q-body
を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
3.1 抗体 Fab 断片発現ベクターの構築 
  インフルエンザウイルス抗体FI6v3遺伝子
を PCR で増幅し、その後、増幅した遺伝子及
び発現ベクターpUQ を適当な制限酵素で消化
処理を行い、市販 DNA 精製キットによる精製
を行った。制限酵素で処理した抗体遺伝子断
片とプラスミドを適切な量を取り、DNA リガ
ーゼを加えて、抗体遺伝子とベクターを連結
した。ライゲーションサンプルを用いて、コ
ンピテント大腸菌細胞を形質転換し、LB プ
レートに播き、コロニーが確認できるまで培
養し、出来たコロニーを PCR によるインサー
トを増幅して、そのサイズが抗体遺伝子と一
致することを確認した。その後プラスミドを
調製し、挿入配列の解析を行い、目的抗体遺
伝子であることを確認した。 
 
3.2 抗体 Fab 断片の発現及び精製 
 構築したプラスミドを発現用大腸菌株
SHuffle T7 lysY のコンピテントセルと混合
して、大腸菌を形質転換した。その後、LB プ
レートに播き、３７℃で培養して、形成した
コロニーを取り、アンピシリン入りの LB 培
地で培養し、その後 IPTG で Fab 抗体断片の
発現を誘導した。その後、SDS-PAGE 電気泳
動や Western blot などの手法を用いて、誘
導前後を比較し、抗体 Fab 断片の発現を確認
した。発現条件を決定した後、ラージスケー
ルで抗体 Fab 断片の発現を行った。培養した
大腸菌を破砕し、菌体内画分を調製した後に、
H 鎖に付加した His タグを利用して、アフィ
ニティカラムでタンパク質を精製した。また
pUQ システムでは、L 鎖に FLAG タグも導入
されているので、Anti-FLAG Affinity gel に
よる精製も行った。精製したタンパク質を
SDS-PADE 電気泳動で分離し、その分子量及
び純度の確認を行った。その後、作製した抗
体の結合能を評価した。具体的には、HAタン
パク質を ELISA プレートに固定化して、ブロ
ッキングを行った後、精製した Fab 断片を加



えて、インキュベート及び洗浄の後、HRP 修
飾した抗 His タグ抗体を加えて、反応させた。
最後に発色基質を加えて HRP によって発色
させ、吸光度を測定し、結合能を確認した。 
 
3.3 Fab 型 Q-body(UQ-body) の調製 
 精製した抗体 Fab 断片を TCEP ゲル
(Immobilized Tris (2-carboxyethyl) 
phosphinehydrochloride  Disulfide 
Reducing Gel，Pierce 社)を使用して、抗体
の重鎖可変領域 VH、及び軽鎖可変領域 VL の
それぞれの N 末端に導入されたシスティン
(Cys)残基の還元を行った。Fab 断片を還元
した後、遠心して、上清(還元された Fab 断
片)を回収した。種々な蛍光色素(例えば、
ATTO520-maleimide、TAMRA-maleimide 等)と
TCEP 処理後の Fab とを混合し、25℃で遮光
静置し、蛍光色素の修飾を行った。ゲルろ過
グロマトグラフィーやCut Off 分子ろ過フィ
ルター等を用いて遊離の蛍光色素を除去し
た。 
 
3.4 UQ-body の評価 
 蛍光色素で修飾した Fab 型 Q-body を
SDS-PAGE 電気泳動によって分離して、蛍光
観察装置によって、蛍光でラベリングした
UQ-body の分子量、遊離色素の除去を確認し
た。次に、Bradford 法を用いて精製後の
UQ-body の濃度を測定した。作製した
UQ-body の抗原結合能力を ELISA によって
評価した。 
 
3.5 UQ-body による HA タンパク質の測定 
  UQ-body を PBST 溶液で適当な濃度まで希
釈した後、組換え HA タンパク質を種々の終
濃度で加えて、蛍光分光光度計(JASCO 
FP-8500)を用いて、各濃度での蛍光強度を測
定し、本測定方法の感度を評価した。また、
数種類トリインフルエンザウイルスとの反
応性を測定し、本法の特異性を評価した。 
 
3.6 Avidity による UQ-body 測定法感度改善
の試み 
  本研究では抗体の Fab 断片を用いた。しか
し、天然抗体は２つの Fab 部分を有するため、
avidity 効果により、より強くウイルス粒子
上の抗原に結合できると考えられる。出来る
だけ天然抗体に近い検出素子を作製するた
め、Fab の軽鎖定常領域 CL の末端に 2 量体
化タンパク質、WA20 を融合させ、大腸菌に
て発現を行った。WA20 は 2 本の長いαヘリ
ックスが連結した構造をしており、２つの
WA20 分子がお互いにはさみこむように組合
わさり、安定な二量体を形成する。この設計
によって、２つの Fab 断片が WA20 を通して
二量体を形成し、天然抗体に近い分子が作製
される。その後、蛍光色素で抗体断片をラベ
ルし、組換え HA と不活化ウイルスを用い、
二量体化した UQ-body の検出感度を評価し

た。さらに同様の手法で Fab の４量体化も試
みた。 
 
４．研究成果 
 インフルエンザウイルス認識抗体 
(FI6v3) の可変領域遺伝子 VH/VLを pUQ1H お
よび pUQ2 ベクターにクローニングし、シン
グ ル ラ ベ ル 用 の Fab 発 現 ベ ク タ ー
pUQ1H-FI6v3 ならびにダブルラベル用の
pUQ2-FI6v3 の作製に成功した。その後両ベク
ターを用いて大腸菌 SHuffle T7 lysY を形質
転換し、Fab 断片を発現し、TALON IMAC ゲル
を用いて精製した。その後、TCEP ゲルを用い
て VH及び VLの N 末近傍に導入したシスティ
ン(Cys)残基の還元を行った。その後、還元
さ れ た Fab と TAMRA あ る い は
ATTO520-maleimide とを混合し、25℃で遮光
静置し、蛍光修飾を行った。さらに抗 FLAG ゲ
ルで精製を行い、遊離の蛍光色素を除去し、
UQ-body を得た。SDS-PAGE による分離後、変
性剤DTTを含む塩酸グアニジンを用いて調製
した UQ-body の変性度合いを測定した。図１
に示すように、TAMRA を用いた場合、シング
ルラベル(図１A)では 1.3 倍、ダブルラベル
(図１B)の UQ-body は約 1.7 倍の蛍光強度の
増加が観察されたに対して、ATTO520 を用い
た実験では、シングルとダブルそれぞれ 1.5
倍と 5.0 倍の増加が見られた(図 1C、1D)。 

 
図 1 変性剤による UQ-body 蛍光強度の増加 
 
 次は ATTO520 にて調製した UQ-body を用い
て、組換え H1N1 A/New Caledonia/20/1999 HA
タンパク質の検出を検証した。ATTO520 標識
後の UQ-body の SDS-PAGE と蛍光観察の結果，
FabのH鎖(Fd鎖)とL鎖の標識が確認された。
その後、ダブルラベル UQ-body に各濃度の
H1N1 HA を加えて蛍光を測定した。結果は図
2 に示す。図 2A は各 HA 濃度 UQ-body のスペ
クトルを示す。HA 濃度の増加に従い、UQ-body
の蛍光強度が増加することが観察された。図
2B は検量線を示す。UQ-body の蛍光強度が HA
濃度依存的に増加し、最大 4.5 倍の蛍光強度
増加が見られ、検出限界は 10-8M 以下であっ
た。また算出したEC50は6.3×10

-8Mであった。 
  



図２ ATTO520 ダブルラベル UQ-body による
HA の検出 
  一方、シングルラベル UQ-body は反応性が
低かった。ダブルラベル UQ-body の場合、抗
原不在時においてTrp残基による蛍光色素の
クエンチに加え、二つの鎖に標識した色素間
でクエンチが起こり、抗原添加によりそれら
が効果的に解除されたことが考えられる。 
 さらに調製したUQ-bodyのウイルスとの結
合性を確認した。北海道大学大学院医学研究
科細胞生理学分野の大場雄介教授らよりご
恵 与 い た だ い た 弱 毒 性 ウ イ ル ス
A/Aichi/2/68(H3N2) 及 び A/Puerto 
Rico/8/34(H1N1;PR8)を用い、96 ウエルマイ
クロプレートに107 PFU/mlのウイルスを固定
化し、ブロッキング後に蛍光色素 ATTO520 で
修飾したUQ-body (4 μg/ml)を加えて室温で
２時間インキュベートした。その後、Fab 断
片中にある Hisタグを HRP修飾抗体で検出し
たところ、対照としたストレプトアビジン(4 
μg/ml)より高いシグナルを検出することが
出来た。UQ-body への A/Aichi/2/68(H3N2)ウ
イルス(2.5×107 PFU/ml)の添加により、その
蛍光強度が 1.15 倍まで上昇し、UQ-body によ
るウイルス粒子の検出に原理的に成功した。
一方、A/Puerto Rico/8/34(H1N1; PR8)ウイ
ルスのUQ-bodyアッセイでは明らかな蛍光上
昇が見られなかった。 
  より天然抗体に近い検出素子を作製する
ため、信州大学新井亮一博士らにより作製さ
れた 2 量体化タンパク質 WA20 及びその安定
化変異体 SUWA20 を Fab に融合した。Fab の軽
鎖定常領域CLの末端に、WA20あるいはSUWA20
を融合させた。SHuffle T7 lysY 大腸菌株に
て発現させ、SDS-PAGE 分析したところ、蛋白
質の発現が確認できた。さらに ELISA におい
て、いずれのウイルスとの結合も確認された。 
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