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論文題目 抗活性型ジベ レリ ン ー 本鎖抗体 の構築と新規検出系 へ の 応用

抗体はそ の多様な認識特性から, 様々 な物質の分析 ･ 検出系として , E L IS A , W e st e rn ,

免疫染色等に用 い られて い る他, ア フ ィ ニ ティ ー

カ ラム な どの 精製手段にも多用 され

て い る ｡ 筆者の 所属する研究室 にお い て は, 従来よ り低分子性の脂溶性物質で ある植

物ホル モ ンを認識する抗体の 調製を行 っ て おり , E L IS A や R I A によ る 高感度なホ ル

モ ン の 分析系を開発して きたo また , 遺伝子 工学技術 の発達 に伴い , 組換え型抗体の

生産が可能に な っ た こ とを受 け, 当研究室で も種々 の モ ノ ク ロ -

ナル 抗体産生 ハイ ブ

リ ド ー マ よりク ロ ー ニ ン グ した抗体遺伝子を用 い , 一 本鎖抗体 (s c F v) と呼 ばれ る組

換え型抗体を作成し , 様々 な用途に用 い て い る ｡ s c F v は抗原結合部位 ( F v) を構成す

る 重鎖 ( H 鎖) と軽鎖 ( L 鎖) ･ の 可変顔域 v H , V L を可動性の高い ペ プチ ドで結合し

たも の で ,
一 分子 で F v を構成するため, 植物な ど他 生物に おける発現に利点があ る ｡

本研究で は, 様々 な検討 に も拘わらず抗原結合能を有す る sc F v の 調製が 困難で あ っ

た G A l や G A 4 と い っ た活性型ジベ レリ ン に対する s c F v を, i n vit r o で の 分子進化的な

手法を適用して 調製した結果 に つ い て述 べ る｡ また, V H と V L の リガン ド依存的な会

合と い う性質に着目し, 活性型 ジベ レリ ン の 新規な検出系を確立する こ とを目的に行

っ た検討に つ いて 述 べ る｡

1 ｡ 抗活性型 ジベ レリ ン s c F v の 調製

s c F v は前述の 様 に組換え型抗体として植物等で発現さ せ る上で の 利点がある 一 方

で , V H と V L をリ ンカ
ー

を介して結合させ る ために分子 に ひずみが生ずる危険性も

考えられ る ｡ 定法に従 っ て調製した抗活性型ジベ レリ ン sc F v は結合能を示さなか っ

たが , そ の 理 由として , こ の 様な分子の ひずみが考えられ ごく微細な構造の修正 に



よ っ て結合活性が得られる可能性も十分にあると考えた｡ そ こ で , まず抗活性型ジベ

レリ ン s c F v の 調製を目的として , sc F v に ラ ン ダム な変異を導入したライブラリ ー

を

作成し, 偶然に活性を保持する様な変異を持 っ たク ロ ー

ンを選抜すると い う手法を試

みた o ｢ エ ラ ー
ー

の 導入 とより良い ク ロ ー ン の 選抜｣ と い う手順は
,
in vit , o で の 分子進

化的な分子改変を目的として多く適用されて い る ｡ C ad w ell et al . の 方法 に従い , エ ラ
ー

の 生 じやすい 条件で P C R を行い , 2 種の 抗活性型ジベ レリ ンモ ノ ク ロ -

ナル抗体

(8/E 9
,
2 1/ D 13) 産生 ハ イ ブリ ド ー

マ より調一製した s c F v 遺伝子 に ラ ンダム な変異を導

入した ｡ これ を繊維状 フ ァ ー

ジの コ
ー

ト蛋 白質の 一

つ で ある gIIIp との 融合蛋白質と

して発現させ る こ と により , 変異 sc F v ライ ブラリ ー

を フ ァ
ー ジ提示型 の 発現 系とし

て 調製した . s c F v と gIIIp の 間に はア ンバ
ー 終止 コ ドン ( T A G) が存荏して お り, ア

ン バ -

サ ブレ ッ サ ー

の 大腸菌株 ( T G l) を用 い る こ と により , フ ァ ー

ジ提示型 として

発現させた ｡ モ ノク ロ -

ナル抗体作成時 の免疫原で ある B S A - G A 4 をポリス チ レ ン管

に コ ー

トし , s c F v 発現 フ ァ ー ジ を反応さ せ , 洗浄後, B S A - G A 4 に結合性の フ ァ ー

ジ

を回収 し, 再度大腸菌に感染させ て フ ァ ー

ジを増幅さ せ た ｡ こ の 様な 一

連の バ ニ ング

操作を再度行 っ た結果 , 8/E 9 , 2 1/D 1 3 の い ずれ の 場合も, 2 回目に 回収 さ れた フ ァ ー

ジの タイ タ
-

は , 1 回目の 約千倍に増加し , バ ニ ン グ操作によ り B S A - G A 4 に結合性

の s c F v を発現する フ ァ ー

ジが濃縮されて い る も の と思われた ｡ そ の 後, よ り高ア フ

ィ ニ テ ィ
ー

の ク ロ ー ンが得られ る可能性を考えて コ ー

トする B S A - G A 4 の 濃度を下げ

た バ ニ ングや , G A 4 の認 識の 特異性を挙げる ため に B S A - G A . の 代わり に K L H - G A 4 を

コ ー トしたバ ニ ン グ等を行 っ た o 2 回以上 の バ ニ ングにより , B S A - G A . 結合性フ ァ ー

ジの 濃縮が十分に行われた各区 の フ ァ ー

ジ混合物からモ ノ ク ロ -

ナ ル化 した と こ ろ ,

バ ニ ン グの 条件に よ る 区画間 の明瞭なア フ ィ ニ ティ ー

の 違い は認 め られ なか っ た も

の の , 多く の ク ロ ー

ンが B? A
I G A 4 へ の 結合性を示した ｡ また, こ の 結合 は過剰 の G A 4

に より 阻害された ことより , G A 4 に特異的な結合を示すs c F v が得られ たと判断した ｡

こ れ らの 陽性ク ロ ー

ンの い く つ かを, 大腸菌ア ンバ ー 非サブレ ッ サ
ー 株 ( H I∋2 1 5 1)

で 発現させ る こ と により , 可溶性の s c F v と して の 調製を試みたと こ ろ , E L IS A 分析

で陽性を示すク ロ ー ンと陰性の ク ロ ー ンが混在して い た｡ こ れ らの ク ロ ー ン の s c F v

部位 の 配列 を解析したと こ ろ, フ ァ ー

ジ提示型 として 陽性を示した全て の ク ロ ー ンで

s c F v 部位の 2 番 目の ア ミ ノ酸が G l u か ら G ly へ と置換されて い るか ( E 2 G ) , ある い

は G lu の コ ド ンの
一 塩基が欠失して フ レ

ー

ム シ フ トを起こ して おり , さ らに こ れ ら以

外に少なくとも
一

つ の アミ ノ酸置換を有して い た ｡ ウ エ ス タ ン解析の結果, ア ンバ
ー

サブレ ッ サ
ー 株 T G l で は, E 2 G 置換の ク ロ

ー

ン より, フ レ
ー

ム シ フ トを起 こ して い

る ク ロ
ー

ンで より多量の s c F v -

glIIp 融合蛋白質が生産されて おり, T G l 株で は高頻度

の - 1 シ フ トに よ る フ レ
ー ム の 修正が起こ っ て おり, む しろフ レ ー ム にずれ の ない ク ロ

ー

ンで , リボソ
ー ム ス リ ッ プ により蛋白質 の発現量が低下して い る もの と考えらゎた ｡



一 方, フ レ
ー

ム シ フ ト変異を持 っ たク ロ ー ン は, H B 2 15 1 株で はフ レ ー

ム修正が起 こ

らな い た め, 蛋白質そ の もの が検出されず, こ の こ とが E LI S A にお い て 陰性を示し

た理由で ある こ とが判明した ｡ 通常, フ ァ ー

ジ提示 型抗体が結合活性を示して も, 可

溶性抗体に した際に陰性を示す場合がよく知られて い るが , 今回 の 様な大腸菌ホス ト

株 に よ る フ レ ー

ム修正 の 有無がそ の原因の 一 部とな っ て い る もの と考えられ る o

2 位 の アミ ノ酸は, 大腸菌内で 切断される シグナ ル ペ プチ ドの C 末端に位置する こ

とか ら, E 2 G 置換は s cF v の 構造に影響を与え る の で はなく , シ グナル の 切断効率に

対す る影響と考えられた ｡ 今回得られたク ロ ー

ンに は E 2 G 置換の みの 変異ク ロ ー ン

は見 られなか っ たの で , 元 の 配列 に人為的に E 2 G 置換の みを導入したと こ ろ, フ ァ
ー

ジ提示 型で は8/ E 9 , 2 1
■/ D 1 3 とも に抗原結合能を示した. しかしながら, こ れ らの 可

溶性 sc F v は蛋 白質として は発現して い る に も拘わらず, 抗原と の 結合能を示さなか

っ た ｡ フ ァ
ー

ジ上 で の 提示が , s c F v に結合活性を持たせ る様な構造的な変化を生じた

も の と考えられ る ｡ 2 1ノD 13 で は, E 2 G 置換で はなく , フ レ
ー

ム シ フ ト変異を有す る

ク ロ
ー

ン しか 得られず, 結合能を示す可溶性 s c F v が得られ なか っ たの で , フ レ ー

ム

シ フ ト変異を持ち, フ ァ ー ジ提示 型と して 陽性を示 したク ロ ー

ン に E 2 G 置換を人為

的に導入し正 し い フ レ ー ム とした結果, 結合能を有する可溶性 s cF v が得られた ｡

以 上 , 2 種 の s c F v い ずれ に つ い て も , 分子進化的な手法を用 い て , 結合活性を有

さな い s c F v よ り, 結合活性を有す る s c F v の 調製に成功した｡ モ ノク ロ - ナル 抗体産

生 ハ イ ブリ ド ー マ か ら s c F v 遺伝子 を構築して も, 機能を持 っ た抗体が生産しな い 例

はよ く 知 られ て おり, こ の 様な手法が 一 般的な解決法として有用なもの で あ ると考え

られ る ｡

2 . V H お よび v L の リ ガ ン ド依存的な会合を利用 し た新規なジベ レリ ン検出系の確立

活性型ジベ レリ ン に対する組換え型抗体の 生産が可能にな っ たため, 次に V H と v L

の リガ ンド依存的な会合と い う性質 に着目 し, 活性型 ジ ベ レリ ン の 新規な検出系 の確

立を試みた｡ Ig G で は H 鎖, L 鎖間の 会合が ジス ル フ ィ ド結合によ っ て 保たれて い る

が , V H と V L 部分同士 の ア フ ィ ニ テ ィ ー

は弱く , リ ガ ンドとの 結合に よ る コ ン フ ォ メ

- シ ョ ン変化を通して , お 互 い の ア フ ィ ニ ティ
ー

が増加する こ とが知られて い る ｡

まず, 8 /E 9 , 2 1/D 13 の V li , V L をそれぞれ繊維状フ ァ
ー ジの コ ー

ト蛋白質で あるgl X p ,

g V IIp と の 融合蛋白質として , フ ァ
ー

ジの
一 端に提示 させ る様に発現させたと こ ろ,

E L IS A にお い て B S A - G A 4 と の 結合能が確認された｡ gI X p と g V IIp はお互 い に寄り添

う様 に位置して い る こ とが知 られて おり , V H と V L を立体的に近 い 位置 に 発現 させ る

こ と に より , s c F v の 様にリ ンカ ー で 結合して い なくて も v 口, V L が会合し, 抗原結合

能を有する こ とが示された ｡ v L と g V IIp 間に はア ンバ
ー 終止 コ ドンが存在す る ため ,

次に
,
ア ンバ

ー

非サ ブレ ッ サ
ー 株で発現させ る こ とに より, v H を g王X p との 融合蛋白



質として フ ァ ー

ジ上 に提示させ , v L を可溶性蛋白質として培養液中に分泌させて 生

産し, リ ガ ン ド依存的な Ⅴ= , v L の 会合 の検出を試みた｡ しか しなが ら, ウ エ ス タ ン解

析の結果, 回収 した フ ァ ー

ジか らは V H -gI X p 融合蛋 白質が検出されたもの の , ペ リ プ

ラズム画分 , 培養液とも に V L は検出されず, v L 単独で の 発現は不安定で ある と考え

られた｡ そ こ で V L を G S T との 融合蛋白質として発現し, 精製後, フ ァ ー

ジ上に提示

した v H とリガ ン ド依存的に会合するか否かを解析した o そ の 結果 , - G A . 存在下で会

合量 の増加が認められた ｡ しかしなが ら G A 4 非依存的な会合に比 べ て 依存的な会合量

は十分に は高くなく , こ の ままで は G A の 高感度分析に用 い る こ と は困難で あ ると考

えられた｡

そ こ で 次 に , よ り 目的に適 っ たク ロ ー ン の ス クリ
ー

ニ ン グが将来的 に可能な系の確

立を視野 に , 大腸菌内にお ける v H
,
V L め G A 4 依存的会合を p c A (p r ot e in

c o m pl e m e n t ati o n a s s a y) に より検出す る系の構築を試みた ｡ p c A は レポ 一

夕
-

とな る

蛋白質を2 つ の ドメイ ン に分割し, それぞれ をお互 い に相 互作用す る 2 つ の 蛋 由質( A ,

B) と融合させ る こ と により , A と B の 結合を通して
,
レポ 一

夕
-

蛋 白質が再構成さ

れ
, 活性を示す系で ある ｡ 本研究で は大腸菌の コ ロ ニ ー を視覚的にス クリ ー ニ ン グ出

来る様 , G F P を N 末端側 (N G F P ) と C 末端側 ( C G F P) の 2 つ に分割し, そ れぞれ

に V H
,
V L を融合蛋 白質として発現させ た ｡ v H

,
V L とも分子 内に ジスル フ ィ ド結合を有

す るため , 還元 酵素が欠損した O rig a m i 株を用 い , N G F P - V H お よび v L - C G F P の 発現

ベ ク タ
ー を 同時 に導入 した ｡ その 結果 , G A 4 存在下で培養した大腸菌は G A 4 非存在下

で培養 した大腸菌 に比 べ て , 蛍光顕微鏡下で 明 らかに強い G F P 蛍光を与えた ｡ こ の

結果は G F P を用 い た v H , V L によ る p C A が可 能で ある こ とを示すと ともに , 大腸菌を

対象と したス ク リ ー

ニ ング系で , よ り S/ N 比 が高く , 感度の 良い ク ロ ー ンを選抜 で き

る可能性を示唆して い る ｡ また, ル シ フ エ ラ ー な どの レポ 一

夕
一 系を p C A へ 適用す

る こ と によ り , より高感度な 1 段階 E LI S A 分析系 へ 応用す る こ とも可能で あ る ｡ さ

らに , S/ N 比, 感度などの 問題をクリア ー 出来れば, 植物にお ける ジベ レリ ンの 局在

を検出する系 へ と適用で き る可能性もある と考え, 現在, 植物発現用 に改変さ れた

G F P を用 い て , 植物で の
一

過性発現用 ベ ク タ ー

の 構築を進めて い る o




