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Potentiality of Antibody Engineering for the Ultrasensitive Hapten Im-

munoassays. 図 1 超高親和力抗フルオレセイン抗体 scFvの創製

話 題

ハプテンイムノアッセイの
超高感度化
―「抗体工学」に寄せる期待―

小 林 典 裕

1 は じ め に

1959年にラジオイムノアッセイが報告されて以来，イムノ

アッセイ法は目覚ましい発展を遂げ，低分子から高分子まで多

岐にわたる化合物の超微量分析に必須の方法論となった。本法

では標的物質（抗原）に対する抗体が分析試薬として機能し，

「鍵
かぎ

と鍵穴」に例えられる分子認識力を発揮するため極めて特

異的である。測定原理により競合法と非競合法に大別される

が1)，多数の抗原決定基をもつ高分子抗原（タンパク質など）

には非競合型のサンドイッチアッセイが適用できる。抗原を過

剰量の固定化抗体で捕
ほ

捉
そく

した後，更に標識抗体を反応させて検

出するもので，amol～zmolレンジの超高感度が得られる。し

かし，ハプテン（低分子抗原合成医薬品やステロイドなど）

では，同時に 2種の抗体が結合できないため，競合法に頼ら

ざるを得ない1)。一定量の抗体と標識抗原が反応する系に測定

対象の抗原を添加して競合反応を行うもので，標準曲線上，任

意の抗原添加濃度（X pM）における B/B0値（標識抗原の結

合阻害率の尺度）は次式から算出される2)。

B/B0＝
A

X＋A
×

Kd＋X＋A＋R－ (Kd＋X＋A＋R)2－4R(X＋A)

Kd＋A＋R－ (Kd＋A＋R)2－4RA

A(pM)＝標識抗原の濃度，R(pM)＝抗体の抗原結合部位の濃度，

Kd(pM)＝抗体の解離定数

いま，便宜的に B/B0＝0.90（標識抗原の結合を 10阻害す

る点）を与える抗原量をアッセイ感度の目安として試算してみ

る。アッセイ反応液の体積を 200 nL，標識抗原濃度 Aを 5

pM（125Iによる 1 : 1標識抗原ならば約 4400 dpm/assayに相

当し，現実的な値である），そして添加した標識抗原の 50

を結合するように Rの値を設定すると（この条件では R＝Kd

＋1/2 Aとなる2)），解離定数 Kd＝1.0×10－8, 10－9, 10－10(M)

の各抗体を用いた場合，それぞれ 810, 81, 8.2 fmol/assayの値

が得られる。すなわち Kd値が小さいほど｛親和定数 Ka(＝1/

Kd)の値が大きいほど｝感度は上昇するが，動物を目的抗原

で免疫する従来の方法では，10－10(M)を下回る抗ハプテン抗

体を調製することは極めて難しい。このためハプテンイムノ

アッセイの感度は fmol/assayのレベルにとどまっている。こ

の制約を打破するためには，ハプテンに適用が可能な非競合型

の新しいアッセイ原理を工夫するか1)，Kd≪10－10(M)の抗体

分子種を人為的に創製することになろう。

2 抗体の遺伝子工学（抗体工学）

抗体の抗原結合部位は，H鎖と L鎖の可変部ドメイン（VH

と VL）の間に位置する（図 1, ◯）。VHと VLは 110残基あま

りのアミノ酸から構築されるが，各々の 3箇所に抗原との接

触に特に重要なアミノ酸配列（相補性決定部CDR）が存在

する。遺伝子工学的に VH, VL全体あるいは CDRのアミノ酸

配列を改変することにより，抗原に対する親和力や特異性を改

善することが可能視され，1980年代末から多くの研究がなさ

れてきた。ランダムな変異が導入された抗体フラグメント｛一

本鎖 Fv(scFv ;◯）又は Fab｝の分子集団（ライブラリー）の

中から目的の結合特性を“偶然に”獲得した分子種を単離する

のがストラテジーの基幹である3)。一般に scFv又は Fabを

ファージ粒子上に発現させて“ファージ抗体”のライブラリー

とした後（ファージディスプレイ），固定化抗原を用いるアフィ

ニティー抽出（バイオパンニング）により目的のファージ抗体

を選択，回収する。得られるファージ抗体は極微量であるが，

大腸菌に感染させることで容易に増やすことができる。ハプテ

ンイムノアッセイのブレイクスルーを期待させる成果は今のと

ころ極めて乏しいが，“抗体工学”のポテンシャルを示唆する

貴重な成果を以下に紹介したい。

3 超高親和力抗ハプテン抗体フラグメントの創製

イリノイ大学の Boderらは，抗体工学の先端技術を駆使し

て，フルオレセイン基（FL）に対して fMオーダーの Kd値を

示す超高親和力 scFvを創製した4)。マウス抗 FL抗体（44

20）（図 1 ;◯）に改変を加えた結果であるが，本抗体の VH

及び VLドメインから構築された野生型 scFvは，ビオチン標

識 FL(FLbio)に対して 0.7 nMの Kd値を示す（◯）。その
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図 2 超高親和力抗フルオレセイン抗体 scFvの創製

scFv遺伝子を DNA修復系を欠損した大腸菌 XL1Red株に導

入することにより，ランダムな点変異が導入された scFv遺伝

子のライブラリーを得ているが（◯～◯），その産物の一つで

ある scFv 4M1.1｛VHに Ser 95→Ala(S95A)の変異をもつ｝

は野生型より 3倍大きな親和力を示した（◯）。この 4M1.1と

他の変異クローンの scFv遺伝子（共に全長約 800 bp）を混合

して“DNAシャッフリング”5)を行った（図 2 ;◯，◯）。すな

わち，これらの遺伝子を DNase Iでランダムに断片化した後，

200 bp以下のフラグメントをゲルa過により回収して PCRに

付すと，異なる scFv遺伝子鎖に由来するフラグメントの間で

ランダムな再結合が起こる。その結果，個々の遺伝子に導入さ

れた点変異が様々なパターンで“連結”され，変異の多様性が

拡大される。しかも，反応系にMn2＋ を添加する `̀ error

prone PCR''を行っているため（DNAの複製における相補性

の忠実度を低下させる方法），新たな点変異が更に導入される

（◯）。こうして得られた変異 scFv遺伝子のライブラリーを，

ディスプレイ用ベクター pCT302に組み込んだ後，酵母

EBY100株に導入した（◯）。発現された scFvは Aga2p（細

胞表層に局在する aアグルチニンのサブユニットタンパク質）

との融合体として酵母の細胞表層に提示される（◯)6)。この

酵母の集団に FLbioを反応させた後，更にフィコエリトリン

（蛍光性タンパク質）で標識したストレプトアビジンを反応さ

せて蛍光ラベルする（FL基の蛍光は scFvの結合により消光

する可能性がある）（◯）。引き続き，非蛍光性の抗原アナログ

である 5アミノFLと一定時間反応させると，FLに対する

親和力の小さい（解離速度定数 kdissの大きい）scFvが優先的

に 5アミノ体に置換される。その後，なお FLbioを保持

し，蛍光ラベルされている酵母をセルソーターにより選別した

（◯）。得られた高親和力 scFv提示酵母群から scFv遺伝子を

回収し，変異の増幅と scFv提示･選択（◯～◯）を繰り返し

たところ，4サイクル後に低塩濃度リン酸緩衝液（LBS）中で

Kd＝48 fMの超高親和力を示す変異 scFv（4M5.3）を提示す

る酵母クローンの単離に成功した（◯）。この親和力は，遺伝

子工学的に創製された変異タンパク質として最高で，その kdiss

値（1.4×10－6 s－1）はビオチンストレプトアビジン反応のそ

れをも下回る。アミノ酸配列をみると，VHで 12残基（5残基

が CDR内），VLでは 2残基（1残基が CDR内）が変換され

ているが，CDR以外の変異も親和力の改善に重要な役割を果

たしている。この Kd値を前述の条件で式( 1 )に代入すると

120 amol/assayの値が得られる。さらに，標識抗原濃度を

1/10に減じると（A＝0.5 pM) 15 amol/assayの FLbioが測

定可能と期待できる。こうなるとサンドイッチアッセイの場合

と同様に，標識物質の測定感度や標的ハプテンの非特異的な吸

着の程度などがむしろアッセイ感度の限定因子となろうが，前

者については在来の高感度検出系でも対応が可能であろう。

4 お わ り に

上記の報告がなされてから 4年が経過しようとしている

が，残念ながら 4M5.3を上回る親和力の抗ハプテン抗体を創

製した例は見当たらない。このような超高親和力抗体は，仮に

ライブラリーの中に実在しても，バイオパンニングにより選別

することは困難と思われる。固定化抗原からの溶出が難しいか

らである。Boderらの成功は，抗原抗体反応の解離が不要なプ

ロセス，すなわち酵母表層ディスプレイとセルソーターによる

選択を採用したことによるところが大であろう。この解離が不

要な方法としてリボソームディスプレイ7)も挙げられる。ごく

最近，チューリッヒ大学のグループが本法を基盤として Kd＝5

pMの抗ペプチド抗体 scFvを創製した8)。その一方で，

ファージディスプレイにおいても抗体の親和力に依存しない選

択法の開発が進んでいる。こうしたバイオテクノロジーの進歩

がハプテンの attomole～subattomole分析への扉を開く日を期

待する。
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