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EE 
小麦腔芽抽山液を用いた無細胞タンパク質合成系と

その応用技術

渋井達郎

日本獣医生命科学大学・応用生命科学学部・食品バイオテクノロジー教室

要 約 小麦は古くから食品として利用されている。主に匹乳部分が小麦粉として食され，匹芽は古くは捨

てられていた。長近は任耳目i分に多くの栄養素が台まれていることからクソキーなどに入れられ利用される

ことが多くなってきている。

分子生物学や遺伝子工学の分野では，小麦匹芽抽出液を用いて遺伝子からタンパク買を合成する実験が

+31*年代から，盛んに行われるようになった。しかしながら，そのタンパク質の合成能は低し合成したタ

ンパク質は放射能標識を利用し検出するしか方法はなかった 3

本総説では，近年タンパク質合成能力が著しく改善された小麦匹芽抽出液を用いた高効率なタンパク質合

成系について解説し，それを応用した試験菅内タンパク買ディスプレイ(invitro protein display)技術によ

る，化''y:合成したヒトf/t:休追{ムfを叶いたヒトJ'/c休遺伝fの収得とその抗体の組み換えλ山南による〆i量生

産について解説する。

更に，高額な医i療費負担が現在問題となっている抗体医薬に代わるワクチン(ミモトープワクチン)のinvitro 

protein displayを用いた取得とそのワクチンとしての可能性に閲しての簡単な実験例についても解説したい。

キーワード:無細胞タンパク合成，抗体，ワクチン

日獣生大研報0ぺ←ザ*++.
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+. はじめに

発芽時，種子は短期間にタンパク質合成を行い，成長に

必t:な各稀タンパク買.rw素等を作る必t:がある。このタ
ンパク合成に必要な道具は，種子の匹芽部分に通常備え付

けられていると考えられる。小麦の場合， ijf芽は比較的大

きく，粒子状であり，匹乳(小麦粉)と分離しやすい(図

+)。小麦粉をとったあとの阻芽は不要物として以前は捨て

られていたが，栄養豊高なため，近イ|匹芽を含んだ様々な

食品が流通している。小麦旺芽にもやはり発芽時に短期間

でタンパク合成を行うための装置(リボソームやtRNA

等)が蓄えられている 3 小麦匹芽より抽出した溶液に，生

細胞より mRNAを抽出・調製し加えることで， その遺伝

fがコードするタンパク宜を台成し昨認するというよう
な実験は*年ほど前からから分子生物学・遺伝子工学分

野では行われていた吋(図，)。しかし，合成されるタンパ

通常の旺芽 旺乳を除去した匠芽

図+.

小麦匪芽抽出液 5-30分商
(80S リボゾーム，tRNA，転写因子等}

，l~ 
反応基質

(ATP， Amino acids等)

A 剣勝臨時 1)*ゾーム l 

噂邸調II!'--...!!種融----....'411融..-.--...

F 可智匂空 耐陥 f 

タンパク質 i 

図い 小麦匹芽無細胞蛋白質合成系の概略
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ク質の量は少なく，放射能等で標識したアミノ酸を系に添

加しタンパク質の合成をレントゲンフィルムのようなも

ので確認するという，極めで稚拙なものであった

近~I ，小麦Ij;r;:!:jタンパク宜合成系の生化学的解析がすす

められ，翻訳を阻害すると考え得る物質の存在が旺乳中に

あると考えられるようになった。匹芽の周囲に付着してい

る匹乳を徹底的に除去する(図+右)ことで， タンパク質

の合成能}Jは飛躍的に向上した

い 無細胞タンパク質合成系の利点と欠点

無細胞タンパク質合成系の利点は， タンパク質合成が組

換え体を培養せずに行えることである O よって，多種類の

タンパク買を同時並行に扱えるようなロボッ卜を作製/刈

して，タンパク質を合成しでも，組み換え体が漏えいする

ようなリスクは皆無となる。さらに，生体内ではタンパク

質合成時に様々な因子が働き，構造や機能が保たれている

と与えられるが，そのような因子を個別に添加し，目的の

タンパク質との関わりを調べることも可能である υ また，

細胞に毒性のあるタンパク質は，組換え体を用いて合成す

ることは困難な場合が多く，無細胞タンパク質合成系での

み合成できるといったタンパク質も存在する

.h，無常111胞タンパク合成系のデメリットは，合成が市111
胞質抽出液のため分泌性のタンパク質では，分泌のシグナ

ルペプチドはプロセスされない (N末端に読み出しメチオ

ニンが必要となり，プロセスされない可能性がある:JI)。ま

た， ジスルフィド結合も正しく形成されないことがある O

更に翻訳後修飾(特に糖鎖)が正しく起こらない司能性も

ある O

無細胞タンパク質合成系の種類と合成方法

現在利用されている無梱抱たんぱく質合成系は，原核細

胞では大腸薗の溶菌液を用いたもの刊や大腸薗でのタン

パク合成に必要なコンポーネン卜を再構築した系刊，真核

細胞ではウサギ網状赤血球抽出液，小麦~;r;芽抽出j夜，動物

上層液
(ATP，アミノ酸等)

細胞 (CHO)抽出夜，昆虫細胞(蚕〕抽出液系などが開発

され市販されている。

タンパク質合成反応には，アミノ酸以外にリボソームが

mRNA上を移動するためのエネルギー源も必安である。

また，合成に伴う副反応物はタンパク質合成に回害的に働

くもの引が予想される。よって，一般に細胞抽出液そのも

のでタンパケ合成反応を行なった場合は+時間程度で反

応が停止してしまう。タンパク質合成を持続して行うため

には，アミノ酸・エネルギーを外部より供給し，反応によ

り生じた副産物は系より取り除く必要がある判。

この問題に対処するために現在二つの方法がとられてい

る。重層法+.)と透析法叫と呼は、れるものである(図ー)。重

層法は，抽出液の上にアミノ酸・エネルギーの入った緩衝

液を約/倍量静かにのせ，自然拡散によりアミノ酸とエネ

ルギーを徐々に供給するという方法である O この方法は，

操作が単純なためロボッ卜とマイクロタータープレート

(30ウェルや -2.ウェル)等により多品目のタンパク宜を

一度に合成できる利点がある人叱しかし，タンパク質合成

に関わる因子(特にリボソーム〕の濃度が拡散により徐々

に薄まるため， タンパク質合成はこれら因子が薄まった時

点で停止する O 反応の継続時間は/-0時間程度である。透

析法は，透析肢を利用しアミノ酸とエネルギー源を供給し

て，副産物を除去する方法である。タンパク質合成に闇わ

るリボソーム等の因子は透析膜を通過しないため，細胞抽

出液が薄まることはなL、。よって，アミノ酸とエネルギー

源を十分加えれば，長時間のタンパク質合成が可能であ

る。一般に， .時聞から .2時間程度哨であるが，条件に

よっては+週間程度合成が続くとされている。 透析法の

装置の概略を図.一+"(こ示す。

無細胞タンパク質合成系に外部から供給する物質

無細胞タンパク質合成系で外部より供給されるアミノ酸

は，通常コドンに対応している六種類のアミノ酸となる 3

水素，窒素や炭素の同位体で標識したアミノ酸もが利用可

反応液
(小友阪芽抽出il夜、 mRNA等)

透析膜

mRNA等.) L-一一一 外液ι f吋等)
蛋白合成反応中に反応液は 蛋白合成反応中に

拡散し、薄まる 反応漉は希釈されない.

重層法略図 透析法略図

図ー.
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透析カップ
(底に透析膜が張つである)

外液容器

ι 

反応液
透析力ップ

uJ、友IJl'芳抽出液岨RNA等)

外液容器
外i夜

(ATP、 アミノ昨主 etc.)

図 ± 小スケール(J昔日L)での小麦匹芽抽出液無佃胞タンパク合成系略図

反応液
(1 ml) 

立

透析チューブ、

透析チューブ

ディスポ認験管

同.ぃ 大スケール (+mL)での小友ij1i]'flll向波無
細胞タンパク合成系略図

能であるため，遺伝子のコードするタンパク質の特異的検

出や，核磁気共鳴 (NMR)+11や桔品化による構造・機能解

析には有効な子段である。ただし，細胞抽出液中にはアミ

ノ酸合成に必要な酵素群も含まれており，アミノ酸特異的

にタンパク質を標識するためには，標識をした目的のアミ

ノ酸以外にその標識同位体が転移しないように合成・転移

系の回害剤等を入れる必要がある+ヘ

タンパク質合成に伴うエネルギー源としては， ATP (ア

デノシン三リン酸)と GTP(グアノシン三リン酸)が一般

に必須である十〕ペプチド鎖の伸長は， mRNAにリボソー

ムが結台し，コドンに対応したアミノアシルtRNAがリボ

ソームに取り込まれ，合成されたペプチドのカルボキシ末

端にコドンに対応したアミノ酸を結合させることにより進

む。その際， リボソームは mRNA上をスライド移動して

いく O この移動に伴うエネルギー源としては GTPが用い

られる。 mRNA・リボソーム・アミノアシルtRNA複合

体にてタンパク質が合成される際に，アミ/酸+分子につ

き，分子あるいはそれ以上の GTPの加水分解エネルギー

が必要とされている+a>この複合体の構成は原核細胞と真

核細胞では多少違いがあるものの， GTPがタンパク質合

成時のエネルギーとして必要なことは同様と考えられる。

GTPの外部添加は必要なかった。

初期の無細胞タンパク合成系は大腸菌の溶菌液を使って

おり，この系では GTPをタンパク質合成時に添加する必

要があった。著者ら州は，新たに小麦無細胞タンパク質合

成系にて GTPの添加至適濃度を検討したところ意外な結

果が得られた。

先ずオワンクラゲの発光タンパク質 (Green Fluores' 

cence Protein; GFP) を小麦匹芽無細胞タンパク質合成

系のレポータータンパク宜として仙い，添加する GTP濃

度と GFPの合成量の関係を調べた(図 /)0+mM GTP濃

度の場合，合成された GFPの蛍光強度ri，.時間にて約
ヘ.2時間にて約./付であった。この蛍光強度は，添加
GTP濃度が減少するに{也、上昇する傾向にあり， GTP無

添加の場合が最も高く時間にて約./付， .2時間で約

1，付になった(図/B 下段)0GFPの蛍光は， pHや温度

その他の条件により影響を受ける。 GTP濃度も影響する

可能性があることから，実際に合成された GFPタンパク

置の濃度を測定した(図/B 上段)。合成された GFPタン

パク質の濃度も蛍光強度と同様な傾向にあり， +mMGTP 

の場合， GFPタンパク質濃度ri，.時間で約+mg/mL，.2 
時間で+.'mg/mLであったが，添加する GTP濃度が下が

るに従い台b民間は附加し， GTP;rw;添加の場台， 時間で

+J mg/mL， .2時間で， mg/mLに達していた(図/A)。

これら結果より，小麦のタンパク質合成系では GTPが
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図人 反応液に添加する GTPの濃度と GreenFluorescent Protein (GFP)の生産性
(A)反応液+nLをSDS-PAGEに供し， クマジー染色したゲルの写真。企 :GFP
A:合成反応， 時間。 B:合成反応 .2時間

(B) GFP生産量(上)と蛍光強度(下)
Koga et al.日付3.Biotechnol Prog.， ， /十ララー十，1

エネルギー源として使われていない可能性もあるが， これ

までの生化学の常識としては考えにくい。 GTP無添加の
状態で合成されたGFP量から計算して，約，六マイクロモ
ルのアミノ酸がタンパク質合成反応+リットル当たりに反

応したことになる。また，小麦匹芽抽出j夜を調整する段階

でゲルi慮過カラムを通しており，抽iI¥ i夜にはGTPを{¥む
低分子の物質はほとんど存在しないと考えられる。した

がって，何らかの形で必要量の GTPが系に供給されてい
るはずである。

小麦匹芽無細胞タンパク質合成系には， タンパク質合成

とは叫に mRNAを合成し枯製して，添加する必要があ
る。 このmRNAは， T1やSPOといった細菌のファージ
由来のRNA合成酵素を用い，目的遺伝子のDNAを鋳型
にATP，GTP， CTP， UTPといったリボ核酸の入った反

応液にて合成される。合成後，高分子のmRNAは分子簡
い(ゲ、ルj慮過)カラムにより，反応基質や合成酵素と分離

され精製される 3 調製された GFPのmRNAにGTPが含
まれている可能性は否定できないことから，合成された

GFPmRNA 溶液中のリボ核般を分析したが， GTP の {i1~

は確認されなかった。

また， GFPに何らかの活性があり， GTPがその合成に

必要ない可能性も否定できないため， GFP以外のタンパ
ク質(ヒトプロテインキナーゼホスファターゼ+B)を用
い，同様な実験を行なった(図0)。結果はGFPの場合と
同様で， +mMGTP添加の場合， .時間， .2時間ともに，
mg/mLの生産が確認され，無添加の場合， .時間で ，.1
mg/mL， .2時間で -.1mg/mLω台成が伴認された。これ
らの結果より， GFPタンパク質に特異的に GTP無添加の

状態が最も合成量が高くなるわけではないことが判明し

た。

そこで，抽出夜と mRNAを人れない反応液(抽出液に
ATP" *極のアミノ酸ちを加え， ， OCC +六分放置したもの)
のGMP，GDP， GTPの分析を行なった(図1)。抽出液は
生成過程でケ、ル渚過カラムを通しているものの，極微量の

GMP， GDPが抽出液では検出された。しかし， GTPは検
出されなかった。一方，反応液では， GDPが検出されず，
GTPが検出された(図1(C))o GTPのピークの大きさか
らから，反応液に検出されたGTPの濃度は約ー/品fと計
算された(表+)。これは，小麦匹芽抽出液では何らかの経

路でGTPが台成されたことを示唆している O 小麦目立抽
出液中に存在する mRNAを解析した結果， 抽出液にはヌ
クレオチド二リン酸キナーゼの存在が示唆され， この酵素
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図 O. 反応液に添加する GTPの濃度とヒト proteintyrosine'phosphatase +B (PTP+B)の生産性

(A)反応液+nLを SDS'PAGEに供し，クマジー染色したゲルの写真。企・ PTP+B

A:合成反応， 時間。 B:合成反応 .2時間

(B) PTP+B生産量

Koga et al.川村3.Biotechnol Prog.， ， / 十， ，一十， 1

は下記の反応を行う。

ATP+GDP 伶 GTP + ADP 

また，この反応の Keqは+である。よって，小麦旺芽抽出

液系ではタンパク質合成lこ必要な GTPが系に添加された

大過剰のATPと微量に存在する GDPから合成されてい

る可能性がある 3 図1(C)で検出された GTP量は，先に

示した量のアミノ酸を結合し GFPを合成するには少し少

ないが， GDPから GTPが再生すると考えると，合成反応、

が充分に行~，得ると考えられるの

~ '-fれにしても，小麦匹芽抽出i夜を利用した場合には，

GTPを系に添加しないでタンパク質合成反応を行なった

方が効率は良いと言える。これは，他の無梱抱タンパク質

合成系では昨認されていない現象である O また，無細胞タ

ンパク質合成系に関する特許の多くは反応液に少なくとも

ATP， GTP，アミノ酸を加えてタンパク質を合成すること

が明記されており，既存の特許の多くを回避しタンパク質

合成を小麦匹芽抽出液にて行える発見となった。

/ . 小麦旺芽無細胞タンパク質合成系を用いた

応用技術

前述のように，無細胞タンパク質合成系は組換え体によ

るタンパク質合成ではないため，特別な設備を必要としな

いで簡便にタンパク質が合成できる一方，大量のタンパク

質を調整する方法としては適切でなL、。この小麦匹芽抽出

液タンパク合成系の特徴を生かし，低分子抗体を取得し，

相換え大腸菌にて大最I['.汗した例を紹介する。

/. +抗体分子について

抗体は，抗原に結合する能力の他，様々な機能がある O

最も代表的な機能はADCC(抗体依存性細胞傷害)や

CDC (補体依存性細胞傷害)活性である。 +31*年代に開発

されたハイブリドーマによるモノクローナル抗体作製

法士 J により，それまで集団(ポリクローナル)でしか扱

うことができなかった抗体が，個々の抗体分子として扱え

るようになった。図2にヒトの血液中に最も多く存在する

IgG+抗体の模式図を示す。 IgG+の場合本の軽鎖 (L

鎖)と，本の重鎖 (H鎖)がジスルフィド結合で結合した

ヘテロ.量体となっている。分子量は約ザ*kDaであるの

可変領域 (V領域)のアミノ酸が変化することで，多様な

抗原に結合することができるようになる。定常領域 (C領

域)は抗体の種類により一定の配列となっており，ヒト

IgG+の場台CH十ーのードメインに分けられる。 CH+と

CH，ドメインの聞にはヒンジ領域があり，抗原と抗体の結

合に柔軟性を与えている O この H鎖定常領域のヒンジ領

域を含みそのカルボキシ末端側までを Fcと呼ぶ。 Fcは上

述のADCCやCDC活性に関わる領域となっている O

IgG+をタンパク分解酵素のパパインで切断すると， Fc 

と結合部分が+価の断片Fabが分離される。また，ペプシ

ンで切断すると結合部分が，価の断片F(ab') ，が分離さ
れる (Fc部分は分解されバラバラになる)0Fab及びF

(ab') ，断片は抗原への結合能力は元の抗体と同様であり，

古くから低分子抗体として調製されていた。更に，抗体に

よってはトリプシンで限定分解すると L鎖と H鎖が会合

したまま V領域のみが分離されることがある。これを Fv

と呼ぶ。 Fv断片の抗原への枯合は元のfA体と|司様である
が， L鎖 (VL)とH鎖 (VH)はタンパク質問の相互作用で

会合しているだけのため，ちょっとした刺激で分離してし



まうという難点がある 3

人， タンパク質ディスプレイについて

+3.少年代に人り遺伝子工学の進展にともない， VLと

VHをペプチドリンカーでつないだ一本鎖1/1:体 (scFv)が
開発された」これは， VLとVHのコーディング領域(遺

伝子)の聞にザアミノ酸程度長さのペプチドを読み取り

フレームがずれないように導入し，一つのタンパク質とし

てVL，VHを生産する画期的なものであった。 scFvは

様々な!1物の表而にディスプレイできることから，タンパ

ク質ディスプレイ技術を用いた抗体遺伝子の取得が盛んに

行われるようになった，.。

生細胞を使用したタンパク質ディスプレイには，ファー

ジディスプレイ!人，O7，大腸薗ディスプレイ，rヘ酵母ディス

プレイ，1)などの様々な方法がある O いずれも細胞の外側に

出ているタンパク質に目的タンパク質を融合した形でディ

スプレイさせ，所望の活性のあるタンパク質がディスプレ

イされている側休を分離しその伽|休から所望タンパク質

の遺伝子を回収することによりクロ一二ングするという方

法である O

ディスプレイできるタンパク質のライブラリーサイズ

は，形質転換効率に依存する O 実際に作製可能なライブラ

リーサイズは，)(腸此|で+松乃であり，それを宿 l二とする

ファージでも同じサイズとなる。酵母やほかの系では+公/

程度となる O

動物細胞から遺伝子をクローニンクーする場合，使用する

細胞数は+公/-0程度である。仮に抗体を産生する B細胞を

+六/個使用したとすると，抗体はL鎖と H鎖があるため，

scFvでディスプレイ法によりスクリーニングした場合，

+ザ以上のライブラリーサイズがないと抗体の遺伝子は網

羅できないことになる。よって，生細胞にタンパク質を

ディスプレイした場合，抗体に関しては十分なスクリーニ

ンクは行い難い。

人ー 無細胞タンパク質合成系を利用したタンパク質

ディスプレイ法

タンパク買は mRNA上のj宣伝f配列がリボソームによ
り翻訳されることで合成される。原核生物では， リボソー

ムはリボソームに含まれる RNA(ribosomal RNA)と相

第 O士号C，*刊
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F(ab、)2断片

糖鎖

ヒトIgG1

、"

Fab断片

抗原結合
部位

竺立主二三
週1主

Fc断片

図 2. 抗体と低分子化抗体名称

Fv断片
scFv 

戸

t 

補的な配列を認識し mRNAに結合しそのー‘下流にある ク質の会合体は，熱や pH，塩濃度等により容易にゴfio離す

メチオニンコドン(読み出しメチオニン)からタンパク宣 るため，ディスプレイライブラリーのスクリーニング条件

合成を開始する 3 開始効率は， リボゾームの結合する場所 が隈られるという難点がある O リボソームディスプレイの

から読み出しメチオニンまでの距離と近傍の塩基配列によ このような問題点を克服するため， ビューロマイシンを用

り変化することが知られている!九真核生物では，リボ いた mRNAディスプレイ技術が開発された。

ソームは mRNAの/' Cap構造を認識し mRNAに結合 /.. mRNAディスプレイ

した後，ー ‘側にスライド L，最初に出会ったメチオニン ビューロマイシンはtRNAと類似な構造の化合物で，タ

(読み出しメチオニン)コドンから翻訳が通常開始される O ンパク質合成回害による抗生剤として使われている。作用

近年，ウィルスの研究から真核生物においても/' Cap構 機序は，アミノアシルtRNAと競合してリボソームに取り

造非依存的に， mRNAの途中でもリボソームが結合しタ 込まれ，合成されつつあるポリペプチドの C末端に共有結

ンパク質合成が開始できる配列(InternalRibosome 合し，正常なタンパク質合成が阻害されるというものであ

Entry Sequence ; IRES)が報告された九この場合は， る。 リボソームディスプレイの場合と同様に mRNA上の

IRESのー‘下流の最初のメチオニンコドンからタンパク 遺伝子からストップコドンを取り除き，そのー 末端にケ

質合成が始まる。原核生物，真核生物ともに，翻訳はス ミカルリンカーを介してビューロマイシンの結合した

トップコドンで停止しそれぞれのストップコドン(アン mRNAを調製する。これを無細胞タンパク質合成系にて

ノイー，オーカー，オノ~-ル)に対応したリリーシングファ 翻訳する O タンパク質合成反応は遺伝子の最後のコドンま

クター (releasingfactor ; RF)がリボゾームに取り込ま で進み， リボソームディスプレイの場台と同様にリボソー

れ，生成したタンパク質はリボゾームより外れるの ムはそこで停止する。このリボソームの近傍には mRNA

ス卜 yプコドンの手前で遺伝子が終わるような mRNA のー' 端にリンカーを介して結合されたビューロマイシン

を調製して無細胞タンパク合成系に加えると，タンパク質 の分子があり，停止したリボソームにビューロマイシンは

合成は最後のアミノ酸まで行われ，ストップコドンがない 取り込まれ，合成されたタンパク質の C末端に共有結合す

ため RFはリボソームに取り込まれず，生成したタンパク る。つまり，合成されたタンパク質は C末端にてピユーロ

質はリボゾームから手離できない状態になる。更に， リボ マイシンを介してそれをコードする mRNAに共有結合で

ソームは mRNAと結合した状態であるため， 合成された 連結される O キレート剤にて反応液より，価のイオン

タンパク質はリボそームを介してそれをコードする CMgつを除くことにより， mRNA・リボソーム・タンパ

mRNAに結合した状態になっている。これは mRNA上 ク質の複合体からリボソームは禾離し， mRNAとタンパ

の遺伝子がリボソームを介してタンパク質としてディスブ ク質が共有結合した分子が得られる。このようなタンパク

レイされたもので，このようなタンパク質ディスプレイ法 質のディスプレイ法を mRNAディスプレイと言う+，-，)。

をリボソームディスプレイオ)と呼ぶ。この方法では，系に 生成した mRNA・タンパク質複合体は共有結合している

{f{じするリボソームの数がディスプレイライブラリーのサ ため， リボソームディスプレイ法で形成された複合体より

イズの限界となる。通常+げ程度のサイズのライブラリー も安定で，スクリーニング条件のより幅広い設定が可能と

が作製可能である。しかし， mRNA・リボソーム・タンパ なる 3 ライブラリーサイズは，系に導入した mRNAの分
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Lぽ間続'1/JI/}(fJ
8訴演

選択されたタンパク

ランダムペプチドまたは
抗体cDNA

図 3. mRNAディスプレイスクリーニング概略

子数が限界となる。通常系に加える mRNAの分子数は，

約十社ヤであり， mRNAタンパク質複合体の形成効率は，

+*%程度であることから+式叶大の多様性を持ったタンパ

ク質ディスプレイライブラリーの作製は可能である

mRNAディスプレイライブラリーのスクリ一二ング法略

図を図3に示す。

/ • / 抗体遺伝子のクローニング

小麦匝芽抽出i夜無細抱タンパク質合成系にて， mRNA 
ディスプレイ法を用い低分子抗体scFvライブラリーを作

製， in vitroスクリーニングし，同系により invitro合成を

行いさらに組換え大腸菌にて大量生産した例について， こ

こでは紹介する。

/. /. +抗体遺伝子ライブラリーの作製

まずヒト抗体の遺伝子であるが，古くはヒトリンパ球か

ら遺伝子クローニングにより取得し抗体ライブラリーとし

て用いていた。しかし， ヒト試料を扱う潜在的危険性と倫

理的問題より， ヒト試料を山いることなく，遺伝」ぺ情報と

工学的手法により化学合成した DNAから小麦旺芽無細胞

タンパク質合成系にて mRNAディスプレイが実施できる

ようなライブラリーを設計，作製した。作製の概略を図+公

に示す。

抗体可変領域には，抗体の種類により配列がほぼ一定の

部分(フレームワーク;FR)と結合特異性に伴L、変化する

超可変領域 (CDR)がある O これまでの抗体工学の研究か

ら，安定な抗体とやや不安定な(失活等し易~，)抗体のフ

レームワークの種類が分かつており フレームワークと

して安定性の高いとされる H鎖ー種類 (H" H'， HO)， L 

鎖/種類 (k+，k" k.， 1" 1')を選んだ。また， CDR部

分はアミノ酸配列をヒ卜抗体のデータに基づき変化させ

た。設計したライフラリーの多様↑吐(理論{r白)は， H鎖，
L鎖ともに+士ーを超えるものであり， mRNAディスプレ

イのディスブレイできる多様牲をはるかに超えるものと

なった。

実際に作製したライブラリーの H鎖及びL鎖のフレー

ムワークの組み合わせを調べてみたところ，全ての組み合

わせが 肢にディスプレイされているわけではなく， H.k 

+の組み合わせが多くなっていた(表， )。これは， フレー

ムワークの組み合わせ及びアミノ酸配列により，立体構造

等がうまく取れない分子はディスプレイ分子として存在で

きなかったためと考えられる O いずれにしても現在のタン

パク質ディスプレイ技術では， mRNAディスプレイによ

る+*+，分子の多様性を保持したディスプレイが限界であ

り，今目設計したライブラリーの多様性を充分発揮させる

ことはできていな ~'o

/ .人， 抗ヒ卜抗原ヒト抗体の取得

ヒ卜 RNAKCReceptor Activator of Nuclear Factor k 

B) を抗原とし，作製したライブラリーを用い図3に示す

ような工程のスクリ一二ングを Oサイクル行なった。ライ

フラリーはRANK判崇的に濃縮されていた (1ヌ1++)0

mRNAディスプレイ分子は， mRNA部分が分子量的に

3/%以上を占めるため， RNA部分の親水性により可溶性

率が高いと一般に考えられる。実際のタンパク質部分

CscFv) を小麦匝芽抽出液無細胞タンパク質合成系にて合

成し可溶性の度合いを調べた。一部は不溶性になるもの

の，大部分は可用性であった(図+， )。

小麦匹芽抽出液無細胞タンパク質合成系でのタンパク質

調製では，十女mL程度のスケールの合成が限界であり，数

mg程度のタンパク質しか調製できなL、。よって， グラム

単位の試料を作製するにはやはり組換え体を用いるほかな

い。市販の大腸菌宿主ベクタ一系にて取得遺伝子を発現さ

せたところ，フラスコ培養で円ー+付mg/Lの生産が見ら

れた。 'I.m物は全てイ、治化していたが，手平易に巻き民すこ
とができ(図十)，小麦匹芽系にて生産したものと同等の

活性を示した(図+.)0 



小麦匹芽抽出液を用いた無細胞タンパク質合成系とその応用技術 9 

(A) 
叫

J
4
'↑町
九

(8) 
一次ライブラリー(VL、VH)

PCR mRNAディスプレイ分子の作製(VL、VH)

守口
~_èJ~ミS ごう

ぐ."r""豆'.L
Flag-taglこよるアフィニティー精製

Sp6 JRES 州 L.......----Eli.ムー ーーよ孟ム一 時..---1....J.h主且皇
CDRl CDR2 CnRJ 

n. 
mRNAディスプレイ用濃縮ライブラリー(VL、VH)

mRNAディスプレイ用一次ライフ、ラ1)ー(VL、VH)

(c) 壬濃縮VLライブラリー Enric濃縮VHライフ、ラリー
主設立主主一王旦L← 一-!.JSι ー」弘 "........2....E以k.9::S逗4単一..J:E.L側、ーよ品w.-...，..一説話一…崎必説草喜
後五沼主主 CDRI CDR2 CDR1 CDRl CDRよ CDm 
→ 

PCR R
 
c
 

nvA 

円八九
V

ぞ主盟諸

~1~を仏
{向山叫

R
 
c
 

p
a
 

l
l
-
v
 

そF忠宝

主主亘 ;:RE~ FRl ・一一工.sl.-"...，.--E.民一句"・ ー忍L.，，_.，--1主」・…~..，."."叫ゆム~豆島
CDR! CDiU υR{ GS-ιDRl 仁DRユ CD又3

t勉kel

VL領域 . mRNA display VH領域
mRI¥IAディスプレイ用scFVライブ、ラリー

図+*. mRNAディスプレイ用抗体scFvライブラリー構築の略図
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Shibui et al.， ， *勺.Appl Microbiol Biotechno.， 2. : 1， /ー1-，* 

表 作製したmRNAディスプレイ肘 scFvライブラリーのJ"/c休フレームワーク

K1 1(2 K4 λ2 入3 言十 % 

H2 。 2 5 4 

H3 76 6 6 22 9 119 90 

H6 5 。 8 6 

計 78 7 8 29 10 132 

9も 59 5 6 22 8 

作製したscFvライブラリーからランダムに抽出した132クローンにつき、
L鎖フレームワーク(Kl，2，4，λ2，3)とH鎖フレームワーク(H23，6)の組み合わせを解析した。
数字はクローン数と出現率(%)

Shibui et al.， 2009. Appl Microbiol Biotechno.， 84:725・7320
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(A)初期ライブラリーと濃縮後のライブラリー

(B)分離クローンの反応性(小麦匪芽抽出液無細胞タンパク質合成系

により合成)

クローンの mRNA添加(右)無添加(左)

Shibui et aL，六六3.Appl Microbiol Biotechno.， 2. : 1， / -1-， * 

4醐

(8) 

kDa 

250 

150 

100 
75 

50 

37 

25 
20 

M 12 

‘圃

図+， 単離した抗ヒト RANKscFvの小麦匹芽抽出

液タンパク合成系(J勺乱)による合成

(A)反応液+比を SDS-PAGEにより解析し

た。+;mRNA無し(上清山分)， 

scFvmRNA有り(上清画分)，ー ;mRNA

無し(沈殿画分)， • ; scFvmRNA有り

(湖2臨ま)
(B)合圧えしたscFvをアフィニティーカラムにて

精製したもの

+;mRNA無し(上清画分)， ラ ;scFvmRNA

有り(上清画分)。

上ノら，本のバンドは，小支1五五て出米の不純物
矢印 :scFV

Shibui et aL， ， *す3.Appl Microbiol Bio犯ch-

no.，2. : 1， /ー1¥公



これらの結果より， ヒトの試料を使用することなく化学

合成したヒト抗体遺伝子より mRNAディスプレイj去を用

い， ヒト抗原に対するヒ卜抗体及びその遺伝子を取得し，

小規模では，iAA細胞合成系にて，大組模では相換え大IJ場菌

にてサンフ。ルを調製できることが示された。

更に，無細胞タンパク質合成系では，遺伝子に容易に変

異を導入し，スクリーニングが可能なため，取得した抗体

の親和性や安定性等の向上も可能である。

/.0 小麦腔芽無細胞タンパク質合成系を用いた mRNA

ディスプレイ法によるペプチドワクチンの開発

/. O. + ミモ卜ープ

抗体が認識・結合する抗原上の場所をエピトープと呼

.K::o 抗体は，抗原がタンパク質の場合アミノ酸一次配列を

認識して結合することもあるが，多くの場合立体構造(表

面構造)を認識して結合する O ランダムペプチドライブラ

リーを用いて，抗体のエビトープ探索を行うと抗原のアミ

ノ酸自己刈とは全く追った配列のペプチドが取れるJ劫合が

る。特に立体構造を認識する抗体では，取得された抗体結

合ペプチドのアミノ酸配列は抗原のアミノ酸配列のどこに

も一致しないことが多い。このようなペプチドはエピトー

プをミミソクするものとして， ミモトープペプチドと呼ば

れる !)。ミモトープペプチドは，抗原がアミ/酸以外のも

の，例えば糖鎖やハプテント等を認識する抗体についても

取得される場合があり，ペプチドが糖鎖やハプテン等の抗

体結合部位を模倣できる点は大変興味深い。また， ミモ

卜ープペプチドを免疫すると元の抗体の抗原に反応する抗

体が生体に惹起される場合があり(概念図を図ザに示

す)，ペプチドワクチンとして使用できる可能性が示唆さ

れている O

/. O. ， 抗体医薬の代替

がん及び白己免疫疾患等の重篤な疾患では，治療に抗体

医薬が使用され，成果を上げてきている。抗体医薬の問題

点は費用である c +クールの投与で平均ド万円程度かか

る。多くの場合年間，ークール投与され，医療費も莫大な

ものとなる O この日制なn山の最も大きなJM休|は!1.J1iー:コス
トである。現在，抗体医薬は動物細胞を用いて遺伝子工学

的に生産されている。生産細胞の改良及び培養法，培地の

改善がなされ，生産コストは年々下がっているが，医薬品

として製造法を一旦確立して申請してしまうとその後の変

更は難しく，抗体医薬の薬価は当面高い状態が続くと考え

られる。

もし仮に， ミモトープペプチドを用い， これら抗体医薬

と同等の抗体が生体に惹起できるとすると医療費の大幅な

削減につながる可能性がある。ここでは，小麦匹芽抽出夜

無細胞タンパク質合成系を用い， mRNAディスプレイに

よりランダムペプチドディスプレイライブラリーを作製

し，アパスチン(Bevaciztmab，抗ヒ卜 VEGF抗体;大腸

がん治療)及びアービタックス (Cetuximab，1/1:ヒト EGF
受容体抗体;大腸がん治療)に対するミモトーフ。ペプチド

を取得した結果とそのワクチンとしての応用の可能性につ
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単離した抗ヒト RANKscFvの大腸菌に

よる合成

(A)閑休(+nL培養相~)を SDS-PAGE

により解析した。+;破砕液上清画分

;破砕沈殿画分

(B) R;沈殿画分の scFvをリフォールドし，

アフィ二ティーカラムにて精製したもの

矢印:scFV 

Shibui et al.，ラ六六3.Appl Microbiol Biote氾h-

no.，2. : 1， /ー1ーヲ犬

100 

合戒した抗ヒ卜 RANKscFvの抗原結合性

・小麦匹芽抽出j夜無細胞タンパク質合成

系にて合成したもの

企:大腸菌にて合成しリホールドしたもの

Shibui et al.， ，付3.Appl Microbiol Bio犯ch-

no.， 2. : 1， / -1ーヲ犬
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図ザ. ミモ卜ープペプチド及びそのワクチンのイメージ

抗体l主と類似の結合能力をもった抗体 I~ が惹起される

いて解説する。

/. O.ー mRNAディスプレイランダムペプチドライブ

ラリー

抗体のエピトープ結合部作(パラトープ)にはまりこむ

ペプチドの長さは，通常0ー+六アミノ酸である。これに対応

できるようランダムにアミノ酸変異を導入した直鎖状及び

環状の十六及びyアミノ酸からなる以下のようなランダム
ペプチドライブラリーを作製した。

RL+*aPL C直鎖状+*アミノ酸); 

MGXXXXXXXXXXGGSGGDYKDDDDKGGSSSGRGA -

AG 

RL， *aPL C直鎖状，すアミノ酸); 
MGXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXGGSGGDYKDDD-

DKGGSSSGRGAAG 
RC+六aPLC環状+合アミノ酸); 

MGCXXXXXXXXXX CGGSGGDYKDDDDKGGSSSGR-

GAAG 

RC， *aPL C環状，すアミノ酸); 

MGCXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXCGGSGGDYKD-

DDDKGGSSSGRGAAG 

Xはランダムアミノ酸の部分。それ以外のアミノ酸配列は

小麦阻芽無細胞系にて mRNAディスプレイを行うのに必

要なアミノ酸配列。

Cetuximabには上記種のライブラリーを， Bevaciz-

tmabには上記，種の直鎖状ライブラリーを用いてスク

リーニングを行なった。

ディスプレイ法によるペプチドライブラリーはファージ

によるものが市販されている。前述のように，ライブラ

リーサイズは最大で+*3程度である。 mRNAディスプレ
イでは十六+，のサイズのペプチドライフラリーをディスプ

レイできることから，抗体のパラトーブに対しファージ

ディスプレイでは取得できないような親和性の高いベブチ

ドが取得できる可能性がある O

/. O.ー ミモトーフ。ペプチドのl1J(f与とワクチンとしての

利用

Cetuximab， Bevaciztmabそれぞれに刈して， ライブ

ラリーをスクリ一二ングした。濃縮された mRNAディス
フロレイ分子を約，付分子ずつ遺伝子クローニングしてその

配列を調べた。その結果，表ーおよび.に示すような配列

のミモトーブペプチド CCetuximabに対し.本， Bevaciz-

tmabに対しー本〕が取得された。

これら取得されたペプチドは化学合成後， KLH Ckey-

hole limpet hemocyanin)に連結した。これをウサギに免

疫し，それぞれのミモトープの結合する抗体のオリジナル

抗原に反応する抗体が惹起されるかを調べた。

図+0および +1に示すように， Cetuximabから取得さ

れたミモトープペプチドからは EGF受容体に特異的に結

合する抗体が， Bevaciztmabから取得されたミモトープ

ペプチドからは， VGEFに判巣作Jに結台する抗体が，免反

したウサギで惹起されていた。

これらの結果より，小麦匹芽抽出i夜無細胞タンパク合成
系により作製した mRNAディスプレイランダムペプチド

ライブラリーから，ペプチドワクチンとして抗体医薬の代

替となりうるミモトープペプチドの取得が確認された。

今後， ヒトへのワクチン応用としては，元の抗原に対す

る抗体を惹起するのに必要最小限のペプチド配列の特定と

抗原提示細胞へし、かに効率よくミモトープペプチドを取り

込ませるかが課題となる。また，投与形態として通常の皮

下注射の他，鼻腔粘膜や腸管からの免疫方法も考えられ

る。特に腸管免疫では， IgGに比べ細胞傷害活性が高いと

される IgE抗体の惹起が報告されておりべ実現されれば

現在の抗体医薬(相換え IgG)に比べ効果の日いわ日本が体

内に作られることになる。よって，胃で、の消化を回避した

形での投与形態(食品に添加する等)の検討が，今後のミ
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表ー. Cetuximabに対し単離されたミモトープ

クローン名 アミノ酸毘列 出現頻度(%)

M076_A08 CAmほKRHIRHWSMGTRRIVVTC 4 

M076 F04 MEGCLRTWSLFDRRLKCMVG 3 

M077_A02 CYDVNGVWIRLRNPTHAGIRFC 80 

M077 D03 CLFSLST官RLDC 3 

Shibui et alリ 2011.Int J Pept Res Ther.，17:69・74

クローン名

M074一D12

M074 F02 

M075 AI0 

表 Bevacizumabに対し中離されたミモトーブ

アミノ酸配列

WLEMHWPAHS 

KLEMHFPSHVISV ADGWSLF 

RDLRHCESSWHKLVDFYCYT 

出現頻度(%)

68 

5 

27 

Kobayashi et al.， 2011. Advances in Biosciences and Biotechnology.，2:96-101 

0.5 

0.4 

~ 0.3 
0 
ロヲ
て才

402 

0.1 

O 

TNFα EGFR GST PBS 

図+0. Cetuximabに対し単離されたミモ卜ープを免疫したウサ

ギに惹起されたfJt:休のt)'CJJ;tとの反応性
• MlO_F六.と M1LD*-を免疫したウサギ血清

由 M1LAへを免疫したウサギ血清

Shibui et al.ハ*++.Int J Pept Res Ther.， +1 : 03-1. 

O. まとめ

13 

モトープワクチン利用の鍵となる可能性が高く，機能性食

品(経口医薬品)の今後の有力な候補のひとつと考えられ

るO

また， 一昨年発生した新型インフルエンザウィルスや HI

N+型インフルエンザウィルスについては， 幅広い型のウィ

ルスを中和できるマウスモノクロ一ナル抗体が報告されて

いる。このようなモノクローナル抗体に対するミモトープを

取得し，経円ミモトープワクチンを作製すれば， fuH発!Iす

るウィルス型を予想し予防注射を行う必要はなくなり，医療

経済的にも大きく貢献できることが期待される。

小麦匹芽抽出j夜無細胞タンパク質合成系に用いる屈芽を

選択精製することにより， タンパク質合成能力は近年著し

く向上し， 反応液+mL当たり数mgのタンパク質が合成

できるようになった。これに伴い，小麦匹芽抽出液無細胞

タンパク質合成系を用いたタンパク質の機能解析，構造解

析，改変が存劫に行われるようになってきており， これら

の分野での今後さらなる応用が期待される。

また，同系を用いた mRNAディスプレイ法にでは，ギ六+.
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同+1. Bevacizumabに刈し市離されたミモトープM1._D+，を

免疫したウサギに惹起された抗体の抗原反応性

ペプチドカラムにて精製した抗体+/+女希釈圃)， +//す(口)

Kobayashi et al.， ， *++. Advances in Biosciences and 

Bio俗chnology." : 30ー+叫

以上の多様性を持った大きなサイズのライブラリー作製が

可能であり，抗体分子のクローニングからペプチドワクチ

ンのスクリーニングまで幅広く応用され，優れた医薬品・

機能性食品など、の開発につながる司能性がぶされている O
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