
京都薬科大学紀要　第 4 巻（2023） 159

京都薬科大学紀要　4: 159–166, 2023 
doi: 10.34445/0002000070

総説

Clonal array profiling（CAP）法による 
高親和力変異抗体の効率的創製
木口裕貴 *
京都薬科大学　薬品分析学分野

高感度な免疫測定法の構築に必須である高親和力抗体の作製には，抗体の構造を遺伝子操作で改変する
「抗体工学」が有望である．しかし，その標準法である「パンニング」に多くの制約があるため，期待通り
の結果を得ることは容易ではない．本研究ではこの問題の抜本的な解決を目指して「clonal array pro�ling

（CAP）法」を構築し，パンニングよりも CAP法が明らかに高親和力抗体の獲得効率に優れていることを
実証した．また，得られた変異体の一次構造から着想を得て，H鎖可変部 N末端枠組み領域を多様化した
ライブラリーを作製し，CAP法による探索を行ったところ，結合定数（Ka）が大幅に上昇した変異体が多
数見出された．最後に，CAP法に改良を加えた「解離非依存型 CAP法」を構築して，上記ライブラリーに
適用したところ，さらに高い Kaを示す変異体の獲得に成功した．
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1．はじめに

抗体は動物の体内に抗原が侵入した刺激によ
り産生される糖タンパク質であり，医薬品とし
て様々な製品が開発されている1)．一方，特定
の化学構造を精密に認識して結合する性質か
ら，分析試薬としても利用されている．抗体を
用いる分析法は「免疫測定法」と総称され，バ
イオメディカル研究や臨床検査に不可欠の超微
量定量法である．近年ではウイルス感染の有無
を判定する手段としても重用されているが，そ
の感度を担保するうえで測定対象物（抗原）に

対して高い親和力，すなわち高い結合定数（Ka）
を示す抗体が必要である．しかし，抗体の作製
法として一般的なハイブリドーマ法2)により十
分な Kaを示す抗体を得ることは容易ではない．
その解決策として抗体の構造を遺伝子操作に
より改変する「抗体工学」3)が挙げられる．本
法の技術基盤は 1990年代初頭に確立され4–7)，
動物が産生し得ない優れた人工抗体を迅速に創
出し得る革命的な方法として注目を浴び，2018

年ノーベル化学賞の対象となった8)．その原理
は「ファージ提示」を活用する場合が多く，一
般的な手順は次の通りである．①プロトタイプ
となる天然型抗体の H鎖，L鎖の可変部ドメ
イン（VH, VL）を連結して「野生型」の一本鎖
Fvフラグメント（single-chain Fv fragment; scFv）9, 10)

を構築する［図 1（ⅰ –ⅱ）］．②これに遺伝子
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レベルで多様な変異を導入し（ⅲ），得られる
変異 scFvの分子集団（ライブラリー）を繊維
状ファージの表面に提示する（ⅳ）．③この
scFv提示ファージ（scFv-phage）ライブラリー
を固相に固定化した目的抗原にまとめて反応さ
せ（ⅴ），④抗原と結合したごく微量の scFv-

phageのみを回収し（ⅵ –ⅶ），大腸菌に感染
させて複製する（ⅷ）．生体内の親和性成熟の
過程を模倣して抗体の親和力を高めていくた
め，「試験管内親和性成熟」とも呼ばれている．
なお③ –④の過程は「パンニング」と呼ばれ，
目的のクローンを単離するための標準法であ
る．しかし，③では共存する多量の低親和力ク
ローンが競合的に反応し，④では親和力は低く
とも，複製能力に優るクローンが回収後の
scFv-phageの主要な構成成分となり得る11)．こ
のため，目的の抗原結合能を持つ scFvを獲得
することは容易ではないのが実情であった．
本総説では，この問題の抜本的な解決を目指
した新規な変異抗体探索システム，clonal array 

pro�ling（CAP）法の開発と，その応用につい
て概説する．本法は，変異 scFv遺伝子ライブ
ラリーで形質転換した大腸菌を抗原固定化マイ
クロウェル内で個別に培養することで，抗原特
異的 scFv-phageの産生能をスクリーニングする

ものである（図 2）．本法の有用性を副腎皮質
ステロイドであるコルチゾール（cortisol; CS）
に対する scFvの親和性成熟をモデルとして，
パンニングとの比較により検証した（第 2節）．
その際，CAP法により獲得した高親和力 scFv

の多くに，VHの N末端に位置する枠組み領域
1（framework region 1; FR1）に変異が見られた．
そこで，VH-FR1部位特異的変異導入ライブラ
リーを新たに作製し，高親和力変異体を CAP

法で探索した（第 3節）．最後に，CAP法にお
ける scFv提示ファージの回収方法を改良した
「解離非依存型 CAP法」を構築し，第 3節のラ
イブラリーからさらに高い Kaを示す変異体の
探索を試みた（第 4節）．

2．CAP法の有用性の評価

あえて試験管内親和性成熟の成功例が少ない
ハプテン抗原をモデルとして，CAP法の有用性
を評価した．具体的には，視床下部 -下垂体 -

副腎系機能の評価にも重用され，臨床的な測定
意義も高い CSをとりあげた．天然型のマウス
抗 CS抗体（Ab#3）12)の VH及び VL遺伝子を連
結した wt-scFv遺伝子13) を鋳型として error-
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図 1　ファージ提示法を用いた抗体工学の流れ
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prone PCR14)（反応液にMn2+を添加し，4種の
dNTPの濃度を不均等にすることにより複製の
忠実度を低下させた PCR）を行い，その全長
にランダム点変異を導入した変異 scFv遺伝子
ライブラリーを構築した．これを CAP法なら
びにパンニングに付し，高親和力変異体を検索
したところ，以下の結果を得た15)．

①　CAP法

電気穿孔法により上記の遺伝子ライブラリー
を導入した大腸菌 TG1を寒天培地上で一晩培
養し，得られた形質転換菌コロニーを CAP法
に付した．すなわち，あらかじめヘルパーファー
ジ KM1316)を含有する培地を分注した CS–ウシ
血清アルブミン結合体（CS–BSA）固定化マイ
クロプレートに，上記のコロニーを個別に接種
した．十分な時間振とう培養したのちプレート
を洗浄し，自作した抗ファージ scFv–ルシフェ
ラーゼ融合体15, 17)により固相上の scFv-phageを
発光検出した．その後，発光強度の高かったウェ
ルからファージを回収し，個々のクローンを精
査した．ライブラリーの約 3%に相当する 9,400

コロニーを検索したところ，わずか 2回の施行
にもかかわらず，変異導入の出発物質である
wt-scFvから 14～ 63倍 Ka値が上昇した変異体
が 8種得られた（図 3A，B）．このうち，Kaが
1 × 1010 M–1を上回った 5種について enzyme-

linked immunosorbent assay（ELISA）における
性能を評価した．すなわち，CS–BSAを固定化
したマイクロプレートに，scFvおよび CS標準
品を加えて 4℃で 2時間反応させた．プレート
を洗浄後，ペルオキシダーゼ（POD）標識抗
FLAG抗体で固相上の scFvを捕捉し，酵素活性
を o-フェニレンジアミンを色原体とする比色
法で測定した．その結果，wt-scFvを用いる
ELISAより，50%阻害値の比較で 11～ 25倍も
高感度な用量作用曲線を与えた（図 3B’）．

②　パンニング

CAP法と同様に上記の変異 scFv遺伝子ライ
ブラリーを TG1に導入し，形質転換菌をまと
めて液体培地で培養したのち KM13を感染さ
せ，常法に従ってファージ提示を行った．得ら
れた scFv-phageライブラリーの全量（すなわち
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図 2　CAP法の原理
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ライブラリーの 100%）を，CS–BSA固定化ポ
リスチレンチューブを用いたパンニングに付し
た．パンニングを 3回繰り返したのち，得られ
るファージをクローニングして抗原結合能を精
査した．

CS–BSAの固定化量およびファージ溶出条件
の異なる 3種のパンニング（P1～ 3；詳細は文
献 15参照）を計 10回（P1 6回，P2と P3を各
2回）行った．各試行につき 50クローン（合
計 500クローン）を解析した結果，7種の改良
型 scFvが得られたが，Kaの改善は 1.1～ 5.0倍
にとどまった（図 3C）．これらの変異 scFvを
上記と同様に ELISAに付したところ，3種は
wt-scFvより 1.2～ 2.3倍高い感度を与えたが，
その他はむしろ感度が低下していた（図 3Cʼ）．

3．VH-FR1特異的変異導入ライブラリー
の探索

可変部は VH・VLのいずれも 4つの FRと 3

つの相補性決定部（complementarity-determining 

region; CDR）から構成され，その一次構造は N

末端から FR1→ CDR1→ FR2→ CDR2→ FR3→ 

CDR3→ FR4の順に並んでいる（図 3A）．抗原
との結合に大きく関与するのは CDRであり，
なかでも VHの CDR3が最も多様性に富み，親
和力や特異性の発現に特に重要と考えられてい
る18)．実際に，著者らは VH-CDR3に 4つのア
ミノ酸置換を導入することでエストラジオール
に対する scFvの Kaを 90倍向上することに成
功している19)．親和力の発現における VH-CDR3

のポテンシャルが示された好例といえよう．一
方，FRは β-シート構造を形成して CDRのルー
プ構造を支える土台として機能し，抗原と直接
相互作用するとは考えにくい．ところが第 2節
で CAP法により得られた変異 scFvの多くにつ
いて，VHの FR1に変異が認められた．しかも，
本部位へのわずか 1カ所のアミノ酸置換または
1アミノ酸の挿入のみで Kaが 15倍以上上昇し
たクローンが複数得られている（図 3B）．これ
らの結果は，これまで変異の導入部位としては
全く顧みられなかったVH-FR1への変異導入が，
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図 3　CAP法とパンニングにより得られた変異 scFvの一次構造と Kaおよび競合 ELISAにおける用量作用曲線
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意外にも親和力の向上に有効である可能性を強
く示唆する．そこで，VH-FR1特異的にアミノ
酸を置換または挿入したライブラリーを作製
し，高親和力抗体の獲得を試みた20)．

wt-scFv遺伝子を鋳型として，縮重コドンに
より多様化されたプライマーを用いて PCRを
行い，VH-FR1の 1～ 10番にパターン化したア
ミノ酸置換を導入するライブラリー（lib I）と
6番と 7番のアミノ酸の間に 1～ 6個の連続し
たランダムなアミノ酸を挿入するライブラリー
（lib II）を作製した（図 4A）．各々を導入した
形質転換菌のうち，各 4,700種を CAP法で検
索したところ，Kaが 17～ 31倍向上した変異
体が lib Iからは 7種，lib IIからは 14種も得ら
れた（図 4B）．そのうち Ka > 1 × 1010 M–1の 7

種を用いて第 2節と同様に競合 ELISAを行っ
たところ，wt-scFvより 8.3～ 24倍高感度な用
量作用曲線が得られた（図 4C）．

4．解離非依存型CAP法の構築

第 3節で得られた変異体の Kaに着目すると，
1.1 × 1010 M–1を境にそれ以上の Kaを示すク
ローンは得られていない（図 4B）．この原因と
して CAP法において採用しているファージの
回収方法が挙げられる．CAP法では発光検出
したファージクローンを，酸や塩基を加えて抗
原抗体反応を解離させることで回収する．この
とき，極端な pH条件下でも解離しないファー
ジは回収されず，見過ごされてしまうことにな
る．この問題を解決するために，ジスルフィド
（SS）結合を介して抗原を固定化した固相を用
いる「解離非依存型 CAP法」を構築した（図 5）．
まず，ビオチンと CSを SS結合を介して連結
した化合物を作製し，ストレプトアビジン固定
化プレートに加えて間接的にCSを固定化する．
このプレートを用いて CAP法と同様にウェル
内で scFv-phageを増幅させたのち，酸性・塩基
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図 4　VH-FR1特異的変異導入ライブラリーの設計と得られた変異体のキャラクタリゼーション
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性溶液で順次洗浄し，それでもなお残存する
ファージを発光検出する．その後，ジチオスレ
イトールを加えて SS結合を切断することによ
り，抗原抗体反応の解離に依存することなく
ファージを回収するものである21)．この方法を
第 3節の lib IIのうち，アミノ酸を 4つまたは
5つ挿入したライブラリーに適用したところ，
有望と判断した 20種のうち，15種が抗原結合
能を有し，その全てが 1.1 × 1010 M–1を超える
Kaを示した（図 6A）．また，これらを用いて
第 2節と同様の競合 ELISAを行ったところ，
wt-scFvよりも 18～ 51倍高感度な検量線が得
られた（図 6B）．

5．おわりに

ファージ提示の長所を活かすための切り札で
あるはずのパンニングは，第 1節で述べた問題
を抱えている．そのため改良型変異体の獲得に
多大な労力が必要であった．これを抜本的に解

決すべく CAP法を開発し，10回にもおよぶパ
ンニングによっても得られなかった高親和力変
異体の獲得が可能であることを示した．現状で
は用手法により CAP法を運用しているため，
検索できるクローン数に上限がある．しかし，
ライブラリーのわずか数 %の検索のみで，十
分な抗原結合能を持つクローンが複数得られて
いることから，CAP法の自動化によりライブ
ラリー構成クローンの 100%について検索でき
れば，様々な抗原に対する高性能抗体が迅速か
つ多数得られるものと予想される．さらに，特
定されたクローンのアミノ酸配列を比較して，
親和力や特異性の発現に重要である部分構造の
情報を大量に蓄積することも可能であろう．今
後，CAP法が，目的抗原に対する特異抗体の
アミノ酸配列をコンピューター上のシミュレー
ションのみで完全に設計する，究極の「人工抗
体」創製への進化を加速することを期待したい．
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図 5　解離非依存型 CAP法の原理
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図 6　解離非依存型 CAP法により得られた各 scFvの一次構造と Kaおよび競合 ELISAにおける用量作用曲線
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