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要旨 

 

 本論文は、レジオネラ菌体免疫後のアルパカ由来の VHH 抗体ファージライ

ブラリからレジオネラ特異的な抗体の単離と VHH 抗体を用いたレジオネラ検

出のための免疫測定システム確立と高感度化についてまとめたものである。 

ラクダ科動物は、天然に軽鎖が欠損した重鎖のみで構成された重鎖抗体を有

しており、その抗原結合ドメインは、VHH 抗体（Nanobody）と呼ばれてい

る。VHH 抗体は、分子として機能的な改善のためのいくつもの利点を有してお

り、次世代の抗体として注目されている。（主にヒトやマウスやウサギ由来

の）抗体は、医薬品や診断薬、様々な分子ツールとして応用利用されている

が、VHH 抗体の世の中での利用はまだ少ない。そこで、我々はモデル抗原とし

てレジオネラ感染症の原因菌であるレジオネラを選択し、レジオネラ特異的な

VHH 抗体の単離と VHH 抗体を用いたレジオネラ検出のための免疫測定システ

ム構築の方法論について検討した。 

まず、レジオネラ菌体の免疫を行ったアルパカより採取した末梢血リンパ球

を用いて VHH 抗体ファージライブラリを構築し、レジオネラ特異的 VHH 抗体

の単離を試みた。作製したライブラリを用いて 2 回のバイオパニングを実施し

た後、ELISA によるスクリーニングによってレジオネラ特異的 VHH 抗体ファ

ージクローンを 9 クローン単離した。これら 9 クローンの配列解析の結果、抗

原との結合に最も寄与しているとされる CDR3 配列の比較にて、2 種類のクロ

ーンの取得に成功している事を認めた。さらに我々は、抗体工学技術を用いた

VHH 抗体の多価化を検討した。1 つ目が VHH 抗体をリンカーで連結させて 2

量体化する方法で、2 つ目が、VHH 抗体を配向制御して BSA や KLH といった

キャリアタンパク質にコンジュゲーションさせて多価化する方法である。両手
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法とも VHH 抗体の抗原結合活性が保持されたまま、多価化に成功した。 

3 つのフォーマットの VHH 抗体（単量体、二量体、BSA または KLH コンジ

ュゲート体）について、我々はレジオネラ検出のための 3 つのイムノアッセイ

（サンドイッチ ELISA 法、イムノクロマトグラフィ法、ラテックス凝集法）の

構築について検討し、抗原検出に成功した。また、各アッセイ系において多価

化 VHH 抗体を使用する事で、単量体を使用した検出系からの高感度化に成功

した。興味深い事にラテックス凝集反応においては、単量体では抗原検出を確

認する事が出来なかったが、二量体・BSA・KLH コンジュゲート体において

は、抗原検出が可能である事が示された。また、抗原検出感度が二量体<BSA

コンジュゲート体（マレイミド法）<BSA コンジュゲート体（クリック反応）

<KLH コンジュゲート体の順である事が示され、一番の高感度であった KLH コ

ンジュゲート体はウサギポリクローナル抗体を用いた市販ラテックスと同等以

上の検出感度である事が示された。 

 本研究により、我々は抗体工学技術を用いて VHH 抗体を利用したイムノア

ッセイを構築する際の 1 つの方法論を示した。アッセイ系にもよると考えられ

るが、我々の研究から VHH 抗体は単量体よりも多価化したほうが利用しやす

いことが示唆され、この方法を利用することで感染症等に対する診断薬等の開

発を加速することが期待される。 

  



3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 1 章 研究背景 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 
 

1-1 VHH 抗体 

 

1-1-1 抗体の一般的な特徴と構造 

 抗体（イムノグロブリン）は、生体の免疫作用（液性免疫）に関わる糖たん

ぱく質で、主な機能としては、異物（抗原）に結合する高い特異性と親和性で

ある 1。抗体は抗原を VH と VL の 2 つのドメイン（可変部）で認識し、相補性

決定領域（Complementarity Determining Regions, CDR）の多様性と VH と VL の

組合せによる多様性にて，多種多様な抗原を認識することができる（図 1-1）。 

 

 

 

図 1-1 抗体の構造 
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1-1-2 抗体の利用 

抗体は、抗原に対する高い特異性と親和性を活かして、様々な治療薬（治療

効果の高さや副作用の低減が期待される）や臨床診断薬として生物製剤の最も

大きいグループの一つとして確立されている。また精製担体やイメージング試

薬等の分子ツールとしても広く応用利用されている。一方で、抗体の断片化も

探求されてきた。しかし、サイズ優位性は、低い親和性 2、大量生産の難しさ

3、非常に短い血中半減期 4、 凝集傾向 5 によってバランスがとられてきた。抗

体の産業利用については、ハイブリドーマ技術 6 や組換え抗体の取得技術（デ

ィスプレイ法等）の確立 7-9 により急速に発展してきており、抗体の市場は、現

在まで右肩上がりで伸びてきており、今後もさらに伸びていくことが予想され

る。 
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1-1-3 ラクダ科動物、サメ類の持つ重鎖抗体 

ラクダ科動物やサメ類には、重鎖と軽鎖で構成されている通常の IgG 抗体に

加え、通常の IgG 抗体とは異なる特殊な構造の抗体が存在する（図 1-2）。この

特殊な抗体は、1993 年にラクダ科動物血清中で 10、1995 年にはコモリザメ血清

中でも存在している事が報告され 11、ラクダ科動物の持つ天然に軽鎖と CH1 ド

メインが存在せず重鎖のみで構成される抗体として重鎖抗体（Heavy-chain 

antibody：HCAb）と呼ばれている（サメ類の重鎖のみの抗体は IgNAR と呼ば

れている）。ラクダ科動物の重鎖抗体は CH1 領域を欠損しており、CH1 はゲノ

ムには存在するが、mRNA のプロセッシングの過程でスプライスアウトしてい

る 12、13。それにもかかわらず、いろいろな抗原に対する高い親和性が報告され

ている 14-16。アルパカにおいては、重鎖抗体は血清中の IgG のほぼ 50%含まれ

ており 17、重鎖抗体は血清中に稀に存在する抗体というわけでは無いため、ラ

クダ科動物の免疫系においても重要な役割を担っていると考えられる。現在、

ラクダ科動物は 6 種類確認されており、南米に生息するラマ、アルパカ、ビク

ーニャ、グアナコ、アジア・アフリカに生息するヒトコブラクダ、フタコブラ

クダである。このうちビクーニャとグアナコは野生種であり、その他の 4 種類

は家畜種であるため、実験動物としては家畜種の 4 種類が使用されている。し

かしながら、ヒトコブラクダ、フタコブラクダは、体長約 2m、体重約 500kg

と、非常に大型の動物であるため、ラマやアルパカが VHH の研究に多く使用

されている。また、サメ類についても一般的に飼育が難しいと言われている。

このような理由から、我々は、ラマよりも体格の小さいアルパカを実験動物と

して選択した。 
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図 1-2 ラクダ科動物・サメ類由来重鎖抗体 

 

 

 

 

 

 

 



8 
 

1-1-4 VHH 抗体の優れた特徴 

重鎖抗体の可変領域は、VHH（Variable domain of heavy chain of heavy-chain 

antibody）や nanobody®と呼ばれており（サメ類の IgNAR の可変領域は VNAR

と呼ばれている）、天然起源のシングルドメイン抗体として利用可能である。

VHH は、B 細胞成熟過程において染色体 4 番上の IgH 遺伝子座の V、D、J 遺

伝子（従来抗体の VH と共有）の再組換えで構成される 18。大部分のラクダ科

の動物 VHH と VH 遺伝子はヒトの IGHV3 遺伝子に相同であり 19（75–90%の相

同性）、VHH 型と VH 型で特徴的なアミノ酸残基を FR2（Phe/Tyr37Val、

Glu44Gly、 Arg45Leu、Gly47Trp）にコードしている 24。VHH の特徴の 1 つで

ある CDR3 の長さについては、ヒトやマウスの VH が平均 9～12 アミノ酸であ

るのに対して、VHH は平均 13～18 アミノ酸とより長い CDR3 を持っている

20、21。一般的な IgG 抗体は、VH と VL の 6 箇所の CDR 領域により抗原結合領

域を形成する。しかし、重鎖抗体由来の VHH 抗体の場合、3 箇所の CDR 領域

で抗原と結合する必要がある。3 箇所の CDR 領域で抗体の多様性を確保するた

めには CDR3 領域の長さが重要となる。また多様性を確保するため、再編成さ

れた VHH 遺伝子は、CDR と FR 領域に高い確率でソマティックハイパーミュ

ーテーションが入ると考えられている 22-24。VHH 抗体のシングルドメインの性

質は、構造研究に関して多くの利点を提供して、組織侵入を必要としている治

療的なアプリケーションや診断において有利である。また、通常の抗体と比較

し、小さいサイズという事で多くの利点（表 1-1）があり、様々な発現系での

発現の容易さ 25-27、高い熱安定性 28（図 1-3）、優れた可溶性 29、タンパク質分

解に対する抵抗 30、遺伝子操作の容易さ 31 がある。VHH 抗体のエンジニアリン

グは、VHH 抗体や他のタンパク質、リポーター分子または薬の付加を容易にし

ている 32、33。エンジニアリングの一例として、抗ウイルス VHH 抗体を 2 個、3
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個とタンデム化することにより、ウイルス中和活性が上昇することも示されて

いる（図 1-4）34。また、タンデム化により結合親和性が上昇することも報告さ

れている 35（表 1-2）。近年、Antibody-drug conjugate（ADC）が注目されてお

り、VHH 抗体での応用も期待されている。 

VHH 抗体の利用については、医薬利用を含めた広範囲にわたる Hamers 特許

（2013 年に期限切れ）の独占実施権をもっていたベルギーAblynx 社（現フラ

ンス Sanofi 社） により、VHH 抗体医薬の開発が進められており、2019 年に米

国にて血小板凝集抑制薬「CABLIVI」（caplacizumab）が VHH の医薬品として

初めて承認された。日本国内においては、大正製薬株式会社が Ablynx 社（現

フランス Sanofi 社）より関節リウマチに対する抗 TNFα 抗体「ナノゾラ」

（ozoralizumab）を 2015 年に導入し開発を進めており、2022 年に国内で初めて

VHH の医薬品として承認された。他にも複数の VHH の医薬品の開発が進めら

れており、世界の注目を集めている 36。 

 

 

表 1-1 各組換え抗体の特徴 
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図 1-3  hCG に対する各抗体の熱安定性の評価 

他のフォーマットの抗体に対して、VHH 抗体が熱に対して安定である事が示さ

れた。縦軸は活性比率（熱処理後/処理前）、横軸はサイクル数（90℃→20℃）

を示している（引用文献 28 より引用） 
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図 1-4 タンデム化 VHH 抗体の中和活性 

Monomer から Trimer へタンデム化する事で中和活性（IC50 値）が約 4000 倍向

上したことが示された。縦軸は吸光度、横軸は抗体濃度を示している（引用文

献 34 より引用） 

 

 

表 1-2 VHH 抗体のタンデム化による親和性評価 

 

 

同じ VHH を 2 量体化する事で、親和性（KD）が約 5 倍向上した事を示され

た。（引用文献 35 より引用） 
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1-2 ファージディスプレイ法 

 

1-2-1 ファージディスプレイ法の原理 

ファージディスプレイ法とは、大腸菌に感染するウイルスであるバクテリオ

ファージ粒子表面に、タンパク質やペプチドを別の分子と相互作用できる形で

提示させる方法である 37。しかも、提示された分子の遺伝子情報は、ファージ

内の DNA に組み込まれているため、容易に提示分子の構造情報を入手出来る

という利点を有している（図 1-5）。1991 年に G. Winter らによって抗体の抗原

結合領域の VH と VL をリンカーで結合させた単鎖 Fv や Fab がファージ上への

提示が可能である事が報告された 38。ファージディスプレイ法は、何十億もの

抗体断片を含んだライブラリより抗原特異的抗体断片を選択するために強力な

簡易的かつ安価な方法の一つであり、抗体医薬等の開発に広く利用されてき

た。 
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図 1-5 抗体分子を提示する繊維状 M13 ファージ 

g3p の末端に融合タンパク質として外来タンパク質を提示すると同時に外

来タンパク質の遺伝子を M13 ファージ内に保有する。 
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1-2-2 ファージディスプレイ法による抗体選別 

繊維状 M13 ファージは、ファージディスプレイ法を用いた抗体探索に用いら

れる代表的なファージである。ファージ表面に外来タンパク質を提示するに

は，コートタンパク質（g3p、g6p、g8p、g7p、g9p）に融合タンパク質として

発現提示する方法が一般的に用いられている。我々は、抗体遺伝子を g3p に提

示する方法を利用している。 

 抗原特異的な抗体は，ライブラリを用いたバイオパニングにより単離するこ

とができる（図 1-6）。ファージディスプレイ抗体ライブラリの選択プロセス

は、バイオパニングの方法のような様々な分子要因に依存する 39-43。一般的な

バイオパニングの手法では，固相化した抗原に対しファージライブラリを反応

させ，抗原に結合するファージ抗体群を溶出する。溶出したファージを大腸菌

に感染させることで，抗原に結合を示すファージ群を増幅することができる。

これを 1 ラウンドとし，条件を変えながらラウンドを繰り返すことにより，よ

り抗原に特異的な抗体を提示したファージ群を濃縮することができる。 
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図 1-6 バイオパニング 
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1-3 レジオネラ 

 

レジオネラは、1976 年に発見されたブドウ糖非発酵の好気性グラム陰性桿菌

（図 1-7）で、現在までに少なくとも約 50 種の菌と約 70 種の血清型が発見さ

れている。レジオネラはバイオフィルムのような群生物中 44、45 やアメーバのよ

うな原生生物のように寄生して生存しており 46、47、自然界や人工の水生環境に

いる常在菌の一種で、通常はヒトに感染することはないが、人工施設（プール

水、冷却塔水、噴水等）で爆発的に増殖する事があり、増殖したレジオネラ細

菌を含むエアロゾルをヒトが吸引する事で、人間の肺に浸入することができ

48、その後、肺胞のマクロファージに感染し 49、レジオネラ感染病（LD）と呼

ばれる致命的な肺炎をしばしば引き起こす 50。Legionella pneumophila 

serogroup1 は、主に LD の症例の原因菌として報告され、特に市中感染で報告

された 51。国内においても入浴施設や施設利用者の増加、レジオネラ検査の保

険適用による認知度の高まり等により右肩上がりでレジオネラ症の報告数が増

加しており、近年においてもレジオネラ症による死亡者が出ている。感染症患

者の早期治療や他の感染者を増やさないためにも、レジオネラ症の臨床検査と

感染源の迅速な断定が必要とされている。 
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図 1-7 レジオネラ菌の電子顕微鏡像 

（C.L information Vol.27 2013.8 より引用） 
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第 2 章 レジオネラ特異的 VHH 抗体 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 
 

2-1 目的 

 

 本研究では、レジオネラ菌体をモデル抗原として、レジオネラ特異的 VHH

抗体を取得するために、レジオネラ菌体を免疫したアルパカの末梢血リンパ

球を利用し、免疫 VHH 抗体ファージライブラリを作製した。また、免疫

VHH 抗体ファージライブラリからバイオパニングを用いて、レジオネラ特異

的な VHH 抗体の取得と性状解析を行った。 
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2-2 材料と方法 

 

2-2-1 抗原調整～アルパカへの免疫 

 Legionella pneumophila serogroup1（LpSG1）（麻布大学古畑教授より分与いた

だいた環境分離株）をポアメディア B-CYEα 寒天培地（栄研化学）に植菌し

た。37 度で 5 日間培養した。プレート上の菌体を白金針にて集菌し、熱処理

（100 度 3 分）又は終濃度 1%ホルマリンで不活化処理した。成人の雄アルパカ

（Vicugna pacos）は、LpSG1 抗原 1.2 OD unit（1OD unit : OD600＝1 の培養液１

mL 中の菌量）と等量のフロイント完全アジュバントで乳化した抗原液を皮下

免疫した（0 日）。その後、LpSG1 抗原 1.2 OD unit と等量のフロイント不完全

アジュバントで乳化した抗原液を 14 日毎に皮下免疫を 4 回実施した。63 日目

に採取した血液(50mL)を抗凝固剤(0.1%EDTA)で処理し、LeucosepTM リンパ球

分離チューブ(Greiner Bio-One)を用いて比重法により末梢血単核細胞(PBMC)を

単離した。単離した PBMC は RNAiso Plus(Takara Bio)でホモジナイズした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



21 
 

2-2-2 重鎖抗体の精製 

 

図 2-1 重鎖抗体精製の概要図 

IgG2（ヒンジ領域が短い）と IgG3（ヒンジ領域が長い）の 2 種類の重鎖抗体

は、Protein G Sepharose column（GE Healthcare）と Protein A Sepharose column

（GE Healthcare）の組み合わせで精製した。まず Protein G Sepharose column を

用いて IgG3 と IgG1 の精製を行った。63 日目に採取した血漿を PBS で 2 倍希

釈し、Protein G Sepharose column にアプライ後に洗浄し、0.15 M NaCl /0.58% 
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acetic acid (pH 3.5)の溶出バッファーを用いて IgG3 を溶出し、続いて 0.1 M 

glycine-HCl（pH 2.7）の溶出バッファーを用いて IgG1 を溶出した。さらに、

Protein G Sepharose column の素通り画分を Protein A Sepharose column にアプラ

イ後に洗浄し、0.15 M NaCl / 0.58％酢酸（pH4.5）の溶出バッファーを用いて

IgG2 を溶出した。溶出画分は中和し、タンパク質濃度を BCA アッセイ

（Thermo Fisher Scientific）によって決定した。 

 

2-2-3 ELISA（アルパカ精製抗体） 

96 穴マイクロタイタープレート（Nunc Thermo Fisher Scientific）に LpSG1 抗

原（5×10-4 OD unit）を PBS 溶液中にて 4℃で 1 晩静置にて固相化し、0.5％ 

gelatin/PBST にて室温で１時間ブロッキングを行った。0.05％ PBST で 3 回洗

浄した後、希釈したアルパカ血漿サンプル（100μL）を加え、室温で 1 時間反

応させた。0.05％ PBST で 3 回洗浄後、ウサギ抗アルパカ IgG 抗体（アーク・

リソース）を室温で 1 時間反応させ、0.05％ PBST で 3 回洗浄後、ウサギ抗ア

ルパカ IgG 抗体を検出するために HRP 標識したヤギ抗ウサギ IgG 抗体（Bio-

Rad）を室温で 1 時間反応させた。0.05％ PBST で 3 回洗浄後、o-フェニレンジ

アミンを含む基質溶液を用いた呈色反応により（反応停止は 2N H2SO4 で行っ

た）、ウェル上の抗原タンパク質に結合しているアルパカ抗体を定量化した。

検出には ELISA プレートリーダーを用いて、492nm の吸光度を測定して評価し

た。 
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2-2-4 アルパカ VHH 抗体ファージライブラリの構築 

 

図 2-2 VHH 抗体ファージライブラリ構築の概要図 

 

採血した血液より分離・ホモジナイズした末梢血リンパ球より total RNA を

回収した。回収した RNA を SuperScriptTM Ⅲ（Invitrogen）を用いて逆転写反応

にて cDNA を調製した。 
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VHH 遺伝子を増幅するプライマーは、以前の報告 8 をもとに設計し、北海道シ

ステムサイエンス株式会社にて合成した。 

 

表 2-1 使用した VHH 抗体遺伝子増幅用プライマーセット 

 

 

調製した cDNA を鋳型に、1st PCR を行った。KOD-Plus DNA ポリメラーゼを

用いて VHH 特異的なプライマーセット（表 2-1）である KSB-297、331（フォ

ワードプライマー）と KSB-300（リバースプライマー）にて、98℃ 10 秒-58℃ 

30 秒-68℃ 30 秒の 25 サイクルの条件で VHH 遺伝子を増幅した。増幅した

VHH 遺伝子を鋳型に 2nd PCR を行った。Gene Taq DNA ポリメラーゼを用い

て、2nd PCR プライマーセット（表 2-1）の KSB-338（SfiⅠ制限酵素サイト付

加）、KSB-344（SpeⅠ制限酵素サイト付加）にて PCR（94℃ 30 秒-58℃ 30 秒-

72℃ 2 分の 15 サイクル）することによって、VHH 抗体遺伝子に制限酵素サイ

トを付加した。 
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図 2-3 pKSTV03 のベクターマップ 

 

制限酵素サイトを付加した遺伝子断片と pTV118N（TAKARA BIO）一部改変し

たファージミドベクターpKSTV03 を制限酵素 SfiⅠ・SpeⅠでそれぞれの至適条件

で処理した後、ゲル抽出し、T4DNA ligase でライゲーション反応を 16℃ 

overnight で行った。ライゲーション産物を精製後、形質転換に用いた。形質転

換のホストには、ファージの感染が可能なホスト Escherichia coli TG-1 cell

（E.coli TG-1、Lucigen Co）にエレクトロポレーション法によって導入した。

形質転換産物の一部はタイターチェックに使用し、残りはプレート培養（2TY-

AG、37℃、10 時間）し、ファージ感染に用いた。プレート培養後の形質転換

産物の適量を 2TY-AG（2TY medium、100μg/mL ampicillin、2% gulcose）500mL

に植菌し培養（37℃、1.5 時間）後、M13KO7 ヘルパーファージ（Invitrogen、

m.o.i=10）を重感染後、培養した（37℃ 30 分 静置、37℃ 30 分 振盪培養）。ヘ



26 
 

ルパーファージ感染後、大腸菌を遠心分離し、ヘルパーファージが感染した大

腸菌沈渣を、2TY-AK（2TY medium、100μg/mL ampicillin、25μg/mL 

kanamycin）500mL で懸濁し、37℃で 16 時間培養した。培養液を遠心分離し、

上清に浮遊したファージ溶液を回収後、0.2vol の PEG/NaCl を加えて、4℃で 4

時間沈降反応を行った。その後、遠心分離し、ファージ沈渣を PBS で懸濁し、

終濃度が 40%になるように 80%グリセロールを加えて、ファージライブラリと

して-80℃で保存した。 

 

2-2-5 バイオパニング 

96 穴マイクロタイタープレート（Nunc Thermo Fisher Scientific）に、LpSG1

抗原 1×10-3 OD unit を PBS 中にて 4℃で 1 晩静置にて固相化し、0.05％PBST で

溶解したブロッキング溶液（0.5％ BSA or 5％ skim milk）を加え、室温で 1 時

間ブロッキングを行った。0.05％ PBST で 3 回洗浄した後、作製したファージ

ライブラリを加え、室温で 2 時間反応させた。0.05％ PBST で洗浄を行い（5～

数十回）、非特異的結合のファージを除去後、0.1M glycine-HCl（pH2.2）を加

え、抗原特異的なファージを溶出した。溶出したファージを 1M Tris-HCl

（pH9.1）で中和後、E.coli TG-1 に感染させ、M13KO7 ヘルパーファージを重

感染させることでファージ集団を増幅した。増幅したファージを次のラウンド

に用いた。この行程を数ラウンド繰り返し行った。 

 

2-2-6 レジオネラ特異的クローンの単離 

VHH の DNA が組み込まれた E.coli TG-1 が培養されたプレートから、シング

ルコロニーを選択し、シングルコロニーを 37℃で 1 晩培養し、2TY-AG（2TY 

medium、100μg/mL ampicillin、2% gulcose）3mL に植菌し培養（37℃、1.5 時

間）後、M13KO7 ヘルパーファージ（Invitrogen、m.o.i=5）を 37℃ 30 分 静
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置、37℃ 30 分 振盪培養の条件で重感染させた。ヘルパーファージ感染後、大

腸菌を遠心分離し、感染していない過剰量のヘルパーファージが残る上清を捨

て、ヘルパーファージが感染した大腸菌沈渣を、2TY-AK（2TY medium、

100μg/mL ampicillin、25μg/mL kanamycin）1mL で懸濁し、37℃で 16 時間培養

した。培養液を遠心分離し、上清に浮遊したファージ溶液を回収後、0.2vol の

PEG/NaCl を加えて、4℃で 4 時間、沈降反応を行った。その後、遠心分離し、

ファージ沈渣を PBS で懸濁した。 

 

2-2-7 ELISA（ファージ、VHH 抗体） 

96 穴マイクロタイタープレート（Nunc Thermo Fisher Scientific）に LpSG1 抗

原 2.0×10-4 OD unit を PBS 溶液中にて 4℃で 1 晩静置にて固相化（その他のタン

パク質は、200ng / well で固相化）し、0.5% BSA/PBS にて室温で１時間ブロッ

キングを行った。0.05％ PBST で 3 回洗浄した後、ファージ溶液（50μL）もし

くは VHH 溶液（100ng / 50μL）を加え、室温で 1 時間反応させた。0.05％ 

PBST で 3 回洗浄後、ファージを検出するためにビオチン化 Mouse anti-M13 抗

体（Abcam）を室温で 1 時間反応後、ビオチン化 Mouse anti-M13 抗体を検出す

るために SA-HRP（VECTOR LABORATORIES）を室温で 1 時間反応させ、

VHH を検出するために Mouse anti-Myc tag 抗体（MBL）を室温で 1 時間反応

後、Mouse anti-Myc tag 抗体を検出するために HRP 標識抗マウス IgG 抗体

（KPL）を室温で 1 時間反応させた。0.05% PBST で 3 回洗浄後、3,3',5,5'-

Tetramethylbenzidine を含む基質溶液を用いた呈色反応により（反応停止は 1N 

H2SO4 で行った）、ウェル上の抗原タンパク質に結合している VHH 抗体ファー

ジもしくは VHH タンパク質を定量化した。検出には ELISA プレートリーダー

を用いて、450nm の吸光度を測定して評価した。 
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2-2-8 可溶性 VHH 抗体の発現・精製 

VHH 遺伝子が組み込まれたプラスミドを E.coli HB2151 に形質転換し、プレ

ート培養（2TY-AG、37℃、12 時間）した。培養した大腸菌を 100mL の 2TY-A

で 37℃で一晩培養し、新しい培地（2TY-A）2000mL に 1/100vol 加え、37℃で

OD600=0.6~0.8 になるまで培養した。この大腸菌に終濃度 1mM の IPTG を加

え、37℃で 12 時間培養した。培養液を遠心分離にて上清（培養上清）と大腸

菌に分離し、大腸菌に TES buffer（0.2M Tris-base、0.5mM EDTA、0.5M 

sucrose）30mL にて懸濁後、氷上で 2 時間静置した。1/4 TES buffer を 60mL 加

え再懸濁し氷上で 1 時間静置。遠心後の上清を回収した（periplasm）。上清を

Ni カラム（Ni excel、GE Healthcare）を用いて可溶性 VHH を精製し、SDS-

PAGE にて精製度を確認した。 

 

2-2-9 Western blotting 

レジオネラ菌体サンプルを FastBreak™ Cell Lysis Reagent（promega）にて可

溶化した。その上清を SDS-PAGE にて泳動後、メタノールで親水化した PVDF

メンブレン上に転写し、1% skim milk にて室温で 1 時間でブロッキングした。

その後、Biotin Labeling Kit - NH2（同仁化学）にて biotin 化した VHH 抗体を室

温で 1 時間反応後、SA-HRP を室温で 1 時間反応後、0.05% PBST で洗浄後、発

色基質の Ez West Blue（ATTO）を加え、撮影した。 
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2-3 結果 

 

2-3-1 アルパカ重鎖抗体の精製 

アルパカ血漿中には IgG1～3 が混在しており、LpSG1 の免疫によって重鎖抗

体（IgG2、IgG3）の力価が上昇しているかわからないため、重鎖抗体の精製を

行い、SDS-PAGE により重鎖抗体が精製できていることを確認した（図 2-4）。 

 

 

図 2-4 精製抗体の SDS-PAGE 
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2-3-2 アルパカ重鎖抗体の抗体力価測定 

重鎖抗体が精製できたため、続いて ELISA により重鎖抗体の LpSG1 に対す

る力価を確認した（図 2-5）。 

 

図 2-5 重鎖抗体力価 

 

従来抗体である IgG1 抗体及び、重鎖抗体の IgG2（ヒンジ領域が短い）、IgG3

（ヒンジ領域が長い）の抗原に対する力価上昇を確認した。重鎖抗体では IgG3

が、優位に LpSG1 に対する力価が上昇していることが認められたため、IgG3

由来 VHH ライブラリを作製することとした 
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2-3-3 VHH 抗体ファージライブラリの構築 

免疫した 1 頭のアルパカ由来の末梢血リンパ球（約 107cell）から total RNA

を回収し、回収した total RNA を鋳型に逆転写酵素を用いて cDNA を合成し

た。この cDNA を鋳型に IgG3 由来の VHH 遺伝子を増幅し、アガロースゲル電

気泳動にて確認した結果、400bp 付近に IgG3 の VHH 遺伝子の増幅を確認した

（図 2-6、A）。制限酵素サイトを付加した DNA 断片とファージミドベクター

を制限酵素 SfiⅠ、SpeⅠの至適条件にて消化させ、T4 DNA リガーゼにて DNA 断

片とファージミドベクターをライゲーションさせた。ライゲーションさせたプ

ラスミドを E.coli TG-1 にエレクトロポレーション法によって形質転換したとこ

ろ、形質転換効率が 7.97×107 CFU（Colony Forming Unit）であった。形質転換

後の大腸菌コロニーを用いて、VHH 抗体遺伝子が挿入されているか PCR にて

VHH 遺伝子の増幅を行い、アガロースゲル電気泳動にて確認した結果、14/15

の確率で 800bp 付近のバンドが確認できることより VHH 遺伝子が挿入されて

いることを認めた（図 2-6、B）。その後、形質転換後の大腸菌に M13KO7 ヘル

パーファージを重感染させ、VHH ファージライブラリを構築した。 
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（A） 

 

（B） 

 

 

図 2-6 VHH 遺伝子調製・VHH 遺伝子挿入確認 

（A）：IgG3 由来の VHH 遺伝子の増幅確認 

（B）：作製ライブラリの VHH 遺伝子挿入確認 
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2-3-4 レジオネラに対するバイオパニング 

作製した免疫ライブラリを用いて LpSG1 対してバイオパニングを行った。バ

イオパニング後のライブラリを用いて、ELISA にて結合性を評価したところ、

2 ラウンド後のライブラリで LpSG1 抗原特異的な結合が認められ、LpSG1 特異

的なファージ群が濃縮したと判断した（図 2-7）。 

 

  

 

図 2-7 バイオパニング（LpSG1 特異的ファージ集団の濃縮） 
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2-3-5 レジオネラ特異的ファージクローンの単離 

バイオパニングによって抗原特異的なファージ群の濃縮が確認できたため、

濃縮できたライブラリをプレート上で展開し、シングルコロニーを用いてファ

ージクローンを作製し、ELISA にて結合性を評価したところ、25 クローン中 9

クローンが LpSG1 特異的なファージクローンであった（図 2-8）。 

 

 

図 2-8 スクリーニング（LpSG1 特異的ファージクローンの単離） 
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2-3-6 レジオネラ特異的 VHH 抗体の配列解析 

単離した抗原特異的な 9 クローンのアミノ酸配列解析を行った結果、抗原結

合に最も寄与しているとされる CDR3 の配列の比較にて 2 種類の LpSG1 特異的

VHH 抗体を取得していることが確認された（図 2-9）。アミノ酸配列は、IMGT

のナンバリングによって、CDR 領域の分類を行った。 

 

 

図 2-9 LpSG1 特異的クローンのアミノ酸配列解析 

 

得られたクローンの内、抗原結合に最も寄与しているとされる CDR3 領域の配

列より Env9 と Env21 の 2 種類を選択した。VHH 抗体の FR2 領域のアミノ酸の

特徴（VHH 型 : VH 型 Phe /Tyr37Val、Glu44Gly、Arg45Leu、Gly47Trp）から、

Env9【Phe37、Glu44、Arg45、Phe47】、Env21【Tyr37、Gln44、Arg45、Leu47】

である事より、両クローンとも VHH 型である事が示された。 
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2-3-7 レジオネラ特異的 VHH 抗体の性状解析 

LpSG1 特異的クローン（Env9、Env21）の更なる性状解析のために、VHH タ

ンパク質を大腸菌で発現させ、タンパク質レベルでの性状解析を行った。大腸

菌の培養上清、ペリプラズム画分で発現させた VHH を Ni カラムで精製を行

い、SDS-PAGE で確認した結果、VHH のシングルバンドを確認した（図 2-

10、A）。続いて、精製した VHH の抗原特異性を ELISA（タンパク質 3 種類、

グラム陰性菌 5 種類）で確認した結果、LpSG1 特異的 VHH であることが確認

できた（図 2-10、B・C）。さらに、可溶化抗原を用いた Western blotting にて

VHH 抗体の反応性を確認したところ、Env9、21 ともに 37～150kDa の抗原を

認識していることが示された（図 2-10、D）。 

（A） 
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（B） 

 

 

 

（C） 
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（D） 

 

図 2-10  LpSG1 特異的 VHH 抗体の性状解析 

（A）：精製 VHH 抗体の SDS-PAGE 

（B）：精製 VHH 抗体の ELISA（結合活性試験：タンパク質） 

（C）：精製 VHH 抗体の ELISA（結合活性試験：グラム陰性菌） 

（D）：精製 VHH 抗体の Western blotting（可溶化抗原） 
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2-4 考察 

 

 本研究では、VHH 抗体ライブラリからレジオネラ特異的 VHH 抗体を取得す

る事を目的とし、レジオネラを免疫したアルパカの血液由来のライブラリを構

築した。実際にアルパカへレジオネラ菌体を免疫し、免疫後の抗体力価の測定

結果より、各種抗体価が上昇している事が確認された。力価の高さは

IgG1>IgG3>IgG2 の順であった。アルパカの抗体成熟メカニズムはまだ完全に

解明されていないが、経験上、免疫抗原に対する抗体価は IgG1→IgG3→IgG2

の順に上昇していく傾向にある事が確認されている。今後、さらなる免疫に関

するデータを蓄積する事により重鎖抗体産生のメカニズムを明らかにする可能

性が考えられる。 

 レジオネラ抗原に対して IgG3 の力価上昇が確認された時点の PBMC ホモジ

ナイズ溶液より、免疫ライブラリを構築し、抗原特異的な VHH 抗体の単離を

試みた結果、2 ラウンドのバイオパニングで抗原特異的なファージ群の濃縮に

成功した。濃縮したライブラリより 24 クローンを無作為に選択し、抗原特異

性を評価したところ、9 クローンが抗原特異的クローンであり、抗原特異的

VHH 抗体が単離可能であった。また、取得した抗原特異的クローンのアミノ酸

配列解析の結果、抗原結合に最も寄与しているとされる CDR3 領域より 2 種類

の VHH 抗体（Env9 と Env21）を取得しており、先行研究で報告されている

VHH 型の FR2 の特徴的アミノ酸配列と比較し、両クローンとも VHH 型である

事が示された。上述したように、抗原特異的 VHH 抗体の取得が非常に効率的

であったのは、免疫ライブラリの優位な特徴であるといえる。 

 さらなる性状解析のため、VHH 抗体を発現・精製した。Env9 と Env21 を大

腸菌にて発現させ、Ni カラムにて His タグタンパク質の精製を行った結果、タ
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ンパク質発現用のベクターでないにも関わらず、Env9 が約 60mg/L、Env21 が

約 65mg/L という十分な発現量で、ベクターや培養条件の検討でさらに高発現

となる可能性がある。産業利用においては、発現量は非常に重要な問題となる

ので、発現量の点からみても VHH 抗体が有用な候補である事が示唆される。 

 精製した VHH 抗体を用いて、レジオネラの属するグラム陰性菌に対して交

差性を行った結果、両クローンとも他のグラム陰性菌には結合を示さず、レジ

オネラ菌特異的である事が示された。また、第 4 章で詳しく述べるが、液中の

レジオネラ菌に対して結合活性を持っていることより、レジオネラ菌の外膜上

の抗原を認識していることが示唆される。また、可溶化抗原の Western blotting

の結果、Env9 は、ネガティブコントロールと比較して、45 kDa のタンパク質

のバンドを強く認識し、このバンドが抗原である可能性が示唆された。一方、

Env21 は、明確なタンパク質のバンドを認識しなかった。Env21 の抗原が検出

されない理由は、現在のところ不明であるが、Env21 のエピトープがコンフォ

メーション型エピトープで、3 次構造が失われているため、SDS-PAGE 条件下

では VHH に認識されない可能性が示唆される。80-130kDa の 3 つのバンド

は、いずれの VHH でも弱く検出されたが、これらのタンパク質バンドについ

て、これ以上の詳細な議論は情報不足で困難であった。 
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第 3 章 VHH 抗体の抗体工学による多価化 
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3-1 目的 

 

VHH 抗体の高機能化を目的とし、VHH 抗体の工学的改変の容易さに着目

し、第 2 章で取得した LpSG1 特異的 VHH 抗体を用いて、VHH 抗体の抗体工学

を用いた多価化フォーマットの作製について検討した。1 つ目に、VHH 二量体

作製のために VHH 抗体をリンカーで連結する方法をおこなった。2 つ目に

VHH 抗体を配向制御した状態で多価化するために、VHH 抗体の C 末端にシス

テイン残基を導入し、システイン残基を用いた BSA や KLH へのコンジュゲー

ションをおこなった。 

 

 

図 3-1  LpSG1 特異的 VHH 抗体の多価化戦略の概要図 
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3-2 材料と方法 

 

3-2-1 VHH 抗体二量体の作製 

VHH 遺伝子を増幅するプライマーは、当研究室にて設計し、北海道システム

サイエンス株式会社にて合成した。 

 

表 3-1 使用した VHH 抗体二量体作製用プライマーセット 

 

 

VHH 抗体遺伝子に GS リンカーの一部の付加する Dimer 1st-PCR を行った。

VHH 遺伝子を鋳型に KOD-Plus DNA ポリメラーゼを用いて表 3-1 のプライマー

セット（Dimer 1st-F1 と Dimer 1st-R1、Dimer 1st-F2 と Dimer 1st-R2 の組み合わ

せ）で、98℃ 10 秒-58℃ 30 秒-68℃ 30 秒の 25 サイクルの条件で行った。続い

て、VHH 抗体遺伝子の GS リンカーによる架橋を行う Dimer 2nd-PCR を行っ

た。Dimer１stPCR 産物と GS リンカーを鋳型に GeneTaq DNA ポリメラーゼ反

応剤を用いての表 3-1 のプライマーセット（Dimer 2nd -F と Dimer 2nd -R）で、

94℃ 30 秒-62℃ 30 秒-72℃ 60 秒の 15 サイクルの条件で行った。アガロースゲ

ルでの電気泳動によって精製した Dimer 2nd-PCR 産物とファージミドベクター

（pKSTV03）は、Sfi I および SpeI で制限酵素消化し、PCR 産物を線状化
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pKSTV03 に連結した。連結したプラスミドを用いて、第 2 章の『2-2-7 可溶

性 VHH 抗体の発現・精製』と同様の手順にて VHH 二量体を大腸菌にて発現、

Ni カラムにて精製し、性状解析をおこなった。 

 

3-2-2 C 末システイン残基付加 VHH 抗体の作製 

VHH 遺伝子を増幅するプライマーは、当研究室にて設計し、北海道システム

サイエンス株式会社にて合成した。 

 

表 3-2 使用した VHH 抗体 C 末システイン残基作製用プライマーセット 

 

 

VHH 抗体の C 末端へのシステイン残基の付加する C-Cys-PCR を行った。VHH

遺伝子を鋳型に KOD-Plus DNA ポリメラーゼを用いて表 3-2 のプライマーセッ

トで、98℃ 10 秒-58℃ 30 秒-68℃ 30 秒の 25 サイクルの条件で行った。アガロ

ースゲルでの電気泳動によって精製した C-Cys-PCR 産物とファージミドベクタ

ー（pKSTV03）は、Sfi I および SpeI で制限酵素消化し、PCR 産物を線状化

pKSTV03 に連結した。連結したプラスミドを用いて、第 2 章の『2-2-7 可溶

性 VHH 抗体の発現・精製』と同様の手順にて C 末にシステイン残基を導入し

た VHH（VHH-Cys）を大腸菌にて発現、Ni カラムにて精製し、性状解析をお

こなった。 
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3-2-3 BSA-VHH コンジュゲート体の作製（マレイミド法） 

作製した VHH-Cys は、3mM TCEP（BioVision）にて還元した（還元した

VHH-Cys は、陽イオンカラム（Shodex IEC SP-825）にて 10%酢酸ナトリウム

（pH5.5）と 10%酢酸ナトリウム（pH5.5）+1M NaCl を 0-70％の混合率で

0.8mL/分の 15 分の測定にて評価した）。BSA（FUJIFILM Wako）は、FOCUS™ 

Protein Alkylation（Takara Bio）にて遊離のシステインをアルキル化した後、

NHS-PEG2-Maleimide（東京化成）を 20 倍量 mol 数加え、室温で 1 時間静置し

た。未反応の試薬を除去した後、BSA 1 分子に対して還元した VHH-Cys を 5

倍量 mol 数加え、室温で 12 時間静置した後、未反応の VHH-Cys を除去し、性

状解析をおこなった。 

 

3-2-4 BSA-VHH コンジュゲート体の作製（クリック反応） 

作製した VHH-Cys は、3mM TCEP（BioVision）にて還元し、DBCO-

Maleimide（Click Chemistry Tools）を 5 倍量 mol 数加え、室温で 1 時間静置した

（VHH-DBCO）。BSA は、NHS-PEG4-Azide（Click Chemistry Tools）を 20 倍量

mol 数加え、室温で 1 時間静置した（BSA-Azide）。未反応の試薬を除去した

後、BSA-Azide に対して VHH-DBCO を 5 倍量 mol 数加え、50℃で 3 時間静置

した後、未反応の VHH-DBCO を除去し、性状解析をおこなった。 

 

3-2-5 KLH-VHH コンジュゲート体の作製（マレイミド法） 

作製した VHH-Cys は、3mM TCEP（BioVision）にて還元した。市販の KLH-

Maleimede（Sigma）1 分子に対して還元した VHH-Cys を 100 倍量 mol 数加え、

室温で 2 時間静置した後、未反応の VHH-Cys を除去し、性状解析をおこなっ

た。 
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3-2-6 サンドイッチ ELISA(コンジュゲーション確認) 

96 穴マイクロタイタープレート（Nunc Thermo Fisher Scientific）に抗 BSA 抗

体または抗 KLH 抗体を 250ng/well を PBS 溶液中にて 4℃で 1 晩静置にて固相

化し、0.5％ BSA/PBS にて室温で１時間ブロッキングを行った。0.05％ PBST

で 3 回洗浄した後、各濃度に希釈したコンジュゲート体溶液を加え、室温で 1

時間反応させた。0.05％ PBST で 3 回洗浄後、VHH 抗体を検出するために 

Mouse anti-Myc tag 抗体（MBL）を室温で 1 時間反応後、Mouse anti-Myc tag 抗

体を検出するために HRP 標識抗マウス IgG 抗体（KPL）を室温で 1 時間反応さ

せた。0.05％PBST で 3 回洗浄後、3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine を含む基質溶液

を用いた呈色反応により（反応停止は 1N H2SO4 で行った）、ウェル上の抗原タ

ンパク質に結合している BSA コンジュゲート体を定量化した。検出には

ELISA プレートリーダーを用いて、450nm の吸光度を測定して評価した。 

 

3-2-7 多価化 VHH 抗体の ELISA 

96 穴マイクロタイタープレート（Nunc Thermo Fisher Scientific）に LpSG1 抗

原 2.0×10-4 OD unit を PBS 溶液中にて 4℃で 1 晩静置にて固相化（その他のタン

パク質は、200ng/well で固相化）し、0.5％ BSA/PBS にて室温で１時間ブロッ

キングを行った。0.05％ PBST で 3 回洗浄した後、各フォーマットの VHH 抗

体溶液（50ng /50μL）を加え、室温で 1 時間反応させた。0.05％ PBST で 3 回

洗浄後、VHH を検出するために Mouse anti-Myc tag 抗体（MBL）を室温で 1

時間反応後、Mouse anti-Myc tag 抗体を検出するために HRP 標識抗マウス IgG

抗体（KPL）を室温で 1 時間反応させた。0.05％PBST で 3 回洗浄後、3,3',5,5'-

Tetramethylbenzidine を含む基質溶液を用いた呈色反応により（反応停止は 1N 

H2SO4 で行った）、ウェル上の抗原タンパク質に結合している VHH 抗体ファー

ジもしくは VHH タンパク質を定量化した。検出には ELISA プレートリーダー
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を用いて、450nm の吸光度を測定して評価した。 

 

3-2-8 MALDI-TOF MS 解析 

BSA コンジュゲート体を MALDI-TOF 質量分析装置（autoflex speed TOF, 

Bruker Daltonics）で分析した。サンプルは、ターゲットプレート（MTP 384 タ

ーゲットプレート ポリッシュドスチール）にスポットし、α-シアノ-4-ヒドロ

キシケイ皮酸を飽和させた 67%アセトニトリル/0.033%TFA/H2O と混合し、

MALDI-TOF MS キャリブレーションスタンダードで校正して分析した。 
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3-3 結果 

 

3-3-1  LpSG1特異的 VHH 抗体二量体の性状解析 

VHH 抗体二量体は、VHH 遺伝子と GS リンカーを遺伝子的に連結して作製

した。配列解析にて VHH 遺伝子と GS リンカーが連結している事を確認した

後（図 3-2、A）、大腸菌にてタンパク質発現、Ni カラムを用いた IMAC 精製を

行った。精製物の SDS－PAGE の結果、目的の分子質量のところにバンドを確

認し（図 3-2、B）、ELISA にて VHH 抗体二量体が LpSG1 特異的結合能を保持

していることを確認した（図 3-2、C）。 

 

（A） 
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（B）          （C） 

 

 

 

図 3-2  LpSG1 特異的 VHH 抗体二量体の性状解析 

（A）：VHH 抗体二量体の配列解析 

（B）：VHH 抗体二量体の SDS-PAGE  

（C）：VHH 抗体二量体の ELISA（結合活性試験：タンパク質） 
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3-3-2 VHH-Cys の調製 

VHH-Cys は、PCR にて VHH の C 末端にシステイン残基後に配列を確認し

（図 3-3、A）、大腸菌で発現した後、Ni カラムを用いた IMAC 精製を行った。

精製物の SDS-PAGE 解析の結果、非還元状態で導入したシステイン残基を介し

た分子間ジスルフィド結合による二量体と単量体の 2 本のバンド、還元状態で

単量体の 1 本のバンドを確認した（図 3-3、B）。また、ELISA にて、結合活性

に問題がない事を確認した（図 3-3、C）。作製した VHH-Cys は、TCEP にて還

元処理し、陽イオンカラムにて大部分が単量体となっている事を確認した（図

3-3、D）。 

 

（A） 
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（B） 

 

 

（C） 
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（D） 

 

図 3-3  LpSG1 特異的 VHH-Cys の性状解析 

（A）：VHH-Cys の配列解析 

（B）：VHH-Cys の SDS-PAGE  

（C）：VHH-Cys の ELISA（結合活性試験：タンパク質） 

（D）：陽イオンカラムによる VHH-Cys の還元処理後の確認 
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3-3-3 BSA-VHH コンジュゲート体（マレイミド法）の性状解析 

 TCEP にて還元処理した VHH-Cys とマレイミド基を付加した BSA を混合す

る事でマレイミド基とチオール基を介したコンジュゲーションをおこなった。

コンジュゲーションの確認を SDS-PAGE と抗 BSA 抗体と抗 Myc タグ抗体

（VHH 抗体に付加されたタグ）のサンドイッチ ELISA にて実施した結果、

BSA に VHH 抗体が付加されている事が示された（図 3-4、A、B）。また、コン

ジュゲート体の MALDI-TOF MS 分析の結果、BSA 1 分子に対して、VHH 抗体

が 0~4 個（Env9：平均 1.8 個、Env21：平均 2.0 個）付加されていることが示さ

れた（図 3-4、B）。また、ELISA にてコンジュゲート体に付加した VHH 抗体

が LpSG1 特異的結合能を保持していることを確認した（図 3-4、C）。 

 

（A） 
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（B） 

 

 

 

（C） 
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（D） 
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（E） 

 

 

図 3-4  BSA-VHH（マレイミド基-チオール基）の性状解析 

（A）：コンジュゲート体の模式図 

（B）：BSA-VHH（マレイミド基-チオール基）の SDS-PAGE 

（C）：BSA-VHH（マレイミド基-チオール基）のサンドイッチ ELISA 

（コンジュゲーション確認） 

（D）：BSA-VHH（マレイミド基-チオール基）の MALDI-TOF MS 解析 

（E）：BSA-VHH（マレイミド基-チオール基）の ELISA（結合活性試験） 
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3-3-4 BSA-VHH コンジュゲート体（クリック反応）の性状解析 

 TCEP にて還元処理した VHH-Cys にマレイミド基-DBCO を混合する事で

VHH-DBCO を調製した。さらに、アジド基を付加した BSA と VHH-DBCO を

混合する事で、アジド基と DBCO のクリック反応によるコンジュゲーションを

おこなった。コンジュゲーションの確認を 3-3-3 と同様に SDS-PAGE とサンド

イッチ ELISA にて実施した結果、BSA に VHH 抗体が付加されている事が示さ

れた（図 3-5、A、B）。コンジュゲート体の MALDI-TOF MS 分析の結果、BSA 

1 分子に対して、VHH 抗体が 1~6 個（Env9：平均 3.5 個、Env21：平均 3.4 個）

付加されており、マレイミド法よりも高効率で付加されていることが示された

（図 3-5、B）。また、ELISA にてコンジュゲート体に付加した VHH 抗体が

LpSG1 特異的結合能を保持していることを確認した（図 3-5、C）。 

 

 

（A） 
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（B） 

 

 

（C） 
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（D） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



60 
 

（E） 

 

 

図 3-5  BSA-VHH（クリック反応）の性状解析 

（A）：コンジュゲート体の模式図 

（B）：BSA-VHH（クリック反応）の SDS-PAGE 

（C）：BSA-VHH（クリック反応）のサンドイッチ ELISA 

（コンジュゲーション確認） 

（D）：BSA-VHH（クリック反応）の MALDI-TOF MS 解析 

（E）：BSA-VHH（クリック反応）の ELISA（結合活性試験） 
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3-3-5 KLH-VHH コンジュゲート体（マレイミド法）の性状解析 

TCEP にて還元処理した VHH-Cys とマレイミド基を付加した KLH を混合す

る事でマレイミド基とチオール基を介したコンジュゲーションをおこなった。

コンジュゲート体作製時の未反応の VHH 抗体量より、KLH1 分子に対して、

VHH 抗体が 40～50 個程度（Env9：44 個、Env21：47 個）付加されていると推

定した。コンジュゲーションの確認を抗 KLH 抗体と抗 Myc タグ抗体のサンド

イッチ ELISA にて実施した結果、KLH に VHH 抗体が付加されている事が示さ

れた（図 3-6、A）。また、ELISA にてコンジュゲート体に付加した VHH 抗体

が LpSG1 特異的結合能を保持していることを確認した（図 3-6、B）。 
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（B） 
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（C） 

 

 

図 3-6  KLH-VHH（マレイミド基-チオール基）の性状解析 

（A）：コンジュゲート体の模式図 

（B）：KLH-VHH（マレイミド基-チオール基）サンドイッチ ELISA 

（コンジュゲーション確認） 

（C）KLH-VHH（マレイミド基-チオール基）ELISA（結合活性試験） 
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3-3-6 各 VHH 抗体の ELISA による活性試験 

 作製した各 VHH 抗体を用いて、ELISA による活性試験を実施した。横軸をモ

ル濃度で表示した結果、両クローンとも VHH 単独や二量体、BSA コンジュゲー

ト体（マレイミド法）より、BSA コンジュゲート体（クリック反応）や KLH コ

ンジュゲート体が、親和性が高い事が示唆された。 
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（B） 

 

 

 

図 3-7  各 VHH 抗体の ELISA 活性試験 

（A）：Env9 グループ 

（B）：En21 グループ 
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3-4 考察 

 

 本章では、VHH 抗体の高機能化を目的として、第 2 章で取得した 2 種類の

VHH 抗体を用いて、抗体工学による VHH 抗体の多価化を実施した。 

VHH 抗体二量体は、VHH 抗体遺伝子をリンカーDNA とオーバーラップさせ

る形で PCR する事で、容易に連結する事ができた。VHH 抗体二量体の大腸菌

での発現と Ni カラムでの精製を実施した結果、タンパク質発現用のベクター

でないにも関わらず、Env9 二量体が約 12mg/L、Env21 二量体が約 9mg/L とい

う発現量であった。使用した発現系では、VHH 抗体二量体の発現量は、VHH

抗体単量体（Env9：約 60mg/L、Env21：約 65mg/L）と比較すると落ちてしま

ったが、10mg/L 程度の取得量はあり、発現用ベクターや培養条件の検討次第で

十分に改善される可能性がある。VHH 抗体を配向制御した状態でのキャリアタ

ンパク質へのコンジュゲーションについては、VHH 抗体の C 末端にシステイ

ン残基を導入する事で配向制御可能であった。今回使用した VHH 抗体は、分

子内にジスルフィド結合が 1 本であったが、クローンによってはジスルフィド

結合が 2 本存在する場合もあるので、その際は、分子間ジスルフィド結合を還

元する条件をさらに詳細に検討する必要がある。コンジュゲーション方法につ

いては、キャリアタンパク質 BSA に対して、マレイミド基とチオール基のコ

ンジュゲーション（マレイミド法）とアジド基と DBCO によるクリック反応に

よるコンジュゲーションを実施し、それぞれのコンジュゲート体の MALDI-

TOF MS 解析の結果、マレイミド法は、1~4 個（Env9：平均 1.8 個、Env21：平

均 2.0 個）の VHH 抗体が付加されているのに対し、クリック反応では、1~6 個

（Env9：平均 3.5 個、Env21：平均 3.4 個）の VHH 抗体が付加されており、ク

リック反応の方が効率よく VHH 抗体が付加されている事が示された。マレイ
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ミド法にて作製した KLH コンジュゲート体については、分子量が巨大である

事より MS 解析や SDS-PAGE で VHH 付加数の分析はできなかったが、KLH コ

ンジュゲート体作製後の限外濾過素通り画分のタンパク質量（未反応の VHH

抗体と推定される）より VHH-Cys Env9 の 44 個、VHH-Cys Env21 の 47 個が、

1 つの KLH 分子に共有結合していると示唆された。VHH 抗体の付加効率や付

加数は、ロット差や感度向上において非常に重要な要因となるので、安定した

コンジュゲーション条件を得るためにも今後もさらなる条件検討の必要があ

る。 

ELISA 試験にて、全ての VHH 抗体のフォーマットにおいて、LpSG1 への結

合活性が保持されている事が示された。VHH 抗体について様々な処理をおこな

ったにも関わらず、全てのフォーマットで抗原への結合活性を保持できた点に

ついては、VHH 抗体がシングルドメインで抗原への結合活性を持つ点や、

VHH 抗体自身の高いフォールディング能力に起因する安定性によるものではな

いかと考察した。 

また、各フォーマットの VHH 抗体の ELISA 試験の結果について、モル濃度

で測定値を比較した場合に、両クローン（Env9、Env21）の BSA コンジュゲー

ト体（クリック反応）と KLH コンジュゲート体（マレイミド法）は、各 VHH

単独や二量体、BSA コンジュゲート体（マレイミド法）よりも親和性が高い事

が示唆された。この結果より、1 分子中の VHH 抗体数を増加させる事が親和性

上昇に有効である事が示され、今後さらに効率よく VHH 抗体を多価化する事

でさらなる親和性の上昇が期待される。 
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第 4 章 VHH 抗体を用いたレジオネラ検出イムノアッ

セイの構築と高感度化 
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4-1 目的 

 

作製した LpSG1 特異的な 3 つのフォーマット VHH 抗体（単量体、二量体、

BSA または KLH コンジュゲート体）について、レジオネラ検出イムノアッセ

イの構築（サンドイッチ ELISA 法、イムノクロマトグラフィ法、ラテックス凝

集法）し、多価化 VHH 抗体を用いる事でアッセイの高感度化を検討した（図

4-1）。 

 

 

図 4-1  検討したレジオネラ検出イムノアッセイの概要図 
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4-2 材料と方法 

 

4-2-1 サンドイッチ ELISA 

96 穴マイクロタイタープレート（Nunc Thermo Fisher Scientific）に各 VHH 抗

体溶液の至適量を PBS 溶液中にて 4℃で 1 晩静置にて固相化し、0.5％ 

BSA/PBS にて室温で１時間ブロッキングを行った。0.05％ PBST で 3 回洗浄し

た後、段階希釈した LpSG1 抗原を加え、室温で 1 時間反応させた。0.05％ 

PBST で 3 回洗浄後、LpSG1 抗原を検出するために Biotin Labeling Kit - NH2

（同仁化学）にて biotin 化した各 VHH 抗体を室温で 1 時間反応後、biotin 化

VHH 抗体を検出するために SA-HRP を室温で 1 時間反応させた。0.05％PBST

で 3 回洗浄後、3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine を含む基質溶液を用いた呈色反応に

より（反応停止は 1N H2SO4 で行った）、ウェル上の抗原タンパク質に結合して

いる LpSG1 抗原を検出した。検出には ELISA プレートリーダーを用いて、

450nm の吸光度を測定して評価した。 

 

 

図 4-2  サンドイッチ ELISA アッセイの概要図 
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4-2-2 イムノクロマトグラフィ法 

各フォーマットの VHH 抗体を至適濃度にて 50mM KH2PO4 pH8.0 にて金コロ

イド液（BBI solutions）に感作する。感作した金コロイド液をコンジュゲート

パットに浸漬し、真空インキュベーターにて 80℃ 30 分で乾燥する。HFC メン

ブレン（GE ヘルスケア）に塗布機を用いて、テストライン（各 VHH 抗体）と

コントロールライン（抗 VHH 抗体）を塗布する。塗布後のメンブレンは、イ

ンキュベーターにて 60℃ 30 分で乾燥後、0.5%カゼイン溶液でブロッキングす

る。パッキングシートに下からサンプルパッド、コンジュゲートパット、メン

ブレン、吸収パッドの順にアセンブリし、5mm 幅にカットする。各濃度に希釈

した LpSG1 をサンプルパッドにアプライし、15 分後にラインの有無を判定す

る（図 4-3）。 

 

 

 

図 4-3  イムノクロマトグラフィアッセイの概要図 
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4-2-3 ラテックス凝集法 

ラテックスビーズ(Polysciences：Polybead Polystyrene Microsphere 1.00 μm)に、

至適量の各 VHH 抗体を加えた。その後、ブロッキング操作を行い、VHH 抗体

ラテックスを調製した。 

吸光度測定アッセイについては、Costar® 96well Plates（corning）に 0.1％

BSA/PBS で各濃度に希釈した LpSG1 の 45μL と 1.25% VHH 抗体ラテックス

5μL を加え、プレートリーダー（BioTek:EPOCH2）にて 10 秒振盪後に OD600

を測定するサイクルを 10 分間実施した。OD600 の測定値をプロットし凝集反

応を評価した（図 4-4）。凝集の有無は、Blank 測定値の 0 分と各抗原濃度測定

値 10 分後の吸光度値の差にて評価した。 

 

 

図 4-4  吸光度測定アッセイの概要図 
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4-3 結果 

 

4-3-1 サンドイッチ ELISA による抗原検出 

VHH 抗体単量体、VHH 抗体二量体、VHH 抗体-BSA コンジュゲート体（マ

レイミド法）の 3 つのフォーマットにおいて、LpSG1 抗原検出のためのサンド

イッチ ELISA の組合せを検討した。 

まず VHH 抗体単量体の組合せを決定するために 2 種類の VHH 抗体を ELISA

プレート上に固定化（500ng または 250ng/well）し、各濃度に希釈した biotin 化

した各 VHH 抗体にて、一定濃度の LpSG1 を検出した。その結果、固相化が

Env21 250nm/well、検出が biotin 化 Env9 ×100 の組合せが、検出感度が一番高い

事が示された（図 4-5）。 
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図 4-5  VHH 抗体単量体のサンドイッチ ELISA の組合せ検討 
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次に多価化 VHH 抗体を含めたサンドイッチ ELISA の組合せの検討をおこな

った。まず ELISA プレートへの固定化条件を決めるために、検出を biotin 化

Env9 または Env21 で実施し、ELISA プレートへ各濃度に希釈した各フォーマ

ット VHH 抗体を固定化した。一定濃度の LpSG1 抗原検出の結果、低濃度でも

抗原検出が示された Env21-BSA が最適であると判断した（図 4-6、A）。続い

て、Env21-BSA 50ng/well を ELISA プレート上に固定化し、各濃度に希釈した

biotin 化各フォーマット VHH 抗体にて一定濃度の LpSG1 抗原を検出したとこ

ろ、BSA-Env21 ×100 が最適検出条件である事が示された（図 4-6、B）。 
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（A） 
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（B） 

 

図 4-6  全フォーマット VHH 抗体のサンドイッチ ELISA の組合せ検討 

（A）：固定化フォーマット VHH 抗体の検討 

（B）：検出フォーマット VHH 抗体の検討 
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構築した VHH 抗体単量体検出系と多価化 VHH 抗体検出系について、LpSG1

抗原の抗原検出感度について評価した。反応値が 0.1 以上の場合に検出と判定

した際に、LpSG1 抗原検出感度については、VHH 抗体単量体検出系では

0.0003125 OD unit であり、多価化 VHH 抗体検出系では 0.000078125 OD unit で

あった。（図 4-7）。 

 

 

図 4-7  各サンドイッチ ELISA の LpSG1 抗原検出感度 

 

以上の結果より、サンドイッチ ELISA でのレジオネラ検出において、多価

化 VHH 抗体を使用する事によって検出感度の高感度化に成功し、多価化 VHH

抗体が有用である事が示された。 
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4-3-2 イムノクロマトグラフィ法による抗原検出 

4-3-2 サンドイッチ ELISA の組合せ（VHH 抗体単量体：Env9・Env21 の組合

せ、多価化 VHH 抗体：BSA-Env21 の組合せ）を用いて、イムノクロマトグラ

フィストリップを作製した。各濃度の LpSG1 抗原をアプライしたところ、

VHH 抗体単量体検出系では、テストラインを確認する事が出来なかった（図

4-8）。一方で、多価化 VHH 抗体検出系では、0.00125 OD unit までテストライ

ンが確認された。しかしながら、BSA-Env21 結合金コロイドでは、コントロー

ルラインが非常に薄いという問題点があった（図 4-8）。これは、BSA コンジュ

ゲート体であるがゆえに、金コロイド上の VHH 抗体量が少ないためではない

かと考察した。 

 

 

図 4-8  VHH 抗体単量体（Env9 と Env21）と多価化 VHH 抗体（BSA-Env21）

によるイムノクロマトグラフィ法での LpSG1 抗原検出感度 

 

そのため、メンブレンのテストライン塗布を BSA-Env21、金コロイドへの感

作を VHH 抗体単量体と VHH 抗体二量体で検討した（Env21 二量体は金コロイ
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ド感作中に凝集してしまい使用できなかった）。それぞれのイムノクロマトグ

ラフィストリップを作製し、各濃度の LpSG1 抗原をアプライしたところ、

VHH 抗体単量体、VHH 抗体二量体ともにテストラインとコントロールライン

の 2 本のラインを確認した（図 4-9）。なかでも Env9 二量体結合金コロイドの

検出感度が、0.00125 OD unit と BSA-Env21 結合金コロイドの検出感度と同程度

である事が確認された。 

 

図 4-9 多価化 VHH 抗体イムノクロマトグラフィストリップの改良と 

LpSG1 抗原検出感度 

 

以上の結果より、多価化 VHH 抗体を用いることで、LpSG1 抗原の検出にお

けるイムノクロマトグラフィ法によるイムノアッセイを構築する事が可能であ

り、多価化 VHH 抗体が有用である事が示された。 
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4-3-3 ラテックス凝集法による抗原検出 

作製した全てのフォーマット VHH 抗体（VHH 抗体単量体、VHH 抗体二量

体、BSA コンジュゲート体（マレイミド法）、BSA コンジュゲート体（クリッ

ク反応）、KLH コンジュゲート体）を結合したラテックスを用いて、LpSG1 抗

原検出のための吸光度測定ラテックス凝集反応アッセイを構築し、各フォーマ

ット VHH 抗体の性能を評価した。 

 

吸光度測定ラテックス凝集反応アッセイ（n=2）にて LpSG1 抗原検出を評価

した結果、VHH 抗体単量体検出系では凝集反応がなく、多価化 VHH 抗体検出

系で凝集反応が確認された（図 4-10、A）。Blank の 0 分と各抗原濃度測定値 10

分後の吸光度値の差をグラフ化したところ、各フォーマット VHH 抗体の

LpSG1 抗原の検出感度としては、VHH 抗体二量体<BSA コンジュゲート体（マ

レイミド法）<BSA コンジュゲート体（クリック反応）<KLH コンジュゲート

体であった（図 4-10、B）。 
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（A） 
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（B） 

 

 

図 4-10 吸光度測定ラテックス凝集反応アッセイ 

（A）：各ラテックスと LpSG1 の凝集反応の 10 分間の吸光度測定値 

（B）：（A）の Blank 測定値（0 分）と各吸光度測定値（10 分）の差分の測定値 
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一番高感度であった KLH コンジュゲート体について、市販品（ウサギポリ

クローナル抗体結合ラテックス試薬）との吸光度測定ラテックス凝集反応アッ

セイ（n=2、3 回）にて感度比較を実施した（図 4-11、A）。Blank 測定値（0

分）からの各吸光度測定値（10 分）の差にて評価したところ、KLH コンジュ

ゲート体が市販品よりも高感度で抗原を検出できていることが示された（図 4-

11、B）。また、KLH コンジュゲート体結合ラテックスについて、5 種のグラム

陰性菌について吸光度測定ラテックス凝集反応アッセイでの交差性試験を実施

した結果、市販品と同様に LpSG1 特異的である事が示された（図 4-11、C）。 

 

（A） 
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（B） 

 

（C） 

 

図 4-11 KLH コンジュゲート体と市販品の感度比較 

（A）：各ラテックスと LpSG1 の凝集反応の 10 分間の吸光度測定値 

（B）：（A）の Blank 測定値（0 分）と各吸光度測定値（10 分）の差分の測定値 

（C）：各ラテックスと LpSG1 と 5 種グラム陰性菌についての吸光度測定値 



86 
 

以上の結果より、ラテックス凝集反応によるレジオネラ検出系においては、

VHH 抗体単量体は凝集反応が認められず、多価化 VHH 抗体を用いる事で凝集

反応が確認された。また、ラテックスに結合させる VHH 抗体は、二量体や

BSA コンジュゲート体よりも KLH コンジュゲート体がより高感度である事が

示され、KLH コンジュゲート体結合ラテックスは、当研究室の吸光度測定ラテ

ックス凝集反応アッセイにおいては、市販品と同等以上の検出感度である事が

示された。 

  



87 
 

4-4 考察 

 

本章では、VHH 抗体を用いたレジオネラ検出のイムノアッセイの構築と、エ

ンジニアリングした VHH 抗体（多価化 VHH 抗体）の利用についての有用性を

評価する事を目的とした。 

我々は、作製した各フォーマットの VHH 抗体を用いたレジオネラ検出のた

めの各イムノアッセイ（サンドイッチ ELISA 法、イムノクロマトグラフィ法、

ラテックス凝集法）を構築し、成功した。サンドイッチ ELISA においては、

VHH 抗体単量体検出系と比較し、多価化 VHH 抗体検出系で抗原検出感度の向

上を認めた。検討した中では一番親和性が高いと推測される BSA コンジュゲ

ート体が、高感度であった。イムノクロマトグラフィ法とラテックス凝集法に

おいては、（興味深い事に）VHH 抗体単量体のみの検出系では、抗原が検出で

きなかったが、多価化 VHH 抗体検出系を用いる事で抗原の検出が可能であっ

た。ラテックス凝集法については、作製した全てのフォーマットの VHH 抗体

について評価し、抗原検出感度については、VHH 抗体二量体＜VHH 抗体-BSA

コンジュゲート体（マレイミド基-チオール基）＜VHH 抗体-BSA コンジュゲー

ト体（クリック反応）＜VHH 抗体-KLH コンジュゲート体である事が示された

（KLH コンジュゲート体の抗原濃度 0.05 OD unit の試験区においては、凝集反

応が強すぎる事による反応の飽和によって、見かけ上、反応値の差分が小さく

なっているのではないかと考察した）。アッセイ系を構築した全てのイムノア

ッセイにおいて、VHH 抗体単量体よりも多価化した VHH 抗体を用いた検出系

の方がより良い結果が得られた理由の考察としては、1 つ目に ELISA プレート

や金コロイド、ラテックスビーズ等の担体に VHH 抗体を吸着した際の VHH 抗

体の抗原結合能の保持が考えられる。VHH 抗体単量体は、重鎖抗体の抗原結合
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部位である単ドメインなので、そのまま担体に吸着した場合に抗原結合面（パ

ラトープ）が担体側に向いてしまい抗原との結合が出来なくなる恐れがある。

また、分子量の小さい VHH 抗体単量体は、担体へ吸着させる事によるタンパ

ク質の変性の影響が大きい。一方で多価化 VHH 抗体は、VHH 抗体の多価化や

キャリアタンパク質へのコンジュゲーションにより機能的な VHH 抗体が多く

なり、またタンパク質としての分子量が大きくなる事で担体へ吸着した際の活

性型 VHH 抗体（抗原結合面（パラトープ）が抗原側へ向く、変性による失活

を免れる）の割合が高くなる事が考えられる。作製した全てのフォーマットの

VHH 抗体を使って試験したラテックス凝集反応における抗原検出感度の結果

も、おそらくラテックスビーズ上の活性型 VHH 抗体の割合が多かった順番で

ないかと考察した。2 つ目の考察が VHH 抗体の多価化によるアビディティ効果

である。各イムノアッセイ系における抗原検出感度の結果より、エンジニアリ

ングにて VHH 抗体がより付加されているフォーマットの VHH 抗体を使用した

検出系がより高感度である事から、アビディティ効果で抗原に対する親和性が

上昇し、検出感度が上昇した可能性が示唆された。 
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 組換え抗体としての優れた利点（小さな分子サイズ、高い生産性、構造の可

逆性の高さによる安定性、タンパク質工学的な改変の容易さ）より次世代抗体

として注目を集めている VHH 抗体は、2018 年に VHH 抗体の初の抗体医薬品

として 1 剤目が上市したが、体外診断薬等への産業利用については、まだ報告

がない。本研究では、VHH 抗体の体外診断薬等への応用における有用性を明ら

かにするため、レジオネラ菌体をモデル抗原とした VHH 抗体を用いたイムノ

アッセイの構築を試みた。 

 我々は、ラクダ科動物であるアルパカへのレジオネラ抗原免疫をおこない、

免疫後の末梢血由来リンパ球より VHH 抗体ライブラリを構築した。構築した

ライブラリからバイオパニングによって 2 種類の抗原特異的なクローン（Env9

と Env21）を取得した。2 種類の VHH 抗体は、FR2 領域の特徴的アミノ酸配列

より VHH 型である事が示された。取得した VHH 抗体の大腸菌分泌発現系での

発現量は、Env9 が約 60mg/L、Env21 が約 65mg/L という発現量であった。これ

は、発現ベクターや培養条件の検討でさらに高発現となる可能性があり、産業

利用においても発現量の点からみても VHH 抗体が有用な候補である事が示唆

された。 

 我々は VHH 抗体の工学的改変の容易さに注目し、取得した 2 種類の VHH 抗

体を用いた高機能化を目的とした抗体工学による VHH 抗体の多価化（リンカ

ー付加の連結による 2 量体化、キャリアタンパク質へのコンジュゲーションに

よる多価化）を実施した。その結果、実施した全ての方法で工学的改変や処理

を加えた VHH 抗体がレジオネラ抗原への結合活性を保ったまま、多価化させ

ることに成功した。VHH 抗体に様々な処理をおこなったにも関わらず、結合活

性を保持できた点は、VHH 抗体の利点であるシングルドメインで抗原への結合

活性を持つ点や、高いフォールディング能力に起因する安定性によるものでは
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ないかと考察した。 

最後に我々は、作製した各フォーマットの VHH 抗体を用いたレジオネラ抗

原を検出するイムノアッセイ（サンドイッチ ELISA 法、イムノクロマトグラフ

ィ法、ラテックス凝集法）を構築し、VHH 抗体の有用性について評価した。構

築した全てのアッセイ系において、VHH 抗体単量体よりも多価化 VHH 抗体を

用いた方が検出感度が高い事が示された。また、ラテックス凝集法について

は、当研究室で構築したアッセイ系（吸光度測定ラテックス凝集反応アッセ

イ）において、KLH コンジュゲート体が市販品（ウサギポリクローナル抗体）

と同等以上の検出感度である事が示された。VHH 抗体の工学的改変によって、

市販品のポリクローナル抗体と同程度の性能まで検出感度を向上できた点は、

VHH 抗体がイムノアッセイへの利用において、有用である事を示唆している。 

本研究により、我々は VHH 抗体を利用したイムノアッセイを構築する際の 1

つの方法論を示した。アッセイ系によると考えられるが、我々の研究から VHH

抗体は単量体よりも多価化したほうが利用しやすいことが示唆され、この方法

を利用することで、例えば感染症に対する診断薬等の開発を加速することが期

待される。 
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