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【背景と目的】ファージライブラリからの特異的なバインダーの特定に、バイオ
パニングと NGS 解析を組み合わせた手法の有用性を確認するため、特定された
VHH 抗体の機能性について、抗体ファージ並びに VHH の抗原結合活性につい
て評価した。

【方法】抗原 A、B、C を免疫したアルパカ血液由来の VHH 抗体ファージライ
ブラリを用い、パニング前後の NGS 解析による VHH 配列の増幅率の変化か
ら、抗原特異的 VHH の候補を特定した。CDR3 配列を基にしたプライマーによ
り VHH 遺伝子を再構成し、抗体ファージならびにバクテリアで産生した VHH
を調製し、ELISA で評価した。

【結果と考察】増幅率の高い 2 クローン（増幅率 1871、979 倍）と、中程度の 4
クローン（増幅率 36.3-46.0 倍）を選択し、抗原結合の機能性を検討した結果、
いずれのクローンも、ファージ並びに VHH のレベルで抗原に対し結合活性を
有していた。以上の結果から、NGS 解析によって特定された VHH 配列は高確
率で機能性を有することが分かった。
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【背景と目的】アルパカのもつ重鎖抗体の抗原結合ドメインである VHH の抗体
ライブラリから、抗原特異的な抗体の単離手法の確立をめざし、バイオパンニ
ングと NGS による網羅的配列解析を組み合わせた手法を検討した。

【方法】抗原 A、B、C の免疫 VHH 抗体ファージライブラリを用い、抗原に対
するバイオパンニング後の VHH 配列解析を Miseq（illumina）により行った。
得られた配列を解析ソフトによって、すべての VHH 配列とそれらの各ラウン
ドでの頻度（存在率、％）、パンニング前後での各配列の存在率の変化（増幅
率）を算出した。

【結果と考察】抗原 A、B、C に対するバイオパンニング前後の VHH 遺伝子配
列を NGS で解析し、パンニング前後の配列の増幅率が上位 100 のアミノ酸配列
をもとに系統樹解析を行った。その結果、8 個のクラスターが形成され、抗原
A に特異的と予想される VHH 配列が同定された。抗原 B 並びに C に対する抗
体ライブラリの実験結果を合わせ、本手法が、迅速にかつ多様な抗原特異的な
候補配列を得るために極めて有用であるということが示された。
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【目的】アルパカが有する重鎖抗体由来結合ドメイン VHH は、単一ドメインで
構成され、安定性・生産性に優れるといった産業化に適した特性を有している。
本発表では、非免疫（ナイーブ）ライブラリからの抗原特異的な VHH の獲得
法を確立するため、VHH ファージライブラリの構築および、特異的 VHH の単
離と発現方法の検討を行った。

【方法】アルパカ末梢血リンパ球から非免疫 VHH ファージライブラリを構築
し、4 種類の抗原に対するバイオパンニングを行った。VHH の発現について
は、大腸菌 HB2151 によるペリプラズム分泌発現、Brevibacillus brevis 分泌発現
系で発現の検討を行った。

【結果・考察】複数の抗原に対し特異的な VHH クローンを複数獲得することに
成功した。大腸菌発現系においては、以前我々の研究室で単離された免疫ライ
ブラリ由来 VHH の収量が 10-20mg/L であったのに対し、非免疫由来 VHH では
発現が極めて低い傾向にあった。一方、B.brevis では非免疫由来 VHH でもそれ
ぞれ 100-200mg/L の収量が得られた。これらの結果から、非免疫ライブラリ由
来の VHH 発現系として B.brevis の系が有用であることが示された。しかし、非
免疫ライブラリ由来の VHH は μM 程度の Kd 値と親和性が低い、ファージでは
結合活性があるものの、VHH タンパク質では、抗原結合活性が見られないケー
スが存在した。現在、親和性改善、発現量向上の検討を進めている。
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【目的】本発表では「茶のしずく」石鹸による小麦関連アレルギーの原因となる
IgE 抗体の特性解析のため、アレルギー患者血液の IgE 由来単鎖 Fv 抗体ファー
ジライブラリを構築し、小麦抗原に対するバイオパンニングを行うことで、ア
レルゲン特異的クローンの単離を行った。その際、本研究では NGS 解析を組み
合わせた手法を導入した。

【方法】茶のしずく患者の血液をソースに構築した抗体ファージライブラリを、
プレートに固定化した小麦抗原グルテンに反応させ、結合ファージを回収・増
幅させることで特異的抗体の濃縮を行った。パンニング前後のライブラリ中の
VH 配列について、NGS による網羅的配列解析を行い、各配列の存在率及び増
幅率を算出した。

【結果と考察】グルテンに対するパンニング後、算出した抗体配列の存在率が
2.5 倍以上増幅している、CDR3 配列の異なる 10 種の配列を特定した。これら
CDR3 配列を基に設計したプライマーを用いて単鎖 Fv 遺伝子を単離し、単鎖
Fv 抗体を発現後、結合活性を評価したところ、グルテンだけでなく、茶のしず
く石鹸によるアレルギー発症の原因とされるグルパールに対して交叉活性を示
すクローンが認められた。以上より、NGS 解析をバイオパンニングと組み合わ
せた手法は、抗体ファージライブラリからの迅速かつ多様な抗体の同定に有用
である。
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