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１． 研究のねらい 

本研究は、細胞内外に存在する様々な生体分子に対して、光で自由自在にその機能をコント

ロールすることを容易にそして簡便に実現することができる、汎用性と実用性に極めて優れた革

新的な光操作技術の創生を目標とした。これまで報告されてきた光操作技術では、植物や菌類

由来の光受容体を基に、標的とする蛋白質に直接融合することでその蛋白質を制御する方法が

用いられてきた。そのため分子設計や開発した技術の評価に多くの時間を費やす必要があり、

その応用が限定的であった。また、標的とする蛋白質に直接融合することは、生きた細胞の中に

元々存在する内在性の生体分子に対しては光操作することができないという技術的な限界があ

った。そこで本研究では、機能性抗体と呼ばれる抗原に結合するとその抗原の機能を阻害もしく

は活性化させることが可能な抗体の一種に着目し、抗原抗体反応を光で制御することが可能な

光駆動型の抗体を開発することで、標的とする生体分子を間接的に光操作する技術の創生を目

指した。免疫グロブリン系抗体は可変領域フラグメントである重鎖可変領域（VH）ドメインと軽鎖

可変領域（VL）ドメインから構成されているが、通常 VH ドメインと VL ドメインはアミノ酸残基側鎖

間の非共有結合的な相互作用でヘテロ二量体を形成する。この VH ドメインと VL ドメイン間の相

互作用を制御することによって抗体の抗原結合能を変化させる原理を創案した。光受容体とそ

の結合パートナー蛋白質を VH ドメインと VL ドメインに遺伝子工学的に融合させ、光依存的に

VH-VL ドメイン相互作用を誘導することによって、抗原結合能を変化させることが可能な光駆動

型の抗体開発を行った。当該抗体を使い、内在性の蛋白質の活性を光で制御する概念実証実

験を遂行することによって、本研究の目標とする革新的な光操作技術の創製を目指した。 

本研究では主に、光駆動型抗体の概念を実現するモデル探索研究、他抗体への応用可能性

を示す汎用性実証研究、そして機能性抗体を使って内在性蛋白質の活性を光制御可能かどう

か検証する概念実証研究の三段階に分けて遂行した。 

  

２． 研究成果 
（１）概要 

本研究では、生きた細胞の内外に存在する蛋白質や核酸、脂質などの生体分子を抗原と

捉え、それら抗原の機能を阻害・活性化させることができる機能性抗体の抗原結合能を制御

することで、生体分子の機能を光で自由自在に操作することが可能な技術の創生を目指し

た。そのためにまず、可変領域フラグメントである重鎖可変領域（VH）ドメインと軽鎖可変領域

（VL）ドメインから構成される免疫グロブリン系抗体に着目した。通常 VH ドメインと VL ドメイン

はアミノ酸残基側鎖間の非共有結合的な相互作用でヘテロ二量体を形成する。抗体の結晶

構造情報およびアミノ酸一次配列相同性を基にした検討によって、VH ドメインと VL ドメインの

二量体界面に位置し、且つ多くの抗体間で高く保存されているアミノ酸残基部位を発見した

（図 1）。このアミノ酸残基部位に変異を導入し、独自に構築した生物発光スクリーニング評価



 

システムと化合物二量体化システムを用いた機能性アミノ酸残基探索の結果、数百通りの組

み合わせの中から、近接誘導依存的な抗原結合能の再回復が可能なアミノ酸残基対を発見

した。そして、光受容体およびその結合パートナー蛋白質を様々検討し、当該改変型抗体の

近接誘導に応用することで、光駆動性を有する光駆動型抗体の開発に成功した。さらに、独

自に開発した新規光受容体システムを導入した結果、これまで数倍程度であった光誘導効率

が、劇的に向上し数百倍の極めて高い誘導効率を有する光駆動型抗体の開発に成功した。

本研究の成果は今後、他の抗体にも導入することで、細胞内外のあらゆる生体分子、特に細

胞内の内在性蛋白質を光操作できる革新的光操作技術としての応用が期待される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）詳細 

本研究は、細胞内外に存在する生体分子に対して、光で自由自在にその機能を制御する

ことを容易に実現する、汎用性と実用性に極めて優れた革新的な光操作技術の創生を目標

とした。具体的には、光受容体とその結合パートナー蛋白質の光依存的な二量体化・二量体

乖離による抗体の抗原結合面を構造的に阻害する原理（モデル A）（図２A）、もしくは抗体の

重鎖・軽鎖ドメインの相互作用を制御することによる抗原結合能の変化させる原理（モデルB）

（図２B）に基づいて、抗体の抗原結合に対する結合活性を光で自由自在に制御することが可
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図１ 本研究で開発し た光駆動型抗体の開発過程と モデル原理図
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図２ 光駆動型抗体を実現するモデル原理図



 

能な光駆動型抗体を開発し、さらに当該ツールの汎用性と実用性の概念実証実験を行うこと

で、本研究の目標とする革新的な光操作技術の創製を目指した。したがって、本研究では主

に、光駆動型抗体の概念を実現するモデル探索研究、他抗体への応用可能性を示す汎用性

実証研究、そして機能性蛋白質を光操作可能かの実証研究の三段階に分けて遂行した。 

 

研究テーマ１「光駆動型抗体モデル A の開発」 

まず本研究では、GCN４蛋白質由来のエピト

ープに結合する GCN４抗体をモデルに、光受容

体とその結合パートナー蛋白質の光依存的な二

量体化・二量体乖離による抗体の抗原結合面を

構造的に阻害する原理に基づくモデル A の開発

を遂行した。結晶構造情報を基にした分子設計

を行った結果、光受容体 AsLOV2 とその結合パ

ートナー蛋白質である Zdk3 を使ったモデル A の

開発を遂行した（図３）。本研究では、ホタルルシ

フェラーゼ遺伝子の発現制御を用いた評価系を

構築し、抗原抗体反応が起こると生物発光の多

寡で評価を行った（図４A）。その結果、青色光照

射を行った細胞群からは、暗所に維持された細

胞群と比較して数倍高い生物発光値が検出さ

れ、光依存的に抗原抗体反応を制御することが

可能な光駆動型抗体のプロトタイプの開発に成

功した（図４B）。しかしながら、その差（ダイナミ

ックレンジ）が小さいことや、暗所に維持した細

胞群からもある程度の生物発光値が検出され

たことから、AsLOV2 と Zdk3 の光依存的な乖離

や暗所での相互作用をさらに強化する必要性

が課題として残された。 

モデル A は AsLOV2 と GCN4VH ドメインで構

成される分子とパートナー蛋白質 Zdk3 と

GCN4VL ドメインで構成される分子の二つの構

成要素から成る。したがって、１）リンカーの長さ

の最適化、２）リンカーの種類の最適化、３）シン

グルコンポーネント、４）AsLOV2 のフォールディ

ングを強化する変異導入等の観点から、モデル

A の改良研究を遂行した。結果として、それぞれ

の観点から独立に行った改良研究では一定の

改善効果を示したものの、全ての組み合わせに

よる評価では有効な効果を得ることができなか

った。 

to-down view

5.4 nm

3.8 nm

C-term
of LOV2

2.3 nm

1.6 nm

3.15 nm

PDB:1P4B

side view

to-down view
N-term
of VH

N-term
of VL

ヘテロ二量体
(暗状態)

単量体化
(明状態)

VH

VL

LOV2 Zdk3 PDB:5DJU

scFv derived from
anti-GCN4 antibody

図3 光駆動型抗体モデルA開発のための
光受容体と モデル抗体

TATA ルシフェラーゼ

GAL4BS (5x)

転写 ON
GAL4 DNA

binding
domain

GCN4
peptide

転写因子
VP16

青色光

CMV LOV2 VH

linker

sfGFP GB1

VP64

CMV Zdk3 VL

linker

sfGFP GB1

VP64

GGGSGGGS

GGSGGGSGGGS

図４ ⽣物発光を 基にし た抗原抗体反応評価系
と モデルA開発の結果

0 10,000 20,000

BL
Dark

Luciferase activity (a.u.)

4.0-fold

A

B



 

 本モデルは原理がシンプルであるが故に高い汎用性が期待される。今後、より機能が向上

した光受容体を用いることで本モデルの実現を開発する予定である。 

 

研究テーマ２「光駆動型抗体モデル B の開発」 

本研究では次に、

抗体の重鎖・軽鎖ド

メインの相互作用を

制御することによっ

て抗原結合能を変

化させる原理（モデ

ル B）に基づいた光

駆動型抗体の開発

研究を遂行した。抗

体の構造情報と一

次配列情報から機

能性部位の探索を

行い（図５）、網羅的

な変異導入による変

異体探索を、生物発

光システムを基にス

クリーニングを行っ

た結果、（１）抗体の

重鎖ドメインと軽鎖ド

メインの自己会合の

機能を損失した変異

体（アミノ酸残基）の

発見と、その変異体

の中から、（２）化合

物二量体化システム

を用いて、重鎖ドメイ

ンと軽鎖ドメインを近接させると抗原結合能を回復

する変異体（アミノ酸残基）の組み合わせの発見を

した（図６）。さらに、化合物二量体化システムを独

自に開発した新規光受容体システムに置き換えた

場合において、600 倍以上の光誘導効率を有するこ

とが明らかとなった（図７）。 

本研究では、モデルAで実現できなかった高い光

誘導効率を有する光駆動型抗体モデル B の開発に

成功した。本モデルは、研究立案の段階で高い汎
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図７ ⾼ い誘導効率を 有する 光駆動型抗体モデルBの結果



 

用性の実現を見据えて、他の多くの抗体に応用できるように、抗体間で高く保存されたアミノ

酸残基対を基に開発された。したがって、本研究の成果は、今後多くの抗体に応用され、従

来の光操作技術で困難であった内在性分子を標的とする光操作の実現に大きく貢献すること

が期待される。 

 

３． 今後の展開 

本研究では免疫グロブリン系抗体を基にして VH ドメインと VL ドメイン間の二量体親和性を変

化させる変異体探索と近接相補化再構成を実現する変異体対の発見によって、高い光誘導効

率を実現する光駆動型抗体モデル B の開発に成功した。今後の研究展開として、本さきがけ研

究期間中に完了できなかったいくつかの点において、引き続き研究を遂行する予定である。１）

発見した変異体対の一般性の検証。本研究では酵母由来の蛋白質である GCN４のエピトープに

結合する抗体を基に開発を遂行した。本技術の重要な点として、他の抗体に応用することが可

能であるという一般性の実証である。そのため、HA 抗体や GFP 抗体、HisTag 抗体などを用いて

一般性の検証を引き続き行う。２）内在性蛋白質の機能制御。本研究では、抗原も同時に過剰

発現させる評価系にて光駆動型抗体の機能性評価を行ってきた。本技術が高い光操作の効果

を持つか否かを内在性蛋白質の発現レベルにおいて評価を行うことが、光操作技術の発展のた

めに重要である。そのために、ヒト H-Ras に対する阻害抗体 Y13-259 を基に、内在性 H-Ras の

活性制御を行い、内在性蛋白質での技術実証ならびに光遺伝学的がん治療法開発へと研究を

展開する。３）細胞内での安定的な発現。抗体は一般的に疎水的なアミノ酸残基が蛋白質表面

に位置しているため、凝集体を形成しやすい傾向がある。近年、親水的なアミノ酸残基ペプチド

をタグすることによって、抗体の凝集体形成を抑制する研究が報告されている。本研究で開発し

た光駆動型抗体においてもそうした親水性ペプチドをタグしているにも関わらず、細胞内で凝集

しやすい傾向が確認された。恐らく、菌類に由来する光受容体の温度依存的な凝集体形成の性

質に依存すると思われる。どの抗体においても細胞内で正しく機能する光駆動型抗体の基盤技

術のために、光受容体のさらなる改変が必要である。 

 

４． 自己評価 

本研究は光駆動型抗体を基盤とする革新的光操作技術の開発である。抗体工学を光遺伝学

と組み合わせた未知の研究領域において、研究者の河野は二量体界面に変異を導入すること

で抗原結合能を失活させ、近接誘導に伴って抗原結合能を再回復させるという独自のアイデア

を創案し、独自に構築した評価系を基に開発を進めた結果、極めて高い効率を有する光駆動型

抗体の基盤開発を実際に達成した点は高い評価に値すると考える。また、開発段階で得られた

新しい光受容体システムの研究や、抗体を用いない光操作技術など、本研究で開発できた多く

の技術は、光遺伝学研究領域への貢献のみならず、将来的に社会実装につながる萌芽的基盤

技術であり、その点において高い評価に値すると考える。一方で、開発した光駆動型抗体の一

般性の実証や、内在性蛋白質の光操作の実証の研究は研究期間内に遂行完了まで至らなかっ

たことは、研究体制や研究の進め方、研究の見通しに反省すべき点があることを真摯に受け止

め、次の研究に生かしたいと考えている。 

 

５． 主な研究成果リスト 



 

（１） 代表的な論文（原著論文）発表 

研究期間累積件数：0件 

 

（２） 特許出願 

研究期間累積件数：0 件（特許公開前のものも含む） 

 

（３）その他の成果（主要な学会発表、受賞、著作物、プレスリリース等） 

（学会発表）Fuun Kawano, Optogenetic control of intracellulary expressed functional 

antibodies, The 58th Annual Meeting of the Biophysical Society of Japan, 17th September, 
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