
© 2016 Japanese Proteomics Society

Proteome Letters　2016；1：45-56

教育セミナー：プロテオミクス熊の巻 2015

総合論文

プロテオミクスにおけるファージディスプレイ技術の役割

村岡　賢 *1,2，田原栄俊 1

*E-mail: satoshi.muraoka@jfcr.or.jp

1広島大学大学院医歯薬保健学研究院細胞分子生物学研究室：734-8553 広島市南区霞 1-2-3
2公益財団法人がん研究会ゲノムセンターがんオーダーメイド医療開発プロジェクト　プロテオミクス解析グループ：

135-8550 東京都江東区有明 3-8-31 がん研究所　311-313

（受付 2016年 5月 13日，改訂 2016年 6月 24日，受理 2016年 6月 28日）

ファージディスプレイ技術は，1915年に Twort FWが，細菌に感染するウイルスとしてバクテリオファージを発見し
たのが始まりで，その後，1985年に Smith GPが，繊維状ファージの表層にランダムペプチドの提示が可能であることを
Science誌に報告した．また，1990年から 1991年にかけて，McCafferty JやWinter Gにより抗体ドメインのファージ表
層への提示に成功した．それ以降，これらの技術を用い，異なる種類の抗体を提示するヒト抗体ファージライブラリが構
築され，抗体を迅速に単離する手法として発展し，抗体医薬に大きな成果をもたらしている．その一方で，抗体・ペプチ
ドファージライブラリを用いた癌抗原の探索，自己免疫疾患に関わる自己抗体の同定にも多く利用されている．現在では，
ファージディスプレイ技術は，抗体，ペプチドだけでなく，新たな機能性分子の創出に向けて，まだ尚多くの研究者に重
宝されている技術である．本論文では，それらの技術について概説するとともに，ファージディスプレイ技術の今後の展
望も踏まえて紹介する．

1　序論

1985年に Smith GPらにより，バクテリオファージの表

層タンパク質の N末端に人工ペプチド配列を提示できる

ファージディスプレイ技術が発表されてから約 30年が経

過した 1）．この間にも，リボソームディスプレイ，酵母ディ

スプレイ，mRNAディスプレイなどの幾つかのディスプ

レイ技術が開発されてきたが，取り扱いの簡便さ，提示さ

せる分子の多様性，システムの安定性がファージディスプ

レイ技術では特に優れており，ペプチド，タンパク質のラ

イブラリを構築するのにとても適した技術であり，多く

の研究者らにより利用されている 2）～ 4）．また，1990年に

Winter Gらは，抗体が抗原を認識するのに必要な H鎖の

V領域（VH）と L鎖の V領域（VL）ドメインをリンカー

でつないだ最小のドメイン抗体を繊維状ファージの表層に

提示することに成功した 5）．これが，抗体ファージライブ

ラリの幕開けとなり，抗体医薬の時代を切り開くに至った．

一方で，近年では，その技術を応用し，ペプチド，抗体に

限らずに，非抗体タンパク質のフレームをランダム配列に

変化させた，マイクロプロテインの Aドメインを基に構

築したアビマー，フィブロネクチン由来のモノボディなど

のタンパク質の提示が数多く報告されている 6）,7）．このよ

うな技術を用いることで，モノクロナール抗体，様々な結

合分子の獲得に限らず，変異体タンパク質の機能解析も可

能となっている．

2　バクテリオファージ

Twort FWは，1915年に細菌に感染するウイルスとして

バクテリオファージを発見した 8）．構造としては，タンパ

ク質の外殻と遺伝情報を担う核酸から構成されている．バ

クテリオファージは，細菌に感染すると細胞膜を破壊す

る溶菌という現象を引き起こすことから溶菌剤としての

使用が試みられ，ファージセラピーとして利用されてき

た 9）～ 11）．東ヨーロッパでは，本格的に実用化されており，

西ヨーロッパや米国などでも臨床実験が行われている．ま

た，近年では，薬剤耐性菌テロが想定されており，それに

対する治療薬としての開発研究も進められている．一方で，

多くの研究者に利用されているバクテリオファージは，大

腸菌に感染性のあるファージで，T4ファージや T7ファー

ジ，λファージ，繊維状M13ファージなどがある（Fig. 1）．

それらのバクテリオファージは，その生活環の違いから溶

菌性ファージ，溶原性ファージ，繊維状ファージに分類さ

れている 12）,13）（Fig. 2）．溶菌性ファージには，T4ファー

ジや T7ファージなどが知られており，感染後期に宿主

を溶菌しながら増殖する特徴がある 14）,15）（Fig. 2A）．一方，

溶原性ファージには，λファージが知られており，ファー
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Fig. 2 Life cycle of T7 phage(A) and M13 phage (B)

Modified and reused with permission from Ref. 17 © (1999) Elsevier Science Ltd.

Fig. 1 Imaging of T7 phage (A), M13 phage (B), and λphage (C) by transmission electron microscope

Reprinted with permission from Ref. 46 © (2008) Tsinghua Press and Springer-Verlag GmbH and Ref. 47 © (2008) Blackwell 
Publishing Ltd.
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ンパク質を g10pの融合タンパク質として提示することが

可能となる．一方，Fig. 3Bのような繊維状M13ファージは，

環状 1本鎖 DNAを持ち，11種のタンパク質から構成され

ている．その中の g3pの N末端に外来ペプチド，タンパ

ク質を，若しくは g8pの N末端に数アミノ酸のペプチド

を提示することが可能となっている．現在までに，それぞ

れのファージを利用して，数アミノ酸から数十アミノ酸の

リニア及び環状ペプチド，抗体，様々なタンパク質の提示

が可能であることが報告されており，それぞれにおいてラ

イブラリの構築が行われ，多様な抗原に対する結合分子の

獲得に大きく貢献している 18）～ 20）．

4　ファージライブラリからの結合分子の 

スクリーング方法

構築された様々なファージライブラリから，特異的に

認識する結合分子の単離は，抗原の特性に応じた手法を

用いて行われている．その代表的な手法を Fig. 4に示して

いる．Fig. 4Aは，一般的な手法で，プレートやビーズに

固定した抗原に対してファージライブラリを反応させ，特

異的なファージの単離を行う．Fig. 4Bでは，抗原過剰発

現細胞株を樹立して，ソーティング技術により，細胞を

ソーティングすると同時に抗原に結合するファージクロー

ンを単離する方法である．Fig. 4Cでは，組織サンプルに

ファージライブラリを反応させて，重要な組織部を laser 

microdissectionの技術によりファージクローンと同時に回

収を行い，特異的ファージを単離する方法である．Fig. 4D

では，腫瘍などを移植したマウスにファージライブラリを

投与し，腫瘍の回収と同時に腫瘍特異的ファージクローン

を単離する．他にも様々な手法が，多くの研究者により開

発されている 2）．

ジゲノムが大腸菌の染色体に組込まれて，菌の染色体の一

部として増殖する．誘導因子の添加などによりファージ粒

子が形成されると同時に染色体からファージゲノムを離脱

させ，ファージ粒子に取り込まれ，最後に宿主を溶菌して

増殖する 16）．また，抗体を提示させるのに多く利用され

ているファージは，繊維状M13ファージであり，上記で

示したライフサイクルとは違った方法で増殖する．繊維

状M13ファージは，大腸菌の F鞭毛に結合することで感

染が始まり，1本鎖のファージミドが大腸菌内に注入され

る．その後，ヘルパーファージを重感染させることにより，

ファージ粒子が形成される．ファージ粒子の形成は，大腸

菌の外膜及び内膜で行われ，アセンブリと同時に大腸菌の

外側へとファージは放出されていく 17）（Fig. 2B）．以上の

ように，それぞれのファージは，異なった生活環で無限に

増殖を繰り返しており，提示させるペプチド，タンパク質

の特性にあったファージを用いて研究が行われている．

3　ファージディスプレイ技術

ファージディスプレイ技術は，Smith GPらが繊維状

ファージの表層にペプチドの提示が可能であることを

1985年にScience誌に報告したのが始まりである 1）．その後，

1991年にWinter Gらにより繊維状ファージ表層にドメイ

ン抗体を提示させることに成功した 5）．ファージディスプ

レイ技術は，ファージゲノムに外来の遺伝子を組み込むこ

とで，外来タンパク質・ペプチドをファージの外殻タンパ

ク質と融合した形でファージ粒子の表層に提示することが

可能となる．Fig. 3Aに示すように，溶菌性のファージで

ある T7ファージは，直鎖状 2本鎖 DNAのファージゲノ

ムを持ち，頭部は，g10pキャプシドタンパク質が 415個

アセンブリすることで形成されている．この g10pの 3’末

端に外来の遺伝子を組み込むことで，外来のペプチド，タ

Fig. 3 Construction of T7 phage (A) and M13 phage display (B)
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Protein Gビーズに構築した cDNA T7ファージ（健常者血

清由来の抗体を用いて吸収操作済み）を反応させ，特異的

に結合する cDNA T7ファージクローンを単離した．その

結果，BRD2，eIF4C1，RPL13a，RPL22の 4種類の癌抗

原の同定に至った（Fig. 6）．また筆者らは，ガラススライ

ドにこれら 4種類のタンパク質を提示した T7ファージの

固相化を行い，128検体の血清を反応させて評価を行って

おり，その結果，転移性のバイオマーカーとしての有用性

が示された 21）．このように，cDNAライブラリ，合成ペプ

5　ファージディスプレイ技術の応用

ファージディスプレイ技術は，様々なところで応用がな

されている．モノクロナール抗体，様々な抗原認識分子の

獲得から，自己抗原，自己抗体の探索，タンパク質の変異

体の機能解析，ファージワクチン，ファージを電池として

利用するなど，幅広く応用されている 18）,19）,21）～ 25）．その中

でも多くの報告がある自己抗原，自己抗体の探索について

一部を次の項で紹介する．

5-1　自己抗体，自己抗原の探索技術

2011年に Larman BHらにより T7ファージの表層タ

ンパク質にヒトの ORF（24,239 proteins）の合成ペプチ

ド（413,611 peptides）を提示させたペプチドライブラリ

（synthetic human peptidome）を構築し，傍腫瘍性神経症

候群の自己抗体に反応する抗原の探索を行っている．方

法として，非特異的なファージの除去を行い，目的のヒ

ト脳脊髄液や血清と反応させ，自己抗体に特異的に結合

する T7ファージを単離する．その後，単離した特異的に

結合する T7ファージのファージゲノムから cDNA解析

を行うことにより抗体に反応する抗原の情報を取得する

（Fig. 5）22）．この結果，現在までに報告されていた NOVA，

TGIF2LX，報告がなかった GAD65などが同定された．こ

のように，cDNA peptide T7 phageを用いた大規模な探索

方法は，低コスト，短期間で，有用なマーカーを効率良く

単離することが可能となっている．また，Wang Xらによ

り 2005年に，前立腺癌患者由来の cDNAを T7ファージ

に提示させた cDNA T7ファージライブラリによる癌抗原

の探索が報告された．方法としては，患者血清由来の抗

体（癌抗原を認識する抗体が含まれている）を結合させた

Fig. 4 Many different selection and screening methods

A) Immobilized soluble antigen; plate, tube, and beads. B) Cell displaying antigen; Sorting by flow cytometory. C) Tissue with 
antigen; laser microdissection. D) In vivo selection; animal.

Fig. 5 Construction and characterization of T7-Pep and the 
PhIP-Seq methodology

Reprinted with permission from Ref. 22 © (2011) 
Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature.
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トに投与すると重篤な副作用が起こり得る可能性が示唆さ

れ，大きな壁にぶち当たった．しかし，遺伝子工学の技術

が発達すると，キメラ抗体，ヒト型化抗体（CDR領域が

マウス）が作製され，副作用の軽減に期待がもたれ，現在

の臨床応用されている抗体は，キメラやヒト型化抗体であ

る．一方で，近年では，完全にヒト由来の抗体を作製する

技術が開発された．その技術の一つが 1991年に開発され

たヒト抗体ファージディスプレイ技術を用いた方法であり，

ヒトの体に存在する抗体を in vitroで再現させたヒト抗体

ファージライブラリから，様々な抗原に特異的に結合する

抗体を単離することにより，完全ヒトモノクロナール抗体

を得るというものである．これらのファージディスプレイ

技術により開発された世界で最初の抗体は，ヒト型抗ヒト

TNFαモノクロナール抗体であるアダムリムマブ（ヒュミ

ラ）であり，日本では 2008年 3月に関節リウマチ患者に

おいて承認された生物学的製剤である．アダムリムマブは，

マウス抗ヒト TNF-α抗体を元にファージディスプレイ技

チドライブラリを用いることで，有用な自己抗体・癌抗原

の探索が効率良く行えることが報告されている．

6　抗体医薬

抗体医薬の市場は，リツキシマブが 2005年に初めて

医薬品の売り上げの上位にランクされて以降，2005年の

3,867百万ドルから 2013年の 52,298百万ドルへと約 13.5

倍も合計売上高が増加し，まだなお成長しており，今後も

売り上げの上位を占めることが予測されている．その始ま

りは，1975年に Kohler GとMilstein Cらによって確立さ

れたモノクロナール抗体作製技術（ハイブリドーマー法）

にある（Fig. 7）26）．その技術は，細胞融合法を利用した

ものであり，マウスに抗原を投与し，脾臓から抗体を産生

する B細胞を分離した後に，不死化させるためにエミロー

マと細胞融合を行うことで，モノクロナール抗体を作製す

るものであった．しかし，この技術により作製したモノク

ロナール抗体は，完全マウス由来の抗体であったため，ヒ

Fig. 6 Schematic representation of the development of phage-protein microarrays to characterize autoantibody signatures in prostate 
cancer

Reprinted with permission from Ref. 21 © (2005) Massachusetts Medical Society.
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旦 ATLを発症すると死亡率が高いことからキャリアな患

者さんに存在する HTLV-1感染細胞株のみを排除する有効

な治療薬の開発，ATLへの転換を予測，診断するバイオマー

カーの開発が求められている．現在では，2012年に承認

された CCR4に対する抗体（モガムリズマブ）が有効な治

療効果を示している 33）,34）．しかし，当時，開発段階であっ

たことから，筆者らは，上記に紹介した抗体ファージディ

スプレイ技術を用いて，HTLV-1感染細胞に特異的に発現

する表面抗原の探索・その抗原に対するモノクロナール

抗体の単離を行った 35）．Fig. 9に示す方法により，1010の

多様性を有するヒト抗体 scFv（single-chain Fv）ファージ

ライブラリを用いて，HTLV-1感染細胞に特異的に結合す

る抗体ファージの濃縮を行った．その結果，HTLV-1感染

細胞に特異的に結合する抗体の単離に成功した（Fig. 10）．

次に，単離した HTLV-1感染細胞膜特異的抗体の抗原の同

定解析を質量分析によって検討した結果，免疫応答に重要

であるという主要組織適合遺伝子複合体タンパク質であっ

た．さらに，とても興味深いことに，単離したドメイン

抗体は，HTLV-1感染細胞に特異的に強く細胞死を誘導す

る機能を有することがわかった（Fig. 11）．現在は，HLA-

DRβ鎖のバイオマーカーとしての有用性及び完全ヒト抗

体の作製，さらなる機能解析を行っているところである．

8　細胞外小胞に着目したスキルス胃がんの 

バイオマーカー探索

現在，筆者は，抗体ファージディスプレイ技術を用い

て細胞外小胞を認識する抗体・抗原の探索を行ってい

る．細胞外小胞は，様々な細胞により分泌される膜小胞で

あり，分泌経路や，サイズの違いにより，エクソソーム

（50–200 nm），マイクロベシクル（100–1000 nm），アポトー

術による Guiding the selectionと呼ばれる手法によりヒト

抗 TNFα抗体の作製が行われた．Guiding the selectionと

は，マウス抗ヒト TNFα抗体（MAb32）の H鎖とヒト末

梢血由来の L鎖を提示した抗体ファージライブラリを用

いて，TNFαに結合するヒト抗体（L鎖）を選択し，その後，

単離したヒト L鎖抗体とヒト末梢血由来の H鎖提示抗体

ファージライブラリを用いて TNFαに結合する抗体（H鎖）

を単離するものである．結果として，H鎖，L鎖両方とも

ヒト由来の抗体が構築され，完全ヒト型のモノクロナール

抗体の取得に成功し，現在までに臨床において利用されて

いる 27）．また，その他の技術として，1997年には，ヒト

の抗体遺伝子をマウスに移植したトランスクロモマウスが

報告され，2000年代にはヒトの末梢血に存在する抗体を

産生する B細胞を直接スクリーニングする技術が開発さ

れてきた 28）,29）．その中でも，現在，ファージディスプレ

イ技術により単離された 42種類もの完全ヒト抗体の臨床

試験が行われており，副作用が少なく効果の高い医薬品と

して期待が持たれている．次の項では，筆者らが行ったヒ

ト抗体ファージライブラリを用いた成人 T細胞白血病特

異的癌抗原（バイオマーカー）の探索とそれに対する抗体

医薬品の開発，また，現在行っている抗体ファージライブ

ラリを用いたエクソソーム早期診断マーカーの開発につい

ても紹介する．

7　成人 T細胞白血病細胞を標的とする抗体医薬品の開発

成人 T細胞白血病（ATL: Adult T-cell leukemia）は，

HTLV-1（Human T cell Leukemia virus type I）が原因で発

症する悪性リンパ腫である 30）,31）．HTLV-1キャリアな患者

は，世界に 1～ 2千万人いて，そのうちの 5％の感染者が

数十年の潜伏期間を経て ATLを発症する（Fig. 8）32）．一

Fig. 7 The history of antibody research

In 1975, Kohler and Milstein first generated mouse monoclonal antibody in mice using a hybridoma technique. In 1980, chimeric 
and humanized antibody was raised using genetic engineering to reduce the immunogenicity of mouse antibodies. And fully human 
antibody generated using Human antibody phage display library, trans-chromosomic mouse, and screening of B cell since 1990.
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小胞のマーカーとして報告されている CD9，CD63，CD81

をはじめ，Alix，TSG101の発現も確認されている．近年，

Wauben MHらは，Flow Cytometryによる 1粒子の細胞外

小胞の検出，ソーティング技術による細胞外小胞の回収

に成功している 45）．現在，筆者は，この技術を利用して

Fig. 14に示す workflowによりがん細胞由来細胞外小胞に

特異的に発現する抗原の同定，同時にその抗原に特異的に

結合する抗体の獲得に向けて抗体ファージライブラリを用

いて研究を進めているところである．将来的に，単離した

抗体を用いたスキルス胃がんの早期診断可能な診断キット

の開発を目指している．

シス小体の 3つに分けられている．唾液，血液，尿などの

体液中に多く含まれており，様々な RNAやタンパク質が

含まれており，細胞間の情報伝達に重要な役割があること

が多くの研究者らにより報告されている（Fig. 12）36）～ 39）．

近年，細胞外小胞は，多くの疾患の診断バイオマーカー

の探索，治療への応用研究に用いられている 40）～ 43）．そこ

で，筆者は，スキルス胃がん由来の細胞外小胞に特異的に

結合する抗体ファージの単離を試みた．細胞外小胞は，段

階超遠心法，スクロース密度勾配法，様々な企業から市販

されているカラム，ビーズなどを用いて精製が行われて

いる 44）．Fig. 13Aは，筆者が調整に使用した超遠心・スク

ロース密度勾配法を示している．調整した細胞外小胞のウ

エスタンブロットの結果を Fig. 13Bに示しており，細胞外

Fig. 8 Model of ATL development

After HTLV-1 infection, HTLV-1 promotes clonal proliferation of infected cells by Tax and viral proteins. Proliferation of HTLV-1 
infected cells is controlled by cytotoxic T cells (CTL). The frequency of ATL development in the life of the carriers is low (2–6%). 
The progression to acute type ATL from carrier and smoldering type ATL takes after a long latent period of a few decade years. 
During the periods, multistep mechanism is involved in the development ATL.

Fig. 9 Workflow: Selection of specific antibody for HTLV-1 infected cell
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Fig. 10 The binding specificity of isolated antibody clone to HTLV-1 infected cells

Bindings of isolated scFv to HTLV-1-carrying T-cell lines (S1T, MT2, MT4 and M8166) and non-HTLV-1-carrying T-cell lines 
(MOLT4 and Jurkat). The cells were stained with isolated scFv, anti-His-tagged mouse mAb and FITC-labeled anti mouse antibody 
and supplied to FACS analysis (thick line). The broken and dotted lines indicate the cells only and the cells stained without scFv, 
respectively.

Fig. 11 Apoptosis-like cell death of S1T cells induced by isolated antibody

S1T cells or MOLT4 cells were incubated with isolated scFv (5 nM) at 37°C for 1 h and were stained with propidium iodide (PI) 
and Annexin V staining solution for 15 min. The stained cells were analyzed on a flow cytometry.
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一方で，ファージディスプレイ技術は，抗体医薬の分野に

限らず，抗体ドメイン以外の様々スキャフォールドタンパ

ク質の設計が行われており，異分野への技術導入が進めら

れている．その中で，私は，最後に示した細胞外小胞を標

的にした早期スキルス胃がんの診断キットの開発研究を試

みながら，新たにプロテオミクス分野に大きく貢献できる

ようなファージディスプレイ技術を用いた革新的技術を創

り出せるようにしたい．

9　結論

抗体医薬は，がん領域を中心に自己免疫疾患領域などの

疾患で開発が進んでおり，今後もまだまだ市場が拡大す

ると予想されている．その中で，約 40年前に発見された

ファージディスプレイ技術は，この抗体医薬の分野におい

て革新的な技術として大きく貢献してきた．この技術を用

いて開発された数十種類の抗体が，現在臨床試験が行われ

ており，有効な分子標的薬の開発に期待がもたれている．

Fig. 12 Characterization of extracellular vesicles

Extracellular vesicle including exosome, microvesicles, and apoptotic body are 50–1000 nm in diameter, release from cancer cell 
and various cell into extracellular space. They contain microRNA, mRNA, and protein that could be transferred to target cells for 
intercellular communication. Their Extracellular vesicles derived from IM95 cell line were detected using transmission electron 
microscopy (TEM).

Fig. 13 Extracellular vesicles isolation protocol

(A) Extracellular vesicles were isolated from cell culture supernatant or body fluid by differential ultracentrifugation and sucrose 
gradient ultracentrifugation. (B) EVs were enriched at density of 1.11–1.22 mg/ml by exosomal protein CD9, 63, 81 Alix, and 
TSG101 by western blotting analysis.
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In 1915, Frederick, T initially identified bacteriophages, referring to viruses that infect and replicate within bac-
teria. Subsequently, phage display technology was reported by Smith, GP in 1985, when he demonstrated random 
peptides on the surfaces of filamentous bacteriophages. Subsequently, McCafferty, J and Winter, G reported that 
antibodies were the first proteins to be displayed successfully on the surfaces of phages in 1990. Since then, many 
researchers have constructed large phage antibody or peptide libraries using powerful techniques in an attempt to 
discover novel therapeutic targets or prognostic biomarkers and select biologically active ligands. Recently, scaffolds 
different from antibodies were reported to form suitable binding ligands in subcellular locations, leading to the suc-
cessful construction of a scaffold phage library. This review highlights the possibilities and advantages of the applica-
tion of phage display technology in the search for new drug targets, cell receptors, and their ligands.
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