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Dynabeadsを用いた
ファージディスプレイライブラリ構築の自動化



概要
今⽇、抗体断⽚（Fab, scFv) は、免疫システムを再現するために⼤量に作製されている。抗体断⽚を作製するため
のベクターやクローニング法は、ここ 10 年で急速に発達してきている。これらの技術により、100 億近い種類の異
なった抗体断⽚を発現するライブラリーを構築することが可能となった。抗体断⽚を発現するファージパーティク
ルのスクリーニングは、panning と呼ばれる⽅法で⾏われている。panning 法でのセレクションは、繰り返し⽬的
の抗原に対し反応させることで⾏われる。4 〜 6 回繰り返し panning を⾏った後、抗原特異的なファージのプール
が濃縮され、個々の抗体断⽚を発⾔するベクターが単離される。これらの単離されたベクターは、再度、⼤腸菌へ
形質転換し、抗体断⽚を⼤量に産⽣させる。Panning は、⼀般的に抗原がコートされたマイクロタイタープレート
を⽤いて⾏われる。しかし、本実験では、抗原がコートされた磁気ビーズ（Dynabeads) を⽤いて⾏った。

⽅法
Dynabeads を⽤いた panning
1. マイクロチューブにビオチン化抗原とストレプトアビジンでコートされた Dynabeads を加え、⼀晩穏やか

に攪拌し、抗原とビーズを結合させる。PBS で３回洗浄し、200µL KingFisher へ移す。
2. バックグラウンドの結合を抑えるために、100µL のファージライブラリーと抗原を結合させていない 20µL

の Dynabeads を 30 分間穏やかに攪拌する。
3. ライブラリーと 20µL の抗原を結合させた Dynabeads を 30 分間穏やかに攪拌しながらインキュベートす

る。
4. 200µL の PBS で８回ビーズを洗浄する。（プレートを交換する）
5. ファージパーティクルを 100µL の 0.1M グリシン溶液（pH2.5) で溶出させる。
6. 溶出させたファージパーティクルを 5µL の 1M Tris-HCI (pH9) で中和させ、⼤腸菌への形質転換に⽤いる。

Dynabeads は可磁化物質が⼀様に分布した⾼分⼦ポリマーのコアを
親⽔性ポリマーで覆った、粒刑が均⼀なビーズです。この⾼分⼦ポリ
マー製磁気ビーズは、IgM 抗体その他のタンパク質の物理吸着に適
しています。この表⾯に種々の抗体を結合したビーズや、ある種のタ
ンパク質あるいはヌクレオチドなどを結合したビーズは、強⼒磁⽯

（MPC) を併⽤することにより、細胞の分離ならびにタンパク質や核
酸などの分離・精製をきわめて簡便な操作で、確実に速やかに⾏うこ
とができます。
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結果
ファージライブラリーを発現している抗体断⽚
の panning を Dynabeads と KingFisher を⽤い
て⾏った。Panning 操作では、リガンドと磁気
ビーズの結合、磁気ビーズの洗浄、溶出の操作
が含まれる。実験操作の流れを右図に⽰した。洗
浄操作のステップでは、KingFisher が⼤変有⽤
である。KingFisher を⽤いると、バックグラウ
ンドのシグナルが⼤幅に低減される。マニュアル
操作と⽐較すると、バックグラウンドのシグナル
は、1/500 である。
また、KingFisher により操作時間が⼤幅に削減
される。KingFisher とマニュアル操作で得られ
る結果には⼤きな違いは⾒られなかった。
このように、KingFisher によりファージディス
プレイを⾃動化することが可能であり、その時に
は Dynabeads が必須である。

結論
Dynabeads は、Panning に⾮常に適したものであり、マニュアル操作で⾏うよ
りも、操作時間を⼤幅に短縮することが可能である。Dynabeads は、その他、
多くのファージディスプレイライブラリーの構築に応⽤することができる。
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今回使⽤したビーズ
商品コード 商品名 梱包単位 希望⼩売価格

DB65601 Dynabeads MyOne Streptavidin T1 2 mL \55,000
DB65602 Dynabeads MyOne Streptavidin T1 10 mL \202,000

その他、各種精製⽤磁気ビーズも取り揃えております。
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