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We report affinity maturation of monobodies against the RBD of SARS-CoV-2 and the 

neutralization activity against SARS-CoV-2 wild-type as well as variants of concerns. We 
selected matured monobodies from multiple-site saturation libraries by using the in vitro 
selection method, the TRAP display. One of the clones showed high affinity (KD < 0.01 nM) 
against the RBD of SARS-CoV-2. Furthermore, the monobody C4-AM2 efficiently neutralized 
wild-type SARS-CoV-2 (IC50 = 46 pM, 0.62 ng/ml) as well as the Alfa (IC50 = 1.0 ng/ml), the 
Beta (IC50 = 7.2 ng/ml), and the Gamma (IC50 = 7.4 ng/ml) variants infection to the host cells.  
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我々は 10 kDa 程度と小さい Monobody 人工抗体骨格を用いて TRAP 提示法によっ

て、スパイクタンパク質に対して高い親和性を持つ 7 種類の Monobody を４日間で選

択することに成功している 1)。その中のクローン C4 は細胞を用いた中和活性測定で

SARS-CoV-2 に対して IC50 = 6.6 nM と強い中和活性を示した。 
そこで、C4 の中和活性の向上を目指して、親和性成熟を行なった。C4 の BC、FG

ループの 5,6 残基をランダム化した mRNA ライブラリを構築し、スパイクタンパク

質に対してセレクションを行なった。その結果、各ライブラリで出現割合が高かった

配列を用いた C4-AM1 では、解離定数が KD = 0.11 nM と約 9 倍に向上した。さらに、

よく保存されていた部分を固定し、その他の部分をランダム化した第二世代ライブラ

リを構築し、より厳しい条件で選択を行なった。その結果、得られた C4-AM2 は、解

離定数 10 pM 以下となり、中和活性も IC50 = 46 pM, 0.62 ng/ml、変異株でもアルファ

1.0 ng/ml、ベータ 7.2 ng/ml、ガンマ 7.4 ng/ml、デルタ 8.0 ng/ml と大幅に向上した。 

 
1) Kondo, T., et al, Sci. Adv. 2020, 6 (42), eabd3916. 

BC loop FG loop
C4 PSSRYEHYQF WTGDVPWYWLVN
C4 Lib1 XXXXXEHYQF WTGDVPWYWLVN
C4 Lib2 PSSRYXXXXX WTGDVPWYWLVN
C4 Lib3 PSSRYEHYQF XXXXXXWYWLVN
C4 Lib4 PSSRYEHYQF WTGDVPXXXXXX

Lib1
Lib2 Lib3

Lib4

Monobody X：Random amino acids

Multisite Saturation Mutagenesis

BC loop FG loop KD (nM)
IC50 (nM)

WT Beta Gamma Delta

C4 PSSRYEHYQF WTGDVPWYWLVN 0.96 6.6 N.D. N.D. N.D.

C4AM2 PRGGPADYQW WTGKVPWYWSAN <0.01 0.046 0.54 0.55 0.59

N.D. : Not detected
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