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抗RNaseA 　sigle　chaip ，　Fv（sFv ）を用 い た 抗原 一抗体反応の 解析

（阪大 ・工 ・応生）小林英二
、 熊本孝博 、 大政健史 、 片倉啓雄 、

　　　　　　　　　藤山和仁 、 塩谷捨明 、 0 菅　健
一

　抗原 ・抗 体反応 は そ の 特異性お よ び親 和性 が非 常に 高 い こ とか ら物 質の 分析 ，

同 定並び に 分離精製等 に広 く利 用 され て い る 。 しか し、 抗原 を動物 に免疫す る こ

とに よ り得 られ る抗体 は必ず しも目的 に適 した特性 を持つ とは限 らな い
。 従 っ て 、

こ の 様 な閙題 を解決す るた め には、抗原 一抗体反応につ い て 基礎 的 な知 見 を得 る

必 要があ る 。 これ ま で に 抗原一抗体反 応 は 、 抗体の 可変領域VH
，
VL に 存在す る 6

っ の 超 可変領 域 と抗 原 との 相互作用 に 起因 す るこ とが知 られ て い る 。 しか し、 こ

の 相互作用の 決定因子 に つ い て は幾つ か の 抗原・抗体反応 をモ デル と し 、 結合部

位の X 線解析や ア ミノ酸置換等を用 い て 解析 が行われ て きて い る もの の
、 そ の

一

般 性 を見 出す迄に は至 っ て い ない
。 本研 究で は 、 抗RNaseA抗体の VH

，
VL ドメ イ

ン を リン カ ー ペ プ チ ドで 連結 した single　chain 　Fv（sFv ）を構築 し 、
こ れ を用 い て 本

抗原 一抗体反応 の 特性 、 特 に親和定数 に 及 ぼす ア ミノ 酸残 基 の 影響 を検討 した 。

　抗 RNaseA　3A2 　1モ ノ ク ロ
ー一

ナル 抗体 産生 ハ イ ブ リ ドー マ か ら調製 した total　RNA

よ りPCR 法 を用 い て 本抗 体の V領域を コ ー
ドす る cDNA をク ロ

ー
ニ ン グ した 。 次 に 、

こ れ らcDNA の シー ク エ ン ス 結果 と3A21 抗体の H
，
L鎖の N 末端 部分の プ ロ テ イ ン

シ
ー

ク エ ン ス の 結果 か ら 、 VH
，
VL 領域 の ア ミ ノ酸配列 を決定 した 。 こ の 配 列 を

Chotiaら1）の デー タ と比 較 した結 果 、 本 抗体の 超 可変領域 に は 荷電性 の ア ミ ノ酸

残 基 と して pKa 値を 4．0 〜 5，0に もつ Asp，Glu残 基 が 比較的多 く存在す る こ とが 分

か っ た 。 また 、 3A21 抗体の 親和定数がpH5 ．0 〜 4．0の 閼で 大 き く低下す るこ と、 さ

らに抗原 で あうRNaseA の Lys残基をアセ チル 化す ると、 3A21 抗体 との 反 応性 が低

下す る こ と 、及 び 、 RNaseA の 等電 点 が 9．5 〜 9．6と高い こ とか ら、 本抗原 一抗体反

応に お い て抗体側 の 負 に荷電す るAsp
，
Giu残 基 と抗原側 の 正 に 帯電す るLys残 基等

が結合に 関与 して い る もの と推定 した 。

　 そ こ で 、 抗原航 体反応 をア ミ ノ 酸残 基 レ ベ ル にお い て解析す る た め 、 3A2 ユ抗

体の VH ドメ イ ン の C末端 と 、
　VLドメ イ ン の N 末端側 を リン カ

ーペ プ チ ド　　 （一

（Gly）4−Ser−）3 に よ り
〜

本 鎖 に 連 結 し た singlg　chain 　Fv （sFv ）を構 築 し、 こ れ を

pCANTAB5 　vector に導入す る ことに よ りphage　antib。dyと して 発現 させ た8 こ の よ

うに し て 発 現 させ た sFv −3A21 （K1・2，1・ 107（1／M ），
　pH7．2）は 、 3A21抗 体（K＝＝9．6x

lO7（1／M ），
　pH7．2）とほぼ同程度の RNaseA に 対す る親和性を保持 してい た 。

　 さらに 、部位特異的 変異法 を用い て 、 これ まで に抗体の 結合活性 へ の 寄与が 大

きい と報 告 され て い るVH ドメイ ン につ い て 、結合 部位 に存在す る酸性 ア ミ ノ 酸

残基で あ るAsp31
、

・Asp　lOOを疎水性 の Alaにア ミノ酸置換 したphage　antibod
’

yを構 築

し、 それ に よ り得られ た 変異 sFv の親 和定数が 、 もとのsFv −3A21と比較 して どの

よ う
『
に 変化 す る の か を解 析 した 。 そ の 結 果 、 Asp31 → Alaの 場 合 ，

　 K ＝ 5．3×

106（（1／M ），pH7．2），
　Asp　100→ Alaの 場合 は K ＝ 7．4× IO6（（11M），pH7 ．2）へ と 、

‘

そ れ ぞ れ

native なsFv −3A21 に 比較 して 1／4お よび 1／3に低 下 した 。
こ の 結果 、 抗 体側 に 存在

す るAsp（→残 基 の 荷電性 が抗原
一抗体反応 に 関与 してい る可能性 が示 唆され た。
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