
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Soolety 　for 　Blosolenoe 　and 　Bloenglneerlng 厂　Japan

158　 タ ン パ ク質工 学、免疫工 学、新触媒機能 工 学

483
蓑面プ ラズモ ン 共鳴を用い たエ イズウイル ス 外膜タンパ クgp41抗体の検出

　 （広島県立大 ・ 生物資源）○ 宇田泰三 、窪 田就彦 、

一
二 三 恵美

【目的】エ イズ感染の 有無は血清中に含 まれ る抗エ イズ抗体の存在を凝集反応 や 酵素免

疫測定法に より定性あるい は定量するこ とに よ り判定されて いる。 現実 に行われ て い る

酵素免疫測定法は検出時間が長い
「
（半日〜 1 日）ため 多数検体の 測定 には不 向きで あ

る。 これ を解決するに は 自
．
勤分 析が 可能なエ イズセ ンサ ー

の 構築が 必要である。 そこ

で 、 今回は 、 まず 、 エ イ ズ ウイル ス 外膜タン パ ク9P4　，1に対する抗体の検出を取 り上げ 、

免疫反応が 実 時間で追跡可能で あ り、 短 時間で 測定が出来 る衷面プラズモ ン共鳴を用い

たZ イズセ ンサ め検討を行 っ たの で報告するle

【方法および結果】ワ ロ ー タイブに改良 レた表面プラズモ ン共鳴装置の セ ンサ ーチ ッ プ

の金薄膜上｛厚 み ；50nm ）に9P41の抗原決定領 域お よび保存領域で ある19mer ペ プチ ド

RGPD 日PEGIEEEGGERDRD を化学嚀震し、　OVAある いはHSAで ブ ロ ッ キ ングの後 、 抗

体の 導入を行 っ た 。 プラ ズモ ンの 共振曲線は実験の透中で適 当に取 り直した 。
20Ug！ml の

抗gp41薫ノ ク 囗 一ナ ル抗 体の導入に よ
・
リreflectance 信号は 2 − 3 分で 飽和 に達 しs

’
約

0．02RU の変｛ヒが 観測 され た。 こ の後 、　
IGIydne

−HCI（pH＝ 亘buπerを導入すると抗原抗体
複合体  解離が可逆的に起こ り、 信号は元に戻 っ た。 こ の 実験 を各濃度の 上記 抗体と
b畷e厂とで繰 り返 す と再現性良い 応答が見 られ、この時の検量線は検出範囲 1−20ug／ml で

ほぼ直繍 とな っ た 。 また 、 信号の 立ち上がりか ら容易に免疫反応めkine金icsが 得 られ 、 親
和性定数は0．271uM となリ、

　EuSA に よる結菓とほ ぼ 同 じ値で あ っ た 。
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484 抗ヘ ミン モ ノ ク ロ ーナル抗体の抗原認識部位 の 解析

（広島県立大 ・ 生物資源）○森原史子、石丸正 則 、

一
二 三 恵美 、 宇田泰三

　【目的】ヘ ミン は酸化 反応 を行 なう機能性 タ ンパ ク質の 補 欠分子族 として重要な役割を

果 た してい る
。 我々 は す で に 、 天然型の ポ ル フ ィリン であ るヘ ミ ン に対す るモ ノ ク ロ ー

ナル 抗体 を作製 しだ ｝
。 この抗体の可変領域 の 抗原認識 を分子 レベ ル で解 析す るた めに 、

遺伝子癬析や 、 特 に抗原 認識 に 関与 して い る超可変領域 （GDR ）に 注 目 し、解 析を行
っ たの で報告す る。

【方法お よび 緒果】 抗 ヘ ミン モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体産 生細胞 ID3 か らmRNA を抽 出 し 、

RT ・ PCR 法に よ．り抗体 の可変領域を増幅 させ た 。 ア ガロ ースゲ ル 電気泳動 で約350bp の
増幅物 を確認後 、 精製 し 、 Ml3 あ るい は pGEM −Tベ クターに組 み 込み 、 ジデオキ シ法に

、よ り塩 基配列を決定 した 。 Kabat の デー タベ ース か らサ ブグル ープ はH 鎖 がH（A）、　L鎖
が 皿で あ る と分 っ た e 次に 、 H 鎖につ い て各CDR に あた る ペ プチ ドを合成 し、蛍光消光
．法に より抗原 との 反応性 を測 定ずる と 、 CDR −2の 親和性定数 は約105／M と なっ た

。 完全
抗 体 も伺 様 に測 定す る と約 1　os／M で あ っ た 。 この こ と か ら 、 CDR −2単独で も抗体の
1！10 の 強 さ で 抗原 と

．
反 応 す る どい う興 味 あ る事実 が 分 っ た

。 ま た H 鎖 につ い て
AbM （Oxford　 moleCUIar 社｝を使用 してコ ン フ ォ メ ーショ ン解析 を行っ た ところ 、 特に

CDR −1’と一2はCDR ・3に比べ て近接 して い た 。 こ れ らの こ とか ら、、主 にCDR −1 と一2が共
同で抗 原の分子認識 に関与 しているの で はない か とい うことが推測 された

。
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