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1130RAG 発 現 細 胞 の新規 蛍光標識法 に よ る検 出
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【口的】血球 系疾 患 の 治 療 に お い て 遺伝 了
．
治療効果 を 向上 させ る に は，造血

幹細胞 を タ
ー

ゲ ッ トと して 効率 よく遺伝子 導入 が 行わ れ る必 要が あ る が ，
遺伝 子導入効 率は低 い の が現 状で ある．そ こ で 、治療遺伝 子 と と も に増殖
シ グナル が伝 達で き る よ うな 受容 体 の 遺伝子 を導入 す る こ と で，治療遺伝
子 導入 細胞 の み を選 択 的 に増殖 させ る こ とを考えたttしか し 、天 然 の 受 容

体を用 い る と、そ の 受容 体を発現 して い る他 の 細胞の 増殖 を促 進 して しま

うとい う副作用 が 危 惧 され るe そ こ で 、受容体の サ イ トカ イ ン 結 合部位 を

抗 体の 抗原結合部位 で置換 した抗体 〜受客体 キメ ラ を構築し，そ の 応答性
を検 証 し た．
【方法及 び結 果｝ErythropoietLn 受容体 （EpoR ＞の リガ ン ド認識 部位 （N 末
端 か ら Vall18 ま で ）を in　vivo で 免疫 原 性 が な い と考え られ る小分 丁

一
の

Fluoresccin （Fl）に対す る杭体の 抗原 結 合 部位 （ScFv）に置換 し，その 細胞
内 ドメイ ン をIL −6 受容 体β鎖gpl30 に 置換 した キ メ ラ受容体 を作製 した ．
ベ ク ターには ，こ の キ メ ラ受容体遺伝子 と と もに EGFP 遺伝子 を組 み 込 ん

だ 。レ トロ ウィル ス で ，こ の ベ ク ターを IL−3 依存性 血 球細胞 で ある BatFS
に 導入 し 、EGFP 発 現 を 指標 に キ メ ラ 受 容 体発 現細 胞 の みを Sorting した 。
回収 した 細胞に，まず FI閲距離が多様で あ る と考え られ る FI標識 BSA （BSA −
Fl｝を 添加 した とこ ろ，　 Fl 応 答性 が あ る こ とが 確認で きた。続 い て 圏文配
列 の 1 木鎖 DNA の 5

’
末端 を Fl修飾 し，それ を ア ニ ーリン グ させ る こ と

で Fl　dimel・を作製 した，リン カ
ー

長 と して は ，細 胞 外 ドメ イ ン EpoR の

Vall18 間が 35A で ある こ と を指標 に 8 〜14mer （SO
〜52．5A ）の 7種類 を

試 み た。そ の 結 果，1（，〜ISmer に お い て ほ ぼ大差 は無 く，0．5 〜1μM の

濃度 で ，キ メ ラ受容体発現細胞の み を選 択 的 に 増 殖 させ る こ とに 成功 し た 。

　骨髄 中の 未成熟 B 細胞 に お い て 、recomblnaition 　activating 　gene（RAG ）−
1、RAG −2 の 遺伝子 崖 物 が抗 体 の 可 変領域 を コ ードす る v （D り遣伝子 断 片
の 再構成 を行 い 、多様 な 抗 原 レ セ プ タ ーを持 つ B 細胞 ク ロ

ー
ン が 生み 出 さ

れ る。一方我 々 は、RAG の 発 現を 末梢 リン パ組織 の B 細胞に お い て も確
認 し て い る。本研 究で は ．分化段 階 に よ り変動す る RAG の 発 現 を 可 視化
して 観察す るた めに 、RAG に よ る v （D ）J組換 え が行 われた細胞 にお い て 、
RAG に よ る遺伝 子 組換 え が 起 こ っ た場 合に の み 、ある 蛍光蛋 白が 発 現 す る

人 ⊥ 基 質 を作 製 した。人工 基質上 に は、v （D ）J 組換えに お け る RAG の 認
識配列 （RSS）の 間に 、二 っ の 蛍光 蛋 白遺伝 丁

一
（Ds．　RED ，　EGFP ） を ll：い に

逆方向 に 挿入 した 。この 人工 基質を レ トロ ウイル ス ベ ク タ ーに よ り細胞 に
導入 す る と赤 色 蛍 光蛋 自で あ る DsRED が発 現 され るが 、　RAG を発現 させ

る と蛍 光蛋白 遺伝 子の 向きが 逆転 し、DsRED に代 わ っ て GFP の 緑色蛍光
蛋 向が 発 現さ れ るよ うに 変化する よ う設 計 した．こ の ベ ク ターを用 い て 数
種 の 細胞株に お い て RAG の 発 現 に対 応 して 緑 色蛍 光 を発す る細胞 を検 出
で き た。さ らに RAG 陽性細胞 の 存在す る胸腺 の 組織切片 にお い て赤色蛍
光 を 発 す る細 胞 と共 に緑 色蛍 光を発 す る細胞 も検 出す る こ とが で きた c こ

れ は 、RAG の 発現に 依存 して 人 ⊥ 基質が 組換 え られ 、発 現す る蛍光蛋 自が

変化 し、RAG 発現細胞 を可視化 で き る こ と を示 唆 して い る。
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　免 疫 後 、産生 され る抗体 の 抗原 に対す る親和 性 は 時間 と共に 上 昇 し、こ

れ は親 和 性 成熟 と 呼ば れ る．こ の 親和性成 熟機構 を詳 細 に検討す る た め に 、
我 々 は B 細 胞 レ パ トア の 限定 された Quasimonoclenal（QM ）マ ウス を用い

て 解析 を行 っ て きた。こ の マ ウス の B 細胞 の 多 くは 、NP 特異的な可変部
領域 （VHT ）を持 つ II 鎖 と、／ 1、λ2 の い ずれか

．一
方 の L 鎖を発 現 し て い

る。我 々 は 、QM　B 細 胞 に 対 して 低親 和性 の 、　 NP 類 縁俸 で あ る p−nirro −
ph 艶ylacctylψNP ）を こ の マ ウス に 免疫 した 際 に 、　PNP に 対 す る親 和性 成
熟が 起 こる こ とを 見い 出 して い る。VHT ＋

抗 体の 解 析 か ら、抗 PNP 抗体
応答の うち IgM ク ラ ス で は VIIT ／」．1 及び VHT ／？．2　B 細胞が応答 して い る
が 、IgG ク ラス で は VHT1 λ2　B 細 胞 の み が応答 し 、そ の II鎖可変音「噸 域
に 共通 の 変異 が 導 入 され て い る こ とが 確認 された。そ こで 抗ヵNP 応 答 に お

け る VH τ 膿 IgG の 選 択 お よび 親和性成熟を詳 し く解析 す るた め に、様 々

な VHT ＋H 鎖 1L鎖 の 組 み 合わせ を持 っ た rccombillan し抗 体 を作 成 し、pNP
に対 する 特異性 の解析 を行 っ た 。そ の 結果 PNP への 特異性 を獲得 し た変 異
VHT ＋ IgG 抗 体 重 鎖は ．　AI、」．2 軽鎖の 両方に 会合 して 抗体を 形成 す る が 、
λ2＋

抗 体 の み が pNP に 対 して 高親 和性 で あ り 、Al ＋
抗体 はPNPに 対 す る親

和性 をほ とん ど持 た ない こ とが 明らか に な っ た。さ らに H 鎖可 変部領域 に

お け る 共通 変異、YIOIN 、　AlO2T の みを導入 した抗 体の 解析 か ら、YIOIN
変異 が PNP への 親 和 性獲 得に 重要で to

“　［）、Ale2T 変異や 他の 変異 の 蓄積
に よ ［）PNP に対 して 高親和性、高特異性 を獲得 して い く過程 が示 唆 され た．

【目的】トラン ス ジ ェ ニ
ッ ク鳥類に よる 卵巾への 有用 タ ン パ ク質 生 産 は ．時

間 と コ ス トの か か る大 型哺乳類に替わ る新たな タ ン パ ク質生 産 法 と して 期
待 され て い る。我 々 は こ れ ま で に レ トロ ウイ ル ス ベ ク タ ーを 用 い て トラン

ス ジェニ ッ ク 鳥 類の 作製が 可能で ある こ とを示 して き た。実 際 の 生 産 に お
い て は 、ニ ワ トリ体内 で 生 産 させ た 目的タン パ ク質 を卵 へ 効 率 よ く回収す
る こ とも必 要 で あ る。鳥類で は 母鳥 の 血清中の 抗体 が卵 黄中 に 高濃度 で 蓄
積 する こ とか ら、本 研 究 で は Fc 融合 タン パ ク質の 卵黄移行 に つ い て 検 討
し た 結果 を 報告 す る。
【方法及 び結果 】産 卵 ニ ワ ト リの 静脈に ヒ ト IgG 抗体 を注 入 した後 、放 卵

された卵を経時的に 回 収 した。サ ン プ ル 中の ヒ ト抗体量 を ELISA 法 に よ っ

て 測定 した結果、ヒ トIgG 抗体 が卵黄 での み検 出され た。こ の 際の移行 に

重 要な部位 を決 定す る た め に 、ヒ ト IgG 抗体の Fab 、　Fc フ ラ グメ ン トをそ

れ ぞれ ニ ワ ト リに注 入 した。そ の 結果、Fab フ ラ グメ ン トは ほ とん ど検出

され ず、Fc フ ラ グ メ ン トの み が卵 黄中に移行 する こ とが 明 らか と な っ た。
そ こ で 、様 々 な タ ン パ ク質をヒ ト Fc 部位 と融合発 現 させ た タ ン パ ク質が

卵黄へ移行す るか ど う か を検討 した 。そ の 結果、試み たす べ て の タ ン パ ク

質 で血 中か ら卵 黄 へ の 移行 が観察 された c こ れ らの タン パ ク 質は 卵 白で は

検 出 され な か っ た こ とか ら 、Fc 融合 タン パ ク質 を卵黄特 異 的 に 蓄 積回 収す
る こ とが可 能で あ る もの と考 え られた 。

Analysis　of 　antibody 　affinit ア ma 加 mtion 　in　the　mice 　with 　restricted

Ecell

　QKagdUmi
「
lbd 〔  ］takafUmi 　Kini〔，to，　Masaki　Magari，Naoki 　Kanayama ，

　HiしDshi 　Ohmori 〔Dept ．　Biote匸h．，Okayama 　Uni り

Transfer 　of　Fc−fUsed　proteins　into　a▼ian　egg 　yolk

　Naoko 　AI且d【｝．　 Hiroyuki 　Matsumo しo，　Kenichiro　Ono ，⊂） Kenichi　Nish．
　liima，Masami ⊂hi　KaTnihira ，　Shinj｛Iijima （Nagoy

’
a　Umi、り

Keア words 抗体親和性成熟，体細胞 突然変異，レ パ ー
トリ

ー
選 択，

recombinant 抗体
Key 　wor 己s　Fc−fused　proLein，　 aΨian　egg ．　 cgg 　）

’
olk

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


