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2H15−1　　Sing聖← ceH 　PCR 法を1目い た抗体 の

　　　　　　 親和性成熟機構の 解析

　　　　　 ○岡澤 　貴裕．曲 　正樹 ，木 本 　崇 文．香山　絵 美，
　 　　 　　 　 金山 　直樹．大森　斉

　　　　　　（岡 山 大 1：・牛 物機 能 T⊃

2H15 −2　 新 規 ダ ニ ア レ ル ゲン Magl33 に ょ る

　　　　　　 ヘ ル パーT 細胞バ ラ ン ス調節

　　　　　 Q 中村　真 ア．河 本 　［L次，馬 場　孛治，秋 　庸裕，
　 　 　　 　　 重1日　 征 r，小埜 　和 久

　 　 　　 　　 〔広 大院
・
先端 ・生命機能 ｝

親和 性成熟は 、胚巾心 に おける抗体 口f変部 領 域 の体細胞突然変畏 と、そ れ

に よ り抗原に 対 し 高親和性 を獲得 し た B 細 胞 の 選 択 の 結果 で あ る が ．そ の

詳細 な機構に は 未知な点が 多い n 我 々 は 、親和 性 成 熟に お け る選択機構を

明 らか に す る ため に B 細胞集 団 の 限 定 され た QM マ ウ ス を用い て 解 析を

行 っ て きた 。QM マ ウ ス は ．　NP 特 異 的 な 重 鎖 VDJ 遺伝 r− （VHT〕が ノ ッ

ク イン され 、軽鎖 κ 鎖が 不 活性 化 され て い る 為 ．末梢 B 細胞 σ）約   ％ が

VllT重鎖と λ 1 あ る い は λ 2 軽鎖 を発 現 して い る 〔VHTt λ 1 と VFITi λ 2）。
こ れ まで に．VllTi　A 抗体 に対 し て 低 親和性抗原 で あ る pNP へ の 親 和性成熟
をモ ノ ク 凵

・一
ナル 抗体の 作 製に よ り解 析し た結果 、免疫初 期 に は VH

「
r／λ

1 と VH
．
「∫λ 2B 細胞は ］gM 抗 体産 生細胞 と して 活性 化 され るが 、　 pNP に

対して 初期活性の 高い VI腫T〆λ 2B 細 胞が優 先的に lgG ヘ ク ラ スス イ ・
ソ チ し、

VILT　CDR3 ヒに pNP に 対 する 特異性の 獲得に 弔要 な 変異 （T3 】3A ） を受け
て い る こ とを明 らか に し た。t

）1，1i我 々 は ，　 VHTi λ 2B 細 胞 が 親 和 性 成 熟 の

ど の 段階で選 択 され る の か と い う こ と を検討す る た め に ．抗体の 親和 性 成

熟の 場 で あ る胚 中心の 細胞 を学離 し、Sing］e−cell　PCR 法を 用い て 抗体遺伝
チの 解析を試 み たn その結 果、N’HT ，胚 中心 B 細胞の う ち V ］IT に T313A の

変異を有する細胞は約 70％ で あ
一’た．また 、T313A の変異を有す る Vl］T

．
B

細胞に お い て 軽 鎖の解析 を行 っ た とこ ろ ．λ 2 が 優先 的に 選択 さ才1て い る

傾向が 見られ た。これ ら の結 果は、単
一B 細胞 レベ ル で の 抗体遺伝アの 解

析が 親和性成熟過程の 研究に有効で ある ことを 示 唆 して い る。

【背景 】ダ ニ 排泄 物粗抗原 HM2 画 分 （30 〜4DkD ） は ．ダ ニ ア レ ル ギ
ー

患 者 lgE に 特畏的に 反応 す る ア レル ゲ ン を 含ん で い るn 演者 らは こ れ ま で

に 、HM2 の 構成成分 を検索 し、主 要抗原 Der　f3、　 Der　f6、　Der　f　17 に 加え

て UK ］14 フ
．
7 ミ 「．J一タ ン パ ク 質 と 相 同性 を有 す る新 規 ダ ニ ア レ ル ゲ ン

Mug133 を同定し た e 最 近 ．哺 乳 類 由 来 の UKt14 タ ン パ ク質 が ．ヘ ル パ ー
T 細 胞 バ ラ ン ス の Th2 偏向能や 自 己 反応 性

「
rht 細胞の 活性化 を 卞 徴と し た

免 疫 病 （関節 炎や糖 尿病 ）に 対する 治 療 効果 を 有 す る こ と が 報告 され て い

る。そ こ で 、Mag133 の ダ ニ ア レ ル ギ
ー

発症 にお け る役 割 を調ぺ る た め．そ
の ヘ ル パ ーT 細 胞 バ ラ ン ス 調節能 に つ い て 解析す る こ と を 目的 と した ．
【実験 方法及 び結 果 ｝Mag ］33　cDNA を COS7 細胞 内で His−tag 融 合タ ン パ

ク質 と して 発現 させ た後、cntcroki 【luse 消化 に よ り融 含タ ンパ ク を 切断 し て

約 16kD の 単 ．・タ ン パ ク 質と し て 精製 した。こ の 精製 rM 臼g133と SPF 環境
下で 飼育 し た Balb〆c マ ウ ス 由 来脾細胞 を混 合し て ．24時 問 前培 養 す る こ と

に よ り抗原提示 細胞 をプ ラ イ ミ ン ゲ し．続 い て 抗 TCR 抗体で T 細 胞 を 活 性

化 させ た 後．細胞 ヒ清中の サ イ トカ イン に つ い て 定量 したと こ ろ、Th2 型

サ でト カ イン で あ る IL−4 の 産 生が 誘 導 さ れ．　 Thl 型 サ イトカイ ン で あ る

［FN 一γ の 産 生 が 抑 制 され る こ と が わ か っ た。こ の こ と は．　 Mag133 が

UKIt4 タ ン パ ク 質の 特性 で あ る ヘ ル パ ・−丁細 胞 バ ラ 冫 ス 偏向能を持つ こ と

を 示 唆し て いる、，
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2H15 −3　　 「ス
ーパ ー抗体酵 素 41s−2−L」 が 持つ 誘導期の 特徴

　　　　　 ○横 道　博，光田 　有
．
希恵，一．ニ

ー
三　恵美．宇田　泰 ．t

　 　　 　 　　 （広 島県大．科技団 CREgT ＞

2H15 −4　 天 然 型 抗 体 酵 素 と 特 定 の germ 且ine〜新 し い 概 念

　　　　　　 Antigenase に つ い て〜

　　　　　 Q ：
｝｛川 　泰三，　 ・

  　恵 美

　　 　　 　　 （広島県 大．科 技 団 CREST ）

【目的】H 匸V −i の 外膜 タン パ ク gp41 は．　 HIV が ヒ ト T 細胞 へ の 感染の 際に

重要な役割 を 果た し て い る 。当研究室で 見 出 され た gp41分 子に 特異的な
抗 gp41 抗体の L 鎖、「ス

ー
パ
ー

抗体酵 素」 41S−2−L は 抗原 で あ る gp41保存
領域ペ プチ ドだ け で な く、HIV の 外膜 タ ン パ ク gp41を 酵素的に分解 する。
こ の 41S −2−L は gp41抗原ペ プチ ドを 分 解す る 際 に 、誘導期／活性期 とい う

2 相性 の 分解曲線 を 描 きな が ら 反応が 進行 し，誘 導 則 の 問 に構 造 の 変化 を

起 こ し て い るこ とが 考え られ る 。そ こ で 本研究で は 、こ の 誘導期の 性 質 に

つ いて 解杤 を行
一
〕た．

【方法】抗 gp41 抗体を H 鎖、　L 鎖に分離後、　L 鎖 （41S2 −O を 25℃ で イン キ ュ

ベ ートした。でン キュ ベ
ー一

卜時間 の 異 な る そ れ ぞ れ の 41S−2−L と 即 41抗 原
ペ プチ ドとの 反応 を25℃ 　リン 酸緩衝液 （pH6．5）中で 行い 、　 gp41 抗原 ペ

プチ ドの 濃度変化を HPLC で 追跡 した。
【結果】 インキュ ベ

ー
トを行 っ て い な い 41S．2−L と gp4T 抗原ペ プチ ドの 反

応 で は 、誘導期／活性 期とい う 2 相性の 分解 曲線 を描 きなが ら 反応 が 進 行

した。イン キ ュ ベ ー一
トの 時 間を〔｝時間か ら 95 日 と長 くして い く と次第 に誘

導期は 短 くな
．
っ て行 くが 3−4 日凵で 誘導則が な くな り，gp41抗原ペ プ チ ド

を 加え る と ただ ち に分 解反応が始 ま
一
った。また．P5 日間 25℃ で イン キ ュ

ペ
ート した 41S −2．L は 、当然 、誘導期を示 さず gp4 ］抗原ペ プチ ドを 完 全に

分解し た。こ の 事か ら 41S−2−L の抗原分解能 はか な り安定で あ る 事が 解 っ

た。

藏 者 らは こ れ まで に H ［V一且envgp41 分 子 を 特 異 的 に 破壊する 1ス
ー

パ ー抗
体酵 素 」（天然 型 抗体酵素）の 作製に 成功し た の を 皮 切 りに、i41SL ］

−2や i41−
7，また 、Helicobacterpylori　urease に 対 す る犬 然 型 抗体酵素 HpU −9 およ び一18．
さ ら には H 【V が 人白血球 へ 感 染す る 時 に 重 要 で あ る ケモ カ イン レ セ プ
タ ーCCR5 ペ ヅ チ ドに 対する 天然型 抗体 酵 素 な ど を作製 して きた．本講演
で は こ れ らの 飛然 型 抗 体 酵 素 が あ る 特定の germline に 属 す る こ とを 見 出 し

た．の で 報告す る。
【方法及び結果】抗体 可変 領 域 の こ次元 、｝：体構造解析 の データ と し ては 、塩
基配列か ら推定し た モ ノク ロ

ーナル 抗 体可変領 域の ア ミ ノ酸配 列 （35 株）、
お よ び PDB に 登 録 され て い る抗 体 の ア ミ ノ酸 配列 （56株）を使 用 し た。立

体構造解 析を実施 し た抗 体 の 内．マ ウ ス 型抗体 で L鎖 の ク ラ ス が k 型 で

あ 一
）た抗体 に

ー
， い て は 、［gBLAST を 使 っ て Vk 　germline を検索 し た．各抗

体 が山来して い る germ ］ineを 推定す る と 同時に 、触媒 1ツ組 残 基様構造 を

構築 し て い る と推定 され た ア ミ ノ酸 残 某 に つ い て は 、そ の ア ミ ノ酸 残 基 の

配 置や genmtineか ら の 変異 の 状 況 を 詳 細 に解 析 した 。そ の 結 果．　gcmnline
と V 領 域の ア ミ ノ酸配列を 比 較す る と 、触 媒 ．こツ 組残基様構造 を構成 して
い る ア ミ ノ酸 残 基 の 尺部分はあ る特定 の gcrmline に ［⊥1来 して い た。こ れ は

抗体酵素が 遺 伝 r一レベ ルで すで に 用 意 され て い る事 を 示 唆す る 重要な知見
で あ り、こ う した 抗体酵素は ARtigcnaseと 呼ぶ こと が 相 応 しい 。

Features　of　the　in｛loction　phase　in　degradation　of　antigenic 　pepti【藍e
by　super 　cata 且ytic跚 tibody 　41S −2−【．
　OHiroshi　YokQmichi，　Yukie 　Milsuda．　Emi 　Hi血 mi ．Taizo　Uda
　 （Hiroshima　Pref．しniv ．，CREST 　of 亅ST）

Na 加 ral　cata ］ytic　antibo ｛量ies　and 　discrete　gremlin巴
〜New　concept

of　Antigenas‘tV

　OTaize　Uda，トmi 　HifUmi

　 （Hiroshima 　PreE　Univ．．　CREST 　o 冂ST）
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