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3C13−3 フォ トニ ッ ク結 晶 材 料 を用 い た 免 疫 セ ン サ
ー

の 開

発

O 伴 野 倫 子 ，横 山 義之 ，斉藤 真 人，高村 禅，民谷 栄
一・

（北 陸 先端 大 学院）

3C13−4 　Generation 　and 　Screening 　of 　Monoclemal 　A 皿 ti−

　bod 孟es 　Using　Sing且e・Step　Single　 Cen　 RT−PCR
且inked 　in　vitro 　Expression

OMuhamad 　Ah ，　Hideo 　NAKANO ，　Kiyotaka 　HITOMI

〔Grud ．　Sch．　Bioagri．　S〔i．，　Nagoya 　U 【liv ．）

【目的 】抗体 を認識素子 とす る免疫セ ン サ
ー

は 医療分析、礫境分析 な どに極

め て 有効で ある。し か し なが ら、従 来か ら用 い られ て い る方法で は 、蛍 光

分子 や酵素な どの 標識剤 を必要 とし．多段階 の 極 め て煩雑 な操作が 必要 と

され る ．そ こ で、本研究で は 、フ ォ トニ ッ ク結 晶材料 を用 い た免疫セ ン サ ー
の 開発 を検討 した．す なわち、ポ リス チ レ ン ビ ーズ の積層に起因す る光学
特性、ブラ ッ グの 反射 を表す式 の面 間隔 〔d 値）を温 度応答性ゲ ル で ある

相転移温度32℃の N 一イ ソプ ロ ピ ル ア ク リル ア ミ ド （NIPAArn）の 伸縮作用

に よ り変化 させ た フ ォ ト＝ッ ク結晶の作製を行 い 、これ と抗原抗体反応 を

組 み合わせ た視覚的な色の 変化 を指標 と した免疫セ ン サ
ーの 開発 を試み

た。【方法及び 結果 】直径4mm の 穴の 開い た シ リコン ラバ ー
シ
ー

トが貼 り

付 け られた、Si基板 にポ リス チ レン ビーズ （粒径202nm＞溶液がそ の チ ャ

ン バ ー
内へ滴下 され、乾燥後、シ リコン ラバ ー

シ
ー

トは取 り外 され た。梨

橋 された Poly −NIR 恤 n が その 基板上 へ塗布 され、一晩静置後、架橋 され た

Poly−NIPA ，in が 塗布 された 試料 を15℃ の 蒸 留水 に浸 し、デ ジ タル 顕微鏡及

び分 光器 （USB20 （）O）によ り、観察、測定 した．結 果、レ ッ ドシ フ ト量 は

15℃ の 蒸留水に浸す時間に あま り影響 され るこ とはな く、架橋 され たPoty−
NIP ，MXm の 架橋剤 の 配合率 の 減少 とともに増力lrした．次 に、ポ リク u 一ナ

ル 抗 体 を吸着 させ たポ リス チ レ ン ピーズ に抗 原 を反応 させ るこ とに よ リ

ビーズ 同土 が結合 し、面間隔の 変化量 による抗原濃度 に応 じた色変化 を検

討 したの で その 結果 にっ い て も報告す る予定 で ある。

We 　have　developed　a 　simple 　and 　c妊icien亡 expression −screening 　method

fbr　monodonal 　antibQdies 　 on 　sing 且e −step 　 single 　ccll 　reverse 　transcription

poli
’merase 　chain 　rcac しiol1（RT−PCR ）follow巳d　by　tln　vllt・ro　expression 　and

functlona］ screening 、　Our 　 mcthod ⊂ollsist 　 of   cDNA 　 synthesis 血om

single 　hybridoma ⊂ells，　fbllowed　by （h＞single−step　PCR 　amplification　of しhe
Lc　and 　Hc （Fd　p〔｝rt．ion）cDNAs 　separa 匸ely　using　tow　concentration （50
nM ＞of 　the 　 respective 　 cDNA −specific　primers　with 　51　homo−tag　in　the
presen〔e　Qf しhe　homotag −spcCi 正ic　primcr （500　nM ），（iii）overlapping 　PCR
of 匸he　 ampli 且ed　L〔 and 　Hc 〔DNAs 　 witb 　 tbe　DNA 　cassettes 　fbr τ7

promotcr （Pl17），　 Shine　 Daigarno　〔SD） sequenc じ and 　transcription

terlninator （term ｝to　constru 〔し the　f6110wing　expression 　unit ；PT7 −SD−Lc・
tcrm 　and 　PI／7−SD−Hc−term ，　and （iv＞魏 協 γo　expression 　of しhcse　unit 　using

our 　Escherichin　 coli　S30　 cet ］−free　 extract 　in　an 　 oxidative 　condidon 　that

cnablcs 血 nctiollal 　Fab　producしめn ．　Th じ Fab　fraglnent　synthcsizcd 　in　thc
cell ．free　 system 　can 　be　subjected 　to　thc　 subsequcnt 　fhnctional　screening
su ⊂h　as 　ELISA 　without 　puri丘cation 、This　mcthod 　is　advalltageous 　not 　only

to　labor
−saving 　a 疋ld 　cost −effectivcness 　 buヒ also ，　 most 　 notably ，　 the

eliminatiQn 　of しhe　necessit アofvirtuall γ two −step 　PCR 　for匸he　preven［ion　of
crOSS ．contamination ．
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　培養 B 細 胞株 の 変異機能 を利用す る新規な in　vitro

　抗体作製 シス テ ム
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・
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Phagc　display法 に代 表 され る説 漉 7θの抗 体作製 シ ス テ ム は 、系 自体 に変異

導入 に よ る レパ
ー

ト リ
ー

多 様 化機 能 が な い た め、獲得で き る抗体は 初期の

ライ ブラ リ
ー

に依存 して お り効率 性 に限 界 が あ る。そ こで 、自発 的 に抗体

遺伝子 を変異 し続 け る ニ ワ トリB細 胞 株 DT40 を 用 い て 、変 異導入 と高親和

性 ク ロ
ー

ン の選 択 を組 み 合 わせ る こ とに よ り、簡 便 か つ 迅 速 に 高親和性 の

モ ノ ク u 一ナ ル 抗体 （mAb ） を取 得 で き るシ ス テ ム の 確 立 を 日指 す 。我 々

は DT4 〔〕の 抗体遺伝子 へ の 変異 導入 に必 要 な 酵 素 で あ る AID 発 現制 御 に よ

り変異機能 の ON 〆OFF 制 御が 可 能 な DT40 ・SW を樹 立 した。今回 、　 DT40 −
SW を 用 い て 実際 に 抗原 特 異 的 mAb の 取得 を試 み た 。まず 、変 異導入 を AID ．
C）N に した 状 態 で 培養 し、DT40 −SW の抗 体 レパ

ー
ト リ

ー
を 多様化 させ た．

次 に 、モ デル 抗原 と して ハ プ テ ンNP を 結 合 させ た BSA をbiOtin化 し、こ れ

が 結合す る ク a 一ン を StrCPtavidin 磁 気 ビ
ー

ズ を用い て 単離 した。その 結

果 、lXlO7 細胞 か ら39ク v 一
ン を 取 得 で き ．そ の う ち7ク ロ ーン が NP 特異

的 で あ っ た 。さ らに 、得 られ た ク ロ
ー

ン の 親 和 性 を 一L昇 させ る た め 、AID −
ON の 状 態 で 培 養 し、セ ル ソーターに よ り親 和性 の 高 い 細胞 の みを 回 収 し

た 。この 操 作 を 繰 り返 し、よ り親和 性 の 高い ク ロ
ー

ン を 獲得する こ とが で

き、そ して 、AID −OFF にす る こ とに よ り、有用 な 変異を 固定 した ク P 一ン

と して 取 得 で き た 。従 っ て 、DT40 −SW を用 い て 、生 体 内 で行 われ て い る親

和 性成熟 と同 等の プ ロ セ ス で 効 率 的 に 目的抗 体 を 取得 で き る シ ス テ ム を構

築す る こ とが 可 能 で あ る 。

3C14−1beta ・1，3−glucanaseに 相 同 な新規ス ギ 花粉ア レ ル

　ゲ ンの 同定

O 黒 田 美 紗
一r 　

1，秋 庸裕
1，島 田 弥生

2，力 丸 智史
s，大磯 勲

呂，
　河 本 正 次

且，橋本 邦彦
3，小 埜 和久

工

（
1
広 島 大 院

・
先端 ・生 命機 能，2 科技振

・プ ラザ広 島，
　

1’
西 川 ゴ ム 工 業）

【目的】ス ギ 花粉症は国民の 約13〜16％が罹患 して い る と言われる代表 的な

ア レ ル ギー性疾患で あ る。ア レ ル ゲン 特異的免疫療法に よ る 根本 的治療 を

行 うた めに は，患者 が感 作 したア レ ル ゲン 分子 種を特定する診 断技術 が 必

要不 可欠で ある。こ れまで に ，ス ee
’
Cf）Ptomeriaj

’
aPenica 花粉抽 出物の 二 次

元 IgE 免疫染 色及び 質量分析か らなる網羅 的ア レ ル ゲ ノ
ー

ム 解析 に よ っ
て ，多数の ス ギ 花粉症患者が 感作 し て い る数 々 の 重要なア レル ゲン の 存在

を 確認 して い る 。本講演で は，ス ポ ッ トNo ．39 の ア レル ゲン （CPAS9 ）に

つ い て 報告する。【方法及 び結果 】患者 血清40検体 を用い た二 次元 IgE免 疫

染色 で 19検体が 陽性反応 を示 し たCP へ39に つ い て，　MALDI 　TOF −MS に よ

る構 造解 析を行 い ，部分 ア ミノ 酸配 列を得た。デ
ー

タ ベ ー
ス
．
「青報 を も と に

オ リ ゴ プ ライ マ
ー

を作成 し て PCR に より全長遺伝 子 を単離 し，解析 した 結

果，他種植 物 （オ リ
ー

ブ，ラテ ッ ク ス 等 ）由来ア レ ル ゲン と して報 告 され

て い る B −1β一glucanaseに 高い 相同性 を示す こ とが わか った 。バ キ ュロ ウ イ

ル ス ．昆虫細胞系 にお い て発 現 し た組換 え型 CPA39 を 各種 ク ロ マ トで精 製

し，患者 IgE 反応 活性 をELISA 法で調 べ た と こ ろ ，28検体 の うち 17検体 が

陽性 で あ っ た．
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