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2GaO8 　ナ ノ 分 子診 断 に 向 け た ア レル ゲ ン 分子 の 作製
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【目的】ア レ ル ギ
ー

の 根治療法で ある特異的免疫療法 を効 果的 か つ 安全 に行
う た め に は、現行の 生物種 レ ベ ル で の検査で は な く、患 者 ごとに 異 な る ア

レル ゲ ン 感作状況 を分子種 レ ベ ル で 特定する こ とが 必 婆 とな る。本 研 究 で

はバ イオ と 半導体ナ ノデバ イス 技術 との 融合 に よ る ア レル ギ ー分 子 診 断技

術の 開発 に 向 けて 、アレ ル ゲ ン の ン リカ 基盤上 へ の 1点「定 化、並 び に 同 基 盤

上 で の lgE 抗体測定 を評価 する こ とを 目的 とし た。
【結 果】 モ デル ア レル ゲ ン と して ダニ の 主要抗原 D げ f2 を 選 択 し、こ れ を

シ リカ 基 盤 上 に 配置する 目的で シ リカ 結合性 タ ン パ ク 質 〔SBP） を Der 【2
に 融合さ せ た Derf2 −SBP を作製 した。またSBP に は シ リカ結合 ドメ イ ンが

二 箇所存在する こ とが 明 らか となって お り、半導 体デバ イ ス へ の 応用 に 向

けて これ ら機 能 ドメ イン 部分の み を用 い たDer ±
12−SBP も作製 し た。こ れ ら

の 融合タ ン パ ク質 を、大腸菌Rosetta・gami（DE3 ＞pLysS株な らび に 分子 シ ャ

ベ ロ ン 融 合ベ クタ ー
である pCotd　TF を用 い た低 温発現 系 を に供 した と こ

ろ 、可溶性 タン パ ク 質 として 発現さ せ る こ とに 成 功 した 。さ ら に これ ら Dei

r2−SBP は、ダニ ア レ ル ギ
ー

患者血 清を用 い た Wesしe1
．
n 　blOt解 析に よ り IgE

抗体 との 結合活性 を有 して い る こ とも確認 され た 。現 在 、作製 した Der 　r　2
並び に Der 　f2 −SBP の よ り詳細な抗 原 性 の 評 価 を行 う と共 に、半導体 デバ イ

ス へ の 応用 に 向け广
1
基礎的検 討を進め て い るc
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【目的】抗体の 抗原に 対す る高い 特異 的親和性 を利用 した 酵素 固柑 免疫測定

法 （FLiSA ）は医療診 断、食品検査等を 中心 に 広 く用 い ら れて い るが、モ ノ
ク ロ

ーナル 抗休の 生産 コ ス トが 非常に 高く、試薬量 の 削減が 求め られ て い

る 。本研究で は、独 自に 開発 したボ リス チ レ ン親利性 ペ プチ ドCPS−tag ＞を
モ ノ ク ロ

ーナ ル 抗体 （mAb ）に 標識 し、月 リス チ レン プレ ー
ト〔PS　plate）に高

親 和的か つ 部位 特異的に 1占「定化可能 な新 規 リガン ド抗体（mAb −PS．tag ｝を調
製 した．．　nuXb −PS・しag の PS　plateに 対す る吸着特性な らびに PS　plale−h．に お け
る安 定性 を解析 し、抗 体試薬景0）削減が 可能 か を検討 し た c

【方法お よび 結果】マ ウス 抗 11NF−a 抗体に PS−tag （KRAFIASRRIRRP ）を化

学修飾 した mAb −PS −tag を調製 した。様 々 な濃度お よび体積の 抗体溶液 を用
い て親水性な らび に 疎水性 PS　plaLeに 非標識抗体（mAb ）な らび に nrL4b −PS−
Lag を固定化 し、固定化量 な らび に残存抗原結合活性 をDircct　EUSA な らび
に Sandwich 　LLISA に よ っ て 冂平価 した 。そ の結 果．　 n 盛 b は周定化密度の 減

少 に伴って抗原結合活性が 著 し く減少 した の に対 し、mAb −PS −rag は固定化

密度 に関わ らず安定な固 定化が 可 能で あ っ た 。
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2Ga11 　軽鎖融合 法に よ る抗体酵素 融合タン パ ク複合体 の

作製
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抗体に 他の 機能性 タン パ ク 質 を結合さ せ た 融合タ ン パ ク質は様 t／ な分野で

応用 さ れ て い るv この よ うな 融 合 タン パ ク 質は tt一に 化 学修飾法 で作 られて

い るが 、部 位特 異 的 な 修 飾が 難 しい た め タ ン パ ク 質の 機 能が失われた り副

産物が 生 じた り とい う間 題 点 が あ る．そこ で 、これ らの 問題を解決 し特 異

的な修飾 を可 能 とす る 新 しい 簡 便 な シ ス テ ム の 開発を行った．
本研 究で は タ ン パ ク 質 連結 酵 素 を 用 い た who 且e の 抗 体 との 融合タ ン パ ク質

調製法の 開発 を 目野す。具 体的 な戦 1咯 として Z∠ ド メイ ン に 酵素 の 某 質配列

とな る タ ク
．
配 列 を付 加 し酵素 を 用 い て他 の 機能性 タ ン パ ク質 と結合 させ

る 。そ して 、ZZ ドメ イン のAmnitアを 利 用 して この ∠Z一機 能 性 タ ン パ ク質複

合体を抗体に結 合さ せ抗 体の 高機能 化 を 目指 す。これ に よ り副産 物 之 tじ

る こ とな く、そ れ ぞ れ の タ ン パ ク質 の機 能 を維 持 した ま ま融 合 タ ン パ ク質

を調製 で きるn
本研究 で は基質 配列LPETG を 認識 して丁 とG の 問 を 切 断 し、　N 末 端 に Gll・5
を持つ タ ン パ ク質 と結合 させ る SortaseA（SrtA）と い う タ ンパ ク質 連 結 酵 素

を用い たc 今回、抗体 と結 合する タ ン パ ク質 と し て、アル カ リ フ ォ ス フ ァ

タ ーゼ （AP）を選んだ。遺伝 了
・
改変に よ り N 末 端 に Glv5配列 を付 加 し た AP

（Gly5 −AP ）、　C末端 に 1．PETG 配列 を付加 した ZZ ドメイ ン CZ7−1．PETG ） の

発現ベ ク タ
ー

を構築 しそれ ぞれ 発現、精製 し鵡 これ 广 2種 類 の タ ン パ ク

質 を混合 しST．IA を加えて 37℃ で 24h静置 した 。その 後SDS．PAGF．に よ ・，こ

れ らの 複合体 ZZ −AP が得 ら れた こ とが 確認 で きた 。さ ら に、こ の 複 合体 は

抗体 と混合 する だけで ZZ ドメ イン を 介して 機能性 タ ンパ ク質 を抗 体に 結

合 で き る こ と も示 された。
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【R 的】．各種生体関連分子 の特異的検 出、定量 に繁用 される 免疫測定法の 実
施に お い て は 酵素標識 抗体 の 澗製 が不 可欠である。しかし従 来の化学結 合

法に よる 調製で は 抗体 分子 の精製 と修 飾 ・反応物の 精製が必須 であ ト，，ま

た 組換え抗体 を用 い た酵 素融合 タ ン パ クの調製 にお い て は手間 のか か る抗

体 遺伝 子 ク ロ ーニ ン グが必 須 とい う難点が あ っ た。これ らの問遡 を回避す

る た め ．今回 我 々 は抗体 軽鎖 とレ ポータ
ー

酵素 との 融合 タン パ クを抗体産

仕三細胞 で 発現 させ る こ と に よ る．抗原結合能 と酵素活件の 両者 を持 つ 複合

体 の 発現を試 みた 。
【方法】NP （（4−hydrox｝

’．3．nirrophen ｝P　 acctyl 〕 を特異的 に認識す る抗体
の L 鎖 （　　／1） と分泌 性 アル カ リフ ォ ス フ ァ タ ーゼ （SEAP ） をリン カ

ー
で

つ ない だ タ ン パ ク をコ
ー

ドするベ ク ター，お よび 酵素 と して二 量体 の SEAP

の かわ りに 単量体で あ る Gatts．yia 　luciferase（（− uc ） を組み込ん だ 発現ベ ク
タ ー

を作製 した。次 に こ れ らを 抗NP 抗体lgM　H 鎖発現ベ クタ ー
pS  W μ 1

と共 に Gos −1細胞に 導入 し、発現 さ れ t タ ン パ ク質を 回収 し解析 を行 っ た 。
【結果】Cos．1細胞発現 系に お い て、　L鎖 とSEAP ．又はGlucを リン カ ーで つ な
い だ 融 合タ ン パ ク （VLGL −SEAP 、　V 【CErGluc），お よびL鎖定常領⊥戊とSEAP
又 は Gluしを リン カーで つ ない だ融合 タン パ ク 〔（：L

−SEAP．　GL−Gluc）の 分
泌 発現 に成功 した 。また VLCL −SEAP お よびVL．CL−GlucとH鎖 が 会合 した 十

分な 抗原結合能 と酵素活性 を併せ 持った複合体の 発現が 砥認さ れ た u 現 在、
ハ イブ リ ドーマ 細胞で これ らの 融合タ ン パ ク 質を発現さ せ．目的 の 抗体酵
素融合 タン パ ク複合体が 形成さ れ る か どうか 検討 して い る。
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