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2EpG7 A 型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の ヘ マ グル チ ニ ン

　（HA ）高度保 存 領 域 に反応 するモ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗体

　InE4・15 の 性質と発現
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【背景 ・目的】A 型イン フル エ ン ザウ イ ル ス の感染 は、hcmagglutinin〔HA ）
と ヒ ト繊 毛上皮細胞表面 と の結合 に よ っ て始 ま る cA 型 ウ ィ ル ス で はHA に

6種類 の 亜型 （Hl −H16 ）が存 在す る。我 tt は 、　 H1 、　 H2 、　 H3 お よびH5 に

共通 する保 存領域 に 対す る モ ノ ク ロ ーナル 抗体 （lnfA 　serics ）の fF製 を行 っ

たの で それ らの 生化学的 、免 疫化学 的 そ して酵 素学 的検 討結 果を報告す る。
【実験方法 ・結耒】抗体は マ ウス 腹水 か ら、その 重 鎖 ・軽鎖は こ れまで の 方

法 で 精製 した。また、抗体軽 鎖は pET20b 〔＋）な ど に 組み込 ん で 大腸 菌
BL21 （DE3 ）pLysS で 発 現 さ せ た の も使 用 し た。抗 体の 免 疫学 的性 質は
E 廴 ISA お よび western 　blotで 、生 化 学 的 性質は ITG や 2 次元電気泳動画像解

析（Tyhoon ）を行 っ て調べ た ．酵 素 活 性 試験 は抗体 をMCA 基質 と混合 し、温
度37 ℃の 条件下で 行 っ た。
InfA −15 抗 体お よび その 軽鎖 ・重 鎖 を用い て イ ン フ ル エ ン ザウ イル ス に対
す る weslern 　blotを行 な っ た とこ ろ系統樹 的に遠 い HINI ，HSN2 共に 明確
に 反 応 して お り興 味 あ る結 果 が 得 ら れ た 。発現 lnfAl5 抗体軽 鎖 （rec
InfAl5L ）はマ ウ ス か ら精製 して 得た 抗体軽鎖 よ りも高 い 抗 原特異 性 を示
し、か つ 、mon 〔，mer よ り もdimerを形成 し易い こ とが分か っ た 。　M （：A 菽

質分解試験で は 抗体精製 後 の 透析濃度、保存条件 の 違い が 触媒能 力 へ 影響
を与 る こ とが 示 唆さ れ た 。
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【目的 】
モ ノ ク ロ ーナル 抗体は近年、抗体医薬 として 注 目を 集め て お り、これ まで

抜本的な治療法が存在 しなか っ た分野に も光明 を与え 始 め て い る。本 研究

室で は、SIGREX 法 （Single−cell　1（1：PCR　liIlked　in　vitro 　expression ） とい

う新規 モ ノ ク ロ ー
ナル 抗体 取得法が 開発 され て い る 。この 方法は

一
細胞

RT−1’GR と無細胞蛋 白質合成を組み合わせる こ とに よ り、マ ウ スの 脾臓 や
ヒ ト末梢血 の リン パ 細胞 か らわずか

’2日で抗体が取得で き る。本研究で は、
イ ン フル エ ン ザ ウ イルス の 表面蛋 自質 ヘ マ グル チ ニ ン （HA ）ワ クチ ン を

抗原 と し、この SIGREX 法 を用い て イン フ ル エ ン ザウ イ ル ス に対 する抗体

を取 得する こ とを 目的 とした。
【方法

・
結果】

まず免疫性を与 えた ヒ トの ボ梢血か ら抗原結合能を有する B 細胞 を、磁性
マ イクロ ビーズ を用 い て選択 的に単 離する。そ して これ らの 細胞 を限界希

釈 し、1ウ」．ル あた り1細胞 となる よ うに分注 し、一細胞逆転写P〔：R お よ
び 2段階の PCR に よ り抗体 の遺 伝子 を増幅す る。次 に無細胞蛋 白質合成系

での転 写 ・翻訳反応 に必要 な配列を抗体遺伝子 に 付加 し、無細胞蛋 白質合

成を行 う。合成 した抗体 の結 合性を ELISAで 測 定 し、シ グナル の 高い 遺伝

子を取得 する，以上がSI（：REX 法 であ る。これ ま で に、　 HA ワ クチ ン を用 い

て ヒ ト末梢 血からHA 結合能 を有す るB細胞を単離し、一細胞 由来の 抗体遺

伝 子の 増 幅に成功 して い る。現在、増幅で きた 抗体遺伝子 を発現 し、その

評価 を行 っ てい る。
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1目的］本研究 で は、電気パ ル ス 〔PEF ：Puls巳d　Electric　Fi巳ldl法 に基 づ くモ ノ

ク ロ ーナ ル抗体作製 にお い て最 も重要なス テ ッ プの 1 っ で あ る抗原に よる

B細胞選択 に着 目し、複数抗原に よ っ て 同時感作 され たマ ウス B 細胞を 目的
の各抗原 に よ っ て選択後、ミエロ

ー
マ 細胞 と選択的電 気パ ル ス 融合 を行 い 、

複数抗原 に対す る同時マ ル チ タ
ー

ゲ ッ ティ ン グモ ノク ロ
ー・ナ ル 抗体作 製法

の開発を 目的 と した。
［実験方法及 び結 果］マ ウス腹腔内に複数抗原 とア ジ ュ パ ン トを 混合し た 油
中水型 エ マ ル シ ョ ン を注射 し免疫化 を行 っ た。そ の 後、マ ウ ス か ら無 菌的
に 脾臓 を取 り出し、各抗原に よ っ て 目的の B細胞を選択 した 。ビオ チ ン ノア

ビ ジ ン 間の 強い 親和力を利用 して ミエロ
ー

マ 細胞 と架僑形成 させ 、両 細胞
に 電気パ ル ス を負荷して 選択的に 融合を行 っ た。作製 され た ハ イ ブ リ ドー
マ をHAT 選択培地 で培養後、上清に 分泌される抗体 を、　 ELISA 法 を用 い て

アッ セ イ を行い 、各抗原に 対する 抗体 価を決定 した。その 結果、同時に B

種類の 抗原に 対する 抗体産生 ハ イブ リド
ー

マ 作製 が可能 とな り、そ の 抗原
投与方法は別 々 で も同時で もハ イブリド

ー
マ の作 製効 率に影響を与え な い

こ とが 明 らか に な っ た ．そ こ で 、マ ウス の 負担を配慮 して 同時 に抗原 を投
与す る方法を 用 い て、4 種類の 抗原に対 する抗体産生 ハ イ ブ リ ドーマ 作製
を明 らか に する こ とが で きた 。さ らに、複数抗原 によ っ て 同時感作 さ れた

脾 細胞か ら目的の 1種類の抗 原に対 する抗体産生 ハ イブ リドーマ の選択的
作製 も可能で ある こ とが 示さ れた。

［目的 ］アル フ ァ
ー

フ ェトプ ロ テ イ ン 〔AFP ）は糖 タ ン パ クであ り、肝細胞 ガ
ン 、肝炎、肝 硬 変な どで 血 中 濃 度 が E昇 す る が 、肝細胞 ガ ン に 対 する特異

性は低い 。しか し，ガ ン 化 に よ っ て フ コ
ー・

ス が付 加された フ コ
ー

ス 結 合型

AFP は 、肝細胞ガ ン に対 して 特 異性 が 高 く、肝細 胞ガ ン の 早期 発見や、治

療の 効果判定に利 用 で き る。そ こで本 研究で は、フ コ
ー

ス 結合型AFP の糖

鎖構造を 特異 的 に 認 識 で きる モ ノク ロ ーナ ル抗体作製法の 開 発を目的 とし

た．
［実験方法及 び結果］フ コ

ー
ス 結 合 型 AFP の糖 鎖構造 と類似 し た構造 を有す

る IV グ リカ ン （フ コ
…

ス 含有ペ プチ ド）を タ ン パ ク質 と結合 させ た コ ン ジ ュ
ゲ
ー・

トを抗原 として 用 い て、マ ウス の免 疫化 を 行 っ た後、電気パ ル ス （PEF ；

Pulsed 　ELeCLric　Field）法 に基 づ く融 合実 験 を行 っ た。　 PEF 法 と は、ビオ チン

化抗原 を用 い て 目的 の感作 B 細胞 を選 択 後 、ス トレプ トア ビ ジ ン を介 して
ビオ チン 化 ミ エ ロ

ー
マ 細胞 と結合 させ 、電 気 パ ル ス を負荷 し て両細胞 を選

択的 に 融合する方法 で ある。IVグ リカ ン をMSA （マ ウス 嘸 膚ア ル ブ ミン ）と

結合 させ た もの を抗原 として用 い た 場 合 にお い て 、免疫 化 に 成功 した ．PEF
法 に基 づ き融 合実験 を行 っ た とこ ろ、目的 の モ ノ ク ロ

ーナ ル 抗体 を産生す
るハ イブ リド

ー
マ が得 られた 。その モ ノ ク ロ ・一ナ ル 抗体の 特異性

・
親和性

は十分 な もの では なか っ た が 、楯 ペ プチ ドに 対 す るモ ノク ロ
ーナ ル 抗体作

製の 可能性が示 唆 された。
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