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2Ep16 　DT40 ・SW を用 い る 伽 癬 ro 抗体作製 シ ス テ ム の 高

　機能化 ： 遺伝 子 変 換 と点 突然 変異の 転換 シ ス テ ム

　の 搆築

○ 曲 ilEtl，梶 田 真道，金 山 直樹，大森 斉
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2Ep17 　ニ ワ トリ B 細胞株を 用 い た in　vitro 抗体作製 シ ス

　テ ム の 高機能化 ：変異様式の 転換 に よ る高性能抗

体作 製

O梶 田 真道 ，曲 正 樹 ，藤 堂 景史，金 山 直樹，大森 斉

（岡山 lt　・工 ・生物機能 ）

我 tr は、抗体遺伝子 へ の 変異導入 を ⊂）N／OFF 制御可能なニ ワ トリB 細胞株
DT40 −SW を作製 し、そ の 抗体 ラ イブラ リを 利用 する新規 in　vitro 抗体 作製
シス テ ムを構築 して い る 。DT40 抗 体 ラ イ ブ ラ リは、主 に 、標的相 同 組み

換え に 閧 5．する XR （］CSに 依存 し、一度 に 最大数百塩基 の 置換 が起 こ る遺伝

子変換（GG ）に ．よっ て 構築 され る た め 、一度の 変異 で抗 原特異性の 変化が 大
きい と 考え られる 。一方、XR （］CS 発現 抑 制 に伴 い 誘 発され る点突然変異

（PM ）は 1塩基置換で あ るた め 、よ t）精密な 特異性の 変化が起 きる と考え る。
そ こで 本研究で は、GC とPM の ス イ ッ チ 可能 なDT40 −SW の作製が 高親和 性

抗体取得 へ 有用 で あ る と考 え 、Tet．Off シ ス テ ム を用い て XRCC3 の発現 調

節が 可能なDT40 −SW （DT40 −SW −XRG 〔：3）を作製 し、その性質 に つ い て 検 討

した 。Tet−Offシ ス テ ム を組 み 込ん だ DT40 −SwXR （：C3 に 1）exy ⊂ycline（D 〔，x ）
を添 加する こ とに よ り、以下 の結果 が得 られ た．1）XRCCS 　nlRNA 発 現 が

抑制 さ れて い た。2｝標 的 相同組み渙 え効率が 減少 して い た ，3）抗 体 軽鎖可

変部 遺伝 子 の変 異導 入効 率 に変化 は 見られなか っ た が 、PM の 割 合 が 増加

して い た。以 上 の 結 果 よ り、今回作製 した DT40 −SW ・XRCC ］Sはin　vitro 抗体
作製 シ ス テ ム に お い て 高親和性抗体取得 に 有用 で あ る と考 え られ る。この

研究 は、NEDO 産 業 技術研究 助成 事業に よ り助成 さ れ て い る。

当研 究 室 で は 、抗休遺伝子 へ の 変異 導入が ONiOFF 制御可能 な ニ ワ トリB

細 胞 株 DT ・10−SW を用 い る 効率的なin　v’iしro 抗体取得シス テム を開発 して い

る。本 シ ス テ ム の 利点 は、学離 した抗原特異的 ク ロ ーンの 再度の 変異 に よ
る多 様化 と 選択 を繰 り返す こ とに よ 「y、抗体を親和性成熟 させ るこ とが可
能 な 点 に あ る。今回我 々 は、こ の 親和性成熟シ ス テム を よ り効率化す るこ

と を試み た。DT40 ．SW で は遺伝子 修復酵素XRCCS 遺伝子の 発現 を抑制す
る こ と に よ って、変異様式 を数十〜数百 塩基の 塩某 胃換が 生 じる遺伝子転

換（GC ｝と一塩基置換 の 点突 然変異 （PM ＞に転換で きる。　 XR （］CE の 対立遺伝

子の
一

方 をノ ッ クア ウ トす るだ けで 、高頻度 に PM が 導入 され、増殖速度
や 細胞表面 IgM 発現 に も影響が 無い こ と を確認 した．モ デル 抗原 として ハ

プ テ ン NP を用 い 、特 異 的な 抗体の親和性成熟 に つ い て検討 した。単離 した
NP 特異的 クロ ーン の XRCC3 （＋！・）変異株を作製 し、　 PM に よる 変異導入を

優位 に 転換 した後に セ ル ソーターを用い て 高親和性クロ
ー

ン の 単離を試み

た と こ ろ、GG 優位 な変異導入 に 比べ 、よ り効率的に 高親和 性の ク ロ
ー

ン の

取得が可能 であ っ た tt本研究の 結果は 、初期 ラ イブ ラ リではGC 、よ り高親

和性な抗体 を取得す る際に は PM に よる 変異導入が有用で ある こ とを示唆

して い る。
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【目的】挿 し木法は、親株 と同 じ遺伝形質が得 られ るこ とから、園芸植物等
に お い て 有用な栄 養繁殖 法 で あ る。特に 種子繁殖 が嗣難な花木類等 で は、
挿 し木法 に よ る 繁殖が 般 的で ある ．シ ュ

…
ドモ ナス フルオ レ ッ セ ンス

TSB −25 株 （以下、　 TSB −25 株〕 は、植物根よ り分離された微生物 で あ 0 、
様 々 な植物根 に対 し高 い 定着性を示す c 本研究の 目的 は、花木類及び花卉

類 の挿 し穂 をTSB −25株 懸濁液に浸漬処理す る こ とに よ り、挿 し穂の 発根を
促 し、活着 を促進す る こ とで あ る。本報告で は、

’
1
’
SB−25株の 各種植物に 対

す る最 適 処 理 条件 （菌濃度、処 理 時 間 ）に つ い て 新た な知 見を得たの で 報
告 す る。
【方 法 ・結 果】TSB −25 株 を固定化 した 資材

．
〔以下、　TSB −25材

．
）を、10〜

1，0eO倍 に 希釈 した 懸濁 液を作成 し、対象植物 （し きみ、サ カ キおよびキク
等） の挿 し穂 切 り 口 に 、数秒〜数時間浸漬 処 理 した 。評価は 、発根 率、根
部新鮮重及 び 発根数等に つ い て 行 っ た。そ の 結果、TSB −25材を 1〔｝倍希 釈
懸濁液 に、数 分 間 浸 漬処理す る こ とに よ り、対象植 物の 発根を促進 する こ

とが 確認 され た 。また 、挿 し穂切 り口に お い て 、カ ル ス様 組織 の形成促進
作用 が 確認 され た 。今後、さ らな る 処埋条 件の検討及び作 用メ カ ニ ズ ム に

つ い て 検 証 して い く必 要が あ る と考え られ た。

植物の 耐壇性 を考察する に は、植物内に お け る Na循 環を理 解する こ とが重

要 とな る．しか し、植物の Na 輸送 と循環 系に 関 し て は 不 明 な点 が 多 い ．当

研究室 で は シ Zコイ ヌ ナ ズ ナ に お い て Na 選 択 的 に 取込 み 輸送 を行 う
AtHKTI を植物に お い て初 め て 同定 する こ とに よ ＋」　．　Na の 循環 系の 一

端を

明 らか に して きた。植 物内Na循環系を 明 らか に して、植物 の耐塩 性 に 関す
る仕組み を解明する ため に 、本研 究で は Na取 込 み 系 の AtIIKT1 と液胞 内に

Na を蓄積す る NalH 対 向輸送体 AtNHXI の 関係 を 検討 した ．両遺伝 その ：二

重変異 株 を作成 して 、野生 株、athktl 変異 株、　 atnhxl 変 異 株 と比 較 した 、
道管内の Na 濃度は 二 重変異株 とaLhk ロ変異株 とほ ぼ同 じ傾 IAJを 示 した。　．
方、atnhxl 変異株は そ の 両株よ り低 い 値 で あ っ た 。これ は．　A しHKTl は 高
い 塩濃 度培 地 に お い て Na の 植物 内 へ の 取 り込 み 1

．
「で あ る こ とを強 く示唆

して い る 。
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