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抗体酵素 は抗 原に 対す る 高い 反応特異性 を有 し．さ らに 酵 素的活性 を もつ 抗体

鎖で あ る。本研究 で は、ヒ トの 白血 球 よ り抽 出 した K 鎖 3ubgrQup 　H 由来の ヒ ト

抗体軽鎖遺伝子 を ク ロ
ーニ ン グ し、大 腸菌 で 発現 させ て 高純度 に精製 し鵡 こ

の 作製 し た ヒ ト型 抗体軽 鎖 を用 い て 各種癌細胞 に 対す る細 胞傷害性 を 検討 し

た 。

抗体軽鎖は Ni カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーと陽 イ オ ン 交換ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ーに

よ り精製した 。

細胞傷害性試験で は 、培養し た SNU ・1，AS49 を O．5x ］04−3xlO4 　cclls ／weil で 96 穴

プ レートに播種し、抗体軽鎖 を 添力「1して 2498 時間培養した 。WS1Ll 試薬〔Rochc ）

を添加 し、4SOnm の 吸光度 に よ り生 成 した ホ ル マ ザ ン 色素 を測定す る こ と で 細

胞生 存率 を求め た 。
数種 の 抗体 軽鎖 に つ い て 試験 を行 っ た と こ ろ 、＃1Dimer （D ）と Monomer （M ），
23D4 　D が SNU −1細胞 の 増殖 を抑 制 した。その 程度は 強い 方か ら順 に fll　D，23D4
D，＃ 1M で あ っ た 。こ れ らの 抗 体軽鎖 をA549 細 胞に 反応 させ た とこ ろ 、＃ 1D と

＃ IM が SNU −1pm 胞 よ りも低い レベ ル で 増殖 を抑制 し、23D4 ・D は効果 を示 さな

か っ た 。　．
方、SNU −1細胞 で は 効果の 程度が低 か っ た ＃ 11D が A549 細胞 に対 し

て 効果を 示 した 。こ れ ら の 結果 か ら細胞株毎に効果 の 示 す clone が 異 な る こ とが

分か っ た 。ま た、＃1 は可 変領域 に His を 4 残某 持つ とい う特徴が あ っ た こ とか

ら、配 列との 関連に着目しな が ら、引 き続き subgroup 　II由来の 抗体軽鎖に つ い

て 、各種癌細胞や 止 常細胞に 対す る傷害性を検討す る／t

演 者ら は こ れ まで 酵素活性を持つ 完全 ヒ ト型 抗体軽鎖の 探索を行 っ て き た。本

研究で は、ヒ ト型 kappa 鎖の gcrmtine　gene　Subgroup 　tlに 着目し、ヒ ト型 抗体軽

鎖 の 中に DNA （pBR322）を 分解する cl。 ne が ある か ど うか を Nuclease 活性試験 と

In−gclassayで確認 した。
Nuclcasc 活性試験 で は、10mM 　MgC12 、25　mMpH 　75

「
1
’
ris−HCI ．　l　mM 　ED 私 、50

mMNaC1 水溶液中で 20μ呂・
’
mL の 1）BR322 とSU　pg／mL の 抗体軽鎖 を、反応温度 37

℃、反 応時間24 お よび 48 時間で 反 応 させ た 、，ln・geE　assa ）
’で は、　calfthymusDNA

を含む SDS ゲ ル を 作製し、泳動前に ク ロ
ー

ン を O．1 ％ SDS を含む 20　mM 　Tris−HCl
bufferCpH　7．5＞で 22 ℃、20 分イ ン キ ュ ベ ートし、　 SDS −PAGE 電気泳動 を行 っ た 。
泳動後 に、20mM 　Tris−HCI 　bufferCpH 　7．5）で

’
常温、1時 間イン キ ュ ベ ー

トし、4mM
MgCl2 と 0．2　mMCaCl2 、また 20　mM 　Tris−HCI 　（pH　7．S）を含むbu 龍 rで 反応温度 25

℃、反応時 間 15時 間で 反応 させ た。ど ちらも反応後 に Ethidium 　bromide 染色に

よ り分解活性の 有無 を判断 した 。
2 次精製 〔M ．NTA カラ ム ＋ 陽 イオ ン 又は抗 体ア フ ィ ニ テ ィ

ーカ ラム ）まで 行っ
た 高純度な ヒ ト型 抗体軽 鎖の Wi 且d　Type に お い て 17clone の Nuclease 活性試験 を

行 っ た と こ ろ、8clone が 活性 を示 し 、特 に ＃4　clone が 高い 活性 を示 した 。また 、
由来gennlineが 同 じも の で 触媒ニ ツ 組残基 様構造 を持つ と思 われ た clone に は 核

酸分解活性 は 認 め られ ず、変異 に よ っ て 触媒 三 ッ 組様構 造 を持 た な くな っ た

c［one に は 核酸分解活性が認 め られ た 。 これ らの 活性は ln・gcl　assay に よ っ て も確

認 され 島
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演者ら こ れ まで 定常状 態に あ る抗原 を マ ウ ス に 免疫する こ とで、IIIV　gp41、
CCR −5，Hpyiori 　V レ ア ーゼ な ど に対する ス

ーパ ー抗体酵素（Antigenase ）を作製 し

て きた 。酵素活性が軽鎖（k 鎮）に存在する場合に は 、bbl、crl ，bd2などの ある特

定の germline　geneに集中し て見出され た。そ こ で、こ の 慨 念をヒ トに つ い て も

応用 し、い くつ か の 興味ある結果 を見出した の で報告する 。
狂 犬病ワ クチ ン 接種者の ボ ラ ン テ ィ ア の 白rflt球よ り抽出 したRNA か ら cDNA を

合成 し、軽鎖 の Subgroup 　II遺伝子だけを選択的に 増幅させ て ク ロ
ー

ン化 した。
発現 に はpET20b （＋ ）vector 、大 腸菌株 は BL2L （DE3 ）pLysS を用 い た。発現誘導後、
可溶性画分 を用 い て MNTA カ ラ フ ィ

ー
と陽 イ オ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
を

用 い て 軽鎖 タ ン パ ク を精製 した。こ れ ら軽鎖 タ ン パ ク の Peptidyl−MCA 基質 に対

す る分解活性 を調べ る と、ほ とん どの ク ロ
ー

ン が QAR −MCAE 質 を分解 し、逆

に APA ・MCA 基質 は全 く分解 しなか っ た。　 K −MCA 基質 に対 して はい くつ かの ク

ロ
ー

ン で 弱い 分解活性が認め られ、概 して トリ プ シ ン 様活性 をもつ と推測 され

た 。次に 、＃18 ク ロ
ー

ン を用い て 狂犬病 ウ イ ル ス に 対 する 朗 腕 r・およ び in　viv θ
試験 を 実施 した と こ ろ、感染能 に 強 く影響す る と い う興味 ある結果 を得 た。ま

た 、現在イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル ス な ど に つ い て も抗 ウ ィ ル ス 試験 を実施 し、特

異性 な どを 検証 して い る と ころ で あ る。

【背景・目的】抗体医薬は疾患部位に対 して特異的 に作用 し 、体内の 免疫 系を活

性化させ 選択的に排除で きる た め高 い 治療効果が 期待され て い る 。しか し、従

来、実川 化され て きた抗体医薬の多 くは 抗原 結合 ドメ イ ン の
一

部 に マ ウ ス 由来

の ア ミ ノ酸領域 を有す る キ メ ラ抗体や ヒ ト化抗体で あり、そ れ らの 抗原性が 排

除で きな い ため 、副作用 や 薬効の 低下 が 問題視さ れて い る 。 本研 究で は lnVi しro

Domain 　Shuffling技術 を用 い て キ メ ラ抗 CD20 抗体（rituximab ）か ら同等以 ヒの 抗
原親和性 を有す る完全 ヒ ト抗体の 単離 を試み た 。
【実験 方法・結 果】モ デ ル 抗 体医薬と して 悪性リ ン パ 腫の 治療薬で ある抗 CD2D

抗体（rituximab ）を用 い た。本抗体は Fv 領域に マ ウ ス 由来の ア ミノ 酸配 列を含む

キ メ ラ抗体で あ る。本抗体 の FabH お よ びL に ポ リス チ レ ン 親和性 ペ プ チ ド（PS−
tag）を融合 したキ メ ラ Fab　H ，キ メ ラ FabL を作製した ．さ ら に ヒ トFab 　H ，ヒ トFab

L の C 末端部 に PS一匸ag を導入 し、こ れ らをFabH ラ イ ブ ラ リ、　 FabL ラ イ ブ ラ リ

と した。まず、キ メ ラ FabH とヒ トFabL ラ イ ブ ラ リ，ま た は キ メ ラ FabL と ヒ

トFab ［H ラ イブ ラ リ の 組み 合 わせ に よ っ て 高 い 抗 原親和性を 示すク ロ ーン を 選

出 し、選 出 された ク ロ
ー

ン に対 し、ヒ トFabH ラ イ ブラ リ，また は ヒ ト FabL ラ

イブ ラ リを組み わ せ 、抗 原親和性 を高 く維持 して い る ヒ トFabH ド下 abL の 組 み 合
わ せ を選出 した 、，現在、得 られた ヒ トFab 抗体 〔ヒ ト FabH ，ヒ トFabI ．）の抗原

親和力 をキ メ ラ 抗CD20 　Fab抗体 と比較 して い る 。
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