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【目的】免疫組織細胞化学を行うためには、特異的に 目

的の 物質を認識する抗体が必要で ある。
一

般 に、抗 体

の 作製には多くの 時間と費用を要する。我 々 は、低 コ ス

トで短時間 に特異的なポリクロ ーナ ル 抗体を作製する方

法を考案したの で報告する。

【方法】免疫動物 に 10週齢 の 雌 の Wistar ラッ トを用 い た。
マ ウス c

−kitの抗原として、特 異的なアミノ酸配列 （15 ア ミ

ノ酸残基）を選 び 、こ れ に対 応 す るオ リゴ ヌ ク レ オ チ ド

DNA を合成し、こ の 両端 に制限 酵素配 列を付 加 した。

合成 DNA をア ニ ーリン グして 2本鎖にし、制限酵素で切

断 した 発現 ベ クタ
ー

に結合 し、蛋 白発現 用の 大腸菌を

形質転換した 。 大腸 菌に発 現させ た蛋 白は融合蛋 白と

して 産生されるの で 、こ れを精製して抗原 に用 い た。抗

原 蛋 白をア ジ ュ バ ン ドと混ぜ 、ラッ トの 後肢足蹠 の 皮内

に 注射した 。 免疫後2週 間 目に 1度だけ追加免疫し、3

週間目に 全採血 して 血清を得た 。

【結果 と考察】抗原として 合成オリゴ ペ プ チドを用 い る場

合、抗原 の 取得に少なくとも2−−3週 間必 要 で 、 費用もか

か る。また 、抗原 として 蛋 白質全長 を大腸 菌 に 産生させ

る場合 、 抗原 に適した 可溶性蛋 白は 得に くい
。 本研 究

の 方法 に従うと、オ リゴ ヌクレ オチド DNA の 設計から1週

間以内 で抗原 を得るこ とがで き、そ の 蛋 白も可溶性 で あ

っ た。
一

方、免疫 の 2週間後 に少量採取した血清を用 い

た免疫組 織化学により、100 − 200 倍希釈で マ ウス 精巣

の精祖細胞とライディッ ヒ細胞 に免疫反応を確認できた 。

さらに 、追加免疫後 1週間 目の 採血 で は、800− 1000 倍

希釈でも同様 の 結果を得るこ とが で きた。こ の 抗体は ラッ

トポリクロ
ー

ナル 抗体 で あり、市販 の マ ウス や ウサギの 抗

体との 2重 染色も可能 で あ る。こ の 方法は 、特 異抗体 の

低 コ ス ト・短時間作製方法となりうるこ とがわかっ た。

【目的】三 次元 コ ラ
ーゲ ン ゲル 培養法に よ り大動脈片

を培養す ると、大動脈片か ら毛細血 管様チ ュ
ーブ が

新生 され る。メ ス あるい は レ
ーザー

マ イ ク ロ ダイ セ

ク シ ョ ン （LMD）を用い て 、コ ラ ーゲ ン ゲル 内 に新生 し

た 毛細血 管を顕微鏡下 で 切 断し た後の 細胞動態なら

び に創傷治癒 に 関連す る 遺伝 子 発現に つ い て 調 べ た。

今 回 は とくに 血管新生促進因 子 で あ る FGF−2 とそ の

調 節 に か か わ る 転 写 因 子 で あ る early 　 growth

resp 。nse 　 gene
−1 （Egr−1）の 発 現に つ い て 検討 した。

【材料 と方 法】成熟 マ ウス の 胸 大動脈を コ ラ
ー

ゲ ン ゲ

ル 内 で 包 埋培養 し 、 10 日後 、 新生毛細血管 を顕微鏡

下 で メ ス によ り切断 した実験群 ある い は PALM レ
ー

ザ
ー

マ イ ク ロ ダイ セ ク シ ョ ン （窒 素 レ
ーザー

；パ ル

ス 方式、337nm ）を用 い て 切断 し た 実験群 を作成 し た。

毛細血管切断前後 に位相差顕微鏡 と電子顕微鏡に よ

り観察 した。さらに 、切断前、切断後 30 分、90 分、
18 時間後 に 、毛細血管お よ び 遊走細胞か ら total 　RNA

を抽出 し、cDNA に変換、リア ル タ イ ム定量 PCR法に

よ り FGF−2 および Egr−1の 遺伝子発 現 を検討 した。

【結果と考察】メ ス 切 断実験群、LMD切断実験群の い ず

れ にお い て も毛細血管切 断箇所 へ の マ ク ロ フ ァ
ージ

の 遊走が 認 め られ た。ま た 、両実験 群 で Egr−1 の 発

現は切断後 90 分 で 増強 し、そ の 後減少 す る の に 対 し

て 、FGF −2 の 発 現は Egr−1 減少後 も認 め られた。　 LMD

切断実験群で は熱に よる影響を考慮 に入 れなければ

ならない が、局所的な毛細血管の 切断が可能 で あ る。

Egr−1 は 血管傷害時に
一

過 性に発現が認 め られ、血

管損傷に よ っ て 発現が誘導され る遺伝子群 の 共通 の

調節因子 で ある と考え られ て お り 、 本 モ デル は血 管

損傷後の 細胞動態、さらに は 創傷治癒 の 機序 の 解析

に有用 な モ デル とな り得 る と思われ る。
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