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§１．研究実施の概要  

 

本研究は以下の３つの項目をそれぞれ確立することにより、最終的にヒト型スーパー抗体酵素

(Human Antigenase)を短期間で作製し、実用化するのが目的である。 

項目１；ヒト型「スーパー抗体酵素」の効率的作製技術開発 

項目２；自動合成装置のための要素技術開発 

項目３；大量製造とモデルマウスへの投与実験 

平成２２年度は引き続き項目１に力を入れるとともに、高純度に取得したヒト型抗体酵素のキャラク

タリゼーションを行い各クローンの特徴を明確にした。項目３には今年度、特に力を入れて取り組

んだ結果、マウスへの投与実験でヒト型「スーパー抗体酵素」の有効性を見出した。 

 項目２ではマイクロチップ上での定温 PCR 反応の最適条件が見つかり、抗体軽鎖遺伝子

(660bp)の増幅に成功した。一方、イムノリポソームと電解発光を組み合わせた系ではさらなる高

感度を目指して、リポソーム内の錯体内包率の最適化を行った結果、C16 のリン脂質のリポソーム

にジアミノプロピル基を有する錯体を内包するのが最良であった。 

項目３の大量製造については大量の高純度精製品の製造にも目処が立った。また、今年度、特

に力を入れて取り組んだ結果、マウスへの投与実験でヒト型「スーパー抗体酵素」の有効性を見出

した。さらには、Waldenström マクログロブリン血漿患者から得たモノクローナルな抗体酵素遺伝

子の取得とベクターへの組み込みに成功した。 
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§２．研究実施体制  

 

＇１（「宇田」グループ 

① 研究分担グループ長：宇田 泰三＇大分大学工学部応用化学科、教授（ 

② 研究項目 

・ワクチン接種者＇狂犬病など（からの血液採取 

・ヒト型抗体軽鎖のライブラリー化 

・ワクチン接種者からのヒト型抗体軽鎖遺伝子の取得 

・ヒト型抗体軽鎖遺伝子を用いての最適発現系の探索＇プラスミド、宿主など（ 

・構造と活性の基礎的検討 

・ヒト型抗体軽鎖遺伝子の大量合成のための発現条件等の検討 

・ワクチン接種ボランティアより構築された軽鎖ライブラリーから抗原特異的結合･分解活性 

を有するクローンの選別と大量培養、これを用いた in vitroおよび in vivoでの抗ウイルス

活性試験 

・自動合成装置の開発 

 

＇２（「Kaveri」グループ＇フランス：INSERM（ 

① 研究分担グループ長：Srini Kaveri＇INSERM、Ｐｒｏｆessor＆Ｄｉｒｅｃｔｏｒ（ 

② 研究項目 

・患者血清や IVIgからの抗体酵素の精製 

・抗体酵素の高濃度化＇疎水性クロマトの組み合わせによる（ 

・敗血症への効能研究 

・患者からのモノクローナルなヒト型 IgM抗体酵素の取得 
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§３．研究実施内容 

＇文中に番号がある場合は＇４－１（に対応する（ 

 

３．１ 宇田グループ 

３．１．１ 取得したサブグループ IIのヒト型抗体軽鎖遺伝子と発現状況＇概要の項目１および項目

３に対応（ 

目的：昨年度報告書の A 法

＇18クローン（およびＢ法＇3ク

ローン（により取得したヒト型

抗体軽鎖(k 型)のサブグル

ープ IIの合計21クローンの

ヒト型抗体軽鎖遺伝子につ

いてどの程度発現し易いか、

また、どの程度の高純度品

が取得できるかを検討した。 

結果：A 法では 1 クローン

(#3)の遺伝子が完全ではな

く＇7-10 塩基分が欠落（、廃

棄した。また、1 クローンは 1

塩基が欠落していたために

修復した。また他の 1 クロー

ン(#15)は発現はしたものの、

その量が極端に低く、大量

発現はあきらめた。結果とし

て、取得した 21クローンの内、

今後の実験に使用可能なの

は 18 クローンであった。 

 この 18クローンについて単

量体および二量体としてそれ

ぞれ取得するために wild 

type の 220 番目のアミノ酸

である Cys を点突然変異に

より Ala に変異させた＇18 クローン全て（。一例として、＃１クローンの発現後の精製の状況を図１

に示す。精製は菌体回収後、超音波破砕を経て可溶性画分のみを取り出し、His-tag を利用した

ニッケルカラム精製してから陽イオンクロマトグラフィーに掛けるという、２段階精製法を採用した。 

 

図１ 発現したヒト型抗体酵素の２段階精製とその純度 
Ni-NTA カラムでは単量体がかなり取れているが、純度的に不
十分。これを陽イオンカラムに掛けるとかなりきれいな２量体が取
得できる＇一番右端の「c」のレーン（ 
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３．１．２ 抗体酵素の in vitroでの抗ウイルス活性試験のための条件検討 

抗ウイルス試験(in vitro試験)の詳細 

国際標準法に準拠して狂犬病ウイルスに対

する抗ウイルス活性を検討した。図２に示すよう

に蛍光法で行い、フォーカス (focus)の形成

(forming)された数(unit)を、あらかじめ混合し

反応させた抗体酵素がどの程度抑制したかで

判断した(フォーカスの数を ffu と表示する)。１

フォーカスが１ウイルス由来と考えればよい。図

２で出現フォーカス数が少ないほど抗ウイルス

活性が強いことを意味する。最初に#1クローン

(germline: A18b)について検討したが、事前にエンベロープを有する狂犬病ウイルスが、長時

間抗体酵素とのみ接触している温度条件化で、ウイルスが受ける「感染性の低下」との相関関係

を調べた。その結果、抗体酵素は 10~50 時間で目に見える効果を発揮するので、適切な培養

温度は 20~25℃であると結論づけた。 

 

３．１．３ 各種抗体酵素のクローンの in vitro での抗狂犬病ウイルス活性の検討 

高純度に精製した 15種類の抗体軽鎖の狂犬病ウイルス CVS株に対するウイルス増殖抑制活性

について検討したところ、数種類のクローンで強いウイルス増殖抑制活性を示した。 

 

３．１．４ その他の生理活性分子などに対する抗体酵素のキャラクタリゼーション 

インフルエンザウイルス 2)、日本脳炎ウイルス、ヒト TNFα1)等に対する試験を順次実施した。#11

クローンが TNFα分子に対する分解活性を持つと推測されたが認められなかった。 

 

３．１．５ マウスを用いた抗体酵素の in vivo での抗狂犬病ウイルス活性の検討 

 狂犬病ウイルスは、CVS 株で乳飲みマウス脳内で 3 代継代し、その後マウス神経芽腫細胞株

(NA細胞)で 1代継代したものを用いた。ウイルスの感染力価は 3.3x107 FFU/mlで、ウイルスの

希釈液には 10%-FCS EMEM培養液を用いた。Vivo 試験にはマイクロシリンジと二段針を用い

て、麻酔下のマウス脳内に 1 匹あたり抗体酵素混合液を 0.03ml 接種し、投与後 14 日間マウス

の生存を観察し、致命率＇生存率（を評価した。その結果、興味あるデータを得た。 

 

３．１．６ 遺伝子合成のマイクロチップ開発および電解発光型高感度検出法 

遺伝子合成に向けてマイクロチップ上で恒温 PCR を行い、最適条件を見出し 660ｂｐを持つ

DNA の増幅に成功した。高感度検出ではリポソーム内の錯体内包率の最適化を行った結果、

C16のリン脂質のリポソームにジアミノプロピル基を有する錯体を内包するのが最良であった。 
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３．２ Kaveriグループ 

３．２．１ マクログロブリン血症患者からの IgM 型

抗体酵素の取得 

敗血症やWaldenstörmマクログロブリン血症患者

などの自己免疫患者からの血清から IgG や IgM

の抗体を分離し、その酵素活性＇Factor VIIIに対

する活性（を検討した。患者からの血清では約１

０％が Factor VIIIを分解した＇図３（10)。 

 

３．２．２ モノクローナルな抗体酵素遺伝子のクロ

ーニング 

Waldenstörm マクログロブリン血症患者の骨髄細

胞から取得した IgM に対する抗体酵素遺伝子のクローニングに成功し、現在、それらについて合

成基質を用いての酵素活性スクリーニングを行っており、いくつかの興味あるクローンを特定する

事ができた。 

 

 

§４．成果発表等 

＇４－１（ 原著論文発表 
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＇４－２（ 知財出願  
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② CREST研究期間累積件数＇国内 ８件（ 


