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サブテーマ名：マウス長鎖ｃDNA がコードする蛋白質に対する抗体作製技術の開発及びそ

の作製・評価 

テーマ２の１（Ｊ１） 

① 抗原蛋白質の作製 

② 抗体の作製・精製・特異性評価 

③ 質量分析装置を用いた評価系の確立 

 （財）千葉県産業振興センター 古閑 比佐志 

 

【目的と概要】 

本サブテーマの目的は、先行して cDNA クローンを整備するテーマ 1 のリソースと情報を利用して、約

2000種類のマウス蛋白質に対して抗体を作製することにある。まず始めに効率的抗体作製システムを確立

すること、そしてそれを用いてフェーズ IIにおいて、約 2000種類の抗体を滞りなく作製・評価すること

である。具体的には、抗原蛋白質は大腸菌内でグルタチオントランスフェレース(GST)との融合蛋白質と

して合成させ、それを精製後、ウサギにポリクロナール抗体を産生させることとした。できた抗体はルー

チンワークとして以下の初期評価をおこなった：①ELISA、②成体マウス臓器から抽出した蛋白質を用い

たWestern blot法、③マウス培養細胞から抽出した蛋白質を用いたWestern blot法、④マウス脳還流固

定サンプルを用いた浮遊法による増感組織免疫染色。これらのルーチンワークに加え、質量分析装置を用

いた蛋白質複合体解析も随時加えていった。 

その結果、当初目標であった 2000種類の抗マウスKIAA抗体を作製するとともに、十分は特異性及び力

価の評価を行なうことができた。質量分析装置を用いた蛋白質複合体解析は、当初計画にはなかったが、

これを行なうことでフェーズ III移行で重要になる抗体の付加価値を増すことにも成功した。 

 

【研究成果の概要と今後の取り組み】 

（１）抗原部位選択システムの構築 

1000 アミノ酸を越えるような高分子量蛋白質から簡便に 100 アミノ酸前後の抗原に適切な部位を選択で

きるよう，抗原性の指標となる情報（予測される膜貫通領域、疎水度、surface probability, flexibility, 二

次構造予測）を遺伝子・アミノ酸配列に沿って表示できるシステムを構築し運用している（図 1）。またこ

のシステムはヒトとマウスの遺伝子・蛋白質情報を並列させているので、種間を越えて交差反応が期待で

きるように抗原部位をデザインできる。現時点でこのシステムは外部へ配布していないが、将来的に他機

関にも利用してもらえるようシステムの再構築を検討している。このシステムで決定した抗原部位に関し

て、実際の発現量・可溶化度とアミノ酸の一次構造に基づくパラメータを決定木を用いて統計処理し，疎

水度・等電点・分子量によって、実際の発現量・可溶化度がある程度予測できることを明らかにした

(http://www.kazusa.or.jp/ingap/real/dtree.html)。さらに特定のアミノ酸への偏りが，抗原蛋白質の発現

量・可溶化度に影響を与えることも明らかとした。フェーズ III では、これらの結果を抗原蛋白質のデザ

インにフィードバックし，より効率的蛋白質発現系を確立する。 

（２）抗原蛋白質発現系 

比較的大量の抗原蛋白質を簡便に発現・精製するため、我々は conventional な大腸菌発現系を選択した。

融合蛋白質の可溶性を高めるために、精製用のタッグとして N 端にグルタチオン S トランスフェラーゼ

(GST)を付加した。また大腸菌株で使用頻度の低いコドンを考慮して、それらに対応する tRNAをコード

するプラスミドを導入した大腸菌株[Rosetta(DE3)pLysS]を用い発現量の向上にも努めている。ハイスル

ープットという観点から、一連の作業は全て 96well フォーマットで行った。 

我々は，テーマ１で行なったショットガンシークエンス法（cDNAを断片化後サブクローニングしシーク

エンスを行い，得られた結果をアッセンブルすることで全長配列を決定する方法）によっる cDNAクロー

ンの全長配列解析産物をテーマ２に流用して、効率化を図った。この際、cDNA断片をクローニングサイ

トの両端に相同組換え配列を負荷したベクターにサブクローニングすることで、ショットガン断片を容易

に融合蛋白質発現ベクターへ組み込めるシステムを構築した（図２）。このようなストラテジーがとれたの

は、我々研究チームが、テーマ間で綿密な連携をとってきたからである。 

同様な手法を用いて、マルトース結合蛋白質(MBP)との融合蛋白質も作製しており、この蛋白質を用いた

affinity精製でより特異性の高い抗体の作製を進めている。in vitro recombination-assisted methodは、
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簡便かつハイスループットに cDNA 断片を様々な用途のコンストラクトへ組み替えることを可能にする。

また cDNA 断片のみでなく全長の長鎖 cDNA にも適応できることから、我々は様々な発現コンストラク

トへの全長KIAA/mKIAA遺伝子の組換えも進めている。 

（３）抗原蛋白質の精製における効率化 

決定木による予測で可溶化できる可能性が極めて高い場合でも 100％可溶化するわけでなく，封入体を形

成し不溶化する場合もある。無駄な精製労力を減らすため、本精製を行う前にスモールスケールで抗原蛋

白質の発現量と可溶化度を数値化し、精製法や培養量を決定している。大腸菌に発現させた抗原蛋白質は，

可溶化度に応じてグルタチオンセファロースビーズを用いたアフィニティ精製，あるいは調製した封入体

を電気泳動しゲルより回収している。また、一回に複数のサンプルをこなせるように，可溶性精製の場合、

破菌にマルチビーズショッカー（MB501PU(S)，安井器械，4サンプルかけ）を，不溶性精製の場合、バ

イオラピュター（UCW-201，COSMO BIO，12サンプルかけ）を封入体洗浄に導入し効率を上げている。 

MALDI-TOF-MS(AXIMA-CFR plus, 島津)で質量分析(PMF 法)により精製度をチェック後、1感作あた

り 100〜250ugの抗原蛋白質をウサギに皮内免疫している。基本的に計 4回の感作後全採血し、力価チェ

ック（ELISA）や各種アッセイ（Western blottingや免疫組織染色）でその特異性を検証している。我々

は、平行して cDNAアレイによる遺伝子レベルでの発現解析を行っているので、抗体を用いた各種アッセ

イ結果と照らし合わせ、結果の妥当性を評価している(図３)。この評価結果はInGaP(Integrative Gene and 

Protein expression)データベースを通して公開も開始した (http://www.kazusa.or.jp/ingap/)。このような

検証が可能なのも、我々が cDNAクローンを保有し、そのリソース整備を平行して行っているからである。 

 

【主たる特許】（公開） 

１．RasGEF モチーフを有する新規ポリペプチド及びそれをコードする DNA 

特開 2004-081204 

  出願人：科学技術振興機構、かずさＤＮＡ研究所 

２．BTB/POZドメインとKelch繰り返し配列を有する新規ポリペプチド及びそれをコードするＤＮＡ 

特開 2004-073076  

出願人：科学技術振興機構、かずさＤＮＡ研究所 

３．HAT(Half-A-TPR)繰り返しモチ－フ及びプロリンに富む配列を有する新規ポリペプチド及びそれをコー
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４．FHA、RING finger 及び D111/G-patch ドメインを有する新規ポリペプチド及びそれをコードするＤＮ
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７．UBAドメインを有する新規ポリペプチド及びそれをコードするＤＮＡ 

特許公開 2005-52003  

出願人：科学技術振興機構、かずさＤＮＡ研究所 
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【図１】内部ブラウザによる抗原部位選択システム 
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【図２】相同組換え技術を利用した融合蛋白質発現システム 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【図２】Western blotと cDNAマイクロアレイによる結果の比較 
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