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研究成果の概要：（和文） 
ヒト末梢血リンパ球よりガンマグロブリンをコードするｃDNAの一部、VH-CH1-hinge部位をク
ローニングし発現可能な有効 178 クローンを得た。これらのクローンを大腸菌により組み換え
タンパクを発現させ、精製組み換えタンパクをミリグラム単位で回収することができた。直接
の C型肝炎モデル系ではないが、炎症性モデルマウス SCJK/Jを用い、組み換えタンパクによる
治療実験を行った。投与後、採血し炎症状態を解析した結果、末梢血リンパ球の低下、炎症性
サイトカインの低下、抑制性サイトカインの上昇が観察され、ここで得られた組み換えタンパ
クの肝炎治療への応用の可能性が示された。 
 
研究成果の概要：（英文） 
178 clones of artificial poly-clonal gamma globulin, which consist of VH, CH1 and hinge 
region, was constructed from cDNA originated from peripheral blood. The expressed 
recombinant proteins in E. coli, were extracted, purified and recovered in milligram order. 
SCGK/J mouse, which is an inflammatory disease model, although the strain is not a model 
of hepatic disease, were examined for therapeutic treatment with the recombinant 
poly-clonal gamma globulin. After the therapeutic treatment in some dose of recombinant 
protein, hemogram and some cytokines were assayed. The level of peripheral blood 
lymphocyte and some inflammatory cytokines were decreased in dose dependent manner, 
and some suppressive cytokines were increased. It was suggested that the recombinant 
poly-clonal gamma globulin, constructed in this study, would be possible to apply to the 
therapy for hepatic inflammatory disease. 
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１．研究開始当初の背景 
C 型肝炎ウイルスの感染に起因する肝炎、

また疾患の進行による肝硬変や肝細胞がん
に対する根本的な治療や対応策がなく、感染
者数が多いことから社会的にも問題となっ
ていた。本研究では C 型肝炎ウイルス感染患
者の中に無症候性キャリアが存在すること
に着目し、生体内の免疫機能によって C 型肝
炎ウイルスの感染制御や肝炎進行抑制に関
与する生体機能分子の存在を考え、中でも
150 万種類を超える多様性を持つ免疫グロブ
リンに着目した。疾患患者の生体内で疾患や
炎症制御に関わる免疫グロブリンのクロー
ンを選択できれば、C 型肝炎ウイルスの持続
的な感染の制御や、感染による肝炎、肝硬変、
肝がんの進行という、疾患の増悪化を抑制す
る機能分子として疾患の治療薬としての応
用が期待できるものと考えられた。C 型肝炎
の進行を制御する機能を持つ抗体種の存在
が予想されることに基づき、感染患者の体内
で作用している抗体クローンをバルクでク
ローニングした人工ポリクローナルガンマ
グロブリンを作成し、HCV 感染制御・肝炎
進行制御をすることにより、HCV 感染に起
因する肝炎、肝硬変、肝癌に対する治療薬開
発に寄与することを目的とした。 
 
 
２．研究の目的 
本研究においては、C 型肝炎ウイルスに対す
る特定のモノクローナル抗体を選抜する方
法ではなく、バッチ化したポリクローナルガ
ンマグロブリンをクローニングし組み換え
タンパクを作成することによって、ガンマグ
ロブリン分子疑似的な人工ポリクローナル
ガンマグロブリンの多数のクローンを含む
バッチ得、それにより C 型肝炎ウイルス感染
や感染に伴う炎症の制御の可能性を試行す
る。加えて有効性評価のための in vitro での
評価系を構築し、作成したポリクローナルガ
ンマグロブリンバッチの有効性を評価する
ことを目的とする。本研究では C 型肝炎ウイ
ルス感染患者（無症候性）のボランティアの
ご協力を頂き、その末梢血よりガンマグロブ
リンをコードしている RNA をバッチでクロ
ーニングしポリクローナルガンマグロブリ
ンとして使用し、その有効性を評価する評価
系を構築することを特徴としている。本邦に
おいては脇田らが HCV genotype 2a を用い
た in vitro 持続感染系を確立しており、この
系を HCV 感染制御評価のための標準系とし
て用いることが可能である。この系を用いる
ことによって、in vitro での C 型肝炎ウイル
スの感染制御、肝炎制御の効果評価を行える
可能性があり抗 HCV ポリクローナルガンマ
グロブリンバッチの効果に適合した評価系
の確立を試行する。 

３．研究の方法 
 本研究は、以下の 2 点で構成されている。
（１）HCV感染患者の中の無症候性キャリア
の生体内に HCVの感染制御や肝炎進行抑制に
効果のある抗体種（関連タンパク質に対して
弱い親和性を持つ多数のレパトアを含む）を
クローニングし、大腸菌により組み換えタン
パクを発現させ、多数のクローンを含む人工
ポリクローナルガンマグロブリンを作成し
てウイルス感染制御や肝炎進行抑制に効果
のあるクローンバッチを作成する。 
（２）作成した人工ポリクローナルガンマグ
ロブリンの C型肝炎ウイルス感染制御および
炎症制御の活性評価系を構築する。 
人工ポリクローナルガンマグロブリンの

バッチ作成は C型肝炎ウイルス患者末梢血の
単球からガンマグロブリンコード領域から
初期 pET23a ベクター系には VL、VH を別々に
RT-PCRによりｃDNA増幅をおこない、ランダ
ムな VL-VH複合体を作成し pET23aベクター
へ組み込みライブラリーを作成し、約 14,000
個のｃDNAクローンを得た。 その後の発現
制御系の pBADベクターには VH-CH1-hinge領
域の末端のコンセンサス配列を利用して
RT-PCRによりｃDNA断片を得、クローンライ
ブラリーを作成した。初期 pET23aによるラ
イブラリーから無作為に選択した 384クロー
ンの塩基配列解析を行い多様性の保持とタ
ンパク発現可能なクローンの選択を行い、タ
ンパク発現可能なクローンを混合して、バッ
チ培養し、タンパク発現を誘導した。大腸菌
からタンパク抽出、ニッケルカラムによる精
製を行いその性状を SDSPAGEおよびウエスタ
ンブロットにより解析した。前期の VL-VH複
合体では、精製した組み換えタンパクが難溶
性を示し、生理食塩水系では使用できないこ
とが判明したため、後期の VH-CH1-hingeコ
ンストラクトを考案し、発現ベクターも大腸
菌体内で発現が制御できる pBADベクターを
用いて、前期と同様にライブラリーよりタン
パク発現可能なクローンバッチを作成し、発
現誘導、タンパク抽出、精製を行った。 
組み換えタンパクの機能評価系の構築に

関しては、HepG2細胞を用いた C型肝炎ウイ
ルス発現系の利用を目指していたが、HCV 
genotype 2a を用いた in vitro 持続感染系の
利用ができなかった。炎症性疾患モデルマウ
スである SCGK/J マウスが炎症制御の評価
系として利用できることになったので評価
を in vivo での評価に切り替え、組み換えタ
ンパクの投与実験による炎症制御活性の解
析に切り替えて実験を行った。 
 
 
４．研究成果 

初期に作成した VL-VH複合体組み換えタン
パクは水溶液系での不溶性の問題が克服で



 

 

きなかったため、VH-CH1-hingeコンストラク
トの作成に切り替え、pBADベクター系により
作成したガンマグロブリン VH-CH1-hinge組
み換え体クローンライブラリーを作成した。
ランダムに抽出した 1000クローンの解析結
果は図１に示すように、1000 クローン中、約
4 分の 1の 245クローンが Hisタグが付加さ
れたタンパクを発現できるものであり、その
内の 224 クローンがガンマグロブリン
VH-CH1-hingeをコードしていた。さらに 46
クローンが重複していたので、ユニーククロ
ーンとしては最終的に 178クローンのガンマ
グロブリン VH-CH1-hingeクローンを得た。 

 

図１ クローンの配列解析結果 

 

 

得られた 178クローンのミックスバッチ培
養を行い菌体タンパクを８M 尿素により抽出
して、ニッケルカラムによるアフィニティカ
ラムクロマトグラフィーを 2回行いタンパク
精製を行った。精製した hScFvの SDS PAGE
染色とウエスタンブロットによる性状解析
結果を示す。 

 

図 2 精製 hScFvの性状 

 

 

染色及び抗体による検出のパターンがほ
ぼ一致しており、一部分解したてい分子を含
んではいるが 90%以上の純度で精製できて
いると考えられる。培養当たりのタンパク回
収率は、１L 培養から最終票品で 0.3 から
0.4mg と回収率はよいとは言えない。 

精製組み換えタンパクからのエンドトキ
シンの除去については、アルカリ処理による
分解で行い最終的なエンドトキシン濃度は、
組み換えタンパク 1mg/ml 当たり 56EU が混
入していることになる。このエンドトキシン
混入レベルでもマウスへの投与実験は可能
と考え、SCG/kj マウスへの投与実験を行っ
た。 

 

  図 3 投与実験プロトコール 
 
 
SCG/kj マウスへの投与実験は図 3 に示す

ように、10 週齢メスマウスに対して、腹腔内
投与をタンパク量 0mg/kg/day、
10mg/kg/day、20mg/kg/day、40mg/kg/day
の 3dose で行い、対照としてヒトグロブリン
製剤の適用量に従った 400mg/kg/day を 5 日
間連続投与し、3 週間の経過観察の後、麻酔
下で血液を採取し、血液成分分析を行った。 
現在までに実験に投入できたマウスの数

が 22 匹と少ないために結果の傾向を示す。 
白血球および末梢血リンパ球数の変化を

図 4 に示した。組み換え人工ポリクローナル
ガンマグロブリンの投入量に比例して白血
球、リンパ球ともに減少している傾向がみら
れ、炎症抑制効果を示しており、血液製剤グ
ロブリンの効果に比べて 20分の 1から 40分
の 1量で製剤ガンマグロブリンと同等の効果
を示している。 

 

図 4 白血球およびリンパ球 



 

 

 

図 5 末梢血のサイトカイン 

 
 

サイトカイン測定に関しては各投与量にお
けるマウス数が少ないため有意な差とはな
っていないが、炎症性サイトカインである
IL-1β、TNF-αなどでは投与により減少して
いることが観察され、また炎症抑制性のサイ
トカインと考えられている IL-10、IL-12p40
等では投与による増加がみられる。これらの
ことから、投与した組み換え人工ポリクロー
ナルガンマグロブリンは、in vivo の炎症モ
デルマウスにおいて、炎症反応を抑制する活
性を持つことが示された。 

 
研究立案当初においては C 型肝炎ウイル

スの感染患者の末梢血からのガンマグロブ
リン分子の収集をすることを目指したが、結
果的には感染患者からのガンマグロブリン
クローンによるライブラリー構築はできな
かった。しかしながら、健常者の末梢血に含
まれるガンマグロブリン分子種は健常者の
健康維持の恒常性に関与しており、そのグロ
ブリンクローンライブラリーのバッチを作
成することができ、それによる組み換えタン
パクを精製し等おじっけに用いることので
きる組み換えタンパクを得ることができた。
この人工ポリクローナルガンマグロブリン
は炎症性疾患モデルマウスを用いた評価系
において、炎症反応を抑制する効果が認めら
れ、現在臨床で使用されている血液製剤によ
るガンマグロブリンの 10分の 1から 20分の
1 量で同様の効果が期待できることが示され
た。今回得られた人工ガンマグロブリン
VH-CH1-hinge の構成のクローンバッチが
炎症性疾患に抑制的に働く薬剤となる可能
性が示され、肝炎治療への応用の可能性を開
くことができるものと考えられた。 
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