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研究成果の概要（和文）：テネイシン-C（TN-C）は虚血性心疾患などの炎症部位に一過性に高発現する。TN-Cを特異的
に認識する抗体を用いて、分子診断薬として改良可能かどうかを検証した。ハイブリドーマのRNAから抗TN-C抗体のH鎖
可変領域（VH）とL鎖可変領域（VL）遺伝子をクローニングし、重複伸長PCRを行い、VH-linker-VL遺伝子（scFv遺伝子
）を大腸菌、in vitroセルフリー（RTS小麦胚芽）の発現系、哺乳類細胞株（HEK293）へそれぞれ遺伝子導入した。そ
の結果、HEK293において最も多く発現量が得られた。準備が整い次第、心筋炎モデル動物に注入して病巣への集積を確
認する予定である。

研究成果の概要（英文）：Tenascin-C (TN-C) is expressed transiently inflammatory regions in various 
cardiovascular diseases. We investigated the possibility that specific antibody against TN-C is useful 
for detecting cardiovascular diseases as a molecular diagnostic reagent. Heavy chain variable region (VH) 
and light chain variable region (VL) genes of anti-TN-C antibody were obtained from total RNA in 
hybridoma, and were performed overlap-extended PCR. Expression vector inserted VH-linker-VL gene (scFv) 
was used in E. coli, in vitro cell free (RTS wheat germ) and mammalian cell line (HEK293) expression 
systems. As a result, the antibody expression was highly effective in HEK293 cell line system. As soon as 
it’s ready, we are planning to experiments of antibody accumulation in foci of myocarditis model mice.

研究分野：抗体工学
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１．研究開始当初の背景 
 
心臓の病気は心筋梗塞をはじめ、心筋炎、
拡張型心筋症、川崎病、心奇形など多岐にわ
たり、全身へ血液を送る働き上、重篤な症状
を起こすものが多い。心筋炎は、特別な所見
に乏しい上に急性の転機をたどることから
臨床上重要であるが、診断に苦慮する疾患の
一つとされている。心筋炎の確定診断は、心
内膜心筋生検によって採取された組織像に
炎症細胞が浸潤しているか否かで決定する。
しかしながら、当該方法は侵襲性やサンプリ
ングエラーといった課題点が残るため、低侵
襲かつ精確な早期診断を行うための新規診
断技術が待ち望まれている。 
テネイシン-C（TN-C）は、正常な成体組
織では発現せず、種々の病変部位で一時的に
再発現する細胞外マトリックス糖蛋白質の
一つである。申請者のグループが心筋炎のモ
デル動物を用いた実験から、TN-C は心筋炎
の初期～中期に現れ、治癒段階では消失する
ことを見出した。さらに、独自に改良したモ
ノクローナル抗 TN-C抗体を用いて、単一光
子放射断層撮影（SPECT）で心疾患モデル動
物の病巣の撮像に成功した。 
 
 
２．研究の目的 
 

TN-C に対して得られたモノクローナル抗
体のなかで、特異性が高く、結合力の強い別
のクローンを一本鎖可変領域断片（scFv）へ
と遺伝子改変し、分子イメージング診断法の
確立を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
○心筋炎モデルマウスの作製 
 
本研究では、マウス実験的自己免疫性心筋炎
モデルを採用した。マウスの心筋特異的に発
現するミオシン H 鎖（MyHC-α）由来ペプ
チド、 [Ac-RSLKLMATLFSTYASADR-OH] 
614–629 を用いて行った。完全フロイントアジ
ュバントと混和した当該ペプチドを BALB/c
マウス背側皮下に 2回（day0, 7）注入後、14
日後に犠牲剖検して組織学的に評価した。 
 
○IgG 型抗体の解離定数測定 
 
GE 社製 Biacore®3000 を用いて抗体の解離
定数（KD）を測定した。センサーチップは
CM（カルボキシルメチルデキストラン）5
を採用し、N-ヒドロキシコハク酸イミド/エチ
ル(ジメチルアミノプロピル) カルボジイミ
ドにより抗原-デキストラン間を架橋した抗
体抗原結合反応で使用した緩衝液は HBS-P
（10mM HEPES / 0.15 M NaCl / 0.005 % 
Surfactant P 20 ( pH 7.4 )）を使用し、機器

本体内の反応検出部は 25℃に温度設定して
測定を行った。 
 
 
○scFv 型抗 TN-C 抗体の設計・発現系の構築 
 
抗TN-C抗体を産生するハイブリドーマのRNA
から抗体の H鎖可変領域（VH）と L鎖可変領
域（VL）遺伝子をクローニングした。次に、
重複伸長 PCR を行い、リンカーを介した
VH-linker-VL 遺伝子（scFv 遺伝子）を設計
した。大腸菌、哺乳類細胞などの宿主間にお
けるコドン使用頻度の違いを考慮し、設計し
た scFv 抗体遺伝子配列を各宿主間で発現で
き得る様にコドンの最適化を行った。これを
それぞれの発現ベクター系、pET 系（大腸菌）、
RTS pIVEX Wheat Germ His6-tag （in vitro
合 成 系 ・ セ ル フ リ ー シ ス テ ム ） 、
pEB-Multi-Hyg（HEK293 細胞）へサブクロー
ニングしたのち宿主に導入して発現系の構
築を試みた。 
 
 
４．研究成果 
 
○心筋炎モデルマウスの作製 
 
BALB/c マウスへ MyHC-αペプチドを注入し、
犠牲剖検後に心臓を摘出してホルマリン固
定・パラフィンブロック作製後、組織評価を
行った。その結果、注入した全てのマウスに
おいて、炎症細胞の浸潤像が確認された。浸
潤部位や炎症細胞数は各マウスで多彩な組
織像を呈していた（図 1）。 

 
図 1. 実験的自己免疫性心筋炎の組織所見像
（ヘマトキシリン・エオジン染色） 
 
 
○抗体の KD測定 
 
抗 TN-C 抗体の結合力を算出するために、
Biacore を用いて測定した結果、KD=3.98×
10-12 Mであり、非常に解離の遅い、つまり抗
原との結合が強い抗体であることが分かっ
た（図 2）。抗体の遺伝子設計等でフレームワ
ークのシフトにより、改良型抗体の結合力が
大幅に低下する可能性もあるため、本数値を
基準に改良型抗体の機能を解析する。 
 
 



 
図 2. IgG 型抗 TN-C 抗体の TN-C に対する結
合センサーグラム 
 
 
○scFv 型抗 TN-C 抗体の設計・発現系の構築 
 
可溶型一本鎖可変領域断片（scFv）タンパク
質を調製するために、まず抗 TN-C 抗体を産
生するハイブリドーマの RNAから抗体の H鎖
可変領域（VH）と L鎖可変領域（VL）遺伝子
をクローニングした。次に、重複伸長 PCR を
行い、リンカーを介した VH-linker-VL 遺伝
子（ScFv 遺伝子）を構築し、これを各発現ベ
クターへサブクローニングしたのち各発現
システムにて試みた。 
 
 
a. 大腸菌 
 
抗体遺伝子を挿入したpET系プラスミドを
用いて、BL21 株 DE3 competent cell に形質
転換を行った。アンピシリン耐性下で得られ
たコロニーからラージスケールで 37℃24 時
間培養し、IPTG 添加後に菌体を回収した。そ
の後、浸透圧ショック法により回収したペリ
プラズム画分を His カラムで精製し、電気泳
動を行った。CBB 染色によるバンドの確認は
できなかったが、抗 His 抗体によるウエスタ
ンブロッティング（WB）法を行った結果、少
量発現していた。高発現量化を検討するため、
低温培養（25、30℃）も行ったが 37℃と同等
の発現量であった。 
 
 
b. セルフリー 
 
宿主への毒性やコドンの使用頻度を考慮し
なくてもよい in vitro 合成系を使用したタ
ンパク質発現系、RTS Wheat germ（ロシュ社）
を用いて発現解析を行った。発現容量によっ
て異なる 2種の製品（100、500）を用いた結
果、CBB 染色では大腸菌同様に見られなかっ
たが、WB 法では大腸菌に比して発現量が増加
していることがわかり、さらに 500 の発現系
ではさらに増加した（図 3）。しかしながら、
依然として、動物実験に必要な量は精製でき
ていないため、さらなる検討・異なるシステ
ムを用いる必要がある。 
 

 
図 3. RTS システムを用いた scFv 化抗体の発
現結果 抗 His×6 抗体を用いてウエスタン
ブロッティングを行った結果、scFv 化抗体分
子量に相当する領域（△）にバンドが出現し
た。 
 
 
c. 哺乳類細胞（HEK293） 
 
ヒト細胞で使用頻度の高いコドンを採用し
た配列を合成後、遺伝子工学的に合成遺伝子
をエピゾーマル型発現ベクターへ組み込ん
だ。その後、プラスミドを HEK293 細胞へ遺
伝子導入した結果、１週間で細胞の増殖率が
正常に戻り、タンパク質の発現を確認したた
め、無血清培地への馴化作業を行った。まず、
10%FBS 入り DMEM 培地からスタートし、継代
時に Serum Free Medium II（SFMII）との比
率を順次変更し（DMEM:SFMII=9:1、4:1、3:2、
2:3、1:4、1:9）、最終的に SFMII へ馴化した。
細胞の増殖が正常に戻った時点（d0）から培
養上清を毎日回収し、ウエスタンブロッティ
ングを行った結果、抗体の発現が経時的に上
昇した（図 4）。 

 
 
図 4. HEK293 細胞を用いて無血清培地中に発
現した抗体の発現結果 
 
 
 本研究では、哺乳類細胞による無血清培地
を用いて scFv 型抗体の発現系を構築させる
ことに成功した。発現量を増加させる作業の
最適化検討など一定の課題はあるものの、血
清培地中に含まれるアルブミンなどが一切
ない状態で培養系を確立できたことは、診断
薬の創製において非常に重要な点である。現
在、動物実験に必要な抗体量を調製しており、
順次、標識して動物への注入を試み、病巣集
積の解析を行う予定である。 
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