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研究成果の概要（和文）：ヒトの多包性エキノコックス症は多包条虫の幼虫寄生を原因とする人

獣共通寄生虫感染症であり、病巣を外科的に摘出する以外に確実な治療法はない。多包性エキ

ノコックス症の診断法や治療法を改良開発するためのツールとして、遺伝子工学的手法を用い

て多包条虫由来の抗原に特異的に反応する組換えモノクローナル抗体の作製を行った。その結

果、多包虫由来の抗原に反応する組換えモノクローナル抗体を 4種類作製することができた。 
 
研究成果の概要（英文）：Alveolar echinococcosis, which is caused by the larva of E. 
multilocularis (Em), is a life-threatening zoonotic parasitosis in humans. To develop 
the diagnosis and antibody drug for treatment against alveolar echinococcosis, I tried 
to construct some recombinant monoclonal antibodies from Em-infected mouse by 
using molecular biological methods. In result, four recombinant monoclonal antibodies 
reacting with Em antigen were constructed.  
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１．研究開始当初の背景 
	 ヒトの多包性エキノコックス症は包条虫
属の Echinococcus multilocularis（多包条虫、
Em）の幼虫（多包虫）寄生を原因とする人
獣共通寄生虫感染症である。Em は日本では
北海道にみられ、げっ歯類を中間宿主、キツ
ネやイヌを終宿主として感染環を形成して
いる。 

	 ヒトの多包性エキノコックス症は経口的
に摂取された Em の虫卵が消化管で孵化し、
血流を経て肝臓などの各臓器に定着した多
包虫が悪性腫瘍状の病巣を形成することで
発症する。ヒトでは多包虫の発育が遅く、初
期の自覚症状はないため、症状が現れた時は
末期の事が多い。現在は病巣の拡大が進行し
ないうちに血清診断や画像診断で病巣を発
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見し、外科的に切除摘出する以外に確実な治
療法はない。しかし、体力的に負担が大きい
と判断された場合などは、手術療法が適用さ
れない場合もある。そのため、侵襲が少なく
体に負担が少ない治療法を新しく開発する
ことが必要である。 
	 近年、抗体分子そのものを感染症やがんの
予防や治療に役立てる研究が進められてお
り、一部は既に「抗体医薬」としてがん治療
などに実用化されている。抗体医薬の技術は
がんやリウマチ、ウイルス感染症の治療にお
いて実用化が進んでいるが、寄生虫感染症へ
の適用についてはほとんど研究が進んでい
ないのが実情である。そのため、抗体医薬開
発の技術を応用することで多包性エキノコ
ックス症の治療法や予防法を新たな観点か
ら開発できる可能性が大きい。また、多包性
エキノコックス症の基礎的研究や検査法の
改良においても、多包虫由来の各種抗原に反
応するモノクローナル抗体は重要なツール
となりうることが考えられる。 
	 従来はハイブリドーマを用いたモノクロ
ーナル抗体の作成によって、抗体医薬として
使用可能な抗体分子の探索が行われていた。
しかしこの方法だと抗体を得るのに時間が
かかるなどの問題があった。近年、抗体の可
変領域遺伝子の cDNAをクローニングし、抗
体遺伝子のライブラリーとした後、目的の抗
原に反応する抗体を選択・回収する技術が開
発されたため、抗体医薬として有用な抗体の
分離が容易になった。 
 
 
２．研究の目的 
	 多包性エキノコックス症の診断法や治療
法を新たな視点で改良開発するため、Em に
感染したマウスより得られた抗体遺伝子の
cDNAライブラリーを作製し、遺伝子工学的
手法を用いて多包虫由来の抗原に特異的に
反応する組換えモノクローナル抗体の作製
と性状解析を行う。その中から多包性エキノ
コックス症の治療に有効な「抗体医薬」の候
補や診断法の改良に有用な抗体を探索する。 
 
 
３．研究の方法 
	 C57BL/10 系マウスに多包条虫卵を 1,000
個経口投与し、多包虫に感染させた。虫卵投
与より 16週間後にマウスの脾臓を摘出し、B
リンパ球細胞を含む細胞成分を分離して、
mRNA を抽出精製した。次に RT-PCR 法で
IgG抗体の重鎖と軽鎖の可変領域遺伝子をそ
れぞれ増幅し、リンカーで接続して一本鎖抗
体遺伝子を作出した。さらに、この一本鎖抗
体遺伝子を蛋白質発現用プラスミドpASKに
組み込んで、組換えモノクローナル抗体の
cDNAライブラリーを作製した。 

PCR によるインサートチェックとウエス
タンブロット法による発現スクリーニング
によって、重鎖と軽鎖の両遺伝子を正常に発
現するクローンを cDNA ライブラリーより
選別した。選別された抗体クローンそれぞれ
の塩基配列を解析し、全く同じ塩基配列のク
ローンが重複していないことを確認した。 
大腸菌を用いてそれぞれの組換え一本鎖

モノクローナル抗体タンパク質を発現して
精製し、ウエスタンブロット法で多包虫由来
の粗抗原や組換え抗原などとの反応性を確
認した。 
 
 
４．研究成果 
	 今回構築した cDNA ライブラリーより得
られた 361 クローンをコロニーPCR でスク
リーニングしたところ、一本鎖抗体遺伝子の
全長が挿入されていたクローンが 27 クロー
ン、重鎖または軽鎖の配列のみが挿入されて
いたのが 51クローンあることが確認された。
一本鎖抗体遺伝子の全長が挿入されていた
27クローンについて、大腸菌を用いて実際に
組換え一本鎖モノクローナル抗体タンパク
質を発現させ、ウエスタンブロット法で確認
してみたところ、フレームシフトの発生など
によって途中に停止コドンが存在したため
に全長の発現がみられなかったものが 17 ク
ローン存在した。さらに、残り 10 クローン
の塩基配列を解析したところ、全く同じ配列
だったものが 1組（2クローン）存在した。 
組換え一本鎖モノクローナル抗体タンパ

ク質の全長を発現することができた 9クロー
ン(Fig.1)について、粗抗原短冊との反応性を
確認したところ、粗抗原中の約 18 kDa付近
の成分を抗原として認識する組換え一本鎖
モノクローナル抗体が４クローン見いださ
れた(Fig.2A)。また、これらの組換え一本鎖
モノクローナル抗体は、Em の組換え抗原で
ある EmII/3の C末端部分(EmII/3#7)にも同
様に反応を示したため(Fig.2B)、現在多包性
エキノコックス症の診断に使われている抗
原に反応を示す可能性が示唆された。 



 
	 今回、遺伝子工学的手法を用いて、Em 感
染マウス体内で産生されている IgG 抗体の
うち、Em 由来の抗原に反応する可能性が強
い組換え一本鎖モノクローナル抗体を 4種類
作製することができた。これら組換え一本鎖
モノクローナル抗体は、今回得られた抗体遺
伝子 cDNAクローンの元となったEm感染マ
ウスの血清が認識する抗原と同じものを認
識していたため(Fig.2B)、マウスの血清に含
まれている抗体と同じものを作製できた可
能性も考えられた。しかし、 cDNA ライブ
ラリーを作成する際に PCR で抗体遺伝子を
相当増幅しているため、今回得られた組換え
一本鎖モノクローナル抗体の種類と性状が
感染マウス生体内で産生されていている抗
体の種類と量の傾向を直接反映している可
能性は低いと考えられる。 
今回の研究では、Em 由来の抗原に反応す

る組換えモノクローナル抗体を複数作製す
ることができたものの、当初の目的であった
「多包性エキノコックス症に対する『抗体医
薬』の開発」には至らなかった。今後はこれ
まで得られた一本鎖抗体遺伝子の組換えな
どを行って、様々な種類の Em由来抗原に反
応する組換えモノクローナル抗体を作製し、
新たな診断法や治療法の開発の際に重要な
ツールとして使用できるようなシステムを
構築していく予定である。 
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