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緒 言

KohlerとMilstein1)に よっ て 開 発 され たモ

ノ クロー ナ ル抗 体(MAb)の 作 成技 術 は,今 日

で は生 物 学,基 礎 医 学 の み な らず臨 床 医 学 の各

分 野 に広 く応 用 され て い る. MAbは,そ の認

識 す る抗 原 決定 基 が単一 の ため に,従 来 の ポ リ

クローナ ル抗 体 と比較 して特 異 性 が極 めて 高 く,

しか も得 られ た抗 体 産生 細 胞 を同 系動 物 の 腹腔

内 に接 種 す る と,腹 水 と して大量 に得 る こ とが

で きる. MAbは 又,作 成 上 の 利 点 と して,そ

の抗 原 精製 が完 全 で な くて も よい とい う大 きな

長所 を有 して い る.そ こ で著 者 もウ イ ルス性 腫

瘍 に関 す る研 究 の 一環 と して,各 種 抗 原 に対 す

るMAbの 作 成 を行 なっ て来 た2).

レ トロ ウ イ ル スは動 物 界 に広 く分 布 す る逆 転

写 酵 素 を有 す るRNA型 ウイルスで あ るが3),今

まで に ヒ トの レ トロ ウ イルス と しては, HTLV-

I4,5), II6,7),及びIII8,9)な どが発 見 され,そ れ ぞ

れ 成 人T細 胞 白 血 病10-12), Hairly細 胞 白 血

病6,7)後 天 性 免疫 不 全 症候 群8,9,13)な どの疾 患

と深 い 関連 性 を有 して い る.こ れ らの ウイ ル ス

はTリ ンパ 球 に特異 的 に感染 し障 害 を もた らす

とい う共 通 した 特徴 を持 って い る14).最 近Oda

ら15～21)は,種 々な ヒ トリンパ性 白血 病 由 来株 化

細胞 の電 子 顕 微鏡 的 検 索 によ っ て,ヒ トリ ンパ

芽球 様 株 化細 胞 の 一種(HLB細 胞)に, HTLV

とは異 な る レ トロ ウ イル スの 産生 を見いだ した.

この レ トロウ イ ル ス(HLBVと 仮 称)は,主 構

造 蛋 白 質 と推 定 され る分 子 量34,000ダ ル トン

(Da)の 蛋 白 質p34とMg2+に よ り活性 化 す る逆

転 写 酵 素 活 性 を有 して い るが16,18),種 々の血 清

学的 検 索 によ っ て も未 だ この ウ イル ス が同 定 さ

れ ず17),そ の遺 伝 子 の ク ロー ニ ング と構 造 解析

が進 め られ て い る21).本 研 究 で は,こ の レ トロ

ウイ ル スHLBVの 性 状 を解 明 す る た め に,

 HLBV主 構 造 蛋 白 質p34に 対 す るMAbを 作

成 し,そ の抗 体 を用 い た イ ム ノア フ ィニ テ ィー

クロマ トグラフ ィー に よ るp34の 精 製 を試 み た.

さ らに同 蛋 白 質のN末 端 領域 ア ミノ酸 配 列 を決

定 し,他 の レ トロ ウ イル スの 主構 造蛋 白質 との

比較 を行 な った.

材 料 と 方 法

1.レ トロウ イ ル スの精 製

1)細 胞 の培 養

レ トロ ウイ ル スの 精 製 に用 い たHLB細 胞 は

10%牛 血 清添 加RPMI-1640培 地(日 水製 薬)で

培 養 した.一 回 の 精 製 につ き,約5lの 培 養 を

行 な っ た.

2)レ トロウ イ ル スの 精 製

HLBVの 精 製 は図1に 示 した方 法18)で 行 な
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図1　 HLBVの 精製 方法の概 略図

った.即 ち,培 地 より回収 したHLB細 胞 をTBS

(10mM Tris-HCl, pH 7.5, 150mM NaCl)で

洗 浄 し,細 胞 数 を数 えた後, 100μg/mlト リプ

シン(シ グマ社)を 含 むTBSを 細胞 沈 渣 に加 え,

 37℃, 15分 間反 応 させ た. 1/5容 量 の1mg/ml

卵 白 トリプ シ ンイ ンヒ ビター(シ グマ社)を 含 む

TBSで 反応 を止 め, 10,000×gで, 4℃, 45分

間遠 心後,上 清 を さ らに100,000×gで, 4℃,

 90分 間 遠 心 分 離 した.沈 渣 を, TEN(50mM

 Tris-HCl, pH 8.0, 10mM EDTA, 10mM NaCl)

に懸濁 し, 33,000×g, 4℃, 60分 間. 5～20%シ

ョ糖 密 度 勾 配 で遠 心 分 離 後,各 分 画 を ドデ シル

硫 酸 ナ トリウ ム(SDS)-ポ リア ク リル ア ミ ドゲ

ル電 気 泳 動(PAGE)22)し,銀 染 色23)で 分 析 し

た. HLBVを 含 む と思 われ る分 画(図2, No. 2～

8)を 集 め, 100,000×gで, 4℃, 60分 間遠 心 後,

その 沈 渣 を精 製HLBVと して以 後 の 実験 に用

い た.

図2　 HLBVの シ ョ糖密度 勾配遠 心法 による精製

材料 と方法 で示 した様 に, HLBVを 粗 精 製 し,

 5～20%シ ョ糖 密度勾配 で速度 ゾーン沈降遠心 した.

遠心後 の各 分画 をSDS-PAGEし た後,蛋 白質を

銀 染 色 した.レ ー ンCは 遠 心 分 離 前 の粗 精 製

HLBV懸 濁液 を,レ ー ン2か ら8は 遠 心 分離 後

の分画 を示 す.レ ー ンの数字 は分画番号 と同 じで

ある.

2.レ トロ ウ イ ルス に対 す るモ ノ クロ ーナ ル抗

体 の作 成

1)免 疫

TENで 懸濁 した 精製HLBVを 等 量 の フロイ

ン ト完 全 ア ジ ュバ ン トと混 合 し,エ マ ル ジ ョ ン

に した後, BALB/cマ ウスの 腋 窩 及び鼠 蹊 部 に,

計1ml(HLBV25～50kg)/匹 で,皮 下 注 射 した.

さ らに10日 間 隔 で, 3回 追 加 免疫 し,抗 体 の産

生 を確認 した後,最 後 の追 加免 疫 は,精 製HLBV

 1ml(HLBV 50～100μg)を 腹 腔 内 に注 射 した.

 3日 後 に,脾 臓 を摘 出 し,細 胞 融 合 に用 いた.

2)培 地

10%牛 胎 児 血 清添 加 ダルベ ッコー 変法 イー グ

ル培 地(日 水製 薬)をDMEM(+),血 清 を含 ま な

い もの をDMEM(-)と して使 用 した,ま た, 0.1

mM hypoxanthine, 0.4μM aminopterin, 16

μM thymidineを 添 加 したDMEM(+)をHAT

培 地24), HAT培 地 よ りaminopterinを 除 い た

培 地 をHT培 地 と して使 用 した.

3)ミ エ ロ ーマ 細 胞 の培 養
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細胞 融合 には,ミ エローマ細 胞X63-Ag8-65325)

(香川 医科 大学 第一 内科,田 中輝和博 士 よ り供与)

を用 い た.ミ エ ローマ細 胞 はDMEM(+)で 維 持

培 養 した.

4)細 胞 融 合 及 び雑 種 細胞 の培 養

細胞 融合 は文献26～29を 参 考 に して行 なった.

精製HLBVで 免 疫 され たマ ウ スの脾 細 胞3×

108個 と対数 増 殖 期 の ミエ ロー マ細 胞3×107個

を50ml遠 心 管 内 で混 合,遠 心 し,上 清 を除去

後,遠 心管 底 を指 で軽 くは じい て細胞 沈 渣 を分

散 し,そ の 上 に45%ポ リエ チ レ ング リコ ー ル

(PEG4,000,メ ルク社)を 含 むDMEM(-)を 約

0.5ml滴 下 し,振 盪 混和 後,室 温 に3分 間放 置

した. DMEM(-)で 徐 々 にPEGを 希釈 し,遠

心 後,細 胞沈 渣 をHAT培 地230mlに 再 浮 遊 さ

せ,前 日にBALB/cマ ウ ス腹 腔 よ り調 製 した

支持細 胞 を含 む96ウ ェ ル プ レー ト23枚 に0.1ml

ずつ 分注 し, 7.5%炭 酸 ガ ス存 在 下 で培 養 した.

 10日 目頃 よ り,活 発 な雑種 細 胞 の生 育 が見 られ

るウェルでは半 量 ずつの培 地交 換 を行 ないなが ら,

 HAT培 地 で2週 間, HT培 地 で1週 間,以 後

通常 のDMEM(+)で 培 養 した.

5)雑 種 細 胞 の クロ ーニ ン グ

目的 の雑 種 細胞 コ ロニ ー をパ ス ツー ル ピペ ッ

トで懸濁 し,細 胞 数 を計 算 して, 96ウ ェル プ レ

ー トに1ウ ェ ル当 た り1細 胞 に な る よ うに雑 種

細 胞 を分注 し(限 界 希釈 法), 7.5%炭 酸 ガス存 在

下 で培 養 した.約2週 間 後,生 育 の 活発 な1個

の コロ ニ ー を含 み,培 養 上清 が高 い抗体 活性 を

示 す ウ ェル を選 ん で,同 様 の クロー ニ ン グ操 作

を繰 り返 した. 1ク ロー ンにつ き,少 な くと も

2回 の クロ ーニ ング を行 なった.

6)腹 水 の 作 成

1週 間前 にプ リス タ ン(ア ル ドリ ッチ社)0.5

mlを 腹 腔 内 に注 射 して おい たBALB/cマ ウ ス

腹腔 内 へ3～4×106個 の 雑種 細 胞 を移植 した.

腹部 膨 隆 が著 明 とな る2週 目頃 よ り1日 に1ml

ず つ腹 水 を回収 した.

7)イ ム ノ グロ ブ リ ン(Ig)サ ブ ク ラスの 決定

Igサ ブ クラス の決 定 は,オ ク タ ロニ ー法 で 行

なっ た.

8)雑 種細 胞 培 養 上 清 の ス ク リーニ ン グ

ス ク リー ニ ングは,ア ビジ ンー ビ オチ ン法30)

(ABCキ ッ ト,ベ クター 社)を 用 い た ドッ トブ ロ

ットアッセイ31,32)で 行 なっ た.精 製HLBVを20

μlの0.1% NP-40を 含 むTENに 懸 濁 し, 4℃,

 30分 間 放置 後, TENで100倍 希釈 して,ア ッセ

イの抗 原 と した.こ の抗 原 をマ イ ク ロ ウェ ル底

の ニ トロセ ル ロー ス膜 に2μlず つ ス ポ ッ トし,

希 釈 液A(1%ゼ ラチ ンと0.05% Tween 80を

含 むTBS)200μlを 加 え, 10分 間 放 置 し た.

 TBS洗 浄 後,雑 種 細胞 培 養 上清 を希釈 液Aで

10倍 希釈 して, 50μlず つ加 え, 60分 間反 応 させ

た. TBSで 洗 浄 後, 250倍 希釈 の ビオ チ ン化 抗

マ ウスIgウ マ 抗体 を40μlず つ加 え, 30分 間 反

応 させ た. TBSで 洗浄 後, 250倍 希釈 ア ビジ ン

ーペ ルオキ シダーゼ 標識 ビオ チ ン複 合 体40μlを

加 え, 15分 間 反応 させ た. TBSで 洗 浄後, 0.5

mg/ml 4-ク ロ ロ-1-ナ フ トー ル, 0.165%

H2O2を 含 むTBSを100μlず つ 加 えて,発 色 反

応 させた.反 応 停 止 は 水洗 により行 なった.以 上

の 反応 はす べ て室 温 で行 な った.

9)精 製 ウ イル スの[125I]標 識 と免疫 沈 降 反応

0.5%NP-40と2mM Phenylmethylsulfonyl

 fluoride(PMSF)を 含 むTENで 懸 濁 した精 製

HLBV 0.3ml(HLBV50～100μg)を ヨードゲ ン

法33)に よ り, 800μCiの[125I]で 標 識 し,そ の

20μlず つ をス クリーニ ン グ陽性 培 養 上 清0.1ml

と4℃ で一 晩 反応 させ,ア フ ィニ テ ィー精 製 抗

マ ウスIgG, IgA, IgMウ サ ギ抗体 を結 合 させ

た プ ロ テ イ ンAセ ファロ ー ス20μlを 加 えて,室

温 で2時 間 反応 を行 なった.遠 心 で ビーズを回 収

後,抗 原 抗 体複 合 物 をSDS-PAGEで 分 離 し,

蛋 白質 をクー マシー ブ リリア ントブ ル ー(CBB)染

色 し,ゲ ル を乾 燥 させ た後 オ ー トラ ジオ グ ラ フ

ィー を行 な った.

3.電 顕 酵 素抗 体 法

HLB細 胞 及 びMT-2細 胞 を4%パ ラホ ル ム

ア ルデ ヒ ド溶 液 で4℃, 60分 間固 定 し,凍 結 切

片 と して, Odaら の 方 法34)に 従 い酵 素抗 体 間 接

法 を行 な い,電 顕 試料 を作 成 した.

4.イ ム ノ アフ ィニ テ ィー クロマ トグ ラフ ィー

MAb14H10(後 述)を 腹 水 か ら50%飽 和 硫 安

で 粗精 製 し,そ の10mgを0.5mlプ ロテ インA

セ フ ァロース と反応 させ, 2mg/mlジ メチ ル ス

ベ ロ イ ミデ ー トでMAbと プロテ イ ンAを 架橋
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した35,36)こ の ア フ ィニテ ィー担 体 で作 成 した

ミニ カ ラ ム に, HLBVの 精 製 に使 用 したHLB

細 胞 の トリプ シ ン処理 後 沈 渣0.5gの1% NP-

40, 20μg/ml卵 白 トリプ シ ンイ ンヒ ビ ター を含

むTBSに よ る抽 出液10mlを, 4℃ で2時 間

か け て流 し,カ ラムの50倍 容量 の1%NP-40を

含 むTBS及 び20倍 容量 の150mM NaClで 洗

浄 後, 0.1M酢 酸1.5mlで30分 間 か け て カラム

に結 合 した 蛋 白 質 を溶 出 させ た.溶 出 分 画 は

SDS-PAGE後,銀 染 色 で分析 した.

5.蛋 白質 のN末 端 領域 ア ミノ酸 配 列分 析

蛋 白 質のN末 端 領 域 ア ミノ酸 配 列 分 析 は,

 Hunkapillerら の 方法37,38)に ほぼ 従 って行 な っ

た. p34は シ ョ糖密 度 勾 配遠 心 分離 前 の粗 精 製

HLBVを, p30(後 述)は イムノア フィニ テ ィー ク

ロマ トグラフィーで 回 収 した蛋白質 を材 料 と した.

これ らの蛋 白 質 をSDS-PAGEで 分離 し, CBB

染 色後,ゲ ル よ り切 り出 し, 0.1%SDSを 含 む

緩 衝 液(25mM Tris-HCl, pH 8.0)中 で 電気 泳

動 的 に溶 出 させ た.溶 出液 をセ ン トリコ ン(ア ミ

コ ン社)で 濃縮 後,逆 相 カラ ム クロマ トグラフ ィ

ー(フ ァルマ シア社
, FPLCシ ス テ ム)で 不 純 物

を除 き,凍 結 乾 燥 させ た 後,蒸 留 水 又は0.1%

 SDSに 溶解 させ,気 相 シー クエ ンサ ー(ア プ ラ

イ ドバ イオ システ ム ズ 社,モ デ ル470A)及 び

HPLC(ア プ ライ ドバ イオシステム ズ社,モ デ ル

120A)でN末 端 ア ミノ酸配 列 を分析 した.

結 果

1.レ トロ ウ イ ルスの 精製

本 ウ イルス(HLBV)は 培 養 液 中 へ の遊 離 が少

な く18),培 養 液 か らの精 製 は 困難 で あったため,

 HLB細 胞 表 面 の ウイルス を トリプ シンで遊 離 さ

せ 回収 す る方法(図1)を 用 いた.こ の 方 法 で

回収 した粗精 製HLBV懸 濁 液 を5～20%シ ョ糖

密 度 勾 配遠 心 法 で 分離 し,そ の各 分 画 の 一部 試

料 をSDS-PAGE後,銀 染 色 で解析 す ると図2

に示 す ごと く,分 子量34kDaの 蛋 白 質(p34)及

び これ よ り少量 であ るが 分子 量 約33kDaの2つ

の 蛋 白 質(p33と 総 称)と 分 子量 約20kDaの3

つ の蛋 白質(p20と 総 称)が 第6分 画 をピー クと

して,第2～ 第8分 画 に見 られ た.こ れ らの分

画 には 蛋 白 質 の分 布 パ ター ンと一 致 して逆 転 写

酵素 活性 が検 出 され,濃 縮 ウ イル ス が電 顕 で観

察 され る こ とか らこ れ らの 蛋 白 質 はHLBV由

来 と考 え られ16,18),そ れ らの 分 子量 及 び量 的 関

係 か らp34が そ の主構 造 蛋 白 質 と推 定 され て い

た16,18).又 図2に お け る こ れ らの 分 画 には微 量

で あ る が,細 胞 由来 と思 われ る き ょ う雑蛋 白質

も見 られ,ウ イ ル スの精 製 が完 全 で は な い こ と

が うかが わ れ た,一 回 の精 製 には約5lの 培 養

を行 な い,そ の培 養液 よ り7～8×109個 のHLB

細 胞 が回収 され,そ れ らの細 胞 か らSDS-PAGE

後 の銀 染 色 による推 定 で50～100μgの 精 製 ウイ

ルス が 得 られた.

2.レ トロ ウ イ ルス に対 す るモ ノ クロ ーナ ル抗

体 の作 成

上記 の精 製HLBVを 免疫 原及び ス ク リー ニ ン

グの抗 原 として抗HLBV-MAbの 作 成 を行 な っ

た.融 合 操 作 後 の 細 胞 懸 濁 液 を分 注 した96ウ

ェル プ レー ト23枚 の うち活発 な雑 種 細胞 の生 育

が 見 られた 約600ウ ェ ルの培 養 上 清 を,ド ッ ト

ブ ロ ッ トア ッセ イ に よ りス ク リー ニ ン グ して13

図3　 ドットブロ ッ トアッセ イによるス クリーニ ン

グの結果 の例

左上端の発色 スポットはMAb E-12)(抗MHCク

ラスI-MAb産 生細胞 の培 養上清)を 用いた陽性

コ ン トロー ル を示 す.発 色 スポ ッ トの濃 さからa

では4ス ポ ット, bで は2ス ポ ッ トを陽性 と判定

した.
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の陽 性 ウ ェル を得 た.図3に その結 果 の 一例 を

示 した.次 に こ れ らの ウ ェ ル培 養 上 清 に含 まれ

るMAbの 対 応 抗 原 の 検 索 の た め 培 養 上 清 と

[125I]標識 精製HLBVと の 免疫 沈 降 反 応 を行 な

った(図4).図4に おいて,レ ー ン7と14に は図

2に 示 したp34に 相 当す る と考 え られ る分子 量

34kDaの 蛋 白 質 が免 疫 沈 降 され て い る.こ れ ら

のレー ンには 少量 で あ るが分 子 量30kDaの 蛋 白

質(p30)も 同時 に免疫 沈 降 され て い る.レ ー ン

7と14に 対応 す る ウ ェル15C9と14H10の 雑種

細胞 は ク ロー ニ ング後,同 系 マ ウ ス腹腔 内 に移

植 して腹 水 を作 らせ た. MAbのIgサ ブクラス

は, MAb15C9; IgG1, MAb14H10; IgG2bで

あ った.こ の うち プ ロテ イ ンAと の結 合 性 が良

く,腹 水 と して大 量 に得 る ことの で きたMAb

14H10を 以 後 の 実験 に用 い た.

3.電 顕 酵 素抗 体 法 によ る所 見

MAb14H10とHLBVと の 反 応 性 を調ベ る

ため電 顕 酵 素抗 体 法 を行 なつた.図5-aに おいて

MAb 14H10はHLBVの コ ア と特 異 的 に強 く

反応 してい るが ウイルスエ ンベロープや他 のHLB

細 胞 成 分 とは反 応 していない.図5-bに おい て

MAb 14H10は 対 照 と したHTLV-Iや その産

生細 胞MT-2細 胞 成 分 とは反 応 してい ない.こ

れ らの所 見 から,こ のMAbが 確 かにHLBVに

対 す る抗体 で あ り,又p34が 本 ウ イ ル スの コア

蛋 白質 で あ るこ とが確 認 さ れた.

4.イ ム ノア フ ィニ テ ィー ク ロマ トグ ラ フ ィー

に よ る レ トロ ウイ ル ス蛋 白 質p34の 精 製

HLBVの コ ア 蛋 白 質p34を 精 製 す る た め

MAb14H10を 用 い て,イ ム ノア フ ィニ テ ィー

クロマ トグラフ ィー を試 み た.図6に 示 す 如 く,

 HLB細 胞 粗 抽 出 液 か らイム ノア フ ィニテ ィー ク

ロマ トグラ フ ィー に よ って 得 られ た溶 出分 画 に

はp34の 他 に 分 子 量33kDa, 30kDa及 び更 に

低 分 子量 の蛋 白 質 も同 時 に回収 さ れて い た.同

図 にお い て, HLB細 胞 沈 渣 を蛋 白 質 分 解 酵 素

阻 害 剤非 存 在 下 でNP-40処 理 した場 合 は,存 在

下 の場 合 に比 べ, p34の 収 量 が減 少 し,低 分 子

量 の 蛋 白 質の 収量 が増 加 して い る こ とか ら,分

図4　 [125I]標識精製HLBVと スク リーニ ング陽性 ウ ェル培 養上清 との免疫沈降 反応 によ るMAbの 対応抗原

の検索

材料 と方法で示 した様 に, [125I]標識HLBVと ス クリーニ ング陽性 ウェル培養上清 を免疫沈 降反応 させ,抗

原抗体複合物 をSDS-PAGEで 分離 した後,蛋 白質 をCBB染 色 して.ゲ ル をオー トラ ジオ グラフ ィー した.

レー ン1は 免疫沈降反応前の[125I]標 識精製HLBVを 示す.レ ー ン2は 精製HLBVで 免疫 したマ ウス抗血

清 との,レ ー ン3は ドッ トプロ ッ トア ッセイ陽性 コン トロールMAb E-1(培 養上清)と の,レ ーン4～16は ス

クリーニ ング陽性 ウェル培 養上 清 との免疫 沈 降 反応 を示す,レ ー ン7と14に 免疫 沈 降 されたp34が み られ

る.
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図5　 MAb 14H10を 用 いた電顕酵素抗体法

aはHLBV産 生HLB細 胞 との, bは 陰 性 コ ン トロール としたHTLV-I産 生MT-2細 胞 との反応 を示す

(×26,000). aで はウ イルスの コア に陽性 免疫反応 が 見られ る.

図6　 MAb 14H10を 用 い た イ ム ノ ア フ ィニ テ ィー ク ロ マ トグラ フ ィー に よ るp34

の 精 製

HLB細 胞 沈 渣 の1%NP-40抽 出 液 を イムノ ア フ ィニ テ ィー ク ロマ トグ ラ フ イ

ー で分 離 後
,溶 出 分 画 をSDS-PAGEし,蛋 白 質 を銀 染色 した.レ ー ン1は ト

リプ シ ンイ ン ヒ ビ ター 非 存 在 下 で,レ ー ン2は 存 在 下 で抽 出 しイ ム ノア フ ィニ

テ ィー ク ロマ トグ ラ フ ィー を行 な った 場 合 の 溶 出 分 画 を示 す .
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図7　 気相 シー クエ ンサーによ る蛋白質N末 端領域 の アミノ酸配列分析 の結 果

数字 はN末 端 か らのア ミノ酸残基数 を示 す.

子量33kDa以 下 の蛋 白質 は 抗 原 決 定 基 を共 有

す るp34の 分 解 産物 と推測 され た.そ して分 子

量33kDa及 び30kDaの 蛋 白 質 は 各 々 図2の

p33,図4のp30に 相 当 す ると考 えられた.分 子

量33kDa以 下 の 蛋 白 質 が同 時 に回 収 され るた

め,イ ム ノ ア フ ィニ テ ィー クロマ トグラ フ ィー

によ りp34を 単 一蛋 白質 と して,精 製 す る こ と

は で きなか った.し か しp34及 び その分 解産 物

と推 測 され る蛋 白 質 を ウイ ル ス を精 製 せ ず と も

HLB細 胞粗 抽 出 液 よ り一段 階 操 作 で 回 収 す る

こと がで きた. 0.5gのHLB細 胞 沈渣 よ り1回

の イ ムノ ア フ ィニ テ ィー クロマ トグラ フ ィー で

回収 され るp34とp30の 量 はSDS-PAGE後

の銀 染色 で各 々約5μgと 推 定 された.

5.レ トロ ウイルス蛋 白質p34のN末 端 領域 ア

ミノ酸 配列 の分析

HLBVを さ らに詳細 に解析 す るため,そ の構

造 蛋 白 質p34及 び そ の関 連 蛋 白 質p30のN末

端 領域 ア ミノ酸 配 列 決定 を試 み た.イ ム ノア フ

ィニ テ ィー クロマ トグラ フ ィー で回 収 した こ れ

らの蛋 白質 は逆 相 カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィー で

も分離 不 能 で あ った ため, SDS-PAGEで 分 離

し,直 接 ゲ ル よ り切 り出 して配 列 分 析 用 試料 を

調 製 した.気 相 シー クエ ンサ ー に よ る配 列分 析

の 結果(図7)よ り以 下 の こ とが明 らかとなった.

1) p34のN末 端 配 列 はPro-Val-で あ る.こ

の こ と よ りp34はHLBVの 主 構 造 蛋 白 質で あ

るこ とが確 認 され た.

2) p34の 第17残 基 か ら第22残 基(第18残 基 は

不 明の た め除 く)ま で とp30の 第1残 基 か ら第

6残 基 まで が一 致 してお り,又p34の 第16残 基

がArgで あ る.こ れ らの 事実 は, p34が 第16残

基 の直 後 で,ト リプ シ ン様 の プ ロテ アー ゼで 切

断 され, p30は そのC末 端 側 断 片 に由来 す る こ

と を強 く示 唆 してい る.従 ってp34のN末 端領

域 ア ミノ酸 配 列 は, p34の 第22残 基 以 後 にp30

の 第7残 基 以後 が続 く こ とと な り,合 計27残 基

が判 明 した と考 え られ た.

考 察

Odaら によ り分離 されたレ トロウイルス(HLBV)

の性状 解析 を行 なうため,こ の ウイルス蛋 白質 に

対す るモ ノクローナ ル抗体(MAb)を 作 成 した.

 MAb作 成 の 大 きな利 点 の一 つ は,そ の 作 成 原

理 か ら推察 で きる様 に,抗 原 の精 製 が 不完 全 で

も,完 全 な特 異 抗体 を得 る こ とがで き るこ とで

あ る.こ の こ とは 又,複 数 の抗 原 に対 して,同

時 に各 抗原 に対 す る抗 体 が得 られ る こ と も示 し

て い る.本 ウ イ ルスHLBVも 完 全 には 精 製 で

きな かっ た が, MAb作 成 に よ り,ウ イル ス特

異 抗 体 を得 る こ とが で きた.マ ウ スの 免疫 は ウ

イルス全体 で行 なったので,上 述 の 如 く理 論的 に

はp34以 外 の ウ イル ス構 成 蛋 白 質 に対 す る抗 体

も得 られ るはず で あ るが,免 疫 沈 降 反 応 で実 際

に対 応抗 原 が判 明 したの は ドッ トブ ロ ッ トア ッ

セ イで 陽性 と判 定 した13ウ ェル の雑 種細 胞 の う

ち抗p34-MAbを 産 生 す る2ク ロ ー ンの み で あ

った.こ の理 由 はp34以 外 の ウイ ル ス構 成蛋 白

質量 がp34に 比較 して か な り少 な い(図2)た

め と思 わ れ る.

MAbは その特 異 性 の 高 さの点 で抗 原 の検 出

プ ロー ブ と して優 れ て い る.電 顕 酵 素抗 体 法,

中 で もMAbを 用 い た電 顕 酵素 抗 体 法 は抗 原 の

局 在 を調 べ る上で強 力 な解析 手段 と考 えられ る34),

本 研 究 で得 られ た抗p34-MAb 14H10も,パ ラ

ホ ル ムア ル デ ヒ ド固定 したHLB細 胞 凍 結 切 片
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との電顕酵素抗体法において, HLBVコ アとの

み特異的に反応 し, p34が 実際にウイルスコア

に局在することを示すことができた. MAb 14H10

は又,蛍 光抗体法で,ア セトン固定 したHLB細

胞 とも特異的に反応した20). MAbは 認識する

抗原決定基が単一であるため,抗 原決定基の変

化が予想される場合には,特 に注意を要する.

ウェスタンブロット法は特異的抗原蛋白質の簡

便な検出法として汎用されているが,一 般に電

気泳動にSDSを 使用するため蛋白質の抗原決

定基が変化 している可能性がある.従 って,得

られたMAbが ウェスタンブロットされた蛋白

質と反応するか否かを調べておくことは重要で

ある. MAb 14H10は ウェスタンブロットされ

たp34と 反応することが確認 されてい る20).

MAbの 抗 原 検 出 プ ロー ブ と して 以外 の重 要

な応 用 に イ ム ノア フ ィニ テ ィー ク ロマ トグ ラ フ

ィー が あ る.イ ム ノ ア フ ィニ テ ィー クロマ トグ

ラ フ ィー は,原 理 的 には,免 疫 沈 降 法 と同 じで,

粗 な抗 原 抽 出 液 か らで も,一 段 階操 作 で高 度 な

抗 原 精 製 が可 能 な方法 であ る. MAbは,そ の

均 一性,特 異性,及 び量 的 な面 か らイ ム ノ ア フ

ィニ テ ィー ク ロマ トグ ラ フ ィー には特 に適 して

お り, MAbを 用 いた イム ノアフ ィニテ ィー クロ

マ トグラ フ ィー は種 々の抗 原 の 精 製 に応 用 され

てい る39～41).本 研究 で も,抗p34-MAb14H10

を用 い た イ ム ノア フ ィニ テ ィー クロ マ トグ ラ フ

ィー に よ りp34の 精 製 を試 み た が,そ の 分解 産

物 が 同時 に回収 され るた め, p34を 単 一 蛋 白 質

と して精 製 す る こと はで きな か った,し か しイ

ム ノア フ ィニ テ ィー クロ マ トグ ラフ ィー に よ り

p34の 分解 産 物p30を 回収 す る こ とが で き,こ

のp30はSDS-PAGEで 分離 後,ア ミノ酸 配 列

分 析 の 材料 とす る こ とが で きた.

蛋 白 質 の一 次構 造 を知 る こ とは,例 え部 分的

で あ って も,そ の蛋 白 質の 同 定 の み な らず,そ

の 遺 伝 子 の クロー ニ ング にお い て も重 要 な意義

を持 つ.近 年 開 発 された気 相 法42)に よる配列 決

定 法 は,わ ず か5～50pmolの 蛋 白 質 か らで も,

その ア ミノ酸 配 列分 析 を可 能 に した43).そ こで

著 者 も, HLBVに つ いて さ ら に詳 しい情 報 を得

るた め,そ の 主 構 造 蛋 白 質 と推 定 さ れ て い た

p34のN末 端 領域 ア ミノ酸 配 列決 定 を行 な い,他

の レ トロ ウイ ル スの 主構 造蛋 白 質 との 比較 を行

なった.レ トロ ウイルスの主 構 造 蛋 白 質 は ゲノム

RNAを 包 む最 も主 要 な コ ア蛋 白 質 で,そ のN

末 端 ア ミノ酸 は今 まで に調べ られた 限 り,レ ト

ロ ウイル スの種 類 に よ らずProで, 2番 目の ア

ミノ酸 は側 鎖 に分 枝 炭 化 水素 鎖 を持 つLeu, Ile,

又 はValの いず れかであ る.こ れ らは い ず れも,

非 極 性 ア ミノ酸 で,そ の高 度 の保 存 性 は プ ロテ

アー ゼ の認 識 部 位 と して以 外 に主構 造 蛋 白 質 に

お け る何 らかの構 造 的役 割 を も推 測 させ る.本

ウイルスHLBVのp34N末 端配 列 もPro-Val-

で あ り,レ トロ ウイ ル ス の主構 造蛋 白 質 と して

の条件 を満 た して い る.本 研 究 で得 られたp34

のN末 端 領 域 ア ミノ酸27残 基 と現 在 まで に報 告

の あ る他 の レ トロ ウイ ル スの相 同領 域 の 比較 を

行 なったが,同 一 又 は高 度 なホモ ロジー を有す る

ウ イ ルス は見 られ なか っ た. p34は レ トロ ウイ

ルス の主 構 造 蛋 白 質 と して は 分子 量 的 にか な り

大 きく,こ れ に近 いもの と してsquirrel monkey

 retrovirus44)のp35が あ るが,そ のN末 端 領

域 ア ミノ酸 配 列 の報 告 が未 だ ない た め,比 較 で

きな かっ た. Mason-Pfizer monkey virus45)

は 最 初 の3ア ミノ酸 がHLBVと 一 致 して い る

が,そ れ以 後 の部 分 につ いて は,他 の レ トロウ

イ ルス と比べ て特 に高 い相 同性 は 見 られな かっ

た.又, HLBVが ヒ トリンパ 芽球 様 株 化細 胞 よ

り分離 され たた め, HTLV-I～IIIと の 関連 性 に

つ い て も関 心 が持 た れ た が,そ れ らと も特 に高

いホ モ ロ ジー は 見 られ な か った.従 って主 構 造

蛋 白 質N末 端 領 域 ア ミノ酸 配 列 を比 較 した限 り

で は, HLBVが 既 知 レ トロ ウイルスの いず れ と

近縁 で あ るの か明確 な結 論 は 下 し得 な かっ た.

最近Sonigoら46)は,逆 転 写 酵 素 の保 存 領域 ア

ミノ酸配 列 をも と に レ トロ ウ イ ルス の 系統的 分

類 を行 なってい る.そ れに よると現 在 の レ トロ ウ

イ ルス は ほ ぼ4グ ルー プ に分 類 され,そ の うち

Moloney murine leukemia virus(Mo-MLV)

をプ ロ トタイ プ とす るmammalian type Cグ

ルー プ の逆 転 写 酵 素 が最 も早 く,他 の3グ ルー

プか ら分 か れ た.こ の グル ー プの 逆転 写 酵 素の

み がMn2+嗜 好 性 で あ る こ とか ら も47),こ の グ

ルー プ の 逆 転 写 酵 素 の 特 異 性 が うか が える.

 mammalian type Cグ ルー プの特 異 性 は逆転
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写 酵 素 の み な らず,主 構 造 蛋 白 質のN末 端 ア ミ

ノ酸 配 列 に も見 られ,こ の グ ルー プの それ が,

 Pro-Leu-Arg-で あ るの に対 し48),他 の3グ ル

ー プ では
, Pro-Val-又 は, Pro-Ile-で あ る.

本 ウ イ ルスHLBVの 主構 造 蛋 白質p34のN末

端配 列 がPro-Val-で あ る こ と及 び,逆 転 写 酵

素 がMg2+嗜 好 性 で あ る こ とか ら,こ の ウ イ ル

スは少 な くと もmammalian type Cグ ル ー プ

には属 さ ない で あ ろ う と推測 され る.

以上 本 研 究 で は, Odaら によ り白血病 患者 由

来 ヒ トリ ンパ芽 球 様株 化 細胞 よ り分 離 され た レ

トロウ イ ルス の性状 を解 明 す るた め,そ の ウ イ

ルス主 構 造 蛋 白質 に対す るモ ノ クロー ナ ル抗 体

を作成 し,同 蛋 白質N末 端領 域 ア ミノ酸 配 列 の

分析 を行 ない,こ の ウ イ ルスの 帰属 につ いて 考

察 した.本 ウイルスにつ いては 現 在,遺 伝 子 レベ ル

での解 析 も行 なわれ てい るが21),本 研究 は そ れ

らに対 して,又 今後 の この ウ イル スの病 原 性 の

解 明 な ど に対 して も有意 義 で あ ろ うと考 え られ

る.

結 語

1.白 血病 患者 由 来 ヒ トリンパ芽 球 様株 化 細 胞

(HLB)よ り産 生 され る レ トロウイル ス(HLBV)

の蛋白質p34に 対 するモノクロー ナ ル抗 体(MAb)

を作成 した.

2.電 顕 酵 素 抗体 法 で このMAbはHLBVの

コア部 分 とのみ 特異 的 に反応 す るこ とが示 され,

 p34がHLBVの コア に局 在 す ることが 実証 され

た.

3.こ のMAbを 用 い た イ ム ノア フ ィニ テ ィー

クロマ トグラ フ ィー に よ りp34及 び その分 解 産

物 をHLB細 胞 粗 抽 出液 よ り一段 階の 操 作 で回

収 す る こ とがで きた.

4. HLBVの 精 製p34のN末 端 領 域 ア ミノ酸

(27残 基)の 配 列 を決 定 した.そ のN末 端配 列 が

Pro-Val-で あることよ りp34がHLBVの 主 構

造 蛋 白 質 で あ る こ とが実 証 され た.

5.主 構 造 蛋 白 質p34N末 端 領域 ア ミノ酸 配 列

(27残 基)と,他 の レ トロ ウ イル スの 主構 造 蛋 白

質N末 端領 域 ア ミノ酸 配 列 を比較 した と こ ろ,

同 領域 に高 度 な相 同 性 を有 す る レ トロ ウイ ル ス

は見 られ な か った.

6.主 構 造 蛋白 質p34のN末 端 配列, Pro-Val-,

及 び逆 転 写 酵 素 のMg2+嗜 好 性 よ り,本 ウ イ ル

ス(HLBV)はMoloney murine leukemia virus

をプ ロ トタイプ とす る,主 構 造 蛋 白 質N末 端 配

列 がPro-Leu-Arg-で,逆 転 写 酵 素 がMn2+嗜

好性 のmammalian type Cレ トロウ イ ルス に

は属 さな い こ とが推 察 され た.
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Analysis of the major gag protein of a retrovirus produced 

in a human lymphoblastoid cell line: Preparation of

 monoclonal antibodies and amino acid sequence analysis

 of the N-terminal region.

Masao HATSUSHIKA

Department of Biochemistry, Cancer Institute, Okayama University Medical School

(Director: Prof. T. Oda)

Monoclonal antibodies (MAbs) against the major gag protein (p34) of a retrovirus pro

duced in a human lymphoblastoid cell line (HLB) were prepared for the characterization of 
this virus. Immunoelectron microscopy showed that one of these MAbs, MAb 14H10, immu

noreacted specifically with the core protein of this virus. p34 and its partially degraded 

products were recovered in a one-step manipulation from the crude extract of HLB cells by 
immunoaffinity chromatography using MAb 14H10. p34 was highly purified by polyacryla
mide gel electrophoresis, and the amino acid sequence of 27 amino acid residues in the N 

terminal region of the purified p34 was determined by a gas-phase microsequenator. The 
fact that the sequence begins with Pro-Val- confirmed that p34 was the major gag protein 

of this virus. Comparing the N-terminal sequence (27 amino acid residues) of p34 with the 
known counterpart sequences of major gag proteins of other retroviruses, no retroviruses 

highly homologous in the N-terminal region were found. The N-terminal sequence (Pro-Val-) 
of p34 and Mg2+ preference of the reverse transcriptase of this virus suggested that this 
virus belonged to a retrovirus other than mammalian type C retroviruses whose prototype 

is Moloney murine leukemia virus having the N-terminal sequence (Pro-Leu-Arg-) of the 

major gag protein and Mn2+ preference of the reverse transcriptase.


