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緒 言

世 界では人口のお よそ5%に 相当す る人が

HBVの キ ャリアであると言われている.疫 学的

調査によ り, HBs抗 原 陽性者における肝がん発

生率は一般の人におけるそれと比較し数十倍～数

百倍高いことが示され1-3),キャ リアは慢性肝炎,

肝硬変,肝 がんのHigh risk groupに 属 す ると

言える.一 方,医 療技術 の向上 とともに盛んに

なった輸血 などの医療行為に起 因す る感染や母

児間の感染等によるHBVの 水平,垂 直感染 を予

防するために、各国ではHBワ クチンの開発を

積極的に推進 してい る. HBワ クチンの開発 は

HBVの 宿 主域が ヒトおよびチンパンジーに限ら

れ るとい う理由か ら非常に困難 であったが,実

用化 の第一歩はキャ リア血漿中に含 まれる小型

粒子(HBs抗 原)の み を分離 ・精製 し,そ れに

不活化処理 を加 えることによりワクチン として

使用可能 としたことである.し か し,既 知のあ

るいは未知の感染姓 因子を含む可能性のあ る血

液を出発材料 とす るには血液および製品の安全

性評価のために種々の試験がなされなければな

らない。

現在では,主 として遺伝子工学的手法 を用い

たHBワ クチンの開 発が試み られてお り,第 一

世代 である血漿由来のHBワ クチンに対 し,第

二世代のHBワ クチンとして大量で安価なワク

チンの製造が可能 となっている。HBV DNA断

片 を導入した酵母4～6)や動 物細胞7～9)を培養するこ

とを基本 とするワクチン開発の試みが我国にお

いても多 くなされ, HBワ クチンとしてすでに実

用段階にあるもの もあ り,ま た臨床試験中の も

の もある.

本 報告 では, HBs抗 原 高生産株であるヒ ト肝

がん培養細胞株を長期 間(4～5ヵ 月)無 血清

環境化で培養,維 持す ることを可能 とす るHBs

抗 原の生産方法を確立 したの で,そ の培養上清

液 よりHBワ クチンの原料 として使用 し得る極

めて高純度のHBs抗 原の調製を可能とする精製

方法と得 られたHBs抗 原 の物理化学的特性につ

いて検討 した結果を報告する.

材 料 と 方 法

1. 細 胞 株

HBs抗 原 の生産にはhuGK-14細 胞株 を用い

た.本 細胞株は許ら10)により肝がん組織より分離 ・

樹立されたhuH-1細 胞株 を親株 とし,次 いで小

池 ら11)によ り2回 のクローニング(限 界希釈法お

よび軟寒天培養法)が 行われ, HBs抗 源 高生産

株 として得 られたものである.本 細胞株にはHBV

遺伝 子の一部を欠落 したウイルスDNAが 組み込

まれてお り,感染性HBV成 熟 粒子の生産能力は

な く, HBs抗 原 の生産 ・回収 には安全 であると

考えられた(未 発表).

2. 培 養

huGK-14細 胞株 を150mm φdish (Falcon Plas

tics, USA)に2×104 cells/c㎡の密度で播種 し

た後, 10% FCS (Gibco Laboratories, USA)

添加DM-160培 地(極 東製薬工業,東 京)を 用

い2～3日 に一度の割合 で培地交換 を行 いつつ
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培養す ると10日 前後でほぼ飽和密度に達す る。

この増殖 した細胞 を トリプ シン(Difco Labora

tories,n USA)処 理 して細胞懸濁液 を調製 し,多

段式培養基(Nunc Intermed, Denmark)に2×

104 cells/cm2の密 度で播種す る.同 様 な培養方法

で約3週 間増殖 させ た後, HBs抗 原生塵用培地

としてFetuin (0.25mg/ml)(Sigma Chemical,

 USA)お よびDexamethasone(10-6M)(Sigma)

を含 むWilliams' medium E (Flow Labora

tories, USA)に 置 換 し培養 を継続す る. HBs抗

原生産用 培地に置換 した後は6～7日間 に一度

の割合で培地交換 を行 い,得 られた培養液はす

べてHBs抗 原 の精製に用いた.

3. 精 製

HBs抗 原 の精製は以下 に示すStepに 従 い実

施 した.

Step 1: Cellあ るいはCell debrisの 除去 を

目的 として培養液の連続遠心(10500×g, 10分

間滞留)(日 立工機,茨 城)を 行 い,そ の上 清液

について膜濃縮(MW 100000, cut-off)(Millipor

e Corporation, USA)し て培養濃縮液 を得 る.

濃縮後再 び遠心分離(10500×g, 30分 間)を 行

い得 られた上清液をStep 2の 試料 とする.

Step 2: Step 1で 示 した試料 中に存在す る

DNAを 分解す るため,ウ シ膵臓Deoxyribonu

clease I (DNase I, 5 units/ml)(Cooper

 Biomedical, USA)お よびMgCl2 (5mM)を

試料に添加 し, 37℃ で4時 間保持す る.こ の時,

試料の一部 を採取 し,ヒ ト胎盤DNA(2μg/ml)

(Cooper Biomedical)を さちに添加 して本条

件下でDNAが 分 解 されることを確認する. DNA

分 解 後遠心分離 を行 い,得 られた上清液をStep

 3の 試料 とする.

Step 3: Step 2で 示 した試料について,あ ら

か じ め0.15M NaCl/10mMり ン 酸 緩 衝 液

(pH 7.2)で 充分緩衝化 した抗HBs抗 体(後 述)

結合Sepharose 4Bカ ラム(5cm φ×7cm)を

用 いてアフィニテ ィー カラム クロマ トグラフィ

ー を行 う,抗HBs抗 体 結合 量 は1mg/ml bed

 volumeと し,試料の負荷条件は4ml/cm2/hrと し

た. HBs抗 原 としての負荷量は結合 した抗HBs

抗体 量 と同程度 とした.試 料の負荷が終了した

時, 0.15M NaCl/10mMリ ン酸緩衝液でカラム

を充分洗浄 し,次 いで0.5M NaCl/10mMリ ン

酸緩衝液(pH 7.2)を 用 いて非特 異的に級着 した

不純物の除去 を行 う.カ ラムか らのHBs抗 原 の

溶出には3M KSCNを 含 む0.15M NaCl/10

mMり ン酸緩衝液(pH 7 .2)を 用 い, bed volume

のお よそ4倍 量 を用いて溶出した.こ の溶出液

をStep 4の 試料 とす る.

Step 4: Step 3で 得 られた試料につ いで濃

縮 ・透析 を行 う.初 めに,透 析 チューブに試料

を入れ,ポ リエチ レングリコール# 2000 (ナ カ

ライテス ク,京 都)を 用いて濃縮 し,次 いで0.15

M NaCl/10mMリ ン酸緩衝液に対して透析する.

透析 は4℃ において行 い,内 液に対 して20倍 量

程度の外液を用いて6回 交換 し終了 とした.透

析後,内 液を遠心分離(10500×g, 15分 間)し,

その上清液をStep 5の 試料 とする.

Step 5: Step 4で 得 られた試料 を, 0.15M

 NaCl/10mMリ ン酸緩衝液であらか じめ充分緩

衝化 した抗 ヒ トアルブ ミン抗体(後 述)結 合

Sepharose 4Bカ ラム(1.8cm φ×15cm)に 負荷

し,ア フィニティーカラム クロマ トグラフィー

を行 う、抗 ヒトアルブ ミン抗体結合量は1mg/ml

 bed volumeと し,負 荷条件は4ml/cm2/hrと し

た.こ のクロマ トグラフィー では不純物(ヒ ト

アルブ ミン)の 除去 を目的 とす るものであ り,

カ ラム通過液をStep 6の 試料 とする.

Step 6: Step 5で 得 られた試料にCsClを 比

重が1.228/c3と な るように添加し,これをBeck

man 45 Tiロ ー ターを用いて20℃ で40000rpm,

 48時 間 の平衡密度勾配遠心 を行 う.遠 心終了後,

 1フ ラ クシ ョン5mlの 分 画 を行い,各 フラクシ

ョンにっ きHBs抗 原 量, UV280お よび比重の測

定 を行 うとともに還元下でSDS-ポ リアクリルア

ミドゲル電気泳動および蛋白質染色 も実施 し,

 HBs抗 原プール画分 を決定する.こ れをStep 7

の試料 とする。

Step 7: Step 6で 示 した試料について, Step

 4で 示 した と同様 な方法で濃縮 ・透析 を行い,

 Step 8の 試 料 とする.

Step 8: Step 7で 示 した試料について,シ ョ

糖溶液による密度勾配遠心 を行 う. 20%ショ 糖

溶液(42.5ml)お よび5%シ ョ糖溶液(42.5ml)

で密 度勾配を作製 し,試 料(15ml程 度)を 重ね
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る. Beckman 45 Tiロ ー ターを用い, 4℃ で28000

rpm, 5時 間 の遠心を行 う.遠 心後, 1フ ラ クシ

ョン5mlの 分 画 を行 い,各 フラ クションにつ き

HBs抗 原 量, UV280お よび屈折率の測定 を行 う.

また,各 フラクシ ョンについてSDS-ポ リアクリ

ルア ミドゲル電気泳動お よび蛋 白質染色 も実施

し, HBs抗 原 画分のプー ルを行 う.プ ール した

HBs抗 源 液 をStep 9の 試料 とする.

Step 9: Step 8で 得 られた試料をStep 4で

示 したと同様な方法で濃縮・透析 を行い, Step 10

の試料 とする.

Step 10: Step 9で 示 した試料について無菌ろ

過(Millex GV Filter, 0.22μm)(Millipore)

を し,得 られたろ液 をHBs抗 原 液 とした.

4. HBs抗 原の測定

HBs抗 原 の測定にはEnzyme Immunoassay

 (EIA)法(オ ースザ イムII)(Abbott Labora

tories, USA)を 用 いた.

5. アフ ィニティー カラムの作成

抗HBs抗 体 お よび抗 ヒ トアルブ ミン抗体 を

activated CNBr-Sepharose 4B (Pharmacia

 Fine Chemicals, Sweden)に 固定化12),ア フ

ィニティー用 カラム を作成 した.抗HBs抗 体 は

マウスモノクローナル抗体であ り,ハ イブ リド

ーマ をマ ウス腹腔内で増殖させた後
,腹 水よ り

精製(硫 安分画お よびDEAF-celluloseイ オン交

換 クロマ トグラフィー)し た ものを株式会社 シ

ノテス ト(神 奈川)よ り入手 した.抗 ヒトアル

ブ ミン抗体はポ リクローナル抗体であ り,ウ サ

ギにヒ トアルブ ミンを投与 した抗血清よ り同様

な方法で自家調製 した.

6. SDS-ポ リア ク リルア ミ ドゲル電気 泳動

(SDS-PAGE)

SDS-PAGEお よび蛋白質染色は成書13)に準 じ

た.試 料 を10% β-メ ルカプ トエ タノール存在下

で100℃, 5分 間加熱処理 した後にゲルに負荷 し,

泳動はブロムフェ ノールブルーが先端にほぼ到

達す るまでとした(20mA/ゲ ル).泳 動 終了後,

銀染色あるいはア ミドブラック染色を行 い蛋白

質のバン ドを確認 した.

7. 分 子 量の測定

HBs抗 原および分子量測定用マーカー蛋 白質

(β-ラ ク トグロブ リン; MW 18400,ト リプシ

ノーゲン; MW 24000,卵 白アルブ ミン; MW

 45000,ウ シ血清 ア ル ブ ミン; MW 66000)

(Sigma)に ついて還元下でSDS-10% PAGEを

行 い,泳 動後ゲルを銀染色する.各 マー カー蛋

白質の移動度(Rf値)と 分子量との関孫 を示す

回帰式 より, HBs抗 原 由来のポ リペプチ ドの分

子量を算出 した.

8. 純 度 の測定

還元下 でHBs抗 原 のSDS-10% PAGEを 行

った後,銀 染色す る.こ のゲルの600nmに おけ

る吸収をスキャナー(DU-8, SLAB GEL SCAN.

 NING SYSTEM)(Beckman Instruments,

 USA)を 用 いて測定 し純度 を決定 した.

9. 電子 顕微鏡像の作成

コロジオン膜(日 新EM,東 京)上 にHBs抗

原 を置き, 4%酢 酸 ウラニルで染色した後乾燥

し,電 子顕微鏡観察用試料 とした(JEM-1200

 EX)(日 本電子,東 京).

10. 比重 の測定

0.15M NaCl/10mMリ ン酸緩衝液(1ml)に

懸濁 したHBs抗 源にイオン交換水を加えてほぼ

100mlと した後,精 製の項Step 6で 示 したと同

様 な方法でCsClに よ る平衡密度勾配遠心 を行

う.遠 心後, 2.5mlの 分 画 を行い各分画について

比重, UV280お よびEIA法 によるHBs抗 原量を

測定する. HBs抗 原の比重はHBs抗 原 濃度のも

っとも高 い分画の比重 とした.

11. 沈 降係数の測定

HBs抗 原(0.05～0.4mg/ml)の 沈 降図 形 を

UV280を 測 定することによ り求めた.遠 心(L8-

55M, Prep UV SCANNER, An-A rotor)

(Beckman)は20000×g, 19.8～19.9℃ の条件

で行 い, 10分 間隔で9～11回 走査 した.沈 降係

数(S20, W)は 初濃 度 とS20, Wの 逆 数 との回帰直

線 より,初 濃度0に 外挿 して求め た.

12. 糖 鎖 存在の確認

ツニ カマイシン(3μg/ml)(Sigma)存 在下 で

培養 して得 られた培養液 より粗精製(抗HBs抗

体 によるアフィニティーカラムクロマ トグラフ

ィー)し たHBs抗 原 を用い, SDS-10% PAGE

(還元 下)お よび銀染色を行 った後,染 色バン

ドの消長で糖鎖が存在するか否か を判断 した.
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13. ア ミノ酸組成の分析

HBs抗 原 について塩酸加永分解を行 い,日 立

835型 特 殊ア ミノ酸分析計 を用いてアミノ酸組成

を求 めた.塩 酸 加水分解 はHBs抗 原 液150μl

(HBs抗 原 蛋 白として146μg)を 減圧乾固後,

 6N塩 酸(チ オグリコール酸2%添 加)200μlを

加 え減圧下 でシールし, 110℃ で22時 間行 った.

分 解後,塩 酸 を減圧乾固し,残 さに蒸留7h400μl

を加 え溶解 してオー トサンプラー(50μl)に セ

ッ トした.な お,加 水分解 中に徐々に破壊 され

るThr, Ser, Trpに ついては22時 間, 48時 間 お

よび72時 間 の各加水分解条件下 で得 られた値か

ら求め た0時 間補外値 を用 いた.

14. N末 端 ア ミノ酸配列およびC末 端ア ミノ酸

の分析

HBs抗 原のアミノ酸配列 を470A型 ア ミノ酸シ

ー クエンサー(Applied Biosystems
, USA)を

用 いて決定 した. HBs抗 原12μgを 用いてEdman

分 解 を35サ イクル行 い,得 られたPTH-ア ミノ

酸はSP8100 HPLC (Spectra-Physics, USA)

を用 いて同定 した. HPLC用 カ ラム充填剤には

Senshu Pak SEQ-4(セ ン シュウ科学,東 京)

を用い,展 開溶媒には5%イ ソプロピルアルコ

ール/1 .67%ブ チル クロライドアセ トニ トリル液,

 80mM酢 酸 ナ トリウム/2%ト リフルオロアセテ

ー ト(TFA)お よび2% TFAを 用 い
, gradient

で展 開 した.

C末 端ア ミノ酸はHBs抗 原 をアルキル化 した

後, carboxy peptidaseを 作 用 させ,反 応生成物

をA-5500ア ミノ酸分析計(医 理化,京 都)を 用

いて求め た. 4% SDS存 在 下 で加熱処理 した

HBs抗 原8μgにiodoacetic acidを 加 え, 30分

間暗所でアルキル化 した後, 0.1M NH4HCO3を

用 いて0.3% SDS濃 度 まで希釈す る.こ のHBs

抗原 液に1/40モ ル相 当のcarboxy peptidase A

(Sigma)を 添加 し, 37℃ で15時 間反応 させ る.

塩 酸 を加 え て反 応 を停 止 した 後,遠 心 分離

(15000×g, 2分 間)を 行 い上清液を得る.こ

の上 清 液 をAG50W-X8 (Bio-Rad Labora

tories, USA)に 負荷 し,反 応生成物を吸着・溶

出 して試料 とした.こ の試料についてア ミノ酸

分析 を行 い,得 られた結果か らC末 端ア ミノ酸

を推定 した.

15. PreS遺 伝 子産物の確認

HBs抗 原 にPreS (PreS 1お よ びPreS 2)

遺伝 子産物14)が存 在するか否 かを調べ るため,

 PreS 1領 域 の部分合 成ペ プチ ド(p12-32)と

PreS 2領 域 の部分合成ペプチ ド(pl20-145)に

対 するウサ ギの抗血清 をNew York Blood

 Centerよ り入手 した. HBs抗 原についてSDS-

7～15% PAGE(還 元下)を 行 った後,ニ トロ

セルロース(Schleicher & Schull, West Ger

many)に ブロッティングする.合 成ペプチ ドに

対するウサギの抗血清 を一次抗体 として反応さ

せ,次 いで二次抗体 としてパー オキシダーゼ結

合抗ウサギIgGヒ ツ ジ抗血清(Bio-Rad)を 用

いて反応 させた.

Fraction number(5ml/fraction)

Fig. 1 Sucrose density gradient centrifugation 

of HBs antigen. 

An HBs antigen solution (15ml) was 

loaded onto a linear sucrose gradient 

(85ml, 5•`20%) and centrifuged for 5 

hr at 28000rpm in a Beckman 45Ti 

rotor. The gradient was divided into 19 

fractions (5ml/fraction).•Z, sucrose

 (%);•œ, protein;ƒ¢, HBs antigen

結 果

1. 精 製

方法の項で示 した各Stepdこ 従 い培養 液 よ り

HBs抗 源 の精製を行 った.抗HBs抗 体 によるア

フィニ ティーカラム クロマ トグラフィー(Step

 3)を 行 うと90%前 後 の純度を示すHBs抗 原 液

が得 られ, CsClに よ る平衡密度勾配遠心(Step
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6) 後 では残存 した不純蛋 白質がほ とん ど除去

された. Fig. 1に シ ョ糖 に よる密度勾配 遠心

(Step 8)の 結 果 を示 したが, Bottom側 で

UV280お よびEIA法 によるOD492の 吸収が若干認

められる ものの, SDS-PAGE,銀 染 色を行 った

結果ではHBs抗 原 由来のポリペプチ ドが主体で

あった. HBs抗 原 回収画分 においては銀染色さ

れ る不純蛋白質はほ とんど認め られなか った.

主要な精製工程での収率をTable 1に 示 したが

38.4%と い う比較的高い収率で純度の高いHBs

抗 原 を得 るこ とができた.

2. 分 子 量

分子量測定用マー カー蛋白質(β-ラ ク トグロ

ブ リン,ト リブシノーゲン,卵 白アルブ ミン,

ウシ血清 アルブ ミン)のRf値 は それぞれ. 0.925,

 0.770, 0.443, 0.263で あ り,分 子量算出のため

の回帰式はlog(分 子 量)=5.733-1.137×Rfで

あった.こ の回帰式よ りHBs抗 原 由来の4本 の

ポ リペプチ ドはそれぞれ22000(22K), 26000(26

k), 44000 (44k), 47000 (47k)ダ ル トンと計算

された.

3. 純 度

純度の決定に使用 したSDS-10% PAGE後 の

銀染色像 をFig. 2に 示 した.高 分子側に2本 の

バン ド(47k , 44k)が,低 分子側に2本 のバ ン

ド(26k, 22k)が それぞれ対 で見 られる.こ れ

ら4本 のバン ドはいずれも抗HBs抗 体 で染色さ

れることか ら,純 度 は4本 のバ ン ドの吸収強度

の和 をもって決定 した.そ の結果,純 度は99%

以上 であった.

Table 1 Purification of HBs antigen

4. 電子 顕微鏡像

HBs抗 原のネガティブ染色像 をFig. 3に 示 し

た,い ずれ も均一な粒径を示 し, Dane粒 子 ある

いは管状構造のものは認め られなか った. HBs

抗 原の粒径は平均23.2±2.9nmで あ った.

5. UV吸 収 スペ クトル

HBs抗 原 のUV吸 収 スペ クトルを測定 し結果

をFig. 4に 示 し た(Uvikon 810, Uvikon

 Recorder 21)(Kontron Instruments, Switzer

land).吸 収 スペ ク トラムより280nm付 近 に吸収

極大が, 290nm付 近 に肩 を有す ることが明 らか

であ り,挿 入図に示す血漿由来のHBs抗 原が示

す それ15)と類 似 してお り, HBs抗 原 蛋白質に特

徴的なスペ ク トラムであった.な お,ミ クロケ

ルダール法で求めたHBs抗 原 蛋白質量とUV280

との 関係では,吸 光係数(1%280)は35.9で あ った.

Fig. 2 Polyacrylamide gel electrophoresis of 

HBs antigen in the presence of sodium 

dodecyl sulfate.

One ƒÊg of HBs antigen was heated in a 

solution containing mercaptoethanol

 and sodium dodecyl sulfate at 100•Ž for 

5min and then electrophoresed in a 10

% acrylamide gel at 20mA. After the

 electrophoresis, the gel was silver

stained.

6. 比 重

HBs抗 原 についてCsClに よる平衡密 度勾配
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遠心を行った結果 をFig. 5に 示 した. EIA法 に

よるHBs抗 原 のピー クとUV280に よ るピー クと

が一致 し,そ の分 画について比重 を求めた とこ

ろ1.202g/cm3で あ った.

7. 沈 降 係 数

沈降係数の算出に必要なHBs抗 原の偏比容を

0.832cm3/g(比 重1.202g/cm3よ り算出)と した.

 HBs抗 原 量を0.05, 0.1, 0.2お よび0.4mg/mlと

して遠心 した後の初濃度 と1/S20, Wと の関係を

Fig. 6に 示 した.こ の図よりHBs抗 原 粒子間の

相互作用が ない と仮定 した場合 の回帰式を求め

ると, 1/S20, w=0.000908×(初 濃度)+0.0257

とな る.こ こで初濃度 を0と す ると1/S20, W=

0.0257と な り, HBs抗 原 の沈降係数(S20, W)は

39Sと 計算 された.

Fig. 3 Electron micrograph of HBs antigen.

HBs antigen was negatively stained 

with 4% uranyl acetate (magnifica

tion,•~50000: bar, 100nm).

Wavelength (nm)

Fig. 4 Ultraviolet absorption spectrum of HBs 

antigen.

Inset shows the UV absorption spec

trum of HBs antigen derived from 

human plasma15).

Fraction number 12.5ml/fraction)

Fig. 5 Isopycnic centrifugation of HBs antigen 

in CsCl.

CsCl was added to an HBs antigen solu

tion to a final density of 1.22g/cm3 and 

centrifuged for 48hr at 40000rpm in a 

Beckman 45Ti rotor. The gradient was 

divided into 39 fractions (2.5ml/frac

tion).•Z, density;•œ, protein; HBs 

antigen

8. 糖 鎖

精製HBs抗 原(Lane 1; 1μg)と ツニカ

マ イシン存在下で培養 して得 られた培養液 より

粗精製したHBs抗 原(Lane 2; 0.25μg, Lane

 3; 1μg)と を還元下でSDS-10% PAGEを 行
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いゲルを銀染色 した(Fig . 7). Lane 1と 比較

しLane 2に おいて26kダ ル トンのポリペプチ ド

に染色強度の低下が,ま たLane 3に お いて47

kダ ル トンのポ リペプチ ドの消失が明瞭に認めら

れた.従 って, 26kお よび47kダ ル トンのポ リペ

ブチ ドはそれぞれ22kお よび44kダ ル トンのポリ

ペプチ ドに糖鎖が結合 したものである可能性が

示唆された.

Initial conc.(mg/ml)

Fig. 6 Sedimentation coefficient of HBs 

antigen.

Sedimentation rate was determined at 

four different concentration of HBs 

antigen by centrifugation at 20000•~g in 

a Beckman An-A rotor (L8-55M, Prep

 UV SCANNER). The sedimentation 

coefficient under standard conditions 

(water at 20•Ž) was calculated and then 

extrapolated to zero concentration.

Table 2 Amino acid composition of HBs 

antigen

* Average values from three 22-hr hydrolysates.

Threonine, serine and tryptophan values were obtained by 

extrapolating those of 22-hr, 48-hr and 72-hr hydrolysates to 0-hr of 

hydrolysis.** 

Calculated from the nucleotide sequence of HVB DNA subtype 

adr 416).

Fig. 7 Polyacrylamide gel electrophoresis of 

HBs antigen in the presence of sodium 

dodecyl sulfate.

HBs antigen was heated in a solution 

containing mercaptoethanol and sodium 

dodecyl sulfate at 100•Ž for 5min and

 then electrophoresed in a 10%

 acrylamide gel at 20mA. After the 

electrophoresis, the gel was silver

stained.

Lane 1: Purified HBs antigen (1ƒÊg)

Lanes 2, 3: Partially purified HBs 

antigen prepared from 

the culture fluid in 

which the cells were 

grown in the presence 

of Tunicamycin (Lanes 

2, 0.25ƒÊg: 3, 1ƒÊg)

9. ア ミノ酸組成

HBs抗 原 のア ミノ酸組成についての分析結果

をTable 2に 示 した,な お,本 細胞株にはadr

型 のS遺 伝子が組み込 まれていることが明らか

になってお り(未発表), adr型S遺 伝子のシー

クエンスから予測されるアミノ酸組成16)について
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も表中に合わせ記載 した.

Fig. 8 Amino-terminal sequence of HBs 

antigen

10. N末 端側 ア ミノ酸配列お よびC末 端ア ミノ

酸

HBS抗 原 についてEdman分 解 を35サ イ クル

行い,得 ちれたPTH-ア ミノ酸をHPLCに よ り

分離 ・同定 した結果 をFig. 8に 示 した. N末 端

よ り35残 基のア ミノ酸配列はadr型S遺 伝子の

DNAシ ー クエンス16)から予想されるア ミノ酸配

列 と一致 した.ま た, C末 端 ア ミノ酸はIleで あ

ることが判明 し, DNAシ ー クエンスで示 される

ア ミノ酸 と一致 した.

11. PreS遺 伝 子産物

HBs抗 原 にPreS 1お よびPreS 2遺 伝 子産

物が存在す るか否かをImmunoblot法 で調べた

結果 をFig. 9に 示 した.図 中Lane 1は 分 子量

マー カー 蛋白質, Lane 2はHBS抗 原 ポリペブ

チ ドのア ミドブラックによる染色像を示すもの

である. Lane 2に お いてHBs抗 原 を構成す る

主要 な4本 のバン ドが認め られる. Lane 3に は

抗PreS 1抗 血清 で, Lane 4に は抗PreS 2抗

血 清でそれぞれ染色 した像 を示 してあるが, Lane

 2に 示 される4本 のバン ドとはいずれの場合 も

互いに異 った移動度 を示す位置にバン ドが認め

られた.従 って, HBS抗 原 は, S遺 伝子由来の

ポ リペプチ ドに加 えてPreS 1遺 伝 子産物を含

む(PreS 1+PreS 2+S)ポ リペブチ ドとPreS

 2遺 伝 子産物 を含 む(PreS 2+S)ポ リペプチ

ドをも含む と考え られた.し か し, Lane 2で 示

されるように, (PreS 1+PreS 2+S)ポ リペ

プチ ドと(PreS 2+S)ポ リペブチ ドとはとも

に蛋白質のバ ン ドとしては認められず, HBs抗

原 中には極めて僅か しか存在 しないと推察 され

る.

Fig. 9 Western blotting analysis of PreS1 and 

PreS2 gene products.

Forty five ƒÊg of HBs antigen was 

heated in a solution containing dithioth

reitol and sodium dodecyl sulfate at 

100•Ž for 5min and subjected to gel ( 7

•` 15% acrylamide) electrophoresis at 

20mA.

After the electrophoresis in a single 

lane, HBs antigen was transferred to 

nitrocellulose membrane and vertically 

cut into 3 pieces, and then the antigen 

was visualized by staining with anti

 bodies against PreS synthetic peptides 

and horseradish peroxidase-conjugated 

second antibody.

Lane 1: Marker proteins (Amido 

Black staining)

Lane 2: HBs antigen (Amido Black 

staining)

Lane 3: Staining for PreS1 gene 

product

Lane 4: Staining for PreS2 gene 

product
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考 察

本報告ではHepatoma由 来huGK-14細 胞 株

が産生するHBs抗 原 を用いたHBワ クチンの開

発 を可能 とす る有効 な精製方法 を確立するとと

もに, HBs抗 原 の物理化学的特性を明 らかに し

た.本 精製法においては抗体の溶出が問題 とな

り得 るが,抗HBs抗 体 によるアフィニティーカ

ラムクロマ トグラフィーが有効 であった. CsCl

に よ る平衡密度勾配遠心法 は未 だ共存する異種

蛋白質の除去には極め て有效であ り,高 比重側

にほ とん どの異種蛋 白質が濃縮 され,除 去が可

能であった.次 いで ショ糖 による密度勾配遠心

を行 うと, HBs抗 原 画分には異種蛋 白質の存在

はほ とん ど認め られ なかった.こ のHBs抗 原の

純度は99%以 上 であ り,本 精製法を用いること

によ りHBs抗 原 は高度に精製されることが明ら

かになった.

HBワ クチンの接種は主として健康人を対象と

することか ら,有 効性は勿論の こと安全である

ことも重要である.本HBs抗 原 をワクチ ンとし

て使用する場合,特 に,培 地成分,細 胞成分(蛋

白質, DNA)あ るいは精製工程 に由来する異種

蛋白質の混入が問題 となる.そ こで,精 製 され

たHBs抗 原液中に混入が予想される異種蛋 白質

(FCS,ヒ ト血清蛋白質,マ ウスIgG,ウ サギIgG,

 DNase I)含 量 を酵素免疫測定法(サ ン ドイッ

チ型EIA法)を 確立 して測定 したところ,最 も

混入率の高い蛋 白質でも0.004%程 度 しか含まれ

ず17),こ れ を実験動物 にHBワ クチンとして接

種 して もその蛋白質に対する抗体産生は認め ら

れなかった(未 発表).さ らに,細 胞由来のDNA

やHBV DNAの 混 入 も極力避けなければならな

い,そ のため,精 製工程 の初期にDNase Iを 用

いて培養濃縮液 中にこ存在するDNAを 分解するこ

とにより安全性 を高めた.一 方では,出 発材料

中に存在す るDNA量 を測定するとともにこ,モデ

ル実験で主要な精製工程におけ るDNA除 去率

を求め,こ れらの結果をもとに1接 種量中に存

在する再能性のあるDNA量 を推定した17).その

結果,ワ クチン1接 種量(20μg)当 り0.01pg程

度 のDNA量 であり, WHOよ り示された1接 種

量当 り100pg以 下 という数値18)に充分対応できる

ものであつた.

本 細胞株由来のHBs抗 原 の粒子径はほぼ均一

であ り, Dane粒 子や管状構造の ものは認められ

ず,ま た,種 々の物理化学的特性 はヒ ト血漿由

来のHBs抗 原のそれ と極めて類似 し, HBs抗 原

中の異種蟹白質含量およびDNA残 存 量が極め

て少ないこと,ま た,細 胞株にはフ リーの状態

のHBV DNAは 存 在せず,一 方,細 胞DNAに

組 み込まれたHBV DNAは 再 編成が認め られる

とともにC遺 伝子の一部が欠落 していることか

ら感染性粒子が産生 される可能性は考 えられな

い(未 発表)な どか ら,本HBs抗 原 をワクチン

の原料 として使用す る上での安全性は充分確保

され ると考 えられた.

結 論

Hepatoma由 来huGK-14細 胞 株が産 生す る

HBs抗 原 の精製方法および物理化学的特性につ

いて検討 した.

抗HBsモ ノクローナル抗体によるアフィニテ

ィー カラム クロマ トグラフィーお よび塩化セシ

ウムによる平衡密度勾配遠心法がHBs抗 原の精

製には有効であり,最 終的には純度が99%以 上

で収率が40%程 度 の精製方法 を確立 した.

本細胞株由来のHBs抗 原にこはDane粒 子や管

状構造のものは認められず,平 均粒子径が23.2±

2,9nmの 均 一な粒子であった. HBs抗 原 のN末

端側 ア ミノ酸配列(35残 基)お よびC末 端ア ミ

ノ酸を調べた ところadr型S遺 伝子 のDNAシ

ー クエンスか ら推定 される配列 と一致 した.ま

た,種 々の物理化学的特性 は ヒ ト血漿由来 の

HBs抗 原のそれ と極めて類似 したものであった.

本研究を行 うに当たり多くの御助言,御 協力をい

ただきました明治乳業ヘルスサイエンス硬究所角尾

〓博士,藤 木幸夫博士,浜 口好孝博士,宮 原道則博

士,鈴本靖徳学士,川 口直子学士をはじめ多くの方々

に深 く感謝いたします.ま た,抗PreS 1お よび抗

PreS 2抗 体 を分与下さいましたNew York Blood

 Center Dr. A. R. Neurathに 心 より感謝いたします.
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Purification and characterization of HBs antigen

 from hepatoma huGK-14 cell line 

Munehiro ODA
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 Okayama 700, Japan

(Director: Prof. J. Satoh)

HBs antigen was purified from the culture fluid of hepatoma huGK-14 cell line and its 

physico-chemical properties were studied.

The purification consists of following steps: concentration of culture fluid by membrane 

filtration, affinity column chromatography (anti-HBs monoclonal antibody column and 

anti-human serum albumin antibody column), and ultracentrifugation (isopycnic centrifuga

tion in CsCl density gradient and rate zonal centrifugation on sucrose gradient). Highly 

purified (purity>99%) HBs antigen was isolated with an overall yield of about 40%. The HBs 

antigen showed uniform spherical particles (diameter: 23.2•}2.9nm) and had a specific 

gravity of 1.208/cm3. The purified HBs antigen yielded, in SDS-PAGE (under reducing 

conditions), four protein bands with apparent molecular weights of 22,000 and 26,000 (the two 

major bands), and 44,000 and 47,000. The two proteins of molecular weights of 26,000 and 47,

000 are likely to be glycosylated, as these were several fold reduced when the cells were 

cultured in the presence of Tunicamycin. Amino acid analysis, Edman degradation, carboxype

ptidase digestion, and ultraviolet absorption spectrum indicated that the HBs antigen from 

hepatoma cells is very similar to that derived from human plasma.


