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論文内容の要旨

(目的)

ヒト癌組織に対するモノクローン抗体は，一般にマウスに免疫して作られる。乙の抗体を癌患者の治

療に応用する場合，抗マウスイムノグロプリン抗体が患者体内K誘導されるという問題がある。しかし

マウスモノクローン抗体の定常部をヒトのそれに置換できれば，乙の免疫反応の軽減を期待できる。乙

のマウスーヒトキメラ抗体を大腸菌などで生産するためのキメラ抗体遺伝子の作成を実験の目的とした。

と乙ろで，有核細胞のゲノムは， 1 つの遺伝子の中の最終的にタンパクに翻訳される部分(=エキソ

ン)が多くの場合，イントロンと呼ばれる配列に分断されているが，大腸菌などの原核細胞のゲノムに

はイントロンがない。そして前者の遺伝子が形質発現する際には，エキソンがイントロンとともにひと

つながりの RNA ~C転写された後 RNAスプライシングと呼ばれる過程lとよりイントロンのみが除去さ

れる。と乙ろが，大腸菌の遺伝子発現系ではこの過程が存在しないのでマウスーヒトキメラ坑体遺伝子

を大腸菌で発現する時には，由来の異なる 2 種の遺伝子すなわちマウス免疫グロプリン遺伝子のV領域

とヒト免疫グロプリン遺伝子C 領域をイントロンのない 1 つの遺伝子として結合したものを用意しなけ

ればならなし、。本研究ではレトロウイルスベクターを用いてイントロンのないマウスーヒトキメラ抗体

遺伝子を作成した。

(方法)

レトロウイルスは， 1 本鎖 RNA ウイルスで RNA ①→ DNA ②→ RNA の生活環を持つが， ②は

宿主と同じ転写様式をとるので，もしウイルスゲノムにイントロンを持つ外来遺伝子を挿入すると，乙

の過程で宿主のスプライシングを受け，①の逆転写の段階を経て，イントロンが除去された DNA がで
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きる。そ乙で， トリ Spleen necrosis virus 由来のベクターにマウスミエローマ， TEPC15由来のH鎖可

変領域遺伝子， VT15 , Xba 1 断片 4.75 kb とヒト C T1遺伝子 Hind I ':""日la 1 断片 2.2kb を挿入し

た組み換えレトロウイノレス DNA を作成した(図ー 1 )。乙れをへjレバーウイノレス(Reticuloendotheliosis 

virus type A )とともに鶏胎児線維芽細胞に Ca-Phos pha te 法でトランスフェク卜した後，約 1 週間後

にウイルスを含む培養上清を新しい培養細胞にかけ，その感染細胞より Hirt 法により逆転写されたウ

イルス 2 本鎖 DNA を回収した。図一 2. レーン 1 , 4 は図ー 1 の組み換えウイルス DNA を BamH 1 で

切断したもの， レーン 2 , 5 は Hirt 法で回収した DNA ，レーン 3 , 6 はそれを Bam Hl で切断した

ものをそれぞれ 0.8 箔アガロースゲ、ルに流した後，図- 1 の A ， B のプロープでそれぞれ Southern

blot hybridization をお乙なったものである。レーン 3 , 6 の1. 7 kb のバンドがスプライスにより生

じたキメラ抗体遺伝子と考えられる。乙の1.7 kb ふきんの DNA をゲ、ルから回収し ， À ファージベクタ

ーを使ってキメラ抗体遺伝子をクローン化し，図- 1 の矢印で示した部分の DNA 塩基配列を決定した。
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図司 3. 下線はスプライスョ γセン+スザイト o

図ー1.斜線部はマウス VTlS' 黒塗り部分はヒト C rl 
遺伝子を示し，その中の太い部分はエキソンを示す。

最下段は， Hirt法で回収きれたキメラ抗体遺伝子を示す。

(結果)

ヒト C T 1 遺伝子内とマウス V ーヒト C 遺伝子間で， GT 

-AG ルーノレにより予想されたスプライシングが起乙った

(図ー 3 )。由来の異なる V. C の他の種々の組み合わせにおい

ても同様の結果が得られた。今回の実験で由来の違う 2 つの

抗体遺伝子をレトロウイルスベクターを用いてスプライス lと

より結合し， cDNAタイプの遺伝子を回収できる乙とが示さ

れた。との方法は，抗体遺伝子だけでなく，由来の異なるエ

キソンの結合lζ一般に応用できると考えられる。
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論文の審査結果の要旨

本論文は，マウス抗体遺伝子可変部領域とヒト抗体遺伝子定常部領域をレトロウイルスベクター DNA

にの.せ，それを培養トリ細胞にトランスフェクトし組み換えレトロウ1. )レスを産生させ，そしてそのウ

イルスを新しい細胞に感染させ，感染細胞より逆転写された cDNA タイプのキメラ抗体遺伝子を作成し

たものである。乙の方法により例えばヒト癌組織に対するマウスモノクローン抗体の定常部をヒトのそ

れに置換した抗体を大腸菌で大量生産するととが可能になった。

本論文は新しい治療手段の開発をおこなったものであり，博士論文に値する。
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