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３．研究開発の成果 

 国内で使用されている３種類の特殊免疫グロブリン製剤—抗 HBs 人免疫グロブリン（HBIG）・抗破

傷風人免疫グロブリン・抗 D 人免疫グロブリン—はそれぞれ受動免疫による B 型肝炎ウイルスの感染

防止・破傷風菌毒素（TT）中和作用による破傷風の症状軽減・RhD(-)母体の RhD(+)児妊娠による抗 D

抗体産生予防目的で使用されているが、これら特殊免疫グロブリン製剤の原料血漿の国内確保は極めて

困難な状況にある。本研究は特殊免疫グロブリン製剤原料血漿国内自給への根本的解決策として、遺伝

子組換え型特殊グロブリン製剤製造法を開発することを目的としている。具体的には、抗体遺伝子リソ

ースを確実に確保するために以下の３通りの方法を実施する。①抗体保有献血者および研究協力職員末

梢血 B細胞からの目的抗体遺伝子単離、②血漿中抗体および既存抗体構造解析からの抗体アミノ酸配列

決定と最適化、③免疫マウス B細胞由来の目的抗体遺伝子のヒト化。研究開発初年度である平成 27年

度においては、下記の通りそれぞれの方法の第一段階を完了した。 

 ①高力価HBs抗体保有職員の自発的研究協力を募り、7名の HBVワクチン追加接種者からインフォ

ームドコンセントを得て採血を行った。採取した全血からリンパ球を精製し、一部の細胞から抗体遺伝

子単離のための RT-PCR を行った。また、磁気ビーズ法を用いてリンパ球を IgG 陽性メモリーB 細胞

へ精製し、単一メモリーB細胞からの plasma cellへの分化増殖培養条件を最適化した。さらに、HBs

抗原特異的メモリーB細胞を分取するための組換え型 HBs抗原を作成し、高力価 HBs抗体保有研究協

力者の血液で解析したところ、末梢血中 IgG陽性メモリーB細胞の約 1.3%に HBs抗原との結合が認め

られた。 

 ②抗 D抗体保有献血者数が当初予想をかなり下回ったこと、及び抗体力価から想定される RhD反応

性末梢メモリーB 細胞頻度は極めて小さいことから、抗 D 抗体遺伝子同定のためには抗 D 陽性血漿か

らの抗体アミノ酸配列決定、及び既存の検査用抗 Dモノクローナル抗体を用いた構造解析からのアミノ

酸配列最適化を行うこととした。これらに必要な組換え RhDタンパク質を得るために、ヘアピン型 PA

タグ配列を付加した RhD 発現ベクターを作成し、遺伝子導入培養細胞表面に RhD が発現することを、

エピトープの異なる複数の検査用抗 Dモノクローナル抗体、及び PAタグ抗体で確認した。 

 ③破傷風菌毒素（TT）をマウスに免疫して脾臓細胞よりハイブリドーマを作製した。作製したハイブ

リドーマは TT を用いた ELISA によって抗 TT 抗体を産生するものをスクリーニングし、34 種類のハ

イブリドーマを得た。また、これらのハイブリドーマの RNAより抗体遺伝子をRT-PCRにより増幅し、

34種類の抗 TT抗体イムノグロブリン遺伝子の塩基配列を決定した。 

 上記方法で単離した抗体の機能解析を行うために、HBIG についてはヒト肝癌由来培養細胞株

（HepG2 ）にヒト NTCP 発現ベクターを導入し、ヒト NTCP を恒常的に発現する培養細胞株を樹立

した。本細胞を用いて HBV の感染性を確認したところ、NTCP/HepG2 での良好な感染性を認めた。

また、ELISA で検出できない HBs 変異株の責任アミノ酸配列を同定した。抗破傷風抗体については、

抗 TT 活性を有する有効な抗体を確実に選別する方法について、これまでに報告されている国内外の情

報を収集・整理し、準備を行なった。また、破傷風菌の培養を行なうための、適切な菌株の取得、施設

設備の設営、およびプロトコルの作製を行なった。 

 

 

 


