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I.ヒトコリンアセチルトランスフェラーゼ(ChAT)蛋⽩によるマウスの免疫 
ヒトChAT蛋⽩を発現するために開発した形質転換⼤腸菌の培養液にIsopropyl-β-D-thiogalactopyranosideを加え蛋⽩を誘導した後、電気泳動法により分離・精
製した。ChAT蛋⽩0.1mgをアジュバンドとともにBALB/Cマウスの下肢に週1回注射した。合計20匹のマウスを6回ずつ免疫した後、屠殺して⿏径部の腫⼤したリ
ンパ節を採取した。 
II.リコンビナントファージシステムを⽤いたモノクローナル抗体の作製 
(1)リンパ節からmRNAを抽出し、reverse transcriptaseによりcDNAを合成した。次いで、免疫グロブリンのL鎖V領域とH鎖V領域を各々PCRによって増幅した
後、両者をリンカーで結合した。これを抗体産⽣のために開発されたファージミド(pCANTAB 5E)に挿⼊し、⼤腸菌(TG 1)に感染させた。 
(2)この⼤腸菌にヘルパーファージ(K07)を感染させて組換えファージミドを取り込ませた。次いで、ChAT蛋⽩を塗布したプレートにファージを接触させ、抗原と
結合するファージを回収した。 
(3)このファージを再度⼤腸菌に感染させ、コロニーを形成しクローン化した。クローン1つ1つを分離し、これにヘルパーファージを感染させて組換えファージミ
ドを取り込んだファージを回収した。 
(4)発現ChAT蛋⽩と抗ファージ抗体を⽤いたELISA法により、⽬的とする抗体を発現しているファージをスクリーニングしたところ、⼤腸菌コロニー約100個当た
り1個の割合で陽性ファージクローンを含んでいた。合計80個の陽性クローンの中で抗体価の特に⾼い2個のクローンを選択し、このファージを別の⼤腸菌
(HB2151)に感染させ、可溶性の抗体を産⽣した。その後、アフィニティカラムにより抗体を精製した。現在、得られた抗体が免疫組織化学及び免疫電顕に適⽤で
きるかどうか検討中である。
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