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［２］研究経過 

 

超高齢社会の現在において、健康長寿の観点から

サルコペニアの研究及び予防法の開発は，近年ます

ますその重要性を増している。本共同研究では，加

齢研究に有用なモノクローナル抗体の作製を目的と

して研究を行った。 

研究代表者の常陸は長期間の運動によって発現が

増加する遺伝子を見出している。この遺伝子を欠損

させたマウスでは、ミオシンの分子機能を減弱化さ

せ筋力、筋量が低下することが分かっている。この

ような特徴は加齢における筋力・筋量低下とこの遺

伝子が深く関わっている可能性を示唆している。 

しかしながら、この遺伝子がコードするタンパク

質を認識するよい抗体は現在までのところ、入手で

きておらず、ウエスタンブロットによるタンパク質

発現の解析や免疫組織染色による骨格筋細胞内での

このタンパク質の局在や動態の解析を困難にしてい

る。そこで共同研究では、ラット腸骨リンパ節法を

用いて、この遺伝子を認識するモノクローナル抗体

の作製を試みた。 

共同研究活動としては、主にメールを用いて研究

打合せを日常的に行ってきた。またZoomを利用し

た打合せも行った。実際に手を動かす部分の研究に

ついては、分担者の久保が加齢研を訪問し、対応教

員である白川龍太郎講師の指導をうけながら実験を

行った。分担者による加齢研の訪問は 10 回以上に

及んだが、その一部の旅費（4 回）については、本

共同利用・共同研究費から支出を行った。 

 

［３］成果 

 （３－１）研究成果 

 

本年度は，以下に示す研究成果を得た。 

モノクローナル抗体を取得するために、ラット腸

骨リンパ節法を行った。そのために、まず免疫に用

いる抗原タンパク質を大腸菌を用いて作製した。 

pGEXプラスミドベクターにこの遺伝子のタンパ

ク質コーディング領域をクローニングした。その後、

タンパク質発現用の大腸菌株である BL-21(DE3)に

形質転換し、0.1mM IPTG、20℃、16 時間にて発

現誘導を行った。発現を誘導した大腸菌は集菌後、

ソニケーションにより破砕し、超遠心によって不溶

化タンパク質を除いた。ここに、GSTビーズを加え、

4℃にて 3 時間インキュベーションすることで目的

タンパク質を回収した。ビーズを洗浄後、還元型グ

ルタチオンを加えて溶出した。アミコンウルトラを

用いて濃縮後、PD-10カラムを用いて脱塩を行った。

目的タンパク質から GST タグを除去するために、

PreScission Proteaseを用いてGSTタグを切断後、

GST ビーズを用いて不要な GST タグを除去した。

得られたサンプルを SDS-PAGE/CBB 染色により

確認したところ、大腸菌由来のシャペロンタンパク

質の混入が認められたため、さらにゲルろ過による

精製を行った。結果、高純度な抗原タンパク質を得

ることに成功した。ゲルろ過後の各フラクションの

サンプルを SDS-PAGE/CBB 染色で解析した結果

を以下に示す。 

 

 

次に、作製した抗原タンパク質を用いてラットに

免疫を行った。免疫後、2 週間でラットを安楽死さ

せ、解剖し、肥大した腸骨リンパ節を単離した。こ



 

こから単離したリンパ球とミエローマをポリエチレ

ングリコール（PEG）を用いて融合させ、ハイブリ

ドーマを作製した。以下、免疫したラットから単離

した腸骨リンパ節を示す。 

 

得られたハイブリドーマは 96 ウェルプレートに

播種し、培養を行った。1 週間後に培地交換を行っ

た後、さらに 5 日間培養を続け、ELISA でスクリ

ーニングを行った。得られたクローンからシグナル

が高い48クローンを選抜した。以下、ELISAの結

果を示す。 

 

単離した 48 クローンを拡大培養し、培養上清を

回収するとともに、凍結保存を行った。得られたモ

ノクローナル抗体はウエスタンブロッティングのよ

うに変性したタンパク質でも認識するもの、非変性

のタンパク質のみを認識するものが考えられる。 

まずウエスタンブロットに使用できる抗体が存在

するかどうかを確認するために、C2C12筋管（分化

誘導5日目、薬剤処理あり）から回収したタンパク

質サンプルをSDS-PAGEにより電気泳動し、PVDF

メンブレンに転写した。得られたメンブレンを短冊

状に切り、それぞれの短冊を異なるハイブリドーマ

の培養上清でインキュベーションを行った。抗ラッ

ト IgG-HRPを二次抗体として反応させ、検出を行

ったところ、少なくとも1個の培養上清（クローン

34）においては、目的タンパク質のサイズ付近にバ

ンドが確認できた。以下、ウエスタンの結果を示す。 

 

（３－２）波及効果と発展性など 

 

今回、ウエスタンブロットに使用できる可能性の

あるモノクローナル抗体が得られた。また、まだ確

認はできていないものの、免疫組織染色で使用でき

る抗体も含まれていることが期待される。本共同研

究によって得られたモノクローナル抗体を用いるこ

とで、骨格筋の加齢における遺伝子の機能を詳細に

解析できるようになる可能性がある。 

また腸骨リンパ節法を用いることで、比較的短期

間でモノクローナル抗体が取得できるため、骨格筋

の加齢にかかわる、その他の遺伝子についてもモノ

クローナル抗体を容易に作製することが可能となっ

た。 

今回、加齢研共同利用・共同研究において得られ

たリソース、テクニックを用いることで骨格筋の加

齢のメカニズムの解明が期待される。 

 

［４］成果資料  

 

該当なし 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


