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	 東北大学ではこれまで、血小板凝集因子であるポドプラニンの遺伝子クローニングに成功し、その

機能解析を実施してきた。さらに、大阪大学蛋白研と共同で、ポドプラニンに対する NZ-1 抗体を使い、

PA タグシステムを開発した。平成 28年度は、PA タグシステムの新たな利用法についてさらに研究を
進めた。PA タグシステムにおいては、NZ-1 抗体が大量に必要となる。本年度は、NZ-1 抗体の高密度

培養を行った。まず、無血清培地（Hybridoma-SFM）に NZ-1 ハイブリドーマを段階的に馴化させ、バ

イオリアクターを用いた高密度培養を開始した。その結果、500	mg/L 以上の収率で NZ-1 抗体が精製

することが可能となった。	

	 大阪大学蛋白研を中心として、PA タグシステムを用いて、これまで多くの膜タンパク質の精製に成功

した。他のタグシステムと比較し、簡便で精密な精製が可能であることは明らかであった。本研究では、

東北大学で実施中の抗体作製用の抗原調整に、どの程度PAタグシステムが威力を発揮するかを検討した。

PA タグシステムを用いて精製したタンパク質をマウスに免疫をしたところ、PA タグに対する抗体はほと

んどできず、目的のタンパク質に対する抗体が効率よく作製できた。よって、PA タグを切断しなくても、

そのまま免疫原として利用可能であることが実証できた。FLAG タグシステムを用いた場合には、FLAG タ

グに対する抗体が多くできてしまうことが報告されている。その点、PA タグは免疫原の調整だけでなく、

抗体作製が効率的に実施できるという利用法が明らかとなった。	

	 東北大学ではこれまで、CRISPR/Cas9 システムを用い、HEK-293T 細胞のポドプラニンノックアウト細

胞を樹立してきた。本研究では、ポドプラニンが発現していることが知られている COS-7 についても、

ポドプラニンノックアウト細胞の樹立を試みた。ヒトポドプラニンの CRISPR/Cas9 をリポフェクション

法により導入し、flow	cytometry 法および限界希釈法によりシングルセルクローニングを実施した。そ

の結果、COS-7 のポドプラニンノックアウト細胞（PDIS-4）を樹立した。	

	 今後、東北大学での抗体作製において、さらに PAタグシステムを活用していく予定である。	
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