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要 語句

ウシ乳蛋白質主要4成分 (β-ラクトクゃロプリン，Kー

カゼイン， αS1カゼイン， βーカゼイン)の定量，蛋白

質型の判定および分離精製用の試薬開発を目的とし

て，モノクローナル抗体 (mAb)を作製した.今回の

試みでは 38株の抗体産生細胞が得られ，同定の結果，

ウシ乳蛋白質主要 4成分をそれぞれ認識する 8つの

mAb産生細胞株(Bα-Cn1，Bβ~Cn1， Bβ-Cn2， BK-

Cn1， CK-Cn2， Cβ-Lg1， C-Post BSA1)が確立でき

た.抗体産生細胞株の培養上清より得られた mAbの

抗体力価は 500~10.000倍であり，そのアイソタイプ

はIgG1(5株)， IgG3 ( 1株)， IgG2a ( 1株)， IgM ( 1 

株)であった.

緒 言

今日における消費者の晴好性の多様化iウシ乳成分

のさまざまな加工製品への利用にともない乳蛋白質成

分の生産量向上が望まれている.特定した乳蛋白質型

およびその成分量は乳製品製造能に関係していること

が指摘されており，また乳蛋白質の特定遺伝子型が乳

量および、乳蛋白質量と関連性があると報告されている

(GIBSON ; 1990， MARZIALI and NG-KwAI~HANG; 

1986).このようなことから乳牛の改良にあたって，今

後は乳蛋白質成分含量や乳蛋白質の特定遺伝子を対象

とした選抜の実施が予想される.従って，各乳蛋白質

成分含量は従来の乳量や乳脂率と同様に乳牛の改良を

実施する上で重要な経済形質の一つになると考えられ

る.

本研究では各乳蛋白質成分 [β-ラクトグロプリン

(β-Lg) ， Kーカゼイン (K-Cn)，βーカゼイン (β-Cn)， 
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αS1ーカゼイン (αS1-Cn)]の定量，蛋白質型の判定およ

び分離精製用試薬の開発を目的として，細胞融合法に

よる mAbの作製を試みた.

材料および方法

(1)供試動物および、免疫抗原

免疫動物には BALB/cおよびCF特1系マウスを用

い，免疫抗原にはホルスタイン種の混合脱脂乳を用い

5週間にわたり計3回行った. 1回目は脱脂乳とフロ

イントの完全アジュパントを等量混合し，エマルジョ

ンを形成させたもの 200μtを腹腔内に注入した.2回

目は不完全アジュバンドを用いて同様に免疫した.最

終免疫では，脱脂乳と滅菌生理的食塩水を等量混合し

たもの 100μ4を腹腔内に注入した.

(2) 細胞融合

細胞融合は常法に従って最終免疫の 3日後に摘出し

たマウス牌細胞と， ミエローマ細胞 (P3x 63-Ag8.U・

1) を用い PEG(MW=3000) によって千子った

(GODING ; 1980). 

(3) スクリーニング

ハイブリドーマ抗体のスクリーニングは，ウエスタ

ンプロット法 (W.B.法)により実施した. mAbの反

応パターンと，あらかじめ検索された 1次元および2

次元泳動パターンとの比較により， mAbの認識抗原を

同定した.

(4) クローニングおよびmAbアイソタイプの決定

特異的反応を示す細胞株については限界希釈法を用

いたクローニングを 2回実施した. mAbのアイソタ

イプはキット(アマシャムジャパン)により決定した.

(5) 1次元および 2次元電気泳動による分離パターン

の検索

ハイブリドーマ抗体のスクリーニングを W.B.法で

実施するため， 1次元泳動パターンを SDS-PAGE法
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により検索した.検索に使用したサンプルにはウシ乳

蛋白質標品 (β-Lg，}(-Cn，β-Cn，α-Cn: SIGMA 

CHEMISAL CO.)とウシ脱脂乳を用い，それら泳動像

の比較により 4成分の分離域を決定した.また 2次元

電気泳動上の 4成分の分離域も同様のサンプルを用い

決定した (YOKOHAMAら;1987，横j賓ら;1989). 

結果および考察

(1) ウシ主要乳成分の分離パターンの検索

各乳蛋白質成分に対する mAbの認識抗原を同定す

る資料を作製するため，まず 1次元 (SDS-PAGE)お

よび2次元電気泳動法により，ウシ乳蛋白質主要4成

分 (β-Lg，}(-Cn，β-Cn，α-Cn)標品を用い，その分

離パターンの検索を行った(図 1).各成分はそれぞれ

A 

特徴ある分離パターンを示し， mAbが認識するウシ乳

蛋白質成分の同定資料として使用した.

(2) 細胞株の確立およびmAbのキャラクタリゼー

ンョン

細胞融合の結果，ハイブリドーマの形成はマイクロ

タイタープレートの 672穴中 536穴 (79.8%) に認め

られた.mAbのW.B.法による反応性と作製した 1次

元分離パターンとの比較を実施した結果， 38株

(5.7%)の細胞株において反応性を確認し， mAb認識

蛋白質領域も同定された(図 2).これら細胞株をク

ローニングした結果，ウシ乳蛋白質成分に対する特異

抗体を分泌する抗体産生細胞株8株を分離した.

W.B.法でのスクリーニングにおいて， mAbの認識

抗原の分離域の検索は可能で、あったが，その認識抗原

の正確な同定については困難で、あった.そこで2-Dプ

ロット法における mAbの反応性と，作製した 2次元

分離パターンとの比較を行い，作出抗体が認識する抗

原蛋白質の正確な同定を試みた(図 3).その結果，ウ

シ乳蛋自主要4成分に対する mAb産生細胞株[抗β-

LgmAb産生細胞株(1株)，抗 }(-CnmAb産生細胞

株(3株)，抗β-CnmAb産生細胞株(2株)および

抗 α-CnmAb産生細胞株(1株)] 7株が確立された

(表 1).また今回の実験では認識抗原の同定ができな

かった mAbが 1種類存在したがW.B.法による分析

の結果，ウシ血清アルブミンと電気泳動的易動度が類

似しておりウシ乳蛋白質成分を特異的に認識する抗体

と考えられた(表 1，図 2). 

β-Cnを認識する 2種類の mAbおよび }(-Cnを認

識する 3種類の mAbの反応性の違いを確認するた

め，各mAbの反応性とプロット膜の CBB染色との比

較を実施した.その結果， 2種類の β-Cn認識 mAbお

B よぴ 3種類の }(-Cn認識 mAbはそれぞれ異なった反

Fig.l SDS-PAGE (A) and two-dimensional electro-
phoretic (8) patterns of cattle milk protein 

1. x-Casein 2.βCasein 3.α-Casein 
4.β-Lactoglobulin 5. Skim milk 6. Casein 
7. Whey 
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Fig.2 Detection of monoclonal antibodies by 
western blotting with SDS開 PAGE

1. Bα-Cnl 2. Bβ-Cnl 3. Bβ-Cn2 4. Bx-
Cnl 5. Cx-Cnl 6. Cx-Cn2 7. Cβ-Lgl 
8. C-Post BSAl 9. Positive control 



抗ウシ乳蛋白質mAbの作製

Fig.3 Detection of monoclonal antibodies by western blotting with 2-DE 

Table 1. Hybridoma Cell Lines Established 
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Bα-Cn1 α-Casein 10.000 G1}( 

Bβ-Cn1 β-Casein 500 Gb 

Bβ-Cn2 β-Casein 10.000 Gb 

B}(-Cn1 }(-Casein 1.000 Gb 

C}(-Cn1 }(-Casein 10，000 G3)( 

C}(-Cn2 }(-Casein 10.000 M)( 

Cs-Lg1 s-Lactogulobulin 2.500 G2a}( 

C-Post BSA1 Like BSA 10，000 Gb 

BSA: Bovine Serum Albumin 

応パターンが観察された(図 3).よって今回作製され

たβおよび }C-Cnに対する mAbはそれぞれ同一抗原

を認識しているが，その認識エピトープは異なってい

るものと考えられた.

作出抗体の抗体力価は，細胞株の invitro培養にお

いて，培養フラスコ内の細胞の 80%以上の細胞が死滅

した時点の培養上清を回収し， W.B.法で測定した.そ

の結果，今回作製した mAbは 500~10，000倍の抗体

力価を有していた(表 1).また作出抗体のアイソタイ

プは 19G1が 5株， 19M， 19G2aおよび、19G3が 1株ず

つであり，抗体の L鎖はすべて x型であった(表 1). 
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