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9.  研究実績の概要 

下欄には、当該年度に実施した研究の成果について、その具体的内容、意義、重要性等を、交付申請書に記載した 

「研究の目的」、「研究実施計画」に照らし、600 字～800 字で、できるだけ分かりやすく記述すること。また、国立 

情報学研究所でﾃﾞｰﾀﾍﾞｰｽ化するため、図、ｸﾞﾗﾌ等は記載しないこと。 

本研究では、ラクトフェリン(LF)をキャリア分子として使用し、他のタンパク質医薬品をLFに結
合させた融合タンパク質は、LFと同様の腸管吸収動態を示して腸管から吸収されると考えた。LF
に融合するタンパク質医薬品は、顆粒球コロニー刺激因子(G-CSF)を選び、遺伝子組換え法で、N
末端側、およびC末端側にLF全長が位置するLF全長/G-CSF、G-CSF/ LF全長融合タンパク質を安定
発現するdhfr遺伝子欠損CHO細胞株を樹立した。さらに、LFの腸管吸収に必要な一次配列を明ら
かにすることを目的として、LF のN末端側半分の配列であるN lobeに注目し、N末端側、およびC
末端側にN lobeが位置するN lobe/G-CSF、G-CSF/ N lobe融合タンパク質を安定発現するdhfr遺
伝子欠損CHO細胞株を樹立した。融合タンパク質の発現は、T 175 cm2 フラスコを用いた静置培
養で行った。各細胞株を無血清培地に細胞濃度1x106 cells/mlで捲き込み、7日間培養して培地
上清を回収した。その後、細胞は新しい無血清培地に再懸濁してさらに7日間培養を行った。各
融合タンパク質の精製は、陽イオン交換担体であるMacroCap SP（GEヘルスケアバイオサイエン
ス社）を使用した。無血清培地で培養した培地上清を、10 mMリン酸バッファー(pH 7.6)で平衡
化したカラムに注入して、融合タンパク質をカラム担体に結合させた。10 mMリン酸バッファー
(pH 7.6)で洗浄後、0.2 M NaClを含む10 mMリン酸バッファー(pH 7.6)から、0.1 M刻みでNaCl
濃度を上げるステップワイズ塩濃度溶出法で融合タンパク質を溶出させた。この方法で純度約
90%以上の融合タンパク質を得ることができた。                      
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