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研究成果の概要（和文）：　米国大西洋やカリブ海域におけるシガテラ食中毒の予防のため、その主要原因毒素
であるカリブ海型シガトキシン(C-CTX)を認識するモノクローナル抗体を用いたC-CTXの微量検出法を確立するこ
とを目的として研究を行った。C-CTXの左端構造5環からなるハプテンを設計・合成し、マウスに免疫してモノク
ローナル抗体4H5を獲得した。4H5は、C-CTXに強く結合することが判明した。同様に、C-CTXの右端構造5環から
なるハプテンを設計・合成し、マウスに免疫し、モノクローナル抗体を獲得したが、いずれもハプテンそのもの
には結合しなかった。現在、さらにハプテンの構造の改良を検討している。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to establish a method for the trace detection 
of C-CTX using monoclonal antibodies that recognize Caribbean ciguatoxin (C-CTX), the major 
causative toxin of ciguatera food poisoning in the U.S. Atlantic and Caribbean seas. The hapten 
consisting of the right five rings of C-CTX was designed and synthesized, and was immunized to 
provide a monoclonal antibody 4H5.   The monoclonal antibody 4H5 was found to bind strongly to 
C-CTX. Similarly, we designed and synthesized a hapten consisting of the right five rings of C-CTX, 
immunized mice with the hapten, and obtained monoclonal antibodies, but none of them bound to the 
hapten itself. Further improvement of the hapten structure is currently under investigation.

研究分野：生体分子化学

キーワード： シガトキシン　シガテラ　モノクローナル抗体　ハプテン　ナトリウムチャネル
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、これまでの研究代表者の抗P-CTXモノクローナル抗体に関する研究成果の蓄積を踏まえ、C-CTXの部
分構造化合物をハプテンとして用いたC-CTXを特異的に認識するモノクローナル抗体の作製とこれを用いた微量
検出法への応用に取り組み、世界規模の驚異となりつつあるシガテラ中毒の予防、撲滅に貢献することを目的と
する。現在までに、C-CTXを認識するモノクローナル抗体は全く得られていないことから、今回の研究でC-CTXを
特異的に認識するモノクローナル抗体が得られれば、C-CTXの微量検出のみならず抗体を用いたシガテラ食中毒
の治療（抗体医薬）への展開などが考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 カリブ海型シガトキシン(C-CTX)は，米国大西洋やカリブ海域におけるシガテラ食中毒の主要
原因毒素であり、これまでに知られている太平洋型シガトキシン(P-CTX)と比べて複雑な構造を
有する。近年、C-CTX による食中毒が世界的に拡大しつつあり、その予防対策は急務の課題で
ある。C-CTXの予防には，魚類からの C-CTXの微量検出法を確立することが必要であるが、そ
のためには C-CTX を特異的に認識する抗体の作製が必須である。しかし、C-CTX は自然界か
ら純粋な試料の収集が困難であるため、これまで抗体の作製に成功していなかった。本研究では、
低分子ハプテンを免疫することによるC-CTXを特異的に認識する抗体の作製およびこれを用い
た微量検出法の開発を目的とする。本研究の成果は、近年地球規模で大きな脅威となりつつある
シガテラ食中毒の予防と撲滅に貢献する。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、これまでの研究代表者の抗 P-CTXモノクローナル抗体に関する研究成果の蓄積
を踏まえ、C-CTX の部分構造化合物をハプテンとして用いた C-CTX を特異的に認識するモノ
クローナル抗体の作製とこれを用いた微量検出法への応用に取り組み、世界規模の驚異となり
つつあるシガテラ中毒の予防、撲滅に貢献することを目的とする。 
 現在までに、C-CTX を認識するモノクローナル抗体は全く得られていないことから、今回の
研究で C-CTX を特異的に認識するモノクローナル抗体が得られれば、C-CTX の微量検出のみ
ならず抗体を用いたシガテラ食中毒の治療（抗体医薬）への展開などが考えられる。 
 
３．研究の方法 
 C-CTX を特異的に認識するモノクローナル抗体の作製方法として、我々がこれまで P-CTX を特
異的に認識するモノクローナル抗体を作
製する際に用いた方法を適用する。すな
わち、C-CTX の左端あるいは右端構造の
５〜６員環からなるハプテンを免疫する
ことにより、C-CTX そのものを認識する
モノクローナル抗体を獲得しようという
ものである。同様の手法により、主要な
P-CTX の中で異なる末端構造を有する P-
CTX を認識する 4種類（左端構造 2種類、
右端構造 2 種類）のモノクローナル抗体
の獲得に成功していることから、この方
法が C-CTX を認識するモノクローナル抗
体の獲得にも有効であると考えられる。 
 
４．研究成果 
(1)C-CTX 左端構造を認識するモノクローナル抗体の作製 
 これまでの P-CTX 抗体作製の結果より、合成ハプテンの免疫により毒本体に結合する抗体を
作製するためには、5環性以上の部分構造が必要であることが明らかとなっている。そこで、C-
CTX 左端構造を認識する抗体を作製するため、5環性ハプテン(1)を設計、合成した。化合物(1)
をハプテンとして免疫することにより、数個の候補抗体を獲得した。これらの中から、ハプテン
に強く結合する 4H5 を選び、C-CT-1 との結合活性を調べた。まず、C-CTX-1 を含有する魚肉抽出
物を用いて 4H5 の阻害実験を行ったところ、約 30%の阻害活性が観測された。そこで、4H5 の Fab
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図２．P-CTXの部分構造化合物（ハプテン）の免疫による抗P-CTX抗体の
作製(A)とサンドイッチELISA法によるP-CTXの検出 (B)
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P-CTX
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断片を用いて、比較的高純度の C-CTX-1
を含有するサンプルを用いて阻害実験を
行ったところ、4H5 Fab は強い阻害を示
し暫定的 Kd = 0.2 nM を示した。また、
4H5 はその左端構造が類似している
CTX3C にも弱く結合することが判明し
た。これらの結果より、モノクローナル
抗体 4H5 は C-CTX-1 を特異的に認識して
いることが明らかとなった。 
 
 
 
 
(2)C-CTX 右端構造を認識するモノクローナル抗体の作製 
 C−CTX 右端構造を特異的に認識するモノクローナル抗体を獲得するためのハプテンとして、5
環性ハプテン(2)を設計、合成した (図 2)。化合物(2)を KLH にコンジュゲートした後、RIBI ア
ジュバント共存下でマウスに免疫し、脾臓細胞とミエローマ細胞との細胞融合を電気細胞融合
装置を用いて行った。ELISA により抗体産生ハイブリドーマを選別し、クローニングを 2回行っ
てモノクローン化した。これらのハイブリドーマを大量培養し、抗体を Protein G アフィニティ
ークロマトグラフィーにより精製した。得られた抗体のハプテン(2)に対する結合活性を競合
ELISA 法により評価した結果、いずれのモノクローナ
ル抗体もハプテンそのものには強い結合活性を示さ
ないことが判明した。この理由としては、リンカー部
分と抗体が相互作用している可能性が示唆されたた
め、現在リンカーをハイドロカーボンとした新たなハ
プテン（3）を合成している。 
 
(3)シガトキシンアッセイのための Neuro−２細胞毒性試験 
多くの電位依存性Na+チャネルが細胞表面に発現していることが知られているマウス神経芽腫
細胞 Neuro-2a を用いてシガトキシンの機能アッセイを行った。シガトキシンは Na+チャネルの
サイト 5 に特異的に結合し、脱分極状態を持続させる。そこで、Na+チャネルを開口状態に持続
させる veratridine と、細胞外への Na+の汲み出しを行う Na+/ K+ ATPase を阻害する ouabain を
作用させ，Na+が流入し続ける状態に負荷をかけておく。ここにシガトキシンを添加すると脱分
極持続作用によって細胞内にさらに Na+が流入し続け、細胞死に至る。Neuro-2a 細胞を用いた細
胞毒性試験法によるシガトキシンの微量検出法は，再現性の低さが問題となっているため、最初
に veratridine 濃度、ouabain 濃度、および Neuro-2a 細胞数の最適条件を模索し、veratridine
濃度 3.12 µM、ouabain 濃度 31.2 µM、Neuro-2a 細胞数 5×104 cells と決定した。その後、本条
件を用いて、6種類のシガトキシン類縁体に対して細胞毒性試験を行い、EC50を決定した。本手
法により 6種類すべてのシガトキシン類縁体がいずれも高い毒性を示すことが明らかとなった。 
次に、本手法を用いて，LC-MS/MS によってシガトキシンの含有が確認されている魚から抽出
されたサンプルのシガトキシン濃度の推定を行った。シガトキシン CTX1B に対する細胞毒性試
験を行い、CTX1B 濃度―細胞生存率のグラフを検量線とし、細胞生存率からシガトキシン濃度の
推定を行った。本実験では、16 種類のシガトキシン含有サンプルに対して細胞毒性試験を行い、
含有シガトキシン濃度を推定した。その結果、推定したシガトキシン濃度は LC-MS/MS および
ELISA により求められた濃度と近い濃度が得られ、いずれのサンプルも FDA ガイダンスレベル
を超えるシガトキシンが含まれていると推定した。 
 
(4) 抗シガトキシン抗体による毒性中和効果
の評価 
さらに本手法を用いて、シガトキシンに特
異的に結合するモノクローナル抗体の毒性中
和効果について検討した。抗体がシガトキシ
ンに結合することで、Na+チャネルへの結合を
阻害し毒性を中和する。シガトキシンの末端
構造を認識する 2 種類の抗体をそれぞれ単独
で添加した場合と両方添加した場合について
毒性中和効果の評価を行ったところ、抗体を
単独で用いる場合と比較して、2種類の抗体を
用いる場合の方がより高い毒性中和効果を持
つことが判明した。 
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