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研究成果の概要（和文）：大豆由来の主要な抗がん成分である Bowman-birk protease inhibitor 

(BBI)の生体内動態の解析を可能にするために、新たに BBI を選択的に定量するために新規

ELISA 法を構築することを目的にした。新たに作成した BBI のモノクローナル抗体およびポリ

クローナル抗体を用いて、ELISA の検出感度を上げるために、いろいろな条件検討を行い、最

終的に血清存在下での検出感度が、他の市販のタンパクの定量検出感度と同等か、それ以上の

感度が得られ、BBI の生体内動態の解析が可能になった。 

 

研究成果の概要（英文）：In order to evaluate bioavailability of Bowman-birk protease 

inhibitor (BBI), a major anticancer agent involved in soybeans, we tried to establish 

a new ELISA system which can selectively BBI level in vivo with a high sensitivity. We 

established a new ELISA system for BBI detection, using monoclonal and polyclonal 

antibodies towards BBI. To improve detection sensitivity in the system, we changed several 

points in the system such as determination of blocking agent. As a result, the system 

had equal or higher detection sensitivity compared to other established protein detection 

ELISA systems, indicating that this system could detect BBI level in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 

BBI とは，分子量８KDa のタンパク質で，大

豆ホエータンパク中に存在する．強いがん抑

制作用があることが報告されて以来，そのが

ん予防作用について精力的に研究され，毒性

がほとんど認められないことから，臨床応用

が可能ながん予防成分として期待されてい

る物質である．しかし，体内動態が殆んど明

らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

BBI の体内動態を明らかにするための有効な

方法として、BBI を定量できる ELISA 法の開

発を行う。 

 

３．研究の方法 

（１）ELISA による BBI タンパクの定量 

次の方法で捕獲抗体を作った．PBSを 5.397ml

取り，MOUSE 抗 BBI モノクローナル抗体（2.6 

mg /ml）を 63μl 入れて 30μg/ml を作った．

PBS を 3.2ml 取り 30μg/ml を 1.6ml 入れて

10μg/ml を作った．PBS を 2.4ml 取り 10μ

g/ml を 1.2ml 入れて 3μg/ml を作った．4，5

列に 30μg/ml，6，7 列に 10μg/ml ，8，9

列に 3μg/ml を各 well に 100μl 入れ，1日

静置した．TBS-T を各 well に 200μl 入れて

1 回洗浄し，1％ゼラチンを各 well に 150μl

入れてブロッキングし，室温で 1時間以上静

置した．TBS-T を各 well に 200μl 入れて 2

回洗浄し，次の方法で抗原(Fuji-BBI)を作っ

た．PBSを20ml取り10％BSAを200μ入れて，

0.1%BSA を作った．0.1％BSA を 3.15ml 取り

10pmol/100μlを 350μl入れて 1pmol/100μ

l を作った．0.1％BSA を 2.16ml 取り１

pmol/100μlを1ml入れて0.3pmol/100μlを

作った．0.1％BSA を 2.16ml 取り 0.3pmol/100

μl を 1ml 入れて 0.1pmol/100μl を作った．

0.1％BSA を 2.16ml 取り 0.1pmol/100μl を

1ml 入れて 0.03pmol/100μl を作った．0.1％

BSAを 2.16ml取り 0.03pmol/100μlを 1ml入

れて 0.01pmol/100μl を作った．0.1％BSA を

2.16ml 取り 0.01pmol/100μl を 1ml 入れて

0.003pmol/100μl を作った．0.1％BSA を

2.16ml 取り 0.003pmol/100μl を 1ml 入れて

0.001pmol/100 μ l を 作 っ た ． 1 ～

0.001pmol/well を横 1 列に 100μl 入れた．0

は 0.1％BSA を 100μl 入れ，37℃で 1時間以

上静置し，TBS-T を各 well に 200μl 入れて

4 回洗浄した．1%ゼラチンを 4ml 取って 36ml

の PBS で薄めて，0.1%ゼラチンを作った． 

0.1%ゼラチンで抗 BBI ウサギ血清（1 次抗体）

を 2500 倍に希釈した溶液を，各 well に 100 

ずつ入れ，37°C で 1 時間以上静置し，

TBS-T を各 well に 入れて 4 回洗浄

した．0.1%ゼラチンで抗ウサギ IGg-AP（2 次

抗体）を 300 倍に希釈した溶液を，各 well

に 入れ，37°C で 30 分以上静置し，

TBS-T を各 well に 入れ，4回洗浄し

た．各 well に ずつ発色基質液（Atto 

Phos）を添加した．その後，プレートリーダ

ーで蛍光強度（ex: 435 nm, em: 555 nm）を

測定した． 

 

（２）プレートの検討 

上記の方法で Nunc MaxiSorp 442404 ，

Greiner High binding，Coster 3591 

の 3種類のプレートを使用し，検討を行った．

Nunc製のプレートの方がGreiner製よりバッ

ク グ ラ ウ ン ド が 低 く ， 検 出 限 界 値 が

10fmol/well であった． 

ゼラチン20mlに抗BBIウサギ血清(1次抗体)

を 8μl 入れて 2500 倍希釈したものを，各

well に 100μl 入れ，37℃で 1 時間以上静置

し，TBS-T を各 well に 200μl 入れて 4 回洗

浄した．0.1%ゼラチン 20ml に抗ウサギ

IGg-AP(2 次抗体)を 67μl 入れて 300 倍希釈



 

 

したものを，各 well に 100μl 入れ，37℃で

30 分以上静置し，TBS-T を各 well に 200μl

入れて 4 回洗浄した．各 well に 50ml ずつ発

色基質を入れた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３） 捕獲抗体の検討 

上記の方法で 30μg/ml，10μg/ml，3μg/ml

の 3 種類の捕獲抗体の濃度を使用し，検討を

行った．3つともバックグラウンドはあまり

変わらないが，30μg/ml が高濃度領域で測る

ことが出来，検出感度が高くなる． 

（４）捕捉抗体の結合条件の検討 

上記の方法で pH7.5(PBS)，pH7.5(TBS)，

pH8.0(TBS)，pH8.5(TBS)の 4 種類で行った．

4 つともあまり変わらないが，アルカリ性に

すると吸光度の増加が少なくなった．アルカ

リにすることによって抗体が変性している

可能性がある．中性に近い pH7.5(PBS)で実験

を進めて行くことにした． 

 

（５）発色基質の検討  

上記の方法で AttoPhos ，PNPP の 2 種類で

行った．PNPP の検出限界値が 10fmol/well

に対し AttoPhos は 3fmol/well である． 

 

 



 

 

（６）ブロッキング液の検討 

上記の方法で 1%ゼラチン，5%BSA，カゼイン

の 3種類で行った．1%ゼラチンがバックグラ

ウンドが低く高感度検出に適している． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．研究成果 

ELISA 法の条件検討の結果から、プレートは

Nunc MaxiSorp 442404，捕獲抗体濃度は

30μg/ml，捕捉抗体の結合条件はpH7.5 (PBS)，

発色基質は AttoPhos，ブロッキング液は 1%

ゼ ラ チ ン が 最 適 で あ り ， 3 fmol/well 

(0.24ng/ml)が検出限界値であった．今回使

用した BBI より少し大きくて分子量 20KDa の

リゾチームの体内動態を調べた例がある．リ

ゾチームは 1.7ng/ml の血中濃度になること

が報告されている．BBI の検出限界値が

0.24ng/ml なので，十分測定に耐えれると考

えられる．また、他のサイトカインのような

代表的な ELISA法と比べても検出感度に大き

な差異はないので、この構築した ELISA 法で 

BBI の生体内動態の解析は可能と考えられる． 
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