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研究成果の概要（和文）：  

牛血清アルブミンに対するマウス IgEモノクローナル抗体を作製することができなかったた

め、牛血清アルブミンに対する IgGモノクローナル抗体を作製し、その抗体可変領域の遺伝子

配列を同定することで、将来的に組換タンパク質として犬 IgEを作製することとした。PKテス

トによる IgE血清濃度と生体の発症閾値の検討については、卵アレルゲンでは膨疹反応がみら

れず、実験に使用するアレルゲンを再検討する必要があった。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Recognition site of mouse IgG monoclonal antibody to bovine serum albumin was 

sequenced for development of recombinant canine IgE against bovine serum albumin.  A 

thresfold of serum IgE concentration to induce in vivo allergic reaction was examined with 

PK test; however, ideal results were not obtained. It is necessary to select allergens used for 

this study. 
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１．研究開始当初の背景 

犬のワクチン接種後アナフィラキシーは
犬用ワクチン製剤の接種後数時間から数日
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の間に起こる全身性の不具合を指す。その症

状には、一時的な元気消失から顔面腫脹、重

症例になるとアナフィラキシーショックま

で様々なものがある。とくにショック死に至

るものは獣医臨床現場では重要な問題であ

り、ワクチン接種による死亡事故となるため

これらを回避することは臨床獣医師、獣医学

研究者として急務である。 

犬のワクチン接種後アナフィラキシーの

原因のひとつは牛血清アルブミンであるこ

とが報告されている。犬用ワクチンには牛血

清アルブミンが残留しており、ワクチン接種

により牛血清アルブミンに対して IgEを産生

してしまう個体が存在することがわかって

いる。その個体が再びワクチン接種を受けた

際に、すでに獲得した牛血清アルブミンに対

する IgEを介してワクチン接種後アナフィラ

キシーが起こるとされている。 

そこで、本研究においては、牛血清アルブ

ミンに対する犬 IgEの上昇を確認する検査シ

ステムを構築することを考えた。この検査に

よって、牛血清アルブミンに対する IgEが高

い犬の個体を判別することが可能となり、臨

床現場の獣医師はそれら個体へのワクチン

接種について考慮することができる。また、

近年我々は、抗マウス×犬 IgE抗体を用いて

マウスの IgE測定系を犬に応用することに成

功した。このシステムによって犬においてア

レルゲン特異的 IgE定量システムを完成させ

たことから、牛血清アルブミンの IgEを測定

に応用できないかと考えた。それによって、

牛血清アルブミンに対する IgEの血中濃度を

正確に把握することができ、さらに生体にお

けるアレルギー反応が起こる血清 IgE閾値も

検討できる利点が得られる。 

そこで、最初に牛血清アルブミンを認識す

るマウス IgEを作製し、それを標準品として

用いることで抗マウス×犬 IgE抗体を用いた

IgE 定量測定系の構築を計画した。測定系が

完成した際には、生体のアレルギー反応閾値

を 検 討 す る た め に 健 常 犬 を 用 い て

Prausnitz-Kustnerテスト（PKテスト）を行

うことにした。 

 

２．研究の目的 

 牛血清アルブミンに対する IgEを定量測定

することを実現させ、ワクチン接種後アナフ

ィラキシー発症の危険性を判定する検査シ

ステムを構築することを本研究の目的とし

た。これによって、ワクチン接種前にワクチ

ン接種後アナフィラキシーを発症する危険

性のある個体を選別することができ、臨床現

場の獣医師にとってはワクチン接種に付随

する事故を未然に防ぐことが可能となる。 

 具体的にはマウスモノクローナル抗体で

牛血清アルブミンを認識する IgE を作製し、

すでに我々が構築済みの抗マウス×犬 IgE抗

体を用いることで牛血清アルブミンに対す

る犬 IgEの定量検査システムを犬で構築する

こととした。さらに、PK テストによって生

体におけるアレルギー発症の IgE閾値を決定

することとした。 

 

３．研究の方法 

 牛血清アルブミンに対するマウス IgEモノ

クローナル抗体を作製することを試みた。牛

血清アルブミンを Balb/cマウスに腹腔内注

射することによって、免疫する。定期的に IgE

抗体価を測定しながら、免疫の状態を確認す

る。十分な抗体価上昇が得られた時点で、こ

れらマウスから脾臓を摘出し、ミエローマ細

胞と融合することでハイブリドーマを作製

することとした。作製したハイブリドーマの

中から、牛血清アルブミンの IgEを産生する

ものを選別した。 

 一方、IgE値とアレルギー発症との検討を

行うため、牛血清アルブミンに対する犬 IgE



 

 

定量測定系が完成するまでに、まず強力な実

験感作を誘導できる卵アレルゲンを用いて

感作犬を作成し、実験を実施することとした。

卵アレルゲンに感作した実験犬から卵アレ

ルゲンに対して IgEが十分に上昇した個体か

ら血清を採取し、この血清を健常実験犬の皮

内に注射する PKテストによって、IgE値の皮

内反応陽性域値を検討した。 

 
４．研究成果 

当初の計画どおり、牛血清アルブミンに対す

るマウス IgEモノクローナル抗体の作製に着

手してきたが、免役マウス血清中に牛血清ア

ルブミンに対する IgEは誘導できるものの、

ミエローマ融合が成功せず、そのハイブリド

ーマ完成に至らなかった。マウスの系統を変

えて（BDF1、Nc/Ngaマウスなど）同様に実施

したが、いずれも最終的に目的のハイブリド

ーマ株を得ることができなかった。一方、牛

血清アルブミンの抗体価の上昇がみられた

マウス脾臓から抗牛血清アルブミン IgGを産

生するハイブリドーマを作製することがで

きた。そこで次に牛血清アルブミンに対する

犬 IgEを組換タンパク質として構築すること

を考えた。これまでに牛血清アルブミンに対

するマウス IgGを産生するハイブリドーマ株

が得られていたため、それらの細胞の遺伝子

を抽出した。さらに、抽出した遺伝子から抗

体の抗原認識部位の遺伝子をシークエンス

した。一方、凍結保存しておいた犬の脾臓細

胞から犬 IgE遺伝子をクローニングしたもの

を別途入手し、このクローニングした犬 IgE

と先の牛血清アルブミンに対する抗原認識

部位の遺伝子を組み合わせ、大腸菌を使って

定法にしたがって組換タンパク質としてキ

メラ抗体を発現させることにしたが、発現し

た組換タンパク質の量が少なく、検査系構築

に応用できなかった。大腸菌以外のタンパク

質発現系において検討を続ける必要がある

と考えられた。非特異的犬 IgE組換タンパク

質の発現に成功しているため、発現条件を検

討することにより最終的に目的の組換タン

パク質を作成できるだろうと考えた。 

また、犬の生体内におけるアレルギー反応

を検討するため、卵アレルゲンに対する IgE

上昇が見られた血清を用いて PK テストを実

施したところ、卵アレルゲンタンパク質濃度

を上昇させても反応がみられなかった。この

ことは、実験犬で作成した卵アレルゲンに対

する血清 IgEが認識する抗原部位が一箇所で

あり、肥満細胞表面の IgE架橋を起こすこと

ができないためと推測された。よって、今後

は抗原部位が多いと考えられるその他のア

レルゲンを用いて同様の実験を行う必要が

あると考えられた。 
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