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研究成果の概要（和文）：本研究では、抗体を含むリンパ液を簡便に、かつ恒常的に採取可能な

スイホウガンと呼ばれるキンギョを用いたポリクローナル抗体の調製プロセス開発を目指した。

結果、スイホウガンの水泡から採取したリンパ液からポリクローナル抗体を精製することに成

功し、さらに ELISA を用いた検出系を確立した。また免疫時の補助剤を検討することで、特異

的な抗体が水泡内リンパ液に産生されることをドットブロッティングにより確認した。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to the development of a production process 
for polyclonal antibodies using a particular kind of goldfish, in which lymph can be 
sustainably and easily collected from its enlarged corneas containing antibodies. We 
successfully purified polyclonal antibodies in lymph extracted from goldfish and 
established the detection system for them based on ELISA. Further, we confirmed it by 
dot blotting that specific antibodies in lymph can be produced by examining adjuvants 
at the immunization. 
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１．研究開始当初の背景 

高い特異性と親和性を有する抗体は、医薬
としても応用されているが、様々な研究分野
で今もなお検出のためのプローブとして汎
用的に利用されている。多くの場合、ポリク
ローナル抗体でも十分に機能するが、哺乳動
物を免疫する必要があるため、一般的な研究
室では設備や手続き上、手軽には調製できな
い。一方、より下等な生物である魚類も抗体
を有するが、中でも興味深いことにキンギョ
の品種であるスイホウガンは、抗体を含んだ
リンパ液を内包した水泡を有していて、この
リンパ液を採取しても 1週間程度での回復が

みられる (秋山ら , 日本分子生物学会
(2009))。即ち、もしスイホウガンの免疫法
や採取した抗体を用いた検出系を確立でき
れば、研究室で手軽に飼育でき、かつ任意の
ポリクローナル抗体を採取し続けることが
可能な代替免疫動物になり得るといえる。 

申請者は、タンパク質工学を駆使して多種
多様な、がん治療人工抗体を創製してきた(J. 
Biol. Chem., 285, 20844-9 (2010)他)。さ
らに最近、臨床応用を目指す上では、その抗
原性が懸念されるペプチドタグを必要とし
ない調製法も開発したが(FEBS J., 277, 
477-87 (2010))、一方で抗タグ抗体が使用で
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きないため、実製造プロセスの確立に於いて
目的の人工抗体をトレースすることができ
ないという新たな問題が生じた。しかしなが
ら人工抗体それぞれに対して哺乳動物を免
疫してポリクローナル抗体を作製するのは
現実的ではない。そこで特別な申請、設備を
必要とせず、かつ生命倫理を考慮したスイホ
ウガンを用いたポリクローナル抗体の調製
プロセス開発を目指す本提案の着想に至っ
た。元来、観賞用のキンギョとして人気が高
いため、研究環境衛生の向上などの副次的な
効果も期待できる。 

 
２．研究の目的 

ポリクローナル抗体は様々な研究分野で
汎用的に用いられているが、哺乳動物を免疫
する必要があるため、研究室内では手軽には
調製できない。本研究は、抗体を含むリンパ
液を簡便に、かつ恒常的に採取可能なスイホ
ウガンと呼ばれるキンギョを用いたポリク
ローナル抗体の調製プロセス開発を目指す
ことで、動物実験の 3R の推進の達成と 4 つ
目の Rとして Recreation(娯楽)、即ち環境衛
生の向上を副次的な効果として期待してい
る。具体的には、まずスイホウガンから採取
したリンパ液からのポリクローナル抗体の
精製法の検討とキャラクタリゼーション、お
よび ELISA に基づく検出系の確立を目指し、
さらに免疫法に関する検討も併せて進めた。 

 
３．研究の方法 

スイホウガンを用いた汎用的なポリクロ
ーナル抗体の調製プロセスの開発と検出系
の確立を目指して、まずポリクローナル抗体
の精製法と ELISAに基づく検出系を確立させ
た後、免疫法に関する検討を行った。一方、
膜タンパク質抗原に対するポリクローナル
抗体の調製を目指した免疫法も検討し、結晶
化抗体としての可能性を追求した。本研究の
概要を図１に示す。 

 具体的には、まずスイホウガンの水泡内リ
ンパ液からのポリクローナル抗体の精製法
の確立を目指して、抗体精製のリガンドタン
パク質として汎用的に用いられているプロ
テイン A を用いて検討を行った。キンギョは
コイ科のフナの突然変異個体であるため抗
コイ抗体が交差性を示すことが報告されて
いる(秋山ら, 日本分子生物学会(2009))。そ
こで市販の抗コイ抗体を用いた ELISA法に基
づく検出系の確立を目指した。 

一方、免疫法に関しては精製タンパク質を
中心に用いて、効果的な免疫条件の検討を、
アジュバント(免疫補助剤)や免疫スケジュ
ールの最適化等の観点から進めた。さらに膜
タンパク質抗原を強制発現させた CHO細胞を
用いた免疫も検討することで、結晶化抗体の
取得法としての展開を図った。 
 
４．研究成果 
 まずスイホウガンの水泡内リンパ液の採
取と、その後の回復速度等を確認するため、
比較的大きな個体(～20cm)のスイホウガン
を購入し、ある程度飼育した後、シリンジを
用いた採取を試みた。水泡が裂けないよう、
極力小さい針を用いて行ったが、個体や水泡
内の部位によって、リンパ液の粘度が異なっ
ていたため、最終的に 18 G の針を用いて採
取を行った結果、一方の頬から 5～10 mL 程
度のリンパ液の採取に成功した(図 2)。リン
パ液はやや黄みがかっており、水泡は約１週
間で採取前の状態への復帰がみられた。 

 
続いて、キンギョの抗体はマウスやヒト抗

体と構造類似性が比較的高いという報告(秋
山ら, 日本分子生物学会(2009))から、ヒト
やマウスの IgG抗体の精製リガンドタンパク
質として最も汎用的に使われているプロテ
イン Aを用いた精製検討を行った。その溶出
画分のポリアクリルアミドゲル電気泳動
(SDS-PAGE)を行った結果を図 3に示す。 

還元条件下での SDS-PAGE において、2つの
主要なタンパク質のバンドがみられた。それ
ぞれ抗体の重鎖と軽鎖に対応するものと考
えられるが、コントロールとして泳動したマ
ウスモノクローナル IgG に比べ、より大きい
方のバンド、即ち重鎖と考えられるバンドに
移動度の差が大きくみられた。魚類の血清中
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には IgMタイプが多く含まれることが知られ
ており、また実際にコイ科の血清抗体を解析
した文献(Bag MR, et. al., Fish Shellfish 
Immunol., 26, 275-8 (2009))の泳動結果と
も良く一致していた。マウスやヒトでは IgM
は IgG に比べて定常領域のドメインが 1つ多
いこと、さらには近年の報告(田丸, 東海国
立 3 大学新技術説明会(2011))とも一致して
いることからも、本実験で得られた抗体は
IgM の可能性が高いといえる。 

続いて、精製した IgM を用いて ELISA 法に
基づく検出系の確立を目指した。精製 IgM を
濃度を振って固定化後、HRP 標識された抗コ
イ抗体とコントロールとして HRP 標識された
抗ウサギ抗体を用いて検出を行った。結果、
前者のみに発色がみられたため、抗コイ抗体
を用いることでキンギョ抗体が検出可能で
あることが示された。 

免疫に関しては、当該研究室で開発したが
ん治療人工抗体 Ex3 を可溶性のモデル抗原と
して、またヒト上皮増殖因子受容体(EGFR)を
強制発現させた CHO 細胞を、膜タンパク質を
標的とした結晶化抗体を取得するためのモ
デル抗原としてそれぞれ用いて行った。一般
的に行われているマウスを用いた免疫の際
の抗原タンパク質量を参考にし、水泡内に直
接注入し、1 週間ごとにサンプリングと再免
疫を繰り返し行った。前述の通り、サンプリ
ングにより消失した水泡内リンパ液は次回
のサンプリング時までには、ほぼ回復がみら
れたため、リンパ液を採取し続けることが可
能であることが示された。 

続いて、リンパ液中の抗体活性を調べるた
めに、フローサイトメトリーを行ったが、い
ずれのサンプルも明確な結合活性はみられ
なかった。これは用いた抗コイ抗体がフロー
サイトメトリーを適用としていないことが
要因と考えられたため、上述の ELISA での検

出を試みた。より感度を上げるために、2 種
類の抗コイ抗体を用いたサンドウィッチ
ELISA 法による検出を行ったが、精製キンギ
ョ IgM も含めて明確な発色はみられなかった。
用いた 2種類の抗コイ抗体のエピトープがオ
ーバーラップしていた可能性が考えられる
ため、上述のようにリンパ液の直接的な固定
化による検出が有効と考えられる。 

一方で、より簡便な検出法の確立を目指し
たドットブロッティングの検討と、そのモデ
ル抗原として可溶性の EGFR を用いた免疫を
行った。免疫はアジュバントとして、まず市
販の合成コポリマー系アジュバントを用い
て水泡内に同様に直接注入し、1 週間ごとに
サンプリングと再免疫を繰り返し行った。ド
ットブロッティングは、採取したリンパ液を
ニトロセルロース膜にブロッティングし、乾
燥後、ヒスチジンタグが付加された可溶性の
EGFR を添加後、さらに HRP 標識された抗ヒス
チジンタグ抗体を添加することで行った。結
果、ポジティブコントロールとして用いた抗
EGFR IgGのみ濃度に依存した発色がみられた
ため、ドットブロッティング自体は成功して
いるものの、免疫がされていない可能性が示
唆された(図 4)。 

そこで、他のアジュバントとして、酵母抽
出物やペプトンを含む培地を用い、さらにア
ジュバント効果を期待して、抗原タンパク質
を精製せず、その発現ベクターで形質転換さ
せた大腸菌の超音波破砕液を滅菌したもの
の利用も検討した。同様に免疫、サンプリン
グした結果、アジュバントとして培地を用い
た際の 9 週目の水泡内に EGFR に対する抗抗
体の陽性反応がみられた(図 5)。諸条件はま
だ検討する必要があるが、免疫後に特異的抗
体が出現するのが比較的遅いという報告(田
丸, 東海国立 3 大学新技術説明会(2011))と
も一致しており、また酵母抽出液は汎用的に
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用いている大腸菌用培地をそのまま利用可
能であるという利点も有しているため、研究
室でのより簡便なポリクローナル抗体調製
法としての可能性を示すことができたとい
える。 

一方、環境衛生の向上を副次的な効果とし
て期待した動物実験における 4つ目の Rとし
ての Recreation(娯楽)に関しては、学生等に
よる自主的な飼育や観察がみられるなど、生
命倫理を考えるツールの他、Refreshment(爽
快)としての効果も得られた。 
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