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研究成果の概要（和文）：交差反応性とはある抗原の免疫により得られた抗体が、別の抗原とも結合反応を示す現象で
ある。ファーマコファーをモノクローナル抗体(MAb)の抗原認識部位に想定し、交差反応性を逆に利用してELISAへ応用
することで、抗原と類似した構造を持つ新規化合物の探索が可能となると考えた。そこで本研究では標的化合物をmorp
hineとし、海洋生物よりmorphine様の反応性を示す新規化合物の探索を目的としてanti-morphine MAbの作製を行った
。更に作製したanti-morphine MAbの交差反応性を利用したELISAを確立し、実際にmorphine様化合物の探索を行った。

研究成果の概要（英文）：Cross-reactivity is the reaction against a different but similar antigen. We 
hypotheses that the recognition site of antibody is equivalent to the receptor domain, and utilizing the 
cross-reactivity, it makes possible to discover the new structures which possess the equivalent of 
pharmacophar as a small molecule antigen. We　developed the new approach for natural product drug 
discovery utilizing the cross-reactivity of anti-morphine monoclonal antibody (MAb).

研究分野：天然物化学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、製薬業界においてインシリコスクリ
ーニングが創薬基盤技術の中心となりつつ
ある。インシリコスクリーニングによる化合
物の分子設計においてはファーマコファー
と呼ばれる部分が重要となる。一方、交差反
応性とはある抗原の免疫により得られた抗
体が、別の抗原とも結合反応を示す現象であ
る。ここで、ファーマコファーをモノクロー
ナル抗体(MAb)の抗原認識部位に想定し、交
差反応性を逆に利用して ELISAへ応用する
ことで、抗原と類似した構造を持つ新規化合
物の探索が可能となると考えた。そこで本研
究では標的化合物をmorphineとし、海洋生
物よりmorphine様の反応性を示す新規化合
物の探索を目的として anti-morphine MAb
の作製を行った。更に作製した
anti-morphine MAbの交差反応性を利用し
た ELISAを確立し、実際にmorphine様化
合物の探索を行った。 
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２．研究の目的 
交差反応性はある抗原の免疫により得ら
れた抗体が別の抗原とも結合反応を示す現
象である。これは両抗原構造が非常に類似し
ているために起きる抗体活性の縮退と理解
されている。近年、低分子化合物も BSAなど
のタンパク質にコンジュゲートし免疫源性
を高めることで抗体の作成が可能となり、
ELISAを利用した品質評価に利用されてい
る。申請者は抗体の交差反応性を利用するこ
とで、抗原として用いた低分子化合物と同等
のファーマコフォアを占有する新しい化合
物の発見が可能と考え、抗原にモルヒネを用
い、抗モルヒネ抗体に対する交差反応を指標
に化合物を探索する､新しい Structure-based 
Drug Screening法の開発を計画した。 
３．研究の方法 
モルヒネ 6位のアリルコールにコハク酸を
スペーサーに調製した BSAコンジュゲート
（M6S-BSA）を免疫源に Anti-MorMAbを作
成する。M6S-BSAをイムノプレートに固定
化し、モルヒネ類似化合物と Anti-MorMAb
との競合的 ELISAを確立し、研究室保有の海
洋無脊椎動物二次代謝産物抽出エキスを対
照にモルヒネ類似化合物のスクリーニング
を行う。Anti-MorMAbに交差反応性の認めら
れた抽出エキスより活性を指標にモルヒネ
類似化合物を分離、精製し、各種スペクトル
データの解析により化学構造を決定する。単
離構造決定したモルヒネ類似化合物につい
てオピオイド受容体に対するバインディン

グアッセイを行う。 
４．研究成果 

1. Anti-morphine MAbの作製 
 文献に従い morphine-6-hemisuccinate 

(M-6-S)を合成し、1) 次に BSAとの複合体を
作製した。この複合体を用いMAb作製法に
則り、2) 目的のMAbを産生しているハイブ
リドーマクローン 2G1-H4を選出した。この
クローンを用いて anti-morphine MAbの精製
を行い anti-morphine MAbを 80.7 mg得た。こ
のMAbの isotypeは light chainを有する IgG1 
subclassに属していることが判明した。競合
的 ELISAに用いる適正濃度は 0.11 g/mL、そ
の際 positive controlとして用いるMorphineの
濃度は 0.22 µg/mLと決定した。Morphineに対
するM-6-Sの交差反応性は 290%と判明した。
Anti- morphine MAbの結合定数は 4.0×108 M-1

と決定した。わずかながらMet-enkephalinと
も反応した。更に anti- morphine MAbの POD
標識を行い、適正濃度を 0.5 g/mLと決定し
た。また、anti-morphine MAbの再作製を現在
行っており、Morphineと Naloxoneに反応す
る抗体を産生するハイブリドーマが確認さ
れている。 

2. Anti-morphine MAbを用いた ELISAによ
る海洋無脊椎動物由来Morphine様化合物の
探索 
 2009年沖縄県八重山諸島にて採集した

95種類の海洋無脊椎動物についてそれぞれ
EtOHエキスを調製し、anti-morphine MAbの
交差反応性を利用した競合的 ELISAを行い、
Morphine様化合物含有エキスのスクリーニ
ングを行った。交差反応性を確認した 14種
類の試料について Et2O, BuOHで順次分配し
再度交差反応性を確認したところ、Petrosia 
sp.に属する 3つの海綿の Et2O ext.に交差反応
性が確認された。これら 3つのエキスについ
て活性を指標に各種カラムクロマトグラフ
ィーを行い、compound 1–6を単離した。各種
スペクトルデータの解析により、1-6を図に
示すポリアセチレンと同定した。Compound 2
は詳細に検討すると(3S, 28S)体(2a)、meso体
(2b)、(3R, 28R)体(2c)が存在した。Compound 2b, 
2c, 6は新規化合物であった。また、海綿
Haliclona sp. から活性化合物として環状アル
カロイドである Papuamine および
Haliclonadiamineを単離した。 

3. 単離化合物の活性に関する詳細な検討 
 ポリアセチレン類の活性については、市
販の octandiol, nonenalを出発原料として、
PCC酸化、Grignard反応により、各種ポリア
セチレン関連化合物を合成し、構造活性相関
を検討したところ、活性部位は末端
の”4-ene-1-yne-3-one”ユニットであり、活性化
合物は固相抗原に結合して抗原–抗体反応を
阻害していることが各種合成誘導体の調製
により明らかとなった。特に、分子両末端
に”4-ene-1-yne-3-one”ユニットを有する
product 1は天然物の内、最も強い活性を示し
た compound 4と同等の活性を示した。 
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また、Morphineと compound 1の結合を

1H-NMRにて確認したところ、3級窒素から
二重結合付近に結合していることが示唆さ
れた。また、Papuamine および
Haliclonadiamineについては、ELISAにおいて
morphineと競合することが示唆された。両化
合物はオピオイド受容体においても
morphineと競合し、アゴニスト、アンタゴニ
スト活性を有することが期待される。外部委
託によりオピオイド受容体バインディング
アッセイを行う予定であったが、新たに採取
した海綿より充分量の試料が得られなかっ
たため、アッセイを行えなかった。そこで、
分子ドッキングシミュレーション
（Schrodinger suite）により、上記アルカロイ
ドとオピオイド μ受容体のドッキングシミュ
レーションを行った。PDB:4DKLおよび 3T6B
のタンパク質構造を用い、リガンド構造の最
適化と化合物の重ね合わせ、複合体の構造最
適化が現在進行中である。なお、採取した海
綿からアルカロイドは単離できなかったが、
新規なポリアセチレン系化合物の単離、構造
解析に成功した。しかし、これらの新規化合
物にモルヒネに対する親和性は確認できな
かった。 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 

 

 

 
 
５．研究の総括 
1.  本研究では抗体の交差反応性を利用し
て類似化合物をスクリーニングすることを
目的としているため、比較的選択的認識が緩
和なMAbの方が類似化合物を多く認識しや
すいと考えられる。スクリーニングへの応用
が可能な選択性の最小限界値は、今後検討す
べき課題の一つである。Morphine、Naloxone
の両者に反応する抗体は、免疫原である
M-6-S-BSAのうち特に BSAおよび succinic 
acidから離れた部分(3級窒素やフェノール性
水酸基など)を認識していると考えられる。こ
の性質は本研究の目的に合致しており、今後
MAbを単離したのち交差反応性を利用した
ELISAに適用することで海洋生物由来の
Morphine様化合物の探索研究に大きく寄与
することができると考えられる。 
2. 今回得られた活性 polyacetylene類は固相
抗原に結合することでMAbの結合を阻害し
ていることが明らかとなったが、この結果よ
りこれら活性 polyacetylene類は固相抗原上の
Morphine部分に結合することで抗原―抗体
反応を阻害していると推測される。Morphine
と直接結合する特徴を持つ低分子化合物は
非常に珍しく、今後更なる研究を行うことで
Morphineの検出やMorphine中毒の治療など
に応用できる可能性があり、大変興味深い結
果と考えられる。 
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