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研究成果の概要（和文）：革新的新技術に基づき、GPCRの１つであるストレス応答に関与するhCRHR1に対する立
体構造特異的モノクローナル抗体 (ssmAb) を作製した。Cell-ELISA法によって複数の陽性ハイブリドーマが確
認でき、限界希釈法に基づきクローン化したところ、IgGおよびIgM両タイプのssmAbを得ることに成功した。さ
らに、他のGPCRに対する本新規法の応用性も証明できた。ssmAbが膜表面のhCRHR1を特異的に認識することを免
疫蛍光染色法によって実証した。

研究成果の概要（英文）： Based on next generation of hybridoma technology, we could successfully 
generate stereospecific monoclonal antibodies (ssmAbs) against stress-related human CRHR1, which 
belongs to one of GPCRs.  After Cell-ELISA positive hybridoma cells were cloned by limiting dilution
 method, not only IgM-typed but also IgG-typed ssmAbs were obtained.  Furthermore, this new 
technology was applicable to selective production of ssmAbs against other GPCR.  Immunofluorescence 
analysis demonstrated that ssmAb specifically recognized intact hCRHR1 on the cell surface.

研究分野： 抗体工学
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１．研究開始当初の背景 
モノクローナル抗体の作製法は、大きく分

けて２つある。１つは、「ハイブリドーマテ

クノロジー」に基づき、抗体産生 B細胞とミ

エローマ細胞（B 細胞由来のガン細胞）を融

合してハイブリドーマ細胞（雑種細胞）を取

得し、モノクローナル抗体を作製する技術で

ある。もう１つは、遺伝子工学を用いた方法

である。どちらも優れた方法であるが、生体

の本来の免疫機能を利用し、高特異的・高親

和性のモノクローナル抗体を作製するには

前者がより適している。ローらは、その技術

に基づく画期的なＢ細胞ターゲティング法

を世界で初めて開発した（Lo et al. Nature, 

1984)。しかし、彼らの方法を含め現在まで

に報告されている殆ど全ての方法は、抗原の

アミノ酸配列（一次構造）を認識するもので

あった。抗原となるタンパク質は、独自の高

次構造によってその機能が発揮されるため、

抗原の本来の機能解明には、その高次構造を

特異的に認識するモノクローナル抗体の取

得が必須となる。しかし、現在のところその

成功例は報告されていない。 

 
２．研究の目的 
本研究では、抗原として、多数の重要な情

報伝達に関わっている7回膜貫通タンパク質

である「GPCR（G protein-coupled receptor: 

G タンパク質共役受容体）」に着目し、その立

体構造を特異的に認識するモノクローナル

抗体の革新的作製法を世界に先駆け創製、応

用することを目的とした。 

モノクローナル抗体は、目的抗原との高い

特異性・親和性およびその均一性から基礎研

究のみならず臨床分野でも幅広く利用され

ている。近年、次世代の分子標的治療薬とし

て注目されており、世界中でその研究が展開

している。抗原は独自の高次構造（二次構造

および三次構造）を保持することによってそ

の機能を発揮しているため、抗原の高次構造

を特異的に認識するモノクローナル抗体の

利用価値は、計り知れないほど高い。しかし、

未だその作製方法は確立されていない。本研

究では、抗原発現ミエローマ細胞を用いた B

細胞選択に基づく「革新的作製技術」の確立

を目ざした。 

 
３．研究の方法 

（１）DNA 免疫および組換え細胞の調製 

 立体構造特異的モノクローナル抗体 

(stereospecific monoclonal antibody: 

ssmAb) の取得には、立体構造を保持した状

態で抗原をマウス免疫系に認識させ、目的の

抗体産生 B細胞を感作する必要がある。その

ためにDNA免疫方法を利用した。抗原として、

ヒトの副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン

受容体 1 (human corticotropin releasing- 

hormone receptor 1: hCRHR1)を用い、その

組換えプラスミドベクターを利用してDNA免

疫法を行った。 

 本研究の目的達成のために、2 種類の組換

え細胞を調製した。１つは、hCRHR1 発現ミエ

ローマ細胞であり、もう１つは、hCRHR1 発現

CHO 細胞である。前者は、立体構造特異的タ

ーゲティング法（後述）において、感作 B細

胞の選択に用いるためのものである。また、

後者は、Cell-ELISA 法（後述）にて利用する

ために調製した。目的遺伝子 (hCRHR1) の各

細胞へのトランスフェクションは、HVJ（セ

ンダイウイルス）法に基づき行い、目的遺伝

子の下流には蛍光タンパク質遺伝子を導入

した。目的抗原の発現を蛍光タンパク質の発

現を指標として確認した。 

 

（２）立体構造特異的ターゲティング 

(stereospecific targeting: SST) 法 

 GPCRに対するssmAbの革新的作製技術を開

発するため、1 回膜貫通タンパク質でその有

用性が示されている SST 法を利用した。その

骨子は、① 免疫化された目的 B 細胞を抗原

発現ミエローマ細胞によって選択後、② B 細

胞－ミエローマ細胞複合体を電気パルスに

よって選択融合する方法である。本新規法に

基づき目的のssmAb産生ハイブリドーマを高

効率かつ選択的に作製した。 

 

（３）B 細胞－ミエローマ細胞複合体の可視

化解析 

 抗原抗体反応に基づき、hCRHR1 発現ミエロ

ーマ細胞によって選択された目的のB細胞複

合体を蛍光ラベルにて検証した。B 細胞を蛍

光標識（赤色）抗マウス IgG 抗体によって可

視化し、一方、hCRHR1 発現ミエローマ細胞は、

hCRHR1下流のGFPによる緑色蛍光にて検出し

た。 

 



（４）Cell-ELISA（細胞-酵素免疫測定）法 

 ハイブリドーマ上清のモノクローナル抗 

体が目的抗原の立体構造を認識するかどう 

かを Cell-ELISA 法によって検証した。その

原理は、hCRHR1 発現 CHO 細胞を立体構造を保

持したインタクトな状態で 96 穴培養プレー

ト上に固相化し、そこに ssmAb を含むハイブ

リドーマ上清を加えた。洗浄後、ペルオキシ

ダーゼ標識２次抗体[抗マウス IgG(H+L)抗

体・HRP]を用いて発色させた。発色によって

得られるΔOD490nm値 0.5 以上を指標として目

的のハイブリドーマを取得し、限界希釈法に

基づくクローニングを行った。 

 

（５）立体構造特異的モノクローナル抗体 

(ssmAb) の高次構造保持抗原との特異的

結合 

   ssmAb の立体構造保持標的抗原に対する結

合能を検証するため、人工細胞および組換え

細胞を用いて検証した。 

➀ プロテオリポソーム（人工細胞） 

 hCRHR1 組換えバキュロウイルスを用いて、 

hCRHR1 の方向性を保った状態でリポソーム

と融合して人工細胞を構築した後、ssmAb を

作用させ、特異的結合を検討した。 

② hCRHR1 発現 CHO 細胞（組換え細胞） 

 hCRHR1 発現 CHO 細胞上の hCRHR1 抗原は、 

立体構造を保持した状態で発現されている。

そこで、この組換え細胞に対して hCRHR1 特

異的 ssmAb を作用後、蛍光標識（赤色）2 次

抗体を加え、ssmAb の膜表面抗原への特異的

結合を可視化解析した。 

 

４．研究成果 

（１）感作 B細胞－抗原発現ミエローマ細胞

複合体の可視化解析 

  本研究において、ストレス応答への関与

が報告されている G-タンパク質共役受容

体 (GPCR) の１つである hCRHR1 に着目し、

その受容体に対するssmAbの作製技術の創

製とその応用について検討した。 DNA 免

疫後のマウス脾臓細胞中には、hCRHR1 に対

する目的の感作B細胞が含まれていると考

えられる。そこで、免疫後の脾臓細胞懸濁

液を hCRHR1 発現ミエローマ細胞とインキ

ュベートし、抗原発現ミエローマ細胞によ

るB細胞選択を可視化解析法にて検討した。

その結果、B細胞－ミエローマ細胞複合体 

を確認することができた (図 1)。この原理 

は、感作 B細胞表面には目的抗原に対する抗

体（抗原レセプター）が発現されているため、

抗原抗体反応に基づき hCRHR1 発現ミエロー

細胞と特異的に結合することができる。 

図 1.  感作B細胞－抗原発現ミエローマ

細胞複合体の可視化解析 

DNA 免疫後、感作 B細胞上の抗原レセプタ

ーを介して、抗原発現ミエローマ細胞（GFP

緑色蛍光を発現）によって目的の B 細胞を

選択した。その後、抗マウスIgG抗体－Alexa 

568 標識によって目的の B 細胞の蛍光標識

（赤色）を行い、共焦点レーザー顕微鏡に

て解析した。 

 

（２）立体構造特異的ターゲティング法  

(SST 法) による立体構造特異的モノクロー 

ナル抗体 (ssmAb) の作製  

図 1において、SST 法の最も重要なステッ 

プの１つである目的B細胞－ミエローマ細胞

複合体を確認することができた。さらに、DNA

免疫後の血清中の抗体価を Cell-ELISA 法に

よって認めることができた。そこで、SST 法

に基づき hCRHR1 に対する ssmAb の作製を試

みた (図 2)。 

図 2.  立体構造特異的ターゲティング 

(SST) 法 

 hCRHR1(抗原)発現ミエローマ細胞によっ

て感作 B 細胞を選択し、B 細胞－ミエローマ

細胞複合体を形成させた。両細胞に電気パル

スを負荷することによって選択融合し、目的



の ssmAb 産生ハイブリドーマを作製した。 

図 3.  Cell-ELISA 陽性ハイブリドーマの確

認 

 Cell-ELISA 法に基づきハイブリドーマ上

清中の抗体価を測定し、目的の hCRHR1 に対

する ssmAb のスクリーニングを行った。 

 

具体的には、感作 B 細胞を hCRHR1 発現ミ

エローマ細胞によって選択後、B 細胞－ミエ

ローマ細胞複合体に対して直流矩形波の電

気パルスを利用して選択融合することによ

って、目的の立体構造特異的抗体産生ハイブ

リドーマを作製した。 

その結果、多くのハイブリドーマを確認で

き、さらに、Cell-ELISA 陽性ハイブリドーマ

を認めることができた (図 3)。本研究におい

て、SST 法を利用して融合実験を繰り返し行

ったところ、hCRHR1 に対する IgG タイプおよ

び IgMタイプの両タイプの ssmAb を得ること

に成功した。また、本革新的技術の他の GPCR

に 対 する有 効 性も検 証 したと こ ろ 、

Leucine-rich repeat-containing G 

protein-coupled receptor 4 (LGR4) に対す

る ssmAb の作製を示唆する結果が得られた。

本新規技術の汎用性を実証することができ

た。 

 

（３）立体構造特異的モノクローナル抗体 

(ssmAb) の立体構造認識の検証 

 SST 法によって作製された ssmAb の立体構

造認識の検証を行った。この目的のためには、

目的の hCRHR1 抗原がインタクトな状態で膜

上に提示される必要がある。そこで、まず初

めに、プロテオリポソームを用いて検討した。

hCRHR1 組換えバキュロウイルスとリポソー

ムを膜融合することによって、hCRHR1 提示プ

ロテオリポソームを調製した。そこに、

hCRHR1 に対する ssmAb を作用させたところ、

予備的ではあるが特異的な結合が示された。   

次に、hCRHR1 組換え CHO 細胞を用いた免疫

蛍光染色法に基づきさらに検証した。限界希

釈法によってクローン化されたハイブリド

ーマによって産生される hCRHR1 に対する

ssmAb（クローン名：H4-D11-C9）を使用した。 

 

図 4.  免疫蛍光染色による立体構造認識

の検証 

 hCRHR1 発現 CHO 細胞および CHO 細胞（コ

ントロール）に対して、クローン化された

ssmAb (H4-D11-C9) を作用させ、Alexa568 標

識（赤色蛍光）抗マウス IgG(H+L)抗体を利用

して、免疫蛍光染色を行った。 

 

その結果、hCRHR1 発現 CHO 細胞に対して特

異的に結合するssmAbを確認することができ

た (図 4)。一方、コントロールの CHO 細胞に

も蛍光標識が認められた。この結果は、図 3

の Cell-ELISA 法の結果と一致していた。す

なわち、ヒト由来の CRHR1 に対する ssmAb が

CHO 細胞上のハムスター由来の CRHR1 にも交

差反応することを示している。この結果は、

大変興味深いと考えられる。目的タンパク質

の高次構造認識に基づき、種を超えた抗原特

異性を有することを示唆している。 
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