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研究成果の概要（和文）：我々は、松山沖の伊予灘において、ドチザメ科に属する３種類のドチザメ類サメが十分量、
実験材料として利用できることがわかった。それらのドチザメ類の飼育・免疫条件を明らかにし、採血法の至適化を行
った。また、免疫したドチザメ類を他のドチザメと区別できる様にするために蛍光物質を皮下注射する標識法を見出し
た。ドチザメ類の全血からRNAを抽出する手法を確立し、得られたトータルRNAを用いたHiSeq1500でのwhole transcrip
tome解析を行い、3種のドチザメ類のナノボディをコードするIgNAR遺伝子配列を同定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We were successful to make an environment for the immunological experimental 
using three kinds of banded dogfishes that are harvested from off the coast of Matsuyama, Ehime 
Prefecture, calling Iyonada. Furthermore, we established good methods for handling, feeding, blood 
sampling and labeling of these sharks. Next we isolated a pure total RNA from bloods of these sharks and 
it is used for analysis of whole transcriptome by RNA seq. These results showed sequences of IgNAR coding 
shark nanobody.
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１．研究開始当初の背景 
抗体分子は特異的に分子を認識できるため、
人類の生活に必須の分子である。一般的な
抗体分子は、2種類の H鎖および 2種類の
L 鎖のタンパク質からなる高分子である。
近年の様々なバイオ技術開発に伴い、同等
の結合能を有し、より小さな分子の開発が
急務となってきた。例えば、膜タンパク質
の構造解析や複合体タンパク質の安定化、
細胞内への導入による特定分子の機能阻害
などには、従来の抗体分子ではサイズが大
きすぎるため困難である。小さな抗体分子
として、1種類の H鎖からなり大きさが約
10分の 1である、ラクダやラマ、軟骨魚類
のサメから見出されたナノボディ抗体分子
が注目されている。しかし、国内でラクダ
やラマの飼育は困難であり自由にナノボデ
ィ開発ができないのが現状である。サメは
有用な候補生物種であるが、飼育には海が
近い環境を必要とし、養殖環境がないため
研究はほとんど進んでおらず、約 400種類
いるサメ種のどれがナノボディ作成に適し
ているかも不明である。愛媛県は瀬戸内海
に面し、サメの入手が容易であり水産業を
主とするため、愛媛大学や県主導の水産試
験場を多く有し、サメを飼育できる環境が
整っている。	
 
２．研究の目的 
抗体は特異的に分子を認識できることから、
基礎研究や診断・医薬には必須の分子である。
ラクダやラマから見出されたナノボディと呼ば
れる抗体分子は、従来の抗体に近い結合能
を保持しながら、1 種類の H 鎖からなり、大き
さが約 10 分の 1 と小さいため様々な応用が考
えられている。しかし、ラクダやラマの飼育は
大量な餌や大きな土地を必要とするなど制約
が大きいため広く利用されていない。同じナノ
ボディをもつ生物種としてサメが知られている
が、未だサメに抗原を免疫できる環境が整っ
ていない。我々はこれまでに、コムギ無細胞で
産生した抗原タンパク質は構造認識抗体作
成に有用であることを示してきた。本申請では、
水産業が盛んな愛媛県の特色を利用して、コ
ムギ無細胞産生抗原をサメに免疫することに
より、構造認識できる高機能サメナノボディ作
成技術の開発に向けた基盤作りを行う。 
 
３．研究の方法 
これまで GPCR のドーパミン D1 受容体
（DRD1）をモデルにリポソームに組み込ま
れた DRD1-プロテオリポソームをマウスと
ラビットに免疫し質の高い構造認識抗体を
取得する条件を確立してきた。これらの条件
を参考に、丈夫で飼育が容易で、愛媛県や日
本近海に簡単に入手可能なドチザメ（Triakis 
scyllium）を用いて行った。ドチザメの飼育
および免疫は、愛媛大学および愛媛県の水産
試験場と共同でサメナノボディ開発を進め
た。 

 
（１）ドチザメに免疫するための環境作り	
ドチザメを十分量、栽培資源研究所（愛媛県
農林水産研究所水産研究センター）を通じて
松山沖から捕獲・取得するために松山市の漁
協組合と話会いを行った。栽培資源研究所と
共同で、ドチザメからの採血、免疫するため
の環境整備を行うための条件検討を行った。
免疫した抗原により誘導されたナノボディ
の検出には、市販されているカルフォルニア
ネコザメの抗体を用いた ELISA 法により行っ
た。また、免疫したドチザメを区別するため
方法として、鰭へのリングの取り付け、蛍光
剤の皮下注射を試みた。	

（２）ドチザメ血中遺伝子の解析・取得	
	 唯一、サメ類の中でゲノムシークエンスが
終了している最も原始的なサメといわれて
いるエレファントシャークは免疫系として
Th2 系がない。硬骨魚類には、Th2 系が存在
する。ドチザメは、エレファントシャークよ
り進化していると考えられることから、ドチ
ザメの血液に発現している遺伝子の RNAseq
解析を行った。ドチザメからの RNA 抽出法は
報告がなかったため、複数種類の既存 RNA 単
離キットを試みた。RNAseq 解析はかずさ DNA
研究所と共同で行った。	
	
４．研究成果	
（１）-１．捕獲できるドチザメ類	
ドチザメを十分量、栽培資源研究所（愛媛県
農林水産研究所水産研究センター）を通じて
松山沖から捕獲・取得するために松山市の漁
協組合と話会いを行い、ドチザメ類は愛媛県
で食されておらず、食用エビなどを食べるこ
とから水産物として必要のないことが分か
った。そのため、非常に安価に入手できるこ
とが分かった。また、年間３回のドチザメ類
の捕獲実験により、主なドチザメ類は、ホシ
ザメ、シロザメ、エイラクブカであることが
分かった。	
（１）-２．ドチザメ類の飼育条件	
栽培資源研究所の主導で、ドチザメ類の飼育
条件を調べた。その結果、循環させない海水
の汲み上げから濾過のみの掛け流し的な海
水の供給により、夏場を苦手とする３種のド
チザメ類の飼育も安定に行えることが分か
った。餌も栽培資源研究所が独自に開発した
種々の海産物を混合した練り餌で１年以上
飼育できることがわかった。	
（１）-３．ドチザメ類の採血・免疫法	
栽培資源研究所と共同で、ドチザメ類の採血
法の至適化を行った。その結果、ドチザメ類
へのダメージが殆どなく、尻尾から上部１０
cm	程度の箇所から安定に採血できることが
わかった。また抗原を免疫する場所を検討し
たところ、鰓近くに免疫することで抗原に反
応するナノボディが誘導されることがわか
った。	
（１）-４．免疫したドチザメ類の標識法	



 

 

免疫したドチザメ類を他のドチザメと区別
できる様にするために標識法を検討した。そ
の結果、鰭へのリングでは、鰭にダメージが
おこり、時に鰭が千切れることがわかった。
別の方法として、皮下に蛍光物質を注射する
ことを試みたところ、成長や飼育に影響なく
安定に標的できることがわかった。	

（２）-１．ドチザメ類血液からの RNA 抽出
法の確立	
ドチザメ類の血漿を分離することを行った。
その結果、３種のドチザメ類とも一般的な方
法で血漿を取得することに成功した。また全
血から RNA を抽出するために、既存のキット
を複数種類試みた。どのキットでも糖の混入
が多く、その結果 DNA 分解が不十分であり、
RNAseq に不適であることがわかった。最終的
に、血液をできるだけ希釈することにより、
RNAseq に適した RNA 抽出法を確立した。	
（２）-２．ドチザメ類血液発現遺伝子の
RNAseq 解析	
得られたトータル RNA を用いて、HiSeq1500
での whole	transcriptome 解析を行った。そ
の結果、trinity	を利用して 181,743 個のア
センブルを確保した。ただし、エレファント
シャークゲノム上の遺伝子との相同性が高
くないことが分かり、現時点においても、配
列の解析を進めている。しかし、現時点でわ
かったことは、3 種のドチザメ類のナノボデ
ィをコードする IgNAR 遺伝子配列が入手でき、
それらは 3種とも良く似ていることがわかっ
た。現在、これらは単離 RNA から再度クロー
ニング行っている。また、興味深いことにエ
レファントシャークでは見出されなかった
免疫系遺伝子を多数見出し、ドチザメ類はナ
ノボディを持っているが硬骨魚類に近い免
疫系を持っている可能性が示唆された。これ
らについても現在、解析中である。	
以上の結果から、ドチザメナノボディ技術に
向けた基盤作りができた。	
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