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研究成果の概要（和文）： 
 我々が開発したリンパ球チップの応用として、マイクロウエル内の抗体分泌細胞の分泌する

抗体を直接検出する方法（ISAAC/FLISPOT）法をマウスの実験系で開発し、この系をヒトに応用

して、ワクチン接種したボランティアの末梢血から、肝炎ウイルスとインフルエンザウイルス

に対する高品質のヒト抗体を極めて迅速（１週間以内）に作製することに成功した。また、Ｂ

型肝炎ウイルス（HBV）のin vitro迅速中和能検定法を開発し、ヒト抗HBs抗体が認識するHBs

抗原のエピトープとHBV中和能との連関を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We developed ISAAC( Immunospot assay for antibody-secreting cell) method that can 
detect antibody-secreting cells in a microwell using murine system.  We then succeeded in 
generating high-quality human monoclonal antibodies for hepatitis B virus and influenza 
virus from vaccinated healthy volunteers using the ISAAC method in a very short time; 
within one week.  We further developed an in vitro assay system to examine the 
HBV-neutralizing activity of human anti-HBs antibodies and clarified the relationship 
between neutralizing activity of human mAbs and epitopes of HBs antigen.    
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１．研究開始当初の背景 
 

 抗生物質・ワクチンの開発・公衆衛生の向

上により、多くの感染症が制圧可能となって

きたが、近年では、SARS、トリインフルエン

ザ、エイズなどの新興・再興感染症や日和見

感染症、持続・潜伏感染症、さらに天然痘な

どの細菌兵器が、人類にとっての新たな脅威

となってきている。 

 我々は、抗原特異的なリンパ球をチップ

に同定し、それを回収することで、個々の

細胞の遺伝子解析、特に抗体遺伝子解析が
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できるのではないかという発想で、工学系

のグループと共同で、独自のマイクロウエ

ルチップを作製し、1 個 1 個のリンパ球ク

ローンを刺激する新しいデバイスの開発を

試みた。その結果、1 ウエルのサイズが 10 
m で、このウエルにリンパ球１個をトラッ

プし、10 万個のリンパ球を数分で網羅的に

解析できる画期的なシステム（リンパ球マ

イクロウェルチップ：図 1）の構築に世界

で初めて成功した。 
 リンパ球チップの完成に続き、我々はヒ

ト抗原特異的 B 細胞の同定とリコンビナ

ント抗体の作製法を確立した。すなわち、

患者の B リンパ球をマイクロチップに播

種し、抗原で刺激し、細胞内 Ca の上昇を

スキャナーで解析することで抗原特異的 B
リンパ球を検出、回収し、回収した 1 個の

B リンパ球から抗体遺伝子を取得するシス

テムである。本システムは世界初であり、

抗体医療の開発に極めて有用と考えられ

ている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 リンパ球マイクロウエルチップ 
20-100 万個のウエルに、リンパ球 1 個を補足し、生き

た１個づつの細胞機能を網羅的に調べることが可能で

ある。 
 

２．研究の目的 
 
 本研究は、我々が開発した「リンパ球チッ

プ」という新しい抗体医療戦略を用いて、感

染症患者の血液から病原菌特異的なヒトBリ

ンパ球を効率良く同定し、そのBリンパ球が

産生する抗体遺伝子を迅速に単離し、ヒト型

リコンビンナント抗体を1週間以内に作製す

ることで、新興感染症や細菌を用いた生物テ

ロに対する新しい抗体医療の道を開くこと

を目的とする。 
 

３．研究の方法 
  

【1】抗体分泌細胞の直接検出（ISAAC/ 

FLISPOT）法の開発と実証：抗原刺激による1

細胞内のCa濃度の変化の検出は、抗原に対す

る個々のリンパ球応答を検知する有用な手段

であるが、リンパ球チップの応用として、マ

イクロウエル内の抗体分泌細胞の分泌する抗

体を直接検出する方法が考えられる。例えば、

細胞が分泌する抗体を蛍光色素標識した抗原

で検出すれば、この細胞を回収し、抗原特異

的な抗体遺伝子候補をクローニングできる。

我々は、すでに前実験において、HEL（鶏卵リ

ゾチーム）抗体トランスジェニックマウス

(MD4)の脾細胞をHELで刺激し、HEL抗体分泌細

胞を高感度かつ効率的に検出できるデータを

得ている。この系をヒト末梢血の抗体産生細

胞の検出に応用するため、ヒトのISAAC/ 

FLISPOT法を開発する。 

 

【2】Ｂ型肝炎ウイルス（HBV）の迅速中和能

検定法の開発：HBVはヒトとチンパンジーの

肝細胞でのみ増殖するため、HBVの中和実験

にはヒトの初代肝細胞が必要であり、測定は

容易ではない。近年、肝臓にヒト肝細胞を移

植し、ほとんどの細胞がヒト由来になった実

験モデルマウスが開発されているが、高価で

あり判定に時間を要する。本研究では、ヒト

肝細胞癌由来のHepaRG細胞株を用いて、短期

間にin vitroでHBVの中和能がアッセイでき

る系を確立する。すなわち、HepaRG細胞株に

HBVを抗体の存在下あるいは非存在下で感染

させ、細胞内あるいは培養液中のHBVウイル

ス量の変化をリアルタイムPCR法で調べる。

この方法が感染すれば、上記で得られた多く

のヒト型抗HBV抗体の中和能を効率良く調べ

ることができる。 

 

【3】リンパ球チップによるＢ型肝炎ウイル

ス、インフルエンザ特異的ヒト抗体の作製：

HBs ワクチン、インフルエンザワクチン接種

した健常人をボランティアとし、リンパ球チ

ップを用いて抗原特異的 Bリンパ球の同定

（CCD 法および ISAAC/FLISPOT 法）および抗

体遺伝子解析を行う。IgG 抗体の取得を目指

し、Ｂ細胞分画から CD19+,CD138+細胞を濃

縮して、CCD あるいは ISAAC/FLISPOT 法で検

出する。次に、大学附属病院および関連病院

から、慢性Ｂ型肝炎、慢性Ｃ型肝炎、インフ

ルエンザ患者の末梢血を得て、抗原特異的Ｂ

リンパ球を CCD 法、あるいは、ISAAC/FLISPOT



 

 

法で同定し、ヒトリコンビナント抗体を 10

種類以上、取得する。 

【4】ヒト型抗体が認識するHBs抗原エピトー

プの決定:HBVの感染には、HBVのエンベロー

プ蛋白が関与するが、ヒト抗体が認識できる

部位（抗原エピトープ）についての詳細な検

討はなされていない。特に、抗原エピトープ

と中和抗体の関連については未解決である

（図2）。我々は、得られた抗HBV抗体を用い

て抗原エピトープの解析を行う。HBs抗原の

抗原決定基aはアミノ酸配列（cktctipaqg 

tsmfpsccct kpsdgnctci ）であることが報告

されているので、合成ポリペプチド（連続す

る約15アミノ酸）を用いて、それぞれのペプ

チドに結合し得る抗体（競合実験を含む）を

調べ、エピトープとHBV中和能との連関を明

らかにする。 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．研究成果 

 

【1】抗体分泌細胞の直接検出（ISAAC/ 

FLISPOT）法の開発と実証：リンパ球チッ

プの応用として、マイクロウエル内の抗体

分泌細胞の分泌する抗体を直接検出する

方法を確立した（図3）。具体的には、細

胞が分泌する抗体を、蛍光色素標識した抗

原で検出し、この細胞を回収後、抗原特異

的な抗体遺伝子候補をクローニングでき

るシステムを構築した。このシステムで、

HEL（鶏卵リゾチーム）抗体トランスジェ

ニックマウス(MD4)の脾細胞から、HEL抗体

分泌細胞を高感度かつ効率的に検出する

ことを実証した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 さらに、この系をヒトに応用して、後述す

るように、ワクチン接種したボランティアの

末梢血から、肝炎ウイルスあるいはインフル

エンザウイルスに対する抗体を迅速に作製

すること成功し、ISAAC法の臨床応用を実証

した。 

 

【2】Ｂ型肝炎ウイルス（HBV）の迅速中和能

検定法の開発：HBV はヒトとチンパンジーの

肝細胞でのみ増殖するため、HBV の中和実験

にはヒトの初代肝細胞が必要であり、測定は

容易ではない。今回、ヒト肝細胞癌由来の

HepaRG 細胞株を用いて、短期間に in vitro

で HBVの中和能がアッセイできる系を確立し

た。具体的には、HepaRG 細胞株に HBV を抗体

の存在下あるいは非存在下で感染させ、細胞

内あるいは培養液中の HBVウイルス量の変化

をリアルタイム PCR 法で調べた。この方法に

より、上記【1】で得られた多くのヒト型抗

HBV 抗体の中和能を効率良く調べることがで

きた。   
 

【3】リンパ球チップによるＢ型肝炎ウイル

ス、インフルエンザ特異的ヒト抗体の作製：

HBs ワクチン、インフルエンザワクチン接種

した健常人をボランティアとし、リンパ球チ

ップを用いて抗原特異的 Bリンパ球の同定

（CCD 法および ISAAC/FLISPOT 法）および抗

体遺伝子解析を行った。IgG 抗体の取得を目

 

 
 

  図 3 ISAAC/FLISPOT 法  

抗体分泌細胞が分泌する抗体が周囲に拡散

し、標識抗原により特異的抗体を検出でき

る。 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 図 2 B 型肝炎ウイルスの抗原エピトープ 

種々の中和抗体により認識するエピトープが異

なる。（Glebe D. Gastroenterol. 129,234, 2005）



 

 

指し、Ｂ細胞分画から CD19+,CD138+細胞を

濃縮して、CCD あるいは ISAAC/FLISPOT 法で

検出した。この方法により、Ｂ型肝炎ウイル

ス、インフルエンザ特異的ヒト抗体に対する

ヒトリコンビナント抗体を 10 種類以上、取

得した。 

 

【4】ヒト型抗体が認識する HBs 抗原エピト

ープの決定:HBV の感染には、HBV のエンベロ

ープ蛋白が関与するが、ヒト抗体が認識でき

る部位（抗原エピトープ）についての詳細な

検討はなされていない。特に、抗原エピトー

プと中和抗体の関連については未解決であ

る。我々は、【3】の研究により、リンパ球ア

レイ法を用いて 40 種類以上のヒト抗 HBV 抗

体を得ることができた。そこで、これらの抗

体を用いて抗原エピトープの解析を行った。

HBs 抗原の抗原決定基 a はアミノ酸配列

（cktctipaqg tsmfpsccct kpsdgnctci ）で

あることが報告されているので、合成ポリペ

プチド（連続する約 15 アミノ酸）を用いて、

それぞれのペプチドに結合し得る抗体（競合

実験を含む）を調べ、エピトープと HBV 中和

能との連関を明らかにした（図 4）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 ヒト抗 HBV 抗体が認識する HBs の抗原エピトープ 
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