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研究成果の概要（和文）：　不正薬物を取り締まるうえで、現場で高感度に検出しうるオンサイト免疫測定法が
有用であるが、実用的な抗体の入手は困難である。そこで、覚せいアミンであるアンフェタミン(AP)、メタンフ
ェタミン(MAP)およびその尿中代謝物p-ヒドロキシメタンフェタミンサルフェート (MAPOH-S) に対する新規モノ
クローナル抗体 (Mab) の調製を試みた。覚せいアミン類は分子量が小さく、高親和力抗体の調製が極めて難し
いが、AP、MAPについてはシリル化体を、MAPOH-S についてはそれ自体を認識するMAbを樹立することに成功し
た。今回得られたMAbにより、実用的なオンサイト分析法が確立できるものと期待する。

研究成果の概要（英文）：　For law enforcement against illicit use of stimulant amines, i.e., 
amphetamine (AP) and methamphetamine (MAP), rapid and feasible on-site assays are required. Although
 immunochemical approach with specific antibodies is promising, practical antibodies for these 
stimulant amines are not available now, and difficult to generate because of their small molecular 
weight. In this study, we generated novel monoclonal antibodies that enable detection of AP, MAP, 
and the urinary MAP metabolite, p-hydroxy-MAP sulfate (MAPOH-S), by immunizing mice with newly 
designed immunogenic conjugates. For detecting AP and MAP, antibodies were elicited against silyl 
derivatives of AP and MAP that show more favorable immunogenicity due to enlarged molecular mass, 
whereas antibodies recognizing MAPOH-S itself (without modification) were obtained. We expect that 
these antibodies may allow us to develop practical on-site analytical systems, e.g.,　
immunochromatographies, targeting AP, MAP, and MAPOH-S.

研究分野：分析化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　覚せいアミン類の分析には、現在、可搬性に乏しい大型機器を用いる機器分離分析が多用されているが、複雑
な試料の前処理が必須で多大の時間と労力を要する。簡便・迅速で高感度な現場分析を可能にすることは、覚せ
い剤乱用に係る社会的問題の大きさを鑑みれば極めて意義が大きい。今回、特に分子量が小さく高親和力抗体の
調製が難しい覚せいアミン類について、誘導体化も含めた免疫原の工夫により、実用的な親和力を持つモノクロ
ーナル抗体を樹立することができた。本研究の基盤となった戦略と技術は、他の規制薬物、環境汚染物質、臨床
バイオマーカーなど、低分子量物質のオンサイト免疫測定法の確立にも広く適用が可能と期待される。
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１．研究開始当初の背景 

麻薬、覚せい剤、脱法ドラッグなど、いわゆる不正薬物の乱用に係わる問題が、近

年、ますます深刻になっている。そのなかでも、覚せい剤による検挙件数は、全薬物

検挙数のうち 85％を占めており、大きな社会問題である。税関における密輸の取り締

まりや、被疑者確保の現場における使用歴の証明などのために、現在では、マルキス

試薬などによる 1次スクリーニングと GC/MSや HPLC/MSなどの大型機器を用いた

分析法が併用されている。しかし、呈色試験は不正薬物以外の物質にも陽性を示す場

合があり、また GC/MS などの大型機器での分析には多くの時間を要するため、操作

が簡便で、迅速に結果が得られる不正薬物のオンサイト微量分析法がつよく求められ

る。抗原抗体反応を利用する免疫測定法は、超高感度で特異性が高く、試料の直接測

定が可能で、簡便性、迅速性に優れており、複雑なマトリックス中に混在する極微量

物質のスクリーニングにとりわけ威力を発揮する。そのため、不正薬物のスクリーニ

ング検査として、この原理が用いられたイムノクロマト法が開発され、すでに KITが

いくつか販売されている。しかし、アンフェタミン（AP）、メタンフェタミン（MAP）

などの覚醒アミン類は分子量が小さいうえ、その化学構造上の特徴であるアミノ基を

活かした形の免疫原（ハプテンキャリヤー結合体）を調製することが困難なため、親

和力の高い抗体を得るのが難しい。申請者が所属する研究グループは, 多年にわたり

抗体作製が困難であるとされる低分子化合物（ハプテン）を対象に、抗体の遺伝子操

作（抗体工学）による抗ハプテン抗体の改良について検討を重ね、問題点を抽出して

その克服に努め、最近、世界的にも注目される成績を挙げるに至っている。これまで

に培ってきた様々な手法を組み合わせることで、今回のターゲット低分子である AP、

MAPなどの覚醒アミン類についても超高感度な抗体の作製を目指す。 

２．研究の目的 

抗体作製が困難であるとされるハプテンである AP、MAP およびその尿中代謝物で

ある p-ヒドロキシMAPサルフェート（MAPOH-S）を対象に、超高感度な抗体の作製

に取り組むこととした。 

３．研究の方法 

   AP、MAPは分子量が小さいうえ、その化学構造上の特徴であるアミノ基を活かした

形の免疫原（ハプテンキャリヤー結合体）を調製することが困難なため、親和力の高い

抗体を得るのが難しい。そこで、本研究ではそのアミノ基を利用して免疫原性の大きな

誘導体に変換することで、実用的なモノクローナル抗体を創出することを企てた。すな

わち、フェノール性ヒドロキシ基を有するAPとMAPの誘導体（APOHおよびMAPOH）

に市販のTEOC化試薬を反応させたのち、そのヒドロキシ基に無水グルタル酸を反応さ

せてカルボン酸誘導体に変換した。これをN-ヒドロキシスクシンイミドエステルとした

のち、ウシ血清アルブミン（BSA）を反応させて免疫原2種を得た。一方、MAPOH-S

はAP、MAPに比べて分子量が大きく、極性の大きいスルホ基を持つため、誘導体化す

ることなしに実用的な抗体が得られる可能性が高い。そこで、市販のMAPOH に

TFA-OSuを室温で反応させて、N-メチルアミノ基をTFA化した。得られたアミドに、

4-カルボキシフェニルスルホン酸クロリドを室温で反応させた。得られた化合物を混合

酸無水物法でBSAもしくはKLHに結合させたのち、K2CO3で処理してTFA基を脱保護し、

目的の免疫原を得た。これらでマウスを免疫し、常法にしたがってモノクローナル抗体



の産生を行った。 
４．研究成果 

 得られた免疫原をそれぞれ A/Jマウスおよび BALB/cマウス（各 5匹）の背部皮下に

隔週で投与し、3 回目の免疫後に試験採血を行い、その血清中の抗体価を ELISA によ

って評価した。特に良好な抗体の産生が認められたマウスに最終免疫を行い、その 3日

後に脾臓を摘出し、得られた脾細胞と NS1 ミエローマ細胞とをポリエチレングリコー

ルを用いて融合させた。HAT 培地で約 1 週間選択培養し、その上清を上記 ELISA に

付したところ、多数の抗体産生ハイブリドーマの生成が認められたが、限界希釈法によ

るクローニングを経て最終的に TEOC化 APOHについて 15種、TEOC化MAPOHに

ついて 5 種、MAPOH-S について 3 種の抗体産生細胞株を樹立した。今後、アッセイ

系を最適化し、近縁化合物との交差反応性試験により特異性を吟味する予定である。今

回得られた モノクローナル抗体により、迅速かつ実用的な感度を持つ AP、MAPおよ

びMAPOH-Sのオンサイト分析法が確立できるものと期待する。 
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