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研究成果の概要（和文）： 現在、腫瘍のマーカー検査は非常に高価であるが、検査用抗体を植

物で発現させれば、著しいコスト削減が可能である。今回、肝細胞癌の検査に用いるAFPと

PIVKA-IIタンパク質のモノクローナル抗体産生株を作製し、それらのγグロブリンcDNAをクロ

ーン化し、scFv型に組換えた。現在、遺伝子組換え植物を作製中である。また検査の高感度活

性測定に応用可能な高活性ペルオキシダーゼを日本ワサビから見いだし、質量分析により部分

配列を決定し、遺伝子のクローン化を行った。 

 

 
研究成果の概要（英文）： To reduce the production cost of monoclonal antibody for diagnosis, 
we tried to express gamma-globulin cDNAs of AFP and PIVKA-II in transgenic plant for the 
diagnosis of hepatocellular carcinoma. After we cloned the cDNAs, construction of cDNAs 
into scFv was made for its expression in transgenic-plant. As the other approach, we found 
some novel peroxidases possess higher activity from Japanese wsabi radish than that of 
horse radish peroxidase. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 腫瘍マーカー検査に用いられるモノクロ
ーナル抗体は、抗体産生細胞とミエローマ細
胞とのハイブリドーマを培養することで作
製される。ハイブリドーマの培養にはウシ胎
児血清など高価な培地が必要であり、また、
工業規模の生産には厳密に管理された大型
の無菌培養装置と、それを稼働させるための
高度な無菌技術が必要である。このような設
備や技術を持ってしても培養時には常に感
染性ウイルス等の混入の危険性を考慮する
必要がある。これらの事から、モノクローナ
ル抗体の生産は概して非常に高コストであ
り、それを用いた検体検査も相応に高額であ
る。 
 近年、ハイブリドーマから得たグロブリン
cDNA を植物で発現させる技術が開発され、
plantibody と命名されている。plantibody
生産の利点は、低生産コストと高い安全性で
ある。大規模な設備も高度な無菌技術も不要
であり、単に抗体遺伝子を組込んだ遺伝子組
み換え植物を畑に播くだけで、植物は雨と太
陽によって成長する。栽培も一般的な農家の
技術があれば良く、その生産コストは従来の
1/100〜1/1000 と言われている。十分に成長
した葉から抗体分子を精製するが、植物細胞
由来のタンパク質であるため、栽培過程や精
製過程でヒトへの感染性粒子の混入の可能
性がほぼ無視でき、高い安全性が確保される。
現在すでに、臨床検査に用いるがん胎児性抗
原(CEA)や Streptococcus mutans の SAI 抗
原に対する plantibody が臨床試験段階にあ
り、実用化目前の状況である。このような安
価なモノクローナル抗体の作製技術は、先進
諸国などよりも、発展途上国の貧しい国々で
の使用において特に有用である。 
  
 本研究のもう１つの課題は、植物で生産さ
せた抗体の抗原との結合量の検出に使われ
るペルオキシダーゼとして、現在使われてい
るものよりも高性能な酵素を探索し、抗体検
査の感度を高める事である。現在は抗原への
抗体結合の検出にはほぼセイヨウワサビ
( horse radish )ペルオキシダーゼ(HRP)の
みしか用いられていないが、われわれは前に
ニホンワサビから HRPよりもさらに比活性が
高く、耐熱性、pH 依存性に優れたペルオキシ
ダーゼ(WRP)を見いだしている。 
 
２．研究の目的 
 現在、多くの plantibody の開発が進めら
れているが、本研究では臨床検査に用いるた

めの抗腫瘍マーカーモノクローナル抗体の
植物中における発現コンストラクトを作製
し、最終的には植物中においてこれを大量発
現させる。特に、本研究では肝細胞癌で血中
濃度が上昇する PIVKA-II および AFP につい
て、そのモノクローナル抗体産生ハイブリド
ーマを作製し、γグロブリン cDNA をクロー
ン化して scFv（単鎖抗体）化し、植物で発現
させる事を最終目的とする。 
 また、もう１つの課題として本研究では
HRP よりも高性能であるペルオキシダーゼ
WRP を精製し、characterize してその cDNA
をクローン化し、検査への応用の可能性を探
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1） PIVKA-II 
 
①抗 PIVKA-II モノクローナル抗体の作製  
 PIVKA-II は肝臓特異的に発現する血液凝
固第２因子（プロトロンビン）であり、通常
はグルタミン酸残基の一部がγカルボキシ
ル化される。肝細胞が癌化するとグルタミン
酸残基がカルボキシル化されずに血中に分
泌され、これが PIVKA-IIとして検出される。
このため抗原とする合成ペプチドは、タンパ
ク質表面にあって、できるだけ多くのカルボ
キシル化グルタミン酸残基を含む領域とし
て、22-NH2-CSYEEAFEALES-COO-33 とした。
この領域の 4個のグルタミン酸残基は全てγ
カルボキシル化を受けるため、PIVKA-II を効
率よく検出できると考えられる。ペプチド合
成は企業に外注した。合成ペプチドはキャリ
アとして KLH とコンジュゲートした。  
 
②ヒト PIVKA-II cDNA のクローニグ 
 作製したモノクローナル抗体の力価や特
異性を評価するためにヒト PIVKA-II cDNA の
抗原決定部位を PCR で増幅した。増幅後、大
腸菌発現ベクターpET22b へクローン化して
大腸菌中で発現させ、SDS-PAGE で展開した。 

 

③発現タンパク質のウエスタンブロット分
析  
 大腸菌で発現させた組換え PIVKA-II をイ
モビロン PVDF 膜へ転写し、作製したモノク
ローナル抗体を用いて反応させ、HRP 結合-
抗マウスγグロブリン抗体を用いて検出し
た。 
 
④モノクローナル抗体の精製 
 ハイブリドーマの培養上清５リットルに



 

硫酸アンモニウム 1570g を加え、十分に撹拌
後、遠心分離によって沈殿を集め、透析によ
り脱塩し、抗体画分とした。 
 
⑤市販の検査キットとの力価の比較 
得られた抗体画分の力価を評価するために
エーザイ社製、エイテスト PIVKA-II を対照
として ELISA 法により比較評価を行った。 
 
⑥ハイブリドーマのγグロブリン cDNA のク
ローニング  
 DNA データベースからマウスγグロブリン
の H鎖、L鎖の配列を取得し、定常領域の配
列を align して共通配列を見いだし、タカラ
バイオ社製キットを用いて 5'-RACE PCR を行
って可変領域をクローン化した。 
 得られたクローンの配列を決定した。 
 
⑦scFv（単鎖抗体）の作製 
 得られたγグロブリン H鎖、L鎖の可変領
域をリンカー配列により連結しsingle chain 
Fragment variable(単鎖抗体）が発現するよ
うに construction を行った。 
 
 
(2) AFP 
 
①抗 AFP モノクローナル抗体の作製 
 AFPの 38〜119の 82残基が抗原決定部位と
報告されており、この中の NH2- C+KDALTAIEK 
PTGD-COO (peptide-1)およびNH2-SSGCLENQLP 
AFLEE-COO (peptide-2)の２つのペプチドを
KLH にコンジュゲートし、受託業者に依頼し
てハイブリドーマを作製した。 
  
②抗 AFP モノクローナル抗体の評価 
 得られたモノクローナル抗体の特異性お
よび力価を評価するために、抗原とした２種
のペプチドを用いて ELISA を行った。 
 
③ハイブリドーマのγグロブリン cDNA のク
ローニング  
 DNA データベースから既知のマウスγグロ
ブリンの H鎖、L鎖の配列を取得し、定常領
域の配列を alignm して共通配列を見いだし、
タカラバイオ社製キットを用いて 5'-RACE 
PCR を行って可変領域をクローン化した。 
 
 
(3) 高性能ニホンワサビペルオキシダーゼ
の性能評価と高活性酵素の精製 
 
①酵素タンパク質の精製 
 ニホンワサビの根を磨砕してガーゼでろ
過し、遠心分離した上清について、硫酸アン
モニウムを加え、60%〜90%飽和画分を得た。 
透析後、レクチンによるアフィニティークロ

マトグラフィーを行い、さらに native-PAGE
を行って精製した。 得られた電気泳動のバ
ンドを切り出し、MS/MS 解析による配列決定
を行った。 
②ペルオキシダーゼ cDNA ライブラリーの作
製 
 他植物の既知ペルオキシダーゼの配列を
DNA データベースから取得し、align して保
存領域を決定し、DNA primer を合成してワ
サビ mRNA の逆転写産物について PCR を行っ
てクローン化し、多数の cDNA クローンを得
てライブラリーを構築した。 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1)   PIVKA-II 
 
①抗 PIVKA-II モノクローナル抗体の作製  
 PIVKA-II の抗原決定部位の合成ペプチド
を用いてモノクローナル抗体産生ハイブリ
ドーマを作製した。４個の陽性クローンが得
られたが、１クローンが脱落し、ハイブリド
ーマ株としては３クローンが得られた。しか
し、そのうち１クローンは IgM 産生株であり、
さらに１クローンは IgG2 および IgM の混入
があった。この事から、得られた抗 PIVKA-II 
IgG 抗体産生ハイブリドーマは１クローンの
みであることが解った。 
 この株で発現するモノクローナル抗体を
大量に精製し、特異性および力価の評価を行
った。ウエスタンブロット分析の結果、大腸
菌で発現した PIVKA-II 抗原決定部位と非常
に高い特異性で反応した。 
 一方、エイテスト PIVKA-II を用いて ELISA
法によって力価を測定した結果、現在マーカ
ー検査に用いられている抗体の約 1/100程度
の力価しかない事がわかった。しかしながら、
得られた株がこの１株のみであり、また本研
究によって植物で大量に抗体を発現させる
ことができれば、この不利を補ってあまりあ
る量の抗体を検査に用いる事ができるため、
この株を用いて以降の研究を遂行した。 
 
②cDNA のクローン化 
 既知のマウスγグロブリンの H 鎖および L
鎖の cDNA の alignment から推定し、合成し
た DNA プライマーを用いて 5'-RACE RT-PCR
を行い、H 鎖および L 鎖（kappa)をクローン
化する事ができた。 
 
③scFv の構築および大腸菌中での発現 
 得られた H 鎖及び L 鎖の cDNA の可変部領
域をリンカーペプチド、GGGGS の 3 回の繰り
返し配列を介して遺伝子上で接続した。配列
の両端には植物へ組込むための pBIバイナリ

 



 

ーベクターおよび、大腸菌で発現させるため
の pETベクターへのクローン化に用いる制限
酵素部位を付加した。 
 
 植物へ導入する前に scFv の評価を行うた
めにこれを大腸菌中で発現させた。発現誘導
中の培養温度は 18℃とした。18℃における発
現誘導の結果、大腸菌破砕液の上清（可溶性
画分）に予想される大きさ（24kDa）の発現
タンパク質がみられた（下図、矢印）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 右から IPTG 無添加の不溶性画分、IPTG 添
加の不溶性画分、IPTG 無添加の可溶性画分、
IPTG 添加の可溶性画分である。 抗 His-Tag 
抗体を用いてウエスタンブロット分析を行
った結果、このバンドが His-Tag を有してお
り、目的のタンパク質の発現が確認された。 
 引き続き、この scFv が PIVKA-II を認識す
るかどうかの実験を現在行っている。一方、
これを植物中で発現させるために、pBI バイ
ナリーベクターにクローン化した。scFv の特
性および力価の評価を終え次第、植物への遺
伝子導入を行う。 
 
 
(2) AFP 
 
 AFP の抗原決定基に対応した２種類の合成
ペプチドを用いて、抗 AFP モノクローナル抗
体産生ハイブリドーマを作製し、7G6、7D6、
9D1 の３株のハイブリドーマを得た。ELISA 
法により、各ハイブリドーマが産生する抗体
の反応性を評価したところ、以下の結果を得
た。 
 
    peptide  peptide 
           1        2 
 ------------------------- 

   7G6 0.373 0.133 

   7D6 0.348 0.137 

   9D1 0.682 0.182 
 ------------------------- 
 
 以上の結果から、得られた３株は全て
peptide-１に対するもので、力価は 9D1 が最
も高いものであった。このため、PIVKA-II と
同様の方法により、9D1 のγグロブリン H 鎖

L鎖の cDNA をクローン化した。現在、その配
列の決定を行なっており、PIVKA-II と同様、
scFv を作製する予定である。 
 
(3) 高性能ニホンワサビペルオキシダーゼ
の性能評価と高活性酵素の精製 
 
 現在、免疫化学的検出に用いられている酵
素標識二次抗体は、ほぼ全てセイヨウワサビ
由来の HRP である。植物は地球上に数 100 万
種類現存しており、その中には HRP よりも高
性能な未知のペルオキシダーゼがあると考
えられる。我々は前に様々な植物由来のペル
オキシダーゼについて活性の評価を行って
いるが、ニホンワサビから HRPよりも高活性、
高温耐性、広 pH 依存性の酵素アイソザイム
の存在を見いだした。今回の研究により、そ
の中の高比活性型のアイソザイムの検出お
よび精製、クローン化を試みた。 
 酵素の精製の結果、HRP と比較して高活性
な酵素アイソザイムの検出に成功した。この
アイソザイムはセイヨウワサビにおける主
要なアイソザイムとは native-PAGEによる電
気泳動上の移動度が異なっていた。このバン
ドを native-PAGE ゲルから切り出し、MS/MS
解析によって部分アミノ酸配列を決定した。 
 
 ニホンワサビにおけるペルオキシダーゼ
cDNA のライブラリーを作製するために、他植
物のペルオキシダーゼに保存的な領域のプ
ライマーを用いて PCR を行って、プラスミド
ベクターに組み込み、48 クローンの塩基配列
を決定した。その結果、これらのクローンは
16 のグループに分類でき、そのうちの７グル
ープがペルオキシダーゼであった。これらの
なかには耐熱性アイソザイムや広 pH 依存性
アイソザイムなどが含まれるが、それらの対
応を検討するためには異種発現系を構築す
る必要がある。 
 異種発現系の構築と MS/MS解析の結果と併
せた cDNA の同定を現在進めている。 
 
 今後の予定としては、植物でモノクローナ
ル抗体を発現させる際に、scFv に高比活性ニ
ホンワサビペルオキシダーゼ cDNA を連結さ
せて、酵素と抗体を同時に発現させることを
検討している。 
 
(4) まとめ 
 本研究により、以下の成果を得た 
①肝細胞癌の腫瘍マーカー検査に用いるた
め、抗 AFP 抗体および抗 PIVKA-II モノクロ
ーナル抗体産生ハイブリドーマを作製した。 
 
②PIVKA-II モノクローナル抗体のγグロブ
リンについては cDNA のクローン化および
scFv の構築、植物遺伝子導入用のベクターへ

 



 

の組込みを終了し、抗 AFP 抗体については、
グロブリン cDNAのクローン化を終えた。scFv
の特異性および力価の評価が終了し次第、植
物への導入を試み、大量発現系を構築する。 
 
③ HRP よりも高活性のペルオキシダーゼを
精製し、その部分配列を決定した。これとは
別に、ペルオキシダーゼの cDNA ライブラリ
ーを構築し、7 グループのペルオキシダーゼ
の cDNA を得た。これらと酵素の対応を現在
検討中である。 
 
④ 今後は植物への scFv の導入および、高活
性ペルオキシダーゼの scFv への遺伝子レベ
ルでの付加を行い、臨床検査に用いるモノク
ローナル抗体の生産コストの大幅な削減を
現実のものとしたい。 
 
⑤ なお、特許申請を検討しているため、遺
伝子やタンパク質の配列情報を含む論文発
表を行っておらず、学会発表は 1件を除き行
っていない。 
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