
様式 C-19

科学研究費補助金研究成果報告書

平成２１年 ５月 ２８日現在

研究成果の概要：近年、検屍や法医解剖などの現場において薬物関与の確認法として市販の免

疫学的検出キットが頻用されている。しかし、これらキットで検出可能な薬物は乱用薬物など

一部に限られている。そこで、より迅速に多種多様な薬物に対する抗体作成が容易となるよう

な抗体ファージライブラリー法による抗薬物抗体の作製と薬物検出法についての研究を行った。

本研究では、国内において中毒事故の多い抗精神病薬フェノチアジンについて、その誘導体を

合成し、タンパクとの複合体を調製して免疫抗原の作成を行った。
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１．研究開始当初の背景

近年のわが国における中毒事故の発生状
況を見ると、「医薬品」による自殺事例の大
幅な増加が認められる１）。このような状況の
中、検屍や法医解剖時における薬物服用のス
クリーニングは「トライエージ○R」等の免疫
学的手法を応用した市販の検出キットに依
存している現状がある。しかし、市販のキッ
トで検出可能な薬物は乱用薬物や一部の向
精神薬に限られており、その他多くの薬物は
簡易なスクリーニング法を持たない。そこで、
我々は国内において中毒事例が多い薬物や、

将来的に中毒事例の増加が危惧される薬物
に対する免疫学的簡易検出法の開発を検討
してきた（平成 16～17 年度 基盤研究(C)「向
精神薬の免疫学的簡易検出システムの開発
と法医中毒学への応用」研究代表：恒成茂行）。
その研究の中で、免疫学的検出を行うための
必須材料であるモノクローナル抗体の作製
に約半年もの長期間を要する事や、対象薬物
によっては化学構造上の不安定さから免疫
動物内で抗原として機能せず、結果として抗
体作製に至らない場合を経験してきた。日々
数多く開発される薬物に対して、迅速かつ確
実に、多くの労力を必要とせずに抗体を作製
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し、対象薬物のスクリーニング手段を得る方
法の確立は法医中毒学の分野において重要
な課題であると考える。

２．研究の目的

上記に述べた背景から、我々は抗体作製に
かかる時間の短縮が可能で、多種多様な薬物
に対する抗体の同時作製が容易なファージ
ディスプレイライブラリー法を用いた抗薬
物抗体の作製を計画した。

抗体ファージライブラリー２,３）を使った
モノクローナル抗体の作製の一連の流れと
しては、まず抗体の可変領域を発現する遺伝
子DNAをランダムに組み合わせたものを調製
し、バクテリオファージの一本鎖DNAに導入
する。これによってファージの表面に多種多
様な抗原認識部位が提示され、抗体ファージ
ライブラリーとして保管できる。これを目的
とする薬物と反応させ、結合したファージを
選別（パンニング）する。選別されたファー
ジを大腸菌に感染、増幅させて再度薬物との
反応性を確認する。これを繰り返すことによ
って、薬物と反応性の高い認識部位を提示す
るファージが単離・濃縮される。このファー
ジからは、薬物認識部位のDNA配列と、薬物
認識部位タンパク質が得られる事となる。得
られたDNA配列は、抗体を発現する遺伝子の
可変領域に挿入する事で「組み換え抗体」の
調製に利用でき、また、薬物認識部位のタン
パク質はそれ自体の化学的修飾等によって
薬物検出のツールとなり得るものである。
この技術を用いて、我々は抗薬物抗体の作

製に最適な抗体ファージライブラリーの構
築を行い、それを用いた抗薬物抗体の作製と
薬物検出法の確立を本研究の目的とした。な
お、抗体作製を行う対象薬物としては、中毒
事例が頻発しながらも簡易な検出法を持た
ない抗精神病薬フェノチアジン類（クロルプ
ロマジン、レボメプロマジン等）について検
討を行った。

３．研究の方法

抗体ファージライブラリーの構築を行う
方法としては、抗原を予め免疫したマウスか
ら得たリンパ球等を出発材料として調製し
た免疫ライブラリーを用いる事が推奨され
ている。そこで本研究においては、まずフェ
ノチアジン誘導体の合成を行い、これを用い
た免疫抗原の作成を行った。

（１）フェノチアジン誘導体の合成
市販のフェノチアジンをテトラヒドロフ

ラン（THF）に溶解し、氷冷しながらジメチ
ルスルホキシド（DMSO）と THF の混液（2:1）

に懸濁させた水素化ナトリウム（NaH）を加
える。アルゴン気流下で 30 分間攪拌した後、
DMSO に溶解した 1,6-ジブロモヘキサンを加
え、室温下にて 4 時間攪拌する。反応液に氷
水を加え、ジクロロメタンで 3回抽出し、抽
出液を硫酸ナトリウムにて脱水する。得られ
た油状物質をシリカゲルクロマトグラフィ
ーにて精製した。得られた化合物（β-(10-
フェノチアジニル)ブチロニトリル）のシア
ノ基を水素化アルミニウムリチウムにて還
元処理を行って目的物（10-(4-アミノブチ
ル)フェノチアジン）を得た（図１）。
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図１ 10-(4-アミノブチル)フェノチアジン
の合成法



（２）免疫抗原の作成
10-(4-アミノブチル)フェノチアジン（図

1）は分子量が小さく、タンパク質などの高
分子物質とは異なりそれ自体では免疫原と
なり得ないハプテンである。そこで、これを
キャリアタンパク（メルカプトサクシニル牛
血清アルブミン、MS-BSA）と化学的に結合さ
せた免疫抗原を Fujiwara らの方法４）に従っ
て調製した（図２）。すなわち、10-(4-アミ
ノブチル)フェノチアジンとN-(4- Maleimido
butyryloxy) succinimide（GMBS）を混和し、
撹拌しながら室温で 100分間インキュベート
する。次に、0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.0）
で希釈したMS-BSAを加え、30分間撹拌する。
未反応の低分子化合物と BSA-フェノチアジ
ン（BSA-PTZ、目的物）を分離するため、ゲ
ルろ過を行って分画精製した。

４．研究成果

抗体ファージライブラリーの種類として
は、免疫ライブラリー、ナイーブライラリ
ー、合成ライブラリー３）があるが、効率良
く目的薬物と反応するタンパクを発現する
ファージを得るには免疫ライブラリーが推
奨されている。そこで、対象薬物として国
内で中毒事故の頻発する抗精神病薬フェノ
チアジン類にターゲットを絞って本研究を
実施した。
フェノチアジンを含めた多くの薬物は低

分子であるため、そのままでは免疫抗原と
なりえないハプテンである。そのため、一
般的にはタンパク質などの高分子化合物と
の複合体を調製し、これを免疫抗原として
用いる。しかし、フェノチアジン骨格を含
む市販のフェノチアジン類似物は一級アミ
ンやカルボキシル基などの側鎖を持たず、
キャリアータンパクとの化学的結合が困難
であった。そこで、本研究ではフェノチア
ジン系抗精神病薬であるクロルプロマジン
やレボメプロマジンなどに類似する化合物
として 10-(4-アミノブチル)フェノチアジ
ンを合成し、MS-BSA との複合体を合成して
免疫抗原を作成した。今後は作成した免疫
抗原をマウスに投与し、抗体価の上昇を確
認した後にマウスの脾細胞由来のリンパ球
を抗体遺伝子のソースとして用いてライブ
ラリーを作製する予定である。

抗体ファージライブラリーを使った抗体
作製の技術は、作製に要する時間短縮を可
能にするだけではなく、かつて抗体作製が
困難であった抗原（生体構成成分や免疫す
る事のできない毒物、薬物等の小分子化合
物）に対する抗体の獲得を可能とした点で
も画期的である。つまり、我々の目的とす
る抗薬物抗体の作製法として十分期待され
る技術である。当該分野において、免疫学
的薬物検出キットは頻用される一方、その
研究はほとんど為されていない。しかし、
多種多様な薬物のスクリーニング法に対す
る需要は法医学領域のみならず、救急の現
場においても今後益々高まるものと予想さ
れる。本研究は当該分野においては極めて
萌芽的な研究テーマでもあり、本研究考案
時の計画通りに遂行する事は困難であった
が、この成果は今後も開発が続くさまざま
な薬物のスクリーニング手段を確立する可
能性を持つものであり、我々が最も危惧す
る｢薬物中毒死の見逃し｣を防ぐ一手段とし
て将来的に大きな意義を持つ研究である事
を確信している。

図２ 免疫抗原 BSA-PTZ の合成法
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