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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では，「二重免疫法」と名付けた新たな免疫手法を用いて抗体酵素の新しい機能を創出

するとともに，高活性化を検討した．特に触媒反応のための抗原結合部位における分子認識を

最適化するための方法を開発した．トリフルオロアセチル基を有するリン酸遷移状態アナログ

とアセチル基を有するリン酸遷移状態アナログを順次免疫する二重免疫法によりそれぞれのハ

プテンを単独免疫する方法により得られた抗体酵素より触媒活性の高い抗体酵素を獲得するこ

とに成功した．抗体酵素の各種反応速度パラメーター，アミノ酸配列を決定し，抗体酵素の触

媒機構について考察した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
   In this study we have studied the improvement of the catalytic antibodies by newly devised 
heterologous immunization.   We have developed a method to improve the molecular recognition of 
the catalytic antibody in antigen-combining site.   In heterologous immunization, in which 
acetyl-transition-state analog was injected into mice after injection of trifluoroacetyl-transition-state 
analog, catalytic antibodies with higher hydrolytic activities were obtained.   The kinetic parameters 
and amino acid sequences were determined to discuss the catalytic mechanism of the catalytic 
antibodies. 
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１．研究開始当初の背景 
 これまで酵素機能を具現化する抗体酵素の
研究からは，「どのようにして酵素機能が発揮
されているか？」あるいは「酵素がどのよう
に進化してきたのか？」などの疑問について
新しい知見が得られている．しかしながら，

抗体酵素の触媒活性は，天然酵素に比べてか
なり低いのが現状であり，未だ実用に供され
ていない．その理由の一つに，抗体酵素は遷
移状態アナログの免疫によってのみ作製され
るため，その触媒機構は，「遷移状態の安定化」
のみを利用しており，触媒活性が低く，また，
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多くの場合，エステル結合の加水分解反応の
みに限定されている．さらに，従来の方法で
は，単一の遷移状態アナログを免疫すること
により，抗体酵素を作製しているため，天然
酵素で行われているような複数の触媒因子
（遷移状態安定化，一般酸—塩基，金属触媒
など）の組み合わせで触媒される反応を，単
一の化合物で模倣することは困難である．こ
の問題を打破する方法論の開発が強く求めら
れている．そこで，我々は平成 17 年度〜19
年度基盤研究(C)において，「遷移状態の安定
化」に加えて「一般酸—塩基」触媒を「反応
場」として利用することを検討した．そのた
めに，構造的に類似な電荷の異なる 2 種類の
ハプテンを同一マウスに順次免疫する「二重
免疫法」という，独創的な手法を検討し，実
際に，活性の向上した抗体を獲得することに
成功した． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，「二重免疫法」による抗体酵素
の作製技術としての確立を目指して，新たに
2 種類のリン酸型遷移状態アナログを組み合
わせることにより，抗体酵素の活性部位にお
ける分子認識の最適化を検討する．本研究を
遂行することにより，「二重免疫法」を抗体酵
素のあらたな作製技術として確立すると同時
に，二重免疫法の適用範囲および二重免疫法
の免疫学的な作用機序について明らかにする
ことができるものと期待される．また，これ
らの研究は，化学的には酵素反応の機能発現
原理の解明に寄与し，また工学的には実用的
なテーラーメイド人工酵素の開発に貢献する． 
 
３．研究の方法 
 (1) 二重免疫法（Heterologous Immunization） 
によるモノクローナル抗体の調製 
 まず，文献の方法に従い，トリフルオロア
セチル基を有するハプテン 1 およびアセチル
基を有するハプテン 2 を合成した（図 1）．次
に，ハプテン 1 およびハプテン 2 を活性エス
テル化法によりキャリアータンパク質 BSA
および KLH と縮合させた．ハプテン 1-KLH
をマウスに 2回免疫し，血中抗体価が十分に
上昇したことを ELISA 法により確認した後，
ハプテン 2-KLH を最終免疫した．その後脾臓
を摘出し，電気細胞融合法によりミエローマ
細胞と細胞融合した．１０日後，培養上清を
ELSA 法により調べ 1-BSA および 2-BSA の両
方に結合活性を示した抗体産生ハイブリドー
マをクローニングによりモノクローンとした． 
 
(2) 単独免疫法（Homologous Immunization）
によるモノクローナル抗体の調製 
 対照実験としてハプテン 1-KLH のみをマ
ウスに免疫してモノクローナル抗体を作製し
た．ハプテン 1-KLH をマウスに 2 回免疫し，

血中抗体価が十分に上昇したことを ELISA
法により確認した後，ハプテン 1-KLH を最終
免疫した．その後脾臓を摘出し，電気細胞融
合法によりミエローマ細胞と細胞融合した．
１０日後，培養上清を ELSA 法により調べ
1-BSAおよび2-BSAに結合活性を示した抗体
産生ハイブリドーマをクローニングによりモ
ノクローンとした． 
  
 (3)触媒活性の測定 
 二重免疫法および単独免疫法で得られた全
てのモノクローナル抗体について基質 3 を用
いて触媒活性を測定した．抗体濃度（抗原結
合部位）5 M，基質 3 濃度 200 M で 50 mM 
Tris HCl pH 8.0 中で加水分解反応を行い，
HPLC により加水分解生成物 4 の生成を追跡
し，反応速度を決定した． 
 

 (4)反応速度パラメーターの決定 
 二重免疫法および単独免疫法で得られた抗
体酵素のうち最も高い触媒活性を示したそれ
ぞれ 2 個の抗体酵素について濃度を変えた基
質 3 および 5(図２)を用いて反応速度パラメ
ーターを決定した． 
 
(5)抗体酵素のアミノ酸配列の決定 
 二重免疫法および単独免疫法で高い触媒活
性を示したそれぞれ 2個の抗体酵素について，
ハイブリドーマから mRNA を抽出し，cDNA
へ逆転写後，マウス抗体遺伝子クローニング
用プライマーを用いて増幅させた．その後，

図 1. ハプテン 1 および 2 の構造 
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図２．クロラムフェニコール誘導体の加水分解反応



抗体発現用ベクターpARA に組み込みクロー
ニングした．得られたベクターを大腸菌へ導
入し，ELISA 法によって抗体の産生を確認し
た後，DNA シークエンサーにより抗体遺伝子
の配列を決定した．その結果より，抗体のア
ミノ酸配列を推定した． 
 
４．研究成果 
(1) 二重免疫法によるモノクローナル抗体の
作製 
 ハプテン 1-KLH を5匹の Balb/c マウスに2
回免疫し，ELISA 法により血清の 1-BSA に
対する結合を調べたところ，いずれのマウス
も 51200 倍以上の抗体価を示し，十分な上昇
が確認された．そこで，これらのマウスの 1
匹にさらに 2-KLH を最終免疫し，3日後に脾
臓を摘出し，脾臓細胞とミエローマ細胞との
細胞融合を電気細胞融合装置を用いて行った．
10 日後に培養上清について 1-BSA および
2-BSA を用いて ELISA を行い，これら両方に
結合するクローンを選択し，クローニングし
た．その結果，50 個の IgG 産生ハイブリドー
マを得た．それぞれのハイブリドーマを大量
培養し，抗体は anti-mouse IgG+M アフィニテ
ィークロマトグラフィーを用いて精製した． 
 
(2)単独免疫法によるモノクローナル抗体の
作製 
 上記でハプテン 1-KLH を 2 回免疫後，血清
の抗体価について十分な上昇が確認されたマ
ウス 1 匹にさらに 1-KLH を最終免疫した．(1)
と同様の方法により 44 個の IgG 産生ハイブ
リドーマを得た．それぞれのハイブリドーマ
を大量培養し，抗体は anti-mouse IgG+M アフ
ィニティークロマトグラフィーを用いて精製
した． 
 
(3)触媒活性の測定 
 単独免疫法で得られた 44 個のモノクロー
ナル抗体および二重免疫法で得られた 50 個
のモノクローナル抗体全てについてエステル
基質 3 の加水分解反応速度を測定した．その
結果，単独免疫法では 4H4 および 8F4 が，ま
た，二重免疫法では 5A6 および 3C7 が高い触
媒活性を示した． 
 
(4)反応速度パラメーターの決定 
 二重免疫法で得られた抗体 5A6 および 3C7
および対照実験として単独免疫法で得られた
抗体 4H4 および 8F4 についてまず，トリフル
オロアセチル基が置換したエステル基質 3 を
用いて反応を行った．いずれの抗体も
Michaelis-Menten 反応速度式に従って反応を
加速し，求められた反応速度パラメーターは
表 1 に示すとおりとなった．また，二重免疫
法で得られた抗体 5A6および 3C7は単独免疫
法で得られた抗体 4H4 および 8F4 よりも 10

倍以上高い触媒活性を示した． 
 
 

 これらの抗体酵素はアセチル基を有するエ
ステル 5 の加水分解もトリフルオロアセチル
基を有するエステル 3 と同程度の触媒活性を
示すことが判明した（表 2）． 
 
 

 
 (5)遷移状態解析 
 二重免疫法で得られた抗体 5A6 および 3C7
および単独免疫法で得られた抗体4H4および
8F4 について，これら抗体酵素の触媒機構に
関する情報を得るため，遷移状態解析を行っ
た． 
 まず，これら抗体酵素のエステル 3 および
5 の加水分解反応における遷移状態アナログ
1 および２との結合活性（阻害定数 Ki）を決
定した．次に，それぞれの抗体酵素の反応加
速 (kcat/kuncat)を基質の結合(Km)と遷移状態ア
ナログの結合(Ki)との比に対してプロットす
ると図３に示すようにほぼ傾き１の直線にの
ることが判明した．このことは，Km/Ki = 
kcat/kuncat の関係が成り立つことを示しており，
これらの抗体酵素はいずれも遷移状態の安定
化を触媒機構として加水分解反応を加速して
いることが強く示唆される． 

 これらの反応速度パラメーターから求めた

表 1.  基質 3 に対する反応速度パラメーター 

表 2.  基質 5 に対する反応速度パラメーター 

図３．抗体酵素の遷移状態解析 



エネルギープロファイルは図４に示すとおり
となった． 

単独免疫法で得られた抗体酵素4H4と二重免
疫法で得られた抗体酵素5A6はいずれも遷移
状態の安定化は同程度（約 10 kcal/mol）であ
るのに対し，基質に対しては，4H4 と比べて 
5A6 の方が弱い結合であることが判明した．
その結果，5A6 の方が活性化自由エネルギー
が小さくなり，高い触媒活性を示したものと
考えられる． 
 
(6)抗体酵素のアミノ酸配列 
 二重免疫法で得られた抗体酵素 5A6 と 3C7
はそのアミノ酸配列が類似していた．同様に，
単独免疫法で得られた抗体酵素 4H4と 8F4の
アミノ酸配列も類似していた．しかしながら，
二重免疫法で得られた抗体酵素のアミノ酸配
列と単独免疫法で得られた抗体酵素のアミノ
酸配列はかなり異なることが判明した．今後，
触媒活性と立体構造との関係を明らかにする． 
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○取得状況（計 0件） 
 
〔その他〕 
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http://if.b.s.osakafu-u.ac.jp 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
 円谷 健（TSUMURAYA TAKESHI） 

大阪府立大学・理学系研究科・准教授 

 研究者番号：00372855 
 
(2)研究分担者 
 藤井 郁雄（FUJII IKUO） 

 大阪府立大学・理学系研究科・教授 

 研究者番号：70189984 
 


