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研究成果の概要（和文）：大腸菌に産生させたヒトグランザイム３を用いてモノクローナル抗体

を作成し、それらを用いて新しい測定法（サンドウィッチ ELISA 法）を確立した。一方、ヒト

のリンパ球が試験管内において産生するグランザイム３が、不活性型前駆体であることが明ら

かとなったため、前駆体に特異的なモノクローナル抗体を新たに作成し、活性型と前駆体を分

別定量することを可能にした。健常人血漿中のグランザイム３の濃度は非常に低く、ELISA 法

の検出限界以下であった。 
 
研究成果の概要（英文）：A new sandwich ELISA for human granzyme 3 was established using 
monoclonal antibodies raised against recombinant human granzyme 3 produced in E. coli. 
On the other hand, human peripheral blood lymphocytes were shown to secrete enzymatically 
inactive precursor of granzyme 3 (progranzyme 3) to the culture medium in vitro. Therefore, 
new monoclonal antibodies against progranzyme 3 were prepared. Using these antibodies, 
we could measure active granzyme 3 and inactive progranzyme 3 separately. Granzyme 3 
concentrations in human plasma samples from healthy donors were very low and less than 
the detection limit of the ELISA. 
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１．研究開始当初の背景 
免疫系が関与する病態の代表的なものは感
染症や自己免疫疾患であるが、それ以外にも
炎症反応を伴うものすべてに関与している。
すなわち、喫煙による微小な呼吸器炎や動脈
硬化など生活習慣病とその前兆と言えるよ

うなものにも免疫系、特に細胞性免疫機能が
関与していると考えられる。炎症反応に対す
るバイオマーカーとしては CRPを代表とする
Acute Phase Reactants があるが、メディエ
ーターを介して主として肝臓で産生される
間接的なマーカーであり、炎症部位において



直接産生されるものの方が望ましいと考え
られた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、細胞障害性 T細胞に特徴的に存在
する Granzyme 3 という酵素蛋白について、
細胞性免疫が関与する病態である炎症反応
の指標としての応用可能性を検討すること
を目的とする。すなわち、我々が開発した
Granzyme 3 に対する Sandwich ELISA 法を用
いて、主として健常人ヒト血漿中の Granzyme 
3 濃度を測定し、正常範囲の決定を行うとと
もに、その変動と炎症性疾患の有無の可能性
を検討する。すなわち、脂質、糖質などの生
化学検査や、炎症マーカーのひとつである C-
反応性蛋白 (CRP) と比較することによって、
有用性の検討を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト Granzyme 3 に対する高感度 Sandwich 
ELISA の確立 
抗ヒトGranzyme 3 モノクローナル抗体は、大
腸菌に発現させたヒトGranzyme 3 (Y. Hirata 
et al., Arch. Biochem. Biophys. 446 35-43 
(2006)) を抗原として用い、常法に従って作
製した。得られた 22 種類のモノクローナル
抗体のうち、G3H61 とG3H64 の 2 種類を用い
てSandwich ELISAを行った。まず、pH9.5 の
条件下でG3H61抗体を96穴MaxiSorpプレート
（NUNC社製）にコートし、ブロックの後、
Granzyme 3 を反応させた。さらに、ビオチン
標識G3H64 抗体を反応させた後、ペルオキシ
ダーゼ標識ストレプトアビジンを反応させ
た。洗浄後、発色試薬TMBZを用いて検出した。 
(2)ヒト末梢血リンパ球による Granzyme 3 の
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)ヒト末梢血リンパ球による Granzyme 3 の

梢血単核球に IL-2 を加えて培養した

産生 
健常人
名）より採血して単核球分画を得、10%FCS を
含む RPMI1640 培地を用いて 2×106 cells/mL
の濃度に調整後、312.5 IU/mL の IL-2 を添加
して 37℃で 7日間培養した。1日後、3日後、
5 日後および 7 日後に培養上清を回収した。
得られた培養上清について、上記 Sandwich 
ELISA により、Granzyme 3 の測定を行った。 
(3)ヒト Progranzyme 3 に対するモノクロー
ナル抗体の作製と Sandwich ELISA の確立 
抗ヒト Progranzyme 3 モノクローナル抗体は
大腸菌に発現させたヒト Progranzyme 3 (Y. 
Hirata et al., Arch. Microbiol. Immunol. 
54 98-104 (2010)) を抗原として用い、常法
に従って作製した。得られた 12 種類のモノ
クローナル抗体のうち、Progranzyme 3 に対
する反応性に基づいて G3HP08 を選択し、
G3H61 との組み合わせで Sandwich ELISA を行
った。まず、pH9.5 の条件下で G3H61 抗体を
96 穴 MaxiSorp プレート（NUNC 社製）にコー
トし、ブロックの後、Granzyme 3 を反応させ

た。さらに、ビオチン標識 G3HP08 抗体を反
応させた後、ペルオキシダーゼ標識ストレプ
トアビジンを反応させた。洗浄後、発色試薬
TMBZ を用いて検出した。 
(4) Sandwich ELISA による
Granzyme 3 の検出 
確 立 さ れ た Pr
G3H61-G3HP08 Sa dwich ELISA を用い、健常
人血漿中 Progranzyme 3 の濃度の測定を試み
た。単純にリン酸緩衝液などで希釈しただけ
では、擬陽性反応が強く出現するケースもあ
った。そこで、希釈液に、1M NaCl、マウス
モノクローナル抗体、ラット血清、EDTA、
EMPIGEN BB (界面活性剤)などを添加し、擬
陽性反応を抑制することにより、血漿に添加
した標準物質(Progranzyme 3)の回収率を求
めた。 
 
４
(1)ヒト Granzy
ELISA の確立 (Fig. 1) 
最も反応性の高かった G3
G3H64 の組み合わせで Sandwich ELISA を確立
した。 
こ の 系
(Gr3(per)) 、 不 活 性 型 Progranzyme 3 
(Gr3(pro))、変性型の Granzyme 3 (Gr3(IB))
及び活性型 Granzyme A (GrA(per))に対する
反応性を比較したところ、酵素活性をもつ
Gr3(per)は高感度に検出することができた 
(検出限界約 5 pg/ml) (Fig. 1)。また、変性
型である Gr3(IB)に対してだけでなく、不活
性型である Gr3(pro)に対しても反応性が低
かった。また、Granzyme 3 と 1 次構造が類似
している GrA(per)に対しては全く反応しな
かった。すなわち、用いたモノクローナル抗
体が活性型の Granzyme 3 の 3 次構造を認識
することが示された。 
 

Fig. 1. G3H61-G3H64 Sandwich ELISA. 
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存在し、明らかに日を追ってその濃度は上昇
した（Fig. 2）。しかし、その濃度には、大
きな個人差が認められた。一方、IL-2 を添加
しない場合には培養上清中の濃度は非常に
低く、IL-2 の刺激によって Granzyme 3 が産
生、分泌されたと考えられた。 
 

Fig. 2. Production of Granzyme 3 by LAK 
cells. 
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次
抗体を用いた western blotting によって解
析したところ、分子量が活性型 Gr3 よりやや
大きく、標準品との比較によって、N 末端側
の pro-peptideが切断されていない不活性型
の前駆体（Progranzyme 3）であると考えら
れた（Fig. 3） 
 

Fig. 3. Molecular size of granzyme 3 
produced by LAK cells. 

以
は、Progranzyme 3 を産生することが明らか
となり、末梢血血漿中に存在する Granzyme 3
も Progranzyme 3 である可能性が高いと考え
られた。しかし、Fig. 1 に示したように、
G3H61-G3H64 Sandwich ELISA は、Progranzyme 
3 に対する反応性が低いことが明らかとなっ
ており、Progranzyme 3 に対する新しい測定
系を確立する必要があると考えられた。 
 
(3
ナル抗体の作製と Sandwich ELISA の確立 
G3H61 と G3HP08 の組み合わせにおいては、
Progranzyme 3 (Gr3(pro))には良好に反応す
るが、Granzyme A (GrA(per))はもちろん、
変性型の Granzyme 3 (Gr3(IB))や活性型

Granzyme 3 (Gr3(per))に対する反応性が低
く、前駆体型 Gr3 のみを測定する事が可能で
あると考えられた(Fig. 4)。 

Fig. 4. G3H61-G3HP08 Sandswich ELISA. 

(4
Granzyme 3 の検出 
G3H61-G3HP08 Sandw
人血漿中 Progranzyme 3 の濃度の測定を試み
た。その結果、EMPIGEN BB（界面活性剤）、
EDTA、ラット血漿および特異性の異なるマウ
スモノクローナル抗体を加えることにより、
添加回収試験において良好な結果を示す手
順を確立した。 
次に、同意の得ら
Progranzyme3 濃度を求めた。しかし、健常人
においては、その濃度は検出限界付近の低濃
度であった。 
少なくとも現状
血漿中の Progranzyme 3 の濃度を測定するこ
とは出来ない。今後は、炎症性疾患の患者血
漿を用いて解析を行う一方、個人の炎症性疾
患のリスク評価という点では、末梢血リンパ
球による Progranzyme 3 産生量を指標とする
ことも検討する必要があると考えられた。 
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