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研究成果の概要（和文）： 
 抗体チップは網羅的にタンパク質の発現を解析するツールである。本研究ではダイアモ
ンド様表面加工特殊基板にタグ付蛋白を結合させる技術を利用し、高感度次世代型抗体チップ
を開発する目的で、遺伝子組み換え技術を用いて免疫グロブリン G（IgG）にタグを付加したモ
ノクローナル抗体を作製した。タグを導入した IgG を培養細胞発現系で作製し、基板に固定し、
基板上でのタグ付抗体の固定状態を評価した。本研究の遂行には純度の高いタグ付抗体を大量
に作製する必要があることが確認され、タグ付抗体の大量生産システムの開発を行った。 

研究成果の概要（英文）：
 An antibody chip is a tool used to exhaustively analyze protein expression in full 

detail. The purpose of this study is to create a new technology for antibody arrays by 
developing a highly sensitive next generation antibody chip, using the technology where 
a tagged protein is immobilized on a diamond-like surface treated substrate.  Thus, we 
created a monoclonal antibody where the tag-sequence was added to immunoglobulin G (IgG) 
using genetic recombination technology. The tag introduced IgG and a control IgG were 
produced in a cell culture system, where the antibodies were secreted and purified from 
their conditioned medium. Then, they were fixed to the substrate to evaluate the state 
of the antibody on the substrate with or without the tag. As a result, it was confirmed 
that a high purity of tagged-antibodies are necessary in large quantities for the creation 
of the antibody array. Therefore, a high-throughput production system of the 
tagged-antibody was developed, which would be a powerful tool in creating a new technology 
for antibody arrays. 
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１．研究開始当初の背景 

抗体チップは小型の基板に多数の抗体を

固定し、試料中の抗原を網羅的に検出するツ

ールである。現在は研究用製品を中心に開

発・販売されているが、今後需要の増加が見

込まれる。その核となる技術は抗体の固定方

法や抗体に結合した抗原の検出方法で、様々

な技術改良がなされている。研究代表者らは

これまでに、ダイアモンド様表面加工特殊基

板にタグ付蛋白を高密度かつ安定的に固定

化する技術を開発している。 

２．研究の目的 
本研究の目的はダイアモンド様表面加工

特殊基板にタグ付蛋白を結合させる技術を
利用し、産業的に大きな波及効果が期待でき
る高感度次世代型抗体チップの開発を行う
ことである。 

３．研究の方法 

 抗体蛋白である免疫グロブリン（IgG）は

重鎖と軽鎖が 2 分子ずつ重合した 4 量体で、

抗原認識部位は遺伝子組み換えによる多様

性がある。IgG 重鎖遺伝子にタグを付加した

組み換え蛋白発現ベクターを構築し、培養細

胞系で組み換え型タグ付 IgG 重鎖が IgG 軽鎖

と重合するか検討を行った。次に、抗体を基

板に固定する条件設定を行った。また、本研

究の遂行のためには純度の高い抗体を大量

に作製する必要があり、タグ付抗体の大量生

産システムの開発を行った。 

４．研究成果 

（１）組換え型抗体の作製 

 組換え型抗体を培養細胞発現系で作製し

た。抗ヒスチジンタグ（ヒスタグ）抗体産生

ハイブリドーマから遺伝子をクローニング

して IgG 重鎖発現ベクターと IgG軽鎖発現ベ

クターを作製した。これらベクターを COS7

細胞にトランスフェクションし、培養上清か

らプロテイン G で抗体を回収・精製した。通

常の血清含有培地ではウシ血清由来 IgG の混

入により基板への固定に支障が生じたので、

無血清培地を使用する方法に変更した。 

（２）無血清培地による組換え型抗体の作製  

 無血清培地を用い、培養細胞発現系で組換

え型抗体を作製し、（１）と同様に回収した。

培養細胞発現系で調製できる抗体の量は培

地１L あたり 100μg 程度であった。ハイブリ

ドーマでは１Lあたり24mgが回収されたので、

極めて微量であった（図１）。 

（３）組換え型抗体の抗体機能の検討 

 ELISA 法による抗体活性検定では、組換え

型抗体は親細胞株のハイブリドーマ由来の

ヒスタグ抗体より低い傾向がみられたが、タ

グの有無による抗体活性の差はみられなか

った（図２）。また、タグ付組換え型抗体を

一次抗体として用いたウェスタンブロッテ

ィングで、タグを付加しても抗体が抗原認識

能を保持することを確認できた。 

（４）抗体の基板固定条件の検討 

 抗体チップのプロトタイプとして、通常の

抗体を 3x3 mm 大の基板へ固定した。まず、

タグの無い抗体を用いて抗体固定の条件検

討を行った。抗体を各種濃度で基板にスポッ

ト固定・洗浄後、標識抗体を用いた蛍光抗体



法で基板上の抗体を検出した（図３）。結果

は抗体スポット濃度 0.05 mg/mL まで蛍光検

出可能であった。本抗体の抗原であるヒスタ

グ付加緑色蛍光蛋白（His-EGFP）溶液を用い

て、基板上での抗原検出反応を行った（図４）。

抗原検出には抗体スポット濃度 0.3 mg/mL 以

上が必要であった。抗原溶液の濃度は 0.1～

10μM まで検討し、0.1μM まで抗原の検出に

成功した。 

（５）タグ付抗体大量生産システムの開発 

 IgG 重鎖発現ベクターと IgG 軽鎖発現ベク

ターを細胞にトランスフェクションし、タグ

付抗体産生安定発現細胞株を樹立した。無血

清培地を用い組換え型抗体を作製し、純度お

よび抗体活性について検討した。純度の検定

は SDS-PAGE と Native-PAGE で行った。その

結果、少量であるが純度の高いタグ付抗体が

得られた（図５）。抗体活性は ELISA 法で検

定し、抗原認識能が保持されていることを確

認した（図６）。 

（６）タグ付抗体産生マウスの作製 

 タグ付抗体産生マウスの作製を行った。今

後、本マウスを利用して研究を遂行し、実用

化を目指す。 
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