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研究成果の概要（和文）：

リスザル（Saimiri sciureus）はマラリアワクチンの開発にとって最も価値のある実験動物
にもかかわらず、その IgG については解析が行われていない。抗体を介した免疫応答に抗体依
存的細胞障害（ADCC）と呼ばれるメカニズムが知られており、感染マラリア原虫の排除にと
って重要である。このメカニズムにおいて、ヒトでは抗原を認識した IgG1 あるいは IgG3 が
Fc レセプターの一つある FcRIIIa と結合することが知られている。そこで我々はリスザルの
FcRIIIa に興味を持ち、この遺伝子を同定した。これまでに、ヒトの FcRIIIa の 176 番目の
フェニルアラニンがバリンに置換した変異では IgG1、IgG3 のみならず、IgG4 にも結合する
ことが報告されている。我々はリスザルの FcRIIIa において、相当する残基がバリンである
ことを見出した。このことは IgG と Fc レセプターとの関係、ADCC のメカニズムの進化を知
る上で非常に興味深い。
最後に我々は高感度で特異性の高い抗リスザル IgG モノクローナル抗体を開発し、このモノ

クローナル抗体がウェスタンブロッティングおよび ELISA で有用であることを示した。

研究成果の概要（英文）：
The squirrel monkey (Saimiri sciureus) is a valuable experimental animal for research 

into infectious diseases such as malaria vaccine development; however, the IgG molecules 
in this animal are not yet to be characterized. Antibody-dependent cellular cytotoxity is an 
antibody-mediated immune response and is important for exclusion of pathogens or cancer 
cells. In human, IgG1 or IgG3 interacts with the Fc receptor, FcRIIIa. Previous studies 
have revealed that human FcRIIIa contains a substitution (Phe→Val) at residue 176 that 
can interact with IgG4 in addition to IgG1 and IgG3. Here we show that the squirrel 
monkey IgG interacts with its FcRIIIa. Finally, highly sensitive and specific anti-squirrel 
monkey IgG monoclonal antibodies were developed for used in western blotting and ELISA 
assays.
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１．研究開始当初の背景
 医学研究ではヒトを用いた生体実験は当
然のことながら許されず、マウス、モルモッ
ト、サルといった実験動物を用いて研究が進
められている。その中でもヒトと同じ霊長類
に属するサルは、医学の基礎研究から前臨床
試験において必要不可欠な実験動物として
広汎な研究に使用されている。本申請者の主
要研究テーマであるマラリアワクチンの開
発は、ヒトでの使用を念頭に置いており、ヒ
トと同様の免疫応答を示すサルはワクチン
の効果、安全性を調べる上で必須かつ貴重な
実験動物である。例えばヒト熱帯熱マラリア
原虫の感染可能なモデル動物はリスザルの
みである。
本申請者はここ数年、マラリアワクチンの

候補抗原である SE36 ワクチンの研究を行っ
てきた。その中には、医薬基盤研究所・霊長
類医科学研究センターにおいてカニクイザ
ルを用いたアジュバントの研究、及びリスザ
ルを用いたワクチン免疫とマラリア原虫の
感染実験が含まれる。これらの研究結果から
「第二世代 SE36 ワクチン」を設計し、現在
はリスザルによる「第二世代 SE36 ワクチン」
の免疫・感染実験が進行中である。
「第二世代 SE36 ワクチン」は上述のよう

に進行しているが、さらなる研究の進展には
大きな障害がある。それは、サルの免疫応答
を研究するための抗 IgG 抗体などが揃って
いないという問題である。サル用の抗体とし
てはアカゲザル・カニクイザル用のトータル
IgG 抗体が販売されているが、リスザルのト
ータル IgG 抗体はなく、IgG 量の測定にはこ
れらの抗体を利用するしかない。さらに IgG
サブクラス（IgG1～4）の検出においては、
そもそもサル用抗体がないので、ほとんどの
研究者がヒト用抗体を代用せざるをえない。
しかし、抗ヒト IgG1～4 抗体のカニクイザル、
リスザルへの交差は高いものでも 20%程度、
大抵は 10%以下である（Asada, Y. et al. 
2002）。しかもその特異性については不明な
ままである。そのため、貴重なヒト代用実験
動物であるサルを用いているにもかかわら
ず、十分なデータが得られないのが現状であ
る。

こうしたサル免疫応答研究用の基本的分
析試料が欠如しているという現状を鑑み、本
研究の「DNA 免疫法を用いた霊長類用検出
抗体の作成法の確立」を着想した。

２．研究の目的 
 (1) カニクイザル・リスザルのトータル
IgG、及びそのサブクラス（IgG1～4）分子群
を特異的に検出するモノクローナル抗体を
作成する。サブクラスは相互に類似しており、
95%以上の特異性を示すものを作成する。 

(2) 作成した抗体を用いて、これまでに行
ってきたカニクイザル・リスザルを用いた免
疫・感染実験における抗体価の結果と比較検
討する（効果判定試験）。これまでに用いて
きたヒトやアカゲザルに対する抗 IgG抗体の
結果と比較し、それらの抗体よりも検出感度、
特異性が高い検出抗体の作成を目指す。 
(3) IgG 以外の Fcレセプターやサイトカイ

ンなど、免疫学研究に有用な他の分子群にも
応用可能な抗体作成のためのプロトコール
を確立する。本研究では実際にはカニクイザ
ル・リスザルの IgG 抗体を作成するが、ここ
から得られた知見を基に、その他の分子種、
実験動物種においても応用可能な検出用抗
体作成プロトコールを作成する。 

３．研究の方法
 (1)カニクイザル・リスザルの IgG サブク
ラス cDNA のクローニング：医薬基盤研究
所・JCRB 遺伝子バンクから公開されているカ
ニクイザル遺伝子バンクを利用して cDNA を
クローニングする。リスザルについてはこの
ようなデータバンクはないので、カニクイザ
ルやアガゲザルの配列データを参考にする。 
クローニングする領域は発現後にネイテ

ィブに近い立体構造を取る必要があるため、
重鎖の定常領域（CH1～3 領域）全長をクロー
ニングする。 
(2) 目的配列を持つ発現ベクターの構築 

pIC ベクターなどの発現ベクターに目的配列
をクローニングする。その際 C末端に GFP を
付加する。GFP は正常な立体構造を取る場合
に蛍光を発し、抗原タンパク質の発現と立体
構造の確認に利用する。ネイティブフォーム
の抗原を認識する抗体を作成するため、最初
は定常領域全長を発現させるが、発現量が少
な過ぎたり、細胞表面に効率的に発現できな
い（後述）場合には領域を狭めるなどの検討
を行う。 
(3) 培養細胞の細胞表面における発現 

目的とする抗原の細胞表面での発現量を測
定するため、抗原を発現させた細胞をフロー
サイトメーターで測定する。抗体産生量の多
寡は細胞表面での抗原の発現量に依存する
事が多いため、発現量が極端に低い場合には 
(1)、(2)に戻り、発現領域、発現ベクターを
検討し、さらに発現させる培養細胞も検討す
る。細胞表面もしくは細胞内での発現の確認
には、抗原を発現させた培養細胞の膜透過性
を高め、抗 GFP 抗体を細胞内に透過させ、そ
の蛍光をフローサイトメーターで検出する
ことにより評価する。 
(4) 発現ベクターのマウスへの導入、及び、

抗体産生の確認：(3)で検討した発現ベクタ
ーをエレクトロポレーション法によりマウ
スに導入する。導入法は DNA ワクチンの接種



と同様である。申請者の所属する研究室には
遺伝子導入に必要な機器・施設・ノウハウが
整っているので問題なく導入できる。発現べ
クター導入後、数週間から十週間にわたって
抗体価を測定する。抗体の産生とその力価は
(3)で用いた抗原を発現させた培養細胞を用
いてフローサイトメーターで評価する。仮に
十分な力価が得られない場合は、免疫アジュ
バントや導入法を検討し、必要であれば、(1)、
(2)に立ち返り再検討する。 
(5)ハイブリドーマの作成、及び、モノク

ローナル抗体の精製：免疫したマウスから B
細胞を採取し、ミエローマ細胞を融合させる
ことでハイブリドーマを作成する。目的の抗
体を効率的に発現しているハイブリドーマ
を取得するために、フローサイトメーターや
細胞 ELISA 法によりスクリーニングを行う。
取得した陽性クローンの中から IgG1～4のそ
れぞれに交差性を示さないクローンを取得
する。最後に取得したそれぞれのクローンが
発現しているモノクローナル抗体をアフィ
ニティーカラム法で精製する。 

４．研究成果 
 リスザル（Saimiri sciureus）はマラリア
ワクチンの開発にとって最も価値のある実
験動物にもかかわらず、その IgG については
解析が行われていない。抗体を介した免疫応
答に抗体依存的細胞障害（ADCC）と呼ばれる
メカニズムが知られており、感染マラリア原
虫の排除にとって重要である。このメカニズ
ムにおいて、ヒトでは抗原を認識した IgG1
あるいは IgG3 が Fc レセプターの一つある
FcRIIIa と結合することが知られている。そ
こで我々はリスザルの FcRIIIa に興味を持
ち、この遺伝子を同定した。これまでに、ヒ
トの FcRIIIa の 176 番目のフェニルアラニ
ンがバリンに置換した変異では IgG1、IgG3
のみならず、IgG4 にも結合することが報告さ
れている。我々はリスザルの FcRIIIa におい
て、相当する残基がバリンであることを見出
した。このことは IgG と Fc レセプターとの
関係、ADCC のメカニズムの進化を知る上で非
常に興味深い。 

最後に我々は高感度で特異性の高い抗リ
スザル IgG モノクローナル抗体を開発し、こ
のモノクローナル抗体がウェスタンブロッ
ティングおよび ELISAで有用であることを示

した。 
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