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研究成果の概要（和文）：抗原特異的ウサギモノクローナル抗体(RaMoAbs)は親和性及び特異性

が非常に高く特異的抗原の検出に非常に有用であることから、迅速かつ網羅的な RaMoAbsの作

製法が望まれている。今回我々は、抗原特異的 RaMoAbs の迅速な作製法の開発に取り組んだ。

その結果、抗原で免疫したウサギ由来末梢血リンパ球を調整してから 7日以内に親和性の高い

抗原特異的 RaMoAbs を網羅的に得る事に成功した。我々の確立した迅速かつ網羅的な RaMoAbs

の新しい作製法は、研究用途のみならず、臨床用途にも寄与することが期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：Antigen-specific rabbit monoclonal antibodies (RaMoAbs) are useful due 
to their high specificity and high affinity, and the establishment of a comprehensive and rapid 
RaMoAb generation system has been highly anticipated. Here, we present a novel system for rapid 
RaMoAb generation and produce antigen-specific RaMoAbs with high affinity within a time period 
of only 7 days. We have used this system to efficiently generate RaMoAbs that are specific to a 
phosphorylated signal-transducing molecule. Our system provides a new method for the 
comprehensive and rapid production of RaMoAbs, which may contribute to laboratory research and 
clinical applications. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
交付決定額 3,400,000  1,020,000  4,420,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：境界医学・病態検査学 
キーワード：臨床検査医学、高親和性抗体、ウサギモノクローナル抗体 
 
１．研究開始当初の背景 
 ウサギモノクローナル抗体(RaMoAbs)は従

来のマウスモノクローナル抗体よりも親和

性、特異性が極めて高い事から、検出用途の

抗体としては非常に理想的である。その作製

法は現在までに、ウサギ形質細胞腫由来細胞

株 240E-1 を用いたハイブリドーマ法が開発

されている(PNAS 9348:92,1995)が、そのハ

イブリドーマの作製が困難であることが欠

点である。 

 
２．研究の目的 
 我々は以前にリンパ球チップを用い、迅速

かつ効率的にヒト由来抗原特異的抗体産生

細胞を検出し、そのリコンビナント抗体を最

短１週間程度で構築するシステム、ISAAC 法

を確立した(Nat Med, 1088:15,2009)。本研

究課題は、我々が開発した ISAAC 法をウサギ
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に応用し、迅速かつ効率的に RaMoAbsを作製

する技術開発を行う事を目的とした。この技

術を用いて作製した RaMoAbsの評価を行った。 

 
３．研究の方法 
 ウサギへの免疫及びリンパ球の回収は、承

認された動物実験計画に従って行った。抗原

と し て リ ゾ チ ー ム （ HEL ） 及 び human 

transforming growth factor-b-activated 

kinase (TAK1) 由 来 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド

(p-TAK1pep)を免疫したウサギよりリンパ球

を回収した。我々が独自に開発した ISAAC 法

を用い、HEL 及び p-TAK1pep 特異的抗体産生

細胞の検出を行った。その細胞を採取し、そ

こから抗体遺伝子の増幅を行い、リコンビナ

ント RaMoAbsを作製した。これら抗体の親和

性の測定ならびに、ELISA 及びウエスタン法

による検出感度の検討を行った。 

 

４．研究成果 

 初めに、HEL 特異的抗体産生細胞の検出を

ISAAC 法により行った(図 1)。HEL 免疫ウサギ

由来リンパ球を HELもしくはウシ血清アルブ

ミン(BSA)を予め固相化したリンパ球チップ

に播種し、37℃で 3 時間培養させた。その後

Cy3標識-抗ウサギ IgG抗体を用いて分泌され

た抗原特異的抗体の検出を行った。HEL を固

相化したリンパ球チップでは ISAACによる

イムノスポットが観察されたのに対し、BSA

を固相化したリンパ球チップでは観察され

なかった(図 2)。 

 次にこれらイムノスポットを形成した 189

個の細胞を 1 個ずつ回収し、単一細胞

5’-RACE 法を用いてウサギ抗体重鎖及び軽

鎖可変領域の遺伝子断片を増幅させた。合計

56 個の細胞よりウサギ抗体重鎖及び軽鎖可

変領域の遺伝子断片が増幅できた。これらを

ウサギ抗体重鎖及び軽鎖の定常領域を含む

プラスミドにクローニングした。作製したプ

ラスミドを CHO-S 細胞へ導入し、合計 55 種

類のリコンビナント RaMoAb を作製した。こ

れら RaMoAb が HEL と結合するかを ELISA に

より検討を行った結果、24種類の抗体が HEL

と結合することが示された。 

 HEL と結合した抗体のそれぞれの塩基配列

を解析した結果、2 種類の配列が重複してお

り、合計 21 種類の異なる塩基配列が得られ

た。 

 これら抗体のそれぞれの親和性（KD）を

ELISAにより算出を行った結果、1x10-7から

1x10-12Mの値であった。特に 24 種類のうち 14

種類（56%）は 1x10-10M以下という非常にKDが

優れている事が示された。 

 一 番 KD が 優 れ て い た Ra_HEL21 

図 2 HEL 特異的抗体産生細胞の検出。(上)

抗原特異的抗体の蛍光像（赤いスポット）、

(中) 細胞の蛍光像、 (下)抗原特異的抗体の

蛍光像と細胞の蛍光像の重ね合わせ。矢頭

は、HEL特異的抗体産生細胞を示している。 

図 1 ウサギ由来リンパ球を用いた
ISAAC 法の概念図 



(KD;1.35x10-12M)と我々が以前にISAAC法で作

製 し た マ ウ ス 由 来 HEL 抗 体 、 Mo_HEL10 

(KD;3.71x10-10M)を用いてHELの検出限界の比

較を行った。その結果、Mo_HEL10 ではせいぜ

い 10pMの HELが検出できたのに対し、

Ra_HEL21は 25倍以上薄い 0.4pMのHELが検出

できた（図 3）。この結果より、ウサギ由来抗

体は従来のマウス由来抗体よりも検出感度

に優れていることが改めて示された。 

 次にKDが優れている抗体を細胞の回収段

階で選別出来る方法に取り組んだ。Adamsら

は腫瘍細胞をKDの異なる抗体を用いて染色

した際、KDの優れている抗体では局所的にし

か染色できないのに対し、KDの優れていない

抗体では全体的に染色できるという報告を

している(Cancer Res 4750:61, 2001)。この

報告を受けて、イムノスポットの大きさがKD

の値と相関しているのではないかと考え、

HEL特異的イムノスポットの性質を解析した。

それぞれのイムノスポットの蛍光強度がイ

ムノスポットの中心から半分になる距離

（D1/2）を求め、KDとD1/2の散布図を作成した。

D1/2 < 60 におけるKDの平均値は 2.56x10-11M

であり、D1/2 > 60 におけるKDの平均値は

7.34x10-10Mであった（図 4、tテスト、p < 0.05）。

また、D1/2 < 60 の抗体の 80%もがKDが 10-10M

以下という非常に高親和性であったのに対

し、D1/2 > 60の抗体ではKDが 10-10M以下は 22%

であった（図 4、フィッシャーテスト、p < 

0.01）。この結果より、イムノスポットの半

径が小さいものを選択することで、高親和性

の抗体を選別できる事が示された。 

 次にウエスタン解析に使用できるリン酸

化特異的抗体の取得を試みた。p-TAK1pep を

免疫したウサギよりリンパ球を回収し、

p-TAK1pepと結合する 64種類のリコンビナン

ト RaMoAbを作製しが、このうち 59種類はリ

ン酸化されていない TAK1ペプチド(TAK1pep)

とも結合し、リン酸化特異的抗体は僅か 5 種

類であった。 

 効率よくリン酸化特異的抗体を取得する

ため、検出段階で予め TAK1pepでブロッキン

グし、その後イムノスポットを形成させた。

19 種類のリコンビナント RaMoAb を作製し、

そのうち 18 種類がリン酸特異的抗体であっ

図 4 親和性(縦軸)と D1/2(横軸)の関係

(上)、D1/2<60 と>60 における親和性の頻

度の比較(下)。 

図 3 検出限界の測定 破線はそれぞれの検

出限界を示している。ウサギモノクローナ

ル抗体は 0.4pM まで、マウスモノクローナ

ル抗体は10pMまでのビオチン化HELを検出

できた。 



た。この結果より予めブロッキングすること

で効率的にリン酸化特異的抗体を得られる

ことが示された（図 5、フィッシャーテスト、

p < 0.001） 

 p-TAK1pepと結合した抗体のそれぞれの塩

基配列を解析した結果、多くの配列が重複し

ており、合計 8種類の異なる塩基配列が得ら

れた。これら抗体のそれぞれの親和性を

ELISAにより算出を行った結果、1x10-6から

1x10-9Mの値であった。 

 最後に得られたリン酸化特異的モノクロ

ーナル抗体がウエスタン解析に使用できる

かの検討を行った。HeLaに TAK1及び TAK1の

リン酸化を誘導する TAB1 を共発現させ、そ

の細胞抽出液を用いてウエスタン解析を行

った。TAK1 と TAB1 を共発現させた細胞抽出

液ではバンドが検出されたのに対し、該当の

リン酸化部位をアラニンに置換した TAK1

（T187A）ではバンドが検出されなかった（図

6）。次に TNF-αを用いて内在性のリン酸化を

誘導した HeLa の細胞抽出液を用いてウエス

タン解析を行った。リコンビナント抗体

Ra_p-TAK23 では時間経過と共にバンドが検

出されたのに対し、市販の抗体では検出でき

なかった。この結果より、今回作製したリコ

ンビナント抗体は市販の抗体より検出感度

に優れていることが示された。 

 RaMoAbs は高い親和性、及び特異性の面か

ら有用性に優れている。しかしながらその作

製には時間もかかり、また困難を極めている

ことから、その使用は限定的であった。本研

究課題の結果より、従来より行われている

RaMoAbs の作製を細胞レベルからの抗体単離

を遺伝子レベルに代えることでより迅速、か

つ効率的に RaMoAbsを作製する事が可能とな

った。研究の場のみならず臨床の場において

も検出用抗体の使用頻度は極めて高い。本研

究の技術を診断用抗体に応用することでそ

の検出感度の上昇が見込まれることから、病

気の早期発見につながると期待される。さら

には得られた RaMoAbsをヒト化抗体に変換さ

せることで、高い特異性とヒトに対する抗原

性が小さいという２つの利点を兼ね備えた

抗体医薬品開発への応用が期待される。 
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