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研究成果の概要（和文）：我々は先に，モノクローナル抗コチニン抗体を産生するハイブリド

ーマを樹立し, その"野生型" scFvを調製している. このscFv遺伝子を鋳型として, 変異scFv遺伝

子ライブラリーを作製し, ELISAから判断して, より親和力が高いscFvクローンを得た.これらを

用いる競合型ELISAの条件を最適化して, 用量作用曲線を作成したところ, 50%阻害値は0.2 ng 

/assayであり, マウス抗体を用いた従来のELISA と比べて大幅な高感度化に成功した. 本アッセ

イ系は, ヒト尿中コチニンの直接測定も可能で, 受動喫煙のモニタリングに有用と期待される. 

 
研究成果の概要（英文）：We previously established a hybridoma clone which produces an  

anti-cotinine antibody and "wild type" scFv is prepared by combining the VH and VL domains of the 

antibody. Using this scFv gene as a template, a variety of scFv gene library is produced, from which a 

scFv clones with a higher affinity were obtained. The conditions of competitive ELISA using these 

scFvs are optimized, and consequently, the assay sensitivity was largely improved compared with the 

conventional ELISA using a mouse antibody. This assay system was applicable to the determination of 

human urinary cotinine levels, and is expected to be useful for monitoring of passive smoking. 
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１．研究開始当初の背景 

 周知のように, 喫煙は様々な生活習慣病

の原因の 1 つであり, 喫煙者自身の能動喫

煙にとどまらず, 非喫煙者が環境中タバコ

煙を吸入する受動喫煙が問題視されている. 

ごく最近, 受動喫煙が原因で死亡する人が

国内で年間約 6,800 人に上る, との推計が

厚生労働省から発表された. タバコ煙に暴

露されることは非喫煙者にとって不快であ

るだけでなく, がん, 心臓疾患および呼吸
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器系疾患などのリスクが高まるため, 受動

喫煙防止への取り組みは喫緊の社会的課題

である. ニコチンはタバコ煙中の代表的な有

害物質として知られるが, その尿中主代謝物

であるコチニンと trans-3'-ヒドロキシコチニ

ンはタバコ煙曝露量を評価する客観的指標

として最適であるため, 両者の合計値を簡便, 

迅速にモニタリングする方法の開発が望ま

れる. 免疫測定法は, 試料の直接測定が可能

で, 簡便, 迅速に多数の検体の測定が可能な

利点があるため,コチニンの免疫測定法がこ

れまで種々開発されてきた. しかし, 従来の

コチニン免疫測定法には改善すべき点が少

なくない. まず, いずれもポリクローナル抗

体 (抗血清) を用いたものであり, アッセイ

系の標準化に有利なモノクローナル抗体を

利用することが望まれる. しかしながら, コ

チニンは分子量が非常に小さいため (176.21), 

親和力, 特異性ともに優れるモノクローナル

抗体の樹立が極めて難しい. 

 

２．研究の目的 

本研究では, 上記の問題点を克服するため

に, 抗体の遺伝子操作(抗体工学) を駆使し

てこれら両代謝物に群特異的で, いずれに

も高い親和性を示す理想的な変異抗体を人

為的に創製する. 得られた抗体をキー試薬

として, 精度のよい定量を目的とする競合

型 ELISA とイムノクロマトグラフィーの

システムを構築する.そして, 尿試料に -

グルクロニダーゼを働かせてコチニン N-

グルクロニドと 3'-OH-コチニン O-グルク

ロニドを定量的に脱抱合したのちに, コチ

ニンと 3'-OH-コチニンの総量をこれらの

システムで定量する標準プロトコールを確

立する. これらを用いて，タバコ煙暴露量を

簡便かつ的確に評価するシステムを構築し, 

喫煙障害問題への取り組みに分析化学の立

場から貢献する. 

 

３．研究の方法 

我々は先に, 低親和力 (Ka = 4×10
6  

L/mol) な

がら, マウス抗コチニン抗体を産生するハイ

ブリドーマクローンを樹立した. さらに, その

遺伝子をクローニングし, "野生型" scFv を調

製している. この抗コチニン野生型scFv 遺伝

子についてerror-prone PCR によりVH 及びVL 

の全域を増幅し, 変異VH 及びVLを調製する.  

このとき ,  error-prone PCR 条件に工夫 

(dNTPs のバランスの調整など) を加え, 従来

法よりも偏りの少ないランダムな変異の導入

を 検 討 す る . 変 異 VH 及 び VL を overlap 

extension PCR により連結して,それらをシャ

ッフリングしつつ再結合して変異scFv ライブ

ラリーを構築する. これを変異scFv 遺伝子ラ

イブラリーを適当なファージミドベクターに

組み込んだのち, 大腸菌にトランスフォーメ

ーションし, ヘルパーファージを感染させて,

ファージ提示したのち, 複数の選択法を組み

あわせて, コチニンとその代謝物である3'-OH-

コチニンのいずれにも高い親和力を示すscFv 

提示ファージクローンを単離する. 引き続き

scFv を可溶型タンパク質として調製し, これ

を用いてELISA とイムノクロマトグラフィー

のシステムを構築する. その一方で,ヒト尿試

料中のグルクロン酸抱合型コチニン代謝物の

酵素水解の条件を確立する. 酵素処理検体を

上記のシステムに付して各種の試験を行い , 

実試料測定に関するバリデーションを行う. 

 

 

 



 

 

４．研究成果 

 上記の野生型 scFv遺伝子を鋳型として , 

error-prone PCRにより変異VH及びVLの調製を

行った . これら変異 VH 及び VL を overlap 

extension PCRにより連結して, 変異scFv遺伝

子ライブラリーを作製し，ファージ提示を行

った. このライブラリーから, 出発物質であ

るマウス抗体よりも高い親和力を示すscFv提

示ファージクローンについて，固定化コチニ

ンに対するパンニングにより選択した. 得

られた"improved binder"の scFv遺伝子を鋳型

として , さらに変異の導入と選択を行い , 

ELISAから判断して，より親和力が高い2種の

scFvクローンを得た.これら改良型scFvを用い

る競合型ELISAの条件を最適化して, ヒト尿

中CTの測定を試みた. その感度を比較したと

ころ，いずれも0.2 ng/assayであり, マウス抗体

を用いたELISA (midpoint 5.3 ng/assay) と比べ

て大幅な高感度化に成功した. このELISAに

ついて, 受動喫煙モニタリング法としての有

用性を評価すべく, ヒト尿試料の添加による

感度への影響を調べたところ, midpointはそれ

ぞれ0.3, 0.4 ng/assayであり, 実用的な感度が

十分に保たれていた. 健常ヒト尿200検体の

測定を行ったところ, ポリクローナル抗体に

よる既存の測定キットとよく符合する結果が

得られた.  

改良型scFvを用いることによりELISAを高

感度化することに成功し, 受動喫煙下限レベ

ル (5～10 ng/mL程度) の測定が可能になった. 

本アッセイ系は, 受動喫煙のモニタリングに

有用と期待される. 
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