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研究成果の概要（和文）：腸管出血性大腸菌(EHEC)はHUSの原因となるStx1と2を産生する。しかしワクチン開発は成功
していない。我々は両毒素に対する経鼻投与ワクチン及び抗体治療薬の作成を試みてきた。その結果ワクチン候補とし
てStx2B-Hisの作成と抗Stx2B-His抗体が両毒素を交差性に中和すること（Vaccine, 26:469,2008、2092.2008）、経口
投与治療薬の可能性のあるStx1と2を交差性中和するニワトリIgYの作成（PLos One, e26526,2011）に成功した。そこ
で今回、両毒素を交差性に中和するヒトまたはマウスMAbを分離し、HUS治療薬としての臨床応用を目的とした。

研究成果の概要（英文）：Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) produces Stx1 and Stx2 causing severe 
diseases like hemolytic uremic syndrome (HUS). As there is no vaccine or no curative for these diseases 
caused by both toxins, we have been trying to isolate monoclonal antibody or polyclonal antibodies 
cross-reactively neutralizing both toxins. We already reported that nasal subunit-vaccine such as 
Stx2B-His with a mutant heat-labile enterotoxin induced polyclonal antibodies cross-reactively 
neutralizing both toxins （Vaccine,24:3591,2006、26:469,2008、26:2092.2008）.Then, in this project, we 
try to isolate a monoclonal antibody, which will neutralize both toxins cross-reactively and use for the 
treatment of severe diseases like HUS caused by both toxins.

研究分野： 細菌学

キーワード： 腸管出血性大腸菌　致死毒素（Stx1と2）　経鼻投与ワクチン　ヒトモノクローナル抗体　HUS治療薬

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景   

            

腸管出血性大腸菌(EHEC)は HUS 等

の重篤症状を引き起こす原因毒素、志

賀毒素（Stx）を産生する。Stx は 2 種類

の亜型（Stx1 と 2）があり、Stx2 が HUS の

主な原因である。そこで抗原性が低いが、

副作用の少ない Stx2 の B サブユニット

（Stx2B）を用いワクチン開発が行われて

きた。しかし、いまだに成功していない。 

我々は Stx1 と 2 を交差性に中和す

る抗体を誘導する経鼻投与 Stx2 誘導

体ワクチン、及び治療薬として両毒素

を共に中和するニワトリ IgY やマウスま

たはヒト MAb の開発実験を行ってきた。

その結果、粘膜アジュバントとして毒素

原性大腸菌の LT の変異毒素（mLT）

を用い、マウスの経鼻免疫でStx2の中

和 抗 体 を 誘 導 す る His-tagged 

Stx2B(Stx2B-His)の作成に成功した。

また、抗 Stx2B-His 血清は両毒素を交

差性に中和することを明らかにした

（ Vaccine, 24:3591.2006 、 26.469. 

2008、26:2092.2008）。さらにニワトリ抗

Stx2B-His IgY が両毒素を交差性に中

和することも明らかにし、将来 HUS 予

防の経口投与治療薬として利用できる

こ と を 明 ら か に し た （ PLos One 、 

e26526、2011）。   

よって、本企画は第 1 に mLT と

Stx2B-His の同時経鼻投与により誘導

できた抗 Stx2B-His 抗体が、Stx1 と 2

を交差性に中和することを明らかにし

た点、独創性が高い。さらに Phage 

display 法により毒素中和能に優れたヒ

ト型抗 Stx１モノクローナル抗体（MAb）

の分離にも成功している（Vaccine,29: 

5340,2011）。 

そこでこれらの経験を基に、両毒素

を同時に中和するマウス MAb の分離

とマウス／ヒトキメラ及びヒト型化抗体

への変換、Phage display により両毒素

を同時中和するヒト型抗 MAbの分離を

行い、HUS の治療薬への応用を試み

る。 

 

２．研究の目的 

腸管出血性大腸菌(EHEC)は HUS の

原因となる 2 種類の毒素（Stx1 と 2）を産

生する。しかしワクチン開発は成功して

いない。我々は両毒素に対する経鼻投

与ワクチン及び抗体治療薬の作成を試

みてきた。その結果 Stx2 中和抗体を誘

導する Stx2B-His の作成とマウス抗

Stx2B-His 血清が Stx1 と 2 を交差性に

中和すること、経口投与治療薬の可能

性のある Stx1 と 2 を交差性中和するニワ

トリ IgY の作成、静注用抗 Stx１ヒトモノク

ローナル抗体（MAb）の分離に成功し

た。 

そこで今回、①Stx1 と 2 を同時に中和

するマウス MAb の分離を行い、分離し

たマウス MAb のマウス／ヒトキメラ及び

ヒト型化抗体に変換して、HUS 治療薬

への応用を目指す。②Phage display

により Stx１,２を同時中和するヒト型抗

Stx2B-His MAb を分離し、HUS の治

療薬を開発することを目的としている。 

 

３．研究の方法 

1）. マウスによる抗体産生の測定 

10μg の mLT と精製 StxBs 蛋白質 10

μg を含む 20μl のサンプル液を軽麻酔

したマウスに経鼻投与する。投与回数は

抗原により異なるが、１週間おきに 3 回

投与して、最終投与後 4 週目に血清を

採 取 す る 。 血 中 の 抗 体 価 は 抗 原

（Stx1B-His または Stx2B-His）-ELISA

法により測定する。 

2）. Stx1.Stx2 の中和抗体の検出 



in vitroにおける血清及びMAbの中

和能力の検出は、Hela 229細胞を用い

て行う。同細胞を培養後、抗体未処理

及び処理済みのStx1と2の各毒素を培

養 液 に 加 え て 、 AlamarBlue (Trek 

Diagnostic Systems, West Sussex, UK)

法により致死細胞を検出する。また、in 

vivoにおける中和実験は、毒素量が

Stx1, 200μg/kgまたはStx2, 2μg/kg

に相当するように調整したサンプル液

をマウスの腹腔内に投与し、その致死

率を検討する。 

3）. Stx2B-誘導体に対する MAb の分

離 

Stx2B-誘導体と mLT で 3 回自己免疫

疾患マウス（BXSB）の経鼻投与を行い、

4 週間後に脾臓を摘出して、既報に従い

マウス P3u-1 細胞とポリエチレングリコー

ルを用いて細胞融合を行う。既報に準じ

て HAT 培地で 2 週間、HT 培地で 1 週

間培養し、融合細胞を選択する。そして

Stx1B-His または Stx2B-His-ELISA で

交差抗体産生細胞を選択する。クロー

ニングは 2 回以上行う。同時に in vitro

での毒素を交差性に中和しているか

Hela 229 細胞を用いて検討する。 

4）. マウスMAbをマウス／ヒトキメラ

及びヒト型化抗体に変換 

マウス MAb のマウス／ヒトキメラ及び

ヒト型化抗体への変換は、本学総合医

科学研究所の黒澤教授との共同実験

で行う。ヒト抗体にマウス MAb の抗原結

合ドメイン Fv を入れ替えたマウス／ヒト

キメラ抗体を作成する。さらに、Ｆｖドメイ

ン上の配列でマウス MAb の抗原結合

に直接かかわる相補性決定領域（ＣＤ

Ｒ: complementary determining region）

を CDR グラフト技術によってヒト抗体の

フレームに埋め込み、ヒト型化抗体を作

成する。 

5）. Phage display 法による抗 Stx１，２，

交差性中和 MAｂの分離 

 本学総合医科学研究所の黒澤教授

は、数種類の大規模なナイーブファー

ジ抗体ラブラリを構築している。我々は、

このライブラリーを用いて、ジフテリア毒

素 （ Infect. Immun. 74:3682.2006 ） と

Stx1 抗体に対するヒト MAｂ（Vaccin,29: 

5340,2011）の分離に成功している。 

 

４．研究成果 

①Stx1,Stx2 を同時に中和するマウ

ス MAb を分離し、マウス／ヒトキメラ及

びヒト型化抗体に変換し、HUS 治療薬

を開発する目的に関して。 

本目的を達成するため、ワクチン抗

原として Stx2B-His を用いて、マウス MAb

の分離を行った。その結果、Stx1,2 の両毒

素を同時に中和する抗 Stx2B MAｂを、数

種類分離することに成功した。しかしなが

ら、これらの MAbs は Stx2 を効果的に中和

するが、Stx1 の中和能は非常に低かっ

た。 

従 って 、 Stx2B を認識 する こ れらの

MAbsは、Stx2Bの受容体結合部位自体を

認識しているが、Stx1B の受容体結合部

位の近隣を認識している可能性が示唆さ

れた。また、これらの MAbs は Stx2 の治療

薬としては、効果的であるが Stx1 の治療

薬としては、不適切であると考えられる

（Microbiol. Mimmunol. 59:71-81.2015）。 

そこで、これらの MAbs の中、最も効果

的にStx2を中和する抗Stx2BMAb、2種類

に関して、現在マウス／ヒトキメラ型化抗

体に変換を試み、その性質を解析して

いる。 

②Phage display により Stx1,2 を同時

中和するヒト型抗 Stx2B-His MAb を

分離し、HUS の治療薬を開発する目

的に関して。 



  Stx1B-His, 2B-His ELISA を用いて、

Stx1,2 の各々単独と Stx1,2 同時中和するヒ

ト型抗 Stx2B single-chain variable fragment

（scFv）の分離を、総合医科学研究所の黒

沢教授との共同実験で試みてきた。その結

果、Stx1,2 に交差性に結合するが、両毒素

を同時に中和する scFv は分離出来なかっ

た。また、Stx2 に単独に結合する scFv の分

離に成功したが、Stx2 の中和能がほとんど

認められなかった。これは、Phage display 

ラブラリーの調整のためサンプルをご提供

頂いたヒト達が、十分に Stx2 に被爆してい

なかったか、それとも Stx2 に対して十分に

反応しなかったかを示している。 

一方、Stx2B-His を用いたスクリーニング

で、Stx1 への結合能力および中和能力のあ

る scFv の分離に成功していることから

（Vaccine, 29:5340, 2011）、Stx1B,Stx2B

の受容体結合部位の構造および抗原性が

異なり、この scFv が Stx1B の受容体結合部

位を認識しているが、Stx2B では受容体結

合部位の近傍を認識していることを示唆し

ている。 
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