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緒 論 

 

 抗体（Immunoglobulin：Ig）は、免疫系をつくる最も基本的な糖タンパク質で

ある。Ｂ細胞表面の膜結合型受容体として、あるいはＢ細胞が分化した形質細

胞によって産生される分泌型抗体として、血液中や体液中に存在している。そ

の働きとしては、体内に侵入してきた微生物やウイルスなどの異物を抗原とし

て認識して結合することや、補体やマクロファージ、好中球といった貪食細胞

などを活性化することが挙げられ、主に中和作用やオプソニン化、細胞溶解、

炎症の誘発などによる異物の除去に関与している。抗体はその高い特異性や親

和性から、様々な分析試薬、診断薬や治療薬として幅広く利用され、医薬開発

のみならず生物化学や分子生物学の研究ツールとしても必要不可欠な存在とな

っている1。 

特に、モノクローナル抗体を利用した抗体医薬品は分子標的バイオ医薬品開

発の中心となっており、1986年に臓器移植時の急性拒絶反応の緩和を目的とし

たヒト CD3 に対するマウスモノクローナル抗体が初の抗体医薬として米国食品

医薬品局（Food and Drug Administration：FDA）に認可されて以降、これまでの

低分子医薬品では抜本的な治療薬が存在せず、副作用の強い薬しか利用できな

かったガンや自己免疫疾患のような致死率の高い難治性疾患に対しても多くの

承認を得ており、その地位を確固たるものにしつつある2。このように、抗体

医薬品開発が著しく発展を続けている理由としては、①抗原に対して高い特異

性と親和性を持ち、抗原以外には作用しないため副作用が少なく高い効果が期

待できる、②多様な標的分子をターゲットにすることができる、③遺伝子工学

的手法により、改変・改良が可能である、④基本骨格に高い共通点があるため
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製造経験や知識を幅広く応用できる、などの低分子化合物開発には見られない

利点が挙げられる3。 

抗体医薬品の歴史は、岡田らによって発見された細胞融合法4を利用して、

1975年に KöhlerとMilsteinらがモノクローナル抗体の作製に必要なマウスのハ

イブリドーマ作製技術を確立したことにはじまる5。当時、数多くのモノクロ

ーナル抗体の臨床応用が試みられたが、マウス由来の抗体を患者に投与すると、

ヒト抗マウス抗体（human anti-mouse antibody：HAMA）が患者の体内に産生さ

れ、人体への重篤な副作用が懸念された。しかし、遺伝子組換え技術の発展に

伴い、マウス可変領域とヒト定常領域を組み合わせた「ヒト‐マウスキメラ抗

体」や、マウスの抗原と直接結合する CDR 領域のみマウス由来で他の領域はヒ

ト由来である「ヒト化抗体」の作製法が開発され、異種抗原に対する免疫応答

の問題を回避できるようになったことで、抗体医薬の研究開発が一気に加速し

た。現在では、ヒト抗体を作製する遺伝子改変マウスへ免疫する方法6や、    

ファージディスプレイによりヒト抗体遺伝子を組み込んだファージライブラリ

―から標的の抗体遺伝子を単離する方法7-10を用いて「完全ヒト型抗体」も作

製されるようになった。また、1989 年に G.Winter らが報告した抗体の VH ある

いは VLドメインのみからなるドメイン抗体11を先駆けとして、近年では抗体

工学技術の発展によって、抗体の一部あるいは抗体様の機能を持った scFv、Fab、

F(ab’)2 などの低分子化抗体の研究が積極的に進められている。低分子化抗体を

用いることで、大腸菌や酵母での生産が可能となり CHO（Chinese Hamster Ovary）

細胞を用いた場合と比べて低コストで製造できることや、分子サイズが小さく

なることで IgGと比べて組織への移行性が高めることが可能である。 

しかしながら、上述のような技術を用いたとしても抗体作製が困難な分子が

多数存在する。その原因の一つとして、生体の獲得免疫が保有する自己と非自
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己を識別する免疫寛容と呼ばれる仕組みが挙げられる。進化的に近縁な生物種

においては、種間でよく保存されたタンパク質抗原や糖質、脂質など、すでに

ホスト動物の生体内に存在する物質に対しては非自己と認識することができず、

特異性や力価の高い抗体が得られにくい場合が多い。これを回避する方法とし

ては、系統的に離れた動物種を利用すること、抗原投与法を工夫すること、免

疫系に欠陥を持つマウス（SCID.MRL/lpr など）を利用すること、抗原相同タン

パク質遺伝子をノックアウトした動物を利用すること12などが挙げられる。そ

の中でも系統的に離れた動物種を利用することについて、一般的な抗体作製法

では、免疫動物としてマウスやラット、ウサギ、ヤギなどの哺乳動物が主に用

いられているが、世界中では他にも様々な動物種を免疫動物とした研究がなさ

れている。例えば、ラクダやサメの抗体は、可変領域がＨ鎖だけからなるシン

グルドメイン抗体で約 15 kDaと低分子であるため、微生物での発現が容易であ

ることや抗体改変が容易であるといった利点がある13-15。ニワトリやダチョ

ウは、卵黄中に抗体が移行・蓄積されるため、卵１個から獲得できる抗体量が

およそニワトリでは 80 mg、ダチョウでは 4 gと非常に多く、生産性が高いとい

った利点がある16, 17。軟骨魚類であるサメや鳥類は、哺乳動物との交差性も

低いといった利点も挙げられる。 

 そこで本研究では、免疫動物として哺乳類と類似の獲得免疫を保有し、進化

的に遠縁な魚類に着目した。抗体の産生に関わる獲得免疫の中核をなす分子は

脊椎動物のうち、魚類、両生類、爬虫類、鳥類および哺乳類を包括する顎口類

においてのみ確認されている。一方、ヌタウナギ類およびナツメウナギ類を含

む円口類（無顎類）ではリンパ球やリンパ球系転写因子など獲得免疫の特徴は

備わっているものの、免疫グロブリンスーパーファミリーに類似する免疫応答
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に直接関わるようなリンパ球表面受容体は同定されておらず、哺乳類と類似の

獲得免疫は備わっていないと考えられている18。 

抗体の基本構造は、２本の相同な重鎖（Ｈ鎖）と２本の相同な軽鎖（Ｈ鎖）

が、鎖間ジスルフィド結合および非共有結合を介してＨ鎖とＬ鎖、およびＨ鎖

とＨ鎖で結合したＹ字型の４本鎖構造である（Fig. 1）。Ｃ末端側の領域は比較的

変化に乏しく、定常領域（Ｃ領域）と呼ばれ、Ｈ鎖の定常領域を CH、L 鎖の定

常領域を CLと呼ぶ。ヒトをはじめとする哺乳類の CHには γ 鎖、μ 鎖、α 鎖、ε

鎖および δ 鎖の分子量、電荷、アミノ酸配列、糖含量などが互いに異なってい

る 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. 抗体の基本構造模式図 

抗体の基本構造と重鎖可変領域および定常領域の模式図を示した。２本のＨ鎖

と２本のＬ鎖がジスルフィド結合で結合した４本鎖構造をもつ。Ｃ末端側の CＨ

および CＬは定常領域を示し、比較的変化に乏しい領域である。Ｎ末端側の VＨ

および VＬは可変領域を示し、変化に富む領域であり、V (D) J遺伝子断片の再編

成により多様な可変領域配列がつくり出される。重鎖可変領域および定常領域

を示した右図において、Leaderは翻訳の開始に関与する Leader peptide 領域、FR

は比較的アミノ酸配列変化の少ない Freamework Reagion、CDR は超可変領域で

あり抗原と直接結合して相補性を決定する Complementatity- Determining Region

をそれぞれ示した。 



5 

 

５種類の鎖が存在する。抗体はこのCHの違いによって５つのアイソタイプ、IgG、

IgM、IgA、IgEおよび IgDに分類される。一方、硬骨魚類においては、IgM 19-22

と IgD 23-26の２つのアイソタイプを有し、クラススイッチが生じないとされ

ている27。さらに、IgM についてはヒトと軟骨魚類の IgM は主として５量体で

あるのに対して、硬骨魚類では４量体であると報告されている28, 29。また、

硬骨魚類は IgM や IgD の他にも様々なアイソタイプが同定されてきており、ゼ

ブラフィッシュ（Danio rerio）では IgZ 30、ニジマス（Oncorhynchus mykiss）

では IgT 31、フグ（Fugu rubripes）では IgH 32またはコイ（Cyprinus carpio）

では IgM-IgZキメラ抗体33などが確認されており、ユニークな免疫応答を持つ

可能性があると考えられる。 

 本研究ではまず、モデル動物として世界中で広く研究が行われているゼブラ

フィッシュ（Fig. 2）を免疫動物とした抗体作製に取り組んだ。ゼブラフィッ  

シュは発生が速いことや胚が透明であるため初期発生段階の観察が容易である

こと、動物愛護の点などから発生学や毒性学をはじめ、感染症やヒト疾患モデ

ル、医薬品候補化合物のスクリーニング系など様々な研究に利用されている。 

 

 

 

Fig. 2. ゼブラフィッシュ成魚 

インド原産の体長５ cm ほどのコイ科の小型魚類。脊椎動物のモデル生物とし

て広く用いられている。 
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魚類抗体に関しては、抗体分子そのものに対する研究や増養殖のための水産

用ワクチン開発は行われているが、抗体生産ホストとして利用する研究は行わ

れていなかった。抗体生産のホストとして利用するには抗体の多様性が重要で

あり、ゼブラフィッシュの抗体の多様性については、次世代シーケンサ―を用

いた重鎖の抗原を認識する可変部の多様性解析によって、アミノ酸配列のユニ

ークさだけでなく、Ｂ細胞の数はヒトやマウスと比較して少ないが、抗原との

結合に関与する部位をコードする遺伝子セグメントの組換え（gene rearrangement）

や遺伝子セグメントの組換えの際に起こる鋳型遺伝子に存在しない塩基の挿入

（junctional diversity）、または再構成された抗体遺伝子への変異の導入（somatic 

mutation）といった多様性に関与する機構はヒトやマウスと共通しているため、

ゼブラフィッシュも多様な抗体レパートリーを生み出す機構をもつという報告

がなされている34。 

したがって、本研究ではゼラフィッシュを抗体生産ホストとして利用し、Ｇ

タンパク質共役受容体（G-protein-coupled receptor：GPCR）と称される７回膜貫

通型のタンパク質のひとつであるヒト由来 LGR3（ human Leucine-rich 

repeat-containing G-protein-coupled receptor 3：hLGR3）に対する抗体作製に取り組

んだ。GPCR はホルモンや神経伝達物質のセンサーとして細胞外からのシグナル

を受容して細胞内へ情報を伝達する等、生体内で重要な機能を有することが示

唆されており、現在使用されている治療薬の約 50%がこの GPCR を標的として

いる。GPCR は複雑な立体構造を有すること（Fig. 3）35から、立体構造を保持

したタンパク質の作製は難しく、従来のタンパク質を免疫する方法では得られ

ない抗体も多く存在する。そこで、in silico で標識分子の免疫領域を選択し、得

られた cDNA を組み込んだ発現ベクターを動物へ導入してハイブリドーマ細胞

を作製するという DNA 免疫法36が開発されたが、この方法は免疫領域の選択
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やハイブリドーマ細胞の作製に手間や時間がかかるといった問題があった。し

たがって、ゼブラフィッシュに抗原となる GPCR の一部を発現する大腸菌を曝

露するという簡便な方法で GPCR に対する抗体が取得できれば、魚類を用いて

これまでに哺乳免疫動物で作製できていない抗体を作製できる可能性が期待で

きると考えた。 

 

 

Fig. 3. LGRファミリータンパク質の模式図35 

GPCR の一種である LGR ファミリータンパク質は、Ｎ末端側の細胞外領域に 

ロイシンリッチリピートを持ち、７回膜貫通型という複雑な構造を有する。 

 

 

しかしながら、ゼブラフィッシュは魚体が小さいために採取できる血液が少

量なため、多数の個体を用いなければならず、継続したサンプリングも困難で

あった。そこで本研究では、ゼブラフィッシュと同じコイ科で観賞魚として古
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来より親しまれているキンギョ（Carassius auratus）を免疫動物とした抗体作製

法の検討を行った。キンギョの中でも特に、スイホウガン（水泡眼）という両

眼の下に角膜が膨大化した水泡を持つ品種に着目した（Fig. 4）。すなわち、水泡

の中はリンパ液（以下、水泡液とする）で満たされおり、水泡液は採取後１２

週間で回復することも報告されている37。スイホウガンを抗体産生モデル動物

とした理由として、①同じコイ科であるゼブラフィッシュの知見を応用できる

可能性があることや、②ゼブラフィッシュよりも大きいためサンプル採取がし

やすく、かつ研究室レベルで飼育し易いこと、③血液のかわりに水泡液を活用

できる可能性があることが挙げられた。 

 

 
 

Fig. 4. スイホウガン（水泡眼）成魚 

スイホウガンは両眼の下に角膜が膨大化した水泡を持つ品種のキンギョである。

水泡の内部はリンパ液で満たされている。 

 

 

 

この水泡を介して抗原投与や抗体採取が可能であるかどうか調べるため、

EGFP を抗原として投与し、ドットブロット法にて特異的抗体産生の有無を確認

した。さらに、抗原投与量を検討するため、１回あたりの抗原 EGFP 投与量を
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それぞれ 1、10および 100 µgとした試験区を設け、免疫して得られた水泡液中

の抗原特異的な抗体産生の有無を ELISA 法にて確認した。１回当たりの抗原投

与量が 100 µgの試験区においては、経時的な抗体価の変化についても調べた。 

スイホウガンを免疫動物として抗原特異的な抗体産生を確認できた一方で、

これまでの検出には抗原に対する市販の抗体が必須であり、今後スイホウガン

を用いて市販抗体の無い抗体作製に取り組んだ場合、キンギョ抗体を検出する

ための抗キンギョ Ig 抗体を作製する必要があると考えた。しかしながら、遺伝

子情報について、同じコイ科に属するゼブラフィッシュをはじめ、ソウギョや

コイにおいてはゲノム解読が進んでいるが38-41、キンギョ抗体の詳細につい

ては未解明であった。そこで本研究ではさらに、スイホウガンを抗体生産ホス

トとして利用する基盤を構築するため、キンギョ抗体を認識する抗体取得を目

指した。すなわち、キンギョの抗体遺伝子について知見を得るため、スイホウ

ガンから Ig重鎖のクローニングを行った。続いて、得られたキンギョ Ig重鎖定

常領域の Constant region 3（CH3）配列をもとにして、大腸菌で組換えタンパク

質を作製してウサギに免疫することでキンギョ IgM 重鎖を認識する抗体の作製

を行った。さらに、水泡液から IgM の精製を行い、作製した抗キンギョ IgM 重

鎖抗体による精製 IgM の定量的な検出および水泡液に含まれる IgM 量の推定を

試みた。 

最後に、ゼブラフィッシュへ免疫実験を行った hLGR3 について、スイホウガ

ンにも免疫実験を行い、同様に抗原特異的抗体が産生されるか確認した。以上

の研究を通して、スイホウガンを新しい免疫動物とした場合の有用性や、抗体

作製方法の基盤を整えることを本研究の目的とした。 
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第 I 章 ゼブラフィッシュを利用した抗体作製 

 

 本章では、ゼブラフィッシュを免疫ホスト動物として、GPCR の一種であるヒ

ト LGR ファミリータンパク質 3（hLGR3）のＮ末端側のロイシンリッチリピー

ト（LRR）領域を発現した大腸菌を経口投与し、得られた血清を用いて抗原特

異的抗体産生の有無を確認した。 

 

I-1. 実験方法 

I-1-1. 実験材料および試薬 

本実験では特に断りのない限り、試薬には和光純薬工業株式会社の製品を使

用した。また、調製した試薬等は下記の通りである。 

 

・LB-アンピシリン培地：LB培地 Lennox（ナカライテスク）、終濃度 100 µg/ml

アンピシリンナトリウム 

・PBS：137 mM NaCl、2.7 mM KCl、8.1 mM Na2HPO4、1.5 mM KH2PO4、pH 7.4 

・PBST：0.1% v/v Tween20/ PBS 

 

I-1-2. 抗原タンパク質 hLGR3 LRR発現 

 hLGR3 の LRR 領域をタンパク質発現用 pET15b ベクター（Novagen）にサブ

クローニングして、hLGR3 の N 末端領域に His タグが付加した pET15b-hLGR3 

LRR プラスミドを構築した。pET15b-hLGR3 LRR プラスミドを用いて大腸菌

BL21（DE3）株を形質転換し、LB-アンピシリン寒天培地に塗沫して 37°C で一

晩培養した。生成したコロニーを LB-アンピシリン液体培地に植菌し、37°C で

一晩振盪培養した。波長 600 nm の吸光度が 0.40.5 に達したところで IPTG を
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終濃度が 1 mM となるよう添加し、さらに 25°C で 4時間振盪しながら発現誘導

を行った。誘導後、培養液を 4°C、2500×g で 10分間遠心分離して菌体を回収し

た。 

回収した大腸菌の湿重量 1 gに対して、2 ml の 100 mg/ml アンピシリンナトリ

ウムおよび 4 gのテトラミンフレーク（テトラ）の割合になるように混合し、ペ

ースト状にして 1 ml シリンジ（テルモ）で押し出して糸状にした後、約 2 mm

の粒状に刻んだものを免疫用飼料とした。 

 

I-1-3. 免疫試験 

免疫に使用したゼブラフィッシュは、水温 27.5±1°C、明期 14 時間、暗期 10

時間で飼育し、１試験区 50尾として合計６試験区を設けた。I-1-2 で調製した免

疫用飼料をゼブラフィッシュに経口投与することで免疫を行った。初回免疫日

（０日目とする）から 10日目に第２回目の経口投与を行い、16日目に血液採取

をした。 

 

I-1-4.  検出用タンパク質 TF-hLGR3 LRR 発現 

経口投与による hLGR3 LRR に対する抗体産生の有無は、ドットブロット法を

用いて確認した。検出用タンパク質として、hLGR3 の LRR 領域をタンパク質発

現用ベクターpCold TF DNA（タカラバイオ）にサブクローニングし、pCold 

TF-hLGR3 LRR プラスミドを構築した。構築したプラスミドでタンパク質発現

用大腸菌 BL21（DE3）株を形質転換し、得られたコロニーを LB-アンピシリン

培地に接種して 37°C で振盪培養した。波長 600 nm の吸光度が 0.40.5に達した

ところで IPTGを終濃度 0.1 mM となるように添加し、15°C で 24時間振盪しな

がら TF-hLGR3 LRR の発現誘導を行った。誘導終了後は 4°C 、2500×g、10 分
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間遠心分離して菌体を回収した。TF-hLGR3 LRR の発現は SDS-PAGE に供した

後、CBB 染色およびウェスタンブロットにより確認した。すなわち、タンパク

質を転写した PVDF膜を、５％w/vスキムミルク／PBST で２時間ブロッキング

した後、PBST で 3000 倍に希釈した抗 His 抗体（GE Healthcare）と２時間反応

させた。続いて、PBST で 3000 倍に希釈した抗マウス IgG HRP 標識抗体（Cell 

Signaling）と２時間反応させ、DABによる発色確認を行った。 

 

I-1-5. ドットブロット法による抗原特異的抗体の検出 

I-1-3で採取したゼブラフィッシュ血清について、抗ゼブラフィッシュ IgM ウ

サギ抗体（研究室所有）を用いてドットブロット法による抗体検出を行った。

すなわち、検出用抗原 TF-hLGR3 を１スポットあたり 50500 ng となるよう

PVDF膜上に固相化して一晩風乾した。乾燥させた PVDF膜を、５％ w/vスキ

ムミルク／PBST で２時間ブロッキングした後、Can Get Signal Solution 1

（TOYOBO）で 100 倍希釈した 10 µl マウス血清（未免疫）あるいは 10 µl ゼブ

ラフィッシュ血清（未免疫または免疫後）と２時間反応させた。次いで、Can Get 

Signal Solution 2（TOYOBO）で 3000倍に希釈した抗ゼブラフィッシュ IgM HRP

標識抗体と１時間反応させ、Chemi-Lumi One（ナカライテスク）を用いて化学

発光させ、CCDカメラ（Light Capture II、ATTO）で検出した。 
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I-2. 実験結果 

I-2-1. 抗原タンパク質 hLGR3 LRR発現確認 

 SDS-PAGEによって分離したタンパク質を CBB染色およびウェスタンブロッ

トに供した。その結果を Fig. I-1に示した。タンパク質発現誘導をした画分にお

いて、CBB染色によって hLGR3 LRR と推定される約 40 kDaの大きさにバンド

を確認ができた（Fig. I-1A）。さらに、抗 His 抗体を用いたウェスタンブロット

の結果、CBB染色と同様に約 40 kDaの大きさにバンドが検出できた（Fig. I-1B）。 

 

        A               B 

 

Fig. I-1.  抗原タンパク質 hLGR3 LRRの発現確認 

(A) CBB染色および(B) 抗 His 抗体によるウェスタンブロット。 レーン M, プ

レステインドマーカー; レーン 1, 1 mM IPTG 誘導大腸菌発現 hLGR3 LRR; レー

ン 2, IPTG未誘導大腸菌発現 hLGR3 LRR（陰性対照）。 
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I-2-2. 検出用タンパク質 TF-hLGR3 LRR 発現確認 

  SDS-PAGEによって分離したタンパク質を、CBB染色およびウェスタンブ

ロットした結果を Fig. I-2に示した。タンパク質発現誘導後の画分において

TF-hLGR3 LRR と推定される約 80 kDaの大きさにバンドを検出することができ

た（Fig. I-2A）。さらに、抗 His 抗体を用いたウェスタンブロットによっても同

様にバンドを確認できた（Fig. I-2B）。 

 

A               B 

 

 

Fig. I-2. 検出用抗原タンパク質 TF-hLGR3 LRRの発現確認 

 ( A) CBB染色および (B) 抗 His 抗体を用いたウェスタンブロット。 

レーン 1 および 2は形質転換していない大腸菌を用いた（陰性対照）。 

レーン 36 は pCold TF-hLGR3 LRR で形質転換した大腸菌を用いた。 

レーン M, プレステインドマーカー; レーン 1, 未形質転換大腸菌不溶性画分; 

レーン 2, 未形質転換大腸菌可溶性画分; レーン 3, 誘導前大腸菌不溶性画分; レ

ーン 4, 誘導前大腸菌可溶性画分; レーン 5, 誘導後不溶性画分; レーン 6,  

誘導後可溶性画分。 
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I-2-3. ドットブロット法による抗原特異的抗体の検出 

 ドットブロット法によって特異的抗体の有無を確認した。その結果、hLGR3 

LRR を 100 ng 以上固相化したスポットにおいて、免疫したゼブラフィッシュ血

清を反応させた場合に有意なシグナルが検出された（Fig. I-3A）。このシグナル

を画像解析ソフト ImageJ（RSB）で数値化した結果、hLGR3 LRR が 250 ng以上

のスポットではシグナルが飽和していた（Fig. I-3B）。 

 

 

Fig. I-3. ドットブロット法による抗 hLGR3抗体の検出 

(A) ドットブロット法による検出。上段, 未免疫マウス血清; 中段, 未免疫ゼ

ブラフィッシュ血清; 下段, 免疫後ゼブラフィッシュ血清。PVDF 膜に固相化し

た TF-hLGR3 LRR に各血清を反応させ、次いで抗ゼブラフィッシュ IgM HRP 標

識抗体によって検出を行った。(B)ドットブロットの各スポットを Image Jで数

値化したものを示した。 

 

A 

 

 

 

B 
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I-3. 考察 

  

 水中で生活する魚類は外的環境に触れる可能性が高いため免疫能を要求され

やすい。魚類への免疫については、増養殖のための水産用ワクチン開発は行わ

れているが、抗体生産ホスト動物として利用する研究は行われていなかった。 

そこで本研究では、ゼブラフィッシュを免疫動物とした抗体作製に取り組んだ。

養殖魚へのワクチン投与方法は大きく分けて、注射法、浸漬法および経口法の

３種類が適用されている。注射法は、1998 年にマダイのイリドウイルス感染症

ワクチンが我が国で最初の注射ワクチンとして承認されており、筋肉または腹

腔内に直接ワクチンを接種するため最も効果が高いとされる。またアジュバン

トの賦活効果も期待できるが、その反面作業には多大な時間と労力が必要であ

り魚へのストレスも大きいといった問題もある。一方、浸漬法は魚体が小さい

うちにまとめて多数の魚にワクチン投与をすることができ、淡水魚であるアユ

やサケ科魚類または海産魚であるブリのビブリオ病に対するワクチンでは標準

法として承認されている。また一方、経口法は魚にストレスを与えない方法で

はあるが、賦与される防御免疫は他の２つの方法と比較して低く、免疫が持続

される期間が短いため、長期の効果を得るためには複数回のワクチン処理が必

要である。このように、投与方法により抗原は異なるルートから体内へ取り込

まれ、異なった組織・細胞を刺激するために、宿主は異なった免疫応答をする。

現在も様々な魚種および魚病に適応したワクチン開発が続けられているが、ワ

クチン開発の基礎となる魚類の免疫系に関する詳細な知見や特異的免疫機構な

どは未だ深く解明されていない。 

腸管免疫について、腸管内抗原に対する免疫応答の開始部位である腸管関連

リンパ組織（ gut-associated lymphatic tissue：GALT）に存在するパイエル板で細
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菌やウイルスを取り込み、腸管免疫細胞群に抗原情報を伝達するＭ細胞の存在

は、哺乳類においては確認されているが、魚類においては確認されておらず、

マクロファージや免疫細胞の凝集した箇所の確認はされている42。さらには、

腸からのタンパク質吸収の際に、腸の上皮細胞に取り込まれたタンパク質は上

皮細胞で消化されるが、その一部は細胞内あるいは細胞間を通過して腸内部に

取り込まれ、基底膜側から放出されることが、多種にわたる魚類で共通して報

告されている43。また、当研究室の大塚の修士論文44によると、抗ゼブラフ

ィッシュ IgM 抗体を用いてゼブラフィッシュの臓器および組織における IgM の

局在を調べたところ、血液だけでなく腸管においても多く局在していることが

確認されており、魚類生体内においては腸で非常に高い抗体生産が行われてい

ることが推測された（Fig. I-4）。 

 ゼブラフィッシュへの免疫方法を決定するにあたって、ゼブラフィッシュは

体が小さく注射による投与は難しいため、経口投与か浸漬投与法が適している

と考えられ、さらに前述の大塚による知見で、ゼブラフィッシュの腸管におい

て IgM が多く局在していることが明らかとなっていたため、本研究では経口投

与法による免疫実験を行った。経口免疫に関して、近年では腸管の免疫への関

連性が注目されており45、腸管は常に食物の摂取などを通して外来抗原に接す

るうえに、多大な腸内細菌と共存するなど独特な環境にある。腸管と免疫反応

の関連に関する研究の例として、農林水産省の委託事業により遺伝子組換え技

術を応用したスギ花粉のタンパク質を人工的に取り込ませたスギ花粉症緩和米

が挙げられる46。アレルゲンやアレルゲン由来のＴ細胞抗原決定基（Ｔ細胞エ

ピトープ）を注射や経鼻、経口投与すると、Ｔ細胞応答性の抑制・不応答やＴ

細胞自身のアポトーシスによりアレルギー反応が軽減することが示唆されてい

る。第二世代の抗原特異的免疫療法として、アレルゲン自体を用いず、Ｔ細胞



18 

 

エピトープ部分に IgE 抗体やＢ細胞抗原決定基を含まないようにして投与する

免疫療法が注目されている。そこで、スギアレルゲンのＴ細胞エピトープを毎

日食べる米の中に蓄積させ、経口免疫寛容現象を引き起こすことによって、食

べること、すなわち腸管免疫を介してスギ花粉症を緩和するという研究開発が

進められており、この花粉症緩和米をマウスに与える動物実験ではマウスのく

しゃみの回数が４分の１に軽減されることが確認されている。また、自己免疫

疾患を回避する役割を持つ制御性Ｔ細胞は、全身に存在するがその中でも特に

腸粘膜に豊富に存在することが確認されている。この制御性Ｔ細胞を増殖させ

る能力が高く、さらに制御性Ｔ細胞にインターロイキン 10（IL10）や誘導性Ｔ

細胞共刺激因子（ICOS）などの重要な抗炎症成分を誘導する能力の高い 17株の

クロストリジウム属の菌株をヒトに常在する腸内細菌叢から単離したという報

告がある47。さらに、マウスの腸粘膜においてプロＢ細胞やプレＢ細胞および

抗体の可変部の機能を決定するV D J領域の遺伝子再構成を示すRagを発現した

中間体が見られるＢ細胞系列細胞集団の存在が確認されたという報告48もあ

り、腸粘膜で腸内共生微生物からのシグナル調節を受けながら初期Ｂ細胞発生

が起こり、抗体の多様性に影響を及ぼしていることが示唆されている。 

本実験において、ゼブラフィッシュへ免疫を行い、採取した血清を用いてド

ットブロット法による解析を行った結果、血清中には hLGR3 に対する特異的な

抗体が産生されていると考えられ、固相化した TF-hLGR3 LRR のタンパク質量

250 ngまでは固相化量に応じてシグナルも増強されていた（Fig. I-3）。すなわち、

ゼブラフィッシュへ大腸菌を用いて発現した組換えタンパク質を経口投与する

ことによって、hLGR3 に対する抗体を作製できたことが示唆された。 

また、経口免疫２回で抗体が取得できたが、これは目的タンパク質を発現し

た大腸菌を抗原として経口投与したため、大腸菌の細胞壁の構成成分であるリ
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ポ多糖が免疫賦活剤として作用したと推察した。本実験でゼブラフィッシュを

用いた抗体作製に成功したが、ゼブラフィッシュは１尾から採取できる血清量

が少ないため、多数の個体を用いなければならない。また、継続したサンプリ

ングも困難であるといった問題が挙げられた。そこで次章では、新規の免疫ホ

スト動物として、ゼブラフィッシュと同じコイ科に属するキンギョを用いて抗

体作製を試みた。 
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Fig. I-4. 抗ゼブラフィッシュ抗体を用いたウェスタンブロットによる 

臓器別の IgM局在確認44 

成魚ゼブラフィッシュから生殖腺以外は雌雄関係なく脳、肝臓、腎臓、脾臓、

腸、筋肉、精巣、および卵巣を摘出し、リン酸緩衝液（pH 7.4）とホモジナイズ

して SDS-PAGEに供し、抗ゼブラフィッシュ IgM抗体（抗 zIgM300ウサギ抗体）

を用いてウェスタンブロットを行った結果を示した。血液と腸において IgM が

多く局在していることが確認された。 
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第 II 章 キンギョを利用した抗体作製およびドットブロット法による検出 

 

 本章では、スイホウガンを免疫動物として、抗原タンパク質を水泡内に直接

注入することで免疫を行い、抗原特異的抗体産生の有無を確認した。 

 

II-1. 実験方法 

II-1-1. 実験材料および試薬 

以下の各項目において、特に記載がない場合、試薬は全て和光純薬工業株式

会社の製品を使用した。また、以下の試薬を調製した。 

 

・2×YT-アンピシリン培地：終濃度 50 µg/ml アンピシリンナトリウム、1.6 Bacto 

Tripton、1.0％乾燥酵母エキス（ナカライテスク）、0.5％ NaCl、pH 7.0 

・LB-アンピシリン培地：LB培地 Lennox（ナカライテクス）、終濃度 50 µg/ml

アンピシリンナトリウム 

・PBS：137 mM NaCl、2.7 mM KCl、8 .1 mM Na2HPO4、1.5 mM KH2PO4、pH 7.4 

・Ni カラム結合緩衝液：20 mM リン酸緩衝液、0.5 M NaCl、20 mM イミダゾー

ル、pH 7.4 

・Ni カラム溶出緩衝液：20 mM リン酸緩衝液、0.5 M NaCl、500 mM イミダゾ

ール、pH 7.4 

・DEAE カラム結合緩衝液：20 mM トリス塩酸緩衝液、pH 8.0 

・DEAE カラム溶出緩衝液：20 mM トリス塩酸緩衝液、1 M NaCl、pH 8.0 

・キンギョ用リンガー液：125 mM NaCl、10 mM KCl、10 mM HEPES、pH 7.4 

・TBS：20 mM トリス塩酸緩衝液、150 mM NaCl、pH 7.5 

・TBST：0.05% v/v Tween20/ TBS 
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・NET：150 mM NaCl、5 mM EDTA、50 mM トリス塩酸緩衝液、0.05% v/v 

 Triton X-100 

 

供試魚はスイホウガンを用いた。スイホウガンは愛知県弥富市の丸照養魚場

より購入し、中和剤を加えて残留塩素を中和した水道水を用いて水温 2025°C

で飼育した体長約 610 cm、体重約 1530 g、水泡の大きさが約 12 cm の個体を

用いた。 

 

II-1-2. 抗原タンパク質の作製 

II-1-2-1. pCold TEE-EGFP-His プラスミド作製 

 pXI-EGFP ベクターを鋳型として、プライマーを用いて egfp 遺伝子の開始コド

ンが制限酵素 Sma Iに認識配列に変換され、3’末端が His タグの配列に変換され

た断片を PCR によって増幅した。次にこの増幅産物を鋳型としてプライマーを

用いて His タグの下流に制限酵素 Sfi Iの認識配列が連結した egfp-his6 遺伝子断

片を増幅した。一方、pCold TF DNA（タカラバイオ）を鋳型として、プライマ

ーを用いて TEE（Translation enhancing element）配列に Sma Iの認識配列が連結

し、pCold TF DNAの転写終結配列の上流に Sfi Iの認識配列が連結する DNA断

片を増幅した。これらの遺伝子増幅断片を Sma Iおよび Sfi Iによって消化し、

DNA Ligation Kit Mighty mix（タカラバイオ）を用いてライゲーションすること

によって、pCold TEE-EGFP-His プラスミドを構築した。作製したプラスミドの

塩基配列は、CEQ2000 DNA Analysis System（Beckman）を用いて DNAシークエ

ンシング反応を行い、塩基配列は GENETYX（ソフトウェア開発）によって確

認した。 
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II-1-2-2. 抗原タンパク質 EGFP-His 発現 

II-1-2-1で作製した pCold TEE-EGFP-Hisプラスミドを用いて大腸菌BL21（DE3）

株を形質転換し、LB-アンピシリン寒天培地に塗抹して 37°C で一晩培養した。

生成したコロニーから LB-アンピシリン液体培地に植菌し、37°Cで 12時間振盪

培養した。この培養液を 2×YT-アンピシリン液体培地に添加し、37°C で振盪培

養した。波長 600 nm の吸光度が 0.40.5に達したところで 15°C で 30 分間静置

し、IPTG を終濃度 0.1 µM となるよう添加して 15°C、24 時間振盪しながら

EGFP-His の発現誘導をした。誘導後、4°C、3000×g、15 分間遠心分離して菌体

を回収し、PBS で２回洗浄することで培地成分を除去した。続いて、40 ml の

Ni カラム結合緩衝液を加え、微量超音波細胞破砕機を用いて菌体を破砕した後、

4°C、12000×g、30 分間遠心分離して上清を回収し、0.20 µm フィルター濾過し

た画分を大腸菌発現タンパク質抽出液とした。大腸菌発現タンパク質抽出液を

Ni カラム（GE Healthcare）に添加し、Ni カラム結合緩衝液および Ni カラム溶出

緩衝液を用いて 20 mM から 500 mM イミダゾールの連続濃度勾配によって

EGFP-His 画分を溶出した。この溶出画分を限外濾過膜（ミリポア）によって

DEAE カラム結合緩衝液へ置換した後、DEAE Sepharose Fast Flow 担体（GE 

Healthcare）に AKTAprime plus（GE Healthcare）を用いて添加し、DEAE カラム

結合緩衝液および DEAEカラム溶出緩衝液を用いた 0 Mから 1.0 M NaClの連続

濃度勾配によって溶出した。溶出した EGFP-His 画分を、限外濾過膜を用いて２

価イオンを含まないキンギョ用リンガー液に置換したものを抗原EGFP-His溶液

とした。 

 

II-1-3. アジュバントの調製 

 本実験では、オイルベースのみ、不活化結核菌混合オイルベース、不活化麹

菌混合オイルベース、不活化大腸菌混合オイルベースの 4 種類をアジュバント
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として使用した。オイルベースの作製は、REYNOLDS らの方法49を改変して

行った。すなわち、10 gのグリセロールに 0.1 gの卵黄レシチンを添加し、60°C

で保温しながらスターラーで撹拌し、続いて 10 gの落花生油（ナカライテスク）

を添加して均一になるまで同様に撹拌したものをオイルベースとした。不活化

結核菌には、結核菌 H37 Ra、乾燥（Difco Laboratories）を使用した。不活化麹菌

には、OSI-1013 株を DPY 液体培地に接種し、28°C で 1820 時間静置培養した

後、回収した菌体をソニケーターで破砕したものを使用した。不活化大腸菌に

は DH5株を LB 液体培地に接種し、37°C で 16時間振盪培養した後、回収した

菌体をソニケーターで破砕したものを使用した。これらの不活化した菌体を、

それぞれオイルベースに 0.5 mg/ml となるように添加し、初回抗原投与時にのみ

菌体混合アジュバントとして使用した。抗原投与２回目以降はオイルベースの

みアジュバントとして使用した。 

 

II-1-4. 免疫試験 

１試験区につきスイホウガンを６尾ずつ使用し、水泡中に直接抗原溶液を注

入することによって免疫を行った。試験区Ａは EGFP-His 抗原溶液のみ、試験区

Ｂは EGFP-His とオイルベース、試験区Ｃは EGFP-His と不活化大貯金混合オイ

ルベース、試験区Ｄは EGFP-His と不活化結核菌混合オイルベース、試験区Ｅは

EGFP-His と不活化麹菌混合オイルベースおよび対照区Ｆはキンギョ用リンガー

液とオイルベースを注入した。抗原の注入は14日毎に100200 µg投与を行った。

水泡液の採取は、抗原投与前および追加抗原投与する直前に行い、70 日目まで

継続して採取した。１尾あたり 50100 µl の水泡液を採取し、4°C、1500×g、10

分間遠心分離して上清を回収して－20°C で凍結保管した。 
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II-1-5. ドットブロット法による水泡液中の抗 EGFP-His 抗体検出 

 免疫したスイホウガン水泡液中の抗原特異的な抗体産生の有無を確認するた

め、サンドイッチドットブロット法による検出を行った（Fig. II-1）。まず、PVDF

膜（ATTO）をメタノール、滅菌ミリＱ水、PBS の順に浸漬してそれぞれ振盪な

がらなじませ置換した。プロワイプで余分な PBS を除去した PVDF 膜に採取し

た水泡液サンプルを 2 µlずつ滴下して一晩風乾した。乾燥させた PVDF膜を５％

w/vスキムミルク/TBST でブロッキングした。TBST で２回洗浄後、Can Get 

Signal Solution 1 （TOYOBO）で 5 µg/ml となるように希釈した抗原タンパク質

EGFP-His と２時間振盪しながら反応させた。TBSTで３回洗浄後、Can Get Signal 

Solution 1 で 3000倍に希釈した抗 GFP 抗体（MBL）に浸漬して１時間反応させ

た。続いて、TBSTで３回洗浄した後、Can Get Signal Solution 2（TOYOBO）で

100000倍に希釈した抗ウサギ IgG HRP 標識抗体（Cell Signaling）と１時間振盪

しながら反応させた。抗体反応後、TBSTで３回洗浄し、発光基質 Amersham ECL 

plus Western Blotting Detection Reagent（GE Healthcare）と５分間反応させ、CCD

カメラによって化学発光を検出した。 
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Fig. II-1. サンドイッチドットブロット法の概略図 

PVDF膜に固相化抗体として免疫したスイホウガンの水泡液を滴下し、次に抗原

となる EGFP-His、抗 GFP 抗体、抗ウサギ IgG HRP 標識抗体の順に反応させ、

化学発光基質を用いて検出した。 
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II-2. 実験結果 

II-2-1. ドットブロット法による免疫賦活効果の確認 

 初回免疫から 70 日後までの各試験区における死亡率は、抗原 EGFP-His のみ

投与した試験区Ａで 16.7％（６尾中１尾：個体番号 A2 が 56 日後サンプル採取

後に死亡）、その他の試験区では 0％（死魚なし）であった。免疫後の水泡液を

採取してドットブロット法によって検出した（Fig. II-2）。抗原とオイルベース

を投与した試験区Ｂでは２尾（個体番号 C3 および C6）、抗原と大腸菌混合オイ

ルベースを投与した試験区Ｃにおいても２尾（個体番号 C3 および C6）につい

て、それぞれ 42 日目（３回免疫後）から EGFP-His に対する抗体価の増加が見

られた。 

 

 

 

Fig. II-2. ドットブロット法による抗原 EGFP-His 特異的抗体の検出 

図の上部に各試験区の免疫条件（OB：オイルベース）を示し、１から６までの

数字はスイホウガンの個体識別番号を示した。図の右側には水泡液採取日を示

し、免疫前は０日目、その他は初回免疫から採取日までの日数とした。 
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II-3. 考察 

 スイホウガンの水泡を介して抗原タンパク質の投与を行った結果、抗原タン

パク質と混合したアジュバントがオイルベースもしくは不活化大腸菌混合オイ

ルベースである試験区において、初回抗原投与から 42日目以降で水泡液中に抗

原特異的な抗体が産生されたことが確認された。不活化大腸菌を混合した試験

区の方が高いシグナルが検出されたことから、I章のゼブラフィッシュへの免疫

と同様に大腸菌のリポ多糖による免疫賦活効果であると考えられた。不活化結

核菌や麹菌と混合したアジュバントを用いた場合では、EGFP-His に対する抗

体産生は確認することができなかった。これは結核菌や麹菌自体の抗原性が高

く、EGFP-His ではなく菌体に対して抗体が産生されてしまったためではない

かと推察した。その理由としては、元来、キンギョやゼブラフィッシュなどの

コイ科魚類は淡水の池や川に生息する生物であり、体内や水中に生息する大腸

菌に触れる機会が多いため、大腸菌に対してある程度寛容であり、免疫賦活効

果が非常に発揮されたのではないかと考えた。組換えタンパク質発現宿主とし

て利用しやすい大腸菌による免疫賦活効果が示唆されたことから、免疫する際

に抗原タンパク質を大腸菌を用いて発現させ、粗精製したものが抗原にできる

と期待される。 

 また、初回抗原投与から 42日目以降において抗体産生が確認されたことにつ

いては、養殖魚のワクチン開発での有効性を検討するための攻撃試験は 14日程

度から行われることが多いことから、スイホウガンにおいてももっと早期に抗

体が産生されている可能性が高いが、水泡液に含まれる抗体量が少ないために

検出できなかったのではないかと考えた。そこで次章では、検出方法として

ELISA 法を用い、さらに抗体産生量の差異を調べるため抗原投与量の検討を行

った。 
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第 III 章 キンギョを利用した抗体作製および ELISA法による検出 

 

 本章では、抗原投与量の検討を行うため、スイホウガンへ EGFP（1、10、100 

µg/回）を水泡内へ直接注入することにより免疫を行い、ELISA法を用いて特異

的抗体の検出を行った。 

 

III-1. 実験方法 

III-1-1. 実験材料および試薬 

以下の各項目において、特に記載がない場合、試薬は全て和光純薬工業株式

会社の製品を使用した。また、以下の試薬を調製した。 

 

・LB-アンピシリン培地：LB培地 Lennox（ナカライテスク）、終濃度 100 µg/ml

アンピシリンナトリウム 

・Ni 結合緩衝液：20 mM Na2HPO4、0.5 M NaCl、5 mM イミダゾール、pH 7.4 

・Ni溶出緩衝液：20 mM Na2HPO4、0.5 M NaCl、500 mM イミダゾール、pH 7.4 

・キンギョ用リンガー液：125 mM NaCl、2.6 mM KCl、10 mM HEPES、pH 7.4 

・50 mM 炭酸緩衝液：15 mM Na2CO3、35 mM NaHCO3、pH 9.6 

・反応停止液：1 N塩酸、0.6 N硫酸 

・NET：150 mM NaCl、5 mM EDTA、50 mM トリス塩酸緩衝液、0.05% v/v  

Triton X-100 

・NETG：0.25% w/vゼラチン/ NET 

 

供試魚はスイホウガンを使用した。スイホウガンは愛知県弥富市の株式会社

ミワより購入し、中和剤を加えて残留塩素を中和した水道水を用いて水温 20 
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25°Cで飼育した体長約 610 cm、体重約 1530 g、水泡の大きさが約 12 cm

の個体を用いた。 

 

III-1-2. 抗原タンパク質 EGFP発現 

当研究室で構築した pCold TF-HRV3C-EGFP プラスミドを用いて、

TF-EGFP タンパク質の発現および精製を行い、さらに精製した TF-EGFP を

HRV3Cプロテアーゼ処理によって TFタグを切り離し、EGFPタンパク質を精

製した。まず、タンパク質発現用大腸菌 origami 株を形質転換し、LB-アンピシ

リン寒天培地に塗抹して 37°Cで一晩培養した。生成したコロニーから LB-アン

ピシリン液体培地に植菌し、37°C、130 rpmで振盪培養した。波長 600 nmの

吸光度が 0.40.5に達したところで速やかに 15°Cに急冷し、IPTGを終濃度 0.1 

mMとなるよう添加して 15°C、120 rpm、24時間振盪培養して TF-EGFPタン

パク質の発現を誘導した。誘導後、菌体を 4°C、5000×g、10分間遠心分離して

回収後、予冷した PBSを用いて３回洗浄することで、残留した液体培地成分を

除去した。 

続いて、Ni結合バッファーを加え、微量超音波細胞破砕機（MICROSON XL 

2000、MISONIX）を用いて OUT PUT 2.5の条件で１時間、氷上で菌体を破砕

した。この菌体破砕液を 4°C、15000×g、30 分間遠心分離して上清を回収し、

再び 4°C、15000×g、20 分間遠心した。遠心後の上清を 0.45 µm フィルター

（ADVANTEC）を用いて夾雑物を除去して大腸菌発現 TF-EGFP抽出液とした。 

 得られた大腸菌発現 TF-EGFP抽出液を、ペリスタポンプ（Bio Rad）を用い

てHis Trap HPカラム（5 ml、GE Healthcare）に供し、Ni結合バッファーを

用いて洗浄および平衡化した。次に、低圧クロマトグラフィー（AKTAprime plus）

を使用して、Ni 結合バッファーおよび Ni溶出バッファーにより、Ni 結合タン
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パク質の溶出を行った。この溶出画分を 100K 限外濾過膜（アミコン）を用い

て濃縮した後 SDS-PAGEに供し、CBB染色および抗His抗体（GE Healthcare）

を用いたウェスタンブロットを行い、TF-EGFP の精製を確認した。すなわち、

SDS-PAGEに供した後、iBlot Gel Transfer system（Invitrogen）を用いてPVDF

膜に転写し、NETGで１時間ブロッキングした。その後、抗 GFP抗体（MBL）

を NETG で 10000 倍希釈し、室温にて１時間振盪して、あるいは 4°C で一晩

静置して一次抗体反応を行った。一次抗体反応後、NETを用いて５分間振盪し

て洗浄を３回行い、抗マウス IgG HRP標識抗体（Cell Signaling）を NETで

20000 倍希釈し、室温にて１時間振盪して二次抗体反応を行った。二次抗体反

応後、NET を用いて 15 分間の洗浄を３回行った。Pierce Western Blotting 

Substrate Plus（Thermo scientific）を用いて化学発光させ、CCD カメラ（Light 

Capture II、ATTO）で検出した。 

 さらに、精製した TF-EGFP タンパク質を HRV3C プロテアーゼで 4°C、２

日間処理した。HRV3C処理後、Hi Trap HP （1 ml、GE Healthcare）に供し、

Ni 結合バッファーで洗浄しながら Ni カラム非吸着画分を回収した。次いで Ni

溶出バッファーで Niカラム吸着画分の溶出を行った。このカラム非吸着画分を

SDS-PAGEに供し、CBB染色および抗 GFP抗体を用いたウェスタンブロット

による EGFPの精製確認をした。 

 

III-1-3. 免疫試験 

 免疫試験については、抗原 EGFP の代わりにキンギョ用リンガー液を投与す

る対照区Ａ（個体番号：ctl-1、ctl-2、ctl-3）と、１回あたりの EGFP 投与量が 100 

µgである試験区Ｂ（個体番号：g100-1、g100-2、g100-3）、10 µgである試験区Ｃ

（個体番号：g10-1、g10-2）および 1 µgである試験区Ｄ（個体番号：g1-1、g1-2、
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g1-3）の４試験区を設けた。抗原の投与および水泡液採取には、27 G 注射針（テ

ルモ）および 1 ml シリンジ（テルモ）を用いた。抗原投与は、初回投与（０日

目とする）から７日後および 14日後に行い、合計３回免疫を行った。初回投与

時のみ 1 ml シリンジおよび 18 Gの試薬混合針（三商）を用いてオイルベース

をアジュバントとして抗原 EGFP 溶液と体積比 1：1 で混合し、油中水型エマ

ルジョン化したものを接種し、２回目以降はタンパク質溶液のみを注入した。

水泡液の採取は、抗原投与前、各抗原投与３日後（初回抗原投与から３日後、

10日後、17日後）および７日後（初回抗原投与から 7日後、14日後、21日後）

に行った。水泡液は、採取直後に 4°C、1500×g、10分間遠心分離して上清を回

収し、－80°Cで凍結保管した。 

 

III-1-4. ELISA法による EGFP特異的抗体の検出 

 免疫したスイホウガンの水泡液中の抗原特異的な抗体産生の有無を確認する

ため、サンドイッチ ELISA 法による検出を行った（Fig. III-1）。すなわち、96

穴プレート（MAXISORP NUNC-IMMUNO PLATE）に炭酸緩衝液で 100倍希

釈した水泡液サンプルを 100 µl/well 分注し、4°C で一晩静置して固相化した。

固相化後、PBST 200 µl/wellで２回洗浄した後、１％ w/v BSA/PBSを 200 

µl/well 分注し、25°Cで２時間静置してブロッキングを行った。ブロッキング後、

PBST 200 µl/wellで２回洗浄し、Can Get Signal Solution 1（TOYOBO）で

10 ng/well となるように希釈した抗原タンパク質 EGFPを 100 µl/well 分注し、

25°C で２時間静置した。PBST 200 µl/well で２回洗浄後、Can Get Signal 

Solution 1で 5000倍に希釈した抗GFP ウサギ IgG抗体を一次抗体として 100 

µl/well 分注し、25°Cで２時間静置した。PBST 200 µl/wellで２回洗浄後、Can 

Get Signal Solution 2（TOYOBO）で 20000 倍に希釈した抗 rabbit IgG HRP
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標識抗体を二次抗体として 100 µl/well 分注し、25°Cで１時間静置した。PBST 

200 µl/well で４回洗浄した後、室温に戻した TMB 基質（SurModics）を 100 

µl/well 分注し、室温で 30分静置して反応させた。反応停止液を 100 µl/well 加

えて反応を停止させ、プレートリーダーで波長 450 nmの吸光度を測定した。 

 

 

 

Fig. III-1. サンドイッチ ELISA 法の概略図 

ELISA用プレートに固相化抗体として免疫したスイホウガンの水泡液を固相化

し、次に抗原となる EGFP、抗 GFP 抗体、抗ウサギ IgG HRP 標識抗体、TMB基

質の順に反応させた。 
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III-2. 実験結果 

III-2-1. 抗原タンパク質 EGFP発現  

 TF-EGFP の大部分は可溶性画分に発現していたため、可溶性画分を Ni カラム

にて精製を行った。溶出した Ni カラム吸着画分を SDS-PAGEに供してタンパク

質を分離し、CBB染色およびウェスタンブロットにて精製確認をした結果をFig. 

III-2に示した。 

 

              A               B 

 

Fig. III-2. 抗原タンパク質 TF-EGFPの発現および精製確認 

(A) CBB染色および(B) 抗 GFP 抗体を用いたウェスタンブロット。レーン M, プ

レステインドマーカー; レーン 1, Niカラム精製前可溶性画分; レーン 2, Niカラ

ム吸着画分。TF-EGFP の推定分子量は約 75 kDa。 
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次いで、精製した TF-EGFP を HRV 3C プロテアーゼ処理後、再度 Ni カラムを用

いて精製し、Ni非結合タンパク質画分およびNi結合タンパク質画分に分離した。

両画分を SDS-PAGE に供し、CBB染色およびウェスタンブロットを行った結果

を Fig. III-3に示した。HRV3C 処理後の Ni カラム非吸着画分において EGFP が

精製されたことが確認できたため、抗原タンパク質溶液としてⅢ-1-3 免疫実験に

使用した。 

 

            A               B 

 

Fig. III-3. 抗原タンパク質 EGFP精製確認 

（A）CBB染色および（B）抗 GFP 抗体を用いたウェスタンブロット。目的タ

ンパク質 EGFP の分子量の位置（約 27 kDa）を黒矢印で示した。レーン M, プ

レステインドマーカー; レーン 1, HRV3C 処理前 TF-EGFP; レーン 2, HRV3C 処

理後 Ni カラム吸着画分; レーン 3, HRV3C処理後 Niカラム非吸着画分。 
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III-2-2. ELISA法による抗原特異的抗体の検出 

初回抗原投与から 21日目までの個体死亡率は、対照区 Aで 33%（３尾中１尾

死亡）、試験区Ｂ（EGFP 100 µg免疫区）は 33%（３尾中１尾死亡）、試験区Ｃ（EGFP 

10 µg免疫区）は 0%（２尾共に生存）、試験区Ｄ（EGFP 100 µg免疫区）は 0%

（３尾すべて生存）となった。対照区Ａおよび試験区Ｂの死亡個体は３回免疫

後に死亡した。 

全ての試験区において抗原投与前、免疫２回目３日後および免疫３回目３日

後に採取した水泡液をサンプルとして、サンドイッチ ELISA法による EGFP 特

異的抗体の検出を行った結果を Fig. III-4に示した。抗原 EGFP を 100 µg/回投与

した試験区Ｂでは、全ての個体において免疫前と比較して免疫後の全ての水泡

液で顕著に値の増加が確認された。試験区Ｃ（EGFP 10 µg/回投与）では、抗原

投与前と比較して免疫回数を重ねるごとに値の微弱な増加が見られたが、試験

区Ｄ（EGFP 1 µg/回投与）と対照区Ａでは有意な値の増加は見られなかった。 

 また、対照区Ａおよび試験区Ｂにおいて、抗原投与前、各抗原投与から３日

後および７日後に採取した水泡液をサンプルとして、サンドイッチ ELISA法を

用いて経時的な抗体量の変化について調べた結果を Fig. III-5 に示した。EGFP

を 100 µg/回投与した試験区Ｂにおいて、免疫回数を重ねるごとに徐々に抗体価

の増強が確認された。特に個体 g100-3においては、免疫後の水泡液において他

の２尾に比べて高い値が検出されたが、死亡により免疫３回目７日後の水泡液

は得られなかった。また、免疫１回目および免疫２回目の３日後サンプルの値

よりも、７日後サンプルの値が低くなる傾向が見られた。 
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Fig. III-4. サンドイッチ ELISA 法による EGFP特異的抗体の検出 

リンガー液を接種した対照区Ａ（個体番号：ctl-1 ctl-3）、精製 EGFP を１回あ

たり 100 µg接種した試験区Ｂ（個体番号：g100-1 g100-3）、10 µg 接種した試験

区Ｃ（個体番号：g10-1 g10-3）および 1 µg 接種した試験区Ｄ（個体番号：g1-1 

g1-3）における測定値を示した。青色バーは初回免疫前、緑色バーは免疫２回目

３日後、赤色バーは免疫３回目３日後に採取した水泡液を使用した。エラーバ

ーは標準偏差を示した。 
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Fig. III-5. サンドイッチ ELISA 法による経時的な抗体生産量の検出 

リンガー液を接種した対照区Ａ（個体番号：ctl-1 ctl-3）および精製 EGFP 100 

µg/回を接種した試験区Ｂ（個体番号：g100-1 g100-3）における測定値を示し

た。エラーバーは標準偏差を示した。図の下部には初回抗原投与からの日数を

示した。０日目サンプルは初回抗原投与前に採取した水泡液を用いた。初回抗

原投与（０日）から７日後および 14日後に追加免疫を行った。 
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III-3. 考察 

 

 サンドイッチ ELISA法を用いて抗原特異的な抗体の検出を行った結果、

EGFPを 100 µg/回接種した試験区Ｂ（個体番号：g100-1 g100-3）の全ての個

体において免疫前に比べ免疫後に顕著な値の増加が見られたことから、試験区

Ｂの個体において個体差はあるものの抗原 EGFP特異的な抗体が産生されてい

ることが確認された（Fig. III-4）。試験区Ｂでは、個体差はあるが１回目の免疫

後よりも、２回目、３回目の免疫を行うことで抗原特異的な抗体の生産量が増

強される傾向が見られた。第 II章の実験では、100200 µg の EGFP-Hisをオ

イルベースのアジュバントと混合して 14 日間隔で免疫したサンプルを用いて、

ドットブロット法を用いた検出により、初回免疫から 42日後の一部の個体の水

泡液において抗原特異的な抗体の産生が確認されている。本研究では、100 µg

精製 EGFPを７日間隔で免疫した試験区Ｂにおいて、最短で初回抗原投与から

３日後という短期間で抗原特異的な抗体が産生されることをELISA法による検

出を用いて確認できたことから、サンドイッチ ELISA法は極めて高い感度で抗

原特異的な抗体の検出が可能であることが明らかとなった。EGFPを 10 µg/回

接種した試験区Ｃについては免疫による測定値の増加が微弱であるため、抗原

特異的な抗体ができている可能性はあるがその量は非常に少ないと推定された。

抗原特異的な抗体の産生の有無を明確にするには、追加の免疫を行うか、１回

あたりの免疫抗原量を増やす必要がある。以上のことから、本実験で行った検

出方法を用いた場合、23週間で抗原 EGFPに特異的な抗体を得るために必要

な抗原投与量は、２回あたり 10100 µgの間にあると推定された。 

本章において、ELISA 法を用いることで検出感度の向上はできたが、水泡液

を固相化するサンドイッチ法では、検出するために抗原に対する市販抗体が必
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要である。しかしながら、スイホウガンを免疫動物として用いた研究の最終目

標は、有用な市販抗体の無い分子に対する抗体作製であり、そのためにはスイ

ホウガンの産生した抗体そのものを直接検出する抗体が必要不可欠である。し

たがって次章では、まずキンギョ Igのクローニングを行い、得られた遺伝子配

列情報を参考にして抗キンギョ IgM抗体の作製を行った。 
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第 IV章 抗 gIgM重鎖抗体の作製 

 

 本章では、キンギョ抗体の詳細について今まで解明されていなかったため、

スイホウガンから gIgM 重鎖（gIgH）遺伝子のクローニングを行った。次いで、

得られた配列情報をもとにウサギを用いて抗 gIgH抗体の作製を行った。さらに、

水泡液から精製した gIgM を使用して、水泡液中の gIgM 量についても調べた。 

 

IV-1. 実験方法 

IV-1-1. 実験材料および試薬 

以下の各項目において、特に記載がない場合、試薬は全て和光純薬工業株式

会社の製品を使用した。また、実験を行うにあたり以下の試薬を調製した。 

 

・LB-アンピシリン培地：LB培地 Lennox（ナカライテスク）、終濃度 100 µg/ml

アンピシリンナトリウム 

・PBS： 137 mM NaCl、2.7 mM KCl、8 mM Na2HPO4、1.5 mM KH2PO4、pH7.4 

・PBST：0.1% v/v Tween20/ PBS 

・Ni結合緩衝液：20 mM リン酸緩衝液、8 M 尿素、1 M NaCl、20 mM イミダゾ

ール、pH7.4 

・Ni 溶出緩衝液：20 mM リン酸緩衝液、8 M 尿素、1 M NaCl、500 mM イミダ

ゾール、pH7.4 

・NET：150 mM NaCl、5 mM EDTA、50 mM トリス塩酸緩衝液、0.05% Triton X-100 

・NETG： 0.25 w/vゼラチン/ NET 

・50 mM 炭酸緩衝液：15 mM Na2CO3、35 mM NaHCO3、pH 9.6 

・反応停止液：1 N塩酸、0.6 N硫酸 
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・MES 結合緩衝液：50 mM MES、pH 6.0 

・MES 溶出緩衝液：50 mM MES、1.0 M NaCl、pH 6.0 

・ゲル濾過用緩衝液：50 mM リン酸緩衝液、0.15 M NaCl、pH 7.8 

 

供試魚はスイホウガンを用いた。スイホウガンは愛知県弥富市の株式会社ミ

ワより購入し、中和剤を加えて残留塩素を中和した水道水を用いて水温 2025°C

で飼育した体長約 610 cm、体重約 1530 g、水泡の大きさが約 12 cm の個体を

用いた。 

 

IV-1-2. キンギョ水泡液および血液中の細胞の観察 

スイホウガンの水泡より、1 ml シリンジ（テルモ）および 27 G注射針（テル

モ）を用いて水泡液を 1 ml 採取した後、4°C、1000×gで 10分間遠心分離して上

清を回収し、沈殿を回収した上清 10 µl で再懸濁した。これをスライドガラスに

滴下して乾燥固定した標本を作製した。また、30 mg/ml ヘパリンナトリウムで

ヘパリン処理した器具を用いて血液を採取し、これをスライドガラスに滴下し

て塗抹して乾燥固定した標本を作製した。これらの標本をメイグリュンワルド

染色液に３分間浸し、次いで 1/15 M リン酸緩衝液（pH 6.4）に３分間浸した後、

ギムザ染色希釈液に 20分間浸した。水道水の溜まり水で洗浄して風乾燥後、顕

微鏡で観察した。 

 

IV-1-3. gIg 重鎖のクローニング 

スイホウガンの脾臓および腎臓を切り出し、QIAzol Lysis Reagent（QIAGEN）

を用いて全 RNA を抽出した。これを DNase I（タカラバイオ）処理してゲノム

DNA を分解し、QIAzol Lysis Reagent を用いて精製した。精製した全 RNA は

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit（ロシュ）を用いて逆転写して cDNA
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を合成し、gIgH をクローニングするための鋳型として用いた。cDNA 合成に使

用したプライマーはキット付属のものではなく、オリゴ dTアダプタープライマ

ーを使用した(Fig. IV-1, Table IV-1)。スイホウガンの脾臓および腎臓から合成し

た４種類の cDNA を鋳型として、3’RACE を行った。まず、DNA ポリメラーゼ

に KOD plus ver.2（TOYOBO）を用いて PCR を行い、gIgH の一部をコードして

いる遺伝子断片を増幅した（Table IV-2）。プライマーは、センス鎖縮重プライ

マーおよびオリゴ dTアダプタープライマーと相同なアンチセンス鎖プライマー

を用いた。縮重プライマーは IgH可変領域の FR でキンギョおよびゼブラフィッ

シュ、コイのコイ科３種間においてよく保存されている配列と相同なプライマ

ーを用いた（Fig. IV-1）。増幅した遺伝子断片は 1.5％アガロース（Agarose S）ゲ

ル電気泳動で分離し、臭化エチジウムで染色して確認した。PCR 産物のうち約

1600 bpをWizardⓇ SV Gel and PCR Clean-Up System（プロメガ）を用いて精製し

た。精製した遺伝子は Sfi I（タカラバイオ）を用いて制限酵素処理し、pCold TF 

DNA（タカラバイオ）から作製した pCold-EGFP（Sfi I CB）の Sfi Iサイトに DNA 

Ligation Kit（タカラバイオ）を用いて組込んだ。作製したプラスミドの塩基配列

は、CEQ2000 DNA Analysis System（Beckman）を用いた DNAシークエンシング

反応および GENETYX（ソフトウェア開発）によって確認した。PCR およびシ

ークエンス解読に用いたプライマーは Table IV-1に示した。 
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Fig. IV-1. cDNA合成用および 3’RACE 用プライマー 

cDNA合成用オリゴ dTアダプタープライマー（Sfi IB_dT）およびこれと相同な

3’RACE 用アンチセンス鎖プライマー（RT_1D）、3’RACE 用センス鎖縮重プラ

イマー（gIgH_rest1U）のアニーリング位置を模式図に示した。キンギョおよび

ゼブラフィッシュ、コイの IgH 可変領域の FR の配列を相同性検索し、よく保

存されていた配列を上に示した。黒枠は相同な塩基配列を示した。これと相同

な塩基配列を 3’RACE 用センス鎖プライマーとして用いた。W＝A or T、D＝T or 

A or G、Y＝C or T 
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Table IV-1. cDNA合成および 3’RACE、シークエンス用プライマー 

用途 プライマー名 5'           配列          3' Tm値 

cDNA合成  Sfi IB_dT ACTCTGATTCTCTTGTCCTTGTTGGccgaggcggcc(t20) 58.8 

3'RACE RT_1D ACTCTGATTCTCTTGTCCTTGTTGG 58.8 

  gIgH_rest1U aaaaaaggccattctggccACACWGCTGTDTATTAYTGYGC 60.4 

シークエンス gIgH_1U CAACGTGCAACCGTGTACTTAAC 58.7 

 
gIgH_2U TGATAAGAACAACATCGCAGAGAC 57.1 

 
gIgH_3U CAGTGTTCAGTTGTGTCGTGTATC 58.8 

 
gIgH_1D CATTCTTCCACTTGGAATCATTAAC 55.6 

 
gIgH_2D AAGGGAGGGAGGCACTATTTG 58.5 

 
gIgH_3D ACGGTTGCACGTTGATCTGG 58.4 

 
gIgH_4D ATTTGAAGCTTCGCACTTGTATGG 57.1 

  gIgH_5D TGACATACCCAGAAGAATCAGGAG 58.8 

RT：逆転写（Reverse Transcription）、rest：制限酵素（restriction enzyme） 

U：Up side；D：Down side 

 

 

 

Table IV-2. 3’RACE PCR反応条件 

KOD Plus ver.2（TOYOBO） 5 本分 （µl） 
    

10×KOD Plus ver.2 Buffer 5.0   
    

25 mM MgSO₄ 3.0 
     

2.0 mM each dNTP mix 5.0 
  

温度 時間 Cycle 数 

10 µM PrimerF 1.5 
  

95°C 2 min 
 

10 µM PrimerR 1.5 
  

98°C 10 sec 

40 Cycles 0.1 µg/µl cDNA 5.0 
  

58°C 30 sec 

KOD Plus ver.2（1 U/µl） 1.0 
  

68°C 2.5 min 

H2O 28.0 
  

68°C 10 min 
 

Total 50.0   
 

4°C ∞ 
 

PrimerFには gIgH_rest1U、PrimerRには RT_1Dを用いた。 

5 本分を調整後、10 µl ずつに分注して PCR反応を行った。F：Forward、R：Reverse 
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 次いで、スイホウガンの腎臓から合成した１種類の cDNA を用いて 5’RACE

を行った。まず、cDNA を IllustraTM MicroSpin S-400 HR Column（GE Healthcare）

を用いて精製した。精製した cDNAは 3’末端に、5’末端がリン酸化、3’末端がア

ミノ化されたアダプターオリゴヌクレオチド（Fig. IV-2, Table IV-3）を T4 RNA 

ligase（タカラバイオ）を用いて 15°C で 18 時間反応させて結合した。これを    

フェノール／クロロホルム抽出により反応停止させ、アダプターを結合した

cDNAはさらに IllustraTM MicroSpin S-400 HR Column を用いて精製した。得られ

たアダプター付加 cDNA を鋳型として、DNA ポリメラーゼに KOD plus ver.2

（TOYOBO）を用いて PCR を行い、キンギョ IgH 全長をコードしている遺伝子

断片を増幅した（Table IV-4）。プライマーは、アダプターオリゴヌクレオチド

配列と相補的なセンス鎖プライマーおよびgIgHの3’UTRと相補的なアンチセン

ス鎖プライマーを用いた（Fig. IV-2）。増幅した遺伝子断片は 1.5% アガロース

（Agarose S）ゲル電気泳動で分離し、臭化エチジウムで染色して確認した。PCR

産物のうち約 2000 bp をWizardⓇ SV Gel and PCR Clean-Up System を用いて精製

した。精製した遺伝子は Sfi Iを用いて制限酵素処理し、pXI-EGFP プラスミドか

ら作製した pzef1a0.5kproIn-EGFP(Sfi I CB)(i)ベクターの Sfi I サイトに DNA 

Ligation Kitを用いて組込んだ。作製したプラスミドの塩基配列は、CEQ2000 DNA 

Analysis Systemを用いたDNAシークエンシング反応およびGENETYXによって

確認した。PCR に用いたプライマーは Table IV-3 に示した。また、塩基配列の

決定には 3’RACEと同様のプライマーを用いた。 
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Fig. IV-2. アダプターおよび 5’RACE 用プライマー 

アダプターオリゴヌクレオチド（5’RACE_ Sfi IC）の結合部およびこれと相補的

な 5’RACE用センス鎖プライマー（5’RACE_1U）、5’RACE用アンチセンス鎖プ

ライマー（gIgH_rest3D）のアニーリング位置を模式図に示した。“P”はリン酸基、

“amino”はアミノ基を示した。3’RACEによって得られた gIgH 3’UTR の配列を相

同性検索し、よく保存されていた配列を上に示した。黒点枠は相同な配列を示

した。これと相補的な配列を 5’RACE 用アンチセンス鎖プライマーとして用い

た。 
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Table IV-3. アダプターおよび 5’RACE 用プライマー 

用途 プライマー名 5’                配列              3' Tm値 

アダプター  5’RACE_Sfi IC 
P-GGCCAGAATGGCCCAACTCACTTCTGTCAGATC 

GATACATGAGCAC-amino 
  

5'RACE 5’'RACE_1U GTGCTCATGTATCGATCTGACAGAAGTGAGTTG 64.3 

  gIgH_rest3D 
ttttttggccgaggcggccTGCTTTGTTTCTTTTTTATTAGT 

ATTTTCC 
53.7 

 

 

 

Table IV-4. 5’RACE PCR反応条件 

KOD Plus ver.2（TOYOBO） 5本分 （µl） 
    

10×KOD Plus ver.2 Buffer 5.0    
    

25 mM MgSO₄ 3.0  
     

2.0 mM each dNTP mix 5.0  
  

温度 時間 Cycle 数 

10 µM PrimerF 1.5 
  

95°C 2 min 
 

10 µM PrimerR 1.5  
  

98°C 10 sec 

40 Cycles 0.1 µg/µl cDNA+アダプター 5.0  
  

54°C 30 sec 

KOD Plus ver.2（1 U/µl） 1.0  
  

68°C 2.5 min 

H₂O 28.0 
  

68°C 10 min 
 

Total 50.0    
 

4°C ∞ 
 

PrimerFには 5’RACE_1U、PrimerRには gIgH_rest3Dを用いた。 

5 本分を調整後、10 µl ずつに分注して PCR反応を行った。 
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IV-1-4. 抗 gIgM重鎖抗体の作製 

IV-1-4-1.  pET22b(+)-gIgH CH3 プラスミド作製 

 キンギョ腎臓から cDNA を作製した gIgM 重鎖（gIgH）CH3 ドメイン（Fig.  

IV-10 赤枠部分）を pET22b(+)ベクター（Novagen）にサブクローニングして、

pET22b(+)-gIgH CH3 プラスミドを構築した。すなわち、gIgH CH3 遺伝子領域を

増幅するために、制限酵素 Nco I および Xho I 認識配列を持つプライマー

（NcoI_gIgH CH3_F プライマー： 5’- aaaaaccatggatGATATTGATGTTCAAAT 

AGTGCC-3’および gIgH CH3_XhoI_R プライマー：5’- tttttctcgagATTTTCTCT 

GACGAACTTGGTC-3’）を用いて PCR を行った。pET22b(+)（Novagen）ベクタ

ーと精製した増幅産物を制限酵素処理に供し、DNA Ligation Kit を用いて gIgH 

CH3遺伝子を pET22b(+) ベクターにサブクローニングし、pET22b(+)-gIgH CH3

プラスミドを構築した。作製したプラスミドの塩基配列は、CEQ2000 DNA 

Analysis System を用いて DNA シークエンシング反応を行い、塩基配列は

GENETYXによって確認した。 

 

IV-1-4-2. 抗原 gIgH CH3-His タンパク質発現とウサギへの免疫 

IV-1-4-1で構築した pET22b(+)-gIgH CH3 のタンパク質発現用プラスミドで大

腸菌 BL21（DE3）株を形質転換し、LB-アンピシリン寒天培地に塗沫し、37°C

で一晩培養した。プレ培養として生成したコロニーを LB-アンピシリン液体培地

に植菌し、37°C で一晩振盪培養した。次に、プレ培養液を LB-アンピシリン液

体培地にそれぞれ添加し、37°C で振盪培養した。波長 600 nm の吸光度が 0.40.5

に達したところで IPTG を終濃度 100 µM となるように添加し、さらに 37°C で

時間振盪しながら発現誘導した。 誘導終了後、4°C、5000×gで 10分間遠心して

菌体を回収し、PBS を加え微量超音波細胞破砕機（MICROSON XL 2000；
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MISONIX）を用いて OUT PUT 4 の条件で 30 分間、氷上で菌体を破砕した。菌

体破砕後、4°C、1000×g で 3 分間遠心し、上清のみをさらに 4°C、15000×g、40

分間遠心した。上清を捨て、沈殿に 20 ml の Ni 結合緩衝液を加え、氷上でソニ

ケーションして懸濁させ、4°C で一晩反応させて不溶性タンパク質を可溶化した。

次に、4°C、15000×g、40分間遠心分離して上清を採取した。 大腸菌培養液から

抽出した可溶化したタンパク質を 0.45 µm フィルターでろ過した後、Ni 結合緩

衝液によって平衡化した Ni Sepharose HP column（GE Healthcare）に流速 1 ml/min

で供した。５％Ni 溶出緩衝液/ Ni 結合緩衝液で洗浄および平衡化後、Ni カラム

に結合したタンパク質を 100% Ni 溶出緩衝液によって溶出させた。溶出したタ

ンパク質を Amicon Ultra（10 k、Merck Millipore）によって 4°C、5000×g、1時間

の条件で限外濾過し濃縮した。 限外濾過後のタンパク質を、リン酸緩衝液で平

衡化した Hi Load 16/600 Superdex 200 pg（GE Helthcare）に流速 0.1 ml/min で分

画した。分画後のタンパク質を Amicon Ultra 10Kによって 4°C、5000×g、1時間

の条件で限外濾過して濃縮した後、Bradford 法を用いてタンパク濃度を測定した。

その後、SDS-PAGE（17.5%ゲル）に供し、CBB染色とウェスタンブロットを行

って精製した gIgH CH3-His タンパク質の確認を行った。すなわち、SDS-PAGE

後、iBlot Gel Transfer system（Invitrogen）を用いて PVDF膜に転写し、NETGで

１時間ブロッキングした。その後、抗 His 抗体（GE Healthcare）を NETGで 5000

倍希釈し、室温にて１時間振盪して一次抗体反応を行った。NET を用いて 5 分

間振盪して洗浄を３回行い、抗マウス IgG HRP 標識抗体（Cell Signaling）を NET

で 15000倍希釈し、室温にて 45分間振盪して二次抗体反応を行った。NETを用

いて 15分間の洗浄を３回行った。Pierce Western Blotting Substrate Plus（Thermo 

Scientific）を用いて化学発光させ、CCDカメラ（Light Capture II、ATTO）で検

出した。 
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精製した gIgH CH3-His タンパク質を株式会社バイオシーラムに送付し、ウサ

ギに免疫した。免疫方法は、ウサギの皮内に 0.3 mgの精製 gIgH CH3-His タンパ

ク質を FCA（Freund’s Complete Adjuvant）とともに２週間間隔で合計５回免疫し

た。血清のサンプリングは免疫前、免疫４回目１週間後（試採血）、免疫５回目

１週間後の合計３回行った。 

 

IV-1-5. 水泡液および血清中の gIgM検出 

IV-1-4で作製した抗体の反応性を調べるために、キンギョ水泡液、キンギョ血

清、コイ血清、ゼブラフィッシュ血清を SDS-PAGE（12.5%ゲル）に供し、CBB

染色と免疫したウサギ血清を用いたウェスタンブロットを行った。 すなわち、

SDS-PAGE後、iBlot Gel Transfer system（Invitrogen）を用いて PVDF 膜に転写し、

NETGで１時間ブロッキングした。その後、ウサギ血清を NETG で 5000倍希釈

し、室温にて１時間振盪して一次抗体反応を行った。NET を用いて５分間振盪

して洗浄を３回行い、抗ウサギ IgG HRP 標識抗体（Cell Signaling）を NET で

15000 倍希釈し、室温にて１時間振盪して二次抗体反応を行った。NET を用い

て 15分間の洗浄を３回行った。Pierce Western Blotting Substrate Plus を用いて化

学発光させ、CCDカメラで検出した。 

 

IV-1-6. ウサギ血清からの抗 gIgM抗体の精製 

IV-1-4 の免疫で得られた gIgH CH3-His 免疫後のウサギ血清から抗 gIgM ウサ

ギ IgGポリクローナル抗体の精製を試みた。PBS で平衡化した HiTrap protein A 

HP（1 ml、GE Helthcare）カラムに 1 ml のウサギ血清を添加した。次いで、5 ml

の PBS でカラムの非吸着分子を一次洗浄した。また同様に、二次洗浄液（50 mM 

リン酸緩衝液、1.5 M NaCl、0.4 M アルギニン、pH 7.0）をカラムに通して洗浄
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し、再び PBS で三次洗浄した。洗浄後、5 ml の溶出液｛0.4 M アルギニン（free 

base）、0.1 M NaCl、pH 3.8（1M 酢酸で pH調製）｝でウサギ IgG抗体を溶出した。

溶出液の酸による IgG の変性を防ぐため、溶出画分には 1 M トリス塩酸緩衝液

（pH 9.5）を加えて pH 7.0 前後に調製した。カラム精製したサンプルを

SDS-PAGE に供し、CBB 染色およびウェスタンブロットにより検出を行い、抗

体の精製を確認した。すなわち、SDS-PAGE 後、iBlot Gel Transfer system を用い

て PVDF膜に転写し、NETGで１時間ブロッキングした。その後、抗ウサギ IgG 

HRP 標識抗体（Cell Signaling）を NETで 18000 倍希釈し、室温にて 1時間振盪

して抗体反応を行った。抗体反応後、NETを用いて 15分間振盪洗浄を３回行っ

た。Pierce Western Blotting Substrate Plus を用いて化学発光させ、CCD カメラで

検出した。 

 

IV-1-7.  水泡液中 IgMの精製 

IV-1-7-1. 硫安分画 

水泡液を 4°C で 1000×g、10分間遠心分離して上清を回収した。回収した上清

に終濃度が 20、30、40、50、および 60%になるようにそれぞれ飽和硫安を加え、

4°C で一晩塩析した。その後、4°C、15000×g、40 分間遠心分離を行った。沈殿

にはMES 結合緩衝液を加えて溶解した。上清には終濃度が 90％となるように硫

酸アンモニウムを加え、氷上で１時間塩析した後、4°C、15000×g、40 分間遠心

分離して上清を回収した。沈殿はMES 結合緩衝液を加えて溶解した。これらの

画分を SDS-PAGE（10ゲル）に供してタンパク質を分離した。飽和硫安を加え

る前の水泡液上清はコントロールとして用いた。分離したタンパク質は CBB染

色およびウェスタンブロットで確認した。ウェスタンブロットは、ゲル中のタ

ンパク質を iBlot Gel Transfer system（Invitrogen）を用いて PVDF膜に転写し、５％
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w/vスキムミルク／PBST で５分間ブロッキングした。次いで、Western BLoT 

Rapid Detect（タカラバイオ）を用いて、５％ w/vスキムミルク／PBST で

20×Dillution Buffer（タカラバイオ）を 20倍希釈、Primary AB polyclonal（anti-gIgM 

rabbit IgG；2.94 µg/µl）を 4000倍希釈、IgG Detector Solution（タカラバイオ）を

2000 倍希釈したものを用いて 30 分間反応させた。PBST で５分間振盪洗浄を５

回行った後、Pierce Western Blotting Substrate Plus に室温で５分間反応させ、CCD

カメラで化学発光を検出した。SDS-PAGE およびウェスタンブロットについて

は以降も同様の手順で行った。 

 

IV-1-7-2. イオン交換クロマトグラフィー 

サンプル中の残留硫安による塩濃度の影響を押さえるために、gIgM を含む硫

安沈殿産物を Amicon Ultra 50K（1 ml；Merck Millipore）によって、14000×gで

遠心して限外濾過により濃縮し、MES 結合緩衝液を加えて緩衝液を置換した。

得られたサンプルを低圧クロマトグラフィーシステム（AKTAprime plus）を使

用してMES結合緩衝液で平衡化した SP Sepharose FFカラム（5 ml；GE Healthcare）

に供した。MES 結合緩衝液でカラムを洗浄して非吸着画分を回収後、MES 溶出

緩衝液を 050%まで最終溶出量 100 ml になるようにリニアグラジエントで溶

出した。その後、MES 溶出緩衝液を 100に引き上げて残りのタンパク質を溶出

した。各ピーク付近を Amicon Ultra 50K（15 ml；Merck Millipore）によって 5000×g

で遠心して限外濾過により濃縮した。これを SDS-PAGE（12.5ゲル）に供して

タンパク質を分離した。得られたゲル中のタンパク質は CBB染色およびウェス

タンブロッットで確認した。 
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IV-1-7-3. ゲル濾過クロマトグラフィー 

濃縮した gIgM を含むピーク付近のイオン交換画分をゲル濾過用緩衝液で希

釈して 0.22 µm フィルター（Merck Millipore）に供した。得られたサンプルを低

圧クロマトグラフィーシステム（AKTAprime plus）を使用してゲル濾過用緩衝

液で平衡化した Hiroad 16/60 Superdex（200 pg；GE Healthcare）に供した。流速

0.2 ml/min にて 1.0 mlずつ分画し、ピークが見られた画分を Amicon Ultra 50K（1 

ml；Merck Millipore）を用いて 14000×gで遠心して限外濾過を行った。SDS-PAGE

（10%ゲル）に供してタンパク質を分離した後、CBB染色およびウェスタンブ

ロットで確認した。 

 

IV-1-7-4. 水泡液中 gIgM量の定量的検出 

 ゲル濾過精製後、gIgM を標準溶液として、未精製水泡液中の IgM 量の測定を

行った。精製 gIgM および未精製水泡液のタンパク質濃度を Qubit 2.0 フルオロ

メーター（Invitorogen）を用いて測定した。精製 IgM は 50、75、100、150、300

および 400 ng、未精製水泡液は 1.5、2、3、4および 6 µgをそれぞれ SDS-PAGE

（7.5ゲル）に供し、IV-1-6で精製した抗 gIgM ウサギポリクローナル抗体によ

るウェスタンブロットを行い、画像解析ソフト Image J（RSB）を用いて数値化

した。 

 また、ELISA 法による定量的検出の検討も行った。すなわち、96 穴プレート

（MAXISORP NUNC-IMMUNO PLATE）に 0.2、0.4、0.8、2、4、8、16 µg/well

となるように 50 mM 炭酸緩衝液で希釈した水泡液、あるいは 0.3125、0.625、1.25、

2.5、5、10、20、40、80、160 ng/well となるように 50 mM 炭酸緩衝液で希釈し

た水泡液由来精製 IgMあるいは BSA（陰性対照）をそれぞれ 100 µl/well分注し、

4°C で一晩静置して固相化した。固相化反応後、PBST 200 µl/well で３回洗浄し
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た。洗浄後、１％w/v BSA/PBS を 200 µl/well 分注して 25°C で２時間静置して

ブロッキングを行った。ブロッキング後、PBST 200 µl/well で３回洗浄し、Can Get 

Signal Solution 1（TOYOBO）で 4000倍希釈した抗 gIgM ウサギ抗体（2.94 µg/µl）

を 100 µl/well 分注し、25°C で２時間静置して一次抗体反応を行った。PBST 200 

µl/well で３回洗浄し、Can Get Signal Solution 2（TOYOBO）で 18000 倍希釈した

抗ウサギ IgG HRP 標識抗体を 100 µl/well 分注し、25°C で１時間静置して二次抗

体反応を行った。PBST 200 µl/well で５回洗浄し、室温に戻した TMB 基質

（SurModics）を 100 µl/well 分注し、室温で５分静置して反応させた。反応停止

液を 100 µl/well 加え反応を停止させ、プレートリーダーで波長 450 nm の吸光度

を測定した。 
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IV-2. 実験結果 

IV-2-1. キンギョ水泡液および血液中の細胞の観察 

 ゼブラフィッシュの細胞を参考50にしてキンギョの細胞の観察を行った結

果、キンギョ水泡液中には、血液中の細胞のうち赤血球以外の細胞が確認され、

抗体生産細胞であるＢ細胞を含むリンパ球の存在が確認された（Fig. IV-3） 

 

           A              B 

 

Fig. IV-3. メイギムザ染色 

(A) スイホウガンから採取した血液および(B) 水泡液に含まれる細胞の観察を

行った。e, 赤血球; n, 好中球; b, 好塩基球; m, 単球; l, リンパ球。スケールバー

は 10 µm を示した。 

 

 

IV-2-2. gIg 重鎖の解析 

IV-2-2-1. gIg重鎖 V領域 

 ゼブラフィッシュの V 領域の配列情報と比較して、得られた遺伝子を分類し

た結果を Fig. IV-4 に示した。各領域は Danilova らの論文を参考にした51。今

回得られた配列はそれぞれ VH1 から VH6 の６サブグループに分けることができ

ると考えられた。ただし、VH6 に分類した gf4-4 については Leader peptide が得

られなかった。各サブグループ内での相同性は約 90%と高い値を示した。 
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Fig. IV-4. gIgH V領域のアミノ酸配列比較 

得られた gIgH V領域アミノ酸配列の相同性を比較した。ドットはゼブラフィッシュの

アミノ酸配列 zf_vh114、zf_vh101、zf_vh_zeta1、ze_vh_mu2、zf_vh_mu3、zf_12-1とそ

れぞれ相同な配列を示し、ハイフンはギャップを示した。赤枠は鎖内ジスルフィド結合

を形成すると考えられる Cys、青枠は架橋を形成すると考えられる Trp、緑枠は FR2 の

C末端側に存在する特徴的な Trp を示した。また、黄色で塗りつぶした配列は FR3 の C

末端側に存在するよく保存された配列（93YYCAR97）を示した。また、各サブグループ

内での相同性の平均値をパーセント表示で示した。GenBankアクセス番号：zebrafish; 

zf_vh114 (AAK20223); zf_vh101 (AAK20219); zf_vh_zeta1, ze_vh_mu2 

(AAU06721); zf_vh_mu3 (AAU06722) ; zf_12-1 (BX510335)。 
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次いで、６サブグループ間でのアミノ酸配列のアライメント解析の結果を Fig. 

IV-5に示した。VH6 の gf4-4を除いた VH1から VH5 で比較すると、VH2の CDR2

が明らかに短くなっており V 領域全長としても最も短くなっていた。サブグル

ープ間での相同性は約 40%と低い値を示した（Table IV-5）。ドメイン内ジスル

フィド架橋を形成する Cys22 や Cys92、FR2 の上流に位置する Trp36 や末端付近

に位置する Trp47 は、Ig の構造タンパク質の主要な残基であり、よく保存され

ていた。また、FR3 の末端に存在する 93YYCAR97配列は、サブグループの違い

に関わらずよく保存されていた。さらに、今回得られた V 領域 FR2 のＣ末端に

は 42GKXLE（or V）46のよく保存された配列が確認できた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. IV-5. gIgH V領域のサブグループ間でのアミノ酸配列比較 

得られた gIgH V領域サブグループ間でのアミノ酸配列の相同性を比較した。ドットは

VH1の gf1-9と相同な配列を示し、ハイフンはギャップを示した。赤枠は鎖内ジスルフ

ィド結合を形成すると考えられる Cys、青枠は架橋を形成すると考えられる Trp、緑枠

は FR2 の C末端側に存在する特徴的な Trpを示した。また、黄色で塗りつぶした配列

は FR3 の C末端側に存在するよく保存された配列（93YYCAR97）を示した。 
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Table IV-5. gIgH V領域遺伝子のアミノ酸配列のサブグループ間相同性 

 

サブグループ 

    

 

VH1 VH2 VH3 VH4 VH5 VH6 

(%) gf1-9 gf1-2 gf1-3 gf4-6 gf1-7 gf4-4 

gf1-9 100 

     gf1-2 47.41 100 

    gf1-3 46.15 37.29 100 

   gf4-6 39.64 31.53 50 100 

  gf1-7 48.28 37.72 43.48 33.33 100 

 gf4-4 50.00 40.22 55.67 47.96 43.43 100 

 

 

 

さらに、Danilovaらの論文を参考51にして作製したサブグループ別の分子系

統樹を Fig. IV-6に示した。VH領域は主に哺乳類に存在するクループＡおよびＢ、

魚類から哺乳類まで幅広く存在するグループＣ、硬骨魚類に存在するグループ

Ｄ、軟骨魚類に存在するグループＥの６グループに分かれている。今回得られ

た６サブグループのうち VH5 以外はグループＤに、VH5 はグループＥに分類さ

れた。また、VH1は zebrafish VH1、trout VH9、catfish VH1、cod 1 とクラスターを

形成しており、cod 1 との相同性は 57.7%と低かったが、これ以外の３種類との

相同性は 74.176.5%と比較的高い値を示した。これは、キンギョ内の別のサブ

グループとの相同性よりも高い値であった。同様に、VH2は zebrafish VH4、trout 

VH2a、char、trout VH2b（相同性 60.784.8%）と、VH3は zebrafish VH5、catfish VH6

（相同性 66.782.1%）と、VH4は zebrafish VH6、trout VH10（相同性 54.467.3%）

と、VH5は zebrafish VH7、trout VH8（相同性 64.081.6%）と、VH6は catfish VH4、

trout VH6、cod 2（相同性 54.273.5%）とクラスターを形成していた。 
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Fig. IV-6. 各種 IgH 鎖 V領域遺伝子のサブグループ別の系統樹 



61 

 

ソフトウェアMEGA5 を用いて今回得られた V領域を含むサブグループ別の分

子系統樹を作成した。赤枠はキンギョを示した。goldfish 1-9＝VH1、1-2＝VH2、

1-3＝VH3、4-6＝VH4、1-7＝VH5、4-4＝VH6 

GenBank アクセス番号：axolotl 1（CAA51951）; axolotl 2（AAA16829）; axolotl 3

（CAA51954）; caiman C3（AAA49192）; carp（BAD69715）; catfish VH1

（AAA56682）; catfish VH2（AAA49332）; catfish VH3（AAA56683）; catfish VH4

（AAA56684）; catfish VH5（AAA49336）; catfish VH6（AAA56685）; catfish VH7

（AAC60142）; char（CAA04035）; chicken VH1（AAA50805）; cod 1（X76510）; 

cod 2（X76507）; cow（AAB00200）; dog（P01784）; elops 1（AAA49238）; elops 

2（AAA49240）; horned shark（AAA49326）; human VH1（CAA78173）; human VH2

（CAA78198）; human VH3（Z96969）; human VH4（CAA78234）; human VH5

（AAD00056）; human VH6（CAA78244）; mouse VH1（D14634）; mouse VH2

（AAA98612）; mouse VH3（AAA38075）; mouse VH4（X55984）; mouse VH5

（AAC04323）; mouse VH6（AAA16370）; mouse VH7（J00499）; mouse VH11

（AAB03593）; mouse VH12（AAB07381）; mouse VH14（CAA39399）; nurse shark

（AAA50817）; opossum（AAC48815）; sheep（CAA42611）; skate 1（AAA49547）; 

skate 2（AAA49546）; sturgeon VH1（CAA73715）; sturgeon VH2（CAA11055）; 

sturgeon VH3（CAA73715）; trout VH1（X92501）; trout VH2a（X81509）; trout VH2b

（X81512）; trout VH3（X81513）; trout VH4（AAA61754）; trout VH5（X81513）; 

trout VH6（X81481）; trout VH8（X81482）; trout VH9（X81504）; trout VH10

（X81508）; xenopus VH1（AAA49792）; xenopus VH2（E47624）; xenopus VH3

（AAA49851）; xenopus VH8（CAA40188）; xenopus VH9（CAA40189）; xenopus 

VH11（CAA40191）; zebrafish VH1（AAK20223）; zebrafish VH2（AAK20222）; 

zebrafish VH3（AAK20226）; zebrafish VH4（AAK20219）; zebrafish VH5

（AAU06730）; zebrafish VH6（AAU06721）; zebrafish VH7（AAU06722）。 
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IV-2-2-2. gIg重鎖 J領域 

Ｄ領域とＪ領域の境界は最も変化に富んだ CDR3 に存在し、gIgH D領域およ

び J領域のゲノム情報は解読されていないため、今回得られた遺伝子だけでは

Ｊ領域の特定はできなかった。そこで、ゼブラフィッシュのゲノム情報の IgH J

領域遺伝子配列をもとに gIgH J領域を特定した51, 52。その結果、今回得られ

た遺伝子はＪ領域において４ファミリーに分けることができると考え、それぞ

れ JH1から JH4に分類した。各ファミリー内での塩基配列のアライメント解析の

結果を Fig. IV-7に示した。最初の６塩基の相同性は 0100％と変化に富んでい

たが、残りの配列は 80.093.3％と比較的安定であった。これらの遺伝子におい

て、各ファミリー内の相同性は約 90％と高い値を示した。一方、別々のファミ

リー間の相同性は約 75％となっていた（Table IV-6）。 

 

 

  



63 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. IV-7. gIgH J領域の塩基配列比較 

得られた J 領域遺伝子塩基配列についてゼブラフィッシュとの相同性を解析した。ドッ

トはゼブラフィッシュのゲノム配列 zJmu1_gen、zJmu2_gen、zJmu3_gen、zJmu4_gen と

それぞれ相同な配列を示し、ハイフンはギャップを示した。また、各ファミリー内の相

同性の平均値をパーセント表示で示した。GenBankアクセス番号： zebrafish

（BX510335）; zJmu1_cd3（AF273902）; zJmu1_cd6（AF273900）; zJmu1_cd9（AF273901）; 

zJmu1_cd10（AF273891）; zJmu2_VH115（AF273879）; zJmu2_VH34（AF273881）; 

zJmu2_VH5r13（AF273887）; zJmu2_VH114（AF273880）; zJmu3_VH103（AF273877）; 

zJmu4_VH3（AF273883）; zJmu4_VH88（AF273885）; zJmu4_VH82（AF273888）。  
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Table IV-6. gIgH J領域遺伝子の塩基配列のファミリー間相同性 

  Family     

  JH1 JH2 JH3 JH4 

(%) gJmu1-1 gJmu2-1 gJmu3-1 gJmu4-1 

gJmu1-1 100       

gJmu2-1 70.6  100     

gJmu3-1 63.0  72.2  100   

gJmu4-1 78.4  78.4  72.2  100 

 

 

IV-2-2-3. gIg重鎖定常領域 

今回得られた遺伝子のうち gJmu1-9 の定常領域のアミノ酸配列と真骨類の

IgM 重鎖定常領域のアミノ酸配列の相同性比較を行った結果を Fig. IV-8に示し

た。gJmu1-9の定常領域の CH1から CH4およびＣ末端鎖の領域の特定は、IgM 重

鎖について以前に報告されていたアミノ酸配列のアライメントおよびタイセイ

ヨウダラ（AJ871288）、ゼブラフィッシュ（BAX510335）およびソウギョ

（GQ480796）のゲノム配列から予測されるアミノ酸配列の相同性比較をもとに

行った47-59。その結果、gJmu1-9の定常領域のアミノ酸配列の長さは 436基で、

他の魚類と近い値を示した。また、種間でよく保存されている IgM 重鎖定常領

域を構造的に支える鎖内ジスルフィド結合や架橋のような特徴的な Cys はよく

保存されていた。一方、N-結合型糖鎖修飾サイトには種が離れると変化するも

のが存在し、種の分化と同様に分子進化している部分も存在すると考えられた。

これらを踏まえた gJmu1-9 の定常領域全体のアミノ酸配列の相同性はコイと

82.9%、ソウギョと 65.8%、ゼブラフィッシュと 62.8%であった。相同性比較の

結果をもとに作成した系統樹を Fig. IV-9に示した。また、今回得られた遺伝子

のうちキンギョ IgH 全長をコードしている遺伝子の１つは 1725 塩基から成り、

575アミノ酸をコードしていた（Fig. IV-10）。 
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Fig. IV-8. IgH定常領域遺伝子のアミノ酸配列比較 
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 今回得られた遺伝子のうち gJmu1-9の定常領域と真骨類 IgH定常領域のアミノ酸配列

との相同性を比較した。上からキンギョ（Carassius auratus, gJmu1-9）、コイ（Cyprinus 

carpio, BAA34728）、ソウギョ（Ctenopharyngodon idella, ACV21057）、ゼブラフィッシュ

（Danio rerio, CAI11475）、アメリカナマズ（Ictalurus punctatus, AAA79003）、ニジマス

（Oncorhynchus mykiss, AAB27359）、タイセイヨウサケ（Salmo salar, ACN10898）、タイ

セイヨウダラ（Gadus morhua, A46538）、チャイロマルハタ（Epinephelus coioides, 

AAX78206）、トラフグ（Takifugu rubripes, BAD26619）、タイセイヨウカライワシ（Elops 

saurus, A34891）、ヨーロッパウナギ（Anguilla Anguilla, ABM87939）、カラチョウザメ

（Acipenser sinensis, ABB76105）、オオチョウザメ（Huso huso, ABB76146）、ロシアチョ

ウザメ（Acipenser gueldenstaedtii, ABB76147）、シベリアチョウザメ（Acipenser baerii, 

CAA73702）。ハイフンはギャップを示した。青字は Cys、赤字はすべての種において保

存されているアミノ酸を示した。また、黒枠は C末端鎖（C-terminal tail）、下線は N結

合型糖鎖修飾サイトを示した。“L”は L鎖と架橋を形成する Cys、“H”は H鎖同士の架

橋を形成する Cys、“Ｊ”は IgM 特有のＪ鎖を形成する Cys を示した。加えて、鎖内ジス

ルフィド結合の位置を角括弧で示した。 
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Fig. IV-9. IgH 定常領域遺伝子のアミノ酸配列の分子系統樹 

Fig. IV-8のアミノ酸配列をもとにソフトウェア MEGA4を用いて分子系統樹を

作成した。赤枠はキンギョを示した。 
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Fig. IV-10. gIgH 全長配列 

(A) 分泌型 IgM、(B) 膜型 IgM の塩基配列。今回得られた gIgH 全長をコードし

ているクローン gf1-7 の遺伝子配列を示した。紫丸は S-S 結合サイト、青枠は推

定 N 結合型糖鎖修飾サイトを示した。赤枠は抗 gIgH 抗体作製の際に抗原として

ウサギに免疫したペプチド領域を示した。上段に塩基配列、下段に一文字表記

アミノ酸配列、終始コドンは＊で示した。  

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 
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IV-2-3. 抗 gIgM抗体を用いた水泡液および血中 IgMの検出 

 クローニングにより得られた gIgH 配列（Fig. IV-10、赤枠部分）を鋳型として、

gIgMの重鎖CH3領域を pET22b(+)ベクターにサブクローニングして、pET22b(+)- 

gIgH CH3プラスミドを構築した。構築した pET22b(+)-gIgH CH3を用いて、大腸

菌による gIgH CH3-His タンパク質の発現条件を検討した結果、gIgH CH3-His の

大部分は可溶性画分に発現した。この可溶性画分を Ni カラムにて精製し、溶出

画分（Ni 結合画分）を限外濾過後、ゲル濾過アフィニティーカラムに供してサ

イズ排除により精製した。ゲル濾過アフィニティーカラム精製後のサンプルを

SDS-PAGE に供し、CBB 染色およびウェスタンブロットを行った。その結果、

pET22b(+)ベクターへサブクローニングした CH3 ドメインの推定分子量である

約 10 kDaにバンドを確認することができた（Fig. IV-11）。 

 

Fig. IV-11. gIgH CH3-His タンパク質の精製確認 

（A）CBB染色および（B）抗 His 抗体を用いたウェスタンブロット。赤矢印は

目的タンパク質の分子量（推定約 11.7 kDa）を示した。レーン M, Bench Mark 

Protein Ladder; レーン 1, 未形質転換大腸菌培養後の可溶性画分; レーン 2：遺伝

子導入大腸菌培養後の可溶性画分を Ni精製およびゲル濾過アフィニティー精製

した gIgH CH3画分。 

  

                    A           B 
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作製した抗 gIgM ウサギポリクローナル抗体を用いてウェスタンブロットを

行い、スイホウガンの水泡液、血清、コイの血清およびゼブラフィッシュ血清

中の IgM の検出を行った（Fig. IV-12）。その結果、スイホウガンの水泡液また

はキンギョ、コイ、ゼブラフィッシュ血清中の IgH と推定される大きさにバン

ドを確認することができた（Fig. IV-12Aおよび B）。さらに、コイの血清におい

ても交差反応することも確認された。一方、ゼブラフィッシュの血清において

は交差反応を示さなかった。また、抗ゼブラフィッシュ IgH 抗体を用いたウェ

スタンブロットの結果、スイホウガンおよびコイの血清とは交差反応を示さな

かった（Fig. IV-12C）。 
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  A                      B 

 

Fig. IV-12. 各種魚類血清の SDS-PAGE および抗 gIgM抗体による 

ウェスタンブロット 

(A) CBB染色、(B) 抗 gIgM 抗体を用いたウェスタンブロット、および(C) 抗ゼ

ブラフィッシュ IgM 抗体を用いたウェスタンブロット。レーン M, プレステイ

ンドマーカー; レーン G’, キンギョ水泡液 (15 μg); レーン G, キンギョ血清(15 

μg); レーン C, コイ血清(15 μg); レーン Z, ゼブラフィッシュ血清(15 μg)。 

 

 

 

  

C 
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IV-2-4. ウサギ血清からの抗 gIgM抗体の精製 

 gIgH CH3組換えタンパク質を免疫したウサギ血清から、Protein A カラムを用

いて抗 gIgM ウサギ IgGポリクローナル抗体を精製して SDS-PAGEに供し、CBB

染色およびウェスタンブロットを行った。その結果を Fig. IV-13に示した。なお、

以降の実験ではこの精製した画分を抗 gIgM 抗体として用いることとした。 

 

 A                      B 

 

Fig. IV-13. Protein A カラムによる血清からの抗 gIgM抗体精製 

(A) CBB染色および( B) 抗ウサギ IgG HRP 標識抗体を用いたウェスタンブロッ

ト。赤矢印はウサギ IgGの推定分子量を示した。レーンM1, プレステインドマ

ーカー; レーンM2, Bench Mark Protein Ladder; レーン 1, Protein Aカラム精製前; 

レーン 2,カラム非結合画分; レーン 3, 1次洗浄後画分; レーン 4, 2次洗浄後画分; 

レーン 5, 3次洗浄後画分; レーン 6, 溶出画分。 
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IV-2-5. 水泡液中 gIgMの精製 

 硫安分画の結果、水泡液由来のgIgMは40%以上の硫安濃度で沈殿が確認され、

50%の硫安濃度でほぼすべてのタンパク質が沈殿していた（Fig. IV-14）。次いで、

50%硫安画分をイオン交換クロマトグラフィーで精製した結果、塩濃度 1020%

付近に幅のあるピークが１つ検出された。このピーク画分を CBB 染色および 

ウェスタンブロットに供したところ、gIgM が含まれておていた（Fig. IV-15）。

また、非吸着画分および塩濃度 100%溶出画分には gIgM が含まれなかった。さ

らに、塩濃度 20%溶出画分をゲル濾過クロマトグラフィーで精製した結果、大

きく分けて５つのピークが確認され、このうち、No.54 のピークに精製された

gIgM が含まれていることが確認された（Fig. IV-16）。 
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A                     B 

 
Fig. IV-14. 水泡液硫安沈殿後画分における gIgM検出 

(A) 硫安沈殿１回目。左図, CBB染色; 右図, 抗 gIgM 抗体を用いたウェスタンブ

ロット。レーン 1, 20%硫安沈殿産物; レーン 2, 30%硫安沈殿産物; レーン 3, 40%

硫安沈殿産物; レーン 4, 50%硫安沈殿産物; レーン 5, 60%硫安沈殿産物; レーン

6, 硫安沈殿未処理水泡液。 

(B) 硫安沈殿２回目。左図, CBB染色; 右図, 抗 gIgM 抗体を用いたウェスタンブ

ロット。レーン 7, 20%→90%硫安沈殿産物; レーン 8, 30%→90%硫安沈殿産物; 

レーン 9, 40%→90%硫安沈殿産物; レーン 10, 50%→90%硫安沈殿産物; レーン

11, 60%→90%硫安沈殿産物。それぞれCBB染色は水泡液中タンパク質量 20 µg、

ウェスタンブロットは水泡液中タンパク質 10 µgを供与した。キンギョ IgHであ

ると考えられるバンドを赤枠で示した。レーン M, プレステインドマーカー。 
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       A              B 

 
 

Fig. IV-15. イオン交換クロマトグラフィー後画分における gIgM検出 

(A) CBB染色および(B) 抗 gIgM 抗体を用いたウェスタンブロット。gIgH と推定

されるバンドを赤枠で示した。レーンM, プレステインドマーカー; 非吸着画分, 

カラム非吸着画分; 10%, 10%MES 溶出緩衝液で溶出画分: 100%, 100%MES 溶出

緩衝液で溶出画分。 
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A 

 

 

             B              C  

 

 

Fig. IV-16. ゲル濾過クロマトグラフィー後水泡液中の gIgMの検出 

(A)クロマトグラフ。ピークの最大値を示すフラクション no.を赤矢印で示した。

青線は UV（測定値）。(B) CBB染色および(C) 抗 gIgM 抗体によるウェスタンブ

ロット。gIgM 重鎖であると考えられるバンドを赤枠、軽鎖であると考えられる

バンドを青枠で示した。フラクション no.：46、54、77、66、71。レーン M,     

プレステインドマーカー。 

 

46 

54 

66 
71 

77 
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IV-2-6. 水泡液中 gIgM量の定量的検出 

 ゲル濾過クロマトグラフィー後の水泡液由来の精製 gIgM および未精製水泡

液を供与したウェスタンブロットの結果を Fig. IV-17Aに示し、さらに Image J

（RSB）を用いて数値化した値を Table IV-7に示した。水泡液由来の精製 gIgM

において、タンパク質量に応じた光強度の変化を示した。この結果をもとに近

似曲線を算出したところ、 

ｙ=3178.2 loge(x)－9926.8 （R2 = 0.9926） 

となり検量線として用いた。水泡液の近似曲線については、きれいな直線には

ならなかったが、精製 IgM と同様にタンパク質量の増加に伴って光強度の増加

が見られた（Fig. IV-17B）。この水泡液の光強度を上記検量線の計算式をもとに

して、水泡液中に含まれる gIgM 量を推定した結果を Table IV-7に示した。 
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Fig. IV-17. ウェスタンブロットによる水泡液中の gIgMの定量的検出 

(A) 抗 gIgM 抗体を用いたウェスタンブロット。各レーンに 50、75、100、150、

300、400 ngの水泡液由来の精製 IgM および 1.5、2、3、4、6 µgの水泡液を、抗

gIgM 抗体を用いたウェスタンブロットで検出した結果を示した。(B) Image J

（RSB）を用いて(A)を数値化した。横軸は対数値で示した。 

 

 

 

Table IV-7. 水泡液中の gIgM量の推定 

 

Fig. IV-17で得られた近似曲線を元に推定された水泡液中の gIgM 量を示した。 

 

  

A 

 

 

 

B 
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IV-2-7. ELISA法を用いた水泡液由来 gIgMの定量的検出 

ELISA 法を用いて水泡液および精製 gIgM の定量の検出を行った結果を Fig. 

IV-18 に示した。水泡液を固相化した場合、固相化タンパク質量が 2 µg 以下で

は固相化量の上昇に伴って吸光度の上昇が見られたが、2 µg 以上では固相化タ

ンパク質量の上昇に対して吸光度は低下しはじめ 8 µg以上で一定となり、水泡

液中の IgM の定量的検出は行うことができなかった。一方、精製 IgM を固相化

した場合では、固相化タンパク質量が 1.25 ngから 80 ngの間で、近似曲線 

y = 0.1742 loge(x) + 0.0981（R² = 0.99） 

が算出され、定量的に検出することができた。 

 

 

 

Fig. IV-18. ELISA 法を用いた水泡液由来の精製 gIgMの定量的検出 

水泡液は 0.2、0.4、0.8、2、4、8、16 µg/well、精製 gIgM または BSA は 0.3125、

0.625、1.25、2.5、5、10、20、40、80、160 ng/well となるよう固相化して検出

した測定値を示した。エラーバーは標準偏差（n=3）を示した。 
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IV-3 考察 

 今回得られた gIgH 遺伝子は、可変領域の V 領域、J 領域ともに同一のサブグ

ループまたはファミリー内では高い相同性を示したのに対し、サブグループま

たはファミリー間での相同性は低い値を示した（Fig. IV-4および Table IV-5、Fig. 

IV-7および Table IV-6）。このことから、gIgH V領域は少なくとも６サブグルー

プ、J領域は少なくとも４ファミリーに分かれていると考えられた。V領域のア

ライメント解析の結果、種間でよく保存されており gIgH V領域において特徴的

な Cys22、Cys92、Trp36、Trp47および 90YYCAR94の配列は、キンギョ V領域に

おいてサブグループの違いに関わらずよく保存されていた（Fig. IV-5）。このこ

とから、他の種と同様に gIgH V領域においても Cys22 および Cys95 は鎖内ジス

ルフィド結合、Trp36は架橋を形成していると考えられ、Trp47および 93YYCAR97

の配列はそれぞれ FR2 および FR3 のＣ末端の構造を支える重要な役割を担って

いると考えられた。また、キンギョにおける別々のファミリー間のアライメン

ト解析の結果、V領域 FR2 のＣ末端は Trp47 だけではなく、42GKXLE（or V）46

のよく保存された配列区間が確認できた（Fig. IV-5）。このことから、この配列

区間も FR2 のＣ末端の構造を支える重要な役割を担っている可能性があると考

えられた。 

 V領域のサブグループ別の分子系統樹を作成した結果、今回得られたキンギョ

V領域の６サブグループは、VH5以外はグループＤに、VH5はグループＥに分類

された（Fig. IV-6）。これらは系統の近いものとクラスターを形成しており、ク

ラスター内ではキンギョ内の別のファミリーとの相同性よりも高い相同性を示

した。このことから、IgH V領域に存在するサブグループ間の相違は、現在まで

の種の分化によって生じた塩基配列の変化に勝るほど非常に大きいと考えられ

た。また、グループＣには硬骨魚類から哺乳類まで幅広い種が存在し、その配



82 

 

列情報は幅広い種における相同性の高さから、プローブなど多くのものに活用

されている。この幅広い種における相同性の高さは抗体生産においても有用で

あると考えられた。しかし、今回得られた遺伝子にはグループＣに分類される

サブグループは存在しなかった。ただし、同じコイ科のゼブラフィッシュにお

いてはグループＣに分類されるサブグループが存在することから、キンギョに

おいても存在する可能性があると考えられた。 

 J領域のアライメント解析の結果、C 末端側に比べてＮ末端側６塩基は変化に

富んでいた（Fig. IV-7）。このことから、キンギョ IgH J鎖において少なくとも

Ｃ末端側６塩基は CDR3 であると考えられた。また、この６塩基を除いた J領

域のＣ末端側の配列はV領域の FRの配列と比べて比較的変化が少なかった（Fig. 

IV-4、5および 7）。これは、V領域の FR が可変領域の球状ドメイン内に位置す

るのに対し、J領域のＣ末端側は球状のドメインの外の定常領域とのつなぎ目に

位置し、IgH可変領域を構造的に支える役割を担っているからであると考えられ

た。 

 作製した gIgM 抗体を用いたウェスタンブロットの結果、同じコイ科でもより

系統の近いコイとは抗原抗体反応の交差反応が起きたのに対し、ゼブラフィッ

シュとは交差反応を示さなかった（Fig. IV-12）。これは Fig. IV-9 に示した系統

樹の種の分子進化と類似した結果となった。さらに、水泡液から gIgM を精製し、

ほとんど夾雑タンパク質の存在しない gIgM サンプルを得ることができた（Fig. 

IV-16）。これは、今後の解析に用いる際に上述のような夾雑タンパク質による阻

害やバックグラウンドの影響を抑え、定量的検出を行うために有用であると考

えられた。実際に、今回確立した方法で精製した水泡液由来の精製 gIgM を供し

たウェスタンブロット法および ELISA法において、gIgM を定量的に検出するこ

とができた（Fig. IV-17 および 18）。一方、精製前の水泡液中 gIgM の検出につ
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いては、ウェスタンブロット法では濃度依存的に検出可能であったが、ELISA

法では濃度依存的に検出することができなかった（Fig. IV-18）。これは、ウェス

タンブロット法において、水泡液を SDS-PAGE に供することにより夾雑タンパ

ク質が分離され、抗原抗体反応の阻害作用が抑えられたためであると考えられ

た。この結果から、夾雑タンパク質を多く含むサンプル中の特定のタンパク質

を定量的に検出する場合には、ELISA 法よりもウェスタンブロット法が向いて

いると考えられた。ただし、ウェスタンブロット法を用いて定量的検出を行う

場合、同一条件の反応に一度に使用できるウェルの数が限られているため、検

出可能なサンプル数が限られ、標準偏差を求めることは難しいという点が弱点

となると考えられる。 

 また、今回ウェスタンブロットによって推定された水泡液中の IgM 量（Table 

IV-7）を元に試算すると、水泡液のタンパク質量あたりの IgM 含有率はおよそ

2.74.2%となった。水泡液のタンパク質濃度はおよそ 212 mg/ml と個体差が大

きいが、今回精製に用いた個体の水泡液タンパク濃度である 4 mg/ ml を元にし

て算出すると、水泡液に含まれる IgM 量は 0.1080.168 mg/ml と考えられた。IgM

濃度はヒト血清中で 0.42.0 mg/ml、サクラマス血清中では 0.62.7 mg/ml である

という報告がなされており65、血清と比較すると水泡液中の濃度は低くなって

いるが、最も低い値で比較すると４から６分の１程度であり、水泡液は採取で

きる量も多く回復もすることから、IgM を取得するにあたって問題はないと考

えられた。 
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第 V章 キンギョを用いた抗 hLGR3 抗体の作製 

 

 本章では、スイホウガンを免疫動物として、第 I章で抗原として用いた hLGR3 

LRR タンパク質についてゼブラフィッシュと同様に特異的な抗体が産生される

かどうか検討を行った。 

 

V-1. 実験方法 

V-1-1. 実験材料および試薬 

以下の各項目において、特に記載がない場合、試薬は全て和光純薬工業株式

会社の製品を使用した。また、以下の試薬を調製した。 

 

・2×YT-アンピシリン培地：終濃度 50 µg/ml アンピシリンナトリウム、1.6 Bacto 

Tripton、１％乾燥酵母エキス（ナカライテスク）、0.5％w/v NaCl、pH 7.0 

・LB-アンピシリン培地：LB培地 Lennox（ナカライテクス）、終濃度 50 µg/ml

アンピシリンナトリウム 

・PBS：137 mM NaCl、2.7 mM KCl、8 .1 mM Na2HPO4、1.5 mM KH2PO4、pH 7.4 

・Ni カラム結合緩衝液：20 mM トリス塩酸緩衝液、1.5 M NaCl、20 mM イミダ

ゾール、pH 7.4 

・Ni カラム溶出緩衝液：20 mM トリス塩酸緩衝液、0.5 M NaCl、500 mM イミ

ダゾール、pH 7.4 

・キンギョ用リンガー液：125 mM NaCl、10 mM KCl、10 mM HEPES、pH 7.4 

・TBS：20 mM トリス塩酸緩衝液、150 mM NaCl、pH 7.5 

・TBST： 0.05% v/v Tween20/ TBS 
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供試魚はスイホウガンを用いた。スイホウガンは、愛知県弥富市の株式会社

ミワより購入し、中和剤を加えて残留塩素を中和した水道水を用いて水温

2025°C で飼育した体長約 610 cm、体重約 1530 g、水泡の大きさが約 12 cm

の個体を用いた。 

 

V-1-2. 免疫抗原タンパク質 His-hLGR3 LRR発現 

pCold TF DNA（タカラバイオ）を鋳型として、制限酵素 Sma Iおよび Sfi I認

識配列を持つプライマーを用いて PCR を行い、TF領域を除いた pCold TEE ベク

ターを増幅した。同様にして、pCR4-TOPO-hLGR3 を鋳型とし、制限酵素 Sma I

および Sfi I 認識配列を持つプライマーを用いて PCR を行い、hLGR3 遺伝子の

leucine-rich region（LRR）部分の増幅をした（Fig. V-1, Table V-1）。これらの PCR

増幅産物を精製後、制限酵素 Sma Iおよび Sfi Iによって消化し、DNA Ligation Kit 

Mighty mix（タカラバイオ）を用いてライゲーションすることによって、免疫抗

原タンパク質発現用ベクターpCold TEE-His-hLGR3 LRR を構築した。作製した

プラスミドの塩基配列は、CEQ2000 DNA Analysis System (Beckman)を用いて

DNAシークエンシング反応を行い、塩基配列は GENETYX（ソフトウェア開発）

によって確認した。また、シークエンス解析に用いたプライマーを Table V-2に

示した。 
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Fig. V-1. pCold TEE-His-hLGR3 LRR 導入領域 

上段に hLGR3 の塩基配列、下段に一文字表記でアミノ酸配列を示した。 

赤枠部分は pCold ベクターへ導入した hLGR3 LRR 領域（172アミノ酸、19.3 

kDa）を示した。青文字部分は LRR-5領域、緑文字部分は７回膜貫通受容体

領域を示した。 
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Table V-1. pCold TEE-His-hLGR3 LRR ベクター作製用プライマー 

プライマー名 5' 配列 3' 

pColdTF_rest1U 
 

aaaaaaggccgcctcggccGTAATCTCTGCTTAAAAGCACAGAATC 
 

pColdTF_rest7D 
 

ttttttcccgggGTGATGATGATGATGATGCACTTTGTGATTCATG 
 

hLGR3_LRR_rest2U 
 

aaaaaacccgggTTGAGTAAAGTGACTCACATAGAAATTCG 
 

hLGR3_LRR_rest1D 
 

ttttttggccgaggcggcctcaGTGAAGGAAACTCAAGGAAAGTG 
 

 

 

 

 

Table V-2. シークエンス確認用プライマー 

プライマー名 5' 配列 3' 

pCold_1U 
 

CATATCGCCGAAAGGCACAC 
 

pColdR 
 

GGCAGGGATCTTAGATTCTG 
 

hLGR3 F416 
 

AAATGTTCCCTGACCTGACC 
 

hLGR3_F715 
 

ACTGCCCTTCCATCCAAAG 
 

 

 

 

次に、作製した pCold TEE-His-hLGR3 LRR プラスミドを用いて、タンパク質

発現用大腸菌 origami 株を形質転換し、LB-アンピシリン寒天培地に塗抹して

37°C で一晩培養した。生成したコロニーから LB-アンピシリン液体培地に植菌

し、37°C、180 rpm で６時間振盪しながら前培養した。この前培養液 1 ml をあ

らかじめ作製した 250 ml の 2×YT-アンピシリン液体培地に添加し 37°C、130 rpm 

で振盪培養した。波長 600 nm の吸光度が 0.40.5 に達したところで、速やかに

15℃に急冷して 30分間保冷した後、IPTG を終濃度が 0.1 mM となるよう添加し

て 15°C、130 rpm、24 時間振盪しながら His-hLGR3 LRR の発現誘導をした。誘

導後、菌体を 4°C、3000×g、15分間遠心分離して菌体を回収し、PBS で ２回洗

浄することで培地成分を除去した。続いて、Ni カラム結合緩衝液加え、菌微量
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超音波細胞破砕機（MICROSON XL 2000、MISONIX）を用いて菌体を破砕した

後、4°C、20000×g、30 分間遠心分離して上清を回収し、0.45 µm フィルター

（ADVANTEC）を用いて夾雑物を除去した画分を大腸菌発現タンパク質抽出液

とした。 

 この大腸菌発現タンパク質抽出液を、ペリスタポンプ（Bio Rad）を用いて Ni 

Sepharose担体（GE Healthcare）を充填した Ni カラム（GE Healthcare）に供し、

Ni カラム結合緩衝液用いて洗浄した。次に、低圧クロマトグラフィー

（AKTAprime plus）を使用して、Ni カラム結合緩衝液および Ni カラム溶出緩衝

液を用いて、まず 25 mM イミダゾール条件下で洗浄し、次いで 200 mM イミダ

ゾール条件下で Ni カラム吸着タンパク質の溶出を行った。この溶出画分を 10K

限外濾過膜（アミコン）を用いて濃縮して SDS-PAGEに供し、CBB染色および

抗 His 抗体を用いたウェスタンブロットを行った。 

 

V-1-3. 検出抗原タンパク質 TF-hLGR3 発現 

当研究室で構築した pCold TF-hLGR3 プラスミドを用いて、検出抗原タンパク

質 TF-hLGR3 の発現および精製を行った。すなわち、hLGR3 LRR 遺伝子を pCold 

TF DNA（タカラバイオ）にサブクローニングして構築したプラスミド（Fig. V-2）

を用いて、V-1-2と同様の方法で発現および精製を行った。 
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Fig. V-2. pCold TF-hLGR3 導入領域 

上段に hLGR3 の塩基配列、下段に一文字表記でアミノ酸配列を示した。 

橙枠は pCold TF-hLGR3 ベクターに導入した領域を示した（160アミノ酸、17.9 

kDa）。青文字部分は LRR-5領域、緑文字部分は７回膜貫通受容体領域を示した。 
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V-1-4. 免疫試験 

 His-hLGR3 LRR を抗原として投与する試験区Ａと、キンギョリンガー液を投

与する対照区Ｂを設けた。１試験区にスイホウガンを各５匹用い、II-1-4や III-1-3

と同様の方法でオイルベースのアジュバントと抗原溶液を混合したものを水泡

内に注入することによって免疫を行った。抗原投与量については、初回は抗原

タンパク質 50 µg、初回投与から７日後に２回目の免疫として 15 µgをそれぞれ

投与した。水泡液サンプル採取は、抗原投与前、初回抗原投与から 7 日、14 日

および 21日後に行った。水泡液は、採取直後に 4°C、1500×g、10分間遠心分離

して上清を回収して20°C で凍結保管した。 

 

V-1-5. ドットブロット法による特異的抗体の検出 

 免疫したスイホウガンの水泡液中の抗原特異的な抗体産生の有無を確認する

ため、サンドイッチドットブロット法による検出を行った（Fig. V-3）。採取した

水泡液は、50%硫酸アンモニウム沈殿法によって精製を行った。すなわち、4°C、

10000×g、10分間遠心分離して沈殿を除去した水泡液と飽和硫酸アンモニウム水

溶液を１：１となるように加え、均一になるように vortex mixer で撹拌した後、

4°C で１時間静置した。4°C、15000×g、40 分間遠心分離を行って上清を除去し

た後、沈殿を最初に硫安沈殿に供した水泡液と同量の PBS で懸濁した。これを

水泡液サンプルとして抗原特異的抗体の検出に適宜希釈して用いた。検出方法

における陽性対照には抗 TF抗体（GenScript）を用い、陰性対照としては抗 AIF

抗体（PromoKine）を用いた。両抗体をそれぞれ PBS で 100 倍から 5000 倍の範

囲に希釈した。次に、PVDF 膜（ATTO）をメタノールに浸漬して５分間振盪し

ながら置換した後、ミリＱ水に浸漬して 10 分間×２回振盪しながら置換し、最

後に PBS に浸漬して 10分間以上振盪しながら置換して平衡化した。サンプルを
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滴下する直前に、PVDF膜をプロワイプ（エリエール）に挟み込むことで余分な

PBS を除去し、パラフィルム上の PVDF膜へサンプルを 2 µl ずつ滴下して６時

間以上風乾した。乾燥させた PVDF膜を 5%スキムミルク溶液で３時間平衡化お

よびブロッキングした。続いて、PVDF 膜を 0.05％TBST を用いて 10 分間振盪

しながら洗浄し、さらに５分間×２回振盪しながら洗浄することで余分なスキム

ミルク溶液を除去した。 

次に、検出用抗原となる精製 TF-hLGR3 が 5 ng となるように Can Get Signal 

Solution 1 (TOYOBO)に混合した。この検出用 TF-hLGR3 溶液に、PVDF膜を浸

漬して室温で２時間振盪させながら反応させた。反応後の PVDF 膜を TBST で

10分×３回洗浄し、余分な抗原溶液を除去した。続いて、抗 His 抗体を Can Get 

Signal Solution 1 を用いて 3000倍に希釈した溶液に、PVDF膜を浸漬して室温で

１時間振盪しながら反応させた。反応後の PVDF 膜を TBST で 10 分×３回洗浄

し、余分な抗体溶液を除去した。さらに、抗マウス IgG HRP 標識抗体を Can Get 

Signal Solution 2 (TOYOBO)を用いて 25000 倍に希釈した溶液に PVDF膜を浸漬

して室温で１時間振盪させながら反応させた。反応後の PVDF 膜を TBST で 10

分×３回洗浄し、余分な抗体溶液を除去した。洗浄後の PVDF 膜を発光基質液

（Pierce Western Blotting Substrate Plus、Thermo）に浸漬して室温で５分間反応さ

せた後、CCDカメラによって化学発光を検出した。 
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Fig. V-3. サンドイッチドットブロット法の概略図 

PVDF膜に固相化抗体として免疫したスイホウガンの水泡液を固相化し、次に抗

原となる TF-hLGR3、抗 His 抗体、抗マウス IgG HRP 標識抗体の順に反応させ、

化学発光基質を用いて検出した。 
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V-2. 実験結果 

V-2-1. 免疫抗原タンパク質 His-hLGR3-LRR 発現  

免疫抗原 His-hLGR3LRR は可溶性および不溶性画分に発現していたため、可

溶性画分を Ni カラムにて精製し、Ni カラム吸着画分を SDS-PAGE に供してタ

ンパク質を分離し、CBB 染色およびウェスタンブロットにて精製確認した結果

を Fig. V-4に示した。ウェスタンブロットは一次抗体に 10000倍希釈した抗 His

抗体、二次抗体に 25000 倍希釈した抗マウス IgG HRP 標識抗体（Cell Signaling）

を使用した。Fig. V-4 において、約 20 kDaの大きさに目的のタンパク質である

His-hLGR3 LRR と推定されるバンドが検出されたことから、抗原タンパク質と

して V-1-4免疫実験に使用した。 

 

                A       B 

 

Fig. V-4.  免疫抗原 His-hLGR3 LRRの発現 

(A) CBB染色および(B) 抗 His 抗体を用いたウェスタンブロット。 

M, マーカー（Bench Mark）；Ni 結合, Ni カラム吸着タンパク質画分。目的タン

パク質 His-hLGR3 LRR の分子量の位置は赤矢印で示した。 
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V-2-2. 検出抗原タンパク質 TF-hLGR3 発現 

検出抗原 TF-hLGR3 の大部分は可溶性画分に発現していたため、可溶性画分

を Ni カラムにて精製を行った。溶出した Ni カラム吸着画分を SDS-PAGE に供

し、CBB 染色およびウェスタンブロットにて精製確認をした結果を Fig. V-5 に

示した。ウェスタンブロットは一次抗体に 10000倍希釈した抗 His 抗体、二次抗

体に 25000倍希釈した抗マウス IgG HRP標識抗体を使用した。Fig. V-5において、

約 70 kDaの大きさに目的の TF-hLGR3 と推定されるバンドが検出されたため、

検出抗原タンパク質として次の実験に使用した。 

 

           A        B 

 

Fig. V-5. 検出抗原 TF-hLGR3の発現 

(A) CBB染色および(B) 抗 His 抗体を用いたウェスタンブロット。M,マーカー

（BIO RAD）；レーン 1, Ni カラム吸着タンパク質画分。目的タンパク質

TF-hLGR3 の分子量の位置は赤矢印で示した。 
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V-2-3. ドットブロット法による抗原特異的抗体の検出 

初回抗原投与から 21日目までの個体死亡率は、両試験区ともに０％（死魚な

し）であった。水泡については、採取側の水泡は１週間程度で回復が見られた

が、抗原注入側の水泡は抗原投与後２３日経つと萎縮が見られた。 

His-hLGR3 LRR を抗原として投与した試験区Ａにおいて、抗原投与前（０日

目）と 21 日目の水泡液とを比較すると、個体識別番号 A2 および A4 の水泡液

100 倍および 200 倍希釈において、免疫前よりも初回抗原投与から 21 日目の水

泡液において強いシグナルが検出された（Fig. V-6）。また、一方で対照区Ｂでは、

０日目と 21日目のサンプルとで比較すると、バックグラウンドが高かったもの

の顕著な差は見られなかった（Fig. V-7）。 
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Fig. V-6. His-hLGR3 LRR抗原に対する特異的抗体の検出 

His-hLGR3 LRR を接種した試験区Ａの水泡液を用いた検出。Ｐ, 検出における陽

性対照（抗 TF抗体）；Ｎ, 検出における陰性対照（抗 AIF抗体）；レーン０, 抗

原投与前（０日目）に採取した水泡液；３, 初回抗原投与から３週間後（21日

目）に採取した水泡液。図左側には対照に用いた抗体の希釈倍率を示し、図右

側には硫安精製水泡液サンプルの希釈倍率を示した。また、A1 から A5は個体

識別番号を示した。 

 

 

 

Fig. V-7.  His-hLGR3-LRR抗原に対する特異的抗体検出の対照実験 

キンギョリンガー液を接種した対照区Ｂの水泡液を用いた検出。Ｐ, 検出におけ

る陽性対照（抗 TF抗体）；Ｎ, 検出における陰性対照（抗 AIF抗体）；０, キン   

ギョリンガー液投与前（０日目）に採取した水泡液、３：初回投与から３週間

後（21日目）に採取した水泡液。図左側には対照に用いた抗体の希釈倍率を示

し、図右側には硫安精製水泡液サンプルの希釈倍率を示した。また、B1から B5

は個体識別番号を示した。 
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V-3. 考察 

 サンドイッチドットブロット法を用いて抗原 hLGR3特異的抗体の検出を行っ

たところ、すべての水泡液精製サンプル試験区でシグナルが検出された。この

ことから、水泡液中に非特異的に抗体と反応する分子が多く含まれていると考

えられた。また His-hLGR LRR を接種した試験区Ａで、個体番号 A2 および A4

において抗原投与前よりも初回抗原投与３週間後の水泡液に強いシグナルが検

出され、特に A4では水泡液を 100 倍または 200倍に希釈したドットにおいて顕

著な差が認められた。さらに、リンガー液を接種した対照区Ｂにおいては抗原

投与前と初回投与３週間後水泡液で比較すると、バックグラウンドは高かった

ものの顕著な差が見られなかった。以上のことから、ドットブロットによる検

出において非特異的な結合のバックグラウンドはあるものの、hLGR3 を免疫し

た試験区で特に A2 や A4 個体では水泡液中に hLGR3 に特異的な抗体が含まれ

ている可能性が示唆された。したがって、さらなる条件検討として、hLGR3 の

抗原投与量を増やすことや ELISA 法での検出を行うことで、より差異の明確な

シグナルが検出できることが期待できる。 
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総 括 

 

 本研究は、生化学や分子生物学分野における研究試薬だけでなく、様々な分

析試薬、検査診断薬、さらには医薬品としての分子標的薬など幅広い分野に利

用されている抗体について、有用な抗体を作製するための免疫動物としてゼブ

ラフィッシュやスイホウガンというコイ科の小型魚類の利用可能性を検討する

ことを目標としたものである。 

 第 I 章では、ゼブラフィッシュを免疫動物とした抗体作製について記載した。

GPCR の一種である hLGR3 の組換えタンパク質を、大腸菌を用いて発現させ、

ゼブラフィッシュへ経口免疫することによって標的タンパク質に対する抗体産

生を確認することができた。標的タンパク質発現大腸菌を精製せずに餌と混合

して投与するという簡易な方法で抗体が産生されたことが利点として挙げられ

た。 

 第 II 章では、スイホウガンというキンギョを免疫動物とした抗体作製につい

て記載した。第 I章で用いたゼブラフィッシュは、採取できる血清の量が少なく

個体ごとで継続したサンプリングが困難であったため、第 II 章では同じコイ科

に属するキンギョを新たに免疫動物として利用した。種が近いためゼブラフィ

ッシュについての知見を利用できる可能性がある。スイホウガンは、抗体を含

むリンパ液で満たされた水泡を持つため、この水泡を介して抗原 EGFP を水泡

内に直接注入することにより免疫を行った。その結果、初回抗原投与から 42日

目以降、すなわち抗原投与３回目以降において抗原特異的抗体産生を確認する

ことができた。 

 第 III章では、第 II章でのドットブロット法による検出では微量な抗体につい

て検出できていない可能性が考えられたため、ELISA法による検出を行った結
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果について記載した。EGFP を抗原として用いた場合の必要抗原投与量や、経時

的な抗体量の変化について調べた結果、1回あたりに必要な抗原投与量は 10100 

µgであり、さらに 100 µg投与した試験区では、最短で初回抗原投与から３日後

の水泡液において特異的抗体を検出することに成功した。 

 第 IV 章では、抗キンギョ抗体の作製と、水泡液からの gIgM 精製について記

載した。キンギョ抗体については詳細が明らかにされていなかったため、まず

キンギョ抗体重鎖の遺伝子解析を行った。その結果、キンギョ抗体が機能的に

多くの種と同様の特徴を持っていることが示唆された。配列全体としては種の

分化と同様に分子進化していることが示唆され、コイ科において高い相同性を

示したことから、キンギョは免疫系の研究モデルとしても有用であるゼブラフ

ィッシュに代わるホスト動物としての利用が可能であると考えられた。また、

得られたキンギョ gIgM 重鎖定常部の遺伝子配列を元にして抗 gIgM 抗体を作製

した。さらに、水泡液から gIgM を精製することにも成功し、水泡液中に含まれ

る gIgM 量についても明らかにした。 

 第 V 章では、第 I 章でゼブラフィッシュが産生できた抗原 hLGR3 に対して、

スイホウガンも抗体を産生することができるかどうかの検討を行った。ドット

ブロットでの検出ではあるが特異的抗体の産生が示唆されたことから、ゼブラ

フィッシュで作製できる抗体をキンギョにおいても作製できる可能性が高いこ

とが期待できた。今後は、抗体の抗原特異的な領域の配列情報を取得すること

で力価の高い可変領域の配列情報の取得や特性評価を行い、モノクローナル抗

体を取得することが課題であると考えられる。 

本研究において、スイホウガンを利用した抗体作製方法の基盤を整えること

ができた。免疫動物としてスイホウガンを利用した場合、①水泡を介して抗原

投与や抗体採取を簡便に行うことができること、②水泡液は１２週間程度で回
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復するため継続的にサンプル採取が可能であること、③個体毎に経時的な変化

を観察できること、④手頃な大きさで飼育も比較的容易であること、といった

免疫動物としての利点が明らかとなり、スイホウガンは少量多品種の抗体生産

をするのに適したモデル動物と成り得ると考えられた。今後、これまで抗体作

製が困難とされてきた、哺乳類間で高度に保存されている GPCR などの高難度

タンパク質に対する特異的抗体の情報を取得して抗原認識の特性評価を行い、

モノクローナル抗体の取得が可能となれば、スイホウガンは今までの抗体生産

を担ってきた哺乳類に代わる免疫動物と成り得ると期待できる。 
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