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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｍ環部に水酸基を有するシガトキシン類を特異的に認識するモノクローナル抗体を産生
する受託番号FERM P-20347として寄託されたハイブリドーマ8H4。
【請求項２】
　　次の式(I)：

【化１】



(2) JP 4680607 B2 2011.5.11

10

20

30

(式中、nは整数を表す)
で表されるタンパク質コンジュゲートでマウスを免疫して得られる、請求項１に記載のハ
イブリドーマ8H4。
【請求項３】
　請求項１または２に記載のハイブリドーマ8H4により産生される、Ｍ環部に水酸基を有
するシガトキシン類を特異的に認識するモノクローナル抗体。
【請求項４】
　Ｍ環部に水酸基を有するシガトキシン類が、シガトキシン51-OH-CTX3Cである請求項３
に記載のモノクローナル抗体。
【請求項５】
　請求項３または４に記載のモノクローナル抗体、および受託番号FERM BP-8292として受
託されたハイブリドーマ10C9により産生されるモノクローナル抗体を含む、サンドイッチ
法によるシガトキシン類検出キット。
【請求項６】
　請求項３または４に記載のモノクローナル抗体、または受託番号FERM BP-8292として受
託されたハイブリドーマ10C9により産生されるモノクローナル抗体が標識されてなるもの
である、請求項５に記載のシガトキシン類検出キット。
【請求項７】
　標識が酵素標識である、請求項６に記載のシガトキシン類検出キット。
【請求項８】
　　次の式(II)：

【化２】

で表される化合物。
【請求項９】
　式(II)の化合物が、次の式(III)：
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【化３】

で表される化合物、および式(IV)：

【化４】

で表される化合物のジアステレオマー混合物である、請求項８に記載の化合物。
【請求項１０】
　請求項８または９に記載の化合物がキャリアータンパク質と結合してなる、次の式(I)
：
【化５】

(式中、nは整数を表す)
で表されるタンパク質コンジュゲート。
【請求項１１】
　キャリアータンパク質が、ウシ血清アルブミン、キーホールリンペットヘモシアニンま
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たは卵アルブミンである請求項１０に記載のタンパク質コンジュゲート。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、シガトキシン類、特にM環部に水酸基を有するシガトキシン51-OH-CTX3Cまた
はCTX1Bを認識することができるモノクローナル抗体、該モノクローナル抗体を産生する
ハイブリドーマ、および該モノクローナル抗体を用いるシガトキシン類検出キットに関す
る。
【０００２】
　本発明は、また上記のモノクローナル抗体を得るために用いられる化合物、該化合物が
キャリアータンパク質に結合してなるコンジュゲート化合物にも関する。
【背景技術】
【０００３】
　食中毒シガテラは、ポリネシア、ハワイ、沖縄、カリブ海などの広いサンゴ礁海域で頻
発し、年間２万人以上の中毒患者が発生している。シガテラ毒素は植物プランクトンが生
産し、食物連鎖を介して魚介類に含まれることとなる。したがって、一旦発生すると多数
の食用魚が広範に毒化して深刻な社会問題となることから、シガテラ毒素を迅速に検出す
ることが食中毒シガテラの予防にとって重要である。
【０００４】
　食中毒シガテラの主要原因毒であるシガトキシン類(ciguatoxin、CTX)の免疫学的手法
を用いた検出に関する研究は、ラジオイムノアッセイの発展に伴い、1977年頃から始まっ
た。免疫学的手法による研究においては、シガトキシン類を認識する抗体が必要であるが
、シガトキシン類は天然からごく微量しか採集されず（例えば850匹、4tの毒ウツボから
毒本体のシガトキシンはわずか0.35 mg）培養による生産も困難なことから、抗体を製造
することも困難である。
【０００５】
　ハワイ大学ホカマらは、シガテラ毒の本体であるシガトキシン(1μg)をヒト血清アルブ
ミンにカルボジイミド法で連結したコンジュゲートを作製し、これを抗原としてマウスに
免疫して、モノクローナル抗体を調製した（非特許文献１参照）。
　しかしながら、この抗体はシガトキシンに結合するが、シガトキシン類と類似の構造を
有する海産ポリエーテル系毒素であるオカダ酸とも強い交差活性を示し、その親和性の差
は5倍程度しかない（非特許文献２参照）。
　また、その他の海産ポリエーテル系毒素であるブレベトキシン、マイトトキシン、パリ
トキシンなどとも交差活性を示すことが分かっているが、詳しいデータは発表されていな
い（非特許文献３参照）。
　このホカマらの抗体を用いて、シガトキシン類に汚染された魚類を免疫的手法により検
出するための試薬や、キット(Cigua Check(商標))などが開発されている。
【０００６】
　ところで、シガトキシン類は、単一の化合物ではなく、多種の毒素の混合物であり、次
の一般式：
【０００７】
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【化１】

【０００８】
で表される4種(化合物1～4)が主に知られている。
【０００９】
　本発明者らは、以前にシガトキシンの左側ABC環部を化学合成し、これを合成ハプテン
としたタンパク質コンジュゲートを用いて、３種のモノクローナル抗体を調製したが、こ
れらはいずれもシガトキシンに非常に弱いアフィニティーしか示さなかった（非特許文献
４参照）。
　また、他のグループも合成ハプテン(JKLM環部)のコンジュゲートを用いて免疫を試みて
いるが、モノクローナル抗体は得られていない（非特許文献５参照）。
【００１０】
　このような状況のなかで、本発明者らは、シガトキシンCTX3C (上記の式中の化合物1)
の右末端の部分構造であるIJKLM環部を含む合成ハプテンを設計、合成し、この合成ハプ
テンのタンパク質コンジュゲートでマウスを免疫する工程を含む方法により、受託番号FE
RM PB-8293のハイブリドーマ3D11を作製し、該ハイブリドーマを用いてシガトキシン類に
特異性の高いモノクローナル抗体3D11を製造することに成功した（特許文献１参照）。
【００１１】
　モノクローナル抗体3D11のシガトキシンCTX3Cに対する結合解離定数(Kd)は、122 nMで
あった。また、シガトキシンに構造が類似した海産ポリエーテル系毒素とモノクローナル
抗体3D11との交差活性を調べたところ、赤潮毒ブレベトキシン類と交差活性が確認された
が、その交差活性は、シガトキシンとの結合と比べると350分の1以下の非常に弱いもので
あった。
【００１２】
　さらに、本発明者らは、シガトキシンCTX3Cの左末端の部分構造であるABCDE環部を含む
化合物をハプテンとして設計、合成し、この合成ハプテンのタンパク質コンジュゲートで
マウスを免疫する工程を含む方法により受託番号FERM BP-8292のハイブリドーマ10C9を作
製し、該ハイブリドーマを用いてシガトキシン類に特異性の高いモノクローナル抗体10C9
を調製することに成功した（特許文献２参照）。
【００１３】
　また、本発明者らは、上記の２種のモノクローナル抗体を組み合わせて、検出特性をよ
り改善したサンドイッチ法によりシガトキシンCTX3Cを検出するキットを作製した（特許
文献３および非特許文献６参照）。
【００１４】
　しかしながら、シガテラ食中毒の主要毒素であるシガトキシンには、上記の式に示すよ
うに、主にA環およびM環の置換様式が異なる４種類の類縁体が存在することが知られてお
り(上記の化合物1～4)、これらはいずれも毒素としての強さは異なるもののシガテラ食中
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毒の毒素として作用し得る。従って、シガテラ食中毒を広く予防するには、上記のシガト
キシンCTX3C以外のシガトキシン類を検出することも必要である。
【特許文献１】特開２００３－５５４００号公報
【特許文献２】特開２００３－２６７９７８号公報
【特許文献３】特開２００３－２６７９７９号公報
【非特許文献１】Toxicon第15巻、(1977年)、第317頁
【非特許文献２】Journal of Clinical Laboratory Analysis第6巻 、(1992年)、第54頁
【非特許文献３】Journal of AOAC International第81巻、(1998年)、第727頁
【非特許文献４】Synthesis (1999年)、第1431頁
【非特許文献５】Toxicon第38巻(2002年)第669頁
【非特許文献６】Journal of American Chemical Society 第125巻、(2003年)、第7608頁
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　本発明の課題は、シガトキシン類、特にM環部に水酸基を有するシガトキシン51-OH-CTX
3CやCTX1Bを検出することができる手段を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　本発明者らは、上記の課題を解決するために、シガトキシン類のHIJKLM環部の構造を有
する化合物を初めて合成し、これをハプテンとして用いることにより、上記の課題を解決
できることを見出した。
【００１７】
　したがって、本発明は、M環部に水酸基を有するシガトキシン類を特異的に認識するモ
ノクローナル抗体である。
　また、本発明は、上記のモノクローナル抗体を産生する受託番号FERM P-20347として寄
託されたハイブリドーマ8H4 (受託番号FERM P-20347として独立行政法人産業技術総合研
究所 特許生物寄託センターに寄託された。受託日：平成16年12月22日、本明細書ではこ
のハイブリドーマを抗体と同じ名称8H4と表示する。)である。
　また、本発明は、上記のモノクローナル抗体、および受託番号FERM BP-8292として受託
されたハイブリドーマ10C9 (平成14年3月5日に独立行政法人産業技術総合研究所特許生物
寄託センターに寄託)により産生されるモノクローナル抗体を含む、サンドイッチ法によ
るシガトキシン類検出キットである。
【００１８】
　さらに本発明は、次の式(II)：



(7) JP 4680607 B2 2011.5.11

10

20

30

40

50

【化２】

で表される化合物である。
【００１９】
　また、本発明は、上記の式(II)の化合物がキャリアータンパク質と結合してなる、次の
式(I)：

【化３】

(式中、nは整数を表す)
で表されるタンパク質コンジュゲートでもある。
【発明の効果】
【００２０】
　本発明を用いることにより、今まで免疫的手法により検出することができなかったシガ
トキシン類、特にM環に水酸基を有するシガトキシン51-OH-CTX3CやCTX1Bを検出すること
ができるシステムを構築することができ、食中毒シガテラをより効果的に予防することが
できる。
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【発明を実施するための最良の形態】
【００２１】
　本発明のモノクローナル抗体は、M環部に水酸基を有するシガトキシン類を特異的に認
識するモノクローナル抗体である。M環部に水酸基を有するシガトキシン類としては、シ
ガトキシン51-OH-CTX3C (上記の化合物2)、シガトキシンCTX1B (上記の化合物4)などが挙
げられる。
【００２２】
　本発明のモノクローナル抗体は、シガトキシン51-OH-CTX3Cに対する結合解離定数(Kd)
が30～100 nM程度であり、シガトキシンCTX1Bに対するKdが1～10μM程度である。
【００２３】
　上記のモノクローナル抗体は、上記の式(I)のタンパク質コンジュゲートで動物を免疫
して得ることができる。動物を免疫する方法としては、公知の方法を用いることができる
。また、動物としては、通常の免疫学的手法において用いられる動物を用いることができ
、例えばヤギ、ウサギ、マウスなどが挙げられ、マウスが好ましく用いられる。
【００２４】
　本発明のモノクローナル抗体は、シガトキシン類のHIJKLM環部を認識して結合している
と考えられる。このモノクローナル抗体が認識するシガトキシン類の部位とは別の部位を
認識するその他のモノクローナル抗体を、本発明のモノクローナル抗体と組み合わせて用
いることにより、サンドイッチ法により高感度でシガトキシン類を検出するキットを得る
ことができる。ここで、サンドイッチ法とは、2種以上の抗体を用い、1種の抗体を固定化
しておき抗原を該抗体に結合させた後、別の抗体を該抗原に結合させる方法をいう。
【００２５】
　したがって、本発明のシガトキシン類検出キットは、本発明のモノクローナル抗体と、
該モノクローナル抗体が認識するシガトキシン類の部位とは別の部位を認識するその他の
モノクローナル抗体とを含むものである。
【００２６】
　その他のモノクローナル抗体としては、受託番号FERM BP-8292として受託されたハイブ
リドーマ10C9により産生されるモノクローナル抗体を好ましく用いることができる。この
モノクローナル抗体は、本発明者らにより、シガトキシン類のABCDE環部を合成ハプテン
として用いて、シガトキシン類に特異的に結合し得るモノクローナル抗体として作製され
た(特開2003-267978号参照)。
【００２７】
　本発明のシガトキシン類検出キットにおいて、本発明のモノクローナル抗体およびその
他のモノクローナル抗体は、いずれかが標識されていることが好ましい。該標識としては
、免疫学的手法において通常用いられるものであればよく、例えば酵素標識(例えばペル
オキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼなど)、蛍光標識(例えば
フルオレセインイソチオシアネート(FITC)、アロフィコシアニン(APC)、フィコエリスリ
ン(PE)、カルボシアニンなど)、放射性標識(例えばトリチウム(3H)、125I、131Iなど)な
どが挙げられる。本発明においては、酵素標識を用いるのがより好ましい。
　モノクローナル抗体を標識する方法としては公知の方法を用いることができ、また、市
販の抗体標識用キットを用いることもできる。
【００２８】
　上記の式(I)の化合物は、上記の式(II)の化合物から得ることができる。式(I)の化合物
を得る方法としては、例えば、式(II)の化合物と活性化剤とを反応させ、次の式(V)：
【００２９】
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(式中、-O-Lは活性化剤に由来する脱離基を表す)
で表される中間体を得て、これをキャリアータンパク質と反応させる方法を挙げることが
できる。
【００３０】
　上記の活性化剤としては、タンパク質コンジュゲートを作製する際に通常用いられる化
合物であればよく、例えばN,N'-ジシクロヘキシルカルボジイミド、1-(3-ジメチルアミノ
プロピル)－3－エチルカルボジイミド塩酸塩、1-シクロヘキシル-3-(2-モルホリノエチル
)カルボジイミドメト-p-トルエンスルホネートのようなカルボジイミドなどが挙げられる
。
【００３１】
　上記の式(V)の中間体において-O-Lをキャリアータンパク質で置換することにより、上
記の式(I)のタンパク質コンジュゲートを得ることができる。式(I)の化合物は、式(II)の
部分を合成ハプテンとして有するタンパク質コンジュゲートとして用いることができる。
【００３２】
　キャリアータンパク質としては、通常、免疫学的手法においてハプテンに結合させるキ
ャリアーとして用いられているものであればよく、ウシ血清アルブミン(BSA)、キーホー
ルリンペットヘモシアニン(KLH)、卵アルブミン(OVA)、フィブリノゲンなどが挙げられ、
BSA、KLH、OVAが好ましい。
【００３３】
　上記の式(V)の中間体とキャリアータンパク質とを反応させる方法としては、公知の方
法を用いることができる。例えば、上記の式(V)の中間体をキャリアータンパク質の溶液
中で反応させる方法が挙げられる。
【００３４】
　上記の式(II)の化合物は新規化合物であり、これも本発明の一つである。
　式(II)の化合物は、下記の方法1により得ることができる。
　式(II)の化合物は、次の式(III)：
【００３５】
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【化５】

【００３６】
で表される化合物、および式(IV)：
【００３７】

【化６】

【００３８】
で表される化合物からなるジアステレオマー混合物であり得る。
　このジアステレオマー混合物は、順相、逆相カラムを用いる高速液体クロマトグラフィ
ー(HPLC)により分割することができる。例えば、シリカゲルカラムやオクタデシルシリカ
ゲルカラムが利用可能である。
【００３９】
　以下に、本発明の化合物、タンパク質コンジュゲート、モノクローナル抗体、ハイブリ
ドーマおよびシガトキシン類検出キットについての実施形態を記載して本発明をさらに詳
細に説明するが、本発明は以下の実施形態に限定されるものではない。
A.　式(II)の化合物の製造
　上記の式(II)の化合物を、下記の方法１により式(III)および式(IV)のジアステレオマ
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ー混合物として合成した。
【００４０】
方法１
【化７】

【００４１】
　式中、TBAFはテトラ-n-ブチルアンモニウム フルオライドを表し、THFはテトラヒドロ
フランを表し、MeOHはメタノールを表し、TBPSは(tert-ブチルジフェニルシリル)を表し
、TIPSは(トリイソプロピルシリル)を表し、NAPは(ナフチルメチル)を表す。
【００４２】
　上記の方法１において、化合物5は、M. Inoue et al. J. Org. Chem. 2004, 69, 2797
～2804に記載の方法により得た。
　化合物5 (14.3 mg, 11.6μmol)のTHF溶液(0.5 mL)に、室温でTBAF (116μL, 1.0 M THF
溶液、116μmol)を加えた。反応溶液を室温で5時間攪拌後、溶媒を留去した。残渣をODS 
(オクタデシルシリル)カラム(ODS Merck RP18、溶離液：メタノール：H2O = 20：1～メタ
ノール100％)で精製し、化合物6を得た(4.5 mg、収率：93%)。
【００４３】
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.84-7.77 (8H, m, NAP), 7.52-7.43 (6H, m, NAP), 4.82 
(1H, d, J = 12.0 Hz, NAP), 4.75 (1H, d, J = 12.0 Hz, NAP), 4.62 (1H, d, J = 12.5
 Hz, NAP), 4.58 (1H, d, J = 12.5 Hz, NAP), 4.27 (1H, m, H51), 3.98 (1H, dd, J = 
9.5, 2.5 Hz, H52), 3.86 (1H, ddd, J = 11.5, 9.5, 4.5 Hz, H41), 3.84 (1H, dd, J =
 9.5, 5.0 Hz, H52), 3.77 (1H, dd, J = 12.0, 4.5 Hz, H31), 3.62 (1H, d, J = 9.0 H
z, H45), 3.55 (1H, d, J = 10.5 Hz, H29), 3.47 (1H, d, J = 10.5 Hz, H29), 3.44 (1
H, d, J = 3.0 Hz, H44), 3.41 (1H, dd, J = 9.0, 9.0 Hz, H46), 3.35 (1H, ddd, J = 
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12.0, 12.0, 3.0 Hz, H34), 3.12 (1H, ddd, J = 12.0, 12.0, 5.0 Hz, H33), 3.10 (1H,
 ddd, J = 11.5, 11.5, 4.5 Hz, H39), 2.99 (1H, ddd, J = 11.5, 11.5, 3.0 Hz, H38),
 2.85 (1H, dd, J = 9.5, 4.5 Hz, H42), 2.28 (1H, ddd, J =11.5, 4.5, 4.5 Hz, H40),
 2.19 (1H, m, H43), 2.16 (1H, m, H50), 2.15 (1H, m, H50), 2.13 (1H, m, H32), 1.8
7 (1H, m, H36), 1.84 (1H, m, H37), 1.75 (1H, m, H35), 1.67 (1H, ddd, J = 12.0, 1
2.0, 12.0 Hz, H32), 1.61 (1H, m, H37), 1.55 (1H, m, H47), 1.50 (1H, m, H48), 1.4
4 (1H, m, H35), 1.42 (1H, ddd, J = 11.5, 11.5, 11.5 Hz, H40), 1.13 (3H, s, H53),
 1.11 (3H, d, J = 8.0 Hz, Me55), 1.06 (3H, d, J = 6.0 Hz, Me56), 1.05 (3H, d, J 
= 7.0 Hz, Me54), 1.03 (3H, d, J = 6.5 Hz, Me57)
【００４４】
　化合物6 (5.2 mg、6.21 mmol)のCH2Cl2溶液に、室温で(MeO)2CH2CO2Me (46 mg、310 mm
ol)と触媒量のp-トルエンスルホン酸一水和物(p-TsOH・H2O)を加えた。反応溶液を室温で
8時間攪拌後、飽和NaHCO3水溶液を加えた。酢酸エチルで抽出したのち、分離した有機相
をMgSO4で乾燥した。溶媒を留去後、残渣をシリカゲルカラム(溶離液：ヘキサン：酢酸エ
チル＝10：1～3：1)で精製し、化合物7と化合物8を2:1の混合物として得た(3.9 mg、収率
：68%)。
【００４５】
　化合物7と化合物8の混合物(1.5 mg、1.63μmol)のメタノール溶液に対して、Pd(OH)2/C
 (1 mg)を加え、水素雰囲気下に36時間攪拌した。セライトろ過後、溶媒を留去した。残
渣にヘキサンを加え、メタノールで2回抽出した。あわせたメタノール相を濃縮し、化合
物9と化合物10の混合物を得た(1.1 mg、収率：100%)。
【００４６】
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 5.00 (0.5H, t, J = 5.0, 5.0 Hz), 5.00 (0.5H, t, J = 5
.0, 5.0 Hz), 4.50 (1H, m), 3.88 (1H, dd, J = 10.0, 4.5 Hz), 3.81-3.62 (6H, m), 3
.70 (3H, s), 3.48 (2H, m), 3.38-3.23 (4H, m), 3.15 (1H, m), 2.90 (1H, m), 2.86 (
1H, dd, J = 9.5, 5.0 Hz), 2.71 (2H m), 2.27-1.95 (5H, m), 1.86-1.39 (9H, m), 1.2
4 (3H, s), 1.14 (3H, d, J = 7.5 Hz), 1.06 (3H, d, J = 6.0 Hz), 1.05 (3H, d, J = 
7.5 Hz), 1.01 (3H, d, J = 6.5 Hz)
ESI-TOFMS ：C33H52O12Naについて算出 (M+Na+)：663.401, 実測値：663.336.
【００４７】
　化合物9と化合物10の混合物(3.8 mg、5.9 μmol)のt-ブタノール/H2O (容量比4:1、750
 mL)溶液に対して、室温でLiOH (5.0 mg、0.12 mmol)を加え、1時間攪拌した。反応溶液
に、pH 5になるまでKHSO4を加えた後、酢酸エチル(5 mL)で抽出した。有機相をMgSO4で乾
燥後、溶媒を留去して式(III)と式(IV)の化合物のジアステレオマー混合物を得た。
【００４８】
【化８】

【００４９】
　上記の式(III)と式(IV)のジアステレオマー混合物のジメチルホルムアミド(DMF)(0.3 m
L)溶液に、室温でN-ヒドロキシスクシンイミド(6.8 mg、59μmol)と1-(3-ジメチルアミノ
プロピル)-3-エチルカルボジイミド塩酸塩(EDC、5.7 mg、30μmol)を加え、2時間攪拌し
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た。この溶液にさらに、N-ヒドロキシスクシンイミド(6.8 mg、59μmol)と1-(3-ジメチル
アミノプロピル)-3-エチルカルボジイミド塩酸塩(EDC、5.7 mg、30μmol)を加え、11時間
攪拌した後、酢酸エチル(2 mL)を加えた。有機相を水で洗い、水相を酢酸エチル(5 mL)で
抽出した。あわせた有機相を濃縮し、上記の式で表されるジアステレオマー混合物(化合
物11と化合物12)を合成し、DMF (200μL)に溶解した。
【００５０】
B. タンパク質コンジュゲートの製造
キーホールリンペットヘモシアニン(KLH)コンジュゲートの製造：KLH (6.6 mg)のPBS (ph
osphate buffered saline；1.0 mL)溶液に、上記の方法により得られた化合物11と化合物
12の混合物のDMF溶液(100μL)を加えて室温で5分間攪拌した。室温で1日間静置後、4℃で
PBS (1 L)に対して透析した。6時間後にPBS (1 L)を交換し、12時間後に透析チューブか
らエッペンドルフチューブに移し変えて-78℃で保存した。
【００５１】
ウシ血清アルブミン(BSA)コンジュゲートの製造：BSA (6.6 mg)のPBS (1.0 mL)溶液に、
上記の方法により得られた化合物11と化合物12の混合物のDMF溶液(100μL)を加えて室温
で5分間攪拌した。室温で1日間静置後、4℃でPBS (1 L)に対して透析した。6時間後にPBS
 (1 L)を交換し、12時間後に透析チューブからエッペンドルフチューブに移し変えて-78
℃で保存した。
【００５２】
ハプテン価の解析
　上記のようにして得られたBSAコンジュゲートを、MALDI-TOF-MSで分析した。BSAコンジ
ュゲートの平均分子量は約71300であった(BSAの分子量は約66400)。上記の式(II)の化合
物に由来する部分であるハプテン部分の分子量が608であるので、BSAコンジュゲートには
平均8個のハプテンが連結されていることがわかる。
【００５３】
C. 免疫
　上記のようにして得られたKLHコンジュゲート(100μg)にRIBIアジュバント(RIBI Immun
ol. Res. Inst.製)を加え、よく撹拌してエマルジョンとしたのち、これをBalb/cマウス(
5匹)に2週間毎に3回、腹腔内投与した。3回目の免疫から1週間後にマウスの血清を採取し
、上記のBSAコンジュゲートを用いて下記のELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
法で血清の抗体価を決定した。
【００５４】
ELISA法
　96ウェルELISA用プレート(COSTAR社製3596)の各ウェルに上記のBSAコンジュゲート(2μ
g / mL) 50μLを入れ、室温で2時間放置後、4℃で一晩放置して、プレートにコンジュゲ
ートを吸着させた。プレートをPBS-Tween (5% Tween 20 [ICI社製Tween-20(ポリオキシエ
チレン(20)ソルビタンモノラウレート)相当品No. 167-11515]を含むPBS) で３回洗浄後、
MILLI-Q水(Millipore社製のDirect-Qにより複数段階の樹脂やフィルターを用いて脱イオ
ン化した精製水)で１回洗浄し、吸着しなかったコンジュゲートを除去した。ウェルに抗
血清（またはハイブリドーマ培養上清、精製抗体溶液）を加え、室温で1時間放置後、PBS
-TweenとMILLI-Q水でそれぞれ3回順次洗浄した。50μLの酵素標識二次抗体(ヤギ抗マウス
IgG-西洋わさびペルオキシターゼ(HRP))(BIO-RAD社製、170-6516、1000倍希釈)を各ウェ
ルに入れ、室温で1時間放置後、PBS-TweenとMILLI-Q水でそれぞれ3回順次洗浄した。100
μLの基質溶液(1,2-フェニレンジアミン 4.0 mg、過酸化水素水10μL、0.1 M クエン酸バ
ッファー (pH 5.0) 10 mL)を加え、数分間呈色反応を進行させた後、2規定硫酸(50μL)で
反応を停止した。マイクロプレート吸光度測定装置(BIO-RAD社製、モデル680)を用いて、
490 nmの吸光度を測定した。
【００５５】
血清中の抗体価の測定
　マウスから採取した血清を、10% ウシ胎児血清(FBS)含有PBSを用いて400倍から51200倍
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まで順次2倍希釈した希釈系列サンプルを作製した。上記のようにしてBSAコンジュゲート
を吸着させたELISAプレート(COSTAR社製3596)に、希釈系列サンプルを50μLずつ入れ、室
温で1時間放置後、上記と同様にして490 nmの吸光度を測定した。5匹のマウスについて、
血清希釈度の対数と吸光度とをプロットした結果を図1に示す。
　図1より、血清中の抗体が血清濃度依存的にBSAコンジュゲートと結合することがわかる
。
【００５６】
D. 抗体価の高いマウスからの脾臓の摘出、細胞融合、モノクローナルハイブリドーマの
作製
　3回目の免疫から3週間後に、5匹の中で最も高い抗体価を示したマウスを選択した。こ
のマウスの腹腔内に、KLHコンジュゲート(100μg)にRIBIアジュバント(RIBI Immunol. Re
s. Inst. 社製)を加え、よく撹拌してエマルジョンとしたものを追加免疫し、3日後に脾
臓を摘出した。脾臓に付着している組織や臓器の断片をピンセットで取り除いた後、無血
清培地 [RPMI 1640 Medium (GIBCO社製、11875-185) 1000 mLにペニシリン・ストレプト
マイシン(GIBCO社製、15140-122) 10 mLを加えたもの] 15 mL入りのシャーレに移し、ピ
ンセットで脾臓内の細胞を浮遊させた。脾臓細胞浮遊液を濾過後、50 mL遠心管に移した
。さらに、無血清培地15 mLを加え、よくピペッティングして濾過し全量を30 mLとした。
800 rpmで5分間、室温で遠心分離し、上清を除去し、タッピングした。
【００５７】
　-180℃の液体窒素細胞保存容器からミエローマ細胞P3X63-Ag8.653 (大日本製薬社製)を
凍結したチューブを取り出し、37℃の恒温槽中で速やかに解凍した。チューブをアルコー
ル綿でよく消毒した後、チューブ内の細胞浮遊液を無血清培地30 mLに移した。800 rpmで
5分間、室温で遠心分離し、上清を除去した。タッピング後、増殖培地(無血清培地にFBS 
100 mL、L-グルタミン(200 mM、GIBCO社製、25030-081) 10 mL、ブライクローン(BioRese
arch Ireland社製BR-001) 20 mLを加えたもの) 10 mLを加え、細胞を浮遊させ50 mL培養
フラスコに移した。フラスコの栓をゆるめ、炭酸ガス培養器に入れた。2～3日毎に継代し
、250 mLフラスコ2本分 (90～100 mL)にした。
【００５８】
　マウスから取り出した脾臓細胞(2×108個)と、上記のミエローマ細胞(5×107個)とを混
合し、遠心分離(800 rpm、5分間、室温)し、上清を除去し、タッピングした。これにECF
バッファー[マンニトール45.5 g、10 mM 塩化マグネシウム 10 mL、10 mM 塩化カルシウ
ム 10 mL、20 mM Tris-HCl (pH 7.2) 10 mLを蒸留水で溶解して1000 mLとしたもの]を30 
mL加え、遠心分離(800 rpm、5分間、室温)、上清除去、タッピングする操作を２回繰り返
した後、ECFバッファー4.8 mLを加えた。これを6ウェルプレート(SUMIRON社製、MS-80060
)の各ウェルに1.2 mLずつ分注し、SSH-10細胞融合装置(島津社製)を用い、以下の条件で
細胞融合した：電極間距離:1.0 mm；交流周波数: 1 MHz；交流初期印加電圧: 40 V；交流
初期印加時間:10秒 (s)；パルス幅: 40 (マイクロ秒(μs))；パルス電圧:230 V；パルス
電界強度: 2.30 kV/cm；交流2次印加電圧: 1.0 V；パルス印加間隔: 0 秒；印加パルス数
: 1；パルス電圧変化: +0V；交流最終印加時間: 0 秒；交流電圧減衰率: 0%；接触強化:o
ff。
【００５９】
　得られたハイブリドーマ細胞を(Mouse-Mouse hybridoma)をHAT培地[無血清培地132 mL
にFCS 40 mL、L-グルタミン(200 mM、GIBCO 社製25030-081)、ブライクローン(BioResear
ch Ireland社製BR-001) 10 mL、およびHAT (ヒポキサンチン-アミノプテリン-チミジン、
GIBCO社製31062-011) 4 mLを加えたもの] 100 mLに浮遊させ、100μLずつ96ウェルプレー
ト10枚に移した。炭酸ガス培養装置中、約2週間培養し、ハプテンとした上記の式(I)およ
び式(II)の化合物のBSAコンジュゲートに結合する抗体を産生するハイブリドーマ8H4を含
むハイブリドーマを、BSAコンジュゲートを用いてELISA法でスクリーニングした。陽性の
ウェルを選択し、2回クローニング後に、再度ELISA陽性となった抗体を産生するモノクロ
ーナルハイブリドーマを順次培養し、それぞれ約200 mLまで増殖させた。この結果、3種
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類のモノクローナル抗体(8H4、8B9および7C9)をそれぞれ産生するハイブリドーマを得た
。
【００６０】
E. モノクローナル抗体の評価
抗体の精製およびサブクラスの決定
　上記の3種のハイブリドーマの培養上清を、抗マウスIgG + IgMアフィニティーカラム(N
GK Industries, Ltd.製)で精製した(結合用バッファー：リン酸バッファーpH 7.0、溶出
用バッファー：0.2 M Gly-HCl pH 2.5)。精製した抗体をSDS-PAGEで分析し、それぞれ95%
の純度であることを確認した。タイピングキット(PIERCE社製37501)を用いて、それぞれ
の抗体のサブクラスを決定した。その結果、8H4はIgG1κ、8B9はIgG1κ、7C9はIgG2bκで
あった。
【００６１】
抗体の親和性解析（競争阻害実験）
　上記のようにして精製した3種の抗体について、次のようにして抗体とハプテンとの解
離定数(Kd)を求めた。ELISA用プレートに競合阻害剤(PBS溶液、各30μL)の溶液を順次2倍
希釈で調製した。これに上記の抗体溶液(30μL)を加え、室温で2時間放置した。抗体と阻
害剤の混合液50μLを、BSAコンジュゲート(0.625μg/mL)を吸着させた96ウェルELISA用プ
レート(COSTAR社製3596)に加え、室温で15分間放置した。プレートをPBS-TweenとMILLI-Q
水でそれぞれ3回順次洗浄した後、50μLの酵素標識二次抗体(ヤギ抗マウスIgG-HRP)(BIO-
RAD社製、170-6516、1000倍希釈)を各ウェルに入れ、室温で1時間放置後、PBS-TweenとMI
LLI-Q水でそれぞれ3回順次洗浄した。100μLの基質溶液(1,2-フェニレンジアミン 4.0 mg
、 過酸化水素水10μL、0.1 M クエン酸バッファー (pH 5.0) 10 mL)を加え、数分間呈色
反応を進行させた後、2規定硫酸(50μL)で反応を停止した。マイクロプレート吸光度測定
装置(BIO-RAD社製、モデル680)を用いて、490 nmの吸光度を測定し、滴定曲線を得た。Fr
iguetらの方法(Journal of Immunological Method, 第77巻(1985年)、第305頁)を参考に
、Klotzプロットを作製して得た直線の傾きから阻害剤のKdを求めた。
　化合物6を競合阻害剤として用いた場合の結果を表1に示す。表1から、3種類のモノクロ
ーナル抗体はいずれもハプテン化合物6に強く結合することがわかる。
【００６２】
【表１】

【００６３】

【化９】

【００６４】
　これら３種のモノクローナル抗体の中から化合物6との結合が最も強かった8H4について
、シガトキシン51-OH-CTX3C (化合物2)を用いて同様の阻害実験を行ったところ、モノク
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d = 75 nM)。また、モノクローナル抗体8H4はM環に水酸基を有さないシガトキシンCTX3C 
(化合物1)には弱い親和性しか示さず(Kd = 3.2 μM)、他のポリエーテル系海産毒（ブレ
ベトキシンAおよびB、オカダ酸、マイトトキシン）とはほとんど交差反応を示さなかった
。
【００６５】
F. サンドイッチ法によるシガトキシン類検出キット
8H4抗体の酵素標識(サンドイッチ法に用いる8H4-HRPの合成)
　8H4のHRP標識は、Peroxidase Labeling Kit -NH2 (商品名、Dojindo Molecular Techno
logies, Inc.製)を用い、製造業者の説明書に従って行った。すなわち、キットに添付の
洗浄バッファー100μLとモノクローナル抗体8H4 (0.2 mg)とをFiltration Tubeに入れた
。ピペッティングにより軽く混合した後、遠心分離した(8000×g、10分間)。洗浄バッフ
ァー100μLを加え、もう一度遠心分離した(8000×g、10分間)。この抗体8H4が濃縮されて
いるFiltration Tubeのメンブレン上に、反応バッファー10μLとNH2-Reactive Peroxidas
eとをピペッティングにより混合・溶解して得られた溶液を加えた。ピペッティングによ
りメンブレン上の抗体と溶液とを混合した後、37℃で2時間放置した。洗浄バッファー100
μLを加え、遠心分離した(8000×g、10分間)。保存バッファー200μLを加え、ピペッティ
ングにより標識された抗体を溶解した。溶液を500μLチューブに入れて4℃で保存した。
【００６６】
シガトキシンのサンドイッチ検出法
　ELISA用プレート(COASTER 社製3590)に、受託番号FERM BP-8292として受託されたハイ
ブリドーマ10C9により産生されたモノクローナル抗体10C9のPBS溶液(4.3μg/mL)をウェル
当たり50μL入れ、4℃で一晩放置した。溶液を捨て、1%スキムミルク含有PBSを加えて(40
0μL/ウェル)、室温で１時間静置した。溶液を捨て、PBS-Tweenで3回洗浄後、シガトキシ
ン51-OH-CTX3C (化合物2)の希釈溶液を入れ(50μL/ウェル)、室温で１時間静置した。溶
液を捨て、PBS-Tweenで３回洗浄した後、上記のHRP標識モノクローナル抗体8H4の溶液(1 
mg/mL, 50μL)を添加し、室温で1時間静置した。溶液を捨て、PBS-Tweenで３回洗浄した
後、100μLの基質溶液(1,2-フェニレンジアミン4.0 mg、過酸化水素水10μL、0.1 M クエ
ン酸バッファー(pH 5.0) 10 mL)を加え、数分間呈色反応を進行させた後、2規定硫酸(50
μL)で反応を停止した。マイクロプレート吸光度測定装置(BIO-RAD社製、モデル680)を用
いて、490 nmの吸光度を測定した。結果を図2に示す。
【００６７】
　図2の結果から、シガトキシン類のABCDE環部を持つハプテンを用いて作製した抗体であ
る10C9と、酵素標識した8H4とを組み合わせることにより、シガトキシン51-OH-CTX3Cを感
度よく検出することができることがわかる。
【図面の簡単な説明】
【００６８】
【図１】図1は、本発明によるBSAコンジュゲートを用いて免疫したマウスから得られた血
清の抗体価を表すグラフである。
【図２】図2は、本発明のサンドイッチ法による検出キットを用いたシガトキシン51-OH-C
TX3Cの検出特性を表すグラフである。
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