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1. 研究の目的と背景
　ポリフェノールは同一分子内に複数のフェノール性水
酸基を持つ化合物の総称であり，食品に含まれる代表的
な機能性分子の一つである．多種多様な構造を持つポリ
フェノール類には，抗酸化作用を始めとして多くの生理活
性が報告されている．例えば，緑茶に含まれるポリフェ
ノールの一種であるエピガロカテキンガレート（EGCG）
は，ウイルス凝集作用などの効果よって抗ウイルス活性
を示し1，あるいはガン細胞に高発現している受容体（67 
laminin receptor）と結合することで抗ガン活性を発揮す
ることが見出されている2．さらに近年，EGCG が酸化さ
れることによって生じる酸化体は，容易にタンパク質と反
応することがわかってきており，ポリフェノール修飾タン
パク質のもつ新たな生理機能の発見が期待されている3, 4． 
少なくとも一部のポリフェノール修飾タンパク質は自然抗
体によって認識されるため，自然免疫系の維持や調節に関
与する可能性が示唆されている．これまでのところ，自然
抗体とポリフェノール修飾タンパク質との相互作用には，
タンパク質表面電荷の変化や3，重合化が影響することが
示唆されているが4，その詳細は明らかとなっていない．
そこで，本研究では様々な部分構造を持ちうる血清アルブ
ミンの酸化 / 修飾体が自然抗体によって認識される分子レ
ベルでのメカニズムの解明を目指し，ウシ血清アルブミン

（BSA）をモデルタンパク質として，その化学修飾体や重
合体と自然抗体との相互作用の有無について検討を行うこ
ととした．

２．研究の方法
2-1. 修飾タンパク質の調製
　EGCG-BSA: BSA（終濃度 1 mg/mL）と EGCG（終
濃度 1 mM）を PBS 中 37℃で 24 時間インキュベート
した．Acetyl BSA: BSA 溶液（1 mg/mL）1 mL に無水
酢酸 14 µL を加え，室温で 24 時間インキュベートした．
Amino BSA: BSA 1 mg を 1 mL の 0.1 M MES buffer
に溶解し，15 mg のエチレンジアミンと 1 µL のカルボ
ジイミド架橋剤（EDC）を加え，室温で 3 時間インキュ
ベートした．それぞれの修飾タンパク質反応液から PD-
minitrap G-25（GE Healthcare Life Sciences）を用い
たゲル濾過により，未反応の低分子化合物を取り除いた．

2-2. EGCG-BSA 親和性モノクローナル抗体（mAb）の
調製

　液体窒素中に凍結保存していた抗体産生ハイブリドー
マ SBM1-5 4 を解凍し，20% FBS HAT-DMEM 培地中
37℃の CO2 インキュベーター内で培養した．十分に細胞
が増殖した後に，mAb SBM1-5 を含む培養上清を回収し
た．

2-3. 高速液体クロマトグラフィー（HPLC）
　HPLC システム（日本分光）に水系ゲル濾過カラム
PROTEIN LW-803（Shodex）を接続し，目的とするタ
ンパク質の分析および分取を行なった．溶出には 0.3 M
の NaCl を含む 50 mM リン酸緩衝液を 1 mL/min の流
速で用いた．タンパク質の検出は 280 nm の吸光度を測
定することで行なった．また，タンパク質の分取は 30 秒
ごとのフラクションに分画して行なった．

2-4. ELISA
　修飾タンパク質をイムノプレート（Maxisorp, Thermo 
Fisher Scientific）に吸着させ（5 µg protein/well），ブ
ロックエース溶液（ケー・エー・シー）でブロッキングした．
一次抗体として，mAb SBM を含む培地上清を用い，二次
抗体として Anti-mouse IgM-HRP（SourthernBiotech）
を用いた．発色反応には TMB 溶液（Invitrogen）を用
い，2 N の硫酸で反応を停止した後，450 nm の吸光度を
プレートリーダー 2030 ARVO X3（PerkinElmer）で測
定した．

2-5. 抗体遺伝子配列の解析
　培養した SBM1-5 をトリプシン処理によって回収し，
PBS（-）で洗浄後に ISOGEN（ニッポンジーン）で RNA
を抽出した．さらに PrimeScript RT Master mix（タカラ
バイオ）を用いて cDNA を合成した．Mouse Ig Primer 
set（Novagen）の配列を元に作製したプライマーと上記
cDNA を用いた PCR を行い，それぞれのハイブリドーマ
由来の抗体遺伝子を増幅した．増幅遺伝子はファージミド
ベクター pDong15 の制限酵素サイトの間に挿入し，大腸
菌株 DH5 αのコンピテントセルを用いて形質転換した．
得られたコロニーをクローニングし，FASMAC による
DNA シークエンス解析に供した．
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3. 研究内容
3-1. 修飾 BSA と自然抗体の相互作用
　SBM は EGCG-BSA に親和性のある自然抗体（mAb 
SBM）を産生するハイブリドーマである．EGCG 以外の
複数のポリフェノール修飾 BSA にも交差性を示すことが
わかっており，ピセアタンノール -BSA と mAb SBM の
相互作用には，BSA の重合化が関与することが報告され
ている4．本研究では，この SBM に注目し，EGCG 修飾，
アセチル化あるいはアミノ化反応などによって表面電荷
を変化させた BSA との相互作用を検討した．また，今回
EGCG 修飾 BSA においてもタンパク質の重合化が観察
されたため，EGCG 修飾 BSA 由来の重合化タンパク質と
SBM の相互作用の評価も行なった．

3-2. SBM 産生抗体の遺伝子配列解析
　ポリフェノール修飾タンパク質と自然抗体の相互作用の
分子レベルでのメカニズムを解明するためには，抗体の抗
原結合部位（パラトープ）の配列や構造の解析も重要であ
る．その足がかりとして mAb SBM1-5 の遺伝子配列の
解析と比較を行なった．

4. 研究の実施経過
4-1. 修飾 BSA と自然抗体の相互作用
　BSA 表面の化学修飾として，１）EGCG 修飾，２）ア
セチル化，３）アミノ化を検討した．修飾タンパク質に
よる構造あるいは電荷の変化は，Native-PAGE によっ
て確認した．これらの修飾 BSA または未反応の BSA を
抗原として，mAb SBM1 あるいは mAb SBM3 を用いた
ELISA を行なった（Fig. 1）．EGCG-BSA に対する mAb 
SBM1 および mAb SBM3 の親和性は確認されたが，ア
セチル化 BSA とアミノ化 BSA に対する親和性は未反応
の BSA に対するものと有意な差が観測されなかった．

Fig. 1　BSA の化学修飾と mAb SBM の親和性解析．
BSA、EGCG-BSA，アセチル化 BSA，アミノ化 BSA を抗原とし，
1 次抗体に mAb SBM1 または mAb SBM3，2 次抗体に抗マウス
IgM 抗体 -HRP を用いた ELISA を行なった。

　 次 に EGCG 修 飾 BSA を ゲ ル 濾 過 カ ラ ム を 用 い た
HPLC で解析したところ，タンパク質の重合化が観察さ
れた（Fig. 2A）．そこで，重合度の異なるフラクション
で分画し，Native-PAGE による確認を行なった（Fig. 
2B）．それぞれの画分の 280 nm における吸光度を測定し，
同一濃度になるように調製した後に，mAb SBM1 を用
いた ELISA を行なった（Fig. 3）．それぞれの画分を抗原
とした時の ELISA のシグナル強度に変化は見られなかっ
た．

Fig. 2　EGCG 修飾 BSA の重合化．
（A）EGCG 修飾 BSA の HPLC による分析．溶出時間 7 分から 30
秒ごとに分取を行なった。

（B）HPLC によって分取した画分（F1-F10）ごとの Native-PAGE 
による分析．それぞれの画分と（A）の溶出時間の関係は、F1: 7.0-
7.5 分，F2: 7.5-8.0 分…，F10: 11.5-12.0 分である。F2 は三量体、
F3-F4 は二量体，F5-F10 は単量体が主であることが見て取れる。

Fig. 3　EGCG 修飾 BSA の重合化と mAb SBM1 の親和
性解析．　 　　　　　　　　　　　　　

HPLC で分取した EGCG 修飾 BSA の画分（F2-F9, Fig. 2）または
未修飾の BSA を抗原とし，1 次抗体に mAb SBM1，2 次抗体に抗
マウス IgM 抗体 -HRP を用いた ELISA を行なった。
抗原のタンパク質濃度はフラクションごとに同じになるように調製
した。
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4-2. SBM 産生抗体の遺伝子配列解析
　凍結保存していたハイブリドーマ SBM1-5 のうち，
SBM2 は細胞が増殖しなかったために実験から除外した．
SBM1, 3, 4, 5 は正常に増殖したため，それぞれの抗体重
鎖可変領域（VH）と軽鎖可変領域（VL）をマウスの免
疫グロブリン M（IgM）に対して設計されたプライマー
によって増幅した．クローニング後に得られた配列を解
析した結果，VH 配列は，SBM1, 3, 4, 5 の全てにおいて
同一であることが判明した．また，VL 配列については，
SBM1 と５が同一（タイプⅠ）であったが，SBM ４はそ
れとは異なる配列（タイプⅡ）を有していた．SBM3 の
VL 遺伝子は複数のプライマーの組み合わせで増幅され，
それぞれの配列をクローニング後に解析したところタイプ
ⅠとタイプⅡの二種類の配列が得られた．

5. 研究から得た結論・考察
5-1. 修飾 BSA と自然抗体の相互作用
　これまでの研究で EGCG の分子内に含まれるピロガ
ロール構造が酸化して生じるo- ベンゾキノン構造がタン
パク質の求核性側鎖と反応することがわかっている6．こ
の時リジン残基が反応すると脱アミノ化が起こり，アルデ
ヒド基へと変換されるため，タンパク質表面の電荷は相
対的に負に帯電する3．また，無水酢酸を用いたアセチル
化はリジンのアミノ基やチロシンのフェノール性水酸基を
標的とし，タンパク質表面電荷は相対的に負に帯電する．
これに対し，アスパラギン酸やグルタミン酸のカルボキ
シル基とエチレンジアミンの結合によるアミノ化 BSA の
表面電荷は相対的に正に帯電する．ELISA の結果，mAb 
SBM1 と mAb SBM3 のいずれを用いた場合でも，アセ
チル化 BSA，アミノ化 BSA に対する有意な親和性が観測
されなかったことから，mAb SBM とポリフェノール修
飾タンパク質の相互作用は単純な静電相互作用ではない
ことが示唆された．また，EGCG 修飾 BSA の重合化フ
ラクションを用いた ELISA によって，mAb SBM1 との
親和性は重合化の程度によらないことが観測されたため，
mAb SBM とポリフェノール修飾タンパク質の相互作用
は，単純なタンパク質の重合化によるものでもないことが
示唆された．

5-2. SBM 産生抗体の遺伝子配列解析
　SBM1-6 の産生するモノクローナル抗体の EGCG-
BSA 抗原に対する ELISA のシグナルに差が見られたた 
め4，mAb SBM1-6 は異なる遺伝子配列を持つことが予
想された．本研究において，mAb SBM1, 3, 4, 5 の抗体
配列を明らかにした結果，mAb SBM1 と mAb SBM5 の
抗体配列は同一であり（タイプⅠ），mAb SBM4 はそれ
らとは異なることを確認した（タイプⅡ）．一方，SBM3
の産生する抗体からはタイプⅠとタイプⅡのどちらの抗体
配列も存在したため，SBM ３は２種のハイブリドーマの
混ざりである可能性が示唆された．また，VH 配列につい

ては，mAb SBM1, 3, 4, 5 の全てにおいて同一であるこ
とが明らかとなったため，EGCG-BSA 抗原に対するパラ
トープとして特に重要であると推測している．

6. 残された問題，今後の課題
　本研究によって，mAb SBM1 と mAb SBM4 は異なる
VL 配列を持つことが明らかとなったが，それぞれの抗体
の EGCG 修飾 BSA に対する親和性を厳密に比較するた
めには，抗体を精製・定量して ELISA に用いる必要があ
り，今後の課題である．また，本研究で試験された mAb 
SBM によるポリフェノール修飾 BSA の認識メカニズム
は，単純な静電相互作用やタンパク質の重合化に拠らない
結果となったため，ポリフェノール修飾 BSA のエピトー
プについてはさらなる詳細な解析が必要である．最後に，
引き続き残された課題に取り組み，ポリフェノール修飾タ
ンパク質と抗体の相互作用の生理的意義を解明すること
で，人々の健康に貢献したい．
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