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要 旨 

 

本論文は、大きな社会問題となっている危険ドラッグ（以前は脱法ドラッグ

と呼ばれていたもの）の一つである合成カンナビノイド、特に社会的に重要視

されている 3-ナフトイルインドール誘導体を容易に検出するための検出方法を

開発することを目的にしたものである。この目的を達成するために、ハイブリ

ドーマ法を用いた高感度なマウスモノクローナル抗体作製及び、ファージディ

スプレイ法を用いた VHH 抗体作製について検討した。さらには、作製したモノ

クローナル抗体及び VHH 抗体の特性を評価すると共にそれを用いて、3-ナフト

イルインドール誘導体の検出方法についても検討した。上記 2種類の抗体作製

方法については、3-ナフトイルインドール誘導体単独で免疫しても抗体反応を

することが出来ないことが分かっているため、いずれも 3-ナフトイルインドー

ル誘導体にキャリア蛋白質として keyhole limpet hemocyanin（KLH）を修飾し

た 3-ナフトイルインドール誘導体修飾 KLH を免疫原として使用した。マウスモ

ノクローナル抗体作製については、免疫したマウスの脾臓細胞とミエローマ細

胞との融合によるハイブリドーマ法を利用した。一方、VHH 抗体作製については

免疫抗体ライブラリを作製し、3-ナフトイルインドール誘導体修飾Bovine Serum 

Albumin(BSA)を用いてバイオパンニングを行い、3-ナフトイルインドール誘導

体を特異的に認識する VHH 抗体の単離を試みた。その結果、3-ナフトイルイン

ドール誘導体を認識するそれぞれ 2種類のマウスモノクローナル抗体及び VHH

抗体の作製に成功した。 

それぞれの抗体の評価については、いずれも 3-ナフトイルインドール誘導体

修飾 BSA に対する ELISA(Enzyme linked Immuno Sorbent Assay)法を用いて、3-
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ナフトイルインドール誘導体のみを認識し、原料あるいはそれに類似した化合

物は認識しなかったことから優れた特異性を有していることが示された。 

詳細については下記に記載する。 

マウスモノクローナル抗体については、固相抗原として 3-ナフトイルインド

ール誘導体修飾 BSA を用いた競合 ELISA 法による薬物単体に対する評価では、

1-methyl-3-(1-naphthoyl)indole、1-ethyl-3-(1-naphthoyl)indole、

1-octyl-3-(1-naphthoyl)indole、Naphtoyl-Indole、4-methyl-Naphtoyl-Indole、

Indole、Naphtylamine、Naphtoic acid に対する IC50 値は 60 、80 、80、120 、

120 、10000 以上、10000 以上、10000 以上 nM であった。 

一方、VHH 抗体については、固相抗原として 3-ナフトイルインドール誘導体

修飾 BSA を用いた競合 ELISA による薬物単体に対する評価では、

1-methyl-3-(1-naphthoyl)indole、1-ethyl-3-(1-naphthoyl)indole、

1-octyl-3-(1-naphthoyl)indole、Naphtoyl-Indole、

4-methyl-Naphtoyl-Indole、、Indole、Naphtylamine、Naphtoic acid に対する

それぞれの IC50 値は 2.6、2.8、3.8、8.1、3.0、 10 以上、10 以上、10 以上 µM 

であり、マウスモノクローナル抗体と比較して約 2桁感度が劣っていた。 

以上のことにより、今回作製したマウスモノクローナル抗体ついては、高感

度測定が可能であり、検出デバイスへの適応性があるものの、VHH 抗体について

は低感度であり検出デバイスへの導入は困難であると考えられる。 

そこで、このマウスモノクローナル抗体を用いて、２種類の簡易測定方法（蛍

光増強阻害法、イムノクロマトグラフィー法）を検討した結果、蛍光増強阻害

法では、3-ナフトイルインドール誘導体を検出困難であったが、イムノクロマ

トグラフィー法では 3-ナフトイルインドール誘導体を検出することが出来た。

このイムノクロマト法を用いた検出方法は、将来的に危険ドラッグのひとつで
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ある合成カンナビノイド、特に 3-ナフトイルインドール誘導体の簡易測定デバ

イスとしてその活用が期待される。 
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第 1章 

危険ドラッグの特徴及び現行検出方法 

1-1 小序論 

近年、危険ドラッグと言われる薬物が関与した社会問題（自動車事故による

障害事件、健康被害など）が発生している。2016 年では、医薬品医療機器等法

下での指定薬物として規制されている化合物数は約 2000 種類であり、その中で

カンナビノイド受容体に対し作用する合成カンナビノイドの割合は最も多い。

その割合は全体の約 40％ を占めている。危険ドラッグが日本において顕在化し

たのは、1990 年代後半からである。他の違法薬物（例えば、コカインや覚せい

剤）と比較して安価で、インターネットや繁華街などで簡単に入手することが

可能であったため、健康被害や社会的弊害が大きな社会問題となった。その後、

2006 年に薬事法（現医薬品医療機器等法）が改正され新しく指定薬物制度が導

入されたが、2008 年頃から合成カンナビノイドを乾燥ハーブにまぶした脱法ハ

ーブが社会的に蔓延し深刻な社会問題となった。 

これらの危険ドラッグは、ある化合物を指定薬物に指定しても構造に類似し

ている化合物を新たに合成しその新規化合物が販売されるようになった。この

ように規制と流通との“いたちごっこ”がしばらくの間続いた(1-4）。 

厚生労働省は、この課題を解決するために、合成カンナビノイドを対象とし

て、医薬品医療機器等法下で特定の構造を有する化合物群を指定薬物指定して

網羅的に規制した（2013 年）。その後、次々と新たに出てくる化合物を速やか

に指定薬物として指定し、2016 年 4 月末時点で指定薬物総数は約 2,300（包括

指定を含む）となった。さらには、危険ドラッグに関連する医薬品医療機器等

法を改正し、指定薬物、指定薬物である疑いがある物品だけではなく、指定薬
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物と同等以上に精神毒性を有する蓋然性が高い物である疑いがある物品につい

ても検査命令および販売等停止命令を行うことが可能となる規制を実施した。 

その一方で、このような危険ドラッグはアンダーグラウンドで取引されるよ

うになり、今なお多くの利用者がいるものと考えられる。 

よって、このような危険ドラッグを早期に、簡単に検出することは将来的に

も重要である。 

次の章では、危険ドラッグの一つである合成カンナビノイド、特にその中で

最も社会的に重要視されている 3-ナフトイルインドール誘導体の特徴及びそれ

を検出するための技術について記述する。 
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1-2 危険ドラッグの特徴 

危険ドラッグには多くの種類がある（図 1-1）。この中でも、特に国内（外）

で流通している危険ドラッグとして合成カンナビノイドと言われる一群が存在

している。さらに、その中で特に社会問題となっているものの一つとしてナフ

タレン系の 3-ナフトイルインドール誘導体というものがある。この化合物の基

本的構造を図 1-2 に示す。これら合成カンナビノイド類は、大麻の成分である

Δ-9-テトロヒドロカンナビノイド（1 9-THC、1）と同等の生理活性を有してい

る。その 3-ナフトイルインドール誘導体として JWH-018（3）が最初に流通し、

その後、多数の構造類似体が流通されるようになった（2-4）。その解決策とし

てこれら 3-ナフトイルインドール誘導体類は包括指定された。 

この合成カンナビノイドの多くは、その構造を 4つの領域（A、B、C、及び結

合形態）に分けることが出来る（図 1-2）。このように 4つの領域が構成されて

いるため、これら 4つの部位の様々な置換基の組み合わせにより無数の化合物

が合成できる。例えば、JWH-018（3）の A 領域が benzyl 基である JWH-250（5）

や、phenyl 基である AM-2233（6）、cyclopropyl 基である XLR-11（7）、pyrrole 

骨格である JWH-307（8）や、naphthyl 骨格である CB-13（9）など、B 領域が

indazole 基である THJ-2201 など、さらには、C領域が 5-fluoropentyl 基に置

換された AM-2201（4）などもある。 

危険ドラッグ中の各合成カンナビノイドの含有量については、製品間のばら

つきが大きいことが報告されている。例えば、JWH-018 の含有量は数 mg/g～約

39mg/g であり、大小約 18 倍の差があった(10）。 

一方、危険ドラッグ中の含有成分の多くは、その薬理作用が不明であること

が多いが、合成カンナビノイドは、カンナビノイド受容体（CB1 および CB2）に

対する親和性を有することが報告されている。CB1 受容体は脳内に多く局在する
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受容体で、カンナビノイドの中枢作用（鎮静作用など）に関与している。合成

カンナビノイドと CB1 受容体に対する親和性は、阻害定数 Ki 値（nM）として表

され、例えば JWH-018 は Δ9-THC の 5 倍、AB-CHMINACA は 78 倍、MDMB-CHMINACA

は 431 倍という強力な親和性を有すると報告されている(11-19）。 
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図 1-1 危険ドラッグの分類図 

 

 

図 1-2 合成カンナビノイドの領域図  
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1-3 危険ドラッグ検出技術の現状 

現在、危険ドラッグ成分を検出する迅速かつ広範囲なスクリーニング法とし

ては、下記のような大型装置を用いた分析法が利用されている。これらの分析

法は、高感度で、高い確度で物質同定をすることが出来る一方で、装置が大型

であるばかりでなく、それぞれの検体を分析する場合には予めメタノールなど

の有機溶媒で危険ドラッグ成分の抽出を行う必要がある。 

さらには、装置操作にもかなりの熟練者が必要であり、測定結果が出るまで

の時間も長時間（1 時間～1 日）であるという課題がある。 

下記にそれぞれの分析法の現状について記載する。 

1)ガスクロマトグラフ質量分析計（GC-MS） 

質量分析計（MS）を検出器としたガスクロマトグラフ装置のことを GC/MS と

呼んでいる。GC/MS は、基本的にクロマト分離を行うガスクロマトグラフ(GC)

と質量分離を行う質量分析計(MS)という異なる 2 つの手法を組み合した装置か

ら構成されている。 

分析したい混合物試料は GC で成分分離され、その成分ごとをイオン化し質量

分析する。MS は検出器の中でも定性に優れた検出器である。 

一方、GC/MS 法の薬毒物データベースには、乱用薬物、危険ドラッグなどの法

薬毒物分析で必要となる化合物のマススペクトルが登録されている。これらの

情報は，メソッドファイル、シミラリティー検索に利用するためのマススペク

トルライブラリに登録されており、保持時間やマススペクトルによる化合物同

定に利用することができる。 

2)液体クロマトグラフ質量分析計（LC/MS） 

LC/MS は、質量分析計（MS）を検出器とした液体クロマトグラフ装置のことを

いう。LC/MS は、基本的にクロマト分離を行う液体クロマトグラフ(LC)と質量分
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離を行う質量分析計(MS)という異なる 2 つの手法を用いた装置から構成されて

おり、スキャン測定より得られるマススペクトルでは溶出成分に分子量と構造

情報を与える。一般的に LC では試料中の各成分の固定相と移動相に対する保持

力の差によって成分を分離し、UV-VIS などで検出する。これらの検出器では、

物質の定性は主に保持時間で、定量はピーク強度・面積で行う。 クロマトグラ

フィーは分離能力に優れているが、多成分同時分析など複数の成分がほぼ同時

にカラムから溶出する場合には確実な定性・定量が困難になる。 

一方、MS は試料成分を様々な方法でイオン化させ、得られたイオンを真空中

で質量と電荷の比（m/z）によって分離し、各イオンの強度を測定する高感度な

検出法である。  

3)フォトダイオードアレイ検出器付液体クロマトグラフ質量分析計

（LC/PDA/MS） 

この分析の場合、上記の GC-MS 分析後のスペクトル検索の結果、分析用標品

を所有している化合物が検出された場合に、改めて分析用標品とともに

LC/PDA/MS 分析を行い保持時間およびスペクトルデータの一致を確認するため

のものである。 

4)LC-四重極-飛行時間型質量分析計（LC/Q-TOF MS） 

一方、分析用標品を所有していない新規流通化合物が検出された場合は、目

的成分をリサイクル分取LCや質量分析計付フラッシュ精製装置などを用いて製

品から分取・精製し、その化学構造をこの分析法を用いて同定している。 

5)DART-四重極-Orbitrap 型質量分析計 

これは、リアルタイム直接分析 DART（Direct Analysis in Real Time）イオ

ン源に、タンデム質量分析計（四重極-Orbitrap 型質量分析計）を連結した装置

による危険ドラッグ製品中薬物の迅速スクリーニングする装置である（9）。こ
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の DART イオン化法は、ヘリウムガスをニードル電極の放電でプラズマ化し、大

気ガス中に放出させ測定対象物に直接作用しイオン化することができる方法で

ある。真空下でイオン化を行う従来の方法と異なり大気圧下でイオン化を行う

ので、試料表面上でイオン化を直接行うことが可能である。そのため、前処理

なしで様々な試料をイオン源にかざすだけでマススペクトルをリアルタイムに

得ることが可能である。 

6)LC-イオンモビリティー分離-四重極-飛行時間型質量分析計 

（LC/IMS/Q-TOF MS） 

こ れは、 LC/Q-TOFMS に イオンモビリティー分離法（ Ion Mobility 

Separation;IMS）を組み込んだ装置である。IMS はイオンが通過するセル内にガ

スを通気し、連続パルス電圧を印加することで、各化合物イオンの大きさや形

状に基づく移動時間を測定し、衝突断面積（Collision cross section; CCS）

を得る分析法である。この IMS を併用することにより生体試料由来の夾雑物に

よる影響の軽減が可能となった。 

7)その他 

スクリーニング分析により検出された薬物については、LC-トリプル四重極型

質量分析計（LC/MS/MS）の Multiple Reaction Monitoring（多重反応モニタリ

ング、MRM）法により定量分析を実施していることがある。LC/MS/MS の MRM 法を

用いた薬物分析では、ターゲットとなる化合物由来のプロダクトイオンのみを

モニタリングすることにより、極めて選択性の高い高感度な分析を行うことが

可能となる。  
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1-4 小括 

1-2 で述べたように合成カンナビノイドの多くは、その構造を 4つの領域（A、

B、C 及び結合形態）に分けることが出来、そのため、これら 4 つの部位の様々

な置換基の組み合わせにより無数の化合物が合成できる。一方、1-3 で述べたよ

うに、現状の測定装置は大型で、有機溶媒を使用し、かつ煩雑な操作した後に

分析することが多いため、簡便に測定することができないという課題がある。 

本研究では、このことを踏まえて抗体作製及び検出技術の研究開発を行う必

要がある。抗体作製の場合には、抗体の交差反応性がある程度広いものあるい

は、多様性のある抗体を獲得することが重要である。モノクローナル抗体作製

の場合にはなるべく多くのクローンを作製することが重要であり、VHH 抗体の場

合には多様性を大きなライブラリーを作製することが重要である。 

また、検出技術の研究開発については、世の中に存在する多くの化合物から

怪しい化合物を簡易にスクリーニングできる検出方法を確立する必要があると

考えられる。 
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第 2章 

ハイブリドーマ法を用いた 3-ナフトイルインドール誘導体

特異的マウスモノクローナル抗体の作製及びその特性評価 

 

2-1 小序論 

抗体は、生体においては免疫作用の一つとして機能しており、工業的には治

療薬やターゲット物質に対する特異的反応分子として、様々な分野で機能する

蛋白質のひとつである。種々のターゲット物質に対してこのような機能的タン

パク質を作製する技術を取得することは応用性が高く、様々な分野に応用可能

である。 

今回、このハイブリドーマ法を用いてマウスモノクローナル抗体の作製を試

みた。 

本研究のターゲット分子は、低分子化合物である 3-ナフトイルインドール誘

導体である。以下に、抗ハプテン抗体の調製方法及びハイブリドーマ法につい

て記載する。 

分子量が小さい低分子量の化合物(MW 1000 以下)は、免疫学の分野ではハプ

テンと呼ばれ、そのまま動物に投与しても免疫原性がないため免疫応答を誘導

できないと言われている。一方、このハプテンをタンパク質（担体、キャリア

分子）と共有結合すると免疫原性を示すようになる。ハプテンはホルモンや低

分子有機化合物（例えば、ビタミン、薬物、環境汚染物質、抗生物質、除草剤

等）など広範囲に存在している。そのため、このような低分子化合物を検出す

るために必要な材料として、ハプテンに対する抗体を作製することは有用であ
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る。これらの低分子を検出するために重要な要因のひとつとして、抗体の特異

性がある。サンプルからターゲット分子のみを特異的に検出する場合、あるい

は特異性の広い抗体を利用して類似化合物を一度に検出する場合など、目的に

合わせた抗体を作製することが重要である。このような抗体は、研究用試薬、

診断キット、バイオセンサーや医薬品等に有用な材料である。 

このようなハプテンに対する抗体の特徴について下記に記載する。 

①ハプテンに対する抗体の特徴的な構造(1) 

ハプテンが抗原の場合には、抗原認識表面はキャビティ型であると報告され

ており、重鎖可変領域（VH）と軽鎖可変領域（VL）の接触面を形成するβスト

ランド中のアミノ酸残基と相互作用していると考えられている。また、実際に

抗原と結合するアミノ酸残基（specificity-determining residues：SDR）の平

均的な数は、ハプテンに対する抗体の場合は 11.9 で、タンパク質抗体の場合よ

りも少ない。その中でも重鎖相補鎖決定領域ループ 3

（complementaritydetermining region H3：CDRH3）の SDR の割合は、ハプテン

に対する抗体の場合は33％（タンパク質やペプチドに対する抗体の場合には25%）

である。このことからも分かるように、H3 ループはハプテンに対する抗体にお

いては特に重要であると記載されている。 

②ハプテンと抗体との特徴的な相互作用(2) 

ハプテンとの結合には、結合部位の相補的な電荷を要し、π‐スタッキング

やファンデルワールス作用により特異性が決定されると考えられている。 

③ハプテン抗原の調製方法(3,4) 

ハプテンは一般的に低分子・疎水性物が多く、抗原-抗体結合を形成可能な反

応基を保持していない場合が多い。また、キャリアタンパク質をコンジュゲー

トしても免疫応答を誘発しない低分子化合物もある。 
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一方、ハプテンはターゲット物質と構造的に最も類似したものとなるように

デザインすることが重要である。さらには、免疫量の増加・ハプテンの含有モ

ル比の増加により早い免疫応答と高いタイターを得ることができるが、逆にそ

れらの減少により、抗体の特異性・選択性を上げることができると考えられて

いる。 

抗体作製については種々の方法があるが、その代表的なものとして 1975 年に

Köhler と Milstein により報告されたハイブリドーマ法がある(4)。下記に、ハ

イブリドーマ法を用いたマウスモノクローナル抗体の作製概要について記載す

る (図 2-1)。 

まず、免疫原であるキャリア蛋白質と結合したハプテンを動物の腹腔内、静

脈内、あるいは皮下等に投与することにより免疫応答を行わせる。その後、血

清中に十分な抗体価を示した動物の脾臓、あるいはリンパ節を摘出し、これら

に含まれる抗体産生細胞（脾臓細胞またはリンパ球）と骨髄腫細胞とを融合さ

せることにより、モノクローナル抗体産生ハイブリドーマ細胞を作製する。マ

ウスを用いた場合は、骨髄腫細胞としては、SP2/O や P3-X63Ag8 (P3)などがあ

る。細胞融合の方法としては、センダイウイルスを使用する方法、ポリエチレ

ングリコールなどの高分子ポリマーを使用する化学的方法や高電圧パルスによ

る電気穿孔法等がある。ハイブリドーマ細胞の選択の手段としては、HAT 培地

（正常培地にヒポキサンチン、アミノプリテン、チミジンを加えた培地）で未

融合細胞とハイブリドーマを培養して、アミノプリテン耐性を備えたハイブリ

ドーマのみを選択的に増殖させることができる。クローニング方法として限界

希釈法を用いることによりモノクローナル抗体産生ハイブリドーマ細胞を樹立

することができ、その細胞を培養することによりモノクローナル抗体を得るこ

とが出来る。 
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本研究では、3-ナフトイルインドール誘導体-タンパク質結合物を免疫原とし

て、ハイブリドーマ法により、抗 3-ナフトイルインドール誘導体モノクローナ

ル抗体の作製に着手した。  

 

 

図 2-1 ハイブリドーマ法の概略図 

マウスに免疫原を免疫し抗体力価の上昇した脾臓細胞とミエローマ細胞とを

細胞融合する。HAT 選択後、スクリーニング・クローニングを行いモノクロー

ン化したハイブリドーマ細胞を確立する。 
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2-2 材料と方法 

（1）ハプテン（1-ヘプタン酸-3-（1-ナフトイル）インドール；Hep）の合成 

2.5M エチルマグネシウムブロミド（1.65mmol）を 1.1ml エーテル溶媒中に添

加し、しばらく 0℃で撹拌した。この溶液に、あらかじめ 1.1ml エーテル溶媒で

溶解したインドール（1.3mmol）を徐々に添加し、添加終了後 30 分間、室温で

撹拌した。撹拌しながら、予め 1ml エーテル溶媒で溶解した 1-ナフトイルクロ

ライド（1.46mmol）を徐々に添加した。その反応液は 1.5 時間、室温で撹拌し

ながら放置した。その後、飽和塩化アンモニウム水溶液を反応液と同体積添加

することにより反応を停止させると共に、微粉末状になるまで撹拌を続けた。

この粉末をろ過し、適当量の水で洗浄した後に適当量のエーテルで洗浄した。

粉末を 1ml メタノールで溶解した後に、1ml 水酸化ナトリウム水溶液（0.4g/ml）

を添加し、室温で 18 時間撹拌した。沈殿物をろ過後に適当量のメタノール、水、

エーテルで洗浄した。その後、100℃真空下で乾燥させ、3-（1-ナフトイル）イ

ンドール混合物を得た。この混合物を精製することなく次の合成ステップに利

用した。0.2g 3-（1-ナフトイル）インドール混合物を 1.5ml ジメチルスルフォ

キシド（DMSO）で溶解した後に、0.6g 水酸化カリウムを添加した。この反応液

に 1-ブロモヘプタン酸（5.5mmol）を徐々に添加し、85℃で 18 時間撹拌した。

反応液を適量の水で希釈した後に、適量の酢酸エチルで 3 度抽出した。抽出物

を濃縮後、クロマトグラフィー（シリカ担体、溶出液：石油エーテル/酢酸エチ

ル＝7/1）により精製し、1-ヘプタン酸-3-（1-ナフトイル）インドール(Hep)を

得ることができた(図 2-2)。得られた反応生成物の構造は、赤外線スペクトル及

び NMR データにより同定した。 

（2）免疫原（Hep-KLH）の合成 
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10mg Hep を 1ml の DMSO に溶解後、5mg エチル（ジメチルアミノプロピル）カ

ルボジイミド（EDC）を添加し、1時間、室温で撹拌した。その溶液を、予め 100mg

のキーホールリンペットヘモシアニン（KLH）を 5ml の生理食塩水を含むリン酸

緩衝液［（pH7.4）PBS バッファ］に溶解した溶液に、撹拌しながら徐々に添加

した。その後、更に 8時間、室温で撹拌した。この溶液を予め、0.25μm フィル

ターで沈殿物を除去した後に、セファデックス G-25 カラム（溶出液：PBS バッ

ファ）により未反応物の Hep を除去することにより、免疫原である Hep -KLH を

得た(図 2-2)。 

（3）免疫 

上記で作製した 1mg/mL 免疫原に同体積のアジュバント（ヒト結核死菌合有完

全フロイントアジュバント、和光純薬製、H37Rv）を添加し、よくホモジナイザ

（1000rpm）で乳化した。生後約 8週のマウスに、免疫原を含むアジュバントエ

マルジョンを 100ul ずつ 10 箇所に注射した。2週間後、1mg/mL 免疫原に同体積

の不完全フロイントアジュバントをホモジナイザで乳化し、このエマルジョン

をマウスに 100ul ずつ 10 箇所に注射した後、4、6、8 週間後に再度  免疫原を

含む不完全フロイントアジュバントエマルジョンを同様に注射した。注射後、1

週間目に採血し、その血清を以下に示す血清評価法により抗体産生（力価）を

確認した。 

（4）血清評価 

採取した血清を、酵素免疫測定法（ELISA）により抗体産生の確認をした。固

相として 0.1mg/mL・BSA-PBS-Az（0.04 重量％ナトリウムアジド PBS 溶液にウシ

血清アルブミン（以下 BSA という）を 0.1mg/mL の濃度で溶解したもの）で調製

した 2.5μg/mL Hep-BSA を 100ul/ウェルずつ使用した。第二抗体としてペルオ
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キシダーゼ標識抗マウスモノクローナル抗体またはペルオキシダーゼ標識抗マ

ウス IgM 抗体を使用した。 

（5）細胞融合 

免疫したマウスの中で特に力価の高かった 2 匹の脾臓を肥大させるために、

ブースト（弱い免疫原の注射）をした。免疫原として 1mg/mL Hep -KLH 溶液（ア

ジュバント不含）をそのまま用いた。ブースト後 3 日を経過したマウスの脾臓

細胞を摘出し、平均分子量 1，500 のポリエチレングリコールを用いた常法によ

り、マウス骨髄腫由来細胞ライン（P3X63-Ag8.653）と融合した。フィーダー（成

長因子を供給する細胞）として同じマウスの脾臓細胞を用い、96 ウェルプレー

ト 2 枚の上で 15 重量％のウシ胎児血清（以下、FCS）を含むイシコフ培地で 1

日間培養した後（100ul/ウェル）、2倍濃度のヒポキサンチン/アミノブテリン/

チミジン（HAT）培地を 100ul/ウェル添加して CO2 インキュベータ（CO2 濃度：

5体積％、温度：37℃、湿度：95％）内で 1 週間培養した。その後、培養上清を

除いた後、15 重量％の FCS を含むヒポキサンチン/チミジン（HT）培地（250ul/

ウェル）と交換した。 

（6）細胞選別 

HT 培地と交換 1 週間後、培養上清を 200ul/ウェルずつ取り出した。15 重量％

のFCSを含むHT培地（200ul/ウェル）を添加し、3日間培養し後培養上清を200ul/

ウェルずつ取り出した。合計で培養上清を 400ul/ウェルを得ることができた。

この培養上清を用いて以下に示す ELISA 法により Hep -BSA に対する結合能を測

定した。固相として 0.1mg/mLBSA・PBS・Az で調整した 2.5μg/mL Hep -BSA 溶

液を 100ul/ウェルずつ使用した。抗体液として細胞培養上清を使用した。この

結果、Hep -BSA に対して結合能を示したものは 25 ウェルあった。 

（7）クローニング 
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上記 25ウェルの細胞についてウェルあたり 1個の細胞が含まれる濃度に希釈

（限界希釈）し、96 ウェルのマイクロプレート 3 枚に分注した。フィーダーと

して生後 5 週のマウス（Balb/c）の胸線細胞を用いて初期増殖を促した。プレ

ートのサイズを上げながら培養を進め、適時上清について ELISA 法によるスク

リーニングを繰り返し、Hep-BSA に対して高い力価を示し、かつ良好な増殖を示

している細胞ラインを 6ウェルを選別し、200ml 中で 5×10^5 細胞/mL の濃度に

至るまで培養を進めた。最終的に、Hep-BSA に対して結合能を示した 2株を選定

した。 

（8）細胞の保存 

最終的に選別された細胞ラインは、上清を遠心分離し、5×10^6  細胞/mL の

濃度で FCS：ジメチルスルフォキシド＝9：1（体積比）の溶液 1mL に浮遊させ、

-80℃で凍結した後、-135℃に移して長期保存状態にした。 

（9）抗体の精製 

採取した培養液を遠心分離より単離した後に、その上清についてプロティン A

結合ゲル（プロティン Aセファロース CL-4B、ファルマシア製）を用いたアフィ

ニティークロマトグラフィにより、細胞培養上清からモノクローナル抗体を精

製した。 

（10）抗体の評価（結合能評価） 

上記のアフィニティクロマトグラフィにより精製したモノクローナル抗体に

ついて以下に示す酵素免疫測定法（ELISA 法）で抗体評価を行った。 

（A）抗原のコーティング 

2.5μg/mL Hep-BSA をマイクロプレートに 100ul/ウェルずつ注入し、20 度で

一晩保存した。実験直前に、アスピレータで抗原溶液を除去した。 

（B）ブロッキング 
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BSA-PBS-Az を 200ul/ウェル注入し、30 分間室温で放置した。その後、アスピ

レータで BSA-PBS-Az を除去した。即日に以降の実験を行わないときは、この状

態で、水で湿したろ紙と共に 4度で保存した。 

（C）抗体の反応 

1 重量％BSA-PBS-Az で希釈した抗体溶液（希釈倍率：100～1000000 倍）を

100ul/ウェル振とうしながら加えた。常温で 3 時間保存した後、アスピレータ

で抗体溶液を除去し、PBS で 3 回洗浄し、アスピレータで残存する PBS を除去し

た。 

（D）第 2 抗体の反応 

0.2μg/mL のペルオキシダーゼ標識抗マウスモノクローナル抗体ヤギ由来

（KPL 社製）を 1重量％BSA の PBS 溶液に溶解したもの、または 0.2μg/mL のペ

ルオキシダーゼ標識抗マウス IgM 抗体ヤギ由来（KPL 社製）を 1重量％BSA の PBS

溶液に溶解したものを 50ul/ウェル注入し、常温で 30 分放置した。アスピレー

タで除去し、PBSで3回洗浄し、さらにアスピレータで残存するPBSを除去した。 

（E）基質の反応と停止 

O-フェニレンジアミン（生化学用）40mg を 10mL のクエン酸一リン酸バッファ

ー（pH5）に溶解し、使用直前に 30 重量％過酸化水素水 4ul を加えた溶液（基

質溶液）を 100ul/ウェル注入し、室温放置した。5 分後、4N 硫酸を 25ul/ウェ

ル注入して反応を停止した。 

（F）測定 

東洋ソーダマイクロプレートリーダを用いて 492nm の吸光度を測定した。  

（11）3-ナフトイルインドール誘導体の合成（交差反応性評価） 

各種の交差反応性評価用 3-ナフトイルインドール誘導体は、上記 Hep 合成で

記載した方法に準拠して合成した（図 2-3）。 
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下記に詳細に記載する。 

2.5M エチルマグネシウムブロミド（1.65mmol）を 1.1ml エーテル溶媒中に添

加し、しばらく 0℃で撹拌した。この溶液に、あらかじめ 1.1ml エーテル溶媒で

溶解したインドール（1.3mmol）を徐々に添加し、添加終了後 30 分間、室温で

撹拌した。撹拌しながら、予め 1ml エーテル溶媒で溶解した 1-ナフトイルクロ

ライド（1.46mmol）あるいは、4-メチルー1-ナフトイルクロライド（1.46mmol）

を徐々に添加した。その反応液は 1.5 時間、室温で撹拌しながら放置した。そ

の後、飽和塩化アンモニウム水溶液を反応液と同体積添加することにより反応

を停止させると共に、微粉末状になるまで撹拌を続けた。この粉末をろ過し、

適当量の水で洗浄した後に適当量のエーテルで洗浄した。粉末を 1ml メタノー

ルで溶解した後に、1ml 水酸化ナトリウム水溶液（0.4g/ml）を添加し、室温で

18 時間撹拌した。沈殿物をろ過後に適当量のメタノール、水、エーテルで洗浄

した。その後、100℃真空下で乾燥させ、0.25g の 3-（1-ナフトイル）インドー

ル混合物あるいは、0.26g の 3-（4-メチル-1-ナフトイル）インドール混合物を

得た。 

各混合物については、クロマトグラフィー（シリカ担体、溶出液：石油エー

テル/＝5/5）により精製し、3-（1-ナフトイル）インドール混合物及び、3-（4-

メチル-1-ナフトイル）インドールを得ることができた（図 2-3）。 

一方、3-（1-ナフトイル）インドール混合物については、0.2g を 1.5ml ジメ

チルスルフォキシド（DMSO）で溶解した後に、0.6g 水酸化カリウムを添加した。

この反応液に各種 1-ブロモアルキル（5.5mmol）を徐々に添加し、85℃で 18 時

間撹拌した。反応液を適量の水で希釈した後に、適量の酢酸エチルで 3 度抽出

した。抽出物を濃縮後、クロマトグラフィー（シリカ担体、溶出液：石油エー

テル/酢酸エチル＝7/1）により精製し、1-メチル-3-（1-ナフトイル）インドー
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ル、1-エチル-3-（1-ナフトイル）インドール及び 1-オクチル-3-（1-ナフトイ

ル）インドールを得ることができた（図 2-3）。得られた反応生成物の構造は、

赤外線スペクトル及び NMR により同定した。 

（12）抗体の評価（交差反応性評価） 

上記のアフィニティクロマトグラフィにより精製したモノクローナル抗体に

ついて以下に示す酵素免疫測定法（ELISA 法）で抗体評価を行った。 

（A）抗原のコーティング 

2.5μg/mL Hep-BSA をマイクロプレートに 100ul/ウェルずつ注入し、20 度で

一晩保存した。実験直前に、アスピレータで抗原溶液を除去した。 

（B）ブロッキング 

BSA-PBS-Az を 200ul/ウェル注入し、30 分間室温で放置した。その後、アスピ

レータで BSA-PBS-Az を除去した。即日に以降の実験を行わないときは、この状

態で、水で湿したろ紙と共に 4度で保存した。 

（C）抗体の反応 

PBS で希釈した各 3-ナフトイルインドール誘導体あるいは、原料化合物溶液

50ul/ウェル及び 1 重量％BSA-PBS-Az で希釈した抗体溶液（希釈倍率：1000 倍）

50ul/ウェルを振とうしながら加えた。常温で 3時間保存した後、アスピレータ

で抗体溶液を除去し、PBS で 3 回洗浄し、アスピレータで残存する PBS を除去し

た。 

（D）第 2 抗体の反応 

0.2μg/mL のペルオキシダーゼ標識抗マウスモノクローナル抗体ヤギ由来

（KPL 社製）を 1重量％BSA の PBS 溶液に溶解したもの、または 0.2μg/mL のペ

ルオキシダーゼ標識抗マウス IgM 抗体ヤギ由来（KPL 社製）を 1重量％BSA の PBS
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溶液に溶解したものを 50ul/ウェル注入し、常温で 30 分放置した。アスピレー

タで除去し、PBSで3回洗浄し、さらにアスピレータで残存するPBSを除去した。 

（E）基質の反応と停止 

O-フェニレンジアミン（生化学用）40mg を 10mL のクエン酸一リン酸バッファ

ー（pH5）に溶解し、使用直前に 30 重量％過酸化水素水 4ul を加えた溶液（基

質溶液）を 100ul/ウェル注入し、室温放置した。5 分後、4N 硫酸を 25ul/ウェ

ル注入して反応を停止した。 

（F）測定 

東洋ソーダマイクロプレートリーダを用いて 492nm の吸光度を測定した。 
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2-3 結果と考察 

今回、ハプテンの合成により 0.1g 1-ヘプタン酸-3-（1-ナフトイル）インド

ール（Hep、収率：41％）を得ることができた。得られた反応生成物の構造は、

赤外線スペクトル及び NMR データにより同定した。その化合物の NMR 結果は以

下のとおりであった。 

: 1H NMR (400 MHz, CDCl3) d 1.44(m, 2H), 1.52(m, 2H), 1.68(m, 2H), 1.89 

(quint, 2H), 2.18(m, 2H), 4.12 (t, 2H), 4.45(m, 2H), 7.40 (s, H), 7.34 (m, 

1H), 7.35 (m, 1H), 7.41 (m, 1H), 7.46 (m, 1H), 7.50 (m, 1H), 7.55 (dt, 1H), 

7.69 (dd, 1H), 7.93 (d, 1H), 8.00 (d, 1H),  8.23 (d, 1H), 8.45 (m, 1H) ; 

13C NMR (100 MHz, CDCl3) d 25.4, 26.2, 29.1, 28.8, 29.6, 34.4, 47.1, 110.0, 

117.8, 122.9, 122.9, 123.7, 124.5, 125.9, 126.0, 126.3, 126.7, 126.8, 128.1, 

130.1, 130.8, 133.8, 137.4, 138.6, 138.9, 192.0. 

この Hep を KLH に結合することにより免疫原である Hep-KLH（濃度：1mg/ml）

を得た。これをマウスに免疫し、免疫反応状態を各週における血清力価を評価

した結果、3-ナフトイルインドール誘導体抗体の産生が認められるとともに、

モノクローナル/IgM 比が 100 以上ありクラススイッチが起こっていることを確

認した(図 2-4、2-5)。 

力価が十分に上昇した段階で、PEG を用いた細胞融合を実施し 2種類のハイブ

リドーマ細胞（NT01,NT02）を得ることが出来た。この細胞を培養し、その培養

上清を protein-A カラムで精製し、モノクローナル抗体を得た。このモノクロ

ーナル抗体は SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動により、標準蛋白との比較

から、精製抗体は分子量約 50，000 の H 鎖と約 25，000 の L 鎖からなるモノク

ローナルであることを確認した。 
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各モノクローナル抗体のサブクラスは Mouse MonoAB IDKIT（Zymed 社製）を

用いて決定した。タイピングした結果、いずれの抗体もサブクラスは IgG1 であ

った。 

一方、得られたモノクローナル抗体を評価するために、種々の 3-ナフトイル

インドール誘導体を合成した。それぞれの化合物については、0.21g の 3-（1-

ナフトイル）インドール、0.22g の 3-（4-メチルー1-ナフトイル）インドール、

0.1g の 1-メチル-3-（1-ナフトイル）インドール（収率：58％）、0.12g の 1-

エチル-3-（1-ナフトイル）インドール（収率：48％）及び、0.15g の 1-オクチ

ル-3-（1-ナフトイル）インドール（収率：52％）を得ることができた。得られ

た反応生成物の構造は、赤外線スペクトル及び NMR により同定した。 

得られたモノクローナル抗体について、上記で合成した 1-ヘプタン酸-3-（1-

ナフトイル）インドール及び種々の 3-ナフトイルインドール誘導体に対する感

度及び交差反応性を ELISA により評価した。その結果、得られた 2 種類のモノ

クローナル抗体について、1-ヘプタン酸-3-（1-ナフトイル）インドールに対す

る IC50 値は、それぞれ 40nM であった（図 2-6）。また、3-ナフトイルインドー

ル誘導体である 3-ナフトイルインドール 、3-（4-メチルー1-ナフトイル）イン

ドール、 1-メチル-3-（1-ナフトイル）インドール、1-エチル-3-（1-ナフトイ

ル）インドール、1-オクチル-3-（1-ナフトイル）インドールの IC50 値は、そ

れぞれ 120、 120、60 、80、80nM であった（表 2-1）。一方、原料あるいは、

その類似体であるインドール、ナフチルアミン、ナフチル酸の IC50 値は、いず

れも 10000nM 以上であった（表 2-1）。 
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図 2-4 血清中の IgG 力価測定結果図 

 

 

図 2-5 血清中の IgM 力価測定結果図 
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図 2-6 各モノクローナル抗体を用いた Hep に対する阻害活性評価結果図 

 

表 2-1 NT01 モノクローナル抗体の各化合物に対する IC50 値表 

 

  

Name
IC50

（ｎＭ）

Immunogen-1 40

Immunogen-2 40

1-methyl-
3-(1-naphthoyl)indole

60

1-ethyl-
3-(1-naphthoyl)indole

80

1-octyl-
3-(1-naphthoyl)indole

80

Naphtoyl-Indole 120

4-methyl-Naphtoyl-Indo le 120

Indole 10000<

Naphtylamine 10000<

Naphtoic acid 10000<

Immunogen-1：1-ヘプタン酸-3-（1-ナフトイル）インドール 

Immunogen-2：1-酢酸-3-（1-ナフトイル）インドール 
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2-4 小括 

Hep-KLH を免疫原として免疫した結果、2 種類のハイブリドーマ細胞

(NT01,NT02)を得ることができた。このハイブリドーマ細胞を培養することで得

られた 2 種類のマウスモノクローナル抗体は、種々の 3-ナフトイルインドール

誘導体と結合することが確認できた。一方、原料であるインドール、ナフチル

酸などには結合しないことも確認した。 

今回作製したマウスモノクローナル抗体は、種々の化合物に対して高感度に

結合するため（IC50=約 100nM 以下）、これを用いて十分感度の高い検出器を作

製することができると考えられる。  
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第 3章 

ファージディスプレイ法を用いた 3-ナフトイルインドール

誘導体特異的 VHH 抗体の作製及びその特性評価 

 

3-1 小序論 

近年では、抗体の低分子化が求められており、これまでに作製された Fab 抗

体や scFv 抗体等に加え、ラマやラクダが有する一重鎖抗体の可変ドメインを切

り出した VHH の monobody が singledomain antibody として注目されている

(1)。 

また、タンパク質抗原を中心として様々な抗体分子及び様々な分子骨格を用

いた抗体様分子構築の試みもある(表 3-1)。 

抗ハプテン抗体としては、リガンドポケットが深く、リガンドに対して相補

的である anticalins(2)、長い CDR3 ループを有しキャビティ型のリガンドポケ

ットを形成することができる VHH(1)及び元来のマウスモノクローナル抗体が適

していると考えられる。 

VHH 抗体を作製する方法の一つとして、1985 年に Smith 等により報告された

ファージディスプレイ法(3)があり、この方法は、ハイブリドーマ法の問題点を

克服する手法として開発されたものである。この方法により、抗体の多様性の

増加、免疫原に対して非依存的であり、ヒト抗体作製等のメリットであるが、

完全抗体製造には組換え DNA 操作を必要とする点や良質なライブラリの確保、

高親和性ファージ抗体選択技術などで生じる技術的な困難さも欠点としてある。
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このファージディスプレイ法は、生物学的に機能性タンパク質分子をその表面

に提示するバクテリオファージの能力を利用して、抗体断片や目的の機能を持

ったライブラリを作製し、迅速に単離する方法として広く利用されている。 

このライブラリには、免疫した動物の単核球細胞由来の抗体遺伝子を抽出す

ることにより構築した免疫ライブラリ、予め免疫をしないナイーブライブラリ、

あるいは合成ライブラリ等がある。このようなライブラリの構築にあたっては、

特異的なプライマーを設計し、抗体遺伝子断片を作製し、これらを M13 ファー

ジベクターまたはファージミドベクターに挿入することにより作製する。 

通常利用する繊維状ファージ M13 は、環状の一本鎖ゲノム DNA を持ち、その

まわりに 5 つのコートタンパク(g3p、g6p、g7p、g8p、g9p)がアセンブリーした

細長い筒状の構造をしており、大腸菌に感染して増殖するウィルスである。 

このファージディスプレイは、これらのファージコートタンパクと外来ポリ

ペプチド（例えば、VHH 抗体）を融合した形で発現させることでファージ表面に

ディスプレイさせる。ファージに提示された外来ポリペプチドのアミノ酸配列

はファージゲノムの塩基配列を読むことにより判定することできる。ファージ

表面に発現するコートタンパク質としては、主に g3p, g8p がある。ファージ 1 

匹に 5 分子存在する g3p を用いた場合、分子量約 50,000 程度までのポリペプ

チドをファージ 1 匹あたり 1-5 分子提示することができる（図 3-1）。 

一方、ファージ 1 匹に約 3,000 分子存在する g8p を提示系として用いた場合

5 から 8 アミノ酸残基のポリペプチドを約3,000分子提示させることが可能で

ある。ファージディスプレイ法は示したストラテジーによりターゲットに結合

する分子を単離することができる（図 3-2）。 

免疫した動物の単核球細胞より作製した抗体断片遺伝子群をファージミドベ

クター等に挿入しライブラリを作製する。ライブラリは目的抗原を固定化した
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プラスチックプレート中で反応させ、洗浄後抗原に結合したファージを溶出さ

せ回収する。大腸菌に感染させることにより増幅させた後、同様のパンニング

操作を繰り返すことにより目的抗原に結合するファージクローンが選別される。

パンニング後、選別したファージを E. coli HB2151 へ感染させることにより VHH

抗体を調整することが出来る。 

今回の 3-ナフトイルインドール誘導体に対する抗体作製におけるファージデ

ィスプレイ法の最大の利点は、抗体の多様性化を達成できる点である（4）。 

さらには、ハイブリドーマ形成効率に依存しない点や、ディスプレイ化によ

るハイスループットな選択手法も非常に優れている。一方で、ファージディス

プレイ法の課題としては、良質なライブラリの確保や高親和性ファージ抗体の

選択技術において慎重な検討が必要となってくる点である。 

本研究開発におけるハイブリドーマ法と比較して、ファージディスプレイ法

の有用性を以下に述べる。 

① 多様な抗体作製 

構造の類似した化合物間を識別する抗体を作製するためには、多様性の大

きい抗体集団を作り上げ、その中から目的の性能を持つ抗体を選択すること

が重要である。この点から、ファージディスプレイ法を利用した方が多様性

のなる抗体獲得の可能性が高いと考えられる。 

②遺伝子改変の容易性 

ファージディスプレイ法では遺伝子を直接捕ってくることができるので、

性能向上のための遺伝子改変（抗体エンジニアリングへの対応）も行い易い

というメリットがある。 

② コスト面 
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ハイブリドーマ法で作製する抗体は、無血清培地もしくは血清が必要であ

り、高コストである。これに対してファージディスプレイ法は VHH 抗体を大

腸菌で作製するため安価な大腸菌用培地で済むというメリットがある。  

 

 

表 3-1 抗ハプテン抗体に最適な分子 

 

 

 

 

 

図 3-1 M13 ファージ模式図（g3p に VHH 抗体提示） 
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図 3-2 ファージディスプレイ法の概略図 
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3-2 材料と方法 

（1）免疫原の合成 

免疫原およびハプテンである 1-（ヘプチルー7-カルボシレート）-3-（1-ナル

トイル）インドール（Hep）の合成は、2-2 で記載した方法を利用した。 

500mg 水素化ナトリウムを 10ml テトラヒドロフランに溶かした 0.8g 3-（1-

ナルトイル）インドール（Cayman Chemical 社より購入）溶液に添加した。さ

らに、この反応液に室温で混ぜながら、0.79ml の 1-ブロモー7-ヘプタン酸を添

加した。その溶液を 80℃で 3 時間混ぜながら反応させた。その反応液を室温ま

で冷却後に水を適量添加後に酢酸エチルで 3 度分液抽出した。抽出液を減圧下

で乾燥させて後にエタノール溶液中で再結晶をした。その結果、0.82g 1-（ヘ

プチルー7-カルボシレート）-3-（1-ナルトイル）インドールを得ることができ

た（収率 40％）。その化合物の NMR 結果は以下のとおりであった。 

: 1H NMR (400 MHz, CDCl3) d 1.44(m, 2H), 1.52(m, 2H), 1.68(m, 2H), 1.89 

(quint, 2H), 2.18(m, 2H), 4.12 (t, 2H), 4.45(m, 2H), 7.40 (s, H), 7.34 (m, 

1H), 7.35 (m, 1H), 7.41 (m, 1H), 7.46 (m, 1H), 7.50 (m, 1H), 7.55 (dt, 1H), 

7.69 (dd, 1H), 7.93 (d, 1H), 8.00 (d, 1H),  8.23 (d, 1H), 8.45 (m, 1H) ; 

13C NMR (100 MHz, CDCl3) d 25.4, 26.2, 29.1, 28.8, 29.6, 34.4, 47.1, 110.0, 

117.8, 122.9, 122.9, 123.7, 124.5, 125.9, 126.0, 126.3, 126.7, 126.8, 128.1, 

130.1, 130.8, 133.8, 137.4, 138.6, 138.9, 192.0. 

上記で合成した 1.0mg Hep を 1.0ml ジメチルスルホキシド溶媒に溶解し、こ

れに 0.2mg N-ヒドロキシサクシミドを添加した後に室温で 1 時間反応させた。

その溶液にジクロロヘキシルカルボジイミドを添加して室温で 8 時間反応させ

た。その反応液に予め PBS(50mM、pH 7.4)で溶解した 10mg KLH を添加して、室
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温で 8時間反応させた。その後、PBS(50mM、 pH 7.4)に対して 10 時間透析する

ことにより 5mg の Hep-KLH を得ることができた。 

一方、ELISA 用固定化タンパク質の作製については、上記で使用した KLH の代

わりに 10mg BSA を用いて同じ方法により 7mg Hep-BSA を得ることができた。 

(2)アルパカへの免疫 

 VHH 抗体遺伝子ライブラリを作製するため、上記で合成した Hep-KLH を免疫

原としてアルパカに免疫した。具体的には、100ug/ml の濃度を有する Hep-KLH

をアルパカへ投与した（首付近皮下注射）。1週間後、再度、同じ濃度を有する

Hep-KLH をアルパカへ投与した。このようにして、5週間かけて 5回 Hep-KLH を

用いて免疫した。 

(3)単核球の取得 

1 週間後、アルパカの血液を採取した。次いで、以下のように血液から単核球

を取得した。リンパ球分離チューブ（Leucosep）に、血球分離溶液（Lymphoprep）

を添加し、その溶液を 20℃で 1000×g で 1 分間遠心した。アルパカから採取し

た血液は、ヘパリンによって処理した後血液と等量の PBS を添加してサンプル

液を得た。次いで、サンプル液は血球分離溶液を添加したリンパ球分離チュー

ブに移し、20℃、800×g で 30 分遠心した後に、単核球を含有する画分を回収

し、3 倍の容量を有する PBS で希釈した。その希釈液を 20℃で 300×g で 5 分

遠心した。沈殿物が、PBS を用いて穏やかに懸濁した後に細胞数の測定のために

10ul の懸濁液を分離した。残りの懸濁液を 20℃で 300×g で 5 分間遠心した。

その後、沈殿物に 2ml の容積を有する RNA 保存溶液（RNAlater）を添加した。

その溶液は穏やかに懸濁した後に、2 本の 1.5mL チューブに 1ml ずつ注入した。

そのチューブは、-20℃で保存した。細胞数の測定のために分離した懸濁液（5ul）

をチュルク液（15ul）と混合され、血球計算盤を用いて単核球数を数えた。 
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(4)VHH 抗体の cDNA 遺伝子ライブラリの作製 

単核球から TOTAL RNA を抽出し、そして VHH 抗体の cDNA 遺伝子ライブラリ

を以下の手順で作製した。以下の手順では、RNase free grade の試薬および器

具を使用した。 

単核球分画に、トータル RNA 抽出試薬（TRIzol Reagent）1ml を加え、試薬は

緩やかに混和した後室温にて 5分間放置した。さらに、200ul クロロホルムを試

薬に加え、15 秒間撹拌した後に室温で 2〜3分間静置し、4℃で 15 分間、12,000

×g 以下で遠心した。各 200ul の RNase フリー水およびクロロホルムを添加し

た後に 500ml のイソプロパノールを添加した。撹拌した後に液体は室温で 10 分

間静置し、次いで、その液体は 4℃で 15 分間、12,000×g 以下で遠心した。上

清を捨て、沈殿物を 1ml の 75% エタノールでリンスした。この溶液は、4℃の温

度で 5分間、7,500×g 以下で遠心した後に乾燥し全 RNA を得た。得られた全 RNA

は、RNase フリー水に溶解した。 

Total RNA から cDNA を取得するため，逆転写酵素を含むキット（PrimeScript 

II 1st strand cDNA Synthesis Kit）を用いた。キットに含まれる Random 6 mer

および Oligo dT primer がプライマーとして用い、キットの標準プロトコルに

従って cDNA が取得した。これにより、VHH 抗体の遺伝子を cDNA から PCR 法によ

って獲得した。 

PCR の条件は下記のとおりである。 

① 混合液を摂氏 95 度で 2分間加熱 

② 摂氏 96 度で 30 秒間 

③ 摂氏 52 度で 30 秒間 

④ 摂氏 68 度で 40 秒間 

この②～④のサイクルを 30 回繰り返した。 
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最後に、摂氏 68 度で 4 分間加熱した後、4℃で保存した。 

この PCR 法においては、以下のプライマーを使用した(5)。 

primer 1: 5’- GGTGGTCCTGGCTGC -3’  

primer 2: 5’- ctgctcctcgcGGCCCAGCCGGCCatggcTSAGKTGCAGCTCGTGGAGTC -3’   

primer 3: 5’- TGGGGTCTTCGCTGTGGTGCG -3’ 

primer 4: 5’- TTGTGGTTTTGGTGTCTTGGG -3’ 

primer 5: 5’- tttgCtctGCGGCCGCagaGGCCgTGGGGTCTTCGCTGTGGTGCG -3’ 

primer 6: 5’- tttgCtctGCGGCCGCagaGGCCgaTTGTGGTTTTGGTGTCTTGGG -3’ 

上記のプライマーそれぞれを用いて PCR を 3 回実施した。 

1 回目の PCR では、cDNA、Primer 1 および Primer 3 からなるプライマーセッ

ト A、および cDNA、Primer 1 および Primer 4 からなるプライマーセット B が

用いられた。 

2 回目の PCR 法では、プライマーセット Aを用いて増幅した遺伝子、Primer 2 

および Primer 3 からなるプライマーセット C、およびプライマーセット B を用

いて増幅した遺伝子、Primer 2 および Primer 4 からなるプライマーセット D

が用いられた。 

3 回目の PCR 法では、プライマーセット Cを用いて増幅した遺伝子、Primer 2 

および Primer 5 からなるプライマーセット E、およびプライマーセット D を用

いて増幅した遺伝子、Primer 2 および Primer 6 からなるプライマーセット D

が用いられた。 

以上のようにして VHH 抗体の遺伝子ライブラリを形成した。 

(5)ファージライブラリの作製 

VHH 抗体の遺伝子ライブラリから、以下の手順に従ってファージライブラリを

作製した。市販品のプラスミド pUC119 由来のプラスミド Vector1 を制限酵素
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SfiI により処理した。図 3-3A における制限酵素サイト SfiI（a）は、

GGCCCAGCCGGCC により表される遺伝子配列からなり、制限酵素サイト SfiI（b）

は、GGCCTCTGCGGCC により表される遺伝子配列からなる。 

図 3-3B は、プラスミド Vector1 の詳細なベクターマップを示す。同様に、VHH

抗体の遺伝子ライブラリも制限酵素 SfiI により処理した。このようにして、VHH

抗体遺伝子断片が得られた。 

このように処理したプラスミド Vector1 を VHH 抗体遺伝子断片と 1：2の割合

で混合した。混合液に、酵素（Ligation High ver.2）を注入し 16℃で 2時間

静置した。このようにして、VHH 抗体遺伝子断片をプラスミド Vector1 にライゲ

ーションした後に、大腸菌（HST02）にトランスフェクトした。 

次いで、大腸菌は、100ug/ml の濃度を有するアンピシリンを含有する 2YT プ

レート培地上で 15 時間培養することにより、VHH 抗体を提示するファージライ

ブラリを作製した。培養後、2YT プレート培地上に形成したシングルコロニーの

数をカウントすることでライブラリの濃度を算出した。 

(6) Hep-BSA に特異的に結合する VHH 抗体のスクリーニング 

（A）Hep-BSA の固定化 

 10ug/ml Hep-BSA 溶液を 2ml イムノチューブに注入し 1時間静置することに

よりイムノチューブの内部に Hep-BSA を固定化した。次いで、イムノチューブ

の内部を PBS で 3 回洗浄した後に、3％スキムミルクを含有する PBS を添加して

室温にて 1 時間静置した。その後、イムノチューブを PBS で 3 回洗浄すること

によりブロッキングした。 

（B）パンニング 

VHH 抗体を提示するファージライブラリ（濃度：約 2×10＾5/ml）を、3％ス

キムミルクを含有した 2ml の PBS と混合した混合液を、Hep-BSA を固定化したイ
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ムノチューブに注入した。そのイムノチューブを、ローテーターを用いて 10 分

間、回転させながら室温にて 1 時間静置した。次に、イムノチューブを 0.05％

の tween20 を含有する PBS（PBST）で 10 回洗浄した後、PBST を満たして 10 分

間静置した。その後、PBST で 10 回洗浄した。Hep-BSA に結合した VHH 抗体を提

示するファージを抽出するために、100mM トリメチルアミン溶液を 1ml イムノチ

ューブに注入した。その後、ローテーターを用いて、10 分間回転させながら放

置した。その後、溶液を中和するため、1mL の 0.5M Tris/HCl（pH：6.8）を含

有するチューブに移した。再度、100mM トリメチルアミン溶液（1ml）を用いて

ファージの抽出を繰り返し、最終的に 3mL の抽出液が得られた。この抽出液 1mL

を 9mL の大腸菌 HST02 と混合し、30℃で 1 時間静置した。コロニーを計数する

ため、大腸菌 HST02 を含有する 10ul の混合液は、2TYA 培地を含む小プレート

（10ml/プレート）にまき、残りの混合液は遠心分離した。その沈殿物 2TYA 培

地を含む大プレート（40ml/プレート）に蒔いた。これらの 2 つのプレートは、

30℃で一晩静置した。このようにして、1回目のパニングが行われた。 

1 回目のパニングの手順と全く同様に、2回目のパニングが行われた。その結

果、VHH 抗体を提示するモノクローナルファージを精製した。2回目のパニング

の後、大腸菌のコロニーが爪楊枝でピックアップし、96 平底プレートの 1 つの

ウェル（200ul の 2YTAG 培地を含有）に置かれた。そのウェルを 30℃で 213rpm

撹拌し、増殖した大腸菌を含む溶液（50ul）を回収した。回収した溶液は、50ul

の 2YTA 培地（感染多重度 MOI が 20 になるようなヘルパーファージを含有）と

混合し、37℃で 40 分間静置した後、1800rpm にて 20 分間遠心分離することによ

り大腸菌を回収した。その回収物を再度 200ul の 2YTAK 培地と混合し、30℃に

て一晩静置した。その後、1800rpm にて 20 分間遠心分離し、大腸菌を回収した。 

（C） ELISA によるファージ提示 VHH 抗体の評価 
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96 ウェルプレート（maxisorp）の各ウェルに、100ug/ml Hep-BSA 溶液を 50ul

ずつ添加した後に、室温で 1 時間放置した。その後、PBS で 3 回洗浄し、3％ス

キムミルクを含有する PBS を 200ul/ウェルの割合で添加後に室温で 1 時間放置

した。次に PBS で 3 回洗浄した後に VHH 抗体を提示するモノクローナルファー

ジを 50ul/ウェルの割合で添加し、1時間静置した。その後、PBST で 3 回洗浄し

た後に、抗 M13 抗体（ab50370、10000 倍希釈）を 50ul/ウェルで添加した。次

いで、各ウェルは PBST で 3 回洗浄した後に発色剤（1-STEP ULTRA TMB-ELISA）

を 50ul/ウェルの割合で添加した。2分後に 1N 硫酸水溶液を 50ul/ウェルの割合

で添加し、反応を停止させた。その後、450nm の波長での溶液の吸光度が測定し

た。 

良好な吸光度測定の結果を有する 2 つのウェルを選択した。選択した 2 つの

ウェルに含有されるファージに含まれる DNA 配列を解析した。 

 (7)抗 VHH 抗体の発現 

抗 VHH 抗体の発現系ベクターを図 3-4 に示す。以下に作製手順を詳細に説明

する。 

まず、以下 2 つのプライマーおよび制限酵素（PrimeSTAR Max DNA 

polymerase）を用いて、PCR により制限酵素サイト SfiI（a）をベクターpET22b

（＋）に付加した。 

 Primer 1: 5’- GCCGGCTGGGCcGCGAGGAGCAGCAGACCA -3’ 

 Primer 2: 5’- GCCCAGCCGGCcATGGCCATGGATATCGGA -3’ 

 次に、以下 2 つのプライマーおよび制限酵素（PrimeSTAR Max DNA 

polymerase）を用いて、PCR により 5’末端側および 3’末端側にそれぞれ制限

酵素サイト BamhI および XhoI を有する 3xFlag タグ DNA 断片を作製した。 
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 Primer 1: 5’- 

CATGGATATCGGAATTAATTCggatccGACTACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCc

tcgagCACCACCACCACCACCACTGA -3’ 

Primer 2: 5’- 

TCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGctcgagGATGTCATGATCTTTATAATCACCGTCATGGTCTTTGTAGTCg

gatccGAATTAATTCCGATATCCATG -3’  

2 つの制限酵素 BamhI および XhoI を用いて、この 3xFlag タグ DNA 断片および

ベクターpET22b（＋）を処理した。Ligation Kit を用いて、3xFtag タグ DNA 断

片が、ベクターpET22b（＋）にライゲーションした。このようにして、3xFlag

タグおよび制限酵素サイト SfiI（a）が付加したベクターpET22b（＋）が得られ

た。以下2つのプライマーおよび制限酵素（PrimeSTAR Max DNA polymerase）

を用いて、PCR 法により 5’末端側および 3’末端側にそれぞれ制限酵素サイト

NcoI および BamhI を有する DNA 断片を作製した。 

Primer 1: 5’- 

AAATACCTGCTGCCGccatggATATCGGAATTAATTCggcctctgcggccGCAggatccGACTACAAAGA

CCAT-3’ 

Primer 2: 5’- 

ATGGTCTTTGTAGTCggatccTGCggccgcagaggccGAATTAATTCCGATATccatggCGGCAGCAGGT

ATTT-3’ 

次に、2つの制限酵素 NcoI および BamhI を用いて、この DNA 断片およびベク

ターpET22b（＋）を処理した。Ligation Kit を用いて、この DNA 断片がベクタ

ーpET22b（＋）にライゲーションした。このようにして、3xFlag タグおよび制

限酵素サイト SfiI（a）（b）が付加したベクターpET22b（＋）が得られた。 
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ベクターpET22b（＋）のシーケンスを解析するために、一般的な T7promoter 

primer セットが用いられた。シーケンスの解析を通して目的通りに形成された

ことが確認されたベクターpET22b（＋）が選択された。PCR により得られた液体

に含まれるベクターpET22b（＋）を、DNA 抽出キットを用いて 50ul の蒸留水中

で精製かつ回収した。このようにして回収したベクターpET22b（＋）が、SfiI

制限酵素により処理した。 

一方、VHH 抗体の遺伝子ライブラリに含まれる VHH 抗体遺伝子断片がライゲー

ションしたプラスミド Vector1 が、SfiI 制限酵素で処理すると共に、これらの

2つの DNA も SfiI 制限酵素により処理した。これらの DNA は、SfiI 制限酵素に

より処理したプラスミドに、DNA ライゲーションキットを用いてライゲーション

した。ライゲーション溶液（2.5ul）および大腸菌 HB2151（25ul）が氷上にて混

合し、6 分間氷上にて静置した後、42℃で 45 秒間加熱した。次にその混合液を

1 分間氷上で静置した。その後、この混合液を 100ug/ml の濃度でアンピシリン

を含有する LBA 培地上に散布し、37℃で一晩静置した。 

LBA 培地上に形成したコロニーの中から 2 つのコロニーを選択し、LBA 培地

（3ml）で一晩培養した。 

培養した大腸菌に含まれるプラスミドは、プラスミド抽出キット

（QIAprepspin miniprep kit）を用いて LBA 培地から抽出した。目的の VHH

抗体の遺伝子がプラスミドに挿入されていることを確認するため、プラスミド

の配列を解析した。その後、選択したプラスミドを用いて大腸菌（Competent Cell 

BL21 (DE3) pLysS）をヒートショック法によりトランフェクトした。トランス

フェクトした大腸菌を含有する溶液に、SOC 培地（50ul）を添加し、213rpm で

振とうされながら、37℃で 1時間培養した。 
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その培養液から回収した大腸菌溶液（5ml）を LBA 培地に散布し、37℃で一晩、

静置した。LBA培地内に形成したコロニーの中から、1つのコロニーが選択した。

ピックアップしたコロニーを LBA 培地（3ml）中で、213rpm で振とうされながら

37℃で培養した。さらに、培養液（25ml）を LBA 培地（500ml）に混合し、600nm

の波長において吸光度が 0.5 になるまで 37℃、160rpm で振とうした。吸光度が

0.5 となった後、イソプロピルチオガラクトシド溶液を最終濃度は 1mM になるよ

うに添加した。その後、37℃で 6時間培養し、6000rpm で 10 分間、4℃で遠心す

ることにより回収した大腸菌を PBS で撹拌、洗浄した。その大腸菌は、超音波

を用いて破砕した後に 10000rpm で 15 分間、4℃で遠心した。上清を 0.45um フ

ィルタを用いて濾過した後にHis-trapを用いて推奨プロトコルに従って精製し

た。このようにして得られた溶液に含有される抗体は、吸光度計（nanodrop）

を用いて、280nm での波長での吸収測定値に基づいて定量された。 

（8）抗 3-ナフトイルインドール誘導体 VHH 抗体の ELISA 評価 

Hep-BSA を含有する溶液（濃度：10ug/ml）を 50ul ずつウェルに添加し、室温

で 2時間静置することにより Hep-BSA をウェル内に固定化した。0.05％tween20

を含有する PBS(PBST)で 2 回洗浄後に、3％スキムミルクを含有する PBS で固相

をブロックキングした。その後、PBST で 2 回洗浄を繰り返した。 

その後、希釈した VHH 抗体を 50ul ずつ各ウェルに注入し、室温にて 1時間静

置した。次に、PBST で 2 回洗浄後に、標識抗体（Monoclonal ANTI-FLAG M2 

HRP antibody）PBS 溶液を各ウェルに 50ul/ウェル注入し、暗所にて 1 時間静

置した。その後、PBST で 2 回洗浄後に、発色剤（1-STEP ULTRA TMB-ELISA）溶

液を各ウェルに 50ul/ウェル注入し、30 分間静置され、発色剤を抗体と反応さ

せた。 
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 1N 硫酸水溶液 50ul/ウェルの濃度で各ウェルに添加することにより反応を

停止させ後に 450nm の波長での溶液の吸光度が測定した。 

(9)抗 3-ナフトイルインドール誘導体抗体のインヒビション ELISA による 

交差反応性評価 

2 種類の VHH 抗体と 3-ナフトイルインドール誘導体との交差反応性能力を

ELISA 測定法により評価した。3-ナフトイルインドール誘導体合成の原料である

インドール、ナフチルアミンおよびナフトイル酸と 5 種類の 3-ナフトイルイン

ドール誘導体3-ナフトイルインドール誘導体である3-ナフトイルインドール 、

3-（4-メチルー1-ナフトイル）インドール、 1-メチル-3-（1-ナフトイル）イ

ンドール、1-エチル-3-（1-ナフトイル）インドール、1-オクチル-3-（1-ナフ

トイル）インドールをそれぞれ 40uM/L の濃度で含有する溶液を用意した。 

1）VHH 抗体(2-A1)の評価 

Hep-BSA を含有する溶液（濃度：10ug/ml）を 50ul ずつウェルに添加後、室温

で 2時間静置することにより固定化した。その後、PBST で 2 回洗浄し、3％スキ

ムミルクを含有する PBS ブロッキングした。その後、PBST で 2 回洗浄した。 

50ng/m VHH 抗体溶液と予め希釈系列を作製した各 3-ナフトイルインドール誘

導体溶液を各ウェルに 50ul ずつ添加し、1時間室温にて静置した。その後、PBST

で 2 回洗浄した。標識抗体（Monoclonal ANTI-FLAG M2 HRP antibody）PBS

溶液を各ウェルに 50ul/ウェルずつ添加して暗所にて 1 時間静置した。その後、

PBST で 2 回洗浄した。 

発色剤（1-STEP ULTRA TMB-ELISA）PBS 溶液を各ウェルに 50ul/ウェル注入し

た。30 分間静置され、発色剤を抗体と反応させた。 

1N 硫酸水溶液を 50ul/ウェルずつ各ウェルに添加され、反応を停止させた。

450nm の波長での溶液の吸光度が測定した。 
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2）VHH 抗体(2-E9)の評価 

上記と同様の方法により VHH 抗体(2-E9)の評価を実施した。 

ただし、ウェルに添加する VHH 抗体溶液の濃度は 3ug/ml とした。 
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図 3-3A Vector1 制限サイトマップ図 

 

 

図 3-3B Vector1 詳細マップ図 
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図 3-4 発現用ベクター作製図 
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3-3 結果と考察 

上記のハイブリドーマ方法の場合と同じ免疫原を利用してアルパカに免疫し、

その単核球から得た VHH 抗体遺伝子をファージライブラリー化した後に、パン

ニングにより Hep-BSA に結合するものだけを選別し、3-ナフトイルインドール

誘導体に特異的に結合する VHH 抗体を作製することに成功した（図 3-5）。今回、

得られた免疫ライブラリーの多様性は、2.0x10＾5 個/ml であった。また、この

ライブラリーからパンニングにより少なくとも 2 クローンの VHH 抗体（2-A1、

2-E9）を得ることができた。それぞれを 500ml 培地で大腸菌にて発現させたと

ころ、いずれの抗体についても 4mg ずつ得ることができた。 

これらの VHH 抗体のアミノ酸配列を解析したところ下記のような配列であっ

た。 

〇VHH 抗体(2-A1)のアミノ酸配列 

QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAATRRTSSTYAMGWFRQAPGKEREFVAASAASTYYADSVKGRFTIS

RDNVKKTVSLQMSGLKPEDTAVYYCAAGSAYALRIRRPDYWGQGTQVTVSSEPKTPKPQSASAAAGSDYK

DHDGDYKDHDIDYKDDDDKLEHHHHHH 

〇VHH 抗体(2-E9)のアミノ酸配列 

QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAATRRTSSTYAMGWFRQAPGKEREFVAASAASTYYADSVKGRFTIS

RDNAKNMVYLQMNSLKPEDTAVYYCAAGSAYALRIRRPDYWGQGTQATVSSEPKTPKPQSASAAAGSDYK

DHDGDYKDHDIDYKDDDDKLEHHHHHH 

これらの配列を比較すると図 3-6 のように FR3 領域に若干の相違があるだけ

であった。 

一方、VHH 抗体(2-A1)及び VHH 抗体(2-E9)の Hep-BSA への結合性能について

ELISA 法を利用して測定した（図 3-7）。 
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この結果から、半値となるVHH抗体濃度は、VHH抗体(2-A1)の場合50ng/mlで、

VHH 抗体(2-A1)の場合は 3ug/ml であり、それぞれの抗体濃度で 3-ナフトイルイ

ンドール誘導体に対する結合性測定をした。 

次に、3-ナフトイルインドール誘導体との交差反応性評価をインヒビション

ELISA 法により実施したところ、VHH 抗体（2-A1）については原料物質および 3-

ナフトイルインドール誘導体との交差反応性測定結果を図 3-8 に、VHH 抗体

(2-E9)については原料物質および 3-ナフトイルインドール誘導体との交差反応

性測定結果を図 3-9 に示した。 

また、各 VHH 抗体に対する各種化合物に対する IC50 値を表 3-2 にまとめた。 

その結果、VHH 抗体（2-A1）は、3-ナフトイルインドール誘導体合成の原料で

あるインドールおよびナフトイル酸に対しては交差反応性を示さず、他の 5 種

類の 3-ナフトイルインドール誘導体に対しては同程度の交差性を有していた

（図 3-8）。一方、VHH 抗体(2-E9)も同様に、原料であるインドールおよびナフ

トイル酸に対しては交差反応性を示さず、他の 5 種類の 3-ナフトイルインドー

ル誘導体に対しては同程度の交差性を有していた（図 3-9）。 

VHH 抗体（2-A1）と VHH 抗体(2-E9)を比較したところ、VHH 抗体（2-A1）の方

が、より高感度に 3-ナフトイルインドール誘導体を検出できる可能性を示して

いた。  
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  図 3-7 VHH 抗体（2-A1、2-E9）の結合性能評価図 

 

 

 

図 3-6 
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図 3-8 VHH 抗体（2-A1）の感度特性評価図 

 

 

図 3-9 VHH 抗体（2-E9）の感度特性評価図 

Immunogen-1 

Immunogen-1 

3-Naphtoylindole  

derivatives 

3-Naphtoylindole  

derivatives 

Immunogen-1：1-ヘプタン酸-3-（1-ナフトイル）インドール 

Immunogen-1：1-ヘプタン酸-3-（1-ナフトイル）インドール 
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表 3-2 各化合物の IC50 値（uM）表 

 
   Immunogen-1：1-ヘプタン酸-3-（1-ナフトイル）インドール 

 

  

Immunogen-1 
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3-4 小括 

 Hep-KLH 抗原をアルパカに免疫した結果、2.0x10＾5 個/ml という多様性を

有するファージライブラリーを作製した。そのライブラリーをパンニングし、

大腸菌中で発現させることにより 2 種類(2-A1、2-E9)の VHH 抗体を得ることが

できた。この 2 種類の VHH 抗体は、種々の 3-ナフトイルインドール誘導体と結

合することを確認できた。一方、原料であるインドール、ナフチル酸などには

結合しないことを確認した。 

しかしながら、第 2 章で作製したマウスモノクローナル抗体は、種々の化合

物に対して高感度に結合（IC50=約 100nM 以下）していたが、それと比較して今

回の VHH 抗体は 1/10～1/100 の親和性しか有しておらず、これを用いて十分感

度の高い検出器を作製することはできないと考えられる。また、今回示してい

ないが、各抗体の TM 値（蛋白質の主鎖構造が 50%崩れた温度のこと）も 50℃以下

と低いため、保存安定性の面からもセンサ材料としては、不適当であると考え

られる。  
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第 4章 

マウスモノクローナル抗体を用いた簡易検出方法の検討 

 

4-1 小序論 

今回作製したマウスモノクローナル抗体を用いて、免疫クロマトグラフィー

方法及び、蛍光増強阻害法による簡易検出法を検討した。 

以下にこれら 2種類の方法について記載する。 

●免疫クロマトグラフィー方法 

従来、覚せい剤やコカインなどの低分子薬物を検出する方法としては、高速

液体クロマトグラフィー（HPLC）法やガスクロマトグラフィー（GC）法による

機器分析的手法が用いられていた(1-6)。しかし、これらの手法は、有機溶媒等

を使用して検体から抽出液を得た後、HPLC 法や GC 法を用いて分離し、各種検出

器（紫外線（UV）、マススペクトル（MS）など）により同定する工程を要し、

感度が比較的高く、同定・定量等が可能である反面、大掛かりな分析機器を使

用しなければならず、また、その操作技術の習得も必要とするので簡便でなく、

現場向きでないという問題点があった。このような機器分析的手法の欠点を解

決するために、種々の分析法が開発されており、例えば、有機化学反応による

分析法として、インドール骨格に対して反応するエールリッヒ反応を利用した

ものが知られている。しかし、この分析法は、トリプトファンやセロトニンの

ようなインドール環を有する非麻薬成分に対しても反応するため、擬陽性が現

れる可能性が高かった。  
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一方、免疫測定方法としては、覚せい剤やコカインなどに特異的に結合を示

すモノクローナル抗体を用いたアッセイ法（7-14）は多く報告されており、麻

薬取締りの現場では金コロイド標識した抗体を利用した製品であるトライエー

ジ DOA が使用されている。この製品は、競合的結合免疫学的測定法により、尿

中に排泄された乱用薬物を検出するものであって、フェンサイクリジン類、ベ

ンゾジアゼピン類、コカイン類、覚醒剤、大麻、モルヒネ類、バルビツール酸

類および三環系抗うつ剤を検出することが可能である。しかしながら、合成カ

ンナビノイドのひとつである 3-ナフトイルインドール誘導体については検出で

きなかった。そこで今回、3-ナフトイルインドール誘導体を検出するための免

疫クロマトグラフィー方法について検討した。 

以下に、3-ナフトイルインドール誘導体を検出するための免疫クロマトデバ

イスの材料及び作製の概要について記載する。図 4-1 に免疫クロマトグラフィ

ーデバイスの概略図を示す。 

使用されるメンブレンは、3-ナフトイルインドール誘導体の抗原決定基を備

えた Hep-BSA を固定化したものであって、検体試料自体またはこれを含む液体

がクロマト展開できるメンブレンである。メンブレンとしては、例えば、セル

ロース類膜（濾紙、ニトロセルロース膜等）、ナイロン膜、ガラス繊維膜など

のメンブレンが挙げられ、なかでもニトロセルロース膜が最適である。  

Hep-BSA は、メンブレンの所定位置に予め固定されテストラインを形成させる。

Hep-BSA 溶液をメンブレンの所定位置にライン状に塗布し、これを室温で十分に

乾燥させることで容易に固定化できる。 

一方、3-ナフトイルインドール誘導体に対するモノクローナル抗体は、予め

コロイド金属および着色ラテックスなどの呈色標識物質で標識しておく。コロ

イド金属の代表例としては、白金コロイド、金コロイドなどが挙げられる。コ
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ロイド金属の粒子の大きさは、直径３〜１００nm 程度とされる。着色ラテック

スの代表例としては、赤色および青色などのそれぞれの顔料で着色されたポリ

スチレンラテックスなどの合成ラテックスがある。着色ラテックスの大きさは、

直径数拾 nm から数百 nm 程度から選択することができる。 

呈色標識抗体の調製は、各呈色標識物質に応じた常法に従って行なわれ、た

とえば、呈色標識物質が金コロイド粒子の場合には、抗体と金コロイド溶液と

を室温乃至常温下で数分間、混合することによって両者を物理的に結合できる。 

この金コロイド修飾抗体は、メンブレンにクロマト展開可能な位置に配置さ

れていればよく、適当な溶液透過性のコンジュゲートパッドに含浸させてメン

ブレンに連接させておく。コンジュゲートパッドとしては、あらかじめ金コロ

イド修飾抗体の溶液を含浸させる際に、すみやかに吸収・保持・乾燥し得るも

のであって、かつ、クロマト展開される検体試料により容易に再溶解され、ク

ロマト展開がスムーズに進行するものであればよい。コンジュゲートパッドの

材質として、例えば、ガラス繊維布、セルロース類布（濾紙、ニトロセルロー

ス等）、ポリエチレン、ポリプロピレン等の多孔質プラスチック布類が挙げら

れるが、特にガラス繊維布が最適である。  

なお、メンブレンのクロマト展開下流側には、メンブレンの毛細管現象によ

るクロマト展開を補助するとともに、クロマト展開において捕捉部位でトラッ

プされなかったものを吸収、保持するために、吸収パッドを連接しておく。吸

収パッドの材料としては、液体をすみやかに吸収、保持できる材質のものであ

ればよく、綿布、濾紙、およびポリエチレン、ポリプロピレン等からなる多孔

質プラスチック不織布等があり、特に濾紙が最適である。 

作製した免疫クロマトデバイスの流れとしては、検体試料をサンプルパッド

に添加後、コンジュゲートパッドに浸透し、検体試料中に 3-ナフトイルインド
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ール誘導体が含まれている場合は、3-ナフトイルインドール誘導体は金コロイ

ド修飾抗体と抗原抗体反応することにより複合体を形成し、メンブレン上にク

ロマト展開されるが、テストラインで捕捉されずに通過する。 

一方、3-ナフトイルインドール誘導体と反応しなかった金コロイド修飾抗体

は、テストラインで捕捉されて集積する。したがって、検体試料中に含まれる

3-ナフトイルインドール誘導体が少ないほど、テストラインにおける金コロイ

ド修飾抗体の集積量は増大する。テストラインにおける呈色の度合いを判定す

ることにより、検体試料中の 3-ナフトイルインドール誘導体の存否および含有

量を判定できる。  

なお、メンブレンのテストラインのクロマト展開下流側に、3-ナフトイルイ

ンドール誘導体モノクローナル抗体に対する抗マウスモノクローナル抗体を固

定してコントロールラインを設けることが好ましい。この場合、3-ナフトイル

インドール誘導体と 3-ナフトイルインドール誘導体モノクローナル抗体との複

合体はテストラインを通過して該コントロールラインに捕捉されて集積する。

したがって、検体試料中に含まれる 3-ナフトイルインドール誘導体が少ないほ

ど、コントロールラインにおける 3-ナフトイルインドール誘導体モノクローナ

ル抗体の集積量は減少する。このように、テストラインとコントロールライン

における 3-ナフトイルインドール誘導体モノクローナル抗体の各集積量は、検

体試料中に含まれる 3-ナフトイルインドール誘導体の量に対して逆の関係にあ

る。すなわち、検体試料中に含まれる 3-ナフトイルインドール誘導体の量が少

ない場合には、テストラインにおける 3-ナフトイルインドール誘導体モノクロ

ーナル抗体の集積量が多くなり、コントロールラインにおける 3-ナフトイルイ

ンドール誘導体モノクローナル抗体の集積量は少なくなる。一方、検体試料中

に含まれる 3-ナフトイルインドール誘導体の量が多い場合には、テストライン
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における 3-ナフトイルインドール誘導体モノクローナル抗体の集積量が少なく

なり、コントロールラインにおける 3-ナフトイルインドール誘導体モノクロー

ナル抗体の集積量は多くなる。したがって、3-ナフトイルインドール誘導体モ

ノクローナル抗体を金コロイドなどで呈色標識した場合は、これらテストライ

ンおよびコントロールラインのそれぞれにおける呈色の度合いを対比して判定

することにより、検体試料中の 3-ナフトイルインドール誘導体の存否および含

有量をより一層正確に判定できる。なお、コントロールラインにおける 3-ナフ

トイルインドール誘導体モノクローナル抗体の集積により、クロマト展開の終

了を確認することもできる。  

抗マウスモノクローナル抗体のメンブレンへの固定化は、常法により行うこ

とができ、代表的には、抗マウスモノクローナル抗体とヒト血清アルブミンや

ウシ血清アルブミン等の血清アルブミンとの混合液をメンブレンの所定位置に

スポット状またはライン状に塗布し、これを室温で十分に乾燥させることで容

易に行える。  
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図 4-1 免疫クロマトデバイス概略図 

  

 

Hep－BSA 
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●蛍光増強阻害法 

従来、蛍光免疫を利用した測定方法として、蛍光増強法、蛍光消光法、蛍光

増強阻害法および蛍光消光阻害法が知られている。 

これらの方法は、抗体と蛍光色素標識された抗原が免疫反応することにより

標識蛍光色素の蛍光強度が変化することを利用したものである。また、これら

の方法は、ハプテン（低分子量物質）を検出する手段として利用されることが

あった(15,16)。その原理は、以下のとおりである。 

① 蛍光増強法 

この方法は、ハプテン自身が抗体と結合することにより、抗体の抗原結合付

近に存在するトリプトファン（蛍光特性を有するアミノ酸）の蛍光が増強する

ことにより起こる現象を利用した測定法である。例としては、メタンフェタミ

ンとある特定の抗体との組み合わせで起こる現象である。 

② 蛍光消光法 

この方法は、ハプテン自身が抗体と結合することにより、抗体の抗原結合付

近に存在するトリプトファン（蛍光特性を有するアミノ酸）の蛍光が消光する

ことにより起こる現象を利用した測定法である。例としては、ニトロ基を有す

るハプテン（ジニトロベンゼン、トリニトロトルエンなど）の場合に起こる現

象である。 

③ 蛍光消光阻害法 

抗原抗体反応時に抗体の抗原結合部位にハプテンに標識した消光物質の一部

あるいは全部が取り込まれることにより起ることが知られている。この場合、

上記のようにニトロ化合物を標識物として使用することにより、上記蛍光消光

法と同様に、抗原結合部位の付近のトリプトファンの消光による現象である。 

④蛍光増強阻害法 
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抗原抗体反応時に抗体の抗原結合部位に、ハプテンに標識した蛍光物質の一

部あるいは全部が取り込まれることにより起ることが知られている。この場合、

一般的な蛍光色素を標識物として使用することにより起こる現象であり、抗体

側の組成に影響されない。つまり、抗原結合部位付近にトリプトファンがなく

ても利用できる方法である。 

以上のことから、抗体の構造に左右されることなく、ハプテンのような低分

子化合物を、このような蛍光測定技術を利用して検出する場合に、この蛍光増

強阻害法は簡単に利用できる方法であると判断できる。すでに以前、我々はこ

の方法を用いて覚醒剤やコカインを検出したことを報告した(17)。今回、この

方法を利用して 3-ナフトイルインドール誘導体を検出することにした。 

この蛍光増強阻害法は、抗体と蛍光色素標識抗原が結合することにより一旦、

蛍光強度が増加した混合物に、抗原を含む検体を添加すると蛍光強度が減少す

ることを利用したものです。このことを利用して検体中の抗原、今回の場合に

は 3-ナフトイルインドール誘導体を検出あるいは、定量することが出来る検出

技術である。 

この検出系プロセスの概要を下記に示す（図 4-2）。 

予め測定セルに適当な濃度の蛍光色素標識 3-ナフトイルインドール誘導体溶

液を添加し、蛍光色素特有の励起波長の光を照射し蛍光波長を測定する。その

後、この溶液に抗 3-ナフトイルインドール誘導体モノクローナル抗体溶液に添

加し、同じように蛍光色素特有の励起波長の光を照射し蛍光波長を測定する。 

上記モノクローナル抗体と蛍光色素標識 3-ナフトイルインドール誘導が結合

することにより、蛍光色素部分が抗体の抗原結合領域（通常、疎水性を有する

領域）に入ることにより蛍光強度が増加する。その後、これに 3-ナフトイルイ

ンドール誘導体を含む検体を添加すると、予め結合していた蛍光色素標識 3-ナ
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フトイルインドール誘導体が抗体から外れて蛍光強度が減少する（図 4-2、図

4-3）。 
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図 4-2 蛍光増強阻害法の概念図 

 

 

図 4-3 蛍光増強阻害法のセンサグラムイメージ図 
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4-2 材料と方法 

●免疫クロマトグラフィー技術を利用した 

3-ナフトイルインドール誘導体の検出 

今回の作製した免疫クロマトデバイスは、文献(18)の方法に少し修飾するこ

とにより作製した。具体的な作製方法については下記に記載する。 

(1)抗 3-ナフトイルインドール誘導体モノクローナル抗体の金コロイド標識 

 ①金コロイド溶液の調製 

 加熱によって沸騰させた超純水 99ml に、1%（v/w）塩化金酸水溶液 1ml を加

え、さらに、その１分後に 1%（v/w）クエン酸ナトリウム水溶液 1.5ml を加えて

加熱し 5 分間沸騰させた後、室温に放置して冷却した。次いで、この溶液に 200mM

炭酸カリウム水溶液を加えて pH9.0 に調製し、これに超純水を加えて全量を

100ml として金コロイド溶液を得た。  

②金コロイド標識抗体溶液の調製 

抗 3-ナフトイルインドール誘導体モノクローナル抗体溶液と上記の金コロイ

ド溶液をそれぞれ 1ml ずつ混合し、室温で 2 分間静置してこの抗体を金コロイ

ド粒子表面に結合させた。その後、金コロイド溶液における最終濃度が 1%にな

るように 10%ウシ血清アルブミン（BSA）水溶液を加え、この金コロイド粒子の

残余の表面をブロッキングすることにより、金コロイド標識抗 3-ナフトイルイ

ンドール誘導体モノクローナル抗体（金コロイド標識抗体）溶液を調製した。

この溶液を遠心分離（7000rpm、25℃、25 分間）して金コロイド標識抗体を沈殿

し、上清液を除いて金コロイド標識抗体を得た。この金コロイド標識抗体を 10%

サッカロース・1%BSA・0.5%トリトン（Triton）-X100 を含有する PBS(pH7.4)に

懸濁して金コロイド標識抗体溶液を得た。   

（2）免疫クロマトグラフィーテストストリップの作製 



75 
 

 ①テストラインの形成 

 幅 5mm、長さ 40mm の帯状のニトロセルロース膜をクロマト展開用メンブレン

として用意した。Hep-BSA 1mg/ml が含まれる溶液 0.5ul を、このクロマト展開

用メンブレンにおけるクロマト展開開始側の末端から 6.0mm の位置にライン状

に塗布して、これを室温にて乾燥し、未反応の金コロイド標識抗体を捕捉する

テストラインとした。  

②コントロールラインの形成 

 市販の抗マウスモノクローナル抗体 0.2mg/ml が含有している溶液 0.5ul を、

このクロマト展開用メンブレンにおけるクロマト展開開始側の末端から15mmの

位置にライン状に塗布して、これを室温で乾燥し 3-ナフトイルインドール誘導

体と反応した金コロイド標識抗体を捕捉するコントロールラインとした。  

③金コロイド標識抗体コンジュゲートパッド 

5mm×15cm の帯状のガラス繊維不織布に、金コロイド標識抗体溶液 600ul を含

浸し、これを室温で乾燥させて金コロイド標識抗体コンジュゲートパッドとし

た。  

④イムノクロマトグラフィーテストストリップの作製 

 上記クロマト展開用メンブレンおよび上記金コロイド標識抗体コンジュゲ

ートパッドの他に、検体試料注入部として綿布を用意し、吸収パッドとして濾

紙を用いた。これらの部材を上記図１に示されるように配置して、イムノクロ

マトグラフィーテストストリップを作成した。  

Hep-BSA を PBS で希釈し、各種濃度（3,30,300,3000,30000nM）になるよう調

製し検体試料とした。そして、検体試料 100ul を作製したテストストリップの

検体試料注入部に滴下してクロマト展開し、室温で 15 分放置後、テストライン

およびコントロールラインにおける赤紫色の呈色度合いをスキャナーで読み取
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り、その色の濃さを定量的に測定した。なお、ブランクは、PBS のみからなる検

体試料を 100ul 滴下したものを示した。 

テストラインの呈色の度合いによって 3-ナフトイルインドール誘導体の存否

を判定でき、3-ナフトイルインドール誘導体の含有量を半定量できることがわ

かる。  

(3)検体試料中の 3-ナフトイルインドール誘導体の検出 

 検体試料として 3-ナフトイルインドール誘導体（3-ナフトイルインドール 、

3-（4-メチルー1-ナフトイル）インドール、 1-メチル-3-（1-ナフトイル）イ

ンドール、1-エチル-3-（1-ナフトイル）インドール、1-オクチル-3-（1-ナフ

トイル）インドール）および原料（インドール、5-フルオロペンチルインドー

ル）を含有する 100uM DMSO 溶液を用意した。この溶液を PBS で 10 倍ずつ希釈

することにより、各濃度の 3-ナフトイルインドール誘導体および原料を含む模

擬検体試料を作製した。この各試料 100ul を作製したテストストリップの検体

試料注入部に滴下してクロマト展開し、室温で１５分放置後、テストラインお

よびコントロールラインにおける赤紫色の呈色度合いを肉眼で観察した。なお、

ブランクとして PBS を使用した。 

●蛍光増強阻害法を利用した 3-ナフトイルインドール誘導体の検出 

(1)蛍光標識用 3-ナフトイルインドール誘導体の作製 

2.5M エチルマグネシウムブロミド（1.65mmol）を 1.1ml エーテル溶媒中に添

加し、しばらく 0℃で撹拌した。この溶液に、あらかじめ 1.1ml エーテル溶媒で

溶解したインドール（1.3mmol）を徐々に添加し、添加終了後 30 分間、室温で

撹拌した。撹拌しながら、予め 1ml エーテル溶媒で溶解した 1-ナフトイルクロ

ライド（1.46mmol）を徐々に添加した。その反応液は 1.5 時間、室温で撹拌し

ながら放置した。その後、飽和塩化アンモニウム水溶液を反応液と同体積添加
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することにより反応を停止させると共に、微粉末状になるまで撹拌を続けた。

この粉末をろ過し、適当量の水で洗浄した後に適当量のエーテルで洗浄した。

粉末を 1ml メタノールで溶解した後に、1ml 水酸化ナトリウム水溶液（0.4g/ml）

を添加し、室温で 18 時間撹拌した。沈殿物をろ過後に適当量のメタノール、水、

エーテルで洗浄した。その後、100℃真空下で乾燥させ、3-（1-ナフトイル）イ

ンドール混合物を得た。この混合物を液体クロマトグラフィー（シリカ担体、

溶出液：石油エーテル/酢酸エチル＝1/1）により精製し、3-（1-ナフトイル）

インドールを精製した。得られた反応生成物の構造は、赤外線スペクトル及び

NMR データにより同定した。 

この 3-（1-ナフトイル）インドールに DansylChloride を常法に従って標識し

た（図 4-4）。 

1.0mmol 3-naphtoylindole、1.11mmol ブロモブチルフタルイミドおよ

1.39mmol 無水炭酸ナトリウムを 10ml ジクロロメタンに溶解し、窒素気流下で

72 時間還流した。反応溶液を室温まで冷却し、濾過した。濾液を１N 塩酸で３

回抽出した後、水層をクロロホルムで３回抽出した。無水硫酸ナトリウムを用

いて乾燥した後、クロロホルムを減圧留去して無色の固体を得た。得られた固

体を液体クロマトグラフィー(シリカ担体、展開溶媒：ヘキサン/酢酸エチル＝

1/1)を用いて精製し、ブチルフタルイミド化物を得た（収率:60%）。上記の

0.20mmol ブチルフタルイミド化物を、３ml の 95％エタノ−ルに溶解しこれに

0.20mmol ヒドラジン１水和物を加えた後、２時間還流した。反応溶液を、液体

クロマトグラフィー(シリカ担体、展開溶媒：メタノール/酢酸エチル＝1/1)を

用いて精製し、アミノ誘導体（1-(4-アミノブチル)-3-（1-ナフトイル）インド

ール）を得た（収率:78%、図 4-4）。 
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上記で作製したアミノ誘導体に FITC（Fluoresceinisothiocyanate）あるいは、

DansylChloride を常法に従って標識した。 

(2)蛍光標識 3-ナフトイルインドール誘導体とマウスモノクローナル抗体との

反応性評価 

第 2 章で作製したマウスモノクロ―ナル抗体と上記で作製した蛍光標識 3-ナ

フトイルインドール誘導体の反応を ELISA 法で評価した。 

詳細を下記に記載する。 

（A）抗原のコーティング 

予め 2.5ug/mL Hep-BSA をマイクロプレートに 100ul/ウェルずつ注入し、20℃

で一晩保存した。実験直前に、アスピレータで抗原溶液を除去した。 

（B）ブロッキング 

BSA-PBS-Az を 200ul/ウェル注入し、30 分間室温で放置した。その後、アスピ

レータで BSA-PBS-Az を除去した。即日に以降の実験を行わないときは、この状

態で、水で湿したろ紙と共に 4度で保存した。 

（C）抗体の反応 

PBSで希釈した各蛍光標識3-ナフトイルインドール誘導体溶液50ul/ウェル及

び 1 重量％BSA-PBS-Az で希釈した抗体溶液（希釈倍率：1000 倍）50ul/ウェル

を振とうしながら加えた。常温で 3 時間保存した後、アスピレータで抗体溶液

を除去し、PBS で 3 回洗浄し、アスピレータで残存する PBS を除去した。 

（D）第 2 抗体の反応 

0.2μg/mLのペルオキシダーゼ標識抗マウスモノクローナル抗体ヤギ由来を1

重量％ BSA の PBS 溶液に溶解したもの、または 0.2μg/mL のペルオキシダーゼ

標識抗マウス IgM 抗体ヤギ由来（KPL 社製）を 1 重量％ BSA の PBS 溶液に溶解
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したものを 50ul/ウェル注入し、常温で 30 分放置した。アスピレータで除去し、

PBS で 3 回洗浄し、さらにアスピレータで残存する PBS を除去した。 

（E）基質の反応と停止 

O-フェニレンジアミン（生化学用）40mg を 10mL のクエン酸一リン酸バッファ

ー（pH5）に溶解し、使用直前に 30 重量％過酸化水素水 4ul を加えた溶液（基

質溶液）を 100ul/ウェル注入し、室温放置した。5 分後、4N 硫酸を 25ul/ウェ

ル注入して反応を停止した。 

（F）測定 

東洋ソーダマイクロプレートリーダを用いて 492nm の吸光度を測定した。 

(3)蛍光増強測定 

5mm 角石英セルに各 800ul 4.4×10^-5 M の蛍光色素標識 3-（1-ナフトイル）

インドール（FITC 標識 1-(4-アミノブチル)-3-（1-ナフトイル）インドール

（ABNI-FITC）、DansylChloride 標識 3-（ 1-ナフトイル）インドール

（NI-DansylChloride）、DansylChloride 標識 1-(4-アミノブチル)-3-（1-ナフ

トイル）インドール（ABNI-DansylChlorid））を添加して特定の励起波長（FITC：

490nm、 DansylChloride： 366nm）及び特定の蛍光波長（FITC： 520nm、

DansylChloride：510nm） における蛍光強度を測定した。その後に 10ul 

2.0×10^-5 M の抗体溶液を入れ、室温で攪拌し、特定の励起波長（FITC：490nm、

DansylChloride：366nm）及び特定の蛍光波長（FITC：520nm、DansylChloride：

510nm） における蛍光強度を測定した。さらに、続いて同様の操作を 2 回繰り

返した。 
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4-3 結果と考察 

●免疫クロマトグラフィー技術 

今回の免疫クロマトデバイスにより 3-ナフトイルインドール誘導体に対して

は検出可能であることであることが判明した(図 4-5、表 4-1)。一方、原料であ

るインドールについては反応しなかった(図 4-5、表 4-1)。具体的には、3-ナフ

トイルインドール 、1-メチル-3-（1-ナフトイル）インドール、1-エチル-3-（1-

ナフトイル）インドール、1-オクチル-3-（1-ナフトイル）インドールに対する

検出限界は、それぞれ 0.99、0.08、0.2、10uM であった(表 4-1)。一方、原料で

あるインドールについては、10uM 濃度でも検出できなかった(表 4-1)。 このこ

とから、今回作製した免疫クロマトデバイスは、3-ナフトイルインドール誘導

体を特異的に検出できるデバイスとして利用可能であることが分かった。 
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図 4-5 免疫クロマトデバイス評価結果図 

表 4-1 各化合物の LOD 値表 
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●蛍光増強阻害法を利用した 3-ナフトイルインドール誘導体の検出 

(1)蛍光標識 3-ナフトイルインドール誘導体の作製 

FITC 標識 1-(4-アミノブチル)-3-（1-ナフトイル）インドール（ABNI-FITC）、

DansylChloride 標識 3-（1-ナフトイル）インドール（NI-DansylChloride）、

DansylChloride 標識 1-(4-アミノブチル)-3-（1-ナフトイル）インドール

（ABNI-DansylChlorid）をそれぞれ収率 40％、50％、40％で作製した。 

(2)蛍光標識 3-ナフトイルインドール誘導体とマウスモノクローナル抗体と

の反応性評価 

第 2 章で作製したマウスモノクロ―ナル抗体に対して、各蛍光標識 3-ナフト

イルインドール誘導体（ABNI-FITC、NI-DansylChloride、ABNI-DansylChlorid）

の結合性を ELISA 法で評価した結果、ABNI-FITC 及び ABNI-DansylChlorid につ

いては、IC50 値が約 100nM であった。一方、NI-DansylChloride については、

IC50 値が約 4000nM と一桁感度が落ちていた(図 4-6)。これは、インドール基に

直接ダンシルクロリドのような嵩高い残基を標識したために結合力が低下した

と考えられる。 

(3)蛍光増強測定 

第 2 章で作製したマウスモノクロ―ナル抗体に対して、各蛍光標識 3-ナフト

イルインドール誘導体（ABNI-FITC、NI-DansylChloride、ABNI-DansylChlorid）

の結合性を蛍光強度の変化で評価した結果、いずれの化合物についても蛍光強

度に差が見られなかった(図 4-7)。上記 ELISA 法及び蛍光測定法による結合性評

価結果により、すべての蛍光標識 3-ナフトイルインドール誘導体は抗体には結

合しているものの蛍光強度は変化しなかった。これは、文献(19)から判断する

と標識した蛍光色素部分が抗体の抗原結合部位から外部に出ているものと考え

られ（図 4-8）、このため、蛍光色素部分の周囲の環境が、通常の溶媒下と同じ
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状態のために蛍光強度が上昇しなかったと考えられる。このことから、3-ナフ

トイルインドール誘導体部分に蛍光特性を有するような構造を導入することが

望まれる。  
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図 4-6 蛍光色素標識 3-ナフトイルインドール誘導体との 

結合性能評価結果図 

 



86 
 

 

図 4-7 蛍光強度のセンサグラム図 



87 
 

 

 

図
4-

8 
ハ
プ
テ
ン
と
抗
体
結
合
状

態
の
イ

メ
ー
ジ

図
 



88 
 

4-4 小括 

●免疫クロマトデバイス 

今回の免疫クロマトデバイスにより各 3-ナフトイルインドール誘導体を特異

的に検出可能であることが判明した。感度としては、3-ナフトイルインドール 、

1-メチル-3-（1-ナフトイル）インドール、1-エチル-3-（1-ナフトイル）イン

ドール、1-オクチル-3-（1-ナフトイル）インドールに対する検出限界は、それ

ぞれ 0.99、0.08、0.2、10uM であった。  

●蛍光増強阻害法 

簡易検出技術の確立を目指して、3 種類の蛍光標識 3-ナフトイルインドール

誘導体（FITC 標識 1-(4-アミノブチル)-3-（1-ナフトイル）インドール

（ABNI-FITC）、DansylChloride 標識 3-（ 1-ナフトイル）インドール

（NI-DansylChloride）、DansylChloride 標識 1-(4-アミノブチル)-3-（1-ナフ

トイル）インドール（ABNI-DansylChlorid））を合成し、第 2 章で作製したマ

ウスモノクロ―ナル抗体との結合性を ELISA 法により確認した後に、蛍光強度

変化を測定した。その結果、いずれの蛍光標識 3-ナフトイルインドール誘導体

も蛍光強度の変化が見られなかった。以上のことにより、今回の場合、蛍光増

強阻害法を検出系として導入することは困難であることが判明した。 
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第 5章 

総 括 

 

第1章は、社会問題となっている危険ドラッグの特徴について記載すると共に、

現状の検出方法の課題について記載した。 

危険ドラッグには多種多様な化合物が存在しており、すべての化合物を網羅

的に検出することは容易なことではないことが分かった。 

一方、現状の危険ドラッグ検出装置は大型装置が主流であり、感度、精度は

よいものの、設置場所が限定的であり操作する場合にも訓練を受けた人材が必

要であるという問題点を抱えてことも判明した。 

そこで、合成カンナビノイドの中で最も社会問題化している3-ナフトイルイ

ンドール誘導体に対する検査技術を開発することが重要であると考えられる。 

しかも、簡易にスクリーニングできる検出技術開発が必要であると考えられ

る。 

 

第2章は、ハイブリドーマ法を用いた3-ナフトイルインドール誘導体特異的マ

ウスモノクローナル抗体の作製及びその特性評価について記載した。免疫原で

あるHep-KLHを免疫したマウスの脾臓細胞を用いて、ハイブリドーマ法により2

種類のハイブリドーマ細胞を作製したことについて記載した。さらに、そのハ

イブリドーマ細胞から得られた2種のモノクローナル抗体の結合親和性及び交

差反応性について記載した。 

今回、作製した2種類のモノクローナル抗体は、いずれも原料あるいは、その

類似体であるインドール、ナフチルアミン、ナフチル酸には反応せずに、3-ナ
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フトイルインドール誘導体である3-ナフトイルインドール 、3-（4-メチルー1-

ナフトイル）インドール、 1-メチル-3-（1-ナフトイル）インドール、1-エチ

ル-3-（1-ナフトイル）インドールあるいは、1-オクチル-3-（1-ナフトイル）

インドールに100nM以下の感度で結合することを確認した。 

このことにより、このモノクローナル抗体を利用することにより、高感度な

検出技術及びデバイスを開発できるものと考えられた。 

 

第3章は、ファージディスプレイ法を用いた3-ナフトイルインドール誘導体特

異的VHH抗体の単離とその特性評価について記載した。既報および公開データベ

ース情報からVHH抗体遺伝子の重鎖（VHH）を増幅するプライマーを設計し、こ

れらプライマーを用いて免疫原であるHep-KLHを免疫したアルパカの血中リン

パ球から抽出した全RNAを材料として、作製したファージライブラリについて記

載した。このファージライブラリーの多様性は2.0x10＾5個/mlであり、かなり

小さいことが判明した。また、このライブラリーからパンニングにより少なく

とも2種類のVHH抗体を得ることができた。それぞれを500ml培地で大腸菌にて発

現させたところ、いずれの抗体についても4mgずつ得ることができた。これらの

VHH抗体のアミノ酸配列を解析したところFR3領域に若干の相違があるだけでほ

ぼ同一の一次配列であった。 

一方、各 VHH 抗体の種々の 3-ナフトイルインドール誘導体に対する交差反応

性及び結合性評価をしたところ、いずれの VHH 抗体の場合も 3-ナフトイルイン

ドール誘導体合成の原料であるインドールおよびナフトイル酸に対しては交差

反応性を示さず、他の 3-ナフトイルインドール誘導体に対しては同程度の交差

性を有していた。VHH 抗体(2-A1)及び VHH 抗体(2-E9)を比較したところ、VHH 抗

体(2-A1)の方が、比較的感度良く 3-ナフトイルインドール誘導体を検出できる
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可能性があるが、上記で記載したハイブリドーマ法により作製したモノクロー

ナル抗体よりも 1/10～1/100 倍の低感度を示した。 

以上のことより、3-ナフトイルインドール誘導体を検出するための材料とし

ては、今回作製したマウスモノクローナル抗体を利用する方が適切であると判

断できる。  

 

第4章は、マウスモノクローナル抗体を材料として利用した免疫クロマトグラ

フィー法及び蛍光増強阻害法を用いた簡易検出方法について検討した結果につ

いて記載した。今回の免疫クロマトグラフィー法は、通常のサンドイッチ型の

検出方法（例：妊娠検査器）ではなく、インヒビション方式のものである。こ

の免疫クロマトグラフィー法を用いた検出技術では、上記で示したクロマトデ

バイスを作製し、これを用いて3-ナフトイルインドール誘導体及びこれを合成

するための原料について測定した結果、3-ナフトイルインドール 、1-メチル-3-

（1-ナフトイル）インドール、1-エチル-3-（1-ナフトイル）インドールあるい

は、1-オクチル-3-（1-ナフトイル）インドールに対しては、それぞれ0.99、0.08、

0.2、10uM以上の濃度を検出することが可能であることが分かった。一方、原料

であるインドールについては検出できなかった。 

一方、蛍光増強阻害法を用いた検出技術については、3種類の蛍光標識3-ナフ

トイルインドール誘導体（FITC標識1-(4-アミノブチル)-3-（1-ナフトイル）イ

ンドール（ABNI-FITC）、DansylChloride 標識3-（1-ナフトイル）インドール

（NI-DansylChloride）、DansylChloride標識1-(4-アミノブチル)-3-（1-ナフ

トイル）インドール（ABNI-DansylChlorid））を合成し、抗体との結合による

蛍光強度変化を測定したが、いずれの蛍光標識3-ナフトイルインドール誘導体

も蛍光強度の変化が見られなかったため、蛍光増強阻害法を検出系として導入
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することは困難であった。 
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