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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ヒトＣＤ１６６蛋白質又はヒトＣＤ１４６蛋白質であるヒト由来の蛋白質又はそのペプチ
ド断片を抗原としてダチョウに投与することにより作製され、当該ヒト蛋白質を特異的に
認識することを特徴とするポリクローナル抗体。
【請求項２】
治療又は診断に用いられる医療用抗体である、請求項１記載のポリクローナル抗体。
【請求項３】
がん治療用の医療用抗体である、請求項２記載のポリクローナル抗体。
【請求項４】
ＩＢＶ（鶏伝染性気管支炎ウイルス）、ＳＡＲＳウイルス又は鳥インフルエンザウイルス
由来の蛋白質又はそのペプチド断片を抗原としてダチョウに投与することにより作製され
、当該蛋白質を特異的に認識することを特徴とするポリクローナル抗体。
【請求項５】
ダチョウの幼鳥に対して初回免疫することにより作製された、請求項１～４の何れか１項
に記載のポリクローナル抗体。
【請求項６】
雌ダチョウに対して免疫し、その産卵した卵の卵黄から作製された、請求項１～４の何れ
か１項に記載のポリクローナル抗体。
【請求項７】
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請求項１～６の何れか１項に記載のポリクローナル抗体の作製方法であって、ヒト由来又
はウイルス由来の蛋白質もしくはそのペプチド断片を抗原としてダチョウを免疫し、ポリ
クローナル抗体を作製することを特徴とする、ポリクローナル抗体の作製方法。
【請求項８】
ダチョウの幼鳥に対して初回免疫する、請求項７記載のポリクローナル抗体の作製方法。
【請求項９】
雌ダチョウに対して免疫し、その産卵した卵の卵黄から作製することを特徴とする、請求
項７記載のポリクローナル抗体の作製方法。
【請求項１０】
請求項１～６の何れか１項に記載のポリクローナル抗体を備えることを特徴とする診断検
査キット。
【請求項１１】
請求項１～６の何れか１項に記載のポリクローナル抗体を備えることを特徴とするエアコ
ンフィルター。
【請求項１２】
請求項１～６の何れか１項に記載のポリクローナル抗体を備えることを特徴とするマスク
。
【請求項１３】
請求項１～６の何れか１項に記載のポリクローナル抗体を備えることを特徴とする水道の
濾過フィルター。
【請求項１４】
請求項１～６の何れか１項に記載のポリクローナル抗体を備えることを特徴とする抗原除
去用フィルター。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ダチョウを用いた抗体、及びその作製方法に関する。本発明は、ヒトの治療
・診断に用いられる医療用抗体の大量生産、その他抗体を利用し得る種々の分野に有用な
技術を提供するものである。
【背景技術】
【０００２】
　従来、抗体の作製には、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギ等の動物が使用されている。し
かし、これら哺乳類の蛋白質はヒト蛋白質と類似性が高いため、ヒト蛋白質の機能を抑制
させる抗体を作製することが困難な場合が多い。すなわち、ヒトの病気に関係する分子（
主に蛋白質）を免疫しても、上記の動物では目的とする抗体（特に治療抗体）を得ること
が難しい。
【０００３】
　一方、最近はヒトとかけ離れている鶏（ニワトリ）を用いてヒトの治療・診断用抗体を
作製する試みがなされている（例えば、下記の特許文献１参照）。しかし、鶏の血液量の
少なさを考えると、大量で均質な抗体を一度に得ることは難しい。また、モノクローナル
抗体の作製も行われつつあるが、十分量の抗体量を得るには、莫大な手間と培養細胞・培
養液が必要となる。
【特許文献１】特開２００１－２３８６７６号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明は、上記の問題点に着目してなされたものであり、その目的は、抗体（とりわけ
哺乳動物を用いた従来法では作製困難であった抗体）を大量かつ均質に、しかも簡易に作
製する方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
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【０００５】
　本発明者は、上記の課題を解決するため、特に大型鳥類であるダチョウに焦点をあて鋭
意研究を進めた結果、（１）マウスやウサギを用いた従来法では、哺乳類間で類似性が高
い蛋白質（又はその一部）に特異的な抗体の作製は困難であったが、ダチョウを免疫する
ことによってこのような抗体を簡易に作製できること、（２）実際にダチョウを用いて作
製した抗体によってウエスタンブロット解析および免疫細胞化学法を行ったところ、がん
マーカーである目的蛋白質（ＣＤ１６６蛋白質）を特異的に検出することができ、診断用
抗体として利用可能であること、さらに、（３）このようにダチョウを用いて作製した抗
ＣＤ１６６抗体には腫瘍増殖抑制効果が認められ、治療用抗体としても利用可能であるこ
と、等を見出し、本発明を完成するに至った。
【０００６】
　即ち、本発明は、ダチョウを用いて作製された抗体、及びその作製方法を提供するもの
である。ダチョウは近年、日本でも家畜化（食用化）が進み、飼育牧場数も増加傾向にあ
る。飼育用餌も市販されており、栄養効率も極めて高い。体重が約１２０ｋｇにも達し、
１個体でおおよそ鶏１００羽分の血液採集が可能である。つまり、マウス、ラットなどの
哺乳類では作製不可能であった治療用（もしくは診断用）抗体を、１羽のダチョウを用い
て均一かつ大量に生産することが可能となる。これにより、他の動物を用いてポリクロー
ナル抗体を作製した場合の従来のロット差の問題を解決することができる。さらに、ダチ
ョウ幼鳥を用いれば、少量の抗原量で免疫が成立し、その後約１０箇月の飼養（成鳥まで
）と追加免疫により１羽で大量の抗体の作製が可能となる。
【０００７】
　つまり、ダチョウを用いれば、従来法では作製困難であった蛋白質（その一部を含む）
に特異的な抗体を簡易に作製できる。さらにロット差がない、均一で大量の抗体産生が可
能であることより、商品化（治療用、診断用）に好都合となる。
【０００８】
　ここで抗体とは、抗原を特異的に認識して結合する蛋白質のことを意味しており、その
種類（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＹなど）を問わない。抗
体は、一価或いは多価のいずれでもよい。また、本発明の抗体は、蛍光物質、放射能、酵
素その他のタンパク質（例えば、アビジン）などによって標識化してもよいし、本発明の
抗体を認識して結合する２次抗体を用いることにより、本発明の抗体を標識化することな
く、目的分子の検出を行ってもよい。
【０００９】
　本明細書において、「ダチョウ」とは、ダチョウ目（Struthioniformes）に属する鳥類
を意味する。その中、ダチョウ科（Struthionidae）に属するダチョウ（Struthio camelu
s）を用いることは好ましい。雌雄いずれを用いてもよい。「ダチョウを用いる」とは、
抗体作製のため、抗原を投与される動物としてダチョウを使用することを意味する。抗原
として投与される物質は特に制限されるものではなく、蛋白質、ペプチド（天然由来、合
成ペプチド、組換えペプチドを含む）のほか、多糖類などの生体物質であってもよい。抗
原の調製方法、投与方法についても特に制限されないが、好ましい態様については後述す
る。
【００１０】
　後述の実施例では、ヒトＣＤ１６６蛋白質に対する抗体作製のため、２０残基の合成ペ
プチド（哺乳類間で高度に保存されている細胞外領域の第４番目のＩｇループ内の２０ア
ミノ酸）を抗原に使用し、これをダチョウの幼鳥に接種し免疫することにより、抗体を作
製した。得られた抗ＣＤ１６６ダチョウ抗体は、がんマーカーであるヒトＣＤ１６６蛋白
質を特異的に認識・検出することができ（図１、３）、がんの診断用抗体として利用可能
であることが示された。さらに、この抗ＣＤ１６６ダチョウ抗体は、腫瘍の増殖を抑制す
る抗腫瘍効果を有し（図４）、がんの治療用抗体としても利用可能であることが示された
。このように、ダチョウを用いることで、哺乳動物を用いた従来法では作製困難であった
医療用抗体（治療又は診断に用いられる抗体）を簡易に作製することができる。
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【００１１】
　勿論、抗ＣＤ１６６ダチョウ抗体の作製において、抗原は上記合成ペプチドに制限され
るものではなく、ヒトＣＤ１６６蛋白質全体、又はその一部の特異的なペプチド配列（好
ましくは１０～２０残基程度）を抗原に使用することができる。また、同様の方法で、Ｃ
Ｄ１６６以外のＣＤ抗原に対する抗体（抗ＣＤ抗体）を作製することも勿論可能である。
ここで、ＣＤ（Cluster of differentiation）とは、ＣＤ分類によってそれぞれ固有の番
号を付された細胞表面の抗原（例えば接着分子）のことであり、上記ＣＤ１６６もその１
つである。本発明のダチョウを用いた抗体作製法によって、高感度の抗ヒトＣＤ抗体を大
量、均質かつ簡易に作製することができる。
【００１２】
　前述のように、ダチョウの幼鳥を用いれば少量の抗原量で免疫が成立する等の利点を有
するため、ダチョウの幼鳥に対して初回免疫することにより、本発明の抗体を作製するこ
とは好ましい。より具体的には、生後２月半齢以上１０月齢未満程度の幼鳥に対して初回
免疫することが好ましく、生後３月齢以上７月齢以下程度の幼鳥に対して初回免疫するこ
とがより好ましく、生後３月齢以上５月齢以下程度の幼鳥に対して初回免疫することが更
に好ましい。
【００１３】
　その他、ダチョウを用いて抗体を作製する場合の利点、好ましい態様などを挙げれば、
以下のとおりである。
（１）　ダチョウは孵化時（体重約０．８ｋｇ）より急速に成長し、６ヶ月齢で６０ｋｇ
、１０ヶ月（成鳥）で１２０ｋｇに達する。つまり、幼鳥時に免疫を開始すれば、抗原が
少量ですみ、数回の追加免疫で、大量の抗体を得ることが可能となる。
（２）　抗体作製の一例について説明すると、抗原には合成ペプチドを使用し、免疫する
抗原量は１回１００μｇで、３ヶ月齢時に初回免疫し、その後１ヶ月間隔で成鳥まで１回
ずつ同量の抗原量を免疫する（後述の実施例では、隔週で計３回免疫した。）。初回免疫
は１００μｇの抗原液（０．５ｍＬ）と完全アジュバント０．５ｍＬを混合し、ダチョウ
胸部の筋肉内に接種する。２回目以降は、１００μｇの抗原液（０．５ｍＬ）と不完全ア
ジュバント０．５ｍＬを混合し、ダチョウ頚部筋肉内に接種する。最終免疫から２～５日
後以降に採血して得たダチョウの抗血清から、プロテインＧカラムを用いて抗体を精製す
る。
（３）　抗体価の測定のための血液は４ヶ月齢までは翼下静脈から、それ以降は頚静脈か
ら採取するのが最適である（５ヶ月齢以降は凶暴であるため）。
（４）　２ヶ月齢以前のダチョウの幼鳥はストレスに弱いため、３ヶ月齢以降に免疫を開
始することが好ましい。
（５）　上記（２）の方法でダチョウを免疫したところ、抗体価の上昇は３回免疫時（５
ヶ月齢）にすでに確認され、５回目（７ヶ月齢）で最高値に達する。この段階で血液を大
量採取して抗体を得ることが可能であるが、さらなる飼養期間の延長と追加免疫により成
鳥（体重１２０ｋｇ）まで抗体価の最高値が維持できるので、成長段階のほうがより多く
の抗体を回収することが可能である。
（６）　免疫したダチョウを殺さないかぎり、半永久的に抗体の回収が可能であるので、
継続的な抗体提供ができる。
（７）　鳥類の抗体は卵に移行するので、免疫したダチョウの卵には、高精度の抗体が含
まれる。つまり、下記にも述べるように、卵を利用すれば継続的かつ簡易的に、さらに大
量に抗体の採取が可能である。
（８）　ダチョウを免疫して得られた抗体ＩｇＧの精製においては、プロテインＡとの結
合が弱いため、プロテインＧを用いることが好ましい。
【００１４】
　さらに、ダチョウを用いて抗体を作製した場合の利点、好ましい態様および利用例につ
いて説明する。
　本発明は、ダチョウを用いることによって、鶏（ニワトリ）などを用いる場合と比較し
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て、高感度の抗体を大量、均質かつ簡易に作製することができる。例えば、ダチョウを用
いて、ヒトＣＤ１４６に対する抗体およびヒトＣＤ１６６に対する抗体を作製し、それぞ
れの抗原検出感度について、ニワトリを用いて作製した抗体と比較してみたところ、ダチ
ョウ抗体のほうが検出感度が有意に高く、ニワトリ抗体に比べ質的優位性が認められた（
図８、９）。
【００１５】
　また、上記（７）で述べたように、雌ダチョウに対して抗原を免疫し、その産卵したダ
チョウ卵の卵黄から抗体（ＩｇＹ）を精製することによって、継続的かつ簡易的に、大量
の抗体を得ることができる。例えば、ダチョウの産卵メスに、抗原としてコラーゲン・タ
イプ１を毎週免疫したところ、初回免疫後４週目に産卵した卵黄中にその抗体産生が確認
された（図５、６）。同様に、ダチョウの産卵メスに、ＩＢＶ（鶏伝染性気管支炎ウイル
ス）の不活化ワクチンを毎週免疫したところ、初回免疫後６週目に産卵した卵黄中にその
抗体産生が確認された（図７）。
【００１６】
　また、ＩｇＹ精製法を用いると初回免疫後６週目の一つのダチョウ卵の卵黄より２～４
ｇの抗体（ＩｇＹ）が精製された。１羽のダチョウメスから４月から９月までの産卵期に
約１００個の卵が得られることより、最大約４００ｇの抗体（ＩｇＹ）が得られることに
なる。このことは、例えばウイルス感染の診断検査用抗体を作製する場合、免疫時期を調
整することによって６ヶ月で1羽のダチョウから約４００～４０００万検体分の診断検査
キットに適応可能な大量の抗体が作製可能であることを意味する。
【００１７】
　ダチョウ卵黄からのＩｇＹ精製法は、通常のニワトリ卵黄からの精製法（例えば、J. I
mmunol. Methods 46: 63-68, 1981.；Agric. Biol. Chem. 54: 2531-2535, 1990.；Immun
ological Investigations 19: 253-258, 1990.）と基本的に同様に行うことができ、市販
のニワトリ卵黄からの抗体（ＩｇＹ）精製用キットを使用してもよい。なお、ダチョウ卵
黄は脂質が多いため、卵黄量に対するすべての溶液（デキストラン硫酸／ＴＢＳなど）を
ニワトリ卵黄の場合の１．５倍程度に増量して、精製を行うことが望ましい。
【００１８】
　本発明の抗体の用途は特に限定されるものではなく、これまでに述べた医療用抗体のほ
か、現在種々の分野に利用されている各種抗体に本発明の抗体を用いることができる。特
に、本発明の抗体はダチョウを用いて大量生産できることから、がんの検査キットやウイ
ルス感染の検査キットなどに使用する検査用抗体の作製に本発明を適用することによって
、健康診断や感染症・食中毒の検査など多数の検体を検査しなければならない場合に、検
査に必要な大量の検査キットを１羽のダチョウから短期間で簡易に作製することができる
。
【００１９】
　例えば、前記ＩＢＶ（鶏伝染性気管支炎ウイルス）は、ＳＡＲＳウイルスと近縁のコロ
ナウイルスであることより、ダチョウを用いてＳＡＲＳウイルスに対する抗体の大量作製
も可能であり、その他、鳥インフルエンザウイルスなどの病原性ウイルス検出用抗体の大
量作製も可能である。また、ＢＳＥ（牛海綿状脳症）などのプリオン病やその他の疾患の
検査用抗体の大量作製も可能である。さらに、本発明の抗体は、工業用抗体としても応用
可能であり、すなわち、エアコンフィルターやマスク、水道の濾過フィルターなど各種工
業製品において、病原体、アレルゲンその他抗原となる物質の除去用の抗体として応用で
きる。
【００２０】
　このように、本発明は、ウイルス検出用・疾患検査用抗体としてだけではなく、エアコ
ンフィルターやマスクなどに適応することによって、ウイルス除去用の工業用抗体として
も応用可能である。勿論、ウイルス以外の病原体（伝染病や食中毒菌など）や食品中のア
レルゲン（ソバや卵白アルブミンなど）、飲料水中の病原体などの検出・除去用の抗体と
しても応用可能である。
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【００２１】
　本発明の抗体は、ポリクローナル抗体であってもよいし、モノクローナル抗体であって
もよい。一般的な抗体の作製方法については、例えば、Harlowらの「Antibodies : A lab
oratory manual」(Cold Spring Harbor Laboratory, New York(1988))、岩崎らの「単ク
ローン抗体 ハイブリドーマとELISA,講談社(1991)」などにも記載されているが、以下、
各抗体の作製方法について簡単に説明する。
【００２２】
（１）ポリクローナル抗体の作製
　ポリクローナル抗体は、抗原となる物質を単独あるいは担体・希釈剤と共に、ダチョウ
の抗体産生が可能な部位、例えば上述の胸部筋肉内、頚部筋肉内などに投与することによ
って作製することができる。投与に際して抗体産生能を高めるため、完全フロイントアジ
ュバント、又は不完全フロイントアジュバントを投与してもよい。抗原の投与は１回のみ
でもよいが、通常は２～６週毎に１回ずつ、計２～１０回程度行われる。
【００２３】
　血清中の抗原に対する抗体価の測定は、液相法（例えば、標識化した抗原と抗血清とを
反応させた後、抗体に結合した標識剤の活性を測定する方法）、或いは固相法（例えば、
９６穴プレートの各ウエル内壁面に抗原を固着させておき、ここに血清を適当に希釈した
溶液を添加し、抗体を抗原に結合させた後、ウエル中の溶液を洗浄することで余分な抗体
を除去し、ウエル内壁面に結合した抗体量を測定する方法）によりなされる。
【００２４】
　本発明のポリクローナル抗体の分離精製は、免疫グロブリンの分離精製法（例、塩析法
、アルコール沈殿法、等電点沈殿法、電気泳動法、イオン交換体（例、ＤＥＡＥ）による
吸脱着法、超遠心法、ゲルろ過法、抗原結合固相あるいはプロテインＧなどの活性吸着剤
により抗体のみを採取し、結合を解離させて抗体を得る特異的精製法など）に従って行わ
れる。
【００２５】
（２）モノクローナル抗体の作製
　モノクローナル抗体の作製に際しては、抗原を免疫されたダチョウから抗体価の認めら
れた個体を選択し、最終免疫の２～５日後に脾臓またはリンパ節を採取し、それらに含ま
れる抗体産生細胞を骨髄腫細胞と融合させることにより、本発明のモノクローナル抗体産
生ハイブリドーマを調製することができる。
【００２６】
　融合操作は既知の方法、例えばケーラーとミルスタインの方法（Nature、256巻、495頁
、1975年）に従い実施できる。融合促進剤としては、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）
やセンダイウィルスなどが挙げられ、好ましくはＰＥＧなどが用いられる。骨髄腫細胞と
しては例えばＮＳ－１、Ｐ３Ｕ１、ＳＰ２／０、ＡＰ－１などが挙げられ、Ｐ３Ｕ１など
が好ましく用いられる。用いられる抗体産生細胞（脾臓細胞等）数と骨髄腫細胞数との好
ましい比率は、通常１：１～２０：１程度であり、ＰＥＧ（好ましくはＰＥＧ１０００～
ＰＥＧ６０００）が１０～８０％程度の濃度で添加され、通常２０～４０℃、好ましくは
３０～３７℃で通常１～１０分間インキュベートすることにより効率よく細胞融合を実施
できる。
【００２７】
　抗体産生ハイブリドーマのスクリーニングには種々の方法が使用できるが、例えば抗原
またはその部分ペプチドを直接あるいは担体とともに吸着させた固相（例、マイクロプレ
ート）にハイブリドーマ培養上清を添加し、次に蛍光物質や酵素などで標識した抗ダチョ
ウ免疫グロブリン抗体またはプロテインＧを加え、固相に結合した本発明のモノクローナ
ル抗体を検出する方法、抗ダチョウ免疫グロブリン抗体またはプロテインＧを吸着させた
固相にハイブリドーマ培養上清を添加し、蛍光物質や酵素などで標識した抗原を加え、固
相に結合したモノクローナル抗体を検出する方法などが挙げられる。
【００２８】
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　本発明のモノクローナル抗体のスクリーニング、培養は、通常ＨＡＴ（ヒポキサンチン
、アミノプテリン、チミジン）を添加して、１０～２０％牛胎児血清を含む動物細胞用培
地（例、ＲＰＭＩ１６４０）で行われる。ハイブリドーマ培養上清の抗体価は、上記の抗
血清中の抗体の抗体価の測定と同様にして測定できる。モノクローナル抗体の分離精製は
、上記したポリクローナル抗体の分離精製と同様に行われる。
【００２９】
　以上のようにして、ハイブリドーマ細胞を動物の生体内または生体外で培養し、その体
液または培養物から抗体を採取することによって、本発明の抗体を作製することができる
。
【００３０】
　勿論、以上説明した例示の方法に限らず、従来公知の種々の方法を適用して本発明のポ
リクローナル抗体およびモノクローナル抗体を作製することができる。また、本発明以降
に新たに開発された方法を使用するものであってもよい。
【図面の簡単な説明】
【００３１】
【図１】ヒトＣＤ１６６ペプチドでマウス、ウサギ、ダチョウをそれぞれ免疫した後、こ
れら動物の抗血清を用いたウエスタンブロット解析による、ヒトＣＤ１６６蛋白質の検出
結果を示す図である。
【図２】精製したダチョウＩｇＧを、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにて確認した結果を示す図である
。
【図３】抗ＣＤ１６６ダチョウ抗体を用いた免疫細胞化学法によって、ヒト肺癌細胞（Ａ
５４９）でヒトＣＤ１６６蛋白質を検出した結果を示す図である。
【図４】ヒト肺癌細胞が移植されたヌードマウスへの抗ＣＤ１６６ダチョウ抗体投与によ
る腫瘍増殖抑制効果を示すグラフである。「＊」はＰＢＳ投与と比べ有意差があることを
示す。＊Ｐ＜0.01（Student-t）
【図５】ダチョウの産卵メスにコラーゲン・タイプ１を免疫し、経時的にその血清および
卵黄中の抗体産生を寒天ゲル内沈降反応で調べた結果を示す図である。図中、Ａは抗原（
コラーゲン・タイプ１）、１は免疫前のダチョウ血清、２は免疫１週目のダチョウ血清、
３は免疫２週目のダチョウ血清、４は免疫３週目のダチョウ血清、５は免疫４週目のダチ
ョウ卵黄抽出液、６はＰＢＳ、である。抗原抗体反応による白い沈降線が抗体産生を示す
。
【図６】ダチョウの産卵メスにコラーゲン・タイプ１を免疫し、経時的にその卵黄中の抗
体産生を寒天ゲル内沈降反応で調べた結果を示す図である。図中、Ａは抗原（コラーゲン
・タイプ１）、１は免疫前のダチョウ卵黄抽出液、２は免疫１週目のダチョウ卵黄抽出液
、３は免疫２週目のダチョウ卵黄抽出液、４は免疫３週目のダチョウ卵黄抽出液、５は免
疫４週目のダチョウ卵黄抽出液、６はＰＢＳ、である。抗原抗体反応による白い沈降線が
抗体産生を示す。
【図７】ダチョウの産卵メスにＩＢＶ（鶏伝染性気管支炎ウイルス）の不活化ワクチンを
免疫し、経時的にその血清および卵黄中の抗体産生を寒天ゲル内沈降反応で調べた結果を
示す図である。図中、Ａは抗原（ＩＢＶ）、１はＰＢＳ、２は免疫前のダチョウ血清、３
は免疫４週目のダチョウ血清、４は免疫６週目のダチョウ血清、５は免疫６週目のダチョ
ウ卵黄抽出液、６は免疫前のダチョウ卵黄抽出液、である。抗原抗体反応による白い沈降
線が抗体産生を示す。
【図８】ダチョウおよびニワトリを用いてそれぞれ抗ＣＤ１４６抗体を作製し、両者の検
出強度を比較した図であり、（ａ）は両抗体のイムノブロットの結果、（ｂ）は両抗体の
相対強度を示すグラフである。「＊」はニワトリと比べ有意差があることを示す。＊Ｐ＜
0.01（Student-t）
【図９】ダチョウおよびニワトリを用いてそれぞれ抗ＣＤ１６６抗体を作製し、両者の検
出強度を比較した図であり、（ａ）は両抗体のイムノブロットの結果、（ｂ）は両抗体の
相対強度を示すグラフである。「＊」はニワトリと比べ有意差があることを示す。＊Ｐ＜



(8) JP 4487051 B2 2010.6.23

10

20

30

40

50

0.01（Student-t）
【実施例】
【００３２】
　以下、図面を参照しながら本発明の実施例について説明するが、本発明は下記実施例に
よって何ら限定されるものではない。
【００３３】
［実施例１］
　肺癌、メラノーマ、前立腺癌などのがんマーカーとして期待されているヒトＣＤ１６６
蛋白質に対する抗体作製のため、ヒト、マウス、ウサギの種間で一致する合成ペプチド（
哺乳類間で高度に保存されている細胞外領域の第４番目のＩｇループ内の２０アミノ酸）
を、マウス（ＢＡＬＢｃ）、ウサギ（日本白色種）、ダチョウ（３ヶ月齢幼鳥）に免疫（
隔週計３回）し、採血した。
【００３４】
　初回免疫は１００μｇの抗原液（０．５ｍＬ）と完全アジュバント０．５ｍＬを混合し
、ダチョウ胸部の筋肉内、ウサギ背部皮内に接種した。マウスには上記混合液０．４ｍＬ
を背部皮内に接種した。２回目以降は、１００μｇの抗原液（０．５ｍＬ）と不完全アジ
ュバント０．５ｍＬを混合し、ダチョウ頚部筋肉内、ウサギ背部皮内に接種した。マウス
には上記混合液０．４ｍＬを背部皮内に接種した。これら動物の抗血清（最終免疫から２
週後）を用いてヒト肺癌の膜分画のウエスタンブロットを行ったところ、ダチョウでのみ
ヒトＣＤ１６６蛋白質を認識する抗体を産生していた（図１）。
【００３５】
　上記ウエスタンブロットに使用した標識２次抗体は、次のように作製した。まず、非免
疫ダチョウの血液よりプロテインＧを用いて免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）を精製し、ＳＤ
Ｓ－ＰＡＧＥにて確認した（図２）。これをウサギに免疫した。より詳細には、１回量２
００μｇのダチョウＩｇＧを日本白色種ウサギに隔週４回免疫し、最終回より２週目に全
血液を回収し、抗ダチョウＩｇＧウサギポリクローナル抗体（血清）を作製した。精製は
プロテインＡを用いた定法に従って行った。得られた精製抗体をＦＩＴＣ標識またはＨＲ
Ｐ標識し、２次抗体として使用した。
【００３６】
　ダチョウの上記抗血清から次のように抗体を精製した。まず、ダチョウの抗血清をプロ
テインＧカラムに流入した。ＰＢＳで洗浄後、クエン酸バッファーとグリシンバッファー
の混合液（ｐＨ９．０）によるエリューション後、２Ｍトリス／ＨＣＬにより中和した。
こうして精製した抗体を、抗ＣＤ１６６ダチョウ抗体として以下の実験で使用した。
【００３７】
［実施例２］
　実施例１で得られた抗ＣＤ１６６ダチョウ抗体を１次抗体として培養ヒト肺癌細胞（Ａ
５４９）に対して免疫蛍光抗体法を実施したところ、肺癌細胞の細胞膜に強く反応した（
図３）。実験ではまず、Ａ５４９細胞をカバースリップ上で１日間培養し、ザンボニー液
で固定した。次に、実施例１で得られた抗ＣＤ１６６ダチョウ抗体（１ｍｇ／ｍＬ）をＰ
ＢＳで１０００倍に希釈し、１次抗体として上記細胞上で３７℃、１時間反応させた。そ
の後、実施例１で作製したＦＩＴＣ標識抗ダチョウＩｇＧウサギポリクローナル抗体（１
ｍｇ／ｍＬ）をＰＢＳで１０００倍に希釈し、２次抗体として上記細胞上で３７℃、１時
間反応させ、蛍光顕微鏡により観察した。
【００３８】
［実施例３］
　培養ヒト肺癌細胞（Ａ５４９）１０6個をヌードマウス５匹それぞれに皮下移植し、５
日目より毎週、実施例１で得られた抗ＣＤ１６６ダチョウ抗体（１２０μｇ）を腹腔内投
与し、移植３週間目に腫瘍体積を測定した。コントロールマウスにはＰＢＳのみを投与し
た。その結果、抗ＣＤ１６６ダチョウ抗体投与群では有意に腫瘍の増殖が抑えられること
が判明した（図４）。
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【００３９】
［実施例４］
　卵黄への抗体産生を調べるため、２歳６ヶ月齢のダチョウの産卵メスに、ラットのコラ
ーゲン・タイプ１を毎週免疫し、初回免疫より１週～３週目の血清および４週目の卵黄抽
出液における抗体産生を寒天ゲル内沈降反応で確認した。実験方法は、以下のとおりであ
る。
【００４０】
　抗原量と免疫法：４ｍｇ／０．５ｍＬの抗原液を完全アジュバント０．５ｍＬと混和し
、ダチョウの背部皮内に接種した。その後の追加免疫は、４ｍｇ／０．５ｍＬの抗原液を
不完全アジュバント０．５ｍＬと混和し、ダチョウの背部皮内に接種した。
　血清の精製：頚静脈より採血し、1時間静置後、遠心分離（１５０００ｒｐｍ）により
分離した血清を用いた。
　卵黄抽出法：ダチョウ卵より卵黄（２５０～３５０ｍＬ）のみを採取し、攪拌した。１
０ｍＬのみを使用し、残りは冷凍庫にて保存した。
　卵黄液１０ｍＬと７５ｍＬのＴＢＳ（２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣＬ（ｐＨ７．５）、０
．１５Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％ＮａＮ3）を混和し、１０％デキストラン硫酸／ＴＢＳを
５ｍＬ加え３０分攪拌した。１Ｍ　ＣａＣｌ／ＴＢＳを１０ｍＬ加え攪拌後、２時間以上
静置した。１００００ｒｐｍで３０分遠心し、上清を回収した。上清に最終濃度４０％に
なるように硫安を加え１２時間以上静置した。１００００ｒｐｍで遠心分離し、沈殿を回
収した。この沈殿を１０ｍＬのＴＢＳに再懸濁し、ＴＢＳにて透析した。
　寒天ゲル内沈降反応：最終濃度が１％になるように寒天を０．８％ＮａＣｌ液に混和し
、加温にて完全に溶かした。スライドガラス上にマウント後冷却し、中央に一つの穴と周
りに６つの穴を有する構造を形成させた。中央に抗原液（２ｍｇ／ｍｌ）３０マイクロリ
ットル、周囲の穴にＰＢＳ，血清、卵黄抽出液それぞれ３０マイクロリットルを滴下し、
１２時間静置後、沈降線の有無を観察した。
【００４１】
　結果を図５に示す。図中の記号、数字は以下のとおりである。
Ａ：抗原（コラーゲン・タイプ１）
１：免疫前のダチョウ血清
２：免疫１週目のダチョウ血清
３：免疫２週目のダチョウ血清
４：免疫３週目のダチョウ血清
５：免疫４週目のダチョウ卵黄抽出液
６：ＰＢＳ
【００４２】
　同様に、ダチョウの産卵メスに、ラットのコラーゲン・タイプ１を毎週免疫し、初回免
疫より１週～４週目の卵黄抽出液における抗体産生を寒天ゲル内沈降反応で確認した。結
果を図６に示す。図中の記号、数字は以下のとおりである。
Ａ：抗原（コラーゲン・タイプ１）
１：免疫前のダチョウ卵黄抽出液
２：免疫１週目のダチョウ卵黄抽出液
３：免疫２週目のダチョウ卵黄抽出液
４：免疫３週目のダチョウ卵黄抽出液
５：免疫４週目のダチョウ卵黄抽出液
６：ＰＢＳ
【００４３】
　図５、６において、抗原抗体反応による白い沈降線が抗体産生を示す（図７も同じであ
る）。これらの図に示すように、免疫２週目から血液中に、免疫４週目から卵黄中に抗体
が産生されており、ダチョウ卵黄への抗体産生が確認された。
【００４４】
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　また同様に、ダチョウの産卵メスにＩＢＶ（鶏伝染性気管支炎ウイルス）の不活化ワク
チンを免疫し、経時的にその血清および卵黄中の抗体産生を寒天ゲル内沈降反応で調べた
。結果を図７に示す。図中の記号、数字は以下のとおりである。
Ａ：抗原（ＩＢＶ）
１：ＰＢＳ
２：免疫前のダチョウ血清
３：免疫４週目のダチョウ血清
４：免疫６週目のダチョウ血清
５：免疫６週目のダチョウ卵黄抽出液
６：免疫前のダチョウ卵黄抽出液
　図７に示すように、初回免疫より４週、６週目の血清および６週目の卵黄抽出液に抗体
が産生されており、ダチョウ卵黄への抗体産生が確認された。
【００４５】
［実施例５］
　ダチョウ抗体とニワトリ抗体との検出強度を比較するため、ダチョウおよびニワトリを
用いてそれぞれ抗ＣＤ１４６抗体を作製し、両者の検出強度を比較した。
【００４６】
　実験では、ヒトＣＤ１４６蛋白質を雌鶏および雌ダチョウに隔週免疫し、６週目に採取
した血清から抗体を精製し、それぞれ等量（０．１ｍｇ）をＨＲＰ標識した。ＣＤ１４６
蛋白質１０ナノグラムをＳＤＳーＰＡＧＥ後、ＰＶＤＦ膜にて転写し、上記のそれぞれの
抗体と反応させた。洗浄後、ＥＣＬにて発光させレントゲンフィルムにて感光させた。
【００４７】
　結果を図８に示す。図中（ａ）は、ニワトリ２羽、ダチョウ２羽からの抗体を用いたイ
ムノブロットの結果を示し、ダチョウ抗体のほうが検出強度が強いことがわかる。（ｂ）
は、レントゲンフィルム上のバンドの濃さをデンシトメトリーで計測し、バンドなしの領
域の強度を１とした時の相対強度を算出し、鶏３羽の平均値、ダチョウ３羽の平均値を示
す。このグラフから明らかなように、ダチョウ抗体のほうが相対強度が顕著に高かった。
【００４８】
　同様に、ダチョウおよびニワトリを用いてそれぞれ抗ＣＤ１６６抗体を作製し、両者の
検出強度を比較した。
　実験では、ヒトＣＤ１６６蛋白質を雌鶏および雌ダチョウに隔週免疫し、６週目に採取
した血清から抗体を精製し、それぞれ等量（０．１ｍｇ）をＨＲＰ標識した。ＣＤ１６６
蛋白質２０ナノグラムをＳＤＳーＰＡＧＥ後、ＰＶＤＦ膜にて転写し、上記のそれぞれの
抗体と反応させた。洗浄後、ＥＣＬにて発光させレントゲンフィルムにて感光させた。
【００４９】
　結果を図９に示す。図中（ａ）は、ニワトリ２羽、ダチョウ２羽からの抗体を用いたイ
ムノブロットの結果を示し、ダチョウ抗体のほうが検出強度が強いことがわかる。（ｂ）
は、レントゲンフィルム上のバンドの濃さをデンシトメトリーで計測し、バンドなしの領
域の強度を１とした時の相対強度を算出し、鶏３羽の平均値、ダチョウ３羽の平均値を示
す。このグラフから明らかなように、ダチョウ抗体のほうが相対強度が顕著に高かった。
　このように、ニワトリ抗体に比べてダチョウ抗体の検出感度が高く、ニワトリ抗体に対
するダチョウ抗体の質的優位性が、本実施例により認められた。
【産業上の利用可能性】
【００５０】
　以上のように、本発明は、ダチョウを用いて作製された抗体、及びその作製方法に関す
るものであり、前述したとおり、ヒトの治療又は診断に用いられる医療用抗体の大量生産
、その他抗体を利用し得る種々の分野への利用が可能である。
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