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23ウシラクトフェリンに対する数種のモノクローナル抗体

緒言

　抗体を用いたタンパク質の検出法は、医学、薬学、生
物学、農学などのさまざまな分野で用いられている
（Rosner et al., 1991, Van Emon, 2001, Nagai et al., 2016, 

Gao et al., 2018）。組織内のタンパク質の局在を明らかに
するための免疫染色、細胞表面マーカーを蛍光抗体で染
色して定量するフローサイトメトリー、サイトカインな
どの生理活性物質やアレルゲンタンパク質の定量におけ
る酵素免疫測定法、電気泳動と免疫反応を組み合わせた
ウェスタンブロット法、タンパク質の簡易検出に用いら
れるイムノクロマトグラフィー法などがある。
　このような検出法には、ポリクローナル抗体が用いら
れる場合と、モノクローナル抗体が用いられる場合があ
る。ポリクローナル抗体は、抗原タンパク質をウサギや
ヤギのような動物に免疫し、血清から抗体を精製して用
いる。ポリクローナル抗体は抗原タンパク質上の複数の
抗体結合部位（エピトープ）に結合する抗体の混合物で
ある。これに対し、モノクローナル抗体は単一のエピトー
プのみに結合する（Kohler and Milstein, 1975）。
　モノクローナル抗体は抗原タンパク質で免疫したマウ
スやラット、あるいはウサギのB細胞を骨髄腫細胞（ミ
エローマ）と細胞融合することによって樹立したハイブ
リドーマと呼ばれる細胞が分泌する抗体である。ハイブ

リドーマは無限増殖できるので、いったん樹立すれば、
安定的にモノクローナル抗体を得ることができる。
　本研究では、ウシラクトフェリンの構造を詳しく解析
することを可能とするマウスモノクローナル抗体の作製
を目的とした。インタクトなラクトフェリン、加熱や還
元試薬、あるいはタンパク質分解酵素などによって変性
したラクトフェリンを検出することを可能にするモノク
ローナル抗体である。このようなモノクローナル抗体の
セットを揃えることによって、ウシラクトフェリンの検
出がより正確で容易になることが期待される。

材料及び方法

1．�還元カルボキシメチル化ラクトフェリン
（CMbLF）の調製

　ウシラクトフェリン（bLF）はタツア・ジャパン社か
ら恵与された。ふた付き試験管中で10 mgのbLFを1.4 

mol/Lトリス塩酸緩衝液（pH 8.6） 1mLに溶解し、5% 

EDTA―2Na 100 µL、 尿素 1.2 g、 2―メルカプトエタノール 

33 µLを加え、さらに超純水で2.5 mLに定容した。試験
管を窒素置換して密閉し、室温で1時間bLFを還元した。
反応液にモノヨード酢酸89 mgを1 mol/L NaOH 300 µL

に溶解して添加し、窒素置換後、遮光して室温で1時間
カルボキシメチル化を行った。0.2 mol/L アンモニア水
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要　約

　インタクトなウシラクトフェリンおよび還元カルボキシメチル化したウシラクトフェリンをマウスに免疫し、モノ
クローナル抗体を分泌するハイブリドーマを16クローン樹立した。固相合成ペプチドを用いたエピトープ解析の結
果、4種のモノクローナル抗体はラクトフェリンのC―lobe側のそれぞれ異なる6～10アミノ酸長の配列に結合するこ
とが明らかになった。エピトープアミノ酸配列が明らかになった4種のモノクローナル抗体を用い、トリプシン消化
したラクトフェリンのC末端側の断片を、ウェスタンブロット解析で検出することが可能であった。
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溶液を移動相として、Sephadex G―50カラム（1.5x18 

cm、GEヘルスケア・ジャパン）で脱塩し、約8 mgの
カルボキシメチル化ウシラクトフェリンを得た
（CMbLF）。

2．�モノクローナル抗体分泌マウスハイブリドーマ
の作製

　bLF溶液あるいはCMbLF溶液（1 mg/mL）と等量の
フロイント完全アジュバント（DIFCO、 U.S.A.）を連結
シリンジ中で乳化し、マウス（Balb/c、 雌性、日本クレア）
腹腔内に免疫した。1週間後にアジュバントを含まない
タンパク質溶液のみを追加免疫した。マウスを数日飼育
後、ガス麻酔下で頸椎脱臼により屠殺し、無菌的に脾臓
細胞を調製した。全脾臓細胞と2x107個のマウスミエ
ローマSP2/Oをポリエチレングリコールを用いて細胞融
合し、10％牛胎児血清（FCS、MERCK、ドイツ）を含
むERDF培地（極東製薬）に懸濁して96穴マイクロカ
ルチャープレート4枚に播種した。播種翌日から
10%FCS、ヒポキサンチン0.1 mmol/L、 アミノプテリン
0.0004 mmol/L、 およびチミジン0.016 mmol/Lを含む
HAT培地を添加、あるいは培地を半量交換してハイブ
リドーマのみを増殖させた。

3．酵素免疫測定法
　ハイブリドーマが分泌する抗bLF抗体は酵素免疫測定
法（ELISA）を用いて検出した（Shinmoto et al., 1997）。
0.05 mol/Lの炭酸水素ナトリウム溶液に溶解したbLFあ
るいはCMbLF溶液（10 µg/mL）60 µLを96穴ELISAプ
レート（住友ベークライト）に分注し、4℃で一晩吸着
させた。抗原溶液を捨て、4倍希釈したブロックエース
（雪印メグミルク、ケー・エー・シー）で1時間ブロッ
キングした後、0.05％ Tween20を含むリン酸緩衝生理食
塩水（PBS―Tween）でプレートを洗浄した。次にウェ
ルにハイブリドーマ培養上清50 µLを分注して1時間反
応させた。さらにプレートを洗浄後、1/2,000に希釈し
たペルオキシダーゼ標識抗マウス IgG抗体（Invitrogen-

Thermo Fisher, U.S.A.）50 µLを1時間反応させた。プレー
トを洗浄後、ウェルに結合したペルオキシダーゼ活性を
測定した。基質には2,2’―アジノビス（3―エチルベンゾ
チアゾリン―6―スルホン酸）二アンモニウム（ABTS、3 

mg/mL、0.1 mol/L クエン酸緩衝液pH 4.0、0.01% 過酸化
水素を含む）を用いた。発色は405 nmの吸光度を
Model550マイクロプレートリーダー（バイオラッド、
U.S.A.）で測定した。

抗体陽性穴のハイブリドーマはHATを含まない10％
FCS添加ERDF培地を用いて限界希釈法でクローニング
し、bLFあるいはCMbLFに結合する抗体分泌ハイブリ
ドーマクローンを得た。樹立したクローンは液体窒素中
に保存した。

4．ピンペプチドELISAによるエピトープ検出
　bLFの一次構造（アミノ酸配列、UniProt: P24627, 

Schanbacher et al., 1993）をもとに、まず固相法で20ア
ミノ酸長のイコサペプチドを合成した。ペプチドは1－
20、11－30、21－40……と10アミノ酸ずつ配列をシフ
トさせた。合成はMimotope社（オーストラリア）に依
頼し、樹脂製ギヤ上にリンカーを介してペプチドのC末
端から合成した。N末端はアセチル化した。96穴プレー
トに適合するピン上のギヤにペプチドが結合しており、
このギヤに、モノクローナル抗体および二次抗体を結合
させた。基質（ABTS）を満たした96穴プレートにギヤ
を挿入して、結合したペルオキシダーゼ活性を測定し、
抗体結合部位（エピトープ）のアミノ酸配列を決定した。
モノクローナル抗体が結合する20アミノ酸長の配列を
決定後、より短いアミノ酸長のペプチドを合成し、同様
にエピトープ配列を決定した（Chiba et al., 2017）。

5．�bLFのトリプシン消化とウェスタンブロッティ
ング

　bLF対トリプシンの重量比を30:1としてトリプシン消
化を行った。0.02 mol/L の塩化カルシウムを含む0.05 

mol/L のMES緩衝液（pH 6.8）1 mLに20 mgのbLFを溶
解し、同緩衝液に溶解したトリプシン（20 mg/mL）を
30 µL加え、37℃、15分間トリプシン消化を行った。
　トリプシン消化されたペプチドは還元条件下、10―
20%ポリアクリルアミドグラジエントゲル（オリエンタ
ルインスツルメンツ）を用いたSDS―ポリアクリルアミ
ドゲル電気泳動（SDS―PAGE）によって分離した
（Leammli, 1970, Brunelle and Green, 2014）。ゲルからポ
リフッ化ビニリデン（PVDF）膜（アトー）にタンパク
質を電気的に転写後、PVDF膜上で免疫染色を行った。
モノクローナル抗体を反応させた後、ペルオキシダーゼ
標識二次抗体を反応させた。化学発光基質（イムノスター
ゼータ、富士フイルム和光純薬）を検出に用いCCDカ
メラ（ルミキューブ、リポニクス）で発光するタンパク
質バンドを撮影した。ゲルの一部はクーマシーブリリア
ントブルー（CBB）染色してタンパク質を検出した。
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6．市販乳飲料中のbLF検出
　市販乳飲料を純水で2倍希釈し、還元条件下でSDS―
PAGEを行った後、PVDF膜に転写した。膜上のbLFは
12―28抗体を用いたウェスタンブロッティングによって
検出した。

7．動物実験倫理
　動物実験は玉川大学動物実験に関する規程に従い、承
認された実験計画通りに実施した。

実験結果

1．�樹立したハイブリドーマが分泌するモノクロー
ナル抗体のインタクトウシラクトフェリンおよ
び還元カルボキシメチル化ウシラクトフェリン
に対する結合性

　抗CMbLFモノクローナル抗体の未修飾のインタクト
なbLF（ibLF）およびCMbLFに対する結合性を表1に
示す。抗体の特異性は3つに分類される。ibLFにのみ結
合するモノクローナル抗体は ibLFを免疫源として作製
したものである。CMbLFを免疫源として作製したモノ
クローナル抗体はCMbLFにのみ結合するものと、ibLF

およびCMbLFの両方に結合するものに分かれた。これ

らのうち、ibLFおよびCMbLFの両方に結合するモノク
ローナル抗体は、インタクトなbLFと変性したbLFのい
ずれにも結合することが期待される。

2．�4種類のモノクローナル抗体の合成ペプチドを用
いたリニアエピトープ解析

　ibLFおよびCMbLFの双方に結合するモノクローナル
抗体はbLFの一次構造上のエピトープ（リニアエピトー
プ）に結合すると考えられる。エピトープとなるペプチ
ド長は、4アミノ酸から10アミノ酸程度の長さであるこ
とが多い。bLFの一次構造をもとに多数のペプチドを合
成してモノクローナル抗体の結合を調べることによっ
て、エピトープとなるアミノ酸配列を知ることが可能で
ある。
　まず20アミノ酸ペプチドを固相合成し、モノクロー
ナル抗体の結合を調べた。1番のペプチドはN末端から
20番目までのアミノ酸配列、2番のペプチドは11から
30番目までのアミノ酸配列、3番のペプチドは21から
40番目までのアミノ酸配列となるように70種類の20ア
ミノ酸ペプチドを合成した。それぞれのモノクローナル
抗体が結合する配列を決定し、その配列をもとにアミノ
酸長の短いペプチドを合成して、モノクローナル抗体が
結合するエピトープのアミノ酸配列を決定した。
　4種のモノクローナル抗体が結合するアミノ酸配列を
決定した経過を表2に示す。2-22抗体は20アミノ酸ペプ表1　�インタクトおよびカルボキシメチル化ウシラクトフェリ

ンを免疫して作製したモノクローナル抗体の反応性

ELISA Western（ibLF）

clone#    ibLF CMbLF     2ME－ 2ME+

ibLF yy1 + － + －
ibLF yy6 + －   NT＊ NT

ibLF yy7 + － + －
ibLF yy20 + － NT NT

CMbLF 2―22 + + + +

CMbLF 12―28 + + + +

CMbLF 14―1 + + － +

CMbLF 19―18 + + NT NT

CMbLF 22―14 + + + +

CMbLF 16―3 － + NT NT

CMbLF 26―58 － + NT NT

CMbLF 29―5 － + NT NT

CMbLF 30―7 － + － －
CMbLF 31―9 － + NT NT

CMbLF 33―15 － + NT NT

CMbLF 34―25   +w + + +
＊NT：検出試験行わず、+w弱く反応

表2　�7種類の抗bLFモノクローナル抗体のリニアエピトー
プ解析

Clone# sequence obtained

yy1 　　no signal obtained

yy7 　　no signal obtained

2―22 #37YTRVVWCAVG PEEQKKCQQW
#38PEEQKKCQQW SQQSGQNVTC

QKKCQQ

12―28 #67NDNTECLAKL GGRPTYEEYL
#68GGRPTYEEYL GTEYVTAIAN

GRPTYE

22―14 #54LDKCVPNSKE KYYGYTGAFR
#55KYYGYTGAFR CLAEDVGDVA

KYYGYTGAFR

30―7 　　no signal obtained

34―25 #55KYYGYTGAFR CLAEDVGDVA
#56CLAEDVGDVA FVKNDTVWEN

LAEDVG
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チドの37および38番に結合した。結合した配列をもと
に8アミノ酸ペプチドを合成したところEEQKKCQQ、 
EQKKCQQW、 QKKCQQWSの配列に結合した。これら3

ペプチドの共通配列は 374QKKCQQ379であることから、
この6アミノ酸ペプチド配列がエピトープであると推定
された。配列内にシステインを含むが、システインが酸
化（ジスルフィド結合）状態でも還元状態でも抗体が結
合すると考えられる。
　12―28抗体は6アミノ酸ペプチド 672GRPTYE677に結合
したことから、この配列がエピトープと推定された。
22―14抗体は2つの20アミノ酸ペプチドの重なる部分に
相当する10アミノ酸ペプチド 541KYYGYTGAFR550に結合
したが、10アミノ酸より短いペプチドには結合しなかっ
た。
　34―25抗体はCMbLFにより強く結合するモノクロー
ナル抗体である。ウェスタンブロッティングにおいて2

―メルカプトエタノール処理した ibLFに結合する（図2、
後述）。エピトープ解析の結果、22―14抗体の結合部位
に近接した6アミノ酸ペプチド 552LAEDVG557に結合する
ことが判明した。隣接する 551Cが還元されて開裂するこ
とによって抗体の結合が強められると推定した。

図1にbLFの一次構造（アミノ酸配列）を示す。牛乳中
に分泌される成熟タンパク質はアミノ酸20から708番
の一本鎖ポリペプチドである。本研究得られた4種のモ
ノクローナル抗体が結合する一次構造上のエピトープ
は、いずれもbLFの中央からC末端側（C―lobe）に存在
した。

3．�モノクローナル抗体を用いたbLFトリプシン分
解ペプチドの検出

　インタクトなウシラクトフェリンをトリプシンで15

分間加水分解し、還元条件下でSDS―PAGEを行った。
PVDF膜にタンパク質を転写後、2―22モノクローナル抗
体、あるいは34―25モノクローナル抗体と反応するタン
パク質バンドを化学発光法で検出した。
　SDS―PAGEの結果を図2（左）に示す。消化時間15分
において、未消化の bLFに加えて、50kDa、 39kDa、 
31kDaのバンドがみられた。30分の消化では全体に低分
子化し、染色バンドは薄くなった。
 

図2　�モノクローナル抗体2―22および35―25を用いたウシラ
クトフェリントリプシン分解物のウェスタンブロット
解析

M:分子量マーカー，i:インタクトbLF、T:トリプシン処理bLF

i T TTi iM
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　bLFのトリプシン消化物の還元条件下でのウェスタン
ブロッティングの結果（図2、右）、2―22抗体は未消化
のbLF、トリプシン消化した50kDaおよび39kDa断片に
結合した。50kDa断片は302あるいは304からC末端708

までのペプチド、39kDa断片は360からC末端708まで
のペプチドと考えられる。いずれの断片も 374QKKCQQ379

配列を含んでいる。
　これに対して34-25抗体は50kDa、 39kDa、 31kDaいず
れにも結合した。いずれも 552LAEDVG557配列を含むC末
端側のペプチドであると考えられる。しかしこれでは
CBB染で検出されたすべてのバンドにはN末端側が存
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図1　�ウシラクトフェリンのアミノ酸配列とエピトープ
下線部1―19はシグナル配列
二重下線部モノクローナル抗体が結合するエピトープ
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在しないことになる。
　31kDaフラグメントはよく観察すると、2本のCBB染
色バンドからなり、ウェスタンブロッティングでは
34-25抗体は高分子側のバンドに結合している。トリプ
シンはリジンKおよびアルギニンRの隣を切断するこ
と、および 374QKKCQQ379配列と結合する2―22抗体とは
結合しないことから、34―25抗体が結合する31kDaの高
分子側ペプチドは439あるいは448からC結合するまで
のペプチドであると推定した。CBB染色される31kDa

低分子側のバンドはN-lobeの一部、N末端の20から300

あるいは303までのペプチドと推定した。

4．市販乳飲料中のbLF検出
　ウェスタンブロッティングによって市販乳飲料中の
bLFの検出を試みた。試料はbLF添加ヨーグルト、市販
低温殺菌乳等である（添加用量は試料原液相当量）。
bLF分子中の最もC末端側に近いエピトープに結合する
12―28抗体を用いた。図3に示すように、コーヒー飲料
を除いて、約80kDaの分子量の位置にbLFを検出するこ
とができた。

図3　�モノクローナル抗体12-28を用いたウェスタンブロッ
ティングによる市販乳飲料中のbLFの検出

1：bLF添加ヨーグルト0.25 µL，2：低温殺菌乳0.25 µL，
3：低脂肪乳1 µL，4：無脂肪乳1 µL，5：無調整乳1 µL，
6：コーヒーミルク1 µL，７：bLF （10 ng/レーン）

考察

　ラクトフェリンは乳などの分泌液中に含まれる分子量
約80kDaの塩基性タンパク質である（川上，1992、
2013）。さまざまな生理作用が報告されている（Sato et 

al., 1990、 新本，1992、 Kawasaki et al., 2000）。元々は分
子量も同等のトランスフェリンに類似した鉄結合性タン
パク質として進化したと推測される。分子内に2つのド
メインを持ち、N末端側をN―lobe、C末端側をC―lobeと
呼ぶ（Sharma et al., 2013）。それぞれに一分子の鉄イオ
ンを結合する部位が存在する。イオン交換クロマトグラ
フィーなどで精製したヒトやウシのラクトフェリンbLF

は鉄飽和度が10～30％程度であると報告されている。
ラクトフェリンは鉄結合性タンパク質であることから、
当初は鉄イオンの輸送、貯蔵、供給などに役立っている

のではないかと推定された。しかしラクトフェリンと鉄
イオンとの結合は強く、生理的条件で鉄イオンを解離し
ないことから、むしろ環境から鉄を奪う作用が強いと考
えられている（山口， 2000、 堂迫， 2010）。
　ラクトフェリンの分泌液中の重要な役割は微生物の増
殖抑制である（Goldman et al., 1990, Visca et al., 1990, 

Chen et al., 2016）。微生物の増殖に必要な遊離鉄イオン
を増殖環境から除去することによって微生物の増殖を抑
制する。乳中にはタンパク質や脂質、ラクトースのよう
な糖質が含まれており、容易に微生物が増殖する。これ
を防ぐことがラクトフェリンの役割であると考えられ
る。実際、乳房炎の乳牛から搾乳した牛乳中のラクトフェ
リン濃度は通常の牛乳に比べて上昇している。
　ラクトフェリンのペプシン分解によってN―lobeから
抗菌性の強いペプチドが発見され、ラクトフェリシンと
命名された（Yin et al., 2014）。ウシ由来のラクトフェリ
シンは25アミノ酸長のペプチドでラクトフェリシンB

（LFcinB）と呼ばれる。ラクトフェリンの鉄キレート作
用による抗菌作用とともに、消化酵素によって分解され
て生成するラクトフェリシン分子に強い抗菌作用がある
ことは興味深い。乳そのものを微生物汚染から守るとと
もに、乳を摂取した後の動物（仔牛）にも新たな抗菌物
質を与えていると考えられる。
　ウシラクトフェリンに対するモノクローナル抗体分泌
ハイブリドーマを最初に樹立したのは川上らであった
（Kawakami et al., 1987）。川上らはハイブリドーマ
HB8852が分泌するモノクローナル抗体を固定化した抗
体アフィニティーカラムを用い、牛乳から高純度のウシ
ラクトフェリンを精製することに成功した。さらに西洋
わさびペルオキシダーゼに対するモノクローナル抗体分
泌ハイブリドーマとの細胞融合によって、ウシラクト
フェリンとペルオキシダーゼの双方に特異性のある２特
異性抗体が作出された（Shinmoto et al., 1997）。しかし、
このHB8852モノクローナル抗体は市販されていない。
　島崎ら（Shimazaki et al., 1996）は川上らと別にウシ
ラクトフェリンの分解ペプチド（ラクトフェリシン）に
対するモノクローナル抗体を作製した。ウシラクトフェ
リンの限定分解によって生成したペプチドとの結合性を
調べた結果、ラクトフェリンN―lobeの 42QWR44配列に結
合する。またbLFのC―lobeをマウスに免疫してモノク
ローナル抗体を作製し、ウシ、ヒト、ヤギ、ブタ、マウ
ス の ラ ク ト フ ェ リ ン に 共 通 な ア ミ ノ 酸 配 列
486WNIPMGL492をエピトープとして報告している
（Shimazaki et al., 1998）。このエピトープはトランスフェ
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リンにも類似配列が見られることから、鉄結合性タンパ
ク質に共通するアミノ酸配列と考えられる。
　市販されているウシラクトフェリンに対するモノク
ローナル抗体はウシラクトフェリンC―lobeに結合する
ものが多い。これらの抗体はELISAやウェスタンブロッ
ティングに応用できるとされている。
　筆者らはインタクトなウシラクトフェリンを免疫源と
して数種のマウスモノクローナル抗体を作製した。とこ
ろが得られたモノクローナル抗体はインタクトなウシラ
クトフェリンには結合するものの、SDS―PAGEで分離し
たウシラクトフェリンには結合しなかった（表1、yy1、 
yy7など）。
　このようなモノクローナル抗体は、ウシラクトフェリ
ンの高次構造上の抗体結合部位（エピトープ）に結合す
ると考えられる。SDS―PAGE試料調製においては、タン
パク質分子へのSDSの結合や、還元条件下でのジスル
フィド結合が開裂することによってウシラクトフェリン
の高次構造が変化する。このことによってモノクローナ
ル抗体の結合できる構造が失われたと推定した。
　そこで、ウシラクトフェリンをインタクトな状態でも
変性した状態であっても検出できるモノクローナル抗体
の作製を計画した。還元カルボシキメチル化によってタ
ンパク質内のジスルフィド結合を開裂させたラクトフェ
リン（CMbLF）を調製し、これを免疫源としていくつ
かのマウスモノクローナル抗体を作製した。ジスルフィ
ド結合の開裂によってラクトフェリンが紐状に伸びた状
態になることが期待された。得られたモノクローナル抗
体のいくつかは、ibLFにもCMbLFにも結合した。さら
に合成ペプチドを用いたELISAにより、bLF一次構造上
のエピトープ配列が明らかになった。これらのモノク
ローナル抗体はさまざまな条件下でのbLFの検出に応用
可能であると期待される。
　ラクトフェリンを乳から濃縮精製した組成物は「ラク
トフェリン濃縮物」として食品添加物の「既存添加物」
として収載されている。さまざまな食品に生物学的に有
効な濃度で添加されるようになった。（織田ら， 2012）。
筆者らが行った予備的なウェスタンブロット解析の結
果、市販牛乳やbLF添加ヨーグルト飲料中のbLFの検出
に成功した（図3）。
　ただし、本研究で得られたモノクローナル抗体はC―
lobeに対するもののみであり、N―lobeに結合するモノク
ローナル抗体は得られていない。今後、N―lobeに特異
的に結合する抗体の作製が期待される。
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Preparation of Several Monoclonal Antibodies to
Bovine Lactoferrin

Hiroshi Shinmoto1, 2, Yuki Nishikawa1, Natsumi Sasagawa2, Yasunori Naganawa1, 2

Abstract
　 Several monoclonal aitibody-producing murine hybridoma clones were established from mice immunized with intact and 

reduded and carboxy-methylated bovine lactoferrin. Epitope analysis with solid-phase synthesized peptides showed four 

monoclonal antibodies recognized linear epitopes located on C-terminus lobe of bovine lactoferrin. Those monoclonal 

antibodies were shown to be useful of detecting protease digested fragments of bovine lactoferrin.
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