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報 文

抗 力 ド ミウム ーEDTA モ ノ クロ ー ナル 抗体の 作製と結合特異性 の 評価
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　To 　develop　a 　convellient 　immunoassay 　for　the 　detection　of 　heavy 　metals ，　an 　anti−cadmium
EDTA 　monoclonal 　antibody （So26G8 ）was 　prepared　and 　characterized 　fc）r　its　billding　afflnities
towards　other 　metal 　complexes 　with　EDTA ．　 Thc 　cross 　reactivitics 　of 　the 　antibody 　fbr　metal 　free
EDTA 　and 　itS　complcxes 　with　Ca

，
　Cu

，
　Fe

，
　Hg

，
　Mg

，
　Ni

，
　Pb 　and 　Zn 　were 　lcss匸han 　O．73％ compared

、、虻hCd −EDTA ．　 The　equibrillum 　binding　constant （風 ）towards 　Cd −EDTA 　was 　determined 　to　be
5．9 × 10

−7M
，　and 　these　towards 　Gu−EDTA ，　Zn−EDTA 　and 　Hg・EDTA 　wcre 　approximately 　l．0 ×

lO
’4M ．　 In　addition ，　EDTA 　complcxes 　with 　the　othcr 　metals 　and 　metal 　frce　EDTA 　were 　1000−

fold　or 　lOOOO−fbld　greater　than 魚 s　cて⊃mpared 　with 　Cd−EDTA ，　 This　antibody 　can 　be　applied 　to　a

kinetic　exclusion 　a／gsay 　to 　quantify　Cd 　in　the　presence　of 　EDTA ．　 The 　dynamic　range 　of 　the 　assay

was 丘 om 　4．5　ppb　to　2．8　ppm ．

Kayworcls ： an 〔i−cadmium 　EDTA 　monoclonal 　antibody ；immunoassay ；screening 　；　heaVy　me 　tals．

1 緒 言

　重金属 は，そ の 毒性 か ら過去 に 多 くの 公 害 問 題 の 原 因 と

な っ た．更 に近年 ， 微量 な 重 金属種 に よる 広域な土 壌汚染

が指摘 さ れ，新 た な環境問題 となっ て い る ．汚染の 防止 と

浄化 に は 環境中の 重 金 属種 の 存在量を調べ る 必 要が あ り ，

フ レ
ー

ム 原子吸光法や inductively　coupled 　plasma （IGp）

発光分光分析法 な ど の 公 定法 に加 え，特 に現場 に て 簡便 ・

迅 速か つ 高感度 に 重 金 属 種 を検 出 で きる分 析法 の 開発 が 望

まれ て い る．現状の 簡易分析法 と して は比 色 法 が 主 流 で あ

る が ，こ れ ら の 検出限 界 濃度 は 0．1〜lppm （＝mg ／1） で
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ある．そ こ で 近年 ， 農 薬
1，
や ポ リ塩 化 ビ フ ェ ニ ル

v）9）

な ど環

境 中 の 様々 な微量 化学物質の 簡易測定法 と して イ ム ノ ァ ッ

セ イが 注 目さ れ て い る．こ の イ ム ノ ア ッ セ イ は
， 生物体内

で 起 こ る 抗原抗体反応を測定 に利用 す る 方法で，抗体が 特

定の 物質 に示 す 結 合 性 を測 定 に利 用 す る こ とか ら，簡便 で

特異性 に優 れ た検出が 可能で あ る
4）．

　重 金 属 を イ ム ノ ア ッ セ イ に よ っ て 検出す る た め に は，重

金 属 に 結合性を示す抗重金属抗体が 必 要 とな る が，こ れ ま

で 原子を直接抗 原 と して 結合す る 抗体 は 知 ら れ て い な い ．

しか し，Reardan
「’〕

らに よ っ て 重金属 イオ ン と配 位 化 合 物

の 錯体 に 結合性 を 有す る 抗体 が 報 告 さ れ た
5 ｝．続 い て

BlakefiMら は，重金属錯体 と タ ン パ ク質の 複合体 を 免疫 源

と して 幾つ か の 重 金 属抗体 を得て い る．一
方，こ れ らの 抗

重 金 属 錯 体抗 体 は種 々 の 異 な る 重金 属錯体 に 対 して 交 差 性

を 示す こ と も報告 され て お り
G）7），複数種 の 重金 属 錯体 が
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共存する 試料 を測定す る 場合 に は，抗体の 結合交差性 に起

因す る擬 似 陽性反応 に 十分注意 し なけれ ば な らな い ．こ の

た め に は検出を目的 とす る特定 の 重金属 錯体に対 して，で

きる だ け 結 合 特 異 性 の 高 い 抗 体 を得 る こ とが 肝要で あ り，

同時 に抗体 の 結合特異性を最大限に 生か した検出法を採用

す る必要がある ．現在，最も
一

般的に用 い られ て い る酵素

免疫測 定法は簡便で あ る．一・
方，必 ず し も抗体 の 有す る結合

特異性 を 検出 に十分利用で きて い ない 面 も指摘 され て い

る
S）
− 1°）．最近，著者 ら は ，抗体 の 結合特異 性 を 理 想 的 に

利用で きる フ ロ ー式蛍光光度計を用 い た非競合 イ ム ノ ァ ッ

セ イ　（結 合 平衡除外）法 に つ い て 報告 した
11）．

　 こ の 方法 は，抗原 と抗体の 混合液 に お い て
， 抗原抗体反

応が 抗体自身の 結合解離定数 に支配 さ れ る ま で抗体濃度 を

低 減 す る こ とで ，抗 体が 有 す る結 合 特異 性 を最 大 限 に 検出

に 利用 しうる
H ）1
，
2）．そ こ で 著者 らは カ ドミ ウ ム を検出 しう

る イム ノ ア ッ セ イの 構築を目指 し，マ ウ ス の ひ （脾）臓細胞

よ り得 られ たハ イ ブ リ ドーマ を フ ロ ー
式蛍光光度計 に よ り

選抜
・
評価す る こ とで ，カ ドミ ウ ム

ー
エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四

酢酸 （EDTA ）錯体 を特異的に 認識す る モ ノ ク ロ ーナ ル 抗

体を作製で きた の で ， そ の 結果 につ い て報告す る．

2　実 験

　2・1 試 薬

　1−（4−lsothiocyanobenzyl ）ethylenediamine −N ，N ，N
’
，N
’−

tetraacetic 　acid （isothiocyanobenzyl−EDTA ） は，同人化学

よ り購入 した．ス カ シ ガ イ由来 の ヘ モ シ ア ニ ン （KLH ），

及 び ニ ワ ト リ卵由 来 の ア ル ブ ミ ン （OVA ） は
，

シ グ マ ア

ル ドリ ッ チ ジ ャ パ ン よ り購入 した．細 胞 融合に用 い た ポ リ

エ チ レ ン グ リ コ
ー

ル は重 合度 1500 の も の を ル シ ェ よ り購

入 し た．Hypoxantin　aminopterin 　thymidine （HAT ）培地

及 び hypoxantin 　thymidine （HT ） 培 地 は ，市 販 の

RPMI1640 液 体培 地 （lnvitrogen製 ） に，　 HAT サ プ リ メ

ン ト又 は HT サプ リメ ン ト （In、itrogen製） を適量 加 えて

作製 した．カ ド ミ ウ ム と EDTA の 錯体 （Cd −EDTA ） は 塩

化 カ ド ミウ ム （II）と EDTA ナ ト リウ ム 塩を混合 して 作製

した．ア ジ ュ バ ン トは フ ロ イ ン ト完全 ア ジ ュ バ ン トを使用

し，
Difco 　Laboratories よ り購入 し た．

　2−E4（2−Hydroxyethyl）−1−piperazinyl］ethanesulfonic 　acid

（HEPES ） と 2−morpholinoethanesulfonic 　acid 　 monohy −

drate （MES ） は ，同仁化学研究所 よ り購入 した．塩 化 カ

ド ミ ウム （II），　 EDTA ナ トリ ウ ム 塩 ，そ の 他 の 試薬は 市販

特級品を用 い た．

　2・2Cd ．EDTA と タ ンパ ク質 の複合体 の作 製

　Blake ら の 方法
6）

を若干変 更 して 行 っ た．1mg の iso−

thiocyanobenzyl −EDTA を 200 μ1の 50　mM 　MES 緩 衝液

（pH5 ．0） に 溶解 した後，　 iOmM の 塩化 カ ド ミ ウ ム 溶液 を

200 μ1加 え た．錯 体 を安定 させ る た め に 30 分 間放 置 した

後，2mg ／ml の キ ャ リヤ
ー

タ ン パ ク質を 1ml 加 えた．こ

れ に 10N （≡g 当量／1）ない し 1N の 水酸化 ナ トリウ ム を

数 μ星加え， pH を 9．5 に 調整 した．こ れ を 1 晩か くはん し

た 後 ， 脱塩 カ ラ ム （エ コ ノ パ ッ ク IODG カ ラ ム ，日本バ

イ オ ・
ラ ッ ド製〉で 25　mM 　HEPES 緩衝液 （pH 　7．0） に置

換 したもの を免疫用 の 抗原 と した．キ ャ リ ヤータ ン パ ク 質

として KLH を用 い た複合体を 免疫 に ，　 OVA を用 い た 複合

体 を モ ノ ク ロ ーナ ル 抗 体 の ス ク リ
ー

ニ ン グ に 用 い た．

　2・3 抗 Cd −EPTA モ ノ ク ローナ ル 抗 体 の 作 製

　2・3 ・1　 マ ウ ス の 免疫　　6 匹の BALB ／⊂ A 系統 の マ ウ

ス （雌 ，5 週 齢，日本 ク レ ア ） を 1 週間程度飼育環境 に慣

ら した 後，1 回目の 免疫 を行 っ た ，免疫の 際 は ， 前 述 の 免

疫用抗原 と等量 の ア ジ ュ バ ン トを十 分 に混含 して 皮下 に注

射 した．注射 は 1 回 に つ き 2 か所，100 μ1ずつ 行 っ た．2

回 目以 降の 免疫 は 2週間程度おきに 3 回 又 は 4 回 行 っ た．

1 回の 免疫 に つ き，タ ン パ ク量 に し て 約 O−3　mg の 抗原 を

注射 した．3 回 目の 免疫後，4〜7 日の 間 にマ ウ ス の 尾 部

よ り数滴 の 血 液を採取 し，血 清 を調整 後，Cd −EDTA −OVA

を用 い て 抗体価 を測定 し，抗体が 作 られ て い る こ と を確認

した．

　2・3・2　ハ イブリ ドーマ の 作製　　最後 の 免疫 か ら 4〜

6 日経 過 した マ ウス か ら脾 臓 を摘 出 し，脾臓 細 胞 と ミエ ロ

ーマ 細胞 （NSO 株，理化学研究所製）の 融合細胞 （ハ イ

ブ リド
ー

マ ） を作製 した．細胞を融合する 際は 定法
13）

に従

い ，ポ リエ チ レ ン グ リ コ ール で 脾臓 細 胞 と ミ エ ロ ーマ を処

理 した．細 胞融合 に 関す る
一

連 の 操作 は 37℃ で行っ た．

　2・3・3　ハ イ ブ リ ドーマ の培養　　融 合 処 理 を した細胞

は 6枚 の 96 穴 プ レ
ー

トに 分注 し，37℃，5％ CO2 に 設定

されたイン キュ ベ ー
タ で HAT 培地を用い て 培養 した．ハ

イ ブ リ ドーマ の 培養 は 融 合後約 2 週 間 行 い ，そ の 間，3，

4 日 に一
度 の 割合で 培 地 交 換 を 行 っ た．交 換す る 培地 は

10 日 目前後 ま で は HAT 培地 を，そ の 後は HT 培 地 を用 い

た，

　2・3・4　ハ イ ブ リ ド
ー

マ の ス ク リ
ー

ニ ン グ　　抗体生産

細 胞 の ス ク リーニ ン グ に は，自 動 フ ロ ー式 蛍 光 光 度 計

（KinExA 　3000 ，
　 Sapidyne　Instrument 製 ＞

il）14 ｝
を用 い た ．

こ の 光 度計 で は，抗体 と結 合性 を有す る物質を固 定 した ビ

ーズ 担 体 （直 径 90μm ） を充填 した微小 な フ ロ
ー

式検 出容

器 カ ラム に ， 抗体 を含む 溶液 を通 液す る こ とで ，液中の 未

結合抗体 の
・
都 をビーズ担体 hに捕そ くで きる，捕そ くし

た抗 体 は，続 い て 通 液 す る 蛍光標 識 2 次抗体 に よ っ て 染

色 され
， そ の 容器内か ら検 出さ れ る 蛍光強度 と して 定量 さ

れ る．なお，ビーズの 充填，溶液の 送液，蛍光測定 は光度

計 に 接続 し た パ ソ コ ン に よ り自動 で 行 っ た．Cd −EDTA −

OVA 複合体 を ア ガ ロ ー
ス ビーズ Eに 固 定 す る た め に，2
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ーEDTA モ ノ ク ロ

ー
ナ ル抗 体 の作 製 と結合特異性 の 評価 585

ml の ア ガ ロ
ー

ス ビ ーズ （NHS −activated 　Sepharose ，

Amersham 　Biosciences製） の 懸濁液に ，100　pg の カ ドミ

ウ ム を配 位 させ た isothiocyanobenzyl−EDTA と OVA の 複

合体 を加 え た．こ の 後，ビーズ を検出容器内 に 充填 し，ハ

イブ リ ドーマ の 培養 上 清 を含む 試料溶液を通液 した．続 い

て ，蛍光物es　Cy5 で 標識 した 二 次 抗体 （ヤ ギ抗 マ ウス IgG

抗体， Jackson　Immunoresearch 製） を 2nM 含 む 溶 液 を

送液し，蛍光強 度か ら試料中の 抗体 の 有無を測定 した．な

お，抗体 を含む 試 料 で は高 い 蛍 光強 度が 観測 され る ．こ の

一
次ス ク リ

ー
ニ ン グ の 結果，抗体 の 生 産 が確認 され た ハ イ

ブ リ ド
ー

マ につ い て ，二 次 ス ク リー
ニ ン グ を 行っ た．二 次

ス ク リーニ ン グ は ， 各ハ イ ブ リ ド
ー

マ の 培養 上清 を含む 試

料溶液 に Cd −EDTA を 1pM と な る よ うに過剰 に加え，前

述 と同様 な測定 を行 っ た．こ れ に よ り，Cd −EDTA に 強い

結合性 を有す る抗体を含む試料 で は，溶液中の Cd −EI）TA

に抗体が あらか じめ結合する た め，検出溶液内の ビーズ担

体 に捕 そ くさ れ に く くな り，蛍 光強 度 の 低下 が 期待 され る ．

よ っ て ，1 次ス ク リーニ ン グ の 結果 に 比 し ， Cd −EDTA の

添加 に よ っ て 蛍光強度の 低下 した ハ イブ リ ドーマ を 陽性 と

して選 別 した ．

　 2・3・5　ハ イ ブ リ ドーマ の ク ローニ ン グ　 96 穴プ レ
ー

トの 各培養画分 に は 由 来 の 異 な る複 数 の ハ イ ブ リ ドーマ が

含まれて い る可能性 が あ るた め に，ゲ ル 状の メ チ ル セ ル ロ

ー
ス HAT 培地 （StemCell 　Technologies 製） を用 い て ，ハ

イブ リ ドーマ の コ ロ ニ ーを作製 し， 単
一

細胞 に 由来す る 抗

体生 産細胞を 分 離 した．抗体を生産 して い る こ とが特定 さ

れ た 96 穴 プ レ
ートの 培養画 分 を白金耳で よ く混ぜ，プ レ

ー
ト底部 に付着 して い る 細胞 をは がした，こ こ か ら 100 田

の 培養液を 10ml の 新 しい HT 培地で 希釈 した．希釈 した

培 養液 lml を 9ml の メ チ ル セ ル ロ ース ゲ ル 培 地 と よ く混

ぜ ，直径 9cm の プ ラ ス チ ッ ク シ ャ
ーレに流 し込 ん だ．約

10 日 後に 30〜40 個 ほ どの コ ロ ニ
ーを別個 に HT 培地 に

移 し，更に 数 日後培養上 清中の 抗体 を蛍光光度計 に よ っ て

測定 し ， Gd −EDTA を認識す る 抗体を生産す る細胞株 を選

別 した．

　2・4　モ ノ ク ロ
ーナ ル 抗体の 精製

　抗体 を含 む 10m 正の 培養上 清 を 1m1 の プ ロ テ イ ン A を

固定 した樹脂 （ア フ イゲル プ ロ テ ィ ン A ， 日本バ イ オ ・ラ

ッ ド製）を充填 したカ ラ ム に 流 し た．こ の 後，0．1M クエ

ン 酸 ナ トリ ウ ム 溶 液 （pH 　3．0） を 3ml 加 え て ，抗体 を 溶

出 した．抗体を含む 溶出液 3ml は ， 脱塩 カ ラ ム （エ コ ノ

パ ッ ク 10DG カ ラ ム ，日本バ イ オ ・
ラ ッ ド製）を用 い て

25mM ，　 HEPES 緩衝液 （pH 　7．0） に 置換 した．

　2・5 抗 Cd −EDTA モ ノ ク ローナ ル 抗体の 評価

　2・5・1 結合 平 衡解離定数 の 測定　　作製 した 抗 体 の 結

合 平 衡解離定数は，前述 の 蛍光光度計
1u12）を用 い て 各種 重

金属 EDTA 錯体 に つ い て 以下 の 手順 で 決定した．生 理食

塩水 を用い て 希釈 した精製抗体溶液に ， 記載 した 種 々 の 濃

度で 各種重金属 EDTA 錯体 を個別 に 添加 した ．抗体濃度

は 500pM 以 下 で すべ て の 抗原抗体混合液 に つ い て
一定と

した．これ らの 抗原 抗体混合液を試料 とし，フ ロ ー
式蛍光

光度計 の 検出容器内に 充填 した Cd −EDTA タ ン パ ク質複舎

体を固 定化 した ビーズ に 0．25ml ／min で 100 秒 間 送 液 し

た．こ れ に よ り，抗原抗体混合液中に おい て ，抗原 と結合

して な い 未結 合 抗 体 の
．一一

部 を ビーズ担 体上 に捕 そ くし た．

こ の 後，2nM の Cy5 標識 した ヤ ギ抗 マ ウ ス IgG 抗体 1容液

を 0．251n1／min で 30 秒間送液 し，捕そ くした一
次抗体 を

二 次抗体に よ り蛍 光染色 した．最後 に ， 蛍光強度 が
一・

定 に

なる まで 生 理 食塩 水 を 1−5　ml ／min で 送 液 した．残存した

蛍光強度か ら一
次抗体 を送液す る 前 の 蛍光強度 を 差 し引い

た値を混合液中の 未結合抗体濃度と して 示 した．なお，あ

らか じめ未結合抗体濃度 と残存蛍光 強 度 との 問 に は直線関

係が 成 立 する こ と を確認 した．

　 2・5・2　結合解析 　　結合平衡解離定数 は，下記 の 式

（1）
1’2｝

か ら算 出 した．

　式 （1 ） で，NSB は 非特異吸着に よ る 蛍光 強度値，　 Sigo

は抗原不存在下 で の 蛍光強度値，Ab 。 は抗体濃度，　 Ag 。 は

抗原濃度 ，
k は 平衡解離定数 で ある ．なお ， 交差反応性 は

，

平衡解離定数の 百分率として示 した．

3　結果及び考察

　3・1 ハ イブリド
ー

マ の ス クリ
ー

ニ ン グ

　免疫 した マ ウス 1 匹 （合 計 6 匹 ） に つ き，96 穴 プ レ ー

ト 6 枚 の ハ イ ブ リ ドーマ 培養 を 得 た （合計 36枚）．こ れ

らすべ て の 培養 に つ い て ，一
次ス ク リ

ー
ニ ン グ を行 っ た 結

果 ， 抗体 生 産が 見 ら れ た 陽性 は 12 培養で あ っ た．更 に二

次 ス ク リーニ ン グ を行 っ た 結 果 ，6 培養に つ い て Cd −

EDTA に結 合 性 を示 す 抗 体 の 生 産 が 見 られ た．そ こ で ，陽

性 の 6 培養 に つ い て ，ハ イブ リ ド
ー

マ の 単
一

化 を行 っ た

後，二 次ス ク リ
ー

ニ ン グ を繰 り返 した，その 結果，すべ て

の 単
t．一

ク ロ ーン 株 に お い て Cd −EDTA に結 合 性を示す抗体

の 生産が確認 され た．これ ら 6 株 の ハ イ ブ リ ドーマ を そ

れ ぞ れ So26G8 ，　 So25Al ，　 So21D5 ，　 So22Bll ，　 So24D1 ，

So25H2 と名付けた （以下，接頭文字 の So2 を略す），

3・2 抗 Cd・EDTA モ ノ ク ロ
ーナ ル 抗体 の 選択

得 られ た 6 株 の ハ イ ブ リ ド
ー

マ が生産す る モ ノ ク ロ ー

・・g− 1・N ・B ・
（Sigひ一NSB ）（k［Abo ］

− 1一醍Ago ］＋ xik
！

［Abo］
2
＋ 2h［Abo ｝− 2h2［Abo

　 ［Ab ，］　　 　　　 　　　　 　　　 　　　　 　　　　 2h
］［Age ］＋ ’＋ 2h［Ag °］＋ 幗 ）

（1 ）
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Fig，　l　Immunoassays 　fc）r　metal −EDTA 　complexes

Antibody 　was 　mixed 　wi 山 the　lO μM 　EDTA 　coordina 卜

ing　the　metaL 　
」Free’nleans 　metal 　frce　EDTA ．　 Each

captlon 　represents 　the　name 　ofantibody ．

0　　　20　　40　　60　　80　　100　0　　　20　　40 　　60　　80　　置OD

Relative　fluorescence　signal 　，％

Fig．2　1mmunoag ．　says　for　metal −EDTA 　complexes

A ・ ○，・Cd−EDTA 　；■，　Z ・
−EDTA ；□，　C ・

−EDTA ；△ ，　Hg −
EDTA ；▲ ，　Ni−EDTA ；B ： ○，　Fe−EDTA ；■，　Pb−EDTA ；

口，Mg −EDTA ；
△ ，Ca−EDTA ；▲ ，　metal 丘ee 　EDTA

Table　 l　Binding 　of 　S ｛〕26G8 　antibody 　to　EDTA 　com −

　　　　 plexes

COmplex M
’V10

−hM
C ・… re ・ ・ti・ity

］’），％

ナ ル 抗体 に つ い て
，

EDTA 及 び Ca ，　 Cd ，　 Cu ，　 Fe，　 Hg ，

Ni，　 Pb，　 Zn との 各種EDTA 錯体へ の 結合性 を 調べ た （Fig．

1）．

　濃度
一

定の 各抗体溶液 に，各金属 EDTA 錯体 を個別 に

10 μM に なる よ うに加えた．こ の 後，各抗 原抗体混合液を

フ ロ ー
式蛍光光度計 に導 入 し，液中の 未結合抗体濃度 を相

対蛍光強度 と して 決定 した．相対強度は，同時に 測定した

金属 EDTA 錯体を含まな い 同 濃度 の 抗体溶液 に お い て 得

ら れ た 蛍光強 度の 百 分率と して示 した．な お ， 相対蛍 光 強

度 は値が低 い ほ ど，抗 体 と金属 EDTA 錯体の 複合体濃度

が 高 い こ と を 意味す る ．実験 に 供 した 6 株 の ハ イ ブ リ ド

ー
マ が 生産す る モ ノ ク ロ

ー
ナ ル 抗体 の うち，2Bll ，4Dl ，

5H2 に つ い て は，蛍 光 強 度 の 減 少 か ら Gd −EDTA 以外 の 重

金 属錯体あ る い は EDTA につ い て 交差 反応 性 が 高か っ た．
一

方，6G8 ，5Al ，　 IDS は，調べ た 重 金 属錯体 と EDTA の

中で は
，

い ず れ も Gd −EDTA に 最 も強い 結合親和性 を 示 し

た．こ の こ とか ら ，
こ れ ら 3 種 の 抗体 に つ い て ， 更 に 詳

細 な結合解析を行っ た．

Cd −EDTA
（：u −EDTAZn
−EDTAHg
−FDTANi
−EDTAFe
−EDTAGa
−EDTAMg
−EDTAFrcc
　EDTA

匸〕

P卜EDTA

　 　 0，59
　 　 81

　 　95
　

’i　Oo
　 650

　 ］700

　 4800

　 59UOS50001000

｛〕o

圭o｛〕

　 0．73
　 0．62
　 0，29
＜ o．】
＜ 0．1
＜ 0．1
＜ 0．1
＜ 0．1
＜ 0．1

　3 ・3　抗 Cd −EDTA モ ノ ク ロ
ーナ ル 抗体 の 結合解 析

　精製 した 6G8 抗体 に つ い て ，結 合 平衡 除 外 法
】1）

を用 い

て EDTA 及 び各種 EDTA 錯体へ の 結合性 を調べ （Fig．2＞，
．
平衡解離定数 を決定 す る と と も に 交 差 反 応 性 を 算 出 した

（Table　1）．

　6G8 抗体 の 結合平衡解離定 数 は，　 Cd −EDTA で は 5．g　x
　

　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

−4
10
−

iM
，　 Cu −EDTA ，　 Zn−EDTA ，　 Hg −EDTA で は 1．O　x　lO

M 程度 で あ っ た．ま た，こ れ ら以 外 の 重金属錯体 （Ca ，

Ni，　 Fe，　 Pb ，
　 Mg ） で は Cd −EDTA に 比 し ， 平衡解離定数

a）鵐 is　equilibriuni 　dissociation　cons しat ；b）Ca 且culated 　as

lOO　x　k ［〔：d−EDTA レ KI 「EDTA 　colnple 刈 ； c ）Free　EDTA

means 　mel 且 1　free　EDTA ，

に少なくとも 3 け た の 差が見 られ，EDTA で は 4 け た の 差

が あ っ た．よっ て ，本抗 体 の 交 差 反 応 性 は，Cd −EDTA へ

の 結合性 に比 し，EDTA 及 び Ca，　 Cu，　 Fe，　 Hg ，　 Mg ，　 Ni，

Pb，　 Zn−EDTA 各種錯体 に お い て すべ て 1％ 以 下で あ っ た．

以 上 よ り，本抗体が Cd −EDTA に 対 し て 高い 結合特異性 を

有す る こ とが 分か っ た．ID5 ，5Al 抗体に つ い て も，同様

の 測 定を行っ た が，結果 は 6G8 抗体 の 結果 とほ ぼ
一

致 し，

こ れ らの 抗体 は 同
一の 細胞 に 由 来す る サ ブ ク ロ ーン で あ る

考 え られ た．

　
一

般 に抗体 は抗原 特異性が 高 い こ とが知 られ て い る．本

抗 体 にお い て も，遷 移 金 属 の IIb 族 に 属 す カ ド ミ ウ ム と

亜鉛 の EDTA 錯 体 と の 間 に平衡解離定数 に 100 倍 の 差が

見 られ た （Tab 貫e ］）．カ ド ミ ウ ム （ID と亜 鉛 （ID の イオ

ン 半径は そ れ ぞ れ 0．95A と 0．75A で あ り，そ の 差 は わ ず

か O．2入 で ある こ とか ら，抗体が両 金 属の イ オ ン 半径 の 違

い を認識 して 結合す る とは考 え に くい ．よっ て ，抗 体の 結

合性 の 差 は ，両金 属 の 錯体 で の 全 体構造 の 差 に 由 来 す る と

N 工工
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推測され た，同 じ理 由で ，亜 鉛 と銅 の EDTA 錯体 が ほ ぼ

同等 の 平衡解離定数 を示す こ とが 予 想 され た．なぜ なら，

銅 （II） の イオ ン 半径 は O．73　A で あ り，亜 鉛 （II） の イオ ン

半径 と極 め て 近 い こ とか ら，その EDTA 錯体が Zn −EDTA

錯体と構造が 非常 に似 て い る こ とが類推 で き る か らで あ

る．また，本抗体 は カ ドミ ウ ム と DTPA （diethylcnetri−

aminepentaacetic 　acid ） の 錯体に は ， 極 め て 低 い 結合性

（平衡解離定数 ＞ lmM ） しか 示 さな か っ た （図 に示 さず）

こ とか ら も， 抗体の 結合性 に は，重金属 EDTA 錯体の 構

造が 重 要で あ る と考 え ら れ た．なお，Blake らに よ っ て 報

告 さ れ た 抗 Gd −EDTA 抗 体 （2A81G5 ） は ，　 Cd −EDTA と

Hg −EDTA にそれぞれ 2．lxlO
”UM

と 2，6 × 10
−
sM

の 解離

定 数 を示 し
fi｝
，6G8 抗体 よ り も結合性 に 優 れ て い た ．しか

し，結合特異性 は本抗体の ほ うが 優 れ て い た ．

　Fig．2 に示 した 曲線 は，そ れ ぞ れ 理 論曲線を示 して い る．

今回 の 測定の 誤差 を検討す る た め に ，理 論値 と実 測 値 の 差

を 2 乗 し ， そ の 平均 の 平方根 を求め る と，その 値 は 6．0％

と な っ た．但 し，金属 に よ っ て理論式 よ りも実測値が緩や

か に変化す る もの （カ ドミ ウ ム な ど） と，逆 に 急峻 に な る

もの （水銀な ど）があっ た．そ こ で ，カ ドミ ウ ム に 限っ て ，

同様 に誤 差 を求 め る と 6．8％ とな っ た．よ っ て ，結合平衡

除外法
11 ｝

に よる 本抗体の カ ド ミウ ム 検出下 限を理 論曲線の

相対的蛍光強 度が 93．2％ を示 す と き の 濃度とす る と，カ

ド ミ ウ ム に 対す る そ れ は O．04　pM （4．5　ppb） と な る．同

様 に 上限 は 25 μM （2．8ppm ） で ある ．こ の こ とから，カ

ド ミウ ム の 環 境 基 準 （10ppb ），排水基準 （100　ppb ） な

どの 国内の 法規制値 は 本抗体の 定量範囲 にあ る と い える．

　 また，今回調べ た 範囲で は，Cd −EDTA に 対 して 1％ 以

上 の 交差反応性 を 示す金 属錯体は なく，本抗体が カ ドミ ウ

ム を検出する抗体 として ト分な感度を持つ こ とが 推測 さ れ

た．しか しな が ら，種 々 の 重金属錯体が 共存す る試料を測

定する場合 に は，抗体の 交差 反応性 に起因す る疑似陽性反

応 に十分注意 しなけ れ ば な らない ．本抗体 は 前述 の よ う

に，既 知 の 抗体 に比べ て 特異性 に 優 れ て い る が，測定 に は

同時 に 抗体 の 結合特 異 性 を最 大 限 に生 か した検出法を採用

す る 必 要が あ る．本 報告 で 用 い た 結合平衡除外法
ID

は，抗

体 が 有す る 結合特異性 を最 大 限 に検 出 に利 用 しうる
El）12）．

こ の 点に お い て，結合平衡除外法 の 採用 に よ り，本抗体の

有す る結 合特 異 性 を十 分 に検出に役立 て る こ とが で きる と

考え られ た．

文

（
平成 15年 4 月，日本農芸

化学 会 に お い て
一部発 表）
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要 旨

　抗原抗体反応を用 い た 重金属類 の 簡易検出法 の 確立 を 目指 し，カ ド ミ ウ ム とエ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸

（EDTA ） の 錯体 を特異的 に認 識 す る モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 （So26G8 株） を作製す る と と もに，結合平衡除外

法に よ り ， 本抗体の 種 々 の 重 金属錯体 に 対す る 結合特異性 を 評価 した．その 結果，本抗体 の 結合交差性 は

Cd−EDTA へ の 結 合 性 に 比 し，　 EDTA 及 び Ca，　 Cu ，　 Fe，　 Hg ，　 Mg ，　 Ni，　 Pb，　 Zn −EDTA 各種錯体 に お い て す

べ て 1％ 以 下 で あ っ た．なお ， 結 合 平衡 解離 定数 は，Cd −EDTA で は 5，9　x　10
−

’

M ，　 Gu −EDTA ，　 Zn −EDTA ，

Hg −EDTA で は 1．0 × 10
−4M

程度 で あ っ た．ま た，これ ら以 外の 重 金 属錯体 で は Cd −EDTA に 比 し，平衡解

離定数に 少な くとも 3 けた の 差が 見 られ，EDTA で は 4 け た の 差 が あ っ た．ま た，本抗体 を用 い た 結合平衡

除外法に よ り，EDTA の 存在 下，0．04〜25 μM （4．5　ppb
〜2．8　ppm ）の カ ド ミ ウ ム を蛍 光強度 か ら定量で き

た ．．
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