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Abstract

　Nivalenol （NIV） and deoxynivalenol （DON） are typical B-type trichothecene mycotoxins, which frequently con-
taminate domestic wheat and barley, causing health hazards to humans and livestock. Many monoclonal antibodies 
（mAbs） against DON have been developed, and screening methods for DON in cereals by ELISA have been report-
ed using these mAbs. However, there are no reports of the production of a specific antibody mAb against NIV. There-
fore, NIV-oxime was prepared by oxime of carbonyl at the 8-position and bound to cationized bovine serum albumin 
（cBSA）．We performed cell fusion of spleen cells from the mouse, which was immunized four times with NIV-ox-

ime-cBSA, and succeeded in establishing NIV specific mAb producing hybridomas for the first time. Our NIV.9 
mAb did not cross-reacted with NIV related compounds. NIV. 10, 12, and 13 mAbs weakly cross-reacted 
with15-acetly DON. NIV.11 mAb cross-reacted with 15-acetly DON, and weakly cross-reacted with DON and 
3-acetly DON. When NIV.10 and 11 mAbs with the highest NIV reactivity were used, 1 ng/mL of NIV could be de-
tected in the optimized indirect competitive ELISA. We expect that a simple screening method for NIV in crops will 
be established by ELISA using these antibodies.
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緒 言

　ニバレノール（nivalenol, NIV）は，デオキシニバレ
ノール（deoxynivalenol, DON）と同様に代表的なトリコ
テセン系カビ毒であり，国内産の小麦や大麦を高頻度に
汚染している（1）．食品安全委員会は，NIVはDONより毒
性が強いと評価している（2）のにもかかわらず，規制値
が設定されているのはDONのみであり（3），NIVには設定
されていない．その理由の1つとして，NIVに対する特
異的抗体は未だに作製されておらず，抗体を用いた簡易
分析法が確立されていないためと考えられた．NIVなど
の低分子化合物は抗原性がないので，蛋白質などと結合
させて抗原性を持たせてから抗体を作製する．しかし，
NIVには直接蛋白質と結合する官能基を持たず，また，
同程度の反応性を有するOH基を3つ持つので化学修飾が
難しく，未だにNIV-蛋白質結合体作製の報告もない．
そこで，本研究では，NIVのカルボニル基に着目し，

NIV-オキシム化体を作製（図1）し，新規にNIV-蛋白質
結合体を作製し，これを抗原として，抗NIVモノクロー
ナル抗体（mAb）の作製を行った．

方 法

試薬類
　HPLC用のアセトニトリル，メタノール，酢酸とNIV
は，富士フイルム和光純薬（株）から，NIV, 4-acetly 
NIV, DON, 3-acetly DON, 15-acetly DON標準溶液（100 
µg/mL アセトニトリル溶液）は，関東化学工業（株）
から購入した．カルボキシメトキシルアミンヘミ塩酸塩
はナカライテクス（株）から，Cationized ウシ血清アル
ブミン（cBSA）はサーモフィッシャーサイエンティ
フィック（株）からそれぞれ購入した．その他の試薬は
富士フイルム和光純薬（株）の特級を使用した．
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NIV-オキシム化の作製
　NIV-オキシムはDON-オキシムの方法（4）を参考にして
調製した．NIV （5 mg, 16 µmol）とカルボキシメトキシ
ルアミンヘミ塩酸塩（5.6 mg, 48 µmol）をそれぞれ1 mL 
のピリジンに溶解した．これらの溶液を合わせ，撹拌し
ながら40℃で16時間反応させた．反応液は溶媒を留去し
た後，25 mLの水：メタノール：アセトニトリル（90：5：
5，v/v/v）に再溶解した．NIV-オキシムは，分取HPLC
で精製した．HPLCはいずれも（株）島津製作所のシス
テムコントローラー（SCL-10AVP），送液ユニット（LC-
20AD），オートインジェクター（SIL-10AD vp），カラム
オーブン（CTO-10A），フォトダイオードアレイ検出器
（SPD-M20A），カラムはShim-pack CLC-ODS 6.0 mm×15 

cm （島津 GLC），移動相は，水：メタノール：アセトニ
トリル：酢酸（90：4：4：2，v/v/v/v）を用い，カラム
オーブン温度40℃に設定し，254 nmをモニターした．

NIV-オキシム－タンパク質結合体の作製
　精製 NIV-オキシム（0.46 mg，1.20 µmol）を50 µL の
水メタノール（90：10，v/v）に溶解し，オボアルブミ
ン（OVA，2.5 mg，0.06 µmol）を820 µL の0.1 M 2-（N-
モルホリノ）エタンスルホン酸（MES）緩衝液，pH 6.5
に溶解した溶液に加え，これに2.0 mg（12 µmol）の1-
エチル-3-（3-ジメチルアミノプロピル）カルボジイミ
ド（EDPC）を添加した．この溶液を25℃で30分間穏や
かに攪拌した後，さらに2.0 mg の EDPC を追加した．こ
の溶液を25℃で一晩ゆっくり攪拌した．反応液をダル
ベッコリン酸緩衝生理食塩水（PBS）1 L に対して4℃で
4回透析した．NIV-オキシム結合OVAはELISAの固相抗
原として使用した．
　NIV-オキシム（0.46 mg）を N, N-ジメチルホルムアミ
ドに溶解し，N-ヒドロキシスクシンイミド0.14 mg およ
びジシクロヘキシルカルボジイミド0.2 mgを加え，25℃
で30分間攪拌しながら反応させた．次に，ウシ血清アル

ブミン（BSA）またはカチオン化BSA（cBSA）をPBS
に1 mg/mLで溶解した溶液1 mLを加え25℃で6時間ゆっ
くりに攪拌しながら反応させた．反応液をPBS 1 L に対
して4℃で4回透析した．

免疫
　メスのBALB/cマウス（日本SLC（株））それぞれ6匹に，
初回はフロイド完全アジュバンド（富士フイルム和光純
薬（株））と共にマウス1匹当たり50 µgのNIV-オキシム
-BSAまたはNIV-オキシム-cBSAを皮下投与した．14日
後にフロイド不完全アジュバンド（富士フイルム和光純
薬（株））と共に同量を皮下投与した．さらに14日後に
フロイド不完全アジュバンドと共に同量を腹腔内投与を
2回行った．最終免疫7日後に採血し，NIV-オキシム
-OVAを固相抗原として用いた間接ELISAと競合的間接
ELISで抗体価を測定した．抗体価の上昇の認められた
マウスに細胞融合3日前にマウス1匹当たり10 µgのNIV-
オキシム-cBSAを静脈投与した．

細胞融合およびクローニング
　最終免疫3日後のマウスより脾細胞を取り出し，マウ
スミエローマー細胞SP2/O-Ag14と50%ポリエチレング
リコール4000を用い常法により細胞融合を行った．HAT
選択後，NIV-オキシム-OVAに対する結合活性（間接
ELISA）で，ハイブリドーマの選択を行い，限外希釈法
により，2回以上のクローニングを行い，安定な抗CIT
抗体産生ハイブリドーマを得た．

間接ELISA
　マウスの抗体価の測定およびハイブリドーマの選択
は，間接ELISAによって行った．すなわち，NIV-オキシ
ム-OVA（5 µg/mL, 0.01 M炭酸-重炭酸緩衝液pH 9.6）を
50 µLずつ96-ウェルマイクロプレート（NUNC immuno-
plate II）の各ウエルに加え，4℃で一晩静置しコーティ

図1　Synthesis of nivalenol-oxime.
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ングを行った．プレートを0.05%（w/v） Tween 20を含む
PBS（PBS/Tween）で3回洗浄したのち，各ウエルに0.1% 
OVA（PBS溶液）を125 µLずつ加え，室温で1時間静置し，
ブロキングを行った．プレートをPBS/Tweenで3回洗浄
したのち，50 µLのマウス抗血清（1/50〜1/50,000）PBS
希釈液または培養上清を加え，室温で1時間反応させた．
プレートをPBS/Tweenで3回洗浄したのち，50 µLのALP
標識ヤギ抗マウスイムノグロブリン抗体（BioSource In-
ternational Inc., PBS/Tweenで1/4,000希釈）加え，室温で
45分間反応させた．プレートをPBS/Tweenで6回洗浄し
たのち，100 µLのp-ニトロフェニルリン酸を1 mg/mLに
なるように0.5 mM のMgCl2を含む0.1Mジエタノールアミ
ン緩衝液pH 9.8に溶解した基質溶液を加え，室温で30分
間酵素反応させ，405 nmの吸光度を測定した．

競合的間接ELISA
　間接ELISAと同様にコーティングとブロッキングを
行った．PBSで希釈したNIVとNIV関連標準液を50 µLウ
エル加え，このウエルにPBSで希釈したマウス抗血清ま
たは培養上清を加え，室温で1時間反応させた．以下の
操作は，間接ELISAと同様に行った．

至適化した競合ELISA
　NIV測定のために競合ELISAの至適化を行った．その
結果，以下の方法で最も高感度で，NIVの検出ができ
た．その方法は，NIV-オキシム-OVA（0.5 µg/mL, 0.01 
M炭酸-重炭酸緩衝液pH 9.6）を50 µLずつ96-ウェルマイ
クロプレートの各ウエルに加え，4℃で一晩静置しコー
ティングを行った．プレートをPBS/Tweenで3回洗浄し
たのち，各ウエルに0.1% OVA（PBS溶液）を125 µLずつ
加え，室温で1時間静置し，ブロキングを行った．プ
レートをPBS/Tweenで3回洗浄したのち，50 µLのNIV又
はNIV関連標準液と50 µLのPBSで希釈した培養上清を加
え，室温で1時間反応させた．プレートをPBS/Tweenで3
回洗浄したのち，50 µLのHRP標識ヤギ抗マウスイムノ
グ ロ ブ リ ン 抗 体（BioSource International Inc.，PBS/
Tweenで1/6,000希釈）加え，室温で45分間反応させた．
プレートをPBS/Tweenで6回洗浄したのち，100 µLの基
質溶液（0.05% H2O2 と 0.1 mg/mL 3，3’，5，5’-tetrameth-
ylbenzidine を含む0.01 M 酢酸緩衝液 pH 5.0）を加え，室
温で30分間酵素反応させた後，50 µLの1M硫酸を加え反
応を停止させ，450 nmの吸光度を測定した．

結果および考察

NIV-オキシムの作製と精製
　NIVとカルボキシメトキシルアミンヘミ塩酸塩の反応
液（NIV 換算で0.1 mg/mLの反応液を50 µL）のクロマ
トグラムを図2に示した．7分付近に未反応のNIVのピー
クが確認され，12-15分にブロードのNIV-オキシムの
ピークを確認した．約85%のNIVとカルボキシメトキシ
ルアミンヘミ塩酸塩と反応した．分取HPLCで12-15分
のピークを分取し，精製NIV-オキシムを得た．

マウスの抗体価
　NIV-オキシム-BSAまたはNIV-オキシム-cBSAで4回免
疫したマウスの抗体価を図3に示した．NIV-オキシム
-BSAで免疫した場合は，mouse（1）以外の抗体価の上
昇は認められなかった．一方，NIV-オキシム-cBSAで免
疫した場合は，全てのマウスの抗体価は上昇しており，
Muckerheide, A（5）らの報告のように，cBSAは抗原性を
高めることができる有用なキャリアであることを確認し
た．NIV-オキシム-cBSAで免疫したマウスでは，特に
mouse（7）とmouse（10）の抗体価が高かった．NIV-オ
キシム-cBSAで免疫したマウス抗血清を吸光度が0.4から
0.6になるようにPBSで希釈して，競合ELISAを行った．
その結果を図4に示した．mouse（9）以外の抗血清は
NIV濃度依存的に吸光度が低下したことから，抗血清に
は，NIV特異抗体が存在すると判断した．

細胞融合とクローニング
　最終免疫3日後に細胞融合を行い639ウエルに播種し
た．HAT選択後，621ウエル（97.2%）でハイブリドーマ
の増殖が認められた．間接ELISAによるスクリーニング
の結果，71ウエルが吸光度が0.5以上の陽性であった．
競合ELISAでNIVと強い反応性を示した30ウエルを選択
して，限界希釈法でクローニングを2回以上行い，19ク

図2　�Chromatogram of the reaction solution of NIV and car-
boxymethoxylamine hemihydrochloride.
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ローンの安定な抗NIVmAb産生ハイブリドーマを樹立
し，NIV.1〜NIV.19と命名した．

至適化した競合ELISAでの抗NIVmAbの比較
　樹立した抗体のなかでNIVに反応性の高かったNIV.9，
10，11，12と13抗体のNIVとNIV関連化合物との反応性
について至適化した競合ELISAで検討した．NIVとの反
応性では，NIV.10が最も強く反応し，50%結合阻害に必
要なNIVは，5 ng/mLであった（図5）．他の抗体の50%
結合阻害に必要なNIVは，約10 ng/mLであった．また，
20% 結合阻害（80% binding）を検出感度とした場合，
NIV.9とNIV.11抗体では1 ng/mLで，他の抗体では2〜3 
ng/mLであった．これらの抗体のNIV関連化合物との反
応性について図6と表1に示した．NIV.9抗体は，NIV以
外の関連化合物との反応性はかなり低かった．一方，
NIV.11抗体は，15-acetly DONに比較的強く反応し，
DONと3-acetly DONに弱い交差反応性を示した．しか

し，4-acetly NIVとは反応しなかった．NIV.10，12と13
抗体は，ほぼ反応性は同じで，15-acetly DONに弱い交
差反応性を示した．
　Sandersら（6）は，DON-オキシム-BSAでマウスを免疫
しても抗体は上がらなかったと報告している．我々も
NIVと同様にDON-オキシム-BSAとDON-オキシム－
cBSAを作製しBALB/cマウスを4回免疫したが，DON特
異的抗体の誘導を行うことはできなかった．これらの結
果から，4位がOH かHかが抗原性に大きく関与してる可
能性が示唆された．

図5　�Reactivity of NIV.9, 10, 11, 12, and 13 mAbs with NIV 
in competitive indirect ELISA optimized for NIV analy

図4　�Reactivity of NIV-oxime-cBSA immunized antisera 
with NIV in competitive indirect ELSA

図3　The antibody titers of NIV-oxime-BSA and NIV-oxime-cBSA immunized mouse antiserum
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摘 要

　NIV-オキシム化蛋白質結合体を作製し，国内産の小
麦や大麦を高頻度に汚染しているニバレノール（nivale-
nol, NIV）に対するモノクローナル抗体（mAb）は初め
て作製した．NIV-オキシム-cBSAで免疫したマウス脾臓
細胞を細胞融合し，19クローンの抗NIVmAb産生ハイブ
リドーマを得た．NIV.9 抗体はNIVに特異的に反応した．
NIV.10，12と13 抗体は15-acetly DONに弱い交差反応を
示した．NIV.11抗体は15-acetly DONに強い交差反応を
示し，15-acetly DONとDONに弱い交差反応を示した．
NIV.9とNIV.11抗体を用いた競合ELISAでは，1 ng/mLま
でのNIVの検出が可能であった．
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図6　�The cross-reactivities of NIV.9 and NIV.11 mAbs in in-
direct competitive ELISA optimized for NIV analysis.

表1　The cross-reactivities of NIV.9-13 monoclonal antibodies

% of cross-reactivity

Monoclonal antibodies NIV 4－AcetlyNIV DON 3－AcetlyDON 15－AcetlyDON

NIV.9 100 ＜ 0.18 ＜ 0.18 ＜ 0.18 ＜ 0.18
NIV.10 100 ＜ 0.30 ＜ 0.30 ＜ 0.30 　 0.75
NIV.11 100 ＜ 0.10 0.130 ＜ 0.10 　 3.33
NIV.12 100 ＜ 0.10 ＜ 0.10 ＜ 0.10 　 0.13
NIV.13 100 ＜ 0.12 ＜ 0.12 ＜ 0.12 　 0.12

% of cross-reactivity was clucurated as a concentration of requerd 50% binding / a concentration of NIV retated compound requerd 50% binding x 
100．
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