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Abstract

　Monoclonal antibodies （mAb） against histamine （His）, a causative agent of food poisoning, was prepared. We 
prepared Keyhole Limpet Hemocyanin （KLH） bound with His and five kinds of cross-linking agents, and immu-
nized mice with these. The reactivities of these antisera with bovine serum albumin （BSA） conjugated with five dif-
ferent crosslinkers were examined. Antisera from mice immunized with His-BS3-KLH, His-DTSSP-BSA or His-GA-
KLH were highly reactive. Competitive ELISA was performed with these antisera, and His-specific antibodies were 
efficiently detected when His-GA-KLH was immunized and His-GA-BSA was used as the solid-phase antigen. 
Therefore, we immunized mice four times with His-GA-KLH and performed cell fusion of spleen cells of mice in 
which His-specific antibodies could be detected. Cloning was performed more than twice by the limiting dilution 
method, and 9 clones of stable anti-His mAb-producing hybridomas （His.1-9） were established. Optimized competi-
tive ELISA using His.6 mAb, which had the highest reactivity to His, was able to detect 0.04 µg/mL of His. n the fu-
ture, it is expected that these antibodies will be used to establish a highly sensitive immunochemical analysis method 
for His.
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緒 言

　ヒスタミン（His）は，アミノ酸の1つであるヒスチジ
ンから，主に魚の体表または腸内の細菌などの脱炭酸酵
素の働きにより生成される生理活性の高いアミンであ
る．His食中毒は，Hisが高濃度に蓄積された食品，特に
魚類及びその加工品を摂取することにより発症するアレ
ルギー様の食中毒である（1）．厚生労働省の食中毒統計で
は，日本で2014年から2022年の10年間で93件，患者数
1,987名のHis中毒が発生している．FAO/WHO合同専門
家会議は，His最大許容濃度を200 mg/kgに設定した（2）．
Codex委員会はマグロ，イワシ等の缶詰や急速冷凍水産
加工品等の腐敗基準100 mg/kg未満と定めている（3）．
　Hisに対する抗体作製の報告はいくつかあるが，ほと
んどの抗体がHisと架橋部位を合わせて認識しており，
His-架橋剤結合体とは強く反応するが，His単独とはあ
まり反応しない抗体がほとんどである（4，5，6）．そこで，

高感度にHisを検出できるモノクローナル抗体を作製す
ることを目的として本研究を行った．
　まず，Hisの1級アミノ基と蛋白質Keyhole Limpet Hemo-
cyanin （KLH）とBovine Serum Albumin （BSA）を異なる
市販されていた5つの架橋剤を用い結合させた．次に，5
種類のHis-KLH結合体でBALB/cマウスを3回免疫し，そ
れぞれの抗血清と5種類のHis-BSA結合体を固相抗原と
したELISAで，Hisとの反応性の高い組み合わせを検討
した．次に，最も良かったHis-KLH結合体で免疫したマ
ウスの脾臓細胞をマウスミエローマ細胞と細胞融合を行
い，最も良かったHis-BSA結合体を固相抗原とした
ELISAでハイブリドーマのスクリーニングを行った．さ
らに，クローニングを行い抗Hisモノクローナル抗体産
生細胞の樹立を行った．最後に，これらの抗体を用いた
Hisの高感度ELISAについて検討した．



香川大学農学部学術報告　第76巻，2024

方 法

試薬類
　Keyhole Limpet Hemocyanin （KLH），ヒスタミン二塩
酸塩，1，4-Benzoquinone （BQ）と10%グルタールアルデ
ヒド溶液は富士フイルム和光純薬（株）から，Bis（sulfo-
succinimidyl）suberate, disodium salt（BS3）とDithiobis 
（sulfosuccinimidyl propionate）, disodium salt （DTSSP）は
（株）同仁化学研究所から，シアノ水素化ホウ素ナトリウ
ムは東京化成工業（株）から，Bovine Serum Albumin （BSA）
と1-ethyl-3-（3-dimethylaminopropyl） carbodiimide hydro-
chloride （EDPC）はシグマ－アルドリッチ　ジャパン合
同会社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．

Hisとキャリアー蛋白質との結合
　図1に示した5つの架橋剤を用いてHisとキャリアー蛋
白質との結合を行った．
His-GA-KLHとBSAの作製；6 mgのKLHを1.2 mLのダルベッ

コのリン酸緩衝生理食塩水（PBS）溶解し，透析チュー
ブに入れ，200 mLのPBSに10%グルタールアルデヒド
（GA）溶液を2 mL （最終濃度0.1%GA）に対して，4℃で
一晩透析した．次に，未反応のGAを取り除くために500 
mLのPBSに対して4℃で12時間透析した．このGAで活
性化したKLH 600 µL（約3 mg，0.6×10－3 µmol）と1.245 
mgのヒスタミン二塩酸塩（6.75 µmol）を750 µLのPBS
に溶解した溶液を混ぜ，ゆっくりと撹拌しながら，4℃
で12時間反応させた．反応液に1/10容量（13.5 µlの1 M 
NaOHに溶解した5 Mシアノ水素化ホウ素ナトリウムを
添加し，室温で4時間還元反応させた．未反応アルデヒ
ド部位のブロックするために，50 µLの1 Mエタノール
アミン溶液を加え，室温で30分間反応させた．PBS（1 
L）に対して4℃で4回透析した．BSAとも同様の操作を
行い，His-GA-BSAも作製した．
Histamine-BQ-KLHとBSAの作製；3 mg （0.6×10－3 µmol）
のKLHを0.6 mLの0.1 Mリン酸緩衝液pH4.5に溶解し，90 
µLのエタノールに溶解した1.3 mg（12 µmol）の1，4-ben-
zoquinone （BQ）を加え，暗所・室温でゆっくり撹拌し
ながら1時間反応させた．反応液を200 mLの0.1 M炭酸緩
衝液pH 8.5に対して，4℃で6時間透析した．透析内液に
125 µLの0.1 M炭酸緩衝液pH 8.5に溶解した0.83 mg（6.75 
µmol）のヒスタミン二塩酸塩を加え，暗所・室温でゆっ
くり撹拌しながら，20時間反応させた．PBS（1 L）に
対して4℃で4回透析した．BSAとも同様の操作を行い，
His-BQ-BSAも作製した．
His-EDPC-KLHとBSAの 作 製；3 mg （0.6×10－3 µmol）
のKLHのを1 mLの20 mMリン酸緩衝液pH 7.0に溶解し，
0.17 mg （0.9 µmol）のヒスタミン二塩酸塩を加え溶解し
た．0.34 mg （2 µmol）の1-ethyl-3-（3-dimethylaminopropyl） 
carbodiimide hydrochloride （EDPC）を加え，ゆっくり撹
拌させながら室温で30分間反応させた. 再度，0.34 mg（2 
µmol）のEDPCを加え，ゆっくり撹拌させながら室温で
一晩反応させた. PBS（1 L）に対して4℃で4回透析した. 
His-EDPC-BSAも同様にし作製した．
His-BS3-KLHとBSAの作製；3 mg （0.6×10－3 µmol）の
KLHのを0.6 mLの20 mMリン酸緩衝液pH 7.0に溶解し，
1.245 mg （6.75 µmol）のヒスタミン二塩酸塩を同緩衝液
に溶解し，混合した．6.87 mg （12 µmol）のBS3を750 µL
の同緩衝液に溶解し，混合液に加え，室温でゆっくり撹
拌しながら30分間で反応させた．最後濃度が20 mMにな
るように18.5 µLの1 M Tris-HCl緩衝液pH 7.5を加え，
ゆっくり撹拌しながら15分間反応させ，反応を停止させ
た．PBS（1 L）に対して4℃で4回透析した．His-BS3-
BSAも同様にし作製した．
His-DTSSP-KLHとBSAの作製；3 mg （0.6×10－3 µmol）

図1　�5種類の架橋剤を用いたヒスタミンとキャリアー蛋
白質結合体
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のKLHのを0.6 mLのPBSに溶解し，1.245 mg （6.75 µmol）
のヒスタミン二塩酸塩をPBSに溶解し，混合した．6.87 
mg（12 µmol）のDTSSPを490 µLに溶解し，混合液に加
え，室温でゆっくり撹拌しながら30分間で反応させた．
最後濃度が20 mMになるように18.5 µLの1 M Tris-HCl緩
衝液pH 7.5を加え，ゆっくり撹拌しながら15分間反応さ
せ，反応を停止させた．PBS（1 L）に対して4℃で4回
透析した．His-DTSSP-BSAも同様にし作製した．
　作製したHis-蛋白質結合体は，280 nmの吸光度から蛋
白濃度を測定し，2 mg/mLに濃度を調整し，分注して
－30℃で保存した．

作製した5種類のHis-KLH結合体を用いたマウスの免疫
　各His-KLH結合体を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1群4匹でメスの
BALB/cマウス（日本SLC（株））1匹当たり25 µgの各His-
KLH結合体を皮下投与した．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，2週間後，フロイド不完全ア
ジュバンドと共に各His-KLH結合体を同量腹腔内投与し
た．3回目の免疫1週間後，眼底から採血し，抗血清を得
た．

間接ELISA
　5種類のHis-KLH結合体を3回目の免疫したマウス抗血
清を5種類のHis-BSA結合体を固相抗原とした間接ELISA
で抗体価を測定した．また，陰性対照として免役してい
ないマウス血清を用いた. 間接ELISAは，0.01 M炭酸－重
炭酸緩衝液pH 9.6で各His-BSA溶液を2.0 µg/mLに調整
し，96ウェルマイクロプレートに50 µL/ウェルずつ加
え，4℃で一晩コーティングを行った．プレートをプ
レートウォッシャーで0.05% Tween 20を含むPBS溶液
（PBS/Tween）で3回洗浄した．各ウェルに0.1％ OVAを
含むPBS溶液を125 µLずつ加え，室温で2時間静置し，
ブロッキングを行った．プレートをPBS/Tweenで3回洗
浄した後，各ウェルに50 µLのマウス抗血清のPBS希釈
液（1/50～1/500,000）を加え，室温で1時間反応させた．
プレートをPBS/Tweenで3回洗浄した後，アルカリフォ
スファターゼ標識Goat Anti-mouse IgG抗体をPBS/Tween
で1/2,000 倍に希釈し50 µL/ウェルずつ加え，室温で45
分静置した．1 mg/mLのPNPPと1 mM MgCl2含む0.1 M 
ジエタノールアミン-HCl緩衝液pH 9.8を各ウェルに100 
µLを加え，室温で45分間酵素反応を行った後，405 nm
の吸光度を測定した．

競合的間接ELISA
　抗体価の上昇の認められた抗血清とHis-BSA結合体に
ついて，競合的間接ELISAを行いHisとの反応性を確認
した．競合的間接ELISAは，上記と同様にコーティング
とブロッキングを行った後，Hisを0，1.0，3.3，10，33，
100 µg/mLになるように調整したPBS溶液を阻害剤とし
て25 µLずつ各ウェルに加えた．これらのウェルに吸光
度が0.6前後になるようにPBSで希釈したそれぞれのマウ
ス抗血清をそれぞれ25 µL加え，室温で1時間競合反応さ
せた．以下の操作は間接ELISAと同様に操作した．

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，His-GA-BSA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，限外希釈法で，2回
以上のクローニングを行い，安定な抗His抗体産生ハイ
ブリドーマを得た．

至適化した競合ELISA
　His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Hisの検出ができた．
その方法は，His-GA-BSA（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．その後，上記と同様にブロキングを行っ
た．プレートをPBS/Tweenで3回洗浄したのち，50 µLの
His標準液と50 µLのPBSで1/4,000希釈したHis.6抗体の培
養上清を加え撹拌後，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 Interna-
tional 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’-tetramethylbenzidine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1 M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

Hisとキャリアー蛋白質との結合のための架橋剤の組合わせ
　間接ELISAでの免疫原毎の抗血清と各固相抗原との反
応性をまとめた結果を表1に示した．His-BS3-KLHで免
疫したマウスの抗血清が最も強くHis-BS3-BSAとHis-
DTSSP-BSAととても強く反応し，His-GA-BSAと強く反
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応した．His-DTSSP-KLHの抗血清は強くHis-GA-BSA，
His-BS3-BSAとHis-DTSSP-BSAと反応した．また，His-
GA-KLHの抗血清は強くHis-GA-BSAのみと反応した．
そこで，こられの反応性の高かった組合せで，吸光度が
0.6前後になるようにPBSで希釈しマウス抗血清でHisの
競合ELISAを行った．His-BS3-KLHで免疫したマウスの
抗血清の場合，His-BS3-BSAを固相抗原とした場合は，
3匹中1匹の抗血清が100 µg/mLのHisでの結合率が30%以
下で強い反応性を示した．一方，His-DTSSP-BSAを固相
抗原とした場合は，Hisとの反応性は高くなかった（表
2）また，His-GA-BSAを固相抗原とした場合もHisとの
反応性は高くなかった．His-DTSSP-KLHの抗血清の場
合は，His-GA-BSA，His-BS3-BSAまたはHis-DTSSP-BSA
を固相抗原とした競合ELISAでHisとの反応性は高くな
かった．His-GA-KLHの抗血清は，2匹中2匹が100 µg/
mLのHisでの結合率が30%以下で強い反応性を示した
（表3）．以上の結果から，Hisの特異抗体を誘導し，抗

His抗体の検出には，His-GA-KLHを免疫原として用い，
固相抗原としてHis-GA-BSAを用いることが適していた．
そこで，上記と同様にHis-GA-KLHを2週間間隔で1匹当
たり25　µgのHis-GA-KLHを免疫したマウスの抗血清の
抗体価（間接ELISA）を図2に示した．何れのマウス抗
血清はHis-GA-BSAに対して強く反応していた．そこで，
Hisに対する特異抗体の存在を確認するために1/5,000希
釈した各抗血清で競合ELISAを行った．その結果（表3），
マウス①を除いて，100 µg/mLのHisでの結合率が30%以
下で強い反応性を示した．また，マウス③は100 µg/mL
のHisでの結合率が12%で特に強く反応していた．この
マウスに最終免疫を行い，細胞融合を行った．

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307ウエルに播種し
た．HAT選択後，166ウエル（54.1％）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，67ウエルが吸光度が0.2以上の陽性であった．
競合ELISAでHisと強い反応性を示した10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，9ク
ローンの安定な抗His mAb産生ハイブリドーマを樹立
し，His.1～His.9と命名した．

競合的間接ELISAでの各抗体のHisとの反応性の比較
　図3に抗His抗体の競合的間接ELISAでのHisとの反応
性の比較した結果を示した．これらの抗His抗体中で
His.6抗体が最もHisとの反応性が高かった．この抗体を
用いて競合ELISAの至適化を行った．

至適化した競合ELISA
　至適化した競合ELISAでのHisの検量線を図4に示し
た．結合率50%は0.2 µg/mLであり，結合率80%を検出
限界とした場合，0.04 µg/mLまでのHisが検出可能で
あった．この検出限界は，Liら（2020）（7）の2.5 µg/mLの

表1　免疫原毎の抗血清と各固相抗原との反応性
免疫原（KLH）

ハプテン-架橋剤 His-GA His-BQ His-EDPC His-BS3 His-DTSSP

固相抗原�
（BSA）

His-GA ↑ → → ↑ ↑
His-BQ → → → → →
His-EDPC → → → → →
His-BS3 → → → ↑↑ ↑
His-DTSSP → → → ↑↑ ↑

↑↑とても強く反応，↑強く反応， →やや反応，→あまり反応せず

表2　�His-BS3-KLHで免疫したマウス抗血清の競合的間
接ELISA

His�
（µg/mL）

結合率（％）
固相抗原His-BS3-BSA 固相抗原His-DTSSP-BSA

マウス① マウス② マウス③ マウス① マウス② マウス③
0 100 100 100 100 100 100
1 83.3 83.7 92.4 99.3 93.5 97.3
3.3 77.9 70.4 92.3 97.8 81.0 87.3
10 71.9 65.1 84.5 97.2 80.0 84.1
33 65.3 41.8 69.3 81.0 74.5 88.0
100 53.9 26.3 60.9 75.7 60.5 74.8

表3　�His-GA-KLHで免疫したマウス抗血清の競合的間
接ELISA

His�
（µg/mL）

結合率（％）
固相抗原His-GA-BSA

マウス① マウス②
0 100 100
1 92.8 89.6
3.3 82.7 73.3
10 72.3 55.6
33 51.3 42.6
100 36.8 30.1
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図2　His-GA-KLHで4回免疫したマウスの抗血清の抗体価
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1/62.5，Xuら（2020）（8）の0.073 µg/mLの約1/2であり，
かなり高感度なELISAであった．今後，これらの抗体を
用いたHisの高感度な免疫化学的分析法の確立が期待さ
れる．

摘 要

　食中毒の原因物質であるヒスタミン（His）のモノク
ローナル抗体（mAb）の作製した．Hisと5種類の架橋剤
で結合させたKeyhole Limpet Hemocyanin （KLH）を作製
し，これらでマウスの免疫を行った．これらの抗血清と
5種類の架橋剤で結合させたBovine Serum Albumin 
（BSA）との反応性を調べた．その結果，His-BS3-KLH，
His-DTSSP-BSAまたはHis-GA-KLHで免疫したマウスの
抗血清の反応性が高かった．次に，こられの抗血清で競
合ELISAを行った結果，His-GA-KLHで免疫し，固相抗
原にHis-GA-BSAを用いた場合に効率よくHis特異抗体を
検出できた．そこで，His-GA-KLHで4回免疫し，His特
異抗体を検出できたマウスの脾臓細胞の細胞融合を行っ
た．限界希釈法でクローニングを2回以上行い，9クロー
ンの安定な抗His mAb産生ハイブリドーマ（His.1～9）
を樹立した．この中で最もHisに反応性の高かったHis.6
抗体を用いた至適化した競合ELISAで0.04 µg/mLまでの
Hisの検出が可能であった．今後，これらの抗体を用い
たHisの高感度な免疫化学的分析法の確立が期待される．

図3　抗His抗体の競合的間接ELISAでのHisとの反応性

図4　至適化した競合ELISAでのHisの検量線
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表4　�His-GA-KLHで4回免疫したマウス抗血清の競合的
間接ELISA

His�
（µg/mL）

結合率（％）
固相抗原His-GA-BSA

マウス① マウス② マウス③ マウス④ マウス⑥
0 100 100 100 100 100
1 100.4 98.7 100.4 92.3 92.5
3.3 106.3 102.6 85.9 82.1 105.5
10 108.2 79.8 53.7 76.1 81.8
33 95.1 57.4 28.3 52.8 52.7
100 56.8 24.7 12.0 27.6 22.0
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