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　In order to establish immunological analytical methods for T-2 toxin （T-2）,  occurring in cereal grains and feeds 
contaminated Fusarium sporotrichioides, specific monoclonal antibodies （mAbs） against T-2 were prepared. Spleen 
cells from the mice immunized with T-2 hemiglutarate -bovine serum albumin were fused with SP2/O myeloma. 
After HAT selection and cloning, two anti-T-2 antibody producing hybridomas （T-2.01 and T-2.02） were obtained. 
In the indirect competitive ELISA with T-2.02, the limit of detection was 20 ng/mL. The T-2.02 mAb cross-reacted 
with HT-2 （36%）, not with neosolaniol and diacetoxyscirpenol. However, the limit of detection in our ELISA was 
200-fold higher than previously reported ELISAs.
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緒 　 言

　T-2トキシン（T-2 toxin, T-2, Fig.1）は，Fusarium spo-
rotrichioides などが産生するトリコテセン系マイコトキ
シンのうちの一つで，麦類やトウモロコシをはじめとす
る穀類の汚染が報告されている（１，2）．T-2の穀物汚染頻
度はそれほど高くないが，その毒性はトリコテセン系マ

イコトキシンの中で最も強い（1）．そのため，穀物や飼料
中の簡便かつ高感度なT-2の検出・定量法が必要とされ
ている．そこで，本研究では，T-2の簡便かつ高感度な
免疫化学的測定法の確立を目的として，T-2に対するモ
ノクローナル抗体を作製し，競合的間接ELISAで抗T-2
抗体の特異性を検討した．
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Fig.1　The structures of T-2 toxin and related compounds
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材料および方法

材料
　T-2は，研究室で精製した純度98％以上のものを用い
た．HT-2トキシン（HT-2），ネオソラニオール（NEO），
ジアセトキシスシルペノール（DAS）（Fig.1）は神戸市
環境保健研究所田中敏嗣博士より供与されたものを使
用した．ウシ血清アルブミン（BSA），卵白アルブミン
（OVA），3,3’ ,5,5’ -ttramethylbenzidine （TMBZ），フロイ
ド完全アジュバンドおよびフロイド不完全アジュバン
ドは和光純薬社製を用いた．1-ethyl-3,3’ -diethylamino-
propyl-carbodiimide（EDPC），Acetylesterase．alcohol 
dehydrogenase，p-iodotetrazoliumviolet は Sigma Chemical
社製を，horseradish peroxidase （HRP） 標識ヤギ抗マウス
イムノグロブリン抗体およびalkaline phosphtase （ALP） 
標識ヤギ抗マウスイムノグロブリン抗体はTago社製を，
NADP（NAD-free）と diaphoraseは Boehringer Mannheim 
GmbH社製をそれぞれ用いた．その他の試薬は特級又は
同等品を用いた．BALB/cマウスは三協ラボサービスよ
り購入した．

免疫
　OHTANIらの方法に（3）準じて作製したT-2 hemiglutarate
（HG）-BSAを等量のフロインド完全アジュバントと乳化
し，BALB/cマウス（７週令，メス）10μgを皮下注射し
た．１週間後，等量のフロインド不完全アジュバント
と乳化したT-2HG-BSA 10 μgを皮下注射し，その１週
間後，等量のフロインド不完全アジュバントと乳化した
T-2HG-BSA 10μg を腹腔内投与した．その１週間後，等
量のフロインド不完全アジュバントと乳化したT-2HG-
BSA 10μgを皮下注射し，４回目の免疫１週間後，採血
し，抗体価を測定した．抗体価の高かったマウスに細胞
融合３日前にT-2HG-BSA 5μgを静注した．

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（4）により細胞融合を行った．
HAT選択後，間接ELISAでOhtaniらの方法に（3）準じて
作製したT-2HG-OVAに対する結合性により，ハイブリ
ドーマの選択を行い，限外希釈法（4）により，２回以上
のクローニングを行い，安定な抗T-2抗体産生ハイブリ
ドーマを得た。抗体のアイソタイプは，マウスモノク
ローナル抗体アイソタイピングキットII（PIERCE）を
用いて決定した。

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， T-2HG-OVA
（5μg/ml 0.01M炭酸緩衝液pH9.6）を50μlずつ96-ウェル
マイクロプレート（NUNC immunoplate II）の各ウェル
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0.05％ Tweenn20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
125μl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，
50μlのマウス抗血清希釈液または培養上清を加え，室
温で45分間反応させた．プレートをPBS/Tweenで３回
洗浄したのち，50μlのALP標識ヤギ抗マウスイムノグ
ロブリン抗体（PBS/Tweenで1/2,000希釈）加え，室温
で45分間反応反応させた．プレートをPBS/Tweenで６
回洗浄したのち，100μlの1 mg/mLの4-nitorophnyl phos-
phate，disodium salt hexahydrate （Fermentasa Life Sciences）
と10 mM MgCl2を含む１Mジエタノールアミン緩衝液
（pH9.8）を加え，室温で30分間酵素反応を行い405nmの
吸光度を測定した．

競合的間接ELISA
　競合的間接ELISAで抗T-2モノクローナル抗体の特異
性の検討を行った。上記の間接ELISAと同様にT-2HG-
OVA（500ng/ml）を50μl/ウェルでコーティングを行っ
たのち，同様にブロッキングを行った.10％（v/v）エ
タノールを含むPBS/Tween溶液で希釈したT-2，HT-2，
NEO，またはDASを25μl加え，さらに，PBS/Tweenで
1/1,000希釈した各抗T-2モノクローナル抗体を25μl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，50μlのHRP標識ヤギ抗マ
ウスイムノグロブリン抗体（PBS/Tweenで1/10,000希釈）
加え，室温で１時間反応させた．プレートをPBS/Tween
で６回洗浄したのち，100μlの0.005％過酸化水素と0.1 
mg/mlのTMBZを含む0.1Ｍ酢酸緩衝液（pH5.0）を加え，
室温で30分間酵素反応を行った．１Ｍ硫酸50μlを加え
反応を停止したのち，450nmの吸光度を測定した．

結果及び考察

モノクローナル抗体の作製
　細胞融合後，1,640ウェルに細胞をまき，HAT選択後，
662ウェル（40.4％）でハイブリドーマの増殖を確認した。
これらの培養上清を間接ELISAでT-2HG-OVAに対して
の結合活性を調べた結果，60ウェル（9.1％）が陽性で
あった。この60ウェルの培養上の原液を用い，T-2また
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はHT-2（いずれも1μg/ml）存在下で競合的間接ELISA
を行った結果，10ウェルでT-2との反応性を確認した．
そこで，この10ウェルのハイブリドーマを限界希釈法で
クローニングを２回行った．その結果，２クローンの安
定な抗T-2モノクローナル抗体産生ハイブリドーマを得
た．これらのクローンの産生する抗体をT-2.01とT-2.02
と名付けた．また，これらの抗体のアイソタイプをマウ
スモノクローナル抗体アイソタイピングキットIIを用い
て調べた結果，いずれもIgG1・κであった．

抗体の特性
　T-2.01とT-2.02はいずれも 1μg/ml T-2とHT-2の反応
性は同程度であったこと，同じアイソタイプであるこ
と，細胞融合後の同一ウェル由来のクローンであるこ
となどから，T-2.01とT-2.02は同一の抗体を生産してい
る可能性が高かったので，より増殖と抗体産生能の高
いT-2.02抗体について，競合的間接ELISAでT-2と他の
代表的なタイプＡトリコテセンであるHT-2，NEO，お
よびDAS（Fig.1）との反応性を検討した．その結果
（Fig.2），T-2.02抗体は20ng/mlまでのT-2存在下で有為に
阻害（15％以上）が認められた．すなわち，本ELISA
では20ng/mlまでのT-2の検出が可能であった．また，
50％結合阻害に必要なタイプＡトリコテセンの濃度は，
T-2で200ng/mL，HT-2で550ng/mLであり，NEOとDAS
では10μg/mlでも阻害は認められなかった．T-2との反
応性を100％とした場合の交差反応性は，HT-2が36％，

NEOとDASでは２％以下であった。これらの結果から，
T-2.02抗体は，T-2の８位のイソ吉草酸の構造を強く認識
し，４位のアセチル基を認識している抗体と考えられた．
　T-2.02抗体を用いた本ELISAと既報のELISAとを比
較すると，HUNTERら（4）のモノクローナル抗体を用いた
ELISAとほぼ同程度の感度を有しているが，FANら（5）と
CHIBAら（6）のモノクローナル抗体を用いたELISAでは，
0.1ng/mlまでのT-2の検出が可能であり，我々のELISA
の方が200倍も検出限界は大きな値であった．このこと
から，T-2.02抗体を用いて免疫化学的測定法を確立して
も，目的とする高感度な測定法の樹立は難しい可能性が
示唆された．

要 　 約

　T-2HG-BSAで免疫したマウスの脾臓細胞とミエロー
マ細胞を融合することにより，２つの抗T-2モノクロー
ナル抗体（いずれもIgG1・κ）産生ハイブリドーマ
（T-2.01とT-2.02）を樹立した．競合的間接ELISAにおい
て，T-2.02抗体はHT-2と36％の交差反応性をしました
が，NEOやDASとの反応性は認められなかった．T-2.02
抗体を用いた競合的間接ELISAでは，20ng/mlまでのT-2
の検出が可能であった．しかし，既報のモノクローナル
抗体より検出限界が200倍も高く，本抗体を用いても高
感度な測定系樹立は難しい可能性が示唆された．

　Fig.2 Cross-reactivity of T-2.02 monoclonal antibody in indirect competitive ELISA.
 　The detection limits, expressed as concentration giving over 15% (---) inhibition observed in the 

indirect competitive ELISA, were 20 ng of T-2 toxin/mL.
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訂正のお願い

香川大学学術報告　第57巻（2005）p35-41，川村 理；イムノアフィニティーカラム-HPLC法による国内市販コーヒー，
ワイン，ぶどうジュースおよびビール中のオクラトキシンAの測定．のTable２Ochratoxin A in commercial coffee, wine 
pripe-juice, and beer in Japanのデーターの大部分は，Mycotoxin No.47 （1998） p25-32，Yoshio UENO; Residue and risk of 
ochratoxin A in human plasma and beverages in Japan.のTable２Ochratoxin A in coffee products, alcoholics and grape-juiceより引
用したものであることが，欠落していおりました．お詫びして，訂正いたします．

【誤】
Table ２　Ochratoxin A in commercial coffee, wine, gripe-juice, and beer in Japan

Samples Positives／Samples （％）
Ochratoxin Ａ （pg/mL or go）

Means （Min. － Max.） Median

Coffee 21／　32 66 22 　8
　Regular（roasted） 0／　10 　0 ND＊1
　Canned 9／　10 90 28 （5 － 133） 13
　Instant 12／　12 100 1225 （107 － 4406） 420
　　　（For drinking；２ｇ／140mL） 【 18 （2 － 63） 　6】＊4

Wine 22／　55 41 41 19
　Red 18／　44 46 46 （3 － 245） 19
　　　Japanese 4／　13 31 4 （4 － 15） 　5
　　　Bended Japanese and improte 2／　 7 29 4 （3 － 6） 　4
　　　Italian 5／　 5 100 47 （19 － 59） 52
　　　French 7／　 7 100 77 （10 － 245） 27
　　　Other＊5 0／　12 　0 ND＊2
　White 1／　 5 17 6 　6
　Rose 3／　 5 60 24 （16 － 37） 19

Gripe-juice 2／　12 17 6 （6 － 6） 　6

Beer 13／　20 65 11 　7
　　　Japanese 10／　14 71 10 （TR＊3 － 31） 　7
　　　Improte＊6 3／　 6 50 14 （TR － 32） 　6
＊1　ND; Not detected < 60 pg/g　＊2　ND; < 3 pg/mL　＊3　TR; Trace＝１～３ pg/mL
＊4　【 】 Inside numbers were the concentrations for during（2 g / 140 mL）．
＊5　From South Africa, USA, Chile, and Australia.
＊6　From USA, Australia and Nether lands
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【正】
Table ２　Ochratoxin A in commercial coffee, wine, gripe-juice, and beer in Japan

Samples Positives／Samples （％）
Ochratoxin Ａ （pg/mL or go）

Means （Min. － Max.） Median

Coffee 21／　32 66 22 　8
　Regular（roasted） 0／　10 　0 ND＊1
　Canned 9／　10 90 28 （5 － 133） 13
　Instant 12／　12 100 1225 （107 － 4406） 420
　　　（For drinking；２ｇ／140mL） 【 18 （2 － 63） 　6】＊4

Wine 22／　55 41 41 19
　Red 18／　44 46 46 （3 － 245） 19
　　　Japanese 4／　13 31 4 （4 － 15） 　5
　　　Bended Japanese and improte 2／　 7 29 4 （3 － 6） 　4
　　　Italian 5／　 5 100 47 （19 － 59） 52
　　　French 7／　 7 100 77 （10 － 245） 27
　　　Other＊5 0／　12 　0 ND＊2
　White 1／　 5 17 6 　6
　Rose 3／　 5 60 24 （16 － 37） 19

Gripe-juice 2／　12 17 6 （6 － 6） 　6

Beer 13／　20 65 11 　7
　　　Japanese 10／　14 71 10 （TR＊3 － 31） 　7
　　　Improte＊6 3／　 6 50 14 （TR － 32） 　6
Some data in this table were from reference（16）
＊1　ND; Not detected < 60 pg/g　＊2　ND; < 3 pg/mL　＊3　TR; Trace＝１～３ pg/mL
＊4　【 】 Inside numbers were the concentrations for during（2 g / 140 mL）．
＊5　From South Africa, USA, Chile, and Australia.
＊6　From USA, Australia and Nether lands

引用文献の追加
⒃ Yoshio UENO: Residue and risk of ochratoxin A in hu-

man plasma and beverages in Japan., Mycotoxin, 47, 
25-32 （1998）．
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