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T 細胞依存性抗原 keyhole limpet hemocyanin に対するラット抗体産生能の検討
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Abstract
To establish T-cell dependent antibody response (TDAR) model, rats were administered keyhole limpet hemocyanin (KLH) 
and evaluated the KLH-specific IgM (primary response) and IgG (secondary response) antibody production.  The IgM level 
of intravenous (IV) injection group was higher than those of intraperitoneal (IP) injection group.  In IgG production, a large 
inter-individual variability was observed in IV group, but not so in IP group.  The differences among rat strains in TDAR 
were investigated using two outbred (Slc:SD and RccHan:WIST) strain male rats and one inbred (F344/NSlc) strain male rats.  
The levels of IgM and IgG were observed in all strains to the same extent.  An inter-individual variability in IgM and IgG 
production in inbred strain rats were smaller than those of two outbred strain rats, but two outbred strain rats showed the 
same inter-individual differences in IgM and IgG response.
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１．はじめに
　近年、医薬品を含む化学物質の生体免疫機能に及
ぼす有害作用すなわち免疫毒性が注目されるように
なり、平成18年には医薬品開発における免疫毒性試
験に関するガイドライン１）が厚生労働省により制
定された。　本ガイドラインでは、標準的毒性試験
で免疫機能になんらかの影響を示唆する所見が認
められた場合には、別途免疫機能に及ぼす影響を
調べるための試験、すなわち免疫毒性試験を実施
することが求められており、中でも T 細胞依存性
抗原に対する抗体反応（T-cell dependent antigen 
response: TDAR）は、樹状細胞、マクロファー
ジ、T 細胞および B 細胞ならびに様々なサイトカ
インといった多くの因子が関与した結果として発現
することから、免疫毒性の指標として有用であると
されている２）。
　医薬品の安全性を確認する非臨床試験では、実験
動物としてげっ歯類および非げっ歯類を用いること
が規定されており３）、げっ歯類としては通常、ラッ
トを用いて標準的毒性試験が実施されている。一
方、生体の免疫機能を研究する動物実験において
は、対象動物としてマウスが主に使用され、ラット
を対象とした免疫機能研究は少ない。したがって、
ラットを用いた TDAR については十分な検討が行

われておらず、いまだその実験系が確立していない
のが現状である。
　近年、T 細胞依存性抗原として Keyhole Limpet 
Hemocyanin（KLH）を用いたラット TDAR 試験
が検討されるようになってきた４）５）６）７）。　KLH
は可溶性であるため調製が簡便であり、かつ安定で
あることから、TDAR 研究に用いられるようになっ
てきた抗原である。しかしながら、KLH を抗原と
したこれまでのラット TDAR 試験においては、得
られた抗体価の個体差が大きく、化合物の潜在的
免疫毒性の評価が困難な場合が多いことも指摘さ
れている８）。ラット TDAR で得られる抗体価に個
体差が大きい理由は明らかではないが、通常 KLH
の投与で行われる尾静脈内（intravenously：IV）
投与の技術的な難しさも要因の一つではないかと
考えられる。そこで今回、IV 投与に比して技術的
により容易な腹腔内（intraperitoneally：IP）投与
が TDAR 試験において有用な投与方法となりうる
かについて IV 投与と比較検討した。また、標準的
毒性試験では非近交系であるクローズドコロニー系
ラットが用いられるため、標準的毒性試験に引き続
いて実施される TDAR 試験においても同じ系統の
ラットが用いられる。しかしながら、クローズドコ
ロニー系は近交系に比べて遺伝的な多様性が大き
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く、TDAR 試験における抗体価のばらつきについ
ては遺伝的な要因も考えられる。そこで今回、我々
はラットの実験においては一般的に用いられるク
ローズドコロニー系である Sprague-Dawley（SD）
ラットならびに Wistar（WI）ラットおよび長期に
わたる実験に汎用される近交系 F344ラットの3系統
ラットを用いて KLH に対する抗体反応を比較検討
した。

２．材料と方法
2.1　動物
　Slc:SD（SD）ラット、Rcc:HanWIST（WI）ラッ
ト、F344/NSlc（F344）のいずれも雄６週齢を日本
エスエルシー株式会社より入手した。動物はステン
レス製金網ケージ（38×24×20cm）に収容した。
収容密度は最大２匹 / ケージとした。ケージに収容
した動物を温度23℃±1.5℃、相対湿度55％±15％
に設定された専用の動物室で飼育した。照明時間は
午前７時から午後７時の12時間明暗サイクルとし、
飼料はげっ歯類用飼料 MM-3（オリエンタル酵母工

業）を、飲水は上野原市水道水をそれぞれ自由摂取
させた。入荷後1週間にわたり検疫・馴化を行った
のち実験に供した。本実験は、帝京科学大学動物委
員会に申請し承認を得て実施された（承認番号：帝
京科動第15C008号）。

2.2　試薬等
　KLH は和光純薬工業株式会社より購入した。
今回行ったすべての実験において同一ロットの
KLH を使用した。ビオチン標識抗ラット IgM 抗
体は Becton Dickinson 社から、ビオチン標識抗
ラ ッ ト IgG 抗 体 は MILLIPORE 社 か ら、 標 識 酵
素 Avidin-Peroxidase と発色基質2,2’-AZINO-BIS 
（3-ETHYLBENZTHIAZOLINE-6-SULFONIC 
ACID） DIAMMONIUM SALT（ABTS）は
SIGMA-ALDRICH 社からそれぞれ購入した。

2.3　実験方法
2.3.1　実験デザイン
　投与経路比較実験のデザインを図１に示した。

回目の KLH を同様に投与した。1 回目の投与から 19、21、23、25 日（各々2

回目の KLH 投与 10、12、14、16 日）後に尾静脈または鎖骨下静脈から採血を

行った。採取した血液を同様に処理して血漿を得、血漿中の抗 KLH 特異的 IgG

抗体価を ELISA で測定した。  
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2.3.2 抗 KLH 特異的 IgM および IgG 抗体測定のための ELISA 

投与に用いたロットと同じロットの KLH をプレコーティングした 96 穴マイ

図1：抗原の投与経路比較実験デザイン
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図2：抗体産生のラット系統別比較実験デザイン
SD(IV投与300μｇ/0.3ml/匹、n=6)、WI(IV投与300μｇ/0.3ml/匹、n=6)、F344(IV投与300μｇ/0.3ml/
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図１　抗原の投与経路比較実験デザイン
　　　IV 投与群（300μｇ /0.3ml/ 匹、ｎ＝７）、IP 投与群（300μｇ /0.6ml/ 匹、ｎ＝８）

図２　抗体産生のラット系統別比較実験デザイン
　　　SD（IV 投与群300μｇ /0.3ml/ 匹、ｎ＝６）、WI（IV 投与群300μｇ /0.3ml/ 匹、ｎ＝６）、F344（IV 投与

群300μｇ /0.3ml/ 匹、ｎ＝６）
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７週齢 SD 雄ラットに、KLH 300µg を IV 投与群
（７匹）では0.3ml/ 匹、IP 投与群（８匹）では
0.6ml/ 匹の容量で投与した。投与日を０日と起算
し、投与３、４、５および６日後に尾静脈または鎖
骨下静脈から採血を行った。１回あたりの採血量は
0.5 ～ 0.8mL とした（以下同様）。採取した血液を
3000rpm、20分間 遠心分離して血漿を得、血漿中
の抗KLH特異的IgM抗体価をELISAで測定した。
１回目の投与から９日後に２回目の KLH を同様に
投与した。１回目の投与から19、21、23、25日（各々
２回目の KLH 投与10、12、14、16日）後に尾静脈
または鎖骨下静脈から採血を行った。採取した血液
を同様に処理して血漿を得、血漿中の抗 KLH 特異
的 IgG 抗体価を ELISA で測定した。
　系統比較実験のデザインを図２に示した。７週
齢の SD、WI および F344雄ラット（各６匹）に、
KLH300µg を0.3ml/ 匹の容量で IV 投与した。最初
の投与日を０日と起算して、投与５日後に尾静脈ま
たは鎖骨下静脈から採血を行った後、９日後に再度
同様に KLH を IV 投与した。その後、投与21日後
（２回目の投与12日後）に同様に採血を行った。採
取した血液を3000rpm、20分間遠心分離を行って血
漿を得、血漿中の抗KLH特異的IgM（投与５日後）
あるいは IgG（投与21日後、２回目投与12日後）抗

体を ELISA で測定した。

2.3.2　抗 KLH 特異的 IgM および IgG 抗体測定のた
めの ELISA

　投与に用いたロットと同じロットの KLH をプレ
コーティングした96穴マイクロプレートを用いて
KLH ELISA を行った。
　二次抗体としてビオチン標識抗ラット IgM 抗体
あるいはビオチン標識抗ラット IgG 抗体を用いた。
Avidin-Peroxidase 標識後 ABTS で発色させ405nm
の波長で吸光度を測定した。
　別途作製した標準血漿を同様の手順で反応させ、
得られた吸光度から標準曲線を作成し回帰直線式を
求めた。この回帰直線式を用いて、各サンプルの吸
光度から抗体価を算出した。この時、標準血漿中の
抗体価（IgM、IgG ともに）を10,000 units/mL と
みなし、各サンプルの抗体価はその相対的な濃度と
して表した。

2.3.3　KLH ELISA のための標準血漿作製
　KLH に対する抗体価を ELISA によって求める際
に使用する標準血漿を、以下の操作によって作製し
た。
　KLH の100µg/ 匹を雌 SD ラット（20週齢）に３

図３　静脈内および腹腔内投与における IgM 抗体産生
　　　左：IV 投与、右：IP 投与

 

 
 

3.1.2 KLH 特異的 IgG 抗体（二次反応、図 4）  

IV 投与、IP 投与のすべての個体において、KLH 特異的 IgG 抗体の出現が確

認された。IV 投与では IgG の出現パターンおよび抗体価に大きなばらつきがみ

られた。7 例中 5 例では抗体反応のピークが KLH1 回目投与 21 日後（2 回目投

与 12 日後）であったのに対し、1 例は投与 23 日後（2 回目投与 14 日後）、別の

1 例は当該測定期間中にはピークがみられなかった。5 例でみられた投与 21 日

後を IgG 出現のピークとみなすと、抗体価の平均値と標準偏差は 1698.2±1107.6 

units/ml であった。一方、IP 投与では 8 例すべての個体において IgG 出現のピ

ークは KLH の 1 回目投与 23 日後であり、抗体価においても IV 投与でみられた

ような大きなばらつきはなかった。ピーク時の抗体価の平均値と標準偏差は

2469.1±441.9 units/ml であり、IV 投与の抗体価を上回った。KLH 投与 21 日

後（IV 投与）と 23 日後（IP 投与）の CV 値はそれぞれ 65.2%および 17.9%で

あり、IP 投与の方が明らかな低値を示した。  

図3.　静脈内および腹腔内投与におけるIgM抗体産生
左：IV投与、右：IP投与
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週間ごとに３回腹腔内投与し、最終投与から１週間
後に採血して得られた血漿を標準血漿として用い
た。

　なお、今回の結果については、使用した動物数が
少ないことから統計解析は行わなかった。

3.　結　果
3.1　IV 投与および IP 投与における抗体産生
3.1.1　KLH 特異的 IgM 抗体（一次反応、図３）
　IV 投与、IP 投与のすべての個体において、KLH
特異的 IgM 抗体の出現が確認された。IV 投与では
いずれの個体においても KLH 投与５日後に明瞭な
ピークがみられ、その時の平均値および標準偏差は
882.5±329.6 units/ml であった。IP 投与において
も IV 投与と同様、すべての個体において投与５日
後にピークがみられ、その時の平均値および標準偏
差は384.5±141.5 units/ml であり、IV 投与に比べ
て抗体価は低かった。一方、ピーク時の変動係数
（CV 値）は、IV 投与が37.3%、IP 投与が36.8% と
ほとんど同等であった。

3.1.2　KLH 特異的 IgG 抗体（二次反応、図４）

　IV 投与、IP 投与のすべての個体において、KLH
特異的 IgG 抗体の出現が確認された。IV 投与では
IgG の出現パターンおよび抗体価に大きなばらつき
がみられた。７例中５例では抗体反応のピークが
KLH1回目投与21日後（２回目投与12日後）であっ
たのに対し、１例は投与23日後（２回目投与14日
後）、別の１例は当該測定期間中にはピークがみら
れなかった。５例でみられた投与21日後を IgG 出
現のピークとみなすと、抗体価の平均値と標準偏差
は1698.2±1107.6 units/ml であった。一方、IP 投
与では８例すべての個体において IgG 出現のピー
クは KLH の１回目投与23日後であり、抗体価にお
いても IV 投与でみられたような大きなばらつきは
なかった。ピーク時の抗体価の平均値と標準偏差
は2469.1±441.9 units/ml であり、IV 投与の抗体価
を上回った。KLH 投与21日後（IV 投与）と23日後
（IP 投与）の CV 値はそれぞれ65.2% および17.9%
であり、IP 投与の方が明らかな低値を示した。

3.2　抗体産生のラット系統比較
3.2.1　KLH 特異的 IgM 抗体（一次反応、図５）
　３系統いずれにおいても、すべての個体で KLH
特異的 IgM 抗体の出現が確認された。SD ラットと
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価のばらつきが大きかったが、その程度は SD ラットが CV 値 47.2%、WI ラッ

トが CV 値 47.4%とほぼ同等であった。これに対し近交系 F344 ラットの CV 値

は 15.8%であり、クローズドコロニー系に比べて明らかにばらつきが小さかった。

抗体価の平均値は、SD ラットが 119.9 units/ml、WI ラットが 155.4 units/ml

に対して、F344 ラットは 79.11 units/ml であり、クローズドコロニー系が近交

系に比べてやや高値を示した。  

 

 

図４　静脈内および腹腔内投与における IgG 抗体産生
　　　左：IV 投与、右：IP 投与
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WI ラットにおいては、いずれも F344ラットよりも
抗体価のばらつきが大きかったが、その程度は SD
ラットが CV 値47.2%、WI ラットが CV 値47.4% と
ほぼ同等であった。これに対し近交系 F344ラット
の CV 値は15.8% であり、クローズドコロニー系に
比べて明らかにばらつきが小さかった。抗体価の平
均値は、SD ラットが119.9 units/ml、WI ラットが
155.4 units/ml に対して、F344ラットは79.11 units/
ml であり、クローズドコロニー系が近交系に比べ
てやや高値を示した。

3.2.2　KLH 特異的 IgG 抗体（二次反応、図６）
　３系統いずれにおいても、すべての個体で KLH
特異的 IgG 抗体の出現が確認された。SD ラットと

WI ラットにおいては、いずれも F344ラットより
も抗体価のばらつきが大きかったが、SD ラットの
CV 値は79.5%、WI ラットの CV 値は71.4% とほぼ
同等であった。これに対し、近交系 F344ラットの
CV 値は30.2% であり、クローズドコロニー系に対
して明らかにばらつきが小さかった。抗体価では、
SD ラットの平均値が253.1 units/ml、WI ラットの
平 均 値 が173.8 units/ml、F344系 は173.5 units/ml
と、３系統でほぼ同等の値を示した。

４．考　察
　KLH を抗原としたラット TDAR 試験において
は、得られた抗体価のばらつきが大きく、化合物の
潜在的免疫毒性の評価が困難な場合が多いことが
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図５　系統別 IgM 抗体産生
　　　各系統のバーは平均値を示す

図６　系統別 IgG 抗体産生
　　　各系統のバーは平均値を示す
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指摘されている８）。抗体価のばらつきの原因につい
ては明らかではないが、IV 投与は技術的に難易度
が高いことから、時として適切な抗原量の投与が
なされない個体が存在し、結果として抗体価にば
らつきが生じる可能性も考えられる。IP 投与は従
来から IV 投与に代わる投与方法として用いられ、
技術的には IV 投与に比べてはるかに容易であるこ
とから、TDAR 試験においても KLH の投与で通常
行われる IV 投与に代わって IP 投与が適用できな
いか検討した。その結果、IP 投与でも KLH 特異的
IgM 抗体の出現が全例でみられ、そのピークは IV
投与と同じであった。抗体価では IP 投与は IV 投
与の約1/3と低かったが、ばらつきの程度は変わら
なかった。Gore ら４）は、SD ラットを用いて IV、
皮下投与および footpad 投与の３経路で KLH を投
与した時、IV 投与がもっとも高い IgM 抗体価を示
したとしており、我々の今回の結果でもみられるよ
うに、IV 投与は一次反応における IgM 抗体産生を
最も強く誘導すると思われるが、二次反応としての
IgG 抗体においては、出現パターンや抗体価のレベ
ルに一次反応とは異なった様相が見られた。すなわ
ち、IV 投与では IgG 出現ピークが他の個体と異なっ
ている個体あるいはピークが明瞭でない個体がみら
れるなど、出現のパターンに個体差が大きく、さら
に抗体価にも大きなばらつきがみられた。それに対
し IP 投与では、IgG 出現のピークが全例揃ってお
り、かつ抗体価は IV 投与より高くしかもばらつき
が IV 投与にくらべて明らかに小さかった。
　Harris ら９）は、KLH が KLH1と KLH2の２つの
サブユニットからなり、それぞれが decamer を形
成する複雑な構造を有していると報告している。
Kawai ら７）は、IV 投与ではそのような分子が直接
全身循環系に入ることによって主な抗体産生の場で
ある脾臓の反応が誘導されるため IV 投与において
は高い抗体反応が見られると述べている。KLH が
そのような複雑な分子構造を有するために、生体側
の抗原を認識する機構に個体差が生じ、結果として
抗体反応のばらつきとして現れているのかもしれな
い。
　Plitnick ら５）は KLH を IV および IP 投与し、IP
投与は IV 投与に比べてばらつきが少ないと報告し
ている。今回の我々の結果においても、IgM では
IV 投与と IP 投与でばらつきはほとんど同じであ
り、IgG では IP 投与の方が IV 投与に比べてばらつ
きがかなり小さく、かつ IP 投与が IV 投与よりも
高い抗体価を示したことから、KLH の投与経路と

して IP は IV よりも優れていることが示唆された。
KLH が複雑な分子構造のまま直接全身循環系に入
る場合と、腹腔を経由した後に全身循環系に入る場
合とでは KLH の分子態様が変化し、結果として IV
投与と IP 投与での抗体反応の違いとなって現れて
いるのかもしれない。
　森ら11） は、KLH の IV 投与による TDAR 試験
において低反応性個体の出現を報告しているが、
KLH 投与技術の巧拙が低反応性個体の出現など抗
体価のばらつきに関係している可能性も考えられ
る。今回の我々の結果から、ラット TDAR 試験に
おいて、KLH の投与方法として IP 投与を用いるこ
とにより、技術的な問題をクリアできるとともに、
IV 投与よりも個体差が少なくしかも高い抗体価が
期待できることから、KLH の IP 投与は IV 投与に
代わり得る投与方法であると言える。
　次に、TDAR 試験において、抗体価のばらつき
の要因として指摘されているラットの系統差につい
て検討した。使用した系統のすべてのラットで、
KLH 特異的 IgM 抗体と IgG 抗体の陽性反応がみら
れ、かつ IgM、IgG ともに抗体価において系統間で
大きな違いはみられなかったことから、抗体反応そ
のものに系統間で大きな違いはないと思われた。し
かし近交系の F344ラットは、非近交系の SD およ
び WI ラットよりも一次抗体反応、二次抗体反応と
もに抗体価のばらつきが明らかに小さかった。近交
系ラットが TDAR 試験においてばらつきが少ない
ことについては遺伝的均一性から予想されたことで
あり、実際にこれまでもいくつか報告６）12）されて
いる。したがって、近交系ラットの使用により、
TDAR 試験の感度を向上させられる可能性が示唆
される。実際に F344ラットを用いて TDAR 試験を
行った報告も見られる10）。TDAR 試験において近
交系ラットを使用することに関しては、前記免疫毒
性試験法ガイドライン１）でも可能であるとされて
いる。しかしながら、免疫学的に不均一なヒトへの
外挿性や標準的毒性試験での系統選択との整合性を
考慮すると、非近交系ラットを使用する方が妥当で
あるとも考えられる。上記ガイドラインでも、近交
系ラットの使用に際しては標準的毒性試験で使用し
た系統と関連付けることができる十分な暴露デー
タがあれば近交系の使用も可能という前提条件付
きである。さらには EMEA のガイドライン13）では
医薬品開発の初期段階から免疫毒性試験を実施す
ることが求められており、その場合、標準的毒性
試験と並行して免疫毒性試験を行う必要がある。
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これらのことから、TDAR 試験においては非近交
系ラットの使用は不可避と考えられる。実際に、
非近交系である SD ラットを用いて数種類の免疫抑
制剤の効果を TDAR 試験で調べ、明瞭な抗体産生
抑制が認められることから、非近交系ラットを用い
ても化合物の免疫抑制能を検出しうることが示され
ている４）６）。今回の我々の結果において、非近交
系ラットと近交系ラットのいずれにおいても一次反
応、二次反応ともに明らかな抗体反応がみられ、ま
たその抗体価のレベルはほぼ同等であった。また、
２つの非近交系ラットを比較すると、CV 値で表さ
れるそのばらつきの程度がほとんど同じであること
から、この２つの非近交系ラット間では KLH に対
する抗体反応に大きな違いはないと考えられた。し
たがって、TDAR 試験において、使用するラット
の系統は標準的毒性試験で使用した非近交系ラット
と同じ系統のラットを用い、その際に、その非近交
系ラットの免疫学的特性、例えば TDAR における
ばらつきの程度等を十分に把握したうえで免疫毒性
試験を実施することで、信頼性の高いデータを得る
ことができるものと考えられる。
　結論として、KLH によるラット抗体産生におい
て、非近交系であるクローズドコロニー系ラットで
一次抗体反応、二次抗体反応のいずれも十分な抗体
産生がみられ、さらに KLH を IP 投与すると出現
する特異的 IgM および IgG 抗体の個体差が IV 投
与よりも小さいという結果が得られたことから、本
方法はラット TDAR 試験において有用であること
が示唆された。
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