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モノクローナル抗体（monoclonal antibody）

• ただ一種類のB細胞クローン（モノクローン）

から産生された混じりのない抗体。１つの抗
原に対してのみ結合する。

• 実用化されている技術

→抗体製剤（抗がん剤）

免疫抑制剤（抗耐性剤）

妊娠検査薬 など



細胞融合（cell fusion）
• 複数の細胞が融合し，共有の膜で包まれる現象。

• モノクローナル抗体の作製においては、Ｂ細胞と
ミエローマの融合細胞を上手に作ることが重要と
なる。

• 人工的な細胞融合法としては

→PEG（ポリエチレングリコール）法

→HVJ （センダイウイルス）法

→電気的融合法

などが挙げられる。今回は、PEG法を用いる。



細胞融合の原理
抗原（OVA）

リンパ球（B細胞） ミエローマ細胞

PEG
細胞融合

脾臓

リンパ球同士融合 ミエローマ同士融合
HAT培地

ハイブリドーマ

（de novo経路のみ）

（de novo経路のみ）

de novo経路を
阻害

サルベージ回路が復活！

増殖

（de novo経路・サルベージ経路）

（増殖能なし）



PEG法 ー試薬処方ー
• 血液抗凝固剤・・・0.02%EDTA‐2Na/PBS

DPBS(‐)  500 mL
EDTA‐2Na   0.1 g

• 溶血剤・・・0.83％NH4Cｌaq
蒸留水 100 mL
塩化アンモニウム 0.83 g

• 細胞融合剤・・・50％PEG
PEG1500  0.5 g（高圧蒸気滅菌機にて溶解）
DMEM 5.0 mL
DMSO  0.25 mL

• 培地 ・・・RPMI1640 with 10%FBS, P.S
• 選別培地・・・RPMI1640 with 10%FBS, 10%HAT, P.S



臓器摘出

クロロホルム麻酔 簡易クリーンベンチ内にて脾臓を摘出

EDTA‐2Na/PBS中へ入れて、クリーンベンチへ移動

だんだん眠くなっ
てきたよ・・・

だんだん眠くなっ
てきたよ・・・



細胞の抽出

新しいEDTA‐2Na/PBSの入ったディッシュへ
移してチョッピングする。

ピンセットで組織片をつぶす。

上清を30 mLの0.83%NH4Claqの
入った遠心管へ移して溶血させる。

この待ち時
間に培地と
PEGを温め
よう！

遠心分離機にかける。（1000rpm, 7 min, r.t.)



P3U1との融合

上清除去後、培養をしていた
P3U1(F75)を加える。

1000rpm, 7min, r.t.

タッピングをして細胞をほぐして
37℃に温める。

37℃に温めた1 mLの50%PEGを
ゆるやかに加える。

37℃に温めた5 mLの血清入りの
培地を緩やかに添加する。



プレーティング

48穴プレートへプレーティングする。

位相差顕微鏡下で観察

遠心後、HAT培地で懸濁する。

CO2インキュベーターにて培養



スクリーニングの
工程が、最も大変
で重要です！

培養

培養3日目に培地を半量交換する。 7日後、HAT選択培地により、ハイブリ
ドーマのみが生き残っていることを確認。

抗体価測定へ。

抗体産生能の高い細胞をクロー
ニングし、モノクローンを増やす。

その細胞の培養液から、抗体を
得ることができる。


