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要旨：琉球列島におけるハブ類咬症件数は，沖縄と奄美地方を合わせおよそ年間 100 件にまで減少したが，ハブの存在

は未だ住民及び訪れる観光客にとって脅威となっている．ハブ咬症治療には効果の高い「乾燥はぶウマ抗毒素」が使用さ

れるが，アナフィラキシーショック等の発症のリスクから,人間の成分に近く安全な治療法が求められている.沖縄県衛生

環境研究所ではヒトモノクローナル抗体によるヒト抗毒素の開発研究を目的に，遺伝子組換えマウスを用いたヒト抗体作

製研究を実施した．ヒト血中成分に存在するハブ出血毒Ⅱを中和する成分を特定し，実用化方法の研究を進めてきた．ハ

ブ主要毒成分に対するヒトモノクローナル抗体混合による試験では,現行はぶウマ抗毒素の生物学的製剤基準の抗致死価

および抗出血Ⅰ価の値を満たし，またヒト血清を併用した過剰量のハブ粗毒に対するマウス抗致死の効果も確認できた．

本稿では,抗毒素研究の経緯から進捗について概説する. 
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Ⅰ 抗ハブ毒ヒト抗毒素研究の経緯 

 琉球列島には猛毒を有するハブ類が生息し，沖縄と奄

美地方を合わせおよそ年間 100 件の被害が発生する．被

害の大半は手足の先の咬症であり，野外での作業中や農

作業中に多いが，屋内や屋敷内での被害例も報告される．  

ハブ咬症治療には効果の高い「乾燥はぶウマ抗毒素」

が使用され，受症後出来るだけ早期の投与が望ましいと

されるが 1），原料がウマ血清由来のタンパクでありアナ

フィラキシーショック等の重篤な副作用の可能性から,

必ずしも積極的な使用とはなっていない． 

このような問題を解決するため人間の成分に近く副作

用の危険性が少ない「ヒト型抗毒素」の研究を平成 7 年

度より開始した．協和発酵キリン株式会社によってヒト

抗体を産生する遺伝子組換マウスが開発され，同社の協

力の下に当該遺伝子組換マウスを用いた抗ハブ毒ヒト抗

体作製研究を実施し，得られた研究成果及び知見のハブ

咬症治療への応用研究を行ってきた． 

   

Ⅱ 研究方法 

ハブ毒の主要な毒成分とされる出血性プロテアーゼ

HR1A, HR1B, HR2a, HR2b は末梢血管系（毛細血管）

に特異的に働き，血管壁を裏打ちする基底膜を，それら

のプロテアーゼ活性により破壊し血管壁の完全性を失わ

せ血管内皮細胞間隙を開き，結果として血管透過性亢進

を助長させ赤血球を血管外へ漏出させる２）．そのため出

血を伴った腫脹が生じると考えられる．腫脹による体液

の咬傷部位周囲への漏出により，尿量の減少，血圧低下

に至り急性腎不全へと移行すると考えられる３）．重症例

では嘔吐，チアノーゼ，意識障害，血圧低下をきたし，

亜急性の経過で死亡する４）．そのためハブ咬症の治療に

は，重症化の引き金となる腫脹の要因である血管透過性

の亢進に関わるハブ毒成分を抑えることが重要であると

考えられる． 

出血性プロテアーゼ HR1A, HR1B, HR2a, HR2b

（乾燥はぶウマ抗毒素の生物学的製剤基準の致死毒 : 

HR1A， HR1B，出血Ⅰ毒:HR1A， HR1B，出血Ⅱ毒:HR2a，

HR2b に該当）以外にも血管透過性亢進に関わると考えら

れるハブ毒 H2-0 画分中５）６）のキニン遊離酵素，ディス

インテグリン，その他 PhospholipaseA2 やトロンビン様酵

素，ヒアルロニダーゼ等多数の酵素を含み，ハブ咬症の

症状はそれらの作用の総合と考えられる．それらのハブ

毒成分の中で致死毒，出血Ⅰ毒，出血Ⅱ毒を中和できれ

ば，実用的にはかなりの治療効果が期待されたことから，

「乾燥はぶウマ抗毒素」は致死毒，出血Ⅰ毒，出血Ⅱ毒

に対する十分な力価を持つように製造される７）．そのた

め抗ハブ毒ヒト抗毒素の実用化には，「乾燥はぶウマ抗

毒素」の生物学的製剤基準に規定される致死毒，出血Ⅰ

毒，出血Ⅱ毒の元となる 4つの出血性プロテアーゼ HR1A, 

HR1B, HR2a, HR2b の生物学的作用を阻害するヒトモ

ノクローナル抗体が必須条件と考え，ヒト抗体を産生す

る遺伝子組換マウス由来のハイブリドーマを作製し，有

効なヒトモノクローナル抗体を選び出した．  

 

Ⅲ 結果 

1. 研究結果の概要 

 ハブ毒 HR1A 及び HR1B の出血Ⅰ毒作用を完全に抑え
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る２種類のヒトモノクローナル抗体を作製した．それら

抗体の塩基配列から抗体の重鎖と軽鎖の一次構造を推定

し，遺伝子組み替えによる，動物細胞での抗体発現を確

認した．またヒト組織への交差反応性試験（予備）を行

い分析に供した各種組織に対する交差性が否定された． 

ハブ毒 HR2a 及び HR2b の出血Ⅱ毒作用を抑えるヒト

モノクローナル抗体は得られなかったが，ヒト血中のα

２マクログロブリンが HR2a と HR2b の出血Ⅱ毒作用を

完全に抑えることが確認され，HR2a と HR2b を対象から

外すこととなった． 

HR1A 及び HR1B の出血Ⅰ毒作用を抑えるヒト抗体を

混合し，マウス抗致死試験及びウサギ皮内接種試験（ウ

サギ皮内法）による試験を実施した結果，致死毒及び出

血Ⅰ毒に対する高い中和効果を示し，「乾燥はぶウマ抗

毒素」の生物学的製剤基準の抗致死価，抗出血Ⅰ価の値

を満たす結果となった．さらに，HR1A および HR1B 中

和ヒト抗体の混合にヒト血清を加え抗致死試験を行った

結果，マウスを用いた実験では過剰のハブ粗毒に対する

完全な抗致死作用が認められた． 

 

＊（乾燥はぶウマ抗毒素の）生物学的製剤基準は各試験

毒を用いた抗致死，抗出血Ⅰ試験を行い，力価を求める

事となっているが，ハブ粗毒に対する効果の基準は無い． 

 

2. 各研究結果 

（1）ハブ毒 HR1A の出血作用を中和するヒトモノクロー

ナル抗体の作製 

精製したハブ毒 HR1A を KM マウスに免疫し，抗体価

の十分上昇したKMマウスの脾臓細胞と SP2/0 Ag14との

ハイブリドーマを作製した．作製した 300 以上のハイブ

リドーマから得られたヒトモノクローナル抗体を，ウサ

ギ皮内法を用いたスクリーニングの結果 HR1A の出血活

性の中和を示す抗体を 2 種類得た．そのうち，より強い

効果を示したモノクローナル抗体はヒト IgG1 と確認さ

れ，Ｈ鎖およびκ鎖の塩基配列を解析した９）１０）．   

 

（2）ハブ毒 HR1B について 

沖縄県産ハブは HR1B を持たないとされていたが，本

研究中に沖縄産ハブ粗毒から HR1B が精製され，内部配

列の分析結果と沖縄本島南部産ハブ毒線から HR1B の

cDNA がクローニングされた事により，沖縄産ハブにも

HR1B の存在が確認できた．そのため HR1B をヒトモノ

クローナル抗体作製の対象とした１１）． 

 

（3）ハブ毒 HR1B の出血作用を中和するヒトモノクロー

ナル抗体の作製 

HR1B は HR1A の 1.6 倍の毒性をもち，高濃度に含有す

る個体も存在することも考えられるため，抑えるべき対

象としヒトモノクローナル抗体を作製した．作製した 595

株から合計 4 抗体に HR1B の出血作用の中和が認められ

た．そのうち，より強い効果を示し HR1B の出血を完全

に中和した抗体はヒト IgG４と確認され，Ｈ鎖およびκ

鎖の塩基配列を解析した． 

またリコンビナント抗体を作製し HR1B の出血作用の

完全な抑制（中和）を確認した１２）～１５）． 

 

（4）ハブ毒 HR2a 及び HR2b の出血作用を中和するヒト

モノクローナル抗体の作製 

平成 20 年度に KM（D）マウスを用いて作製した抗 HR2

ヒト抗体 204 株には，ウサギ皮内摂取試験により中和の

有無の確認実験を行ったが確実に中和があると判断でき

る抗体は得られなかった．また平成 20 年度以前に作製し

た抗 HR2 抗体および抗 HR1 抗体（HR2 とプロテアーゼ

ドメインが相同）の HR2 の出血活性に対する中和試験で

4 抗体に若干の中和が認められる結果であったが，再試

験の結果十分な中和は無いと判断された． 

 

（5）ヒトα２マクログロブリンによるハブ出血毒 HR2

の出血作用の阻害 

沖縄県と同様にハブが生息する鹿児島県奄美地方では，

はぶ咬症の重症化を予防するはぶトキソイドの接種が過

去に実施された．平成 3 年度に行われたトキソイド接種

者のハブ毒（HR1,HR2）に対する抗体価および力価（中

和力）に関する調査で，トキソイド接種者のみならず非

接種者の血清も HR2 の出血作用を中和することがわか

り，ヒト血液中に HR2 を中和する物質の存在が示唆され

た．ヒトα２ マクログロブリンと HR2 の複合体形成お

よび HR2 の出血作用への影響を調べた結果，ヒトα２マ

クログロブリンは HR2 と複合体を形成し，ウサギ皮内法

による測定では HR2 の出血作用を完全に抑えた．この結

果から当初ヒト抗体の作製対象であったHR2を作製対象

とから外した．ヒト血清中には抗出血Ⅱ活性が存在し，

20MHD/dose 程度の出血Ⅱ活性を完全に阻止することが

明らかになった１６）． 

（ヒトのα２マクログロブリン量を体重 50 kg の女性

で計算した場合，ハブ咬症１回で入る HR2 を阻害するた

めに必要なα２マクログロブリン量が 45 回分含まれる

計算となる）  
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（6）組織交差反応性試験 

ハブ出血毒 HR1A および HR1B を中和するヒトモノク

ローナル抗体の，ヒトにおける組織交差反応性を評価す

るため，20 種類のヒト組織切片を用い試験を実施した．

試験を行った両ヒトモノクローナル抗体はヒト組織に対

して特異的な組織交差反応性は認められないと判断され

た１７）． 

 

（7）HR1A および HR1B 両中和モノクローナル抗体の抗

致死価および抗出血Ⅰ価について 

沖縄ハブ抗毒素と沖縄試験毒素を実用標準として

HR1A および HR1B 両中和モノクローナル抗体の抗 HR1

価（抗出血Ⅰ価）を調べた結果，それぞれの抗体単体で

の抗 HR1 価は低いが，両抗体の混合により高い中和活性

が生じた． 

２種混合ヒトモノクローナル抗体(蛋白濃度：21 mg/ml)

は，現行の「はぶ抗毒素製剤基準」の試験法により，沖

縄はぶ出血毒Ⅰ(10 TD/ml)および致死毒(10 TD/ml)に対す

る中和活性が，それぞれ，100 U/ml 程度ある結果となっ

た．したがって，両抗体混合の蛋白濃度を 60 mg/ml 以上

に調製すれば，沖縄はぶ毒の出血毒Ⅰと致死毒活性に対

して，それぞれ最終バルクの基準である 300 U/ml 以上の

力価が得られるものと考えられる１８）． 

 

（8）ハブ粗毒に対するマウス抗致死試験 

ヒトモノクローナル抗体混合およびヒト血清添加によ

り，ハブ粗毒に対する致死作用を完全に抑え全数（11 匹）

生存した．陰性コントロール群は 11 匹中 7 匹死亡した．

本試験に使用したハブ粗毒量(1.5 LD50：123 μg)を 50 kg

のヒトに換算するとおよそ 13.6 回咬まれた毒量に相当

する１９）． 

 

（9）ハブ粗毒を試験毒とした抗ハブ毒ヒト抗毒素と「乾

燥はぶウマ抗毒素」の比較試験 

ハブ粗毒を試験毒（3 LD50）とした場合の効果は，「乾

燥はぶウマ抗毒素」には及ばない結果となった．今後は

ヒト抗体量およびヒト血清量を増やし同等な抗致死作用

を得られるか確認の必要がある，しかし腹腔への投与量，

ヒト抗体およびヒト血清の調整濃度に限界があり，それ

らを解決する課題も残る．また投与経路を尾静脈で行う

試験では，ヒト抗体およびヒト血清投与群が，粗毒のみ

の投与群よりも致死性が増し，ヒト血清をマウス尾静脈

へ投与することで悪影響を与えている可能性がある．   

これらの結果から十分な投与量，適切な投与経路など

適切な評価が行える動物実験系を構築する必要がある 

２０）２１）． 

 

Ⅳ 考察 

本研究において，ハブ主要毒成分に対するヒト抗体が

複数得られ，構造・効果などの基礎データを得た．ハブ

致死毒およびハブ出血Ⅰ毒に対する中和作用を持つヒト

モノクローナル抗体を作製し，またヒト血清中のα２マ

クログロブリンにより出血Ⅱ毒（HR2a,2b）の作用を抑え

ることを証明したことから，生物学的製剤基準の試験毒

素に対する効果を満たした状態である．またマウスを用

いた実験では，過剰のハブ粗毒に対する抗致死が認めら

れた． 

一方で臨床への応用へは各種ハブ毒成分の詳細なデー

タが得られるまで慎重に検討すべきとも考えられる． 

ハブ咬症は血圧低下，コンパートメント症候群，ミオ

グロブリン尿，急性腎不全（ショックによる），拘縮など，

腫脹（腫れ）を起因として重症化へつながると考えられ

ることから，ハブ致死毒，出血Ⅰ毒，出血Ⅱ毒など血管

透過性の亢進に関わる毒成分を中和する「乾燥はぶウマ

抗毒素」の生物学的製剤基準の考え方は理にかなってい

ると考えられる． 

またハブ毒の詳細な研究により，沖縄産ハブと奄美産

ハブとの毒成分の違いが明らかにされた．そのため抗ハ

ブ毒ヒト抗毒素の効率的な開発研究には，沖縄及び奄美

産ハブ毒の差異を考慮し両方に対応させる必要がある． 

蛇毒抗毒素の製造及び品質管理に関する WHO のガイ

ドラインでは，50％効果量(ED50) の試験において 3-6 

LD50 の粗毒を試験毒として使用するとあり８），高 LD50

のハブ粗毒を試験毒とした場合，「ヒト抗体及びヒト血清

混合」の効果は，現行はぶウマ抗毒素にはおよばないと

予想される．その理由としては，ハブ粗毒量の増加に伴

い，微量なその他の毒性成分が致死量に達するためと考

えられる．ウマ抗毒素においても，ハブ粗毒量の増加に

ともないマウス抗致死の作用が観られなくなる現象が報

告されている．実際のハブ咬症事例において，ヒトが 1.5 

LD50（ハブ 1 咬みの粗毒量 22.54 mg，マウス 20 g を 50 kg

のヒトに換算した場合 13.6 咬み分のハブ粗毒量に相当）

に相当するハブ咬症を受ける事はあり得ず，1.5 LD50の粗

毒に対するマウス抗致死効果であっても実際のハブ咬症

には効果を発揮すると予想される． 
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表１．抗ＨＲ１Ａ・抗ＨＲ１Ｂヒトモノクローナル抗体

の諸性質． 

抗ＨＲ１Ａ抗体 抗ＨＲ１Ｂ抗体

中和対象毒 HR1A(致死・出血） HR1B(致死・出血）

抗体構造の確認
（SDS電気泳動）

クラス ヒトIgG1 ヒトIgG4

一次構造
（cDNAよる推定）

重鎖：472aa　軽鎖：237aa 重鎖：457aa　軽鎖：236aa

ヒト組織に対する
交差性

抗致死作用（マウス）

抗出血Ⅰ作用

抗体の重鎖・軽鎖に該当する分子量５万，
分子量２万５千のバンドがそれぞれ確認された

Mix21mg/mlにて，103（U/ml)
*生物学的製剤基準(原液100U/ml)

Mix7mg/mlにて，100（U/ml)以上
 *生物学的製剤基準(原液100U/ml)

以下の組織（２０種類）に対する交差性は確認されない
＊腎臓，卵巣，膵臓，甲状腺，大脳，小脳，肺，脾臓，
子宮（内膜，頚部），乳房，胎盤，心臓，皮膚，骨格筋，

副腎，胃，小腸，肝臓，唾液腺

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１．抗ＨＲ１Ａ中和ヒト抗体（外枠付）および抗ＨＲ

１Ｂ中和ヒト抗体 cDNAの塩基配列 
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