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研究成果の概要： 

札幌医大および順天堂大学で開発した独自の癌標的化抗体作成法を通じて樹立に成功した新

規腺癌抗原PAP2aおよび数種の癌関連抗原に対する多くの高性能抗体を用いて癌の高感度か

つ低侵襲性の診断法の開発を目指した。１）大腸癌検診の精度を高めるために癌標的抗原を便

中から高感度で検出する検査方法の開発を進めた。これまでに当該研究で樹立した高性能がん

標的抗体を用いて確立できたELISA系は５種類である。その中でも特に大腸癌と関連のある標

的分子の測定を行った結果、癌関連プロテアーゼ誘導分子CD147および胎児性癌抗原CEAは健

常人、大腸癌患者由来の便中では全く差が認められなかった。それに対して癌抗原XXXXX（

特許出願準備中のため抗原名省略）は大腸癌患者由来便中に検出され、その値は健常人由来便

中の抗原量よりも有為に高いことが示された。この結果をもとに現在、国内診断薬開発企業と

金コロイド粒子法を用いた簡便迅速な大腸癌検査キットの開発を進めている。２）膀胱癌の早

期診断のために癌標的抗原を高感度で検出する検査方法の開発を進めた。３種類の癌標的分子

の測定を行った結果、尿中の上皮癌抗原EpCAMおよびCEA値は健常人、膀胱癌患者間で全く

差がなかった。それに対して癌抗原YYYY（特許出願準備中）値は健常人由来尿中の抗原量よ

りも明らかに高いことが示された。この結果をもとに現在、国内診断薬開発企業と共同でイム

ノクロマト法を用いた簡便迅速な検査キットの開発を進めている。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 8,900,000 2,670,000 11,570,000 

２００８年度 6,000,000 1,800,000 7,800,000 

総 計 14,900,000 4,470,000 19,370,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：境界医学・病態検査学 
キーワード：免疫血清学 
 
１．研究開始当初の背景 
 

癌は日本のみならず世界において死因の
中でも常に上位を占める疾患であり、その診
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断・治療法の確立は人類の生活に直結した 21
世紀の重要な課題である。これまで、消化器
系癌、呼吸器系癌、婦人科系癌などの早期診
断と治療に関する医学技術の進歩はめざま
しく国民の医療・健康維持に大きく貢献して
きた。しかしながら依然として早期診断に至
らない癌の種類はまだ多く、膵臓癌・卵巣
癌・脳腫瘍のようにひとたび発症が確認され
れば進行癌として見つかる例が多く、外科手
術を施しても根本的な治療にはなりえず、多
くの場合癌細胞が残存していて再発する例
が多い。そのため早期診断が困難な難治性の
進行癌に対する早期診断法の確立は必須で
あり、多くの被験者を対象とできる低侵襲性
で簡易的さらには高感度の新しい診断法・検
査法を開発することは国内外の産官学の共
通の研究課題である。近年、癌の血清腫瘍マ
ーカーとして診断が確立している従来の糖
鎖抗原や癌胎児性抗原以外に、癌ゲノム・ポ
ストゲノム解析の結果を元にして新規腫瘍
マーカーの探索研究が進み、その成果が実際
に臨床で実用化されつつある。しかしながら
新規腫瘍マーカーを効率的に検出するため
のツール（抗体、DNA プローブ等）、特に高性
能のツールをいかに効率的に作製できるか
が重要課題となっている。 

この課題を克服するために申請者らは新
たな発想に基づくツールの開発研究を行っ
ている。これまでに癌細胞・組織に対して選
択的かつ効果的に治療薬や遺伝子を運搬す
る標的化の重要性は深く認識されており、申
請者はこれまで継続して、癌細胞・組織選択
的な「標的化遺伝子治療法の開発」を目指し
て研究を行ってきた。その研究の中で「癌標
的化ベクター」のモデル系としてアデノウイ
ルスを用い、右図に示すように抗体の Fc ド
メインに結合する Protein A の Z33 モチーフ
を含むファイバー変異型 Adv-FZ33を用いて、
ウイルスと腫瘍細胞とをモノクローナル抗
体で架橋できる系に樹立に成功した（学術論
文報告・特許出願済）。この系を用いると、
既に臨床診断および治療医薬として実用化
されている癌表面抗原に対する抗ＣＥＡ抗
体、抗 CD20 抗体、抗 erbB2 抗体等は各種癌
に標的化が可能であることだけではなく、そ
れぞれの抗体の性能および性質をこのアデ
ノウイルス感染系で評価できることが判明
した。そこでこの抗体依存的に標的癌細胞に
感染可能な改変型アデノウイルスを用いて、
従来の ELISA 法、Cytometory 法では評価・選
別できなかった新規癌標的分子・マーカーを
探索することを新たに着想した。 
 
 
 
 
 

２．研究の目的 
 
本研究では早期診断が困難な難治性の進

行癌に対する早期診断法の確立を目指し、多
くの被験者を対象とできる低侵襲性で簡易
的さらには高感度の新しい診断法を開発す
ることを目的とする。目的達成のために、抗
体依存的に標的癌細胞に感染可能な改変型
アデノウイルスを用いて、従来の ELISA 法、
Cytometory 法では評価・選別できなかった新
規癌標的分子・マーカーを探索することを新
たに着想した。この手法を用いてこれまでに、
ヒト膵臓癌・前立腺癌・悪性中皮腫・メラノ
ーマ・多発性骨髄腫等を免疫源として 10,000
以上のモノクローナル抗体をスクリーニン
グし、1年間で 10 種類以上の優秀な癌標的化
抗体（スーパー標的抗体）を樹立することが
できた。本研究ではこれらスーパー標的抗体
を用いて新規腫瘍マーカーとしての有用性
を解析し、従来の病理組織学的・免疫血清学
的解析に加えて、尿中腫瘍抗原マーカー、便
潜血中腫瘍マーカー、唾液中腫瘍マーカーな
どへの低侵襲性の診断方法への実用化研究
にも発展させることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 

難治性上皮性腫瘍（前立腺癌・膵臓癌・大
腸癌等）に対するスーパー標的抗体の樹立と
新規腫瘍マーカーの探索研究を下記の計画
に乗っ取り施行する。 
ａ）スーパー標的抗体ライブラリーの作

製：難治性癌である膵臓がん・前立腺癌を免
疫源としてハイブリドーマ数約 15,000 クロ
ーンを当初の目標として抗体スクリーニン
グを行う。 
ｂ）スクリーニングとハイブリドーマ・ク

ローンの樹立： 各癌細胞に対して遺伝子導
入効率が高まるような抗体をスクリーニン
グし、スーパー標的抗体を選別しクローニン
グする。 
ｃ）抗体で認識される標的抗原の決定： 

癌細胞株また正常細胞との反応性を解析し、
癌関連抗原と想定される抗体を優先的に選



択する。認識抗原の分子量を決定し、免疫沈
降の条件検討の結果に基づき、大量（標準的
には 109個以上）の細胞を用いて免疫沈降を
行い、SDS-PAGE・銀染色で得られた抗原バン
ドを切り出す。これをトリプシン消化し、脱
塩後 TOF 測定・MS/MS 質量分析を行う。デー
タベース検索により、抗原タンパクを同定す
る。 

 
ｄ）腫瘍マーカーとしての有用性の検討： 

得られた同一抗原に対して競合阻害しない
抗体を 2種類選択し、一方をビオチン標識し、
ELISA 条件を検討する。ELISA の測定系が確
立できた新規腫瘍マーカー候補に関して、ヒ
ト由来サンプル（血清、血漿）で検討する。 
 
上記の研究によって得られたスーパー抗

体を利用して腫瘍マーカーの低侵襲的高感
度検出技術の基盤研究を施行する。 
ａ）便中腫瘍マーカーとしての可溶化がん

浸潤関連抗原の検出系確立の研究： 可溶化
上皮性癌抗原 Exxx を ELISA で高感度で検出
できる独自の系を確立している。そこで患者
血清中の可溶化 Exxx 値が癌患者で有為に上
昇しているかを測定するとともに、尿中に存
在する Exxx を ELISA で測定可能であるかを
検討する。また簡便検出法としてイムノクロ
マト法への応用研究を行う。 

ｂ）尿中腫瘍マーカー新規腫瘍マーカー候
補の ELISA： 癌の浸潤転移に関連するマト
リックスプロテアーゼの誘導因子 CDxxx、
TGF シグナルによる上皮間葉移行に関連す
る分子、癌の免疫寛容に関わる CD276、癌組
織での低酸素状態に誘導される膜型酵素等
のスーパー標的抗体が既に樹立済みである
ので、これらを用いて各可溶化体の産生を検
出できる ELISA 系の条件を検討する。 

 
４．研究成果 

 

１ 大腸癌患者を対象とした便中癌抗原の

迅速測定方法の開発 

 

現在定期健康診断に於いて４０歳以上の

人全員を対象とした便潜血検査が実施され

ている。これは大腸癌組織からの出血を便中

ヘモグロビン値を指標として検査する方法

であり、主に金コロイド粒子法まはたラッテ

クス粒子法にて検出している。この方法は大

変簡便で且つ感度も高いことから大腸癌の

マススクリーニングとして確立されている。

しかしながら便潜血が陽性であるにもかか

わらず大腸癌が陰性の対象者、すなわち擬陽

性の割合が高いことが知られており、擬陽性

対象者への負担が増大している。この原因は

内痔核もしくは外痔核からの出血であり、癌

組織からの出血と痔核からの出血を現手法

で見極めることは不可能である。そこで便検

査で大腸癌の発見率の精度を向上させるた

めに、札幌医大で樹立された高性能癌標的抗

体を用いて、便中に溶出される癌標的抗原を

高感度で検出する方法の開発研究を行った。 

 

既に基礎シーズとして樹立済みの癌標的

抗原に対する抗体を用いてサンドウィッチ

ELISA法を確立した。各ELISA系の陽性コント

ロールとしては大腸癌細胞の培養上清を用

いて検討した。候補分子としては上皮性がん

抗原Exxxを対象とした（下図）。Exxxに対す



る標的化抗体は既に本研究で７種類以上樹

立済みでELISAの条件検討を行い可溶化癌抗

原の検出系を確立した。 

 

大腸癌患者由来便（１２例）および健常人

由来便（９例）を可溶化溶液を用いて希釈後

遠心し、その上清をサンプルとして用いて測

定した。 

 

現在までのところ札幌医大のシーズ抗体

を用いて確立できたELISA系は５種類である。

その中でも特に大腸癌と関連のある標的分

子の測定を行った結果、CD147抗原およびCEA

抗原は健常人、大腸癌患者間で全く差がなか

った。それに対して癌抗原EXXXX（特許出願

準備中のため抗原名省略）は大腸癌患者由来

便中に検出され、その値は健常人由来便中の

抗原量よりも有為に高いことが示された（図

参照）。この結果をもとに現在、国内診断薬

開発企業A社と共同で金コロイド粒子法を用

いた簡便迅速な大腸癌検査キットの開発を

進めている。 

【考察と今後の方針】大腸癌検診の精度を高

めるために癌標的抗原を高感度で検出する

検査方法の開発を進めている。現在までのと

ころ対象となる抗原XXXXXに対する標的化抗

体を６種類樹立しており、各抗体の組み合わ

せを変えながら最適条件を検討している。本

年度中には金コロイド粒子による大腸癌抗

原XXXXXの測定キットのプロトタイプを企業

と共同で作製し、HTRのプロトコールのもと

にTR研究を実施する方針である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２ 膀胱癌患者を対象とした尿中癌抗原の迅

速測定方法の開発 

 

膀胱癌は大腸癌・胃癌・肺癌等に比べると

発症率は少ない癌ではあるが、成人６０歳以

上から発症率が増加し男性のほうが女性より

約５倍発症する癌で、血尿と排尿痛を伴う。

しかしながら血尿・排尿痛は感染性膀胱炎で

も頻繁に見られることから、早期発見が難し

い癌でもある。膀胱癌は表在性膀胱癌（全体

の約80%）と浸潤性膀胱癌（20%）の２種類の

タイプが存在し、浸潤型は癌組織が膀胱外に

まで達することから予後不良の癌で、表在型

は治療・手術後の再発が頻繁に認められ、そ

れぞれ治療方針が異なる。血尿などで膀胱癌

が疑われたときは尿道内から内視鏡を挿入し

癌組織を確認するが、尿中に溶出される癌抗

原の測定法も開発されつつある。科研費基盤B

研究では札幌医大で樹立された高性能癌標的

抗体を用いて、尿中に溶出される癌標的抗原

を高感度で検出し膀胱癌の早期検査法の開発

および表在型／浸潤型の膀胱癌を判別できる

簡便測定法（イムノクロマト法）の開発を行

った。 

前述したように既に基礎シーズとして樹立

済みの癌標的抗原に対する抗体を用いてサン

ドウィッチELISA法を確立し、各ELISA系の陽

性コントロールとしては膀胱癌細胞の培養上



清を用いて検討した。対象とした癌抗原は細

胞浸潤に関与するCDyyyで、この抗原に関して

は既に6種類の抗体を樹立している。各抗体の

組み合わせでELISAの条件検討を行い可溶化

癌抗原を高感度で検出できる系を確立した。 

その後、膀胱癌患者由来尿サンプル（２２

例）および健常人由来尿（１５例）を希釈後

遠心し、その上清をサンプルとして用いて測

定した。また尿の濃度はクレアチニン値にて

補正した。 

現在までのところ３種類の癌標的分子の測

定を行った結果、尿中のEpCAM抗原およびCEA

抗原値は健常人、膀胱癌患者間で全く差がな

かった。それに対して癌抗原YYYY（特許出願

準備中のため抗原名省略）は膀胱癌患者由来

尿中に検出され、その値は健常人由来尿中の

抗原量よりも明らかに高いことが示された。

尿の濃淡を補正するためにクレアチニン値で

YYYY値を割り計算した。その結果も同様で健

常人平均値+/-2SDで比較しても、膀胱癌患者

では優位に高値を示した。この結果をもとに

現在、国内診断薬開発企業T社と共同でイムノ

クロマト法を用いた簡便迅速な検査キットの

開発を進めている。 

【考察と今後の方針】膀胱癌の早期診断のた
めに癌標的抗原を高感度で検出する検査方
法の開発を進めている。現在までのところ対
象となる抗原 YYYY に対する標的化抗体を７
種類樹立しており、各抗体の組み合わせを変

えながら最適条件を検討している。本年度中
にはイムノクロマトキットのプロトタイプ
を企業と共同で作製し、実用化に向けて研究
開発を行っている。 
 
さらに下図に示すようにこれまでに 10 種類
程度の独自の ELISA 系の樹立に成功した。現
在もこの測定システムを用いて、がん患者の
体液中（血液・尿・便・唾液、膵液等）の可
溶性癌抗原の存在を検討している。今後、新
たな腫瘍マーカーを測定し、より早期かつ確
実な癌の検査システムを樹立する予定であ
る。 
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