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研究成果の概要（和文）：本研究では、独自開発の抗原特異的な抗体産生細胞取得技術と抗体産生単一細胞由来
抗体迅速単離システムを応用することで、がん幹細胞を標的とするTCR様抗体迅速単離法の開発を行った。がん
の根治療法を開発するためには、がん細胞とがん幹細胞の両者で選択的発現を示す抗原を認識するTCR様抗体の
取得が強く求められる。そこで本研究では既知のがん抗原の中から、がん幹細胞でも発現が認められる抗原を選
択し、MHCクラスI分子と抗原ペプチドの複合体（pMHC）を認識する抗体の取得を行った。その結果、pMHCに対す
る高い親和性と高い特異性を示す、TCR様抗体を複数取得することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a rapid system for the isolation of TCR-like 
antibodies targeting cancer stem cells by applying our original high-throughput acquisition 
technology of antigen-specific antibody from single plasma cells. In order to develop radical 
curative therapy for cancer, it is strongly required to obtain TCR-like antibodies that recognize 
antigens that selectively express in both cancer cells and cancer stem cells. In this study, we 
selected antigens whose expression is also found in cancer stem cells from known cancer antigens, 
and have succeeded to obtain antibodies recognizing a complex of MHC class I and a tumor 
antigen-peptide (pMHC) with high affinity and specificity.

研究分野：分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年、様々ながんを標的とする数多くの治
療用抗体の開発が進められている。これまで
の抗体療法における最大の課題は、患者を寛
解に持ち込めても、治癒させることができな
いという点にある。それは、がんの元となる
「がん幹細胞」を標的とする治療用抗体が存
在しないためである。がん幹細胞の表面マー
カーとしてこれまで知られている細胞表面
抗原の多くは、がん幹細胞だけを攻撃するた
め目印としては特異性が不十分である。われ
われはこれまで独自の「単一細胞由来抗体迅
速単離システム」を開発し、がん細胞を標的
とする抗体の取得を試みてきた。その過程で、
広義のがん抗原の中には、がん細胞のみなら
ず、がん幹細胞においても同様に発現してい
るものが存在することを見いだした。しかし
そのほとんどは細胞内でしか発現していな
いため、細胞表面分子を標的とする従来の抗
体療法では対応することができなかった。し
かし近年のがん免疫学の進歩によって、たと
え細胞内でしか発現しないがん抗原であっ
ても、がん抗原由来のペプチドの一部は主要
組織適合性複合体（MHC）クラス I分子と複
合体(pMHC)を形成した後、がん細胞の表面
上で抗原提示され、それらの pMHC 分子を
認識する T細胞受容体(TCR)を細胞表面に発
現する細胞障害性 T細胞(CTL)によって、極
めて効果的に腫瘍細胞の除去が引き起こさ
れるということが明らかにされた。それを応
用したのが、がんワクチン療法である。がん
ワクチン療法では、がん抗原由来のペプチド
をがん患者に投与し、MHC 上に抗原提示さ
せることで、がん細胞を攻撃する T細胞を活
性化し、がんの除去を目指す手法である。し
かし、がんワクチン療法は能動免疫療法であ
るが故に、そのようながん抗原由来の pMHC
に対する特異的な CTL が誘導されるか否か
によって治療効果に大きな差違がもたらさ
れる。そこで、もし任意のがん抗原由来ペプ
チドとMHCクラス I分子との複合体を選択
的に認識する TCR と類似した特性を有する
TCR 様抗体を効率よく開発することができ
れば、この抗体をキメラ抗原受容体
(Chimeric Antigen Receptor; CAR)の標的認
識用の抗体や、T細胞誘引型二種特異性抗体
(Bi-specific T-cell engager; BiTE)の作製に
応用することで、T 細胞にがん抗原由来の
pMHC を認識させ、同時にその T 細胞を活
性化することで、がん細胞やがん幹細胞を特
異的に攻撃する、受動免疫型の治療法の開発
が可能となると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 われわれは、がん抗原の中には、がん細胞
のみならず、がん幹細胞においても同様に発
現しているものが存在することを見いだし
た。しかし、これらのがん抗原は細胞内でし
か発現しておらず、従来の手法では抗体によ

る標的化が困難であった。そこで本課題では、
既知のがん抗原の中から、このような、がん
細胞とがん幹細胞の両者で発現する抗原を
選定し、TCR 様抗体の取得法を行うことで、
がん細胞とがん幹細胞を同時に標的化でき
る TCR 様抗体取得法の開発を目的に研究を
行った。 
 
３．研究の方法 
 
 抗原で免役された実験動物からリンパ球
を含む細胞集団を採取し、セルソーターを用
いて抗原特異的抗体産生細胞を単一細胞と
して分離した。次に、懸垂液滴アレイ式磁気
ビーズ反応(MAGrahd)法と命名した手法を用
いて、得られた多数の単一細胞から 5’RACE
用の cDNA を自動合成した。この cDNA を鋳型
に 5’RACE 法を適用し、免疫グロブリン軽鎖
ならびに重鎖可変領域の増幅をそれぞれ行
った。得られた抗体可変領域遺伝子断片を用
いて、抗体定常領域とポリ A付加シグナルな
らびにプロモーター配列を含む直鎖状DNA断
片との間で、独自開発の標的配列選択的連結
PCR(TS-jPCR)法を適用し、一切の精製や大腸
菌を介したクローニング操作なしに、プロモ
ーター、抗体可変領域、抗体定常領域、ポリ
A 付加シグナルの順で正確に配置された、直
鎖状二本鎖DNA分子からなる抗体発現ユニッ
トを、重鎖と軽鎖についてそれぞれ作製した。 
 得られた発現ユニットを293FT細胞株へ遺
伝子導入し 2日間培養を行い、培養上清中に
分泌された抗体について、ELISA 法を用いて
抗原との結合能を解析した。さらに各抗体ク
ローンの特異性を解析するため、TAP 遺伝子
の欠損により小胞体に抗原ペプチドが運ば
れず、細胞表面に抗原ペプチドを載せていな
い MHCクラス I分子を発現することで知られ
る T2 細胞株を用いて、培地中に様々なクラ
ス I 拘束性の抗原ペプチドを加えることで、
T2 細胞の表面上で種々の pMHC を形成させ、
この複合体に対する、各抗体クローンの反応
性を解析した。 
 次に、各抗体クローンのエピトープを決定
するため、がん抗原由来のペプチドの配列を
1 アミノ酸ずつ Gly または Ala 残基に変化さ
せたペプチドを用いて、T2 細胞上で pMHC 形
成させた後、これらの複合体に対しする各抗
体クローンの反応性を解析した（Gly スキャ
ンまたは Ala スキャン）。 
 また、各抗体クローンのがん抗原由来 pMHC
に対する親和性を測定するためBiacore装置
を用いた解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 標的がん抗原の選択 
 既知のがん抗原の中から、がん幹細胞でも
発現している抗原を選定するため、がん細胞
株よりALDH2強陽性、CD133またはCD44 v8-10
陽性の細胞集団をソーティングし、この細胞



に対し、がん抗原に対する抗体を用いた免疫
染色法を行い、がん細胞のみならず、がん幹
細胞でも発現している、がん抗原を 1種類選
択した。 
 
（2）TCR 様抗体クローンの単離 
 選択されたがん抗原に由来するペプチド
と HLA-A の pMHC を認識する抗体を多数単離
した。得られたクローンの中から、ELISA 法
を用いて、共通の HLA 上に異なるペプチドが
載っている複合体には反応せず、抗原由来ペ
プチドが載った複合体とのみ反応するクロ
ーンの選択を行った。その結果、抗原と高い
特異性で反応するクローンを4クローン単離
した。 
 
（3）各抗体クローンの特異性解析 
 T2細胞表面上で発現している空のHLA分子
上に、各種抗原ペプチドを添加することで形
成させた pMHC に対する各抗体クローンの反
応性を解析し、より特異的な反応性を示す抗
体クローンを選別した。その結果 T2 細胞表
面上で形成させた、がん抗原由来ペプチドと
HLA の複合体だけを、特異的に認識する抗体
を 3クローン得ることに成功した。 
 
（4）各抗体クローンのエピトープ解析 
 高い特異性を示した各抗体クローンにつ
いて、T2 細胞株を用いたがん抗原と HLA の
pMHCに対するGlyスキャンならびにAlaスキ
ャンを行った。その結果、高い特異性を示し
た 3つの抗体クローンはいずれも、がん抗原
由来ペプチドの配列の中の概ね5箇所のアミ
ノ酸残基が認識に必須であることが明らか
となった。 
 
（5）抗体親和性解析 
 Biacore 装置を用いて、がん抗原由来 pMHC
に対する各抗体クローンの親和性を解析し
た。その結果、各抗体クローンは数 nM 程度
の KD 値を示した。 
 
 本研究の結果、高い特異性と親和性を兼ね
備えたTCR様抗体クローンの取得に成功した。
これらの結果は、従来法によって取得が極め
て困難であると考えられてきたTCR様抗体の
取得に、本抗体単離システムが非常に有用で
あることを示しており、がん幹細胞を標的と
するTCR様抗体の取得に大きな力を発揮する
と期待される。 
 MHC クラス I 分子には多数の多型が存在す
る。ヒトの HLA-A 分子にも数多くの多型が存
在する。そのため TCR 様抗体を用いた治療用
抗体は、各個人の HLA-A 型ごとに TCR 様抗体
を開発する必要がある。しかしながら、日本
人集団では、HLA-A*24:02 と HLA-A*02 の遺伝
子頻度が高く、それぞれ 36.1％と 24％を占
める。したがって、これら 2種類の HLA-A 多
型をカバーする TCR 様抗体を準備すれば、約
半数の日本人に適用可能な、がん幹細胞を標

的とするTCR様抗体を用意できると考えられ
る。 
 抗体の標的となる抗原ペプチドを提示す
るMHC分子は細胞表面に極わずかしかないこ
とから、TCR 様抗体の効果を発揮させるため
には、下図に示すように、目的のがん抗原を
提示した pMHC に対する TCR 様抗体と抗 CD3
抗体とを結合させた二種特異性抗体を介し
た活性化T細胞の標的細胞への誘引が高い細
胞障害活性を得るために必須であると考え
られる。したがって、今回取得に成功した抗
体についても、この手法を適用し、がん細胞
とがん幹細胞に対する細胞障害活性を調べ
る予定である。 

 
 がん幹細胞とがん細胞の両者を標的とで
きるTCR様抗体の実用的取得法の開発に道を
開いた本研究の成果は、次世代の革新的がん
治療薬の開発に大いに貢献すると考えられ
る。 
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