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研究成果の概要（和文）：本研究では、がん微小環境を標的としたバイオマーカーやそれに対応する標的化抗体
を探索することを目的としている。メラノーマの新たなバイオマーカーとして同定したIL13Ra2について、がん
組織のSecretome解析によりIL13Ra2に依存して発現の増減を示す因子を複数同定した。IL13Ra2過剰発現やsiRNA
によるIL13Ra2の機能喪失実験に呼応した転写発現動態を示すAREGを発現するSK-MEL28を用いてXenograftを作成
すると、Controlに比べ強い血管新生を伴う病理像を得た。メラノーマに発現するIL13Ra2はAREGを発現調節して
造腫瘍性に寄与すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to reveal the molecular mechanism underlying melanoma 
tumorigenesis. As melanoma biomarker, IL13Ra2 was identified by our functional antibody screening 
method. To reveal the function of gain or loss of IL13Ra2 expression, in vitro and in vivo 
experiments including Secretome analysis. Then, it has been discovered that over expression of AREG 
in the Xenografted tissue with IL13Ra2-positive melanoma cells. Histopathological analysis 
identified extended growth of CD31-positive endothelial cells in Xenograft mice, suggesting 
IL13Ra2-AREG axis enhance tumor angiogenesis (Okamoto et al., Sci. Report 2019). Our approach to 
generate antibody therapeutics was targeted on IL13Ra2 and AREG, so that several hybridoma producing
 anti-human or mouse AREG proteins were screened. Neutralization activity as well as 
immunoreactivity of antigenic peptides were on-going.

研究分野： 抗体治療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は難治疾患に該当する悪性黒色腫について、がんを標的とした抗癌剤治療に制限が生じている現状を鑑み
て、がん微小環境を構成する他の種類である間質細胞に着目した新しい抗体治療の基礎的知見を得ようとするも
のである。IL13Ra2を悪性黒色腫の新しいバイオマーカーに同定していたが、この悪性化に至る分子メカニズム
を同定して、当該分子AREGに対する治療抗体を探索しようと試みた。特にIL13Ra2とAREGの発現協調性について
解析も行い、学会発表および論文として発表を行った。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

近年、がん治療の標的としてがん細胞のみならず、がん微小環境を構成する様々な細胞種

の機能に着目が集まっており、新しい治療法の作用点を明らかにすることが期待されてい

る。例えば新たな治療の作用点として、血管新生を阻害する bevacizumab（ヒト化モノク

ローナル抗 VEGF-A 抗体）が臨床的に使われている。特に難治性腫瘍においては、がん微

小環境を構成する様々な細胞種の相互作用が治療奏効率を制御していると考えられている

ことから、このメカニズムを明らかにして分子標的を同定し、抗体治療への基礎的知見を

得る必要がある。我々は、難治がん細胞株または血管内皮細胞を免疫原とした機能性抗体

の探索を進めており、がん微小環境を標的とした機能性抗体を利用した抗体治療法の研究

開発を推進している。本研究では、特にがん細胞と血管内皮細胞の相互作用に着目してが

ん微小環境の分泌因子ならびにその制御メカニズムを明らかにすることを計画した。 

 

 

２．研究の目的 

申請者らはこれまでの研究で、改変型ジフテリア毒素を用いて薬物送達能を有する抗体

の探索を進めてきており（Yamaguchi et al., 2015）、IL13Ra2 をメラノーマの新たなバイ

オマーカーに同定した（投稿準備中）。過去に IL13Ra2 は、膵癌や脳腫瘍でもバイオマー

カーとして報告されており、転移を制御することが示唆されていたことから、がん微小環

境の分泌する因子や IL13Ra2 と相互作用すると見られる血管制御因子に着目して同定す

ることを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

がん微小環境の Secretome を解析して、なおかつ悪性黒色腫のバイオマーカーとして同

定した IL13Ra2 の機能との関連を明らかにする目的で、分泌因子群の解析と IL13Ra2 の

機能を安定に亢進または喪失するメラノーマ細胞株（A375, SKMEL28 等）を樹立して活

用した。実験の進捗により Amphiregulin も標的分泌因子として同定されたので、同様に

安定発現株を作成した。In vitro での細胞増殖やシグナル応答能および in vivo（ヌードマ

ウス Xenograft モデル）での腫瘍形成能を検討した。また分泌因子群の解析には、サイト

カインレポーター細胞を用いてがん細胞に加え血管内皮細胞株やがん関連線維芽細胞株に

対しても行った。 

 

 

４．研究成果 

悪性黒色腫における IL13Ra2 発現 

 IL13Ra2 の発現について悪性黒色腫細胞株について検索したところ、先行研究および本

研究から、転写レベルだけでなくタンパク質レベルでも A375 に高発現を認めた（Fig.1）。

また先行研究において KSN/Slc ヌードマウスへの Xenograft 移植によっても、A375 は強

い造腫瘍性を示すことを明らかにしていた。また SKMEL28 細胞株は IL13Ra2 陰性であ

ると同時に造腫瘍性をほぼ示さなかった。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1 悪性黒色腫細胞株における IL13Ra2 の発現 

IL13Ra2 発現状態による細胞増殖への効果 

 Lentivirus を用いて Il3Ra2 を安定的に発現する細胞株を複数種類樹立した。

SK-IL13Ra2 における発現強度は転写サンブルレベルで A375 と同等であった。この細胞

を用いて、in vitro の細胞増殖速度を WST1 試薬によって経時的に検討したところ、コン

トロールの SK-MEL-28 に対して IL13Ra2 安定発現株では増殖速度が有意に遅延してい

ることが明らかとなった（Fig.2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Fig.2 IL13Ra2 発現による in vitro 細胞増殖 

 
 

IL13Ra2 発現による造腫瘍性の昂進 

悪性黒色腫の患者検体病理像や組織アレイ、およびトランスクリプトームデータベースか

ら IL13Ra2 強陽性となる知見を得たことから IL13Ra2 発現による造腫瘍性を検討した。

６週齢メスのヌードマウスの６頭ずつにSK-MEL-28細胞とSK-IL13Ra2細胞のそれぞれ

を皮下移植し、経時的に腫瘍径を測定して腫瘍体積を算出した。その結果 SK-IL13Ra2 細

胞を移植した 100 日後には、有意な腫瘍形成が認められた(Fig.3A)。肉眼初見から血管の

昂進が想定され（Fig.3B）、免疫組織化学染色により CD31 陽性の血管内皮細胞とみられる

集団が有意に増殖している結果を得た。 

 

 

腫瘍塊を用いた Secretome 解析 

 IL13Ra2 の発現により細胞が造腫瘍性を獲得することが明らかになったので、

SK-MEL-28 と SK-IL13Ra2 を皮下移植して得られた腫瘍組織から血管新生関連因子タン

パク質の発現を Angiogenesis array を用いて検討した。10 種類の因子が SK-IL13Ra2 で



相対的に上昇していた。統計的に有意であり、なおかつ後続の qPCR 解析などを用いた解

析により、IL13Ra2 の発現状態に呼応して発現の変化を認めた Amphiregulin(AREG)を

候補として同定した。 

 

 

IL13Ra2 と AREG の造腫瘍性制御 

後続解析により IL13Ra2 と AREG の造腫瘍性におけるメカニズムを明らかにしたいと考

えた。AREG を安定発現する SK-AREG をヌードマウスに皮下移植すると SK-MEL-28 で

は造腫瘍性を示さないのに対して腫瘍形成能が獲得されたことから AREG が悪性黒色腫

の造腫瘍性に関与していることが明らかとなった。 

IL13Ra2 は細胞内シグナル伝達ドメインを欠失しており、デコイ受容体として作用するこ

とが想定されていた。実際に IL13 を添加しただけでは SK-IL13Ra2 または A375 の細胞

増殖に有意な変化を与えなかったことから、デコイ受容体として作用していると考えられ

る。以上の結果について学会ポスター発表、ならびに論文発表した(Okamoto et al., 2019)。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fig.3 IL13Ra2 は造腫瘍性を獲得する 

 
 

機能性抗体の探索 

A375 を免疫原として IL13Ra2 に対する機能性抗体が樹立され、先行研究において DT3C

イムノトキシンを用いた抗体治療を進めていたが充分な効果が見られなかった。本研究で

は、血管内皮細胞を免疫原とした機能性抗体スクリーニングにより DT3C を用いた機能性

抗体のスクリーニングにより複数の樹立したハイブリドーマの産生する抗体についても併

せて解析を行った。中でも、がん微小環境における特徴的な環境変化（炎症や低酸素）に



より局在の変化する分子標的 CD321 抗体（90G4）について論文発表した（Fukuhara et al., 

2017）。また、AREG を標的とした中和抗体を作成する目的で安定発現株の樹立を行った

が、p815 および CHO のいずれの場合でも一過的な発現は見られたものの薬剤選抜後の安

定発現株は得られなかった。そこでヒトおよびマウスの AREG タンパク質配列に由来する

合成ペプチドを設計して、ラットに免疫してハイブリドーマを作成した。現在までにペプ

チドに抗体反応性を示す複数のハイブリドーマ培養上清を得ており、今後中和抗体活性を

検索して機能解析を行う予定である。 
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