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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は患者から採取した前駆脂肪細胞に体外で遺伝子導入することにより、
長期的・持続的な乳癌抗体治療を可能とする治療プラットフォームを確立することである。副作用が少なく、実
際に長期投与が数多く行われている抗HER2治療をモデルプランとして選び、動物実験を含めた基礎検討を行っ
た。
レンチウイルスベクターを用いて、抗HER2抗体遺伝子のヒト前駆脂肪細胞への導入を行い、細胞実験では培養液
中、動物実験においては血清中に抗HER２抗体が産生され、抗腫瘍効果が発揮されることが分かった。

研究成果の概要（英文）：We constructed gene-transduced human adipocyte producing anti-HER2 antibody 
and evaluated their ability of secretion and anti-tumor effect in vitro. As a result, we identified 
that the gene-transduced ccdPAs secreted the anti-HER2 antibodies and the production increased with 
the process of differentiation into mature adipocyte. Furthermore, we observed that the antibodies 
bound to the HER2 positive cancer cells and demonstrated anti-tumor effect in vivo.

研究分野： 乳癌治療

キーワード： 乳癌　抗体療法　遺伝子治療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
乳癌は全身療法の効果が高く、分子標的治療の発展は目覚ましいが、その反面、長期投与による、経済的・時間
的損失が問題となっている.その解決策の一つとして、患者から採取した脂肪細胞にex vivoで遺伝子導入するこ
とで、長期的・持続的な乳癌抗体治療を行う手法の確立を目指した。
本システムは将来的に安全性が確立されれば術後再発予防を目的とした補助療法としても応用が可能である。さ
らには、乳癌術後欠損部再建に行われる脂肪移植時に遺伝子改変脂肪細胞を混在させることで単なる組織充填に
よる形態改善だけでなく、再発抑制効果も期待し得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
我が国における乳癌の罹患率は 1990 年代に入り女性のがんの中で第１位となり現在も、かつ現
在も増加している。乳癌は全身療法の効果が高く、近年は抗 HER2 療法、抗 VEGF 療法、骨転
移に対する抗 RANKL 療法などの分子標的治療が目覚ましく発展している。なかでも抗 HER２
療法は術後補助療法及び再発治療における予後の改善効果が大きく、副作用も限定的であるた
め、非常に多くの症例に用いられている。しかし、その一方で、抗体療法は周期的な頻回の投与
を継続的に行う必要があり、その経済的、身体的負担が非常に大きい。また、ボーラス投与によ
り治療域を確保しなければならないため、必然的にボーラス直後の血中濃度上昇があり、副作用
発現のリスクも生じる。これに対し、遺伝子導入の手法を用いて目的とする抗体の産生を自身の
細胞に行わせることが出来れば、経済的、身体的負担を大幅に軽減出来る可能性がある。また、
その手法は様々な抗体療法に応用可能なプラットフォームとなり得る。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は患者から採取した前駆脂肪細胞に ex vivo で遺伝子導入することにより、長期
的・持続的な乳癌抗体治療を可能とする治療プラットフォームを確立することである。 
 まずは、副作用が少なく、実際に長期投与が数多く行われている抗 HER2 治療をモデルプラ
ンとして選び、ヒトでの臨床応用を目指して動物実験を含めた基礎検討を行う。 
 
３．研究の方法 
 
（１）レンチウイルスを用いて抗 HER2 抗体遺伝子をヒト天井細胞由来前脂肪細胞 (ceiling 
culture-derived proliferative adipocyte: ccdPA)へ導入した。抗 HER2 抗体の産生能および
HER2 への結合特異性を In vitro および In vivo において確認した。遺伝子導入 ccdPA から産
生された抗体の直接的、間接的な抗腫瘍効果について、乳癌細胞株を用いて評価した。また、成
熟脂肪細胞の分化過程が抗体産生能に与える影響を、経時的に採取した上清により評価した。 
 
（２）動物実験において、HER2-ccdPA の至適移植条件について検討した。そして、HER2-ccdPA
の治療効果を、HER2 陽性乳癌担癌マウスモデルを用いて評価すると同時に、抗体の血中への産
生及び腫瘍部位への到達も検討した。 
 
４．研究成果 
 
（１）リコンビナントレンチウイルスベクターの作成 
レンチウイルスプラスミドを HEK293T 細胞に transfection させ、抗 HER2 抗体遺伝子を導入し
たレンチウイルスベクターを作製した。そのウイルスベクターを ccdPA に累計 3回、遺伝子導入
を行い、抗 HER2 抗体遺伝子を導入した細胞(HER2-ccdPA)を作成した。そして HER2-ccdPA 培養上
清中の抗体濃度を ELISA で測定した。 
＜結果＞ 
HER2-ccdPA の培養上清中の抗体濃度は遺伝子導入回数が増えるにつれて上昇し、遺伝子導入回
数と抗体産生能が有意に相関していた。 
 
（２）ウェスタンブロットによる産生
された抗体の分子量推定 
還元条件、非還元条件での抗体を解析
するこび産生された抗体が H 鎖 2 本
と L 鎖 2 本の IgG の構造をとってい
るかを確認した。 
＜結果＞ 
非還元条件下では、HER2-ccdPA の培
養上清は Full body である約 150kDa
を示し、還元条件下では H 鎖の約
50kDa、L 鎖の約 25kDa の位置にバン
ドを認め、トラスツズマブと同等の位
置が確認された。（図①） 
 
（３）産生された抗 HER2 抗体の結合
特異性の確認 

①



HER2陽性乳癌細胞とHER2陰性乳癌細
胞を対象とし、培養上清およびトラス
ツズマブを一次抗体として用いて蛍
光免液染色を施行した。 
＜結果＞ 
HER2 陽性細胞では細胞膜に蛍光を認
め、HER2 陰性細胞では認めなかった。
HER2-ccdPA の培養上清でもトラスツ
ズマブと同様に HER2 陽性細胞におい
てのみ蛍光が認められたが、control-
ccdPA の培養上清では HER2 陽性、陰
性にかかわらず、蛍光は認められず。
HER2 陽性乳癌細胞に特異的に抗体が
結合することが示された。（図②） 
（４）脂肪分化と抗体産生能について
の検討 
ccdPA に脂肪分化刺激を与え、成熟脂肪細胞への分化過程で培養上清を回収し、抗体濃度を経時
的に測定し、さらに Oil red O 染色で脂肪滴を染色し成熟脂肪細胞への分化の程度を評価した。 
＜結果＞ 
分化刺激の期間が長くなるにつれて、脂肪滴を含む成熟脂肪細胞へと分化した範囲が拡大し、
ccdPA から成熟脂肪細胞への分化がみられ、それにつれて抗体産生能が上昇することが確認され
た。（図③） 
 
（５）HER2 シグナルが関与する
PI3K/Akt pathway への HER2-
ccdPA の培養上清の抑制効果 
HER2-ccdPA の培養上清および
コントロール ccdPA の培養上清
で乳癌細胞株を incubate し、得
られた cell lysate を用いてウ
ェスタンブロットを行った。 
＜結果＞ 
HER2 陽性乳癌細胞においては
HER2-ccdPA の培養上清でリン
酸化 AKT が減少し、PI3K/AKT 
pathway が抑制されていることが示されたが、HER2 陰性乳癌細胞では認められなかった。 
 
（６）In vitro における細胞増殖抑制効果の確認 
産生された抗体の抗腫瘍効果を確認した。トラスツズマブの抗腫瘍効果には HER2 への結合によ
る直接的抗腫瘍効果と ADCC を介した間接的抗腫瘍効果の二つが知られており、その両者に対し
て、検討を行った。直接的増殖抑制効果は HER2 陽性乳癌細胞、HER2 陰性乳癌細胞を HER2-ccdPA、
コントロール ccdPA の培養上清下で incubate し、細胞数を測定した。間接的抗腫瘍効果は、HER2
陽性乳癌細胞と IL-2 で活性化させた末梢血単核細胞 PBMC を HER2-ccdPA の培養上清もしくはコ
ントロール-ccdPA の培養上清中で 4時間 incubate し、死細胞から放出される上清中の LDH を測
定し、乳癌細胞における死細胞の割合を計算した（ADCC 活性）。 
＜結果＞ 
HER2 陽性乳癌細胞では HER2-ccdPA の培養上清群で有意に増殖抑制効果が認められたが、HER2 陰
性乳癌細胞では培養上清のちがいによる有意差は認められず、HER2 陽性細胞特異的に増殖抑制
効果（直接的増殖抑制効果）が確認された。 
 
（７）ccdPA に最適な移植方法の検討 
６週齢の雌のヌードマウスを用い、ccdPA の分化誘導刺激の有無、そして移植部位をマウスの乳
腺と大腿筋の２群に分けて、HER2-ccdPA を移植した。そして、それぞれのマウスの血清を経時
的に採取し、定量的な ELISA で評価した。 
＜結果＞ 
移植後 7 日目の血清中の抗体濃度を比較すると、移植部位毎の差は認められなかったが、分化誘
導刺激を与えると、血清中の抗体濃度が優位に上昇することがわかった。 
 
（８）腫瘍ゼノグラフトに対する治療実験 
HER2 陽性乳癌マウスモデルを作成し、HER2-ccdPA の抗腫瘍効果を in vivo で検討した。 
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週齢 6の雌のヌードマウスに、HER2 陽性乳癌細胞株 BT474 を右背部に移植し、HER2-ccdPA 単回
移植群、trastuzumab の定期投与群、生理食塩水（control）の定期投与群の 3 群に分けて、経
時的に腫瘍径を計測した。 
＜結果＞ 
control 群では腫瘍が増大した
のに対して、HER2-ccdPA 単回移
植群と、trastuzumab 定期投与群
では腫瘍が縮小し、以降腫瘍形
成は確認されなかった。（図④） 
 
（９）In vivo における抗体発現
の評価 
産生された抗体が腫瘍に届いて
いるかを評価するため、HER2-
ccdPA 移植群と、conntrol 群の
中から、移植後 7日目の時点での腫瘍を採取し凍結切片を作成し、免疫染色を施行した。 
＜結果＞ 
蛍光免疫染色では、HER2-ccdPA と PER-ccdPA の併用移植群において、HER2 陽性部位に、特異的
にヒトの IgG 抗体が検出された。そして同部位の HE染色では、核の破砕や細胞質の好酸性化と
いった癌の壊死像がみられ、血清中に産生された抗 HER2 抗体が、HER2 陽性乳癌に特異的に運ば
れ、抗腫瘍効果を示していると思われた。（図⑤） 
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