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研究成果の概要（和文）：大腸がん発生と悪性化に関与する既知ドライバー遺伝子数種類を組み合わせて導入し
たマウスモデルを作製し、大腸がん細胞の悪性化形質や転移能獲得にはApc、Kras、Tgfbr2 変異の組み合わせが
重要である。これらのドライバー遺伝子すべてに変異が蓄積した大腸がんオルガノイドは、複数の膜タンパク質
の発現亢進が顕著である。また、shRNAによる発現抑制実験等から大腸がん悪性化進展機構に特定の膜タンパク
質の機能・相互作用が必須であった。そこで、腫瘍組織を抗原として使うのではなく、大腸がん転移抑制のため
の創薬標的候補として挙げられた膜タンパク質を絞り込み、機能性抗体作製およびX線結晶構造解析を実施し
た。

研究成果の概要（英文）：Colorectal cancer is driven by the accumulation of driver mutations, but the
 contributions of specific mutations to different steps in malignant progression are not fully 
understood. Different combinations of key colorectal cancer driver mutations (Apc, Kras, Tgfbr2, 
Trp53, Fbxw7) in intestinal epithelial cells to comprehensively investigate their roles in the 
development of primary tumors and metastases.  RNA sequencing analysis of tumor organoids defined 
distinct gene expression profiles characteristic for the respective combinations of driver 
mutations. We found many membrane proteins upregulated in tumor organdies.  We have been trying to 
develop the monoclonal antibody recognizing the conformational epitope against these membrane 
proteins and determine the structure of these membrane proteins.

研究分野： 生化学、構造生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の目的は、治療薬の開発に強い社会的有用性のある「大腸がん」をモデルとした抗体医薬開発のための新
しいシステムを立ち上げ、抗体医薬とターゲット分子の結合様式を原子レベルで理解するための技術基盤を構築
する。一般的な創薬開発では、(1)標的分子を同定しアッセイ系を構築する、(2)リード化合物を探索し、(3)リ
ード化合物の最適化を試みる。しかし、これら一連の過程は時間と労力がかかり成功する可能性も低い。そこ
で、抗体医薬の可能性のある抗体をスクリーニングし、「結晶化シャペロン」として構造解析に利用すること
で、新規抗体医薬の探索及びその分子メカニズムが解明され、抗体医薬の低分子化も実現可能となる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  本研究では、治療薬の開発に強い社会的有用性のある「大腸がん」をモデルとした抗体医薬

開発のための新しいシステムを立ち上げ、抗体医薬とターゲット分子の結合様式を原子レベル

で理解するための技術基盤を構築する。市販されて

いる医薬の 7 割程度が膜タンパク質を標的としてい

る。一般的な創薬開発では、多数存在する膜タンパ

ク質の中から(1)標的分子を同定し、アッセイ系を構

築する、(2)リード化合物を探索し、(3)リード化合

物の最適化を試みる。しかし、これら一連の過程は、

非常に時間と労力がかかるうえ、成功する可能性も

低い、失敗すればもう一度標的分子を探索する必要

がある（ボトルネック）（図 1）。そこで、抗体医薬の

可能性のある抗体をスクリーニングし、本抗体を構

造解析のための「結晶化シャペロン」として利用す

ることが可能になれば、新規抗体医薬の探索及びそ

の分子メカニズムが解明され、抗体医薬の低分子化

も実現可能となる。実現すれば、将来、最短期間で

確実に臨床試験に向けた開発研究へと進むことが期

待される。                                     図 1. 本研究の目指す新薬開発のプロセス 

 

２．研究の目的 
本研究の目的は、抗体医薬等を開発するために、「大腸がん」をモデルとして、革新的な戦略

システムを構築することにある。大腸がんオルガノイド由来腫瘍組織とは、ヒト大腸がんで高頻

度に変異が認められる 4種類のドライバー遺伝子（Apc, Kras, Tgfbr2, Trp53）に変異を導入

し、三次元培養した細胞を免疫不全マウスに移植して、ヒト大腸がんに極めて近い病態を再現し

たものである。このように創成した腫瘍と（報告者らが開発した）抗体作製技術を組み合わせる。

獲得した立体構造認識抗体の中から in vivo において、「大腸がん」の発生・転移を抑制する機

能制御抗体を探索する。抑制効果のあった抗体については、そのターゲット分子を同定し、ター

ゲット分子／抗体の結晶化及び構造解析を試みる。機能制御抗体の結合様式を原子レベルで解

明することにより、抗体医薬の最適化や低分子化を実現することが可能になる。また、ここで取

得した抗体は、肝臓転移腫瘍組織の組織学的な解析などにも使用することができる他、「大腸が

ん」の発生・転移に関与するターゲット分子の同定は、疾病発症のメカニズム解明にも寄与する。

さらに、その他のがん（乳がん、前立腺がん、膵がんなど）の治療薬開発にも適応範囲を広げる

ことが期待される。 

 

３．研究の方法 

 研究の全体計画と研究体制を図 2 にまとめる。マウス腸管オルガノイドは、ヒト大腸がんで高

頻度に変異が認められる 4種類のドライバー遺伝子（Apc, Kras, Tgfbr2, Trp53）を組み合わせ

て変異を導入することで発生する腸管腫瘍である。樹立したオルガノイドを同系マウスや NOG マ

ウス（完全免疫不全マウス）の腸管あるいは脾臓に移植することで、ヒト大腸がんの原発巣およ



び肝転移に極めて近い病態を再現することが

できる。このマウス由来オルガノイドシステム

を用いて、構造解析にも使用できる立体構造認

識抗体を取得する。創薬のターゲットの 7割が

膜タンパク質であるということに注目し、腫瘍

組織（原発巣、転移巣）を摘出して、膜画分を

調整した後、界面活性剤で可溶化する。摘出し

た腫瘍組織は、研究協力者の大島正伸（金沢大）

が提供する。超遠心機で不溶性画分を除いた

後、ホスファチジルコリンと Salmonella 菌             図 2. 研究の全体計画と研究体制 

由来の lipid A と共に再構成したプロテオリポソームを抗原としてマウス腹腔内に複数回投与す

る。リポソーム抗原を用いた場合、lipid A が強い免疫刺激を与えて抗原性を増強するとともに、

特に B 細胞抗原受容体に対して未変性の膜タンパク質表面の立体構造を有効に提示できるため、

所望の抗体が産生されやすい。マウスが自己のタンパク質として抗原のホモログを持っている場

合には、BALB/c マウスではなく lpr 系統などの自己免疫疾患マウスに免疫し、免疫寛容を回避す

る。スクリーニング工程では、可溶化した腫瘍組織をビオチン化脂質含有リポソーム中に再構成

した上で、安定かつ強固にストレプトアビジン−マイクロプレートのウェルに固定化した抗原を用

いて ELISA（リポソーム ELISA）を

行う（図 3）。リポソーム ELISA 法

では陽性、ウェスタンあるいはド

ットブロット法では陰性となる

クローンを選抜することにより、

膜タンパク質の部分ペプチド配

列ではなく、立体構造を認識する

抗体を 20種類以上選抜する。2018

年 度 は 、 上 記 の 実 験 を      

3 回以上繰り返す。                           図 3．リポソーム ELISA 法の概略図 

2019 年度は、研究協力者の大島正伸（金沢大）が開発した大腸がんオルガノイド移植マウスモ

デルにおいて、立体構造認識抗体の中から、大腸がんの増殖、転移などを抑える機能制御抗体が

含まれているか否かを評価する。最初は、全ての抗体（20 種類以上）を同時にマウスに腹腔内投

与し、効果が認められた場合は、サブグループに分けて再評価し、抗体を絞り込む。活性が認め

られた抗体は、免疫沈降、質量分析などにより結合するターゲット分子を同定する。次に、ター

ゲット分子の発現系を立ち上げ、抗体／ターゲット分子の共結晶化を行う。高分解能結晶が得ら

れた場合は、構造解析へと進める。本抗体を「結晶化シャペロン」として利用することで、結晶化

を加速すると共に結合様式から抗体医薬の低分子化を目指したい。研究期間中までに、少なくと

も 2〜3種類の共結晶化をスタートする。 

 

４．研究成果 

大腸がん発生と悪性化に関与する既知ドライバー遺伝子数種類を組み合わせて導入したマウ

スモデルを作製し、大腸がん細胞の悪性化形質や転移能獲得には Apc、Kras、Tgfbr2 変異の組

み合わせが重要であることを明らかにした (Cancer Res, 2018)。これらのドライバー遺伝子す



べてに変異が蓄積した大腸がんオルガノイドでは、複数の膜タンパク質の発現亢進が顕著であ

ることが明らかとなった。また、shRNA による発現抑制実験等から大腸がん悪性化進展機構に特

定の膜タンパク質の機能・相互作用が必須であることが証明された。そこで、腫瘍組織を抗原と

して使うのではなく、大腸がん転移抑制のための創薬標的候補として挙げられた膜タンパク質

を絞り込み、機能性抗体作製および X線結晶構造解析を実施することにした。まず初めに、昆虫

細胞 Sf9 発現系を用いた膜タンパク質の大量発現・精製法を確立した。一例として膜タンパク質

A に関して、最終精製物のゲル濾過クロマトグラフィーは良好（分子サイズ分布は単分散）で、

精製品の SDS-PAGE 泳動像も単一バンドであった（精製収量 2.5 mg/L）。次に、膜タンパク質 A

の高品質精製標品および我々が独自に開発した抗体スクリーニング技術（リポソーム免疫、リポ

ソーム ELISA、蛍光ゲル濾過分析等）を用いて、膜タンパク質 Aに対する立体構造認識抗体（膜

タンパク質の部分ペプチド配列ではなく、膜タンパク質の親水性表面の立体構造を特異的に認

識し結合するモノクローナル抗体）を 5株取得した。さらに、当該抗体が膜タンパク質の細胞外

ドメイン／細胞外ドメインのいずれに結合しているかを識別する新技術を確立し、それを用い

て少なくとも 3株が細胞外ドメインの立体構造に結合する（すなわち、抗体医薬候補として有望

である）ことを明らかにした。当該抗体のエピトープ解析を進めているが、1株の抗体はエピト

ープが LEL (long extracellular loop; 細胞外第二ループ)の立体構造であることが明らかにな

っている。さらに、取得した抗体を大量生産し、Fab 抗体フラグメントを調製した。膜タンパク

質 A／Fab フラグメント複合体の精製品を調製し、この試料を用いて脂質キュービック相結晶化

法により結晶化条件のスクリーニングを実施中であるが、現在のところはまだ結晶が得られて

いない。結晶化実験と並行して、膜タンパク質 A／Fab フラグメント複合体を脂質ナノディスク

に再構成し、クライオ電子顕微鏡単粒子解析のための試料調製を進めている。また、取得した抗

体の薬理活性評価に必要な大腸がんオルガノイドを用いた実験系を確立した。in vitro 薬理活

性評価（高転移性オルガノイドの培地に抗体を添加することによる増殖阻害効果、形態変化、浸

潤能の変化を観察）と in vivo 薬理活性評価（高転移性オルガノイドをマウス脾臓に移植後に抗

体投与による治療実験）を実施可能である。転移抑制が観察される場合、どこに効いているのか 

(colonization、expansion、間質形成能など)を組織学的に見極めることができる。今後、取得

した抗体 IgG の精製品を用いて、大腸がん転移抑制の薬理効果の有無を解析する予定である。 
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