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研究成果の概要：ヒト腫瘍部位の組織もしくは樹立癌細胞株から取得したタンパク質混合物を

そのままマウスに免疫し、取り出した脾細胞に対して常法に従い細胞融合し、限界希釈法を経

てモノクローナル抗体を獲得する(ランダム免疫法)。我々の最終目的は低侵襲性で患者への負

担の少ない体液（血液、尿）を対象とした癌診断法の確立である。本研究ではランダム免疫法

で獲得した抗体について、免疫ブロットならびに組織染色によって、有用抗体を評価した。 
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１．研究開始当初の背景 
 我々は 2000 年より本格的な疾患プロテオ
ーム解析を開始し、組織ならびに体液（血清、
尿）中に様々な疾患の診断マーカー候補タン
パク質(ペプチドを含む)を見つけ、一部は診
断応用に向けて研究を進めている。しかし、
現状のプロテオーム解析では疾病特異的な
翻訳後修飾や微量タンパク質等の検出は難
しい。さらに、多くのマーカー候補タンパク
質を見つけても、実際に診断に使えるタンパ
ク質を絞り込んで抗体を作製し、臨床検査レ
ベルの簡便で信頼性の高い診断システムを
構築するまでには非常に長い時間と労力を
要する。 

 以上の背景より、我々はこうした基礎研究
からスタートしてプロダクトを得る従来の
研究方法（Bottom-Up 的なアプローチ）を継
続しつつ、基礎研究とプロダクト創出との距
離を縮めるための新たな Top-Down 的なアプ
ローチをもう一つの柱として開始した。 
 1984 年、廣橋説雄（国立がんセンター研究
所）らは St-4 胃癌細胞株を免疫源としてモ
ノクローン抗体を作成する手法を開発した
（Gann, 75, 485-488; 1984）。このランダム
免疫法は癌関連の未知抗原や翻訳後修飾を
受けた未知抗原にたいする抗体を獲得する
手法として一時注目されたが、当時は質量分
析法が未発達で抗原が同定できなかったた
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めに、この方法が抗体獲得法として広まるこ
とはなかった。現在では様々のプロテオミク
ス手法を使い抗原を同定できるので、ランダ
ム免疫法の有用性が発揮できる時代になっ
た。 
 膀胱癌は泌尿器科領域で第２位の罹患率、
死亡率の癌である。診断方法として主に尿細
胞診、侵襲性のある膀胱鏡検査が行われてい
るが、表在性癌や低悪性度癌での有効性は未
だ低い。また、表在性癌は高率に再発をきた
し、治療後も定期的な膀胱鏡検査を含む経過
観察が必要となる。尿中腫瘍マーカーとして
BTA や NMP22 はあるが、未だ尿細胞診の診断
率を超える有効性は認められていない。さら
に、浸潤性癌への膀胱全摘除術後や化学療法
後の経過観察に使えるのは画像診断のみで
あり、現時点でモニターリングに活用できる
腫瘍マーカーは存在せず、膀胱癌に対する有
効な新規腫瘍マーカーの開発が望まれてい
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではランダム免疫法を用い、膀胱癌、
肺癌由来抗原に対して多くのモノクローン
抗体を効率的に作製し、その中から癌組織で
の発現および癌患者血清における有無によ
って有用抗体候補を絞り込む。候補抗体が認
識する抗原については、質量分析計による同
定を行う。提案の目的はランダム免疫法・抗
体選別・抗原同定の各ステップを巧妙に組み
合わせることにより、癌断用抗体を迅速かつ
体系的に獲得する。 
 
３．研究の方法 
 ヒト腫瘍部位の組織もしくは樹立癌細胞
株から取得したタンパク質混合物をそのま
まマウスに免疫し、取り出した脾細胞に対し
て常法に従い細胞融合し、限界希釈法により
モノクローン性抗体を獲得する方法（ランダ
ム免疫法）を基本的に用いる。免疫源として
AMeX 固定法を行った細胞株を用い、スクリ
ーニングにも免疫源と同じ AMeX 固定した
細胞株を免疫染色する方法で抗体の作製を
行う。その理由は抗体獲得の効率が AMeX 固
定細胞を免疫源とした場合が一番高いから
である。 
 先行して進めている肺の大細胞性神経内
分泌癌細胞株である LCN1 細胞をソニケー
ションしてマウスに免疫し、スクリーニング
に同じ細胞の AMeX 固定細胞を免疫染色す
る方法で抗体を作製した場合、コロニーの形
成された well の約 25%で免疫染色可能な抗
体が獲得出来るが、同じ細胞を予め AMeX 固
定した後免疫源として用い、同じ細胞を免疫
染色する方法で抗体を作製した場合、コロニ
ーの形成された well の約 63%で免疫染色可
能な抗体が獲得出来ることを見出した。また、

肺小細胞癌細胞株 N231 を用いた検討でも、
生細胞をソニケーション後、免疫源に用いた
場合は、LCN1 細胞と同様に、免疫染色可能な
抗体は約 25%であり、効率的に免疫染色可能
な抗体を獲得するためには、AMeX 固定細胞で
免疫を行う方が効率がよい。よって、今回膀
胱癌では T-24 細胞の AMeX 固定細胞を免疫源
に、AMeX 固定細胞を免疫染色する方法で抗体
の作製を行った。 
 
４．研究成果 
免疫ブロットによる評価 
 肺癌、膀胱癌、胃癌について、ランダム免
疫法によって獲得し、評価を行った抗体の個
数を表 1に示す。 
 Invitrogen から市販されている E-PAGE シ
ステムを用いて作製済みの抗体 1,522個につ
いて検討を行った。用いた細胞は、抗肺癌抗
体 1,172 個に関しては 4種類の組織型の細胞
株（扁平上皮癌由来細胞株 RERF LC-AI、小細
胞癌由来細胞株 N231、大細胞性神経内分泌癌
由来細胞株 LCN1、腺癌由来細胞株 A549）を
使い、抗膀胱癌抗体 350 個に関しては 4種類
の grade の異なる移行上皮癌細胞株（RT4 
grade I, 5637 grade II, T24 grade III, 
TCCSUP grade III）を使った。上記の E-PAGE
システムでは、これらの細胞のライセートを
各々10µgずつ電気泳動を1時間行い、その後、
7 分間ブロッティングを行った。このシステ
ムを使用することにより、1 回の泳動で 8 種
類の抗体を免疫ブロット法で検討すること
が可能となった。 

図１． 免疫ブロットの結果（抜粋）、

No. は抗体番号を表す。 



 図１，２に獲得した抗体を用いた免疫ブロ
ットの結果の一部を示す。膀胱癌ならびに肺
癌において獲得できた抗体について、全てこ
のように免疫ブロットによる評価を行った。
ランダム免疫法を適用した癌種それぞれに
おいて、複数の細胞株を免疫ブロットの各レ
ーンで分析した。その結果、各細胞株中の抗
原の存在量、分子量の違いが観測された（図
２）。最終的に、膀胱癌に対する抗体 312 個
において、その中の 81 抗体が膀胱癌の 4 つ
の細胞株と免疫ブロット法で様々な程度に
バンドが認められた。 

Grade Ⅰ、Ⅱの RT-4、5637 に比して Grade Ⅲ
の TCCSUP、T-24 で発現部位が変化している
ものが多かった。この中で、1195 抗体と 1211
抗体についてその免疫ブロット法の結果を
図３に、細胞の染色性を図４に示す。免疫ブ
ロット法では 1195 抗体は RT-4 と 5637 細胞
で 50kDa付近にブロードに明らかなバンドが
認められたが、grade の高い T-24 細胞ではご
く弱いバンドが、TCC-SUP 細胞ではバンドは
認められなかった。1211 抗体は T-24 細胞で
45kDa 付近にバンドが認められ、RT-4 細胞で
は 100kDa 付近に 2本のバンドが認められた。
その他の細胞では明らかなバンドは認めら
れなかった。 
 
組織染色による評価 
 免疫ブロット陽性の抗体について、膀胱癌
細胞株（RT4 grade I, 5637 grade II, T24 
grade III, TCCSUP grade III）のホルマリン
固定・パラフィン包埋細胞標本を免疫染色し

た。その結果、4 種類の細胞株を用いた免疫
染色でどれかの細胞が陽性となったのは 57
個（63.0％）であった。この数字は免疫ブロ
ットで評価した膀胱癌抗体312個の18.3％に
相当する。それぞれの抗体は細胞株により陽
性率は異なっていた。抗体では細胞質に染色
されるものが一番多かった。 
 免疫染色の結果では、1195 抗体は RT-4 や
5637 細胞では細胞質に強い染色性を示した
が、TCC-SUP や T-24 細胞では細胞質に弱い染
色性しか認められなかった。染色結果は免疫
ブロット法の結果と一致していた。1211 抗体
は図４に示すように、RT-4 細胞では細胞質に
比較的強い染色性が認められたが、RT-4 細胞
では細胞質に顆粒状に染色される細胞が散
在性に認められ,その他の細胞では細胞質に
ごく弱い染色性が観察された。5637 細胞や
TCC-SUP 細胞では散在性にごく弱い染色性し
か得られなかった。 
 膀胱癌組織を用いた検討（図５）では、1195
抗体は膀胱上皮細胞の細胞質に弱い染色性
が認められるが、腫瘍細胞では症例により
様々な程度で細胞質に強い発現が認められ
る。また、腫瘍細胞では染色される部位とさ
れない部位が混在している症例も散見され
る。膀胱癌組織での発現程度と患者の臨床病
理学的検討は現在行っている段階である。 

図２．獲得した抗体による免疫ブロットの結果。 

No. は抗体番号を表す。各レーンは分析してい

る細胞株が異なる。 

図3．膀胱癌において獲得した.1195抗体、 

1211抗体による免疫ブロットの結果。分析し

た細胞株は以下の通りである。レーン１：

TCC-SUP、レーン２：T-24、レーン３：RT-4、

レーン４：5637 



 
膀胱癌患者検体の収集状況 
 膀胱癌に関しては、膀胱癌組織の新鮮凍結

組織が 20 例、予後や臨床情報が明らかな膀
胱癌のホルマリン固定・パラフィン包埋組織
が 90 例、同一膀胱癌患者の手術前と手術後
血清各 50 例、同患者の手術前と手術後の尿
各 50 例ずつを収集した。 
 
今後の展開 
 今後は免疫ブロット陽性の 1195抗体、1211
抗体以外の抗体についても免疫染色、膀胱癌
組織により、評価を進める。さらに、血清、
尿における反応性を確認し、作製した抗体の
臨床応用の可能性を検討する。 
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