
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 24 年 3 月 31 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

機関番号：32620 

研究種目： 基盤研究（C） 

研究期間：2009～2011 

課題番号：21590406 

研究課題名（和文）ヒト肺腺癌イニシエイティング細胞の同定と分子生物学的特徴の解析およ

び治療への応用 

研究課題名（英文）Identification of initiating cells of lung adenocarcinoma, analysis 

of its characteristics and application to therapy of lung adenocarcinoma. 

研究代表者 

穴見洋一 (ANAMI YOICHI) 

順天堂大学・医学部・准教授 

 研究者番号：40317376 

 
研究成果の概要（和文）： 

 ７週令のブタ胎児肺を免疫原にしてマウスモノクローナル抗体を作製した。成体ブタに
陰性でブタ胎児肺に発現し、ヒト肺腺癌にも特異的に発現するハイブリドーマクローンを
１１個選択した。この中に肺腺癌間質に特異的に陽性なクローンが存在し、その認識する
抗原は Dimethylarginine dimethylaminohydrolase (DDAH2)であった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Mouse monoclonal antibodies were developed using normal seventh gestational week 
fetuses of miniature swine as antigen. Eleven clones reacted against fetal lung tissue 
and lung adenocarcinoma specifically. Among the 11 clones, one clone reacted against 
tumor stroma specifically and the antigen recognized by the antibody was 
Dimethylarginine dimethylaminohydrolase (DDAH2).  
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１．研究開始当初の背景 tumor-initiating 
cell についての研究は徐々に進んできてお
り、CD133 など tumor-initiating cell に特
異的な表面マーカーは報告されているが肺
腺癌の tumor-initiating cell についてはそ
の報告はほとんど見ない。一方で腫瘍発生に
は EMT (epithelia mesenchymal 
transformation)や逆の MET 等が重要な役割

を果たしている事も報告されている。そこで
今回の研究で肺腺癌の tumo-initiationg 
cell のマーカー蛋白を同定するための研究
を行う事にした。 
 
２．研究の目的 本研究は肺腺癌の前癌病
変である異型腺腫様過形成病変（AAH）や
上皮内癌である細気管支肺胞上皮癌



（BAC）の段階で tumor-initiating cell あ
るいは浸潤癌での cancer stem cell にあた
る細胞を同定し、その病理組織学的な特徴
と分子生物学的特性明らかにすることを目
的とするものである。 
 
３．研究の方法 ①tumor-initiating cell あ
るいは cancer stem cell において発現して
いるといわれるマーカー蛋白を同定する。
Tumor-initiation cell は胎児性の蛋白を発
現していることが予想されるので、ヒトと
の相同性が高いブタ胎児５週令を抗原にし
てマウスモノクローナル抗体を作製する。
②作製したモノクローナル抗体についてヒ
ト肺腺癌でスクリーニングを行い、
tumor-initiating cell として興味あるクロ
ーンを選択し、その抗原を LC-MS/MS に
て同定する。 
 ヒト研究材料についてはすべて病理診断
に必要な部分を除いた残余の検体を用い、研
究使用の包括同意を得た。患者のプライバシ
ーに考慮して、検体はすべて匿名化して使用
した。 
 
４．研究成果 
 ７週令のブタ胎児を抗原にマウス腹腔に
免疫し、脾臓より採取した B細胞とマウスミ
エローマを細胞融合した。得られた 109 個の
ハイブリドーマ上清を用いて成体ブタ、胎児
ブタ、６症例の肺腺癌組織、１例の肺肉腫、
および正常肺を搭載した組織アレイを用い
て免疫組織学的にスクリーニングし、興味あ
る染色性を示す抗体を産生するハイブリド
ーマを選択した。その結果成体ブタで陰性で
胎児ブタで陽性のクローンで肺癌に特異的
に陽性を示すクローンが１１個選別された。 
 選別された１１個のハイブリドーマクロ
ーンのなかで肺癌細胞そのものでなく、癌細
胞周囲間質に特異的に染色されるモノクロ
ーナル抗体を産生するクローンが１つ(D-7)
見つかった。このクローンはいわゆる肺腺癌
の前浸潤性病変である異型腺腫様過形成
(AAH)でもその間質に陽性所見を示した。 
 そこで、このハイプリドーマの産生する抗
体が認識する抗原を同定することにした。ウ
エスタンブロットにて D-7クローンの産生す
る抗体が認識する抗原は 23kDaの分子量を持
つ事がわかった。そこで新鮮ヒト肺腺癌組織
から蛋白質を抽出し D-7抗体で免疫沈降を行
い、得られたサンプルについて LC-MS/MS 法
にて質量分析を行ったところ、D-7 が認識す
る 抗 原 は Dimethylarginie 
dimethlaminohydrolase 2 (DDAH2)であるこ
とが判明した。DDAH2 は 1989 年にラットの腎
臓から発見された酵素で 6q21.3に位置する。
DDAH2 は現在まで血管領域での研究が進んで
おり、 eNOS の内因性阻害物質である

Asynmetric dimethylarginine (ADMA)に対し
て拮抗し、血管保護の作用がある事が報告さ
れている。しかし腫瘍に関する報告は非常に
数少ない。 
 DDAH2 は腫瘍間質に陽性になるが、発現細
胞が腫瘍細胞なのか、間質細胞なのか、血管
内皮細胞なのかについて明らかにするため
に in situ hybridization 法を用いて解析し
た。その結果 DDAH2 は腫瘍周囲の線維芽細胞
に陽性になることが明らかになった。 
 DDAH2 は腫瘍と間質がクロストークをする
際 に 重 要 な 蛋 白 と 考 え ら れ る 。
Tumor-initiating cell そのものの同定マー
カーとは言えないかもしれないが、腫瘍化に
関与する腫瘍外のマーカーとして診断、ある
いは治療の対象にもなり得るマーカーであ
り、将来腫瘍の組織発生を説明する上で重要
な蛋白である可能性が高いと考えられる。 
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