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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、我々が新規のメラノーマバイオマーカー候補として

同定した Pro-platelet basic protein precursor (PPBP) に対する抗体を作成し、臨床応用に

向けた測定系（ELISA）の開発を目指すことである。完全フロイドアジュバンドと PPBP 全長タ

ンパクを用いた従来法（脾細胞を使用）では、ハイブリドーマのクローン数が十分に得られな

かったが、腸骨リンパ節を回収する新しい方法を用いることにより、非常に効率化された。今

後新しく得られたハイブリドーマのスクリーニングを行い、より感度の高い測定系の構築を目

指す。 
 
研究成果の概要（英文）：We identified pro-platlet basic protein precursor (PPBP) as novel 
melanoma-biomarker previously. In the present study, we are aiming at developing specific 
anti-PPBP antibody and establish PPBP-specific ELISA system contributing to a clinical 
application. The conventional method to make hybridoma using spleen cells was not 
successful; however novel approach using regional lymph node enabled us to obtain many 
functional hybridoma clones. We plan to construct a high sensitive ELISA specific for PPBP 
through a screening of newly obtained hybridomas. 
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１．研究開始当初の背景：5-S-CD は現在メラ
ノーマの臨床において最も多く使用されて
いるバイオマーカーであるが、その精度は十
分でなく、新しいマーカーの開発が必要であ
る。我々は、メラノーマの新規の血清バイオ
マーカー候補として pro-platlet basic 
protein precursor (PPBP)を同定しており、
今後、臨床応用に向けた測定系（ELISA）の

開発研究を行う予定である。 
 
２．研究の目的：PPBP は、簡易的な半定量
法の検討では、5-S-CD に比較して、感度や
陰性予測率に優れ、また優れた予後予測因
子であることも示されている（Takikawa et 
al, Proteomics clinical application, 
2009）。今後、本バイオマーカーの臨床応用
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に向けた測定系（ELISA）の開発を目指した
応用研究を施行する予定である。 
 
３．研究の方法： 
（１）PPBP タンパク(ぺプチド)のマウスへの免
疫によるハイブリドーマの作製： 
①PPBP タンパクより選定したアミノ酸配列
より下記のペプチド合成を行い、in vivo で
の免疫を施行し、ハイブリドーマの作成を行
い、PPBP 特異的なマウスモノクローナル抗体
の作成を行う。 
 

Position      Sequence     

1.    19 – 28      ALQVLLLLSL    10 mer 

2.    35 – 47      SSTKGQTKRNLAK 13 mer                

3.    48 – 58      GKEESLDSDLY   11 mer                   

4.    56 – 65      DLYAELRCMC    10 mer           

5.    88 – 97      HCNQVEVIAT     10 mer           

6.    101 – 110    GRKICLDPDA     10 mer           

7.    112 – 121    RIKKIVQKKL      10 mer    

8.    Full length    PPBP           128 meｒ      

 

免疫の方法は、従来どおり[完全フロイドアジ

ュバンド(CFA)+PPBP 50ugx1, 不完全フロイ

ドアジュバンド(IFA)+PPBP 50ugx2]にてマウ

スへの免疫(皮下)を3回施行し、boosting後、

脾細胞を回収した。 

 

② 新しい腸骨リンパ節法によるハイブリ

ドーマの作製を行う。上記の PPBP ペプチド

または全長タンパク 50ug+CFA を尾部に１回

筋肉内注射をし、２週後腸骨リンパ節を回収

した。 

（２）PPBP 特異的なマウスモノクローナル抗
体を用いた ELISA 測定系を確立： 
一方で既存の PPBP に対するモノクローナル
抗体を組み合わせた ELISA系の構築を試みた。
市販のマウス抗ヒト PPBP モノクローナル抗
体とウサギ抗ヒト PPBP ポリクローナル抗体
を組み合わせたサンドイッチ ELISA法を構築
した。 
 
４．研究成果： 
（１）PPBP タンパク(ぺプチド)のマウスへの免
疫によるハイブリドーマの作製： 
①IFAにて処理した７種類のPPBPペプチド用
いて抗原感作を行ったマウスにおいてペプ
チドに対する血清抗体価の上昇が見られた
が、作成したハイブリドーマの中では PPBP
タンパク(全長)との反応は極めて弱かった。 
 
②次にCFA+PPBP 50ugx1, IFA+PPBP 50ugx2(従
来法)にてマウスへの免疫(皮下)を 3 回施行
後、作成したハイブリドーマでは、最終的に
PPBP タンパクに結合の親和性があると思わ
れる 3 クローンを得た。この中で PPBP タン
パクに対する ELISA で最も結合の強かったク

ローン（IgM 抗体、Kd :2.83x10-8)につき測定
系の構築を行ったが、十分な感度が得られな
かった。 
 
③その後免疫を効率よく行うため、マウスの
大腿部に CFA+PPBP 50ug を 1 回のみ免疫後、
腸骨リンパ節を回収し、ハイブリドーマの作
製を試みた。ELISA 法によるスクリーニング
にて PPBP タンパクに反応する陽性クローン
は、全体の約 30%に認められ、従来法（5 %）
と比較してハイブリドーマ作製行程が非常
に効率化された。また免疫の回数も 1回で済
むことより、コストや労力の削減にも繋がる
ものと思われた。今後得られた 30 クローン
の PPBP タンパクを認識するハイブリドーマ
のスクリーニングを行い、抗体の機能的な選
別を施行し、より感度の高い測定系の構築を
目指す。 

ハイブリドーマ株のスクリーニング 

 

（２）PPBP 特異的なマウスモノクローナル抗
体を用いた ELISA 測定系を確立： 
市販のマウス抗ヒト PPBP モノクローナル抗
体とウサギ抗ヒト PPBP ポリクローナル抗体
を組み合わせたサンドイッチ ELISA 法では、
1 ng/ml の PPBP 濃度を検出可能であった。メ
ラノーマ患者 31 症例中 4μg/ml をカットオ
フとすると 24 症例で PPBP が検出され、血漿
中の平均値は、メラノーマ 10.1μg/ml、健常
人 1.7μg/ml であった。測定系の感度は
77.4％、特異性は 90.0％であった。また本
ELISA 系を利用してメラノーマ以外の大腸が
んや脳腫瘍患者の血漿中の PPBP を測定する
も、健常人と差は見られず、メラノーマでの
特異性が示唆された。以上の結果より PPBP
が新しいメラノーマの血清バイマーカーと
なりうる可能性が示唆された。今後ハイブリ
ドーマ細胞株より質の高い抗体が得られ、よ
り感度の高い測定系の構築が望まれる。 

各種がん患者の血清中の PPBP 濃度 
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