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研究成果の概要（和文）：膵腺房細胞癌や膵癌膵液に反応性が強く膵癌診断に有用性が期待される単クローン抗体の認
識抗原の同定を行った。2P-1-17-1, 6P-3-2-4は糖鎖抗原認識の可能性が示唆され、合成糖鎖抗原に対する反応性試験
にて、それぞれシアリル化ルイスa抗原、Tn抗原を認識していた。2P-1-2-1認識抗原は、抗原陽性細胞株培養液、抗体
とprotein G 磁気ビーズを用いた免疫沈降法にて精製し、LC-MS/MS解析でスコア828にてa bile salt-dependent lipas
e oncofetal isoformが検出された。

研究成果の概要（英文）：We have established mouse monoclonal antibodies (2P-1-2-1, 2P-1-17-1, 6P-3-2-4) 
against malignant tumor related molecules in a pancreatic juice. The molecules recognized by these 
monoclonal antibodies were studied. Because 2P-1-17-1 and 6P-3-2-4 have shown immune-reactivity against 
glycol-antigen resulted by western-blotting analysis, synthetic glycol-pepetides were used as antigens 
for ELISA and Westernblotting assay. As a consequence of these assay, 2P-1-17-1 and 6P-3-2-4 reacted with 
sialyl lews a and Tn antigen, respectively. 2P-1-2-1 recognized the molecule which was 100~130 kDa in 
molecular size with a fine band on westernblotting. The molecule was purified by immune-precipitation 
method using protein G coated magnetic beads and isolated by SDS-PAGE gel electrophoresis. Isolated 
molecule in SDS-PAGE gel was analysed by LC-MS/MS, resulting that molecule was a bile salt-dependent 
lipase oncofetal isoform, which was specifically produced in pancreas acinal cell, with sore 828.

研究分野：がん免疫
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1．研究開始当初の背景 

 膵癌はその解剖学的位置などの要因により、

癌の病期進行が早く、その 5年生存率は 4％、

切除可能症例においても 35％と非常に低い

（ref.1,2）。このため早期診断・早期治療法お

よび治療効果判定法の確立が急務である。事

実、膵癌に対する血清中のがんマーカーとし

てCA19-9やCEA測定の有用性が指摘されて

いるが、未だに膵癌特異的癌マーカーは同定

されておらず、近年のプロテオミクスによる

膵癌の指標となる血清蛋白の同定においても

的確な候補分子が同定されていないのが現状

である（ref. 3）。われわれは、H21～22年度

挑戦的萌芽研究 (2165151) で慢性膵炎膵液

と 癌 性 膵 液 を 用 い た subtractive 

immunization 法にて、多くのマウス単クロ

ーン抗体を作製し、膵癌特異的癌関連分子認

識抗体の確立を目的とした研究を開始した。

久留米大学・病理学教室（矢野、安元ら）の

協力により、病理組織染色法にて膵腺房細胞

癌の診断や膵癌膵液に反応性が強く膵癌診断

に有用性が期待される膵癌膵液特異的単クロ

ーン抗体（2P-1-2-1,2P-1-17-1,6P-3-2-4など）

を樹立した（発表論文②）。 

 

2．研究の目的 

 研究の背景で紹介した樹立単クローン抗体

の臨床応用の１つに、臨床試料（血液、尿、

ERCP 試料など）中の癌抗原の高感度検出系

の確立がある。この検出系の１つとしてサン

ドイッチ法による ELISA検出系がある。この

系の確立のためには、認識分子上の他のエピ

トープに対する新規抗体の樹立が必須である。

この目的のために認識抗原の同定と新規抗体

の作製が必須である。まず、認識抗原の同定

方法としては、 

①候補抗体の抗原陽性細胞株由来 cDNAライ

ブラリーの作製による expression cloning法。 

② 抗 原 の 免 疫 沈 降 法 に よ る 精 製 と

LC-MS/MS 解析による認識分子の同定と解

析。を試みた。 

 

3．研究の方法 

 (1) 抗原陽性細胞の total RNA より oligo 

dT を用いてmRNAを精製した。次に、逆転

写酵素を用いてmRNAから cDNAを作製し、

哺乳類発現用ベクターに挿入して cDNAライ

ブラリーを構築する。抗原陰性のヒト細胞株

に cDNAライブラリーを電気穿孔法にて導入

後、各抗体にて細胞表面を染色する。蛍光色

素標識抗マウス抗体を 2 次抗体として反応さ

せ、FACS にて抗原陽性細胞（蛍光陽性）を

回収する。回収した抗原陽性細胞中のベクタ

ーを回収し、大腸菌に感染させて増殖させる。

この操作を繰り返すことで、原陽性細胞頻度

の上昇を目安として、目的の cDNAを含むベ

クターを濃縮し、最終的に単離する。 

単離された cDNAより抗原をコードする全長

cDNA を同定し、遺伝子配列より抗原分子の

構造と機能を特定する。 

 

(2) ウエスタンブロッティングによる各抗

体の認識抗原の性状（分子量など）や抗体の

反応性やエピトープを類推する。とくに、癌

抗原として糖鎖が抗原エピトープとなる場合

があるため、合成糖鎖を標的とした検討を行

う。 

 

(3) 抗原の免疫沈降法（protein G magnetic 

beads）による精製と LC/MS/MSでの解析に



よる抗原分子の

(3)
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た場合、酸性溶媒による溶出による抗体の抗

原結合活性への影響と

の混入を避けるため、ゲル濾過法とイオン交
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本分子は既に遺伝子等の報告があるが（ref. 7

～9）、本 2P-1-2-1 抗体は病理組織において、

その反応特異性が確認されており（発表論文

①）、病理診断への応用が可能である有用な抗

体と思われる。さらに、cDNA の単離とエピ

トープの探索および新規抗体を作製すること

で高感度の検出システムの確立とより癌特異

的反応性抗体の作製が可能となる。 
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