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研究成果の概要（和文）： 
 
癌の進行に伴い癌患者の血清中では、しばしば自己抗体が増加する。これらの抗体の中に
は、潜在的に癌の診断や治療用抗体の開発に役立つ抗体の存在が期待される。そこで本研
究では、われわれが開発した、抗体産生単一細胞からの完全ヒトモノクローナル抗体迅速
単離システムを用いて、癌患者由来の抗体産生細胞一個一個から抗体遺伝子を単離し培養
細胞で発現させることによって得られた、多数の完全ヒトモノクローナル抗体をライブラ
リー化し、それぞれの抗体の結合特性や機能を調べることによって、癌細胞との結合能を
示す抗体の単離を目指した。得られた癌患者由来のヒトモノクローナル抗体を、癌組織標
本に対して免疫組織化学染色を行うことで、癌細胞との結合能を示す抗体のスクリーニン
グを行った。その結果、得られた抗体の中には、癌細胞に対して高い親和性を示すクロー
ンが確かに存在することを見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
It has been known that the elevation of autoantibodies can frequently be observed in 
patients with cancer along with its progression. Among those some are potentially useful 
for the development of therapeutic or diagnostic antibodies for cancer. Recent development 
of our high-throughput isolation system of human monoclonal antibodies enabled us for the 
construction of antibody libraries from cancer patients derived antibody-producing single 
cells. The binding specificity of each antibody was examined by staining the cancer tissue 
from the same patient. After extensive screening we have succeeded in isolation of multiple 
antibodies that recognize cancer cells. 
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１．研究開始当初の背景 
現在創薬分野では、癌に対する治療用抗体の
開発と、その効用を確認するための診断用抗
体の開発ニーズが高まっている。特に治療用

抗体では、標的抗原に対する高い特異性と親
和性のみならず、目的に応じた種々の物性や
機能性も兼ね揃える必要がある。それらの条
件を満たす抗体を開発するためには、まず標
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的抗原との結合性を示す抗体を、できるだけ
多種類取得することが求められる。現在の治
療用抗体開発現場では、ファージディスプレ
ー法と、長年の実績を持つハイブリドーマ法
が主に用いられている。ファージディスプレ
ー法は抗原を用いた免疫が不要であるとい
う大きな利点を有するが、目的の抗体を単離
するためには、良質なファージライブラリー
を用いて大規模なスクリーニングを何度も
繰り返さなければならない。また得られる抗
体の、抗原に対する親和性は一般的に低く、
目的の性能を得るために、抗体の親和性向上
過程を必要とする。ハイブリドーマ法では、
抗体産生細胞の無限増殖能を得るために使
用されるミエローマが、マウス、ラットある
いはウサギ用のものしかなく、ヒトの抗体産
生細胞の不死化には適用できない。そのため
マウスなどから単離されたモノクローナル
抗体をヒト化する過程を必要とする。さらに
ハイブリドーマ法ではミエローマと抗体産
生細胞の細胞融合後、ハイブリドーマの選択
と単一細胞からのクローン増殖が必要で、抗
原との結合性が解析できるまでに少なくと
も 1 ヶ月以上の期間を要し、スクリーニング
の結果、陽性クローンがなければ、再度動物
の免疫から繰り返えさなければならないこ
とから、目的の抗体単離までに長期間を要し
ていた。 
 これらの欠点を克服するため、抗体産生単
一細胞からの抗体遺伝子クローニング法の
重要性に近年注目が集まっている。これは、
生体内に存在する抗体産生単一細胞から抗
体遺伝子を単離し、発現ベクターに組込み、
培養細胞に導入し、培地中に分泌された抗体
について抗原との反応性を解析することで
目的の抗体を取得する方法である。しかし、
抗体産生単一細胞からの抗体遺伝子の単離
には技術的困難さが存在し、それらを一つ一
つ発現ベクターに組み込むには多大労力と
時間を要していた。 
 そこで、われわれはこの手法の欠点を克服
するため、3 種類の新規技術開発を行った。
すなわち、1）小胞体選択的蛍光色素と標識
抗原を用いた抗原特異的形質細胞の新規同
定(ERIAA)法、2）多数の抗体産生単一細胞
から確実に抗体 cDNA を自動合成するため
の 懸 垂 液 滴 ア レ イ 式 磁 気 ビ ー ズ 反 応
(MAGrahd)法、ならびに 3）抗体 cDNA から
増幅された抗体可変領域遺伝子断片を一切
精製することなしに抗体遺伝子発現ユニッ
トに変換するための標的選択的連結ポリメ
ラーゼ連鎖反応(TS-jPCR)法である。これら
の要素技術を用いることで、抗体産生単一細
胞からの抗体遺伝子単離、培養細胞での抗体
発現、結合能解析を含め、わずか 5 日間の過
程で、目的抗原に特異的なモノクローナル抗
体を多数取得することが可能となった。 

 
２．研究の目的 
癌患者の血清中には自己抗体がしばしば検
出され、これらの抗体の中には潜在的に癌の
抗体療法や診断法の開発に役立つ抗体の存
在が期待される。本研究では、われわれが独
自に開発した抗体産生単一細胞からの完全
ヒトモノクローナル抗体迅速単離システム
を用いて、癌患者由来の抗体産生細胞一個一
個から抗体遺伝子を単離し、培養細胞で発現
させ、得られた完全ヒトモノクローナル抗体
をライブラリー化し、個々の抗体の結合特性
や機能を調べることによって、癌細胞を認識
するヒトモノクローナル抗体単離法の開発
を目的に研究を行った。 
 
３．研究の方法 
癌患者より抗体産生細胞を単離し、セルソー
ターを用いて形質細胞の表面マーカ等を指
標に、シングルセルソーティングを行い単一
細胞の分離を行った。それら単一細胞から、
独自開発した懸垂液滴磁気ビーズ反応
(MAGrahd)法ならびに、自動化のためのロボ
ットアームを用いて cDNAを合成した後、抗
体 cDNA断片の増幅を行った。得られたヒト
抗体 cDNAを、独自開発した標的選択的連結
PCR法で発現ユニットに組み込んだ後、ヒト
由来の 293FT細胞に導入し、2日間培養する
ことで培養上清中にヒト抗体を発現させた。
培養上清中に分泌された抗体を回収し、保存
することで抗体ライブラリーの作製を行っ
た。得られた抗体の特異性を調べるため、患
者由来の癌組織や同種の癌細胞株を抗原と
して免疫染色を行い、癌細胞を認識する抗体
の探索を行った。 
 
４．研究成果 
本研究では、われわれが独自に開発した抗体
産生単一細胞からの完全ヒトモノクローナ
ル抗体迅速単離システムを用いて、癌患者由
来の抗体産生細胞一個一個から抗体遺伝子
を単離し、培養細胞で発現させ、得られた完
全ヒトモノクローナル抗体をライブラリー
化した。癌患者由来の抗体産生細胞を元に単
離されたヒトモノクローナル抗体ひとつひ
とつを、癌細胞株ならびに癌組織標本に対し
て免疫組織化学染色を行うことで、癌細胞と
選択的に結合する抗体のスクリーニングを
行った。その結果、得られた抗体の中には、
ヒト由来の癌細胞と高い親和性を示すクロ
ーンが確かに存在することを見いだした。現
在、得られた抗体によって認識される抗原が
どのような組織で発現しているのかを解析
すると共に、抗原の同定に向けて研究を進め
ると共に、各抗体の治療用あるいは診断用抗
体としての応用可能性について検討を進め
ている。 
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