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研究成果の概要（和文）：我々が作製したヒトHMMC-1抗体は婦人科癌、中でも子宮体癌に特異的に抗腫瘍効果を示した
。この抗体は子宮体癌の細胞に対しては増殖抑制効果を示し、異なる転移能を有する細胞では、より高い転移能を持つ
細胞に対して、より強い増殖抑制効果を示した。その増殖能の差は細胞周期の影響によらないことを示した。さらにHM
MC-1抗体の認識糖鎖抗原を質量分析で解明した。反応タンパクの抗原解析では少なくとも糖タンパク質のCD166およびC
D49であることが判明した。今後の新たな治療戦略として、子宮体癌の中でもCD166発現の上昇を示す症例には、HMMC－
1抗体の分子標的治療薬の治療的役割を期待する結果となった。
。

研究成果の概要（英文）：We established the humanized HMMC-1 antibody which recognizes gynecologic cancers 
and demonstrates specific anti-tumor activity towards endometrial cancer. In vitro, the antibody 
demonstrated anti-tumor activity towards endometrial cancer cells with differing lymph node metastasis 
potential and demonstrated even greater cell proliferation inhibitory effects towards the cell line with 
greater metastatic potential. Cell cycle analysis demonstrated that this difference in proliferation 
inhibition was not due to differences in proliferation or cell cycle. In addition, we elucidated the 
carbohydrate antigen recognized by the HMMC-1 antibody. Using mass spectrometry, we showed that the 
HMMC-1 antibody recognizes CD 166 and CD 49. Our research thus delineates the future possibility of 
clinical treatments based on HMMC-1 antibody administration as molecular target therapy towards 
endometrial cancer cases that demonstrate elevated CD 166 expression levels.

研究分野： 婦人科腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 
 婦人科癌のリンパ節転移陽性例は有意に
予後不良であり、様々な治療法に対して難治
性である。治療面においても、進行癌で発見
された症例は再発のリスクも高く、特にリン
パ節転移巣は従来の抗癌剤治療のみでは制
御は困難なことが多く、より有効な治療法は
重要な目標となる。本研究ではリンパ節転移
に対する新たな治療戦力として転移腫瘍の
認識糖鎖抗原をターゲットする新規分子標
的治療薬の開発を目的とした。臨床的にも癌
特異的抗体を利用したリンパ節転移をター
ゲットした新たな治療薬の開発が期待され
る。 
 
２．研究の目的 
 
 婦人科癌の中でも子宮体癌は食生活の欧
米化の伴い増加傾向にあり、その主な治療法
は手術治療に加え、放射線療法や化学療法が
あるが、その効果が他の婦人科癌で代表され
る子宮頸癌や卵巣癌に比べて効果が乏しい
面もある。したがって、癌特異的抗体を併用
して化学療法の効果を高めることや、抗体と
しての新しい治療薬を開発することは臨床
的には意義が大きい。 
 本研究では癌化に伴い発現する糖鎖抗原
に対して高い特異性を有するヒトモノクロ
ーナル抗体を作製し、婦人科腫瘍の癌細胞を
選択的に阻害する抗体療法の開発を行った。
生体内で機能効果を示す分子標的治療薬の
抗体の多くは糖鎖構造を認識抗原としてい
るため、リンパ節転移巣で発現される特異的
な糖鎖構造を認識する抗体の選別を行う。 
 まずは婦人科癌の転移と関連する糖鎖バ
イオマーカーを同定しするため、レクチンマ
イクロアレイを利用し、生体試料での糖鎖の
比較発現解析を行ない、糖鎖構造の推定を行
う。Glycoblotting 法を利用して、治療ターゲ
ットの糖鎖構造を選別し、糖鎖構造を有する
腫瘍細胞を精製して免疫原免疫原としてマ
ウスの免疫にて新たなモノクローナル抗体
を作製する。さらに抗腫瘍効果を示す抗体の
選別を行い、作製した抗体の認識抗原を同定
すると同時に、腫瘍細胞に対する抗腫瘍効果
を確認し、その分子レベルでのメカニズムを
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 婦人科癌の転移関連糖鎖構造を有する腫
瘍細胞の特定 
 糖鎖構造のプロファイリングを解析可能
とする技術開発されたレクチンマイクロア
レイを利用して、生体試料での糖鎖の比較発
現解析を行ない、糖鎖構造の推定を行なった。
さらに glycoblotting 法にてリンパ節転移腫瘍
細胞の表面糖鎖を捕捉し、高速定量的糖鎖解
析にて糖鎖構造の細胞を精製した。 

 
(2) 新規ヒトモノクローナル抗体の作製 
 上記方法にて精製した腫瘍細胞を免疫原
として完全ヒト型抗体を産生する KM mouse
に投与し、従来の方法にてヒトモノクローナ
ル抗体を作製した。リンパ節転移 の癌細胞
のみを高い確率で認識するヒト型モノクロ
ーナル抗体を作製した。 
 
(3) モノクローナル抗体の抗腫瘍効果の

検討 

作製したヒトモノクローナル抗体の機能評
価には異なるリンパ節転移能を有する細胞
を利用して in vitro で検討した。モノクローナ
ル抗体の治療ターゲットの糖鎖構造を選別
し、質量分析にて糖鎖構造を特定した。 
 
４．研究成果 
 

(1) 婦人科癌を特異的に認識する新規ヒ

トモノクローナル抗体の作製 

 生体試料での糖鎖の比較発現解析を行な
い、婦人科癌の転移腫瘍細胞にはフコシル化
糖鎖抗原が重要であることを特定し、糖鎖構
造の推定を行なった。さらにこのような糖鎖
構造を発現するリンパ節転移細胞を認識す
る 新 規 のヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
HMMC-1 を作製した。HMMC-1 抗体は婦人
科癌の中でも子宮体癌に対して特定的に認
識することが判明した。 
 

(2) モノクローナル抗体の抗腫瘍効果の検

討 
 今までの研究で子宮体癌 Hec-1A 細胞を用
いて高転移性の Hec 9 細胞および低転移性の
Hec 8 細胞と異なる転移能を有する細胞株を
樹立した。この細胞を用いた in vitro 
proliferation assayではHMMC-1抗体は両細胞
に対して増殖抑制効果を示したが、より高い
転移能を示す Hec 9 細胞に対しては、より強
い増殖抑制効果を示した。細胞間での細胞周
期の影響を除外するため、cell cycle analysis
を用いて、この増殖抑制効果は増殖能の差に
影響されないことを示した。 
 
（図１）Hec 8 および Hec 9 細胞を用いた in 
vitro proliferation assay。HMMC-1 抗体または
ヒト IgM を培養上清に添付し細胞数を検討
した。Hec 8 細胞（a）よりは Hec 9 細胞 (b)
に対しての細胞増殖抑制効果が強かった。 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（図２）Hec 8 および Hec 9 細胞を用いた cell 
cycle analysis。細胞周期の各段階の細胞を
propidium iodide 染色および flow cytometry に
て解析した。 (a), (b) HMMC-1 抗体またはヒ
ト IgM で処理して 24 時間後には細胞間に差
がないことを確認した。(c) p16, p21, p27 の
RT-PCR および(d)western blotting では細胞間
では差がないことを確認した。 
 

 
 
(3) 抗原解析 
 HMMC-1 抗体の反応タンパクを質量分析
にて、抗原解析では少なくとも糖タンパク質
のCD166およびCD49であることが判明した。
本抗体が特異的に認識する糖鎖抗原はフコ

シル化コア 1 型の O 型糖鎖構造であり、その
抗原決定構造が Fucα1→2Galβ1→4GlcNAc
β1→3Galβ1→3GalNAc→Ser/Thr であるこ
とを解明した。 
 高転移性の Hec 9 細胞を SDS-gel 電気泳動
し、HMMC-1 反応タンパク成分をさらに
UEA-1 カラムクロマトグラフィーにて精製
した。トリプシン処理後に AXIMA-CFR plus 
MALDI-TOF 質量分析し、MASCOT 解析にて
そのタンパク同定を行った。その結果、
HMMC-1 抗体の反応タンパクは CD166 およ
び CD49 であることが判明した。 
 
（図３）SDS-gel 電気泳動し、HMMC-1 反応
タンパク成分をさらに UEA-1 カラムクロマ
トグラフィーにて精製した。(a) 精製された
成分の Coomassie blue 染色および(b) 免疫沈
降。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 さらに HMMC-1 抗体の認識糖鎖抗原構造
が Fucα1→2Galβ1→4GlcNAcβ1→3Galβ1
→3GalNAc→Ser/Thr であることを解明した。
この糖鎖抗原を発現する糖転移酵素のα
1,2FucT1, Core1 β 1,3GlcNAcT, β 1,3GalT5, 
およびβ1,4GalT1 の発現解析を Hec 8 および
Hec 9 細胞で行い、より転移能が高い Hec 9
細胞では extended core 1 構造を決定する
Core1β1,3GlcNAcT 酵素の発現上昇を認め、
その酵素の発現が本抗体の認識糖鎖構造を
合成する上で重要であることを確認した。さ
らにこの糖鎖抗原はフコシル化も必須であ
ることも判明した。局所発現においても
confocal 免疫組織化学染色にて CD166 および
HMMC-1 抗体が同部位を認識していること
を解明した。さらに CD166 の siRNA を用い
た検討では、HMMC-1 の認識抗原が消失する
ことが判明した。 
 
 
（図４）Hec 8 および Hec 9 細胞を用いた
confocal 免疫組織化学染色では、CD166 およ
び HMMC-1 抗体が同部位に染色された。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図５）Hec 9 細胞に CD166 抗体を添加し、
細胞増殖を抑制することを確認した。 (a) 
CD166 抗体(5μg/ml)を添加し、細胞数を確認
した。b) CD 166 siRNA による Hec 9 細胞の細
胞増殖抑制効果を細胞数にて確認した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 結論として、HMMC-1 抗体は子宮体癌細胞
の増殖抑制効果を in vitro で示し、その認識糖
鎖抗原が Fucα1→2Galβ1→4GlcNAcβ1→
3Gal β 1 → 3GalNAc → Ser/Thr で あ り 、
HMMC-1 抗体の認識タンパクは CD166 であ
ることが判明した。子宮体癌に対しての新た
な治療戦略として、子 CD166 発現の上昇を示
す症例には、HMMC−1 抗体の分子標的治療薬
としての併用投与を期待する結果となった。 
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