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研究成果の概要（和文）：われわれは独自に開発した抗体産生単一細胞由来抗体発現迅速単離システムを用いて大腸が
ん患者由来の抗体産生細胞からヒトモノクローナル抗体クローンを大規模に単離した。得られた抗体クローンの中から
大腸がん細胞株に対する結合能を示す抗体を選別した。さらにそれらの抗体クローンの中からCD44vなどのがん幹細胞
マーカー陽性細胞に対する結合能を示す抗体クローンを複数同定した。これらの抗体クローンが認識する抗原候補タン
パク質を同定するため免疫沈降法と質量分析法を用いた解析を行った。さらにプロテインアレイを用いた抗原候補タン
パク質の同定も行った。

研究成果の概要（英文）：We have conducted a large-scale isolation of human monoclonal antibodies from 
patients with colon cancer by using our high-throughput isolation system for monoclonal antibodies from 
single cells. We have selected antibody clones that were capable of binding with colon cancer cell lines. 
Those clones were further selected based on the reactivity against colon cancer stem cells identified by 
cancer stem cell positive markers including CD44v. We have identified candidate antigens for those clones 
by using immunoprecipitation combined with mass spectrum analysis as well as reactivity against protein 
arrays.

研究分野： 分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、がん治療の重要な標的として、がん
幹細胞に注目が集まっている。腫瘍組織中に
ごく少数存在し自己複製能力を持つがん幹
細胞は、わずか数個で元の腫瘍組織と同様の
腫瘍を形成する。しかし、がん幹細胞は、癌
組織中にわずかしか存在しないことから、が
ん幹細胞に対する有効なマーカーや治療薬
の開発が阻まれてきた。 
 がん患者の血清中には自己の成分に対す
る抗体がしばしば出現し、その中にはがん細
胞由来の成分を認識する抗体や、がんの早期
診断マーカーとして有用な抗原を認識する
抗体が含まれている。しかし生体内で検出さ
れるこれら多数の抗体を単一抗体として取
り出し効率的に生産する手法がなかったた
め、個々の抗体の生物学的意義に関する解析
はこれまで非常に遅れている。 
 最近われわれは、ヒトの抗体産生単一細胞
から抗体遺伝子を迅速に単離し、効率的に発
現ユニットに組込み、培養細胞で発現させる
ことで、ヒトモノクローナル抗体をわずか５
日間で単離する、世界最速のヒトモノクロー
ナル抗体高効率単離システムを開発した。こ
のシステムを用いて、ヒトモノクローナル抗
体を単離し、がん細胞に対する結合能を調べ
たところ、高い頻度でがん細胞を認識する完
全ヒトモノクローナル抗体が単離されるこ
とを見いだした。そこでがん患者由来の抗体
産生細胞から、より大規模にヒトモノクロー
ナル抗体を単離できれば、その中に、がん細
胞のみならず、がん幹細胞に対する抗体も含
まれているのではないかと考え本研究に至
った。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、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、がん患者
由来の抗体産生細胞から、抗体遺伝子を大規
模に単離・発現させ、ヒトモノクローナル抗
体を大規模に単離し、得られた抗体を用いて、
がん細胞株に対するスクリーニングを行い、
がん細胞との高い結合能を示すヒトモノク
ローナル抗体を多数選別し、その中からがん
幹細胞との結合能を示すヒトモノクローナ
ル抗体を単離するための手法開発を目的に
行った。 
 
３．研究の方法 
 われわれが独自に開発した、抗体産生単一
細胞由来抗体発現迅速単離システムを用い
て、大腸結腸がん患者に由来する抗体産生細
胞からヒトモノクローナル抗体を大規模に
単離した。大腸がん細胞株 10 種類と正常繊
維芽細胞株に対して得られた抗体をそれぞ
れ反応させ、がん細胞株との反応性を示す抗
体を選別した。大腸がん細胞株の中からセル
ソーターを用いて単離した CD44v、CD133、
ALDH などのがん幹細胞マーカーで強陽性を

示すがん幹細胞様細胞に対して、がん細胞株
に対する反応性を示した抗体をそれぞれ反
応させ結合性を評価した。がん幹細胞様細胞
に対する結合性を示した抗体が認識する抗
原を明らかにするため、がん細胞株由来の細
胞抽出液とその細胞株に対する結合性を示
す抗体を用いて免疫沈降法と質量分析法を
適用し抗原候補タンパク質の同定を行った。
加えて、プロテインアレイに対する反応性も
利用して抗原候補タンパク質の同定を行っ
た。 
 
４．研究成果 
3 症例の大腸がん患者と 1 症例の S 字結腸が
ん患者由来の抗体産生細胞から、合計 713 種
類のヒトモノクローナル抗体を単離した。そ
れらの抗体のうち 629 クローンを用いて 10
種類の大腸がん細胞株と1種類の繊維芽細胞
株に対してそれぞれ免疫染色を行い、がん細
胞株に対する反応性を示す抗体クローンを
選択した。その結果、いずれかのがん細胞株
に対する染色性を示す抗体が182クローン見
いだされた。この結果から、がん患者由来の
抗体産生細胞では平均約 30％という極めて
高い頻度でがん細胞を認識する抗体が産生
されていることが明らかとなった。がん細胞
株に対する染色性を示したこれら抗体182ク
ローンの中から繊維芽細胞に対する染色性
をほとんど示さないクローンが 32 クローン
同定された。これらの抗体の内 28 クローン
を用いて CD44v 強陽性を示す「がん幹細胞様
細胞」に対する反応性を調べたところ、ほと
んどのクローンにおいて、がん細胞株のみな
らず、その細胞集団中のわずかに含まれる
CD44v 強陽性の「がん幹細胞様細胞」に対し
ても同等の染色性が認められた。そこでこれ
らの抗体が認識している抗原を明らかにす
る目的で、抗体に反応性を示したがん細胞株
に由来する細胞抽出液とそれぞれの抗体を
用いて免疫沈降法と質量分析法を適用し抗
原の同定を試みたところ、いくつかの候補タ
ンパク質が同定された。さらに約 9000 種類
の組換えタンパク質が載ったプロテインア
レイに対してこれらの抗体クローンを反応
させたところ、抗体との結合性を示す候補タ
ンパク質が合計数 10 種類同定された。そこ
で現在、これらの候補タンパク質が真の抗原
であるか否かの検証実験を進めている。がん
患者では、がんの進行に伴い血清中に自己抗
体の増加することが知られている。しかしこ
れらの自己抗体のがん細胞に対する生物学
的意義については未だ十分には明らかにさ
れていない。今回の研究によって、がん細胞
を認識する抗体産生細胞ががん患者の体内
で高頻度に出現することが明らかとなった。
また、それらの中にはがん細胞のみならずが
ん幹細胞に対しても反応性を示す抗体が存
在する可能性が強く示唆された。これらの抗
体はがん細胞とがん幹細胞の両者を同時に
攻撃するための道具として生体が産生して



いる可能性もあることから、がんの診断やが
んの根治療法開発への応用が期待される。 
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