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研究成果の概要（和文）：我々は、MCM2高発現細胞においてフレンド白血病ウイルスタンパクであるgp70が存在すると
、MCM2の核移行が阻害され、DNA損傷誘発アポトーシスを増強するという現象を見出した。本研究では、MCM2に対する
細胞内抗体を用い、MCM2の核移行を阻害することによる、新たな癌治療モデルの作製を目指した。まず、ファージディ
スプレイ法用いて抗MCM2抗体の分離を行い、MCM2に特異的な抗体の分離に成功した。さらに、この抗体が細胞内でMCM2
と結合し抗癌剤によるアポトーシスを増強することを確認した。さらに研究を進展させることにより、この抗MCM2細胞
内抗体による治療は新規腫瘍治療モデルになると考えている。

研究成果の概要（英文）：In a previous study, we showed that Friend leukemia virus (FLV) envelope protein 
gp70 bound MCM2, impaired its nuclear translocation, and enhanced DNA-damage-induced apoptosis in 
hematopoietic cells when the cells expressed high levels of MCM2.
Here, we aimed to create a new cancer treatment model by interrupting the nuclear transition of MCM2 
using the anti-MCM2 intrabody instead of gp70. We first conducted separation of anti-MCM2 antibody by 
phage display method, and were successful to separate specific antibody against MCM2. We, furthermore, 
confirmed that, in vitro and in vivo, this antibody connects with MCM2 in the cell and fortifies 
apoptosis caused by the anti-cancer drug. It is thought that, by furthering the study, this treatment by 
anti-MCM2 intrabody would be a model for new tumor treatments.

研究分野： 実験病理
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１． 研究開始当初の背景 
現在の癌治療において、放射線治療や抗癌

剤による治療は一般的に行われている。しか
し、これらの治療法は癌細胞特異的でなく、
正常細胞にも作用するため、様々な副作用を
呈する。よって、腫瘍細胞特異的な治療薬、
治療法が望まれている。また近年、様々な分
子標的薬や抗体医薬が開発、臨床応用され、
腫瘍細胞特異的な治療が可能となっている。
しかし、これらの分子標的薬は特定の腫瘍細
胞にしか作用せず、腫瘍全般に幅広く用いる
ことは不可能である。我々のこれまでの研究
で 、 マ ウ ス に お い て minichromosome 
maintenance (MCM) 2 という分子が高発現し
ている細胞において、フレンド白血病ウイ
ルス（FLV）のエンベロープタンパクである
gp70 が存在すると、MCM2 の核移行シグナル
（nuclear localization site :NLS）の部分
に gp70 が結合して MCM2 の核移行を阻害し、
この細胞質にとどまった MCM2 が DNA 損傷誘
発アポトーシスを著明に増強するという現
象を見出した（図１）。この MCM2 という分子
はもともと DNA 複製、細胞増殖に関わる分子
で、ほとんどすべての腫瘍細胞において高発
現していることが知られている。このように
広範な腫瘍細胞において発現している MCM2
をターゲットとして、分子動態を制御し、ア
ポトーシス感受性を増強することで、様々な
腫瘍においける治療が可能になると考えら
れる。しかし、gp70 は外来タンパクであり、
ヒトの細胞においては毒性が強いというこ
とが判明した。そこで、本研究ではこれまで
の研究を発展させて、MCM2 に対する抗体を用
い、これを細胞内で gp70 と同様に作用させ
ることで、細胞毒性がなく、MCM2 の核移行を
阻害することが可能になると考えられた。 

図１．MCM2 によるアポトーシス増強機構 
 

２．研究の目的 
上記の背景から、毒性のある gp70 の代わ

りに、ファージディスプレイ法によって単離
したMCM2に対する細胞内抗体を用いて、gp70
が存在する場合と同様の現象を再現する。こ
れを用いて、MCM2 の核移行を阻害することに
よる新たな癌治療モデルの作製を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１） マウス並びにヒト MCM2 抗体の分離。 
ファージディスプレイ法用いて抗MCM2抗体
を分離する。本研究では MRC Centre for 
Protein Engineering (Cambridge, UK)より
提供された、ファージライブラリを用いた。
MCM2 の NLS 領域ペプチドを抗原としてファ
ージの選択・精製を行なった。まず抗原にフ
ァージライブラリを反応させ、結合するクロ
ーンのみを選択しこれを大腸菌TG1に感染さ
せ、選択したファージのみを増殖させる。こ
の工程を 2～3 回繰り返すことで、MCM2 に特
異的なファージ抗体を得ることができる（図
２）。さらに、得られたポリクローナルなフ
ァージを希釈し、単クローンになるように
TG1 に感染させ、ファージ抗体を単クローン
化した。 
 

図２．ファージディスプレイによる抗体の
選別 
 
（２）分離した抗体の特異性の確認 
得られたファージ抗体が MCM2 に特異的に

結合できるか確認を行った。MCM2 の NLS 領域
ペプチドを用いた ELISA 法で、MCM2 に対する
特異性を確認した。さらに選別された抗体の
塩基配列をシークエンス法を用いて確認し、
すべて異なるクローンのファージ抗体の選
別を行った。さらに得られた各クローンをク
ローニングし、FLAG タグ付きの発現ベクター
に組込んだ。これを HEK293 細胞、または HeLa
細胞に遺伝子導入し、lysete を回収し、免疫
沈降法にてファージ抗体と MCM2 の結合を確
認した。 
 

（３）抗体への Protein transduction domein 
(PTD)の付加 
MCM2 に結合することが確認できたファー

 



ジ抗体クローンに PTD を付加した。PTD とは
10～20 個のアミノ酸で構成され、任意のタン
パクやペプチドに融合させることで細胞内
に目的のタンパクを直接導入することを可
能になる。これまでに様々な PTD が同定され
ている。本研究ではヒト転写因子 Hph-1 由来
ペプチド（VARVRRRGPRR）を用いた。この配
列をファージ抗体の遺伝子とともにタンパ
ク発現ベクターpRSET（invitrogen）に組み
込み、大腸菌 BL21 に導入してタンパク誘導
を行い、PTD 付加抗 MCM2 細胞内抗体を作製し
た。 
 

（４） 培養細胞における抗 MCM2 細胞内抗
体によるアポトーシス増強効果の確認 
精製した PTD 付加抗 MCM2 細胞内抗体をチ

ャンバーに播種した HEK293 細胞に添加した
後、蛍光免疫染色を行い MCM2 の細胞内にお
ける局在を観察した。次に、細胞内での抗体
の安定性を確かめるために、各細胞に PTD 付
加 MCM2 細胞内抗体を添加した後に１時間お
きに細胞を回収し、抗体の保持能力の比較を
行なった。さらに DNA ダメージを誘発する抗
癌剤である Doxorubicin で処理し、Annexin
Ⅴ染色を用いてアポトーシス頻度の測定、さ
らにはウエスタンブロット法を用いてアポ
トーシス関連分子の動態を確認した。 
 

（５） In vivoにおける抗 MCM2 細胞内抗体
による治療モデルの作製 
次に in vivoにおける細胞内抗体の治療効

果を検討した。まず SCID マウスにヒト由来
の腫瘍細胞 Hela, A549 を移植した。2週間後、
ある程度腫瘍が大きくなった時点で、作製し
た PTD 付加 MCM2 細胞内抗体を投与した。投
与経路については皮下、静脈内、腹腔内、腫
瘍に直接投与などの方法で試みた。抗体投与
後、各時間において、マウスから腫瘍細胞を
摘出し、細胞内抗体に対する免疫組織染色を
施行して、腫瘍細胞における抗体の送達度合、
抗体の組織内での保持安定性の検討を行っ
た。さらに、同様に腫瘍を移植したマウスに
抗体を投与し、さらに低線量の放射線照射、
またはDoxorubicinをマウスに投与した後に、
腫瘍を摘出し、TUNEL 法を用いて腫瘍細胞に
おけるアポトーシス頻度の比較を行なった。
また、この治療を継続したときの腫瘍径の変
化、生存日数の比較を行い、治療効果の判定
を行なった。 
 
４．研究成果 
まず、ファージディスプレイ法用いて抗

MCM2 抗体の分離をおこなった。このライブラ
リによって得られる抗体は抗原結合部位で
あるVH および VL から構成される可変領
域をフレキシブルなペプチドリンカー
で結合した一本鎖抗体（scFv）である
（図３）。MCM2 の NLS 部分のペプチドを用い
て特異的に結合するファージの分離を試み
たところ、約 50 クローン程の MCM2 に特異 

図３．一本鎖抗体（scFV）の構造 
 
的なファージを分離することができた。 
次にファージより、抗体遺伝子を PCR 法に

よって単離し、発現プラスミドに組み込み、
HEK293、HeLa 細胞に遺伝子導入した。この細
胞より lysate を回収し、免疫沈降法を用い
て、細胞内における MCM2 と各抗体の結合能
ならびに MCM2 の細胞内局在を蛍光免疫染色
にて確認した。免疫沈降法を施行した結果、
分離した抗体は細胞内で MCM2 と結合してい
ることが確認できた。また蛍光免疫染色の結
果、MCM2 の細胞内局在は、クローンの種類に
より、本来のとおり核に局在するもの、細胞
質に局在するもの、両方に存在するものなど
さまざまであった。免疫沈降法と蛍光免疫染
色によって、確実に MCM2 が細胞質に存在す
るクローンは 20 クローン程存在していた。 
さらに HEK293、HeLa 細胞にこの抗体を発

現させた時に、抗癌剤である Doxorubicin 処
理でアポトーシスが増強するか確認した。も
その結果、もともと MCM2 の発現の高い HeLa
細胞においては、選別したクローンの抗体を
導入したものにおいて、アポトーシスの増強
が確認できた。一方、MCM2 の発現が低い
HEK293 細胞においては、アポトーシスの増強
がみられなかった。しかし MCM2 を強制発現
させた後に同様の処理を行うことで、アポト
ーシスの増強が確認できた。 
次に、この細胞内抗 MCM2 抗体を直接細胞

に導入するシステムを構築するために、
Protein Transduction domain (PTD)である
HIV-1 Tat 由来（GRKKRRQRRRPPQ）、ヒト転写
因子 Hph-1 由来ペプチド（VARVRRRGPRR）を
融合させた抗 MCM2 細胞内抗体を構築した。
この抗体は完全型抗体に比べて分子量
が小さいため、大腸菌などの微生物に
よる抗体発現が可能である。大腸菌にて
発現させた PTD 付加細胞内抗 MCM2 抗体を
HEK293 細胞、HeLa 細胞に添加すると、約 1
時間で速やかに細胞内に導入されることを
確認した。また、この抗体を導入した Hela
細胞に Doxorubicinを処理することでアポト
ーシスが増強されることを確認した。 
さらに in vivoにおける細胞内抗体による

治療効果を検討した。SCID マウスに腫瘍細胞
である HeLa 細胞、A549 細胞を移植し、作製



した PTD 付加細胞内抗 MCM2 抗体を腫瘍部分
に直接投与した。投与後腫瘍細胞を摘出し、
病理組織学的に抗体の送達度合を確認した
ところ、投与後１時間で腫瘍細胞に抗体が導
入されていることが確認できた。しかし、そ
の後急速に腫瘍細胞内の抗体が減少し、5 時
間後には細胞内の抗体のほとんどが消失し
ていた。さらにこの抗体を用いて治療実験を
行った SCID マウスに PTD 付加細胞内抗 MCM2
抗体投与後にDoxorubicinを処理することで
腫瘍細胞に対してアポトーシスを比較的強
く誘導することが可能であった。現在、この
治療継続中であり、生存期間の比較を行う予
定である。 
今後は PTD 付加細胞内抗 MCM2 抗体による

治療効果の確認をより詳しく調べていく。ま
た、本研究で作成した PTD 付加細胞内抗 MCM2
抗体は生体において安定性に欠いている様
であったので、抗体の安定性の確保、抗体を
安定的に生体内に供給するシステムの構築、
投与経路や投与量などの検討を重ねて行か
な け れ ば な ら な い 。 今 回 Protein 
Transduction domain (PTD)として HIV-1 Tat
由来（GRKKRRQRRRPPQ）、ヒト転写因子 Hph-1
由来ペプチド（VARVRRRGPRR）を使用したが、
これらの PTD は組織特異性がなく、すべての
臓器にタンパクが導入されていることが考
えられる。このことが腫瘍細胞における細胞
内抗体の安定性の欠如の原因の一つと考え
られる。近年、組織特異的な PTD がいくつか
発見されているため、これを利用することで
より副作用が少なく、腫瘍特異的な治療が可
能になると考えられる。まだまだ課題はある
が、さらに研究を進展させることにより、こ
の抗 MCM2 細胞内抗体による治療は新規腫瘍
治療モデルになると考えている。 
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