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研究成果の概要（和文）：本研究では、我々がこれまで培ってきた、ラット腸骨リンパ節法を用いたモノクロー
ナル抗体作製技術および1細胞ラビットモノクローナル組換え抗体作製技術を応用・発展させ、グリオーマ幹細
胞および膵臓がん幹細胞をモデルとして、新規がん幹細胞表面マーカー分子の同定を試みた。その結果、これら
の幹細胞の細胞表面抗原を特異的に認識する新規ラットモノクローナル抗体を複数単離することに成功し、新規
の抗体医薬品およびがん免疫療法の開発シーズとなり得る抗体を取得した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to identify novel cancer stem cell surface 
marker molecules using glioma stem cells and pancreatic cancer stem cells as models by applying and 
developing the monoclonal antibody production technology using the rat iliac lymph node method and 
one-cell rabbit monoclonal recombinant antibody production technology we have developed so far. As a
 result, we succeeded in isolating several novel rat monoclonal antibodies that specifically 
recognize the cell surface antigens of these stem cells, and obtained antibodies that could serve as
 seeds for the development of novel antibody drugs and cancer immunotherapy.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： 抗体医薬品　モノクローナル抗体　組換え抗体　細胞表面抗原
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの多くの研究から、がん細胞およびがん幹細胞に発現する複数の細胞特異的表面マーカー分子が同定さ
れてきた。しかしながら、それらの多くは特異性の問題や、研究者間でデータに矛盾があったりするなどの理由
から、医薬品開発までたどりついたものは非常に少数であるのが実情であった。我々が開発した新しいモノクロ
ーナル抗体作製プラットフォームは、高選択的な識別を可能とする新規モノクローナル抗体の樹立を可能とする
技術であり、またさまざまな疾患細胞への適用が可能であることから、抗体による細胞表面抗原分子の認識を軸
とした新しい医工学技術開発のブレイクスルーとなることが期待される。 

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
がん治療における大きな問題点の１つに、治療抵抗性細胞の出現によるがんの再発・転移が
挙げられる。これら再発・転移現象には、腫瘍組織中に存在する“がん幹細胞”の関与が指摘さ
れており、その性状を理解することは、がん幹細胞をターゲットとした新しい治療法の開発に
おいても非常に重要な意味を持つ（Visvader and Lindeman, Nat Rev Cancer, 2008）。し
かしながら、腫瘍組織中のがん幹細胞の数は非常に少ないことに加え、各種がん幹細胞を特異
的に認識できる表面抗原認識抗体の少なさなどの理由から、これらの細胞を高精度で分離し、
その性状を解析することは困難であった。よって、各種がん幹細胞およびその分化成熟段階を
高精度に識別できる手法の開発は、がん治療法開発の基盤技術として正に待ち望まれている技
術と言える。 
  細胞表面に発現する分子（表面抗原）に対するモノクローナル抗体を用いた細胞識別法は、
正常細胞に加えて老化細胞やがん細胞など異常が生じた細胞の分化状態なども高精度に検出
することが可能な手法である。それらモノクローナル抗体の作製法として最もシンプルな方法
は、標的とする細胞を“まるごと”免疫し、目的細胞を特異的に認識するモノクローナル抗体を
スクリーニングするといったものである。このシンプルかつ直接的なアプローチはカドヘリン
の発見（Shirayoshi et al, Cell,1983）など、古くから多くの革新的な発見を導いている、高
いポテンシャルを有する手法である。さらに近年では、がん細胞が放出するエクソソームなど
に代表される細胞外小胞の検出や（Samanta etal, Acta Pharmacologica Sinica, 2018）、
抗体の持つ抗体依存性細胞傷害活性（ADCC活性）や抗体-薬剤複合対（ADC）など利用した
分子標的薬の開発など（Diamantis and Banerji, British Journal of Cancer, 2016）、単に
細胞を識別する目的だけでなく、がん細胞など異常が生じた細胞の除去といった医学的応用な
ど、モノクローナル抗体の重要性および必要性は年々高まっている。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、新規がん幹細胞表面マーカー分子の探索により、難治がんの代表格である
膵臓がんやグリオブラストーマなど、悪性固形がんの性状解析、早期発見、治療法の開発につ
ながる新たな分子ツールを見出すことである。それを実現するための手段として、我々がこれ
まで培ってきた、ラット腸骨リンパ節法を用いたモノクローナル抗体作製技術および1細胞ラ
ビットモノクローナル組換え抗体作製技術を本研究で応用・発展させ、新規がん幹細胞表面マ
ーカー分子の同定を試みた。 
本研究構想のポイントの1つは、異なる目的で開発されてきた最新の抗体作製技術を融合さ
せ、既存の技術では見いだせていない新規マーカー分子の単離を試みるところにある。細胞を
まるごと免疫し、その細胞を特異的に認識するモノクローナル抗体を単離する方法は、数十年
も前から用いられてきた重要な細胞工学的手法である。しかしながら、モノクローナル抗体の
作製に用いるミエローマ細胞がマウス由来であることから、抗体作製に用いるホスト動物はマ



 

 

ウスやラットもしくはその近縁種に限られてきた。そのため、細胞をまるごと免疫する手法に
おいても、得られる抗体のバリエーションは多くなく、新規な表面抗原分子を得る方法として
は限界があった。本研究では1細胞ラビット組換え抗体作製技術という、従来の細胞融合法を
用いた方法とは全く異なる方法の開発・応用を基盤とし、従来のモノクローナル抗体作製法で
は困難であった組換え抗体の作製などにも応用可能な新技術である。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では以下に示した2つの実験計画を中心に進めた。 
 
(1) ラット免疫ショットガン法を用いたウス人工グリオーマ幹細胞（GIC）特異的認識モノク
ローナル抗体の作製 
本実験では免疫試験の抗原として用いるマウス人工グリオーマ幹細胞（GIC：NSC61L）
(Hide et al, Stem cells, 2011)を抗原とし、これまでにモノクローナル抗体の作製に多くの実
績がある自己免疫疾患モデルラット(WKY)へ免疫し、細胞特異的抗体の産生を惹起させた。そ
れら免疫動物から腸骨リンパ節法を用いてモノクローナル抗体を樹立し、生細胞蛍光免疫染色
法およびFACS解析により、NSC61Lに特異的に反応するハイブリドーマクローンの取得を
目指した。また先行研究から、NSC61細胞は腫瘍形成の有無を特徴とした複数のサブライン
が単離・樹立されており、腫瘍形成能を持ち致死性の腫瘍を形成するサブライン6Bに反応し、
かつ腫瘍形成の低いサブライン9Gに反応しないクローンを前述と同様に生細胞蛍光免疫染色
法およびFACS解析により選抜した。加えて、得られた抗体を用いたウェスタンブロッティン
グによる分子量の推定、さらには免疫沈降による抗原の単離・精製による抗原分子の同定を試
みた。 
 
(2) ラビット免疫ショットガン法による膵臓がん幹細胞認識モノクローナル抗体の作製 
 
本実験では免疫試験の抗原として用いるヒト膵臓がん幹細胞（KMC細胞）(Shimizu et al, 
PLoS One, 2013)を抗原とし、げっ歯類と比較してより親和性の高い抗体を産生することが
知られているラビットへ免疫し、我々がこれまでに確立した1細胞ピッキングシステムによる
リンパ球の単離および抗体遺伝子クローニング法を用いて候補リンパ球のスクリーニングを
行った。また、本実験で標的とする抗原分子は細胞膜表面に局在する分子のため、抗原をどの
ように多孔チャンバーに固相化するかが課題であった。抗原細胞そのものを多孔チャンバーに
固相化することは不可能なため、抗原細胞から分泌されるエクソソームを抗原として利用する
アイディアを検証した。またエクソソームを固相化するための最適な条件を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ラット免疫ショットガン法を用いたウス人工グリオーマ幹細胞（GIC）特異的認識モノク
ローナル抗体の作製 



 

 

脳腫瘍形成能の有無により選択されたNSC由来GIC細胞およびnon-GIC細胞（6Bおよび
8B：GIC、9Gおよび10A：non-GIC、北海道大学・近藤亨博士より分与）を抗原としたモノ
クローナル抗体の作製により、GIC細胞を用いた生細胞染色において強い反応を示す2クロー
ンを得た（clone 5A10および5E4）。これらの抗体を用いたGIC細胞の免疫染色では、どち
らの抗体においても全細胞の細胞膜表面に染色シグナルが認められた（図 1）（data not 
shown）。興味深いことに、これらの染色は全細胞において均一ではなく、一部の細胞で非常
に強いシグナルが認められた。さらに5E4 抗体はヒトグリオーマ由来細胞株においてもGIC
に顕著な反応性を示す一方、non-GICへの反応性は認められなかった（data not shown）。
これらの結果は、5E4抗体がグリオーマ幹細胞をターゲットとした抗体医薬品シーズとしての
高いポテンシャルを有していることを示唆している。 
 ウェスタンブロッティングによる解析から5A10 抗体および 5E4 抗体はそれぞれ80kDa
および70kDaの分子を認識することが明らかとなった（図2）（data not shown）。また免
疫沈降法による抗原分子の単離・精製にも成功したが、LC-MS/MS質量分析法による解析で
は抗原分子の同定には至らなかった。これらの実験については期間終了後も引き続き継続して
実施する計画である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a 

b 

図 1. 人工グリオーマ幹細胞 (GIC)
の免疫ショットガン法によるハイブ
リドーマクローン5E4の樹立 
(a) クローン 5E4 産生抗体による
FCM解析。腫瘍形成能の高いGIC細
胞である GIC-6B への高い反応性が
確認された。 
(b) クローン5E4産生抗体を用いた
生細胞蛍光免疫染色解析。抗体を未
固定細胞で反応させたのち、蛍光標
識二次抗体で可視化した。抗体が細
胞表面に存在する抗原に反応してい
ることが確認された。 

図 2. ウェスタンブロッティングに
よる 5E4 抗体認識抗原の同定と免
疫沈降による抗原の単離・精製 
(左) 免疫沈降産物の SDS-PAGE 電
気泳動解析（銀染色）では複数の特異
的バンド（矢頭）が確認された 
(右) 免疫沈降産物の Western 
blotting による解析により、約
70kDaの分子が抗原であることを確
認した。 



 

 

(2) ラビット免疫ショットガン法による膵臓がん幹細胞認識モノクローナル抗体の作製 
 
培養したヒト膵臓がん幹細胞（KMC 細胞）をラビットへ免疫し、免疫動物の腸骨もしくは
膝窩リンパ節からリンパ球を採取し、1細胞ピッキングシステム（図3）によるリンパ球を単
離した。これらのリンパ球を用い、KMC 細胞より単離・精製したエクソソームを ① 直接固
相化、 ② CD63 抗体固相化による捕捉、 ③ NHS を利用した捕捉、の各条件下で固相化す
ることで抗原として提示させ、陽性細胞の出現頻度を検証した。その結果、条件①および②で
は陽性細胞が認められず、条件③のみでシグナルは弱いながらも複数の陽性細胞が認められた
（図４）。これらの陽性リンパ球から得られた組換えモノクローナル抗体は KMC 細胞に対す
る生細胞免疫染色により細胞膜表面に局在する抗原を認識することが確認された（data not 
shown）。それと同時に、これらの抗体はKMC細胞由来のエクソソームを認識することもド
ットブロット法により確認された（data not shown）。 
これらの結果は、本研究で確立した免疫ショットガンアプローチとエクソソーム固相化を軸
とした1細胞ピッキングシステムへの応用が、新規な細胞膜表面抗原を認識するモノクローナ
ル抗体の単離に非常に強力なツールになることを示している。よって本手法は抗体医薬品や悪
性腫瘍の早期発見を可能とする新規抗体開発の新しい道筋を提案する。 

 
図 3. シングルセルピッキングシス
テムによる目的抗体産生リンパ球の
単離と抗体遺伝子単離の流れ 
免疫動物より得られたリンパ球を
あらかじめ抗原分子を固相化してお
いた多孔チャンバーに入れ、陽性細
胞を検出・単離する。単離した細胞か
ら 1 細胞 PCR により抗体遺伝子を
単離し発現ベクターへの挿入するこ
とにより、培養細胞で組換えモノク
ローナル抗体を産生させることが可
能となる。 

図 4. 膵臓がん幹細胞エクソソーム
を抗原とした陽性リンパ球のスクリ
ーニング 
膵臓がん幹細胞（KMC細胞）を免
疫したラビットから得たリンパ球
を、KMC細胞より調整したエクソソ
ームを固相化した多孔チャンバーに
入れ、陽性細胞をスクリーニング・単
離した。この手法により、抗原細胞か
ら分泌されるエクソソーム表面に局
在する分子を認識する抗体を単離す
ることが可能となった。 
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