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研究成果の概要（和文）：ヒト膵がん細胞株を免疫源として、がん細胞表面を認識するマウスモノクローナル抗
体を産生する２種類のハイブリドーマを樹立した。質量解析の結果、4-6.8は上皮成長因子受容体（EGFR）を認
識する抗体であった。12-13.8はプロテインアレイ解析および遺伝子ノックアウト解析により抗原として膜タン
パク質を同定した。12-13.8は１）ヒトがん組織を用いた免疫組織学的解析でがん細胞表面を特異的に染色し、
２）その染色強度は肺がんおよび膵がん患者の予後と相関していた。３）担がんモデルマウスにおいて、同標識
抗体の腫瘍部への集積、４）同抗体修飾抗腫瘍薬内包リポソームによる腫瘍増殖抑制効果を有することを確認し
た。

研究成果の概要（英文）：Two types of monoclonal antibodies were generated by immunizing mice with 
MIA-PaCa-2 human pancreatic cancer cell line. Mass spectrometry analysis revealed that mAb 4-6.8 
recognizes human epidermal growth factor receptor (EGFR). Protein array analysis and CRISPR/Cas9 
system showed that mAb 12-13.8 recognizes a cell membrane glycoprotein. mAb 12-13.8 stained the cell
 membrane of cancer cells and increased 12-13.8-positive staining worsened the prognosis of lung and
 pancreatic cancer patients using immunohistochemistry. in vivo imaging system (IVIS) elucidated 
that mAb 12-13.8 labeled with indocyanine green (ICG) was concentrated at palpable tumors of 
MIA-PaCa-2 cells implanted subcutaneously in nu/nu mice. And Liposome-based cancer drug delivery 
system with mAb 12-13.8 as an active targeting ligand markedly suppresses the growth of MIA-PaCa-2 
cells implanted subcutaneously in nu/nu mice.
 The mAb 12-13.8 will be very useful for diagnostic and therapeutic strategies for pancreatic 
cancer.

研究分野：消化器外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト膵がん細胞株MIA PaCa-2を免疫源として樹立した、がん細胞表面を認識するマウスモノクローナル抗体
12-13.8はその染色強度は肺がんおよび膵がん患者の予後と相関しており、同抗体修飾抗腫瘍薬内包リポソーム
を用いた治療実験により腫瘍増殖抑制効果を有することを確認した。12-13.8はがんの早期診断・予後診断、さ
らにバイオ医薬品開発の重要なシーズとなる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がんは我が国において死亡原因の第１位である。今後も高齢者を中心に増加が予想され、国

民の健康に対する最大の脅威となっている。がんのなかでも膵がんの５年相対生存率は 10％
以下と最も低い。難治性がん、特に膵がんに対する早期診断・治療法の早急な構築は喫緊の課
題であり、がん特異的ながん細胞膜表面タンパク質を標的とした新しい分子標的の探索が切望
されている。 
平成２７年度上半期の報告では，日本の医薬品輸出額 2,300 億円に比べ、海外からの輸入

額は１兆４千億円を超え、年間では約２兆５千億円以上の輸入超過になる。世界中で広く使わ
れるような日本発の対がんバイオ医薬品の開発は、輸入超過を食い止めるための極めて重要な
国家プロジェクトである。本研究課題より生み出される特徴的な抗体は、抗体医療に応用でき
る日本発のバイオ医薬品を生み出す可能性があり、研究を推進するに十分な意義があると考え
ている。また、膵がん患者はその５年相対生存率の低さから“死亡宣告”を受けたにも等しい状
況である。島根県は日本で膵がん罹患率が高いことが知られおり、膵がんに対する早期診断お
よびよりよい治療法の開発は地域における高齢者の安心な暮らしと直結している。 

 
２．研究の目的 
がん細胞膜表面を特異的に認識するモノクローナル抗体を作製し、細胞膜表面抗原を同定す

る。膵がんの臨床検体を用いて免疫組織染色により抗原分子の染色強度と予後との相関を明ら
かにする。さらに担がんマウスにおいてがん治療に応用できるかどうかを検討することで、がん
の早期診断／予後診断、さらに抗体治療の開発基盤を確立することが本研究課題の目的である。 
 
３．研究の方法 
（1）ヒト膵がん細胞株 MIA PaCa-2 を免疫源として、MIA PaCa-2 細胞膜表面を認識するモ
ノクローナル抗体を樹立する。 
（2）免疫沈降可能なモノクローナル抗体について、膵がん細胞膜表面に存在する抗原分子を質
量解析により同定する。 
（3）膵がん臨床検体を用いたモノクローナル抗体による免疫組織染色と予後解析を行う。 
（4）ヒト膵がん細胞株 MIA PaCa-2 を移植した担がんモデルマウスを用いて、抗体修飾抗腫瘍
薬内包リポソームによる腫瘍増殖抑制効果を確認する。 
 
４．研究成果 

（1）ヒト膵がん細胞株 MIA PaCa-2 を免疫源として、
MIA PaCa-2 細胞膜表面を認識するモノクローナル抗体
（以下、抗体）を７種類樹立した（図１）。線維芽細胞株
など正常細胞株では認めず、膵がんや肺がんをはじめ多く
のがん腫の細胞株の細胞膜表面を認識した。 
（2）免疫沈降可能な抗体について、膵がん細胞膜表面に
存在する抗原分子の質量解析による同定： 
質量解析により未知の抗原分子を同定するためは抗体

による免疫沈降が必須である。７種類のうち免疫沈降が可
能であった抗体は３種類（12-13.8, 4-6.8 および10-15.1）
であった（図２）。その後 10-15.1 は抗体価が消失した。
夾雑物を除くため細胞膜分画を精製後それぞれの抗体を
用いて免疫沈降し、質量解析をおこなった。 

図１ フローサイトメトリ
ーによる細胞表面解析： 
12-13.8 抗体はヒト膵がん細胞
株 MIA PaCa-2 の細胞表⾯を
認識した。 



質量解析の結果、4-6.8は上皮成長因子受容
体（EGFR）を認識する抗体であった。MIA-
PaCa-2 を 4-6.8 抗体で免疫沈降後、EGFR 抗
体によるウエスタンブロット法により、再検し
た。 
12-13.8 の認識する抗原は、タンパク質分

解酵素などを変更するなど質量解析を計６回
行ったが、同定できなかった。そのため、ヒト
タンパク質をコードする16,152の遺伝子を基
に発現させたタンパク質を搭載したプロテイ
ンアレイ解析（CDI Laboratories 社、「HuProt 
Human Proteome Microarray v3.1」）を行
い、直接抗原タンパク質を同定することとした。 
プロテインアレイ解析のランキングトップ5の人工遺伝子を合成し、大腸菌で発現させ12-13.8
抗体によるウエスタンブロット法を行ったところ、細胞膜タンパク質であることが判明した。そ
こで、その遺伝子をCRISPR/Cas9 システムを用いて、MIA-PaCa-2 細胞株からノックアウトし
たところ、ウエスタンブロット法で 12-13.8 が認識できなくため、同定した遺伝子が本物であ
ることが確認された。 
（3）12-13.8 抗体を用いたヒト肺がんおよび膵がん組織
の免疫組織学的解析： 
12-13.8 抗体はがん組織においてがん細胞を特異的に

染色した（図３）。その染色強度は肺がんおよび膵がん患
者の予後と相関していた（図４）。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（4）担がんモデルマウスにおける12-13.8 抗体の腫瘍部位への集積性： 
島根大学動物実験計画の承認を受け、ヒト膵がん細胞株 MIA PaCa-2 を接種した担がんモ

デルマウスを作製した。近赤外線を発するインドシアニングリーンで標識した 12-13.8 抗体 

図２ 樹立した抗体のうち３種類が免
疫沈降可能であった 

膵がん細胞株 MIA-PaCa-2 の細胞表面をビオチン
ラベル後細胞溶解液を作製し、各種抗体で免疫沈降
を行った。その後、HRP 標識アビジンで検出した。 

図３ 免疫組織染色： 
12-13.8 抗体は肺がん組織におい
てがん細胞を特異的に認識した。 

図４予後解析： 
肺がん（上段）および膵がん（下段） 



をマウス尾静脈から静注し、48 時間後に
小動物蛍光イメージングシステムを用い
て標識抗体の腫瘍部位への集積性を確認
した（図５右）。 
（5）担がんモデルマウスを用いた12-13.8
抗体修飾抗がん剤内包リポソームによる腫
瘍増殖抑制効果： 
抗がん剤（ゲムシタビン）を内包した

12-13.8 抗体修飾リポソーム（図６右）は、
抗体修飾しなかったものやPBS 投与群 
（図６左）などに比べ、明らかな腫瘍抑制効果を示した。 
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 図５ 担がんモデルマウスを用いた 
12-13.8 抗体の腫瘍部位への集積性 

PBS 群 

 図６ 担がんモデルマウスを用いた 
12-13.8 抗体による腫瘍増殖抑制 
各群５匹づつ、３回毎週投与した。計時的に腫
瘍の⼤きさを計測し、腫瘍重量を推定した。 
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