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研究成果の概要（和文）：我々が開発した婦人科癌特異的なヒトモノクローナル抗体HMMC-1は、

ヒト子宮体癌細胞に対して抗腫瘍活性を持つ。HMMC-1抗原解析の結果、少なくとも糖タンパク

質 CD166 であることが判明し、CD166 分子上の糖鎖が抗体の機能を担っていることが示唆され

た。HMMC-1抗原糖鎖は硫酸化修飾を受けており、CD166分子上の糖鎖に付加している硫酸基が

HMMC-1の抗腫瘍活性に関与していることが推定された。 
 
研究成果の概要（英文）：We have developed a human monoclonal antibody HMMC-1 specific to 
gynecological cancers and it showed anti tumor activity for gynecological cancers. Mass 
spectrometry analysis revealed that HMMC-1 antigen was at least CD166. HMMC-1 
intereaction with possibly CD166, may have a direct effect on the growth of cells with 
high metastatic potential. The chlorate treatment demonstrates that sulfation is 
necessary for HMMC-1 antigen activity. 
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１．研究開始当初の背景 
 子宮体癌は子宮体部の内膜に発生する癌
で、閉経後の中高齢女性に多く、従来は日本
人には少ない癌と言われていたが、食生活の
欧米化にともなって発症例が増加、また低年
齢化している。子宮体癌の治療は子宮頸癌や
卵巣癌と比較すると放射線療法や化学療法

の効果が乏しいので手術療法が主な治療法
となっている。術式は子宮頸部に癌が及んで
いない場合は準広汎子宮完全摘出術、頸部に
及んでいる場合は広汎子宮全摘出術を行う
こととなり、いずれも広範囲の組織摘出は患
者にとって負担が大きい。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
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ることや、抗体を使った新たな治療法、治療
薬を開発することは臨床的に意義が大きい。 
 
２．研究の目的 
 癌化に伴い新たに発現してくる分子に高
い特異性を有するヒトモノクローナル抗体 
(Mab) を作成し、これをヒトに投与するなど、
正常細胞に対する傷害を最小限とし、癌細胞
を選択的に殺すことを目的とした抗体療法
は理想的な癌の治療法として注目されてい
る。我々が開発した HMMC-1 は、完全ヒト型
抗体産生マウス (KM mouse) を用いて作製さ
れ、ヒトに対する抗原性が少なく、頻回に投
与しても異種タンパクによる抗体産生は起
こらない特徴を有するヒトモノクローナル
抗体である。本研究では HMMC-1 の認識抗原
を同定すると同時に、癌細胞に対する直接的
な抗腫瘍効果とその分子レベルでのメカニ
ズムを生化学的および分子生物学的手法を
用いて明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
  
(1)培養細胞 
本研究室にて樹立したヒト子宮体癌由来細
胞 Hec-1A をシングルセルクローニングした
細胞をマウスに移植し、その中でもっとも転
移形成率の高かった細胞を子宮体癌由来高
転移株として研究に使用した。 
 
(2)抗体による細胞増殖への影響 
2×104個のヒト子宮体癌由来高転移株に
HMMC-1 を5μg/ml、コントロールはヒト-IgM
を5μg/mlを含む培地で培養した。培地は24
時間ごとに交換した。1、3、5、7日培養後に
トリプシン-EDTA 溶液にて細胞を剥離し、遠
心して採取後、PBS に懸濁して細胞数を計測
した。 
 
(3)抗原解析 
ヒト子宮体癌由来高転移株の細胞抽出液に
ついてUEA-Iレクチンアフィニティークロマ
トグラフィーを行った。100mM フコースで溶
出した画分を電気泳動にて分離し、HMMC-1と
反応するバンドについてプロテアーゼ消化
後、フラグメントの質量分析を行った。 
 
(4)RT-PCR  
ヒト子宮体癌由来高転移株細胞より、RNA を
抽出し、逆転写酵素を用いて cDNA 合成を行
った。合成した cDNA をテンプレートにして
PCR反応を行い、G3BP、CD49c、CD166のmRNA
発現量を調べた。 
 
(5)免疫沈降  
抗CD166抗体を結合させたプロテインAセフ
ァロースビーズとヒト子宮体癌由来高転移

株の細胞抽出液をインキュベーションした
後、電気泳動にて分離した。免疫沈降した画
分はイムノブロッティングにて検出した。 
 
(6)免疫細胞化学  
ガラスカバースリップにヒト子宮体癌由来
高転移株細胞を培養後、パラホルムアルデヒ
ドで固定し、Alexa Fluor 488 および Alexa 
Fluor 594 にて二重染色を行い共焦点レーザ
ー顕微鏡下で観察した。 
 
(7)硫酸化阻害試験 
50mM塩素酸ナトリウム(NaClO3)を3日間培地
に添加して培養し、硫酸化阻害したヒト子宮
体癌由来高転移株の細胞抽出液をHMMC-1で
イムノブロッティングした。また、硫酸化阻
害を行った細胞抽出液については、抗CD166
抗体で免疫沈降した後、HMMC-1でイムノブロ
ッティングを行った。 
 
４．研究成果 
(1)HMMC-1の細胞増殖への影響 
抗体の持つ生理活性として直接的腫瘍活性、
補体依存性細胞傷害 (CDC)、抗体依存性細胞
傷害 (ADCC) がある。現在臨床に応用されて
いる抗体の多くについては直接的抗腫瘍活
性が認められている。このため、HMMC-1抗体
による直接的抗腫瘍活性を調べた。ヒト子宮
体癌由来高転移株に HMMC-1 を 5μg/ml の濃
度で、7 日間培地に添加して細胞増殖を調べ
たところ、7 日目でコントロールのヒト IgM 
(5μg/ml) と比較して約 45%細胞増殖が低下
した。HMMC-1はヒト子宮体癌由来高転移株に
対して有意な直接的抗腫瘍活性を持つこと
が示された (図1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図1 HMMC-1の細胞増殖抑制効果 



(2)HMMC-1抗原解析 
これまでの研究で HMMC-1 抗原は糖タンパク
質であり、フコースを含む糖鎖を持つことが
わかっている。このため、フコース特異的レ
クチンである UEA-I を利用して HMMC-1 抗原
の精製および濃縮を試みた。ヒト子宮体癌由
来高転移株の細胞抽出液についてUEA-Iレク
チン アフィニティークロマトグラフィーを
行い、フコースで溶出した画分を電気泳動に
て分離し、HMMC-1と反応する97kDa、100kDa、
137kDa のバンドについてプロテアーゼ消化
後、フラグメントの質量分析を行った。その
結果、97kDa のバンドは CD166、100kDa のバ
ンドはガレクチン3結合タンパク質 (G3BP)、
137kDaのバンドはCD49cである可能性が示唆
された。RT-PCRによりヒト子宮体癌由来高転
移株には CD166、G3BP、CD49c が発現してい
ることが確認できた(図 2)。その中で、細胞
接着、転移、細胞増殖に関係するCD166につ
いて、さらに解析を進めるため、抗CD166抗
体を使用してヒト子宮体癌由来高転移株細
胞の抽出液を免疫沈降した。免疫沈降画分の
イムノブロッティングから HMMC-1 と反応す
るバンドが CD166 と同じ位置に検出された 
(図 3)。さらに、ヒト子宮体癌由来高転移株
を抗 CD166 抗体および HMMC-1 で二重染色し
たところ、ほぼ同局在を示し、HMMC-1エピト
ープを担う主要な糖タンパク質がCD166であ
ることが判明した (図4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
HMMC-1の抗原解析 
図2はHMMC-1抗原解析の結果でHMMC-1抗

原である可能性が示唆された G3BP、CD49c、
CD166 についてヒト子宮体癌由来高転移株に
mRNAレベルで発現をRT-PCRで調べた。 
β-actinは内部標準を示す。 
図3は、抗CD166抗体でヒト子宮体癌由来

高転移株の細胞抽出液を免疫沈降後、免疫沈
降画分をイムノブロッティングした結果。免
疫沈降画分を左から HMMC-1、CD166、二次抗
体のみで染色した図を示す。 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
ヒト子宮体癌由来高転移株を抗CD166抗体

およびHMMC-1で細胞共染色を行った。 
二次抗体に抗 CD166抗体は Alexa Fluor 488 
(green)、HMMC-1 は Alexa Fluor 594 (red)
を使用して検出し、これらをmergeした結果
も示した。 
 
(3)HMMC-1が認識する糖鎖抗原  
細胞の硫酸基代謝を阻害する NaClO3をヒト
子宮体癌由来高転移株の培地に添加して硫
酸化阻害を行ったところ、NaClO3を添加した
細胞は NaClO3を添加していないコントロー
ルと比較して HMMC-1 抗体反応性は低下し、
HMMC-1 が認識する糖鎖抗原は硫酸化修飾を
受けていることがわかった (図 5)。さらに
HMMC-1 が認識する抗原タンパク質である 
CD166 分子上の糖鎖についても硫酸化修飾を
受けているか否かを調べるため、NaClO3を培
地に添加して硫酸化阻害を施した子宮体癌
由来高転移株の細胞抽出液を抗CD166抗体で
免疫沈降した後、イムノブロッティングより
HMMC-1抗体反応性を確認した。図6に示すよ
うに NaClO3を添加した細胞について免疫沈
降すると NaClO3を添加していない細胞と比
較して著しく HMMC-1 抗体反応性は低下した
ため、CD166 分子上の糖鎖は硫酸化されてお
り、CD166 分子上の糖鎖に付加している硫酸
基が HMMC-1 の抗腫瘍活性に関与しているこ
とが示唆された。硫酸化糖鎖は癌や炎症、感
染症などの疾患に関与していることが知ら
れており、硫酸化糖鎖の研究が、ヒト疾患の
病態の理解に大きく寄与することが期待さ
れる。これまで、癌においては、細胞増殖、
分化、接着、浸潤に関連していることが報告
されている。今後、HMMC-1が結合するCD166
分子上の硫酸基に発現している硫酸基転移
酵素について解析を進める。 
 

図2 RT-PCR 

 

図4 抗CD166抗体とHMMC-1の二重染色 

図3 免疫沈降 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
50mM NaClO3を3日間培地に添加して培養し、
硫酸化阻害したヒト子宮体癌由来高転移株
の細胞抽出液を HMMC-1 にてイムノブロッテ
ィングした図。+は NaClO3を添加したサンプ
ルを示し、－はNaClO3を添加していないサン
プルを示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図5で硫酸化阻害した細胞抽出液を 
抗CD166抗体で免疫沈降し、HMMC-1にて 
イムノブロッティングした図。+は NaClO3

を添加したサンプルを示し、－はNaClO3を添
加していないサンプルを示す。 
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