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 研究成果の概要（和文）：MK-1測定用の ELISAを確立した結果、癌患者の血清 MK-1陽性率は他のマーカーに比べ低いが、疾患によっては有用であった。また、本研究室で作製したヒト抗 MK-1モノクローナル抗体 M13-57は、ヒト補体やヒト NK-LAK細胞との組み合わせで抗腫瘍効果を示し、その単鎖抗体 57scFvと CD28／CD3ζからなるキメラ T細胞レセプターを発現した T細胞は、MK-1発現癌細胞で活性化され、癌の免疫療法や遺伝子療法に有用と思われた。   研究成果の概要（英文）：Using the ELISA for MK-1, we found that MK-1 is useful for some malignant tumors. A human monoclonal anti-MK-1 antibody, M13-57, revealed antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity and complement-dependent cytotoxicity against MK-1-expressing cells, suggesting that this antibody may be useful for antibody-based therapy of cancer. Also, a chimeric T-cell antigen receptor consisting of M13-57 scFv, CD28 and CD3 ζ induced a wild-type T-cell receptor-like molecular event upon MK-1 binding, suggesting that this may be useful for cancer therapy. 
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 直接経費 間接経費 合 計 

2008年度 1,700,000 510,000 2,210,000 
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 研究分野：医歯薬学 科研費の分科・細目：境界医学・病態検査学 キーワード：癌、免疫学、バイオテクノロジー、モノクローナル抗体、MK-1 
 １．研究開始当初の背景  1993 年、本学の渡辺らは、ヒトの胃の低分化腺癌を免疫原として新しいモノクローナル抗体 FU-MK-1を作製開発し、その認識する新しい腫瘍マーカーMK-1 が、消化器癌をはじめとするほとんどの腺癌に存在することを免疫組織化学的に証明した。その後我々は、このMK-1が分子量約４万の膜貫通型の糖蛋白であることを明らかにするとともに、新たなマウスおよびヒト抗MK-1モノ

クローナル抗体を作製し、MK-1 が癌の診断と治療に有用である可能性を示唆してきた。  一方、我々自身の遺伝子解析により，MK-1は ， CEA, AFP, TSP, CA19-9, CA125, 
CA72-3, CA-50, CA15-3 など臨床的に既に利用されているいずれの腫瘍マーカーとも違うことを証明するとともに，17-1A や
GA733-2 などと命名されている抗原と類似するものであることも明らかになった。その
17-1Aでは、マウス抗体による免疫療法の有
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用性が証明されており，我々の結果を裏付けている。また，MK-1 は細胞接着分子としての機能も有しており、我々の解析で癌の転移にも関係する物質であることも明らかになっている。しかしながら，このMK-1は、細胞から遊離したあとは極めて易分解性で精製することが極めて困難であり，その測定系の開発は我々を除いて誰も成功していない。また，分子標的としてのMK-1に対する完全ヒト型モノクローナル抗体の開発の報告も本教室を除いて、まだ誰も成功していないのが現状である。 
 ２．研究の目的 （１）確立した腫瘍マーカーMK-1 のイムノアッセイ系による血中MK-1の癌の診断における有用性を検討する。 
 （２）MK-1 抗原を標的分子にした癌の免疫療法におけるヒト型抗MK-1モノクローナル抗体の有用性を検討する。 
 （３）MK-1 抗原を標的分子にした癌の遺伝子療法におけるヒト型抗MK-1モノクローナル抗体の有用性を検討する。 
 ３．研究の方法 （１）MK-1の癌の診断における有用性の解析  BioVender Laboratory Medicine,Inc.との共同で確立したMK-1のイムノアッセイ・キット（Human MK-1 ELISA）を用いて、各種癌患者の血中MK-1レベルを測定する。各種癌患者血清は本大学病院の臨床各科との協力で、患者の同意を得て採血収集する。現時点では、確立したイムノアッセイは用手法で酵素法であり、既存の設備機器で測定可能である。また、これまでに調べていない癌におけるMK-1の免疫組織化学的検索も進めるとともに、MK-1発現癌細胞のMK-1抗体による分離同定法の確立も試みた。 
 （２）MK-1 の免疫療法における有用性の解析  MK-1 発現癌細胞（ヒト胃癌細胞株
MKN-45）を標的とし、ヒト抗MK-1モノクローナル抗体とヒト補体やヒト NK-LAK 細胞との組み合わせによる抗腫瘍効果を、教室で確立した簡便な MTT アッセイ法で解析する。また、抗体による癌細胞のアポトーシス誘導を、断片化流出 DNA のヨウ化ﾌﾟﾛｼﾞｳﾑ 
(PI) 蛍光染色法や断片化 DNA の TdT／ﾋﾞｵﾁﾝ化 dUTP／ｱﾋﾞｼﾞﾝ-ﾌｨｺｴﾘﾄﾘﾝ (PE) 蛍光染色法による FACS 解析で確認する。 
 （３）MK-1 の免疫遺伝子療法における有用性の解析  MK-1 特異的な抗体を産生するハイブリド

ーマより、ヒト抗体の H 鎖および L 鎖の V領域を挟むプライマーを用いて、ヒト抗体 V領域遺伝子を単離する。単離した H鎖および
L鎖の V領域遺伝子をリンカーで挟んで結合し、単鎖抗体遺伝子を作製し、マウスの Sp2/0ミエローマ細胞に発現させて精製する。作製したヒト抗 MK-1 モノクローナル単鎖抗体（ヒト抗MK-1scFv）の精製MK-1との反応性およびMK-1産生癌細胞との反応性を解析し、MK-1 との反応が十分保たれている単鎖抗体およびその遺伝子を選択する。つづいて、ヒト抗 MK-1 scFv 遺伝子をＴ細胞レセプター複合体の一部で細胞内情報伝達に重要な働きを有する CD3 のζ 鎖遺伝子と結合させることで膜結合型とし (ヒト抗MK-1 scFv／
CD3ζ )、レトロベクターを利用してリンパ球に導入する。ヒトのMK-1発現癌細胞を標的とし、ヒト抗MK-1 scFv／CD3ζ 遺伝子導入したヒトLAK細胞の抗腫瘍活性をMTTアッセイ法で解析する。 
 ４．研究成果 （１）MK-1の癌の診断における意義  まず、MK-1 に対して本研究室で作製したマウスモノクローナル抗体 M1-8 と
M6-35の in vitroでの大量調製法を検討した。その結果、CELLine™フラスコを用いた培養法により 100 mgスケールの抗体を調製する方法を開発した。つづいて、マウス抗MK-1抗体による癌細胞の分離同定法の確立を試みた。MK-1 は、それに対する抗体を利用することにより、磁性粒子を用いた血中および便中の剥離がん細胞分離に利用可能であることが明らかになった。  次に、これまでの胃癌や大腸癌になどにおける解析結果に加え、胆嚢癌おける MK-1発現の意義を検討した。胆嚢癌標本を対象にしたマウス抗 MK-1抗体（FU-MK-1）による免疫染色の結果、MK-1発現が胆嚢癌の分化度、壁深達度、TNM stageと相関し、MK-1発現陰性例が有意に予後不良であることが明らかになった。また、肝転移、腹膜播種、静脈侵襲,神経・傍神経浸潤などの進行が胆嚢癌の予後不良因子であることも明らかになった。  さらに、確立した MK-1 測定用の ELISA を利用し、癌患者と正常人血清中の MK-1 を測定した。正常人 30 例ではすべて検出感度(2 ng/ml)未満であった。種々の癌患者血清では100例中 10例が陽性(2 ng/ml以上)で、最高例は 75 ng/ml であった。主な内訳は、膵臓癌 10例中 1例（10％）、子宮頚癌 7例中 1例（14％）、大腸癌 23例中 2例 (8％)、乳癌 17例中 2例（11％）が陽性を示した。本研究では健常者の MK-1 血清濃度は非常に低いことと、癌患者での血清 MK-1 陽性率は他のマーカーに比べ低い結果が得られた。しかし血清



 

 

中に高値を示す例があり、MK-1を標的とする画像診断や免疫療法時に留意する必要が示唆された。  （２）MK-1の免疫療法における意義  本研究室で作製したヒト抗MK-1モノクローナル抗体 M13-13 と M13-57 および
M11-29 の ex vivo での抗腫瘍効果を、
MK-1 発現癌細胞であるヒト胃癌細胞株
MKN-45を標的として検討した。その結果、抗体とヒト補体やヒト NK-LAK 細胞との組み合わせによる抗腫瘍効果を示した。  つづいて、M13-57を産生するハイブリドーマ細胞よりヒト抗体の H鎖および L鎖のV 領域を挟むプライマーを用いて H 鎖および L鎖の V領域遺伝子を単離した。単離した H鎖および L鎖の V領域遺伝子をリンカーで挟んで結合し、単鎖抗体（scFv）遺伝子を作製するとともに、IL-2との融合タンパクの作製を試みた。これを酵母発現ベクターである pPICZαに組み込み、酵母の一種であるピキア・パストリスに発現させたところ、従来の大腸菌に比べて容易に精製できた。この融合タンパクは腫瘍細胞に対する NK-LAK 細胞活性をインビボでもインビトロでも MK-1特異的に集積した。この低免疫原性でより優れた組織透過性を持つ融合タンパクを用いることにより、NK-LAK細胞を MK-1 産生腫瘍特異的に作用させることが期待された。 
 （３）MK-1の免疫遺伝子療法における意義  ヒト抗MK-1モノクローナル抗体の免疫遺伝子療法における有用性も検討した。抗体M13-13ないしM11-29のハイブリドーマより、ヒト抗体の H 鎖および L 鎖の V領域を挟むプライマーを用いて、ヒト抗体
V領域遺伝子を単離した。単離した H鎖およびL鎖のV領域遺伝子をリンカーで挟んで結合し、単鎖抗体遺伝子（ヒト抗
MK-1scFv）を作製して、マウスの Sp2/0ミエローマ細胞に発現させ精製した。作製した単鎖抗体のMK-1産生癌細胞との反応性を解析し、その遺伝子がMK-1産生癌に特異的な遺伝子治療に有用であることを示唆した。  つづいて、ヒト抗MK-1scFvをヒトのCD8やCD28およびCD3ζ遺伝子と連続して結合させることによりキメラ型」のT細胞レセプター（chimeric T cell antigen receptor: CAR）遺伝子を作製した。作製したCAR遺伝子をヒトのT細胞株であるJurkat細胞に発現させて、そのT細胞としての機能を解析した。その結果、CAR発現Jurkat T細胞は、MK-1発現癌細胞に反応して活性化されることが証明された。以上の結果より、ヒト型抗MK-1抗体の免疫遺伝子療法における有用性が示
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