
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年３月３１日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

機関番号：３７１１６ 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2008～2010 

課題番号：２０５９１６８０ 

研究課題名（和文） 肺癌浸潤 B細胞が認識する腫瘍抗原の抗体療法への応用  

研究課題名（英文） Development of the specific antibody therapy targeting cancer  

          antigen recognized by tumor infiltrating B lymphocytes. 

研究代表者 

水上 真紀子（MIZUKAMI MAKIKO） 

  産業医科大学・医学部・非常勤助教 

 研究者番号：１０４４１８５９ 

研究成果の概要（和文）： 肺癌細胞に高発現する細胞表面蛋白である UOEH-LC-1 に対する特異

的抗体療法を構築することを目的としている。UOEH-LC-1 蛋白を組み換えタンパク質として産

生・精製し、マウスに免疫することにより、UOEH-LC-1 蛋白に対する抗体を産生する B 細胞を

作製した。この B 細胞をミエローマ細胞と融合し、IgG 抗体を産生するハイブリドーマを樹立

した。UOEH-LC-1 蛋白高発現肺癌細胞株 A110L 移植 SCID マウスモデルにおいて、尾静脈より精

製抗体を投与する in vivo の実験を施行した。しかし、コントロール群に比較して、UOEH-LC-1

抗体による抗腫瘍効果は認めなかった。 

 
研究成果の概要（英文）： The purpose of this study is to establish the specific antibody 

therapy targeting cancer antigen “UOEH-LC-1”. The recombinant protein of UOEH-LC-1 was 

manufactured and purified. The B lymphocytes was obtained from mice spleen cells by 

immunization of UOEH-LC-1 protein. The hybridoma, which produced IgG antibody against 

UOEH-LC-1, was established by fusion of the B lymphocyte and myeloma cell. As a 

experimental animal model, the lung cancer cell line A110L was transplanted to SCID mice. 

Then, the purified monoclonal antibody was repeatedly injected from tail vein. However, 

the anti-tumor effect was not observed as compared to control mice. 
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１．研究開始当初の背景 
 肺癌は予後不良の疾患であり、切除不能進

行非小細胞肺癌に対しては化学療法や放射

線療法やそれらを組み合わせた療法が行わ

れている。近年飛躍的に発展した分子標的治

療薬の中でも抗体治療薬は、腫瘍特異的標的

に対する免疫応答の細胞障害活性を介した

治療であるため、抗癌剤に比べ副作用も少な

く癌患者のQOLを維持しながらも効果が期待

される治療法である。 

 抗体の認識する標的抗原の探索法として、

われわれはSEREX法を施行してきた。通常の

SEREX法では患者血清中のIgGを用いて抗原

を同定するために癌患者に頻繁に認められ



る自己抗原に対する抗体が癌特異抗原の検

索の障害となる。そこで我々は、腫瘍浸潤Ｂ

細胞から産生されるヒト型 IgG抗体に着目

し、このヒト型IgG抗体を採取する方法を研

究した。この腫瘍浸潤Ｂ細胞から産生される

ヒト型IgG抗体を用いることにより、肺癌細

胞株A904LのcDNA ライブラリーのスクリー

ニングから癌特異的遺伝子のクローニング

を行った。その結果、腫瘍浸潤Ｂ細胞の認識

する腫瘍抗原をコードする遺伝子を22種類

単離し、その中のひとつの抗原（UOEH-LC-1）

が、肺癌細胞株に高率に発現し、正常組織で

の発現の検討においても発現はしているが

発現量は少なく、また、構造解析では、この

抗原(UOEH-LC-1)は、膜貫通部位を有してい

ることがわかっている。この抗原に対するポ

リクローナル抗体を作成し、フローサイトメ

トリーによる解析において、UOEH-LC-1を高

発現している肺癌細胞株に高率に結合し、低

発現の細胞株には抗体はほとんど結合せず、

UOEH-LC-1が細胞表面に発現する分子である

ことが示された。さらに、このポリクローナ

ル抗体が、UOEH-LC-1高発現する肺癌細胞株

A904Lの増殖をマウスモデルにおいて、有意

に抑制することを認めた。これらの結果から、

UOEH-LC-1は、抗体療法のターゲットとして

有望であることが考えられた。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、このUOEH-LC-1蛋白に対する

モノクローナル抗体を作製し、モノクローナ

ル抗体における抗腫瘍効果の検討を行い、抗

腫瘍効果を認めた場合はそのメカニズムの

解明を進め、臨床応用の可能性について検討

を行う。 

 
３．研究の方法 
（１）UOEH-LC-1蛋白合成 

 抗UOEH-LC-1モノクローナル抗体を作製す

るために、免疫原となるUOEH-LC-1組み換え

蛋白を作製する。UOEH-LC-1のOpen reading 

frameをコードする部分をクローニングし、

GST融合蛋白発現ベクターに組み込み、大腸

菌に感染させ、震盪培養し、蛋白を溶出し、

精製する。 

（２）抗UOEH-LC-1モノクローナル抗体作製 

 精製したUOEH-LC-1蛋白をアジュバントと

混合し、マウスに数回免疫する。免疫したマ

ウスから、脾臓を取り出し、PEG(ポリエチレ

ングリコール)でミエローマ細胞と融合を行

う。そしてHAT培地で融合細胞のみを選別し、

ELISA法またはイムノブロット法でスクリー

ニングを行い、UOEH-LC-1に対するモノクロ

ーナル抗体を産生しているハイブリドーマ

クローンを樹立する。 

（３）抗体精製 

 必要な抗体量を含む培養上清を確保する

ため、ポジティブクローンの大量培養を行う。

免疫原を用いたアフィニティークロマトグ

ラフィーもしくはイオン交換クロマトグラ

フィーを用いて抗体を精製する。 

（４）ウエスタンブロッティング 

 抗UOEH-LC-1モノクローナル抗体を用いて

作製した抗体がUOEH-LC-1蛋白を認識するか

をウエスタンブロッティングにて検討する。

また、免疫沈降法を行うことにより、

UOEH-LC-1と相互作用する蛋白が存在するか

を検討する。 

（５）免疫染色 

 抗UOEH-LC-1モノクローナル抗体を用いて

肺癌におけるUOEH-LC-1の発現を、フローサ

イトメトリーにおいて確認する。 

（６）SCIDマウス移植腫瘍に対する治療モ

デルの確立 

 UOEH-LC-1を発現する肺癌細胞株（A904L

など）をT細胞、B細胞の免疫不全マウスで

あるSCID mouseの側腹部皮下に移植し、腫

瘍を形成させる。至適な投与法、投与部位

で、マウスにおける抗体療法モデルの条件

設定を行う。腫瘍の移植部位（側腹部皮下、

胸腔内、腹腔内、経静脈的に肺内転移作製）、

抗体の投与部位（腫瘍近傍、経静脈的、腹

腔内）、抗体の投与量、投与間隔、初回投

与のタイミングなどの検討を行う。 

 

４．研究成果 

（１）UOEH-LC-1 蛋白の産生 

 UOEH-LC-1 蛋白を組み換えタンパク質とし

て産生・精製した。次に、２匹のマウスに対

して UOEH-LC-1蛋白を繰り返し免疫すること

により、１匹は４回目、もう１匹は５回免疫

後に、マウス血清中に抗体の産生を認めた。 

（２）ハイブリドーマクローンの樹立 

 UOEH-LC-1 蛋白を免疫したマウスを犠牲死

させ、ミエローマ細胞と融合した。得られた

ハイブリドーマの限界希釈を施行すること

で、８株のハイブリドーマクローンを樹立し

た。最終的に２クローンの IgM 抗体を産生す

る株を得ることができた（15E2,10B2）。これ

らの IgM 抗体はいずれも UOEH-LC-1 蛋白を認

識することを ELISA 法にて確認している。さ

らに現在フローサイトメトリーおよび, 免

疫染色法により抗体の UOEH-LC-1蛋白への特

異性の評価を行った。当初のハイブリドーマ

はいずれも IgM 抗体産生株しか樹立できず

IgG 抗体産生株が得られなかった。原因とし



て、免疫する UOEH-LC-1 蛋白量が足りなかっ

たためクラススイッチが起きなかった可能

性が考えられた。次に、UOEH-LC-1 蛋白量を

増量（１回あたり 10 mg ）してマウスに免疫

し、IgG 抗体を産生するハイブリドーマの作

製を行った。その結果、マウス血清中に抗体

産生を認めたため、犠牲死させミエローマ細

胞と融合を行った。得られたハイブリドーマ

に対して、限界希釈を施行することで２株の

ハイブリドーマクローンを樹立した。スクリ

ーニングの結果、１クローンの IgG 抗体産生

株を得た（7B6E）。このモノクローナル IgG

抗体は、サブクラス IgG1 であり、UOEH-LC-1

蛋白を認識することを ELISA法にて確認した。

さらに現在、フローサイトメトリーおよび免

疫組織化学染色により抗体の UOEH-LC-1蛋白

に対する特異性の評価を行っていた。 

（３）UOEH-LC-1 蛋白に対するモノクローナ

ルの精製 

 モノクローナル IgG1 抗体が UOEH-LC-1 蛋

白を認識するかどうかの検討を行った。まず、

7B6E ハブリドーマ株を大量培養し培養上清

より IgG 抗体の精製を行った。精製した抗体

(SHP)は濃度依存性に UOEH-LC-1 蛋白を認識

することを ELISA法にて確認した。UOEH-LC-1

蛋白を固層化したプレートに抗体を添加し

て、ELISA を施行したところ精製抗体（SHP）

はハイブリドーマ培養上清（7B6E）より強く

UOEH-LC-1 蛋白を認識した（図 1）。次に、腫

瘍細胞上に発現する UOEH-LC-1蛋白を精製抗

体(SHP)が認識するかどうか、フローサイト

メトリーを用いて確認した。UOEH-LC-1 蛋白

高発現肺癌細胞株 A110Lに対しての抗体認識

を確認したところ、200 ng/ml でその認識を

認め、その認識は濃度依存性に増強を認めた。

以上より作製した IgG 抗体（UOEH-LC-1 抗体）

が肺癌細胞表面上に発現する UOEH-LC-1蛋白

を認識することを確認した。 

（４）UOEH-LC-1 抗体のマウスモデルにおけ

る抗腫瘍効果 

UOEH-LC-1 蛋白高発現肺癌細胞株 A110L 移植

SCID マウスモデルでの、尾静脈より抗体を投

与する in vivo 実験を施行した。しかし、コ

ントロール群（PBS 投与）に比較して、

UOEH-LC-1 抗体による抗腫瘍効果は認めなか

った。現在、抗体の投与量、投与間隔などの

条件設定を行っている。 
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図１　精製抗体（SHP）およびハイドーマ上清のUOEH-LC-1に対する特異性　
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