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研究成果の概要（和文）： 我々が作製した婦人科癌特異的ヒト抗体の HMOCC-1抗体は婦人科
癌の中でも卵巣癌に対して抗腫瘍効果を示し、その認識糖鎖抗原は硫酸化糖鎖抗原であること

が判明した。本抗体が特異的に認識する糖鎖抗原は婦人科癌では初めて報告される糖鎖構造で

あり、その抗原決定構造が SO3→3Galβ1→4GlcNAcβ1→3(+SO3→6)Galβ1→4GlcNAcβ1→で
あることを解明した。 
 
研究成果の概要（英文）：We have developed a gynecologic cancer-specific human monoclonal 
antibody HMOCC-1 that demonstrates anti-tumor activity towards ovarian cancer, among gynecologic 
cancers.  The antibody has a specific carbohydrate antigen epitope that is a sulfated carbohydrate 
moiety.  The carbohydrate antigen recognized by this antibody is a newly characterized epitope present 
on gynecologic cancers and its glycan structure was elucidated to be SO3→3Galβ1→4GlcNAcβ1→
3(+SO3→6)Galβ1→4GlcNAcβ1→. 
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１．研究開始当初の背景 
 婦人科癌のリンパ節転移陽性例は有意に
予後不良であり、手術治療や従来の抗癌剤治
療のみでは制御は困難なことが多く、より有
効な治療法は重要な目標となる。本研究では
リンパ節転移に対する新たな治療戦力とし
て転移腫瘍の認識糖鎖抗原をターゲットす
る新規分子標的治療薬の開発が目的である。
癌特異的抗体を併用して化学療法の効果を
高めることや、抗体を利用した新たな治療薬
を開発することは臨床的には意義が大きい。 
 

２．研究の目的 
 本研究では癌化に伴い発現する分子に対
して高い特異性を有するヒトモノクローナ
ル抗体を作製し、ヒトに投与した場合は正常
細胞に対する傷害を最小限とし、癌細胞を選
択的に阻害することを目的とした抗体療法
の開発を行う。生体内で機能効果を示す分子
標的治療薬の抗体の多くは糖鎖構造を認識
抗原としているため、リンパ節転移巣で発現
される特異的な糖鎖構造を認識する抗体の
選別を行う。 
 具体的な研究目的として、癌のリンパ行性
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転移の機序解明に貴重なツールとなるため、
リンパ節転移を特異的に形成する腫瘍細胞
の確立へ向けて、in vivoにてリンパ節転移の
高い細胞株を樹立する。さらに抗体作製には、
ヒト抗体遺伝子の導入により完全ヒト型抗
体を産生する KM mouseを用いて、腫瘍細胞
を認識するヒト型モノクローナル抗体を作
製し、抗腫瘍効果を示す抗体の選別を行う。
作製した抗体の認識抗原を同定すると同時
に、腫瘍細胞に対する抗腫瘍効果を確認し、
その分子レベルでのメカニズムを明らかに
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) in vivo selection 
 ヒト婦人科癌由来の細胞株をヌードマウ
スに同所性移植し、約 6～8週間後に形成さ
れた後腹膜リンパ節転移巣を摘出、初代培養
したものを再度同所性移植することを数回
繰り返す方法を用いてリンパ節高転移株を
樹立した。 
 
(2) RT-PCR  
 HMOCC-1の認識糖鎖抗原に必要な遺伝子
発現を RT-PCRにて検討した。各種細胞より
RNAを通常方法にて抽出し、逆転写酵素反応
後に合成された cDNAをテンプレートにて
PCR反応を行った。PCR反応には今までに報
告された primerおよび反応条件にて行った。 
 
(3) 認識抗原を合成する糖転移酵素の検索 
 作製したHMOCC-1抗体の認識糖鎖抗原の
解析にて、各種糖転移酵素および硫酸転移酵
素の発現ベクターを細胞にトランスフェク
ションし、細胞染色にて HMOCC-1の発現を
確認した。HEK293T細胞、RMG-1細胞、CHO 
Lec2細胞はガラスのカバースリップ上に通
常方法にて細胞培養を行った。トランスフェ
クションには lipofectamineを使用し、各種発
現ベクターの DNAは 1μgづつ使用した。細
胞染色はトランスフェクション後 48時間に
行った。 
 
(4) ELISA 抑制アッセイ 
 HMOCC-1抗体を抑制する糖鎖構造を決定
する検討のため、RMG-1細胞を 96 wellプレ
ートにて細胞培養し、4%PFAにて固定後、
HMOCC-1抗体および各種合成酵素を濃度勾
配別に添加し、室温にて 1時間反応させた。
2次抗体に human IgM抗体を使用し、発色後
450nmにて吸光度で測定した。 
 
４．研究成果 
 
(1)リンパ節高転移細胞株の作製 
 リンパ節高転移の細胞株の in vivoのリンパ

節の転移モデルとして、リンパ節へ特異的に
転移を示す婦人科癌の細胞株を複数樹立し
た。特に子宮体癌 Hec-1A 細胞を用いて、婦
人科癌の所属リンパ節への高転移性を示す
細胞株を樹立した。確立した高転移性の細胞
株はヌードマウスに同所性移植後、骨盤リン
パ節へ特異的に転移巣を形成した。 
（図１：腫大後腹膜リンパ節転移巣を示す） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2)リンパ行性転移細胞の糖鎖構造解析 
 リンパ行性転移過程においては細胞間の
認識に細胞表面糖鎖は重要な役割を果たす
ため、今回の研究ではリンパ節高転移細胞株
と低転移細胞株の細胞表面糖鎖構造解析を
行ない、質量分析にてリンパ節転移との関連
性が高い糖鎖構造を特定した。解析結果にて
子宮体癌 Hec 1-Aの高転移細胞株は低転移細
胞株に比べて高マンノース型の糖鎖構造が
相対的に増加し、低転移株ではより複合型糖
鎖構造が増加していることが判明した。 
（図２：高転移細胞株の質量分析結果） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3) 抗原解析 
 HMOCC-1 の認識抗原の合成に必要な糖転
移酵素を確認するため、HEK293T 細胞を 8
種類の糖転移酵素および 6種類の硫酸転移酵
素の発現ベクターを導入し、細胞染色にて
HMOCC-1 抗体の陽性細胞を認めた。遺伝子
導入にて認識抗原の発現が確認できたため、
次の段階の検討では 1種類づつの糖転移酵素
または硫酸転移酵素を除いたその他の酵素
の発現ベクターを導入する実験を行った。そ
の結果、B3GNTおよび GAL3STが HMOCC-1
の認識抗原の合成に必要であることが判明
した。 
 次にHMOCC-1の認識抗原の合成に必要な
糖転移酵素の B3GNT および硫酸転移酵素の



 

 

GAL3ST の isozymeを確認するため、糖転移
酵素の遺伝子産物の発現を RT-PCRにて発現
を確認した。卵巣明細胞腺癌細胞 RMG-1 を
用いて検討行った結果、GAL3ST1, GAL3ST2, 
GAL3ST3, GAL3ST4 の発現の比較では
GAL3ST3のみの mRNAの発現を認め、その
他の GAL3ST の mRNA は発現を認めなかっ
た。B3GNTは B3GNT2および B3GNT7の両
酵素の発現を認めた。この結果、HMOCC-1
の認識抗原の発現には B3GNT7 および
GAL3ST3 の発現が必要であることが判明し
た。 
（図 3：RT-PCR） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 HMOCC-1の糖鎖抗原の in vitroでの合成経
路を解明する目的で、糖鎖構造の化学処理を
行い、さらに一部の糖鎖構造を欠如する細胞
株を用いて検討を行った。HEK293T細胞はシ
アル酸転移酵素を有するため、HMOCC-1 の
認識抗原におけるシアル酸の関与を確認す
るため、HMOCC-1 抗原を発現する卵巣癌明
細胞腺癌 RMG-1 細胞を弱酸性処理し、脱シ
アル化を行った結果、HMOCC-1 の発現には
変化がなく、認識抗原にはシアル酸が含まれ
ないことが示唆された。シアル酸の影響を in 
vitroにて確認するために、シアル酸転移酵素
を欠如している CHO Lec2細胞および卵巣明
細胞腺癌 RMG-1 細胞にて上記同様の糖転移
酵素の導入実験を行い、免疫組織学的に
HMOCC-1の抗原解析を行った。これにより、
HMOCC-1抗原にはGAL3ST3およびB3GNT7
の糖転移酵素が必要であることが判明し、さ
らにシアル酸合成が欠如する CHO Lec2での
導入実験にて認識抗原にはシアル酸は含ま
れていないことが判明した。 
（図 4）A にて RMG-1 細胞の弱酸性処理前
(a,b)および後(c,d)。HMOCC-1 抗体を 1 次抗
体として(+: b,d)または(-:a,c)の場合を示す。B
にて CHO Lec 2細胞を mock vector (a)または
GAL3ST3+B3GNT7発現ベクター(b)を細胞に
遺伝子導入した場合を示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) ELISA 抑制アッセイ 
 HMOCC-1 認識抗原の糖鎖構造を決定する
ため、遺伝子導入にて予想される糖鎖構造に
合 わ せ 、 化 学 合 成 に て sulfated 
N-acetyl-lactosaminyl tetrasaccharidesを作製し、
in vitroの細胞—抗体の阻害実験として ELISA 
抑制アッセイを行った。各グラフの下記に示
す合成糖鎖構造を濃度勾配にて 96 well プレ
ート上で培養した RMG-1 細胞に添加し、固
定後に HMOCC-1抗体と反応させ、ELISAに
て比較検討した。その結果、SO3→3Galβ1
→ 4GlcNAc β 1 → 3(+SO3 → 6)Gal β 1 →
4GlcNAcβ1→が SO3→3(SO3→6)Galβ1→
4GlcNAcβ1→3Galβ1→4GlcNAcβ1→より
抗原性が高いことが判明した。 
（図 5 A: nonsulfated, monosulfated 糖鎖、B: 
monosulfated, disulfated 糖鎖、C: disulfated糖
鎖。） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の in vitroの認識抗原の検証実験にて、
硫酸転移酵素であるGal3ST3およびβ3GNT7
遺伝子の発現が本抗体の認識糖鎖構造を合
成することが確認された。本抗体が特異的に
認識する糖鎖抗原は婦人科癌では初めて報
告される糖鎖構造であり、その抗原決定構造
が SO3→3Galβ1→4GlcNAcβ1→3(+SO3→
6)Galβ1→4GlcNAcβ1→であることを解明
した。現在臨床応用へ向けて本抗体の詳細な



 

 

抗腫瘍効果およびリンパ節抑制効果につい
ての解析を進めている。 
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