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研究成果の概要（和文）： 
 
本研究は、甲状腺癌を特異的に認識する IgM 抗体(JT95 抗体)とナノ粒子を組み合わせるこ

とで、癌抗原の検出感度を飛躍的に高め、血液検査による甲状腺癌の診断法の開発、及び穿刺
吸引細胞診の更なる精度向上を目的としている。 
 ナノ粒子を使った検出法を構築するため、「抗体-ナノ粒子による１ステップ抗原検出法」の
新規開発を行うと共に、抗原抗体反応の最適化条件を検討した。 
 現在、本研究成果を活用した検査法の実用化に向けて臨床研究が進められており、血液から
の癌抗原の検出精度を検討している。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We developed biomedical applications using the combination of high-intensity 

fluorescent nanoparticles, quantum dots (QDs), and JT-95 monoclonal antibody, which 
recognizes the antigen of thyroid carcinomas. Toward to the practice use of these 
applications in medical fields, we have been studying the accuracy of detection system. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）甲状腺癌の社会的背景： 
甲状腺癌は、日本国内において年間約

7,500 人が新たに罹患しており、また、甲状
腺癌を直接の原因として、年間に約 1,500 人
が亡くなっている。罹患者の男女比は約 1：4 
であり、女性に多い癌の１つである。甲状腺
癌全体の死亡者数は、増加傾向にあり、対策
が必要である。 

 
（２）国内外の研究の動向と位置づけ： 
甲状腺癌の診断において、より高精度な診

断、患者負担の軽減のために、改善の必要な
課題が２つある。本研究は、診断の高精度・
高感度化により、これらを克服することを目
的とする。 

 
１）血液検査の課題：  
甲状腺癌の血液検査において、現在、最も

有効な指標とされているものは、甲状腺刺激
ホルモンやサイログロブリンである (Van 
Herle AJ, J Clin Invest, 1973)。これらは、
甲状腺癌の分類における乳頭癌や濾胞癌で
高値となるが、他の疾患や良性腫瘍によって
も高値を示すことが報告されている(Takami 
H, Jpn J Cancer Chemother, 2005)。 
また、髄様癌ではカルシトニンがマーカー

として報告されているが、陰性の症例も報告
されている (Takami H, J Surg Oncol, 1990; 
Takami H, Jpn J Cancer Chemother, 2005)。 
このため、これらを補い、精度を高めるた

めの検査法の開発が必要とされている。 
 
２）穿刺吸引細胞診(針生検)における、腫

瘍の悪性度判断の課題：  
針生検は、腫瘍の分類及び、悪性度を判断

する際に、極めて精度が高い。しかしながら、
甲状腺癌の分類のうち、濾胞癌においては核
異型が見られず、生検の結果からは腫瘍の良
性・悪性の判断が難しい。このため、術前で
判断ができない場合、濾胞性の腫瘍は摘出手
術が行なわれる傾向がある。 
最近の報告では、摘出された濾胞性の腫瘍

をもつ患者のうち、15‐20%は悪性であった
が、80％以上は良性であった事が報告されて
おり、精度を高めることが課題となっている
（Cooper DS, Thyriod, 2006; Pacini F, Eur. 
J. Endocrinol, 2006）。 
この課題に対して、Galectin-3(G3)の検出

が有用視されているが、G3 陽性者のうち、
約 25%の組織切片に癌は検出されなかった
などのデータもあり、まだ課題は克服されて
いない(Bartolazzi A, Lancet Oncol, 2008)。 
 
 
 

２．研究の目的 
本研究は、現行の診断における上記２つの

課題を克服することを目的に、新規検出法を
構築、研究期間内に患者検体を用いた診断試
験を行ない、検出法の臨床的有用性を確かめ
ることを目標とした。 
これらの課題を克服するため、甲状腺癌認

識抗体 JT95 が有用であると考えられた。同
抗体は申請者の所属する東京慈恵医大で開
発されたものである。患者血清に反応を示し、
また組織切片、特に乳頭癌への反応性も高精
度(95 例/100 例)であった。(Takeyama H, 
Cancer Res, 1996)。 
本研究では、抗体-ナノ粒子による１ステッ

プ抗原検出法の開発に取り組むと共に、甲状
腺癌抗原の検出法の最適化を試みた。 
  
 
３．研究の方法 
(1)「抗体-ナノ粒子による１ステップ抗原検
出法」の新規開発： 
甲状腺癌認識抗体 JT95 と高輝度蛍光ナノ

粒子との直接結合による、１段階染色化(１
ステップ化)を行ない、精度・感度・迅速性
で、先駆的な血液検査法、組織切片染色法の
開発に取り組んだ。 
 
(2) JT95抗体の認識効率向上に向けた検討: 

JT95抗体に結合させる架橋試薬の種類、反
応比の最適な割合を検討した。 
 

(3)サンドイッチ ELISA法を使った抗原検出
法の構築: 
 血液を検査用プレートに直接固層化した
場合、夾雑物の影響で、抗原抗体反応が阻害
されることも考えられる。そこで、JT95抗体
の抗原骨格の１つであるファイブロネクチ
ンを認識する抗体を用いてサンドイッチ
ELISA法を検討、固層化した抗体で血液中の
抗原を捕捉、反応阻害の抑制を試みた。 
 
(4)抗原糖鎖構造の推定： 
 JT95抗体は、シアル酸化されたファイブロ
ネクチンを認識することが知られている
(Kimura N, Biochem Biophys Res Commun, 
1998)。本研究では、どのような糖鎖構造を認
識しているのかを推定するため、JT95抗体と
反応性の高い SW1736細胞（甲状腺未分化癌）
の糖鎖構造を質量分析、レクチンを使った
ELISAにより検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1)「抗体-ナノ粒子による１ステップ抗原検
出法」の新規開発： 
診断を迅速に行う検出法の開発のため、蛍光



ナノ粒子（量子ドット）と JT95 抗体を直接
結合させる条件を、架橋試薬による結合法と
ビオチン-ストレプトアビジンを介した結合
法で検討した。 
本検討から、量子ドットとJT95抗体を直接

結合させることに成功し、SW1736甲状腺癌細
胞株の免疫染色、ウエスタンブロッティング
法による検出、及びELISA様検出法に応用で
きることを見出した(Watanabe M, Fujioka K, 
et al., IEEE Trans NanoBiosci., 2011)。 
 
しかしながら、IgM抗体は分子量(900 kDa)

が大きく、量子ドットと反応させた際に一部
凝集し、収率が 10%程度に落ちていた。 
 
このため、より効果的な検出法に改善する

ことを目的として、 (2)JT95抗体の認識効率
向上に向けた架橋法の検討、(3)サンドイッ
チ ELISA法を使った抗原検出法の構築、及び
(4)抗原糖鎖構造の推定について検討を行な
った。 
  
(2)認識効率の向上に向けた検討： 
スペーサー付きのビオチンを JT95 抗体へ

導入すると共に、ビオチン化反応比を詳細に
検討し、最も抗原との反応性が高い結合条件
（JT: Biotin = 1:100～200）を見出した。 
 
(3)抗原検出法の構築： 
JT95抗体と種々のファイブロネクチン（癌

胎児性ファイブロネクチン、血漿ファイブロ
ネクチン、または細胞型ファイブロネクチ
ン）を認識する抗体を組み合わせたサンドイ
ッチ ELISA法を検討した。 
JT95 抗体と癌胎児性ファイブロネクチン

との組合せでは、SW1736細胞の癌抗原をわず
かに捕捉することができていた。血漿ファイ
ブロネクチン、細胞型ファイブロネクチンと
の組合せでは、捕捉することができなかった。
一方、JT95抗体同士を組み合わせた手法では、
多くの癌抗原を捕捉することができており、
これらの抗体の中では、最も抗原の検出に適
していることを見出した。 
 

(4)抗原糖鎖構造の推定： 
SW1736 細胞の可溶化物から糖鎖を単離し

質量分析を行なった。その結果、α2-6/2-3
のシアル酸構造が多く検出されていること、
また、シアル酸を認識するレクチン類
(Datura stramonium Agglutinin (DSA), 
Sambucus sieboldiana Agglutinin (SSA), 
Maackia amurensis Agglutinin (MAM))との
反応性が高いことから、JT95抗体がこれらの
糖鎖構造を認識している可能性が示唆され
た。 
 

 現在、これらの研究成果を基に、臨床研究

が進められており、血液からの抗原検出法の
精度を検討している。今後、ELISA 法による
検出とナノ粒子による検出とを比較し、精
度・感度を検証、より良い甲状腺癌検査法の
構築を進めていく。 
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