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研究成果の概要（和文）：ルイス型血液型が陰性の人の癌に発現する癌特異的糖鎖抗原Sialyl Type1H(ST1H)を特異的
に認識する単クローン抗体の作成を目指した。合成した糖脂質ST1H、あるいはST1H陽性の大腸癌細胞をマウス免疫した
。ハイブリドーマの抗体はELISA法を用いてスクリーニングした。ST1Hを特異的に認識するが、他の異性体ST2H, Sialy
l Lex, Sialyl Leaをほとんど認識しない単クローン抗体を得た。

研究成果の概要（英文）：We aimed to generate monoclonal antibodies specifically recognize tumor associated
 carbohydrate antigen, Sialyl Type 1H (ST1H), which are expressed in cancers of Lewis-negative individuals
. Synthesized ST1H glycosphingolipid or colon cancer cells expressing ST1H were immunized to mice. The ant
ibodies produced by the hybridoma were screened by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). Monoclonal a
ntibodies that specifically recognize ST1H, but not isomers of ST1H such as ST2H, Sialyl Lewis A and Sialy
l Lewis X, were obtained. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞は癌化に伴い細胞表面の糖鎖構造が変
化する。変化した糖鎖の一部は、癌で発現す
るが、正常細胞では発現が認められず、癌特
異的糖鎖抗原に分類される。また一連の機能
解析から、癌特異的糖鎖抗原には癌の転移や
浸潤などに深く関与するものがあることが
判明した。そのほかに、多くの癌特異的糖鎖
抗原は腫瘍マーカーとしても広く用いられ
ている。例をあげると、CA19-9、CA125 など
が挙げられる。そのため、新たな癌特異的糖
鎖抗原の発見は、癌での糖鎖の役割のより深
い理解と、新規の腫瘍マーカーの開拓が期待
される。 
 
２．研究の目的 
我々は、糖脂質の構造を高精度、高感度に解
析する技術を確立し、癌の詳細な糖鎖構造解
析を行うことで、新規の癌特異的糖鎖抗原の
発見、新規の腫瘍マーカーの開拓を目指した。
その結果、ルイス型血液型が陰性の患者の癌
に特異的に発現する新規の癌特異的糖鎖抗
原 Sialyl Type1H (ST1H)を発見した。ルイス型
陰性の人は Sialyl Lea (CA19-9)などのルイス
型糖鎖が合成できないため血清 CA19-9 は 0
で、マーカーとしての意味を持たない。しか
し、Sialyl Lea (CA19-9)の前駆体である Sialyl 
Lec（DU-PAN-2）が、ルイス陰性の人の CA19-9
に代わる腫瘍マーカーとされている。我々が
発見した ST1H は CA19-9 とは異なる経路で
合成され、かつルイス陰性の人の癌にのみ発
現する可能性が極めて高く、DU-PAN-2 と相
乗的にルイス陰性の人に対する腫瘍マーカ
ーとなる可能性が大である。そこで、本研究
では、これらの研究を発展させるため、ST1H
を認識する単クローン抗体を作成し、腫瘍マ
ーカーへの応用を試みた。 
 
３．研究の方法 
今回の研究に必要な糖脂質ST1Hは受託合成
を依頼した。マウスの免疫に用いる糖鎖抗原
はリポソーム法を用いて作成した。マウス１
匹あたり合成した糖脂質 ST1H を 35g、ジ
パルミトイルホスファチジルコリン 0.5 
mol、コレステロール 0.5 mol、Salmonella 
Minnesota R595 の LPS 10 g を用いた。上
記をよく混合した後、ナシ型フラスコに入れ、
ロータリーエバポレーターにて溶媒を除去
した。PBS(-)を 1匹あたり 0.15 ml 加え、底
にできるフィルムをはがしやすくしてから、
Vortex Mixer で十分均一にすることにより、
liposome とした。この liposome を 6週齢の
BALB/c マウス（雌）数匹の腹腔内に 0.15 ml
投与した。初回免疫後、3-4 日ごとに 2,3 回
目の追加免疫を行った。最終免疫の２日後に
マウスを採血し、下記の ELISA 法にて糖脂
質に対する抗体力価を測定し、最も力価の高
いマウスを選び、細胞融合に用いた。免疫以
降の細胞融合、セレクションは、ペプチドに
対するモノクローナル抗体の作成法と同様

である。 
ミエローマは、P3-X63Ag8.653 を用いた。細
胞融合の４～７日前に凍結保存しているミ
エローマを融解し、融合当日には対数増殖期
にある状態で 2X107 個程度の細胞数(2-5 X 
105 /ml)になるように調整した。培養していた
ミエローマを回収し、遠心後、無血清の RPMI
に浮かべ細胞数をカウントした。 
マウスをエーテルにて安楽死させ、無菌的に
脾臓を取り出した。シャーレに入れて、滅菌
スライドのフロストの部分をこすり合わせ
て細胞を浮遊させた。溶血液で、赤血球を溶
血させた後、無血清の RPMI に浮遊させ細胞
数をカウントした。算定した細胞数より脾細
胞：ミエローマ細胞＝５：１となるように混
合し、遠心にてペレットにした。このペレッ
トに 37℃に温めていた 50% PEG solution 1ml
を徐々に加えることにより細胞融合させた。
無血清RPMIをゆっくり加えてPEGの濃度を
徐々に下げ、遠心にて PEG を完全に除去した。
Pellet の細胞を、脾細胞換算 1X106 cells/ml の
細胞密度で HAT 培地(S-Clone CM-B+ HAT)に
懸濁させた。96 well microplate に 100l ずつ
巻き込み、37℃、5% CO2にて培養した。 
コロニーが可視化できれば、できるだけ早急
にスクリーニングを開始した。抗体のスクリ
ーニングには ELISA 法を用いた。 
glycolipid (2g)、egg yolk phosphatidylcholine 
(20g)-cholesterol (10g) を2ml ethanolで溶解
した。1-2 分 超音波処理し、20l per well ず
つ 96 穴の ELISA plate に加え、室温で 2-3 時
間放置し、乾燥させて、固相化した。各 well
に 5% BSA-PBS 100l を入れ、2 時間反応さ
せ、非特異吸着を抑えた。0.5%BSA-PBS で
well を洗浄後、ハイブリドーマの上清を 100 
l 加え、 37 ℃で 1 時間反応させた。
0.5%BSA-PBS で well を洗浄後、ペルオキシ
ダーゼ標識抗マウス Immunoglobulin (1000 倍
希釈)を50l加え、37℃で1時間反応させた。
PBS で well を洗浄後、TMB ペルオキシダー
ゼ発色基質キットを用いて発色させた。反応
後、1N H2SO4 50l を加えて反応を停止させ、
マイクロプレートリーダーで波長 450nm の
吸光度を測定した。陽性のクローンは限界希
釈法で 2nd スクリーニングを行い、目的の抗
体を産生するクローンを得た。 
免疫組織法は、大腸癌、大腸正常粘膜組織か
らクリオスタットで 10m の切片を作成し、
アセトンあるいは 4%パラフォルムで固定し、
ABC 法を用いて発色した。 
 
４．研究成果 
3000以上のクローンをELISAにてスクリーニ
ングし、11 種類の陽性クローンが得られた。
2種類が IgM で 9種類が IgG であった。抗体
の特異性を ELISA にて検討した。その結果、
これらのクローンは、ELISA においては ST1H
の異性体である ST2H、SLex、SLeaは認識しな
かった(図１)。 

 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
図１、ELISA を用いた ST1H 抗体の特異性の検
討 
 
ELISA のほかに免疫組織化学を用いて、これ
らのクローンをさらに検討した。サンプルに
は、ST1H の発現が確認されているルイス型陰
性の大腸癌組織、正常大腸組織を用いた。こ
れらの凍結切片を作成し、11 種類のハイブリ
ドーマの上清と反応させ、通常の ABC 法にて
発色させた。その結果、どのクローンからも
陽性シグナルを得ることができなかった。 
そこで、さらに免疫原として、大腸がん組織
から単離した ST1H 陽性細胞を用いて、単ク
ローン抗体の作成に取り組んだ。大腸癌組織
を collagenase で処理した後、上皮性マーカ
ーである CD326 の抗体を用いて大腸癌細胞
を高純度で単離した。糖脂質の構造解析を行
い、これらの大腸癌細胞での ST1H の発現は
確認した。これらの ST1H 陽性の大腸癌細胞
をマウスに免疫した。最終免疫後、マウスよ
り脾臓を取り出し、PEG 法でミエローマ細胞
と細胞融合させた。その後、HAT 培地でハイ
ブリドーマを selection し、約 1000 種類のク
ローンを得た。ELISA にてスクリーニングを
行ったところ、ST1H は認識するものの、そ
の異性体であるST2Hをほとんど認識しない
クローンを 2 種類得た。（図 2）今後はこれら
のクローンの性状をさらに検討し、血清の
ELISA に用いるようにすることが重要であ
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2、ST1H を認識する 2 種類の単クローン
抗体 
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