
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７４０１

基盤研究(C)

2013～2011

膵分泌性トリプシンインヒビター抗体を用いた膵癌に対する分子標的治療の開発

Developing pancreatic secretory trypsin inhibitor of molecular target therapy for pa
ncreatic cancer with pancreatic secretory trypsin inhibitor antibodies.

６０４５２９００研究者番号：

堀野　敬（HORINO, Kei）

熊本大学・医学部附属病院・非常勤講師

研究期間：

２３５９１８９８

平成 年 月 日現在２６   ６ ２３

円     4,100,000 、（間接経費） 円     1,230,000

研究成果の概要（和文）：マウスミエローマSp2/OAg-14細胞と免疫マウスの脾臓細胞をPEG溶液内で融合、培地交換を
行い２週間後に抗体産生の有無を確認し抗体の産生を試行錯誤したが、ハイブリドーマ作成に難渋したため、メスBalb
/Cマウスに抗原(PSTI)を8週間に8回腹腔内に投与し、感作させた既存のPSTIモノクローナル抗体を用いて実験を行った
。単回の投与では膵炎を惹起させ投与量により重症度が変化するだけだった
SPINKの新たな機能としてオートファジー制御を介して膵癌の発育促進に関与している可能性のもと研究を進めたが、
ヒトPSTIモノクローナル抗体として単回投与では一過性のオ－トファジーの機能亢進を認めるのみだった

研究成果の概要（英文）：The fusion with PEG solution in the spleen cells of immunized mice and Sp2/OAg-14 
cell mouse myeloma, and to confirm the presence or absence of antibody production in two weeks after the m
edium was replaced, it was trial and error the production of antibodies, but because it was bogged down in
 hybridoma create , was administered to 8 times intraperitoneally 8 weeks antigen (PSTI) to female Balb / 
C mice were subjected to experiments with PSTI existing monoclonal antibodies that were sensitized. Is all
owed to induce pancreatitis in the administration of a single, severity was only varies with the dose.
As a new function of SPINK, proceeded under study may be involved in growth promotion of pancreatic cancer
 via autophagy control, but woven transient in a single dose as human PSTI monoclonal antibodies - the Tof
aji it was only acknowledge hyperactivity.
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１．研究開始当初の背景 
膵分泌性トリプシンインヒビター

(Pancreatic secretory inhibitor: PSTI)

は膵腺房細胞で産生される膵に特異的なペ

プチドであり、トリプシノーゲンが活性化

されてトリプシンになった場合、その活性

を阻害して膵を自己消化から守る役割を担

っている。近年の報告で PSTI は膵以外の臓

器にも広く存在し生体の防護反応や増殖因

子として作用していることが解明されてい

る(Gastroenterology 129: 696-705. 2005)。

また、PSTI が様々な癌腫で発現しており、

特に膵癌ではヒト上皮成長因子受容体

EGFR（主に MAP キナーゼカスケード）を介

して細胞増殖を促進し、癌の発育•進展に関

与していることが報告された。

(Fig.1-3)(Mol Cancer Res 7(9): 1572-81. 

2009)。 

 一方、EGFR を標的とするモノクローナル

抗体は分子標的薬として切除不能進行•再

発大腸癌の治療に用いられている。また、

進行膵癌に対する化学療法として

Gemcitabine併用によりEGFR抗体に生存期

間を延長する効果があることが報告され、

現在切除不能膵癌に対し比較試験が行われ

ているが、大腸癌に対し EGFR 抗体を併用す

る場合 KRAS 遺伝子に変異があると効果が

減ずることも報告されている(Cancer Res 

66: 3992-3995. 2006)。膵癌の場合 80-90％

の症例に KRAS 遺伝子変異を伴っており

(Cell 53: 549-554. 1988)、EGFR 抗体を分

子標的薬として用いた治療は有効な抗癌剤

と併用しても限界があるものと推察できる。

そこで、膵に特異性の高いペプチドである

PSTI を標的とするモノクローナル抗体を

用いた膵癌に対する分子標的治療の可能性

が示唆された。もちろん膵の自己消化の制

御など生命維持にとって重要な役割を担っ

ている酵素のため酵素活性に与える影響は

厳密に吟味されなければならないが、膵と

の親和性を考えると放射性同位元素ラベル

によって膵外分泌機能を視覚的評価するこ

とも可能と考える。 

 

 

２．研究の目的 

既存の PSTI 抗体を用い膵癌細胞の増殖ま

たは浸潤が抑制されるか否かを培養細胞で

確認し、抑制されたなら至適濃度を求める。

可能であれば新たに PSTI に対するモノク

ローナル抗体を作成し使用する。抑制効果

が確認出来たならば動物モデルに投与し生

体反応及び臨床効果を確認する。 

 

３．研究の方法 

（１）マウスミエローマ Sp2/OAg-14 細胞と

免疫マウスの脾臓細胞を PEG 溶液内で融合 

（２）膵癌培養細胞株と PSTI モノクローナ

ルの親和性の確認 

（３）既存 PSTI モノクローナル抗体を用い

ての抗腫瘍効果の確認 

（４）PSTI とオートファジーの相互作用の

確認 

 

 

４．研究成果 

（１）細胞融合 

マウスミエローマ Sp2/OAg-14 細胞と免疫

マウスの脾臓細胞を PEG 溶液内で融合し、

培地交換を行い２週間後に抗体産生の有無

を確認し、抗体の産生を試行錯誤している。

しかし、細胞融合の実験系が当教室では確

立された方法がなく、ハイブリドーマ作成

に難渋している。そのため、メス Balb/C

マウスに抗原(PSTI)を 8 週間に 8回腹腔内

に投与し、感作させた既存の PSTI モノクロ

ーナル抗体を用いて実験を進めていくこと

とした。 

（２）既存の PSTI モノクローナル抗体を標

識し、膵癌培養細胞株 PANC-1 および

MiaPaCa2 について、親和性を免疫染色にて

確認したところ、いずれの細胞株も同等に

良好な親和性を示した。 

（３）PSTI モノクローナル抗体投与時の抗

腫瘍効果の確認 

ヌードマウスに PANC-1 および MiaPaCa2 を

移植した膵癌モデルマウスの作成を試みた

が、ヒト PSTI モノクローナル抗体をマウス

に投与すると、高率に膵炎を惹起させるた

め、正常細胞における耐用量と癌細胞にお

ける指摘投与量の検討が必要である。特に

癌細胞における PSTI モノクローナル抗体

の感受性は重要であるため、十分な検討が

必要である。ヒト PSTI モノクローナル抗体

として単回の投与では膵炎を惹起させるこ

とは投与量により重症度が変化するだけで



あった。そこで、パラメーターとして投与

頻度および投与期間を新たに設定し、引き

続き抗腫瘍効果の確認をすることとした。 

 

（４）PSTI とオートファジーの相互作用の

確認 

オートファジーと膵癌、SPINKとオートファ

ジーの関係についてはそれぞれの関係につ

き報告している文献がある。そこで、SPINK

の新たな機能として、オートファジー制御

を介して膵癌の発育促進に関与している可

能性のもとさらなる研究を進めている。し

かし、ヒトPSTIモノクローナル抗体として

単回の投与では一過性のオートファジーの

機能亢進を認めるのみであった。 
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