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研究成果の概要（和文）： 
	
 CD44は接着分子としてがん幹細胞の自己複製能を維持するために必要な因子の一つと考え
られていることから人工がん幹細胞が細胞プレートへの接着を阻害する一本鎖抗体のセレクシ

ョンをIVV法により行った。全部で７ラウンドの選択実験後、得られた２つのクローンAXT7-30
とAXT7-12はAXT細胞の細胞プレートへの接着を阻害した。CytoTox-Glo Cytotoxicity Assay
の結果、強い殺細胞活性を有し(IC50=3nM)、AXT7-30の方が3倍強い活性を有していた。そこ
でこの一本鎖抗体AXT7-30を使って蛍光ラベル化抗体を作成した。tdTomatoは非常に明るい赤
色蛍光タンパク質であり、tdTomato蛍光ラベル化されたAXT7-30を用いて免疫染色したところ
AXT細胞を明瞭に蛍光観察することができた。現在この蛍光ラベル化一本鎖抗体の担がんマウ
ス投与を実施中であり、二光子励起蛍光顕微鏡を用いた体内動態の画像化によりがん細胞への集

積を解析中である。 
研究成果の概要（英文）： 
   Since CD44 is considered to be one of the factors required in order to maintain the 
autonomous replication ability of cancer stem cells as adhesion molecules, we 
performed to select single strand antibodies which prevent the induced cancer stem 
cells (iCSCs) from adhering on the cell plate by the IVV method. The selected two 
clones AXT7-30 and AXT7-12 inhibited adhesion of iCSCs on the cell plate and bound 
to the cell surface of iPSCs. As a result of CytoTox-Glo cytotoxicity assay, they had 
strong a cell-killing activity (IC50=3nM), and AXT7-30 had 3 times higher activity than 
AXT7-12. Then, we made the fluorescence-labeled AXT7-30. The tdTomato is a very 
bright red fluorescence protein, and the constructed tdTomato fusion AXT7-30 strongly 
bound to the surface of iPSCs. The in vivo imaging of the dynamic state using the 
tdTomato fusion AXT7-30 in a living body with a two-photon excitation fluorescence 
microscope is under analysis.  
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１．研究開始当初の背景 
我か国では、がんによる死亡者数は戦後一

貫して増加している。 現在、国民のおよそ
２人に 1人かがんにより死亡している。がん
治療を困難にしている最大の原因は、薬物治

療が増殖相にある細胞の死滅を狙った細胞

傷害性抗癌剤か、あるいは増殖シグナルを特

異的に遮断する分子標的薬剤の使用が主流

であり、それらは一時的に増殖能が高く最終

的には増殖を停止する非癌幹細胞（progeny）
には有効であるが、増殖が遅く自己複製能を

持つ癌幹細胞に対する効果は低い。がんの薬

物治療や外科手術による除去後、癌幹細胞が

完全に除かれず残存することが癌再発の原

因であり、腫瘍形成の根本となる癌幹細胞を

標的とした新たな診断と治療の出現が望ま

れている。 
ヒトゲノムの解読により、それらの遺伝情

報に基づく医薬品のデザインや、遺伝子の関

与する病気の診断を行う、ゲノム創薬・ゲノ

ム医療への期待・関心が高まっている。中で

も標的分子に対する高い親和性と特異性を

有する抗体は、従来の低分子医薬と比べて副

作用の恐れが少ない究極の分子標的薬とし

て注目されていると同時に診断薬としても

注目されている。 
これまで申請者らは、無細胞翻訳系を利用

してタンパク質相互作用解析を行うための

独自技術として、in vitro virus(IVV)法
（FEBS Lett. 1997; Nucleic Acids Res., 
2003）と C末端ラベル化法（FEBS Lett., 

1999; Nucleic Acids Res. 2000; Genome 
Res., 2002）の開発を行ってきた。IVV法で
はmRNAの 3' 末端にスペーサーを介して抗
生物質の一種のピューロマイシンを結合し、

それを鋳型として無細胞翻訳反応を行うこ

とにより、タンパク質と mRNAがピューロ

マイシンを介して共有結合した単純な

mRNA-タンパク質連結分子 IVVが構築され
る。この IVVライブラリーの中からベイトタ
ンパク質と結合するタンパク質を含む IVV
を試験管内で釣り上げた後、そこに連結して

いる遺伝子(mRNA)を逆転写・PCRで増幅し、
塩基配列を解読することによって、相互作用

するタンパク質群を容易に同定することが

できる。これまで IVV法がタンパク質-タン
パク質相互作用解析(Genome Res., 2005; 
Nucleic Acids Res., 2004)、DNA-タンパク質
相互作用解析(Nucleic Acids Res., 2006)、抗
体や機能性ペプチドのスクリーニング

(Nucleic Acids Res., 2006)に応用できること
を報告してきた。また、IVV法の構築過程で
低濃度のピューロマイシン誘導体を無細胞

翻訳系に投入すると、合成されたタンパク質

のＣ末端に特異的に結合することを見出し

た。この原理を応用して、蛍光色素をピュー

ロマイシンに連結させた化合物を用いるこ

とで、タンパク質のＣ末端を蛍光色素でラベ

ルすることが可能になった。 
	
 この過程で申請者らは、IVV法とマイクロ
流体チップの技術を組み合わせることによ

り、従来のビーズを使う方法よりも、はるか

に高効率に一本鎖抗体をスクリーニングで

きるという良好な結果を得た。そこで本研究

では、このアイデアを用いて、がん幹細胞に

特異的な表面抗原に対する高親和性、高特異

性一本鎖抗体を従来よりもはるかに高効率

にスクリーニングし、抗体を蛍光ラベル化し

て動物に投与して二光子励起蛍光顕微鏡で

観察したり、抗体を短寿命の放射性同位元素

でラベル可能な配位子でラベル化し、動物に

投与して PET で画像診断を行うことのでき
る手法の確立を目指す。従来法よりもすぐれ

た本手法の開発に成功すれば、がんの診断•



治療の分野への多大な貢献ができる。 
	
 ファージディスプレイは、抗体の試験管内

選択技術として長い実績があり、方法論の改

良も進んでいる優れた手法であるが、常に望

む抗体が取得できる万能な方法ではなく、い

くつかの欠点もある。まず、ファージ１粒子

当り多数の抗体が提示される多価効果によ

り親和性の低い抗体でも選択されるため最

初の抗体取得には有効だが、高親和性抗体の

試験管内進化には必ずしも適していない。ま

た、一般に、分子ライブラリーのサイズが大

きく多様であるほど、目的の分子を選択しや

すくなることが知られているが、ファージデ

ィスプレイでは宿主である大腸菌を経由す

るため、宿主の生育に影響する配列のバイア

スがかかり、宿主の細胞数によりライブラリ

ーサイズも制限される。IVV法では、１分
子当り提示される抗体数は１分子であり、ま

た、無細胞系を用いるので細胞による制限を

回避でき、100倍以上大きく多様なライブラ
リーが調製できる。 
	
 IVV法ではピューロマイシンを介した安
定な共有結合であるため、選択効率が高く、

また、熱などの選択圧により高い安定性をも

つ抗体を得ることも可能である。さらに、従

来技術では１回の選択操作でライブラリー

中に含まれる目的の抗体分子の割合はせい

ぜい 100倍程度しか濃縮されないため何度
も選択操作を繰り返す必要があり、コストと

時間がかかる欠点があった。我々は IVV法
とマイクロ流体チップを組み合わせること

により、１回の選択操作で目的の抗体分子を

100万倍以上濃縮できる超高効率な選択系
を実現している (Nucleic Acids Res. 37, 
e64, 2009)。 
	
 従来の診断や治療に用いる抗体を放射性

同位元素でラベル化する場合は、化学ラベル

化法が用いられてきた。しかし、この手法で

は、タンパク質の活性残基が修飾されたり、

ラベル化前の抗体の精製が必要である。C末
端ラベル化法では、ラベル化前の高度な精製

が不要でC末端のみがラベル化されるので、
機能が保持されるなどの利点がある。 
	
 このように従来法のパフォーマンスを凌

駕する独自技術を利用する本申請の新規な

点の１つは、従来の scFvばかりでなく、二
重特異性抗体を効率よく取得するために、

ScFvやDiabodyなど他の抗体フォーマット
に本技術を適用しようとする点にある。特に

全長の抗体の IgG(150kDa)は、がん組織へ
の取り込みと血中の滞留量が多く、時間も長

い。その結果、全長抗体のがん組織/血中の
量比は非常に小さい。逆に、scFv(28kDa)
や Diabody(55kda)やMinibody(80kDa)の
ように分子サイズの小さい抗体の方が血中

から washoutされ易く、その結果がん組織/
血中の量比は大きくなり、その結果、バック

グランドの値が低くなり、抗体の組織中への

蓄積がより明確に観察出来るようになる。 
	
 このように、従来法と比べて多くの利点を

有する本手法の開発に成功すれば、がん細胞

やがん幹細胞の特異抗原を標的とした抗親

和性、高特異性を高効率に選択することがで

き、さらに得られた抗体を蛍光ラベル化して

動物に投与して二光子励起蛍光顕微鏡で観

察したり、抗体を短寿命の放射性同位元素で

ラベル可能な配位子でラベル化し、動物に投

与して PETで画像診断を行うことが可能に
なり、がんの診断や治療に役立つ。よって、

scFvのような分子サイズの小さな抗体の迅
速な選択と、その効率的なラベル化手法を組

み合わせるという萌芽的なアイデアを汎用

的な手法に発展させようとする本研究は、波

及効果のきわめて大きい挑戦的な課題とい

える。 

 



２．研究の目的 
	
 本研究では、これら申請者独自の抗体作製

および標識技術を用いて、がんやがん幹細胞

特異的な表面抗原に対する高い親和性と特

異性を有する scFvを作製し、得られた scFv
を蛍光ラベル化して動物に投与して二光子

励起蛍光顕微鏡で観察したり、抗体を短寿命

の放射性同位元素でラベル可能な配位子で

ラベル化し、最終的に 64Cu や 90Y のような
放射性同位元素でラベル化できる手法の確

立を目指す。本手法の開発に成功すれば、二

光子励起蛍光顕微鏡や PET（ Positron 
Emission Tomography；ポジトロン断層撮像
装置）で画像診断を行う抗体プローブや、放

射線治療用抗体を簡便に作製することが可

能となり、がんの診断•治療の分野への多大
な貢献が期待できる。 
 
３．研究の方法 
IVV 法による一本鎖抗体(scFv)の超高効率な
選択と得られた抗体を蛍光色素や短寿命の

放射同位元素でラベル化、それを担癌マウス

に投与して二光子励起蛍光顕微鏡や PET で
局在を観察する方法は以下の(1)~(3)の手順
で行う。 
(1) いくつかのがん細胞とがん幹細胞のマー
カーを抗原として IVV 法で scFv を選択
する。 

(2) 得られた scFvを蛍光色素でラベル化した
り、放射性同位元素を導入するためのラ

ベル化剤を合成し、C 末端ラベル化法に
より、抗体の C末端を放射性同位元素で
ラベル化する。 

(3) 蛍光色素や短寿命の放射性同位元素でラ
ベル化された scFv を担癌マウスに投与
し、二光子励起蛍光顕微鏡や PET撮影で
体内動態を画像化する。 

	
 
４．研究成果	
 

	
 CD44 は肺がん、脳腫瘍、乳がん、膵臓が

ん、骨髄腫などのがん細胞や、肺がん、大腸

がん、白血病、前立腺がんなどの幹細胞の特

異的表面抗原として知られている。CD44 は
接着分子としてがん幹細胞の自己複製能を

維持するために必要な因子の一つと考えら

れていることから人工がん幹細胞が細胞プ

レートへの接着を阻害する一本鎖抗体のセ

レクションを IVV法により行った。一本鎖抗
体の IVV が結合することで細胞プレートへ
接着できない人工がん幹細胞（AXT細胞）を
回収する方法でスクリーニングを行い、全部

で７ラウンドの選択実験後、得られた２つの

クローン AXT7-30と AXT7-12は AXT細胞
の細胞プレートへの接着を阻害し、免疫染色

実験では AXT 細胞に結合していることが確
認された。さらに WST-1 アッセイによる増
殖阻害実験では濃度依存的に AXT 細胞の増
殖 を 抑 え た 。 CytoTox-Glo Cytotoxicity 
Assayにより評価した結果、強い殺細胞活性
を有し(IC50=3nM)、AXT7-30 の方が 3 倍強
い活性を有していた。両一本鎖抗体の抗原を

探索する目的でまずCD44に対する結合をビ
アコアにより調べところ両者ともCD44に対
して強い親和性を示した。CD44 に対する親
和性と各種生物活性の強さは相関していた。

そこでこの一本鎖抗体 AXT7-30 を使って蛍
光ラベル化抗体を作成した。tdTomato は非
常に明るい赤色蛍光タンパク質であり、

EGFPの 2.5倍の蛍光強度を示す。tdTomato
は、dTomato（dimeric Tomato）遺伝子 2
つをタンデムにつなぎ合わせ、タンデム 2量
体を形成するよう設計されている。これによ

り非常に明るい蛍光シグナルが得られ、しか

も凝集性は極めて低く抑えられている。

tdTomato蛍光ラベル化されたAXT7-30を用
いて免疫染色したところ AXT 細胞を明瞭に
蛍光観察することができた。一方正常細胞で

あるWT細胞を蛍光標識することはなく高い



特異性が認められた。現在この蛍光ラベル化

一本鎖抗体の担がんマウス投与を実施中で

あり、二光子励起蛍光顕微鏡を用いた体内動

態の画像化によりがん細胞への集積を解析

中である。 
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