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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
研究開発代表者の仲哲治招へいプロジェクトリーダー、土岐祐一郎教授(大阪大学大学院医学系研究

科)、高橋剛助教(大阪大学大学院医学系研究科)、世良田聡特任准教授(高知大学医学部附属病院)らのグ

ループは難治性の悪性腫瘍である食道癌の新規癌抗原を探索した結果、食道癌に Glypican-1 が高発現

することと、食道癌に Glypican-1 の高発現が予後不良因子となることを明らかにした(Hara et al, 2016 
BrJC)。抗 Glypican-1 モノクローナル抗体を独自に開発し、抗 Glypican-1 モノクローナル抗体が

Glypican-1 陽性細胞に対して特異的に抗腫瘍効果を発揮することもゼノグラフトモデルや、本研究で

独自に開発した Glypican-1 陽性の食道癌 PDX モデルを用いて証明した(特願 2015－554576)。抗

Glypican-1 モノクローナル抗体の薬効には ADCC 活性や CDC 活性など抗体のエフェクター作用以外

に、血管新生阻害作用を有することも明らかにした(Harada et al, 2017 Oncotarget)。また、抗 Glypican-
1 モノクローナル抗体がマウス Glypican-1 にも交叉反応を示すため、マウスを用いた安全性試験を実

施した結果、抗 Glypican-1 モノクローナル抗体には毒性が認められないことも明らかにしており、

Glypican-1 を標的とした抗体医薬を製薬企業と共同開発中である。 
Glypican-1 を標的とした抗体医薬を実用化するためには、その治療奏功性を予測するコンパニオン診

断薬を抗体医薬品と同時開発する必要がある。一般的に腫瘍組織に抗原が高発現していることは免疫組

織化学染色法で評価されるが、腫瘍組織の採取は侵襲度が高いため、患者への負担が問題となる。腫瘍

組織と比較して血液検体の採取は低侵襲であるため、血液検体で抗 Glypican-1 モノクローナル抗体の

治療奏功性を評価できると、患者への負担が低いコンパニオン診断薬となり得る。そこで、血液中に存

在する可溶型 Glypican-1 に着目し、手術組織での Glypican-1 の発現量と血液中の可溶型 Glypican-1
の発現量の相関を検討することとした。血液中の可溶型 Glypican-1 を定量するために、独自に開発し

た複数の抗 Glypican-1 モノクローナル抗体の複数のクローンを用いてサンドイッチ ELISA のシステ

ム構築を試みた。仲、藤尾慈教授(大阪大学大学院薬学研究科)、世良田らのグループは複数の抗Glypican-
1 モノクローナル抗体のクローンについて Biacore 解析による抗原親和性、各種クローンのエピトープ

解析を行い、サンドイッチ ELISA に用いる候補クローンを選定した。さらに、仲、荒井紀光課長(エー

ディア株式会社臨床開発部)、世良田らのグループはサンドイッチ ELISA のシステムとして抗体の組み

合わせ、および測定条件を最適化することにより、定量系の高感度化を試みた。 
土岐、高橋らのグループは食道癌患者手術組織(ホルマリン固定・パラフィン包埋腫瘍組織)と血清検体

および臨床情報を収集した。そして、手術組織における Glypican-1 の発現量を免疫組織化学染色で評

価した。同一患者の血清検体については、仲、世良田らのグループで可溶型 Glypican-1 濃度の測定を

試みた。その結果、腫瘍組織で Glypican-1 の発現量が強いほど、血液中の可溶型 Glypican-1 の濃度が

高いことが判明した。現在 Glypican-1 に対する抗体医薬品を開発中であるが、抗 Glypican-1 抗体の臨

床試験にコンパニオン診断薬の臨床性能試験を同時に実施することで本抗体医薬品の治療奏功性を予

測するコンパニオン診断薬として実用可能なカットオフ値を決定する。 
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英語版 
Previously, by proteomic screening, our research group including the principal investigator (PI) Naka, 

Prof. Doi (Osaka University), Dr. Takahashi (Osaka University) and Dr. Serada (Kochi University) 
identified glypican-1 as a new tumor antigen for esophageal cancer and revealed that increased 
glypican-1 expression is associated with poor prognosis of this cancer (Hara et al, 2016 BrJC). We 
then developed a new antibody against human glypican-1 and found that this antibody shows anti-
tumor effect in vivo on mouse tumor models that are transplanted with glypican-1-positive cancer cell 
lines or patient-derived cancer tissues. Moreover, while this antibody cross-reacts with mouse 
glypican-1, it showed no toxicity on mouse normal tissues. Now, in collaboration with a 
pharmaceutical company, we plan to develop anti-glypican-1 antibody as a therapy to human cancers. 
 Companion diagnostics predicting the therapeutic efficacy of molecular target drugs are critical to 
choose drugs effective to each cancer patient. Immunohistochemistry (IHC) of tumor samples is 
typically used to assess the expression of target molecules on cancers. However, given that tumor 
samples are obtained by invasive procedures, blood tests are desirable as less-invasive methods. To 
develop companion diagnostics of anti-glypican-1 antibody, we focused on the soluble form of glypican-
1 released from tumors into circulation. In this project, to generate an ELISA system to quantify 
soluble glypican-1 in blood, we first generated new monoclonal antibodies against glypican-1. The PI 
Naka, Prof. Fujio (Osaka University) and Dr. Serada evaluated the affinities of antibody clones to 
glypican-1 by Biacore analysis, determined epitopes recognized by antibodies and then chose antibody 
pairs that are suitable for sandwich EILSA. In addition, the PI Naka, Dr Arai (Eidia Co., Ltd.) and 
Dr. Serada selected the best pair of antibodies for ELISA and optimized the assay procedure to 
maximize sensitivity.  
 Prof. Doki and Dr. Takahashi collected resected tumor tissues, blood samples and clinical 
information from patients with esophageal cancers and determined glypican-1 expression in cancer 
tissues by IHC. The PI Naka and Dr. Serada investigated soluble glypican-1 levels in sera of these 
patients. As a result, it was found that patients with highly glypican-1-positive cancer tissues have 
high levels of soluble glypican-1 in their sera. Our study indicates that this ELISA system is a 
promising companion diagnostic of the anti-glypican-1 therapeutic antibody. We plan to use this 
system during the clinical study of anti-glypican-1 antibody in the future and check the performance 
as a predicting marker of the antibody’s efficacy after determining the cut-off value of serum soluble 
glypican-1.  
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