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Ⅱ．成果の概要（総括研究報告） 
 

本研究は、我が国独自の知財（WO2011158883A1：大腸がんに対する新規転移再発予測診断）を有効活

用し、中間ステージがんの薬物治療方針決定に有用な膜型 C4.4Aの臨床学的な特性を詳細に解析すると

ともに、膜型 C4.4A を特異的に検出し得る抗体を、独自のモノクローナル抗体創製技術を用いて作製す

ることで、新たな転移再発予測診断法の実用化を達成しようとするものである。  

 まず、膜型 C4.4A の転移再発との関連を解析した。その結果、C4.4Aは、コラーゲン Iや IVなどと結

合し、その相互作用により、細胞の遊走・浸潤を促進させることが明らかとなった。また、浸潤性を亢

進させる要因を探るため、蛋白質分解酵素に着目して検証した結果、MMP2、MT1-MMP が関与しているこ

とが示され、C4.4Aが転移再発を予測診断するための有望な標的であることが示唆された。 

そこで次に、過去の知見をふまえ、膜型 C4.4Aを検出しうる GPIアンカー近傍のペプチドを抗原とし

て、モノクローナル抗体の創製を試みた。まず、迅速にモノクローナル抗体を取得可能な合成ファージ

抗体ライブラリから、抗原ペプチドに結合する候補抗体の取得を試みた結果、12 種類のクローンが得

られた。これらは抗原特異的な結合性が観察されたものの、大腸がん組織全体が染色される傾向があり、

抗原への結合親和性が低いこと（数百 nM 程）による非特異的な結合が考えられた。そこで、結合力の

強い抗体が取得可能な免疫ファージ抗体ライブラリに着目した。10.4 億からなる免疫ファージ抗体ラ

イブラリを構築し、抗原ペプチドに結合するクローンをスクリーニングしたところ、66 種類のモノク

ローナル抗体が取得された。さらに、アビデティー効果によって抗原への結合力を亢進させるため、合

成/免疫ファージ抗体ライブラリから取得された一本鎖抗体を Fcキメラ化蛋白質として産生させた。そ

の結果、結合力は概して数十 nM と改善された。さらに実際の大腸がん組織で染色したところ、がん組

織中の細胞膜が染色される傾向のあるクローン H1 や#61 を見出すことができた。しかし、従来取得し

ていたポリクローナル抗体による染色像と比較すると、染色感度や特異性の点で劣っているところがあ

り、改善の余地も考えられた。そこで、抗体作製法として、ファージ抗体ライブラリ法に加え、ハイブ

リドーマ法での候補抗体の取得を試みた。多様なスクリーニング（①抗原ペプチドやペプチド領域を含

む C4.4A 組換え蛋白質との結合性・競合性試験、②Western Blotでの変性抗原への結合性評価、③C4.4A

の全長を強制発現させた細胞表面上での反応性解析、④ホルマリン固定した細胞を用いた固定抗原への

結合性評価）を実施した結果、種々の候補抗体の中で、クローン CF35は、上記の解析でいずれも C4.4A

に特異的な結合を示したため、組織染色に供した。本抗体は種々の解析で、高い反応性を示したものの、

がん組織の染色では有意な染色像を示されず、軽微なホルマリン固定では、抗原の構造を保っていなが

らも、パラフィン包埋組織切片といった強い変性条件下では抗原性が失われていることが考えられた。 

現在までに、約 500 症例の大腸がん臨床検体を収集できたため、既存の抗 C4.4Aポリクローナル抗体

と、抗 C4.4Aモノクローナル抗体の中で染色特異性が弱いながらも、組織染色性を示したクローン（11A1）

を用いて、大腸がんに対する新規転移再発予測診断法としての有用性の検証を進めている。 

 その一方で、候補抗体 H1と抗原ペプチド複合体の X線結晶構造解析から、その結合性が確認され、重

鎖 CDR3 上のアルギニンが、抗原ペプチドに対して、Van der Waals 接触や静電相互作用により、特徴的

な安定化を受けていることが示唆されている。また、計算機を用いたホモロジーモデリングにより、７

種類の抗体の立体構造を予測し、構造の安定性や静電的性質を特徴付けられている。さらに、結合親和

性を向上させる際には、hot-spot を避けた edge 周辺での荷電残基の導入が期待されることを熱力学的に

明らかにするなど、C4.4Aのみならず、高品質なモノクローナル抗体の汎用的なデザインのための技術基

盤の開発に資する知見が収集された。
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 The goal of this study is the development of a novel diagnosis to predict recurrence in colorectal 

cancer cases by detecting membrane type C4.4A, which is significantly expressed in recurrence 

cases. In this study, we have tried to reach the goal by analyzing the characteristics of membrane 

type C4.4A in recurrence cases and by making a novel monoclonal antibody against membrane type 

C4.4A using a original phage antibody library system and a hybridoma system. 

 We firstly analyzed the association of C4.4A expression with recurrence which is caused by 

metastasis. It was revealed that C4.4A promotes cancer cell migration and invasion by binding 

to collagen I and IV. In addition, in order to understand the mechanism, we focused on proteolytic 

enzymes. As a result, C4.4A are involved in MMP2 and MT1-MMP expression, so that C4.4A is useful 

as a target to predict the recurrence which is caused by metastasis. 

 We next attempted to create monoclonal antibodies against C4.4A from a synthetic phage antibody 

library, which enable to isolate a monoclonal antibody quickly, and then isolated 12 kinds of 

monoclonal antibodies. Although these antibodies are specifically bound to an antigen peptide, 

the whole colorectal cancer tissues are stained in immunohistochemical analysis. It is suggested 

that these nonspecific bindings may be due to low affinity to the antigen (several hundred nM). 

Thus, we tried to the monoclonal antibodies from an immune phage antibody library, which enable 

to isolate a monoclonal antibody with high affinity, and then isolated 66 kinds of monoclonal 

antibodies. Furthermore, we have produced and purified single chain antibody (scFv)-Fc chimerized 

proteins with the avidity effects, so that the binding affinity to the peptide antigen was greatly 

improved (a few tens of nM). Actually, immunohistochemical staining in colorectal cancer tissues 

showed that clone H1 and # 61 tend to stain the cell membrane in the cancer tissue. However, these 

clones are inferior to the existing polyclonal antibody in staining sensitivity and specificity. 

Therefore, we applied a hybridoma method as a monoclonal antibody creation system, in addition 

to the phage antibody library method. In various screening such as ELISA, Western Blot and Flow 

cytometry analysis, only clone CF35 among the candidates was specifically detected C4.4A. Although 

this clone showed high reactivity to C4.4A in all assays, cell membrane staining was not observed 

in immunohistochemical analysis. The data suggested that CF35 could not detected C4.4A in strong 

denaturing conditions such as the paraffin-embedded tissue section. 

 Currently, we are analyzing the utility as a novel diagnosis to predict recurrence in colorectal 

cancer cases by detecting membrane type C4.4A in about 500 cases of clinical colorectal cancers 

using the existing polyclonal antibody and monoclonal antibody (11A1). 

 On the other hand, X-ray crystal structure analyses of Clone H1-antigen peptides complex showed 

that arginines on the heavy chain CDR3 interacted with the antigen peptide by Van der Waals force 

or electrostatic interaction, so that these interctions could contribute to structural 

stabilization. In addition, we predicted the structures of seven kinds of antibodies by homology 

modeling using a computer and idetified structural stability and electrostatic properties. 

Furthermore, we thermodynamically demonstrated introduction of charge residues around the edge 

in the paratope but not hot-spot enable to improve the binding affinity. We believe that these 

findings will contribete to the development of fundamental technology for the design of monoclonal 

antibodies with high quality. 
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薬学研究科（大阪府立三国丘高等学校・SSH選択生の 1日体験）, 2015年 8月, 国内. 

3. 分子シミュレーションの創薬応用, 山下雄史, 岡崎コンファレンスセンター（第 9回分子シミュレ

ーションスクール－基礎から応用まで－・TCCI ウィンターカレッジ－分子シミュレーション－）, 

2015年 10月, 国内. 

4. スーパーコンピュータで挑戦する生命・分子・薬の科学, 山下雄史, 鳥栖高校・鳥栖中学校（理研

主催特別講演会）, 2015年 12月, 国内. 

5. 抗体でがんをやっつける, 浜窪隆雄, 東大先端研（リサーチツアー。島根県立浜田高校）, 2015

年 12月, 国内. 

6. 抗体でがんをやっつける―バイオ医薬の設計, 浜窪隆雄, 東大先端研（文科省「SPH事業」人材育

成プログラム：石川県立工業高等学校）, 2016年 7月, 国内. 

7. アカデミア創薬最前線〜ライフサイエンスへの誘い〜, 堤  康央、長野一也、東阪和馬, 大阪大学

薬学研究科（大阪府立三国丘高等学校・SSH選択生の 1日体験）, 2016年 8月, 国内. 
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8. タンパク質の分子動力学シミュレーションの基礎と新しい分子設計技術への応用展開, 山下雄史, 

立山国際ホテル(第 20回 分子シミュレーション(2016年度)夏の学校), 2016年 9月, 国内. 

 

 

（４）特許出願 

当該年度の研究開発成果に係る特許出願は、なし。  
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