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抗 Fibrin抗体を利用したがんの診断、治療への新たな試み 
がん先端生命科学分野 47-096337 久田洋平   

指導教官 松村保広 
【背景・目的】 

19世紀に、フランスの外科医 Trousseauが初めてがん患者と血栓症の関係性を提唱した。

最近の研究結果においてもがん患者は凝固性が亢進しているという報告が数多くなされて

いる。これまで我々の研究室でも内因系血液凝固因子の開始因子 FactorⅫが、腫瘍組織中に

おける血管透過性の亢進に関与しているキニンを産生する開始因子であることを示し、ま

た内因系血液凝固因子が、がん組織の微小環境へ関与していることを明らかにしてきた歴

史がある。また、外因系血液凝固因子 Tissue Factor （TF）ががんの浸潤の主要因子である

Matrix Metalloproteinase-9（MMP-9）を活性化し、がんの浸潤を亢進している可能性につい

ても示してきた。今回我々は特に血液凝固系の最終産物である Fibrinに着目した。Fibrin形

成は特にがん組織に限ったことではなく、創傷、心筋梗塞、脳梗塞の発症時、関節リウマ

チの活動期などに認められる。しかしがん以外における Fibrin形成は急性期、あるいは活動

期のみで、形成された Fibrinは線溶系の Plasminにより分解されて 2週間以内に Collagenに

置き換わる。一方がん患者ではがん細胞が体内で生存している限り増殖、浸潤を繰り返し、

がん部で Fibrin形成と Collagenへの転換が起こり続ける。このように Fibrinはがん患者以

外では一過性に形成されるが、がん患者では恒常的に形成されるタンパク質であり、がん

特異的ターゲットになりうると考えた。このような背景のもと、Fibrinを狙った抗体はがん

特異的に集積することを期待し、抗 Fibrin抗体を作製した。 

本研究の目的は「抗体の分子量の違いによる腫瘍集積性の比較検討」である。抗 Fibrin IgM

や抗 Fibrin IgG,抗 Fibrin F(ab)’2,抗 Fibrin F(ab)’といった様々な抗 Fibrin抗体のクラスや分子

種の腫瘍集積性や腫瘍内保持期間、腫瘍血管からの漏出を体系的に比較する。この結果を、

Fibrinを狙った抗体 DDS（drug delivery system）製剤治療法や診断薬の開発に応用したいと

考えている。上記について鋭意研究を行ったところ、知見が得られたので報告する。 

 

【方法】 

抗 Fibrin IgMと抗 Fibrin IgGを作製し、抗 Fibrin IgGを様々な分子種に加工した。また、

化学発癌マウスを作製し、Alexa標識抗 Fibrin IgMとAlexa標識抗 Fibrin IgGを投与し、in vivo 

imagingにて腫瘍血管からの漏出、腫瘍集積性、腫瘍部における保持期間を比較検討した。 
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【結果】 

がん特異的ターゲットになりうる抗 FibrinIgM,IgG monoclonal抗体産生株の樹立に成功し

た。抗 Fibrin IgM,IgGの反応性を検討したところ、どちらもマウス、ヒト Fibrinに対して交

差性を示した。また、併せて抗 Fibrin IgM, IgGの大量培養、大量精製の条件を確立した。更

に In vivoで抗体の分子量による腫瘍集積性を比較検討するため、抗 Fibrin IgGに酵素処理

を行って、抗 Fibrin F(ab)’2を作製した。4℃保存により F(ab)’2（分子量 100 kDa）は分子量

50 kDaの分子に分解された。これにより、IgM（900 kDa）,IgG（150 kDa）,F(ab)’2,（100 kDa）,F(ab)’

（50 kDa）という分子量の大きく異なる 4種の抗体分子を作製することに成功した。次に化

学発癌マウスを作製し、がん部と創傷部の Fibrin形成を比較したところ、がん部では Fibrin

が恒常的に発現しており、創傷部では 7日で Fibrin発現が消失した。また、抗 Fibrin IgM,IgG

を化学発癌マウスに投与し、腫瘍血管からの漏出を確認したところ、抗 Fibrin IgMに比して、

抗 Fibrin IgGは腫瘍血管から容易に漏出した。腫瘍内での保持期間は抗 Fibrin IgMが 3日で

代謝されてしまうのに対し、抗 Fibrin IgGは 7日間保持された。 

 

図 1. 抗 Fibrin IgGと抗 Fibrin IgMの生体内

保持期間の比較検討 

Alexa647標識抗 Fibrin IgM600 μgと

Alexa647標識抗 Fibrin IgGを 100 μgを別々

の化学発癌マウスに尾静脈注射で投与し、in 

vivo 生体観察システム OV110を用いて、1

日目、3日目、7日目を測定した。コントロ

ールとして抗 Fibrinogen IgGを化学発癌マウ

スに 100 μg投与した。 

 

Fib IgM：抗 Fibrin IgM,  Fib IgG：抗 Fibrin IgG,  Fng IgG：抗 Fibrinogen IgG 

 

【結論】 

Fibrinはがんで恒常的に発現し、がん以外では一過性に発現していることから、腫瘍特異

的ターゲットになる可能性が示唆された。抗体 DDS製剤への応用化を念頭に、化学発癌マ

ウスに抗 Fibrin IgM,IgGを投与して比較すると、IgGのほうが腫瘍血管から容易に漏出し、

腫瘍集積性が高く、腫瘍内での保持期間が長く、抗体製剤に適した結果を示した。以上の

ことから、Fibrinは腫瘍特異的タンパクであり、Fibrinをターゲットにした抗体 DDS製剤開

発は臨床応用が期待できるものと考えられた。 
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1. がんと凝固 

1-1. がんと凝固の関係 

1800年代のフランスの外科医 Trousseauが進行がんで血栓性静脈炎の報告をして以来[1]、

がんと凝固には密接な関係があることが知られている。臨床的にもがんが存在すると、特

に膵がん、胃がん、脳腫瘍などで深部静脈血栓症の発症が 4倍程度になることが知られて

いる。[2]静脈血栓症が生じる原因の 1つに血液凝固の亢進が挙げられる。血液凝固経路に

は 2つの経路（内因系と外因系）があり、どちらの経路もがんとの関連性が報告されてい

る。 

 

1-2. 内因系経路 

反応に必要な因子が全て血中に存在するので、内因系とよばれる。引き金は血液の異物

面（ガラスなどの陰性荷電体）との接触である。血中の凝固因子のうち接触因子とよばれ

る一群のタンパク（Ⅻ,Ⅺ,プレカリクレイン,高分子キニノゲン）が異物面に吸着して、活性

化され、Ⅺ因子をⅪaとする。[3, 4]一旦Ⅺaが生成するとⅪaはⅨを活性化し、あとの反応

は外因系と同様に進み、フィブリンができる。[5]（図 2） 

内因系凝固因子の一つである高分子キニノゲンがカリクレインからの限定分解を受け、

キニンの一種であるブラジキニンを放出することが知られている。[6]ブラジキニンは受容

体である B2Rに結合すると、さまざまな細胞内シグナルを活性化し、血管透過性を亢進す

る。[7]腫瘍組織中で血管透過性が亢進することは古くから知られており、その原因として

がんでキニン産生が増加し、キニンががんの血管透過性亢進に関係することが報告されて

いる。[8, 9] 
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1-3. 外因系経路 

引き金（組織因子）が血管外に存在するので外因系とよばれる。生体内において血管壁

が損傷されて血液が組織液中の組織因子（TF）と接触することで起こる。TFが凝固Ⅶ因子

と複合体をつくるとⅦ因子は活性化されてⅦaとなる。次いでⅦa-TF複合体はⅩ因子および

Ⅸ因子を活性化して、ⅩaおよびⅨaとする。さらにⅨaはⅧ因子（補助因子）の存在下で

Ⅹ因子を活性化するので大量のⅩaができる。次にⅩaはⅤ因子の存在下でプロトロンビン

を活性化してトロンビンを生成する。トロンビンはフィブリノーゲンを限定分解してフィ

ブリンに転換する。最終的にフィブリンは活性化ⅩⅢ因子により架橋をうけてクロスリン

クフィブリン（フィブリン網）となる。[5, 10]（図 2） 

 

 

止血・血栓・線溶. 中外医学社, 1994年 初版より 

図 2. 凝固カスケード機構に関与する各因子の相互関係[5] 

内因系凝固、外因系凝固共に最終産物として、Fibrinが産生される。 

 



10 

 

1-4. Fibrinogenと Fibrin 

Fibrinogenは肝実質細胞で合成、分泌され、血中（約 80 %）および組織液（約 20 %）に

分布する分子量 340 kDaの糖タンパクである。[10] Fibrinogenは 45 nmの分子で、中央の E

ドメインと coiled-coil segmentでつながった外側の 2つの Dドメインから成る。[11]（図 3）

Aα・Bβ・γという 3種類のポリペプチド鎖がジスルフィド結合（S-S結合）して形成さ

れる半分子（Aα-Bβ-γ）が 2個さらに S-S結合した化学的ダイマー（Aα-Bβ-γ）2で血

漿中に約 3 mg/ml存在する。[5, 12-16]（図 3）Aα鎖は 610アミノ酸残基、Bβ鎖 461アミ

ノ酸残基、γ鎖は 410アミノ酸残基からなる。[5, 14]血液凝固系が働き、トロンビンにより

Aα鎖のArg16/Gly17間のペプチド結合が、ついでBβ鎖上でもArg14/Gly15間が開裂され、

Fibrinogen:（Aα-Bβ-γ）2は(α-β-γ)2に転じる。[5]こうして新しくできたα鎖の N末端

を EA,β鎖の N末端を EBと呼び、それぞれの EA,EBは別の Fibrinの Dドメイン上の相補的

結合ポケット（Da, Db）を介して重合する。[17-21] Fibrinは最終的に線維素溶解反応（線溶）

により、分解される。[5]一方、トロンビンにより開裂したペプチド断片は、FibrinopeptideA

（FPA）, FibrinopeptideB（FPB）として、血中に放出される。 
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J Thromb Haemost, 2005. 3(8): p. 1894-904. 

図 3. Fibrinogenと Fibrinの立体構造[11] 

FibrinogenにおいてAα鎖、Bβ鎖はEドメインに存在し、γ鎖はDドメインに存在する。Thormbin

により、FPAと FPBが切断されると、Fibrin同士が重合する。 

 

1-5. Fibrinとがんの関係 

がんにおいて Fibrinogenやほかの凝固因子は腫瘍血管から漏れだし、腫瘍の周りに Fibrin 

沈着物を形成する。これらの沈着物は血管新生促進性の一時的なマトリックスを形成する。

[22]マトリックスは内皮細胞接着、遊走能、増殖能、そして管腔形成を亢進する。[23]また、

Fibrinが転移能を決定する重要な因子という報告[24]もあり、凝固系の最終産物である Fibrin

は、がんの悪性化を亢進する働きがあると考えられる。 
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2. Enhanced Permeability and Retention （EPR）効果 

正常血管では高分子は漏出しないが、低分子は容易に漏出する。しかし、リンパ管によ

り回収される。一方、腫瘍血管は血管透過性が亢進しているため、正常血管からは漏出し

ない、抗体を含めた高分子タンパクやナノ粒子も血管外に漏出する。また、リンパ管での

回収が不十分なため、がんに滞留する。[25]（図 4） 

 

図 4. EPR効果 

腫瘍血管では正常血管で漏出しない高分子も漏出し、がん部に滞留する。 

3. 抗体のクラスと分子種 

3-1. Immunoglobulin G（IgG） 

血液中の主要な免疫グロブリンで、分子量は約 150 kDaである。（図 5）抗体製剤として、

最も多く臨床応用されている免疫グロブリンのクラスでもある。[26] IgG 分子の尾部（Fc）

は補体を活性化するほかに，マクロファージや好中球がもつ特異的受容体にも結合する。

これらの食細胞は，主にこの Fc 受容体を用いて，感染に応答して生産された IgG 抗体で

覆われた感染微生物に結合し，取り込んで破壊する。[27] 

腫瘍血管

リンパ管

正常血管

低分子
高分子

血管
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図 5.  IgG 

重鎖と軽鎖がジスルフィド結合で結合し、重鎖同士もジスルフィド結合で結合した２価の抗体 

 

3-2. Immunoglobulin M（IgM） 

初期抗体応答で産生される抗体で、分子量は約 900 kDaである。J鎖と呼ばれるポリペプ

チドで架橋された 5量体の立体構造をなしており、重鎖はμ鎖と呼ばれる。（図 6）同一の

抗原決定基を多数もつ抗原が分泌された五量体構造の IgM分子 1 個に結合すると，五量体

の構造が変わって補体系を活性化する。侵入した病原体の表面に抗原が存在すると，活性

化した補体が白血球の食作用を亢進する。これをオプソニン効果とよぶ。[27] 

 
図 6. IgM 

IgMは J鎖を介して、5量体を形成した構造をとる。また、重鎖はμ鎖と呼ばれ、他の抗体クラ

スと異なる特異的な構造をとる。 

 

3-3. F(ab)’2 

IgGを酸性条件下で Pepsin処理することで F(ab)’2が得られる。（図 7）F(ab)’2は 2価の抗

体であり、分子量は約 100 kDaである。（表 1）このように F(ab)’2は IgGに比べて低分子量

S S

S S

SS SS

S S

S S
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であるため IgGに比べて血中半減期が短い。[13, 28] また、Fc部分が除かれた形態をとるた

め、IgGに比べてイムノグロブリンとしての抗原性が低い。 

 
図 7.  Pepsin酵素処理による F(ab)’2の作製 

IgGに酸性条件（至適 pH3.7）で Pepsinを作用させると、分子量約 100 kDaの F(ab)’2が作製でき

る。 

 

3-4. F(ab)’ 

F(ab)’2が還元されることにより、F(ab)’が産生される。[29]（図 8） F(ab)’は 1価の抗体で

あり、分子量は約 50 kDaである。（表 1）F(ab)’2と同様に血中半減期が短い。 

 
図 8.  F(ab)’2から F(ab)’への還元 

F(ab)’2が還元を受けると、1価の F(ab)’が作製される。 

 

 

 

 

 

Pepsin cleavage site

S S

F(ab)’2Pepsin
処理

F(ab)’2 F(ab)’

SH

還元
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表 1. 抗体のクラスおよび分子種の価数と分子量の一覧 

 
 

 

4.目的 

本研究の目的は「抗体の分子量の違いによる腫瘍集積性の体系的比較検討」である。 

まず、抗 Fibrin抗体を作製し、Fibrinががん特異的ターゲットになることを検証する。次に、

IgM や IgG といった抗体クラスや F(ab)’2や F(ab)’といった分子種の分子量の異なる様々な

Fibrin抗体を担がんマウスに投与して、どのクラスあるいは分子種が治療薬あるいは診断薬

として適しているかを分子量に着目して比較すること。 

最終的にこの研究によって得られた知見を基にがん治療薬や診断薬の開発に応用すること

を目的とした。 

  

クラスおよび分子種 価数 分子量
IgG 2 150 kDa
IgM 10 900 kDa
F(ab)'2 2 100 kDa
F(ab)' 1 50 kDa
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1. 抗 Fibrin抗体の確立 

1-1. 抗 Fibrin IgM産生ハイブリドーマ mouse IgM clone102-10の作製 

Fibrinogen（SIGMA社）を Thrombin（SIGMA社）により分解して作製した Fibrinを完全

フロインドアジュバンド（Difco 社）と混和したものを BALB/c mouse（日本クレア社）へ

腹腔内投与した。その後 2週間おきに 3回、Fibrinと不完全フロインドアジュバンドの混和

物を同一個体に投与した。最終免疫は Fibrin を PBS に希釈した最終免疫サンプルを尾静脈

注射により投与した。最終免疫の 3 日後マウス脾臓を外科的に摘出し、ケーラーとミルス

タインの方法[30]に従って、細胞融合を行った。以下簡単に方法を記す。免疫抗原を投与し

た mouseの脾臓細胞とミエローマ細胞（P3U1）を 4:1の割合で 50(w/v) ％polyethilene glycol 

6000 (Wako社) を RPMI 1640（invitrogen社）で溶解した溶液中で 2分間室温において反応

させた。その後、遠心分離を行い、RPMI 1640 (+10(v/v) % Fetal Bovine Serum （FBS, SIGMA

社）、Antibiotic-Antimycotic （Anti-Anti, GIBCO社）、+ hypoxyanthine-aminopterin-thymidine

（HAT, SIGMA社）)で懸濁し、その細胞懸濁液を flat-bottomed 96-well tissue culture palates 

(Costar Corning 社) へ播種し、37℃、5%CO2 インキュベーター内にて培養した。これによ

り得たハイブリドーマの培養上清を ELISA 法を用いて、特異的抗 Fibrin 抗体が存在するか

を評価した。ELISA法で陽性を示したクローンの中から最も反応性の高いクローン（mouse 

IgM clone 102-10）を選出した。IsoStrip Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kit（Santa Cruz 

Biotechnology社）により、抗体のクラスとサブタイプを同定した。 
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1-2. 抗 Fibrin IgG産生ハイブリドーマ ヒト化 IgG clone102-10の作製 

RT-PCRにより、mouse IgM clone102-10から重鎖の可変領域(Vh)cDNAと kappa軽鎖可変

領域(Vk)cDNAを単離した。 

RT-PCRには以下のプライマーを使用した。 

Vh 

forward 5’-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3’ 

reverse 5’-GTTGTTCTGGTAGTTCCAGGTG-3’ 

Vk 

forward 5’-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3’ 

reverse 5’-CCGCTTAATTAACTAACACTCATTCCTGTTGAAGCTCT-3’ 

Vhと Vkの cDNAは抗ヒト IgG1を発現するベクターに組み込んだ。 

発現ベクターは CHO cell（RIKEN Bioresourse center）にトランスフェクションさせた。トラ

ンスフェクションした細胞を flat-bottomed 96-well tissue culture palatesに100 μL/wellずつ播

種してクローニングした。安定なクローン（ヒト化 IgG clone 102-10）を単離した。 

 

1-3. mouse IgM clone102-10、ヒト化 IgG clone 102-10大量培養 

mouse IgM clone 102-10は HAT/ASF104N（味の素社）を用いて、ヒト化 IgG clone 102-10

は ASF104N｛＋Blasticidine（invivogen 社）,+Puromycine（SIGMA 社）,+Anti-Anti｝を用い

て、150mm Dish (Corning社)中で 2.0×107cellsまで増やし、その後 Bello Cell和研薬社 図 9）

に移して、37℃、5%CO2 インキュベーター内にて大量培養を行った。Bello Cellは 1週間に

1回 500 mLの培地を交換した。 
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PBS(-)を 2 μL測定器の上に添加し、吸光度を測定して blankとした。測定部を超純水でふ

いたのち、fraction sampleを 2 μL測定器の上に添加し、吸光度を測定した。 

1-8. ELISA 法 

96well plate(C8 Maxi Breakapart, nunc社）に、1 μg Fibrinogenを PBS（invitrogen社）で溶

かした抗原溶液を 100 μL/wellずつ添加し、4℃で 24時間保存した。翌日抗原溶液を捨て、

4(w/v) %ブロックエース（DSファーマバイオメディカル社）/PBSを 200 μl/wellで 4℃で

48時間ブロッキングした。作製した ELISAプレートのブロッキング溶液を捨て、タンパク

を含有していた fraction sampleを 100 μL/well加え、37℃で 30分 incubateした。その後サ

ンプルを捨て、Tris buffered saline/Tween20（TBS-T）200 μL/wellで 3回洗った。2次標識

抗体として、IgGを検出する際には Peroxidase-conjugated rabbit Anti-human IgG（Jackson社）

を、IgMを検出する際には Peroxidase-conjugated Donkey Anti-mouse IgM（Jackson社）をそ

れぞれ PBS(-)で 500倍に希釈した抗体溶液を 100 μL/well添加し、37℃で 30分 incubateし

た。2次標識抗体を捨て、TBS-T (TBS, 0.1(w/v) %Tween-20)200 μL/wellで 3回洗った。そ

の後 1-step slow TMB（Thermo Scientific社）を 100 μL/well添加し、室温に 5分置いた。2

規定の硫酸（Wako社）を 100 μL/wellで反応を止め、SPECTRAMAX190（日本モレキュラ

ーデバイス社）で吸光度を測定した。 

1-9. SDS-PAGE 

パジェラン電気泳動槽（ATTO社）に Super Sep Ace 5-20(w/v) %ゲル 17well（Wako社）

をセットして泳動 buffer（25 mM Tris, 192 mM グリシン, 0.1(w/v) %SDS, 全てWako社）で

泳動槽を満たす、各 sample 10 μLに sample buffer（125 mM Tris-HCl pH6.8, 2.3(w/v) %SDS, 

10 (w/v)%グリセリン, 10 μL/mlブロムフェノールブルー, 全てWako社）2.5 μLの混合液

をゲルに添加した。40 mA で 80分間泳動したのち、固定液（10(v/v) %酢酸, 40(v/v) %メタ

ノール, 全てWako社）で 20分間固定した。Quick CBB（Wako社）で 20分間染色後、50(v/v) % 

メタノールで脱色した。 



21 

 

1-10. ウェスタンブロッティング 

ろ紙 6枚と PVDF膜（Immobilon-P Transfer Membrane, Millipore社）を transfer buffer（50 mM 

Tris, 192 mMグリシン, 350 μM SDS, 20(v/v) %メタノール）で 2時間浸し、電気泳動終了後

のゲルを transfer bufferに 30分浸した。ろ紙 3枚、PVDF膜、ゲル、ろ紙 3枚の順で転写装

置（Trans-blot SD SEMI-DRY Transfer Cell, BIORAD社）で 12 V 100分転写した。Blocking 

buffer(4(w/v) %スキムミルク(Difco社), 0.02(w/v) %Tween-20/PBS)に浸し、4℃で 24時間振と

うした。Blocking bufferで 20,000倍に希釈した Peroxidase-conjugated Donkey Anti-mouse IgM

と PVDF膜をハイブリバッグ（ASONE社）に入れ、室温で 3時間振とうした。0.1(w/v) %Tween 

PBSで 20分間 3回洗浄した。ECL Western Blotting Detection Rgagents (GE Healthcare社) で

発光させてHigh performance chemiluminescence film (GE Healthcare社) に感光して検出した。 

1-11. 抗体の特異性の検討 

下記のペプチドを合成し、ELISAプレートを作製した。（図 10）下記の ELISAプレート

を用いて、抗 Fibrin IgMに対して、ELISA法を行った。 

Fib-C（SIGMA社）：ヒト Fibrinogen Aα鎖のトロンビン切断部位の Fibrin側アミノ酸を合

成 

GPRVVERHQSAC 

Fib-N（SIGMA社）：ヒト Fibrinogen Aα鎖のトロンビン切断部位の FPA側アミノ酸を合成 

CSGEGDFLAEGGGVR 

FPA（MBL社）  ：ヒト FPAの全長を合成 

MFSMRIVCLVLSVVGTAWTADSGEGDFLAEGGGVR 

keyhole-limpet hemocyanin（KLH, SIGMA社）：Fib-Cと Fib-Nの担体として使われている。 
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図 10.特異性解析に用いた合成ペプチド 

全長を Fibrinogen Aα鎖とすると、Thrombinで切断された短いペプチドが FPAとなり、長いペ

プチドが Fibrinとなる。 

Fib-N:ヒト FibrinogenAα鎖のトロンビン切断部位の FPA側アミノ酸を 15残基合成 

Fib-C:ヒト FibrinogenAα鎖のトロンビン切断部位の Fibrin側アミノ酸を 12残基合成 

 

2. 抗 Fibrin IgGの F(ab)’2化 

2-1. Pepsin処理 

1 mg/mLの精製抗 Fibrin IgG （BIOMATRIX社）2,000 μL、Pepsin（ブタ胃由来 3400 

Units/mg, Wako社）を超純水 (Millipore社)で 425 Units/mLに希釈した酵素溶液 2,000 μL、

D.W.（GIBCO社）4,000 μL、0.5 M クエン酸 buffer pH2.7（Wako社）2,000 μLを 15 ml 

centrifuge tube (Corning社)中で混合し、37 ℃で 1時間 incubateした。その後、1.5 M Tris buffer 

pH10.0を 1,000 μL加えて溶液を中和した。 

2-2. 抗 Fibrin F(ab)’2溶液交換及び濃縮 

作製した抗 Fibrin F(ab)’2 を 1,100 μLずつ濃縮カラム（Vivaspin 500, sartorius stedim社）

10本に入れ、12,900 rpm, 10min, 4℃の条件で遠心して濃縮した。遠心後 PBS(-)を 500 μL

加えた。この操作を 8回繰り返し、最後に totalで 3 mLの濃縮 sampleを回収した。 

2-3. ゲルろ過カラムクロマトグラフィー 

濃縮した抗 Fibrin F(ab)’ sample 3 mLを Sephacryl S-300に applyした。Sephacryl S-300の精

製条件は室温で流速 0.25 mL/minで流し、Fraction collector（BIORAD）で 1mL/fractionずつ

回収した。 

N C

ヒトFibrinogen Aα鎖
Fib-N Fib-C

Thrombin切断

……GGVRGPRVVER……

FPA Fibrin
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タンパク濃度測定、SDS-PAGE（条件は前述）により、抗 Fibrin F(ab)’が含まれる fraction

を特定した。 

2-4. Protein Lによる F(ab)’2精製 

Protein L とはマウス、ヒトのイムノグロブリン軽鎖のκ鎖と結合することを特徴とする

Peptostreptococcus magnus由来のタンパク質である。これを使用すると、Fcではなくκ鎖依

存的精製が可能となる。 

protein L Agarose（Thermo Scientific社）を Econo Columnに 5 mL入れ、PERISTA PUMP

につなぎ、PBS(-)を流速 0.5 mL/minで 120分流して protein L Agaroseを置換した。その後、

抗 Fibrin F(ab)’が含まれる fractionをすべて 50 mL centrifuge tubeに回収し、Peristapumpを用

いて、protein Lと 50 mL centrifuge tubeを環状につないだ。室温で 0.5 mL/minで 12時間流

したのち、0.1 Mクエン酸 buffer pH3.0で protein L Agaroseをピペッティングして、20分間

静置した。Protein L Agaroseのヒンジを開いて、溶出させた。溶出が終了したら 1.5 M Tris 

buffer pH10.0で中和した。この操作を 7回繰り返した。 

2-5. 各クラスと分子種の反応性比較 

表 1 に基づいて結合部位を等価にして、各抗体のクラスと分子種の反応性を比較すると

計算は以下のようになる。 

10価に統一した場合、表 2のように分子量が決まる。 

IgMを 1mg/mlとした場合に分子量の比から IgGは 5/6 mg/mL、F(ab)’2と F(ab)’は 5/9 mg/mL

となる。 

この値を基に Fibrin plateを用いて ELISA測定を行った。 

表 2.抗体のクラスおよび分子種 

 

クラスおよび分子種 価数 分子量 等価（10価に統一）にしたときの分子量
IgG 2 150 kDa 750 kDa
IgM 10 900 kDa 900 kDa
F(ab)'2 2 100 kDa 500 kDa
F(ab)' 1 50 kDa 500 kDa
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3. In vivo 評価 

3-1. 化学発癌マウス作製 

8週齢の FVB/Nマウス（日本クレア社）の背中を剃毛し、皮膚に DMBA（250 μg /mL in 

aceton, SIGMA社）を塗布した。DMBA塗布の 1週間後から PMA（25 μg/mL in acetone, 

SIGMA社）を 32週間塗布した。マウスの背中に腫瘍が形成されていることを確認し、ノギ

スを用いて腫瘍径を測定した。腫瘍の長径(L)と短径(W)を測定し、以下の公式で腫瘍体積(V)

を算出した。 

V=(L×W²)/2 

上記公式に従い腫瘍体積が 70 mm³を超えた時点から以下の実験に使用した。 

 

3-2. Alexa標識抗体の作製 

抗 Fibrin IgMと抗 collagenⅠは Alexa Flour 555 Protein Labeling Kit（invitrogen社）を、抗

Fibrin IgGは Alexa Flour 647 Protein Labeling Kit（invitrogen社）を用いて標識した。Component 

B（1 M 重炭酸ナトリウム）のバイアルに 1 mLの超純水を加え、Vortexして完全に溶かし

た。500 μLの抗体溶液に 50 μLの 1 Mの重炭酸ナトリウムを加えた。Reactive dyeの vial

に 1 Mの重炭酸ナトリウムが入った抗体溶液を入れて、スターラーを用いて、室温で 1時

間攪拌した。スタンドに付属のカラムを設置した。カラムに Component C（purification resin）

をゆっくりと注ぎ、カラムの底から排出された bufferをビーカーで受けた。カラムの上端か

ら 3 cmまで resinが到達次第、column bed上の bufferを捨てた。その後 Column bedの上に

reactive dyeの vialの抗体溶液を入れた。抗体溶液がすべて column bedに applyされた後、

超純水で 10倍に希釈した component D（elution buffer）を加えた。2つのカラーバンドがゲ

ル中で次第に分離したので、1つ目のカラーバンド（Alexa標識抗体）を tubeで回収し、4℃

で保存した。 
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3-3. 腫瘍血管からの抗体の漏出定量 

化学発癌マウスに Alexa488標識抗 Fibrin IgM 600 μgと Alexa647標識抗 Fibrin IgG 100 

μg を 尾静脈注射により同時に投与した。抗体投与直後の化学発癌マウスの腫瘍血管を共

焦点レーザー顕微鏡 A1R（ニコン社）で撮影した。腫瘍血管の外側の一点に焦点を合わせ、

Alexa 555標識抗 Fibrin IgMと Alexa647標識抗 Fibrin IgGの蛍光強度を 5分間連続して測定

した。また、抗体投与後 1時間の腫瘍血管を撮影し、Alexa555標識抗 Fibrin IgMと Alexa647

標識抗 Fibrin IgGの蛍光画像を比較した。 

 

3-4. 生体蛍光強度解析 

等価の Alexa標識抗体を尾静脈注射により投与し、in vivo 生体観察システム OV110（オ

リンパス社）を用いて、1日目、3日目、7日目の蛍光を測定した。 
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選んで濃縮、再精製した。再精製した fractionのタンパク濃度のピーク（図 14a）と抗体活

性のピーク（図 14b）から fraction 25～30までを選んで濃縮した。その結果 2.73 mg/mLの

精製抗 Fibrin IgMが 700 μL得られた。精製抗 Fibrin IgMはヒト Fibrinに対して高い特異性

を示した。（図 15a）また、Western blotting法により、純度の高い抗 Fibrin IgMであること

を確認した。（図 15b） 

 

a.  

 

b. 

図 13. 一次精製 fractionタンパク濃度測定と反応性測定 

Bello cellから培養上清を 500 mL回収し、ultrafiltration membraneを装着した Amicon8200により

10mlに濃縮した。10 mLの濃縮培養上清を Sephacryl S-500により精製し、精製 fractionは Fraction 

collectorを用いて 1 mL/fraction回収した。 

a. 各 Fractionを Nano Dropを用いてタンパク濃度を測定した。 

b. 各 fractionを ELISA法により、反応性を測定した。 
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a 

 

b 

図 14. 二次精製 fraction タンパク濃度と反応性測定 

一次精製の fraction 24～34の濃縮サンプルを Sephacryl S-300を用いて二次精製し、精製 fraction

は Fraction collectorを用いて、1 mL/fraction回収した。 

a. 各 Fractionを Nano Dropを用いてタンパク濃度を測定した。 

b. 各 fractionを ELISA法により、反応性を測定した。 
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                                 a                                  b 

図 15. 精製抗 Fibrin IgM特異性と純度の検討 

a. Fib-Cプレート、Fib-Nプレート、Fibrinogenプレート、Fibrinプレート、FPAプレート、KLH 

プレート（図 11）を用いて ELISA法を行い、各プレートに対する精製抗 Fibrin IgMの反応性を

調べた。上段は発色後のプレートの写真、下段はプレートの発色を定量化したグラフ。 

Fib-C：ヒト Fibrinogenの Thrombin切断部位の Fibrin側から 12アミノ酸を合成 

Fib-N：ヒト Fibrinogenの Thrombin切断部位の Fibrin側から 15アミノ酸を合成 

Fibrinogen：Nativeのヒト Fibrinogen 

Fibrin：ヒト Fibrinogenを Thrombin処理したタンパク 

FPA ：ヒト FPAの全長を全合成したタンパク 

KLH ：keyhole-limpet hemocyanin  Fib-Cと Fib-Nの担体のタンパク 

青線：抗 Fibrin IgG 標準品 

赤線：今回精製した抗 Fibrin IgM 

b. 精製抗 Fibrin IgMに対して、ウェスタンブロッティング assayを行った。 
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4. 抗 Fibrin IgGの F(ab)’2化 

薬剤送達の担体や診断薬の候補として、いずれの抗体分子種が適切かを調べるために IgG

から F(ab)’2を作製した。抗 Fibrin chimera IgGを Pepsin処理して作製された抗 Fibrin F(ab)’2

をゲルろ過カラムクロマトグラフィーにより精製した。（図 16）精製 fraction 29～37を濃

縮し濃縮 sampleを SDS-PAGEで確認した。（図 17a）その結果 F(ab)’2の理論分子量バンド

100 kDaを確認した。一方 50 kDa付近にコンタミネーションバンドが見られたため、Protein 

L精製を行った。（図 17b）その結果コンタミネーションバンドを除去することに成功し、

純度の高い抗 Fibrin F(ab)’2を得た。4℃で 2か月保存したのち、再度 SDS-PAGEで確認した

ところ 100 kDaのバンドが消失し、50 kDaに新たなバンドが見られた。このことから抗 Fibrin 

F(ab)’2分解を受け、抗 Fibrin F(ab)’になったことが示唆された。（図 17c） 

 

図 16. 抗 Fibrin F(ab)’2精製 fractionタンパク濃度測定 

抗 Fibrin chimera IgG2 mLを Pepsin で 37 ℃ 1時間処理した。Pepsin処理後の sampleを Sephacryl 

S-300で精製した。精製 fractionは 1mL/tubeずつ fraction collectorを用いて回収した。 
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5. 作製した各クラスと分子種の反応性の比較 

これまで精製した各クラスと分子種の反応性を評価するため、抗体濃度と抗体の反応性

と確認済みの標準品の反応性を比較した。その結果 IgMに関しては、標準品の 90 %の活性

を有しており、F(ab)’に関しては、IgG標準品と比較して、80 %の活性を有していた。(図 18) 

 

 

 

図 18. 各クラスと分子種の反応性の比較 

各抗体分子種間の反応性を比較するため、各分子種の価数を揃えて、Fibrin plateを用いて ELISA

法を行った。（表 2） 

青線：抗 Fibrin IgM標準品 

赤線：今回精製した抗 Fibrin IgM 

緑線：抗 Fibrin IgG標準品 

紫線：今回精製した抗 Fibrin F(ab)’ 
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6. 創傷部と腫瘍部における Fibrin形成の比較検討 

化学発癌マウスの皮膚を一部切除し、Alexa標識抗 Fibrin IgGを投与した。コントロール

として Alexa標識抗 collagenⅠ抗体を投与した。その結果、創傷部では 7日目には傷が治癒

し、Fibrinの発現が消失した。一方腫瘍部では、7日目でも傷は治癒されず Fibrin発現が見

られた。創傷部、腫瘍部ともに collagenⅠは 7日間を通して、発現し続けていた。（図 19） 

 

 

図 19. 創傷部と腫瘍部の Fibrin発現の比較 

化学発癌マウスの皮膚を傷つけ、Alexa647標識抗 Fibrin IgG 100 μLと Alexa 555標識抗 collagen

Ⅰ抗体を 100 μLずつ同じ個体に尾静脈注射により投与した。抗体投与後 1日目、3日目、7日

目に生体蛍光強度解析を行った。 

 

7. 抗 Fibrin IgGと IgMの腫瘍血管外への漏出の比較検討 

腫瘍血管を通過して、腫瘍内部への薬剤の送達物質としてどの抗体分子種が優れている

かを確認するために化学発癌マウスに Alexa 488標識抗 Fibrin IgMおよび Alexa 647標識抗

Fibrin IgGを投与し、腫瘍血管からの漏出を real time in vivo共焦点レーザー顕微鏡で確認し

た。腫瘍血管の外側の一点に焦点を合わせ、相対的蛍光強度を定量分析したところ、Alexa647

Fibrin Collagen Fibrin Collagen
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標識抗 Fibrin IgMに比べて抗 Fibrin IgGのほうが高い蛍光強度を示した。（図 20a）また矢

印で示した箇所において、抗 Fibrin IgGが抗 Fibrin IgMに対して著明に血管外に漏出してい

ることを確認した。（図 20b） 

 

 

a.  

 

b 

図 20. 抗 Fibrin IgGと抗 Fibrin IgMの腫瘍血管での漏出の比較 

a. 化学発癌マウスに等価の Alexa 488標識抗 Fibrin IgM（600 μg）と Alexa 647標識抗 Fibrin IgG 

（100μg）を同時に投与した。抗体投与と同時に real time in vivo共焦点レーザー顕微鏡で腫瘍血

管を観察した。腫瘍血管の外側の一点に焦点を合わせ、5分間連続して相対的蛍光強度を測定し

た。 

b. 抗体投与後 1時間で腫瘍血管を撮影し、Alexa488標識抗 Fibrin IgMと Alexa 647標識抗 Fibrin 

IgGの蛍光画像を比較した。 

Fib IgM：抗 Fibrin IgM  

Fib IgG：抗 Fibrin IgG  

Merge：抗 Fibrin IgMと抗 Fibrin IgGを重ね合わせた蛍光画像 
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8. 抗 Fibrin IgGと抗 Fibrin IgMの腫瘍集積性と生体内保持期間の比較検討 

抗体の抗原集積性と生体内での保持期間は抗体製剤及び診断薬の開発に不可欠である。

そこで腫瘍内での抗体の腫瘍集積性と保持期間を比較するため、Alexa標識抗 Fibrin IgMと

抗 Fibrin IgGを化学発癌マウスに投与して、in vivo生体観察システム OV110を用いて、腫

瘍集積性と保持期間を比較した。 

その結果、コントロールとして使用した抗 Fibrinogen IgGは 1日目は若干腫瘍への集積が

見られるが、3日目には完全に消失した。抗 Fibrin IgM,IgGは 1日目は著明な腫瘍集積性を

示したが、3日目に抗 Fibrin IgMはほぼ消失し、抗 Fibrin IgGは 7日目まで生体内で保持さ

れていた。（図 21） 

 
図 21. 抗 Fibrin IgGと抗 Fibrin IgMの生体内保持期間の比較検討 

Alexa647標識抗 Fibrin IgM600 μgと Alexa647標識抗 Fibrin IgGを 100 μgを別々の化学発癌マ

ウスに尾静脈注射で投与し、in vivo 生体観察システム OV110を用いて、1日目、3日目、7日目

を測定した。コントロールとして抗 Fibrinogen IgGを化学発癌マウスに 100 μg投与した。 

Fib IgM：抗 Fibrin IgM 

Fib IgG：抗 Fibrin IgG 

Fng IgG：抗 Fibrinogen IgG 
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1. 抗 Fibrin抗体の精製と分子種の作製 

これまで、IgGの抗体製剤が臨床応用の主流となってきているが、腫瘍集積性に関して、

同じ抗原の他の抗体クラスや分子種と体系的に比較した報告はない。そこで様々なクラス

や分子種の抗体を作製し、どのクラスや分子種の腫瘍集積性が高いか、腫瘍組織内での代

謝が速いかといったことを分子量に基づいて、体系的に比較することにした。 

まず、今回のターゲットとなる抗原を Fibrinと定め、in vivoで使用する抗体を得るため

に hybridomaを確立し、hybridomaの大量培養、抗体の大量精製に取り組んだ。抗体医薬の

研究では抗体産生技術は非常に重要である。ELISAによる反応性実験から今回確立した抗

Fibrin IgM、IgGはマウスとヒトの Fibrinに高い反応性を示した。（図 11）マウスとヒトに

交差性が表れたのは、トロンビンで切断されたあとの Fibrinのアミノ酸配列がマウスとヒト

で非常によく似ており（図 22）、両者を認識する hybridomaが確立したためと考えられる。

このように確立されたhybridoma株mouse IgM clone 102-10（図12）とヒト化 IgG clone 102-10

（data not shown）を大量培養し、IgMと IgGを大量精製した。（図 13、14）その結果今回

得られた抗 Fibrin IgMと抗 Fibrin IgGはヒト Fibrinに特異的に反応した。Fibrinogenには反

応せずに Fibrinのみに反応したことから、我々が確立した抗 Fibrin IgMと抗 Fibrin IgGはア

ミノ酸の一次配列ではなく、Thrombin切断部位の Fibrin側の三次構造を認識していると考

えられた。（図 23）次に精製抗 Fibrin IgGを用いて、抗 Fibrin F(ab)’2の作製を行った。(図

15, 16a)  Protein Lによる軽鎖精製直後は F(ab)’2の理論分子量である 100 kDaにタンパクが

見られたが（図 16b）、4℃で 2か月間保存したところ 50 kDaに分解された。分子量が 1/2

に減少していることから考えて、F(ab)’2が F(ab)’に分解されたと考えられる。（図 7）この

ような分解を防ぐために酸化剤、例えば GSSG（酸化型グルタチオン）を入れるなど保存安

定性を検討していく必要がある。今回精製した抗 Fibrin IgMと F(ab)’の反応性を比較したと

ころ抗 Fibrin IgMは標準品と同等の反応性を有していた。F(ab)’は IgG標準品の 80%程度の

反応性を有しており、in vivo実験に十分使用できると考えられた。F(ab)’2の反応性が IgG
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の標準品に対して 80%程度に反応性が減少した理由としては、Pepsin酵素処理時の酵素反

応溶液の影響、カラムグロマトグラフィーによる物理的損傷、プロテイン L精製過程にお

いて酸溶出やアルカリ溶液による中和の影響が挙げられる。作製・精製段階で抗体に対し

て負荷を与えたため、抗体の抗原認識部位に損傷が生じ、反応性が減少したと考えられる。 

 

マウス Fibrin 

 

ヒト Fibrin 

GPRVVERHQSACKDSDWPFCS 

図 22.マウスとヒトの Fibrinのアミノ酸配列 

Mus musculus fibrinogen alpha chain (Fga), transcript variant 1, mRNA 

NM_001111048.1より引用 

Homo sapiens fibrinogen alpha chain (FGA), transcript variant alpha, mRNA 

NM_021871より引用 

 

 

図 23.抗 Fibrin抗体の三次構造認識概略図 

抗 Fibrin抗体は Fibrinogenアミノ酸配列に含まれる Fibrin一次配列を認識せず、Fibrinαの三次

構造のみを認識して結合する。 
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2. 抗 Fibrin IgMと IgGの in vivo imaging 

Fibrinががん特異的ターゲットになりうることを検討する目的と抗体の分子量の違いに

よる腫瘍集積性や代謝速度を比較する目的で化学発癌マウスを作製した。化学発癌マウス

は腫瘍血管や間質の形成、腫瘍の成長の様式がヒトの腫瘍と類似しており、今回我々が想

定しているヒトがんにおけるフィブリン形成腫瘍モデルに近いと考えた。化学発癌マウス

を用いてまず、がん部と創傷部の Fibrin形成を比較した。創傷部では 7日目には傷が治癒し

て、Fibrinが collagenに置き換わっていく過程が見られた。一方、腫瘍部では、傷が治らず

Fibrinが恒常的に発現し続けていた。（図 19）これにより、がん以外では Fibrin形成は一過

性であり、がんでは恒常的に Fibrinが発現し続けているという仮定が裏付けられた。これに

より、Fibrinはがん特異的にターゲティングできる可能性が示唆された。次に腫瘍血管から

IgGと IgMのどちらがより漏れ出しやすいかを検討した結果、IgGのほうがより腫瘍血管か

ら漏出しやすいという結果が得られた。（図 20）EPR効果[25]に基づいて考えると、IgMも

IgGも血管外に漏れだすように考えられるが、IgMのような巨大分子では腫瘍血管のような

微細な血管は通過しにくく、腫瘍血管の外に漏れにくいと考えられた。図 20の結果に関し

ては、分子の粒子径も考慮する必要があると考えている。最後に腫瘍集積性と腫瘍内保持

期間の検討であるが（図 21）、抗体投与後一日目に非特異抗体が腫瘍部に集積しているの

は、EPR効果によるものと考えられる。[25] 一方、等価の抗 Fibrin IgMが IgGと比較して、

抗体投与後一日目の腫瘍集積性が低いことは IgMが細網内皮系に捕捉されているからであ

ると考えられる。[31]その後 3日目以降 IgMが腫瘍内から消失してしまうことは、IgMのほ

うが生体内で早く代謝されてしまう可能性が示唆された。 

今回の実験では、in vivo実験に必要量の抗 Fibrin F(ab)’2と抗 Fibrin F(ab)’の精製が間に合

わなかったために IgMと IgGのみ比較したが、今後必要量を精製して、異なる分子量の 4

種類の抗体分子を比較する予定である。これまでの結果では、IgGが腫瘍集積性が高く、腫

瘍内保持期間が最も高くなり、抗体製剤への臨床応用に適した剤形になると考えられる。 
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一方、F(ab)’2あるいは F(ab)’が腫瘍集積性は高いが、代謝されやすいため腫瘍内保持期間

が短く、Fc部分の抗原性も抑えられているため、むしろ診断薬に適した剤形になるのでは

ないかと予想している。 
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1. 本研究の総括 

Fibrinががんで恒常的に発現し、がん以外では一過性に発現していることを確認できたこ

とで、Fibrinは腫瘍特異的ターゲットになりうることが示唆された。抗体 DDS製剤への応

用化を念頭に、化学発癌マウスに抗 Fibrin IgMと抗 Fibrin IgGを投与して比較した際に、IgG

のほうが腫瘍血管から漏出しやすく、腫瘍集積性が高く、腫瘍内での保持期間が長く、抗

体製剤により適した結果を示した。以上のことから、がん病態における Fibrinの特異性を明

らかにしつつ、Fibrinをターゲットにした抗体 DDS製剤は臨床応用が期待できると考えら

れた。 

 

2. 今後の展望 

今回の一連の流れで当研究室において、抗体を大量に作り出す技術の基礎を築けたと考

えている。今後は in vitroや in vivoの実験に使用できる純度、量、反応性の抗体精製を念頭

に、抗体回収に取り組んでいく。更に抗体切断、標識など、抗体修飾技術の確立も必要で

ある。今回の in vivoの評価において、F(ab)’2と F(ab)’の抗体量が足りず、IgGと IgMの比較

のみ行った。そのため、IgGより小さい分子量の抗体分子種の比較検討が出来ず、生体内で

どのような挙動を示すか不明である。早急に in vivoの実験に使用できる抗体量を精製して

in vivoで比較検討していく予定である。In vivo実験において抗体の分子量の違いによる腫瘍

からの抗体の漏出、腫瘍集積性、腫瘍内保持期間が体系的に整理されれば、抗体 DDS製剤

や診断薬の臨床応用の際に有用なデータになると考えている。本研究から間質をターゲッ

トとする抗体 DDSの中でもフィブリンは有効なターゲットであることが確認できた。今後、

得られた知見を基にがんにおける Fibrinの生物学的意義を考察すると共に、この研究を実用

化まで進められるように努力したい。 
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