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要旨 

 

≪序論≫ 

がんと血液凝固に密接な関係があることは古くから知られており、また近年の臨床研究

からも示される通りがん患者は血液凝固亢進状態にある。がん患者はしばしば血栓症を併

発し、その場合、予後が不良であることも報告されている。血液凝固系の制御は生命維持

に非常に重要であり、多数の因子が関連し複雑に制御されている。血液凝固系には内因系

と外因系の二つのカスケードが存在するが、いずれも最終産物は安定化した不溶性フィブ

リンである。がん組織では外因系血液凝固開始因子の発現亢進、ずり応力の上昇、さらに

がん細胞の周辺組織への浸潤による血管の損傷など複数の要因により至る所で血液凝固系

が亢進し、凝固反応が起き続けていると考える。実際、さまざまな固形腫瘍組織のがん間

質においてこの不溶性フィブリンの沈着が存在することが知られており、当研究室でも

様々ながん種および検体において免疫組織化学染色により確認している。不溶性フィブリ

ンは組織損傷、梗塞性疾患などでも形成されるが、この場合通常は痛みなどの症状を伴い、

引き続き起こる線溶系の働きにより 3 週間以内に病変部の不溶性フィブリンは溶解され同

部位はコラーゲンに置換される。つまり、無症候性で持続的な不溶性フィブリンの形成は

がん特異的であると考える。 

 当研究室ではがん組織に選択的に薬剤を送達するドラッグデリバリーシステム（DDS）

の開発に長年にわたり取り組んできた。我々はがん間質に存在する不溶性フィブリン沈着

に特異的に結合する抗体の取得に挑戦し、マウス抗不溶性フィブリン抗体（102-10 IgM）

の取得に成功した。さらに DDSツールとして臨床応用を見据えヒトキメラ化に着手し、ヒ

ト/マウス抗不溶性フィブリンキメラ抗体（102-10 IgG）の開発にも成功した。102-10 IgG

はヒトとマウスの不溶性フィブリンを認識するが、その前駆体で大部分のアミノ酸配列が

共通であるフィブリノーゲンや可溶性フィブリンは認識しない特性を持つ。さらに化学発

がんモデルマウスに投与された 102-10 IgGは選択的に腫瘍に集積することを既に確認およ

び報告しており、がん分子イメージングプローブへの応用可能性が示唆されていた。しか

し IgG は血中滞留性が非常に良好であるために、この腫瘍集積が正常組織と比べて十分な

コントラストをもって確認されるまでにはマウスへの投与後数日経過する必要があり、

102-10 IgGも例外ではなかった。一方、がんの画像診断の被検者には入院患者のみならず

外来患者および健常者も含まれる。IgGを用いた分子イメージング薬剤で撮像するには、被

験者が外来患者の場合、薬剤投与の数日後に再度外来が必要となり、診断する側も被検者

側も双方にとって大きな負担となる。低分子化した抗体は生体内において IgG よりも短時

間で全身に分布し、すぐに排出されることが知られている。がん間質特異抗体としてのが

ん組織への選択的集積と低分子化抗体の全身での薬物動態特性を生かすことで、薬剤投与

当日のがんの分子イメージングが可能になると考えられる。以上のことより 102-10 IgGを
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低分子化した抗体をがん分子イメージング薬剤に応用し、腫瘍組織を描出することを試み

た。 

 本研究では、がん間質に存在する不溶性フィブリンを標的としたがん分子イメージング

薬剤開発の基礎研究として①102-10 IgGの低分子化、②低分子化 102-10抗体プローブの腫

瘍集積性の評価、③毒性試験として低分子化 102-10抗体の血液凝固と線溶系への影響の評

価を行った。 

 

≪結果≫ 

1. 低分子化抗フィブリン抗体の作製と結合能の評価 

 低分子化抗体には様々な形状があるが、本研究ではその生産性、親和性、安定性、分子

サイズ等を考慮し、Fab が最適であると判断した。Fab は IgG をパパイン処理することで

得られる一価の抗体断片である。断片化することで分子量が 150 kDaから 50 kDaとなり、

体内動態の変化に伴いイメージング可能となるコントラスト形成までの時間がかなり短縮

されることが期待される。図 1aに示すように作製した 102-10 Fabは SDS-PAGEによりそ

の低分子化が確認された。さらに 102-10 IgG と比較すると幾分減少がみられるものの、

ELISA によりヒトとマウスそれぞれの不溶性フィブリンへ結合するがその前駆体のフィブ

リノーゲンには反応せず、結合特異性を保持していることが確認された（図 1b）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. 膵がん自然発症モデルマウスにおける抗フィブリン Fabの腫瘍集積性 

 ヒトがん細胞株をマウスの皮下や同所に移植した異種移植モデルではがん細胞ががん組

織のほとんどを占め、ヒトがん組織にみられるような間質成分がほとんど形成されず、不溶

性フィブリンもほとんど認められず、ヒト膵がんの大半を占める膵管腺がん（Pancreatic 

 

図 1 作製した抗フィブリン 102-10 IgGと 102-10 Fab。（a） 還元および非還元状態での SDS-PAGE。

（b）ELISAによるヒトおよびマウスの不溶性フィブリンとフィブリノーゲンへ対する結合活性測定。 
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Ductal Adenocarcinoma; PDAC）が示す特徴とは大きく異なっていた。PDACを自然発症

する三重変異遺伝子改変（KrasTrp53Ptf1a）マウスでは、ヒト PDACと同様に豊富な間質

形成および不溶性フィブリン沈着が認められ、予備実験でも 102-10 Fabの腫瘍集積性が確

認された。そのため 102-10 Fab プローブの生体内における腫瘍集積能の評価には、

KrasTrp53Ptf1aマウスが本研究のモデルマウスに適切であると判断した。 

蛍光標識した 102-10 Fabを KrasTrp53Ptf1aマウスへ投与後 3時間の ex vivoイメージ

ングの結果、102-10 Fabはコントロール Fabと比較して腫瘍のある膵臓へ有意に集積して

いた（図 2aおよび b）。この腫瘍集積は投与後 3時間をピークに減少し、102-10 Fab投与

後 24時間では同撮影条件下では各臓器においてもほとんど蛍光を検出することができなか

った。さらに 102-10 Fabプローブ投与 3時間後に腫瘍組織中の 102-10 Fabと不溶性フィ

ブリン沈着のそれぞれの局在を確認した。その結果、尾静脈投与した 102-10 Fabと不溶性

フィブリン沈着は、がん間質部で共局在していることが明らかとなった。この結果より

KrasTrp53Ptf1aマウスへ投与された 102-10 Fabは速やかにがん組織に送達され、そこに

存在する不溶性フィブリンに特異的に結合して腫瘍集積性を示し、投与後 24時間ではその

ほとんどが体外へ排出されることが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. 抗フィブリン Fabの血液凝固線溶系への影響 

 今後の臨床応用を見据え、102-10 Fabが血液凝固系および線溶系に影響するかどうかを

確認した。血液凝固反応の最終段階では、フィブリノーゲンがトロンビンによる限定分解

を受けて高分子化しゲル状の不溶性フィブリンとなる。血液凝固を模した in vitroの実験系

で、102-10 Fabがこのフィブリンゲルの形成に影響するかを確認した。線溶系では、プラ

スミノーゲンが組織型プラスミノーゲン活性化因子（tPA）により限定分解されて生成した

 

図 2 蛍光標識した Fabの生体内分布。（a） KrasTrp53Ptf1aマウスへ 102-10 Fabもしくはコントロール Fab

投与 3および 24時間後の ex vivoイメージング。（b）投与 3時間後の各臓器の蛍光強度を定量化したグラフ、

n = 3、＊P < 0.05。 
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プラスミンが、不溶性フィブリン塊を分解する。凝固系の測定と同様に 102-10 Fabの存在

下で不溶性フィブリンゲルの分解を継時測定し、その影響を評価した。 

フィブリンゲルの形成はトロンビン阻害剤であるアンチトロンビン III（AT III）の存在

下では強く阻害された。しかし 102-10 Fabの添加によるフィブリンゲルの形成阻害は認め

られなかった（図 3a）。またフィブリンゲル分解反応では、プラスミンの阻害剤である2-

プラスミン阻害剤（2-PI）および tPAの阻害剤であるプラスミノーゲン活性化因子阻害剤

-1（PAI-1）の存在下ではフィブリンゲルが分解されるまでの明らかな時間延長が認められ

たが、102-10 Fab を添加した時のフィブリンゲル分解時間も変化がなかった（図 3b）。

さらに in vivoの実験系においても、102-10 Fabおよびコントロール Fab投与後のマウス

から採血したそれぞれの血液凝固関連因子の数値に有意差は見られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

≪考察≫ 

 本研究で作製した 102-10 Fabを基本骨格としたプローブは、膵がんを自然発症する遺伝

子改変マウスにおいて投与後早期に腫瘍組織への集積性を示し、その後迅速に体外排泄さ

れ、さらには血液凝固および線溶系への影響を示さなかったことから、がん画像診断を目

的とした分子イメージング薬剤としての臨床応用可能性が示された。 

 

≪結論≫ 

 がん間質に存在する不溶性フィブリン沈着は、がん組織へ薬剤を送達する有望な標的で

あり、抗不溶性フィブリン抗体である 102-10 IgGを低分子化した 102-10 Fab はがん分子

イメージングプローブとして良好な結果が得られた。今後、臨床応用を目指したさらなる

開発研究を行うべきであると考える。 

 

  

 

図 3 102-10 Fabの有無によるフィブリンゲルの濁度解析。（a）フィブリンゲル形成、（b）および

それに続く分解反応の経時変化を、波長 350 nmの吸光度により測定した。 
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序論 

 

 がん組織はがん細胞のみでなく様々な細胞や成分から構成されている。特に固形腫瘍の

場合、がん細胞の周囲には、不溶性フィブリンやコラーゲンなどの豊富な細胞外マトリッ

クスや、線維芽細胞、炎症細胞（リンパ球、単球／マクロファージ）、血管構成細胞などの

がん間質細胞が存在し、腫瘍組織中の細胞外マトリックスとがん間質細胞をあわせてがん

間質と称され、がん細胞の増殖にはこれを取り巻くがん間質が形成するがん微小環境が大

きく寄与していることが知られている 1,2。がん組織中のがん細胞とがん間質の占める割合

はがん種によって異なり、膵がんやスキルス胃がんはがん細胞よりもがん間質が大きな割

合を占めることがよく知られている 3,4。また脳腫瘍（glioblastoma multiforme; GBM）の

主要な構造物はがん細胞、壊死組織および血管であるが、後者二つが占める割合が大きい

腫瘍も多く、がん細胞以外をがん間質と捉えると、GBMもまたがん間質が豊富ながんであ

る。膵がんは特にがん間質が豊富な腫瘍である。膵がん全体の 5年生存率は 5~10％と極め

て低いが 5、早期発見ができて外科的切除などの適切な処置が施されれば 5年生存率は 50％

弱となることが臨床的事実としてよく知られており 6、その診断と検出が予後に非常に大き

な影響を与えるがん種の一つである。膵がんの診断には主に血液検査、画像検査、内視鏡

検査、組織検査が行われるが、血液検査では進行しないと各種腫瘍マーカーが高値となら

ないことが多く、現在は膵がんの存在診断において画像検査や超音波内視鏡検査が大きな

役割を果たしている。画像検査においては近年、陽電子断層撮影法（positron emission 

tomography; PET）が質的診断能に優れることなどからがんの存在診断にも使用され始め

ているが、形態的診断能に優れる CT と組み合わせた PET/CT などの画像検査を駆使して

も、現在の画像解析能力では直ちに処置が必要な腫瘍であっても描出が困難なことが多い

のが現状である 7。分子イメージング技術とは疾患部位の生化学的特徴を、観察対象動物が

生きている状態で非侵襲的に可視化する手法である 8。がん分子イメージングは標識化合物
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を用いて生体内の様々な標的分子を可視化し病変部の質的診断能に優れており、臨床応用

を目的とした研究開発が盛んである 9,10。現在臨床で最も質的診断能に優れるイメージング

手法の一つである[18F]FDG-PETは、がん細胞の盛んな糖代謝による[18F]FDG集積を可視

化する、がん細胞標的型のイメージング手法である。前述のとおり特に膵がんはがん間質

ががん組織の大部分を占めているがん種であり、がん細胞を取り囲む厚いがん間質が抗が

ん剤のがん細胞への送達の障壁となっていることが知られている 11-13。同様の理由でイメー

ジング剤である[18F]FDGのがん細胞への送達が不十分となり腫瘍を描出できていない可能

性がある。そこで膵がんのようにがん間質が豊富ながん種の場合には、その存在を逆手に

取ったがん間質標的型イメージングプローブがその描出に有効なのではないかと考えた。 

 膵がんのがん間質形成機構は複数存在することが知られている。膵がん組織では分泌型

成長因子であるソニック・ヘッジホッグシグナルが亢進しており、腫瘍増殖およびがん間

質の発達と線維化に寄与している 14,15。また膵星状細胞はがん細胞の増殖や転移に関与して

いることが示唆されており 16、腫瘍組織の細胞外マトリックスを発達させることによりその

線維化に中心的な役割を果たしていることが知られている 17。これらの機構に加え、がん組

織で連続的に引き起こされる組織損傷と創傷治癒過程による細胞外マトリックス形成によ

るがん間質形成機構がある（図 1-1-1-1）18。がん細胞は増殖・浸潤の過程で周囲の組織を

溶かしながら正常組織を侵す。この時がん組織内に存在する微小な腫瘍および正常血管を

損傷させ、微小出血を引き起こし、この微小出血を止めるために血液凝固反応が起こり、

不溶性フィブリンが形成される。引き続き起こる線溶系の働きにより同部位の不溶性フィ

ブリンはコラーゲンへ置換されるが、がん細胞が生体内で活動を続けている限りこの事象

は繰り返されるものと考えられる。がんの悪性度が高いほど浸潤性が強く、血液凝固活性

が高いことも知られている。創傷治癒過程でも同様の現象が起きるがそれは一過性であり、

がんは「癒えない創傷」とも理解されている 19。結果としてコラーゲンや不溶性フィブリン

を豊富に含むがん間質を形成する。この現象は膵がんに限らず様々な固形腫瘍で起きてい
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ると考えられ、これまでに多種の固形腫瘍で不溶性フィブリンの沈着が確認されている 20。

臨床研究においてもがん患者は血液凝固亢進状態であることが確認されており、不溶性フ

ィブリンの塊である血栓を形成しやすくしばしば血栓症を併発し、血栓症と生命予後との

関連も示唆されている 21,22。さらに血栓症マーカーである可溶性フィブリン、フィブリン分

解産物および D-ダイマーががん患者で高値となることが報告されている 23。しかしながら

血栓症ではないがん患者においてもこれらマーカーが高値となる傾向があり、これは図

1-1-1-1 に示す繰り返される組織損傷と創傷治癒によりがん間質で不溶性フィブリンが形成

される機構が働いている傍証とも考えらえる。 

このがん間質に沈着する不溶性フィブリンを標的としたがん診断および治療のためのド

ラッグデリバリーシステム （drug delivery system; DDS） の開発が提唱されている 18。

DDSの理論的機構としてEnhanced Permeability and Retention（EPR） effectがある 24。

これは腫瘍血管透過性亢進機構による IgG などの高分子が腫瘍内に集積するという現象で

あるが、この血管透過性亢進は内因系血液凝固の活性化におけるキニン 25、外因系血液凝固

の活性化における Vascular Endothelial Growth Factor26両二者による血管透過因子によ

ることが証明されている。内因系、外因系ともにそれぞれ特有の血管透過因子を産生しつ

つ、最終的に不溶性フィブリンががん局所で形成される。その結果、前述のように固形が

んではフィブリン沈着を伴うがん間質が形成される 20。フィブリンの沈着は急性梗塞性疾患、

急性炎症、外傷でも認められるが、非悪性の疾患の病変部のフィブリン沈着は急性期のみ

で、しかも必ず症状を伴う。一方悪性疾患におけるフィブリン沈着は無症状で持続的に起

きる。すなわち持続的、無症候性のフィブリン沈着はがん特異的と言える。そこで不溶性

フィブリンのみを認識する抗体の樹立を試みた結果、可溶性のフィブリノーゲン、可溶性

のフィブリン分解産物を認識せずに、目的とした不溶性フィブリンのみを認識する抗体の

樹立に世界で初めて成功した。さらに当初開発した抗不溶性フィブリン抗体はマウス IgM

であったがその後臨床応用を見据え、ヒト/マウスキメラ化した抗不溶性フィブリン抗体、
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102-10 IgGの開発にも成功した。102-10 IgGはフィブリン前駆体のフィブリノーゲンから

不溶性フィブリンへ立体構造変化することで初めて分子表面に露出する領域を認識し、フ

ィブリノーゲンはもちろん、可溶性フィブリンおよび不溶性フィブリンの分解物である D-

ダイマーなど、フィブリン関連分子は認識しない特徴を持つ 20。これまでも抗フィブリン抗

体開発の報告はあるが（例えば NYB-T2G1やMH-1など）27-29、不溶性フィブリンを含む

すべてのフィブリン関連分子は、フィブリンとかなりの割合の共通アミノ酸配列を保持し

ており、真に不溶性フィブリン特異的な抗体は我々の知る限りない。さらに 102-10 IgGの

エピトープ配列は魚類から哺乳類まで脊椎動物において広く保存されており、これらの動

物実験での研究結果がヒトに外挿される可能性が高い。 

ところで1970年代にハイブリドーマによるモノクローナル抗体産生技術が開発されて以

来 30,31、これまでに数多くのモノクローナル抗体によるがん診断および治療を目的とした非

臨床および臨床研究がおこなわれてきた。また抗体工学分野の発展から低分子化抗体では

その結合親和性の変化のみならず、薬剤として血中へ投与した場合の体内動態はそれぞれ

の形状で著しく異なることが明らかとされている 32。例えば分子量150 kDaの IgGの場合、

その高い生体親和性に加え Fc部分を有するため血管内皮上に存在する FcRnとの相互作用

により血中へのリサイクリングが起こり、血中半減期は 1~3 週間である。一方、低分子化

抗体は低分子化するほどに血中半減期が短くなり、28 kDaの一本鎖抗体（single chain Fv；

scFv）の場合は 2~4 時間である 33。治療用の抗体医薬として使用する場合には、血中半減

期が長い IgG が腫瘍部への総送達量が高くなり、低分子化抗体と比較して大きな治療効果

が期待される。ところが腫瘍を描出するイメージング薬剤としては、血管漏出性の増大と

血中半減期の低下による撮影までのイメージング時間が短縮されるため、十分な親和性を

保持している限り、低分子化抗体のほうが適していると考えられる。より小さい分子サイ

ズは腫瘍内部への組織浸透性を向上させ、さらに低分子化に伴う抗体のエフェクター部位

である Fc部分の欠如は不必要なあるいは想定外の免疫反応を回避できる利点もある。 
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 本研究の目的は、腫瘍部に存在する不溶性フィブリンを標的とした、抗不溶性フィブリ

ン抗体を応用したがん分子イメージング薬剤開発の基礎研究である。イメージング薬剤と

しての望ましい重要な特性として、①生体へ投与後、標的臓器・組織への速やかな移行、

②標的分子との高い親和性と特異性、③標的分子へ結合後の一定時間の滞留性、④イメー

ジング終了後の速やかな体外へのクリアランス、が挙げられる。これらのことを総合的に

考慮し、不溶性フィブリンへの特異性と親和性を担保しつつ、より低分子化した抗体が、

本研究には適していると判断した。また、血液凝固関連因子を標的とした診断用および治

療用抗体の研究開発はこれまでもいくつか行われ報告されているが、それら特有の課題と

して出血傾向や血栓形成など血液凝固線溶系への影響が懸念される。本研究では臨床応用

を最終目標としているため、この特有の問題に対する毒性評価も行い、体内診断薬として

の安全性の確認も実施した。 

本論文の第一章ではまず低分子化抗体の作製と実験動物モデルの選定について述べる。

続く第二章ではそこで構築した実験系によるがん分子イメージング薬剤としての機能評価

および in vitroおよび in vivoで行った毒性評価について述べる。 
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図 1-1-1-1 がん組織における多彩な出血、止血、がん間質形成。右上はがん組織におい

て、がん細胞による組織損傷、凝固系による不溶性フィブリン形成、線溶系による同部

位のコラーゲンへの置換が繰り返される「悪性凝固サイクル」の概念図。右下のように

同様の現象は創傷治癒過程でも見られるが一過性であり繰り返されない。 

Reproduced with permission from Matsumura Y. Cancer stromal targeting (CAST) therapy. Adv Drug Deliv 

Rev. 2012;64(8):710-719. Copyright ELSEVIER 
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第一章 実験系の構築 低分子化抗不溶性フィブリン抗体作製

と動物モデルの選定 

 

1-1 諸言 

 

 抗体を用いたがん分子イメージングはこれまでにも数多くの研究が報告されており、「序

論」でも述べたとおり抗体の低分子化抗体は生体内の挙動が変化し、イメージング薬剤と

してより望ましい特性を有すると考える。遺伝子工学および抗体工学の発展に伴い、現在、

低分子化抗体としてそれぞれ異なる特徴を有する様々な形状が開発されており、目的によ

りその形状を適切に選択する必要がある。本研究では臨床の現場で使われるがん分子イメ

ージングプローブの開発を最終目標としている。がん分子イメージングの被検者は入院中

のがん患者のみならず外来での被検者も想定されるため、被検者の負担をできるだけ減ら

すべく、検査が一日で完了できるようイメージング薬剤投与から撮影までが短時間で明瞭

なコントラストを持って腫瘍組織を描出し、さらに撮影後はその薬剤排泄が早期に行われ

ることが望ましい。そのためには血管漏出性に優れ、血中半減期も短い小さな分子で、且

つ一定程度の親和性を保持している、低分子化抗体を取得することが必要であると考えた。

特定の分子に結合特異性を持つ次世代医薬品としての期待がもたれる分子標的分子や人工

抗体の中にも IgGより分子量が小さいアフィボディ、モノボディ、DARPins など様々な形

状のものがあるが 34、血中で中和されることなくがん組織へ薬剤を送達するためには真に不

溶性フィブリン特異的な結合能を示す 102-10 IgGの特性が必須であったため、102-10 IgG

の可変領域を基本骨格とした低分子化抗体の取得を目指すこととした。上記要件を満たす

低分子化抗体のうち、まずscFvの、続いてFabの抗不溶性フィブリン抗体作製を検討した。 

 また今日がんの非臨床研究において様々な担がんモデルマウスが開発されており、実験

目的に応じて適切な動物モデルを選択することが重要である 35,36。その扱いやすさや手技の
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簡便さからがん治療および診断の基礎研究でもっとも一般的に使用されているのは、培養

したヒトがん細胞株を免疫不全マウスへ移植する異種移植（xenograft）モデルである。こ

のほか患者腫瘍組織移植（patient-derived）モデル、転移モデルなども開発されているが、

それぞれに有する特徴が異なる。本研究ではまずそれぞれの特徴が異なる皮下移植モデル、

同所移植モデルおよび遺伝子改変マウス（oncomice）モデルの三つについて、がん間質の

不溶性フィブリン沈着を標的とした実験モデルマウスという観点から比較評価した。 
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1-2 方法 

 

1-2-1 大腸菌による 102-10 scFvの発現と粗精製 

 前任者により既に解析済みの抗フィブリン抗体 102-10 IgGの可変領域をクローニングし

て、102-10 scFv発現プラスミドを構築した。発現プラスミドは pGEM-2 （プロメガ） を

基本骨格とする津本浩平博士（東京大学）より供与いただいたその改変プラスミドを用い

た。T7プロモーター制御下で、PelB-VH-(Gly-Gly-GlyGly-Ser)3-VL-(His)6-Cysが発現する

よう設計した。構築した発現プラスミドの配列は全てシークエンスにより確認後、102-10 

scFv発現プラスミドで大腸菌 BL21（DE3）（メルクミリポア）を形質転換して、102-10 scFv

発現株とした。102-10 scFv発現株を LB培地（MP Biomedicals）にて、28℃あるいは 37℃

振とう培養し、波長 600 nmの吸光度が 0.5~0.6に達した時点で 0.1-1.0 mM IPTG（和光

純薬工業）を添加して発現誘導を行った。3-24 時間振とう培養後に菌体を回収し、培養液

の 1/20量の氷冷した 50 mM Tris-HCl（シグマ）/200 mM NaCl（和光純薬工業）に懸濁し、

超音波発生機UD-201（トミー精工）にて菌体を破砕した。菌体破砕後 4℃、8,000 x g、30

分間遠心分離することにより、上清の可溶性画分と沈殿の不溶性画分に分け、それぞれの

分析に用いた。不溶性画分は 50 mM Tris-HCl / 200 mM NaCl / 2% Triton-X100（シグマ）

で洗浄後再度遠心分離を行った。沈殿をさらに氷冷したアセトン（和光純薬工業）と蒸留

水で洗浄後、得られた沈殿を 6 Mグアニジン（guanidine; Gdn）（和光純薬工業）を含む後

述のヒスタグ結合緩衝液に懸濁し、4℃で一晩振とうして可溶化した。 

102-10 scFvは金属キレート親和性クロマトグラフィーにより精製できるように、C末端

側にHis × 6のヒスタグ配列を挿入して設計しており、以下の手順で変性 102-10 scFvを粗

精製した。Ni-NTAアガロース樹脂（サーモフィッシャーサイエンティフィック）をクロマ

トグラフィーカラム（バイオ・ラッド）に適量注ぎ、樹脂 3倍量の蒸留水と 6 M Gdnを含

むヒスタグ結合緩衝液（5 mM イミダゾール（シグマ） / 500 mM NaCl / 20 mM Tris-HCl）
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で樹脂を洗浄後、サンプルを適量添加した。続いて樹脂 4倍量の 6 M Gdnを含む溶出液（10 

mM イミダゾール / 500 mM NaCl / 20 mM Tris-HCl）で溶出後、樹脂 3倍量の 6 M Gdn

を含む溶出液（200 mM イミダゾール / 500 mM NaCl / 20 mM Tris-HCl）で溶出し、最

後に樹脂 3倍量の 6 M Gdnを含む溶出液（500 mM イミダゾール / 500 mM NaCl / 20 mM 

Tris-HCl）で完全溶出した。それぞれの画分はすべて回収し、以降の分析に用いた。 

 

1-2-2 多段階透析法による変性 102-10 scFvの巻き戻しと精製 

 以下の方法は Tsumoto et al.37 および Umetsu et al.38のプロトコルを基に若干の変更を

加えたものである。Gdnにより変性した 102-10 scFv粗精製画分を 7.5 Mに調整し、スペ

クトラム透析膜 MWCO: 3500（スペクトラムラボラトリーズ）に封入後、4℃で以下の 8

つの外液、全て pH 8.0、に外液 1から外液 8の順にそれぞれ浸し、スターラーで可能な限

りゆっくり撹拌しながら透析を行った。最後に内液を回収後、10,000 × gで 10分間、遠心

分離を行い上清のみを回収して、巻き戻し済み 102-10 scFvとした。外液 1-8の組成を以下

に示す。括弧内はインキュベーション時間を表す。 

外液 1（12時間）；6 M Gdn / 200 mM NaCl / 1 mM EDTA / 50 mM Tris-HCl 

外液 2（6時間）；3 M Gdn / 200 mM NaCl / 1 mM EDTA / 50 mM Tris-HCl 

外液 3（6時間）；2 M Gdn / 200 mM NaCl / 1 mM EDTA / 50 mM Tris-HCl 

外液 4（12時間）；1 M Gdn / 200 mM NaCl / 1 mM EDTA / 0.4 M Arg / 50 mM Tris-HCl 

外液 5（12時間）；0.5 M Gdn / 200 mM NaCl / 1 mM EDTA / 0.4 M Arg / 50 mM Tris-HCl 

外液 6（12時間）；200 mM NaCl / 1 mM EDTA / 0.2 M Arg / 50 mM Tris-HCl 

外液 7（4時間）；200 mM NaCl / 1 mM EDTA / 0.2 M Arg / 50 mM Tris-HCl 

外液 8（4時間）；200 mM NaCl / 1 mM EDTA / 0.2 M Arg / 50 mM Tris-HCl 

 巻き戻し済み 102-10 scFvをゲル濾過カラム Hi Load 26/600 Superdex 75 pg（GEヘル

スケア）をセットしたクロマトグラフィーシステム BioLogic DuoFlow 10（バイオ・ラッ
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ド）により最終精製を行った。この際、ランニング緩衝液にはPBSを使用することで、102-10 

scFvを PBS懸濁サンプルに置換した。102-10 scFvを含む画分を回収後、Millex GV Filter 

Unit 0.22 m（メルクミリポア）でろ過し、4℃あるいは-80℃で保存した。 

 

1-2-3 SDS-PAGEとウエスタンブロッティング 

 電気泳動するサンプルが非還元処理の場合にはb -メルカプトエタノール（b-ME）（和光

純薬工業）非添加のサンプルと等量のサンプルローディングバッファー（バイオ・ラッド）

と混合し、還元処理の場合にはb-MEをサンプルローディングバッファー（バイオ・ラッド）

の 1/20量加えたものと混合し、95℃で 5分間処理した。加熱処理したサンプルを電気泳動

システム、ミニプロティアン Tetra セル（バイオ・ラッド）を用いてミニプロティアン TGX

ゲル 4-15％（バイオ・ラッド）にアプライして電気泳動した。分子量マーカーとしてデュ

アルカラースタンダード（バイオ・ラッド）を一緒に泳動した。 

 電気泳動後、CBB染色を行う場合には、脱イオン水で洗浄したゲルをQuick-CBB（和光

純薬工業）で染色し、タンパク質を検出した。ウエスタンブロッティングを行う場合には、

転写装置、トランスブロットTurboブロッティングシステム（バイオ・ラッド）を用いてト

ランスブロットTurbo ミニ PVDF 転写パック（バイオ・ラッド）に転写した。転写後の

PVDF膜を吸引式免疫反応システム、 SNAP i.d. 2.0（メルクミリポア）の説明書に従い、

抗6×ヒスチジン、モノクローナル抗体（9F2）、ペルオキシダーゼ結合（抗ヒスタグ抗体-HRP）

（和光純薬工業）と反応させた。続いてウエスタンブロッティング発光検出試薬、ECL 

prime（GEヘルスケア）により発光反応後、画像自動検出システム、ChemiDoc XRS+（バ

イオ・ラッド）にて撮影と画像処理を行った。 

 

1-2-4 102-10 IgGの産生 

 当研究室で既に樹立済みのヒト/マウスキメラ抗不溶性フィブリン抗体である102-10 IgG
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を産生する CHO-K1を、大型恒温振とう培養機、BR-180LF（タイテック）にて 37℃、125 

rpm、5% CO2で振とう培養した。培養液には無血清培地および添加物を混合して調製した、

20% BD select CHO medium（ベクトン・ディッキンソン）、80% FreeStyle CHO 

Expression Medium（サーモフィッシャーサイエンティフィック）、1×HT（サーモフィッ

シャーサイエンティフィック）、0.1 ng/ml IL-6（サーモフィッシャーサイエンティフィッ

ク）、375 g/ml ハイグロマイシン（サーモフィッシャーサイエンティフィック）、5 g/ml ピ

ューロマイシン（サーモフィッシャーサイエンティフィック）、を用いた。102-10 IgG産生

細胞を約 3 × 106 cells/mlまで培養して培地交換後、7日間振とう培養してから 102-10 IgG

を含む培養上清を回収した。培養上清を Protein G Sepharose 4 Fast Flow（GEヘルスケ

ア）を用いて粗精製後、Hi Load 26/600 Superdex 200 pg（GEヘルスケア）をセットした

クロマトグラフィーシステム BioLogic DuoFlow 10（バイオ・ラッド）で分子ふるいクロ

マトグラフィーにより最終精製を行った。精製した102-10 IgGは後述のELISAおよびSPR

解析による活性測定と SDS-PAGEによる純度と分子量の確認を行った。 

 

1-2-5 102-10 Fabの作製 

 102-10 Fabの作製には ImmunoPure Fab Preparation Kit（サーモフィッシャーサイエ

ンティフィック）に付属の試薬等を使用し、プロトコルは添付文書に準拠した。まず固定

化パパイン（サーモフィッシャーサイエンティフィック）と 102-10 IgGを混合して 37℃で

約 6 時間インキュベーション後、プロテイン A（サーモフィッシャーサイエンティフィッ

ク）に未反応の IgGおよび Fcを吸着させ Fabと分離した。 

 続いて作製した 102-10 Fabを Hi Load 26/600 Superdex 200 pg（GEヘルスケア）をセ

ットしたクロマトグラフィーシステム BioLogic DuoFlow 10（バイオ・ラッド）で分子ふ

るいクロマトグラフィーにより最終精製した。精製した 102-10 Fabは後述の ELISAおよ

び SPR解析による活性測定と SDS-PAGEによる純度と分子量の確認を行った。 
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102-10 Fab と同様の作製方法により抗ヒト CD20 抗体、リツキシマブ（全薬工業）、か

ら作製した Fabをアイソタイプコントロール Fabとした。 

 

1-2-6 ELISAによる抗フィブリン抗体の結合活性確認 

 TBS pH8.5に懸濁したヒトおよびマウスフィブリノーゲン（シグマ）を 96ウェルイムノ

プレート（サーモフィッシャーサイエンティフィック）に 0.25 gもしくは 1 g/ウェル分

注し、4℃で一晩インキュベーションした。その後上清を除去し、10% スクロースを含む

PBSで 5倍希釈したブロッキング試薬N102（日油）で 4℃、二晩インキュベーションした

後に室温で 2-3 時間乾燥させたものをヒトおよびマウスフィブリノーゲン固相化プレート

とした。一方ブロッキング試薬添加前に、0.05 NIH unit/ml トロンビン（シグマ）、1 mM 

CaCl2（和光純薬工業）および 7 mM L-システインを含む TBS pH8.5溶液にて 37℃で 1時

間インキュベーションしてフィブリノーゲンを限定分解させフィブリンを生成した。引き

続き各ウェルを 0.01% Tween 20を含む TBS pH8.5で 3回洗浄し、10% スクロースを含

む PBS で 5 倍希釈したブロッキング試薬 N102 で 4℃、二晩インキュベーションした後に

室温で 2-3時間乾燥させたものをヒトおよびマウスフィブリン固相化プレートとした。いず

れの固相化プレートも使用直前までウェルをシールで密閉し 4℃で保存した。 

 抗フィブリン抗体と反応させる前に、それぞれの固相化プレートを 0.05% Tween 20を含

む TBS pH8.5（TBST）で一度洗浄後、4% ブロックエース（DSファーマバイオメディカ

ル）で希釈し 10 g/mlとした一次抗体液を 100 l/ウェル添加し、室温で 30分間インキュ

ベーションした。続いて TBSTで各ウェルを 3回洗浄し、二次抗体液を 100 l/ウェル添加

し、室温で 30 分間インキュベーションした。必要に応じてさらに各ウェルを 3 回洗浄し、

三次抗体液を 100 l/ウェル添加し、室温で 30分間インキュベーションした。TBSTで各ウ

ェルを 3回洗浄後、TMB発色基質として 1-Step Slow TMB-ELISA（サーモフィッシャー

サイエンティフィック）を 100 l/ウェル添加し、発色の様子を見ながら室温で 5~30 分間
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インキュベーションした。最後に反応停止液として 1 N H2SO4を 100 l/ウェル添加し、波

長 450 nmの吸光度を分光光度計、スペクトラマックスパラダイム（モレキュラーデバイス）

で測定した。102-10 scFvを一次抗体とした場合には、二次抗体液には 4% ブロックエース

（DS ファーマバイオメディカル）で 1,000 倍希釈した抗ヒスタグ-ビオチン（MBL）を用

い、さらに三次抗体液には 4 ml 4% ブロックエース溶液に 50 l アビジン DH（ベクター

ラボラトリーズ）および 50 l ビオチン化 HRP（ベクターラボラトリーズ）を添加し 30

分間インキュベーションした混合液を用いた。102-10 Fabもしくは 102-10 IgGを一次抗

体とした場合には、4% ブロックエースで 500 倍希釈した抗ヒトカッパ鎖抗体［SB81a］

（HRP）（SouthernBiotech）を二次抗体液とした。それぞれの一次抗体の陰性対照には PBS

を用いた。 

 

1-2-7 ヒトがん細胞株培養 

 ヒトスキルス胃がん原発巣より樹立した細胞株HSC-44PEをマウスへの同所移植を繰り

返すことで得られた同所移植すると腹膜転移を引き起こしやすい細胞株 44As3 を 39-41、国

立がん研究センターの栁原五吉博士から分与していただき、10% ウシ胎児血清（Fetal 

Bovine Serum; FBS）を含む RPMI培地（和光純薬工業）で培養した。ヒト膵がん細胞株

BxPC-3および FPAF-IIはともに American Type Culture Collectionより購入し、それぞ

れ 10% FBS含有 RPMI培地および 10% FBS含有 EMEM（和光純薬工業）で培養した。

なおすべての細胞株の培地に 100 U/ml ペニシリン G（和光純薬工業）、100 g/ml ペニシ

リン（和光純薬工業）および 0.25 g/ml アムホテリシン B（和光純薬工業）を添加し、5% 

CO2、37℃で培養した。 

 

1-2-8 ヒトがん細胞株皮下腫瘍モデルマウス作製 

 それぞれの培養がん細胞を 0.25% トリプシン溶液（和光純薬工業）で培養皿（コーニン
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グ）より剥離後、PBS で 2 回洗浄し適切な濃度に調整後、100 l 細胞 PBS 懸濁液を 6-7

週齢のBALB/c Slc-nu/nuマウス（日本 SLC）の皮下へ移植した。44As3とBxPC-3は 1 ×106 

個、HPAF-IIは 4 × 105 個をそれぞれ移植後、腫瘍径を測定しながら皮下移植マウスの飼

育・管理を継続した。 

 

1-2-9 ヒト膵がん細胞株同所移植モデルマウス作製 

ヒト膵がん細胞株HPAF-II培養細胞を 0.25% トリプシン溶液で培養皿より剥離後、PBS

で 2回洗浄し適切な濃度に調整後、50% マトリゲル（ベクトン・ディッキンソン）含有細

胞懸濁液を氷上で静置後、細胞懸濁液を 6-7週齢の BALB/c Slc-nu/nuマウスの膵臓へ 5 × 

105 個 HPAF-II/100 lを同所移植した。その後イメージング実験を行うまで同所移植マウ

スの飼育・管理を継続した。 

 

1-2-10 膵がん自然発症三重変異モデルマウス作製 

 膵がんを自然発症する遺伝子改変マウスを作製するために、三種類の遺伝子改変マウス

をそれぞれ掛け合わせて、三重変異遺伝子組換えマウスを作製した。掛け合わせた一つ目

の変異遺伝子は膵がん組織でその変異が多くみられるKrasG12Dを loxP-STOP-loxP（LSL）

配列の下流に組み込んだ LSL-KrasG12Dで、この配列を保持するマウスはDavid A. Tuveson

博士（コールド・スプリング・ハーバー研究所）および Christopher V. E. Wright博士（ヴ

ァンダービルト大学）らが開発し 42、ご厚意により分与いただいた。二つ目の変異遺伝子も

膵がんに高頻度でその変異がみられる Trp53R172H を LSL 配列の下流に組み込んだ

LSL-Trp53R172H で、この配列を保持するマウスをアメリカ国立がん研究所より入手した。

三つ目の変異遺伝子は LSL 下流の KrasG12Dと Trp53R172Hを膵臓で発現させるために、膵

臓特異的に発現するPtf1aのタンパク質コード領域をCre組換え酵素に置換したPtf1a-Cre 

で、川口義弥博士（京都大学）らが開発したこの配列を保持したマウスを 43、ご厚意により
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分与いただいた。これら三種の遺伝子改変マウスを掛け合わせ、バックグラウンド系統が

129R1/C57BL/6 の LSL-KrasG12D；LSL-Trp53R172H；Ptf1a-Cre（KrasTrp53Ptf1a）三重

変異マウスを作製した。正常マウスコントロールには C57BL/6JJms（日本 SLC）を用い、

10-21週齢の KrasTrp53Ptf1aおよび正常マウスを実験に用いた。 

 なお本研究におけるすべての動物実験は国立がん研究センター実験動物安全管理委員会

（以後「委員会」とする）に承認されたものであり、すべての動物実験は委員会により示

された動物実験に関する指針に則って行った。 

 

1-2-11 病理組織凍結切片作製とヘマトキシリン・エオジン染色 

 観察対象とする組織を外科的に切除・摘出し、PBS（サーモフィッシャーサイエンティ

フィック）で適度に洗浄した後に適度に水切りをし、O.C.T.コンパウンド（サクラファイン

テックジャパン）に包埋した。包埋サンプルをドライアイス上で急速凍結させ、組織切片

作成時まで－80℃で保管した。O.C.T.コンパウンド包埋凍結組織ブロックをクリオスタッ

ト（Leica（CM1860））で厚さ 6-10 m に薄切し、スライドガラス（松浪硝子工業）に貼

り付けた後に室温で 30分間、風乾させた。乾燥済み組織サンプルを冷アセトン（和光純薬

工業）に 10分間浸漬して固定させた。その後ヘマトキシリン（武藤化学）に 2分間浸漬さ

せ 10 分間流水にて洗浄、さらにエオジン（武藤化学）に 2 分間浸漬させ 90 秒間流水にて

洗浄した。最後にエタノール浸漬 2 分間を 3 回、その後キシレン浸漬 2 分間を 3 回行い、

マウントクイック（大同産業）で封入後、バーチャルスライドシステム VS120（オリンパ

ス）で観察した。なおヒト正常膵臓および膵がん凍結組織切片は研究用組織検体のサンプ

ルを購入し（OriGene Technologies）、染色を行った。 

 

1-2-12 免疫組織化学染色 

 「1-2-11 病理組織凍結切片とヘマトキシリン・エオジン染色」で述べた方法に従い、冷
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アセトン（和光純薬工業）固定まで行い、その後 3％ 過酸化水素水（和光純薬工業）に 20

分間浸漬して内因性ペルオキシダーゼを阻害した。続いて 5％ スキムミルク（ベクトン・

ディッキンソン）で 30分間ブロッキングを行い、102-10 IgGをペルオキシダーゼ標識キッ

ト（同仁化学研究所）で HRP標識したものを 5％ スキムミルクで終濃度 1 g/ml に希釈

し、4℃で一晩もしくは室温で 1時間抗体反応を行った。その後 DAB溶液（Dako）にて発

色を行った。その後ヘマトキシリン（武藤化学）に 2分間浸漬させ 10分間流水にて洗浄し

た。最後にエタノール浸漬 2 分間を 3 回、その後キシレン浸漬 2 分間を 3 回行い、マウン

トクイック（大同産業）で封入後、バーチャルスライドシステム VS120（オリンパス）で

観察した。 

 

1-2-13 蛍光 in vivoイメージング 

 皮下腫瘍を形成させた担がんマウスに、近赤外線蛍光プローブ Alexa Fluor（AF）750

で標識した 102-10 Fab-AF 750もしくはコントロール Fab-AF 750を尾静脈投与して、体

内動態を確認した。AF 750標識には SAIV Rapid Antibody Labeling Kit, Alexa Fluor 750

（サーモフィッシャーサイエンティフィック）を使用し、方法は添付文章に準拠した。AF 

750標識したそれぞれの 102-10 Fab-AF 750もしくはコントロール Fab-AF 750は標識効

率が若干異るため、それぞれ 100 g中に含まれる標識した AF 750の分子数が等量になる

よう調整後、尾静脈投与した。続いて in vivo生体観察システム、OV110（オリンパス）を

使用してそれぞれの Fab-AF 750の蛍光を観察することで、体内動態を確認した。投与後そ

れぞれ 1時間、4時間、8時間および 24時間で麻酔下にて明視野および蛍光観察を行った。

投与後 72時間時点で腫瘍組織を外科的に切除し、「1-2-11 病理組織凍結切片作製とヘマト

キシリン・エオジン染色」に記載した方法に従いスライドを作製し、それぞれの皮下腫瘍

組織の病理組織像を観察した。 

 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/S30046
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/S30046
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1-2-14 蛍光 ex vivoイメージング 

 ヒト膵がん細胞株をマウス膵臓へ同所移植した担がんマウスおよび膵がんを自然発症す

る KrasTrp53Ptf1aマウスへ前述の「1-2-13 蛍光 in vivoイメージング」と同様に調製し

た 102-10 Fab-AF 750もしくはコントロール Fab-AF 750を 90 g、マウスへ尾静脈投与

した。投与 3時間および 24時間後にそれぞれのマウスを深麻酔下で開腹し、右心房へ切り

込みを入れた後に左心室より 30 ml 生理食塩水（大塚製薬工場）を穏やかに注入し潅流し

て循環中の余剰な Fab-AF 750を洗い出した。続いて腫瘍（膵臓）、腎臓、肝臓、肺、心臓、

胃および脾臓をそれぞれ外科的に切除し、生理食塩水ですすいだ後に、蛍光観察システム、

OV110でそれぞれの臓器の Fab-AF 750の蛍光を観察した。観察した画像は ImageJ 1.47v

（NIH）で解析処理し定量化した。 
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1-3 結果 

 

1-3-1 102-10 scFvの作製と活性確認 

 一本鎖抗体、scFv は図 1-3-1-1 に示した通り、遺伝子工学技術により作られる IgG の抗

原結合領域を含む VHおよび VLの配列をペプチドリンカーで結んだ、分子量約 28 kDa の

タンパク質である。大腸菌発現系で比較的容易で安価に作れることや遺伝子工学技術によ

る改変のしやすさから、さまざまな分野において広く研究に応用されている。 

102-10 IgGの配列解析は既に前任者により行われており、VHおよび VLの配列は既知と

なっていた。102-10 scFv の大量調製のために、まずこの既知の VHおよび VLの配列のク

ローニングを行い、pETシステムによる 102-10 scFvの大腸菌発現系の構築を行った。scFv

は遺伝子工学的に作成されるため様々な修飾が比較的容易であり、今日までにその研究目

的によりさまざまなデザインが提案され構築されてきたが、本研究では 102-10 scFv の生

体内での高い組織浸透性や、速やかな体外排出をその特性として期待していたため様々な

修飾を行わずできるだけ分子量を抑えたシンプルなデザインとした。 

大腸菌のペリプラズム領域に局在する DsbC はジスルフィド結合のかけ違い修正活性や

タンパク質の折りたたみ活性を有するため 44、ペリプラズム領域での scFv発現が適してい

ると考え、ペリプラズムへの移行シグナルペプチドである PelB を N 末端に付加した。ま

た発現させた scFvの発現確認と精製のために C末端側にヒスタグを付加し、さらに-SH基

を介して薬剤修飾を行うために C 末端に Cys 残基を導入した。VHと VLは 15 アミノ酸残

基の(Gly-Gly-GlyGly-Ser)3で連結し、大腸菌に発現させる 102-10 scFv全長のデザインは

PelB-VH-(Gly-Gly-GlyGly-Ser)3-VL-(His)6-Cysとした。 

構築した 102-10 scFv発現プラスミドで大腸菌 BL21（DE3）を形質転換し発現誘導する

にあたり、まず発現誘導条件の検討を行った。検討したのは培養温度（28℃と 37℃）、誘導

物質の IPTG濃度（0.1 mM、0.5 mMと 1.0 mM）と誘導時間（3時間、6時間と 24時間）
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である。発現誘導後の大腸菌を可溶性画分と不溶性画分に分け、102-10 scFvがどちらの画

分に発現しているかを抗ヒスタグ抗体-HRP を用いたウエスタンブロッティングにより確

認した。その結果すべての発現誘導条件において、可溶性画分では 102-10 scFv の発現が

みられず、不溶性画分においてのみ発現がみられた（図 1-3-1-2）。28℃培養の誘導後 6 時

間の不溶性画分で特に強いシグナルが確認され、その条件の中でも 0.1 mM IPTGがウエス

タンブロッティングでの見かけ上102-10 scFvが一番強く誘導された。この結果を受け28℃、

0.1 mM IPTGで誘導後 6時間培養した大腸菌の不溶性画分から 102-10 scFvを回収するこ

ととした。 

遺伝子組換え技術を用いて大腸菌に特定のタンパク質を発現させる際、発現させたタン

パク質が大腸菌内でしばしば封入体と呼ばれる不溶性顆粒を形成することがよく知られて

いる。不溶性画分から封入体として得られるタンパク質は天然構造を失った凝集体であり、

本来の持っている生理活性を失っている 45。低分子化抗体を大腸菌で調製する際にもしばし

ば問題となりその克服のためにさまざまな手法が用いられてきたが、特にこのようにして

得られた変性 scFvを、多段階透析法による効率的な巻き戻しにより、非常に高い回収率で

活性のあるscFvを得ることのできる実験系が開発されている 37,38。この系では、目的の scFv

を含む大腸菌不溶性画分を 6 M Gdnなどの高濃度変性剤で一度可溶化させたのちに、透析

により段階的に変性剤を除去しながら巻き戻しを促す。その際、scFv 本来の天然構造を持

ち始める段階で Arg を添加することでその巻き戻し効率をさらに上げる事を可能としてい

る。本研究ではこの方法に則り、大腸菌不溶性画分に発現した 102-10 scFv を巻き戻し、

活性のある 102-10 scFvの取得を目指した。まず予備実験により決定した 102-10 scFv発

現誘導の条件である 28℃、0.1 mM IPTG、6時間誘導培養から大腸菌不溶性画分を調製し、

変性剤により可溶化後、102-10 scFvの C末端側に付加したヒスタグを利用した金属キレー

ト親和性カラムクロマトグラフィー精製により、変性 102-10 scFv を単離した。単離した

102-10 scFv は SDS-PAGEおよび抗ヒスタグ抗体-HRPを用いたウエスタンブロッティン
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グにより確認した（図 1-3-1-3a）。ニッケルイオンを固定化したカラムでトラップされた

102-10 scFvは 200 mM イミダゾールを含む溶出液でそのほとんど溶出され、その分子量

も予想された全長約 28 kDaであった。 

金属キレート親和性カラムクロマトグラフィー精製により粗精製済みの変性 102-10 

scFv を 7.5 M に調整後、透析膜に封入して多段階透析による変性剤の除去を行い変性

102-10 scFv の巻き戻しを行った。図 1-3-1-3b にその概略図を示す。この過程において、

巻き戻しを促すために外液のGdn濃度1 M以下では0.2 Mもしくは0.4 M Argを添加した。

最後に巻き戻し済みの 102-10 scFvのゲル濾過精製を行い、SDS-PAGE およびウエスタン

ブロッティングにより確認を行った結果、いずれも予想される全長約 28 kDaのシングルバ

ンドが得られたため（図 1-3-1-3c）、102-10 scFv最終精製品とした。 

続いて ELISAにより 102-10 scFvの活性確認を行った。102-10 scFvの抗原であるヒト

フィブリンを固相化したプレートに対する反応性を測定した。固相化プレートの陰性対照

にはフィブリンの前駆体であるヒトフィブリノーゲンおよび牛血清アルブミンを用いた。

さらに PBSを 102-10 scFvの陰性対象とした。102-10 scFvはヒトフィブリノーゲンおよ

び牛血清アルブミンよりもヒトフィブリンへ強い結合活性を示したがその S/N 比は低く、

102-10 scFv のヒトフィブリンへの親和性は想定していたものより低いものであった（図

1-3-1-4）。さらに最終的に得られたゲル濾過精製後の 102-10 scFv は大腸菌培養液 1l あた

り 30-160 g であった。担がんマウスでの生体イメージング実験には、マウス一匹当たり

50-300 g標識プローブの投与が必要であり、さらに in vitroでも様々な実験に使用するこ

とを考えると、実験に必要な十分量を準備にはかなりのコストを要する結果となってしま

った。大腸菌での発現量を増やすために 102-10 scFv を融合タンパクで発現させる系や培

地の検討、目的タンパク質の可溶性画分への発現を促すとされる低温発現誘導系も試みた

が、高純度の 102-10 scFv を十分に調製することができなかった。VHと VLの順番を入れ

替えることで scFv の発現量が変化することが一般的によく知られており、並行して VHと
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VLの順番を入れ替えた発現プラスミド、PelB-VL-(Gly-Gly-GlyGly-Ser)3-VH-(His)6-Cys を

構築し同様の実験を行ったが、順番を入れ替える前と比べて大きな変化は見られなかった。 

以上の結果より、今回試みたいくつかの大腸菌発現系で作製した 102-10 scFv は、親和

性が期待していたものよりも低く、いくつかの発現系を試してみたもののその調製コスト

が大きすぎると判断したため、大腸菌発現系による 102-10 scFv の調製と、それによるが

ん分子イメージングプローブ開発は、一旦中止することとした。 
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図 1-3-1-1 IgG抗体分子と Fab抗体分子の概念図。scFvは IgGの抗原結合部位である

Fv 領域の遺伝子配列をクローニングし、VHと VLをペプチドリンカーでつなぎ合わせ

た構造で、大腸菌発現系で作製可能。 

Fv region

Cloning & 
Expression

scFvIgG



28 

 

  

 

図 1-3-1-2 大腸菌による 102-10 scFvの発現誘導の条件検討。IPTG添加後の誘導時間

（1時間、6時間、24時間）と培養温度（28℃、37℃）の違いによる、それぞれの可溶

性および不溶性画分の 102-10 scFv 発現を、抗ヒスタグ抗体-HRP のウエスタンブロッ

ティングにより検出・確認した。M; 分子量マーカー、P; ヒスタグポジコン。a-dが 28℃

振とう培養で異なる IPTG濃度 a; 0 mM、b; 0.1 mM、c; 0.5 mM、d; 1.0 mMでの、e-h

が 37℃振とう培養で異なる IPTG濃度 e; 0 mM、f; 0.1 mM、g; 0.5 mM、h; 1.0 mMで

の発現誘導。赤色三角で示した位置が 102-10 scFvと推定されるバンド。 
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図 1-3-1-3 大腸菌で発現させた 102-10 scFvの単離、巻き戻し、精製。 

（説明文の続きは次ページへ） 
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  （図 1-3-1-3説明文の続き） 

（a）102-10 scFv を発現誘導した大腸菌の不溶性画分をヒスタグ精製した各画分の

SDS-PAGE（左）と抗ヒスタグ抗体-HRPによるウエスタンブロッティング（右）。それ

ぞれの画分は次の通り、Pr; プレカラム、FT; 素通り、W; ウォッシュ、1; 10 mM イ

ミダゾール溶出、2; 200 mM イミダゾール溶出、3; 500 mM イミダゾール溶出、P; ヒ

スタグポジコン。赤色三角で示した位置が 102-10 scFvと推定されるバンド。（b）変性

102-10 scFv の多段階透析による巻き戻し実験の概要図。透析に膜に封入した変性

102-10 scFvを封入量の 50倍容量以上の外液に浸し、外液のグアニジン濃度を段階的に

引き下げることにより、変性 102-10 scFvを活性のある立体構造に巻き戻した。1 M 以

下のグアニジン透析過程においては、アルギニンを添加することで 102-10 scFvの巻き

戻しの最適化を図った。（c）巻き戻し済み 102-10 scFvをゲル濾過精製後の SDS-PAGE

と抗ヒスタグ抗体-HRPによるウエスタンブロッティング。左は PVDF膜転写後の CBB

染色の、右はウエスタンブロッティングの結果をそれぞれ示す。scFv; ゲル濾過精製後

の 102-10 scFv 画分、P; ヒスタグポジコンをそれぞれ表す。赤色三角で示した位置が

102-10 scFvと推定されるバンド。すべてのサンプルは還元状態で電気泳動した。 
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図 1-3-1-4 102-10 scFvの ELISAによる活性確認。固相化したヒトフィブリン、ヒト

フィブリノーゲン、およびウシ血清アルブミンに対する 102-10 scFvの結合能を測定し

た。PBS溶液を 102-10 scFvの陰性対照とした（n = 2）。 
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1-3-2 102-10 Fabの作製と活性確認 

 次に、低分子化抗不溶性フィブリン抗体として 102-10 Fab の作製を討した。精製した

102-10 IgG を固定化パパイン処理、プロテイン Aによる Fc 部分の除去、および分子ふる

いクロマトグラフィーにより単離・精製して 102-10 Fab を作製した（図 1-3-2-1a）。

SDS-PAGEにより精製した 102-10 IgGと 102-10 Fabの純度とサイズを確認した結果、非

還元状態の 102-10 IgG は約 150 kDa の位置に主要な一つのバンドが認められ、同状態の

102-10 Fabは 50 kDa弱の位置に主要なバンドが認められた（図 1-3-2-1b）。102-10 Fab

は主要なバンドより高分子側にマイナーバンドが確認されたが、102-10 IgGは糖鎖修飾さ

れた軽鎖の存在が確認されており、糖鎖修飾の不均一性に起因するマイナーバンドである

と推察された。一方還元状態においては、102-10 IgGは約 50 kDaの重鎖と約 25 kDaの

軽鎖が、102-10 Fabは約 25 kDaの重鎖および軽鎖がそれぞれ主要なバンドとして確認さ

れ、102-10 IgGおよび 102-10 Fabともに 25~30 kDa付近に前述の糖鎖修飾された軽鎖に

よるマイナーバンドが確認された。すべてのサンプルにおいて本研究において問題のない

純度であると判断し、以降の実験に用いた。 

 102-10 IgGおよび 102-10 Fabの結合活性を ELISAにより測定した。前述の通り 102-10 

IgGのエピトープ配列は脊椎動物において広く保存されており、実験的にマウスフィブリン

にも交差反応することを既に実験的に証明済みである 46。本研究でもヒトフィブリンとマウ

スフィブリンに対するそれぞれの結合活性を測定し、且つヒトとマウスそれぞれの、フィ

ブリンの前駆体であるフィブリノーゲンに対する反応性も確認した。図 1-3-2-2に示すよう

に 102-10 Fabの結合能は 102-10 IgGのそれより劣るものの、ヒトとマウスそれぞれのフ

ィブリンに結合活性を保持していた。さらにそれぞれのフィブリノーゲンには結合活性を

示さなかった。以上の結果より、元の 102-10 IgGの親和性よりは劣るものの、ヒトとマウ

スのフィブリンへの結合活性を保持した 102-10 Fabを得られたものとし、以降の実験に用

いた。  
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図 1-3-2-1 IgG抗体分子と Fab抗体分子。（a）Fabは IgGの一部を構成し、IgGをパ

パイン処理することでFab断片が生じる。（b）102-10 IgGと 102-10 FabのSDS-PAGE。

それぞれの抗体溶液にβ-メルカプトエタノール（b-ME）を添加したものが還元状態、

非添加のものが非還元状態サンプルを示す。CBB 染色によりそれぞれのタンパク質を

検出した。 
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図 1-3-2-2 102-10 IgGと 102-10 Fabの ELISA。ヒトとマウスそれぞれのフィブリン

およびフィブリノーゲンに対する結合活性を確認し、102-10 IgG、102-10 Fabともに

フィブリンのみに結合活性を示した。陰性対照は PBS（n = 2）。 
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1-3-3 ヒトがん細胞株皮下移植モデルマウスによる評価 

 102-10 Fabプローブの生体内での挙動を調べるためには、動物実験でその腫瘍集積能や

生体分布を評価する必要がある。実験動物種にはほかの動物と比べ飼育管理が比較的容易

なマウスを選択した。今日様々な担がんモデルマウスが開発されているが、培養したヒト

がん細胞株をマウスの皮下へ移植する皮下移植モデルはその手技が最も簡便であるため、

まず皮下移植モデルを作製し、がん間質中の不溶性フィブリンを標的としたイメージング

プローブの評価が可能であるか確認した。がん細胞株には臨床で最も豊富な間質形成がみ

られる膵がんの細胞株である BxPC-3およびHPAF-IIと、同じく豊富ながん間質が形成さ

れるスキルス胃がん細胞株より派生した 44As3 を用いた。BxPC-3 は本研究室で皮下移植

においても若干の間質形成が認められていたことから選択した。HPAF-II は皮下移植と同

所移植モデルマウスで血液凝固関連因子であるトロンビン-アンチトロンビン複合体（TAT）

および D-ダイマーの上昇が報告されていたことから選択した 47。トロンビンの制御機構は

他にも存在するためトロンビン生成が必ずしもフィブリン形成を促すものではないが、血

漿中の TAT 濃度はトロンビン生成を反映し、血液凝固系の活性化を反映するものとされて

いる 48。また D-ダイマーはフィブリン分解産物の一つであり、これも血液凝固亢進状態を

反映する因子の一つである。44As3 は同所移植においては比較的豊富ながん間質が形成さ

れる報告があるため選択した 39。 

 それぞれのヒトがん細胞株を培養後、マウス一匹あたり BxPC-3と 44As3は 1 ×106 個、

HPAF-IIは 4 × 105 個をそれぞれ同一マウスの皮下に移植した。その後 13日間、担がんマ

ウスを飼育し腫瘍を成長させ、in vivoイメージング実験に用いた。102-10 Fabの挙動を追

跡するために、近赤外線蛍光プローブ、AF 750で 102-10 Fabを標識した 102-10 Fab-AF 

750 およびコントロール Fab-AF 750 を担がんマウスへ尾静脈投与した。102-10 Fab-AF 

750およびコントロールFab-AF 750ともにそれぞれに含まれる蛍光団は等量となるよう調

整後、マウスあたり 100 gを尾静脈投与した。それぞれのプローブを投与後 1時間、4時
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間、8時間、24時間で蛍光 in vivoイメージングを行った結果、すべての皮下腫瘍において

投与後 8時間までは腫瘍への集積が一定程度認められたが、102-10 Fab-AF 750の集積シ

グナルは病変部を描出するには小さく、コントロール Fab-AF 750との差もほとんど見られ

なかった（図 1-3-3-1）。生体投与直後から腎臓で強いシグナルが確認されたことから 102-10 

Fab-AF 750は腎排泄により体外へ尿路系で排泄されていることが示唆され、投与後 24時

間では全身で蛍光の著しい減衰が確認された。102-10 Fab-AF 750の腫瘍集積がほとんど

見られなかったのは、後述のその病理組織像および免疫組織化学染色からも推察されるよ

うに皮下移植モデルにより形成される腫瘍の特性がヒト腫瘍と異なり、ターゲットとなる

フィブリン沈着が著しく少ないことに起因すると考え、別の腫瘍モデルを検討することと

した。 
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図 1-3-3-1 各種ヒトがん細胞株を皮下移植担がんマウスへ 102-10 Fab-AF 750および

コントロール Fab-AF 750尾静脈投与後の in vivoイメージング。投与後 24時間までの

画像を示す。各種三角形のうち橙色がヒト胃がん細胞株 44As3、赤色がヒト膵がん細胞

株 BxPC-3、青色がヒト膵がん細胞株 HPAF-IIの皮下腫瘍形成部位をそれぞれ示す。最

も強い蛍光シグナルが認められるのは腎臓。 
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1-3-4 ヒト膵がん細胞株同所移植モデルマウスによる評価 

 皮下移植モデルより技術的な難易度が上がるが、ヒトがん細胞株あるいはヒト腫瘍塊を

その原発巣と同じ実験動物の臓器へ移植する同所移植モデルは、腫瘍局所の成長ホルモン

や間質細胞等が移植した腫瘍にとってより自然で、より本来に近いがん微小環境を反映す

ることが期待される 35。さらに HPAF-II の同所移植モデルマウスは、ヒトのがん患者のよ

うに血液凝固亢進状態にあることが報告されている 47。これらのことよりヒト膵がん細胞株、

HPAF-IIの同所移植モデルマウスが102-10 Fabによるがんイメージングのモデルマウスに

なりえるのではないかと考え、その担がんマウスを作製し in vivoイメージングを実施した。 

 培養したHPAF-IIを PBSで洗浄してから 50％ マトリゲルに懸濁後、5 × 105 個をマウ

スの膵臓へ移植した。HPAF-II同所移植マウスを 30日間飼育して腫瘍を成長させた後、そ

れぞれの蛍光団数を等しくした 90 g 102-10 Fab-AF 750およびコントロールFab-AF 750

を担がんマウスへ尾静脈投与した。それぞれの Fab を標識した AF 750 は近赤外線領域で

生体透過性が優れてはいる蛍光分子であるが、生体内深部の膵臓の腫瘍に存在する蛍光分

子を生体外から in vivoイメージングで観察することは困難であった。そのため皮下腫瘍の

場合と異なり、尾静脈投与 3時間後に各臓器を摘出し（図 1-3-4-1a）、蛍光 ex vivoイメー

ジングにより各 Fab プローブの臓器分布を観察した。腫瘍が形成されている膵臓の蛍光強

度は 102-10 Fab-AF 750およびコントロール Fab-AF 750投与マウスで、同程度に低い結

果となった（図 1-3-4-1b）。生体投与された Fab は主に尿路系で排泄されることが「1-3-3 

ヒトがん細胞株皮下移植モデルマウスによる評価」からも示唆されており、腎臓に強いシ

グナルが認められた。またその一部は肝臓のクッパー細胞により貪食され排泄されるため、

肝臓にもシグナルが認められたが、他の主要臓器である肺、心臓、胃、脾臓のいずれの臓

器にもシグナル強度に差異は見られなかった。腫瘍形成があった膵臓への 102-10 Fab-AF 

750集積がみられなかった原因の一つとして、皮下移植モデルと比較するとがん細胞を取り

巻く微小環境はより本来的なものに近いものの、同所移植モデルにおいても形成される腫
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瘍の特性がヒト腫瘍とはやはり異なり、後述するようにヒト膵がんと異なり腫瘍組織内で

の不溶性フィブリン沈着が形成されなかったことが主な原因と考えられる。以上の結果よ

り、さらにヒト膵がんに近い特性を持つ腫瘍モデルマウスを検討することとした。 
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図 1-3-4-1 ヒト膵がん細胞株同所移植モデルマウスと蛍光 ex vivoイメージング。（a）

HPAF-IIをヌードマウスへ同所移植 30日後の開腹により赤色破線で囲まれた腫瘍形成

を確認した。（b）同所移植 30 日後のモデルマウスへ Fab プローブを尾静脈投与し、3

時間後に実施した各臓器の蛍光 ex vivoイメージング。 

102-10 Fab-
AF 750

Control Fab-
AF 750

Tumour
(Pancreas)

Kidney

Liver

Stomach

Lung  Heart
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1-3-5 三重変異膵がん自然発症モデルマウスによる評価 

 ヒト膵がんにおいてがん原遺伝子の Kras およびがん抑制遺伝子の Trp53 はそれぞれ

90-95％および 75-80%と高頻度で変異していることが報告されている 49。これらの変異遺

伝子を膵臓で発現した膵がんモデルマウスは、ヒト膵がんと病理学的に非常に類似してい

ることが報告されている 36,42。さらに Krasと Trp53以外に起こる遺伝子変異および生化学

的性質なども類似しており、ヒト膵がんの性質と病態とよく反映したモデルとされている

36。そのため、これらの変異を有した遺伝子改変マウス（oncomice）が本研究に適している

のではないかと考えた。部位特異的組換えシステムの Cre-loxP システムで膵臓特異的に

KrasG12Dと Trp53R172Hを膵臓特異的に発現させるため、まず KrasG12Dと Trp53R172Hの遺

伝子の上流近傍に loxP 配列を組み込んだ（LSL-KrasG12Dおよび LSL-Trp53R172H）遺伝子

改変マウス 42、さらに膵臓の発生初期に発現する Ptf1aのタンパクコード領域をバクテリオ

ファージ P1 の Cre に置き換えた（Ptf1a-Cre）遺伝子改変マウスを準備した 43。次に

LSL-KrasG12D、LSL-Trp53R172Hおよび Ptf1a-Creそれぞれの遺伝子改変マウスを掛け合わ

せた LSL-KrasG12D；LSL-Trp53R172H；Ptf1a-Cre（KrasTrp53Ptf1a）三重変異マウスを作

製した（図 1-3-5-1）。KrasTrp53Ptf1aマウスの飼育・繁殖する過程で適宜マウスの膵臓（腫

瘍）を摘出し病理組織を確認した結果、本研究の飼育環境下で生後 8 週齢以内に膵管腺が

ん（pancreatic ductal adenocarcinoma; PDAC）をほぼ確実に発症しており、ex vivoイメ

ージング実験には 12 週齢以降のマウスを用いた。KrasG12Dと Trp53R172H は Ptf1a-Cre の

制御下で発現をするため、膵臓以外ではこれらの変異遺伝子は発現しない。発症した膵が

んが進行すると隣接する臓器への浸潤が認められた。まれに肝転移が認められた症例も存

在したが、そこに至るまでには数か月の期間を要した。本研究においてはすべての動物実

験を 21週齢以下の外観および行動に異常のないマウスで実施し、また開腹時に膵臓以外へ

のがんの浸潤および転移がないことを確認しており、膵臓以外の臓器への影響はないと判

断した（図 1-3-5-2a）。 
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 KrasTrp53Ptf1aマウスを用いて、予備的試験な 102-10 Fabイメージング実験を行い、

モデル動物として適しているか評価をした。それぞれ AF 750で標識した 102-10 Fabおよ

びコントロール Fab を準備し、それぞれに含まれる蛍光団数を等量に調整したのち、マウ

スあたり 90 gを尾静脈投与した。同所移植モデルの場合と同様、生体外観察である in vivo

イメージングではその蛍光を検出することができないため、投与 3時間後に ex vivoイメー

ジングを行った。腫瘍（膵臓）の蛍光強度はコントロール Fab-AF 750投与マウスと比較す

ると、102-10 Fab-AF 750投与マウスで明らかに強いシグナルが確認された（図 1-3-5-2b）。

予備実験であったため n = 1の結果であり、統計学的解析を行うことができなかったが、こ

れまでの皮下腫瘍モデルや同所移植モデルのとは明らかに異なる結果であった。またその

他の臓器に関しては、排泄経路に関与している腎臓や肝臓では予想された程度の生理的集

積がみられたが、その他の観察臓器ではほとんどシグナルが認められなかった。この結果

から、本研究においては膵がんを自然発症する KrasTrp53Ptf1aマウスを用いることが適し

ている可能性が高く、それぞれのモデルマウスの病理組織を観察することとした。 
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図 1-3-5-1 Cre-loxPシステムを用いたKrasTrp53Ptf1aマウスの変異遺伝子発現機構。

Cre 組換え酵素が膵臓のみで発現することにより、膵臓でのみ KrasG12D と Trp53R172H

が発現し、最終的に PDAC を自然発症する。黒三角は loxP 配列、赤四角は転写ストッ

プカセットをそれぞれ示す。それぞれのストップカセットが Cre組換え酵素の働きによ

り除かれ、下流の変異遺伝子が発現する。 

LSL-KrasG12D
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STOP KrasG12D
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Trp53R172H

WT Kras WT Kras

WT Trp53 WT Trp53
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図 1-3-5-2 KrasTrp53Ptf1aマウスと蛍光 ex vivoイメージング。（a）KrasTrp53Ptf1a

マウスを開腹して赤色破線で囲まれた腫瘍形成を確認した。（b）KrasTrp53Ptf1a マウ

スへそれぞれの Fab プローブを尾静脈投与し、3 時間後に各臓器の蛍光 ex vivo イメー

ジングを実施した。 
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1-3-6 各種モデルマウスの腫瘍組織像と不溶性フィブリン沈着 

 102-10 Fabプローブの集積がみられなかった皮下移植および同所移植モデルマウスと集

積が認められた膵がん自然発症 KrasTrp53Ptf1a遺伝子改変モデルマウスの腫瘍では、病理

組織学的にどのような相違があるのか、組織切片を観察比較することで確認した。ヒト膵

がん細胞株 BxPC-3 の皮下腫瘍組織、HPAF-II の同所移植腫瘍組織と KrasTrp53Ptf1a マ

ウスの腫瘍（膵臓）組織の凍結切片をそれぞれヘマトキシリン・エオジン（HE）染色後に

観察した。腫瘍組織はすべて膵がんモデルの腫瘍であり、比較対象としてヒト PDAC 組織

を観察した。また参考としてマウスおよびヒト正常膵臓も観察した。BxPC-3 皮下腫瘍は、

大部分のがん細胞とわずかな間質から組織されていた（図 1-3-6-1a）。ほかの一般的なマウ

スの皮下腫瘍組織と比較するとがん間質組織が形成されている部類ではあるが、ヒト

PDAC組織と比較するとその割合は極小であった。同所移植したHPAF-IIの腫瘍組織は腺

管構造を維持した高分化型の組織像を示した。がん間質も幾分形成されていたが、それで

もヒト PDAC よりはかなり少ないものであった（図 1-3-6-1b）。KrasTrp53Ptf1aマウスの

腫瘍（膵臓）組織は摘出時に正常膵臓と比較して硬化が認められ線維化が進んでおり、ま

たその組織像は腺管構造を維持した中-高分化型であり、がん間質が豊富に認められた。今

回検討した動物モデルの中ではヒト PDAC と組織学的に最も類似していた（図 1-3-6-1c）。

対象としたヒト PDAC は中分化型であり、がん間質組織が大部分を占め線維化が進んでい

た様子がうかがえ、その中に浸潤したがん細胞が散在していた（図 1-3-6-1d）。それぞれの

病理組織像はマウスおよびヒト正常膵臓とは著しく異なるものであった（図 1-3-6-1e およ

び f）。 

「序論」でも述べたとおり腫瘍組織の不溶性フィブリン形成はがん細胞の活動による微

小出血が原因の一つであると考えられる。形成された不溶性フィブリンは線溶系により分

解され、細胞外マトリックスの一種であるコラーゲンへ置換され、がん間質を形成する。

がん微小環境においてこのような生体反応が連続的に起きていると考えられることから、
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がん間質が豊富なものは、多くの不溶性フィブリンが形成されていると考えられる。その

検証も含め、引き続きそれぞれの組織の不溶性フィブリン沈着を免疫組織化学染色により

確認した。BxPC-3の皮下腫瘍では間質部分に若干の不溶性フィブリン沈着を認めたものの、

そもそもの間質割合が少ないこともあり、組織全体での不溶性フィブリン沈着はかなり少

ないものであった（図 1-3-6-2a）。同所移植した HPAF-IIの腫瘍組織では間質組織において

も不溶性フィブリンがほとんど検出されず、不溶性フィブリン陰性であった（図 1-3-6-2b）。

KrasTrp53Ptf1aマウスの腫瘍（膵臓）ではがん間質領域に不溶性フィブリン沈着が強陽性

に認められ（図 1-3-6-2c）、この程度や分布の様子はヒト PDACのそれと類似点が確認され

た（図 1-3-6-2d）。マウスおよびヒト正常膵臓では不溶性フィブリン沈着は認められなかっ

た（図 1-3-6-2eおよび f）。 

以上の結果から本研究で検討した限りではヒト PDAC と同様にがん間質が豊富な

KrasTrp53Ptf1aマウスの腫瘍組織では強い不溶性フィブリンの沈着が認められ、腫瘍組織

中でがん間質が占める割合が大きいほど不溶性フィブリン沈着も強くみられる傾向が認め

られた。蛍光 in vivoおよび ex vivoイメージングの予備実験の結果も勘案すると、102-10 

Fab プローブの集積がみられた KrasTrp53Ptf1a マウスの腫瘍組織は膵がん皮下移植腫瘍

組織および同所移植腫瘍組織とその特徴が異なり、ヒト PDAC にみられる豊富ながん間質

形成と強い不溶性フィブリン沈着などの特徴を有しており、本研究のモデルマウスとして

適していると判断し以降の実験へ用いることとした。
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図 1-3-6-1 各種がんおよび正常組織の HE染色による病理組織像。（a）ヒト膵がん細胞

株 BxPC-3 の皮下移植腫瘍組織。（b）ヒト膵がん細胞株 HPAF-II の同所移植腫瘍組織。

（c）膵がん自然発症 KrasTrp53Ptf1a マウスの腫瘍（膵臓）組織。（d）ヒト PDAC 組

織。（a）~（d）スケールバーは 200 mを表す。（e）マウス正常膵臓組織。（f）ヒト正

常膵臓組織。（e）~（f）スケールバーは 100 mを表す。 

a b 

c d 

e f 
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図 1-3-6-2 各種がんおよび正常組織の不溶性フィブリン染色組織像。（a）ヒト膵がん細

胞株 BxPC-3の皮下移植腫瘍組織。（b）ヒト膵がん細胞株 HPAF-IIの同所移植腫瘍組織。

（c）膵がん自然発症 KrasTrp53Ptf1a マウスの腫瘍（膵臓）組織。（d）ヒト PDAC 組

織。（e）マウス正常膵臓組織。（f）ヒト正常膵臓組織。それぞれの組織中の褐色斑点が

不溶性フィブリン沈着を示す。スケールバーは 100 mを表す。 

a b 

c d 

e f 
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1-4 考察 

 

 大腸菌発現系により作製を試みた 102-10 scFv は、不溶性画分からの変性剤による可溶

化および多段階透析法による巻き戻しにより、ヒトフィブリンに対する結合活性を有する

102-10 scFvを得ることができた。しかしながらその収量は当初想定していたものより少量

であった。当初は本研究でのがん分子イメージングプローブへの応用はもとより、抗がん

剤の腫瘍組織へ送達するパイロット分子としての研究開発も想定していたため、必要量を

確保するためのコストがかなり大きくなってしまうことが予想された。原因として 102-10 

IgG の VHおよび VLの遺伝子配列もしくはアミノ酸配列が大腸菌内で大量発現することに

不向きだった可能性、発現させた 102-10 scFv のアミノ酸一次配列や高次構造が今回の巻

き戻しの系に不向きだった可能性など、102-10 scFv配列に起因する特性が障壁となった可

能性が考えられる。一方 102-10 IgGから調製した 102-10 Fabはヒトおよびマウスフィブ

リンのみに反応する結合特異性を保持していた。さらに 102-10 IgGからの作製効率は 30％

程度で再現性があり、一般的に同手法で作製される Fab と遜色なく、本研究で見込まれる

使用量を調製するコストも対応できる範囲内であったため、がん分子イメージングプロー

ブへ応用することとした。 

 さらに動物モデルの検討においては、それぞれの研究目的に応じた担がんモデルマウス

選択の重要性を再認識するに至った。臨床検体ではさまざまな固形腫瘍においてその組織

内に不溶性フィブリン沈着がみられることが報告されているが 20,50、実験的に作られた多く

の担がんマウスモデルにおいてはヒトではがん間質が豊富に形成される膵がんでさえその

細胞株の異種移植モデルにおいてはがん間質の形成が乏しく 51、不溶性フィブリン沈着もほ

とんど見られないことが報告されている 18。今日までにさまざまな担がんモデルマウスが開

発されているが 35、その簡易さゆえ多くの実験系で用いられているヒトがん細胞株を免疫不

全マウス皮下に移植する皮下移植モデルでは、そのがん組織の大部分ががん細胞から構成
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されがん間質がほとんど存在せず、実際の臨床病理組織を反映していないことが多く 35、本

研究も例外ではなかった。本研究で検討した条件においては、膵がんを自然発症する遺伝

子改変モデル、KrasTrp53Ptf1aマウスではコントロール Fabと比較して 102-10 Fabプロ

ーブの明らかな腫瘍（膵臓）への集積が確認された。さらにそれぞれのモデルの腫瘍組織

像をHE染色で確認した結果、KrasTrp53Ptf1aマウスの組織像が示す腫瘍組織の不均一性

や豊富に存在するがん間質などの特徴が、ヒト PDACの示す組織像と非常に類似していた。

もとより膵がん自然発症遺伝子改変モデルマウスの腫瘍は時間をかけて発がん過程が進行

し、ヒト PDAC の生化学的特徴を模しているとされ、他の研究報告でもがん間質を標的と

した膵がん治療の研究開発に用いられているが 11,12,52、本研究においても適切なモデルマウ

スであると考えられた。KrasTrp53Ptf1aマウスで形成される腫瘍は、前述のような特性に

加えてヒトの難治性がんにみられるような、正常間質を侵しながら増殖していく攻撃的な

浸潤性の増殖による周辺組織を破壊する特性が、豊富ながん間質形成および不溶性フィブ

リン沈着をもたらしたのではないかと推察される。 

 今回検討した結果から、本研究では不溶性フィブリンを標的としたがん分子イメージン

グプローブ開発の基本骨格には 102-10 Fabを用い、また実験動物には KrasTrp53Ptf1aマ

ウスを用いて、がん間質の不溶性フィブリンを標的としたがん分子イメージングの概念実

証を行っていくこととした。 
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第二章 抗不溶性フィブリン 102-10 Fab によるがん分子イメ

ージング 

 

2-1 諸言 

 

 第一章で検討を行った結果、分子サイズ、生産性、親和性および生体分布など総合的に

考慮し 102-10 Fabが分子イメージングプローブとして有望であることが示唆され、さらに

動物実験によるその評価には PDAC を自然発症する遺伝子改変マウス、KrasTrp53Ptf1a

マウスが適切であることが示唆された。以上のことから構築した実験系を用いて、102-10 

Fab を基本骨格としたがん分子イメージングプローブの開発に向けて、さらなる検討を行

うこととした。 

 まずは 102-10 Fab の結合能について、ELISA 以外の方法でも確認をすることで多面的

にその評価を行った。次に KrasTrp53Ptf1aマウスに尾静脈投与した 102-10 Fabの腫瘍集

積性を評価し、さらに腫瘍組織内のフィブリン沈着のそれぞれの局在を観察することで

102-10 Fabの腫瘍集積性がフィブリンに対する結合特異的であるかどうかを調べた。最後

に毒性試験としてフィブリンゲル形成および分解や生体内の血液凝固関連因子に 102-10 

Fabが影響を及ぼすかどうかを調べた。 

以上の解析により 102-10 Fabのがん分子イメージング薬剤としての機能、適性の評価を

行った。 
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2-2 方法 

 

2-2-1 表面プラズモン共鳴解析 

 表面プラズモン共鳴（surface plasmon resonance; SPR）解析は Biacore T200（GEヘ

ルスケア）を用いて行った。102-10 IgG のエピトープ配列を含む合成ペプチド

（CNIPVVSGKECEEIIRHHHHHHW; 下線部がエピトープ配列）（シグマ）をリガンドと

して、10 mM 酢酸ナトリウム pH 5.5に懸濁し（終濃度 2 g/ml）、CM5センサーチップ（GE

ヘルスケア）にアミンカップリング法により固定化した（78.4 RU）。リファレンスセルは

活性化・ブロッキングセルとした。NBS-N緩衝液pH 7.4（GEヘルスケア）に懸濁した102-10 

IgGもしくは 102-10 Fab（終濃度 46.8-1,500 nM）をアナライトとし、25℃にてマルチサ

イクル法で測定した。相互作用測定の流速は 30 l/min、接触時間を 120秒間、解離時間を

120秒間とした。再生は 10 mM グリシン-塩酸緩衝液 pH 1.5（GEヘルスケア）で行い、

流速は 30 l/min、接触時間を 30秒間、安定化時間を 30秒間とした。解析は Biacore T200 

evaluation software, version 1.0（GEヘルスケア）にて Binding Model もしくは Bivalent 

Analyteにより実施した。 

 

2-2-2 腫瘍組織内の 102-10 Fab分布とフィブリン沈着のそれぞれの局在観測 

 腫瘍組織内での 102-10 Fab およびコントロール Fab の局在観察のために、それぞれの

Fabを Alexa Fluor 647 Antibody Labeling Kit（サーモフィッシャーサイエンティフィッ

ク）により蛍光分子 Alexa Fluor（AF） 647で標識した 102-10 Fab-AF 647およびコント

ロール Fab-AF 647を準備した。また腫瘍組織内のフィブリン沈着を蛍光免疫組織化学染色

で確認するために同様のラベリングキットを使用し、102-10 IgG-AF 488を準備した。 

 それぞれに含まれる AF 647の分子数を等量に調整した 102-10 Fab-AF 647 およびコン

トロール Fab-AF 647 を、それぞれ 270 g ずつ KrasTrp53Ptf1a マウスおよび
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C57BL/6JJms正常マウス（日本 SLC）に尾静脈投与した。投与 3時間後に「1-2-14 蛍光

ex vivo イメージング」と同様の手順で腫瘍（膵臓）あるいは正常膵臓を摘出後、「1-2-11 

病理組織凍結切片作製とヘマトキシリン・エオジン染色」で述べた方法に従い、冷アセト

ン（和光純薬工業）固定まで行った。その後 5％ スキムミルク（ベクトン・ディッキンソ

ン）で30分間ブロッキングし、続いて5％ スキムミルクで終濃度1 g/mlに希釈した102-10 

IgG-AF 488 を用い、4℃で一晩もしくは室温で 1 時間抗体反応を行った。最後に 1 g/ml 

DAPIで核を対比染色し、Fluoromount G（SouthernBiotech）で封入後、バーチャルスラ

イドシステム VS120（オリンパス）で蛍光観察した。 

 

2-2-3 フィブリンゲル濁度測定 

 フィブリンゲル形成および分解反応は Kim et al.が考案した方法 53に若干の変更を加え

た方法で測定した。 

フィブリンゲル形成反応の測定は、2.0 mg/ml フィブリノーゲン（シグマ）、5 mM CaCl2

（和光純薬工業）、0.01% Tween 80（MP Biomedical）および 0.5 NIH unit/ml トロンビ

ン（シグマ）で調製したゲル形成反応液に 10 g/ml 102-10 Fabあるいはコントロール Fab

を添加してHBS pH 7.4で 100 lとした反応系を 96ウェルプレート（コーニング）上で反

応系を作製した。続いて 37℃でフィブリンゲル形成に伴う濁度の上昇を、吸収波長 350 nm

の変化を分光光度計、スペクトラマックスパラダイム（モレキュラーデバイス）で毎分測

定することにより観測した。陰性対照としてフィブリンゲル形成反応系に Fab の代わりに

トロンビン阻害剤として 0.3 unit/ml アンチトロンビン III（商品名；アンスロビン、CLS

ベーリング）を添加した。 

 フィブリンゲル分解反応は、上記ゲル形成反応液に 0.2 M プラスミノーゲン（Enzyme 

Research Laboratories）と 0.3 nM 組織型プラスミノーゲン活性化因子（Technoclone）し

て HBS pH 7.4で 100 lとし、ゲル形成反応後に連続して分解反応が進む系を作製した。
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この反応系に 10 g/ml 102-10 Fabあるいはコントロール Fabを添加し、陰性対照として

線溶系阻害剤の 0.1 M 2-プラスミン阻害剤（Hematologic Technologies）、2.0 ng/ml プ

ラスミノーゲン活性化因子阻害剤-1（Prospec）を添加して 37℃で波長 350 nmの吸光度変

化を分光光度計、スペクトラマックスパラダイム（モレキュラーデバイス）で毎分測定し

た。 

 

2-2-4 マウス血小板の調製 

 マウス血小板の調製は Goodall et al.が報告している方法 54に若干の変更を加えた方法で

行った。27ケージニードル付シリンジ（テルモ）を用いて深麻酔下のマウス心採血を行い、

0.5-1.0 mlの新鮮全血を、200 l 20 U/ml ヘパリン（田辺三菱製薬）に懸濁した。500 × g

で 5 分間遠心分離後、中-上層の血小板を含む画分として回収した。その後さらに 300 × g

で 8 分間遠心分離後、上層の血小板を含む画分を回収し、0.5 M プロスタサイクリン

（Cayman Chemical）を添加した。1,300 × g で 8 分間遠心分離後、血小板沈殿を 1 ml 

B.E.PBS（2 mM EDTA（ロシュ）、0.1% BSA（同仁化学研究所）含有 PBS）に懸濁し、

0.02 U/ml アピラーゼ（New England BioLabs）および 0.5 M プロスタサイクリンを添

加し、37℃で 5分間静置した。続いて 1,300 × gで 5分間遠心分離後、再び血小板沈殿を 1 

ml B.E.PBSに懸濁し、0.02 U/ml アピラーゼおよび 0.5 M プロスタサイクリンを添加し、

37℃で 5分間静置した。再度 1,300 × gで 5分間遠心分離後、血小板沈殿を 0.5 ml B.E.PBS

に懸濁し、0.02 U/ml アピラーゼおよび 0.5 M プロスタサイクリンを添加し、37℃で 30

分間静置後のサンプルをマウス血小板溶液とした。低温刺激で血小板は活性化するため、

上記の操作は全て室温あるいは 37℃で行った。 

 

2-2-5 フローサイトメトリーによる活性化血小板測定 

 調製した 1 × 106 個マウス血小板を 100 l B.E.PBSに懸濁し、1 g/ml 抗マウス CD41 
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FITC（eBioscience）、2 g/ml 抗ヒト/マウス CD62P APC（eBioscience）、1 NIH unit/ml 

トロンビン（シグマ）を適宜添加し、室温で 15分間静置した。それぞれの標識済み抗体の

添加量は添付文書に従った。その後、1 ml B.E.PBS添加による反応停止および洗浄後、1,300 

× gで 5分間遠心分離し、沈殿を 0.5 ml B.E.PBSに懸濁した。最後にセルストレーナーキ

ャップ付きラウンドチューブ（ファルコン）でろ過後、フローサイトメーターAria II（ベ

クトン・ディッキンソン）で測定を行った。 

 

2-2-6 血液凝固関連因子検査 

 血小板数については心採血したマウス全血に 0.1% EDTA を添加し、4℃で保存および輸

送を行い外部検査受託機関（LSIメディエンス）により、セルパック（シスメックス）およ

び XT-2000iV（シスメックス）を用いた電気抵抗検出法にて測定した。APTT、PTおよび

フィブリノーゲンについては心採血したマウス全血に 0.32% クエン酸ナトリウム（和光純

薬工業）を添加した後、4℃、1,200 × gで 30分間、遠心分離後、得られた上清を血漿画分

として－20℃で保存および輸送を行い外部受託機関（LSI メディエンス）にて、上記検査

項目を測定した。APTTはヒーモスアイエル・シンサシル・APTT（アイ・エル・ジャパン）

を用いた散乱光測定法により、PTはヒーモスアイエル・リコンビプラスチン（アイ・エル・

ジャパン）を用いた散乱光分析法により、フィブリノーゲンはヒーモスアイエル・フィブ・

C（II）（アイ・エル・ジャパン）を用いた透過光測定法により測定した。それぞれの測定

機器には ELITE PRO（アイ・エル・ジャパン）を使用した。すべての測定は独立した 3

回の実験サンプルを用いて行った。 

 

2-2-7 統計解析 

 二群間の値を比較した ex vivo蛍光イメージングによる 102-10Fab-AF 750とコントロー

ル Fab-AF 750の腫瘍集積性の比較（図 2-3-2-3）および 102-10 Fabおよびコントロール
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Fab投与マウスの血液凝固関連因子検査値比較（表 2-3-5）の統計処理にはスチューデント

の t検定を用い、P値（両側確率）により有意差の有無を判断した。 
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2-3 結果 

 

2-3-1 102-10 Fabの作製と表面プラズモン共鳴解析による結合能評価 

 精製した 102-10 Fabを分子イメージングプローブとして用いるに先立ち、ヒトとマウス

のフィブリンに対する結合活性をELISAでの確認に加え別の実験方法でも確認するために、

SPR解析を行った。102-10 IgGの抗原となるフィブリンは不溶性タンパク質であるが、通

常 SPR解析の対象となるタンパク質相互作用は通常は双方が可溶性タンパクであり、一方

が不溶性タンパクに対する解析を行った報告は未だなく、その有用性も明らかとなってい

ない。これまでの研究により 102-10 IgGのエピトープ配列は既に明らかとなっているため

20、可溶性のエピトープペプチドを合成しそのペプチドに対する相互作用を測定した。この

場合も算出される KD値が 102-10 IgG および 102-10 Fab の真の抗原である不溶性フィブ

リンに対する結合活性をそのまま示すものではないとは推察されるが、結合活性の参考値

にはなりうると考え実施した。リガンドに 102-10 IgGのエピトープ配列を含む合成したペ

プチドを用い、リファレンスセルは活性化・ブロッキングセルとし、アナライトは

46.8~1,500 nMで 6段階に希釈した 102-10 IgGもしくは 102-10 Fabとして SPR解析を

行った。102-10 IgGおよび 102-10 Fabともにエピトープペプチドに対する結合活性を示

した（図 2-3-1-1）。それぞれ独立した実験を 3 回ずつ行い、それぞれの KD値を算出した。

それぞれのKD値を1:1 Binding Modelで解析した場合、102-10 IgGは7.63 ± 1.40 × 10-8 M、

102-10 Fabは 2.60 ± 0.23 × 10-7 Mを示した。102-10 IgGについては Bivalent Analyteも

実施し、その場合の KD値は 3.13 ± 0.46 × 10-7 Mであった。以上の結果より SPR解析にお

いても 102-10 IgGと比較すると親和性の低下がみられるもの 102-10 Fabは結合活性を保

持していることが示唆された。  
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図 2-3-1-1 SPR解析によるエピトープに対する 102-10 IgGおよび 102-10 Fabそれぞ

れの結合活性測定。エピトープペプチドをリガンド（78.4 RU）、抗体をアナライト（46.8、

93.7、187.5、375、750、1500 nM）として解析した。 

102-10 IgG

102-10 Fab
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2-3-2 三重変異膵がん自然発症モデルマウスによる 102-10 Fabの腫瘍集積と生体内分布 

 本論文中の「1-3-5 三重変異膵がん自然発症モデルマウスによる評価」および「1-3-6 各

種モデルマウスの腫瘍組織像と不溶性フィブリン沈着」において、KrasTrp53Ptf1aマウス

が本研究のモデル動物として有望であることが示唆されたため、この動物モデルで蛍光標

識 102-10 Fabプローブによる腫瘍イメージングを行った。 

まず作製した 102-10 Fabを分子イメージングプローブとするために、102-10 Fab中の

一級アミンである Lys残基を標的とする NHSエステル修飾により、生体透過率の高い近赤

外領域の蛍光分子 AF 750で標識した。この Lys残基を標的とした蛍光標識前後で 102-10 

Fabの親和性と特異性に影響があるかどうかを ELISAにより測定した。ELISAプレート

上に GSTタグを付加した 102-10 IgGのエピトープペプチドを固定化し、陰性対照として

GSTタグのみを固定化したものとの比較により、その結合活性を測定した。その結果、蛍

光分子 AF 750の標識前後の 102-10 Fabはともに GSTタグ付加エピトープペプチドに同

程度に結合し、GSTタグのみには反応性を示さなかった（図 2-3-2-1）。この結果より、ア

ミノ基を標的とした蛍光分子 AF 750修飾の有無による 102-10 Fabの活性変化はないこと

が確認された。 

続いてこの蛍光標識した 102-10 FabをKrasTrp53Ptf1aマウスおよびコントロールとし

て正常マウスに投与して、腫瘍（膵臓）とほか主要臓器への生体内分布を蛍光イメージン

グ装置により観察した。尾静脈投与したプローブは、それぞれ 102-10 Fab-AF 750とコン

トロール Fab-AF 750に含まれる蛍光分子数が等量となるよう調整し、マウス一匹当たり

90 gとした。各臓器の蛍光強度は、尾静脈投与 3時間後および 24時間後に深麻酔下で生

理食塩水による潅流を行った後に、各臓器を摘出して ex vivoイメージングにより観察した。

その結果、102-10 Fab-AF 750は KrasTrp53Ptf1aマウスの腫瘍（膵臓）に投与後 3時間

で顕著に集積性を示したが、コントロール Fab-AF 750で集積性がほとんど見られず（図

2-3-2-2a）、予備検討として実施した「1-3-5 三重変異膵がん自然発症モデルマウスによる
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評価」の再現性を確認することができた（n = 3）。KrasTrp53Ptf1aマウスへ Fab-AF 750

投与後 3時間では腎臓と肝臓への集積も認められるが、この二臓器は体外への排泄に関わ

る臓器である。生体内へ投与された外因性の物質はおおよそ分子量 60 kDaを境に、低分子

は腎臓の腎糸球体濾過により尿経路で、高分子は肝臓の類洞のクッパー細胞の貪食により

糞便経路で排泄される。分子量が約 50 kDaである Fabは主に尿経路により、一部は糞便

経路で排泄されるため、腎臓と肝臓に生理的集積が認められたが、そのほかの主要臓器で

ある肺、心臓、胃、脾臓での非特異的な集積は観察されなかった。さらにこの集積は 102-10 

Fab-AF 750、コントロール Fab-AF 750ともに投与後 24時間ではほとんど確認されず、

その大部分が生体内から排出されたものと推察された。一方正常マウスへ投与されたそれ

ぞれの蛍光標識 Fabは投与後 3時間でも膵臓への集積は認められず、膵臓への非特異的集

積もないことが確認された（図 2-3-2-2b）。腎臓や肝臓への生理的集積の程度は

KrasTrp53Ptf1aマウスの場合と同様であった。 

KrasTrp53Ptf1aマウスの投与後 3時間の蛍光 ex vivoイメージング画像を画像解析ソフ

ト ImageJで解析、定量化し、102-10 Fab-AF 750とコントロール Fab-AF 750の各臓器に

おける蛍光強度を比較した。KrasTrp53Ptf1aマウスに形成される腫瘍は膵臓に散在的に発

生し、膵臓全体へ浸潤していくと考えられる。その進行過程は個体差もあるが、これまで

生後 8週でほとんどすべてのマウスにおいて病理組織像では腫瘍形成が確認されたが、開

腹して膵臓を目視で確認しても外観からは腫瘍が形成されている部位と正常膵との区別が

難しいものも存在した。そのためそれぞれの蛍光強度を定量化するための関心領域は、取

り出した膵臓全体を含む領域とした。また、AF 750は近赤外領域の蛍光であるが、検出で

きる生体深度は数mm程度である。それぞれの臓器の厚みは異なるため、異なる臓器間で

の比較は困難であるが、102-10 Fab-AF 750とコントロール Fab-AF 750をそれぞれ投与

したマウスの同一臓器間での比較は可能であると判断した。102-10 Fab-AF 750投与マウ

スの腫瘍（膵臓）の蛍光強度はコントロール Fab-AF 750投与マウスのそれと比較して、有
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意に高かった（図 2-3-2-3）、P < 0.05。肝臓への集積はコントロール Fab-AF 750が若干高

かったものの有意差はなく、ほかの臓器においても 102-10 Fab-AF 750とコントロール

Fab-AF 750の集積量に有意差は見られなかった。以上より蛍光 ex vivoイメージングにお

いて、102-10 Fab-AF 750 は投与後 3時間で KrasTrp53Ptf1aマウスの腫瘍（膵臓）へ集

積し、十分なコントラストを形成した。また投与後 24時間でそのほとんどが体外へ排出さ

れ、他の正常臓器への異常あるいは非特異的な生理的集積も認められなかった。 
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図 2-3-2-1 ELISA による蛍光分子 AF 750標識前後での 102-10 Fabの GSTタグ付加

エピトープペプチドに対する結合活性測定（n = 2）。 
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図 2-3-2-2 102-10 Fab-AF 750およびコントロール Fab-AF 750による蛍光 ex vivoイ

メージング。（a）KrasTrp53Ptf1a マウスへ Fab 投与後 3 時間および 24 時間と、（b）

正常マウスへ Fab投与後 3時間の各臓器の蛍光観察写真。 
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図 2-3-2-3 KrasTrp53Ptf1a マウスに 102-10 Fab-AF 750 もしくはコントロール

Fab-AF750投与後3時間の各臓器の蛍光ex vivoイメージング画像を定量化したグラフ。

灰色が 102-10 Fab-AF 750の、白色がコントロール Fab-AF 750の標準偏差付加平均蛍

光強度を示す（n = 3）；*P < 0.05。 
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2-3-3 マウス膵がん組織における 102-10 Fabとフィブリン沈着の局在 

 102-10 Fab-AF 750の KrasTrp53Ptf1aマウスの腫瘍（膵臓）への集積が、102-10 Fab

が腫瘍内のフィブリン沈着に結合した集積に起因するものであることを確かめるために、

腫瘍組織内での投与した 102-10 Fabと不溶性フィブリン沈着のそれぞれの分布、局在を蛍

光免疫組織化学染色により確認した。蛍光免疫組織化学染色の観察に用いたバーチャルス

ライドシステム VS120では ex vivoイメージング実験で使用した近赤外線蛍光分子の AF 

750が観察できないため、AF 750より短波長の AF 647で、102-10 Fabおよびコントロー

ル Fabを標識した。AF 647で標識したそれぞれ 270 g Fab-AF 647を KrasTrp53Ptf1a

マウスへ尾静脈投与し、投与後 3時間で腫瘍（膵臓）を摘出し、凍結組織切片を観察して

それぞれの Fabの腫瘍内分布を確認した。同時に AF 488で蛍光標識した 102-10 IgGで組

織内の不溶性フィブリン沈着を染色し、多重染色により生体投与後 3時間の 102-10 Fab-AF 

647およびコントロール Fab-AF 647の局在との比較を行った。生体投与された 102-10 

Fab-AF 647はマウス PDAC の間質部分への強い集積が確認され、その集積が認められた

間質部分には、強い不溶性フィブリン沈着も確認された（図 2-3-3-1）。コントロール Fab-AF 

647を投与されたマウス PDACにも間質部分にフィブリン沈着が強陽性に認められたが、

コントロール Fabの集積はほとんど認められなかった。この二つのマウス PDACは HE染

色像を見る限りにおいては、顕著な病理組織学的な違いは認められなかった。 

 この 102-10 Fab-AF 647 のがん間質への集積および組織内の不溶性フィブリン沈着が、

マウス正常膵臓で確認されるかを、正常マウスにて同様の実験を行い確認した。図 2-3-3-2

に示されるように正常膵臓の凍結組織切片においては、生体投与された 102-10 Fab-AF 647

およびコントロール Fab-AF 647ともに確認されず、組織内のフィブリン沈着も認められな

かった。HE組織像は通常のマウス正常膵臓にみられる所見と同様であった。 

 これらの結果より、生体内へ投与された 102-10 Fabは投与後 3時間で腫瘍組織内の不溶

性フィブリン沈着を標的として能動的に集積し、その局在は腫瘍組織内のフィブリン沈着
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と非常によく一致することが示された。マウス正常膵臓では同様の現象は見られず、102-10 

Fabが不溶性フィブリン存在部位に特異的に集積していることが示された。 
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図 2-3-3-1 KrasTrp53Ptf1aマウスへ 102-10 Fab-AF 647投与後 3時間で腫瘍（膵臓）

を摘出し、凍結組織切片での投与した 102-10 Fab-AF 647と組織内の不溶性フィブリ

ン沈着局在の観察像。青色が DAPI 染色された核、赤色が尾静脈投与した 102-10 

Fab-AF 647、緑色が不溶性フィブリン沈着、黄色が 102-10 Fabと不溶性フィブリン沈

着の共局在箇所をそれぞれ表す。スケールバーは 100 mを表す。 

Injected Fab-AF 647
+ DAPI

Fibrin + DAPI

Merged

HE

102-10 Fab Control Fab

KrasTrp53Ptf1a mouse
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図 2-3-3-2 正常マウスへ 102-10 Fab-AF 647投与後 3時間で膵臓を摘出し、凍結組織

切片での投与した 102-10 Fab-AF 647と組織内の不溶性フィブリン沈着局在の観察像。

青色が DAPI染色された核、赤色が尾静脈投与した 102-10 Fab-AF 647、緑色が不溶性

フィブリン沈着、黄色が 102-10 Fabと不溶性フィブリン沈着の共局在をそれぞれ表す。

スケールバーは 100 mを表す。 

102-10 Fab Control Fab

Injected Fab-AF 647
+ DAPI

Fibrin + DAPI

Merged

HE

Normal mouse
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2-3-4 102-10 Fabのフィブリンゲル形成および分解への影響 in vitro試験 

 血液凝固とがんの関連性は古くから知られており、抗血液凝固剤や血液凝固関連因子に

対する抗体を用いたがん治療法の研究開発もこれまでに数多く行われている 55-59。血液凝固

系および線溶系はそれに関わる因子が非常に多く、複雑なカスケードにより制御されてい

る。そのためそれらの治療薬剤を臨床応用する場合には、正常な血液凝固および線溶反応

を阻害し、出血傾向や血栓症発症などを含む有害事象が起きないかどうかについて、細心

の注意を払う必要がある。本研究で用いている抗不溶性フィブリン 102-10 Fabもその後の

臨床応用を見据えているため、血液凝固および線溶系に及ぼす影響を評価すべきであると

考えた。 

 まずは in vitroの実験系で、血液凝固系を模したフィブリンゲルの形成および線溶系を模

したフィブリンゲルの分解に 102-10 Fabが影響するかどうかを調べた。初めに 96ウェル

プレート内でフィブリノーゲンにトロンビンを加えフィブリンゲルが形成される過程が、

102-10 Fabの有無により変化するかどうかを継時的濁度測定により確認した。102-10 Fab

プローブの臨床応用を想定しているPET/SPECTイメージングは非常に高感度であるため、

生体への投与量は治療用の抗体医薬品と比較して微量でよい。既に臨床試験が実施されて

いるトラスツズマブで治療中の患者さんに対する[64Cu]-DOTA-Trastuzumabによる PET

イメージングでは、通常治療量の 1/100以下に相当する[64Cu]-DOTA-Trastuzumabを生体

内へ投与してイメージングを実施している 60,61。本研究においてはその数倍量を投与量の目

安とし、102-10 Fabの添加量は終濃度 10 g/mlとした。フィブリノーゲンはカルシウムイ

オン存在下でトロンビンにより限定分解を受けフィブリンゲルへと化学変化するが、トロ

ンビンの阻害剤であるアンチトロンビン III（AT III）の添加時には薄くもろいフィブリン

ゲルの形成が確認された。一方、102-10 Fabあるはコントロール Fab添加時のフィブリン

ゲル形成は PBS添加時のそれとほとんど変わらないものであった（図 2-3-4-1a）。次に、

同様の実験系にて 102-10 Fabの有無でフィブリンゲル分解過程に変化があるかを調べた。
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プラスミノーゲン（PLG）と組織型プラスミノーゲン活性化因子（tPA）をフィブリンゲル

形成測定で調製した反応液に加え、フィブリンゲル形成反応に引き続き分解反応が起きる

系の濁度の継時変化が 102-10 Fabの有無により変化するかを確認した。陰性対照群にはプ

ラスミノーゲンから生成されるプラスミンの阻害剤である2-プラスミン阻害剤と、tPAの

阻害剤であるプラスミノーゲン活性化因子阻害剤-1（PAI-1）を添加した。これら二つの阻

害剤添加ウェルではフィブリンゲル分解の時間延長がみられたが、102-10 Fabおよびコン

トロールFab添加時のフィブリンゲル分解反応はPBS添加時のそれとほぼ変わらないもの

であった（図 2-3-4-1b）。以上の結果より、in vitro実験系においてフィブリンゲルの形成

および分解反応にも 102-10 Fabは影響を及ぼさないことが示唆された。 
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図 2-3-4-1 102-10 Fabのフィブリンゲル形成および分解への影響。（a）フィブリノー

ゲン、トロンビン、CaCl2、Tween 80の混合液に PBS、102-10 Fab、コントロール Fab

もしくは陰性対照としてトロンビン阻害剤の AT IIIを添加後、濁度の継時変化を測定し

フィブリンゲル形成を観測した。（b）フィブリンゲル形成の反応液にさらに PLG、tPA

を加えてゲル形成後に連続して起こる分解反応を、吸光度測定により観測した。分解反

応の陰性対照として線溶系阻害剤の2-PIおよび PAI-1を添加した（n = 4）。 

○ PBS
■ 102-10 Fab
● Control Fab
◇ AT III

○ PBS
■ 102-10 Fab
● Control Fab
△ 2-PI and PAI-1

a a 

b 
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2-3-5 102-10 Fabの血液凝固系への影響 in vivo試験 

 これまでに複数の抗フィブリン抗体開発の報告があるが、そのうちのいくつかは抗体の

存在下でフィブリンゲル形成反応が遅滞するあるいは阻害されることが示されている 62,63。

このような既報から、抗フィブリン抗体の臨床応用を目的とする本研究の場合、in vivoに

おける血液凝固系に対する影響についても評価する必要がある。生体防御反応のひとつで

ある血液凝固においては、血管壁が傷つけられるとさまざまな刺激やシグナルにより血小

板が活性化、凝集し損傷部位をふさぐ一次止血と、引き続き起こる血液凝固カスケードに

より形成されるフィブリン網により凝集した血小板を覆って強固にする二次止血とが存在

する。一次止血反応で中心的な役割を担う血小板の活性化および二次止血反応の指標とし

て血液凝固関連因子の検査値が 102-10 Fabの投与により変化があるかどうかを in vivoの

実験系で検討した。 

 血液中の血小板は膜貫通型糖タンパクである CD41（GPIIb）をその表面に発現しており、

またトロンビンや ADP により活性化した血小板は顆粒中にある CD62P（P-セレクチン）

が膜表面に移動、出現する 54。102-10 Fabを投与したマウス全血から血小板を豊富に含む

画分を調製後、CD41 を血小板マーカーとして、CD62P を活性化血小板マーカーとしてフ

ローサイトメトリーで解析することで、102-10 Fabの影響を評価した。102-10 Fabもしく

はコントロール Fabをマウスあたり 20 g尾静脈投与し、ex vivoイメージング実施と同じ

タイミングの投与 3 時間後に採血した血液から血小板画分を調製し、フローサイトメトリ

ー解析を行った。102-10 Fab投与マウスおよびコントロール Fab投与マウスから調製した

血小板画分は、そのほとんどが CD41陽性であったが、CD62Pは陰性であった（図 2-3-5-1a

および c）。つまりそれぞれの Fab投与マウスの血液から得られた血小板は休止状態にある

ことが示された。得られた血小板画分が活性化能を保持していることを確認するために、

それぞれの血小板画分にトロンビンを添加して同様のフローサイトメトリー解析を行った。

その結果、どちらの血小板画分もトロンビンの作用により CD62P陽性画分の上昇が確認さ
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れた（図 2-3-5-1b および d）。これらの結果を一元比較すると、102-10 Fab およびコント

ロール Fab 投与後 3 時間のマウス血小板は血小板が同程度に休止状態にあり、且つトロン

ビン添加による活性化も同程度であったことから（図 2-3-5-1e）、102-10 Fabによる血小板

活性化に及ぼす影響は見られなかった。 

 さらに 102-10 Fabおよびコントロール Fab投与マウス血液の血小板数、活性化部分トロ

ンボプラスラスチン時間（activated partial thromboplastin time; APTT）※1、プロトロン

ビン時間（prothrombin time; PT）※2およびフィブリノーゲン濃度を測定することで、二

次止血の主要な機構である血液凝固系へかかる影響があるかを調べた。これらの検査は臨

床現場でも行われ、血液凝固系異常の判断にも使われている検査項目である。臨床での血

液凝固検査項目はもっと多数あるが、マウスから採血できる量やマウス血液で実施可能な

検査項目が限定されていることから、検査可能であった上記 4 項目について実施した。血

小板活性化試験の場合と同様に、102-10 Fabもしくはコントロール Fab投与 3時間後に採

血し調製したサンプルを、外部検査受託機関（LSIメディエンス）にて各検査項目の測定を

行った。PTは既報の値より若干小さいものの、ほかは全て正常の範囲内であった（表2-3-5）

64。それぞれの検査項目を 102-10 Fab投与およびコントロール Fab投与マウスで比較を行

ったが、すべての検査項目で統計的有意差はなかった。以上の結果より、102-10 Fab投与

によるマウス生体内での血小板数、血液凝固内因系と外因系、およびフィブリノーゲンレ

ベルへ顕著な影響はないものと判断した。 

 

※1APTTは「内因系凝固機序に関係する高分子キニノゲン、プレカリクレイン、第 XII・XI・

X・IX・VIII・V・II 因子の凝固活性を総合的に反映し」、※2PT は「外因系凝固因子の第

VII・X・V 因子、プロトロンビン、フィブリノーゲンの凝固活性を総合的に検査する方法

である」 48。 
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図 2-3-5-1  CD41を血小板マーカー、CD62Pを活性化血小板マーカーとしたフローサ

イトメトリーによる Fab 投与 3 時間後の正常マウスの血小板画分の解析。102-10 Fab

投与マウス血小板画分に（a）PBSを添加、あるいは（b）トロンビンを添加したサンプ

ル。コントロール Fab 投与マウス血小板画分に（c）PBS を添加、あるいは（d）トロ

ンビンを添加したサンプル。（a）~（d）の CD62P 発現による一元比較（e）。赤色の線

は（a）、緑色の線は（b）、青色の線は（c）、茶色の線は（d）の CD62P 発現強度をそれ

ぞれ表す。 
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102-10 Fab Control Fab 

Platelet  (× 104/ml) 102.1 ± 12.0 108.4 ± 16.1 

APTT (sec) 30.6 ± 1.7 33.9 ± 3.1 

PT (sec) 7.8 ± 0.1 7.9 ± 0.2 

Fibrinogen (mg/dl) 180.7 ± 9.9 205.3 ± 64.7 

表 2-3-5 102-10 Fabおよびコントロール Fab投与マウスの血液凝固関連因子測定値。

正常なC57BL/6JJmsマウスにそれぞれのFabを尾静脈投与3時間後に採血した検査値。

それぞれの検査項目の平均値と標準偏差を示す（n = 3）。すべての群間比較において有

意差はなかった。 
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2-4 考察 

 

 102-10 Fabのエピトープペプチドに対する親和性は、低分子化前の 102-10 IgGに比べ

劣るものの十分な結合活性を保持していることを SPR解析でも確認することができた。特

に 102-10 Fabにおいては算出されたKD値は 2.60 ± 0.23 × 10-7 Mと一般的な抗体医薬品の

それと比較すると低親和性であったにもかかわらず、 102-10 Fab プローブは

KrasTrp53Ptf1aマウスの腫瘍（膵臓）への良好な集積性を示した。これまで報告されてい

る SPR解析のタンパク相互作用は全て可溶性タンパク同士の相互作用であり、不溶性タン

パクに対する SPR解析による評価についてはその有用性は明らかとなっていない。生体内

での集積性に及ぼす要素は複数あるものの、in vitroで確認された低い親和性と in vivoで

観察された高い腫瘍集積性の合理的な説明は現段階では難しく、エピトープペプチドに対

する SPR解析の結果が、生体内での不溶性フィブリンに対する親和性そのものを測定でき

ていない可能性はある。しかしながら、不溶性フィブリンに結合する抗体の親和性を、SPR

解析により再現性を持って安定的に測定できる方法を構築できた意義は大きい。102-10 

IgG や 102-10 Fab は医薬品応用を目的としてさらなる研究開発を行うことは間違いなく、

その過程でいくつかの品質管理項目を設けることは必須となる。今回構築したエピトープ

ペプチドをリガンドに用いた SPR解析はその項目の一つとなるべきであり、今後も物性や

安定性など医薬品に求められる評価系を構築していく必要があると考える。 

また KrasTrp53Ptf1aマウスへ投与された 102-10 Fab-AF 750は投与 3時間後でコント

ロール Fab-AF 750と比較して有意差を持って腫瘍（膵臓）への集積が確認され、さらには

その他の主要臓器（肺、心臓、胃、脾臓）へは集積しなかったことから、臨床応用した場

合、薬剤投与当日にがんの画像診断を行うことができる可能性が示唆された。さらに

102-10Fab プローブの腫瘍集積性はがん間質の不溶性フィブリン沈着への結合に起因する

ことが、投与した 102-10 Fab-AF 647と不溶性フィブリン沈着の共局確認実験から示唆さ
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れた。蛍光 ex vivoイメージングの解析値ではあるが 102-10 Fabとコントロール Fabのシ

グナル／ノイズ比は 2 倍程度であり、より明瞭に高感度で腫瘍を描出するためにもさらに

その値を大きくする必要があると考える。不溶性フィブリンに対して 102-10 IgGより高親

和性の抗体クローンを応用することが一つの解決法である。本論文では取り上げなかった

が、102-10 IgGのエピトープペプチドを免疫することにより不溶性フィブリンに特異的な

抗体を既に複数取得済みである。今後はこれらのクローンからもイメージングプローブを

作製し、102-10 Fabプローブと比較検討することも検討している。 

これまでにも血液凝固関連因子を標的とした治療薬剤開発が行われてきた例はあるが、

その標的によっては投与後に出血傾向がみられた 65、あるいは深刻な出血傾向が確認された

との報告がある 66。また非臨床試験において、外因系の血液凝固開始因子である組織因子

（tissue factor; TF）に対する抗体（CNTO 859、Mab-5G9）を用いた実験を行ったところ、

それぞれ乳がん細胞の転移と増殖を抑制する効果が認められたものの血液凝固阻害が示さ

れたとの報告がある 59,67。がんの診断および治療ではないものの、別の抗 TF 抗体

（Sunol-cH36、ALT-836）を用いた冠動脈疾患と急性呼吸窮迫症候群に対する臨床試験で

は重篤な出血傾向は見られなかった 68,69。前述したように、血液凝固関連因子は多数存在し

複雑に制御されており、それらを標的とした薬剤開発には血液凝固系および線溶系への影

響について特別な配慮が必要である。本研究で標的としているフィブリンは血液凝固系の

最終産物であり、同様の課題を内包していると考えそれらに対する影響を評価したが、in 

vitroおよび in vivo両方の実験系において影響はないとこが示された。 

以上のことより、102-10 Fabを基本骨格としたイメージングプローブは、機能性と安全

性の両面において、がん分子イメージング薬剤として有望である結果が示唆された。102-10 

Fab の素材となった IgG はキメラ抗体であり、102-10 Fab 配列の 50％はマウス由来のも

のである。現在臨床で使用されている主たる抗体医薬品はキメラ抗体、ヒト化抗体、完全

ヒト抗体の 3 つであり、後者のものほど論理的に免疫原性が低い。本研究で開発した不溶
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性フィブリンイメージングプローブの安全性を向上させるためにも、今後は抗不溶性フィ

ブリンのヒト化ないしは完全ヒト抗体の開発を行っていくべきと考える。ヒト化について

は 102-10 IgGの相補性決定領域（complementarity determining region; CDR）がすでに解析済

みであるので、鋳型とするヒト抗体へ CDRを移植することで作製が可能である。また前述

のとおり、102-10 IgG のエピトープペプチドを免疫することで、抗不溶性フィブリン抗体を

取得できることが既に確認されている 20。完全ヒト化抗体については、ヒト抗体を産生する

ことのできるトランスジェニックマウスへ、そのエピトープペプチドを免疫することで完

全ヒト抗不溶性フィブリン抗体を取得することができる可能性が高い。今後はこれらのこ

とにも挑戦していきたい。 
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総括 

 

 本研究では世界で初めての不溶性フィブリンのみを真に特異的に認識する抗体クローン

102-10の低分子化抗体による腫瘍イメージングを試みた。102-10 IgGの低分子化抗体とし

て最初に取り組んだ 102-10 scFv では、想定していた程にはその精製タンパクの収量を確

保することができず、かつ低親和性であった。そのためそれ以降の in vitroおよび in vivo

実験の実施は困難であると判断し 102-10 scFv による腫瘍イメージング実験は断念した。

想定される原因の一つに 102-10 IgGの可変領域配列が大腸菌発現および巻き戻しの系に不

適だった可能性がある。酵母や昆虫細胞発現系による scFvの調製も行われており 70,71、そ

れらの発現系を検討することで 102-10 scFv を大量かつ安価に作製できる系を構築できる

可能性があるかもしれない。また、102-10 IgGのエピトープ解析によりフィブリノーゲン

や可溶性フィブリンではその分子内に隠れているが、不溶性フィブリンでのみ露出する領

域が明らかとなっている 20。この発見をもとに複数の新たな抗不溶性フィブリン抗体を開発

することにも成功しており、これら新規抗体クローンの可変領域配列は 102-10 IgGの配列

とは異なる。新規抗不溶性フィブリン抗体クローンの scFv作製を大腸菌発現系を試みた場

合、大腸菌内での発現も 102-10 scFvの場合とは変化する可能性が大きい。あるいは 102-10 

IgGのエピトープペプチドを用いたファージディスプレイ法などにより、不溶性フィブリン

特異的な新規 scFvを作製することも考えられる。いずれにしても本研究ではいったん断念

したものの、抗不溶性フィブリン scFv の DDS 応用研究の再検討を行う価値はあると考え

ている。 

 また、がん間質の不溶性フィブリンを標的とした DDS研究において、モデル動物の選定

が非常に重要であることが本研究により改めて示された。ヒト膵がん細胞株 BxPC-3 皮下

移植モデルマウスは、実験手技が簡便であるががん間質形成が乏しくヒト膵がんとの生化

学的特徴の乖離がみられた。ヒト膵がん細胞株 HPAF-II 同所移植モデルマウスは、皮下移
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植モデルと比較するとヒト PDAC に近い組織像を示したものの、それでもがん間質および

フィブリン沈着形成はヒト膵がんの病態を十分に反映しているものではなかった。

KrasTrp53Ptf1a マウスに代表される膵がんを自然発症する遺伝子改変マウスはもとより

生化学的特徴や病態もヒト PDAC に類似しているとされており 36,42、その作製に大きなコ

ストを必要とするものの、豊富ながん間質形成とその組織内にヒト PDAC と類似した染色

像で強いフィブリン沈着が認められるなどヒト膵がんの病態をよく反映しており、三つの

モデル動物の中では本研究に最も適していた。培養したがん細胞株をマウスの皮下あるい

は同所へ移植するモデルではがん細胞が一定の場に限局した状態で増殖していくが、

KrasTrp53Ptf1aマウスの膵がんはがん細胞が正常間質組織に浸潤しながら増殖し、腫瘍組

織内で腫瘍部と非腫瘍部が混在しながら不均一性を形成しつつ腫瘍全体として増殖してい

く様子がその組織像から確認された。この浸潤、増殖過程がヒト膵がんの進行過程と類似

していることが、ヒト PDAC にみられるようながん間質およびフィブリン沈着を形成させ

る主な要因であると推察される。 

 膵がんを自然発症する KrasTrp53Ptf1a マウスを用いたがん間質中に散在する不溶性フ

ィブリンを標的とした 102-10 Fabプローブによる腫瘍イメージング実験では、生体投与後

3 時間で良好な腫瘍集積性を示し、投与後 24 時間で投与プローブの大部分が体外へ排泄さ

れることが示された。イメージング機器によるがんの画像検査の検査対象は入院患者のみ

ならず外来の被検者も含まれるため、イメージング薬剤投与後可能な限り早期に撮影を行

い、撮像後は早期にイメージング薬剤は体外へ排泄されることが望ましい。本研究の結果

から、これらイメージング薬剤に望まれる特性を持っていることを確認することができた。

また血液凝固系および線溶系への影響も示さなかったことから現時点で懸念される有害事

象もない。これらの結果はがん間質を標的とした DDS 戦略である「cancer stromal 

targeting (CAST) diagnosis and therapy18」の概念を強く支持するものであると考える。 

  本研究では 102-10 Fab プローブの臨床応用可能性を遺伝子改変膵がん自然発症モデル
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マウスで実証した。現在膵がんの画像診断で使用されている CT や MRI、[18F]FDG-PET

イメージングに加え選択肢の一つとなることを目標として、さらなる研究開発を行うべき

であると考える。102-10 Fabプローブは豊富ながん間質を標的とすることで、がん細胞を

標的とする[18F]FDG-PET イメージングでは検出できない大きさの腫瘍を描出できる可能

性があると考える。また膵がんの中でも PDAC は悪性度が高く検出後すぐに治療開始とな

るが、同じ膵がんでも粘液産生嚢胞腫瘍や膵神経内分泌腫瘍は悪性度が低く腫瘍が 5 mm

以下など小さいうちは、最近は発見後も経過観察する場合もしばしばある。もちろんこの

ような場合も腫瘍が大きくなり始めたら治療を開始する必要があるが、様子を見てよいが

んも存在する。一方で 102-10 IgGの先行研究で難治性がんのグリオーマは悪性度とフィブ

リン沈着量に正の相関が確認されており 20、不溶性フィブリンを標的とした PETイメージ

ングにより描出される腫瘍は悪性度が高く、すぐさま適切な処置が必要ながんである可能

性がある。つまり 102-10 Fabプローブを用いたイメージングによりがんの悪性度を診断で

きる可能性もあると考えている。 

今後は臨床での使用を想定して放射性同位体で標識した 102-10 Fab による PET もしく

は SPECTイメージングを実施する計画である。また悪性度の異なるがんのイメージングも

検討したいと考えている。本研究では膵がんモデルマウスを対象としたが、他のがん間質

が豊富ながん種である難治性がんのグリオーマやスキルス胃がんについても、102-10 Fab

プローブを用いた腫瘍イメージングが有効である可能性が高いと考えており、その評価を

行いたいと考えている。さらに今回は蛍光イメージングによる腫瘍集積性が確認された。

蛍光内視鏡を用いた食道がんの診断などには蛍光プローブのまま使用できるため、消化管

内視鏡による画像診断の分野での応用も現在検討中である。さらに現在我々はがん治療薬

として、がん間質の不溶性フィブリンを標的とした抗不溶性フィブリン抗体-薬剤複合体

（antibody-drug conjugate; ADC）の研究開発を並行して行っている。この ADCのコンパ

ニオン診断薬に、あるいは投薬による治療効果判定に 102-10 Fabプローブを応用し、がん
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間質に不溶性フィブリン沈着が確認される多種の固形腫瘍を治療対象とした新たながん診

療の開発を検討したいと考えている。一方でがんと不溶性フィブリンが示す生物学につい

てもさらなる理解を深め、がんの悪性度と不溶性フィブリンの相関仮説の検証やがん組織

内のフィブリン沈着量と予後の関係性についてさらなる研究を行いたいと考えている。 

 本研究以外にもこれまでにフィブリンに結合能を示すペプチドを用いたがんあるいは血

栓症の体内診断薬の研究開発がいくつか報告されている。フィブリン結合ペプチドとして

EPIX Medical Inc. が開発を手掛けた EP-2410Rとその派生物は、生体内の血栓のイメー

ジング薬剤およびグリオーマおよび乳がんのイメージング薬剤として研究報告がされてい

る 72-79。MRI による血栓可視化のイメージング薬剤として第二相試験まで行っており非常

に興味深い。しかしながらその結合特異性やフィブリンのどの領域へ結合性を示すのかな

ど明らかとしていない内容も多く、今後のさらなる研究報告が待たれる。また Jan Pilch博

士（Burnham Institute for Medical Research）らの報告に始まったフィブリン‐フィブロ

ネクチン複合体を認識するペプチドである CLT1 および CLT2 とその派生物を腫瘍イメー

ジング薬剤へ応用した研究も複数報告されている 80-85。こちらもその結合領域など不明な点

もあり、詳細な生化学的解析など今後のさらなる報告を期待したい。さらに乳がんを自然

発症する遺伝子改変マウスによる in vivoスクリーニング系により、腫瘍組織の血液凝固塊

へ特異的に結合する CREKA（Cys-Arg-Glu-Lys-Ala）ペプチドが取得された 86。フィブロ

ネクチンとフィブリンがその結合標的である CREKA ペプチドを応用した前立腺がんや乳

がん検出のMRIのイメージング剤や 87,88、体内診断のみならず脳腫瘍治療のミセル製剤な

ど治療用 DDS 製剤の研究 89、さらには血栓の検出と治療のための DDS 製剤研究も行われ

ており 90、こちらも今後の展開に注目したい。 

本研究が膵がんに代表されるがん間質が豊富な難治性がんの診断および治療の発展に寄

与できれば幸いである。 
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