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はじめに 

1. 肺癌の臨床学的特徴 

 本邦における死亡原因の第一位は、男女ともに悪性新生物であり、悪性新生

物による死亡率は年々増加傾向にある。国立がん研究センター癌対策情報セン

ターの発表では、2017年の癌死亡数の内、肺癌は男性の第1位(24 %)、女性の

第2位(14 %)を占め、男女併せて第1位(19 %)である（図1）。肺癌は主に4大組

織亜型として、腺癌、扁平上皮癌、小細胞癌を含む神経内分泌癌、大細胞癌に

分類される。肺癌の発生要因として、扁平上皮癌では喫煙やヒ素の曝露が、小

細胞癌では喫煙が知られている。扁平上皮癌、小細胞癌については、禁煙や環

境因子の改善によりいずれも発生率は減少傾向だが、腺癌は増加し、手術症例

においても、手術症例・非手術症例全体においても、肺癌全体の約半数を占め

ている(1, 2)（図2）。肺腺癌の70 %以上が進行期で発見され、肺腺癌の進行

期における死亡率は未だに高い(3-5)(図3)。 

 

2. 浸潤性粘液性腺癌について  

 肺腺癌は腺上皮への分化を呈する上皮性の悪性腫瘍で、肺胞置換性、乳頭

状、腺管状、微小乳頭状、充実性の増殖を呈し、しばしば異なる増殖形態が混

在する。浸潤の基準としては肺胞置換性以外の増殖形態、活動性の線維芽細胞

の増生、胸膜浸潤、リンパ管・血管侵襲、壊死が挙げられる(5)。 

 浸潤性粘液性腺癌(invasive mucinous adenocarcinoma, IMA)はWHO第4版で

新たに定義された肺腺癌の特殊型のひとつであり、肺腺癌の約5 %を占める

(5)。CT画像上、気管支透亮像(air bronchogram)を含む広範な浸潤影

(consolidation)として認識され、肺炎様の分布を呈する症例と、通常型の肺

腺癌と同様、単結節状の病変として認識される症例がある(6)。形態学的には

結腸の杯細胞に類似した、高円柱状で細胞質内に豊富な粘液を含有する腫瘍細

胞から成ることが特徴である(5)。免疫組織化学的にも、結腸などの消化管に

発現する転写因子であるHNF4-αが陽性である一方, 肺腺癌の多くに発現する

転写因子であるTTF-1は陰性であることが知られている(7)(図4)。また、分子

生物学的にKRAS突然変異が高率に認められ、更に一般の肺腺癌で多く検出され

るバリアント(G12C)と比較して、結腸・直腸および膵胆道系で検出されるバリ

アント(G12D, G12V)の占める割合が多いことが報告されている(8)。ただし、

IMAの発生・進展におけるKRASの役割については未だ解明されていない(9)。 

 我々は最近、KRAS遺伝子変異を有し、多段階発生を示唆するIMAの一例を報

告した (10)。本症例では、背景となるIMAの内部に、非粘液産生性の腫瘍細胞

から成る充実部分が存在し、充実部分の腫瘍細胞は、背景の粘液産生性の腫瘍

細胞と比較してより高度の細胞異型を呈していた。免疫組織化学的にはいずれ



 

の成分もTTF-1陰性、HNF4-α陽性であったが、p53は充実成分にのみ陽性であっ

た。分子生物学的にいずれの成分も共通のKRAS遺伝子変異(p.G12V mutation)

を検出されたが、TP53遺伝子の病原性変異(p. P278L mutation)は充実成分に

のみ検出された。以上より、充実部の腫瘍細胞は、背景のIMAの腫瘍内での多

段階的な進行を見ていると考えられた。本症例のように、IMAには非粘液産生

性の肺腺癌である腸型腺癌への多段階発生を疑う症例も存在し、IMAの臨床的

な実体については、まだ完全に確立されていない。 

さらに、IMAの予後については、文献により報告が異なる。Yoshizawaらは、

Stage Iの肺腺癌の組織型ごとの予後について、再発までの期間を検討した結

果、IMAは予後不良群に分類されると報告している(11)。一方、ChaらはStage 

IVのIMAとその他の肺腺癌で生存期間を比較した結果、IMAは肺内転移の割合が

高い一方、肺以外の臓器への遠隔転移の割合が低く、その他の肺腺癌群と比較

して予後が良好であると報告している(12)。 

IMAは肺内転移の傾向が強い腺癌亜型である(5)。肺内転移を呈するIMAで

は、非腫瘍部の気腔内に浮遊する腫瘍細胞や粘液の存在がしばしば確認される

ことから、IMAの肺内転移の機序としては、腫瘍細胞の経気道散布が考えられ

ている(13, 14)。 

 

3. 肺腺癌の肺内転移および経気道散布について 

肺腺癌の遠隔転移先として、最も頻度が高い臓器は肺である。特に、発見時

から1ヶ月以内の遠隔転移先としては、肺内転移が遠隔転移全体の75 %を占め

るという報告がある(15)。 

肺腺癌の肺内転移の機序としては、一般的な遠隔転移の径路である血行性転

移、リンパ行性転移、播種以外に、腫瘍細胞の経気道散布(aerogenous 

spread)という機序が提唱されている(16)。‘経気道散布’とは、腫瘍細胞が

肺胞中隔に沿って発育する過程で、基底膜から遊離し、肺胞腔内および気道内

を浮遊し、原発巣とは異なる領域の肺内に転移巣を形成するという概念であ

る。経気道散布には、(i) 腫瘍細胞の基底膜からの遊離、(ii) 遊離後の腫瘍

細胞の生存と移動、(iii) 転移部への腫瘍細胞の接着と増殖、という3段階を

経る必要がある。経気道散布に関して、(i)および(ii)の機序について、いく

つかの文献的報告が存在する。(i)について、in vitroの実験では、Wislezら

が、肺腺癌の培養細胞であるA549の細胞株と好中球を相互作用させることで、

A549の細胞接着能が減弱することを報告している(17)。同論文では、細胞接着

因子であるI-CAMの抗体がA549の細胞接着能を減弱させることや、肺腺癌組織

を用いた免疫組織化学的検討において、細胞接着が保たれた腫瘍細胞ではI-

CAMが細胞膜および細胞質に発現するのに対し、細胞接着が減弱した状態では



 

I-CAMが細胞質内に限局することが報告されている。(ii)について、細胞外マ

トリクスとの接着を失った細胞は通常アポトーシスに陥り、このアポトーシス

はアノイキスと称されている(18)。Kodamaらは、細胞接着が減弱した状態の

A549細胞を用いたin vitroの実験で、Laminin 5の成分であるLAMC2の発現によ

りA549のアポトーシスが妨げられること、免疫組織化学的にLaminin 5および

Laminin 5のレセプターであるIntegrin α6の発現がA549の細胞膜に見られる

ことを報告している(19)。Wislezらは肺癌患者のBALF中にHepatocyte Growth 

Factor(HGF)が検出されること、in vitroの実験でHGFにより肺癌細胞株の遊走

が促進されること、免疫組織化学的に肺癌患者の好中球にHGFの発現が、癌細

胞にHGFの受容体であるc-metの発現がそれぞれ確認されることを報告し、腫瘍

細胞の経気道散布にHGFが関与している可能性を示唆している(20)。  

 

4. 細胞膜タンパクについて 

 上皮細胞の細胞膜に発現する膜蛋白は、主に4つの機能を果たしている

(21)。 

 (i) 連結帯の形成: 細胞同士、および細胞と基底膜間の接着 

 (ii) イオンや代謝産物などの輸送: 細胞内外の物質の交換 

 (iii) シグナル分子に対する受容体: 細胞の活動に必要な細胞外シグナルの

細胞内への伝達 

  (iv) 特定の反応に対する酵素: 細胞内の特定の活動の触媒 

たとえば細胞膜タンパクのひとつであるCadherinは上皮細胞同士の接着結合

(Adhesion Junction)を担う細胞膜タンパクの一つで、細胞内ではCateninや

Vinculin等の連結タンパクを介してKeratinやActin filamentと、細胞外では

隣接する上皮細胞のCadherinと、それぞれ接合することで、上皮細胞間の強力

な接着を担っている。I-CAM1やSelectinは免疫細胞同士の接着を担う接着因子

の一つである(図5)。 

Intergrinは代表的な細胞膜タンパクの一つで、上皮細胞の基底膜への接着

を担う。具体的には、基底膜と上皮の接合において、細胞内部ではKeratin 

filamentと、基底膜では細胞外マトリックスのLamininと連結し、ヘミデスモ

ソームを形成する(図5)。 

一方、すでに実地臨床や病理診断における癌診断の補助等の目的で汎用され

ている癌マーカーの内、免疫組織化学的に腺癌の腫瘍細胞の細胞膜に発現する

タンパクとしては、癌胎児性抗原であるcarcinoembryonic antigen(CEA)や、

糖脂質であるCA19-9, CA125等が挙げられる(22)。これらは糖鎖修飾を受けた

糖タンパク質で、たとえばCEAは分子量が180 kDaであり、1 molあたり28本の

N-結合型糖鎖とGlycosylphosphatidylinositol(GPI)が結合した膜結合型糖タ



 

ンパク質である。これらの糖タンパク質は様々な固形癌で発現していることが

知られている。Thomasらは、結腸癌の細胞株を用いたin vivoの実験で、CEAが

E-selectin, L-selectinのリガンドとして働くことで細胞同士の接着をコント

ロールしていることを報告している(23)。また、近年ではこれらの糖タンパク

質の内、癌に特異的な糖鎖部分を認識するモノクローナル抗体が同定されてい

る(24, 25)。 

このように、病理組織学的にヒトの腫瘍細胞の細胞膜において発現が確認さ

れ、腫瘍細胞の接着因子として機能することが報告されているタンパクは存在

するが、前項で述べた通り、肺腺癌の肺内転移および経気道散布については、

ヒトの腫瘍組織そのものを用いた研究の報告がない。 

 

5. 研究全体の目的 

 IMAは非粘液性の肺腺癌に比較してしばしば同側肺の異なる肺葉や、対側肺

に肺内転移を合併することが知られる一方、肺以外の臓器への遠隔転移が他の

肺腺癌に比較して少ないとされる。以上より、IMAの細胞膜に発現している、

細胞-基底膜接着に関連する何らかのタンパク質が、IMAの経気道散布に関与し

ているという仮説を立てた。 

筑波大学診断病理研究室では、以前より単クローン抗体を利用し、胎児性マ

ーカーを探索する研究を行ってきた。猪山らは、胎生7週のミニブタ胎仔肺を

免疫原として、マウスに免疫し、マウス単クローン抗体を作製し、胎児性タン

パクのひとつであるDrebrinを同定した(26)。Drebrinは腫瘍細胞の細胞質に発

現し、肺腺癌の進行と共に発現が増加しており、Drebrinの発現が肺腺癌患者

の予後マーカーとなることを証明した(26)。そこで本研究では、同様の手法を

用いて、IMAの腫瘍細胞の細胞膜成分を抗原としたモノクローナル抗体を作製

することで、腫瘍の経気道散布に関連する蛋白を同定し、その機能を明らかに

することで、IMAの経気道散布の機序を解明することを目的とした。 

 

  



 

第1章 浸潤性粘液性腺癌の細胞膜タンパクに対する単クローン抗体の産生 

1. 目的 

 ヒト組織材料である浸潤性粘液腺癌(invasive mucinous adenocarcinoma, 

IMA)の腫瘍組織を免疫原としてマウスに免疫し、ハイブリドーマを作製する。

ハイブリドーマの培養上清を用いて免疫染色を行い、IMAの細胞表面に発現す

るハイブリドーマクローンをスクリーニングする。ハイブリドーマが産生する

単クローン抗体を精製し、精製抗体を用いて抗原候補を探索する。 

スクリーニング及び抗原同定のサンプルには、抗原として利用した腫瘍組織

の他、肺腺癌細胞株、肺腺癌を含む他臓器の腫瘍・非腫瘍組織のホルマリン固

定・パラフィン包埋標本を利用する。 

 本研究は筑波大学附属病院の臨床研究倫理審査による承認を受けた(承認番

号: H29-052)。 

 

 

2. 材料と方法 

(A) 実験動物 

 全てのマウス(BALB/c)は日本クレア株式会社(Tokyo, Japan)から購入し用い

た。SPF(specific pathogen free)の環境下にて飼育した。マウス収容数は1ケ

ージあたり最大5匹とし、温度23.5℃(+/-2.5℃)、湿度52.5%(+/-12.5 %)、照

度200Lx(5:00-19:00)の環境下で飼育した。給餌・給水については筑波大学生

命科学動物資源センターの規約に従った。 

 

(B) 免疫原の選択 

2010～2016年に筑波大学附属病院にて浸潤性粘液腺癌と診断された肺癌手術

材料の内、10症例の組織がつくばヒト組織バイオバンクセンターにて凍結保存

(-80℃)されていた。この10症例の内、腫瘍量が十分含まれることが確認され

た2例を選択した。手術検体の保存に関し、全て術前に書面における包括同意

を得た(研究課題番号: H22-511)。 

今回免疫原として利用したIMAの腫瘍組織の2症例では、いずれも診断時に肺

内転移は確認されていない症例であったが、いずれの腫瘍においても、肺胞内

に浮遊するように存在する腫瘍細胞の集塊が散見された(図6)。腫瘍細胞の経

気道的散布には、腫瘍細胞の基底膜からの遊離が関与していると考えられるこ

とから、これらのIMAのサンプルを免疫原として利用することとした。 

 

 

(C) 細胞膜蛋白の抽出 



 

 細胞膜の抽出にはPIERCEのMem-PER Plus Membrane Protein Extraction 

Kit(Thermo Fisher Scientific, USA)を用いた。細胞質タンパクと細胞膜タン

パクを分画し、細胞膜タンパクを抗原として用いた。細胞膜タンパクが適切に

分画されていることを確認するため、ウエスタンブロットを行った。その際、

細胞質タンパクのコントロールとしてはβ-actinを、細胞膜タンパクのコント

ロールとしてはNa+/K+-ATPaseを、それぞれ用いた。 

 

(D) 単クローン抗体産生ハイブリドーマ作成 

 抽出した細胞膜タンパクの濃度を計測し、50μgの抗原をPBSで希釈して200

μlとし、肉眼的に懸濁が確認されるまでソニケーションを行った。アジュバ

ントとして200 μlのTiterMax Gold(TiterMax USA, New South Wales, 

Australia)を混合したあと、Detergent Out(G-Bioscience, St. Louis, MO)処

理を行い、初回免疫原とした。8週齢BALB/cマウスの両側踵に合計50 μgの初

回免疫を行った。10日後に初回免疫と同じ免疫原を追加免役した。3日後にマ

ウスを安楽死後、膝窩リンパ節を摘出した。摘出した膝窩リンパ節をクリーン

ベンチ内で18G針を用いてほぐし、リンパ球を回収し、2x108個のリンパ球と、

4x107個のマウスミエローマ細胞SP2/0を混合し、ポリエチレングリコール

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)を用いて細胞融合した。HT培地(Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO)で融合した細胞を37℃, CO2 10%の環境下で一晩培養

した。ClonaCell-HY hybridoma Cloning Kit(Stemcell Technologies, BC, 

Canada)のHAT選択培地を、合計10枚のディッシュに9.5mlずつ撒いた後、HT培

地で一晩培養した融合細胞を10枚のディッシュで培養した。培養12日後から、

ディッシュ上に増殖してきたコロニーを1コロニーずつ回収し、96ウェルプレ

ートにて培養した。コロニーの回収は、培養12日後から26日目まで、合計14日

間行った。96 well plateでの培養にはClonaCell-HY hybridoma Cloning 

Kit(Stemcell Technologies, BC, Canada)のHT選択培地を用いた。ハイブリド

ーマ細胞が増殖し、培地の色が黄色に変化したら、培養上清を回収し、スクリ

ーニングを行った。ハイブリドーマクローンは、24ウェルプレートまで増や

し、セルバンカー(Takara Bio Inc, Shiga, Japan)を加えた後、-80℃で保存

した。 

 

(E) 免疫組織化学スクリーニング 

免疫組織化学によるスクリーニングにはホルマリン固定パラフィン包埋検体

を用いた。1次スクリーニングには、肺腺癌(IMA、微小乳頭型腺癌、腺房型、

充実型、肺胞置換型、乳頭型)および非腫瘍性の肺組織が合計47個搭載された

tissue microarray (TMA)を作製した。2次スクリーニングには、肺、子宮、



 

胃、結腸、膵臓、卵巣の粘液性腺癌のホールスライドを合計22枚作製した。ま

た、諸臓器(胃、結腸、乳腺、肝臓、膵臓、胆管、肺、子宮、前立腺、腎臓、

膀胱、精巣、卵巣、脳、軟部組織)の非腫瘍性組織・腫瘍組織(粘液性腫瘍、非

粘液性腫瘍いずれも含む)が合計93個搭載されたTMA(2枚)も二次スクリーニン

グに用いた。TMAおよびホールスライドの作製は、つくばヒト組織診断センタ

ー(THDC)に作製を依頼した。 

スライドはいずれも3μmに薄切し、脱パラフィン後、クエン酸バッファー

(pH6.0)の中にスライドを入れ、オートクレーブを用いて115℃、10分で抗原を

賦活化した。自動免疫組織化学染色装置ヒストステイナー36A(Nichirei 

Bioscience, Tokyo, Japan)とultraview DAB universal kit (Roche 

Diagnostic, Tokyo, Japan)を使用し、ハイブリドーマ培養上清0.5 mlを一次

抗体として使用した。免疫組織化学染色後、流水洗浄、ヘマトキシリンにて核

染色を行った。1次スクリーニングでは、IMAの腫瘍細胞の細胞膜に陽性にな

り、気管支上皮、肺胞上皮、気管支腺の上皮に陰性になるクローンを選別し

た。2次スクリーニングでは、1次スクリーニングで選別したクローンから、非

粘液性腫瘍および非腫瘍性の腺上皮の大部分に陰性になるものを選別した。 

 

(F) マウスIgGアイソタイプ 

 選択したハイブリドーマクローン産生抗体のアイソタイプ決定には、マウス

単クローン抗体アイソタイプテストキット(AbD Serotec, Kidlington, United 

Kingdom)を使用した。超純水にて500倍希釈したハイブリドーマ上清を試験紙

につけ、10分後に出現したバンドにて判定した。 

 

(G) 細胞株 

 肺腺癌細胞株A549とPC-9は理研細胞材料開発室(Ibaraki, Japan)より購入し

た、肺腺癌細胞株Calu-3とHCC827についてはAmerican Type Culture 

Collection (ATCC, Manassasm, VA)より購入した。A549は10%FBS添加DMEM/F12 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)にて維持培養した。PC-9は10%FBS

添加RPMI1640にて維持培養した。Calu-3は10%FBS添加Minimum Essential 

Medium(MEM) alpha (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)にて維持培養

した。HCC827は10%FBS添加RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA)にて維持培養した。  

 

(H) ウエスタンブロット 

 ウエスタンブロットには、抗原として用いたIMAの組織、肺腺癌細胞株

A549、PC9、Calu-3、HCC827を用いた。タンパク抽出にはMem-PER Plus 



 

Protein Extraction Kit(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)を用い

た。抽出したタンパクをBCAタンパク質アッセイキットにて濃度測定し、タン

パク量30μgとLane Marker Non-Reducing Sample Buffer (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA)とdithiothreitol(DTT, Bio vision, Inc, 

Milpitas, CA)を混合し、95℃, 5分ボイルした。ボイルしたサンプルを7.5%ミ

ニプロテインTGXゲル(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)に入れ、SDS-ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)を行った。泳動したゲルを、iBlot

ゲル転写システム(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)を使用してPVDF

膜に転写した。ブロッキング溶液(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)

で1時間ブロッキングした後、1次抗体を4℃、over nightで反応させた。1次抗

体には、ハイブリドーマ培養上清(15μl/1ウェル)、精製抗体(J04: 138μg/ml, 

E01: 560μg/ml)、マウス抗β-actin単クローン抗体(Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO)3000倍希釈を用いた。二次抗体はペルオキシダーゼ標識抗マウス

IgGFc抗体(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)666倍希釈を使用した。Super 

Signal Femto(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)で発色し、

ChemiDog(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)にて検出した。β-actinの確

認は、ハイブリドーマ培養上清および精製抗体のウエスタンブロット後のPDVF

膜を、Restore TM Western Blot Stripping buffer(Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA)に室温で5分間反応させてから行った。 

 

(I) 単クローン抗体精製 

 8週齢BALB/cマウスにプリスタン(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 0.5mlを

腹腔内投与した。7日後にPBSに置換したハイブリドーマ細胞を1x106個/0.5mlを

腹腔内投与した。14日後および21日後に腹部が膨張したマウスを18G針にて腹

腔穿刺し、腹水を回収し、安楽死させた。回収した腹水は1200 rpm, 5分、4℃

で遠心し、上清を回収し、-20℃で保存した。保存した腹水の上清をまとめて

解凍し、1/10量の0.2M, pH7.0のリン酸化ナトリウム水溶液を添加し、さらに

PBSを加え、総量を10mlとした。4℃でゆっくり撹拌しながら、10mlの飽和硫安

溶液を添加し、1時間撹拌した。9500xg、4℃で20分間遠心し、上清を吸引し、

沈殿に50%飽和硫安溶液を少量加え、9500xg、4℃で10分間遠心した後、得られ

た沈殿物を1mlのトリス緩衝生理食塩水(Tris-buffered sline, TBS)を追加し

た。この溶液をスライドAライザー(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)

に注入し、TBSを用いて、一晩透析を行った。0.80 μm, 0.45 μm, 0.22 μm

のシリンジフィルター(Merck, Darmstadt, Germany)を用いて不純物を除去し

た後、Protein G midi purification kit(Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

CA)を使用し、それぞれのクローンが産生する抗体を生成した。精製抗体は



 

0.1%のNaN3を添加した後、-20℃で長期保存した。 

 

(J) 免疫沈降 

 Pierce Co-Immunoprecipitation (Co-IP) Kit(Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA)を使用し、プロトコールに従い、精製抗体10μgをアガロースビ

ーズに結合させ、A549 cell lysateを用いて4℃、over nightで免疫沈降を行

った。免疫沈降サンプルをSDS-PAGE後、ウエスタンブロットを行った。 

 

(K) 銀染色、トリプシン消化、質量分析 

 免疫沈降サンプルを質量分析用銀染色キット(Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA)を使用し、プロトコールに従い銀染色し、ウエスタンブロットと

一致するバンドを切り出した。切り出すバンドの高さとしては、浸潤性粘液性

腺癌の細胞膜タンパク、肺腺癌細胞株いずれにおいても検出され、かつ浸潤性

粘液性腺癌の細胞膜サンプルにおいて最も濃いバンドが検出された部分を選択

した。 

トリプシンゲル内消化キット(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)を

使用し、プロトコールに従いトリプシン消化を行い、-80℃でサンプルを保存

した。 

 液体クロマトグラフィー質量分析(LC-MS/MS)は、国立研究開発法人物質・材

料研究機構(NIMS)ナノテクノロジー融合ステーションの共通利用機器である

Nano-Advanced (Bruker, Billerica, MA)およびQ Exactive 質量分析計

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)を使用した。保存していたサンプ

ルをC-TIP(AMR, Tokyo, Japan)を用いてペプチド断片のみ精製し、質量分析を

行った。データ検索ソフトウェアにはMascot 2.5.1版(Matrix Science, 

London, UK)を、データの解析にはProteome Discoverer(Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA)を使用した。 

 

 

3. 結果 

(A) マウス単クローン抗体作製・スクリーニングの流れ図 

 肺の浸潤性粘液性腺癌の細胞膜タンパクを認識するマウス単クローン抗体を

作製するワークフローを図7に示した。ハイブリドーマは発育速度の同じもの

を同日に96ウェルプレートにクローニングした。14日間で207個のハイブリド

ーマ(96 ウェルプレート: 12枚分)を作製した。発育の最も早かったハイブリ

ドーマ群を培養した96ウェルプレートをAとし、各プレートのアルファベット

と、ウェルの番号を組み合わせたものを各ハイブリドーマの名称とした。 



 

 

(B) 免疫組織化学スクリーニング 

207個のハイブリドーマについて、肺腺癌および非腫瘍性の肺組織が合計47

個搭載されたTMAによる免疫組織化学一次スクリーニングを行った。一次スク

リーニングで腫瘍細胞の細胞膜に陽性を示した18個のうち、腫瘍での陽性率が

高く、気管支腺等の非腫瘍性組織には陰性のクローンは、13クローンであっ

た。13クローンを再培養し、培養効率の高かった10クローンについて、諸臓器

の非腫瘍性・腫瘍組織が合計93個搭載されたTMA2枚で二次スクリーニングを行

った。二次スクリーニングでは、結腸の杯細胞・子宮頚部の頚管腺上皮を除く

非腫瘍性組織に陰性となる5クローンを選択した。非粘液性の腫瘍に対する染

色性の違いから、5クローンを更に2パターンに大別した。スクリーニングのワ

ークフローを図8に、結果を表1に示した。 

染色パターン(i): 結腸癌・膵臓癌の大部分に陽性、胃・胆管・子宮・膀胱

癌の一部に陽性(クローン番号J04, L03)。 

染色パターン(ii): 染色パターン(i)に比較して、非粘液性腫瘍での陽性率

が高い(クローン番号E01, E04, J10)。 

J04は結腸杯細胞以外の非腫瘍性組織には陰性であり、他の5クローンと比較

して、非粘液性腫瘍での陽性率が比較的低かった。また、J04について、諸臓

器の粘液性腺癌のホールスライド21例で染色性を確認したところ、粘液性腫瘍

には100 %陽性であった(表2, 図9)。 

 

(C) アイソタイプテスト 

 一次スクリーニングで選択した18クローンについてアイソタイプテストを施

行した。10クローンがIgG1κ、5クローンがIgG2κ、1クローンがIgMであっ

た。2クローンは複数回アイソタイプテストを施行したが、同定できなかった

(表3)。 

 

(D) ウエスタンブロット 

 抗原に用いた細胞膜蛋白および、肺腺癌細胞株を対象としたウエスタンブロ

ットでは、5クローン(E01, E04, J04, J10, L03)いずれも類似したパターンを

呈した。抗原に用いたIMA組織由来の細胞膜蛋白では、約200kDaの部分に太い

バンドが検出された。肺腺癌細胞株A549, PC9, HCC827では約200kDaの部分に

細いバンドが検出され、肺腺癌株の中ではA549で最も太いバンドが検出され

た。また、A549では約120kDaの部分にもバンドが検出された（図10）。 

 

(E) 免疫沈降 



 

 免疫沈降および免疫沈降後のウエスタンブロットは、免疫組織化学的二次ス

クリーニングで染色パターン(i)を呈したJ04と、染色パターン(ii)を呈した

E01の、合計2種類の精製抗体で行った。それぞれについて免疫沈降を行った

後、サンプルをSDS-PAGEし、免疫沈降で用いた抗体と同じ精製抗体を一次抗体

として用いたウエスタンブロットと、免疫沈降で用いた抗体とは異なる精製抗

体を用いたウエスタンブロットの結果を比較した（図11）。J04を用いた免疫

沈降サンプルでは、ウエスタンブロットで用いた一次抗体の種類に依らず、

200kDaおよび100-120kDaのバンドが検出された。E01を用いた免疫沈降サンプ

ルでも、ウエスタンブロットで用いた一次抗体の種類に依らず、200kDa, 100-

120kDa, 80kDaのバンドが検出された(図12)。 

 

(F) 銀染色、トリプシン消化、質量分析 

 J04の免疫沈降サンプルをSDS-PAGEし、プロトコールに従い銀染色した。200 

kDaのバンドを切り出し、陰性コントロールとして超純水を泳動したラインか

らもバンドを切り出した。合計2回の実験を行い、LC-MS/MSによる解析を行っ

た。1回目は合計80個の、2回目は合計51個のタンパクがそれぞれ同定された。

80個の内ユニークペプチドが2以上のタンパクは14個、51個の内ユニークペプ

チドが2以上のタンパクは11個で、更にネガティブコントロールで同定されな

かったタンパクはそれぞれ8個、2個であった。それらの中からケラチン, ミオ

シンを除いたタンパクは2種類であった(表4)。既知のフィラミンAの配列に、

今回の質量分析の結果で検出されたアミノ再配列をプロットしたものを図13に

示す。 

 

 

4. 考察 

 本研究は、肺腺癌の経気道散布の機序を解明することを目的に、肺腺癌の中

でも特に肺内転移の頻度が高いとされるIMAに着目した。IMAの腫瘍組織から抽

出した細胞膜タンパクを抗原として用い、マウスに免疫することで単クローン

抗体を産生するハイブリドーマを作製し、腫瘍細胞の経気道的散布による肺内

転移の機序に関わる腫瘍細胞膜タンパクを同定するという戦略を立てた。 ハ

イブリドーマの培養上清を用いた免疫組織化学的なスクリーニングは、組織形

態像を基盤に行うことが可能であり、病理医にとって非常に有効なスクリーニ

ング法である。今回のスクリーニングの結果、肺の腫瘍組織および多臓器の粘

液性腫瘍の細胞膜の陽性像を呈するクローンが207個中5個得られた(表2)。5個

のクローンの中から、非粘液性腫瘍および非腫瘍性の組織での陽性率が最も低

いクローンであるJ04について抗原同定をすすめた。なお、J04を含めた5個の



 

クローンは、免疫染色やウエスタンブロットの結果が比較的類似していること

から、同一抗原の異なる抗原決定基を認識している可能性が考えられた。 

 肺腺癌細胞株A549とJ04を用いた免疫沈降サンプルを質量分析した結果か

ら、ネガティブコントロールでは見られなかったタンパクおよび、細胞骨格タ

ンパク由来のケラチンや、非特異的な反応または実験中の混入などが考えられ

たミオシン、アルブミンを除いた、2個のタンパクが抗原候補として同定され

た。 

 抗原候補のひとつはフィラミンAである。フィラミンAはアクチンフィラメン

トに連結する280kDaのタンパクで、90種類以上の結合相手が存在し、イオンや

代謝産物などの輸送(チャネル)のほか、細胞間のシグナル伝達における受容体

や、転写因子などとして働くことが知られている(27)。ヒトのフィラミンAは

24個の相同なアミノ酸残基の繰り返し配列を有するタンパクで、24個の繰り返

し配列の末端部分(C末端)で二量体を形成し、もう一方の末端(N末端)にはアク

チン連結ドメインを有する(28, 29)(図14)。Savoyらは、フィラミンAには

120kDa, 106kDa, 85kDaのスプライシングバリアントが存在することや、通常

のフィラミンAは主に細胞膜及び細胞質に局在するのに対し、90 kDaのフィラ

ミンAの活性型切断鎖(active cleaved form)は主に核に局在することを報告し

ている(30)。フィラミンAの腫瘍における働きは、細胞内での局在や、結合相

手により異なる。Zhouらは肝癌、膵癌、前立腺癌、肺癌の細胞株を用いた研究

で、フィラミンAの発現低下によりHGFとc-METの相互作用が低下し、腫瘍細胞

の遊走が低下することを報告している(31)。一方、Bedollaらは免疫組織化学

的な検討の結果、非腫瘍性の前立腺組織や上皮内癌ではフィラミンAは主に核

に局在するのに対し、転移巣ではフィラミンAの発現が細胞質に発現するこ

と、核から細胞質へのフィラミンAの移行が腫瘍の転移と関連があることを報

告している(32)。 

 もうひとつの抗原候補はNuclear receptor corepressor 1(NCOR1)である。

NCOR1は転写共役制御因子で、ヒストン脱アセチル化酵素の補充を調整する核

内受容体であり、脂質代謝やグルコースの恒常性、細胞分化、神経胚の発生な

どに関わるタンパクである。腫瘍においては抑制因子として働き、浸潤や転写

を制御することが知られる(33)。ヒトの腫瘍組織を用いた免疫組織化学的な検

討では、悪性黒色腫の浸潤巣・転移巣や結腸癌において、NCOR1が細胞質へ移

行することが報告されている(34, 35)。肺腺癌については、Noblejas-Lopezら

が2018年にTGGA databaseに収載されている230例の肺腺癌について調べた結

果、3.91 %の肺腺癌にNORC1の変異が見られること、NORC1の変異の頻度と予後

に相関があることを示している(36)。 

  



 

第2章 単クローナル抗体の抗原同定 

1. 目的 

 第1章で、質量分析により抗原候補としてあげられたフィラミンAについて、

市販抗体を用いてウエスタンブロット、免疫沈降、免疫組織化学的スクリーニ

ングを行い、J04精製抗体との結果を比較検討し、J04精製抗体の抗原を決定す

る。 

 

 

2. 材料と方法 

(A) ウエスタンブロット、免疫沈降 

ウエスタンブロット、免疫沈降のプロトコールは第1章に準じ、肺腺癌細胞

株は第1章で用いたものと同じものを用いた。1次抗体には抗フィラミンA抗体

(FilA-134AおよびFilA-135A, Bethyl Laboratories, inc, Montgomery, TX)を

用い、ウエスタンブロットには4 μl, 免疫沈降25 μlの1次抗体をそれぞれ用

いた。2次抗体にはanti-rabbit polyclonal goat antibody (Dako, Agilent, 

Santa Clara, CA)を用いた。フィラミンAとの比較検討のため、J04精製抗体を

用いたウエスタンブロット、免疫沈降も同時に行った。 

 

(B) 免疫組織化学 

第1章の免疫組織化学スクリーニングで用いた、諸臓器の非腫瘍性組織・腫

瘍組織が合計93個搭載されたTMA(2枚)と、1999年から2007年までに筑波大学附

属病院呼吸器外科で手術された189例の肺腺癌検体の搭載されたTMA(9枚)を用

いた。手術検体の研究使用について、対象患者に書面による説明を行い、イン

フォームド・コンセントを得た。 

1次抗体としてJ04精製抗体(136 μg/ml, 1000倍希釈)、抗フィラミンA抗体

(FilA-134AおよびFilA-135A, Bethyl Laboratories, inc, Montgomery, TX, 

1/5000倍希釈)、抗NCOR抗体(ab24552, Abcam, Cambridge, England, 1/100倍

希釈)を用いた。J04についてはクエン酸バッファー(pH6.0)にてオートクレー

ブで115℃、10分、抗フィラミンA抗体についてはEDTA溶液(pH9.0)にてオート

クレーブで105℃、10分で賦活化した。自動免疫組織化学染色装置ヒストステ

イナー36A(Nichirei Bioscience, Tokyo, Japan)とultraview DAB universal 

kit (Roche Diagnostic, Tokyo, Japan)を使用した。免疫組織化学染色後、流

水洗浄、ヘマトキシリンにて核染色を行った。 

 

(C) 免疫組織化学染色評価 

免疫組織化学的な染色評価は、腫瘍細胞および上皮細胞を対象とした。J04



 

精製抗体は大腸の杯細胞への陽性像をポジティブコントロールとし、細胞膜お

よび細胞質に染色性を示すものを陽性と判定した。フィラミンAは平滑筋およ

び間質の陽性像をポジティブコントロールとし、細胞質および/または細胞膜

に染色性を示すものを陽性と判定し、ポジティブコントロールと同程度の染色

性を陽性(2+)、ポジティブコントロールより弱い陽性像を陽性(1+)と判定した

(図15)。 

 

 

3. 結果 

(A) ウエスタンブロット、免疫沈降 

 ウエスタンブロットでは、いずれの抗フィラミンA抗体についても、肺腺癌

細胞株A549, PC9, Calu-3で3本のバンドが検出された(220 kDaより高分子量の

バンド、200のバンド、90-100 kDaのバンド)(図16)。 

 J04精製抗体, FilA-134A抗体, FilA-135A抗体で免疫沈降したサンプルを、

J04抗体を1次抗体に用いてウエスタンブロットした結果、すべての免疫沈降サ

ンプルおよびA549セルライセートにおいて、200 kDa付近の高さにバントが検

出された(図17)。 

 

(B) 免疫組織化学 

諸臓器の非腫瘍性組織・腫瘍組織の搭載されたTMAでは、フィラミンAは非腫

瘍性の精細管上皮および、生殖器腫瘍の約半数、肺、子宮、膀胱癌の一部に陽

性であった。第1章での検討において、J04精製抗体で大部分が陽性となった結

腸癌、膵臓癌、胃癌については、フィラミンAでは陽性率が低かった(表5)。 

肺腺癌のTMAでは、フィラミンAは肺腺癌の180症例中17症例(9.4 %)で2+, 

150症例(83.3 %)で1+を示した(図18-A, 18-B)(表5)。細胞膜にのみ陽性を呈し

た症例は15症例(8.3%)で、すべて1+の陽性像であり、組織型の内訳は置換型: 

4症例、乳頭型: 5症例、腺房状: 5症例、浸潤性粘液腺癌: 1症例であった(図

18-b)(表6)。2+を呈した肺腺癌17症例の組織型は、置換型: 7 症例、充実型: 

6症例、乳頭状: 3症例、腺房状: 1症例であった。浸潤性粘液腺癌では12症例6

症例(50 %)で1+を示し、2+を示した症例はなかった(0 %)(図18-C)。なお、フ

ィラミンAは間質にも陽性像が見られた(図18-D)。フィラミンAは非腫瘍性の気

管支腺上皮、肺胞上皮には陰性であった。 

一方、J04精製抗体は189症例中73症例(38.6 %)の肺腺癌で陽性を示し、浸潤

性粘液腺癌では12症例中10症例(83.3 %)に陽性であった(図18-E)(表5)。マク

ロファージの細胞膜にも陽性像が見られたが、間質には陰性であった。気管支

腺上皮、肺胞上皮には陰性であった。 



 

NCORは多臓器のTMAにおいてほとんどすべての正常組織・腫瘍組織で核・細

胞質いずれにも陽性像が見られたため、肺腺癌TMAでの評価およびウエスタン

ブロット・免疫沈降による追加検討は施行しなかった(図18-F)。 

 

 

4. 考察 

第1章の質量分析の結果、J04精製抗体の認識する抗原候補としてフィラミン

Aが検出されたことから、J04精製抗体の認識する抗原がフィラミンAであるか

を確認するため、ウエスタンブロット、免疫沈降、免疫組織化学的検討による

検証を行った。 

まず、ウエスタンブロットにより、第1章の質量分析に用いたA549および、

PC9、Calu-3の肺腺癌細胞株でフィラミンAの発現を確認した。220 kDa以上の

位置に最も濃いバンドが検出されたが、質量分析に用いたサンプルと同じ高さ

(200 kDa)の位置にもバンドが検出されたことから、J04精製抗体の認識するタ

ンパクと同じ分子量のタンパクを抗フィラミンA抗体が認識していることが示

された。 

次に、フィラミンAの市販抗体を用いた免疫沈降サンプルに対し、ハイブリ

ドーマ由来のJ04精製抗体を用いたウエスタンブロットを行った。その結果、

J04を用いた免疫沈降サンプルで得られたバンドと同じ分子量(200 kDa)のバン

ドが得られた。以上より、J04精製抗体が認識する抗原がフィラミンAである可

能性が示唆された。今後はJ04精製抗体を用いた免疫沈降サンプルに対し、フ

ィラミンAを用いたウエスタンブロットを行い、J04を用いた免疫沈降サンプル

で得られたバンドと同じ分子量(200 kDa)のバンドが得られるかどうかを確認

する必要がある。 

一方、肺腺癌のTMAを用いた免疫染色では、ハイブリドーマ由来のJ04精製抗

体では腫瘍細胞の細胞膜に陽性となり、IMAの腫瘍細胞にも大部分で陽性像が

見られた一方、フィラミンAは腫瘍細胞の細胞質に陽性となり、IMAの腫瘍細胞

での陽性像はほとんど見られなかった。また、J04精製抗体は間質での陽性像

が見られなかったが、フィラミンAは間質での陽性像が見られた。諸臓器のTMA

の免疫染色の結果も、J04精製抗体とフィラミンAでは異なっていた。 

文献的に、フィラミンAには様々な分子量のスプライシングバリアントが存

在することが知られている。また、今回の検討で用いたフィラミンAの市販抗

体はポリクローナル抗体である。以上より、フィラミンAの市販抗体が認識す

るタンパクの一部（スプライシングバリアントを含む）を、モノクローナルで

あるJ04精製抗体の認識するタンパクが認識している可能性が考えられた。ま

た、文献的に、フィラミンAは細胞質内だけではなく、核内存在するスプライ



 

シングバリアントが知られ、細胞内での存在部位が多様である(30)。このこと

から、J04精製抗体の認識するフィラミンAが、細胞膜にのみ局在する特殊なア

イソタイプである可能性が考えられた。 

J04精製抗体の認識する抗原がフィラミンAそのものであるかどうかを更に確

認するため、フィラミンAのタグ付きベクターをトランスフェクションした肺

腺癌細胞株のタンパクに対し、J04の精製抗体およびタグを用いたウエスタン

ブロットを行い、等しいバンドが検出されるかどうかを比較検討する他、フィ

ラミンAのリコンビナントタンパクや、フィラミンAの発現が確認されている肺

腺癌細胞株、腫瘍組織に対し、J04の精製抗体を用いてウエスタンブロットお

よびELISAを行う必要がある。 

別の可能性としては、フィラミンAはJ04精製抗体の認識するタンパクそのも

のではないが、フィラミンAと精製抗体の認識する抗原が共通のペプチド配列

を共有する可能性が考えられた。J04精製抗体の認識する真の抗原同定のため

に、細胞膜タンパクの抽出を行った細胞株や、IMAの凍結材料、フィラミンAを

強制発現させた肺腺癌細胞株を用いた免疫沈降、銀染色、質量分析をさらに詳

細に行う必要がある。さらにプロテインアレイなどの異なる手法による解析も

必要である。 

また、フィラミンAの変異欠損タンパクをコードする発現ベクターを複数種

作製し、J04精製抗体の認識する抗原部位を決定するとともに、抗原部位が機

能的にどのような特徴を有するのかを検討していくことが、J04の認識する抗

原の機能の解析には有用と考えられる。 

一方で、文献的に、in vitroの実験では、肺腺癌を含む多臓器の腫瘍細胞株

においてフィラミンAの発現と腫瘍細胞の遊走に相関があること、腫瘍細胞の

細胞質内のフィラミンAの発現が転移と関連していることが報告されている。

(29-31)免疫組織化学的手法を用いて、前立腺癌におけるフィラミンAの発現を

調べた報告は存在するが(31)、肺腺癌での報告はない。今回、180症例の肺腺

癌を対象に、フィラミンAの発現を調べた結果、フィラミンAは腫瘍細胞には陽

性となる一方、非腫瘍性の気管支上皮・肺胞上皮には陰性であった。以上よ

り、フィラミンAは肺腺癌における癌マーカーである可能性が示された。   

今回の検討においては、フィラミンAと、肺腺癌の経気道的散布による肺内

転移の関係については検討できていない。文献的に、フィラミンAの発現と肺

腺癌細胞株の遊走能には正の相関があることが知られている(31)ことから、

IMAを含む肺腺癌のフィラミンAの発現と、腫瘍の経気道的散布による肺内転移

には、正の相関がある可能性が考えられる。そのため、既に免疫染色を行って

いる肺腺癌のTMAで、肺内転移の有無とフィラミンAの発現に相関が見られるか

を検討する必要がある。ただし、TMAは肺腺癌の手術症例をサンプルに用いて



 

いるため、診断時に肺内転移の見られた症例が少ない(14例/180例)。多数の肺

内転移陽性症例で検討するためには、肺内転移がある症例の生検検体や、剖検

材料での免疫染色も追加検討する必要がある。 

 

 

  



 

結論 

肺腺癌の肺内転移の機序とされる経気道散布(aerogenous spread)に着目

し、肺内転移を来しやすい腺癌亜型である浸潤性粘液腺癌の細胞膜タンパクを

抗原とした単クローン性抗体を作成することで、経気道散布に関わる因子を同

定することを目標とした。 

スクリーニングの結果、免疫組織化学的に浸潤性粘液腺癌の細胞膜に陽性と

なるハイブリドーマクローンJ04を得た。J04の精製抗体と肺腺癌細胞株を用い

た質量分析の結果、フィラミンAおよびNCOR1という二つの抗原候補の同定に至

った。フィラミンA、NCOR1いずれも免疫組織化学的には精製抗体とは異なる染

色性を示したが、フィラミンAは部分的にJ04の抗原との交差性を有するペプチ

ドを含むタンパク質である可能性が考えられた。今後、J04抗体が認識する抗

原と、フィラミンAとの関係をさらに検討する必要がある。 

また、本研究の結果、フィラミンAは肺腺癌では腫瘍細胞で陽性を示す一

方、非腫瘍性の上皮には陰性となることから、肺腺癌における癌マーカーであ

ることが示された。フィラミンAが肺腺癌においては癌特異的に発現すること

から、肺腺癌細胞株におけるフィラミンAの発現を検討し、さらに肺腺癌の前

癌病変である異型腺腫様過形成細胞株(PL16T)や不死化正常気管支上皮細胞株

(PL16B)におけるフィラミンAの発現と比較検討したい。 

フィラミンAの発現と、肺腺癌の経気道散布による肺内転移の関係について

は、現時点では検討できていない。今後はH-score等の定量的な免疫組織化学

スコアリングを用いて、肺腺癌におけるフィラミンAの発現と、臨床病理学的

解析（特に肺内転移との関係）を行う必要がある。免疫組織化学的に、フィラ

ミンAは細胞質に発現する症例と、細胞膜、細胞質いずれにも発現する症例が

あり、発現部位ごとの解析も行う必要がある。 
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図・表 

 （A） 

 （B） 

図1: 本邦での2017年の性別ごとの臓器別癌死亡数。(A) 男性、(B) 女性 

国立がん研究センターがん対策情報センターより引用・改変 



 

（A）    

(B)    

図2:  肺癌の組織亜型別の症例数。(A) 手術症例、(B) 手術・非手術症例。 

(A) 参考文献1, (B) 参考文献2よりそれぞれ引用、改編。 

 



 

(A)  

(B)  

図3: 本邦での臓器別癌死亡数の年次変化。(A)男性、(B)女性。 

参考文献3より引用。 

 

  



 

 

図4: 浸潤性粘液腺癌(A-C)および非粘液性肺腺癌(D-F)の組織像。(A)(D) HE染色、(B)(E) 

TTF-1染色、(C) (F)HNF4α染色。Scale bar: 50 μm。 



 

 

図 5: 細胞膜における細胞間接着の模式図。参考文献 20より引用、改編。  



 

 

 

図 6: 抗原として用いた浸潤性粘液性腺癌の肉眼写真(A)および組織像(B-C)。肉眼的に乳

白色調を呈する部分では、肺胞上皮置換性に腫瘍細胞が増殖している(B)。腫瘍から離れ

た部分では、気腔内に小塊状に腫瘍細胞が浮遊している(C, 点線で囲った部分)。Scale 

bar: 200 μm  



 

 

 

 

図7 肺の浸潤性粘液性腺癌の細胞膜タンパクを認識するマウス単クローン抗体を作製す

るワークフロー。 



 

 

図8 ハイブリドーマ培養上清を用いた免疫組織化学スクリーニングの全体像。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

表1 ハイブリドーマ培養上清を用いた、肺腺癌のtissue microarrayによる免疫組織スク

リーニングの結果 

場所 核 細胞質* 細胞膜 なし(陰性) 合計 

ハイブリド

ーマ数(個) 

1 95 18 93 207 

* 細胞質、細胞膜両方に陽性のものも含む。 

  



 

表2 候補とした5個のクローンの2次クリーニングの結果 

(A) 非粘液性腫瘍および非腫瘍性組織での染色性の比較検討の結果 

  グループ(i) グループ(ii) 
 

J04 L03 E01 E04 J10 

T N T N T N T N T N 

大腸 8/9 1/1 8/9 1/1 9/9 1/1 9/9 1/1 9/9 1/1 

膵臓 6/8 0/1 7/8 0/1 8/8 0/1 8/8 0/1 8/8 0/1 

胃 3/9 0/1 5/9 0/1 2/9 0/1 3/9 0/1 5/9 0/1 

泌尿器 1/4 0/1 1/4 0/1 1/4 0/1 1/4 0/1 1/4 0/1 

肺 4/18 0/1 6/18 0/1 11/18 0/1 10/18 0/1 10/18 0/1 

胆管 1/9 0/1 2/9 0/1 5/9 0/1 6/9 0/1 5/9 0/1 

子宮 2/18 0/1 3/18 0/1 3/18 1/1 5/18 0/1 5/18 1/1 

乳房 0/8 0/1 0/8 0/1 4/8 0/1 4/8 0/1 3/8 0/1 

肝臓 0/9 0/1 0/9 0/1 0/9 0/1 0/9 0/1 0/9 0/1 

前立腺 0/10 n/a 0/10 n/a 1/10 n/a 0/10 n/a 1/10 n/a 

腎 0/4 0/1 0/4 0/1 0/4 0/1 0/4 0/1 0/4 0/1 

精巣 0/9 0/1 0/9 0/1 0/9 0/1 0/9 0/1 0/9 0/1 

卵巣 2/9 0/1 4/9 0/1 4/9 0/1 4/9 0/1 4/9 0/1 

T: Tumor, N: Normal, n/a: not/assessed 

 

(B)  J04における、他臓器の粘液性腫瘍での陽性率 

臓器 陽性率 

肺 6/6 

子宮 5/5 

胃 1/1 

大腸 5/5 

膵臓 4/4 

 



 

 

図9: クローンJ04の培養上清を用いた、多臓器の腫瘍性・非腫瘍性組織の組織アレイ、お

よび多臓器の粘液産生腫瘍のホールスライドでの免疫染色の結果。(A)(B) 肺の浸潤性粘

液腺癌、(C)(D) 結腸杯細胞、(E)(F) 膵管内乳頭粘液性腺癌(浸潤性)、(G)(H) 膵管内乳

頭状粘液性腺腫(低異型度)。 

肺の浸潤性粘液性腺癌(B)、膵臓の浸潤性粘液性腺癌(F)では細胞膜に陽性、膵臓の粘液性

腺腫(H)では陰性。結腸杯細胞(非腫瘍性組織)(D)では細胞膜及び細胞質に陽性。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

表3: アイソタイプテストの結果 

 

アイソタイプ IgG1κ IgG2aκ IgM 不明 

クローン数(個) 10 5 1 2 

クローン名 A13, B04, 

B07, E01, 

E04, J04, 

J10, J21, 

L03, L04 

B10, C02, 

D15, F07, 

J16 

C04 A09, J09 



 

 

 

図10: クローンJ04(染色パターン(i))の培養上清を用いた、浸潤性粘液腺癌の細胞膜蛋白

(抗原に用いた組織)・肺腺癌細胞株を対象としたウエスタンブロットの結果。矢印: 約

200 kDa。抗原に用いた浸潤性粘液腺癌の細胞膜蛋白で検出された約200 kDaのバンドは、

A549, PC9, HCC827で検出された。 

  

  



 

 

 

図11: ハイブリドーマクローン由来の精製抗体を用いたclassicIPの結果。(左)E01, 

(右)J04。いずれの精製抗体でも、IPサンプルおよびホールセルライセートで、200kDa(矢

印)および100kDa(点線矢印)でバンドが検出されている。50kDa(星印)の位置のバンドは精

製抗体の重鎖由来と考えられる。 

 

 



 

 

 

図12: IPで用いた精製抗体とは異なる精製抗体を用いてWestern blotを行った結果。

(左): A549細胞株のホールセルライセートをE01でIPし、J04でWestern blotした結果、 

(右): A549細胞株のホールセルライセートをJ04でIPし、E01でWestern blotした結果。 

いずれの結果でも、図10の結果と同様、200kDa(矢印)および100kDa(点線矢印)でバンドが

検出されている。 

  



 

表4: 2回の質量分析の結果、ユニークペプチドの数が2以上だったタンパクのリスト。 

網掛けはネガティブコントロールでも検出されたタンパクを示す。 

 

(A) 1回目 

 

(B) 2回目  

  

Description MW [kDa] Peptides Unique Peptides 

Myosin-9  226.392 76 64 

Keratin, type II cytoskeletal 1 65.999 21 17 

Myosin-14  227.732 23 16 

Filamin-A 280.564 16 16 

Keratin, type I cytoskeletal 10  58.792 17 14 

Keratin, type I cytoskeletal 9  62.027 12 12 

Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal  65.393 15 11 

Myosin-10 228.858 20 10 

Keratin, type II cytoskeletal 5 62.34 9 6 

Serum albumin  69.321 3 3 

Nuclear receptor corepressor 1  270.044 3 3 

Keratin, type I cytoskeletal 14  51.529 8 2 

Keratin, type II cytoskeletal 6A  60.008 6 2 

Keratin, type II cytoskeletal 6C  59.988 6 2 

Description MW [kDa] Peptides Unique Peptides 

Filamin-A  280.564 12 12 

Keratin, type I cytoskeletal 9  62.027 10 10 

Myosin-9  226.392 11 7 

Keratin, type I cytoskeletal 10  58.792 8 6 

Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal  65.393 9 5 

Keratin, type II cytoskeletal 1  65.999 7 4 

Keratin, type II cytoskeletal 6A  60.008 6 3 

Keratin, type II cytoskeletal 6C  59.988 6 3 

Myosin-14  227.732 6 3 

Keratin, type I cytoskeletal 13  49.557 4 2 

Keratin, type II cytoskeletal 5  62.34 4 2 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 13: 既知のフィラミン Aの配列に、今回の質量分析の結果で検出されたアミノ再配列を

プロットしたもの。  

        1 mssshsragq saagaapggg vdtrdaempa tekdlaedap wkkiqqntft rwcnehlkcv 

       61 skrianlqtd lsdglrlial levlsqkkmh rkhnqrptfr qmqlenvsva lefldresik 

      121 lvsidskaiv dgnlklilgl iwtlilhysi smpmwdeeed eeakkqtpkq rllgwiqnkl 

      181 pqlpitnfsr dwqsgralga lvdscapglc pdwdswdask pvtnareamq qaddwlgipq 

      241 vitpeeivdp nvdehsvmty lsqfpkaklk pgaplrpkln pkkaraygpg ieptgnmvkk 

      301 raeftvetrs agqgevlvyv edpaghqeea kvtanndknr tfsvwyvpev tgthkvtvlf 

      361 agqhiakspf evyvdksqgd askvtaqgpg lepsgniank ttyfeiftag agtgevevvi 

      421 qdpmgqkgtv epqleargds tyrcsyqptm egvhtvhvtf agvpiprspy tvtvgqacnp 

      481 sacravgrgl qpkgvrvket adfkvytkga gsgelkvtvk gpkgeervkq kdlgdgvygf 

      541 eyypmvpgty ivtitwggqn igrspfevkv gtecgnqkvr awgpgleggv vgksadfvve 

      601 aigddvgtlg fsvegpsqak iecddkgdgs cdvrywpqea geyavhvlcn sedirlspfm 

      661 adirdapqdf hpdrvkargp glektgvavn kpaeftvdak hggkaplrvq vqdnegcpve 

      721 alvkdngngt yscsyvprkp vkhtamvswg gvsipnspfr vnvgagshpn kvkvygpgva 

      781 ktglkahept yftvdcaeag qgdvsigikc apgvvgpaea didfdiirnd ndtftvkytp 

      841 rgagsytimv lfadqatpts pirvkvepsh daskvkaegp glsrtgvelg kpthftvnak 

      901 aagkgkldvq fsgltkgdav rdvdiidhhd ntytvkytpv qqgpvgvnvt yggdpipksp 

      961 fsvavspsld lskikvsglg ekvdvgkdqe ftvkskgagg qgkvaskivg psgaavpckv 

     1021 epglgadnsv vrflpreegp yevevtydgv pvpgspfple avaptkpskv kafgpglqgg 

     1081 sagsparfti dtkgagtggl gltvegpcea qlecldngdg tcsvsyvpte pgdyninilf 

     1141 adthipgspf kahvvpcfda skvkcsgpgl eratagevgq fqvdcssags aeltieicse 

     1201 aglpaevyiq dhgdgthtit yiplcpgayt vtikyggqpv pnfpsklqve pavdtsgvqc 

     1261 ygpgiegqgv freattefsv daraltqtgg phvkarvanp sgnltetyvq drgdgmykve 

     1321 ytpyeeglhs vdvtydgspv psspfqvpvt egcdpsrvrv hgpgiqsgtt nkpnkftvet 

     1381 rgagtgglgl avegpseakm scmdnkdgsc sveyipyeag tyslnvtygg hqvpgspfkv 

     1441 pvhdvtdask vkcsgpglsp gmvranlpqs fqvdtskagv aplqvkvqgp kglvepvdvv 

     1501 dnadgtqtvn yvpsregpys isvlygdeev prspfkvkvl pthdaskvka sgpglnttgv 

     1561 paslpvefti dakdagegll avqitdpegk pkkthiqdnh dgtytvayvp dvtgrytili 

     1621 kyggdeipfs pyrvravptg daskctvtga gigptiqige etvitvdtka agkgkvtctv 

     1681 ctpdgsevdv dvvenedgtf difytapqpg kyvicvrfgg ehvpnspfqv talagdqpsv 

     1741 qpplrsqqla pqytyaqggq qtwaperplv gvngldvtsl rpfdlvipft ikkgeitgev 

     1801 rmpsgkvaqp titdnkdgtv tvryapseag lhemdirydn mhipgsplqf yvdyvncghv 

     1861 taygpglthg vvnkpatftv ntkdageggl slaiegpska eisctdnqdg tcsvsylpvl 

     1921 pgdysilvky neqhvpgspf tarvtgddsm rmshlkvgsa adipiniset dlslltatvv 

     1981 ppsgreepcl lkrlrnghvg isfvpketge hlvhvkkngq hvasspipvv isqseigdas 

     2041 rvrvsgqglh eghtfepaef iidtrdagyg glslsiegps kvdintedle dgtcrvtycp 

     2101 tepgnyiini kfadqhvpgs pfsvkvtgeg rvkesitrrr rapsvanvgs hcdlslkipe 

        1 mssshsragq saagaapggg vdtrdaempa tekdlaedap wkkiqqntft rwcnehlkcv 

       61 skrianlqtd lsdglrlial levlsqkkmh rkhnqrptfr qmqlenvsva lefldresik 

      121 lvsidskaiv dgnlklilgl iwtlilhysi smpmwdeeed eeakkqtpkq rllgwiqnkl 

      181 pqlpitnfsr dwqsgralga lvdscapglc pdwdswdask pvtnareamq qaddwlgipq 

      241 vitpeeivdp nvdehsvmty lsqfpkaklk pgaplrpkln pkkaraygpg ieptgnmvkk 

      301 raeftvetrs agqgevlvyv edpaghqeea kvtanndknr tfsvwyvpev tgthkvtvlf 

      361 agqhiakspf evyvdksqgd askvtaqgpg lepsgniank ttyfeiftag agtgevevvi 

      421 qdpmgqkgtv epqleargds tyrcsyqptm egvhtvhvtf agvpiprspy tvtvgqacnp 

      481 sacravgrgl qpkgvrvket adfkvytkga gsgelkvtvk gpkgeervkq kdlgdgvygf 

      541 eyypmvpgty ivtitwggqn igrspfevkv gtecgnqkvr awgpgleggv vgksadfvve 

      601 aigddvgtlg fsvegpsqak iecddkgdgs cdvrywpqea geyavhvlcn sedirlspfm 

      661 adirdapqdf hpdrvkargp glektgvavn kpaeftvdak hggkaplrvq vqdnegcpve 

      721 alvkdngngt yscsyvprkp vkhtamvswg gvsipnspfr vnvgagshpn kvkvygpgva 

      781 ktglkahept yftvdcaeag qgdvsigikc apgvvgpaea didfdiirnd ndtftvkytp 

      841 rgagsytimv lfadqatpts pirvkvepsh daskvkaegp glsrtgvelg kpthftvnak 

      901 aagkgkldvq fsgltkgdav rdvdiidhhd ntytvkytpv qqgpvgvnvt yggdpipksp 

      961 fsvavspsld lskikvsglg ekvdvgkdqe ftvkskgagg qgkvaskivg psgaavpckv 

     1021 epglgadnsv vrflpreegp yevevtydgv pvpgspfple avaptkpskv kafgpglqgg 

     1081 sagsparfti dtkgagtggl gltvegpcea qlecldngdg tcsvsyvpte pgdyninilf 

     1141 adthipgspf kahvvpcfda skvkcsgpgl eratagevgq fqvdcssags aeltieicse 

     1201 aglpaevyiq dhgdgthtit yiplcpgayt vtikyggqpv pnfpsklqve pavdtsgvqc 

     1261 ygpgiegqgv freattefsv daraltqtgg phvkarvanp sgnltetyvq drgdgmykve 

     1321 ytpyeeglhs vdvtydgspv psspfqvpvt egcdpsrvrv hgpgiqsgtt nkpnkftvet 

     1381 rgagtgglgl avegpseakm scmdnkdgsc sveyipyeag tyslnvtygg hqvpgspfkv 

     1441 pvhdvtdask vkcsgpglsp gmvranlpqs fqvdtskagv aplqvkvqgp kglvepvdvv 

     1501 dnadgtqtvn yvpsregpys isvlygdeev prspfkvkvl pthdaskvka sgpglnttgv 

     1561 paslpvefti dakdagegll avqitdpegk pkkthiqdnh dgtytvayvp dvtgrytili 

     1621 kyggdeipfs pyrvravptg daskctvtga gigptiqige etvitvdtka agkgkvtctv 

     1681 ctpdgsevdv dvvenedgtf difytapqpg kyvicvrfgg ehvpnspfqv talagdqpsv 

     1741 qpplrsqqla pqytyaqggq qtwaperplv gvngldvtsl rpfdlvipft ikkgeitgev 

     1801 rmpsgkvaqp titdnkdgtv tvryapseag lhemdirydn mhipgsplqf yvdyvncghv 

     1861 taygpglthg vvnkpatftv ntkdageggl slaiegpska eisctdnqdg tcsvsylpvl 

     1921 pgdysilvky neqhvpgspf tarvtgddsm rmshlkvgsa adipiniset dlslltatvv 

     1981 ppsgreepcl lkrlrnghvg isfvpketge hlvhvkkngq hvasspipvv isqseigdas 

     2041 rvrvsgqglh eghtfepaef iidtrdagyg glslsiegps kvdintedle dgtcrvtycp 

     2101 tepgnyiini kfadqhvpgs pfsvkvtgeg rvkesitrrr rapsvanvgs hcdlslkipe 



 

 

 

図 14: フィラミン A の構造の模式図。フィラミン Aはβバレル構造を有する相同なタンパ

クが 24個繰り返し配列された構造を呈する。ヒンジ 1で連結されたロッド 1およびロッ

ド 2がアクチン結合ドメインとして機能する。C末端側は自己会合ドメインで、二量体の

形成に関与する。今回の質量分析で認識されたアミノ酸配列が存在する部位を赤丸で示し

ている。 

文献 28より改編。 

  



 

 

 

図15: 精製抗体(J04)およびフィラミンAのポジティブコントロール。(左)精製抗体(J04)

は結腸杯細胞の細胞膜・細胞質に陽性を示す。(右)フィラミンAは平滑筋細胞の細胞質に

陽性を示す。 

  



 

 

 

図 16: フィラミン A の市販抗体を用いた肺腺癌細胞株のウエスタンブロットの結果。左: 

FilA-135A、右: FilA-134A。いずれの抗フィラミン A抗体についても、A549, PC9, Calu-

3で 3本のバンドが検出された(220 kDaより高分子量のバンド/実線矢印、200-220 kDaの

バンド/点線矢印、90-100 kDaのバンド/米印)。 

  



 

 

 

図 17: J04, FilA-134A, FilA-135A抗体で免疫沈降したサンプルを J04 でウエスタンブロ

ットした結果。すべての免疫沈降サンプルおよび A549セルライセートにおいて、200 kDa

付近の高さにバントが検出されている(点線矢印)。 

  



 

表5: フィラミンAと精製抗体(J04)の免疫染色の結果の比較 

(A) 腫瘍組織および非腫瘍性組織の結果 
 

J04 フィラミンA 

T N T N 

大腸 8/9 1/1 1/9 n/a 

膵臓 6/8 0/1 1/8 0/1 

胃 3/9 0/1 0/9 n/a 

泌尿器 1/4 0/1 1/4 0/1 

肺 4/18 0/1 5/18 0/1 

子宮 2/18 0/1 6/18 0/1 

胆管 1/9 0/1 1/9 0/1 

精巣 0/9 0/1 6/9 1/1 

卵巣 2/9 0/1 4/9 0/1 

乳房 0/8 0/1 1/9 n/a 

肝臓 0/9 0/1 0/9 n/a 

前立腺 0/10 n/a 0/9 n/a 

腎 0/4 0/1 0/4 0/1 

T: tumor, N: Normal 

 

(B) 肺腺癌TMAの結果 

 フィラミンA(細胞質+細胞膜) フィラミンA(細胞膜) J04 

全体の陽性率(%) 83.3  

(2+のみ: 9.4) 

8.3  38.6  

浸潤性粘液腺癌での

陽性率(%) 

50  

(2+のみ: 0) 

8.3  83.3  

n/a: not/available 

  

  



 

 

図18: 肺腺癌TMAの、フィラミンAおよびJ04での免疫染色および、NCOR1の多臓器TMAの免

疫染色の結果。(A) フィラミンA, 2+(細胞質と細胞膜に陽性)。(B) フィラミンA, 1+(細

胞膜に陽性)。(C) フィラミンA, 1+(浸潤性粘液腺癌)。(D) フィラミンA, 陰性(浸潤性粘

液腺癌)。間質に陽性像が見られる。(E) J04, 陽性(浸潤性粘液腺癌、(C)と同じ症例)。

(F) NCOR, 核および細胞質に陽性。 

 

 

 


