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研究成果の概要（和文）：成人Ｔ細胞白血病（ATL）細胞表層に特異的に発現している糖鎖を腫瘍マーカーおよび抗体
（免疫）療法のターゲット抗原としてとらえ、腫瘍細胞から抽出・分画する微量糖鎖を直径50マイクロメーター程度の
光ファイバーの先端に固定化したシュガーチップと局在プラズモン共鳴法（LPR）を用いたスクリーニング法を用い、
ファージ・ディスプレイ法によって、それら糖鎖に特異的に結合する１本鎖抗体（scFv）を発現しているファージ（フ
ァージミドベクター）群を選別し、それらから産生させるscFvを蓄積した。また、scFvを固定化した蛍光性のナノ粒子
を開発し、白血病患者の早期発見のための検査薬（候補）を創製した。

研究成果の概要（英文）：Specifically expressed sugar chains on adult T-cell leukemia(ATL) cells should be 
tumor markers,which can be appropriate antigen molecules in the targeted therapy using ant ibodies.Trace a
mount of sugar chains extracted and fractionated from tumor ATL cells were immobilized on the top of the o
ptical fiber(50) chemically  modified with gold nanoparticles to prepare fiber-type sugar chip. Using the 
chip and localized surface Plasmon resonance method,the screening of phage display was performed to obtain
 phages expressing single chain antibody(scFV)which bound to sugar chain from ATL cells. then,severel scFv
 were isolated from the selected phages.One scFv was then immobilized to fluorescent nanoparticles(FNP) wi
th a optimal conditions to prepare scFv-FNP. By the FACS analysis and fluorescent microscopy,the scFv-FNP 
was found to bind specifically to cultured ATL cell(S1T),but not to non ATL leukemia cells(CEM),indicating
 the easy detection tool for ATL cells.

研究分野：

科研費の分科・細目：

総合領域

キーワード： 腫瘍マーカー　オーダーメード治療

腫瘍学・腫瘍診断学



様 式 ＣＦＺ－１９（共通） 

M 13由来ヒトscFv合成ライブラリー

洗浄

溶出

大腸菌（TG-１）

M 13KO 7(Helper Phage）
重感染

500 bp

900 bp

20K

25K

50K

75K
100K
150K
250K

27K
scFv

大腸菌（HB2151）

ファイバー型
シュガーチップ

糖鎖結合
ファージ

糖鎖結合ｓｃＦｖ

ファイバー型シュガーチップを用いた
バイオパニング（スクリーニング）

白血病
細胞

糖鎖

ラベル化

分画

糖鎖非結合
ファージ

局在プラズモン共鳴（ＬＰＲ）法による結合挙動の観測

切り出し

白血病細胞からの糖鎖の切り出しとリガンド化

１．研究開始当初の背景 
（１）「糖鎖」は「核酸」および「蛋白質」
に次ぐ「第 3の生命鎖」と呼ばれ、生体内に
おいては蛋白質や脂質と結合して糖蛋白質
や糖脂質を形成している。これらは細胞内外
の情報伝達や免疫システムに深く関与し、細
胞の癌化や転移、ウイルス感染に重要な役割
を果たしている。しかし、糖鎖は核酸や蛋白
質よりも遙かに構造が複雑であり、またその
生合成は複数の糖転移酵素により制御され
ているため、量的な確保も困難であり、依然
として、研究は途上であり、機能解明から実
用化への展開がようやく開始されたところ
である。これらの基礎研究となる糖鎖の基盤
技術に関しては、近年、糖鎖ライブラリーが
徐々に整備されるとともに、糖鎖解析ツール
としての「レクチンチップ」や「糖鎖チップ」
も開発され、糖鎖研究の基盤が整いつつある。
特に、「糖鎖チップ」に関しては、我々は「シ
ュガーチップ」として既にその開発と実用化
に成功している。 
（２）ヒトレトロウイルスである human 
T-lymphotropic virus type 1（HTLV-1）が原
因である成人Ｔ細胞白血病（ATL）は、熱帯・
亜熱帯地域を中心に感染者が分布している。
ATL は一旦発症すると非常に予後の悪い白
血病で、決定的な治療法は確立されていない。
強力な化学療法が試みられているが、治療開
始後の 50% 生存率は 1 年を少し超えた程度
で、満足な結果にはほど遠い。また、骨髄移
植や造血肝細胞移植も試みられているが、一
部の症例にしか効果が期待できず、有効なワ
クチンも存在しない。海外では抗体医療の有
効性が示唆されているが、抗体の標的分子に
ついて決定的なものはない。わが国において
は、特に鹿児島などの南九州を中心として、
約 120 万人もの感染者が存在し、毎年 1000
人以上の ATL 患者が死亡している。本研究
はこのような背景に立脚して平成 18 年から
開始され、ATL に対し、「糖鎖」という新た
な分子に標的を定め、「シュガーチップ」や
「ファージ・ディスプレイ法」など、最新の
ナノテクノロジーを駆使して ATL の抗体療
法や早期発症診断に向けたアプローチを行
い、以下の５つを明らかにした。即ち、(i) ラ
イン化した ATL 細胞を直接抗原としたファ
ージ・ディスプレイ法では、親和性の弱い「糖
鎖」に対する scFvを得ることは困難である。
(ii) ATL細胞に発現量が多い蛋白質を標的と
した scFvは健常Ｔ細胞にも毒性をもつ。(iii)
ライン化した ATL 細胞と非 ATLＴ細胞間で
は、発現しているＮ－およびＯ－型糖鎖には
それぞれ違いがある。(iv)新しい蛍光性のリ
ンカー化合物と光ファイバーの先端をシュ
ガーチップ化した局在プラズモン共鳴
（LPR）測定システムを開発し、細胞由来の
微量の糖鎖を固定化して解析できるシステ
ムを確立した。(v) ライン化 ATL細胞由来Ｎ
－型糖鎖を固定化したシステムと合成ファ
ージライブラリーを用いて、ライン化した

ATL細胞に特異性の高い scFvを 3クローン
得、そのうちの 1 つは細胞障害活性も有し、
ATL の抗体療法に使用できる可能性を持っ
ていた。本研究は、以上の成果に基づき計画
した。 
 
２．研究の目的 
 癌細胞表層の糖鎖を標的とした抗体を調
整し、検査薬や治療薬として使用することを
目的とする。即ち、白血病細胞表層に特異的
に発現している糖鎖を腫瘍マーカーおよび
抗体(免疫)療法のターゲット抗原としてとら
え、腫瘍細胞から抽出・分画する微量糖鎖を
直径 50 マイクロメーター程度の光ファイバ
ーの先端に固定化したシュガーチップと局
在プラズモン共鳴法(LPR)を用いたスクリー
ニング法を用い、ファージ・ディスプレイ法
によって、それら糖鎖に特異的に結合する 1
本鎖抗体(scFv)を発現しているファージ(フ
ァーミジドベクター)群を選別する。同時にそ
れらから産生させる scFv を蓄積する。対象
とする白血病細胞としては、成人 T細胞白血
病(ATL)細胞から開始し、他の白血病細胞へ
展開する。また、scFvを固定化した蛍光性の
ナノ粒子を開発し、白血病患者の早期発見の
ための検査薬を創製する。 
 
３．研究の方法 
（１）scFv の調製：実験の流れを図 1に示し
た。ATL 細胞株 S1T 細胞から膜画分を分画
し、酵素処理によって N-型糖鎖を切り出し、
分離した後、ヒドラジン分解を行い、
BlotGlyco 法でO-型糖鎖の分離と f-monoリ
ンカーでラベル化した後、ファイバー型シュ
ガーチップを調製した。そのチップを用いて
M13 由来ヒト scFv合成ライブラリーまたは
ナイーブライブラリーのバイオパニングを
行った。パニングにより、チップ上の糖鎖に
結合するファージを得た。次いで、得られた
結合ファージを大腸菌 TG1 に形質転換し、
定法によりファージ溶液を調製した。PCR 
で確認したところ、800～900 bp 付近に目的
のバンドが観測された。 
続いて、scFv の調製と結合解析を行った。
得られたモノクローンファージを大腸菌 
HB2151 株に感染させ、一本鎖抗体 scFv  

 

 
 
 

 

 
図 1 scFvの調製法（実験の流れ） 



を産生させた。そのペリプラズム画分から 
scFv を抽出し、SDS-PAGE（CBB 染色と 
Western blotting）により scFv 蛋白質(27 
kDa)を確認した。そして、Ni カラムを用い
て scFv 蛋白質を精製した後、透析を行い、
FACS解析に供試した。 
（２） scFv-FNP：FNP のコア成分には
CdTe/CdSを使用した。FNPのコーティング
剤には、TEG-OH 1と TEG-NTA 2を用いた。
TEG-NTA 2 は、当研究室で合成された
TEG-COOH 3に対し、縮合剤を反応させた
後、N-(5-アミノ-1-カルボキシペンチル)イミ
ノジ酢酸（AB-NTA）を加えて合成した。FNP
は、還元条件下、図 2下部に示した割合でコ
ーティング剤を作用させて調製し、FNP 4、
5、ならびに 6を合成した。 

図２．FNPの調製 

 

 図３．scFv-FNPの調製 

 

scFvとして、（１）で見いだした ATL細胞株
S1T細胞に高い結合性を示す S1TSCFR3-1と
陽性コントロールとして S1TA3（S. Muraoka, et 
al. J. Biochem. 2009, 145(6), 799-810）を用いた。 
 FNP への scFv の固定化は、FNP に 5また
は 6を用い、塩化ニッケルで処理後、それぞ
れの scFvを加え、S1TSCFR3-1を固定化した
scFv-FNP 5a、6a と S1TA3 を固定化した
scFv-FNP 5b、6bを得た（図３）。 
 ATL 細胞への scFv-FNP の結合性はフロー

サイトメトリー（FACS）と共焦点顕微鏡によ
る細胞の蛍光観察により解析した。細胞は
ATL 細胞株である S1T 細胞および非 ATL 細
胞株である CEM 細胞を使用した。遠心分離
で細胞画分を回収し懸濁した後、scFv-FNPを
加えて 4 ˚Cで 30分インキュベートした。遠
心分離後、PBSで洗浄して FACSまたは蛍光
観察により解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）図４に示すように、得られた scFv は、
S1T細胞には S1TA3と同程度の結合親和性を
示したが、MOLT4には結合しなかった。さら
に６種類のATL細胞及び非ATL細胞を用いて
FACS 解析を行うことで、ATL 細胞に特異的
に結合する scFv であるかを解析した。FACS
解析の結果、図５に示すように、ATL 細胞株
には結合性が高く、非 ATL細胞では結合性が
低かったことから、得られた scFv が ATL 細
胞を特異的に認識する scFvであることが分か
った。 
 

図４．S1T細胞（上段）、MOLT4細胞（下段）
を用いた FACS解析 

 
 
 
（２）scFv-FNP 5a、5bでは、FACS解析と
共焦点顕微鏡による蛍光観察により、再現性
よく、S1T細胞に結合性を示し（図６B、E）、
非ATL細胞であるCEM細胞には結合性を示
さなかった（図６C、G）。このことから、NTA-
ニッケル-His タグ結合を介することによっ
て、強固に FNP 上に固定化されており、ま
た、scFvの方向性も規定されて抗原を認識で
きていると考えられる。 
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図５．ATL細胞（MT2、K3T、su9T01） 及び
非 ATL細胞（HL60、CEM、Jurkat）を用いた

FACS解析 

図６．FACS解析．（A）S1T細胞に対する 
scFv-FNP 4bの結合性、（B）S1T細胞に対
する scFv-FNP 5a、5bの結合性、（C）CEM
細胞に対する scFv-FNP 5a、5bの結合性． 
共焦点顕微鏡解析による細胞観察（オーバー
レイ画像）．Ex. 488 nm； 20.0 %, DBS1 : 574 
nm．（D）S1T細胞、（E）scFv-FNP 5bを加
えた S1T細胞、（F）CEM細胞、（G）scFv-FNP 

5bを加えた CEM細胞． 
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