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(54)【発明の名称】 肝臓幹様細胞に対するモノクローナル抗体、ハイブリドーマ及びモノクローナル抗体を含む医薬

並びに診断薬

(57)【要約】
【課題】  本発明の目的は、肝臓幹様細胞の抗原を認識
する新規なモノクローナル抗体、肝臓幹様細胞の抗原を
認識する新規なモノクローナル抗体を含む医薬、肝臓幹
様細胞の抗原を認識するモノクローナル抗体と肝臓再生
に関連した細胞移植治療や診断のための結合分子との結
合体を含む、医薬または診断薬を提供することである。
【解決手段】  本発明のモノクローナル抗体は、肝臓幹
様細胞の除核後画分（PNS）を用いたウエスタンブロッ
ティング法により、肝臓幹様細胞に存在する分子量４６
kＤａの抗原を認識するものである。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  肝臓幹様細胞に存在する分子量４６kＤ
ａの抗原を認識することを特徴とするモノクローナル抗
体。
【請求項２】  ラットの肝臓の組織標本に対する反応性
を免疫組織化学染色法で測定した場合、健常肝臓肝細胞
に対する反応性よりも肝臓幹様細胞に対する反応性の方
が同等もしくはそれ以上であることを特徴とする請求項
１に記載のモノクローナル抗体。
【請求項３】  肝臓幹様細胞と同等な特徴を持つ膵臓・
小腸に存在する幹様細胞を認識するモノクローナル抗
体。
【請求項４】  ＳＤラット健常肝臓から得た肝臓幹様細
胞を動物に免疫し、前記動物から抗体産生細胞を単離
し、これをミエローマ細胞と融合することによりハイブ
リドーマを作製し、次いで得られたハイブリドーマをス
クリーニングすることにより得られる単一クローンのハ
イブリドーマにより産生されることを特徴とする請求項
１から３の何れか１項に記載のモノクローナル抗体。
【請求項５】  請求項１から３の何れか１項に記載のモ
ノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ。
【請求項６】  請求項１から３の何れか１項に記載のモ
ノクローナル抗体を含む医薬。
【請求項７】  （ａ）請求項１から３の何れか１項に記
載のモノクローナル抗体；および（ｂ）抗癌化学療法
剤、ラジオアイソトープ、蛋白性毒素、致死性蛋白、あ
るいはこれを発現する遺伝子を挿入した発現ベクター、
酵素、ストレプトアビジンから成る群から選択される結
合分子；の結合体を含む医薬または診断薬。
【請求項８】  肝臓幹様細胞の細胞移植治療用または肝
臓再生の診断用であることを特徴とする請求項7に記載
の医薬または診断薬。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、肝臓幹様細胞を認
識する新規なモノクローナル抗体、前記モノクローナル
抗体を産生するハイブリドーマ、前記モノクローナル抗
体を含む医薬、並びに前記モノクローナル抗体と他の結
合分子との結合体を含む医薬または診断薬に関する。
【０００２】
【従来の技術】健常ラット肝臓より分離、培養されたい
くつかの肝臓幹様細胞株が知られており、これらは未分
化な性格を持ち、その形態的あるいは免疫組織学的性質
は卵形細胞と類似している。Fischerラットから分離、
培養された肝臓幹様細胞株WB-F344を N-metyl-N'-nitro
-nitroguanidineで処理すると形質転換し、肝細胞癌だ
けでなく肝芽細胞腫、胆管細胞癌の形態をも示すことが
報告されている。また、別の肝臓幹様細胞株RLEに癌遺
伝子v-rafなどを導入すると肝細胞癌、肝芽細胞腫だけ
でなく様々に分化した上皮性腫瘍を形成する。以上のこ
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とから、肝臓幹様細胞は、卵形細胞と同様に肝細胞ある
いは胆管上皮細胞への分化能を有する肝幹細胞あるいは
前駆細胞の候補の１つとして議論されている。しかしな
がら、肝臓幹様細胞に特異的で有用なマーカータンパク
質が知られていないことから、肝臓幹様細胞が健常ラッ
ト肝臓のどこに局在し、由来するのかは未だ明らにされ
ていない。
【０００３】
【発明が解決しようとする課題】そこで、本発明の目的
の一つは、肝臓幹様細胞の抗原を認識する新規なモノク
ローナル抗体を提供することである。本発明の別の目的
は、肝臓幹様細胞の抗原を認識する新規なモノクローナ
ル抗体を含む医薬を提供することである。本発明のさら
に別の目的は、肝臓幹様細胞の抗原を認識するモノクロ
ーナル抗体と肝臓再生に関連した細胞移植治療や診断の
ための結合分子との結合体を含む、医薬または診断薬を
提供することである。
【０００４】
【課題を解決するための手段】本発明のモノクローナル
抗体は、肝臓幹様細胞の除核後画分（PNS）を用いたウ
エスタンブロッティング法により、肝臓幹様細胞に存在
する分子量４６kＤａの抗原を認識するものである。本
発明の医薬は、肝臓幹様細胞の抗原を認識する新規なモ
ノクローナル抗体を含むものである。本発明の医薬また
は診断薬は、肝臓幹様細胞の抗原を認識するモノクロー
ナル抗体と肝臓再生に関連した細胞移植治療や診断のた
めの結合分子との結合体を含むものである。
【０００５】
【発明の実施の形態】健常成体ラット肝臓より分離、培
養した肝臓幹様細胞に特異的なモノクローナル抗体を作
製し、得られた抗体の臓器分布、抗原蛋白質の解析を行
った。本発明のモノクローナル抗体の製造方法につい
て、以下に説明する。本発明のモノクローナル抗体を得
るための免疫原としては、肝臓幹様細胞を用いる。かか
る細胞の単離のための源および単離方法は、特には限定
されず、健常成体動物肝臓から単離される。Sprague-Da
wley（SD）ラット（日本クレア）１匹より、Percoll（P
harmacia,Sweden）密度遠心分離法にて得られた約2×10
6個の細胞は、培養７～１０日後には少数の細胞がコロ
ニーを形成し、培養１０～１４日後にクローニングを行
い均一な細胞集団を分離した。これを継代培養し、細胞
株を得た。図１に示すように、細胞から分画した除核後
画分（ＰＮＳ）中の蛋白質１０μｇを電気泳動し、ウエ
スタンブロッティング法にて、得られた細胞株の発現タ
ンパク質を調べた結果、α-フェトプロテイン陽性であ
ったが、アルブミン、サイトケラチン１８及びサイトケ
ラチン１９は陰性であった。なお、レーン１は肝臓幹様
細胞で、レーン２は肝実質細胞画分である。このレーン
１の肝臓幹様細胞に対する特異抗体、すなわちモノクロ
ーナル抗体を作製する。抗原として用いた肝臓幹様細胞
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3
に対する抗体を産生していたクローンは最終的に２６個
であった。次に、健常ラット肝臓の免疫組織染色を行
い、肝実質細胞を染色する抗体産生クローンを除いた。
この結果、２６個中５個のクローンが選択された。これ
らをマウス腹腔内に移植した。得られた腹水を用いて、
肝臓幹様細胞から抽出したタンパク質をウエスタンブロ
ッティング法で解析したところ、使用可能な抗体産生ク
ローンは１個のみであることがわかり、このクローンを
モノクローナル抗体、すなわちクローン＃２４抗体と名
付けた。また、このクローン＃２４抗体のイムノグロブ
リンアイソタイプはIgMであることが明らかになった。
図２Ａに示すように、クローン＃２４抗体を用いて肝臓
幹様細胞の蛍光免疫細胞染色を行うと、細胞質内が網状
に染色され、抗原タンパク質は細胞質に局在すること
が、蛍光免疫細胞染色後の共焦点レーザー顕微鏡像から
明らかになった。図２Ｂに示すように、２０μｇのタン
パク質を１２％ポリアクリルアミド電気泳動に供した
後、肝臓幹様細胞の除核後画分（PNS）を用いたウエス
タンブロッティング法では、約４６kDaの位置にクロー
ン＃２４抗体に反応するバンドを認めた。細胞分画を行
うと、この抗原タンパク質は可溶性画分に分画され、細
胞質タンパクであることがわかった。さらに上記のクロ
ーン＃２４抗体が、正常肝における肝臓幹様細胞の局在
を明らかにした。健常ラット肝臓の凍結切片をクローン
＃２４抗体を用いて免疫染色すると、この抗原タンパク
質を発現している細胞は小葉間胆管近傍の細胆管様の小
管腔に局在していた。また、クローン＃２４抗体は、肝
臓幹細胞と同等な特徴を持つ膵臓・小腸に存在する幹様
細胞をも認識した。クローン＃２４抗体は、ラットの肝
臓の組織標本に対する反応性を免疫組織化学染色法で測
定した場合、健常肝臓肝細胞に対する反応性よりも肝臓
幹様細胞に対する反応性の方が同等もしくはそれ以上で
ある。
【０００６】また、ガラクトサミンを投与した急性障害
肝モデルを作製し、これを用いて肝臓幹様細胞と卵形細
胞との相違また急性障害肝における肝臓幹様細胞の機
能、役割を明らかにした。クローン＃２４抗体による免
疫組織染色において、ガラクトサミン投与後１日目から
小葉間胆管を形成する胆管上皮細胞にクローン＃２４抗
体の抗原タンパク質が発現していた。さらに、投与後２
日目から３日目にかけては、増生した胆管と思われる管
腔にもクローン＃２４抗体の抗原タンパク質が発現して
いた。ガラクトサミン投与後の広範な肝細胞壊死に引き
続いて起こる胆管の増生は、既存する胆管上皮細胞の増
殖によるものではないとされており、幹細胞の関与が示
唆されている。本発明では、サイトケラチン７陰性でサ
イトケラチン１８またはクローン＃２４抗体の抗原タン
パク質を発現している胆管様管腔の増生が認められた。
このような胆管様管腔は、肝臓幹様細胞が幹細胞として
機能し、増生してきたものと考えられる。また、肝障害
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が起こっている時期に一過性にクローン＃２４抗体の抗
原タンパク質が発現し、回復とともにその発現が消失し
たことは、肝障害により肝臓幹様細胞が活性化され増殖
し、胆管上皮細胞への分化とともに発現がなくなったも
のと考えられた。すなわち、クローン＃２４抗体の抗原
タンパク質の発現が肝臓幹様細胞から胆管上皮細胞への
分化、成熟過程を反映しているものと考えられた。
【０００７】肝臓幹様細胞の肝臓内の局在については、
肝臓幹様細胞に特異的なマーカータンパク質が同定され
ていないことから今まで明らかにされていない。そこ
で、株化した肝臓幹様細胞をそのままマウスに注射し
て、免疫し、肝臓幹様細胞に特異的なタンパク質に対す
るモノクローナル抗体、すなわちクローン＃２４抗体を
作製することを試みた。本発明で得られたクローン＃２
４抗体に対する抗原タンパク質は、細胞質画分に分画さ
れるタンパク質であり、また細胞内に網状に分布してい
たことから、細胞骨格系のタンパク質であることが示唆
された。クローン＃２４抗体と細胞骨格タンパクである
pan-cytokeratin抗体との二重染色の結果から、pan-cyt
okeratinの一部と局在が一致し、クローン＃２４抗体の
抗原タンパク質はサイトケラチンの一種であると推察さ
れた。
【０００８】
【実施例】以下の実施例により、本発明をさらに詳細に
説明するが、本発明はこの実施例によって限定されるも
のではない。
【０００９】6～９週齢のSprague-Dawley（SD）ラット
（日本クレア）をジエチルエーテル麻酔下で開腹し、門
脈より２００mlの前潅流液（36.9 mM NaCl/ 5.4 mM KCl
/ 0.7 mM NaH2PO4/ 1.1 mM Na2HPO4/ 10.0 mM HEPES/ 
0.5 mM EDTA/ 0.035% NaHCO3/0.1% glucose/ 0.0006% p
henol red［pH 7.2］）を流した後に、８０mlの0.1％コ
ラゲナーゼ溶液（36.9 mM NaCl/ 5.4 mM KCl/ 0.7 mM N
aH2PO4/ 1.1 mM Na2HPO4/ 10.0 mM HEPES/ 0.1% コラゲ
ナーゼ［和光］/ 0.05% トリプシンインヒビター［和
光］/ 50 mM CaCl2/ 0.035% NaHCO3/ 0.0006% phenol r
ed［pH 7.5］）で肝臓を潅流した。摘出した肝臓を0.1%
コラゲナーゼ溶液中で細切した後、細胞懸濁液を調製
し、細胞ろ過器に通した。ろ過されずに残った細胞成分
を胆管上皮細胞の豊富な画分として回収した。
【００１０】次に、ろ過した細胞懸濁液を50×ｇ、４
℃、１分間遠心し大部分の肝実質細胞を沈殿させ除去し
た。この遠心上清を再び150×ｇ，４℃、５分遠心し非
実質細胞を沈渣として回収し、さらにMinimum Essentia
l Medium（Gibco BRL, USA）で洗浄し、肝非実質細胞画
分とした。この画分を0.1％アクチナーゼ溶液（36.9 mM
 NaCl/ 5.4 mM KCl / 0.7 mM NaH2PO4/ 1.1 mM Na2HPO4
/ 0.1% アクチナーゼE［科研製薬］/ 0.25% トリプシン
［ナカライ］）で37℃、60分間反応させ、残存した肝実
質細胞を消化した後、1.035g/mlと1.070g/mlとなるよう
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5
に調製したPercoll（Pharmacia, Sweden）密度勾配に供
し、ZS遠心機（Edmund Buhler, Germany）で2,000回
転、５分遠心し1.035g/mlと1.070g/mlの界面に分離され
た細胞画分を採取した。
【００１１】得られた細胞は、10％牛胎児血清（Sigma,
 USA）、10-8M インスリン（和光）、10-6M デキサメサ
ゾン（和光）を含むWilliams' E培地（Gibco）に懸濁
し、直径60mmのコラーゲンコートプレート（岩城硝子）
に5.0×105個播種した。培養１０～１４日後に、コロニ
ーを形成した細胞をクローニングした後は、10％牛胎児
血清を含むDMEM（Sigma）を培地とし、培養を続けた。
【００１２】SDラット１匹より、Percoll密度1.035g/ml
と1.070g/mlの界面に分離された細胞は約2×106個で、
これらの細胞の生存率は約９０％であった。培養直後は
少数の肝実質細胞などが含まれていたが、培養過程で消
失した。培養７～１０日後には少数の細胞がコロニーを
形成し、培養１０～１４日後にクローニングを行い均一
な細胞集団を分離した。これを継代培養し、細胞株を得
た。これらの細胞は、直径約10μm から15μmほどで疎
な細胞質を持ち、高い核・細胞質比を示し、培養皿上で
単層に増殖した。
【００１３】免疫細胞染色法及びウエスタンブロッティ
ング法にて、得られた細胞株の発現タンパク質を調べた
結果、α-フェトプロテイン陽性であったが、アルブミ
ン、サイトケラチン１８及びサイトケラチン１９は陰性
であった。（図１を参照）
【００１４】この細胞に対する特異抗体、すなわちモノ
クローナル抗体の作製を試みた。本発明のモノクローナ
ル抗体は、ＳＤラット健常肝臓から得た肝臓幹様細胞を
動物に免疫し、前記動物から抗体産生細胞を単離し、こ
れをミエローマ細胞と融合することによりハイブリドー
マを作製し、次いで得られたハイブリドーマをスクリー
ニングすることにより得られる単一クローンのハイブリ
ドーマにより産生される。６週齢のBALB/cマウス（日本
クレア）の腹腔内に、PBSに分散させた肝臓幹様細胞1.0
×107個を２週間隔で計３回投与し免疫した。その後、
常法（Harlow E., Lane D., 1988）によりマウス脾細胞
とマウス形質細胞腫株P3U1（ヒューマンサイエンス研究
資源バンクより供与）をポリエチレングリコール（Boeh
ringer, Germany）を用いて細胞融合させハイブリドー
マを作製した。
【００１５】特異抗体を産生するハイブリドーマのスク
リーニングは以下のように行った。まず９６穴プレート
上に肝臓幹様細胞を播種し、ハイブリドーマ培養上清を
１次抗体として用いて蛍光免疫細胞染色し、抗体産生ハ
イブリドーマを同定した。次に、限界希釈にて単一とな
ったクローンを分離、培養し、培養上清を１次抗体とし
て用いて抗体産生クローンを蛍光免疫細胞染色で確認し
た。さらに、健常ラット肝臓の凍結切片を作製し、ハイ
ブリドーマ培養上清を１次抗体として用いて免疫組織化
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学染色し、肝細胞を染色しない抗体を産生するクローン
を選別した。選別されたハイブリドーマクローンを、あ
らかじめ腹腔内にプリスタン（Sigma）を投与したBALB/
cマウスの腹腔内に移植し、産生された腹水を回収し
た。以後、この腹水を抗体として用い、Monoclonal Sub
-Isotyping Kit（AmericanQualex, USA）で抗体のアイ
ソタイプの同定を行った。
【００１６】細胞融合にて得られたハイブリドーマクロ
ーンは計７８７個であった。これらのうち、抗原として
用いた肝臓幹様細胞に対する抗体を産生していたクロー
ンは８２個であった。さらに、限界希釈を２回行い、確
立されたモノクロナールなクローンは２６個であった。
【００１７】次に、肝臓幹様細胞に対して特異的な抗体
を産生するクローンを選別するために、健常ラット肝臓
の免疫組織染色を行い、肝実質細胞を染色する抗体産生
クローンを除いた。この結果、２６個中５個のクローン
が選択された。
【００１８】これらをマウス腹腔内に移植した。得られ
た腹水を用いて、肝臓幹様細胞から抽出したタンパク質
をウエスタンブロッティング法で解析したところ、使用
可能な抗体産生クローンは１個のみであることがわか
り、このクローンをクローン＃２４抗体と名付けた。ま
た、このクローン＃２４抗体のイムノグロブリンアイソ
タイプはIgMであることが明らかになった。
【００１９】クローン＃２４抗体を用いて肝臓幹様細胞
の蛍光免疫細胞染色を行うと、細胞質内が網状に染色さ
れ、抗原タンパク質は細胞質に局在することが明らかに
なった。（図２Ａを参照）
【００２０】肝臓幹様細胞の除核後画分（PNS）を用い
たウエスタンブロッティング法では、約４６kDaの位置
にクローン＃２４抗体に反応するバンドを認めた。（図
２Ｂを参照）
細胞分画を行うと、この抗原タンパク質は可溶性画分に
分画され、細胞質タンパクであることがわかった。
【００２１】健常ラット肝臓の凍結切片をクローン＃２
４抗体を用いて免疫染色すると、この抗原タンパク質を
発現している細胞は小葉間胆管近傍の細胆管様の小管腔
に局在していた。その他の肝実質細胞などは染色されな
かった。ウエスタンブロッティング法でも、肝実質細胞
画分および胆管上皮細胞画分から得られた細胞抽出液中
には、クローン＃２４抗体に対する抗原タンパク質を認
めなかった。
【００２２】急性肝障害モデルを作製するため、ガラク
トサミンを健常ラットの腹腔内に投与した。クローン＃
２４抗体を用いての免疫組織染色では、ガラクトサミン
投与後１日目から小葉間胆管を形成する胆管上皮細胞の
一部で、クローン＃２４抗体の抗原タンパク質が発現
し、発現している細胞は投与後３日にかけて増加した。
投与後５日になると、小葉間胆管での発現は消失した。
また、投与後１日から投与後３日にかけて小葉間胆管の
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周囲の増生した細胆管様の管腔でクローン＃２４抗体の
抗原タンパク質が発現していた。（図３を参照）
【００２３】応用分野として、前記モノクローナル抗体
と、抗癌化学療法剤、ラジオアイソトープ、蛋白性毒
素、致死性蛋白、あるいはこれを発現する遺伝子を挿入
した発現ベクター、酵素、ストレプトアビジンから成る
群から選択される結合分子と、の結合体を含む医薬また
は診断薬がある。さらに、前記医薬または診断薬は、肝
臓幹様細胞の細胞移植治療用または肝臓再生の診断用で
ある。
【００２４】
【発明の効果】本発明は、肝臓幹様細胞のモノクローナ
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ル抗体を用いると、肝臓再生に関連した細胞移植治療に
必要な肝臓幹細胞を同定・分離することができる。ま
た、肝障害時に出現する幹細胞を測定することにより、
診断や予後を判定できる。
【図面の簡単な説明】
【図１】肝臓幹様細胞が発現するタンパク質のウエスタ
ンブロッティング法による解析図である。
【図２】（Ａ）モノクローナル抗体を用いた蛍光免疫細
胞染色撮像と（Ｂ）ウエスタンブロティング法による解
析図である。
【図３】モノクローナル抗体を用いたガラクトサミン投
与後のラット肝臓の免疫染色撮像である。

【図１】
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