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研究成果の概要（和文）：我々は IFN の投与によりヒト肝がん細胞において発現が増強され
るチロシンキナーゼ受容体である FGFR-1 を標的として新規モノクローナル抗体を作製し
た。この抗体と IFNを併用することにより、in vitroおよび in vivoのいずれにおいても
著明な抗がん効果を認めた。さらに胃がんの治療を目的とし、CD3 と腫瘍抗原に結合する
二重特異性抗体と Fc部分も持つ三重特異性抗体を作製し、ヒト化にも成功した。 
  
 
研究成果の概要（英文）：We have been developed the new monoclonal antibody against FGFR-1, 
which express on human hepatocellular carcinoma and induced by IFN. When we administrate this 
antibody and IFN simultaneously, strong anti-cancer effect was observed in vitro and in vivo. 
Furthermore, we have been developed other monoclonal antibodies aimed at therapy for gastric cancer. 
These are the humanized bispecific monoclonal antibody targeted tumor antigen×CD3 and the 
humanized trifunctional bispecific antibody which have the Fc region. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)抗原を特異的に認識するモノクローナル
抗体を作成する技術が Kӧhler と Milstein に
より開発されて以来、最近の分子生物学、遺
伝子工学の進歩により、モノクローナル抗体
の臨床応用における様々な障壁は急速に乗

り越えられつつある。 
 
(2)消化器がんに対する治療は、一般的に第
一に手術を選択し次に抗がん剤を用いた化
学療法を行う場合が多い。しかし現状の抗が
ん剤は、がんに選択的に効果を示すことが困
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難であり、そのため副作用も多く、治療成績
は十分とは言い難い。今後副作用が少なく、
抗腫瘍効果の強い抗体療法の開発が必要と
されている。 
 
２．研究の目的 
(1)消化器がん（肝がん、胃がん）に対する
新規モノクローナル抗体を作成し、in vitro、
in vivo での抗腫瘍効果を検討し、その効果
発現機序を検討する。 
 
(2)抗体改変技術（遺伝子工学）を用い、モ
ノクローナル抗体のキメラ化、ヒト化を行う。
さらに免疫効果を高める目的で、二重特異性
抗体、三重特異性抗体の作成を行い、in vitro、
in vivoでの抗腫瘍効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)肝細胞がんにおいて発現が認められ、イ
ンターフェロン(IFN)投与により発現が増強
する抗原に関して DNAアレイを用いて同定す
る。同定された抗原に対して、モノクローナ
ル抗体を作成し、IFN 併用による抗腫瘍効果
を、in vitro、in vivo で検討する。さらに
抗腫瘍効果の機序に関して DNAアレイを用い
て検討する。 
 
(2) A 抗原（特許申請前であり A 抗原とさせ
ていただく）に対するモノクローナル抗体を
改変し、抗 A・抗 CD3－二重特異性抗体、抗 A・
抗 CD3－三重特異性抗体を作成し、抗腫瘍効
果を、in vitro、in vivoで検討する。  
 
４．研究成果 
(1) SCIDマウスに肝癌細胞株 HepG2 を移植し、
腫瘤を形成した後、IFNを静脈内投与し 24hr
後に取り出した腫瘍の mRNA を DNA アレイで
検討した。この結果、レセプター型チロシン
キナーゼである線維芽細胞増殖因子受容体 1 
(fibroblast growth factor receptor 1: 以
下 FGFR-1)が強く発現誘導されることが明ら
かになった。IFN による FGFR-1 発現増強は、
FACS、ウエスタンブロットによっても確認さ
れた。 
 
(2)FGFR-1 の遺伝子をクローニングし、発現
ベクターに組み込んだ。この発現ベクターを
NIH-3T3 細胞に遺伝子導入し、発現を確認し
た。FGFR-1発現 NIH-3T3細胞でマウスを免疫
し、マウスの抗 FGFR-1 モノクローナル抗体
を作成した。この抗体は FGFR-1 遺伝子導入
NIH-3T3 細胞と反応し、NIH-3T3 細胞には反
応しなかった(FACS)。この抗体はウエスタン
ブロット法にて、FGFR-1と結合することが確
認された。 
 
(3) IFNと作成した抗 FGFR-1抗体による抗癌

効果を検討した。in vitro、において、併用
療法は抗体単独や IFN単独に比較して肝癌細
胞株に対して強い抗腫瘍効果を認めた(MTT 
assay）。ヒト肝癌細胞株胆癌マウスにおける
in vivoの治療実験では、作製した抗 FGFR-1
抗体と IFNの併用により、抗体単独や IFN単
独に比較して強い抗腫瘍効果を認めた 
 
(4) SCIDマウスの皮下に肝癌細胞株を移植し、
腫瘤形成後に IFNを投与し、尾静脈より作成
した抗 FGFR-1 抗体を投与し、時間推移によ
る抗体の分布を検討した。撮影には IVIS 
LUMINAを使用した。抗体投与後 5時間までは
腹腔内臓器にも集積を認めたが、時間経過と
ともに腫瘍部位に抗体集積が限局していく
ことが明らかになった。48時間後には腫瘍部
位にのみ取り込まれ、他の臓器への取り込み
は認めなかった。  
 
(5) 肝がん細胞株に IFN と作成した抗
FGFR-1抗体を加えた系と、IFNとコントロー
ル抗体を加えた系から、RNA を抽出し、マイ
クロアレイを行った。抗体を加えた系でのみ、
FGFR-1のリガンド遺伝子の発現低下、リガン
ドの細胞表面への運搬に関与する vesicle形
成関連遺伝子の発現低下を認めた。このこと
から IFN投与により、ヒト肝癌細胞株におい
て FGFR-1発現が亢進し、FGFレセプターを介
した増殖シグナルが肝細胞がんに入ること
で、代償性にインターフェロンによる細胞死
からの逃避に働くと考えられた。作製した抗
体は FGF レセプターに結合することにより、
シグナル伝達を抑制し、リガンドと vesicle
形成分子の発現を抑制し、その結果、リガン
ドの分泌が低下し、autocrine loop が抑制
されることにより、細胞死の逃避が解除され、
抗腫瘍効果に働くメカニズムの一つになっ
ていると考えられた。 
 
(6) A 抗原に対する抗体の遺伝子をクローニ
ングし、遺伝子配列を決定した。この遺伝子
配列をもとに抗 A・抗 CD3 ニ重特異性抗体の
発現ベクターを作成した。この発現ベクター
を用い、二重特異性抗体を作製した。作製し
た抗 A・抗 CD3 二重特異抗体を用い、LAK 細
胞（固層化抗 CD3 抗体と IL-2 添加により培
養されたリンパ球）を使用し、ヒト胃がん細
胞担癌マウスの in vivo実験で著名な抗がん
効果を認めた。しかしながら、ヒト末梢血単
核球を用いた系では、十分な抗がん効果は得
られなかった。そこで、さらに抗がん効果を
高めることを目的に、抗 A・抗 CD3 ニ重特異
性抗体を Fc 部分を有するヒト型三重特異性
抗体に分子改変を行った。初期の発現ベクタ
－を CHO細胞に遺伝子導入した結果、ヒト型
三重特異性抗体産生効率が悪く、十分な抗体
を得ることができなかった。そこで、ベクタ



 

 

ーを改変し低分子量にする事で十分量の抗
体産生が可能となった。このヒト型三重特異
性抗体は、A 抗原への結合、CD3 への結合は
親抗体と同等であった。ヒト胃がん細胞株に
対するヒト末梢血単核球を用いた治療実験
で、十分な抗がん効果を認めた。 
 
(7)研究成果の国内外における位置づけ：肝
癌に対する抗体治療は現在国内外とも行わ
れておらず、抗 FGFR-1 抗体による今後の臨
床への応用が期待される。三重特異性抗体に
関しては、癌性腹膜炎に対して 2009 年 4 月
に世界で初めてヨーロッパで認可された
Catumaxomab (Removab(R))が存在する。この抗体

は CD3 と EpCAM を認識する三重特異性抗体である

が、Fc部分がマウスとラットの蛋白のままであり、

ヒトに投与すると抗マウス抗体、抗ラット抗体が

出現することが報告されている。我々の作製した

三重特異性抗体はヒト型化に成功しており、今後

の臨床応用が期待される。 
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