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研究成果の概要： 
抗体医薬は、副作用が少なくがんの治療効果を高める反面、治療費が高額になる傾向があり、

医療経済学の観点から、効果の期待のできない患者に対する投与は避けることが重要である。

そのためには治療効果を正確に予測する技術が必要とされている。本課題では、各種抗体医薬

の効果予測技術を確立することを目的とし、顕微鏡下で生きたがん細胞の抗体医薬に対する感

受性を評価する方法を確立することで、迅速かつ被験者への負担の少ない診断法を開発した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
平成 19年度 2,200,000 660,000 2,860,000 

平成 20年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：薬学・医療系薬学 
キーワード：抗体医薬、感受性予測、生細胞イメージング、共焦点顕微鏡 
 
１．研究開始当初の背景 
 
(1)抗体療法は、分子標的治療の分野におい
て最も臨床への応用が進んだ治療ストラテ
ジーであり、国内においても腫瘍に対する抗
体療法として、rituximab、trastuzumab の２
抗体医薬が承認され、それぞれ非ホジキンリ
ンパ腫、乳がんの治療に使用が開始された。
また、転移性大腸がんに対する治療薬である
Bevacizumab が承認される見通しであった。 
 
(2)米国では当時 15以上のモノクローナル抗
体ががん治療などに使われ、少なくとも 100
を超えるモノクローナル抗体の Phase I・II・
III の臨床試験が行われていたことから、我

が国においても、がん治療への抗体医薬の応
用が加速することが予測されていた。 
 
(3)一般的に腫瘍抗体療法は、ターゲットに
対する高い特異性により、従来の抗がん剤に
比べて副作用が少なく、化学療法の用量を減
ずることなく併用が可能であることから、高
い薬効を得ることが期待される。しかしなが
らモノクローナル抗体製剤の製造には細胞
培養を必要とするため、化学合成医薬品と比
較すると製造コストが著しく高額であり、高
い薬価が設定されていることから、医療費の
増大が懸念されていた。 
 
(4)さらに、抗体医薬に対する耐性の問題も
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指摘され、対費用効果が著しく低い症例も存
在した。しかしながら抗体治療耐性の機序は
完全には解明されておらず、また明確な予後
予測マーカーの報告はほとんどなかった。 
 
２．研究の目的 
 
(1)抗体医薬の各作用機序に対し、低侵襲(で
きるだけ生体を傷つけないこと)で、迅速に評
価する方法を確立する。そのためには極めて
少ない検体量での評価法が必須であり、本課
題ではこれを確立することを目的とする。 
(2) (1)で確立した評価法が、抗体医薬治療や
抗体医薬併用化学療法に対する治療反応や、
予後を予測する可能性について検証する。 
(3) さらに各作用機序と治療経過の解析を
様々なパラメータを用いて評価することで、
耐性機序を解明する。 
 
３．研究の方法 
 
(1)本研究を推進するための中核技術である
ごく微量の臨床標本で抗体医薬への感受性
を評価する方法を、共焦点レーザー走査型顕
微鏡を用いた生細胞イメージング法を用い
ることで確立する。 
 
(2) 生細胞イメージング法により確立めざ
す抗体医薬の作用機序は 
①  補体依存性細胞傷害活性 complement 
dependent cytotoxicity (CDC, 対象の抗体
医薬; rituximab)、 
②  抗体依存性細胞傷害活性 antibody 
dependent cell mediated cytotoxicity 
(ADCC, 対 象 の 抗 体 医 薬 ; rituximab, 
trastuzumab, cetuximab) 
③ 血管様チューブ形成活性 capillary tube 
formation  (対象の抗体医薬; bezacizumab) 
とする。 
 
 (3) (1)~(2)で確立した評価法を使用して、
抗体治療開始前、あるいは治療中の患者由来
腫瘍細胞や血清検体を評価し、治療に対する
反応および予後との相関を解析することで、
効果予測マーカー、耐性機序の探索を実施す
る。具体的には 
① rituximab の適応症例であるB細胞性悪性
リンパ腫が疑われる症例で、書面による同意
を得られた被験者の、確定診断のために採取
したリンパ組織や血清検体の一部を使用し、
蛍光標識 rituximab、細胞死識別蛍光色素等
を用いて CDC 感受性の評価、定量化を実施す
る。 
② 常に安定した ADCC 活性を示すナチュラル
キラー細胞株を樹立し、①の方法に準じて採
取した臨床検体を用いて、ADCC に対する感受
性、影響因子を探索する。 

③ ①-②で取得したデータと臨床経過を相
互的に評価し、両者の相関性と、予後因子あ
るいは治療効果予測因子の洗い出しを実施
する。 
 
４．研究成果 
 
(1)本研究において、研究代表者が所属する
施設がすでに所持していた共焦点レーザー
走査型顕微鏡を有効に利用して、抗体医薬の
様々な作用機序を極めて少ない検体量で解
析する方法を実現した。確立した定量法は  
① rituximab に対する CDC 感受性評価法 
② rituximab、trstuzumab、cetuximab に対
する ADCC 活性評価法 
③ bevacizumab に対する血管様チューブ形
成活性の評価法 
である。これらの評価法に共通する特徴とし
て、温度（場合によっては湿度、二酸化炭素
濃度）を調整した顕微鏡ステージにおいて、
微量の腫瘍生細胞と蛍光標識抗体医薬を添
加し、タイムラプス法（一定時間おきに画像
を取得する手法）で、細胞の機能や生死など
の変化を観察することを特徴とする〔下図〕。 

これにより、従来の感受性評価法において必
要とされる細胞数を 1/100 以下に減ずること
が可能となった。本解析手法は抗体医薬に限
らず、臨床検体を用いた多くの感受性評価へ
の応用も可能であり、低侵襲臨床評価に有用
な解析技術であると考えられる。 
 
(2) rituximab 併用化学療法における、治療
開始前患者由来腫瘍細胞の CDC 感受性と治療
反応の相関を解析した。総症例数 357 例に
ついて CDC 感受性を評価し、リンパ腫
サブタイプごとの CDC 感受性プロファ
イ ル を 解 析 し 、 さ ら に 実 際 に
rituximab 併用化学療法を受けたびま
ん性大細胞リンパ腫 51 例、ろ胞性リン
パ腫 45 例について、CDC 感受性と治療
反応の相関を解析した結果、両者の間
には統計的に有意な相関関係を認めた。
ROC 曲線解により算出した CDC 感受性
カットオフ値(18%)を用いることで、治
療反応群と治療不応群を極めて正確に
予測し得ることを見いだした〔下図〕。 
 
 



こ の 解 析 結 果 は 治 療 開 始 前 に
rituximab 併用化学療法の無効例を迅
速に選別できる可能性を示す世界で最
初の発見であり、また CDC が臨床での
抗腫瘍作用に大きく寄与していること
を示す最初の報告である。 
 
(3) (2)の解析症例について、CDC 感受性、治
療反応に影響を与える因子の洗い出しを実
施し、rituximab 耐性機序の探索を行った。
多変量ロジスティック解析を実施した結果、
CDC 感受性と治療反応に影響を与える因子し
て rituximab の標的分子 CD20 の細胞膜での
発現量が選択された。さらに、CD20 抗原の発
現を劇的に低下させ、それに伴う rituximab
治療に対する耐性獲得機序として、CD20 遺伝
子の C末端欠失型突然変異が存在することを
見いだした。本遺伝子変異はリンパ腫患者の
8.0%に存在し、他群と比較して有意に無病生
存期間が短いことが判明した。 
 
(4) ADCCアッセイは末梢血由来の単核球ある
いはそれから精製した細胞をエフェクター
細胞に供するのが定法であるが、エフェクタ
ー細胞に由来する細胞傷害活性のばらつき
が大きく、異なるエフェクター細胞を使用し
たアッセイ間におけるデータの比較が難し
い。本研究においてこのデメリットを克復す
るアッセイ方法を確立したことにより、様々
な条件下における ADCC 活性を評価すること
が可能になり、ADCC は生体内では、補体系と
競合し、強い CDC が惹起される条件では ADCC
は著明に抑制されていることを見いだした。 
 
(5)(4)の発見を検証すべく、リンパ腫患者血
清の CDC 誘導能と ADCC 阻害活性を評価した
ところ、びまん性大細胞リンパ腫、ろ胞性リ
ンパ腫の患者血清で両者間に有意な相関関
係が認められた。これは、ADCC 活性を強化し
た抗体医薬の創薬において重要な知見を提
供するものであると考えられる。 
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