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研究成果の概要： 
エンドセリン受容体阻害ペプチドは乳ガン細胞 SKBR3, MCF7細胞において６０－７０％の増
殖抑制がみられたが、口腔癌では増殖阻害活性を示さなかった。これらの結果より、口腔癌の

増殖においてエンドセリンＡ受容体の機能は重要でない可能性が示唆された。また、口腔癌特

異的な抗原（MUC1）に対する特異抗体 C595 の単独での作用を調べた。C595 は補体依存性
細胞障害反応、抗体依存性細胞障害反応をわずかに誘導したが、抗体単独では細胞増殖抑制に

は影響がなかった。従って、MUC1特異的モノクローナル抗体は口腔癌の標的化には有効だが、
抗体単独での抗体免疫療法では有効性が見られないことが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
 
悪性腫瘍は、我が国における死亡原因の約 3
割を占め、増加の一途を辿っており、さらに
高齢化社会の進展に伴い、癌好発年齢の人口
が著しい増加を示していた。このような将来
予測の中、副作用が非常に少なく、強力な抗
癌剤の開発は急務であり、国民の健康の維持
増進を図る上で重要な課題であった。特に、
口腔領域の癌治療では形態及び機能の温存
が、患者にとっての精神的及び身体的負担を

大きく軽減するので、ことさら重要であった。
近年、癌細胞の増殖や悪性度に重要な役割を
果たす癌細胞特異的な分子の機能や発現を
制御する分子標的治療薬の臨床応用が検討
され、口腔領域の癌治療においてもシグナル
伝達や細胞周期などを分子標的とした新し
いアプローチが報告されていた。 
 
２．研究の目的 
 
(1) エンドセリン及びエンドセリン受容体は
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あらゆるガンにおいて強く発現しているこ
と明らかになり、ガン細胞の増殖、アポトー
シスの抑制、ガンの進行及び転移に重要な役
割を果たしていることが解明されてきた。前
立腺癌ではエンドセリン A 受容体拮抗薬
Atrasentanがマウスの実験で有効性を示し、
現在アメリカでフェーズ III レベルの臨床試
験が実施されている。そこで、口腔癌におい
て副作用の少ない新規エンドセリン受容体
拮抗薬でエンドセリンネットワークの機能
阻害を引き起こすと口腔癌細胞の増殖が阻
害されるどうかを確かめる。 
 
(2) MUC1は、大腸癌、前立腺癌、膵臓癌、
乳癌、胆嚢癌などにおいてその過剰発現が高
頻度にみられ、MUC1発現が腫瘍の増殖性及
び転移性に寄与し、悪性度と強く相関してい
ることが明らかにされてきた。口腔癌におい
ても、他の癌と同様に腫瘍の増殖性及び転移
性に関与していることが報告され、口腔癌の
新たな分子標的治療薬の候補として注目を
浴びている。そこで、MUC1特異抗体が口腔
癌治療の癌治療の標的物質として機能する
かどうかと共に、免疫活性を上昇させるかど
うかを確認する。 
 
(3) 上記 2 点を確認した後、口腔癌の癌細胞
上のエンドセリン受容体のみを阻害するこ
とが出来れば、口腔癌細胞の増殖を強力に抑
制し、且つ、副作用が著しく減弱することが
可能ではないかと考え、口腔癌特異的に発現
する抗原 MUC1 に対する抗体の可変領域と
ペプチド性のエンドセリン拮抗剤を融合し
た新規組み換え医薬品を作製することをこ
の研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) エンドセリン阻害剤（ETR-P1/fl）の培
養細胞レベルでの活性測定 
エンドセリン阻害剤 ETR-P1/fl が口腔癌細胞
の増殖を抑制するかどうかを確かめるため、
口腔癌細胞 HSC4 に ETR-P1/fl 加え、24，48，
72 時間後の細胞数をカウントすると共に、
MTS assay を行った。 
 
(2) 口腔癌細胞株レベルでの抗 MUC1 抗体の
活性測定 
まず、口腔癌細胞株レベルでの MUC1 の発現
を調べるため、抗 MUC1 抗体を用いた蛍光抗
体法を行った。口腔癌細胞株は HO-1-u-1、SAS、
HSC3 及び HSC4 を、抗 MUC1 抗体は C595（サ
ブクラス：マウス IgG3）を用いた。蛍光抗体
法の検出にはフローサイトメーターを用い
る。次に口腔癌細胞に対する抗 MUC1 抗体の
補体活性化能を検討するため、補体成分 C3
の口腔癌細胞表面への沈着で調べ、検出には

FITC 標識した抗ヒト C3 抗体を用いたフロー
サイトメーターを行った。抗 MUC1 抗体によ
り活性化された補体による細胞障害反応は
Cell counting kit 8で行った。また、抗 MUC1
抗体の抗体依存性細胞障害能は、口腔癌細胞
株に抗 MUC1 抗体と健常人末梢血リンパ球を
加え、４時間培養した後、CytoTox 96 
Non-Radioactive Cytotoxicity Assay で測定
を行った。さらに、口腔癌細胞株レベルでの
補体膜制御因子の発現を調べるため、各種抗
体を用いた蛍光抗体法を行った。抗
CD46(MCP)抗体は E4.3、抗 CD55(DAF)抗体は
IA10、抗 CD59(HRF20)抗体は p282 をそれぞれ
用い、蛍光抗体法の検出にはフローサイトメ
ーターを用いた。 
 
(3) 遺伝子組み換え MUC1 特異的エンドセリ
ン阻害剤の作製 
抗MUC1抗体産生ハイブリドーマBCP8(サブク
ラス: マウスIgG2a)からmRNAを単離し、cDNA
を合成後、マウス IgG2a の定常領域のプライ
マーを用いた 5’RACE 法によって、BCP8 の可
変領域の遺伝子配列を決定した。 
 
４．研究成果 
 
(1) エンドセリン受容体阻害ペプチドの口
腔癌に対する効果を調べるため、まず、in 
vitro の系でエンドセリン阻害ペプチドの口
腔癌細胞の増殖阻害能を調べた。口腔癌細胞
HSC4 にエンドセリンＡ受容体の阻害ペプチ
ド ETR-P1/fl を加え、HSC4 細胞の増殖を抑制
することが出来るかどうかを cell counting 
kit 8 で測定したところ阻害活性を示さなか
った(Fig 1-A)。同様に乳ガン細胞 SKBR3, 
MCF7 細胞にエンドセリンＡ受容体の阻害ペ
プチド ETA-P1/fl を加えたところ、６０－７
０％の増殖抑制がみられた(Fig 1-B)。この
ことより、口腔癌の増殖においてエンドセリ
ンＡ受容体の機能は重要でない可能性が示
唆された。 
 



エンドセリンＢ受容体に対する阻害ペプチ
ドはまだ報告されていないので、新たにエン
ドセリンＢ受容体の阻害ペプチドの作成が
必要となった。そのための新たな阻害ペプチ
ド検索プログラム「MIMETIC」を作成した。 
 
(2) 口腔癌特異的な抗原（MUC1）に対する特
異抗体 C595 の単独での作用を調べるため、
補体依存性細胞障害反応、抗体依存性細胞障
害反応および細胞増殖抑制能の測定を行っ
た。C595 は抗体依存性細胞障害反応と補体依
存性細胞障害反応を口腔癌細胞上の MUC1 発
現量依存的に誘導し、MUC1 高発現口腔癌細胞
HSC4 において C595 による抗体依存性細胞障
害は約３０％(Fig 2-A)、補体依存性細胞障
害は約２０％(Fig 2-B)であった。C595 抗体
単独では細胞増殖抑制には影響がなかった
(Fig 2-C)。 

補体依存性細胞障害が予想された数値より
低かったことから補体膜制御因子の発現を
調べたところ、CD46、CD55、CD59 のすべての
補体膜制御因子の発現が確認され、特に CD59
の発現は高かった(Fig 3)。従って、MUC1 特
異的モノクローナル抗体は口腔癌の標的化
には有効だが、抗体単独での抗体免疫療法で
は有効性が見られないことが明らかになっ
た。 

(3) 抗 MUC1 抗体産生ハイブリドーマ BCP か
ら mRNA を単離し、cDNA を合成後、マウス
IgG2a の定常領域のプライマーを用いた 5’
RACE 法によって、BCP8 の軽鎖及び重鎖の可
変領域の遺伝子配列を決定した。 
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