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研究成果の概要（和文）：EGFRは遺伝子増幅や過剰発現によりがんの悪性化に寄与している。本研究において、
我々が開発したCasMab法を用い、EGFRに対する特異的抗体（EMab-134）の作製に成功した。EMab-134はマウス
IgG1というADCC/CDC活性がないアイソタイプのため、抗体工学技術を用い、イヌIgGBタイプに改変した。改変し
た抗体遺伝子（E134B）をFUT8-KO細胞株に導入し、コアフコース欠損抗体（E134Bf）を作製した。E134Bfはイヌ
EGFR発現株（D-17, A-72）に対し高いADCC/CDC活性を持ち、D-17, A-72のマウス移植片モデルに対して高い抗腫
瘍効果を示した。

研究成果の概要（英文）：EGFR contributes to tumor malignancy via gene amplification and protein 
overexpression. Previously, we developed an anti-human EGFR (hEGFR) monoclonal antibody, namely, 
EMab-134, which detects hEGFR and dog EGFR (dEGFR) with high sensitivity and specificity. In this 
study, we produced a defucosylated mouse-dog chimeric anti-EGFR monoclonal antibody, namely, E134Bf.
 In vitro analysis revealed that E134Bf highly exerted antibody-dependent cellular cytotoxicity and 
complement-dependent cytotoxicity against a canine osteosarcoma cell line (D-17) and a canine 
fibroblastic cell line (A-72), both of which express endogenous dEGFR. Moreover, in vivo 
administration of E134Bf significantly suppressed the development of D-17 and A-72 compared with the
 control dog IgG in mouse xenografts. These results indicate that E134Bf exerts antitumor effects 
against dEGFR-expressing canine cancers and could be valuable as part of an antibody treatment 
regimen for dogs.

研究分野： 腫瘍生物学
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体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
EGFRに対する抗体医薬は複数開発されているが、その副作用により患者さんのQOLが良くない。我々が開発した
CasMab法は、複数のタンパク質に対してがん特異的抗体の作製に成功してきた。今回、EGFRに対する抗体作製を
実施した結果、EMab-134という特異的抗体の作製に成功した。また、イヌ腫瘍のマウス移植片モデルにおいて、
EMab-134のイヌ化抗体よる高い抗腫瘍効果が得られた。今後、獣医師と共同で、イヌ腫瘍の治療法の開発および
臨床試験を行う。さらに、ヒトEGFR高発現がんに対する治療法への応用へと発展させる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 分子生物学や病理学などのあらゆる学問において、タンパク質・糖鎖・脂質を、高感度か
つ特異的に検出できるツールと言えば、まずは抗体が挙げられる。抗体はタンパク質の一種
であるが、感度・特異度の両方において、抗体を上回るものはない。抗体に種々の酵素や蛍
光色素を付加することで、ウェスタンブロット法・フローサイトメトリー法・免疫組織染色
法など、あらゆる実験系に使われるようになっている。単一のエピトープを持つモノクロー
ナル抗体は、実験的ツールとしてだけでなく、がんを中心としたあらゆる病気の診断や治療
に活用されている。近年、生体で産生されるイムノグロブリンだけでなく、抗体遺伝子の高
度な改変により、低分子化抗体や二重特異性抗体など、あらゆるフォーマットが開発されて
おり、その開発の勢いは凄まじいものがある。さらに、抗体薬物複合体・T細胞誘導療法・
キメラ型抗原受容体発現 T細胞療法など、抗体の治療への応用が活発化している。 
 がん細胞を狙う場合、どんなに抗体を改変しても、あるいは、どんなに強力な抗がん剤付
加や免疫細胞誘導を行ったとしても、がん細胞に特異的な抗体でなければ、常に正常組織へ
の毒性が懸念される。しかし、がん細胞のみに高発現している分子は限られており、理想的
な標的分子は枯渇したと言われて久しい。 
 がん細胞に特異的な抗体を樹立しようとする場合には、一般的に、がん細胞と正常細胞か
ら精製した各膜タンパク質の“違い”を発見し、その“違い”に対して抗体を作製する手法
が取られるが、実際のところ、その“違い”はほとんど発見されていない。一方、我々が開
発したがん特異的抗体作製法（CasMab 法）では、がん特異的糖鎖が付加した糖タンパク質
や細胞株を免疫することにより、がん特異的抗体を直接取得することができる。我々はこれ
まで、様々ながん細胞株の糖鎖遺伝子をリアルタイム PCR により定量し、プロファイリング
を行なった。各種がん細胞株と患者由来がん組織の糖鎖遺伝子プロファイリングを詳細に
比較検討した結果、LN229 という脳腫瘍細胞株が CasMab 法に有用であることがわかった。
そこで LN229 にがんの悪性化に関わることで知られるポドプラニンを発現すると、正常細
胞では付加されない糖鎖が付加され
ることがわかった。ポドプラニンの高
発現株である LN229/hPDPN をマウス
に免疫し、LN229/hPDPN に高い反応性
を示す抗体を複数樹立後、ポドプラニ
ンを内在性に高発現するがん細胞株
と正常細胞株との差をフローサイト
メトリーで検出した。また、免疫組織
染色にてがん特異性を証明し、ポドプ
ラニンに対するがん特異的抗体の樹
立に成功した（図 1）。 
 CasMab 法は世界に例のない独自抗体作製技術であり、本研究課題では、様々な膜タンパ
ク質に対するがん特異的抗体を高い効率で樹立し、その有用性の証明および最適化を目指
すと同時に、そのがん特異性を生み出すメカニズムの全貌解明が目的である。本研究により、
がん特異的抗体を革新的に効率よく作製する技術の開発に繋がり、副作用のない抗体医薬
や免疫療法の開発が可能となる。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、がん細胞、正常細胞で共に発現しているタンパク質を標的とする。既に
抗体医薬が開発されているが、より優れた抗体が求められるもの、及び抗体医薬が存在しな
い新規のものを標的分子とする。さらに、そのエピトープ解析を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）標的分子に対し、CasMab 法を用いたがん細胞特異的な抗体を樹立 
 マウスに標的タンパク質発現細胞株あるいは分泌型の標的タンパク質を免疫することに
より、標的分子に対する抗体のライブラリーを作製する。抗体のスクリーニングは、精製タ
ンパク質や標的タンパク質発現細胞を用いて行う。細胞株を免疫する場合は、親株と発現株
に対する反応性の違いを、フローサイトメトリーで検出する。 
 
（２）CasMab 法によって得られた抗体の性状解析を実施 
 以下を順に実施する。 
①我々が開発した独自の糖鎖不全株を用いた、糖鎖認識抗体の有無の確認。 
（細胞バンク：http://www.med-tohoku-antibody.com/topics/001_paper_cell.htm） 
②免疫組織染色による、がん細胞への特異性の有無の確認。 
③標的タンパク質のどの部位を認識しているかの確認（エピトープ探索）。 
④抗体のアフィニティー解析。 



 
（３）抗腫瘍効果の確認 
 がん特異的抗体による抗体依存性細胞障害活性（ADCC）・補体依存性細胞障害活性（CDC）
やマウス腫瘍移植片モデルを用いた抗腫瘍効果の検討。 
 
４．研究成果 
（１）EGFR に対する特異的抗体の作製 
 EGFR の細胞外領域を脳腫瘍細胞株（LN229）に導入し、恒常発現
株（LN229/EGFRec）を作製した。EGFRec の N末には、我々が作製し
た PAtag（12 アミノ酸）を付加した。LN229/EGFRec を大量培養し、
培養上清を回収後、PAtagに対するNZ-1抗体カラムを用いてEGFRec
を精製した。EGFRec を常法に従いマウスに免疫し、マウスの脾臓細
胞とミエローマ細胞（P3U1）との細胞融合を行った。ELISA, FACS, 
WB などのスクリーニングを順番に実施し、EMab-134 (mouse IgG1, 
kappa)を樹立した。 
 
（２）EGFR に対する抗体の遺伝子改変とコアフコース欠損抗体の
生産 
 樹立した EMab-134 は mouse IgG1のサブクラスであるが、mouse IgG1は ADCC/CDC 活性が
ないことが知られている。そのままでは ADCC/CDC 活性や抗腫瘍効果を調べることができな
いため、EMab-134 のサブクラス改変を行った。将来的にイヌのがん治療に応用するため、
本研究においては ADCC/CDC 活性のあるイヌ IgGB に改変を行った。さらに、IgGB をコアフ
コース欠損株である BINDS-09 に一過性発現させ、培養上清を回収後、ProteinG カラムによ
り精製を行った(E134Bf)。 
 
（３）FACS と ICC による反応性確認と結合活性の測定 
 イヌ EGFR を強制発現した細胞株（CHO/dEGFR）、イヌ骨肉腫細胞株
（D-17）、イヌ線維芽細胞系腫瘍（A-72）に対する E134Bf の反応性
を、FACS を用いて調べた。その結果、CHO/dEGFR に対しては強い反
応性、D-17 と A-72 に対しては弱い反応性を示した。次に、ICC によ
り E134Bf の反応性の確認を行った結果、CHO/dEGFR、D-17、A-72 に
対して高い反応性を示した。 
 次に、これらの細胞に対する結合活性について、FACS を用いて測
定した。その結果、CHO/dEGFR、D-17、A-72 に対し、3.2 x 10-9、5.5 
x 10-10、6.0 x 10-10の高い結合活性を示した。これからの結果から、
E134Bf がイヌ EGFR 発現株に対し、治療効果を示す可能性が示唆さ
れた。 
 
（４）ADCC 活性および CDC 活性の評価 
 E134Bf が D-17、A-72 に対して ADCC 活性および CDC 活性を示すかどうかを検討した。
effector 細胞としては、イヌ単核球を用いた。その結果、E134Bf はコントロールのイヌ正
常抗体と比較し、D-17、A-72 に対して有意に ADCC 活性および CDC 活性を示した。 
 
（５）抗腫瘍効果の検討 
 最後に、E134Bf が D-17、A-72 に対して抗腫瘍効果
を示すかどうかを検討した。D-17、A-72 の細胞株(0.3 
mL of 1.33 × 108 cells/mL in DMEM)をヌードマウ
スの皮下に移植し、その 7日後に、E134Bf およびイヌ
正常抗体を 100 ug/mouse で腹腔内投与した（各群 8
匹ずつ）。抗体は腫瘍移植後 14日目、21 日目にも 100 
ug/mouse で腹腔内投与した。腫瘍移植後 25 日目にマ
ウスの解剖を行い、皮下腫瘍のサイズおよび重量の測
定を行った。その結果、D-17、A-72 の両方の腫瘍につ
いて、E134Bf がイヌ正常抗体と比較し有意に腫瘍の縮
小効果を示した。 
 以上より、E134Bf が EGFR 発現のイヌ腫瘍に対して治療効果をもたらすことを示唆した。 
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 ３．学会等名

 ３．学会等名

Yukinari Kato, Tomokazu Ohishi, Manabu Kawada, Mika K. Kaneko

加藤幸成, 金子美華, 山田慎二

加藤幸成、山田慎二、大石智一、川田　学、金子美華

Takashi Miwa, Shinji Yamada, Mika K. Kaneko, Yoshikazu Furusawa, Masato Fukui, Yukinari Kato

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

がん幹細胞マーカーCD133を標的とした抗体創薬

LpMab-23: an anti-podoplanin cancer-specific antibody for a prognostic marker of oral cancer

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

A novel monoclonal antibody for a cancer stem cell marker CD133 exerts anti-tumor and anti-metastasis activities for colon
cancers

がん特異的糖ペプチドを認識する新規ラット抗ポドプラニン抗体の樹立



2019年

2019年

2019年

〔図書〕　計0件

〔産業財産権〕

〔その他〕
抗体創薬研究分野 
http://www.med-tohoku-antibody.com/index.htm 
東北大学大学院医学系研究科抗体創薬研究分野 
http://www.med-tohoku-antibody.com/index.htm

第92回日本日本生化学会大会（招待講演）

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

第42回日本分子生物学会年会（招待講演）

第410回CBI学会講演会（招待講演）

加藤幸成

加藤幸成, 金子美華, 山田慎二

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

加藤幸成

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

抗体関連高度開発支援と糖鎖細胞工学による高度化

がん特異的糖鎖修飾による構造認識抗体の開発とその臨床応用

生化学研究のための高機能抗体の開発
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８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況
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（機関番号）

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

備考
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