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研究成果の概要（和文）：　イヌ腫瘍に対する新規治療薬の開発を目指し、本研究では遺伝子工学技術により抗
体依存性細胞傷害（ADCC）活性や補体依存性細胞傷害（CDC）活性などのエフェクター機能を付加したイヌ用抗
体薬候補を作製した。作製した抗体について、抗原への結合性やエフェクター活性を検討したところ、in vitro
の試験において良好な活性が認められ、イヌへの反復投与では安全性の懸念は認められなかった。現在、安全性
についてさらに詳細な解析を進めているところである。本研究によりエフェクター活性を有するイヌ用抗体薬の
作製が可能であることが実証され、その臨床応用に向けた道筋を開拓することができた。

研究成果の概要（英文）：In order to develop novel therapeutic agents for canine cancers, this study 
used genetic engineering techniques to produce antibody drug candidates for dogs with effector 
functions such as antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) and complement-dependent 
cytotoxicity (CDC) activities. The antibodies were tested for antigen binding and effector 
activities, demonstrating expected biological activities in vitro, and no safety concerns were 
observed after repeated administration to dogs. We are now in the process of detailed analysis of 
the safety. This study has demonstrated the feasibility of producing antibody drugs for dogs with 
effector functions and has paved the way for their clinical application.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 本研究で作製したADCC活性やCDC活性などのエフェクター機能を付与したイヌ用抗体は、イヌ難治性腫瘍に対す
る新しい治療の選択肢の一つとして臨床応用・実用化される可能性があり、小動物医療の高度化に貢献すること
が期待される。本研究はイヌに対する抗体医薬の創出のモデルケースとなり、後続研究へ応用されることで関連
分野のさらなる発展が見込まれる。イヌ腫瘍に対する新規治療薬の開発は、ヒトの類似疾患に対する治療法の開
発においても有効性や安全性等の情報を提供できることから、医薬品開発にも有益である可能性がある。

※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 
 イヌの死因のおよそ 30%は腫瘍（がん）であるとされ、近年のペットの高齢化に付随して今
後もその傾向は続いていくと考えられる。現在はイヌの腫瘍に対する治療法して、外科切除、放
射線療法、化学療法の三大療法が一般に行われている。イヌにおいても上述の理由から腫瘍疾患
に対する高度治療のニーズはますます高まっており、新規治療法のイヌでの実用化が急務であ
る。ヒト医療ではがんに対する新規治療薬の開発が目覚ましく、特に分子標的薬や抗体医薬の実
用化が進められている。特に PD-1、PD-L1、CTLA-4 などの免疫チェックポイント分子に対す
る抗体薬は、これまでのがん治療と作用機序が異なる免疫療法として悪性黒色腫をはじめとす
る種々のがんでその有効性が報告されている。イヌの腫瘍に対しても同様の作用機序を有する
薬剤が有効である可能性があるが、いまだそのような研究動向は少ない。これまでに我々の研究
グループでは、PD-L1 を標的としたイヌ用抗体薬の開発に取り組んできており、悪性黒色腫や
未分化肉腫に罹患した一部のイヌにおいて腫瘍の縮小が認められることを報告してきた。動物
用抗体薬開発はいまだ世界でも数例程度しか報告がなく、今後の発展が期待される分野である。 
 
 
 
２．研究の目的 
 以上の背景から、イヌ腫瘍に対する新規治療薬の開発を最終目標として、ヒト用抗腫瘍抗体薬
において主流である、エフェクター活性を有する抗体薬をイヌ抗体薬開発に応用することとし
た。遺伝子工学技術により、抗体依存性細胞傷害（ADCC）活性や補体依存性細胞傷害（CDC）
活性などのエフェクター機能を有するイヌ抗体を作出し、まずは目的の活性を持つかどうかを
組換えタンパク質や培養細胞を用いた実験系により検討することとした。目的の活性を持つ抗
体が得られた場合、イヌへの投与に必要となる大量の抗体を準備するために哺乳類細胞を用い
た安定発現系の樹立を行い、得られた精製抗体を用いて、イヌへの投与試験により反復投与にお
ける安全性を検討することとした。一定の安全性が確認されれば、腫瘍罹患犬に対する臨床試験
へと進めることとした。 
 
 
 
３．研究の方法 
  抗体依存性細胞傷害（ADCC）活性や補体依存性細胞傷害（CDC）活性などのエフェクター機能
は抗体定常領域の配列に依存することが知られている。GenBank などの公開データベースよりイ
ヌ抗体遺伝子配列情報を取得し、4種類の定常領域配列を使用して抗原 Xに対するイヌ用抗体試
作品 4種を設計した。各抗体をコードする発現ベクターを作製し、哺乳類由来細胞を使用して発
現を行い、その培養上清からプロテイン A/G を用いて各抗体を精製した。組換え抗原 Xを使用し
て、ELISA やフローサイトメトリー、表面プラズモン共鳴解析等を行って抗原に対する結合親和
性を評価した。CDC 活性には補体の結合が必要であることから、補体成分の各抗体への結合性を
ELISA 法により検討した。さらに、抗原 Xを強制発現させた培養細胞を標的細胞として、イヌ末
梢血単核球（エフェクター細胞）との共培養により ADCC 活性を検討した。良好な結合親和性お
よび CDC/ADCC 活性を示した抗体薬候補について哺乳類由来細胞を用いた安定発現系の樹立を行
った。発現ベクターをリポフェクション法により培養細胞に導入し、耐性遺伝子マーカーを利用
して安定発現細胞の選抜を行った。多数の安定発現細胞の中から、抗体発現量の高いものをスク
リーニングして選抜し、高発現クローンを単離した。高発現クローンを培養することにより、抗
体を含む培養上清を取得し、抗体を精製した。精製抗体を生理食塩水に希釈してイヌ 2頭へ反復
投与し、一般状態の観察や血液検査を含む各種検査を行った。 
 
 
 
４．研究成果 
 抗原 X に対するイヌ用抗体薬試作品 4種（A-1、A-2、A-3、A-4）は、すべて抗原 Xへの結合性
を保持していたが A-4 ではその結合親和性が軽度に低下していた。ELISA プレートに固層化した
すべての抗体に補体成分の結合が認められたことから、程度の差はあるが CDC 活性を有するこ
とが示唆された。特に A-3 と A-4 では補体成分の結合が多く、強力な CDC 活性を有する可能性
が示された。 
 イヌ末梢血単核球をエフェクター細胞にした ADCC 活性試験では、A-3 でコントロール抗体と
比較して有意な細胞傷害を認めた一方、A-1 および A-2 の添加では標的細胞の有意な減少は認め
られなかった（A-4 は結合親和性の低下があったため除外）。 
 以上よりA-3が良好な結合親和性とCDC/ADCC活性を有する抗体薬候補であることが示された。
次に、A-3 の安定発現細胞の樹立を行った。樹立した高発現クローンは 0.3 g/L 以上の抗体を培



養上清中に産生した。培養上清より抗体を精製し、試作品と同等の結合親和性を保持しているこ
とを確かめたのちに、イヌへの投与試験を行った。1頭には計 5回、もう 1頭には 3回の反復投
与を行った。観察期間中を通して重大な安全性の懸念は認めず、薬としての安全性に問題はない
と考えられた。現在その詳細について追加の解析を行っているところであり、今後の腫瘍罹患犬
への投与試験に向けた準備がほぼ完了した。 
 本研究ではさらに別の標的抗原に対する抗体医薬品候補の作製も行った。定常領域にはＡ-3
と同じものを使用したところ、同様の in vitro 試験において良好な CDC/ADCC 活性が認められ
た。2020 年度中に安定発現細胞の樹立に着手し、高発現クローンの取得に成功した。今後は精
製抗体を準備し、安全性試験へと進めていくことが可能である。この結果から、本研究で開発し
たエフェクター活性を有するイヌ用抗体薬作製技術は汎用性があることが示され、今後のイヌ
用抗体薬開発において重要な知見となることが期待される。 
 以上本研究によって、遺伝子工学技術により ADCC 活性や CDC 活性などのエフェクター機能を
付与したイヌ用抗体の作製が可能であることが実証され、その臨床応用に向けた道筋を開拓す
ることができた。本研究はイヌに対する抗体医薬の創出のモデルケースとなり、当該分野の発展
に寄与するものと考えられる。 
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