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研究成果の概要（和文） 

 ファージ・デｲスプレイ法を用い、ICOS 法（J Immunol Methods. 351:1-12､2009）により AIMS-5

ライブラリーより 2種類のヒト腎細胞癌細胞特異的抗体（062-130 & 059-152）を選択した。こ

れら抗体が認識する腎がん細胞膜上の抗原はEGFR であった。これら抗体を IgG 化し抗腫瘍効果

を検討した。in vitro ではヒト腎癌細胞株である CCF-RC1 に対し、062-130では濃度依存性に

細胞増殖を抑制し、抗体濃度 10㎍/ml にてコントロールに比べ 59.4％、059-152 では 34.8％の

細胞増殖抑制効果が得られた。これら腫瘍増殖抑制の機序として、各抗体とも CCF-RC1 および

ACHN に対し 35-40 %程度の腫瘍細胞に対するADCC 活性を認めたが Caki-1 に対しては全く ADCC

活性を呈さなかった。また、062-130 は CCF-RC1 および ACHN に対しリン酸化阻害活性を示し、

これらは EGFR阻害薬である Cetuximab より強力であった。一方、 059-152 は如何なるリン酸

化阻害活性も示さなかった。 

ヒト腎癌坦癌 SCID マウスに対し投与した実験では、コントロールに比べ有為な腫瘍増殖抑制を

認めた。抗腫瘍効果は、各抗体において投与スケジュールや投与量、投与方法により増殖抑制

に差がみられた。また、抗がん剤等との併用により相乗効果も認められたが、一方で抗がん化

学療法剤との併用では宿主の体重減尐等が認められ、副作用に対する検討が必要と考えられた。

しかし、私どもの腎細胞癌治療用抗体作製のストラテジーは本来ヒト抗体ファージ・ライブラ

リーより産製される抗体を用いることから交差反応の可能性も尐ないため、将来的にも治療の

有効性と安全性を充分に諮れるもので、ヒト腎細胞癌に対する臨床応用が期待できると考えら

れた。  

 

研究成果の概要（英文） 
Using the ICOS method, AIMS5 library was screened with human RCC cell lines, Caki-1 (2 cases), 

CCF-RC1 (2 cases) and ACHN (1 case) . RCC-specific antibodies were chosen by immunostaining 

using clinical samples. We chose two different antibodies (059-152 and 062-130) that exhibited cancer 

cell-specific staining without staining normal cells on clinical RCC sample. These antibodies also reacted 

to the cell surface antigen of the selected human RCC cells. Antigens these two antibodies reacted were 

isolated from immunoprecipitation with CCF-RC1. Consequently, the recognized antigen by these two 
antibodies was proved to be epidermal growth factor receptor (EGFR) . Isolated two different anti-EGFR 

antibodies were assessed for their functional activity on cell proliferation using Caki-1. At the low 

concentration (0.1 g/ml), 059-152 and 062-130 exhibited about 70% cell proliferation. At the high 

concentration (10 g/ml), our two anti-EGFR antibodies (059-152, 062-130) elicited up to 40 to 60% cell 
proliferation. In ADCC assay, 059-152 had about 35% ADCC assay. 062-130 had about 40% ADCC assay. 

The effects of the Ab on the phosphorylation reaction were examined. 059-152 did not inhibit 



phosphorylation in any cell lines. 062-130 and Cetuximab inhibited phosphorylation using CCF-RC1 and 

ACHN.  

To determine if the effects of these antibodies could be translated to inhibition of tumor growth in vivo, 

the antibody was given to mice transplanted with human RCC cells. Treatment with both antibodies 

developed significant inhibition on human RCC tumor growth compared with control group. The degree 

of growth inhibition, however, were dependent on the antibody, administration schedule and doses. 

Although, synergistic growth inhibitions were observed in combination with chemotherapeutic agents, 

reduction of host mice body weights reduction were also noted, which meant the necessity of 

investigation of adverse effects in combination therapy.  
We expected these antibodies were candidate therapeutic antibodies. We showed, our anti-EGFR 

antibodies, especially 062-130 had sufficient effect. Because our antibodies were originated from human 

phage display system, possibility of cross reaction over animals were thought to be limited. We expect 

that this antibody will become a therapeutic antibody for RCC in clinical use. 
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１. 研究開始当初の背景 

 腎癌による年間の死亡者数は年々増加の傾

向にあり、本邦では年間約３０００人（全癌

死亡者数の約 1％）が腎臓悪性腫瘍により死亡

しており、その 95％が腎細胞癌である。腎癌

は化学療法および放射線療法による治療には

概ね抵抗性で、手術療法以外に有効な確立さ

れた治療法がなく、手術不能例、転移例では

非常に予後不良である。一方、インターフェ

ロンやインターロイキンなどの免疫賦活剤が

比較的有効であることや、原発巣手術後に転

移巣の自然消退が観られる事例があること、

病理組織学的な解析では腎細胞癌内に細胞障

害性 T リンパ球がみられることなどの理由か

ら免疫原性の高い癌と考えられている。しか

し、サイトカイン療法の有効率はほぼ 10パー

セント台に留まっている。また、VEGF 等のタ

ーゲットに対する分子標的治療薬（ソラフェ

ニブ、スニチニブ等）も近々上市される予定

であるが、基本的にはプラセボに比し無増悪

生存期間を4-6ヶ月程度延長するのみであり、

決して腎癌の根治が獲得されるものとは言え

ない。 

 ヒトゲノムの全塩基配列が決定されたこと

によりゲノム上にコードされた全タンパク質

のアミノ酸一次配列は推定可能となった。正

常細胞で使用されない遺伝子の異常発現によ

り癌化が起こり、乳ガンにおける HER2/ハーセ

プチンのように、その遺伝子産物が膜タンパ

ク質であれば抗体治療の標的となる。

HER2/neu に対する抗体 Herceptin や CD52 に

対する抗体 Campath など、癌細胞の増殖を特

異的に抑制する抗体の存在が知られるように

なり、臨床においても一部の癌に対する治療

法を大きく変えつつある。しかしこれら抗体

は本来遺伝子工学による人工産物であり、ヒ

トに対する想定不能な様々な副作用を有する

可能性もある。 

 私どもの施設が採択された21世紀 COEプロ

グラムの”超低侵襲標的化診断治療開発セン

ター“における 1 プロジェクトである”癌治

療における抗体療法”に当教室も参画してお

り、藤田保健衛生大学・総合医科学研究所・

免疫学教室との共同研究により本研究は企画、

実践されている。共同研究者である黒澤らは

数年前に数十人の扁桃、骨髄、末梢血、臍帯

血などから B リンパ球を抽出し、10 億種類以

上からなるヒト抗体型ファージ・ライブラリ

ー（ＡＩＭＳ５ライブラリー）を作製した。

このＡＩＭＳ５ライブラリーはファージのコ

ート蛋白である CP3 と抗体遺伝子の VH、VL-CL

領域を融合させ、ファージ内に組み込むこと

により、ファージ表面に ScFv を提示し、ヒト

に B 細胞が認識するあらゆる抗原に対する抗

体を産生できる可能性がある。このファー

ジ・ライブラリーにより様々な抗原に対して



ヒト抗体単離調製を実施した結果、自然界に

存在する抗原となり得る様々な構造（エピト

ープ）に対して特異的に結合する抗体が必ず

含まれていることが既に証明されている

（ Higo-Moriguchi K, Akahori Y, Iba Y, 

Kurosawa Y, Taniguchi K.; Isolation of 

human monoclonal antibodies that 

neutralize human rotavirus. J Virol. 

2004;78:3325-32.）。これに加え、研究分担者

である赤堀らが開発した、有機溶媒中で cell 

line と巨大なレパートリーからなる抗体を発

現したファージ粒子を混合し癌細胞膜上で抗

原抗体複合体を形成させることにより、その

ファージ抗体を細胞と共に全て回収すること

が可能となった（オーガニック法）。この実験

系においてファージ抗体ライブラリーと卵巣

ガン細胞株である SKOV3 を用いたスクリーニ

ングにより、すでに乳ガン治療に臨床応用さ

れている Herceptin と同様の VH 認識 region 

を有する抗体の単離に成功している。次に、

選択された抗体を用いて腎癌臨床検体を染色

することによる 2 次スクリーニングにより、

腫瘍により特異的な抗体を取捨選択すること

が可能である。特に、このスクリーニングに

おいて抗体の腫瘍細胞の膜に対する特異的な

染色性と正常細胞に対する非染色性を最大の

評価選択ポイントとして候補抗体を選別した。

以上により、13 種類のファージ抗体を腎細胞

癌特異的として選別した。次に、単離した抗

体が認識する腎癌細胞膜上の抗原を western 

blot によりラベルされたバンドを切り出しマ

ススペクトロメトリーにより検索した。13 種

類のファージ抗体のうち 059-152、062-130 の

2抗体が認識している抗原（150kD 付近のバン

ド）として同定されたのは EGFR であった。 

 EGFRは腎癌において40～85％に発現してい

るとの報告があり、EGFR 低発現の腎癌患者の

5 年生存率が 72％であるのに対し、過剰発現

例では 57％と低く予後に関連していると考え

られている。しかし、現在までに臨床応用さ

れている抗 EGFR 抗体はマウス-ヒトキメラ抗

体の Cetuximab であり、すでに大腸癌、頭頚

部癌に対する有効性は証明されているが腎細

胞癌では有効性は報告されていない。 

  

２. 研究の目的 

（１）抗 EGFR 抗体の生物学的活性の解析（in 

vitro 実験） 

現在までに、我々が単離した 2 種類の抗体を

IgG 化し in vitro において培養樹立腎癌細胞

株を用いた細胞増殖抑制を測定した。CCF-RC1

をターゲットとした場合、コントロールに比

べ 062-130 では濃度依存性に細胞増殖が抑制

された。抗体濃度 10㎍/ml にて 59.4％増殖抑

制が認められた。059-152 では 34.8％の細胞

増殖抑制が得られた。また、ヒト腎癌坦癌 SCID

マウスに投与した場合では、腫瘍容積の縮小

効果コントロールに比べある程度の腫瘍増殖

抑制を認めた。腫瘍増殖抑制の機序は ADCC、

リン酸化阻害などがある。 

（２）抗 EGFR 抗体の生物学的活性の解析（in 

vivo 実験） 

ヒト腎細胞癌を担癌したSCIDマウスでの抗腫

瘍効果は、各抗体において投与スケジュール

や投与量、投与方法により増殖抑制に差がみ

られ、至適条件の設定が必要である。また、

そのような条件において、生体に対する全身

的な副作用の有無も検索する。 

 

３. 研究の方法 

 既存腎ガン細胞株(３種類)を用い計 5 回の

スクリーニングを行い、cp3 フォームを有する

ファージ抗体 331 種類が単離された。また、

本学の IRB に申請し認可を受けたプロトコー

ルのもと充分なインフォームド・コンセント

により得られた臨床検体（病理診断で淡明細

胞癌であった臨床検体５組織）による 2 次ス

クリーニングにて13種類の腎癌に特異的かつ

正常組織に反応しない抗体を選別した。これ

らの抗体でのＦＡＣＳは腎癌細胞株および当

科にて樹立した腎癌細胞株により強い陽性像

を示し、腎癌組織特異的であることを強く示

唆した。また、これら 13種類の抗体はいずれ

も淡明細胞癌に起因した樹立細胞株であった

ことより腎細胞癌の中でも最もその頻度の多

い淡明細胞癌に対する抗原の同定およびそれ

に対するより純化された抗体の単離が可能と

考えられた。 

次に、単離した抗体が認識する腎癌細胞膜上

の抗原を western blot によりラベルされたバ

ンドを切り出しマススペクトロメトリーによ

り検索した。13 種類のファージ抗体のうち

059-152、062-130 の 2 抗体が認識している抗

原（150kD 付近のバンド）として同定されたの

は EGFR（Epidermal Growth Factor receptor）

であった。腫瘍増殖抑制の機序は ADCC、リン

酸化阻害などがあり、いかなる機序による腫

瘍増殖抑制であるのかを検討する必要がある。 

（１）ADCC 活性 

癌組織特異的と考えられた抗体を IgG 型ヒト

抗体に変換し、腎癌樹立細胞株を用いた in  
vitro での ADCC 作用を測定する。ADCC 活性は

傷害された標的細胞(ACHN,CCF-RC1、Caki-1)

から放出される LDH 酵素活性を測定すること

により推定する。 

（２）リン酸化阻害 

培養した腎癌細胞(ACHN,CCF-RC1,Caki-1、

A431)に抗体(062-130,059-152, Cetuximab)を

添加し、EGF を添加し反応させ、リン酸化を誘

導する。その後、この上清を SDS-PAGE, 

Western Blotting(WB)を行ない、リン酸化阻

害の程度を検出する。 



（３）細胞増殖抑制 

細胞増殖はミトコンドリアの脱水素酵素の代

謝を介した XTT による呈色反応により推定す

る。培養ヒト腎癌細胞(ACHN,CCF-RC1,Caki-1)

に抗体(062-130,059-152, Cetuximab)を加え

培養し、XTT 反応液を加え比色吸光度を 450～

620nm の波長で in vitro での細胞増殖抑制の

程度を測定する。 

これには均一かつ比較的大量の IgG 化した抗

体が必要であり、これが得られ次第 H20 カラ

も徐々に着手したい。 

（４）動物実験（至適投与法の検討） 

ヒト腎細胞癌を担癌したSCIDマウスでの抗腫

瘍効果は、各抗体において投与スケジュール

や投与量、投与方法により増殖抑制に差がみ

られ、至適条件の設定が必要である。 

（５）動物実験（副作用の検討） 

至適投与条件における条件において、生体に

対する全身的な副作用の有無も検索する必要

がある。 

 

４. 研究成果 

現在までに我々が単離した 2 種類の腎癌特異

的抗体をIgG化しin vitro において培養樹立

腎癌細胞株を用いた細胞増殖抑制を測定した。

ヒト腎癌細胞株である CCF-RC1 をターゲット

とした場合、コントロールに比べ 062-130 で

は濃度依存性に細胞増殖が抑制された。抗体

濃度10㎍/mlにて59.4％の増殖抑制効果が認

められた。059-152 では 34.8％の細胞増殖抑

制作用が得られた。また、ヒト腎癌を坦癌さ

せた SCID マウスに対し投与した場合では、腫

瘍容積の縮小効果コントロールに比べある程

度の腫瘍増殖抑制を認めた。これら腫瘍増殖

抑制の機序として腫瘍細胞に対する ADCC、リ

ン酸化阻害などがあり、これらに関し検討し

た。 

（１）抗 EGFR 抗体の生物学的活性の解析（in 

vitro 実験） 

現在までに我々はファージ・デｲスプレイ法を

用い、ICOS 法（J Immunol Methods. 351:1-12､

2009）により AIMS-5 ライブラリーより単離し

た 2種類のヒト腎細胞癌細胞特異的抗体

（062-130 & 059-152）を IgG 化した。in vitro
ではヒト腎癌細胞株である CCF-RC1 に対し、

062-130 では濃度依存性に細胞増殖を抑制し、

抗体濃度 10㎍/ml にてコントロールに比べ

59.4％、059-152 では 34.8％の細胞増殖抑制

効果が得られた。これら腫瘍増殖抑制の機序

として、ADCC および EGFR の TK リン酸化阻害

の有無に付き検討した。両抗体とも CCF-RC1

および ACHN に対し 35-40 %程度の腫瘍細胞に

対する ADCC 活性を認めたが Caki-1 に対して

は全く ADCC 活性を呈さなかった。また、

062-130 は CCF-RC1およびACHNに対しリン酸

化阻害活性を示し、これらは EGFR 阻害薬であ

る Cetuximab より強力であった。一方、 

059-152 は如何なるリン酸化阻害活性も示さ

なかった。 

（２）抗 EGFR 抗体の生物学的活性の解析（in 

vivo 実験） 

ヒト腎癌を坦癌させたSCIDマウスに対し投与

した場合ではコントロールに比べ、ある程度

の腫瘍増殖抑制を認めた。 

ヒト腎癌坦癌SCIDマウスに対し投与した実験

では、コントロールに比べ有為な腫瘍増殖抑

制を認めた。抗腫瘍効果は、各抗体において

投与スケジュールや投与量、投与方法により

増殖抑制に差がみられた。また、抗がん剤等

との併用により相乗効果も認められたが、一

方で抗がん化学療法剤との併用では宿主の体

重減尐等が認められ、副作用に対する検討が

必要と考えられた。           

私どもの腎細胞癌治療用抗体作製のストラテ

ジーは、本来ヒト抗体ファージ・ライブラリ

ーより産製される抗体を用いることで将来的

にも治療の有効性と安全性を充分に諮れるも

のと考えられる。腎細胞癌では、以前よりサ

イトカインや樹状細胞等を用いた免疫療法に

よる治療効果が確認されており、本研究が将

来臨床的にも広く応用される可能性が高いも

のと期待される。 
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