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研究成果の概要（和文）： 

 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ず、補体膜制御因子の発現によりその作用が抑えられていることを明らか
にしてきた。そこで、補体制御因子の機能を抑えることで抗腫瘍効果が増強されるのではない
かと考え、抗 MUC1 抗体と補体制御因子阻害抗体の相乗効果を検討した。補体依存性細胞障害反
応において，抗 MUC1 抗体単独の場合と比較すると CD55 あるいは CD59 の機能阻害抗体を作用さ
せた方が補体依存性細胞障害をそれぞれ約 2倍，約 3倍に増強した。また、口腔癌細胞を強力
に破壊できる 3つの機能を持った遺伝子組み換え三重機能抗体を作製することを試み、補体膜
制御因子と阻害する部位と、MUC1 を認識する部位を持ったヒト型三重機能抗体発現ベクターを
作製した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have studied the anti-tumor activities of an anti-MUC1 antibody with oral squamous 
cell carcinoma (OSCC). We hypothesized the inhibition of complement regulatory proteins 
(CRPs) could enhance anti-tumor activity. Therefore, that reversing the effects of 
complement regulatory proteins expressed on a tumor cell surface will allow more effective 
immune-mediated clearance of tumor cells and improve prospects for successful 
immunotherapy. When the complement-dependent cytotoxicity was compared treatment with 
both an anti-MUC1 mAb and inhibiting mAbs of CD55 or CD59 to an anti-MUC1 mAb alone, a 
2- to 3-fold increase in C-dependent cell lysis was observed, respectively. It was also 
proposed to produce the tri-functional antibodies recognized both MUC1 and CRPs. We done 
to produce the expression vectors of tri-functional antibodies.  
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１．研究開始当初の背景 
 分子標的治療薬の代表的な物としてヒト
型抗体がすでに医薬品として認可されてい
る。抗体医薬品は抗原特異性及び親和性が高
く、本来生体内に存在するため無毒で副作用
が少ないのが特徴である。また、多種多様な
抗原に対して高親和性持つための技術や、遺
伝子組み換え技術の進歩により、多様なター
ゲットにも対応でき、テーラーメイド的な医
薬品としても期待されている。実際、乳癌や
リンパ腫の治療において多くの国で抗体医
薬品がすでに認可されおり、さらに他の疾患
についても新たな抗体医薬品が臨床試験さ
れている。B細胞表面の CD20 を標的分子とす
る抗体医薬品として 1999 年に厚労省に認可
されたリツキサンは、Hainsworth らが行った
臨床治験においては奏功率 73％と上昇し、う
ち 37％が CR を示したと報告されている。こ
の例も含め、抗体医薬品が癌の分子標的治療
において有用なツールになる可能性が高い
ことは明らかあるが、現在までに国内外で認
可された口腔癌治療のための抗体医薬品は
未だないのが現状である。 
 近年、口腔癌において、粘液の主成分で高
分子糖蛋白質ムチン MUC1 が過剰発現され、
その発現が癌の増殖や転移と相関している
ことが明らかになった。MUC1 は、大腸癌、前
立腺癌、乳癌など多くの癌においてその過剰
発現が高頻度にみられ、MUC1 の異常発現が腫
瘍の増殖及び転移に寄与し、悪性度と強く相
関していることから、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。 
 Innate Immunity の中心である補体系は、
血清中と細胞膜上の 30 種類以上の蛋白で構
成され、病原体に対する初期生体防御機構の
みならず、免疫複合体やアポトーシス細胞の
体内からの除去など免疫システムにおいて
主要な成分の１つである。補体の腫瘍に対す
る免疫応答は、癌細胞に反応した抗体の Fc
部分によって直接補体が活性化され、膜障害
複合体(MAC)形成により引き起こされる補体
依存性細胞障害反応の誘導や、抗腫瘍抗体と
補体の両方によりオプソニン化された腫瘍
細胞に対するマクロファージや NK 細胞の抗
体依存性細胞障害反応を著しく増加させる
ことが知られている。ただし、仮に体内で非
特異的に抗体が結合し補体系が活性化され
たとしても、正常細胞においては細胞膜上の
補体制御因子 CD46(MCP)、CD55(DAF)及び CD59
が発現しており、補体の攻撃から守られてい
る。しかしながら、多くの主な癌細胞におい
てこの補体制御因子が正常細胞よりも過剰
発現していることが数多く報告されており、
たとえ癌細胞に対する抗体が産生されたと
しても癌細胞上では補体の活性化が起こら
ず、効率の良い免疫応答が誘導されにくい。

また、この癌細胞上での補体制御因子の発現
増強は癌の抗体療法における薬剤耐性の 1つ
であることが報告されている。これらの結果
から口腔癌細胞上の補体制御因子を阻害す
ることができたならば、口腔癌特異的な抗体
免疫療法の効率を上昇させることができる
ことが示唆された。しかし、補体制御因子は
生体内で広く発現しているので、補体制御因
子の阻害が意に沿わない重大な副作用を引
き起こす可能性が高い。それ故に、口腔癌治
療に補体制御因子阻害抗体を点滴などの全
身投与で使用した場合では、分子標的されて
いないがため全身の正常細胞が補体の攻撃
に曝され、著しい副作用が予測される。 
 
２．研究の目的 
 口腔癌治療では、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、副作用が非常に少なく強力
な抗癌剤の開発は急務である。近年、癌細胞
特異的な分子の機能や発現を制御する分子
標的治療薬が医薬品として認可され、新規癌
治療薬として使用されるようになったが、口
腔癌治療に適応されるものは未だない。そこ
で、新規口腔癌治療薬を開発するため、副作
用が少なく、口腔癌細胞を強力に破壊できる
3 つの機能を持った遺伝子組み換え三重機能
抗体を作製し、その機能を解析することをこ
の研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）補体膜制御因子機能阻害による抗腫瘍
効果の検討         
抗 MUC1 抗体と補体制御因子阻害抗体の相乗
効果を検討するため、口腔癌細胞株 HSC4 細
胞に補体膜制御因子の機能阻害抗体を作用
させた時の補体活性化の増大を，C3 の沈着レ
ベルで検討した．この際，使用した 1C6 と 1F5
は，それら自身では補体を活性化できないよ
うにするために，Fc 部分を欠失させた
F(ab’)2 型で作用させた．さらに，補体膜制
御因子機能阻害抗体の存在下で，抗 MUC1 抗
体により活性化された補体による細胞障害
反応を Cell Counting Kit-8 を用いて Cell 
lysis assey を行った． 
（２）三重機能抗体の作製 
TFA は、口腔癌特異的な抗原（MUC1）に対す
る特異性①、補体制御因子阻害機能②、及び
ヒト IgG1 抗体の Fc 部分の機能③を併せ持つ
形で設計する。Fc 部分を含む抗体の定常領域
(constant region; CH1〜3)は、将来ヒトへ
の応用を考え、すでに認可されている抗体医
薬品のリタキシマブやハーセプチンに用い
られているヒト IgG1 の定常領域配列を使用
する。この TFA の機能を調べるため、はじめ
に in vitro で TFA の口腔癌細胞に対する反



応性、Fc 部分によると補体活性化能及び補体
依存性細胞障害活性(CDC)を測定し、抗 MUC1
抗体と比較検討する。また、Fc レセプター及
び補体レセプターを発現しているエフェク
ター細胞による抗体依存性細胞障害反応
(ADCC)も併せて検討する。次に、口腔癌細胞
のマウス移植モデルを用いて、in vivo で TFA
の口腔癌に対する特異性及び抗癌活性を検
討する。 
 
４．研究成果 
（１）まず、補体初期活性化を制御している
CD55 の機能阻害による抗 MUC1 抗体の補体活
性化能が上昇するかどうかを検討したとこ
ろ、20%ヒト新鮮血清下で，33μg/ml の抗
MUC1抗体を作用させたHSC4細胞上でのC3の
沈着レベルは 59.02 であったが，同条件下で
CD55 の機能阻害活性がある 1C6 F(ab’)2 断
片を加えると，C3 の沈着レベルが 101.48 と
顕著に上昇した（図１）。一方，抗 MUC1 抗体
非存在下で 1C6 F(ab’)2 と 20%ヒト新鮮血清
のみを作用させた HSC4 細胞上の C3の沈着レ
ベルは 26.52 で，20%ヒト新鮮血清のみを作
用させた群（27.71）と同程度であり，補体
活性化は確認できなかった．このため 1C6 処
置は，抗 MUC1 抗体による補体活性化能を約 2
倍上昇させることが確認された。 

（２）次に、CD55 および CD59 の機能阻害に
よる抗 MUC1 抗体の補体依存性細胞障害を検
討したところ、抗MUC1抗体を作用させたHSC4
細胞の補体依存性細胞障害は 13.73%であっ
たが，同条件下で CD59 の機能阻害活性があ
る 1F5 F(ab’)2 断片を加えると，補体依存

性細胞障害は 28.81%と顕著に上昇した（図 2）。
一方，HSC4 細胞上で補体活性化を増大させた
1C6 F(ab’)2 断片を加えた群では，18.20%
と若干の上昇であった。以上のことから，補
体膜制御因子を阻害すると，抗 MUC1 抗体に
よる補体依存性細胞障害応答が増強するこ
とが確認され，CD59 の阻害のみでは約 2 倍，
CD55 と CD59 の両者を阻害すると約 3 倍上昇
することが明らかになった。 
（３）新規口腔癌治療薬を開発するため、副
作用が少なく、口腔癌細胞を強力に破壊でき
る 3つの機能を持った遺伝子組み換え三重機
能抗体を作製することを試みた。まず、口腔
癌に高頻度に発現する腫瘍抗原 MUC1 に対す
る抗体 BCP8 を産生するハイブリドーマから
mRNA を単離し、cDNA を合成後、5’RACE 法に
より増幅した後、クローニングを行い、抗
MUC1 抗体 BCP8 の可変領域の遺伝子配列を決
定した。また、三重機能抗体のもう一つの機
能である、補体制御膜因子 CD59 の阻害機能
は、CD59 機能阻害抗体 1F5 の抗原認識部位で
ある可変領域を用いた。こちらも抗体産生ハ
イブリドーマから mRNA を単離し、cDNA を合
成後、5’RACE 法により増幅した後、クロー
ニングを行い、1F5 抗体の可変領域の遺伝子
配列を決定することができた（図 3）。さらに、
ヒト LCL 細胞より mRNA を単離し、cDNA を合
成後、ヒト IgG1 の定常領域と、ヒト軽鎖で
あるκ鎖の定常領域を認識するプライマー
を設定して、定常領域遺伝子配列を決定した。 
これら決定した各種遺伝子を組み合わせ、
BCP8の可変領域cDNAにヒト型IgG1抗体に組
み込んだ、ヒト型抗 MUC1 抗体の重鎖発現ベ
クター(huBCP8H)を構築した。同様の方法で
BCP8の軽鎖配列を決定後ヒト型k鎖に組み込
み、ヒト型抗 MUC1 抗体の軽鎖発現ベクター
(huBCP8L)を構築した。 

（４）ヒト型抗 MUC1 抗体の発現ベクター
(huBCP8及び huBCP8L)を哺乳類細胞に遺伝子
導入し、培養上清を回収し、口腔癌への反応
性を確認したところ MUC1 を発現している口
腔癌細胞株 HSC4 へ結合することが確認でき
た（図 4）。 



（５）次に、口腔癌細胞を強力に破壊するた
めに、次に、補体制御因子 CD59 を阻害する
1F5 の可変領域を組み込んだ 3 つの機能を持
っ た 遺 伝 子 組 み 換 え 三 重 機 能 抗 体
(Tri-functional antibody; TFA)の一つであ
る補体制御膜因子 CD59 を抑制し、口腔癌特
異抗原 MUC1 を認識するヒト型抗体発現ベク
ター(huBCP8-1F5)を構築した。一方、補体制
御膜因子 CD55 を阻害することができる抗体
1C6を産生するハイブリドーマからmRNAを単
離し、cDNA を合成後、5’RACE 法により増幅
した後、クローニングを行い、抗体の可変領
域の遺伝子配列を決定することができた。
CD59 の時と同様に、各種遺伝子を組み合わせ、
BCP8の可変領域cDNAにヒト型IgG1抗体に組
み込み、さらに CD55 を阻害する抗体可変領
域を組み込んだヒト型三重機能抗体体の発
現ベクター(huBCP8-1C6)を構築した。 
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