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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、がん細胞、正常細胞の両方に発現しているタンパク質を標的とし、
既に抗体医薬が存在するが更なる進化を遂げた抗体が要求されるもの、または、そもそも抗体医薬が存在しない
新規分子などを対象として、がん特異的抗体の樹立を目指した。
樹立したがん特異的抗体の性状解析として、種々のアプリケーション(FACS, WB, IHCなど)への有用性を検証
し、また、腫瘍特異性を担うエピトープを解明した。さらに、がん特異的抗体の抗体医薬開発の可能性を、抗体
依存性細胞障害活性（ADCC）や保体依存性細胞障害活性（CDC）などの抗腫瘍効果を指標として検証した。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we aimed to establish cancer-specific antibodies 
by targeting proteins expressed in both cancer cells and normal cells, for which antibody 
therapeutics have already been developed but superior antibodies are expected, or for novel targets 
where antibody therapeutics do not exist. 
As part of the characterization of established cancer-specific antibodies, we verified their utility
 for various applications such as FACS, WB, IHC, etc., and elucidated epitopes responsible for tumor
 specificity.Furthermore, we validated the potential of cancer-specific antibodies for therapeutic 
development by assessing their anti-tumor effects, such as antibody-dependent cell-mediated 
cytotoxicity (ADCC) and complement-dependent cytotoxicity (CDC).

研究分野：抗体創薬学

キーワード： 抗体創薬　CasMab　腫瘍特異的

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、がん治療の抗体医薬の標的分子は、がん細胞に発現している分子か、免疫チェックポイントに関与する分
子が主である。がん細胞に発現している分子については、正常細胞にも発現しているものが多く、正常細胞上の
標的分子は認識せずに、がん細胞上の標的分子のみを認識する抗体は、重大な副作用を避けられることが予想さ
れ、医薬品として非常に期待される。我々はがん細胞に特異的な反応性を示すモノクローナル抗体作製技術
（CasMab法）を開発し、細胞表面に発現している膜タンパク質に対し、がん細胞のみを攻撃する抗体を作製する
ことが可能となった。本研究により副作用の少ない抗体医薬や免疫療法の開発が可能になる。

※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 
 
【CasMab法とは】 
我々はこれまでに、がん細胞に特異的な反応性
を示すモノクローナル抗体作製技術（CasMab法）
を開発してきた。この方法を用いることで、細胞
表面に発現している膜タンパク質に対して、糖鎖
などの翻訳後修飾の違いや立体構造の変化など
に起因した、がん細胞のみを認識する腫瘍特異的
抗体を作製することが可能となった。 

CasMab法を用い、膜タンパク質に対する種々
の抗体を樹立して解析した結果、腫瘍型膜タンパ
ク質には、腫瘍特異的な糖鎖構造が付加するだけ
でなく、糖鎖付加部位が正常と異なることを示唆
した。  
 
【抗体医薬とは】 
現在、がん治療の抗体医薬の標的分子として
は、がん細胞に発現している分子、または、免疫チェックポイントに関与する分子が主なターゲ
ットとなっている。がん細胞に発現している分子については、正常細胞にも発現しているものが
多く、腫瘍特異的抗体を作製することは困難である。しかしながら、正常細胞上の標的分子は認
識せず、がん細胞上の標的分子のみを認識する抗体は、重大な副作用を避けられることが容易に
予想されるので、医薬品として非常に期待される。 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題では、がん細胞、正常細胞の両方に発現しているタンパク質を標的とし、既に抗
体医薬が存在するが、更なる進化を遂げた抗体が期待される分子、または、そもそも抗体医薬が
存在しない新規分子などを対象として、がん特異的抗体の樹立を目指した。 
樹立した標的分子認識抗体の性状解析として、種々のアプリケーション(酵素結合免疫吸着測
定法（ELISA）、フローサイトメトリー（FACS)、ウエスタンブロット（WB）、免疫染色（IHC）
など)の有用性を検証し、さらに、抗体の抗原認識部位（エピトープ）を解明した。さらに、腫瘍
特異的抗体の抗体医薬開発の可能性を、抗体依存性細胞障害活性（ADCC (antibody-dependent 
cellular cytotoxicity)）や補体依存性細胞障害活性（CDC (complement dependent cytotoxicity)）
などの抗腫瘍効果を指標として検証した。 
 
３．研究の方法 
 
（１）標的分子に対し CasMab 法を用いてがん特異的抗体を樹立 
標的分子の強制発現細胞株、または、標的分子の改変型分泌型タンパク質を、マウスやラッ
トに免疫することにより、標的分子に対する抗体ライブラリーを作製する。抗体のスクリーニン
グは親株と発現株に対する反応性の違いを FACS で検出、または親株と発現株に由来する分泌
タンパク質の反応性の違いを ELISAにて検出する。 
 
（２）CasMab法によって得られた抗体の性状解析を実施 
得られた抗体の性状解析として、FACS にて正常細胞とがん細胞への反応性を確認し、標的
分子認識抗体のうち、腫瘍特異的抗体を特定する。また、WB, IHCの反応性を検証する。さら
に、エピトープ探索実験については、抗原認識部位を大まかに特定するため、N末端側からドメ
インごとに削り込んだ欠失変異型分子を細胞株に強制発現し、抗体の反応性から、標的分子のど
の部位にエピトープが存在するかを明らかにする。また、１回膜貫通型ではない分子については、
欠失変異型を発現させることが困難なため、我々の開発したタグ置換エピトープ破壊法を実施
することで、標的分子認識抗体の抗原認識部位を特定する。 
 
（３）がん特異的抗体の種々の抗体活性の検証 
対象となる抗体のハイブリドーマから抗体遺伝子を取得し、活性を確認する。遺伝子組換え
によりヒト定常領域、または適切なサブクラスを持つマウス定常領域とのキメラ型抗体を作製
する。作製したキメラ型抗体の抗体依存性細胞障害活性（ADCC）や補体依存性細胞障害活性
（CDC）を調べる。 
 



 
４．研究成果 
 
（１）HER2に対する特異的抗体の作製 

HER2 の細胞外領域（HER2ec）を脳腫瘍細胞株（LN229）に発現させた恒常発現株
（LN229/HER2ec）を樹立した。HER2ecのN末端には PAタグを付加しており、PAタグに対
するNZ-1抗体を用いたアフィニティーカラムにより培養上清から精製した。HER2ecを定法に
従ってマウスに免疫し、マウス脾臓細胞とミエローマ細胞（P3U1）との細胞融合を行なった。
ELISA、FACS、WBなどのスクリーニングを実施し、標的分子認識抗体を樹立した。そのうち、
特に HER2 に対して反応性の強い H2Mab-139 抗体について、サブクラスの改変により抗体活
性の検証を行なった内容について、本成果報告書に記載する。 
 
（２）CasMab法によって得られた抗体の性状解析を
実施 
得られた抗体のうち、特に反応性の強い H2Mab-

139抗体はマウス G1のサブクラスであったが、この
サブクラスは ADCC 活性や CDC 活性が弱いことが
知られており、そのままでは抗腫瘍活性を評価できな
いので、H2Mab-139抗体のサブクラス改変を行なっ
た。 
さらに、ADCC活性を増強するため、コアフコー
ス欠損細胞株 BINDS-09にて抗体産生を行なった。 
改変抗体の活性を確認するため、FACS、WB、

IHCを実施し、遺伝子改変による抗体活性の変化は
ないことを確認した。 
 
（３）がん特異的抗体の種々の抗体活性の検証 
サブクラス改変 H2Mab-139-mG2a-f 抗体が

ADCC活性、や CDC活性を示すかどうか検討した。
その結果、H2Mab-139-mG2a-f抗体はコントロール
抗体に比べて有意に HER2 陽性腫瘍細胞に活性を
示した。 
さらに、サブクラス改変H2Mab-139-mG2a-f抗
体が HER2 陽性腫瘍細胞に対して抗腫瘍効果を示
すかどうかを検討した。HER2陽性腫瘍細胞をヌー
ドマウス皮下に移植し、その 7 日後に、サブクラス
改変 H2Mab-139-mG2a-f 抗体を腹腔内投与した。
抗体は腫瘍移植後、14 日目、21 日目にも追加投与
を行なった。腫瘍移植後 7、１０、１４、１６、２
１、２８日目に皮下腫瘍のサイズを測定した。また、
腫瘍移植後 28 日目にマウスの解剖を行い、皮下腫
瘍の重量の測定を行なった。その結果、HER2陽性
腫瘍細胞について、サブクラス改変 H2Mab-139-
mG2a-f抗体が有意に腫瘍縮小効果を示した。 
以上の解析により、サブクラス改変 H2Mab-139-

mG2a-f抗体が HER2陽性腫瘍細胞対して、治療効
果をもたらすことを示唆した。 
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