
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

９４４１０

基盤研究(C)

2013～2011

持続的活性型ＥＧＦ受容体を発現するがんを標的とした抗体医薬の開発

Anti-cancer antibody targeting epidermal growth factor receptor with constitutively 
active mutations

８０１１１７６４研究者番号：

伊藤　文昭（Ito, Fumiaki）

サンスター株式会社ヘルスサイエンス研究所・その他部局等・その他

研究期間：

２３５９００９８

平成 年 月 日現在２６   ５ ２２

円     4,200,000 、（間接経費） 円     1,260,000

研究成果の概要（和文）：　がんの中で最も死亡数の多いがんは肺がんである。肺がんの原因の一つは、上皮増殖因子
受容体（EGFR）の異常である。EGFRを標的とする抗がん剤（gefitinib、erlotinibなど）が肺がんの治療薬として使用
されているが、長期間の使用により効果が見られなくなることから、新たな抗がん剤の開発が急務である。私たちはEG
FRに結合する抗体が肺がん細胞内には取込まれるが、正常細胞には取込まれないことを見つけた。そこで、抗体に抗が
ん剤を結合させて、肺がん細胞に与えた。抗がん剤はがん細胞に取込まれたが、十分な抗がん活性は得られなかった。
取込まれた抗がん剤の量が少ないことが一因であろう。

研究成果の概要（英文）：Lung cancer is the leading cause of death in Japan. Aberrant signaling by epiderma
l growth factor (EGFR) is found in many cell lung cancer patients, and it leads to uncontrolled cell growt
h resulting in lung cancer.
Recently, anti-cancer agents (gefitinib and erlotinib) targeting EGFR tyrosine kinases were introduced. Lu
ng cancer patients initially respond well to these anti-cancer agents, but they develop acquired resistanc
e to the agents over time. Therefore, scientists continue to search for new active anticancer agents with 
better activity.
In this study, we found that antibody against EGFR is incorporated into PC-9 lung cancer cells which displ
ay a mutation within the EGFR gene, but not into PC-14 cells which display normal type of EGFR. Then, we c
onjugated anti-cancer agents (paclitaxel and daunorubicin) to the  anti-EGFR antibody. The conjugated anti
body showed similar cytotoxic effcts on PC-9 and PC-14 cells and it shows less activity than unconjugated 
anti-cancer agents. 
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１．研究開始当初の背景 
がんの中で最も死亡数の多いがんは肺が

んである。肺がんになる原因は、いろいろあ
るが、その一つは上皮増殖因子（EGF）受容
体の異常である。EGF 受容体は、リガンドで
ある EGF が結合すると、チロシンキナーゼ
(TK)が活性化 され、細胞内の様々な下流シ
グナルを活性化して細胞増殖を誘起する。し
かし、一部のがんでは EGF 受容体の異常（過
剰発現や TK 領域の変異）が起きており、こ
の異常ががん化の原因となっている。このた
め EGF 受容体を標的とした EGF 受容体 TK 阻
害剤や抗EGF受容体抗体ががん治療に用いら
れている。TK阻害剤は非小細胞肺がん患者に
用いられており、非小細胞肺がんのうち EGF
受容体の TK 領域に特定の変異（EGF 受容体遺
伝子のエクソン 19 の 15 塩基の欠失や L858R
など）を有するケースで劇的な腫瘍縮小効果
を示す。しかし、重篤な副作用や TK 阻害剤
に対する耐性獲得が大きな問題となってお
り、副作用の少ない抗がん剤や、耐性がん細
胞にも効果を示す抗がん剤の開発が期待さ
れている。 
 

２． 研究の目的 
EGF 受容体に対するモノクローナル抗体
（B4G7）を利用して、抗がん活性を示す抗体
医薬の開発。特に、持続的活性型 EGF 受容体
（エクソン 19 の 15 塩基の欠失）を発現して
いる非小細胞肺がんおよび TK 阻害剤に対し
て耐性を獲得したがんに効果を示す抗がん
剤の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞：EGF 受容体遺伝子のエクソン 19
の 15 塩基が欠失しており、リガンドに依存
せずに TK が持続的に活性化されているヒト
非小細胞肺がん細胞 PC-9、正常型 EGF 受容体
をもつ非小細胞肺がん細胞 PC-14、および私
たちが PC-9 細胞から単離した TK阻害剤に耐
性を示す細胞を用いた。 
（２）EGF 受容体量は Western blot 法を用い
て調べた。EGFR mRNAの定量は、Loop-mediated 
isothermal amplification(LAMP)法を用いた。
抗ヒト EGF 受容体抗体（B4G7）で処理した細
胞から RNA を NucleoSpin RNA キットを用い
て調製し、さらに、RNA 増幅試薬キットおよ
び蛍光・目視検出試薬・カルセイン（栄研化
学）を用いて 65℃で、１時間、ViiA7 リアル
タイム PCR システムを使用して反応させた。
使用したプライマー配列は以下の通りであ
る。EGFR: Outer F (ccttc tggagggtga gccaa)、
Outer R(cgtacttcca gaccagggtgt)、
FIP(ggtgatgtt catggccgag tttgtggaga 
actctgag)、RIP(acgggg accagacaactgta 
tcctgccggg caggtcttga)、Loop F(cactctgggt 
ggcactgtat)、Loop R(ccagt gtgcccacta 
cattg)。β-actin：Outer F (ccattggcaat 
gagcggttc)、Outer R(atgccagggtacatggtggt)、
FIP(gtagtttcgtggatgccacactgccctga 

ggcactcttcc)、RIP (caactccatcatgaagtgtg 
gccagacagcactgtgttgg)、Loop F(gactccatgcc 
caggaagga)、Loop R(gtggacat ccgcaaagacct)。 
（３）抗体依存性細胞障害（ADCC）アッセイ
は、ADCC Reporter Bioassay Kit（プロメガ
株）を用いて測定した。エフェクター細胞
(Jurkat 細胞)の NFAT パスウェイを介したホ
タルルシフェラーゼ活性の上昇による発光
を Promega GLOMAX Multi Detection System
（発光マイクロプレートリーダー）で測定し
た。 
（５）Alexa Fluor647 タンパク質ラベリング
キットを用いて B4G7 を蛍光標識した。約 5.2
分子の AlexaFluor647 が結合した B4G7 を得
た。 
 
４．研究成果 
B4G7でPC-9、PC-14細胞を処理し、次の（１）

から（５）に及ぼす影響を調べた。 
（１）細胞増殖・生存：PC-9 細胞の生存は
TK 阻害剤（AG1478、ゲフィチニブ）により抑
制された。一方、PC-14 細胞の増殖は影響を
受けなかった。 
次に B4G7 処理（10μg/ml）で処理したと

きの細胞増殖を調べた。両細胞とも増殖・生
存の低下は見られず、むしろ増殖促進作用が
見られた。EGF 受容体を標的とする抗体医薬
（セツキシマブ）が増殖阻害作用を示し、抗
がん剤として臨床で利用されていることか
ら、抗体が EGF 受容体のどの領域（エピトー
プ）を認識するかにより、その作用は異なる
と考えられる。 
（２）EGF 受容体タンパク質：B4G7 で処理し
た細胞を Lysis buffer で溶解後、Western 
blot 法で EGFR 発現量を調べた。図１に示す
ように、PC-9 細胞では、EGFR 量は時間経過
と共に著しく減少したが、PC-14 細胞ではほ
とんど減少しなかった。  
一方、EGF 受容体 mRNA に対しては、いずれ

の細胞でもB4G7処理による変化は見られず、
PC-9 細胞における B4G7 による EGF 受容体タ
ンパク質の減少は、分解の促進作用によると
考えられた。 
（３） EGF 受容体および B4G7 の細胞内局 
在：次に、PC-9 細胞および PC-14 細胞を B4G7
で処理したときのEGF受容体の細胞内局在を、
共焦点レーザー顕微鏡を用いて調べた。PC-9
細胞ではEGF受容体は細胞内に取り込まれリ
ソソームに輸送されたが、PC-14 細胞では細
胞内への取り込みは、ほとんど起きていなか
った（図２）。細胞内の局在については、蛍
光標識をしたトランスフェリンおよび LAMP2
を用いて確認をした。 
次に、Alexa Fluor647 で蛍光標識をした

B4G7 で両細胞を 30 分、あるいは 22 時間処理
した後、B4G7 の細胞内分布をオールインワン
蛍光顕微鏡（キーエンス BZ-X700）で調べた。
PC-9 細胞では、いずれの時間でも蛍光が細胞
内に観察されたが、PC-14 細胞では 30 分後で
は細胞膜上の広い範囲に検出され（図３）、



22 時間後では細胞膜の特定の領域に観察さ
れた。  
以上の結果から、PC-9 細胞では EGF 受容体

に結合した B4G7 は細胞内に取り込まれリソ
ソームに輸送されるが、PC-14 細胞では細胞
内に取り込まれないことが考えられた。また、
PC-9 細胞から単離された耐性株でも、B4G7
で処理をすると EGFR の分解が起きたことか
ら(図４)、TK阻害剤に耐性を獲得した細胞で
も、B4G7 はリソソームへと輸送される可能性
が考えられる。 
（４） 抗体依存性細胞障害作用：PC-9 細胞、 
PC-14 細胞を B4G7 で処理後、すぐに、あるい
は１時間後にエフェクター細胞を添加し、ル
シフェラーゼ活性を測定した。いずれの場合
も蛍光は微弱であり、かつ、両細胞で有意な
違いは検出できなかった。B4G7 はマウスの
IgG2 であり、抗体のヒト化の際に IgG2 タイ
プにすれば、正常型 EGF 受容体を発現してい
る正常細胞に対する抗体依存性細胞障害作
用を抑えることが可能かもしれない。  
（５） EGF 受容体リン酸化：PC-9 細胞では 
細胞内に取り込まれた EGF 受容体は、リサイ
クル経路で細胞膜へと輸送されるが、B4G7 で
処理するとリソソームに運ばれ分解される。
B4G7 処理後、１時間までの EGF 受容体チロシ
ンリン酸化を調べ、リン酸化と細胞内輸送経
路の関連を調べた。B4G7 処理により 1045 番
目のリン酸化が増加しており、1045 番目のリ
ン酸化がEGF受容体のリソソームへの輸送に
重要な役割を果たしている可能性が考えら
れた。しかしながら、1045 番目のチロシンに
対する抗体の特異性が低かったこともあり、
1045 番目のリン酸化を介した EGF 受容体と
Cbl タンパク質の結合、EGF 受容体のユビキ
チン化などを含めた詳細な解析が、今後必要
であろう。 
 次に、抗がん剤を B4G7 に結合させたコン
ジュゲートを用いて、B4G7 を細胞内に取り込
む PC-9 細胞および耐性細胞を特異的に殺す
ことができないか調べた。 
2’-グルタリルパクリタキセルを合成し、
45℃で 25 分間 N,N-カルボジイミダゾールと
混合（モル比＝1:10）した。その後、B4G7 を
加え（パクリタキセル：B4G7＝２:１）、４℃
で一晩反応させ、B4G7 のアミノ基にパクリタ
キセルを結合させたパクリタキセル／B4G7
コンジュゲートを調製した。PC-9 および
PC-14 細胞の生存率は 0.04μM パクリタキセ
ル処理により 20～30%に低下したが、パクリ
タキセル／B4G7 コンジュゲート処理では５
倍量の 0.2μM で処理しても、両細胞の生存
率を低下させることはできなかった。 
次に、図５に示したダウノルビシン（DNR） 

が B4G7 のアミノ基にアミド結合したコンジ
ュゲートを調製し（参考文献：Proc Natl Acad 
Sci USA. 1982 Jan;79(2):626-9.）、PC-9 細
胞および PC-14 細胞を処理した。両細胞は同
じような濃度のコンジュゲートで阻害を受
け、また、その増殖阻害作用は抗がん剤単独

の場合より弱かった。 
以上からいずれのコンジュゲートも十分 

な抗がん活性を示さなかった。理由は不明で
あるが、一つの可能性としては、細胞内に取
り込まれた抗がん剤（パクリタキセル、ダウ
ノルビシン）の量が少なかったことが考えら
れる。 
 
図１ 
PC-9 細胞（上段：EGFR 下段：α-tubulin） 
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PC-14細胞（上段：EGFR 下段：α-tubulin）



 
図４(上段：EGFR、下段：Actin) 
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