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研究成果の概要（和文）：口腔癌細胞株に対するセツキシマブの補体活性化能を検討したところ、わずかではあるが、
補体活性化を誘導した。次に、抗腫瘍免疫応答を増強することができると考えられる新規遺伝子組み換え抗体CR2-Fcを
作製した。CR2-Fcはセツキシマブを血清存在下において口腔癌細胞に結合することができるかどうか調べたところ、ヒ
トCR2-Fcは補体成分C３が沈着した口腔癌細胞に結合することができた。また、CR2-Fcはセツキシマブによる補体活性
化を増強した。これらの結果により、セツキシマブが補体活性を誘導でき、CR2-Fcは抗体による補体活性化能を増強す
ることが可能であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To conserve both form and function in the oral area, effective and selective drugs
 against oral cancer will be required. We focused on Cetuximab, that is indicated for the treatment of pat
ients with epidermal growth factor receptor (EGFR)-expressing cancer. Complement deposition (C3) on HSC4 (
human oral squamous cell carcinomas cell line) by incubation with Cetuximab and human serum was slightly e
nhanced. On the other hands, complement inhibitors expressed on tumor cells provide a hindrance to the the
rapeutic efficacy of some monoclonal antibodies. We investigated a strategy to amplify complement activati
on on tumor cells and overwhelm complement inhibitor function. Complement deposition and lysis of HSC4 cel
ls by incubation with Cetuximab and human serum was enhanced in the presence of CR2-Fc. CR2-Fc enhances th
e therapeutic efficacy of antibody therapy and may provide particular benefits under conditions of limitin
g antibody concentration or low tumor antigen density.
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様 式

１．研究開始当初の背景
日本国内において口腔癌治療に使用できる
抗体医薬品は今のところ
リカでは上皮増殖因子受容体（
的とするヒト型モノクローナル抗体セツキ
シマブが進行性の頭頸部扁平上皮癌の治療
薬として承認されており、日本においても現
在、治験が行われている。
 EGFR
がみられ、腎癌の
等で過剰発現がみられる。特に頭頸部癌では
80-100%
ーゲットとした分子標的療法が臨床治験で
良好な効果を示している。また、日本人の口
腔癌患者においても
が見られ、
る抗体医薬品セツキシマブや、
シンキナーゼを特異的に阻害し細胞増殖シ
グナルを抑制する、
阻害剤エルロチニブ等の口腔癌治療への適
応が待たれるところである。
 
２．研究の目的
口腔癌において
EGFR
シグナル伝達制御に対する耐性メカニズム
に影響を受けない、抗
対する免疫療法の確立をめざす。まず第
各種口腔癌細胞株に対するセツキシマブの
CDC
により分解された
体レセプター
IgG1
み換え抗体
ツキシマブの
強させるかどうかを検討する。
 
３．研
(1) in vitro
性による抗腫瘍効果の検討
 口腔癌細胞株は
HSQ
れらの細胞株は各研究機関より取得し、当研
究室で使用している。セツキシマブはメルク
セローノ社より
① 口腔癌細胞株レベルでのセツキシマブ

の反応性を調べるため、
用いたフローサイトメトリーを行
各口腔癌細胞株にセツキシマブを添加
後、
後、
FACScalibur

② セツキシマブの口腔癌細胞に対する
CDC
の実験はヒト血清存在下でセツキシマ
ブを各口腔癌細胞株に加え、
胞株にセツキシマブを添加後、
分反応させ。
ト
測定
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１．研究開始当初の背景
日本国内において口腔癌治療に使用できる
抗体医薬品は今のところ
リカでは上皮増殖因子受容体（
的とするヒト型モノクローナル抗体セツキ
シマブが進行性の頭頸部扁平上皮癌の治療
薬として承認されており、日本においても現
在、治験が行われている。

EGFR はさまざまな悪性腫瘍で過剰発現
がみられ、腎癌の
等で過剰発現がみられる。特に頭頸部癌では

100%と非常に高いことから
ーゲットとした分子標的療法が臨床治験で
良好な効果を示している。また、日本人の口
腔癌患者においても
が見られ、EGFR 
る抗体医薬品セツキシマブや、
シンキナーゼを特異的に阻害し細胞増殖シ
グナルを抑制する、
阻害剤エルロチニブ等の口腔癌治療への適
応が待たれるところである。

２．研究の目的 
口腔癌において

FR をターゲットとしながらも、
シグナル伝達制御に対する耐性メカニズム
に影響を受けない、抗
対する免疫療法の確立をめざす。まず第
各種口腔癌細胞株に対するセツキシマブの
CDC 活性を検討する。
により分解された
体レセプターCR2
IgG1抗体のFc部分を融合した新規遺伝子組
み換え抗体 CR2-
ツキシマブのADCC
強させるかどうかを検討する。

３．研究の方法 
in vitro におけるセツキシマブの

性による抗腫瘍効果の検討
口腔癌細胞株は

HSQ-89、HO-1-u
れらの細胞株は各研究機関より取得し、当研
究室で使用している。セツキシマブはメルク
セローノ社より購入した

口腔癌細胞株レベルでのセツキシマブ
の反応性を調べるため、
用いたフローサイトメトリーを行
各口腔癌細胞株にセツキシマブを添加
後、4℃で 30
後、FITC 抗ヒト
FACScalibur
セツキシマブの口腔癌細胞に対する
CDC 活性を
の実験はヒト血清存在下でセツキシマ
ブを各口腔癌細胞株に加え、
胞株にセツキシマブを添加後、
分反応させ。
ト C3 抗体を反応させ、
測定した。 
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１．研究開始当初の背景 
日本国内において口腔癌治療に使用できる
抗体医薬品は今のところ 1 つもないが、アメ
リカでは上皮増殖因子受容体（
的とするヒト型モノクローナル抗体セツキ
シマブが進行性の頭頸部扁平上皮癌の治療
薬として承認されており、日本においても現
在、治験が行われている。 

はさまざまな悪性腫瘍で過剰発現
がみられ、腎癌の 50-90%、大腸癌の
等で過剰発現がみられる。特に頭頸部癌では

と非常に高いことから
ーゲットとした分子標的療法が臨床治験で
良好な効果を示している。また、日本人の口
腔癌患者においても 92.3%に

EGFR への EGF の結合を阻害す
る抗体医薬品セツキシマブや、
シンキナーゼを特異的に阻害し細胞増殖シ
グナルを抑制する、EGFR チロシンキナーゼ
阻害剤エルロチニブ等の口腔癌治療への適
応が待たれるところである。

 
口腔癌において 90％以上を発現している

をターゲットとしながらも、
シグナル伝達制御に対する耐性メカニズム
に影響を受けない、抗 EGFR 抗体の口腔癌に
対する免疫療法の確立をめざす。まず第
各種口腔癌細胞株に対するセツキシマブの

活性を検討する。また、
により分解された iC3b と C3d

CR2 の C3d 認識部位と、ヒト
部分を融合した新規遺伝子組
-Fc を作製し、

ADCC及びCDC
強させるかどうかを検討する。

 
におけるセツキシマブの

性による抗腫瘍効果の検討 
口腔癌細胞株は HSC3、HSC2

u-1 の 5 種類を使用
れらの細胞株は各研究機関より取得し、当研
究室で使用している。セツキシマブはメルク

購入した。 
口腔癌細胞株レベルでのセツキシマブ
の反応性を調べるため、
用いたフローサイトメトリーを行
各口腔癌細胞株にセツキシマブを添加

30 分反応させる。
抗ヒト IgG 抗体を反応させ、

FACScalibur で測定した。
セツキシマブの口腔癌細胞に対する

活性を C3 沈着試験で検討した
の実験はヒト血清存在下でセツキシマ
ブを各口腔癌細胞株に加え、
胞株にセツキシマブを添加後、
分反応させ。PBS で洗浄後、

抗体を反応させ、FACScalibur
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日本国内において口腔癌治療に使用できる
つもないが、アメ

リカでは上皮増殖因子受容体（EGFR）を標
的とするヒト型モノクローナル抗体セツキ
シマブが進行性の頭頸部扁平上皮癌の治療
薬として承認されており、日本においても現

はさまざまな悪性腫瘍で過剰発現
、大腸癌の 25-77%

等で過剰発現がみられる。特に頭頸部癌では
と非常に高いことから EGFR をタ

ーゲットとした分子標的療法が臨床治験で
良好な効果を示している。また、日本人の口

に EGFR の発現
の結合を阻害す

る抗体医薬品セツキシマブや、EGFR のチロ
シンキナーゼを特異的に阻害し細胞増殖シ

チロシンキナーゼ
阻害剤エルロチニブ等の口腔癌治療への適
応が待たれるところである。 

％以上を発現している
をターゲットとしながらも、EGFR

シグナル伝達制御に対する耐性メカニズム
抗体の口腔癌に

対する免疫療法の確立をめざす。まず第 1
各種口腔癌細胞株に対するセツキシマブの

また、補体制御因子
C3d を認識する補
認識部位と、ヒト

部分を融合した新規遺伝子組
を作製し、CR2-Fc がセ

CDCの活性化を増
強させるかどうかを検討する。 

におけるセツキシマブの CDC

HSC2、HSC4
種類を使用した。こ

れらの細胞株は各研究機関より取得し、当研
究室で使用している。セツキシマブはメルク

口腔癌細胞株レベルでのセツキシマブ
5 種類の細胞を

用いたフローサイトメトリーを行った
各口腔癌細胞株にセツキシマブを添加

分反応させる。PBS で洗浄
抗体を反応させ、

した。 
セツキシマブの口腔癌細胞に対する

沈着試験で検討した。こ
の実験はヒト血清存在下でセツキシマ
ブを各口腔癌細胞株に加え、各口腔癌細
胞株にセツキシマブを添加後、37℃で

で洗浄後、FITC 抗ヒ
FACScalibur
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日本国内において口腔癌治療に使用できる
つもないが、アメ

）を標
的とするヒト型モノクローナル抗体セツキ
シマブが進行性の頭頸部扁平上皮癌の治療
薬として承認されており、日本においても現

はさまざまな悪性腫瘍で過剰発現
77%

等で過剰発現がみられる。特に頭頸部癌では
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ーゲットとした分子標的療法が臨床治験で
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の発現
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を構築した
① 
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４．研究成果
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性による抗腫瘍効果の検討
① 
口腔癌細胞株の
ツキシマブの反応性を調べるため、
口腔癌細胞株を用いた。フローサイトメトリ
ーでセツキシマブの反応性を解析したとこ
ろ、使用した
おいて
がら、発現レベルの差があり、
及び
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 遺伝子組み換えヒト型
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遺伝子工学技術により、不活性型の補体成
iC3b 及び C3d

ヒト IgG1抗体の
子組み換え抗体
を構築した。 
 ヒトCR2の
ト IgG1 の定常領域配列を人工的につな
ぐため、ヒト
ーへ組み込むための酵素部位を含んだ
プライマーを設定した後、
テンプレートとして
産物をクローニングベクターに組み込
み、配列を確認した後、ヒト
素により切り出し、ヒト
発現ベクターと共にライゲーションを
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ターを構築

 ヒト CR2-Fc
されてタンパク質を発現するかどうか
を確認するため、リポフェクトアミン
2000 を用いて
した後、培養上清と細胞を回収し、ウエ
スタンブロットにより予想される分子
量を示すかどうかを確認
CR2-Fc 発現ベクターを恒常発現系の
CHO 細胞へと遺伝子導入を行う。
でスクリーニングを行った後、高発現ク
ローンを採取

 ヒト CR2-Fc
養し、培養上清を回収後、プロテイン
カラムにてヒト
純度を SDS
ッティング法で
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 in vitro におけるセツキシマブの
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口腔癌細胞株の
ツキシマブの反応性を調べるため、
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がら、発現レベルの差があり、
及び HSC4 において高発現だった
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遺伝子組み換えヒト型 CR2

遺伝子工学技術により、不活性型の補体成
C3d と結合するヒト

抗体のFc部分を融合した新規遺伝
子組み換え抗体 CR2-Fc を発現するベクター

 
のN末端側の
の定常領域配列を人工的につな

ぐため、ヒト IgG1 定常領域発現ベクタ
ーへ組み込むための酵素部位を含んだ
プライマーを設定した後、
テンプレートとして PCR
産物をクローニングベクターに組み込
み、配列を確認した後、ヒト
素により切り出し、ヒト
発現ベクターと共にライゲーションを
行うことにより、ヒト
ターを構築した。 

Fc 発現ベクターが転写・翻訳
されてタンパク質を発現するかどうか
を確認するため、リポフェクトアミン

を用いて COS7 細胞に遺伝子導入
した後、培養上清と細胞を回収し、ウエ
スタンブロットにより予想される分子
量を示すかどうかを確認

発現ベクターを恒常発現系の
細胞へと遺伝子導入を行う。

でスクリーニングを行った後、高発現ク
ローンを採取した。 

Fc 高産生 CHO
養し、培養上清を回収後、プロテイン
カラムにてヒト CR2-Fc

SDS-PAGE 及びウエスタンブロ
ッティング法で確認した

 
におけるセツキシマブの

性による抗腫瘍効果の検討 
口腔癌細胞株の EGFR

口腔癌細胞株の EGFR 発現レベルを調べ、セ
ツキシマブの反応性を調べるため、
口腔癌細胞株を用いた。フローサイトメトリ
ーでセツキシマブの反応性を解析したとこ

5 種類すべての口腔癌細胞株に
の発現が認められた。しかしな

がら、発現レベルの差があり、
において高発現だった

CR2-Fc の作製及

遺伝子工学技術により、不活性型の補体成
と結合するヒト CR2
部分を融合した新規遺伝

を発現するベクター

末端側の 4つのSCR
の定常領域配列を人工的につな

定常領域発現ベクタ
ーへ組み込むための酵素部位を含んだ
プライマーを設定した後、pBM-CR2

PCR を行う。
産物をクローニングベクターに組み込
み、配列を確認した後、ヒト CR2
素により切り出し、ヒト IgG1 定常領域
発現ベクターと共にライゲーションを
行うことにより、ヒト CR2-Fc 発現ベク

発現ベクターが転写・翻訳
されてタンパク質を発現するかどうか
を確認するため、リポフェクトアミン

細胞に遺伝子導入
した後、培養上清と細胞を回収し、ウエ
スタンブロットにより予想される分子
量を示すかどうかを確認した後、

発現ベクターを恒常発現系の
細胞へと遺伝子導入を行う。G418

でスクリーニングを行った後、高発現ク

CHO 細胞を大量培
養し、培養上清を回収後、プロテイン

Fc を精製し、精製
及びウエスタンブロ

確認した。 

におけるセツキシマブの CDC
 

EGFR の発現 
発現レベルを調べ、セ

ツキシマブの反応性を調べるため、5 種類の
口腔癌細胞株を用いた。フローサイトメトリ
ーでセツキシマブの反応性を解析したとこ

種類すべての口腔癌細胞株に
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