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研究成果の概要（和文）：肺扁平上皮癌および悪性胸膜中皮腫に高発現する膜蛋白ポドプラニンを標的に抗腫瘍活性を
有する新規抗体の開発を進めた。本研究において新たに作成したヒト・ラットキメラ抗体であるNZ-8はラット抗体であ
るNZ-1に比較して抗体依存性および補体依存性細胞障害活性に基づく高い抗腫瘍効果を示した。NZ-8は正常組織より腫
瘍細胞に発現するポドプラニン分子に高い結合活性を示し臨床応用に向けた利点と考えられた。最終年度にNZ-8より抗
腫瘍活性の高いキメラ抗体NZ-12を作成し臨床応用に向けて検討中である。抗体治療前後のマウス移植腫瘍組織の遺伝
子発現解析から抗体療法の有効性に関連すると考えられる候補遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：We developed novel antibodies against podoplanin expressing in lung squamous cell 
carcinoma and mesothelioma. We generated a human-rat chimeric anti-podoplanin antibody NZ-8 which showed 
higher anti-tumor activity in mouse xenograft model based on antibody-dependent cellular and complement- 
dependent cytotoxicity as compared to those of the rat antibody NZ-1. The binding activity of NZ-8 seemed 
to be higher against podoplanin expressing in tumor cells rather than normal cells such as alveolar cells 
or podocytes, indicating the advantage for clinical use of NZ-8. We finally developed the chimeric 
antibody NZ-12 showing the higher anti-tumor activity than NZ-8. Furthermore, gene expression analyses in 
xenograft tumors treated with NZ-1 identified the candidate genes related with the biological activity of 
NZ-1/NZ-8.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、肺癌および悪性胸膜中皮腫を対象
に、抗腫瘍効果を有する新規抗体の開発研究
に取り組んできた。その中で、両腫瘍細胞に
高発現する分子である HM1.24 抗原および
ポドプラニン分子に対する抗体のスクリー
ニングから抗体依存性細胞障害活性
（ antibody-dependent cellular cytotoxicity: 
ADCC ）や補体依存性細胞障害活性
（complement dependent cytotoxicity: CDC）
を有するマウスおよびラットの機能性抗体
を有していた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、抗 HM1.24 抗体あるいは抗ポ
ドプラニン抗体のヒトキメラ抗体あるいは
ヒト化抗体を作製し、臨床応用に向けた検
討を進めること、さらに抗体療法の有効性
に関連する免疫学的バイオマーカーの探索
を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
ポドプラニン抗体についてはラット抗体

であることから、ラット・マウスおよびラ
ット・ヒトキメラ抗体の作成が必要であっ
た。そこで、NZ-1 の VH 領域と CH1 領域
をコードする DNA を PCR で増幅し、マウ
ス IgG2a のヒンジ領域、CH2 及び CH3 領
域 を コ ー ド す る DNA を 保 持 し た
pFUSE-mIgG2A-Fc1 ベクターに組み込み、
ラット・マウスキメラ抗体の、ヒト IgG1
の CH1、ヒンジ領域、CH2、CH3 領域をコ
ードする DNA を保持した pcDNA3.3 ベク
ターに組み込むことでラット・ヒトキメラ
抗体のプラスミドベクターを作成し、CHO
細胞へ遺伝子導入することによりその培養
上清からキメラ抗体を精製した。HM1.24
抗体については供与を受けた。これらの抗
体を用いて、51Cｒ遊離試験により ADCC
活性および CDC 活性を検討した結果、抗
ポドプラニン抗体に高い活性と腫瘍特異的
な結合活性を見出したことから、抗ポドプ
ラニン抗体を中心に検討を進めた。 
マウスモデルにおける抗腫瘍効果の評価

は、ヒト肺癌および悪性胸膜中皮腫細胞を
SCID マウスの皮下に移植、あるいは胸腔
内への同所移植を行うことにより作製した
モデルを使用した。 
腫瘍細胞および腫瘍組織におけるポドプ

ラニンの発現は、腫瘍細胞株を用いたフロ
ーサイトメトリー法と、組織アレイを使用
した免疫組織染色により行った。 

 
４．研究成果 
 悪性胸膜中皮腫細胞株におけるポドプラ
ニン発現は、73％（11/15 株）に認めた。ま
た悪性胸膜中皮腫組織における発現は、92％
（33/36 組織）であった。 
 抗ポドプラニン抗体 NZ-1 による ADCC 活性
を検討したところ、エフェクター細胞として、

ラットの脾細胞を用いた場合のみ、高い ADCC
活性を認め（図１）、ヒト NK 細胞あるいはマ
ウス脾細胞では ADCC 活性を検出できなかっ
た。脾細胞のアシアロ GM1 抗体処理による NK
細胞の除去実験および脾細胞からの抗
CD161a 抗体ビーズによる NK 細胞の純化によ
る実験から、NZ-1 のエフェクター細胞はラッ
ト NK 細胞であることが明らかとなった。 

次に、ACC-MESO-4 細胞を SCID マウス皮下に
移植した xenograft モデルを作製し、in vivo
における NZ-1 の抗腫瘍効果を検討した。そ
の結果、NZ-1（腹腔内）とラット NK 細胞を
用いて治療を行った群のみ、腫瘍増殖抑制効
果を認めた（図２）。 



NZ-1 による抗腫瘍効果が、ADCC を介した作
用である事を確認するため、NZ-1 の Fc 部分
を除去した F(ab’)2 を作製した。図２と同
様に SCID マウスモデルにおける抗腫瘍効果
を検討した結果、F(ab’)2 には抗腫瘍効果を
認めなかった（図３）。以上の結果は、NZ-1
が ADCC を介して抗腫瘍効果を発揮している
ことを示唆している。 

また SCID マウス移植モデルにおいて、蛍
光標識した NZ-1 を投与し、腫瘍集積性を検
討したところ、3 週間にわたって高い腫瘍集
積性を示した（図４）。 

 臨床応用可能な抗体作製のため、ヒトキメ
ラ抗体 NZ-8 を作製した。NZ-8 を用いて、正
常組織でポドプラニンを発現する肺（肺胞上
皮細胞）と腎（ポドサイト）に対する親和性
を免疫染色にて比較検討した。対象に市販の
抗ポドプラニン抗体 D2-40 を使用した。その
結果、D2-40 は肺組織におけるリンパ管を染
色するものの、NZ-8 では染色性が極めて弱く、
また肺胞上皮やポドサイトは染色されなか
った（図５）。 

 
NZ-8 と NZ-1 の抗腫瘍効果に関する比較検

討を行ったところ、NZ-8 は NZ-1 に比較して
有意に高いヒト NK細胞による ADCC 活性誘導
能を示した。さらに、SCID マウス xenograft
モデルにおける検討においても、NZ-8は NZ-1
に比較して高い抗腫瘍効果を示した（図６）。 
 

 さらに、NZ-8 より高い抗腫瘍効果を示す
NZ-12 を作製した。 
 一方、抗体療法の抗腫瘍効果に関連する免
疫学的バイオマーカーの探索のため、NZ-1 抗
体で治療前後の SCID マウス皮下移植腫瘍組
織における遺伝子発現解析から、S100A8 や



S100A9 を始めとするいくつかの候補遺伝子
を同定した。 
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