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研究成果の概要（和文）：固形腫瘍は腫瘍細胞のみでなく、血管や免疫細胞、腫瘍関連線維芽細胞(CAF)など多
様な細胞により構成されているが、未だ、CAFを標的とした治療法は確立されていない。本研究では、CAFおよび
腫瘍細胞に発現するポドプラニンを同時に標的とできる犬キメラ化細胞傷害抗体を作製し、犬腫瘍細胞株を用い
た実験、犬腫瘍移植マウスモデルにおける投薬実験、担がん症例犬での臨床試験を行い、本抗体薬の有効性と安
全性を示唆するデータが得られた。少数例を対象とした臨床試験において、重篤な副作用なく抗腫瘍効果を示唆
する反応が認められ、今後さらなる大規模臨床試験による有効性の検証への研究拡大を後押しするデータが得ら
れた。

研究成果の概要（英文）：Solid tumors are composed of not only tumor cells but also various cells 
such as blood vessels, immune cells, and cancer-associated fibroblasts (CAF), but a therapy 
targeting CAF has not yet been established. In this study, we prepared a canine chimeric 
anti-podoplanin cytotoxic antibody that can simultaneously target CAF and tumor cells, and 
successfully demonstrated efficacy and safety of this antibody by experiments of canine tumor cell 
lines, canine tumor inoculated mouse models, and cancer-bearing dog cases. We conducted the clinical
 trial using this antibody and obtained data suggesting the efficacy and safety of this antibody. In
 clinical trials involving a small number of dog cases, reactions suggesting antitumor effects were 
observed without serious side effects, and these data support the further large-scale clinical 
trials in the future.

研究分野： 獣医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性腫瘍は、犬・猫・人において主要な死亡原因であり、その克服は社会的な重要課題である。本研究では、悪
性腫瘍のなかでも固形腫瘍に特有の腫瘍関連線維芽細胞および腫瘍細胞を同時に標的にできる抗体療法の安全性
および有効性を実証することで、腫瘍治療学の発展に大きく貢献した。また、本研究では症例犬の臨床試験にも
成功し、臨床獣医学における新たな腫瘍治療法の基盤となる重要な成果を報告できた。

※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 

 

(1) これまで、分子標的薬や抗体薬など腫瘍細胞を直接標的とした特定のがん腫に対する治療

法が中心であったが、近年、血管新生阻害薬やがん免疫療法など腫瘍組織の間質を標的とした治

療法が様々ながん種に明確な治療効果を示し、飛躍的に進歩してきている。 

 

(2) 腫瘍組織は腫瘍細胞とそれらを支持する正常細胞の集合体であり、なかでも、腫瘍関連線維

芽細胞(CAF)は、腫瘍微小環境を構成する細胞の中で最も多くを占める。 

 

(3) CAF は腫瘍の液性因子により、正常な線維芽細胞が分化した細胞群であり、腫瘍細胞の生存

ニッチ形成・悪性化、がん免疫抑制、血管新生を担い、腫瘍組織形成の鍵となる細胞群である。 

 

(4) しかし、CAF を標的とした研究や治療方法の開発は未だ進んでおらず、その主要な原因とし

て、正常な線維芽細胞と CAF を識別できる適切な特異的抗原がないこと、CAF の研究を進める上

で必要な腫瘍微小環境を再現できるモデルの作出が困難なことなどが挙げられる。 

 

(5) 申請者らは、犬や人の腫瘍細胞および CAF において、高発現しているポドプラニン(PDPN)と

呼ばれる糖蛋白が、腫瘍組織特異的な糖鎖修飾を受けていること、そして、犬腫瘍特異的 PDPN

に対する抗体薬の作製に成功した。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、腫瘍と CAF を同時に標的とした抗体療法という新規治療法検証のために、イヌ化

PMab-38 を抗体薬としてイヌ腫瘍自然発症例に投与し、CAF 傷害による腫瘍組織形成阻害作用、

および臨床的抗腫瘍効果をイヌ腫瘍自然発症例を用いて検証することを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) 犬正常組織および犬腫瘍組織パラフィン包埋ブロックを用いて PMab-38 抗体の特異性を免

疫染色法により検証した。 

 

(2) 各種犬腫瘍細胞株(犬悪性黒色腫、犬乳腺癌、犬膀胱癌、犬骨肉腫、犬肥満細胞腫)および

正常犬腎臓尿細管上皮細胞株を用いて、PDPN の遺伝子発現量を qPCR 法にて解析した。 

 

(3) 犬腫瘍細胞株および正常犬腎臓尿細管上皮細胞株、犬 PDPN 強制発現 CHO 細胞株、CHO 細胞

株を用いて、PDPN の細胞表面における蛋白発現をフローサイトメトリー法にて解析した。 

 

(4) 犬末梢血由来活性化 NK 細胞およびカルセインにて染色した PDPN 陽性および陰性犬悪性黒



色腫細胞株、犬 PDPN 強制発現 CHO 細胞株、CHO 細胞株との共培養系に、イヌ化 PMab-38 抗体を

添加し、上清中の蛍光をプレートリーダーで測定することで、in vitro 抗体依存性細胞傷害

(ADCC)活性を検証した。 

 

(5) 免疫不全マウス(ヌードマウス)に、犬悪性黒色腫細胞株を皮下移植し生着を確認した後に、

イヌ化 PMab-38 抗体またはイヌ IgG 抗体を腹腔内投与し、抗腫瘍効果を検証した。 

 

(6) 実験犬 1頭に、イヌ化 PMab-38 抗体(2 mg/kg,2 週おき)を 4回投与し、投与後 5時間の副作

用および投与期間中にわたる副作用、腫瘍径の変化を一般身体検査、血液検査、尿検査、画像検

査、病理組織学的検査にて検証した。 

 

(7) 既存治療が無効となり、本臨床試験への参加を承諾された犬悪性黒色腫症例犬 5頭に、イヌ

化 PMab-38 抗体(2 mg/kg,2 週おき)を投与し、投与後 5時間の副作用および投与期間中にわたる

副作用、腫瘍径の変化を一般身体検査、血液検査、尿検査、画像検査にて検証した。 

 

 

４．研究成果 

 

(1) PMAB-38 抗体は、正常腎臓の糸球体にて、わずかな染色性を認めたが、その他の正常組織

における明らかな染色性は認められなかった。一方、腫瘍組織においては、犬悪性黒色腫や扁平

上皮癌、肺腺癌、乳腺癌、肛門嚢腺癌組織中の腫瘍細胞および CAF において、強い染色性を認め

た。 

 

(2) 犬悪性黒色腫細胞株において、正常犬腎臓尿細管上皮細胞株を超える PDPN 遺伝子の高発

現を認めた。 

 

(3) 犬悪性黒色腫細胞株において、犬 PDPN 強制発現 CHO 細胞株と同様の、PDPN 蛋白の細胞膜

上における高発現を認めた。 

 

(4) PDPN を高発現する犬悪性黒色腫細胞株において、強い ADCC 活性を認めた。一方、PDPN 弱

発現犬悪性黒色腫細胞株では、有意な ADCC 活性は認めず、イヌ化 PMab-38 抗体の特異的な細胞

傷害活性が示唆された。 

 

(5) イヌ化 PMab-38 抗体投与群において、イヌ IgG 抗体投与群に比べ、腫瘍の増殖抑制効果を

認めた。 

 

(6)  イヌ化 PMab-38 抗体を投与した実験犬において、臨床学的および病理組織学的検査にお

いて、明らかな副作用は認められなかった。 

 

(7) イヌ化 PMab-38 抗体を投与した 5頭において、投与後 5時間の体温・心拍数・呼吸数の異

常は認められなかった。唯一、1頭において、投与後に軽度の嘔吐を認めた。認められた嘔吐は、

制吐薬によりコントロール可能なものであり、軽度な嘔吐は他の抗体療法においても一般的な



副作用の一つとして認められていることから、許容できるものと考えられた。長期的な有害事象

としては、抗体を投与した全頭で、炎症マーカー(CRP; C-reactive protein)の上昇を認めたが、

抗体投与による治療効果に伴う反応や抗体に対する異物反応、二次的な抗腫瘍免疫応答を反映

した反応、抗体投与とは関係なく腫瘍そのものの増悪による反応など、様々な要因が考えられ、

明確な原因は特定できなかった。うち 1頭に関しては、治療反応と共に、CRP の上昇を認め、治

療効果に関連した CRP の増加である可能性が示唆された。治療効果に関しては、1頭で腫瘍病変

の維持(SD)、1頭で一部転移病変の縮小を認め、本抗体療法の有効性が示唆された。今回、臨床

試験に組み込まれた症例は、いずれも既存治療抵抗性の末期症例であり、治療効果の観察におい

ては制約のある集団であったので、今後、より早期ステージ症例の組み込みや治療効果と関連す

るバイオマーカーの同定により、さらに高い治療効果が期待された。 
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