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研究成果の概要（和文）：食道癌においてFGFRL1が予後因子であり、さらにDuoLinkによりFGF2の作用下に
FGFRL1とFGFR1またはFGFRL1とFGFR4が共にHeterodimerを形成することを明らかとした。
FGFRL1ノックアウト細胞では細胞突起の減少、アクチンの形成障害、MMP-1の著明な減少が認められ、増殖速度
の低下を生じた。マウス移植でも増殖速度の低下が認められ、組織所見では角化形成促進による分化傾向が認め
られた。
さらに単独で80%の増殖抑制効果が得られる抗FGRRL1モノクローナル抗体の作成に成功した。以上より、食道癌
患者における抗FGFRL1抗体治療の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We identified fibroblast growth factor receptor like-1 (FGFRL1) as the main 
prognostic factor among 5 different FGFR receptors. The Duolink method revealed that FGFRL1 formed 
heterodimers with FGFR1, 3, and 4 following an inoculation with FGF-2. The phage display method 
showed anti-FGFRL1 antibodies in the blood of esophageal cancer patients. We then newly established 
an anti-FGFRL1 monoclonal antibody that inhibits (80%) the growth of several esophageal cancer cell 
lines in vitro. 
 We established two FGFRL1 knockout cells (KO15 and KO21). These cells reduced actin fragments, 
resulting in growth suppression not only in vitro, but also in vivo. A histological examination 
revealed that in contrast to parental cells, FGFRL1 knockout cells exhibited the ability to 
differentiate. Furthermore, the expression of MMP-1 was markedly suppressed in knockout cells. Our 
results demonstrate that anti-FGFRL1 treatments represent a promising strategy for esophageal 
cancer. 

研究分野： 消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
(1)日本人の死亡原因の第一位は癌であり、
中でも消化管癌は全癌の約1/2を占めており
年々増加している。特に食道癌は進行癌での
予後は不良であり、この現状を打破するため
には新たな治療法の開発と癌の早期発見が
不可欠である。 
 
(2)食道癌進行癌の標準治療は 5-Fu, CDDP に
よる術前治療とされているが（Ando N et 
al.Ann Surg Oncol 2012）、Docetaxel を加え
た化学療法ならびに、化学放射線療法の臨床
試験が進行中である(JCOG 試験)。しかしなが
ら、これらは従来からの抗癌剤と放射線療法
の組み合わせでしかなく、食道癌では他癌腫
で導入されている分子標的剤に有効なもの
は認められていない。したがって、食道癌に
対する抗体などの分子標的剤が渇望されて
きた。 
 
(3)一方、食道癌のバイオマーカーも SCC, 
Cyfra が未だに主体であり、早期発見が可能
となるバイオマーカーは未同定である。近年
導入されたp53抗体は早期癌検出にも有効で
あるとの報告がなされているが,それ以外の
バイオマーカーは見いだされていない。我々
は、以前に患者末梢血に自己腫瘍を同定する
免疫細胞の存在を明らかとしてきたが
（Kanaoka S et al. J Surg Res 1999）、同
様にリンパ球が癌抗原に対する特異的抗体
を弱いながらも発現していることが示唆さ
れ、食道癌にはまだ同定されていない癌特異
的抗体が存在すると考えられる。 
 
(4)我々は食道癌細胞株と切除標本の miRNA
解析から食道癌では mir210 が低下しており
そのターゲットとして Fibroblast growth 
factor receptor like -1（FGFRL-1）を同定
した(Tsuchiya S, Shimada Y et al. J Bio 
Chem 2011)。さらには血中に FGFRL1 細胞外
ドメイン断片が放出されていることを見い
だしていた。 
 
(5)miRNA210発現とFGFRL-1は逆相関を示し、
FGFRL-1 は細胞周期を通じて食道癌の細胞増
殖に関与する。FGFRL-1 は FGFR5 として既に
同定されていたFGF受容体であるが細胞内ド
メインが欠如していることから decoy 
receptor (囮受容体)とされ重要視されて
来なかった（Trueb B et al. Genomics 2000）。 
 
(6)しかしながら、miR210 での検討で、細胞
増殖における関与が示唆されたことから、組
織アレイによる食道癌組織での発現解析を
行ったところ、FGFRL-1 発現症例は予後不良
であった(Shimada Y. Esophagus 2013)。さ
らには組織アレイによる FGFR1,2,3,4,発現
との対比から FGFRL-1 が食道癌では主たる
oncogenic driver geneであり、FGFR1とFGFR4
がサポート機能を果たしている事が判明し

た。（Shimada Y AACR 2014） 
 
(7)また polyclonal 抗体により mir210 と同
等の細胞増殖抑制効果を認めたために、
FGFRL-1 抗体による食道癌抗体治療の可能性
が示唆された。 
 
(8)一方、近年抗体の同定にバクテリオファ
ージに抗体を提示させる、ファージディスプ
レー法が開発されてきた（Winter G et al. 
Nature 1990）。連携研究者の伊東らはファー
ジディスプレーにより提示させた抗体を効
率よく濃縮同定する方法を開発した(Biol. 
Pharm. Bull.2007、J Biochem 2010)。 
 
(9)この技術を応用し、食道癌患者の B リン
パ球より産生される抗体をファージディス
プレー法により発現させ、その中からバイオ
パニングにて抗FGFRL-1ヒト抗体の精製なら
びに食道癌特異的抗体の濃縮同定が可能で
あることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
(1)FGFRL-1 機能を効率よく抑制する抑制抗
体を作成し、その作用機序、正常細胞への作
用の解析から食道癌治療の抗体標的治療の
道を切り開く。血中 FGFRL-1 断片の食道癌に
おけるバイオマーカー可能性についても明
らかとする。 
 
(2)ファージディスプレー法により、抗
FGFRL-1 ヒト抗体の精製を行うと共に食道癌
特異的抗体のライブラリー作成から、
FGFRL-1 に加えて有効な食道癌抗体を同定し、
早期発見、経過評価のバイオマーカーとして
の可能性を追求する。 
 
３．研究の方法 
(1)抗体作成 
①FGFRL-1 に対する抗体作成において、これ
までの数種類の抗体の検討から、その増殖抑
制力により標的部分を50peptide断片までに
絞り込み、絞り込んだ部分に対するポリクロ
ーナル抗体を作成する。結合力がこれまでよ
り数倍強力で、増殖抑制効果が得られればモ
ノクローナル抗体作成に取りかかる。また立
体構造から予測されるFGF結合部位に対する
抗体も平行して作製する。 
 
②得られた抗体により食道癌細胞増殖抑制
活性を検討し、マイクロアレイ、タンパク解
析により作用機序の解明を行う。すなわち、
シグナル伝達系の解析、ターゲット部位の特
定、遺伝子変異の解析、癌部と正常部での差
異などについて検討する。食道癌細胞株は
我々がこれまでに樹立してきた 40 株以上の
食道癌細胞株KYSE-series (Shimada Y Cancer 
1992)、10 株以上の正常食道上皮細胞株
（Kawabe A et al. Life Science 2003 など）
よりFGFRL-1発現および細胞内シグナル伝達



系の状況により数群に選別しFGFRL-1抑制後
の作用機序を解明する 
 
③Duo-link に よ り FGFRL-1 と 他 の
FGFR1,FGFR2, FGFR3, FGFR4 との結合解析を
行い、FGFRL-1 との相互作用を解明する。 
 
④より詳細なシグナル伝達系の解析のため
に FGFRL-1 のノックアウト細胞を作成し、
FGFRL-1 機能解析を行う。 
 
⑤食道癌細胞株並びに既に凍結保存してあ
る 食 道 癌 切 除 検 体 に つ い て FGFRL-1, 
FGFR1,2,3,4 のシークエンス解析を行い、
FGFRL-1を含めた食道癌におけるFGFR系の全
体像の解析を行う。 
 
(2)バイオマーカー 
①食道癌細胞株で培養液中にFGFRL-1細胞外
ドメインが分泌されている事を既に同定し
ているが、各種細胞での定量化を行う。 
 
②FGFRL-1 断片の血中検出（ELISA,質量分
析,NMR 分析）を安定化させ、患者検体での検
出を進める。 
 
③バイオマーカーとしての有用性を検証す
る。 
 
(3)ファージディスプレー法 
①研究に同意された食道癌治療前患者さん
より血液１０ｍｌを採取し、リンパ球を分離
し、RNA を採取。 
 
②ファージディスプレーにより食道癌特異
的抗体ライブラリーを作成する。 
 
③切除検体、食道癌細胞株との対比からバイ
オパニングによる濃縮精製を行い、食道癌に
反応する抗体の選別を行う。 
 
④抗体ライブラリーからマウス抗体からヒ
ト化するステップを踏まずに抗 FGFRL1 ヒト
抗体の同定精製に着手する 
 
４．研究成果 
(1)シークエンス解析 
KYSE 細胞株（29 株）並びに切除検体 21 症例
におけるシークエンス解析では FGFRL1 の変
異は認められなかった。従って FGFRL1 変異
が食道癌における発現進展には寄与してい
なかった。 
 
(2)FGFRL1 の機能解析 
①食道癌において FGFRL1 がメインとなる予
後因子であり、さらに Duo-Link により FGF2
の作用下に FGFRL1 と FGFR1 または FGFRL1 と
FGFR4 が共に Heterodimer を形成することを
明らかとした（図 1、論文①）。 
 

 
②さらには数ある FGF の中では FGF2 がメイ
ンの増殖因子であることも判明した。 
 
(3)抗 FGFRL1 モノクローナル抗体 
①得られた数種類の抗 FGFRL1 モノクローナ
ル抗体について反応特異性を確認した結果、
以下の 2 種類の性質を持つ抗体が得られた。   
 ❶ 他の FGFR1～4には反応せず、FGFRL1 の
みに反応する特異的な抗体(3F9, 08A10c-A, 
1D4, 2B2 クローン)  
 ❷ FGFRL1 の他に FGFR1 および FGFR4 と交
差反応性を有する抗体(4F2 クローン)。 
 
②さらに抗体単独での食道癌細胞株に対す
る増殖抑制活性を調べた結果、KYAE-1、
KYSE150、KYSE1240 細胞において 80％以上の
増殖抑制効果が認められた（図 2、表 1）。 
 

 
③また Biacore T200 を用いてリコンビナン
ト FGFRL1 に対する結合親和性を確認したと
ころ、解離定数 KD＝10-8M〜10-9M であること
がわかった。 
 
④得られたモノクローナル抗体のサブクラ



スを調べたところ、IgG1 抗体および IgG2b 抗
体であった。この中から in vitro での ADCC
活性も期待できる IgG2b 抗体である 2抗体を
選択し、精製抗体を約 100 mg ずつ調製した。 
 
⑤食道癌細胞株を皮下移植した担がんマウ
スに精製抗体を複数回投与し、in vivo にお
ける抗体の抗腫瘍活性を調べた結果、約 20％
の腫瘍縮小効果が確認された（図 3）。 
 

 
⑥現在、併用療法による効果判定を行うと共
に抗体作用後のシグナル伝達系の解析中で
ある。さらに動物実験に必要量を確保するた
めに大量培養中であり、抗体量が確保できた
時点で動物実験の予定である。 
 
(4)FGFRL1 ノックアウト細胞 
①FGFRL1 ノックアウト細胞では細胞突起の
減少、アクチンの形成障害、増殖速度の低下
が認められた。マウス移植でも増殖速度の低
下が認められ、組織所見では角化形成促進に
よる分化傾向が認められている。（投稿中） 
 
②さらには FGFRL1 のノックアウト細胞にお
いて FGFBP-1, MMP-1 の著明な減少が認めら
れ、その他の変動遺伝子を含めて現在解析中
である。(図４、投稿中) 
 

 
(5)血中バイオマーカー 
血中 FGFRL1 断片の検出は感度が低く現時点
ではELIZAなどによるバイオマーカーとはな
り得なかった。今後継続の予定である。 
 
(6)ファージディスプレーによる抗体解析 

①食道癌患者の抗体ライブラリーの作成を
行い、食道癌患者における抗 FGFRL1 の存在
が確認された。 
 
②リコンビナント FGFRL1 をターゲットにし
たファージディスプレイによる抗体作成は、
がん患者および健常人由来のリンパ球から
抗体ライブラリを作成した。FGFRL1 に対する
バイオパニング（7-10 回）を経て、FGFRL1
に対する特異的な抗体の単離に成功した。得
られた可溶性 scFV 抗体の FGFRL1 に対する結
合親和性を確認した結果、解離定数 KD＝約
10-6M であり、可溶性 scFV 型抗体では結合力
が弱いことがわかった。今後、全長の抗体に
改変するなど抗体の改良が必要と思われる。 
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