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研究成果の概要（和文）：私たちはジフテリア毒素(DT)とプロテインG(3C)を含むリコンビナントタンパクであ
るDT3Cを開発した。この系を応用した選択法でEGFR阻害薬耐性肺腺癌に特異的なMoAbを187個樹立した。これら
のMoAbはいずれも高いイミュノトキシン活性を示し、抗体薬候補抗体が含まれており、ADC型抗体薬として開発
中の抗原分子が多く含まれていた。以上から、この方法が抗体薬の選別法として優れていることが示された。こ
の研究において、私たちはCD98hc, CD155, CD224, ACE2, EGFR,　ICAM1などのADC候補抗体を樹立した。これら
の抗体は今後臨床応用へ進めたいと考えている。

研究成果の概要（英文）：We generated a recombinant fusion protein DT3C, which contained the 
catalytic and translocation domain of the truncated diphtheria toxin (DT) as well as the three 
IgG-binding C domains of streptococcal protein G (3C).Fc of MoAb binds with DT3C, resulting in a 
MoAb-DT3C complex.The MoAb-DT3C complex binds with the surface Ag, being followed by internalization
 and translocation into the cytoplasm, leads to the cytocydal effect by protein synthesis inhibition
 of DT.By using these, we developed a unique screening system to establish cancer-targetable 
antigens/antibodies sets.In total 187 MoAb clones were obtained which performed immunotoxin 
cytocydal on EGFR-mutant lung adenocarcinomas.Our method provide an excellent way to obtain 
promising superior mAbs for antibodies drug conjugation(ADC) therapy.In this study, we established 
adc candidate antibodies such as CD98hc, CD155, CD224, ACE2, EGFR, ICAM1.We intend to advance these 
antibodies to clinical applications in the future.

研究分野：腫瘍学分野
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１． 研究開始当初の背景 
 
抗癌剤療法には血球減少症、下痢、皮膚潰
瘍など様々な副作用が認められることが多い。
これは抗癌剤が本来の標的ではない正常細胞
に作用するためであり、癌細胞選択的に抗癌
剤を届ける抗体薬の開発が求められている。 
私たちは、これまでに癌に対する遺伝子治療
目的に抗体のFc部分に特異的に結合可能な変
異型アデノウイルス(Adv-FZ33)を開発し、こ
の変異型ベクターを効率的に癌細胞に運びう
る抗体の開発と抗原同定を進めた。結果とし
て603個のモノクローナル抗体を樹立し422個
の抗体が認識する抗原を同定した（その種類
は62）。この抗原の中にはCD20, CD44, CD47, 
CD81, CD155, CD276, CEACAMs, EGFR, EpCAM, 
EphA2, IGF1R, IL13Ra2, L1CAM, CSPG4, PSMA
などの腫瘍標的候補として注目されている分
子が多数含まれていた。癌標的化抗体２種類
（TROP2）については、それぞれ別の国内大手
製薬会社との共同研究にて、カニクイザルで
の毒性試験を通過しヒト型化抗体による臨床
治験の開始に向け準備を進めている。 
 近年、モノクローナル抗体に抗癌剤を結合
することで直接的に癌細胞殺傷効果を示す
ADC が注目され開発が進められている。ADC 
抗体薬は抗体が細胞膜表面抗原と結合し内在
化して抗癌剤を細胞内に届けるいわゆるイミ
ュノトキシンである。しかしながら、抗体の
内在化能を簡便に評価できるツールは存在し
ない。そこで私たちはモノクローナル抗体の
内在化能を安定かつ簡便に評価できる独自の
ツールを新たに開発した。このツールは
Catalytic domain およびTranslocation 
domain を含むジフテリア毒素と連鎖球菌プ
ロテインG のC1,C2,およびC3 の３つのドメ
イン(3C)を含むリコンビナント複合タンパク
質でありDT3C と名付けた。 
DT3C は抗体と混ぜるだけで抗体-DT3C 結合
体を簡便に形成できる。この結合体を癌細胞
に作用させた場合、抗体が内在化能を有する
場合に限り細胞死が誘導される。私たちは癌
細胞に対する抗体ライブラリーを作製し、
DT3Cと結合することで癌細胞殺傷効果を指標
に、内在化能を有するモノクローナル抗体を
効率的にスクリーニングする独自の方法を開
発した。 

 

２． 研究の目的 
 
日本人の肺腺癌の約半数は EGFR 遺伝子に
機能獲得性突然変異が認められる。EGFR 遺
伝子変異陽性肺腺癌は恒常的に活性化した
EGFR signaling 依存性に増殖していると考
えられる。その多くは gefitinib 等の EGFR 
阻害薬剤に高感受性を示し一旦は縮小する
が、その治療効果は通常１年前後しか持続せ
ず、最終的にはほぼ全例が薬剤耐性を獲得し
再増大することが知られている。私たちは
EGFR mutant 肺腺癌には EGFR 非依存性の
subpopulation が内在していることを確認
済である(Sakuma Y, et al. Lab Invest 2013)。
この細胞の存在が EGFR 阻害薬単剤で癌を根
治させることができない根本的な原因と考
えられることから本研究ではこれらの癌細
胞を効果的に治療しうる新規標的化療法を
開発することを目指す。 
 
３． 研究の方法 

 
本研究では、私たちが開発した抗体探索ツ
ールを用いて、EGFR 阻害薬耐性の肺腺癌にお
けるイミュノトキシン治療のために格段に
有用性の高い標的化抗体を探索樹立し、臨床
医薬への実用化を目指す。具体的には、（1）
EGFR 阻害薬耐性の肺腺癌細胞株でマウスを
免疫し、これらの肺腺癌に対するモノクロー
ナル抗体のライブラリーを作製する。（2）私
たちが開発したリコンビナント複合タンパ
クであるDT3Cを用いて抗体-DT3C結合体を作
製し、この結合体を用いた選別法で癌細胞殺
傷効果の高い抗体を選び出す。（3）免疫沈
降・質量分析により、選別された抗原分子を
同定する。（4）癌細胞に対して選択的治療効
果が期待できる標的化分子の候補に関して、
実用化に必要な解析を進める。 
 
４． 研究成果 
 
EGFR 阻害薬耐性細胞を効果的に細胞死に



誘導させうる抗体をハイブリドーマ細 胞 株
として 19,290 クローンをスクリーニングし
て 187 クローンの独立したハイ ブリドーマ
株を樹立できた。この 187 クローンのハイブ
リドーマ株は、さらに ADC 型抗体薬として不
向きな抗原(CD59, CD71, ITGA2, IT GA3, 
ITGB1, CD147, HMC-ClassI および ClassII な
ど)を ELISA で選択し排除した。これらの方
法で選択されたハイブリドーマ株は現時点
で72クローン(72/19,290;0.37%)が樹立でき
ている。これらの樹立されたモノクローナル
抗体は内在化能に優れており、全ての 抗体
が新規 ADC 型抗体薬の候補といえる。この抗
体スクリーニングで EGFR,ICAM1,ITGB4,ACE2, 
CD276,CD98hcなどのADC型抗体薬として有望
なモノクローナル抗体が得られた。今後、こ
れらの抗体を用いたADC型抗体薬の開発に進
めたい。TROP2 を標的にする ADC 型抗体薬に
ついては国内大手製薬会社との共同で国内
および米国における特許が取得され、現在第
１相臨床治験が進められている。 
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