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研究成果の概要（和文）： mAb4713抗体は悪性リンパ腫細胞及び成人T細胞白血病細胞を短時間で補体、ADCC非
依存性に大きな穴を細胞表面に開けて殺し、この特異な細胞死をanapocosis(アナポコーシス)と名付けた。日本
と米国で特許が成立した。論文を発表したで当時はリンフ ォーマ細胞株を障害することが証明されただけだっ
たが、さらに、DLBCLの患者の血液 中のDLBCL細胞をフラスコ内で1時間以内に1/4に減少させ、正常細胞は傷害
しなかった。現在この抗体の臨床応用を目指した開発のため大和証券グループと日生キャピタルが12億円出資し
て日本抗体医薬株式会社が設立され抗体のヒト化とその生産が始まっている。

研究成果の概要（英文）：To develop a new therapeutic monoclonal Antibody (mAb) for Hodgkin lymphoma 
(HL), we immunized a mouse with live HL cell lines, After hybridization, we screened the hybridoma 
clones by assessing direct cytotoxicity against a HL cell line not used for immunization. A newly 
established mouse anti-human mAb (4713) triggered cytoskeleton-dependent, but complement- and 
caspase-independent, cell death in HL cell lines, Burkitt lymphoma cell lines, and advanced adult 
T-cell leukemia cell lines.  mAb 4713 was revealed to be a mouse anti- human pan-HLA class II mAb. 
Treatment with this mAb induced the formation of large pores on the surface of target lymphoma cells
 within 30 min. This finding suggests that the cell death process induced by this anti-pan HLA-class
 II mAb may involve the same death signals stimulated by a cytolytic anti-pan MHC class I mAb that 
also induces large pore formation. 

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
モノクローナル抗体は癌治療において、最小
限の細胞毒性、副作用で治療効果が得られる
として、最も効果的な分子標的薬の１つとし
て用いられている。悪性リンパ腫、白血病に
対しては抗 CD20 抗体や抗 CCR-4 抗体が臨
床応用され、その他の多くの抗体も治療薬と
して研究されているが、例えばホジキン病に
適応される治療抗体は未だ存在せず、NK リ
ンフォーマにいたっては抗がん剤、放射線を
はじめ如何なる治療も奏功していないので
更なる開発が必要である。 
 
 治療抗体の腫瘍細胞に対する細胞傷害の機
序としては (1) マクロファージや NK 細胞
を介した抗体依存性細胞傷害 ADCC 
(Antibody-dependent-cellular-cytotoxicity) 
や  (2) 補体を介した補体依存性細胞傷害
CDC (Complement dependent cytotoxicity) 
とともに (3) 抗体が標的細胞に結合するだ
けで傷害する直接細胞死 Direct Cell Death
が知られている。 
 特に Direct Cell Deathとしては Fasによ
るアポトーシスとともに非アポトーシスの
存在も知られている。癌患者は癌そのもの、
もしくは化学療法などによって免疫不全状
態となっている場合も多く、其のため、抗体
の抗腫瘍効果としては ADCC,補体非依存性
の Direct cell deathが最も望ましい。 
  本研究申請者は、この非アポトーシスの
Direct cell deathについて 
   Matsuoka S,et.al. A novel type of cell 
death of lymphocytes induced by a mAb 
without participation of complement. 
J.Exp.Med.1995:181:2007. 
   Matsuoka S,et al. A mAb to the alpha 2 
domain of murine MHC class I that 
specifically kills activated lymphocytes and 
blocks liver damage in the Con A hepatitis. 
J.Exp.Med. 2003;198:497  
などの論文で最初に抗体による補体非依存
性、カスペース非依存性、つまりアポトーシ
ス非依存性のリンパ球の細胞死について報
告して来た。報告してきた抗体はMHC class 
I を認識してマウスのリンフォーマ細胞や活
性化リンパ球を直接傷害することから、この
たび、この研究を応用してヒトのリンフォー
マ（まずはホジキンリンパ腫）を直接傷害す
る抗体の樹立を試みた。 
 
２．研究の目的 
新規抗体医薬を創薬する。 
 
特に造血器腫瘍に対して今までの常識的手
法と全く異なる方法で治療抗体を樹立する。 
結果的に分子標的医薬でなく、エピトープ標
的薬としての治療抗体を樹立し臨床に供す
る。 
そして抗体の導く非アポトーシス細胞死の
機序を解明する 

最初の試みとして Hodgkin Desease の治療
抗体の樹立を目指した。Non-Hodgkin の B 
cell 系のリンフォーマに対しては、すでに抗
CD20 抗体が臨床応用されているが、ホジキ
ン病(H.D)に対する治療抗体はまだ実用化さ
れていない状況にあったからである。樹立し
た抗 H.D.傷害抗体は結果的には、H.D.ばか
りでなくバーキットリンパ腫をはじめとす
る様々な悪性リンパ腫を直接傷害する抗体
(4713mAb と命名)を樹立することができた。
しかも正常細胞 （Bリンパ球やマクロファ
ージなど）には結合するものの細胞傷害は起
こさなかった。この抗体は pan MHC class II 
(HLA-DP,DQ,DR)を認識する抗体であるこ
とが判った。国際特許申請を大学と理化学研
究所で共同申請しているが、まだ工業化には
至っておらず、臨床に応用されるべく、まだ
まだ研究データを積増さなければならない。
特に導く直接細胞死の機序については、まだ
多くが不明である。これを明確にしていくこ
とを第一の目的とする。 
 
３．研究の方法 
（抗ホジキンリンパ腫抗体の樹立方法） 
ホジキンリンパ腫 cell lineの L428細胞株と
KM-H2 細胞株を細胞を生きたままの状態で
アジュバンなしに２週間おきに交互に
BALB/c マウスに免疫した。3 ヶ月後このマ
ウスの脾臓細胞とミエローマ細胞 P3U1 を
PEG4000 を用いて細胞融合を行い、96well 
plate60 枚に細胞を蒔いた。スクリーニング
は免疫に使わなかった第 3のホジキンリンパ
腫細胞 L540 を傷害するかどうかを dye 
exclusion testedで行なった。具体的には 96 
well plateに L540細胞を蒔いておいてハイ
ブリドーマの培養上清と trypan blueを添加
して光学顕微鏡で細胞死を確認した。 
 
（細胞傷害活性の測定） 
細胞死はその後、FACSや走査型電子顕微鏡、
多次元顕微鏡（蛍光多重染色）を駆使して確
認した。In vivoにおける細胞傷害活性は免疫
不全マウスにバーキットリンパ腫を植えた
担癌マウスに対する治療効果により判定し
た。 
（細胞死の機序も解明機構） 
カスペース、PI-3 kinase,、ネクローシスな
どの阻害剤、細胞骨格関連薬剤などを添加し
て解析した。この抗体の認識する分子の探索
には peptide mass fingerprinting 解析で判
定し、候補標的分子のトランスフェクタント
との結合をウエスタンブロットやFACSで確
認した。 
4713mAb のホジキンリンフォーマに導く細胞
死においては走査型電子顕微鏡、多次元顕微
鏡（蛍光多重染色）なども駆使して観察し
Deth Mechanism の解析の助けとした。ミトコ
ンドリアの脱分極、カスパース、細胞骨格 ROS
の細胞死への関与などを各種阻害剤を添加
した細胞障害活性の測定,FACS,Western 



Blotting などで判定した。 
 
４．研究成果 
[細胞傷害活性] 
(in vitro) 
こうして得られた抗体 4713mAbは結果的に
免疫に用いた L428,KM-H2,とスクリーニン
グに用いた L540 などのホジキンリンフォー
マのみならずバーキットリンパ腫や IL-2 
independent で悪性度の高い成人 T 細胞白血
病細胞に対して細胞障害活性を持つことを
Dye exclusion test、FACS 解析で２時間で
40〜90％傷害することを確認した。NK リンフ
ォーマ細胞に対しては結合するにも関わら
ず細胞傷害活性を全く有しなかった。Jurkat
や MOLT-4 などの T 細胞系リンパ腫には結合
せず、したがって細胞傷害活性は無かった。 
 

Cytotoxic effect of 4713mAb 
      on lymphoma/leukemia 
 
Cell line  Cell type %Cytotoxicity 
L428      Hodgkin       92%/h 
L540      Hodgkin       40%/h 
KMH-2     Hodgkin       32%/12h 
RAJI      Burkitt       51%/h 
Daudi     Burkitt       56%/h 
HT        B lymphoblast 68%/h 
Jurkat    T lymphoma     0%/h 
MOLT-4    ALL            0%/h 
ED40815   ATL           69%/2h 
ATL26c    ATL            0% 
ATL 72/2  ATL            0% 
ATL-55T   ATL           32%/2h 
ATL-2     ATL           73%/2h 
 
 
(ex vivo) 
日本人に最も多い悪性リンパ腫である
Difuse Large B cell lymphoma 患者の末梢血
に 4713 抗体を添加し 20 分後に FACS 解析し
たところ少なくとも腫瘍細胞の 80%を傷害し
ていることが判った。また健常人の末梢血の
解析では、抗体はリンパ球に結合するものの
全く細胞傷害活性を持っていないことが確
認された。 
(in vivo)  
C.B-17/ICR-SCID マウスに Burkitt リンパ腫
細胞を静脈注射し、5 日後に１回、もしくは
5日後、１2日後の 2回 4713 抗体を投与した
ところ、コントロール抗体投与群が１ヶ月前
後で全て死滅したのに対し、4713 抗体投与群
は長期生存することを Kaplan–Meier 生存曲
線で示した。 
（抗体の標的分子） 
293T 細胞に HLA class II 分子である
HLA-DP,DQ,DR をそれぞれトランスフェくと
すると 4713 抗体と結合するようになること
を FACS 解析で確認した。標的分子が pan HLA 
class II であることが判った。  

 [細胞傷害の機序] 
補体、ADCC,カスペース、ROS 非依存性であり、
ミトコンドリアの脱分極も認められなかっ
た。細胞傷害活性はサイトカラシン B、D お
よびラトゥルンクリンBによってのみ阻止で
きたことから細胞骨格が細胞死に大きく寄
与していることが判った。走査型電験写真に
よる観察から、細胞傷害において標的細胞表
面上にに巨大な穴が形成されていることが
判り、この補体、カスペース、ROS 非依存性
の細胞死をアナポコーシス(Anapocosis)と
命名した。(Plos one 2016 11(3). 
またこのような抗体による直接細胞死にお
いては Honey Church らが標的細胞の凝集が
必須であるとしているが、single cell も細
胞死に陥ることを光学顕微鏡で確認し、かつ、
96 well 平底plateに標的細胞を0.3個/well
で蒔き、標的細胞が凝集し得ない状況で細胞
死を確認したところ、傷害活性は全く毀損さ
れることが無いことを確認した。標的細胞の
凝集は細胞傷害活性の実験でしばしば観察
されることではあるが、細胞傷害に必須の事
象では無いことが判明した。 
 

[形態学的観察] 

[Large Pore Formation.] 
ホジキンリンフォーマ細胞 L428 に 4713 
mAb (mouse anti-pan HLA class II mAb)を
加えて２０分の電顕写真 

  
補体やパーフォリンのあける穴の約 200倍の
径の穴が細胞表面に形成されている。 
穴の数は１個のこともあれば複数個のこと
もある。Rat anti-mousePan MHC class I mAb 
(RE2 mAb)がマウスのリンパ腫細胞や活性化
リンパ球を補体、ADCC、カスペース非依存
性に同様の巨大な穴をあけることによって
傷害することを以前に発表している。 
（Matsuoka S, et al. A novel type of cell 
death of lymphocytes induced by a 
monoclonal antibody without participation 
of complement. J Exp Med. 1995; 181: 
2007–2015. PMID: 7759995  
Matsuoka S, et al. A monoclonal antibody 
to the alpha2 domain of murine major 



histocompatibility complex class I that 
specifically kills activated lymphocytes 
and blocks liver damage in the 
concanavalin A hepatitis model. J Exp Med. 
2003; 198: 497–503. PMID: 12885869)  
 
かくして今回の研究で得た mouse anti-pan 

HLA class II mAb (4713 mAb)と以前に発表し
た Rat anti-mouse pan MHC class I mAb (RE2 
mAb)は同様の機序で、同様な巨大な穴を標的
細胞にあけることによってリンパ腫細胞を
傷害することが示唆された。MHC 分子は抗
原提示能が知られているが、Death Receptor
でもあることが理解された。 
なぜこれらアナポコーシス導入抗体がリン
パ腫、白血病細胞を特異的に傷害し、結合す
るにもかかわらず、正常細胞、restingの細胞
を傷害しないのかは今回も解明できなかっ
た。 
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製薬開発 
大和証券系ファンド、日生キャピタルなど
の出資により日本抗体医薬株式会社が 2016
年に設立され、4713 mAb をはじめとするアナ
ポコーシス抗体の製薬化を目指して開発を
進めている。 
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