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研究成果の概要（和文）：CD26は多種類のヒトがんにおいて高発現している。これまでに開発したがん細胞の核
内へ移行可能なヒト化抗CD26モノクローナル抗体を用いて、RNAポリメラーゼII阻害分子を結合することで、
Antibody-Drug Conjugate（ADC）の合成し、その抗がん活性を明らかにした。本ADCは通常の免疫機構を介した
抗がん作用のみならず、増直接的な抗がん作用を介することで相加・相乗的な効果が期待される。

研究成果の概要（英文）：We developed a novel Antibody-Drug Conjugate (ADC), Y-TR-1, with the 
humanized anti-CD26 monoclonal antibody YS110 and triptolide (TR-1), an inhibitor for TFIIH (a 
general transcription factors for RNA polymerase II (Pol II)). YS110 has an inhibitory activity 
against CD26-positive tumor growth via immunological and direct pathway, such as an induction of 
intra-nuclear transportation of CD26 and YS110, and a suppressed transcription of Pol II subunit 
POLR2A by nuclear CD26. Y-TR1 showed significant cytotoxicity against CD26-positive cell lines but 
not CD26-negative cell lines in a dose-dependent manner via significant suppression of mRNA 
synthesis caused by impairment of RNA polymerase II activity. The tumors in xenografted mice 
administered Y-TR1 was smaller than that of mice treated with unconjugated YS110 without severe 
toxicity. In conclusion, the novel compound Y-TR1 showed antitumor properties against CD26-positive 
cancer cell lines both in vitro and in vivo without toxicity. 

研究分野：病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんの分子標的療法では、少ない副作用で高い抗がん効果を発揮することが期待される。本研究では、がん細胞
核内へ移行可能なヒト化抗体に、これまで毒性が強く使用不可であった抗がん剤を結合させた抗体-薬剤複合体
の合成に成功した。がんには多様性があり薬剤耐性や治療抵抗性の原因と考えられているが、本分子は、複数の
抗がん分子機構を介して効果を発揮するため、薬剤耐性や治療抵抗性を乗り越える抗腫瘍効果が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 これまでに広汎なヒトがんにおいて、CD26 が細胞表面に高発現していることを報告してきた
(①②③④⑤)。特に肺腺癌、中皮腫、前立腺癌、肝癌、腎癌、大腸癌では、それぞれ 80, 85, 95, 
88, 70, 45%の症例で CD26 が陽性である。CD26 は正常組織では一部の Tリンパ球や血管内皮細
胞、メラノサイトなどで発現が見られるが、がんの場合、より広汎に高い発現が認められる。
そこで、これまでにヒト化抗 CD26 モノクローナル抗体を開発し、この抗体が CD26 陽性がん細
胞に対して、in vitro/in vivo において抗がん作用を発揮することを明らかにしてきた(②⑥
⑦)。また本抗体は、フランスにて第 I相臨床試験が 2015 年に終了しており、安全性が確認さ
れ、中皮腫症例 23 例中 11例で stable disease が最長 6ヶ月間得られている（⑧）。 
 またヒトがん細胞において CD26 が核内に存在していることを見出し(⑥)、この CD26 と抗
CD26 ヒト化モノクローナル抗体が、がん細胞の膜表面において抗原・抗体複合体を形成後に、
カベオリン系エンドサイトーシスにより細胞質に移動し、さらにこの複合体が 1時間以内に核
内に移行することを明らかにした。さらに核輸送された CD26 は、RNA ポリメラーゼ II のサブ
ユニット Aの一つである PORL2A の転写抑制を通じて、がん細胞の増殖抑制を引き起こすことを
報告した(⑦)。一方、正常ヒト Tリンパ球や血管内皮細胞にも CD26 発現はあるが、抗体による
増殖抑制はなく、CD26 と抗体の核移行も認められないことから、この核内移行は、がん細胞特
異的と考えられた(⑦)。最近、本抗体に数種類のリンカーを介して抗がん分子を結合させるこ
とで、抗がん分子を核内で効率よく作用させ、がん細胞の増殖を抑制する方法の開発に成功し
た。一方、Liu らは、ヒトがんにおいて、がん抑制遺伝子 p53 近傍に存在する RNA ポリメラー
ゼ II のサブユニット Aの一つ POLR2A 遺伝子がヘテロ欠失することを示し、これらの欠失を持
つがん細胞では POLR2A 阻害剤に約 10 倍も高感受性であることを明らかにし、RNA ポリメラー
ゼ II が新たながんの分子標的療法のターゲットとなることを報告して注目を集めている（⑨）。
しかしRNAポリメラーゼIIは全てのヒト細胞で発現があり、mRNAを合成するのに必須なため、
α-amanitin 等の RNA ポリメラーゼ II 阻害剤は、極めて毒性が強く、化学療法には用いること
ができなかった。そこで本研究では、多種類のがん細胞に広く高発現している CD26 を細胞表面
での第一の標的として捉え、さらに核内 RNA ポリメラーゼ II を第二の標的として、本抗体と
RNA ポリメラーゼ II 阻害剤の結合分子の核内移行による新規 Antibody-Drug Conjugate(ADC)
分子標的療法を開発することとなった。 
 
２．研究の目的 
 がん細胞に広く発現する CD26 が抗 CD26 ヒト化モノクローナル抗体とともに細胞膜から核内
に輸送されること、CD26 が RNA ポリメラーゼ IIのサブユニット Aの一つである PORL2A の転写
抑制をすることから、がん細胞における CD26 および抗体の核輸送と PORL2A 転写抑制のメカニ
ズムを明らかにするとともに、PORL2A 遺伝子欠失のあるがん組織を簡便にスクリーニングしう
るバイオマーカーを探索し、最終的に RNA ポリメラーゼ II 阻害分子を本抗体に結合させた ADC
を開発し、CD26 を介してがん細胞の核へ移行し安全で高効率な分子標的療法を開発した。実際
には以下 1）〜3）を行った。 

（１）がん細胞における CD26 と抗体の核輸送と POLR2A 転写抑制の分子機構の解明 
（２）がん組織検体における POLR2A 遺伝子欠失と相関するバイオマーカーの開発 
（３）本抗体と RNA ポリメラーゼ II阻害剤の結合による分子標的療法の開発 
 
３．研究の方法 
（１）がん細胞における CD26 と抗体の核輸送と POLR2A 転写抑制の分子機構の解明 
a. がん細胞の核抽出成分・細胞質成分から CD26 の免疫沈降を行い、CD26 と結合している蛋白
質を単離し、質量分析およびアミノ酸配列決定し、核移行シグナルを有するものを候補として、
免疫沈降により CD26 との会合を検証した。この際、核輸送されない欠失型 CD26 分子のみを発
現する細胞抽出成分での免疫沈降の結果と比較し、核輸送される CD26 と共沈する分子を最終候
補とした。 
b. CD26／抗体複合体とがん細胞核内で会合する分子を同定するために、CD26 をベイトとして
two-hybrid 法にて探索した。ライブラリーは、CD26/抗体の核輸送効率が高いヒト中皮腫細胞
株 JMN と CD26/抗体の核輸送が見られないヒト血管内皮細胞の２つを用いた。候補分子につい
て、免疫沈降法により CD26 との会合を検証した。 
（２）がん組織検体における POLR2A 遺伝子欠失と相関するバイオマーカーの開発 
p53・POLR2A 遺伝子ともに野生型と両遺伝子ヘテロ欠失型の大腸癌細胞株を免疫不全マウスへ
移植し形成された腫瘍を用いて、RNA ポリメラーゼ II 構成分子群(RBP1(POLR2A), RBP2 - 12)
および基本転写因子群(TFIIA, B, D, F, H)の免疫染色を行い、p53・POLR2A ヘテロ欠失がん組
織における POLR2A 遺伝子欠失のマーカーを検討した。 
（３）本抗体と RNA ポリメラーゼ II阻害剤の結合による分子標的療法の開発 
a. RNA ポリメラーゼ II 阻害を目的として、基本転写因子阻害分子(triptolide)（⑩）をヒト
化抗 CD26 モノクローナル抗体へ結合させ ADC を開発した。抗体に結合しうる SH 基を付加する



ために SMCC, GMBC, SPDP などをもとに改変したリンカーを用いた。得られた結合分子は、アフ
ィニティカラムにて精製し、精製した結合分子について安定性を試験管内およびマウス体内で
検討した。 
b. 精製結合体 ADC について、質量分析により抗体１分子あたりの阻害剤の結合数を測定すると
ともに、抗体価をフローサイトメーターで検討した。 
c.肝癌細胞株 Li-7(CD26 陰性)とそのヒト CD26 発現ベクター導入 Li-7(CD26 陽性)、中皮腫細胞
株JMN (CD26陽性)、中皮腫細胞株MSTO(CD26陰性)とそのヒトCD26発現ベクター導入MSTO (CD26
陽性)、T細胞白血病細胞株 Jurkat(CD26 陰性)とそのヒト CD26 発現ベクター導入 Jurkat(CD26
陽性)を用い、正常ヒト細胞としては、市販のヒト臍帯静脈内皮細胞(CD26 陽性)、線維芽細胞
(CD26陰性)および申請者の末梢血Tリンパ球(CD26陽性あるいは陰性分画)を用いてADCの活性
を WST-1 アッセイにて検討した。 
d.免疫不全 NOG マウスの皮下組織へのヒトがん細胞異種移植系において、ADC の抗腫瘍効果を
細胞増殖能や細胞死について定量解析した。 
 
４．研究成果 

（１）がん細胞における CD26 と抗体の核輸送と POLR2A 転写抑制の分子機構の解明 
 ヒト肝癌細胞株 HCC-1 およびヒト肺腺癌細胞株 A549 の核抽出成分・細胞質成分から CD26 の
免疫沈降を行い、CD26 と結合している蛋白質を単離し、質量分析およびアミノ酸配列決定した。
その中から核移行シグナルを有するものを候補として、免疫沈降により CD26 との会合を検証し、
Transportin 1、Importin 7、NUP214 を見出した。また POLR2A 転写調節領域で CD26 と会合す
る分子として RanBP1 を見出した。 
（２）がん組織検体における POLR2A 遺伝子欠失と相関するバイオマーカーの開発 
 p53・POLR2A 遺伝子ともに野生型と両遺伝子ヘテロ欠失型大腸癌細胞株由来腫瘍で、RNA ポ
リメラーゼ II構成分子群(RBP1(POLR2A), RBP2 - 12)および基本転写因子群(TFIIA, B, D, F, H)
に対する抗体を用いた免疫染色を行い、p53・POLR2A ヘテロ欠失がん組織における POLR2A 遺伝
子欠失のマーカーを検討した。その結果、TFIIH など候補分子を選別した。現在、これらの分
子群が、バイオマーカーとなりうるか、検討している。 
（３）本抗体と RNA ポリメラーゼ II阻害剤の結合による分子標的療法の開発 
 RNA ポリメラーゼ II 阻害を目的として、基本
転写因子阻害分子(triptolide 誘導体 TR-1)（⑩
⑪）をヒト化抗 CD26 モノクローナル抗体へ結合
させADCを合成した（図1）。精製ADCについて、
質量分析により抗体１分子あたりの阻害剤の結
合数を測定するとともに、抗体価をフローサイ
トメーターで検討した。その結果、抗体 1分子
あたり、TR-16—7 分子が結合していること、CD26
への結合活性は YS110 とほぼ同程度であった。
この ADC の試験管内での抗がん作用を観察した
ところ、CD26 発現に依存性に細胞殺傷作用が認
められ、その効果は量依存性が明らかであった
（図 2）。一方、正常ヒト細胞（ヒト臍帯静脈内
皮細胞(CD26 陽性)、線維芽細胞(CD26 陰性)およ
び末梢血 Tリンパ球(CD26 陽性あるいは陰性分画)）では、CD26 発現細胞においても細胞殺傷作
用は認められなかった。またこの Y-TR1 のがん細胞への抗増殖作用は、熱刺激後の HSP70 mRNA
発現誘導を指標としたアッセイにより、RNA ポリメラーゼ II発現阻害によるものであることが
判明した。本 ADC の生体内での抗腫瘍効果を明らかにするために、ヒトがん細胞の免疫不全マ
ウスへの異種移植系を用い検討したところ、CD26 発現に依存して Y-TR1 投与群で有意な腫瘍の
縮小が認められ、その腫瘍組織における MIB-1 index の減少が認められた（図 3）。なおこれら
のマウスでは、全身臓器を組織学的に観察したが、臓器障害が明らかでなかった。 
 これまでにがん細胞特異的に細胞表面から核内に効率よく分子を輸送するシステムはない。
本ヒト化抗体は、細胞表面 CD26 に反応してから 1 時間で 5-20%が CD26 と伴に核内へ移行する
ため、細胞外部から核へ物質を輸送しうる。またヒト内皮細胞や Tリンパ球等の正常細胞では、
CD26 と抗体の細胞質への移行はあるものの、核への移行は見られないことから、がん細胞特異
的に抗がん剤等の分子を核内へ輸送できる利点がある。さらに本抗体は CD26 の核移行と核内で
の CD26 による POLR2A 転写抑制だけでなく、p21/CIP1 や p27/KIP1 発現を抑制し、がん細胞増
殖を直接抑制するとともに、抗体・補体依存性細胞傷害を介した免疫学的な抗がん作用があり、
これらの多種多段階での効果が相乗・相加作用となることが期待される（⑫）（図 4）。 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに本抗体は CD26 の核移行と核内での CD26 に

よるPOLR2A転写抑制だけでなく、既に報告してきたようにp21/CIP1やp27/KIP1発現を抑制し、
がん細胞増殖を直接抑制するとともに、抗体・補体依存性細胞傷害を介した免疫学的な抗がん
作用があり、これらの多種多段階での効果が相乗・相加作用となることが期待される（⑪）（図
4）。RNA ポリメラーゼ IIは、ヒト細胞での mRNA 合
成に必須で、その阻害剤α-amanitin は毒性が強く
使用は難しいと考えられてきた。一方、ヒトがんに
おいて、p53 遺伝子近傍の RNA ポリメラーゼ IIサブ
ユニットPOLR2A遺伝子がp53遺伝子ともにヘテロ欠
失し、これらのがん細胞ではα-amanitin に約 10 倍
高感受性であることが報告された（⑨）。本ヒト化
抗 CD26 抗体は細胞膜 CD26 を核へ移行させ、POLR2A
転写抑制をすることから、RNA ポリメラーゼ II阻害
剤を本抗体へ結合させた ADC は、転写と蛋白質機能
の両面で RNA ポリメラーゼ II 機能を低下させる。ま
たHER2等の細胞膜分子抗体を基盤としたADCとは異
なり、本 ADC が細胞内のみならず核内へ輸送される
ため、より低い阻害剤濃度での治療が可能となる点
で優れている（図 4）。 
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