
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 22 年 5 月 21 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

研究成果の概要（和文）： 標的抗原の系統的探索を目指して、抗体の Fc ドメインに結合する

Z33 モチーフを含むファイバー変異型 Adv-FZ33 アデノウイルスを用いて、抗体を介して腫瘍細

胞への高いウイルス感染効率が得られる標的分子・抗体セットのパネル（約 60 種の抗原）を得

た。また、標的化抗体にタンパク合成阻害トキシンを結合させてイミュノトキシン（iTox）を

作製する EZiTox 系を樹立し、難治性がんの新しい抗体医薬 iTox 治療樹立がを目指している。 

 

 

研究成果の概要（英文）： In order to systematically search for the target molecules for 

cancer gene therapy, we generated a fiber-modified recombinant adenovirus, Adv-FZ33, 

which contains a Z33 domain with a high affinity for immunoglobulin Fc. By screening with 

Adv-FZ33, we established a large number of high affinity targeting antibodies (Ab), and 

identified their target antigen (Ag) molecules, e.g., a panel of 60 Ag species. During 

these efforts, we also established a unique method (EZiTox) to generate immunotoxins 

(iTox), which consists of the targeting Ab conjugated with ribosome-inactivating enzyme 

toxins. EZiTox method will be a strong screening method to find a powerful combination 

of Ag/Ab for cancer iTox-chemotherapy. 
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１．研究開始当初の背景 

 癌をはじめとする難病の治療法の開発を進

めてゆく上でもっとも重要なポイントは、標

的組織細胞に選択的な治療薬（遺伝子製剤な

ど）の投与を可能とする効果的な方法を編み

出すことである。私たちはアデノウイルスを

「がん標的化ベクター」のモデル系として用

い、難治性がんの細胞表面に存在する候補標

的分子を探索することにより、標的化遺伝子

治療法の開発を目指している。具体的には、

抗体の Fc ドメインに結合する Protein A の

Z33 モチーフを含むファイバー変異型アデノ

ウイルス Adv-FZ33 を用いて、アデノウイルス

と腫瘍細胞とをモノクローン抗体で架橋する

ことによって遺伝子導入効率が高まるような

ターゲット分子の探索系を樹立した。図はそ

の概念を示したものである。 
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図 スーパー標的抗体（Staab）スクリーニン

グの概念図。抗体を黄色ブドウ球菌 Protein A

由来の Z33 モチーフでアデノウイルスと結合

させ、抗体を介した遺伝子導入発現量を測定

する（Z33 遺伝子導入発現アッセイ）。高い

標的化能をもつ抗体を定量的に選別できる。 

 
２．研究の目的 

 腫瘍細胞と Z33ファイバー変異アデノウイ

ルスとを架橋することによって遺伝子導入

効率が高まるモノクローナル抗体をスクリ

ーニングすることにより、腫瘍細胞に対して

標的化の可能な表面分子と抗体の組み合わ

せの探索を行い、新規標的化遺伝子治療法の

開発を目指す。 

 
 
３．研究の方法 

（１）膵癌・前立腺癌・悪性黒色腫に対する

さらに数多くの標的化抗体スクリーニング

を行なう。上記に加えて他種の難治性腫瘍、

とくに乳癌・卵巣癌・肺癌（悪性中皮腫を含

む）などに対するモノクローン抗体のライブ

ラリーをスクリーニングし、各種難治腫瘍に

対して選択的標的化の候補となる新しい表

面分子の同定を試みる。さらに、これらの標

的化可能な新規の遺伝子導入システムを活

用して、選択的かつ高い治療効果を得ること

を目的として基盤研究を行う。 

 

（２）具体的な方法 

注目する腫瘍細胞でマウスを免疫し、腫瘍

に対するモノクローン抗体のライブラリー

を作製した。抗体の Fc ドメインに結合する

Z33モチーフを含むファイバー変異 Adv-FZ33

を用いて、抗体を介した遺伝子導入発現量を

測定し（Z33 遺伝子導入発現アッセイ）、高い

標的化能をもつ抗体を産生するハイブリド

ーマを樹立した。免疫沈降して得た抗原のバ

ンドを切り出し、質量分析により、抗体で認



識されるターゲット分子を同定した。当該分

子をコードする cDNA の強制発現細胞を用い

て、抗体の結合特異性を確認した。手術摘出

臨床検体組織での標的候補分子の発現を免

疫組織染色法によって検討した。 

 

（３）EZiTox 系の方法 

下の図はイージーメイドイミュノトキシン

（EZiTox）法を用いた標的抗体樹立の方法と、

対応する抗原の同定と特異性の確認など、実

験の一連の流れを示す概念図である。 

 

注目する腫瘍細胞でマウスを免疫し、腫瘍に

対するモノクローン抗体のライブラリーを

作製する。EZiTox 系でのスクリーニング： 

抗体の Fc に結合する Protein G の C ドメイ

ン三個（3C）を含むジフテリアトキシン(DT)

融合タンパク（DT3C）を用いて、抗体とトキ

シンとを簡便に架橋する（EZiTox 法）。これ

を用いてトキシンによる細胞毒性が特段に

高い抗体を選別する。免疫沈降・質量分析に

より、抗体で認識される抗原分子の同定をお

こなう。腫瘍細胞に対して選択的治療効果が

期待できる標的化分子候補に関して、実用化

に必要な解析を進める。 

 
 
４．研究成果 

（１）アデノウイルス（Adv-FZ33）標的化に

よる標的分子の系統的探索 難治がんの治

療法の開発にとって「選択的な治療薬剤の導

入」の戦略を編み出すことが鍵である。私た

ちは、腫瘍の標的化に好適な表面抗原はどの

ような分子か？という疑問に答えることを

目指して、プロテインＡ由来の抗体結合 Z33

モチーフを Ad5 ファイバーノブ内の HI ルー

プに持つアデノウイルス Adv-FZ33を作製し、

抗体を介した細胞への遺伝子導入発現量を

測定し、高い標的化能をもつ抗体を選別した。 

 腫瘍標的化のターゲットの探索に関して、

以下のような成果を得た。 

抗体を介した Adv-FZ33 遺伝子導入効率に

関して、同一の抗原分子を認識するさまざま

な異なった抗体間で比較すると、驚くほど大

きな効果差が見られた。たとえば、各種の抗

CEA抗体を Adv-FZ33遺伝子導入発現法で比較

すると、最も優れた C2-45 抗体は、他の CEA

抗体よりも 100倍以上優れた標的化能を示し

た（Tanaka et al. Clin. Cancer Res. 2006）。 

Adv-FZ33 の抗体を介した細胞への遺伝子

導入発現量を測定し、高い標的化能をもつ抗

体を選別した。ヒト悪性黒色腫・前立腺癌・

膵癌などに対し計 600種の高効率標的化抗体

を樹立し、現在までに約 60 種の抗原を同定

できた。結果のまとめを表に示す。その中に

は、十数種の既知のウイルス受容体（CD9、

CD13、CD46、CD54、CD155、MHC class I & II、

各種 CAM・インテグリンなど）があった。ほ

かに、EGFR や CD20 などすでに抗体医薬とし

て腫瘍の標的治療に用いられているもの、あ

るいは CD44, CD71, CA12, EpCAM, TROP2, MCSP, 

CD146, CD228, PSMA, CEA など腫瘍標的治療

の候補分子として注目され臨床開発途上の

ものが、高い比率で含まれており、当方法は

強力な標的分子スクリーニング手段となる

ことがわかった。 



 

私たちのスクリーニング方法は、標的化治療

に必要な資質をすべて併せ持つ「スーパー標

的 Super-targetとスーパー抗体 abのセット

（Staab）」を同定・樹立できることが、大

きなアドバンテージである。類似技術（たと

えば FACS アッセイなど）と比べて特段にダ

イナミックレンジの広い、優れた抗体を見分

けられるユニークな方法となった。 

得られた標的化抗原（PAP2a、IL13Ra2）に

よる新しい診断治療法の特許２件など、順調

に成果を挙げてきた。また、当研究で得られ

た抗体に関して、国内の製薬企業２社と癌治

療抗体医薬としての共同開発研究 2件を進め

ている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

抗原分子の同定のみにとどまらず、同時に

極めてアフィニティの高い抗体（スーパー標

的抗体 Staab）が複数得られ、従来よりも 100

倍以上高感度の ELISA検出法を樹立すること

もできた。 

標的候補分子 PAP2a を同定し、これを認識

する高性能抗体 S11、T13 の二つを得た。手

術摘出サンプルの免疫組織染色から、PAP2a

は膵癌（ductal adenocarcinoma）では、ほ

ぼ全例（20 例中 20 例）で発現が高く、PAP2a

弱陽性・陰性の正常細胞とは、容易に染め分

けられた。抗 PAP2a 抗体 S11 を用いることに

より、ヒト膵癌細胞に対する Adv-FZ33 アデ

ノウイルスの遺伝子導入効率を著明に（70

倍）、しかも腫瘍選択的に高めることができ

た。PAP2a 抗原は、正常肝組織や間質組織な

どには発現せず、選択的な治療薬剤投与（遺

伝子導入）による膵癌標的治療に有望である。

さらに、外科手術サンプルの S11 免疫組織染

色により、著明に高い PAP2a 発現が前立腺癌

で認められ、前立腺癌の診断や治療への応用

も有望となってきた。 

メラノーマの標的化に高い効率を示す抗

体 Ab66の抗原としてサイトカイン IL13受容

体（IL13Ra2、cancer-testis Ag）を同定し

た。これは新規メラノーマ抗原であり、難治

性のメラノーマに対する標的治療法の可能

性が開けた（特許出願済）。同抗原をホルマ

リン固定パラフィン包埋組織標本で安直に

染めることのできる抗体を自作し、臨床手術

標本を用いた解析が可能となった。 

標的抗原の発現に関する個別診断と Staab

抗体を介した選択的遺伝子導入を組み合わ

せ、各種の難治進行癌に対する効果的な標的

化治療法の開発を進めていく予定である。 

 

（２）iTox 法 

この研究の過程で、私たちは、標的化抗体に

タンパク合成阻害トキシンを結合させてイ

ミュノトキシン（以下 iTox と略す）を作製

する簡便な系を樹立し、EZiTox と名付けた。

プロテイン G 由来の抗体結合ドメイン 3C を

持つジフテリアトキシン DT3C を大腸菌で作



り、これ（DT3C）を用いて細胞毒性効果を指

標に好適な抗体をスクリーニングする系で

ある。 

 

これを用いて細胞傷害活性を調べたところ、

肺がんや乳がんなどで高い発現を示す TAg2

を標的化する A*抗体が、抗 EpCAM 抗体に比し

て数百倍の iTox 活性を示した。A*抗体は、

同じ抗原の異なったエピトープを認識して

いる他の抗 TAg2 抗体と比べて 100 倍以上、

抗トランスフェリン受容体抗体と比べて 30

倍以上、と肺がんに対して極めて高い iTox

活性を示し、非常に有望であることを見いだ

した。今までの結果から、１）アデノウイル

スの標的化に高効率な標的であっても、その

中のごく一部の標的だけが iTox として有効

であること、２）さらにその標的抗原に対す

る抗体のうちでも、高いアフィニティに加え、

好適なエピトープ特性をもつことが iTox 活

性に必須であること、を見いだした。 

 現在 iTox に関しては国内外で多くの研究

が重ねられているが、標的抗原は（EpCAM な

どのように）iTox に適しているという直接的

な実験証拠から選ばれた分子ではなく、抗体

は ELISAなど別の選別法で得られたものが流

用されている。このため、臨床に使える優れ

た iTox 活性の得られるものは稀であり、多

くの iTox 開発は世界的に見ても行き詰まっ

ている状況である。当研究の EZiTox 法は、

標的化治療をシミュレートした、iTox 作製に

好適な抗体を得るための直接的な選別法で

あり、iTox に使用するために特に優れた標的

抗原・抗体をセットで選ぶことができる。私

たち独自開発のユニークな系であり、系統的

に進めてゆくことによって、難治性がんの新

しい抗体医薬候補としてきわめて有望な

iTox 抗体の樹立が期待できる。 
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名称：IL-13Ra2 に対する抗体およびこれを含
む診断・治療薬 
発明者：濱田洋文、加藤和則、中村公則 
権利者：札幌医大 
種類：特許 
番号：特願 2007-147478 
出願年月日：平成 21 年 6 月 1 日 
国内外の別：国内 
 
○取得状況（計 1 件） 
 
名称：PAP2a に対する抗体ならびにその診断
的および治療的使用 
発明者：濱田洋文、加藤和則、中村公則 
権利者：札幌医大 
種類：特許 
番号：PCT/JP2006/310406 
取得年月日：平成20年3月21日 
国内外の別：国内 
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