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研究成果の概要（和文）：腎糸球体の上皮細胞で発見されたI型膜貫通タンパク質ポドカリキシン(PODXL)は、膵
がん、精巣腫瘍、大腸がん、乳がん、脳腫瘍など、種々のがんに高発現しており、悪性度や予後不良のマーカー
である。一方、全身の血管内皮細胞などの正常組織にも比較的高発現しているため、抗体医薬の標的としては不
適切とされていた。研究代表者らが開発したCasMab法を用い、PODXLに対し腫瘍特異的な反応性を示す抗体を取
得した。本研究において、これらの抗体を利用して、腫瘍型PODXLの実態を解明し、腫瘍型PODXLのがん細胞形質
への関与を解析すること、また、腫瘍型PODXL抗体の抗体医薬開発の可能性を検証した。

研究成果の概要（英文）：Podocalyxin (PODXL), a CD34-related sialomucin, is expressed not only in 
many tumors but also in normal cells such as epithelial cells and endothelial cells; therefore, 
PODXL could not be a target of antibody therapy. We recently established cancer-specific anti-PODXL 
mAb (ex.clone: PcMab-6), which could target only cancer cells although PODXL is highly expressed in 
both cancer and normal cells. PcMab-6 reacted with PODXL-expressing many cancer cell lines whereas 
it did not bind to vascular endothelial cells (VECs) in flow cytometry. Furthermore, PcMab-6 reacted
 only with PODXL-expressing cancer cells, not with VECs in breast and oral cancer tissues using 
immunohistochemistry. We have further constructed chPcMab-6, a mouse-human chimeric mAb from the 
PcMab-6, which also responds with only podocalyxin-expressing cancer cells. chPcMab-6 has ADCC 
activity in vitro and anti-tumor effect in vivo.

研究分野：抗体創薬
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、モノクローナル抗体をキメラ抗原受容体T細胞（CART）療法や二重特異的抗体によるT細胞やNK細胞誘導療
法（BiTEなど）と組み合わせる治療法の開発が盛んである。これら新しい免疫療法における副作用（毒性）は、
これまでの治療法に比べ、影響が甚大であることが懸念されており、いかに特異性の高い抗体を樹立するかが重
要な課題となっている。本研究課題においても検討したCasMab法は、非常に高いがん特異性抗体を作製できるこ
とが特徴であり、社会的に意義ある成果であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）PODXL とは、幹細胞マーカーである CD34 ファミリーの膜蛋白質である。細胞外は高度な
糖鎖修飾を受け、発現細胞特異的な翻訳後修飾により約 160 から 250ｋDa の分子として検出さ
れる。細胞外領域は細胞の接着制御に関与することが報告されている。PODXL の細胞内領域は細
胞骨格タンパク質と相互作用し、細胞の突起形成や、増殖、移動に関与することが報告されてい
る。PODXL は正常組織では造血幹細胞、血管内皮細胞、糸球体上皮細胞、血小板等で発現が認め
らる。また脳腫瘍、乳癌、肝癌、膵癌、腎癌、前立腺癌、精巣腫瘍、胎児性癌、白血病等の多く
の癌組織で高発現していることが報告されている。 
 
（２）我々は近年、がん細胞に特異的な反応性を示すモノクローナル抗体作製技術（CasMab 法）
を開発し、がん細胞と正常細胞に同一のアミノ酸配列の膜タンパク質が発現している場合、糖鎖
などの翻訳後修飾の違いを利用し、がん細胞のみを攻撃する抗体医薬品を作製することが可能
となった（Kato Y and Kaneko MK., Sci Rep., 4, 5924, 2014）。 
 
（３）腫瘍型膜タンパク質への修飾について、我々は、脳腫瘍の臨床的悪性度と相関して発現が
上昇する糖鎖構造を発見した（Kato et al, BBRC 369(4):1041-1046, 2008）。 
 
２．研究の目的 
 腎糸球体の上皮細胞で発見された I型膜貫通タンパク質ポドカリキシン(PODXL)は、乳がん、
前立腺がん、大腸がん、膵がん、精巣腫瘍、卵巣がん、脳腫瘍などにおいて高発現しており、悪
性度や予後不良のマーカーである。一方、全身の血管内皮細胞などの正常組織にも比較的高発現
しているため、抗体医薬の標的としては不適切とされていた。我々は、近年、自らが開発した
CasMab 法を用い、PODXL に対し腫瘍特異的な反応性を示す抗体を取得した。本研究課題では、こ
れらの抗体を利用して、腫瘍型 PODXL の実態を解明し、さらに腫瘍型 PODXL のがん細胞形質への
関与を解析することを目的とした。また、腫瘍型 PODXL 認識抗体の抗体医薬開発の可能性を検証
することも目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）PODXL における腫瘍特異的糖鎖構造の付加部位の絞り込みを実施した。種々の腫瘍細胞株
に N末端側／C末端側から削り込んでいった PODXL 遺伝子を発現させ、腫瘍型 PODXL 抗体の 
反応性から抗原認識部位を同定し、腫瘍型糖鎖付加部位を推定した。 
 
（２）腫瘍型糖鎖の生合成に関与する糖転移酵素遺伝子群の特定を実施した。種々の PODXL 発現
腫瘍細胞株に対する腫瘍型 PODXL 抗体の反応性プロファイルと、申請者らがこれまでに構築し
てきた糖転移酵素遺伝子発現プロファイルを比較し、腫瘍型糖鎖付加に関与する糖転移酵素遺
伝子候補を選定した。選定された糖転移酵素遺伝子群について、腫瘍特異性に関与する遺伝子群
を絞り込みに取り組んだ。候補糖転移酵素遺伝子群から逆に腫瘍型 PODXL 抗体が認識している
PODXL 上の腫瘍型糖鎖が推定可能となることが想定された。 
 
（３）腫瘍特異的糖鎖構造付加は「がん細胞」の形質（転移能や浸潤能など）に関与しているか
どうか検証した。本研究を通して推定された腫瘍型糖鎖構造付加について、腫瘍に特異な糖付加
なのか、未分化細胞などにも存在するのか、等について検討した。また、PODXL の生理活性への
関与等を解明に取り組んだ。 
 
（４）本研究に用いた新規抗体群も抗体医薬開発に適する可能性が高く、抗体の抗腫瘍機能など
を解析した。 
 
４．研究成果 
（１） 瘍型糖鎖構造付加部位決定実験を実施した。腫瘍型糖鎖構造付加を解明するため、ま
ずは目的の糖鎖付加部位を特定する実験を行った。N 末端側もしくは C 末端側から削り込んだ
deletion 型 PODXL 分子を腫瘍細胞株に強制発現し、腫瘍型 PODXL 抗体の反応性から PODXL 分子
のどの領域に糖鎖構造が付加されているかを解析した。 
また、研究代表者らが Talen を用いて作成した N結合型糖鎖不全細胞株に、最小単位の PODXL 分
子を大量発現するための発現細胞樹立に取り組んだ。また、腫瘍型糖鎖構造の生合成に関与する
糖転移酵素遺伝子群の特定に取り組んだ。腫瘍細胞株を用い、腫瘍型 PODXL 抗体の反応性プロフ
ァイルを作成した。抗体反応性プロファイルと遺伝子発現プロファイル、両方の結果を比較検討
して抗体の認識する腫瘍型糖鎖構造付加に関与する糖転移酵素遺伝子候補を推定した。 
 
（２）腫瘍型糖鎖付加ポドカリキシンのがん細胞におけるの性質への関与を解明するため、種々
の口腔扁平上皮癌細胞株において、PODXL ノックアウト細胞を作成し、PODXL 分子のがん細胞に
おける機能的関与（運動能(migration assay), 浸潤能(invasion assay), 増殖能(growth 
assay), 腫瘍形成能(in vivo assay)）の解析を行った。その結果、運動能、浸潤能においては
親株とノックアウト細胞で差は確認されなかったが、増殖能と腫瘍形成能で差が確認された。 



 
（３）マウスモデルにおいて抗 PODXL 抗体の抗腫瘍効果を確認するため、mG2a タイプの抗 PODXL
キメラ抗体、さらに、コアフコース欠損 mG2a タイプ抗 PODXL キメラ抗体を産生した。それぞれ
の抗体について、in vitro の系における ADCC/CDC 活性を測定したところ、両抗体とも ADCC 活
性のみが確認され、コアフコース欠損抗体の方が活性は強かった。さらに in vivo の系におけ
る抗腫瘍効果を確認した。 
 
（４）マウスモデルにおいて腫瘍型 PODXL 認識抗体の抗
腫瘍効果を確認するため、mG2a タイプの抗腫瘍型 PODXL
キメラ抗体、さらに、コアフコース欠損 mG2a タイプの抗
腫瘍型 PODXL キメラ抗体の産生に着手した。それぞれの
抗体について、in vitro の系における活性を評価したと
ころ、両抗体とも腫瘍特異的な腫瘍型 PODXL に対する活
性が確認された。改変したキメラ型抗体の方がオリジナ
ル抗体よりやや活性が高い傾向にあった。さらに in 
vivo の系における抗腫瘍効果の検討を実施している。 
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