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研究成果の概要（和文）：上皮増殖因子受容体(EGFR)とリンパ球表面マーカー(CD3)を同時に認

識する二重特異性抗体を作成し、これをリンパ球と共に腫瘍細胞と共に培養することで、リン

パ球の持つ殺腫瘍効果が飛躍的に向上することを示した。この効果は癌細胞表面に EGFR が発現

している場合にのみ、特異的に見られる効果であった。多くの固形癌で EGFR が発現しているこ

とから、極めて有望な治療法となる可能性が示唆された。また、この効果はマウスを用いた動

物実験モデルでも確認された。 
 
研究成果の概要（英文）：We develop the bispecific antibody that binds both epidermal growth 

factor receptor (EGFR) and CD3 (lymphocyte’s cell surface marker). This bispecific 

antibody greatly enhances lymphocyte’s killer activity against cancer cells when 

administrated with lymphocytes. This effect is only observed against EGFR positive cancer 

cells (not against EGFR negative cells). This bispecific antibody seems very promising 

molecules against cancer immunotherapy because EGFR is widely expressing in many type 

of solid cancer. This effect was also observed in therapeutic models using mice.  
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１．研究開始当初の背景 
 癌細胞とリンパ球の両者を認識する二重

特異性抗体を作成し、リンパ球と癌細胞の両
者を架橋し、物理的距離の短縮により、選択
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 的に癌細胞を殺傷出来るのではないかと考
えた。  
これまで、二重特異性抗体の作成は 2 種類の
抗体を酵素を用いて化学的に分解し、精製し
たのちに結合させるという手間がかかり、終
了も極めて低かった。 

 
 
 
 
  そこで、大腸菌発現系を用いて作成する方

法を検討し、低分子の二重特異性抗体
(diabody)の作成を工学部熊谷研究室との共
同研究で行った。Diabody は 2 種類の抗体の
VH, VL をそれぞれ遺伝子上でペプチドリン
カーを用いてヘテロに結合させた分子を 2種
類等量ずつ混ぜ合わせることで作成する。 

 
 
 
 
 
 

  
  
２．研究の目的  
 上皮増殖因子受容体(EGFR)とリンパ球方
面マーカー(CD3)の両者を認識する二重特異
性抗体を作成し、これをリンパ球と共に投与
することで、リンパ球の殺腫瘍効果が向上す
るかどうかを検討する 

 
 
 MTS assay 法を用いて、EGFR 発現細胞株お
よび非発現細胞株に対して、リンパ球と共に
diabody を投与し、殺腫瘍効果を検討する。 

 また、これらの効果が EGFR 発現に特異的
であるかどうかを検討する。 

 SCID マウスの背部皮下に EGFR 陽性細胞株
を移植し、尾静脈より diabody とリンパ球を
投与する治療実験モデルを作成し、治療効果
を検討する。 

 In vitro のみならず、in vivo でもこの効果
が観察されることを確認する。 
 ４．研究成果 
３．研究の方法  大腸菌発現系を用いて作成したEx3 diabody

は、EGFR陽性胆管癌細胞株(TFK-1)および CD3
陽性活性化リンパ球細胞(T-LAK 細胞)の両者
に 対 し て 結 合 能 を 有 す る こ と が
flowcytometry で示された。 

 大腸菌発現系を用いて、最小単位の二重特
異性抗体(diabody)を作成する。 
 

 

 
 この二重特異性抗体の抗原認識部位はマ
ウス抗ヒト EGFR 抗体(528 IgG)およびマウス
抗ヒト CD3 抗体(OKT3 IgG)とする。 

 
 
 また、この Ex3 diabody をリンパ球と同時
に癌細胞株に投与すると、EGFR 陽性癌細胞株
に対するリンパ球の持つ殺腫瘍効果を劇的
に増強することが示された。この効果は EGFR
の発現に極めて特異的であることも示され
た。EGFR 陰性の CHO 細胞に対しては、Ex3 
diabody は全くリンパ球の殺傷効果を増強し
なかったが、EGFR の細胞外ドメインを強制発
現させたところ、極めて低濃度で強力な殺腫
瘍効果を引き出すことが可能であった。この
効果はわれわれが過去に作成した他の腫瘍

 これらの抗体から VH, VL をそれぞれ PCR
法を用いて抽出し、互いの VH-VL をペプチド
リンカーを用いてヘテロに結合させること
により、抗 EGFR×抗 CD3 二重特異性抗体
(diabody)を作成する。 
 
 
 
 
 
 



関連抗原ｘ坑 CD3 抗体を用いた diabody の約
100 倍低濃度で効果を示した。MTS assay 法
で検討すると E/T 比 5 の場合で、約 1pmol/ml
という低濃度でほぼ 100％の細胞を殺傷する
ことが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、この抗腫瘍効果は、それぞれの scFv 
(528scFvと OKT3scFv)を等量ずつ混合した場
合には全く観察されず、二つの抗原を同時に
認識する二重特異性が重要であることが分
かった。 

 
 また MTS assay のみならず、6hr のクロム
リリースアッセイでも強い坑腫瘍効果が認
められ、短時間で腫瘍を殺傷していることが
示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 もともとマウスの抗体由来の抗体がベー
スとなっているが、この相補性決定領域はそ
のままに、フレーム領域のみをヒト化するこ
とにも成功した。これにより、いっそうの低
免疫原性を確保することができた。坑 EGFR
抗体の親抗体である 528IgGについては、我々
が独自に遺伝子配列を解析し、得たものであ
り、国内外を問わず我々だけが作成出来るも
のである。 
 
 このヒト化 Ex3 diabody についても同様に
EGFR の発現特異的に、リンパ球の殺腫瘍効果
を極めて強力に増強することが示された。 
 この坑腫瘍効果は in vitro のみならず、
in vivo でも示された。 
 
 しかしながら、Fc を有さない diabody は単
独では、腫瘍増殖抑制効果はほとんど認めら
れず、リンパ球と diabody を同時に投与した
場合にのみ効果が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 治療直後のマウス皮下腫瘍を摘出し、免疫
染色を行ったが diabodyおよびリンパ球の集



族については、評価が困難であり、diabody
およびリンパ球の集族の証明できてはいな
いのが残念であり、今後の課題となる。 
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