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研究成果の概要（和文）： 

 腫瘍血管特異的マーカー(VEGFR2, Robo4 他)に対する細胞内侵入抗体を独自のファージ表
面提示法を改良した方法により単離した。得られた候補クローンのイムノコンジュゲート製剤として
の有用性を、腫瘍モデルマウス対する治療検討により評価したところ、細胞内侵入活性を有する
抗体のみが、治療効果を発揮するという非常に興味深い知見を得た。この結果は細胞内侵入抗
体を単離することが抗体医薬開発に貢献する可能性を示している。 

 

研究成果の概要（英文）： 
 We rapidly isolated “cell-internalizing antibody” against tumor endothelial markers (VEGFR2, 

Robo4 etc.) using optimized phage display system. Obtained cell-internalizing antibody, 

anti-VEGFR2 scFv fused with PSIF, significantly suppressed the tumor growth on experimental 

mouse model. This result indicated that the rapid isolation of cell-internalizing antibody contributes 

the development DDS medicine, such as immunoconjugate against cancer.  

  

交付決定額 

                               （金額単位：円） 
 直接経費 間接経費 合 計 

2008年度 2,100,000 630,000 2,730,000 

2009年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度    

年度    

     

総 計 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：薬学・医療系薬学 

キーワード：医療薬剤学 

 

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2008～2009  

課題番号：20790134 

研究課題名（和文） 

腫瘍血管特異的な細胞内侵入抗体の創製とその新規抗腫瘍血管療法への展開         

研究課題名（英文）  

 Creation of cell-internalizing antibody for novel tumor endothelial missile therapy 

研究代表者 

向 洋平（MUKAI YOHEI） 

大阪大学・大学院薬学研究科・助教 

 研究者番号：60444501 

        

 

 



 

 

１．研究開始当初の背景 

 腫瘍の血管新生の阻害によるがん治療は、1) 

腫瘍への栄養供給路を断ち切ることで一つの血
管内皮細胞あたり数百とも言われる腫瘍細胞を
死滅させ得ること、2) 多種の腫瘍で共通に起こ
っている血管新生を標的とすることで、がん種を
問わず広い抗がんスペクトルを有すること、3) 

高速変異するがん細胞ではなく、血管新生とい
う現象を標的していることから、抗癌剤耐性など
の問題を生じないこと、等から、がん治療におけ
る新たな治療戦略の一つとして注目を集めてい
る。そのため、血管新生に重要な役割を担う分
子、例えば血管内皮細胞増殖因子；VEGF や、
マトリックスメタロプロテアーゼ；MMP の阻害薬
などが開発され、盛んに臨床展開がなされてい
る。特に VEGF に対するモノクローナル抗体で
あるAvastinは、本邦での適応は未だ結腸・直腸
癌のみであるものの、海外ではすでに、肺癌、
乳癌などにも治療効果が認められ、がんに対す
るユニバーサルな治療法としてその地位を確立
しつつある。しかしながら、このような全身血中に
存在する生体内分子を標的にした中和療法は、
その生体内分子の枯渇に伴う副作用を招いてし
まうことが多い。実際に、Avastin に関しても、生
体に必須の因子である VEGFを完全に枯渇しよ
うとする自身の作用メカニズムにより、高血圧、
胃腸穿孔、出血などの注意を要する副作用を惹
起し、さらには、患者によってはその副作用は重
篤であることが報告されている。従って、これは、
現存の抗血管新生療法に対する問題提起とな
っており、既存の方法論とは異なった抗血管新
生療法の開発が急務であると考えられている。
本観点から申請者は、生体の恒常性維持に必
須の分子を標的とする従来まで抗血管新生療
法とは異なり、近年腫瘍血管での特異発現が明
らかとなった 3 種の腫瘍血管マーカー、Robo4, 

TEM7, TEM8 を標的とした抗体を樹立すること
で、副作用の少ないがんミサイル療法へ展開で
きるものと考えた。 

 

２．研究の目的 

 本申請研究は、副作用の少ない新規の抗腫
瘍血管療法の開発を目指し、腫瘍血管内皮細
胞へと特異的に取り込まれ、細胞内へと薬物を
デリバリー可能な機能性抗体分子を創製しようと
するものである。本申請研究は、薬物を、正常組
織には分布させず腫瘍血管内皮にのみ特異的
に蓄積させようとするものであるため、現在注目
を集めている抗腫瘍血管療法の更なる発展に
大きく貢献するものと期待できる。 

 

３． 研究の方法 

1) 各種抗原に対する免疫抗体ライブラリの構
築 

Robo4, TEM7, TEM8 に対する免疫抗体ライ
ブラリの構築は、これまで我々の構築してきた方
法に従い行った。免疫マウスから得られた脾臓

mRNA に対し、抗体遺伝子の定常領域にアニ
ーリングする独自のプライマーセットを用い抗体
遺伝子ライブラリを増幅し、ファージ作製用ベク
ターへとライゲーションした。それらを大腸菌に
形質転換し、そこからファージを産生させること
で、各抗原に対する免疫抗体ライブラリを得た。 

2) 各種抗原に対する抗体の濃縮 

ライブラリからの抗体の単離は、抗原へとライ
ブラリを添加し、抗原と結合するもののみを回収
し、大腸菌で増幅する、パンニングと呼ばれる操
作を複数繰り返すことにより行った。 

3) 各種抗原に対する細胞内移行活性のスクリ
ーニング 

パンニングにより濃縮されたライブラリを、PSIF

融合蛋白質発現用のベクターへと組み替え、モ
ノクローン化の後、細胞傷害性を指標にしたスク
リーニングを行った。またこの際、各々の抗原に
対する ELISAも行うことにより、細胞内侵入活性
と抗原結合性を評価した。 

4) フローサイトメトリーによる細胞内侵入活性
評価 

得られた候補クローンのうち、抗 VEGFR2細
胞内侵入抗体 V2-01 と、VEGFR2結合性は有
するものの細胞内侵入活性を有さない V2-02に
関して、scFv（一本鎖抗体）リコンビナント蛋白質
として大腸菌により発現・精製を行った。この
V2-01(scFv)及びV2-02(scFv)をCy5.5-NHSでラ
ベル化し、蛍光標識 scFvを作成した。作成した
scFvを VEGFR2発現マウス MS1細胞へと添加
し、トリプシンで細胞表面に結合した scFvを除去
することで、細胞内に侵入した scFvをフローサイ
トメトリーで検出した。 

5) PSIF融合蛋白質の抗腫瘍効果 

V2-01(scFv)-PSIF及びV2-02(scFv)-PSIFは、
大腸菌によって発現・精製した。B16BL6担がん
モデルマウスに対して、これら PSIF融合体を投
与 2日間隔で 3回静脈内投与を行い、その腫瘍
増殖抑制効果を評価した。 

 

４．研究成果 

H20 年度では、新規の腫瘍血管マーカーとし
て期待される、Robo4, TEM7, TEM8 のリコンビ
ナント蛋白質を作成し、これら3種に既存の血管
マーカーである VEGFR2 を加えた 4 種に対する
免疫抗体ライブラリを構築した。本ライブラリは、
各々1 億種類以上もの多様性を有しており、本
ライブラリは、複数種のモノクローナル抗体が単
離可能な高品質なものであることが示された。次
に、細胞内侵入抗体のハイスループットなスクリ
ーニング法として、蛋白質合成阻害因子 PSIF と
の融合体によるスクリーニングを行ったところ、
VEGFR2、Robo4、TEM7 に関しては、わずか 1
週間以内という短期間で、細胞内侵入抗体の候
補クローンを複数得ることに成功した。得られた
一本鎖抗体；scFvの親和性は、いずれも 10-9オ
ーダーと非常に高く、優れたものであったが、最
も興味深い点は、その親和性と、細胞内侵入活



 

 

性が相関しないという事実であった。従って、今
回得られたクローンは、単に抗原に結合するだ
けでなく、積極的にエンドサイトーシスを誘発す
る機能を有する可能性を示唆するものであっ
た。   

H21 年度は、VEGFR2 に対する細胞内侵入
抗体について、詳細な特性を評価したところ、本
抗体は、細胞表面に結合後、僅か 2 時間という
短期間で細胞内へと 33％も取り込まれることが
明らかとなった（Fig. 1）。これは、医薬品化され
ている細胞内侵入抗体 Myrotarg に匹敵する効
率であり、本侵入抗体の有用性が示唆される結
果であった。また、その細胞内侵入活性を利用
したがんミサイル療法へと本抗体を適用すべく、
蛋白質合成阻害因子 PSIF との融合体を発現・
精製し、その抗腫瘍効果を in vivo 腫瘍モデル
マウス（B16BL6腫瘍モデル）にて評価したところ、
細胞内侵入活性を有するクローンのみが顕著な

抗腫瘍効果を発揮することを明らかとした（Fig. 

2）。これは immuno-conjugate製剤開発における
細胞内侵入活性の重要性を示唆するものであり、
今後の創薬開発に重要な情報を提示するもの
であると考えられる。今後は、Robo4, TEM7に対
する細胞内侵入抗体についても同様の検討を
行うことで、本テクノロジーから得られたクローン
の更なる有用性を追求する予定である。  
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