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研究成果の概要（和文）：本研究では抗体のアミノ酸改変によって、結合速度定数kaを上昇させることで、抗体
抗がん剤複合体（antibody-drug conjugates, ADCs）の機能向上を目指した。組織因子に対するモノクローナル
抗体について、抗体のアミノ酸改変を行ったところ、20倍以上kaが上昇した。改変型抗体は野生型抗体と比較し
て、TF陽性がん細胞PSN-1への細胞内在化効率が上昇し、改変型ADCは野生型ADCよりもPSN-1に対する殺細胞効果
が高かった。一方、in vivoにおける腫瘍集積性や抗腫瘍効果では改変による優位性が示されなかった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we aimed to improve a potency of antibody-drug 
conjugates (ADCs) by increasing the association rate constants (ka) of the antibody. The monoclonal 
antibody against tissue factor (TF) was modified some specific amino acids, and we confirmed that 
the ka of the engineered antibody was more than 20 times higher than that of the wild-type antibody.
 The engineered antibody was more efficiently internalized into TF-positive cancer cell line, PSN-1 
cells than the wild-type antibody. Also, the engineered ADC showed greater cytotoxicity against 
PSN-1 cells in vitro than the wild-type ADC. However, we could not observe the changes in the degree
 of tumor accumulation and the anti-tumor effect against PSN-1 tumor.

研究分野：腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年複数の抗体抗がん剤複合体（antibody-drug conjugate, ADC)が承認され、ADCが有望ながん治療戦略である
事が認知されている。今後の更なる追加検討が必須であるが、本研究において、抗体改変によりADCの薬効増強
の可能性が示唆され、また結合速度定数がADC開発の抗体クローン選択に重要な指標になりえることが示唆され
た。これらの検討は、今後の高機能なADC医薬品創出に寄与すると考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

（１） 抗体抗がん剤複合体（ADC; antibody-drug conjugate）の作用メカニズム 

抗体抗がん剤複合体（ADC; antibody-drug conjugate）は有望ながんの治療薬として基礎・臨床の

双方から注目されている抗体製剤である。ADC はモノクローナル抗体と強力な抗がん剤、それ

らを繋ぎ薬剤放出制御を担うリンカーによって構成されている。現在開発されている ADCの殆

どは、がん細胞膜表面上のタンパク質抗原を標的としており、標的抗原に結合後、抗原のエンド

サイトーシス依存的に細胞内へと取り込まれる。その後、ライソソーム内のプロテアーゼによっ

てリンカー構造が選択的に切断されることで薬剤が放出される。ADC に搭載されている多くの

薬剤は微小管重合阻害やDNA複製阻害を起こし、最終的にがん細胞のアポトーシスを誘導する。

これらの一連の ADC の作用メカニズムから、ADC の薬効増強のためには、標的細胞への結合性

や細胞内挙動を制御することが重要であると考えられる。 

 

（２） 結合カイネティクスの重要性 

抗体の結合力は結合定数 KD（= 解離速度定数 kd／結合速度定数 ka）で定義される。本研究では

抗体の kaに着目し、抗体のアミノ酸改変により kaを上昇させる。抗体の ka上昇により、ADCの

結合力の増強および細胞内への内在化効率の向上、ひいては標的がん細胞に対する殺細胞効果

の増強が期待されるが、これまでに抗体の ka変化と ADCの性状変化及び治療効果の関係性に言

及した報告は無い。そのため、結合カイネティクスを変化させる意義を明らかにして、結合カイ

ネティクスを最適化する研究は ADC研究開発において極めて必要性が高いと考える。 

 

２．研究の目的 

本研究では kaを変化させることで、「どのように抗体及び ADCの性状が in vitro 及び in vivo で変

化するか」「抗腫瘍効果への影響があるか」を検証する。本研究により、抗体の kaを変化させる

ことで生じる ADCの in vitro 及び in vivoでの性状変化を明らかにして、ADC 開発において kaの

最適化を行う意義を明確にする。 

 

３．研究の方法 

（１） in vitro における性状解析 

組織因子（tissue factor, TF）に対するモノクローナル抗体を用いてアミノ酸改変を行い、改変型

抗体を作製する。野生型抗体と改変型抗体の結合カイネティクスを BiaCore により測定し、改変

型抗体で kaが上昇しているか確認した。次に、それぞれの抗体の TF陽性膵がん細胞株に対する

結合性を明らかにした。それぞれの抗体を蛍光色素標識して、TF 陽性膵がん細胞株への内在化

効率を比較した。さらに、それぞれの抗体に monomethyl auristain E (MMAE)を含むリンカーを付

加して ADCを作製した。ADCを TF陽性膵がん細胞に添加し、がん細胞に対する殺細胞効果を

検証した。 

 

（２） in vivo における性状解析 

膵がん細胞株を皮下したヌードマウスに対して、蛍光色素標識したそれぞれの抗体を尾静脈投

与し、各抗体のマウス体内動態を明らかにした。また、膵がん細胞株皮下移植モデルにおいて、



 

 

野生型 ADCと改変型 ADC の抗腫瘍効果の比較検討を行った。 

 

４．研究成果 

（１） 結合カイネティクス 

リコンビナントヒト TF 抗原に対する抗 TF 野生型抗体と

抗 TF 改変型抗体の kaを測定した結果、改変型抗体は野生

型抗体と比較して 20倍以上も kaが上昇した（図 1）。この

結果から、アミノ酸改変により kaが上昇することが示され

た。また、TF 高発現膵がん細胞株である BxPC-3 に対する

各抗体の結合性を確認した結果、どちらの抗体も BxPC-3

に対する強い結合性が確認され、一方でコントロール抗体

として用いたリツキシマブは結合性を示さなかった。 

 

（２） 細胞内在化効率 

抗 TF野生型抗体と抗 TF改

変型抗体をそれぞれ Alexa 

Fluor 488 で標識して、

BxPC-3 に 4時間接触させ、

細胞内への内在化効率を測

定した。その結果、改変型

抗体と野生型抗体との内在

化効率に有意差は見られな

かった（図 2A）。一方、TF を

中程度に発現する膵がん細

胞株 PSN-1 に対しては、改変型抗体の内在化効率が野生型抗体を有意に上回る結果が得られた

（図 2B）（p < 0.01）。野生型抗体と比較して改変型抗体の PSN-1 への内在化効率が上昇した事は

図 3画像からも明らかである。 

 

（３） ADC作製と in vitro 殺細胞効果 

抗 TF 野生型抗体と抗 TF 改変型抗体をそれぞれ至適条件で還元処理し、フリーになった抗体の

チオール基に対して、MMAE を含むリンカー化合物のマレイミド基を反応（マイケル付加反応）

させ、抗体へのリンカー化合物の付加を行った。抗体還元条件を最適化することで、それぞれの

drug-antibody ratio を 3程度（2.5～3.5）に調製した。作製した野生型 ADCと改変型 ADCを MMAE

換算濃度で 0.3もしくは 3 nM となるように培養液で調製し、TF陽性膵がん細胞株である BxPC-

図 1. kaの相対的変化 

図 2. （A）BxPC-3 および（B）PSN-1 に対する細胞内への

内在化効率比較. 抗体接触時間 4時間（n = 3）  

図 3. （A）野生型抗体お

よび（B）改変型抗体の

PSN-1 に対する細胞内へ

の内在化画像 . 抗体接触

時間 4時間. 赤：標識抗体. 

青：細胞核（DAPI） 



 

 

3 と PSN-1 に添加し

た。24時間反応後、

それぞれのウェルを

培養液で washし、追

加で 48 時間インキ

ュベーションし、そ

の後WST-8アッセイ

によりがん細胞の

viabilityを測定した。

その結果、BxPC-3 に

対して、どちらの薬

剤濃度においても野

生型 ADC と改変型 ADC の殺細胞効果に有意差は見られなかった（図 4A）。一方、PSN-1 に対

しては、野生型 ADC と比較して改変型 ADC の殺細胞効果がどちらの薬剤濃度においても有意

に高い結果となった（図 4B）（p < 0.01）。 

 

（４） 担癌マウスにおける体内動態 

抗 TF 野生型抗体と抗 TF 改変型抗体、およびコントロール抗体としてリツキシマブをそれぞれ

Alexa Fluor 647 標識し、TF 陽性膵がん細胞株 BxPC-3 を皮下移植したヌードマウスに 100 µg/匹

ずつ尾静脈投与した。その後、OV110（Olympus）により経時的にマウス体内の蛍光強度し in vivo 

imagingを行った。その結果、野

生型抗体も改変型抗体もリツキ

シマブと比較して高い腫瘍への

集積性を示した（図 5A）。また、

野生型抗体と改変型抗体の腫瘍

部における蛍光強度の比較で

は、有意な差が見られなかった

が、改変型抗体の方が投与後 3

日、および 7 日後で低い集積性

を示す傾向が示された（図 5A）。

正常部での蛍光強度を測定する

ことで、血中での滞留性を比較

検討した。その結果、投与後 1日、

および 3 日後において、3つの抗

体間で有意な差が見られなかっ

た（図 5B）。この結果は、図 5A

図 5. （A）腫瘍部および（B）

体側の正常部における投与後

1日、3日、および 7日後の蛍

光強度（n = 3） 

図 4. （A）BxPC-3および（B）PSN-1に対する各 ADCの殺細胞効

果. 薬剤接触時間 24時間（n = 3） 



 

 

におけるリツキシマブと抗 TF 抗体の腫瘍集積性の明らかな差は、血中での安定性ではなく、

BxPC-3 へのアクティブターゲティングによる差であることを示唆している。野生型抗体と改変

型抗体との比較では、腫瘍部の蛍光強度と同様、投与後時間が経過するにつれて、血中での蛍光

強度も改変型抗体の方が低くなる傾向にあった。 

 

（５） in vivo における抗腫瘍効果検討 

項目③において、野生型 ADC と改変型 ADC の in vitro 殺細胞効果の差が見られた TF 陽性膵が

ん細胞株 PSN-1 をヌードマウスの皮下に移植して担癌マウスを作製した。腫瘍サイズの平均が

200～300 mm3 になった時点で

DPBS、野生型 ADCもしくは改変

型 ADC を尾静脈投与し、治療実

験を開始した（Day0）。それぞれ

の ADC は 5 mg/kg を週 1 回、計

2 回投与し、その後経時的に腫瘍

径の測定を行った。その結果、野

生型ADC投与群と改変型ADC投

与群では DPBS 投与群と比較し

て、腫瘍の増殖が抑制される傾向

が見られた。一方、野生型 ADCと

改変型 ADC の抗腫瘍効果に有意

な差は見られなかった。また治療

開始 14日以降では、改変型 ADC

投与群の方が野生型 ADC 投与群

よりも腫瘍の再増殖が早い傾向が見られた（有意差無し）。 

 

図 6. PSN-1担癌マウスにおける治療実験（n = 4）. 黄色

矢印は投与日（Day0と Day7）を示す. 投与量は 5 mg/kg.  

腫瘍径は短径×短径×長径×1/2で算出. 
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