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研究成果の概要（和文）：上皮増殖因子受容体(EGFR)は多くの癌細胞表面に発現しており，これを介するシグナル伝達
は，癌細胞の増殖，浸潤，転移，血管新生，アポトーシスの回避等癌細胞の増殖に関与していることがしられている．
したがって，この分子を阻害する抗体は既に重要な抗癌剤として利用されている．
我々はこのEGFRとヒトリンパ球表面マーカーであるCD3に同時に結合することができる二重特異性抗体を人工的に作製
した．これにより，EGFRシグナルの阻害のみならず，リンパ球を癌細胞に接近させることが可能となり，リンパ球が癌
細胞を直接攻撃することにより極めて強力な癌細胞殺傷効果を有することが示された．

研究成果の概要（英文）：Epidermal growth factor receptor (EGFR) is known as a key target molecule for canc
er therapy because ligand binding to EGFR and its signal pathway leads to cancer cell proliferation, invas
ion, metastasis, angiogenesis, avoidance of apoptosis. So, blocking antibody for EGFR is now become an imp
ortant therapeutic agent for cancer treatment.
We developed artificial bispecific antibody that binds both EGFR and CD3 which is a surface marker of huma
n lymphocyte. This antibody can not only block the EGFR signal but also lead lymphocytes to cancer cells. 
We found that this artificial antibody had a very strong anticancer activity for EGFR positive cancer cell
s.
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１．研究開始当初の背景 
（１）胆道癌は予後不良な癌腫であり，根治
切除が得られたとしても，再発・転移を来す
症例が多く，さらなる治療手段が必要である． 
（２）現在までのところ，胆道癌に対する分
子標的治療薬はない．大腸癌などに対しては
抗上皮増殖因子受容体（EGFR）抗体が使用
されているものの，胆道癌での有用性を示す
報告はない．また，抗体医薬単独での効果に
は限界がある． 
（３）これまでに EGFRシグナルを阻害する
と共に，リンパ球と癌細胞を架橋するような
diabody 型二重特異性抗体を開発し，その効
果を示してきた．しかしながら， diabody
型二重特異性抗体は分子量が小さく，組織へ
の高浸透性，高クリアランスといったメリッ
トがある反面，Fc領域を持たない為に，リン
パ球を含む免疫担当細胞を活性化すること
ができず，体外で活性化したリンパ球を同時
に戻す養子免疫療法との併用が必要であっ
た． 
（４）そこで，Fc 領域を有する IgG 型の二
重特異性抗体を作製し，生体内で naïveなリ
ンパ球を活性化することが出来れば抗体の
みの投与での治療が可能であり，治療の簡便
さは臨床応用へ繋がると考えて研究を開始
した． 
 
２．研究の目的 
遺伝子工学的手法を用いて，ヒト IgG の Fc
領域と２つの抗体の可変領域（抗 EGFR抗体，
抗 CD3 抗体）を結合し，IgG like な二重特
異性抗体を作製し，その抗腫瘍効果を検討す
る． 
 
３．研究の方法 
遺伝子工学的手法を用いて既存のdiabody型
の二重特異性抗体(hEx3 diabody)に加え，一
本差抗体型の二重特異性抗体（hEx3-scDb），
scDb に Fc 領 域 を 結 合 し た も の
(hEx3-scDb-Fc)，抗体の Vh, Vl 部分をそれ
ぞれ抗EGFR抗体scFv, 抗 CD3抗体scFvに置
き換えたもの(hEx3-scFv-Fc)を作製した
（Figure.1） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの分子のもつ抗腫瘍効果について in 
vivo, in vitro で比較を行なうこととした． 
 

４．研究成果 
in vitro 
標的細胞を胆管癌細胞株 TFK-1 とし，MTS 
assay を行なった．diabody 型の二重特異性
抗体は活性型リンパ球(T-LAK 細胞)との共存
下でのみ抗腫瘍効果を認めたが，Figure2 に
示すように Fc を有する hEx3-scFv-Fc 
(Figure 2A), hEx3-scDb-Fc (Figure 2B)は，
末梢血単核球(PBMC)を用いても抗腫瘍活性
を確認することができた．これは Fc 領域を
有する構造の違いであり，Fc を結合する大き
なメリットと考えた 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に，シャーレ上で EGFR 陽性胆管癌細胞株
である TFK-1 細胞と T-LAK 細胞を 37 度で共
培養し，顕微鏡で観察すると，hEx3-scDb-Fc
を投与することで，TFK-1 細胞周囲に T-LAK
細胞（白矢印）が時間とともに集族し，TFK-1
細胞が死滅していく様子が観察されたが，同
様の効果は hEx3-scDb-Fc 非存在下には確認
されなかった．（Figure 3. hEx3-scDb-Fc 非
存在下 A: 0 時間，B: 30 分，C: 1 時間，D: 2
時間後，hEx3-scDb-Fc 存在下 E: 0 時間，F: 
30 分，G: 1 時間，H: 2 時間後） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また，in vivo の実験系（SCID マウス背部に
胆管癌細胞株 TFK-1 を皮下移植し，T-LAK 細
胞もしくは PBMC と共に抗体を投与したとこ
ろ，diabody 型では T-LAK 細胞の存在時のみ
の腫瘍縮小効果であったが，Fc を有するもの
は PBMC を用いた際にも同様の腫瘍縮小効果
を認めた（Figure4）．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また，これらの効果は既存の抗体医薬
(cetuximab)と同等あるいはそれ以上の効果
を示すことが示され，単なる EGFR の阻害の
みならず，二重特異性抗体がもたらすリンパ
球と癌細胞の架橋効果が関与していること
が示唆された(Figure 5, 6)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの効果は胆道癌に特異的なものでは
なく，EGFR を発現する種々の癌細胞株に対し
て確認され，汎用性が高く、EGFR を発現さえ
していればどのような癌に対しても効果を
持つことが示唆された(Table.1)． 
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