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1-1. 抗体の構造 

抗体（antibody）はリンパ球の一種であるB細胞から産生される液性因子であ

り、ウイルスや毒素など生体内の抗原（antigen）に対して高い親和性と優れた

特異性をもって結合するタンパク質である。抗体は免疫応答において中心的な

役割を担っており、抗原に結合した抗体は単球やNK細胞などの免疫細胞を活性

化したり、血清成分の一種である補体分子を活性化したりすることで異物を排

除する(1) 。 

抗体は抗原結合に関与するFab（antigen binding fragment）領域と、免疫応

答の活性化に関与するFc（fragment crystallizable region）領域に分けられる

（図1－1）。Fab領域のN末端側半分にはアミノ酸配列が変異性に富む可変領域

（Variable region）が存在し、軽鎖可変領域（variable region of light chain ; 

VL）と重鎖可変領域（variable region of heavy chain ; VH）に分けられる。

VL及び VHにはそれぞれ相補性決定領域（ complementarity-determining 

regions ; CDR）と呼ばれる非常に変異性の高い領域が存在し、抗原に対する結

合活性を決定している。可変領域を除くFab領域とFc領域には定常領域

（constant region）と呼ばれる多様性の低い領域が存在し、軽鎖定常領域

（constant region of light chain ; CL）と重鎖定常領域（constant region 

of heavy chain ; CH）から成る。ヒトの場合、CH部位はimmunoglobulin (Ig) 

A、IgD、IgE、IgG及びIgMの5つのクラスに分けられる。IgGの場合、CH部位はCH1、

CH2及びCH3の3つのドメインに分けられ、CH1とCH2の間にはヒンジ領域と呼ばれ

る柔軟性の高い部位が存在する。さらにヒンジ領域にはジスルフィド結合が存
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在し、CH3ドメイン同士の非共有結合と共にホモ二量体形成に関与している。IgE

やIgGは単量体で存在する一方、IgAやIgMは通常それぞれ二量体及び五量体とし

て存在している(1-4)。各クラスはそれぞれ異なる役割を担っており、例えばIgA

は粘膜部位に多く存在しウイルスなどからの感染防御に寄与する一方、IgGは血

中に多く存在し体内での異物排除に寄与している(5)。CLはκ鎖（Cκ）とλ鎖（C

λ）の二種類が存在するが、機能的な役割は明確に分けられてはいない。 

 

  

図 1－1．IgG の構造 
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1-2. IgG の構造と機能 

抗体医薬に汎用されているIgGの構造を図1－1に示した。IgGは約50 kDaの重

鎖と約25 kDaの軽鎖から成り、各ドメインはジスルフィド結合や疎水性相互作

用により安定化されたβバレル構造（イムノグロブリンフォールド）を有してい

る(4)。 

ヒトIgGにはCH部位の配列の異なる4つのサブクラス（IgG1、IgG2、IgG3及び

IgG4）が存在し、各サブクラスはそれぞれ異なる生物活性を有している（表1－

1）。これにはFc領域が関与しており、Fc領域は特定のタンパク質に結合するこ

とでオプソニン化や抗体依存性細胞傷害活性（antibody-dependent cellular 

cytotoxicity ; ADCC）及び補体依存性殺細胞活性（complement-dependent 

cytotoxicity ; CDC）などのエフェクター活性を引き起こす(6-8)。 

ADCC活性はNK細胞上のFcγ受容体IIIa（FcγRIIIa）/CD16が抗原に結合した抗

体によって架橋されることで引き起こされ、NK細胞がパーフォリンやグランザ

イムBなど細胞溶解性タンパク質を放出したり、アポトーシス誘導活性を有する

tumor related apoptosis inducing ligandを発現したりすることで標的細胞を

殺傷する(9)。CDC活性は標的細胞に結合した抗体に補体成分C1qが結合し、その

後補体カスケードが活性化することで引き起こされ、標的細胞膜上に膜侵襲複

合体（membrane attack complex ; MAC）を形成し穴を開けることで殺傷する

(10)。CD16やC1qに対するFc領域の結合活性はサブクラスによって異なり、IgG1

とIgG3は高いADCC活性及びCDC活性を有する(11)。またFc領域は免疫細胞や血管

内皮細胞に発現する胎児性Fc受容体（neonatal Fc receptor ; FcRn）と結合す
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ることで、抗体の血中濃度の維持や組織間輸送に大きく関与している(12, 13)。 

物性はサブクラス毎に異なり、IgG1は非常に安定である一方、その他のサブク

ラスはそれぞれ特有の課題を有している(14)。IgG2はジスルフィド結合のミス

ペアリングによって、不均一な構造をとることが知られている(15, 16)。IgG3は

プロテアーゼ感受性が高く、分解しやすいという問題がある(11, 17)。IgG4はヒ

ンジ領域のジスルフィド結合が不可逆的に形成されることで、ハーフ抗体を生

じる(18, 19)。従って、抗体のエフェクター活性を利用する癌治療用抗体には

IgG1が汎用されている。 

 

表 1－1．各種ヒト IgG サブクラスの特性 

 
IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

ADCC + - + ± 

CDC ++ + +++ - 

Half life ++ ++ + ++ 

Stability Good Disulfide bond  

shuffling  

Low protease 

resistant 

Half antibody 

formation 
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1-3. 抗体医薬品の歴史 

抗体は高い親和性をもって抗原に結合することが出来るばかりでなく、優れ

た特異性を有するため副作用が低かったり予測可能であったりすることや、生

体内で優れた安定性を有すること、さらに血中半減期が長いため一度の投与で

長期間の薬効が期待できることから、医薬品のフォーマットとして魅力的な分

子である。これまでに承認されている抗体医薬品の作用機序は大きく 5 つに分

けられる（図 1－2）。Fc 部位や Fab 部位に依存した作用としては、NK 細胞など

の免疫細胞を活性化し標的細胞を殺傷する ADCC 活性、補体成分を活性化するこ

とで標的細胞を殺傷する CDC 活性、リガンドまたは受容体に結合しシグナル伝

達を遮断するブロッキング活性、受容体に結合しシグナルを伝達するアゴニス

ト活性がある(20, 21)。また、抗体の特異性を利用した作用としては、抗体に薬

剤や放射性同位体を結合させ、標的細胞特異的に薬剤をデリバリーする武装化

抗体が挙げられる(22)。 

 

 

図 1－2．抗体医薬品の作用機序 
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抗体のヒト疾患治療への応用は 1900 年代より検討がなされてきたが、医薬品

としての応用が現実味を帯びてきたのは1975年にハイブリドーマ技術を用いた

モノクローナル抗体の作製方法が確立されて以降である(23)。ハイブリドーマ

技術を用いた一般的なモノクローナル抗体の取得方法を図 1－3に示した。マウ

スやラットなどの動物に抗原を免疫後、血清中の抗体価が増加した個体から抗

体産生細胞を含む脾臓やリンパ節を回収し、これをミエローマ細胞と融合する

ことで不死化された抗体産生細胞、即ちハイブリドーマを得る。得られたハイブ

リドーマはポリクローナルな状態であるため、限界希釈法などでモノクローナ

ルな状態にして培養する。その後、培養上清中に産生された抗体の親和性及び特

異性を ELISA 法やフローサイトメトリー法などで評価することで、目的の活性

を有するクローンを選抜する（以降、本抗体スクリーニング方法をハイブリドー

マ法とする）。 

 

 

図 1－3．ハイブリドーマ法を用いた一般的なモノクローナル抗体の選抜方法 
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当初はハイブリドーマ法で取得されたマウスやラットなど異種動物由来の抗

体をそのまま臨床研究に用いていたが、マウスやラット由来のモノクローナル

抗体はヒト生体内では血中半減期が短いことに加え、高いエフェクター活性を

引き起こすことも出来なかった。加えて、ヒトに投与されたマウス抗体やラット

抗体は異物として認識されるため抗マウス抗体や抗ラット抗体が産生されてし

まい、頻回投与によりアナフィラキシーショックを引き起こすことも大きな問

題であった(24)。1986 年には世界初の抗体医薬品として、マウス抗 CD3 モノク

ローナル抗体 Orthoclone-OKT3 が臓器移植における拒絶反応抑制剤として承認

されたが(25)、それ以外の臨床試験は失敗に終わった。 

その後、異種動物由来抗体の抗原性低下を目指して、マウス抗体などを遺伝

子工学的に改変し、ヒト抗体に近づける研究、すなわち抗体工学研究が発展し

た（図 1－4）。最初に行われたのは抗原結合に関与する可変領域をヒト抗体の

定常領域と融合させたヒト型キメラ抗体（chimeric antibody）の作製である

(26, 27)。ヒト型キメラ抗体はヒト生体内で長い血中半減期と高いエフェクタ

ー活性を発揮することが出来、さらに免疫原性も低下したことから、複数のヒ

ト型キメラ抗体医薬品が上市された。しかし、依然、異種動物由来の可変領域

に対しては生体内で抗抗体が生じてしまったことから、CDR 部位のみをヒト抗

体に移植したヒト化抗体（humanized antibody）技術の確立が進んだ(28-

30)。さらに、ファージディスプレイ法やヒト抗体産生動物を用いた完全ヒト
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抗体（human antibody）作製技術が確立され、より抗原性の低い完全ヒト抗体

が利用可能となった(31, 32)。 

 

 

図 1－4．マウス、キメラ、ヒト化及びヒト抗体の特徴 

 

一方、ゲノム創薬研究の進展により抗体医薬品に適した標的分子が多数同定

されたことも相まって、2000 年代以降は多数の抗体医薬品が上市された（図 1

－5）(33)。現在、抗体は医薬品開発における主流のフォーマットの一つであり、

最も活発に研究開発が行われている分野である。2022 年の世界医薬品売上予想

では、上位 20品目のうち 9品目が抗体医薬品になると予想されており、中には

年間売上高が 1兆円を超えるとされる品目も複数ある（表 1－2）(34)。 
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図 1-5. 抗体医薬品の承認品目数の変移 

 

表 1－2．2022 年の世界医薬品売上予想（文献 34より抜粋） 

 
Product name Mechanism of action Estimated sales（$m） 

1 Opdivo Anti-PD-1 antibody 14634 

2 Humira Anti-TNFα antibody 13645 

3 Revlimid Immune modulator 13024 

4 Xarelto Factor Xa inhibitor 7827 

5 Eylea VEGFR inhibitor 7702 

6 Imbruvica BTK inhibitor 7287 

7 Enbrel TNFα inhibitor 7177 

8 Prevnar 13 Pneumococcal vaccine 6069 

9 Keytruda Anti-PD-1 antibody 5959 

10 Januvla/Janumet DPP-Ⅳ inhibitor 5913 

11 Ibrance CDK4/6 inhibitor 5709 

12 Soliris Anti-C5 antibody 5657 

13 Eliquis Factor Xa inhibitor 5422 

14 Tecentriq Anti-PD-L1 antibody 5331 

15 Avastin Anti-VEGF antibody 5178 

16 Prolia/Xgeva Anti-RANKL antibody 5148 

17 Victoza/Saxenda GLP-1 agonist 4918 

18 Darzalex Anti-CD38 antibody 4909 

19 Botox Botulinum toxin 4823 

20 Perjeta Anti-HER2 antibody 4775 
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これまでに欧米で承認された抗体医薬品を表 1－3に示した(33)。適応疾患と

してはがん、自己免疫疾患、感染症、アレルギー疾患など多岐にわたっている。

抗がん剤のうち、固形癌を対象としたものは複数上市されているが、その作用メ

カニズムは腫瘍環境を正常化することで間接的に抗腫瘍活性を発揮するもの

（抗 VEGF 抗体 Avastin や抗 PD-1 抗体 Opdivo など）と、エフェクター活性やブ

ロッキングにより腫瘍細胞を直接殺傷することで抗腫瘍活性を発揮するもの

（抗 EGFR 抗体 Erbitux や抗 HER2 抗体 Hercepin など）の 2つに大別される。前

者の承認品目数は少ないものの、複数の癌種に対して適応可能なものが多い。例

えば抗 VEGF 抗体 Avastin は大腸癌、非小細胞肺癌、卵巣癌、乳癌、子宮頸癌な

ど幅広い癌種に適応されている(35)。一方、後者の承認品目数は比較的多いもの

の、その抗原は epidermal growth factor receptor（EGFR）、human epidermal 

growth factor receptor 2 (HER2)、proggramed death ligand 1 (PD-L1)の 3

種に限られており、特定の癌種に対してのみ適応されているものが多い。例えば

抗 HER2 抗体 Herceptin の適応は乳癌と胃癌に限られている(36, 37)。また、癌

は非常に不均一であるため、Herceptin であれば全ての乳癌患者に適応できると

いうわけではない。以上のことから、後者の抗体については依然ニーズが高く、

既存薬とは異なる抗原を認識して腫瘍細胞を直接殺傷する抗体医薬の開発が求

められている。 
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表 1－3．米国及び EUで承認された抗体医薬品一覧（文献 33より引用） 

Year Product name 

1986 Orthoclone-OKT3 (CD3) 

1991 Centoxin（Endotoxin） 

1994 Reopro (GpIIb/IIIa) 

1995 Panorex（EpCAM） 

1997 Rituxan (CD20), Zenapax (IL2R) 

1998 Simulect (IL-2Rα), Synagis (RSV), Remicade (TNFα), Herceptin 

(HER2) 

2000 Mylotarg (CD33) 

2001 MabCampath (CD52) 

2002 Zevalin (CD20), Humira (TNFα) 

2003 Bexxar (CD20), Xolair (IgE), Raptiva (CD11a) 

2004 Erbitux (EGFR), Avastin (VEGF), Tysabri (a4 integrin) 

2006 Lucentis (VEGF), Vectibix (EGFR) 

2007 Soliris (C5) 

2008 Cimzia (TNFα)  

2009 Stelara (IL-12/IL-23p40), Simponi (TNFα), Ilaris (IL-1b), 

Arzerra (CD20) 

2010 Prolia (RANKL), RoActemra（IL-6R） 

2011 Benlysta (BLyS), Yervoy (CTLA4), Adcetris (CD30)  

2012 Perjeta (HER2) 

2013 Kadcyla (HER2), Gazyva (CD20) 

2014 Sylvant (IL-6), Entyvio (α4β7 Integrin), Keytruda (PD-1), 

Cyramza (VEGFR2), Blincyto（CD19×CD3）, Opdivo（PD-1） 

2015 Cosentyx（IL-17a）, Unituxin（GD2）, Repatha（PSCK9）, Praluent

（PSCK9）, Nucala（IL-5）, Praxbind（Dabigatran）, Portrazza

（EGFR）, Empliciti（SLAMF7）, Darzalex（CD38） 

2016 Taltz（IL-17a）, Anthim（B. anthracis）, Cingaero（IL-5）, 

Lartruvo（PDGFRa）, Zinplava（C.difficile）, Tecentriq（PD-L1） 

2017 Lumicef（IL-17R）, Bavencio（PD-L1）, Ocrevus（CD20）, Dupixent

（IL-4R）, Imfinzi（PD-L1） 
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1-4. TROP-2 

TROP-2（trophoblast antigen 2） [別名 tumor-associated calcium signal 

transducer 2 (TACSTD-2) 、 epithelial glycoprotein-1 (EPG-1) 、

gastrointestinal antigen 733-1 (GA733-1)、membrane component 1 surface 

marker 1 (M1S1）]はヒト絨毛がん細胞株 BeWO を免疫した BALB/c マウスより得

られたクローン 162-46 の抗原として同定された I 型膜タンパク質である（図 1

－6、7）(38)。 

ヒトTROP-2はイントロンレスの遺伝子tacstd-2にコードされている(39, 40)。

タンパク質の全長は 323 アミノ酸残基であり、26 アミノ酸残基のシグナルペプ

チド（signal peptide ; S）、248 アミノ酸残基の細胞外ドメイン（extracellular 

domain ; ECD）、23 アミノ酸残基の膜貫通ドメイン（transmembrane domain ; 

TM）及び 26 アミノ酸残基の細胞内ドメイン（intracellular domain ; ICD）か

ら構成される。同じファミリー分子であり、癌抗原として知られている

epithelial cell adhesion molecule（EpCAM）とは類似の構造を有しており、ア

ミノ酸配列の相同性は 49%と高い。ECD は cystein-rich domain (CRD)、

thyroglobulin type-I domain (TY)及び cystein-poor domain (CPD)から構成さ

れている。CRD と TY には 1 か所ずつ、CPD には 2 か所の N 型糖鎖付加部位が存

在することから、糖鎖付加の状態によって TROP-2 の分子量は 35～49 kDa と不

均一である。TROP-2 は細胞膜上では CRD と TY を介した会合によって二量体化し

ており(41)、細胞間接着に寄与していると考えられている(42, 43)。ICD は

phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2)結合モチーフを有しており、
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protein kinase C 依存的なリン酸化を受ける。リン酸化を受けた ICD は nuclear 

factor-kappa B、Raf などのリン酸化を促進する。また、TROP-2 は小胞体からの

カルシウム流出を促進することで mitogen activated protein kinase(MAPK)を

リン酸化し、細胞増殖を促進する(44)。TROP-2 の膜貫通領域は TNF-α 

converting enzyme やγ-secretase による切断を受けることで ECD と ICD を放

出し、ICD は核内に移行しβ-catenin と相互作用することで細胞増殖を促進す

ることも報告されている(45, 46)。 

 

 

図 1－6．TROP-2 タンパク質の構造 

 

正常組織において、TROP-2 は胚や胎児において広く発現しており、特に胚ト

ロポブラスト細胞や、胎盤などに高発現していることが報告されている(38)。成

体においても、いくつかの上皮組織に発現することが知られており、前立腺、尿

細管、皮膚、乳腺などに発現することが報告されている(47)。一方、リンパ球、

赤血球、血小板などの血球細胞における発現は報告されていない(38)。 

正常組織のみならず、TROP-2 は複数の癌種において遺伝子及びタンパク質が

高発現していることが報告されている。TROP-2 の発現が亢進されている癌種と
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しては、乳癌、膵臓癌、大腸癌、食道癌、卵巣癌、前立腺癌などがあり、それら

の多くで TROP-2 の発現は予後不良との関連が示唆されている(47-52)。前述の

通り、TROP-2 は細胞増殖や細胞間接着に寄与することが報告されているが、癌

細胞における TROP-2 の高発現は、細胞増殖、遊走、転移及びアノイキス耐性な

どに寄与することが報告されている(53-56)。 

以上の知見から、TROP-2 は抗癌抗体医薬品の標的として適した発現プロファ

イル及び機能を有しており、抗体のエフェクター活性や機能阻害活性を利用し

て直接的に癌細胞を殺傷するための有望な抗原となり得ると考えられた。一方、

正常組織における発現は組織損傷などの副作用を誘発する懸念があることから、

抗 TROP-2 抗体を臨床応用する際には、癌細胞に対する作用のみならず正常組織

に対する作用も精査する必要が考えられた。 

 



 

16 

 

 

図 1-7. ヒト TROP-2 の塩基配列及びアミノ酸配列  
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1-5. 抗 TROP-2 抗体 

前述のとおり、TROP-2 は癌細胞における発現量の増加や悪性度との関連が示

唆されていることから、抗体医薬の標的分子として魅力的な性質を有している

と考えられる。2017 年 9月時点では TROP-2 を標的とした抗体医薬品は承認され

ていないものの、いくつかの抗 TROP-2 抗体に関する報告がなされている。以下

に、ハイブリドーマ法によって取得された 4 種の抗 TROP-2 抗体クローン（162-

42、MOv16、RS7、AR47A6.4.2）の特徴を記載した。 

Lipinski らによって樹立された 162-42 は、ヒト絨毛がん細胞株 BeWo を免疫

したマウスから作製されたハイブリドーマより、BeWo 細胞結合性を指標に単離

されたクローンである。本クローンは、複数のヒト絨毛がん細胞株に結合する一

方、ヒト血球細胞には結合しないことがラジオイムノアッセイにより確認され

ている(38)。また、Miotti らによって樹立された MOv16 は、ヒト卵巣癌細胞株

OvCa4343/83 を免疫したマウスから作製されたハイブリドーマより、高い免疫原

結合性と低いヒト正常腎臓組織結合性を指標に単離されたクローンである。凍

結組織切片を用いた免疫染色により、本クローンはヒト卵巣癌組織だけでなく、

乳癌組織や肺癌組織に対しても強く結合することが確認されている。正常組織

に対しては、乳腺、膵臓外分泌腺、尿細管、前立腺への結合も認められている

(57)。両クローン共に癌細胞に対する結合性が確認されているものの、抗腫瘍活

性に関する報告は皆無であり、臨床試験も実施されていない。 

Stein らによって樹立された RS7-3G11（以下 RS7）は、外科的切除により採取

したヒト初代非小細胞肺癌細胞の細胞膜画分を免疫したマウスより、高い免疫
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原結合性と低いヒト正常肝臓組織結合性及び血球細胞結合性を指標に単離され

たクローンである(58, 59)。凍結組織切片を用いた免疫染色から、本クローンは

乳癌、肺癌、前立腺癌などの癌組織や、腎臓、乳腺、大腸などの正常組織にも結

合することが確認されている。RS7 については、抗腫瘍活性に対するいくつかの

検討結果が報告されている。マウス担癌モデルにおいて、RS7 は抗体単独では in 

vivo 抗腫瘍活性を発揮することが出来なかったが(60)、放射性同位体 131I で標

識することで高い in vivo 抗腫瘍活性が認められている。一方、安全性の観点

では、131I 標識 RS7 は高い毒性が認められており、投与されたマウスの中には死

亡した個体も見られている(61)。Immunomedics 社は、ヒト化 RS7（humanized 

RS7 ; hRS7）に、I型トポイソメラーゼ阻害剤イリノテカンの活性代謝物である

SN-38 を結合させた抗体・薬物複合体 hRS7-SN38（開発コード IMMU-132）を作製

し、臨床試験を実施している(62-65)。IMMU-132 は TROP-2 結合依存的に癌細胞

に SN-38 を送達することで、in vitro 及び in vivo で非常に高い抗腫瘍活性を

発揮することが分かっている。これまでに実施された臨床試験においては、

IMMU-132 は乳癌、尿路上皮癌、肺癌に対して優れた抗腫瘍効果を発揮し得るこ

とが報告されており、第三相試験の実施が計画されている。一方、安全性の観点

では、IMMU-132 を投与された患者の約 10%で、SN-38 に起因すると思われる重度

の下痢症状が認められている。IMMU-132 は腫瘍部位で SN-38 を効率的に放出さ

せることを目的に、血清中で切断されるリンカーを用いて SN-38 を抗体に結合

させている(66)。そのため、体内循環している IMMU-132 から放出された SN-38

が消化管障害を引き起こしていることが考えられる。さらに、TROP-2 は複数の
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正常上皮細胞にも発現していることから、それら組織に作用することで副作用

を誘発する懸念もある。 

旧 Arius Research 社により樹立されたクローン AR47A6.4.2 は、初代卵巣癌

組織を免疫したマウスから作製されたハイブリドーマより、高い卵巣癌細胞株

結合性と低い正常皮膚細胞株結合性を指標に単離されたクローンである(67)。

In vitro において、AR47A6.4.2 は細胞増殖阻害活性や CDC 活性を発揮すること

が報告されている(68)。また、SCID マウス担癌モデルにおいて、AR47A6.4.2 は

放射性同位体や薬剤を結合していない naked 型抗体フォーマットで in vivo 抗

腫瘍活性を発揮することが報告されている。しかし、現時点では本クローンの臨

床試験が実施されたとの報告は無い。 

以上のように、TROP-2 は抗癌抗体医薬品の標的分子として有望な性質を有し

ているものの、これまでに上市された抗体クローンはない。最も臨床試験が進ん

でいる IMMU-132 は複数の癌種で薬効を示しているが、TROP-2 は正常組織にも発

現していることから、殺細胞活性が極めて高い武装化抗体である該抗体は正常

組織に対する傷害の懸念があり、副作用が許容されない可能性がある。一般的に、

naked 型抗体の抗腫瘍活性は武装化抗体に比べて劣るが、その反面、安全性は高

いと考えられている。エフェクター活性や機能阻害活性に対する細胞の感受性

は癌種や正常組織毎に異なることから、naked 型抗体の抗腫瘍効果が最大限に発

揮される癌種を選抜することが出来れば、naked 型抗体でも武装化抗体と同等以

上の優れた抗腫瘍活性を発揮することが期待される。実際、皮膚などの正常組織

にも発現する EGFR を標的とした抗体においては、武装化抗体はいまだ上市され
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たものはないものの、naked 型抗体は複数上市されている。抗 TROP-2 抗体にお

いても、naked 型抗体フォーマットが臨床応用に適している可能性があるが、既

知の naked 型抗 TROP-2 抗体に in vivo 抗腫瘍活性を有する抗体クローンは非常

に少なく、新たな抗体クローンの樹立が求められている。 
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1-6. ファイバー改変アデノウイルスを用いたモノクローナル抗体スクリーニ

ング 

ヒトアデノウイルスは直鎖状の二本鎖 DNA をゲノムとするウイルスである

(69)。そのカプシドは正二十面体構造を有し、12 個のペントンベースよりファ

イバースパイクが突起している。ファイバー部位は根元から先端部にかけて

tail、shaft、knob の構造を有しており、knob 部は標的細胞表面に存在する特定

の分子に結合することでウイルスの接着に関与する。現在までに 50種類以上の

血清型のアデノウイルスが確認されているが、これらは DNA 配列の相同性など

を基に Aから Fの 6種の亜属に分類される。このうち、B亜属以外に属するアデ

ノウイルスの knob 部はコクサッキーアデノウイルス受容体（coxsackie and 

adenovirus receptor；CAR）に結合することで、アデノウイルスを標的細胞に接

着させる。 

Knob 部には HI ループと呼ばれる突出した部位が存在するが、HI ループは数

十個のペプチドを挿入してもウイルスの増殖や感染能に大きな影響を与えない

ことが知られている(70)。Adv-FZ33 は、C 亜型に属する 5 型アデノウイルスの

HI ループ部位に、黄色ブドウ球菌プロテイン A に由来する抗体結合性ペプチド

Z33 モチーフを組み込んでいる（図 1－8）(71, 72)。Adv-FZ33 は抗体と複合体

を形成することで、Z33 モチーフに結合した抗体依存的に標的細胞に接着するこ

とが出来る。Kato らは抗 carcinoembryonic antigen (CEA)抗体を題材に、Adv-

FZ33 の感染に対する抗体クローンの生化学的特性の影響を解析した結果、フロ

ーサイトメトリー解析では同程度の結合強度を示すクローンでも、感染促進能
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は大きく異なることを見出している(73)。本結果は Adv-FZ33 の感染は単に用い

る抗体の抗原や親和性に依存するだけでなく、エピトープ（抗体が結合する抗原

の特定の領域）などその他の生化学的特性の影響を大きく受けることを示唆し

ている。すなわち、Adv-FZ33 の感染を促進する抗体クローンは、親和性や特異

性を指標とする従来の抗体スクリーニング方法では取得し難いユニークな生化

学的特性を有する可能性が考えられた。 

 

 

図 1－8．ファイバー改変アデノウイルスベクターAdv-FZ33 

 

これまでに札幌医科大学では、ファイバー改変アデノウイルス Adv-FZ33 を用

いた新規の抗体スクリーニング方法（以降、本抗体スクリーニング方法をアデノ

法とする）を構築し、癌細胞特異的抗体の樹立に取り組んできた(74, 75)。アデ

ノ法の手順を、抗 TROP-2 抗体の樹立を例に挙げて図 1－9に示した。初めに、外

科的切除により取得されたヒト初代前立腺癌細胞を免疫した balb/cマウスから

脾細胞を採取し、これをマウスミエローマ細胞株 P3U1 と融合させることでハイ
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ブリドーマを作製した。次に、得られたハイブリドーマの培養上清と、導入遺伝

子として lacZ をコードする Adv-FZ33（Adv-LacZ-FZ33）を標的細胞であるヒト

肺癌細胞株 NCI-H322 へ添加し、培養した後に、細胞のβ-ガラクトシダーゼ活性

を評価することで、高い Adv-LacZ-FZ33 感染促進能を有するクローンを選抜し

た。これと並行して、ヒト末梢血由来単核球（peripheral blood mononuclear 

cells ; PBMC）に対する結合性を解析することで、血球細胞に結合するクローン

を除外した。その後、選抜されたクローンの抗原タンパク質を免疫沈降法により

分離後、質量分析計を用いてアミノ酸配列を決定することにより同定した。その

結果、新規の抗 TROP-2 抗体 Pr1E11 を樹立することに成功した。 

 

 

図 1－9．抗 TROP-2 抗体 Pr1E11 の樹立 
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1-7. 本研究の目的 

TROP-2 は naked 型抗癌抗体医薬品の標的として有望な性質を有しているもの

の、過去にハイブリドーマ法により取得された抗体クローンで優れた in vivo 抗

腫瘍活性を有するものはなく、新たなクローンの樹立が求められていた。抗体の

生物活性は親和性やエピトープなど様々な要因によって決定されるが、アデノ

法で取得された新規の抗 TROP-2 抗体 Pr1E11 は、ハイブリドーマ法とは異なる

ユニークな抗体スクリーニングにより選抜されたクローンであることから、こ

れまでに取得されているクローンとは異質の性質を有している可能性が考えら

れた。 

そこで本研究では、アデノ法で得られた新規の抗 TROP-2 抗体 Pr1E11 の生化

学的特性及び抗腫瘍活性の特徴を明らかにし、抗癌抗体医薬品としての可能性

を検証することを目的とした。 

本論文は五章から構成されている。各章ごとに研究を行うに至った背景を緒

言としてまとめ、以下、目的、材料と方法、結果と考察及び結言を明らかにした。 

第 1 章では、本研究の背景について記述し、本研究における目的を明らかに

した。 

第 2章では、Pr1E11 の生化学的特性を解析した。 

第 3章では、Pr1E11 の in vitro 抗腫瘍活性を評価した。 

第 4章では、Pr1E11 の in vivo 抗腫瘍活性を評価した。 

第 5章では、本研究の総括を記述した。 
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第 2章                

生化学的特性解析 
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2-1. 緒言 

第 1 章で述べた通り、TROP-2 は癌細胞のみならず、複数の正常組織において

も発現していることが報告されている。癌治療用抗体の開発において、開発クロ

ーンの結合特性を把握しておくことは、適応癌種の選定や副作用の予見の観点

から非常に重要である。抗体の結合は、酵素的切断や糖鎖付加など抗原側の翻訳

後修飾の影響を受けることで変化する可能性があるため(76, 77)、Pr1E11 の癌

細胞及び正常組織結合性は既知の抗 TROP-2 抗体とは異なる可能性がある。そこ

で本章では、Pr1E11 の精製抗体を調製し、複数の上皮癌細胞株及び正常組織に

対する結合性を評価した。精製抗体は Pr1E11 のハイブリドーマ培養上清から精

製したマウス IgG1κ型抗体と、ヒト IgG1κ由来定常領域を有するキメラ抗体の

二種類を調製した。癌細胞結合性は細胞株を用いたフローサイトメトリー法で、

正常組織結合性は凍結正常組織切片アレイを用いた免疫染色法で解析した。 

ADCC 活性や CDC 活性などのエフェクター活性は、抗体の親和性やエピトープ

に大きく依存することが知られている(78)。また、TROP-2 は細胞増殖などに関

与することから抗 TROP-2 抗体には増殖阻害活性が期待されるが、このような機

能阻害活性も抗体の親和性やエピトープの影響を受けることが予想される。そ

こで本章では Pr1E11 の結合親和性及びエピトープについても解析した。組み換

え TROP-2 タンパク質に対する結合親和性は、表面プラズモン共鳴法にて解析し

た。結合ドメインの同定は、フローサイトメトリーを用いた AR47A6.4.2 との競

合試験と、組み換え TROP-2 ECD 変異体タンパク質に対する結合活性解析により

実施した。 
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各試験では比較対象として AR47A6.4.2 のヒト IgG1κ型キメラ抗体と、一般試

薬として入手した抗 TROP-2 抗体 5クローンを用いた。 
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2-2. 材料と方法 

2-2-1. 被験抗体 

本研究で使用した抗 TROP-2 抗体 7 クローンを表 2-1 に示した。Pr1E11 と

AR47A6.4.2 は 2-2-2 及び 2-2-3 に記載の方法で調製したものを用いた。その他

のクローンは一般試薬として購入したものを用いた。 

 

表 2-1. 使用抗体一覧 

Clone Origin Immunogen Screening method 

Pr1E11 Sapporo medical 

university 

Human primary 

prostate cacer cell 

Infection of Adv-

LacZ-FZ33 

AR47A6.4.2 Arius research Human primary 

ovarian cancer cell 

Reactivity to 

cancer cell 

MOv16 Miotti et al. Human ovarian 

cancer cell line 

OvCa4343/83 

Reactivity to 

cancer cell 

162-46 Lipinski et al. Human trophoblast 

cell line BeWo 

Reactivity to 

immunogen 

MM0588-

49D6 

Novus 

Biologicals 

Recombinant TROP-2 

protein 

Not reported 

YY-01 Santacruz Recombinant TROP-2 

protein 

Not reported 

77220 R&D systems Recombinant TROP-2 

protein 

Not reported 

 

2-2-2. マウス IgG 型 Pr1E11 の調製 

Pr1E11 のハイブリドーマは札幌医科大学医学部分子医学研究部門より提供さ

れたものを用いた。ハイブリドーマ培養上清からのマウス抗体の調製は下記の

通り行った。ハイブリドーマを 5 vol% low IgG fetal bovine serum（FBS）

（Gibco, 16250078）、50 μg/mL gentamicin sulfate（ナカライテスク, 16672-
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04）を含む Hybridoma SFM（Gibco, 120045076）にて 1×105 個/mL の密度で浮

遊培養用フラスコ（greiner bio-one, 660190）に播種し、37 ℃、5 % CO2下で

1週間培養した。細胞懸濁液を 4 ℃、3000 回転/分（rpm）で 20 分間遠心し、培

養上清を 0.22 μm フィルターにより濾過した。培養上清からの抗体精製は

ProSep-vA レジン（Millipore, 113115827）を用いた。溶出は 100 mmol/L クエ

ン酸バッファーにて、pH 5.0、pH 3.5、pH 3.0 の順に段階的に行い、各画分の

タンパク質濃度を 280 nm での吸光度により見積もり、抗体を含む画分を回収し

た。集めた画分は NAP-10 カラム（GE Healthcare, 17085402）を用いて外液を

150 mmol/L NaCl 含有 10 mmol/L クエン酸バッファー(pH 6.0)に置換した。得

られた溶液は 0.22 μm フィルターにより濾過滅菌した。抗体のサブクラスを

IsoStrip Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kit （ Sigma-Aldrich, 

11493027001）により判定し、Pr1E11 のサブクラスを IgG1κと決定した。 

 

2-2-3. 組み換えヒト IgG1κ型キメラ抗体の作製 

表 1-1 に示した通り、ヒト IgG1 は高い ADCC 活性と CDC 活性を有し、血中半

減期も長く物性も安定であることから癌治療を目的とした抗体医薬品に最も適

したサブクラスである。そこでヒト型キメラ抗体の作製には、IgG1 由来の定常

領域を用いることとした。ここで、Fc部位の N297 におけるＮ型糖鎖のコアフコ

ースを欠いた Fcは FcγRIIIa との親和性が飛躍的に高まり、ADCC 活性が増強さ

れることが知られている(79)。該 N 型糖鎖のコアフコースは FUT8（α-1,6-

fusocyltransferase）により付加される。従って、FUT8 欠損 chinese hamster 
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ovary（CHO）細胞から調製された IgG1 型抗体の ADCC 活性は、通常の CHO 細胞

から調製されたものよりも高い活性を有することが期待される(80)。そこで、ヒ

ト型キメラ抗体はコアフコース付加型[Fuc(+)]とコアフコース欠損型[Fuc(-)]

の二種類を調製した。ヒト型キメラ抗体の調製は下記の通り行った。 

5×107 個のハイブリドーマより RNeasy Maxi Kit（QIAGEN, 75162）を用いて

total RNA を抽出した。150～250μg の total RNA を用い、Oligotex-

dT30<super>mRNA Purification Kit（タカラバイオ, 9086）を用いて mRNA を精

製した。精製した mRNA を鋳型として用いて、SMART RACE cDNA Amplification 

Kit（Clontech, 634914）により cDNA を調製した.得られた cDNA を用いて 5’-

RACE PCR 反応により VH 及び VL の塩基配列を増幅した。Forward primer には

SMART RACE cDNA Amplification Kit に付属の Universal primer を、Reverse 

primer には表 2-2 に記載の配列を用いた。 

 

表 2-2. マウス IgG1 抗体の可変領域クローニング用プライマー 

Primer Sequence 

mIgG1_RV1 5’-CCAGGGTCACCATGGAGTTAGTTTGGGCAG-3’ 

mIgG1_RV2 5’-TCACCATGGAGTTAGTTTGGGCAGCAGATC-3’ 

mKappa_RV1 5’-CTAACACTCATTCCTGTTGAAGCTCTTGACAA-3’ 

mKappa_RV2 5’-GAAGCACACGACTGAGGCACCTCCAGATGT-3’ 

 

PCR 反応液をアガロースゲル電気泳動し、約 500 bp の断片を Target Clone 

Plus Kit（東洋紡, TAK-201）を用いてクローニングした。複数のクローンより

プラスミドを調製して、インサートの塩基配列を解析することで、VH及び VL の

塩基配列及びアミノ酸配列を決定した（図 2－1）。 
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調製した VH または VL の塩基配列を含むプラスミドを鋳型として、表 2-3 に

記載のプライマーを用いて PCR 反応を行った。下線部は抗体発現ベクターに組

み入れるための制限酵素認識配列（Not I、Apa I、EcoR I、BsiW I）を示す。 

 

表 2-3．ヒト IgG1 型キメラ抗体作製用プライマー 

Primer Sequence 

Pr1E11_VH_FW 5’-AAGGAAAAAAGCGGCCGCACCATGGAATGGAGCGGGGTC-3’ 

Pr1E11_VH_RV 5’-CGATGGGCCCTTGGTGGAGGCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGTG-3’ 

Pr1E11_VL_FW 5’-CCGGAATTCCAAGATGGAATCACAGACTCAGGTCC-3’ 

Pr1E11_VL_RV 5’-AGCCACCGTACGTTTTATTTCCAGCTTGGTC-3’ 

 

得られた PCR 産物を TOPO TA Cloning Kit（Invitrogen, 450641）により TA

クローニングした後に塩基配列を決定し、目的の配列が得られていることを確

認した。AR47A6.4.2 については特許情報から可変領域配列を入手し、委託合成

により VH または VL の cDNA を含むプラスミドをそれぞれ取得した。ヒト IgG1

の CH 領域と Cκ領域を有する哺乳類発現用プラスミド及び各抗体の VL 配列を

含むプラスミドを EcoR I 及び BsiW I により切断した後に、アガロースゲル電

気泳動を行い、目的の断片を精製した。2つの断片をライゲーションすることで、

各抗体の VL配列を含む哺乳類細胞発現用プラスミドを得た。次に本プラスミド

と各抗体の VH配列を含むプラスミドを Not I 及び Apa I により切断した後に、

上記と同様の操作を行うことで VH 配列と VL 配列を含むヒト型キメラ抗体発現

プラスミドを得た。得られたプラスミドを CHO/DG44 細胞または FUT8 欠損

CHO/DG44 細胞株 Ms704 に Gene Pulser Xcell エレクトロポレーションシステム

（Bio-rad）を用いて導入し、10 vol% dialyzed FBS（Gibco, 26400044）、50 μ
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g/mL gentamicin sulfate、500 μg/mL G418 disulfate（ナカライテスク, 09380-

44）及び 500 nmol/L methotrexate（和光純薬工業, 135-12573）を含む IMDM（ナ

カライテスク, 11506-05）を用いて遺伝子導入細胞を選抜することで Fuc(+)型

キメラ抗体及び Fuc(-)型キメラ抗体の発現細胞を作製した。得られた細胞はサ

ブコンフルエントになるまで 37℃、5% CO2 下で接着培養用フラスコ（greiner 

bio-one, 660160）にて培養後、培地を 4 mmol/L L-glutamine（ナカライテスク, 

16948-04）及び 50 μg/mL gentamicin sulfate を含む ExCELL-302（Sigma-

Aldrich, 14326C）に交換して一週間培養することで培養上清を得た。得られた

培養上清からの抗体精製は 2-2-2 に記載の方法と同様に Prosep-vA レジンを用

いて実施した。In vivo 評価に用いる抗体については外液を PBS に交換した。 
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図 2-1．Pr1E11 可変領域の塩基配列及びアミノ酸配列（A:VH、B:VL） 
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2-2-4. フローサイトメトリー 

2-2-2 及び 2-2-3 で調製した Pr1E11（マウス IgG1）と AR47A6.4.2（ヒト型キ

メラ IgG1)及び一般試薬として購入した 77220（マウス IgG2a）を用いてフロー

サイトメトリーを実施した。膵臓癌細胞株 BxPC-3、卵巣癌細胞株 CaOV-3、乳癌

細胞株 MCF-7 及び大腸癌細胞株 Colo-205 を 0.02 w/v% EDTA 溶液（ナカライテ

スク）により剥離し、PBS にて洗浄した後、1 w/v% BSA を含む PBS（BSA-PBS）

（ナカライテスク, 09968-35）にて 1×106 個/ｍL の密度の細胞懸濁液を調製

した。本細胞懸濁液を 96穴丸底プレート（Becton Dickinson, 353910）に 100 

μL/well ずつ分注し、氷上で 30分間静置することでブロッキングを行った。プ

レートを 1500 rpm で 3分間遠心して上清を除いた後、一次抗体として抗 TROP-

2 抗体を 10 μg/mL 含む BSA-PBS 溶液を 100 μL/well ずつ添加し、氷上で 1時

間静置した。陰性対象には各サブクラスと同じアイソタイプコントロール抗体

を用いた。BSA-PBS で洗浄後、FITC 標識ヤギ抗マウス IgG（Southern Biotech, 

1033-02）又は FITC 標識ヤギ抗ヒト IgG（Southern Biotech, 2048-02）を 10 μ

g/mL 含む BSA-PBS を 100 μL/well ずつ添加し、氷上で 30分間静置した。BSA-

PBS で洗浄後、フローサイトメーターCytomics FC MPL (Beckman Coulter)で細

胞の蛍光強度を測定した。 

 本実験系をサブクラスの異なる抗体間の競合実験に用いる場合、一次抗体

反応において二種類の抗体を共存させ、片方の抗体の濃度を固定（Pr1E11: 1000 

ng/mL、AR47A6.4.2 及び 77220: 300 ng/mL）し、競合させる抗体の濃度を 0.316 
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μg/mL から 100 μg/mL の間で設定した（3.16 倍希釈系列）。濃度を固定した抗

体のサブクラスに特異的な二次抗体を用いて検出した。 

 

2-2-5. 免疫染色 

ヒト型キメラ抗体を用いて免疫染色を実施した。抗体を EZ-Link Sulfo-NHS-

LC-Biotin（Thermo Scientific, 21335）を用いてビオチン化後、NaN3を添加（0.05 

w/v%）し、0.22μm フィルターで濾過滅菌することでビオチン標識抗体を得た。

C.B17/Icr-scid Jcl(SCID)マウス(日本クレア)にヒト膵臓癌細胞株 BxPC-3 を皮

下移植することで作製した腫瘍細胞塊の凍結組織切片と、ヒト正常組織アレイ

Frozen Tissue Array-Human Adult Normal Tissue, Multi-tissue I (Biochain, 

T6234700)をアセトンを用いて-20℃で 5分間固定し、乾燥させた。PBS にて 1回

洗浄後、0.3 vol% H2O2、0.1 w/v% NaN3を含む PBS にて内因性 Peroxidase のブ

ロッキングを行った。PBS で 3回洗浄後、内因性ビオチンのブロッキングを行っ

た。PBS にて 3回洗浄後、BSA-PBS に室温で 10 分間反応させブロッキングした。

PBS にて 3回洗浄後、ビオチン化抗体を室温で 1時間反応させた。PBS にて 3回

洗浄後、HRP 標識 Streptavidin（DAKO, P0397）を反応させ、室温で 5分間反応

させた。PBS にて 3回洗浄後、DAB 発色（Sigma-Aldrich, D3939）を行った。流

水にて洗浄した後、マイヤーヘマトキシリン溶液（和光純薬工業, 131-09665）

にて核染色を行った。流水にて洗浄した後、70 vol% EtOH、95 vol% EtOH、100 

vol% EtOH の順に 5分間浸漬することで脱水した。次いで Xylene 中に 5分間浸



 

36 

 

漬する操作を 3回行った。標本をエンテランニュー（MERCK, 107961）にて封入

後、Digital microscope VHX-900（KEYENCE）で染色像を観察した。 

 

2-2-6. 表面プラズモン共鳴法による親和性解析 

TROP-2 に対する抗 TROP-2 抗体の親和性を Biacore T100（GE Healthcare）を

用いて解析した。抗 His タグモノクローナル抗体（QIAGEN, 34660）を Amine 

coupling kit（GE Healthcare, BR100050）を用いて Series S Sensor chip CM5

（GE Healthcare, BR100530）上に固定化し、次いでリガンドとして HBS-EP+バ

ッファー（GE Healthcare, BR100188）で希釈した組み換え His-tagged TROP-2 

ECD-Fc タンパク質（R&D Systems, 650-T2-100）を capture させた。その後、

Pr1E11、AR47A6.4.2、MOv16 及び 77220 を 313、625、1250、2500、5000 ng/mL の

順に流し、センサーグラムを取得した。取得したセンサーグラムを Biacore T100 

Evaluation Software version 2.0.1（GE Healthcare）を用いて解析し、Bivalent 

Analyte model により結合速度定数(association rate constant ; ka)、解離速

度定数(dissociation rate constant ; kd)及び解離定数(dissociation 

constant ; KD)を得た。リファレンスには His-tagged TROP-2 ECD-Fc を capture

しないフローセルに対し各抗 TROP-2 抗体を流したものを使用した。センサーチ

ップの再生には 10 mmol/L Glycine-HCl (pH2.0) （GE Healthcare, BR100355）

を用いた。 
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2-2-7. 細胞外ドメイン欠損変異体タンパク質を用いた結合ドメインの同定 

委託合成により TROP ECD の CRD、CRD と TY 又は CRD から CPD の一部までを欠

損させたドメイン欠損体の cDNA 配列を含むプラスミドを取得した。各 TROP-2 

ECD を含むプラスミド及び FLAG タグ配列（DYKDDDDK）とヒト IgG1 由来 Fc 配列

を含む哺乳類細胞発現用プラスミドを KpnI 及び XbaI により切断した後にアガ

ロースゲル電気泳動を行い、目的遺伝子断片を抽出した。この断片どうしをライ

ゲーションすることで各 TROP-2 ECD-FLAG-Fc 発現プラスミドを得た。組み換え

タンパク質は Freestyle 293 Expression system (Invitrogen, K900001)を用い

て発現させた。培養上清からの TROP-2 ECD-FLAG-Fc の精製は 2-2-2 に記載の方

法と同様の手順で実施した。作製した各種 TROP-2 ECD-FLAG-Fc の模式図（図 2

－2）と、各構成要素[Mutant1（Mut1）、Mutant2 (Mut2)及び Mutant3 (Mut3)の

細胞外ドメイン配列と、FLAG-hIgG1）]の塩基配列及びアミノ酸配列（図 2-3）

を以下に示した。 

 

 

 

図 2－2．TROP-2 細胞外ドメイン欠損変異体 
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図 2－3．TROP-2 細胞外ドメイン欠損変異体の塩基配列及びアミノ酸配列 
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図 2－3（続き）．TROP-2 細胞外ドメイン欠損変異体の塩基配列及びアミノ酸配

列 
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図 2－3（続き）．TROP-2 細胞外ドメイン欠損変異体の塩基配列及びアミノ酸配

列 

 

TROP-2 ECD-FLAG-Fc を還元用 SDS-PAGE 用バッファー（ナカライテスク, 

09499-14）で SDS 化した後に、10-20 ％ポリアクリルアミドゲル（ATTO, 2331740）

を用いて電気泳動（100 ng/lane、20 mA/membrane、80 min）した。泳動後、バ

ンドを PVDF 膜（ATTO, 2322451）に 200 mA/membrane で転写した。PVDF 膜を 5 
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w/v% BSA-PBS でブロッキング後、0.1 w/v％ BSA と 0.05 vol％ Tween-20 を含

む TBS（TBS-T）で 1 μg/mL に調製した抗 TROP-2 抗体を室温で 1時間反応させ

た。TBS-T で 3回洗浄した後に、0.1 w/v％ BSA を含む TBS-T で 1000 倍希釈し

た HRP 標識ヤギ抗ヒトκ鎖（Southern Biotech, 2060-05）又は HRP 標識ヤギ抗

マウス抗体（Southern Biotech, 1037-05）を室温で 1 時間反応させた。0.05 

vol％TBS-T で 3 回洗浄した後に、SuperSignal West Pico Chemiluminescent 

Substrate（Pierce, 34080）を添加し、発光させた。撮影には LAS4000mini（Fuji 

film）を用いた。 
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2-3. 結果と考察 

2-3-1. 精製抗体の調製 

2-2-2 にて Pr1E11 のハイブリドーマ上清から精製したマウス IgG1 型抗体（図

2-4.A）及び 2-2-3 にて CHO 細胞の培養上清から精製したヒト型キメラ抗体（図

2-4.B）の CBB 染色像を図 4-1 に示した。いずれの精製抗体も還元状態で泳動し

た場合は重鎖（約 50 kDa）と軽鎖（約 25 kDa）に相当するバンドのみが認めら

れた。一方、非還元状態では 200 kDa 付近に IgG 分子に相当する明確なバンド

が認められた。本結果から、両クローン共に高純度の精製抗体が得られたと判断

した。低分子量側にいくつかの交雑バンドが認められたが、それらのバンドは還

元状態では消失したことから、IgG 分子からの軽鎖や Fab の脱落や、ハーフ抗体

に起因すると考えられた。 

 

図 2-4. 精製抗体の CBB 染色像（A：ハイブリドーマ培養上清から取得したマ

ウス IgG1 型 Pr1E11、B：組み換え CHO 細胞の培養上清から取得したヒト IgG1

κ型キメラ抗体） 
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2-3-2. 癌細胞株結合性 

Pr1E11（マウス IgG1）及び AR47A6.4.2（ヒト型キメラ抗体）の精製抗体を調

製し、上皮癌細胞株4種に対する結合性をフローサイトメトリーにて解析した。

その結果、いずれのクローンも用いた全ての細胞株に対して Mean fluorescence 

intensity (MFI) がアイソタイプコントロール抗体と比較して約 30～100 倍シ

フトする高い結合性が認められた（図 2－5）。 

抗 TROP-2 抗体は多様な固形癌を認識することが報告されていたが、Pr1E11 も

AR47A6.4.2 と同様に膵臓癌細胞株 BxPC-3、卵巣癌細胞株 CaOV-3、大腸癌細胞株

Colo-205、乳癌細胞株 MCF-7 に対して強く結合することが確認された。以上の結

果から、上記癌種は抗 TROP-2 抗体の適応癌種になり得ると考えられた。また、

Pr1E11 はヒト初代前立腺癌細胞の免疫と、ヒト肺癌細胞株 NCI-H322 に対する

Adv-FZ33 の感染促進を基に得られたクローンであることから、これらの癌種に

対する結合も期待された。本結果から、Pr1E11 が多様な固形癌種を適応とし得

ることが確認された。 
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図 2－5．ヒト上皮癌細胞株に対する抗 TROP-2 抗体の結合性 

 

2-3-3. 正常組織結合性 

免疫染色用に Pr1E11 と AR47A6.4.2 のヒト型キメラ抗体を用いて、ビオチン

化抗体を調製した。作製したビオチン化抗体は TROP-2 陽性癌細胞株 BxPC-3 及

び MCF-7 に対して高い結合活性を示し、TROP-2 陰性癌細胞株 PANC-1 に対しては

結合しないことを確認した（data not shown）。本ビオチン化抗体を用いて BxPC-

3 細胞塊（陽性コントロール）及び PANC-1 細胞塊（陰性コントロール）の切片

に対して免疫染色を行った結果、BxPC-3 細胞塊切片においてのみビオチン化抗

TROP-2 抗体による明瞭な染色が確認された（図 2－6-A, B）。そこで次に各種正

常組織切片に対する免疫染色を行った結果、乳腺、腎臓、肝臓、肺、膵臓、皮膚、

胃、及び甲状腺といった多くの組織の上皮細胞に染色が認められた（表 2－4、

図 2－6-C～J）。一方、大脳、小脳、副腎、心臓、小腸、脾臓、骨格筋、卵巣、

子宮頸部及び子宮はいずれの抗体も陰性であった（data not shown）。陽性組織
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の種類は Pr1E11 と AR47A6.4.2 で違いは認められなかった。但し、陽性組織に

おける染色強度は、腎臓ボウマン嚢上皮、肺胞上皮、甲状腺濾胞上皮において

Pr1E11 が AR47A6.4.2 よりも強い傾向が認められた。 

既知の抗 TROP-2 抗体と同様に、Pr1E11 も複数の正常組織に結合することが明

らかとなった。Pr1E11 の染色パターンは AR47A6.4.2 と同様であり、染色強度は

AR47A6.4.2 と同等以上であった。抗体の結合は抗原への糖鎖付加や酵素的切断

などの翻訳後修飾の影響を受けることが知られているが、これらは癌種や組織

ごとに異なる。Pr1E11 と AR47A6.4.2 の癌細胞結合性や正常組織結合性に大きな

違いはなかったことから、これら抗体が認識する部位は翻訳後修飾の影響を受

けにくい部位であることが予想された。この正常組織における発現が副作用に

つながるか否かは抗体の生物活性や各組織への到達度合いに依存するため、注

意深く判断する必要がある。AR47A6.4.2 はカニクイザルを用いた安全性試験を

実施しているが、該試験では顕著な毒性は認められていない(81)。一方、TROP-

2 のファミリー分子であり、膵臓を含めた複数の正常組織の上皮細胞に発現する

EpCAM を標的とした抗体においては、2000 年前後に実施された臨床試験におい

て膵毒性が観察され、安全性不十分のため開発中止となった事例がある(82, 83)。

また、皮膚に高発現する EGFR を標的とした抗体医薬 Erbitax は、副作用として

高頻度で重度の皮疹を生じることが知られている(84)。Pr1E11 においても生物

活性次第では副作用発現につながる可能性もあることから、各種正常組織に対

する結合性は留意すべき点だと考えられた。 
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表 2－4．抗 TROP-2 抗体による各種ヒト正常組織切片の染色結果一覧 

 

 

 

Tissue C om m ents

B xP C -3 xenograft - 3+ M , C  Frequent 3+ M , C  Frequent positive control

P A N C -1 xenograft - - - N egative control

A drenal gland - - -

B reast -

   Epithelium , acinus - 3+ M , C  Frequent 3+ M , C  Frequent

   Epithelium , ducts - 3+ M , C  Frequent 3+ M , C  Frequent

C erebelum - - - N on-specific staining in glia cells

C erebrum - - - N on-specific staining in glia cells

C ervix - - -

H eart - - - B row n pigm ent deposition

K idney -

   Epithelium , renal tubles - 3+ M , C  Frequent 3+ M , C  Frequent

   Epithelium , B ow m an's capsule - 3+ M , C  Frequent 2+ M , C  Frequent

Liver - B row n pigm ent deposition

   Epithelium , bile ducts - 3+ M , C  Frequent 3+ M , C  Frequent

Lung -

   Epithelium , alveolus - 2+ M , C  Frequent + M , C  Frequent

O vary - - -

P ancreas -

   Epithelium , acinus - 3+ M , C  Frequent 3+ M , C  Frequent

   Epithelium , ducts - 3+ M , C  Frequent 3+ M , C  Frequent

P lacenta -

   Epithelium , syncytial trophoblasts - 3+ M , C  Frequent 3+ M , C  Frequent

Salivary gland - N on-specific staining in ducts

   Epithelium , acinus - 3+ M , C  Frequent 3+ M , C  Frequent

   Epithelium , ducts - 3+ M , C  Frequent 3+ M , C  Frequent

Skeletal m uscle - - -

Skin -

   Epiderm is - 3+ M , C  Frequent 3+ M , C  Frequent

Sm all intestine - - -

Spleen - - - N on-specific staining in m ononuclear cells

Stom ach -

   Epithelium , m ucosa - 2+ M , C  O ccational2+ M , C  R are

Thyroid -

   Epithelium , follicules - 3+ M , C  Frequent 2+ M , C  Frequent

U terus - - -

C riteria of intensity : -; negative, ±; very fant, + ; light, 2+ ; light-m edium , 3+ ; m oderate, 4+ ; dark

Site of staining : M ; m em branous, C ; cytoplasm ic

C riteria of staining frequency : N egative; no labeled cell, V ery rare; < 25%  and < 50% , O ccasional; > 50%  and < 75% , Frequent; > 75%

Isotype control P r1E11 A R 47A 6.4.2
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図 2－6．各種正常組織切片の抗 TROP-2 抗体による染色像（A：BxPC-3 細胞塊、

B：PANC-1 細胞塊、C：乳腺、D：腎臓、E：肝臓） 
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図 2－6（続き）．各種正常組織切片の抗 TROP-2 抗体による染色像（F：肺、G：

膵臓、H：皮膚、I：胃、J：甲状腺） 
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2-3-4. 親和性解析 

抗 TROP-2 抗体の組み換え TROP-2 ECD-Fc タンパク質に対する親和性を、

BIACORE T100 を用いた表面プラズモン共鳴解析系により評価した。抗 His タグ

抗体を固定化した CM5 センサーチップに His-tagged TROP-2 ECD-Fc タンパク質

を capture 後、各種抗 TROP-2 抗体を添加した。得られたセンサーグラムを図 2

－7に示した。 

Biacore T100 Evaluation Software にて ka、kd及び KDを解析した結果、Pr1E11

は比較した他のクローンよりも高い ka値と低い kd値を示し、KD値は 1/10 程度低

い値であった（表 2－5）。以上の結果から、Pr1E11 は他のクローンよりも優れた

TROP-2 への結合活性を有していることが明らかとなった。 

 

 

図 2-7. 各種抗 TROP-2 抗体の組み換え TROP-2 タンパク質に対する結合センサ

ーグラム 
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表 2-5．各種抗 TROP-2 抗体の反応速度論定数及び解離定数 

Clone ka (sec
-1・M-1) kd (sec

-1) KD (M) 

Pr1E11 4.16×105 5.80×10-5 1.43×10-10 

AR47A6.4.2 2.21×105 2.18×10-4 1.01×10-9 

MOv16 1.83×105 1.84×10-4 9.29×10-10 

77220 5.55×105 6.10×10-4 1.10×10-9 

 

癌を適応とした naked 型抗体として上市されている抗 HER2 抗体 Herceptin 及

び抗 EGFR抗体 Erbituxの KD値はそれぞれ5×10-10 Mと 52×10-10 Mであるが(85, 

86)、本試験結果から Pr1E11 がこれら上市されている抗体と遜色ない親和性を

有していることが確認された。抗 HER2 抗体の知見では、同一のエピトープを認

識する抗体の場合、親和性が高いほど ADCC 活性が向上することが報告されてい

る(87)。ADCC 活性以外にも、高い親和性は CDC 活性や機能阻害活性など他の生

物活性におけるエフィカシーやポテンシーの向上につながることが予想される

ことから、Pr1E11 の高い親和性は医薬品として望ましい性質であると考えられ

た。 

 

2-3-5. エピトープ解析 

Pr1E11 のエピトープが既知のクローンと同一か否かを解析する目的で、膵臓

癌細胞株 BxPC-3 に対する AR47A6.4.2 の結合が Pr1E11 又は 77220 で阻害される

かフローサイトメトリーにより解析した。初めに AR47A6.4.2 の濃度を固定し、

競合抗体として様々な濃度の Pr1E11 又は 77220 を添加して、AR47A6.4.2 の結合

をサブクラス特異的な二次抗体で検出した。その結果、AR47A6.4.2 の結合は

Pr1E11 の添加により阻害されなかったのに対し、77220 を添加した場合、濃度依
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存的に AR47A6.4.2 の結合が低下した（図 2－8. A）。また、検出抗体と競合抗

体を入れ換えた試験では、77220 の結合は AR47A6.4.2 の添加によって阻害され

た一方で、Pr1E11 の結合は AR47A6.4.2 の添加によって変化しなかった（図 2－

8. B）。以上の結果から、Pr1E11 は AR47A6.4.2 及び 77220 と異なる部位を認識

していることが明らかとなった。一方、AR47A6.4.2 は 77220 と近接した部位を

認識していると考えられた。 

 

 

図2－8． フローサイトメトリーによる競合試験（A:AR47A6.4.2に対するPr1E11

及び 77220の阻害作用、B: Pr1E11又は 77220に対するAR47A6.4.2の阻害作用） 
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続いて、各クローンの結合ドメインを同定する目的で、TROP-2 の細胞外ドメ

イン全長体（FL）及び 3種類の細胞外ドメイン欠損変異体（Mut1、Mut2 及び Mut3）

をヒト IgG1 由来 Fc に融合した組み換えタンパク質を調製した。得られた精製

タンパク質を 3μg/lane 又は 0.3μg/lane にて SDS-PAGE に供し CBB 染色を行っ

た結果、各種変異体タンパク質においてドメイン欠損に伴った分子量の低下が

認められ、目的とする変異体が調製されたと判断した（図 2-9）。 

 

 

図 2-9. TROP-2 細胞外ドメイン欠損変異体タンパク質の CBB 染色像（左レーン：

3 μg/lane、右レーン：0.3 μg/lane） 

 

次に、各種変異体タンパク質に対する抗 TROP-2 抗体の結合をウエスタンブロ

ッティングにより評価した。変異体タンパク質を 0.1 μg/lane にて SDS-PAGE

に供し、PVDF 膜に転写後、各種 TROP-2 ECD-FLAG-Fc タンパク質に対する Pr1E11

及び既知の抗 TROP-2 抗体 6 クローンの結合活性を評価した（図 2－10）。その

結果、Pr1E11 は FL には結合したものの、その他の変異体タンパク質 3種に対す
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る結合は認められなかった。一方、その他の 6クローンは FL、Mut1 及び Mut2 に

結合したが、Mut3 に対して結合しなかった。以上の結果から、Pr1E11 は CRD に、

その他クローンは CPD の N末端側に結合することが明らかとなった。 

前述のフローサイトメトリーによる競合試験から Pr1E11 は AR47A6.4.2 及び

77220 と異なる部位に結合することが予想されたが、細胞外ドメイン欠損変異体

タンパク質に対する結合性解析結果から、Pr1E11 は AR47A6.4.2 及び 77220 と結

合部位が異なることが明らかとなった。Miotti らは MOv16 と 162-46 は競合する

ことを報告しているが(88)、今回の解析結果から両クローンは共に CPD の N 末

端に結合することが明らかとなった。また、Arius Research 社はペプチドマッ

ピング法により AR47A6.4.2 のエピトープを CPD と推定していたが(89)、これは

今回の解析で得られた結果と一致していた。 

AR47A6.4.2、MOv16 及び 162－46 は Pr1E11 と同様に細胞免疫により得られた

クローンであるが、癌細胞結合性を指標に選抜されたクローンである。一方、

MM0588-49D6、YY-01 及び 77220 は、スクリーニング方法は不明であるが、組み

換えタンパク質免疫により得られたことが明らかとなっている。免疫原やスク

リーニング方法が異なる既知の 6 クローン全てが CPD の N 末端側を認識してい

たことから、該部位は抗原性が高いドミナントエピトープであると考えられた。

CRD を認識するクローンは Pr1E11 ただ一つであったことから、該クローンは非

常にユニークな部位をエピト－プとしていると考えられた。 
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図 2-10. 各種抗 TROP-2 抗体の TROP-2 細胞外ドメイン欠損変異体タンパク質に

対する結合評価 
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2－4．結言 

本章では、Pr1E11 の生化学的特性を解明することを目的に、Pr1E11 の精製抗

体を調製し、その細胞結合性、親和性及びエピトープについて解析した。 

初めに、ハイブリドーマ培養上清から精製したマウス IgG1 型抗体を用いて、

複数の癌細胞株に対する結合性を評価した。その結果、Pr1E11 は AR47A6.4.2 と

同様に膵臓癌細胞株 BxPC-3、卵巣癌細胞株 CaOV-3、大腸癌細胞株 Colo-205、乳

癌細胞株 MCF-7 に対して強く結合することが確認された。本結果から、上記癌種

が Pr1E11 の適応疾患候補に成りえると考えられた。また、Pr1E11 は初代前立腺

癌細胞の免疫と、肺癌細胞株 NCI-H322 に対する Adv-FZ33 の感染促進活性を指

標に樹立されたクローンであることから、これら癌種の細胞に対しても結合す

る可能性は極めて高く、前立腺癌と肺癌に対する適応可能性も考えられた。 

続いて、キメラ抗体のビオチン化抗体を調製し、正常組織結合性を評価した。

癌細胞株細胞塊を用いて染色条件を最適化した後に、凍結正常組織切片アレイ

を用いて結合性を解析した結果、Pr1E11 は AR47A6.4.2 と同様に膵臓や皮膚など

複数の正常組織に対しても強く結合することが明らかとなった。これら正常組

織に対する結合は副作用の発現につながる可能性があるため、臨床試験を実施

する前には安全性を精査する必要がある。各陽性組織における TROP-2 の発現量

や抗体の移行性、並びにエフェクター活性に対する感受性は組織毎に異なるこ

とが予想されるため、これらを総合的に考慮した安全性評価試験を実施するべ

きであろう。 
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次に、Pr1E11 の TROP-2 に対する親和性を BIACORE にて解析した。複数の抗

TROP-2 抗体と並べて評価した結果、Pr1E11 は他のクローンよりも高い結合速度

定数と低い解離速度定数を有しており、解離定数は 1/10 程度と高い親和性を有

していることが明らかとなった。Pr1E11 の解離定数は上市している他の抗体医

薬品と比べて高いことは無く、臨床応用するうえで問題のない親和性を有して

いると考えられた。 

最後に Pr1E11 のエピトープについて、AR47A6.4.2 との競合試験や、組み換え

TROP-2 ECD 欠損変異体タンパク質に対する結合性解析により評価した。フロー

サイトメトリーによる競合試験の結果、Pr1E11 は AR47A6.4.2 と競合しないこと

が明らかとなった。従って、Pr1E11 は AR47A6.4.2 とは異なる部位に結合してい

ることが予想された。次にドメイン欠損タンパク質に対する結合性をウエスタ

ンブロット法で評価した結果、Pr1E11はCRDに結合することが明らかとなった。

一方、評価に供した Pr1E11 以外の 6 クローンは全て CPD の N 末端側に結合し

た。以上の結果から、Pr1E11 は非常にユニークな部位に結合するクローンであ

るが明らかとなった。 

以上より、本章では Pr1E11 の癌細胞結合性及び正常組織結合性を明らかにし

た。また、Pr1E11 は既知の抗 TROP-2 抗体よりも高い親和性を有し、それらとは

異なるエピトープを認識することから、他のクローンとは異質の生物活性を有

している可能性が考えられた。 
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第 3章                

in vitro 抗腫瘍活性の評価 
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3-1. 緒言 

第 2 章では Pr1E11 が既知の抗 TROP-2 抗体とは異なるエピトープに対し、優

れた親和性をもって結合することを明らかにした。これらの特徴ある生化学的

特性は、Pr1E11 が既知のクローンとは異なる生物活性を有していることを示唆

していた。 

TROP-2 を標的とした naked 型ヒト IgG1 に期待される抗腫瘍活性としては、NK

細胞やマクロファージなど FcγRIIIa を発現する細胞を介した ADCC 活性、補体

カスケードの活性化により標的細胞を殺傷する CDC 活性、及び、TROP-2 の機能

阻害に基づいた細胞増殖阻害活性などが挙げられる。 

そこで本章では、2 種の上皮癌細胞株に対する Pr1E11 と AR47A6.4.2 の ADCC

活性、CDC 活性及び細胞増殖阻害活性を評価した。各アッセイには 2-2-3 で作製

したヒト型キメラ抗体を用いた。 
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3-2. 材料と方法 

3-2-1. ADCC 活性の評価 

5 vol% 非働化 FBS（16140089）及び 50 μg/mL gentamicin sulfate を含むフ

ェノールレッド不含 RPMI1640（Gibco, 11835030）を ADCC 活性評価用培地とし

て使用した。キメラ抗体溶液を終濃度の 3倍濃度となるよう ADCC 活性評価用培

地にて調製し、96穴 U底プレートに 50 μL/well ずつ分注した。次に、標的細

胞として用いる癌細胞株を 0.02 w/v% EDTA にて剥離し、ADCC 活性評価用培地に

懸濁して 2×105 個/mL の密度に調製し、50 μL/well ずつ分注した。エフェク

ター細胞には新鮮末梢血より回収した PBMC を用いた。新鮮末梢血は協和発酵キ

リン株式会社の研究倫理委員会の承認の下、健常人ボランティアより採取され

たものを使用した。PBMC の調製は以下の通りに実施した。密度勾配遠心法によ

り PBMC を末梢血より単離するため、健常人末梢血 50 mL を生理食塩水 50 mL と

混合して希釈し、10 mL ずつ 4.5 mL の Lymphoprep（Axis-Shield, 1114544）の

上に重層した。これを 800×gで室温、30分間遠心し、PBMC 画分を回収した。こ

れを ADCC 活性評価用培地で洗浄した後、5×106個/mL となるよう ADCC 活性評価

用培地で懸濁した。本 PBMC 懸濁液を、抗体溶液と癌細胞株を分注した 96 穴丸

底プレートに 50 μL/well ずつ分注し、37℃、5 % CO2下で 4時間インキュベー

トした。プレートを遠心し、培養上清中の Lactate dehydrogenase (LDH) 量を

LDH-Cytotoxic test（和光純薬工業, 299-50601）を用いて定量した。560 nm で

の吸光度を測定し、以下の式により ADCC 活性を算出した。 
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ADCC 活性 (%) =  (抗体添加時の吸光度 - 標的細胞自然遊離 - エフェクタ

ー細胞自然遊離) / (標的細胞全遊離 - 標的細胞自然遊離) × 100 

 

ここで、標的細胞自然遊離はエフェクター細胞を含まない条件、エフェクター

細胞自然遊離は標的細胞を含まない条件、標的細胞全遊離はエフェクター細胞

を含まない条件でインキュベートし、反応終了 45 分前に 20 μL の Triton X-

100 を添加した条件での、560 nm の吸光度である。 

 

3-3-2. CDC 活性の評価 

1.4 w/v% BSA 及び 50 μg/mL gentamicin sulfate を含むフェノールレッド不

含 RPMI1640 を CDC 活性評価用培地として使用した。Fuc(-)型キメラ抗体溶液を

終濃度の 3 倍濃度となるよう CDC 活性評価用培地にて調製し、96 穴平底プレー

ト（住友ベークライト, MS-3096F）に 50 μL/well ずつ分注した。次に、標的細

胞として用いる癌細胞株を 0.02 w/v% EDTA にて剥離し、CDC 活性評価用培地に

懸濁して 2×105 個/mL の密度に調製し、50 μL/well ずつ分注した。乾燥ヒト

補体（Sigma-Aldrich, S1764）を滅菌水により溶解した後、CDC 活性評価用培地

で 2倍に希釈して 50 μL/well ずつ分注し、37℃で 2時間インキュベートした。

WST-1 溶液（Roche, 11644807001）を 15 μL/well 添加して 37℃、5 % CO2下で

4時間インキュベートした後、生細胞数として 450 nm での吸光度を測定した。

吸光度を用いて、以下の式により CDC 活性を算出した。ここで、ブランク値は培

地のみの吸光度である。 
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CDC 活性 (%) =  (抗体非添加時の吸光度 - 抗体添加時の吸光度) / (抗体非

添加時の吸光度 - ブランク値) ×100 

  

3-3-3. 細胞増殖活性に対する影響 

10 vol% 非働化 FBS 及び 50 μg/mL gentamicin sulfate を含むフェノールレ

ッド不含 RPMI1640 を細胞増殖抑制活性評価用培地として使用した。Fuc(-)型キ

メラ抗体溶液を終濃度の 2 倍濃度となるよう細胞増殖抑制活性評価用培地にて

調製し、96穴平底プレートに 50 μL/well ずつ分注した。次に、標的細胞とし

て用いる癌細胞株を 0.02 w/v% EDTA にて剥離し、細胞増殖抑制活性評価用培地

に懸濁して 1×104 個/mL の密度に調製し、50 μL/well ずつ分注した。37℃、

5 % CO2下で 5日間インキュベートした。WST-1 溶液を 10 μL/well ずつ添加し

て 37℃で 4時間インキュベートした後、細胞数として 450 nm での吸光度を測定

した。吸光度を用いて、以下の式により細胞増殖抑制活性を評価した。ここで、

ブランク値は培地のみの吸光度である。 

 

細胞増殖抑制活性 (%) = (抗体非添加時の吸光度 - 抗体添加時の吸光度) / 

(抗体非添加時の吸光度 - ブランク値) × 100 
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3-3. 結果と考察 

3-3-1．ADCC 活性 

4 人の健常人ドナーより得た PBMC をエフェクター細胞に、膵臓癌細胞株 BxPC-

3 又は大腸癌細胞株 Colo-205 を標的細胞として用い、Fuc(+)型及び Fuc(-)型キ

メラ抗体の ADCC 活性を評価した（図 3－1）。 

BxPC-3を標的細胞とした場合、Fuc(+)型抗体のADCC活性は抗体濃度100 ng/mL

以上で認められた。一方、Fuc(-)型抗体の場合は抗体濃度 1～10 ng/mL で認め

られ、最大 ADCC 活性も向上していた。Pr1E11 と AR47A6.4.2 の活性は同程度で

あった（図 3－1．A）。次に Colo-205 を標的細胞とした場合、Fuc(+)型抗体では

ADCC 活性は抗体濃度 10～1000 ng/mL で認められた。一方、Fuc(-)型抗体の場合

は抗体濃度 1～10 ng/mL から認められ、最大 ADCC 活性も向上していた。Donor3

の PBMC を用いて Colo-205 に対する ADCC 活性を評価した場合、Fuc(+)型抗体で

は Pr1E11 のみが ADCC 活性を発揮した。また、Fuc(-)型抗体では Pr1E11 の方が

高い ADCC 活性を発揮する傾向が認められた（図 3－1．B）。しかし、その差は僅

かなものであった。 

以上の結果から、Pr1E11 と AR47A6.4.2 はどちらも癌細胞に対して ADCC 活性

を有しているが、その活性は同等であることが明らかとなった。また、両抗体の

ADCC活性は Fuc(-)型抗体を用いることでエフィカシー及びポテンシーが向上す

ることも明らかになった。 

 ADCC 活性については、Pr1E11 と AR47A6.4.2のいずれにおいても認められ、

TROP-2 を標的とした抗体が ADCC 活性を発揮することが確認された。Colo-205 に
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対する ADCC 活性では、Pr1E11 のほうが僅かに高い ADCC を有していることが確

認されたが、この差は親和性の差やエピトープの違いが反映された結果だと考

えられた。 

ADCC 活性は臨床での抗腫瘍活性発揮に大きく寄与していることが報告されて

いる。IgG 由来 Fc 領域の受容体である FcγRIIIa には遺伝子多型があり、Fcに

対する親和性が高い 158V 型と、親和性が低い 158F 型が存在する。VV型又は VF

型の FcγRIIIa を有するドナーでは高い ADCC 活性が発揮される一方、FF型のド

ナーではADCC活性が低いことが知られており、抗HER2抗体Herceptinや抗CD20

抗体 Rituxan の臨床試験では、高親和性型の FcγRIIIa を有する患者群では低

親和性型の受容体を有する患者群よりも高い治療効果が得られることが報告さ

れている(90, 91)。Fuc(-)型 IgG1 はいずれの型のドナーに対しても高い ADCC 活

性を期待できることから、ADCC 活性を主薬効メカニズムとした抗体医薬品の開

発を考えるうえでは、Fuc(-)型 IgG1 が適していると考えられた。 
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図 3－1．上皮癌細胞株に対する抗 TROP-2 抗体の ADCC 活性（A：BxPC-3、B：Colo-

205） 
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3-3-2．CDC 活性 

膵臓癌細胞株 BxPC-3、大腸癌細胞株 Colo-205 及びヒト TROP-2 発現 CHO/DG44

に対する Pr1E11 と AR47A6.4.2 の CDC 活性をヒト補体成分存在下で評価した（図

3－2）。その結果、両クローン共に検討した条件において上皮癌細胞株 2種に対

する CDC 活性は認められなかった。一方、ヒト TROP-2 発現 CHO 細胞に対する CDC

活性は両クローン共に 1 μg/mL 以上添加した場合に認められ、AR47A6.4.2 のほ

うが Pr1E11 よりも数倍高いポテンシーを示した（data not shown）。 

 

 

図 3－2．上皮癌細胞株に対する抗 TROP-2 抗体の CDC 活性 
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Pr1E11 は評価に用いた癌細胞株に対して CDC 活性は認められなかったが、こ

の原因としては補体制御因子の影響が考えられた。癌細胞では CD55 や CD59 と

いった補体制御因子が高発現することで、正常細胞よりも CDC 活性が発揮され

難いことが知られている(92, 93)。Truong らは AR47A6.4.2 の CDC 活性を報告し

ているが、該報告ではヒト補体成分よりも高い CDC 活性を発揮することが出来

るウサギ補体成分を使用していた(68)。この補体成分の違いが CDC 活性の有無

につながったと考えられた。以上のことから、両クローン共に抗腫瘍活性に対す

る CDC 活性の寄与は小さいと考えられた。一方、両クローン共に TROP-2 発現

CHO/DG44 に対する CDC 活性は認められ、その活性は AR47A6.4.2 の方が高い活性

を有していた。CDC 活性は抗体のエピトープの影響を大きく受けることが報告さ

れていることから、これらクローン間での活性の違いはエピトープの違いを反

映した結果である可能性があると考えられた。 

低い CDC 活性は安全性の観点では望ましい性質だと考えられる。なぜなら、非

常に高い CDC 活性を有する抗 HLA-DR 抗体のカニクイザル試験では、CDC 活性に

起因した強いインフュージョンリアクション（抗体投与直後に発生する副作用）

が発生し、死亡した個体が発生している(94)。TROP-2 は複数の正常組織にも発

現していることから過度の細胞傷害活性は副作用を招く可能性があるため、低

い CDC 活性はインフュージョンリアクションの懸念の低下につながると考えら

れた。 
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3-3-3．細胞増殖阻害活性 

膵臓癌細胞株 BxPC-3 又は大腸癌細胞株 Colo-205 の細胞増殖活性に対する

Pr1E11 と AR47A6.4.2 の作用を評価した（図 3－3）。抗 CD20 抗体や抗 TRAIL 

receptor2 抗体などいくつかの抗体において、二次抗体による抗体の高度な架橋

は Fab 依存的生物活性を増強することが報告されている(95, 96)。そこで本試

験は抗 TROP-2 抗体単独 [CL(-)]もしくは二次抗体共存下[CL(+)]実施した。そ

の結果、両クローン共にどちらの条件においても、細胞増殖に対する作用はほと

んど認められなかった。 

既知の抗 TROP-2 抗体 RS7、MOv16 及び 162-42 を用いた TROP-2 の架橋は、細

胞内小胞体からのカルシウム放出を正に調節することが報告されている(97)。

カルシウム放出は MAPK のリン酸化を促進することから、上記抗 TROP-2 抗体は

細胞増殖を促進する可能性が考えられた。一方、MOv16 や 162-42 と同じ部位を

認識する AR47A6.4.2 は血清刺激による MAPK リン酸化の阻害作用や細胞増殖阻

害作用が報告されており(68)、抗 TROP-2 抗体の細胞増殖に対する作用は培養条

件やクローンの生化学的特性により異なることが予想された。いずれにせよ、最

も重要な点は上記活性が in vivo における抗腫瘍活性に寄与するか否かである

ことから、本活性の有無は in vivo 試験で精査する必要があると結論付けた。 
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図 3－3．上皮癌細胞株に対する抗 TROP-2 抗体の細胞増殖阻害活性（CL(-)：抗

TROP-2 抗体単独時の細胞増殖阻害活性、CL(+)：二次抗体共存下での細胞増殖阻

害活性）  
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3-4. 結言 

本章では、Pr1E11 の抗腫瘍活性メカニズムを解明することを目的に、in vitro

における ADCC 活性、CDC 活性及び細胞増殖阻害活性を評価した。標的細胞には

膵臓癌細胞株BxPC-3と大腸癌細胞株Colo-205を用い、比較対象にはAR47A6.4.2

を用いた。 

初めにヒト新鮮血より単離した PBMC を用いて、ADCC 活性を評価した。その結

果、Pr1E11 は 2種の標的細胞に対して ADCC 活性を発揮し、そのエフィカシー及

びポテンシーは Fuc(-)型抗体を用いることで増強した。Pr1E11 と AR47A6.4.2 の

ADCC 活性は同等であった。ADCC 活性は臨床での薬効発揮に大きく寄与すると考

えられていることから、ADCC 活性が観察されたことは naked 型抗がん抗体医薬

品を目指すうえでは望ましい結果であった。 

次にヒト補体成分を用いて CDC 活性を評価した。その結果、両クローン共に癌

細胞株に対して CDC 活性を発揮することは出来なかった。癌細胞は補体制御因

子を高発現することで CDC 活性に対する耐性を有する場合があり、これが原因

で CDC 活性が認められない可能性が考えられた。 

最後に細胞増殖阻害活性を評価した。抗 TROP-2 抗体単独又は二次抗体共存下

で評価を行ったが、いずれの条件においても両クローンに増殖阻害活性は認め

られなかった。抗 TROP-2 抗体の Fc 非依存的な生物活性は培養環境に依存する

ことが考えられるため、この点についてはマウス担癌モデルを用いて精査する

必要があると考えられた。 
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以上の結果から、Pr1E11 は ADCC 活性を有しており、その活性は Fuc(-)型抗

体を用いることで増強されることが明らかとなった。従って、naked 型抗体とし

て高い抗腫瘍活性を発揮するためには、Fuc(-)型抗体フォーマットを採用する

必要があると考えられた。 
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第 4章                

in vivo 抗腫瘍活性の評価 
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4-1. 緒言  

第 3章では Pr1E11 と AR47A6.4.2 の in vitro における ADCC 活性、CDC 活性及

び細胞増殖阻害活性を評価した。その結果、Pr1E11 は ADCC 活性のみを発揮し、

その活性は AR47A6.4.2 と同程度であることが明らかとなった。ここで、実施し

た各種 in vitro 試験は数時間から数日間の短期的な試験であるため、弱い活性

や僅かな差は系の感度によっては検出できないことが考えられる。また、Fc 非

依存的な活性としては細胞増殖阻害活性のみを評価したが、TROP-2 は細胞遊走

や足場非依存的生存活性などへの関与も報告されていることから、増殖阻害活

性以外のメカニズムで抗腫瘍活性を発揮することも考えられた。さらに、in 

vitro 試験は生体内での血中半減期や体内分布などの影響は受けないことも、考

慮する必要があった。 

そこで本章では、SCID マウス担癌モデルを用いて、Pr1E11 と AR47A6.4.2 の

in vivo 治療的効果を評価した。但し、いずれの場合も、高い ADCC 活性が期待

される Fuc(-)型キメラ抗体と、エフェクター活性を発揮しないマウス IgG1 型抗

体を用いた(98, 99)。また、抗腫瘍活性のメカニズムを考察する目的で、in vitro

における Pr1E11 と AR47A6.4.2 の細胞表面結合持続性も評価した。 
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4-2. 材料と方法 

4-2-1. 組み換えマウス IgG1 型抗体の調製 

2-2-3 で作製した Pr1E11 と AR47A6.4.2 のヒト型キメラ抗体発現ベクターを

鋳型として用い、表4-1に記載のプライマーを用いて可変領域の増幅を行った。

下線部はマウス IgG1 抗体発現ベクターに組み入れるための制限酵素認識配列

（Not I、BamH I、EcoR I、Hpa I）を示した。 

 

表 4-1．マウス IgG1 型抗体発現ベクター作製用プライマー 

Primer Sequence 

VH_FW 5’-GAAAAAAGCGGCCGCTGAACACACTGACTCTAACCATG-3’ 

Pr1E11_VH_RV  5’-AGCGGATCCAGGGGCCAGTGGATAGACAGATGGGGGTGTCCGTT 

TTGGCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGTGCCTTGAC-3’ 

AR47A6.4.2_VH_RV 5’-AGCGGATCCAGGGGCCAGTGGATAGACAGATGGGGGTGTCCGTT 

TTGGCTGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCCTGCG-3’ 

VL_FW 5’- CCGGAATTCAGACAGGCAGGGGAAGCAAGATG-3’ 

Pr1E11_VL_RV  5’-GATGTTAACTGCTCACTGGATGGTGGGAAGATGGATACAGTTGG 

TGCAGCATCAGCCCGTTTTATTTCCAGCTTGGTCCC-3’ 

AR47A6.4.2_VL_RV 5’-GATGTTAACTGCTCACTGGATGGTGGGAAGATGGATACAGTTGG 

TGCAGCATCAGCCCGTTTCAGCTCCAGCTTGGTCCC-3’ 

 

得られた PCR 産物を TOPO blunt Cloning Kit（Invitrogen, 450245）により

クローニングした後に塩基配列を決定し、目的の配列が得られていることを確

認した。Pr1E11 及び AR47A6.4.2 の VL 配列を含むプラスミドと、マウス IgG1 の

定常領域配列を含む哺乳類細胞発現用プラスミドを EcoR I 及び Hpa I により切

断した後にアガロースゲル電気泳動を行い、それぞれ目的の遺伝子断片を抽出

した。この断片同士をライゲーションして各抗体軽鎖可変領域を含むプラスミ
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ドを得た。挿入した各抗体 VLの塩基配列を確認した後に、本プラスミドと各抗

体 VH配列を含むプラスミドを Not I 及び BamH I により切断した後にアガロー

スゲル電気泳動を行い、それぞれ目的の遺伝子断片を抽出した。この断片同士を

ライゲーションして VLと VH を含む哺乳類細胞用マウス IgG1 型抗体発現プラス

ミドを取得した。挿入した各抗体 VH の塩基配列を確認した後に、HiSPeed 

Plasmid Maxi kit（QIAGEN, 12643）にて目的プラスミドの調製を行った。得ら

れたプラスミドを用いて2-2-3に記載の方法でマウスIgG1型抗体発現CHO/DG44

を樹立した。各種マウス IgG1 型抗体は HiTrap Protein G HP（GE Healthcare, 

17040501）を用いて各培養上清から精製した。 

 

4-2-2. SCID マウス担癌モデルでの抗腫瘍活性評価 

 BxPC-3 細胞あるいは Colo-205 細胞を 0.02 w/v% EDTA 溶液により剥離して

PBS に懸濁し、5×107 個/mL の密度の懸濁液を調製した。本細胞懸濁液を 5～6

週齢の雄性 C.B17/Icr-scid Jcl マウスの右腋下部の皮下に 100 μL注入した。

BxPC-3 担癌モデルでは細胞注入 6日後、Colo-205 担癌モデルでは細胞注入 5日

後に各群の腫瘍体積が等しくなるよう群分けし（BxPC-3: 各群 6匹、Colo-205: 

各群 5匹）、この日より PBS にて 1 mg/mL の濃度に調製した抗 TROP-2 抗体溶液

を 2回/週で 4週間、200 μL/head（約 10 mg/kg）で腹腔内投与した。投与開始

日より腫瘍の長径及び短径を週 2 回計測し、経過を観察した。腫瘍体積の算出

には、以下の式を用いた。 
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腫瘍体積（mm3） = ［長径（mm）］ × ［短径（mm）］2 × 0.5 

抗体投与群における腫瘍体積を PBS 投与群における腫瘍体積で除した値を算

出し、本値の評価期間中の最小値（T/Cmin）を治療効果の指標として用いた。SCID

マウス担癌モデルでの抗腫瘍活性評価の結果について、PBS 投与群と各抗 TROP-

2 抗体投与群との比較、AR47A6.4.2 投与群と Pr1E11 投与群との比較を行った。

検定は統計解析ソフト SAS（SAS Institute, Release 9.1.3）を用いて行った。

p < 0.05 を有意差ありと判定した。 

 

4-2-3．内在化活性の評価 

肺癌細胞株 NCI-H322 を 0.02 w/v% EDTA 溶液により剥離し、PBS にて洗浄した

後、BSA-PBS にて 1×106 個/mL の密度の細胞懸濁液を調製した。本細胞懸濁液

を 96穴丸底プレートに 100 μL/well ずつ分注した後、氷上にて 30分間ブロッ

キングを行った。プレートを 4℃、1500rpm で 3 分間遠心して上清を除いた後、

Fuc (-) 型キメラ抗体を 10 μg/mL 含む BSA-PBS を 100 μL/well 加えて混合

し、氷上で 1時間インキュベートした。次に、プレートを 4℃、1500 rpm で 3分

間遠心して上清を除いた後、200 μLの BSA-PBS で洗浄し、5 vol% FBS、50 μg/mL 

gentamicin sulfate を含むフェノールレッド不含 RPMI1640 を 200 μL/well ず

つ加えて一定時間インキュベートした。0.05 w/v% NaN3を加え、プレートを 4℃、

1500 rpm で 3 分間遠心して上清を除いた後、200 μL/well の BSA-PBS で洗浄

し、FITC 標識ヤギ抗ヒト IgG を 10 μg/mL 含む BSA-PBS を 100 μL/well ずつ加

えて混合し、氷上で 30 分間インキュベートした。さらにプレートを 4℃、1500 
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rpm で 3分間遠心して上清を除いた後、200 μL/well の BSA-PBS で洗浄し、PBS

を 200 μL/well ずつ加えて混合した。細胞上の蛍光強度をフローサイトメータ

ーCytomics FC MPL により測定した。 
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4-3. 結果と考察 

4-3-1. 組み換えマウス IgG1 型抗体の調製 

Pr1E11 及び AR47A6.4.2 のマウス IgG1 型抗体発現ベクターを導入した CHO 細

胞の培養上清から、HiTrap Protein G HP を用いて抗体を精製した。得られた精

製抗体の CBB 染色像を図 4-1 に示した。いずれの精製抗体も還元状態で泳動し

た場合は重鎖（約 50 kDa）と軽鎖（約 25 kDa）に相当するバンドのみが認めら

れた。一方、非還元状態では 200 kDa 付近に IgG 分子に相当する明確なバンド

が認められた。本結果から、両クローン共に高純度の精製抗体が得られたと判断

した。得られた抗体の結合活性をフローサイトメトリーにより測定し、キメラ抗

体と同等の結合活性を有することを確認した（data not shown）。 

 

 

図 4-1. 組み換えマウス IgG1 型抗体の CBB 染色像 
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4-3-2．Fuc(-)型キメラ型抗体の in vivo 抗腫瘍活性 

 膵臓癌細胞株 BxPC-3 又は大腸癌細胞株 Colo-205 を用いた SCID マウス担癌

モデルで Fuc(-)型キメラ抗体の抗腫瘍活性を評価した（図 4-2）。その結果、

BxPC-3 担癌モデルにおいて、Pr1E11 は腫瘍の増殖を抑制し［T/Cmin = 0.36（移

植後 36日後）］、PBS 投与群に対して有意な差が認められた。一方、AR47A6.4.2

も腫瘍の増殖を抑制したものの[T/Cmin = 0.47（移植 36 日後）]、その度合いは

Pr1E11 よりも弱く、PBS 投与群に対して有意な差は認められなかった。Colo-205

担癌モデルにおいても、Pr1E11 は PBS 投与群と比較して有意に腫瘍の増殖を抑

制した［T/Cmin = 0.29（移植 44日後）］。一方、AR47A6.4.2 も PBS 投与群に対

して腫瘍の増殖を抑制したが[T/Cmin = 0.48（移植 44日後）]、Pr1E11 よりも作

用は弱く、有意差は認められなかった。いずれの担癌モデルにおいても Pr1E11

投与群と AR47A6.4.2 投与群で統計学的に有意な差は認められなかったものの、

Pr1E11 投与群の T/Cmin 値は AR47A6.4.2 投与群よりも小さい値を示したことか

ら、Pr1E11 は AR47A6.4.2 よりも優れた in vivo 抗腫瘍活性を有している可能性

が高いと考えられた。 

両担癌モデルにおいて、Pr1E11 は AR47A6.4.2 よりも優れた抗腫瘍活性を示す

傾向が認められた。In vitro 試験において Pr1E11 と AR47A6.4.2 は ADCC 活性の

みを発揮し、そのエフィカシー及びポテンシーはほぼ同等であったことから、

Pr1E11 の優れた in vivo 抗腫瘍活性には ADCC 活性以外の因子が関与している

と考えられた。 
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両クローン共に、抗腫瘍活性は BxPC-3 担癌モデルよりも Colo-205 担癌モデ

ルで強く認められる傾向があった。2-3-1 の結果から、両クローンの Colo-205

に対する抗体結合量はBxPC-3に対するものよりも僅かに低いことが確認できた。

また、In vitro 試験において、両クローンの Colo-205 と BxPC-3 に対する ADCC

活性は同等であったことから、Colo-205 担癌モデルに対する高い抗腫瘍活性も、

抗体の結合量や ADCC 活性以外の因子が関与していると考えられた。 
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図 4-2．SCID マウス担癌モデルにおける Fuc(-)型抗体の in vivo 抗腫瘍活性

（↑：抗体投与、*：p < 0.05） 
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4-3-3．マウス IgG1 型抗体の in vivo 抗腫瘍活性 

 Pr1E11 と AR47A6.4.2 の in vivo 抗腫瘍活性メカニズムを解明することを

目的に、大腸癌細胞株 Colo-205 を用いた SCID マウス担癌モデルにて、マウス

IgG1 型抗体の抗腫瘍活性を評価した（図 4-3）。比較対象には Fuc(-)型キメラ抗

体を用いた。 

Pr1E11 の比較試験において、Fuc(-)型キメラ抗体投与群は PBS 投与群に対し

て有意に腫瘍の増殖を抑制した［T/Cmin = 0.30（移植後 44日後）］。一方、全観

察期間において、マウス IgG1 型抗体投与群に抗腫瘍効果は認められなかった。

同様に、AR47A6.4.2 の比較試験においても Fuc(-)型キメラ抗体投与群は PBS 投

与群に対して有意な抗腫瘍効果を示したのに対し［T/Cmin = 0.46（移植 43日後）］、

マウス IgG1 型抗体投与群に抗腫瘍効果は認められなかった。 

両クローン共にマウス IgG1 型抗体に in vivo 抗腫瘍活性は認められなかった

ことから、Fuc(-)型キメラ抗体の in vivo 抗腫瘍活性は Fcを介したエフェクタ

ー活性に大きく依存していることが明らかとなった。第三章において、両クロー

ンは in vitro では ADCC 活性のみを発揮したことと併せると、ヒト型キメラ抗

体の in vivo 抗腫瘍活性は ADCC 活性に大きく依存していると考えられた。すな

わち、in vivo 環境では Pr1E11 は何らかの要因により、AR47A6.4.2 よりも高い

ADCC 活性を発揮している可能性が高いと考えられた。 

AR47A6.4.2 は in vitro において細胞増殖阻害作用や MAPK のリン酸化阻害効

果を発揮することが報告されていたが、3-3-3 の結果では細胞増殖阻害効果は確

認できていない。マウス IgG1 型 AR47A6.4.2 の in vivo 抗腫瘍効果も認められ
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ていないことから、AR47A6.4.2 のエフェクター活性非依存的な抗腫瘍活性の in 

vivo 抗腫瘍活性に対する寄与は無い、もしくは非常に小さいと考えられた。 
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図 4-3．SCID マウス担癌モデルにおけるマウス IgG1 型抗体の in vivo 抗腫瘍活

性（↑：抗体投与、*：p < 0.05） 
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4-3-4．細胞表面結合持続性の評価 

SCID マウス担癌モデルにおいて、Pr1E11 は AR47A6.4.2 よりも優れた抗腫瘍

活性を示したが、この差が何に起因しているのかは明らかではない。ここで、非

常に高い内在化能を有している抗 TROP-2 抗体 RS7 は in vitro では ADCC 活性を

発揮するが、SCID マウス担癌モデルでは抗腫瘍活性を発揮できないことが報告

されている(60, 80)。そこで、Pr1E11 の優れた in vivo 抗腫瘍活性に内在化活

性が寄与しているか考察するため、Pr1E11 と AR47A6.4.2 の細胞表面結合持続性

を解析した。すなわち、細胞表面上に維持された抗体結合量が多いほど、内在化

活性は低いと考えられる。 

肺癌細胞株 NCI-H322 に Pr1E11 又は AR47A6.4.2 を添加し氷上で十分に反応

後、37℃で最大 3 時間培養することで細胞表面に結合している抗体の内在化を

促した（図 4-4）。その結果、両クローン共に培養時間に比例して細胞表面抗体

量が減少していくことが確認された。3時間培養後の細胞表面抗体量は、Pr1E11

のほうが AR47A6.4.2 よりも有意に高値を示した。以上の結果から、Pr1E11 は

AR47A6.4.2 よりも低い内在化能を有していると考えられた。 

Yamaguchi らは ADC（Antibody-drug conjugate）用抗体の効率的なスクリーニ

ング方法を目的として、ジフテリアトキシンと抗体結合タンパク質プロテイン G

から成る毒素 DT3C を用いた新規抗体スクリーニング方法を報告している(81)。

DT3C は抗体と複合体を形成し、抗体を介して細胞内に取り込まれることで標的

細胞を殺傷することから、抗体-DT3C 複合体の細胞死誘導活性を評価することで、

高内在化活性クローンを選抜することが出来る。該報告において、Yamaguchi ら
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は Pr1E11 又は 77220 を用いて抗体-DT3C 複合体を調製し細胞死誘導活性を評価

したところ、77220-DT3C 複合体は細胞死を強く誘導したのに対し、Pr1E11-DT3C

複合体は、細胞死を誘導しなかった。本結果は Pr1E11 の内在化活性が低いこと

を示しており、今回得られた結果と一致している。 

 

 

 

図 4-4．抗 TROP-2 抗体の細胞表面結合持続性（A：継時変化、B：180 分間培養

後） 
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内在化は細胞表面に存在する抗原・抗体複合体の消失を引き起こすため ADCC

活性を減弱させることが予想されるが、その度合いは癌細胞周辺に存在するエ

フェクター細胞の量や作用時間の影響を大きく受けると考えられる。すなわち、

3-2-1 で実施した in vitro ADCC 試験ではアッセイ時間が 4時間と短く、エフェ

クター細胞も豊富に存在していたことから、ADCC 活性に対する内在化の影響は

比較的小さかったと考えられた。一方、in vivo 試験はアッセイ時間が数週間と

長いことや、腫瘍に浸潤しているエフェクター細胞が比較的少ないことから、

ADCC 活性に対する内在化の影響は大きくなると考えられた。加えて、内在化活

性が高い抗体は腫瘍細胞により持続的に取り込まれることで、腫瘍部位での抗

体濃度の低下や、血中半減期が低下することも報告されている(100, 101)。以上

のことから、高い内在化活性は総合的にエフェクター活性による in vivo 抗腫

瘍活性を減弱させることが考えられた。本仮説の妥当性を検証するためには、in 

vivo 試験において、抗体投与後に腫瘍細胞塊における TROP-2 発現量の変化や抗

体の取り込み、及び抗体の血中半減期などを経時的に解析する必要があるだろ

う。 
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4-4．結言 

本章では、Pr1E11 の naked 型癌治療抗体としてのポテンシャルを明らかにす

ることを目的に、Fuc(-)型キメラ抗体の in vivo 抗腫瘍活性を SCID マウス担癌

モデルで評価した。また、in vivo 抗腫瘍活性に対する Fc非依存的活性の寄与

を評価することを目的に、マウスIgG1型抗体のin vivo抗腫瘍活性を評価した。

さらに、in vivo 抗腫瘍活性メカニズムを考察することを目的に、in vitro に

おける抗体の内在化活性を測定した。 

初めに Fuc(-)型キメラ抗体の in vivo 抗腫瘍活性を BxPC-3 担癌モデル及び

Colo-205 担癌モデルで評価した。その結果、両モデルにおいて、Pr1E11 投与群

及び AR47A6.4.2 投与群は抗腫瘍活性を発揮し、その活性は Pr1E11 投与群のほ

うが高い傾向にあることが明らかとなった。 

続いて、Fuc(-)型キメラ抗体に認められた抗腫瘍活性がエフェクター活性に

因るものかを明らかにするため、両クローンのマウス IgG1 型抗体を調製し、そ

の in vivo 抗腫瘍活性を Colo-205 担癌モデルで評価した。その結果、Pr1E11 と

AR47A6.4.2 共に、マウス IgG1 型抗体では抗腫瘍活性は認められなかった。本結

果及び第 3 章の結果から、Pr1E11 と AR47A6.4.2 の Fc 非依存的活性の寄与は無

い、もしくは非常に小さく、in vivo 抗腫瘍活性は ADCC 活性に大きく依存して

いることが明らかとなった。 

最後に、Pr1E11 及び AR47A6.4.2 の内在化活性を評価することを目的に、両ク

ローンの細胞表面結合持続性を解析した。その結果、両クローン共に 37℃での

培養時間の増加と共に、細胞表面上の抗体結合量が減少し、その度合いは
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AR47A6.4.2 のほうが Pr1E11 よりも有意に高かった。本結果から、Pr1E11 の内

在化活性は AR47A6.4.2 よりも低いと考えられた。抗体の内在化は ADCC 活性や

腫瘍内抗体濃度に対して負に働くことが考えられることから、Pr1E11 の高い in 

vivo 抗腫瘍活性は、低い内在化活性に起因している可能性が十分にあると考え

られた。 

以上の結果から、Pr1E11 は AR47A6.4.2 よりも高い in vivo 抗腫瘍活性を有し

ていることが明らかとなった。Pr1E11 はこれまでに報告されている naked 型抗

TROP-2 抗体の中で最も高い in vivo 抗腫瘍活性を有するクローンだと考えられ

た。マウス IgG1 型抗体の活性評価から、Pr1E11 の in vivo 抗腫瘍活性は ADCC

活性に大きく依存していることが確認された。さらに内在化活性の評価から、

Pr1E11 の優れた in vivo 抗腫瘍活性は低い内在化活性に起因していることが示

唆された。 
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第 5章                               

総括 
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第 1 章は序論であり、本研究の背景と目的を述べた。抗体は高い親和性と優

れた特異性をもって標的分子に結合し、多様なメカニズムで生物活性を発揮す

ることが出来る。また、血清中での安定性も高く、血中半減期も長いことから、

医薬品のフォーマットとして魅力的な性質を有している。近年、抗体を利用した

医薬品が多数承認されているが、固形癌を対象とした抗体医薬品は依然ニーズ

が高く、新たな抗体医薬品の開発が求められていた。そこで本研究では、ファイ

バー改変アデノウイルスAdv-FZ33を用いた抗体スクリーニングにて取得された

抗 TROP-2 抗体 Pr1E11 の生化学的特性及び抗腫瘍活性を評価し、Pr1E11 の抗癌

抗体医薬品としての可能性を検証することを目的とした。 

第 2章では Pr1E11 の精製抗体を調製し、その生化学的特性を解析した。初め

に細胞結合性を評価した結果、Pr1E11 は既知の抗 TROP-2 抗体 AR47A6.4.2 と同

様に多様な癌種に強く結合することが確認された。一方、Pr1E11 は複数の正常

組織に対しても結合したことから、臨床応用する場合は正常組織に対する作用

に注意する必要が考えられた。次に、BIACORE を用いて反応速度論定数と解離定

数を解析した。その結果、Pr1E11 は高い ka値と低い kd値を有しており、比較し

た他のクローンよりも数倍低い KD値を有していた。Pr1E11 の KD値は上市されて

いる抗体医薬品と遜色ないことからも、Pr1E11 は優れた親和性を有するクロー

ンであることが明らかとなった。最後に Pr1E11 のエピトープをフローサイトメ

トリーによる競合試験及びウエスタンブロット法による組み換え細胞外ドメイ

ン欠損変異体タンパク質に対する結合性評価により解析した。競合試験の結果、

Pr1E11 は AR47A6.4.2 と異なる部位を認識することが示唆された。ドメイン欠損
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変異体に対する結合性解析結果から、Pr1E11 は CRD に、その他 6クローンは CPD

の N 末端側に結合することが明らかとなった。以上の結果から、Pr1E11 は既知

のクローンとは異なるユニークな部位に結合することが明らかとなった。 

第 3 章では、Pr1E11 の抗腫瘍活性メカニズムを解明することを目的に、in 

vitro における ADCC 活性、CDC 活性及び細胞増殖阻害活性を評価した。比較対

象には、高い in vivo 抗腫瘍活性を有する AR47A6.4.2 を用いた。初めにヒト新

鮮血より単離した PBMC を用いて、ADCC 活性を評価した。その結果、Pr1E11 は 2

種の TROP-2 陽性癌細胞株に対して ADCC 活性を発揮し、そのエフィカシー及び

ポテンシーはAR47A6.4.2と同等であった。また、Fuc(-)型抗体を用いることで、

エフィカシー及びポテンシーが向上することを確認した。次にヒト補体成分を

用いて CDC 活性を評価した。その結果、両クローン共に癌細胞株に対して CDC 活

性を発揮することは出来なかった。最後に細胞増殖阻害活性を評価した。抗

TROP-2 抗体単独又は二次抗体共存下で評価を行ったが、いずれの条件において

も両クローンに増殖阻害活性は認められなかった。以上の結果から、Pr1E11 は

少なくとも ADCC 活性を有するクローンであることが明らかとなった。また、そ

の活性は Fuc(-)型抗体で増強されたことから、抗腫瘍活性を最大限に発揮させ

るためには Fuc(-)型抗体が最適なフォーマットであると考えられた。 

第 4 章では、Pr1E11 の naked 型癌治療抗体としてのポテンシャルを明らかに

することを目的に、Fuc(-)型キメラ抗体の in vivo 抗腫瘍活性を SCID マウス担

癌モデルで評価した。また、in vivo 抗腫瘍メカニズムを解明することを目的に、

マウス IgG1 型抗体の in vivo 抗腫瘍活性、及び、in vitro における抗体の内在
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化活性を評価した。比較対象には AR47A6.4.2 を用いた。初めに、BxPC-3 担癌モ

デル及び Colo-205 担癌モデルを用いて Fuc(-)型キメラ抗体の in vivo 抗腫瘍

活性を評価した結果、両モデルにおいて Pr1E11 は AR47A6.4.2 よりも優れた抗

腫瘍活性を示した。次に Fuc(-)型キメラ抗体に認められた抗腫瘍活性がエフェ

クター活性に因るものかを明らかにするため、Colo-205 担癌モデルを用いてマ

ウス IgG1 型抗体の in vivo 抗腫瘍活性を評価した。その結果、両クローン共に

マウス IgG1 型抗体に抗腫瘍活性は認められなかった。本結果及び第 3章の結果

から、両クローンのin vivo抗腫瘍活性に対するFc非依存的活性の寄与は無い、

もしくは非常に小さく、in vivo 抗腫瘍活性は ADCC 活性に大きく依存している

ことが明らかとなった。続いて、Pr1E11 及び AR47A6.4.2 の内在化活性を評価す

ることを目的に、両クローンの細胞表面結合持続性を解析した。その結果、両ク

ローン共に 37℃での培養で細胞表面上の抗体結合量が減少し、その度合いは

AR47A6.4.2 のほうが Pr1E11 よりも有意に高かった。本結果から、Pr1E11 の内

在化活性は AR47A6.4.2 よりも低いと考えられた。抗体の内在化は ADCC 活性や

腫瘍内抗体濃度を低下させる可能性があることから、Pr1E11 の高い in vivo 抗

腫瘍活性は、低い内在化活性に起因していると考えられた。 

以上の結果から、ファイバー改変アデノウイルス Adv-FZ33 を用いたスクリー

ニングにより樹立された抗 TROP-2 抗体 Pr1E11 は、既知の抗 TROP-2 抗体クロー

ンとは異なる生化学的特性を有しており、これまでに報告されている naked 型

抗 TROP-2 抗体の中では最も高い in vivo 抗腫瘍活性を有していることが明らか

となった。今後 Pr1E11 を抗体医薬品として開発するためには、ADCC 活性による
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抗腫瘍効果が最大限発揮される癌種を選定する必要があるだろう。今回の検討

において、Pr1E11 の in vivo 抗腫瘍活性は BxPC-3 担癌モデルよりも Colo-205

担癌モデルにおいて高い作用が認められたが、両細胞における TROP-2 発現量に

大きな差はなく、抗原の陽性率のみで癌種を選定することは適切ではないと考

えられる。癌種によって膜型分子の内在化活性や、抗体及びエフェクター細胞の

浸潤度合いが異なることが報告されているが(102, 103)、これらは ADCC 活性の

強度に影響することが予想される。また、癌細胞の中には NK細胞の活性化を阻

害する分子を発現することで、ADCC 活性を減弱させるものも存在することから

(104)、癌細胞側の性質や腫瘍環境は Pr1E11 の適応を選定するうえで重要な因

子となるだろう。さらに、Pr1E11 は複数の正常組織にも結合したことから、こ

れら正常組織に対する作用が許容される投与量を検討する必要もある。上記検

討を通じて高い薬効と低い副作用を両立することが出来る癌種を同定し、臨床

応用へと繋げていきたい。 

一連の検討結果から、Pr1E11 の優れた in vivo 抗腫瘍活性は低い内在化活性

によりもたらされている可能性が考えられたが、このような知見はこれまでに

報告が無く、本知見を取り入れた抗体スクリーニングを実施することで、高い in 

vivo ADCC 活性を有するクローンを効率的に取得できる可能性が考えられた。

ADCC 活性を主薬効メカニズムとした抗体医薬品は固形癌のみならず血液がんや

自己免疫疾患の分野でも多く利用されており、本研究で得られた知見が、様々な

分野における抗体医薬品の開発に貢献することが出来れば幸いである。 
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