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抗TROP-2抗体Pr1E11の生化学的特性解析と抗腫瘍活性の評価に関する研究 

 

 

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る。そこで本研究では、様々な癌種において高発現して

いることが報告されているTROP-2に注目し、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と共に、Pr1E11 の生物活性と Adv-FZ33 を用いた抗体スクリーニング方法の因果関係に

ついて考察することを目的とした。 

第1章では序論であり、本研究の背景と目的を述べた。 

第2章ではPr1E11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、組み換

えTROP-2タンパク質に対する反応速度論定数(ka, kd)と解離定数(KD)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、比較した既知のクローンよりも数倍低いKD値を有していた。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。ドメイン欠損変異体に対する結合性解析結果から、Pr1E11はcysteine-rich domainに、

その他6クローンはcysteine-poor domain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antibody-dependent 

cellular cytotoxicity (ADCC)活性、complement-dependent cytotoxicity (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、ADCC活性やCDC活性が低いマウス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。最後に、一連の検討から明らかとなった Pr1E11 の生物活性と、Adv-FZ33 を用いた抗体スクリーニ

ングの因果関係について考察をした。Pr1E11 は低い内在化活性と優れた親和性を有することで Adv-FZ33 を標的

細胞に強く接着させることに加え、比較的柔軟性の高いN末端側ドメインをエピトープとすることでウイルスの

ペントンベースと標的細胞のαvβ5インテグリンへの結合を容易にし、Adv-FZ33に優れた感染能を付与している

ことが考えられた。ADCC活性も抗体の親和性やエピトープの影響を大きく受けることが知られており、Adv-FZ33

の感染を促進するエピトープは高いADCC活性を誘発し得ることが考えられた。 

第5章では本研究の総括を述べた。一連の検討結果から、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。また、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。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。 

 


