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1.　はじめに

タンパク質・糖鎖・脂質を，高感度かつ特異的に検出で
きる実験手法を考えると，必ず抗体が必要となる．抗体
（IgG）は分子量が約 15万の大きなタンパク質であるが，感
度・特異度の両方において，抗体を上回るものはない 1）．抗
体に種々の酵素や蛍光色素を付加することで，flow cytometry

（FCM），Western blot（WB），immunohistochemistry（IHC）
などの様々な実験系に使われる．モノクローナル抗体は単
一のエピトープを持ち，実験的ツールとしてだけでなく，
免疫疾患やがんなどのあらゆる病気の診断や治療に活用さ
れている．古くから腫瘍マーカーと呼ばれているものは，
糖鎖に対する抗体が使用されている 2）．2017年度の統計
によると，年間 1000億円以上を売り上げる医薬品（ブ
ロックバスター）として，46品目の生物学的製剤があり，
そのうち抗体医薬品は 23品目となっている．最近は，生

体で産生されるような IgGだけでなく，抗体工学技術の発
展により様々な小分子化抗体（scFvや nanobodyなど）が
開発されている 3）．さらに，抗体薬物複合体（antibody 

drug conjugate：ADC），二重特異性抗体（bispecific T-cell 

engager：BiTE），キメラ型抗原受容体発現 T細胞（CAR-T）
療法などの新しいモダリティが開発され，国内外の製薬企
業を中心に，抗体の治療への応用が活発化している．

2.　がん特異的抗体の開発の歴史と課題

がん細胞を標的として抗体医薬を開発する場合，どんな
に抗体を改変しても，あるいは，どんなに強力な抗がん剤
付加や免疫細胞誘導を行ったとしても，がん細胞に特異的
な抗体でなければ常に正常組織への毒性が懸念され，臨床
応用は困難である．特に，抗体医薬などのバイオ医薬に対
し製薬会社が投資する開発費は膨大であり，臨床試験で患
者への有害事象が起こる可能性が少しでもあれば，製薬会
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先端的がん特異的抗体創製基盤技術開発と 
その臨床応用
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がん細胞に対する抗体医薬開発を行う場合，がん細胞に特異的な抗体でなければ正常組織への毒性が常に
懸念される．過去の抗体医薬開発の戦略を振り返ると，オミックス解析を用いてがん／正常比が高い抗原
を狙うことが多く，がん細胞に高発現の膜タンパク質であったとしても，正常組織にも高発現している場
合は標的候補分子から外されてきた．がん／正常比が高く，かつ正常組織の発現レベルが低い新規標的分
子は現在枯渇しており，新たな抗体医薬を開発するのが困難な状況が続いている．そこで製薬会社を中心
として，すでに抗体医薬が存在する標的分子に対し，抗腫瘍効果のさらに高い抗体医薬開発や，抗体薬物
複合体（ADC），キメラ型抗原受容体発現 T細胞（CAR-T）療法，二重特異的抗体を用いた T細胞誘導療法
など，種々のモダリティへの応用研究が活発化している．この現状を打開するためには，標的分子ががん
細胞と正常細胞に同等に発現していたとしても，がん細胞の標的分子のみに特異的に反応するモノクロー
ナル抗体を樹立する技術が必要である．我々はこれまで，がん特異的糖鎖を発現する細胞株や独自開発の
アフィニティータグシステムを駆使することにより，がん特異的抗原を大量に作製するプラットフォーム
を開発した．フローサイトメトリーや免疫組織染色のスクリーニング法を最適化することにより，がん特
異的抗体の樹立法（CasMab法）を確立した．また，免疫やスクリーニングに細胞株のみを使った細胞基
盤免疫選択法（CBIS法）を開発し，精製が困難なタンパク質に対する抗体を迅速に作製できるようになっ
てきた．がん特異的抗体の開発は，がん患者に対する副作用を限りなく低減させるだけでなく，抗体医薬
を開発する企業にとってもリスクが少なく，今後のバイオ医薬品の開発にとって重要な課題である．本稿
では，がん特異的抗体開発の戦略を，いくつかの実施例を使って紹介する．
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社が開発に乗り出すことはできない．しかし，がん細胞の
みに高発現している分子は限られており，理想的な新規標
的分子は枯渇したと言われている．過去の抗体医薬開発の
戦略を振り返ると，DNAマイクロアレイやプロテオミック
ス解析により，がん／正常比が高い抗原を狙うことが多く，
がん細胞に高発現の膜タンパク質であったとしても，正常
組織にも高発現している場合は標的候補分子から外されて
きた．次に注目され始めたのが，糖鎖を対象としたグライ
コミクスや糖ペプチドを対象としたグライコプロテオミク
スである 2）．CA19-9などの腫瘍マーカーは，糖鎖に対す
る抗体が使われており，様々ながんの診断に役立っている．
同様に抗体医薬の標的としても糖鎖や糖ペプチドが候補に
あがってきているが，糖鎖に対する抗体は，一般的にがん
細胞に対する特異性が乏しい．そこで，ある膜タンパク質
について，がん細胞と正常細胞の糖鎖構造付加の差を，質
量分析計やレクチンマイクロアレイなどによって検出しよ
うとする研究が様々な国家プロジェクトで実施されてきた．
しかし，膜タンパク質への糖鎖付加は不均一性があること
が原因となり，がん特異的糖鎖構造が膜タンパク質に付加
されているという明確な結論はほとんど出ていない．O型
糖鎖の場合は，セリンあるいはスレオニンに糖鎖が付加さ
れることがわかっているが，ムチン型タンパク質の複数の
セリンやスレオニンのどこにどの程度，がん特異的な糖鎖
が付加されているかを決定することは，今でも非常に難し
い作業である．仮にがん特異的糖鎖構造やその付加位置が
決定されたとしても，免疫原として糖ペプチドの合成を高
純度に大量に行うことは，通常のアカデミアの研究室では
不可能であり，ペプチド合成のように受託企業で合成をし
てもらうことも予算的に困難である．以上のことから，が
ん細胞と正常細胞から精製した各膜タンパク質に付加した
糖鎖などの翻訳後修飾の違いを発見し，その違いに対して
がん細胞に特異的な抗体を作製するストラテジーは理解し
やすいが，上述の通り，実際の作業として実施するのは困
難である．

3.　ポドプラニンの発見と高機能抗体の開発

過去の多くの研究において，がん細胞による血小板凝集
と血行性転移に相関があることは報告された．がん細胞に
よる血小板凝集を阻害することによりがんの転移を抑制し
ようという治療戦略も世界中で考案されてきたが，臨床応
用はされていない．gp44という血小板凝集因子は，マウ
ス大腸がん細胞に高発現しており，がんの転移と相関があ
る分子として注目された 4）．gp44はムチン型タンパク質
であり，多くの O型糖鎖が付加され血小板凝集に重要な役
割を果たしていることがわかった 5）．gp44に対する特異
的抗体（8F11）が作製され，過剰発現した gp44によって
引き起こされるがん転移が 8F11によって有意に抑制され
た 6）．2003年になり，我々は gp44の遺伝子がポドプラニ
ン（podoplanin/PDPN）であることを発見した 7）．PDPNは
C末端に膜貫通部位を有したⅠ型膜貫通タンパク質であり，
リンパ管マーカーとして病理診断に活用されている．また，

8F11のエピトープ解析や詳細な変異実験を実施し，PDPNの
N末端に EDxxVTPGの 3回繰り返し配列（PLAG domain）
を発見した．PDPNにはPLAG domainの類似配列が存在す
ることもわかり，それを PLAG-like domain（PLD）と名付
けた．PLAG domainや PLD中のスレオニンが PDPNによ
る血小板凝集の活性中心であり，種を超えて保存されてい
ることがわかった 8）．PDPNはその分子量の約半分が O型
糖鎖であり，血小板凝集活性には糖鎖が重要であることが
示唆されていた．我々は，糖鎖合成不全の変異 CHO細胞
株を用いることにより，PLAG domainのスレオニンに付加
されているO型糖鎖のシアル酸が血小板凝集の活性中心で
あることを解明した 9）．質量分析計を用いて PDPNの糖鎖
構造を解析した結果，PDPNには 4つの単糖からなる糖鎖
（disialyl-core1）が付加されていた．このように，一つの分
子の一ヵ所の糖鎖を決めるために，かなりの時間と労力を
費やしたが，この disialyl-core1は比較的どこにでも存在す
る糖鎖であり，がんの血小板凝集能に特徴的ではなかった
ため，この糖鎖を狙った医薬品開発は困難であった．
上述した通り，血小板凝集に重要な糖鎖（disialyl-core1）

はあらゆるタンパク質に付加されているため，この糖鎖を
狙った中和抗体は，特異的な転移阻害薬にはならない．そ
こで，がん細胞に高発現した PDPNによる血小板凝集を特
異的に抑制する抗体を作製することで PDPNによるがん転
移を抑制でき，さらには抗腫瘍効果も高い抗体を樹立する
という治療戦略を考案した．筆者らは 2006年に，ヒト
PDPNのPLAG domainに対し感度・特異度・親和性の高い
モノクローナル抗体（NZ-1）を開発し，PDPNによる血小
板凝集やがん転移を有意に抑制できることを証明した 10）．
カニクイザルを用いた安全性試験によって，NZ-1のヒト
化抗体には毒性が全くないことも確認した．
これまでの多くの研究において，PDPNはリンパ管内皮

細胞，Ⅰ型肺胞上皮細胞，腎ポドサイト，皮膚基底層など，
複数の正常細胞に高発現していることがわかっている 11）．
また，PDPNによる血小板凝集は，リンパ管の発生などの正
常の機能にも重要であることが報告され 12），PLAG domain

や PLDを狙うことも，がん特異性がないことがわかってき
た．既述の通り，NZ-1のように正常細胞に反応し，少しで
も副作用が懸念されるモノクローナル抗体は，製薬企業は
開発しようとしない．これはすべての標的分子についても
該当することであり，医薬品開発を目標とした場合には，分
子の機能解析や構造解析をもとにしたモノクローナル抗体
の開発には限界があった．一方，NZ-1抗体の開発をきっか
けとして，PDPNの機能解明や糖鎖構造解析が飛躍的に進ん
だことは特筆すべきことであり，基礎研究においてモノク
ローナル抗体を樹立することの重要性に変わりはない．
我々は，NZ-1抗体を他の分子の高精度精製にも応用するため，
NZ-1の認識ペプチドをペプチドタグとし，PDPN/Aggrus

（PA）タグというペプチドタグシステムを確立した（Aggrus

とは，血小板をアグらせる（aggregateさせる）ということ
から命名した造語）13）．PAタグシステムを用いて，これまで
多くのタンパク質の高難度精製に成功している 14）．
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4.　がん特異的抗体作製法（CasMab法）の開発

がん細胞と正常細胞に発現しているPDPNのアミノ酸配
列は全く同じであるため，がん特異的抗体を樹立するため
には，糖鎖付加などの翻訳語修飾を狙う必要がある．既述
の通り，質量分析計などの最新機器を駆使しても，PDPN

の糖鎖についてがんと正常の差を発見することができな
かったため，逆の戦略を立てることにした．すなわち，が
ん型 PDPNが存在するという仮説を立て，まず抗体を先に
作ってから，がん特異的糖鎖付加を証明しようと考えた．

LN229という脳腫瘍細胞株に PDPNを発現すると，正常
細胞の PDPNには付加されない糖鎖が付加されていること
がわかったが，どこにどれだけ付加されているかは証明で
きなかった．そこで，PDPNの高発現株である LN229/hPDPN

をマウスに複数回免疫し，FCMや IHCにより，がん特異的
抗体をスクリーニングした．このように，免疫原の作製に，
がん細胞株を使用する方法を，cancer-specific mAb（CasMab）
法と命名した（図 1）．この方法論により，PDPNに対する
がん特異的抗体（LpMab-2）の樹立に成功した 15）．がん特異
的抗体は，糖鎖をエピトープに含むことがわかった．ヒト
キメラ型抗体による抗腫瘍効果が高いことを証明し，カニ
クイザルを用いた毒性試験も行った結果，全く毒性がない
ことが判明し，ついに製薬企業への導出に成功した．今回
は，免疫原として LN229/hPDPNを用いており，精製した
タンパク質を免疫原として用いていないことも，がん特異
的抗体樹立に成功した理由だと考えている．
最初に掲げたストラテジーの通り，樹立した LpMab-2

のエピトープ解析を行った．LpMab-2が認識するエピ

トープが，PDPNのがん型糖ペプチドとなる．常法に従い，
PDPNの deletion mutantや point mutantを複数作製しエピ
トープ解析を行なった結果，LpMab-2は Thr55/Ser56を含
む糖ペプチドを認識することがわかった 15）．すなわち，
Thr55/Ser56に付加する O型糖鎖が，PDPNのがん特異的
糖鎖であることが示された．その後，PDPNのThr55/Ser56

をエピトープに含む別のがん特異的抗体（LpMab-23）を樹
立し，CasMab法に再現性があることを示した 16）．また，
Thr55/Ser56以外にも，Thr52や Thr85にがん特異的糖鎖
が付加しており，それぞれのがん特異的抗体の開発に成功
している．このように，ひとつの分子にも複数のがん型糖
鎖が付加していることから，CasMab法により網羅的にが
ん特異的抗体を作製することの意義を示すことができた．
がん細胞への糖鎖付加には不均一性があり，糖鎖や糖ペプ
チドを標的としても十分な効果が得られないのではないか
という意見も聞かれるが，PDPNの複数のがん特異的糖鎖
を標的として抗体医薬開発を行うことにより，糖鎖付加の
不均一性の問題を解決できると考えている．

5.　細胞基盤免疫選択法（CBIS法）の開発

通常の抗体作製には，精製したタンパク質が必要である
が，必ずしも容易にタンパク質が精製できるわけではない．
上述の通り，精製の難易度の高い膜タンパク質，例えば
GPCRの場合には，我々が開発した PAタグやMAPタグ 17）

を使用することにより解決する場合もあるが，それでも精
製が困難なタンパク質は多く存在する．そこで我々は，免
疫原として強制発現株を使用し，ハイスループットスク
リーニングにも細胞株のみを使用するという細胞基盤免疫

図 1　従来の抗体作製法と CasMab法の比較
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選択法（cell-based immunization and screening：CBIS法）
の開発を行った（図 2）．強制発現株に使用する細胞株は，
CHO-K1や HEK-293Tなどのタンパク質発現用の細胞や，
各種がん細胞を用いる．またハイスループットスクリーニ
ングには，5～10枚の 96 well plateを半日で処理する必要
があるため，高速フローサイトメーターが必要となる．
我々はラボ内に 4台の高速フローサイトメーター（Sony

製）を完備し，これを実現した．この CBIS法により，ど
のような複雑な構造を持つタンパク質に対しても，迅速に
高効率に抗体を樹立することが可能となった．具体例とし
て，5回膜貫通タンパク質の CD13318）に対し，FCM，WB，
IHCに有用な抗体を短期間に樹立することができた．この
CBIS法と CasMab法を組み合わせることにより，効率よ
くがん特異的抗体が樹立できることもわかってきており，
さらに複数の新規標的に対するがん特異的抗体を樹立して
いく予定である．

6.　おわりに

PDPNに対するがん特異的抗体の作製をきっかけとして，
我々は複数のプロジェクトにおいてがん特異的抗体の作製
に取り組んでいる．既述の通り，低分子化抗体や二重特異
性抗体などの新しいタイプの抗体が国内外の研究機関や製
薬企業で開発され，さらに ADCや CAR-Tのようなモダリ
ティとの組み合わせも多数存在する．しかし，がん細胞を
狙う際に忘れてはいけないのが，がんに対する特異性であ
る．これまで紹介してきたように，がん特異的抗体の作製
には新規の技術は必要なく，古典的な技術を工夫していく

ことが重要である．こうして作製したがん特異的抗体は，
様々な新規モダリティと結びつくことにより，がん患者の
QOLを重視した真の先端的抗体医薬へつながると我々は
考えている．

著者の利益相反：加藤 幸成（小野薬品工業株式会社，ゼノ
アックリソース株式会社，日本全薬工業株式会社，扶桑薬
品工業株式会社）．
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Abstract.　Many strategies have been tried to produce monoclonal antibodies (mAbs); however, there have been 
several problems about focusing on molecular targets and screening methods. For instance, the high tumor/normal 
ratio of antigen expression using DNA microarray has been thought to be important when we determine the 
molecular targets for antibody-drug. Although many antigens are expressed highly in tumors, those antigens have 
been removed from the candidates of antibody-drug targets because they were also expressed in normal tissues. We 
recently established a novel technology to produce a cancer-specific monoclonal antibody (CasMab). The post-
translational difference such as glycans can be utilized to produce the CasMab, although the protein possesses the 
same amino acid sequence in both cancer and normal cells. We have already produced CasMabs against several 
glycoproteins such as podoplanin, which is expressed in both cancer and normal cells. Those CasMabs possess 
antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) or complement-dependent cytotoxicity (CDC) in vitro and anti-
tumor effect in xenograft models in vivo. In conclusion, the CasMab technology is the platform to develop cancer-
specific mAbs, which could attack only cancer cells without side effects.


