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要旨 

HM1.24 は多発性骨髄腫（Multiple myeloma; MM）に特異的に発現する抗原として知られてきた。最

近では各種固形癌においても発現が確認されることが報告され、癌治療における標的抗原としては魅力

的な分子である可能性が示唆されている。HM1.24 を認識する抗体の臨床応用は既に試みられたものの、

残念ながら高い有効性を確認するには至らなかった。この原因として、HM1.24 抗体の高い内在化活性

が考えられたことから、新たに内在化活性の低い抗体の取得を試み、それに加えて抗体依存性細胞障

害（Antibody-dependent cellular cytotoxicity; ADCC）活性増強技術であるデフコース化を施すことにより、

抗腫瘍活性の高い新規の抗 HM1.24 抗体 cKM3590 を得ることに成功した。また、HM1.24 が MMだけ

でなく、大腸癌・肺癌・膵癌細胞株においても発現していることを確認し、更に、ヒト大腸癌組織を対象とし

た IHC により、HM1.24 の発現を確認した。本研究により、cKM3590 が MM 治療のみならず、固形癌治

療において有効なアプローチとなりうることが示唆された。 
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1. 序文 

1.1. 抗体の役割、及び構造と機能 

ヒトなどの高等生物においては、微生物・ウイルス感染や異物の侵入に備え、免疫反応機構が

構築されており、この免疫反応機構は自然免疫と獲得免疫に大別される。自然免疫においては微

生物自体を食細胞が貪食することにより排除する、あるいは微生物由来の核酸や糖成分を非特異

的に感知するセンサーを介した顆粒球画分の活性化により病原体を排除する一方、獲得免疫で

は、一度病原体を取り込んだ後に特異的にそれを認識するT細胞もしくはB細胞を誘導し、これに

より異物の排除を行う。T細胞のうち CD8陽性 T細胞が担う免疫機構を主に細胞性免疫、CD4陽

性 T細胞または B細胞が担う免疫反応を液性免疫と称する[1]。 

液性免疫においては、異物排除のために抗体が産生される。抗体分子は B 細胞では膜タンパ

ク質として細胞表面上に発現し、B細胞受容体（B cell receptor; BCR）として機能するが、B細胞か

ら分化した形質細胞において、スプライシングにより膜結合ドメインが除去されるため、分泌型に変

換される。抗体分子は糖タンパク質であり、抗原特異的に結合することにより、病原体や異物の排

除に関与する[2]。 

抗体は、ジスルフィド結合を介して重鎖（H鎖）2本、軽鎖（L鎖）2本のヘテロ 4量体を構成する。

H鎖及びL鎖はそれぞれ可変領域（Heavy-chain variable；VH、Light-chain variable；VL）、定常領

域（Heavy-chain constant-1；CH1ドメイン、Hinge、CH2ドメイン、CH3ドメイン、Light-chain constant；

CL ドメイン）と称し、また、VH～CH1 と VL～CL で構成される部分を Fab（Fragment, antigen 

binding）領域、Hinge～CH3で構成される部分を Fc（Fragment, crystallizable）領域と呼ぶ。 
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可変領域において、VHとVLは静電相互作用及び水素結合によりその構造が維持されており、

多様なアミノ酸配列により極めて特異的な抗原認識を担うことが可能となっている。中でも特に多

様性の高い相補性決定領域（Complementarity determining region; CDR）と呼ばれる配列が 3箇

所存在し、これにより抗原特異性が決定される。可変領域中の CDR 以外の配列はフレームワーク

と称され、可変領域の立体構造を維持するとされている。ヒンジ領域は二つの Fab ドメインの柔軟

性及び抗体のアビディティーに寄与することが知られており、Fc受容体（FcR）と IgG の結合に部

分的に関与することが示唆されている[3]。 

加えて、定常領域、その中でも特に Fc 領域は分子間の相互作用を担うことにより、抗体特有の

エフェクター機能を惹起する役割を有する。IgGの CH2 ドメインは Fc領域のリガンドを結合する部

分として機能し[8]、特に CH2 ドメイン中の 297番目のアスパラギン（Asn297）に結合する N結合型

糖鎖は、IgGの Fcへの結合に必須である。CH3 ドメインでは強力な非共有結合により、2本の H

鎖の相互作用を安定化する役割を担う[9]。また、CH2 と CH3 の間に形成される溝にはで胎児性

Fc受容体（neonatal Fc receptor; FcRn）が結合するとされている[10]。このような定常領域は比較的

アミノ酸配列が保存されており、L鎖定常領域には κと λの 2種類、H鎖定常領域にはヒトでは IgM、

IgG、IgA、IgD、IgE の 5 種類のクラスが存在する。その中でも、多様なエフェクター機能を惹起す

る IgG、特に IgG1サブクラスはその強力なエフェクター機能ゆえに、最も治療用抗体プラットフォー

ムとして用いられている[3]。 
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1.2. 抗体医薬品の作用機序と機能改変 

抗体は血液中に安定的に存在する分子であり、生体にとって抗原性が低いことは当然のこと、

投与後血中に長時間安定的に存在することによって、薬効を発揮できると考えられている。一般的

に、その作用機序は、標的分子と結合することによりその機能を制御し薬効を発現する作用と、標

的分子を発現する細胞を抗体特有のエフェクター活性により排除する作用、といった2つの種類に

大別される（図 1）。以降で、機能の詳細と関連する抗体改変技術について述べたい。 

 

1.2.1. 標的分子の中和 

標的分子の機能を制御する代表的な抗体医薬としては、Remicade®（抗 Tumor necrosis factor

（TNF）-αキメラ抗体）やHumira®（抗TNF-αヒト抗体）等の慢性関節リウマチ適応の抗体医薬が

挙げられる[4]。また、希少疾患であるキャスルマン病適用で認可された Actemra®（抗 IL-6 受容

体ヒト化抗体）は IL-6 中和機能を主薬効とし、関節リウマチ領域においてもきわめて高い有効性

を示している[5]。一方、癌治療において大きな成功を収めたと考えられているのは Avastin®（抗

VEGF ヒト化抗体）である[6]。これは、腫瘍組織において血管新生を担う血管内皮増殖因子

（vascular endothelial growth factor: VEGF）の機能を阻害し、抗癌活性を発揮している。高分子

体であるタンパク質間相互作用を制御することは、これまでの低分子を中心とした創薬技術では

困難であり、標的分子の中和機能を主たる薬効メカニズムとする医薬品として抗体分子が適して

いたと考えられる。 
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1.2.2. 抗体リサイクリングと機能中和の関係性 

中和作用を主とする抗体医薬品においては、抗体の血中半減期延長が活性増強の有用な手

法として考えられている。その際に重要となる分子が FcRn である。 FcRn は Major 

hiscocompatibility complex（MHC）様分子であり、血管内皮上に発現した FcRn は抗体の代謝と

リサイクルに関与するとされている[7]。IgG は血管内皮細胞によって取りこまれ、初期エンドソー

ム内で低 pH（pH 6.0-6.5）環境下において FcRn と結合することにより、リソソームにより消化を回

避する[7]。エンドソームから脱出した IgG は細胞表面上までベシクル輸送され、中性環境下（pH 

7.0–7.5）では FcRn との結合が解除されるため、細胞外に放出される。一般的には、IgG のリサイ

クルは FcRn との相互作用に依存するため、FcRn と高い親和性を有する IgGは長い血中半減期

を有すると考えられている。実際、インビボ薬効モデルにおける抗体の半減期の重要性は

Roopenian らが証明している[8]。野生型マウス、FcRn欠損マウス、およびヒト FcRn トランスジェニ

ックマウスにヒト IgGを腹腔内投与したところ、FcRn欠損マウスにおいては速やかにクリアランスさ

れたが、ヒト FcRn トランスジェニックマウスは長時間にわたり血中濃度が維持されることが確認さ

れている。また、彼らは、同種異系マウスの尾皮膚を移植した WTマウスおよび FcRn欠損マウス

において Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen（CTLA）4-Ig、抗 CD40L抗体の治療効果を

評価したところ、FcRn欠損マウスにおける移植片拒絶はWTマウスよりも速やかに生じた。これら

の結果から、半減期の延長は治療効果を発揮する上で重要な因子であると考えられた。 
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1.2.3. 血中半減期延長技術 

Zuckier らは、IgG1/4のドメインキメラがそれぞれの基となる抗体である IgG1型抗体、IgG4型抗

体よりも予想外に延長されていることを報告している[9]。この報告においては詳細なメカニズムが

解析されていなかったものの、近年ではより合理的なアプローチ、具体的には FcRn結合性を向上

した IgG1変異体の作製が試みられている。前項にて述べたように、FcRn結合を介した IgGのリサ

イクルは、IgG と FcRn の間の pH 依存的相互作用に影響されるため、理想的な IgG 変異体として

は、pH6環境下において FcRn結合活性が向上し、pH7.4における FcRn結合活性が変化しないこ

とが求められる。Hinton らは、Thr250Gln/Met428Leu 変異体の、アカゲザル FcRn 対する低 pH環

境下における結合活性が 37倍亢進しており、アカゲザルにおける血中半減期が 2.5倍延長してい

ることが見出された[10]。また、Dall’Acqua らは Met252Tyr/Ser254Thr/Thr256Glu（YTE）トリプル変

異体の、カニクイザル FcRn対する低 pH環境下における結合活性が 10倍亢進しており、カニクイ

ザルにおける血中半減期が 4 倍延長していることを見出した [11]。さらに、Zalevsky らは

Met428Leu/Asn434Ser変異体では、カニクイザル FcRnへの親和性が 12倍亢進しており、カニクイ

ザルにおける半減期が 3 倍延長していることを示した[12]。興味深いことに、変異を加えたアミノ酸

の部位は IgG と FcRnの界面に存在せず、界面近傍に埋もれていた。これは、界面のアミノ酸残基

の物理化学的性質が変化することにより、FcRn との結合活性が変化しているものと考えられる[10]。

また、ZalevskyらはhFcRn/Rag1欠損マウスを用いたゼノグラフトモデルにおいて、血中半減期を延

長した bevacizumab および cetuximab 変異体（Met428Leu/Asn434Ser）が有意に抗腫瘍効果を増

強したことを報告している[12]。 
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1.2.4. 標的細胞の傷害作用 

一方、抗体医薬には、抗体依存性細胞傷害活性（antibody-dependent cellular cytotoxicity; 

ADCC）や補体依存性細胞傷害活性（complement-dependent cytotoxicity; CDC）と言ったエフェク

ター機能による薬効の発現といった、低分子医薬には無い、特有の機能が備わっており、このエフ

ェクター機能の発現が治療効果に重要であるという知見が蓄積されつつある。その代表例は非ホ

ジキンリンパ腫治療剤 Rituxian®（抗 CD20 キメラ抗体）[13, 14]や乳癌治療剤 Herceptin®（抗

HER2 ヒト化抗体）[15]である。これらはそれぞれ、CDC やアポトーシス誘導、あるいは受容体型チ

ロシンキナーゼ HER2 の機能阻害といった活性を有しているものの、ADCC が薬効発現及び治療

予後に大きな影響を与える重要な機能であると考えられている。 

 

1.2.5. CDC活性 

CDC 活性は、補体を用いた古典的な細胞障害メカニズムであり、抗原に結合した抗体に対して

補体成分 C1q が結合することで開始される。通常、CDC 活性は数分のうちに生じる迅速な細胞傷

害機構として認識されており、時に ADCC 活性よりも重要視される場合がある。一方、臨床的意義

は、Rituxan®投与患者における急激な補体成分の消費[16]や Rituxan®耐性癌細胞では補体抑

制性タンパク質の発現が高い[17]等、間接的なエビデンスが存在するに留まっている。但し、また、

最近では Rituxan®よりもきわめて高い CDCを有する Arzerra®（抗 CD20 ヒト化抗体）が慢性リンパ

性白血病において高い治療効果を示しており、薬効発現における CDC の重要性も認識されてい

る[18]。 
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1.2.6. CDC活性増強技術 

CDC活性は、多価の Fc、例えば人工的に二量体化した抗体分子や IgM等により、C1qに対す

るアビディティーを向上することで増強されると考えられてきた[19, 20]。しかし、このような分子は、

毒性面や生産面の懸念から、医薬品としての利用には適していないと考えられる。それ故、よりシ

ンプルな IgG分子の改変が求められていた。Idusogieらは C1qの結合残基が CH2 ドメイン中に存

在することを明らかにし、これらのアミノ酸を改変する事で C1q に対する結合活性を亢進し、結果と

して CDC活性を 2倍向上させることに成功している[21, 22]。但し、これらのアミノ酸改変は ADCC

活性を減弱させることも報告されている。 

一方、Natsume らは IgG1/3 のドメインキメラを作製し、親抗体である IgG1 および IgG3 を超える

C1q結合活性と CDC活性を発揮させることに成功している[23, 24]。このキメラ分子を用いることに

より、カニクイザル体内及び、ヒト血液中で効率的に標的細胞を除去することができ、ヒト体内にお

いて増強された CDC活性が発揮されることが示唆された。 

 

1.2.7. Fc受容体依存的機構 

標的細胞表面上に結合した抗体は、白血球上の FcR （FcRI, FcRIIa, FcRIIIa）の活性化を

誘導し、シグナル伝達を惹起する。その中で、FcRIIIa は、その多型と抗体医薬品の臨床アウトカ

ムがリンクすることから、治療効果を得るうえで重要とされている[11]。FcRIIIa は NK細胞を介した

ADCC活性発揮に重要な受容体であり、158番目のアミノ酸が Valである場合、IgG との結合活性

が高いために強力な ADCC 活性が発揮される一方、Phe である場合は比較的弱い活性となる[25]。
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実際に、Rituxan の臨床試験では、FcRIIIa-Val158 型の genotype を有する患者では良好な治療

応答性が得られている[13,14]。 また、同様な現象は Herceptin® [15]、Erbitux® [26]、Rho(D)抗

体[27]においても確認されており、それ故ADCC活性は抗体医薬品の重要なメカニズムであると考

えられている。 

 

1.2.8. ADCC活性増強技術 

抗体医薬のADCC活性を向上させるためには、NK細胞等のエフェクター細胞上に発現するFc

受容体（FcRIIIa）への親和性を上げることが重要となる。このような抗体医薬の改良技術は既に複

数報告されており、主に、Fc 領域に人工的なアミノ酸変異を導入する方法と、Fc 領域に結合する

糖鎖を最適な構造に均一化する方法の 2つに大別される。 

 

1.2.8.1. FcRIIIa親和性を向上させるアミノ酸改変 

Rituxan®や Herceptin®の臨床試験の経験[13-15]から、これまでに FcRIIIa 結合活性を更新

させるアミノ酸改変が試みられてきたが、Fc 領域のアミノ酸は 200 以上存在し、その最適化は容

易ではない。それゆえ、重要なアミノ酸部位にフォーカスして改変を行う、もしくはハイスループッ

トの発現系を活用するなどの取り組みがなされている。たとえば、Shieldsらは CH2 ドメインの表面

に 分 布 す る ア ミ ノ 酸 に 限 定 し て ア ラ ニ ン ス キ ャ ン を 実 施 し 、 結 果 と し て

Ser298Ala/Glu333Ala/Lys334Ala トリプル変異体 IgG1において、FcRIIIa親和性及びADCC活

性が飛躍的に向上することを見出した[28]。最近では Lazar らがコンピューターモデリングを駆使
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することにより、ライブラリーサイズを最小化した上で AlphaScreen™（Perkin Elmer社、ビーズを利

用したハイスループットスクリーニングシステム）を用いて、Ser239Asp/Ile332Glu または

Ser239Asp/Ile332Glu/Ala330Leu といった IgG1変異体が高い FcRIIIa結合活性及び ADCC活

性を有することを見出している[29]。一方、Stavenhagen らは、独自の酵母ディスプレイ法を活用

することで Phe243Leu/Arg292Pro/Tyr300Leu/Val305Ile/Pro396Leu といった、FcRIIaとFcRIIIa

結合活性を高めた IgG1バリアントを見出している[30]。 

 

1.2.8.2. FcRIIIa親和性を向上させる糖鎖エンジニアリング 

抗体の Fc 領域、Asn297 には、N 結合型糖鎖が修飾されるため、抗体 1 分子あたり 2 本の糖

鎖が存在する。この糖鎖は、2 分岐複合型であり、末端のシアル酸、ガラクトース、コアフコースの

有無によりヘテロ性を呈し、このヘテロ性は抗体のエフェクター機構とも関連することが報告され

ている。Hodoniczky らはガラクトースを欠損した rituximab が、Rituxan®と比較して低い CDC 活

性を示すことを報告している[31]。また、末端シアル酸量がFcRIIIa結合活性及びADCC活性に

影響を与えることも報告されている[32]。興味深いことに、彼らは高度にシアル酸化された IgG は

柔軟性を失うとともに FcRIIIa 結合活性も低下するとしている。Umana らは、糖転移酵素

N-Acetylglucosaminyltransferase III（GnTIII）を強制発現した CHOにおいて IgGを生産すると、

バイセクティング N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）がコアマンノースに付加され、IgG の ADCC

活性が 10倍増強することを見出した。そのような中で、抗体の FcRIIIa結合活性増強技術として

最もインパクトが大きいのは、 Shinkawa らによって見出されたコアフコース除去技術
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「POTELLIGENT®」である。Shinkawaらは、Fc領域に修飾される 2分岐複合型糖鎖還元末端の

GlcNAc からコアフコースを欠損させる、いわゆるデフコース化することにより、FcRIIIa 結合活性

が増強され、ADCC活性が約 100倍増強されることを見出している[33]（図 2）。このデフコース化

は、ガラクトースやバイセクティング GlcNAc の改変と比較してきわめてインパクトの大きいもので

あった。 

糖鎖の改変が抗体のエフェクター機能を生み出す理由を探るべく、を通常の抗体とデフコース

型抗体の結晶構造を比較したものの、Asn297 周辺の微妙な水和状態の変化を除いて、目立っ

た構造上の変化は確認されていない[34]。近年の解析においては、抗体と FcRIIIa の結合は、

FcRIIIa自身の糖鎖からも影響を受け、中でも特に FcgRIIIa中の Asn162に結合する N型糖鎖

と抗体 Fc 部分の相互作用が、抗体糖鎖からのフコース除去により安定化する可能性が示唆され

ている[35, 36, 37]。このような検証を通じ、デフコース型抗体は低用量、抗原発現レベルが低い、

もしくはエフェクター細胞数が少ない状況下においても ADCC 活性を誘導することができる可能

性が示唆されたため、このデフコース型抗体が臨床の現場においても利用可能であると考えられ

た[38, 39]。このような ADCC増強効果は、FcRIIIa、158番目の Val/Pheの多型に依存しないた

め、遺伝子多型による ADCC活性のヘテロ性を克服できるとも期待された [13-15, 25-27, 40]。ま

た、コアフコースが無い 2分岐複合型糖鎖を有する抗体は天然にも存在することから、アミノ酸改

変を主としたアプローチと比較すると、抗原性リスクは低いと考えられる[41, 42]。FcR と IgGの結

合性には種差が存在し、増強された ADCC活性をげっ歯類モデルにおいて評価することは困難

である。そこで、ヒト末梢血由来単核球（PBMC）を移入したマウスもしくは PBMCを用いた ex vivo
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評価系が用いられるが、このような系においてデフコース型抗体は劇的に亢進したADCC活性を

示した[38, 43]。  

抗体の臨床応用をする上では、生産系についても考慮しなくてはならない。ただし、これまで

に用いられてきた動物細胞発現系と同様、フコース転移酵素 FUT8（1,6- fucosyltransferase）を

ノックアウトもしくはサイレンシングした細胞を用いることで、デフコース型抗体は容易に製造する

ことが可能である[43-45]。Yamane-Ohnuki らによって樹立された FUT8 欠損 CHO 細胞株はコア

フコースを有する通常抗体のコンタミネーション無しに、通常のCHO細胞株と同程度の発現量で

デフコース型抗体を産生することが可能である[45, 46]。 

現在では、デフコース型抗体の臨床試験は順調に進んでおり、きわめて低用量で高い治療効

果が得られており[47, 48]、デフコース型抗体を次世代抗体医薬の開発に応用することは、優れ

た方法の一つとして期待されている。 

 

1.3. 標的抗原の限界 

前項で触れたように現在では様々な抗体改変技術が開発されている。このような技術を応用し

て優れた抗体医薬品を創出することが、今後の課題である。一方、これまでに数多くの抗体医薬品

もしくは医薬品候補が研究開発される中で、各研究グループによる特許の出願競争が激化するこ

ととなった。そもそも、抗体の標的分子は細胞膜表面上に露出する、もしくは分泌されるタンパク質

等に限られることから、必然的にその候補には数に限りがある。その結果、多くの製薬会社が

CD20や TNF-といった代表的な標的ばかりに着目し、これらに対する抗体医薬品ばかりが数多く
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開発される結果となってしまった[49]。一方、それでは特定の疾患の治療薬ばかりが研究されること

になり、真に医療ニーズの高い疾患に対しての治療法を提供することはできないと思われる。

HM1.24 は糖鎖改変技術を応用することにより臨床開発が可能となる標的抗原であると考えられた。

以下にその詳細を述べる。 

 

1.4. HM1.24を標的とする抗体医薬品の価値 

形質細胞リンパ腫の一種である多発性骨髄腫（multiple myeloma; MM）は 70歳以上の男性に

発症することが多く、癌化した形質細胞が骨髄内外で増殖し腫瘍を形成する。MM 細胞が増殖す

ることにより、正常な造血機能が阻害されることで、感染や出血リスクが上昇し、MM 細胞が大量に

産生する異常 M 蛋白（単一のモノクローナル抗体）により血液の粘性が亢進する過粘稠度症候群、

あるいはこれらが臓器や組織に沈着し機能を阻害するアミロイドーシスが起きることもある。MM 細

胞はRANKLなどの分子を発現することで破骨細胞を誘導し、骨破壊等の症状を引き起こす。また、

MM細胞の多くは骨髄内に留まることで、骨髄内微小環境が MM細胞の増殖を足場として支持し

アポトーシスを阻害するとされ、その結果薬剤抵抗性を獲得するため、難治性の疾患とされてきた

[50]。  

1960年代には、アルキル化剤であるMelpharanや副腎皮質ステロイドがMM治療薬として臨床

応用されるようになり、更には多剤併用化学療法の開発が進んだことから、その予後は顕著に改善

された。1980 年代からは自家造血幹細胞移植の試みもなされた[51]ものの、化学療法を含め再発

を防ぐことは出来ず、完治にいたる例は稀である。特に化学療法においては、正常細胞に対しても
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薬剤が毒性を示し、重篤な副作用が発現することがある。患者が比較的高齢であることから、化学

療法に耐え切れないこともあり、新たな治療法の開発が望まれていた。そこで近年では異なるアプ

ローチとして、MM 細胞のみをターゲットとする分子標的治療が予後の改善に有効であると考えら

れ、その一つとして抗体療法が試みられてきた。CD38[52], ICAM-1 (CD54)[53], CD20[54], 

CD40[55], CD52[56], CD74[57], MUC-1[58], Syndecan-1[58], IL-6 Receptor[59], IGF-1 

Receptor[60], RANKL[61]等、骨髄腫細胞に発現している表面抗原に対するモノクローナル抗体

が作製され、その効果が検証されてきた。その中で MM 細胞表面上に高率に発現している

HM1.24がその標的として注目されてきた。  

HM1.24（別名 Bone marrow stromal antigen-2; BST-2、CD317、Tetherin）は 29～33 kDaのⅡ型

膜タンパク質として 1994年にGotoらにより同定された[62]。HM1.24は pre-B細胞の増殖に関わっ

ているとされ、ジスルフィド結合を介して細胞膜上にホモダイマーとして発現し、その遺伝子は

chromosome 19p13.2.にコードされている[63]（図 3）。また、HM1.24の C末端には GPIアンカーが

付加され、それにより HM1.24の C末端は細胞膜に結合しており、ripid raftに集積しやすいとも言

われている[64]。HM1.24 は分化終末段階の B 細胞に選択的にかつ高率に高発現しており、それ

ゆえ MM 特異的抗原としての標的抗原に適していると考えられた[65]。1994 年に Goto らにより

HM1.24に対するマウスモノクローナル抗体が作製され、この抗体が CDC活性及びマウスエフェク

ター系におけるADCC活性を有することが Ozakiらにより確認された[66]。その後、この抗HM1.24

モノクローナル抗体は中外製薬においてキメラ化及びヒト化がなされ、ヒト骨髄腫を移植したマウス

において in vivo 抗腫瘍効果を発揮することが示された[67, 68]。続いて、ヒト化抗 HM1.24 抗体
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（AHM）の開発が中外製薬社により行われ、欧州にてMM患者を対象に第 1相臨床試験が実施さ

れている。化学療法もしくは造血幹細胞移植後再発MM患者を対象とした試験であり、計 24名が

参加した。AHMを 10、30、100、200 mg/m
2投与し、安全性及び有効性について評価を行った[69]。

その結果、安全性については、投与時の発熱、悪寒、血圧低下などのインフュージョンリアクション

および皮膚乾燥などが確認されたがGrade3以上の重篤な有害事象は発現していない。しかし、有

効性に関しては、30および100 mg/m
2において、それぞれ 1例ずつ部分寛解が確認されたのみで

あった。用量依存性も見られず、期待された薬効が示されなかったことから、中外製薬は 2004 年

10月の時点で開発の中止を公表した。 

しかし、HM1.24 陽性細胞を特異的に傷害する CTL の作製が試みられる[70]など、HM1.24 は

MM 細胞に対する標的マーカーとして未だに魅力的な標的であり、HM1.24 をクロスリンクすること

で標的細胞に apoptosis を誘導することが可能であるとの情報もある[71]。また、近年では、各種固

形癌における発現も報告され始めていることから、HM1.24 の、癌治療における標的抗原としての

魅力が増していると考えられる[72-74]。 

 

1.5. 先行 HM1.24抗体の問題点 

中外製薬社が開発していたAHMはこれまでの非臨床試験においては、抗原結合活性等も申し

分ないことが確認されているが、残念ながら臨床効果を得るには至らなかった。その一因として考

えられるのが HM1.24 抗体の高い内在化活性である。AHM の非臨床試験では、他の抗体と比べ

ると、カニクイザル投与時の速やかなクリアランスが確認されている[75-77]。通常、血中から抗体が
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クリアランスされる場合には、投与個体において抗抗体産生が惹起されている場合が多いが、今回

のケースでは抗抗体との関連性は低いとされている[75]。Amanoらの解析によっては、MM細胞に

対して結合した AHM は速やかに細胞内に移行し、リソソームの分解を受けているという可能性が

示唆されている。そもそも HM1.24 には細胞質内に移行しやすい性質が報告されており、細胞膜

上においても脂質ラフト局在し、ゴルジ体と細胞膜を往復している可能性が示唆されている[69]。こ

のような標的抗原の性質を反映して、AHM も速やかに血中からは消失してしまい、それ故、薬効

を発揮できる血中濃度を維持できなかったのではないかと考えられる。事実、サルにおける血中半

減期は 2 mg/kg投与時に 7.56時間、20 mg/kg投与時に 28.6時間と非常に短く[75]、ヒトにおける

薬効も高くなかったことから、本薬剤の臨床開発は中止せざるを得なかったことが予想される。単に

血中濃度を維持することを目的とするならば、血中半減期を延長すればよいので、1.2.3 で触れた

ような血中半減期延長技術を応用することで解決できると考えられるが、このケースはそれで十分

であるとは考えにくい。 

当然のように、ADCC 活性を発揮するためには、標的細胞とエフェクター細胞が抗体によって連

結される必要があり、標的抗原に結合している抗体は細胞表面上に存在しなくてはならない。近年

の報告からは、標的細胞とエフェクター細胞が抗体を介して、膜脂質を交換するなど強固に結合

することにより、シナプスが形成され、ADCC 反応が生じると考えられている[78, 79]。一方、抗

HM1.24 抗体のように速やかに細胞内に移行してしまう場合には、標的細胞とエフェクター細胞の

架橋が行われずに、シナプスも形成されず、その結果、ADCC 活性が発揮できなくなってしまって

いるのではないかと考えられた（図 4）。 
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血中半減期延長は FcRnとの相互作用に基づく抗体のリサイクリング機構を増強したものであり、

最も重要であると考察される標的細胞とエフェクター細胞の連結を維持するものではない。抗体の

血中濃度が高くとも、細胞表面上で標的細胞に結合している状態を維持できなければ、主薬効で

ある ADCC 活性は十分に発揮されないままである。このような速やかな内在化活性を示す抗原に

対しては、なるべく内在化自体を抑制することが ADCC 活性発揮、ひいては抗腫瘍活性の発揮に

重要であると考えられた。 

 

1.6. 本研究の目的 

これまで述べてきたように、HM1.24抗原は正常組織では発現が低く、血液癌のみならず固形癌

においても発現しており、エフェクター活性も期待できる良い標的抗原である。一方、その早い内

在化性質のため、抗体医薬の開発が難しく、中外製薬による HM1.24 抗体 AHM は臨床開発

に至っていない。そこで、①内在化が遅い抗体を樹立し、②エフェクター活性の増強を行うことに

より、抗腫瘍活性の高い新規の抗 HM1.24抗体の樹立を目指した。 



 

17 

 

2. 方法 

2.1. 実験材料 

哺乳動物細胞株 

CHO：Chinese Hamster Ovary (CHO) / DG44（コロンビア大 Chasin博士より分与） 

Ms705：Chinese Hamster Ovary (CHO) / DG44 FUT8欠損株（協和発酵キリン社樹立） 

YB2/0：ラットミエローマ細胞株 

P3U1：マウスミエローマ細胞株 

KMS-18：ヒト多発性骨髄腫細胞株 

KMS-11：ヒト多発性骨髄腫細胞株 

RPMI8226：ヒト多発性骨髄腫細胞株 

IM-9：ヒト多発性骨髄腫細胞株 

SBC-5：ヒト肺小細胞癌細胞株 

HT-29：ヒト大腸癌細胞株 

PSN-1：ヒト膵癌細胞株 

実験動物 

Balb/c （日本エスエルシー社より購入） 

SD rat （日本エスエルシー社より購入） 

C.B-17/lcr-scid/scid Jcl（日本クレア社より購入） 
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抗体 

通常型中外製薬社抗 HM1.24 ヒト化抗体 AHM（協和発酵キリン社調製品） 

デフコース型中外製薬社抗 HM1.24 ヒト化抗体 AHM（協和発酵キリン社調製品） 

 

2.2. 実験方法 

2.2.1. 動物細胞および菌体の培養 

可溶性抗原もしくはキメラ抗体の発現宿主として、CHO/DG44株もしくはMs705株、YB2/0株を

用いた。いずれの CHO株は 10 % (v/v) FCS（Invitrogen社）、50 g/mL gentamicin（ナカライテスク

社）、HT supplement（Invitrogen社）を含む IMDM（Invitrogen社）中で、YB2/0株は 5 % (v/v) FCS、

1 % (v/v)  penicillin-streptmycin（Invitrogen社）を含む Hybridoma-SFM（Invitrogen社）中で培養

した。ヒト MM 細胞株 RPMI8226、KMS-11 及びヒト膵癌細胞株 PSN-1 は 10 % (v/v) FCS、1 % 

penicillin-streptomycin を含む RPMI1640（Invitrogen 社）中で、ヒト肺小細胞癌細胞株 SBC-5 は

10 % (v/v) FCS、1 % penicillin-streptomycin、1 % NEAA（Invitrogen 社）、4 mM HEPES

（Invitrogen社）を含むMEM-（Invitrogen社）中で、ヒト大腸癌細胞株 HT-29は 10 % (v/v) FCS、

1 % penicillin-streptomycin を含むMcCoy’s 5A（Invitrogen社）中で培養した。 

遺伝子構築用の宿主として用いた大腸菌 JM109（東洋紡社）もしくは DH5（東洋紡社）、可溶

性抗原の発現宿主として用いた大腸菌株 BL21（タカラバイオ社）は 100 g/mL Ampicillin（ナカラ

イテスク社）を含む LB broth （Becton Dickinson社）中で 37 ℃において培養を行った。 
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2.2.2. 抗原の調製 

免疫原もしくは評価用抗原として用いるため、可溶性 HM1.24 抗原もしくは細胞膜上に HM1.24

を発現した強制発現株を作製した。可溶性抗原としては、ヒト IgGFc あるいは glutathione 

S-transferase とヒト HM1.24 を連結させたキメラたんぱく質をデザインし、それぞれを Fc-sHM1.24、

GST-sHM1.24 とした（図 5）。 

 

2.2.2.1. 動物細胞発現系 

Fc-sHM1.24 発現ベクターpKANTEX-Fc-sHM1.24 は PCR を利用して作製した Fc-sHM1.24

遺伝子配列断片を協和発酵キリンオリジナルベクターであるpKANTEX93ベクター[80]に挿入す

ることで得た。pKANTEX-Fc-sHM1.24はラットミエローマ細胞株 YB2/0に電気穿孔法により導入

し、回収した培養上清を遠心、ろ過した。上記の方法で回収した培養上清を ProteinA カラム

（Prosep A；Millipore社）に通塔し、Fc-sHM1.24を担体に吸着させた。Prosep Aに付属のマニュ

アルに従い、カラムをバッファーで洗浄した後、溶出バッファーにより、吸着した Fc-sHM1.24を溶

出した。溶出画分は PBS 中で一晩培養を行った後、0.22 m 孔径のフィルターを用いてろ過滅

菌した。   

また、細胞膜上に HM1.24 を発現した CHO 細胞を調製するため、ヒト HM1.24 遺伝子全長を

CHO/DG44 株に電気穿孔法により導入し、G418（ナカライテスク社）および MTX（Sigma-Aldrich

社）を用いた薬剤選抜により強制発現細胞 HM1.24/CHO を得た。 
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2.2.2.2. 大腸菌発現系 

GST-sHM1.24発現ベクターpGEX-sHM1.24は pGEX-6P-1ベクター（GE Healthcare社）にヒト

HM1.24 細胞外ドメイン配列を挿入することで得た。pGEX-6P-1-sHM1.24 を BL21（DE3）に形質

転換し、LB/Amp プレートに播種した。単コロニーを 2×YT broth（Becton Dickinson 社）（100 

g/mL ampicillin含）に植菌し、培養液のO.D.600 nmが約 0.6になるまで 37 ℃で振盪培養を行

った後、IPTG（Wako社）を添加し、25 ℃で 4時間振盪培養を行い、融合蛋白質の発現を誘導し

た。培養液を遠心（6 krpm, 15 min, 4 ℃）にかけることにより回収した大腸菌を TES Buffer（0.2 M 

Tris-HCl, 0.5 mM EDTA, 0.5 M Sucrose, pH 8.0）に懸濁し、超音波破砕を行った。室温で 30分

放置した後、Lysozyme（Wako 社）を添加し、超音波破砕を行った。室温で 30 分放置した後

Triton-X100（Wako社）を添加し、超音波破砕を行った。更に室温で 30分放置した後、10 krpm, 

60 min, 4 ℃で遠心し、上清を回収した。この上清を Glutathione Sepharose 4B（GE Healthcare社）

を充填・平衡化したカラムに通塔した。カラムを PBSで洗浄した後、還元型 Glutathione溶液をカ

ラムに通塔し、GST-sHM1.24 の溶出を行った。溶出画分を回収した後、0.22 m 孔径のフィルタ

ーでろ過滅菌した。 

 

2.2.3. SDS-PAGE 

培養上清 20 uL もしくは 3 g/20 uL に調製したタンパク質溶液に SDS サンプルバッファー

（2-ME±）を添加し 15分間煮沸したサンプルを 5-20 % アクリルアミドゲル e-PAGEL（ATTO社）に

アプライし、20 mA/枚の電流で 1.5時間泳動した。イオン交換水でゲルを洗浄した後、CBB染色液
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に浸して 1 時間振盪させた。ゲルをイオン交換水でゲルを洗浄した後、今度は脱染液に浸し 1 時

間振盪させ、その後はイオン交換水で一晩振盪させた。 

 

2.2.4. 抗 HM1.24モノクローナル抗体の確立 

ヒト MM 細胞株 IM-9 もしくは、可溶性抗原（Fc-sHM1.24, GST-sHM1.24）を動物（C57BL/6, 

Balb/C, SD rat）の腹腔に投与した。免疫を 1週間おきに 4回実施した後、脾臓を摘出した。脾臓細

胞をマウスミエローマ細胞株 P3U1と PEG融合法にて融合させ、ハイブリドーマを作製した。プレー

トアナライザー8200 Cellular detection System（FMAT）（Applied Biosystems社）とフローサイトメトリ

ー（Beckman Coulter社）を用いた初期スクリーニングを行い、選択されたHM1.24/CHOに対して特

異的に反応するハイブリドーマに関して、2度の single cell cloningを行い、抗HM1.24モノクローナ

ル抗体産生ハイブリドーマを確立した（図 8）。 

 

2.2.5. 抗 HM1.24抗体遺伝子のクローニングと発現ベクター構築 

ハイブリドーマ株を回収し、PBSを用い洗浄した。この細胞より、RNAeasy Maxi Kit（キアゲン社）

を用いて total RNAを回収した。得られた total RNAよりOligotex-dT30<super> mRNA purification 

Kit（タカラバイオ社）を用い、mRNA を回収した。mRNA を鋳型として、SMART RACE cDNA 

Amplification Kit（クロンテック社）を用い、RT-PCR を行った。調製した cDNA を鋳型として

5’-RACE PCRを実施した。増幅断片を QIAquick Gel Extraction Kit（キアゲン社）で精製した後、

SmaI（タカラバイオ社）と CIAP（タカラバイオ社）で処理した pBluescript SK(-)上にクローニングし、
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抗体遺伝子配列を決定した（図 10）。    

決定した各抗体遺伝子配列を鋳型として抗体発現ベクターpKANTEX93 に挿入し、キメラ抗体

発 現 プ ラ ス ミ ド pKANTEX-KM3590 、 pKANTEX-KM3591 、 pKANTEX-KM3594 、

pKANTEX-KM3610を得た。    

 

2.2.6. 抗 HM1.24キメラ抗体、AHMの調製 

各キメラ抗体発現ベクター及び AHM 発現ベクターを電気穿孔法により CHO/DG44 株（通常型

抗体を発現する細胞株）およびMs705株（デフコース型抗体を発現する細胞株）に導入した。各抗

体発現細胞を培養フラスコ中においてコンフルエントまで培養し、PBS で洗浄した後、6 mM 

L-glutamine（ナカライテスク社）を含む Excell302（JRH Bioscience 社）培地を添加した。発現細胞

の生細胞率が 50 %程度に低下するまで培養を継続し、その後培養上清を培養フラスコより回収し、

0.22 m孔径のフィルターでろ過した。上記の方法で回収した培養上清をProsep Aを充填したカラ

ムに通塔し、抗HM1.24キメラ抗体及びAHMを担体に吸着させた。カラムをバッファーで洗浄した

後、溶出バッファーにより、吸着した抗体を溶出した。溶出画分は PBS 中で一晩培養を行った後、

0.22 m孔径のフィルターを用いてろ過滅菌した。 

 

2.2.7. 抗 HM1.24抗体の活性評価 

2.2.7.1. Binding ELISAを用いた抗 HM1.24抗体の結合活性評価 

96穴 ELISAプレートに、PBSで希釈した Anti-human IgG antibody（BD Pharmingen社）を分
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注し、固相化した。PBS で洗浄した後、1 % BSA-PBS によりブロッキングを行った。その後、

Fc-sHM1.24溶液を添加し、1.5時間室温放置し、PBSで洗浄を行った。Plateに抗 HM1.24抗体

を含む溶液を 50 L/wellで添加し、1.5時間室温放置した後、0.05 % Tween-PBSで洗浄した。

更に、PBSで 1000倍に希釈した HRP anti-human IgG1（Southern Biotech社）を 50 L/wellで分

注し、1.5時間室温放置し、0.05 % Tween-PBSで洗浄を行った。その後、イオン交換水で洗浄し、

ABTS（Wako社）を 50 L/wellで分注し、数分間発色反応をさせ、5 % SDSを 50 L/wellで添加

し、反応を停止させた。この 96穴 ELISAプレートをプレートリーダー（Molecular Device社）にか

け、O.D.415-490 nmを測定した（図 12A）。 

 

2.2.7.2. BIAcoreを用いた抗 HM1.24抗体の結合活性評価 

Acetate 4.5（BIAcore社）で希釈した Anti-human IgG antibody（BD Pharmingen社）を Amine 

Coupling Kit（BIAcore社）を用いて CM5 sensor chip（BIAcore社）上に固定化した。Anti-human 

IgG antibody を固定化したセンサーチップに、HBS-EP バッファー（BIAcore 社）で希釈し

Fc-sHM1.24 を添加して結合させた後、抗 HM1.24 抗体を 1.25、2.5、5、10、20 nM を添加した。

また、各サイクルの終わりにGlycine 1.5（BIAcore社）を添加して、センサーチップの再生をおこな

った。以上の操作は BIAcore 2000システムもしくは BIAcore T-100システム（BIAcore社）を用い

て実施した。得られたセンサーグラムを解析して各抗体の結合速度定数 Ka、解離速度定数 Kd

及び解離定数 KD を算出した（図 13A、B）。 

 



 

24 

 

2.2.7.3. フローサイトメトリーを用いた抗 HM1.24抗体の結合活性評価 

0.5 ~ 1.0×10
6
 cells の標的細胞を 0.05 %のNaN3を含む抗HM1.24抗体溶液もしくはハイブリ

ドーマ培養上清に懸濁し、氷上において 30分静置した。0.05 %のNaN3を含む PBSで 2回洗浄

した後、0.05 %の NaN3 を含む各種二次抗体溶液に懸濁し、氷上において 30 分静置した。

0.05 %の NaN3を含む PBSで 3回洗浄した後、フローサイトメトリーにより細胞の蛍光強度を測定

した。 

 

2.2.7.4. 抗 HM1.24抗体の ADCC活性評価 

標的細胞を Assay buffer（phenol-red free RPMI1640（ Invitrogen 社）、5 % FCS、1 % 

penicillin-streptomycin）で 1×10
4
 cells/50 Lに調製した後、96穴 U底プレート（BD Falcon社）

に分注し、更に Lymphoprep（Axis-Shields 社）を用いてヒト健常人末梢血より採取した PBMC を

Assay bufferで 2.5×10
5
 cells/50 Lに調製した細胞懸濁液をプレートに分注した。Assay buffer

を用いて各種濃度に調製した抗 HM1.24抗体溶液を 50 L/wellで添加し、800 rpm、3 minで遠

心を行った後、4時間培養（37 ℃、5 % CO2）を行った。1200 rpm、3 minで遠心を行った後、上

清 50 L を用いて、添付の説明書に従い、CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay

（Promega社）を行い ADCC活性の測定を行った。 

 

2.2.7.5. 抗 HM1.24抗体の CDC活性評価 

標的細胞を Assay buffer（phenol-red free RPMI1640、5 % FCS、1 % penicillin-streptomycin）
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で 5×10
4
 cells/50 Lに調製した後、96穴U底プレートに分注した後、イオン交換水 1 mLに溶解

し、更に Assay bufferで希釈した Complement sera human（Sigma-Aldrich社）を 50 L/wellでプ

レートに添加した。Assay bufferを用いて各種濃度に調製した抗 HM1.24抗体溶液を 50 L/well

で添加した後、2時間培養（37 ℃、5 % CO2）を行った。その後、WST-1（Roche Diagnostics社）を

用いて CDC活性の測定を行った。 

 

2.2.7.6. 抗 HM1.24抗体のアポトーシス誘導活性評価 

標的細胞を 24穴培養プレートに 3 x 10
5
 cells/wellで播種した後、抗 HM1.24抗体を、培地を

用いて各種濃度に調製し添加した。更に、架橋抗体 goat F(ab’)2, anti-human IgG-Fc（PIERCE

社）を終濃度 40 g/mLで添加し、24時間培養（37 ℃、5 % CO2）した。その後、各条件で培養し

た細胞を回収し、Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit（MBL社）を用いてアポトーシス細胞

を染色し、フローサイトメトリーによりアポトーシス細胞を検出した。尚、陽性対照として

Staurosporin（協和発酵キリン社調整品）を用いた。 

 

2.2.7.7.  抗 HM1.24抗体の internalization活性評価 

0.5 ~ 1.0×10
6
 cells の標的細胞を 10 g/mLの抗HM1.24抗体溶液に懸濁し、氷上において 1

時間静置した。PBSで 2回洗浄した後、継代用培地中で培養（37 ℃、5 % CO2）を行い、0, 10, 

30, 60, 120分後に終濃度 0.05 %の NaN3を添加し、氷上に静置した。PBSで 2回洗浄した後、

二次抗体 FITC rabbit anti-human IgG, F(ab')2（Jackson Immunoresearch社）を添加し、氷上にお
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いて1時間静置した。PBSで3回洗浄した後、フローサイトメトリーにより細胞の蛍光強度を測定し

た（図 14A）。 

 

2.2.7.8. 抗 HM1.24抗体を用いた免疫組織染色 

ホルマリン固定したパラフィン包埋材料より脱パラフィンした後、クエン酸溶液に浸し、121 ℃

で 20分処理し抗原性の賦活化を行った。その後、0.3 % H2O2/Methanolに室温で 10 min浸し、

内因性のペルオキシダーゼの失活を行った。正常血清でのブロッキングをした後（室温、20 min）、

1次抗体（1 g/mL、室温、60  min）を結合させ、更に Biotin標識した 2次抗体（室温、30 min）

を結合させた。VECTASTAIN Elite ABC Reagent（VECTOR社）を用いてペルオキシダーゼを結

合させ、DABで発色させた。核染色を行った後、脱水・透徹・封入を行った。 

 

2.2.7.9. 抗 HM1.24抗体の in vivo薬効評価 

SCIDマウス（7w、♂）の腹側皮下に 5.0×10
6
 cells の HT-29 を移植した。移植後 0、4、8、12、

16、20日目に抗 HM1.24抗体溶液を 2 mg/kg（= 60 g/head）、もしくは 10 mg/kg（=300 g/head）

で尾静脈内投与した。移植後 6、10、14、18、22、26、30 日目における腫瘍径の測定を行った。

測定した腫瘍径より以下の式にしたがって腫瘍体積を算出した。 

Tumor volume [mm
3
] = 0.5 × (major diameter [mm]) × (minor diameter [mm])

2
 

更に移植後 35日目に動物を屠殺し、腫瘍塊を採取し、重量を測定した。 
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2.2.7.10. RT-PCR 

多様なヒト癌細胞株より調製した cDNAを鋳型として、以下のプライマーを用いた PCR（94 ℃, 5 

min → 94 °C, 30 sec秒 、60 °C, 30 sec、72 °C, 30 secを 25サイクル）を実施し、電気泳動を実

施した。 

NM_004335-829F: 5’- TCGCAATGTCACCCATCTC -3’ 

NM_004335-829R: 5’- GGGAATGTTCAAGCGAAAAG -3’.  
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3. 結果 

3.1. 可溶性抗原の取得 

免疫原あるいは抗体の評価用抗原として、HM1.24 細胞外領域を有する可溶性抗原の調製を目

指した（図 4）。HM1.24 はジスルフィド結合を介したホモダイマー構造をとるものの、抗原は複雑な

立体構造を取らないことがこれまでの報告から予想された[81]ため、大腸菌を発現宿主とした抗原

調製が可能であると考えた。とはいえ、HM1.24 には糖鎖修飾もされることが知られているため、動

物細胞を宿主とした抗原調製も同様に価値があると考えた。そこで、両者の発現系を用いた抗原

調製を実施した。 

まず、動物細胞発現系においては、タグとしてヒト IgG の Fc 領域を用いることとした。これをヒト

HM1.24 細胞外領域 N 末端側に配置したキメラタンパク質 Fc-sHM1.24 をデザインし、発現ベクタ

ーpKANTEX-Fc-sHM1.24を構築した。これをラットミエローマ細胞株YB2/0に導入し、その培養上

清から Fc-sHM1.24の精製を目指した。4つの溶出画分を SDS-PAGEにて解析したところ、還元条

件下（2-ME(+)）において約 50 kDa、非還元条件下（2-ME(-)）において約 100 kDaの位置にバンド

を確認した（図 5）。推定した分子量の一致、非還元条件下においてはダイマー化されているため

に分子量が 2 倍になっていること、及び別途実施した抗 HM1.24 抗体を用いた Western Blotting

解析の結果（Data not shown）より Fc-sHM1.24であることが確認された。 

次に、大腸菌発現系においては、精製が容易であり、融合タンパク質が可溶性画分に発現しや

すいとされる GST タグをヒト HM1.24 細胞外領域 N 末端側に配置したキメラタンパク質

GST-sHM1.24をデザインし、発現ベクターpGEX-sHM1.24を構築した。大腸菌BL21を発現宿主と
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して用い、GST-sHM1.24 の発現を目指した。大腸菌においては精製を簡略化するため、可能な限

り可溶性画分に GST-sHM1.24 が含まれるよう発現条件の最適化を実施した。その結果、最適化し

た発現誘導条件下においては、可溶性画分に一定量の割合で GST-sHM1.24 が多く含まれること

が予想された。最適な条件で発現誘導を行い、菌体を超音波破砕した後、グルタチオンカラムを

用いて精製、溶出した。精製前のライセート、flow through画分、溶出画分を SDS-PAGE解析に供

したところ、溶出画分において予想分子量に近い約 37 kDa の位置にバンドが濃縮されていること

が確認された（図 6）。別途実施した抗 HM1.24抗体を用いたWestern Blotting解析の結果から、こ

のバンドが GST-sHM1.24 に相当することが明らかとなった。尚、溶出画分に確認される低分子量

バンドはGST-sHM1.24の分解物である可能性が示唆されたため、評価用抗原としては用いず、精

製純度を問わない免疫原として用いることとした。 

 

3.2. 抗 HM1.24モノクローナル抗体の樹立 

前項にて調製された可溶性抗原あるいは nativeに HM1.24を発現するヒトMM細胞株 IM-9を、

Balb/c マウスあるいは SD rat に投与し、動物における HM1.24 特異的抗体の誘導を目指した。

HM1.24/CHO を用いたフローサイトメトリーの結果、HM1.24 に対する抗体価が誘導できている個

体を選択し、安楽死させた後に、脾臓細胞を回収し、マウスミエローマ細胞株 P3U1 と融合させて

ハイブリドーマを作製した（図 8）。IM-9免疫動物から 9クローンの抗体、GST-sHM1.24免疫動物よ

り 64 クローン、Fc-sHM1.24免疫動物より 1 クローンの抗 HM1.24モノクローナル抗体産生ハイブリ

ドーマを樹立することができた。これらのハイブリドーマの培養計 74クローンの培養上清を用いて、
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BIAcore を用いた結合活性評価及びフローサイトメトリー（図 9）を実施し、ラット抗体 KM3584、

KM3586、KM3590、KM3591、KM3594、KM3601、KM3668、及びマウス抗体 KM3606、KM3608、

KM3610、計 10 クローンの抗体を選択した（表 1）。 

 

3.3. 抗 HM1.24モノクローナル抗体の解析 

前項にて選択された 10 クローンの抗体については、ハイブリドーマ培養上清より精製した抗体標

品を用い、BIAcore を用いて詳細に Affinity 解析を実施し、ベンチマークであった中外製薬社抗

体 AHM と比較を実施した（表 2）。結合速度定数 Ka、解離速度定数 Kd、解離定数 KD、及び理

論的最大結合量 Rmax について算出し、これらを AHM と比較したところ、KM3590、KM3591、

KM3594、KM3610 については抗原に対しての結合活性が比較的高いと考えられた。そこでこれら

のモノクローナル抗体について、今後のさらなる検討を実施することとした。 

 

3.4. 抗 HM1.24キメラ抗体の作製 

AHM との比較、あるいは樹立クローン間での活性比較を均一な実験系にて行うため、各抗

HM1.24 抗体の定常領域（CH1～CH3）をヒト IgG1 定常領域の配列に置換するキメラ化を実施し

た。 

まず、前項で選択された4クローンの抗体について、5’-RACE PCRを実施し、可変領域の並列同

定を実施した。試薬に付属しているユニバーサルプライマー（UPM）と、抗体定常領域にハイブリダ

イズするように設計したプライマーを用いて可変領域配列を増幅し、これをクローニングした（図
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10）。単離された配列を解析し、各クローンの可変領域を同定した。BLAST データベースで検索を

行った結果、いずれも配列としては新規であることが確認された。 

決定した抗体可変領域遺伝子配列を元に、各キメラ抗体発現ベクターpKANTEX-cKM3590、

pKANTEX-cKM3591、 pKANTEX-cKM3594、pKANTEX-cKM3610 を設計し、作製した。尚、既

にデフコース化は ADCC を主薬効とする抗体医薬に汎用的に応用できる技術となりつつあるため、

デフコース化した各キメラ抗体の調製し、デフコース型 AHM と比較することとした。電気穿孔法に

より FUT8 欠損 CHO 株である Ms705 に導入した後、G418 及び MTX 存在下において遺伝子導

入細胞を選択した。選択された細胞より培養上清を回収し、得られた培養上清より Prosep Aを用い

て各キメラ抗体を精製した。精製抗体の SDS-PAGE 解析の結果、分解産物等は確認されず抗体

の精製に関しては特に問題が無いことを確認した（図 11）。 

 

3.5. 抗 HM1.24キメラ抗体の解析 

3.5.1. 結合活性評価（Binding ELISA） 

まず、そもそも結合活性がキメラ化後にも維持されているかを確認するため、Binding ELISA によ

り各キメラ抗体および AHMの、プレート表面上に固相化した Fc-sHM1.24に対する結合活性を比

較した（図 12A）。その結果、cKM3590、cKM3591、cKM3610 はほぼ同程度の結合活性を示し、

cKM3594や AHM よりもわずかに高い結合活性を示した。また、cKM3594は AHM とほぼ同程度

の結合活性を示した（図 12B）。 
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3.5.2. 結合活性評価（BIAcore） 

BIAcoreを用いて各キメラ抗体およびAHMの、CM5 sensor chip上に anti-human IgGを介してキ

ャプチャーした Fc-sHM1.24 抗原に対する結合活性（結合速度定数 Ka、解離速度定数 Kd、解離

定数 KD）を比較した（図 13A、B）。その結果を表 3 に示す。算出された解離定数 KD からは、

cKM3594が最も結合活性が強く、cKM3591、cKM3610、cKM3590、AHM といった順で弱くなるこ

とが見出された（表 3）。尚、各キメラ抗体と基となったラットもしくはマウス抗体のセンサーグラムを

比較したところ、目立った変化は無かったが、cKM3594 を除いたいずれの抗体もキメラ化すること

で明確に抗原結合活性が上昇することが明らかとなった（表2､3）。特に cKM3590はその上昇が顕

著であり、KD 値が約 1/5 までに低下した。原因の詳細は不明であるが、定常領域をヒト IgG1 タイ

プに置換することで、可変領域部分の高次構造が静電相互作用等により若干変化することで、そ

のアフィニティーが改善したものと予想される。また、BIAcoreで得られた KD値と ELISAで得られ

た結合活性には違いが存在するが、固相化した抗原の性状、各測定系の特性によるものと考えら

れる。ただし、BIAcoreで算出された理論最大結合量 Rmax と ELISAで得られた結合活性につい

ては、ほとんどその順序が一致していた。 

 

3.5.3. 内在化活性評価 

各キメラ抗体および AHM を用い、ヒト MM 細胞株 KMS-11 における内在化活性を評価した（図

14A）。既報の通り、AHM は培養開始 30 分時点において、表面に存在する抗体量が半分に減少

しており、速やかな内在化活性が観察された。cKM3591 についても AHM と同様な速やかな内在
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化を確認した。一方、cKM3590、cKM3594については、AHMよりも抑制された内在化活性を確認

した。cKM3610 については、その他の抗体に比べてさらにゆっくりと内在化をする傾向を確認した。

しかし、cKM3610 以外の抗体が、培養開始 60 分を過ぎたあたりから、内在化速度が緩やかになり

始めるが、cKM3610は継続して内在化が進む傾向を示した（図 14B）。 

 

3.5.4. ADCC性評価 

健常人末梢血より得られた PBMC をエフェクターとしてヒト MM細胞株 RPMI-8226に対するキメ

ラ抗体 cKM3590、cKM3594、cKM3610の ADCC活性を評価した。尚、得られる PBMCの細胞数

には限りがあったため、別途実施した試験において物理化学的安定性に問題のあった cKM3591

について本試験の評価対象から除外した。その結果、cKM3590 が最も強い ADCC 活性を示し、

cKM3594、AHM、cKM3610といった順で弱くなることが確認された（図 15）。また、PBMCとは異な

る細胞をエフェクターとして、ヒトMM細胞株KMS-18に対するADCC活性評価を実施したところ、

上記と同様な結果となった（Data not shown）。図 15に示すADCC活性の違いは大きいものではな

いが、エフェクター細胞や標的細胞が異なる場合においてもその強弱が維持されていることから、

確からしい結果であると推察される。尚、KMS-18 に対する ADCC 活性を評価した際、AHM と

cKM3591の ADCC活性はほぼ同等であることを確認している。 

また、最も強い ADCC 活性が確認された cKM3590 に関してはデフコース体のみならず、通常型

糖鎖を持つ cKM3590を CHO/DG44を発現宿主として調製し、ADCC活性を比較した。健常人末

梢血より得られた PBMC をエフェクターとしてヒト MM 細胞株 KMS-11 に対する ADCC 活性を測



 

34 

 

定した結果、デフコース型 cKM3590 では明確に ADCC 活性が確認されたものの、通常型

cKM3590ではほとんど ADCC活性が確認されなかった（図 16）。 

 

3.5.5. CDC性評価 

ヒトMM細胞株 KMS-11を標的細胞として、cKM3590および AHMの CDC活性を測定した。そ

の結果、cKM3590及び AHMにおいて CDC活性は全く確認されなかった（図 17）。データは示し

ていないが、他のキメラ抗体を用いた際にも CDC 活性は確認されなかった（Data not shown）。更

に補体成分として CDC 活性が出やすいウサギ補体を用いた場合にも、AHM を含む全ての抗

HM1.24抗体に CDC活性を検出することはなかった。これまでに AHMが CDC活性を有するとの

報告がある[73]が、以上の検討結果からは、AHMを含め抗HM1.24抗体全般においてはCDC活

性が発揮されにくいのではないかと考えられた。 

 

3.5.6. Apoptosis誘導活性評価 

cKM3590、cKM3594、cKM3610 およびヒト化抗体 AHM によるヒト MM 細胞株 RPMI8226 に対

するアポトーシス誘導活性を、Annexin-V 陽性率を指標に評価した。その結果、AHM を用いた際

に、架橋抗体存在下において抗体濃度依存的に Annexin-V 陽性細胞率の上昇、つまりアポトー

シス誘導活性が確認された（図 18A）。cKM3590及び cKM3594においてはそのような活性は確認

されなかったが、cKM3610においてはわずかに用量依存的にアポトーシス細胞が増加する傾向を

確認した。一方、別途実施した、ラット抗体KM3591を用いたヒト肺癌細胞株SBC-5に対するアポト
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ーシス活性評価結果からは、1 g/mL 添加時に明確なアポトーシス細胞の増加が確認されていた

（図 18B）。このことから、cKM3591（実際には基となった抗体の KM3591）及び cKM3610 には、

AHM同様、アポトーシス誘導活性を有している可能性が示唆された。 

 

3.5.7. エプトープ解析 

cKM3590、cKM3594、cKM3610が AHM と異なるエプトープを認識するか否かを評価するため、

BIAcore を用い、簡易的なエピトープ解析を実施した。CM5 sensor chip 上にキャプチャーした

Fc-sHM1.24に対しての反応性が、抗原にAHMを結合させておくことにより阻害されるか否かを検

討した評価した。仮に、認識エピトープが重複しないのであれば、AHM の結合センサーグラムに

上乗せして、キメラ抗体のレスポンスカーブが描かれると想定される。反対に、エピトープが重複す

るあるいは近傍に存在することにより片方の抗体が立体障害を及ぼすのであれば、キメラ抗体のレ

スポンスの上乗せは抑制されると想定される（図 19）。 

実際に検討を実施した結果、cKM3590、cKM3594、cKM3610 全てのキメラ抗体で抑制が確認さ

れた（図 20）。このことから、AHM と cKM3590、cKM3594、cKM3610 のエピトープは重複する、あ

るいは近傍に存在する可能性が示唆された。 

 

3.6. 各種固形癌における HM1.24発現解析 

3.6.1. RT-PCR 

固形癌組織における HM1.24 の遺伝子レベルでの発現を確認するため、複数の固形癌細胞株
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（大腸癌、膵癌、肺癌）由来 cDNA を用い、RT-PCR を実施した。その結果、大腸癌細胞株におい

ては 6 株中 3 株（50.0%）、膵癌細胞株においては 5 株中 2 株（40.0%）、肺癌細胞株においては

16株中 6株（37.5%）で明確な発現を確認することができた（図 21）。 

 

3.6.2. フローサイトメトリー 

遺伝子発現だけでなく、実際にタンパク質として発現していることを確認するため、ヒト大腸癌細

胞株HT-29、ヒト肺癌細胞株SBC-5、ヒト膵癌細胞株PSN-1を用い、フローサイトメトリー解析を実施

した。通常型及びデフコース型の cKM3590 もしくは AHM の反応性を確認した結果を図 22 及び

図 23に示す。cKM3590のヒストグラムデータを図 22に示したが、いずれの細胞株においても陰性

対照染色に比べ明確な発現ピークシフトが確認されたことから、HM1.24抗原が細胞膜上に発現し

ていることが明らかとなった。その際、HM1.24 強制発現細胞株 HM1.24/CHO や MM 細胞株

KMS-11への反応性も同時に測定したところ、cKM3590による染色強度が AHMのものよりもわず

かに高い程度であったが、興味深いことに各種固形癌細胞株への染色性については、cM3590 が

有意に高いことが確認された（図 23）。尚、各抗体において、通常型、デフコース型ともに反応性は

ほぼ変わらないことを確認している。 

 

3.6.3. ヒト大腸癌アレイを用いた免疫組織染色 

ヒト癌細胞株を用いた遺伝子発現解析の結果からは大腸癌における発現率が最も高いことが見

出されている。そこで、ヒト大腸癌アレイを用い、KM3590 による免疫組織染色を試み、臨床サンプ
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ルにおける HM1.24の陽性率を算出した。代表的な画像を図 24に示す。HM1.24が陽性と確認さ

れたのは 25例/58例であり、陽性率は 43%であった（表 4-6）。癌組織陽性染色像の特徴としては、

陽性の大部分は管腔側の細胞膜に発現が確認され、細胞質や管腔側以外の細胞膜は弱い染色

が観察された（図 24B）。また、正常大腸組織では、ほぼ発現は確認されなかった。 

 

3.7. 固形癌細胞株に対しての ADCC活性評価 

通常型及びデフコース型 cKM3590、AHM に関して ADCC 活性を比較した。標的細胞には、

HT-29、SBC-5、PSN-1 を用い、PBMC をエフェクターとして ADCC活性を測定した。その結果、デ

フコース型 cKM3590及びデフコース型 AHMは明確な ADCC活性を示した（図 25）。特にデフコ

ース型 cKM3590はデフコース型 AHM よりも反応性が高いことを反映してか、デフコース型 AHM

よりも明らかに高い ADCC 活性を示した。また、通常型 cKM3590 や通常型 AHM では SBC-5 を

除き、ADCC活性がほとんど検出されなかった。 

 

3.8. 固形癌ゼノグラフトモデルにおける薬効評価 

3.8.1. HT-29 ゼノグラフトモデルにおける免疫組織染色 

HT-29 ゼノグラフトモデル作製時の腫瘍塊における HM1.24 抗原の発現を確認するため、陰性

対照組織を HM1.24 陰性である A549 ゼノグラフトとして、HT-29 ゼノグラフトの組織切片を用い、

KM3590の反応性を評価した。その結果、抗体濃度1 g/mLにおいて陽性対照組織で、明瞭な陽

性所見が確認（図 26B）され、陰性対照組織における反応性は陰性であることが確認できた（図
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26A）。このことから、HT-29 ゼノグラフトモデルを用いて、抗 HM1.24 抗体を評価することが可能で

あると考えられた。 

 

3.8.2. HT-29ゼノグラフトモデルにおける in vivo薬効評価 

ヒト大腸癌細胞株 HT-29ゼノグラフトモデルにおける cKM3590および AHMによる生着阻害効

果を評価した。HT-29 を皮下移植した当日より 4 日おきに抗体溶液を 6 回静脈内投与した結果、

cKM3590及びAHMの両者において生着阻害効果は確認されなかったものの、cKM3590は有意

な腫瘍に対する増殖阻害効果を示した（図 27A）。但しAHMに関して、増殖阻害効果は生理食塩

水投与群に対して有意差は確認されなかった。腫瘍移植後 35 日目に動物から腫瘍塊を採取し重

量を比較したところ、上記同様、cKM3590 は有意に腫瘍に対して増殖阻害効果を示す結果となっ

た（図 27B）。 
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4. 考察 

本研究において、抗腫瘍活性の高い抗 HM1.24 を創製し、癌治療における新たなアプローチを

提案することを目的として検討を行ってきた。動物免疫を実施し、複数の抗 HM1.24 抗体クローンを

新たに樹立し、これらをキメラ抗体に変換した後、AHM との比較を行った。その結果、cKM3590 に

おいては内在化活性が抑制されていることが見出され、高い ADCC 活性が発揮されることが明らか

となった。 

まず、新規の抗体を樹立するため、可溶性 HM1.24抗原を調製し、動物免疫を実施した。計 74 ク

ローンの抗体を樹立したが、そのほとんどは大腸菌において発現した GST-sHM1.24 を免疫原として

接種した動物から樹立されたものであった。一般的に、抗体は高次構造や翻訳後修飾を含むエピト

ープを認識する場合があることから、標的抗原を発現している動物細胞株、あるいは動物細胞株を

宿主として発現した可溶性抗原を免疫することが望ましいと考えられる。ただし、以前に述べたように、

HM1.24 は複雑な高次構造を取らず、糖鎖修飾を受ける部分も限定的であることから、大腸菌にて

発現した可溶性 HM1.24 抗原であっても免疫原として用いることが可能であると考えられる。事実、

IM-9 を免疫して取得された抗体のほとんどは還元条件下での Western Blotting 解析において

HM1.24抗原を認識することが可能であった（Data not shown）。このことは、動物細胞株を免疫したと

しても、得られた抗 HM1.24 抗体が認識するのは、HM1.24 中の一次配列、即ちリニアエピトープに

集約されることを示していると考えられる。それゆえ、大腸菌において発現した GST-sHM1.24を免疫

することは合理的なアプローチであったと考えている。ただし、免疫原として用いた対象によってこれ

ほど、得られた抗体クローンの数に差が出るとは予想外であった。糖鎖修飾を受けないことにより
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HM1.24アミノ酸配列の抗原性が増した可能性も考えらえるが、最も大きい要因としては、大腸菌ライ

セートから精製した際のエンドトキシン混入が、抗原感作時にアジュバントとして作用したのではない

かと予想している。事実、エンドトキシンは免疫惹起時においてポジティブに作用することが報告され

ており[82]、このような情報からも、今回のように大腸菌由来免疫原により抗体が高頻度で樹立でき

たこの現象は合理的な結果であったと考えられる。 

また、本研究では、内在化活性が抑制された抗体クローンを取得することが重要であったことから、

各抗 HM1.24 抗体について内在化活性を評価した。これまでの報告では、HM1.24 は脂質ラフト上

に存在し、クラスリン依存的に内在化し、細胞膜とトランスゴルジ網間の移行に関与していることが示

唆されている。HM1.24 細胞内ドメイン N 末端には種間で保存された 2 つのチロシン残基を有し、こ

れが内在化に重要なモチーフであることが報告された[83]。このチロシンモチーフがアダプター分子

を介して、小胞を形成する被膜タンパク質であるクラスリンと結合し、引き寄せられることで小胞が形

成されると考えられている[84]。最近では、HM1.24 は形質様樹状細胞（pDC）上に発現している

ILT-7 のリガンドとして作用し、pDC からの I 型 IFN を抑制することが報告されている[85]。また、

HM1.24はインターフェロン（Interferon; IFN）により誘導され、C末端のGPIアンカーモチーフを用い

てウイルス粒子に結合し、ウイルス発芽を阻害する抗ウイルス因子としての機能が報告されている

[86]。pDCはウイルス感染を検知して IFNを産生することから、HM1.24には一連の抗ウイルス反応を

調節するフィードバック機構を担う、更にはウイルス粒子を細胞内に取り込みウイルスを閉じ込める役

割を担う機能が予想されるが、生理的機能の詳細はいまだ不明である。いずれにせよ、HM1.24 は

そもそも内在化しやすい性質を有しており、その内在化を抑制することは非常に難しいと予想された。
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ただし、実際に樹立された抗体間で内在化活性を比較したところ、思いのほか内在化活性に差が確

認された。特に cKM3590 や cKM3594 については AHM よりも抑制された内在化活性を示した。

cKM3591 については AHM とほぼ同程度の速やかな内在化活性を示し、cKM3610 については緩

やかではあるが継続的に内在化するといった他の抗体と異なるパターンを観察した。これと並行して

実施したアポトーシス誘導活性評価においては、内在化が強い傾向である AHM、cKM3591、

cKM3610 に、強弱の差はあるが、一様にアポトーシス誘導活性が備わっていることが確認され、内

在化が抑制されている cKM3590、 cKM3594にはアポトーシス誘導活性が確認されなかった。興味

深いことに、このように内在化活性の強弱と、アポトーシス誘導活性の有無に相関が確認された。こ

れまでに、内在化とアポトーシスという二つの現象について研究された例はあまり多くないが、過去

に Endo らがクラスリンと p53の相互作用について報告している[87]。p53は、DNA傷害などのストレ

スを検知することによりリン酸化、アセチル化されることにより、アポトーシスをはじめとする生理反応

を惹起する転写因子であるが、Endo らは、p53 がクラスリンと結合することで内在化の制御にも関与

していると報告している。このことから、AHM や cKM3591 のような内在化を引き起こす抗体は、何ら

かのメカニズムを介して p53を活性化し、クラスリン依存的な内在化を活性化する一方で、p53を介し

たアポトーシスを誘導しているのではないかと考えられた。このことは、HM1.24は先にも述べたように

恒常的に内在化を繰り返している可能性があることから、その内在化現象に加えて、AHM や

cKM3591 は内在化を更に促進していると推察される。そのように仮定した場合、cKM3590 や

cKM3594 については、標的抗原の内在化する性質にのみ依存する内在化活性となり、抗 HM1.24

抗体の内在化レベルとしては下限値まで抑えられているのではないかと考えている。抗 HM1.24 抗
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体の内在化を、これ以上に積極的に抑制することが求められる場合には、例えば抗体にクロルプロ

マジンのようなクラスリン阻害剤を連結するといった抗体に対する分子改変、あるいは、クラスリン阻

害剤との併用を行うことが必要になるかもしれない。 

本研究は、複数の内在化活性が異なる、同一標的抗原に対する抗体を用い、ADCC 活性を比較

した初めての例である。今回、内在化活性が遅い抗体である cKM3590についてはAHMと比較して

高いADCC活性を確認した。また、cKM3594に関しては、cKM3590同様に内在化活性が抑制され

ているものの、特に低濃度域において AHMに比べてわずかに ADCC活性が高い結果となった。こ

の二つの抗体の ADCC活性の違いは、抗原結合活性の強弱に依存するものと考えている。Binding 

ELISAの結果からは、cKM3590は高い抗原結合活性を確認する一方、cKM3594は AHM よりもわ

ずかに弱い抗原結合活性が確認されている。ADCC 活性は、当然のことながら、抗原結合活性にも

大きく左右されることから、高い ADCC 活性を発揮するためには内在化が抑制されていることに加え、

高い抗原結合活性が維持されていることが必要となる。また、内在化を起こしやすい cKM3591 及び

cKM3610 は、複数の実験系において再現良く低い ADCC 活性を示した。特に、cKM3591 及び

cKM3610はいずれも高い抗原結合活性を有していることから、内在化によってADCC活性が抑制さ

れたものと考えられる。以上のように、本研究において、ADCC活性発揮に、抗原結合活性と内在化

活性の両者が関与していることを初めて示すことができた。今回、内在化が抑制された cKM3590 に

よって得られたAHMに対してのADCC活性優位性は僅かなものであったが、このように非常に血中

半減期の短い抗体を用いる場合は、少しでも ADCC 活性の高く、抗体濃度が低くなったとしても薬

効を発揮しうる抗体を創出することには意義があると考えられる。 
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また、MM 細胞株におけるデフコース型抗体と通常型抗体の ADCC 活性を比較する実験を実施

したところ、デフコース型抗体では明確な ADCC 活性が確認できた一方、通常型抗体ではほとんど

ADCC 活性が確認できない、あるいはきわめて弱いものであった。内在化活性は観察されるが、そ

れが急激なものではない Rituxanや Herceptinに関しては ADCC活性に大きな影響はないことが確

認されている[88, 89]が、HM1.24抗体と同様に速やかな内在化を示す BDCA-2抗体では、カニクイ

ザルへの投与試験において、ADCC 活性発揮可能な IgG1 サブクラスであるにもかかわらず、標的

細胞である pDC が抗体による除去を受けないことが報告されている[90]。これらのことから、抗体の

速やかな内在化が、ADCC 活性発揮までのタイミング以前に生じた場合、ADCC 活性発揮にとって

大きな障害となるのではないかと考えられた。そのような状況打破には、デフコース化が有効な手段

であるということが、本研究によって示された。デフコース化や抗体アミノ酸改変によって AHM の

ADCC 活性が発揮可能になるということが、他のグループによっても報告されており、確からしいこと

であると思われる[91-93]。また、Shibata-Koyama らはデフコース型抗体を投与することで、FcRIIIb

を介して死細胞が積極的に好中球に貪食されること、そして貪食した好中球では HLA classII の発

現レベルが上昇することを報告している[94]。好中球は抗原提示細胞として機能する可能性が示唆

されていること[95]、抗体投与により獲得免疫が誘導されること[96]から、デフコース型抗 HM1.24 抗

体により治療を行った際に、患者体内で HM1.24に対する免疫応答が惹起される可能性が考えらえ

る。以前に触れたように、HM1.24はT細胞を用いた免疫療法の標的ともなり得ることが報告されてお

り[70]、液性免疫、細胞性免疫を誘導することには価値があると考えらえる。 

これまで述べてきたように、本研究において得られたデフコース型 cKM3590は内在化が抑制され、
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なおかつ ADCC 活性が増強されているため、抗 HM1.24 抗体に本来期待された薬効を発揮でき、

強力なMM治療薬になると期待される。その一方で、HM1.24は固形癌における発現が報告され始

めている。これまでに、転移性卵巣癌や肺癌における HM1.24 発現が報告されており、特に肺癌細

胞株を用いた検討では抗 HM1.24 抗体が薬効を示すことが確認されており、肺癌治療薬としての可

能性が示唆されている[72-74]。そこで、肺癌を含め、大腸癌、膵癌といった消化器癌治療薬として

の可能性を探るべく、これらの癌細胞株における遺伝子発現解析を実施した。その結果、大腸癌細

胞株において高率に発現していることを見出した。既報においても、大腸癌細胞株 HT-29 における

HM1.24 の遺伝子発現が確認されていた[97]が、タンパク質レベルでの発現確認を実施した例はな

かったため、癌細胞株を用いたフローサイトメトリー解析を実施した結果、HM1.24 が大腸癌細胞株

上に膜タンパク質として発現していることが初めて明らかとなった。HM1.24はMM細胞株上では 10
6

分子/細胞のオーダーで発現している[98]が、固形癌細胞株上においても同様なレベルで発現して

いることが示唆された。また、HM1.24 は大腸癌患者由来組織を対象とした免疫組織染色により、大

腸癌組織においても発現していることが確認でき、なおかつ高率に発現していることが確認できた。

このことから、抗 HM1.24抗体が大腸癌治療薬としても有効である可能性が期待される。 

これまで一連の評価を行う中で、AHM と cKM3590 の結合活性の違いは CHO 強制発現細胞株

や MM 細胞株を用いる上ではあまり確認されていなかった。一方、各種固形癌株を用いたフローサ

イトメトリー解析の結果、cKM3590の癌細胞株への反応性が有意に高いことが確認された。フローサ

イトメトリー解析においては、抗体の内在化ではなく、抗体の抗原結合活性がそのまま反映される。

それ故、固形癌細胞株上の HM1.24に対しては cKM3590が AHM よりも明確に高い結合活性を示
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すと考えられる。細胞の性質によって翻訳後修飾が異なることから、cKM3590 が固形癌細胞に特有

の翻訳後修飾を含むエピトープを認識しやすい、といった理由が想定される。例えば、固形癌にお

いては糖転移酵素 GnT-V が高発現することにより分岐型の N 結合型糖鎖が合成されるといった治

験がある[99]。HM1.24は 65番目及び 92番目の Asn残基に N結合型糖鎖が修飾されることから、

エピトープとしてこのような部分を含むと思われる。一方、AHMの認識エピトープは116番目から127

番目のアミノ酸配列 LEGEITTLNHKL であることが報告されている[99]。BIAcore を用いたエピトー

プ解析からは、両者のエピトープは重複している、もしくは近接しているのではと示唆されたが、上記

の事実から、cKM3590 と AHMのエピトープは異なると想定される。HM1.24には GPIアンカーモチ

ーフを含む C末端領域を欠損するアイソフォームも存在することが報告されており[100]、C末端側を

エピトープとする AHM は全長型を認識し、N 末端側を認識する cKM3590 は全長型に加え GPI ア

ンカーモチーフ欠損型も認識すると予想される。GPIアンカーモチーフにより脂質ラフトに局在するこ

とが、HM1.24 の効率的な内在化に重要という報告もある[101]ことから、内在化しにくいタイプの

HM1.24 をも認識する cKM3590は内在化が抑制されている可能性も考えられる。何れにせよ、固形

癌に対して高い結合活性を示す cKM3590 は、AHM に比較して、固形癌細胞株に対して高い

ADCC 活性を示し、HT-29 ゼノグラフトモデルにおいても高い腫瘍増殖抑制活性を示した。尚、マウ

スゼノグラフトモデルにおいては、マウスエフェクター細胞に発現するマウス FcRとヒト IgGの結合性

に種差があり、抗体のデフコース化による ADCC 活性増強を反映できないため、デフコース型

cKM3590 の治療薬としてのポテンシャルを正確に評価しきれていないが、ヒトにおいては更に強力

に作用できるものと考えられる。また、ADCC活性による障害されやすい血液がんであるMM細胞株
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移植マウスモデルであれば、より強い抗腫瘍活性が発揮できるものと期待される。 

本研究では、内在化を抑制することにより強力な ADCC 活性を発揮する抗体医薬品創製に焦点

を当てて検討を行ってきた。一方、HM1.24 抗原は以前にも触れたように、内在化する性質を生来か

ら持ち合わせている分子である。この内在化する性質を利用して、薬剤を送達する Antibody-drug 

conjugate（ADC）といった活用法も当然考えられる。事実、HM1.24 を認識する単鎖抗体に緑膿菌毒

素を連結したイムノトキシンを用いる試みも報告されている[102]。但し、HM1.24 は低いレベルで

PBMC 及び各種組織にも分布しているため、一般的な抗体医薬品ではなくイムノトキシンを用いるケ

ースでは、より一層正常組織への毒性を考慮しなくてはならない。いずれにしても、HM1.24 はその

抗原の特性から癌治療の標的として様々な活用が考えられており、抗HM1.24抗体を用いた医薬品

開発には期待が高まっている。 
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5. 総括 

本研究で得られた結果から、内在化を抑制し ADCC 活性を増強した抗 HM1.24 キメラ抗体 cKM3590

が、MM 治療及び固形癌治療において有用であることを示した。cKM3590 は中外製薬社ヒト化抗体

AHM を含めた抗 HM1.24抗体クローンの中で、最も内在化が抑制され、かつMM細胞株に対する高い

ADCC活性を示していた。更に、cKM3590の固形癌細胞株に対しての高い反応性や固形癌ゼノグラフト

モデルにおける薬効を確認することができた。また、これらの解析を進める中で、抗 HM1.24 抗体の内在

化とアポトーシス誘導活性、エピトープの関連性や、速やかな内在化を示す抗体の ADCC活性発揮のた

めにはデフコース化などの ADCC 活性増強が必要であることを示すことができた。以上の知見から、

cKM3590をはじめとした抗 HM1.24抗体の臨床応用が促進されることが強く期待される。 
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6. 図表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１． 抗体医薬品の作用機序 

抗体医薬品の作用機序として、①標的分子の機能中和・阻害と、②抗体特有のエフェクター機構（ADCC、

CDC）による標的細胞の障害が知られている。 
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図 2． デフコース化による ADCC活性増強 

抗体 IgG の定常領域 Asn297 に修飾する N 結合型糖鎖中のコアフコースを除去することにより、ADCC

活性が劇的に増強することができる。 
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図 3． HM1.24の構造 

HM1.24は II型膜タンパク質であり、N末端は細胞内に存在する。C末端には GPIアンカードメインが孵

化しており、これにより脂質ラフトに局在するものと考えられている。HM1,24 はジスルフィド結合によりホモ

ダイマーを形成する。また、HM1.24中に 2か所の N結合型糖鎖付加部位が存在している。 
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図 4． 内在化と ADCC活性 

（A）ADCC 活性が発揮されるためには、標的細胞とエフェクター細胞が抗体によって連結されている必

要がある。（B）抗体の内在化により、標的細胞とエフェクター細胞間の連結が成立しなかった場合には

ADCC活性は発揮されにくくなると予想される。 
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図 5． 可溶性抗原のデザイン 

（A）動物細胞を宿主として発現する分子として、Fc-sHM1.24 をデザインした。ヒト IgG の Fc ドメインとヒト

HM1.24細胞外領域が連結されている。（B）大腸菌を宿主として発現する分子として、GST-sHM1.24をデ

ザインした。GST とヒト HM1.24細胞外領域が連結されている。 
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図 6． Fc-sHM1.24の精製 

Fc-sHM1.24発現ベクターを導入した YB2/0培養上清より、Prosep-Aを用いて Fc-sHM1.24を精製した。

SDS-PAGE によりリッチカットした溶出画分（fraction2-5）を解析したところ、還元条件下（2-ME(+)）におい

ては約 50 kDaの、非還元条件下（2-ME(-)）においては約 100 kDaの Fc-sHM1.24に相当するバンドが

確認された。 
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図 7． GST-sHM1.24の精製 

GST-sHM1.24発現ベクターを導入した大腸菌破砕液より、グルタチオンカラムを用いて GST-sHM1.24 を

精製した。SDS-PAGE により精製前のライセート（「精製前」）、カラム通過画分（「FT」）、溶出画分

（Fraction1-3）を解析したところ、溶出画分において約 37 kDaの GST-sHM1.24に相当するバンドが確認

された。 
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図 8． 抗体の作製方法 

抗 HM1.24抗体を動物免疫法により樹立した。可溶性抗原をマウスあるいはラットに免疫してハイブリドー

マを樹立した。得られたハイブリドーマから、目的の抗体を産生する細胞を、FMAT を用いてスクリーニン

グし、2回のシングルセルクローニングを経てハイブリドーマクローンを単離した。 
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図 9． 抗 HM1.24モノクローナル抗体の HM1.24/CHO結合活性 

得られた抗 HM1.24 モノクローナル抗体の中で比較的結合活性の高かった 10 クローンの HM1.24/CHO

に対する反応性をフローサイトメトリーにより評価した。評価対象の抗体で染色したヒストグラムを緑線、以

前に取得された陽性対照で染色したヒストグラムを赤線、陰性対照で染色したヒストグラムを青線で示した。

いずれの抗体も陽性対照と同等以上の染色性を示した。 
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図 10． 抗体可変領域の同定法 

ハイブリドーマから抽出した cDNAを鋳型として、ユニバーサルプライマーミックス（UPM）と定常領域配列

に相補的に結合するプライマーを用いて可変領域配列を増幅し、これをクローニングベクターに挿入する

ことで、可変領域配列を回収した。得られたベクターについて配列解析を行い、抗体可変領域遺伝子配

列を決定した。 
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図 11.  SDS-PAGE解析 

 精製したキメラ抗体 cKM3590, cKM3591, cKM3594 及び cKM3610、各 3 g をウェルにアプライし、

SDS-PAGE を還元条件下、非還元条件下において実施した。分解物や不純物も確認されず、品質に問

題がないことが確認できた。 
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図 12.  Binding ELISA を用いた各キメラ抗体の抗原結合活性評価 

 精製したキメラ抗体 cKM3590, cKM3591, cKM3594、cKM3610及び AHMを用い、96穴プレートに固

相化した HM1.24抗原に対する反応性を ELISAにより評価した。本 ELISA系の概要を図 12Aに示す。

すべての抗体において抗原結合活性が確認され、中でも cKM3590、cKM3591、cKM3610 は AHM や

cKM3594 よりも高い抗原結合活性を示した（図 11B）。 
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図 13.  BIAcoreを用いた各キメラ抗体の抗原結合活性評価 

（A）BIAcoreを用いて抗 HM1.24抗体の、CM5 sensor chip上にキャプチャーした Fc-sHM1.24抗原に対

する結合活性（結合速度定数 Ka、解離速度定数 Kd、解離定数 KD）を比較した。（B）その際に得られる

センサーグラムの一例を示す。 
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図 14.  KMS-11における内在化活性評価 

cKM3590, 3591, 3594, 3610およびAHMを用い、ヒトMM細胞株 KMS-11における Internalization活性

を評価した。方法を図 14A に示す。すべての抗体において内在化活性が確認され、中でも AHM、

cKM3591はその他の抗体よりも速やかな内在化活性を示した（図 14B）。 
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図 15. RPMI8226に対する ADCC活性評価 

デフコース化した cKM3590, cKM3591, cKM3594, cKM3610 及び AHM を用い、ヒト MM 細胞株

RPMI8226に対する ADCC 活性を測定した。エフェクター細胞にはヒト PBMC を用い、E/T比を 25：1に

調整した。いずれの抗体においてもADCC活性が確認されたが、中でも cKM3590は最も高いADCC活

性を示し、cKM3594は AHM同等以上の ADCC活性を示した。 
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図 16. KMS-11に対する ADCC活性評価 

通常型 cKM3590（cKM3590 Fuc(+)）及びデフコース型 cKM3590（cKM3590 Fuc(-)）を用い、ヒトMM細

胞株 KMS-11に対する ADCC活性を測定した。エフェクター細胞にはヒト PBMCを用い、E/T比を 25：1

に調製した。デフコース型 cKM3590ではADCC活性が確認されたが、通常型 cKM3590ではADCC活

性がほとんど確認されなかった。 
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図 17. KMS-11に対する CDC活性評価 

cKM3590 及び AHM の KMS-11 に対する CDC 活性を測定した。その結果、いずれの抗体においても

CDC活性は確認されなかった。 
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図 18. アポトーシス誘導活性評価 

（A） cKM35901、cKM3594、cKM3610およびAHMによるヒトMM細胞株RPMI8226に対するアポトーシ

ス誘導活性を、Annexin-V 陽性率を指標に評価した。その結果、AHM 添加時において架橋抗体存

在下で抗体濃度依存的にアポトーシス誘導活性が確認された。また cKM3610 添加時においても弱

いながらも、架橋抗体存在下で抗体濃度依存的にアポトーシス誘導活性が確認された。 

（B） （B）KM3591、KM3610 および AHM によるヒト肺癌細胞株に対するアポトーシス誘導活性を、

Annexin-V 陽性率を指標に評価した。その結果、すべての抗体に、架橋抗体存在下において抗体

濃度依存的にアポトーシス誘導活性が確認された。 
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図 19. BIAcoreを用いたエピトープ解析 

cKM3590、cKM3594、cKM3610がAHMと異なるエプトープを認識するか否かを評価するため、BIAcore

を用い、簡易的なエピトープ解析を実施した。（A）CM5 sensor chip上にキャプチャーした Fc-sHM1.24に

対しての反応性が、抗原に AHM を結合さておくことにより阻害されるか否かを評価した。（B）認識エピト

ープが重複しない場合、AHM の結合センサーグラムに上乗せしてキメラ抗体のレスポンスカーブが得ら

れる。エピトープが重複する若しくは近傍に存在することにより片方の抗体が立体障害を及ぼす場合、キ

メラ抗体のレスポンスの上乗せは抑制される。 
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図 20. BIAcoreを用いたエピトープ解析結果 

cKM3590、cKM3594、cKM3610がAHMと異なるエプトープを認識するか否かを評価するため、BIAcore

を用い、簡易的なエピトープ解析を実施した。その結果、cKM3590, cKM3594, cKM3610 全ての抗体で

阻害が確認された。 

 



 

68 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 21. 固形癌細胞株における HM1.24の発現 

 固形癌細胞株（大腸癌、膵癌、肺癌）における発現を、癌細胞株 cDNA パネルを用いた RT-PCRにより

調べた結果、数種類の癌細胞株において HM1.24mRNAの発現が確認された。 
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図 22. 固形癌細胞株における HM1.24の発現 

フローサイトメトリーにより cKM3590の反応性を評価したところ、ヒト大腸癌細胞株 HT-29、ヒト非小細胞肺

癌細胞株 SBC-5、ヒト膵臓癌細胞株 PSN-1において HM1.24の発現が確認された。 
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図 23. 固形癌細胞株に対しての cKM3590及び AHMの反応性評価 

フローサイトメトリーにより cKM3590 及び AHM の、各種細胞株に対する抗体濃度依存的な反応性を評

価した。ヒト大腸癌細胞株 HT-29（A）、ヒト非小細胞肺癌細胞株 SBC-5（B）、ヒト膵臓癌細胞株 PSN-1（C）、

HM1.24強制発現株 HM1.24/CHO（D）、ヒトMM細胞株 KMS-11（E）に対する反応性を比較したところ、

固形癌細胞株に対して cKM3590が AHM と比べて有意に高い結合活性を示した。 
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図 24. 大腸癌組織アレイを用いた免疫組織染色 

ヒト大腸癌アレイを用い、KM3590 による免疫組織染色を実施した。癌組織陽性染色像の特徴としては、

陽性の大部分は管腔側の細胞膜に発現が見られ（図 24B白矢印部）、細胞質や管腔側以外の細胞膜は

弱い染色が見られた。 図 24Aに陰性対照抗体（ラット IgG）を用いた免疫組織染色像を示す。 
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図 25.固形癌細胞株に対する ADCC活性評価 

通常型 cKM3590（cKM3590 Fuc(+)）及びデフコース型 cKM3590（cKM3590 Fuc(-)）、通常型 AHM

（AHM Fuc(+)）及びデフコース型 AHM（AHM Fuc(-)）を用い、ヒト大腸癌細胞株 HT-29、ヒト非小細胞肺

癌細胞株 SBC-5、ヒト膵癌細胞株 PSN-1に対する ADCC活性を比較した。エフェクターには PBMCを用

い、 E/T比を 25：1に調製した。その結果、デフコース型 cKM3590で高い ADCC活性を確認し、デフコ

ース型 AHMの ADCC活性よりも高いことが確認された。 
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図 26. HT-29ゼノグラフト組織切片を用いた免疫組織染色 

HT-29 ゼノグラフトの組織切片を用い、KM3590 の反応性を免疫組織染色にて評価した。陰性対照組織

をHM1.24陰性であるA549ゼノグラフトとした。その結果、抗体濃度1 g/mLにおいて陽性対照組織で、

明瞭な陽性所見が確認（図 26B）され、陰性対照組織における反応性は陰性であることが確認できた（図

26A）。 
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図 27. HT-29ゼノグラフトモデルにおける cKM3590および AHMの抗腫瘍活性評価 

 ヒト大腸癌細胞株 HT-29を皮下接種した cKM3590およびAHMによる生着阻害効果を評価した。その

結果、cKM3590 は有意に腫瘍に対して増殖阻害効果を示した（図 27A）。腫瘍移植後 35 日目に採取し

た腫瘍塊の重量で比較しても、cKM3590は有意に腫瘍に対して増殖阻害効果を示した（図 27B）。 
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表 1. 動物免疫により得られた新規抗 HM1.24抗体クローンの一覧 

マウスあるいはラットへの免疫を実施することにより複数の抗体クローンを得ることができた。中でも結合活

性を高かった抗体 10 クローンを選抜し、以降の評価を実施することとした。 

Clone ID Subclass Species
KM3584 IgG2a Rat
KM3586 IgG1 Rat
KM3590 IgG2a Rat
KM3591 IgG2b Rat
KM3594 IgG2a Rat
KM3601 IgG2a Rat
KM3606 IgG1 Mouse
KM3608 IgG1 Mouse
KM3610 IgG2a Mouse
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表 2. 新規抗 HM1.24抗体クローンの結合活性一覧 

マウス・ラット抗 HM1.24抗体及び AHMの結合活性を、BIAcoreを用いて解析した。結合速度定数 Ka、

解離速度定数 Kd、解離定数 KDを算出し、AHMの値と比較を行った。 
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表 3. キメラ抗体の結合活性一覧 

cKM3590、cKM3591、cKM3594、cKM3610及びAHMの結合活性を、BIAcoreを用いて解析した。結合

速度定数 Ka、解離速度定数 Kd、解離定数 KDを算出した。 

Ka×10
5
 [1/Ms] Kd×10

-4
 [1/s] KD [nM] Rmax[RU]

AHM 5.68 59.22 10.43 350.7
cKM3590 10.95 35.45 3.24 230.4
cKM3591 5.684 5.548 0.98 268.8
cKM3594 4.252 0.8827 0.21 233.6
cKM3610 8.984 14.17 1.5 291.1
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表 4. 大腸癌組織アレイにおける KM3590反応性所見一覧 

大腸癌組織アレイを用い、大腸癌検体に対する KM3590の反応性を評価した。 

Age Sex site Pathology Negative ctrl KM3590 コメント

1 60 F ascending adenocarcinoma, M/D - -

2 58 F rectum adenocarcinoma, M/D - -

3 51 M transverse adenocarcinoma, P/D - + slight positive

4 38 F transverse adenocarcinoma, M/D - -

5 56 M sigmoid adenocarcinoma, W/D - -

6 46 F cecum adenocarcinoma, M/D - 2+ ＃A

7 61 M cecum adenocarcinoma, mucinous - + slight positive

8 40 F sigmoid adenocarcinoma, W/D - -

9 36 F descending adenocarcinoma, M/D - 2+ ＃A

10 68 M sigmoid adenocarcinoma, M/D - -

11 62 F sigmoid adenocarcinoma, M/D - 2+ ＃A

12 65 M ascending adenocarcinoma, W/D - + ＃A

13 65 M sigmoid adenocarcinoma, M/D - -

14 72 F sigmoid adenocarcinoma, W/D - -

15 63 M ascending adenocarcinoma, W/D - 2+ ＃A

16 73 F transverse adenocarcinoma, M/D - 2+ ＃A

17 60 M sigmoid adenocarcinoma, M/D - -

18 65 F cecum adenocarcinoma, mucinous - -

19 57 M sigmoid adenocarcinoma, M/D - -

20 58 M cecum adenocarcinoma, M/D - + ＃A

21 56 M ascending adenocarcinoma, mucinous - + ＃A

22 57 M sigmoid adenocarcinoma, M/D - -

23 56 M ascending adenocarcinoma, M/D - -

24 36 M transverse adenocarcinoma, M/D - 2+ ＃A

25 65 F sigmoid adenocarcinoma, W/D - +

26 62 M ascending adenocarcinoma, M/D - 2+ ＃A

27 57 F sigmoid adenocarcinoma, W/D - -

28 78 M sigmoid adenocarcinoma, W/D - + ＃A

29 45 M rectum adenocarcinoma, W/D - + slight positive

30 65 M ascending adenocarcinoma, W/D - 3+ ＃A

31 61 M transverse adenocarcinoma, mucinous - -

32 52 M rectum adenocarcinoma, M/D × ×

33 52 F sigmoid adenocarcinoma, M/D - -

34 47 F cecum adenocarcinoma, M/D - -

35 63 F descending adenocarcinoma, M/D - -

36 53 M cecum adenocarcinoma, M/D - -

37 53 F transverse adenocarcinoma, W/D - 2+ ＃A

38 64 M sigmoid adenocarcinoma, M/D - -

39 59 M sigmoid adenocarcinoma, M/D - -

40 57 M ascending adenocarcinoma, M/D - -

41 46 F ascending adenocarcinoma, P/D - + ＃A

42 59 M ascending adenocarcinoma, M/D - -

43 35 F ascending adenocarcinoma, mucinous - -

44 42 M transverse adenocarcinoma, M/D - -

45 49 F ascending adenocarcinoma, M/D - -

46 76 M sigmoid adenocarcinoma, M/D - -

47 74 M ascending adenocarcinoma, M/D - -

48 60 F rectum adenocarcinoma, M/D - -

49 62 M sigmoid adenocarcinoma, M/D - + slight positive

50 62 M sigmoid adenocarcinoma, M/D - + ＃A

51 57 M sigmoid adenocarcinoma, M/D - -

52 56 F sigmoid adenocarcinoma, M/D - + slight positive

53 75 F rectum adenocarcinoma, W/D - + slight positive

54 58 M rectum adenocarcinoma, M/D - -

55 56 M ascending adenocarcinoma, M/D - + slight positive

56 35 M rectum adenocarcinoma, M/D - +

57 34 M ascending adenocarcinoma, M/D - 2+ ＃A

58 60 M transverse adenocarcinoma, W/D - -

59 70 M descending adenocarcinoma, M/D - -

60 carbon  

-:negative, +:5-25% positive or slight positive, 2+:25-50% positive, 3+:>50% popsitive

＃A：内腔側の細胞膜に発現
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表 5. 健常大腸組織アレイにおける KM3590反応性所見一覧 

健常大腸組織アレイを用い、健常大腸組織に対する KM3590の反応性を評価した。 

#NAME? Age Sex site Histology Abnormal finding No. of CDN1# Negative ctrl KM3590

101 60 F ascending large boewl,mucosa 1 - -

102 58 F rectum large boewl,mucosa 2 - -

103 51 M transverse large boewl,mucosa 3 - -

104 38 F transverse large boewl,mucosa 4 - -

105 56 M sigmoid large boewl,mucosa 5 - -

106 46 F cecum large boewl,mucosa 6 - -

107 61 M cecum large boewl,mucosa 7 - -

108 40 F sigmoid large boewl,mucosa 8 - -

109 36 F descending large boewl,mucosa 9 - -

110 68 M sigmoid large boewl,mucosa 10 - -

111 62 F sigmoid large boewl,mucosa 11 - -

112 65 M ascending large boewl,mucosa 12 - -

113 65 M sigmoid large boewl,mucosa 13 - -

114 72 F sigmoid large boewl,mucosa 14 - -

115 63 M ascending large boewl,mucosa 15 - -

116 73 F transverse large boewl,mucosa 16 - -

117 60 M sigmoid large boewl,mucosa 17 - -

118 65 F cecum large boewl,mucosa 18 - -

119 57 M sigmoid large boewl,mucosa 19 - -

120 58 M cecum large boewl,mucosa 20 - -

121 56 M ascending large boewl,mucosa 21 - -

122 57 M sigmoid large boewl,mucosa 22 - -

123 56 M ascending large boewl,mucosa 23 - -

124 36 M transverse large boewl,mucosa 24 - -

125 65 F sigmoid large boewl,mucosa 25 - -

126 62 M ascending large boewl,mucosa 26 - -

127 57 F sigmoid large boewl,mucosa 27 - -

128 78 M sigmoid large boewl,mucosa 28 - -

129 45 M rectum large boewl,mucosa 29 - -

130 65 M ascending large boewl,mucosa 30 - -

131 61 M transverse large boewl,mucosa 31 - -

132 52 M rectum large boewl,mucosa 32 + +

133 52 F sigmoid large boewl,mucosa 33 - -

134 47 F cecum large boewl,mucosa 34 - -

135 63 F descending large boewl,mucosa 35 - -

136 53 M cecum large boewl,mucosa 36 - -

137 53 F transverse large boewl,mucosa 37 - -

138 64 M sigmoid large boewl,mucosa 38 - -

139 59 M sigmoid large boewl,mucosa 39 - -

140 57 M ascending large boewl,mucosa 40 - -

141 46 F ascending large boewl,mucosa 41 + +

142 59 M ascending large boewl,mucosa 42 - -

143 35 F ascending large boewl,mucosa 43 - -

144 42 M transverse large boewl,mucosa 44 - -

145 49 F ascending large boewl,mucosa 45 - -

146 76 M sigmoid large boewl,mucosa 46 - -

147 74 M ascending large boewl,mucosa 47 - -

148 60 F rectum large boewl,mucosa 48 - -

149 62 M sigmoid large boewl,mucosa 49 - -

150 62 M sigmoid large boewl,mucosa 50 - -

151 57 M sigmoid large boewl,mucosa 51 - -

152 56 F sigmoid large boewl,mucosa 52 - -

153 75 F rectum large boewl,mucosa 53 - -

154 58 M rectum large boewl,mucosa 54 × ×

155 56 M ascending large boewl,mucosa 55 - -

156 35 M rectum large boewl,mucosa 56 - -

157 34 M ascending large boewl,mucosa 57 - -

158 60 M transverse large boewl,mucosa 58 - -

159 70 M descending large boewl,mucosa 59 - -

carbon  60

'-:negative, +: popsitive, ×:no tissue
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表 6. 大腸癌／健常大腸組織アレイにおける KM3590反応性 

大腸組織に対しての免疫組織染色結果（表 4, 5）をまとめた。KM3590は癌組織に特異的かつ効率に反

応した。 
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