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腫瘍血管内皮細胞を標的とした抗体治療薬の抗原解析

学位論文内容の要旨

  固形腫瘍は直径が2 mmを超えるころから新しい微小血管、すなわち腫瘍血管を形成して宿主
の血液からその増殖に必要な栄養や酸素を摂取する。腫瘍血管は血流に直接さらされているため、
薬剤は容易に到達して効果を発揮し周囲の腫瘍細胞への栄養供給を断つことによって効率的な
腫瘍増殖抑制効果が期待できる。
  我々は以前、KMT-17ラゾト線維肉腫から腫瘍血管内皮細胞(tumor endothelial cells; TEC)を
単離し培養してTECに対するモノク口ーナル抗体(monoclonal antibody; MAb)を作製した。こ
れらのMAbはTECに発現する40 kDおよび80 kD夕ンバクを認識していた。80 kD夕ンバクを
認識するTES-23 MAbはKMT-17線維肉腫のラット皮下移植モデルで抗腫瘍効果を示し、ヒト腫
瘍血管に・も交差性を示した。
  今回、ラットTECに発現する抗原解析を行ない、TES-23 MAbのヒ卜抗原に対する交差反応
性を解析してヒトヘの臨床応用の可能性について検討した。まず、KMT-17線維肉腫のTECに
発現する40 kDおよび80 kD抗原の遺伝子ク口ーニングを行なった。TECから入gtli cDNAライ
ブラりを作製し、40 kD抗原を認識するTES-17 MAbでスクリーニングした結果、40 kD抗原は
ラットOTS-8と一致した。80 kD抗原は、最初にROS 17/2.8-5ラット骨肉腫細胞の*DNAライ
ブラりをTES‐27MAbでスクリーニングした結果、ラッ卜造血型CD44（hematopoieticCD44；CD44
H）と一致した。次に、TECcDNAライブラりからCD44のDNAプ口ーブによってラットCD44
H遺伝子をクロ一二ングし、TES‐23MAbやTES―27MAbの抗原がラットCD44Hであることを
ウェスタンブ口ットで確認した。続いて、KMT－17線維肉腫のTECにおける0TS‐8やCD44の
発現を免疫組織化学によって解析した。その結果、0TS―8やCD44はKMT‐17線維肉腫の新生
TECに発現していることが示された。また、TES‐23MAbは新生TECに発現するラットCD44
と管腔形成したTECに発現するエピトープの双方を認識していた。さらに、TECにおけるCD44
アイソフオームの発現を分子生物学的に解析した結果、CD44のェクソン5sと6sとの間にエク
ソン6vのみが単独で挿入されたCD44アイソフオームのmRNAがごく少量存在していた。
  次に、抗腫瘍効果を示したTES‐23MAbのヒト抗原に対する交差反応性を解析した。免疫沈
降法によってTES＿23MAbはHT‐1080ヒト線維肉腫に発現するCD44を認識していた。フロー
サイトメトリーでTES‐23MAbはHT‐1080やヒ卜臍帯静脈内皮細胞（humanumbilicaJvein
endothelialcells；HUVEC）に発現するCD44を比較的強く認識したが、ヒト末梢血単核球（human
peripheralbloodmononuclearcens；hPBMC）に発現するCD44にはほとんど反応性を示さなかった。
これらの細胞についてCD44の活性化の指標であるヒアルロン酸（hyaluronicacid；HA）結合能
を解析した。その結果、HT＿1080やHUVECに発現するCD44はHA結合能がある活性化型であ
り、hPBMCに発現するCD44は不活性化型であった。一般に、リンバ球をフォルボールエステ
ルで刺激するとCD44は活性化型に変化する。そこで、MOLT14ヒトリンバ腫をフォルボールミ
リステートアセテートで刺激してCD44のHA結合能を誘導した結果、TES‐23MAbの反応性が
刺激前と比較して相対的に増加した。以上の結果より、TES‐23MAbは活性化型ヒトCD44を優
位に認識してhPBMCにほとんど結合しなかったので、ヒト臨床において自血球減少の副作用を
回 避 し て 腫 瘍 血 管 に 作 用 し 、 抗 腫 瘍 効 果 を 発 揮し う る 可能 性 が 考え ら れた 。
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腫瘍血管内皮細胞を標的とした抗体治療薬の抗原解析

  本研究の背景として，固形腫瘍に対する化学療法は現在のところ，抗癌剤の
腫瘍内浸透性が悪く，治療効果は低い。この治療効果を高める目的で，申請者
は，腫瘍内に形成された腫瘍血管を薬剤の標的とすることによって，腫瘍細胞
への栄養補給を絶ち，結果的に腫瘍の増殖を抑制する治療法の開発に取り組ん
できた。その結果として，ラット線維肉腫の血管内皮細胞に対するモノクロー
ナル抗体を作成したが，この抗体は，ラヅト血管内皮細胞に発現する分子量
40KD及び80KDの蛋白質を認識した。さらに，80KDの蛋白質を認識する抗体
は，ラット線維肉腫の増殖を抑制したことから，腫瘍血管を標的とした抗体療
法の有用性が明確となった。
  以上の成果を踏まえて，本論文において申請者は，ラット血管内皮細胞に発
現する抗原の解析を行うとともに，ラヅト血管内皮に対するモ丿クローナル抗
体の，ヒト血管内皮に対する交差反応性を解析して，ヒトへの臨床応用の可能
性を示唆した。すなわち，ラット線維肉腫血管内皮細胞の分子量40KD及び80KD
蛋白の遺伝子クローニングを行い，比較検討した結果，40-D蛋白はOTS-8，80KD
蛋白はCD44Hであることを明らかにすると共に，申請者が作成したラット血
管内皮に対するモノクローナル抗体は，OTS-8及びCD44をそれそれ認識する
ことを証明した。ついで，免疫組織化学的解析により，ラットOTS―8及びCD44
は，新生血管内皮細胞に発現することを明らかにした．。さらに，これまでの成
績で明らかとなった，ラット線維肉腫血管内皮細胞に対するモノクローナル抗
体の抗腫瘍効果をヒトの癌治療に応用することを目的として，同モノクローナ
ル抗体の，ヒト抗原に対する交差反応性を検討した。その結果，同モノクロー
ナル抗体は，ヒト線維肉腫に発現するCD44を認識するがヒト末梢血単核球に
発現するCD44には反応性を示さなかったことから，同抗体は臨床医学におい
ても有用性をもっと考えられた。
  以上の成果は癌治療法の発展に大きく寄与するものであり，よって審査員
一同は上記学位論文提出者谷口健治氏が博士（獣医学）の学位を授与される
に十分な資格を有するものと認めた。


