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はじめに

がんの免疫療法において、長らくマウスモノ

クローナル抗体などの異種抗体が用いられてき

たが、遺伝子工学の発展により遺伝子改変動物

を用いることでヒト抗体の作製が可能になって

きた。したがって、ヒト抗マウス抗体（HAMA）

など異種抗体の免疫原性によって起こる問題を

回避できるヒト抗体は有用な選択肢の一つであ

る。一方、抗体による腫瘍細胞傷害活性（CDC

／ADCC）は、IgGのサブクラスに大きく依存し、

IgG１と IgG３が IgG２や IgG４に比べ強い活性を持

つことが明らかになっている。これまで我々は、

マウス抗体遺伝子を欠損させ、代りにヒト抗体

遺伝子を導入した遺伝子改変動物 KMマウスTM

に CEAを免疫することで、ヒト抗 CEA抗体を

作製してきた１）。しかしながら、CEAに対して

最も強い親和性を持つ抗体 C２‐４５のサブクラス

は IgG４であり、IgG１の C２‐７４に比べその腫瘍

細胞傷害活性は弱かった１）。そこで遺伝子ク

ローニングした C２‐４５（IgG４）の可変領域遺伝

子２）を利用し IgG１にサブクラス変換すること

で、抗体の腫瘍細胞傷害活性の増強を試みた３）。

研究概要

１．遺伝子作製

クローニングした C２‐４５（IgG４）可変領域の遺

伝子 VHと Vкを IgG１の定常部をもつ昆虫細胞

の発現ベクター pAc‐к‐CH３に、Xho I‐Nhe I

（VH）と Sac I‐Hind III（Vк）の制限酵素部位で

それぞれ導入し、発現ベクターを作製した。

２．遺伝子導入と発現・精製

C２‐４５（cIgG１）の発現遺伝子を昆虫細胞 Sf９に

導入し、上清中に発現した C２‐４５（cIgG１）をヤ

ギ抗ヒト IgG抗体のアフィニティーカラムに

て精製し、ウェスタンブロットにて確認した。

その結果、還元条件、非還元条件ともに予想さ

れたサイズにバンドが認められ、組換えタンパ

ク質 C２‐４５（cIgG１）の作製に成功した。

３．抗原結合能の確認

作製した C２‐４５（cIgG１）の抗原結合能を、CEA

を固相化した９６ウェルプレートによる ELISA

にて確認した。期待した通りに、C２‐４５（cIgG１）

の CEAに対する抗原結合能は、元の抗体 C２‐

４５（IgG４）と同程度であり、C２‐７４（IgG１）よりも

強かった。さらに、細胞表面上に発現する抗原

認識能を種々の CEA陽性あるいは陰性細胞を

用いたフローサイトメトリーにてそれぞれ確認

した。いずれの細胞においても C２‐４５（cIgG１）

は、元の抗体 C２‐４５（IgG４）や C２‐７４（IgG１）と

同様に CEAを発現している細胞に特異的に結

合した。

４．In vitro 細胞傷害活性の確認

C２‐４５（cIgG１）の CDC活性を検討するために、

標的であるMKN‐４５（１x１０４細胞）とヒト抗体を

それぞれ２０％新鮮ヒト血清存在下３７℃で２時間

インキュベーションし、生細胞数をWSTアッ

セイにて測定した。その結果、サブクラスが IgG

１の C２‐４５（cIgG１）と C２‐７４（IgG１）において抗体

濃度依存的にMKN‐４５は傷害されたが、抗原

結合能が強い C２‐４５（cIgG１）の方がより強い

CDC活性を示した（図１Ａ）。

また ADCC活性を検討するために、あらか
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じめ calcein-AM（０．２M）で染色したMKN‐４５

（５x１０６細胞）と LAK細胞（５x１０７細胞、E／T比

＝１０：１）を３７℃で４時間インキュベーション

し、さらに PI（１µg／�）にて死細胞を染色し
た。フローサイトメトリーにてMKN‐４５の生

細胞数と死細胞数を測定し、ヒト抗体の ADCC

活性を検討した。その結果、いずれの抗 CEA

抗体においても抗体濃度依存的にMKN‐４５を

傷害したが、その活性は C２‐４５（cIgG１）＞C２‐７４

（IgG１）＞C２‐４５（IgG４）の順であった（図１Ｂ）。

５．まとめ

これらの結果は、今回作製した C２‐４５（cIgG１）

が、CEA陽性腫瘍細胞に特異的に結合し、CDC

／ADCCによる細胞傷害活性を現すことを示し

ている。また、C２‐４５（cIgG１）が元の抗体の高

い抗原結合能を維持することで、C２‐７４（IgG１）

に比べ、より強い細胞傷害活性を持つことが示

された。

おわりに

今回、腫瘍に対する細胞傷害活性を増強する

目的でヒト抗 CEA抗体 C２‐４５のサブクラスを

IgG４から IgG１へと変換した。この新規ヒト抗

体 C２‐４５（cIgG１）において、高い抗原結合能を

維持しつつ腫瘍細胞傷害活性を増強させること

に成功した３）。したがって、免疫原性の問題に

ならない C２‐４５（cIgG１）は、CEAを発現したが

んの抗体療法に効果が期待できると思われる。
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図１ C２‐４５（cIgG１）のCEA発現胃癌細胞MKN‐４５に
対する抗腫瘍活性。Ａ、CDC活性およびＢ、ADCC活
性。ヒト抗体C２‐４５（cIgG１）、C２‐４５（IgG４）およびC２‐
７４（IgG１）をそれぞれの濃度で、２０％の新鮮なヒト血清
存在下２時間（A）、あるいはヒト LAK細胞と E／T 比
１０：１にて４時間（Ｂ）インキュベーションした結果
を示す。非特異的なヒト IgG抗体を対照群とした。
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