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緒言 

免疫細胞は骨髄と同じ前駆細胞である多能性造血幹細胞に由来する。多能性幹細胞は赤

血球系共通前駆細胞、骨髄系共通前駆細胞、リンパ球系共通前駆細胞に分化することが知

られている。赤血球系共通前駆細胞からは赤血球、巨核球および血小板が、骨髄系共通前

駆細胞からは樹状細胞、単球/マクロファージが、リンパ球系共通前駆細胞からは B 細胞、

T 細胞、NK 細胞、NKT 細胞、樹状細胞、好中球、好塩基球、好酸球が分化する。免疫細

胞の主体は白血球であり、リンパ球、単球、顆粒球から構成されている。 

我々の体内には、感染微生物などに対する生体防御機能として、免疫機能が備わってお

り、自然免疫と適応免疫という 2 つのシステムにより成立している。自然免疫系は病原体

と宿主を区別するための分子と細胞（単球、マクロファージ、樹状細胞など）から構成さ

れており、微生物に保存された成分を認識することによっても起動する。一方、適応免疫

は、抗原特異的なリンパ球（T リンパ球、B リンパ球、NK 細胞など）による一連の免疫反

応をいう。これらの免疫システムは、外界からの侵入に限らず、がん細胞のような異常を

きたした細胞に対しても、これを排除する機能をもつ（免疫監視機構）。しかしながら、が

ん細胞はもともと宿主由来であり以下のような特徴を持つ。すなわち、１）自らの増殖を

刺激する、２）他の細胞からの増殖性シグナルを無視する、３）アポトーシスによる死を

免れる、４）血液の供給を増大させる（血管新生）、５）原発巣から他の組織へと浸潤する

（転移）、６）繰り返し複製して増殖する、７）免疫系から逃れる。そのため、一部の腫瘍
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は免疫系に打ち勝つことで増殖を続けることになる。 

がんの治療では、従来の方法である外科手術、放射線療法、化学療法が行われてきた。

こうした治療法により、がんが退縮したり完治することがないわけではないが、多くの場

合、がん細胞の除去が不完全であったり、有害な副作用が生じるため、これらの治療法に

は限界があると考えられている。最近では前述した治療法に加え、第４番目の治療法とし

て免疫細胞を用いた免疫療法が注目されている。 

免疫療法の種類として、１）細胞免疫療法、２）ワクチン療法、３）サイトカイン療法、

４）BRM（Biological Response Modififiers）療法、５）抗体療法などが知られている。 

細胞免疫療法の 1 つに樹状細胞療法がある。樹状細胞（Dendritic cell; DC）は免疫細胞

の中でも最も重要な抗原提示細胞として知られており、生体内での免疫反応において中心

的役割を果たすことが知られている。樹状細胞療法には自己がん組織樹状細胞療法（ライ

セート DC 療法）、人工抗原樹状細胞療法（ペプチド DC 療法）や他人のがん細胞を用いた

樹状細胞療法などの、がん抗原パルス樹状細胞療法あるいは体外で大量に作成した患者の

未熟な樹状細胞をがん組織中に注入し、成熟化させてがん細胞を攻撃させる局所樹状細胞

療法がある。また、近年では遺伝子導入した樹状細胞療法も行われるなど、その方法は多

岐に渡る。徳島大学病院でも MAGE-3 ペプチドパルス樹状細胞を用いた腫瘍特異的免疫療

法の検討がなされていた。また、近年では多くのヒト化モノクローナル抗体や完全ヒト型

モノクローナル抗体が、がん治療に用いられ成功をおさめている。抗体が免疫防御に寄与
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する方法の 1 つに、細胞の受容体を介する方法がある。これらの受容体は抗体のクラスに

よって異なり、それぞれ Fc 領域に結合することで抗体を認識するため、Fc 受容体（FcR）

と呼ばれる。多くの Fc 受容体が免疫系細胞を活性化し、貪食、炎症性メディエーターの放

出、細胞の障害を促進する。Fc 受容体活性化の生物学的効果は、それらを発現する細胞に

大きく依存する。マクロファージや好中球ではサイトカイン産生も誘導されるが、主要な

効果は貪食と活性酸素の産生である。マスト細胞、好塩基球、好酸球では Fc 受容体により

脱顆粒が誘導され、ナチュラルキラー細胞ではパーフォリンやグランザイムが分泌されて

標的細胞のアポトーシスを誘導する。この過程を抗体依存性細胞性細胞障害

（antibody-dependent cellular cytotoxity: ADCC）という。 

そこで今回、我々は樹状細胞および腫瘍抗原に着目し検討を行った。まず第 1 部では樹

状細胞療法の観点から、単球から可溶型血管新生因子受容体-1 が産生され抗腫瘍効果を示

したとの報告より、単球由来樹状細胞を用いて同様の検討を行った。また、第 2 部では抗

体療法の観点から抗ポドプラニン抗体（NZ-1）が ADCC 活性を誘導するか否かについて検

討を行った。
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第１部 

ヒト単球由来成熟樹状細胞における可溶型血管内皮成長因子受容体-1 の発現と

血管新生抑制効果の検討 

 

序論 

 血管新生は種々の生理学的、病態生理学的現象に関与しており特に腫瘍の増殖・転移に

重要な役割を果たしている[1,2]。近年、血管新生を調節している内皮細胞・免疫細胞間ク

ロストークに多くの関心が集まっている[3-6]。がん血管新生におけるマクロファージ（以

下 MΦ）の役割は証明されており、現在、腫瘍関連 MΦ（TAM）は血管新生促進性を示す

M2 型として報告されており[7-9]、血管内皮成長因子（Vascular Endothelial Growth 

Factor; VEGF）等の血管新生因子を産生することが知られている[3,8]。好中球やナチュラ

ルキラー細胞もまた VEGF を産生することで血管新生促進作用を有することが知られてい

る[3]。一方で M1 型の MΦはインターロイキン-12（Interleukin-12, IL-12）やインターフ

ェロン-γ（Interferon-γ; IFN-γ）関連ケモカインである CXCL9、CXCL10 や CXCL11

を産生することで血管新生を抑制することが明らかにされている。以上のように血管新生

系に関連する可溶性因子は免疫細胞による血管新生の調節において重要な役割を担ってい

ると考えられている。 
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血管新生関連因子の中でも VEGF は強い血管内皮細胞増殖作用および遊走活性作用を有

し、腫瘍の増殖、転移に中心的役割を担っている[10]。VEGF は通常の組織においても発現

しているが、肺がん、乳がんまたは胃がん等大多数の腫瘍において発現が高まっているこ

とや、がん患者において血中 VEGF 量が腫瘍の悪性度や予後と相関することが報告されて

いる[11]。VEGF は 2 つのチロシンキナーゼ受容体である VEGFR1（FLT-1）と VEGFR2

（KDR/Flk-1）に結合し生理反応を引き起こすことが知られており[12-15]、前者は単球、

腎メサンギウム細胞、血管平滑筋細胞、内皮細胞に発現し、後者は膵管細胞、網膜前駆細

胞、造血細胞に発現している[10,16]。一方、可溶型血管内皮成長因子受容体-1（sVEGFR-1）

は VEGFR-1 mRNA の選択的スプライシングで胎盤や血管内皮細胞から産生されるが、細

胞内チロシンキナーゼドメインを欠損しているため VEGF の機能を阻害することが知られ

ている[17-19]。sVEGFR-1 による VEGF 阻害メカニズムは血中 VEGF の捕捉および膜貫

通型 VEGFR-1 や VEGFR-2 とのヘテロ 2 量体形成による機能阻害であり、sVEGFR-1 の

過剰発現による腫瘍の増殖抑制が報告されている。しかし sVEGFR-1 は VEGF に対し直接

的かつ特異的阻害作用を有するにもかかわらず、抗血管新生に関わる免疫細胞において、

その関与はほとんど検討されていなかった。 

免疫細胞の中でも樹状細胞（Dendritic cell; DC）は最も重要な抗原提示細胞として知ら

れており、生体内での免疫反応において中心的役割を果たすことが知られている。樹状細

胞は末梢非リンパ組織やリンパ組織に広く分布しており、各組織には分布、細胞表面抗原、
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その機能の違いから様々なサブセットが存在することが報告されている[20]。例えば表皮に

はランゲルハンス細胞、真皮中には真皮内樹状細胞、あるいは心臓、肺、腎臓および腸に

は間質樹状細胞が存在する[21]。これらの細胞はいずれも末梢組織において抗原を捕捉した

後、所属リンパ節へ遊走、成熟化して抗原を T 細胞に提示することで免疫反応を惹起させ

る。1996 年、赤川らにより単球から樹状細胞を分化・誘導する手法が報告されて以来[22]、

臨床応用へ向けた樹状細胞の研究は進められ、最近ではがん患者を対象とした臨床試験に

おいて樹状細胞を用いたがん免疫療法がいくつかの施設で試みられている。樹状細胞療法

には自己がん組織樹状細胞療法（ライセート DC 療法）、人工抗原樹状細胞療法（ペプチド

DC 療法）や他人のがん細胞を用いた樹状細胞療法などの、がん抗原パルス樹状細胞療法（図）

あるいは体外で大量に作成した患者の未熟な樹状細胞をがん組織中に注入し、成熟化させ

てがん細胞を攻撃させる局所樹状細胞療法がある。また、近年では遺伝子導入した樹状細

胞療法も行われるなど、その方法は多岐に渡る。徳島大学病院においても 2002 年 12 月よ

り「難治性固形がんに対する MAGE-3 由来 HLA-A24 結合ペプチドパルス樹状細胞を用い

た腫瘍特異的ワクチン療法」としてがん抗原パルス樹状細胞療法のトランスレーショナル

リサーチが実施されていた。このように樹状細胞を用いたがん治療は多くの注目を集めて

いる。一方、最近の報告では樹状細胞（DCs）が血管新生において直接的および間接的に関

与することも示されている[23,24]。Riboldi らは IL-10、カルシトリオールおよびプロスタ

グランジン E2（PGE2）を処置しヒト単球から分化、選択的に活性化させた DC が VEGF
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を産生することを報告した[25]。Curiel らはヒト卵巣がんにおける形質細胞様樹状細胞が腫

瘍壊死因子-α（Tumor Necrosis Factor-α; TNF-α）、IL-8 を産生し血管新生を促進するこ

とを見出した[26]。対照的に、CD14 陽性細胞から分化した骨髄樹状細胞は IL-12 を産生す

ることにより血管新生を阻害する[10]。また、がん患者において腫瘍に浸潤した成熟樹状細

胞数が多いほど予後が良好であるという報告や、腫瘍浸潤樹状細胞数と予後の関係におけ

る報告もされている。しかし、樹状細胞が血管新生の促進または抑制のどちらに主として

関係しているのかについては明確な結論が未だ出ていない。近年ヒト単球が GM-CSF 刺激

によりsVEGFR-1を産生することが報告された[27]。樹状細胞は前述の通り単球から分化、

誘導される細胞であるため、樹状細胞も sVEGFR を産生する可能性が考えられる。そこで

本研究ではより有効ながん免疫療法の実現を目的として樹状細胞の抗血管新生作用につい

て検討を行った。まず、樹状細胞における sVEGFR-1 産生を ELISA 法、RT-PCR により

検討した。また、成熟樹状細胞誘導刺激の違いにより sVEGFR-1 産生能に変化があるかを

検討した。さらに管腔形成試験並びに SCID マウスを用いた in vivo 試験を行い、樹状細

胞の血管新生抑制効果および抗腫瘍増殖効果について検討した。  
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第 1 章 実験試薬と実験方法 

1-1 実験試薬 

 組み換え型ヒト（rh）GM-CSF、rhIL-4、sCD40L、rhVEGF、rhsVEGFR-1、抗ヒト

sVEGFR-1、IL-12 モノクローナル中和抗体、ELISA kit（IL-12p40、IL-12p70、VEGF、

sVEGFR-1 と sVEGFR-2）は R&D systems（Minneapolis, MN）から購入し、rhIL-6 と

IL-1βは Peprotech EC（Rocky Hill, NJ）から、rhTNF-aは BD Pharmingen（San Diego, 

CA）から購入した。マトリゲル（growth factor reduced）基質（BD Bioscience, San Jose, 

CA）、ブレットキット EBM-2（Combrex, Walkersville, MD）は HUVEC（KURABO,大

阪,日本）の管腔形性試験に使用した。OK-432（ピシバニール）は中外製薬株式会社（東京,

日本）より購入した。LPS、IFN-と PGE2 はシグマ（St. Louis, MO）から購入した。以

下のモノクローナル抗体はフローサイトメトリー解析に用いた。すなわち CD14、HLA-DR、

CD80、CD83 あるいは CD86、CD123、コントロール IgG に対する FITC-標識モノクロー

ナル抗体（BD pharmingen）、FITC 標識ヤギ抗マウスイムノグロブリン（BD pharmingen）、

FITC標識抗ヒトCCR7、FITCあるいはPE標識VEGFR-1、VEGFR-2抗体（R&D systems）、

CXCL9 と CXCL10 抗体（R&D systems）、そして抗ヒト CD209（樹状細胞特異的 ICAM-3

結合ノンインテグリン；DC‐specific ICAM-3-grabbing nonintegrin ; DC-SIGN）抗体

（Beckman Coulter）である。 
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1-2 実験方法 

1-2-1 単球分離 

バフィーコートは日本赤十字社から供与された。白血球分離液（Litton Bionetics, 

Kensington, MD）を用いて健常人由来白血球濃縮液を比重遠心法により分離した（28）。

さらにベックマン JE-5.0 溶出システムを用い、遠心分離によりリンパ球と単球を単核球細

胞から分離した（28）。トリパンブルー色素排除試験で 97%以上の細胞が生存していると判

断した。形態より判断したところ、単球の純度は 95%以上である。 

 

1-2-2 DC 分化および成熟化 

ヒト単球（細胞濃度 1×106 cells/ml）を GM-CSF（50ng/ml）と IL-4（50ng/ml）を含

む培地に懸濁、6 穴組織培養プレート（Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ）を用いて

培養し 37℃、5％インキュベーター内で DC に分化させた（28）。6 日目に非接着細胞と接

着の弱い細胞を回収し、未熟樹状細胞（Immature DC, iDC）として実験に使用した。これ

らの細胞は HLA-ABC、-DR、CD1a、CD54、CD80 そして CD86 において 85-95%陽性か

つ CD83 に対し 20%陽性であり、iDC の表現型に適合することを確認した。次に、回収し

た iDC（細胞濃度 1×106 cells/ml）を GM-CSF（50ng/ml）、IL-4（50ng/ml）に加え、TNF-a

（50ng/ml）（TNF-DC）、TNF-a+PGE2 1μg/ml （PGE2-DC）、 sCD40L 1μg/ml 

（sCD40L-DC）、sCD40L+IFN-100ng/ml （IFN-DC）、LPS 1μg/ml （LPS-DC）、OK432 

0.1KE/ml （OK-DC）あるいは炎症促進性サイトカインカクテル（TNF-a50ng/ml、PGE2 
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1μg/ml、IL-110ng/ml、IL-6 100ng/ml；Co-DC）を含む培地中で 24 時間から 48 時間培

養し成熟化させた。 

 

1-2-3 フローサイトメトリー解析 

 単球、iDC、成熟樹状細胞（Mature DC, mDC）のフローサイトメトリー解析は FACS

キャリバー（BD Biosciences）で CD14、CD80、CD83、CD86、CD123、CD209（DC-SIGN）、

HLA-DR、CCR7、VEGFR-1、VEGFR-2 に対する蛍光標識マウス mAbs を用いて行った

（29）。FITC標識あるいはPE標識イムノグロブリンをコントロールとして使用した（29）。

また、データは平均蛍光強度（MFI）として示した。 

 

1-2-4 RT-PCR 解析 

ヒト単球、iDC（1×106 cells）を 6 穴組織培養プレートに播種し 37℃、5%CO2インキ

ュベーター内で培養した。単球は無処置のまま 2 時間あるいは 24 時間静置し、iDC は無処

置あるいは GM-CSF（50ng/ml）、IL-4（50ng/ml）と TNF-a（50ng/ml）を処置し 24 時間

あるいは 48 時間培養した。培養後全細胞を採取、PBS（―）で洗浄した。RNA を抽出す

るため 1ml のアイソジェン（株式会社ニッポンジーン）を用いて溶解を行った（30）。サー

マルサイクラーDice○R （株式会社タカラ）を用いた逆転写（RT）に RNA（1μg）を使用

した。RT 産物を PCR 増幅用の鋳型として使用した（31）。PCR は以下の設定で行った。
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まず 94℃で 5 分初期変性させ、続いて 94℃ 1 分、58℃ 2 分、72℃ 4 分のサイクルを 30

サイクル繰り返したのち 50μl の最終反応物を得た。使用したプライマーは以下である（17）。 

flt-1（5’-GCACCTTGGTTGTGGCTGAC-3’） 

flt-2（5’-TGGAATTCGTGCTGCTTCCTGGTCC-3’） 

sflt-3（5’-GCACCTTGGTTGTGGCTGAC-3’） 

sflt-4（5’-CAACAAACACAGAGAAGG-3’） 

sflt-5（5’-GCACTGCAACAAAAAGGC-3’） 

二つのプライマーの組み合わせ、flt-15 と flt-2（587bp）は FLT-1 の検出に使用した。

sFLT-1 を分析するため、flt-1 と sflt-3（747bp）、sflt-4 と sflt-2（332bp）、flt-5 と sflt-3

（393bp）の三つの組み合わせを用いた（17）。RT-PCR 産物は 1.5%アガロースゲルで電気

泳動させ、エチジウムブロマイドで染色し紫外線トランスイルミネーターで可視化した。 

 

1-2-5 ELISA を用いた VEGF、sVEGFR-1 および sVEGFR-2 の検出 

細胞（単球、iDC、mDC）を PBS（―）で洗浄し、細胞濃度 5×105 cells/ml で 10%FBS

を含む RPMI1640 中で 48 時間培養した。ELISA キット（R&D systems）を用いて培養上

清中の VEGF、sVEGFR-1、sVEGFR-2 の検出を行った。VEGF に対する ELISA は

sVEGFR-1 に結合していない VEGF 分子のみを認識するが、sVEGFR-1 に対する ELISA

は遊離型および VEGF 結合型の両方を定量することが確認されている（32）。sVEGFR-1
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と VEGF 産生の経時変化については、細胞濃度 1×106 cells/ml として DC 成熟化を誘導後

24、48、72、96 時間後に上清を回収し測定した。 

 

1-2-6 In vitro HUVEC 管腔形成試験 

iDC を 1-2-2 と同様の刺激剤で 24 時間刺激し成熟化を誘導した。成熟化に使用したサイ

トカインを含まない上清を採取するため、成熟 DC を PBS で洗浄後 0.1%FBS 含有 EBM

を用いて 37℃、5%CO2インキュベーター内で 72 時間培養し上清を回収した。培養上清は

実験に使用するまで－80℃で凍結した。マトリゲルと無血清 EBM[EBM（－）]を 1:1 で混

合したマトリゲル混合物で 24 穴組織培養プレートをコーティングし（250μl/ml）、37℃、

CO2インキュベーター内で 1 時間以上静置し凝固させた。HUVEC は血清の影響を除去す

るため EBM（－）中で 1.5 時間インキュベートした後、培養上清に懸濁させ 24 穴プレー

トに播種（2.4×105 cells/well）した。管腔形成は 37℃で 20 時間培養した後、内皮細胞間

で形成された管腔から枝分かれした部位数を計測しエクセルシートでグラフ化した。管腔

形成抑制効果はポジティブコントロール（3ng/ml rhVEGF）と比較した。中和抗体を用い

た実験では sVEGFR-1 もしくは IL-12 を中和するため、中和抗体（10μl/ml）を DC 培養

上清に添加し 4℃で 1 時間静置した。 
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1-2-7 動物実験 

8 週齢雄性 SCID マウスは日本クレア株式会社から購入した。腫瘍移植前に全マウスを少

なくとも 1 週間順応させた。マウスは大学のガイドラインに従い特別な無菌条件下で徳島

大学の動物舎で飼育した。 

ヒト肺腺がん細胞株 PC-14 は西条先生（国立がん研究所）よりご提供いただいた（30）。

細胞株を 10%FBS とペニシリン/ストレプトマイシンを添加した RPMI1640（CRPMI1640

として設定）を用いて 37℃、5％CO2インキュベーター内で培養した。本研究グループの以

前の検討により PC-14 細胞は 106cells/48h で 47.1ng の VEGF 産生能をもつことが明らか

となっている。 

1 匹のマウスにつき 2×106 cells の PC-14 を PBS（―）100μl に懸濁し右側腹部に播種

した。腫瘍の大きさは ab2/2（a：長径、b：短径、いずれも mm）として計測した（33）。  

腫瘍の大きさが約 10mm3になった後に mDC（1×106 cells）を 1 週間毎に腫瘍の周りに投

与した。PBS（―）はコントロールとした。 

1-2-8 免疫組織化学染色 

腫瘍組織標本は最適切除温度（OCT）コンパウンドで包理凍結させた標本を組織切除機

を用いて切片化した（34）。まず、切片にラット抗マウス CD31 抗体（BD Biosciences, Cat 

#558736）あるいは抗ヒト DC－SIGN 抗体を 1:100 で処置したのち 4℃で一晩インキュベ

ートした。次に 3%ヒドロペルオキシドメタノール液で 10 分間処置し内在性ペルオキシタ
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ーゼを阻害した。さらに切片を PBS で洗浄しペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ラット IgG 抗体

（BD Biosciences）を処置し室温で 30 分静置した。DAB 発色基質（抗ラット Ig 検出キッ

ト；BD Biosciences）を用いて染色し可視化した。 

 

統計解析 

結果は平均±SD.（標準偏差）として示した。各群の有意差は Dunnett’s post-hoc test で

判定し、P<0.05 を統計的に有意であると判定した。 
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第 2 章 結果 

2-1 ヒト単球由来樹状細胞における sVEGFR-1 の産生 

最初にヒト単球、iDC、TNF-aにより誘導した mDC の培養上清中の VEGF、sVEGFR-1、

sVEGFR-2 の濃度を ELISA で検討した。TNF-aにより mDC が誘導されることは FACS

により確認した（Fig.2A）。mDC の上清で単球培養上清と比較して sVEGFR-1 産生量が有

意に高いことが確認された（Fig.1A）。一方で VEGF と sVEGFR-2 の産生量は全ての上清

で低いことが明らかとなった。また、mDC 由来 sVEGFR-1 産生を確認するため sVEGFR-1

に特異的なプライマーを用いた RT-PCR を行い、mRNA の検出を試みた（Fig.1B）。膜結

合型の VEGFR-1 ではなく可溶型の sVEGFR-1 を検出できる 3 つのプライマーの組み合わ

せで mDC において sVEGFR-1 mRNA 発現を明確に検出できた。一方で、iDC では

sVEGFR-1 の mRNA は検出されなかった。また、我々はヒト単球において sVEGFR-1 の

mRNA 発現を検出したが、これは培養を開始して 2 時間後にのみ検出されており、24 時間

後には消失した。同様に単球においてのみ膜結合型 VEGFR-1 の一過性の発現を検出した。 

次に TNF-aと LPS で誘導された mDC（各 TNF-DC、LPS-DC）における sVEGFR-1

産生量を経時的に評価した。Fig.1Cで示すようにTNF-DCにおける sVEGFR-1産生は iDC

と比較して有意に高く、経時的に産生が増加した。しかしながら LPS-DC において

sVEGFR-1 産生の経時的増加は見られなかった。対照的に LPS-DC において iDC と比較し

て VEGF 産生の増加が確認された（Fig.1D）。 
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Fig.1A ヒト単球由来樹状細胞における sVEGFR-1 の産生  

無刺激細胞（5×105 cells/ml）を RPMI1640 中 24 時間 96 穴平底組織培養プレートで培

養し、sVEGFR-1、可溶型 sVEGFR-2、VEGF に対する ELISA で上清を分析した。この実

験では TNF-a（50ng/ml）を処置し樹状細胞の成熟化を行った。N.D.は検出できなかった

ことを示す。 

  

A 

A 
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Fig.1B ヒト単球由来樹状細胞における sVEGFR-1 mRNA の発現  

単球、iDC、mDC における膜結合型 VEGFR-1 と sVEGFR-1mRNA 発現を解析した。mDC

は TNF-a（50ng/ml）で成熟化させた。587bp は膜結合型 VEGFR-1 mRNA を、332bp、

393bp、747bp は sVEGFR-1 mRNA を示す。 

  

B 
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Fig.1C,D ヒト単球由来未熟樹状細胞に sVEGFR-1 の産生  

DC における sVEGFR-1 産生の経時的変化について検討した。TNF-aあるいは LPS で刺

激した樹状細胞を培養し、上清を ELISA で分析した。また、VEGF についても同様に検討

を行った。同様の結果は 3 回の独立した試験で得られた。 

  

C D 
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2-2 FACS を用いた mDC 表面マーカーの検討 

TNF-DC や LPS-DC において sVEGFR-1 および VEGF 産生能が異なる傾向が認められ

たため、フローサイトメトリー解析により DC の成熟化を示す種々の細胞表面マーカー

（HLA-DR、CD80、CD83、CD86 と CCR7）の発現を検討した。iDC に 1-2-2 で示した

成熟化刺激剤を処理し 48 時間培養した。その結果、全ての群で DC の成熟化を確認した

（Fig.2A,2B）。iDC と同様 mDC でも膜結合型 VEGFR-1、VEGFR-2 発現は検出されなか

った。また、樹状細胞には異なるサブセット、骨髄系樹状細胞の myeloid DC（DC1）とリ

ンパ球系樹状細胞の plasmacytoid（DC2）が存在する。DC1 の表面マーカーは、CD11c+、

CD123dimであり、DC2 の表面マーカーは CD11c－、CD123brightである。そこで、今回実験

に用いた樹状細胞がどちらのサブセットに属するかを抗 CD11c 抗体および抗 CD123 抗体

を用いて検討した（Fig.2C）。TNF-a、CD40L と IFN-gamma あるいは LPS により成熟化

させた樹状細胞は CD11c を高発現させていたのに対し、CD123 は極めて低い結果が得られ

た。このことより、これらの樹状細胞のサブセットは DC1 であることが示唆された。
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Fig.2A,B 未熟樹状細胞と種々の刺激により誘導された成熟樹状細胞の免疫表現型 

GM-CSF と IL-4 存在下単球を 6 日培養し iDC に分化させた。続いて iDC を成熟刺激剤

存在下、非存在下で 48 時間培養した。A では iDC を TNF-a、LPS あるいは OK432 で刺

激した。B では iDC を各刺激剤の組み合わせ、TNF-a、TNF-a+PGE2 併用、カクテル、

sCD40L あるいは sCD40L+IFN-併用を処置し刺激した。DC を種々の抗体(赤太線)とコン

トロール IgG(青線影領域)で染色した。右上隅の数字はコントロールに対する比を示す。

A 
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Fig.2C TNF-a、LPS あるいは sCD40L と IFN-で誘導した誘導した成熟樹状細胞は

DC1表現型を示す。未熟樹状細胞はGM-CSFと IL-4存在下単球を 6日培養し分化させた。

続いて iDC を成熟刺激剤存在下、非存在下で 48 時間培養した。DC を種々の抗体(赤太線)

とコントロール IgG(青線影領域)で染色した。右上隅の数字はコントロールに対する比を示

す。 

  

C

.
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次にこれらの mDC における sVEGFR-1、VEGF、IL-12p70（活性型）産生を確認した

（Fig.3A-C）。成熟化刺激後 4 8 時間のサイトカイン産生を ELISA で測定した。Fig.1A と

同様に TNF-DC は iDCに比較し sVEGFR-1の高い産生を示したがVEGF産生は認められ

なかった。また、IFN-DCもTNF-DCと同様の産生傾向を示した。一方でPGE2-DC、Co-DC、

OK-DC、LPS-DC は iDC に比較し VEGF 産生が増加していたが sVEGFR-1 産生レベルは

低いことが確認された。さらに OK-DC と LPS-DC は他の mDC に比較して IL-12p70 産生

が増加していた（Fig.3C）。これらの結果から sVEGFR-1 濃度と VEGF 濃度の比を算出し

たところ、TNF-DC あるいは IFN-DC は抗血管新生能を、他の mDC は血管新生能を有す

る可能性が示唆された（Fig.3D） 
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Fig.3A,B 種々の刺激で成熟化させた DC における sVEGFR-1、VEGF 産生 

GM-CSF と IL-4 存在下単球を 6 日培養し iDC に分化させた。続いて iDC を成熟刺激剤

存在下、非存在下で 48 時間培養し上清中の sVEGFR-1 および VEGF を ELISA で分析し

た。 

 

  

B A 
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Fig.3C 種々の刺激で成熟化させた DC における IL-12 産生 

GM-CSF と IL-4 存在下単球を 6 日培養し iDC に分化させた。続いて iDC を成熟刺激剤

存在下、非存在下で 48 時間培養し上清中の IL-12 を ELISA で分析した。  

C 
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Fig.3D 種々の刺激で成熟化させた DC における sVEGFR-1、VEGF 産生比 

Fig.3A,B の結果を基に各 DC における sVEGFR-1 と VEGF の濃度比を算出した。 

 

  

D 
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2-3 mDC 培養上清の血管新生に対する影響 

HUVEC を用いた管腔形成試験を行い種々の成熟化刺激により成熟化した DC 培養上清

の血管新生に与える影響を評価した。その結果、TNF-DC および IFN-DC 由来の培養上清

において rhVEGF により誘導される管腔形成が抑制された。TNF-DC と IFN-DC の抑制率

はそれぞれ 38%と 20%であった。一方で、LPS-DC では管腔形成が促進された（Fig.4A） 
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Fig.4A 種々の試薬で成熟化させた DC 培養上清の HUVEC 管腔形成に与える影響 

mDC 培養上清を用い HUVEC 管腔形成阻害試験を行った。HUVEC はマトリゲル上で

20 時間培養し、rhVEGF（3.0ng/ml）のみ（Ctrl）、TNF-DC 上清と VEGF(TNF-a sup)、 

IFN-DC上清とVEGF(sCD40L+IFN- sup)、 LPS-DC上清とVEGF(LPS sup)、OK432-DC

上清と VEGF(OK432 sup)を処置した。定視野における枝分かれ部位を血管新生定量ソフト

ウェアを用いて定量した。 

  

A 
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次に TNF-DC および IFN-DC 由来上清における HUVEC の管腔形成阻害機序を明らか

にするため、抗 sVEGFR-1、抗 IL-12p70、抗 CXCL9 あるいは抗 CXCL10 特異的中和抗体

を上清に処置し管腔形成試験を行った（Fig.4B、4C）。DC 上清ではなく rhsVEGFR-1（10

μg/ml）を処置した群では VEGF による管腔形成が阻害（55%）された。TNF-DC 上清も

管腔形成を阻害したが sVEGFR-1 特異的中和抗体の前処置により管腔形成阻害効果は有意

に抑制された。一方、抗 IL-12p70 抗体を前処置した群では TNF-DC 上清の管腔形成阻害

に変化は無かった（Fig.4B）。 

ここで IFN-DC 由来上清における抗血管新生能に CXCL9 および CXCL10 が関与してい

るかどうかを確認する必要がある。何故ならば IFN-は樹状細胞から抗血管新生作用を有す

る、これら両ケモカインを誘導することが知られているためである。そこで、CXCL9 およ

びCXCL10に対する中和抗体が IFN-DC由来の上清の抗血管新生能を抑制するかを検討し

た。その結果、CXCL9 および CXCL10 ではなく、sVEGFR-1 に対する中和抗体により

IFN-DC 由来上清の抗血管新生能が抑制された。以上から TNF-DC および IFN-DC により

産生された sVEGFR-1 は生物学的に活性であり、HUVEC の管腔形成の減少に関与してい

ることが示唆された（Fig.4C）。
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Fig.4B TNF-DC 培養上清による HUVEC の管腔形成の阻害機序 

各中和抗体を用いTNF-DC上清によるHUVEC管腔形成の阻害に対する影響を検討した。

HUVEC はマトリゲル上で 20 時間培養した。TNF-DC 上清は IgG（10g/ml）、

anti-VEGFR-1 Ab（10g/ml）、anti-IL-12 Ab（10g/ml）を処置したものを実験に用いた。

定視野における枝分かれ部位を血管新生定量ソフトウェアを用いて定量した。 

  

B 
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Fig.4C IFN-DC由来上清によるHUVEC管腔形成阻害に対する抗 sVEGFR-1抗体の中

和能の検討 HUVEC は以下のようにマトリゲル中で培養した。IFN-DC 上清、VEGF と

抗 sVEGFR-1 抗体（10g/ml）、IFN-DC 上清、VEGF と抗 CXCL9 抗体（10g/ml）、IFN-DC

上清、VEGFと抗CXCL10抗体（10g/ml）、IFN-DC上清、VEGFと抗 IL-12抗体（10g/ml）、 

IFN-DC 上清、VEGF と抗 IgG 抗体（10g/ml）、IFN-DC 上清と抗 sVEGFR-1 抗体

（10g/ml）。定視野における枝分かれ部位を血管新生定量ソフトウェアを用いて定量した。 

 

 

 

  

C 
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2-4 In vivo における TNF-DC の抗腫瘍効果 

SCID マウスモデルを用い、TNF-DC による腫瘍増殖抑制効果を検討した。マウスの右

側腹部皮下に PC-14 細胞を 2×106cells 接種し、7 日後腫瘍が約 10mm3 になった時点で

mDC 投与を開始した。マウスに mDC（1×106 cells）を 1 週毎に腫瘍周辺に投与した。そ

の結果、Fig.5A に示すように PBS 投与群と比較して TNF-DC 投与群において有意な腫瘍

増殖抑制効果が認められた。一方、LPS-DC 群は PBS 群とほぼ同様の腫瘍増殖を示した。 

また、ヒト抗 DC-SIGN 抗体を用いた免疫化学染色により、投与した樹状細胞は腫瘍周辺

に投与後、少なくとも 60 時間は確認できた（Fig.5B）。 
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Fig.5A 腫瘍増殖に対する mDC 投与の効果  

SCID マウス(5 匹/1 グループ)に PC-14（lung adenocarcinoma cell）2×106個を皮下投

与した。7 日目に腫瘍の大きさが約 10mm3 になった時点で mDC(1×106 cells)あるいは

PBS(―)を 1 週毎に腫瘍周辺に投与した。腫瘍の大きさは週に二度観察した。mDC として

TNF-aにより成熟化した mDC（TNF-DC）と LPS により成熟化させた mDC（LPS-DC）

を用いた。 

  

A 
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Fig.5B 抗ヒト DC-SIGN 抗体による投与した樹状細胞の免疫化学染色 

TNF-DC を投与 14 日目に PC-14 主腫瘍に投与した。腫瘍は樹状細胞投与 6、24、60 時

間後回収した。樹状細胞処置した PC-14 腫瘍の凍結組織はコントロール IgG、抗ヒト

DC-SIGN 抗体で染色した。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            
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さらに PC14 腫瘍を 31 日目に摘出し、CD31 免疫組織化学染色により腫瘍組織における血

管新生を評価した。その結果、PBS 群と比較して TNF-DC 処置群において腫瘍組織におけ

る血管新生が抑制されていた（Fig.5C、5D）。一方、LPS-DC の投与群では CD31 陽性血

管が増加する傾向が見られたが PBS 群と比較して有意差は無かった。 
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FIG.5C,D 腫瘍組織における血管新生に対する mDC 投与の影響  

SCID マウスモデルより PC-14 腫瘍を 31 日目に摘出し、腫瘍組織における血管新生につ

いて検討した。血管新生は CD31 免疫組織化学染色により評価した。定視野における CD31

陽性血管数を定量化した。 

  

D 

C 
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第 3 章 考察 

本研究では、単球由来樹状細胞が sVEGFR-1 産生能を有することを明らかにした。また、

TNF-aあるいは sCD40L＋IFN-で成熟化された樹状細胞は、他の刺激剤で成熟化された樹

状細胞と比較して sVEGFR-1 産生能が増加していた。一方、樹状細胞の成熟化の指標とな

る表面マーカー（CD83、CCR7）の発現強度と sVEGFR-1 及び VEGF 産生量の間に相関

は見られなかった。また、樹状細胞由来 sVEGFR-1 は生物学的に活性であり、VEGF によ

る HUVEC 管腔形成を阻害する作用を有すること、SCID マウスモデルを用いた in vivo の

検討でも抗腫瘍効果を有することを明らかにした。 

最初に本研究では樹状細胞培養上清中の sVEGFR を測定し、樹状細胞における

sVEGFR-1 産生能について検討した。その結果 TNF-DC において sVEGFR-1 産生および

mRNA 発現が認められた（Fig.1A,B）。sVEGFR-1 は VEGFR1 mRNA 選択的スプライシ

ングにより胎盤や血管内皮細胞より産生されることが知られている[17-19]。一方、ヒト単

球も sVEGFR-1 産生能を有することが近年報告された[27,35]。Eubank らは、無刺激単球

の sVEGFR-1 産生能は低いが、GM-CSF 刺激によりそれが向上することを示した[27]。今

回の結果より、単球由来樹状細胞は VEGFR1 mRNA 選択的スプライシングにより

sVEGFR-1 を産生していることが示唆された。さらに Fig.1C,D に示すように TNF-DC に

よる sVEGFR-1 産生能は経時的に増加することが明らかとなった。一方、LPS-DC におい

ては sVEGFR-1産生能に変化は見られず、VEGF産生能において経時的増加が認められた。
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したがって、成熟化刺激により成熟樹状細胞の sVEGFR-1 あるいは VEGF 産生能に違いが

生じる可能性が考えられた。しかし FACS を用いて成熟樹状細胞の成熟化に関連する免疫

表現型を検討したところ、TNF-DC と LPS-DC において表現型に違いは見られなかった。

また、他の成熟化刺激剤においても樹状細胞は同様に成熟化されていることが明らかとな

った（Fig.2A、B）。一方で、樹状細胞は大きく分けて骨髄系樹状細胞（DC1）とリンパ球

系樹状細胞（DC2）が知られている。各樹状細胞に特徴的な表面マーカーを用いた FACS

の結果、今回、分化、誘導した樹状細胞は CD11c 陽性かつ CD123 陰性であった（Fig.2C）。

このことから本研究で使用した樹状細胞は DC1 であることが明らかになった。 

異なる成熟化刺激剤を処置しても樹状細胞の成熟化には大きな違いが見られなかったが、

Fig.1 で示されたように sVEGFR-1 及び VEGF 産生能には異なる傾向を示す可能性が考え

られたため、各成熟樹状細胞の培養上清中の sVEGFR-1 および VEGF 産生能を ELISA を

用いて検討した。その結果、TNF-aあるいは sCD40L＋IFN-により成熟化された樹状細胞

（TNF-DC、IFN-DC）において、未熟樹状細胞に比較し sVEGFR-1 産生能が有意に増加

していることが明らかとなった。一方、他の刺激により成熟化された樹状細胞は未熟樹状

細胞に比較し VEGF 産生能が有意に増加していることが明らかとなった（Fig.3A、B）。次

に骨髄樹状細胞は IL-12 を産生することが知られているため[12]、ELISA により樹状細胞

培養上清中の IL-12 について検討を行ったところ、これも成熟化刺激による産生能の違い

が明らかとなった（Fig.3C）。また、Fig.3Dに示すように各成熟樹状細胞における sVEGFR-1
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と VEGF 産生量の比を計算した結果、TNF-DC および IFN-DC は血管新生抑制に、他の樹

状細胞は血管新生促進に働く可能性が示唆された。このことより成熟化刺激の違いによっ

て、同じ単球由来樹状細胞でも異なる性質を示す樹状細胞が誘導されていると考えられた。 

次に HUVEC を用いて成熟樹状細胞培養上清の管腔形成に対する影響を検討した。その

結果、TNF-DC および IFN-DC の培養上清が管腔形成を有意に抑制することが明らかとな

った（Fig.4A）。一方で LPS-DC の培養上清では管腔形成が促進された。この結果は Fig.3D

を支持するものであり、TNF-DC および IFN-DC は血管新生抑制に LPS-DC は血管新生促

進に関与することが明らかとなった。さらに樹状細胞由来上清における HUVEC の管腔形

成阻害機序を明らかにするため、抗 VEGFR-1 抗体あるいは抗 IL-12 抗体を上清に処置し

管腔形成試験を行った。成熟樹状細胞による抗血管新生作用が管腔形成阻害に IL-12 を介

するという報告はされているが[26]、抗 IL-12 抗体を処置しても管腔形成阻害に変化は見ら

れなかった。しかし、抗 VEGFR-1 抗体の処置により管腔形成阻害作用が抑制されたこと

より、成熟樹状細胞由来 sVEGFR-1 が関与していることが示唆された（Fig.4B）。 

また、IFN-は樹状細胞に作用し抗血管抑制効果のある CXCL9 および CXCL10 産生を促

すことが知られている。そのため、両ケモカインの抗血管新生作用の影響を検討するため、

各中和抗体を用いて管腔形成試験を行った。その結果、中和抗体を用いた場合においても

IFN-DC 由来上清の抗血管新生抑制能は抑制されなかった（Fig.4C）。以上より、TNF-DC
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および IFN-DC由来上清の抗血管新生抑制作用は sVEGFR-1に依るものであると示唆され

た。 

最後に SCID マウスモデルを用いて TNF-DC による抗腫瘍増殖効果を検討した。Fig.5A

に示すように TNF-DC 投与群では PBS 投与群に比べ有意に腫瘍増殖を抑制することが明

らかとなった。さらに、Fig.5B に示すように樹状細胞投与後少なくとも 60 時間は腫瘍の周

りに集積し抗血管新生抑制作用をあらわすことが明らかとなった。また、CD31 免疫組織化

学染色により腫瘍組織における血管新生を評価したところ TNF-DC 投与群において血管新

生が抑制されていることが明らかとなった（Fig.5C、D）。この結果から TNF-DC は腫瘍内

の血管新生を抑制することで腫瘍の増殖を抑制する作用を有することが示唆された。 

今回、成熟樹状細胞が成熟化刺激の違いにより血管新生抑制型の樹状細胞と血管新生促

進型の樹状細胞に誘導されることが示唆された。これまでに腫瘍への樹状細胞浸潤につい

て様々な報告がされているが[36-38]、VEGF は未熟樹状細胞の成熟化を阻害することが知

られており[39,40]、VEGF の発現レベルと腫瘍内への成熟樹状細胞浸潤量の減少に相関が

あることも報告されている[36,37]。さらに岩本らは CD1a+や S100+DC ではなく CD83 陽

性腫瘍浸潤成熟樹状細胞数が乳がん患者において無再発生存率およびリンパ節転移数の減

少と相関していることを報告している[38]。これらの報告より VEGF による DC の成熟化

抑制作用が腫瘍の悪化につながり、一方で樹状細胞の効率的な成熟化が免疫反応の効果的

な誘導を介した抗腫瘍効果の発現につながると考えられる。したがって成熟樹状細胞によ
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り産生される sVEGFR-1 は抗血管新生因子として重要であるのみならず効率的な樹状細胞

の成熟化に重要な因子であるということが考えられる。今回の結果より、TNF-DC あるい

は IFN-DC は、腫瘍細胞から産生される VEGF による成熟化阻害の影響を軽減することや

sVEGFR-1 産生による血管新生抑制作用を介して他の樹状細胞より強い抗腫瘍効果を持つ

と考えられる。本研究の結果は免疫療法において成熟樹状細胞を誘導する際に sVEGFR-1

産生能を考慮すべきであることを示唆するものである。 
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小括 

本研究ではTNF-aあるいは sCD40L+IFN-で成熟化したヒト単球由来成熟状細胞が生物

学的活性を有する sVEGFR-1 を産生することを初めて明らかにした。また、sVEGFR-1 を

産生する成熟樹状細胞は、抗原提示能に加えて血管新生抑制効果をあわせ持つと考えられ

る。今後 sVEGFR-1 を高産生する樹状細胞を用いることで、より効果的な抗腫瘍免疫療法

の実現が可能になると考えられる。
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第２部 

抗 podoplanin 特異的抗体を用いた悪性胸膜中皮腫に対する抗体医療に関する

検討 

 

序論 

悪性胸膜中皮腫（Malignant Pleural Mesothelioma; MPM）は壁側胸膜の中皮細胞か

ら発生する悪性腫瘍である[1]。その発症率はまれだと考えられていたが、近年では世界的

に上昇している。様々な報告によると、症例数はヨーロッパでは 2010 年から 2020 年の間

に、アジアでは 2030 年から 2040 年の間にピークに達するだろうと推定されている[2,3]。

外科手術、放射線療法、さらに化学療法を含む併用療法にもかかわらず、MPM の予後は極

めて不良である。診断されてからの平均生存率は 4 か月から 12 か月であり、5 年生存率は

5％を切っている[4-6]。それ故、予後改善のためには MPM に対する新たな治療方法が極め

て必要とされている。 

 こうした MPM の現状において、がん免疫療法は新しい治療方法の１つとして考えられ

る。がん免疫療法とは、正常細胞とがん細胞の抗原上の違いを免疫系細胞に認識させ、直

接的あるいは間接的にがん細胞を攻撃する治療法の総称である。この治療法は腫瘍に対す

る免疫系の多様な反応性を利用しており、その特性を生かした幅広い応用が可能である。

現在、がんペプチドワクチン療法、樹状細胞療法、サイトカイン療法など様々なアプロー

チによりがん免疫療法の研究および応用が試みられているが、最も進歩している免疫療法

の一つに抗体医薬品を用いた抗体療法があげられる。抗体療法では抗体が抗原を認識する

特異性を利用しており、これまで克服が難しいとされていた転移性腫瘍や既存の治療法で

は対処できなかった難治性の腫瘍に対しても効果が期待できる。さらに腫瘍細胞に対する

反応特異性の高さより、正常細胞への影響を最小限に抑えることでき、副作用の軽減や患

者の QOL の向上に寄与できると考えられる。現在、日本だけでも Table 1. に示すように
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様々な抗原を標的とした抗体医薬品が実用化されている。現在、MPM に特異的な様々な腫

瘍関連抗原が報告されているが、その数は十分とは言えない[7-9]。そうした中で、特異的

抗原を用いた免疫療法はもっとも有望なアプローチと考えられるが、悪性胸膜中皮腫マー

カーであるメソテリン（CD26）に対する抗CD26ヒト化抗体を用いた臨床試験は現在Phase

Ⅰである[10]。 

Table 1. 日本で承認されているがん抗体医薬 

 

 近年、podoplanin という分子が悪性胸膜中皮腫において高い陽性率を示すことが知られ

ている。また、腫瘍細胞による血小板凝集および腫瘍の浸潤、転移機構に関与していると

考えられている[11]。（文献森田 14）。Podoplanin は腫瘍組織のみならず、リンパ管やⅠ型

肺胞上皮などの正常組織における発現も報告されている[12-14]。 [森田 20-22]例えば、扁

平上皮がん [15]、頭蓋内細胞腫のうち germinnoma や未分化 teratoma [16]、精巣腫瘍の

うち seminoma [17]、脳腫瘍 [18]と、多くのヒト腫瘍において発現の亢進が確認されてい

る。我々はこの分子に着目し、podoplanin が抗体療法の標的として有用であるか否かにつ

いて検討を行った。現在 Table 2. に示すよう多くの抗ヒト podoplanin 抗体が販売されて
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いるが、中でも加藤らが作製したラット抗体 NZ-1 は 3 つの PLAG-domain のうち

podoplanin の活性に重要である PLAG-2 と PLAG-3 を認識し、podoplanin 誘導性の血

小板凝集において podoplanin と血小板上の podoplanin 受容体である CLEC-2 の結合を阻

害することが示されている[19]。

 

Table 2. 診断および機能解析に用いられている抗podoplanin 抗体 

さらに、NZ-1 はこの結合を阻害することにより、podoplanin 誘導性の血小板凝集を濃度

依存的に阻害し、血行性転移も有意に抑制する[20]。Glioblastoma 細胞株 D2159MG を用

いた in vivo 腫瘍移植片モデルの検討によって NZ-1 は高い抗原選択性を持ち、生体内にお

いて正常組織にはほとんど滞留せず、腫瘍に効率的に集積することが明らかにされている

[21]。また、この研究では NZ-1 は解離定数 1.2×10-10 M を示し、podoplanin に対して非

常に高い親和性を示すことも報告されている[21]。このように NZ-1 の治療抗体としての有

用性については、過去にいくつかの報告がなされているが、NZ-1 が抗体の代表的な抗腫瘍

メカニズムである補体依存性細胞傷害 (complement-dependent cytotoxicity；CDC) 活性

および抗体依存性細胞傷害 (Antibody-dependent cellular cytotoxicity；ADCC) 活性を誘

導するか否かについてはこれまでに報告されていない。 

そこで本研究では NZ-1 を用い悪性胸膜中皮腫細胞および悪性胸膜中皮腫臨床組織にお

ける podoplanin の発現を解析した後、NZ-1 が CDC 活性および ADCC 活性を誘導するか

否かについて検討を行った。また、SCID mouse 悪性胸膜中皮腫皮下移植モデルを用い、

in vivo における NZ-1 の抗腫瘍効果について評価した。さらに NZ-1 をキメラ型に改変した

抗体である NZ-8 についても CDC 活性および ADCC 活性を測定し、悪性胸膜中皮腫に対
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する podoplanin 特異的抗体療法の臨床応用の可能性について検討を行った。 
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実験材料および実験方法 

 

1. 細胞 

本研究では、16 種のヒト MPM セルラインを用いた。ACC-MESO-1、ACC-MESO-4、

Y-MESO-8A、Y-MESO-9、Y-MESO-12、Y-MESO-14 は愛知がんセンター研究所より供与

いただいた。EHMES-1 と EHMES-10 は濱田泰伸先生（愛媛大学）より、NCI-H290 と

NCI-H513 は Dr Adi F.Gazder （ University of Texas South-western Medical 

center,Dallas,TX,USA）より、Y-MESO-8A 、ACC-MESO-1、ACC-MESO-4、Y-MESO-9、

Y-MESO-12、Y-MESO-14 は愛知がんセンター研究所より、供与いただいた。MSTO-211H、

NCI-H28、NCI-H226、NCI-H2052、NCI-H2373、NCI-2452 は American Type Culture 

Collection より購入した。全てのヒト悪性胸膜中皮腫細胞は 10% FBS（GIBCO）、100U/mL 

penicillin（Meiji Seika Kaisha）、50µg/mL streptomycin（Meiji Seika Kaisha）を含む

RPMI-1640（GIBCO）にて 37℃、5％CO2条件下でインキュベートした。 

 

2. 動物 

6週齢の雄性 SCID mouseおよび 7週齢の雄性 ratは日本クレア株式会社から購入した。

これらの動物は購入後、徳島大学動物実験指針に従い、SPF グレードの飼育環境下で少な

くとも 1 週間は順応させた。 

 

3. 抗体 

 本研究で使用した抗体のうち NZ-1 および NZ-8 は、加藤幸成先生 (山形大学) より供与

いただいた。 NZ-1 はヒト podoplanin の 38-51 番目のアミノ酸からなる合成ペプチドを抗原

として、ラットに免疫して作製したラット IgG2a モノクローナル抗体で、podoplanin の

PLAG-domain を高感度かつ特異的に認識する。 NZ-8 は NZ-1 の可変領域をヒト IgG1 の定

常領域に融合して作製したラット・ヒト型キメラ IgGモノクローナル抗体である（Figure 1.）。
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また、NZ-1、NZ-8 のアイソタイプコントロール抗体としてそれぞれ、rat IgG (rIgG) (Southern 

Biotech)、human IgG (hIgG) (BECKMAN COULTER) を用いた。また、D2-40 は Angiobio よ

り購入した。D2-40 はヒト podoplanin に対するマウスモノクローナル抗体(IgG1)で、リンパ

管内皮細胞のマーカーとして用いられている。フローサイトメトリー解析の二次抗体には

goat F (ab’)
2 

anti-rat IgG –FITC (BECKMAN COULTER) を使用した。NK cell selection には

FITC mouse anti-rat CD161a (BD) を使用した。 

 

Figure1.本研究にて使用した抗 podoplanin 抗体 

 

4. Flow cytometry 解析 

各細胞における podoplannin の発現は flow cytometry によって解析した。細胞 (5×105 

cells) をPBSに懸濁し洗浄した後、1次抗体としてNZ-１、NZ-8または rat IgG (1µg/mL) 、

human IgG (1µg/mL)を遮光条件下、氷上で 30分間処置した。その後細胞をPBSで洗浄し、

2 次抗体として goat F (ab’)2 anti-rat IgG –FITC (BECKMAN COULTER)または goat F 

(ab’)2 anti-human IgG –FITC (BECKMAN COULTER)を遮光条件下、再び細胞を PBS で

洗浄した後、再懸濁し、FACS Calibur flow cytometer (BD)に供した。解析は、CellQuest 

software (BD)にて行った。発現量は NZ-1 または NZ-8 の rat IgG または human IgG に対す

る mean fluorescence intensity (MFI) の比として mean specific fluorescence intensity (MSFI) で

定量化した。 
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5. 免疫組織染色 

免疫組織染色は組織アレイを用い、Vectastain Elite ABC (Vector Lavoratories) による

アビジン-ビオチン複合体免疫ペルオキシダーゼ法にて行った。組織アレイは US Biomax 

Inc の T391 および MS801 を用いた。キシレンにより組織アレイのホルマリン固定パラフ

ィン包埋切片よりパラフィンを除去した後、Target Retrieval Solution (Dako) を用い加熱

による抗原賦活化処理を行った。さらに、3% Hydrogen Peroxide (Wako)の 90 分間処置に

より内因性ペルオキシダーゼの不活化を行った。その後、ブロッキング液 (PBS 10mL＋

Blocking serum 200µL) を室温にて 60 分間処置し、1 次抗体として NZ-1 または NZ-8 ま

たは D2-40 を 4℃で 24 時間反応させた後、PBS で 5 分間洗浄した。さらに、ビオチン標

識 anti-ratIgG、anti-human IgG、anti-mouse IgG を室温にて 30 分間反応させた後、PBS

で 5 分間洗浄した。その後、ABC試薬を室温にて 30分間反応させて PBSで 5分間洗浄し、

DAB (Vector Laboratories) で発色させた。また、対比染色として Meyer’s Hematoxylin 

(MUTÔ PURE CHEMICALS) を用いてヘマトキシリン染色を施した。組織アレイはマリ

ノール (MUTÔ PURE CHEMICALS) で封入後、電動システム顕微鏡 OLYMPUS BX 61 

(OLYMPUS)で各スポットを撮影した。 

 

6. エフェクター細胞の調整 

エフェクター細胞として rat splenocyte、SCIDmousesplenocyte、HumanMNC を用

いた。まず、splenocyte は SCID mouse および rat より調製した。摘出した脾臓を 10 % 

FBS 含有 RPMI-1640 中でミンスし、スライドガラスのフロスト部で圧することにより

分散させた。分散させた細胞は 70 µm セルストレーナー（BD）でフィルトレーションを

行った後、Red Blood Cell Lysis Buffer (Sigma) で赤血球を溶解し、洗浄したものを 10% 

FBS 含有 RPMI-1640 に適当な比率で懸濁した。次に、human MNC（ヒト単核球）は

健常人より採取した末梢血より調製した。全血を LeucoSep システムに供し、比重遠心
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分離により MNC を分離した。LeucoSep リンパ球分離管  (greiner bio-one) に

LSMLymphocyteSeparation Medium(MPBiomedicals) を加え、1000 G で 1 分間遠心

した。その後、採血した全血を等容量の PBS で希釈し、LSM の入ったチューブに加え、

1000 G で 10 分間遠心した。得られた細胞分画は十分に洗浄した後、100 µm セルスト

レーナー（BD）でフィルトレーションした。 

 

7. 補体依存性細胞傷害 (CDC) 活性の測定 

CDC 活性を誘導する補体分子として baby rabbit complement (CEDARLANE) を用いた。

CDC 活性の測定は 51
Cr release assay により測定した。ターゲット細胞 (1×10

6  
cells) に

37mBq の放射性クロム酸ナトリウム（Na2
51

CrO4）(PerkinElmer) を 50 µL 加えて 5％CO2 イ

ンキュベーター中 37 ℃で 1 時間反応させた。その後、RPMI-1640 により十分に洗浄し、2

×10
5 

cells/mL に調製した後、各濃度の抗体および補体をセットした u-bottom 96 well plate 

(BD) の各穴に 50 µL (1×10
4 
cells) ずつ播種した。また、最大放射活性の測定には最終濃度

が 0.5 ％になるように SDS を含めた RPMI-1640 にターゲット細胞を混合したものを、最

小放射活性の測定には RPMI-1640 にターゲット細胞を混合したものを用いた。これらは適

当な時間 5％CO2、37 ℃でインキュベートした後、上清を採取し、ガンマカウンターにて測

定した。Cytotoxicity (％) は、(A-C) / (B-C)×100 の式より計算した。なお、A は抗体と補体

を加えて得られた放射活性 (cpm)、B はターゲット細胞に SDS を処置して得られた最大放

射活性 (cpm)、C は RPMI-1640 のみで遊離された最小放射活性 (cpm) である。 

 

8. 抗体依存性細胞傷害 (ADCC) 活性の測定 

ADCC 活性は 51Cr release assay により測定した。測定の手順および計算方法は〈7. 補

体依存性細胞傷害 (CDC) 活性の測定〉と同様で、補体の代わりにエフェクター細胞 (rat 

splenocyte、SCID mouse splenocyte、human MNC) を使用した。 
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9. Anti-asialo GM1 による NK 細胞の depletion  

Rat splanocyte (5×107 cells) と rabbit anti-asialo GM1 (Wako) 165 µLを5mLの

RPMI-1640中、室温で30分間反応させた。その後、baby rabbit complementを1mL加え、

37 ℃で30分間インキュベートし、NK細胞を除去した。 

 

10. 抗 CD161a 抗体による rat splenocyte の separation 

 Rat splenocyte 1×10
8 

cells につき FITC mouse anti-rat CD161a (BD) 10 µg を 30 分間処置し、

FITC 標識させた。細胞は洗浄した後 90 µL/10
7 
cells の MACS buffer (0.5 % BSA and 2 mM 

EDTA in PBS (pH7.2)) 中で 10 µL/10
7
cellsの anti-FITC microbeads (Miltenyi Biotec) と混合し、

4 ℃で15分間反応させた。細胞は洗浄後、500 µLのMACS buffer で再懸濁した。 Mini MACS 

(Miltenyi biotec) システムによる separation ではこれらの細胞を MACS separation column 

(Miltenyi biotec) にアプライし、CD161a 陽性細胞および CD161a 陰性細胞を分取した。Auto 

MACS (Miltenyi biotec) システムによる separation では｢posselds」または「possel」プログラ

ムを使用し、positive ポートより溶出された細胞の収量および純度を確認した後、必要に応

じ mini MACS (Miltenyi biotec) システムによる positive selection を行い、CD161a 陽性細胞を

分取した。 

 

11. Human MNC の separation 

 Human MNC は洗浄した後 80µL/107 cells の MACS buffer (0.5 % BSA and 2 mM 

EDTA in PBS (pH7.2)) 中で 20 µL/107cells の anti-CD56 FITC microbeads (Miltenyi 

Biotec)または anti-CD14 FITC microbeads (Miltenyi Biotec)と混合し、4 ℃で 15 分間反

応させた。細胞は洗浄後、500 µL の MACS buffer で再懸濁した。これらの細胞を Auto 

MACSシステムによる separation で｢posselds｣と「posseld2」プログラムを使用し、positive

ポートより溶出された細胞を分取した。このCD14 positive細胞をmonocyteとした。また、
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CD56 negative 細胞を 80µL/107 cells の MACS buffer (0.5 % BSA and 2 mM EDTA in 

PBS (pH7.2)) 中で 20 µL/107cells の anti-CD56 FITC microbeads (Miltenyi Biotec)と混

合し、4 ℃で 15 分間反応させ、上と同様に Auto MACS (Miltenyi biotec) システムによる

posituve selection を行った。この CD14 negative CD56 positive 細胞を NK 細胞として用

いた。 

 

12. SCID mouse 悪性胸膜中皮腫皮下移植モデルを用いた抗腫瘍効果の検討 

 7 週齢の雄性 SCID mouse の右側腹部皮下に 1 匹につき 4×106cells の ACC-MESO-4

を移植した。腫瘍領域（mm2）は計測した長径 (mm) と短径 (mm) の積として算出した。

マウスは移植後の腫瘍領域の平均値が同程度となるよう各群 5 匹ずつに分けた。rat 

splenocyte をエフェクターとした検討では rat splenocyte (5×106 cells) を 100 µL の生理

食塩水 (大塚製薬) に懸濁し、週 1回、2週間腫瘍近傍に皮下投与した。抗体はNZ-1 (100 µg、

500 µg) および rat IgG (100 µg) を週 2 回、2 週間腫瘍近傍に皮下投与した。NK 細胞をエ

フェクターとした検討では＜10. 抗 CD161a 抗体による rat splenocyte の saparation＞に

従い、auto MACS システムを利用して rat splenocyte より separation した CD161a 陽性

細胞をエフェクター細胞として用いた。CD161a 陽性細胞 (1×105 cells) は 100 µL の生

理食塩水 (大塚製薬) に懸濁し、週 1 回、2 週間腫瘍近傍に皮下投与した。また、NZ-1 単

独投与による抗腫瘍効果の評価では、エフェクター細胞のかわりに 100 µL の生理食塩水を

投与した。抗体は NZ-1 (1 µg、10 µg、100 µg）および rat IgG (100 µg) を週 2 回、2 週間

腹腔内に投与した。また、NZ-8 に関しては、抗体は NZ-8(100 µg）および rat IgG (100 µg) 

を週 2 回、2 週間腹腔内に投与した。NK 細胞 (1×105 cells) は 100 µL の生理食塩水 (大

塚製薬) に懸濁し、週 1 回、2 週間腫瘍近傍に皮下投与した。＜11.Human MNC の

saparation＞に従い、auto MACS システムを利用して Human MNC より separation した

CD56 positive 細胞を NK 細胞として用いた。 
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13. 統計解析 

結果は means±SD.（標準偏差）として示した。各群の有意差は Two-tailed Student’s 

t-test で判定し、P<0.05 (✻) または P＜0.001 (✻✻) を統計的に有意であると判定した。 
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実験結果 

 

1. 悪性胸膜中皮腫における podoplanin の発現解析 

 ラットの抗 podoplanin 抗体である NZ-1 およびラット・ヒトキメラ型抗 podoplanin 抗

体である NZ-8 を用い、ヒト悪性胸膜中皮腫における podoplanin の発現解析を行った。はじ

めに、ヒト悪性胸膜中皮腫細胞における発現を flow cytometry により解析した。次に、ヒト

悪性胸膜中皮腫臨床組織における podoplanin の発現を免疫組織染色により確認した。 

 

1-1 ）ヒト悪性胸膜中皮腫細胞における podoplanin の発現 

 ヒト悪性胸膜中皮腫細胞における podoplanin の発現を flow cytometryにより解析した。Rat 

IgG (青)と NZ-1 (赤）で染色した結果を Figure 2. に示す。右上隅の数字は rat IgG に対する

NZ-1 の mean fluorescence intensity (MFI) の比として mean specific fluorescence intensity 

(MSFI) を示している。MSFI が 10.00 以上の細胞株を podoplanin 強陽性株、2.00 以上か

つ 10.00 未満の細胞株を podoplanin 弱陽性株、2.00 未満の細胞株を podoplanin 陰性株とし

た。全 16 株のヒト悪性胸膜中皮腫細胞株を解析した結果、ACC-MESO-1、Y-MESO-4、

Y-MESO-9、EHMES-1、NCI-H226、NCI-H290、NCI-H2373がpodoplanin強陽性株、Y-MESO-8A、

EHMES-10、NCI-H28、NCI-H513、NCI-H2052、NCI-H2452が podoplanin弱陽性株、Y-MESO-12、

Y-MESO-14、MSTO-211H が陰性株となった (Figure 2.)。この結果をまとめると、ヒト悪性

胸膜中皮腫細胞全 16 株中 81 ％にあたる 13 株が podoplanin 陽性株で、そのうち全体の

44 ％にあたる 7 株が強陽性、37 % にあたる 6 株は弱陽性を示した。また、全体の 19 % に

あたる 3 株は陰性株であった (Table 3.)。
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Figure 2. ヒト悪性胸膜中皮腫細胞における podoplanin の発現 

16 株のヒト悪性胸膜中皮腫細胞を rat IgG (青) と NZ-1(赤)で染色し、flow cytometry

により解析を行った。右上に NZ-1 の rat IgG に対する mean fluorescence intensity (MFI)

の比として mean specific fluorescence intensity (MSFI)を示している。MSFI 10.0 以上を示

した細胞株を podoplanin 強陽性株、MSFI 2.0 以上を示した細胞株を podoplanin 陽性株、

MSFI 2.0 以下を示した細胞株を podoplanin 陰性株とした。
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Table 3. ヒト悪性胸膜中皮腫細胞における podoplanin の発現頻度 

 Flow cytometry の結果得られたヒト悪性胸膜中皮腫細胞における podoplaninの発現頻

度をまとめた。 

Mesothelioma 16 3 (19)

13 (81)

7 (44) 6 (37)

Histological 

type

Number

of

cell lines
Negative (%) 

*Positive (%)

**High (%) Low (%)

Mesothelioma 16 3 (19)

13 (81)

7 (44) 6 (37)

Histological 

type

Number

of

cell lines
Negative (%) 

*Positive (%)

**High (%) Low (%)

*MSFI >2.0  **MSFI >10.0 
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次にヒト悪性胸膜中皮腫細胞における podoplanin の発現を NZ-1 と同じように NZ-8 でも

検出できるかをpodoplanin陽性株ACC-MESO-1、ACC-MESO-4 、NCI-H226およびpodoplanin

陰性株 MSTO-211H を用いて検討した。Rat IgG または hIgG(青)と NZ-1 または NZ-8 (赤）

で染色した結果を Figure 3. に示す。その結果、NZ-8 は、NZ-1 と同様にポドプラニンを検

出することができた。(Figure 3.)
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Figure 3. ヒト悪性胸膜中皮腫細胞における podoplanin の発現 

ヒト悪性胸膜中皮腫細胞を rat IgG または human IgG (青) と NZ-1 または NZ-8(赤)

で染色し、flow cytometry により解析を行った。
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1-2 ）ヒト悪性胸膜中皮腫臨床組織における podoplanin の発現 

ヒト悪性胸膜中皮腫臨床組織における podoplanin の発現を調べるため、組織アレイを用

いて免疫組織染色を行った。一次抗体に NZ-1 を用い、アビジン-ビオチン複合体免疫ペル

オキシダーゼ法により染色した結果を Figure 4. に示した。(A)-(H) は悪性胸膜中皮腫組織、

(I)-(J) は良性中皮腫組織、(K)-(L) は正常組織である。結果、悪性胸膜中皮腫では全 70 スポ

ットのうち、58 スポットにあたる 82％において podoplanin の発現が認められた。また、良

性中皮腫組織および正常組織においては podoplanin の発現はほとんど認められなかった 

(Figure 4.)。
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Figure 4. ヒト悪性胸膜中皮腫臨床組織における podoplanin の発現 

ヒト悪性胸膜中皮腫臨床組織における podoplanin 発現を解析するため、組織アレイを用

いアビジン-ビオチン複合体免疫ペルオキシダーゼ法にて免疫組織染色を行った。一次抗体

には NZ-1 を使用した。(A)-(H) は悪性胸膜中皮腫組織、(I)-(J) は良性中皮腫組織、(K)-(L) 

正常組織である。
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同様に一次抗体にNZ-1、NZ-8、D2-40を用いて検討を行った結果をFigure 5. に示した。

(A)では、悪性胸膜中皮腫組織における podoplanin の発現を NZ-1(1μg/ml)及び

NZ-8(1μg/ml)で検出した。その結果、NZ-1 を用いた時と同様に、NZ-8 によってポドプラ

ニンの発現を検出することができた。(B)では、悪性胸膜中皮腫組織、正常の肺胞組織、正

常の腎臓組織におけるポドプラニンの発現を D2-40(1:500)及び NZ-8(0.1μg/ml)で検出した。

その結果、悪性胸膜中皮腫組織では両抗体で podoplanin の発現が認められた。肺胞組織に

おいては、D2-40 により、リンパ管で podoplanin の発現が見られた。一方、NZ-8 ではリ

ンパ管は染色されなかった。また、腎臓組織においては、両抗体でポドプラニンの発現は

認められなかった。 (Figure 5.)
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Figure 5.ヒト悪性胸膜中皮腫臨床組織における podoplanin の発現 

ヒト臨床組織において、組織アレイを用いアビジン-ビオチン複合体免疫ペルオキシダーゼ

法にて免疫組織染色を行った。(A)は NZ-1(1μg/ml)、NZ-8(1μg/ml)を使用して悪性胸膜中皮

腫組織における podoplanin 発現を解析した。(B)は悪性胸膜中皮腫組織、正常肺胞組織、

正常腎臓組織におけるpodoplanin発現をD2-40(1:500)、NZ-8(0.1μg/ml)によって解析した。
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2. NZ-1 によるヒト悪性胸膜中皮腫に対する抗腫瘍効果の検討 

 ヒト悪性胸膜中皮腫細胞および臨床組織における podoplaninの高発現が認められたので、

次に、NZ-1 および NZ-8 による抗腫瘍効果について検討した。まず、51Cr release assay に

より NZ-1 による補体依存性細胞傷害 (CDC) 活性について調べた。次に、同じく 51Cr 

release assay により、NZ-1 および NZ-8 による抗体依存性細胞傷害 (ADCC) 活性の誘導

に関する検討を行った。さらに、ヒト悪性胸膜中皮腫細胞を移植したマウスモデルを用い、

in vivo における NZ-1 および NZ-8 の抗腫瘍効果について評価した。 

 

2-1 ）NZ-1 による補体依存性細胞傷害 (CDC) 活性 

NZ-1 がヒト悪性胸膜中皮腫細胞に対し抗体の主要な抗腫瘍細胞活性の一つである CDC

活性を誘導するか否かについて検討を行った。用いた細胞株は ACC-MESO-1、

ACC-MESO-4、NCI-H226、EHMES-1、Y-MESO-9、NCI-H2052、MSTO-211H である。

51Cr release assay により NZ-1 による CDC 活性を測定した結果、ACC-MESO-4 に対して

CDC 活性が誘導された (Figure 6.)。
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Figure 6. NZ-1 によるヒト悪性胸膜中皮腫細胞に対する CDC 活性 

51Cr release assay により NZ-1 のヒト悪性胸膜中皮腫細胞株 ACC-MESO-1、

ACC-MESO-4、NCI-H226、Y-MESO-9、EHMES-1、NCI-H2052、MSTO-211H に対す

るCDC活性を測定した。細胞傷害活性を誘導する補体分子として baby rabbit complement

を用いた。補体 (dilition rate 4)、抗体 (1µg/mL)および Na251CrO4を処置したターゲット

細胞 (1×104cells) は 6 時間反応させた。rIgG はコントロール抗体である。✻Significantly 

different from rIgG  (✻P<0.05)
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2-2 ）NZ-1 による抗体依存性細胞傷害 (ADCC) 活性 

Podoplanin 特異的抗体が治療抗体として効果を発揮するためには、ターゲット細胞に対

して ADCC 活性のような強力な抗腫瘍細胞活性を示すことが重要となる。そこで本検討で

はエフェクター細胞として SCID mouse splenocyte、human MNC および rat splenocyte

を用い NZ-1 がヒト悪性胸膜中皮腫細胞に対し ADCC 活性を有するか否かについて検討を

行った。ADCC 活性も、CDC 活性同様、ACC-MESO-1、ACC-MESO-4、NCI-H226、

EHMES-1、Y-MESO-9、NCI-H2052、MSTO-211H をターゲット細胞として 51Cr release 

assay により測定した。 

 

2-2-1 ) SCID mouse splenocyte および Human MNC を用いた検討 

 エフェクター細胞として SCID mouse splenocyte および Human MNC を用いた結果、 

悪性胸膜中皮腫細胞に対する ADCC 活性は認められなかった (Figure 7.)
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Figure 7. SCID mouse splenocyte を用いた NZ-1 による ADCC 活性 

(A)エフェクター細胞として SCID mouse splenocyte を用い、NZ-1 によるヒト悪性胸膜

中皮腫細胞 ACC-MESO-1、ACC-MESO-4、NCI-H226、Y-MESO-9、EHMES-1、NCI-H2052、

MSTO-211H に対する ADCC 活性を 51Cr release assay により測定した。エフェクター細

胞 (1×106cells)、NZ-1 (1µg/mL) および Na251CrO4 を処置したターゲット細胞 (1×

104cells) は 6 時間反応させた。rIgG はコントロール抗体である。(B)エフェクター細胞と

して健常人由来の MNC を用いて検討を行った結果、NZ-1 による悪性胸膜中皮腫細胞

に対する ADCC 活性は認められなかった。
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2-2-2 ) Rat splenocyte を用いた検討 

Rat splenocyte をエフェクター細胞として用いた結果、podoplanin 陽性株である

ACC-MESO-1、ACC-MESO-4、NCI-H226、Y-MESO-9、EHMES-1、NCI-H2052 に対

して NZ-1 による有意な ADCC 活性の誘導が認められた。一方、podoplanin 陰性株である

MSTO-211H に対しては ADCC 活性は認められなかった(Figure 8.)。
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Figure 8.  Rat splenocyte を用いた NZ-1 による ADCC 活性 

Rat splenocyte をエフェクター細胞として NZ-1 によるヒト悪性胸膜中皮腫細胞

ACC-MESO-1、ACC-MESO-4、NCI-H226、Y-MESO-9、EHMES-1、NCI-H2052、

MSTO-211H に対する ADCC 活性を 51Cr release assay により測定した。エフェクター細

胞 (1×106cells)、NZ-1 (1µg/ml) および Na251CrO4 を処置したターゲット細胞  (1×

104cells) は 6 時間反応させた。rIgG はコントロール抗体である。✻，✻✻Significantly 

different from rIgG (✻P<0.05, ✻✻P< 0.001)
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以上の結果より、NZ-1 による有意な ADCC 活性の誘導が認められたので、次にエフェ

クター細胞として rat splenocyte を、ターゲット細胞として高い ADCC 活性が誘導された

ACC-MESO-1、ACC-MESO-4、NCI-H226 を用いさらなる詳細な検討を行った。まず、エ

フェクター細胞とターゲット細胞の細胞数の比率である E/T ratio を変化させたときの

NZ-1 による ADCC 活性について測定した。その結果、エフェクター細胞の割合が高くな

るほど効率的に ADCC 活性が誘導され、E/T ratio 依存的な活性が認められた(Figure 9.(A))。

さらに、NZ-1 の濃度を変化させたところ、濃度依存的な ADCC 活性の誘導が認められ、

活性は 0.1µg/mL の抗体濃度で最大となることが示された(Figure 9.(B))。また、反応時間

を変化させた結果、時間依存的な ADCC 活性の誘導が認められた(Figure 9.(C))。 
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Figure 9. NZ-1 による rat splenocyte をエフェクターとした ADCC 活性の E/T ratio、

抗体濃度、反応時間依存的な誘導 

Rat splenocyteをエフェクター細胞としてNZ-1によるADCC活性を 51Cr release assay

により測定した。ターゲット細胞には ACC-MESO-1、ACC-MESO-4、NCI-H226 (1×

104cells) を使用した。(A) ADCC 活性の E/T ratio による影響。抗体濃度 1 µg/mL、反応時

間 6 時間の一定条件下で E/T ratio を変化させた。(B) ADCC 活性の抗体濃度による影響。

E/T Ratio 100、反応時間 6 時間の一定条件下で抗体濃度を変化させた。(C) ADCC 活性の

反応時間による影響。E/T ratio 100、抗体濃度 1µg/mL の一定条件下で反応時間を変化さ

せた。rIgG はコントロール抗体である。 
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2-2-3 )  ADCC 活性における NK 細胞の関与 

Rat splenocyte には NK (natural killer) 細胞、モノサイト、マクロファージ、T 細胞、B 細

胞など様々な免疫細胞が含まれるが、一般に、ADCC 活性においてエフェクター細胞の役

割を担うのは NK 細胞であるとされている。そこで NZ-1 による ADCC 活性に NK 細胞が

どの程度関与しているかについて検討を行った。 

まず、asialo GM1 に対する抗体である anti-asialo GM1 を用いて NK 細胞を除去し、NK cell 

depletion による ADCC 活性への影響を調べた。Asialo GM1 は NK 細胞において高発現する

ことが知られている。そこで anti-asialo GM1 と baby rabbit complement を用い、rat splenocyte

に含まれる asialo GM1 陽性細胞を除去した。こうして得られた asialo GM1 陰性細胞をエフ

ェクター細胞として用いたところ、ACC-MESO-1、ACC-MESO-4、HCI-H226 のいずれの細

胞においても ADCC 活性は認められなかった (Figure 10.)。 

さらにこの結果を裏付けるため、rat splenocyte の separation を行い、NK cell selection また

は NK cell depletion が NZ-1 による ADCC 活性に及ぼす影響について検討した(Figure 11.)。

ラット NK 細胞の分子マーカーである CD161a に対する特異的抗体を用いて rat splenocyte

の separation を行い、CD161a 陽性細胞、CD161a 陰性細胞をエフェクターとしたときの

ADCC 活性を測定した。その結果、CD161a 陽性細胞では ACC-MESO-4 に対する ADCC 活

性の誘導が認められたのに対し、CD161a 陰性細胞では認められなかった。また、CD161a

陽性細胞では rat splenocyteの約 10分の 1のエフェクター細胞数でほぼ同等のADCC活性を

誘導することが示された。
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Figure 10. Anti-asialo GM1 による NK cell depletion の ADCC 活性への影響 

Anti-asialo GM1 を用い rat spenocyte に含まれる NK 細胞を除去することで、NK 細胞

が NZ-1 による ADCC 活性にどの程度関与しているかについて検討した。NK cell 

depletion は rat splanocyte に含まれる asialo GM1 陽性細胞を、anti-asialo GM1 と baby 

rabbit complement で除去することにより行った。反応後の anti-asialo GM1 陰性細胞をエ

フェクター細胞として使用した。ターゲット細胞には ACC-MESO-1、ACC-MESO-4、

NCI-H226 (1×10
4 
cells) を用い、抗体濃度 1 µg/mL、反応時間 6 時間の一定条件下、 E/T 

ratio を 25、50、100 と変化させたときの ADCC 活性を 51
Cr release assay により測定し

た。また、比較のため rat splenocyte をエフェクター細胞としたときの ADCC 活性も同

条件で測定した。rIgG はコントロール抗体である。
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Figure 11.Rat splenocyte の separation による ADCC 活性への影響 

NK cell selectionおよびNK cell depletion によるADCC活性への影響を確認するため、

rat splenocyte の separation を行い、NZ-1 による ADCC 活性を 51
Cr release assay により測

定した。Separation は FITC mouse anti-rat CD161a 抗体と anti-FITC microbeads を用いて

mini MACS システムにより行い、エフェクター細胞として rat splenocyte (A)、rat 

splenocyte から separation した CD161a 陽性細胞 (B) および CD161a 陰性細胞 (C) を用

いた。ターゲット細胞には ACC-MESO-4 (1×10
4
 cells) を使用した。抗体濃度 1 µg/mL、

反応時間 6 時間の一定条件下、(A) および (C) では E/T ratio を 25、50、100、250 に、

(B) では 5、10、25、50 に変化させた。rIgG はコントロール抗体である。
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3. NZ-8によるヒト悪性胸膜中皮腫に対する抗腫瘍効果の検討 

ここまで検討により、ラット抗体であるNZ-1はマウスやヒトのエフェクター細胞を用い

た場合、ラットのNK 細胞を用いた実験系にでのみADCC 活性が誘導された。ゆえに NZ-1 

自体はマウスのエフェクター細胞を用いたin vivo での検討およびヒトを対象とした臨床へ

の応用が期待できない。そこで我々は NZ-1 のラット・ヒト型キメラ抗体である NZ-8 を

用い、これらの抗体がマウスやヒトの細胞をエフェクターとしたADCC 活性を誘導するか

否かについて検討を行った。さらに、ヒト悪性胸膜中皮腫細胞を移植したマウスモデルを

用い、in vivoにおけるNZ-8の抗腫瘍効果について評価した。 

 

3-1）NZ-8による抗体依存性細胞傷害 (ADCC) 活性 

Podoplanin 特異的抗体が治療抗体として効果を発揮するためには、ターゲット細胞に対

して ADCC 活性のような強力な抗腫瘍細胞活性を示すことが重要となる。そこで本検討で

はエフェクター細胞として、human MNC を用い NZ-8 がヒト悪性胸膜中皮腫細胞に対し

ADCC 活性を有するか否かについて検討を行った。用いた細胞株は podoplanin 陽性株であ

る ACC-MESO-1、ACC-MESO-4、NCI-H226、また podoplanin 陰性株である MSTO-211H

をターゲット細胞として 51Cr release assay により測定した。その結果、ポドプラニン陽性

株 ACC-MESO-1、ACC-MESO-4、NCI-H226 に対して、NZ-8 により有意な ADCC 活性

が誘導された。一方で、podoplanin 陰性株 MSTO-211H に対しては、有意な ADCC 活性

は誘導されなかった。また、NZ-1 ではいずれの細胞株に対しても有意な ADCC 活性の誘

導は認められなかった。(Figure 12.(A))また、NZ-8 により誘導される ADCC 活性が

podoplanin の発現によってもたらされることを確認するために、podoplanin 陰性ヒト悪性

胸膜中皮腫細胞 Y-MESO-14 に podoplanin をトランスフェクションした細胞を用いて検討

を行った。まず、flow cytometry により、podoplanin をトランスフェクションした細胞で

podoplanin が発現していることを確認した。そして、ADCC 活性を検討したところ、wild 
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type、mock では有意な ADCC 活性の誘導は認められなかったが、podoplanin をトランス

フェクションした細胞に対し、NZ-8 により有意な ADCC 活性の誘導が認められた。(Figure 

12.(B))



 

86 / 109 

 

 

 

Figure 12. Human MNC を用いた NZ-8 による ADCC 活性 

エフェクター細胞として Human MNC を用い、NZ-8 によるヒト悪性胸膜中皮腫細胞に対

する ADCC 活性を 51Cr release assay により測定した。ヒト悪性胸膜中皮腫細胞として、

(A)は ACC-MESO-1、ACC-MESO-4、NCI-H226、MSTO-211H、(B)は podoplanin 陰性

ヒト悪性胸膜中皮腫細胞 Y-MESO-14に podoplanin をトランスフェクションした細胞を用

いた。エフェクター細胞 (1×106 cells)、NZ-1 または NZ-8(1µg/mL) および Na251CrO4を

処置したターゲット細胞 (1×104 cells) は 6 時間反応させた。rIgG はコントロール抗体。
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3-2） NZ-8 によるヒト悪性胸膜中皮腫に対する ADCC 活性の検討 

 

Human MNC を用いた検討の結果、抗 podoplanin 抗体のうち NZ-8 により効率的な ADCC

活性の誘導が認められたので、次に NZ-8 による ADCC 活性についてさらなる詳細な検討

を行った。まず、human MNC による ADCC 活性をさらに多くの細胞株を用いて測定した。

用いた細胞株は ACC-MESO-1、ACC-MESO-4、NCI-H226、EHMES-1、Y-MESO-9、NCI-H2052、

MSTO-211H である。51
Cr release assay により測定を行った結果、EHMES-1 を除く podoplanin

陽性株に対する有意な活性の誘導が認められた。また、podoplanin 陰性株である MSTO-211H

に対しては活性の誘導は認められなかった (Figure 13.)。 

NZ-8 による有意な ADCC 活性が認められたので、高い ADCC 活性が誘導された

ACC-MESO-1、 ACC-MESO-4、 NCI-H226 を用いさらなる詳細な解析を行った。E/T ratio、

抗体濃度、反応時間を変化させたときの NZ-8 による ADCC 活性を Figure 14. に示す。一

定条件下、(A) では E/T ratio を、(B) では抗体濃度を、(C) では反応時間を変化させた。そ

の結果、E/T ratio、抗体濃度、時間依存的な ADCC 活性が誘導された。 
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Figure 13. Human MNC を用いた NZ-8 による ADCC 活性 

エフェクター細胞として健常人由来の MNC を用い、ADCC 活性を測定した。NZ-8

によるヒト悪性胸膜中皮腫細胞 ACC-MESO-1、ACC-MESO-4、NCI-H226、Y-MESO-9、

EHMES-1、NCI-H2052、MSTO-211 に対する ADCC 活性を 51
Cr release assay により測定

した。エフェクター細胞 (1×10
6 
cells)、NZ-1 (1 µg/mL) および Na2

51
CrO4を処置したタ

ーゲット細胞 (1×10
4 
cells) は 6 時間反応させた。hIgG はコントロール抗体である。 

✻，✻✻Significantly different from hIgG (✻P<0.05, ✻✻P< 0.001) 
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Figure 14. NZ-8 による human MNC をエフェクターとした ADCC 活性の E/T Ratio、

抗体濃度、反応時間依存的な誘導 

エフェクター細胞として健常人由来の MNC を用い、NZ-8 による ADCC 活性を 51
Cr 

release assay により測定した。ターゲット細胞には ACC-MESO-1、ACC-MESO-4、

NCI-H226 (1×10
4
 cells) を使用した。(A) ADCC 活性の E/T ratio による影響。抗体濃度 1 

µg/mL Ab、反応時間 6 時間の一定条件下で E/T ratio を変化させた。(B) ADCC 活性の抗

体濃度による影響。E/T Ratio 100、反応時間 6 時間の一定条件下で抗体濃度を変化させ

た。(C) ADCC 活性の反応時間による影響。E/T ratio 100、抗体濃度 1 µg/mL の一定条件

下で反応時間を変化させた。hIgG はコントロール抗体である。
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3-3）NZ-8 の ADCC 活性における NK 細胞の寄与 

NZ-8 による ADCC 活性に NK 細胞や単球がどの程度関与しているかについて検討を行

った。Human MNC から NK 細胞のマーカーである CD56 および単球のマーカーである

CD14を用いてselection行い、NK細胞(A)および単球(B)をエフェクターとしたときのNZ-8

による ADCC 活性を測定した。その結果、NK 細胞をエフェクターとしたときに有意な

ADCC 活性の誘導が認められた。また、単球をエフェクターとしたとは有意な ADCC 活性

の誘導は認められなかった。これらの結果より、NZ-8 の ADCC 活性の誘導には、主に NK

細胞が関与していることが示された。(Figure 15.)
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Figure 15. Human MNC の separation による ADCC 活性への影響 

NK 細胞の ADCC 活性への寄与を検討するため、Human MNC の separation を行い、

NZ-8 による ADCC 活性を 51Cr release assay により測定した。エフェクター細胞として

Human MNC から separation した CD14(-)CD56(+)細胞 (A) および CD14(+)細胞 (B) を

用いた。エフェクター細胞 (1×106 cells)、NZ-8(1µg/mL) および Na251CrO4を処置したタ

ーゲット細胞 (1×104 cells) は 6 時間反応させた。rIgG はコントロール抗体である。
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4.SCIDmouse 悪性胸膜中皮腫皮下移植モデルにおける NZ-8 の抗腫瘍効果 

 In vitro における検討より、human NK 細胞をエフェクター細胞としたとき NZ-8 による

ADCC 活性の誘導が認められたので、次に、SCID mouse 悪性胸膜中皮腫皮下移植モデル

を用い in vivo における NZ-8 の抗腫瘍効果について検討を行った。ACC-MESO-4 を担が

んさせた SCID mouse の腫瘍皮下近傍に human NK 細胞、腹腔内に NZ-8 を併用投与した

ところ、コントロール群およびで NZ-8 単独群と比較して有意な腫瘍増殖抑制効果が認めら

れた。(Figure 16.)。
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Figure 16.  Human NK 細胞と NZ-8 の投与による腫瘍増殖抑制効果 

Human NK 細胞と、NZ-8 による腫瘍増殖抑制効果について検討した。エフェクター細

胞として、auto MACS システムにて Human MNC より separation した CD56(+)細胞を

human NK 細胞として用いた。SCID mouse の右側腹部皮下に ACC-MESO-4 (4×106個) 

を移植し担がんさせた後、NK 細胞 (1×105cells)またはコントロールとして生理食塩水

(100μL)を週 1 回、2 週間腫瘍近傍皮下に投与した。抗体は NZ-8 (100μg）またはコントロ

ールとして human IgG (100 µg) を週 2 回、2 週間腹腔内に投与した。腫瘍領域（mm2）

は計測した長径 (mm) と短径 (mm) の積として算出し、その変動を経時的に観察した。
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考察 

本研究では podoplanin 特異的抗体である NZ-1 および NZ-8 を用い、ヒト悪性胸膜中皮腫

において podoplanin が高発現していることを確認した。また、ラット抗 podoplanin 抗体で

ある NZ-1 が悪性胸膜中皮腫細胞に対し CDC 活性とラット NK 細胞をエフェクターとし

た ADCC 活性を誘導することを明らかにした。さらに、NZ-1 を改変して作製されたラッ

ト・ヒト型キメラ抗体である NZ-8 が human MNC をエフェクターとした ADCC 活性を誘

導することを示した。マウス悪性胸膜中皮腫皮下移植モデルにおいて、Human NK 細胞と

NZ-8 の併用投与で抗腫瘍効果を示すことを明らかにした。 

現在、悪性胸膜中皮腫の鑑別診断には calretinin、cytokeratin5/6 (CK5/6)、WT-1 などの中

皮腫の陽性マーカーおよび CEA、MOC-31、BerEP4、B72.3、TTF-1 などの陰性マーカー

を組み合わせた免疫組織化学的解析が行われている[22-24]。近年、中皮腫の陽性マーカー

として podoplanin が有用であるとされ、実際の悪性胸膜中皮腫診断においても使用されて

いる[25]。本研究ではまず、ラット抗 podoplanin 抗体である NZ-1 を用い、悪性胸膜中皮

腫における podoplanin の発現について解析を行った。はじめにヒト悪性胸膜中皮腫細胞に

おける podoplanin の発現を flow cytometry により解析した (Figure 2.)。その結果、16

株のヒト悪性胸膜中皮腫細胞株のうち 81 ％にあたる 13 株が podoplanin 陽性であった。

さらに、そのうち全体の 44 ％にあたる 7 株は podoplnin 強陽性株であった (Table 3.)。こ

れらの結果から、podoplanin はヒト悪性胸膜中皮腫細胞に高発現しており、発現頻度も高

いことが示された。 

また、NZ-8 を用い、悪性胸膜中皮腫における podoplanin を解析し、NZ-8 の podoplanin

への親和性について検討した。その結果、NZ-8 は、NZ-1 と同様に、podoplanin に対して

高い親和性を示すことが確認できた(Figure 3.)。 

悪性胸膜中皮腫細胞における発現が確認されたので、次にヒト臨床組織における

podoplanin の発現を NZ-1 および NZ-8 を用いて免疫組織染色により解析した。その結果、
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NZ-1 を用いた検討では悪性胸膜中皮腫組織において podoplanin の発現が認められたが、

良性の中皮腫組織や正常組織において podoplanin の発現はほとんど認められなかった 

(Figure 4.)。また、NZ-8 は NZ-1 と同様に、podoplanin の発現を検出することが確認でき

た(Figure 5A.)。これらの結果から、現在、上皮型中皮腫の陽性マーカーとして用いられて

いる Thrombomodulin や N-cadherin、CD44S の陽性率が 75％程度であるため[23]、これ

らのマーカーに比べpodoplaninは悪性胸膜中皮腫組織に高頻度で発現していることが明ら

かとなり、治療標的としての有用性が示唆された。Podoplanin は腫瘍組織のみならず、リ

ンパ管やⅠ型肺胞上皮などの正常組織においても発現することが知られているが[26-28]、

本研究の免疫組織染色の結果では、NZ-1 による正常組織における染色はほとんど認められ

なかった。また、NZ-8 のこれらの組織への認識について検討したところ、低い濃度の NZ-8

を用いると、悪性胸膜中皮腫組織では発現が認められたが、D2-40 で検出された正常の肺

胞組織のリンパ管が NZ-8 では染色されなかった(Figure 7B.)。この結果から NZ-8 は悪性

組織を特異的に認識する可能性があると考えられる。さらに、正常組織における podoplanin

の発現は、腫瘍における発現よりレベルが低いという報告 [29]や脳腫瘍において

podoplanin の発現は悪性度に相関していたという報告[18]、glioblastoma 細胞株を用いた 

in vivo での検討において NZ-1 は正常組織にほとんど滞留することなく腫瘍に効率的に

集積するという報告[21]もあることから、NZ-8 の用量を下げることにより治療による副作

用を減弱させることができるかもしれない。また免疫組織染色において見られた NZ-8 と

D2-40 の認識のちがいは、抗体によって podoplanin の認識部位が異なることによると考え

られる。現在、NZ-1、D2-40 を含めた数種類の抗ヒト podoplanin 抗体が販売されており、

ラット抗体 NZ-1 は 3 つの PLAG-domain のうち podoplanin の活性に重要である 

PLAG-2 と PLAG-3 を認識する一方で、D2-40 を含む他の抗体は PLAG-1 と PLAG2 を

認識することが報告されている[19,30]。また、NZ-1 のみが podoplanin 誘導性の血小板凝

集において podoplaninと血小板上の podoplanin 受容体であるCLEC-2の結合を阻害する
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ことが示されている[19,30]。以上の検討により、NZ-8 は NZ-1 と同様に悪性胸膜中皮腫に

発現しているpodoplaninを特異的かつ高い親和性をもって認識することが明らかとなった。

抗体医薬品にはリガンドや受容体の結合または細胞間の接着を阻害するブロッキング抗体、

受容体をクロスリンクするシグナリング抗体、抗がん剤や放射線核種を結合させたターゲ

ッティング抗体など様々な機序によるものが存在するが、抗体のエフェクター活性による

補体依存性細胞傷害（CDC）活性や抗体依存性細胞傷害（ADCC）は抗体医薬品の代表的

な抗腫瘍メカニズムとして知られている。非ホジキンリンパ腫治療薬である抗 CD20 キメ

ラ抗体 rituximab（Rituxan®）は in vitro において CDC 活性および ADCC 活性を誘導

することが示されている[31]。さらに、ADCC 活性の高い遺伝子型を示す患者において治

療効果が高いこと[32]、投与後すぐに患者の血中より補体成分が消費されること[33]、投与

後再発した患者では CDC 活性を抑制する CD59 の発現が上昇していること[34]などか

ら、この抗体はヒト体内においてもエフェクター機能を発揮すると考えられている。また、

乳がん治療薬である抗 HER2 ヒト化抗体 trastuzumab (Herceptin®)も、これらの活性を

有することが報告されている[35]。このように、ADCC 活性や CDC 活性といった免疫エ

フェクター効果は抗体医薬品の臨床効果において重要であるが、細胞表面に発現する抗原

を認識する特異的抗体が必ずしもエフェクター効果を誘導するとは限らない[36-38]。これ

までにラット抗 podoplanin 抗体である NZ-1 に関して、直接的な腫瘍転移抑制効果や放射

線核種を結合した抗体医薬品への応用が報告されているものの、CDC 活性および ADCC 

活性を有するか否かについては未だ明らかにされていない。したがって NZ-1 がこれらの免

疫エフェクター活性により抗腫瘍効果を示した場合、新規抗体療法への応用が期待できる

と考えられる。そこで我々はヒト悪性胸膜中皮腫細胞をターゲットとしてNZ-1によるCDC 

活性および ADCC 活性を測定した。51Cr release assay により baby rabbit complement を

エフェクターとした CDC 活性を測定した結果、ACC-MESO-4 に対し有意な細胞傷害活性

が誘導された (Figure 6.)。また、ADCC 活性はエフェクターとなる細胞の動物種の違いに
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より効果が大きく異なり、このことが非臨床試験や臨床試験を遂行するうえで大きな問題

となる。そこで本研究では SCID mouse splenocyte、human MNC および rat splenocyte

を用い、NZ-1 による ADCC 活性が効率的に誘導できるエフェクター細胞をスクリーニン

グした。その結果、rat splenocyte を用いた場合でのみ podoplanin 陽性悪性胸膜中皮腫細

胞に対する有意な ADCC 活性の誘導が認められた(Figure 8. )。この活性を Figure 2. の 

flow cytometry の MSFI と比較すると、podoplanin を高発現している細胞株に対してよ

り高い活性が認められたことから、 podoplanin の発現と ADCC 活性の間には相関性があ

ると考えられた。このことからも NZ-1 はターゲット細胞に発現している podoplanin を

認識することで細胞傷害活性を誘導することが示唆された。また、NZ-1 による高い ADCC 

活性が誘導された ACC-MESO-1、ACC-MESO-4、NCI-H226 を用い、さらに詳細な実験

を行ったところ、これら全ての細胞で E/T ratio、抗体濃度、時間依存的な ADCC 活性の誘

導が認められた (Figure 9.)。次に、rat splenocyte に含まれるどの細胞のエフェクター活

性が ADCC 活性に寄与しているかについて検討した。Rat splenocyte には NK 細胞、モノ

サイト、マクロファージ、T 細胞、B 細胞などの様々な免疫細胞が含まれるが、一般に、

ADCC 活性のエフェクター細胞活性は NK 細胞が担っていることが知られている。そこで

rat の NK 細胞が NZ-1 による ADCC 活性にどの程度関与しているかについて検討を行っ

た。まず、anti-asialo GM1 を用いて rat splenocyte より NK 細胞を除去し、ADCC 活性

を測定した。その結果、NZ-1 による ADCC 活性の誘導は認められなかった (Figure 10.)。

さらにこの結果を裏付けるため、ラット NK 細胞の分子マーカーである CD161a に対する

特異的抗体を用いて rat splenocyte の separation を行い、NK cell selection または NK cell 

depletion による ADCC 活性への影響を検討した。結果、CD161a 陽性細胞では NZ-1 に

よる ADCC 活性が認められたが、CD161a 陰性細胞では認められなかった。また NK cell 

selection の結果、rat splenocyte の約 10 分の 1 のエフェクター細胞数で rat splenocyte と

ほぼ同等の ADCC 活性を誘導することが示された (Figure 11.)。以上の結果より、NZ-1
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が CDC 活性や ADCC 活性のような免疫エフェクター効果を誘導することが明らかになっ

た。NZ-1 により rat splenocyte をエフェクターとした ADCC 活性が誘導されたが (Figure 

8.)、SCID mouse solenocyte と human MNC をエフェクターとした ADCC 活性は誘導さ

れなかった (Figure 7)。これは、NZ-1 がラット抗体であるため、同種のラットに由来する

エフェクター細胞により ADCC 活性が誘導されたものと考えられる。このことより in vivo

での検討においても NZ-1 はラットのエフェクター細胞によってのみ抗腫瘍効果を誘導す

ることが示唆される。これまでの検討より、NZ-1 は悪性胸膜中皮腫に対し、ラット由来細

胞をエフェクターとした抗腫瘍効果を有することが示されたが、マウスやヒト由来細胞を

エフェクターとした ADCC 活性は誘導されなかったため、これらの細胞を介した抗腫瘍効

果については期待できないと考えられる。しかし、抗 podoplanin 抗体を臨床応用するうえ

では、ヒト体内においてヒトのエフェクター細胞を介した ADCC 活性を誘導することが必

須の条件となる。また、in vivo 実験における汎用性や投与抗体量の削減といった観点から

マウスモデルの有用性は高く、抗 podoplanin 抗体によりマウス由来細胞をエフェクターと

した ADCC 活性が誘導できれば、非臨床試験データの集積の簡便化に寄与することができ

る。これらの課題は抗体のキメラ化やヒト化など、抗体の改変技術によって解決可能であ

ると考えられる。そこで我々は、NZ-1 の作製者である加藤先生 (山形大学) より NZ-1 を

改変して新たに作製されたキメラ抗体を供与いただき、これらの抗 podoplanin 抗体が、

CDC 活性および SCID mouse splenocyte や human MNC をエフェクターとした ADCC 

活性を誘導するか否かについて検討を行った。これまでの検討で我々はラット抗

podoplanin 抗体 NZ-1 が、ラット由来細胞をエフェクターとして ADCC 活性を誘導するこ

とを明らかにしている(Figure 8.)。したがって、まずヒトへの臨床応用の可能性を検討する

ために、ヒトキメラ型抗 podoplanin 抗体 NZ-8 がヒトエフェクター細胞を介した ADCC 活

性を誘導するか否かを検討した。Human MNC をエフェクターとして、podoplanin 陽性悪

性胸膜中皮腫細胞株に対して、NZ-8 による有意な ADCC 活性の誘導が認められたが、NZ-1
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では認められなかった。(Figure 12A.)さらに、サンプル数を増やして検討しても、同様の

結果が得られた。（Figure13.）NZ-8 による有意な ADCC 活性が認められたので、高い ADCC

活性が誘導された ACC-MESO-1、 ACC-MESO-4、 NCI-H226 を用い、E/T ratio、抗体濃度、

反応時間を変化させた結果、E/T ratio、抗体濃度、時間依存的な ADCC 活性が誘導された

(Figure14.)。これは、NZ-8 の Fc 部位がヒト由来であるため、同種のヒトに由来するエフェ

クター細胞により ADCC 活性が誘導されたものと考えられる。さらに、podoplanin 陰性ヒ

ト悪性胸膜中皮腫細胞 Y-MESO-14に podoplaninをトランスフェクションした細胞を用い

た検討により、NZ-8 による ADCC 活性誘導はポドプラニンの発現によってもたらされる

ことを確認ができた。(Figure 12B.)また、Human MNC には、NK 細胞、単球、マクロフ

ァージ、T 細胞、B 細胞が含まれているため、NZ-8 の ADCC 活性誘導にはどの免疫細胞が

寄与しているかについて検討した。一般的に、ヒトの ADCC 活性を担っているのは、NK

細胞やマクロファージであるとされているが、NZ-1 を用いた我々の検討において rat NK

細胞を除去することにより NZ-1 による ADCC 活性がほぼ完全に抑制されることが明らか

となっている。そこで、Human MNC から NK 細胞と単球を selection し、NZ-8 による

ADCC 活性誘導への寄与を調べた。その結果、NK 細胞をエフェクターとしたときに有意

な ADCC 活性の誘導が認められ(Figure 15.)、NZ-8 の ADCC 活性の誘導には、主に NK 細

胞が関与していることが示された。抗 podoplanin 抗体 NZ-8 が悪性胸膜中皮腫細胞に対し

ヒトエフェクター細胞を介して ADCC 活性を誘導したという本研究結果は、ヒトを対象と

した悪性胸膜中皮腫の抗体療法を実現する上で非常に意義深いと考えられる。 

以上の検討により、NZ-8 はポドプラニンを特異的に認識すること、また、ヒト NK 細胞を

エフェクターとして、ADCC 活性を誘導することが明らかとなったので、次に、SCID mouse 

悪性胸膜中皮腫皮下移植モデルを用いて、in vivoにおけるNZ-8の抗腫瘍効果を検討した。

その結果、ACC-MESO-4を担がんさせたSCID mouseの腫瘍皮下近傍にhuman NK細胞、

腹腔内に NZ-8 を併用投与したところ、コントロール群およびで NZ-8 単独群と比較して有
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意な腫瘍増殖抑制効果が認められた。(Figure 16.) 

本研究より、抗 podoplanin 抗体が悪性胸膜中皮腫に対し CDC 活性および ADCC 活性

を誘導することが明らかになった。抗 podoplanin 抗体が免疫のエフェクター活性を誘導す

ることはこれまでに報告されておらず、本研究成果は抗 podopalnin 抗体に関する新たな知

見を見出すと同時に、podoplanin 特異的抗体療法が現代のアンメットメディカルニーズに

対応する新規治療戦略となる可能性を指し示すものと考えられる。免疫エフェクター効果

を機序とする抗体医薬品の作製プロセスとしては、一般的にマウスもしくはヒト由来の細

胞をエフェクターとした ADCC 活性の検討が行われるが、実際に活性を誘導する抗体はご

く一部に限られる。しかし今回の検討の結果、マウスやヒト由来の細胞によって活性が認

められなかった場合でも、これら以外の動物種のエフェクター細胞を用いることで ADCC 

活性が誘導されることが示された。さらに、この抗体を改変することによりターゲット細

胞に対しヒト由来細胞をエフェクターとした ADCC 活性を誘導させ、臨床応用できる可能

性が示唆された。また、過去に抗原提示細胞に内在化でき、ADCC 活性や CDC 活性を示

す抗体の産生方法が開発されているが[39]、これらの特性がどのような抗体またはエピトー

プに対しても発現可能であるわけではない[40]。本研究で使用した抗 podopalanin 抗体は効

率的に podoplanin 陽性細胞に内在化できることが過去に報告されており[21]、さらに今回免

疫エフェクター活性を誘導することが示されたことから、両者の特徴を持ち合わせた臨床

上有用な抗体となり得ることが示唆された。しかし、抗体療法を実現化するにはいくつか

の問題点も存在する。ADCC 活性におけるエフェクター細胞上の抗体結合部位である Fc

γ受容体Ⅲa  (FcγRⅢa) 遺伝子には 158 位における多型 (FcγⅢa 158 V/F) が存在する

が、低感受型である F タイプはホモ型・ヘテロ型併せてヒトの 70～80％にあたり、抗体と

の反応性、ひいては抗体医薬品に対する応答性の違いや奏功率に関係していることが知ら

れている[41-43]。さらに、患者の体内では NK 細胞の数の減少や質の悪化も考えられ、効

果への影響が懸念される。また、活性の低い治療抗体は多量の投与を必要とするため、副



 

101 / 109 

 

作用の発現や高額な薬剤費が問題となる。近年、これらの臨床応用上の問題を解決するた

め、抗体の糖鎖修飾技術[44-46]やアミノ酸改変技術[47]など FcγR への親和性を高める技

術の開発が発展している。その他にも、NK 細胞のアゴニスト抗体を治療抗体とともに用い

るとトラスツズマブによる ADCC 活性を増強させた[48]といった報告もある。このような

技術により強力な ADCC 活性増強を付加する抗体開発が可能であると考えられる。これら

の点をふまえたさらなる詳細な検討により、抗 podoplanin 抗体が悪性胸膜中皮腫治療の

新たな選択肢となる可能性が期待できる。



 

102 / 109 

 

小括 

 

本研究により podoplanin は悪性胸膜中皮腫細胞および臨床組織における発現頻度が高く、

悪性胸膜中皮腫治療における新規標的分子となる可能性が示唆された。また、抗 podoplanin 

抗体 NZ-1 とその改変型キメラ抗体が悪性胸膜中皮腫に対し CDC 活性および ADCC 活

性を誘導し、さらに生体モデルにおいて腫瘍増殖抑制効果を発揮するという新たな知見が

見出された。本研究は、悪性胸膜中皮腫に対する新規治療法として podoplanin 特異的抗体

療法を提案するものである。本研究により、ヒト由来のエフェクター細胞により抗腫瘍活

性が示されたことは、ヒトを対象とした悪性胸膜中皮腫に対する抗体療法を実現する上で

非常に意義深いと考えられる。
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略語一覧 

 

ADCC : antibody-dependent cellular cytotoxicity 

BSA :bovine serum alubmine 

CDC : complement-dependent cytotoxicity 

DAB : diaminobenzidine 

DMSO : dimethyl sulfoxide 

EDTA : ethylendiaminetetraacetic acid 

FBS : fetal bovine serum 

IMIG : InternationalMesothelioma Interest Group 

LSM : lymphocyte separationmedium 

MFI : mean fluorescence intensity 

MSFI : mean specific fluorescence intensity  

MNC :mononuclear cell 

MTT : 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyltetrazoliumbromide 

NK : natural killer 

PBS : phosphate-buffered saline 

RPMI : Roswell Park Memorial Institute 

SCID : severe combined immune deficiency 

SDS : sodium dodecyl sulfate 

SPF : specific pathogen free

http://lsd.pharm.kyoto-u.ac.jp/weblsd/c/begin/phosphate-buffered%20saline
http://ejje.weblio.jp/content/severe+combined+immune+deficiency
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結論 

 今回、我々は臨床応用を目的とした腫瘍免疫系を用いた抗腫瘍効果に関する検討を行っ

た。第 1 部では樹状細胞を用いた抗腫瘍効果に関して検討した。本研究では成熟樹状細胞

が可溶型血管内皮成長因子受容体１を産生することを初めて明らかにした。さらに、生体

モデルにおいても抗血管新生抑制効果、それに伴う抗腫瘍効果を示すことを明らかにした。

第 2 部では抗 podoplanin 抗体を用いて検討を行った。本研究では NZ-1 とその改変型キメラ

抗体が悪性胸膜中皮腫に対してCDC活性およびADCC活性をを誘導することを明らかにし

た。さらに、生体モデルにおいても腫瘍増殖抑制効果を発揮することを明らかにした。 

現在、樹状細胞療法や抗体療法においても臨床への応用が期待される研究が次々と報告

されているなかで、我々の研究結果も、樹状細胞療法あるいは抗体療法の研究に大いに寄

与するものと考えられる。今後は治療法を確立し、早期の臨床試験への応用を目指してさ

らなる詳細な検討を行っていきたいと考えている。
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