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ファージディスプレイ法を用いた腫瘍組織血管抗体の創製
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Tumor blood vessels are essential for tumor growth. Therefore, these blood vessels are potential targets for anti-
cancer therapy. The purpose of this study is to develop anti-tumor endothelial cell (TEC) antibodies for delivering anti-
cancer agents or drugs. To achieve this goal, we utilized the phage antibody display library method to create monoclonal
antibodies in vitro. Accordingly, we developed anti-TEC antibodies from an single chain Fv fragment (scFv) phage dis-
play library prepared using the Fv genes ampliˆed from the mRNAs isolated from the TEC-immunized mice. The size of
the phage antibody library prepared from the mRNA of the TEC-immunized mice was approximately 1.3×107 CFU. To
select and enrich for the phages displaying the anti-TEC antibodies, cell panning was performed ˆrst using the TEC fol-
lowed by subtractive panning using the normal endothelial cell. After ˆve cycles of panning, the a‹nity of bound phage
clones increased approximately 10 000 folds. Subsequently, clones isolated from the post-panning output library were
tested for their antigen-speciˆcity by ELISA and western blotting. One of the scFv phage clones showing antigen-
speciˆcity recognized only TEC in vitro, and when injected into the Colon26 bearing mice, this clone accumulated more
on the tumor tissue than the wild type phage. These results suggest that the isolated an antibody and this clone's target
molecule could be potentially useful for novel anti-tumor therapies.
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1. はじめに

医療技術の進歩に伴い，各種疾患の治療成績は年

々向上している一方で，「悪性新生物：がん」は

1981 年にわが国における死因の第 1 位となって以

来，その死亡者は年々増加し，現在では死因全体の

約 3 割を占めている．このように，「がん」を克服

できていない現状から，新たながん治療法，診断法

の確立が待望されている．

腫瘍組織は，その体積が 1 mm3 を超えて増大す

る際，血管より最も離れた中心部位は低酸素状態に

ある．13)そして，HIF 等を介してその低酸素シグ

ナルは腫瘍細胞に伝わり，腫瘍細胞が VEGF，b-

FGF 等の血管新生誘導因子を産生し，新たな血管

を既存の血管より誘導してくることが知られてい

る．47)この腫瘍により誘導された血管は，腫瘍細

胞への酸素・栄養の供給，腫瘍細胞からの老廃物の

除去という腫瘍にとってまさにライフラインとも言

うべき機能をしており，腫瘍組織の維持，増大に必

要不可欠である．8,9)さらに，この腫瘍組織血管の誘

導は腫瘍の増大だけでなく，腫瘍血行性転移の経路
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としても機能している．このように腫瘍組織血管は

腫瘍組織にとって必要不可欠な存在であるため，腫

瘍組織血管に対して傷害を誘導することは腫瘍組織

に致死的なダメージを与えることになり，腫瘍の退

縮及び，転移の抑制が期待できる．このような背景

も相まって，現在，この腫瘍組織血管を標的とする

ような分子標的医薬品の開発が盛んに進められてい

る．

近年，疾患関連分子に対する分子標的治療を可能

とするモノクローナル抗体が脚光を浴びている．そ

の優れた抗原特異性から，モノクローナル抗体は診

断薬1014)として，さらには最近，抗体医薬として応

用が非常に注目され，研究，臨床開発が盛んに行わ

れており，現在，基礎研究段階のものを含めれば，

約 400 以上もの抗体医薬品の研究開発が進められて

いるとされている．1520)また，2007 年の抗体医薬品

の世界市場は約 263 億 3800 万ドル（約 2 兆 3800 億

円）で，2013 年には約 490 億 5500 万ドル（約 4 兆

4300 億円）まで拡大すると予想され，まさに熾烈

な研究合戦が世界規模で展開中である．本邦におい

ても，乳がんにおいて過剰発現が認められる erbB2

を標的とする Trastuzumab (Herceptin），2123)がん

の血管新生をターゲットとした抗 VEGF 中和抗体

である Bevacizumab (Avastin)24,25)を始め，徐々に

抗体医薬品が承認・上市されつつある．

腫瘍組織血管は正常組織血管と異なった性質を有

している26,27)ため，その細胞膜表面若しくは，分泌

タンパク質に特異的なタンパク質，いわゆるバイオ

マーカーが存在している可能性が考えられるが，腫

瘍組織血管特異的なバイオマーカー，及びその抗体

については世界的に認められる分子はいまだに発見

されていないというのが現状である．腫瘍組織血管

特異的ではないが，唯一の重要な指標となっている

のは血管新生において非常に重要なシグナル系であ

る VEGF ファミリーの VEGFR1(Flt1），VEGFR2

(Flk1/KDR）の発現上昇のみである．2830)そこで

本研究では，新規がん治療薬，腫瘍組織血管特異バ

イオマーカー探索の強力なツールとなり得る，腫瘍

組織血管特異タンパク質に対する抗体の創製を従来

のハイブリドーマ法と比較して画期的な抗体創製法

であるファージディスプレイ法を用いて試みた．

2. ファージディスプレイ法

ファージディスプレイ法は 1985 年に Smith らに

よって報告され，31)バクテリオファージ内に存在す

るファージミドベクターへ外来遺伝子（ペプチド・

タンパク質・抗体等）を導入することで，バクテリ

オファージ表面に目的分子を発現させることを可能

とする技術であり，その分子はバクテリオファージ

のコートタンパク質（g3p）と融合した形態で発現

している．抗体作製への応用は 1990 年に McaŠerty

らが抗体機能ドメインを提示したファージディスプ

レイ法をハイブリドーマ法に代わる新しいモノク

ローナル抗体作製技術として報告したことに始ま

る．32) 1991 年には Marks らが免疫していないヒト

の末梢血リンパ球を出発材料に構築したファージ抗

体ライブラリから，ヒト生体成分や，ターキー卵白

アルブミン，ウシ血清アルブミンなど異種動物の抗

原に対するファージ抗体の分離を報告した．33)

繊維状ファージ M13 は環状の一本鎖ゲノム

DNA を持ち，そのまわりに 5 つのコートタンパク

質（g3p, g6p, g7p, g8p, g9p）が連結した細長い筒状

の構造をしており，大腸菌に感染して増殖するウイ

ルスである．ファージディスプレイは，これらのフ

ァージコートタンパクと外来ポリペプチドを融合し

た形で発現させることでファージ表面にディスプレ

イさせる方法である．

ファージディスプレイ法の特徴は，◯ 任意の外

来分子をファージ表面に提示できること，◯ 1 個

の宿主菌に 1 個のファージしか感染しないため

（pDNA incompatibility に寄与する），各ファージ

内の外来遺伝子とファージ表面に提示された外来遺

伝子産物が一致していること，◯ 種々の外来遺伝

子産物を提示したファージを数億種類以上の多様性

を有するライブラリとして容易に，かつ短期間（1

週間以内）で調製できること，◯ 宿主菌に感染さ

せることで簡便に特定のファージを増幅できること

にある．34,35)

外来遺伝子として一本鎖抗体（single chain varia-

ble fragment: scFv）遺伝子を用いるファージ抗体ラ

イブラリは，ファージ表面に数十万から数億以上の

レパートリーを有する抗体機能性ドメインである

VL 領域と VH 領域をリンカーで連結した scFv 抗

体を発現させるものである（Fig. 1）．このライブ

ラリから標的タンパク質へ特異的に結合するクロー

ンを選択・回収し，増幅する操作（パンニング）を

繰り返すことによって，標的タンパク質に結合する
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Fig. 1. The scFv Phage Display System
Fig. 2. Development of the Tumor Endothelial Cell Model

Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) cultured in Colon26
carcinoma-conditioned medium (Colon26 CM-HUVEC) were used as model
TECs.
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scFv 抗体分子を表面提示したファージをスクリー

ニングすることが可能である．36,37)しかも得られた

ファージは目的抗体をコードする遺伝子を内封して

いるため，抗体の遺伝子配列も同時に獲得すること

が可能である．このように，ファージディスプレイ

抗体ライブラリは in vitro で生体内の抗体産生系を

模倣し，さらに生体の免疫系から独立した抗原の種

類を選ばない優れた抗体創製システムとして，抗体

医薬開発に大きく貢献している．

3. 抗腫瘍組織血管抗体の創製

3-1. 腫瘍組織血管内皮細胞モデル 抗腫瘍組

織血管抗体を創製するためには，腫瘍組織血管内皮

細胞を獲得しなければならないが，腫瘍組織血管内

皮細胞のみを生体内腫瘍組織から単離することは非

常に困難である．そこで筆者らはがん細胞の培養上

清（Conditioned Medium: CM）を用いることで，

in vivo の腫瘍組織血管内皮細胞を模倣した腫瘍組

織血管内皮細胞モデルを in vitro の系で再構築し，

このモデル細胞から抗原タンパク質を調製後，これ

を用いて抗体創製を試みた．本検討ではマウス結腸

がん細胞（Colon26）の CM で培養したヒト臍帯静

脈血管内皮細胞（HUVEC）を腫瘍組織血管内皮細

胞モデル（Colon26 CM-HUVEC）とした（Fig. 2）．

この腫瘍組織血管内皮細胞モデルは，生体内腫瘍

組織血管内皮細胞に特徴的な性質である細胞間透過

性の亢進を示し，38)また腫瘍組織血管内皮細胞モデ

ルの膜抗原を樹状細胞にパルス後，この樹状細胞を

マウスに免疫したところ，in vivo において，副作

用を引き起こすことなく腫瘍組織血管特異的な傷害

性が誘導され，それに伴う抗腫瘍効果が観察された

（未発表データ）．さらには，2 次元電気泳動解析に

より，その特異的抗原タンパク質の存在が明らかと

なった（未発表データ）．

これらのことから，この腫瘍組織血管内皮細胞モ

デルは生体内の腫瘍組織血管内皮細胞と全く同じ特

異的抗原タンパク質を発現している可能性が非常に

高いと考えられる．

3-2. 腫瘍組織血管内皮細胞モデル免疫抗体ライ

ブラリの作製 現在，ファージ抗体ライブラリと

しては，免疫していない動物や健常人の B 細胞を

由来とした「ナイーブファージ抗体ライブラ

リ」39,40)と免疫した動物や疾患患者の B 細胞を由来

とした「免疫ファージ抗体ライブラリ」41)の 2 種類

が主に用いられている．各ライブラリにはそれぞれ

長所・短所があり，「ナイーブファージ抗体ライブ

ラリ」は抗体遺伝子に偏りのない多様性に富んだ抗

体ライブラリを獲得できるという長所を持つ一方

で，抗原結合力の強い抗体を得ることが困難である

という短所も持ち合わせている．また，「免疫ファー

ジ抗体ライブラリ」は抗原結合力の強い抗体を得る

ことができるという長所を持つ一方で，免疫状態に

偏りがあるため，「ナイーブファージ抗体ライブラ

リ」と比較して得られる抗体ライブラリは多様性に

乏しいという短所を持つ．このように両ライブラリ

は一長一短であるため，目的に合わせて使い分ける

必要がある．

本検討では最終的に獲得した抗体を抗原探索・解

析のツールとしてだけでなく，ドラッグデリバリー

のツールとして用いる狙いがあるため，より強力な

結合力を有する抗体を獲得可能な「免疫ファージ抗

体ライブラリ」を作製した．

免疫原として腫瘍血管内皮細胞モデルである

Colon 26 CM-HUVEC を BALB/c マウスに一週間

おきに 2 回免疫を行った．次に，マウスの Colon26

CM-HUVEC に対する抗体価を測定後，脾臓を回収
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Fig. 3. Development of the Tumor Endothelial Cell Immune
Antibody Library

The single chain antibody fragment variable (scFv) phage display libra-
ry was prepared by amplifying the Fv genes from the mRNA derived from
the TEC-immunized murine splenocytes.

Fig. 4. Antibody Selection by Subtraction Cell Panning
Anti-TEC antibodies were selected by cell panning against Colon26 CM-

HUVEC with subtractive panning against normal HUVEC.
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し，mRNA を回収した．続いて，この mRNA をテ

ンプレートに cDNA を作製し，PCR により抗体の

VL, VH 領域の DNA の増幅を行った．さらに，増

幅した VL, VH 領域の DNA を連結させる assem-

bly PCR を行い，scFv DNA を作製した．そして，

この scFv DNA をファージミドベクター（pCAN-

TAB5E）へクローニングした．最後にクローニン

グ後のファージミドベクターを大腸菌（TG1）へエ

レクトロポレーションにより導入した．構築したラ

イブラリのライブラリサイズは大腸菌の形質転換効

率より算出した．その結果，構築した抗体ライブラ

リは 1.3×107 CFU という抗体多様性を保持してい

た（Fig. 3）．

3-3. 抗腫瘍組織血管抗体のスクリーニング

　機能性分子を獲得するためのスクリーニング系の

設計はファージディスプレイ法のみならず，ディス

プレイ技術を駆使する場合のキーテクノロジーとし

て重要視される．精製抗原が入手可能な場合は，固

層化法（パンニング）やビオチン化抗原とストレプ

トアビジン固定化担体を用いたスクリーニング方法

が主要な選択系として用いられている．しかし，各

スクリーニングを効率よく行うためには，対照抗原

の目的エピトープを被覆，あるいは変性させない工

夫が必要であり，さらには反応温度や洗浄条件，塩

濃度など複数の要因が影響する．

今回，われわれは精製された抗原タンパク質を獲

得しているため，抗体ライブラリから抗腫瘍組織血

管抗体を選別するスクリーニング系として簡便なパ

ンニングを選択した．パンニングはファージ抗体ラ

イブラリ内から，固層化した標的タンパク質へ特異

的に結合するクローンを選択・回収し，増幅する操

作であり，このパンニングを繰り返すことによっ

て，標的タンパク質に結合する scFv 抗体分子を表

面提示したファージを選別・濃縮することが可能で

ある（Fig. 4）．

近年，臨床で用いられている抗体医薬品は細胞膜

表面の膜タンパク質，若しくは血中に遊離している

機能性タンパク質（レセプターアゴニスト等）を認

識する抗体である．今回創製する抗体の将来的な展

望として，創出した抗体をドラッグデリバリー，ま

た診断のツールとして使用することを目的としてい

るため，創製する抗体は細胞内タンパク質ではな

く，細胞外表面上の膜タンパク質を認識する抗体で

あることが必須条件であると考えられる．このこと

から，われわれはパンニングにより抗体を選別する

際に用いる標的抗原には，調製時に破壊された細胞

の細胞内タンパク質が混入する恐れのある，細胞抽

出抗原タンパク質（細胞ライセート，ブタノール抽

出膜抗原タンパク質等）を用いるのではなく，生細

胞をそのまま標的抗原として用いることが最適であ

ると考えた．

さらに，抗腫瘍組織血管抗体を創製するにあたっ

て，われわれが非常に重要であると考えていること

は，いかに副作用の少ない抗体を選別するかであ

る．腫瘍組織血管は正常組織血管内皮細胞が腫瘍細

胞の産出する液性因子（サイトカイン，ケモカイ
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Fig. 5. Enrichment of Antibodies to Tumor Endothelial Cell
Model by Subtraction Cell Panning
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ン，増殖因子等）により腫瘍組織へ誘導され，増殖

することで，形成されると考えられている．このた

め，腫瘍組織血管内皮細胞は正常組織血管内皮細胞

と構成タンパク質の大部分が類似していると考えら

れる．事実，われわれが構築した腫瘍組織血管内皮

細胞モデルにおいても，2D-DIGE 比較解析の結

果，正常組織血管内皮細胞と構成タンパク質の大部

分が類似していた．このことからも，パンニングの

際，腫瘍組織血管内皮細胞モデルのみを用いてしま

うと，正常組織血管内皮細胞と交差性を持つ抗体が

選別されてくる可能性が非常に高い．そこで，腫瘍

組織血管内皮細胞モデルと抗体ライブラリファージ

を結合させる前に，正常組織血管内皮細胞と結合さ

せるサブトラクションセルパンニングを行うことで

腫瘍組織血管内皮細胞モデル特異抗体の選別・濃縮

を図った（Fig. 4）．

まず，抗体ライブラリファージを HUVEC と結

合させ，正常組織血管と結合する抗体ファージを除

去し，遊離している抗体ファージを Colon26 CM-

HUVEC と結合させた．非特異的結合ファージを洗

浄後，Colon26 CM-HUVEC 結合抗体ファージを回

収し，大腸菌に感染させ，増幅した．このサブトラ

クションパンニングを計 5 回行った結果，パンニン

グ前のファージ抗体ライブラリ（input ファージ）

とパンニングにより回収されたファージ（output

ファージ）の比率は，5th パンニング時では，1st

パンニング時と比較して，約 10000 倍という高い比

率を示したことから，Colon26 CM-HUVEC 特異的

に結合する抗体ファージの選別・濃縮に成功したと

推測される（Fig. 5）．

さらに，抗体アミノ酸配列を確認するため，各パ

ンニングラウンドのファージ抗体をモノクローン化

後，インサート PCR を行い，scFv DNA の増幅が確

認されたクローンの scFv アミノ酸シークエンスを

解析した．その結果，2 種類の scFv のアミノ酸シー

クエンス解析に成功した（未発表データ）．獲得した

2 種類の scFv は抗体の抗原認識性を決定する上で

非常に重要である 3 ヵ所の相補性決定領域（com-

plementarity-determining regions: CDR1, CDR2,

CDR3）を保有し，最も多様性に富むとされている

CDR3 領域の中で特に，VH の CDR3 領域において

は，アミノ酸の種類，数ともに全く異なっていた．

3-4. 獲得抗体の特性評価 獲得抗体の in vitro

における抗体特性評価として，ELISA, western

blotting による抗原結合性評価，及び抗原分子量の

探索を行った（Fig. 6）．

ELISA による抗原結合性評価の結果，Clone 1 フ

ァージ抗体は，Colon26 へは結合性は示さない一方

で，Colon26 CM-HUVEC へは HUVEC への結合

性と比較して約 2 倍の抗原結合性を示した．さらに

このファージ抗体の抗原分子量を探索するため，

Clone 1 ファージ抗体を用いて western blotting を

行った．

Western blotting の結果，Clone 1 ファージ抗体

は分子量約 45000 Da のタンパク質に対して結合性

を示し，そのバンドの発光強度は ELISA での結果

とほぼ相関していた．また，この抗原タンパク質は

腫瘍組織血管に高発現しているとされている

VEGFR2 とは異なる分子量を示していたことから，

VEGFR2 以外の新規腫瘍組織血管マーカーである

可能性がある．

さらに獲得抗体の in vivo での腫瘍組織集積性を

評価するため，獲得ファージ抗体を担がんマウスへ

静注し，全身灌流後，腫瘍組織を摘出した．その腫

瘍組織内のファージ titer を計測することで獲得抗

体の腫瘍組織集積能を評価した．In vitro における

Colon26 CM-HUVEC への抗原結合性を示した

Clone 1 ファージ抗体を担がんマウスへ投与したと

ころ，有意差は得られなかった（p＝ 0.08）が

Clone 1 ファージ抗体は野生型ファージと比べて約
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Fig. 6. Evaluation of Antibody Binding Activity in Vitro
(a: ELISA, b: Western blot). The binding speciˆcities of the phage an-

tibodies were assessed in vitro by using ELISA and Western blotting.

Fig. 7. Evaluation of Antibody Binding Activity in a Pilot
Study in Vivo

The binding speciˆcities of the phage antibodies were assessed in vivo by
analyzing their accumulation on the tumor tissue. n＝3, p＝0.08.
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1.8 倍の腫瘍集積性を示す傾向にあった（Fig. 7）．

この有意差が得られなかった原因は，抗体をファー

ジ上に提示した状態で用いていることから，ファー

ジが持つ非特異的吸着性の影響を受け，本来得られ

るべき差異がマスクされてしまったためとわれわれ

は推測している．そこで今後，より詳細に獲得した

抗体の抗原認識性を評価するため，得られた Clone

1 の遺伝子をもとに，抗体のみを精製し，再検討す

る予定である．なお，Clone 2 に関しても現在，同

様に特性評価を行っている．

4. おわりに

本研究の結果，抗腫瘍組織血管抗体の創製に成功

した．今後は免疫沈降法，質量分析法を駆使して各

抗体の抗原タンパク質を同定し，それら抗原タンパ

ク質の機能，生体分布評価を行う予定である．将来

的に本研究により創製した抗体，その抗原が，がん

治療，診断及び腫瘍組織血管研究の進展に大きく貢

献することを期待している．
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