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緒論

癌細胞に結合する抗体に、細胞毒性を有する薬物を結合させた抗体薬物複合体

（Antibody-Drug Conjugate：ADC）は、選択的かつ効果的に癌細胞を死滅させることで、

既存の化学療法剤と比較して広い治療域が期待される次世代抗体医薬品である。その作用

メカニズムとしては、まず癌細胞上に発現する標的抗原に ADC が結合後、細胞内に内在化

する。その後細胞内にて結合薬物が放出され抗癌作用を発揮するというものである[1]。現

在 2 品目の ADC が上市されている。抗 CD30 抗体に Monomethyl auristatin E（MMAE）を

結合させた SGN-35（商品名；Adcetris）がホジキンリンパ腫と未分化大細胞リンパ腫の治

療薬として[2,3,4]、また、抗 HER2 抗体であるトラスツズマブに DM1 を結合させた T-DM1

（商品名；Kadcyla）は ADC として初めて固形癌（乳がん）を適応症として 2013 年に FDA

に認可されている[5,6,7]。これらはいずれも抗体 1 分子に対して、平均 3 から 4 個程度のチ

ューブリン重合阻害剤が結合されており、ともに優れた治療効果を示しその治療利用が広

がっている。現在約 30 の ADC 品目が臨床試験を行っており ADC は将来的にも適応拡大が

期待される次世代抗体の一カテゴリーとして注目度が高まっている[8]。

Figure 1. Mechanism of action of antibody-drug conjugate 
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ADC の基本概念、すなわち、抗癌剤を抗体に結合しミサイル療法に用いる、という概念

は 1980 年代から提唱されてきたものの、プロトタイプの製剤では目ぼしい臨床成績が得ら

れない状態が長らく続いていた。ADC は抗体部分、薬物部分、それらを結合するリンカー

部分の 3 つの要素から構成されるが、ADC に適した薬物の選択、生体内でのリンカーの安

定性に加え、抗体取得技術の向上や薬剤送達能の高い抗体を選択する技術の育成に時間を

要したことが原因と考えられる。第一世代のADCであるgemtuzumab ozogamicin（Mylotarg）

は抗 CD33 抗体に DNA アルキル化剤を結合させた ADC であり、CD33 陽性の再発急性骨

髄性白血病の治療薬として 2000 年に承認されたが[9]、その 10 年後、市販後臨床試験にて

製剤安定性及び有効性不足が示され承認取り下げとなった[10]。その後 Seattle Genetics 社

及び Immunogen 社の 2 社の活躍により生体内でより安定で安全、そして腫瘍細胞への薬剤

送達率の良い ADC 技術の開発が進み、第二世代の ADC である SGN-35、T-DM1 が誕生し

た。

現在臨床試験中の ADC の大多数は、MMAE や DM1、またはそれに類似したチューブリ

ン重合阻害剤が結合した ADC であり、主に Seattle Genetics 社もしくは Immunogen 社の

技術を適用した ADC である[8]。しかしながら、臨床試験において血小板減少症、好中球減

少症、末梢神経障害など血中で遊離した結合薬物に起因すると考えられる用量規定毒性

（DLT：dose limiting toxicity）が複数見受けられ[11]、期待ほどの広い治療域を満たすこと

が出来ていない品目が多い。すなわち既存の ADC 技術には未だ改良の余地が多く残されて

おり、より安全で、かつより強力な治療効果を示す ADC、そして複数の抗体に適用可能な

ADC 技術の創製が期待されている状況である。

ここで、ADC 領域における現状の課題について以下にまとめた。

1) 薬物の種類に限りがあること
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2) リンカーの不安定性

3) 薬物結合数に上限があること

4) 製剤中の結合薬物量の分布が不均一であること

1)については前述の通りチューブリン重合阻害剤が結合した ADC が多く存在するため、

これら ADC に対し無効または耐性化した腫瘍に対して有効で、より広い抗腫瘍スペクトル

を有する薬物の選定が求められている。2)についても前述の通りであるが、血中に遊離した

薬物に起因する毒性発現が問題となっており、血中でより安定なリンカーの設計が必要で

ある。T-DM1 では非臨床試験及び臨床試験における pharmacokinetics（PK）解析において、

血中での総抗体量と ADC 量の乖離、すなわち結合薬物の遊離が観察されており[5,12,13]、

リンカーの改善により毒性軽減が期待できると同時に、血中 ADC 量増加による有効性の増

大も期待できる。3)も重要な課題である。理論上、抗体に多くの薬物を結合させたほうが高

い有効性が期待され、実際 SGN-35 でも薬物結合数増加に依存した in vitro の細胞障害活性

の増大が認められている[14]。しかしながらマウス血中では薬物結合数増加に依存した血中

クリアランスの増大が認められ、in vivo 抗腫瘍活性は 4 個結合体のほうが 8 個結合体より

も高かった[14]。薬物結合数増加に伴い ADC 体の物性が悪化したことが血中クリアランス

増大の原因であると考えられる。従って、SGN-35 及び T-DM1 の平均薬物結合数

（Drug-to-antibody ratio: DAR）は 3-4 程度に制御されている。今後は多くの薬物を結合し

ても良好な物性プロファイルを示す ADC の設計が有効性増強のために求められる。最後に

4)について説明する。SGN-35、T-DM1 いずれの ADC も製剤中には 0 個結合体から 8 個結

合体が混在しており、その平均値が 3-4 であることが報告されている[15]。すなわち製剤中

の薬物分布が不均一であり製造コントロールが難しい。また、この場合 3)にも関連するが、

製剤中に存在する 8 個結合体は血中にて早くクリアランスされ、有効性の低下及び毒性の

発現にも影響する。
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このような背景を踏まえ、本研究では現状の課題を克服可能な新規ADC技術、すなわち、

チューブリン重合阻害剤以外の作用機作の薬物を搭載し、血中で安定であり、高 DAR 化が

可能で、薬物分布が均一な ADC 技術の確立を目指し研究を行った。
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本論

第1章 DNA Topoisomerase I 阻害剤を用いた ADC 技術の確立

イリノテカンなどの DNA topoisomerase I 阻害剤は臨床において大腸癌[16]、胃癌[17]な

ど幅広い癌腫[18,19,20]に対し用いられており、その作用メカニズムとして、topoisomerase 

I と DNA の complex に結合、安定化させ DNA 二重鎖切断を誘導し、細胞をアポトーシスに

導くことが知られている[21]。我々は過去にイリノテカン、そして新規 topoisomerase I 阻

害剤 exatecan（開発コード；DX-8951）の臨床開発を進めてきた。Exatecan はイリノテカ

ンの活性本体である SN-38 よりも強い DNA トポイソメラーゼ I 阻害活性を有し、in vitro

で種々の癌細胞に対して、より強い殺細胞活性が認められている[22]。また、マウスのヒト

腫瘍皮下移植モデルでも強い抗腫瘍効果が認められ[23]、臨床試験でも一定の効果が認めら

れたものの当時の開発意思決定により上市には至らなかった化合物であった[24]。今回この

ような研究開発経験を活かし、topoisomerase I 阻害剤を用いた新規 ADC 技術の構築を行っ

た。抗体部分には T-DM1 により ADC としての有用性が証明されている抗 HER2 抗体、

trastuzumab を用いることとした。

Figure 2. Structure and topoisomerase I inhibitory activity of SN-38 and exatecan 

Exatecan (DX-8951) SN-38  
(Active metabolite of irinotecan)

Topo I assay IC50: 2.78 μM Topo I assay IC50: 0.25 μM
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第1節 実験材料と実験方法

ADC の合成

抗 HER2 抗体として Roche 社より購入した trastuzumab、または第一三共株式会社にて生

産した trastuzumab と同一のアミノ酸配列を有するモノクローナル IgG1 抗体を用いた。

ADCは、抗体鎖間のジスルフィド結合（-SS-）をTris 2-carboxyethyl phosphine hydrochloride

（TCEP）によりより還元して生成したチオール基（-SH）を、薬物リンカー末端のマレイ

ミド基にマイケル付加させて合成した。ADC の凝集体率はサイズ排除クロマトグラフィー

を用いて分析した。

DAR 算出と結合薬物分布解析

DAR は、UV 測定法により ADC の吸収波長を測定することで、抗体および薬物のモル吸光

係数から算出した。または、1,4-dithiothreitol (DTT) 還元により L 鎖と H 鎖を分離し、逆相

クロマトグラフィー分析により L0（L鎖）、L1（L鎖＋1 drug）、H0（H 鎖）、H1（H 鎖＋1 drug）、

H2（H 鎖＋3 drug）、H3（H 鎖＋3 drug）の各ピーク面積値から算出した。結合薬物分布は

疎水性相互作用クロマトグラフィー分析により解析を行った。

Topoisomerase I 阻害活性評価

SN-38 は東京化成工業株式会社から購入し、exatecan 及びその誘導体（DX-8951 derivative: 

DXd）は第一三共株式会社にて合成されたものを用いた。Topoisomerase I は super coiled 

DNA を relaxed form に巻き戻す酵素活性を有する。阻害剤添加後の super coiled form を検

出、定量することで阻害活性を算出した。Recombinant human topoisomerase I （TopoGEN, 

Inc.）0.1 ng を段階希釈した各阻害剤と 5 分間反応後、250 ng の super coiled DNA pBR322

（Inspiralis Ltd.）を添加し 25°C で 60 分間反応した。反応液をアガロースゲルにて電気泳
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動を行い、super coiled DNA のバンドを CCD イメージャー（E-BOX-VX2/20M、Vilber 

Lourmat）により定量した。Topoisomerase I 酵素無し、阻害剤無しのサンプルの阻害率を

100%、Topoisomerase I 酵素有り、阻害剤無しのサンプルの阻害率を 0%とした際の各阻害

剤の各濃度における阻害率を算出し、50%阻害濃度（IC50）を GraphPad Prism を用いて算

出した。

細胞

ヒト乳癌細胞株である KPL-4 は川崎医科大学紅林淳一教授から供与していただいた。ヒト

胃癌細胞株 NCI-N87、ヒト乳癌細胞株 SK-BR-3 及び MDA-MB-468、培地は各細胞の推奨培

地を用いた。MDA-MB-468 以外の細胞は 37°C､5% CO2下で培養し、MDA-MB-468 は 37°C､

CO2負荷無しの条件で培養した。

細胞障害活性評価

各細胞を 1000 cells/90 μL/well となるように 96 穴細胞培養用マイクロプレートに添加し一

晩培養した。翌日、培地で系列希釈した各 ADC 体、遊離薬物、または培地をマイクロプレ

ートに 10 μL ずつ添加し、6 日間培養した｡培養後、培養液と等量の CellTiter-Glo 

Luminescent Cell Viability Assay（プロメガ株式会社）を添加し、室温で 10 分間静置後にマ

イクロプレートリーダー（ARVO X3、パーキンエルマージャパン）で発光量を計測し、各

well の細胞生存率を下記式に従い算出した。

細胞生存率（%） = 100 × (T – B) / (C – B) 

T: 検体添加ウェルの発光量

C: 検体非添加ウェルの平均発光量

B: 培地ウェル（細胞無し）の平均発光量
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50%細胞増殖抑制濃度（IC50）は、Sigmoid Emax モデルまたは 50%細胞生存率を挟む 2 濃

度間の直線回帰法にて算出した。

フローサイトメーターによる HER2 発現解析

80 μL の wash buffer（5%FBS 入り PBS）に懸濁した各細胞に FITC 標識抗 HER2 抗体

（Anti-HER2/neu FITC、Becton, Dickinson and Company）または FITC 標識コントロール

mIgG1（FITC Mouse IgG1, Isotype Control、Becton, Dickinson and Company）を 20 μL ず

つ添加した。氷上、遮光下で 20 分間染色後、wash buffer で 2 回洗浄し、0.5 μg/mL の

propidium iodide（Thermo Fisher Scientific 株式会社）を含む wash buffer に懸濁後セルス

トレイナーを通して細胞を回収した。フローサイトメーター（FACS Calibur, Becton, 

Dickinson and Company）により各サンプルの生細胞（propidium iodide で染色されない細

胞集団）の FITC 強度を測定し、相対平均蛍光強度（relative MFI、rMFI）を以下式により

算出した。

rMFI = 100 × T / C 

T：FITC 標識抗 HER2 抗体処理細胞の平均蛍光強度

C：FITC 標識コントロール mIgG1 処理細胞の平均蛍光強度

抗腫瘍活性試験

雌性ヌードマウス（CAnN.Cg-Foxn1nu/CrlCrlj）は5週齢で日本チャールスリバー株式会社

から購入した。購入後、室温23°Cおよび湿度55%に設定したspecific pathogen-free（SPF）

設定動物室内の個別換気ケージ内で飼育を行った。マウスはγ線照射固形飼料（FR-2、株式

会社フナバシファーム）および塩素添加上水道（1-5 ppm）の自由摂取による飼育を行い、

入荷後1週間以上の馴化期間を経た後に、実験に供した。いずれの実験も第一三共株式会社

社内規定「実験動物に関する細則」に従って実施した。拡大培養したNCI-N87を移植日に回
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収し、生理食塩水（大塚製薬工場）1 × 108 cells/mLとなるように懸濁、調製し、100 μLず

つ雌ヌードマウスの右腋窩部皮下に移植した。推定腫瘍体積が100-300 mm3となった時点で

推定腫瘍体積を指標に群分けを実施した。

推定腫瘍体積は電子デジタルノギスを用いて腫瘍の長径（mm）と短径（mm）を測定し、

下記式に従って算出した。

推定腫瘍体積 (mm3) =
長径×短径

2

2

群分け日をDay 0と規定し、全てのADCをマウス体重に対し10 mL/kgの液量でDay 0に尾静

脈投与した。群分け後週に2回、腫瘍の長径と短径を測定した。最終測定日の各群の腫瘍増

殖抑制率（Tumor Growth Inhibition; TGI、 %）は下記式に従って算出した。

TGI (%) = (1-T / C) × 100 

T: ADC 投与群の推定腫瘍体積の平均値

C: 溶媒投与群の推定腫瘍体積の平均値

ELISA 法による結合活性評価

イムノプレートに 2.5 μg/mL の His タグ標識されたヒト HER2 細胞外ドメイン蛋白を一晩

4°C でコーティングし、翌日ブロッキング、系列希釈した human IgG1、抗 HER2 抗体また

は ADC を 37°C で 1.5 時間反応させた。洗浄後、2 次抗体として HRP 標識抗ヒト IgG を

37°C で 1 時間反応させ、再洗浄後に TMB solution を添加し 450 nm の吸光度をマイクロプ

レートリーダーにて測定した。
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ELISA法によるリン酸化 Aktの検出

SK-BR-3細胞を 96穴細胞培養用マイクロプレートに播種し 4日間培養後、系列希釈した各

ADCを添加し 24時間接触させた。その後細胞を溶解し lysate中の pAkt量及び total Akt量

を PathScan Phospho-Akt1 (Ser473) Sandwich ELISA Kit及び PathScan Total-Akt1 

(Ser473) Sandwich ELISA Kit（ともに Call Signaling Technology, Inc.）を用いて添付文書に

従い測定した。Relative pAkt（%）は検体添加 wellの pAkt量を検体非添加 wellの pAkt量

で割ることで算出した。各 wellの pAkt量は各 wellごとの total Akt量で補正したものを用

いた。

ADCC活性

抗体依存性細胞傷害（Antibody-Dependent-Cellular-Cytotoxicity、ADCC）活性はエフェク

ター細胞として健常人から採取したヒト末梢血単核細胞（PBMC）を、ターゲット細胞とし

て SK-BR-3を用いて評価した。エフェクター細胞（2×105 cells）と Cr51ラベルしたターゲ

ット細胞（1×104 cells）を human IgG1、抗 HER2抗体または ADCと混和した。4時間培

養後培養上清中にターゲット細胞から遊離した Cr51を検出することで ADCC活性を求めた。

ウエスタンブロッティング法

KPL-4細胞に対し抗 HER2抗体、DS-8201a、DXd (1)を処理し、24、48、72時間後に細胞

を回収し、Halt protease & Phosphatase Inhibitor Cocktailを添加したM-PER lysis buffer（と

もに Thermo Fisher Scientific Inc.）にて溶解し lysateを得た。Lysateは還元及び変性処理

を行い、SDS-PAGEに供し、PVDF膜に転写した。ブロッキング後、1次抗体として

anti-phospho Chk1 (Ser345; 133D3) rabbit mAb、anti-Chk1 (2G1D5) mouse mAb、

anti-cleaved PARP (Asp214) antibody、anti-  actin (8H10D10) mouse mAb（以上 Cell 

Signaling Technology Inc.）、anti-phospho Histone H2A.X (Ser139) antibody（Millipore）及
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び anti-phospho Histone H2A.X antibody（Abcam Plc.）を規定の希釈倍率で 4°Cで反応さ

せた。その後メンブレンを洗浄し、蛍光標識 2次抗体を SNAP intradermally（Millipore）を

用いて 10分間室温で反応させた。メンブレンの蛍光を Odyssey imaging system（LI-COR 

Inc.）で検出した。

血中安定性評価

DS-8201a を終濃度10 μg/mLとなるようにマウス、ラット、サルまたはヒト血漿に混和し、

DXd(1)の遊離を 21日間経時的に LC/MS-MSを用いて測定した。

薬物動態評価

DS-8201aを 3 mg/kgの投与量で雌性のカニクイザルに静脈内投与した。血漿中 DS-8201a、

総抗体、及び DXd(1)濃度を投与後 672時間まで経時的に測定した。血漿中 DS-8201a及び

総抗体濃度を ligand-bindingアッセイ法にて測定した。検出下限は 0.100 μg/mLであった。

血漿中 DXd(1)濃度は LC/MS-MSにて測定した。検出下限は 0.100 ng/mLであった。

安全性試験

DS-8201aを SDラットまたはカニクイザルに 3週間おきに 6週間間歇静脈内投与した。試

験を通じて一般症状、体重、摂餌量及び病理を観察した。最終投与の翌日に剖検した。さ

らに回復性を評価するためラットでは 9週間、サルでは 6週間の回復期間を設けて更に観

察を継続した。



14 

第2節 Exatecan誘導体（DXd）を用いた ADC技術の開発

複数のリンカー構造を検討した。はじめに、ADCの基本骨格としてマレイミド構造とグ

リシン-グリシン-フェニルアラニン-グリシンからなるテトラペプチドから構成されるリン

カーを用い、exatecanと抗体を結合させた。抗体への結合様式としては抗体を還元するこ

とで得られる鎖間システイン残基への結合を採用した。このテトラペプチドは細胞内リソ

ソーム酵素によって切断される配列であることが過去の研究で報告されている[25]。この基

本構造の ADC（entry 1）は HER2陽性 KPL-4細胞に対し IC50値が 1 nMを下回る強い細胞

障害活性を示したが、凝集体含有率が 26%と高く生体内での不安定性が懸念される（Table 

1）。そこで凝集体含有率の低減を目的に、Figure 3の X部分にアルキル鎖長の異なるスペ

ーサーを挿入し、各 ADCの凝集体含有率及び細胞障害活性を評価した。

Figure 3. Development of linker-payload (1) 

Table 1. Development of linker-payload (1) 

Entry X DAR Aggregate (%) KPL-4  IC50 (nM)

1 None 3.4 26 0.33

2 -NH-CH2-(C=O)- 3.2 3 0.39

3 -NH-(CH2)2-(C=O)- 3.8 2 0.07

4 -NH-(CH2)3-(C=O)- 2.6 3 0.05
5 -NH-(CH2)4-(C=O)- 3.4 4 0.07

6 -NH-(CH2)5-(C=O)- 2.5 20 0.11
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挿入したスペーサー、各 ADCの DAR、凝集体含有率、KPL-4細胞に対する細胞障害活

性を Table 1に示した。アルキル鎖長が細胞障害活性と凝集体含有率に影響を与え、

Gly-Gly-Phe-Gly と exatecan間への -アミノ酪酸の挿入が最適であった（Entry 4）。

次に、薬物結合数の増加を検討すべく、ADCの極性を高める構造を Xおよび Yに施し、凝

集体含有率に与える影響を検討した（Fig. 4）。

Figure 4. Development of linker-payload (2)  

Table 2. Development of linker-payload (2) 

エーテル構造の挿入（X or Y）により ADC全体の極性を高め、高 DAR化を低凝集率下で

実現した（Table 2、entries 7、8）。より低い凝集体含有率でより高い DAR化が可能であっ

た entry 7 の ADCを最有望 ADCとして選択し、先の詳細検討へ進めることとした。

この ADCを DS-8201aと命名した。

Entry X Y DAR Aggregate (%) KPL-4  IC50
(nM)

4 -NH-(CH2)3-(C=O)- -CH2- 2.6 3 0.05

7 -NH-CH2-O-CH2-C(=O)- -CH2- 7.7 0.6 0.19

8 -NH-(CH2)3-(C=O)- -C(=O)-NH-(CH2-CH2-O)2- 6.2 1 0.04
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第3節 DS-8201aの構造と遊離薬物 DXd (1) 

前述の通り、DS-8201aは高 DAR化が可能で凝集体含有率の低い ADCである。本節では

DS-8201aの結合薬物分布、薬物遊離メカニズム、そして遊離薬物の特性について触れる。

DS-8201aは鎖間システイン残基への薬物リンカーの導入を行っている。還元剤 TCEPで抗

体内に 4箇所存在する鎖間ジスルフィド結合を 8個の SH基に還元し、その全ての SH基に

薬物リンカーを反応させ、DAR8の ADC体の合成を行う（Fig. 5）。逆相クロマトグラフィ

ーにより軽鎖、重鎖それぞれに結合している薬物数を、疎水性クロマトグラフィーにより

ADC体全体の結合薬物分布を分析したところ、Figure 6に示すように DS-8201aには軽鎖

の 1箇所の SH基、重鎖の 3箇所の SH基のほぼ全てに薬物リンカーが結合していた。従っ

て薬物分布として DAR8の画分がほぼ全てを占めおり、DS-8201aは均一性の非常に高い

ADCであることが確認された。本ロットの平均薬物結合数は 7.7であった。

Figure 5. Drug conjugation to antibody 

Figure 6. Number of conjugated drug and conjugated drug distribution of DS-8201a 
A) Analysis of drug-to-antibody ratio (DAR) by reverse-phase chromatography. B) Analysis of 

conjugated drug distribution by hydrophobic chromatography. 



17 

次に、DS-8201aの薬物遊離メカニズムを Figure 7に示す。癌細胞内に内在化後リソソー

ム内に移行した DS-8201aは、リソソーム内酵素により分解される。第一段階として GGFG

リンカーの C末部分で切断され、アミノメチレンを有する薬物が遊離される。しかしこの

アミノメチレン部分（緑部分）は不安定であるため速やかに自己解離し、最終的に水酸基

を有する薬物 DXd (1) （赤部分）が遊離する。

Figure 7. Release mechanism of DXd (1) from DS-8201a 

ここで DXd (1)の topoisomerase I阻害活性を評価し SN-38、exatecanと比較した。DXd 

(1)の阻害活性は0.31 μMであり、exatecanとほぼ同等の阻害活性を保持していた（Table 3）。

Table 3. Topoisomerase I inhibitory activity of SN-38, exatecan and DXd(1)  

ammonia, formaldehyde

self-decomposition

protease digestion in tumor cell

H2O

H2O

DXd(1)

DS‐8201a

SN‐38 Exatecan DXd (1)
Topo I inhibition IC50 (uM) 2.78 0.25 0.31
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第4節 DS-8201aの有効性

ここでは DS-8201aの有効性を in vitro及び in vivoで評価した。まず複数の細胞株に対す

る DS-8201aの in vitro細胞障害活性を抗 HER2抗体とコントロール IgGに DXd (1)を結合

させた control IgG-ADCと比較した。ヒト乳癌細胞株 KPL-4、SK-BR-3、MDA-MB-468及

びヒト胃癌細胞株 NCI-N87の計 4株の細胞膜上のHER2発現をフローサイトメーターによ

り解析した。KPL-4、SK-BR-3及び NCI-N87の相対平均蛍光強度（relative MFI、rMFI）は

それぞれ 95.7、56.2及び 101.6であり明確な HER2の発現が認められた（Fig. 8A）。一方、

MDA-MB-468の rMFIは 1.0であり、HER2陰性細胞であることが確認された。HER2陽性

の KPL-4、SK-BR-3及び NCI-N87に対し DS-8201aは強い細胞障害活性を示し、IC50値は

それぞれ 26.8 ng/mL、6.7 ng/mL及び 25.4 ng/mLであった（Fig. 8B）。しかし HER2陰性

MDA-MB-468に対しては IC50値が >10000 ng/mLと活性は認められなかった。抗 HER2抗

体は SK-BR-3及び NCI-N87に対して細胞障害活性を示したが、その活性は DS-8201aと比

較して弱く IC50値はそれぞれ 65.9 ng/mL及び 204.2 ng/mLであった。全ての細胞株は

DXd (1)に対し IC50値が 1.43-4.07 nMと高い感受性を示したが、control IgG-ADCはいずれ

の細胞株に対しても活性を示さなかった（Fig. 8B）。これらの結果から、DS-8201aは HER2

発現に依存した細胞障害活性を示し、またその細胞障害活性は抗 HER2抗体を ADC化する

ことにより増強されることが示された。
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Figure 8. Cell growth inhibitory activity of DS-8201a 
A) HER2 expression in several cancer cell lines. B) in vitro cell growth inhibitory activity in the 

cell lines. The cells were treated with DS-8201a, anti-HER2 Ab, and control IgG-ADC for 6 

days. Each point represents the mean and SD (n = 3). 

次に DS-8201aの in vivo抗腫瘍活性を HER2陽性 NCI-N87 xenograft modelを用いて評

価した。DS-8201aは投与量依存的な抗腫瘍活性を示し、1 mg/kg以上の投与量を単回投与

するだけで腫瘍の退縮が認められた（Fig. 9A）。その際マウスの体重減少及び一般状態の悪

化は一切観察されなかった。同モデルにおいて、抗 HER2抗体は 4 mg/kg単回投与により

部分的な腫瘍増殖抑制が認められ、投与 21日後の溶媒対照群と比較した際の腫瘍増殖抑制

率（TGI）は 31%であった。一方で DS-8201aは同じ 4 mg/kg単回投与によりさらに強い抗

腫瘍活性を示し、TGIは 99%であり、in vitroと同様に ADC化による活性の増強が認められ

た（Fig. 9B）。さらに、control IgG-ADCが腫瘍増殖を抑制しなかったことから DS-8201a

の抗腫瘍活性が HER2依存的であることが示唆された。
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Figure 9. Antitumor activity of DS-8201a in NCI-N87 xenograft model 
A) Dose dependency of DS-8201a. B) HER2 specific efficacy of DS-8201a. The tumor-bearing 

mice were intravenously administered with DS-8201a, control IgG-ADC, and anti-HER2 Ab on 

day 0. Each point represents the mean tumor volume and SE (n = 10). 

第 5節 DS-8201aの薬効メカニズム

次に DS-8201aの薬効メカニズムについて評価を行った。抗 HER2抗体 trastuzumabは

HER familyの中でも HER2特異的に結合するが、まず ADC化による HER2結合活性への

影響をHER2細胞外ドメイン蛋白を用いたELISA法により調べた。その結果、結合定数（Kd）

は DS-8201aで 7.3 ng/mL、抗 HER2抗体で 7.8 ng/mLであり、ADC化は HER2結合には

影響しないことが示された（Fig. 10A）。

Trastuzumabの主な薬効メカニズムとして、免疫細胞上の Fc RIIIに結合することによる

抗体依存性細胞障害（ADCC）活性[26,27]及びリン酸化 Aktの抑制が挙げられる。リン酸化

Aktを抑制することで p27の発現が亢進し、それに伴い細胞増殖が抑制される[28]。我々は

DS-8201aが抗 HER2抗体と同様の薬効メカニズムを保持しているかを確認した。まず

ADCC活性についてヒト末梢血単核細胞とHER2陽性 SK-BR-3細胞を用いて評価を行った。

DS-8201aは最大活性として 48.6%の ADCC活性を示し、その時の IC50値は 3.8 ng/mLで

あり、その活性は抗 HER2抗体と同等であった（Fig. 10B）。Aktのリン酸化に与える影響
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として、DS-8201aは同じく SK-BR-3細胞のリン酸化 Aktの downregulationを濃度依存的

に誘導した。同じ実験条件において control IgG ADCはリン酸化 Aktの状態に影響を与えな

かった（Fig. 10C）。Trastuzumabは SK-BR-3細胞のリン酸化 Aktを約 70%減少させるとい

う報告があることから[29]、DS-8201aは trastuzumabと同等の Aktリン酸化阻害活性を有

すると考えられる。

次に、topoisomerase I阻害による DNA損傷とアポトーシス誘導能について評価した。

DNA損傷のマーカーである Chk1[30]と Histone H2A.X[31]のリン酸化及びアポトーシスマ

ーカーである切断化PARP[32]をKPL-4細胞を用いてウエスタンブロッティング法により評

価した。DS-8201a 10 μg/mL処理により Chk1と Histone H2A.Xのリン酸化が誘導され、

PARPの切断も観察された（Fig. 10D）。DXd (1)処理では DS-8201a処理と同様の変化が認

められた。一方抗 HER2抗体 10 μg/mLの処理ではこれら蛋白の変動は認められなかった。

このように DS-8201aは DXd (1)と同様に DNA損傷とアポトーシスを誘導したことから、

DS-8201aは DXd (1)の遊離により生じる topoisomerase I阻害効果を有するものと推察さ

れた。

以上より、DS-8201aは抗体部分及び薬物部分の薬理活性を併せ持つ新規の作用機序に基

づき、HER2 特異的な細胞増殖抑制活性及び抗腫瘍活性を示しているものと考えられた。
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Figure 10. Mechanism of action of DS-8201a.  
A) Binding to HER2 determined by ELISA. B) ADCC activity. Cr51-labeled SK-BR-3 cells and 

PBMCs were mixed and incubated with each substance for 4 hours. Result of one of three 

donors is represented. C) Inhibitory activity of pAkt phosphorylation. Intracellular pAkt levels in 

SK-BR-3 cells treated with DS-8201a and control IgG-ADC were measured by ELISA. D) 

Induction of DNA damage and apoptosis. KPL-4 cells were treated with DS-8201a (10 mg/mL), 

anti-HER2 Ab (10 mg/mL), and DXd (10 nmol/L) for 72 hours. Several proteins were detected 

by Western blotting. Each point represents the mean and SD (n = 3). 

第6節 DS-8201a の血中安定性と薬物動態

緒言にも述べたように既存の ADC では高 DAR 化することで血中クリアランスが増大す

ること、血中で不安定であり薬物が徐々に遊離することが報告されている[14]。DAR8 であ

る DS-8201a の血中安定性及び薬物動態を評価し、既存 ADC との優位性について検討した。

Figure 11A にはカニクイザルに DS-8201a を 3 mg/kg で単回静脈内投与した際の血漿中
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総抗体濃度、DS-8201a 濃度及び遊離 DXd (1)濃度を示した。DS-8201a 濃度は投与後時間

経緯に従い徐々に減衰したが、定常状態における分布容積は総抗体とほぼ一致し、薬物動

態プロファイルに明確な差は無く、DS-8201a は DAR8 にも関わらず血中で高い安定性を示

すことが明らかとなった。それに関連して DXd (1)濃度は非常に低く、投与初期の限られた

時点でのみ検出され、それ以外の時点では検出限界以下であった。

続いてDS-8201aの動物種差間の血漿中安定性について in vitroで検証を行った。マウス、

ラット、サル及びヒト血漿と DS-8201a を混和後 21 日間インキュベートし、遊離する

DXd (1)量を、結合している DXd (1)量を 100%とした際の相対値として示した（Fig. 11B）。

遊離率は 1.2%から 3.9%と種差によらず非常に低く、DS-8201a の高い血中安定性が確認さ

れ、臨床試験においても高い安定性が期待される。

Figure 11. ADME profiles of DS-8201a 
A) Pharmacokinetics of DS-8201a in cynomolgus monkeys. DS-8201a was intravenously 

administered to cynomolgus monkeys at the dose of 3 mg/kg (n = 3). B) in vitro stability of 

DS-8201a in plasma. 

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0

0 7 14 21

R
el

ea
se

 r
at

e 
(%

)

Days

Mouse plasma

Rat plasma

Monkey plasma

Human plasma

PBS + 1%BSA

BA

0.1

1

10

100

1000

10000

100000

0 7 14 21 28

P
la

sm
a 

co
nc

. (
ng

/m
L)

Days

Anti-HER2 ADC

Total antibody

Released drug

DS-8201a

Total antibody

Released DXd



24 

第7節 DS-8201a の安全性

DS-8201a は、ヒト HER2 と同様にカニクイザル HER2 の細胞外ドメインに結合する一

方で、マウス、ラットの HER2 の細胞外ドメインとは結合しないことが、ELISA 法により

確認されている。したがって、DS-8201a の交差種としてカニクイザルを用いた間歇静脈

内投与試験を実施し、さらに標的非依存的な作用の評価を目的としてラットの間歇静脈内

投与試験を実施した。

DS-8201a のラットの間歇静脈内投与試験（3 週おきに 3 回投与）では、最高用量の

197 mg/kg まで死亡及び瀕死は認められなかった（Table 4）。主な毒性として、20 mg/kg 以

上で精巣及び消化管毒性が、60 mg/kg 以上でリンパ・造血系毒性、皮膚及び切歯毒性、並

びに腎毒性が観察された（Table 4）。これらの変化は、精巣及び切歯の変化を除き、回復性

を示した。DS-8201a のカニクイザルの間歇静脈内投与試験（3 週おきに 3 回投与）では、

最高用量の 78.8 mg/kg の雌 1 例で瀕死が認められた。瀕死例の主な毒性として、消化管毒

性、造血系毒性、皮膚毒性、肝毒性及び腎毒性が認められた（Table 4）。瀕死の原因は、体

重及び摂餌量の減少、並びに骨髄毒性及び消化管毒性に関連した状態悪化と考えられた。

生存動物の主な毒性として、10 mg/kg 以上で消化管毒性が、30 mg/kg 以上で肺毒性、精

巣毒性、及び皮膚毒性が観察された。また、78.8 mg/kg で造血系毒性、腎毒性、及び心電

図異常（PR 間隔の短縮及び QTc の延長）が認められた。これらの所見は肺毒性及び皮膚

の色素沈着を除き、回復傾向が認められた。
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Table 4. Summary of repeated dose toxicity studies in rats and monkeys 

Species Crl:CD(SD) rats Cynomolgus monkeys 

Doses 0, 20, 60 and 197 mg/kg 0, 10, 30 and 78.8 mg/kg 

Regimens Intravenous, Q3W 

Days 1, 22, 43 (3 times in total) 

Intravenous, Q3W 

Days 1, 22, 43 (3 times in total) 

No. of animals 10/sex/group (Main): all dose groups 

5/sex/group (Recovery): 60 and 197 

mg/kg groups 

3/sex/group (Main): all dose groups 

2/sex/group (Recovery): 30 and 78.8 mg/kg 

groups 

Lethal dose >197 mg/kg 78.8 mg/kg (1 female died) 

Body weight 60 mg/kg: normal 

197 mg/kg: low body weight gain 

30 mg/kg: normal 

78.8 mg/kg: decreased in 1 male and 1 

female 

Hematology 20 mg/kg: normal 

 60 mg/kg: decreased RBC and WBC 

parameters 

30 mg/kg: normal 

78.8 mg/kg: decreased RBC parameters 

Target organs 

and tissues 

 20 mg/kg: intestines, testis

 60 mg/kg: bone marrow, thymus, lymph

node, skin, kidney, incisor 

 10 mg/kg: intestines

 30 mg/kg: lung, skin, testis

78.8 mg/kg: bone marrow, kidney 

STD10/HNSTD STD10: >197 mg/kg HNSTD: 30 mg/kg 

Abbreviations: RBC, red blood cell; WBC, white blood cell. 

以上より、DS-8201a のラット間歇静脈内投与試験での 10%に重篤な毒性が発現する投

与量（severely toxic dose in 10% of the animals: STD10）は 197 mg/kg より大きいと判断

された。また、カニクイザルの間歇静脈内投与試験では、78.8 mg/kg で重度の状態悪化に
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よる瀕死、及び生存動物例においても間質の炎症や肺胞水腫等の強い肺毒性が観察された

ことから、重篤な毒性が発現しない最大投与量（highest non-severely toxic dose: HNSTD）

は 30 mg/kg と判断された。

第8節 小括（1）

 Topoisomearse I 阻害剤を用いた独自の ADC 技術を樹立した。

特徴は以下の通り

既存の topoisomerase I 阻害剤（イリノテカン）よりも高活性な薬物を搭載

低凝集性で高 DAR 化が可能

均一な薬物分布

 DAR 依存的な抗腫瘍活性

抗体部分の活性を保持できる

血中での高い安定性と高い安全性

既存 ADC の課題を克服した anti-HER2 DXd(1)を開発候補品”DS-8201a”と

命名し研究を進めることとした。
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第2章 DS-8201a と T-DM1 の差別化

HER2 はヒト上皮増殖因子受容体（EGFR）ファミリーに属する受容体型チロシンキナー

ゼであり、細胞の増殖、分化に関与している[33]。乳癌、胃癌、膀胱癌、子宮頸癌、胆管癌、

大腸癌、食道癌、頭頸部癌、肝臓癌、膵臓癌、肺癌、卵巣癌、唾液腺癌等非常に多くの癌

において過剰発現や遺伝子増幅が報告されている[34,35]。また乳癌では過剰発現や遺伝子

増幅が 25-30%の患者で認められ、予後不良との相関が報告されている[36,37]。

HER2 を標的とした医薬品として、trastuzumab[38,39]、lapatinib[40]、pertuzumab[41]、

T-DM1[6]が HER2 陽性患者を対象にグローバルに承認されている。しかし trastuzumab 以

外の薬は乳癌のみ、trastuzumab は乳癌と胃癌のみで承認を受けており、その他の HER2

陽性癌腫に対する抗 HER2 治療薬が存在しないことが課題として挙げられる。T-DM1 は

trastuzumab にチューブリン重合阻害剤 DM1 を結合させた抗 HER2 治療薬の中で唯一の

ADC である[42]。2013 年に HER2 陽性（IHC3+, IHC2+/FISH+）の転移性乳癌患者の 2nd line

治療薬として承認され[6]、2015 年の売り上げとして既に 800 億円を超える医薬品として成

長している。

本章ではこの T-DM1 と DS-8201a の有効性について比較した。DS-8201a の構造的差異

点として、T-DM1 はチューブリン重合阻害剤 DM1 を結合しているのに対し、DS-8201a は

トポイソメラーゼ I 阻害作用を有する DXd (1)を用いている点、T-DM1 の DAR が約 3.5 で

あるのに対し、DS-8201a の DAR は約 8 である点が挙げられ、結合薬物の作用機序が異な

ることから T-DM1 とは異なる抗腫瘍活性プロファイルが期待される。また、DAR の違い

から DS-8201a はより多くの薬物を腫瘍細胞内に送達可能であると期待される。
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第1節 実験材料と実験方法

ADC の合成

抗 HER2 抗体として第一三共株式会社にて製造した trastuzumab と同一のアミノ酸配列を

有するモノクローナル IgG1抗体を用いた。DS-8201aは第1章第1節に記載の通り合成し、

分析した。Anti-HER2 ADC(DAR3.4)は DS-8201a と同じ抗体、薬物リンカーを用いて DAR

が 3.4 となるように合成した。Control IgG-ADC は抗体部分に purified human IgG（Methyl 

Laboratories）を用いて、DS-8201a と同等の DAR になるように合成した。T-DM1 は

Genentech Roche から購入した。

細胞

AGS は大日本製薬株式会社、Calu-3、CFPAC-1、MDA-MB-361、MDA-MB-453 及び SK-OV-3

は ATCC、JIMT-1 は DSMZ、IGR-OV1 は National Cancer Institute、GCIY は理化学研究所、

MKN-45 は Health Science Research Resources Bank からそれぞれ購入した。KPL-4 は第

1 章第 1 節に記載の通り。培地は各細胞の推奨培地を用いた。細胞は 37°C､5% CO2下で培

養した。

抗腫瘍試験

癌細胞株由来担癌マウスは第 1 章第 1 節に記載の通り実施した。KPL-4 は 1×107 cells の細

胞を雌ヌードマウスの右側腹部に皮下移植し、13 日後に群分けを実施した。JIMT-1 は 3×

106 cells の細胞を雌ヌードマウスの右側腹部に皮下移植し、12 日後に群分けを実施した。

GCIY は 4×106 cells の細胞を雌ヌードマウスの右側腹部に皮下移植し 14 日後に群分けを

実施した。Capan-1 はヌードマウス移植により維持をした固形腫瘍の腫瘍片（3 mm 角）を

雌ヌードマウスの右側腹部に皮下移植し、20 日後に群分けを実施した。癌患者由来の腫瘍
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を移植した担癌マウスは臨床腫瘍をヌードマウス移植により維持継代した固形腫瘍を種腫

瘍とし、腫瘍片（3～5 mm 角）を雌 SCID マウスの右側腹部に皮下移植した。推定腫瘍体

積が 150-300 mm3になった時点で群分けを行った。CFPAC-1 の試験では抗 HER2 抗体を

投与後 3 時間後に DS-8201a を投与する群も設定した。各試験データを用いて腫瘍体積増

殖率 [Relative tumor growth volume、TGv (%)]を下記式に基づき算出した。TGv はマウス

ごとに算出後、平均 TGv を求めた。

Tf   Ti の場合

TGv (%) = 100 × (Tf – Ti) / (Cfave – Ciave) 

Tf < Ti の場合

TGv (%) = 100 × (Tf – Ti) / Ti  

Tf: 薬物投与群マウスの最終測定日推定腫瘍体積

Ti: 薬物投与群マウスの投与開始日（Day 0）推定腫瘍体積

Cfave: 溶媒対照群の最終測定日推定腫瘍体積平均値（小数第 1 位）

Ciave: 溶媒対照群の Day 0 推定腫瘍体積平均値（小数第 1 位）

免疫組織化学

各担癌マウスの群分け時に腫瘍を採材した。採材直後に 10%中性緩衝ホルマリン液（和光

純薬株式会社）に浸漬し、約 48 時間後に固定を終了し、定法に従いパラフィン包埋ブロッ

クを作製後、薄切した。作製したスライドは株式会社エスアールエル・メディサーチに送

付し、HercepTest II キット（DakoA/S 社製）を用いて定法に従い HER2 蛋白の免疫組織化

学を実施した。HER2 蛋白発現の判定基準は腫瘍細胞の細胞膜での染色性およびその染色強

度が対象となり、細胞質の反応は判定対象外とした。細胞膜の反応性は以下の基準で分類

した。
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0 ：被検体組織中の腫瘍細胞の中で HER2 陽性細胞がない。または 10％に満たないもの

1+：被検体組織中の腫瘍細胞の中で HER2 陽性細胞が 10％以上あるが、腫瘍細胞の一部

の膜に限局した弱い染色強度を有するもの

2+：被検体組織中の腫瘍細胞の中で HER2 陽性細胞が 10％以上あり、腫瘍細胞の膜に限

局した連続性のある中等度の染色強度を有するもの

3+：被検体組織中の腫瘍細胞の中で HER2 陽性細胞が 10％以上あり、腫瘍細胞の膜に限

局した連続性のある強度の染色強度を有するもの

第2節 抗腫瘍活性評価

DS-8201a 及び T-DM1 の in vivo 抗腫瘍活性を 13 種の癌細胞株由来担癌マウス（cell 

line-derived xenograft：CDX）モデル及び 21 種の癌患者由来の腫瘍を移植した担癌マウス

（patient-derived xenograft：PDX）モデルを用いて評価した。PDX モデルは臨床腫瘍の組

織構造を保持した腫瘍を形成可能なモデルであり、より臨床を反映したモデルとして近年

抗がん剤評価に積極的に用いられている。評価に用いた計 34 種の担癌マウスモデルには乳

癌、胃癌、大腸癌、膵臓癌、卵巣癌、肺癌、胆管癌、食道癌の複数の癌腫を、また様々な

HER2 発現プロファイルを有するモデルを選択した。

Figure 12 に DS-8201a 及び T-DM1 の腫瘍体積増殖率（TGv、%）をまとめた。0%より

値が大きい場合、投与開始時よりも腫瘍が増殖したことを示し、100%は溶媒投与群と同じ

増殖をしたことを意味する。一方で 0%より値が小さい場合、投与開始時よりも腫瘍が退縮

したことを示し、-100%は完全寛解を意味する。全 34 モデル中 DS-8201a は 28 モデル（全

体の 82%）で、T-DM1 は 8 モデル（全体の 24%）で腫瘍を退縮させた。DS-8201a は IHC 

0 から 3+の HER2 発現レベルのモデルに対して抗腫瘍活性を示したが、IHC 2+及び 3+モデ
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ルでより強い腫瘍退縮が認められる傾向にあった。T-DM1 は腫瘍退縮が認められた 8 モデ

ルのうち 7 モデルが HER2 3+の強陽性であった。DS-8201a が活性を示した IHC 0 のモデ

ルでは、フローサイトメトリー法または定量的蛍光免疫染色法などの高感度な HER2 発現

検出法にて解析した結果、HER2 発現が確認されている。また、臨床で部分寛解（PR）が

期待されるTGv -30%以下の強い抗腫瘍活性は、DS-8201a投与では 21モデル（全体の 62%）、

T-DM1 投与では 5 モデル（全体の 15%）で認められた。

Figure 12. Waterfall plot of in vivo antitumor activity of DS-8201a and T-DM1 in 
several cell line- and patient-derived xenograft models 

ここで、T-DM1 が無効で DS-8201a が効果を示した例として IHC 3+と IHC 1+のモデル

を挙げて説明する（Fig. 13）。ヒト胃癌 PDX モデルの NIBIO G016 に対して T-DM1 は無効

であり、DS-8201a は 3 mg/kg の低用量でも強い腫瘍退縮効果を示した。このモデルは IHC 

3+であるため、両 ADC による結合薬物の送達は十分であると予想されるが、両 ADC の感

受性の差は結合薬物の感受性の差に起因すると推察される。ヒト乳癌 PDX モデルの ST313
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も同様に T-DM1 は無効で DS-8201a は強い抗腫瘍活性を示したが、このモデルの HER2 発

現は IHC 1+と弱陽性であった。そのため、両 ADC の感受性の差は DAR の差に起因すると

推察される。

Figure 13. Effect of DS-8201a compared with T-DM1 in patient-derived xenograft 
(PDX) models. 
A) Gastric cancer PDX model NIBIO G016. B) Breast cancer PDX model ST313. Each point 

represents the mean tumor volume and SE (n = 5). 

以上、DS-8201a は多くの癌腫に対して腫瘍退縮を示したこと、T-DM1 と比較して幅広

い HER2 発現量のモデルに対して腫瘍退縮を示したことから臨床において幅広い HER2 発

現患者層に対する有効性が期待される。

第3節 HER2 低発現腫瘍に対する有効性

先の検討において DS-8201a の HER2 低発現モデルに対する有効性が示され、またその

原因として高 DAR であることが推察された。現在 HER2 低発現腫瘍に対して有効な治療薬

が存在せず、治療ニーズは非常に高い。ここでは DAR と有効性、そして HER2 発現量の関

係について検討を進めたのでまとめる。
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評価には HER2 発現レベルの異なる 4 種の CDX モデルを用いた。乳癌 KPL-4 は HER2

高発現、乳癌 JIMT-1 は中発現、膵臓癌 Capan-1 は低発現、胃癌 GCIY は非発現モデルであ

る（Fig. 14A）。DS-8201a と T-DM と同時に DS-8201a と同じ linker-payload を結合させ、

DAR を約半分に設定した ADC、anti-HER2 ADC (DAR 3.4)の評価も行った。その結果、

T-DM1 は HER2 高発現の KPL-4 のみに対し有効性を示したが、DS-8201a は KPL-4 に加え

HER2 中・低発現の JIMT-1 及び Capan-1 に対しても強い抗腫瘍活性を示した（Fig. 14B）。

両ADCともにHER2非発現モデルであるGCIYに対しては効果を示さなかった。Anti-HER2 

ADC (DAR 3.4)は全ての HER2 発現モデルに対して抗腫瘍活性を示したが、その程度は

HER2 発現量に依存したものであった。中でも HER2 低発現 Capan-1 モデルに対する

anti-HER2 ADC (DAR 3.4)の有効性は DS-8201a と比較して明確に弱かった（Fig. 14B）。こ

れら結果より、高 DAR の ADC である DS-8201a は T-DM1 や anti-HER2 ADC (DAR 3.4)と

比較してより多くの薬物を腫瘍細胞内に送達可能であり、HER2 低発現細胞に対して活性を

示すに十分な薬物暴露を達成できていると考えられる。
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Figure 14. Antitumor activity of DS-8201a against tumors with low HER2 level.  
A) HER2 IHC in several xenografted tumors. B) Antitumor activity of DS-8201a compared with 

T-DM1 and anti-HER2 ADC (DAR 3.4). Each point represents the mean and SE (n = 5– 6). 

次に、DS-8201a の HER2 低発現腫瘍に対する有効性が HER2 特異的なものであるか検

討するため in vivo 競合阻害実験を行った。評価には HER2 低発現腫瘍である CFPAC-1 

xenograftモデルを用いた。DS-8201a 1mg/kg投与により強い腫瘍退縮が観察された一方で、

10 倍量の抗 HER2 抗体の事前投与によりその抗腫瘍活性がキャンセルされた（Fig. 15）。

また、DS-8201a の 3 倍量の control IgG-ADC 投与は有効性を示さなかった。以上より、
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DS-8201a の HER2 低発現腫瘍に対する有効性は HER2 に依存したものであることが確認

された。

Figure 15. HER2 specific antitumor activity of DS-8201a against CFPAC-1 model. 
Each point represents the mean and SE (n = 6). 

第4節 小括（2）

 DS-8201a は既存抗 HER2 ADC である T-DM1 と比較して、異なるメカニズムの薬剤

を搭載している点薬物結合数が高い点が構造上の差異点である。

 DS-8201a は上記構造上の違いから、T-DM1 非感受性腫瘍、既存の抗 HER2 治療の適

用外である HER2 低発現腫瘍に対し強い抗腫瘍活性を示した。

 DS-8201a は T-DM1 と差別化可能な、抗 HER2 治療の新しい選択肢の一つになりうる。
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第3章 DS-8201a の bystander 効果

臨床フェーズにある半数以上の ADC は血液癌を標的としており、標的抗原の発現が不均

一である固型癌を狙った ADC の開発は困難であると考えられてきた[8]。しかし近年、その

解決策として期待される「Bystander 効果」を有する ADC の報告が非臨床研究レベルで幾

つかされている[43,44,45,46]。Bystander 効果は近傍の細胞に対する効果を意味し、ADC の

場合、標的発現癌細胞に内在化した ADC から遊離した薬物が、標的を発現していない近傍

の癌細胞に対し抗腫瘍効果を発揮するというものである。Bystander 効果は、標的発現癌細

胞周囲の癌細胞をも殺しうることから、標的発現が不均一な癌腫に対する有効性を示唆し

うる。本章ではDS-8201aの bystander効果について検討を行った。またT-DM1が bystander

効果を有さないという結果がいくつか報告されており、DS-8201a との更なる差別化ポイン

トとして期待されるため、比較検討も実施した。

第1節 実験材料と実験方法

ADC と遊離薬物

DS-8201aとanti-HER2-DXd (2)は第1章第1節と同様の方法により合成し、DARは7から8で

あった。Control IgG- DXd (1)とcontrol IgG- DXd (2)は抗体部分にpurified human IgGを用い

て、同等のDARになるように合成した。T-DM1はGenentech Rocheから購入した。ADCの

遊離薬物であるDXd (1)、DXd (2)及びLys-SMCC-DM1は第一三共株式会社にて合成をした。

脂溶性評価試験

各遊離薬物の10 mM DMSO溶液（10 μL）をPBS(-) 緩衝液飽和n-オクタノール0.99 mLに添

加し、5分間攪拌した。この液450 μLを2本のチューブに分取し、それぞれにn-オクタノー
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ル飽和PBS(-) 緩衝液を500 μL添加して30分間振とう後遠心分離し、上相（n-オクタノール

相）と下相（PBS相）を採取した。それぞれの相を80%アセトニトリル水溶液で適宜希釈

してLC-MS/MS分析に供し、得られたピーク面積から以下の式より各化合物の分配係数

（Log D）を算出した。

Log D = log [(n-オクタノール相ピーク面積値 × 希釈倍率) ÷ (水相ピーク面積値 × 希

釈倍率)] 

膜透過性試験

各遊離薬物の10 mM DMSO溶液10 μLをDMSO 190 μLで希釈した（500 μM）。さらにpH 5.0

とpH 7.4のDonor液用bufferでそれぞれ希釈し、化合物濃度5 μMのDonor液２種を調製した。

Stirwell PAMPA Sandwich（pION社）のAcceptor plateのフィルター上にGIT-0 Lipid Solutin 

（pION社）を塗布し、Donor plateにpH 5.0とpH 7.4のDonor液を、Acceptor plateにAcceptor 

Sink Buffer（pION社）をそれぞれ添加し、Donor plateとAcceptor plateを重ね合わせ、25℃、

4時間インキュベーションした。Donor液およびAcceptor液をそれぞれ回収し、適宜希釈し

LC-MS/MSにより各化合物の濃度を測定した。内標に対する面積比およびインキュベーショ

ン時間からPAMPA Evolution DP（pION社）により膜透過係数（permeability coefficient, Peff, 

10-6 cm/sec）を算出した。

癌細胞株

KPL-4、NCI-N87、MDA-MB-468は第1章第1節に記載の通り。MDA-MB-468-Lucは

MDA-MB-468細胞にluciferase遺伝子をlentivirus vector（Cignal Lenti Reporter (Luc)、SA 

Biosciences Corp.）を用いて遺伝子導入後、0.75 μg/mLのpuromycin含有培地によって 薬

剤耐性セレクションを行い樹立した。全ての細胞はRPMI 1640 medium（RPMI、Thermo 

Fisher Scientific株式会社）にウシ胎児血清を10%含有する培地を用いて37°C、5% CO2条件
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下で培養を行った。

細胞増殖抑制活性評価

第1章第1節の記載と同様に評価を行った。KPL-4を1000 cells/well、MDA-MB-468細胞を

2000 cells/wellとなるように96-wellマイクロプレートに播種し翌日、各検体を添加した。5

日間培養後、CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assayを添加し室温で10分間静置後に

マイクロプレートリーダーで各ウェルの発光量を測定した｡細胞生存率及びIC50の算出は第

1章第1節に記載の通り。

共培養実験

KPL-4 を 1×105 cells/mL に、MDA-MB-468 細胞を 3×105 cells/mL に培地でそれぞれ調製

し、6-well プレートに 1 mL ずつ同じウェルに添加して 37°C､5% CO2条件下で一晩培養し

た（mix wells、1×105 cells + 3×105 cells/well、n = 6）。KPL-4 または MDA-MB-468 単一

のウェルには各細胞懸濁液を 2 mL ずつ添加した。翌日 mix well から培養上清を除き、培地

で 10 nM に希釈した各 ADC を 6 mL/well で添加し 37°C､5% CO2下で 5 日間培養した。添

加するADCの濃度は先の細胞増殖抑制活性評価にてKPL-4細胞に対して十分な細胞増殖抑

制活性が認められた 10 nM と設定した。Untreated mix well、KPL-4 または MDA-MB-468

単一ウェルには培地を 6 mL 添加した。培養後各 well から接着した生細胞を 0.25% Trypsin 

1 mM EDTA·4Na により剥離後回収し培地で洗浄後、自動細胞計数装置（Cedex HiRes、

Roche Diagnostics K.K.）を用いて生細胞数を計数した。回収した各ウェルの細胞を 1×106

cells ずつ分注し、氷冷した wash buffer （5% FBS 含有 DPBS）で 2 回洗浄した。1×106 cells

に満たないサンプルは細胞懸濁液全量を用いた。洗浄後、第 1 章第 1 節の記載に従い HER2

発現の解析を行った。KPL-4、MDA-MB-468 単一細胞サンプルの FITC 強度を指標に各 mix 

well サンプルにおける HER2 陰性細胞及び HER2 陽性細胞の存在比率を算出した。各 mix 
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well の生細胞数並びに HER2 陰性細胞と HER2 陽性細胞の存在比率から、各 mix well 中の

KPL-4 と MDA-MB-468 細胞数を算出した。

抗腫瘍試験

第1章第1節の記載に従いNCI-N87は5×106 cells、MDA-MB-468-Lucは1×107 cellsずつ雌ヌ

ードマウスの右腋窩部皮下に移植した。NCI-N87移植マウスは移植6日後、MDA-MB-468-Luc

移植マウスは移植9日後に群分けを実施した。

イメージングを用いた共移植実験

NCI-N87 細胞を 1×108 cells/mL に、MDA-MB-468-Luc 細胞を 2×108 cells/mL に調製し、

等量を混合後、100 μL（5×106 cells + 1×107 cells）ずつ雌ヌードマウスの右腋窩部皮下に

移植した。移植 6 日目に、生理食塩水で 15 mg/mL に調製した VivoGlo Luciferin（Promega 

Inc.）をマウス体重に対し 10 mL/kg の液量で全ての担癌マウスに尾静脈投与した（150 

mg/kg）。約 10 分後に in vivo イメージングシステム（IVIS 200 Imaging System、PerkinElmer 

Inc.）を用いて移植腫瘍の luciferase 活性を発光検出により測定した。各担癌マウスにおけ

る発光量（Average Radiance [p/s/cm2/sr]）を解析ソフトウェア（Living Image Software ver. 

4.3.1、PerkinElmer Inc.）を用いて解析し、発光量が少ないまたは高いマウスを除外し、実

験に用いるマウスを選抜した。翌日移植 7 日目に群分けを実施し、群分け日を Day 0 と規

定した。各 ADC を Day 0 に尾静脈投与した。

さらに別検討として、NCI-N87 と MDA-MB-468-Luc 細胞を 10 匹の雌ヌードマウスの右腋

窩部皮下に共移植した（5×106 cells + 1×107 cells）。また同じマウスの左側腹部皮下に

MDA-MB-468-Luc 細胞を移植した（1.5×107 cells）。細胞移植 7 日目に 10 匹中 5 匹に

DS-8201a を尾静脈内投与した。DS-8201a 投与日を Day 0 と規定した。

群分け後週に 2 回、腫瘍の長径（mm）と短径（mm）及び luciferase 活性を測定した。最
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終測定日は Day 14 とし、最終測定後実験終了とした。

免疫組織化学

NCI-N87 細胞または MDA-MB-468-Luc 細胞を移植した担癌マウス及び共移植した担癌マ

ウスから腫瘍を細胞移植 8 日目に採材した。また抗腫瘍活性評価で最終測定を終了した全

てのマウスを Day 14（細胞移植後 21 日目）に採材した。採材した腫瘍は第 2 章第 1 節の

記載に従いパラフィン包埋ブロックを作製後、HER2 の免疫組織化学 IHC を実施した。

第2節 各 ADC の遊離薬物の構造と細胞膜透過性

DS-8201a と T-DM1 の bystander 効果を評価するにあたり、遊離薬物の膜透過性が

bystander 効果に与える影響も検討するため、DXd (1)と同等の Topo-1 阻害活性を有するが、

低膜透過性の薬物 DXd (2)を遊離する ADC である anti-HER2 DXd (2)を評価に加えた。

各 ADC 及び遊離薬物の構造を Figure 16 に示す。Anti-HER2 DXd (2)は第 3 章第 2 節にて合

成した entry 8 の構造の ADC であり、DS-8201a 同様抗体鎖間のシステイン残基を介して

GGFG リンカー、そして DXd (2)を結合させた ADC である。T-DM1 は腫瘍細胞中では結合

薬物 DM1 ではなく、抗体への結合部位であるリジン残基及びリンカー構造を含めた

Lys-SMCC-DM1 という構造で遊離することが報告されている[47,48]。この Lys-SMCC-DM1

は DM1 と同様にチューブリン重合阻害活性を有する[49]。

これら遊離薬物の細胞膜透過性について、分配係数（Log D）及び膜透過係数（permeability 

coefficient、Peff）をもとに評価した。Log D と Peff の値を Table 5 に示す。DXd (1)の Log 

D は 2.3 であり、DXd (2)と Lys-SMCC-DM1 のそれより高かった（両薬物とも 0.2）。また、

DXd (1)の Peff は pH5.0 と pH7.4 のどちらの条件下の評価においても DXd (2)及び
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Lys-SMCC-DM1 よりも高かった。両結果から、DXd (1)の細胞膜透過性は DXd (2)及び

Lys-SMCC-DM1 よりも高いことが示され、癌細胞内で DS-8201a から遊離した DXd (1)は

周囲の細胞に移行可能であり、bystander 効果を引き起こしうることが推察された。一方で、

DXd (2)及び Lys-SMCC-DM1 は周囲の細胞に移行し難いことが予想された。実際に各遊離

薬物の細胞障害活性を評価したところ、DXd (1)と DXd (2)は同等の topoisomerase I 阻害活

性を有するにもかかわらず、細胞に対する IC50値には乖離があり、薬物の細胞膜透過性が

影響しているものと示唆された。

Figure 16. Structures of ADCs and released payloads.  

ADCs Released payloads

DS-8201a [Anti-HER2-DXd (1)]

Anti-HER2-DXd (2)

T-DM1

DXd (1)

DXd (2)

Lys-SMCC-DM1
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Table 5. Physicochemical parameters of ADC payloads 

PAMPA, parallel artificial membrane perme-ability assay; Peff, permeability coefficient 

第3節 in vitro bystander効果

DS-8201aの bystander効果を検証するために、HER2陽性細胞と陰性細胞の共培養によ

り HER2発現が不均一な環境を作り出し実験を行った。HER2陽性細胞としてヒト乳癌細

胞株 KPL-4細胞を、HER2陰性細胞としてヒト乳癌細胞株MDA-MB-468細胞を用いた。ま

ず各細胞に対する各 ADC及び結合薬物の細胞増殖抑制活性を評価した。その結果、

DS-8201a、anti-HER2 DXd (2)及び T-DM1はいずれも KPL-4細胞に対し細胞増殖抑制活性

を示したが、MDA-MB-468細胞には活性を示さなかった（Fig. 17）。また control IgG-DXd (1)

及び control IgG-DXd (2)はいずれの細胞に対しても活性を示さなかったことから、3種の

HER2 ADCはいずれも HER2依存的に細胞増殖を抑制することを確認した。

DXd (1) DXd (2) Lys-SMCC-DM1

Molecule weight 493.5 520.6 1103.7

Log D pH 7.4 2.3 0.2 0.2

pH 5.0 13 <0.1 <0.1

pH 7.4 12.2 <0.1 <0.1

KPL-4 4 33.5 24.8

MDA-MB-468 0.5 9.7 40.5

PAMPA
(Peff)

Cytotoxicity
IC50 (nM)
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Figure 17. Cell growth inhibitory activity of ADCs against KPL-4 and MDA-MB-468 
cells in vitro.   
Tumor cells were treated with ADCs for 5 days and cell viability (%) was calculated. Each point 

represents the mean and SD (n = 3). 

次に KPL-4とMDA-MB-468細胞の共培養系にて bystander効果の有無を検証した。まず

共培養系に各ADCを添加した 5日目の生細胞数を測定した。同時に KPL-4とMDA-MB-468

細胞の割合を求めるため、HER2陽性、陰性細胞の割合をフローサイトメーターを用いて解

析した（Fig. 18A）。その結果、生細胞中には KPL-4細胞とMDA-MB-468細胞の存在を示

す明確な 2つのピークが観察され、生細胞数データと合わせて KPL-4細胞とMDA-MB-468

細胞数を算出した。未処理群では KPL-4細胞が約 65%、MDA-MB-468細胞が約 35%の割

合で存在していた（Fig. 18B）。DS-8201a添加群では KPL-4並びにMDA-MB-468細胞の両

方の細胞数の減少が認められ、総細胞数として未処理群の10分の1以下であった（Fig. 18B）。

一方で anti-HER2 DXd (2)及び T-DM1添加群ではほぼ全ての KPL-4細胞が消失していたの

に対し、MDA-MB-468細胞は未処理群と比較して優位な減少は認められなかった。先の実

験結果からDS-8201aはHER2特異的な細胞増殖抑制活性を有することが確認されたため、

共培養系におけるDS-8201aのHER2陰性細胞MDA-MB-468細胞に対する活性は遊離薬物

DXd (1)の影響であることが推察され、DS-8201aの高いバイスタンダー効果が in vitroにお

いて示唆された。また、control IgG ADCではいずれの細胞に対しても細胞増殖抑制活性を

示さなかった。
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Figure 18. Bystander killing effect of ADCs in coculture conditions in vitro. 
A) Data of flow cytometric analysis. B) Numbers of KPL-4 and MDA-MB-468 viable cells. 

KPL-4 and MDA-MB-468 cells were cocultured and treated with 10 nM ADCs for 5 days. After 

collecting adherent cells, cell number and ratio of HER2-positive and HER2-negative cells 

were determined by a cell counter and a flow cytometer, respectively.  

Each bar represents the mean and SD (n = 3).
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第4節 in vivo bystander効果

HER2陰性細胞を in vivo共移植系にて検出するために、HER2陰性細胞MDA-MB-468細

胞に luciferase遺伝子を導入したMDA-MB-468-Luc細胞を用い in vivoイメージングシステ

ム系を樹立した。また in vivoでの検討には HER2陽性細胞としてヒト胃癌細胞株 NCI-N87

細胞を用いた。まずイメージング評価に先立ち、各細胞の xenograft modelに対する各 ADC

の抗腫瘍活性を評価した。NCI-N87 xenograft modelに対し DS-8201a、anti-HER2 DXd (2)

及び T-DM1の全ての HER2 ADCは 3もしくは 10 mg/kg投与により腫瘍の退縮を伴う強い

抗腫瘍活性を示した。一方で MDA-MB-468-Luc xenograft modelに対してはいずれの HER2 

ADCは有効性を示さず、各HER2 ADCのHER2特異的な抗腫瘍活性が確認された（Fig. 19）。

Figure 19. Antitumor activity of ADCs in NCI-N87 and MDA-MB-468-Luc xenograft 
models  
The mean estimated tumor volume and SE (n = 6) are represented on the graph. 

次に NCI-N87とMDA-MB-468-Lucの共移植によって HER2発現の不均一な腫瘍が形成

されるかを HER2の免疫組織化学（IHC）にて確認した。NCI-N87細胞のみを移植した腫

瘍では癌部に HER2の一様な発現が認められたのに対し、MDA-MB-468-Luc細胞移植腫瘍
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では HER2陽性細胞は認められなかった（Fig. 20）。これら細胞の共移植腫瘍では両細胞か

ら成る HER2発現の不均一な腫瘍が形成されることが確認された（Fig.20）。

Figure 20. HER2 expression status of co-inoculated tumor 
Nude mice were subcutaneously inoculated with NCI-N87 cells (5 × 106 cells), 

MDA-MB-468-Luc cells (1 × 107 cells), or a mixture of both cells (NCI-N87: 5 × 106 cells, 

MDA-MB-468-Luc: 1 × 107 cells) in the right flank.  

この共移植モデルに各 ADCを単回投与した後の、各マウスの luciferase活性を発光イメ

ージング画像として Figure 21Aに、その定量値を Figure 21Bに示した。DS-8201a投与に

よりシグナルの明確な減弱が認められ、すなわち Luc遺伝子を導入した HER2陰性

MDA-MB-468-Luc細胞の消失が確認された。その他の HER2 ADC、control IgG ADCではこ

のような傾向は認められなかった。推定腫瘍体積の推移では、DS-8201aに加え anti-HER2 

DXd (2)及び T-DM1投与群でも腫瘍の増殖抑制が認められたが（Fig. 21C）、これは NCI-N87

細胞から成る HER2陽性腫瘍部位の消失が原因であると考えられる。
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Figure 21. Bystander killing in co-inoculated conditions in vivo.  
Seven days after inoculation of a mixture of both NCI-N87 and MDA-MB-468-Luc cells, mice 

were i.v. given antibody–drug conjugates (day 0). Luciferase activity was detected by in vivo 

imager after i.v. administration of substrate. A) Imaging data of luciferase activity. B) Luciferase 

activity. C) Estimated tumor volume. Mean and SE (n = 5) represented on the graph  
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そこで、投与 14日目時点の各マウスの腫瘍における HER2発現を IHCにて確認した。

Vehicle control群ではHER2の不均一性が維持されていたが、anti-HER2 DXd (2)及びT-DM1

投与群では HER2陽性腫瘍部位はほぼ消失しており、HER2陰性部分が大部分を占めてい

た（Fig. 22）。また DS-8201a投与群では HER2陽性部位並びに HER2陰性部位も消失して

おり、採材組織の中に腫瘍細胞はほとんど観察されない個体も存在した（Fig. 22）。以上の

結果から、DS-8201aは共移植条件では HER2陽性細胞及び陰性細胞の双方に対し抗腫瘍活

性を示し、anti-HER2 DXd (2)及び T-DM1は HER2陽性細胞に対してのみ活性を示すこと

が確認された。

Figure 22. HER2 expression status after ADC treatment 
Fourteen days after ADC treatment, each tumor was collected and fixed with 10% neutral 

buffered formalin. Then, immunohistochemistry of HER2 protein was performed using 

HercepTest II kit according to manufacturer’s instructions. The results of five mice in each 

group are represented. 
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しかしながら、これまでの検討では DS-8201aの HER2陰性細胞に対する効果が本当に

HER2陽性細胞の近傍に存在する場合でのみ生じるのか否かが不明瞭である。そこで、HER2

陽性細胞から離れた部分に存在する HER2陰性細胞に対する影響を検討した。NCI-N87と

MDA-MB-468-Luc細胞を右側腹部に、MDA-MB-468-Luc細胞のみを左側腹部に移植したヌ

ードマウスに対してDS-8201aを投与し、両側腫瘍の luciferase活性を検出した。その結果、

DS-8201a投与 14日後の共移植部分の MDA-MB-468-Luc細胞は減少したのに対し、逆側腹

部に存在するMDA-MB-468-Luc細胞の減少は認められず（Fig. 23）、DS-8201aの HER2

陰性細胞に対する効果は HER2陽性細胞の近傍にある細胞に対してのみ生じることが確認

された。
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Figure 23. Bystander killing effect on distant tumor. 
Nude mice were s.c. inoculated with a mixture of both NCI-N87 and MDA-MB-468-Luc cells 

into the right flank, and only MDA-MB-468-Luc into the left flank. Seven days after inoculation, 

mice were treated with i.v. DS-8201a at 3 mg/kg. Luciferase activity was detected by an in vivo 

imager after i.v. administration of substrate. A) Imaging data of luciferase activity. B) Mean 

luciferase activity and SE (n = 5) are represented on the graph. 
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第5節 小括（3）

 DS-8201aが抗腫瘍効果増強に寄与する bystander効果を有することが明らかとなった。

 T-DM1の bystander効果は非常に弱く、DS-8201aの明確なメリットとなりうる。

 Bystander効果有無の原因として遊離薬物の細胞膜透過性の有無が示唆された。

 In vivoイメージングを用いた bystander効果の新規評価法を構築した。

 HER2発現の不均一な腫瘍に対して DS-8201aが臨床において有効性を示す可能性が

示唆された。
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第4章 DXd ADC 技術の汎用性

第 3 章までに、DS-8201a を題材として既存技術が有する課題の克服または既存技術との

差別化ポイントについて解析、考察を進めてきた。本章では、抗 HER2 抗体以外の抗体へ

の本 DX-8951 derivative（DXd）-ADC 技術の汎用性について評価した。評価には、第 1 章

第 2 節で合成した entry 4 の構造の ADC を用いた。

第1節 実験材料と実験方法

ADC 

抗 CD30 抗体、抗 CD33 抗体、抗 CD70 抗体は他社 ADC 品目の特許に記載される抗体のア

ミノ酸配列を参照し作製した。抗 B7-H3 抗体は第一三共株式会社にて取得した[50]。ADC

の合成法は第 1 章第 1 節を参照した。

細胞

ヒトリンパ腫細胞株 SR、Daudi、Raji 及び CCRF-CEM、ヒト急性前骨髄性白血病細胞株

HL-60、ヒト膠芽腫細胞株 U251、ヒト非小細胞肺癌細胞株 Calu-6、ヒトメラノーマ細胞株

A375 は全て ATCC から購入した。培地には各細胞の推奨培地を用い、37°C､5% CO2下で

培養した。

細胞障害活性評価

第 1 章第 1 節と同様の方法にて評価を行った。

各細胞は 1000-2500 cells/well となるように 96 well マイクロプレートに播種した。
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抗腫瘍試験

第 1 章第 1 節と同様の方法にて評価を行った。Calu-6 は 5×106 cells の細胞を雌ヌードマ

ウスの右側腹部に皮下移植し、11 日後に群分けを実施した。A375 は 8×106 cells の細胞を

雌ヌードマウスの右側腹部に皮下移植し、11 日後に群分けを実施した。

第2節 既存 ADC 抗体への適用

本 ADC 技術の抗 HER2 抗体以外への適用を検討するため、非臨床及び臨床にて既存 ADC

技術の適用が報告されている抗CD30抗体[51,52]、抗CD33抗体[9,53]及び抗CD70抗体[54]

を用いて DXd (2)を遊離する linker-payload（Table 1、entry 4）を結合させた。各抗原の陽

性細胞及び陰性細胞に対する各 ADC の細胞障害活性を評価した。抗 CD30 ADC

（anti-CD30-DXd）は CD30 陽性 SR 細胞に対し活性を示したが、CD30 陰性 Daudi 細胞に

対しては活性を示さなかった（Fig. 24A）。同様に、抗 CD33 ADC 及び抗 CD70 ADC でも

抗原発現に依存した活性が認められた（Fig. 24B、C）。抗体のみでは細胞障害活性は観察さ

れないことから、これら ADC の活性は結合薬物 DXd (2)の遊離によるものであると考えら

れた。このような抗原特異的なADCの有効性は抗HER2抗体を用いた場合と同等であった。

従って DXd-ADC 技術は複数の抗体に適用可能であり、汎用性の高い技術であることが示唆

された。
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Figure 24. Target specific cell growth inhibitory activity of several DXd-ADCs  
Cytotoxicity of (A) anti-CD30-DXd in CD30-positive SR cells and negative Daudi cells 

compared to anti-CD30 Ab, (B) anti-CD33-DXd in CD33-positive HL-60 cells and negative Raji 

cells compared to anti-CD33 Ab, (C) anti-CD70-DXd in CD70-positive U251 cells and negative 

MCF-7 cells compared to anti-CD70 Ab. Each cell line was treated with each Ab or ADC for 6 

days, and then cell viability was measured. Each plot represents mean (n = 2).  
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第3節 抗 B7-H3 ADC の活性

さらに、DXd-ADC 技術の抗 B7-H3 抗体への適用を検討した。新規 ADC 標的である B7-H3

は B7 ファミリー分子の 1 つであり[55]、様々な癌での過剰発現及び発現と予後との相関が

報告されている[56,57,58]。ADC 標的選定の指標として、1 細胞辺り 105分子以上という高

い発現量であることが重要な要素の 1 つであるとの報告もあり[1]、B7-H3 はそのクライテ

リアを満たした分子である。我々は抗体 B7-H3 抗体を取得し[50]、ADC（Anti-B7-H3 DXd）

を合成した。Anti-B7-H3 DXd は B7-H3 陽性 Calu-6 細胞に対して有効であり、B7-H3 陰性

CCRF-CEM 細胞に対しては無効であった（Fig. 25A）。In vitro での検討に加え anti-B7-H3 

DXd の in vivo 抗腫瘍活性を B7-H3 陽性 Calu-6 及び A375 xenograft model を用いて評価し

た。In vitro の検討結果と同様に抗体のみの投与では抗腫瘍活性は認められなかったのに対

し、ADC は非常に強い抗腫瘍活性を示した（Fig. 25B）。特に A375 xenograft model では腫

瘍の完全退縮例が全個体で観察された（Fig. 25C）。以上より、B7-H3 は魅力的な ADC 標的

であること、DXd-ADC 技術の適用による強い活性を示すことが確認された。
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Figure 25. Efficacy of anti-B7-H3-DXd ADC  
A) Anti-B7-H3-DXd in B7-H3-positive Calu-6 cells and negative CCRF-CEM cells compared to 

anti-B7-H3 Ab. Each cell line was treated with each Ab or ADC for 6 days, and then cell 

viability was measured. Each plot represents mean ±SD (n = 3). Antitumor efficacy of 

anti-B7-H3-DXd in (B) Calu-6 and (C) A375 xenograft models. Eleven days after mice were 

inoculated with each cell line, they were randomized (Day 0). Each drug was administered 

intravenously to mice on Day 0, 7, and 14. Each plot represents mean ±SE (n = 6). 
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第4節 小括（4）

 DXd-ADC 技術は既存 ADC の抗体に適用可能であり、抗原発現に依存した細胞障害活

性を示した。

新規 ADC 標的 B7-H3 に対する DXd-ADC の in vitro 及び in vivo 有効性を確認した。

 ADC 領域において、本 DXd-ADC 技術が汎用性の高い技術として活用されることが期

待される。
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総括

第 1 章、第 2 章では、topoisomerase I 阻害剤を用いた新規 ADC 技術の構築及び本技術

を抗 HER2 抗体に適用した DS-8201a の有効性、安全性、薬物動態について触れた。また、

既存技術を適用した ADC の代表格である T-DM1 との比較、差別化を実施した。

SGN-35 や T-DM1 のように、世の中の多くの ADC はチューブリン重合阻害剤を結合させ

たADC である。我々は薬物部分に異なる作用機作を有する topoisomerase I阻害剤を用い、

リンカー部分には自己解離型のアミノメチレン構造を有する切断型リンカーを用いた新規

ADC 技術を樹立した。SGN-35 やその他 ADC に適用されている切断型リンカーは N 末に

アミノ基を有する薬物を遊離するが、アミノメチレン構造を有する切断型リンカーは N 末

に水酸基を有する薬物を遊離可能であり、ADC 全体の疎水性の低減、それによる DAR の増

加が可能になる。T-DM1 では抗体のリジン残基を介した薬物導入と、非切断型リンカーを

用いており、本 ADC 技術とは明確な構造上の違いがある。

DS-8201a は in vitro 及び in vivo の双方で強い活性を示し、T-DM1 と同様に薬物結合によ

って抗体が有する活性を減弱させないことが確認された[29]。またラット及びカニクイザル

での安全性評価では DS-8201a の高い認容性が示された。このような良好なプロファイル

は高 DAR にも関わらず非常に高い血中安定性を有することに起因すると考えられる。一般

的に DAR6 や DAR8 のような高 DAR の ADC はその高いクリアランス故に活性の低下及び

毒性の増強が認められると報告されているが[14]、DS-8201a は先に述べた構造上の独自性

により高 DAR での良好な薬物動態を可能にしている。DS-8201a の PKPD 解析によりヒト

に対し有効性が期待できる最小有効用量は 0.8 mg/kg であると予測され、サルにおける

HNSTDが30 mg/kgであることを考慮すると、DS-8201aは非常に広い治療域を有するADC
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であることが示唆された。

この DS-8201a の高 DAR 化は HER2 低発現腫瘍に対する有効性発揮に貢献している。

DS-8201aは十分な薬物を腫瘍に送達可能であるため、DARがおよそ4の抗HER2 DXd ADC

では活性を見出すことは出来ない HER2 低発現腫瘍に対して抗腫瘍活性を示した。T-DM1

は HER2 低発現腫瘍に対して効果を示さなかったが、T-DM1 の DAR は 3.5 であることがそ

の原因の 1 つであると推察された。これら結果は DS-8201a の治療対象の拡大を示唆する

ものである。既存の抗 HER2 治療薬の対象は免疫組織学（IHC）3+及び IHC 2+/蛍光 in situ 

ハイブリダイゼーション（FISH）陽性である患者に限定される。例えば乳癌患者の 70%弱

で HER2 発現が認められるにも関わらず、治療対象となるのは全体の 12%程度であり、全

体の 50%を超える IHC 2+/FISH 陰性及び IHC 1+で定義される HER2 弱陽性患者に対する

有効な抗 HER2 治療薬は存在しない状況である。DS-8201a はこのような HER2 低発現癌

患者において有効性を示す可能性がある。

DS-8201a は T-DM1 非感受性の PDX モデルに対し強い抗腫瘍活性を示した。ビンクリス

チンやパクリタキセルのようなチューブリン阻害剤の耐性メカニズムの 1 つに ABC トラン

スポーターの1つとして知られるMDR1による薬剤排出が報告されている[59,60]。同様に、

Lys-SMCC-DM1 や DM1 が MDR1 の基質になることが報告されており[61]、T-DM1 と同じ

リンカー薬物を結合させた抗 EpCAM-SMCC-DM1 が MDR1 発現腫瘍に対し抗腫瘍活性を

示さない[49]。一方で exatecan（DX-8951）は MDR1 の発現に関わらず複数の xenograft 

model に対し抗腫瘍活性を示す[23]。また我々は MDR1 発現細胞に対して DXd (1)が細胞障

害活性を示すことも予備的に確認している。これら事実は、DS-8201a が MDR1 の基質に

はならないこと、そして T-DM1 の初期耐性を克服する可能性を示唆するものである。しか

し、T-DM1 の第 2 相試験（TMD4558g）では、T-DM1 の初期耐性例は約 20%と低頻度であ



60 

ること[5]、T-DM1 投与後の患者の多くは一定期間奏効後に T-DM1 に対する耐性を獲得する

ことが示された[62]。T-DM1 獲得耐性メカニズムとしては DM1 感受性の低下や HER2 蛋白

の減少等が非臨床の検討で報告されている[63,64]。その報告の中では、T-DM1 に類似した

trastuzumab-maytansinoid conjugate に耐性を獲得した MDA-MB-436 細胞では、DM1 への

感受性が 3 から 4 倍低下したのに対し、イリノテカンへの感受性は変化しなかった[63]。従

って、DS-8201a は T-DM1 獲得耐性腫瘍に対し有効を示すことが、HER2 が細胞膜上から

完全に消失しない限りは大いに期待できる。なぜなら DS-8201a は HER2 が低発現になっ

ても効果を示すためである。今後は T-DM1 投与後に耐性になった患者由来の腫瘍サンプル

を用いた耐性メカニズム解析ならびにその PDX モデルに対する DS-8201a の有効性を評価

する予定であり、それにより DS-8201a の T-DM1 獲得耐性腫瘍に対する効果をより正確に

精査可能になると考える。

遊離薬物の作用機作がそのADCの安全性プロファイルに大きく影響することが知られて

いる[11]。臨床では、T-DM1 の重篤な副作用として血小板減少及び末梢神経障害が認められ

[12]、これらはチューブリン重合阻害剤を結合させた ADC に共通する副作用である。T-DM1

のサル毒性試験では血小板の減少及び神経軸策の変性が認められ[13]、臨床での副作用とよ

く相関する。DS-8201a のサル毒性試験では、このような血小板減少及び末梢神経障害は最

高投与量においても認められなかった。サル試験において 30 mg/kg 以上の投与量で肺に対

する毒性が観察されたが、T-DM1 でも肺間質細胞の炎症といった DS-8201a と類似の毒性

がカニクイザル 10 mg/kg の投与で認められている。ヒト肺組織において HER2 が発現して

いるという報告もあり、非交差種のラットでは肺における毒性所見は無かったことから、

この肺毒性は HER2 依存的なものであると推察される。このように、非臨床での安全性プ

ロファイルが良好であったことから、2015 年 8 月より DS-8201a の第 1 相臨床試験が開始

されている。
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第 1 章及び第 2 章では DS-8201a の HER2 特異的な活性について証明してきたが、第 3

章ではHER2陽性細胞共存下におけるHER2陰性細胞に対する活性について評価を行った。

高膜透過性の薬物を遊離する DS-8201a は低膜透過性薬物を遊離する anti-HER2 DXd(2)及

び T-DM1 と比較して強い bystander 効果を示し、HER2 陰性細胞に対する有効性が認めら

れた。これまでに ADC の bystander 効果についての報告は複数あるが、本研究は細胞膜透

過性との関連を検討した初めての研究である。

最近 Roche から T-DM1 の適用拡大のために実施中であった HER2 陽性胃癌の 2 次治療

を対象にした第 2/3 相試験（Gatsby 試験）において主要評価項目を満たさなかったと報告

された。胃癌では HER2 発現の不均一性が報告されており[65]、これが未達の原因である可

能性がある。Bystander 効果はこの課題の解決案の 1 つとして挙げられ、DS-8201a は臨床

において胃癌患者に対し有意な有効性を発揮する可能性が本研究により示唆された。また、

T-DM1 が承認を受けている乳癌でも HER2 発現の不均一性は報告されており[66]、

DS-8201a のより高い奏功率も期待できる。このように、DS-8201a が有する bystander 効

果は T-DM1 との魅力的で明確な差別化ポイントであると言える。

また、実験方法の観点では、報告されている bystander 効果の評価の多くは主に in vitro

で実施されている場合が多い。しかし in vitro 評価は閉鎖系であり、遊離薬物が培養上清中

に蓄積可能であるため、正確な bystander 効果の評価、すなわち隣接細胞への遊離薬物移行

の評価は行えていないと考える。加えて in vivo にて bystander 効果を評価している報告は

抗原発現陰性細胞の検出が困難であるためほぼ存在しなかった。本研究では in vivo イメー

ジング技術を用いて、抗原発現陰性細胞を共移植条件下で経時的に観察可能な新規評価系

の構築に初めて成功した。また、本イメージング法と IHC による HER2 発現解析を複合す

ることで、腫瘍中の HER2 陽性細胞と陰性細胞を同時に検出することを可能にした。これ
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により、anti-HER2 DXd (2)及び T-DM1は HER2陽性細胞のみに作用することが確認でき

た。しかしながら、in vitro及び in vivoの双方において、HER2の不均一性を制御すること

は非常に難しく、in vitroと in vivoで用いる HER2陽性細胞株を変える必要が生じた。様々

な ADCの bystander効果を評価するためには、評価系の改善が未だ求められる。

さらに、HER2陽性細胞の近傍細胞ではなく、離れた部位にある細胞に対する、ADCか

ら遊離した薬物の効果についての検討は革新的であった。Bystander効果による安全性懸念

は有効性増強に加え重要視すべき点であるが、これまでの報告では評価されていなかった。

今回、我々は DS-8201aの bystander効果は HER2陽性細胞に近接する細胞に対してのみ

生じる効果であることを明確に証明し、全身性の毒性及び腫瘍部から離れたところにある

正常組織に対する毒性懸念は低いことが示唆された。しかしながら腫瘍に近接した正常組

織に対する毒性は未だ不明である。我々は topoisomerase I阻害剤は癌細胞のような増殖性

の細胞に対して作用するため、骨髄細胞や血液細胞以外の正常組織に対しては毒性懸念が

低いと仮説を立てている。実際にイリノテカンの重篤な毒性所見としては好中球減少のよ

うな血液毒性が認められている[21]。

今回、低膜透過性薬物を遊離する anti-HER2 DXd (2)は bystander効果を有さないことが

確認されたが、逆にこのような ADCは抗原陽性細胞中に遊離薬剤を蓄積しやすく、血液癌

のような細胞が集合しない癌に対しては強い有効性を示す可能性が考えられる。実際に、

Figure 17にあるように、anti-HER2 DXd (2)の in vitro細胞障害活性は DS-8201aよりも強

かった。従って、我々は標的とする癌腫により、適切な遊離薬物を選択する必要性がある

のかもしれない。今後 DXd (2)を遊離する ADCの血液癌に対する有効性を評価する予定で

ある。
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第 4章では本 DXd-linker技術の汎用性について触れた。前述の通り現在多くの ADCの臨

床試験が行われているが、用いられるADC技術は限られている。切断型リンカーとMMAE、

非切断型リンカーと DM1、切断型リンカーと DM4の組み合わせが大部分を占める[8]。今

回 DXdを結合させた ADC技術が複数の抗体に適用可能であることを確認した。更に新規

標的 B7-H3に対する有効性も確認した。カニクイザルを用いた評価では抗 B7-H3 ADCは

30 mg/kgまで重篤な副作用が認められないという preliminaryなデータも取得しており、

DS-8201aのみならず、他標的においても高い治療域が確認されつつある。すなわち既存の

ADC技術に加え新しい選択肢を提供することが可能になると期待する。Topoisomerase I

阻害剤を用いた ADCとして、sacituzumab govitecan（抗 TROP2- ADC）が現在臨床試験

進行中であるが、結合薬物として SN-38を用いている[67,68]。第 1章で記載したとおりDXd

よりも 10倍程度低活性である。またヒト及びサルの血清中では結合した SN-38の約半分が

24時間以内に遊離してしまう、すなわちリンカーの不安定性が報告されている。従って、

臨床試験では下痢や好中球減少のようなイリノテカンの副作用と関連する毒性が高頻度で

観察されていること[68]は不思議ではない。DXd-ADC技術は癌細胞で高発現が報告される

カテプシン Bや Lのようなリソソーム酵素により切断されるGGFGリンカーを採用してお

り[25,69,70]、腫瘍細胞内での効率的な薬物遊離が期待される。従って、結合薬物の活性及

びリンカーの安定性という 2点が SN-38 ADC技術を凌駕する点と考える。

その他の作用機作の薬物として、最近 pyrrolobenzodiazepine（PBD）と呼ばれる DNA

クロスリンクを誘導する薬物を用いた ADCとして SGN-CD33A[71]及び SGN-CD70A[72]

が臨床試験を開始し、さらに他抗体への適用可能性が示唆されている。しかし、これら 2

つの ADCは結合薬物 PBDの高活性かつ高毒性により薬物結合数を最大 2となるように厳

密に制御する必要があり、毒性懸念が未だ存在する。その点、本 DXd-ADC技術は高い安全

性が確認されており、汎用性、使いやすさという観点からは PBD-ADCよりも高価値であ
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ると考える。PBD-ADCの臨床試験状況を注視しながら考察を加えていきたい。

しかしながら本検討はDXd (2)を遊離するタイプのADCを用いたものであり、DS-8201a、

つまりリンカー部分には自己解離型のアミノメチレン構造を有する切断型リンカーを用い

た DXd (1)を遊離する ADC技術の汎用性は確認できていない。現在複数の抗体に対して

DS-8201aのリンカー薬物を適用した ADCの評価を進めている。これら結果が出揃うこと

で、今回我々が樹立した topoisomerase I阻害剤を用いた新規 ADC技術の有用性をより確

かに示すことが可能になる。また、現在進行中の DS-8201aの臨床試験の結果は本技術の

臨床応用への自信、期待を後押しするものと確信しており、その結果が待たれる。

今後は本技術の適用拡大、ADC領域でのプレゼンスの確立を目指し、研究を進める必要

がある。他 ADCと更なる差別化を目指すべく、本技術の高い安全性を活かした標準治療薬

との併用効果について検討を進めたいと考える。特に最近では ADC薬物が癌免疫を惹起す

る報告もあり興味深い[73,74]。ミサイル療法という概念が提唱されて約 30年経った今、

ADCの更なる価値が求められる時が来ている。そのパイオニアとして道を切り拓けるよう、

多角的に ADCを見つめ研究を進めたい。
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結論

 Topoisomearse I 阻害剤を用いて以下の特徴を有する独自の ADC技術を樹立した。

物性が良好で、血中で安定

薬物分布が均一で高い薬物結合数

既存技術より安全で高活性な広い治療域

複数抗体に適用可能な高い汎用性

抗 HER2 ADC DS-8201aは臨床において、

 T-DM1非感受性腫瘍

既存の抗 HER2治療の適用外である HER2低発現腫瘍

 HER2発現が不均一な腫瘍

  に対し強い抗腫瘍活性を示す可能性が示唆され、T-DM1と差別化可能な治療薬になり

うる。
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