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初めに

1971年 にFolkmanは 、癌組織が直径1～2mmを 越えたところで血管新生の誘導因

子(TumorAngiogenesisFactor;TAF)を 分泌 し、それまでの静止状態から指数関数的

に増殖 していくという概念を提唱 した1)。 その際に、癌組織に近接 した既存の毛細血

管が酸素や栄養の供給源となり、また、老廃物を除去するための経路として用いられ

る。いったん癌組織が巨大になると癌組織中心部は血流の供給が間に合わず低酸素状

態に陥るが、それがSOSシ グナルになって血管新生のスイッチがONに なり癌組織内

に新生血管が誘導される。毛細血管の内腔を裏打ちしているわずかな薄い血管内皮細

胞が、これらの現象の主役を演 じていることが数々の研究から明らかにされた2)-3)。

また、癌組織 内の1本 の毛細血管は104個 もの癌細胞の酸素や栄養分の供給および

老廃物の排出を行っていることが知られていることから4)、 癌組織血管を破綻させる

ことによ り、この癌組織のライフラインを遮断することで癌細胞を1つ1つ 障害せ

ずとも癌組織 を壊死あるいは退縮 させることが期待できる 句。以上の事実から癌の治

療法の一つとして、癌組織血管内皮細胞、癌組織血管を標的とした治療戦略が考案さ

れてきた。そこで、本研究では、全 く新 しい二っのス トラテジーのもとに癌組織血管

に薬物を送達させる薬物キャリアーとして、第一部では抗体を、第二部では細胞自身

を利用することで、抗体および細胞を用いた癌組織血管を標的とした新規癌ミサイル

療法の開発に向けた基礎的検討を行った(Fig.1)。

Antibody

Yへ

⑳

Fig.1.SchematicStrategyofTumorVascularTargetingUsing

AntibodyandCell

1



第一部

抗体を用いた癌組織血管を標的とした

新規癌ミサイル療法の開発に向けた基礎的検討

緒論

現在、臨床で実際に用いられている5-Fluorouracilな どの抗癌剤は顕著な抗腫瘍効

果を有 しているものの、静脈内投与されたこれらの抗癌剤は血流を介 してあらゆる組

織に分布 してしまうため、標的とする癌組織に到達できる量は極めて微量であること

が知られている。そのため、抗癌剤に対する感受性が高い組織においては、必然的に

重篤な副作用を招いてしまっている。したがって、抗癌剤に癌組織へのターゲティン

グ能を付与 し選択的に癌組織へ送達することによって、優れた薬効と高い安全性を発

揮できるDrugDeliverySystem(DDS)の 開発が切望 されている。このような観点か

ら、様々な癌ターゲティング療法の開発が試みられてきた。この中で、特に癌細胞に

対するモノクローナル抗体に抗癌剤を結合 した、いわゆる癌ミサイル療法は最も魅力

的なアプローチとして多大な努力が行われてきた。 しかしながら、実際には期待され

たような成果は得られていないのが現状である 鯛 。この原因として以下の点が考え

られる。第一に、血中に投与 されたミサイルキャ1丿アー(抗 体 一抗癌剤複合体;

Immunoconjugate)は 、抗体の分子量が15万 以上であるため、血管の内腔を一層で覆

う血管内皮細胞層が透過の障壁となって しまい、癌組織への移行量は著 しく制限され

てしまうことが挙げられる8)-1°)。実際に、ヒ トにおいてはImmunoconjugateの 癌組

織への到達量 は投与量のわずか0.001～O.01%程 度で しかない。第二 に、癌細胞の

抗原多様性が挙げられる11)-13)0すなわち、ある癌抗原に対するモ ノクローナル抗体を

ミサイルキャリアーとした場合、その抗原を発現 している限られた癌種、癌細胞にし

か適用できないために広 く一般的なキャリアーとはなり得ないのである。著者らはこ

れらの問題点を克服するために、癌細胞 自体を標的とするのではなく、癌組織内の血

管内皮細胞を標的とする新しいス トラテジーを構築 した。すなわち、癌細胞自身に対

する抗体を用いるのではな く、癌組織内の血管内皮細胞に対する抗体をミサイルキャ

リアーとして用い、癌組織のライフラインである血管を破綻させることにより癌組織

を壊死させようとするアプローチである(Fig.2)。 癌組織内の1本 の毛細血管は、104

個もの癌細胞の酸素や栄養分の供給および老廃物の排出を行っていることが知られて
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Fig.2.NewApproachtotheTargeting而espyofCancerwith

MonoclonalMtibodyagainstTumor-derivedEndothelialCells

いることから4)、癌組織血管 を破綻させ ることによりこの癌組織のライフラインを遮

断することで、癌細胞を1つ1っ 障害せず とも癌組織を壊死あるいは退縮させるこ

とが期待できる 錦勾'16)。さらに、癌組織の血管内皮細胞は一般に癌種によらず、正常

組織に比べ物質透過性が亢進 しているiη'2ηといった数多 くの共通 した特性を有 しでい

るため、癌組織血管内皮細胞上にはこれらの特性を制御するような共通の特異分子が

発現 していることが示唆される。したがって、この癌組織血管内皮細胞上の共通 した

特異分子に対する抗体をミサイルキャリアーとして用いれば、あらゆる種類の癌組織

への薬物送達が可能な標的指向型薬剤が創製できると考えられる。そのうえ、癌組織

の血管内皮細胞を標的とした場合、癌組織血管は直接血流にさらされているためミサ

イルキャリアーは直接抗原と結合可能となり癌組織への移行性を考慮する必要もなく

なる。しかしながら、これまでは癌組織の血管内皮細胞に対する特異抗体はおろか、

その抗原となる癌組織の血管内皮細胞の単離 ・培養さえも行われてはいなかった。そ

こで、当研究室では、これまでに、ラットKMT-17線 維芽肉腫よ り癌組織血管内皮細

胞(Tumor-derivedendothelialcells;TEC)の 単離、培養法の確立を行 ってきた28)0

従って、第一章では、このTECを 免疫原 として用いることで癌組織血管内皮細胞

特異モノクローナル抗体の作製を行い、この抗体の特性を評価 した。第二章では、著

者のス トラテジー通 り、作製 した癌組織血管内皮細胞特異モノクローナル抗体TES-23

が多 くの癌種 を認識 し得ることを、各種マウス癌組織に対するTES-23の 集積性を検

討す ることによ り評価 した。さらに、ヒト癌組織血管内皮細胞にも共通特異抗原が発

現 していることを確認するために様々なヒト癌組織切片の免疫組織化学染色を行い、

その結果をもとに、TES-23の ヒ トへの臨床応用に対する可能性を検討した。第三章

では、タンパク性抗癌剤であるネオカルチ ノスタチン(NCS)と のImmunoconjugate
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(TES-23-NCS)を 作製 し、TES-23を 用 いた癌組織血管 を標 的 と した癌 ミサ イル療法

の ヒ トへρ 臨床応用 を視 野 に入れ て 、TES-23が 適応 可能 な ミサ イルキ ャ リア ーとな

り得 る可 能 性 を示す ため にMeth・A線 維 芽肉腫 担癌 マ ウス に対 してTES・23-NCS

に よる抗 腫瘍効果 を検討 した。
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本 論

第 一章 癌 組 織 血 管 内皮細 胞特 異 モ ノ ク ローナ ル抗 体 の作 製 と特 性 評 価

著者 らは これ まで に、ラッ トKMT-17繊 維 芽肉腫 よ り癌組織血管 内皮細胞(Tumor-

derivedendothelialcells;TEC)の 単離 ・培 養法 の確立 を行 ってお り28)、 また、 この培

養TECはinV%VOに おける癌 組織血管 の特性 を発現 ・維持 して いる ことが、物質透過

性 の亢進29)(Fig.3)、TNF一 αに対 す る感 受性 の増 大 な どよって既 に確認 され て いる。

従 って 、このTECを 免疫原 と して用 いる ことで癌組織血管 内皮細胞 に特 異的 に反応性

を示す 、癌 組織 血管 内皮細胞特 異モ ノクローナル抗体 の作製 を試み た。

第 一 節 癌組 織 血 管 内 皮細 胞 に 対す る特 異 モ ノク ローナ ル抗 体 の作 製

本節 では、TECの 膜 タ ンパ ク質 を免疫 原 と してマ ウス に免疫 を施 し、脾 細胞 とミエ

ローマ細胞 とを融合 させ ることによ りTECに 対す るモ ノクローナル抗体 を作製 した。

実験 材料 と方法

癌組織血管 内皮細胞 特異モ ノクローナル抗 体の作製

癌組織血 管 内皮細胞特 異抗体 を産生 す るハ イブ リ ドーマは 、初 代培 養 ラ ッ ト正 常血

管 内皮 細胞 で あるラ ッ ト精巣上体脂肪 由来 血管 内皮細胞(FCEC》 と著者 らが単離培養 し

たTECを 用 いて作製 した。得 られ たハ イブ リ ドーマTES-23(lgG1)と マ ウス形質細胞

腫MOPC-31C(ATCCCCL130)をBALBlcマ ウスの腹腔 に移植 し、腹 水 よ り得 られ

た抗体 はプ ロテイ ンAア フ ィニテ ィーカラム(BioRadLaboratory、Richmond、CA)

によ り精製 した。な お、マ ウス形 質細胞腫MOPC-31Cよ り得 られ たマ ウスlgG1モ

ノク ローナル抗体(MOPC-31C)をnegativecontrol抗 体 と して以後 の検討 に用いた。

免疫 旦 化学 的 討 によ る癌 且 血 皮f一 モ ノクローナル の 評価

KMT-17癌 組織 を摘 出 した後 、細片 した組織 をO.C.T.Compound(TissueTEK、Miles、

Elkhart、IN)に 包埋 した。直 ちに液体 窒素 に浸 し凍結 し、5μmの ク リオスタ ッ ト切片

と し、4℃ の アセ トンに10分 間浸 して 固定 した後 、内因性 パ ーオキ シダーゼ をプ ロ
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ック す る た め0.3%過 酸 化 水 素 水 含 有 メ タ ノ ー ル溶 液 で 室 温 、15分 間 処 理 した 。 それ

を 、1.5%ウ マ 血 清(Vector、Burlingame、CA)含 有PBS溶 液 で 室 温
、20分 間 ブ ロ ッ

キ ン グ を行 い 、 ハ イ ブ リ ドー マ の培 養 上 清 中 で37℃ 、30分 間 イ ンキ ュベ ー トした 。

そ の後 、 パ ーオ キ シ ダ ーゼ 標 識 抗 マ ウスIgG抗 体 を室 温 、30分 間作 用 させ た後 、基 質

(0.125mg/ml3.31-diaminobenzidine、0。01%過 酸 化 水 素 水 含 有50mMTris-HCI(pH

72))を 添 加 して発 色 させ た 。 ま た 、 ヘ マ トキ シ リ ンで 核 染 色 を施 した
。

一
TECを 免疫原 と して用 いる ことで 、癌組織血管 内皮細 胞特異モ ノクローナル抗体 、

TES・23を 得 る ことがで きた。実際に、 このTES-23を 産 出するハイブ リ ドーマの培

養 上清 を用 いて、KMT-17繊 維芽 肉腫 担癌 ラ ッ トか ら摘出 した癌組織 、肝臓 、腎臓 の

凍結 組織 切片 を免疫染 色 した ところ 、肝 臓 、腎臓 などの正 常組織 の血管 内皮細胞 には

ほとん ど交差性 は示 さなか った。 しか しなが ら、癌組 織 に関 してはTES-23は 増殖 の

停 止 した血管 内皮 細胞(矢 頭)と そ こか ら伸 び る増殖 中 の血 管 内皮 細胞 と思われ る細胞

(矢印)も 染 色 されて お り、TES-23は 増 殖の停止 した血 管 内皮細胞 と増殖 中の新生血

管 の内皮細胞 どち らも認識す る ことが示唆 され た(Fig .4)。

苳
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最近 、VEGFレ セプ ターの様 に増殖 中の新生血管 内皮細胞 に比 較的多 く発現 す る分

子 を標 的 と した夕一ゲテ ィング療 法の試みがなされ ているが3・)、invivoで の治療 効果
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につ いての報告 は未 だ公表 されて いな い。 これ は 、発現部 位 の特異性 の低 さと、新 生

血管 のみ を夕一ゲ ッ トと したので は十 分 な抗腫 瘍効果 が得 られ な いため と考 え られ る

31)'as)
。 しか しなが ら、TES-23は 本検討 にお いて癌 組織 内の全て の血管 内皮 細胞 を認

識す る可 能性 があ る ことか ら、極 めて有効 な ミサ イル キ ャ リア ーとな り得 ると考 えら

れ る。従 って、TES-23を ミサ イルキ ャ リア ーと して用 いて癌 組織血管 を標 的 と した

癌 ミサ イル療法 を確立す るために、以後 の検 討 を行 うことと した。

第 二 節 ラ ッ トKMT-17繊 維 芽 肉 腫 に対 す る'rES・23の 特 異 性 に 関す る検

討

前 節で は、癌 組織血管 内皮細胞 を全て 認識 で きる、癌組織 血管 内皮細胞 特異 抗体 、

TES-23を 作製す る ことがで きた。本節 では 、そのTES-23が 癌組織血管 内皮細胞 を

特異 的に認 識す る有効な ミサイルキ ャ リアー とな り得 るか否か を評価 す る目的で 、_i251

ラベル化TES-23を 用 いてKMT-17繊 維 芽肉腫 担癌 ラ ッ トに対す るTES-23の 生体

内挙 動に関す る詳細 な検討 を行 った。

-

1251ラベル化抗体 の作製

TES-23お よびマ ウス形質腫 細胞MOPC-31Cの 産生 するIgG1(MOPC-31C)は 常法

に従 い、プ ロテ イ ンAア フ ィニ テ ィーカ ラム によ り行 った 。抗体 の1251ラ ベ ル化 は

lodogen法 によ り行 った。すなわち、2.5,ug/vialでlodogen/CH3CIを 添加 し、一晩

風乾 して コーテ ィング したV-vialに100μgTES-23/50uiO.1Mリ ン酸緩衝液

と0.5mCi/5,uINa'251を 添加 し、30秒 毎 に撹拌 させ なが ら室温 で5分 間反応 させた。

その後、5mg/miKl、0.02%Tween20、O.1%BSAIPBSを500μ1加 えて、エ ッペ

ン ドルフチ ューブに回収 し、脱塩 カラムに よ り10mMHepes、1%BSAIPBSで 分画

分取 した。

1251ラベル化抗体の臓器分布

腹水継代 して いたKMT-17繊 維 芽肉腫 を1x106cells/headでWKAHIHkmラ ッ ト(メ

ス、6週 齡)に 皮下移植 し、移植後4日 目か ら、投与後 の遊離1251の 非特異 的な取 り込
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み を防 ぐた め に飲 料 水 と して0.1%KI水 溶 液 を与 え た 。腫 瘍 重 量 が1～2gと な っ た腫

瘍 移 植 後9日 目 に 、1251ラ ベ ル 化TES-23(125トTES-23、5 .86μg10.85μg)、

MOPC-31C('251-MOPC-31C・5 .96μCi11μ9)を 各 々 の 非 標 識 抗 体99,ug/ratと

混 合 し、150ng!headで そ れ ら を尾 静 脈 内 投与 した 。投 与 後1時 間 に血 液 、肝臓 、腎

臓 、脾 臓 、 小腸 、肺 、筋 肉 お よび 癌 組 織 を摘 出 し、 放 射 活 性 を測 定 した。

結果および考察

lodogen法 に よ り'251-TES-23と'251-MOPC-31Cを 作 製 し、 これ ら1251ラ ベ ル化 抗

体 を用 い てKMT-17担 癌 ラ ッ トに お け るTES-23の 体 内 動 態 を 検 討 した と こ ろ 、

negativecontrol抗 体 で あ るMOPC-31Cは ほ とん ど癌 組 織 に移 行 しな か った の に対 し

て 、TES-23は 投 与 後 わ ず か1時 間 で組 織 当 た りの投 与量 に して20%も の癌 組 織 集 積

性 を示 した(Fig.5)。
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Fig.5.TissueDistributionof1笥14abded正S・23in
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/gfissue;bars,SE.

また、正常組織にはほとんど移行が認められずTES-23は 癌組織 に著 しく集積する

ことが明 らかとなった。一般に癌細胞自身に対するモノクローナル抗体では投与後24

時間においても0.001～o.oi%の 癌組織集積性 を示すにすぎないことからも 鋤、本結果

は、癌細胞自体ではなく癌組織血管内皮細胞を標的とすることの有用性を示唆してい
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るものと考えられる。その際、脾臓へも若干の集積が確認されたことから血球系への

副作用が若干懸念されるものの、TES-23が わずか1時 間という短時間で癌組織特

異的に高集積性を示したことで、TES・23が 癌組織血管を標的とした癌ミサ イル療法

を確立するうえでの有用なミサイルキャリアーとなり得ることが示唆された。

第三節 小括

第一節では、癌組織血管内皮細胞に対するモノクローナル抗体の作製を試みた結果、

TECに 対する特異性の高いTES-23の 作製 に成功 した。これまでに、癌組織血管に発

現 しているEndoglinやEndosialinを は じめとする様々な抗原を認識する抗体が報告さ

れてきたが4°)-44)、これらの抗体が認識する抗原は、正常組織血管内皮細胞や他の正常

細胞にも高発現 しているため、癌組織血管を夕一ゲッ トとしたミサイルキャリアーと

はなり得ない。しかしながら、TES-23は 肝臓 、腎臓などの正常組織の血管内皮細胞

には、ほとんど交差性は示さないにもかかわらず、癌組織においては、増殖の停止 し

た血管内皮細胞とそこから伸びる増殖中の血管内皮細胞の両方を認識することが明ら

かとなった。また、第二節においては、KMT-17繊 維芽肉腫担癌ラットに対するTES-23

の生体内挙動に関する詳細な検討 を行った結果、TES-23は 短時間で組織当た りの投

与量 に して20%も の癌組織集積性を示す ことが明 らかとなった。従って、第一節で示

したTES-23は 癌組織内の全ての血管内皮細胞 を認識する可能性があることを考え併

せると、TES-23が 癌組織血管 を標的と した癌 ミサ イル療法を確立するうえでの有用

なミサイルキャリアーとなり得ると考えられる。
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第 二 章 .lTES-23の 異 な った動 物種 、癌 種 に 対 す る交 差性 に関 す る検 討

前章 で は、著者 らが単離 した癌組織血管内皮細胞 の 由来 であるラ ッ トKMT-17繊 維

芽 肉腫 に対 して 、TES-23が 有用 な ミサ イルキ ャ リアー とな り得 る ことが強 く示 唆 さ

れ た が、 冒頭 において示 した当初 の ス トラテ ジー通 り癌組 織血管 内皮細胞 上 に動物種

や癌種 を越 えた共通 の特異 分子 が発現 して お り、 これ をTES-23が 認識 で き得 るのな

らば、TES-23は 非常 に優 れ たミサ イルキ ャ リア ーとな り得 るもの と考 え られ る。そ

こで、本 章 で は、動物種 を ラ ッ トか らマ ウス に代 え、TES-23が さらに多 くの癌種 を

認識 し得 る こ とを各種 マ ウス癌組 織で検 討 し、 さ らに ヒ ト癌 組織血管 内皮細胞 にも共

通特異抗 原 が発 現 して いる こ とを確認 す るため に 、様 々な ヒ ト癌組織 に対 して免疫組

織 化学染 色 によ る評価 を行 うことで実際 に ヒ ト癌 治療 への可能性 を検討 した。

第 一節 各 種 マ ウス 腫 瘍 お よ び ヌ ー ドマ ウス に お け る ヒ ト癌 細 胞 株 移 植 モ

デ ル に対 す るTES-23の 集 積 性 に関 す る検 討

本節 で は、TES・23が 動物種 によ らず 、 さらに多 くの種 類の腫 瘍 にお いて も集積性

を示 すか どうか 、す なわち 、癌 組織血管 内皮細 胞 に共通特 異分子 が発現 して いるか ど

うかを確 認 す るため に、Meth-A線 維芽肉腫 、Colon26腺 癌 、Sarcoma180(S-180)

肉腫担癌 マ ウスおよび ヒ ト由来HT-1080線 維 芽 肉腫 に対 して 、TES-23を 用 いての

生体内挙動 を検 討 した。

実験材料 と方法

1251ラベル化抗 の 製

TES-23お よびMOPC-31Cの1251ラ ベ ル化 は、第一部 第一章第二節 に準 じた 。

TES-23の 生 に する 言・

予め腹 水 中で維持継代 したMeth-A線 維芽 肉腫 を回収 し、BALB!cマ ウス(メ ス、

4週 齡)の 腹部 皮内 に5×105cells/headで 移植 した。Colon26腺 癌 細胞 は、予め

10%FCSを 含 むRPMI1640培 地(日 水製薬)で 、培養 し、BALBIcマ ウス(メ ス 、4週

齡)の 腹部 皮 内に5×105cells/headで 移植 した。S-180肉 腫 は、腹 水 中で維持継
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代 した細胞 を、ddYマ ウス(メ ス 、4週 齡)の 腹部皮 内 に5×105cells/headで 移植

した。 また 、 ヒ ト由来HT-1080線 維 芽 肉腫 は、10%FCS、 非 必須 ア ミノ酸(NEAA

MIXTURE;和 光純薬工業》を含 むイーグルMEM培 地(日 水製薬)に よ り培養 し、BALBIc

nudeマ ウス(メ ス 、6週 齡)の腹部皮 内に5×106cells/headで 移植 した。それ ぞれ1

週間後 、腫瘍径 が6～8mmに 達 したマ ウス をTES-23お よびMOPC-31Cの 生体

内挙動 の検討 に用 いた。Meth-A線 維芽 肉腫担癌 マ ウス 、Cdon26担 癌 マ ウス、S-180

担癌 マ ウス 、 およびHT-1080担 癌 マ ウス に対 して 、1251-TES-23お よび1251-

MOPC-31Cを それ ぞれ20ng!head(2x105cpm!head)で 、各 々尾静脈 内投 与 した 。

1時 間後 に、pentobarbitalsodium(NembutalInjection、DINABOT)を 投与 して麻 酔 し、

腹部 大動脈切 断 によ り脱血後 、各 臓 器 を摘 出 した 。各 サ ンプルの放射活性 は 、 自動 γ

カ ウンター(COBRAII、PACKARD)に よ り測定 した。

結果 および考察

TES-23はMeth-A線 維芽肉腫 に対 して、わずか1時 間 という短 時間で、112%:of

injecteddoselgも の量 が癌組織 に集積 し、control抗 体 のMOPC-31Cと 比較 した

場 合 、50倍 もの癌組織集積性 を示す ことが判 明 した(Fig.6)。 このTES-23の 集 積性

は非 ラベ ル化TES-23を 前投 与 す る ことで 完全 に拮 抗 阻害 され た が 、非 ラベ1化

MOPC・31Cの 前投与で はTES-23の 集積性 に全 く影響 を与 えな かった。また 、正 常

組織への集積性 には全 く影響 しな か った ことか ら、癌組織 血管内皮細胞 にのみTES-23

によって認識 され る分子が発現 して いる可 能性 が示唆 され た(Fig.7)。 同様 に、Colon26

腺癌 、S-180肉 腫担癌 マ ウス に関 して も、Colon26腺 癌 にお いては82%ofinjected

d◎se!gも の量 が(Fig.8)、 また、S-180肉 腫 対 して も93%ofinjectedd◎selgも の量

が癌 組織 に集積 する ことが判明 した(Fig.9)。

次 に、 ヒ ト癌細胞株 移植モデ ルでの検 討 を行 った。 ヒ トHT-1080線 維芽 肉腫 をヌ

ー ドマウス に移植 して体 内動態 を検 討 した ところ
、82%ofinjecteddoselgも 癌組織

に集積 する ことが判明 した(Fig.10)。 本 実験 系で は、癌 組織 内に誘導 され た血管 内皮細

胞 は マウス 由来 であ るが 、 この結 果 は、 ヒ ト癌 細胞環 境下 において血管 内皮細 胞 上 に

TES-23が 認 識す る共通分 子の発現 が誘導 され得 る ことを示 唆 して いる。当研 究室 で

は、癌細胞 の な ら し培地 で正 常血管 内皮細胞 を培養 す る と、物 質透過性 の上昇 、TNF一

α感 受性 の上昇 な ど、癌 組織血管 内皮細胞様 の性 質 を帯びて くる ことを見出 して お り、

液性因子が癌 組織血管の形質発現 に関与 す る可能性 を示 して いる 佝。
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また、各組 織細 胞 由来 の細胞 外マ トリックスが各組織 血管 の特性 の維持 形成 に関与

して いる ことも見 出 して いる。従 って、前章 に おいて 、動物種 と して ラ ッ ト、癌種 と

してKMT。17繊 維 芽肉腫 に対 して 、また 、本 章 において は、動物種 と してマ ウス 、癌

種 としてMeth-A線 維芽肉腫 、Colon26腺 癌 、S-180肉 腫 の様 々な癌種 においても、

TES-23は 短 時 間で高集積性 を示 した ことよ り、TES-23が 動物 種 、癌種 を越 えて適

応可 能な ミサ イルキ ャ リアー とな りうる可能性 が強 く示唆 され た。 さ らに、 ヒ ト癌細

胞株移植 モデ ルで の検討 にお いて も、TES-23は 短 時間 に著 しく癌組織 に集積 す る こ

12



とが確認できた結果から考え併せると、ヒト癌組織血管内皮細胞においても、TES-23

によ り認識され得る特異分子が誘導されることが強 く示唆された
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第二節 ヒト癌組繊血管内皮細胞への交差性に関する検討

これ まで に、TES-23は ラ ッ トおよび マ ウスの多 くの癌種 に おいて 、短 時間で高 い

癌組織集積 性 を示 す ことが判 明 した。その 中で も、 ヒ ト癌細胞 であ るHT-1080線 維

芽 肉腫移 植 モデル にお いて も癌組織集積性 を示 した ことは、 ヒ ト癌組織血 管 において

もTES-23が 認識 す る共通分子 が発現 して い る可能性 を示唆 してい る。そ こで、本節

で は、様 々な ヒ ト癌組織凍結切 片を用 いてTES-23に よ り免疫組織化 学染色 を行 うこ

とで、TES-23が ヒ ト癌組織血管内皮細胞 を認識 し得 るか否か を検討 した 。

実験材料と方法

TES-23に よるヒ ト癌組織の免疫組織化学染色

ヒ ト癌組織(食 道 癌 、 胃癌 、大腸癌 、乳癌)、 お よび その周辺部位 の正 常組織 は 、大

阪大 学医学部 、塩 崎均 先生 よ り御供与 頂 いた。TES-23に よる各 ヒ ト癌組織 の免疫組

織化 学染 色は 、第一部第 一章一節 に準 じて行 った。な お、positivecontrolと して抗 ヒ
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トFactorVIII抗 体 を 、negativecontrol抗 体 と してMbPc-31Cを 用 い た
。

結果および考察

本節 で は、実 際の ヒ ト癌組織血管 内皮細胞 をTES-23が 認識 し得 るか否か を、免疫

組織化学染色 を行 う ことによ り検 討 した。

Fig.11に ヒ ト食 道癌組 織 における免疫組織 化学染色写 真 を示 した。TES-23は 、食道

癌組織血 管内皮細胞 において 、血管 内皮細胞 の マ ーカ ー抗原 であ るFactorVIIIに 対

す る染 色 像 と同様 の 染 色 パ タ ー ンを示 した こ とか ら、 ヒ ト癌 組 織 血 管 内 皮 細胞 も

TES-23が 認識 す る ことが明 らか とな った。 なお、 ヒ ト癌 組織周 辺の正 常組 織の血管

内皮細胞 は・TES-23で はほ とん ど染色 されな い ことが判 明 して いる。また 、デ ータ

には示 して いな いが 、 ヒ ト胃癌 、大腸癌 、乳癌 に関 して も同様 で あ り
、 これ らの結果

よ り、TES-23は ヒ ト正 常組織 の血 管 内皮細胞 にはほ とん ど交差 せず に癌組織血 管内

皮細胞 を認識 しうる こと、すなわち 、 ヒ ト癌組織血 管内皮細胞上 に もTES-23認 識共

通分子 が発現 して いる ことが示 唆 され た。 した がって 、TES-23は ヒ トにおいても適

応 可能 な ミサ イルキ ャ リアーとな り得 るもの と期待 され る。

Fig.11.ImmunohistochemiplReactionsofTES-23

toHumanTumorTissues

Frozentumortissuesectionsofoesophagus(a ,b,and
c),stainedwithMOPC-31C(a),TES-23(b) ,oranti
humanvWFIgG1(c)Arrowhead$bloodvessels .

第三節 小括

本章で は、TES-23の 多 くの癌種 に対す る適応 、お よび ヒ トの癌治療へ の応 用 を念

頭 にお いてTES-23の 交差性 について検討 を行 った 。
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第 一節 で示 した様 に 、TES-23はMeth-A線 維芽 肉腫 、Colon26腺 癌 、お よび

S・180肉 腫 担癌 マ ウスに対 して癌組織 へ高集積性 を示す ことが明 らか とな り、TES-23

は広範 囲な癌種 で適応 可能 であ るこ とが示唆 された。 また、 ヒ トHT-1080線 維芽 肉

腫 に対 して も癌組織血 管 に高 集積性 を示 す ことが明 らか とな り、 ヒ ト癌細胞 によ って

も、TES-23に よ り認識 され る分 子 が血管 内 皮細胞上 に発現 誘導 され ることが示唆 さ

れた 。また、第二節 において 、 ヒ ト癌 組織切 片をTES-23に よ り免疫組織化学 染色 し

た ところ、今 回検 討 した食道癌 、胃癌 、大腸癌 、乳癌 の4種 類 、全ての癌組織 に おい

て、癌組織血 管 内皮細胞 が染色 され 、実 際に 、ヒ ト癌組織血管 内皮細胞 上にもTES-23

が認識 す る共通特 異分 子 が癌種 によ らず発現 して いる ことが明 らか とな った。 さて 、

実際 に ヒ トへ の応 用 を考 えて い く際 、異種 タ ンパ クを投与 す るこ とによる抗原性 の問

題 が 生 じて くる。 ヒ トにマ ウス抗体 を投与 した場 合 、抗 マ ウス抗 体(HAMA)の 産 生が

認 め られ る ことが報告 されて いる46)。 また 、異種 抗体 は一般 に血 中安定性 が低 い こと

か ら、近 年 、マ ウス抗体 のFc部 位 を ヒ トキ メラ型 とす る ことで 、血 中半減 期 が大幅

に延 長す る ことが報告 され て いる4か ⑱。従 って 、現在 、TES-23が 認識す る抗 原め同

定 を進 めて いるところであ り、既 に、Ohizumiら は、ラ ッ トKMT-17繊 維芽肉腫 由来

の癌 組織血管 内皮細胞(TEC)を 可溶化 し、SDS-PAGE後 、westernblotを 行 った結果 、

TECラ イゼ ー トに分子量約80kDのTES-23認 識抗原 のバ ン ドを確認 してお りas)、 現

在 、検討中 ではあるが 、本抗原 のク ローニ ングを行 った結果TES-23が 認識 し得 るラ

ッ ト抗 原 の うち 少 な くと も一 っ はCD44分 子 で あ る こ とが明 らか とな りつ つ あ る

(Fig.12)o

80kDaΣ レ

4

Fig.12.WesternBlotAnalysisofProteinsofCulturedTECby

TES-231nUnreducedConditions

TECwereharvestedandpreparedforextractioninsodiumdodecyl

sulfate(SDS).Proteinfromsamples(10pg)wasusedfor

electrophoresisseparationin4to20%SD{シPAGE.Thenseparated

proteinsonGelswereelectrobbttedtonitrocellulosemembrane

usingasemi-drytransferblottingapparatus.Membraneswere

incubatedfirstantibody,andthensecondhorseradishperobdase-

conjugatedanti-mouse-lgG.Subsequentlythebbtswerevisualized

byexposuretoafleshlypreparedsolutioncontainingECLreagent.

しか しなが ら、CD44分 子 に関 して は主 と して血球 系細胞 で発 現 が確認 され て いる

normaltypeのCD44だ けでな く、10個 のエ クソンのalternativesplicingに よ りこれ

まで に21種 類以上 の異 なったア ミノ酸配列 を有す る多数 のバ1丿ア ン トタイプが存在す

る ことが報 告 されて いるs°〉一⑭。従 って 、今後 はTES-23が 多様 なCD44分 子 の うち ど
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のCD44分 子を認識 しているかについての詳細な検討を行い、TES-23認 識抗原のさ

らなる追求 を試みる予定である。このTES・23が 認識するあらゆる動物種の癌種で共

通な癌組織血管内皮細胞上に発現 している抗原の解明は、生理学的に非常に興味深い

ものであり、単に夕一ゲティング療法への応用としてだけでなく、医学 ・薬学の分野

に新たな知見をもたらすものと考えられる。
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第 三 章'ImmunoconjugateTES・23・NCSの 作 製 とinV%VO抗 腫 瘍 効 果 に

関 す る検 討

これまでに、癌組織血管 内皮細胞 に対 して特異性の高 いモ ノク ローナル抗体TES-23

はKMT-17担 癌 ラ ッ トに対 する著 しい癌組織 集積性 を示すばか りでな く、マ ウスの様 々

な腫 瘍 に対 して も著 しい癌 組織集積性 を示す ことが明 らか とな った。 さ らに、 ヌー ド

マ ウス におけ る ヒ ト癌細胞 株移植 モデ ルに対 して も癌組織血管高 集積性 を示す こと、

および様 々な ヒ ト癌 組織切 片 におけ る免疫 組織 化学的 な検 討 よ り、実際 に ヒ ト癌 組織

血管 内皮細胞 上 にも、TES-23が 認識 す る共 通特異分子 が癌種 によ らず発現 して いる

ことが明 らか とな った 。以 上の結果 よ り、丁ES-23は 実 際に ヒ トへの臨床応用 を考慮

した場合 にお いても 、癌組 織血管 を標 的 と した癌 ミサ イル療 法 の確立 を目指す 上で の

有用な ミサ イルキ ャ リア ー となるもの と強 く考 え られ る。従 って 、本 章 ではTES-23

を用 いた癌組 織血管 を標 的 と した癌 ミサ イル療 法の確立 を視 野 に入れ て 、タ ンパ ク性

抗癌剤 ネ オカルチ ノス タチ ン(NCS)と のImrnunoconjugate(TES-23-NCS)を 作 製 し、

TES-23-NCSのMeth-A線 維芽肉腫担癌 マ ウスに対す る抗腫 瘍効 果 を検討す ること

でTES-23の ミサ イルキ ャ リア ーと して有用性 についての検討 を行 った。

第 一 節TES・23-Immunoconjugate作 製 にお け る最適 な抗 癌剤 の選 択

TES・23は これ まで に 、癌組 織血管 を標 的 と した有用な ミサ イルキ ャ リアー とな り

得 る可能性 が明 らか とな ったがTES。23を 用 いての癌組織血管 を標 的 と した癌 ミサ イ

ル療法 を達成 す るにお いて はTES-23とlmmun◎conjugateを 作製 す る際に用 いる抗

癌剤 の選択 が非 常に重要なもの とな って くる。従 って、本節ではTES-23のTECへ の

結合 方法 を解 明する ことで最適な抗癌剤 の決定 を試みた。

実験材料 と方法

'251-TES-23の,内 への取 り込み に す る 討

TECを1.5x105cells/wellで12wel且plateに 播種 し、一晩培養 した。培地 を除去 し

た後 、37℃ に加温 、も しくは氷冷 した10fig/mi1251-TES-23/10%FCS含 有DMEM

を0.5mi/well添 加 して1時 間 、o℃ 、も しくは37℃ で培養 した。抗体 を除去 し、
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氷 冷HBSS(Hank'sBalancedSaltSolution)で3回 洗 浄 した後 、氷 冷 した0、1Macetic

acid、0.5MNaCI(pH2.8)で5分 間 、2回 処 理 し、細 胞 膜 表 面 画 分 と して 回収 した
。 そ

して ・ 細 胞 を0.1%TritonX-100、0.1NNaOHで 溶 解 回収 し、 それ を細 胞 内画 分 と し、

細 胞 膜 分 画 お よび 細胞 内画 分 の 放 射 活 性 を経 時 的 に 測定 した 。

X5000

10000E

&

5000

0

0 306090120

1ncubationtime(minj

Fig。13■nternalizationof正S.23inTEC

125国 「ES.23wasaddedTECcu戯uredplate
,radioactMty

wasmeasuredaftereachtimeincubation .

哺●-37°C ,Total・ 門●・37°C,intracellular

-0-O°C
,Toセ 隆1.く ン・O°C,In甘aceUular

一
抗体 を用 いたミサ イル療 法 を行 う際 には、 ミサ イルキ ャ リア ーで ある抗 体 が細胞 に

取 り込 ま れ るか否力・で その適用 方法 が異な って くる 。'251-TES。23を 用 いて細胞 への

取 り込 み に つ いて検 討 した結 果 、僅 か な が ら も細 胞 内 に移 行 す る こ とが判 明 した

(Fig.13)。 氷 温下 でincubationし た場合 に比 べ 、37°Cで は細胞 内画 分の放射活 性が

僅 かでは あるが高 い傾 向に あ るものの量的 には非 常に少 な いことが明 らか とな った 。

その ため 、Immunoconjugateに 用 いる抗癌剤 と して 、細胞 内に取 り込 まれな くとも殺

細胞効 果 を示 す もの 、あ るいは数分 子で も取 り込 まれ ただけで殺作用 を示 す もの を選

択す る必 要性 が示唆 され た 。今後 は、 これ らの特性 を有す るタ ンパ ク性抗 癌剤で あ る

NCSとTES-23と のImmun◎conjugate(TES・23-NCS》 を作 製する ことと した。
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第 二 節 抗 体 の糖 鎖 修 飾 に よ るTES-23-NCSImmunoconjugateの 作製

Immunoconjugateを 作 製す る際にお いての最大の問題 点 は、抗癌剤 が抗体 の抗原認

識 部位 に結合 して しまうため に生 じる抗体活 性の低下 であ った。そ こで 、抗体活性 の

保持 という点 に着 目 し、TES-23のFc部 位 にのみ存在す る糖鎖 を抗癌剤修飾部位 とす

ることで、TES-23-NCSImmunoco巾gateの 作製 を行 った 。

実験材料と方法

Immunoconiuateの 製

Immunoconjugate(TES-23-NCS、MOPC・31C-NCS)は 抗 体 のFc部 位 に 存 在 す る

糖 鎖 にNcsを 導 入 す る方 法 に よ り合 成 した(Fig.14)。

8mg/miの 抗 体 溶 液 を 、終 濃 度1mMの 過 ヨ ウ素酸 ナ トリウム(和 光純 薬)と 終 濃 度

3mM3-(2-pyridyldithio)propionylhydrazide(PDPH;PIERCE)を 含 むpH5 .5の0.1M

酢 酸 緩 衝 液 中 で15分 間 、0℃ で抗 体 の糖 鎖 を酸 化 し 岡 、ア ルデ ヒ ド基 を導 入 した。

そ の 後 、脱 塩 カ ラ ム(Econo-Pac10DG、BioRadLaboratory、Richmond、CA)に よ

りpH8。0の0.1Mリ ン酸 緩衝 液 で 溶 出 し、反 応 物 を精 製 した 。次 に 、抗 体 に対 し10

倍 モ ル量 のPDPHを 含 むpH8,0の0.1Mリ ン酸 緩衝 液 を2時 間毎 に計3回 添 加

し、25℃ で 反 応 さ せ る こ とで 、 抗 体 にPDPHを 導 入 した 。12時 間 後 、脱 塩 カ ラム
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によ りpH72の0.1Mリ ン酸緩衝液 で溶出、精製 した。ネオカルチ ノスタチ ン(NCS)

07mg(7×10'8mol)はpH8.0の0 .1Mリ ン酸 緩 衝 液 中 で 、10倍 量 の2-

iminothiolane(IT;PIERCE)と45分 間、25℃ 、暗所で反応 させ ることによ り、SH基

を導入 し、脱塩 カ ラム によ りpH7.2の0.1Ml丿 ン酸緩 衝液 で溶 出、精製 した。最後

に、PDPHを 導 入 した抗体溶液 と、2 .5倍 モル量 のSH基 を導入 したNCSを 混合 し、

25°C、 暗所 で一晩反応後 、ゲル ろ過HPLC(カ ラムTSK-gelG3000SWXL 、TOSOH、

Tokyo、Japan)に よ りpH7 ,2の0.1Mリ ン酸 緩衝液 で分子量16～18万 の分画 を

conjugateと して分取 した。ゲル ろ過 分子量 よ り抗体1分 子 にNCSが 平均2分 子

結 合 して い る と算 出 した 。 な お 、TES-23-NCSconjugateとMOPG31C・NCS

conjugateで 、NCSの 導入率 は同 じであった。

饑

TES-23は 、120分 とい う短時 間 において もわ ずかな が ら細胞 内 に取 りこまれ る こ

とが判 明 した ため、lmmunoconjugateに 用 いる薬物 と しては、細胞 内 に取 り込 まれ な

くとも殺 細胞 効果 を示 すもの 、あ るいは数 分子 で も取 り込 まれた だけで殺作 用 を示 す

NCSを 抗癌剤 と して選択 したss)。 これ までのImmunoconjugate作 製方法 は、抗体 の

Lys残 基 をsMccやsPDPと いった架橋剤で修 飾す ることでsH反 応基 を導 入 してい

た 町 鋤。 しか しなが ら、 この方法 では架橋剤 を特定のLys残 基 に選択 的に導 入す る こ

とは不可能で あ り、抗体 の抗原認識部位 を修飾 した場合 や抗体 のFab領 域 を修飾 した

場合 には確 実 に抗体活性 を低下 させ て しまう。一方 、抗体のFc部 位 に存在す る糖 鎖の

シアル酸 を酸化す る ことでFc部 位選 択的 に抗体 を活性化す る ことがで き、全 く抗 体活

性 を低 下 させ る ことな く抗体 に タ ンパ ク性薬物 を導 入す る方法 が開発 された(Fig.14)。

また 、タ ンパ ク性薬物 へのSH基 の導入法 と して 、容易 な反応 で、か つ反応 条件 が緩

和 で あ るITを 用 い る方 法 が知 られ て お り、 これ らの 方法 を組 み 合 わ せ る こ とで

Immunoconjugateを 作製 した。実 際に、モデル抗体で あるマ ウスlgGと 種 々の分 子量

のモデ ルタ ンパ ク質 を用 いて 、本方 法 によ りImmunoconjugateを 作製 した結 果 、 ど

のImmunoconjugateも モデル抗体 で あるマ ウスIgGと 同様の抗体 活性 を有 して お り、

本 方法で作製 されたTES-23-NCSは 当初 の目的通 り、癌 組織血管 内皮 細胞 対す る高

い結合性 が残 存 されて いることが示唆 され る。さ らに、今回用 いたNCSの 基本 骨格 は、

そ の 活 性 を 担 う非 タ ンパ ク性 の ク ロモ フ ォア と非 活 性 部 位 で あ る タ ンパ ク質 の

apopr◎teinか らな り59)、 本Immunoconjugation作 製法 において結合 に関与 する部位
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は、apoproteinの アミノ酸 配列20位 に位置 す るLys残 基で あるためNCSの 活性 は保

持 され たままで ある こと、また、NCSは 細胞 あた り数分子 で殺 細胞 作用 を示 す程 、高

い抗腫瘍活性 を有 して いるため 、抗体1分 子 に対 して数分子 導入 す るだけで充分 な活

性 を示 すもの と考 え られ る 。従 って 、このTES-23-NCSを 用 いた癌 組織血管 を標 的

と した癌 ミサ イル療法の有用性 を、抗腫瘍 効果 を指標 に検討 して い くことと した。

第 三 節ImmunoconjugateTES・23-NCSのinv'VO抗 腫 瘍 効 果

本節 では、TES-23-NCSのMeth-A線 維 芽 肉腫 担癌 マ ウス に対す る抗腫 瘍効果 を

評価 す ることで、実際 に著 者 のス トラテジ ー通 りにTES-23が 癌 組織血管 を標的 と し

た癌 ミサイル療法 おける有用 な ミサ イルキ ャ リア ーにな り得 るか否 かを検討 した。

実験材料 と方法 ・'

TES-23-NCSconjugateに よるinvivo抗 腫 瘍効果

予め腹水 中で維持継代 したMeth-A線 維芽 肉腫 を回収 し、BALBIcマ ウス(メ 溌丶

5週 齡)の 腹 部皮 内に5×105cells/headで 移 植 した。腫瘍 長径 が6mm前 後 に達

した移 植後9日 目よ り2日 おきに合計3回 各薬 物 を静脈 内投与 した。

投 与薬物群 は、TES-23-NCSconjugate(TES-23;320μglkg、NCS;50μglkg)、

TES-23-NCSconjugate(TES-23;107,ug/kg.NCS;17,ug/kg).TES-23-NCS

conjugate(TES-23;107μ91kg、NCS;17μ91kg)と 遊離のTES-23(1070μ91kg)

の混合 物、MOPC-31C-NCSconjugate(MOPC・31C;320μglkg、NCS;50μglkg)、

MOPC-31C-NCSconjugate(MOPC-31C;107,ctg/kg.NCS;17,ug/kg).TES-

23(320μ91kg)、NCS(500μ9/kg)、NCS(50μ91kg)、TES-23(320μ91kg)と

NCS(50μglkg)の 混合 物 と し、control群 と してpH7.2の0.1Mリ ン酸緩衝液 を

投与 した(n・4)。 投与後 、経 日的に腫瘍径 を測 定 して腫瘍体積 を算 出 した。 さらに、延

命効 果 によ り、TES・23-NCSconjugateの 治療 効果 を評価 した。生存 日数 が120日

を越 えたもの は完全治癒 とみ な した 。な お 、腫瘍 体積 は以下 に示 す方法 に よ り算出 し

た。
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(腫瘍体積)=1/2×a×b2

a;腫 瘍の長径

b;腫 瘍の短径

趣

被倹マ ウスの体重を経 日的に測定し、投与開始日の体重に対する割合(淌 で表 した。

一

薬物投与前 および、投与開始後9日 目に被倹マウスの尾静脈からヘマ トクリット管

に採血 し、ヘマ トクリット値を算出 した。赤血球、白血球、血小板数は、自動血球測

定装置(PLATELEτCOUNTERPし 一110、東亜医用電子)に より測定 した。

魑
TES-23-NCSconjugate投 与群 で は、NCS量 に して50μ91kg 、17μ91kgの

いずれ の投 与量 において も、劇 的な抗腫瘍効果 が観察 され た(Fig .15)。
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Fig.15.AntitumorEffectsof正S-23-NCSon

Meth-ASolidTumorinBALBIcMice

Meth-Acellswereimplantedintredermallyinthe

abdomenofBAしBメcmice.TES-23-NCSco巾ga鵬

(TES-23,320μg/kg;NCS,50μglkgX●),TES-23-

NCSconjugates(正S-23,1σ7μg陶g;NCS,17μ

glkg)(O),NCS(500μglkgX▲),NCS(50μglkgX△),

了ES-23(320μglkgX▼),TES-23(320μg/kg)pius

NCS(50μg/kgX▽),orcontrol(phosphatebuffer

pH7.2)(0)wasgivenintravenouslyondays9,11,and

13aftertumorinoculation.丁 陀atmentsareirxiicatedby

thearrows.Eachdatapointrepresentsthemeantumor

volumesof4animals;bars,S巳

しか しな が ら、NCS50μ91kgの 単独 投与 では、全 く抗腫瘍効果 が認め られな か

った。さ らに、10倍 量の500μglkgの 投与 によって も、移植後29日 目において 、

70%の 増 殖抑制効果 が観 察 され たにす ぎず 、腫 瘍退縮 は得 られなかった。なお、TES-23

単独 投与 、 および単 にTES-23とNCSを 混合 した群 で は全 く効果 が認め られな か

った 。 ま た ・TES-23-NCSconjugate(抗 体 量 に して107μ91kg)と10倍 量 の
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TES-23(1070μg!kg)を 同 時 に投 与 す る と 、TES-23-NCSconjugateの 抗 腫 瘍 効 果

は拮 抗 的 に 阻害 され た(Fig.16)。
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Fig.16.AntitumorEffectsofTES-23-NCSonMeth-A

So蘭d闇 「umorinBALE/cMice

Meth-Acellswereimplantedintradermallyintheabdomen

ofBALE/cmice.TES-23-NCSconjugates(TES-23,320,ct

g撒g;NCS,50μglkgX●),TES-23-NCSconjugates(TES-

23,1σ7μg/kg;NCS,17μgノ ㎏XO),TES23-NCS

conjugates(TES-23,1σ ア..;NCS,17μg1㎏)plus

正S-23(1070μg1㎏)(■),MOPC-NCSconjugates

(MOPC・31C,320..;NCS,50μgノ ㎏X▲),MOPC-

NCSconjugates(MOPC-31C,iO7μg1㎏;NCS,17μ

g/kg)(D),orcontrol(phosphatebufferpH7.2)(p)was

givenintravenouslyondays9,11,and13aftertumor

inoculation.Treatmentsareindiptedbythearrows.Each

・.rP◎ 耐representsthemeantumorvolumesof4

animals;bars,SE.

Daysafte「 恤mo「inoculation

ざ らに、negativecontrol抗 体MOPC-31CとNCSと のlmmunoco啝gateで あ

るMOPC-31C-NCSconjugate投 与群 で は全 く有 効 性 を示 さなか った 。従 って＼

TES-23-NCSconjugateに よ る抗腫瘍効果増強 は、単 に、抗体 と結合 した ことによる

NCSの 血 中滞留性 の向上 に起 因す るので はな く、NCSに ターゲテ ィン グ能 が付与 さ

れ 、TES-23-NCSconjugateが 癌組織血管 に集積 し、 これ を障害 する ことによって生

じたもの と考 え られた。延命効果 につ いて検討 した結 果 、平均延命 日数 はTES-23-NCS

conjugate投 与群 においてのみcontrol群 と比べ て有意に延 長されていた(Table1)。

さ らに・TES-23-NCSconjugate投 与群では、NCS量 に して 、50μ91kg投 与 した

'群で4例 中3例
、その3分 の1量 のわず か17μglkg投 与群で4例 中2例 が

完 全治癒 した 。一 方 、腫瘍増殖 抑制 効果 の観 察 され たNCS500μglkgの 単独投 与

群 で は 、4例 中1例 は副作用 と考 え られ る突然死 が確認 され、残 り3例 中1例 は

完 全治癒 したものの、それ以外の2例 は立毛 やふ るえ等の重篤な副作用が観察 された。

また、NCS500μg!kg投 与群 で は、投与開始 か ら全例 において重篤 な体 重減 少が認

め られ た。一方 、劇 的な抗腫瘍 効果 を示 したTES-23-NCSconjugate投 与群では 、

一般 に重篤 と定 義 されて い る10%以 上 の体 重減 少は認め られず
、安 全性 に優れて い

る こ とが明 らか とな った(Fig.17)。NCSは 副作 用 と して、血 小板 減少症 をは じめとす

る血球 減少 を生 じることが知 られて いる。そ こで、TES-23・NCSconjugate投 与によ
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る血球系への影響を検討 した。血小板数に関 しては、NCS500μglkgの 投与におい

て投 与 開雑前 の血 小板 数 よ りも約40%に 激 減 して いたが 、TES-23二NCSconjugate

投 与 群 に おいて は、完 全治癒 の得 られ た投与量 に おいて も血 小板減 少は全 く認 め られ

ず む しろ上昇傾 向にあ った。 これ は、癌 組織血管 の出血壊 死 に伴 う血栓 形成時 に、血

小板 が癌組織 部位 へ集積 した ことによる血 小板 数 の減 少後 の リバ ウ ン ド現象で ある と

推 測 され る。赤血 球 、 白血球 に関 しては 、 どの群 にお いて も有意な差 は認 め られ なか

っ た(Fig.18)。 以 上の ことか ら、TES-23-NCScor可ugateは 劇的な抗腫 瘍効果 を示 す

う え、NCSに よる副作用 もぽ とん ど示 さない ことが明 らか となった。

Table1.AntitumorEffectsofTES23-NCSinTempsofSurvivalDaysafterMeth-A

Tumorlnocula緬on

蔔司ectiondose(μ91kg)司

AbNCS

Survivaltimeb)

(days)

CompleteC}

regression

control

TES-23-NCS

TES-23NCS
+TES-23(1070Ng/kg)
MOPC-NCS

NCS

TES-23

TES-23+NCS

鋤

107

107

32D

{σア

枷
鋤

50

17

77

50

17

珈

50

50

53±6(39,48,59,65)

103圭19d)(53,120く,120<,X20く)

95ま17d)(67,72,120く,120く)

46ま5(34,46,50,55)

50士3(45,49,50,57)

45±3(38,46.47,48)

63土25(15,48,68,120く)

49±6(31,45,51,52)

45±4(39,39,46,53)

51士3(46,49,50,57)

0!4

創4

Z4

0/4

0/4

0/4

1/4

0/4

0/4

0/4
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Fig.17ChangeofBodyWeightofBALE/cMiceBearingMeth-ASolidTumors

Tr嵐edw貌hτ 巳S・23剥CS

Mph-AcellswereimplantedintradennaUyintheabdomenofBALB　 cmice
.

TES陀23司NCSco衂 噸es(n≡S-23,320μ9乃 鱈;NCS ,50μ9㎏)(●),TES。23刑CS

剛ugdesσES≒23,107μg㎏;NCS,17μg㎏XO),正S・23・NCSco瞭 胴es

(鷹S≒23,電07μg川m;NCS.17卩g1㎏)plusTES≒23(1070μ 創kgX◎),MOP(冫NCS

cor厨凹g目匿es(MOPC31C,320μg㎏;NCS
,50μg乃 くg)(▲),MOPC-NCSco吋ugales

OVK)P(冫31C,107Ng/lag;NCS,17卩g乃 【gX△),NCS(500μg瑜g)(▼),NCS(5◎ μg㎏)

(▽),T匚 ≡Sピ23β20μg㎏)(◆)、TES必3(320μglkg)p【 凹sNCS《 §0μg取g)(〈 〉),or

。。n圃 ㈱a6ebufferpH7.2)(ロ)wasgivenintraven。uslymdays9
,11,and

13aftertumorinoculation.T伽pisareindicatedbythearrows .irn跏ioe

(のW・ 陀bea面 ㎎ ・atumors・ ε鶲h虚 舶r燦 叩es幡 馳m餘n・e[ativebody

weightof4animalsbyusingtheequation;(relativebodyweight)_(meanbody

v體ghtatag邸e旧 価me)1(meanbodywe匿fight◎nday9);ba儒
,SE.
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Fig.18.PeripheralHematocyteLevelonDaygand18afterIntravenousInjectionofTES-23-NCS

Meth-AcellswereimplantedintradermallyintheabdomenofBALE/cmice .TES-23-NCSconjugates

(丁Esz∋,320"g歯g;NCS,50μg承g),TES-23-NCSconjugates(丁ES23,107μg刈 くg;NCS,17μg乃 くg),TES-

23-NCSco巾g貳es(TES-23,1(▽ 崛 ㎏;NCS
,17四 ㎏)plus正S23(1070μg㎏),MOPC-NCS

conjugates(MOPC-31C,320Ng/kg;NCS
,50Ng/kg),MOPC-NCSconjugates(MOPC-31C,107Nglkg;

NCSI17E」 眺g),NCS(500μg月 《g),NCS(50μglkg)
,TES-23(32◎ μg/kg),TES凾23(320μ 豌g)plusNCS(50

Ng/kg),orcontrol(phosphatebufferpH7.2)wasgivenintravenouslyondays9,11,and13aftertumor

inoculation.Intactmicewerebringnotumors .Bloodsamplesofmicewerecollectedfromthetailvein

onday9(口)and18(■)andhematxrits(a)
,erythr◎C}/tES(b),leukocytes(c),andplatelets(d)were

measuredbyautobloodcellcounter.Eachdatapointrepresentsthemeancellsof4animals;bars
,SD.

第四節 小括

ImmunoconjugateTES-23-NCSのMeth-A線 維芽 肉腫担癌 マウスに対す る抗腫瘍

効果 を検 討 した と ころ、TES-23-NCSconjugateは 顕著 な抗腫 瘍効果を示 し副作用の

発 現 しな い投与量 にお いて、4例 中3例 が完 全治癒 した。その治療 効果 は、NCSに

TES-23を 結合 させ た ことで 、NCSが 特 異的 に癌組 織血管 に集積 し、 これ を障害す

る ことによ って生 じた もので ある と考 え られ る。Immunoconjugateに よる抗腫瘍効果

につ いて検討 を行 って いる多 くの研 究者達 は、その薬物 と して抗癌剤so)'61)を は じめ、

トキ シ ン、放射性 同位元素 な ど様 々な もの を用 いて お り、中でもBurrowsとThorpe

らの植 物毒 であ る1丿シンのA鎖 を用 いたlmmunoconjugateに よる癌治療研 究s2)に は、

25



目 を見張 るものがあ る 。 しか し、 トキ シ ンは現在 の と ころ抗 原性 や毒性 の ため 臨床 上

用 いられ て お らず 、近 い将来 の臨床 応用 を想定 して臨床 の場 において広 く利用 されて

いる抗癌剤 の方 が将 来性 が高 いと思われ る。NCSの 基 本 骨格 は、活性 中心 であ る非 タ

ンパク性 の クロモフ ォア と非活性部位 であ るapoproteinか らな ってい る。著者 らの作

製 したlmmunoconjugateは 、 このapoproteinに のみ存 在す るLys残 基 と、抗体 の

Fc部 位 にのみ存在 す る糖 鎖 を介 して結合 して いるため、抗体活性 の低 下 を回避 で き、

さ らに 、NCSの 活性 もそ の まま保持 して いる。 また、TES-23はTECに 結合 後 、

細 胞 内 に 取 りこ まれ る こと か ら、癌 組 織 血 管 内 皮 細 胞 に結 合 したTES-23-NCS

co巾gateは 、細胞 内 に取 り込 まれて細胞 を障害 した こと、また、取 り込 まれな くて

も 、膜 障害 を引 き起 こ し得 る ことか ら、取 り込 まれな い分子 も有 効 に作 用 した ことが

示 唆され る。さて 、NCSを 用 いたImmunoconjugateと して は、 ヒ ト結腸 癌細胞膜上

に 発 現 し て い るglycoproteinを 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体A7と の

lmmun◎conjugateA7-NCSを 用 いた臨床 デ ータが 、 これ までに数多 く報告 されて お り

詳細な検討 がな されて いるss)°sa)。A7-NCSが 有効性 を示す投与 ル ー トは癌組織への局

所投与 であ り、局所 投与 の場合 、全身 に転移 して しまった癌 や切 除困難 な癌 、初 期段

階 の小 さな癌 に対 して は投与 が困難で あ り、応 用 の幅 が限局 され て しま う。 しか し、

癌組織 血管 内皮細胞 を標 的 と した場合 、血 中 に投与 され たImmunoconjugateは 血流

に乗 って全 身 に拡 が り、そ のよ うな癌 に対 して も確 実 に薬物 を送達 で き るもの と考 え

られ る。従 って、NCSにTES-23を 結合 させ る ことに よ り癌組織血管 への 夕一ゲテ ィ

ング能 が付与 され 、癌組織 血管 を障害す る ことで腫瘍 の退縮 を招 いた もの と考 え られ

ることよ り、癌組織血管 内皮細胞特異 モ ノク ローナ ル抗体TES-23を ミサ イルキ ャ リ

ア ーと して用 いた癌組織 血管 を標 的 と した新規癌 ミサ イル療法の有用性 が示された。
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第二部

細胞を用いた癌組綫血管を標的とした

新規癌ミサイル療法の開発に向けた基礎的検討

緒論

第 一部 では、分子 レベルでの癌組織血管 ミサ イル療法 に関す る研 究 につ いて述べた。

癌 組織血管 内皮細胞 を特異 的 に認識 す るモ ノクローナル抗体 、TES-23は 有用 な癌 組

織血管 を標 的 とで きる薬物キ ャ リアー となる ことが明 らか とな り、 このTES-23を 薬

物 キ ャ リア ーと して用 いた癌 組織血管 ミサ イル療法の有用性 を示す ことがで きた。

第二部 においては 、抗体分子 で はな く、特定組 織 を標 的 と して認識 す る細胞 自身 を

Targeting素 子 と して利用 した、粒子 レベルで の癌 組織血管 ミサ イル療 法 に関す る研

究 を行 った 。 この細胞 に対 して 、予 め遺伝子導 入 な どを行 い新 たな機 能 を付与 して お

けば、疾病 治療 を目的 と した粒子(細 胞)レ ベル の薬物 キ ャ リア ーとな り得 る と考 え

られ る。現 在 、著者 の研 究室で は、腫 瘍 、脳 な どの標 的組織特異 的にHomingす る様 々

な細胞 の検 索 ・同定 および 、作製 を行 う ことで 、特 定組織選択 的移 行能 を有する細胞

自身を薬物 キ ャ リアーと して適 用 した(我 々は 、 これ をCytocarrierと 呼んで いる。}

DrugDeliverySystemの 開発 を進 めて いる(Fig.19)。

Cytocarrier

ii

IdentityandPreparationof

CellTargetingtoBrainand

Tumor,Etc.

Fig.19.SchematicStrategyofCy⑳caπ 」留F

Cyt◎carrierの 標 的組織 の一 つで あると著者 が考 えている腫瘍 は、各腫瘍 が様々な性

質 を有す る一方 で、共通 の性 質 と して は急激 な血管 新生 を伴 うことで成長 する という

病態 であ る ことが挙 げ られ るss>'72)。 この急激 な癌組織血管新生 は、新生部位周辺の既

存 血管 の血管 内皮細胞 が癌 組織 か ら分泌 され るVEGF7勾 一7句な どの血管 内皮細胞特異 的
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増殖因子 の影 響 で活性化 され ることで 、血管基底膜 と細胞 外 マ トリックス を消化 して

血管 外 に遊 走 し、分裂 ・増殖 を行 う ことで構 築 され る ことが、Folkmanら によって報

告 されて い る(Fig.20)勝 η。

Activation Migration Regeneration

サコロ ロコロコq閃 閃P(脚
EndothelialCell

ぐで 》 ぐ一引广)

Fig.20.SchematicMechanismofTumorGrowthandTumorAngiogenesis

この事実は、癌組織では癌細胞が分泌するVEGFな どの血管内皮細胞特異的増殖因

子の影響で、血管内皮細胞の生存 ・増殖が可能な環境であることを示唆するものであ

ると考えられる。従って、第一部で明らかとしてきた癌治療法の開発おける癌組織血

管を標的することの重要性とFolkmanら の知見をもとに、著者は以下に示す2つ の仮

説 を骨格 と して、薬物キ ャリアーとして適用 した血管内皮細胞自身を癌組織血管に選

択的に送 りこむ、言い換えるならば、血管内皮細胞を薬物キャリアーとして用いた癌

組織血管を標的とした新規癌ミサイル療法とでも呼ぶべき、全 く新たなス トラテジー

に立脚 した癌治療法を考案 した(Rg.21)。

(1)血 管 内皮細胞 を投与することで癌組織血管新生部位に遊走させ、接着 ・生着さ

せることが可能となれば、VEGFな どの影響によ り、投与 された血管内皮細胞は癌組

織内で生存する可能性が考えられる。

(2)癌 組織内で生存が可能 となった血管内皮細胞は、既存血管から癌組織血管新生

部位に遊走を行ってきた血管内皮細胞と誤って認識されることで、癌組織の新生血管

に組み込まれ、生存 ・増殖する可能性が考えられる。
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この2つg仮 説のもと、血管内皮細胞を薬物キャリアーとして用いた癌組織血管を標

的とした新規癌ミサイル療法を確立するためには、まず第1段 階として、投与する血

管内皮細胞に標的組織である癌組織血管に遊走 し、癌組織血管内皮細胞に接着する能

力、つまり、癌組織血管指向性を付与する必要があると考えられる。従って、第一章

では、癌組織血管指向性を有する血管内皮細胞を開発するための基礎的検討を行った。

第二章では、投与された血管内皮細胞が癌組織内で生存することが可能なのか、また、

癌組織血管に組み込まれるのかを明らかとするために、マウス腫瘍を移植 したSCID

mouseの 癌組織内にヒ ト血管内皮細胞を局所投与した。その際に、投与されたヒト血

管内皮細胞が癌組織の新生血管に組み込まれたために、マウス癌組織内で投与された

ヒト血管内皮細胞 とマウスの既存血管由来のマウス血管内皮細胞が混在 して形成され

ている、キメラ型とでも呼ぷべき癌組織血管が構築されているという驚 くべき事実を

発見することができた。

⑳
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Fig.21.SchematicStrategyofTumorVascularTargetingUsingEndothelialCell
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本論

第一章Fractalkineレ セ プ ター(CX3CR1)を 利 用 した癌 組織血 管 に対す る

指向性 を有する血管内皮細胞作製のための基礎的検討

癌組 織血 管 の活性化血管 内皮 細胞 に対す る 白血球 の接着 や遊走 、つ ま り、白血球 の

癌組織 血管 に対す る指向性 は、セ レクチ ンを介 するrolling、 ケモカ イ ンに よる遊走 、

イ ンテ グ リンを介 した接 着 か らな る、連続 的 に進 行 す る3つ の ステ ップ(MultiStep

ModeDに よ り成 立 して いることが明 らかとな って いる 紛 鋤。最近 、炎症性サ イ トカ イ

ンの刺激 によ り活性 化 され た血管 内皮細胞 上 に発現 して お り、細胞遊 走作用 と細胞接

着分子の両 方の性質 を有す る新規膜結合型 ケモカイ ン分子 、Fractalkineと その レセプ

ター、CX3CR1が 相次 いで同定 ・報告 され た81)'絢。 このFractalkineは 上記の3つ の

ステ ップを借 りる ことな く単独 で 、CX3CR1発 現細胞 を活性化血管 内皮 細胞 上 に捕獲

後 、他 の接 着 分子 であ るインテ グ リンな どと比べて 、非常 に強 固な細胞接 着 を誘 導す

ることが報 告 されて いる(Fig.22)。

RollingActivationAdheshion

Fractalldne

Fig.22.SchematicModelofLeukocyteMigration

(MulGStepModelandFractalkineModel)

従って、本章では、癌組織血管に対する指向性を有する血管内皮細胞を作製するた

めの基礎検討として、CX3CR1発 現細胞 が癌組織血管内皮細胞 に接着 し、結果的に癌

組織血管に対する指向性を有 しているか否かを検討 した。
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第 一 節CX3CR1発 現 細 胞 の 活性 化血 管 内 皮 細胞 に対 す る接 着 性 亢 進 の確 認

癌 細胞 は宿 主 の単核 球 よ りTNF一 αな どの 炎症 性サ イ トカイ ンを放 出 させ 、癌組織

血管新 生部位 の血管 内皮細胞 を活性化 する ことが知 られている 紛8η。従 って 、CX3CR1

発 現細胞 は 、実 際に 、炎症 性サ イ トカイ ンで活性 化 され た血管 内皮細胞 に対す る接着

性 が亢進 して いるか検討 した。

実験材料 と方法

ヒ ト大 血笛 内皮,、HAECの 嬉

ヒ ト大動脈血 管 内皮細胞(HAEC)、 および細胞 培養液 は クラボ ウ社(Osaka、Japan)

よ り提供 して頂 いたもの を使 用 した。HAECは3継 代 のもの を使用 した。サ ブ コンフ

ルエ ン トのHAECをO.025%trypsin-O.01%EDTAで 処理 し、96well培 養 プ レー トに

5×103cellsで 播種 し、コ ンフルエ ン トに達 した際 に実験 に用 いた。"

CX3CR1発 現細胞の蛍光 ラベル化

CX3CR1発 現細胞で あるK562/CX3CR1お よびcontrolに 用 いたK562は 、カ ン研

究所(京 都)・ 今井 俊 夫先生 、近畿大学 医学 部 ・義 江修 先生 、中山隆志先 生 よ り御供 与

頂 いた。K5621CX3CR1は 、10%FCS/kanamycin(60,ccg/mi)/gentamycin(800μ

91ml)/RPMI1640を 用 いて 、K562は 、10%FCSIkanamycin(60,ug/ml)/RPMI1640

を用 いて培 養 を行 った 。K562/CX3CR1お よびK562は 、蛍光色素BCECF-AMに よ

り蛍光 ラベ ル した。すなわち、培養 中のK5621CX3CR1お よびK562にBCECF-AM(50

μ9125ml培 養液)と な る様 に、BCECF-AM(50μ9150μlDMSO)を 添加 し1時 間培

養 した。その後 、HBSSで2回 洗浄 したもの実験 に用いた。

、 接 測定

96wellの プ レー トで コンフルエ ン トに達 したHAECに 、TNF一 αを0～50nglml

の濃度で10時 間作用 させ 、その後 、蛍光 ラベル化 したK5621CX3CR1お よびK562

を2xlO4cells/wellで 播種 し、常温で20分 間 、120rpmの 遠心条件 下でHAECに 細

胞 を接着 させた。次 に、プ レー トに蓋 を施 し、プ レー トを反転 させ 、常温 で5分 間、

520rpmの 遠心 を行 い、HBSSで2回 洗浄 を行 うことで 、非特異 的 に吸着 して いる細

胞 を除去 した 。その後 、TritonX-100で 細胞 を溶解 させ たのち、蛍光光度計 によ り蛍
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光強 度(励 起 波長508nm、 蛍光波長531nm)を 測定す ることで細胞数 を算 出 した。

結果および考察

今回検討 したTNF一 αの濃度 において 、CX3CR1発 現細胞 は、contrdの 細胞 に比べ

て 、活性 化HAECに 対す る接着 性 が3倍 以上 も亢進 して いることが明 らか とな った

(Fig.23)。 先 に述べ た様 に、癌 細胞 は宿主の単核球 よ りTNF一 αな どの炎症性サ イ トカ

インを放 出 させ 、癌組織血管新 生部 位 の血管 内皮細胞 を活性化す ることがin縦ro、in

VIVO両 方の検 討力・ら既 に明 らかとな って いる。従 って 、CX3CR1発 現細胞 は 、癌組織

血管新生 部位 の血管 内皮細胞 に発現 されて いる と考 えられ る、Fractalkineを 介 す るこ

とで 、癌組 織血管新生部位の血管 内皮細胞 に接着 す る可能性 が示唆 された 。
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Fig.23.K5621CX3CRICellAdhesintoHumanAorta

EndothelialCell(HAEC)inVariousTNF-aConcentration

HAECwereplabd欲2x104cellslwe且1㎝mco貳ed96・well

platesandcu腫ured.Di日abdedK5621Cx3CRIandK562were

platedlx1〔 野㎝con調u飢tHAEC.Numberofcellswereca1Culaヒed

fromfluorescentintensity.

第二節inv'VOに おけるCX3CR1発 現細胞 の癌組織 に対す る指 向性の評価

第一節でCX3CR1発 現細胞は、癌組織血管新生部位の血管内皮細胞に接着する可能

性が示唆された。従って、投与されたCX3CR1発 現細胞は癌組織血管新生部位の血管
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内皮細胞 に接 着 し、その結果 、癌組織指 向性 を有す るか否か を検討 した。

実験材料 と方法

担癌SCIDmouseの 作製

マ ウス由来卵巣癌OV-HMは 大阪大学 医学部 ・藤原 大美先 生よ り御供与頂 いた。SCID

mouse(メ ス 、4週 齢)の腹部皮 内に、OV-HMを1×106cells/headで 移植 した。

CX3CR1発 現細胞の蛍光ラベル化

K562/CX3CR1お よびK562を 、蛍光色素Dilに よ り蛍光ラベル した。すなわち、

培養 中のK562/C)(3CR1お よびK562にDil(500μ9125ml培 養鴻 で 、1時 間培養 し

た。その後 、HBSSで2回 洗浄 したもの を実験 に用 いた。

CX3CR1発 現 細胞 の癌組織集積 性の確認

OV-HM移 植 後、7日1ヨ(腫 瘍 の長径:8mm)に な ったマ ウスに、蛍光染色 を行 った

K562/CX3CR1お よびK562、 それ ぞれ1×10'cellsを 尾静脈か ら投与後 、経 日的 に癌

組織 を摘 出 して 、第一部第一章第一節 に準 じて凍結切片 を作製 し、癌組織 中のCX3CR1

発現細胞 を蛍光顕微鏡で確認 した。

結果 お よび考察

CX3CR1発 現細胞 は投与後1日 目で癌組織 中に観 察され、投与後7日 目で も確認 で

きたの に対 して 、control細 胞 は癌組 織 中に観 察 されな かった(Fig.24)。 静脈 内に投与

され たCX3CR1発 現細胞 が癌組織血 管 内皮 細胞 に接着 す るためには 、激 しい血 流の

shearstressに 抵抗 で きるほ どの接着 力が必要であ る。先 にも、述 べたがFractafkine

は単独でCX3CR1発 現細胞 を活性化 血管 内皮細胞 上に捕獲 するだけでな く、非 常に強

固 な細胞接着 を誘導す る ことが報告 されて いる。通 常、生体 内での血流のshearstress

は約1～3dynes/cm2で あるが、実 際にImaiら は、inv伽oの 血流shearstressモ デ

ルにお いて20dynes/cm2も のshearsヒress下 にお いても、K562/CX3CR1は 活性化

血管 内皮細 胞 上 に接着 す る ことを明 らか に して いる 働。従 って 、本検討 でCX3CR1

発現細胞 のみ が癌組織中に分散 して観 察 され たのは、静脈内 に投与され たCX3CR1発

現細胞 が血流 のshearsヒressに 抵抗 しな が ら、癌組織血管 内皮細胞 にFractalkineを

33



介することで接着し血管外に遊走 した結果であると考えられる。

Fig・24・FluoromicroscopicExamina魎onofOV鬯HM

TumorMassReceivingDilLabeledK562/CX3CRICells

OV-HMcellswereimplantedsubcutaneousyinabdomen

ofSCIDmouse.D田abeledK562/CX3CRIcellswasgiven

intravenouslyondays7aftertumorinoculation .Frozen

sectionofOV-HMtumorsremovedfrommice14daysafter

tumorinoculation.a,K562/CX3CR1.;b,K562

第三節 小括

本章 において 、血 管 内皮細胞 を薬物キ ャ リア ー と して用 いた癌組 織血管 を標 的 と し

た新規癌 ミサ イル療 法 を確 立す るため に、投 与す る血 管 内皮 細胞 に癌組織血管指 向性

を付与 す るための基 礎 的検 討 を行 った。その結 果 、新 規膜結 合型 ケモ カイ ン分子 で あ

るFractalkineの レセ プター、CX3CR1を 発現 させ た細胞 が癌組織血管指 向性 を有 し、

癌 組織 内に浸潤 して い くことが確認で きた。従 って 、CX3CR1を 発現 させた血管 内皮

細 胞 は、癌 組織血管 に対 す る指向性 を有 して いるもの と期待 され る。 また、現在 まで

に、癌組 織血管内皮細胞 にFractalkineが 発現 して いる事実 は全 く報告 されて いな い。

しか しな が ら、本研 究 において 、CX3CR1発 現細胞 のみ が癌 組織 内に確認 で きた結果

は、間接 的 に癌 組織 血管内皮細胞 にFractalkineが 発現 して いる ことを示 唆 して いる

ものであ り、今後 、免疫組織化学染色 を用 いて 、癌組織血管 内皮細胞で のFractalkine

の発現 を確 認す る ことで新 たな知見が得 られ るもの と考 え られ る。実 際に 、Fujiwara

らは、IL-12刺 激 によ り、CD8+TcellがOV-HM癌 組織局所 へ浸潤す る潜在能 力が

亢進す るメカニ ズムas)'9°)として、IL-12刺 激 によ りケモカ イ ンの受容体 であるCCR5

やCXCR3の 機 能 が増強 され た結果であ るこ と示唆 して いる。本研 究 の結果 と生体 で
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はCD8+TcellにCX3CR1が 発現 してい る事実 を考 え併 せ ると、lL-12に よ るCD8+T

cellが 癌組織局所 へ浸潤す る潜在能 力が亢 進す るメカニズム と して 、CCR5やCXCR3

以外 にも、CX3CR1の 機能 が増強 され癌 組織血管 内皮細胞 に接 着 し、血管外 に浸潤 し

た結果であ る可能 性 が示唆 され る。従 って 、今後 は、本章 の結果 をもとに、Fractalkine

とCX3CR1を 介 したTcellの 癌組織 血管 内皮細胞 への接着、癌 組織 内への浸 潤の メカ

ニズムを詳細 に解 明 して い くことで 、免 疫学 的な癌治療 にお いて新 たな突破 口が開け

るもの と思われ る。

第 二 章 ヒ ト大 動 脈 血 管 内 皮細 胞 が マ ウス癌 組 織 血 管 に組 み込 まれ る証拠

第 一 節 ヒ ト大 動 脈 血 管 内 皮細 胞 が マ ウス癌 組 織 血 管 に組 み 込 まれ る証 拠

前 章 に お いて 、新 規膜 結 合型 ケモカ イ ン分 子 で あ るFractalkineの レセ プ ター 、

CX3CR1を 発現 させ た血管 内皮細胞 が、癌組織血管 に対する指 向性 を有 して いるもの

と考 え られた 。 しか しなが ら、投与 した血 管 内皮細胞 を癌組織 血管 内皮細胞 上 に接着

させ る ことで 、仮 に、薬 物キ ャ1丿ア ー((;ytocarrier)と して用 いる血管 内皮細胞 を癌組

織 に送達 した と して も 、投与 された血管 内皮細胞 が癌組織 内で生存 しな くては 、著者

が考案 した血 管 内皮細胞 を薬物 キ ャ リア ー と して用 いた癌組 織血管 を標 的 と した新規

癌 ミサ イル療 法 は全 く成立 しな い。従 って 、本 章で は 、投与 され た血管 内皮細胞 が癌

組織 内で生存 す る ことが可能 なの か、 また、投 与 された血管 内皮 細胞 が癌 組織血管 に

組み込 まれ るか否 かを検討 した。

実験 材料 と方法

担癌SCIDmouseの 作製

予め腹 水中で維 持継代 したMeth-A線 維芽 肉腫 を回収 し、SCIDmouse(メ ス 、4週

齢)の 腹部皮内 に1×106cells,!headで 移植 した.

ヒ ト大動脈血管 内皮細胞(HAEC)の マ ウス癌組織 内への局所投与

HAEcは3継 代 のものを使用 した。0.025%trypsin-0.01%EDTAで 処 理 したサブコ

ンフルエ ン トのHAECを 、Meth-A線 維芽 肉腫移植後 、1、3、5、7、9日 後 に、上記
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の 担 癌 マ.ウス の 癌 組 織 内 へ1×106cells/200μIPBS(PhosphateBuffered

Saline》1headで 合計5回 の局所投与 を行 った。

且 亀標 の り

HAECの 最終投与 日か ら6日 後 に、Meth。A線 維 芽肉腫 の固形癌組織 を摘 出 した 。

摘 出 した癌組織 を・中性緩衝ホ ルマ リン溶液中に(常 温、6時 間)浸透 させ 、固定 を した。

その後 、直ち に常法に従 い、パラフ ィン包 埋を行 い、癌組織 パラフ ィンブ ロックを5μ

mに 薄切 す る ことで組織標本 を作 製 した。

疫 旦 匕畄 色91)

1マ ウス癌 且 の ヒ トCD34目 血 のImmunocomlexmetho

抗 ヒ トCD34・ マ ウスモ ノク ローナ ル抗体(QBEnd10、DAKOJAPAN)と パーオキ

シダ ーゼ標 識 デ キス トラ ン結 合抗 マ ウスイム ノグロブ リン ・ヤ ギ抗体(ENVISION+、

DAKOJAPAN)を 等量ずつ混合 し、撹拌(常 温 、1時 間)し た。撹拌終 了後 、上記抗体 の

1110量 の正 常 マ ウス血清(DAKOJAPAN)を 混合液 中に添加 し、再び、撹 拌(常 温 、30

分)す る ことで 、lmmunocomplexを 作 製 した。次 に 、脱 パ ラフ ィンを行 った後 、マイ

ク ロウェ ーブ法で抗原賦括化処理 を行 った組織標本 を、3%過 酸化水 素水(常 温 、5分

間)で 内 因性 パ ーオキシダーゼの ブ ロッキ ングを行 い、上記で作製 したimmunocomplex

を(常 温 、30分)反 応 させ 、その後 、発色基質溶液(DAB、DAKOJAPAN)を 用 いて 、発

色 させ(至 適 時間)た 。続 いて 、常法 に従 いヘマ トキ シ リン ・エオ ジ ン染色 を行 うこ と

で、マ ウス癌組織 内の ヒ トCD34陽 性 血管 の検 出を行 った。

2マ ウス癌 且 内の ヒ トDNA巳rのInsituhbridization

脱 パラ フ ィンを行 った上記の組織標本 をオー トク レープ水 に浸 し(1分 間 、3回)、o.s%

Pepsin(SigmaP-7000)で 室温 、20分 間処理 を行 った後 、オ ー トクレープ水で洗浄(1分

間、5回)し た。次に、95%エ タノール 、その後 、100%工 タ ノールによって組織標本 を

乾燥 させ 、 ヒ トgenomeDNAと のみ特 異 的に反応 す る ビオチ ン標識 の2本 鎖DNAプ ロ

ーブ(DAKOJAPAN)を 滴下 し
、カバ ー グラスをかけ90℃ で5分 間 、 ヒーテ ィングブ

ロック上で変性 させ た。その後 、50℃ で2時 間 、insituhybridizationを 行 った。Insitu

hybridization終 了後 、カバ ーグラス を外 し、50°Cに 温 めたStringentWash

Solution(DAKOJAPAN)で20分 間洗浄 し、TBS(Tweenbuffers◎lution)に 浸 した(3分 間 、

3回)。 浸透後 、アルカ リホス フ ァターゼ標識ス トレプ トア ビジン溶液(DAKOJAPAN)
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を滴下 し、室温で30分 間反応 させ 、再び 、TBSで 洗浄(3分 間 、3回)、 発色基質反応溶

液(BCIP/NBT、DAKOJAPAN)を 滴下 し、室 温、暗所 で30分 間反応 させ た。

結果および考察

マ ウス癌 組織 中で ヒ ト血管 内皮細胞 由来 の癌 組織血管 が構築 されて いるな らば、マ

ウス癌組織 中の ヒ ト血 管内皮 細胞 由来の癌組織 血管 にはマ ウスの血流が循環 して いる

ことが 予想 され るため 、癌組 織血管 内皮 細胞上 にはマ ウス血清 由来のマ ウス イム ノグ

ロブ リンが吸着 してい るもの と考 え られ る。従 って 、1次 抗 体 にマ ウスイム ノグ ロブ

リンで ある ヒ トCD34マ ウスモ ノクローナ ル抗体 、2次 抗体 にマ ウスイム ノグ ロブ リ

ンに対 す る抗体 を用 い る、常 法の免疫組 織化学染 色 を行 うと、2次 抗体 が、癌組織血

管 内皮細胞 上 に吸着 して い るマ ウス イム ノグロブ リンと反応 す るため に、マ ウス癌組

織 内の ヒ トCD34陽 性血管のみの検 出が不可能 であると考 え られ る。従 って 、著者 は、

予め1次 抗 体 と2次 抗体 を結合 させ 、その免疫複 合体 を免疫組織化学染色 に用 いる、

Immunocomplexmethodを 開 発す る ことで これ らの問題 点の解決 を試み た(Fig.25)。 ㌔

また 、その際に、染 色像 を明 らかにす るために2次 抗体 と してパーオキ シダ ーゼ標識

デキ ス トラ ン結 合抗 マ ウス イム ノグ ロプ リン ・ヤギ抗体 を使 用 し、 また 、抗 原 の賦活

化処理 をマ イク ロウェーブ法にて行 った。

Fig.25.Immunohistochemistry(P。 瞬r-immunoComplexMethods)

これ らの、免疫組織化学的手法 を組み合 わせた結果、HAECを 投与 して いないcontrol

の癌組織 の癌組織血管 は、実際 にantiHumanCD34抗 体で染色 され ない ことが確 認で

きた。 これ に対 して 、HAECを 投与 した癌組織 を同様 にantiHumanCD34抗 体で染色

した と ころ 、上記 の マ ウス 血管 内皮 細胞 か ら形成 され る癌 組織血管 の 他 に 、Human
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CD34陽 性 を示す血管 、すなわ ち、投 与 され た ヒ ト血管 内皮細胞 に よって形成 され た

癌 組織血管 が確 認で きた(Fig .26)。

Fig・2引mmun・ 贓 ・・hemi・ ・IRe㏄{i・ns・ 州umanCO34t・M・ 重MTum。rMa。 。

InjectingHumanAortaEndothelialCells(HAEC)

ExclsedmousesolidMeth气A価brosarcomaweref以edw麓h10%FolmalinNeutra旧uf餅

Solutionfor6hratr。 。mtemperatu鳳FixedsolidtumormasswasembeddedParaffin

aParaffinblocksamplecutsserial5um-thicksection
.Thissectionwascounterstained

蝉hHum・ ・CD34・ndHEusingp。lyme・immun。 ・。mplexmeth。d.A,・ 。市 。1;B,HAEC
Injection.AandB,x200.

Fig・27.lmmunohist・ch・mica)R・acti・ns・fH・m・ ・CD34量 ・M。thAT腿m。,M。ss

睥壁 ・鞠H・ma髄A・rt曲d・ 網ia璽C・lls{HAEC,

ExcisedmousesolidMeth-Afibrosarcomawerefaedwith10°
,6FolmalinNeutralBuffer

So脯onfbr6hratroomtemperature .F(xedsolid加mormasswasembeddedPara而n

andParaffinblocksamplecutsserial5um-thicksection
.Thissectionwascounterstained

withHumanCD34andHEusingpolymerimmunocomplexmethod
.xqpp,

また、この癌組織血管の近傍には、血管を形成せずに単独で生存 しているヒト血管

内皮細胞も確認することができた。次に、このヒト血管内皮細胞によって形成された

血管像を強拡大して観察したところ、血管内部にマウス赤血球が確認できた
。従って、

このヒト血管内皮細胞によって形成されたは血管は、マウス癌組織中で癌組織血管と

しての機能的な役割を果たしていることが明らかとなった
。血管内にマウス赤血球が

確認できた事実から、マウス癌組織内で投与されたヒト血管内皮細胞とマウス血管内

皮細胞が混在 して形成されている癌組織血管が形成されていることが予想される
。

実際に著者は、投与されたヒト血管内皮細胞が形成 した血管とマウス血管が接続 し
、
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相互にマウス赤血球が循環を行っている、キメラ型とでも呼ぷべき癌組織血管が構築

されている事実を確認することができた(Fig.27)。

また、これ とは別に、 ヒ ト血管内皮細胞が形成した血管とマウス血管が隣接 してい

る癌組織血管も確認できた(Fig.28)。

さらに、HumanCD34陽 性を示す血管内腔 に存在する血管内皮細胞の核だけに、in

SlfUhybridizationに よりHumanDNAの 反応が確認できたことから、間違いなく、

投与された血管内皮細胞は癌組織内で生存 し、かっ、癌組織の血管新生部位に組み込

まれることが明らかとなった(Fig.29)。

従 って、投与された血管内皮細胞は癌組織内で生存 し、かつ、癌組織の新生血管に

組み込まれるという事実をもとに、これまでの検討から、癌組織血管新生部位に遊走

し、接着 ・生着することが期待されるCX3CR1発 現血管内皮細胞を静脈内投与するこ

とで、投与 した血管内皮細胞が癌組織血管に組み込まれるか否かを検討することが急

務であると考えられる。

第二節 小括

本章において、著者が示すことができた事実は、新たな疾病治療方法の開発や、血

管新生のメカニズムなどの生物学的な興味の解明に多くのヒン トを与えてくれる知見

であると思われる(Fig.30》。実際にこの知見から、遺伝子導入血管内皮細胞自身を癌

組織血管への遺伝子導入Vect◎rと して利用するという、全 く新 しい癌遺伝子治療法

の概念を提示できるものと考えられる。既に、著者の研究室では、TNF・ α発現プラ

スミ ドを封入 した膜融合リボソームをS-180担 癌マウスの癌組織支配動脈から投与す

ると、直接遺伝子が導入された癌組織血管内皮細胞からTNF一 αが持続的に産生され、

癌組織血管を介することで効率的に癌組織への集積性が高まり、顕著な腫瘍抑制が認

められ、11匹 中4匹 は完全治癒が確認できるなど著しい抗腫瘍効果を報告している92)。

従 って、TNF一 α発現血管内皮細胞を癌組織 内に投与することで癌組織血管に組み込

ませ、そこからTNF一 αを持続的に産生させる ことで上記のような効果的な抗腫瘍効

果が得られると考えられる。

また、この知見は種の異なる血管内皮細胞同士がどの様な接着分子を介 して結合す

ることで、マウス癌組織中でヒト血管内皮細胞由来の血管とマウスの血管が接合でき

たのかという、生物学的に非常に興味深い知見である9勾一鉤。さらに、病理 ・生理学的
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にも、近傍に位置 しながら血管を形成することが可能となった血管内皮細胞と単独で

生存 している血管内皮細胞が存在していた結果から、これらの血管内皮細胞の性質を

調べることで血管内皮細胞自身の血管形成能力の差異ss)が 、どのような原因に起因す

るものなのかが明らかになるものと考えられる。

　

Fig.28.InvnunohistochemicalReactionsofHumanCD34toMeth-ATumorMass

InjectingHumanAortaEndothelialCells(HAIEC)

ExcisedmousesolidMeth-Afibrosarcomawerefixedwith10%FolmalinNeutral

BufferSolutionfor6hratroomtemperature .Fixedsolidtumormasswasembedded

ParaffinandPara俑nblooksamplecutsserial5um-thicksectbn .丁hissectionwas

courrterstainedwithHumanCD34andHEusingpolymerimmunocomplexmethod
.x

400.

Fig.29.伽 ε伽hybridizationReactionsofHロmanD鼬AtoflAeth-.4

TumorRAasslnjectingHumanAortaEndothelialCells.(HAEC).

ExcisedmousesolidMeth-Afibrosarcomawerefixedwith10%Folmalin

NeutralBufferSolutionfor6hratroomtemperature .Fusedsolidtumor

masswasembeddedParaffinandParaffinblocksamplecutserial5um-

thicksection.ThissectionwascounterstainedwfthHumanCD34and

HumanDNAfollowedbystandardinsituhybridization

A;x200,B;x400.

また 、組織 学 的な興味 と して も、一般 に 、各組織 の血管 内皮細 胞 は固有の性 質 を帯

びて お り、血 管 内皮細胞 のheterogeneityが 数 多 く報告9η'1°o)され てい るが 、本研 究

に おいて、 ヒ ト大動脈血 管 内皮 細胞 が毛細血管 に再分 化 した事実 は、血管 内皮細 胞の

heterogeneityに 一石 を投 じる知 見で ある と思われ る。従 って 、本 章で著者 が示 す ご
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とができた知見は、生物学、病理学、生理学、組織学などの多くの分野にまたがった、

癌組織血管新生のメカニズムや癌組織血管内皮細胞の特性解明に様々なヒントを与え

て くれるものであると考えられる。

EndothelialCell

Tumor

A.

灘
TNF-cr

,礁

8.H昭manE目dothelialCe止'was

ConnectedwithMouse

EndothelialCell.

C.AortaEndothelialCell

DedifferentiatetoMiorovessel

EndothelialCeA.

Fig.3D.SchematicofConclusion

41



総括

これまで、癌撲滅を目標に、学際的に多大な研究がなされてきたにもかかわらず、

未だに癌は根絶が困難な疾患である。従って、現在までに多方面からのアプローチに

よる癌治療が試みられているが、どのアプローチにおいても癌治療方法は確立された

とは言い難 く、さらに多 くの改善、改良が行われているのが現状である。癌細胞はそ

の種類、病巣部位の違いなどで実に様々な形質を獲得することが知られている。癌治

療方法の確立を困難にしている最大の原因としては、このように癌細胞自身の共通性

が見出せないこと、言い換えるならば癌細胞が実に多 くの姿に変化できるために、我々

が癌細胞の本当の姿を明らかにすることができず、従って、そこから突破口を開けな

いことにある。しかしながら、個々の癌細胞ではなく、癌という病態そのものを考え

たとき、そこに初めて共通性を見出すことが可能となる。いくら癌遺伝子と癌抑制遺

伝子の多段階変異によって細胞が悪性転換 し、癌が形成されたとしても、最終的には

急激な癌組織血管新生を伴わなければ、癌組織は直径1～2mm以 上には決 して大き

くなることはないのである1)。

従 って、本研 究において著者は、 この癌という病態そのものの共通点である癌組織

血管を標的とすることを主眼において、癌治療の新たな突破口を開くために全 く新 し

い二つのアプローチに関する検討を行った。

一つ目のアプローチとして
、著者は、分子レベルのス トラテジーに基づいた癌組織

血管を標的とした新規癌ミサイル療法の開発に関する基礎的検討を行った。

これまでに、著者らが単離を行ってきたラットKMT-17線 維芽肉腫由来の癌組織血

管内皮細胞(Tumor-derivedendothelialcells;TEC)を 免疫原 として用 いることで、

癌組織血管内皮細胞特異モノクローナル抗体、TES-23の 作製 を行 った 。ラ ッ ト

KMT-17線 維芽肉腫ばか りでな く、冒頭で示 した著者のス トラテジー通り、各種マウ

ス癌組織に対 しても、このTES-23は 短時間で圧倒的な癌組織集積性 を示すことが担

癌ラット、担癌マウスにおける生体内動態の詳細な検討から明らかとなった。さらに、

様々なヒト癌組織切片の免疫組織化学染色を行った結果、ヒト癌組織血管内皮細胞に

もTES-23の 認識する抗原の発現が確認できたことから、ヒトへの臨床応用に対する

可能性が示唆される結果を得ることができた。次に、TES-23を 用いた癌組織血管を

標的とした癌 ミサイル療法のヒトへの臨床応用を視野に入れて、タンパク性抗癌剤で

あるネオカルチノスタチン(NCS)と のImmunoconjugateTES-23-NCSを 作製 し、

TES-23が 適応可能なミサイルキャ1丿アーとな りうる可能性を検討 した。Meth-A線
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維芽肉腫担癌マウスに対 してTES-23-NCSに よる抗腫瘍効果を検討 した ところ、

TES-23-NCSconjugateは 顕著な抗腫瘍効果 を示 し、4例 中3例 が完全治癒すると

いう良好な結果を得ることができた。従って、本稿第一部においては、癌組織血管内

皮細胞特異抗体をミサイルキャリアーとして用いた癌組織血管を標的とした新規癌ミ

サイル療法の有用性を提示することができた。

さらに、二つ目のアプローチとして、著者は細胞レベルのス トラテジーに基づいた

癌組織血管を標的とした新規癌ミサイル療法の開発に関する基礎的検討を行った。

現在、著者の研究室では、前述 した様 にCytocarrierの 概念の基に新 たなDrug

DeliverySysヒemの 開発を進めている。そのプロジェクトの中で、著者はCytocarrier

として、血管内皮細胞を用いた癌組織血管を標的とした新規癌ミサイル療法とでも言

うべき、癌治療ス トラテジーを考案 した。このス トラテジーの骨格は、癌組織血管新

生部位に血管内皮細胞を送達させることで、送達された血管内皮細胞は急激に新生す

る癌組織血管に組み込まれ、生存 ・増殖する可能性があるのではないのか、という著

者の仮説に基づくものである。この細胞に対 して、予め遺伝子導入などを行い新たな

機能を付与しておけば、疾病治療を目的とした粒子(細 胞)レ ペルの薬物キャリアー

とな り得ると考えられる。

初めに、著者は癌組織血管新生部位に血管内皮細胞を送達させる基礎的検討を行っ

た。その際に、細胞接着作用と細胞遊走作用の両方の性質を有する新規膜結合型ゲモ

カイン、Fractalkineの レセプターであるCX3CR1を 発現 した細胞は、癌組織血管に

対する指向性を有 していることが明らかとなった。従って、今後は、CX3CR1発 現血

管内皮細胞を作製 し、その細胞が癌組織血管に対する指向性を有 しているのかを検討

することが急務である。しかしながら、Cytocarrierと して用いる血管内皮細胞を癌組

織血管に送達できたとしても、投与された血管内皮細胞が癌組織血管に組み込まれて、

癌組織内で生存 しなくては、血管内皮細胞を薬物キャリアーとして用いた癌組織血管

を標的とした新規癌ミサイル療法は全く成立 しない。従って、実際に、投与された血

管内皮細胞が癌組織血管に組み込まれ、生存することを証明するために、マウス

Meth・A線 維芽肉腫担癌SCIDmouseの 癌組織内にHumanCD34陽 性細胞であるヒ

ト大動脈血管内皮細胞を局所投与 し、その癌組織切片をHumanCD34抗 体により免

疫組織化学染色を行った。その結果、マウス癌組織内で投与されたヒト血管内皮細胞

由来の血管とマウス血管が接続 し、その血管内をマウスの赤血球が循環 していること

から示唆されるように機能的に働いている癌組織血管が構築されている事実を発見し

た。従って、本稿第二部においては、血管内皮細胞をミサイルキャリアーとして用い
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た癌 組織 血 管 を標 的 と した新 規癌 ミサ イル療 法 の開発 に向けた第一歩 を踏 み出す こと

ができたもの と考 え られ る。

本研 究 で著者 が考案 した血管 内皮細胞 を薬物 キ ャ リアー、Cytocarrierと して用 いる

癌治療の試 みは ・今後 のDrugDeliverySystemの 開発 における、全 く新 たなTargeting

戦略が切 り開 ける可能性 を示唆 してい るもの と著者 は考 えて いる。

今 日まで 、DrugDeliverySystemの 開発 の歴史 は、 いか に標 的部位 にのみ 、いかに

多 くの薬 物 を送達 させ る ことがで きるのか、っ ま り、ActiveTargeting'°1)の 開発 に費

や されて きた歴 史であ ると言 っても過 言ではない。っ ま り、投与 され た100個 ある薬

物 を標的 組織 に99個 送達 させ る ことで、標 的組織以 外 での副作用 を回避 しようとす

る発想法 で あ った。本稿 で は示 さなか ったが、著 者 らが現在得 つつ ある知 見か ら、静

脈 内 に投 与 され た血管 内皮細胞 は血 流 を介 して肝臓 や脾臓 な どの正常組織 に分布 して

しまうが 、正 常組織 では生存 で きな いことが 明 らか にな りつっあ る。従 って 、単純 な

計算 に基 づ くものだが、薬物 キ ャ リアー と して投与 された100個 の血管 内皮細胞 の う

ちで 、1個 で も癌 組織血管 に送 達で きれ ば、本研 究で 明 らか とな った様 に、投 与 され

た血管 内皮 細胞 は癌組織血管 に組み込 まれ 、生存 、増殖 し、残 りの99個 は、他 の組

織 で死滅 して い くもの と考 え られ る。従 って 、標 的組織以 外 には薬物 キ ャ リア ーが存

在 しな い ごとにな り、結果 的 に、副作用 が回避 で きるもの と思 われ る。 この様 に 、初

めはPassiveTargeting'°2)の 様相 を示 すが、最終的 にはActiveTargetingと して完結

す る、あ えて述 べ るな らば、ActiveFollowedPassiveTargetingと も呼ぶべ きDrug

DeliverySystemの 概念 が、本研 究力・ら提 示で きる と考 えられ る。この様 な新 たなDrug

DeliverySystemの 概 念 が提 示で きる可能性 があるのは 、本研 究にお いて薬物 キ ャ リ

アー と して細胞 を用 いる試 み を行 った結 果で ある。著者 の研 究室 では 、地球 上に存在

して い る最 も イ ンテ リジェ ン トな粒 子(細 胞)で あ るCytocarrierを 用 いたDrug

DeliverySystemが 、 まもな く来 たる21世 紀 において 、間違 いな く、様 々な疾病 に対

す るDrugDeliverySystemの アプ ローチ の一 翼 を担 う と考 えて いる。今 後 、 この

Cytocarrierの 概念 の基 でのDrugDeliverySystemの 開発 が発展す る ことを切 に期待

す る次第 であ る。
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結論

分子レベルおよび細胞 レペルのス トラテジーに基づいた、癌組織血管を標的とした

新規癌ミサイル療法の開発に関する基礎的検討を行い、以下に示す結論を得た。

癌組織血管内皮細胞特異抗体 を用いた癌組織血管 を標的と した新規癌 ミサイル

療法の開発に関する基礎的検討

1.ラ ッ ト培養癌組織血管内皮細胞 を免疫原として用いて作製 した、癌組織血管内皮

細胞特異抗体(TES-23)は 、担癌 ラッ トにおける生体内動態の検討から、著 し

い癌組織特異的な集積性を示した。

2.TES-23は 生体内動態の検討から、ラッ トと同様に、様々なマウスの癌組織に著

しい集積性を示すばかりだけでなく、様々なヒト癌組織切片の免疫組織化学染色

を行った結果、ヒト癌組織血管内皮細胞にも特異的に交差性を示すことが明らか

となった。1

3.TES-23を 用いた癌組織血管を標的 とした癌ミサイル療法のヒトへの臨床応用を

視野に入れて、タンパク性抗癌剤であるネオカルチ ノスタチン(NCS)と の

ImmunoconjugateTES-23-NCSを 作製 し、Meth-A線 維芽肉腫担癌マウスに対

してTES-23-NCSに よる抗腫瘍効果を検討 したところ、腫瘍の完全退縮を含む、

著 しい抗腫瘍効果が確認できた。

血管内皮細胞 を用いた癌組織血管を標的 と した新規癌ミサイル療法の開発 に関

する基礎的検討

1.癌 組織血管指向性を有する血管内皮細胞を開発するための基礎的検討を行った結

果、新規ケモカインレセプター(CX3CR1)を 発現 させた細胞 は癌組織血管指 向

性 を有することが明らかとなった。

2.マ ウス癌組織内に投与 されたヒ ト血管内皮細胞は、癌組織の新生血管に組み込ま

れ、マウス癌組織内で、投与されたヒト血管内皮細胞とマウスの既存血管由来の

マウス血管内皮細胞が混在 して形成されている、キメラ型とでも呼ぷべき癌組織

血管が構築されているという事実を発見することができた。
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以上、全 く新たな二つのス トラテジーに基づいた、癌組織血管を標的とした新規癌

ミサイル療法の開発の有用性と方向性を提示した。
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