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緒 言

悪性腫瘍の化学療 法にお いて,抗 癌 剤を より

癌 細胞に選択 的に集中 させ,癌 特 異的抗癌 作用

を発揮 させ るこ とを意図 して,抗 癌剤 を抗腫瘍

抗体 と結合 した抗体結合抗癌 剤の作製 が試み ら

れ,既 にい くつかの報告が ある1,2,3,4,5).

我 々 も細 胞表面で細胞障害性 を発揮 す る特異

な抗癌剤Neocarzinostatin(NCS)6)と 抗 ヒ ト

白血病細 胞抗 体 とを共有結合 させ,得 られた抗

体結合NCSの 有 用性 をin vitroの み ならずin

 vivoに お いて も確 認 し報告 した78).

しか し,こ れ らの試み において使用 された抗

腫瘍抗体 は異種吸収血 清であ るため,均 一 な抗

体 を大 量に得 るこ とが困難であ り,抗 体結合抗

癌剤 の臨床応用 を阻む要 因のひ とつ とな ってい

た.近 年KohlerとMilsteinに よ り開発された

細胞隔合 法に よる単 クロー ン抗体 作製法は9),

こ の 問題 を解決す る ものであ り,著 者は第1編

において,教 室 で作 製 された抗 ヒ トIa単 クロ

ー ンIgM抗 体(H-2抗 体)10)とNCSと の共有

結合 物(H-2-NCS)を 作 製 し,こ れがin vitro

に お いて抗体 活性に依 存す る増強 された抗腫瘍

効果 を有す るこ とを報告 した11)

本 論 文 では家兎抗ハ ムス ター胸腺血清に よ り

免疫抑制 した新生 児ハ ム スターに移植 され たIa

抗 原陽性 急性 白血病細 胞株, BALL-1に 対 す る

H-2-NCSのin vivo抗 腫 瘍効果 を検討 した 結

果 を報 告す る.

実 験材量 および方法

1)動 物

雑種syrian hamster(津 田 動物,香 川県)を

使 用 した.

2) Rabbit anti-hamster thymocyte serum

(ATS)の 作 成

生後3～4週 のハム スターの胸腺 を無菌 的に

摘 出 し細切 した後,金 属性meskを 通 しthymo

cyte浮 遊 液 を得た.こ の細胞浮遊液を生理 的食

塩 水(生 食)に て3回 洗 浄後,生 細 胞数 を測定,

 1×109個 を7mlの 生 食に浮遊 し,家 兎に静注

免疫 した.免 疫 は2週 間毎 に2回 行 ない最 終免

疫 よ り1週 間後 に採血 し血清(ATS)を 得 た.

 ATSは56℃30分 間 補体の非動化 を行 った.後,

 -20℃ で保存 した
.

3)細 胞

In vivo抗 腫 瘍効 果の検討のため,標 的 細胞

としてB細 胞型 急性 リンパ球性 白血病 患者末梢

血 よ り樹立 され, ATS処 理 新生 ハ ム ス ター に

継代維持 されているIa抗 原陽性細 胞株BALL

-1を 用 いた12)
.実 験 を標準化す るため, BALL

-1細 胞 をハム スター移植腫瘍 よ り集め
, 10%の

dimethyl sulfoxideを 含 む10%牛 胎 児血 清 加

RPMI1640に 浮 遊 した後,液 体窒素 中 に保 存 し,
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全ての実験 に同一 条件 の細胞 を用 いた.

4)使 用 薬剤の作製法

H-2-NCSの 抗 腫瘍効 果 を検討 す るため,以

下の 薬剤 を使用 し効 果 を比較 した.即 ち, (1) N

CS(2) H-2抗 体10)(3) H-2-NCS11)(4)肺 癌 細胞株

を免疫 原 と して得 られた単 クロー ンIgM抗 体

でBALL-1に は 反応 しないLA-4抗 体 とNCS

との 結合物(LA-4-NCS)(5) H-2 IgM抗 体 の還

元分解物 であるIgM sub-unit(H-2s抗 体)(6)

 H-2s抗 体 とNCSと の結 合物(H-2s-NCS)を

用 い た.

H-2抗 体 の分離法並 びにH-2-NCSの 作 製法

は 第1編 で報告 した11).ま たIgMで あ るLA-

4抗 体 はH-2抗 体 と同様 に分 離 し, H-2-NCS

作 製 と同 じ くcarbodiimideに てNCSと の 共

有結合物(LA-4-NCS)を 作 製 した.

よ り分子量の小 さな抗体結合抗癌剤作製 を意

図 して五 量体で あるH-2 IgM抗 体 をdithioth

reitol(DTT,半 井 化学薬 品,京 都)に よ り還 元

分解 してIgM sub-unit(IgMs,分 子 量18万)を

得 た13).即 ち, H-2抗 体 を0.01M DTTを 含 む

0.2M Tris-HCl緩 衝 液(pH 8.6)に 溶解 し,室

温にて1時 間反 応 を進め た後, Sephadex G-25

M(Pharmacia, Sweden)に てphosphate-bu-

ffered saline(PBS)に 緩 衝液 を変換 し, PBS

で 平 衡化 したSephacryl S-300(Pharmacia)

で ゲ ル濾過 した.得 られ たIgMs分 画 を, H-2-

NCS同 様. carbodiimideの 存 在下 でNCSと

結 合, Sephacryl S-300で ゲ ル 濾過 しH-2s-NCS

を得 た.こ のH-2s-NCSは 以下 に述べ るNCS

活性 な らび に抗Ia抗 体活性 を保 有 していた.

5)薬 剤 のNCS活 性 お よび抗体 活性 の検討

薬剤のNCS活 性 は,寒 天培地上のSarcina

 luteaの 成長 抑制 活性 を測 定 し求 め た.な お使

用 したNCSは1mg約1500uのNCSの 活性

を有 して いた.

薬 剤の標的細 胞BALL-1に 対 する活性は間接

膜螢光抗体法 に より検討 した.即 ち, 3×106

個 のBALL-1細 胞 に, PBSで 段 階稀釈 した薬

剤50μlを4℃30分 間 反 応 させ, PBSに て2回

洗浄の後, fluorescein-isothiocyanate標 識go

at anti-mouse Ig(EY社, USA)を 加 え てさ

らに4℃ 30分 間 反応 させ た.細 胞はPBSに て

2回 洗浄後, 50% Glycerin-PBSに 浮遊 し,そ

の 膜螢光 を落 しゃ型 螢光 顕微鏡(Olympus,東

京)に て観察 した.

6)腫 瘍 移 植お よび治療 方法

H-2-NCSのin vivo抗 腫瘍 効果 は 薬 剤 を腹

腔 内投 与 し,腹 腔 ならびに皮下移植BALL-1

腫 瘍 に対 し検討 した.生 後24時 間 以 内の新 生 児

ハ ムス ターに0.1mlのATSを 腹 腔内 注射 した

後, 0.05mlのPBSに 浮 遊 した5×106個 のB

ALL-1細 胞 を腹腔 内あ るいは背部 皮下 に接種 し

た.こ の時点 をday 1と した.引 き続 きday

 2に 前 述の薬剤 を0.1ml腹 腔 内投与 し, day 4

に は, ATSと 薬 剤 を投与 した.以 後薬剤は週

2回 計6回, ATSは 週2回 実験が終了す るまで

投 与 した.薬 剤はPBSに 溶解 し,そ のNCS

投 与 量はSarcina lutea成 長 抑制 活性単位 とし

同一 条件 とした.ま たH-2抗 体, H-2s抗 体 は

それぞれH-2-NCS, H-2s-NCSに 含 まれ る抗体

量に匹敵す る蛋 白量 を投与 した.具 体的 な抗体

投与量につ いて は結果の項 に記 した.

結 果

1)投 与 薬剤のNCS活 性 お よび抗体 活性

投与薬剤のNCS活 性 は, H-2-NCS 8.9μ/

mg H-2s-NCS 12.5u/mg, LA-4-NCS 9.7u/

mgで あ った.

また薬剤の標的細 胞BALL-1に 対 す る抗体活

性 を図1に 示 した. H-2s抗 体 はH-2抗 体 に匹

敵す る抗体活性 を有 してお り,今 回用 いたdi

thiothreitolに よ る還元分解 反応 では,抗 体 活

性 の低下は認め られ なか った.一 方, H-2-NCS,

 H-2s-NCSは それ ぞれH-2抗 体, H-2s抗 体 に

比 較 して弱 干の 活 性 低下が 認め られ た.ま た

LA-4-NCSはBALL-1に は 全 く反 応せ ず,対

照薬剤 として使用 し得 るこ とが明 らかに なった.

2) BALL-1腹 腔 移植ハ ムス ターにおけ る抗 腫

瘍 効果

図2はBALL-1腹 腔 移植 後,薬 剤 を腹腔内

投与 して治療 したハ ムス ターの生存 曲線 をしめ

してい る.投 与薬剤 のNCS活 性 は0.2u/回 と

した.各 群の平均生 存 日数 は, H-2-NCS投 与

群55日 以 上(n=12), LA-4-NCS投 与 群27日(n

=8)
, H-2抗 体 投与群19日(n=4), NCS投
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図1.間 接 螢 光 抗 体 法 に よ る薬 剤 のBALL-1に 対

す る抗 体 活 性

H-2抗 体(○-○), H-2s抗 体(○---○)

H-2-NCS(●-●), H-2s-NCS(●---●)

LA-4-NCS(Δ-Δ)

図2. BALL-1腹 腔 移 植 ハ ム ス タ ー の 生 存 曲 線

ハ ム ス ター はBALL腹 腔 移 植 の 後, PBS

(------), NCS(-), H-2抗 体(),

 LA-4-NCS(-), H-2-NCS(-)を,

腹 腔 内 投 与 して 治 療 し た.

与群16日(n=4), PBS投 与群17日(n=7)

で あ った.即 ち, H-2-NCS投 与群 にお い て最

も著 明な生 存延長が認 め られ,他 の いずれの実

験群 との比 較にお いて も統計学的有意の差 であ

った(p<0.001).

3) BALL-1皮 下 移植ハ ムスターにおけ る抗腫

瘍効果

図3は, BALL-1背 部 皮下移 植後,薬 剤 を腹

図3.皮 下 移 植BALL-1腫 瘍 の 増 殖

BALL-1皮 下 移 植 の 後,ハ ム ス ター は,

 PBS(○-○), NCS(●-●), H-2抗 体

(Δ-Δ), H-2-NCS(▲-▲),を 腹 腔 内 投

与 して 治療 し た.

腔 内投与 治療 した場合 の腫瘍 増殖 を腫瘍 縦径 と

横径 の積 として示 した ものであ る.薬 剤の投与

量 はNCS活 性1u/回 と した.こ の結果, H-2-

NCSは 対 照薬剤に比較 し,皮 下移植腫瘍 に対

し有意 の腫瘍増殖抑制効 果 を示 さなか った.

以 上 の結果 よりH-2-NCSが 大 分子 であるた

め皮下腫瘍局所へ の薬 剤の移 行に問題が ある可

能性が考 え られ, H-2 IgM抗 体 のsub-unitで

あ るH-2s抗 体 あるいはH-2s-NCSを 腹腔内投

与 し,背 部 皮下移植BALL-1腫 瘍 を治療 した. 

H-2s-NCSの 投与 量は2u/回 に 増量 した.図4

図4.皮 下 移 植BALL-1腫 瘍 の 増 殖

BALL-1皮 下 移 植 の 後,ハ ム ス ター はPBS

(○-○), H-2s抗 体(●-●), H-2s-NCS

(Δ-Δ),を 腹 腔 内投 与 し て 治 療 した.
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にその結果を示 したが, H-2s-NCSも 有意の腫

瘍増殖抑制効果 を示さなかった.

4)ハ ムスターの体重増加

図5に 各種薬剤を腹腔内投与 したハムスター

図5.ハ ム ス ター の 体 重 増 加

PBS投 与群(○-○)NCS投 与 群(2U/回

Δ---Δ, 5U/回 Δ-Δ, 10U/回 ▲-▲),

 H-2抗 体 投 与 群(●-●), H-2-NCS投 与 群

(○---○)H-2s-NCS投 与 群(2U/回 □-□,

 5U/回 ■-■)

の体 重増加 を示 した. NCS 5u/回, 10u/回,お

よびH-2s-NCS 5u/回 投 与ハ ムス ター において

著明な生長遅延 が認め られ全例10日 前後に死亡

した.ま た同時 に薬剤 を投与 した腹壁にNCS

の 副 作用 と考 え られ る潰瘍形成,発 毛 阻害が観

察 され た.し か しNCS活 性2u/回 を 投与 たハ

ムス タ-に は,コ ン トロール群 に比 し有意 の体

重増加抑制 は観 察 され なか った.

考 案

我々は既 に,抗 癌 剤Neocarzinostatinを ヒ

ト白血病細 胞に対す るIgG抗 体 と共有結合 させ

得 られ た抗体結合NCSの 有 用性 をin vitroな

らびにin vivo実 験 にお いて確認 し報告 した7,8)

さ らに,著 者 は従 来使 用 され てきた異種 吸収 血

清にか え,抗 ヒ トIaマ ウ ス 単 クロー ンIgM抗

体 を使用 しNCSと の 共 有結合物(H-2-NCS)

を作 製,こ の ものがin vitroに お いてIa抗 原

陽性 細胞表面に集積 され,増 強 された細 胞障害

性 を発揮 す るこ とを第1編 にお いて報告 した11)

今 回 は,単 クロー ン抗 体 を使 用 した抗体 結 合

NCSのin vivo抗 腫 瘍 効果を検討するため, ATS

にて免疫抑制 したハムスターの腹腔ならびに皮

下に移植 したIa陽 性白血病細胞株BALL-1腫

瘍に対するH-2-NCSの 抗腫瘍効果ならびにそ

の副作用を検討 した.

使用 したH-2抗 体は腫瘍特異的抗体 で は な

いが,ヒ トIa抗 原に対する特異抗体であ り,

異種動物であるハムスターに移植 したBALL-1

腫瘍に対 し,腫 瘍特異的に作用するものと考 え

られた.

腫瘍腹腔移植ハムスターへの薬剤腹腔内投与

の実験(図2)に おいては, H-2-NCSは 他の

4群 の対照薬剤に比較して,有 意にハムスター

の生存を延長 し,著 者が第1編 において報告 し

たH-2-NCSの 増強された抗腫瘍効果がin vivo

において確認 された.

一方,腫 瘍背部皮下移植ハムスターの治療実

験(図3)に おいては,腹 腔内投与 されたH-2-

NCSは 対照薬剤に比して有意の腫瘍増殖抑制

効果を発揮 しなかった.腹 腔内投与 された薬剤

は,作 用を発現するためには,血 中に移行 しさ

らに皮下腫瘍組織に到達する必要があ り, H-2-

NCSが 大分子であ るための移行の悪 さが両実

験系の差の原因と考えられた.こ のため五量体

IgM(分 子量90万)で あるH-2抗 体 をdithio-

threitolに より還元 して,そ のmonomer sub

unit(H-2s抗 体,分 子量18万)を 得,さ らにこ

の もの とNCSと の共有結合物(H-2s-NCS)を

作製,こ れらによる治療実験(図3)を 試みた.

しか し, H-2s-NCSも 皮下移植腫瘍に対 し有意

の腫瘍増殖抑制効果を発揮しなかった.何 故皮

下腫瘍に対 し有意に増強された抗腫瘍効果が発

揮されなかったのか,現 在なお不明であるが,

抗体結合NCSの 代謝経路,体 内での半減期な

どpharmacokineticsに 関する今後の研究が必

要である.

新生児ハムスターへの薬剤の静脈内投与は困

難であったため,今 回の実験では,皮 下腫瘍 を

薬剤腹腔内投与で治療する不利な条件 を余儀 な

くされたが,よ り効果的な投与方法 として,さ

らにまたより臨床治療に近い実験系として,静

脈内投与による抗体結合NCSの 効果の検討が

必要 と考えられた.

以上の如 く,投 与方法の検討はなお残されて
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い るが,単 クロ-ン 抗体結 合NCSは,著 者 が

第1編 に おいて報告 した増強 された抗腫瘍 効果

を有す るこ とが, in vivoに お いて も明 らかに

され た.静 脈内投与 した125I標 識 抗 体 は抗原陽

性組織 に集積 す るこ とが明 らか に されてお り14),

抗体 結合抗癌剤の研究の根拠 となっているが,動

物実 験 に お い ては,単 ク ロー ン抗 体 あ るいは

Ricin結 合 単 クロー ン抗体 が皮 下 移 ヒ ト悪性腫

瘍 の増殖 を抑制す るとい う報告 もあ る15,16)さ

らに単 クロー ン抗体 が末期 白血病 あ るいは悪性

リンパ腫患者 に,予 期 され た様 な大 きな副作用

もな く投与 された ことも報告 されてお り17,18)

今 後,よ り癌 細胞特異性 の高い抗体が使用 され

るな らば,単 クロ-ン 抗体 結合NCSは 臨床 応

用可能 と考 え られ る.

結 語

臨床応 用可能な抗体結合 抗癌 剤の開発 を 目的

として,抗 ヒ トIa単 ク ロー ンIgM抗 体 とNCS

の 共 有結合物(H-2-NCS)を 作 製 しATSに よ

り免疫 抑制 した新生 児ハ ムス ターに移植 したIa

抗 原陽性 急性 白血病細胞株BALL-1に 対 するH-

2-NCSのin vivo抗 腫 瘍効 果 を検討 した .

腹 腔内投与 され たH-2-NCSは,腫 瘍腹 腔移

植ハ ムス タ-の 生存 を有意 に延長 し,そ の抗体

活性 に依 存 した増強 され た抗腫瘍作用 が明 らか

に された.一 方,皮 下移植腫瘍 に対 しては,増

殖抑制効 果 を示 さなか った.さ らに, IgMで あ

るH-2抗 体 の分解物 であるH-2抗 体sub-unit

とNCSと の 結合物 も皮下移植腫瘍 に対 しては

増殖抑制効 果 を示 さなか った.

稿 を終るにあた り,御 指導 ・御校閲いただいた木

村郁郎教授,直 接指導 していただいた坪田輝彦講師,

佐藤融司博士, NCS活 性 の測定等の御協力をいた

だいた科薬抗生物質研究所の本木宏明氏,ま た国富

尚子技術員の御協力に深謝いたします.

なお,本 論文の要旨は第46回 日本血液学会(昭 和

59年4月)に 受理,発 表予定である.
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Studies on antibody-anticancer drug conjugate

Part 2. In vivo antitumor activity of anti-la monoclonal 

antibody-Neocarzinostatin conjugate

Morihiro OKAZAKI

Second Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director; I. Kimura)

In vivo antitumor activity of anti-la monoclonal IgM antibody (H-2)-Neocarzino

statin (NCS) conjugate (H-2-NCS) was evaluated in immunosuppressed newborn hamsters 

implanted with a transplantable human leukemia cell line (BALL-1). After intraperito

neal injection of H-2-NCS, hamsters preinoculated i. p. with BALL-1 cells survived longer 

than hamsters treated with control solutions (p<0.001). The control solutions included 

nonimmune monoclonal IgM-NCS conjugate, H-2 antibody, free NCS and phosphate

buffered saline. Growth inhibition of subcutaneously implanted BALL-1 tumors was not 

observed in hamsters injected i.p. with H-2-NCS or H-2 monomer subunit antibody-NCS 

conjugate. These results indicate that H-2-NCS was effective against i. p. implanted 

BALL-1 tumors, but was not effective against s. c. implanted tumors.


