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絨毛癌に対するtargeting cancer chemotherapy

に関する基礎的研究

—Liposome の応 用一
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FUNDAMENTAL STUDIES OF TARGETING CANCER 

 CHEMOTHERAPY AGAINST CHORIOCARCINOMA

—APPLICATION OF LIPOSOME—

Shigenori TADERA,  Nozomu YAMANAKA and Sadao KAMIDONO 

   From the Department of Urology, Kobe University School of Medicine

    For the fundamental study of the targeting cancer chemotherapy against choriocarcinoma 
using the and-human chorionic gonadotropin beta subunit (hCG ,3) antibody-conjugated-liposome 
containing anticancer drugs, we evaluated the specific accumulation of the antibody to the 
choriocarcinoma tissue and the uptake of liposome by choriocarcinoma cells. 

   In vivo, the mice bearing human choriocarcinoma were injected anti-hCG g antibody (30pg/ 
body) and the localization of the antibody in the tumor and other mouse organs were investi-

gated by the PAP method. The antibody specifically accumulated to the choriocarcinoma tissue 
within 4 hours after the injection of the antibody, and gradually increased. 

   In vitro, cultured BeWo cells were exposed to the liposome containing adriamycin, the anti-
body conjugated liposome containing adriamycin or the adriamycin alone, respectively, for 2 
hours. Then the uptake of the adriamycin by the tumor cells was studied under fluorescent 
microscopy. The nuclear accumulation of adriamycin was clearly observed in the tumor cells 
exposed to the liposome containing adriamycin or the antibody conjugated liposome containing 
adriamycin, whereas only faint cytoplasmic accumulation of the adriamycin without any nuclear 
accumulation was observed in the cells exposed to the adriamycin alone. 

   These results indicate that the liposome is a good carrier of anticancer drugs for immuno-
targeting chemotherapy. 

                                                   (Acta Urol. Jpn. 35: 209-215, 1989)
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緒 言

癌 関 連 抗 原 に対 す る抗 体 の臨 床 応 用 は 癌 研 究 の 大 き

な テ ーマ の一 つ で あ り,す でに 臨 床 の場 に お い て診 断

お よび 治療 に必 要 不 可 欠 な もの も少 な くな い.

ラジ オ ア イ ソ トー プ標 識 抗 体 に よ って 癌 の 局在 を診

断 す るradioimmunoditectionは,Pressmanら1)

が ラ ッ トリ ンパ 肉腫 に対 す る1311標 識 抗体 が 腫 瘍 に

集積 す る こ とを 証 明 した こ とに 始 ま り,そ れ 以 降aレ

phafetoproteinあ る い はcarcinocmbryonicanti-

genな どの分 泌型 抗 原 に対 す る抗体 を 用 い た 腫 瘍 画 像

診断の臨床応用に関する研究がみられる2・3).ヒト絨毛

性 ゴナドトロピン(以 下hCG)に つ いて もその抗

体 を応用 した絨毛癌病巣 に対す るradioimmuno-

ditectionの 報告4-6)があ り,山 中7)はhCGの ホルモ

ン特異性が存在する β一subunit(以 下hCGβ)に 対す

る1311標 識抗体 を用いて明瞭な腫瘍イメージングに

成功 している.こ のことは,従 来困難であった精巣腫

瘍の後腹膜腔や縦隔洞のリンパ節転移巣発見への本法

の臨床的応用への期待を抱かせるものである.

一方,治 療への応用としてはヒト癌細胞に特異的に

反応する抗体により,癌 細胞を選択的に破壊させよう
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とするいわゆる特異的免疫療法の試 みが なされてい

る.そ のような方法としては抗体単独による治療 と,

抗体と他の抗腫瘍性物質を結合させ,抗 腫瘍性物質を

抗体の腫瘍特異性を利用して腫瘍細胞に選択的に到達

させようとするtargetingc4ncerchemotherapyと

がある.抗 体単独での治療は臨床応用の報告も散見さ

れ,Nadlerら8)お よびMillerら9)は 悪性 リンパ腫に

対して,Ritsら1。)は 白血病に対して有効であったと

報告している.こ れらはいずれ も血液系腫瘍であるが

固形癌についても大腸癌11),メ ラノーマ12),乳 癌13)な

どでの検討が始められている.われわれ14)も,invitro

において抗hCG抗 体が,培 養絨毛癌細胞に対 して

補体依存性細胞障害を発揮することを明らかにした.

TargetingcancerchemQtherapyへ の応用は,当

初Dextran架 橋法15)などの抗体と抗腫瘍剤との化学

的結合による方法が用いられていたが,薬 剤の抗腫瘍

活性が低下 した り抗体に結合できる薬剤の数が少ない

ことなどの欠点が指摘された艮6).現在最 も多く用いら

れている方法 は,人 工脂質膜小胞であるliposomei?)

に化学的修飾 な く抗腫瘍剤を 封入 しliPosomcと 抗

体とを結合させることにより選択的抗腫瘍効果を発揮

させようとする方法である.今 回われわれ はhCG

産生腫瘍に対 しこの1iposomeを 導入したtargeting

cancerchemotherapyを 計画した.こ こではその基

礎的研究 として,抗hCGβ 抗体の絨毛癌組織への特

異的集積態度を絨毛癌移植 ヌードマウスをモデルとし

て酵素抗体法を用いて組織学的に検討するとともに,

ア ドリアマイシン(以 下ADM)を 封 入 したlipo-

someの 絨毛癌細胞 への移入現象をADM蛍 光の推

移により検討 した.

実 験 方 法

1。 抗HCGβ 抗 体 の精 製

生 物 活性11,0001u/mgを 有 す る精 製hcGi8)を

8M塩 酸 グア ニ ジ ソ処理 に よ り分 離 して 得 た βsub-

unitを 抗 原 と して,家 兎 を 用 い て そ の抗 血 清 を 作 製

した.得 られ た 抗hCGβ 抗 血 溝を 硫 安 塩 析 に てIgG

分 画 を採 取 し た 後,hCGを 結 合 さ せ たSepharose

4Bを 支 持体 と した イ ム ノ ア フ ィニ テ ィー カ ラ ムに 添

加 してhCG特 異 的IgGと し,以 下 の 実 験 に 供 し

た.

2.絨 毛 癌移 植 ヌ ー ドマ ウ スの 作 製 お よ び抗 体 の投 与

法

SPF(specificpathogenfrcc)下 で 飼 育 し た

BALB/c系 ヌ ー ドマ ウ ス(5～6週 齢,雄)の 背 部

皮 下 に,hCG産 生 絨 毛 癌 株 で あ るBeWole)1×100

個/ml(PBS)の 細 胞 浮遊 液o.1m1を 移 植 し絨 毛 癌一

ヌー ドマ ウス モ デル の初 代 と した.腫 瘍 が小 指 頭 大 と

な った 時 点 で 摘 出 し他 の ヌ ー ドマ ウス に移 植 針 を用 い

て順 次 継 代 した.継 代後 腫 瘍 が 小 指 頭 大 とな っ た時 点

で抗hcGβ 抗 体 を30μg/body腹 腔 内 に投 与 した.

同 様 にnormalrabbitIgG(M{1esLaboratories

lnc.)を30μ9/body投 与 し対 照 群 と した ・ 抗 体 又 は

normalrabb三tIgG投 与 後4時 間,2日,5日 後 に

腫 瘍 お よび 他 の 諸 臓 器 を 摘 出 し,PBSに て 洗 浄 後 た

だ ち に 凍 結 した.

3.PAP法 に よる 染 色

凍 結 した 組 織 を10μmの 切 片 と した 後 ア セ ト ンに

て10分 間 固 定 し,ImmunoperoxidascStainingKit

(DAKOPAPKIT,System548,Rabbit)を 用

い てTable1に 示 した 手 順20)で 染 色 した.す な わ ち

nOrmalSwineSerumに てlgFCreCeptOrを ブ ロ

ッキ ング し た 後,二 次 抗体 で あ るantirabbitIgG

を添 加 した.内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ーゼ の 活 性 を 抑 え る

た め に行 うH202処 理 はIgGの 抗 原 性 を 失 活 さ せ

やす いた め 二 次 抗 体 添 加 後 に 行 い,以 下 通 常 の 手 順21)

に従 って 染 色 し た 。 一 般 的 なPAP法 で は組 織 内 の

hCG局 在 を 検 索 す る こ とが 可 能 で あ るが,本 実 験 系

で はinvivoに お い て 投 与 した抗 体 の局 在 を検 索 す る

こ とを 目的 と して い る.す な わ ち,一 次 抗体 と して ヌ

ー ドマ ウス の腹 腔 内 に す で に 抗hCGβrabbitlgG

を投 与 して お り,染 色 時 に は 一次 抗体 との反 癒 は 行わ

ず二 次 抗体 で あ るswineantirabbitIgGと の 反 応

と した.そ の結 果,腹 腔 内投 与 に よ り抗hCGβ 抗 体

Table1,Immunoperoxidasestaining

procedure

frozensection

↓

10min.fixationinacetone

↓

nOrrnalswineSerum

↓

swineanti・rabbitIgG

(secondantibody)

↓

hydrogenperoxidel

↓

PAPcomplex

↓

5ubstratesolution

↓

Mayer'sHematoxylin

↓

ammoniawate「

↓

coverslipwithglycero}gelatin
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が存 在 す る部 位 に の みdiaminobenzidineの 褐 色 沈

着 と して染 色 され る.ま た対 照 と して,凍 結 切 片 を10

%ホ ル マ リ ンに て10分 間 固 定 し,同 様 の 染 色 手順 で染

色 し比 較 した.

4.ADM封 入抗 体 結 合1iposomeの 作 製

(1)MBPE(N-(m-maleimidobenzoil)dipalmi・

toylphosphatidylethanolamine)の 作 製

Hashimotoら17)の 方 法 に 順 じて作 製 した.す な わ

ちMBS(m。maleimidobcnzoil-N-hydroxysuccimi-

deester,PierceChemicalCompany)25μmolと

DPPE(dipalmitoylphosphatidylethanolarnine,

Sigma)20μmolを ク ロ ロホ ル ム ・メ タ ノ ール 溶 液

(ク ロ ロホ ル ム ・メ タ ノー ル比9=1)5m1で 溶 解 した

後,反 応 促進 剤 と してtriethylamine(和 光 純 薬)30

μmolを 加 え,室 温 に て 約4時 間 振盟 させ た.4時 間

の 反 応 後SilicaGel6091assp互ateを 用 い た 薄層 ク

ロマ トグ ラ フ ィー に てMBPEの 存 在 を 確 認 し(MB-

PEはRf値0.62,ニ ンヒ ド リン反 応 陰 性),メ タ ノ

ー ル3 .5m1,蒸 溜 水2m1を 加 え約10分 間 振 盟 させ,

しば ら く静 置 した後 最 下 層 の ク ロ ロホ ル ム層 の み を採

取 した.MBPEの 分 離 ・精 製 はBio-SilHA(BIO・

RAD)を 用 い たsilicagelchromatogramに て 行

った.

(2)チ オ ー ル 化抗 体 の作 製

Liposomeと 抗 体 の結 合 をS-S結 合 に よ り行 うこ

とを 目的 と して,抗 体 を チ オ ー ル化 した.抗hCGβ

抗 体10mgを2.5mlのPBS(pH6.8)に 添 加 し,

SPDP(N-hydroxysuccimydyl-3-(2-pyridyldithio)

propionate,Pharmacia)の エ タ ノー ル溶 液(10mM)

を0.17ml加 え て23℃,30分 間 振 盈 した.こ れ を あ

らか じめ0,1M酢 酸 ナ トリウ ムbuffer(pH4.5)で

平 衡 化 し たColumusPD-10(SephadexG-25M,

Pharmacia)に 添 加 し,チ オ ー ル 化 抗体 のPBS溶

液 を 得 た.

(3)ADM封 入 リボ ソー ム の作 製

DPPC(dipalmitoylphosphatidylcholine,Sig-

ma)25μmol,コ レ ス テ ロ ー ル(和 光 純 薬)亘7・5μ

mol,MBPE2.5μmolを10mlの ク ロ ロ ホ ル ム に

溶 解 し,ロ ー タ リー エバ ボ レータに て フ ラ ス コ内 面 に

均 質 な 薄 層 の リン脂 質 の膜 を 形成 させ た.こ の フ ラス

コ 内 にPBS(pH6.8)5mlに 溶 解 し たADM10

mgを ガ ラ ス ビ ーズ とと もに 加 え,約20分 間 激 し く掩

搾 した.さ らに25℃ に て約1時 間sonicationし た

後,2.0μmの フ ィル タ ー を 通 じ て,ADM封 入

lipOSQmeの 懸 濁 液 を 得 た.

(4)抗 体 結 合1iposomeの 作 製
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得 られたliposomeの 懸濁液 にチオール化 した抗

体溶液2mlを 加え,37℃ にて約1時 間振盈 した.

さらにPBS(pH6.8)に て一晩透析し,非 封入ADM

を除去 した。

なお リン脂質の操作はすべて可能な限 り窒素ガス下

で行った.

(5)liposomeの 細 胞内移入の検討

Bewo株 を5×10梱/m1(PBs,pH7.4)の 細 胞

浮遊液とした後,ADM封 入liposome,ADM封 入

抗体結合liposomeお よびADM単 独 の各群での浮

遊液中ADM含 有量が10μg/mlと な るように添加

した.2時 間経過後遠沈,洗 浄を3回 行い蛍光顕微鏡

にて観察した,

実 験 結 果

1.絨 毛癌移植 ヌードマウスについて

2代 目からのBeWo株 の ヌー ドマウスへの生着率

は,本 実験系においてはほぼ100%で あ った,腫 瘍移

植後約5日 で腫瘍塊として測定可能とな り,最 初は充

実性に発育するものの比較的もろく,小 指頭大を越え

るあた りか ら腫瘍組織内に出血をきたし,嚢 腫状に急

激な腫瘍体積の増大を認める場合が多かった.小 指頭

大までの腫瘍は表皮 お よび筋層へ の浸潤は非常に稀

で,摘 出は比較的容易であった.腫 瘍組織ばH-E染

色上 ほ とんどが典型的なcytotrophoblastで 占めら

れ(Fig.1),絨 毛癌モデルとして適正と判断された.

2.ヌ ー ドマウスに投与 した抗体の局在について

抗hCGβ 抗体投与2日 後では,抗 体は絨毛癌組織

において帯状に褐色の色素沈着 として認め られたが

(Fig.2),肝 では全体がびまん性 に淡い褐色の色調と

して染色された(Fig.3).normalrabbitIgG投 与

では抗体投与群と同様に絨毛癌組織では帯状に染色さ

れたが抗体投与群に比べて不明瞭であった(Fig.4).

この ような絨毛癌組織での抗体の存在はすでに投与後

・1,時間で認められていたが(Fig.5)経 日的に拡大傾

向を示した(Fig.6).Fig,2～6に 示 した ようにアセ

トン固定の場合には抗hCGβ 抗体の到達部位が褐色

の色素沈着として鮮明に染色されたが,10%ホ ルマリ

ンでの染色性は不良で,さ らに10%ホ ルマ リンにて2

日間固定 した後,パ ラフィン包埋による切片ではまっ

たく染色されなかった.二 次抗体との反応前に行った

過酸化水素処理の場合もまった く染色されなかった。

3.liposomeの 培養絨毛癌細胞内移入

ADM封 入1iposomeお よびADM封 入抗体結合

liposomeの 培養絨毛癌細胞内移入の程度 に蛍光顕微

鏡上明らかな差はなく,両 群ともADMの 発する蛍
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光により核が明瞭に観察されたが,細 胞質でのADM

の存在はほとんど認め られなかった(Fig.7a、b).

一方
,ADM単 独 ではADMは ほとんど細胞質に雲

状に存在し,核 はむしろADM欠 損部 として観察さ

れた(Fig.7c)。

Fig.6.PAPstainofBeWotumortransplanted

tonudemouse,×100(5daysafterin-

traperitonealinjectionoftheanti・hCGβ

rabbitIgG)

考 察

癌に対する化学療法は現在広く普及しているが,現

有の抗癌剤の最大の欠点はそれ自体に腫瘍選択性がな
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【1「

Fig.7.FluorescentphotomicrographofBeWo

cellsuspension,2hQursafteraddition

ofADMcntrappedinliposomes(a),

ADMentrappedinliposomesbearing

anti-hCGβantib・dy(b),ADMalone

(c).

く,健 常組織障害による副作用が通常認め られるとい

うことである.そ れを改善すべく局注や動注などの投

与方法やマイクロカプセルなどの剤型変更により腫瘍

到達性の向上が図られている.

Liposo・neに 抗癌剤を封入 しかつ抗体を結合させ

た複合体による化学療法は,抗 体の腫瘍集積性を期待
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し抗癌剤を癌組織に効率的に到達させ選択的抗腫瘍効

果をあげようとい う試みである,生 体膜は主 としてリ

ン脂質からなる二重の脂質層を骨格として形成されて

いる.人 工的に リン脂質の薄膜を作 り,そ れを塩類溶

液に懸濁するとその脂質は二重層を形成し,そ の中に

袋状の小胞を形成する.こ の人工脂質膜小胞(liposo・

皿c)が 形成されるさいには溶液中の物質を取 り込む

ため,こ れを応用することによりさまざまな物質をそ

の小胞中へ封入することが可能である.liposomeの

キャリアとして勝れている点は(1)生 体膜類似の組成

のため毒性が少なく,し か も生体は自己の細胞膜を破

壊するのと同様にliposomeを 処理 しうる.(2)作 製

が容易で大量に均質なものが作れる.(3)化 学的修飾

によらない物理的封入のため薬剤活性の低下がない.

(4)脂質膜で外界から完全に隔離されてい るため種々

の破壊酵素や免疫機構による攻撃から免れ うる.(5)

構成する脂質を変えた り表面電荷を変えることで細胞

融合能をもたせた り,負 食されやすいように性質を変

えることがで きる.(6)親 水性の物質はすべてIipo-

some内 に封入可能で,疎 水性のものもliposome膜

に組み込むことによ りliposomeを キャリアとして

使用 しうる.(7)表 面 に抗体を複数個結合できるので

targetingcancerchemotherapyに 好都合 などさま

ざまな長所を有する22).

抗体単独での腫瘍に対する特異的免疫療法は,お も

に血液幹細胞の分化型抗原に対する抗体により行われ

ている8-10).そ れ ら報告にみられる抗体投与 による抗

腫瘍効果はいずれも一時的な腫瘍細胞減少にとどまっ

てお り,投 与後10～24時 間後には投与前の値に回復し

しまい,反 復投与しても効果は一時的であると報告さ

れている.そ の作用機序については,抗 体が補体を活

性化して起こる補体依存性細胞障害や,リ ンパ球やマ

クロファージなどが標的細胞 と反応した抗体のFc部

分に結合して起 こる抗体依存性細胞障害(antibody

dependentcel正mediatedcytotoxicity.ADCC)23)

な どが考えられている.し か し,抗 体によっては全く

腫瘍細胞に障害性を示 さなかった り,抗 原の変調

(antigenicmoduration)24)す なわち抗体投与により

腫瘍細胞表面の抗原が減少,消 失し抗体の追加投与が

効奏しなくなるなどの問題点がある,抗 原性の高いメ

ラノーマは別としても,固 形癌に対する抗体単独療法

は未だ良い成績が得 られておらず,そ の意味でいわゆ

る 警 サイル療法"25)と して のより効果的な治療法の

開発が期待される.

Liposomeに 封入された薬剤が どの ような機序で

細胞内に取 り込まれるかとい う基礎的検討はまだほと
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んどされていない,一 般的に細胞のリセプターを介す

る結合はエンドサイ トーシスも期待しうるが,抗 原と

結合 した抗体一liposomeが ど の程度エンドサイ トー

シスあるいは細胞融合により細胞内に入 りうるかの検

討が今後必要と思われる.今 回,わ れ われ の検索で

はADM単 独 よりもliposome内 封入ADMお よび

抗体結合1iposome内 封入ADMの 方が核への取 り

込みは明らかに優れ てお り,こ のことはADMが

DNAの 合成阻害に より抗腫瘍効果を発揮するという

作用機序から考えて大きな期待を抱かせる.お そらく

1iposomeは 生体膜類似の構造のために細胞内へ取 り

込まれた後,細 胞内小器管での破壊,吸 収が少ないも

のと推察される.ADM封 入1iposomeとADM封

入抗体結合liposomeと の細胞内へ の移入現象には

それら抗体結合の有無による明らかな差を認めなかっ

た.本 実験系では抗体の腫瘍集積性が反映せずlipo-

somcとBeWo細 胞の接触機会が同程度であること

より,ADMの 細胞内への移入は抗体よりもliposo-

meの 非特異的効果への依存度が大きいことを示唆す

る結果と考えられる.

血中抗原の定量に抗体を利用する場合は,血 中に遊

離抗原が存在する必要があることは言 うまでもない.

しか し,抗 体 を用い てradioimmunoditectionや

targetingcanccrchemotherapyを 行 う場合は,血

中に存在する遊離抗原はいわゆるblockingantigen

とな り抗体を一部不活化させてしまうため,一 般的に

血中に遊離しない細胞表面抗原に対する抗体の方が有

利であると考えられている.す なわちhCGが 細胞

表面に表現されているか否か とい う問題やまた.hCG

は分泌型抗原であ り血 中に大量 に存在 しblocking

antigenと して働くために,抗hCG抗 体が腫瘍組

織に特異的に集積するか否かを確認する必要がある.

われわれはすでにinvitroに おいて抗hCG抗 体 が

培養絨毛癌細胞に対して補体僕存性細胞障害を発揮す

ることを培養液中のプロゲステロン濃度を細胞活性の

指標とするとい う独自の細胞障害試験により明らかに

した14).こ の ことは分泌型糖蛋白であるhCGが 細

胞表面にも表現されているとい うことを示唆する結果

と考えられる.ま た今回,酵 素抗体法による染色によ

り絨毛癌移植 ヌー ドマ ウスの腹腔内に投与 した抗

hCGβ 抗体が明 らかに腫瘍組織に特異的に集積 して

いることが確認され,さ らに山中7)による明瞭なtu-

morimagingの 成功は抗hCGβ 抗体の特異的集積

による結果で あることか ら,少 な くともhCG産 生

腫瘍においては血中に大量に存在する抗原がblock-

ingantigenと してきわめて重大な問題とはならず,

抗 原 を絶 え ず血 中に 遊 離 さ せ て い る 腫 瘍 に対 して の

targetingcancerchemotherapyの 有 用 性 を 示 唆す

る もの と考 え られ た 。

結 語

絨毛癌に対する抗hCGβ 抗体結合抗癌剤封入1ipo-

someに よるtargetingcancerchemotherapyを 企

画し,そ の基礎的研究として担癌 ヌー ドマウスの絨毛

癌組織への抗体 の特異的集積 とliposomeの 培養絨

毛癌細胞内移入状態を検討 した.

培養絨毛癌細胞であるBeWo株 を 移植 した ヌード

マウスに抗hCGβ 抗体を投与 した後,腫 瘍および他

の諸臓器を酵素抗体法により染色 しその抗体の局在を

観察したところ,絨 毛癌組織への特異的集積が認めら

れた.こ のような特異的集積は抗体投与後4時 間です

でに認められ,経 日的に拡大傾向を示した.

BeWo株 の 細胞浮遊液 にADM封 入1iposome,

ADM封 入 抗体結合1iposomeお よびADM単 独を

添加 し,蛍光顕微鏡で観察 したところADM封 入lipo-

someお よびADM封 入 抗体結合Iiposomeで は核

が明瞭に観察され細胞質でのADMは ほ とん ど認め

られなかった.一 方,ADM単 独添加ではADMは

細 胞質内に雲状に存在し,核 はむ しろADM欠 損 部

として観察された.こ のことは,Iiposomeが 抗癌剤

のキャリアとして勝れていることを示唆する結果 と考

えられた.
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