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緒 言

近年 悪性腫 瘍 の 治療,中 で も化 学療 法 は 目ざ

ま しい発達 を遂 げ,化 学 療 法単 独 で,あ るいは

手 術療 法,放 射 線療 法 な ど との併 用 に よ り,そ

の有用性 が数 多 く報 告 され て い る.し か しなが

ら,現 在使 用 され てい る抗癌 剤は い ずれ に して

も,腫 瘍細 胞の み な らず,正 常 細 胞 に対 して も

toxicに 作 用 し,こ の 副作 用が 化 学療 法 の最 大

の 限界 となっ てい る.

この 最大 の欠 点 を克 服す る1つ の方 法 と して,

抗腫瘍 抗体 と抗癌 剤 を化 学 的 に結 合 させ抗 癌 剤

に腫瘍特 異性 を付 加 す る こ とが 考 え られ, 1958

年matheは その 第1報 を報告 した1).以 来諸 種

の腫瘍抗 体結 合抗 癌 剤 の研 究が 報告 され て い る

が2)～9),実 用 的 な抗腫 瘍 抗体 結 合 抗癌 剤 は未 だ

実現 されてい な い.抗 腫 瘍抗 体 を抗 癌 剤 のCa-

rrierと して用 い るこ とは,理 論 的 には 可能 であ

り,今 回,細 胞 内に 入 い るこ とな く,細 胞表 面

で 抗腫瘍効 果 を発 揮す るNeocarzinostatin (N-

CS)を 用 いて,抗 体結 合NCSの 作製 を試 み た.

 NCSは 石 田 らに よ りStreptomyces carzino-

staticus培 養 濾液 中 に発 見 され た単 鎖 の ポ リペ

プ タイ ドであ るが10)-11),実験 動 物 系の み な らず

人癌 に対 して も抗腫 瘍 効 果 を示 す こ とが報 告 さ

れてい る12),13).さ らに, NCSの 作 用 機序 は 特

徴的 であ り,腫 瘍 細 胞 内 に 入 らず とも,細 胞 表

面 のreceptorに 結 合 す るこ とに よ り, microtu

bulusを 介 して抗 腫瘍 効 果 を発揮 すると報告 され

て い る14).高 分 子 の 抗腫 瘍抗 体 結 合抗 癌 剤 は腫

瘍細 胞表 面 に到 達 した後 に,細 胞 内 にpenetra-

teし 難 い と考 え られ,細 胞 内 に取 り込 まれ る こ

とな く抗 腫 瘍効 果 を発揮 す るNCSは 抗腫 瘍 抗

体 結 合抗 癌 剤 に よ る免疫 化学 療 法 に とって理 想

的 な抗癌 剤 の1つ で あ る と考 え られ た.

本 編 で は,以 上 の 如 き特徴 を有 す るNCSと

免疫IgG (immune IgG)をwater solub1e

carbodiimide (WSCD)を 使 用 してcovalent

に結 合 し, NCS結 合immune IgG (NCS-immu-

ne IgG)の 作 製 に成功 したの で,そ の作 製方 法

並 びにNCS-immune IgGの 性 格 に つ いて報 告

す る.

実 験材 料 及 び実 験 方法

1)腫 瘍 細 胞

当教 室 の平 木 らに よ り, null細 胞型急性 リ

ンパ 球性 白血病 患者 よ り樹 立 され た 白血病 細 胞

株NALL-1を 使 用 した15). NALL-1細 胞は37

℃, 5%CO2の ふ らん 器 内 でRPMI 1640に20%

牛胎 児 血清 と抗 生 物 質 を加 え た培養 液 中で維 持

した.

2)抗NALL-1細 胞 血清 の 作 製

NALL-1細 胞 を生 食に て洗 浄後,生 食 に5×

106コ/mlに 調 製 し家 兎 に4.0×107コ/匹 のNALL-1
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細 胞 を静 注 し免 疫 した.こ の 操作 を2週 間隔 で

計4回 行 い,最 後 の免疫 よ り1週 間 後 に採 血 し

血清 を分 離 した.こ の得 られ た家 兎抗NALL-1

血清 を56℃30分 間 の非 働 化後, -20℃ に て保 存

した.

3)抗NALL-1血 清 免疫 グロブ リンの 精 製

抗NALL-1血 清 を硫 安塩 析 法,次 いでDEAE

セ ル ロー ス ク ロマ トグ ラフィー法 に よりimmune

 IgGを 分 離 精 製 した.

4)抗 癌 剤及 び その 他の 化学 物 質

NCSは 科 薬 抗 生物 質研 究 所 よ り供与 され た.

またl-hydroxybenztriazole (HoBt)及 び, 1-

ethyl-3 (3-di-methyl-aminopropyl)-carhodiimi-

de (WSCD)は 国 産化 薬 よ り購 入 し使 用 した.

5) NCSとimmune IgGの 結 合

NCS 100mgを 生 食12.5mtに 溶解 しHoBt 13.4

mgとWSCD 19.1mgを 加 え,室 温に て1分 間攪 拌

後,抗NALL1細 胞immune IgG 5mt (IgGと

して96.5mg)を 加 え,室 温遮 光 下 で17時 間 反 応

させ た.反 応後 溶液 をSephadex G200カ ラム

にて ゲ ル濾過 し,そ の 蛋 白濃 度 を波長280nmの

吸 光 度計 を使用 し測定 した.さ らに得 られた4

つ のmajor peakを 分 画 採取 し, polyethylene

 glycol 20,000に て濃 縮 し, PBSに て充 分透 析 を

行 な った.以 上 得 られ た各 分画 を-20℃ で冷凍

保 存 した.

コン トロリ ル と してNCSとimmune IgGの

simple mixture,及 びWSCDとHoBtで 各々処

理 したNCSとIgGをSepbadex G 200カ ラム

に て ゲル濾 過 した.

6) NCS活 性 の 測定

ゲル 濾過 に て得 られ た各 分画 のNCS活 性 は

Sarcina luteaのgrowth inhibitionで 測定 した.

7)免 疫学 的 分析

抗NCS抗 体 と抗 家 兎IgG抗 体 を使 用 して,

 Ouchterlonyのdouble diffusion test及 びIm-

munoelectrophoresisを 行 な っ た.

8)温 度及 び凍結隔解操 作 に対 する安 定性 の検討

NCS-immune IgGとNCSを 各々NCS活 性

として20.0u/mtの 濃 度 にPBS溶 液に 調整 し,遮

光下, 37℃ 及び56℃ の 条件 下 で1. 2. 3. 4及 び5

時 間 後の 各 溶液 のNCS活 性 の 変化 を検 討 した.

Fig. 1. Gel filtration profile of NCS and immune IgG treated chemically with WSCD and HoBt,

 using Sephadex G-200 column (3×80cm),

 o-o, OD at 280nm; ●------●, NCS activity assayed by S. lutea growth inhibition (unit/ml).
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Fig. 2. Elution profile of the simple mixture of NCS and immune IgG.

 o-o, OD at 280nm; ●------●, NCS activity (unit/me).

Fraction number

Fig. 3. Elution profile of WSCD and HoBt.teated NCS and immune IgG .

×-× OD of NCS treated with WSCD and HoBt; o-o, OD of immune IgG treated

 with WSCD and HoBt; ×------×, and ○-----○, NCS activity (u/ml).
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Fig. 5. Ouchterlony double diffusion plate

さ らに,凍 結 融解 を くりか え し, NCS活 性 の

変化 を検討 した.

結 果

1. Sephadex G-200カ ラム分 析 と各分 画 の

NCS活 性

NCSと 家兎 抗NALL-1 immune IgGをW-

SCDを 使用 し, covalentに 結 合 させ た. Sepha.

 dex G-200カ ラム を用 いて分 画 した結 果, Fig.

 1に 示 す よ うに, Fr. 1, 2, 3及 び4の4つ の

peakが 得 られ た.一 方, NCSと 家 兎IgGの

mixtureをSephadex G-200カ ラム に て分 析 し

た とこ ろ, Fig. 2に 示 す よ うに2つ のpeakが

得 られ た.ま たNCSと 家 兎IgGを 各々WSCD

とHoBtに て 処理 し, Se

phadex G-200カ ラム分析

を行 い,各 分 画 のNCS活

性 を調べ た と ころ, Fig.3

の結 果 が得 られ た.

Fig. 1のFr. 3, 4は 正

常 家 兎IgGよ り遅 れて 出現

す るpeakで, Fr. 3は

free NCSのpeakと ほほ一

致 し,か つ 著 明なNCS活

性 を有 してお りNCSと 考

え られ た.ま たFr. 4は

NCS活 性 は な く, NCSあ

る いはIgGをWSCDとHo-

Btで 処 理 した場 合 も同 様

peakが 出現 し,化 学 的操作

後 に 生 じた小 分子 の副産物

と考 え られ た.一 方, Fr.

 1, 2は 正常 家 兎IgGよ り

少 し早 く溶 出 され,か つ,

 NCS活 性 を も有 してお り,

 Fr. 2はNCS-immune IgG,

 Fr. 1はNCS-immune IgG

の 重 合体 で あ る と考 え られ

た.

2.免 疫学 的検 討

Fig. 4に 示 す如 く, Ou

chterlony double diffusion

ではFr. 1, 2と も抗NCS

抗 体(Fig. 4A)及 び抗 家 兎IgG抗 体(Fig. 4B)

と反 応 し,そ れ ぞれ1本 の沈 降 線 を生 じ,か つ,

前 者 で はNCSと 抗NCS抗 体 によて生 じた沈 降

線 と,後 者 で はIgG,抗 家 兎IgGに よ る沈 降線

と完 全 にfuseし てい た.こ の結 果 はFr. 1, 2

がNCSとIgGを と もに含 ん で い るこ とを明確

に 示 す もの で あ る.

Immunoelectrohoresisの 実 験 結 果 はFig. 5

で ある. Fig. 5Aに 示 す 如 く, free NCSは 陽

極 側, Fr. 2は 陰極 側 に 泳動 し,抗NCS抗 体 と

反 応 し,そ れ ぞれ 各1本 の 沈 降線 を形成 した.

一 方
,抗IgG抗 体 と反 応 させ た場 合 に は(Fig.

 5B), Fr. 1及 び2は 陰極 側 に泳 動 されたが,

 freeのIgGに 比 し,や や 陽 極 側 に偏 してい た.
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Fig. 5. Immunoelectrophoresis.

この場合 もそ れ ぞれ1本 の沈 降 線が 認め られ た

のみであ った.以 上 の 結果 はFr. 1, 2がNCS-

IgGで あ る こ とを証 明 して お り,さ らにFr-1.

 2と もに抗NCS抗 体 との 反応 に お いて(Fig.

 5A),陽 極 側 には一 切 沈 降線 が 形成 されずfree

のNCSは 殆 ん ど含 まれ て い ない もの と考 え ら

れた.

3.温 度 及び凍 結 融解 操 作 に対 す る安 定性

Fig. 6に 示す よ うに, 37℃ ではNCSは その

活性 が2時 間 後 に80%と 低下 したが, NCS-

immure IgGのNCS活 性 は全 く低 下 しなか っ

た. 56℃ では, NCSは1時 間 で その 生物 活性 が

完全に消失 した のに対 し, NCS-immune IgG

では1時 間後 に も95%のNCS活 性 を保 持 して

お り,以 後時 間の 経過 とと

もにNCS活 性 は直 線 的 に

消 失 し た.以 上 に よ り,

 NCSはIgGと の結合 に よ り,

温度 に対 しよ り安 定 化す る

こ とが証 明 され た.さ らに

Fig.6の 如 く, NCS-immu

ne IgGは 頻 回 の 凍結 融 解

操作 に対 して も安 定 で あ り,

 15回 の 同操 作 後 に も82%の

NCS活 性 を有 して いた.

考 按

本研 究 にお いて著 者 は

NALL-1細 胞 を免疫 して

得 られ た家 兎immune IgG

とNCSをWSCDを 使 用 し

て化 学的 に結 合 した. Se

phadex G-200カ ラムに よ

る解 析, Ouchterlony dou

ble diffusion及 びlmmuno

electrophoresisの 結果,得

られたFr. 1及 びFr. 2は

化学 的 に 結合 され たNCS-

immune IgGで あ る こ とが

証 明 され た. さ らに こ の

NCS-immune IgGはFig.

 1に 示 した如 くに, NCS

活 性,即 ち, S. lutea gro

wth inhibition作 用 を保 持 して いた.

131Iでlabelし た抗 腫瘍 抗 体 がin vivoに て

腫 瘍 組織 に取 り込 まれ る こ とは 既 に証 明 されて

お り16),17),18),この こ とが 抗腫 瘍 抗体 を抗癌 剤 の

carrierと して使 用す る免疫 化学 療 法 の理論 的根

拠 とな っ てい る.し か し,こ の研 究 で は,家 兎

抗NALL-1血 清の 吸収 操 作 を行 って お らず,

使 用 したimmune IgGは 腫 瘍特 異抗体 で はな い.

本実 験 に お いて は,そ の 目的が 抗 体結 合NCS

を作 製 し得 るか 否か を検討 す る こ とで あ って,

特 異的 抗腫 瘍 抗体 は必 須 で ない と考 え られ た た

め,未 吸収 抗NALL-1 immune IgGを 使 用 し

た.一 方,当 教 室 の宇 野 らは 家 兎抗NALL-1

血 清 に種 々 の吸収 操 作 を加 え, null細 胞型 急性
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NO. of times of freezing and thawing

Fig. 6. Stability of NCS-immune IgG against

 heat and freezing and thawing.

○ -○
, and ●-●, residual NCS

 activity (%) of NCS-immune IgG and

 free NCS in the condition of 37℃.

○------○
, and ●------●, residual NCS

 activity of both reagents at 56℃ .

○------○
, residual NCS activity of

 NCS-immune IgG after feezings and

 thawings.

リンパ球 性 白血病 及 び リンパ 腫 細 胞に 特 異的 に

反応 す る抗 血 清が 得 られ た と報告 して お り19),

この よ うな吸収 家 兎NALL-1抗 体 を使用 す れ

ば,抗 腫 瘍特 異抗体 結 合NCSの 作 製 は可 能 で

あ る.

抗腫 瘍 抗体 をcarrierと して 抗 癌 剤 を腫 瘍 に

選 択的 に 作用 させ よ うとす る試 み は種 々 な され

て お り,そ の抗体 と抗癌 剤 の 結合 方 法 も各 々 異

って い る. Ghoseら は抗 体 とChlorambucilを

PH 2.2±0.2の 条件 下 で混合 し, noncovalent

に結 合 させ て,悪 性 メラ ノー マ患 者 の 治療 を行

って い る20), 21),ま た, Hurwitzら はDaunomy

cinと 抗 体 を3種 類 の 方法 でcovalentに 結 合 し

て,そ の各 々 の抗 腫瘍 活 性 を3H-uridine incor

poration抑 制 率 及 び トリパ ンブル ー法 にて 比較

検 討 している22)こ の報 告 によると, glutaralde

hydeに よる給合 が 抗腫 瘍 活 性 の障 害度 が 最 も少

い方法 であ り,ま た, Periodate oxidationに

よ る結 合 で も充 分 な抗 腫瘍 活性 が 残存 してい た

が, WSCDを 用 い て結合 す る とDaunomycin

の抗 腫 瘍 活性 は殆 ん ど消失 した とい う.彼 らは

Daunomycin-抗 体結 合 物 が腫 瘍 細胞 表 面に到 達

した後 に,細 胞 膜 をpenetrateす る為 には,結

合 が は ず れfreeのDaunomycinがreleaseさ れ

なけ れ ば な らな い と考 え, WSCDを 使用 して結

合 力の極 め て 強 いamide結 合 を行 う と細 胞表 面

でfreeのDaunomycinが 結 合体 よ り遊離せ ず,

 Daunomycinの 抗 腫瘍 活性 は殆 ん ど発 揮 され な

い もの と考 察 した.今 回の研 究 に もimmune

 IgGとNCSの 結 合 にWSCDを 使 用 した. Ebina

らに よ る と, NCSは 腫 瘍 細 胞表 面 のreceptor

に 結合 し, microtubulusを 介 して抗 腫瘍 活性 を

発揮 す るユ ニー クな抗 癌 剤 で あ り14), Lazarus

ら もNCSは 腫 瘍 細胞 内 に 入 い らず,抗 腫瘍 活

性 を発揮 し得 る こ とを証 明 してい る23).こ の よ

うな特 徴 的 な作 用機 序 を有す るNCSを 用 いれ

ばWSCDに てimmune IgGと 強 力に結 合 して

もそ の抗腫 瘍 活性 は発 揮 され 得 る もの と考 え ら

れ る.現 在, NALL-1細 胞 に対 す るNCS-im-

mune IgGのin vitroで の作 用 につ い て検討 中

で あ る.

SamyはNCSにNH4ClとWSCDをPH 4.75

で 反応 させ, NCSの10ケ のcarboxy1基 を全 て

ア ミ ド化 した とこ ろNCS活 性が 著 明 に低 下 し,

 NCSの 生 物 活性 に はcarboxyl基 が重 要 な働 き

を して い る と報告 した24).本 実験 に お いて も

NCSのcarboxyl基 とimmune IgGのamino

基の 間 にWSCDを 使 用 してamide結 合 が形成

され て お り,結 合 後NCS活 性が 低下 す る可能

性 が 考 え られ る.し か し, Fig. 1の 如 くNcs-

immune IgG (Fr. 2)はfree IgGよ り,わ ず か

に早 く溶 出 され て お り大分 子 とは考 え難 く, 1

つ のNCS分 子 に対 してIgG 1分 子 程度 の結合

で あ る と思 わ れ る.し た が って そ の結合 に必要

と したcarboxyl基 は わず か で あ り,さ らにNCS-

immune IgG (Fr. 2)に はS. lutea growth

inhibition活 性 が 充 分 に 認め られ,結 合 に よ る

NCS活 性 の 低下 は最 小 限 で あ る と考 え.られ た.

 WSCDに よる反応 の 条件 は 簡単 であ り, carbo

xyl基 を持 つ 抗癌 剤 とIgGをWSCDの 存在下 で
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30分 か ら数 時 間混 合す る こ とに よ り,抗 癌 剤 と

IgGの 間 にamide結 合 が 形 成 され る25).こ の 反

応 系は室 温水 溶 液中 の穏 や か な条件 下 で 行 なわ

れ る為,抗 癌 剤やIgGの 変性 が 起 こ りに く く,

 polypeptideで あ るNCSと, IgGの 結 合 に は都

合が良 い.こ の 反応 系 の短 所 は,重 合 が 起 き易

い ことで あるが, WSCDの 濃度 に 比 し,抗 癌 剤

やIgGの 濃度 を高め るこ とに よ り妨 げ得 る と報

告 されて いる25). Fig. 1の よ うにNCS-immune

IgGはSephabex G200 filtration profile よ り

考 える とIgGと 殆 ん ど分子 量 が違 わ な い と思 わ

れ,重 合 は殆 ん ど生 じて い ない と考 え られ る.

 この研 究で は腫瘍 細 胞 表面 に作 用 して効 果 を

発揮 す る特 徴 的 な抗癌 剤NCSと 家 兎抗NALL-

1 IgGを 反応 させ てNCS-immune IgGを 作 製

した.そ の結合 にはWSCDを 用 いた ため,そ の

結合はcovalent結 合 であ り,注 射 部位 よ り腫

瘍組織 の間 に存在 す る機 械 的,化 学 的 或 いは 酵

素学的 な影響 に対 し安定 であ る と思 われ る.さ

らに, NCS-immune IgGは 温度や 凍 結 融解 操

作 に対 して も安 定 であ るこ とが証 明 され た.

このNCS-immune IgGは 免疫 化学 療 法 に お

いて,ヒ トnull細 胞型 悪性 腫瘍 の 治療 に応 用 し

得 る 可 能 性 が あ り, NCS-immune IgGのinvi-

troお よ びin vivoで の 有 効 性 の 検 討 が 現 在 進 行

中 で あ る.

結 語

家 兎 をnul1細 胞 型 白 血 病 細 胞 培 養 株(NALL-

1)に て 免 疫 し,家 兎 抗NALL-1血 清 を 作 製,

 IgGを 精 製 した.腫 瘍 細 胞 表 面 のreceptorに 作

用 し て 抗 腫 瘍 効 果 を 発 揮 す る と 言 わ れ て い る 特

徴 的 な 抗 癌 剤NCSと 家 兎 抗NALL-11gGを

WSCDを 使 用 し てcovalentに 結 合 し, NCS-

immune IgGを 作 製 し た. Sephadex G-200カ

ラ ム に よ るGel filtrationで 得 ら れ たFr.1及 び

Fr.2は, Ouchterlony double diffusion及 び

Immunoelectrophoresisに よ り, NCS結 合im-

mune IgG (NCS-immune IgG)で あ る こ と が

証 明 さ れ た.こ のNCS-immune IgGはSarcina

lutea inhibition活 性 を 有 し て お り,現 在, NCS-

immune IgGのNALL-1細 胞 に 対 す るin vitro

並 び にin vivoで の 作 用 に つ い て 検 討 中 で あ る.

 御 指 導 いた だ い た 木 村 郁郎 教 授 な ら びに 坪 田輝 彦

博 士,阿 部 申次 博 士 に 深 謝致 します.
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Immunochemotherapy with tumor antibody-Neocarzinostatin

(NCS) conjugates

Part 1. Preparation of antibody-NCS conjugates

Takashi KOBAYASHI

Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. I. Kimura)

Rabbit xenoantiserum was produced against a human null cell type leukemia cell line 

(NALL-1), and immune IgG was purified. NCS, a unique antitumor antibiotic that works 

on the tumor cell surface, was reacted with anti-NALL-1 rabbit IgG, in the presence of 

water soluble carbodiimide (WSCD). The resulting mixture was chromatographed on a 

Sephadex G-200 column. The first and second fractions were shown to contain NCS

immune IgG and no free NCS by the Ouchterlony double diffusion method and by immuno

electrophoresis. The conjugates inhibited the growth of Sarcina lutea and were more 

stable at conditions of 37•Ž or 56•Ž than free NCS. The conjugates did not loose inhibi

tory activities against the growth of S. lutea after frequent freezings and thawings. NCS

-immune IgG might be useful in treating patients with cancer.


