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2Ap13 　動 物細胞を用 い た高機 能性組換 え型 治療抗体の 調

製 と機能評価

O浅 野 竜太郎，熊谷 泉

（東 北大 院 ・」：・バ イオT 〕

2Ap14 脂質ラ フ トドメ イ ン の 動的構造 と安定性

O 山 1．「鯉太朗，鈴木 え り子，濱 田 勉，高木 L腋
（北陸先端院

・
材
．
料）

我 々 ば、が ん 免疫瞭法 へ の 応用 を目指 して 二 重特異性抗体に 着 目、特に 大

腸菌 で も調製可 能な 、その 最小形態の 1つ で あ る diabodv の 構築に 取 り組ん

で き た，が ん 関連抗原 EGFR と リン パ 球表面抗原 CDS を標 的としたEx3 と

名付 けた dlabodyは 、顕著な 腫瘍の 縮退効果 を示 し、既に ヒ ト型化 も終了

し て い る。一
方、上 市 さ れ て い る 抗体 医薬 は 抗 体依 存性 細胞 傷 害活 性

〔ADCC ）等 の Fc が 介 す る効 果 が 、その 王 な 作用機序 とさ れて い る ．、そ こ で

我 々 は、Fc領 域 を 有 す る lgG 様の 二 重 特異性抗 体を開発する こ とで、さ ら

に高 活 性 の 治 療抗 体 の 構築 を 日指 した 。
占典 的 な ハ イ ブ リ ッ ドーハ イ フ リ ドーマ 法で は 、日的 の lgG 型の 二 重特 異性

抗 体 以 外 に 副 産 物 が 多 く産 生 され て しま う．我 々 は 、Fx3 を構成 する ヒ ト

型 化 抗EGFR 抗 体、ヒ ト型 化抗 GD3 抗 体そ れ ぞ れの 可変領域、お．よび ヒ ト

IgGlの 1‘c領 域 を用 い て 、均
一・

な 調製が 可能、か つ 各々 の 折
．
原に 二 価 で 結合

可 能な lgG 様二 重 特異性抗体を設計 し、発堤ベ クタ
ー一

を構築 した．　 CHO 細

胞 を 用 い て 調製 しtt　lgG 様 抗体は 、両標的抗原 に対 して ．結合価数 の増加

に よ る もの と思わ れ る ExS に 対する強 い 結合能が フ ロ
ーサ イ トメ トリ

ー
に

よ り確認 さ れ ．Fc 領戌 を有 さ ない F．xS に は 見 られ ない 末梢∫llLリン パ 球 の 増

殖 劫果 が 見ら れた ．細胞傷害試験 にお い て もエ フ ェ クタ
ー

細胞 として 活性

化 リン パ 球、末梢血 リン パ 球 の ど ち ら を用い て もEx3 を凌駕す る ．がん細

胞 の殺傷 効呆 が見 ／れ た。親抗体 に よ る阻害試験 に よ ワ抗原特性 も保持 し

て い る こ とを確認 する な ど、．卜分 に高機能性組換 え型治療抗体の 創製 に 成

功 した と い え る。現在、さら なる構造 フ ォ
ー一

マ ツ 1・の 改変等、有用性 を高

め る検討 を進 めて い る。
Functi ・ n・1　 a皿aly ・is・f　effective ・ec ・ mbina ・・t　therapeuti・ antib ・dア

prepared 　from 　mammalian 　cell

　ORyutaエ．o 　ASANO ，　Izumi　KUMAGAJ
　（Dept、　Biomol、　Erlg．，　Grud．　Sch．　Eng．，Tohoku　Uni、

．、）

〈背景 ・H 的〉細 胞 膜 の 構造は従 来．構 成 分 子が膜 面 内を 自 由に 拡散し移

動 して い る 「流動 モ ザ イ ク モ デル 1が 考 え ら れ て きて い た が 、近年、飽和

脂 質 と コ レ ス テ ロ
ー一

ル が 多 く含 ま れ た ドメ イ ン 構造 〔ラ フ ト構造：1を形 成し

て い る と示 唆され て い る 。ラ フ ト構 造 は あ る 種 の膜 タ ン パ ク質 を選択的 に

取 り込む こ とで、皇要 な細胞 内プ ロ セ ス に 関 与 し て い る と考 え ら れ る。本

研 究で は 、細胞 を模倣 した 巨 大 リボ ソ
ー

ム の ラ フ ト構 造 を観 察 し、外部か

ら添加 した脂 肪酸が そ の 安定性 に与 え る影 響 を評 価 す る こ と を 日的 と し

た．．〈 方法 〉 リボ ソ
ー

ム の 脂質 咀 成 と して、飽 和 脂 質（DPIiG）、不 飽 和脂質

（DC）PG）、コ レ ス テ ロ
ー

ル の 3成 分 に、蛍 光 色 素 rhodamilic −rcd 　X −1川 PE

を混 合さ せ 、巨大 リボ ソ
ー

ム を得た 。ラ フ ト領 域 の漂 識 に は 、コ レ ラ 毒素

サ ブユ ニ ッ トB〔Gl 二B）の緑 色蛍 光 Alexa　Fluor488コ ン ジ ・T．ゲ ートを使用 し

た。外部か ら添加す る脂 肪酸 は リ ノ
ー

ル 酸 を選 択 した 。〈紬果 〉 ラ フ ト構

造 を有す る リボ ソ
ー

ム に リノ
ー

ル 酸 を添 加 す る と、ラフ ト ドメ イ ン の 不安

定化、膜講造 の揺 動 ・出芽が 見 られ 、後に 破裂 した 。飽和脂肪酸 と不飽和

脂 肪 酸 それ ぞれ 単独 で 作製 した リボ ソーム の 場合．飽和脂肪酸 リポ ソーム

で は添加 直後 に破 裂 す る の に 対 し．小 飽 和 脂 肪 酸 リボ ソ ーム で は揺 らぎ ・
出 芽が 見 られ 、後に 破 裂 した 。この 破裂 す る まで の 時間は ラ フ ト構造を有

す る リボ ソ
ー

ム よ り も填か く．リノ ール 酸 は 不飽 和 脂肪酸部 分（ラ フ トで は

ない 部分 ）に作用 して い る こ とが わ か っ た 、．

Characterization　of 　membrane 星ipids　ra仕domein．
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2Ap15 新規 レ ク チ ン ESA 固定化 ベ シ ク ル を薬物運 搬体 と

　する悪 性骨軟部腫瘍 の DDS 治療
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1、【背景
・

目的 】悪性骨 軟 部腫 瘍は 若年 層 に 多 く、その 治 贋 法 開 発が 強 く

望 まれて お り、Drug　Dctiver｝
・Systeln（DDS ）を用 L た 治 療が 有望 俔 され て

い る 。我 々 は こ れ まで に 、が ん 細胞 を標 的 す る新 規 レ ク チ ン 加 ぬ η｛撒 舗 rα

agglutinm （ESA ）を、非イ オ ン 性 界面活 性剤 Spml8e を主 成 分 とす る ベ シ ク

ル に 固定化 し、薬物 キ ャ リア
ー

と して 大腸 癌の DDS 治 療を検刮 して きた ．
その 結果、高い 制癌効果 を発現 した。本研究で は、この べ シ クル を 用 い て

骨腫瘍 の DDS 治療 へ の 利用を検討 した．2．【方法 ・結果】伽 祕 ダo に お い て ．
（1）62．OUgi

’
inL の ESA をヒ ト骨肉暉細胞株OST 〔osLeosarcoma 　Takase，〔2．O

XlO ’
ccllsimD ） と 2時 間 イン キ t・、べ 一トした結果、　 C）ST 細胞 を約75 ％殺

傷 し た。さ らに 、（2）そ の 細胞殺傷性が アホ ト
ー

ン ス に 起因する こ とを確認

し た．また 、（9．）ETidugl｝
，cosidasc 　H に よ る OST 細胞の 糖鎖切断の 有無に よ

る ESA −OST 細胞間 の 特異結 今性 を検討 した。その 結果，（4）ES．tがoST 細胞

の 表面 糖鎖 と特異結合 し、さ らに 、（5）前述 の ESA 固定化 ベ シ クル もOS 丁細

胞 に特 異結合す る こ とが判 明した．．次 に、1η 甑 1〔灰 験で 、抗がん剤Ifoniide

を 内包した ESA 固定化 ベ シ クル を OST 拉 がん ヌ
ードマ ウス に 投 与

．た結米、
（6）高い 抗がん 活性 の 発現 を確 認し た。

Chemotherapy 　of　osteosarcoma 　in　drug 　deli ▼er ア system 　by　using

vesicle 　immobilized　with 　novel 　lecthi皿 ESA 　as 　a　drug　carrier
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　setuya 　KAMEI2 ，J｝

・‘川 zi 　M1YAw へKI2，Jl’unichi 　Al∠AwA2 ，
　AkihirQ 　INAI ｝A4

’1，　Keiichi　K 阻
．10uL
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2Ap16 　 ヒ ト由 来急性骨髄性 白血 病細胞系か ら分離 したナ

　ノバ ク テ リア様微粒子 の 特性 （第 S 報）
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1

〔
L
筑 波 大 院 ・生 命環境，2 医 薬基 盤研 ・生物 資源 t　／9岩手大 ・

　 農 〕

【日的】我 々 は 、細胞バ ン ク に 登録 されて い る ヒ ト山 米急性骨 髄性 白血 病細

胞 系（Kasumi ）の培 養液 中に 、サ イズ が 1 α m 以 ドの ナ ノバ ク テ リア 様微 粒

政 NBP ）が 共存 して い る こ とttff、出 し、　 NBP の 分離、培養に 成功 した
Cl）．，

しか しな が ら NBP の 諸特性に 関 して は依然 として 不 明 な点が 多い 。本研 究

で は、NBP の 諸特性を 明 らか に す る事 を凵指 し、　 NBP の 効率的培養を 試み

t・
【方 法 ・結 果】 分離 した NBP は、　RPMH640 培 地（＋ FBS ）を用い て ST℃．静
置条件 下 で継 代 培 養 を 行 っ た （C 〔mtr 〔，b。種 tt の 培 地 に つ い て 検 討した 結

果 、RPMI 　1640培 地 の 代 わ 0 に、　 Schneider
’

賠 地 （＋ FB9 〕を用 い て NBP

の 培養 を行 っ た と ころ 、Contro且と比 べ て 培養 5d の増殖量が 2倍 に増大 し

た 。また 、NBP の 増殖 に はFBS が 必 須 で あ る点 に も着 目し、　 FBS 以 外の 血

清が NBP の増 殖に 及 ぼす 影 響を検 討 した結 果 、血 済 の種 類 に よ り NBP の増

殖量 が 大 き く異な っ た 。特 に ヒ ト IfiL清 を 用 い ナ
’
場 合 、（Scllucldcr

．
　 s ÷ ヒ

ト血清）で 最 も増殖が促 進さ れ 、培養i）　dの増殖 量が 、Controlの約 8倍 に増

大 しナ
1．さ らに ．実験の 過程で 、微小 重力環 撹 下 で NBP の増 殖 が 促進 さ れ

る 現 象 を見 出 したc 以 Eの 知 見 に 基 づ き 設 定 し た 最 適 培 養 条 件 下

（Sdhneider
’
s ＋ と ト血 清 ＋ 擬 似体液培 地 を 用 い 、微 小 重 力 坪 養 を行 う）で

NBP を培養 した結果、増殖速度が 著 し く増大 し、3d の 培 養で （IDnlrol〔培 養

IO 　d ）の 約 to倍 の NBP を得 る 『tが で き．NBP の 効 率 的 培 食 が 可 能 とな っ たt．
〔1＞Hl9 生物 1：学 会要旨 P219

Characteristics 　ofnanobacteria ・旦ike　particles　isolated血 om 　a　human
leukemia　ce111ine ．（Part　3）

認 繍撚 鮭 1離 黴 1瓢 ・欟 胤 黙合
2，
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