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概要 　癌 に 対する化学療法は，そ の 健常組織へ の 副作用 の た め 使用量 に 限界があ る 。そ こ で 癌細胞 に 対

す る抗体 に 抗癌剤を結合 し ， 抗体 の 特異性 を利用 し て そ の 癌組織へ の 集積を は か れば そ の 効果を増強
させ ，併せ て 副作用 を 軽減す る こ とが出来 る と考 えられ る．絨毛癌細胞 が産生す る hCG お よ び 胎盤性 ア

ル カ リ ホ ス フ ァ タ ーゼ （以下 P1．A 廴P と略す） に 対す る抗体 とメ ソ ト レ キ セ ー ト （以下 MTX と略す）
の 結合物を作製し，そ の 絨毛癌培養細胞 に 対する特異的効果を検討 した ．

　抗 hCG お よ び 抗 PLALP 家兎lfil　N． よ り得た lgG に ，　 carbodiimide 法 お よ びデ キ ス トラ ソ 架橋 法 で

MTX を結合 さ ぜ た．　 Carbod1imide法 に よ る MTX ：IgG 結合比 は 16．9 ： 1で あっ た が，これ に よ り抗

体活性 は 殆 ど消失 した ．デ キ ス ト ラ ソ 架橋法 で は IgG　 l 分子あた り2L　6T3 ．4分子 の MTX が 結合 し ， 抗
体活性 は 約 1／4保存 され た ．

　デ キ ス ト ラ ソ 架橋法で 作製 し た IgG−MT 耳結合物を絨毛癌培養細胞 株 BeWo お よ び SCH に 30分 間

作用 させ 4 日後の 細胞数 を算定 し て 細胞 増殖抑 制効果を み た と こ ろ，hCG 産生 の 多 い BeWo で は抗
hCG ・IgGMTX 結 合物が コ ン ト ロ

ール に 比 べ 有意 に （p ＜0．05）増殖を抑制 した ．抗 PLALP ・IgG・MTX
結合物 ， 非免疫 IgGMTX 結合物 ，　freeの MTX お よ び hCG −lgG は 増殖を抑制 し なか っ た ．こ れ に対 し

PLALP 産生が多 くhCG 産生 の 少な い SCH で は，抗 PLALP −lgG−MTX 結合物を 30分間 f乍用 させ た 場

合 に 有意 の （p ＜O．05）増殖抑制が認め られ た ，抗 hCGrlgG・MTX 結合物 で は 抑制 がみ られ なか つ た．
子宮内膜癌細胞株 HEC50B に は ， い ず れ の IgG−MTX 結合物 も増殖抑制を 示 さ な か っ た ．

　以．ヒ，抗 hCG お よ び 抗 Pl．ALP ・lgG と MTX の 結合物 が 絨 毛癌 細胞 に 対 し 特異 的 に 増殖抑制 を示す
こ と を 培養細胞 を 用 い た in　vitro の モ デ ル 実験で 明 ら か に し，抗体 を 利 用 し た特異的免疫化学療法 の 可

能性 を 示唆 した ．

Synopsis　 Methotrexate（MTX ＞was 　covalently 　bound　to　rabbit 　antibodies （lgG ）against 　hCG 　and 　placelltal
alkaline 　phosphatase（PLALP ）by　tWo 　 dlfferent　methods ，　 By　 carbodiimide 　 method

，
16．9　 mo 玉s　 of 　MTX

could 　be　coupled 　to　one 　mol 　of　IgG，　but　the　antibody 　activity 　was 　completely 　Iost．　 Whereas，2，6−3．4　mols
of 　MTX 　were 　bouRd　to　one 　mol 　of　IgG　and 　a　quarter　of　orlginal 　antibody 　activity 　was 　preserved　by　dextran
bridge　method ．

　Choriocarcinoma 　

’
cells　BeWe 　and 　SCH 　were 　exposed 　to　the　IgG−MTX 　conlugates 　prepared　by　the　Iatter

method 　for　3  minutes ，　and 　the　cel1．　growth　was 　i取vestigated ．　 To 　BeWo ，　which 　produces　much 　hCG 　and 　less

Pl，ALP ，　anti　hCG・lgG−MTX 　showed 　a　considerable 　growth 　inhibition　compared 　to　the　colltrol　groups （p く

0．05）． No　effect 　was 　Dbserved 　with 　anti 　PIALP ・lgG ・MTX
，
　nonimmun 三zed 　IgG −MTX ，　free　MTX 　and 　anti

hCG・1窰G．　 In　contrast ，　to　SCHI　which 　produces 　much 　Pl．ALP 　and 　less　hCG ，　anti 　PLALP ・lgG ・MTX 　exhibit −

ed 　considerable 　inhib三t三〇 n （p く 0、05），　whereas 　a Ωti　hCG ・lgG−MTX 　shoWed 　no 　inhibition．　 Neither　anti 　hCG ・

IgG・MTX 　nor 　anti　Pl．ALP ・lgG・MTX 　showed 　any 　effect　to　the　endometrial 　carci1 ユoma 　 cell 　HEC5GB ．

　　We 　concluded 　that　MTX 　bound 　to 臨 i　hCG ・lgG　and 　antl　Pl．ALP ・lgG　have　specl 丘¢ gr   wth 　inhibitio簿

effects　to　the　chorlocarcinoma 　ceUs 　in　vitro ，　and 　suggested 　the　possibility　of 　speclfic 　immu1 ユochemotherapy

of　th量s　d孟sease ．
Key　words ： Choriocarcinoma・hCG ・Placental　 alkaline 　phosphatase ・AIltibody ・Methotrexate
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　　　　　　　　　 緒　　言

　 癌に対す る化学療法 は，新 し い 抗癌剤の 開発や

投与方法 の 工 夫 に よ りそ の 治 療成績は徐 々 に 向上

し て ぎて い る． しか し抗癌剤は…般 に健常組織に

対す る 副作用が強 く， 特に 造血器 ， 消化器等へ の

強い 障害 の た め に ，そ の投与量に 限界が あ り抗癌

剤の み で 癌 を完治せ し め る こ とは 一部 の 腫瘍を除

い て 未だ 困難 な現況 に ある ．

　 近年 ， 癌細胞 よ り産生 される α
一フ ェ トプ 卩 テ ィ

ン な どの 腫瘍関連抗原，ある い は 白血 病や リ ン パ

肉腫な ど に お い て 存在が示唆 されて い る癌特異抗

原 に 対す る抗体に 抗癌剤を結合 し
， 抗体 の 特異性

を利用 し て 抗癌剤の癌組織 へ の 集積 を は か る研 究

が なされ て い る．

　絨毛性腫瘍は
， 腫瘍細胞か ら hCG が産生 され ，

ま た 細胞膜 に は PLALP が存在す る．抗癌剤を こ

れ らの タ ン パ ク に 対す る抗体 に結合 さ せ る こ とに

よ り
， そ の 腫瘍組織へ の 集積を は か る こ と が 出来

れば，その 効果を増強 させ ，あわ せ て 健常組織 へ

の 副作用を軽減 さ せ 得 る もの と考 え られ る．そ こ

で 我 々 は 従 来 絨毛 癌 の 治療 に 用 い られ て ぎた

MTX を hCG お よ び P1．ALP に 対 す る 抗体 に 結

合 させ て ， 抗癌剤
一

抗体結合物 を作製 し，絨毛癌

培養株細胞 を用 い た in　vitro の 実験系に よ り， そ

の 特異的な効果を検討 した．

　　　　　　　 材料お よび方法

　 （1）抗血 清 の 作製

　a ）抗 hCG 血 清 ：3kg の 家 兎 を 用 い
， 粗 精製

hCG （5 ，
0001U ／0．6mg ／ア ソ プ ル

， 持田製薬） 1 匹

あ た り 3mg を lml の 生 食 に 溶 解 し
， 等 量 の

Freund完全 ア ジ ュ バ ソ トに 混ぜ て 足趾 に 免疫 し

た．初 回免疫の 1 ヵ 月後に 同量 の hCG を Freund

不完全 ア ジ ュ バ ソ ト と混ぜて 背部皮下 に追加免疫

し，そ の 7 〜10日後に 採血 して 抗血 清を得た ．こ

の 抗血 清を まず正 常男子尿ア セ ト ン パ ウ ダ ー
（50

mg ／m1 血清）で 吸収 ， 次 に グ ル タ
ー

ル ア ル デ ヒ ド

で不溶化 した 等量 の 正常男子 血清で 吸収 した ．

　b）抗 PLALP 血 清 ：粗 精 製 PLALP （251U ／

mg ，　Calbiochem社）を Iino　et　a1 ．15）の 方法 に従 つ

て Sephadex　 G−150に よ る ゲ ル 済 過 お よ び

DEAE 　Sephadex　A −50 イオ ン 交換 ク 卩 マ トグ ラ

フ ィ
ー

に よ り，さ らに 部 分精製 し た ，比活 性 は

ALP 測定キ ッ ト （Kind −King 法 ，
ヤ ト ロ ン 社）で

測定 して 1261U／mg タ ン パ ク で あ つ た ． こ の 部分

精 製 し た Pl．ALP を 1 匹 あ た りO．5mg を lml の

生 食 に 溶 解 し，hCG の 場 合 と 同 じ く等 量 の

Freund完全 ア ジ ュ ・
ミ ソ トに 混ぜ て 家兎 の 足趾 に

免疫 し， 1 ヵ 月後に 追加免疫 し て 抗血 清を得た ．

こ れ を等量 の 正 常男子血 清お よび正常 ヒ ト肝 ア セ

ト ソ パ ウダ
ー

（100mg／m1 血 清）で 吸収 し，吸収抗

血 清を得た．

　 以 上 の 吸 収抗 hCG お よ び抗 Pl．ALP 　．di1　E よ り

1／3飽和硫安法 に よ り IgG 画分を と り，　 MTX と

の 結合実験に供 した ，

　 （2）IgG −MTX 結合物の 作製

　我 々 は MTX と IgG の 結 合を carbodiimide に

よ る方法 と デ キ ス ト ラ ン 架橋法 の 2 つ の 方法 で 試

み た．Carbodiimideに よ る 方法 は MTX （日本 レ

ダ リー社）15mg をlm1 の リ ン 酸緩衝液 （PBS ，
　pH

7，2）に 溶解 し， こ れ に 0．5ml の PBS に 溶解 し た

1−Ethyl −3− （3−di皿 ethylaminopropy1 ） −car −

bodiimide　Hydrochloride（半井化学）6．3mg を加

え て 室温で 30分間撹拌し ， その あ と0．5m1 の PBS

に 溶解 した IgG 　5mg を加 え て 4 ℃
一

晩撹拌し た ．

こ れ を 10，000rpm20分間遠心 して 生 じた 沈殿を 除

去 し た あ と，Sephadex　G −25 ゲ ル 炉過 に よ り IgG・

MTX 結合物を freeの MTX か ら分離 した ，

　第 2 の デ キ ス ト ラ ン 架橋法は
，

まず デ キ ス ト ラ

ソ T −10（Pharmacia 社）2．5g を0．03M 　NaIO4500

ml に 溶か し
一
夜撹拌し て こ れを酸化 ， 蒸留水 に透

析後凍結乾燥し て ポ ル ア ル デ ヒ ドデ キ ス ト ラ ン を

得た．こ の ポ リ ア ル デ ヒ ドデ キ ス ト ラ ン 25mg を 1

ml の ホ ウ酸緩衝液 （pH 　 9．0）に 溶解し， こ れ に

MTX 　 25mg を添加 ，
20時間室温で 撹拌 ，

つ い で

PBS 　lm 工に溶解 し た IgG 　 10mg を加 えて さ ら に

20時間 4 ℃で 撹拌 した。こ れ に ょ り MTX お よび

IgG は シ ッ プ 塩基を形成 して デ キ ス ト ラ ン と結合

す る ． こ の シ ッ フ 塩基を還元 し て 結合を安定化す

るた め に NaBH4 を添加 した 。反応液を Sephadex

G −100で ゲル 炉過 し MTX − （デ キ ス ト ラ ン ）一王gG

結 合物 を free の デキ ス ト ラ ン お よ び MTX か ら

分離 し た （図 1）．MTX は 370nm の 吸光 を有 す

る 。結合物 中 の MTX の 測定は 370nm に お ける 吸

光度に よ つ た．

　 （3）培養細胞

　実験に 使用 した 絨毛癌培養細胞 株は BeWo お
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図 1　1gG・MTX 結合 物 の 分離 （SephllClex　G ・100）
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よび SCH の 2種で ある。　BeWo は Hertz　et　a1．に

よ り樹立 さ れ た 子 宮絨毛 癌 由来 の 細 胞株 で あ

り
12）20）

，
SCH は 大里 ら

3）41
に よ り樹立 され た 胃原 発

絨毛癌細胞株で あ る．また培養細胞株の 対照実験

に は 北里大学産婦 人科 よ り分与 された 子宮内膜癌

細胞株 HEC50B2 ）
を使用 した．培地 と して BeWo ，

SCH に は 10％ ウ シ 胎仔 血清 （FCS ）を含む RPMI

1640
，

また HEC50B に は 15％ FCS を含む MEM

を使用 した ．

　a ）hCG ，　PIIALP 産生量の 測定 ：こ れ ら培養細

胞 の hCG 産生 量 は ，
　 Falcon社培養 シ ャ

ー レ （φ

60mm ）に 1〜2× 105個 の細胞 を 5m1 の 培地 に 播 ぎ

5％ CO
， ，
37℃ の 条件で 重複培養 を行ない ，培養 1

〜 5 日 目 の 培 養 上 清 を
一20℃ で 凍結 保存 し en −

zyme 　 immunoassay 法 23）
で 損iJ定 し た。ま た P1．

ALP 産生量 は ，同様 に 重複培養 した 細胞を培養 i
〜 5 日 目に rubber 　policeman で 剥離し ，

　lml の 生

食に 浮遊 さ せ 凍結保存 し
，

2 分間超音波破砕の う

え65℃ 4 分間加熱 し て 耐熱性 ALP 活性 を ヤ ト ロ

ソ 社 の キ ッ トを用 い て 測定 し た 。実験は duplicate

で 行 な い そ の 算術平均 をとつ た 。

　b） MTX 感 受性 ：各培 養細胞 の MTX 感 受性

は ，細胞 1− 2× los個を φ 60mm シ ャ
ー

レ に播 き，

24時 間 後 に 培 養 液 中 に MTX を 最 終 濃 度

10−L10 一1
μ g／ml となる よ うに 添加 し て 4 日 間培

養し た あ と ト リ プ シ ソ ーEDTA で 細胞 を 剥離浮遊

の うえ ト リパ ン ヅル ーを加 え， 生細胞数を 血球計

算板で 算定 し，MTX を加 えな か つ た コ ソ ト P 一

ル に対 する比 （生存率％）で 表現 した．本実験 は

triplicateで 行な い
， そ の 算術平均 を用 い た．

　（4） IgG−MTx 結合物 の 効果判定

　 a）IgG−MTX 結合物 の 薬剤効 果 ：デ キ ス ト ラ

ソ を 介す る方法 に よ り作 製 し た IgG −MTX 結合

物 の 培養細胞に 対す る効果 を，抗 hCG −lgG
， 抗 Pl．

ALP −lgG お よ び 非免疫 lgG それぞ れに つ い て
，

BeWo を対象 として 上記 の 感受性の 場合 と同様

の 方法で 検討 した e

　b）抗 hCG お よ び抗 PLALP ・lgG−MTX 結合物

の 特 異 的 効 果 ：抗 hCG お よ び 抗 PLALP −IgG・

MTX 結合物 の 絨毛癌細胞 に 対す る特異的効果の

検討は， これ らの 結合物 を培養網胞に 30分間の み

作用 させ ，そ の 4 日後 の 生細胞数を 算定す る方法

で 行な つ た （表 1）．すなわ ち BeWo は 1× 10膕 ，

SCH ，　HEC50B は 2× ユ05個 の 細 胞 を φ 60mm
シ ャ

ー
レ に 播 き，24時聞後に 培地を捨て 1回洗浄

し た あと ， 抗 hCG 一もし くは 抗 PI．ALP −lgG・MTX

結合物を ，MTX 濃度 に し て 10− 1
μg／m1 含む培地

5m1 を 加 え て 5％ CO2，37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ

ペ ー
シ ョ ン した．そ の あと こ の 培地 を捨 て

，
2 回

洗浄 した あ と FCS を 含む増殖培地 5ml を加 えて

培養 し
，
4 日後 の 生細胞数を 算定し た ．コ ン ト P 一

ル と し て   非 免 疫 IgG−MTX 結合 物 を含 む培

地 ，  freeの MTX を 含む培地，  抗 hCG ，も

し くは抗 PLALP ・IgG の み を含む培地 ，お よ び  

MTX ，　IgG い ず れ も含 まぬ 無処 理 培 地 を用 い て

実験群 と全 く同様の 操作 を各細胞 に つ き同時に 施

行 した．MTX の 濃度は す べ て 10『1
μg／ml とし ， ま

た   の lgG の み の コ ソ ト ロ
ー

ル で は 実 験群 の

IgG −MTX 結 合物 に 含 まれ る IgG 濃度 に 準 じ て

10μ g／ml の 濃度の IgG を作用 させ た 。

　　　　　　　　　成　 　績

　（1）抗血 清 の 作製

　得 られた 抗 hCG 血 清は ，
　 hCG 感作 ヒ ッ ジ赤血

表 王　 IgG・MTX 結 合物の 特異 的効果 の 検討

　 　 　　 　 　 （実験方法 ）

細
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球凝集反応
2e）で 16，000− 64，000倍希釈 ま で 凝 集価

を示 した ．最高凝集価を示 した血 清を 以後 の 実験

に 使用 した。吸収後 の 抗血 清は ゲ ル 内 二 元 免疫拡

散法お よ び免疫電気泳動法で ， 粗精製 hCG との 間

に 1本 の 沈降線を形成 し た が
， 正常 ヒ ト血 清 と の

間 に は 沈 降線 は み られ なか つ た ．血 球凝 集価 は

16，000倍を示 した．

　 部 分精 製 し た Pl．ALP を免 疫 し て 得 た 抗 Pl．

ALP 血 清 は 粗精製 Pl，ALP と の 聞 に ゲ ル 内 二 元

免疫拡散法で 2 本の 沈降線を生 じたが，吸収後 1

本は 消失 し た 。また 抗体価 は ゲ ル 内二 元免疫拡散

法で 16倍を示 し た 。

　（2） IgG・MTX 結合物の作製

　Carbodiimideに よ る結合 方法 で は IgG　 l 分子

に 16．9分子の MTX が結合 した 。しか し こ の 方法

で 作製 し た抗 hCG −lgG −MTX 結合物は hCG 感作

ヒ ッ ジ 赤血球凝 集反応で 抗体活性が殆 ど認 め られ

な か つ た ．従 つ て 本法 に よ る 結合物は 培養細胞で

の 実験に は 使用 し なか つ た ．

　デ キ ス ト ラ ン を 介す る 方法 に よ る MTX −lgG

結合物 の Sephadex　G・100に よ る ゲル 淨過 を図 1

に 示 した ．Fraction　No ．20 前後 に OD2se，
　OD ，7，

の ピ ー
ク が あ り，こ の ピ ー

ク を IgG−MTX 結合物

と し て pool し，以後の 実験に 供 した。　 Fr，　No ．40

以降に も OD2
，，，OD370の ピ ー

ク が み られ る が， こ

れ は IgG に 結合 しな か つ た freeの MTX と考 え

られ た ，得 られた IgG −MTX 結合物 の MTX ：IgG

結合比を計算 し た と こ ろ 2．6− 3．4 ： 1で あ り，抗

hCG 抗体活性 は 結合前の IgG に 比 し約 1／4に 低下

し た ．

　（3）培養細胞 の hCG ，　Pl，ALP 産生量

　結果を 図 2 に 示 した．す なわ ち BeWo の 培養上

清 中 の hCG は 1 日 目 に す で に 34mlU ／m1 を 示

し ， 以後細胞増殖 に 伴つ て 上 昇し 5 日 目 に は 1067

mlU ／ml を示 した，し か し SCH の hCG 産生量 は

低 く培養 1 日 目に は 3mIU ！ml 未満で ， 4 日 目 に

35．5mIU ／ml で あつ た ．　Pl．ALP は 反対に SCH で

高 く， 培養 1 日目 に 28．4mlU ／シ ャ
ー レ

， 4 日 目に

は 71mIU ／シ ャ
ーレ を示 した． しか し BeWo の そ

れ は 培 養 1 〜 3 日 目は 7，1mlU ／シ ャ
ー

レ 未満 で

あ り 4 日目， 5 日 目 に 至 つ て そ れ ぞれ 142mIU ／

シ ャ
ー レ ，17，8mlU ／シ ャ

ー・
レ で あっ た ．　HEC50B

で は hCG
，
　PLALP ともに培養全期間を通 し て そ

れぞれ 3mIU ／m1 未満 ， 7．1mlU ／シ ャ
ーレ 未満 の

低値 で あ つ た ．

　 （4）培養細胞 の MTX 感受性

　 3 種 の 培養細胞 の MTX 濃度
一

生 存 率曲線は

図 3 に 示す ご と く多少異な る が，い ずれ も感受性

あ り50％増 殖 阻 ［L濃 度 は 2− 3× 10
−3

μg／m1 を 示

し た ．

　（5）IgG −MTX 結合物 の 薬剤効果

　各抗体 に 結合 させ た MTX の BeWo に対 す る

薬剤 効果 を図 4 に 示す。free の MTx に 比 し て 結

合物の 濃度
一生存率曲線は 右方 に ずれ，50％増殖

羅

1
管
ミ
ヨ

8
σ
〇
二

10e
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　 図 2BeWo各培養細胞 の hCG ，　Pl，　ALP 産生量
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10
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10
−4

　　　　　　 10z 　　　　　　 TO　 2

　　 MTX 濃度 （μ 9／mO

lGI

阻止 濃度 は freeの MTX で は 2x10 −3
μ g／ml で あ

つ た も の が結 合物で は 約4x10 −3
μ g／ml を示 し

た．こ れ は IgG へ の 結合に よ り MTX の 薬剤効果

が 50％ ほ ど低 下 した も の と考 え られ た．な お 抗

hCG −
， 抗 PIALP ・お よ び非免ew　lgG の 間 に は増

殖阻止濃度 の 差を認 め なか つ た ．．

　（6）IgG ・MTX 結合物 の 特異的効果

　BeWo を 対象 と した 抗 hCG ・lgG ・MTX 結合物

お よ び 抗 Pl．ALP −IgG−MTX 結合物 の 30分間作用

に よ る 特異 的効果 の 検討 の 結果 を図 5 − i に 示

す．無処理 培地 コ ン ト ロ
ー

ル 群の 4 日後 の 生細胞

数は （1．55± 022 ）x106 個で ， こ れ に対 し抗 hCG 一
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生
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ー

トの 絨毛癌培養細胞 に 対す る 特異的効果 日産婦誌35巻 1号

IgG−MTX 結 合 物 を 作 用 さ せ た 群 は （LO7 ±

e．07）× 106個 と有意 の 差 で （p＜ 0．05）増殖抑制 が

み られ た． しか し抗 Pl．ALP ・lgG −MTX 結合物 お

よ び そ の 他 の コ ン ト ロ
ー

ル 群 で ある 非免疫 lgG・

MTX 結合物 ，
　 free の MTX

，
　freeの 抗 hCG ・lgG

を作用 さ せ た 群 は い ずれ も増殖抑制を認 め な か つ

た ．

　次に SCH を対象 と し て 同様 の 実験 を行 なつ た

と こ ろ （図 5 − ii）， 4 日後 の 生細胞数は 無処理培

地 コ ン ト ロ
ール 群は （5．20± 0．82）× 105個 で あ っ

た が，抗 PLALP −lgG−MTX 結合物を 作用 させ た

もの は （4．05± 0．32）x105個 で ，有意 の （p ＜ 0．05）

増殖抑制を認め た ，と こ ろ が SCH で は BeWo の

場合 と異 な り抗 hCG −IgG−MTX を作用 さ せ た場

合は （5．72±   ．70）× 105個 で 増殖抑制 を認 め な か

つ た．またそ の 他の ＝ ン ト ロ
ー

ル 群で あ る freeの

MTX ，非免疫 IgG−MTX 結合物お よ び free の 抗

PLALP −lgG を 作用 させ た 場合 も抑制 は み られ な

か つ た．

　最後に 対照培養細胞株 と し て 選 ん だ HEC50B

に 対する IgG−MTX 結合物 の 効果 で あるが （図 5
− iii），

こ の 場合 は 抗 hCG お よ び抗 Pl．ALP い ず

れ の 玉gG に結合 させ た MTX も，freeの MTX お

よ び非 免疫 IgG−MTX と同様全 く増殖抑制 は 認

め られなか っ た 。

　以 上 ま と め る と，抗 hCG −lgG に 結合 さ せ た

MTX は，　hCG 産生の 多い BeWo に対 し ， また 抗

Pl．ALP −lgG に 結合 させ た MTX は PLALP 産 生

の 多 い SCH に 対 し て 各 々 30分間作用 の 場合 に特

異的な増殖抑制 を示 した ．し か し hCG ，　PLALP と

も産生 がみ られ な い HEC50B に 対 し て は
，

い ず

れの 結合物 も増殖抑制 を示 さな い と い う結果が得

られ た．

　　　　　　　　　考　 　案

　抗癌剤を癌細胞 に対す る抗体に 結合 させ ，抗体

の 特異性を 利用す る こ と に よ りその 効果 の 増強を

は か る 試 み と し て は，古 くは Math6 　et　 a1．
19 ）が

1958年 に マ ウ ス 白血 病 に 対 す る抗体に MTX を

結合 させ て 実験を行な つ て い る。それ以降主 と し

て マ ウ ス の 実験腫瘍に お い て
， 種 々 の 抗癌剤 と癌

細胞 に 対す る 抗体 と の 結合物 の 有効性が諸家に よ

り報告 され て い る
6）10］13）14）21〕．ヒ ト腫瘍細胞 を用 い

た 研究 と し て は ，Latif　 et　 a1．ls），　Ghose　 et　 alP ）
，

Kimura　et　aLi6）
の 報告が ある．また最近塚 田 ら

5｝

は 抗 α
一フ ェ ト プ P テ イ ン 抗 体 に daunornycinを

結合 させ た もの を V ウ ス 実験肝癌に 使用 し，こ れ

が free の daunomycin よ り も有 効 で あ つ た と報

告 し て い る．

　MTX を抗体に 結合 させ た 試み とし て は，前述

の Math6　et 　al ．19）
の ほ か に Burstein　et　a1．6｝

，　Latif

et　a1 ．1s），　Kulkarni　et　aL17 ｝の報告カミある，　 Math6

et　aU9
〕
は ジ ア ゾ化法 に よ り MTX を マ ウ ス 白血

病細胞 に 対す る抗体に結合 させ
，

こ れ を担癌 マ ウ

ス に 投 与 して そ の 有効性 を報 告 し て い る．Bur・

stein 　et　aL6 ｝
は carbodiimide 法 ， お よび酸無水物

法 の 2 と お り の 方 法 で MTX を マ ウ ス の em −

bryonal　carcinoma に対す る抗体に 結合 させ て い

る． こ れらを担癌 マ ウ ス に 試み た と こ ろ い ずれ の

方法 に よる結 合物 も freeの MTX に 比 べ て マ ウ

ス の 生存期間 の 延長 を認め た と述 べ て い る． しか

し Latif　et　aL1
呂）は 同 じ く酸無水物法 で MTX を

ヒ ト白血病細胞に 対す る抗体に 結合 させ た と こ ろ

抗体活性が 消失 し，ヌ ー ドマ ウス を用 い た in　vivo

実験で も有効性が なか つ た と述 べ て い る．我 々 は

最初 carbodiimide 法に よ る MTX と抗体 の 結合

を試み た．成績で 述 べ た ご と く こ の 方法に よ り抗

体 1分子 あた り16．9分子 の MTX を結合 し 得 た

が抗体活性 は 殆 ど消失して い た。

　 Hurwitz 　et　aL14 ）は デ キ ス F ラ ン を介す る 方法

に よ り daunomycin を マ ウ ス リ ソ パ 腫 に 対す る

抗体 に 結合 させ て い る が， こ の 方法に よ り彼 らは

抗体 1 分子 に 25分子の daunomycin を結合 させ ，

か つ 抗体価 の 低 下 は 40％で あ つ た と報告 し て い

る．そ こ で 我 々 は 彼 らの 方法に 準 じ て MTX の 抗

体 へ の 結合を試み た ．し か し結果 に 示 した ご とく

抗体 1分子に 2．6− 3．4分子 しか 結合 させ 得な か つ

た ．また抗体価 も約 1／4に 低下 し た ．我 々 は ま た デ

キ ス ト ラ ソ を O．3M の NalO4 で 強 く酸化 し た もの

で 同様 の 手法 に よ り結合を 試み た が
，

こ の 場合は

5．7− 6．4分子 の MTX を 結合 し得た．しか し抗体

同土 の selfcoupling に よ る と思わ れ る沈殿 を 多

量 に 生 じ，抗体価の 著明な低下 がみ られ た ．MTX

と抗体の 結合方法に つ い て は 今後さ らに 検討す る

必 要が ある もの と考 え られる ．

　IgG−MTX 結合 物 の BeWo に 対す る 効果 を，

我 々 は 最初 各培養細胞 の MTX に 対す る感受性
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の 揚合 と「司様 の 方法で 検討したが
， そ の 結果結合

物は freeの MTX に 比 し て 約 1／2の 細胞増殖阻止

効果 しか な く，また抗 hCG −
， 抗 Pl．ALP −，非 免疫

IgG の 間に 差は み られ な か つ た （図 4 ）．こ れ は 結

合物を 4 日間細胞に 作用 させ た た め ， こ の 間に い

ずれ の IgG に結 合 され た MTX も IgG か ら解離

し て 癌細胞 に 取込 まれ 結果的に 同等の 効果を示 し

た もの と推測 され た ．そ こ で 抗 hCG ，あ る い は 抗

Pl、　ALP −IgG に 結 合 された MTX の 特異 的効果

を み る た め ，30分間の み作用 させ る実験を行な つ

た と こ ろ図 5 に示 した 結果 が得 られた ．MTX は

時間依存性 の 抗癌剤で あ り30分間 の 作用 で は殆 ど

細胞増殖抑制は み られな い ．従 つ て 抗 hCG−，ある

い は 抗 PLALP −IgG に 結 合 され た MTX の み が

抗原抗体反応に よ り細胞表面ある い は 細胞 内に 残

留 し ， BeWo あ る い は SCH に 特異 的な効果を示

し た もの と考 え られ る．

　 Searle　et　 al．22 〕は ヌ ー
ドマ ウス に 移植 した ヒ ト

絨毛 癌組織 へ 1131標識 抗 hCG 抗体が集積す る と

述 べ て い る。また Goldenberg　et　ai．il）Vt　1131標識

抗 hCG 抗体 の 投与 に よ り絨毛癌患者 の 癌病 巣が

ス キ ャ ソ ニ ン グ に よ り診断可 能で あつ た と報告し

抗 hCG 抗体の 腫瘍組織へ の 集積を示 唆して い る．

今回我 々 は hCG を多量 に 産生す る BeW 。 に 対 し

抗 hCG 抗体 に 結合 された MTX が特異的 に 増殖

抑制 を示 す こ とを in　vitro の 実験で 明 らか に した

が
， 彼ら の 報告か ら考 え る と in　vivO に お い て も

抗 hCG 抗体 に結 合 され た MTX が freeの MTX

に比 し て よ り効果的に 腫瘍を抑制す る可能性が あ

る もの と推測 され る ．

　 PLALP は 胎盤絨毛細胞 に存在す る組織特異酵

素で あるが，絨毛癌組織お よ び絨毛癌株細胞 に も

存在す る こ とが知 られ て い る
1）7 》24 ）． こ の PLALP

は 他臓器 の ALP と は抗原性を異 に す る
8 ）25 ）．また

PIALP は hCG と異な り，細胞膜 の 構造タ ン パ ク

で あ り流血 中に は 少な い が細胞膜表面微絨毛 に 多

量 に存 在す る こ とが 知 られ て い る
1｝． これ らの こ

とか ら抗癌剤 の 癌組織へ の 集積 に 抗 PLALP 抗体

が利用で きる の で は ない か と考 え られ る．今回 の

我 々 の 実験で は PIALP を多量 に 産生 す る SCH

に お い て ， 抗 P1．ALP −IgG−MTX 結合物 が特異的

に増殖抑制 を示 す こ とが 明 らか に された ．抗 Pl．

ALP 抗 体の in　vivo に お け る 腫瘍組織 へ の 集積

に 関 し て は ，今後検討すべ き課題 で あ る と思わ れ

る。

　今回 の 研究で 我 々 は ，抗 hCG ，抗 PLALP 抗体

と し て 吸収 抗血 清 の 1／3飽和硫安画分を用 い て 実

験を行な つ た， しか し抗血 清中に含 まれ る特異抗

体の 量 は
， 抗体価の 高 い もの で も全 王gG 量 の 10％

前後 で ある （著者未発表デ ー
タ

ー）．即ち1／3飽和

硫安 画分で得た IgG の うち 90％は 非特 異 的 lgG

で あ る．従 つ て MTX −IgG 結含物 あ特異的効果を

み た 実験 （表 L 図 5）で は 10−］

Pt9／ml とい う高

濃度 の MTX を作用 させ た が
，

こ の うち 抗体 の 特

異性 に よ り細胞に 作用 しえた の は 10％未満で あ る

と考％ られ る ．抗癌剤
一

抗体結合物 の抗腫瘍効果

を よ り高め る た め に は
， 精製 した特異抗体を使用

する 必要がある と思わ れ る．

　抗 hCG 抗 体 は 従来 よ り LH や TSH と の 交叉

反応性が知 られて い る．また異種抗体を生体に 投

与 した場合，流血 中に 抗原抗体複合体 の 形成 され

る こ と も当然 予測 され る ．今後 ， 抗体 を利用 した

免疫化学療法 の 研究をすすめ る場合 ，臨床応用 に

先立ち こ れ ら の 問題点を 動物実験そ の 他で十 分検

討す る必要 が ある もの と考え られ る．

　本 研 究 の
．一部 ｝ま文部省科学研究資 （課題番号56480275，

56870135） に よ る もの で あ る．
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