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研究成果の概要（和文）：乳癌細胞株をマウス皮下に移植し、2週間後にテネイシンＣ（TNC）抗体（125μg、週2回, 
腹腔内投与）、α-マンゴスチン（4000 ppm, 混餌投与）並びに両者の組み合わせ投与を実施し、６週経過後に実験を
終了した。腫瘍体積では、対照群と比較して、全ての治療群で１週より実験終了まで抑制をみた。病理組織学的には、
リンパ節および肺転移を含む総て臓器の転移において、対照群と比較して、全ての治療群で有意な低下をみた。以上、
本乳癌モデルに対して、TNC抗体あるいはα-マンゴスチンは腫瘍増殖および転移に対する抑制作用を発揮したが、両者
を複合することによる明らかな抗腫瘍作用の増強効果は示されなかった。

研究成果の概要（英文）：Metastatic mammary tumors in BALB/c mice were induced by inoculation of syngeneic 
mammary carcinoma cells into subcutis. These mice were subsequently exposed to 125 microgram tenascin C 
antibody (TNC Ab) i.p twice weekly, to continuous dietary 4000 ppm alpha-mangostin (MG), or to a combined 
TNC Ab + MG treatment. Control mice received saline twice weekly i.p. The study was terminated after 6 
weeks of agent administration. Tumor volumes were significantly decreased in all treated groups, as were 
the multiplicities of lymph node and lung metastases. Both TNC Ab and MG also significantly decreased the 
multiplicity of metastatic foci in any other organ. In conclusion, since lymph node involvement is the 
most important prognostic factor in breast cancer patients, the anti-metastatic activity of both TNC Ab 
and MG may be of clinical significance. Unfortunately, the therapeutic effects of TNC Ab and MG were not 
enhanced by combination in this model.

研究分野： 乳癌転移抑制
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１．研究開始当初の背景 
ヒト乳癌はリンパ節、肺、肝、骨などに転移

し、腫瘍サイズとの間には強い正の相関があ

り、生存率とは負の相関がある。その中でも

リンパ節転移は最も予後の悪い因子である。

この意味では転移を阻止する治療法の開発

は急務である。 

最近の癌治療の流れは癌細胞に発現した

特定分子を標的とする分子標的治療に向か

っている。その中でも抗体治療は特定の標的

分子に結合することにより抗腫瘍効果を示

す。しかし、抗体医薬が効果を示す癌腫は白

血病やリンパ腫と限定的で、固形癌に対する

抗腫瘍効果は決して十分ではない。その理由

としては、固形癌に対して有効である標的分

子が少ないこと、癌細胞の異常シグナル経路

が複数あること、また上流のシグナルが遮断

されても迂回路によって癌細胞の増殖活性

を補填する（引用文献①）、などが考えられ

る。 
 
２．研究の目的 
抗体医薬が効果を示す癌腫は限定的で、固形

癌に対しての抗腫瘍効果は必ずしも十分と

は言えない（引用文献①）。そこで抗体医薬

と低分子との複合治療を行い、２つの薬剤の

複合により異なった癌の増殖・転移を担うシ

グナル伝達経路網を標的とする。テネイシン

C（TNC）抗体を用いて、癌細胞の微小環境・

間質を標的とし（引用文献②）、低分子剤と

してPI3K/Aktのリン酸化抑制作用のあるα-

マンゴスチンで癌細胞自身を殺傷する（引用

文献③）。α-マンゴスチンは天然資源由来で

毒性がなく、単独投与でも乳癌の転移抑制

（引用文献③）があるこの両者の複合治療で

転移抑制の増強を試みた。 

 
３．研究の方法 

（１）乳癌細胞株 

本実験で用いた乳癌細胞株BJMC3879Luc2は、

BALB/c 系マウスにマウス乳癌ウィルス

（MMTV）を接種することにより誘発された乳

癌より樹立された BJMC3879 細胞株にルシフ

ェラーゼ遺伝子を安定的に組み込んだもの

である。BJMC3879 細胞株を同系マウスに移植

するとリンパ節や肺に高率に転移を起こす。 

（２）投与物質 

①TNC 抗体：ヒトメラノーマ細胞株（GIT 培

地で培養）の培養上清から精製した TNC を抗

原として、ラットに接種し、マウスのミエロ

ーマ NS-1 細胞と融合させたハイブリドーマ

から作成したラットのモノクローナル抗体

である。抗体はプロテイン Gカラムで精製し

て使用した。 

②α-マンゴスチン：タイ産の成熟マンゴス

チン果皮を乾燥した後、粉砕し、精製水とエ

タノール抽出、凍結乾燥、エチルアセテート

抽出、クロマトグラフィーを用いた精製を経

てα-マンゴスチン結晶を得た。純度は˃98%

であった。 

（３）マウス乳癌モデルを用いた実験 

6週齡の50匹のBALB/c系雌マウス(日本ＳＬ

Ｃ)の鼠径部皮下乳腺部にBJMC3879Luc2細胞

を移植し、2週後に腫瘍径が 0.5～0.7cm 大の

40 匹の動物を無作為に選び、群分けした。1

群は対照群で、5％コーンオイルを含むクレ

ア CE-2 粉末飼料を自由摂取させると共に、

生理食塩水を週に 2 回、腹腔内投与した。2

群は前述と同様に CE-2 粉末飼料を与え、TNC

抗体 125g（溶媒：生理食塩水）を週に２回、

腹腔内投与した。3群にはα-マンゴスチンを

4000ppm 濃度に混じたクレア CE-2 粉末飼料

（5％コーンオイル含有）を自由摂取させる

と共に、生理食塩水を週に２回、腹腔内投与



した。4群には、4000ppm のα-マンゴスチン

含有飼料を自由摂取させると共に、TNC 抗体

125g を週に２回、腹腔内投与した。毎週、

体重と乳腺腫瘍のサイズを個体別に測定し

た。乳腺腫瘍はデジタル式キャリパスで短径

と長径を計測し、その体積を長径×(短径)2 

×0.4 の算出式で求めた。実験開始の６週経

過後には、全生存動物を屠殺剖検し、乳腺腫

瘍を摘出し、10%リン酸緩衝ホルマリン溶液

にて固定した。肺およびリンパ節(腋窩部、

鼠径大腿部)を採取し、更に肉眼病変部と異

常の見られたリンパ節についても採取し、病

理組織学的に検索した。 

（４）癌転移の生体イメージング 

実験終了の 6 週時に、マウス１匹当たり 3mg

の D-ルシフェリンカリウム塩を腹腔内に投

与し、イソフルレン吸入麻酔下にて、フォト

ンイメジャー（Biospace 社）を用いて、生体

発光イメージングを行い、転移の拡がりを群

間で比較した。 

（５）腫瘍細胞の細胞増殖とアポトーシス 

乳腺腫瘍の未染色標本について、細胞増殖の

指標の PCNA を抗 PCNA 抗体（Santa Cruz 社）

を用いて免疫組織学的に染色し、またアポト

ーシス細胞を認識する TUNLE 染色（和光純薬

工業）を施した。それらの陽性細胞をカウン

トし、腫瘍 1cm2当たりの数として算出した。 

（６）腫瘍内微小血管の定量と腫瘍内のリン

パ管侵襲の数 

乳腺腫瘍の未染色標本について、血管内皮の

マーカーである CD31 を抗 CD31 抗体

(LabVision 社)を用いて、免疫組織学的染色

を施し、陽性を示した腫瘍内の毛細血管を定

量した。リンパ管内皮のマーカーであるポド

プラニンを抗ポドプラニン抗体(AngioBio

社) を用いて免疫組織学的染色を施し、拡張

した毛細リンパ管内腔に癌細胞浸潤を認め

たそのリンパ管の数をカウントした（リンパ

管侵襲）。 

（７）統計学的解析 

対照群と投与群との間の定量的データでは

スチューデントの t検定を行った。発生頻度

の解析にはフィッシャーの正確確率検定を

用いた。 

 
４．研究成果 

（１）体重および腫瘍体積 

体重では、群間に統計学的な有意差は認めら

れなかった。なお、各群とも一般状態は良好

であった。なお、実験開始の 3および 4週に

投与に起因しない死亡例が散見され、死因も

不明であったため、解析から除外した。 

実験開始の 1 週より実験終了の６週まで、

全ての投与群において、対照群と比較して、

一貫して腫瘍体積は有意に低値を示した。 

（２）癌転移の生体発光イメージング 

実験終了時の生体発光イメージングでは、対

照群と比較して、投与群では転移の拡がりは

小さい傾向にあった（図１）。 

 

（３）病理組織学的検索 

マウス１匹当たりのリンパ節の転移個数は、



全ての投与群で、対照群と比較して、有意な

低下が示された。肺転移では、転移巣の大き

さが 1mm 以上のものについて、マウス１匹当

たりの数を算出した結果、全ての投与群で、

対照群と比較して、有意な低下が示された。

転移をみた全ての臓器のマウス１匹当たり

の数についても、全ての投与群で有意な低下

が観察された(図２、**P<0.01; 危険率が 1％

以下の確率で統計学的に有意)。 

 

（４）腫瘍細胞の細胞増殖とアポトーシス 

腫瘍細胞の細胞増殖は全ての投与群で有意

な低下を示し、アポトーシスではα-マンゴ

スチン投与群と複合投与群で有意な増加を

示した。 

（５）腫瘍内の微小血管密度およびリンパ管

侵襲の数 

免疫組織学的染色にて CD31 陽性を示した腫

瘍内の微小血管を算定した。微小血管密度は

α-マンゴスチン単独投与群および複合投与

群で有意な減少が示された。TNC 抗体単独の

投与群では減少傾向のみが示され、統計学的

な差異は示されなかった。 

同様にリンパ管内皮のマーカーであるポ

ドプラニンを免疫組織学的に染色し、リンパ

管を鑑別したところ、拡張した毛細リンパ管

内腔に浸潤した癌細胞が観察された。その癌

細胞の侵襲を受けたリンパ管をリンパ管侵

襲の数として算定した結果、全ての投与群で

有意な低下が観察された。 

以上、高転移性マウス乳癌モデルにおいて、

TNC 抗体およびα-マンゴスチンは抗腫瘍効

果を発揮し、特にリンパ節をはじめとする転

移の抑制は臨床的意義が極めて高い所見と

考えられた。今後、より複数の分子標的性を

示すその他の組み合わせ投与を実施して、転

移阻止に向けた研究が必要と考える。 
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