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研究成果の概要：培養細胞または担癌マウスに対して90Y-抗体を負荷し、治療効果およびその

メカニズムについて検討を行った。培養細胞において90Y-抗体の負荷により細胞死が観察され、

少なくともその一部でアポトーシスが認められた。担癌マウスでは腫瘍縮小効果が観察された

腫瘍を摘出し染色を行ったところ、90Y-抗体投与早期よりアポトーシスが起こっていた。以上

より、放射免疫療法による細胞致死作用がアポトーシスに起因することが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 

近年、細胞殺傷性の高い放射性同位元素（RI）

を結合した抗体を体内に投与し、体の内側か

らの放射線でがんを治療する『放射免疫療

法』が注目されている。放射免疫療法の利点

としては、①がんに特異性の高い抗体を用い

ることにより、がん細胞を選択的に殺傷する

ことができる、②全身に点在する病巣や転移

巣および診断で発見できないような小さな

病変に対しても治療効果が期待できる、③RI

は一定の飛程を有しているので、放出する放

射線により抗体が結合していない周辺のが

ん細胞に対しても殺傷効果を有する、という

点が挙げられる。イットリウム-90（90Y）を

結合したCD20 抗体（商品名：ゼヴァリン®）

は悪性リンパ腫に対する優れた治療薬とし

て海外ではすでに臨床使用されていた。しか

しながら固形癌に対する放射免疫療法は

種々の検討が行われているにもかかわらず、

大きな成果をあげられていない。そこで固形

癌に対する放射免疫療法を成功させるため

に、様々な戦略が考えられている。固形癌の



治療がうまくいっていない原因については

いろいろと考えられているが、一つには悪性

リンパ腫に比べて固形癌の放射性感受性が

低いことが指摘されており、固形癌の放射線

感受性を高めることは、効果的な放射免疫療

法へとつながると期待されている。一般的な

放射線による細胞死はアポトーシスによる

ことが報告されているが、放射免疫療法によ

る細胞傷害性に関してはあまり報告がなか

った。 

 

２．研究の目的 

本研究の最終的な目標は固形癌の放射免疫

療法を成功させることである。固形癌の治療

がうまくいっていない原因の一つに放射性

感受性の低さの関与が考えられていること

から、本研究では、固形癌の放射性感受性を

増強させることを目的として、まずは放射免

疫療法による細胞殺傷メカニズムを解明す

ることを計画した。細胞殺傷メカニズムを詳

細に解明することにより、どうすれば細胞死

を効率的に起こさせることができるかを推

測することができ、固形癌に対する放射免疫

療法の効果を増強することが可能のとなる。 

 

３．研究の方法 

RIとしてはゼヴァリンでも用いられている

細胞殺傷性の高いβ線放出核種である90Yを

使用した。金属である90Y と抗体を直接結合

させることはできないので、両者を結合させ

るために二官能性キレート試薬として

SCN-Bz-DTPA  (4-isothiocyanatobenzyl- 

diethylenetriamine pentaacetic acid)を

選択し、キレート剤と抗体をモル比 5：１で

反応させることによりDTPA-抗体を作製した。

その後DTPA-抗体に90Y を 45℃で 1 時間反応

させることにより、90Y 標識抗体を作製した。

DTPA結合抗体および90Y標識抗体作製により

抗体の抗原に対する結合能が低下する可能

性が考えられるので、後述する結合実験を用

いて結合能が保持されていることを確認し

た。 

今回の研究では、標的分子として滑膜肉腫に

特異的に発現している膜タンパク質『FZD10』

を選択し、FZD10 に対する抗体を上記の条件

にて90Y標識した。細胞株としては滑膜肉腫細

胞株であるSYO-1 と大腸癌細胞株DLD-1 に

FZD10 を遺伝子導入したDLD-1/FZD10 の 2 種

類を用いた。各細胞におけるFZD10 の発現及

び抗体の結合性については抗体をヨウ素

-125（125I）で標識した抗体を用いた。加える

非標識抗体の量を変化させ、125I標識抗体の細

胞への結合率と抗原の発現量を算出した。 

培養細胞を用いた検討では、SYO-1 および

DLD-1/FZD10を96穴のプレートに播いて一晩

培養した後、実験に用いた。培養した癌細胞

に対して90Y 標識抗体（5, 10, 20, 40 μCi）

を加えて 3時間インキュベートした後、培地

を除き、リン酸緩衝液で洗浄した。その後、

通常の増殖培地を加えて 3日間培養し、細胞

の生細胞数及びアポトーシスを測定した。生

細胞数の測定及びアポトーシス検出には市

よりアポトーシスの検出を行った。 

販のキットを用いた。 

両細胞株をマウスのわき腹に5×106ずつ摂取

し、担癌マウスモデルを作製した。担癌マウ

スにおける抗FZD10 抗体の腫瘍集積性は、90Y

と類似した金属的性質を有している診断用

核種であるインジウム-111（111In）を用いた。
111In標識抗体をそれぞれの担癌モデルマウス

に投与し、経時的に各臓器を摘出し、その重

量と放射能を測定した。それぞれの集積量は、

投与放射能に対する各臓器の放射能の割合

を各臓器の重さで除した値『%dose/g』を算

出した。治療実験では、それぞれの担癌モデ

ルマウスに対し、100, 150, 200 μCiの90Y 標

識抗体を投与し、週 2回、腫瘍の大きさを測

定した。また副作用の指標として体重を測定

も同時に行った。治療後の腫瘍を摘出し、

TUNEL法に

 

４．研究成果 

DTPA結合及び90Y標識により抗体の抗原に対

する結合能はわずかに減少したものの90Y標

識抗体はFZD10 発現細胞に対し十分な結合能

を保持していた。また90YのDTPA-抗体標識率

はおよそ 90％であった。臨床に用いる場合に

は標識率が 95％以上で精製を必要としない

ことが強く望まれることから、本標識抗体の

作製については標識抗体作製法の最適化を

行ない、95％以上の標識率を達成する必要が

ある。 

結合実験において、抗 FZD10 抗体は、滑膜肉

腫 細 胞 株 SYO-1 お よ び 大 腸 癌 細 胞 株

DLD-1/FZD10 に対して特異的に高い結合性を

示したが、その結合量は DLD-1/FZD10 細胞の

方が有意に多く、FZD10 抗原の発現量は約 40

倍と算出された。 
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図 1. 培養細胞の生存に与える90Y抗体の影響 
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図 2. 90Y標識抗体による担癌マウス治療 

培養細胞に対し、90Y標識抗体を加えたところ、

細胞への90Y標識抗体の結合量は結合実験の

結果と同様にDLD-1/FZD10 の方が多かったに

もかかわらず、SYO-1 の方が低放射能におい

て生細胞数の減少すなわち細胞死が認めら

れた（図 1）。この結果から 2 種の細胞株は

放射線感受性が大きく異なり、滑膜肉腫細胞

株SYO-1 の方が放射線感受性が高いことが示

唆された。また、この培養細胞実験系におい

てもアポトーシスが起こっているかどうか

を検討したところ、両細胞とも細胞死が起こ

る線量の放射能を加えた群においてアポト

ーシスが起こっていることが明らかとなっ

た。ただしアポトーシスを正確に定量するに

は至っておらず、細胞死とアポトーシスとの

相関を得ることはできなかった。今後、さら

た検

に実験系を最適化し、放射免疫療法によるア

ポトーシスと細胞死の関係について明らか

にしていく予定である。 

担癌マウスにおける111In標識抗体の腫瘍集積

性を検討したところ、48 時間後の集積量は

SYO-1：22.0±4.5％dose/g、DLD-1/FZD10：

49.0±4.2％dose/gとFZD10 の発現量が多い

DLD-1/FZD10 腫瘍に対してより高い放射能集

積が認められた。このことから111In標識抗体

とほぼ同様の体内動態を示す90Y標識抗体の

腫瘍集積量もDLD-1/FZD10 腫瘍の方が多いこ

とが示唆される。SYO-1 腫瘍への集積量は、

論文で報告されている他の抗体を用い

討に比べるとそれほど高くないが、これは抗

原であるFZD10 の発現がそれほど多いもので

はないことに起因すると考えられる。 
90Y標識抗体による治療実験を行ったところ、

SYO-1 腫瘍では治療早期より腫瘍縮小効果が

認められ、ほとんどのマウスにおいて腫瘍が

消失したのに対し、90Y標識抗体の腫瘍集積量

がより多いと予想されるDLD-1/FZD10 腫瘍で

は増殖抑制効果は認められたものの、腫瘍の

縮小には至らなかった（図 2）。このことか

ら、ある程度の放射能集積は必要であると考

えられるが、単純に90Yがたくさん集まれば治

療効果が得られるというわけではないこと

が明らかとなった。SYO-1 腫瘍において、論

文での報告と比較して、腫瘍集積量が少ない

にもかかわらず、投与早期から高い治療効果

（論文での報告と比較しても非常に高い効

果）が得られたことから、本細胞株は放射線

感受性が高いことが示唆された。このことか

ら、放射免疫療法の標的となる抗原としては、

腫瘍に非常に高発現している必要はないと

考えられる。マウスへの90Y標識抗体の投与量

として 200μCiは多すぎであり、ほとんどの

マウスが放射能の副作用で死んでしまった。

100μCiおよび 150μCi投与群においても一

過性の体重減少はみられたが、1 ヵ月後には

未治療群と同じレベルに回復した。SYO-1 モ

デルマウスにおいては投与量による違いは

なく、DLD-1/FZD10 モデルマウスにおいては、

200μCi投与群では腫瘍の増殖抑制効果が高

いようではあるが、生き残った 1匹のみの結

果であるので、有意とはいえない。 

投与早期より非常に高い治療効果が得られ

たSYO-1 モデルマウスに対し、90Y標識抗体を

100μCi投与し、投与 3 日後、6 日後、10 日

後に腫瘍を摘出し（それぞれ別のマウス）、



あると考えられる。 
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図 3. 90Y標識抗体治療後に摘出したSYO-1 腫

瘍のTUNELアッセイ 

TUNEL法によりアポトーシスの検出を行った

ところ、経時的にアポトーシスを起こしてい

縮小して

る部位が増加しているのが観察された（図 3、

茶色の部分がアポトーシスを起こしている

部位）。この結果は治療実験において腫瘍が

いく経時変化とよく相関しており、

による腫瘍縮小効果がアポトー

とが示唆さ

まとめると、 

 90Y標識抗体の集積量よりも癌細胞の放射

因子を見出すまでに

至らなかったが、本研究の成果は今後の放

免疫療法の研究の進展に寄与するもので
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90Y標識抗体

シスによる細胞死に起因するこ

れた。 

 

以上の検討結果を

・ In vitro in vivoにおいて90Y標識抗体によ

る細胞死はアポトーシスによることが確

認された。 

・ 90Y標識抗体による傷害性の強さが培養細

胞での実験と担癌マウスによる実験で一

致していた。 

・

線感受性が治療効果に大きく寄与してい

ることが示唆された。 

 

本研究結果から、放射免疫療法においては腫

瘍の放射線感受性が重要であることが明ら

かとなった。固形癌に対する放射免疫療法を

成功させるためには固形癌の放射線感受性

を高めること、特に癌細胞にアポトーシスを

より効率的に起こさせることが重要である

と考えられる。今後、さらに放射免疫療法に

よるアポトーシスの経路を明らかにし、その

効果を増強するような薬剤を用いて、培養細

胞による放射免疫療法の作用増強効果につ

いて検討していく予定である。残念ながら放

射免疫療法の作用増強

は

射

Nucl Med 2009; 23, in 
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