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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、ナノサイズパーティクル(Minicell) と EGF レセプターを同時に認識する 

bispecific antibody を製作した。この抗体を用いて、培養口腔癌細胞における Minicell の発現

量を計測した結果、EGF レセプターの発現量に比例して Minicell の発現が確認された。次に

ヌードマウスの移植腫瘍における抗腫瘍効果を計測した。抗癌剤をパッケージした Minicell を

EGF レセプター低発現腫瘍と高発現腫瘍へ局所投与したところ、高発現群の腫瘍でより高い抗

腫瘍効果が認められた。しかし 2 群間で統計学的有意差を認めるまでには至らなかった。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 In present study, we developed the bispecific antibody that can recognize both nanosize 

particle (Minicell) and EGF receptor (EGFR). At first, expression level of Minicell on the 

cultured oral cancer cell line was examined by using this antibody and we confirmed that 

its expression was increased in proportion to that of EGFR. Next, we measured the 

antitumor efficacy by direct injection of anticancer drug packaged Minicell into tumour 

xenografts of nude mice. As a result, high EGFR expression tumor group showed more 

effective antitumor efficacy than low EGFR expression group. But unfortunately, the 

result didn’t reveal the statistical significance. 
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１．研究開始当初の背景 

癌治療におけるドラッグデリバリーシス

テム（Drug Delivery System ; DDS）の目的

は、抗癌剤を化学修飾したりキャリヤに封入

したりすることで、より多くの抗癌剤を選択

的に局所の癌組織に到達させることによっ
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て治療効果を高めることにある。また同時に

周囲の正常組織や増殖が盛んな骨髄組織へ

の集積を可能な限り抑えることで、副作用を

軽減することにある。 

口腔癌などの固形腫瘍に対する DDS には

アクティブ・ターゲティング（能動的標的指

向）とパッシブ・ターゲティング（受動的標

的指向）という二つの概念が存在する。アク

ティブ・ターゲティングには、分子間の特異

的結合能を利用して標的を図ろうとするも

ので、モノクローナル抗体や各種レセプター

に対するリガンドを利用した方法がある。一

方パッシブ・ターゲティングは、腫瘍の脈管

系の特性を生かして抗癌剤の腫瘍選択的集

積を達成しようとするものである。一般的に

固形腫瘍では腫瘍新生血管の増生、それに見

合うリンパ系回収機能の増生がないこと、ま

た腫瘍局所では著しい血管透過性の亢進が

起きていることが見出されており、これらに

より正常血管では血管外へ漏出しにくい高

分子物質も、腫瘍血管からは漏出しやすく、

いったん癌局所で漏出した物質はその場に

長く停滞しやすい傾向にある。結果として血

中安定性に富む高分子抗癌剤は、パッシブ・

ターゲティングが可能となることが予想さ

れ、このアイディアは EPR 効果（enhanced 

permeability and retention effect）と称され、

現在世界的に受け入れられている。 

近年急速に開発が進むナノメディシン

(nano-medicine)の技術を活用し、抗癌剤を化

学修復あるいはキャリアに封入することが

可能になってきた。そこで、今回われわれが

注目したのは、バクテリア由来のナノサイズ

パーティクルを用いた、口腔癌組織特異的な

DDS の開発である。 

 

２．研究の目的 

上 述 し た 様 に 、 ナ ノ メ デ ィ シ ン 

(nano-medicine) の技術開発が、急速に進ん

でおり、いろいろな抗癌剤を化学修復しキャ

リヤに封入することが可能になってきた。そ

こで本研究では、バクテリア由来のナノサイ

ズパーティクル (Minicell) をキャリヤとし

たレセプター・ターゲティングの概念を用い、

口腔癌における腫瘍選択的なドラッグデリ

バリーシステム (Drug Delivery System : 

DDS) の開発を目的とする。 

 

３．研究の方法  

 

研究全体像                           

バクテリア由来 Minicell の精製     

純度の向上              

・濃度勾配遠心法 

・Filtration、FACS 解析 

  

 

Minicell 内への抗癌剤パッケージング    

方法の確立                

・HPLC 
・免疫蛍光染色法(immunofluorescence) 

 

   

Bispecific Antibody の製作       

発現レベルのチェック         

・免疫蛍光染色法(immunofluorescence)   

    

 

in vitro における Minicell の腫瘍     

選択的発現のチェック                              

・培養口腔癌細胞における発現解析 

 

 

in vivo における Minicell の抗腫瘍 

効果の測定 

・マウス移植腫瘍の volume 測定 

 

              

in vivo における Minicell 全身投与後 

の腫瘍特異的発現の確認  

・マウス移植腫瘍と腫瘍臓器における                       
125Ｉの取り込み測定  

 

４．研究成果 

(1)抗癌剤をパッケージするための vehicle 

として、バクテリア由来のパーティクル 

Minicell の抽出、精製を行った。具体的には

S.Typhimurium bacterial strain を用い
て、濃度勾配超遠心法により Minicell 成
分を精製抽出し、純度を高めるための
Filtration を繰り返し、アガロースプレー
ト培地にて colony の形成や微生物のコン
タミネーションがないことを確認した。 

 

(2)精製された Minicell 内への効率のいい

再現性を持った抗癌剤のパッケージング方

法を検討した。混合する抗癌剤は、口腔癌
に対して適用が認められているシスプラチ
ン、カルボプラチン、ドセテキセルの 3 薬

剤を用意した。 

 

(3)Minicell 表面の特異抗体(O-antige)と標

的口腔癌細胞表面に高発現している EGF レ

セプターの両方を認識できる bispecific 

antibody を製作した。 

 



 

 

(4) in vitro で Minicell の腫瘍細胞選択的

発現メカニズムを解析した。EGF レセプター

を発現している口腔癌細胞表面にリポフェ

クチン法を用いて Minicell を発現させ、免

疫蛍光染色法にて解析したところ、EGF レセ

プターの発現量に比例して、Minicell の発現

が計測された。 

 

(5) in vivo で抗癌剤をパッケージした

Minicell の抗腫瘍効果を計測した。具体的に

は、ヌードマウスに腫瘍形成し、Minicell を

腫瘍内に局所投与、移植腫瘍の大きさを計測

し抗腫瘍効果を判定した。コントロール群に

EGF レセプター低発現の腫瘍、実験群に

EGF レセプター高発現の腫瘍を設定し、腫瘍

径を測定したところ、実験群で抗腫瘍効果が

強く認められたが、2 群間に統計学的有意差

を認めるまでに至らなかった。 
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