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研究成果の概要：本研究で我々は、抗CD19抗体標識ステルスリポソームをDrug Delivery System

に用いて、Ｂ細胞性悪性リンパ腫細胞の p38MAPK を標的とする、新規分子標的治療の開発を行

った。まずは in vitro でＢ細胞リンパ腫細胞株を用いた検討を行い、最終的には患者より採取

したリンパ腫細胞をマウスに接種した in vivo の系でも良好な結果を得た。 
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１．研究開始当初の背景 

悪性リンパ腫は、リツキシマブなど画期的な

分子標的薬の普及にも関わらず、未だ予後不

良な血液悪性疾患のひとつである。進行例に

おいてその初期治療は、ドキソルビシンをキ

ードラッグとした化学療法が中心となるが、

臓器障害を有する高齢者に初発した場合な

ど、化学療法による十分な寛解導入が困難な

場合もある。高齢化や外来化学療法の普及な

どもあいまって、より副作用が少なく、より

効果の高い薬剤が強く希求されている。この

ような状況を反映して新規薬剤の開発が盛

んに行なわれているが、同時に既存の薬剤を

リポソームで修飾する方法論にも注目が集

まっている。例えば DOXIL は、ドキソルビシ

ンをポリエチレングリコール（PEG）修飾血

中滞在型（ステルス）リポソームで包含した

薬剤であるが、リポソーム製剤化により、血

中滞在時間の延長や腫瘍への集積亢進など

優れた特性を得る事に成功した。更に、PEG

修飾ステルスリポソームに末端がマレイミ

ドの PEG 修飾剤を混合する事で、抗 CD19 抗

体を DOXIL に結合させ、CD19 を発現する B細

胞性リンパ腫細胞に対する特異性を高める

試みが成功している。しかしながらこのスト

ラテジーでは、ドキソルビシンによる正常 B

リンパ球に対する傷害は避け難く、抗体産生

低下などによる免疫不全が危惧される。この

ような問題は、リンパ腫細胞をリンパ腫細胞

たらしめる分子、すなわちリンパ腫細胞での
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み活性化している分子を標的にする事によ

って解決されるべきと考える。 

これまで申請者らは、正常 Tリンパ球や未分
化大細胞型リンパ腫（ALCL）で特徴的に発現
される CD26 を検討し、CD26 陰性の B細胞性
リンパ腫細胞株にCD26 を強制発現させると、
p38MAPK の活性化を介してドキソルビシン耐
性が誘導される事を明らかにした（Cancer 
Res 2005, 65: 1973-83）。更に、CD26 を強発
現する ALCL 細胞株と、レトロウイルスによ
り siRNA で CD26 の発現を抑制した亜株を比
較する事により、CD26 が接着形質を誘導する
事、この接着形質はインテグリンβ１のリン
酸化によって担われる事、そしてインテグリ
ンβ１のリン酸化はp38MAPK を介してシグナ
ルされる事を明らかにした。また、CD26 の発
現は ALCL 細胞株の in vivo における造腫瘍
能に必須である事も明らかにした（Cancer 
Res 2005, 65: 6950-6）。なお、未発表デー
タながら、p38MAPK の阻害剤（SB203580）が
ALCL 細胞株の増殖を抑制し、ドキソルビシン
耐性を解除する事も in vitro で確認してい
る。 
一方、リンパ腫患者のリンパ節を用いた検討
では、ろ胞型やび漫性大細胞型などの B 細胞
性リンパ腫細胞において恒常的にp38MAPK が
活性化されていると報告された。このような
報告から、p38MAPK を介するドキソルビシン
耐性や造腫瘍能などの誘導が、ALCL のみなら
ずB細胞性リンパ腫細胞にも共通する普遍的
なシグナルである可能性が推測される。また、
正常 B リンパ球で p38MAPK は活性化していな
い事が確認されており、p38MAPK 阻害剤がリ
ンパ腫細胞に特異的な治療薬となる可能性
も推測される。これまで、p38MAPK 阻害剤は
全身的な副作用の懸念から悪性リンパ腫の
治療薬として試みられた事はないが、前述し
た抗 CD19 抗体標識 PEG 修飾ステルスリポソ
ームの方法論をデリバリーシステムとして
導入する事により、二重の安全弁が施される
ものと推測する。すなわち、抗 CD19 抗体に
よる CD19 陽性細胞へのターゲティングと、
活性化 p38MAPK を標的にする事による正常 B
リンパ球の除外である。なお、CD20 も有望な
標的と思われるが、CD19 とは異なり CD20 は
internalize されない事、また CD20 を標的に
した場合リツキシマブの併用が妨げられる
事などから、標的には CD19 が妥当と考えて
いる。 
 
２．研究の目的 
(1) p38MAPK 阻害剤 SB203580 の抗 CD19 抗体
標識 PEG 修飾ステルスリポソーム化 
p38MAPK の抑制には、代表的な特異的阻害剤
である SB203580 を用いる。これの CD19 抗体
標識 PEG 修飾ステルスリポソーム化には、ド
キソルビシンを対象とした既報に従う。すな

わち、Hydrogenated soy 
phosphatidylcholine (HSPC)と Cholesterol 
(CHOL)、methoxy poly(ethylene 
glycol)(Mr2000) covalently linked to 
distearoylphosphatidylethanoloamine 
(PEG-DSPE)、Maleimide derivatized 
PEG-DSPE (Mal-PEG-DSPE)を 2:1:0.08:0.02
で混合し、まずは PEG 修飾ステルスリポソー
ムを脂質溶解法で調整する。SB203580 は凍結
乾燥法でPEG 修飾ステルスリポソームへ導入
する。また、抗 CD19 抗体へは Traut’s 試薬
を用いて SH 基を付加し、抗体の SH 基と
SB203580包含PEG修飾ステルスリポソーム表
面の Maleimide と結合させる。また、マウス
IgG抗体を同様の手順でSB203580包含PEG修
飾ステルスリポソームと結合させ、これをコ
ントロールに用いる。 
(2) SB203580 包含抗 CD19 抗体標識 PEG 修飾
ステルスリポソーム（以下、p38-SIL と省略）
の効果（in vitro） 
対象には、CD19 を高発現する B 細胞リンパ腫
細胞株 Namalwa を用いる。同細胞を p38-SIL
と反応させ、これによって p38MAPK の活性化
が抑制されるか、抗リン酸化型 p38 抗体を用
いたウエスタンブロットで検討する。同時に、
細胞の増殖能低下やドキソルビシン感受性
亢進につき検討する。更に、患者検体を用い
た検討を行なう。当科では、悪性リンパ腫患
者のリンパ節を生検した際、患者同意を得て
その一部を細切し、浮遊したリンパ腫細胞を
凍結保存している。その内訳はろ胞型10 例、
び漫性大細胞型 12 例であるが、これらを用
いてp38-SIL がドキソルビシン感受性へ及ぼ
す影響を検討する。また、正常健常人末梢血
から B リンパ球を回収し、これに対して
p38-SIL が細胞傷害性などを惹起しない事を
明らかにする。 
(3) p38-SIL の効果（in vivo） 
前述の Namalwa 細胞は SCID マウスに移植可
能である事が確認されており、これをin vivo
実験に用いる。SCID マウスの皮下に Namalwa
細胞を移植し、尾静脈から各種濃度の
p38-SIL を投与する。まずは p38-SIL 単独に
よる腫瘍増殖抑制効果を検討する。次に、ド
キソルビシンを併用して、p38-SIL によるド
キソルビシン感受性の亢進を検討する。更に、
前述した患者リンパ腫細胞を SCID マウスに
皮下移植する。その際には抗アシアロ GM1 抗
体でマウスを前処置する。リンパ腫細胞が生
着したら、p38-SIL 単独もしくはドキソルビ
シン併用で治療効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) p38MAPK 阻害剤 SB203580 の抗 CD19 抗体
標識 PEG 修飾ステルスリポソーム化 
p38MAPK の抑制には、代表的な特異的阻害剤
である SB203580 を用いる。これの CD19 抗体



標識 PEG 修飾ステルスリポソーム化には、ド
キソルビシンを対象とした既報に従う。すな
わち、Hydrogenated soy 
phosphatidylcholine (HSPC)と Cholesterol 
(CHOL)、methoxy poly(ethylene 
glycol)(Mr2000) covalently linked to 
distearoylphosphatidylethanoloamine 
(PEG-DSPE)、Maleimide derivatized 
PEG-DSPE (Mal-PEG-DSPE)を 2:1:0.08:0.02
でクロロホルムに溶解した後、窒素バブリン
グで乾燥させる（脂質溶解法）。これを
HEPES-buffered saline で溶解し、リポナイ
ザーを用いてポリカーボネートフィルター
を通過させ、リポソーム粒子径の均一化を図
る（extrusion 法）。更にこれを凍結乾燥し、
SB203580 水溶液を添加する事で、PEG 修飾ス
テルスリポソームによる SB203580 の包含を
誘導する（凍結乾燥法）。また、抗 CD19 抗体
へは Traut’s 試薬を用いて SH 基を付加する。
反応後は Sephadex G-50 を用いて Traut’s
試薬を除く。SH 基が付加された抗 CD19 抗体
と SB203580 包含 PEG 修飾ステルスリポソー
ムを混合し、抗体のSH基とSB203580包含PEG
修飾ステルスリポソーム表面のMaleimide の
結合を誘導する。SB203580 包含 PEG 修飾ステ
ルスリポソームと結合しなかった SH 基付加
抗 CD19 抗体は、CL-4B column で除去する。
また、マウス IgG 抗体を同様の手順で
SB203580包含PEG修飾ステルスリポソームと
結合させ、これをコントロールに用いる
（Control-SIL）。同時に、抗 CD19 抗体非標
識 SB203580 非包含 PEG 修飾ステルスリポソ
ーム、抗 CD19 抗体非標識 SB203580 包含 PEG
修飾ステルスリポソーム、抗 CD19 抗体標識
SB203580非包含PEG修飾ステルスリポソーム
なども調整し、これらもコントロールとして
用いる。 
(2) SB203580 包含抗 CD19 抗体標識 PEG 修飾
ステルスリポソーム（以下、p38-SIL と省略）
の効果（in vitro） 
対象には、CD19 を高発現する B 細胞リンパ腫
細胞株Namalwaを用いる。5×106個のNamalwa
細胞に p38-SIL もしくは Control-SIL を添加
し、経時的にこれを回収する。p38-SIL の投
与量については、あらかじめ SB203580 を単
独で Namalwa 細胞に添加し、その細胞傷害性
を参考にして設定する。また、SB203580、抗
CD19 抗体、PEG 修飾ステルスリポソーム、
SB203580 包含 PEG 修飾ステルスリポソーム、
抗 CD19 抗体標識 SB203580 非包含 PEG 修飾ス
テルスリポソームなどもコントロールとし
て添加する。回収した細胞は可溶化し、抗リ
ン酸化型p38 抗体を用いたウエスタンブロッ
ト法を行なう。これによって p38-SIL の
p38MAPK に対する抑制効果を確認する。 
次に Namalwa 細胞を対象として、p38-SIL の
増殖抑制効果を検討する。1×104個の

Namalwa 細胞に p38-SIL もしくは
Control-SIL を添加し、経時的に細胞数を定
量する。細胞数の定量化は MTT
（3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diph
enyltetrazolium Bromide）法で行なう。
p38-SIL の投与量は、上述した検討の結果を
参考に決定する。また、p38-SIL がドキソル
ビシン感受性を亢進させるか検討する。すな
わち、1×104個の Namalwa 細胞にドキソルビ
シンおよび p38-SIL もしくは Control-SIL を
添加し、経時的に細胞数を定量する。細胞数
の定量化は MTT 法で行なう。なおドキソルビ
シンについては、あらかじめこれを単独で添
加し、至適濃度を決定しておく。 
更に、悪性リンパ腫患者のリンパ節から回収
したリンパ腫細胞を対象として、p38-SIL と
ドキソルビシンの併用効果を検討する。当科
では、悪性リンパ腫患者のリンパ節を生検し
た際、患者同意を得てその一部を細切し、浮
遊したリンパ腫細胞を凍結保存している。そ
の内訳はろ胞型 10 例、び漫性大細胞型 12 例
である。1×104個の患者リンパ腫細胞にドキ
ソルビシンおよび p38-SIL もしくは
Control-SIL を添加し、経時的に細胞数を定
量する。細胞数の定量化は MTT 法で行なう。
ドキソルビシンや p38-SIL の投与量は、
Namalwa 細胞を対象とした検討を参考にして
決定する。また、正常健常人末梢血から CD20
陽性 B リンパ球をマイクロビーズ法で回収し、
これに対しp38-SIL が細胞傷害性などを惹起
しない事を明らかにする。 
(3) p38-SIL の効果（in vivo） 
前述の Namalwa 細胞は Severe Combined 
Immunodeficiency (SCID)マウスに移植可能
である事が確認されており、これを in vivo
実験に用いる。1×106個の Namalwa 細胞を 1 
ml の細胞培養用培地 RPMI1640 に懸濁してツ
ベルクリン用の 1 ml シリンジに充填、これ
を SCID マウスの背部皮下へ注入する。腫瘤
が形成され直径が 6 mm に達した時点で、尾
静脈より各種濃度の p38-SIL もしくは
Control-SIL を投与する。p38-SIL の投与量
については、あらかじめ SB203580 を単独で
SCID マウスに投与し、その毒性を参考にして
設定する。その後、p38-SIL 投与群と
Control-SIL 投与群の腫瘍系を経時的に比較
して、p38-SIL の腫瘍増殖に対する抑制効果
を検討する。その際には、SB203580 投与群、
抗 CD19 抗体投与群、PEG 修飾ステルスリポソ
ーム投与群、SB203580 包含 PEG 修飾ステルス
リポソーム投与群、抗CD19抗体標識SB203580
非包含 PEG 修飾ステルスリポソーム投与群な
どもコントロールとして検討する。 
次に、Namalwa 細胞を対象として p38-SIL が
ドキソルビシン感受性を亢進させるか検討
する。Namalwa 細胞を上述したとおりに SCID
マウスの皮下へ移植し、腫瘍系が 6 mm に達



した時点で治療を開始する。ドキソルビシン
については、あらかじめこれを単独で投与し、
指摘投与量を決定しておく。Namalwa 細胞を
移植した SCID マウスに、この量のドキソル
ビシンを尾静脈から投与する。更に、各種濃
度の p38-SIL もしくは Control-SIL を尾静脈
より投与する。その後、p38-SIL 投与群と
Control-SIL 投与群の腫瘍系を経時的に比較
する。 
更に、悪性リンパ腫患者のリンパ節から回収
したリンパ腫細胞を対象として、p38-SIL と
ドキソルビシンの併用効果を検討する。リン
パ節からリンパ腫細胞を回収する手順は前
述のとおりである。1×106個の患者リンパ腫
細胞を 1 ml の細胞培養用培地 RPMI1640 に懸
濁してツベルクリン用の 1 ml シリンジに充
填、これを SCID マウスの背部皮下へ注入す
る。なお、SCID マウスには、あらかじめ抗ア
シアロ GM1 抗体を腹腔内投与しておく。腫瘤
が形成され直径が 6 mm に達した時点で、ド
キソルビシンおよび各種濃度のp38-SIL もし
くは Control-SIL を尾静脈から投与する。ド
キソルビシンやp38-SIL の投与量は、Namalwa
細胞を対象とした検討を参考にして決定す
る。その後、p38-SIL 投与群と Control-SIL
投与群の腫瘍系を経時的に比較する。 
 
４．研究成果 
(1) p38MAPK の抑制には、代表的な特異的阻
害剤である SB203580 を用いた。SB203580 包
含抗 CD19 抗体標識 PEG 修飾ステルスリポソ
ーム（以下、p38-SIL と省略）を調整し、対
象には CD19 を高発現する B細胞リンパ腫細
胞株 Namalwa を用いた。5×106個の Namalwa
細胞に p38-SIL もしくは Control-SIL を添加
し、経時的にこれを回収した。p38-SIL の投
与量については、あらかじめ SB203580 を単
独で Namalwa 細胞に添加し、その細胞傷害性
を参考にして設定した。また、SB203580、抗
CD19 抗体、PEG 修飾ステルスリポソーム、
SB203580 包含 PEG 修飾ステルスリポソーム、
抗 CD19 抗体標識 SB203580 非包含 PEG 修飾ス
テルスリポソームなどもコントロールとし
て添加した。回収した細胞は可溶化し、抗リ
ン酸化型p38 抗体を用いたウエスタンブロッ
ト法を行なった。これによって p38-SIL の
p38MAPK に対する抑制効果を確認した。次に
Namalwa 細胞を対象として、p38-SIL の増殖
抑制効果を検討した。1×104個の Namalwa 細
胞に p38-SIL もしくは Control-SIL を添加し、
経時的に細胞数を定量した。細胞数の定量化
は MTT
（3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diph
enyltetrazolium Bromide）法で行った。
p38-SIL の投与量は、上述した検討の結果を
参考に決定した。これらの検討により、
p38-SIL の Namalwa 細胞に対する増殖抑制効

果が示された。 
(2) Namalwa 細胞は Severe Combined 
Immunodeficiency (SCID)マウスに移植可能
である事が確認されており、これを in vivo
実験に用いた。1×106個の Namalwa 細胞を 1 
ml の細胞培養用培地 RPMI1640 に懸濁してツ
ベルクリン用の 1 ml シリンジに充填、これ
を SCID マウスの背部皮下へ注入した。腫瘤
が形成され直径が 6 mm に達した時点で、尾
静脈より各種濃度の p38-SIL もしくは
Control-SIL を投与した。p38-SIL 投与群と
Control-SIL 投与群の腫瘍系を経時的に比較
したところ、p38-SIL の腫瘍増殖に対する抑
制効果が確認された。なお、SB203580 投与群、
抗 CD19 抗体投与群、PEG 修飾ステルスリポソ
ーム投与群、SB203580 包含 PEG 修飾ステルス
リポソーム投与群、抗CD19抗体標識SB203580
非包含 PEG 修飾ステルスリポソーム投与群な
どもコントロールとして検討したが、これら
の群で腫瘍増殖の抑制は確認されなかった。
更に、悪性リンパ腫患者のリンパ節から回収
したリンパ腫細胞を対象として検討した。リ
ンパ節からリンパ腫細胞を回収する手順は
常法のとおりである。1×106個の患者リンパ
腫細胞を 1 ml の細胞培養用培地 RPMI1640 に
懸濁してツベルクリン用の 1 ml シリンジに
充填、これを SCID マウスの背部皮下へ注入
した。なお、SCID マウスには、あらかじめ抗
アシアロ GM1 抗体を腹腔内投与した。腫瘤が
形成され直径が 6 mm に達した時点で、尾静
脈より各種濃度の p38-SIL もしくは
Control-SIL を投与した。p38-SIL 投与群と
Control-SIL 投与群の腫瘍系を経時的に比較
したところ、p38-SIL の腫瘍増殖に対する抑
制効果が確認された。なお、SB203580 投与群、
抗 CD19 抗体投与群、PEG 修飾ステルスリポソ
ーム投与群、SB203580 包含 PEG 修飾ステルス
リポソーム投与群、抗CD19抗体標識SB203580
非包含 PEG 修飾ステルスリポソーム投与群な
どもコントロールとして検討したが、これら
の群で腫瘍増殖の抑制は確認されなかった。 
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