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本研究の要旨 

 

小細胞肺がんは 5 年生存率 5~10%程度という予後の悪いがんであり、新規治療法

の開発が求められている。本研究では、ROBO1陽性小細胞肺がんモデルマウスに対

し、90Y 抗 ROBO1 抗体による放射免疫療法（RIT）の実験を行い、病理学的解析に

よる治療効果の評価を行った。その結果、本 RI 標識抗体が小細胞肺がんに対し有意

な治療効果を有すること、正常臓器への影響が一過性であることを明らかにした。さ

らに、治療効果の改善を目的として RIT と化学治療の併用治療実験を施行し、併用

治療が RIT 単独治療よりも高い治療効果を示すことを明らかにした。本研究により

小細胞肺がんの survival の改善に繋がり得る有用な知見を得た。 

  



2 

 

Ⅰ. 序文 

 

1.小細胞肺がん 

1.1 小細胞肺がんの疫学 

 肺がんは全てのがん種で最も罹患率、死亡率の高いがんであり、世界で年間 138万

人が死亡している[1, 2]。小細胞肺がんは肺がんの 15%を占め、世界中で年間 18万人

以上の新規罹患者が確認されている[3]。小細胞肺がんのリスク要因としては長期間の

喫煙が最も有力と考えられており、小細胞肺がん患者の 90%以上に重度の喫煙歴が認

められている[4]。過去 30年間の研究で、アメリカでの小細胞肺がんの新規罹患者数

は減少傾向を示している[5]。これは、タバコの製品規格（ニコチン、タール含有量）

や、喫煙習慣の変化等が関係していると思われる。しかし、東ヨーロッパやアジアな

ど、喫煙習慣が強く残る地域もあることから、罹患者は一定数発生すると予想される。 

 

1.2 小細胞肺がんの分類と治療 

 小細胞肺がんは一般に限局期と進展期の２つのステージに分類される。成長が早く、

転移しやすいがんであり、小細胞肺がん患者の 3分の 2が初回診断時に血行性転移が

認められている[6]。主な転移箇所としては、対側肺、肝臓、副腎、脳、骨、骨髄など

が挙げられる。治療を行わない場合のMedian Survival Time（MST）は 2-4ヶ月程
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度、治療を行った場合でも 5 年生存率は 5-10%程度と予後が悪い[7, 8]。治療方法と

しては、小細胞肺がんは化学治療と放射線治療に対し高い感受性を有するため、これ

らによる治療が一般的である。小細胞肺がんの治療は、ごく初期（ステージⅠ）、限

局期（ステージⅡ-Ⅲ）、進展期（ステージⅣ）によって分けられる[3]。ステージⅠで

は外科的切除の後、化学治療が行われる。 

 限局期においては、併用化学放射線療法（CCRT）または連続化学放射線療法（SCRT）

が実施され、その後の経過に応じて予防的頭蓋照射が行われる。限局期小細胞肺がん

のMSTは 15-20ヶ月、2年生存率は 20-40%である。化学療法ではプラチナ製剤（シ

スプラチン、カルボプラチン）をベースとした治療が行われ、放射線治療は胸部への

外部照射が行われる。 

 進展期においては、放射線治療は治療適用から外れ、化学療法のみで治療が行われ

る。ファーストラインの治療は、プラチナ製剤をベースとし、エトポシドを併用した

治療を 4-6サイクル実施する[9, 10]。MSTは 8-13ヶ月、2年生存率は 5%と、非常に

予後不良である。 

 プラチナ製剤による化学療法は小細胞肺がん治療のスタンダードとして長く用い

られてきたが、survival を若干改善する程度であり、治療法としては十分ではない。

化学療法のみで治療を行わなざるを得ない進展期小細胞肺がん治療の現状が予後の

悪さの原因であると推察され、小細胞肺がんの予後の改善には、限局期と進展期の両
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方に有効な治療法の開発が必要であると考える。 

 

1.3 小細胞肺がんに対する分子標的治療 

 近年、小細胞肺がんに対するモノクローナル抗体を用いた分子標的治療の研究が行

われている。モノクローナル抗体を患者に投与すると、血流によって全身にデリバリ

ーすることが出来るため、原発巣だけでなく転移巣に対しても治療効果が期待出来る。 

分子標的治療の標的としては、Vascular endothelial growth factor receptor (VEGF)、

Carcinoembryonic antigen (CEA)、Insulin-like growth factor 1 receptor (IGF-1R)、

CD56、CD326などが報告されている。 

 血管新生は腫瘍の成長や転移に重要な働きを持ち、さらに小細胞肺がんの予後や

survivalにも関与することがわかっている[11, 12]。血管新生を惹起する因子として、

VEGF が挙げられる。VEGF は VEGF 受容体陽性の内皮細胞においてチロシンキナ

ーゼ活性を活性化し、血管の増殖や成熟、遊走を誘導する。VEGFの機能を阻害する

ことでこれらの血管新生を抑制し、小細胞肺がんを含む固形がんの治療を行う試みが

なされている[13]。ベバシズマブはヒト化抗VEGF-Aモノクローナル抗体であり[14]、

非小細胞肺がん、大腸がん等の治療薬として FDA に認可された。小細胞肺がんに対

しては phaseⅡ臨床試験が実施された[15]。 
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 CEA、IGF-1R等に対するモノクローナル抗体による治療も試みられているが、臨

床で認可された薬剤はない[16]。 

 

2．放射免疫療法 

2.1 放射免疫療法の概要 

放射免疫療法（RIT）は、放射性同位元素で標識したがん特異的抗体（RI標識抗体）

を用いた放射線治療の一種である[17-19]。生体に投与された RI標識抗体は血流によ

って全身に運ばれ、がん細胞膜に発現している標的タンパク質に結合する。抗原に結

合した RI 標識抗体から放出される放射線の細胞障害作用を利用して治療することが、

RITの作用機序である。 

RITの特徴として、RI標識抗体が結合していないがん細胞に対しても cross-fire 

effectによって攻撃可能であることが挙げられる[19, 20]。一般に腫瘍は

heterogeneityに富む組織であり、同一の腫瘍においても抗原の発現の有無や発現量

に差が認められる場合がある。非 RI抗体を用いた抗体治療では、抗原を発現してい

ないがん細胞には抗体が結合することが出来ず、抗原陰性のがん細胞を撲滅できない

可能性がある。一方、RITで用いる RI標識抗体が放出する放射線は数mm程度の飛

程を持つため、抗体が結合した細胞だけでなく、近傍のがん細胞に対しても放射線照

射が可能である。このため、RITは heterogeneity に富んだがん組織の治療において
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特に有用であると考えられる。また、RITは血流によって抗体を全身にデリバリーす

ることが可能なため、外部放射線照射では対応できない転移したがんに対しても効果

が期待できる。上記小細胞肺がんのような、放射線感受性が高いがんに対して、RIT

は有効な治療手段になりうる。これまで、小細胞肺がんに対する RIT薬剤の開発研

究は動物実験、臨床研究を併せて複数報告されている[21, 22]。 

さらに、RI標識抗体は標的となるがんに特異的に集積する一方で、標的タンパク

質を発現していない正常臓器への集積は、非特異的集積は認められるものの、がんと

比較して明らかに低いことから、副作用を軽減できる治療法として注目されている。 

 

2.2 臨床における放射免疫療法 

 臨床では、悪性リンパ腫に対する RIT薬剤として Zevalin® および Bexxar ®が実

臨床に導入されている[23]。Zevalin® は抗 CD20マウスモノクローナル抗体

（Ibritumomab）の 90Y標識体であり、2002年に FDAに認可され、日本でも 2008

年に承認された。日本では再発または難治性低悪性度の B細胞性非ホジキンリンパ腫

またはマントル細胞リンパ腫に対し適用可能となっている。Bexxarは日本では未承

認であるが、2003年に FDAからは認可されている[24]。 

 一方、固形腫瘍に対する RITの成功例は限られており、実臨床に導入されている

薬剤はいまだ存在しない。これは、血液腫瘍である悪性リンパ腫と比べて固形腫瘍は
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放射線感受性が低く、治療に必要な投与放射能量が多くなるため、非特異的集積によ

る骨髄抑制等の副作用がより深刻になるためである。抗体の affinityを向上させるこ

とで腫瘍へのデリバリー効率を上げ、投与放射能量を減らすことが可能であるため、

固形腫瘍に対する高親和性抗体の開発が世界中で行われている。実際、新規抗体を用

いた RITの動物実験や臨床試験が複数報告されており、固形腫瘍に対しても有効な

治療法が確立できる可能性がある[21, 22, 25-28]。 

 

2.3 放射免疫療法に用いる放射性同位元素 

 RITでは、主に線放出核種が用いられる[19]。外部放射線照射では体外から目的

部位まで放射線を到達させるため、透過力が高く飛程の長い線が用いられるが、体

内で標的部位に集積し放射線を照射する RITでは長い飛程は必要ないためである。

RIT関連研究においてよく用いられる核種について、表 1に示す。 

 線放出核種の代表的なものとしては、131Iと 90Yが挙げられる[19]。131Iは半減期

8日で 0.81MeVの線を放出する。非ホジキンリンパ腫の RIT薬剤 Bexxar®は、抗

CD20抗体 Tositumomab の 131I標識体であり、実臨床で用いられている。また、甲

状腺機能亢進症や甲状腺がん術後の再発転移治療における 131Iの内用療法は、最も古

くから行われてきた核医学治療である。線以外に線も放出するため、投与後の体内
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動態解析を目的としたイメージングにも利用可能であるが、同時に長飛程のため標的

外の臓器まで照射されるため、慎重なケアが必要である。 

90Yは半減期 2.7 日、2.3 MeVの線のみを放出する pure- emitterである。抗 CD20

抗体 Ibritumomabの 90Y標識体であるZevalin®は非ホジキンリンパ腫のRIT薬剤と

して臨床で用いられている。平均飛程は 2.3mmと適当であり、高いエネルギーを有

することから、90Yは治療用核種として有用とされている。実際、単位放射能あたり

の線の照射量は 131Iの 4.5 倍以上になる。このことから、90Yは RITの治療用核種

としての第一選択として検討される核種であると言える。ただし、pure- emitterで

あることから体内動態解析のためのイメージングを行うことは出来ない。そのため、

Zevalin®の治療前診断においては、90Yと体内動態が同一である線放出核種 111Inで

標識した 111In-IbritumomabTiuxetan を患者に投与し、ガンマカメライメージングで

異常集積の有無等を確認している[29]。細胞障害性が高い核種であることから、治療

に際しては体内動態や投与量を慎重に検討する必要がある。 

その他の核種としては、半減期 6.7日で 0.5 MeVの線放出核種である 177Luや、よ

り細胞障害性の高い線放出核種である 211At、213Bi等が挙げられる。線は細胞障害

性が高い上に生体内飛程は 0.2mm程度であり、さらに周辺臓器への影響が少ないと

いう利点があるが、物理的半減期が短いこと、入手や取り扱い等の点から、線放出

核種の臨床応用はされていない。 
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3．これまでの研究 

3.1 ROBO1 

 ROBO1（roundabout, axon guidance receptor, homolog 1）は、ショウジョウバ

エの軸策誘導に関連する遺伝子として同定された、immunoglobulin superfamily の

膜タンパク質である[30, 31]。Slitの受容体であり、Slit/ROBO1のシグナル伝達系は

腫瘍の転移や遊走、血管転移を促進することが報告されている[32-34]。一方で、

ROBO1ががん抑制遺伝子として機能しているとの報告もあり、ROBO1の機能はが

ん腫によって異なることが示唆されている[35]。しかし、ROBO1の発現制御メカニ

ズム等は解明されていない点が多く、これらの違いがどのような細胞機能によって調

節されているかは不明である。 

 ROBO1は肝細胞がんや大腸がんの臨床サンプルでの発現が報告されている[36, 

37]。Ito et al. らは肝細胞がんの臨床サンプル 98例に対し免疫組織化学による発現

解析を行い、肝細胞がんの 84.7%が ROBO1陽性であること、脳を除く正常組織では

ROBO1陰性であることを明らかにした[36]。病変における陽性率が高く、正常組織

での発現が低いことは、ROBO1が免疫治療の標的タンパク質として有用である可能

性を示唆している。このため、我々は Ito et al. の開発したマウス抗 ROBO1モノク

ローナル抗体を用いて、90Y抗 ROBO1抗体による RIT実験を実施した。 
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3.2 ROBO1陽性肝細胞がんモデルマウスに対する RIT実験 

 ROBO1陽性肝細胞がん細胞株 HepG2 の移植モデルマウスを用い、RI標識抗

ROBO1抗体による RIT実験を行い、EJNMMI researchにて発表した[38]。 

 HepG2移植マウスに 111In標識抗 ROBO1抗体（111In抗 ROBO1抗体）を尾静脈

より投与し、任意の時点で安楽死させた後、腫瘍および各臓器を採取し、当該抗体の

集積分布を調べる体内分布実験を行った。その結果、単位組織重量あたりの投与放射

能集積比率（%ID/g）は投与後 48時間時点の腫瘍で 15.0 ± 0.69%ID/g を示し、111In

抗 ROBO1抗体の腫瘍への有意な集積性が確認された。このことから、抗 ROBO1抗

体は HepG2移植腫瘍の RIT薬剤として有用であると考えられたため、90Y標識抗

ROBO1抗体（90Y抗 ROBO1抗体）による治療実験を実施したところ、有意な腫瘍

の成長抑制効果が確認された。このことから、90Y抗 ROBO1抗体が肝細胞がんの治

療において有効である可能性が示唆された。 

 

3.3 ROBO1陽性小細胞肺がんモデルに対する RIT実験 

 Naito et al. の研究で、小細胞肺がんの臨床サンプルにおいて ROBO1が発現して

いることが確認された（personal communication）。また、ヒト由来小細胞肺がん細

胞株 NCI-H69において、ROBO1が発現していることが Xian et al. によって報告さ
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れた[39]。小細胞肺がんに対し RITが有効であることは、過去の研究で既に明らかに

なっている[21, 22]。このことから、90Y抗 ROBO1抗体による RITが小細胞肺がん

の治療薬として有用である可能性があると考え、小細胞肺がんモデルマウスを用いた

RIT実験を施行した。 

 その結果、90Y抗 ROBO1抗体 0.18 mCiを投与した小細胞肺がんモデルマウスの

移植腫瘍は投与前と比較して最大 3.93 ± 6.2%まで縮小した。また、生理食塩水を投

与したコントロール群と比較して survivalの有意な改善も得られており、90Y抗

ROBO1抗体が小細胞肺がん移植腫瘍に対し明らかな抗腫瘍効果を発揮することが確

認された。しかし、投与後 20日目以降には腫瘍の再増大が確認された。副作用につ

いては体重および汎血球減少が確認されたが、いずれも一過性であり、投与後 28日

目にはほぼ投与開始時と同程度まで回復した。 

 

4．本研究の概要 

 本研究では、90Y抗 ROBO1抗体による RITを行った腫瘍および正常臓器の病理学

的解析と、抗腫瘍効果の増強を目的とした化学治療と RIT の併用治療実験を施行し

た。 

 これまでの研究で、我々は 90Y抗ROBO1抗体による有意な腫瘍の縮小を確認した。

しかしその後、腫瘍は再増大を示しており、根治を得ることは出来なかった。このこ
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とから、本抗体を用いた RITで根治を目指すためには、更なる治療法の検討が必要

であることが示された。そのためには、腫瘍が縮小した時点だけでなく、治療後に生

存していた腫瘍細胞について解析し、再増大に至った理由を明らかにする必要がある

と考える。治療後に生存していた細胞としては、1．腫瘤内で抗腫瘍効果を受けてい

なかった細胞と、2．抗腫瘍効果は受けたものの細胞死に至らなかった細胞のどちら

かが存在していたと推測される。仮に前者の細胞が多くを占めていた場合、本抗体に

よる RITではそれらの細胞を死滅させることは難しいと思われ、本抗体による RIT

以外の方法を検討する必要がある。一方後者であれば、腫瘍に対する抗腫瘍効果は得

られていることから、放射線増感剤等で RITの抗腫瘍効果を増強することで根治や

survival の改善が達成できる可能性がある。これらの検証を行うには、従来の実験で

行った腫瘍径を経時的に測定する外観的な評価法ではなく、腫瘍の縮小から再増大に

至るまでの細胞レベルでの変化を観察する必要がある。そのため、RITの腫瘍におけ

る経時的な病理学的解析が必要であると考えた。正常臓器においても、血球減少とそ

の後の回復に至るまでの病理学的変化を知ることは重要である。また、外部放射線治

療や化学治療等による腫瘍と正常臓器の病理学的変化を観察した研究は為されてい

る一方、RITにおいて経時的にそれらを追跡した研究はこれまで報告されていない

[40]。そのため、RIT後の腫瘍と正常臓器の経時的な観察が必要であると考え、「研
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究課題 1．小細胞肺がんモデルマウスにおける 90Y抗 ROBO1抗体を用いた放射免疫

療法の病理学的解析」を実施した。 

 また、新たな治療法の創出として、先行研究により、化学治療で用いられる抗がん

剤シスプラチンが放射線増感作用を有しており、RITとの併用により有意な抗腫瘍効

果の増強が得られることに着目し、「研究課題 2．小細胞肺がんモデルマウスにおけ

る RITと化学治療の併用治療の検討」を行った[41]。  
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Ⅱ. 研究課題 1．小細胞肺がんモデルマウスにおける 

90Y抗 ROBO1抗体を用いた放射免疫療法の病理学的解析 

 

1．目的 

 90Y抗 ROBO1抗体を用いた RITでは、小細胞肺がん移植腫瘍は有意な縮小を示し

た。しかし、投与 20日目頃より腫瘍の再増大が確認され、根治を得ることは出来ず、

治療法の検討が必要であることが示された。治療法の検討を行うためには、腫瘍が縮

小した際の病理学的変化だけでなく、再増大を示すまでの変化を経時的に観察し、腫

瘍の根治を得られなかった原因を明らかにする必要がある。そのため、腫瘍容積の測

定のみでなく、病理学的側面からの観察が必要と考え、90Y抗 ROBO1抗体を用いた

放射免疫療法の経時的な病理学的解析を実施した。 

 また、投与後の 90Y抗 ROBO1抗体の体内挙動を推定し、吸収線量の多い臓器を推

定する必要がある。そのため、90Yと同様の体内挙動を示すことが報告されている 111In

で標識した 111In抗 ROBO1抗体を用い、解剖法による体内分布実験を実施した。 

 



15 

 

2．方法 

2.1 抗 ROBO1抗体と抗体のキレート化 

 本研究では、RIT用抗 ROBO1抗体として B5209B、免疫組織化学用抗 ROBO1抗

体として A7241Aを使用した[36, 38]。本抗体はヒト肝細胞がん細胞から単離された

ROBO1 cDNAをバキュロウイルスに導入してウイルス表面上に発現させ、それを

gp64過剰発現トランスジェニックマウスに免疫し樹立したハイブリドーマより産生

される。ROBO1の第 5イムノグロブリンドメインを認識し、cell ELISAにて

half-maximal binding 32.5 ng/ml で ROBO1に結合することが確認されている。 

 B5209Bは RI標識のため、RITにおいて一般的に用いられているキレート剤

1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid（DOTA, Macrocyclic社製）

によりキレート化された[38]。抗 ROBO1抗体を 0.1 M NaHCO3緩衝液（pH9.0）に

加え、遠心式フィルターユニット（ミリポア社、アミコンウルトラ-4）にて遠心分離

（3600rpm, 15 分）する濃縮処理を 3回行った。その後、0.1 M NaHCO3緩衝液（pH 

9.0）に ROBO1抗体と DOTAをモル比 1：10（抗体：DOTA）で混合し、37°Cで 1

時間インキュベートした。反応液に 0.1 M クエン酸アンモニウム緩衝液（pH5.5）を

加え、遠心式フィルターユニットにて遠心分離（3600rpm, 15分 ）を 3回行い、DOTA

化した抗 ROBO1抗体（DOTA抗 ROBO1抗体）の濃縮液を取得した。 
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 抗 ROBO1抗体 B5209Bおよび A7241Aの作製は東京大学先端科学技術研究セン

ター浜窪研究室に依頼した。B5209Bのキレート化は富士フイルム RIファーマに依

頼した。 

 

2.2 抗体の RI標識と性能評価 

2.2.1 放射性核種の入手 

 体内動態解析に用いる放射性核種 111In（半減期 67.3 時間）は、Nordion社（カ

ナダ）より 111InCl3として購入した。治療用核種である 90Y（64時間）は日本アイ

ソトープ協会を介して、Eckert & Ziegler Nuclitec GmbH 社（ドイツ）で製造され

た 90YCl3を購入した。本研究で使用する放射性核種について、表 1に示す。 

 

2.2.2 抗体の RI標識 

 90YCl3を 0.25M 酢酸アンモニウム緩衝液（pH5.5）に加え、抗体単位重量当た

りの放射能が 2.5 mCi/mg になるよう DOTA-B5209Bと混合して 37°Cで 1時間イ

ンキュベートし、90Y抗ROBO1抗体を取得した。0.1 M リン酸緩衝液（PBS, pH7.4）

を移動相とし、脱塩カラム（GEヘルスケア）で精製した。 

 111In抗 ROBO1抗体も同様のプロトコールで作製し、実験に使用した。 
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2.2.3 標識体の性能評価 

 標識体の標識率と純度を薄層クロマトグラフィで評価し、標識率 95%以上、純度

99%以上であることを確認して実験に使用した。 

 competitive ELISAにより、RI標識抗 ROBO1抗体の結合活性が intactの抗

ROBO1抗体、DOTA抗 ROBO1抗体と同等であり、標識作業による結合活性の低

下は認められないことを確認した[38]。 

 抗体の RI標識と性能評価は富士フィルム RIファーマに依頼した。 

 

2.3 モデル動物の作製 

2.3.1 小細胞肺がん細胞株 

 ROBO1陽性細胞株として、ヒト小細胞肺がん細胞株 NCI-H69（ATCC, HTB-119）

を使用した[39]。10% FBS（GIBCO）＋RPMI 1640（Sigma）培地にて 37°C、5% 

CO2条件下で培養した。 

 

2.3.2 小細胞肺がんモデルマウス 

 BALB/cヌードマウス（♂, 5週齢）を日本クレアより購入し、1週間の馴化飼育

の後、細胞移植を行った。NCI-H69培養細胞懸濁液の細胞生存率をトリパンブル

ー色素排除法により算出した。DPBSによる洗浄で死細胞を除去し、生細胞数 2 x 
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107 個/mlとなるよう DPBSにて調製した。その後、マトリゲルと 1：1で混合し、

2 x 106個/200µlに調製した後、マウス右肩部に 21G 注射針で 200 µl を移植した。

飼育条件は固形飼料および水道水を自由摂食させた。体重と腫瘍体積の測定を週 2

回行った。腫瘍の体積は、腫瘍の長径と短径をノギスで測定し、以下の式より算出

した。 

腫瘍体積           長径   短径 
 
 

移植から 5週間の飼育の後、動物実験に使用した。 

 

2.4 小細胞肺がん移植腫瘍における ROBO1の発現解析 

 小細胞肺がん移植腫瘍における ROBO1 の発現を、免疫組織化学により解析した。

小細胞肺がんモデルマウスから腫瘍を摘出し、約 5 mm角にトリミング後、4% パラ

ホルムアルデヒドで 4°C、一晩固定した。固定した試料はパラフィン包埋後、3 µm

厚に薄切した。 

 切片を脱パラフィン、水和した後、10 mM Tris-1mM EDTA 溶液（pH9.0）で 20

分間、圧力鍋にて加熱し、賦活処理を行った。冷却後、0.3% H2O2 –メタノールで室

温下 30分間の内在性ペルオキシダーゼの失活処理と、5% NGSによる室温下、30分

間のブロッキングを行い、一次抗体として抗 ROBO1抗体 A7241A（10 µg/ml）を滴

下して 4℃で一晩インキュベートした。ネガティブコントロールには一次抗体を含ま



19 

 

ない抗体希釈液（1% BSA –PBS）を使用した。二次抗体としてシンプルステイン

MAX-PO（ニチレイ）を滴下し、室温下、30分間インキュベートした。DAB発色液

0.2 mg/ml 3,3'-ジアミノベンジジン–0.01% H2O2 –0.05M Tris-HCl溶液（pH7.6）に

よる発色の後、マイヤー・ヘマトキシリンによる対比染色を行った。 

 染色後の試料は光学顕微鏡 BX-53（OLYMPUS）で検鏡した。 

 

2.5 111In抗 ROBO1抗体による体内分布実験 

 RI標識抗 ROBO1抗体の体内動態を調べるため、111In抗 ROBO1抗体による体内

分布実験を行った。111In抗 ROBO1抗体 10 µCi（抗体量 10 µg）を小細胞肺がんモ

デルマウスの尾静脈より投与した。投与後 6、24、48、72、144時間の時点において、

イソフルラン麻酔下で後大動脈より全採血を行い安楽死させた後、臓器を採取した。

採取項目は血液、脳、心臓、肺、肝臓、腎臓、脾臓、膵臓、胃、小腸、大腸（盲腸含

む）、副腎、脂肪、筋肉、皮膚、大腿骨、胸骨、精巣、腫瘍の全 19項目とした。摘出

臓器の重量を電子天秤で、臓器の放射能をガンマカウンターでそれぞれ測定し、各臓

器の単位組織重量当たりの投与放射能集積比率 %Injected Dose/g（%ID/g）を以下の

式により算出した。 

      
臓器の放射能     

投与放射能      臓器重量    
         

111In抗 ROBO1抗体の集積の経時的変化を%ID/gにより評価した。 
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2.6 90Y抗 ROBO1抗体による RIT実験 

2.6.1 治療実験 

 小細胞肺がんモデルマウスをランダムに 2群に群分けし（n=3匹/群）、90Y抗

ROBO1抗体 0.2 mCi（RIT群）または生理食塩水（コントロール群）200 µlを尾

静脈より投与した。腫瘍体積は RIT群で 310.5 ± 128.6 mm3、コントロール群で

273.5 ± 153.6 mm3だった。腫瘍体積と体重の測定を週 2回実施し、4週間の観察

を行った。腫瘍の体積が 1,500 mm3を超えるか、20%以上の体重減少を実験のエン

ドポイントとして設定し、これらを超過した時点で安楽死させることとした。腫瘍

の体積は 2.3.2 にて記載した式で算出し、腫瘍の成長率は下記の式より算出した。 

腫瘍成長率    
任意の時点の腫瘍体積

治療開始時      の腫瘍体積
     

 

2.6.2 病理学的解析 

 小細胞肺がんモデルマウスをランダムに 5群に群分けし（n=3匹/群）、90Y抗

ROBO1抗体 0.2 mCiを尾静脈より投与した。投与後 0, 7, 14, 21, 28 日目に 1群ず

つイソフルラン麻酔下の脱血により安楽死させ、腫瘍と臓器（心臓、肝臓、腎臓、

肺、脾臓、膵臓、腸管、胸骨、大腿骨）を採取した。胸骨、大腿骨以外の試料は最

大割面を作製し、4% パラホルムアルデヒドで 4°C、一晩の固定をした後、パラフ
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ィンに包埋した。胸骨、大腿骨は 4°Cで二晩の固定処理と、10% EDTA溶液で 72

時間の脱灰処理を行った後、パラフィン包埋した。脱灰処理の間、液交換を 1回行

った。パラフィン包埋した試料を 3 µm厚に薄切した。組織切片を脱パラフィン、

水和した後、胸骨、大腿骨以外の組織はヘマトキシリン–エオジン染色で、胸骨、

大腿骨はギムザ染色で染色し、形態学的解析を行った。 

 抗腫瘍効果を定量的に評価するため、Terminal deoxynucleotidyl 

transferase-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL)法と細胞分裂マーカー

Ki-67による免疫染色を行った。TUNEL法は、DNAの二本鎖切断端に DNAポリ

メラーゼ Terminal deoxynucleotidyl transferase（TdT）を用いてビオチン標識

deoxyuridine triphosphate（dUTP）を付加し、伸長したビオチン化 DNA鎖にペ

ルオキシダーゼ標識ストレプトアビジンを結合させ、DAB発色させるアポトーシ

スの検出法である。治療を行った腫瘍ではアポトーシス細胞が増加することがわか

っており、治療効果の評価に用いられている。Ki-67は細胞周期の全ての phaseで

細胞の核に発現しているタンパク質である。乳がん、胃がん、大腸がん等の分化度、

血管侵襲、リンパ節転移といったがんの悪性度や予後と良好な相関を示すことから、

臨床では悪性度を評価するためのマーカーとしてKi-67免疫染色が使用されている。

また、治療により細胞分裂能が低下した腫瘍では、未治療の腫瘍よりも Ki-67の発
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現が低下することがわかっていることから、治療効果の評価系としても用いられて

いる。 

 TUNEL法は Apoptag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit

（Merck Millipore）を使用した。腫瘍切片を protease K溶液（20 µg/ml, タカラ

バイオ）で 15分間、室温にて処理した。0.3% H2O2–メタノールによる室温下 30

分間の内在性ペルオキシダーゼの失活処理と、Equilibration bufferによる室温下 5

分間の平衡化処理の後、TdT Enzymeと Reaction Bufferの混合液（32:76）をア

プライし、37°C、1時間インキュベートした。切片を 37°Cに加温した反応停止液

に入れ、反応停止液中で 37°C、30分間の反応停止処理を行った。反応停止処理中

は 10分間ごとに反応停止液の入った容器を振とうした。抗ジゴキシゲニン・ペス

オキシダーゼ抗体を滴下し、室温で 30 分間インキュベートした。DAB 発色の後、

ヘマトキシリンで対比染色を行った。 

 Ki-67免疫染色のため、腫瘍切片を 10 mM クエン酸緩衝液（pH6.0）で 15分間、

圧力鍋にて加熱し賦活処理した。冷却後、0.3% H2O2 –メタノールで室温下 30分間

の内在性ペルオキシダーゼの失活処理と、5% NGSによる室温下、30分間のブロ

ッキングを行い、一次抗体として抗 Ki-67抗体（1:100, Leica）を滴下して 4°Cで

一晩インキュベートした。ネガティブコントロールには一次抗体を含まない抗体希

釈液（1% BSA –PBS）を使用した。二次抗体としてシンプルステインMAX-PO（ニ
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チレイ）を滴下し、室温下、30分間インキュベートした。DAB発色の後、ヘマト

キシリンで対比染色を行った。 

 アポトーシス細胞と細胞分裂期の細胞を定量するため、TUNEL陽性細胞と

Ki-67陽性細胞の割合を定量した。腫瘍切片上に 200 µm四方の関心領域（ROI）

を 2か所設定し、ROI内の全細胞数と TUNEL陽性細胞または Ki-67陽性細胞を

計数した。そして、陽性細胞率を以下の式により算出した。 

陽性細胞率    
陽性細胞数

全細胞数
     

 

2.7 統計処理 

 データは平均値±SDで表記した。t検定を統計処理ソフト JMP 10.0.2を用いて施

行した。p値< 0.05 を以て有意差を有するものとした。 

 

3．結果 

3.1 小細胞肺がん移植腫瘍における ROBO1の発現解析 

 A7241A抗体によるNCI-H69小細胞肺がん移植腫瘍の免疫染色を施行し、

NCI-H69細胞膜において染色が認められた（図 1）。このことから、NCI-H69移植腫

瘍は ROBO1を発現していることが確認された。 
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3.2 111In抗 ROBO1抗体による体内分布実験 

 RI標識抗 ROBO1抗体の体内動態を調べるため、111In抗 ROBO1抗体による体内

分布実験を施行した（図 2, 表 2）。腫瘍における 111In抗 ROBO1抗体の集積は、投

与後 6, 24, 48, 72, 144時間でそれぞれ 3.46 ± 0.3、6.42 ± 0.5、5.70 ± 2.5、9.37 ± 2.0、

10.1 ± 1.3% ID/g であり、144時間後が最も高い集積を示した。血液においては、投

与後 6時間の時点で 19.2 ± 2.1 %ID/gと比較的高い残存性を示したが、時間経過とと

もに減少し、24, 48, 72, 144 時間でそれぞれ 13.2 ± 1.0、10.5 ± 1.5、9.94 ± 1.5、6.54 

± 0.5%ID/gだった。肝臓、腎臓、脾臓でも比較的高い集積が見られ、投与後 72時間

の時点でそれぞれ 7.29 ± 0.4、6.34 ± 1.1、5.51 ± 1.0%ID/g だった。その他の臓器で

高い集積を示した臓器はなかった。大腿骨と胸骨への集積は投与後 144時間の時点で

それぞれ 1.71 ± 0.2、1.13 ± 0.2%ID/gであり、有意差が認められた（p<0.05）。しか

し、それ以前の時点では両者に有意差は認められなかった。 

 

3.3 90Y抗 ROBO1抗体による RIT実験 

3.3.1 治療実験 

 90Y抗 ROBO1抗体を用いた治療実験により、治療効果を評価した。コントロー

ル群の腫瘍は増大を続け、投与 20日目には一匹のマウスの腫瘍体積がエンドポイ

ントである 1,500 mm3を超過した（図 3a）。RIT群では投与後から腫瘍体積の減少
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が認められ、投与 13日目には投与前と比べて 19.3 ± 6.1%まで縮小した。投与 27

日目時点での腫瘍の成長率は RIT群の方がコントロール群よりも低く、有意差が認

められた（p<0.01）。しかし、投与 20日目より腫瘍の再増大が確認された。 

 コントロール群のマウスの体重は有意な減少は認められなかった（図 3b）。一方、

RIT群では投与前と比べて 89.5 ± 4.7%まで体重が減少した。しかし、この体重減

少は一過性であり、投与 8日目以降、回復傾向を示した。 

 

3.3.2 腫瘍の病理学的解析 

 治療後の腫瘍の病理学的解析を実施した。治療 0日の腫瘍は所々に硝子様間質を

伴う充実性増殖を示していた（図 4a）。投与 7日目には広範な凝固壊死、アポトー

シスが認められ、さらに細胞体の膨化や核の膨化、クロマチンの凝集といった細胞

変性が腫瘍全体で確認された（図 4b）。投与 14日目には凝固壊死や細胞変性のほ

か、凝固壊死した領域への組織球の集簇や繊維化が認められた（図 4c）。また、線

維組織に囲まれる形で腫瘍細胞が点在している様子も確認された。投与 21日目に

は凝固壊死した領域は見られなくなったが、組織球の集簇や繊維化は確認すること

が出来た（図 4d）。14日と比べると細胞変性を呈する細胞の数は減少したが、まだ

変性像を呈する細胞が複数個所で残存していた。投与 28日目には変性した細胞は
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ほとんど見られず、細胞体や核の大きさ等は投与 0日と同等の形態を示していた（図

4e）。 

 治療前後での 90Y抗 ROBO1抗体の影響を評価するため、投与 0日および 7日目

の腫瘍に対しTUNEL法とKi-67の免疫染色を行い、陽性細胞の定量を実施した（図

5）。TUNEL陽性細胞率（TUNEL index）は投与 0日目で 4.46 ± 1.1%、投与 7日

目で 8.83 ± 1.2%、であり、治療後の方が有意に高かった（p<0.01）。Ki-67陽性細

胞率（Ki-67 index）は投与 0日で 55.0 ± 13.9%、投与 7日で 27.2 ± 3.4%と、治療

後が有意に低かった（p<0.01）。 

 

3.3.3 正常臓器の病理学的解析 

 治療後の全ての時点において、肝臓、脾臓、胸骨、大腿骨以外の臓器では病理学

的変化は認められなかった（図 6－図 11）。 

 脾臓では、投与 7日目に赤脾髄の造血細胞と白脾髄のリンパ球の顕著な減少が確

認された（図 12b）。14日目には赤脾髄において赤芽球、顆粒球系の細胞が凝集し

ている regenerative islandsが確認されたが、巨核球はほとんど確認できなかった

（図 12c）。白脾髄のリンパ球の細胞密度は 7日目と同程度であり、回復傾向は認め

られなかった。21日目には赤脾髄の造血細胞（赤芽球、顆粒球、巨核球）の明らか

な増加が認められ、白脾髄のリンパ球も若干増加した（図 12d）。リンパ球は白脾
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髄の外縁付近に多く、中心静脈付近には少ないという分布傾向を示した。28日目に

は赤脾髄の造血細胞は投与前と同程度まで回復し、白脾髄も中心部までリンパ球が

分布し、細胞密度が均一になるなど、明らかな回復が認められた（図 12e）。 

 胸骨、大腿骨に対し、骨髄のギムザ染色を行った。投与 7日目には胸骨で造血細

胞が顕著に減少し、細胞密度は 20%程度まで低下した（図 13b）。残存している造

血細胞は成熟した顆粒球が多くを占めており、幼弱な造血細胞はほとんど認められ

なかった。大腿骨では巨核球が若干したが、赤芽球、顆粒球の減少は認められなか

った（図 14b）。大腿骨へのダメージは胸骨と比べて明らかに少なかった。14日目

には胸骨において赤芽球、顆粒球からなる regenerative islandsが確認され、巨核

球もいくらか認められた（図 13c）。大腿骨では巨核球が増加し、細胞密度は 0日時

点と同程度まで回復した（図 14c）。21日目には胸骨の造血細胞が有意に増加し（図

13d）、28日目には胸骨の骨髄の細胞密度も 0日時点と同程度まで回復した（図 13e）。 

 肝臓では、投与 7日目において肝細胞の風船状変化が確認されたが、14日目に

は認められず、0日時点と同様の形態を示していた（図 15）。 
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4．考察 

4.1 111In抗 ROBO1抗体による体内分布実験 

 本研究では、90Y抗 ROBO1抗体の体内動態を推定するため、111In抗 ROBO1抗体

を使用した。111Inの標識体は 90Yの標識体と同じ体内挙動を示すことがわかっている

[29]。90Yは純線放出核種であるため組織中の飛程が数mmと短く、組織中の放射

能を正確に計測することは困難である。111Inは組織内飛程が長く線よりも正確な計

数が可能な線を放出し、半減期も 67.3 時間と 90Y（64時間）とほぼ同等、体内挙動

も同じであることから、90Y標識体の体内動態解析には 111In標識体が一般に用いられ

ている。 

 111In抗 ROBO1抗体は投与後 144時間の腫瘍において 10.1 ± 1.3%ID/g の集積を

示した。標的組織（腫瘍）で抗原を認識した RI抗体はそのまま結合し長時間留まる

ため、標的組織における集積率は時間経過と共に増加する。本体内分布実験において

も、111In抗 ROBO1抗体の集積率は時間経過と共に増加する傾向が確認された。こ

のことから、111In抗 ROBO1抗体は小細胞肺がん移植腫瘍に対し特異的な集積性を

有していると考えられる。我々は過去に肝細胞がん（HepG2 細胞株）モデルマウス

に対し、111In抗 ROBO1抗体の体内分布実験を行い、最大 15.0 ± 0.69%ID/g という

集積率を得た[38]。本実験結果は、それよりも 32.7%低い数値である。これは、小細

胞肺がん NCI-H69 細胞株と肝細胞がん HepG2細胞株における ROBO1の発現量が
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関与していると思われる。Ito et al.の解析により、NCI-H69 細胞株の 1細胞あたり

ROBO1の発現量は HepG2細胞株よりも 34.1%低いことがわかっている（data not 

shown）。これは上記体内分布実験で得られた両者に対する 111In抗 ROBO1抗体の集

積率の差とほぼ同等である。よって、細胞における ROBO1の発現量の違いが、集積

率に差が見られた原因であると考える。抗体の集積率は RITの治療効果を決定する

重要な要因であるため、本小細胞肺がんモデルでは肝細胞がんモデルよりも吸収線量

が低くなることが予想された。しかし、肝細胞がんは放射線感受性の低いがん種であ

るのに対し、小細胞肺がんは放射線感受性の高いがん種である[3, 42]。そして、その

肝細胞がん移植腫瘍に対し、90Y抗 ROBO1抗体は有意な抗腫瘍効果を示した[38]。

このことから、集積率は低いものの、本 RI抗体は小細胞肺がんに対し有意な抗腫瘍

効果を発揮し得ると考えられた。 

血液では投与後 144時間において 6.55 ± 0.5%ID/gと腫瘍に次ぐ数値を示し、RI

抗体の血中滞留性が認められた。血中の RI抗体は全身被ばくの要因となるため、RI

抗体の血中濃度が長期間に渡り高い状態が維持されていた場合、RIT用薬剤としての

使用は不適切である。しかし、血中の RI抗体濃度は時間経過と共に減少していたこ

と、他の RI抗体を用いた先行研究でも血中濃度の経時的変化や投与 144時間後の血

中濃度に大きな差はなかったことから、本 RI抗体の血中滞留性に問題はないと判断

した[21, 27]。ただし、先行研究において実施された RIT実験では、血中の RI抗体
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に起因すると思われる骨髄抑制等の造血系への副作用が認められたことから、本 RI

抗体においても同様の副作用が起こる可能性が考えられた。 

正常臓器では肝臓、腎臓、脾臓において比較的高い集積が認められ、いずれも時間

経過とともに低下するか、観察期間中ほぼ一定の数値を示した。しかし、Ito et al.は

これら臓器における ROBO1の発現はほとんどないことを報告している[36]。また先

に述べたとおり、RI抗体の特異的集積は時間経過と共に集積率が増加する傾向を示

す。このことから、本集積は 111In抗 ROBO1抗体の特異的集積ではないと考えられ

る。これらの臓器で高い集積が見られた理由としては、第一に血流量が豊富な臓器で

あることが考えられる。肝臓や腎臓は血液プールとしては特に大きな臓器であること

から、臓器に残留した血液中の RI抗体が検出されていることが考えられる。その他

の理由としては、肝臓、脾臓への集積は、RI抗体が内皮細胞の Fcレセプターにトラ

ップされた可能性が考えられる。これらの臓器は細網内皮系が発達しており、抗体を

トラップし細胞内に取り込む Fcレセプターを発現している[43, 44]。Fcレセプター

を介して内皮細胞に取り込まれた RI抗体が検出された可能性がある。腎臓への集積

の理由としては、第一に RI抗体の尿中排泄の可能性が考えられる。しかし、過去の

研究で本抗体の尿中への排泄はほとんど見られないことがわかっている[45]。よって、

本集積は腎機能（腎ろ過）に由来するものではないと思われる。それ以外の可能性と

しては、前述の腎臓に残留した血液中の RI抗体が有力である。腎臓はヒトでは心拍
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出量の 20%以上を占める血流の豊富な臓器であり、マウスにおいても腎臓は血流が豊

富であると推察される。111In抗 ROBO1抗体の腎臓への集積は、腎臓に残留した血

液中の RI抗体が原因である可能性が高いと考える。 

正常臓器における RI抗体の集積は、当該臓器への吸収線量がそれ以外の臓器と比

べて増加することを意味する。特に脾臓は造血組織であり、放射線感受性が高い。よ

って、肝臓、腎臓、脾臓に対し放射線による影響が発生する可能性が考えられた。 

 

4.2 90Y抗 ROBO1抗体による RIT実験と病理学的解析 

4.2.1 90Y抗 ROBO1抗体の抗腫瘍効果 

本研究は、小細胞肺がんに対する 90Y抗 ROBO1抗体による RIT後の組織の病理

学的変化を経時的に追跡した最初の研究である。 

90Y抗 ROBO1抗体の RITにより、腫瘍の体積は有意に減少した。さらに、細胞

変性、広範な凝固壊死、アポトーシス細胞の増加、Ki-67陽性細胞の減少等の病理

学的変化も確認された。治療を受けた腫瘍細胞では細胞死や細胞変性等の形態学的、

病理学的な変化が誘導される[40]。治療を行った腫瘍において見られる細胞の反応

は、1．細胞死（アポトーシス、凝固壊死）、2．細胞変性（細胞成分の膨化、クロ

マチンの凝集）、3．変化なしの 3種類が挙げられる。 



32 

 

治療によって誘導される「1．細胞死」は、病理学的には壊死とアポトーシスに

大別される。壊死は凝固壊死、融解壊死等の種類が存在するが、いずれもストレス

刺激により生じる不可逆的な細胞障害である。凝固壊死では細胞核が融解し、細胞

の形態が崩れ細胞質が流出する。そのため、凝固壊死に陥った領域では核の染色性

が失われ、流出した細胞質により一様に好酸性に染色される。これは細胞質内の塩

基性物質の減少や消失と、ミトコンドリアの増加、膨化に基づく変化と考えられて

いる。虚血部においても凝固壊死が誘導されることがあるが、その領域は狭く限定

的である。一方、治療効果によって誘導された凝固壊死は広範囲にわたる傾向があ

り、見分けることが可能である。実際、RI抗体投与 7日目の腫瘍において認めら

れた凝固壊死は腫瘍の 7割近くに及ぶ例もあったのに対し、腫瘍が増大して生じた

凝固壊死は範囲が限定的だった。融解壊死は壊死組織の自己融解が本体であり、壊

死細胞からのリソソームに由来する水解酵素の作用によって生じる。脂質に富む中

枢神経組織などで見られる壊死像であり、本研究では確認されなかった。アポトー

シスは内的あるいは外的要因（ウイルス・細菌等の感染、虚血、化学物質、放射線

等）によるストレスで惹起される細胞障害の非可逆的変化であり、細胞死に際して

細胞質等を流出させることなく、最終的にアポトーシス小体を形成する。HE染色

では投与 7日目においてアポトーシス細胞の増加が確認できた上、TUNEL法によ
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る定量解析でも、RIT群の 7日目腫瘍の TUNEL index は 0日の腫瘍よりも有意に

高い数値を示した。 

「2．細胞変性」は凝固壊死やアポトーシスとは異なり可逆的な変性である。変

性が進みクロマチンの凝集等に至れば細胞死に陥るが、逆に変性が収まれば正常な

細胞に戻る。観察では、可逆的な段階にある細胞のほか、クロマチンが凝集した細

胞も確認された。腫瘍の観察においてこれらの病理学的変化が確認されたことは、

90Y抗ROBO1抗体が腫瘍細胞に有意な抗腫瘍効果を有していることを示している。 

「3．変化なし」の場合、腫瘍細胞に病理学的な変化は認められず、生食群（コ

ントロール）と同様の細胞の形態を示す。過去の研究において肝細胞がんモデルマ

ウスに非 RI標識抗 ROBO1抗体を投与した実験では、当該腫瘍には病理学的変化

は認められず、非 RI標識抗 ROBO1抗体には有意な抗腫瘍効果はないと判断され

た[38]。本研究では切片上の全ての細胞で凝固壊死、アポトーシス、細胞変性のい

ずれかが認められたことから、90Y抗 ROBO1抗体が小細胞肺がん移植腫瘍に対し

有意な抗腫瘍効果を有していることが病理学的にも示された。 

本実験において、RIT群の腫瘍は投与 20日目以降には再増大に転じた。また、

14日目には凝固壊死領域への組織球の集簇と線維化が認められ、21日目には組織

球や線維化が認められる一方、凝固壊死は見られなくなった。組織球は凝固壊死し

た細胞の残骸を貪食し、処理する細胞である。その後、遊走してきた線維芽細胞と
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組織球が入れ替わることで、組織の欠損した部位が修復される。これらは凝固壊死

に対する生体の免疫反応であり、治療で発生した病理学的変化に対応して惹起され

る現象である。21日目の時点で凝固壊死が認められなかったことは、その時点で細

胞を死滅させるだけの抗腫瘍効果が得られていないことを示唆している。さらに、

細胞変性から回復した細胞が認められたことから、90Y抗 ROBO1抗体の治療効果

は 21日目には減弱していると考えられる。実際、投与 20日経過時点での 90Y抗

ROBO1抗体の放射能は 200分の 1近くにまで減衰しており、本推測とは矛盾しな

い。過去の研究においても腫瘍の成長曲線は同様の経過をたどっていることから、

これ以降腫瘍が RITの効果により細胞死に陥ることはないと思われる。よって、90Y

抗 ROBO1抗体単独治療では根治を得ることは難しいと思われ、更なる治療プロト

コールの検討が必要であると考える。腫瘍全体で細胞変性等の病理学的変化が確認

されたことから、治療後に生存している細胞でも RITによる抗腫瘍効果は得られて

いたと判断出来る。よって、プロトコールの検討方針としては、これらの細胞を死

滅させるため、RITの抗腫瘍効果を増強することが有効であると考える。 

投与放射能量の増加は最も簡便に腫瘍の吸収線量を増やすことが出来、効果が期

待出来る方法である。しかし、過去の実験より、本研究で投与した 0.2mCi は最大

耐用量（MTD）に近いことがわかっており、これ以上の増加は重篤な副作用が発生

する可能性があることから、投与量の増加による抗腫瘍効果の改善は困難である。
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そのため、投与量を増やすことなく、治療効果を向上させることが求められる。具

体的な改善策については、4.3 90Y抗 ROBO1抗体を用いた治療法の改善にて記述

する。 

 

4.2.2 90Y抗 ROBO1抗体の正常臓器への影響 

本研究で RIT群において認められた正常臓器への影響としては、体重減少、造血

細胞の減少、肝細胞の風船状変化が挙げられる。しかし、これらの変化は一過性で

あり、観察期間中に死亡した個体はいなかったことから、本研究の投与量 0.2mCi

は致死的な投与量ではなかったと考える。 

脾臓では 14日目に赤芽球、顆粒球系の細胞で形成される regenerative islands

が認められ、21日目には巨核球を含む造血細胞の明らかな増加が確認された。

regenerative islandsは、幼弱な造血細胞の集合体で、減少した造血細胞が回復す

る際に認められる病理像である。これらの結果は、投与 14日目～20日目に造血細

胞の回復が始まっていることを示しており、本 RIT実験による脾臓へのダメージは

一過性であることが病理学的に確認された。 

胸骨では造血細胞の顕著な減少が認められ、その程度は大腿骨よりも明らかに重

度であった。体内分布実験の結果、両者への RI標識抗体の集積にほとんど差はな

く、このダメージの差は RI標識抗体の集積性によるものではないと思われる。こ
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の現象の原因としては、血液や高集積エリアからの被ばくが考えられる。RI抗体の

高い集積性を示した腫瘍は右肩に移植されている上、肝臓、腎臓でも比較的高い集

積が認められた。また、心臓は集積性自体は低いものの、血液プールとしては大き

な容量を有している。これらは大腿骨よりも胸骨に近い位置にあり、高集積部位か

らの物理的な位置関係が、胸骨と大腿骨でダメージが異なる原因だった可能性があ

る。RI抗体による造血組織への影響に関しては、Esteban et al. が血液中の 90Y標

識抗体や非特異的集積が主な原因であることを報告している[46, 47]。このことか

ら、造血系へのダメージは造血組織への RI抗体の特異的集積ではなく、血液中の

RI抗体や高集積部位からの被ばくが大きな要因になっていると推察され、臨床応用

を検討する際には慎重に考慮する必要がある。しかし、90Yの組織内飛程は数mm

程度と短い。体の小さなマウスでは近傍臓器からの距離が近いため影響を受けやす

いが、体の大きなヒトでは影響が軽減できる可能性がある。 

大腿骨における造血細胞への影響は、投与 7日目に巨核球が減少したのみだった。

また、脾臓、胸骨においては赤芽球、顆粒球は 14日目に回復傾向が見られたのに

対し、巨核球は 21日目と、巨核球の減少や回復は赤芽球、顆粒球とは異なる傾向

を示した。これは、巨核球とそれ以外の造血細胞との放射線感受性に違いがあるた

めと考えられる。赤芽球、顆粒球、巨核球はそれぞれ赤芽球前駆細胞（erythroid 

burst-forming unit, BFU-E）、顆粒球・単球系前駆細胞（colony-forming unit 
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granulocyte granulocyte-macrophage, CFU-GM）、巨核球系前駆細胞

（colony-forming unit megakaryocyte, CFU-Meg）から分化する。CFU-GMは放

射線抵抗性である一方、幼弱な CFU-MegやBFU-Eは放射線高感受性である[48]。

Kashiwakura et.al は骨髄前駆細胞の放射線感受性に関する研究を報告している

[49, 50]。BFU-E、混合系前駆細胞（CFU-Mix）、CFU-Megに対し 2 Gyの X線を

照射し、照射後の細胞の生存率を解析した実験では、CFU-Megの生存率は BFU-E、

CFU-Mixよりも有意に低かった。このことから、CFU-Megの放射線感受性は

BFU-E、CFU-GMよりも高いと考えられ、本 RITにおいて骨髄前駆細胞が受けた

放射線のダメージは、CFU-Megが最も大きかったと推察される。巨核球の前駆細

胞である CFU-Megのダメージが大きく、CFU-GMや BFU-Eよりも回復が遅れた

ことが、巨核球の回復が赤芽球、顆粒球よりも遅かった原因であると考えられる。 

肝臓では、投与 7日目に肝細胞の風船状変化が確認された。肝臓は体内分布実験

で 111In抗 ROBO1抗体が高い集積を示した上、血液プールとしても大きな臓器で

ある。よって、RITにおいても 90Y抗 ROBO1抗体からの被ばく量が特に多い臓器

だったと考えられ、本結果は肝臓に集積した 90Y抗 ROBO1抗体からの被ばくが原

因であると考えられる。しかし、風船状変化は可逆的な変性であり、実際 14日目

には見られなくなっている。このことから、本抗体投与量における肝臓への影響は

一過性であり、致死的な要因にはならないと思われる。 
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以上のことから、90Y抗 ROBO1抗体の正常臓器への影響は一過性であることが

病理学的に確認された。しかし、造血系への明らかなダメージが確認されたことか

ら、治療に対しては慎重な配慮が必要であると思われる。 

 

4.3 90Y抗 ROBO1抗体を用いた治療法の改善策 

4.2.1にて記載した通り、90Y抗 ROBO1抗体を用いた RITで小細胞肺がんの根治

を目指すためには、抗腫瘍効果を増強する方針での改善策が期待出来る。しかし、投

与放射能量を増やすことは副作用の観点から困難である。そのため、投与放射能量を

変えることなく治療効果を改善することが求められる。その方法としては、1．抗体

の腫瘍への集積性の改善と、2．腫瘍の放射線感受性の向上が考えられる。以下、そ

れぞれについて考察を行う。 

 

4.3.1 抗体の腫瘍への集積性の改善について 

RITの治療効果は、RI抗体を腫瘍にいかに多く集積させることが出来るかに大

きく依存する。このため、抗体を効率よく腫瘍に集積させるすることは、RITを行

う上で極めて重要である。抗体の集積性を決定する要因としては、抗体のアフィニ

ティと、腫瘍における抗原の発現量の 2点が関与している。これらを改善すること

で、抗体の腫瘍への集積性が向上し、治療効果を増強出来ると考えられる。それぞ

れについて、先行研究を参考に改善方法の考察を行う。 
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まず、使用する抗体のアフィニティを向上させることが挙げられる。抗体のアフ

ィニティは腫瘍への集積率に大きく寄与するため、アフィニティを向上させること

で、投与放射線量を変えずに集積率を増加することができる。本研究で用いた

B5209B抗体以上のアフィニティを有する抗体を使用することで、抗体の集積性が

改善し、治療効果の増強に繋がると思われる。 

腫瘍における抗原の発現も重要な要因である。RITはモノクローナル抗体の抗原

抗体反応により、腫瘍に RI抗体を集積させる治療法である。よって、細胞の抗原

発現量や陽性率は RI抗体の集積率と治療効果に大きく影響する。そのため、腫瘍

における抗原の発現量を増加させ、抗体の集積率を向上させる研究が報告されてい

る。Murray et al. は 131I標識抗 tumor-associated glycoprotein （TAG）-72抗体

（131I抗 TAG-72抗体）を用いた臨床研究において、インターフェロン（F）

を投与した乳がん患者では TAG-72抗原の発現が増加し、131I抗 TAG-72抗体の集

積が向上したと報告している[51]。また、Meredith et al. も消化管腫瘍患者におい

て同様の報告をしており、投薬によるがん特異抗原の発現の増強は RI抗体の集積

を改善するための手法として期待出来る[52]。しかし、この手法の実現には標的抗

原の発現制御メカニズムの解明が不可欠である。本研究で標的としている ROBO1

はいまだ不明な点の多い分子であり、その発現制御メカニズムも解明されていない。
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今後、ROBO1の発現制御メカニズムを解明し、投薬による ROBO1抗原の増加の

可能性について、検討を行う必要があると考える。 

以上のことから、抗体の集積性を改善するためには、抗体のアフィニティを向上

させる、または投薬により腫瘍における抗原の発現量を増加させるといった方法が

考えられる。 

 

4.3.2 腫瘍の放射線感受性の向上 

腫瘍の放射線感受性は放射線治療の効果を決定する重要な要因である。放射線感

受性の高い腫瘍は、それだけ高い効果が期待出来る。そのため、投薬により腫瘍細

胞の放射線感受性を向上させ、RITの治療効果を増強するという研究が行われてい

る。細胞の放射線感受性を高める物質は放射線増感剤と呼ばれ、その作用機序は

様々である。以下、代表的な放射線増感剤ごとに考察を行う。 

シスプラチンやパクリタキセル等の抗がん剤は、単純な抗腫瘍効果だけでなく、

腫瘍の放射線感受性を向上させる放射線増感剤としても働くことが報告されてい

る[53]。シスプラチンの放射線増感剤としての作用機序は、細胞に取り込まれたシ

スプラチンの白金に放射線が当たり、二次電子線が発生しているためであると考え

られている[54]。パクリタキセルは細胞分裂において機能する紡錘体の形成を過剰

に促進し、最も放射線感受性の高い時期である G2/M期で細胞周期を停止（G2/M 
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arrest）させることが、放射線増感の機序であると考えられている[53, 55]。これら

抗がん剤との併用により RITの治療効果を増強することが期待されており、

Al-Ejeh et al. はシスプラチンと RITの併用治療により腫瘍モデルマウスの

survival が改善した研究を報告している[41]。このことから、90Y抗 ROBO1抗体

と化学治療との併用は有用である可能性がある。 

放射線増感剤には、細胞が放射線で受けたダメージを修復する機構を阻害し、細

胞死を誘導するものが存在する。放射線による細胞死は、一般的に放射線照射で発

生する DNA損傷（一本鎖切断、二本鎖切断等）によって誘導される[56]。しかし、

細胞には切断された DNAの修復機構が備わっており、DNAの修復に関わる因子と

してはpoly ADP ribose polymerase（PARP）、Aurora-A等が報告されている[57-59]。

これらの因子が DNA修復を促進し、治療後の腫瘍細胞の生存に寄与していると考

えられている。PARP inhibitorは PARPの働きを阻害し、腫瘍の DNA修復を阻害

して細胞死を誘導する物質であり、RITと PARP inhibitorとの併用により RIT単

独での治療よりも治療効果が改善したという研究が報告されている[60]。90Y抗

ROBO1抗体と PARP inhibitorの併用治療も、有効である可能性がある。 

腫瘍組織中の酸素分圧を向上させ、RITの治療効果を増強させるという方法も考

えられる。90Y抗 ROBO1抗体が放出する線は、細胞中の水分子を電離・励起する

ことでフリーラジカルを発生させ、そのフリーラジカルが DNAを損傷させること
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で治療効果を発揮する[61]。ラジカルの産生量は腫瘍の産生量は酸素分圧と相関が

あり、酸素分圧の低い条件下ではラジカルの産生量が減少し、治療効果が低下する

ことがわかっている。そして、腫瘍の成長に伴い、腫瘤内部には酸素分圧の低い低

酸素領域が発生することが報告されている[62]。低酸素領域に存在する細胞（低酸

素細胞）は上記酸素効果により治療効果を受けにくく、放射線治療抵抗性を示す。

また、低酸素誘導因子（Hypoxia Inducible Factor）等の働きにより、血管新生、

浸潤、転移が促進されるなど、低酸素細胞の撲滅はがん治療において重要なテーマ

であると考えられている。がん組織中の低酸素領域に対する対処法としては、

Kinuya et al. が大腸がんモデルマウスと血管拡張剤ペントキシフィリンを用いた

研究を報告している[63]。大腸がんモデルマウスに血管拡張剤を投与したところ、

腫瘍の酸素分圧が改善したという結果が得られており、Kinuya et al. は酸素分圧

の改善により RITの治療効果が増強できる可能性を指摘している。血管拡張剤と併

用することで、90Y抗 ROBO1抗体の治療効果を高められる可能性がある。 

以上のことから、RITを用いて小細胞肺がんの根治を目指す方法としては、種々

の薬剤との併用治療を行うことにより、腫瘍細胞の放射線感受性を向上させ、RIT

の治療効果を増強することが考えられる。 
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4.4 本実験のまとめ 

本実験では、小細胞肺がんモデルマウスに対する 90Y抗 ROBO1抗体を用いた RIT

の治療効果について、病理学的側面から評価を行った。90Y抗 ROBO1抗体は小細胞

肺がん移植腫瘍に対し凝固壊死や細胞変性の誘導など、有意な抗腫瘍効果を示したが、

投与後 20日程度で細胞変性から回復する細胞が見受けられ、効果が減弱しているこ

とが示唆されるなど、治療プロトコールの検討が必要であることが示された。また、

正常臓器に対しても一過性ではあるが病理学的な影響が確認され、治療プロトコール

の検討を行う際、慎重な配慮が求められることが示された。  
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Ⅲ. 研究課題 2．小細胞肺がんモデルマウスにおける 

RITと化学治療の併用治療の検討 

 

1．目的 

 先の研究により、90Y抗 ROBO1 抗体単独での RIT では治療効果には限界があり、

survival の改善や根治を得るためには治療プロトコールの検討を行い、治療効果を増

強する必要があることが示された。 

 シスプラチンは、小細胞肺がん治療において一般的に用いられているプラチナ製剤

である[6, 22, 64]。放射線治療の増感効果があることがわかっており、実際に RITと

シスプラチンの併用により治療効果が増強することが報告されている[41]。このこと

から、90Y抗 ROBO1抗体とシスプラチンを併用することで、survival の改善が期待

できると判断し、90Y抗 ROBO1抗体の RITとシスプラチンの化学治療の併用による

治療効果について検討を行った。 
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2．方法 

2.1 抗 ROBO1抗体と抗体のキレート化 

 RIT用抗 ROBO1抗体として DOTA-B5209Bを使用した[36, 38]。抗体の DOTA

化手順は「1．90Y抗 ROBO1抗体を用いた放射免疫療法の病理学的解析」にて記載

した方法と同じである（2.1 参照）。 

 抗ROBO1抗体B5209Bの作製は東京大学先端科学技術研究センター浜窪研究室に

依頼した。B5209Bのキレート化は富士フイルム RIファーマに依頼した。 

 

2.2 抗体の RI標識と性能評価 

2.2.1 放射性核種の入手 

 体内動態解析に用いる放射性核種 111In（半減期 67.3 時間）は、Nordion社（カ

ナダ）より 111InCl3として購入した。治療用核種である 90Y（64時間）は日本アイ

ソトープ協会を介して、Eckert & Ziegler Nuclitec GmbH 社（ドイツ）で製造され

た 90YCl3を購入した。 

 

2.2.2 抗体の RI標識 

 「1．90Y抗 ROBO1抗体を用いた放射免疫療法の病理学的解析」にて記載した方

法と同じである（2.2.2参照）。 
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2.2.3 標識体の性能評価 

 「1．90Y抗 ROBO1抗体を用いた放射免疫療法の病理学的解析」にて記載した方

法と同じである（2.2.3参照）。 

 抗体の RI標識と性能評価は富士フィルム RIファーマに依頼した。 

 

2.3 シスプラチンの調製 

 シスプラチン（製品番号 P4394）はシグマアルドリッチより購入した。インキュ

ベータで 50°Cに加温した生理食塩水にシスプラチンを 1 mg/ml の濃度で溶かした。

その後、投与量に応じて生理食塩水で希釈し、実験に使用した。調製後は遮光し、常

温で保管した。 

 

2.4 モデル動物の作製 

2.4.1 小細胞肺がん細胞株 

 ROBO1陽性細胞株として、ヒト小細胞肺がん細胞株 NCI-H69（ATCC, HTB-119）

を使用した[39]。10% FBS（GIBCO）＋RPMI 1640（Sigma）培地にて 37°C、5% 

CO2条件下で培養した。 

 



47 

 

2.4.2 小細胞肺がんモデルマウス 

 BALB/cヌードマウス（♂, 5週齢）を日本クレアより購入し、1週間の馴化飼育

の後、細胞移植を行った。移植手順は「研究課題 1．小細胞肺がんモデルマウスに

おける 90Y抗 ROBO1抗体を用いた放射免疫療法の病理学的解析」にて記載した方

法と同じである（2.3.2参照）。 

 飼育条件は固形飼料および水道水を自由摂食させた。体重と腫瘍体積の測定を週

2回行った。腫瘍の体積は、腫瘍の長径と短径をノギスで測定し、以下の式より算

出した。 

腫瘍体積           長径   短径 
 
 

移植から 5週間の飼育の後、動物実験に使用した。 

 

2.5 RITと化学治療の併用実験 

2.5.1 治療実験 

 小細胞肺がんモデルマウスをランダムに 5群（n=7匹/群）に分け、それぞれ生食

群、シスプラチン単独群、RIT単独群、3 mg/kg併用群、5 mg/kg併用群とした。

投与スケジュールについて、表 3に示す。生食群と RIT単独群には生理食塩水 0.2 

ml、シスプラチン単独群と 5mg/kg併用群にはシスプラチン 5 mg/kg、3 mg/kg併

用群にはシスプラチン 3 mg/kgを腹腔内投与した（day -1）。1日後（day 0）、生食
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群とシスプラチン単独群に生理食塩水 0.2 ml、RIT単独群、3 mg/kg併用群、5 mg/kg

併用群に 90Y抗 ROBO1抗体 0.18 mCi を尾静脈より投与した。実験開始時の腫瘍

の体積は生食群で 211.6 ± 100.3 mm3、シスプラチン単独群で 222.6 ± 102.8 mm3、

RIT単独群で 221.4 ± 112.1 mm3、3 mg/kg併用群で 232.9 ± 115.4 mm3、5 mg/kg

併用群で 194.9 ± 135.1 mm3であり、各群間に有意差はなかった。週 2回の腫瘍と

体重の測定を治療後 90日まで、週 1回の血球測定を治療後 28日まで実施した。 

 

2.5.2 病理学的解析 

 小細胞肺がんモデルマウスをランダムに 4群（n=2匹/群）に分け、それぞれ生食

群、シスプラチン単独群、RIT単独群、5 mg/kg併用群とした。2.5.1 と同様のス

ケジュールで生理食塩水、シスプラチン、90Y抗 ROBO1抗体の投与を行った（表

3）。投与 7日目（day 7）に麻酔下の脱血により安楽死させ、腫瘍と臓器（肝臓、

腎臓、脾臓、腸管、胸骨、大腿骨）を採取した。胸骨、大腿骨以外の試料は最大割

面を作製し、4% パラホルムアルデヒドで 4°C、一晩の固定をした後、パラフィン

に包埋した。胸骨、大腿骨は 4℃で二晩の固定処理と、10% EDTA溶液で 72時間

の脱灰処理を行った後、パラフィン包埋した。脱灰処理の間、液交換を 1回行った。

パラフィン包埋した試料を 3 µm厚に薄切した。組織切片を脱パラフィン、水和し



49 

 

た後、胸骨、大腿骨以外の組織は HE染色で、胸骨、大腿骨はギムザ染色で染色し、

形態学的解析を行った。 

 抗腫瘍効果を定量的に評価するため、TUNEL法によるアポトーシス細胞の定量

を行った。「1．小細胞肺がんモデルマウスにおける 90Y抗 ROBO1抗体を用いた放

射免疫療法の病理学的解析」にて記載した方法と同様の手順で染色を行い、各サン

プル 3ヶ所に ROIを設定し、定量解析を行った。 

 

2.6 統計処理 

 データは平均値±SDで表記した。Student's t testおよび one-way ANOVA、

Tukey-Kramerの HSD検定を統計処理ソフト JMP 10.0.2 を用いて施行した。p値

<0.05を以て有意差を有するものとした。また、Kaplan-Meier 曲線も JMP 10.0.2

を用いて作製した。 

 

3．結果 

3.1 RITと化学治療の併用実験 

3.1.1 治療実験 

 90Y抗 ROBO1抗体とシスプラチンを用いた治療実験により、治療効果を評価し

た。核治療群の腫瘍体積の変化を図 16aに示す。生食群の腫瘍は増大を続け、投与
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37日目には全てマウスの腫瘍体積がエンドポイントである1,500 mm3を超過した。

Median Survival Time（MST）は 27日だった。シスプラチン単独群の腫瘍は投与

9日目まで腫瘍の成長が抑制されていたが、明らかな縮小は見られなかった。また、

13日目には増大を始め、37日目に全てのマウスの腫瘍体積がエンドポイントを超

過した（MST=30 日）。RIT単独群の腫瘍は明らかな縮小を示し、投与 16日目に最

少となり、0日目と比較して 12.1 ± 6.2 %まで縮小した。20日目から再増大が見ら

れ、55日目に全てのマウスがエンドポイントを超過した（MST=51日）。3 mg/kg

併用群の腫瘍は明らかな縮小が認められ、投与 20日目に最少となり 8.24 ± 7.6%ま

で縮小した（0日比）。23日目より再増大が確認され、69日目に全てのマウスがエ

ンドポイントを超過した（MST=55 日）。5 mg/kg併用群では腫瘍の明らかな縮小

が認められ、投与 20日目に最少となり、8.03 ± 8.4%まで縮小した（0日比）。23

日目より再増大が見られたが、一例が観察期間終了の 90日時点で腫瘍の成長が抑

制されたまま生存していた（MST=65 日）。各治療群の生存時間曲線を図 16bに示

す。Tukey-Kramerの HSD検定を使った全てのペアの比較により、5 mg/kg併用

群の生存期間は他の全ての群と有意差が認められた（p <0.05）。観察期間終了まで

生存した個体の 90日時点での腫瘍体積は 58.2 mm3だった。 

 投与後の体重を測定したところ、シスプラチン単独群、RIT単独群、3 mg/kg+RIT

群、5 mg/kg+RIT 群において、それぞれ 91.5 ± 2.7%, 90.4 ± 8.8%, 87.0 ± 3.2%, 86.4 
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± 4.0%まで減少したが、これらの変化は一過性であった（図 17a）。生食群の体重

は有意な変化は認められなかった。投与 7 日目の時点において、すべてのペアを

Tukey-Kramerの HSD検定により比較を行ったところ、生食群と 3 mg/kg併用群

または 5 mg/kg 併用群の間にのみ有意差が認められた（p <0.05）。 

 投与後の白血球、赤血球、血小板を測定した（図 17b-d）。RIT単独群では、WBC、

RBC、PLTが 15日目にそれぞれ 41.0 ± 24.1%, 70.8 ± 20.2%, 40.2 ± 12.9%まで減

少した（0日比）。3 mg/kg+RIT群では、WBC、RBC、PLTが 15日目にそれぞれ

19.4 ± 9.5%, 68.2 ± 6.9%, 20.1 ± 8.8 %まで減少した（0日比）。5 mg/kg+RIT 群で

は、WBC、RBC、PLTが 15日目にそれぞれ 20.3 ± 8.6%, 61.6 ± 5.3 %, 19.0 ± 9.6%

まで減少した（0 日比）。これらの変化は一過性であり、22 日目より回復傾向を示

した。血球が最も減少した 15 日時点でのすべてのペアの血球を Tukey-Kramer の

HSD検定により比較したところ、WBC、RBC、PLTのすべてにおいて生食群とシ

スプラチン単独群の間には有意差は認められなかった。また、RI抗体を投与した群

（RIT単独群、3 mg/kg併用群、5 mg/kg併用群）の間にも有意差は認められなか

った。WBC、PLTでは、RI抗体を投与した群の血球カウントは生食群、シスプラ

チン単独群よりも有意に低かった（p <0.05）。RBCにおいては、RI抗体を投与し

た群と生食群の間には有意差が認められた（p <0.01）。シスプラチン単独群と 

5 mg/kg併用群の間には有意差が認められたが（p <0.05）、シスプラチン単独群と
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RIT単独群または 3 mg/kg併用群の間には有意差は認められなかった。 

 

3.1.2 腫瘍の病理学的解析 

 腫瘍のHE染色により、生食群の腫瘍細胞は充実性増殖を示し、ところどころに

硝子様間質が認められた（図 18a）。シスプラチン単独群では個細胞性壊死のほか、

軽度な細胞体の膨化が認められた（図 18b）。RIT 単独群では凝固壊死のほか、明

らかな細胞体と核の膨化が確認された（図 18c）。5 mg/kg併用群では、RIT単独群

を上回る広範な凝固壊死、個細胞性壊死の増加、アポトーシス細胞の増加が認めら

れ、細胞体や核の膨化も確認された（図 18d）。 

 TUNEL 法によるアポトーシス細胞の定量解析では、TUNEL index は生食群、

シスプラチン単独群、RIT単独群、5 mg/kg併用群でそれぞれ 2.22 ± 0.56%、3.41 

± 1.3 %、10.5 ± 3.9%、21.1 ± 7.2%だった（図 19）。Tukey-Kramerの HSD検定

を使った全てのペアの検定により、5mg/kg 併用群の TUNEL index と他の全ての

群とで有意差が認められた（p <0.01）。 

  

3.1.3 正常臓器の病理学的解析 

 腎臓および腸管では全ての群で病理学的変化は認められなかった（図 20, 21）。

脾臓、胸骨、大腿骨においては、生食群、シスプラチン単独群では病理学的変化は
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認められなかった（図 22a-b, 図 23a-b, 図 24a-b）。 

 RIT単独群において、胸骨の造血細胞の減少が認められた（図 23c）。生食群と比

較して造血細胞の細胞密度は 20~50%程度まで低下しており、巨核球はほとんど見

られなかった。大腿骨では造血細胞の減少は認められなかった（図 24c）。脾臓の赤

脾髄でも造血細胞が顕著な減少を示し、白脾髄ではリンパ球の細胞密度の減少が確

認された（図 22c）。 

 5 mg/kg併用群において、胸骨の造血細胞の細胞密度が生食群と比較して 10%程

度まで減少し、大腿骨でも巨核球の減少が見られた（図 23d, 図 24d）。脾臓におい

ては、赤脾髄の造血細胞と白脾髄のリンパ球が RIT単独群以上に顕著な減少を示し

た（図 22d）。肝臓の肝細胞において風船状変化が確認された（図 25d）。 

 

4．考察 

4.1 RITと化学治療の併用による抗腫瘍効果 

治療実験により、5 mg/kg治療群の survivalは他の全ての治療群と有意差が認めら

れた。病理学的解析においても 5 mg/kg併用群の腫瘍は RIT単独群以上の細胞変性

が見られ、TUNEL index も高い数値を示した。さらに、治療群の治療強度は生食群、

シスプラチン単独群、RIT単独群、3 mg/kg併用群、5 mg/kg併用群の順に強くなり、

腫瘍体積の変化、生存時間曲線、TUNEL indexは治療強度依存的な改善を示した。
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このことから、RITと化学治療の併用により、抗腫瘍効果が有意に増強されたと考え

る。 

抗腫瘍効果が改善した理由としては、1．シスプラチンによる直接的な治療効果と、

2．シスプラチンによる放射線増感作用が考えられる。しかし、本実験ではシスプラ

チンの投与は 1回のみであり、コントロールであるシスプラチン単独群では数日程度

の腫瘍の成長抑制効果は認められたが、9日目には再増大が見られるなど、効果の減

弱が示唆されており、さらに survival の改善も得られなかった。このことから、本実

験系におけるシスプラチンの直接的な治療効果は弱く、5 mg/kg併用群で得られた明

らかな抗腫瘍効果の改善に大きく寄与はしたとは考え難い。本実験系においては、シ

スプラチンの治療効果よりも放射線増感作用による寄与が大きいと推測する。 

RITと化学治療の併用により、小細胞肺がん移植腫瘍に対する治療効果は有意に増

強された。しかし、投与 20日目以降には併用群でも再増大が認められるなど、根治

には至らず、治療の抗腫瘍効果が不十分であることが示された。興味深い点として、

RIT単独群と併用群でほぼ同一時点（投与 20日目）から腫瘍の再増大が認められた。

「研究課題 1．小細胞肺がんモデルマウスにおける 90Y抗 ROBO1抗体を用いた放射

免疫療法の病理学的解析」に記載した通り、90Yの物理学的半減期のため、投与 20

日目頃には RITの抗腫瘍効果は大きく減弱しており、生存している腫瘍細胞は変性

から回復しつつあることが明らかになっている。シスプラチンとの併用により抗腫瘍



55 

 

効果が増強されているが、90Y抗 ROBO1抗体の放射能が投与 20日目頃には大きく

減衰していることは RIT単独群と同様である。すなわち、20日目時点で生存してい

る腫瘍細胞に対しては併用群でも十分な治療効果を得ることは出来ないと推察され

る。よって、RITによる小細胞肺がんの根治を目指す際には、RI抗体の抗腫瘍効果

が得られている間に腫瘍細胞を根絶するための治療プロトコールの検討が必要であ

ると考えられる。 

 

4.2 RITと化学治療の併用による正常臓器への影響 

RITを行った群では、生食群、シスプラチン単独群と比較して造血系へのダメージ

が大きい傾向が示された。また、有意差はなかったものの、RITを行った群ではシス

プラチンの投与量依存的に造血系へのダメージが増強される傾向が認められた。病理

学的解析でも、RIT単独群の骨髄、脾臓よりも 5 mg/kg併用群の方がよりダメージが

大きく、血球測定と一致する結果が得られている。これはシスプラチンによる造血細

胞への細胞障害性と放射線増感効果が原因と考えられ、今後、併用治療を検討する際

には骨髄抑制に対する慎重な配慮が必要である。 

併用治療群で認められた病理学的な変化は造血細胞とリンパ球の減少以外には、肝

細胞の風船状変化のみだった。血球測定で治療 21日目以降には骨髄抑制の回復傾向

が認められたことから、造血細胞やリンパ球の減少は一過性であると思われる。また、
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肝細胞の風船状変化は可逆的な細胞変性であることから、肝臓へのダメージも一過性

であると考えられる。さらに、本実験において腫瘍の体積がエンドポイントを超過し

た以外の理由で死亡したマウスはいなかった。以上のことから、本実験で施行した 90Y

抗 ROBO1抗体とシスプラチンの投与量は致死的ではないと考えられる。 

 

4.3 本研究の limitation 

本実験では、治療実験のマウスの匹数を一群あたり 7匹で実施した。マウスを用い

た RITの先行研究においては、一群あたりの匹数は 5匹以上が一般的である[21, 26, 

38, 65]。本研究はそれを十分に満たしており、実験系としての信頼性には問題はない

と考える。 

一方、病理学的解析は一群あたり 2匹で実施し、さらに 3mg/kg併用群は解析を行

なっていない。本実験は治療実験と病理学的解析を 1 回の実験で同時に実施したが、

飼育・投与できるマウスの個体数に上限があったため、治療実験の統計学的信頼性を

担保することを優先し、病理学的解析は一群あたり 2匹、群数は 3 mg/kg併用群を除

く計 4群に設定した。そのため、TUNEL index を含む統計学的信頼性は低いと言わ

ざるをえない。しかしながら、病理学的解析は各種染色による顕微鏡下での形態学的

観察が主たる評価方法であり、統計解析は補足的な位置付けである。本実験の観察で

は、HE 染色サンプルにおいて治療強度に応じた病理学的変化が確認されている上、
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TUNEL法によるアポトーシス細胞の観察でも 5 mg/kg併用群の方が RIT単独群よ

りもアポトーシス細胞が多いことは明らかである。加えて、各群 2匹の病理像はほぼ

同様の形態を示しており、個体差や治療効果の過度なばらつきは認められない。以上

のことから、一群あたりの匹数は少ないものの、病理学的解析の主たる目的は十分に

達成されており、実験結果の評価に大きな問題はないと考える。また、3 mg/kg併用

群の治療効果は腫瘍の体積変化から RIT単独群と 5 mg/kg 併用群の中間に位置して

おり、病理学的解析でもそれに近い病理像が得られることが推測されることから、 

3 mg/kg併用群の解析は必須ではないと考える。 

併用治療群の対照として、シスプラチン単独群には day -1においてシスプラチン 

5 mg/kgを 1回だけ投与した。本実験は併用治療の放射線増感作用による治療効果を

評価することが目的であり、RIT単独群、シスプラチン単独群はそれぞれの投与薬剤

の対照として設定された。しかし、化学治療は継続的な投与により治療効果を得る治

療法である。日本における小細胞肺がんの化学治療ではシスプラチンとイリノテカン

の PI療法が標準治療として取り入れられている[66]。今後、併用治療と化学治療の

治療効果の比較を行う際には、標準治療に則った化学治療群を対象として設定する必

要がある。 
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4.4 今後の展望 

RITと化学治療の併用により、明らかな治療効果の増強と survival の改善が得ら

れ、観察期間終了時に一例が腫瘍の成長が抑制された状態で生存しているという結果

が得られた。さらに、本実験の副作用によって死亡した個体はなく、致死的な治療で

はないことが確認された。RITと化学治療の併用により治療効果が増強されることが

示されたことから、RITを主軸とした治療は小細胞肺がんの survival の改善に繋が

る可能性がある。しかしながら、併用群でも大部分は腫瘍の再増大が認められたこと

から、更なる治療プロトコールの改善が必要であると思われる。 

今後の具体的な改善策としては、1．90Y抗ROBO1抗体の追加投与、2．90Y抗ROBO1

抗体と PARP inhibitorとの併用治療、3．化学治療のコースに則った RITとの併用

治療、4．177Lu標識抗 ROBO1抗体による RIT、5．90Y-177Luカクテルによる RIT、

6．90Y-177Luカクテルと化学治療の併用治療等が考えられる。 

90Y抗 ROBO1抗体の追加投与に関しては、当研究室の古山が過去に検討を行って

いる[45]。1回目の 90Y抗 ROBO1抗体の投与から 21日目に 2回目の投与を行ったと

ころ、マウスの生存期間の延長が達成された。しかし、腫瘍の再増大が認められた上、

投与 2回目の抗腫瘍効果は 1回目よりも低いことが明らかになった。このことから、

1．90Y抗 ROBO1抗体の追加投与は十分な効果は期待できないと考える。 



59 

 

PARP inhibitorは、放射線照射によって生じたDNAの二本鎖切断を修復を阻害し、

アポトーシスを誘導する放射線増感剤である[67]。RITと PARP inhibitorの併用治

療により、肺がんモデルマウスの survival が改善したとの報告があることから、2．

90Y抗 ROBO1抗体と PARP inhibitor との併用治療は有効である可能性がある[60]。

また、PARP inhibitor以外の放射線増感剤との併用も考えられる。Heat Shock 

Protein 90（HSP90）inhibitorはタンパク質の折り畳みに関与する分子シャペロン

HSP90の阻害剤であり、HSP90 inhibitorで処理した腫瘍細胞の放射線感受性が向

上したとの報告がされている[68]。RITとの併用治療に関する報告はされていないが、

併用治療の候補として期待出来る。 

4.3にて記載した通り、小細胞肺がんの化学治療は抗がん剤を継続的に投与して行

われる。本実験ではシスプラチンは 1回しか投与していないため、シスプラチン本来

の抗腫瘍効果が十分に得られたとは言い難い。治療コースに則った上で併用治療を行

えば、RITと化学治療の両方の治療効果が得られると考えられ、3．化学治療のコー

スに則った RITとの併用治療はマウスの予後を大きく改善する可能性がある。 

4.1にて、投与 20日目には RITの抗腫瘍効果が減弱してしまうことを記載した。

これは 90Yの半減期が 2.7 日と比較的短いことに起因している。長半減期の核種を使

い、長い期間抗腫瘍効果を得ることで、治療効果が改善する可能性がある。そのため

の方法として、177Luの使用が注目されている。177Luは半減期 6.7日、最大エネルギ
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ー0.5 MeVの線放出核種である[19]。90Yよりも半減期が長いため、集積した部位で

長期間放射線を照射することが出来る。さらに、90Y（2.3 MeV）よりも線のエネル

ギーが低いため組織内飛程が短く（90Y 11 mm vs 177Lu 2 mm）、骨髄等の非標的臓器

への被ばくを軽減できることから、より多くの放射能を投与することが出来る。さら

に、小型の腫瘍に対しては 90Y標識抗体よりも 177Lu標識抗体の方が有効であるとの

報告もあり、177Luは 90Yに代わる RITの治療用核種として期待されている[69]。実

際に 177Lu標識抗体を用いた肺がんモデルマウスに対するRITが有効であった旨の報

告もされており、4．177Lu抗 ROBO1抗体による RITは有力な治療手段となる可能

性がある[60]。 

90Y標識抗体と 177Lu 標識抗体を混合して投与するカクテル療法も考えられる。先

行研究としては、神経内分泌腫瘍に対するペプチド治療薬 DOTATATEや DOTATOC

の 90Y標識体と 177Lu標識体を一定の割合で混合し、同時に生体に投与する、90Y–177
Lu

カクテル療法が報告されている[70-74]。線のエネルギーが高く、半減期が短い 90Y

で大きな腫瘍を攻撃し、残存した腫瘍細胞を低エネルギー、長半減期の 177Luで叩く

することを目的とした治療法である。90Yと 177Luの物理的性状を利用した治療法で

あり、膵臓がん移植ラットを用いた 90Y–177Luカクテルの治療実験では、

90Y-DOTATOCと 177Lu-DOTATATEの各単独治療群のMSTがいずれも 75日以下で

あったのに対し、カクテル治療群ではMSTが 150日を超えるなど、明らかな survival
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の改善が得られている[73]。臨床研究では、神経内分泌腫瘍患者に対しカクテル治療

群（n=25）と 90Y-DOTATATE単独群（n=25）による治療の比較検討が実施され、2

年生存率はカクテル治療群で 89%、90Y-DOTATATE単独群では 62%だった[72]。骨

髄への毒性が認められるものの 90Y-DOTATATE単独群と同等であり、治療の耐容性

も良好であることから、筆者らは実用に問題はなく、安全であると判断している。以

上のことから、90Y–177Luカクテル療法はそれぞれの単独治療よりも治療効果が高く、

有望な治療法であると考えられる。しかし、90Y–177Luカクテル療法はペプチド治療

薬では報告されている一方、モノクローナル抗体を用いたカクテル療法はいまだ報告

されていない。ペプチドと比べて分子量が大きい抗体は血中半減期が長いため、より

慎重な副作用へのケアが求められると思われる。 

90Y–177Luカクテル療法と化学療法の併用も効果が期待出来る治療法である。併用

治療の有効性は本研究で示した通りであり、さらにカクテル療法は単独治療を上回る

治療効果を望める。両者を組み合わせることで、小細胞肺がんの根治的な治療法の開

発に繋がる可能性がある。 

 

4.5 本実験のまとめ 

本実験では、小細胞肺がんモデルマウスに対し、RITと化学治療の併用による治療

効果への寄与について検討を行った。併用治療群では RIT単独群と比べて有意な

survival の改善が得られたほか、一例が観察期間終了まで生存した。さらに、病理学
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的にも RIT単独治療よりも強い抗腫瘍効果が得られていることが確認された。この

ことから、RITと化学治療の併用は小細胞肺がん治療において有用であることが示さ

れた。しかし、併用群でも大部分の腫瘍で再増大が認められたことから、更なる治療

法の改善が必要であると考える。また、一過性に RIT単独群よりも強い骨髄抑制等

の副作用が確認されたことから、今後の検討においては慎重な配慮が求められる。  
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Ⅳ. 結論 

本研究では、小細胞肺がんに対する 90Y抗 ROBO1抗体を用いた RITの病理学的

解析と、RITと化学治療の併用による治療効果への寄与について検討を行った。 

RIT後の腫瘍組織では広範な凝固壊死やアポトーシス等の不可逆的かつ致死的な

細胞の変化、および細胞体、核の膨化といった可逆的な細胞変性が認められ、本 RIT

により有意な抗腫瘍効果が得られることを病理学的に明らかにした。さらに、正常臓

器における RITの影響は一過性であり、致死的ではないことを病理学的に明らかに

した。 

RITと化学治療の併用治療実験では、併用治療により RIT単独治療以上の survival

の改善が得られることを明らかにした。さらに、副作用は RIT単独治療より強くな

るものの、造血系に限局しており、致死的ではないことを明らかにした。 

本研究により、ROBO1陽性小細胞肺がんに対する RITの有効性が示され、今後の

小細胞肺がんの survival の改善に繋がり得る重要な知見が得られた。  
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図表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isotope Half life Radiation Energy 
111In 67.3 h  171 keV, 245 keV 
90Y 64 h  2.3 MeV 
131I 8 d  0.81 MeV 

177Lu 6.7 d ,  0.5 MeV 
211At 7.2 h  5.87 MeV 
213Bi 45.7 min  5.87 MeV 

表 1．RIT関連研究において使用される核種 
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図 1．小細胞肺がん移植腫瘍における ROBO1の免疫組織化学 

小細胞肺がん移植腫瘍に対する抗 ROBO1抗体の免疫組織化学により、 

陽性像が確認された（対物 40倍、Scale bar = 100 µm）。 
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図 2．小細胞肺がんモデルマウスによる 111In 抗 ROBO1抗体の体内分布実験 

小細胞肺がん移植腫瘍へ時間経過と共に増加する特異的な集積性を認めた。 
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 6 h 24 h 48 h 72 h 144 h 

Blood 19.2 ± 2.1 13.2 ± 1.0 10.5 ±1.5 9.94 ± 1.5 6.55 ± 0.5 

Heart 4.74 ± 0.3 3.51 ± 0.1 2.71 ± 0.3 2.25 ± 0.3 1.75 ± 0.1 

Lung 6.04 ± 0.5 5.03 ± 0.4 4.68 ±0.5 4.57 ± 0.3 2.81 ± 0.8 

Liver 6.10 ± 1.6 7.29 ± 0.6 6.44 ± 1.4 7.29 ± 0.4 5.68 ± 0.9 

Kidney 7.46 ± 0.7 8.21 ± 0.3 6.67 ± 0.2 6.34 ± 1.0 4.73 ± 0.4 

Spleen 5.36 ± 0.7 5.62 ± 0.6 5.38 ± 0.7 5.52 ± 0.1 5.14 ± 0.4 

Stomach 0.51 ± 0.2 0.72 ± 0.4 1.00 ± 0.1 0.64 ± 0.4 0.86 ± 0.1 

Intestine 1.25 ± 0.1 1.32 ± 0.5 1.41 ± 0.1 1.40 ± 0.3 1.02 ± 0.1 

Muscle 0.59 ± 0.2 0.90 ± 0.1 0.89 ± 0.1 0.83 ± 0.1 0.61 ± 0.2 

Femur 1.20 ± 0.2 1.39 ± 0.2 1.44 ± 0.1 1.92 ± 0.4 1.71 ± 0.2 

Sternum 1.22 ± 0.2 1.56 ± 0.02 1.49 ±0.1 1.39 ± 0.04 1.13 ± 0.2 

Tumor 3.46 ± 0.3 6.42 ± 0.5 5.70 ± 2.5 9.37 ± 2.0 10.14 ± 1.3 

 

表 2．小細胞肺がんモデルマウスによる 111In 抗 ROBO1抗体の体内分布実験 

小細胞肺がん移植腫瘍へ時間経過と共に増加する特異的な集積性を認めた。 

（単位：%ID/g） 
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図 3．90Y 抗 ROBO1抗体による RIT後の腫瘍体積とマウス体重の変化 

（a）腫瘍体積の変化、（b）体重の変化 （** p<0.05） 
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図 4．RIT後の腫瘍の病理学的解析 

（a）投与 0日目、（b）投与 7日目、（c）投与 14日目、 

（d）投与 21日目、（e）投与 28日目 （対物 40倍、Scale bar = 100 µm） 
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図 5．RIT後の腫瘍の免疫組織化学および TUNEL解析 

（a）投与 0日目の Ki-67染色像、（b）投与 7日目の Ki-67染色像 

（c）投与 0日目の TUNEL像、（d）投与 7日目の TUNEL像 

（e）Ki-67 index と TUNEL index（対物 40倍、Scale bar = 100 µm、** p<0.05） 
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図 6．RIT後のマウス心臓の病理学的解析 

（a）投与 0日目、（b）投与 7日目、（c）投与 14日目、 

（d）投与 21日目、（e）投与 28日目 （対物 40倍、Scale bar = 100 µm） 

 

 

 

図 7．RIT後のマウス肺の病理学的解析 

（a）投与 0日目、（b）投与 7日目、（c）投与 14日目、 

（d）投与 21日目、（e）投与 28日目 （対物 20倍、Scale bar = 200 µm） 
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図 8．RIT後のマウス腎臓の病理学的解析 

（a）投与 0日目、（b）投与 7日目、（c）投与 14日目、 

（d）投与 21日目、（e）投与 28日目 （対物 40倍、Scale bar = 100 µm） 

 

 

 

図 9．RIT後のマウス膵臓の病理学的解析 

（a）投与 0日目、（b）投与 7日目、（c）投与 14日目、 

（d）投与 21日目、（e）投与 28日目 （対物 40倍、Scale bar = 100 µm） 
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図 10．RIT後のマウス腸管の病理学的解析 

（a）投与 0日目、（b）投与 7日目、（c）投与 14日目、 

（d）投与 21日目、（e）投与 28日目 （対物 20倍、Scale bar = 200 µm） 

 

 

 

図 11．RIT後のマウス筋肉の病理学的解析 

（a）投与 0日目、（b）投与 7日目、（c）投与 14日目、 

（d）投与 21日目、（e）投与 28日目 （対物 40倍、Scale bar = 100 µm） 
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図 12．RIT後のマウス脾臓の病理学的解析 

（a）投与 0日目、（b）投与 7日目、（c）投与 14日目、 

（d）投与 21日目、（e）投与 28日目 （対物 40倍、Scale bar = 100 µm） 

 

 

 

図 13．RIT後のマウス胸骨の病理学的解析 

（a）投与 0日目、（b）投与 7日目、（c）投与 14日目、 

（d）投与 21日目、（e）投与 28日目 （対物 40倍、Scale bar = 100 µm） 
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図 14．RIT後のマウス大腿骨の病理学的解析 

（a）投与 0日目、（b）投与 7日目、（c）投与 14日目、 

（d）投与 21日目、（e）投与 28日目 （対物 40倍、Scale bar = 100 µm） 

 

 

 

図 15．RIT後のマウス肝臓の病理学的解析 

（a）投与 0日目、（b）投与 7日目、（c）投与 14日目、 

（d）投与 21日目、（e）投与 28日目 （対物 40倍、Scale bar = 100 µm） 
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 Day -1 Day 0 

生食群 生理食塩水 生理食塩水 

シスプラチン単独群 5 mg/kg シスプラチン 生理食塩水 

RIT単独群 生理食塩水 0.18 mCi 90Y抗 ROBO1抗体 

3 mg/kg 併用群 3 mg/kg シスプラチン 0.18 mCi 90Y抗 ROBO1抗体 

5 mg/kg 併用群 5 mg/kg シスプラチン 0.18 mCi 90Y抗 ROBO1抗体 

表 3．併用実験の投与スケジュール 
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図 16．RITと化学治療による併用治療後の腫瘍体積の変化と生存時間曲線 

（a）腫瘍体積の変化、（b）生存時間曲線 
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図 17．併用治療後のマウス体重と血球数の変化 

（a）体重、（b）白血球（WBC）、（c）赤血球（RBC）、（d）血小板（PLT） 
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図 18．治療 7日目における腫瘍の病理学的解析 

（a）生食群、（b）シスプラチン単独群、（c）RIT単独群、（d）5 mg/kg併用群 

（対物 40倍、Scale bar = 100 µm） 
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図 19．治療 7日目における各治療群の腫瘍の TUNEL解析 

（a）生食群の TUNEL像、（b）シスプラチン単独群の TUNEL像 

（c）RIT単独群の TUNEL像、（d）5 mg/kg併用群の TUNEL像 

（e）TUNEL index（（対物 40倍、Scale bar = 100 µm、** p<0.05） 
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図 20．併用治療後のマウス腎臓の病理学的解析 

（a）生食群、（b）シスプラチン単独群、（c）RIT単独群、（d）5mg/kg併用群 

（対物 40倍、Scale bar = 100 µm） 

 

 

図 21．併用治療後のマウス腸管の病理学的解析 

（a）生食群、（b）シスプラチン単独群、（c）RIT単独群、（d）5 mg/kg併用群 

（対物 40倍、Scale bar = 100 µm）  
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図 22．併用治療後のマウス脾臓の病理学的解析 

（a）生食群、（b）シスプラチン単独群、（c）RIT単独群、（d）5 mg/kg併用群 

（対物 40倍、Scale bar = 100 µm） 
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図 23．併用治療後のマウス胸骨の病理学的解析 

（a）生食群、（b）シスプラチン単独群、（c）RIT単独群、（d）5 mg/kg併用群 

（対物 40倍、Scale bar = 100 µm） 
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図 24．併用治療後のマウス大腿骨の病理学的解析 

（a）生食群、（b）シスプラチン単独群、（c）RIT単独群、（d）5 mg/kg併用群 

（対物 40倍、Scale bar = 100µm） 
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図 25．併用治療後のマウス肝臓の病理学的解析 

（a）生食群、（b）シスプラチン単独群、（c）RIT単独群、（d）5 mg/kg併用群 

（対物 40倍、Scale bar = 100µm） 
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