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緒緒  言言  

 
抗体医薬の中には抗体と低分子医薬品を結合させ効果を高めるコンセプトで開発された抗体薬物複合体（ADC）があ

る。しかし、多くの固形腫瘍は単一クローンではなく複数の細胞集団で構成される（heterogeneity）為、治療ターゲッ

トとなる抗原の発現が不均一で、抗体の結合部位が腫瘍の一部分に限られ、結果的に薬剤耐性化を生じる［1］。また高

分子である抗体が腫瘍深部まで送達されにくい点や、腫瘍側の防御機構により薬剤が内部に浸透しにくい点から、充分

な薬効が得られないといった問題点がある。 
近年、新たな癌治療の方法として期待されている近赤外光線免疫療法（NIR-PIT）は、がん細胞の抗原に対する抗体

と光感受性物質である IRDye700DX（IR700）を結合させた複合体、および近赤外光照射を組み合わせた異分野融合技

術である（図 1）［2］。抗原‐抗体反応により複合体が癌細胞へ選択的に集積し、IR700 の励起波長である近赤外光を

照射すると、複合体が光化学反応し細胞死が誘導され、抗腫瘍効果を発揮する。抗体による癌集積性と光照射により高

いターゲット選択性が得られ、副作用が軽減できる。加えて照射によるがん免疫賦活化の相互作用も示唆されている。

既に臨床試験は始まり、2018 年 12 月から国際第三相試験が開始されており、2019 年 4 月にPMDA 先駆け申請許可

をうけて、2020年9月に世界に先駆けて日本で限定承認され、保険適応された（薬価102万円）［3］。 

 
図1．近赤外光線免疫療法（NIR-PIT）概要 

 
本研究の開発目的は、ADC作用にNIR-PITを組み合わせる事で、前述のような既存のADC治療の問題点を克服す

る事を目的とした新技術開発である。まず、ADCを用いたNIR-PIT効果で抗原陽性がん細胞が細胞死し、腫瘍が破壊

される。その結果、抗体に結合していた薬剤が腫瘍内で広範に散布され、ADC が結合しない周囲の抗原陰性がん細胞

へも効果を及ぼすと仮定し実証、これらの抗腫瘍メカニズムの解明にも挑む。同時に、腫瘍が破壊されスペースが生ま

れる事で薬剤が腫瘍深部まで到達可能となり、高い抗腫瘍効果が発揮されると期待される（図2）。 
本技術開発は、ADCの固形がんに対する治療概念を変革する可能性がある。 
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図2．ADCとNIR-PITを組み合わせる次世代型光励起ADC概念 
 

方方  法法  

 
HER2 を標的とした ADC であるトラスツズマブ・エムタンシン（T-DM1）と IR700 の複合体（T-DM1-IR700）、

および通常の抗HER2抗体であるトラスツズマブと IR700複合体（Tra-IR700）を用いてNIR-PITを行い、HER2陰

性細胞に対する効果の比較を行った。T-DM1 は非開裂リンカーであり、細胞内にエンドサイトーシスされた場合にの

み抗がん剤であるDM1が遊離し、細胞をアポトーシスさせる薬剤であり、細胞外への効果は最小限とされている。 細
胞には3T3/HER2（HER2陽性）とルシフェラーゼを遺伝子導入したMDAMB-468-luc（HER2陰性）を用い、ルシ

フェラーゼの測定にはプレートリーダーおよび IVIS spectrum CTを用いた。ルシフェラーゼ活性のモニターを行うこ

とで、抗原陰性細胞である非標的腫瘍細胞への効果をモニタリングできる系を構築した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

 
11．． TT--DDMM11--IIRR770000ととTTrraa--IIRR770000のの作作製製  

T-DM1 とTra に IR700 を付加して、T-DM1-IR700 とTra-IR700 を作製した（図3A）。SDS-PAGE による蛋白染

色と IR700の蛍光を確認することで作製の成功を確認した（図3B）。 
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図3．T-DM1-IR700とTra-IR700の作製 
A） T-DM1-IR700とTra-IR700の概要図。 
B） T-DM1-IR700とTra-IR700のSDS-PAGEによる IR700付加の確認。 

 
22．．IInn  vviittrrooででのの光光ババイイススタタンンダダーー殺殺細細胞胞効効果果  

In vitro では、3T3/HER2 と MDAMB-468-luc を共培養した後に NIR-PIT を行い、4 日後に抗原陰性の  
MDAMB468-luc への影響を luciferase 活性によって測定することで評価を行った（図 4A）。T-DM1-IR700 ではルシ

フェラーゼの活性が低下して HER2 陰性の細胞活性が低下したが、Tra-IR700 では luciferase 活性は低下せず、       
T-DM1-IR700 に特異的な反応であることが示された（図 4B）。このことから、Tra-IR700 と同様にT-DM1-IR700 は

NIR-PITの効果としてHER2発現のターゲット細胞を破砕するのみならず、非標的細胞への殺細胞効果を生じること

を見出した。上記、非標的細胞である、MDAMB468-luc 細胞の luciferase 活性が低下し、標的細胞へのADC の効果

が、起きるはずのない非標的細胞へ及んでいることが判明した。 
我々は、この特殊な効果を“cytotoxic photo-bystander effect（光バイスタンダー殺細胞効果）”と名付けて、この効

果が他の細胞種（e.g. Calu3＋MEDAMB468-luc）での組み合わせでも同様な効果があるかを確認した。この効果は、

がんの抗原発現の不均一性を克服できる可能性があることを示唆した。 

 

図4．In vitroでの光バイスタンダー殺細胞効果 
A） In vitroでのcytotoxic photo bystander effectの評価実験の概要。 
B） MDAMB468-lucの luciferase活性の検討。Tra-IR700では、ターゲットされた3T3/HER2細

胞が死滅し、それによってできたスペースに MDAMB468-luc が増殖し、control よりも

luciferase 活性が上がっている。一方、T-DM1-IR700 では、光照射によってMDAMB468-luc
が細胞死することで、luciferase活性が下がっている事がわかる。この現象は1、5、10 mg/ml
のどの濃度でも生じていた。* p＜0.0001、** p＜0.001（Student’s T test）。 
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33．．IInn  vviivvooででのの混混合合腫腫瘍瘍のの作作製製    
In vivoでは両細胞をヌードマウスの皮下臀部へ共移植してNIR-PITを行った。モデルとして、HER2の陽性と陰性

の混合腫瘍（3T3/Her2＋MDAMB468-luc）を作製した。混合腫瘍がきちんとできているかを HER2 免疫染色キット

で染色し確認した（図5）。 
 

 

 

図5．In vivoでのHER2発現／非発現混合腫瘍の確認 
HER2の陽性と陰性の混合腫瘍（3T3/Her2＋MDAMB468-luc）が生着して

いることが、HER2染色により明らかとなった。スケールバー：300 mm。 
 

44．．IInn  vviivvooででのの光光ババイイススタタンンダダーー殺殺細細胞胞効効果果  
3で作製した混合腫瘍のxenograftedマウス腫瘍モデルを用いて、Tra-IR700とT-DM1-IR700を尾静脈から静脈注

射して、1日後に光照射をした。luciferase活性をイメージングすることで、in vivoでの光バイスタンダー殺細胞効果

をBioluminescence imaging（BLI）でモニターした。その結果、両側腫瘍モデルで、Tra−IR700ではBLIを行うと、

腫瘍増殖に伴って luciferase 活性が増大することが判明した。その一方で、T-DM1-IR700 では光照射した腫瘍のみで

選択的に、luciferase 活性が減少し、Day4 ではほぼ消失することが判明した（図 6A）。非標的細胞である、  
MDAMB468-luc 腫瘍の luciferase 活性が低下し、標的腫瘍へのADC の効果が、起きるはずのない非標的腫瘍へ及ん

でいることが判明した。luciferase 活性を定量すると明らかにT-DM1-IR700 では減少しており（図 6B）、生存期間を

延長することが明らかとなった（図6C）。 
これらの結果から、光照射によって、ADC から抗がん剤が腫瘍局所で遊離することで、抗原陰性腫瘍にも抗癌活性

が発揮されることが in vivoでも証明できた。 
上記、in vitro、in vivoでの cytotoxic photo bystander effectを証明する事ができた。今後はそのメカニズムについ

て検討を行っていく予定である。 
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図6．In vivoでの光バイスタンダー抗腫瘍効果  
A） マウスの両臀部に図 5 の混合腫瘍を作製し、Tra-IR700 とT-DM1-IR700 を静脈投与し

て右腫瘍のみに光照射を行った。経時的に T-DM1-IR700 の照射腫瘍のみで luciferase
活性が低下した。 

B） luciferase 定量で、T-DM1-IR700 の照射腫瘍のみで luciferase 活性が有意に低下した。   

n = 8 mice/group、*p＜0.05（Kruskal–Wallis test with Dunn’s post-hoc test）。 
C） 生存期間の検討では、T-DM1-IR700の照射個体で生存期間が有意に延長し、1匹は完治

した。n = 8 mice/group、# p＜0.05（Log-Lank test）。 
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