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要 旨 

 

【背景】 

1980年代、初めてエイズ発症例が報告されて以来、HIVの感染は急激に広がり

現在も東南アジア、アフリカを中心に感染者が増加している。しかし、様々な

抗HIV薬が開発され、それらを3剤以上組み合わせて使用する多剤併用療法

（cART：combination antiretroviral therapy） が導入されたことにより、死亡率は

大きく改善した。しかしHIV患者の予後が大幅に改善したことにより、エイズに

合併する疾患が予後に影響を及ぼすことが新たな問題となってきた。とりわけ

悪性腫瘍の一つであるエイズ関連悪性リンパ腫は発生頻度が高く、予後も不良

であるため、その対策が求められている。エイズ関連悪性リンパ腫のなかでも

Primary Effusion Lymphoma（PEL）は、化学療法に極めて耐性で、未だに標準的

治療法が確立されていない。そこで我々はマウスモデルを用いて新規治療法の

確立を目的に研究を行った。また、in vivo評価系として、腫瘍担持モデルマウス

を非侵襲的に解析できる生体イメージング法が近年注目を浴びている。そのた

め、生体イメージングに最適化された無毛高度免疫不全ヌードマウスの開発に

取り組んだ。 

 

【目的】 

本研究の目的は、PELに対する治療モデルを確立し、その治療を分子イメージ
ングにより評価する実験系を確立することである。PELは従来の化学療法に耐性

で、体腔内でリンパ滲出液をともなって増殖する。そこで従来の化学療法とは
全く異なった作用機序を持つM-β-CyD（メチル-β-シクロデキストリン）を使用
し、PELに対する抗腫瘍効果についてin vitroとin vivoの両面から検証した。また
近年、in vivoの評価系として分子イメージング研究が注目され、基礎医学の分野
で新しい実験手法として積極的に取り入れられるようになった。その一つであ
る光イメージングは生体内における分子活動を可視化し、経時的に観察できる
ことから予後の評価に有用である。そのため光イメージングに適したヒト腫瘍
生着率の高い無毛高度免疫不全マウスの樹立を試みた。 
 

【方法】 
●PELに対するM-β-CyDの抗腫瘍効果について 

PEL細胞株に対するM-β-CyDの有用性をMTT試験やフローサイトメトリーを

用いて細胞活性を調べた。また、その作用機序をウエスタンブロット法により
検討した。さらにPEL発症モデルマウスを作製し、M-β-CyDを連日投与し、治療
効果と副作用について検証した。 

●Nude-R/J-EGFP マウスの作製について 
Balb/c Rag-2/Jak3 二重欠損(Rag-2–/–Jak3–/–) マウスとヌードマウスを交配す

ることにより、新規無毛高度免疫不全マウス(Nude-RJマウス)を樹立した。さら
にNude-RJマウスとEGFPトランスジェニックマウスを交配して高度免疫不全マ
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ウス（Nude-R/J-EGFP マウス）を樹立した。mCherry (赤色蛍光）遺伝子導入し
た胆管がん細胞株（KKU - M213）をNude-R/J-EGFP マウス（緑色）の左右側腹
部に移植し、Maestro（生体蛍光イメージングシステム）とNuance（マルチスペ
クトルイメージングシステム）を使い腫瘍浸潤部を撮像した。 
 

【結果】 
PEL細胞株を用いた実験では、M-β-CyDは濃度及び時間依存的に抗腫瘍効果を

発揮した。PELマウスモデルを用いた実験では、無治療群において腹水と体重増
加が認められたが、M-β-CyD治療群では無治療群に比較し腹水の増加は抑えら
れた。またその効果機序としてはPI3K-Akt経路を介したアポトーシス誘導であ
ることが分かった。 
マウスの作製ではNude-RJマウス及びNude-R/J-EGFPマウスでリンパ球とNK

細胞を完全に欠損していることをフローサイトメトリーにより確認した。また、
Nude-R/J-EGFPマウスに移植されたmCherry 発現胆管脂肪癌株では、宿主細胞と
腫瘍細胞の発する蛍光が異なることにより組織由来を区別できるため、腫瘍内
新生血管を容易に可視化できた。 

 
【考察】 

M-β-CyDはPEL細胞株にアポトーシスを誘導し抗腫瘍効果を示し、PELマウス
モデルを用いた検討でも同様に有用であった。このことからM-β-CyDはPELに対
する新規治療薬として期待できる。またヒト腫瘍細胞が高効率で生着し、宿主
組織が緑色蛍光を有するため生体イメージングに最適な無毛高度免疫不全マウ
ス（Nude-R/J-EGFPマウス）の樹立に成功した。本マウスによりヒト腫瘍の病態
解析や新規治療法の開発が促進されるものと考えられる。 
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略語一覧 

 

HSC：Human Hematopoietic Stem Cell  ヒト造血幹細胞 

PBMC：Peripheral blood Mononuclear Cell ヒト末梢血単核球 

Nude -RJ ：Balb/c Nude mice with Rag-2 and Jak3 double deficiency 

           (Balb / c nude Rag - 2– / – Jak3– / –) 

Nude-R/J-EGFP: Balb/c Nude mice with Rag-2 and Jak3 double mutants 

PEL：Primary effusion lymphoma 原発性体腔液性リンパ腫 

KSHV/HHV-8：Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus/Human Herpes Virus-8  

M-β-CyD：Methyl-β-cyclodextrin   

NOD: Non-obese diabetic mice 

Sirpa：single–regulatory protein α 

EGFP：Enhanced Green fluorescent Protein 

MTT：Tetrazolium dye methylthiotetrazole  

NOJ mice：NOD/Scid/Jak3 deficient mice 

IC50：Inhibitory Concentration 50 

Hb：hemoglobin 

LDH：Lactate Dehydrogenase 乳酸脱水素酵素 

BUN：Blood urea nitrogen 尿素窒素 

DM-β-CyD ：2,6-di-O-mechyl-β-cyclodextrin  
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第1章 研究の背景と目的 

 

1-1 研究の背景と目的 

 

HIV感染症は、未だ根治薬も予防ワクチンも存在しない。しかし、様々な抗

HIV薬の開発により、死亡率は大きく改善している。HIV患者のエイズ発症の抑

制が可能になり長期生存が可能になったことから、合併症が予後に大きな影響

を及ぼす新たな問題となった。とりわけエイズ関連悪性リンパ腫は発生頻度が

高く予後も不良であるため、早急な対策が求められている。特にPrimary Effusion 

Lymphoma（PEL）はエイズ関連悪性リンパ腫の中でも予後不良であり、新規治

療法の開発が求められている。 

本研究の目的はPELに対する治療モデルを確立することである。PELは非ホジ

キンリンパ腫に分類され、KSHV/HHV-8を感染原因とするエイズなど免疫不全

患者に多く発症する腫瘍である1。体腔内でリンパ滲出液を伴って増殖する浸潤

性腫瘍で、化学療法に耐性である。PELに対する標準的治療法は未だ確立されて

おらず、診断からの平均余命は6カ月以下と極めて予後が不良であることが知ら

れている2。 

今回、従来の化学療法とは異なった作用機序を持つ、M-β-CyD

（methl-β-cyclodextrin）を使用し、PELに対する効果を試みた。M-β-CyDは細胞

膜の脂質ラフトに接着し、コレステロールを引き抜く作用がある。また、最近

の研究でM-β-CyDに抗腫瘍効果があることが報告されている3,4。M-β-CyDは腫瘍

細胞の脂質ラフトに接着し、細胞膜のコレステロールを引き抜くことで腫瘍細

胞にアポトーシスが誘導するというユニークな作用機序を有す。そこで、PEL

に対し、M-β-CyDの抗腫瘍効果をin vitroとin vivoの両面から検証した。 

 近年、in vivoの評価系として、基礎医学分野において分子イメージングが積極

的に取り入れられている。生体情報を画像化できる分子イメージングは、腫瘍

研究や幹細胞研究など幅広い分野で有用な研究ツールとなることが期待されて

いる。これらの装置には、MRIやPET、SPECTなどがあるが、中でも蛍光や発光

を利用した光メージングは、他の機器と比べ圧倒的に撮像時間が短く、容易に

使用が可能である。また、蛍光タンパクを用いることにより、生体内の情報、

例えば浸潤や転移、さらには腫瘍細胞の可動性や治療効果の判定等をリアルタ

イムに可視化できる。これらにより、PELにおけるM-β-CyDの抗腫瘍効果判定に

も、光イメージングは非常に有用であると考えられる。欠点としては、マウス

の体毛が体内から出る光シグナルを吸収してしまうため、実験モデルとしてヌ

ードマウスを用いる必要がある。しかし、ヌードマウスはヒト腫瘍移植モデル



7 

 

としては生着率が25－35％と低く5、移植に適したモデルマウスとはいえない。

ヒト腫瘍細胞の生着率を改善させるためには、より高度な免疫不全ヌードマウ

スの開発が必要である。そこで、生体イメージングに最適化された高度免疫不

全ヌードマウスの開発に取り組んだ。 
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1-2 HIVの現状 

 

1-2-1 先進国におけるエイズ治療の現状 

 近年 HIV の治療として cART（combination antiretroviral therapy） が導入され

たことにより、1995 年を境にエイズ患者の予後には大きな改善がみられるよう

になった。cART は抗 HIV 薬を 3 薬以上組み合わせる多剤併用療法であり、積極

的な新薬の開発や薬剤の質的な改善により、薬剤耐性ウイルスが出来難く、服

薬回数の減少や重篤な副作用の改善等があり奏功している治療法である。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

先進国におけるエイズ患者報告件数は、cART 開始以前の 1995 年までは各国

で右肩上がりの増加傾向にあったが、1995 年を境に本邦を除く各国で減少傾向

を示している（図１）。また、15 年経過後の死亡率は、1995 年以前は 8 割近く

に及び、1995 年以降は 3 割程度まで低下している。1995 年以降、死亡率が大き

く下がった背景には、cART によりウイルスのコントロールができるようになっ

たことがあげられ、対処可能な慢性疾患に変貌したと言える。本邦においては、

1995 年以降も増加傾向にあり、HIV の感染が未だに広がり続けているという現

状があり、感染対策が十分であるとはいえない。 

 

図１．AIDS 患者数の報告件数の推移 6 

厚生労働科学研究エイズ対策研究事業「国内外の HIV 感染症の流行動向及びリスク関連

情報の戦略的収集と統合的分析に関する研究班」 

cART 登場 
対処可能な 

慢性疾患へ 

死亡率 8割 死亡率 3割 

(人) 
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本邦における、HIV 感染者数、AIDS 患者数は、ともに増加している（図２－

１）。1987 年に始まった HIV 検査に人々の関心が薄れ、受検者数が減少してい

る事が感染者数増加を食い止められない原因の一つとされている。AIDS 患者の

死因としては、合併症としての日和見感染によるものが最も多かった。cART が

取り入れられている現在では、日和見感染による死亡者数は大きく減少し、飛

躍的に予後が改善している。現在、治療の長期化に伴い AIDS 患者に併発する疾

患として問題視されているのが、肝炎、悪性腫瘍、心疾患等である（図２－２）。

AIDS 治療を行う上で併発するこれらの疾患を上手に治療していくことが患者

の予後に大きく影響するといっても過言ではない。中でも、最も大きく予後を

左右するものが悪性腫瘍であり、現状では、エイズ患者の 3 人に 1 人が悪性腫

瘍で死亡している 6。また、悪性腫瘍の中でも、エイズ関連悪性リンパ腫は発生

頻度が高く、予後が極めて不良であるとされており、エイズ関連悪性リンパ腫

で死亡する人は 10 人に 1 人の割合である 6。 

 

 

 

 

 

図２－１．本邦におけるHIV感染者・AIDS患者の年次推移  図２－２．エイズ患者において併発する疾患  
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1-3 悪性リンパ腫の標準治療 

 

悪性リンパ腫はリンパ球が腫瘍化したものである。リンパ球は全身に張り巡

らされたリンパ管を通り、病原体や異物の体内への侵入を防ぐための免疫細胞

である。悪性リンパ腫の多くはリンパ節で発症し、リンパ節に腫瘤を形成する

ことが多い。しかし、リンパ節以外にもあらゆる臓器で発症する可能性がある。 

悪性リンパ腫の発症率は近年増加傾向にあり、EBVなどのウイルス感染や細

菌感染により発症するものがある。悪性度にはかなりの幅があり、進行が遅く

放置してもすぐには影響のないとされるものから、早期に治療を開始しないと

生命に係わるものまである。 

悪性リンパ腫の治療法としては、化学療法を中心に放射線治療を併用するの

が一般的である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

悪性リンパ腫はホジキンリンパ腫と非ホジキンリンパ腫に分類されている。

本邦ではホジキンリンパ腫は1割以下と少なく、非ホジキンリンパ腫が圧倒的に

多く発症している。特に非ホジキン腫のB細胞性悪性リンパ腫は全体の7割近く

におよんでいる。（図３）今回の研究対象であるPELもB細胞性非ホジキンリン

パ腫に分類される。 

悪性リンパ腫の悪性度については概ねその悪性リンパ腫の種類（表１）とス

テージ（表２）により治療法が決定される。 

 

 

 

図３  悪性リンパ腫の発生頻度（がん情報センターより引用）7 
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表１．一般的な悪性リンパ腫と悪性度について 

悪性度 B細胞性 T/NK細胞性 

低悪性度 小細胞性 

MALT 

濾胞性（グレード1,2,3a） 

菌状息肉腫 

中悪性度 

 

形質細胞腫／骨髄腫 

マントル細胞 

濾胞性（グレード3ｂ） 

びまん性大細胞型 

末梢T細胞性 

血管免疫芽球型 

NK/T細胞性鼻型 

未分化大細胞型 

高悪性度 リンパ芽球型 

バーキット 

リンパ芽球型 

成人T細胞性 

 

表２．悪性リンパ腫のステージ 

I期 一つのリンパ節領域、またはリンパ組織（扁桃腺、脾臓、胸腺など）

に病変がとどまる場合。リンパ節以外の限局的なリンパ腫病変であ

る場合。 

Ⅱ期 横隔膜を境界として、その上または下いずれか一方に限局した２つ

以上のリンパ節領域、リンパ組織の病変。 

Ⅲ期 横隔膜をはさんで両側におよぶリンパ節領域またはリンパ組織に

おける病変。 

Ⅳ期 リンパ節以外の臓器へ広範な浸潤がみられる場合、たとえば、骨髄、

肝臓などの臓器に病変がある場合。 
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図４． 悪性リンパ腫の治療例（がんサポート情報センターホームページより引用）7 

 

 図４は悪性度が比較的高い悪性リンパ腫における治療法の一例を示したもの

である。悪性リンパ腫の標準的な治療法としてはCHOP療法が用いられる。 

CHOPは①Cyclophosphamide - シクロフォスファミド ②Hydroxydaunorubicin 

- ドキソルビシン ③Oncovin®（商品名：オンコビン）の3種の抗がん剤と④

Prednisolone - プレドニゾロン（副腎皮質ホルモン）を組み合わせた治療法であ

る。また、CD20陽性のB細胞性悪性リンパ腫ではリツキシマブが有効であるこ

とが知られているため、CHOP療法と併用してR-CHOP療法がおこなわれる。し

かし、PELにはCHOP療法の効果が乏しく、B細胞性悪性リンパ腫ではあるもの

の、リツキシマブの効果も期待できないため、PELの治療には通常よく用いられ

るCHOP療法とは違った治療法の確立が必要である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHOP 3 コース 

病変部への放射線治療 

±リツキサン 

CHOP 8 コース 

リツキサン 

CHOP 8 コース 

リツキサン 

又は高用量化学療法 

Ⅰ・Ⅱ期  Ⅲ・Ⅳ期  

診断  

ステージ 

http://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%82%B7%E3%82%AF%E3%83%AD%E3%83%95%E3%82%A9%E3%82%B9%E3%83%95%E3%82%A1%E3%83%9F%E3%83%89
http://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%83%89%E3%82%AD%E3%82%BD%E3%83%AB%E3%83%93%E3%82%B7%E3%83%B3
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1-5 Primary Effusion Lymphoma（PEL） 

 

PELは、HHV-8の感染により発症するとされている。HHV-8は当初、カポジ肉

腫から発見されたことから、カポジ肉腫関連ヒトヘルペスウイルス（KSHV）と

名付けられた。しかし、その後8番目に見つかったヒトヘルペスウイルスである

ことからHHV-8と呼ばれるようになり、現在ではこの2つの名称がともに使用さ

れている。 

カポジ肉腫はハンガリーの皮膚科医Moritz K.Kaposiにより、皮膚に生じる多発

性の色素斑性肉腫として報告され、10年後にGiraldoらによりカポジ肉腫の培養

組織からヘルペスウイルス様粒子が同定された。その後、米国の同性愛者の中

からもこのウイルスが検出され、カポジ肉腫の他にもカリニ肺炎やサイトメガ

ロウイルス感染症などと合併しているケースが多く、免疫不全症を発症してい

ることは明らかであるため、エイズの合併症として認知されるようなった。し

かし、カポジ肉腫は男性の同性愛者のみに発症し、血液製剤でHIVに感染したエ

イズ患者には見られなかった。またカポジ肉腫は悪性腫瘍であるにもかかわら

ず、免疫能が回復すると自然治癒することが報告された。このような疫学的観

点から、腫瘍ではなく、ウイルスのような病原体が原因ではないかと考えられ

るようになった。その後、病原体の検出が試みられ、1994年にコロンビア大学

のChangらが、カポジ肉腫の病変部からヘルペスウイルス様DNA断片を発見した。

さらに、この断片をクローニングした結果、今までに発見されたウイルスとは

違うことが分かった。その後、γ-1ヘルペスウイルス亜科（lymphocryptovirus属）

のEpstein-Barr Virus (EBV)とγ-2ヘルペスウイルス亜科（rhadinovirus属）の

Herpesvirus saimiri(HVS)に相同性がある新種のウイルスであることが確認され

た。これらのEBVとHVSは、ヒトやサルに悪性リンパ腫を引き起こす癌ウイル

スとして知られ、これらのウイルスに類似していることから、この新しく発見

されたウイルスも癌ウイルスである可能性が示唆された8,9。また、このウイルス

は、カポジ肉腫ではエイズに合併する症例の他に、エイズとは無関係な地中海

やアフリカの症例からもほぼ100％の検出率で検出され、カポジ肉腫との関連が

決定的となった。このウイルスはカポジ肉腫以外からもウイルス断片が発見さ

れ、その疾患の一つにPELと呼ばれる特殊なリンパ腫があり、このウイルスがカ

ポジ肉腫より、さらに高コピー数で感染していることが報告された。その後、

このリンパ腫から感染細胞株が樹立され、ウイルスの粒子が同定され、1996年

に140 Kbpにおよぶ遺伝子配列が明らかにされた。現在では、カポジ肉腫やPEL

などの疾患には170 KbpのHHV-8が関係していることが明らかにされている8,9。 
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1-6 M-β-CyD（methyl-β-cyclodextrin）について 

 

シクロデキストリンは、デンプンに CyD 生成酵素を作用させて得られる環状

構造を持つオリゴ糖であり、環状の内側が親油性、外側が親水性構造になって

いる（図５）。これにより、内側に脂溶性の高いものを包接し、包接複合体を形

成する。また、シクロデキストリンの大きさは、0.5～1nm と、非常に微小なナ

ノ粒子であり、機能性、生体適合性を利用し、医薬品の安定化や溶解性の調節

などに用いられている（図６）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

シクロデキストリンは大きく三つに分類され、生活用品や薬剤に多く使用さ

れている。様々な用途に使用され、グルコースの数によって次のような特徴が

ある（表３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５．シクロデキストリンのイメージ構造 図６．シクロデキストリンのサイズ 

表３．シクロデキストリンの代表的な使用用途 

親油性

親水性

赤血球 大腸菌 ウイルス DNA 分子

10μm 1μm 100nm 1nm 0.1nm

α-CyD β-CyD γ-CyD

グルコース
（個）

6 7 8

水溶性 ○ △ ○
消化性 × × ○
使用例 ダイエット用

サプリメント
（腸内での動物
性脂肪の包接・
排泄、整腸作用）

消臭芳香剤
（芳香剤の包接・徐
放、悪臭の包接、揮
発成分の包接）

栄養サプリ
メント
（腸内での吸収
力改善）
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 現在、メチル化体やヒドロキシアルキル化体など種々のシクロデキストリン

誘導体が開発され、包接特性を利用したDDS応用研究が盛んに行われている。

最近、担がんマウスにおいてM-β-CyDを腹腔内に単独投与（800mg/kg）するこ

とにより、高い抗腫瘍効果を示すと報告された3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

細胞膜上には、コレステロールやスフィンゴ脂質が局在する脂質マイクロド

メインの存在が知られており、近年、少なくとも、スフィンゴ脂質リッチリピ

ッドラフト（SLR）およびコレステロールリッチリピッドラフト（CLR）の２種

が存在するとされている。これらは総じて脂質ラフトと呼ばれる。 

シクロデキストリンは、細胞膜の脂質ラフトから熱力学的平衡に基づいてコ

レステロールを引き抜くことが報告されており 4、また、シクロデキストリンが

細胞膜からコレステロールを引き抜くことにより、PI3K-Akt 経路を抑制し、ア

ポトーシスが誘導されることも報告されている 10。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図７．細胞膜上の脂質ラフトの構造 

タンパク質

コレステロール

リン脂質

スフィンゴミエリン

脂質ラフト
(SLR,CLR)

スフィンゴ糖脂質

M-β-CyD

熱力学的平衡
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1-7 実験動物 

 

生命科学の分野において、実験動物は欠かすことのできない資源である。特

にマウスは繁殖能力が高く、近交系のマウスが存在するため実験の再現性が良

いことから頻繁に使用される。また、ヒト疾患に類似した疾患を持つマウスが

存在し、胚操作や遺伝子改変も行い易いため実験動物として欠かすことのでき

ない存在である。しかし、マウスとヒトでは異なる点も多いことから、マウス

の実験結果が必ずしもヒトに応用できるわけではない。 

免疫不全マウスの開発の歴史は1962年のNudeマウスの発見にまで遡り、以来、

様々な免疫不全マウスが生み出されてきた。1988年のHu-PBL Scidマウスの樹立

により、マウスの体内でヒト血液細胞が生着し増殖分化するヒト化マウスが作

製された。その後、1995年に機能的なT細胞とB細胞が欠損し、NK活性とマクロ

ファージ機能が障害されたNOD/Scidマウスが樹立され、ヒト血液細胞の生着率

が大幅に改善した。さらに、ヒト造血幹細胞の生着とT細胞分化にはNK細胞の

活性を抑制することが重要であることが判明し、NK細胞のないNOGマウスや

NSGマウスなどが樹立されることとなった。また、Jak3欠損マウスはNK細胞が

完全に欠損していることからNOD/Scidと掛け合わせることで、NOD/Scid-Jak3欠

損マウス（NOJマウス）が岡田らによって樹立された。しかし、NOGマウスや

NOJマウスなどのNOD/Scid系の高度免疫不全マウスは生着率は良いものの繁殖

が難しく、寿命が短いという欠点があった。その後、扱いが易しいBalb/c系の高

度免疫不全マウス（Balb/c Rag-2/Jak3）が樹立された。 

PELなどのヒト腫瘍の研究では、移植した腫瘍の生着率が高いことが重要であ

る。このため、NK細胞の活性が弱い高度免疫不全マウスが必要とされた。また、

in vivoの評価系として、マウスを生かしたまま腫瘍の進展を解析できる分子イメ

ージングを取り入れることが非常に重要であると考えられた。しかし、無毛マ

ウスには全てのリンパ球が欠損した高度免疫不全マウスは存在しないため、ヌ

ードマウスと高度免疫不全マウスを交配して、高度免疫不全ヌードマウスの開

発に着手した。ヒト腫瘍の生着率だけを考えれば、NOD/Scid系のマウスが最も

良いが、放射線に弱く、短命で取り扱いも難しいことから、分子イメージング

に適したヒト腫瘍モデルマウスとは言い難い。このため、放射線にも強く比較

的長寿命であり、取り扱いも容易なBalb/c系の高度免疫不全マウスとヌードマウ

スを掛け合わせることにより、Nude-RJ及びNude-R/J-EGFPマウスを樹立した。 
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表４ 免疫不全マウスとその特徴 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

+：陽性 -:陰性 ◎：非常に良好 ○：良好 △：可 

岡田誠治：新規高度免疫不全マウスの樹立と医学・生命科学研究への応用から

引用11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

系統

免疫系

体毛
ヒト腫瘍細胞
の生着T細胞 B細胞 NK細胞

マクロ
ファージ

Nude - + + + - △

Scid - - + + + △

NOD - - ↓ ↓ + △

NOD/Scid - - ↓ ↓ + ○

NOG,NSG,NOJ - - - ↓ + ◎

Balb/c Rag-
2/Jak3 - - - + + ◎
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第2章 

PEL(Primary Effusion Lymphoma)に対する

methyl-β-cyclodextrinの効果 

 

2-1 実験の目的 

 PELは稀に発症する進行性の非ホジキンB細胞性悪性リンパ腫であり、体腔

（肋膜、腹膜と心膜）内でリンパ滲出液を伴って増殖する浸潤性の腫瘍である。

KSHV/HHV-8に感染することで発症する1。PELの標準治療は未だ確立されてお

らず、診断からの平均余命は6か月以下と非常に予後不良であることで知られて

いる2。したがって、これまでの化学療法とは違った作用機序を持つ新しい治療

法の確立が早急に必要である12。シクロデクストリン（CyD）は薬の溶解率向上

のためと生物学的効能を改善する目的で製薬の際の成分として使われてきた。 

M-β-CyDは細胞膜の脂質ラフトに接着し、コレステロールを細胞外へと引き出

すことにより腫瘍細胞膜の構造を破壊し、アポトーシスを引き起こすことで、

抗腫瘍効果があることが報告された3,4。 本研究では、PEL細胞に対するM-β-CyD

の抗腫瘍効果を調べ、M-β-CyDの抗腫瘍剤としての可能性について評価した。 
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2-2 実験の材料と方法 

 

2-2-1 細胞株と試薬 

PEL細胞株として、BCBL-1（NIH AIDS Reagent Programより入手）13、BC-1

（ATCCより入手）14、BC-3（ATCCより入手）15、TY-1（国立感染症研究所の

片野晴隆博士よりご供与）16、GTO（本研究室で樹立）17を使用した。これらの

PEL細胞はRPMI 1640に56℃で30分加熱し不活化した10％ウシ胎児血清とペニ

シリン(100U/ml)及びストレプトマイシン(100 µg/ml)を添加し、37℃、 5% CO2

で培養した。Methyl-β-cyclodextrin (M-β-CyD)はシグマから購入した。 

 

2-2-2  MTT解析 

MTT法によりPEL細胞株に対する増殖抑制効果について評価した。96穴のマル

チプレート上にPEL細胞を播き（5×104/well）、M-β-CyDを0-10mMの濃度で添

加した。その後、37℃で24時間培養し、MTT（最終濃度0.5 mg/ml）をそれぞれ

のウェルに加え、さらに3時間培養した後、10％SDSに0.01Nの塩酸を含む溶解剤

100μlを加えて溶解した。測定にはELISA法で595nmフィルターを使用し、吸光度

を測定した。 

 

2-2-3 細胞増殖能の評価 

細胞増殖能はヨウ化プロピデューム除去法により評価した18。BCBL-1 細胞株

(2 × 105 cells/ ml)を6穴の培養ディッシュの中で1-6時間の間培養し、培養液中に、

M-β-CyDが存在する場合としない場合の違いについて検討した。それぞれ培養

した細胞を回収した後、PI染色し、LSR II flow cytometry (BD Bioscience, San Jose, 

CA)で解析した。データはFlowJo software (Tree Star, San Carlos, CA)で解析した。 

 

2-2-4 培養液中のコレステロール試験 

BCBL-1とGTOそれぞれ1 × 106個を35mm培養ディッシュで培養し、20mMの

M-β-CyD を添加後37℃、1時間培養した。その後、遠心機により10,000 rpmで5 分

遠心し、培養液中のコレステロールをコレステロール-テスト（和光製）を使用

し測定した。 

 

2-2-5 ウェスタンブロット解析 

BCBL-1細胞をM-β-CyD存在下、非存存在下で培養後回収し、PBSで洗浄し、

その後NP40バッファ【50mMのTris–HCl、pH 7.4、150mMのNaCl、1%のNP-40、

1mMのNaF（フッ化ナトリウム）、1mMのNa3VO4（オルトバナジン(V)酸ナト

リウム）とプロテアーゼ阻害剤】を加えた。1時間氷中で静置後、試料を15分、
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15,000rpmで遠心した。その後、上清（細胞可溶化物）を回収し、20μg のタンパ

ク質をSDS-pageによって分離し、PVDF膜（GEヘルスケア、バッキンガムシャ

ー、英国）で展開し比較した。 使用した主な抗体は、以下の通りである。： 抗

caspase9 (4502)、抗cleaved caspase8 (9661)、抗caspase3 (9496)、抗Akt (4691)、抗

phospho(Thr308)-Akt (2965)（Cell Signaling Technology、Danvers,、MA）、抗アク

チン(C-2)（Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA）。 検出用の試薬は、Chemi 

-Lumi One Super reagents（Nacalai Tesque , Kyoto, Japan）を使用した。 ウェスタ

ンブロットは、ImageQuant LAS 4000 system（GE Healthcare）を使用してアクチ

ンをコントロールとして定量化した。  

 

2-2-6 異種移植片マウスモデル 

NOD/Rag-2/Jak3 欠損 ( NRJ )マウスは熊本大学のガイドラインに沿って飼育

し、すべての実験手順とプロトコールは学内の動物実験委員会に承認を受けた。

8週齢から10週齢のメスのNRJマウスにPBS 200μlSにBCBL-1（7×106 個）懸濁し、

攪拌した後に腹腔内へと移植した。その後、PBSを投与する無治療群とM-β-CyD 

(500 mg/kg per day)を投与する治療群の2つに分けて飼育観察を行った。腫瘍の進

行状況は体重と腹水の測定により評価した。 

 

2-2-7 組織学的分析 

10％ホルマリンで試料を固定し、パラフィン包埋処理した後、4μm厚の切片を

作製し、KSHV / HHV-8 ORF73タンパク質 ( LANA )の発現について調べた。切片

はキシレンとエタノールの順に浸し、パラフィン除去後、蒸留水で洗浄した。

15分電子レンジにかけて、抗原を賦活化した。切片を0.6％の過酸化水素を含む

メタノールに室温で30分間浸けることにより、内在性のペルオキシダーゼ活性

をブロックした。    

ラット抗KSHV / HHV-8 ORF73 ( Advanced Biotechnologies , Columbia , MD ) モ

ノクローナル抗体を5％のウシ血清アルブミンを含むPBSで1/1000に希釈して使

用した。切片を4℃で一晩培養した後、PBSで2度洗浄し、HRP標識抗ラットIgウ

サギポリクローナル抗体 ( DAKO, Copenhagen , Denmark )をメーカーのマニュ

アル通りに使用した。Histofine SAB-PO(M) kit (Nichirei Bioscience, Tokyo, Japan)

を使用して可視化した。 

 

2-2-8 血球計算と血清LDH 

赤血球数とヘモグロビン濃度は、Sysmex F-520 hematology analyzer (Sysmex 

Corp., Kobe, Japan)を使用して測定した。血清LDHは、LDH-cytotoxic test wako 

(Wako chemical, Osaka, Japan)を使用して測定した。 
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2-2-9 統計解析 

すべての分析は3回行われ、平均値± 標準偏差で示した。また、実験群の統計

的有意差はスチューデントｔ検定を用いて、ｐ値が0.05未満の時、有意差が有る

と判断した。 
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2-3 実験結果  

 

2-3-1 PEL 細胞における M-β-CyD の細胞活性阻害効果 

PEL 細胞株（BCBL-1, BC-1, BC -3 ,TY-1, GTO）に対する M-β-CyD の抗腫瘍効

果について検討した。PEL 細胞株に M-β-CyD（0-10mM）を加え培養した。その

24時間後に MTT 解析で細胞障害活性を検討した。図３で示すように、すべての

PEL 細胞株で M-β-CyD の濃度依存的に細胞活性を抑制した。PEL の IC50は

3.33-4.25mM であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図９．M-β-CyD の PEL 細胞に対する細胞障害活性 

BCBL-1, BC-1, BC -3 ,TY-1, GTO に対し、M-β-CyD24 時間処理後の細胞障害活性

を MTT 解析により検討した。このデータは同一の実験を 3 度行い、そのうちの

1 例を示している。 
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2-3-2 M-β-CyDによる細胞死およびアポトーシス誘導 

図１０a)は、培養6時間後のM-β-CyDの濃度による死細胞率の割合を示す。ま

た、図１０b)は、M-β-CyDを10mM加えた時の、時間による死細胞の割合の変化

を示す。PI陽性細胞はM-β-CyDを添加ご時間及び濃度依存性に増殖した。また、

細胞死がアポトーシスによるものか否かをウェスタンブロット法により検討し

た。M-β-CyD添加後、活性化caspaseが検出されたことから、3時間程度でアポト

ーシスが誘導され始めていることが示唆された（図１０c) ）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１０. M-β-CyD による BCBL-1 細胞株への細胞死およびアポトーシス誘導 

a) 培養 6 時間後の M-β-CyD の濃度による死細胞率の変化 

b) M-β-CyD を 10mM 加えた時の、時間による死細胞率の変化 

c) M-β-CyD を 10mM 加えた時の、caspase の活性化 
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2-3-3 M-β-CyD によるコレステロール引き抜き能 

M-β-CyDは腫瘍細胞においてコレステロールを引き抜くことで、アポトーシ

スを誘発することが報告されている。M-β-CyD によるPEL細胞株でのコレステ

ロール漏出を検討した。10mMのM-β-CyDが入った培養液で1時間培養し、上清

中のコレステロール量をBCBL-1とGTOで測定した。 

図１１に示すように、BCBL-1, GTO細胞株において、M-β-CyD処理により上

清中のコレステロール量は明らかに増加した（図１１）。この結果より、M-β-CyD

がコレステロールを強く漏出させていることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１１. M-β-CyDによるコレステロール引き抜き能 

BCBL-1, GTO に対し、10mM の M-β-CyD を添加し、1 時間培養後の上清中コレ

ステロール量を測定した。このデータは同一の実験を 3 度行い、そのうちの 1

例を示している。 
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2-3-4 コレステロール添加によるアポトーシス阻害効果 

次に、M-β-CyDによるアポトーシス誘導と細胞膜からのコレステロールの引

き抜き能の関与について評価した。培地にコレステロールを飽和したBCBL-1で

は、M-β-CyD単独投与と比較して、M-β-CyDによる抗腫瘍効果が有意に抑制され

ていた（図１２a)）。同じように、コレステロール飽和培地では、M-β-CyD単独

投与と比較して、caspaseの活性化が顕著に抑制されたことを確認した（図１２

b)）。この結果より、コレステロール添加によるアポトーシス阻害が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１２. コレステロール添加によるアポトーシス阻害効果 

a) BCBL-1 細胞株に対し M-β-CyD（0-10mM）を 6 時間処理した時のコレステロ

ール添加有無における PI 陽性細胞率の変化 

b) BCBL-1 細胞株に対し M-β-CyD（10mM）6 時間処理した時のコレステロール

添加有無における caspase の活性化 
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2-3-5 M-β-CyD の抗アポトーシス阻害 

これまでの結果より、M-β-CyDが細胞膜のコレステロール漏出に寄与してい

ること、また、M-β-CyD 添加によりcaspaseが活性化し、アポトーシス誘導が起

こることが明らかとなった。今回使用したM-β-CyDとはメチル基の数が一つ多

いDM-β-CyD（di-methl-β-cyclodextrin）おいて、細胞膜からコレステロールを引

き抜くことでAktのリン酸化を抑制することが報告されている。そこで、

M-β-CyDがPI3-Akt経路に与える影響を検討した。M-β-CyDは、Aktのリン酸化を

強く抑制していた。これにより、M-β-CyDは細胞膜からコレステロールを引き

抜くことにより、Aktのリン酸化を抑制し、抗アポトーシス作用が阻害されてい

る考えられた（図１３）。 

 

 

 

 

 

図１３. M-β-CyDの抗アポトーシス阻害効果 

BCBL-1細胞株にM-β-CyD10mM添加し、0-6時間後のリン酸化Aktをウエスタンブ

ロット法により確認した。このデータは同一の実験を3度行い、そのうちの1例

を示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１４. M-β-CyDによるアポトーシス誘導メカニズム 
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2-3-6 BCBL-1を移植した高度免疫不全マウスにおけるM-β-CyDの効果 

これまでの結果より、M-β-CyDのPEL細胞株に対する抗腫瘍効果が認められた

ため、異種移植したマウスで効果を検証した。NOD/rag-2/Jak3 欠損 (NRJ)マウ

スにBCBL-1（7×106個）を腹腔移植し、PEL発症マウスモデルを作製後、前臨床

試験を行った19。BCBL-1を移植して3日後より治療を行った。治療群では、腹腔

内にM-β-CyDを500 mg/kgの濃度で投与した。21日間24時間おきの100μl投与を続

けた。同様に無治療群では、21日間24時間おきにPBS100μlを投与した。その結

果、M-β-CyDの治療群では健康状態が維持され、無治療群では腹水貯留による

腹部の膨らみが認められた（図１４a、図１４b）。 

また、無治療群のマウスは治療群のマウスに比べ、明らかな体重増加が認めら

れた（n=7, p<0.01）。図１４c)と表５に示すように、治療群の腹水量 (0.13 ± 0.19 

ml) は無治療群の腹水量 (2.34 ± 0.49 ml) に比べ、極めて少量であった 

(P<0.01) 。さらに、PEL細胞の肺への転移は、HHV-8由来の蛋白であるLANAを

染色することで評価した。 

M-β-CyDを投与した治療群では、LANA陽性細胞の数は40倍の視野で0～1個であ

るのに対し、無治療群ではLANA陽性細胞の数は40倍の視野で10～20個であった

（図１４d）。これらの結果からM-β-CyDはin vivoでもPELの増殖を抑制してい

ることは明らかである。 

M-β-CyDの副作用として、マウスにおいて高濃度条件下での静脈投与が溶血を

誘発することが知られている。そこで我々は治療群の赤血球数 、Hb 、LDH を

確認した。その結果、図１５に示すように、腫瘍に直接投与を行った場合この

濃度であれば、溶血を起こす等の重大な副作用は認められなかった。 
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図１５． NRJ マウスにおける M-β-CyD の PEL に対する増殖抑制 

a) BCBL-1 細胞腹腔内移植後 3 週間のマウス（左側：無治療群、右側：M-β-CyD

投与群） 

b) BCBL-1 細胞を腹腔内に移植したマウスの腹水の量（ml） 

 （左側：無治療群、右側：M-β-CyD 投与群） 

c) BCBL-1 細胞を腹腔内に移植したマウスの体重（ｇ） 

 （左側：無治療群、右側：M-β-CyD 投与群） 

d) BCBL-1 細胞を移植した NRJ マウスの肺の LANA 染色 

（左側：無治療群・転移あり、右側：M-β-CyD 投与群・転移なし） 

 

 

 

 

 

表５．PELを移植したマウスの腹水の量(ml) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

腹水 PBS M-B-CyD

1 2.5 0.3
2 1.8 0.5
3 2.2 0
4 3.3 0
5 2.3 0
6 1.9 0
7 2.4 0.1

平均 2.342857 0.128571

標準偏差 0.492805 0.197605
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図１６. M-β-CyDの溶血作用 

M-β-CyDを高濃度条件下で静脈に投与した場合、副作用として溶血が起こり、

RBC・Hb・LDHの減少がみられることが報告されている。このため、腹腔内投

与した場合に副作用が現れるか検討した。 

a) RBC （Red Blood Cell：赤血球数） 

b) Hb  （Hemoglobin Concentration：ヘモグロビン濃度） 

c) LDH （Lactate Dehydrogenase：乳酸脱水素酵素） 
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2-4 章総括 

 

我々はM-β-CyDが細胞膜の脂質ラフトからコレステロールを引き抜くことで、

PELにアポトーシスを誘導することを確認した。また、PELを発症したモデルマ

ウスの実験でもM-β-CyDが劇的にPELの増殖を抑制した。しかし、PEL発症マウ

スに対してM-β-CyDを投与する際、副作用がなく抗腫瘍効果が得られるかどう

かについては注意する必要がある。今回は、直接腫瘍内にM-β-CyDを投与する

ことにより、強い抗腫瘍効果を持つことが示された4。一方、M-β-CyDの静脈内

投与は、溶血作用を誘発することが知られている。このため、血中に投与する

場合には腫瘍のみに集積するような指向性が必要である。この指向性に関する

研究では葉酸を添加することで副作用をおこさずに、葉酸受容体を多く持つ腫

瘍細胞に集積させることに成功したという報告がある20,21。一方でPELは体腔内

（肋膜、腹膜、心膜）でリンパ浸出液とともに増殖するという特徴を持つため、

PELを発症したマウスの体腔内に直接M-β-CyDを投与することで抗腫瘍効果が

得られた。この結果からM-β-CyDは化学療法耐性のPELの治療法として有用であ

ることが示唆された。 
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第3章 蛍光イメージング用ヌードマウスの開発 

3-1 実験の背景と目的 

 

 光イメージングを行うためには、無毛マウスを使用する必要がある。なぜな

ら有毛マウスでは、内部から放出される発光や蛍光シグナルが体毛により吸収

され、十分なシグナル検出ができないためである。このため、無毛マウスを使

用する必要があるが、無毛マウスには強いNK活性があり、腫瘍細胞の生着が

25-35％に制限される5,22。 

 近年ではNK細胞が完全欠損するように遺伝子を組み替えた高度免疫不全マ

ウスが開発された23-26。このようなマウスの登場により、移植効率が大きく改善

した。私たちも以前、Nude-RJマウスの遺伝的バックグラウンドであるBalb / c

を用いて高度免疫不全マウス（Rag - 2 / Jak3二重欠損マウス） を作製した27。こ

のマウスは成熟T細胞とB細胞、NK細胞が欠損していて、ヒトCD34+血液幹細胞

（HSC）とヒト末梢血単核球（PBMC）の両方が高効率で生着し、ヒト腫瘍の異

種移植にも適していた28。しかしながら、これらのマウスは有毛である。そこで、

NK細胞の働きを抑えた、蛍光イメージングに適した高度免疫不全、且つ無毛マ

ウスを開発する必要がある。 

 この研究では高度免疫不全ヌードマウスであるNude-RJマウス及びEGFPを発

現したNude-R/J-EGFPを確立し、光イメージングに使用するマウスとしての有用

性の評価を行った。 
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3-2 実験材料と方法 

 

3-2-1 マウス 

Balb/c Rag-2 欠損(Rag-2–/–)マウス と Balb/c Jak3 欠損 (Jak3–/–)マウスはBalb/c

系統マウスに10世代継代し、Rag-2–/– マウス29又は、Jak3–/– マウス30（熊本大

学動物資源開発センターより入手）をそれぞれ交配させることにより樹立して

いる。さらにBalb/c Rag-2/Jak3 二重欠損(Rag-2–/–Jak3–/–) マウスを樹立するため、

Balb/c Rag-2 欠損 (Rag-2–/–)マウス と Balb/c Jak3 欠損 (Jak3–/–)マウスを交配

して樹立している。 

このようにして樹立したBalb/c Rag-2/Jak3 二重欠損(Rag-2–/–Jak3–/–) マウスに

Balb/c Nude mice（クレアから購入）を掛け合わせることにより、Balb/c Nude 

Rag-2–/–Jak3–/– (Nude-RJ)マウスを樹立した。 

C57 / BL6 –EGFPトランスジェニックマウスは大阪大学の岡部勝先生よりご供与

いただいた。このマウスはチキンβアクチンプロモーターとサイトメガロウイル

スの強化因子によってEGFPを発現する31。Balb/c‐EGFPマウスはC57 / BL6 – 

EGFPマウスにBalb/cを10代に渡って交配させて作製した。Balb/c-EGFP 

Rag-2-/-Jak3-/- マウスはBalb/c Rag-2-/-Jak3-/- マウス27とBalb/c-EGFP マウスを

交配させることで樹立した。Balb/c-EGFP nude Rag-2-/-Jak3-/- マウス

（Nude-R/J-EGFP mice）はBalb/c-EGFP Rag-2-/-Jak3-/-マウス とBalb/c nude マウ

スの交配によって作製した。ヌードマウスでは、nu/nu 雌が子供を育てられない

ため33、nu/nu 雄とnu/＋ 雌の交配により系統を維持した。 

マウスは学内のガイドラインに沿って動物施設で飼育されている。 

Nude34、 Rag -229 とJak330の遺伝子欠損は尾組織からDNAを抽出し、PCR法によ

り同定した。EGFPマウスは、紫外線ランプで蛍光を確認した。すべての実験手

順とプロトコールは動物委員会の承認を得ている。 

 

3-2-2 細胞株 

ヒト胆管がん細胞株（KKU-M213）は、培地にダルベッコ変法イーグル培地

（DMEM; 和光純薬、大阪、日本）を用いて培養した。56℃で30分加熱し不活化

した10％ウシ胎児血清（JRH Bioscience、Lenexa、KS、USA）および、100u/mL

のペニシリンと100のμg/mLストレプトマイシンを添加した32。ヒト赤白血病細胞

株（K562）は理研の細胞バンク(筑波、日本)から購入した。培地には（RPMI1640; 

和光純薬、大阪、日本）を使用し、56℃で30分加熱し不活化した10％ウシ胎児

血清（JRH Bioscience、Lenexa、KS、USA）および、100u/mLのペニシリンと100

のμg/mLストレプトマイシンを添加した。 

mCherryを遺伝子導入したKKU-M213（M213-mCherry）の作製方法は、メーカー
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の指示通り、pmCherry-N1 Vector（Clontech、Mountain View、CA、USA）とトラ

ンスフェクション用の試薬Lipofectamine 2000（Invitrogen、Carlsbad、CA、USA）

を用い行った。 遺伝子導入した細胞は、ネオマイシン（G418; Carbiochem、

Darmstadt、Germany）含有培地により選択した。 

 

3-2-3 フローサイトメトリー 

マウス脾臓細胞はDX5-APC（panNK marker）、mCD122（IL-2Rβ）-PE、mCD19-APC

とmCD3-PE/Cy7（eBiosciences、San Diego、CA、USA）により染色し、LSR II

（BD Biosciences、San Diego、CA、USA）を使い分析した27。データは、FlowJo

（Tree Star , San Carlos , CA , USA）により解析した。 

 

3-2-4 組織学的な分析 

脾臓は10％ホルマリンで固定した後、ホルマリンを除去しパラフィン包埋を行

った。切片は4μm厚で切り出し、ヘマトキシリンエオジン染色を行った。 

 

3-2-5 異種移植片マウスモデル 

8-10週齢のNude -RJマウス及びNude-R/J-EGFPマウスの左右側腹部皮下に

M213-mCherry細胞株(6×106個/100μl PBS)を移植した。移植16日後にマウスを蛍

光イメージングシステムで撮像した。 

 

3-2-6 イメージ取得 

Nude -RJマウスは生体蛍光イメージングシステムであるMaestro (Cambridge 

Research & Instrumentation, MA, USA)を使用して撮影した。 

Nude-R/J-EGFPマウスはMaestro及びマルチスペクトラル・イメージング。システ

ムであるNuance multispectral imaging system (Cambridge Research & 

Instrumentation)を用いて撮影した。 

 

3-2-7 統計解析 

実験群の統計的有意差はスチューデントｔ検定を用いて、ｐ値が0.05未満の時、

有意差が有ると判断した。 
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3-3 実験結果  

 

3-3-1 Nude-RJマウスにおける免疫表現型 

 Nude-RJマウスの免疫表現型を確かめるため、脾臓細胞を単細胞化し、mouse 

DX-5 (pan NK marker), CD122 (IL-2Rβ), CD3 (T cell marker)とCD19 (B cell marker)

に対して蛍光抗体で標識した。ヌードマウスではBリンパ球およびNK細胞が検

出された。一方、Nude -RJマウスの脾臓細胞からはTリンパ球、Bリンパ球およ

びNK細胞は検出されなかった（図１７a)）。またNude-RJマウス脾臓のヘマトキ

シリンエオジン染色を行った。Balb/cでは胚中心が認められるのに対し、Nude-RJ

マウスでは、胚中心が失われていた。（図１７b)） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１７．Nude-RJ マウスにおける成熟リンパ球と NK 細胞の欠損 

a) Balb/c, Nude, Nude-RJマウスに対し、フローサイトメトリーにて免疫表現型解

析を行った。 

b) 脾臓のヘマトキシリンエオジン染色 
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3-3-2 Nude-R/J-EGFPマウスにおける免疫表現型 

 Nude-R/J-EGFPマウスの免疫表現型を確かめるため、脾臓細胞を単細胞化し、

mouse DX-5 (pan NK marker), CD122 (IL-2Rβ), CD3 (T cell marker)とCD19 (B cell 

marker)に対して蛍光抗体で標識した。Balb/cマウスではBリンパ球、Tリンパ球

およびNK細胞が検出された。一方、Nude -R/J-EGFPマウスの脾臓細胞からはT

リンパ球、Bリンパ球およびNK細胞は検出されなかった。（図１８a)） 

またNude-R/J-EGFPマウスにおける脾臓細胞でのEGFPの発現を確認した。（図１

８b)） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１８．Nude-R/J-EGFP マウスにおける成熟リンパ球と NK 細胞の欠損および

EGFP 発現 

a) Balb/c, Nude -R/J-EGFPマウスに対し、フローサイトメトリーにて免疫表現型

解析を行った。 

b)脾臓細胞でのEGFPの発現 
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3-3-3  Nude-RJマウスにおける腫瘍細胞移植 

Nude-RJマウスとヌードマウスにヒト血液系悪性腫瘍を移植して腫瘍形成性

を比較した。それぞれのマウスの左右側腹部皮下にK562（ヒト赤白血病細胞）

を移植した。皮下に形成された固形腫瘍は、ヌードマウスに比べ、Nude-RJマウ

スの方が大きな腫瘍を形成した（図１９a)）。皮下腫瘍移植16日後に、マウスを

安楽死させ皮下腫瘍を摘出し、腫瘍重量を測定した。その結果、Nude-RJマウス

の腫瘍重量は、ヌードマウスの腫瘍重量より重く、顕著に大きな腫瘍を形成し

ていた。 

（Nude-RJ: 1.54±0.64g, Nude:0.39±0.27g, n=6 each, P<0.01) （図１９b),c)） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１９． Nude-RJマウスとヌードマウスの腫瘍形成性 

K562（赤白血病細胞）をNude-RJマウスとヌードマウスの皮下にそれぞれ移植し、

腫瘍の成長を比較した。 

a) 移植後16日目Nude-RJマウスとヌードマウスの写真 

b) Nude-RJマウスとヌードマウスから取り出した腫瘍重量の比較 

c) 腫瘍組織の写真 
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3-3-4  Nude-RJマウスにおける皮下腫瘍の蛍光検出  

mCherryは赤色蛍光（図２０a)）を発現する。 

リポソームトランスフェクション法により胆管がん細胞株（M213）にmCherry

を遺伝子導入し、M213-mCherryを樹立した。 

皮下に移植されたM213-mCherryの蛍光はMaestro（生体蛍光イメージングシステ

ム）によって検出した。また、検出されたM213-mCherryの蛍光強度と蛍光領域

と腫瘍重量をそれぞれ比較した。 

蛍光強度と蛍光領域と腫瘍重量は、それぞれ相関していることが分かった（図

２０b)）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２０．蛍光強度、蛍光領域と腫瘍重量の相関性 

mCherry を発現する M213 胆管がん細胞株を Nude-RJ マウスの皮下に移植した。

移植 12 日後、Maestro（生体蛍光イメージングシステム）で蛍光強度と蛍光領域

を測定した。 
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3-3-5  Nude-R/J-EGFPマウスにおけるEGFP検出 

緑色蛍光の発現は、Nude-R/J-EGFPマウスに励起光を照射すると肉眼で簡単に検

出できる。持ち運び可能なUVランプでも鮮明に検出された（図２０a)）。イメ

ージング装置によりほとんどの臓器で緑色の蛍光を検出できた（図２０b)）。 
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図２１．Nude-R/J-EGFP マウス 

a) 昼光色と手持ち用 UV ランプによる Nude-R/J-EGFP マウス照射 

b) 蛍光イメージングシステムを用いた心臓、肺、腎臓、肝臓、脳、脾臓、消化

管の画像 

 （左側：Nude-R/J-EGFP マウス、右側：ヌードマウス） 
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3-3-6  Nude-R/J-EGFPマウスにおけるイメージング 

Nude-R/J-EGFPマウスの緑色蛍光と左右脇腹に移植したM213-mCherryの赤色蛍

光をMaestro（生体蛍光イメージングシステム）で区別することに成功した 

（図２２）。また、M213-mCherryの腫瘍細胞内にできた宿主由来の新生血管を

Nuance（マルチスペクトラル・イメージング・システム）によって詳細に検出

できた。Nude-R/J-EGFPマウスに違う蛍光を発する細胞を移植することにより、

移植細胞が血管内を輸送される状況が鮮明に映し出され、二重蛍光イメージン

グにより宿主細胞と移植細胞を区別できた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２２．Nude-R/J-EGFP マウスに移植した mCherry 発現腫瘍 

a. 皮下で成長した M213-mCherry 細胞株と Nude-R/J-EGFP マウス 

b. 皮下で成長した M213-mCherry 細胞株と Nude-R/J-EGFP マウスの蛍光画像 

c. Nude -R/J-EGFP マウスの新生血管 

d. M213 腫瘍内に新生した血管の可視化 
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3-4 章総括 

 

 免疫不全マウスを使ったヒト腫瘍移植モデルは前臨床薬剤の評価、転移、バ

イオマーカーの発見といった研究を含め、様々ながん研究に広く用いられてい

る35。免疫不全マウスの開発はNudeマウスに始まり、以来、様々な免疫不全マウ

スが生み出されてきた。ヌードマウスには、T細胞は欠損しているがB細胞とNK

細胞を有するため、患者由来ヒト腫瘍の25-35％しか生着しないという欠点があ

った5,22。この欠点を克服するため、beige-nude, CBA/N nude やnude- scid miceな

ど、免疫不全マウスの開発が続けられてきた36,37。他に、脾臓や胸腺の欠損マウ

スやNIHタイプ２ヌードマウス、または部分的にB細胞が欠損したCBA / N nude 

mice、nude -beige マウスや NOD / Scid ヌードマウスが確立されてきた。 

しかしながら、これらのマウスにもNK細胞が保持されており、移植の生着率の

明らかな改善には至らなかった38。近年では、マウスの開発技術の進歩により、

NOD/Scid common γ-欠損マウス やJak3 欠損マウス23-26, 39、Balb/c Rag-2 common 

γ-40 、Jak3 二重欠損マウス24,28の様なNK細胞が完全に欠損しているマウスが開

発され、効率よく異種移植ができるよう改良された高度免疫不全マウスが作製

された28。 

しかしながら、今日でもヌードマウスは非常によく使用されている。無毛とい

う特徴から、腫瘍移植や評価が容易であるためである22,40。また、近年の光イメ

ージング技術の飛躍的な進歩により、ヌードマウスを使えば生体内の蛍光物質

を体外から検出できるようになった。それに加えて、蛍光たんぱく質を発現す

るin vivoイメージングに適したいくつかの免疫不全マウスが開発されている41-44。

しかし、ヌードマウスをバックグラウンドに持つこれらのマウスでは免疫不全

のレベルが十分ではないため、ヒト細胞の移植には適していない42。 

 そこでBalb /cをバックグラウンドに持つBalb/c Rag-2/Jak3 二重欠損マウスを

使用し、Nude-RJマウスを確立した。このマウスは、無毛でありNK細胞が欠損

しているので、ヒト腫瘍移植モデルマウスにも非侵襲性の蛍光イメージング装

置を用いた評価にも適したマウスである。さらに、EGFPを発現した

Nude-R/J-EGFPマウスを樹立した。このマウスでは、移植細胞と宿主細胞が蛍光

イメージングにより区別でき、マウスの体内に占める移植細胞区別が明確にで

きるように改良されている。 

 これらのマウスは、ヒト腫瘍研究や遺伝子研究において価値のある資源とな

り得る。また、バイオルミネッセンスや蛍光プローブを用いて行うイメージン

グの研究需要はこれから増加するため、重要な研究ツールと言える45。これから

の研究を推し進めるための強力なツールとして期待される。 
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第4章 総括および今後の展開 

 

4-1 総括 

 

先進国におけるエイズ治療の現状は、1995年にcARTが導入され、ウイルスを

ある程度制御できるようになったことで、大きな予後の改善がみられた。しか

し、患者の生存期間が延びたことで、合併症が問題視されるようになった。cART

以前では患者の合併症は日和見感染によるものが一番多く15年生存率は２割で

あった。cART以後の合併症は、日和見感染による死亡が激減したため、飛躍的

に生存期間が長くなったものと考えられ、15年生存率は７割まで改善している。

cART以後の合併症の割合として増加したものが、肝炎や悪性腫瘍であり、中で

もHIV患者の予後を左右するものとして悪性腫瘍が挙げられる。悪性腫瘍の中で

高頻度併発するのがエイズ関連悪性リンパ腫である。エイズ関連悪性リンパ腫

の一種であるPELは、HHV-8を感染原因とする進行性のB細胞性非ホジキンリン

パ腫であり、特徴として体腔内に胸水や腹水をともなって増殖する浸潤性の腫

瘍である。また、PELは一般的な化学療法に耐性を示すことから、未だ標準治療

が確立されていない。患者の平均余命は診断から平均3～6か月であり、早急な

対策が求められている。 

本研究で用いたM-β-CyDは、従来の化学療法とは全く違った作用機序を有し、

高い抗腫瘍効果が報告されているため、PELに対する抗腫瘍効果についてin vitro

とin vivoの両面から検討した。次にPELを移植したマウスを生きたまま、腫瘍の

進展を解析する方法として分子イメージングが有用であると考え、光イメージ

ングによる生体情報を取得するために、高度免疫不全ヌードマウスの作製をお

こなった。 

M-β-CyDのPELに対する抗腫瘍効果については、in vitroでは濃度依存的に細胞

障害性を及ぼし、アポトーシス亢進作用が認められた。また、M-β-CyDがPEL細

胞膜から脂質を引き抜くことにより、PI3-Akt経路においてリン酸化が抑制され、

抗アポトーシス阻害が起こると考えられた。in vivoでは高度免疫不全マウスに、

PEL細胞株（BCBL-1）を移植し、移植3日後から21日間、24時間おきにM-β-CyD

（500mg/kg）を腹腔内投与し、PBS投与マウスと比較した。 

移植24日後の腹水の量を比較した結果、PBS投与群では平均2.5ml程度の貯留が

認められたのに対し、M-β-CyD投与群では腹水の貯留はほとんど認められなか

った。また、M-β-CyD投与群では立毛等の臨床症状も確認されなかった。よっ

て、M-β-CyDは、PELの治療法として有用であることが示唆された。 

 光イメージングによる担ヒト癌マウスを解析するため、無毛の高度免疫不全

マウスの作成を試みた。新規に開発したNude-RJマウスはBalb/c Rag-2/Jak3 二重
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欠損(Rag-2(-/-)Jak3(-/-))マウスとヌードマウスを掛け合わせることによって樹

立した。Nude-RJマウスとヌードマウスの皮下にK562細胞株を移植して比較し、

Nude-RJマウスの方により大きな固形腫瘍が形成された。また、フローサイトメ

トリーで免疫表現型について解析した。Nude-RJマウスでは、リンパ球とNK細

胞が完全に欠損していることが確認された。さらに、Nude-RJマウスからEGFP

を発現するマウス（Nude-R/J-EGFPマウス）も開発した。このマウスに、mCherry

遺伝子(赤色蛍光)を導入した胆管がん細胞株（KKU - M213）を左右脇腹の皮下

に移植し、Maestro（生体蛍光イメージングシステム）とNuance（マルチスペク

トルイメージングシステム）を使い撮像を試みた。形成された固形腫瘍と腫瘍

内の新生血管の可視化に成功した。Nude-RJ-EGFPマウスは、宿主細胞と移植細

胞を区別することが可能であり、腫瘍関連マクロファージや腫瘍関連線維芽細

胞等、腫瘍微小環境の評価に使えると考えられる。今回樹立したマウスを用い、

光イメージング法を発展させることで、PELのさらなる治療法確立が期待される。 
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4-2 今後の展開 

 

PELの治療法として今後抗体療法や化学療法を試していきたい。PELは化学療

法には耐性であるが、他の悪性リンパ腫と比較しても放射線への感受性が高い

ことを確認している。そこで、シクロデキストリンとの併用療法についても検

討してみたいと考えている。また、その効果を光イメージング法により評価し、

より良い評価ができる実験手法へと確立したい。 

 現在は、小動物用のSPECT/CTを使用したイメージング研究を行っている。

SPECT/CTは放射性同位元素から放出される放射線を検出し、機能的な情報をイ

メージングするSPECTと形態的な情報をイメージングするCTで構成されている。

このSPECTとCTから得られたイメージング画像を重ね合わせることで診断、評

価の精度が上がる。SPECTとCTの利点は画像の美しさと正確性にある。また、

3D動画での表示が可能であるため、多方からの状況が分かりやすく容易に評価

が可能である。その反面、放射性同位元素を使用するため、放射性同位元素が

持つ物理的半減期と代謝などによる生物的半減期の影響を大きく受けるため、

同じ条件で何度も撮像することが出来ないことと、撮像には時間が掛かるとい

ったデメリットがある。この点では蛍光イメージングが優れており、遺伝子操

作で細胞が蛍光を発するため、同じ条件のもとに撮像を行えるという強みがあ

る。 

 また、CTと光イメージング画像の組み合わせもソフト上で可能であり、様々

な種類の分子イメージング装置を上手く組み合わせることで、目的にあった画

像を構成することができる。 

 また、分子イメージング装置の進歩には目を見張るものがあり、それに合わ

せた小動物モデルも必要となるため、動物の開発についても引き続き研究して

いきたい。 

 図２３は、I-131投与マウスの甲状腺集積を撮像した画像であり、小動物用

SPECT/CTによるPELに対するM-β-CyDの評価についても検証したいと考えてい

る。 
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図２３．SPECT/CTによるマウス画像 

I-131投与後マウスの甲状腺集積をSPECT/CTで画像化したものである。

SPECT/CTでは、SPECTによる機能学的生体情報、X線CTによる形態学的情報が

得られ、画像を合成することにより診断・評価の精度が上がる。3D動画として

出力させることにより、多方から容易に評価が可能であり、多くの情報を得る

ことができる。 
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