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コトンラット胃腫瘍由来腹水性がん細胞株に対するハイブリッドリポソームの増殖抑制効果
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We established cell-line (CoRa 622 G6) of gastric carcinoma using cotton rats with spontaneous malignant gastric
carcinoma with hypergastrinaemia. Inhibitory eŠects of hybrid liposomes (HL) composed of dimyristoylphosphatidyl-
coline (DMPC) and polyoxyethylene (n) dodecyl ether (C12(EO)n: n＝21, 23, 25) on the growth of CoRa 622 G6 cells
were clariˆed on the basis of WST-1 assay. Fusion and accumulation of HL including ‰uorescence probe into CoRa 622
G6 cell membrane were clariˆed using confocal laser microscopy and total internal re‰ection ‰uorescence microscopy.
Induction of apoptosis of CoRa 622 G6 cells after the treatment with HL was observed in ‰uorescence micrographs on
the basis of Annexin-V binding assay and TUNEL method using confocal laser microscopy. The results in this study
could contribute to the chemotherapy for patients with gastric carcinoma.

Key words―hybrid liposome; gastric carcinoma; cotton rat; apoptosis

緒 言

胃がんは，粘膜内の分泌細胞や分泌物を胃の中に

導く導管の細胞から発生し，胃がん検診などにより

発見できる大きさになるまでには何年もかかるとい

われている．腫瘍の増大に伴い，がん細胞は胃壁の

中に入り込み，漿膜やさらにその外側まで広がり大

腸や膵臓に浸潤していく．胃がんの治療は手術療法

が最も有効で標準的であるが，進行した胃がんでは

外科的治療は困難なため化学療法が用いられる．胃

がんの治療に用いられる 5-フルオロウラシルなど

の抗がん剤は腫瘍縮小効果を示すが完全な治癒は困

難であり，重篤な副作用が問題となっている．1)そ

のため，効果的で安全な制がん剤が切望されている．

小動物における自然発生の胃がんモデルとして，

川瀬らは生後 2 ヵ月齢以上の雌に偏って胃腫瘍を自

然発生する自然発症胃腫瘍コトンラットを発見し

た．2) Figure 1 に自然発症胃腫瘍コトンラットの胃

粘膜の写真を示す．コトンラットの胃腫瘍発症過程

は，壁細胞に対する自己免疫性胃炎を発端とし，壁

細胞は破壊され胃酸分泌の低下により胃内の pH は

中性化に傾く．これに対する防衛反応として胃酸の

分泌を促すガストリンが血液中に放出され，高ガス

トリン血症を呈する．胃粘膜内にはガストリンに反

応し，増殖する内分泌細胞（ECL 細胞）が存在し，

増殖を繰り返すうちに，腸上皮化生や粘膜下への浸

潤性の獲得といった悪性化が進む．3)これらのコト

ンラットにおける胃腫瘍形成メカニズムは，内分泌

性細胞由来のヒト胃腫瘍形成と類似することから，

ヒト胃腫瘍モデルになりうると考えられる．

一方，リポソームはリン脂質を水溶液中に低濃度

で分散させることで形成される閉鎖型の小包体であ

り，抗がん剤，ホルモン及び免疫調節剤などのドラ

ッグキャリアーとして用いられている．4,5)上岡ら

は，ベシクル分子とミセル分子からなる新しいナノ
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Fig. 1. Normal Gastric Mucosa (A) and Gastric Carcinoma
(B) in a Female Cotton Rat
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パーティクル，ハイブリッドリポソーム（HL）を

開発した．6) HL は，構成成分と組成比を変えるこ

とによりサイズ，膜流動性，相転移温度などの膜物

性を調節することができる．6,7) HL にペプチド触媒

を組み込んだ人工膜酵素モデルとして用い，L 体基

質の天然酵素に匹敵する立体選択的加水分解の制御

に成功した．8,9) HL は，in vitro において薬物を含

有せずに種々のがん細胞に対する顕著な増殖抑制効

果を示し，1012) in vivo においては担がんモデル動物

を用いた治療実験から延命効果が得られてい

る．1316) HL はがん細胞膜に融合・蓄積し，17)カス

ペースの活性化を経てアポトーシスを誘導すること

が報告されている．18,19)さらに，生命倫理委員会の

承認後，悪性リンパ腫瘍の患者に対する臨床試験に

おいて，高い安全性及び固形リンパ腫瘍の顕著な縮

小効果が明らかになっている．16)

本研究においては，自然発症胃腫瘍コトンラット

から株化がん細胞（コトンラット胃腫瘍由来腹水性

がん細胞株：CoRa 622 G6）の樹立を行った．次

に，樹立した CoRa 622 G6 細胞に対する L-a-ジミ

リストイルホスファチジルコリン（DMPC）及び

ポリオキシエチレン（n）ドデシルエーテル（C12

(EO)n：n＝21，23，25）からなるハイブリッドリ

ポソーム［90 mol％DMPC/10 mol％C12(EO)n：

HL-n］の in vitro における増殖抑制効果及びアポ

トーシス誘導について検討した．

実 験 方 法

1. 試料 L-a-ジミリストイルホスファチジル

コリン（DMPC）は市販品（日本油脂）をそのま

ま使用した．ポリオキシエチレン（21）ドデシルエー

テル［（C12(EO)21］とポリオキシエチレン（25）

ドデシルエーテル［C12(EO)25］は市販品（日光ケ

ミカルズ）をそのまま使用した．C12(EO)21 及び

C12(EO)25 は日本薬局方の薬剤である．C12(EO)23

は市販品（Sigma）を，Elworthy らの方法に従い精

製したものを使用した．20)蛍光プローブの 1-パルミ

トイル-2-[12-（〈7-ニトロ-2-1,3-ベンゾキシアジア

ゾール-4-イル〉アミノ)ドデカノイル]-sn-グリセロ-

3-ホスフォコリン（NBDPC）は市販品（Avanti）

をそのまま使用した．

2. 動物 コトンラットは 1971 年に田辺製薬

より恵贈して頂き，任意交配で維持した．室温 25

±1°C，湿度 50±10％，12 時間毎の照明サイクル，

1 時間毎に 14 回の 100％新鮮換気条件で飼育した．

3. 株化がん細胞の樹立 胃腫瘍を自然発生し

たコトンラットの中から病態末期と判定された個体

の腹水を採取後，遠心により細胞を集め滅菌リン酸

緩衝生理食塩水（PBS）で洗浄した．高ガストリン

血症を示すコトンラットへ細胞を腹腔内接種により

移植し，病態の悪性度が進行したコトンラットを屠

殺・解剖し，腫瘍を回収した．さらに別の同系動物

で細胞の継代を繰り返したのち，腹水に含まれる細

胞を分離した．In vitro での培養は，10％ウシ胎児

血清（FBS）を含む RPMI-1640 培地中で 37°C の 5

％CO2 インキュベータ内で行った．細胞の安定し

た増殖を確認後，クローニングした．

4. ハイブリッドリポソームの調製 ハイブリ

ッドリポソームはリン脂質（DMPC）と PEG 系界

面活性剤（C12(EO)n，n＝21，23，25）を 5％グル

コース溶液中に溶解後，45°C，窒素雰囲気下で超音

波照射することにより調製した．孔径 0.20 mm フィ

ルターでろ過滅菌し試験溶液とした．

5. 膜直径の測定 ハイブリッドリポソームの

膜直径（dhy）は，光散乱光度計（ELS-8000, Otsu-

ka Electronics Co., Ltd.）を用い，動的光散乱法に

より測定した．光源として He-Ne レーザーの 633

nm の発振線を出力 35 mW で用い，散乱角 90°で測

定し，得られた拡散係数（D）から Eq. (1)（Stokes-

Einstein 式）に従い dhy を求めた．

dhy＝kT/3phD (1)

ここで，k は Boltzmann 定数，T は絶対温度，h は
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溶媒の粘度である．

6. がん細胞増殖抑制効果 50％増殖抑制濃度

（IC50）は WST-1 assay（Cell Counting Kit, Dojindo

Laboratories）により測定した．21) 0.1 ml の細胞懸

濁液（1.0×104 cells/ml）を 96-well プレート（Su-

milon）に播種し，24 時間 37°C で 5％CO2 インキ

ュベータ中で培養した．DMPC 単一リポソーム又

は HL-n を添加し，48 時間培養後，WST-1 溶液を

添加し 2 時間培養後，450 nm の吸光度を分光光度

計（Molecular Device）により測定した．生存率を

Amean/Acontrol×100 より算出し，生存率の試料濃度

依存性より IC50 を求めた．ここで，Amean は HL 添

加後の，Acontrol は HL 未添加の水溶性ホルマザン

の吸光度を示す．

7. 共焦点レーザー顕微鏡観察 蛍光プローブ

として NBDPC を用い，NBDPC を含有した HL-n/

NBDPC の CoRa 622 G6 細胞への融合・蓄積を共

焦点レーザー顕微鏡（TCS-SP, Leica）を用いて観

察した．2 ml の細胞懸濁液（2.0×104 cells/ml）を

Glass Bottom Uncoated Dish（MatTek）に播種し，

24 時間 37°C で 5％CO2 インキュベータ中で培養後，

HL-n/NBDPC を添加し観察した．レーザーは，Ar

（excitation/detection＝488/505-555 nm）を用いた．

8. 全反射顕微鏡観察 HL-23 /NBDPC の

CoRa 622 G6 細胞膜への融合・蓄積を全反射顕微

鏡（IX71，Olympus）を用いて観察した．2 ml の細

胞懸濁液（1.0×105 cells/ml）を Glass Bottom Un-

coated Dish（MatTek）に播種し，24 時間 37°C で 5

％CO2 インキュベータ中で培養後，HL-23/NBDPC

を添加し観察した．レーザーは Ar（488 nm）を用

いた．細胞膜に取り込まれた HL-23/NBDPC の蛍

光強度は画像解析ソフト（Aquacosmos，Hama-

matsu Photonics）を用い，14 ヵ所の蛍光強度を測

定し平均値を算出した．

9. Annexin-V binding assay HL の CoRa 622

G6 細胞に対するアポトーシス誘導を検討するため

に，Annexin-V-FLUOS staining kit（Roche Diag-

nostics）を用いて Annexin-V binding assay により

アポトーシス初期細胞を検出した．2 ml の細胞懸

濁液（1.0×104 cells/ml）を Glass Bottom Uncoated

Dish（MatTek）に播種し，24 時間 37°C で 5％CO2

インキュベータ中で培養した．DMPC 単一リポ

ソーム又は HL-n を添加後 25 分あるいは 45 分間培

養した．なお，各 HL の最終濃度は細胞当たりの

IC50 値と同一である．試料添加後の細胞は，An-

nexin-V-Fluorescein，Propidium Iodide（PI）混合

液を暗化で室温，10 分間反応させ，共焦点レー

ザー顕微鏡により観察した．レーザーは Ar（exci-

tation/detection, Annexin-V-Fluorescein＝488/500

530 nm, PI＝488/600630 nm）を用いた．ここで，

アポトーシスを誘導した細胞膜は，Annexin-V-Flu-

orescein（緑）のみに染色される．

10. TUNEL 法 アポトーシス誘導を TUNEL

法により in situ cell death detection kit （Roche Di-

agnostics）を用いて検討した．12 ml の細胞懸濁液

（1.0×104 cells/ml）を 100 mm dish（Falcon）に播

種し，24 時間 37°C で 5％CO2 インキュベータ中で

培養した．DMPC 単一リポソーム又は HL-n を添

加後，24 時間培養した．なお，各 HL の最終濃度

は細胞当たりの IC50 値と同一である．遠心処理後

細胞を回収し，10％中性緩衝ホルムアルデヒド液

（4％ホルマリン含有）で固定した．Terminal deox-

ytransferase，‰uorescein-dUTP 混合液を 60 分間，

37°C で，TOPRO-3（Molecular probes）を暗化で

20 分間，室温で反応し，共焦点レーザー顕微鏡に

より観察した．Fluorescein-dUTP の光源には Ar

レーザー（excitation/detection，488/515565 nm）

を用いた．TOPRO-3 の光源には HeNe レーザー

（excitation/detection，633/640700 nm）を用いた．

ここで，すべての細胞は核が TOPRO-3（赤）に，

アポトーシスを誘導した細胞は DNA の 3′-OH 末

端が ‰uorescein-dUTP（緑）に染色される．

結 果 と 考 察

1. 株化がん細胞の樹立 胃において自然発生

した腫瘍は，胃粘膜下へ浸潤して最外側部の漿膜に

達する．最終的に漿膜を突き破り，腹腔内に播種後

腹水を貯留する．この腹水から採取した細胞は，長

期間の in vitro での継代がこれまで困難であった．

そこで，コトンラットの腹腔内で腫瘍を継代したと

ころ，多臓器への転移性の獲得及び短期間でのがん

死が認められた．この悪性度の高い細胞をコトンラ

ットへ移植し，末期症状を呈した病態例の腹水から

細胞を採取し継代した．継代 3 代目のコトンラット

に，肝臓への転移が確認された．さらに，継代 4 代

目のコトンラットに大量の腹水を認めた．この腹水
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Fig. 2. Time Courses of dhy Change for Hybrid Liposomes
Composed of 90 mol％ DMPC and 10 mol％ C12(EO)n
(HL-n) at 25°C
◇: DMPC liposome, ○: HL-21, △: HL-23, □: HL-25, [DMPC]＝20

mM, in 5％ glucose solution. Values are indicated as mean±S.D.

Fig. 3. Viability vs Concentration of Hybrid Liposomes on
the Growth of CoRa 622 G6 Cells
◇: DMPC liposome, ○: HL-21, △: HL-23, □: HL-25.

Fig. 4. 50％ Inhibitory Concentration (IC50) of Hybrid
Liposomes Composed of 90 mol％ DMPC and 10 mol％ C12

(EO)n (HL-n) on the Growth of CoRa 622 G6 Cells for 48 h
Values are indicated as mean±S.D.
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から調製した細胞を in vitro 培養系に移し，細胞の

安定した増殖を確認後，クローニングした．すなわ

ち，細胞を培養液中に分散させ，倒立顕微鏡下で滅

菌ガラス管を用いて細胞 1 個を採取し，細胞 1 個か

ら増殖派生した細胞群を独立したクローンとした．

その後，継代培養を繰り返し，その中から増殖が安

定した 1 クローンのみを株化がん細胞（胃腫瘍由来

腹水性がん細胞株：CoRa 622 G6）として選択し，

以後の実験はこの 1 クローンのみを用いた．CoRa

622 G6 細胞は，in vivo において高ガストリン血症

を伴わない雌雄のコトンラットへの移植及び移植後

比較的短期間でのがん死などが認められた．継代 5

代目以降はほぼ安定して大量の腹水の採取が可能と

なった．継代動物も高ガストリン血症の雌コトンラ

ットのみならず，健康な雄でも移植可能であること

が確認された．なお，CoRa 622 G6 細胞は独産業

技術総合研究所特許生物委託センターに受託番号

FERM P-18948 として委託済みである．

2. ハイブリッドリポソームの安定性 ハイブ

リッドリポソーム（HL-n，n＝21，23，25）の膜直

径（dhy）を動的光散乱法により測定した．結果を

Fig. 2 に示す．HL-n の膜直径はいずれも調製 3 日

後まで減少し約 30 nm となったが，その後は 1 ヵ

月以上安定であった．一方，DMPC 単一リポソー

ムは調製 7 日後に沈殿を生じた．HL は細網内皮系

による排除を回避できる 100 nm 以下の直径であ

り，22)静脈投与に適したナノパーティクルを得るこ

とができた．

3. CoRa 622 G6 細胞に対するハイブリッドリ

ポソームの増殖抑制効果 ハイブリッドリポソー

ム（HL-n）を CoRa 622 G6 細胞に添加した際の生

存率の濃度依存性を Fig. 3 に示す．この図から求

めた CoRa 622 G6 細胞に対する HL-n の 50％増殖

抑制濃度を Fig. 4 に示す．HL-21，HL-23 及び

HL-25 の IC50 値はそれぞれ，134.5 mM，136.5 mM

及び 141.5 mM であった．HL の IC50 値は DMPC 単

一リポソームの約 1/2 であり，DMPC 単一リポ

ソームに比べ HL は抑制効果を示した．以上のこ

とから，HL-n の CoRa 622 G6 細胞に対する増殖
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Fig. 5. Fluorescence Micrographs of CoRa 622 G6 Cells after the Treatment with Hybrid Liposomes Including NBDPC (HL-n/
NBDPC)

HL-n: [DMPC]＝0.10 mM, [C12(EO)n]＝0.011 mM, [NBDPC]＝0.0047 mM, Magniˆcation: 80, Scale bar: 10 mm.

Fig. 6. Speciˆc Accumulation of Hybrid Liposomes Including NBDPC (HL-23/NBDPC) in CoRa 622 G6 Cell Membrane
(A) Total internal re‰ection ‰uorescence micrographs of CoRa 622 G6 cells after the treatment with HL-23/NBDPC. (B) Fluorescent intensity of NBDPC in-

corporated into HL-23 in CoRa 622 G6 cells. HL-23: [DMPC]＝0.10 mM, [C12(EO)23]＝0.011 mM, [NBDPC]＝0.0047 mM, Magniˆcation: 100, Scale bar: 20 mm.
Values are indicated as mean±S.D.
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抑制効果が明らかになった．

4. CoRa 622 G6 細胞へのハイブリッドリポ

ソームの融合・蓄積 蛍光脂質（NBDPC）を含

有した HL-n（HL-n/NBDPC）を用いて CoRa 622

G6 細胞への融合・蓄積を観察した．まず，共焦点

レーザー顕微鏡を用いて 3 時間観察した結果を Fig.

5 に示す．HL-n/NBDPC 処理 60 分後に細胞質全

体に蛍光蓄積が観察された．HL-n/NBDPC は，膜

を透過し，細胞質へ蓄積することが示唆された．次

に，全反射顕微鏡を用い，HL-23/NBDPC 処理 50

分後から 10 分間観察した．Fig. 6(A）から明らか

なように，蛍光量の経時的な増大が観察された．蛍

光強度の測定結果［Fig. 6(B)］からも蛍光強度の

増大が観察され，全反射顕微鏡を用いて HL-23/
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Fig. 7. Fluorescence Micrographs of CoRa 622 G6 Cells after the Treatment with DMPC Liposomes or Hybrid Liposomes Composed
of 90 mol％ DMPC and 10 mol％ C12(EO)n (HL-n) for 25 min (A) and 45 min (B) Using Annexin-V Binding Assay

DMPC liposome: [DMPC]＝2.83 mM, HL-21: [DMPC]＝2.69 mM, [C12(EO)21]＝0.299 mM, HL-23: [DMPC]＝2.73 mM, [C12(EO)23]＝0.303 mM, HL-25:
[DMPC]＝2.83 mM, [C12(EO)25]＝0.314 mM, Magniˆcation: 80, Scale bar: 10 mm.

Fig. 8. Fluorescence Micrographs of CoRa 622 G6 Cells after the Treatment with DMPC Liposomes or Hybrid Liposomes Composed
of 90 mol％ DMPC and 10 mol％ C12(EO)n (HL-n) for 24 h Using TUNEL Method

DMPC liposome: [DMPC]＝17.0 mM, HL-21: [DMPC]＝16.1 mM, [C12(EO)21]＝1.79 mM, HL-23: [DMPC]＝16.4 mM, [C12(EO)23]＝1.82 mM, HL-25:
[DMPC]＝17.0 mM, [C12(EO)25]＝1.89 mM, Magniˆcation: 80, Scale bar: 10 mm.
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NBDPC が CoRa 622 G6 細胞膜に融合・蓄積する

ことを初めて明確にした．

5. CoRa 622 G6 細胞に対するハイブリッドリ

ポソームのアポトーシス誘導 CoRa 622 G6 細

胞に対するハイブリッドリポソームのアポトーシス

誘導について検討した．HL-n で処理した CoRa

622 G6 細胞の蛍光写真を Fig. 7 に示す．写真から

明らかなように，HL-21 は処理 25 分で［Fig. 7(A)］，

HL-23 及び HL-25 は処理 45 分で［Fig. 7(B)］ア

ポトーシスの初期を示す緑色蛍光が観察された．こ

のことから，HL-21 が HL-23 及び HL-25 よりも早

期にアポトーシスを誘導していることが明らかにな

った．これまでに，HL-21 は HL-23 及び HL-25 と

比較して膜流動性が高いことを明らかにしてい

る．19)膜流動性の高い HL-21 は，アポトーシスに

関与する細胞膜タンパクの構造変化に影響を及ぼし

易い可能性が考えられる．一方，DMPC 単一リポ

ソームの場合は，45 分処理でも変化はなかった．
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HL は，ヒト正常肝細胞17)及びヒト正常大腸細胞19)

に対して細胞毒性を示さないことが明らかであり，

がん細胞選択的な抗腫瘍効果が，CoRa 622 G6 細

胞において今回初めて示されたと考えられる．

次に，CoRa 622 G6 細胞に DMPC 単一リポソー

ムあるいは HL-n を添加後 24 時間培養し，TUNEL

法により検討した．CoRa 622 G6 細胞の蛍光写真

を Fig. 8 に示す．HL-n で処理した細胞において緑

色蛍光（Fluorescein-dUTP）が観察され，アポトー

シスを誘導していることが明らかになった．一方，

DMPC 単一リポソームでは緑色蛍光は観察されな

かった．以上の結果から，HL が CoRa 622 G6 細

胞に対してアポトーシスを誘導することが明らかに

なった．

結 言

自然発症胃腫瘍コトンラット由来の胃腫瘍細胞を

高ガストリン血症動物内で維持する方法によりがん

化を促進させ，株化がん細胞（コトンラット胃腫瘍

由来腹水性がん細胞株：CoRa 622 G6）を新しく樹

立した．CoRa 622 G6 細胞は高ガストリン血症を

伴わない雌雄のコトンラットへの移植，及び移植し

た動物の比較的短期間でのがん死などが認められ

た．リン脂質と PEG 系界面活性剤から構成される

ハイブリッドリポソーム HL-n（n＝21，23，25）

の CoRa 622 G6 細胞に対する増殖抑制効果及びア

ポトーシス誘導を検討したところ次のような興味深

い知見が得られた．

１ HL-n は直径約 30 nm で，1 ヵ月以上安定で

あった．

２ HL-n は，コトンラット胃腫瘍由来腹水性が

ん細胞株（CoRa 622 G6）に対し増殖抑制効果を示

すことを明らかにした．

３ HL-n は，コトンラット胃腫瘍由来腹水性が

ん細胞（CoRa 622 G6）膜に対し融合・蓄積するこ

とを明確にした．

４ HL-n のコトンラット胃腫瘍由来腹水性がん

細胞株（CoRa 622 G6）に対するアポトーシス誘導

を検討した．Annexin-V binding assay 及び TUNEL

法により，ハイブリッドリポソームは，CoRa 622

G6 細胞に対してアポトーシスを誘導していること

が明らかになった．

以上のように，DMPC と PEG 系界面活性剤から

なるハイブリッドリポソーム HL-n は CoRa 622

G6 細胞に対して抗腫瘍効果を示すことを初めて明

確にした．さらに，HL-n は CoRa 622 G6 細胞膜

に融合・蓄積し，アポトーシスを誘導することを見

い出した．HL は，in vivo での毒性試験から安全

であることをすでに確認している．14,16)今後， in

vivo での胃がんモデルを用いた治療効果を明確に

し，胃がんに対する新しいタイプのがん治療薬とし

て期待できると考える．
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