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大腸癌 に の み特異的な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 くM o n o cl o n al a n tib o d y ， M o A bl の 確立 を 目的 と し

て
， 大腸癌細胞株 C O L O － 20 1 か ら抗原活性 を有 す る細胞膜系可溶化蛋白分画を抽出し ，

こ れ に 対 す る

M o A b を作成 した ． その 結 軋 大腸癌 に 高率に 反応 し ， 正 常腸粘膜
，
大腸癌以外の悪性腫瘍と は反応 し

な い 2 種 の M o A b くK C ．1
，
K C － 2I を得た ． その アイ ソ タイ プ はい ずれ も I g M ，

X で あ り ， 両 M o A b が

認識 す る抗原 は い ずれ も 蛋白で あ る と 考え られ た ． K C －1 を用 い て
， 酵 素抗体法に よ り免疫組織染色 を

行っ た と こ ろ
，
1 3 種の 正 常臓軋 9 種 の 胎児臓器と は 反応 し なか っ た ． 大腸癌 に お ける 陽性率 は ， 高分

化型腺病100 ％ く15 ハ51
，
申分化塾腺病86 ． 7 ％ く13 ハ引， 粘液癌 0 ％ く0 周 で あり ， 1 5種 の 他臓器悪性腫瘍

と は反応 しなか っ た ． 以上 よ り
，
K C － 1

，
E C －2 は大腸癌 に 特異性の 商い モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体であ ると 考え

ら れ た ．

K e y w o r d s c o l o r e c t al c a n c e r
，
m O n O Cl o n al a n tib o d y ， i m m u n o h ist o ch e m is －

t r y ， 細胞膜抗原

癌細胞が特異的な抗原成分を有 す る か否か を明 らか

に する こ と は
，
癌 の 診断 や治療 の 上 で 重要 な意義 を

持っ て い る ． 以前よ り 免疫学的手法 を用 い た癌細胞表

面抗原の研究が行わ れ ， 癌関連抗原 の 存在が明 らか に

さ れ つ つ あ る ． 大 腸癌 に お い て は ， 痛 胎 児性抗原

くc a r ci n o － e m b r y o n i c a n ti g e n ， C E A J が 発見さ れ 診断と

治療の指標 に な っ て い る が
，
こ れ は い わ ゆ る腫瘍関連

抗原くt u m o r a s s o ci a t e d a n ti g e nl で あ り ， 大腸癌 に 特

異的な もの で はな い ．

一 方
，
K 6 hl e r と M il s t ei n

lI
に よ る細胞融合法 を用 い

た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 くm o n o cl o n al a n tib o d y ，

M o A bI 作製法 の確立 で痛 に 特異性 の高 い 抗原の研究

が急速 な進歩 を した ． しか し
， 現在 まで に 報告さ れ て

いる M o A b は い ずれ も目的と す る腫瘍 以外 の 腫瘍細

胞や 正常細胞と も 反応 し特異性 に 限界が ある ．

そ こ で
， 著 者 は ， 大腸 癌 に よ り 特 異性 の 高 い

M o A b の作製 を目的 と して ， 大腸癌細胞か ら細胞膜系

可溶化蛋白分画 を抽出 し ，
これ に 対す るモ ノ ク ロ ー

ナ

ル 抗体の作製を試み ， 免疫組織化学的検討を行 っ たの

で 報告す る ．

材料お よ び方法

工 ． 組織 材料

大腸癌組織く高分化型腺癌15 例， 申分化型腺癌15 例
，

粘液癌 3 例1 は手術時切除大腸よ り採取 した ． 大腸 以

外の 癌組織 も手術ま た は 剖検時に 採取 し， 正 常臓著削ま

手術ま た は死 後 2 時間以 内の 非癌患者 か ら採取 し た ．

胎児臓器 は 6 ケ 月の 胎児数例か ら得 た ． 材料 はす べ て

－ 4 0
O

C で 保存 し た ． な お ，
C E A 抽出の 材 料と し て 大

腸癌の 肝転移巣 を使 用 した ．

口 ． 細 胞 株

使用 し た培養細胞株 は以下の 29種 で ある ．

大腸癌 くC O L O －20 1
21

，
S W l l1 6 ， C － 11 胃 癌 くK A T O III ，

M K N －1
，
M K N －2 8

，
M K N－4 51 肺癌くP C －3

， P C － 61 肝癌

くC H C ．41 膵 癌 tP a n c －1 ， M i a － P a C a －21 腎 痛 くK N －4 1
，

K U － 2 ， K o－R C C －1 H 辞胱癌t T －2 41 甲状腺癌くT P C －1J 乳

A b b r e vi a ti o n s 二 A B C
，
a V idi n －b i o tin －

p e r O X id a s e c o m p l e x i B S A ， b o vi n e s e r u m alb u m in ニ

C E A
，
C a r Ci n o e m b r y o n i c a n ti g e n ニ D M E M ，

D ulb e c c o
，

s m o d efie d E a g le m ed iu 町 D M S O ，
D i m et h y ls ulf o x id e ニ D O C ， d e s o x y c h o l at e ニ E L IS A ， e n Z y m e －1in k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y 三
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痛 くZ R －7 5 q11 子 宮癌くH e L aI 卵巣癌くH O C
－2 11 黒 色種

くH M V －り 喉 頭 癌くH E p －2I 白 血 病 細 胞 くB A L L l ，

C C R F ． C E M J 骨肉腫くO S Tl 神経芽細胞腰くI M R
－3 21 胎

児腎細胞 くH E Kl 正 常腸粘膜くI n t e sti n e
－ 4 0 71 マ ウ ス 骨

髄腫細胞くS P －21 0 － A g1 41 細胞株 は1 0 ％ ウ シ 胎児 血 清

tf et al c alf s e r u m ， F C Sl くGi b c o L a b ．
，
N e w Y o rk

，

U ．S ．A l を含 む ダル ペ コ 変法イ
ー グ ル 培地くD ul b e c c o

，

s

m o difi e d e a gl e m e d i u m ， D M E M H G ib c o L a b ，1 を用

い
，
炭酸ガ ス 培養器中で 5 ％ C O 2，3 7

0

C の 条件下 で 培養

した ．

HI ． 免疫抗原 の 作製

S m ith ら
3I
の 方法の倉 田 ． 岡田 変法

4ト 刀
に 準 じ て細胞

膜系可溶化蛋白分画 を抽出した ． す なわ ち ，

ヒ ト大腸

癌細胞株 C O L O － 20 1 を B A L B I c ヌ
ー

ド マ ウ ス の 背部

皮下 に 移植 し， 腫瘍が増大し た と こ ろ で無菌的 に 摘出

した ． こ の 腫瘍組織 を細切 し 言約 2 倍量の 溶液 1く塩 化

カ リ ウ ム 11 ．9 3 gノL モ ノ ヨ
ー

ド酢 酸186 m g ハ ，
ク エ ン

酸 ナ ト リ ウム 5 gノリ を加 え ， ユ ニ バ
ー サ ル ホ モ ジ ナイ

Tis s u o oI c o1 0 n C a n C e r

I
H o m og e niz e w ith S olutio n l

ー

G

，

X

－

H
－

0

－

n
H

O

－

人

U

O

圧

uti

X 8 ti m e s

R e sid u e ％ D O C くStirri ngl

I
C e ntrif ug e く1 0 ，0 0 0 X Gl

I
S up e r n at a nt ＋A c et o n e

I
P re c IPit at e

l

l

二三 皿 S ep h a r o s e 4 日 c oI u m n c h r o m at og r a phy

l 二二 H Bl 。。 S 。P h a ，。S 8 C L －6 B c oI u m n ch r o m at og r a p hy

ニニー． － D E A E－S eP h a c el c oI u m n c hr o m a to g ra phy

P e a k IlくA n tig e nl

F i g ． 1 ． M e th o d o f a n a n ti g e n e x t r a c ti o n f r o m

C Ol o n c a n c e r ti s s u e ．

ザ
ー

く日本精機 ， 東 剰 で 水冷下約 5 分間ホ モ ジナイ ズ

す る ． ガ ー ゼ で濾過 し た濾液 を10 ，0 0 0 X G ， 3 0 分間冷

却遠心 して得 た沈漆 に 溶液II く塩 化 カリ ウム 74 ． 5 g ハ ，

モ ノ ヨ ー ド酢酸1 粥 m g ハ ，
ク エ ン酸 ナ トリ ウ ム 10 g 几

p H 4 ． 71 を約10 培容量加 え ， テ フ ロ ン ホ モ ジナイ ザ
ー

で水 冷 しな が ら 約 5 分間磨砕 した後 ，
上 記 同様 に遠心

して 沈澄 を得る ． 溶液H に よ る磨砕 ． 遠心 を 8 回繰 り

返 し ， 沈漆 を得 る ．

こ の 沈漆 に 5 倍量 の 0 ． 2 ％ デス オ キ シ コ ー ル 酸ナ ト

リ ウ ム 溶 液 を 加 え ， 4 8 時 間 冷室中 で攫 拝 し た 後 ，

1 0
，
0 0 0 X G

，
3 0 分速心 し て上 清 をと りわ け ， 沈 溝に つ

い て再 び 同様 の 操作 を繰 り返 す ． 2 回の 抽出上 清に10

倍量 の冷 ア セ ト ン を加 え
－

2 0
0

C で
一 夜 放置 し

，
生 じた

白色沈殿 を2 ．0 0 0 X G
，
1 0 分速心 し て集 め ， 少量の蒸留

水 に 溶 か す ． こ れ を s e ph a r o s e 4 B くPh a l m a c i a Fi n e

C h e m i c a l s I n d ．
，
U p p s al a ， S w e e d e nl の カ ラ ム によ り

ゲ ル 濾 過 を 行 な い ， 低 分 子 画 分 くL o w m o l e c u l a r

w ei gh t p r o t ei n f r a c ti o n ， L P f rJ を得 る － こ れ を bl u e

s e p h a r o s e C L
－6 B くP h a l m a ci a F i n e C h e m i c a l s I n d ．J

の カ ラム を通 し て 混在 す る ア ル ブ ミ ン を 除 い た後 ．

D E A E －

S e p h a c el くPh al m a c i a F i n e C h e m i c al s I nd ．1 の

カ ラ ム に 負荷 し ， N a C l に よ るイ オ ン 強度勾配で イ オ

ン 交換 ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

を施 行 し ， P e a k H 部分を

濃縮 し抗原 と した ． く図 1 ， 2ナ

王V
．
マ ウ ス ヘ の 免疫

前述 の方法で得ら れ た p e a k II 部分50 0 JL g に 同量の

B C G ． C W S く半井化学 ，
京 都1 と ミ ネ ラ ル オ イ ル0 ．5

m l を加 えて ホ モ ジナ イ ズ し， 0 ． 0 1 M リ ン 酸曖衝液

くp h o s p h a t e b u ff e r e d s a li n e ， P B S I
－ T w e e n 8 0 伴 井化

学1 を 1 m l 加 え る ． こ れ を生後 4 遇 令 の B A L Bノc マ

ウ ス の 腹腔内 に 2 週間 ご と に 4 回 免疫 した ．

V ． モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体の 作製

1 ． 細胞融合法

最終免疫 の 4 日後 に マ ウ ス を屠殺 し ， 無菌的 に脾を

摘出し牌細胞浮遊液 を作製 し た ． 細胞融合 は牌細胞と

マ ウ ス 骨髄腫細胞 S P － 21 0 － A g 1 4 を1 0 ％ F C S を含む

D M E M で 洗 浄後 ， 細胞 数 5 二 1 の 比 率 で 混合 し，

5 0 ％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル くp o l y et h l e n e gl y c ol ，

P E G H M e r c k ， F r a n k f u r t e ， W e s t G e r m a n yJ を用 い て

行 っ た ． こ れ を ， 1 ． 0 0 0 r p m 5 分間遠心 後上 清 を除去

し
，

D M E M を加 え遠心 し ， 可及的に P E G を除去し

た ． こ の 後 t
h y p o x a n th i n e

－

a m i n o pt e ri n
－t h y mi di n

F C S
，
f et al c alf s e r u m ニ H A T ， h y p o x a n t hi n e

－ a m i n o p t e rin q th y m id i n e ニ M o A b ， m O n O Cl o n al

a n tib o d y ニ L P f r ， l o w m ol e c u l a r w eig h t p r o t ei n f r a cti o n 三 P E G ， p Ol y et hl e n e g ly c ol 芸 P B S ，

p h o s p h a t e b uff e r ed s ali n e



大腸癌関連モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体

くH A Tl 培養液く和光純薬 ， 大 尉 を加 え 静か に 擾拝

後， 30 分間静置 し た ． さ ら に
， 生後 4 遇 の B A L B I c マ

ウ ス よ り胸腺 を無菌的 に 摘出 し， 胸腺細胞1 ．5 X l O
8 個

を回収 して融合細胞くハ イ ブリ ド ー

マ1 浮遊 液 に 追加

した ． こ れ を96 ウ エ ル 平 底組織培養 プ レ ー

ト くB e c t o n

D i c k i n s o n
，
N e w J e r s e y ， U ．S ． A

．ン に ウ エ ル 当 り1 5 0

月l ずつ 分注 し ， 3 7
0

C
，
5 ％ C O 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に

て培養 し た ． 2 日 後
．
H A T 培養液を50 声1 ず つ 各ウ エ

ル に 追加 し ， 以 後 2 へ 3 日 ご と に 半 容量交換 を行 っ

た ．

2 ．
ハ イ ブ リ ドー マ の 選択

ハ イ ブ リ ド ー

マ の コ ロ ニ ーが 認め られ た ウ エ ル よ り

培養上帯 を採取 し， そ の抗体清性 を酵素抗体法くC e lト

e n z y m e li n k e d i m m u n o
－

S O r b e n t a s s a y ， C e lトE L I S
－

AI を用 い て検討 した ． く後述I

ス ク リ
ー

ニ ン グ と し て ， 大腸 癌細胞株 くC O L O －2 0 1
，

S W －1 1 1 6
，
C －1J 胎児腎細胞 H E K ，腸粘膜細胞I n t e s ti n e

40 7 を用 い ， 大腸癌細胞株 3 種と も に 反応陽性 で ， 胎

児腎細胞 と腸粘膜細胞 に と も に 反 応陰性 の 抗体 を産生

する ハ イ ブ リ ド
ー

マ を選択 した ．

3 ． ク ロ ー ニ ン グと M o A b の 産生保存

選択 され た ハ イ ブ リ ド ー

マ に つ い て
， 限界希釈法に

よる ク ロ
ー

ニ ン グ を 3 回行な い ， 各段階で 抗体活性を

確認し
，

一

部 を10 ％di m e th yl s ul f o x i d e くD M S OI 伴 井

化割 合有 F C S を用 い て凍結保存 した ． ま た
， 高濃度

O Jつ．2 8 仇Im

E
仁

ら

雲
H

一

d

6

ウ

ニ
d

J

O

ぷ
Y
0 ．0 5

8 0 7

の M o A b を得 るた め
， 西ら

8
切 方法 に 従い

， あ らか じ

め プ リ ス タ ン くte t r a m e th ylp e n t a d e c a n
，
A l d ri c h

C h e m i c a l
，
M il w a u k e e

， U ．S ． A ．川 ．5 m l を腹腔 内投与 し

た B A L BI c マ ウ ス の 腹腔内 に 1 X l O 7個 の ハ イ ブ リ

ド ー

マ を 注入 し
ぃ 腹水を 回収 した ． この 腹水 に 飽和硫

安 伴井化学I を加 えて40 ％溶液と し た後
，
1 0

，
0 0 0 X

G
，
1 5 分間L 遠江一して 得た 沈鐘 に0 ． 0 5 M P B S を加 え て

1 晩透析 し た 一 さら に
．
1 0

，
0 0 0 X G

，
1 5 分遠 心 し て 上

清を 回収 し－40
0

C で 凍結保存 した ．

V l ． C el トE L I S A

ハ イ ブ リ ド
ー

マ が 産生す る 抗体 の 活性測定と 反 応特

異性 を検討す るた め C elトE L I S A を行な っ た ．

1 ． 細胞抗原プ レ ー

トの 作製

9 6 ウ ェ ル ビ ニ ー ル ア ッ セ イ ブ レ ー ト くC o st a r ，

C a m b rid g e ， U ．S ■A ．J に P o l y －L ． L y si n e 伴 井化勒 を ウ

エ ル 当た り 5 声 g ずつ 添加し て室温で 1 時間静置し た

後
，
P B S で洗浄 した ． 前述の すべ て の 細胞株 を そ れ ぞ

れ C a
2＋

，
M g
2＋

含有 P B S で 3 回 洗浄後 ， 細 胞 数 が

10ソm l と な る よう 調整 し， ウ エ ル 当た り50 〆1 ずつ 分

注 し 4
O

C
，
1 時間静置し たく5 X l O

4

c ell sI w ellト 0 ． 5 ％

グル ク ル ア ル デ ヒ ド を5 0 月1 ずつ 添加 し室温 で 5 分間

静置 した後 ，
P B S で 3 回 洗浄し た ． 1 ％ウ シ 血清 ア ル

ブ ミ ン くb o v in e s e ru m a lb u mi n
，
B S A l を 含 有 し た

P B S を15 0 JL l ずつ 添加 し 4
O

C ， 1 晩固定し た 後 ，
プ

レ ー

トを－20
0

C で保 存し た ．

N aC lくm oll

N 11 m b e r s o r t u b e s

F i g ． 2 ． D E A E － S e P h a c el i o n e x c h a n g e c h r o m a t o g r a p h y o f th e f r a c ti o n s s ol u b ili z e d
f r o m th e i n s ol u b l e li p o p r o t ei n s o f C O L O

－2 01 ．



8 08

T a
．
bl e l ， R e a c ti v it y o f m o n o cl o n al a n tib o d y

くK C
－ 1
，
K C － 2I a g ai n s t h u m a n c ul t u r e c ell s

E C －1 E C －2

加

貞

N o r m al i n t e sti n al m u c o s a

0

0

■

0

0

■

I n t e s ti n e
－4 0 7

F e t al k i d n e y
■ サー■

d
む

H E K
くU
h

U

C ol o n i c c a r ci n o m a

くノつ C O L O － 2 0 1

S W l l 1 6 ■ ■

C － 1 ■ ■

G a s t ri c c a r ci n o m a

0 0E A T O 皿

M K N － 1 0 0

M R N －2 8 0 0

M R N －4 5 0

0

0

0

P a n c r e a ti c c a r ci n o m a

P a n c －1

M i a － P a c a － 2 0

0

0

0

0

CI

H e p a t o m a

C H C －4

R e n al c ell c a r ci n o m a

K N － 4 1

K U －2 0 0

E o － R C C － 1 0

0

0

0

B r o n c h o g e ni c c a r ci n o m a

P C － 3

P C － 6 0

0

0

0

C I

0

0

0

0

0

0

C I

0

0

0

0

0

0

T h y r oid c a r ci n o m a

T P C － 1

M a m m a r y c a r ci n o m a

Z R －7 5 － 1

L a r y n g e al c a r ci n o m a

H E p
－2

B1 2Ed d e r c a r ci n o m a

T －2 4

U t e r 11 S C a r Ci n o m a

H e L a

O v a ri a n c a r ci n o m a

H O C － 21

M ali g n a n t m el a n o m a

H M V － 1

L e u k e m i a

B A L L l

C C R F － C E M 0

0

0

0

0

0

O s t e o s a r c o m a

O S T

N e u r o bl a s t o r n a

l M R －3 2

中 こ V al 11 e d e t e r m i n e d b y th e a b s o r v a n c e

4 9 0 m n 墓 0 ．1

0 ニ V al u e d e t e r mi n e d b y t h e a b s o r v a n c e

4 90 n m く 0 ユ

2 ． E L I S A の 手順

プ レ ー

ト を室温 に 戻 して か ら 3 回 P B S で洗浄後 ，

ハ イ ブ リ ド
ー

マ 培養上 清く1 次抗体I を ウ エ ル 当た り

50 声1 ず つ 添加 し37
0

C で 1 時 間反 応 させ た ． 陰 性 コ ン

ト ロ
ー ル と して

，
D M E M 5 0 JL l を添加 し た ． P B S で

4 回洗浄後 ，
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ結合抗 マ ウ ス 免疫グ ロ

ブ リ ン m a c o ， C o p e n h a g e n ， D e n m a r k H 2 次抗体1 を

0 ． 5 ％ B S A を含 む0 ． 0 5 M P B S で1 ． 0 0 0 培 に 希釈 し
，

ウ エ ル 当た り50ノバ ずつ 分注 し室温 で 1 時 間反応さ せ

た ． さ ら に 6 回洗 浄後
，
ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ の 反応基質

で あ る オ ル ソ フ ユ ニ レ ン ジ ア ミ ン く和光純薬1 を0 ． 1

M ク エ ン酸－0 ． 2 M P B S くp H 4 ．81 で 1 m gl m l に 調整

し ， さ ら に0 ． 0 1 5 ％過酸化水素水溶液 と な る よ う調整

して か ら ， ウ エ ル 当た り150 ノバ ずつ 添加 し ，室温 で30

分 間 反 応 さ せ た ． こ の プ レ
ー

ト を EI A r e a d e r

くBi o t e c I n st ， N e w Y o r k ， U ．S ．A ．I を 用 い て 吸 光度

490 n m に て 測定 した ， 陰性 コ ン ト ロ ー ル の 測定値を0

に 補正 し， 0 ．1 以 上 を反応陽性 と し た ．

刊I ． C E A と の 反応性

C E A は大腸癌肝転移巣 よ り K r u p p y
91
の 方法に 従い

作製 した ． こ れ を0 ． 0 5 M P B S で 希 釈 し96 ウ エ ル ビ

ニ
ー ル ア ツ セ イ プ レ

ー

トに ウ エ ル 当た り5 叫 1 ずつ 分

注 し 4
O

C
，
1 2 時間同定 した ． 0 ． 0 5 ％T w e e n 2 0 伴 井化

学1 を含 む0 ． 0 5 M P B S で 3 回 洗浄 し た 後 ，
1 ％

B S A と0 ． 0 5 ％窒化ナ トリ ウ ム く和光純薬1 を含む0 ．0 5

M P B S を ウ エ ル 当た り15 0 JL l ずつ 分注 し ， 4
0

C ， 1

時 間固定後 ， 使用 時 ま で
－

2 0
0

C で 保存 し た ． E L IS A

は前述 の 方法 で 行 な い 判定 し た ．

Y軋 M o A b の ク ラス
．

サ ブ ク ラス の 検 索

作製 し た M o A b の ク ラ ス ． サ ブ ク ラ ス を M o n o

A b －I D E I A k it くZ y m e d L a b ， I n c ． ， S a n F r a n ci s c o ，

U ．S ． A ．1 を使用 して検索 した ．

1 X ． 抗 原 の 生化学的分析

1 ． 加熱 に よ る抗原性の 変化

免疫源 と した 大腸癌細胞株 C O L O － 20 1 を 固定 し た

プ レ ー

ト を10 0
0

C ，
5 分間 ， 湿熱 で 処理 しC ell －E LI S A

を行 な っ て検討 し た ．

2 ． 酵素 お よ び過 ヨ ウ素酸処理

大腸癌細胞株 C O L O －2 0 1 を0 ．2 ％プ ロ ナ ー ゼ く科研

製薬
，
東京1 で 3 7

0

C
，
3 0 分 間 ，

0 ． 2 ％ ト リ プ シ ン

くSi g m a ， S t ．L o ui s ， U ．S ．A ．J 3 7
0

C
，
30 分間， ニ ュ

ー

ラミ

ダーゼ くSi g m a ， 2 0 u l m lJ で37
0

C
，
1 時間 それ ぞれ処理

した ． ま た
， 過 ヨ ウ素酸く1 00 m M l で 室温 ，

1 時間処理

して C elトE L I S A を行 な っ て 抗原性 の 変化 を検討し

た ．

X ． 凍結組織模本と の 免疫染色



大腸癌関連モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体

凍結 した組織 ブ ロ ッ クか ら凍結切片く8 〆 m l を作製

した ．
0 ．3 ％過酸化水素 ． メ タ ノ

ー ル 溶 液 で 内因性 ペ

ル オ キ シ ダ
ー

ゼ阻止 を行 ない ，
P B S で 5 分 間 3 回洗

浄し た ． V E C T A S T A I N A v id i n － bi o ti n － p e r O X i d a s e

c o m pl e x くA B CJ キ ッ ト くV e c t o r L a b s ， C alif o r n i a ，

U ．
S ．A ．ン を用 い て 酵素抗体法 に て 免疫染色 を行 な っ

た ． すな わ ち ． 切片 に ウ マ 血清 を2 0 分間反応 させ て非

特異的抗体 を ブ ロ ッ ク し た 一 P B S で 洗浄後 ，
ハ イ ブ リ

ド ー マ 培養上 清を10 叫 1 加 え 1 時間反応 さ せ た ． 洗浄

後， ビ オ テ ン化抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン抗体 を30 分

間反応さ せ ，
洗浄後 ア ゲ ィ ヂ ン ー ビオ テ ン複合体 を30

分間反応さ せ た ． 洗浄後
，
発色剤と して ジア ミ ノ ベ ン

チジン 溶液 を10 分 間反応 させ た ． 最後 に ， 洗浄後 ，
ヘ

マ トキ シ リ ン溶液 で核染色 し ， 脱水 ． 包 理 した ． こ の

切片を鏡検 し， 茶褐 色 に 染 ま っ た 部 分 を 陽性 と判定

T a bl e 2 ． R e a c ti v e c h a n g e o f E L I S A

a ft e r a n ti g e ni c t r e a t m e n t of C O L O
－ 2 0 1

T r e a t m e n t E L I S A

C o n t r ol O ． 78 8

N a1 0 －

P r o n a s e

T r y p si n

N e u r a m i d a s e

H e a t
く100 Cl

0 ． 7 6 2

0 ． 0 9 2

0 ． 1 0 5

0 ． 7 6 8

0 ． 0 8 6

E a c h v al u e w a s d e t e r mi n e d b y th e

a b s o r Y a n C e a t 4 9 0 n m ．

80 9

し
，
その 部位 の 同定 を行 な っ た ．

成 績

工 ． 抗体産 生 ハ イ ブ リ ド ー

マ の 選択

細胞融合 の結果
，
38 4 ウ エ ル 中151 ウ エ ル に ハ イ ブ リ

ド ー

マ
■
コ ロ ニ

ー

が 出現 した ． こ の う ち
，
大腸癌細胞

株 3 種くC O L O － 2 01
，
S W l l 1 6

，
じ11 に対す る抗体 を産生

した も の は58 コ ロ ニ ー で あ っ た ． こ の58 コ ロ ニ
ー 中 ，

胎児腎細胞 H E K お よ び 腸粘膜細胞 I n t e sti n e 4 0 7 と

反応を しめ さ な い もの は18 コ ロ ニ ー で あ っ た ． こ の18

コ ロ ニ
ー

を4 8 ウ エ ル つ い で24 ウ エ ル 組織培養 プ レ ー

ト

で 増殖 さ せ た ． こ こ で
， 前 述 の ヒ ト腫 瘍細胞株 と

C ell － E LI S A を行 な い
，
大腸癌細胞株3 種 の み と 反 応

陽性を 示 し た 2 つ の ハ イ ブ リ ドーマ を選択 し ， ク ロ
ー

ニ ン グ を行 な っ た ． こ の 2 種 の ハ イ ブ リ ド ー

マ が産 生

Fi g ． 3 ． I m m u n o s t ai ni n g o f n o r m al i n t e s ti n al

m u c o s a u si n g M o A b K C
－1 ． N u cl ei w e r e

C O u n te r St ai n e d w ith h e m a t o x yl in ．
T h e b e ni g n

ti s s u e w a s n o t s t a i n e d ． くX 4 001

T a b l e 3 ． R e a cti vi t y o f m o n o cl o n al a n tib o d y K C－1 a g ai n s t a v a ri e ty
h u m a n n o r m al ti s s u e s a n d f e t al o r g a n s b y A B C m e th o d

N o r m a l ti s s u e R e a cti vi t y F e t al o r g a n R e a c ti vi ty

L a r g e i n t e s ti n e I n t e sti n e

S m a ll i n t e sti n e S to m a c h

S t o m a c h L iY e r

L i v e r P a n c r e a s

P a n c r e a s E id n e y

K id n e y S pl e e n

S pl e e n E s o p h a g u s

E s o p h a g u s T h y r o id

H e a rt M tl S Cl e

O Y a ri u m

U t e r u s

T h y r o id

M 11 S Cl e



8 1 0 中 島

す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 をそ れ ぞ れ K C － 1 ， K C －2 と命

名 した ． こ の 2 種の M o A b と各種 ヒ ト細胞株 と の 反

応性を表 1 に 示 した ．

工工 ． M o A b の C E A と の 反応性

E LI S A を用 い た C E A との 反 応性 は両 M o A b と も

反応 を示 さ な か っ た ．

III ． M o A b の ク ラ ス
．

サ ブ ク ラス

E C － 1
，
K C －2 と も工g M ノr で あ っ た ．

王V ． M o A b 認識抗原 の エ ピ ト ー プの 性状

M o A b が 認識 す る抗原の エ ピ ト ー プ の 性状 を 調べ

るた め ， C O L O －2 0 1 固着 プ レ
ー

ト を各処理 く軌 酵軋

過 ヨ ウ素酉別 して C ell － E L I S A を行 っ て 検討 した ． 俵

T a bl e 4 ． R e a c ti vi ty of m o n o cl o n a l a n tib o d y K C
－ 1 a g ai n s t a

V a r ie ty t u m o r s b y A B C r n e th o d

T u m o r hi s t o l o gi c t y p e N o ． p o si ti v e J
I N o ．t e s t e d

C o l o ni c c a r ci n m a

1 5ハ5W ell

M o d 1 3ハ5

M 11 C 0ノ3

G a s t ri c c a r ci n o m a 0ノ21

E s o p h a g e al c a r ci n o m a 0ノ2
P a n c r e a ti c c a r ci n o m a 0ノ3
H e p a t o m a 0ノ3
B r o n ch o g e ni c c a r ci n o m a 0ノ7

T もy r oi d c a r ci n o m a 0ノ7

R e n al c ell c a r ci n o m a 0ノ2
P r o s t a ti c c a r ci n o m a 0ノ1
Bl a d d e r c a r ci n o m a 0ノ2
B r e a s t c a r ci n o m a 0ノ4

U t e r u s c a r ci n o m a 0ノ2

O v a ri a n c a r ci n o m a 0ノ2

L ei o m y o s a r c o m a 0ノ2

M ali g n a n t l y m ph o m a 0ノ3

M ali g n a n t m el a n o m a 0ノ1

W ell ， W ell d iff e r e n ti a t e d a d e n o c a r ci n o m a こ M o d ， m O d e r a t el y
d iff e r e n ti a t e d a d e n o c a r ci n o m a M u c ， m u Ci n o u s a d e n o c a r ci n o m a

享妄言三
l
T

ご

十ニキl
三三華
去
二

土子
A B

Fig ． 4 一 lm m u n o st ai n i n g o f c ol o n c a n c e r u si n g M o A b K C ．1 ． N u cl ei w e r e c o u n t e r s t ai n e d w i th

h e m a t o x yli n ．くAI T h e st ai n e d c a n c e r c ell s w e r e s c a tt e r e d ． くX 401 くBJ H i gh p o w e r vi e w o f th e
a r e a i n F i g ．4 A ． T h e l u m i n al s u rf a c e o f g r a n d ul a r n e o pl a sti c e pith eli u m w e r e st r o n gl y st a i n e d ．

くX 1 5 0I



大腸癌関連モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体

2I 結果 は ． 熱処理
，
プ ロ ナ

ー

ゼ処理
，
トリ プ シ ン 処理

では コ ン トロ
ー ル に 比 し 反応性 の 低下 を認 め た が ，

ニ ュ
ー

ラ ミ ダ ー ゼ処理 ， 過 ヨ ウ素酸処 理 で は反 応性の

低下は認め られ なか っ た － す な わ ち ， 抗原決定基 は蛋

白である と考 え られ た ，

V ． M o A b の 組織標本 との 反応性

凍結保存 し た ヒ ト各種悪性腫瘍 ，
正 常臓器 ， 胎児臓

器と M o A b K C
． 1 の 反応性を 酵素抗体法 に よ る免疫組

織染色を行 っ て検討 した － そ の結果
，
正 常大腸粘膜 を

はじめ ， 正 常 ヒ ト組織 お よ び胎児臓器 と は ま っ た く反

応しな か っ た く表 3 ， 図 3 ト ま た ，
大腸癌以外 の ヒ ト

悪性腰瘍 と は ，
い ずれ も 反応し な か っ た ． 大腸癌33 例

中， 粘液癌 3 例で は 反応 を示 さ なか っ た が ， 高分化型

腺病15 ハ5 ， 申分化塾腺痛13 ハ5 に 染色像 が認 め られ た

く表4 卜 反応陽性 と な っ た大腸癌の染色 パ タ
ー

ン は
，

癌組織 の
一

部が 散在性 に 染ま り ， 核が 染色 され ず ， 腹

腔内に 面 し た 細胞膜 が 染色 さ れ る い わ ゆ る a pi c al

ty p e で あ っ た く図 41 ．

考 察

197 5 年 に K 6 hl e r とM il s t ei n
り
が 細胞融合法 を用 い た

M o A b 作製法 を確立 し て以 来， 癌 の診断 ． 治療 を 目

的とし て ， 種 々 の M o A b が 作製 さ れ
，
そ の時異性 の

検討， 臨床 へ の応用 が 研究 され てい る ． 大腸 癌に 対す

る M o A b に 関 し て は ，
K o p r o w s k i ら の グ ル

ー

プ
ーO H S l

，
M a g n a ni ら

16I

，
T h o m p s o n ら

1 7I

， そ の 他 の 研

究
1 8ト 劫l
が あ るが

，
こ れ ま で の M o A b は

， 大腸癌 以 外の

腫瘍や 正 常大腸粘膜 と の 反 応が み ら れ ，
M o A b の 特異

性や感受性 に 限界が あ る ． た と え ば
，
T h o m p s o n ら

17
切 作製 した M o A b 2 5 0 －

3 0 ． 6 は ， 良性の 大腸膿瘍 や正

常大腸粘膜 と も反 応 し ， 新鮮凍結標本で な け れ ば腰瘍

細胞との 反応性 は証明 され ない ． Y i u ら
191

の作製 し た

5 つ の M o A b も
，
大腸 癌だ け で なく 正 常大腸粘膜 と

も反応す る ．

一 方
，
K o p r o w sk i ら

10，111
は

， 大腸癌細胞

株S W l O8 3 と S W l l 16 を免疫源と して M o A b を作製

した ． そ の 結 果 ， 得 ら れ た21 種 の M o A b の う ち
，

1 08 3 －1 7－ 1 A を含 む15 種が ，
C E A お よ び正 常大腸

粘膜と は反応せ ず
，
大腸癌 に特異的 で あ っ た と報告 し

てお り ， 今 ま で に 作製さ れ た M o A b の 中で は ， 大 腸

癌に 対す る特異性が最も高い ． し か し
， 大腸癌以 外の

腫瘍と の 反応性 に 関 して は ， 肺 吼 乳癌 ， 腎痛 ， 膀胱

癌， 喉頭癌 ， 悪 性黒 色腰 ， 肉腫 ， 星 状細胞腰の み を用

い た検討で あ り ， 交叉 反 応の み られ やす い 胃癌や 膵癌

など消化器系腫瘍と の 反応性は検討 され てお らず ， 特

異性に 問題がある ．

さ ら に
，
K o p r o w s k i ら

10Jl l

切
，
作製 し た M o A b が 認

811

識す る抗原 は ， シ ァ ル 酸基 を含む ガ ン グリ オ シ ド で あ

り
， 著者 の 作製 し た M o A b が 認 識す る 抗原 と は 異

な っ て い た ． M o A b くK C ，1
，
21 が 認 識 す る 抗原 は

，

ニ ュ
ー

ラ ミ ダ ー ゼや 過 ヨ ウ 素酸処理 に よ り抗原活性が

失宿せず， 熱処理
，
プ ロ ナ

ー

ゼ処理 に よ り抗原性が失

活 した こ と よ り ， 抗原決定基 は
， 糖鎖の 関与 しな い 蛋

白と推定 され C E A や 糖鎖抗原 C A 1 9 －

9 と は異な る も

の で あ る こ と が 示 さ れ た ． し か し
，
分子 量 は不 明 で ，

今後 ウ ェ ス タ ン ． プ ロ ッ ト法 な どに よ る検討 を行なう

必要 がある ．

これ まで の報告で は
，
ヒ ト癌に 対する M o A b 作製

に 際 し ， 免疫源 と して
， 培養細胞株自身や手術材料 を

使用 して い る が
．
こ の場合に は培養液中の F C S の よ

う な異種蛋白の関与 の問題
21

や ， 同 一 物質の頻回免疫

の 困難性の 問題 が残 る ． さ ら に ， 細胞膜上 に 存在す る

種々 の抗原 に 対 す る抗体 を作製 す る こ と は必 ず し も不

可能で は な い が
，
抗原性が低 く ， その 塵が 少な い 抗原

に 対す る M o A b を得 る こ と は細胞自身 を免疫源 と す

る 限り 困難 な こ とが 次第に 判明 して き た
22J

． その よ う

な抗原 に 対す る M o A b を得る に は
，
抗原の 精製 が 必

須で あ ると 考 え られ た ． C o I c h e r ら
22，
は
，
乳癌の肝転

移巣 か ら膜成分に 富 む 分画 を抽出 して免疫源と し
，
1 8

種 の正 常臓器と は 反応せ ず乳癌細胞 の み と 反 応 す る

B 72 ■ 3 を含む11 種 の特異性の高い M o A b を 報告 して

い る ． ま た山田 ら
公I241

は
，
細胞膜系組織特異抗原抽出法

を用 い
， 肺癌組織か ら細胞膜系可溶化蛋白分画 を抽出

し
，
そ の L P f r の p e a k II 部 分に 抗原活性 を認 め て い

る ． さ ら に
，
大腸癌 に お い て も ， 同様の 抗原抽出法を

用 い て得た 抗血 清くポ リ ク ロ ー ナル 抗体1 の 免 疫学的

検討 を行な い ， 大腸癌に は共通 して 存在す る が 他臓器

癌や正 常組織， 胎児臓器 に は認 めら れ な い 大腸癌高度

関連抗原の 存在 を報告し てい る
25－

． そ こ で
， 著者 は ，

ヌ ー ド マ ウ ス で 増殖 させ た と 卜癌細胞株よ り細胞膜系

可溶化蛋白分画 を抽出 し て免疫源と し ，
モ ノ ク ロ

ー

ナ

ル 抗体の 作製 を試 み た ． 得ら れ た ク ロ ー ン に つ い て
，

多種の細胞株 を 用 い た C ell － E L I S A を行 い ， 選 択 を

行 っ た結果 ， 正 常大腸粘膜
，
C E A と は反応せ ず， 大腸

癌の み と反 応す る特異性の 高い ク ロ ー ン を得る こ とが

で き た ．

し か し
， 今回 作製 した M o A b の 新鮮凍結切片 に お

ける免疫組織染色 で は ， 商お よ び申分化型大腸腺病と

は それ ぞれ15 ハ5 ， 1 3 ハ5 と 高率 に 反 応 した が ， 粘液痛

3 例 と は反応 しな か っ た ． こ れ は
，
A lb i n o ら

261

が ，

同
一 悪性黒 色腰患者の 別々 の 転移巣か ら樹立 した 細胞

株 3 種 で は ，
M o A b が 認識す る細胞表面抗原に 相違が

あ っ た と 報告 して い る よ う に
， 同 じ大腸癌 で も組織型
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に よ り抗原 に 異質性くh e t e r o g e n eit yl が ある た め か ，

ある い は粘液化 に 伴い 有効抗原量 の 低下 が お こ る可能

性も考え ら れ ， 今後の 検討が必要で あ る ． しか しな が

ら
，
今回得 られ た M o A b は高 い 大腸癌特異性 を有 し

てお り
， 今後 ， 臨床応用 の 可能性が 示 唆さ れ た ．

本研究で作製 し た M o A b は ， 高 い 臓器特異性 を有

し て い る が ，
マ ウ ス

ー

マ ウ ス 塾 M o A b で あ り ， 臨 床

応用 に あ た っ て は ア ナ フ ィ ラ キ シ ー の 危険性 ， 抗 マ ウ

ス 免疫 グ ロ ブ リ ン抗体 に よ る M o A b 活性低下の 可能

性が あ る
訂1 為l

． したが っ て ，
ヒ ト型 M o A b が 望 ま し い

と 考え ら れ るが ，
0 1 s s o n 8z K a pl a n

2 91
以 来 ，
報 告さ れ

た ヒ ト型 M o A b は
，
十数種 で あ り ， か つ 高 い 臓 器特

異性 を得 る こ と の 困難性が 示 さ れ て お り ， 今後 ， 特 異

性 と安全性を両立 させ た M o A b の確立が 望 まれ る ．

結 論

大腸癌細胞株 C O L O －2 0 1 よ り作製 し た 細胞膜系可

溶化蛋白分画 を抗原と して ，
マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 を作製 し ， E L I S A 法 お よ び免疫組織染色 に よ る 検

討を行 っ て ． 以下の結論 を得た ．

11 得 られ た M o A b くK C －1
，
2ナ は ， 粘液癌 を除 く大

腸癌と高率 に 反応 し ， 他 の被検悪性腫瘍 と は 反応 しな

か っ た ．

2 1 M o A b くK C ．1
，
21 は ， 大腸 を含 む正 常諸臓器 ，

胎児諸臓器と は反応せず ，
C E A に 対 し て も 反応 し な

か っ た ．

3 1 M o A b くE C －1
，
21 の アイ ソ タ イ プ は ，

い ずれ も

I g M ， ガ で あ っ た ．

4 1 M o A lコくE C －1
，
2I が認 識す る 抗原活性部位は ，

糖鎖の 関与 しな い 蛋白で あ る と考 え ら れ た ．

以上 よ り
，
こ の M o A b は

，
大腸癌 の診断 ． 治 療 に

お い て ， 臨床応用 が 可能 と考 え ら れ る ．
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23I 山 田哲司 三 人肺癌特異抗原の 研究 ． 十全医会託 ，

88
，
1 55 － 1 6 7 く197 91 ．

瑚 山田 哲 軋 渡辺 洋宇
．
木 元春生 ， 岩 喬

，
岡田

収司
． 倉田 自章 二 人 肺扁平上皮癌高度関連抗原の 研究

く川 一 酵素抗体法 に よ る検討 －－． 日 外会誌 ，
8 6

，

1 3 2 －1 3 7 く19 8 01 ．

2 5I 山田 哲司 ， 山脇 億
， 橋爪 泰丸 笠原善郎 ノ 中島

久幸
， 森 善乱 川浦幸軋 岩 喬こ 大腸癌関連抗

原 の研究 ． 日大肛病会誌
，
鍋， 2 3 2

－ 23 6 く19 8 6ン．

2 6J A lb i n o ， A ． P ．
，
Ll o yd ， K ． 0 ．

，
H o u g h t o n ， A ．

N ．
，
O e tt g e n ， H ． F ． 鹿 0 1d

，
L － J

． ニ H e t e r o g e n eity

in s u r f a c e an ti g e n a n d gl y c o p r o t ei n e x p r e s si n o f

C ell li n e s d e ri v e d f r o m d iff e r e n t m el a n o m a

m e t a s t a s e s o f th e s a m e p a ti e n t ． J ． E x p ． M e d ．
，

1 5 4
，
1 7 6 4 －1 7 7 8 く1 9 飢I ．

2 7J M ill e r
，
R ． A ．

，
M al o n e y ， D ． G ．

，
M c kill o p ， J ．

良 L e v y ， R ． ニ I n v i v o eff e ct s of m u ri n e h y b ri d o m a

m o n o cl o n al a n ti b o d y i n a p a ti e n t w ith T －

C ell

l e u k e m i a ． B l o o d
，
5 8
，
7 8 － 8 6 く19 8 1l ．

2 8I H o u g h t o n ， A ． N ．
，
M i n t z e r

，
D ．
，
C o r d o n －

C a r d o
，
C ．

，
W elt

，
S ．
，
F li e g el ， B ．

， V a d h a n
，
S ．

，

C a r s w ell
，
E ．

，
M el a m e d

，
M － R －

，
O e t t g e n ， M ． H ．

鹿 Ol d L － J ． ニ M o u s e m o n o cl o n al I g G 3 a n tib d y

d e t e cti n g G D 3 g a n gli o sid e ニ A p h a s e l t ri al i n

p a ti e n ts wi th m ali g n a n t m el a n o m a ． P r o c ． N a tl ．

A c a d ． S ci ． U S A
，
8 2

，
1 2 4 2 ．1 2 4 6 u 9 8 5l ．

2 9I OI s s o n
，
L ． 鹿 E a pl a n ， H ． S ． ニ H u m a n － h u m a n

h y b rid o m a s p r o d u c i n g m o n o cl o n a l a n tib o di e s o f

p r e d e fi n e d a n ti g e n i c s p e cifi cit y ． P r o c ． N a tl ． A c a d ．

S ci ． U S A
．，
77

，
5 4 29 －5 4 31 く19 8 0I ．
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p r o d u c ti o n a n d An al y 8i8 0f H o n o cl o n al An tib o di e 8
a g ai n 昌t H u m a n C ol o r e c t al

c a n c e r s H is a y u ki N a k as hi m a ， D e p art m e nt of S u r g er y り1 ， S
c h o o l of M e dici n e ，

K a n a z a w a U n i v e r sit y ， K a n a z a w a 9 2 0
－ J ． J u z e n M e d － S o c ．

，
9 9

，
8 0 5 － 8 1 4 t 1 9 9 01

K e y w o r d 8 C O l o r e c tal c a n c
e r ， m O n O Cl o n al a n tib o d y ， i m m u n o h

is t o c h e m is try ， C ell

m e m b r a n o u s 8 n tig e n

A b 8t r a C t

T 。 eS t a b lish c ol o r e c t al c a n c e r
－ S p e Cific m o n o cl o n al a n tib o die s くM o A bl ， S O l u bl

e p r o tei n

fr a cti o n s wi th a n tig e ni c a c tivitie s w e r e e xt r a c te d fr o m th e c ol o n c a
n c e r c ell li n e C O L O －

2 0 1 ，

a n d M o A b a g ai n s t th is f r a c ti o n s w e r e p r o d u c e d ． A f
t e r s c r e e n i n g s e v e r al t w o M o A b

くK C
－ l
，
K C －

21 c o m m o n l y re a c te d w ith c ol o re ct al c a n c e r
s b ut did n o t r e a c t w ith th e n o r m al

i n te s ti n al m u c o s a o r m alig n a n t t u m o r s ， O th e r th a n c ol o r
e ct al c a n c e r ． T h e is o ty p e o f b o th

M o A b
，

s w a s Ig M l 斤 ty p e a n d th e e p lt O p e r e C O g n iz e
d b y th e s e M o A b

，

s w a s re g a r d e d a s a

p r o tei n ． I n i m m u n o s tai n i n g u si n g M o A b くK C
－ 11 a n d th e a vid i n

－ bi o ti n －

p e r O X id a s e c o m p l e x

t e c h n i q u e ， 1
3 n o r m al o rg a n s a n d 9 f e t al o r g a n s w e re f r e e o f s

t ai n i n g ■ I n c oI o re c tal

c a n c e ，S
，
1 0 0 ％ く1 5l1 51 i n w ell diff e r e n ti a t e d a d e n o c a r ci n o m a ， 8 6 ． 7 ％ り3J 1 51 i n m o

d e r a t el y

d iff 。，e n ti at c d a d e n o c a r ci n o m a a n d O ％ く0ノ31 i n m u ci n o u s c a r ci n o m a w e r e p o si ti v ely

s t ai n e d ． O n th e o th e r h a n d ， 1 5 m ali g n a n t t u m o r s o f o th e r o r g a n s te s te d
w e r e fr e e of

s t ai n i n g ． T h e se r e s u l ts i n dic a te th a t K C
－ 1 a n d K C － 2 a r e hig hl y s p e cifi c f o r c ol o r e c tal

C a n C e r S ．


