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塩基性フ ヱ トプ ロ テイ ン に対するモ ノク ロ ー ナル抗体の作製

金沢大学医学部内科学第 一 講座 (主任 : 服部 伝教授)

小 於 義 和

(昭 和5 8年11 月2 1 日受付)

本論文の要旨は第10 回日本臨床免疫学会総会 (19 81 年 6 月 , 東京) に お い て発表 した.

細胞 融合法を用 い て 塩基性 フ ェ ト プ ロ テ イ ン (b a si c f et o p r o t ei n 以下 B F P と略す) に対するモ ノ ク
ロ ー ナル 抗体 を作製した ･ 免疫に は 8 過令の B A L B / c 雄 マ ウ ス 5 匹 を用 い 10 -

5 0 JJ g の B F P を腹腔内も

しく は静脈内に計 4 回投与 した .
2 週後に は マ ウス 血中に 抗 B F P 抗体が認 めら れた . 細胞融合は H e r z e n .

b e r g ら の 変法に 準 じ, 最終免疫 3 ～ 4 日目 に 免疫 マ ウ ス よ り脾臓を取 り出 し, 親株細胞( B A L B / c マ ウス

由来の P 3 - Ⅹ6 3 ･ A 終 Ul) と細胞数 比 10 : 1 に て 50 % ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 存在下 に 37
｡

C に て 融合 を

行っ た ･
H A T 培 養液 に よ り融合細胞 を選 択後,

1 25

I 標識精製 B F P を用 い た r a d i o i m m u n o a s s a y に て抗

B F P 抗体産生 融合細胞を選び, 1i mi ti n g d il u ti o n , Si n gl e c ell m a ni p ul a ti o n に て 5 ク ロ ー ン を確立 した .

5 ク ロ
ー ン はそ れ ぞれ B M A l

,
2
,
3
,
4
, 5 と命名 した . その 免疫 グ ロ ブ リ ン の サ ブク ラス はそれ ぞ

れI g G 2 a ･ I g G 2 a , I g G l , I g G l , I g G l であ っ た . 確立 した 5 ク ロ ー ン の抗体 の 抗原特異性を c o m p e ti ti v e

in h ibi ti o n a s s a y と d i r e c t a n ti g e n b i n d i n g a s s a y に て検討し たと こ ろ 5 ク ロ ー

ン はす べ て抗原特異的で

ある こ とが 確認され た . さ ら に
, 患者血 清中に は B F P と共通抗原性 を有す る物質が存在す る可能性が推測

され た
･ 今回作製 した モ ノ ク ロ ー

ナル 抗体 に よ り, 安定 な測定系の確立が可能 とな り
,
B F P の詳細 な解析

に よ り B F P に お い て も癌特異的 B F P の発見が 期待さ れ た .

K e y w o r d s B a si c F et o p r o t ei n , H y b rid i z a ti o n , M o n o clo n al a n tib o d y ,

A n ti g e n s p e cificit y .

1 96 3 年 , ソ連 の A b e l e v が 胎児性蛋 白で ある α フ ェ

トプロ テイ ン ( α
- F e t o p r o t e in , 以 下 A F P と略す) を肝

癌移植 マ ウ ス 血 中に 発見 し て以 来1) , 胎 児性病蛋白と

総称さ れ る 蛋 白が い く つ か 報告さ れ て い る . 塩 基性

フ ェ ト プ ロ テイ ン ( B a si c F et o p r o t ei n , 以下 B F P と

略す) は 19 7 4 年石井 に よ り と 卜胎児血清お よ び胎児腸

組織抽出液から発 見さ れ た胎児性病蛋白で2)3)
, 肝癌 ,

膵癌, 乳癌
, 白血 病, 骨髄腫等で 高率に 高値 を示 し担

病状態の 診 断 に き わ め て有用 で あ る と 報告さ れ て い

る . しか し
,
こ れ ま で B F P の 精製 はき わ め て困難であ

りそ の 作製 も容易で は な か っ た .

19 7 5 年 , M il st e i n と K 6h l e r は細胞融合法 を用 い て

特異抗体を持続的に 産 生する B 細胞 ハ イ ブ リ ド ー

マ を

作製し た4) . 本法の 開 発に よ り徴適 抗原 に 対 す る抗体

を大 童 に しか も単 一 抗体と して作製 する こ とが可能と

な っ た
.

今 回 B F P に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 の 作製 を

行 っ た の で 報告する .

対象お よ び方法

Ⅰ) 免疫動物

8 週 令 で 体 重 25 ～ 3 6 グ ラ ム の B A L B / c A n N C rj

( C h a l e s R i v e r よ り購 入) の 雄 マ ウ ス 5 匹 に 免疫 を

行 っ た .

ⅠⅠ) 培 養 i夜

各培糞液の 作製は下 記の 如く行 っ た .

1 ) 5 % お よ び 1 0 % 仔牛胎児血清加 R P M I ( 5 % ,

1O % f e t a l c alf s e r u m - R P M I , 以下 5 %
,
10 % F C S ･

E st a bli s h m e n t o f A n ti - B a sic F e t o p r o t e in M o n o cl o n al A n tib o d y ･ Y o s h ik a z u K o m a t s u ,
D e p a r t m e n t of I n t e r n al M e dici n e (Ⅰ) , ( Dir e c t o r ‥ P r of ･ N ･ H a tt o ri) , S c h o ol of M edi ci n e ,
K a n a z a w a u ni v e r sit y ,
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R P M I と 略す) : R P M I 1 6 4 0 ( 日水社製) に 5 % お よび

10 % の仔牛胎児血清( GI B C O 社製) , 2 m M の し グ ル

タミ ン , 0 .2 m g/ m l の カ ナ マ イ シ ン , 2 m g/ m l の N a 2

C o 3 を添加 した 培養液.

2 ) H A T 培養液 : 10 % F C S - R P M I に H y p o x a n
-

ti n e l X l O
- 4
M
.
A m i n o p t e ri n 4 × 1 0

~ 7
M ,
T y mi d i n e

l . 6 ×1 0
- 5
M 添加 した培養液.

3 ) H T 培 養 液: 10 % F C S - R P M I に H y p o x a n ti n e

l X l OL 4 M
,
T h y m id i n e l . 6 × 1 0

～ 5
M 添加 した培養液.

ⅢⅠ) 親株細胞

B A L B/ c マ ウ ス 由来の pl a s m o c y t o m a c ell li n e

( M O P C -2 1) で 8 T アザ グア ニ ン 耐性株で あ る P 3 一Ⅹ6 3 -

A g8
- U l (以下 P3 ･ U l と略す) を用 い た

5)
. P 3 - U l は免疫

グロ ブ リ ン の L 鎖が細胞質内 に 存在 す る が 分泌は し

な い n o n s e c r e t o r 細胞で あ る .

ⅠⅤ) 細胞融合

抗 B F P 抗体産生 B 細胞 を作製 す るた めに , B A L B/ c

マ ウス の 腹 腔 内お よ び静脈内 に 石 井 よ り供与さ れ た

精製 B F P lO ～ 5 叫 g を 10
～ 1 4 日お き に 4 回 免疫 した

(図 1 ) . 初回 免疫時 に は同時 に ア ジ エ バ ン ド と し て

B o rd e t ell a p e rt u s si s v a c ci n e ( 1 × 10
9
0 r g a n i s m s/

m o u s e) を用い た . 最終免疫の 3 ～ 4 日後 に 免疫 し た

B A L B/ c マ ウ ス よ り肺臓 を取 り出 しリ ン パ 球浮遊液

を作製 し B 細胞と した . 親株細胞 P 3 - U l は 5 % F C S ･

R P M l に て培養, 増殖さ せ その 増殖期 に あ る細胞 を細

胞融合に用い た .

次 に
,
H e r z e n b e r g ら叫の変法に 準 じ て抗 B F P 抗体

産生B 細胞 とP 3 - U l の細胞融合を行 っ た . 細胞融合 は

牌細胞 1 ～ 2 ×10
8 個と P 3 ･ U l l ～ 2 × 1 0

7

個 と を (細

胞数比 10 : 1 ) , 5 0 % ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル (B D H

社製, 分子量 1500) 存在下 に て 37
d

C 恒温水槽内で 行っ

た .

1 4 d a y s

2 4 d a y s

3 5 - 3 6 d a y s

( 3 - 4 d a y s b e f o r e

C e l l f u s i o n )

松

細胞融合後, 細胞 は 1 0 % F C S ･ R P M I 2 0 m l に 浮

さ せ 96 w ell s 培 養 マ イ ク ロ プ レ
ー ト 2 枚 に 20 0 〟1/

w ell ず つ 分注 した .

培養液の 交換 は細胞融合後第 1 , 2 , 3 , 5 , 8 ,

1 1
,
1 4 日目に 1 0 0 jLl/ w e11 ずつ H A T 培養液に て行 っ

た . それ 以 後は 融合細胞の 増殖の 程度 をみ な が ら適時

培養液 を交換 した.

H A T 培養液 に て 約 4 週間融合細胞 を培養 し た後

H T 培 養液 に て 10 日 間培 養 し 以 後 は 10 % F C S -

R P M I に て 2 週 間培養, 次 い で 5 % F C S - R P M I に て

培養 を行 っ た .

Ⅴ) 血 中お よ び培養上清中の 抗体価の 測 定 ( 表1 )

免疫 マ ウス の 血 中抗体価 は免疫開始後 14 日 目と 24

日目 に 採血 し, 下 記の 方法 で測定し た. ま た融合細胞

の抗体産生の 有無を検討す る ため培養上清中の抗体価

を測定 した. 抗体価の 測定方法 は ア フ ィ ニ イ テ ー カ

ラ ム で 精製 した 家兎抗 マ ウス 免疫 グ ロ ブ リ ン (以 下

R a b bi t a n ti - m O u S e I g と略す) ( 1 0 0 JL g/ m l) を付着さ

せ た 96 w ell s ソ フ ト タ イ タ
ー

プ レ
ー

ト に 被検血 清あ

る い は培養上清 30 〟1 を加 え室温に て 1 時間反応させ

洗浄後各 w ell に ク ロ ラ ミ ン T 法 に て標識 し た
Ⅰ2 5
Ⅰ標

識精製 B F P 3 0 JJl を加 え さ ら に 室 温に て 1 時間反応

さ せ た 後洗浄 し比活性 を γ･ カ ウ ン タ
ー に て 測定 した

(P B A 法) 7) . 被 検 血 清 は あ ら か じ め P h o s p h a te ･

b u ff e r ed s ali n e (1 0 m M , p H 7 .2) ( 以 下 P B S と略す)

に て 50 0 倍も し くは 100 0 倍に 希釈 し測定 した. また対

照と して 正 常 B A L B/ c マ ウ ス 血清も し く は 培養液を

用 い た .

ⅤⅠ) ク ロ ー

ニ ン グ

単 一 ク ロ ー ン の 融合細胞 を得る た め培養上清中の 抗

体価 の 高値 で あ っ た w ell を選 択 し て ク ロ
ー ニ ン グを

行 っ た . 方法は まず1i m iti n g d il u ti o n を行な い その培

B F P 5 0 p g
十 加 ㌘d 留吉g Z Z α P e ㌘ ね ββ五β

v a c c i n e l x 1 0 9 0 r g a n i s m s / m o u s e i . p .

B F P l O
p g /
m o u s e 土 ･ p ･

B F P l O l l g/ m o u s e 土 ･ p ･

B F p 5 0 p g / m o u s e 土 ･ Ⅴ ･

C e l l f u s 土o n

F i g . 1 . P r o t o c ol of i m m u n i z a ti o n b y B F P ･



B F P に 対す るモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 の 作製

養上浦中の抗体価 が高く しか も 免疫 グ ロ ブ リ ン の サ ブ

クラ ス の 明 ら か な w ell に つ い て さ ら に si n gl e c ell

m a ni p ul a ti o n を行 っ た .

1 ) li mi ti n g dil u ti o n : O ri gi n al pl a t e の 各 w ell を

ピ ペ ッ ティ ン グ し100 偶の 融合細胞 を取 り出し約 10

m l の培養液に 浮遊さ せ た . 次に , f e ed e r l a y e r を含ん

だ s e c o n d pl a t e (9 6 w ell s 培養 マ イ ク ロ プ レ
ー

ト) に

1 w ell 当 り 1 個 入 る よ う に 10 0 〟1 ず つ 分注 しク ロ
ー

ニ ン グ を行 っ た . なお
,
1 w ell よ り s e c o n d pl a t e は

1 枚作製し た .

2 ) si n gl e c ell m a ni p ul a ti o n : O ri gi n al pl a t e の各

w elI を ピペ ッ テ ィ ン グ し適当数 の 融合細胞 を シ ャ
ー

レ に取り 出し, マ イ ク ロ マ ニ プ ユ レ 一

夕
ー

を用 い て 顕

微鏡下 で 1 個 の 融合細胞 を吸 引 しf e e d e r l a y e r を含

んだ s e c o n d pl a t e に 1 w e11 当り 1 個ずつ 培養 した.

なお , f e e d e r l a y e r は以 下の 如く作製 した.
ク ロ ー

ニ ン グ を行う 前 日 に B A L B / c マ ウ ス よ り胸腺 を採取

し リ ン プ 球浮遊液 を作製 し た. s e c o n d pl a t e の 9 6

w ell s 培養 マ イ ク ロ プ レ ー トに 1 w ell 当 り 1 ×1 0
6

個/

7 9 1

1 0 0 J`1 ず つ 分 注 し24 時間 培養後fe e d e r l a y e r と し

た . 使用 した培養液 はク ロ ー ニ ン グ時に 融合細胞の培

養に 使用 し て い た液 を用 い た .

Ⅵり 高力価抗体産生株の 選 択 (表2 )

ク ロ ー ン 化融合細胞よ り高力価抗体産生株 を選択 す

る ため ク ロ
ー

ニ ン グ した 融合細胞の 培養上清中の免疫

グ ロ ブリ ン 量 を以下の方法で測定した.

R a b bit a n ti - m O u S e I g (1 0 0 / 噌/ mi ) を付着 させ た

96 w ell s ソ フ ト タイ タ
ー

プ レ
ー

トに , P B S に て 10 0 倍

に 希釈 した培養上清を 30 ノJl 加 え室温に て 1 時間反応

させ た後洗浄した.
さ ら に

1 25
Ⅰ標識 G o u t a n ti - m O u S e

I g 3 0 〃1 を室温に て 1 時間反 応させ 洗浄後比活性を γ･

カ ウ ン タ ー に て 測定 した . 対照と して培養液を用い た .

†M) 免疫 グ ロ ブ リ ン サ ブ ク ラス の 決定 (表 3 )

ク ロ
ー ン 化 した 融合細胞 の 産生す る免疫グ ロ ブリ ン

がI g G l , I g G 2 a , I g G 3 , I g M の どの サ ブク ラ ス に属 す

る もの か を検討 した.

測定方法 は, まず R a b b it a n ti - m O u S e I g (1 00 /J g/

m l) を付着さ せ た 96 w ell s ソ フ ト タイ タ ー プ レ ー ト

T a b l e l . P r o t o c ol of an ti -b a si c f e t o p r o t ei n (B F P ) tit e r i n m o u s e s e ru m a n d c ult u r e

S u P e r n a t a n t .

1 .
C o a t w ell s w i th r a b bi t a n ti - m O u S e i m m u n o gI o b uli n (5 0 /上l of l O O p g / m l) f o r l h o u r

a t r o o m t e m p e r t u r e ( R .
T

.)

2 .
W a s h 3 ti m e s w i th O .5 % b o vi n e s e r u m a lb u mi n (B S A ) 十 0 .1 % N a N , i n p h o s ph at e ･

b u ff e r e d s al i n e (P B S) (1 0 m M , p H 7 .2) ( B S A b uff e r)

3 .
A p pl y dil u t e d i m m u ni z e d m o u s e s e r u m o r c ul tu r e s u p e r n a t a n t (3 0 pl)

4 .
I n c u b a te f o r l h o u r a t R . T .

5 .
W a sh 3 ti m e s w ith B S A b uff e r

6 .
A p pl y

12 5I -1 a b el e d B F P (3 0 FLl)

7 .
I n c u b a te f o r l h o u r a t R . T .

8 . W a sh 6 - 7 ti m e s wi th P B S

9 ,
C o u n t

T a bl e 2 . P r o t o c o l o f s el e c ti o n of h y p r o d u c e r .

1 . C o a t w e11 s w ith r a b b it a n ti - m O u S e I g (50 FLl of lO O p g/ m l) f o r l h o u r a t R . T .

2 .
W a sh 3 ti m e s wi th B S A b uff e r

3 .
A p pl y dil u t e d c u lt u r e s u p e r n a t a n t (3 0 p l)

4 .
I n c u b a te f o r l h o u r a t R . T

.

5 .
W a s h 3 ti m e s wi th B S A b uff e r

6 . A p pl y
12 5Ⅰ-1 a b el e d g o a t a n ti

-

m O u S e I g (30 pl)

7 .
I n c u b a t e f o r l h o u r a t R . T .

8 .
W a sh 6 - 7 ti m e s wi th P B S

9 . C o u n t
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に
,
0 .5 % 牛血 清ア ル ブ ミ ン 加 P B S ( 0 .5 % b o v i n e

s e r u m a lb u m i n i n P B S 以 下 B S A b u ff e r と略す) に

て 10 0 倍 に 希釈 した培養上清 30 〟1 を加 え室温 に て 1

時間反 応させ た後洗浄 した. 次に I g G l , I g G 2 a に 対す

る抗体が C 57 B L /6 マ ウス 由来 ( B e c t o n ･ D i ck i n s o n 社

製) で あ る の で 非特異的反応 を除去 す る た め 正 常

C 57 B L /6 マ ウ ス 血 清30 JLl を 各 w e11 に 添加 し室温 に

て 1 時間反応さ せ た上 洗浄 し, さ ら に
Ⅰ2 5
Ⅰ を標識 した

抗Ig G l , I g G 2 a , I g G 3 , I g M , m O u S e I g 抗体 と室温

に て 1 時間反応後洗浄 し各 w ell の 比活性 を γ･ カ ウ ン

タ ー に て 測定 しサブ ク ラ ス を決定 した . 対照と して培

養液 を用 い た .

Ⅸ) 抗原 特異性 の 検討

ク ロ ー ン化 した融合細胞 の産生 す る抗体が B F P に

特異的抗体で ある か 否か に つ い て培養上 清を用 い て 以

下の 方法 に て検討 した .

1) c o m p etiti v e i n hib iti o n a s s a y ( 表4 )

松

R a b b it a n ti - m O u S e I g (1 0 0 FL g/ m l) を付着さ せた

96 w ell s ソ フ トタイ タ ー プ レ
ー

トに B S A b u ff e r に て

200 ～ 1 2 0 0 倍に 希釈 し た ク ロ ー ン化融合細胞の 培養上

清 30 /Jl を加 え室温 に て 1 時間反応後洗浄 した. 次に

B S A b u ff e r に て 0 . 0 0 1 ～ 10 0 p g/ m l に 希釈 した既 知

量 の精製 B F P 1 5 〟l も し く は 従来 の 抗体 を 用 い て

B E P を 除去 した 検体 (以 下 B F P -f r e e s a m pl e と略す)

の 原液 お よ び B S A b u ff e r に て 10 倍 よ り段階希釈し

た B F P ･f r e e s a m pl e 1 5 j Ll と
1 25
Ⅰ標識 B F P 1 5 JLl を同

時 に 加 え室温 に て 1 時間反応後洗浄 し γ- カ ウ ンタ ー

に て比 活性を測定 した . 対照と して B S A b u ff e r を用

い た
.

2 ) an ti g e n b i n d i n g a s s a y ( A B A 法) (表 5)

精製 B F P ( 10 0 p g/ m l) を付着させ た 96 w ell s ソ ヌ トタイ

タ
ー

プ レ
ー

ト に B S A b u ff e r に て 20 倍 よ り倍々 希釈

した ク ロ
ー ン 化融合細胞の 培養上清30 ノJl を加 え室温

に て 1 時 間反応後洗浄 し た.
次 に 12 5 Ⅰ 標識 R a b bit

T ab l e 3 . P r o t o c ol o f d e t e cti o n of i m m u n o gl o b uli n s u b cl a s s .

1 .
C o a t w ell s w ith r a b b it a n ti - m O u S e I g (5 0 FLl o f l O O JLg / m l) f o r l h o u r a t R ･ T ･

2 .
W a sh 3 ti m e s w ith B S A b uff e r

3 .
A p pl y dil u t e d c u lt u r e s u p e r n a t a n t (3 0 pl)

4 .
I n c u b a t e i o r l h o u r a t R . T .

5 .

W a sh 3 ti m e s w i th B S A b uff e r

6 .
A p pl y s e r u m of 5 7 B L / 6 (f o r I g G l , I g G 2 a) o r B S A b u ff e r (f o r I g G

3
,
I g M , m O u S e

I g) (5 0 〟l)

7 .
l n c ub a t e f o r l h o u r a t R . T ,

8 .

W a s h 3 ti m e s w ith B S A b uff e r

9 .
A p pl y

12 5 I -1 ab el e d a n ti ･I g G l , a n tトI g G 2 a , a n ti
-I g G 3 , a n ti

-I g M o r a n ti m o u s e I g

(3 0 /川

10 .
I n c u b a t e f o r

.

1 h o u r a t R . T ･

1 1 .
W a sh 6 -7 ti m e s w i th P B S

1 2 .
C o u n t

T a bl e 4 ､ P r o t o c o l of c o m p e titi v e i nh ibi ti o n a s s a y ･

1 .
C o at w ell s w ith r a b b it a n ti - m O u S e I g (5 0 F Ll o f l O O F Lg / m l) f o r l h o u r a t R ･ T ･

2
.
W a sh 3 ti m e s w ith B S A b uff e r

3 .
A p pl y a d e q u a t el y dil u t e d c u lt u r e s u p e

r n a t an t (3 0 F Ll)

4 .
I n c u b a t e f o r l h o u r a t R . T .

5 . W a s h 3 ti m e s w i th B S A b u ff e r

6 .
A p pl y B F P s a m pl e o r B F P

-f r e e s a m pl e (1 5 FLl) a n d
12 5I -1 ab el e d B F P (1 5 p l)

7 .
I n c u b a t e f o r l h o u r a t R . T .

8 .
W a s h 6 -7 ti m e s wi th P B S

9 .
C o u n t
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a n ti - m O u S e I g 30 JLl を加 え室温 に て 1 時 間反 応後洗

浄し γ- カ ウ ン タ
ー に て 比 活性 を測定 した. 対照と して

培養液を用 い た .

X ) 標準曲線の 作製 ( 表6 )

患者血 清中の B F P 値を測定す る た め に , 確立 した

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 よ り 1 種 を選 び標準曲線 を以下の

方法に て作製 した.

R ab b it a n ti ･ m O u S e I g ( 10 0 JL g/ m l) を付着さ せ た

96 w ell s ソ フ ト タイ タ
ー プ レ ー

ト に B S A b u ff e r に て

10
,
00 0 倍 に 希釈 し た ク ロ

ー ン 化融合細胞 の 培養上清

30 〃1 を加 え室温 に て 1 時間反応 させ た 後洗浄 した .

次に B S A b u ff e r に て 0 . 0 0 01 ～ 1 0 0 FE g に 希釈 した 精

製 B FP 1 5 p l を 加 え室 温 に て 1 時 間 反 応後各 w ell

に
1 25
Ⅰ標識 B F P 1 5 J Jl を 添加 しさ ら に 室温 に て 1 時

間反応 後洗浄 し γ
･ カ ウ ン タ ー に て比 活性 を測定 し た.

Ⅱ) 患者血 清中の B F P 値 の 測 定

得られ た 標準曲線 を用 い て 患者血清中の B F P 値 を

測定 し従来 の測定法 で の B F P 値 と比較検討 した. 血

清は B S A b u ff e r に て 1 6
～ 1 60 倍 に 希 釈 し て 測定 し

た.

7 9 3

な お , 測定 した 患者血清は石井よ り供与 され た検体

で c o n v e n ti o n al 抗体 (抗 B F P 家兎血 清) を用 い た 2

抗体法に よ る r a di oi m m u n o a s s a y 法
3) に よ る B F P 値

はそ れ ぞれ検体 1 ; 6 4 0 n g/ m l 以上 , 検体2 : 6 4 0 n g/

m l 以 上
, 検体 3 ; 3 3 n g/ m l , 検体4 : 42 n g/ m l で あ っ

た .

成 績

Ⅰ) 免疫 マ ウ ス の 血 中抗体 価 ( 表7 )

初回免疫後 14 日目と 24 日目に つ い て 血中抗体価 を

比 較検討 する と, 14 日目 で は 770 ±318 c p m ( 対照388

C p m ) , (1 0 0 0 倍希釈) , 2 4 日目で は 899 ±35 2 c p m ( 対

照38 4 c p m ) ( 50 0 倍希釈) で あ っ た . 初 回免疫に よ り

抗体価の 上 昇は認 め られた が追加免疫で は抗体価の 上

昇は ほと ん ど認め られ なか っ た . そ こ で B F P 5 0 /J g を

静脈 内投与 しそ れ か ら 3 ～ 4 日後の 牌細胞 を用 い て細

胞融合 を行 っ た .

ⅠⅠ) 培養上 清中の 抗体価 ( 図2 )

細胞融合 は免疫 した 5 匹の マ ウス を用 い て 5 回行 っ

た . 各融合毎に 鋸 ～ 90 % の W ell に 細胞 の増殖を認 め

T a bl e 5 .
P r o t o c ol of a n ti g e n bi n di n g a s s a y .

1 .
C o a t w ell s wi th p u rifi e d B F P (50 FLl o f l OO p g/ m l)

2 .
W a sh 3 ti m e s wi th B S A b u ff e r

3 . A p pl y s e ri all y d il u te d c ult u r e s u p e r n a t a n ts (3 0 F Ll)

4 .
I n c u b a t e f o r l h o u r a t R . T .

5 . W a s h 3 ti m e s w ith B S A b uff e r

6 .
A p pl y

1 2 5Ⅰ-1 a b el e d r a b bit a n ti - m O u S e I g (3 0 F Ll)

7 .
I n c u b a t e f o r l h o u r a t R . T .

8 .
W a s h 6 -7 ti m e s wi th P B S

9 .
C o u n t

T ab l e 6 . P r o t o c ol of s t a n d a rd c u r v e f o r B F P l e v el .

1 .
C o a t w ell s w ith r a b bit a n ti ･ m O u S e I g (50 /}I of lO O p g / m l) f o r l h o u r a t R ･ T ･

2 .
W a s h 3 ti m e s wi th B S A b uff e r

3 .
A p ply a d e q u a t el y d il u te d c ul tu r e s u p e r n a ta n t (30 F ll)

4 .
I n c u b a t e f o r l h o u r a t R . T .

5 .
W a sh 3 ti nl e S W ith B S A b u ff e r

6
.
A p pl y dil u t e d B F P ( 15 F Ll)

7 .
I n c u b a te f o r l h o u r a t R . T ,

8 .
A d d 1 2 5Ⅰ-1 a b el e d B F P ( 15 p l)

9 .
I n c u b a t e f o r l h o u r a t R . T .

1 0
.
W a s h 6 - 7 ti m e s w i th P B S

l l .
C o u n t
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た
.
そ こ で各 w ell の培養上 清中の抗体価を測定 した と

こ ろ, 対照は 219 ±64 c p m で あ り 70 0 0 c p m 以上 を示

し た 4 6 w ell s 中 12 0 0 0 c p m 以 上 を 示 し た の は 23

w ell s で あ っ た
.
こ の結果よ り 1 2 0 0 0 c p m 以 上 を 示 し

た w ell よ り 16 w ell s を選 び1i m iti n g d il u ti o n に よ る

ク ロ ー ニ ン グを行っ た .

ⅠⅠⅠ) ク ロ
ー

ニ ン グ した融合細胞の 培 養上清中の 抗体

価 ( 図3 )

ク ロ
ー

ニ ン グ に よ り 融合細胞 の増殖 を認 め た の は

T a b l e 7 . A n ti ･ B F P a n tib o d y tit e r s o f B F P
-

i m m u ni z e d m i c e .

M o u s e

n u m b e r

A n ti - B F P ti te r ( c p m ) a t

1 4 d a y s 2 4 d a y s

a ft e r i m rn u n i z a ti o n

ロ 787
*

83 6
* *

田 696
*

58 9
* *

田 67 5-
*

89 1
* *

4 10 6 9
*

1 0 4 8
* *

田 622
*

1 0 8 0
* *

N M S
* * *

38 8
* 3 8 4

* *

* : S e r u m dil u ti o n
,
1 : 1 00 0

* * : S e r u m dil u ti o n
,
1 : 5 0 0

* * * : n O r m al B A L B / C m O u S e S e r u m

1 st 2 n d 3 rd 4 t h 5 t h

C せIl †u s i o n

● : 1 6 s e l e c t e d c 1 0 n e S

F i g . 2 . A n ti
- B F P tit e r of c u lt u r e s u p e r n a t a n t o f

h yb rid o m a c ell s .

松

1 5 3 6 w ell s 中4 6 3 w ell s で あ っ た . そ こ で 各 w ell の培

養上 清中の 抗体価 を測定 し た と こ ろ対 照 は 20 4 ±76

C p m で あ り 20 0 0 c p m 以 上 を示 した 10 8 w ell s 中70 00

C p m 以上 を示 した の は 64 w ell s で あ っ た .

ⅠⅤ) 高力価抗体産生株 お よ び 免疫 グ ロ ブ リ ン サ ブク

ラス の 決 定 ( 表8 )

選択 し た 64 w ell s よ り さ ら に 高力価抗体産生株を

選び出した . 対照 は1 45 5 ±9 9 c p m で あ り 40 0 0 c p m 以

上 の w ell は 5 1 w ell s で あ っ た .

次 に その 5 1 w ell s に つ い て 免疫 グ ロ ブ リ ン サ ブク

ラ ス に つ い て 検 討 し た . 対 照 はI g G l が 93 5 c p m ,

I g G 2 a が 19 0 9 c p m , I g G 3 が 39 c p m , I g M が 94 4 c p m

, m O u S e I g が 16 8 2 c p m で あっ た . 培養上 清と対照 の

比 活性 の 羞 を 求 め サ ブ ク ラ ス が 決定 で き た の は32

w ell s で あ っ た .

Ⅴ) ク ロ ー ン の 確立

高力価抗体産生株で あ り 免疫 グ ロ ブ リ ン サ ブク ラス

が 決定で き た 32 w e11 s よ り 2 A トCl , 2 G 8 - A 6
,
3 El - D l l

,

6 C 8 ･ F 1 2 , 7 H 5 - A 6 ( 以 下順次, B F P m o n o cl o n al a n ti -

b o d y ( B M A ) 1 , 2 , 3 , 4 , 5 と 略す) の 5 w ell s

を選 び si n gl e c ell m a ni p u l a ti o n を行 っ た融合細胞の

増殖 を認 め た 180 w ell s 中10 2 w e11 s に つ い て培養上

清中の 抗体価 を測定した . 対照 は 11 6 ±2 1 c p m であり

検 討 した 102 w ell s よ り 高抗体力価 を 示 し た 5 w ells

を 選 択 し た . 選 択 し た 5 w ell s の 各々 の 抗体価 ほ

B M A l が 939 5 c p m , B M A 2 が 52 4 9 c p m , B M A 3

1 E l O

3 E 1

2 A 2

1 B 9

7 日5

1 G 2

3 D 3

1 H l O

3 A 9

2 A 1

6 C 8

2 B 4

1 1

1 2

6

8

C
D

ロ

F

G

2

0
0

2

2

篭0

0 ㌔ ♂
○∝ 〉 ● ● ● ● ● ●

0

0 0

く)

0 0
0

0 0

0

0 0 0 ‥
.1 噛

ぎぜ ヽ ･ ･
.;言古

呂 紗 ･

●●0

0

0

0

0
0

0

0
0 0 ● ●

○ ●

O r lg t n Q I

W e ll

2 1 X lO
`

C P m

● : 6 4 s e l e c t e d cl o n e s

F i g . 3 . A n ti
- B F P tit e r of c u lt u r e s u p e r n a t a nt of

Cl o n ed h yb rid o m a c ell s .
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が66 26 c p m , B M A 4 が 63 6 0 c p m , B M A 5 が 81 5 3

c p m
で あ っ た .

B M A l , 2 , 3 , 4 , 5 の 免疫 グ ロ ブ リ ン の サ ブ ク

ラ ス はそ れ ぞれ Ig G 2 a , I g G 2 a , I g G l , I g G l , I g G l で

あっ た .

ⅤⅠ) 確立 し たク ロ
ー ン の 抗原 特異性 の 検討

以上 よ り確立 さ れ た 5 種の 抗体に つ い て そ の抗原特

異性を 2 方法に て培養上清 を用 い て検討 した .

1 ) c o m p eti ti v e i n h ib iti o n a s s a y に よ る抗原

特異性の検討 ( 図4 )

5 種の 培養 上 清 を B M A l は 50 0 倍 ,
B M A 2 は

200 イ乱 B M A 3 は 60 0 倍 , B M A 4 は 50 0 倍 , B M A 5

は 12 00 倍 に 希釈 して測定した. 精製 B F P と 5 種の モ

ノク ロ
ー ナ ル 抗体の 反 応を比 較検討す る と得 られ た 曲

線は 50 % 抑制が精製 B F P 濃度で それ ぞ れ B M A l ,

3
,
4 が 0 . 5 J L g/ m l , B M A 2 , 5 が 0 ･1 JL g/ mi に あ

り特異性 を有す る と 考 え られ た ( 図4 - 1 ) . ま た ,

B F P -f r e e s a m pl e と 5 種の モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 の反

応を比 較検討 する と, B M A l お よ び 5 で は 抑制が全

く 認め ら れ な か っ た .
し か し

,
B M A 2 で は 4 0 % ,

B M A 3 で は 27 % , B M A 4 で は 65 % の 抑制 が B F P -

f r e e s a m pl e の原液で は認め られ , 精製 B F P に 対す る

反応と は全く異 っ て い た ( 図4 - 2 ) .

79 5

2 ) A B A 法 に よ る抗原特異性の 検討 ( 図5)

5 種の抗体の うち B M A 5 に つ い て さ ら に A B A 法

を用 い て抗原特異性 を検討した . 培蓑上清の希釈に と

も な い 10 0 0 0 c p m か ら30 0 c p m に ま で比活性の 低下

を認め, 全く B F P を含ま な い 対照で は比活性 は変化

せず200 c p m で あり B M A 5 が 抗原特異的であ る こ

と が確認され た .

V ll) 患者血 清中の B y P 催の 測 定

B M A 5 を用 い 作製 した 標準曲線よ り B F P の 定量

は 1 n g/ m l か ら 100 0 n g/ m l ま で測定が 可能であっ た

( 図6 ) .

こ の標準曲線 よ り測定 した 患者血清中の B F P 値 は

検体 1 は 12 0 0 n g/ mi ,
検体 2 は 80 0 n g/ m l , 検体 3 は

14 0 n g/ m l , 検体4 は 18 0 n g/ m l であ っ た .

考 察

197 4 年 に 石 井が B F P を発見 して 以来2)3), B F P は臓

器特異性 は劣る が担病状態の 診断に きわ め て有要であ

る こ とが 報告さ れ て い る .
しか し B F P の精製は き わ

め て困難 であり そ の抗体作製も容易で はなか っ た .

1 9 75 年に M il s t e in と K 6 hl e r
4】が 単 一 抗体 を持続的

に 産生す る B 細胞単
一

ク ロ
ー ン を細胞融合法に より作

製す る こ と に成功 して 以来各種の 微量抗原, 例 えばT

T a bl e 8 . H y p r o d u c e r a n d i m m u n o gl o b uli n s u b cl a s s .

Cl o n e h y p r o d u c e r I g
n u m b e r x lO O ( C P m ) s u b cl a s s

Cl o n e h y p r o d u c e r I g
n u m b e r x l O O(c p m ) s u b cl a s s

2 A 卜 B 6 5 9 7 7

0

2 A ト C 1 7 8 9 6

2 A l- F 3 7 5 8 3

2 A ト F l 1 7 0 3 1

2 A l- G 1 2 7 7 9 4

2 A 卜 H 4 5 0 3 3

8

2 G 8･- A 6 5 7 6 1

3 E l- D 5 5 1 3 9

0

3 E l- D l 1 6()7 2

3 E 卜 G 5 6()3 2

6 C 8- A 5 5 4 2 8

6 C 8- A l O 5 2 1 9

6 C 8¶A l1 5 2 2 2

6 C 8- B 4 5 7 6 6

6 C 8- B 6 5 1 4 1

6 C 8- B 8
】

6 0 7 5

6 C 8- B l1 5 0 5 2

6 C 8- D l 1 5 3 9 4

6 C 8- D 1 2 5 3 8 2

6 C 8- E 1 2 5 6 5 5

6 C 8- F 1 5 3 5 5

0

6 C 8- F 1 2 6 11 5

6 C 8T G 2 53 2 2

6 C 8- G 8 5 0 9 8

6 C 8- H 1 4 8 6 8

6 C 8- H 6 5 2 2 3

0

7 H 5- A 6 6 11 8

7 H 5- A 8 43 0 ()

7 H 5- B 5 48 0 0

7 日5- G 3 49 3 9

7 H 5- H 4 44 6 6

7 H 5- H 8 4 17 5

〇

: 5 s el e c t e d c l o n e s
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十十㌻
100 10 1 0 ･1 0 . 0 1 Q .0 0 1 1 0 0 10 1 0 .1 0 .0 1 0 ,0 0 1

B F P FL g/ m 1
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B F P に 対す るモ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 の 作製

紳胞膜抗原, 癌細胞膜抗凰 その 他の 微量 可溶性抗原

の解析に対 して 本法が応用さ れ て い る .

今回微量 可溶性抗原 B F P に 対す る モ ノ ク ロ
ー

ナ ル

抗体を作製 した が モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体作製 に あ た っ て

2 つ の こ とが 問題 とな る . 1 つ は微量可 溶性抗原に よ

る免疫方法 であ る . 現在の と こ ろ使用 す る抗原の免疫

原性, 免疫動物の 遠 い の た め 一 定 の 免疫方法 は確立さ

れて い な い . J . R .
W a n d s ら

8)
は B A L B/ c マ ウス を用

い H B s 抗原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 の 作製 を

種々 の 抗原量 を用 い て行 い 初 臥 1 ,1 0 も し く は 20 〃g

の抗原 を腹腔内投与後 0 .1
,
1
,
5 0 も しく は 100 〟g の

抗原で 静脈内に 追加免疫 しても抗体価の 上 昇 は著明で

はなく, 初回 10 メイg の 抗原 を腹腔内投与後 10 週目 に

静脈内 に 10 JJ g の 抗原 を追加免疫 し た 場合 に最も高

い 抗体価 の 上 昇 を 認 め た と報告 し て い る . 今 回
,

10
～ 5 0 〟g の B F P を計 4 回免疫 した と こ ろ, 初回免疫

に よる血 中抗体価の 上昇 は認 め られ た が 追加免疫 10

日後で は血 中抗体価の有意の 上 昇を認め なか っ た . こ

の こ と は H B s 抗 原と B F P の 抗原性 の 遠 い に よ る も

の と考えら れ, 今後 その 他の可溶性抗原 に 対す る モ ノ

ク ロ ー ナル 抗体の 作製 に 際しさ ら に 検討 す べ き課題と

考えられ た .

い ま 1 つ の 問題点 と して は抗体産生融合細胞を簡便

に求め る ため に は どの 様 に こ れ ら の 細胞 を s c r e e ni n g

するか で あ る
7 ト 11)

. B F P の よう に 用 い る抗原が微量で

あるほ どその測定方法の 選択 は重要 な 問題で あ る . 今

回行 っ た P B A 法 に よ る 融合細胞 の s c r e e n i n g は測定

時間も短く, 使用 した抗原 畳も微量 で す み , しか も抗原

特異 性も期待 で き る測定法で あり, 今後 同様の 微量 可

溶性抗原 に 対する モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体の 作製 に お い て

有用な s c r e e n i n g の 方法 で あ ると 考え られ た .

今回確立さ れた h y b rid o m a c ell l in e は免疫 グロ ブ

× 20 X ｣(〕 ズ 即 X 博一】 Y 3 2r l 1 6 1 r l ★ 1 2 8r ) × 2 5和1 ヾ 5 1 2 ()

C u L I u r e s u p e r n Q t Q n t d i l u t i o n

F i g ･ 5 ･ A n ti g e n bi n di n g a s s a y .

7 9 7

リ ン の サ ブク ラ ス が Ig G 2 a で ある 2 A l ･ C l ( B M A l一) ,

2 G 8 ･ A 6 ( B M A 2 ) の 2 種 とI g G l で あ る 3E l - D l l

( B M A 3 ) , 6 C 8 ･F 1 2( B M A 4 ) , 7 H 5 ･ A 6 (B M A 5 )

の 3 種 の計 5 種 である.
こ の 5 種 のモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体の 抗原特異性 は c o m p e titi v e i n hib iti o n a s s a y の 結

果 よ り 明 ら か で あっ た . ま た B M A 5 に つ い て は

A B A 法で も抗体希釈 に と も な い 比活性の低下があ り

対照 で は比 活性 に 変化を認めて お らず抗原特異性が確

認さ れ た .

また c o m p etiti v e i n hib iti o n a s s a y の 結果 をさ らに

比 較検討 して み ると , 従来の 抗 B F P 抗体で は B F P が

測定され なか っ た 検体 との 反 応に お い て 5 種の モ ノ ク

ロ
ー

ナ ル 抗体の う ち B M A l お よ び 5 で は B F P は 測

定さ れ な か っ たが B M A 2 , 3 , お よ び4 で は抑制率

に 差 は あ るが B F P の 存在 を示 唆す る 結果 が得 ら れ

た .
こ の こ と よ り それ ぞ れ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 は

B F P に 対 して 親和性 あ る い は認識 する 抗原決定基 に

差が あ る可能性が推測さ れ た .
ま た患者血 清中の B F P

値 を従来の抗 B F P 抗体と モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体と で測

定 した結果を比 較検討 して みる と, モ ノ ク ロ ー

ナル 抗

体 に よ る測定値の方が従来の 抗体 に よる測定値 より も

高値 とな る血 清が認 めら れた .
こ の こ と よ り患者血清

中に は B F P と共通抗原性 を有する物質, 例え ば B F P

の 分解産物あ るい は m o difi e d B F P 1 2)が存在す る可能

性が推測され た .

これ まで B F P の 測定 は抗原の精製が繁雑 なた め抗

体の 作製も困難で 一 般的に は測定 で きな か っ た .
しか

し今回 モ ノ ク ロ ー ナ ル抗体が作製され た こ とに より安

価に しか も均 一

な力価の 抗体が容易に か つ 大量 に 入手

1 0 0 1 0 1 0 ▲1 0 .0 1 0 .0 0 1 0 .0 0 0 1

ノ唱/ m l

B F P

F i g . 6 . S t a n d a r d c u r v e f o r B F P l e v el .
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で き測定キ ッ ト間に 測定誤差の な い 安定な測定系の 確

立が可能と な っ た . また A F P や C E A
1 3)で は癌特異的

な も の と非特異的な もの の存在が推測さ れ 現在種々 の

モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 を用 い てそ の適 い に つ い て検討さ

れ て い る
1 4)

. 今回 作製した モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を用 い

て B F P をさ ら に 解析す る こ と に よ り B F P に お い て

も癌特異的 な B F P が 発見 さ れ る可 能性 が期待 さ れ

る .

結 論

今回 B F P に特異的 なモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を作製 し

た
. 抗体 は5 種類で あり B F P に 対す る親和性, 免疫 グ

ロ ブ リ ン サ ブク ラ ス に差異を認 め認識 す る抗原決定基

も臭っ て い る 可能性が推測さ れ た . 作 製 し た モ ノ ク

ロ ー ナル 抗体を用 い 測定キ ッ ト間に誤差 の な い 安定 な

測定系の 確立が 可能 と な り, ま た B F P の 微細構造 に

対す る解析 も可能と な っ た .
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