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金沢大学十全医学 会雑誌 第106 巻 第1 号 53 - 6 2 (1 9 9 7)

抗イ デ イ オ タ イ プ抗体 に より誘導さ れ る腫瘍関連糖鎖抗原

( D U - n 匁N -2 抗原) に対す る抗体産生 と そ の 免疫応答

金沢大学が ん研究所内科部 (主任 : 滞武紀雅致授)

河 上 浩 康

痛関連糖鎖抗原 で ある D U - P A N - 2 に対す る抗 イ デ イ オ タ イ プ抗体 (Ab 2) を痛 の 特 異的免疫療法 に応用 しよ うと して
,

D U - P A N -2 抗原 に対す る単ク ロ ー ン 抗体 仏bl) を免疫原と して ハ イ プ 1) ド
ー

マ 法 に より 単ク ロ ー ン 性の Ab 2 を作製 した . さ ら

に
,

得ら れ た Ab 2 を 同系 マ ウ ス に 免疫 し
,

抗 ･ 抗イ デ イ オタ イ プ抗体 仏b 3) の 誘導を試み
, それ に伴う免疫応答を検討 した .

A b 2 は濃度依存性 に A bl と結合 し, D U -P A N -2 抗原と A bl の 結合を特 異的 に阻害 し た . 従 っ て
, 得 られ た 単ク ロ ー ン 性の 抗イ

デ イ オ タ イ プ抗体 1 -2 -4 -4 は A b l の 抗原認識部位で ある パ ラ ト
ー

プ 関連 イ デ イ オ ト
ー

プ を認識する と考えら れ た . さ ら に
,

そ の

A b 2 を 同系 B A L B/ C マ ウ ス に 免疫 し
,

A b 3 を作製 し た . 得 られ た A b3 は D U -P A N -2 抗原と A bl の 結合を特異的に 阻害 した . ま

た
,

イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 に よ り
,

A b 3 が D U - P A N -2 抗原と特 異的に反応す る こ とが 確認さ れ た . こ れ ら の 結果よ り
, 抗 イ デ イ オ

タ イ プ抗体 1 -2 -4 -4 はフ己の 抗原で あ る D U 一 別l N - 2 抗原と 相同性 を有する 内部 イ メ ー

ジ と称さ れ る構造を持ち
,

D U - W -2 抗 蜘 二

対する抗体産生 を誘導す る こ とが 示唆 され た . さ ら に
,

A b 2 によ り誘導 され たA b3 の 免疫学的性状 の 検討を行 っ た と こ ろ
,

D U -

P A N -2 抗原を発現 し て い る K A T O Ⅲ細胞 に対 し
, 補体依存性細胞障害 (c o m pl e m e n t d e p e n d e n t c yt o to xi city ,

C D C) 活性 や キ ラ

ー 細胞 活性を示 さ な か っ たが
,

抗体依存性細胞媒 介性細胞障害 ( a n tib o d y
-d e p e n d e n t c ell - m e di a t ed c yt o t o x i city ,

A D C C) 活性を

誘導 した . 以 上 の よう に
,

D U - P A N -2 抗原 に対す る抗イ デ イ オ タ イ プ抗体 を抗原 と して 川い る こ と によ り
,

A D C C 活性 を有す

る Ab l -1ik e A b 3 の 産生 を誘導 しえ た .
こ の こ とか ら は

,
免疫原性の 弱 い 腫瘍 関連糖鎖抗原 に対 して も抗イ デ イ オタ イプ抗 体を応

用する こ と に より, イ デ イ オ タ イ プ ･ ネ ッ ト ワ
ー

クを介 して 宿主に抗 原特 異的な 免疫応答が 誘導され
, 抗腫瘍効果をもた らす

可能性 が示唆 され る .

K e y w o r d s 抗イ デ イ オ タ イプ抗体
,

モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体,
D U -P A N -2

, 腫 瘍免疫
, 糖鎖抗原

J e r n e
l)
の 提唱 し たイ デ イ オ タイ プネ ッ ト ワ ー ク理 論 (idi o ty p e

n et w o rk th e o r y) によ れ ば
, 抗体分 子 (A b l) の 超 可変部位 に は

個々 の 抗体 に特有な 複数の ア ミ ノ 酸配列か ら成 る抗原快音 有す

る構造 (イ デ イ オ ト
ー

プ) が 存在 し
,

こ れ を 認識する抗 イ デ イ オ

タイ プ抗体 (Ab 2) と 呼ば れ る抗体が 誘導 され る . ま た
, 抗 イ デ イ

オタイ プ抗体の 【-Iコ に は
,
そ の 可 変部位 に 内部 イ メ

ー

ジ (i n t e rn al

i m a g e) と 称 さ れ る 元の 抗 原の エ ピ ト
ー

プ に相l■rJ な 構造 を有 し

て い るもの が あ る .
こ の 様 な 内部 イ メ ー

ジ を樺 々 の 疾患 に対す

る ワ ク チ ン と し て応川す る 吋能性が 期待 さ れ て お り
,
実際に

,
ウ

イ ル ス
, 細 菌, 原虫 な ど の 感染症の 系で は 動物 モ デ ル に お い て

,

優れた 成果が 報告 さ れ て い る
2) 刃

. 同様 に, 痛 診療 に お い て もl勺

部イ メ ー

ジ を有する抗 イ デ イ オタ イ プ抗体 を元 の 腫瘍抗原 の 代

用と して 用い
, 各種の 腫瘍免疫 を誘導 して 癌の 酒癖 に

, ある い は

腫瘍抗原に 対する 自己抗体の 測定に 応用 し よう とす る試み も行

われ て い る . しか し
,
こ の 様 な 方向 へ の 応 用と して 行 わ れ て い る

研究の 大部分 は
, 対象抗原が 蛋白成分に 対 して で あり

, 癌特異性

が高い 糖鎖抗原 に対 し て は
,
ほ と ん ど報告が な い

.

D U - P A N -2 抗 原は M e t z g a r ら
封

に より ヒ ト膵管癌細胞 (H P A F -

1) を免疫原と して ハ イ ブ リ ド
ー

マ 法 に よ り得 ら れ た単 ク ロ
ー ン

5 3

性の
, 抗D U -P A N -2 抗 体に よ っ て 認識 さ れ る 糖鎖抗 原で ある . そ

の 抗原 エ ピ ト ー プ は シ ァ ル 酸を有す る糖鎖 で ある
ti

と さ れ て い

る が
,

そ の 詳細な糖 鎖構造 は未 だ完 全 に は確 立さ れ て い な い
.

当教室で も こ の 抗原に 早く よ り 附 ] し
, そ の 租織発現の 検東 や

臨床的んい-IJ を試み て き た
‥) 叫

. 硯在, 本拭 原は 膵癌 を初め と し た

幌痛組織や 胎児腸管組織 に高率 に発現
7 ‖… 川

し
,

血 中遊離抗 原と

し ても存在す る こ と か ら
, 有力な 腫瘍 マ

ー

カ
ー

と し て 津及し て

い る
桝

.
こ

.

の 様 に
,

ハ イ ブリ ド
ー

マ 法 の 導 入 によ り
, 抗原 性は弱

い が
,
嶋特 異件 の 高い 糖鎖抗J京に 対 して 単ク ロ

ー ン抗体 の 作製

が ｢け能 となり
,
多数の 有ノブな 糖鎖抗源 が 腫瘍 マ

ー

カ
ー

と し て 臨

昧応潤 さ れ , 痛 の 血清学的診断法 に 大きな イ ン パ ク トを与 え た .

一
一

方,
こ の 様 な腫瘍抗 悦を癌の 免疫療法と して 利川 し, 塙の 治

療 を 削一旨す研究 も括 発に子J
:
わ れ て い る が

, 大き な成果 は 得ら れ

て い な い
. そ の 要因の 1 つ と して

, 特 に
, 特 異性 の 高 い 痛 関連抗

原と して 用い られ て い る 各種糖鎖抗原 は-】
一

般に 免疫原性 が弱 い

の に加え
, 腫瘍細胞当た りの 抗原量が 非常に 少なく, 単離精製抗

原を大量に得 る こ とが 困経で ある こ と な どが 挙げら れ る .

そ こ で
,
本研究 で は B AL B/ C マ ウ ス を用 い て 作製 した 糖鎖抗

原 を認識する抗 D U -P A N -2 単 ク ロ
ー ン抗 体 仏bl) を同系 マ ウ ス

平成 8 年1 1 月2 9 日受付
,

平成 9 年1 月1 0 日受理
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,

C O m P l e m e n t d e p e n d e n t c y t o t o xi cit y ; C E A
,
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に免疫す る こ と に よ っ て 内部イ メ
ー

ジを有する 単ク ロ ー ン 性 の

抗 イ デ イ オ タイ プ抗体 (A 協) を作製 し だ
2)

. 得 ら れ たA b2 を 同系

マ ウ ス に 投 与 す る こ と に よ り
,
抗 ･ 抗 イ デ イ オ タ イ プ 抗 体

(Åb 3) を誘導 し
, 誘導 さ れ るA b3 の 免疫学的特性 を検 索 し

,
D U -

P A N -2 抗原 に対す る抗 イ デ イ オ タ イ プ抗体 を癌 の 治療 に 応用す

る 可能性を検討 しよ うと した .

対象 お よ び方法

Ⅰ . 実験 に使 用 し た単ク ロ ー ン抗体 と抗原

本研究に お い て 用 い た単 ク ロ ー

ン 抗体 ( m o n o cl o n al a n tib o d y ,

M o A b) は すべ て 免疫 し たB A L B / c マ ウス 脾細胞と マ ウ ス ミ エ ロ

ー

マ 細胞 (N S -1) を細 胞融合 して作 製 され たもの で あり
,
M o A b

D U -P A N -1 (I g G l
,

J C) と M o A b D U - P A N - 2 (I g M
,

K ) ( 協和メ デ

ッ ク ス
, 束京) は M e t zg ar ら

5)

に よ りヒ ト膵腺病培 養細胞H P A ト

1 を免疫原 と して 作 製さ れ た . 比較 対照 に用 い た M o A b S T ｣4 3 9

(I g M ) ( 日本化薬 凍 京) はHi r o h a s bi ら
13)

に よ っ て ヒ ト胃痛 培養

細胞 St ･4 を免疫原 と して作 製さ れた . ま た
, 実験 に用 い た D U -

P A N - 2 抗 原 ( 協和 メ デ ッ ク ス) は L a n ら
6)

の 報 告 に 従 っ て
,

E P A F l ヒ ト膵腫瘍細 胞の 培養上浦 よ り精製 した もの で ある .

Ⅰ . 単 ク ロ ー ン 抗 イデ ィ オ タイ プ抗体(A b 2) の作 製

M o A b D U -P A N -2 (A b l) は D E A E - セ フ ァ ロ ー ス ･ フ ァ
ー ス ト

フ ロ ー ･ カ ラ ム (P h a r m a ci a
,
U p p u s al a

,
S w e d e n) を用 い た イ オ

ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

に て 精製 し た . 精製 した A b l を

P ri mi ら
1 4)

の 報告に 従 っ て S al m o n ell a ty p h i 由来 の リ ボ 多糖

Oip o p ol y s a c c h a ri d e
,
L P S) W P if c o

,
D e t r oit

,
U S A ) と結 合 させ

,

A b 1 2 0 〃 g 相 当分を 1 週 間間隔で 計4 回
,
初 回は フ ロ イ ン ト完

全ア ジ ュ バ ン ト 貯r e u n d
'

s c o m pl e t e a dj u v a n t) (Si g m a
,
S t ･L o ui s

,

U S A) と 共 に
,
2 回目 以 降は フ ロ イ ン ト不 完全 ア ジ エ バ ン ト

(F r e u n d
,

s i n c o m pl et e a dj u v a n t) (S ig m a) と共 に懸濁 し
,
B A I B / c

マ ウ ス の 腹 腔内 に注 射 した . 最終免疫 よ り4 日 目 に そ の 牌細胞

を マ ウ ス ミ エ ロ
ー

マ 細胞 S P 2/0 と50 % ポ リ エ チ レ ン グリ コ
ー

ル (p ol y e th yl e n e gl y c ol ,
i E G ) 1 5 0 0 (B o e h ri n g e r M a n n h ei m

,

M a n n h ei m
,
G e rm an y) を用い て融合 させ た. その 後,

ヒ ポ キ サ ン

チ ン ー ア ミ ノ プテ リ ン ー チ ミ ジ ン (h y p o x a n th i n e
-

a m i n o p t e ri n
-

th y m id i n e
,
H A T) 培 養液 肝lo w l ab o r a t o ri e s

,
M cl e a n

,
U S A) にて

37 ℃ ,
5 % C O 2 イ ン キ ュ ベ

ー

タ
ー

内で 培養 し
, 得ら れ た ハ イ ブ リ ド

ー マ の 上 清を用 い て
,
I) U -P A N -2 抗原 と 抗 D U - P A N -2 抗体 と の

抗原抗体反応阻害活性を Ⅲ項で 述 べ る酵素免疫測定法 (e n 町 m e

i m m u n o a s s a y ,
EI A ) に て測定 し

,
特 異的ク ロ

ー

ン の 選択を行 っ

た .
つ い で 限界希 釈法 によ る ク ロ

ー ニ ン グを繰り返 して ハ イ ブ

リ ド
ー マ 株を確立 した

. 確立 した ハ イ ブ リ ド
ー

マ 株 をB AI ぷ/ c マ

ウ ス 腹腔 内に移植 し
,
増殖 させ

,
得 ら れ た腹水か ら プ ロ テ イ ンふ

セ フ ァ ロ ー ス 4 B ( P h a r m a ci a) ア ブ イ ニ テ ィ
ー

ク ロ マ ト グ ラ フ

ィ
ー を用い て抗体 を精製 した .

また
,

ハ イ ブ リ ド
ー

マ の 培養 上清 と ウ サ ギ抗 マ ウ ス Ig G l
,

I g G 2 a
,
Ig G 2b

,
I g G 3

,
I g A I g M (Z y m e d

,
S an F r an Ci s c o

,
U S A ) と の

反応性をEIA に て検討 し
,
免疫 グ ロ ブリ ン の サ ブ ク ラス を決 定 し

た .

Ⅱ . D U - P A N -2 抗原抗体反応阻止試験

1 . D けぜA N - 2 抗原 抗体反応 阻止 試験 に よ る単 ク ロ ー

ン 抗体

(A b 2) の ス ク リ
ー

ニ ン グ

上

D U - P A N r 2 抗 原測 定 キ ッ ト ( 協 和 メ デ ッ ク ス) 申 の 抗D U -

P A N -2 抗体 仏b l) を固相化 し た9 6 穴 マ イ ク ロ タ イ タ
ー

プ レ
ー

ト

の 各ウ エ ル に
,

ハ イ ブリ ド
ー

マ 培養上清 (A b 2) 5 0 〃1 を注入 し
,

3 0 ℃
,
2 時間反応 させ た . プ レ ー トを生 理 食塩水 にて 洗浄後,

D U -

P A N -2 抗原億 が 高値で ある痛患 者血 清を100 〃1
づ つ 各 ウ エ ル に

加 え3 0 ℃
,
2 時 間反応 さ せ た . 続 い て キ ッ ト の 酵 素標識抗 体100

〃lを加 え30 ℃
,
1 時間反応 させ

, 最後に 発色剤 に て発色 させ マ イ

ク ロ プ レ ー

トリ
ー ダ

ー

に て66 0 n m で の 吸光度を測定 した .

2
. 抗イ デ イ オ タ イプ抗体 に よ る抗原抗体反応 阻止試験

精製 D U - W -2 抗原 (2 〃g/ m l) 5 0 /ノ1 をポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ

( 積水 化学, 束京) に 固相化 し
,
3 % ウ シ ア ル ブ ミ ン O) 0 vi n e s e ru m

al b u mi n
,
B S A ) (S i g m a) 加0 .1 M リ ン酸 緩衝塩 化ナ ト

1
) ウム 液

b h o s ph a te -b u ff e r e d s ali n e
,
P B S) b H 7 .4) にて30 ℃

,
2 時 間ブ ロ

ッ キ ン グ を行 っ た . 段 階的 に 希釈 し た単 ク ロ ー ン性抗 イデ イ オ

タイプ 抗体 ( m o n o cl o n al an ti Ni di o t y pi c an tib o d y ,
M o n o pI d) (A b 2)

1 0 0 F Ll と
,
ク ロ ラ ミ ン T 法 に て ヨ ー ド化 し7:

125
Ⅰ標識D U - P A N -2 抗

体 仏bl) 1 0 0 〃1ず つ を24 穴反応 ト レ イ ( ダイ ナ ポ ッ ト
, 東京)

の 各ウ ェ ル に加え混和 し, 3 0 ℃ ,
1 時 間反応 させ た . その 後 ビ ー

ズ を各ウ ェ ル に加 え, 3 0 ℃ ,
3 時間反応 さ せ た . P B S に て ビ ー ズ

を 洗浄後
,

ビ ー ズ に残
■

っ て い る放射活性を ガ ン マ ー

カ ウ ン タ
ー

( ア ロ カ
,
東 京) にて 測定 した .

IV . 抗 イ デ ィ オ タ イ プ抗体 の 抗D U - P A N - 2 抗体 に対 する 結合

活性

0 . 1 M 炭酸 重炭 酸横衝 液 (p E 9 .5) に て20 〃 g/ m l に希釈 した

A b2 を96 穴 マ イ ク ロ タイ タ
ー

プ レ ー

ト (C o st e r
,
C am b ri d g e

,
U K)

に 1 ウ エ ル 当 たり100 〃1ず つ 注入 し
,
4 ℃ ,

一

夜培 養に より 固相

化 した後,
3 % B S A 加0 .1 M P B S に て2 時 間反応 さ せ ブ ロ ッ キ ン グ

を行 っ た . 洗浄乱 段 階的 に希釈 し たM o A b D U -P A N -2 (A b l) ま

た は対 照に 用 い たM o A b (M o A b S T L4 3 9
,
I g M

,
K ) を加 え

,
3 時

間 反 応 さ せ た 後 に ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ 結 合 羊 抗 マ ウ ス I g M

(C a p p el An tib o di e s
,
W e st C h e st e r

,
U S A ) を反応 させ た ･ 0 ･0 2 %

2
,
2

,
- ア ジ ノ ジー

(3
- エ チ ル ベ ン ズ チ ア ゾ リ ント6

'
- ス ル ホ ン 酸 (2

,
2

'
-

a zi n o
-di -(3 q e th yl

-b e n z th i a z oli n e) -6
,

-

S ulf o ni c a cid
,
A B T S) (和光純

薬, 大 阪) を加 えた0 .1 M ク エ ン 酸 リ ン 酸横衝液 (p H 5 .3) と等量

の0 .O a % 過酸 化水素 水を混 じた も の を発色基 質 と して ウ エ ル に

加え
,
マ イ ク ロ プレ

ー

トリ
ー

ダ
ー

M T P-2 2 型 ( コ ロ ナ 電気､ 茨城)

を用 い て412 ∫けn にお け る吸光度を測定 した .

次 に
,
A b 2 が A b l の 可 変部 領域 (F a b フ ラ グメ ン ト) と 反応し

て い る か を確認す る た め に
,
O n o u e ら の 方法

15)
に てA b l か ら F a b

フ ラ グ メ ン ト を以 下 の よう に分 離 し た . M e r c u ri -

p a p ai n 結 晶

(Si g m a) と0 .0 1 M シ ス テ イ ン と0 .0 0 2 M 2 N a E D T A を含 む0 ･
1 M

l
) ン 酸緩衝 液 (p H 7 .0) を3 7 ℃ で培 養 し た後 ,

そ れ にA bl を混合

し
,
3 0 分 反応 させ た後,

セ フ ァ デ ッ ク ス G2 5 カ ラ ム (P h ar m a Ci a)

を用 い て
,
Fよb フ ラ グ メ ン ト を溶 出 し た . I g M を含 む 分画 は棚酸

横衝 液O ) O r at e 竜 u fE e r e d s al i n e) に て透析 し
,
パ パ イ ン を不括 化し

て以 下 の 実験 に用 い た . F a b 分画 は
,
Ⅳ項 に 記載 した装置 を用 い

てS D S - P A G E で 分離を確 か め た . 次 に
,
F ab 分 画を マ イ ク ロ タイ

タ
ー

プ レ
ー

ト に 各ウ ェ ル 10 0 〃1 づ つ 注 入 して 固 相化 し
,
3 %

B S A 加0 .1 M P B S で ブ ロ ッ キ ン グ した . 各ウ ェ ル は洗 浄後 , 段階

的 に希釈 したA b 2 を加 え3 時 間反応させ た 後 に
,

ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ 標識羊抗 マ ウスIg G F c 分画 (C a p p el An tib o di e s) を加 え
,
前

m o n o cl o n al an tib o d y ; M o n o -Id , m O n O Cl o n al a n ti -id i o ty p i c a n tib o d y; P E G
, p Oly e th yl e n e g ly c ol; P B S , p h o s p h at e ･

b u 飴 r e d s ali n e; P V D F
, P O 師i n ylid e difl u o ri d e



D U - P A N -2 に対す る抗イ デ イ オ タイ プ抗体

に述べ た と 同様の 方法で 発色 させ て 吸光度を測定 し た .

Ⅴ . 抗 イデ ィ オ タ イ プ抗体 (A b 2) に よ る抗 ･ 抗 イ ディ オ タ イ

プ抗体(A b 3) の 誘導

P ri m i ら
Ⅰ4) の 方法で L PS とカ ッ プ リ ン グ した A b2 の2 0 p g を

1 週間 間隔 で 計4 回同系 の B A L B/ c マ ウ ス 腹 腔内 に注 入 し た .

最終免疫後 3 日 日 に抗血 清を採取 し
,
A b 3 抗 体の 特性 分析 に用

い た . ま た
,
A b 2 と は 異 な る エ ピ ト ー プ と反応 す る M o A b D U -

P A N - 1 を A b 2 と 同様 の 投 与量と 方法 で投 与 し, 得 ら れ た抗血清

を対照と して用 い た .

Ⅶ . 抗 ･ 抗 イデ ィ オ タ イ プ抗体( A b 3) を検 出する サ ン ドイ ッ

チ ア ッ セ イ

Ab 2 を免疫 し て得 ら れ た抗血 清 中の Ab 3 の A b 2 に対 する 反

応性は
, 固相化 A b 2 と ビ オ チ ン 化A b 2 に よ る サ ン ドイ ッ チ法 で

確かめ た . す なわち
,
1 /∠ g/ m l の 漉魔 の 精製 瓜 2 を96 穴プ レ ー

ト

の各 ウ ェ ル に 吸 着 さ せ て 固 相化 し
,
1 % B S A 添 加0 .1 M P B S

b H 7 .0) で ブ ロ ッ キ ン グ した 後
,
段 階的に0 .1 M P B S (p H 7 .0) で

希釈 した Ab 2 を免疫 して得 ら れ た抗血清 と 室温
,
2 時間反応 さ

せ た . あ らか じめ
,
A b 2 を0 .1 M N a H C O 3 (p H 8 .2) に て透析後, そ

こ へ
,
N - ハ イ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド ー ビ オ ナ ン ( N -

h y d r o x y s u c ci ni m id o bi o ti n
, 和光純薬) を120 FL g/ m l の 割 合で 加

え, 室温,
4 時間反応 させ て ビ オナ ン 化 A b 2 を調整 した . 次い で

,

ウ ェ )t / を洗 浄後 ビオ ナ ン 化Ab 2 (10 FL g/ m l) を加 えて4 ℃
,
1 6 時

間反応させ た . さ ら に
,
ペ ル オキ シ ダ

ー

ゼ標 識ス ト レ プトア ピジ

ン ･ ビオ チ ン複 合体 O T
e ct o r

,
B u rlig a m e

,
U S A) を加えて 反応 さ

せ た後 に
,
0 .0 2 % A B T S 加0 .1 M ク エ ン 酸 リ ン酸横衝 液 b H 5 .3)

と等量の 0 .0 3 % 過 酸化水素水を混 じた もの を発色基 質と して 発

色させ
,
4 1 2 n m に お ける吸 光度を測定 した .

Ⅶ . 抗 ･ 抗イ デ ィ オ タイ プ抗体( Ab 3) に よ るD リ
ー P A N

- 2 抗原

抗体 反応阻止 試験

精製 D U -P A N -2 抗原をポ リス チ レ ン ビ ー ズ (積水化学) に固

相化 し
,
1 % B S A 加0 .1 M P B S (p H 7 .0) に て ブ ロ ッ キ ン グ した . ク

ロ ラ ミ ンT 法で 標識 し た1 F l g / m l の 濃度 の
125

I標 識A b1 5 0 F Ll お

よび段階的に 希釈 した抗
･

抗イ デ イ オ タ イ プ 血 清 仏b 3) を反応

ト レ イ (ダ イ ナ ポ ッ ト) に加 え混和 し
,
3 0 ℃

,
2 時間反応 さ せ た

後,
ビ ー ズ を加 えて 吸着 させ た . そ の 後

,
P B S に て ビ ー ズ を洗浄

後ガ ン マ
ー

カ ウ ン タ
ー ( ア ロ カ) に て ビ ー ズ の 放射活性 を測定

した .

Ⅷ . s D S - P A G E とウ エ ス タ ン プロ ッ トア ッ セ イ

ス ラ ブゲ ル 電気泳動装置 K S 8 0 0 0 S E 型 ( マ リ ソ ル 産業, 東京)

を用い て
, 精製 D U - P W -2 抗原10 /1 g を7 .5 % S D S ポ 1) ア ク リ ラ

マ イ ドス ラ ブ ゲ ル に て1 00 V の 定電圧 下 に ブ ロ モ フ ェ ノ
ー

ル ブ

ル ー の 泳動 度 を指標 に して 電気泳動を行 い
, 続 い て

,
T o w b i n ら

の 方法
16)

に従 っ て
,
ゲ ル メ ン ブ ラ ン 転写装置K S -8 4 6 0 型 ( マ リ ソ

ル) を用 い て
,
6 V の 定電圧 下 で2 時間通電 し

,
ポ リ 弗化 ビ ニ リ デ

ン b ol y vi n ylid e difl u o ri d e
,
P V D F) 膜 (M ili p o r e

,
B e df o r d

,
U S A)

に転写 した . P V D F 膜を抗 Ab 2 抗血 清 (A b 3) ,
抗 D U - P A N - 1

M o A b 抗血 清ま た は A bl (抗D U -P A N -2 M o A b) と4 ℃
,

一 夜反応

させ
, 洗 浄後

,

ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ標識羊抗 マ ウ スI g M あ る い は ペ

ル オキ シ ダ ー ゼ 標識羊抗 マ ウス Ig G (C a p p el An d b o d i e s) と反応

させ た . そ の 後 ,
0 - フ ユ ニ レ ン ジ ア ミ ン ( 0 -

p h e n yl e n e di a m i n e
,

O P D ) (和光純薬) と0 .0 3 % 過酸化水素を混和 した もの を発色基

質溶液と して 用 い 染色 し た . ま た 転写元 の ゲ ル を0 . 1 % ア ミ ドブ

ラ ッ ク10 B (和光純薬) に て 染色 し
, 転写位置 を確認 した .

軋 抗 イデ ィ オタ イ プ抗体(A b 2) に よ り誘導 さ れ る免疫反応

55

の 検討

B A L B/ c マ ウス に LP S と結合 した A b 2 10 FL g を 2 週間隔で計

3 回腹腔 内に免疫 し
, その 抗血清 仏b 3) を用 い て D U - P A N -2 抗

原産生 細胞で ある 胃痛培養株 ⅩA T O Ⅲ細胞 に対す る抗体依存性

細 胞 媒 介性 細 胞 障 害 ( a n ti b o d y
- d e p e n d e n t c e 11 -

m e di a t e d

C y t O t O Xi city ,
A D C C) 活性 と補体依存性 細胞障害 ( c o m p l e m e n t

d e p e n d e n t c yt o t o x i city ,
C D C) 活性 を検討 した . さ ら に

,
A b 2 で免

疫 した脾 細胞 の キ ラ
ー 細胞匝ill e r c ell) 活性 とAb 2 と の 反応性 も

測定 した .

A D C C 測定の 際
,

エ フ ユ タタ
ー 細胞 (e 鮎 c to r c e11) と して 用い

る腹腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ は
,
B A L B / c マ ウ ス を屠殺 し た後

,
0 .3 4 M

シ ョ 糖 を含 む生理食塩水5 m lを注射 器に て 腹腔 に注 入後
,

マ ッ

サ
ー

ジ して注射器 内に 回収 した . そ の 液を3% ウ シ胎 児血清 匝 b l

C alf s e ru m
,
F C S) ( Gi b c o

,
G r a n I sl an d

,
U S A ) 添加 R P M I 1 6 4 0 培地

(Gib c o) で 全量20 m l と し
,
遠心管 に移し

,
1 2 0 0 r p m

,
5 分遠心 し

た . 上 浦を吸引後
,
2 0 m l R P M I 1 64 0培 地を加 えて再度遠心 した も

の の 沈液を ヒ ポ キ サ ン チ ン N チ ミ ジ ン (h y p o x a n thi n
-th y m idi n e

,

H T) 培地に 加えて
,
細胞 浮遊液 (2 -5 ×1び個/ m l) を作製 した .

こ

れ を96 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト に10 0 /上1/ ウ ェ ル ず つ まい て
,
炭酸 ガ

ス 培養装 置(596) にて37 ℃
,

一

夜培養 して用 い た
.

キ ラ
ー

細胞 活性 測定の 際 に エ フ ェ ク タ ー 細胞 と して用い るリ

ン パ 球は
,
B A L B / C マ ウ ス を屠殺 した後, 牌臓 を摘 出 し

,
5 m lの

H T 培 地内で細胞を ほ ぐし
,
金属 メ ッ シ ュ ( N B C 工 業, 大阪) で 濾

過 した 後,
フ ィ コ

ー

ル ー ヒ バ ク
ー

液 (比重1 .0 7 7) ( N y e g a a d
,
O sl o

,

N o r w a y) 上 に静か に重層 させ
,
4 0 0 r p m で2 0 分 間遠心後, 中間層

を採取 し2 % F C S 添加 R P M I 1 6 4 0 培地 で 3 回洗浄 し
, 単核球を分

離 した . 炭酸ガ ス 培 養装 置 (5%) に て37 ℃
,
1 時 間静置後

,
同様 の

培 地に 浮遊させ 用 い た
.

1
. A D C C 活性

測 定に ば
1
c r 放出試験 (

51
C r

l
r el e a s e t e st) を用 い た . 腹腔マ ク

ロ フ ァ
ー

ジは既述 の よう に作製 し
, 標 的細胞 (t a r g e t c ell) と し て

用 い る K A T O Ⅲ細胞 と の 比 を100 : 1 に調製 した . 標 的細胞 (10
(;

)

をあ ら か じめ100 /1 C i の
51
C r ( N e w E n gl a n d N u cl e a r

,
B o s t o n

,

U S A ) と37 ℃
,
2 時間反応 させ て標識 した . 標識 した細胞 は3 回洗

浄後 培 地 に 浮遊 さ せ
,

マ イ ク ロ タ イ タ
ー

Ⅴ ボ ト ル プ レ
ー

ト

( D y n a te c h I , a b o r a to ri e s
,
Al e x a n d ri a

,
U S A) に採取 し た . そ の 中 に

抗 血 清 と エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を加え2 時間反応 させ た . 反応後 プ

レ ー

ト を40 0 r p m で遠心 し
,
上 清の10 0 / ノ 1 中の 放射活性を ガ ン

マ
ー カ ウ ン タ ー で 測定 した . 下記 の 算定式 に基づ き特異的

51
C r 放

出倍 を算出 して
,
こ れ を細胞障害活性値 と し た .

細 胞障害活性 ( % ) =

(
51
C r 実 測値

J I
C r 自然 放出量/

51

c r 最 大放 出量 -
51

c r 自然放 出

量) ×10 0

最 大放 出量 は 標的細胞か らの 最大
51

C r放 出量で
, 標的細胞 に0 .1

N H C l l O O /L l を加えた 時の
51

C r 放出量を示 した . 自然放出量は

3 % F C S 加RP M I 1 6 4 0 培 地 100 iL l を 加えて 培養 した 時の 標的細

胞 の
51

C r 自然放出量と した .

比較対照 と して
,

51

C r標 識K A T O Ⅲ細胞 に
,
腹 腔 マ ク ロ フ ァ

ー

ジの み
,
抗D ローP A N -2 抗体 (A b l) と腹腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ

,
マ ウス

正 常血清 と 腹腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ
,
E A T O Ⅲ細胞を マ ウ ス に 免疫

して 得 た抗血 清と腹 腔マ ク ロ フ ァ
ー

ジを各々 加 えて
, 細 胞障害

活性 を同様に測定 した .

2 . C D C 活性

C D C 活性 は 補体 と し てH a n k s 液 ( H a n k s
,

b al a n c e d s al t



5 6

S Ol u ti o n
,
H B S S ) ( G ib c o) で 5 倍希釈 した ラ ッ ト新鮮 血清50

1
u l

を用 い
,
5 6 ℃

,
4 0 分 で 非働化 し た抗 血 清 ( Ab 3) 5 0 〃1 と と も に

,

51
C r標識 したE A T O Ⅲ細 胞 に加えて

,
A D C C 活性測定 と 同様 に細

胞障 害活性 を測定 し た . 比較対照 と して
,

51

c r 標識 K A T O Ⅲ細胞

に
, 補 体の み

,
A b l と 補体,

また は マ ウ ス 正 常 血 清と補体 を加え

て
,
各々 の 細胞 障害活性 も測定 した .

3 . 抗 イ デ イ オタ イ プ抗体免疫 マ ウ ス 脾細胞 の キ ラ
ー 細胞活

性 お よ び抗 イ デ イ オ タ イ プ 抗体 (A b 2) と の 反応性

先 に述 べ た よ う に A b 2 免疫 脾細 胞 より抽 出 した リ ン パ 球を

10 % F C S 添加 R P M I - 1 64 0 液 で5 ×10
ti

細胞 / m l に調 製 し, そ の10 0

/
Ll を96 穴 マ イ ク ロ プ レ ー

ト (C o st e r) の 各穴 に分注 し,
エ フ ェ ク

タ ー 細胞 と し た .

51

C r 標識K A T O Ⅲ細 胞を10% F C S 添 加 R P M I -

1 64 0 液 に浮遊 させ た もの を標 的細胞 と した . 次 い で
,
1 ×1 0

5

細胞

/ m l に調 製 L た
51
c r 標識K A T O Ⅲ細胞 浮遊液100

,
LL l を 先 の エ フ ェ

ク タ ー 細胞液100 /∠ = ニ加 えた ( こ の 条件で エ フ ェ ク タ
一

紙胞 と

標 的細胞 の 比 が50 対1 の 数比 に な る) . 3 7 ℃
,
5 % C O 2 下 で 4 時 間

培養 した 後,
遠心 し

,
上 宿 を100

.
" 1 づ つ 搾取 し

,
上 清 中の 51C r 放

出量を ガ ン マ
ー

カ ウ ン タ
ー

にて 測定 し
,
キ ラ

ー 細 胞活性 と した .

比較対 照と し て
,
撫処 置 マ ウ ス 牌細 胞お よ びK A T O Ⅲ 細胞 で 免

疫 し た マ ウ ス より抽 出 した 脾細胞を エ フ ェ ク タ 一 緒胞 と して 用

い たもの で 活性を測定 した .

さ ら に
,
A b 2 免疫牌細胞浮遊液 (2 ×10

7

細胞/ m l) に an ti T h y l .2

Cr h y
- 1 .2 F 7 D 5 m o n o cl o n al I g M c y t o t o xi c a n tib o d y) (S e r o t e c

,

0 Ⅹ払 rd
,
U I q を室温,

30 分間反応さ せ た 後に
,
5 倍希釈 した ラ ッ

ト血清を加え て
,
3 7 ℃

,
4 5 分間反応 させ

,
T 細胞を 除去 した . そ の

後,
こ の 浮遊液50 / パ を24 穴反応 ト レ イ ( ダイ ナ ポ ッ ト) に分注

し
,
3 % B S A 添加0 .1 M P B S (p H 7 .0) で30 ℃

,
2 時間ブ ロ ッ キ ン グ を

行 っ た . さ ら に
,

Ⅰ2 5

Ⅰ標識 Ab 2 5 0 〃1 を各 ウ ェ ル に 加え
,
3 0 ℃

,
3 時

間反応させ た . 0 .1 M P B S (p H 7 .0) にて ウ ェ ル を洗浄後
,
ウ ェ ル

に 残っ て い る 放射活性を ガ ン マ
ー カ ウ ン タ

ー ( ア ロ カ) に て測

定 した .

同様 の 方法 で
,
T 細胞 回収 カ ラ ム (T c ell r e c o v e r y c o l u m n)

(S ci - C a n D i a g n o sti c s
,
E d m o n t o n

,
C a n a d a) を2% F C S 添加 H a n k s

u

O

萱
q

王
u

〓
罫

4 0

0 0 .2 2 . O

C o n c e n t r a tio n of a n tib o di e s ( m g / m J)

Fi g .1 . I n h ibi ti o n o f D U -P A N - 2 a n ti g e n
-

a n tib o d y r e a cti o n b y

a n ti -i di o ty pi c a n tib o di e s . T h r e e cl o n e s w e r e o b t ai n e d th at

C O u ld i n h ib it th e b i n d i n g of D U - P A N -2 a n ti g e n
-

a n ti b o d y

r e a c ti o n
,
b u t th e i n hib id o n r at e s diff e r e d . Cl o n e l -2 ヰ4 s h o w e d

th e hi g h e st i n h ib iti o n . ●
,
M o n o

qI d l ･2 -4 -4; ○
,
M o n o

-I d l -2 -4 -6;

PI
,
M o n o

-I d l -2 4 ･7; □
,
n O r m al m o u s e I g G .

上

液 (Gib c o) で 洗浄 した 後,
そ の 中を鋸南/ 分 の 流速 でAb 2 免疫脾細

胞浮遊 液を 滴下 させ B 細胞を 除去 し た A b 2 免疫牌丁稚胞分画に

つ い て も
125

Ⅰ標識 A b 2 と の 反応性を検討 した .

X . 測定値 の有 意差検定

細胞 障害活性 の 測定値 は
, 平均値 ± 標 準誤差 ( 音 ±S .E .) をも

っ て示 し た , 各群 間の 平均 値の 差の 検定 には
,
t検定 (S t u d e n t

,

s t ･

te st) を用 い
, p < 0 .0 5 を有意差ありと した .

成 績

Ⅰ . 単 ク ロ ー ン抗 イ デ ィ オ タ イ プ抗体の 確立 とそ の 反応特異

性 の検 討

マ ウ ス ･ ハ イ ブ リ ド
ー

マ 法に よ り作製 し た ハ イ ブ リ ド
ー

マ よ

り
,
A b 2 産生 株を 固相化抗 D U -P A N -2 抗体 仏b l) に対す る D U ･

P A N - 2 抗原 抗体反応 阻止 試験 に より ク ロ ー

ニ ン グ し
,
3 種の 陽

性 ク ロ ー

ン (1 -2 -4 4 1 -2 ヰ6
,
1 -2 ヰ7) を選択 した . そ の うち図1 に

示す ご と く ク ロ
ー ン1 -2 -4 -4 が 頼 も強 い 阻止 反応を示 し た の で

,

こ れ を以 下 の 実験 に用 い た . E I A 法 を伺い た 免疫 グ ロ プリ ン 亜 分

(

∈
u

S

L

寸
)

凸
○

2
8 2

1 0
2
0 2 2 2 4 z 6

Di[ u ti o n o f M o A b

Fi g .2 . B i n di n g a cti vit y o f M o A b l -2 -4 -4 (A b 2) t o M o A b D U -

P J W -2 ( A b l) . M o A b l -2 -4 -4 s tr o n gly b o u n d t o M o A b D U - P A N -

2
,
b u t di d n o t b i n d to a c o n t r oI M o A b (S T - 4 3 9

,
I g M ,

K ) . ⑳,

M o A b D U -P A N -2 (Ig M ); ○
,
M o A b S T -4 3 9 (I g M ) .

2 0 2
Z

z
4

z
6 z 8

Dil u ti o n o f M o A b

Fi g .3 . I n hi bit o ry a cti v ity of M o A b l N2 A -4 (Aも2) t o w a r d th e

b i n d i n g of M o A b D U - P A N - 2 仏b l) w ith D U - P A N - 2 A g . I d

M o A b l -2 -4 -4 i n h ib it e d th e th e b i n di n g of M o A b D U -P A N -2 to

D U - P A N -2 A g ,
W h e r e a s c o n tr oI M o A b (M o A b D U - P A N -1) did

n ot . 0
,
M o A b l -2 ヰ4 (I g G l); ○

,
M o A b D U -P A N -1 (I g G l) ･



D u P A N -2 に村 する抗イ デ イ オ タ イ プ抗体

画 の 検 討 に て M o A b l - 2 - 4 - 4 ( A b 2) は
,
I g G l

,
〝 サ ブ ク ラ ス

(s u b cl a s s) に属 して い た ･

得られ た 精製 M o n o -I d の 抗 D U - P A N T2 抗 体と の 結合性 を検

討する と
,
国2 に示す ご とくM o A b l -2 ヰ4 は A b l と容量 依存性

に結合するが
,
A b l と同 じサ ブ ク ラス の 対照 と し て用い た M o A b

(S T 4 3 9
,
I g M

,
K ) と は結 合 しな か っ た (図2 ) ･ D U - P A N -2 抗原

抗体 反応 に 対 す る 阻止 試 験 の 検 討 で は
, 図 3 に 示 す ご と く

M o A b l - 2 q4 -4 は D U - P A N -2 抗 原と A bl の 反 応 を容 量依 存的に 阻

害した が
, 対照 と して用 い た M o A b l -2 -4 -4 と 同 じサ ブ ク ラ ス で あ

るM o A b ( M o A b D U -P A N -1; I g G .
,

〝 ) に対 して は 阻害活性 は 全

く認め ら れ な か っ た . 図 に は示 さない が
,
M o A b l -2 -4 - 4 は A b l の

F ab 分画と 容 量依存性 に結 合 し た が
,
対照 M o A b ( M o A b D U -

P A N -1) の F a b 部 分 と は結 合 し なか っ た . こ れ ら の 成績 よ り
,

M o A b l -2 -4 -4 (A b 2) は A b l と抗原 と の 結合 を干渉 しう る抗原決

定基近傍 の 標 的イ デ イ オ ト
ー

プ を認 識 し
,

モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗

D U -P A N -2 抗体 に よ っ て認識 さ れ る D u P A N -2 抗 原に 類似 した

(

∈
u

S

L

寸
)

凸

○

1 :1 0 1 :2 0 1 :4 0 1 :8 0 1 :1 6 0 1 :3 2 0

Dil u ti o n of s e r u m

Fi g .4 . R e p r e s e n t a ti v e b i n d i n g a c ti vi ty o f a n ti - M o A b l - 2T 4-4

a n tis e r u m (A b 3) t o M o A b l -2 -4 -4 (A b 2) a s s e s s e d b y E LIS A .

A n ti - M o A b l - 2 - 4 -4 a n ti s e r u m r e a c t e d w ith M o A b l - 2 -4 - 4
,

W h e r e a s c o n tl
･

01 a n ti s e r u m (a n tトM o A b D U - P A N-1 a n ti s e ru m )

f ail e d t o r e a c t . ⑳ ,
a n ti - M o A b l -2 - 4 -4 a n ti s e r u m ; ○

,
a n ti- D u

P A N -1 a n ti s e ru m .

1 :1 0 1 :2 0 1 :4 0 1 :8 0

DiJ u ti o n of s e r u m

F ig ･5 ･ R e p r e s e n t a ti v e i n h ib ito r y a cti vity o f a n ti- M o A b l -2 ヰ4

a n ti s e ru m 仏b3) t o w a r d th e bi n di n g o f M o A b D U - P A N - 2 仏bl)
W i th D U -P A N -2 A b . An ti - M o A b l -2 -4 -4 an ti s e ru m i n hib it e d th e

b i n di n g o f M o A b D U - P A N - 2 (A b l) w i th D U - P A N - 2 A g ,

W h e r e a s c o n tr ol a n ti s e ru m ( an ti - M o A b D U - P A N -1 an ti s e ru m )
h il e d t o i n hib itit . ◎,

a n ti - M o A b l -2 -4 -4 a n ti s e ru m ; ○ ,
a n ti- D U -

P A N - 1 a n ti s e ru m .
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構造を もつ こ とが 推測 され た .

■
Ⅱ . 抗 ･ 抗 イ ディ オ タ イ プ抗体 (A b 3) の D U -P A N -2 抗原 との

反応性

同系 マ ウ ス (B A L B / C) を用い てA b 3 の 誘導 を 試み た . 5 匹の

マ ウ ス をM o A b l - 2 - 4 - 4 (A b 2) で 免疫 し
,
抗 M o A b l -2 -4 -4 抗 血 清

仏b3) を得 た . 免疫 マ ウス か ら得 ら れ た抗 M o A b l ･2 -4 -4 抗血清 は

段階的 に希釈 し た M o A b ト2 ヰ4 と の 間に容量依存 的に抗原抗体

反応が 認 め られ たの に 対 して
, 対照抗 血清 (抗 M o A b D u P A N -1

抗 血 清) と の 間 に は 反 応が 認 め ら れ な か っ た ( 図 4 ) . 次 に
,

M o A b l - 2 -4 -4 で 免疫 して 得 られ た抗 血 清 仏b3) が A b l に よ る

D U - P A N -2 抗瞭抗 体 反応 を 阻止す る か ど うか を 検討 し た . 抗

M o A b l -2 -4 -4 抗 血 清(A b 3) は D U - P A N -2 抗 原 に対する A bl の 反

応を容 量依存的 に 阻害 した が
,
対照抗 血清 に は 阻害晴性 は 認め

ら れ な か っ た (国 5) . さ ら に , D U - P A N -2 抗原 に対す る抗 M o A b

l -2 -4 -4 抗血 清 仏b 3) の 反応性 を ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法で検 討 し

た (図 6 ) . 抗M o A b l - 2 ヰ4 抗 血晴 仏b3) はD U -P A N -2 抗原と 反応

し
,
S D S - P A G E に より泳動 され る D U - P A N - 2 抗原 の A b l に よ り

染色 さ れ る部位 に
一 致 して特異 的活性 帯が 検出 さ れ た . 比 較対

照 に用 い た 抗M o A b D U -P A N -1 抗血清 で は い づ れ の 活性苛も検

出さ れ なか っ た . ま た
,
D U - P A N -2 抗原 と あら か じ め反応 させ た

抗M o A b l -2 -4 -4 抗 血清も精製 D U - P A N -2 抗原 と の 反応性は 消失

し
,
活性帯が 認 め られ なか っ た .

以 上 の こ と より
,
抗 M o A b ト2 ヰ4

抗血 清 仏b3) が D U - P A N -2 抗原に 対す る抗体活性を所有 して い

る
, 抗 ･ 抗 イ デ イ オ タイ プ抗体,

い わ ゆ る A bl -1ik e A b 3 で ある こ

と が示さ れ た .

IIl . 抗 イ ディ オ タイ プ抗体 ( A b 2) 投与 に よ り誘導 され る 免疫

反応

A b 2 免疫 血清 を用 い て
51

C r 標 識 し た K A T O Ⅲ細 胞に 対 する

A D C C 活性お よ び C D C 活性を検討 し た . A D C C 活性 に 関 して

} 帽
無
蹄 神 韻 = 与オ 干

=

k D a

攣 贈
号

ぞ

＼∴1 社

2 (X ト

11 6 -

㌣｢

A B C D

Fi g . 6 . W e st e r n b l o t a n al y si s of th e bi n d i n g a c ti vity o f a n ti -

M o A b l -2 ヰ4 a n ti s e r
･

u m (A b 3) a n d c o n t r ol a n ti s e r u m (a n ti -

M o A b D U - P A N -1 a n ti s e r u m ) t o p u rifi e d D U - P A N -2 A g . An ti -

D U - P A N -2 M o A b r e a ct e d w ith D U - P A N - 2 a n ti g e n ( L a n e A) .

An ti - M o A b l -2 -4 - 4 a n ti s e ru m r e a Ct e d wi th D U - P A N -2 A g (I . a n e

B ) ,
W h e r e a s c o n t r ol a n ti s e r u m ( a n ti - M o A b D U - P A N -1

a n ti s e ru m ) f ail e d to r e a ct( L m e C ) . T h e r e a c ti o n of a n ti - M o A b

l - 2 - 4 -4 a n ti s e r u m w ith D U - P A N - 2 A g w a s i n h ib it e d b y th e

a d d iti o n o f D U - P A N -2 A g t o th e i m m u n e s e ru m ( k l e D ) .
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T ab le l . R e a c tiv ity o f A b 2 i m m u ni z e d sp l e e n c ells a g ain st
12 5

I la b ele d A b 2

R e a c tiv ity ( C P m )
T r e a t m e nt

N o r m al s pl e e n c ell A b 2 i m m u n i z e d sp le e n c e11

N o n e

A n ti - T h y
- 1 .2 + C O m Pl e m e n t

T c ell r e c o v e r y c ol u m n

20 1 1 ± 17 5

1 24 0 ±24 1

13 2 ± 25

D a ta ar e Sh o w n a s x ± S E .

% A D C C

Effe c t o ｢
0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0

M C

A bl + M C

N o r m al s e Ⅲ m + M C

A n t 伸血 A b ト 之- 4 - ヰ

a ntis e r u m + H C

A 几【i
- K A T O ‖ a nti s e n J m

+ M C

Fig .7 .
A D C C o f a n ti - M o A b l -2 - 4 - 4 a n ti s e r u m a n d c o n t r ol

an tib o di e s a g ai n s t
51

c r l a b el e d K A T O Ⅲ c ell s i n th e p r e s e n c e

of m a c r o p h ag e .A l th o u gh ,
a n ti - K A J O Ⅲ an ti s e ru m g a V e high e r

c yt o t o x i city th an an ti - M o A b l -2 N 4 -4 an ti s e ru m
,

an ti - M o A b l - 2 ヰ

4 a n ti s e r u m h a d g a v e si g n i丘c a n t h igh e r cy t o t o t o xi ci ty th a n

n o r m al s e ru m
,
A b l a n d m a c r o ph g e al o n e(p < 0 .0 5) . D a ta a r e

sh o w n a s 亘 ± S E .

★

, P < 0 .0 5 V S c o n t r ol b y S t u d e n t
'

s t -t e S t .

M C : m a C r O p h a g e .

% C D C

Eff e c t o r O l O 2 0 3 0

F i g .8 . C D C o f a n ti - M o A b l - 2 ヰ4 an ti s e ru m
,
n O r m al s e ru m a n d

an ti - D U -f n N -2 an tib o d y a g ai n st
51

C r
-1 a b el e d K A T O Ⅲ c ell s i n

th e p r e s e n c e of c o m pl e m e n t ･ An ti - M o A b l -2 -4 -4 a n ti s e ru m h a d

g a v e o nl y l M2 % cy t o t o xi cib r
. S i m il ar 1y ,

n O r m al s e ru m
,
A b l a n d

c o m pl e m e n t al o n e h a d g a v e 2 -3 % c yt ot o xi city . D a ta a r e s h o w n

a s 豆 ± S E .

★

, p < 0 .0 5 V S c o n t r ol b y S t u d e n t
'

s t - t e S t ■ C :

C O m pl e m e n t .

% sp e cific 5 1
c r r e[e a s e

Effe c t o r O 1 0 20 3 0

Fi g .9 . K ill e r c ell a cti vi ti e s of th e m o u s e s pl e e n c ell i m m u n i z e d

b y th e a n ti - D U - f W -2 m o n o
一Id (A b 2) an d th e m o u s e s pl e e n c ell

i m m u ni z e d b y K A T O Ⅲ c ell s a s d e te r mi n e d b y
51

c r
-

r el e a s e

a s s a y
r

. N o r m al s pl e e n c ell h a d g a v e o nl y 4 % c yt o t o xi citY ,
an d

A b 2 i m m u n i z e d spl e e n c ell an d K A T O III i m m u n i z e d m o u s e

s pl e e n c ell h a d n o m e a s u r abl e e 鮎 ct . D a ta a r e s h o wn a S 夏 ±

S E .

★

, p < 0 .0 5 V S c o nt r ol b y S t u d e n t
'

s ti e st ･

は
,
抗M o A b l -2 -4 -4 抗血 清 仏b3) は K A T O Ⅲ細胞 の 細胞溶解質

(c ell ly s at e) を免疫 し て得 ら れ た抗血 清 に比較 して 活性 は低い

が
,
比較対 照と し た正常 血清 やA b l よ りも有意 に 高い A D C C 活

性を示 した b < 0 .0 5) (図7) . こ れ に対 して
, 抗 M o A b l -2 ヰ4 抗血

清 仏b 3) 添加 に よ る C D C 活性は
, 対 照と して 用 い た A b l や正

常血清を添加 し た場合 と差異 は なく
,
C D C 活性 を有する 抗体は

誘導さ れ な い か 極 め て 低 反応性 で あ る こ と が 示唆 さ れ た (図

8 ) .

さ ら に
,
A b 2 を免疫 した マ ウス 肺細胞 よ り抽出 した リ ン パ 球

の K A T O Ⅲ 細胞 に対 す る細胞 障害活性 (キ ラ ー 活性) を測定 し

た が
,
正常 脾細胞 やE A T O Ⅲ細 胞で 免疫 した 脾細胞 と 比較 して

,

有意 なキ ラ
ー 細胞活性 は認 め ら れ な か っ た (図9) .

さ ら に
,
A b 2 を免疫 した マ ウ ス の 牌細 胞 より抽 出 した リ ン パ

球の A b 2 との 反応性を検討 した と こ ろ
, 表1 に示 すよ うに

,
A b 2 免

疫脾細胞 は 正常脾細胞 に 比 して 高い 反応性 が認 め られ た . ま た
,

牌リ ン パ 球 を a n ti T h y l .2 と補体 と反応 さ せ
,
T 細胞を 除去 して

も A b2 と の 反応性 は 認め られ た . しか し
,
T 細胞 回収カ ラ ム より

B 細胞 を除去す る と ほ と ん ど反応 しなく な る こ と よ り
,
A b 2 と 反

応す るB 細胞 の 存在す る こ と が推 測さ れ た .

考 察

抗 イ デ イ オ タ イ プ抗体 仏b2) に は
,
抗体 仏b l) 分子 に存在す

るオ
1
) ジ ナ ル ( o ri gi n al) 抗原 の 抗 原決定基を認識 す るも の が あ

る .
こ の よう な抗 原とA b 2 は

, それ ぞ れ ある 種の 蛋白 と免疫 グ ロ

ブリ ン と い う よ う に機能や 全体 的な構 造は 異な っ て も部分的 に

は 同じ立体構 造を有 して い る と 考え られ る .
つ まり

,
A b 2 は オリ

ジ ナ ル 抗原 と 相同性を有す る 内部 イ メ
ー

ジ と称 され る構造 を有

し, 機 能的に オ リ ジナ ル 抗原 に対す る抗体産生(A b 3) を誘 導する

こ と が 示唆 さ れ て い る .
こ の よ うな概念を J e r n e はイ デ イ オ タ

イプ ネ ッ ト ワ
ー

ク と し て紹介 した
1)

.
こ の 概念 を腫瘍 免疫に応用

した 場合
,
抗 イ デ イ オ タ イ プ抗体 を癌 抗原 の 代 わ り に特 異的能

動免 疫療 法 に用い る こ とが 可能 で ある . しか も,
以下 の 点で 癌抗

原そ の もの を用 い る よ りも優 れ て い る . 1 ) 腫 瘍細胞 か ら痛抗

原を単 一

か つ 大量 に 精製す る こ と は 困難 で あ るが
, 抗イ デ イ オ

タ イ プ抗体 で は 単ク ロ
ー ン 抗体 の 技法を用 い て 大量 に得 る こ と

が 可 能で あ る . 2 ) 痛抗原 をそ の まま患 者 に投与す る こ と は発

癌 ウ イ ル ス を含有 す る な どの 危険 を伴 うの に対 し
, 抗イデ イ オ

タ イ プ抗体で は
, そ の 可 能性が 低 い

. 3) 担 痛患者 に お い て は
,

痛 その も の に よ り,
ま た は

, 化学療法 な どに より免疫 能は低 下 し

痛抗 原自体 を投 与 して も免 疫原性 は弱 い と考 え られ る , と こ ろ

が
, 抗イ デ イ オ タ イ プ抗 体は 異種 黄白で あ る為 に 免疫原性 は極

め て 高く,
抗原 と して の 投与量 は少量 で よ く

,
ま た

, 痛抗 原に耐

性が 生 じて い る 場合 で も潜在性 ク ロ ー ン ( sil e n t cl o n e) を刺激

して 免疫反応を惹起 しう る
1 乃

.



D U - W -2 に対 する抗イ デ イ オ タイ プ抗体

従来,
抗イ デ イ オ タ イ プ抗 体の 開発 は

, 細菌や ウ イ ル ス の 成分

抗原や腫瘍関連抗原 に対 して 行 われ て きて い る
3 卜り■1 … 小

･ こ れ ら

の 報告で の オ
1
) ジ ナ ル 抗原 は

,
L P S

,
B 型肝炎 ウイ ル ス 衣面抗原

(h e p atiti s B s u rf a c e a n ti g e n
･
H B s A g) ･ 岳分 ( 嶺 メ ラ ノ

ー

マ 関連

抗原 (high -

m Ol e c u l a r
-

W ei g h t m el a n o m a
-

a S S O Ci a t e d a n ti g e n
,

H M W - M A A) や癌胎児性抗原 (c ar Ci n o e m b r y o n i c a n ti g e n
,
C E A)

な ど多く は ポ リ ペ プ チ ド成 分で ある
封 制ば封~ 2車

. 近年 ハ イ ブ リ ド
ー

マ 法の 確立 に よ り
,
細胞の 分 化や癌 化 に伴 い 構 造が 変化す る糖

鎖抗原に対 し て も単ク ロ ー ン抗 体の 作製が 可能 に なり
,
種 々 の

痛特異性の 高い 糖鎖抗原が 腫瘍 マ
ー

カ
ー

と して診 断に 川い ら れ

るよう にな っ だ
5

∴ しか し
,

こ の 様な摘 関連糖鎖抗原は痛特 異性

が高い にもか か わ ら ず
,
免疫原性が 弱い た め か

,
痛免疫療法 へ は

ほと ん ど応用さ れ て い ない
. し か し

,
抗 イ デ イ オタ イ プ抗体を 応

用すれ ば
,
免疫 グ ロ ブ リ ン を介す る免疫応 答 に よ る強力 な抗 腫

瘍免疫を誘導 しうる 可能性 も期待さ れ うる . し か し
,
そ の よ う な

検討は ほ と ん ど な さ れ て い ない . 今 回作 製 し た抗 イ デ イ オ タ イ

プ抗体の オ リ ジナ ル 抗 原は D U - P A N -2 抗 原で あり
,
そ の 相異 な

エ ピ ト
ー

プは シ ァ ル 化 糖鎖で あ る と い わ れ て い る が
,
そ の 詳細

な構造は確立 され て い ない
5 卿

.
こ れ は胎 児腸管 に 強く党規 し て

い るが
,
生 後低 下す る . しか し

,
癌化 によ り 再び強く発現 し

,
刷
_
l
二ち

道癌を中心､ に腹痛 で 高率にみ ら れ る こ と よ り
,
有ノブな腫瘍 マ

ー

カ ー と し て普 及 して い る
桐 11

.
こ の よ うな 抗原 を抗イ デ イ オ タ

イプ抗体を川 い た癌 の 特異 的免疫療 法に 応用 す る に は
,
抗イ デ

イ オタ イ プ抗 体 仏b2) が D U -P A N -2 抗原 の 内部イ メ ー ジを有 す

る こ とが必 須と な る . 今回
,
D U - W -2 抗体 に 対する抗 イ デ イ オ

タイ プ抗体を作 製 し,
D U 一 別l N -2 抗原抗体 反応阻止試験 に よ り 3

種の ク ロ
ー ン (1 -2 ヰ4

,
1 -2 -4 -6

,
ト2 - 4 - 7) を 選 び出 し た . こ の 中よ

り
, 図1 に示 した よう に

, 最も強い 阻害括惟 を 示 した M o A b l t2 -

4 -4 を選択 し た . さ ら に
,
M o A b l -2 -4 -4 は

, 国 2 で示 し た よう に

D U -P A N -2 抗原 と Ab l と の 結 合を容還依ii
JI生に 阻害 した .

こ の

こと は
,
1 -2 t4 -4 が A b l の パ ラ ト

ー

プ関連イ デ イ オ ト
い プと 反応

する こ と を 示 し て お り
,
そ の よ う な杭 イ デ イ オ タ イ プ 抗 体

(Ab 2) は元 の 抗 蝶 に対 して亜‖相性 を示す 内部イ メ ー ジ を有する

もの と考え ら れ る .

次に
,

こ の A b 2 を同系 マ ウ ス に免疫す る こ と によ り
,
A b 3 を

誘導 しよう と 試み
, 剛寺にそ れ に伴う 各種免疫応符 を検討 した .

得られ た M o A b l -2 -4 蠣4 で マ ウ ス を 2 週 間隔で 計4 Ⅰ‖l 免疫 し て得

ら れ た抗 血 清は A b 2 と 容 掛依〝的 に 反 応す る の み な ら ず (1呆Ⅰ

4) ,
D U -P A N -2 抗 原と Abl と の 結 合を容童 依存的に 阻害す る清

性を有 して い た (図 5) . さ ら に
,
イ ム ノ ブ ロ ッ ト法に て

,
得 ら れ

た軌fll. 清 伍b 3) は A b l と 同様 に D U - P A N q2 抗原 に 対し て 反応

性があ る こ と も示 され た .
こ の よう に

,
血清 中の A b3 は オ リ ジ ナ

ル抗体 仏b l) と イ デ イ オ ト
ー プ を共有 し, 類似 の 結 合性 を 有し

てい るもの と 考え ら れ た . 従 っ て ,
こ のA b 3 はK o p r o w sk i ら

Il,
が 言

うと こ ろ の A b l -1ik e A b 3 で ある と言えよ う. ま た
, 逆に Ab 2 は オ

リ ジナ ル な抗 原 に対 し て
, 内部イ メ ー ジ を 有す る こ と を 別の 観

点か ら証明 した こ と にな る . 最近, 抗 C E A M o A b M A 2 0 8 を同系

マ ウス に 免疫 し て 得 ら れ た 抗 イ デ イ オ タ イ プ 単 ク ロ
ー ン抗 体

M 7 - 6 2 5 に お い て 可変部 領域を ク ロ ー

ニ ン グ し1 次構造を 決定

し
,
M 7 - 6 2 5 の 首級可変領域 の 相補性 決定 領域 (c o m pl e m e n t a rity

d et e r m i ni n g r e gi o n
,
C D R) 2 に C E A ドメ イ ン Ⅲ と の ア ミ ノ 酸配

列の 相同性 Ol O m Ol o g y) を認め た と い うH i n o d a ら
狛

の 報告もみ

ら れる . こ の 事は
,
抗イ デ イ オ タ イ プ抗体 の 中 に は

, オリ ジナ ル

な抗原の 内部 イ メ ー ジ を持 つ もの が ある こ とを
,
よ り直接的 に
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ホ して お り
, 今後 こ の よう な イデ イ オ ト

ー

プ
･

マ ッ ピ ン グで の

証明 も可能 であ ろう.

A b 2 によ り誘導さ れ た A b3 の 免疫応答 に 関して
,
今回の 検

で は
,
A D C C 活性,

C D C 活性 と キ ラ ー 細胞括性を測 定し た
. 凶6

に 示す よう に Ab2 免疫抗血清 仏b3) は
,
D U -P A N - 2 抗原を 党規

して い る E A T O Ⅲ細胞 に対 し
,
C D C 活性 は認め なか っ た もの の

,

~it三常 血清 に対 し て 有意 に高い A D C C 活性 を示 した . こ れ は
, 誘

導 さ れ たA b 3 の サ ブ ク ラ ス に依 存す る と思 わ れ
, 今後棉討 さ れ

な け れ ば な ら な い が
, 理 論 的に はIg G l ま で しか誘 導さ れ なか っ

たも の と 推測 され る . また
,
キ ラ

ー

細胞活 性の 誘導 はみ ら れ ず
,

さ ら に表1 に示す よ うに Ab3 を誘導 した 際の 脾よ り抽出 したB

細胞 は A b2 と 反応する が
,
T 細胞 と は反応 しなか っ た . こ の よ う

な結 果は
, 抗 イデ イ オ タイ プ抗体ト2 ヰ4 (A b 2) が B 紺胞 を刺激

し て 腫 劇克原 に対す る抗体 塵生 を誘導 しう る が
,
キ ラ

ー 細 胞な

どの T 細胞系 へ の 利敵 は十分で は なく
,
鮒=敵性免疫の 誘導が で

きなか っ た こ と を示唆 して い る .

と こ ろ で
,
抗イ デ イ オタ イ プ抗 体を用 い た腫瘍 の 免疫療法は

,

I受 動 免 疫 療 法 と し て の タ ー ゲ ソ テ ィ ン グ 療法 (t a r g e ti n g

th e r a p y) と 宿主 の 免疫 調節 を 惹起す る能動 免疫瞭 法とが ある .

前者は
, 腫瘍 の 細胞 表面に 発現 して い る抗原 に対す る 単ク ロ

ー

ン 抗体を細胞表軌 二結合 させ た後 に
, 補体やT 柵胞 仁 単楓 マ ク ロ

フ ァ
ー

ジ な どと 共に
,
C D C や A D C C な どの 細胞 障害 メ カ ニ ズ

ム に よ る 効果を期 待する もの で ある . こ の メ カ ニ ズ ム を 朋い た

も の と して は
, 腫瘍細胞表 面に特有 なイ デ イ オ ト

ー

プ を 有する

免疫 グ ロ ブ リ ン を発現 して い るB 卿川包リ ン パ 腫患 者に 対する拭

イ デ イ オ タ イ プ抗 体投与の 報告 が み られ る
2 嘲

. 後者は
, 杭 イ デ

イ オ タ イ プ抗 体 を投与す る こ と によ り
,
腫 瘍特 異的な 楕【

主白身

の 抗体産生 ( 液性免疫) , ある い は特異的なT 細胞の 誘導 (縦柑包

性 免疫) を惹起す る な ど
, イ デ イ オ タ イ プを 介 した 免疫応答 を

利用 しよ うと す るも の で あ る . ニ の メ カ ニ ズ ム を用 い た もの に

は
, 引封ヒ取乱 悪性 リ ン パ 腫や メ ラ ノ ー

マ な ど にお い て比 較的多

く の 報告 が み られ る
ご 冊L:")

. 根性免疫誘導で は
,
K o p r o w s ki ら

コ")
は

,

大腸 が ん 関連抗J京 G A7 3 3 に対す る 単ク ロ
ー ン抗体 17 -1 A 仏b l)

を患 者に 投与 した 際十批イ デ イ オ タ イ プ抗体 (Ab 2) が 多く誘増

さ れ る症例が J
l 後良好で あ る こ と を 比 い だ し, 腫瘍免疫 にお い

て イ デ イ オ タ イ プ ･ ネ ッ トワ ー ク の 重要性 を認撒さ せ る契機 と

な っ た . 彼ら は A b 2 を段 り▲

し た患 者リ ン パ 球 を
, 試験管内 (i n

vit r o) で A b 2 によ り 刺激 した 後に拾 養す る と
, 投ノ

j
一 後3 週 間で

培養 卜清■t･ , に Ab 3 が 増加 し
,
さ ら に オ リ ジナ ル 抗原と k 応する

A b3 (A b l-1ik e A b 3) が 州現 して く る こ と を確認 し
, 肺瘍寿朋射二特

異 的 池 牲 免 疫 を.誇 導 し え た と 述 べ て い る . さ ら に 彼 ら は
,

M o A b 1 7 - 1 A と 同様に G A 7 3 3 を認識す る 単ク ロ
ー ン 抗 体 M A b

G A 7 3 3 に対 し て
,
A b 2 を 開発し

,
そ れ をJ†J い て .掛導 した A b3 に

抗体依存性 マ ク ロ フ ァ
ー

ジ媒介性細胞障害 ( a n ti g e n -d e p e n d e n t

m a c r o p h a g e
-

m e di ate d c y to t o xi city ,
A D M C ) 活性が み られ る こ と

を報告 し て い る
川

. p o h l ら
=川

は
, H o d g ki n

.) ン パ 腫に み らd L る腫瘍

関連抗原 C D 3 0 を認識する単ク ロ
ー

ン抗体 H RS -4 を朋い て A b 2

を作 製 し
,
それ を用 い てAb 3 を誘導 し て い る . そ して

, 単ク ロ
ー

ン性 の A b 3 が C D C 活性を
, 多ク ロ

ー

ン 性の A b 3 が A D C C 活性

を有 する こ とを示 して い る . また
,
メ ラ ノ

ー

マ 患者 にメ ラ ノ ー

マ

抗原 H M W - M A A に対する抗イデ イ オタ イ プ抗体 M K2 -2 3 を投

与 し, そ の 大部分 で Ab 3 の 塵生を認め
,
完全寛解 し た患者も い

た こ とを F e r r o n e ら
24)

は報告 して い る . 細胞性免疫誘導 に関 し

て は
,
R o bi n s ら

19)3 (】) 瑚
は大腸が ん 関連抗原 g p 7 2 を認識する マ ウ
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ス 単ク ロ ー ン 抗体791 T/ 3 6 仏b l) を ヒ ト に投与 して誘 導 した 抗

イ デ イ オタ イ プ抗 体105 A D 7 ( A b 2) を 大腸癌患 者 に免 疫す る こ

と により 遅延型過敏反応
,
T 細胞 の 胚子発生 (bl a s t o g e n e si s) や

イ ン タ ー

ロ イ キ ン2 を誘導 して
,
生 存を延長 しえた こ とを示 して

い る . さら に
,
F a g e rb e r g ら

35)
は 大腸癌患 者に お い て

,
先述 した単

ク ロ ー ン 抗体 17 - 1 A を用 い て 別の A b 2 を 開発 し
,
それ を用い て

A b 3 と 同時 に A b 2 に特 異的なT 細 胞を誘導 し,
イ ン タ

ー

フ ェ ロ

ン γ お よび イ ン タ
ー ロ イ キ ン 2 分泌 と 遅延型過敏 反応を惹起 し

え る こ とを報告 して い る . ま た
,
F o o n ら

3{;)もT 細胞 リ ン パ 腫 にお

い て
,
T 細胞 リ ン パ 腫 に発現す る糖 蛋白 gp 3 7 に対 し A b 2 を作製

し
,
A b 2 で 免疫 した 患者血 清中に

,
オ リ ジナ ル 抗原 と特異 的に反

応す る抗体 と末梢 血 単核球増 殖に よ り液性 お よ び 細胞性免疫 の

誘 導を証 明 し て い る . これ ら の オ リ ジ ナ ル 抗原 の エ ピ ト
ー

プ は

い ずれ も ペ プ チ ドで ある の で
,
本研究 で 用い た 糖鎖抗 原で ある

D U - P A N -2 に 比 し て 強い 免疫誘導 を 惹起さ せ
,
種 々 の 液性 お よ

び細胞性免疫応答 を誘導す る こ とが 可 能なの で あ ろう.

一 方
,
腫瘍 関連 の 糖鎖抗原 に対 する 抗イ デ イ オ タ イ プ抗体 の

報告 は非常 に 少なく
,
先ず D i a k u n ら

37)

が 3 - 0 -

α
- L フ コ ピ ラ ノ シ

ル ー

′ヲ
ー D ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド (3 - O r

α
- L -f u c o p y r a n o s yl

-

′9
- D -

g al a c t o p y r a n o sid e
,
F u c α ( ト → 3) G al) 抗原 に対す る抗体 (Ab l) に

対 して 抗イ デ イ オ タイ プ抗体 (A b 2) を作製 し
,
A b 2 に よ り誘導

され た A b3 がA b l と 同様 の 反 応性 を有する と い う報告 した . そ

れ に次 い で
, 腺癌関連糖鎖抗原 Y H 2 0 6

38)

,
L e w i s Y

瑚
や si al yl L e

a 4 0)

な どの 血液型関連抗原 に対す る抗 イ デ イ オ タ イ プ抗体 に関す る

報告が み られ る の み で ある . こ れ ら の 報告で は A b l -1ik e A b 3 を

誘導 し える こ と を示 して い る が
,
そ の 機序 に つ い て は検 討 され

てお らず
,
また

,
明 らか な免疫応答は 誘導さ れ て い ない

.

一 般 に
,

糖鎖抗原 はT 細胞非 依存性抗原 で あり
,
T 細胞

,
そ の 中で も腫瘍

免疫 に大 きな 役割 を果た す ヘ ル パ ー

T 細胞 は こ れ ら の 抗 原 に対

する免疫応答 に は 関与 しない と 言わ れ て い る .

一 方
,
B 細胞 の み

に よ っ て 産生 され る抗体も多くは Ig M に と どまり
,
I g G が 産生

さ れ る場 合もせ い ぜ い I g G 3 に と ど まる と考 え ら れ て い る
25)

.

D U -P A N -2 抗原 を認識す る抗 D U -P j N -2 抗体 (A b l) の サ ブ ク ラ

ス が Ig M で あ り , 本研 究 に 用 い た 抗 イ デ イ オ タ イ プ 抗 体

M o A b l -2 ヰ4 仏b2) の サ ブ ク ラ ス は I g G l であ っ た . こ れ らの こ

と よ り
, 抗原 に対す る抗体 仏b l) の 段階で は

,
B 細胞 が 主 に関与

した が
, 抗 イ デ イ オ タ イ プ抗 体 仏b2) 誘導 の 段 階でT 細 胞が 関係

する 細胞性 免疫 の 関与 が あ っ た可 能性 が考 えら れ る . し か し
,
T

細胞は誘導 さ れ た もの の
,
期待され たT 細胞 か ら 産生 され るサ イ

ト カイ ン に よ る数多く の エ フ ェ ク ク ー 細胞 の 活性化 と そ れ に引

き続い て 起 こ る有効 な抗腫瘍 免疫応答 は誘導で きなか っ たの か

も しれ ない
. あ る い は

,
本研究 で は

,
胸腺 で分化 し末梢 , 脾臓 に存

在する細 胞群 に つ い て しか 検討 しなか っ た が
, 最近, 老化や 癌化

な どを含む 自己免疫 反応 に 主 に働くT 細胞 は肝 臓で 特 異的 に分

化 し た自己反応性丁細胞 ( a u to r e a c tiv e T c ell) で あ る と い う報告

ヰ‖ 2) も あり,
こ の 様 なT 細 胞の 誘導 さ れ て い る 可 能性 も考慮 さ れ

よう.

結 論

抗 D U - P A N -2 単ク ロ ー ン抗体 (Ab l) を免疫原 と して
,

ハ イ ブ

リ ド
ー マ 法 に よ り単ク ロ ー ン性 の 抗 イ デ イ オ タ イ プ抗体 (Ab 2)

を作製 した . さ ら に
,
得 ら れ た A t)2 を 同系 マ ウス に 免 疫 し て

抗 ･ 抗イ デ イ オ タ イ プ抗体 仏b 3) を誘導 し
,
それ に伴う 免疫 応

答の 検討を行 い
,
以 下の よう な結論 を得 た .

■

上

1 . 得 ら れ た 抗 イ デ イ オ タ イ プ抗 体 は
,
免 疫原 で あ るD U .

P A N - 2 抗体 の 抗 原結合部位 と 特異的 に結 合 し
,
D u P A N -2 抗原

エ ピ ト
ー

プ の → 部 と 相 同の 構 造を持 つ 抗体 で ある と推 定 され

た . ま た
,
そ の サ ブ ク ラ ス は い ずれ もIg G l で あ っ た .

2
.

1
.

で 得 ら れ た 単 ク ロ ー ン 性 抗 イ デ イ オ タ イ プ 抗体

(A b 2) を免 疫 原 と して 誘 導 し た 抗 ･ 抗 イ デ イ オ タ イ プ 抗体

(Ab 3) は
,
D U - P A N -2 抗原 と抗 D U - P A N - 2 抗体 (Ab l) の 結合を阻

害す る 活性を 有 し て い た . ま た
,
イ ム ノ ブ ロ ッ ト法に より

,
A b 3

は D U ぜ且封-2 抗原と 特異的 に反応 した . こ れ ら の こ と よ り
,
得ら

れ た Ab 3 は
,
A b l -1ik e A b 3 で ある こと が 示唆 され た .

3 . A b 2 免疫抗 血 清( Ab 3) は
,
D U - P A N -2 抗原を発現 して い る

K A T O Ⅲ細 胞 に対 し
,
C D C 活性 と キ ラ

ー

細胞活性 を示 さ な か っ

た が
,
A D C C 活性を誘導 した .

4 . D じP A N - 2 抗原 に対 して抗 イ デ イ オ タ イ プ抗 体を用い る

こ と によ り A D C C 活性を有 する A bl -1i k e A b 3 を誘導 しえ たこ

と か ら
,
抗 イ デ イ オ タ イ プ抗体 を応用す る こ と に より

,
免疫原性

の 弱い 腫 瘍関連糖 鎖抗原 に対 し ても イ デ イ オ タ イ プ ･ ネ ッ ト ワ

ー

クを介 して
,
宿主 に抗原特異的 な免疫応答が誘 導さ れ

,
抗腫瘍

効果 をも た らす可 能性 が示唆 さ れ た .
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O h m o ri T
,
W a ta n ab e H

,
K u m a g ai K . A g e
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