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腫瘍 関連抗原と して の 多剤 耐性遺伝子 産物 P 糖蛋白 に 対す る マ ウ ス モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 M R K 1 6 は
,

マ ウ ス を 用 い た 動

物実験 で
! 単独投与に よ り P 糖蛋白強発現 ヒ ト卵巣癌細胞株 27 8 0

A D
の 生体内で の 腫瘍増殖 を抑制す る こ とが 知 られて い る .

本研究で は ク ー ゲ テ ィ ン グ に用 い た抗腫瘍モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体が腫瘍局所で エ フ ェ ク タ ー 細胞を 効率 よ く活性化で き, 抗腫瘍

免疫効果 を さ らに 増強 させ る こ と を 目的と して ,
ヒ ト免疫 グ ロ ブ リ ン I g C l の 可変儲域を M R K 1 6 の 可変領域 で置換 した マ ウ ス

ー ヒ ト キ メ ラ 抗体と
,

サ イ ト カ イ ン 分子の イ ン タ ー ロ イ キ ンー2 (i n t e rl e u k i n
-2 , Ⅰし2) ,

イ ン タ ー ロ イ キ ン
ー4 ( in t e rl e u ki n-4) , 顆粒

球 - マ ク ロ フ ァ
ー ジ ー

コ ロ ニ
ー

刺激因子(g r a n ul o c yt e- m a C r O P h a g e c ol o n y
-

S ti m ul a ti n g f a c t o r
,
G M - C S F) を 遺伝子工学的手法で

結 合させ
,

3 種類の 新 しい サ イ ト カ イ ン 融合抗体を 作成 した . こ れ らの 融合蛋白は い ずれも抗体と しての 特異的抗原結合能を

維持 し
,

か つ
,

サ イ トカ イ ン 分子 と して の 活性も保持 して い た . I L - 2
,
I L-4 融合抗体ほ 観換え体 Ⅰし2 と比較 して比活性が減 弱

して い た が
,

G M- C F 融合抗 体ほ敵換 え体 G M -C S F と同等り比活性 を維持 して い た . 比活性 の 減弱は 抗体 分子と の 結 合に 伴

う ,
サ イ ト カ イ ン 分子 の 高次構造の 変化に よ る可 能性が 示唆 され た . 試験管 内の で 抗腫瘍活性を 調べ た 結 乳 3 種類 の サ イ ト

カ イ ン 融合キ メ ラ 抗体 は い ずれ も抗体依存性細胞傷害性 (a n tib o d y
- d e p e n d e n t c e11 ul a r c yt o t o xi city ,

A D C C ) 活性 を保持 して お

り , 作動 細胞/ 標 的細胞 比 ( eff e c t o r/ t a r g e tr a ti o
,
E / T 比) 依 存性をこ 細 胞 傷害 活 性 の 増 強 効 果 を 示 し た . I L - 2 お よ び

,

G M - C S F 融合抗体 は対照と した サ イ ト カ イ ン を 結合して い な い キ メ ラ 抗体 と比較 し て傷害活性 の 増強 効果 を 認め た が
,
I L 4

融合抗体の 細胞傷害活性は 対照キ メ ラ 抗体と比較 して 有意な差を 認め な か っ た . 生体内で の 腫瘍移植実験で
,

三種煩 の サ イ ト

カ イ ン 融合キ メ ラ抗体 はい ずれ も対照群と比較 して 腫瘍増殖抑制効果を 示 したが
, そ の 増殖抑制効果は サ イ ト カイ ン を 結合 し

て い な い キ メ ラ抗体投与群と 比較 して 有意な差は 認め られ なか っ た .
こ の 試験管内と 生体 内で の 抗腫瘍活性の 差異 は 全身投与

に ともな う末梢鮭織 で の サ イ ト カ イ ン 受容体 へ の 吸 着, 分子量増 加に と もなう阻織移行性の 低下な どの 影響が示 唆 された . 投

与経路な どを 工夫す る こ と に よ り
,

サ イ ト カ イ ン 融合 一 抗腫瘍モ ノ ク･ロ ー ナ ル 抗体は腫 瘍免疫療 法 に お い て 抗腫 瘍 エ フ ェ ク

タ ー 細胞 の 有力な ク ー ゲテ ィ ソ グ の 手段 とな る こ と が期待 され る .

K e y w o r d s c y t oki n e , m O n O Cl o n a l a ntib o d y ･
f u sio n p r o t ei n

,
m ultid r u g r e sist a n c e

,
i m m u n ot h e r a p y

近年分子生物学的手法や 免疫学 的手法 に よ り多く の 腫瘍特異

的抗原が 同定 され てお り
l ト 7)

,
エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 標的 と な り

うる こ と がわ か っ て きた . 腫瘍抗原特異的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体

が 得 られ れ ば
,

そ れ を 用 い て 抗体依存性細胞 傷習 性 (a n tib o d y-

d e p e n d e n t c ell ul a r c yt o t o xi city , A D C C ) 作用 を 介 した抗腫瘍 エ

フ
ェ ク タ ー 細胸 の タ ー ゲテ ィ ン グが 可 能 で あ る

8 ト 12)

最近 , 腫瘍免疫の 誘導 お よ び活性化 に 重要な サ イ ト カ イ ン 分

子の 機能 が解 明 され て い る . イ ン タ ー ロ イ キ ンー2 (i n t e rl e u k i n
-

2
,
I L-2) ,

イ ン タ
ー

ロ イ キ ンー4 (i n t e rl e u ki n
-4

,
II
,

; 4) , 顆粒球 - マ

ク ロ フ ァ
ー ジ ー

コ ロ ニ
ー 刺 激 因 子 (g r a n u l o c yt e- m a C r O p h a g e

C Ol o n y s ti m u la ti n g f a c t o r , G M - C S F ) な どの サ イ ト カ イ ン 分子ほ

ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 ,
マ ク ロ フ ァ

ー

ジ
, 好 酸 球 な ど の

A D C C 活性を 有す る エ フ ェ ク タ ー 細胞 を 活性 化 し抗 腫瘍効 果

を増強す る こ とが 報告 され て い る
13 卜 21 )

. さ ら に
, 特異的抗腫 瘍

抗体 と G M -C S F , I L- 2 な どの サ イ ト カ イ ン を 同時投与す る こ と

に よ り抗体単独投与 の 場合 よ り抗腫瘍 効果が増強 され る こ と な

どか ら , 抗腫瘍抗体と サ イ ト カ イ ン ほ腫瘍局 所で 協調的に 働き

抗腫瘍効果を増強 して い る こ と が 示 唆され て い る
22ト 24)

, 以 上 の

知見 よ り , 腫瘍特異的 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗休と サ イ ト カ イ ン 分子

を結合 させ る こ と に よ り, 腰瘍局所で 抗腫瘍 エ フ ェ ク タ ー 細胞

を効果的に 活性化 し ∴陸瘍免疫効果を増強 で きる 可能性が 考え

られ た .

そ こ で
仁 腫瘍特異的抗原を タ ー ゲ ッ ト と した 免疫療法の 治療

実験モ デ ル の 作成が 必 要で あ ると 考えた . 現在, 数多くの 腫瘍

特異的お よ び腫瘍関連抗原が 同定 され て い る が
.

そ の 機能お よ

び 性状に つ い て 解明され てい る もの は以 外に 少なく
t 特異的腫

瘍免疫療法 の モ デ ル と な り うる適 切な タ ー ゲ ッ ト ほ極め て 少な

い .

多剤耐性遺伝子産物 P 糖蛋白ほ分子量 170 - 1 8 0 k D a の 膜蛋

白 で
, 種 々 の 細胞傷害性物質を細胸外 へ 能動的に排泄す る ト ラ

ン ス ポ ー タ ー

と して機能 して い る
25)2 6)

. 種 々 の 多剤 耐性腫 瘍ほ

か
, 化学療法後に 新た に 多剤 耐性 を獲得 した 腫 瘍で も P 一糖蛋

平成 7 年8 月25 日 受付 , 平成 7 年1 0月1 7 日 受理

A b b r e vi ati o n s ‥ A D C C
･

a n tib o d y
- d e p e n d e n t c ell ula r c y t o t o xicit y ; B S A

,
b o v in e s er u m alb u m ip ; D M E M

,

D ulb e c c o m o difi e d E a gl e

,

s m e di u m ; F B S
,
f et al b o vin e s e r u m ; F I T C

,
fl u o f e s c ein is ot hio c y n a t e ; G M - C S F

,

g r a n ulo c y t e
-

m a C r O p h a g e c ol o n y
-

Sti m ula ti n g f a c t o r
,

H R P
,
h o rs e r a dis h p e r o xid a s e ; Ⅰし2

,
in t e rle u k in - 2 ; Ⅰし4

,
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白 の 発現が増強 して い る こ とが 知 られ て い る
2丁卜 2g)

. また , 多 剤

耐性遺伝子 の 発 現が c
- H a- R a s や 変異型 p53 遺伝子産物 に よ り

増強す る こ とも 報告 され て お り
30

＼ P 糖蛋白 は腫瘍の 悪性 化 に

も関与す る腫瘍 関連抗原 と 考 え られ る . 多剤 耐性遺 伝 子産物

P 糖蛋白に 対す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体が い く つ か作 製 さ

れ て い る . そ の う ち の
一

つ で ある M R K 1 6 は P 糖茸 白の 細胞表

面 の エ ピ ト ー プ を認識す るモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体で
, 生 体内 で も

P 糖蛋白発現細胞を 認識 で き る 唯
一

の 抗 体 で ある
25)

. す で に

M R K 1 6 ほ 単独 投与に よ り P 糖蛋白強 発現 ヒ ト 卵巣 癌細 胞株

278 0
A D

の ヌ
ー ドマ ウ ス で の 腫瘍増殖 を抑制する こ と が報告 され

て い る
31)

. また
,

ヒ ト へ の 臨床応用を 目的と して マ ウ ス
ー

ヒ ト

キ メ ラ抗体が 作製 され て い る . 以上 よ り , 多剤耐性遺伝子産物

P 糖 蛋白は 腫瘍 関連 抗原を 標的と した 特 異的 腫瘍免 疫療 法 の

適切な実験モ デ ル に な りう る と考 え られた .

本 研 究 で は l
ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン I g C l の 可 変 領 域 を

M R K 1 6 の 可 変領 域 で 置換 し た マ ウ ス
ー ヒ ト キ メ ラ 抗 体 と

I L-2
,
I し4

,
G M - C S F な どの サ イ ト カ イ ン 分子を遺伝子 工学 的手

法 を用 い て 結合 させ
,

三種類 の サ イ ト カ イ ン 融合抗体 を作成 し

た . さ ら に
,

こ れ らの 作成 した三 種 の サ イ トカ イ ン 融合抗体 を

タ
ー

ゲテ ィ ソ グに 用い
仁 腫瘍局所 で エ フ ェ ク タ ー 細胞 を効率 よ

く活性化 で きる か どうか
, 抗腫瘍免疫効果を 増強 させ うるか ど

うか を 試験管内お よ び 生体内で 検討 した の で 報告す る .

材料および方法

Ⅰ . 使用細胞

1 .
マ ウス 形質細胞 由来 S P 2/ 0 - A g1 4 ( A T C C C R L 8 2 8 7) 細

胞 は融合抗体産生の た め に 用い
,
1 0 % 牛胎児血清(f e t al b o v i n e

S e r u m
,
F B S) (I C N . F L O W

, 大 日 本製薬 , 東京) 添 加 R P M I

1 6 4 0 培地 ( 日水 , 東京) で 5 % C O 2
,
3 7 ℃ にて 培養 した .

2 . ヒ ト卵 巣癌細胞 株 278 0
A D

細胞は 多剤耐性痛細胞 で P 糖

蛋白を 強発現 して い る . F A C S 解析 の コ ン ト ロ
ー ル 細胞 お よ び

ヌ ー ド マ ウ ス へ の 移 植 実験 に 使 用 した . 1 0 % F B S 添 加

R P M I -1 6 4 0 培地 で 5 % C O 2 ,
3 7 ℃に て培養 した . (財) 癌研究

会癌化学療 法セ ン タ ー 分子生物治療研究部濱田洋文博士 よ り供

与 され た .

3 .
ヒ ト 多剤 耐性遺 伝子 (h u m a n m ultid r u g

-

r e Si s t a n t g e n e
,

m d r
-1) 導入 マ ウ ス B 1 6 F l O メ ラ ノ ー

マ 細胞 株 B 16 F l O m d r ほ

A D C C ア ッ セ イ の 標的細胞に 使 用 した , 1 0 % F B S 添 加 ダ ル

ベ
ッ

コ 変法イ ー グ ル 培地 ( D ulb e c c o m o difi e d E a g le
'

s m e d iu m ,

D M E M ) ( 日 水) に て 5 % C O 2 , 3 7 ℃で 培養 した . (財) 癌研究会

癌化学療法セ ン タ ー 基礎研究部杉本芳 一 博士か ら供与 された .

4 .

マ ウ ス T 細 胞 秩 C T L L -2 ( A T C C TI B 21 4) 細 胞 は

Ⅰし2 お よ び IL-4 の 生物 学的活 性測 定 用 に 使 用 し た . 1 0 %

F B S 添加 R P M ト16 4 0 培 地に 組 換 え 体 イ ン タ ー ロ イ キ ン
ー 2

(r e c o m b i n a占t-i n t e rl e u ki n-2 ,
rI L - 2) (塩野義製 乳 東京) を 50 U/

血 の 濃度に な る よう に 加え , 5 % C O 2 , 3 7 ℃ で培養 した .

5 .
マ ウ ス 血 管 内皮細胞株 E n d o

-1 は G M
- C S F の 生物学的活

性測定用に 使用 した . 1 0 % F B S 添加 D M E M ( 日水) に て 5 %

C O 2
,

3 7 ℃ で 培養 した . (財) 痛研究会癌化学療法セ ン タ ー 分子

生物治療研究部溝田洋文博士 よ り供与さ れ た .

in t e rle u ki n
-4 ; L A K

,
1y m p h o ki n e a c ti v at ed kill e r ;

Ⅲ . プ ラス ミ ドの 構築

1 ･ サ イ ト カ イ ン 融合重鎖 発現 プ ラ ス ミ ドの 構築

G M - C S F 融合重鎖発現 プ ラ ス ミ ドの 構築手順 を ( 図1 ) に 示

す ･ なお
,
制 限酵素ほ 全て N e w E n gl a n d B i ol a b s 社 (B e v e rly ,

M A
,
U .S . A .) の もの を 使用 した .

1 ) ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド p U C 1 3 [(財) 癌研究会癌化学療法 セ

ン タ ー 分子生物 治療 研究部濱 田洋 文博士 よ り供与 され た] は 制

限酵素 E c o R I お よび S aII で 切断後
,

ベ ク タ
ー

相互 の 再結合 を

防 ぐた め に ウ シ 小腸 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ ( c alf i n t e s ti n e

alk alin e p h o s p h a t a s e
,
C I A P ) ( ベ ー リ ン ガ ー ･ マ ン ハ イ ム

, 東

京) を 剛 ､ て緩衝液 中に て3 7 ℃30 分処 理 し断端 を 脱 リ ン 酸化

後 ,
0 .8 % ア ガ ロ

ー

ス ゲ ル に て 泳動 し
, 約3

,
2 0 0 塩 基対 (b a s e

p ai r
,
b p) 相当の D N A 断片 を グ ラ ス ビ ー

ズ法に て 抽出 した .

2 ) ヒ ト免疫 グ ロ ブ リ ン I g G l 定常領域ゲ ノ ム D N A 挿入 プ ラ

ス ミ ド p S V 2 - H G lg p t [(財) 癌研究会癌化学療法セ ン タ ー 分子生

物治療研究部溝 田洋 文博士 よ り供与 され た】 を 制限酵素 E c o RI

お よび N siI で 切断 し
,
0 . 8 % ア ガ ロ ー

ス ゲ ル に て 泳動後 , 約

1 7 7 0 b p 相 当の D N A 断片を グ ラ ス ビ ー ズ法 に て 抽出 し, 免疫 グ

ロ ブ リ ン 定常領域 D N A 断片 ( C H .- C H , 5
'

f r a g m e n t) を得 た
.

3 ) 上 述の p S V 2- H G - g P t を 鋳型と して 2 組 の オ リ ゴ ヌ ク レ

チ オ ドプ ライ マ ー 対 ( oli g o♯6 21
,
5

'

- A C G C C T C C C G T G C T G

G A C T -3
'

; Olig o # 6 2 2
,
5

'

- C G C C T A G G T G G C G G T G G A

A A T G G G C C T C T G T C C C T C T C -3
'

) を 用 い て P C R で

D N A 断片を 増幅 し
, 制限酵 素 N siI お よ び B a m H I に て 切断

し
,

4 % ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル に て 泳動後,
7 7 b p 相当の D N A 断片を

グ ラ ス ビ ー ズ法 に て 抽 出 し
,

C H ｡ 3
1

D N A 断片( C H 3 3
'

f r a g m e n-

t) を 得た .

4 ) プ ラ ス ミ ド p G E M n e o [(財) 癌研究会癌化学療法 セ ン タ ー

分子生物 治療研究部演 田洋文博士 よ り供与 され た】 を 制限 酵素

B a m H I と S aII で 切断 し
,

3 % ア ガ ロ ー

ス ゲ ル で 泳 動 後 ,

D N A 断片を グ ラ ス ビ ー ズ 法で抽 出 し
,
4 8 0 b p 相 当の 長 さ の ポ

リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル ( p oly a d e n yl a ti o n si g n al) D N A 断 片

( p oly A f r a g m e n t) を 得た .

5 ) マ ウ ス G M - C S F c D N A 挿 入 プ ラ ス ミ ド p U 8 -

m G M -C S F

[(財) 癌研究会癌化学療法 セ ン タ ー 分子生物 治療 研究 部溝 田 洋

文博士 よ り供与 され た] を 鋳型と して オ リ ゴ ヌ ク レ チ オ ドプ ラ

イ マ ー 対 ( 0Ii g o‡6 2 3 . 5
'

- G C G G A T C C G G C G G T G G T G G A

A G T G G T G G A G G A G G T T C G G T A C C C A C C C G C

T C A C C C A T C A CT3
'

; 01ig o‡4 7 8 , 5
'

- C C G G A T C C T C A

T T T T T G G C T T G G T T T T T T G C A T T C A A A G G G

G - 3
'

) に て P C R 法 で D N A 断片 を増幅 し , 制限酵素 B a m H I で

切断後,
3 % 7 ガ ロ ー ス ゲ ル で 泳動 し

,
4 1 7 b p 相 当の D N A 断

片を グ ラ ス ビ ー ズ 法 で 抽出 し
,

リ ン カ ー ーm G M -C S F D N A 断

片(1i n k e r
-

m G M- C S F f r a g m e n t) を得た . 前述の ベ ク タ ー D N A

(p U C 1 3) 断片 に
,

こ れ ら 4 種類 の D N A 断片 ( C H ,一C H 35
'

f r a-

g m e n t
,

C H 33
'

f r a g m e n t
,
1i n k e r

-

m G M
-

C S F f r a g m e n t
, P Oly A

f r a g m e n t) を ラ イ グ ー シ ョ ン キ ッ ト(宝酒造 , 東京) を 使用 して

2 段 階で 挿入 した (プ ラ ス ミ ド p U H G .- m G M- C S F ) .

6 ) ヒ ト P 糖蛋白 に 対す る ヒ ト ー マ ウ ス キ メ ラ 抗体 M H 1 6

の 重鎖挿入 プ ラ ス ミ ド p B S V ｡ 16 r(財) 癌研究会癌 化学療法 セ ン

M O P S
,

3 -【N - m Olp h olin o m ] p r o p a n e s ulf o nic a cid ; P B S
,

p h o s p h at e - b uff e r e d s a li n e ; P G K
, p h o s p h o gly c e r at e k in a s e ; P oly A

,
P oly a d e n y la ti o n si g n al ; R T - P C R

,

r e v e r s et r a n s c rip tio n -

p Oly m e r a s e ch ai n r e a c tio n ; T E
,
T ris E D T A
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ク
ー 分子生物治療研究部渡田洋 文博士 よ り供与 され た] を制 限

酵素 E c o R I で 切断 し, 0 . 8 % ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル で 泳動後 , 約24 0 0

塩基対の 長さ の 重鎖 D N A 断片 を グ ラ ス ビ ー ズ 法 で 抽 出 し
,

p U C H G l- m G M- C S F の E c o R I 部 位 へ 挿 入 し て マ ウ ス G M -

C S F 融合重鎖発現プ ラ ス ミ ドを 構築 した (プ ラ ス ミ ド p U H G r

m G Mr C S F - V H1 6) .

マ ウ ス Ⅰし2 , お よ び Ⅰし4 融合抗体重鎖発現 プ ラ ス ミ ドを 作

成する為 に マ ウ ス IL-2 c D N A 挿入 プ ラ ス ミ ド p U 8 -

m l し2
,

マ ウ

ス I L-4 c D N A 挿入 プ ラ ス ミ ド p U 8 -

m I し4 ほ もに ( 財) 癌研究会

癌化学療法 セ ン タ ー 分子 生物治療研究部濱 田洋文博士 よ り供与

され た] を鋳型 と して オ リ ゴ ヌ ク レ チ オ ド プ ラ イ マ ー 対 ( 01ig o

♯6 31 ,
5

'
-

G G G G T A C C C A C T T C A A G C T C C A C T-3
'

;

Oli g o♯4 8 0
,
5- G G G G A T C C T T A T T G A G G G C T T G T T

G A G A T G A T G C T T T G A C A G - 3
'

)
,

オ リ ゴ ヌ ク レチ オ ドプ

ラ イ マ ー 対 (01i g o♯6 3 3
,
5

'
- G G G G T A C C C G G A T G C G A C

A A A A A T C-3
'

; 01i g o♯4 9 0
,
5

'
- C C G G A T C C T A C G A G T

A A T C C A T T T G C A T G A T G C T C T T T A G G C- 3
'

) に て

各 々 P C R 法 で D N A 断 片 を 増 幅 後 ▲ 制 限 酵 素 K p nI と

B a m H I で 切断 し
, 3 % ア ガ ロ

ー

ス ゲ ル で泳動 後 , 各 々 42 2 b p

C H I H C H 2 C H 3

E
p s v 2 H G l g p t N

- 1 ト E c o R 王/S alI → ト

P r V D J 3 J 4 E n

_二
_

丁

f
C O R

:≡
Ⅰ ヰ

貫『

お よ び 44 1 b p の 長 さの D N A 断片を グ ラ ス ビ ー ズ 法 で 単離 し

た ･ さ らに
, プ ラ ス ミ ド p U H G l- m G M - C S F を 限酵素 K p nl と

S alI で切断 し
,

m G M, C S F c D N A 断片お よ び p oly A 断片 を除

い た 約8 .2 キ P b p の D N A 断片を単離 した . こ の 断片と
,
上 述

の 42 2 b p ま た ほ 4 41 b p 断 片 ,
お よ び 前 述 の p oly A 断 片

(B a r n H トS alI f r a g m e n t) の 3 つ の D N A 断片を リ ガ
ー ゼ で 連結

し , p U H G l
-

m l L-2 , p U H G .
-

m I L- 4 を 再構 築 した . 同様 に して

p U H G l
-

m I L -

2- V H.6 , P U H G r m I L- 4 - V 日16 も構築 した .

2 . 軽鎖発現 ベ ク タ ー

プ ラ ス ミ ドの 構築

ヒ ト P 糖蛋白に 対する マ ウ ス
ー

ヒ ト キ メ ラ 抗 体軽鎖発 現 プ

ラ ス ミ ド p S V 2 H 血 血 18 は(財) 癌研究会癌化学療法 セ ン タ
ー

分子

生物治療研究部溝 田洋文博士 よ り供与 され た . 選択 マ ー カ ー

と

して ネ オ マ イ シ ン 耐性遺伝子 ( n e o m y ci n e-r e Si s ta n t g e n e
,

n e O)

が 組込 まれて い る ( 図2 -

A ) .

Ⅲ . プラス ミ ドの大量調整

上 記の ように して得 られた サ イ ト カ イ ン 融合重鎖発現 プ ラ ス

ミ ド お よ び 軽 鎖 発 現 プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 し た 大 腸 菌

M Cl O 6 1 株 を L B 培地[ ト リ プ ト ン ( D if c o l a b o r at o r y ,
D e tr oit

,

U ･S ･ A ･) 1 0 g/ l
, 酵 母 エ キ ス (D if c o l a b o r a t o r y) 5 g/ 1

,
N a C 1 5 g/ 1]

-

→ ト C I A p

2) c H I H C H 2 C H 3 5
一

丘a
g

m e nt

㌃( 画m 慧21 一 舶 2 ㌻
- N si 伽 H l ｣ ご

閂
P oly

A 魚
■

a 帥I e nt

ー 1 ト B 餌 五H I/5 alI
→ ト

う∴+丁
十
{+ ∴十士ジ うぅ十十

B S

g m e n t

N B

L i nk e r
-

m G M- CS F fr a g m e n t

P C R - - - B al m H ト
ー

1 ト→ ト

(p d m e r s 鵬 23 朋 7 8)

Lig a山) n

C H I H C H 2 C H 3 P o l
y A

E N B S

B K B c H I H C H 2 C H 3 G M- C S F

ヰ
E C ｡

1

▼
抱

へ

)C H I H C

R

C H 3 G M - C S F P oly A

F i g ･ 1 ･ S c h e m a ti c r e p r e s e n t a ti o n of th e s tr a t e g y f o r c o n s tr u c ti o n of th e c y t o ki n e
-f u s e d h e a v y c h ai n e x p r e s si o n pl a s m id s . E x o n s

a r e s h o w n b y b o x e s , a n d t r a n s c ri p ti o n aI r e g u l a t o r y el e m e n t s b y fill e d o v a ls o r d i a m o n d s ･ P r
, E n a n d P oIy A a r e th e m u ri n e

h e a v y c h ai n p r o m o t e r ･ th e e n h a n c e r a n d p oly a d e n yl a ti o n sig n al of h u m a n p h o s p h o gly c e r a t e ki n a s e g e n e
, r e S p e C ti v el y . U nl e s s

O th e r wi s e i n d ic at e d
,

all g e n e s a n d r e g u la t o r y s e q u e n c e s a r e of m u ri n e o ri gin e x c e p t f o r th e C H a n d H r e gi o n s . C H a n d H
r e ri o n s ･ C H a n d H r e p r e s e n t t h e h u m a n I g G I c o n s t a n t r e gi o n a n d th e h i n g e r e gi o n

,
r e S p e C ti v ely . T h e n u m b e r s l)-6)

C O r r e S p O n d t o th o s e d e s c rib e d i n th e t e x t ( M a t e ri als a n d M e th o d s) . C l e a v a g e sit e s of r e s tric ti o n e n z ym e S a r e i n d
■
i c a t e d ; B ,

B a m H I ; E
,
E c o RI ; H

･
H in d Ⅲ; K

,
K p n I ; N N si I ; S

,
S al I ･ C I A P r e p r e s e n t s th e tr e a t m e n t t o r e m o v e 5

･
- t e r m in al

p h o s p h a t e r e sid u e s b y di g e s ti o n wi t h c alf i n t e sti n e alk ali n e p h o s p h a t a s e ･ V e c t o r s a n d D N A f r a g m e n t s a r e n o t d r a w n t o s c al e ,
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1 トに て37 ℃ に い1 2 時間振汝培養 した . 培養終 了後 8
,
0 0 0 r p m

,

1 0 分遠心 に よ り集菌 した . 菌体を 20 m l の 溶液 Ⅰ [50 m M グ ル

コ ー

ス
, 1 0 m M E D T A , 2 5 m M T ris- H C l 緩衝液(p H 8 .0)] に 緩や

か に 懸濁 後 5 分室 温に 静 置 し ,
4 0 m l の 溶液 Ⅱ [0 .2 N N a O H

,

1 % S D S ] を 加 え 緩 や か に 攫押 L l O 分間水 中 に 静 置 し た 後 ,

3 0 血 の 溶液 Ⅲ(3 M 酢酸 カ リ ウ ム
,
5 M 氷酢酸) を加 え据 拝 し

,

再度10 分間水中に静置 した . 抑00 0 r p m
,
2 0 分遠心 し

, 上清 を濾

過 した の ち
,
0 . 6 倍量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 加 え1 5 分間 室温 に

て 静置 した , 1 2 ,0 0 0 r p m
,
3 0 分遠心 し

, 沈殿を80 % エ タ ノ ー ル に

て 洗 浄 , 乾 燥 後 8 m l の T ris E D T A (T E) (1 0 m M T ri s
- H C l

p H 8 .0
,
1 m M E D T A p H 8 .0) に 溶 解 し , 8 .8 g の 塩化 セ シ ウ ム

( GI B C O B R L
,
G ai th e r sb u r g ,

U .S . A .) ,
8 m l の 臭化 エ チ ジ ウ ム 溶

液(1 0 m g/ m l) を加 え
,
3

,
0 0 0 r p m

,
1 0 分遠心 後 , 上 清を ク イ ッ ク

シ ー ル チ ュ
ー ブ (q u i c k s e al t u b e) ( ペ

ッ ク マ ン ジ ャ
バ ソ

, 東 京)

に 密封注入 した .

ペ
ッ ク マ ン V T i6 5 垂直 ロ ー タ ー ( ペ

ッ ク マ ン

ジ ャ
バ ソ) に て20 ℃

,
6 0 ,

0 0 0 r p m
,
1 4 時 間超遠心 し

,
プ ラ ス ミ ド

の バ ン ドを 注射器 で 回 収 し , ブ タ ノ ー ル 抽出後 ,
T E に 対 して

一

晩透析 し 1 m g/ m l の 濃度 に調整 した .

Ⅳ . サ イ トカ イ ン 融合 モ ノ ク ロ ー

ナ ル抗体産生ミ エ ロ
ー

マ の

作成

1 . 遺伝子導入

遺伝子導入 は エ レ ク ト ロ ボ レ ー シ ョ ン 法 に よ っ た . S P 2 - 0/

A g 1 4 細 胞 を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (p h o s p h a t eT b uff e r e d

S ali n e
,
P B S ) で 2 回 洗 浄 し

,
エ レ ク ト ロ ボ レ ー シ ョ

ン バ
ッ

フ ァ
ー [1 0 m M M O P S (和光 , 東京)

,
血 清無添加 RP M I -1 6 4 0 培

㌔ p r v JI J2 _5 霹
0

芸雲㌔
/

/

＼

S

｢
I

l

d

/

卜占N M C S (p B lu e s c ri pt S K ･)

ん
】

0

H
･ = H M C S

叫

O d E n C ノく

(h u m a n)

S V 4 0 n e o p oly A

p S V 2 ･ H c J( n e O - V .< 1 6

地] に 浮遊 させ 1 ×1 0
7

個/ m l の 濃 度に 調整 し細胞浮遊液を作製

した . 制 限酵素 S a 汀 で 切断 し直線化 した 20 捕 の サ イ ト カ イ ン

融合重鎖発現プ ラ ス ミ ドと
, 制限酵素 B a m H I で 切断 し直線化

した 1 捕 の 軽鎖発現プ ラ ス ミ ドを 50 恥1(5 ×1 0
8

個) の 細胞浮遊

液 と ともに 0 ･4 c m 幅キ ュ
ベ

ッ ト (B i o- R a d
, 束京) に 注入 し

,
5

分 間氷上 に 静 置 した の ち , G e n e P u ls e r (B io - R a d) を 用 い て

25 0 V/ 9 6 恥F の 設定 条件に て 1 回 パ ル ス を 加え る こ とに よ り ト

ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 っ た .
パ ル ス を加 えた 直後キ ュ

ベ
ッ ト

を10 分間氷上 に 静置 した後 , 細胞 液を 1 0 m l の 1 0 % F B S 添加

R P M I1 6 4 0 培地 に 加 え
, 懸濁後 ,

96 穴 マ ル チ プ ル ウ ニ ル プ レ ー

ト ( F al c o n
,
0 Ⅹ n a r d

,
U ･S ･A ･) 上 へ 1 0 0 FLl ず つ 播種 し

,
5 % C O 2

,

3 7 ℃ に て 培養 した .
ェ レ ク ト ロ ボ レ

ー シ ョ ン 後48 時間非選択培

地 で 培養 した の ち , 各 穴毎 に 160 0 〟g/ m l の ジ ェ ネ テ ィ シ ソ

( G ib c o B R L
,

G i n t h e r s b u r g ,
U .S . A .) を 含 む 血 清含 有培 地 を

100 J∠1 加 え (最終濃度 800 帽/ m l) ,
さ らに10

-

1 4 日間 ,
5 % C O 2 ,

3 7 ℃ に て 培養 した ,

2 . E L IS A 法 に よ る ス ク リ ー ニ ン グお よび 抗 体産 生細胞 の

樹立

20 p g/ m l の プ ロ テ イ ン A (S i g m a , S t . L o ui s , M o . U .S . A .) を

9 6 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト (F al c o n) の 各 ウ エ ル に 50 /ム ず つ 分 注

し
,
1 4 時間 4 ℃ で 静置後内容 を 回 収 し ,

P B S で 2 回 洗浄後 ,

2 0 0 pl の ブ ロ ッ キ ン グ溶液 【l % ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (b o vi n e

S e r u m a lb u m i n , B S A ) (B o e h ri n g e r M a n n h ei m
,
K u hl L a g e n

,

G e r m a n y) , 0 . 0 2 % ア ジ化ナ トリ ウ ム (s o di u m a zid e
,
N a N 3) 含有

P B S】 を 各穴毎に 分注 し室温 に 3 0 分 間静置 した の ち 内容 を捨

P r V D J3 J4 E ｡ ㌔

｡ E ｡ ｡ G T ㌻言㌃言1
~

; ㌃ ∴
-

~

ごて
~

J てI

G G T A A A G G T G G C G G T G G A T C C G G C G G T G G T G G A A G T G G T G G A G G A G G T T C G G T A C C C A C C C G C

l
∴

_
1 1 1

B a m Ⅲ K p 山

1

C†1

p U H G l ･

m G M ･ C S F ･ V H 川

m G M - C S F

F ig ･ 2 ･ C o n s tr u c ti o n of pl a s mi d s p S V 2 - H C k n e o V k 1 6 a n d p U C H G l -

m G M - C S F V H 1 6 ･ O ri
, p B R 3 2 2 r e pli c a ti o n o ri gi n ; A m p ,

β-1 a c t a m a s e g e n e ; S V 4 0
,
S V 4 0 p r o m o t e r ; M C S

,
r n ulti pl e cl o n i n g sit e ; h u P G K

,
h u m a n p h o s p h o gl y c e r a t e ki n a s e ; G 4 S

,

G ly ci n e
q Gl y ci n e

- G l y c in e
- G l y ci n e

-S e ri n e ･ R e s tri c ti o n e n z y m e s ; N , N o t I ; Ⅹ
,
Ⅹb a I . F o r o th e r si g n s･

,
S e e th e l e g e n d of F i g . 1 .
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て ,
E L I S A ア ッ セ イ ブ レ ー

トを作成 した . ミ エ ロ ー マ 細胞培 養

プ レ
ー ト の 各 ウ ニ ル か ら培 養 上 清 を 10 恥1 ず つ 採取 し ,

E LI S A ア ッ
セ イ用 プ レ ー ト へ 分狂 した . プ レ ー ト を37 ℃に て

30 分静置後 内容を 捨て
,
2 0 0 〃1 の P B S に て 3 回洗浄 し

,
5 0 〃1 の

西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (h o r s e r a di s h p e r o x id a s e , H R P)

標 識 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ プ リ ン 抗 体 ( C a p p el
,

D u r h a m , N C ,

U ･S ･A ･) を分注 し
,

プ レ ー

ト を37 ℃ に て30 分静置後 内容を 捨て ,

20 恥1 の P B S に て 3 回 洗浄 し乾燥 させ た . 5 恥1 の ペ ル オ キ シ

ダ
ー ゼ一基質溶液 rO .1 M ク エ ン 酸 t O .2 M リ ソ 酸 2 ナ ト リ ウ

ム
,
0 ･ 0 4 % オ ル ソ ー フ ユ ニ レ ン ジ ア ミ ン ( 0

-

p h e n y l
e n di a m i n e

,

O P D) (S i g m a
, O x n a rd , C a rif o r n i a

,
U .S .A .) ,

0 .0 0 3 2 % H 2 0 2)] を加

え て発色 させ
,

M i c r o pl at e T it e r (B i o
- R a d) を 用い て 49 0 n m の

波長の 吸光度を 測定 し抗体産生細胞を 選別 した . 選別 された 細

胞群 を 限界希釈法を繰 り返 して 行い 細胞を ク ロ ー ン 化 し
, 安定

した サ イ ト カ イ ン 融合抗体塵生 ク ロ ー

ン を樹立 した .

Ⅴ . サ イ トカイ ン 融合抗体の 精製

抗体塵生 ミ エ ロ
ー マ は無血 清培地 [5 〃g/ m l ヒ ト イ ン ス リ ン

(S ig m a) ,
5上場/ m l ヒ ト ト ラ ン ス フ ェ リ ン (S ig m a),

2 ×1 0T 5
M エ

タ ノ ー ル ア ミ ン
,
2 ×1 0~ 5

M メ ル カ プ ヤ エ タ ノ ー ル
,
1 m g/ m I

B S A 含有血清無添加 R P M I-1 6 4 0] で 7
-

1 0 日 間培養 し
, 培養上

清 を 6 ,0 00 r p m
,
1 0 分遠心 し上 清 を 集め

, 培養 上 清 11 に つ き

313 g の 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム ( ナ カ ラ イ
, 東京) (50 % 飽和度) を 加

え緩や か に 室温で30 分 間携絆 し
, 懸濁液 を 8

,
0 0 0 r p 町 3 0 分速心

した の ち , 沈殿を 1 0 m l の P B S に 溶解 し
,
P B S に 対 して 4 ℃

で
一

晩透析 した . 透析 チ ュ
ー

ブ よ り 1 5 m l の 遠心 管(F alc o n) に

溶液を 移 し
,
3

,
0 0 0 r 叩 ㍉ 10 分間遠心 し, 上 帝を 5 m l の ア フ

ィ ゲ

ル プ ロ テ イ ン A カ ラ ム (B i o
- R a d) に 吸着 , 平衡後 , 溶出 バ

ッ

フ ァ
ー 【0 ･1 M N a C l , 0 .1 M グ リ シ ン ( G ib c o B R L) 含有 P B S

,

p H 3 ･0] で溶 出した . 溶出液 を直 ち に 中和バ
ッ フ ァ

ー (1 M T ris

含 有 P B S
, p H 8 .8) に て 中和 し

,
ウ シ 血 清 ガ ン マ グ ロ ブ リ ン

(S ta n d a rd l
,
B i o

- R a d) を コ ン ト ロ
ー ル と して Bi o- R a d P r o t ei n

A s s a y ( B i o
- R a d) を 用 い て 標準曲線を 作製 し, 融合 抗体 の 蛋 白

濃度を 測定 した .
ピ ー ク 分画を 含む 溶出液約 3 m l を P B S に 対

して 4 ℃で
一 晩透析 後

,
サ イ ト カ イ ン 融合抗 体濃度 を 1 m g/

m l に 調整 した .

Ⅵ . サ イ トカイ ン融合抗体の S D S , P A G R 解析

サ イ ト カ イ ン 融 合 抗 体 ( M H 1 6 -

m G M- C S F
, M H 1 6- m I し2

,

M H 1 6 -

m Iし4) お よ び コ ン ト ロ ー ル 抗体 (H M 1 6) 各 2 pl (2 FLg) に

3 iLl の P B S と 5 pI _ の 2 ×S D S 泳 動 バ
ッ フ ァ

ー (5 0 m M

T ris- C I p H 6 .8
,
1 0 0 m M ジチ オ テ リ オ

ー

ル
,
1 % S D S

,
0 . 1 % ブ ロ

モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー

, 1 0 % グリ セ ロ
ー

ル
,

2 % 2- メ ル カ プ ト ニ

タ ノ ー ル) を 加え 5 分間煮沸後急冷 し ,
1 0 % S D S ポ リ ア ク リ ル

ア ミ ド ゲ ル ( p oly c r yl a m id e g el) 電 気 泳 動 を 行 っ た (走 電流

60 m A ) . 泳動後 ゲ ル を 染色液[0 . 1 % ク マ ジ ー プ リ リ ア ン ト ブ

ル ー ( G ib c o B R L ) ,
5 0 % メ タ ノ ー ル

,
1 0 % 氷酢酸] に 浸 し緩や か

に 振 とう しな が ら 1 時間染色 した 後 , 脱色液(30% メ タ ノ ー ル
,

1 0 % 氷酢酸) に 浸 し 一 晩緩や か に 脱色 した .

Ⅶ . フ ロ ー

サイ トメ トリ
ー

に よ るサ イ トカ イ ン融合抗体の抗

原結合能の 解析

P 糖茸自強発現 ヒ ト卵巣癌細胞株 278 0
A D

を P B S に て 2 回洗

浄後 , 細胞 を 4 ℃に 冷却 した染色緩衝液(2 % F B S 添加 P B S) に

浮遊 させ
,

2 ×1 0
7

個/ m l に 調整 した . 1 .5 m l ェ ッ
ベ ン ドル フ

チ ュ
ー ブ に 5 恥1 の 細胞浮遊液と 20 /上1 の サ イ ト カ イ ン 融合抗体

希 釈液 (5 恥g/ m l) , 抗 P 糖 蛋 白 マ ウ ス
ー ヒ ト キ メ ラ 抗 体
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( M H 1 6) 希釈液(50 〃g/ m l) およ び コ ン ト ロ
ー

ル 抗体【坑Ⅰし2 受

容体抗体 (癌研究会癌化学療法 セ ン タ ー 分子生物治療 研究部溝

田 洋文博士 よ り供与 され た)] (5 0 〟g/ m l) を加え , 水中で60 分静

置 した の ち
,
3

,
0 0 0 r p 町 2 分遠心 し

, 沈殿を 染色緩衝液に て 2

回 洗浄後細胞 を 5 恥l の 染色緩衝 液に 浮遊 させ
,

フ ル オ レ ス セ

イ ン
･ イ ソ チ オ シ ア ン 酸 (fl u o r e s c ei n s o thi o c y a n a t e

,
FI T C) 標

識抗 マ ウ ス 免疫 グ ロ ブ リ ン 抗体(C a p p eI) を 2 恥1 加え水中で20

分静置後 1 m l の 染色緩衝液 に て 2 回 洗浄 し
, 細胞を 1 m l の 染

色緩衝液に 浮遊 さ せ
,
F A C S c a n (B e c to n D i c ki n s o n) の L y sis

Ⅱ プ ロ ト コ ー ル を用い て解析 した .

Ⅷ
. サ イ トカイ ン 融合抗体 の生理活性 の測定

1 . Ⅰし2 お よび IL - 4 バ イ オ ア ッ
セ イ

II ; 2 お よび IL - 4 融合抗体の 生物活性 は マ ウ ス C T L し2 細胞

を使 っ た T 細 胞増殖ア ッ セ イ を用 い て 解析 した . C T L し2 細胞

ほ48 時間Ⅰし2 を 枯渇 した状態 で 培養 したの ち
,
1 ×1 0 個 の 細胞

を 20 恥1 の 培地に浮遊させ
-

96 穴丸底 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト

(F al c o n) に 播種 し, 種 々 の 濃度の サ イ ト カ イ ン 融合抗体 お声び

覿換 え体 Ⅰし2 を加 え培養 した . 3 7 ℃
,

5 % C O 2 で20 時間培養

した の ち 各穴毎に 1 p Ci の ｢ メ チ ル
｣ H ｣ チ ミ ジ ン ( A m e r sh a m

,

G r e e n wi c h , C T , U .S . A .) を加 え 4 時間培養 した の ちセ ル ハ ー ベ

ス タ ー (S K A T R O N I N S T R U M E N T S
,
S t e rli n g ,

V A , U .S . A .) を

用 い て 細 胞 を グ ラ ス フ ァ イ バ ー ペ ー パ ー (S K A T R O N

I N S T R U M E N T S) に 吸着 させ , 放射活性を 液体 シ ン チ レ
ー

シ ョ

ン カ ウ ン タ 【 ( ペ
ッ ク マ ン ジ ャ

パ ン) を 用い て 測定 した .

2 .
G M

- C S F バ イ オ ア ッ セ イ

G MTC S F 融合 抗 体 の 生 物活 性 は マ ウ ス 血 管 内皮 細胞 株

E n d o
-1 増殖ア ッ セ イ を 用い て 解析 した . 1 × 1 0 順 の E n d o

- 1 細

胞を 20 恥1 の 無血 構 D M E M 培地に 浮遊 させ96 穴丸底 マ ル チ ウ

エ ル プ レ ー

ト (F al c o n) に 播種 し
, 種 々 の 濃度の サ イ ト カ イ ン 融

合抗体お よび 覿換 え体 G M-C S F ( キ リ ン ビ " t /

,
東京) を加 え

て 培養 した . 37 ℃ , 5 % C O 2 で2 0 時間培養後 , 各穴毎 に 1 〟Ci

の [ メ チ ルー
3
H] チ ミ ジ ン ( A m e r s h a m ) を加え

,
4 時間培養 した

の ち 上述 と同 じ方法 で 放射活性を測定 した .

Ⅸ . 細胸傷害活性の 測定 ヒ

C 57 B L/ 6 マ ウ ス の脾細胞を10 % F B S 添加 R P M ト16 4 0 培地

で 8 ×1 0
6

個/ 血 4 ×1 0
6

個/ m l, 2 × 1 0
6

個/ m l
,
1 × 1 0

6

個/ m l に 調

整 し
, そ の 10 恥1 ず つ を9 6 穴 丸 底 型 マ イ ク ロ プ レ ー ト

( F alc o n ) の 各穴毎に 分注 し
, 作動細胞( eff e ct c e11) と した .

一

方 , 標的細胞(t a r g e t c ell) と して B1 6 F l O m d r (多剤耐性遺伝子

m d r
-1 導入 マ ウ ス メ ラ ノ ー マ 細胞 株) を 用 い た . 2 .5 ×1 0

7

個/

m l の 濃度 の 標 的 細 胞浮 遊 液 200〟1 に
,

50 / 疋i の N a 2

51
C r O 4

( A m e r s h a m ) (5 0 pl) を 加え
,
3 7 ℃

,
5 % C O 2 条件下で45 分間イ

ン キ ュ
ベ ー シ

ョ ン した の ち ,
R P M ト16 4 0 培 地で 3 回 洗浄 し

,

1 0 % F B S 添加 R P M I-1 6 4 0 培地に 浮遊 させ 2 ×1 0
5

個/ m l の 濃

度に 調整 し
,

51

C r 標識標的細胞浮遊液と した . 次い で
51
C r 標識

標的細胞浮遊液 10 恥1 を 先の 作動細胞液 10 仙1 に 加え た( こ の

条件で 作動細胞 と標的細 胞の 比 ほ そ れ ぞれ 40 : 1
,
2 0 : 1

,
1 0 :

1
,
5 : 1 と な る . ) . さ らに 各ウ エ ル に そ れ ぞれ サ イ ト カ イ ン 融合

抗体 お よび コ ン ト ロ ー ル 抗体( M H 1 6) を 10 〟g/ m l と な る よ う

に加 え , 3 7 ℃
,

5 % C O 2 下 で 4 時間イ ン キ エ
ペ -

シ ョ ン したの

ち , 上 清を各 ウ ェ ル か ら 100 /上1 ず つ 採取 し
,
上清中の

51
C r 放出

量を オ ー トウ エ ル ガ ン マ ー カ ケ ン タ
ー

(
.

ペ ッ ク マ ン ジ ャ バ ソ)

を用 い て測定 した . 下記の 計算式に 基づ き特異的
51

C r 放出量を

算出 して
,

これ を 細胞傷害活性 と した .



6 6 0

細胞傷害活性 ( % ) = 1 0 0 ×(
51
C r 実測値

-
51
C r 自然放出量)/

(
51
C r 最大放出量 -

51
C r 自然放 出量)

最大放出量は標 的細胞 に 0 .1 N 塩酸 100 J上1 を 加 え た と き の

引
C r 放出量 を示 し

, 自然放 出量は1 0 % F B S 添加 R P M I -1 6 4 0 培

地 10 恥1 を 加え て 4 時間イ ン キ
エ

ペ ー シ ョ ソ した の ち の 標的細

胞
51
c r 放 出量で ある .

X . サ イ トカイ ン融合抗体 の生体内で の抗腫瘍活性

1 .5 ×1 0
T

個 の 27 8 0
A D 細胞を ヌ

ー

ド マ ウ ス (B A L B/ c ; n u/ n u)

( 日 本チ ャ
ー ル ズ リ バ ー

, 厚木) の 側腹部皮下に 接種 し
,

そ の 2

日 , お よ び 5 日 後に 1 〟g の サ イ ト カ イ ン 融合抗体お よ び 抗 ヒ ト

P 糖蛋白 マ ウ ス
ー ヒ ト キ メ ラ 抗体( M H 1 6) を尾静脈よ り投与 し

た . P B S を投与 した マ ウ ス を コ ン ト ロ ー ル と した . 各 群5 匹 に

つ い て 施行 し
‥
睦瘍接種14 日後か ら腫瘍 サ イ ズ を経 時的に 測定

した .

成 績

Ⅰ . サイ トカイ ン融合 キ メ ラ抗体発現 ベ クタ
ー

溝 田
,
鶴尾 らに よ り ク ロ

ー

ニ ン グされ た多剤耐性遺伝 子産物

ヒ ト P 糖蛋白 に 対す る マ ウス モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 M R E 1 6 の

軽鎖可 変領域お よ び重鎖 可変領域遺伝子 を
,

サ イ ト カ イ ン 融合

キ メ ラ抗休の 軽鎖 お よ び重鎖 を作成する の に 使用 した . 融合抗

♯3 ; F A C S I B
-

8 7 ＼F L 卜 H ＼F L l
- 日管i g h t

h
む
q

∈
ゴ
鋸
l

l

む

U

蠍3 : F FI C S l e - 0 9 ＼F L l - H ＼F L 卜 H e i g h t

0

0

0

0

2 0

9 6

6 6

婚

Fig ･ 3 ･ S D S - P A G E a n al y si s of c y t o ki n e
-f u s e d a rltib o di e s . 2

P g Of e a c h m o n o cl o n al a n ti b o d y M H 1 6 (1 a n e l ),
M H 1 6-I L-2

(l a n e 2) ,
M H 1 6 -II . / 4 (1a n e 3) ,

M H 1 6- G M - C S F (1 a n e 4) w e r e

S u bj e c t e d t o S D S- P A G E a n al y sis af t e r 2- m e r C a p t O e th a n ol

tr e a t m e n t ･ A r r o w s i n d i c a t e th e b a n d s of c y t o ki n e - a n ti b o d y

f u si o n p r o t ei n s .

♯3 : F 11C S 1 8
-

1 1 ＼ F L l
-

H ＼ F L l
一

日e i g h t

♯3 ; F11 C S 1 8 - 1 (a ＼ F L l 一 日＼F L l - H e i g h t

Fl u o r e s c e n c e i nt e n sity
F i g ･ 4 ･ S p e c ifi c b in d in g pf c yt o ki n e-f u s e d c h i m e ri c a n tib o di e s t o th e t u m o r c ell s . 2 7 8 0

A D
t u m o r c ell s w e r e i n c u b a t e d wi t h th e

i n d i c a t e d a m o u n ts of p a r e n t al a n tib o d y (M H 1 6) o r c yt o ki n e
-f u s e d a n ti b o di e s ( M H 1 6- G M - C S F

,
M H lふⅠし2 ■

a n d M H 1 6TI L-4) .

B o u n d a n tib o d i e s w e r e d e t e c t e d b y FI T C c o nj u g a t e d g o a t a n ti -

m O u S e I g s s p e cifi c a n t o b o di e s . A n ti-I し2 r e c e p t o r a n tib o d y w a s

u s ed a s c o n tr ol a n tib o d y (th e o p e n p e a k) .



サ イ ト カ イ ン 融合抗体に よ る新 しい 腫瘍免疫凍法の 開発

体重鎖発現 ベ ク タ ー ほ
,

M R K 1 6 の シ グナ ル シ
ー

ク エ ン ス を 含

む 重鎖可 変領域 マ ウ ス ゲ ノ ム D N A 断片に 続き,
ヒ ト免疫 グ ロ

ブ リ ン I g G 一定常領域ゲ ノ ム D N A 断片と
,

そ の 3
,

末端に (グ

リ シ ソ
ー

グリ シ ン
ー

グ リ シ ン
】 グ リ シ ン

ー

セ リ ン)｡ の1 5 ア ミ ノ

1 0
- 6

1 0
-5
1 0

-4
1 0

･3
1 0

-2
1 0

-1
1 0

0
1 0

(

言
ト
q
)

ぷ
至
旨

【

嵩
M

】

(

宗
一

邑

ぷ
d

宣
n

【

嵩
n

】

㈹

㈹

4

つ
ム

1 0
2
1 0

3

C o n c e n t r ati o n or I しヱ ( n釘m l)

B

10
- 5

1 0
-4

1 0
- 3

Ⅳ
2

1 0
- 1

1 0
0

1 0

C o n c e n t r a ti o n o f G M ･ C S F (LLd mi )

F i g . 5 . T h e c y t o ki n e-f u s e d c hi m e ri c a n tib o di e s d o n o t l o s e

th e n a ti v e bi ol o gic al a c ti vity of th e c yt o k i n e s . ( A) Ⅰし2

a c ti vit y of p u rifi e d M H 1 6 -Ⅰし2 a n d M H 1 6 -I L-4 a s m e a s u r e d

b y [
3
H] th y mi d i n e i n c o r p o r a ti o n of m o u s e T c ell li n e

,

C T L し2 . R e c o m bi n a n t h u m a n I L-2 w a s u s e d a s c o n t r ol .

S y m b oI s f o r c h i m e ri c p r o t ei n s a n d n a ti v e c y t o ki n e a r e a s

f o llo w s : ( □), M H 1 6-I L- 2 ; (◇) ,
M H 1 6 -I L 4 ; (○) , r hI し2 .

(B ) G M- C S F a s m e a s u r e d b y [
3
H ] th y m id in e i n c o r p o r a ti o n

O f m o u s e v a s c ul a r e n d o th eli al c ell li n e
,
E n d o

-1 . R e c o m b i
-

n a n t m o u s e G M - C S F w a s u s e d a s c o n tr oi . S y m b oIs f o r

C h i m e ri c p r o te in s a
･
n d n a ti v e c y t o k in e a r e a s f o1l o w s : (□) ,

M H 1 6 - G M- C S F ; (◇),
r m G M - C S F . R e s u lts w e r e n o r m ali-

Z e d t o c y t o ki n e c o n t e n t of th e f u si o n p r o t ei n .
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酸残基か ら な る合成 リ ン カ ー

を は さ ん で サ イ ト カ イ ン の 成熟

CD N A 断片が組み 込まれ , そ の 後 ろ に ヒ ト フ ォ ス フ ォ グ リ セ

レ q ト キ ナ
ー ゼ (p h o s p h o gl y c e r a t e ki n a s e

,
P G K) 遺伝子の ポ リ

A が艇 み込まれ た構造と な っ て い る ( 図2 - B ) . 本 ベ ク タ ー

の 転

写 ユ ニ
ッ ト ほ マ ウ ス 免疫 グ ロ ブ リ ン 重鎖遺伝 子固有の プ ロ モ ー

タ
ー ~

エ ソ ハ ン サ ー に よ りそ の 発現調節が起 こ る . 軽鎖発現ベ

ク タ ~

に は
I
M R K 1 6 の シ グ ナ ル シ ー ク エ ン ス を含む 軽鎖可 変

部領域 ゲ ノ ム D N A 断片に 続き
,

ヒ ト k 軽鎖 定常領 域 ゲ ノ ム

D N A 断片お よ び S V 4 0 ポ リ A 配列が組 み込 まれ て お り ,
マ ウ

ス 免疫 グ ロ ブ リ ン 軽鎖遺伝子固有 の プ ロ モ ー

タ
ー

な らび に ヒ ト

k 軽 鎖遺伝子 エ ソ ハ ン サ ー

の 組 み 合わ せ に よ りそ の 転写 ユ

ニ
ッ ト の 発現が 調節 され る . さ ら に 軽鎖発 現 ベ ク タ

ー

に ほ

S V 4 0 プ ロ モ ー タ ー に よ り転写活性を 調節 される選択 マ ー カ ー

遺伝子 で ある n e o 遺伝子が 含まれ て い る (図2 - A) .

Ⅰ ･ サイ トカイ ン融合キ メ ラ抗体産生 ミエ ロ
ー

マ

エ レ ク ト ロ ボ レ ー

シ ョ ン 法 に よ り 1 捕 の 軽鎖 発現 ベ ク タ ー

と 20 鵬 の サ イ ト カ イ ン 融合重鎖発現 ベ ク タ ー

を 5 ×10
6

個 の マ

ウ ス ミ ュL lコ
ー

マ S P 2 -0/ A g 1 4 細胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した

の ち ,
G 4 1 8 選択に よ り サ イ ト カ イ ン 融合抗体産 生 ミ エ ロ ー マ

0 10 20 30

E / T r a ti o

F i g ･ 6 ･ T h e c yt o k i n e-f u s e d c hi m e ri c a n tib o di e s ki11 P- gly c o-
P r O t ei n- e X p r e S Si n g B 1 6 F l O c ell s ( B 1 6 F l O r n d r) a s eff e c ti v eIy
a s th e p a r e n t al a n tib o d y ･ S pl e e n c ell s f r o m C 5 7 B L/ 6

m o u s e w e r e u s e d a s th e eff e c t o r c ell s o u r c e . B 1 6 F l O m d r

W e r e O b t ai n e d b y tr a n sd u ci n g th e M D R g e n e i n t o B 1 6 F l O

C ell s u si n g a r et r o vir aI v e c t o r . T a r g e t c ell s w e r e la b e11 e d

W ith
5I
c r ･ C e11 s u s p e n si o n (1 0 0 FLl) c o n t ai n g l O

4

la b ell e d

t a r g et B 1 6 F l O m d r c ell s w a s i n c u b a t e d a t 3 7 ℃ f o r 30 mi n

W ith 5 0 p g/ m l of a b o v e i n d ic t e d m o n o c lo n al a n tib o di e s i n

a 9 6 -

W ell mi c r o c ult u r e pl a t e . T h e n
,
1 0 0 FLl of c ell s u s p e n s

-

i o n c o n t ai n l n g ef f e c t o r c ell s w e r e a d d ed e a c h w ell . T h e

pl at e w a s i n c u b a t e d at 3 7 ℃ f o r 6 h r s i n a h u mi d ifi e d 5 %

C O 2 a t m o s p h e r e ･ A ft e r c e n t riftl g a ti o n
, th e r ad i o a c ti v lt y i n

l O O Jl̀ of s u p e r n a t a n t w a s c o u n t e d b y a g a r n m a c o u n te r .

S y m b oI s f o r th e c hi m e ri c p r o t ei n s a n d p a r e n t al a n tib o d y

a
･r e a S f oil o w s ; ( ロ) ,

M H 1 6 ; (◇) ,
M H 1 6 - G M - C S F ; (○) .

M H 1 6-Ⅰし2 ; ( △), M H 1 6 -Ⅰし4 ; (欄) ; N o▼ad diti o n . S y m b oIs

m e a n tri pli c a te d e te r mi n a ti o n s ; E r r o r b a r s r e p r e s e n t th e

S ta n d a r d d e v i atio n (S D) of t h e m e a n s .
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を 樹立 した . G 4 1 8 選択 に 基づ く ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 効率

ほ 1 0
~

し -

1 0
~

4
で あ っ た . 無血 清培地上 で ミ エ ロ ー マ を 7

-

1 0 日

培養 し , 8 0 % の 細胞が 死ん だ 時点 で培養上 清を 採取 し融合 抗体

を 精製 した . 1 1 の 培養上 清か ら約 1 m g の 抗体が精製 され た .

Ⅲ . サイ トカイ ン融合キメ ラ抗体の 物理学的性状

融合抗体を 2 - メ ル カ プ ト ニ タ ノ
ー ル で 還 元 し抗体 分 子内 の

S - S 結合を切断 した 状態で S D S - P A G E 解析を行 っ た 結果 , 約

25 k D a 付近の 免 疫グ ロ プ リ ン 軽鎖に 相 当す る バ ン ド に 加え ,

2 0 k D a 前後 の サ イ ト カ イ ン 分子が 結合 した免疫 グ ロ ブ リ ン 重鎖

に 相 当する
, 約 75 k D a の バ ン ドが 認め られた (園 3) .

Ⅳ . サ イ トカイ 融合キ メ ラ抗体の 生体内での 生物学 的性 状

1 . 抗原結合能

サ イ トカ イ ン 融合キ メ ラ抗体の 抗原結合能ほ 多剤耐性遺伝子

産物 P 糖蛋白強発現 ヒ ト卵巣癌細胞株 27 鋸
A D

を 抗原 と して フ

ロ ー サ イ ト メ トリ ー を用 い て 解析 した . 三 種類の サ イ ト カ イ ン

融合キ メ ラ 抗体は い ずれ も 278 0
A D

細胞に 対 す る結合 能 を 保持

して い た (図4 ) .

2 . サ イ トカ イ ン 生理活性

サ イ ト カ イ ン 融合抗体 M H -1 6 -

m I L -2
,
M H 1 6 -

m I L - 4 の サ イ ト

カ イ ン 生理 活性は マ ウ ス T 細胞株 C T L し2 細胞に 対する 増殖

刺激活性を 指標に して 測定 した . 両抗体と もに 濃度依存性 に 増

殖刺激活性 を 示 した が , 組 換 え 体 ヒ ト IL -2 と比較 す る と約

1 0 , 00 0 分の 1 に 比括性 が減 弱 して い た (図 5 - A ) .
M H 1 6 -

m G M -

C S F の 生理活性 ほ マ ウ ス 血 管内皮細胞株 E n d o
-1 に 対する 増殖

刺激活性 を指標に して測定 した . こ の 抗体でほ 濃度依存性 に 増

殖刺激活性が 認め られ
, 阻換 え体 マ ウ ス G M-C S F と 同等 の 比

活性を保持 して い た (図 5 - B ) .

㈱

(

M

∈
∈
)

責
叫

峨

L

ら

∈
ヨ

←

1 0 1 5 2 0 2 5 30 35 40

D a y s ar l e r t 11 m O r i n o 蝕 1at i o m

F ig ･ 7 ･ I n hibiti o n of t u m o r g r o w th i n 2 7 8 0
^ D

-b e a ri n g n u d e

m i c e ･ M i c e b e a ri n g S ･ C ･ t u m O r S W e r e tr e a t e d in wi th l 〟g

Of M H 1 6
,
M H 1 6 -I L - 2

,
M H 1 6 -I L - 4

, M H 1 6 - G M - C S F o r P B S

O n d a y s 2 a n d 5 af t e r t u m o r i n o c u la ti o n . T u m o r
-

Si z e w a s

d e t e r mi n e d f r o m th e f o r m ul a : V = 1/ 2 a b
2

,
W h e r e a i s th e

l o n g e s t di a m e t e r a n d b is th e sh o r t e s t d i a m e t e r of th e

t u m o r a n d i s e x p e r s s弓d a s 真 土S D ( e r r o r b a r s) in e a c h

g r o u p ･ S y m b oI s f o r th e ch i m e ri c p r o tei n s a n d p a r e n t al

a n tib od y a r e a s f oll o w s : (□) ,
C o n tr ol ; (◇), M H 1 6 ; (○),

M H 1 6 -I L -2 ; ( △) ,
M H 1 6 -II .- 4 ; (も) ; M H 1 6 - G M - C S F .

3 . 細胞傷害活性

多 剤耐性 遺伝 子 導 入 マ ウ ス B 1 6 F l O m d r 細 胞 株 (B 1 6 F l O

m d r) を 標的細胞 , 同種 C57 B L/ 6 マ ウ ス の 脾細胞を 作動細胞 と

して サイ トカ イ ン 融合抗体 A D C C 活性 の 増強効果を 調 べ た .

3 種類 の サ イ ト カ イ ン 融合キ メ ラ 抗体 は い ずれ も A D C C 活性

を 保持 して お り
, 作動細胞/ 標 的細胸比 お よ び 抗体 濃度 依存性

に 細 胞傷害 活性 の 増 強効果 を 示 した . M H -1 6 -

m I L-2 ,
M H 1 6-

m G M - C S F で は 対照 と した M H 1 6 と比較 して傷害活性の 増強

効果 を 認め た . しか し
,

M H 1 6 -

m I L - 4 の 細 胞 傷 害 活 性 に ほ

M H 1 6 と比較 し て有意な 差を 認め な か っ た ( 図6 ) .

Ⅴ . サイ トカイ ン融合キ メ ラ抗体の生体 内での 抗腫瘍活性

1 .5 × 1 0
7

個 の 27 8 0
A D 細胞を ヌ

ー

ド マ ウ ス (B A L B/ c ; n u/ n u)

の 側腹部皮下に 接種 した の ち ,
サ イ トカ イ ン 融合抗体を 経静脈

的に 投与 して
, そ の 抗腫瘍活性を 調べ た . 3 種類 の サ イ ト カイ

ン 融合キ メ ラ 抗体は い ずれ も対照群と比較 して腫瘍増殖抑制効

果を 示 した , しか しな が らそ の 増殖抑制効果に は M H1 6 投与群

と比較 して 有意 な差は 認め られ な か っ た ( 圃7 ) .

考 察

遺伝子組換 え技術 の 発達に よ り ト 腫瘍細胞 を特異的 に 認識す

る抗腫瘍 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 と
, 抗腫 瘍免 疫作 用を 有 す る エ

フ ェ ク タ
ー 細胞 を賦活す る多彩な 活性 を 有す る サ イ ト カ イ ン 分

子 と を 結 合 さ せ た 融 合 蛋 白 を 作 成 す る こ と が 可 能 と な っ

だ
2)33 )

. サ イ トカ イ ン 融合モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 に 関 して ほ 直 接

の 抗腫瘍効果を 期待 して悪性黒色腫
32)

や 種 々 の 癌腫
33)3 4)

な ど の

固形腫魔 の 治療 に 応用 しよう とす る試みが行 われ て い るほ か
,

最近 マ ウ ス B 細胞 リ ン パ 腫 の 表面免疫 グ ロ ブ リ ン イ デ ィ オ タ

イ プ と II : 2
,
I L-4 ,

G M - C S F との 融合抗体が単独 お よび 同時 投

与 に よ り腫瘍免疫を 誘導 しう る有効な腫 瘍 ワ ク チ ン とな り うる

こ とが 報告 され 癌 に 対す る 新 しい 治 療法 と し て 注 目さ れ て い

る
3G)3 6 )

. 最近 ,
S Cid マ ウ ス を用 い た 実験系で ,

Ⅰし2 融合抗 ガ ン ク

リ オ シ ド抗体 と I L-2 刺激 に よ り活性化 され た リ ン フ ォ カ イ ン

賦活 キ ラ
ー

(1y m p h o ki n e a c ti v a t e d kill e r
,
L A K) 細胞を 同時に 投

与す る こ と で
, 脾臓 内に 移植 した ヒ ト神経芽細胞腫 の 肝転移が

抑制 され る こ と が報告 され て お り
37)

,
サ イ ト カ イ ン 融合 抗体 は

癌性胸膜炎 , 癌性腹膜炎 , 消化管腫瘍の 肝転 移, 肺転移 卜 脳腫

瘍な どの 限局性腫瘍病巣 の 治療な ど へ の 応用 が期待 され る .

最近 ,
レ ト ロ ウイ ル ス ベ ク タ ー は じ め と す る ウイ ル ス ベ ク

タ
ー

の 開発 に よ り
, 高効率に 目的遺伝子を細胞 に 導入

, 発現す

る こ とが 可能 と な り
38)3 9)

,
種々 の サ イ ト カ イ ン 遺 伝子 を ウイ ル

ス ベ ク タ ー

を用 い て腫瘍細胞 に 導入 し , 放射 線照射 に よ り不 倍

化 した の ち , 生体 に 接種 して 有効な 腫瘍免疫 を誘導 しようと す

る腫瘍 ワ ク チ ン に よ る免疫遺伝子治療に 関す る基礎研究が 相次

い で 報告さ れ て い る
40 ト 42)

. すで に 欧 米諸 国で ほ 腎癌 , 悪性黒 色

腫な どの 悪性腫瘍 を対象 と して 臨床治験が 開始さ れ て い る
43)

.

しか しな が ら生体 に投与 した 際の ウイ ル ス ベ ク タ
ー

の 安全性に

つ い て は今後長期 の 観察が 必 要で あ り , 明確 な保証は され て い

な い .

一 方 1
リ ン パ 球や 造血 幹細胞な どの 血 球系細胞 で ほ 遺伝

子導入 の 効率 が低く , 腫瘍 ワ ク チ ン の 作成が 困難 で ある場合も

ある . も し抗腫瘍抗体 の 作成が 可 能で あれ ば
,

サ イ ト カ イ ン 融

合抗体を作成 し腫瘍細胞 と混合す る こ と で簡便か つ 安全 に サ イ

ト カ イ ン 産 生腫瘍 ワ ク チ ン と 同様の 効果が期待 でき る .

抗腫瘍活性 を有す る サ イ ト カ イ ン は 数多く 報告 され て い る .

I L -2 ほ試験管 内お よ び生体 内で の 全 身投与 な どに よ り腹痛 慮



サ イ ト カイ ン 融合抗体に よ る新 L い 腫瘍免疫療法 の 開発

者 の 細胞傷害性 丁 細胞
13}

,
L A K

‖一

, ナ チ
ュ ラ ル キ ラ

ー

細胞
1 紬

な

どの 増殖刺激作用 や抗腫瘍活性の 増強効果を 持つ こ とが 報告さ

れ て い るほ か
,
B 細胞

45)
や マ ク ロ フ ァ

ー ジ
仰

の 活性 化作用 な ど

多彩な 活性を 有する サ イ ト カ イ ン で あ る . 最近 , 低免疫原性腫

瘍に レ ト ロ ウイ ル ス ベ ク タ
ー

な どを 用い て IL -2 遺 伝 子 を 導入

した 腫瘍 ワ ク チ ン の 抗腫瘍免疫誘導効果
抑 ､ 52～

,
I L-2 遺伝 子 導

入 細胞傷害 性 丁 細 胞 の 生体 内投 与 で の 抗 腫瘍活 性 の 増強効

果
53)5 4 )

な どが相次い で 報告され て お り ,
Ⅰし2 の 免疫 応答 局所 で

の 濃度の 増加が
上 底瘍免疫に お け る抗 原認識や 抗腫瘍活性 の 発

現 に 重要で ある こ とが 注 目 され て い る . G M -C S F も腫瘍 免疫

に お い て 重要な役割を 担う サ イ ト カ イ ン の う ちの
一

つ で ある .

G M - C S F は単球お よ び マ ク ロ フ ァ
ー

ジの A D C C 活性 を高め
,

抗腫瘍作用を増強す る こ と が 知 られ て い る . また G M-C S F 遺

伝子 導入 腫瘍 ワ ク チ ン ほ 強力な抗腫瘍効果 を発揮する こ と が報

告 さ れ て お り
41)

,
G M - C S F に よ る 樹 状 細 胞 (d e n d ritic c elI

,

D C) な どの 抗原提示 細鞄の 活性化 が腫瘍免疫に 重要で ある こ と

が 示 唆 され て い る
55 沌6)

. さ らに IL - 4 も T 細胞 ,
B 細胞 ,

ナ チ ュ

ラ ル キ ラ ー 細胞 な どを 活性化 し抗腫瘍効果を 増強する こ と が知

られ て い る .

一 方 で
,

サ イ トカ イ ン を全身投与 して そ の 抗腫瘍

効果を 期待す る に は 大量の 投 与量 が必 要 とな り , 重篤な 副作用

が しば しば問題 とな っ て い る
訂 ､

. 本来 サ イ ト カ イ ン は 免疫担 当

細胞 間局所 に お い て 極微量で そ の 活性 を発揮する もの で あり
,

サ イ ト カ イ ン 融合抗体は サ イ ト カ イ ン 単独投与に 比べ 極少量 で

効率 よく エ フ ェ ク タ ー 細 胞を活性化 で き る可 能性が ある .

今回作成 した 融合抗体ほ上 述 した サ イ ト カ イ ン の も つ 種 々 の

固有 の 生理 活性や 同調効果を期待 して IL-2
,
II ; 4

,
G M -C S F の

三 種 の サ イ ト カ イ ン を選 択 した . こ れ らの サ イ ト カ イ ン 融合抗

体は い ずれ も抗体本来の 抗原結合性を 保持 して い た . Ⅰし2 お よ

び IL-4 融合抗体ほ とも に マ ウ ス T 細胞株 C T L ト2 に 対する 増

殖刺激活性を 有 して い た が , 組換 え体 IL-2 と比べ る と 大幅 に

比活性 の 減弱が 認め られ た . こ の よ うな 比活性の 減弱は
】
抗 ヒ

ト大腸癌抗体 と IL -2
, 抗ガ ン グ リ オ シ ド抗体 と G M -C S F
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,
B

リ ン パ 腫イ デ ィ オ タ イ プ と IL-4
38)

と の 融合蛋白で 報告され て い

る . 本研究 に お い て は
t 融合抗体産生 ミ エ ロ ー マ の 培養上 清を

用 い て IL -2 お よ びIL-4 融合抗体の 生理 活性を測定 した 場合も

比活性 の 減弱が 同程 度に 認め られ て お り
,
融合抗体精製過程で

比活性が 減弱する 影響 ほ少な い もの と 考え られ る . 比活性の 減

弱す る原 因と して い く つ か の 報告が ある .
マ ウ ス Ⅰし4 に は 分

子 内に 3 覿の ジス ル フ ィ ド結合が 存在 して お り , そ の 高次構造

お よ び活性維持に 重要 で ある
抑 抑

. Ⅰし4 と免疫 グ ロ ブ リ ン と の

結合に よ り IL-4 分子 内の ジス ル フ ィ ド結合が 断裂 し て 比活性

の 減弱を 引き起 こ して い る可 能性 が ある . 抗ガ ン グ リ オ シ ド抗

体 と Ⅰし2 と の 融合抗体で ほ
, 免疫グ ロ ブ リ ン と IL-2 と の 間に

ペ プチ ドリ ン カ
ー

を使用 せ ずに 直接サ イ ト カ イ ン と 抗体分子を

結合 させ て も , 組換 え体 IL-2 と全 く同等の 比活性 を 維持 し て

い る こ と が 報告され て い る
61}

. した が っ て
, 本来2 つ の 異 な る

分子の 相互 の 活性 を妨げ ない こ と を 目 的と し て設計 され た ペ プ

チ ドリ ン カ ー が
, 逆 にそ の 立 体構 造に 影響 を及 ぼ しサ イ トカ イ

ン 分子と して の 活性を 低下 させ て い る 可能性も考え られ る . ま

た
,
B リ ン パ 腫イ デ イ オ タ イ プ と G M - C S F と の 融合抗体

35)
で は

逆に 比活性が増強 して お り , 今回作成 した G MTC S F 融合 抗体

で も比悟性は維持 され て い た . サ イ ト カ イ ン 融合抗体の 生理 活

性は
t 抗体分子 と サ イ ト カ イ ン 分子 と の 結合 の 結果新 た に生 じ

る 高次構 造に 依存す る要素が 強く
, 活性が 維持 され る か否か 予
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想する こ とは 困 難で あ る .

一

方で
, 今回作成 した Ⅰし2 およ び Ⅰし4 融合抗体で ほ

,
此活

性の 低下が 認め られ たが
, そ の こ と に よ り重篤な 副作用 の 発現

する こ と なく大量の 抗体を投与で きる 可能性も考え られ る .

A D C C を指標に サ イ ト カ イ ン 融合 抗体 の 試験 管 内 で の 細胞

傷害活性を 測定 した結果か ら ほ
, 3 種の 融 合抗体 は い ずれ も

A D C C 活性を 維持 し てい た .
I L

-

2 お よ び G M-C S F 融合ほ
,

サ

イ ト カ イ ン が結 合して い な い M H 1 6 と比較 して 細胞傷 害活性

の 増強が 認め られた . Ⅰし2 融合抗体で は比活性が 著明に 低下 し

て い た に もか か わ らず
,

A D C C 清性の 増強作用が 認め られ て お

り, 腫瘍細胞局所 では 極微量の サ イ ト カ イ ン で 十分に エ フ ェ ク

タ ー 細胸の 活性 化を 誘導 で き る可 能性 が示 唆 され た . Ⅰし4 融合

抗体 でほ 逆に A D C C 活性は 減弱 して い た . I L -4 は F c レ セ プ

タ ー の 発現を 低下 させ る こ とが報 告され てお り
62､

, そ の こ と に

よ り フ ェ ク タ
ー

細胞の A D C C 活性 を減弱さ せ て い る 可 能性 が

ある .

生体内で の 胆 癌 マ ウ ス の 治療実 験 モ デ ル で ほ 予想 に 反 L
,

M H 16 と比較 L て ,
サ イ ト カ イ ン を融合 させ た こ とで 期待され

た抗腫瘍活性の 増強効果は認め られ なか っ た .
サ イ ト カ イ ン 融

合抗体で は 抗体分子と の 結合に よ り 本来 の サ イ ト カ イ ン 分子よ

りも分子量が大きくな り
,

血 中 か ら の ク リ ア ラ ン ス が 低下 し

て
, 有効血 中濃 度の 持続 時間 が 延長す る こ と が 報告 さ れ て い

る . しか し
, 分子 量が増加す る こ とiこ よ り組織移行性が 低下 し

て腫瘍局所 へ の 集積が阻害 され る 可能性も考え られ る . ま た
,

サ イ ト カイ ン 受容体は免疫担 当細胞以外の 組織 で も広く 発現 L

て い る こ と が多く ,
サ イ ト カイ ン 融合抗体を 末梢静脈か ら全身

投与 した場合 , 末梢覿織に 存 在す るサ イ ト カ イ ン 受容体に 結合

して 消費され て しま う可 能性も ある . 今回作成 した サ イ ト カ イ

ン 融 合抗体 の 場合も, 試験管 内で の 細胞傷害活性と 生体内で 期

待 され た抗腫瘍効果と の 不
一 致 の 原因 の 一

端は
, 以上述 べ た よ

うな ド ラ ッ グ デ リ バ リ ー

シ ス テ ム ( d r u g d eli v e r y s y s t e m ) に 存

在 して い る の か も しれ な い .

K o hl e r ら の ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗休作

成技術の 確 立
63) に よ り

,
理 論的に はす べ て の 抗原に 対する 均 一

で 大量の 抗体が 得 られ る よ うi こ な り
, 免 疫学の み な ら ず, 医

学 , 生物学 の 分野で 大きな進 歩が み られ た .

一

方 , 利根川 らに

ほ じま る免疫 グ ロ ブ リ ン 遺伝 子の 証明
6 硝 1

に よ り
,

そ の 構 造遺

伝子や抗原 に 対する多様性獲得の メ カ ニ ズ ム が遺伝子 レ ベ ル で

明 らか に な っ た . そ の 結果, 抗体 を コ ー ドする遺伝子の 組み換

え に よ っ て , 新 し い 抗 体蛋 白 質 の 作 用 が 可 能 と な っ た .

M o r ri s o n に よ り , 抗原と 結合す る抗体可 変領域は マ ウ ス 由来,

定常 領域ほ ヒ ト 由来で ある マ ウ ス ーヒ ト キ メ ラ 抗体の 作製が 可

能と な り
肝

,
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体ほ 悪性腫瘍 の 診断や 治療 な ど

臨床 応用が 可能と な っ た . 最近 で は ヒ ト免疫 グ ロ ブ リ ン 遺伝子

ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が 開発 され
, 容易 に ヒ ト 型 モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 が 作 製 で き る 可 能 性 が 示 竣 さ れ て い る
67-6 8 )

フ ァ
ー ジデ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ

ー

シ ス テ ム の 開発
89)

に よ り踵

瘍浸潤 B リ ン パ 球
T8)

な ど , わ ずか な m R N A ソ ー

ス か ら逆転写

反応 お よび 特異的 D N A 増幅反応(r e v e r s e t r a n s c rip ti o n
-

P Oly m
-

e r a s e c h ai n r a c ti o n
,
R T - P C R) 法に よ り抗体 ラ イ ブ ラ リ ー

を作

製 し
, 効率よく容易に 腫瘍特異的抗体を作製で きる可 能性も示

酸され て い る
71)

. 重鎖抗体遺伝子 と軽鎖抗体遺伝子 を 組 み 換え

D N A 法を用 い て ペ プ チ ド リ ン カ
ー

で 直接接続 した 単 鎖抗体

(si n gl e c h ai n
-

a n tib o d y ,
S C A b) を T 細胞受容体∈鎖に 結合させ



6 6 4 織

た 融合遺伝子を T 細胞 に 導入 し
, 人工 的に 抗原特異 的細 胞傷

害性 丁 細胞 お よ び ヘ ル パ ー T 細胞 を作製す る試み も報告 さ れ

て い る
72}7 3 )

. 遺伝子組み 換え 技術 の 進歩に よ り
,

モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗体の 応用範 囲ほ急速 に 拡大 し つ つ ある .

一 方 , 数多く の サ イ ト カ イ ン 分子 が ク ロ
ー

ニ ン グ さ れ
ト 腫瘍

免疫に 関わ る機能 が解 明され つ つ ある . しか しな が ら
,

サ イ ト

カ イ ン を 全身投与 した 場合重篤な副作用を 引き起 こす場合 が 多

く ,
サ イ トカ イ ン の 生体内で の 作用 を的確 に 把握する こ と が 困

難で あ っ た . 本研究 で 作製 され た サ イ ト カ イ ン 融合腫瘍特 異的

モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体ほ , 少量投与に よ り
, 重篤な副作 用の 発現

を 伴う こ となく腫瘍局所 で 免疫担 当細胞 を効率よく活性化 し
,

本来の サ イ ト カ イ ン 分子と して の 腫瘍免疫 に お ける役割 を 解析

す る有用な手段と な りう る . さら に
, 作製 した 融合抗体 は 定常

領域を ヒ ト免疫 グ ロ プ リ ン で 置換 した
.

い わ ゆ る ヒ ト化抗 体で

あ る . サ イ トカ イ ン 分子を ヒ ト 由来 の もの に 換 え る こ と に よ

り ,
ヒ ト へ の 投与も容易に 可能で あり

, 今後悪性腫瘍 に 対する

特異的免疫療 法 へ の 臨床応用 が 期待 され る .

結 論

1 . 腫瘍関連抗原 の 一

つ で ある ヒ ト多剤耐性遺伝子産物 P 糖

蛋 白に 対す る マ ウス ー

ヒ トキ メ ラ 抗体 と 3 種類の サ イ トカ イ ン

IL - 2 , I L-4 , G M - C S F と の 融合蛋白を 作製 した .

2 . 融合は い ずれも抗体 と して の 抗 原結合 能を 維 持 し て い

た .

3 . 作製 された す べ て の 融合蛋白 は サ イ ト カ イ ン 分子と して

の 活性を 保持 して い た ,
Ⅰし2

,
Ⅰし4 融合抗体は覿換え 体I L-2 と

比較 して比活性が 減弱 して い た が ,
G M - C F 融合抗体ほ 魁 換 え

体 G M , C S F と同等の 比活性を維持 して い た .

4 . 試験管内で 抗腫瘍活性を 調べ た 結果 , 3 種類 の サ イ トカ

イ ン 融合 キ メ ラ 抗体は い ずれも A D C C 活性を保 持 して お り ,

作動細胞/ 標的細胞 比依存性に 細 胞傷害活性 の 増強効 果 を 示 し

た . M H-1 6
-

m I し2
,
M H 1 6 - m G M- C S F ほ 対照と した M H1 6 と比

較 して傷害活性の 増強効果を 認めた が
,

M H 1 6 -

m I L-4 の 細 胞傷

害括性 は M H1 6 と比較 して有意な 差を 認め なか っ た .

5 . 生体内で の 腫瘍移植実験で 3 種類 の サ イ トカ イ ン 融 合キ

メ ラ抗体ほ い ずれ も対照群 と比較 して 有意な 腫瘍増殖抑制 効果

を 示 した . しか しな が らそ の 増殖抑制効果は サ イ ト カ イ ン を結

合 して い ない キ メ ラ抗体 M H1 6 投与群と比較 し て有 意 な 差 ほ

認め られ な か っ た .
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,
T . J . : B r e a

_
S t a n d

O V a ri a n c a n c e r- S P e Cifi c c yt o t o x i c T ly m p h o c y t e s r e c o g n iz e

th e H E R 2/ n e u
-d e ri v ed p e p tid e . P r o c . N atl . A c a d . S ci . U S A ,

9 2
,
4 3 2 -4 3 6 (1 9 9 5) .

8 ) M o u n t
,

P . F .
,
S u t t o n

,
V . R .

,
L i

,
W .

,
B u r e s s

,
J .

,

M c K e n zi e , F . C .
,

P i e et e r s z
,

G . A . & T r a p a n i
,
J . A . :

C hi m e ric ( M o u s e/ h u m a n) a n ti- C Ol o n c a n c e r a n tib o d y c 3 0 .6

i n hib it s th e g r o w th of h u m a n c ol o r e c t al c a n c e r x e n o g r aft s i n

S Cid/ s cid m i c e . C a n c e r R e s .
,
5 4

, 6 1 6 0 -6 1 6 6 (1 9 9 4) .

9 ) R o r n eiji n
,
P .

,
L e n t h a ll

,
R .

,
S t r v r o u

,
D .

, M e l c h e r , D . ,

L a d y m a n
,

H ･ & R i tt e r
,

M . A . : I d e n tifi c a ti o n of gli o m a-

a s s o ci a t e d a n tig e n M U C 2 - 6 3 a s C D 4 4 . B r . J . C a n c e r
,

70
,

7 9 9- 80 3 (1 9 9 4) .

1 0) C h e n , Y . T . , S t o c k e r t
,
E .

,
C h e n

,
Y .

,
R e tti g ,

W . J .
,

V a n d e r B r u g g e n
,
P .

, B o o n , T . & O ld
,
L . J . : Id e n tifi c a ti o n

Of th e M A G E -1 g e n e p r o d u c t b y m o n o cl o n al a n d p oly cl o n al

a n tib o di e s . P r o c . N a tl . A c a d . S ci . U S A , 9 l , 1 0 0 4-1 0 0 8 (1 9 9 4) .

1 1) L u i
,
A . Y .

,
R o bi n s

,
R . R .

,
H ells t o m , K . E .

, M u r r a y ,
E .

D .
,
C h a n g , J . C . P . & H e11 st o m

,
I . : C h i m e ri c m o u s e

-h u m a n

I g G l a n tib o d y th a t c a n m e d ia t e ly si s of c a n c e r c ells . P r o c .

N a tl . A c a d , S ci . U S A
,
8 4

,
3 4 3 9 -3 4 4 3 (1 9 8 7) .

1 2) R e n n e r
,
C .

, J u n g ,
W .

,
S a h i n

,
U .

,
D e n f el d

,
R .

,
P o h l

,

C .
,
T ru m p e r

,
L .

,
H a r t m a n n

,
F .

,
D i e hl , V .

,
L i e r

,
R .

V . &

P f r e u n d s ch u h
,
M . : C u r e of x e n o g r af t e d h u m a n t u m o r s b y

b is p e cifi c m o n o cl o n al a n tib o d i由 a n d h u m a n T c e11s .
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S c i e n c e
,
2 6 4

,
8 3 3-8 3 5 (1 9 9 4) .

1 3) L o t 之e
,

M ･ T ･
,

M a t o r y ,
Y

. L .
, E t ti n g h u s e n

,} S . E .
,

R y n e e r , A ･ A ･
,
S h a r r o w

,
S . 0 .

,
S ei p p , C . A . Y .

,
C u s t e r

,

M . C . & R o s e n b e r g ,
S . A . : I n vi v o a d m i n is tr a ti o n of

p u rifi e d h u m n i n t e rl e u k i n
-2 : Ⅲ ･ h alf lif e

,
i m m u n ol o gi c

eff e c t s
,

a n d e x p r e s si o n of p e ri p h e r al ly m p h oid c ells i n v i v o

W it h r e c o m b i n a n t Iし2 . J . I m m u n o l .
, 1 3 5 , 2 8 65- 2 8 7 5 (1 9 85) ,

14) H 8 W k i n s
,

M . J .
,

A tk i n s
, M . B

. , D u t c h e r
,

J . P .
,

F is c h e r
, R ･ Ⅰ･

,
W ei s s

,
G ･ R ･

,
M a r g o ri n

, K . M .
,

R a y n e r
,

A ･ A ･
,

S z o l
,

M ･
, P a r k i n s o n

,
D ･ R ･

,
P a i e tt a

,
E .

, G a y n o r
,

E . R ･
,
B o ld t

,
D . H

り D o r o s h o w
,
J . H . & A r o s o n

,
F . R . : A

P h a s e Ⅱ tri al of i n t e rl e u k i n -2 a n d ly m p h o ki n e- a C ti v a t e d kill e r

C e11s i n a d v a n c e d c ol o r e c t al c a r ci n o m a . J , I m m u n o th e r .
,
15

,

74 - 7 8 (1 9 9 4) .

1 5) Y a s u m u r a
,
S ･

,
L i n

,
W .

- C .
,
H i r a b a y a s h i , H .

, V uj a n v i c
,

N . L .
,
H e r b e r r n n

,
R . B . & W h it e s id e

,
T . L . : I m m u n ot h e-

r a p y of li v e r m e t s ta si s of h u m a n g a st ric c a r ci n o m a w ith

i n t e rl e u k i n 2ェa c ti v a te d n a t u r al k i11 e r c elIs . C a n c e r R e s .
,

54
,

3 8 0 8 -3 81 6 (1 9 9 4) .

16) N a k aji m a
,
F .

,
K h a n n a

,
A .

,
Ⅹu

,
G .

, L a g m a a n
,

M .
,

H a s c h e m e y e r , R . , M o u r a di a n
,
J .

,
W a n g ,

J . C .
,

S t e n z e l ,

K ･ H ･
･
R u b i n

,
A ･ L ･ & S u t h a n t h i r a n

,
M ･ = I m m u n ot h e r a p y

W ith a n ti- C D 3 m o n o cl o n al a n tib o di e s a n d r e c o m bi n a n t

in t e rl e u ki n 2 : S ti m ul a ti o n of m ol e c ul a r p r o g r a m s of c y t o t o xi c

kill e r c e11 s a n d i n d u c ti o n of t u m o r r e g r e s si o n . P r o c . N a tl .

A c a d ･ S ci . U S A
,
9 l

,
7 8 8 9-7 8 9 3 (1 9 9 4) ,

1 7) G r a b s t ei n
, K . H .

,
U r d al

,
D . L

,
T u s i n s k i

,
R . J .

,

M o c hi z u ki
,
D ･ Y .

, P ri c e , V . L .
,
C a n t r e11

,
M . A .

,
G illi s

, S .

& C o o n l o n
,

P ･ J ･ : I n d u c ti o n of m a c r o p h a g e t u m o ri cid al

a c ti v ity b y g r a n ul o c y t eT m a C r O ph a g e c oI o n y- S ti m ul a t l n g f a c t o r .

S ci e n c e
,
2 3 2

,
5 0 6 -5 0 8 (1 9 8 6) .

1 8) P a ul
,
W ･ E ･ : I n t erl e u li n-4 : p r O t O ty pic i m m u n o r e g ul a t-

O r y ly m p h o ki n e . B l o o d
,
7 7

,
1 8 5 9-1 8 7 0 (1 99 1 ) .

19) T e p p e r
,
R ･ l ･ : T h e t u m o r- C y t O k i n e t r ap s pl a n a ti o n a s s a y

a n d t h e a n tit u m o r a c ti v it y of i n t e rl e u ki n-4 . B o n e M a r r o w

T r a n s pl リ
9

,
1 77-1 81 (1 9 92 ) .

2 0) T e p p e r
,
R . I .

,
P a tt e n g l e

,
P . K . & L e d e r

,
P . : M u ri n e

i n t e rl e u ki n
-4 di s pl a y p o t e n t a n tit u m o r a c ti vi ty i n v i v o . C ell

,

5 7
,
5 0 3-5 1 2 (1 9 9 2) .

2 1) T e p p e r
,

R . Ⅰ.
, C o ff m a n

,
R . L . & L e e d e r

,
P . : A n

e o si n o p hiトd e p e n d e n t m e c h a n si s m f o r th e a n tit u m o r eff e c t of

Iし4 . S ci e n c e
,
2 5 7

,
5 4 8T5 5 1 (1 9 9 2) .

2 2) C h a r a k
,
B . S .

,
A g a h

,
R . & M a z u m d e r

,
A . : G r a n ul o-

C yt e- m a C r O P h a g e c ol o n y
-

Sti m u l at l n g f a c t o r-i n d u c e d a n tib o d y-
d e p e n d e n t c elI ul a r c yt o t o xi city i n b o n e m a r r o w tr a n s pl a n t a tiT
O n ∴別0 0 d

,
飢

, 3 4 7 4-3 4 7 9 (1 9 9 3) .

2 3) H a n k
,
J ･ A ･

, A l b e r ti n i
,
M . R .

,
S c h ill e r

,
J . & S o n d el

,

P ･ M ･ : A c ti v a ti o n o f m ulti pl e eff e ct o r m e c h a nis m s t o

e n h n c e t u m o r ir n m u n o th e r a p y . J . I m m u n o th e r .
,
1 4

,
3 2 9-3 3 5

(1 9 9 3) .

2 4) H a n k , J ･ A ･
,
R o bi n s

,
R ･ R ･ & S u rf u s

,
J ･ : A u g u m e n

-

t a ti o n of a n tib o d y
- d e p e n d e n t c e11T m e d i a t e d c yt o t o x icit y

f oll o wi n g i n vi v o th e r a p y w ith r e c o m b i n a n t i n t e rl e u ki n
-2 .

C a n c e r R e s .
,
5 0

,
5 2 3 4-5 2 3 9 (1 9 9 0) .

6 65

2 5) H a m a d a
,
H . & T s u r u o , T . : F u n c ti o n al r ol e f o r th e

1 7 0 -t O-1 8 0 k D a gly c o p r o t ei n s p e cifi c t o d r u g
-

r e Sis t a n t t u m o r

C e11s a s r e v e al e d b y m o n o cl o n al a n tib o d i e s . P r o c . N a tl . A c a d .

S ci ･ U S A ,
83

, 7 7 8 5-7 7 8 9 (1 9 8 6) .

26 ) G o tt e s m a n
･

M ･ M ･ & P a s t a n
,
Ⅰ･ : T h e m ultid r u g

t r a n s p o rt e r
,

d o u bl e- e d g e d s w o r d . J . B i ol . C h e r n .
, 26 3 ,

1 2 1 6 3-1 21 6 6 (1 9 8 軌

27) B ell , D ･ r ･
,

G e rl a c h
,
J . H .

,
K a r t n e r , N .

,
B u i c h

,
R .

N ･ & L i n g , Ⅰ･ : D e t e cti o n of P- gly c o p r ot ei n i n o v a ria n

C a n C e r : a m Ol e c u l a r m a rk e r a s s o ci at e d w ith m ultid ru g

r e sis t a n c e ･ J ･ C li n . O n c ol .
, 3 , 31 1 -3 1 5 (1 9 8 5) .

2 8) F o j o
,
A ･ T ･

,
U ed a

,
K .

,
S lm o n , I) . J .

,
P o pl c k

,
D . G .

,

G o tt e 5 m a n
,
M ■ M ･ & P a s t a n

,
I ･ : E x p r e s si o n of a m ultid r u g

r e si s t a n c e g e n e i n h u m a n t u m o r s a n d ti s s u e s . P r o c . N a tl .

A c a d ･ S ci ･ U S A , 8 4
,
2 6 5 -2 6 9 (1 9 8 7) .

2 9) S a t o
,
H .

,
G o tt e s m a n

,
M . M . & G o ld s t e i n

,
R . J . :

E x p r e s si o n of th e m ultid r u g r e si s t a n c e g e n e i n m y el oid

l e u k e m i a . L e u k e m i a R e s .
, 1 4 , 1 1 -2 2 (1 9 9 0) .

3 0) C h i n , K ･

- V .
,
U e d a

,
K .

,
P a s t a n

, Ⅰ. & G o t t e s m a n
,
M .

M ･ : M o d u la ti o n of a c ti vity of th e p r o m o t e r of th e h u m a

M D R l g e n e b y R a s a n d p 5 3 ･ S ci e n c e
,
2 5 5

,
4 5 9- 46 2 (1 9 9 2) .

3 1) H a r n a d a
,
H ･

,
M i u r a

,
K .

.
A ri y o s h i

,
K .

,
H ei k e

,
Y

. , S .
,

S ･
,

K a m e y a m a
,

K .
,

K u r o s w a , Y . & T s u r u o
,

T . : M o u s e -

h u m a n c hi m e ric a n tib o d y a g ai n s t m ultid ru g tr a n S P O rt e r

P-1 y c p r o t ei n . C a n c e r R e s .
,
50

,
3 1 6 7-3 1 7 1 ( 1 9 9 0) .

3 2) G ill e s
, S ･ D ･ , R eill y ,

E , B .
,
L o

,
K .

- M . & R eis fi el d
,

R ･ A . : A n tib o d y- t a r g et e d in t e rl e u ki n 2 sti m u la t e s T -

C eIl

killi n g f a u t ol o g o u s t u m o r c ells . p r o c . N a tl . A c a d . S ci . U S A ,

8 9 , 1 42 8 -1 43 2 (1 9 9 2) .

3 3) F ell
,
H ･ P ･

,
G a yl e

,
M . A .

,
G r o s m a ir e

,
L . & L e b d e tt e r

,

J ･ A . : G e n e ti c c o n s tr u ctio n a n d c h a r a c t e riz a t主o n of a f u si o n

P r O t ei n c o n sis ti n g of c hi m e ric F ( a b )
'

w ith s p e cifi cit y f o r

C a r C i n o m a s a n d h u m a n I し2 . J . I m m u n ol .
,

1 4 6
, 2 4 46-2 45 2

(1 9 9 1) ,

3 4) G i11i e s
,

S . D .
,

W e s o l o w s k i
,
J . S . & L o

,
K .

- M . :

T a r g e tl n g h u m a n c y t o t o xi c T l y m p h o c y t e s t o kill h e t e r ol o g-
O u S e pid e r m al gr o w t h f a c t o r r e c e p t o r. b e a ri n g t u m o r c ell s . J .

I m m u n o l
,
1 46 , 1 0 6 7 -1 0 7 1 (1 99 1) .

3 5) T a o
,

M ･

-

H ･ & L a v y ,
R . : I di o ty p e / g r a n ul o c y t e-

m a c r o p h a g e c ol o n y- S ti m ul ati n g f a c t o r f u s io n p r o t ei n a s a

V a C C in e f o r B c ell l y m p h o m a . N at u r e , 3 6 2
,
75 5 7 5 8 (1 9 g 3) .

3 6) C h e n
,
T ･ T ･

,
T a o

,
M .

-

H . & L e v y ,
R .Id io ty p e

-

C yt O ki n e

f u si o n p r o t ei n s a s c a n c e r v a c ci n e s ‥ R el a ti v e effi c a c y of I L-2 ,

I L-4 ,
a n d G r a n ul o c y t e- m a C r O P h a g e c olo n y- S ti m ul atin g f a c t o r .

J ･ I m m u n oI .
,
15 3

, 4 7 75 - 4 78 7 (1 9 9 4) ,

3 7) S a b z e v a ri
,

H .
, G illi e s

,
D

リ
M u e11 e r

,
B .

, P n c o o k , D .

& R e isf ie ld
,
A . : A r e c o m bi n a n t a n tib o d y

-i n t e rl e u ki n 2 f u si o n

p r o t ei n s u p p r e s s g r o w th of h e p a tic h u m a n n e u r o bl a s t o m a

m e t a s t a s e s in s e v e r e c o m bi n e d i m m u n o d e王i ci e n c y m i c e .

P r o c ･ N a tl ･ A c a d ･ S ci ･ U S A
,
91

,
9 62 6 - 9 6 3 0 (1 9 9 4) .

3 8) D a n o s
,

0 . & M u11i g a n
,

R . C , : S af e a n d effi ci e n t

g e n e r a ti o n of r e c o m bi n a n t r e tr o vi ru S wi th a m p h o t r o pic a n d

e c o t r o pi c h o s t r a n g e s . P r o c . N a tl . A c a d , S ci . U S A , 85 ,

6 46 0- 6 4 6 4 (1 9 8 町



6 6 6

3 9) M ill e r
,
A . D . & R o s m a n

,
G . J . : I m p r o v ed r e tr o vi r al

V e C t O r S f o r g e n e t r a n sf e r a n d e x p r e s si o n . B i o T e c h ni q u e s
,
7

,

9 8 0-9 9 0 (1 98 9) .

40) B e n n e rji , R . & A r r o y o , C . D . : T h e r ol e o f I L-2

S e C r e t e d f r o m g e n e ti c ally m o difi e d t u m o r c ell s i n t h e

e s t a bli s h r n e n t of a n tit u m o r I m m u nit y . J . I m m u n ol .
, 1 5 2 ,

2 3 2 4 - 2 3 31 (1 9 9 4) .

41) D r a n o ff
,

G .
,
J e ff e e

t
E .

,
L z e n b y ,

A .
,
G ol u m b e r g ,

P .
,

L e v it s k y ,
H

り
B r o s e

,
K .

,
J a c k s o n

,
V .

,
H a m a d a

,
H .

,

P a r d o ll
,
D . & M ulli g a n

, R . C . : V a c ci n a ti o n w ith ir r a d i at e d

t u m o r c ell s e n gl n e e r e d t o s e c r e t e m u ri n e g r a n u lo c yt e-

m a c r o p h a g e c ol o n y- Sti m u l a ti n g f a c t o r s ti m ul a t e s p o t e n t
,

S p e Cif c
,

a n d l o n g
-1 a s ti n g a n ti- t u m O r i m m u n ity . P r o c . N a tl .

A c a d . S ci . U S A
,
9 0

,
3 5 3 9 - 3 5 43 (1 9 9 3) .

42) P o r g a d o r , A .

,
T z eh o v a l

,
E .

,
K a t z

,
A .

,
V a d a i

,
E .

,

R e v e l
,
M .

,
F e ld m a n , M . & E is e n b a c h

,
L . : I n t e rl e u k i n 6

g e n e t r a n sf e c ti o n i n t o L e wi s l u n g c a r ci n o m a t u m o r c ells

S u p r e S S e S th e m alig n a n t p h e n o ty p e a n d c o nf e r s i m m u n o th e
-

r a p e u ti c c o m p e t e n c e a g a l n S t p a r e n t al m e t a s t a ti c c ells .

C a n c e r R e s .
.
5 2

,
3 6 7 9 - 3 6 8 6 (1 9 9 2) .

4 3) T e p p e r
,

R . l . & M u l e
,
J . J . : E x p e ri m e n t al a n d c li ni c al

S t u di e s of c yt o k i n e g e n e
-

m O difi e d tu m o r c ells . H u m a n g e n e

th e r a p y ,
5

, 1 5 3 -1 6 4 (1 9 9 4) .

4 4) V uj a n o v i c
,

N . L .
, Y a s u m u r , S . , H i r a b a y a s h i

,
H .

,

L i n
,
W .

- C .
,
W a t o k i n s

,
S .

, H e r b e r m a n , R . B . & W h i t e sid e
,

T . L . : A n tit u m o r a c ti v it y of s u b s e ts of h u m a n I L- 2-

a c ti v a t e d n a t u r ai ki11 e r c e11 i n s olid tis s u e s . J . I m m u n o l .
,
1 5 4 ,

2 8 ト289 (1 9 9 5) .

4 5) W a ld m a n , T . A .
,
G ol d

,
C . K .

,
R o b b

,
R . J .

,
D e p p e r

,

J . M .
,
L e o n a r d

,
W . J

り S h a r r o w ,
S

. 0 .
,
B o nji o b a n ni

,
K .

F ･
,

K o r s m e y e r
,
S . J . & G r e e n e

,
W

. J . : E x p r e s sio n of

i n t e rl e u k in -2 r e c e p t o r o n a c ti v a t e d h u m a n B c e11s . J . E x p .

M e d .
,
16 0

,
1 4 5 0 -1 4 6 6 (1 9 8 4) .

4 6) B a c c a ri ni
,
M .

,
S c h w i n z e r

,
B . & L o h m a n n

- M a t th e s
,

M .
- L . : E ff e c t of h u m a n r e c o m bi n a n t I L- 2 0 n m u ri n e

m a c r o p h a g e p r e c u r s o r s . I n v oI v e m e n t of r e c e p t o r di s ti n c t f r o m

th e p5 5 ( T a c) p r o t ei n . J . I m m u n l .
,
1 4 2

,
1 1 8-1 2 5 (1 9 8 9) .

4 7) F e a r o n
,
E . R .

,
P a rd oll , D . M .

, I t a y a
,
T .

,
G o l u m b e k

,

P .
,

L e vi t o s k y ,
H . Ⅰ.

,
S i m o n s

,
J . W .

, K a r a s u y a m a
,

H .
,

V o g el s t ei n
,

B ･ & F r o s t
,

P . : I n t e rl e u ki n
- 2 p r o d u c tio n b y

t u m o r c e11s b y p a s s T h elp e r f u n c ti o n i n th e g e n e r a tio n o f a n

a n tit u m o r r e s p o n s e . C ell
,
6 0

,
3 9 7 -4 0 3 (1 9 9 0) .

4 8) R o s e n t h a l
,
F . M .

,
C r o n i n

,
K .

,
B a n e n rji ,

R .
,

G o ld e
,

D . W . & G a n s b a c h e r
,

B . : A u g u m e n t a ti o n of a n tit u m o r

i m m u nity b y t u m o r c e11s tr a n sd u c e d wi th a r e tr o vi r al v e c t o r

C a r r yi n g th e i n t e rl e u ki n
-2 a n d i n t e rf e r o rl l C D N A . B l o o d , 8 3

,

1 2 8 9 -1 2 9 8 (1 9 9 4) .

4 9) U c h i y a m a
,

A .
,

H o o n
,

I) . S . B
り

M o ri s a k i
,

T .
,

K a n e d a
,
Y .

,
Y u 腋u k i

,
D . H . & M o r t o n

,
D . L . : T r a n sf e c ti o n

Of i n t e rl e u ki n 2 g e n e i n t o h u m a n m el a n o m a c e11 s a u g u m e n t s

C e u ul a r i m m u n e r e s p o n s e . C a n c e r R e s .
,
5 3

,
9 4 9 -9 5 2 (1 9 9 3) .

5 0) C o r n e r
,
J .

,
B n e rji ,

R
. , S ait o

,
S .

,
H e s t o n

,
W

リ
F ai r

,

W . & G il b o a
,

E . : R e g r e s si o n of bl a d d e r t u m o r s i n m i c e

tr e a t e d wi th i n t e rl e u ki n 2 g e n e
-

m O difi e d t u m o r c ell s . J . E x p .

M e d . , 1 7 7
,
1 1 2 7 -1 1 3 4 (1 9 9 3) .

51 ) K i m
,

T ･ S ･ & C o h e n
,

E ･ P ･ ‥ I n te rl e u ki n
-2- S e C r e ti n g

m o u s e fib r o bl a st s tr a n sf e c t e d w ith g e n o m i c D N A f r o m

m u ri n e m el a n o m a c ells p r ol o n g th e s u r v i v al of m i c e w ith

m il n o m a ･ C a n c e r R e s .
, 5 4 , 2 5 31-2 5 3 5 (1 9 9 4) .

5 2) K i m
,
T . S . & C o h e n

, P . : I m m u ni z a ti o n of m i c e w ith

all o g e n ei c fibl o bl a st s g e n e ti c a11y m o difi e d f o r i n t e rl e u k i n
-2 -

S e C r e ti o n a･ n d e x p r e s si o n o f m el a n o m a - a S S O Ci a t e d a n tig e n s

S ti m u l at e p r e d e t e r m i n e d cl a s s e s of a n ti -

m el a n o m a eff e c t o r

C ells ･ J . I m m u n ot h e r . , 16
,
2 4- 3 5 (1 9 9 4) .

5 3) N a k a m u r a
,
Y ･

,
W a k i m o t o

,
H .

,
A b e

,
J .

,
K a n e g a e

, Y .
,

S ai t o
,
l ･

,
A o y a gi ,

M .
, H i r a k a w

,
K . & H a m a d a

,
H . :

A d o p ti v e i m m u n o th e r a p y w ith m u ri n e t u m o r
-

S p e Cific T

ly m p h o c yt e s e n gi n e e r e d t o s e c r e t e in t e rl e u k i n
- 2 . C a n c e r

R e s り 5 4 , 5 75 7 - 5 7 6 0 (1 9 9 4) .

5 4) T r e is r n a n , J . T .
,
H w u

,
P .

,
M i n a m o t o

,
S .

,
S h a f e r

, G .

E ･
,
C o w h e r d

,
R ･

, M o r g a n
,

R . A . & R o s e n b e r g ,
S . A . :

I n t e rl e u ki n-2-t r a n Sd u c e d ly m p h o c y t e s g r o w i n a n a u t o c ri n e

f a s hi o n a n d r e r n ai n r e s p o n si v e t o a n ig e n . B l o o d , 8 5
,
1 39 -1 45

(1 9 9 5) .

5 5) H u a n g ,
A . Y . C .

,
G ol u m b e k

,
P .

,
A h m a d z a d e n h , M .

,

J a ff e e
, E . , P a r d oll

,
D . & L e vi t s k y ,

H . : R ol e of b o n e

m a r r o w
-

d e ri v e d c e IIs i n p r e s e n ti n g M H C cl a s s トr e s ric t e d

t u m o r a n tig e n . S ci e n c e , 2 6 4
,
9 61-9 6 5 (1 9 9 4) .

5 6) I) r a n o ff
,

G .
,
C r a w f o r d

,
A . D .

,
S d d eli n

,
M .

,
R e a m

,

B ･
,

R o d e ri c k
,

A . R .
,

B r o n s o n
,

T .

,
D i c k e r si n

,
G . R .

,

B a c h u r s ki
,
C ･ J .

,
M a r k

,
E . L .

,
W hit e s t

, J . A . & M u lli g a n
,

R ･ C ･ : I n v oI v e m e n t of gr a n u lo c yt e- m a C r O p h a g e c ol o n yT Sti m
-

ul a ti n g f a c t o r i n p u l m o n a r y h o m e o s t sis . S ci e n c e
,
2 6 4

,
7 1 3 - 71 6

(1 9 9 4) .

5 7) R o s e n b e r g ,
S . A .

, L o t z e , M . T . & M u l e
,
J . J . : N e w

a p o a c h e s t o th e i m m u n o th e r a p y of c a n c e r u si n g i n t e rl e u ki n
- 2 .

A n n . I n t e r . M e d .
,
1 0 8

,
8 5 3-8 6 4 (1 9 8 8) .

5 8) G i11i e s
,
S . D .

,
Y o u n g ,

K . M .
,
L o

,
K . M . & R o b e r t s

,

S . : Bi ol o gic al a c ti vi t y a n d i n vi v o cl e ar a n c e of f u si o n

P r O t ei n s . B i o c o nj . C h e m . , 4
,
2 3 0- 2 3 6 (1 99 3) .

5 9) C a r r
, C .

, A y k e n t , S . , K i m a c k
,

N . M . & L e v i n e
,

A .

D . : D is s ulfi e d a s si g n m e n ts i n r e c o m bi n a n t m o u s e a n d h u m a n

i n t e rl e u k i n-4 . B io c h e m i st r y ,
3 0

,
1 51 5-1 5 3 2 (1 9 91 ) .

6 0) K r e it m a n
,

R . J .
,

P u ri
,

R . K . & P a s t a n
,

Ⅰ. : A

C ir c u l a r y p e r m u t e d r e c o m b i n a n t i n t e rl e u ki n 4 t o xi n w ith

i n c r e a s e d a c ti v it y . P r o c . N atl . A c a d . S ci . U S A
,
9 l

,
6 8 89- 6 8 93

(1 9 9 4) .

6 1 ) G illi e s
,
S . D .

,
R eill y , E . B . , L o , K .

- M . & R e is fi e ld ,

R . A . : A n tib o d y
- t a r g e t e d i n t e rl e u k i n 2 s ti m ul a tt e s T -

C ell

killi n g of a u t ol o g o u s t u m o r c ells , P r o c . N a tl . A c a d . S c i .

U S A
,
8 9

,
1 4 2 8 -1 4 3 2 (1 9 9 2) .

6 2) T e V el d e
,
A . : I L -4 d e c r e a s e F c g R m e n b r a n e e x p r e s s-

i o n a n d F c g R- m e d i a t e d c y t o t o x ic a c ti vity of h u m a n m o n o c
-

yt e s . J . I m m u n ol リ
1 4 4 , 3 0 4 6- 3 0 5 1 (1 9 9 0) .

63 ) K o h l e r
,

G . & M il s t ei n , C . : C o n ti n u o u s c u lt u r e of

f u s e d c ells s e c r e ti n g a n tib o d y of p r e d efi n e d s p e cifi city .

N a t u r e
,
2 5 6

,
4 9 5 -4 9 7 (1 9 7 5) .

64) M a k i
,
R .

,
T r a u n e c k e r

,
A .

,

' s a k a n o
,

H .
,

R o e d e r
,
W .
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& T o n e g a w a
･
S ･ : E x o n s h u ffli n g g e n e r a t e s i m m u n o gl o b uli n

h e a v y c h ai n g e n e . P r o c . N a tl . A c a d . S ci . U S A
,
7 7

,
2 1 3 8T2 1 4 2

(1 9 8 0) .

6 5) T o n e g a w a , S ･ : S o m ti c g e n e r a ti o n of a n tib o d y di v e r si-

ty . N a t u r e
,
3 02

,
5 7 5-5 81 (1 9 8 3) .

6 6) M o ri s o n
,
S ･ L . : T r a n sf e c t o m a s p r o v id e n o v el c hi m e ri c

a n tib o d i e s ･ S c ie n c e
,
2 2 9

,
1 2 02 ,1 2 0 7 (1 9 8 5) .

6 7) Z o u
, Y .

- R .
,

G u
,
H . & R a j e w s k y , K . : G e n e r ati o n of

m o u s e s tr ai n th a t p r o d u c e s i m m u n o glo b uli n K C h ai n s w ith

h u m a n c o n s t a n t r e gi o n s ･ S ci e n c e
,
19

,
1 2 7 ト1 2 7 4 (1 9 9 3) .

6 8) T a k i
,
S ･

,
M ei e ri n g , M ･ & R a j e w s k y ,

K . : T a r g et ed

i n s e r ti o n of a v a ria bl e r e gi o n g e n e i n t o th e i m m u n o gl o b ulin

h e a v y ch ai n l o c u s . S ci e n c e
,
2 6 2

, 1 2 6 8-1 2 7 1 (1 9 9 3) .

6 9) W i n t e r
,

G . & M ils t ei n
,

C . : M a n
-

m a d e a n tib o di e s .

N a t u r e
,
3 4 9

,
2 9 3-2 9 9 (1 9 91) .

7 0) P u n t
,

C ･ J ･ A ･
,

B a r b u t o
,

J . M . A .
, Z h a n g ,

H .
,

G rir n e s
,
W . J

り
H a t c h

, K . D . & H e r s h
,
E . M . : A n ti -t u m O r

6 6 7

a n tib o y p r o d u c e d b y h u m a n t u m o r-i nfiltr ati n g a n d p e rip h e rl

b l o o d B ly m p h o c yt e s ･ C a n c e r I m r n u n ol ･ I m m u n o th er .
,
3 8

,

2 2 5 - 2 32 (1 9 9 4) .

7 1) l( e t t e b o r o u g h ･
C ･ A ･

, A n s e ll
,

K ･ = .
,

A u e n
,

R
. W .

,

R o s el ト V i v e s ･ E ･
･

G u s s o w
, D ･ H ･ & B e n di g ,

M . M . :

I s ol a ti o n of t u m o r c e11T S P e C ifi c si n gl e
- C h ai n F v f r o m i m m u niz -

a ti o n mi c e u si n g p h a g e
-

a n tib o d y lib r a ri e s a
.
n d th e r e- C O n Str -

u c ti o n of w h ol e a n ti b o di e s f r o m th e s e a n tib o d y f r a g m e n t s .

E u r ･ J . I m m u n ol .
,
2 4

,
9 5 2-9 5 8 (1 9 9 4) .

7 2) R o m e o , C ･ & S e e d
,

B . : C e 11 ul a r i m m u nity t o H I V

a c ti v a t e d b y C D 4 f u s e d to T c e u o r F c r e c e p t o r p oly p e ptid e s .

C ell
,
6 4

,
1 0 3 7 -1 0 4 6 (1 99 1) .

7 3) R o b e rt
,
M ･ R ･

, Q ･
, D . L .

,
S mi h

,
D . H .

,
T r a n

, A .
- C .

,

D ull
･ T ･ J ･

,
G r o o p m n

,
J ･ E ･

, C a p o n
,
D . J .

,
B y r n

,
R . A .

& F i n e r , M ･ H ･ : T a r g e tl n g Of h u m a n i m m u n o d efi ci e n c y

Vir u s
-i nf e ct ed c ell s b y C D 8

+

T ly m p h o c y te s a r m e d w ith

u n i v e r s al T -

C ell r e c e p t o r s ･ B lo o d
,
8 4

,
2 8 7 8 -2 88 9 (1 9 94) .

T h e D e v el o p m e n t o f a N o v el S t r a t eg y b r t h e T ar g eti n g T h e r a p y of C a n c e r U si n g C y t o k i n e - fu s e d T u m o r
- S P e Ci 丘c

M o n o cl o n a l A n ti b o d i e s K e nji O ri m o t o
,
D e p a rt m e n t o f I n te rn al M e d i ci n e ( Ⅲ) ,

S c h o ol o f M e d i ci n e
,
K a n a z a w a

U ni v e r si ty ,
K a n a z a w a 9 2 0 - J ･ J u z e n M e d S ∝ .

,
1 04

,
65 5

- 6 6 7 (1 9 9 5)

K e y w o r d s c y to ki n e
,
m O n O Cl o n al a n ti b o d y ,

fu si o n p r o tei n
,

m u lti d ru g r e Si st a n c e
,
i m m u n o th e r a p y

A m o u s e m o n o cl o n al a n tib o d y M R K 1 6
,
ta r g e ted a g al n St h u m an m u ltid n 甘 r e Si st a n t g e n e p r o d u c t P -

gl y c o p r o tei n
, h as

b e e n s h o w n to h a v e a n ti - tu m O r eff t c ts i n v itr o a n d i n vi v o o n th e g r o w th of th e h u m a n o v a ri a n c ar ci n o m a c ell li n e 2 7 80 Ju }

C ell s h ig h ly e x p r es sl n g P -

g l y c o p r ot ei n ･ I n th e s tu d ie s d e s c ri b ed h er e
,

r e C O m bi n a n t m o u se - h u m a n c h i m e ri c a n ti b od i e s a g al n St

P -

g l y c op r ot ein
,
C O n Sisti n g o f v a ri a bl e r e g 1 0 nS O f M R K 1 6 a n d th e c o n s ta n t r e

g
l O n Of h u m a n I g G l

, g e n etic all y fu s e d w ith G M -

C S F
,
I L - 2 a n d I L - 4 w e re g e n e r ate d ･ T h e s e fu si o n

p r o d u c ts w er e e xp e c te d to di r e c t a n d l ∝ aliz e th e e fft cts t o th e v ici nlty Of

th e t u m or s s pe Ci丘c ally a n d sti m ul a te i m m u n e e ff e c t o r c ell s s u m cie ntly to a c h ie v e e m ci e n t tu m o r c ell l y s IS ･ A ll th re e fu si o n

p r o t ei n s w e re p r o v e d t o m ai n tai n a n tl g e n
- b i n d i n g ab ili ty an d th eir o w n c y t o ki n e - aC ti v i ti e s ･ A l th o ug h t h e a c tl V lty Of b o th I L -

2 a n d n / 4 fu si o n p r o tei n s w er e l e s s th a n th at o f re c o m b i n a n t I し2
,
G M - C S F fu si o n p r o d u c t m ai n tai n ed t h e s a m e l e v el o f

Sp e Cifi c a c tl V lty a S r e C O m b i n a nt G M - C S F ･

r

m e r e d u c ti o n o f th e s p e ci丘c a cti v i ti e s o f th e t w o f u si o n p r o d u c ts ap pe a r e d t o b e

d u e to p o te n ti al alte r a ti o n s i n th e c o n f or m a ti o n of th e se c y t o ki n e m ol e c u l e s c a u s ed b y th e f u si o n of th e s e t o th e I g h e a v y
C h ai n ･ A ll th r e e c y to k i n e - fu s ed a n ti b o d i e s w e r e fb u n d t o m ai n t ai n tu m o ri ci d al a c ti v l ty i n th e p r e s e n c e of m o u s e e ffe c t o r c ell s

a n d w e r e sh o w n t o e n h a n c e th e t u m o r l y tl C a C ti v l ty l n a d o s e d e pe n d e n t m a n n e r ･ T h e a bili ty o f c y t o k i n e -f u s e d a n tib o di e s a n d

th e p a r e n t c h i m e ri c a n tib o d y to ki11 tu m o r c ell s w a s c o m p a re d ･ A l th o u g h I し2 a n d G M - C S F f u si o n p r o tei n s w e re m o re

ef fi ci e n t i n k illi n g tu m o r c ell s th a n th e
p ar e n t c h i m e ri c a n ti b o d y ,

th e tu m o ri ci d al a c ti v lty O b tai n e d b y ad di n g I L - 4 - fu se d

a n ti b o d y t o th e targ et c ell s di d n o t e x c e ed th at ob tai n e d b y a d d i n g th e p a r e nt c h i m eri c a n ti b o d y ･ I n i n vi v o e x p e ri m e n ts
,
all

t h r e e fu si o n p r o tei n s s u p p r e ss e d th e g r o w th o f d ru g
- r e Si st a n t tu m o r x e n o g r a fts

,
b u t th e e ff e c ts of fu si o n p r o t ei n s w e r e n o t

S u P e ri o r to th at o f u n m od i fi e d c h i m e ri c a n ti b o d y ( M H 1 6) ･ n li s d is c r e p a n c y b e tw e e n th e t u m o ri ci d al a c ti v ity of f u si o n

p r o tei n s i n v it r o a n d th ei r a b ility t o s u p p re s s th e g r o w th of 2 7 8 0 A D c ell s i n v i v o m ig h t b e e x pl a i n e d b y th e h y p o th e sis th at

fu si o n p r o tei n s w er e e a sil y c ap t u r e d b y th e c y t o ki n e r e c e p to rs e x p re s s e d o n p e ri p h e ral tis s u e
,
O r th at fu si o n p ot ei n s i n c re a s ed

i n si z e a n d r esi ste d p e r m e ati o n i n th e v i ci n i ty of th e t u m o r ･ B y d e te r m l n l n g th e a p p r o p n ate r o u t e f o r th e ad m i ni str ati o n o f

fu si o n p r o tei n s
,
th e s e ag e nts m ay p r o v e u s e fu 1 f o r tr ag etl n g a n ti - t u m O r ef ft c t or c ells i n i m m u n o th e ra p y fb r h u m a n c a n c ers

.


