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抗 D U -P A N
- 2 抗体 に 対する抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体の 開発と

そ の 血清学的癌診断法 へ の 応用

金沢大学が ん 研究所内科部 (主 任 : 澤 武紀堆教授)

山 川 治

(平成4 年 2 月27 日受付)

抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体 に は 内部イ メ
ー ジ と称 される 元 の 抗原 エ ピ ト

ー プ に 相同の 構造 を有 して い るもの が あ り
,
こ れを

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 癌治療 に , あ るい は 腫瘍抗原 に 対する自己抗体の 測定艦応用する

可能性が期待 されて い る . 本研究で は癌関連糖鎖抗原の 一 種 で ある D U→P A N-2 抗原 に 対す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体 を , ラ ッ

免疫す る こ と に よ りポ リ ク ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体, マ ウ ス に 免疫 し ハ イ ブ リ ド
ー

マ 法 に て モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗イ デ ィ オ

タ イ プ抗体を作製 した . さ ら に そ れ らを用 い た 酵素抗体法 (e n z y m e i m m ヮn o a s s a y , EI A ) を開発 し , 各種消化器癌患者血中の

抗 D U-P A N-2 抗体価 を測定 し, そ の 診断的意義を検討 しよ う と した . 作製 した抗 イ デ ィ オ タ イ プ抗体は い ずれ も免疫原 の 抗

D U - P A N - 2 抗体 と特異的に 結合 し , D U - P A N- 2 抗原抗体反応を競合的 に 阻害す る こ とよ り , D U
- P A N-2 抗原 の 内部イ メ

ー

ジを

有す る と考 え られ た . そ こ で , そ の 抗体を 固相化 した EIA に て , 各種 消化器疾患患者血清中の 抗 D u P A N q 2 抗体価を測 定し

た . カ ッ トオ フ 値を 健常対照群 の 平均 十 2 × 標準偏差 とす る と, 癌患者 で の 陽性率は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ オ タ イ プ 抗体を

用い た測定法 ,
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体 を用 い た 測定法 で そ れ ぞれ42 % ( 4 2/ 1 0 1 ) , 3 3 % (3 6/1 0 8) で あ っ た .

一

方 , 良性疾患 で の 偽陽性率 は ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体法43 % ,
モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体法21 % と , 後者 で特 異性 は良好 で あ っ た . 癌患

者血 清に おけ る , D U- P A N - 2 抗原値 と抗体価 との 間に 相 関性 は認め られ ず, 抗原 陰性群中, ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体法 で43 % (2 6/

6 0) , モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体法 で31 % (2 0/6 4) に 抗体価 が 陽性 で あ っ た . 胃 , 大腸 の 早期癌12 例 で は , すべ て抗原億陰性 で あっ た

が
,
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体法 で , 3 3 % ( 4 /1 2) に 抗体価陽性 で あ っ た . さ ら に ,

ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を用 い た ,
ア フ ィ ニ テ ィ

ー

ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ り癌患者血清中よ り精製 された抗 D U-P A N-2 抗体は免疫化学的分析 に よ り ,

I g G に
一 致 して

,
モ ノ ク

ロ
ー

ナ ル 抗 イ デ ィ オ タ イ プ抗体 と Dt⊥P A N-2 抗原の 双 方に 対 し反応す る抗体 である こ と が確か め られ た . 以 上 よ り
一

部の 消

化器 癌患者血 中に は癌関連糖鎖抗原 D U- P A N-2 に 対す る抗体の 存在す る こ とが 確認 され , さ ら に ,
こ の 抗体価測定法は 血中抗

原値陰性ある い は早期病症例 の 診断に も有効 な場合 がか な りみ られ , 血 清学的診断法 と して 期待 で きる と考 えられ た .

K e y w o r d s 抗 イデ ィ オ タ イ プ抗体 ,
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 ,

D u P A N -2 , 消化器癌

ハ イ ブ リ ド ー マ 法 の 確立
い
に よ り

, 抗原性の 弱 い 癌 関連糖鎖

抗原 に 対 して も特異性 の 高 い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体の 作 製が 可能

と な っ た . そ れ に よ り多く の 糖鎖抗原が腫瘍 マ
ー カ ー

と して 臨

床応用 され , 癌の 血 清学的診断法は大きく進歩 した . しか し,

腫瘍 が小 さ い ときや 抗原が体液内に 遊離 しに くい 場 合は , 血 中

に ほ 十分量の 抗原を検出 しえず , そ の 有用 性 ,
と くに 早期診断

は 大き な限界があ ると 言わ ざるを 得な い .

一

方 ,
そ の よ うな場

合で も癌患者の 体内 で は癌関連抗原に 対す る免疫応答の
一 部と

して , そ れ ら に 対する 自己抗体が産生され , 流血 中に も検出さ

れ る こ とが 想定 され るが , そ の よ うな抗体の 検出に は 有力な方

法が なか っ た た め , 癌抗原 に 対す る血中自己抗体の 測定の 意義

は 不 明の ま ま で あ る .

J e r n e
2 1 の 提唱 した イ デ ィ オ タ イ プネ ッ ト ワ ー ク 理 論(idi o ty p e

n e t w o r k th e o r y) に よれ ば , 生体 内で の 抗体分子 ( a n tib o d y ,

A b l) 中に は l そ の 超可変部位内に 抗原性を持 つ 構 造( イ デ ィ オ

タ イ プ) が存在 し, こ の 構造を 認識する抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体

(a n tトidi o ty pi c a n tib o d y , A b 2) を誘導 し う ると され て い る . ま

た 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体の
一 部の もの は

,
そ の 可 変部位内に内

部イ メ M ジ (i n t e r n al i m a g e) と称 され る 元 の 抗原 エ ビ ト
p プに

相同 の 構造 を 有 して い る
3 卜 5 ,

. 最近 こ の よ うな癌関連抗原の 内

部イ メ ー ジ を 有す る抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体 を作製 し, こ れを癌

治療 を 目 的と した 免疫誘導 に 用い よ うと い う試み が い く つ か報

告 され て お り
,
そ の 有効性も指摘 され て い る

抑
.

D U- P A N- 2 抗原 は M e tz g a r ら
8 1

に よ り ヒ ト膵腺病培養細胞

(H P A F-1 ) を 免 疫原 と し て 得 ら れ た モ ノ ク ロ
岬 ナ ル 抗体

D U-P A N- 2 に よ っ て 認識 され る糖蛋白 で あ り , そ の 抗原
エ ピ

ト ー プ は シ ァ ル 酸 を有す る糖鎖 で あ ると され て い が が , 未だ

そ の 糖鎖構造 は確立 され て い な い . ま た膵癌 を初め と した腺病

阻織に 高率 に 発現 し
1 0卜 ほ】

,
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 臨床的 に も用 い ら れ て い

A b b r e vi a ti o n s ‥ A bl . a ･ ntib o d y ; A b2 , a n ti ,idi ot y p ic a n tib o d y ; A b 3 , a n ti
- a n ti-idio t y pi c a n tib o d y ; A B

T S ･

2
,
2 - a Zi n o - di ,(3- et h yトb e n z olin e -6 - S ulf o ni c a cid) ; A F P , d -f e t o p r o t e i n ; B D B , bi s-di a z o ti z e d b e n zidi n e ; B N H

S
･

bi o ti n yl - N - h y d r o x y s u c c in i m id e ; B S A , b o v in e s e r u m alb u mi n ; C E A . c a r ci n o e m b r y o n ic a n tig e n ; EI A , e n Z y m
e



血 中抗 D U-P A N- 2 抗体価測定法の 開発 455

る
脚

.
しか し , 免疫組織学的に 検討 した癌範織 で の 発現率 と･

血中抗原の 陽性率と の 間
に ほ隔た りが あ り ･ 血 中抗原測定に よ

る診断能に は , ほ か
の 腫瘍 マ ー カ ー

と 同様に 早期診断 に 大きな

限界がある ･

そ こで 本研究 で は , 抗 D U-P A N-2 抗体を 同系 マ ウ ス に 免 疫

する こ とに よ っ て ,
モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗イ デ ィ オ タ イ プ 抗体

(m o n O Clo n
al a n ti-idi ot y pi c a n tib o d y ･ M o n o l d) を , また ラ ッ ト

に免疫する こ とに よ っ て ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体

tp oly cl o n al a n tト
idi o ty pi c a n tib o d y ･

P oly-I d ) を 作製 した ･ こ れ

らの 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体 の 性状を分析 し, そ の 可変部位に 内

部イ メ ー ジの 存在を 明 ら か に した う え で ,

こ れ に 反 応す る抗

D u P A N-2 抗体を 検出 する 酵素抗体法 (e n z y m e i m m u n o a s s a y ,

EI A ) を開発 し, 各種消化器癌患者血清中に 存在す る
一 種 の 自

己抗体で ある抗 D U-P A N- 2 抗体価の 測定を試み , そ の 臨床的

有用性を検討しよ う と した .

対象お よ び方法

Ⅰ . 用い た各種 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル抗体 と抗原

本研究に おい て 用い られ た モ ノ ク P
p ナ ル 抗体 (M o n o cl o n al

a n tib o d y , M o A b ) は全 て B A L B/ c マ ウ ス 肺細胞 と マ ウ ス ミ エ

ロ
ー マ 細胞を 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 ) , M o A b D U- P A N
- 2 (I g M ) , M o A b D U-

P A N -3 (I g G l) ( 協和 メ デ ッ ク ス , 東京) は M et z g a r ら
8}
に よ り

,

ヒ ト膵腺癌培養細胞 H P A F- 1 を 免疫原 と し て 作製 さ れ た .

M o A b S T-4 3 9 (I g M ) ( 日本化薬, 東京) は Hir o h a s hi ら
15 1
に よ っ

て ヒト胃癌培養細胞 S ト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 H P A F-1 細胞

の培養上清よ り精製 した もの で ある
g′

.

□ . ポ リク ロ
ー

ナ ル 抗イ デ ィ オ タイ プ抗体の作製

精製 M o A b D U- P A N- 2 (I g M ) 1 00 /上 g を F re u n d
'

s c o m ple t e

adj u v a nt (S ig m a I
S t ,L o uis

,
U S A ) と とも に ラ ッ ト 皮~F に 7 日

間隔で 4 回免疫 し, 最終免疫 よ り1 0 日 目 に ラ ッ ト よ り 採血 し

た. 血清を分離した 後 , 等量の 正常 B A L B / c マ ウ ス 血清に て 吸

収操作を行 っ た う え で , P r Ot ei n A- S e p h a r o s e 4 B ( P h a r m a ci a .

U p p s al a , S w e d e n ) を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ

フ
ィ

ー に て I g G 分国 を 精製 した .

Ⅲ ･ モノ ク ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ オ タイ プ 抗体の作製

精製 M o A b D U- P A N¶2 (Ig M ) を P ri m i らの 報告 した 方法
16)

に し た が っ て S al m o n ell a ty p hi 由 来 の 1i p o p oly s a c c h a rid e

(L P S ) W ( D if c o
,
D e t r oit , U S A ) と結 合 させ ,

モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗体 20 FL l 相当 分を 1 週 間間隔 で 計 4 回 , 初 回 は F , e u n d
･

s

e o m ple te a dj u v a n t (S i g m a) と 共 に , 2 L 口= ] 以 降は 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 B A L B / c マ ウ ス の 腹腔内
に注射し

, 最終免疫 よ り 4 日 目 に そ の 脾細胞を マ ウ ス ミ エ ロ ー

マ 細胞 Sp 2 / 0 と50 % ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ( p o ly e th yl e n e

gIy c ol
･
P 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 r m a ny) を用い て 融合 させ た . そ の 後 ▲
h y p o x a n t hi n eL a m i n-

O pte rin-th y m idi n e ( H A T ) 培養液 (Fl o w l a b 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 エ
ペ - タ ー 内 で 培養 し, 得 ら

れた ハ イ ブ リ ド ー マ の 上 帝 を 用 い て ,
D U- P A N- 2 抗 原 と 抗

D U-P A Nh 2 抗体とq)･抗原抗体反応阻害活性 を後 に T 項 で述 べ

る EIA に て 測 定 し , 特異的ク ロ ー

ン の 選択 を行 な 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 を

確立 した . そ れ ぞれ の ハ イ ブリ ド ー

マ を B A L B / c マ ウ ス 腹腔

内に 注入 し, 増殖 させ , 得 られ た 腹水 を p r ot ei n A- S e p h a r o s e

4 B 7 フ ィ ニ チ イ
ー ク ロ マ ト グラ フ ィ

ー に て 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 I g G l ,

I g G 2 a , I g G 2 b ,
I g G 3 , I g A , I g M (Z y m e d , S a n F r a n 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 サ ブ ク ラ

ス を 決定 した .

Ⅳ . 兢 イデ ィ オ タイ プ抗体の反 応特異性

作製 した抗イ デ ィ オ タ イ プ 抗体が免疫原 の 抗 D UTP A N- 2 抗

体 と 特異的に 反応す る こ と を 確認す るた め に∴ 次 に 述 べ る

EI A を用 い て P oly-Id お よ び M o n o-Id と 各種 M o A b と の 反応

性を検討 した . 0 .1 M 炭腰 重炭酸緩衝液 (p H 9 . 5 トに て 20 /J l/
ノ

m l に 希釈 した抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体 を96 穴 マ イ ク ロ タ イ タ
ー

プ レ ー ト ( C o s t e r . C a m b rid g e , U S A ) に 1 ウ
ニ ル あ た り 100

〃1 ず つ 注入 し 4 ℃ ,

一 夜イ ン キ エ
ペ ー

シ ョ ソ し固相化 した後 ,

3 % ウ シ ア ル ブ ミ ン (b o vi n e s e r u m alb u m i n ,
B S A ) (S i g m a) 加

0 . 1 M U ン 酸 緩 衝塩化 ナ ト リ ウ ム 液 (p h o s p h a t e b uff e r e d

S ali n e
,
P B S ) ( p H 7 .4) に て 30 ℃ , 3 時間反応 させ ,

ブ ロ ッ キ ン

グ操作を 行な っ た . 次に G u e s d o n らの 報告 した 方法
17}
に 従 い

bi o ti n yl- N-h y d r o x y s u c c i ni m id e (B N H S ) ( P i e r c e , R o c k f o r d .

U S A ) を 用 い て ビ オ チ ソ 標 識 し た M o A b D U-P A N,1 ,

D U- P A NT 2 , D U- P A N- 3 , S T 4 3 9 と30 ℃ ,
2 時間反応後 に ,

ペ ル

オ キ シ ダ
ー ゼ 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ･ ビ オ テ ン 複合体

(V e c t o r ,
B u rlig a m e , U S A ) を 反 応 さ せ た . 最 後 に 0 . 0 2 %

2 .2- a Zi n o-d i.(3- e th yl山b e n z oli n e- 6-S ulf o ni c a ci d) ( A B T S ) ( 和光純

薬 , 大阪) 加 0 .1 M ク エ ン 酸 ･ リ ン 酸緩衝液 (p H 5 . 31 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 ,
ウ ニ 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 4 1 5 n m に おけ る 吸 光度を測定 した .

V . D U - P A N- 2 抗原抗体 反応阻止試験

1 .
ハ イ ブ リ ド ー マ ス ク リ ー ニ ン グの た め の D U-P A N･2 抗

原抗体反応阻1【二試験

D U P A N-2 抗 原 測定 キ ッ ト
14}
( 協 和 メ デ ッ ク ス ) 中 の 抗

D U P A N-2 抗体を 同相化 した96 穴 マ イ ク ロ タ イ タ p プ レ ー ト

の 各 ウ ェ ル に ,

ハ イ ブ リ ド
ー マ 培養 仁清 50 〃 トを注人 し30 ℃ .

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 抗原傾 が高値で ある癌患者血清を 1 00 Jバ づ つ 各 ウ

エ ル に 加 え30 ℃ ,
2 時間反 応 させ た ∴ 続い て 酵素標識抗体 10 0

〃1 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 6 6 0 n m で の 吸 光度 を測定 した .

2 . P o ly-Id また は M o n o-Id の 反応性の 検討

精製 D U-P A N- 2 抗原を , ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ (積水 化学, 東

京) に 固相化 し , 3 % B S A 加 P B S に て 30 ℃
.
2 時間 ブ ロ ッ キ

ン グ を行な っ た . 段階 的に 希釈 し た P oly-I d ま た は M o n o-1 d

l O O /バ と ,
ク ロ ラ ミ ン T 法

-8■
に て ヨ ー ド化 し た

-25

Ⅰ 標 識

D u P A N-2 抗体 1 00 FL l づ 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30 ℃ , 1 時間反応 させ た . そ の

1 m m u n o a s s ay ; E R C P ･ e n d o s c o p ic r e t r o g r a d e c h ola n g i o p a n c r e a t o g r a p h y ; = A T ,
h y p o x a n t hi n e

-

a m i n o p t e ri n -
t hy m idi n e ; I C , i m m u n e c o m pl e x ; L A I ･ 1 e u k o c y t e a d h e r e n c e i n hibitio n a s s a y ; L P S , 1ip o p o ly s a c c h a rid e ; M o A b ,
m O n o cl o n al a n tib o d y ; M o n o -Id , m O n O Cl o n al a n tiMidio t y pi c a n tib o d y ; P A G E , p Oly a c r yl a m id e g el ele c t r o p h o r e sis ;
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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 ガ ン

=

マ カ ウ ン タ ー

( ア ロ カ , 東 京) に て ビ ー ズ

の 放射活性 を測定 した .

Ⅵ . D U - P A N - 2 抗原 - P oly-I d 反応阻止試験

P oly
qI d と M o n o-I d の 認識す る エ ピ ト

ー

プ の 差を 検討す るた

め に
, 抗 D u P A Nr2 抗体と P oly-I d との 反応を M o n o

-I d が ど

の 程度阻害する か を検索 した . 0 . 1 M 炭酸 ･ 重炭酸緩衝液 (p H

9 . 5) に て 15 FL g/ m l に 希釈 した 抗 D U-P A N - 2 抗体 を24 穴反応

ト レイ 上 の ポ リ ス チ レ ン ビ
ー ズ に 固相化 し, 段 階的に 希釈 した

P oly l d また ほ 3 種 の M o n o-I d (1-2- 4d4 , 1- 2 ヰ6 , ト2 -4- 7) を

10 0 /J l づ つ 加 え た . そ の 後 同様 に ヨ ー ド化 した
125
Ⅰ 標 識

P oly-I d を 1 0 0 〟1 づ つ 各 ウ エ ル に 加 え反応 さ せ , 洗浄後 ,
ビ ー

ズ の 放射活性を測定 した .

Ⅶ . 杭 イ デ ィ オ タ イ プ抗体を用 い た血 中 D U - P A N - 2 抗体価

の 測定

対象 は当科お よ びそ の 関連施設に お い て 診断 され た 各種消化

器病患者108 例 (膵癌29 例 ,
胆道癌22例 , 胃癌2 6 例 ,

大腸 癌1 2

例 , 肝細胞癌19 例) , 各種 消化 器良性疾患34 例 (肝 硬変10例 , 慢

性肝炎1 3例 , 慢性膵炎 8 例 ▲ 急性肝炎2 例 , 急性膵炎1 例) お よ

び 健常対照20例 で ある . 患者 の 皮下静脈 よ り採血 後 , 遠心 に て

血清を分離 し - 8 0 ℃ に て保存 した . 膵癌 お よ び胆道癌 で は , 手

術ない し剖検に よ り病理観織学的に 確認され た の は , それ ぞれ

4 例 と 3 例 で , 他は 腹瓢超音波検査 と コ ン ピ ュ

ー

タ 断層撮影 の

所見 を参考 に , 内 視 鏡的逆 行性膵胆 管造 影 ( e n d o s c o pi c

r e tr o g r a d e c h ol a n gi o p a n c r e a t o gr a p h y , E R C P) か経 皮経肝胆管

造影 ( p e r c u t a n e o u s tr a n sh e p a ti c c h ol a n gi o g r a p h y , P T C) の 所

見か ら診断 され た . 胃お よび大腸癌 はい ずれも生検ある い は手

( a ) p o l y
- エd

O . D .

ヰ15 n 爪

▲n 倒 D U ･ P ▲N ･2

1 0 1 10

C o n c o nt r ati o n o I H o A b ( n g / m l)

術 に よ り , 組織学的 に 診断が確認 され た ▲ 肝細胞癌で は3 例が

病理 阻織学的 に 確認 され , 残 りは 腹部超音波検査所見と血清α

フ
ェ ト プ ロ テ ィ ソ ( α イet o p r o t e in ･ A F P) 値 を 参考に , 血管造
影 に お け る特徴的所見の 存在 よ り診断 され た .

ま た 良性肝疾患 は い ずれ も各種血液生化学的検査に 加え肝生

検又 は 腹腔鏡 に よ り診断され た ･ 慢性膵炎は い ずれも日本消化

器病学会の 臨床診断基準の Ⅰ群 に 一 致 して い た .

測定 法は , 被検血清 を 0 ･ 1 M P B S ( p H 7 ･ 4) に て50 倍希釈L

た 後 ,
S e P h a r o s e 4 B ( P h a r m a ci a) に 結合 させ た 正 常 ヒ ト免疫グ

ロ ブ リ ン ( ミ ド リ十字 , 東京) と
一

夜反応 さ せ , そ の 遠心 上帝

50 FL l を P oly-I d また は M o n o-Id を 園相化 した96 穴 マ イ ク ロ タ

イ タ
ー

プ レ
ー

ト に 添加後30 ℃ , 3 時間反応 させ ,
2 次抗体とし

て ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 標 識 ヤ ギ 抗 ヒ ト Ig G + A + M ( D a k o

.

C o p e n h a g e n , D e n m a rk) を20 0 0 倍に 希釈 した もの を 50 FLl 加え

て
,
3 0 ℃

,
1 時間反応 させ .

A B T S に て発 色, 4 1 5 n m の吸光度

を測定 した .

また 癌患者血清 に つ い て は サ ン ドイ ッ チ EI A 法
14)

( 協和メ

デ ッ ク ス) に て D U-P A Nr 2 抗原値 をも測定 した .

Ⅷ .
D U - P A N - 2 抗原 を用い た 血 中杭 D U - P A N - 2 抗体価の

測定

前項 に て 測定 し た 血 清 サ ン プ ル の 一 部 に お い て , 精製

D U-P A N- 2 抗原 を ク ロ ラ ミ ソ T 法を 用 い て ヨ
M ド化 し, それを

用い て の ラ ジオ イ ム ノ ア ッ セ イ(r a d ioi m m u n o a s s a y , R I A ) にて

血 中抗 D U - P A N - 2 抗体価 を測定 した . 即ち P B S に て50 倍希釈

し た サ ン プ ル 血 清 150 FL l を p r o t e in A ( U c b b io p r o d u c ts ,

B r u s s els
.
B elgi u m ) を固相化 した ビ ー ズ に 30 ℃ , 1 時間反応さ

せ た後, さ ら に
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Ⅰ 標識 D U-P A NA 2 抗 原 (1 0

8
c p m / m l) 5 0 p l

( b ) 拭O n O - エd

O . D .

4 1 5 n m

Ån刊 D U ･ P A N ･ 2

C o n 亡O n tr ati o n o t M o Åb ( n g / m I)

F ig . 1 . R e a c ti v ity o f a n ti
-id io ty pi c a n tib o d i e s wi th a n ti- D U- P A N- 2 M o A b a n d o th e r M o A b s , 1 0 0 FL l of P oly

-I d ( a) o r M o n o一Id

l - 2 - 4 -4 (b) (1 5 p g/ m l) w a s fix e d o n 9 6 - W e11 E I A pl a t e s . A f t e r b l o ck in g w ith 3 % B S A s ol u ti o n , e a C h pl a t e w a s i n c u b at e d wi
th a

s e rial dil u ti o n of b io ti n yl M o A b D U
- P A N-1 (I g G l ) , D U- P A N-2 (I g M ) , D U - P A N - 3 (I g G l) a n d S T 4 3 9 (I g M ) f o r 3 h r s a t 3 0℃ ･

r e a c t e d w ith a v idi n -

p e rO X id a s e c o m pl e x , a n d c ol o r e d wi th a s u b s tr a te s ol u ti o n c o n t ai n i n g A B T S a n d H 2 0 2 ･ B o th P ol y-Id a n
d

M o n o -I d r e a c t e d o nly wi th M o A b D U- P A N -2 a s a n i m m u n o g e n .

P B S , p h o s p h a t e b u ff e r e d
,

S ali n e ; P E G , p Oly e t h yl e n e g ly c ol ; P oly
-Id , p O ly cl o n al a n ti

-idiot y pi c a n tib o d y ; P
T C ,

p e r c u t a n e o u s t r a n s h e p ati c c h ola n gi o g r a p h y ; P V D F , p Oly vi n y lid e n e difl u o rid e ; RI A , r a dio i m m u n o a s s a y ;
S D S r

S O diu m d o d e s yl s ulf a t e
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を加えて .
3 0 ℃ , 2 時間反応 させ , 洗 浄後 ･

ビ ー ズ の 放射活性

を測定した ･

Ⅸ . 患者血 清か らの 坑 D U
- P A N - 2 抗体の 精製

‡ に て 作 製 し た ラ ッ ト P ol y-I d l O m g を C N B r 活 性 化

s ep h a r o s e
4 B ( P h a r m a ci a) 2 ･ 5 g に 結 合 さ せ

1別

･
カ ラ ム

(B io R a d .
Ri c h m o n d ,

U S A ) に 充填 し た ･ D U- P A N-2 抗 体 原

臥 D U-P A N-2 抗体価
が ともに 高値 を 示 した患者血清 ( M ･ H ･)

0 .5 m l を , こ
の カ ラ ム に 吸着 さ せ ,

0 ･ 1 M T ris H Cl ( p H 3 . 0) に

て 溶出 し た . 各 分画 に つ い て サ ン ド イ ッ チ EI A に よ り

D U-P A Nr2 抗原値 ,
P o ly-Id を用 い た EI A と M o n o-Id を 用 い

た EI A に よ り抗 D U-P A N-2 抗体価 を測定 した .

X . 患者血 中坑 D U
- P A N - 2 抗体の 分析

Ⅸで 用い た と 同 じ測定法に て D u P A N-2 抗体価 の 高値 を示

し た 患者 (M . H .) の 血 清 0 . 5 m l を あ ら か じ め p r o t ei n

A- S e P h a r o s e 4 B カ ラ
ム に て I g G に 分国 し ,

.25
I に て 標識 後 ,

P oly l d カ ラ
ム に 吸 着 させ , 0 . 1 M T ris H C l ( p H 3 . 0) に て 溶出

した . 得られた 分画を , 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー

ル ( 2- m e r C a P-

t o e th a n ol) ( 和光純薬) に て 還元 状態と した後 ,
ス ラ ブ ゲ ル 電気

泳動装置 K S-80 0 0 S E 型 ( マ リ ソ ル 産業, 束京) を 用 い て ゲ ル 濃

度10% の ドデ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ( S O di u m d o d e s yl s ulf a t e ,

S D S )
- ポリ ア ク リ ル ア ミ ド ス ラ ブ ゲ ル に て 10 0 V の 定電 圧 下

に電気泳動を行 っ た . また マ
ー カ ー

蛋 白 と して
125

Ⅰ 標識 ヒ ト

Ig G ,
1 25
Ⅰ標識 ラ ッ ト I g G を 同時 に 泳動 し, 泳動後 の ゲ ル に て

オ ー ト ラ ジオ グラ フ ィ
ー

を 行 っ た .

さらに1 . 2 % ア ガ ロ ー ス A ( P h a r m a ci a) ゲ ル を 用 い た オ ク タ

ロ ニ
ー 法に て 上述の 同 じ分画と ウ サ ギ 抗 ヒ ト I g G 血 清 お よ び

ウサ ギ 抗ラ ッ ト I g G 血 清 と の 沈 降線 を オ ー ト ラ ジ オ グ ラ

フ ィ
一 に て 検 出 した . ま た そ の 際 , 対照 と し て 正 常 ラ ッ ト

Ig G を用い ,
オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ

ー

後 の ゲ ル を乾燥後 , 0 . 1 %

アミ ドブ ラ ッ ク 10 B ( 和光純薬) に て 蛋白染色を行 っ た .

また , 上述と 同様に 患者 M . H , の 血 清 よ り ,
P oly-I d カ ラ ム

によ るア フ ィ ニ テ ィ
ー

ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に て 得 られ た吸 着分

0 .2 2 .0

C o n c e nt r a ti o n of a n tib o d i e $ ( m g/ m l)

F ig ･ 2 ･ I n hibiti o n of D U-P A N-2 a n ti g e n. a n tib o d y r e a c ti o n b y
a n tiqidi o ty pI C a n tib o d i e s . 1 0 0 FL l of

12 5
I- a n ti- D U- P A N-2

M o A b w a s i n c u b at e d w ith l O O p l of P ol y一Id o r M o n o-I d s
a t v a ri o u s c o n c e n tr a ti o n s o n a 2 4- W ell pl a t e f o r 6 0 m i n a t
3 0 ℃ ･ P oly st yl e n e b e a d s c o a t e d w ith p u rifi e d D U

- P A N- 2
a n tig e n w e r e p u t i n t o e a c h w ell a n d i n c u b a t e d f o r 3 h o u r s
at 3 0 ℃ ･ A ft e r w a s h i n g , r a d i o a c ti v iti e s o f th e b e a d s w e r e
C O u n t e d i n a g a m m a c o u n t e r .

画を S D S- ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ス ラ ブ ゲ ル に て 泳動 した 後 ,
ゲ

ル メ ン ブ ラ ン 転写装置 K S-8 4 6 0 ( マ リ ソ ル) に て 6 V , 2 時間泳

動 し , ポ リ 卿 ヒビ ニ リ デ ン ( p oly v i n yli d e n e difl u o rid e ,
P V D F )

膜 ( M ilip o r e ,
B e d f o r d

,
U S A ) に 転写 した . P V D F 膜 を

.25

I 標

識 D ULP A N- 2 抗原お よ び
一25
Ⅰ 標識 M o n o一Id と室温, 4 時間反

応 させ 洗浄後オ ー ト ラ ジオ グラ フ ィ
一 に て 反応 を示 すバ ン ドを

検出 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 .

X l . 統計学的処理

D U-P A N-2 抗原値 に つ い て は対数変換 し , 以 下 の 検討を行 っ

た . 平均値の 差の 検定は ,
C o c h r a n- C o x t e s t に て , 陽性 率の 差

の 検定は Y a t e s の 補正 を加 え た X
2

検定に て , また 相関係数 の

検定は Fi s h e r の r 表に て 行な い , 危険率 5 % 未満 を も っ て 有

意差あり と した .

成 績

Ⅰ . ポ リ ク ロ
ー

ナ ル坑イデ ィ オ タイ プ抗体の反応特異性

作製 した P oly-Id が 免疫原の 抗 D U- P A N- 2 抗体と特異的 に 反

応す る こ と を 確か め る た め に ,
D U-P A N-1 , D U- P A N-2 ,

D U- P A NL3 ,
S T 4 3 9 と P o王y-I d の 反応 性 を 検討 した と こ ろ ,

P oIy l d は抗 D U-P A N-2 抗体と の み 容量依存的に 反応 した が ,

他の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体と ほ 反応を示 さ なか っ た ( 図 1 a) .

ま た
, 固相化 L た D U-P A N- 2 抗原 と抗 D U-P A N- 2 抗体 との

反応 に 対す る , 阻害活性の 検討 で は ,
P oly一Id は 1 0 0 FL g/ m l 以

上の 濃度 に お い て 容量依存的 に 抗原抗体反応を阻害 したが , 対

照 と して 用 い た 正常 ラ ッ ト I g G ほ 阻害活性をもた な か っ た ( 図

2 ) . こ の こ と よ り , 今 回 作製 し た P ol y-Id の な か に は ,

D U- P A N-2 抗原と D u P A N-2 抗体 との 反応 を阻止 す る, 抗イ

0 .2

C o n c e nt r ati o n of A b 2 ( rn g / m I)

F i g . 3 . I n hi biti o n of t h e r e a c ti o n b e t w e e n a n ti- D U- P A N- 2
M o A b a n d

12 5
I- P oly-I d b y M o n o-I d s . A n ti- D U- P A N- 2 M o A b

(1 5 /J l/ m l) w a s fi x e d o n p oiy s t yl e n e b e a d s . T h e b e a d s
W e r e i n c u b a t e d i n a 2 4r w ell pl a t e w ith l O O FL l of P oly-I d o r
M o n o-Id s f o r 6 0 m i n a t 30 ℃ . T h e n 5 0 FL l of

12 5
I- P oly-I d

W a S a d d e d t o e a c h w e11 a n d i n c u b a t e d a n o th e r 6 0 mi n .

A f t e r w a s h i n g , r a d i o a c ti v iti e s of th e b e a d s w e r e c o u n t e d i n

a g a m m a c o u n t e r ･ P oly
qI d wi th c o n c e n tr a ti o n s h i gh e r th a n

O .2 m g/ m l s tr o n gly in hib it e d th e r e a c ti o n b e t w e e n D U -

P A N- 2 a n ti g e n a n d r a d i ol a b el e d P ol y -Id , W h e r e a s th e
i n hib itio n r a t e s of v a ri o u s M o n o -Id s n e v e r e x c e e d e d 3 0 % .
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デ ィ オ タイ プ抗体 の 含 まれ る こ と が示 され た .

[ . モ ノ ク ロ ー

ナ ル坑イ 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 , 固 相 化抗 D U-P A NL2 抗 体 に 対 す る 結 合性 お よ び ,

Dt∫P A 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 . これ ら の ク ロ

ー

ン ほ

EI A 法 を 用 い た 免疫 グ ロ ブ リ ン 亜 分画 の 検 討 で は い ず れ も

Ig G l 型 で あ っ た .

得 られた 精製 M o n o -I d の 抗 D U-P A N-2 抗体 と特異的に 反応

する こ とを 確認す るた め に , M o n o一Id と して ク ロ ー ン ト2-4-4

を 用い て各種 九l o A b と の 反応を 検討 した と こ ろ , 図1 b に 示 す

ごとく , 免疫原 で ある抗 D U- P A NL2 抗体 と の み が 容量依存的

な反応を示 した が , 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 とは 反応を 示 さな

か っ た . また 他の ク ロ ー

ン 1- 2 ヰ6 , ト2-4-7 に つ い て も検討 した

が 同 等の 結果 で あ っ た .

D しトP A N- 2 抗原と , 抗 D U-P A N-2 抗体と の 抗原抗体反応 に

対す る阻止効果の 検討 で は , 図 2 に 示す ご と く , 3 種 の ク ロ
ー

ン とも 100 J上 g/ m ト以上 の 濃度 に て 容量依存的 な阻害悟性 を 示

した .

Ⅲ . ポ リ ク ロ
ー

ナ ル坑イ デ ィ オ タイ プ抗体 とモ ノ ク ロ ー

ナ ル

杭イ デ ィ オ タ イ プ抗体の 反 応性の比較

P ol y-Id と M o n o～Id の 認識 す る エ ピ ト
ー プ の 差 を 知 る た め

に
, 抗 D U - P A N- 2 抗体 と P oly-I d と の 反応を M o n o-I d が ど の

程 度阻害 し う る か を 検討 した . 囲 3 に 示 す よ う に , 固相 化

D U-P A N T2 抗 体 へ の
125
Ⅰ標識 P oly -Id の 結合は ,

P o Ly-Id を あら

M ali g n a n ¢y

P a n c 帽 8 $ C 8 . ( n = 2 8 )

馴tね叩 tra C t C 乱( n ニ1 8)

G 抽t ri¢ ¢き. (n = 2 $ )

C o1 0 n C a . (n ニ 1 2)

H C C (n = 1 7)

8 e n t9 n

Li v e r ci r r h o $j $ ( n = g )

C h r o nic h e p a titis (n =1 2)

C h r .p さn ¢r e a t嘉鵬 ( 匝 乃

O th 即$ (n 王 2)

H o d th y $ U bj e c t s ( n = こ2 0)

か じめ 反 応 さ せ る こ と に よ り
,
9 5 % 阻害 され た が , M o n ｡ ､Id

l-2 ヰ4 ･
1-2- 4-6 ･ 1-2 ヰ7 はそ れ ぞれ30 % , 2 8 %

･
1 3 % の 阻害活

性 を示 す に と どま っ た ･ したが っ て 各 M o n o-I d の 認識する抗
D U-P A N- 2 抗体 上 の エ ピ ト

ー プは
,
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗イ ディ オ

タ イ プ抗体 の 認識す る複数 の エ ビ ト プの 一 部 で ある と考えら

れ た .

Ⅳ ■ ポ リ ク ロ
ー

ナ ル杭イ デ ィ オ タイ プ抗体を用い た各種消化

器疾患患者血清中兢 D U - P A N
- 2 抗体価 の測定

図 4 は 各種疾患患者と健常者血 清中 に お い て 抗 D U-P A N-2

抗体価を P oly一Id を 用 い た EI A に て 測定 した成績 で ある. 健常

者20 例の 平均 + 2 × 標準偏差に 一 致す る 0 ･ D ･
= 0 . 25 0 を カ ッ ト

オ フ 値 とす る と , 膵癌 で50 % (1 4/2 8) , 胆道癌 で33 % ( 6 /
′

181 ,

胃癌 で35 % ( 9 / 2 引 , 大腸癌 で50 % ( 6 / 1 2 ) , 肝細胞癌で4 摘

( 7/ 1 7) で あ り癌患者全体 で は 陽性率は42 % ( 4 2/1 0 い と高率で

あ っ た ･

一 方 , 良性疾患 で は慢性膵炎で29 % ( 2 / 7 ) , 慢性肝炎

で33 % ( 4 / 1 2) , 肝硬変 で67 % ( 6 /
ノ

9 ) と偽 陽性も多く
,
とくに

肝硬変 で は 高率に み られ た .

Ⅴ . モ ノ ク ロ ー ナ ル杭イ デ ィ オ タ イ プ抗体 ( ト2 -4 -4 ) を用い

た 各種消化器疾患患者血清中抗 D tトP A N - 2 抗体価の測

定

図 5 は各種疾患患者と健常者血清中 に お い て 抗 D U-P A N-2

抗体価 を M o n orI d (1-2-4-4) を 用い た EI A に て 測定した成揖で

ある . 健常 者2 0 例 の 平 均 + 2 × 標 準偏差 に 一 致 する 0 . D . =

0 . 30 0 を カ ッ ト オ フ 値 とす る と , 膵癌 で45 % (1 3/ 2 馴, 胆道癌で

23 % ( 5 / 2 2) , 胃癌 で19 % ( 5 / 2 6) , 大腸癌 で25 % ( 3 / 1 2) , 肝細

胞癌 で53 % (1 0/ 1 9) で あり , 癌患者全体 で の 陽性率は33% (36

0 . D .

ヰ1 5 n m

Q .2 0 .3 0 . 4

. も ･ ′1 ･ ～ ･
● ･ ･ ●

●
●亘

Fig ･ 4 ･ L e v el s of a n ti
- D U ･ P A N -2 a n tib o d y i n s e r a of p a ti e n ts w it h v a ri o u s di g e stiv e di s e a s e s a n d h e alth y s u bj e c t s d e t e c te d

by

P oly
-I d ･ 1 0 0 FL l o f P oly J d . (1 5 J上 g/ m l) w a s fi x e d o n a 9 6v w ell E I A pl a t e a n d i n c u b a t e d w ith 5 0 /上l of l : 5 0 d ilu t e d t e st S

er 乱

w hi c h w e r e p r e vi o u sly tr e a t e d wi th n o r m al h u m a n I g G
- S e p h a r o s e 4 b c o nj u g a t e ､ A ft e r i n c u b a ti o n f o r 3 h o u r s at 3 0 ℃1
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s a m pl e s w e r e r e a c t e d w ith p e r o xi d a s e l a b el e d a n ti
- h u m a n I g G + A + M . a n d c ol o r e d w ith a s u b s tr a t e s ol u ti o n c o n t ai ni n g A B T

S
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M o n o-Id (1 ÷4p4) ･ T h e E I A m e th o d i s t h e s a m e a s t h e E I A u si n g P ol y-Id ･ D ott e d li n e s h o w s c u t- O ff v al u e ( 0 . D .

= 0 .3 0 0) .

( 8) P oI y ･ は

l 柑 I V

$ t a g e
F ig ･ 6 ･ S e r u m a n ti, D u P A N - 2 a n ti b o d y
d o tt e d li n e s s h o w th e c u t- O ff v al u e s o f

( b) M o n か 旭

l = IV V

O G 8 $ 廿i c c 8 .

0 C ot o n ¢a .

$ t a g せ

1 e v el s i n r el ati o n t o th e hi st ol o g l C al s t a g e s of g a s tric c a n c e r a n d c olo r e c t al c a n c e r . T h e

e a c h m e th o d . ● ; g a St ri c c a n c e r , ○ : C Ol o r e c t al c a n c e r .
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1 0 8) で あ っ た .

一 方
, 良性疾患 の 偽陽性率 は21 %

■

で あり , 慢性

肝炎31 % ( 4
′

/ 1 3) , 肝硬変9 % ( 1 /1 1 ) , 慢性 膵炎25 % ( 2 / 8 )

に 認め られ た . 以上 の よ う に ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体を 用 い た方法

に 比 して , 痛に お ける陽性率も , 良性疾患に お け る偽陽性率も

共に 低率 で , 癌特異性 ほ比較的良好 であ っ た .

Ⅵ . 癌の 進行度 と血 中坑 D U - P A N - 2 抗体価 との 関係

進行度 (s t a g e) 分燥の 明 らか な胃癌23 例と ,
大腸癌 9 例 に つ

い て
, 進 行度別 に 血 中抗 D U-P A N-2 抗体価を 検討 した ( 図 6 ) .

血 中抗 D U-P A N- 2 抗体価 は , P ol y一Id 法 で は I 期 で 33 % ( 4 /

1 2) , Ⅲ 期で60 % ( 3 / 5 ) , Ⅳ ～ ＼
丁

期 で4 0 % ( 6 / 1 5 ) で あ り ,

M o n o-I d 法 で は Ⅰ期 で 8 % ( 1 / 1 2) , Ⅲ 期 で40 % ( 2 / 5 )
, Ⅳ ､

1
'

期 で27 % ( 4 / 1 5) と Ⅰ期に 比 して Ⅲ期以上 で の 陽性率が高率

で あ っ た ･ しか し
･ 早期癌で あ るⅠ 期例 に お い て も

,
P oly -Id 法

で は , 比較的高い 陽性率が得 られ た .

Ⅶ ･ 測定系 にポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗イ デ ィ オタイ プ 抗体と
, モノ

ク ロ
ー

ナ ル 抗イ デ ィ オ タ イ プ 抗体を用 い た 場合での兢

D U - P A N- 2 抗体価測定成績 の比較

P oly-I d を 用 い た 測定系 と M o n o
-I d を用 い た 測定系で 同時に

測定 しえた 癌患者血清の 抗体価 を比較検討 した ( 図 7) . 両者間

に 有意 の 相関性が認め られ ( r = 0 ･ 2 4
, P < 0 . 0 5) , P oly-Id 軋
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O St 叩 l

● S t耶 匹川

わ St a o e lV

▲ S 也 卵 V

0 10 0 1 ∝柏 1 陣 0 0

L e v eL8 0 f D U ･ P A N ･2 a n tlg e n ( U/ n l)

Fig ･1 0 ■ C o rr el a ti o n b e t w e e n l e v el s o f D U- P A N-2 a n ti g e n a n d l e v el s o f a n ti- D U- P A N-2 a n tib o d y d e t e r mi n e d b y a n ti-idi o ty pi c
a n tib o d y ( a ; P ol y-Id , b ; M o n o一Id) i n s e r a of p a ti e n ts w ith g a s tri c c a n c e r o r c ol o r e ct al c a n c e r o f v a ri o u s hi s to p a th ol o gi c al
St a g e S . 0 , S t a g e 巨 ● ,

St a g e Ⅲ ; 杜, St a g e Ⅳ ; ▲ , S t a g e V .

n
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r = 0 .4 9
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A n ti D U ･ P A N - 2 暮o v el s b y M o n o
-1d

Fig ･11 ･ C o r r el atio n of a n ti- D u P A N- 2 a n tib o d y le v els i n
P ati e n t s e r a d e t e r m i n ed b y t w o m et h o d s wi th M o n o-I d
a nd

12 5
I la b el e d D U→P A N- 2 a n tig e n . P r o t ei n A ( 1 5 〃 g/ m l)

W aS fix e d o n p oly s t yl e n e b e a d s . 1 5 0 FL l of l : 5 0 d il u t e d

te s t s e r a w a s i n c u b a t e d wi t h th e b e a d s f o r 6 0 m i m a t

30 ℃ ･ T h e n 5 0 FL l of
12 5

トD U - P A N- 2 a n ti g e n w a s ad d e d t o
e a c h w e u a n d i n c u b a t e d a n ot h e r 2 h o u r s . A f t e r w a sh i n g ,
r adi o a c tiv iti e s of th e b e a d s w e r e c o u n t e d i n a g a m m a
C O u n t er .

M o n o-I d 法両者陽性は22例(22 % ) , 両 者陰性は46 例(46 % ) に み

られたが , 両者 の 陰陽性が解離 した もの は ,
P oly-I d 法 陽性 ,

M o n o ･I d 法陰性が21 例 (21 % ) で ある の に 対 し , そ の 道の 場合が

12例(1 2 % ) に 認め られ 前者 の 場合の 方 が 多く み られた .

Ⅶ ･ 血清中の D U q P A N - 2 抗原 と抗 I) U - P A N p2 抗体価との

関連性

病魔者血清に つ い て 同
一

検体 で 測 定 した D U-P A N
- 2 抗原値

と抗体価 の 関連性を検討 した . D U- P A N-2 抗原値 の カ ッ トオ フ

値 を 300 U/ 血 とする と癌患者全体で の 陽性率は42 % で あ っ た .

P oly-Id を用 い て 測定 した抗体価と抗原値 と の 関係 を 図 8 に ,

M o n o-I d (1- 2 ヰ4) を 用い て 測定 した 抗体価 と抗原値 との 関係を

図9 に しめ す. い ずれ の 場合に も抗原値 と抗体価 の 間 に 相関性

は 見られ ず, 抗原が 陰性 で あ っ て も抗 体が 陽性 で あ る 例が ,

P oly l d 法で26 % (2 6/ 1 01) , M o n o-I d 法 で19 % ( 2 0/1 08) と 少な

か らず見 られ た . 一方抗原が陽性 で あ っ て も抗体陰性である例

が
, そ れ ぞれ22 % ( 22/ 1 01 ) , 2 6 % (2 8/ 1 0 8) に 存在 した .

l
T

項 と 同 じく , 胃 , 大腸 癌3 2 例 に お い て , 進 行 度別 に

D U-P A N-2 抗原値 と抗体価の 関係 を検討 した (図10) . 抗原陽性

例 は32 例中4 例 (13 % ) で ,
い ずれ もⅣ 期で あ り , そ の うち 3 例

が抗原 の み が 陽性 で あ っ た .

一 方
,
抗体の み 陽性例 は P oly-I d

を用 い た 測定法 で34 % (1 1 /3 2) に 認め られ , そ の 中に は Ⅰ期の

症例 が 4 例含まれ て い た . ま た M o n o一I d を 用 い た 場 合に は ,

1 9 % ( 6 /ノ32) が抗体の み 陽性 で あ り, う ち Ⅰ期が , 1 例含まれ

て い た .

Ⅸ .
D U - P A N - 2 抗原 を用 いた 血 中抗 D U - P A N - 2 抗体価 の

測定

癌患者血清23 例に つ き ∴精製 D tトP A N-2 抗原に 直接結合す

る抗体 の 検出を 目的と した RI A に て 抗体価を測定 した . こ の

方法 に よ り得 られ た 抗体価と , M o n o-I d を 用 い た EI A で 測定

され た 抗体価 と の 関係を図11 に しめ す . 両 者間に は 有意の 相関

性 (r = 0 . 4 9 , P < 0 . 0 5) が み られた が ,
こ の RI A 法に て 測定 さ

れ た抗体価が 100 c p m 以下 と低値 であ っ て も, M o n oLI d に よ る

EI A 法 で 陽性 で あ るサ ン プル が , 1 7 % ( 4/ 23) にみ られた .

X . 血 清中に お け る D U - P A N - 2 抗原 と抗体の存在様式の検

討

用 い た EI A 法に て ,
D U- P A N-2 抗原抗体複合体が検出 され

うるか 否か を検討す るため に ,
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ オタ イ
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F i g ･1 2 ･ A n affi n it y c h r o m a to g r a p h ic p a tt e r n i n th e ･ p u rifi c a ti o n of a n t トD U- P A N-2 a n tib o d y f r o m s e r u m of a p a tie n t w ith

p a n c r e a ti c c a n c e r ･ T h e c ol u m n w a s l o a d e d wi th O .5 m l of s e r u m of a p ati e n t wi t h p a n c r e a tic c a n c e r ( M . H .) a n d el u t e d with

O ･1 M T ri sT H C l ( P H 3 ･0) a n d 2 m l f r a c ti o n s w e r e c oll e c t e d , I n a u f r a c ti o n s , D U- P A N-2 a n ti g e n a n d a n tiL D u P A NA 2 a n tib o d y w e re
m e a s u r e d b y e n z y m e i m m u n o a s s a y ･

ニ

, p r O t ei n c o n c e n t r a ti o n : ▲- - ▲ , l e v e ls of D U- P A N-2 a n ti g e n : ●
- -

● . 1 e v els of

a n ti- D U- P A N-2 a n tib o d y b y P oly
-I d : 0

-

0 .
1e v el s of a n tiT D U- P A N- 2 a n tib o d y b y M o n o-I d .

F ig ･1 3 ･ D e t e c ti o n of a n tトD U - P A N-2 a n tib o d y f r o m s e r u m of
a p a n c r e a s c a n c e r p a ti e n t . H u m a n a n tトD U- P A N- 2
a n tib o d y w a s p u rifie d b y P oly

-I d affin ity c h r o m a t o g r a p h y

f r o m th e r a di ol a b el ed I g G f r a c ti o n of s e r u m o f a p a n c r e a s

C a n C e r P a ti e n t ( M ･ H ･) . A ft e r r e d u cti o n a n d h e a t in g i n

S D S ,
th r e e el u t e d f r a c tio n s w e r e r u n o n S D S- P A G E a n d

S u bj e c t e d t o a u t o r a di o g r a p h y . R a d iol a b e l e d n o r m al h u m a n

I g G a n d n o r m al r a t l g G w e r e tr e a t ed i n th e s a m e m a n n e r

a s th e s t a n d a r d p r o t ei n s . P u rifi e d f r a c tio n c o n ta in s

r a di o a c ti v e h u m a n H a n d L c h ai n s .
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F i g .1 4 . O u c h t e rl o n y a s s a y ( a) of p u rifi e d h u m a n a n tトD
U-

P A N- 2 a n tib o d y a n d a n tis e r a . a n d it s a u t o r a d i o g r a ph y (
b) T

W e11 A . r a di ol a b el e d a n ti- D u P A N-2 a n tib o d y p u rifie d fr o r n

th e s e r u m of a p a n c r e a s c a n c e r p a ti e n t : B ,
a n ti-r at Ig G

a n ti s e r a : C . n o r m al r at I g G ; D , a n ti - h u m a n I g G a n ti s e r
a ･

R a d i o a c ti v ity w a s d e t e c t e d o n ly l n th e p r e cipita
ti o n li n e

b e t w e e n w e11 s A a n d D .



血 中抗 Dl⊥P A N- 2 抗体価測定法の 開発

プ抗体を s e p h a r o s e 4 B に 結合さ
せ た ア フ ィ ニ テ ィ

仙 ク ロ マ ト

グラ フ ィ
ー に て

, 膵 癌患者 M ･ H ･ の 血 清 0 ･ 5 m l よ り , 抗

DU-P A N-2 抗体を精製 し
た( 図12) ･ 各分 断 こ て ,

P oly-I d お よび

M ｡ n O-I d (1-2 ヰ4) を用 い て 測定 した 抗 D U- P A N-2 抗体価 の 推

移をみると ,
吸着後 ･

0 ･ 1 M T ri s H C l ( p H 3 ･ 0) に て 溶出 され た

分画で は P oly-I d , M o
n o-Id 双 方に 対 して 反応 を示 した ･

一 方 ･

D U-P A N-2 抗原 は素通 り分画
の み に 検 出され た ･ 以上 よ り , 素

通り分画に は D U-P A N-2 抗原抗体複合物 の 存在す る 可 能性 は

考慮された が , 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体に 対 L て D u P A N- 2 抗

原抗休複合物 は反応 しな い も の と考え られ た t

X l . 患者血 中坑 D t トP A N - 2 抗体 の分析

患者 M . H ･ 血 清の p r o t ei n A 吸 着分画を
.25
Ⅰ に て 標識 し ,

P oly
-I d カ ラ ム に 吸着 させ 溶出 した分画 は ,

2- メ ル カ プ ト エ タ

ノ
ー ル に よる還元 状態 で , S D S- ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気

泳動(p oly a c r yl- a mi d e g el ele c t r o p h o r e sis , P A G E ) に て 泳動す

ると
.
オ

ー

ト ラ ジオ グ ラ フ ィ
一 に て 検出 され る放射活性 バ ン ド

は
,
対照と して 用 い た ヒ トI g G の H 鎖お よ び L 鎖 の 位置 に

一

致

して い た ( 圃13) .

また同分国を , オ ク タ ロ ニ
ー 法に よ り , ウサ ギ 抗 ヒ トI g G 抗

血清とウ サ ギ抗 ラ ッ ト I g G 抗血 清と の 反応を 検討 した と こ ろ ,

オ
ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ

一 に て 検出 され た 同 分画の もつ 放射活性

は
,
ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト I g G 血 清 と は 反応 せ ず ,

ウ サ ギ 抗 ヒ ト

Ig G 抗血 清との 沈降線 に
一

致 して み られ た ( 図14) . こ の こ とよ

り抗イデ ィ オ タ イ プ抗体 に 対 して , 患者血 清中の Ig G の
一 部が

反応して い る こ とが示 され た .

さらに ,
こ の 患者血 清 よ り精製 した Ig G 分画 よ り ,

P o ly-Id

A B
N 0 1 1n

d
〉

I r l g G

a b
l
l
l
ゝ 】 二

.
1

C D c d
N o r m a l N o 川 1 J I

F■r -g G
トー ■g G

l
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Fig ･1 5 ･ W e st e r n bl o tti n g a n aly si s of t h e bi n di n g of D U-
P A N-2 a n tig e n a n d M o n o-Id t o p u rifi e d h u m a n a n ti- D U- P-
A N- 2 a n tib o d y ･ A n tトD U- P A N-2 a n tib o d y w a s p u rifi e d f r o m
th e s e r u m of a p a n c r e a s c a n c e r p atie n t ( M . H ,) P u rifi e d
h u m a n a n ti- D U- P A N-2 a n tib o d y (1 a n e s a a n d c) a n d
n o r m al h u m a n I g G (1 a n e s b a n d d) w e r e r u n o n S D S-
P A G E

, a n d tr a n sf e r r e d t o P V D F m e m b r a n e . P r o t ei n s o n
la n e s a

ナ b . c a n d d w e r e tr a n sf e r r e d t o l a n e s A , B
,
C a n d

D
, r e S p e C ti v ely . L a n e s A a n d B w e r e r e a c t e d wi th
l払
I -l a b el e d M o n o-I d , a n d L a n e s C a n d D w e r e r e a c t e d
wi th

12 5
I- r a b el e d D U- P A N Y2 a n ti g e n . M e m b r a n e s w e r e

W a s h e d a n d s u bj e c t e d to a u to r a d i o g r a p h y . L a n e s a , b , C
a n d d w e r e s t ai n e d wi th O .1 % a m i d o bl a c k l O B . P u rifi e d
h u m a n a n tトD U - P A N - 2 a n tib o d y r e a c t e d w ith b o th
D U -P A N - 2 a n tig e n a n d M o n o -I d , W h e r e a s n o r m al h u m a
Ig G f ail e d t o r e a c t .
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カ ラ ム を 用 い た 7 フ ィ ニ テ ィ
岬 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー

に て得 られ

た 吸 着分画を , S D S- P A G E に て 泳動後 , P V D F 膜 に 転写 L , ウ

エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グを 行 な う と ,
こ の 分 画は ,

125
Ⅰ 標 識

D U-P A N- 2 抗原 , な らびに
125
Ⅰ標識 M o n opI d との い ずれ とも反

応を 示 した( 囲15) . こ の こ と よ り , 今回 の EI A に て検 出される

抗 D U-P A N-2 抗体 は ,
D u P A N-2 抗原に も反応す る こ と が 示

され , ま た患者血 中に ,
そ の よ うな抗体 の 存在する こ とが 証明

され た .

考 察

癌組織に は , 種 々 の 癌関連抗原 と称 され る抗原 が多数発現 し

て お り , そ れ ら の うち 血中に 遊離 し得 るもの は ,
血 清腫瘍 マ ー

カ ー

と して 以前か ら臨床応用 され て い る
20 卜 22 ,

. L か し
, 腫瘍 の

産生す る抗原を直接測定 し よう とす る方法 で は , 元来微量の 腫

瘍抗原が大きな プ ー

ル を有する血 液中 で 希釈 され る ため , 腫瘍

が ある程度の 大き さに な らない と血 中測定値は 上 昇せ ず , 癌の

早期診断に 結 び付き難い . さ らに
, 癌特異性が高く ても結中に

遊離 しに くい , あるい は遊離 L な い 抗原で は 血清腫瘍 マ ー カ ー

と して応用 する こ とは 不可 能で ある .

一 方 , 担痛生体 で は 癌の

早期か ら免疫応答の 起 こ る こ と が想定 され て い るが こ の よ うな

反応を検出 しよう と して , 従来白血 球固 着阻1L 試験 (1 e u k o c yt e

a d h e r e n c e in hi bitio n a s s a y , L A I) な ど の 細胞性免疫反応を応用

した 方法2
3 馳
が 検討され て きた . こ の よ うな方法 に よ る 検出率

は
,

一 般に は癌 の 進行度 とは 無関係 で , 免疫能 の 低下 した 末期

で は陽性率は む しろ低下す る傾向さ えみ られ , 早期癌 で の 陽性

率 は進行癌の それ に 劣 らない と い う成績も報告 さ れ て い る
23-

.

しか し
, 感作抗原 の 標準化 , 再 現性 , 多量の 血液 サ ン プ ル を 要

す る , な どに お い て 大きな陸路があり , 実用化 は な され て い な

い . また
. 免疫応答と して 腫瘍抗原 に 感作 され た リ ン パ 球の 産

生す る血 中自己抗体を検出 しよ う とす る試み も幾 つ か み られる

が
25 ､ ､ 2 7

＼ 臨床的有用性を評価 で き るもの は殆 どな い . そ の 理 由

と して , 微量に しか 存在しな い 抗原 の 精製が難 しく , 自己 抗体

に 対す る銭敏で 安定 した測 定系の 確 立が 困難であ っ た こ と な ど

が あげ られ る .

と こ ろ で J e r n e
2〉
の イ デ ィ オ タ イ プネ ッ ト ワ ー ク 理 論に 基 づ

い て , K u n k el ら
28 }

を初め と し , 幾 人か の 研究者
29-3 0 ､

は , 抗体の

超可 変部位が , 抗原惟を 有し , 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体を誘導 し

え る こ と を 示 してい る . そ れ らに よ る と .

一 部の 抗イ デ ィ オ タ

イ プ抗体の 超 可変部位に は , 内部イ メ ー ジ (i n t e r n a l i m a g e) と

称 され る抗原 エ ピ ト ー プ と相同 の 構造 が発現 し得る と され てい

る . こ と に 近年 ,

ハ イ ブ リ ド
ー

マ 法 に て ,

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗イ

デ ィ オ タ イ プ抗体の 作製が 可 能と な り , 内部イ メ
ー

ジの み をも

つ 抗体を 大量に 得 る こ とも可 能に な っ た .
こ の 均質性に 優れ た

イ デ ィ オ タ イ プ抗体を , 抗原の 代用 と して ワ ク チ ン 療法的 に 用

い て
, 各種 の 腫瘍免疫 を誘導 しよ う とす る基礎的研究

3‖
は活 発

に 行な わ れ つ つ あ り,
一

部 に ほ 臨床的な癌治療 へ の 応用
6 け-

も試

み られ て い る ,

筆者ほ こ の ような 抗イ デ ィ オ タ イ プ 抗体 の 特性を考慮 して ,

EI A の 固相化抗原に 癌関連抗原の 内部イ メ
ー

ジを 有す る 抗イ

デ ィ オ タ イ プ抗体を用い る こ とに よ り 抗 D じP A N - 2 抗体価測

定法を発案 した . まず ラ ッ トに て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ オ タ

イ プ抗体を , つ づ い て 同系 マ ウ ス に て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ

オ タ イ プ抗体を作製 し , 図1 お よ び 図2 に 示すよ うに ,
い ずれ

も免疫原 の 抗 D U - P A N -2 抗 体 と の み 強く反 応 し ,
か つ



4 6 4

D u P A N-2 抗原抗体反応を容量依存的 に阻害す る こ と を 確認

した , こ の こ と よ り , 得 られ た 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗体 は 抗

D UrP A N-2 抗体 の 抗原結合部位 を認識す る ,
つ ま り内部イ メ ー

ジと呼 ばれ る D U-P A N- 2 抗原の エ ビ ト
N プ と相 同な 構造を 有

する特異的な抗体 で あると 考え られ る . こ の よ うな 同系 マ ウ ス

に て モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体を作製 した 報告は こ

れ ま で に い く つ か み られて お り
316,7ト

,
また

,
L e g e r ら

32 }
は
,
ラ ッ

ト を用 い て 同種抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体 の 作製 に 成功 して い る .

こ れ らの 実験結果 は , 同種内 で ほ原則的に 抗原性をもた な い と

され る血 清蛋白 の
一

部 で ある A bl を 同種動物に 免疫 して 抗 イ

デ ィ オ タ イ プ抗体( A b 2) を 作製する こ とは 可 能 で あ る こ と を 示

して お り
,
さ らに

, 単
一

個体内で , 同種 の 免疫 グ ロ ブ リ ン 分子

どう しが抗原抗体関係をもち得 ると い うイ デ ィ オ タ イ プ ネ ッ ト

ワ ー ク 理論 の 裏 付け ともな っ て い る . 筆者 の 実験 に お い て も ,

ラ ッ トお よ び 同系 マ ウ ス で 内部イ メ
ー

ジを 有す る抗イ デ ィ オ タ

イ プ抗体の 作製 に 成功 して お り , 従来 の 研究報告 と
一

致 して い

る とい え る .

D i a k u n ら
33}
は

, 構造の 明らか な 糖鎖を免疫原 と して 用 い て
,

ウ サ ギ で A bl
,
A b 2

,
さ ら に 抗 坑 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体

(a n ti - a n tiTidi o t y pi c a n tib o d y , A b 3) を 作製 し, お 互 い の 反応性

を検討 した結果 , 抗原と A b2 との 相同性は高く ,
わ ずか の 糖鎖

構造の 変化 に て も反応性が失わ れ る と して い る . 本研究で 対象

と し て 用い た D U- P A N-2 抗原 ほ , 発見者の M e t z g e r ら
8一
に よれ

ばシ ァ ル 化糖鎖抗原 で ある こ とが 明 らか に され て い るが
, 抗原

エ ピ ト ー プ の 糖 鎖構造は確立 され て い な い . しか し
,
抗体可 変

部位 の ア ミ ノ 酸構造で ｣ 糖鎖 の 立 体構造を再現す る こ とは 可 能

で あるとい わ れ て お り8
-

, 筆者 の 実験結果か らも 上 述 した よ う

に 得 られ た 坑イ デ ィ オ タ イ プ抗体は D U - P A N-2 抗原 の 構 造を

再現 して い る と思わ れ
, 抗 D U - P A N- 2 抗体検出の た め の EI A

に おけ る同相化抗原と して 用 い る こ と は 十分可能 で ある と考 え

られ た . また ,
D u P A N- 2 抗原 に 対 して ,

こ の よ う な 内部イ

メ ー ジを 有す る抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体を確立 した の は本研究が

初め て で あ る .

本研究の よ う に 癌患者 の 流血 中に 腫瘍抗原 に 感作 され た リ ン

パ 球 の 塵生す る特異な自己抗体 を測定 しよ うとす る試み は未だ

少な い が ,
G old

25)
の Bi s -d i a z o tiz e d b e n zid i n e ( B D B ) 凝集法 に よ

る
,
C a r C in o e m b r y o n i c a n tig e n ( C E A ) に 対する 自己抗体 の 検出

を初め て と して ,
V O n K l eis t ら

26)
の 大腸癌患者血 中の 抗腸管阻

織抗体 に関す る報告や , 川原 田 ら
27)
の 各種悪性腫瘍患者血中の

抗 α 覿織抗原抗体 に つ い て の 報告 な どか あげ られ る . しか しい

ずれ の 報告も抗体価の 定量化 が な され て お らず , 検 討例数も少

な い こ と な どよ り
,
腫瘍 マ

ー カ ー

と して の 有用性 を論ず る ま で

に は 至 っ て い な い .

抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体を利用 L た血 中自己抗体 の 測定 と して

は
, 自己免疫疾患 であ る全身性 エ リ テ マ ト ー デ ス 患者 で検討 さ

れ た 成績
31}
と

, 悪性腫瘍 の 患者で 腫瘍抗原の 内部イ メ ー ジを も

つ イ デ ィ オ タ イ プ抗体を応用 した 2 つ の 報告
35-3 6 )

を み る に す ぎ

な い . 山本
35-

ほ
,
ア シ ア ロ 型の 糖鎖抗原 である Y H 2 0 6 に 対す

る
, 抗 Y H 2 0 6 抗体 を 用 い て

,
ポ リ ク ロ ー ナ ル お よび モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 イ デ ィ オ タ イ プ抗体の 開発 に 成功 し , 各 々 を用 い て

作製 した EIA に よ り , 癌患者血 中の 抗 Y H 2 0 6 抗体価 に つ い て

検討して い る . それに よ ると 抗 Y H 2 06 抗体は , 健常対照です

べ て 陰性であ り, 病魔着で は P o ly -Id 法で34 例中13 例 (38 % ) ,

M o m o-I d 法 で34 例 中11 例(32 % ) に 陽性 で あ る . また
, 良性疾患

で は
,
P ol y-Id 法 の み の 検討 で , 例数は 少な い もの の

,
カ
ッ トオ

フ 値 を 越 え る も の は な か っ た と 報告 し て い る ･ 筆者の抗
D U-P A N-2 抗体の 成 績 で は , 健常 対照 で 抗体価 ほ低値 であり
カ ッ トオ フ 値を 越 え るも の は な く , 癌患 者 で は P oly-Id 法で
4 2 %

,
M o n o一Id 法 で3 3 % が 陽 性 で あ っ た が

, 良 性疾患でほ

P ol y-Id 法 で43 % ,
M o n o-I d 法 て21 % と , 前述 の 報告と異なり

,

良性肝疾患を中心 と して 偽陽性 の 高い と い う結果が得 られた
.

また 抗 Y H 2 0 6 抗体に 関する 検討 で は ,
P olyLI d と M o n ｡-Id

を 用 い て 測定 した 抗体価ほ高度な相関性 (r = 0 ･ 軋 p < 0 . 01) を

示 した と され て い る ･
こ れ に 対 して , 筆者の 抗 D U-P A N -2 抗体

価 の 測定で は図 6 示 す ご とく ,
P oly一Id と M o n o-I d を用い て測

定 した 抗体価 に は 有意な相関性は み られ るも の の
, 抗 Y‡i206

に お い て み られ た ような 高い 相関性 は み られ ず , か な りばらつ

く傾向が み られ た ･ さ ら に 原田 ら
36)
は ヒ ト メ ラ ノ ー

マ の糖脂質

両分 と反応す る ヒ ト型モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (1 ト5 0) に 対する3

種 の 特異的 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 イ デ ィ オ タ イ プ抗体 を用い て抗

11
`

-5 0 抗原抗体価の 検討を行な っ た と こ ろ , 描獲抗体と L て用

い る抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体に よ っ て 抗体価 が か な り異なり, お

互 い に 相関 の な い 測 定結果が得 られ た と報告 して い る . このよ

う に 用 い る抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体の 種類 に よ り抗体価がかなり

異 な る よう で あり
,
こ の ような差異が どの よ う な臨床病態的意

義 を反映す るか ほ
,
興味深い 課題である と思 われ る . さらに特

定 の イデ ィ オ タ イ プ を有す る抗体が特異的に ある種の 疾病や病

態 を鋭敏 に 反映す る こ とも考慮 され , 今後 ,
こ の ような可能性

を念頭 に お き, 得 られ た M o n o-Id 抗体の 反応性 を検討していく

こ とも必要 で ある と思わ れ る .

P oly I d 法 で は ,
サ ン プ ル 血 清に 対 して も十分な 吸 収操作を

行 な い , 非特異的抗体を除去 した が , 良性疾患群 に 於ても比較

的高率 に 偽陽性 がみ られ た . こ れは 良性疾患 ,
とくに 肝疾患で

高率 に D UAP A N-2 抗原が発現 して お り
11)

,
そ れ に 対する抗体

が
,
よ り感度 の 高い P oly-I d 法 で 検 出 さ れ た と も考え られる

が
,
P oly-I d の な か に は 多種 の 抗イ デ ィ オ タ イ プ 抗体が含まれ

る た め に
, 抗 D U-P A N- 2 抗体 以外 の 交差反応性を有する抗体

に よ る 可能性も考慮 され る . こ れ に 対 して M o D O一Id ク ロ
ー

ン

1- 2-4- 4 を用 い た場合 の 偽陽性率は P oly-I d を 用 い た場合に比し

て 1 / 2 以下 と 良好 で あ っ た . 今後 P oly-I d を 1 次抗体に ,

M o n o-Id を 2 次抗体 に 用 い る サ ン ドイ ッ チ ア ヅ セ イ な どを開発

すれば , よ り優れ た 測定系 の 開発が期待 で きる か も しれ ない .

D U- P A N- 2 抗原は , 既知 の 血 液型物質や種 々 の 腫瘍 マ
M カ .

と は免疫学的交差反応性 を示 さ な い
9 1

特有な 抗原で ある こ とよ

り, 固相化 P r o t ei n A に 患者血 清 よ り免疫グ ロ ブ リ ン を吸着さ

せ 抗体 の 比活性 を高め , そ の
125
I 標識 D U-P A Nr2 抗原捕獲能を

測定す る と い う RIA で も抗 D U-P A N-2 抗体価の 測定を行っ た

と こ ろ
, 図11 で み ら れ る よ う に M o n o-I d を 用 い た EI A で測定

した 抗体価 と相関性 を 示 した . し か し
,
M o n o一Id を 用 いた

EI A で 高値 で あ っ た が ,
こ の RI A で低値を 示 した例もかなり

存在 した .
こ れは筆者 の 用 い た RIA で は P r o t ei n A に吸着す

る抗体 の み を掃獲 して い る ため に , P r o t ei n A へ の親和性の低

い 免疫 グ ロ ブ リ ン 分 軌 とく に I g M 型抗 D u P A N-2 抗体を多

く含むサ ン プ ル で は , 低反応 と な っ た 可 能性が考 え られる･
い

ずれに して も D U-P A N -2 抗原を用 い て , 直接血 中 の 抗体価を

測定 しえ る こ と を 示 した点 で 大 い に 注 目 され よ う,

P oly
-I d 法 , M o n o -I d 法 の い ず れ に よ っ て も 血 中抗 DU

･

P A N -2 抗体 価は膵癌 と肝細胞癌で比較的高い 陽性率が みられ



血 中抗 D U-P A N-2 抗体価測定法 の 開発

た. ま た従来報告 され て い る血 中 D U-P A N- 2
∵抗 原 億 の 成 績

をみて も
…

, 膵癌慮者 で も っ とも高い 陽性率 が 報 告 さ れ て

ぉり, さらに 組織 レ
ベ ル で の 発 現 に お い て も膵癌覿織 で9 0 ～

100 %
佃 2ゝ
と
,
胃癌の50 % や 大腸癌の46 % な どに 比 して ･ 膵癌 で

著しく高率である ･ こ の よ う に 元 来本抗原は膵癌 で 強く発現す

る頻度が高く, 膵癌患者 で 本抗原
に 対 して 免疫応答の 起きる場

合の多い こ とを反映 して ･ 血 中抗体価 の 陽性率も高く な る の か

もしれない .

一 方 , 図 8 , 9 に 示 す よ うに 癌患者に お い て , 抗

原値と抗体価の 間に は 相関は認め られず ,
血 中抗原値が低値 で

あっ ても抗体価 が高値 を 示 した 症例 が P oly-I d 法 で 2 9 % ,

M ｡ n O一Id 法で19 % に み られ た .
こ れ らの 症 例に 於 て は , 組織 で

の D U-P A N- 2 抗原の 発 現が 軽度 で , 血 中 へ の 抗原 の 遊離が少

ない が, 本抗原に 対 して は 免疫応答が強 く起 こ り , 抗体産生が

活発に な り, 血 中抗体価も上昇 して い る と解釈す る こ と も可能

であろう .
こ の よ う に 血 中抗原 が カ ッ ト オ フ 値 以 下 で あ る た

め
, 抗原を測定 して も陰性と判定 され るが , 抗体価が 高ければ

間接的に 抗原の 存在を推定 しえ る .

この ような抗体価測定の 利点がも っ と も期待 され るの は , 免

疫応答は腫瘍が小 さくて も強く惹起 され る こ とか ら 早期癌 の 診

断の場合で あろ う, そ こ で , 臨床 的 に 早期病症例 が得 られ 易

く, 進行度の 判定 も比較的容易 な胃 , 大腸 癌 で の 進行度 と抗

D U ･P A N-2 抗体価 の 関係を検討 した と こ ろ , Ⅰ期に 比 して Ⅲ 期

以上で 陽性率が高率 で あ っ た が ,
P oly-Id 法 で ほ , 早期癌の12 例

中4 例(33 % ) で抗体価 が陽性 を示 した . 胃癌や 大腸癌の 組織 レ

ベ ル で の D U-P A N-2 抗原 の 発現率は高 々 50 % で あ る こ と を 考

慮すれば, Ⅰ期に おけ る抗体価 の33 % と い う陽性率は か な り注

目され る . さ らに 進行度別の D U-P A N-2 の 抗原値 と 抗体価 と

の関係( 図10) を み る と
, 抗原値 の み の 陽性例は 8 % ( 3 / 3 2 )

で
,
いずれもⅣ 期以上 で あ っ た .

一 方
, 抗 体価 の み 陽性例 は

P oly-Id 法 で34 % (1 1 / 32 ) , M o n o一Id 法 で19 % ( 6 / 3 2) と 抗体価

のみの 陽性例が 明 らか に 多く, しか も , 1 期 で 抗原陽性例は み

られなか っ た の に 対 し , 抗 体 陽性例 は P oly-I d 法 で 4 例 ,

M o n o一Id 法で 1 例に 認め られ た こ と か らも , 早期癌診断で の 血

中抗 D U-P A N-2 抗体価測定 の 有用 性の 高い こ と が 窺 え よ う .

また
, 先述した よ う に , 胃 ,

大腸 癌組織 で の 本抗原 の 発現 は

高々50% 位で ある の に 対 して , 早期癌 の 診断がも っ と も難 しい

言われ てい る膵癌組織で は 前述 の ご とく本抗原は90 % 以 ヒに 発

現して い るが , 血 中で は 抗原値陽性は60 % 前後 に しか 得 られ な

い現状を考えれ ば
, 膵癌診断に お い て の 本抗体価測定に 今後大

きな期待が寄せ られ る .

近年 , 抗原特異的( a n tig e n s p e cifi c) な癌関連抗原の 血 中免疫

複合体(i m m u n e c o m pl e x , I C) の 検 出 に つ い て
,
K a p s o p o u ト

O u-D o m i n o s ら
37 L

は C E A 高値を 示す癌患者 の 血清の 分析よ り
,

C E A の IC が遊離状態 の C E A と は 異 な っ た 分画 に 出現する こ

とを示し
,
血 中 IC の 存在を示 唆 した . そ の 後 ,

C E A の I C 測

定に成功した St a a b ら
38 ･

の
, あ るい は ヒ ト メ ラ ノ ー マ 細胞由来

の糖蛋白抗原の IC の 検 出法 を開発 した W o n g ら
39)
の 癌患者血

軌こおける IC を測定 した 報告で は ,
い ずれ も予 後, 再発な ど

術後の モ ニ タ リ ン グ と して の 有用 性が 強調 され て い る が
,
早期

診断を目指した癌 の 存在診断に おけ る有用 性 に つ い て は 言及 さ

れてい ない ･ 筆老 の 測定 した サ ン プ ル 血 清 の な か に も, 図8 ,

9 に 示すように D U- P A N -2 抗原値と D UT P A N -2 抗体価 の 双 方

相 億を示す例がか な り認め られ
,
そ れ ら の 血 清中に は免疫複

合体の存在して い る可 能性がある . そ こ で P oly
-I d の カ ラ ム を

46 5

用 い て , そ の ような 血清 の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ 1 ､ グ ラ フ ィ
ー

を行 っ た と こ ろ , 図1 2 に 示 す ように 溶出分画中 に は D ひ P A N-

2 抗原は 検 出しえ ず, そ の ほ と ん ど が 素通 り分国中 に 存在 し

た .
こ の こ と よ り本研究に おい て 開発 した抗体測定系で は , 抗

原 に 結合 して い る血 中抗体 の 検出は で きない と考え られた .

一

方 , 素通 り分画に は本法 で は 測定 で きな い I C の 存在 する 可 能

性 は あるが , 癌関連抗原 とそ れ に 対す る抗体の 患者体内で の 存

在様式に つ い て は , 不 明 の 点が 多く , 正確な 免疫複合体測定法

の 開発を含め て , 今後の 研究課題の 一

つ で あると 思われ る .

筆 者の 開発 した測定系の 重要な問題点と して , 坑イ デ ィ オ タ

イ プ抗体 を用 い て 測定 さ れ た 血 中抗 D U-P A N- 2 抗体が 真 の

D UMP A N-2 抗原に 対す る自己抗体 で あ るか どうか と い う こ と

が挙げられ る . 図11 に 示 した ごとく , 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体に

高い 反応を 示 す血清 の 大部分は ,
D U- P A Nq 2 抗原と も反応を 示

した が
, 同

一

の 抗体が D U-P A N-2 抗原 , 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体

の 両 者に 反応 し得 る こ と を示 すに は 至 っ て い な い . そ こ で , 筆

者は 抗体価の 高い 患者の 血 液 か ら抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗体 の ア

フ ィ
ニ テ ィ

ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー を 用い る こ と に よ っ て ,

P oly一Id に 結 合す る血 清の 抗体分画を精製 し , 得 られ た 分 画 の

な か に , 図13 ､ 1 5 に 示 すご と く, I g G に
一 致 して ,

M o n o-Id の

み な らず D U-P A N-2 抗原自身に も反応 しえ る抗体 の 存在す る

こ と を示 した . こ の こ と は少なく と も 一 部 の 癌患者体内で は ,

本来自己抗原 で ある細胞表面糖鎖構造 の 癌化 に よ る変異 に 対 し

て も , 免疫応答と して の 自己抗体産生が活発 に 行な われ て い る

こ と を示 すもの で あり , 痛患者に お け る免疫動態を考え る う え

で 重要な現象を実証した と 言えよ う . また 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗

体を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に て 患者血 液よ

り
, 可溶化 の 状態で 癌関連抗原に 対す る自 己抗体を精製 可能で

あ る こ と も示 され ,
こ の よ う に して 得 られ た 抗体は , ヒ ト型 モ

ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体な どと 並ん で , 臨床 的に も免疫学的診断や治

療の 分野 で 応用 百J 能 な手段と な り得る も の と思わ れ る .

結 論

抗 D U-P A N･2 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体を 免疫原と して ,

ラ ッ ト

に て P oly-Id を ,

マ ウ ス の ハ イ ブ リ ド ー マ 法に て M o n o-Id の 作

製を 試み , 得 られ た抗体 の 惟状を分析 し た . さ ら に こ の 抗 イ

デ ィ オ タイ プ抗体を用 い て ,
E I A を 開発 し各種消化器病患者 血

(I7 抗 D U¶P A N･2 抗体の 測定を 行な い , そ の 意義を 検討 L よ う

と し , 以 卜の 結論を待た ,

1 , 得 られ た P oly-I d は , 免疫原 で ある抗 D U-P A N¶2 抗体 と

特異的に 反応 し ,
D u P A N- 2 抗原抗体反応 を阻害す る こ と よ り

抗 D u P A N､･2 抗体の 抗原結合部位 と結合す る抗体を含む と考

え ら れ た . ま た 作製 した M o n o-I d の ア イ ソ タ イ プ は す べ て

I g G l で あり , 同 様に 抗 D U-P A Nu 2 抗体の 抗原結合部位と結合

し, D U- P A N-2 抗原 エ ピ ト
ー プの d 部と 相同 の 構造 を持 つ 抗体

と で ある と推定され た .

2 . 1 で 得 られ た抗体を用 い て 開発 した EI A に よ り各種消

化器疾患慮者血中抗 D U,P A N-2 抗体価 を測定 した と こ ろ , 癌

患者 で は陽性率は P oly一Id 法 で 42 % (4 2/ 1 0 1) , M o n o -I d 法 で

3 3 % (3 6/ 1 0 8) で あ っ た .

一

方 , 良性 疾患 で の 偽 陽性率 は

P oly
-I d 法で42 % (1 3/3 0) , M o n o -I d 法 で21 % ( 7/ 3 3) と特異性

は後者 で 比較的良好 で あ っ た .

3 . 癌患者血清の 抗原備と抗体価 と の 間に 有意 な相関性はな

く ▲ 各 々 の 陰 陽性 の 解離す るも の が P oly-Id 法 で 4 8 % ,
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M o n o-I d 法 で44 % とか な りみ られ , 抗体価 の み陽性 の 病症例 が

P olyLI d 法 で25 % ,
M o n o-I d 法 で19 % に 認め られ た .

4 . 凱 大腸癌 に お い て 進行度 と の 関係を み る と , Ⅰ期の12

例 で は す べ て 抗原値は陰性 で あ っ た が ,
P ol y-Id 法 で 4 例 ,

M o n o-I d 法 で 1 例血 中抗体価陽性 のJもの が 認め られ た .

5 . D tj- P A N-2 抗原を 用い た RI A に て も直接 血中抗体価 の

測定が 可能 で あ り, そ の 測定値は イ デ ィ オ タ イ プ抗体 を用 い た

EI A に よ る測定イ直と有意な相関性を示 した .

6 . P oly
-I d を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー の

結合分画に は D U-P A N
- 2 抗原活性ほ存在せず ,

D UL P A N- 2 の

I C ほ , 抗 イ デ ィ オ タ イ プ抗体 に は反応 して い な い も の と考 え

られ た .

7 . 6 で得 られ た結合分画の 免疫化学的分析 に よ り , 抗体価

が 高値 を示 した癌患者血中に は ,
I g G に

一 致 して抗 イ デ ィ オ タ

イ プ抗体と D U-P A N- 2 抗原の 双 方に 対 し反応す る自己 抗体 の

存在す る こ とが 確認 され た .

以上 の ように 担癌患者体内で は D U - P A N- 2 抗原 に 対 し て ,

比較 的早期か ら 抗体塵生が行な わ れ て い る こ とが 示 唆 され た .

そ の 定量的評価 と して 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体を 用 い た EI A を

開発 し, 臨床 的 に 検討 した と こ ろ , 血 中抗原値 が陰性 であ っ て

も 抗体価 の 陽性 な も の が か な り み られ ,
さ ら に は 血 中

D U - P A NN2 抗原陰性 の 早期癌でも抗体価 の 高値 を 示 す場合も

ある こ とか ら , 本法 は従来の 腫瘍 マ
ー カ ー の 欠点を 補う , 癌 の

新 た な血 清学的診断法 と して 期待 できる と考 え られ る ･
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