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ヒ ト腎細胞痛 に特異的な マ ウ ス モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 の特性

癌細胞増殖 に対す る i n v it r o の 効果

金沢大学 が ん研究所病態生 理 部 く主任 二 山 本健 一 教授1

徳 山 由 紀 子

く昭和6 3 年5 月 6 日受付1

ヒ ト腎細胞癌 くr e n a l c ell c a r ci n o m a ， R C C l の 培養細胞 に 対す る三種類の マ ウス モ ノ ク ロ ナ ー ル

抗体 くm o n o cl o n al a n tib o d y ， M A b l K R C －1 ， － 2
，

－3 く1 g G ll を作製 した． M A b はす べ て
，

一

部の R C C と

の み 反応し， 他の 癌細胞株や癌組織， 腎臓 をは じ めと する 正常組織 と は反応 しなか っ た ． M A b がi n v it r o

で 癌細胞の 増殖に 及 ぼす 効果 を軟寒天 中と単層培養系で調 べ た． 抗体は い ずれも癌細胞の増殖の 変調効果

を示 した．
K R C ．1 は促進効果 を， 一 方 K R C －2 と ． 3 は抑制効果 を示 した． K R C － 1 はイ ム ノ ブ ロ ッ テイ ン グ

に よ り 135 k d の 糖蛋白質を， K R C －2 は ゲル ろ過 に よ り高分子量の抗原 く約 1 ，2 0 0 k d l を
，
K R C － 3 は抗体

ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト に よ り 170 k d を主成分と す る糖 蛋白質抗原を それ ぞ れ認識 した．
こ れ らす べ て の 抗

原はコ ン カ ナ バ リ ン A くc o n c a n a v ali n － A ， C o n A l レ ク チ ン と親和性があ っ た． 抗原の 分子 性状 か ら今 ま

で に報告さ れ た R C C 関連抗原と は異 な っ て い るよ う で あ る．
こ れ ら 3 つ の M A b は変換細胞の増殖の 調節

機構を研究 す るの に 有用 と思 われ る．

K e y w o r d s r e n al c ell c a r ci n o m a ， m O n O Cl o n al a n tib o d y ， t um O r a n tig e n ，

g r o w t h m o d ul a ti o n

痛の診断や治療の た め に 役立 つ 試薬 と して の モ ノ ク

ロ ナ
ー ル 抗体 くm o n o cl o n al a n ti b o d y ， M A bl の 作製

が多く試み られ て い るが ， 腎臓病に 関 して は， まだ臨

床的な応用 に 至 っ て い ない ．

ヒ ト腎細胞癌 くr e n a l c ell c a r ci n o m a ， R C Cl に対

する 多くの M A b が報 告され て い る ．
そ れ ら は R C C に

高い特異性を も つ も の
1 ト 6
や

，
腎細胞の 分化抗原7 ト 糊 ，

あるい は ウイ ル ス 由来の 抗原 川 を認識 す る も の で あ

る
．
しかし

，
それ らの 抗原の 生物学的機能は ほと ん どわ

か っ て い ない
91

．

教室の 岡 田 ら は R C C 組織 の 膜成分 をデ オ キ シ コ ー

ル 酸塩で可溶化し た分画に 対す る モ ル モ ッ ト抗血清を

作製し分 子 量 68
，
0 0 0 の R C C 関連抗原が存在す る こ

とを示 した． 螢光抗体法に よ っ て R C C 細胞 軌 K ひ2

及び K N 4 1 に は反応す る が 胎児腎 くH E K 1 41 に は反

応しな い と報告 した121 ． 筆者は こ の 知見 を基 に して ，

E u －2 と K N 41 の細胞株を マ ウ ス に 免疫 して M A b を

作製 し， 免疫抗原 に は反応 する が 胎児腎 H E E 1 4 と は

反応 しな い よ う な抗体 を選 び出 し， そ の時異性 と こ れ

らが 認識す る抗原の物理化学的性格 を調 べ た． 更 に こ

の R C C 抗原が 癌細胞の 機能 に い か な る役割 を果 して

い るか を探る た め， in v it r o の 系で癌細胞の 増殖 に 対

す る M A b の影響 を調べ た ．

材料お よ び方法

工 ． 培 養細胞棟

1 ． ヒ ト腎細胞癌株

E u －2 は慶応大泌尿器科 く田崎教授1 ， E N 4 1 は金沢

大泌尿器科 く内藤博士1 ， K o － R C C －1 は神戸大泌尿器科

く岡田博士う， N C C －7 5 は 金沢 大が ん 研 く沢口 博士う，

N R C －1 2 は新潟大泌尿器科 く小松原博士う よ り御恵 与

を受 け た も の で あ り ， A C H N は A m e ri c a n T y p e

A b b r e vi ati o n s こ A B C
，
a Vidi n － bi o ti n － p e r O Xi d a s e c o m pl e x 三 B S A ， b o v in e s e r u m alb um i n i

C o n － A
，
C O n C a n a V alin A 三 D B A ， d oli ch o s bifl o r u s a g gl u tini n i D M E M ，

D u lb e c c o
，

s m o difi e d

E a gl e m e diu m ニ E G F ， e p i d e r m al g r o w th f a ct o r 三 E L IS A ， e n Z y m e li n k e d i m m u n o s o rb e n t

a s s a y ニ M A b ， m O n O Cl o n al a n tib o d y ニ P A P ， p e r O X id a s e － a n ti － p e r O X id a s e 三 P B S ， p h o s p h a t e －



5 7 0

C ul t u r e C oll e c ti o n よ り購入 した ．

2 ． その 他 の細胞株

H E K －1 4 く胎児弓削 は金沢大 が ん研 ウ イ ル ス 部 レ小

倉博士つ よ り御恵与を受 け， そ の 他 は大 日本製薬株式

会社 くラ ボ ラ トリ ー プ ロ ダク ツ 部， 大阪1 よ り購 入 し

た
． 細胞株 は ダル ベ ツ コ 変 法 イ

ー

グ ル 培地 くGib c o

L a b ．
，
U ．S ． A ．1 のul b e c c o

，

s m o d ifi e d E a gl e m e d i u m ，

D M E M l に 1 0 ％ウ シ胎児血 清 くGib c o L a b ．
，
U ．S ． A ．1

とセ フ メ タ ゾ ン く10 0 ノ上 gノm l 三 共株式会社， 東京う を

添加 して培養 した．

工工 ． ヒ ト腎細胞癌に 対 す る モ ノ ク ロ ナ
ー ル抗体 の 作

製

B A L BI c マ ウス の 腹腔内に R C C 細胞 を次 の 二 つ の

方法で 注射 し た． 実験 1 こ K ひ2 だ け を 10
6

，
5 X lO

6

，

8 X l O
6

，
2 ．5 X l O

7 ずつ を 1 ， 1 0 ， 3 4 ， 9 4 日目 に それ ぞ

れ マ ウ ス に 投与 した． 最終免疫 の 3 日後 に脾臓細胞を

と り出し， マ ウ ス ミ エ ロ
ー

マ 細 胞 P 3 X 6 3ノA g 8 と細胞

融合 さ せ た ． 実験 2 こ 2 つ の R C C 細 胞 株 K ひ2 と

E N 41 を交互に 免疫 した ．
こ の 時の マ ウス ミ エ ロ ー

マ

細胞 は S p 21 01 A g を使用 した ． 細胞融合 は， K e n n e tt
1 3，

の 方法 に従 っ て行 っ た ． 得ら れ た抗体の活性 は細胞酵

素免疫測定法 くc ell － e n Z y m e li n k e d i m m u n o s o rb e n t

a s s a y ， C e11
－ E L I S A I で調 べ た

141
．
K u －2 と K N 4 1 に 陽

性
，
H E K 1 4 と他の 2 ， 3 のが ん細胞 に 陰性と な る ハ イ

ブ リ ド
ー マ の コ ロ ニ

ー

を選び 出 し， これ ら を限界稀釈

法 に よっ て 2 回 ク ロ ー ニ ン グ した
．
こ れ らの 抗体 の サ

ブ ク ラス の決定は Z y m e d
7

s M O N O A b －I D EI A キ ッ

ト くZ y m e d L a b o r a t o ri e s ， I n c ． ， U ．S ． A ．1 で 行 っ た ．

腹 水 は p ri st a n 処 理 し た B A L B I c マ ウ ス の 腹腔 内 へ

ク ロ ー ン 化 した ハ イ ブ リ ド
ー

マ 細胞 を投与 して ， 作製

した
．

m ． I n vi t r o の が ん細胞の 増殖 に 及 ぼ す M A b の 効

果

1 ． 軟寒天培養系

こ の 測定は T o n g ら 瑚 の 方法を改変 し て行 っ た ．
が

ん細胞 く2 X l O
5

細胞ノm ll を M A b の D M E M 培養液

く10 倍稀釈つ 又 は腹水 く2 00 旬 5 0 0 倍稀釈う で ， 室温 1

時間処理 した後， これ を D M E M －1 0 ％ ウ シ胎児血 清で

溶か した 0 ．3 ％寒天 に 20 倍稀釈 し た．

一 方， 2 4 マ ル チ

プ レ ー

ト くC o st e r ， U ．S ．A ．1 の ウ エ ル に 0 ． 5 m l の

0 ． 5 ％寒 天 の 基底層 を作 っ て お き ，
こ の 上 に 上 記 の

0 ． 3 ％寒天 細胞懸濁液0 ． 2 m l を重層 し， 7 日 間培養 し

b uff e r ed s alin e ニ P N A ， p e a n u t a g g lu ti nin 三

28 m m
2 当 り の 30 個以 上 の 細胞 か ら 成 る コ ロ ニ ー

数

を顕微鏡下 で 読ん だ．

2 ． 単層培養系

標的癌細胞 を D M E M く3 ％ ウ シ胎児血 清含有ン に

懸濁 させ く4 X l O 4一山l X l O
5

細胞ノウ エ ルフ 24 マ ル チ

プ レ ー トに ま き
，
ハ イ ブ リ ド

ー

マ 培養上 浦又 は腹水存

在下 で 3 日 間培養 し， トリ プ シ ン で 細胞 を集 めて
， 細

胞数 を読ん だ ．

I V ． 免疫学的検査 法

1 ． 免疫組織の 染色

外科手術的 に 切除さ れ た組織 は－80
0

C に 冷却した

イ ソ ペ ン タ ン 中で 瞬間凍結 し， 使用 す る まで一朗
O

c で

保存 した． 凍結組織 は O C T コ ン パ ウ ン ドで 包増 し， 厚

さ約 5 声 m に 切 っ た ． 切 片は メ タ ノ ー ル で 4 分間固定

し た後， 2 ％正常馬血 清 で ブ ロ ッ ク し， 更 に A v id h

b i o ti n b l o c k i n g キ ッ ト くV e c t o r L a b o r a t o ri e s ， I n c ．，

U ．S ． A ．I で 処理 し た．

ハ イ ブ リ ド
ー

マ 上清を 室温で45

分間反応さ せ た後， V e c t a st ai n A B C キ ッ ト くV e c to r

L a b o r a t o ri e s I n c ．
，
U ．S ． A ．1 に よ る A vi di n －B i o ti n ．

P e r o x id a s e C o m pl e x くA B Cl 法 を行 っ た ．
3
，
3 ．ジ

ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン で 発色さ せ た
刷

．
フ ォ ル マ リ ン 固私

パ ラ フ ィ ン切片組織 は 5 年以 内の 保存の も の を脱パ ラ

フ ィ ン の 後， 同様の 方法 で染色 した．

2 ． イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グ

K N 41 細胞 を 1 ％ T rit o n X － 1 0 0
，
2 0 m M T ri s － H C l

くp H 7 ． 71く2 X l O
7

細胞ノmll で 1 m l フ ユ ニ ル メ チル ス

ル フ ォ ニ ル フ ロ ライ ドと ア プ ロ チ ニ ン く1 0 0 Uノm り存

在下 で 30 分， 水冷 で抽出し た後 10 ，
0 0 0 x g ， 3 0 分遠心

し， 上 清 を抗原抽出液と し た． これ を S D S － 7 ． 5 ％ ポリ

ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気泳動 くs o di u m d o d e c yl

s u l p h a t e
－

P O l y a c r yl a m id e g el el e c t r o ph o r e si s ， S D S－

P A G E l し
1 7I
， 分離 した 蛋 白を， S a rt o ri u s

，

s S e m iT D ry

E l e c t r o b l o tt e r くP h a r m a ci a F i n e C h e m i c al s ，

S w e d e nl を 使 っ て ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 紙 く0 ．4 5 jL m l CI

電 気 的 に 転 写 し た
1 8I

．
こ れ を P e r o x id a s e

． A n ti－

P e r o x id a s e くP A P j 法で 染色 した． 即 ち リ ン酸緩衝生

理食塩水 くp h o sh a t e b u ff e r ed s ali n e ， P B S J で 10 ％

に 稀釈 した 正 常馬血清 で
一 夜， 4

0

C で ブ ロ ッ ク した

後， ハ イ ブ リ ド
ー

マ 上 清 で 2 時間反 応 さ せ た．
0 －05 ％

T w e e n 2 0 を含 む P B S く以 下 こ れ で 洗浄 す るl で 15

分 間洗浄後， ウ サ ギ 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン り

デ ィ カ ル ア ン ド バイ オ ケ ミ カ ル ラ ボラ トリ
ー ズ

，

R C A I ．
ri ci n u s c o m m u n i s a g gl u ti ni n I ニ R C C ，

r e n al c ell c a r ci n o m a ニ S B A ， S O y b e a n a g gl u tin in 3 S D S
－ P A G E

，
S O di u m d o d e c y l s ulp h at e

－

p ol y a c r y l a m id e g el el e c t r o p h o r e sis i U
E A I

，
ule x e u r o p a e u s a g gl u ti ni n I 三 W G A ， W h e a

t

g e r m a g g l ut in i n ．



腎細胞癌特異的単ク ロ ー ン抗体

東京さほ0 倍稀租 を 30 分間反応さ せ ぅ 洗浄後 10 0 倍稀

釈 し た P A P く
マ ウ ス H D A K O P A T T S a l s ，

D e n m a rkうを30 分間反応さ せJI ． 発色 に は 3 ， 3 － ジ ア

ミ ノ ベ ン ジ ジ ン を 使 っ た ． 分 子 量 マ
ー

カ と し て ぽ 2 －

m a c r o gl o b u li n く34
0
，
0 0 O 非 還 元， 17 0 ，0 0 0 還 元l ，

p h o s p h o r yl a
s e b く9 7 ，4 0 0l ， gl u t a m a t e d e h y d r o ，

g e n a s e く
5 5

．
4 0 01

，
1 a c t a t e d e h y d r o g e n a s e く3 6 ，

5 0 01

とt r y p s i n
i n h i b i t o r く2 0

，
1 0 0 1 C B o e h r i n g e r

M a n n h ei m G m b H ， W ． G e r m a n yl を使用 し た．

3 ．
レ ク チ ン結合試験

腹水か ら 33 ％飽和硫安分画と D E A E
一 セ フ ァ セ ル ク

ロ マ トグ ラ フ ィ に よ っ て精製 した M A b く10 JL gノm l l

を96 穴ビ ニ
ー

ル プ レ ー ト くC o s t e r
，
U ．S ．A ．1 に 吸 着さ

せ く50 声1ノウ エ ルフ， 更 に 1 ％ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン

tb o v i n e s e r u m a lb u m in e ， B S A lくA r m o u r P h a r m a
－

c e n ti c al C o ． ， U ．S ． A ．1 で ブ ロ ッ ク し た後， 5 0 F El の

K N 41 抗原抽出液を加 え 4
0

C l 夜静置 した ． 洗浄液で

プ レ ー ト を洗 い 50 ノJl の ビ オ チ ン 化 レ ク チ ン くBi o －

ti n yl a t e d Le c ti n K i t りくV e c t o r L a b ．1 を 1 0 JL gl m l

で 加え， 3 7
O

C l 時 間 反 応 さ せ ， 次 に 50 JLl の st r e p t ．

a vi di n －h o r s e r a d i sh p e r o x id a s e c o nj u g a t e くB e th e s d a

R e s ． L a b ．
，
U ．S ．
A

．1 く10 0 0 倍稀釈l を加 え， 3 7
0

C 3 0 分

反応き せ た後， O t フ ェ ニ レ ン ジア ミ ン で 発色さ せ EI A

r e ad e r E L 3 0 7 くBI O ． T E K l n st r u m e n t I n c ．
，
U ．S ．A ．j

によ り各ウ エ ル の 吸光度 を測定 した． 使用 した レク チ

ン は c o n c a n a v a li n A くC o n A l
，
S O y b e a n a g gl u t in i n

くS B A I ， W h e a t g e r m a g gl u ti ni n くW G Al ， d oli ch o s

bifl o r u s a g gl u ti n i n くD B Al ， u l e x e u r o p a e u s

a ggl u ti ni n I くU E A H ， p e a n u t a g gl u ti n i n くP N A

l と ri ci n u s c o m m u n i s a g gl u ti n i n I くR C A H

t B o e h ri n g e r M a n n h ei m G m b H ， W ． G e r m a n yl で あ

る
．

4 ． 抽出抗原の ゲ ル ろ過

E N 4 1 を0 ． 5 m M エ チ レ ン ジ ア ミ ン テ ト ラ ア セ

テ
ー

トで 処理 し て 集め く3 X lO 7 細胞フ， 0 ． 7 m l の 1 ％

T rit o n X － 10 0
，
2 0 m M T ri s ． H C l

，くp H 7 ．7J で 1 m M

フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル フ ォ ニ ル フ ロ ラ イ ドと ア プ ロ チ ニ

ン く100 U ノm り存在下 で 30 分水冷抽出 した後， 10 ，0 0 0

X g ， 3 0 分遠心 し， そ の 上 清 を1 ％－ T ri t o n X－10 0 ， 0 ．1 5

M N a C l
，
20 m M T ri s － H Cl くp H 7 ． 7l ， 0 ． 1 ％ポ リ エ

チ レ ン グリ コ
ー ル 6り00 で 平衡化 L た S e p h a c r yl S －

3 00 の カ ラ ム く1 x 4 0 c m コ に か け た． 同緩衝液で 溶出

し0 －4 5 m l ず つ 採取 し， 各分 画 の 50 声l を サ ン ドイ ッ

チE L I S A の 測 定 に 使 っ た ． 分 子 量 マ ー カ ー は B l u e

D e x t r a n 2 0 00 く分 子 量， 2 ，0 0 0 ， 0 00 H P h a r m a ci a F i n e

C h e m i c a l
，
S w e d e nl ， f e r ri ti n く4 5 0 ，

0 0 01 と b o vi n e

S e r u m al b u m i n く67
，
00 0 H 後 者 二 つ は B o eh ri n g e r

57 1

M an n h ei m G m b H
， W ． G e r m a n yl を使用 した．

5 ． サ ン ドイ ッ チ EL IS A

96 穴 ビ ニ ー

ル 測定プ レ ー

ト くC o s t e rI の 各 ウ エ ル に

精製し た抗体 く10 声gノm り を吸着さ せ ， 次に 試料を加

え た
． 更 に G u e s d o n ら

19，
の 方 法で ビ オ テ ン 化 し た

M A b を 加 え た 後， ス ト レ プ ト ア ビ ヂ ン パ ー

オ キ シ

タ ー ゼ く10 0 0 倍稀釈プ を結合さ せ， 0 － フ ェ ニ レ ン ジ ア

ミ ン で 発 色させ た．

6 ， 抗原活性の プ ロ テ ア ー ゼ感受 性

K u ．2 を 0 － 2 ％ ト リ プ シ ン くt y p e X I II ， S i g m a

C h e m i c a l C o ．
，
U ．S ． A ．1 又 は 0 ．2 ％プ ロ ナ ー

ゼ E く科

研化学， 東京う で 37
0

C 3 0 分処理 し た後， 1 ％ B S A ，

P B S で ブ ロ ッ ク し た
．
M illi tit e r S V L P プ レ ー ト

くM illi p o r e C o r p ． ， U ．S ． A ．1 上 に 処理 した もの と未処理

の 細胞 をの せ く2 X l O
5

細胞ノウ エ ルI M A b で E L I S A

測定を 4
0

C で行 っ た ．

7 ． 抗体 ア フ ィ ニ チ イ カラ ム に よる抗原の 精製

K R C －3 の 腹 水 よ り 33 ％飽 和硫安塩析 と D E A E －

S e p h a c el くP h a r m a ci a F i n e C h e mi c al s
，
S w e d e nl た

よ っ てI g G l
－ M A b を精製 し， S t a e h el in ら2 01の 方法 に

よ っ て A F F I － G E L 命10 くBi o － R a d L a b ．
，
U ．S ． A ．1 に 結

合さ せ た
． く抗体結合量2 m gl m l g el ， 以 下 K R C ．3 － g el

と するI 正 常 マ ウ ス I g G も プ ー ル した正 常 B A L BI c

血清か ら同様な精製と処理 を し た く以 下 M l g － g el と

す るう． 0 ． 4 m l の 抗原 抽出液を， ゲ ル に非特異的 に 吸 着

す る成分 を あ らか じめ除く た め
，
M I g

－

g el く0 ． 15 m ll

に加 え
，
4
0

C 2 時間反応さ せ ． その 上 清0 ． 3 m l を抜き

と り二 等分し て そ れ ぞ れ を K R C －3 g el 及 び M I g
－

g el

く0 ．1 5 m lう に ま ぜ 4
0

C 一 夜反 応さ せ た． 上 清 を捨 て

0 ．5 ％ T ri t o n X －1 0 0
，
0 ．1 5 M N a C l

，
2 0 m M T ri s － H Cl

p B 7 ．7 で 沈埴 を 5 回洗浄 した ．
ペ レ ッ トに 3 ％S D S －

3 0 ％グリ セ ロ ー ル 液0 ． 12 5 m l を加え 60
0

C 4 分 抽 出し

た後， こ の 上 清に 1 ハ0 苓量 の 10 ％の 2 ． メ ル カ プ ト エ

タ ノ
ー ル 溶液を加 え

，
更 に 65

0

C 3 分 加熱 し た．
こ の 抽

出溶液 をS D S－7 ％ P A G E に か けSil v e r st ai n 思 キ ッ

ト くBi o － R a d L a b J に よ り バ ン ドを染め出し た．

成 績

工 ．
マ ウス モ ノ ク b ナ ー ル 抗体 の 特異性

M A b の K R C－1 く工g G ll は K しト2 だ け を， K R C
－ 2
，

－

3 は く共に I g G ll K u
． 2 と K N 4 1 と をそれ ぞ れ マ ウ ス

に 免疫 して 作製し たも の で あ る． 種々 の 培義細胞に 対

す る 反 応 性 は 各々 の 腹 水 を 10 0 0 倍 稀 釈 し て c elト

E L IS A に よ っ て調 べ た ． そ の 結果 を衷1 に 示 す． 3 つ

の 抗体の 培養癌細胞 に 対する特異性 は互 い に よ く似 て

い た ． 即ち R C C 細胞株6 例 中2 例 との み 反応 し， 他 の

被検が ん細胞 く37 種う， 末梢血 白血球， A B 塾 赤血球，
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胎児腎， 正常甲状腺細胞 とは 反応 しな か っ た ． 又組織 陽性 で あ り
，
K R C －2 は す べ て 陰性で あ っ た

． 又胃痛

の凍結及び パ ラ フ ィ ン切片の 酵素抗体法 に よ る 染色で く4 例I ， 結腸癌 く5 例う， 甲状腺癌 く3 例う， 乳癌 く2

は
， 腎癌で は E R C － 1 は 8 例 中3 例， K R C －3 では 2 例が 例う， 肺癌 く5 例う， 食道癌 く1 例う， や 腎臓 く3イ鋸 ，

T a b l e l ． R e a c ti vi t y of m o u s e m o n o cl o n al a n tib o d i e s くK R C －1
，

q 2
，

－31 a g ai n st c ell li n e s

R e a c ti vit y
C ell li n e

K R C －1 K R C－2 3じRK

K u －2

K N 41

K o ． R C じ1

N C C －7 5

A C H N

N R C －1 2

G 4 01

K K 4 7

T －2 4

N B T －2

P a n c －1

H G C －2 5

M I A － P a C a －2

K a t o ．工工王

M K N －1

M lくN －2 8

M K N － 45

T P C －1

T P C － 2

T P C －3

T U C －1

T H C －4 －J C K

C －1

C o lひ 2 0 1

M C ．6 3

0 S T －1

工M R － 3 2

Z R －7 5 －1

A 2 0 4

H e L a

C H C － 4

B O C －2 1

H e p
－2

H M V －1

P C －3

B A L L

T A L L

C C R F －C E M

D a u di

R P M 工82 6

H 1 6 0

T H P ．1

K －5 6 2

H E K －1 4

Fl o w 4 0 0 0

N T C －1

n o r m a l p e ri ph e r al

くr e n al c e11 c a n c e rl

ノノ

ノノ

ル

ノノ

くW il m s
，

t u rn O rl

くc a n c e r of bl a d d e rl
ノノ

ノノ

くc a n c e r of p a n c r e a sl

ノノ

くc a n c e r o f s t o m a ch l

ガ

ル

ノノ

くc a n c e r of th y r oi dl

ガ

ノノ

ノノ

ノ

，
ノ

くC a n C e r O f c ol o nl

くo st e o g e ni c s a r c o m aI

ノノ

くn e u r o b l a st o m al

くc a n c e r of b r e a stl

くr h a b d o m y o s a r c o m aJ

くc a n c e r of u t e r u sI

Ol e p a t O m aI

くc a n c e r of o v a r yI

くc a n c e r of l a r ym Xl

くm el a n o m al

くc a n c e r of l u n gJ

くB －

C ell ty p e A L U

くT － C e ll t y p e A L U

くB u rk i tt
，

s l y m p h o m aJ

くm y el o m aナ

くm y el o c y ti c l e u k e m i aJ

くm o n o c y ti c l e u k e m i aJ

くc h r o ni c m y el oi d l e u k e m i al

くe m b r y o n a l kid n e y c ellJ

くn o r m al th y r oid c e11J

b l o o d l e u c o c y t e

e r yth r o c yt e s of A B t y p e
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R e a c ti vit y w a s d e t e r m i n e d b y c ell E L I S A u si n g l ニ10 0 0 dil u t
i o n o f a s cit e s fl uid ．

11 十 ， O pti c al d e n sit y a t 49 0 n m ン0 ．4 ニ ー，く0 ．0 5 ニ n ．d ． ， n O t d o n e ．



腎細胞癌特異的単 ク ロ ー ン抗体

脾臓 く1 f那 ，
肺 く1 椰 ， 胃 く2 例う， 大腸 く3 卿 ，

小腸 く1 f那 ， 膵臓 く1 例う， 甲状腺 H 伊帖 肝臓 く1

仰 の 正 常組織に 対 し て は 三 抗体共全 て に 陰性 で あ っ

た ．

工I ． 抗 原 の 性状

1 ． 抗原の 分 子 量

K N 41 を 1 ％ T rit o n X －1 0 0
，
2 0 m M T ri s － H C l

くp H 7 ．7フ で 可溶化 した抗原抽出液 を使 い ， ゲル ろi臥

イ ムイ ブロ ッ テ イ ン グ， ア
フ ィ ニ テ イ カ ラ ム を行っ て

抗原の 分子量 を し ら べ た ． ま ず S e ph a c r yl S－30 0 で 抗

原 を分離 し， 一抗体 サ ン ドイ ッ チ E LI S A の 測 定 を

行 っ た ． 図1 に 示 す よう に 高分 子量 く約 1 ，2 0 0 k dン の

K R C
－2 抗原の み が検出さ れ， K R C －1 と － 3 抗原は こ の

方法で は検出さ れ な か っ た ．
そ こ で S D S －7 ．5 ％ P A G E

で 抗原 を分離 した後， イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グ し， P A P

法で染色 した く図2 1 ． K R C
－ 1 抗原 の みが 還元 下で 分

子量 13 5 k d の バ ン ド と して染め 出され た ．
こ の 方法で

は
，
他の 2 つ の 抗原 はS D S に よ る 変性を 受 けた か も

しれない の で ， S D S の 影響を除く た め， 抗原 を A F FI －

G E L lO に K R C
－3 を 結合さ せ た ア フ ィ ニ チ イ カ ラ ム

で 精製した後 S D S － P A G E を行 っ た と こ ろ， 3 つ の バ

ン ドが特異的 に 現わ れ ，
対 照物 と して の 胃癌細胞株

喜 0 ． 3

ニ ．

t
ミー

ト

一口

h

＋J

－ H

Ul

仁

む

っ

r
－
1

d

U

．
H

＋J

P l

O

0 ． 2

2 0 0 0 k d 4 5 0 k d

レ レ

573

3 0 4 0

f r a c t i o n n u m b e r

5 0

F i g ． 1 ． G el filt r a ti o n o f K R C ．2 a n ti g e n s ol u b ili z e d

f r o m K N 41 w ith l ％ T rit o n X －1 0 0 0 n a S e ph a c r yl

S ． 3 00 c ol u m n ． K R C －2 a n ti g e n w a s a s s a y e d b y a

h o m ol o g o u s s a n d w i ch E LI S A ． T h e f r a cti o n o f

th e p e a k a cti vi ty h a d a n a p p a r e n t M W of l ，2 00 ，

0 0 0 ．

く 一 170 k d

く 9 7 ．4 k d

く ご 5 5 ．4 k d

く11 く2 う く3 う く4う

Fi g ． 2 ． I m m u n o b l o tti n g o f K R C
－1 a n ti g e n s ol u b ili z e d w it h l ％ T rit o n

X －1 0 0 fr o m K N 4 1 c e ll s ． T rit o n X － 10 0 e x t r a c t o f K N 4 1 c ell s w a s

S e p a r a t e d o n a S D S
－7 ．5 ％ p ol y a c r yl a m id e g el a n d el e c t r o p h o r eti c al 1 y

bl o tt e d t o a n it r o c ell ul o s e m e m b r a n e ． T h e bl o t w a s i n c u b a t e d w ith

h y b rid o m a s u p e r n a t a n t a n d v i s u ali z e d b y th e P A P m e th o d ．

M o n o cl o n al a n tib o d i e s u s e d こく11 ， P ， X 6 31 A g8 三く2J ， K R C －1 ニく31 ， K R C ．

3 三く41 ， K R C －2 ． A r r o w s i n d i c a t e M W m a r k e r s ． A c o m p o n e n t w ith

M W o f 1 3 5 ，00 0 u n d e r r e d u ci n g c o n diti o n w a s vi s u ali z ed wi th K R C
－1 ．
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くK a t o －王I工う の 抗原 を使 っ た時 に は， バ ン ド は現わ れ な

か っ た く図 3つ．

2 ． 化学的性質

ま ず抗原 の レ ク チ ン ヘ の 親和性 を調 べ た． 抗原 を，

固相 に 吸着さ せ た各々 の 抗体 に 結合さ せ た後， レ ク チ

ン を結合 させ て 測定 した ． 図 4 に 示 す よう に ， 3 つ の

抗原 は C o n A と強 く結合 し， D B A と U E A I と は中

程度 に W G A P N A
，
R C A I と S B A と は 結合 が弱

か っ た
． 対照 抗原 と し て K a t o－1II に つ い て同様の 実験

を行 っ たが い ずれ の レ ク チ ン に も反 応 しな か っ た ． 次

に K u－2 細胞抗原 の ト リ プ シ ン と プ ロ ナ
ー

ゼ E 処理に

よ る 感受性 を c elトE L I S A に よ っ て し ら べ た ． K R C ．1

抗原 で は未処理 の 細胞 に 対 し て そ れ ぞ れ 28 ％と 22％

に 減少 し K R C －2 抗原 は 二 つ の プ ロ テア ー

ゼ で 変化を

く ＋ 1 7 0 k d

く ＋ 97 ．4 k d

そ一一－ 55 ．4 k d

くり く2 う く3 う

Fi g ． 3 ． S il v e r s t ai ni n g o f K R C
－3 a n ti g e n p u rifi e d b y a ffi nit y c o l u m n

c h r o m at o g r a p h y ． 二K R C
－ 3 a n ti g e n w a s p u ri fi e d b y a n d e l u t e d f r o m K R C

－3

c o u pl e d A ffi
－ G e1 1 0 c ol u m n a n d s u bj e c t e d t o S D S －7 ％ P A G E ． T h e g el w a s

s t ai n e d b y a sil v e r s t ai n i n g m e th o d ． く11 ， e X t r a Ct O f K R C － 3 g el i く21 ， 1 ％

T ri t o n X － 1 0 0 e x t r a ct o f K a t o IIIくst o m a c h c a n c e r c ellぃ く31 ， 1 ％ T rit o n X －

1 0 0 e x t r a c t o f K N 4 1 こ A r r o w s i n di c a t e M W m a rk e r s ．

K R C － 1

1 ． 0

K R C － 2 K R C － 3

O P t i c a l d e n s i t y a t 4 9 0 n m

Fi g ． 4 ． L e c ti n a ffi n it y o f K R C
－1
，
K R C －2 a n d K R C － 3 a n ti g e n s ．

T h e a n ti g e n s w e r e s ol u bili z ed w ith l ％ T rit o n X
－1 0 0 f r o m K N 4 1 c e11 s a n d a d d e d t o

K R C － 1
，
－ 2
，
a n d － 3 a n tib o di e s c o a t ed p ol y v in yl pl a t e s ． T h e b o u n d a n ti g e n s

w e r e

a s s a y ed f o r l e c ti n a ffi n it y ， u Si n g b i o ti n yl a t e d l e c ti n s a n d s t r e p t a v id i
n －

p e r O X id a s e ．



腎細胞癌特異的単 ク ロ
ー ン 抗体

ぅ けず， 又
K R C ．3 抗原で は， トリ プシ ン で はほ と ん ど

影響をう けな
い が は4 ％1 ， プ ロ ナ ー ゼ E で は 14 ％に

減少した．

11l ．
が ん細 胞の 成 長 に 及 ぼ す影響

K R C－1 ，
． 2
，

－3 抗体が 標的癌細胞の 増殖に 及 ぼ す影響

を軟寒天培地 と 単層培地 で 調 べ た ．
この 効果 を示 す

最適条件を24 マ ル チ プ レ
ー

トを使 っ て ， 細胞数， 培地

血清濃度及 び抗体濃度 に つ
い て 調 べ た ． そ の 結果 ， 単

層培養 で は 4 X lO
4

細 胞ノウ エ ル ， ウ シ 胎 児血清濃度

3 ％ く寒天中で は 10 ％う， 培養上 清で は 1 0 倍， 腹水で

は200
へ 5 0 0 倍稀釈が 至適条件 であ っ た ． 表 2 に 示 す よ

575

う に K R C
－1 は 単層培養で はが ん細胞の 増殖を促進 さ

．

せ た
． 即 ち こ の ア ッ セ イ 法 で は， 対照実験 と の 比 は

1 ． 4 3 へ 1 ． 5 2 くn ニ 4 I の 値 を示 し た． 又 軟寒天 中で も

2 ． 2 へ 1 ．4 8 くn こ 4 ンの 値で あ っ た ．

一 方 K R C －3 は細胞

の 増殖 を抑制す る効果が見られ た． 培養上 清で は， 対

照 実験 と の 比 は 0 ． 3 3
旬 0 ． 7 1 くn ニ 5 1 ， 腹 水 で は，

0 ． 6 へ 0 ． 7 くn ニ 4 1 の 値 を示 した ． 次に こ の効果の細胞

特異性 を調べ た． 表3 と 4 に 示 す よう に ， これ らの抗

体 は c e11 － E u S A で 陽性 で あ る K u －2 と K N 4 1 に の み

影 響 を 与 え， 他 の R C C 細胞株 くK o － R C C － 11 や 膵 癌

くP a n c ．11 に は効果が な か っ た ．
K R C －2 も又 軟寒天 中で

T a bl e 2 ． E ff e c t o f m o u s e m o n o c l o n a l a n tib o di e s くM A bl K R C－1 a n d K R C
－3 0 n K u －2 c ell g r o w th i n

C ult u r e pl a t e

E x
忠言冨ご

tal
M A b

c ell n u m b e r J
I
w e11 くX l O

2
1

w it h M A b l
l

w ith o u t M A b r a ti o 2
I

K R じ 1 19 2 0 士2 5 6
3I

K R じ1 38 7 0 士 4しIO

K R じ3 9 6 0 土 10 0

K R C－ニi 2 11 2 士2 8 8

1 2 8 0 士22 4

2 5 4 4 土 2 0 0

20 9 6 士3 36

30 56 士3 4 4

0

2

6

9

5

5

4

6

1

1

0

n
U

ll I n E x p ． 1 a n d E x p ． 3 ， h yb rid o m a s u p e r n a t a nt w a s a d d e d a t l 二 1 0
dil u ti o n － I n E x p ■ 2 a n d 4 ， a S Cit e s

n uid w a s a d d e d a t l こ 2 0 0 ．

21 R a ti o of c ell n u m b e r i n e x p e ri m e n t c ult u r e
．

w ith M A b to th a t o f c o n t r o I c ult u r e w ith o u t M A b ．

31 E x p r e s s e d a s m e a n of d u pli c a t e d e t e r m i n a tl O n S 士 S ． D ． くn 二 2I ■

T a bl e 3 ． C ell li n e s p e ci fi city o f s ti m ul a ti o n e ff e c t of m o u s e m
o n o cl o n al a n tib o d y K R C

－ l o n t u m o r c e ll

g r o w th i n s o ft a g a r

C ol o n y n u m b e r

T u m o r c ell li n e
w ith M A b lI w ith o u t M A b r a ti o

K u －2

K N 4 1

K o － R C C－1

P a ll C － 1

2 7 4 4 士 1 4

7 6 8 士 14 4

4 6 9 士 2 0

6 2 4 土 5 1

1 6 7 3 士 17 5

4 9 4 士 13

4 2 7 士 4 9

55 3 士 3 5

4

5

9

3

6

5

0

1

1

1

1

1

11 T u m o r c ell s w e r e tr e a t e d w i th a s cit e s a u id a t l こ 5 0 0 dil u ti o n ．

T a bl e 4 － C e11 1i n e s p9 C
ifi c it y of s u p p r e s si o n eff e c t o f m o u s e

m o n o cl o n al a n tib o d y K R C
－3 0 n t u m O r C e11

g r o w th i n tl S S u e C ult u r e pl a t e

C ell n u m b e rl w ell くX lOm
2

l
T u m o r c ell li n e

w ith M A b
い

K 廿 2

K o－R C じ1

P a n c－1

1 2 32 士 1 1 2

9 rJ6 士2 6 0

18 7 2 士1 2 5

w ith o u t M A b r a ti o

17 6 0 士 1 52

7 8 9 土 7 2

1 6 8 0 土 7 4

11 T u m o r c ell s w e r e c ul tu r e d i n th e p r e s e n t o f a s cit e s fl uid a
t l こ 3 0 0 d il u ti o n ．
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E N 4 1 の 増殖 を抑制 す る効果 を示 した ． 腹水 500 倍稀

釈で は， 未処理群 に 比 べ ， 細胞数 は 4 0 ％ に低下 した ．

対照抗体 と して ， E LI S A で R C C 細胞 と反応せ ず胃癌

細胞 に 反 応 す るI g G l タイ プの 胃癌 M A b が K u
．2 と

K n 4 1 に 及 ぼす 効果 を同 じ条件下 で調 べ た が， どん な

効果も 示 さな か っ た ．

考 察

腎紳胸痛細胞株 くE u －2 と K N 4 1つを マ ウ ス に 免疫 し

て M A b を作製 し， ヒ ト腎癌 に 特異性の高い 3 種類 の

抗体 くE R C －1
，

－2
，

－3 ほ 選び 出した ．
3 つ の 抗体 は， 調

べ た範 囲で は ，

一 部の R C C 細胞株 や R C C 組織 との み

反応 し
， 他の が ん細胞， 正 常組織 と は反応 しなか っ た ．

又 岡田 ら が 示 した 68k d
，
の R C C 関連抗原 と も 反 応 し

な か っ た
． 今 ま で に 報 告 さ れ て い る 特異性 の 高 い

M A b で は
，
よ り高 い 比 率 で R C C 細胞 株 や

3 収C C 組

織ヰI を染 め た り， 又 わ ずか で は ある が他 の 癌 に も反応

す る よ う な も の即で あ っ た
． 彼 ら は免疫原 と し て手術

で得た R C C 細胞 を直接か 又 は そ れ ら を初代培養 した

もの を使用 して い る ．
この よ う な抗原は ， 不均

一

で 多

様なが ん細胞集団で ， 細胞表面に 多様な癌抗原が発現

して い るが， K N 41 の よう な樹立化 され た細胞 で は 癌

細胞が均 一 で あり， 抗原が 限局 して い るの で あろう ．

癌組織 を構成す る癌細胞 の内， 培養に 適応 した細胞の

みが 樹立され る の で， そ れ が主 な 癌細胞の性格 を反映

す るも の か どうか は常 に 問題 に な る． 本研究 で は実験

2 の よう に 2 種 の R C C 培養株 K u －2 と K N －4 1 を交互

に免疫 して R C C に 共通性 の高 い 癌関連抗原 に対 す る

免疫効果を高 め る試み を行 っ た ． 診断， 治療の た め の

M A b 作製に は， 免疫原 と して は さ ら に 多く の R C C 細

胞株 を使用 す る必要が あ ろう ． 目下 数種類 の R C C 細

胞株 の 交互 免疫 に よ る M A b の作製 を検討中で あ る．

K R C －1
，

一 2
，

－3 抗原は， 今 ま で に 報告 さ れ た R C C 抗

原
1 ト 12I とは 異な る新 しい R C C 抗原 で あ る． 即 ち抗 原

の レ ク チ ン に対 する 親和性， プ ロ テ ア ー ゼ処 理， ゲ ル

ろ過， S D S － P A G E か ら の ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ

及び抗体 ア フ ィ ニ テイ カ ラ ム に よ る抗原の 精製 な ど に

よ っ て K R C －1 抗原は 135 k d の糖蛋白質， K R C ．2 抗原

は高分子量 の 糖質分子 ， K R じ3 抗原 は 170 k d を主成

分とす る糖蛋 白質であ っ た．

こ の よ う な腎癌関連抗原がが ん細胞内で どの よ う な

機能 をも っ てい る の だろ う か． 作製 した抗体 を使 っ て

癌細胞の増殖 に及ぼ す影響に つ い て 軟寒天 中と単層培

養で しら べ た． その 結果 K R C － 1 は c e ll － E L I S A で 陽性

で あっ た R C C 細胞株 くK u －2 と K N 4 11 に だ け対照実

験に 対 し増殖促進効果 く平均 150 ％， 最大 220 ％I を示

し
，
又 こ の効果 は c ell ． E L I S A の 細胞 株特異性 と同 じ

結果 を示 した． がん細胞 は本来増殖機能が高ま っ てい

る に も拘 らず， K R じ1 が促進効果に 寄与す ると いう こ

と は
，
が ん 患者 の 自己 抗体が ， 癌細胞の 増殖 を促進す

る 可能性 を暗示 し てい る の で あろ う か2 り
． 同系腫瘍に

対す る 抗体 産生系に 於 て ， こ こ で 得 られ た K R C ．1 の

様 な 抗体 が検出さ れ る か どう か は 興 味深 い 問題で あ

る．
I n vi t r o の 系で 癌細胞 の 増殖を促進さ せる効果を

も つ ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗体が報告さ れ て い る2 2 ト 瑚
． 最近

R o s e n bl a tt ら は 抗ア ク チ ン モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体が マ

ウ ス の L － C ell に 増殖 促進効果 を も つ こ と を示 し た

が
細
，
K R C －1 は 抗原 の 分 子 量や特異性 か ら こ れに 相当

しな い ．

一

方 K R C －2 ， －3 は R C C 細胞 に 対 し て抑制効果 を示

した ． 平均 50 ％ く最大 67 ％う 抑制の 値は K R じ1 の値

が 逆に 150 ％促進 して い る こ と が 同 じ測定法で同時に

測定 され た こ と に よ り有意の 数値 と考え られ る． これ

らの 抗体で標的が ん細胞 を 1 時間処理 しても細胞の損

傷 は見 られ な か っ た ． 従 っ て この 効果 は細胞傷害によ

る も の で は な く c yt o st a ti c e ff e c t に よ る も の で あろ

う ． 今 ま で に 抗 癌 M A b がi n v it r o で c y t o s t ati c

m e c h a n i s m に よ る増殖抑制効果 を 示 す こ と が多く報

告さ れ て い る1 5 榊 卜 川 ． し か し K R C －2
，

－ 3 抗原は分子的

性格 か ら これ らと 異っ た もの で あ る．

こ れ ら の M A b によ る癌細胞の 増殖の 調節機構はま

だ わ か ら な い が 次の こ とが 考 えられ る．
正常細胞は培

養 して 飽和状態 に な る と コ ン タク トイ ン ヒ ビシ ョ ンを

お こ して増殖 は止 ま る が， 癌細胞で は増殖抑制因子 に

対す る受 容体 の欠損又 は変形 に よ っ て 増殖の 抑制がゃ

か ら なく な っ て しま う ． 正 常の 増殖抑制因子 はこ のよ

う な受容体 に は 結合 で き な い が K R C －3 の よ う な増殖

抑制 に 関係す る抗体が こ の変形受容体 に 結合して増殖

抑制 シ グナ ル を 出す の か も しれ な い ． 癌細胞 は増殖因

子 くト ラ ン ス フ ォ ミ ン グ グ ロ ス フ ァ ク タ
一

皮 i

e pid e r m a l g r o w th f a c t o r ， E G F i 未知 の もの な ど1 に

対す る受 容体を も っ てお り， が ん化 に 伴 っ て その 受容

体が少 し変化 して い るの か も しれ な い ． 最近 ヒ ト癌細

胞の E G F 受容体に が ん特異抗原が あ る と い う 報告が

な さ れ た
3 21

． も し K R C －1 が が ん 関連増殖 因子 受容体に

結合 して増殖促進シ グ ナ ル を 出す とそ の 結果 細胞の増

殖が起 こ る． 又 K R C －3 の よ う な抗体が増殖因子受容

体 に 結合 し， 増殖因子 の 結合 を阻止 し， その 結果細胞

増殖が抑制 され る か も し れな い ． 同じ よう な機構が抗

E G F 受容体抗体の 系で 報告さ れ た．

一

つ の タイ プは抗

E G F 受容体抗体 が E G F の 結合 を 阻止 し， 更 に E G F

結合 に よ る 初期 と後期の 生化学的応答 を誘導する
331

．

他 の タイ プ は E G F の 結合 を阻止 す る が E G F に よる

効 果を 示 さ な い ．
そ し て E G F に よ る D N A 合成の誘
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導や
341i n vi v o のが ん細胞の 増殖 を抑制す る

3 引
．

結論と して 新 し い R C C 関連抗原が見つ か り， そ れ

らはが ん細胞の 増殖の促進及 び抑制 に 密接に 関係 して

い た．
こ の よ う な が ん 細胞 の 増殖 を調節す る よ う な

M Ab は増殖 を調節 す る細胞膜分子 を検出 した り， 増

殖調節因子 に よ っ て お こ る細胞内の信号伝達反応を分

析する の に 役立 つ 試薬と し て有用 とな る で あ ろう．

結 論

ヒ ト腎細胞癌細胞株 を マ ウ ス に 免疫 して ，
モ ノク ロ

ナ
ー ル 抗体 を作製した ． 特異性 の 高い 抗体 を選 び出し，

これ に よ っ て認識され る抗原の物理化学的性質と， が

ん細胞 の 増殖 に 及 ぼ す 影響 を検討 し以 下 の 結果 を得

た．

1 ． 3 種類の 抗体 K R C －1
，

－2
，
－3 は

一 部 の R C C 細胞

との み 反応 し， 他の が ん細胞， 正常組織 と は反応 し尊

かっ た ．

2 ． 抗原 は分子 量と 特異性 から， 今 まで に 報告さ れ

ていな い 新しい R C C 関連抗原で あ っ た ．
K R C － 1 抗原

は135 k d の糖蛋白， K R C － 2 抗原は 高分子 畳 の糖分子，

K R じ3 抗原 は 1 7 0 k d を 主 成分 と す る 糖蛋白 で あ っ

た．

3 ．
これ ら の 抗体の i n vi tr o で の が ん細胞の増殖 に

及ぼ す影響 は K R C －1 で は増殖促進 く対照 の 220 ％－

150 ％うを K R C ．2
，

－3 で は増殖抑制 く対照 の 50 ％1 を示

すことが わ か っ た ．

以上の こ と か ら， R C C に 特異性が高 い 抗原が R C C

細胞株に 存在 し， これ らは が ん細胞 の 増殖の 調節作用

に密接に 関連 して い る こ とが示 唆さ れ た．
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，
G ． H ． 皮II o h e n f ell n e r ， R ． ニ

T u m o r － S p e Cifi c m o n o cl o n al a n tib o di e s f o r r e n a l

c ell c a r ci n o m a ． E u r ． U r ol ．
，
l l

，
1 17 ． 12 0 く19 8 51 ．

5 I L u n e r ， S ． J ．
，
G h o s e ， T ．

，
C h a tt e rj e e ， S －

，
C ru Z ，

H ． N ． 息 B elit s k y ， P ． こ M o n o cl o n al an tib o di e s t o

k i d n e y a n d t u m o r
－ a S S O Ci a t e d s u rf a c e a n ti g e n s o f

h u m a n r e n a l c ell c a r ci n o m a ． C a n ．c e r R e s ． ， 4 6 ， 5 81 6
－

58 2 0 く19 8即．

6 I O o st e r w ijk ， E ．
，
R llit e r ， D ． J －

，
H o e d e rrL a e k e r ，

P ． J
り
P a u w el s ， E ． R ． J ．

，
J o n a s

，
U ．

，
Z w a r t e n dijk ，

J ． 鹿 W a rn a a r
，
S ． 0 ． ニ M o n o cl a n a l a n tib o d y G 2 5 0

r e c o g n l Z e S a d e t e r m i n a n t p r e s e n t i n
r e n a l － C ell

c a r ci n o m a a n d a b s e n t f r o m n o r m al k id n e y ． I n t ． J ．

C a n c e r
，
3 8

，
4 8 9 － 4 9 4 く19 861 ．

7 1 C o r d o m ． C a r d o
，
C ．
，
B a n d e r

，
N ． H ．

，
F r a d e t ， Y ．

，

F i n st a d
，
C ． L ．

，
W h i t m o r e W ． F ．

，
Ll o y d ， K ． 0 ．

，

O et t g e n ， H ． F ．
，
M cl a m e d I M ． R 一 皮 O ld

，
L ． J ． 二

I m m u n o a n a t o m i c d i s s e c ti o n o f th e h um a n u ri n a r y

t r a ct b y m o n o cl o n al a n tib o di e s ． J ． H i s t o c h e m ．

C y t o c h e m ．
，
3 2

，
1 0 3 5 ．1 0 4 0 く1 9 841 ．

8 ナ T a gli a b u e ， E ．
，
C a n e Y a ri

，
S ．
，
M e m a r d ， S リ

F o s s a ti
，
G ．

，
B al s a ri

，
A ．

，
T o r r e ， G ． D ． 鹿 C ol n a gh i ，

M ． I ． こ H u m a n r e n al a n ti g e n d e fi n ed b y a m u ri n e

m o n o cl o n al a n tib o d y ． J ． N a tl ． C a n c e r l n st ． ， 7 3 ， 3 6 3
－

3 69 く19 8 41 ．

9 I A l ld y ， R ． J ．
，
F i n s t a d

，
C ． L ．

，
01 d

，
L ． J ．

，
Ll o y d ，

K ． 0 ． 鹿 K o r n f el d ， R ． 二 T h e a n ti g e n i d e n tifi e d b y a

m o u s e m o n o cl o n al a n tib o d y r a i s e d a g ai n s t h u m a n

r e n al c a n c e r c ell s i s th e a d e n o si n e d e a m i n a s e

b i n d in g p r o t ei n ． J ． B i ol ． C h e m ．
，
2 59

，
1 2 84 4 － 12 8 4 9

く19 841 ．

1 01 0 0 S t e r W ij k ， E ．
，
R ui t e r

，
D ． J ．

，
W a k k a

，
J ． C ．

，

H ui sk e n s
，
J ．
W ．

，
M eij ， V ． D ．

，
J o n a s

，
U ．

，
Fl e u r e n

，

G ． J ． ，
Z w a r t e n d ijk ， J ．

，
H o e d e m a e k e r ， P ． 及

W a r n a a r
，
S ． 0 ． こ I m m u n o hi s t o c h e m i c a l a n al y si s o f
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m o n o cl o n al a n tib o d i e s t o r e n a l a n ti g e n s ． A p pli c a
－

ti o n in th e di a g n o si s o f r e n al c e11 c a r ci n o m a ． A m ． J ．

P a th ol ．
，
12 3

，
3 0 1 －3 0 9 く19 8 61 ．

1 11 W a h l s t r 勘m ， T ．
，
S tl n i

，
J ．
，
N i e m i n e n ， P ．

，

N a r v 註n e n ， A ．
， Le h t o rL e n ， T ． 皮 V a h e ri

，
A ． ニ R e n a l

C e11 a d e n o c ar Ci n o m a a n d r e t r o vi r u s p 30
－

r el a t e d

a n ti g e n e x c r e t e d t o u ri n e ． L a b ． I n v e st ．， 5 3 ， 46 4 － 4 69

く1 98 51 ．

1 2I 岡田収 乳 佐藤借生 ， 倉田 自章ニ ヒ ト腎細胞癌抗

原 第 42 回 日 本癌学会総会抄録 ，
15 6 く19 8 3ン．

13I K e r L n e tt ， R ． II ． こ F u si o n p r o t o c ol ． F u si o n b y

C e n trif u g a ti o n o f c ell s s u s p e n d ed i n p o l y e th yl e n e

gl y c ol ． I n K e n n e tt ， R ．
H

．，
M c K e a rn

，
T ． J ． 及 B e c h t ol ，

K ． B ．くe d sJ ， M o n o cl o n a l A n tib o d i e s ． H yb rid o m a こ A

N e w D i m e n si o n i n B i ol o gl C al A n al y si s ， p 3 6 5
－ 36 7 ，

Pl e n u m P r e s s ， N e w Y o r k 鹿 L o n d o n ， 1 9 8 0 ．

1 4ナ 瓦e n n et t ， R ． H ． こ E n z y m e
－1i n k e d a n tib o d y

a s s a y w ith c ell s a tt a ch e d t o p o l y v i n yl c hl o rid e

pl a t e s ． ibi d ， 3 7 6
．3 7 7 く19 8 01 ．

1 5I T o n g ， A ． W ．
，
Le e

，
J ． 鹿 S t o n e

，
M ． J ． こ

C h a r a c t e ri z a ti o n o f t w o h u m a n s m all c e ll l u n g

C a r Ci n o m a ． r e a c ti v e m o n o cl o n al a n tib o d i e s g e n e r a t
．

ed b y a n o v el i m m u n i z a ti o n a p p r o a c h ． C a n c e r R e s ．
，

一は
，
4 9 8 7 －4 9 9 2 く19 8 4I ．

1 6I S t r a u 8 ， W ． こ I m id a z ol e i n c r e a s e s th e s e n si ti v i －

ty o f th e c y t o c h e mi c al r e a c ti o n f o r p e r o x id a s e w ith

di a m i n o b e n zidi n e a t a n e u t r al p H ． J ． H i st o c h e m ．

C y t o c h e m ．
，
30

，
4 9 l －4 9 3 く19 8 2ン．

1 7I L a e m m li ， tJ ． E ． ニ Cl e a v a g e o f st ru C t u r al

p r o t ei n s d u r in g th e a s s e m bl y o f th e h e a d of

b a c t e ri o p h a g e T 4 ． N a t u r e くL o n d o nI ， 2 2 7 ， 68 0 －6 8 5

く19 7 01 ．

1 8I T o w b ill ， lI ． ， S t a e h eli n ， T ． 鹿 G o rd o n
，
J ． ニ

El e ct r o ph o r eti c t r a n sf e r o f p r o t e i n s f r o m p ol y
．

a c r yl a m id e g el s t o n it r o c ell ul o s e s h e e t s 二 P r o c e d u r e

an d s o m e a p pli c a ti o n s ． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U ．S ，

A
リ
7 6

，
4 3 5 0 － 4 3 5 4 く197 91 ．

19I G u e s d o n ， J ． L ．
，
T e r n y n c k ， T ． 鹿 A v r a m e a s

，

S ． ニ T h e u s e o f a v id i n －b i o ti n i n t e r a c ti o n i n i m m u n o －

e n z y m a ti c t e c h ni q u e s ． J ． H i st o c h e m ． C y t o c h e m ．
，
2 7

，

11 3 1 －1 1 3 9 く19 7 91 ．

20I S t a e h eli rL ， T ． ， H o b b s ， D ． S ．
，
K u n g ， H ．

． f ．
，
I J a i

，

C ．

－ Y ． 也 P e s tk a
，
S ．
こ P u ri fi c a ti o n a n d

Ch a r a c t e ri z a ti o n o f r e c o m b i n a n t h u m a n l e u k o c y t e

i n t e r f e r o n く工F L r A ナ w ith m o n o cl o n al a n tib o d i e s ． J ．

B i ol ． C h e m ．
，
2 5 6

，
9 7 5 0 ，9 7 5 4 く19 8 1ン．

2 11 P r e h r L ， R ． T ． こ T h e i m m u n e r e a c ti o n a s a

Sti m ul a t o r o f t u m o r g r o w th ． S ci e n c e
，
1 7 6 ， 170 － 171

く19 7 2J ．

2 21 S h e a r e r ， W － T －
，
P h il p o tt ， G ． W 一 息 P a r k e r

，
C ．

W ． こ S ti m u l a ti o n of c ell s b y a n tib o d y － S ci e n c e
，
1 82

，

1 3 5 7 ．1 3 5 9 く19 7 3I ．

2 3I S h e a r e r ， W ． T ．
，
P h il p o tt ， G ． W ． 鹿 P a rk e r

， C ．

W ． ニ H u m o r al i m m u n o s ti m u l a ti o n ． II ． I n c r e a s e d

n u cl e o sid e i n c o r p o r a ti o n ， D N A s y th e si s a n d c e u

g r o w th i n L c ell s t r e a t e d w ith a n ti
－L c ell a n tib o d y ．

C ell ． I m m u n o l ．
，
1 7

，
4 4 7 －4 6 2 く19 7 51 ．

241 R y a n ， W ． L ． 及 D u ri c k
，
M ． A

． こ A n tib o d y

Sti m ul a ti o n o f t u m o r c ell s ． P r o c ． S o c ． E x p ． B i ol ．

M ed ．
，
1 5 5

，
4 2 0 －4 23 く1 9 7 71 ．

25I R o s e n b l a tt ， H ． M ．
，
P a ri k h

，
N ．

，
M c C l u r e

，
J ．

E ．
，
M e z a ， I ． ， E w o ， S ．

，
B r y a n ， J ． 鹿 S b e a r e r ， W ． T

． ニ

M it o g e n
．1i k e m o n o cl o n al a n ti － a C ti n a n tib o di e s ． J ．

l m m u n ol
リ
13 5

，
9 9 5 ． 10 0 0 く19 8 5I ．

2 6ナ B y r d ， R ． L ．
，
J o n a k

，
Z ． I ．． 及 K e n n e tt

，
R ． H ． こ

M o n o cl o n al a n tib o d i e s a g ai n s t h u m a n n e u r o
．

bl a s t o m a s a n d l e u k e m i a s ニ D et e c ti o n o f m e t a st a sis

a n d o f m ol e c u l e s i n v oI v e d i n g r o w th r e g ul a ti o n ．I n i

M it c h ell M ． S ． a n d O e tt g e n H ． F ．くe d sJ H y b rid o m a s

i n C a n c e r D i a g n o si s a n d T r e a t m e n t ． p 21 9
－22 9

，

R a v e n P r e s s ， N e w Y o r k ， 1 9 8 2 ．

2 7I H a r p e r ， J ． R ． 8 c R ei sf el d
，
R ． A ． ニ I n hib iti o n of

a n c h o r a g e
－i n d e p e n d e n t g r o w th o f h u m a n

m el a n o m a c ell s b y a m o n o cl o n al a n tib o d y to a

C h o n d r oiti n s ulf a t e p r o t e o gl y c a n ． J ． N a tl ． C a n c e r

l n st
リ
7 1

，
2 5 9 －2 6 3 く19 8 31 ．

2 8I D i p p ol d ， W ． G ．
，
K n u th

，
A ． 及 z u m B 岳s －

C h e n f eld e
，
K ．

－ H
．
M

． こ I n hi bi ti o n o f h u m a n

m el a n o m a c ell g r o w th i n vit r o b y m o n o cl o n al a nti
－

G 。3
－

g a n gli o sid e a n ti b o d y ． C a n c e r R e s ．， 4 4 ， 8 0 6－810

く198 4I ．

2 9I V o 11 m e r s ， H ． P ．
，
I m h o f

，
B ． A ．

，
W i el a n d

，
I ．
，

H i e s el
，
A ． 鹿 B i r c h m ei e r

，
W ． こ M o n o cl o n al a n ti －

b o d i e s N O R M － 1 a n d N O R M －2 i n d u c e m o r e n o r m al

b eh a v i o r o f t u m o r c e11 s i n v it r o a n d r e d u c e t u m o r

g r o w th i n v i v o ． C ell
，
4 0

，
5 4 7 －5 5 7 く19 8 5J ．

3 0I D r e b i n ， J ． A ．
，
Li n k

，
V ． C ．

，
S t e r n

，
D ． F ．

，

W ei n b e r g ， R ． A ． 鹿 G r e e n e
，
M ． I ． こ D o w n －

m O d ul a ．

ti o n o f a n o n c o g e n e p r o t ei n p r o d u c t a n d r e v e r si o n

of th e t r a n sf o r m e d ph e n o t y p e b y m o n o cl o n al

a n tib o di e s ． C e11
，
4 1

，
6 9 5 ．7 0 6 く19 8 5J ．

3 11 W i el a n d ， I ． ， 二M iill e r ， G ．

，
B r a u n

，
S ． 鹿

Bi r c h m ei e r
，
W ． こ R e v e r si o n o f th e t r a n sf o r m ed

p h e n o t y p e o f B 1 6 m o u s e m el a n o m a こ I n v o I v e m e nt
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。f a n 8 3 k d c ell s u rf a c e gl y c o p r o t ei n i n s p e c ifi c

g r o w th
i n h ib iti o n ． C ell

，
4 7

，
67 5 －6 8 5 く19 8 61 ．

321 B a s u ， A ．
，
M u r th y ， U ．

，
R o d e ck ， U －

，
H e rl y n ，

M ． ，
M a t t e s ， L ． 皮 D a s M ． こ P r e s e n c e of t u m o r －

a ss o c
i a t e d a n ti g e n s i n e pid e r m al g r o w th f a ct o r

r e c e pt o r s f r o m diff e r e n t h u m a n c a r ci n o m a s ． C a n c e r

R e s ．， 4 7 ， 2 5 3 1
－2 5 3 6 く1 9 8 7う．

瑚 S ch r eib e r ， A ■ B ．
，
L a x

，
I ■
，
Y a r d e n

，
Y ．

，

E sh h a r ， Z ． 及 S c h l e s s l n g e r J ． 二 M o n o cl o n al an ti －

b o di e s a g a i n s t r e c e p t o r f o r e pid e r m al g r o w th

f a ct o r i n d u c e e a rl y a n d d el a y e d e ff e c t s o f

5 79

e pid e r m al g r o w th f a ct o r ． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S c i ． U ．

S ． A
り
78
，
7 5 3 5 －7 5 3 9 く19 8り．

3 4J H ai gl e r ， H ． T ． 鹿 C a r p e n t e r ， G ． こ P r o d u c ti o n

a n d c h a r a c t e ri z a ti o n o f a n tib o d y b l o c k i n g

e pid e r m al g r o w t h f a c t o r ニ R e c e p t o r i n t e r a cti o n s ．

B i o c h i m ． B i o p h y s ． A c t a ， 5 9 8 ， 31 4
－ 3 25 く19 8 0ン．

3 5I M a s ui ， H ．
，
K a w a m o t o

，
T ．

，
S a t o

，
J ． D ． ， W ol f ，

B
． ，
S a t o

，
G ． 鹿 M e n d el s o h n

，
J ． 二 G r o w th i n h ib iti o n

Of h u m a n t u m o r c ell s i n a th y m i c m i c e b y a n ti
－

e pid e r m al g r o w th f a c t o r r e c e p t o r m o n o cl o n al

a n ti b o d i e s ． C a n c e r R e s ．
，
4 4

，
1 0 0 2 －1 0 0 7 く19 8 41 ．

C h a r a c t e ri z a ti o n of M o u s e M o n o c l o n a l A n tib o di e s S p e cifi c f o r H u m a n R e n al C e11

C a r a ci n o m a こ E ff e c t o n T u m o r C ell G r o w t h i n vit r o Y u k i k o T o k u y a m a ， D e p a r t m e n t

o f P a th o p h y si o I o g y ， C a n c e r R e s e a r c h I n s ti t u t e ， S c h o ol oE M e d i ci n
e
， K a n a z a w a U n i 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 o c ．

，
9 7

，
5 6 9

－ 5 7 9 く1 9 8 8 1

K e y w o r d s ニ r e n a l c ell c a r ci n o m a ， m O n O Cl o n a l a n ti b o d y ， t u m O r a n ti g e n ， g r O W th

m o d u l a ti o n

A b s t r a c t

T h r e e m o u s e m o n o cl o n al a n ti b o d i e s くM A b sl ， K R C － l
，

－ 2 a n d － 3 くIg G 11 w e r e p r o d u c e d

a g a i n s t h u m a n r e n a l c e11 c a r ci n o m a くR C CI c e11 1i n e s ． A ll o f th e m h a d r e s t ri c t e d s p e cifi cit y

f o r s u b s e t o f R C C ， b u t d i d n o t r e a c t w ith o t h e r t u m o r c ell li n e s ， t u m O r a n d n o r m al

ti s s u e s i n c l u d i n g k i d n e y ． T h e e fF e c t o f t h e s e M A b s o n th e t u m o r c e ll g r o w t h i n v it r o w a s

e x a m i n e d b o th i n s o f t a g a r a n d i n p l a t e c u lt u r e s y s t e m s ． A ll o f th e m m o d u l a t e d th e t u m o r

cell g r o w th I K R C
－ 1 s h o w e d sti m ul a ti o n ， W hile o th e r s くK R C

－

2 a n d － 31 sh o w ed

su p p r e ssi o n ． K R C － 1 d e te c te d a 1 3 5 k d gl y c o p r o tei n i n i m m u n o bl o ttl n g ■ K R C － 2 d et e c te d

a h i g h m o l e c u l a r w e ig h t a n ti g e n くc a ． 1 2 0 0 k dナ i n g el fil tr a ti o n ． K R C － 3 d e t e c t e d 1 7 0 k
－

d くm aj o rl ， 8 8 k d a n d 2 1 0 k d gl y c o p r o t ei n s b y a n ti b o d y affi n it y p u rifi c a ti o n ． A ll o f th e

a n tlg e n S S h o w e d a ffi n l ty f o r C o n
－ A l e c ti n ． M o l e c u l a r p r o p e r ti e s o f t h e s e a n tlg e n S a p p e a r e d

to b e d iff e r e n t fr o m p r e v i o u sly r e p o r te d R C C
－

a S S O Ci a t e d a n tig e n s ． T h e se th r e e M A b s s e e m

to b e u s ef ul f o r s t u d yi n g th e m e c h a n is m oE c e11 g r o w t h r e g u l a ti o n i n tr a n sf o r m e d c ell s ．


