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33 1

抗大腸 癌 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 で あ る 19 － 9 ， 17 － 1 A の F くa b
，

l 2 フ ラ グ メ ン トをI n －1 1 1 で 標識 し， 担

癌 ヌ ー ド マ ウ ス に よ るイ メ
ー ジ ン グ で

． 従来最 も広 く用 い ら れ て い る腫 瘍診断薬で あ る G a － 6 7 ci t r a t e と

比 較す る と 共に ， 手術 に よ り得 られ た ヒ ト癌組織 よ り抽出 した膜分画 と の i n v it r o a s s a y を開発 して 検

討す る こ と に よ り ，
胃癌 ． 大腸癌 に お ける 放射免疫検出法の 有用性 を評価 した ． 免疫組織学的に こ れ ら

の 抗体 に 対す る 抗原の 発現の認め られ る ヒ ト胃癌 くN H Sう， お よ び ヒ ト大腸癌 くc ol o 2 0 い を担痛 した

ヌ ー

ド マ ウ ス で の イ メ
ー ジ ン グで は

，
I n － 1 1 1 1 9 －9 F くa b

，

l 2 な ら び に I n －1 1 1 1 7 －1 A F くa bり2 と も に ， 投

与 6 － 7 2 時間後 に 明瞭な腫壕描画が認 め られ た ． 担癌 ヌ ー ド マ ウス を解 剖 して得 られ た投与72 時間後の

生体内放射能分布 で は ， N H S 胃癌お よ び c ol o 2 0 1 大腸癌移植ヌ
ー

ド マ ウス の双 方 で
，
I n ．11 1 1 9 ．9 F

くa b
，

1 2
，
な らび にI n － 11 1 1 7 －1 A F くa b

，

l 2 の 腫壕集積率お よ び腫 瘍対血液放射能比 は ，
G a ．6 7 の場合と 比

較し て ，
良好な 値 を示 した ． ま た

，
悪 性 腫壕 は同 一

組織型の も の あ る い は同
一 組織内で あ っ て も

．
発現

して い る抗原 は多種多様 で あ る ． こ の よう な腫 壕の 抗原の 多様性 に対処す る た め ， 近年モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗体 の 混 合投与 の 有用 性が提唱さ れ て い る ． さ ら に
， 混合 す るモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 に 対す る抗原が す べ

て 発現 し て い る腰 瘍 モ デ ル を用 い た場合 の 動物実験で ，
混 合投与 に よ り腫瘍集積率の 上 昇が み られ た と

い う報告が あ る た め
，
1 9 －9

，
1 7 －1 A の モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体を個別 に 投与 す るば か り で な く ，
こ れ ら 二 種

類の モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 を同 一

の 担癌 ヌ ー

ド マ ウ ス に 1 こ 1 の 割合 で 混合投与 して ， 混 合投与の 有用性

を検討 した ． そ の 結果 ， 腫瘍 集積率及 び 生体内放射能分布に お い て ， 単独投与の 場合 と比較し て ， 著明

な 差は 認め ら れ な か っ た ． 次に ， 手術ま た は剖検時 に 採取 した癌組織 お よび 正 常組織 よ り抽出され た膜

分画と抗体 と を i n vi tr o で a s s a y す る 方法 を開発 し て ，
モ ノ ク ロ

ー

ナル 抗体 と癌組織と の 親和性を臨床

例で検討 した ． 1 9－9 に つ い ては ，
胃痛12 例 中6 例 ， 大腸癌 9 例 中8 例

，
計21 例 中14 例 く67 ％う が 陽性 を

示 し
，
1 7 －1 A に つ い て は

， 胃癌1 2 例 中4 例 ， 大腸癌 9 例中 5 例 ， 計21 例 中 9 例 く4 3 ％1 が 陽性 を示 し

た ． また ，
1 9 － 9 は

，
正 常胃 ， 大腸組織15 例の う ち ，

正 常胃組織 2 例 く13 ％う に ，
1 7 －1 A は

， 同じく正 常

胃組織 3 例 く2 0 ％1 に 陽 性 を示 し ， これ らの モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 と 正 常組織 と の 交叉 性に よる と考 え ら

れ た ． 1 9－9 ， 17
－ 1 A の 混合物 を用 い た場合 ，

陽性例 は ， 胃癌1 2 例中 7 例 ，
大腸癌 9 例中7 例 ， 計2 1例 中

14 例く67 ％う で あ り ， 単独使用 と比 較 し て ， 混合使用 に よ る検出率の 向上 は殆 ど認 め られ な か っ た ． 胃 ．

大腸癌 で ，
1 9 －9 ， 1 7－1 A を単独 で 用 い た場合 ，

1 9 －9 また は1 7 －1 A の 少 な く と も い ずれ か 一 方 に 陽性 と

な っ た もの は ， 2 1 例中1 6例 く76 ％1 で あ り ， 混 合投与よ り も ，

一

種 額 ず つ 順次単独投与 を行 っ た ほ う

が
， 検出率 は高 く なる と 考 え ら れ た ． 癌組 織 が 19 －9 に 陽性 を示 した も の は ， 全例血清 C A 1 9 －9 値 が

11 Ul m l を超 え て い た症 例で あ り ，
血 清 C A 1 9－9 値が 上 昇 し て い る もの が 1 9

－9 を用 い た放射免疫検出法

の 対象に な る と考 え られ た ． 以 上 よ り ， I n －1 1 1 1 9 －9 F くa b
，

l 2
，
I n －1 1 1 1 7 － 1 A F くa b

，

1 2 は ， 正 常組織 と若

干 の 交叉性 を有 す る もの の ， 胃癌 ， 大腸癌 の 多く の 症例で 集積性 を示 す と考 えら れ ， 腫 瘍集積度 に つ い

て も G a －6 7 と 比 較 して 良好な結果 を示 し ， 胃 ． 大腸癌の 放射免疫検出法 に 有用 で あ る こ と が示 され た ．

K e y W o r d s m o n o cl o n al a n ti b o d y ， r a di o i m m u n o d et e cti o n ， 1 9 ， 9 ，1 7 － 1 A
，
Fくa b

，

1 2



3 3 2

悪性 腫瘍 を核医学的 に 診断 す る た め の 腫瘍 親和性

物質 の開発 は従来 よ り広く 行 わ れ て き た が
1 桐

． 現在

に 至 る ま で悪 性腫瘍 を特異的 に 診断 しう る 薬剤 は開

発さ れ て い な い ． 現在最 も広 く使 用 さ れ て い る 核医

学腫瘍診断薬 は ，
G a － 6 7 cit r a t e くG a － 6 71 で あ る

6I

が
，
G a ． 6 7 は炎症 に も 集積

の
し
， 腫瘍 を特異的に 診断

で き る薬剤 で はな い ． 悪 性 腫瘍 に 対 す る 抗体 を ア イ

ソ ト ー プで 標識 し抗原抗体 反応 を介 し て 腫瘍 に 集積

させ
，
腰 壕 の 陽性描画 を行う放射免疫検出法

即
は
，
そ

の原理 か ら悪 性腫瘍 を特異的 に 検出 す る 方法 と し て

極 め て有望視 され て き た ． 古く は ， G h o s e ら に よ る

腎癌 ， 肺扁平上 皮癌 に 対す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を

用い た報告
9I
に 始ま り ，

そ の後 G ol d e n b e r g ら に よ る

C E A や A F P
，
H C G に 対す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用

い た 報告
10 ト 1 2I
な ど

， 初期 に は 主 と し て ポ リ ク ロ
ー

ナ

ル 抗体 に よ る検討が な さ れ て き た ． し か し
，
ポ リ ク

ロ ー ナ ル 抗体 に よ る 放射免疫検出法 に よ る病変検出

率 は
，
50 ％程度

13 ト 咽
であ り

，
均 一

で な い 抗体 を用 い る

た め腰瘍 に 対す る特異性 が低 く ， 良好 な 腫瘍 集積性

が得 ら れ な い と い う 欠点があ っ た ．

山 方 ，
K 6 hl e r

16 1

に よ り報告 さ れ た ハ イ ブリ ド ー マ 法 は， 抗体 を 分泌

しな が ら増殖 す る 融合細胞 を用 い る た め に ，
均 一

な

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体が 大童 に 得 ら れ る よ うに な っ た ．

しか も 免疫 に 用 い ら れ る抗原が必 ず し も精製 さ れ た

も の で な くて も ，
モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗 体 を作製可能 で

あ り
巨
腫瘍 関連抗原の よ う に 抗 原 の 精製 が困難 な場

合 で も
，
その 腫瘍関連抗原 に 対 す る 抗体 の 開発 に 適

し て い る ． また ， 腫瘍に対 し特異性 の 高い 抗体 を作

製 し得 る利点 を もつ こ と か ら ，
モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗 体

は放射免疫検出法の分野で大い に 有用 性 が 期待 さ れ

て い る ．

K o p r o w s k i ら
171
に よ り 開発 さ れ た モ ノ ク ロ

ー

ナ ル

抗体 19 －9
，
17 －1 A は ，

と も に 大腸癌細胞 を抗原と して

作製さ れ た マ ウス 由来 の モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 で あ り ，

1 9 －9 はI g G ．， 1 7
－1 A はI g G 2 a に 属 す る ． 1 9 －9 に 関 して

は
，
そ の認識 す る抗原C A 1 9 －9 が痛 患者の 血清中 に存

在 し， 大腸癌の 他 ， 膵癌 ， 胆 道癌 ， 胃痛な どで 高 い 陽

性率 を示 す
1 8 ト 鋤
こ と か ら

，
既 に 癌 の 血 清学的診断 に

広く臨床応用 され て い る ．

一 方
，
1 7 －1 A に 関 して は ，

そ の認識 す る抗原が癌患者の 血清中に 出現 し な い
211

こ とか ら
，
痛 の血清学的診断 に 利用 で き な い もの の ，

大腸癌 を担痛 した マ ウ ス に 抗体 を 単独 で投与 す る こ

と に よ り ， 痛 の発育が抑制 され た と い う 報告
22I
が み

られ て い る ． し たが っ て ，
こ れ ら の モ ノ ク ロ

ー

ナル

抗体 は とも に ， 消化器癌 の 放射免疫検出法 及 び 放射

免疫治療法 に 有用で あ る こ とが 期待 され て い る ．

モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 を臨床的に 用 い た放射免疫検

出法の 現在 まで の 報告で は ， 病変検出率は50 － 1 0 0％

乃ト 26，
と さ ま ざ ま で ある が

，
お お むね 検出率は60 － 7 0 ％

程度の 成績で あ り ， 必ず し も十分満 足 で き る 結果は

得 られ て い な い ． そ の 理 由と し て
， 標識核種 の 問題，

高分子 で あ る抗体 の 血中か ら の 消 失が 遅 い と い う 問

題 ， さ ら に 腫瘍組織 の 抗原の多様性 の 問題 が あ げら

れ る ． 放射 免疫検出法に 用 い ら れ る 標識用 核種 と し

て は ， 標識法の 簡便さ か ら ， 従来よ り ト131 が 用 い ら

れ て き た
和
が

，
ト1 3 1 は生 体 内で脱 ヨ ー ド化 を受 ける

た め 結合が 不 安定 で あり ，
ま た月 線 を 放出 す る た め

被曝量 が 多く ，
さ ら に は 放出す る 主 な y 線 の エ ネ ル

ギ ー

が 36 4 K e V と 高い こ と な ど， 核医学イ メ
ー

ジ ン

グに は あ ま り適当で な い な どの 欠点 が あ る ． こ の た

め
，
生体 内 で よ り 安定 な結合 が得 ら れ ， 核 医学 イ

メ ー

ジ ン グ に 適 す る エ ネ ル ギ ー の y 線 を 放 出 し ， 月

線 を 放出 し な い 核 種 に よ る 標識 が望 ま れ て き た ．

工n －1 1 1 は ， 月 線 を放出せず， 核医学イ メ
ー ジ ン グに 適

す る 173 K e V の エ ネ ル ギ
ー の y 線 お よ び 274 K e V の

エ ネ ル ギ ー の y 線 を 放 出 し ， 物 理 学的半減期 も ，

2 ． 8 1 日と放射免疫検出法 を行 う上 で 適当 な性質 を有

して い る ．
1 n は 金 属イ オ ン で あ る た め ，

ヨ ー

ド と

違 っ て蛋白で ある 抗体 に 直接結合 さ せ る こ と は で き

な い こ と か ら
，
金 属 キ レ

ー

ト剤 で ある Di e th yl e n e
－

t ri a m i n e p e n t a a c e ti c a c id くD T P A l 等 を介 して抗体

に 標識 さ れ る 卿 ． こ の D T P A を介 す るI n と 抗体 の 結

合 は
，
ヨ

ー

ド標識 に 比 べ て生 体内で よ り安定 で ある ．

ま た
， 高分子 で ある抗体 を放射性核種 で 標識 し， 体

内投与 す る と ，
血 中か ら の 消失が 緩徐 で あ る ． した

が っ て 腫瘍 部 が周辺 の 正 常部 よ り高 い 放射能分布と

な る た め に
一 般 的に は

，
数 日 を要す る

2 9I
． こ れ は， 迅

速 な 診断の妨げと な る ば か り で な く ， 物理 学的半減

期 の 面か ら使 用 で き る核種 の 制限 と な っ て い る ． こ

の た め Ig G 抗体の 場合 は ， 血中か らの 消失 を促進さ

せ る た め に
， 免疫学的に 酒性 を有 す る よ り ノJ l さ な 分

子 量の F くab
，

1 2 や ，
F a b 等の ，

フ ラ グメ ン ト化した

も の を用 い る 方が 望ま しい と さ れ て い る
8 朋 押

さ ら に
，

ヒ トの 癌組織 は
，
組織型の 同 一 な癌組織ま

た は同 一 癌組織 で あ っ て も ， 多種 多様 な抗原性 を持

つ こ とが 知 られ て い る
32卜 叫

くa n ti g e n i c h e t e r o g e n ei
，

A b b r e v i a ti o n s こ B S A ， b o v in e s e r u m alb u m i n ニ D T P A ， d i et h y le n et ri a m in e p e
n t a a c e ti c

a cid ニ M E M ， m in i m al e s s e n ti a l m e di u m 芸 P B S ， p h o s p h a t e b u ff e r s ali n e ．



王n －1 1 1 標識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を用 い た放射免疫検出法

ty 卜 した が っ
て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を癌 の 診断及 び

治療に 応用 す る 場乱 こ の よう な 癌 の 持
つ 抗原 の 多

様性に ，
どの 程度対応で き る か が 問題と な る 一

今回著者 は ，
l n －1 1 1 標識の 19 ．9 ， 1 7 － 1 A の Fくa b

，

う2 フ

ラ グ メ ン トに よ る放射免疫検出法 に お け る 有用 性 に

っ い ての 基礎的評価 を行う た め に ， 担 癌 ヌ
ー

ド マ ウ

ス を用 い て ， 胃癌 お よ び 大腸癌 へ の 集積性 を検討

し ， 従来最 も広く 使用 さ れ て い る 腰 痛診断薬 で あ る

G a － 6 7 と比 較 し た ． さ ら に 癌組識 の 多様 な抗原性 に

も拘わ ら ず ， 多く の 症 例 で 集積が認 め ら れ る か 否 か

を判定す る た め ，
手術時 に 採取 し た ヒ ト 胃癌 ， 大腸

癌組織よ り得ら れ た膜分画 を用 い た a s s a y を 行 っ て

検討 した ． ま た ， 癌組織 の 抗原の 多様性 に 対処 す る

ため に ， 複数の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を混合 し て 同時

に 投与 し て検出成績 を向上 させ よ う と す る方法 くカ

ク テル 投与法う の 有用 性が ，
近年提唱 され て い る

3 5I
．

そ こ で ， 個 々の モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 の 単独投与時 の

場合と 比較 し て ， 混合投与が実際 に 検出成績 お よ び

腰壕集積率 の 面 で 有用 性 を有す る か 否 か を も ，
上 記

a s s a y お よ び担癌 ヌ
ー

ド マ ウ ス に よ る 動物実験 に よ

り検討 した ．

材料 お よ び方法

工 ． 材 料

1 ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体

使用 し たモ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 は
，
大腸 癌細胞 を抗

原と し て作製 さ れ た モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 19 －9 及 び

17 －1 A の F くa b
，

l 2 フ ラ グ メ ン ト くC e n t o c o r 社製l で

ある ． ま た モ ノ ク ロ
ー ナル 抗体 フ ラ グ メ ン ト の 特異

的集積性 の 有無 を検討 する た め の コ ン ト ロ
ー ル 抗体

と して
， 非特異的 マ ウ ス I g G F くa b

，

1 2 くC a p p el 社

製1 も 用 い た ． bi c y cli c D T P A a n h y d ri d e を 用 い

た H n a t o wi c h ら の 方法
28I
に よ り ， 抗 体 フ ラ グ メ ン ト

1 分子 あた り D T P A l － 2 分子 の 割合で D T P A と結

合さ れ た 状態 の 抗体 フ ラ グメ ン ト ほ 本 メ ジ フ イ

ジ ッ ク ス 社製う を， h －1 1 1 塩化イ ン ジ ウ ム 注 射液く日

本 メ ジ フ イ ジ ッ ク ス 社製っ と室温 で30 分 反 応 さ せ る

とI n － 11 1 － D T P A 標識 抗体 フ ラ グ メ ン ト が 生 成 さ れ

た ．

2 ． 腰瘍 モ デ ル

1 う N E S 胃癌

ヌ ー

ド マ ウ ス の 皮下 に 移植継代 さ れ て い る く金 沢

大学が ん 研究所付属病院で樹立う ヒ ト 由来 の 胃癌株

の 一 つ で ある ． N H S の 腫 瘍組織 を ， 3 －4 m m 角に 細

切 し
，
その 6 －7 個の 切片を ヌ

ー

ド マ ウ ス くB alb l c

n nノn u ， 雌 ， 4
－

6 適齢ン の 大腿外側皮下に 移植 し ，

3 3 3

約 6 週後 ．
直径1

－ 2 c m に 発育 し た腫瘍 を実験 に 用 い

た ．

2 う c o l o 2 0 1 大腸癌

ヒ ト大腸癌由来の樹立継代株 で ， i n v it r o で 継代培

養さ れ て い る C O l o 2 0 1 大腸癌細胞約10
8

個 を 0 ．5 m l

の R P M l 培地 に 浮遊させ ，
ヌ ー ドマ ウス 大腿外側皮

下 に 移植 し． 2 － 5 遇後 ． 直径1 － 2 c m に 発育 した 腫

瘍を実験 に 用 い た ．

3 ． in v tr o a s s a y に 用 い た癌 およ び正 常組織

基礎的検討 と して ，
ヌ ー ド マ ウ ス に 移植 さ れ て い

る N H S 胃癌組織 を摘出し て用 い た ． 実際の患者組織

で の 検討 で は
，
胃痛患者12 人 ，

大腸 癌患者9 人か ら 手

術時に 得 られ た 癌組織くい ずれ も 原発巣うを E a gl e の

必須培地くM E M l 中に 浸 し ， － 8 0
O

C 以 下 で保存 し た

の を， a S S a y 時解凍 し て用 い た ．
コ ン ト ロ

ー ル と し

て
， 同 じく こ れ ら の 患者か ら手術時 に 得 ら れ た 正 常

胃組織 く9 例I ， 正 常大腸組織 く4 例う
，
およ び肝硬変

で 死 亡 した患者 よ り剖検で得 ら れ た 正 常胃組織 く1

例う， 正常大腸組織 く1 例フ を ， 同様に － 8 0
0

C 以 下 で

保存 し， a S S a y 時解凍 して用 い た ．

口 ．

t

方 法

1 ． 工n －1 1 1 標識抗体 フ ラ グメ ン トの 放射化学的純度

各
．
I n － 11 1 標識 抗体 フ ラ グ メ ン トの放射化学的純度

は
，
0 ．0 6 M パ ル ビタ ー ル 緩衝液くp H 8 ．郎 を溶媒 と し

た セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト膜電気泳動法 ，
ま た は展開

溶媒 に メ チル ア ル コ
ー ル と 5 ％酢酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶

液 の 等量 くvノvう 混合液 を用 い た 薄層 ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ に よ り検討 した ．

2 ． 免疫組織学的検討

N 王1 S 胃癌 の 腫瘍組織を培地中で ハ サ ミで 細切 し．

金属 メ ッ シ ュ を通 し て 細胞浮遊液 を得 た ． ま た ，

c ol o 2 0 1 大腸癌細胞 は ， i n v it r o 培養よ り直接細胞 を

回 収 して 用 い た ． こ れ ら の 細胞 をD ul b e c c o の 培養用

リ ン 酸緩衝液 くp H 7 ．41 で 3 回 洗い ，
ス ライ ド グ ラ ス

に 塗 抹 し ，
ドラ イ ヤ ー の 冷風で た だ ち に 乾燥 さ せ た

後
，
1 0 分間ア セ ト ン 固定 し ， 細胞 塗 抹標本 を作製 し

た ． こ れ ら の 標 本に つ い て ，
1 9 － 鋸こ関 して は ，

1 次抗

体 に ヒ ス ト ． 1 9 ．9 ．

キ ッ ト くミ ドリ十字社製1 の 1

次抗体 くIg G の 形 の 19 －9 抗体う を用 い ，
以 下の 反 応 を

ベ ク タ ス テイ ン
． A B C ． キ ッ ト くV e c t o r 社製l を用

い た A B C 法 に よ り酵素抗体染色を施 し， 1 9 － 9 に対 す

る抗原 の 分布お よび 発現 の 程度 を調 べ た ． 1 7 －1 A に

関 し て は ， 1 次抗 体 に 上 記 の D T P A と 結 合 し た

17 －1 A F くa b り2 く日本 メ ジ フ イ ジ ッ ク ス 社製う を 用

い
，
2 次抗 体 に ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識抗 マ ウ ス F

くab
，

l 2 ヤ ギ 抗 体 り a c k s o n I m m u n o R e s e a r c h
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L a b o r a t o ri e s 社製1 を 用 い た 間接法で酵素抗体染色

を施 し
，
同様 な検討 を行 っ た ．

3 ． 体外イ メ
ー ジ ン グお よ び生 体内放射能分布

い In －1 1 1 標 識モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 フ ラ グメ ン トの

体外イ メ ー ジ ン グ お よ び生 体内放射能分布

N 王1S 胃癌 ま た は c ol o 2 0 1 大腸 癌を 担癌 した ヌ
ー ド

マ ウ ス に
，
I n － 1 1 1 19 － 9 F くa b り2 ま た はI n － 1 1 1 1 7 ． 1 A

F くa bり2 1 6 0 jL C i18 0 JJ g1 2 0 0 JL l を 尾 静脈 よ り投与 し ，

投与72 時間後 ま で 経 時的 に ピン ホ ー

ル コ リ メ
ー タ を

装着 した ガ ン マ カ メ ラ け ロ カ 社製 ， 三4 10 S シ ン チ

カ メ ラう に て ， 8 0 ，
00 0 －10 0 ，0 0 0 の プ リ セ ッ トカ ウ ン

ト で 背面像の シ ン チ グ ラ ム 像 を 得た ． 投与72 時 間後

での 撮像終了後
，
エ

ー

テ ル 麻酔下で マ ウ ス を解剖 し ，

腫瘍 ， 血 液 ， 肝 ， 腎 ， な どの 主 要臓器 を摘出し
，
重 量

測定 の 後 ， ウ ェ ル タ イ プ シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン タ

で放射能 を測定 し
，
臓器 1 g あ た り の 投 与量 に 対 す

る 集積率 く％d o s eノgう を 計 算 す る こ と に よ り ，

王n － 11 1 の 生 体内放射能分布 を調 べ た ．

2 う G a －6 7 との 比 較

G a －6 7 く日本 メ ジ フ イ ジ ッ ク ス 社製I 1 5 0 声 C iノ20 0

月 1 を ． 同様 に N H S 胃癌 また は c ol o 20 1 大腸 癌 を坦

癌 した ヌ ー

ド マ ウ ス に 尾 静脈 よ り投与 し ， 投 与7 2 時

間後 で の シ ン チ グ ラ ム 像 を撮影 し た ． 撮 像後 マ ウ ス

を解 剖 し ，
G a － 6 7 の 生 体 内放射能 分布 を同様 に 求

め
，
I n － 11 1 標識19 －9 ， 17 －1 A 抗体 フ ラ グ メ ン トと比 較

した ．

3 1 混合 投与 に お け る集積度 の 変化

N H S 胃癌 ま た は c ol o 2 0 1 大腸癌 を担癌 した ヌ ー ド

マ ウ ス に
，
I nTl ll 1 9－9 F くa b り2 4 0 JL g と ， I n－1 11

1 7 ． 1 A F くa b
，

1 2 4 0 FL g を混 合 く蛋 白量 1 二 1 の 割合l

し て 得 られ た ， 総抗体 フ ラ グ メ ン ト 量 と し て 80 声 g

く16 0 月 C iノ20 叫 り を ， 尾 静脈 よ り投与 し ， 投与72 時

間後ま で 経 時的に シ ン チ グ ラ ム を撮像 し た ． 投 与7 2

時間後セの 撮像終 了後 ，

エ ー テ ル 麻酔 下 に マ ウ ス を

解剖 し ，
I n －1 1 1 の 生体内放射能分布 を調 べ ，

各抗体 フ

ラ グ メ ン トの 単独投与 の 場合 と比 較 し た ． さ ら に ，

N H S 胃癌 を 担癌 した ヌ
ー

ド マ ウ ス で ，
T n－1 1 1 19－9

F くa b
，

l 2 2 0 JL g とI n － 1 11 17 －1 A F くa b
，

l 2 2 0 p g 混 合

し て 得 ら れ た 総抗体 フ ラ グ メ ン ト 量 4 0ノノ g く80

jL C i1 2 0 0 p り 投与時 と ， I n －1 1 1 1 9 ， 9 F くa b
，

l 2 4 0 JL g

く80 JL C i1 2 0 0 FL ll な ら び に I n
－1 1 1 1 7－1 A F くa b

，

1 2

4 叫 g く8 叫 Ciノ20 0 メイり の 各単独投与時の 投与72 時間

後 で の 生体内放射能分布 を求め て ，
投与 量 の 違 い に

よ る混合投与 お よび 単独投与時 に お ける 腫 瘍 集積度

の 変化 をも 併せ て 比較 した ．

4 I 統計学的検定法

畑

得 られ た成績 はす べ て 平 均 値 土 樽準偏差 仙 で 示

した ． 平 均値の 検定 に は
，
分散分析後 D u n c a n の 多重

比 較法 を行 っ た ． p く0 ．0 5 を有意と し た ．

4 ． 凍 結保存 ヒ ト組織膜 分 画 を 用 い た i n vit r o

a S S a y

り 固着 さ せ た膜 分 画 の 濃度 と結合率 と の 関係

ヌ ー

ド マ ウ ス に 移植 さ れ て い る N H S 胃癌組織 を摘

出 し ．

ハ サ ミ で 締 切 し た 後 ， 1 0 倍 容 の 0 ．32 M

S u C r O S e1 4 m M T r i s H C l 緩衝液 くp H 7 ．51 を 加え ， 水

冷し な が ら P o tt e r 型 の テ フ ロ ン ホ モ ジ ナ イ ザ ー

で

1 0 0 0 r p m で ホ モ ジナ イ ズ した ． ホ モ ジ ネ ー ト を2 層

の ガ
ー ゼ で ろ過 し ， 1 0 0 0 x g ， 1 0 分 間遠 心 し ， 沈殿 で

あ る 核分 画 を除 い た ． さ ら に 上 浦 を10 0
，
0 0 0 x g ， 3 0 分

間遠心 して ， 細胞膜 ．
ラ イ ソ ゾ

ー ム
， リ ポ ゾ

ー ム を含

む沈殿 く粗 ミ ト コ ン ド リ ア分 画 ＋ 粗 ミ ク ロ ソ ー ム 分

画ン を得 た ． 固着さ せ た 膜分 画の 濃度 と抗体 フ ラ グ

メ ン ト との 結合率 との 関係 を調 べ る た め ，
N H S 胃癌

組織 か ら抽出 し た膜分 画 で あ る沈殿 に 蒸留水 を加え ，

ロ
ー

リ
ー 法 に よ り 0 ．0 8 －5 m gノm l の 蛋 白濃度に 調整

し た後 ，
カ バ ー

グラ ス の 上 に 50 声1 ず つ 滴下 し ，
4
0

C

で 一 晩乾燥 さ せ た ． そ の 後 ア セ ト ン で 10 分 間固定し
，

4
0

C で 保存 し た ． こ の 膜 分画 を固着さ せ た カ バ ー

グ

ラ ス に
，
1 ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ほS A う 加リ ン 酸

緩衝生 理 食塩水 くP B S l で 希釈 し た 工n － 11 1 標識抗体

フ ラ グ メ ン ト を1 0 n g ハ00 ノバ ず つ の せ た ． 乾燥 し ない

よ う に 湿 箱 の 中で25
0

C で 1 時 間イ ン キ ュ ベ ー 卜 し
，

そ の 後
，
1 ％ B S A 加 P B S 3 m l で 洗浄 し た ． 洗浄後，

カ バ ー

グ ラ ス を 紙 に 包 ん で 試 験管 内 に 割 り 入 れ
，

ウ ェ ル タイ プ シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン タ で 放射能 を

測定 し ， 添加 した 総放射能 くt o t al c o し1 n tl に 対す る カ

バ ー グ ラ ス に 固着 した膜 分 画と結合 し た放射能 の 割

合く結合率 ，
BノTう を計算 し ，

カ バ ー グ ラ ス に 固 着さ

せ た 膜分 画 の 濃度と ． 各抗体 フ ラ グ メ ン ト の 結 合率

と の 関係 を調 べ た ，

2 j 患 者組織膜分画 を用 い た a s s a y

－8 0
0

C 以 下 で 保存さ れ た 患者組織 を解凍 し ，
ヒ記

の 方 法 に 従 っ て 膜分 画 を抽出 した ． 癌 患 者 の 腫瘍 組

織中の 抗原の 多寡 を検討 する ため に は ，
カ バ ー グ ラ

ス 上 に 膜分 画の仙一定量 を固着す る 必 要 が あ る ． そ の

た め
， 抽出 し た膜分 画 を ，

ロ
ー

リー法 を用 い て 1 1

の 検討結果 に よ り最 も 高 い 抗体結合率 が得 ら れ た 蛋

白濃度 ， す な わ ち蛋 白濃度5 m g 舟山 こ 調 整 し ， 上記 の

方法 に 従 っ て a s s a y を行 っ た ． 各抗体 フ ラ グ メ ン トの

結合率 を計算 し た後 ，
19－9 ， 1 7－1 A の 結 合率 か ら コ ン

ト ロ ー

ル 抗体 の 結合率 を非特異的結合 と し て 差 し引

く こ と に よ り
，
19－9 ， 1 7

． 1 A の 特異的 な結合率 を求 め



1 ひ 1 1 1 標 識 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を用 い た放射免疫検出法

た ．

核医学 イ メー ジ ン ブに お い て ，
目 的 と す る病巣 を

バ
ッ ク グ ラ

ウ ン ドで あ る 正常組織 か ら 陽性像 と し て

描画す る た め に は ， 目的 とす る病巣 く癌 組掛 の 放射

能集積度 と正 常組織の 放射能集積度 の 比 が あ る 程度

以上 高く な けれ ばな ら ない ． 本a s s a y で 検討 し た患者

335

癌組織 で の ，

1 9－9 ま た は17 － 1 A を用 い た核 医学イ メ
ー

ジ ン グ に よ る 放射免疫検出法 での 陽性率 を推定 す る

た め に ，
C o I c h e r ら

367
の 考 え方 に 基 づ き ，

以 下 の 方法

で 19 －9
，
1 7－1 A の そ れ ぞ れ に つ き ，

r a d i ol o c a li z a ti o n

i n d e x を計算 した ．

r a d i o l o c a li z a ti o n i n d e x こ く各胃癌く大腸癌I また

Fi g ． 1 ． I m m u n o hi s t o c h e m i c al s t a i ni n g o f N H S h u m a n g a s t ri c c a r ci n o
r n a c e11 s

w ith 19－9 くAl a n d 1 7
－ 1 A くBl ．



3 3 6

は 正常胃 く大腸コ 組織 で の 結合率 沼 正常胃 く大腸う

組織 で の 結合率の 平 均値f

ま た
，
I n －1 1 1 19 － 9 F くa b り， と I n － 1 1 1 1 7 － 1 A F

くa bり 2 を蛋 白量1 こ 1 の 割合 で 混 合し た場合 に つ い

て も検 討し た ． 1 9 ．9 と 1 7 －1 A を 5 n g づ つ ，
総 量 が

畑

1 9 －9
，
1 7－1 A の 単独群 と 等 し い 10 11 g に な るよ う に 混

合 し ， 同様な a s s a y を行 い ，
膜 分 画 との 結合率を計算

し
，

コ ン ト ロ
ー

ル 抗体の 非特異的結合 の 結合率 を差

し引 い て ， 混 合群 に お ける 特異 的 な 結合率 を求 め
，

同様 に r a d i o l o c ali z a ti o n i n d e x を計算 した ．

F i g ． 2 ． I m m u n o h i s t o c h e m i c al s t a i ni n g o f c ol o 2 0 1 h u m a n c ol o n c a r ci n a o m a c e ll s

wi th 19 ． 9 くAl a n d 1 7 － 1 A くBl ．



h－1 1 1 標 識モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い た放射免疫検出法

3 う d11 清 C A 1 9－9 値 と の 比 較

血 清 中 C A 1 9 ．9 抗原の 足 と癌組織中の C A 19－9壬瓦原

の 宣 と の 関係 をみ る た め ， 癌組織膜分 画 と の a s s zly で

の 1 9
－9 の r a d i o l o c a li z a ti o n i n d e x と ， 癌組織 を採取

し た患 者の 手 術前の 血 清 C A 19－9 値 を比 較しノ た ．

成 績

I ． I m － 1 1 1 標 識抗体 フ ラグ メ ン トの 放射 化 学的 純

度 お よ び比 放射能

セ ル ロ
ー ス ア セ テ ーl l 膜電気泳 動法 ま た は 薄層 ク

ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ り検討さ れ た 各1 11 ． 1 1 1 標識 抗体

フ ラ グ メ ン トの 放射化 学的純度は ，
1 9 －9 F くa bり2 で

3 3 7

は 98 ． O 士 0 ． 6 ％ く平 均 値 士 S D ， n ニ 1 0l ，
1 7 －1 A F

くa b
，

l 2 で は 98 ． 1 士 O ．7 ％ くn こ 1 2l
．

コ ン ト ロ
ー

ル I g G

F くa b
，

j 2 で は 9 2 ． 7 士 1 ． 8 ％ くn 二 71 の 数値 を得た ． こ

れ に よ り 放射 能は ほ ぼ抗体 に 結合しノ た 分画の み で あ

る こ とが 確 認 さ れ た ． ま た ， 比 放 射能 は ，
1 9－9 F

くa b
，

l 2 ， 1 7 － 1 A F くa b り2 で は ，
1 ．0 － 2 ．O m C il m g ，

コ

ン ト ロ ー

ル I g G F くa b
，

1 2 で は ，
1 ．8 －4 ．9 m C il m g

．

の

数値 を得た ．

工I ． 免疫組織学的検討

N H S 細胞 ， C Ol o 2 0 1 細胞 で の 19 － 9 お よ び1 7－1 A に

対す る抗原 の 発現 を図 1 ，
2 に 示し た ． N H S

，
C O l o

2 0 1 い ずれ の 細胞 で も ，
1 9 － 9 及び 17 －1 A に 対す る 抗原

Fi g ． 3 ． P o s te ri o r i m a g e s o f a th y mi c m o u s e x e n o g r a f te d N H S h u m a n g a st ri c c a r ci n o m a

O b t a i n e d a t 6
，
2 4

，
4 8

， 7 2 h r af t e r i nj e c ti o n wi th 80 JL g O f I n－1 1 1 1 9 －9 F くa b
，

I2 ．

T u m o r i s cl e a rl y v i s u a li z e d くbi g a r r o w l ． L i v e r くa r r o w h e a dl a n d k id n e y s くs m a11 a r r o w sl a r e

al s o v is u a li z e d ．

F i g ． 4 ． P o s t e ri o r i m a g e s of a th y mi c m o u s e x e n o g r a ft e d N H S h u m a n g a s tri c c a r ci n o m a

O b t a i n e d a t 6
，
2 4
，
4 8

，
7 2 h r af t e r in j e c ti o n w ith 8 0 JL g O f I n －1 11 1 7－1 A F くab り2 ．

T u m o r is cl e a rl y v i s u ali z e d くbi g a r r o w l ． L i v e r くa r r o w h e a dl a n d k id n e y s くs m all a r r o w sl a r e

a l s o vi s u a li z e d ．
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の 明 ら か な発現 が 認 め られ た ．

I軋 体外 イ メ ー ジ ン グ お よ び生 体 内放射能分布

1 ． I n －1 1 1 標識モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 フ ラ グ メ ン トの

体外イ メ ー ジ ン グ お よ び生 体内放射能分布

N H S 胃癌 あ る い はc o l o 20 1 大 腸癌 を担癌 し た ヌ ー

ド マ ウス に ，
I n － 1 11 19 － 9 F くa b り2

，
あ る い は工n － 11 1

1 7 －1 A F くa b
，

l 2 を8 0 p gl 16 0 JL Ci 投 与 し ，
6

，
2 4

，

48 ， 7 2 時間後 に お ける ガ ン マ カ メ ラ に よ り 得 ら れ た

イ メ
ー ジを 図 3

－ 6 に 示 した ． N H S 胃癌で は ， 投与

6 時間後 の 早期 か ら 明瞭 な 腫瘍描画 が認 め られ た ．

また
， 腰瘍 以 外 で は肝 ， 腎に 高い 集積 が認 め ら れ た ．

畑

C Ol o 2 0 1 大腸癌 で は ，
N H S 胃癌 に 比 べ て や や腫 瘍部

の 集積度 は劣 る も の の
． 投与24 時 間後 以 降 で 明 瞭 な

腫瘍 描画 が 認 め ら れ た ． ま た ，
N H S 胃癌 の 場合と同

様 に ， 肝 ， 腎 へ の 高い 集積が認 め られ た ．

表 1 に ， 投与7 2 時間後 で の N H S 胃癌担癌マ ウ ス に

お ける 工n－1 11 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体 フ ラ グ メ ン トの 単

独投与
，
混 合投与 ，

お よ びG a－67 の 生 体内放射能分布

を示 した ． 膿 瘍 へ の 集積率は ，
腫 瘍1 g あ た り の 総投

与量 に 対す る割合 く％d o s eノgう で 表 し た が ， イ メ ー

ジ ン グ に つ い て 検討 したI n － 1 1 1 19 －9 F くa b
，

う28 0ノノ g 投

与群 は1 0 ． 8 士3 ． 7 ％ ，
I n －1 1 1 17 － 1 A F くa b り2 8 0 p g 投

Fi g ． 5 ． P o s t e ri o r i m a g e s o f a th y m i c m o u s e x e n o g r a ft e d c o l o 2 0 1 h u m a n c o l o n c a r ci n o m a

O b t a i n e d a t 6
，
2 4

，
4 8

，
7 2 h r a ft e r i nj e c ti o n w it h 8 0 JL g Of I n ． 1 1 1 1 9 －9 F くa b

，

1 2 ．

T u m o r i s cl e a rl y v i s u ali z e d a f te r 24 h r p o s t in j e c ti o n くbi g a r r o w l ． L i v e r くa r r o w h e a dJ a n d

k i d n e y s くs m all a r r o w sl a r e a l s o vi s u ali z e d ．

F i g ． 6 ． P o s te ri o r i m a g e s o f a th y m i c m o u s e x e n o g r a ft e d c o l o 2 0 1 h u m a n c ol o n c a r ci n o m a

o b t a i n e d a t 6
，
2 4

，
4 8

，
7 2 h r a f t e r i nj e c ti o n w it h 80 JL g O f I n － 1 1 1 1 7－1 A F くa b

，

J 2 ．

T u m o r i s cl e a rl y vi s u ali z e d a f t e r 2 4 h r p o s ti nj e c ti o n くb i g a r r o w l ． L i v e r くa r r o w h e a dl a n d

k id n e y s くs m all a r r o w sl a r e al s o vi s u ali z e d ．
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与群は11 ． 5 士 1 ． 7 ％の 結果 を示 し ， 腫瘍 対血 液放射能 マ ウ ス に お け る 生 体内放射能分布 を 示 し た ． c o l o

比 はそ れ ぞれ
5 8 － 6 士 1 5 ． 7 ，

5 7 － 9 士 8 ． 5 の 結 果 を 示 し 20 1 で は
ト
睦 瘍 へ の 集積率 は ，

1 n －1 1 1 1 9－9 F くa bり2 は

た ． 膿瘍以 外 で は ， 肝 ， 腎に 高 い 集積 が認 め られ た ． 7 ． 0 士 1 ．6 ％
，
I n －1 1 1 1 7 － 1 A F くa bり2 で は6 ． 1 士1 ． 8 ％

表2 に 同じ く投与7 2 時間後で の C Ol o 20 1 大腸癌担癌 の 結果 を示 し ， 腫 瘍 対血液放射能比 は そ れ ぞ れ4 5 － O

T a bl e l ． B i o d is t ri b u ti o n of I n－11 1 1 9－9 F くa b
，

l 2， l n－11 1 1 7 －1 A F くa b
，

12 ， m i x t u r e o f th e m a n d G a－67 i n
a th y m i c mi c e b e a ri n g N H S h u m a n g a st ri c c a n c e r a t 7 2 h r af t e r i nj e c ti o n

P er c e n t i nj e c t e d d o s e p e r g r a m o f tis s u e

1 n－1 1 1 1 9－9
T i s s u e F くa b

．

l2 40 FL g
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くn ニ 51
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工作 1 11 1 9 － 9 F くa b
，

1 2

川 畑

I n－11 1 1 7－1 A Fくa b
，

I 2

F i g ． 7 ． C o m p a ri s o n o f th e i m a g e s o f a th y m i c m i c e x e n o g
r a ft e d N H S h u m a n g a s t ri c c a r ci n o m a

w ith 8 0 JJ g O f I n
－1 1 1 1 9 －9 F くa b

，
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，
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w e r e o b ta i n e d a t 7 2 h r a f t e r i nj e c ti o n ． T u m o r l o c a li z a ti o n くbi g a r r o w sl o f I n －1 11 1 9－9 F くa b
，

1 2

a n d 1 7 ， 1 A F くa b
，

1 2 a r e S u P e ri o r t o th a t o f G a－67 cit r a t e － A c ti v iti e s of li v e r くa r r o w h e a d sJ a r e

r e c o g n i z e d i n al l o f th e s e i m a g e s ． A c ti v iti e s o f k id n e y s くs m a ll a r r o w sl a r e r e c o g n i z e d i n th e

i m a g e s of I n
－1 1 1 1 9－9 F くa b り2 a n d 1 7－1 A F くa bり2 ． M e t a s t a ti c f o c i i n th e n e c k a n d f a c e

くa st e ri s k sI a r e v i s u a li z e d i n th e G a ，6 7 i m a g e ．

I n －1 1 1 1 9 －9 F くa bり2 I n －1 1 1 17 － 1 A F くa b
，

1 2

Fi g ． 8 ． C o m p a ri s o n o f th e i m a g e s o f a th y m i c m i c e x e n o g r a ft e d c ol o 2 0 1 h u m a n c ol o n

C a r Ci n o m a wi th 8 0 JL g O f I n
－ 11 1 1 9 ，9 F くa b

，

1 2， 8 0 p g o f I n－1 11 1 7 －1 A F くa b
，

1 2， a n d G a －6 7 ci tr a t e －

I m a g e s w e r e o b t a i n e d a t 7 2 h r a f t e r i nj e c ti o n ． T u m o r l o c ali z a ti o n くbi g a r r o w sJ o f I n ， 1 1 1 19－9 F

くa b
，

1 2 a n d 1 7 － 1 A F くa bり2 a r e Sli gh tl y i n f e ri o r t o th a t o f G a － 6 7 cit r a t e ． A c ti v iti e s o f li v e r

くa r r o w h e a d sl a r e r e c o g n i z ed i n all o f th e s e i m a g e s ． A c tivi ti e s of k id n e y s くS m a ll a r r o w sI a r e

r e c o g n i z e d i占th e i m a g e s o f I n － 1 1 1 19 － 9 F くa b
，

1 2 a n d 1 7
－ 1 A F くa b

，

12 ．



i n － 1 11 標識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用し－た 放射 免疫検出法

士7 ． 9
，
4 2 ． 8 士4 ．6 の 結果 を示 した ， ま た

，
N H S 胃癌

の場 合 と 同様 ， 腫瘍 以 外 で は肝 ， 腎 に 高 い 集積 が 認

め られ た ．

2 ． G a － 67 と の 比 較

図7 －8 に ， 投与72 時 間後 で の 工n－1 1 1 標 識 モ ノ ク

ロ
ー ナ ル 抗体 フ ラ グ メ ン トと G a －6 7 の イ メ

ー ジ を示

し た ． N H S 胃癌で は ， I n－1 1 1 1 9
－9 F くa b

，

l 2 ， I n － 1 1 1

17 ． 1 A F くa b
，

j 2 と も に ， G a －6 7 と比 較 し て良好 な腫

描画度 を示 し た ． c ol o 2 0 1 大 腸癌 で は ，
h － 1 1 1 モ ノ

3 4 1

ク ロ ー ナ ル 抗体 フ ラ グ メ ン ト で の 腫瘍 描画度 は ，

G a － 6 7 と比 較 し て や や 劣 っ て い た ．

生 体内放射能分布の 比 較 で は ，
N H S 胃癌で は ， 腫

瘍 へ の 集積率及 び 腫 瘍対血液放射能比 は ， 王n －1 11 標

識モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 フ ラ グ メ ン ト は G a － 67 と 比 較

して 有意 に 高 い 値を 示 した ． 腫 瘍 対筋肉放射能 比 に

つ い て は有意羞 は認め られ な か っ た ． 腫瘍以 外 で は

肝 ， 腎に 高 い 集積が 認め られ ， 肝 に は G a －6 7 と ほ ぼ 同

程度の ． 腎に は G a － 6 7 の 5 －7 倍程度 の 集積 を認 め

Fi g ． 9 ． P o s t e ri o r i m a g e s o f a th y mi c m o u s e x e n o g r a ft e d N H S h u m a n g a st ri c c a r ci n o m a

o b t a i n e d a t 6
，
2 4 ， 4 8

，
7 2 h r a f t e r i nj e c ti o n wi th mi x tu r e o f 40 JL g O f I n － 1 1 1 1 9 －9 F くab

，

12 a n d 4 0

JL g O f I n
－ 1 11 1 7 － 1 A F くa bり2． A c c u m u r a ti o n i n t u m o r くbi g a r r o w sl ， li v e r くa r r o w h e a d sl a n d

k id n e y s くS m all a r r o w sJ a r e n o t si g n ifi c a n tly diff e r e n t f r o m th a t w ith si n gl e a d m i ni s tr ati o n ．

F i g ． 1 0 ． P o s t e ri o r i m a g e s o f a th y m i c m o u s e x e n o g r a ft e d c ol o 20 1 h u m a n c ol o n c a r c i n o m a

O b t a i n e d a t 6 ， 2 4
，
4 8 ， 7 2 h r a f t e r i nj e c ti o n w i th m i x t u r e of 4 0 JL g O f I n

－ 1 1 1 1 9 －9 F くa bり2 a n d 4 0

JL g O f I n－11 1 1 7－1 A F くa b
，

1 2 ． A c c u m u r a ti o n i n tu m o r くbi g a r r o w sl ， 1i v e r くa r r o w h e ad sl a n d

k id n e y s くs m all a r r o w sl a r e n o t sig n ifi c a n tl y diff e r e n t f r o m th a t w i th si n gl e a d m i ni s t r a ti o n －




















