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腫瘍マー カーの開発 は 、悪性腫瘍 の診 断 、臨床経 過の観察 、

お よび再 発の早期診断 に計 り知れな い恩 恵 を与 えて きた 。 しか

し、絨 毛細胞表面抗原 に対す るモ ノクロナー ル抗 体は 、未 だ不

十分であ る。

そ こで 、我 々の作製 した絨毛細胞 表面抗原 に対 す るモ ノクロ

ナール抗 体を用 いて悪 性腫瘍の組織 別 分布 、お よび臨床応 用へ

の可能性 を検討す る 。
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研 究 成 果

1.研 究 目的

細 胞 の 癌化 は 、正 常 な分 化 の 異 常 あ るい は 逆 方 向 へ の 進 行 と見 な

す こ とが可 能 で あ るQこ の点 を示 唆 す る一 つ と して 、 あ る種 の癌 細

胞 に み ちれ る癌 化 に よ る膜抗 原 の トロ ホ ブ ラ ス ト抗 原 へ の 変 化 を挙

げ る こ とが で き る 。我 々は トロ ホ ブ ラス ト抗 原 を検索 す るた め に単

クロ ー ン抗 体 の 作 製 を 試 み て きた が 、そ の 内 い くつ か の もの が トロ

ホ ブ ラ ス トあ る いは 絨 毛 癌 以 外 の 腫 瘍 と も特 異 的 に 反 応 す る こ とが

明 らか とな った 。 これ らの 単 ク ロ ー ン抗 体 の うち の どれ が 癌 トロ ホ

ブ ラス ト抗 原 を検 出 して い る と考 え られ 、 それ らが どの 悪 性 腫瘍 に

特異 的 に 存 在 し 、 また そ れ らが 患 者 血 液 中で 検 出 可 能 か 否 か 、 さ ら

に そ れ ら を検 出 す る単 ク ロー ン抗 体 が 腫 瘍 に 集積 す る か否 か を検 討

す る こ とで 臨 床 応 用 へ の 可 能 性 を検 討 す るc,

2.研 究 成 績

(1>癌 ・トロ ボ ブ ラス ト抗 原 に対 す る単 ク ロ ー ン抗 体 の

作 製

絨 毛 癌 細 胞(BeWo,NUC-1,Jar)1×10ク 個 を それ ぞ れ 免 疫 原 と

してBALB/cマ ウス を免 疫(1回/週X3、 腹 腔 内 投 与)し 、そ の

脾臓 細 胞1×103個 とマ ウ ス ミエ ロ ー マ 細 胞1×107個 を 、

45%polyethylen-glycol4000の 存 在 下 で 、KohlerendMilsteinの 方 法

に準 じて 融 合 させ た 、HAT培 地 で ハ イ ブ リ ドー マ を培 養 し、 目的

とす るハ イブ リ ド0マ を選 択 す るた め に 、 ク ロ ー ニ ング を限 界 希 釈

法 に よ るcellularradioimmuneassay(CRIA),お よ びermime-linkedim

rTiunosorbetitassay(ELISAン に よ・り繰 り返 した 。 その 結 果 、 単 ク ロ0

ン抗 体TM7-3,TM3・8,TM5-1,TM8-13,TM4-5お よ びTM3-3が 得 られ
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一
た 。

(資 料1>

(2>単 ク ロー ン抗 体 の 培 養 細 胞 に お け る反 応 性

検 索 した 絨 毛 癌 細 胞 株 と陽 性 反 応 を示 した 。

上 皮 性 腫瘍 細 胞 株 で は 、HeLaがTM8-13以 外 の す べ て の 単 クロ ー

ン抗 体 と反 応 した 。肺 癌 由来 のLuci6は 、8株 中5株 で 陽 性 で あ っ

た 。単 ク ロ._ン 抗 体 の 側 か らみ る と 、TMS-1は 、1/6株 、TM7
-3お よび ・は

、2/7株 に陽 性 反 応 が み られ た 。非 上 皮性 腫

瘍 細 胞 株 で は 、 巨細 胞 腫 由 来 のG-1が 、今 回取 り上 げ た8種 類の

単 クロ ー ン抗 体 す べ て と反 応 した 。 ま た 、悪 性 黒 色 腫 由来 のMuraw

skiもTM7-3お よびTM3-8以 外 の 単 ク ロ ー ン抗 体 すべ て と

陽性 反 応 を示 した 。一 方T一 リンパ 球 は 、す べ て の 単 ク ロー ン抗 体

で 陰 性 、B一 リンパ 球 も 、TM4-5お よびTM3-3以 外 の 単 ク

ロ ー ン抗 体 に 陰 性 で あ っ た 。

(資 料1)

(3)単 ク ロー ン抗 体 の 正 常 お よび 絨 毛 性 疾 患 に お け る反 応性

妊 娠 各 期 、絨 毛 性 疾 患 の 絨 毛 細 胞 表 面 の 抗 原 を免 疫 組 織 学 的方 法

お よ びflowcytometoryで 測 定 した.

(イ)flow(.ytometoryで 測 定 した 結 果:妊 娠 各 期 の 絨 毛 では

いず れ の 時 期 で も反 応 す る細 胞 が 存 在 した が 全 体 の 細 胞 に対 す る陽

性 細 胞 の割 合 は 妊 娠 が 進 む に連 れ て 減 少 した 。胞 状 奇 胎 で も陽性 細

胞 が 認 め られ た 。

以 上 よ り、(i)絨 毛 癌 に 特 異 的 な 単 ク ロー ン抗 体 と反 応 す る抗 原

は 、正 常 絨 毛 、胞 状 奇 胎 、絨 毛癌 の い ずれ に も存 在 した,(ii)正 常

絨 毛 の 抗 原 量 に は 、妊 娠 期 に よ る差 は 、認め ちれ な か った 。(iii>

抗 原 量 は 、絨 毛 癌 で 増 加 す る傾 向 が 観 察 され た 。

(ロ)免 疫 組 織 学 的 検 討:正 常 妊 娠 絨 毛 細 胞 に対 す るTM5
-1の 反 応 性 は

、SYII(:ytiotrophoblastに 一 致 して 強 く発現 を認 め た 。

TM7-3、3-8の それ は 、cytotrophoblastに 非 常 に 弱 く観 察 さ

れ た 。TM8-13の それ は 、妊 娠 初 期 のsynctintroph。blastに 認 め

られ 微 量 で あ った0ま た 、non-villastroph。blastの 一 部 に認 め られ

た 。 これ らの 単 クロ ー ン抗 体 で認 識 され る抗 原 は 、Interferon処 理

で 発 現y進 され な か った 。

(4>単 ク ロ ー ン抗 体 の 正 常 組 織 に お け る反 応 性

2例 の 成 人 と2例 の 胎 児 の 各 種 臓 器 組 織(16種)に つ い て 酵 素

抗 体 法 に よ る抗 原 の 発 現 を検 討 した 。 そ の結 果 、成 人 臓 器 と胎 児臓

器 にお け る反 応 性 は 、全 く同一 パ ター ン を示 した 。 そ の 反 応分 布 は

腎尿 細 管 の 一 部 と膵 臓 膵 管 上 皮 に 観 察 され た 。

(資 料2)

(5)単 ク ロ ー ン抗 体 の ヒ ト悪 性 細 胞 に お け る反 応 性

悪 性 腫 瘍(絨 毛 癌2、 子 宮 癌26、 卵 巣 癌22、 腎癌6)

と良性 腫 瘍(子 宮 筋 腫8、 卵 巣 腫 瘍8)を 対 象 と した 。 その 結
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果 、(i)子 宮 頚 癌 の うち 偏 平 上 皮 癌 と反 応 せ ず 、(ii)子 宮 内 膜 癌

は 、分 化度 に 関連 して 高 分 化腺 癌 に認 め られ る傾 向 を示 した 。(iii>

卵巣 癌 、特 に非 ム チ ン性 上 皮 癌 に 反 応 した 。(iv)TM7-3,TM3-8

の悪 性 腫 瘍 組 織 で の 両 抗 体 の 反 応 性 は 、 同様 の パ タ.一 ン を示 した 、

(資 料3)

(6)単 クロ ー ン抗 体 に 反応 す る抗 原 の 血 中 で の 同 定 お よ

び 腫 瘍 組 織 へ の集 積 性

6・ 週 齢 の ヌ ー ドマ ウ ス皮 下 に 、1×10フBeWo細 胞 を移 植

し1×1cm程 度 に 増 大 した こ ろ 、 ク ロ ラ ミ ンT法 で1311を 標

識 さた 単 ク ロ ー ン抗 体(50/""Ci>を 尾 静 脈 か ら注 射 し、3日

目か ら連 日6日 目 まで ガ ン マ カ メ ラに て マ ウ ス を撮 影 し 、 シ ンチ グ

ラ フ ィー を行 な ったnま た 、1251標 識 さた 単 ク ロ ー ン抗 体 を移

植 され た ヌ0ド マ ウ ス 尾 静 脈 へ 注 射 し3-4日 後 に屠 殺 し全 身 オ ー

トラジ オ グ ラ フ ィー を施 行 した 。3日 目か ら腫 瘍 部 位 に 明 らか な

hotareaが 認 め られ た0ま た 、摘 出 組 織 の 測 定 値 に お い て も選 択

的 な 集 積 が観 察 され た0こ れ らの 結 果 は 、全 身 オ ー トラジ オ グ ラ フ

ィー の 写 真 上 で も確 認 で きたp(資 料4)

(7)多 剤 耐 性 獲 得 に 伴 う膜 抗 原 変 化

P-glyc・proteinと 多剤 耐 性 獲 得 化 現 象 の 関 係 が 注 目 され て い る6

そ こで 、婦 人 科 培 養 細 胞 株 か ら各 種 抗 癌 剤 耐 性 株 を分 離 し、P-gyco

proteinの 抗 原 レベ ル お よび その 耐 性 克 服 を試 み た 。Ktu-amochiよ り

cisplatin耐 性 株(K-cis)、BeWo,SCH,よ りMeth・trYate耐 性 株(B

F'、S-R)、cisplatin耐 性 株($一 一cis、S-cis)、VP1623耐 性

株(B-V、S-V)を 樹 立 した 。各 種 抗 癌 剤 の感 受 性 はMTTa

ssayを 用 い て 行 な ったAP-glycoproteinに 対 す る抗 体(鶴 尾 博

士 よ り分 与)とTM5-1抗 体 を第 一 抗 体 と してfl。wcyt・met・lyを

施 行 した 。Ca拮 抗 剤verapamileとr・gultamiylcysteinesynthetsaeの 阻

害 剤buthiainesulf。xim(BSO)を 各 抗 癌 剤 と併 用 添 加 した 。

樹 立 した耐 性 株 は 、IC50の 比 較 か らK-cis;約10倍 、B-R;

約100倍B-cis;約20倍 、B-V;約25倍 、の 耐 性 を獲 得 し

て い る 。 またBeWoとSCHは 、 同様 の 耐 性 の 程 度 で あ ったfjTM

5-1抗 体 に 対 す る抗 原 は 、KuramochiがCDDP耐 性 獲 得 に と も

な い 、明 らか に そ の 発 現 が増 加 す る こ よみ とめ た が 、逆 にBeWoで

は 、 その 発 現 は 減 少 した 。BeWoのP-glyc・proteinの 発 現 は 、B-R、

$-cis、,B-Vに お い て はi数%の 高 輝 度 細 胞 が 認 め られ た が 、平均

強 度 、peakchannelに 変 化 は な か った 。

CDDPO.OOI-100,uM,BSO50-IOO/M併 用 添 加 下 が 、殺 細 胞 効 果 に

差は観 察 され な か った 。

今回 、樹 立 した 抗 癌 剤 耐 性 細 胞 株 は 、耐 性 獲 得 とP-glycoprotein

発現 に関 係 が 認 め られ な か った.
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