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司会 では,定刻になりましたので,第409回新潟医

学会の シンポジウムを これからほじめたいと思いま

す.今回のテーマは,"モノクローナル抗体の臨床応用"

というテーマでありまして,全部で六題,それに,一

題,追加発言があります.ジョ-ジ･ケラ-とセ-ザ ･

ミルシュタインがモノクロ-ナル抗体というものをネイ

チャーの誌上に発表したのは,1975年のことでありま

す.それからわずか5年Lかたっていませんが,私の経

験からしても,=モノクローナル抗体という聞きなれな

い言葉はいったいなんだ'と言っていたのが,ついこの

間のことのように思われます.それが現在では,これを

用いないと,臨床の仕事はできないというほどにル-チ

ソの仕事に入ってきています.モノクロ-ナル抗体とい

うのは,従来の抗血清に含まれていた色々な問題点

を一挙に解決するのではないかという非常に大きな期

符をもって登場してきたわけですが,丘近では, やや

pessimisticな見解も出はじめてきておりますし, いっ

たいどの程度の可能性と限界があるのか,ということが

問題になろうかと思います.本当に果たして,みんなが

考えていたように,モノクローナル抗体というのが ｢夢

の武器｣になるのか,それとも ｢落ちた偶像｣になるの

かは,今後,更に検討を要する問題であろうかと思いま

す.今日はそういう問題を含めて,現時点でモノクロー

ナル抗体というものが臨床応用でどの程度の可能性を

もっているのかということが,主な内容になろうかと思

います.ただ,最初からすぐに臨床の問題に入る前に,

医動物の渡部先生にまず基礎のお話を伺って,それから

本論に入っていきたいと思います.それでは渡部先生,

お願いいたします.



モノクロ-ナル抗体の臨床応用

1) モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 基 礎

新潟大学医学部医動物学教室渡部久実･河又聡予

モノクローナル抗体 (MoAb)は細胞融合という手法

により作製され,免疫学のみならず広く医学,生物学

の分野に大きく貢献している.この細胞融合の現象は,

1957年に岡田1)により HVJ(センダイウイルス)が細

胞を融合させるという事実として兄い出され,体細胞遺

伝学の宙域に多くの成果をもたらした.その後.1975年

に K6hlerと Milsteinは2),細胞融合で作られた雑種

細胞 (-イブリド-マ)による MoAbの産生法を確立

した.彼らは,ヒッジ赤血球で免疫されたマウス陣細胞

とマウス形質細胞腫由来培養細胞を融合させ,ヒツジ赤

血球に対する抗体を持続的に産生する-イブリドーマの

作成に成功したのである. この画期的な手法の開発に

は,いくつかの基礎的な実験が背景として存在した.ま

ず,免疫応答系においてほ, 1個の B細胞は1種類の

抗原に対する抗体しか作らないという点があげられる.

一方,培養技術の進歩により,いくつかの形質細胞睦細

胞株 (ミエローマ)が樹立され,なかでも免疫グロブリ

ン産生能を失い,さらにある種の酵素が欠損した変異株

が細胞融合の親株として開発されたことも大きな支えと

なった,現在では,種々の抗原に対する MoAbが得ら

れ,細胞表面抗原の解析,細胞表面に存在する レセプ

ターの解析,微量物質の測定や精製, ウイルスや細菌

などの病原微生物の抗原構造の解析や診断,さらに癌の
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診断や治療など,多くの分野で利用されている. これ

らの基礎を確立した K6hlerと Milsteinは1984年に

ノーベル医学,生理学賞を授与されたことは周知の通り

である.本稿では,MDAもおよびその作製法について

概説し,市販の MoAbの使用に際しての基礎的な検討

結果についても述べる. なお,MoAbについては多く

の優れた総説や成害があるので参考にしていただきた

い 3)-10〕

MoAbの 特 徴

MoAbの大きな特徴は,1個の融合細胞より増殖した

細胞集団によって産生された抗体であることから,抗原

分子の特定の抗原決定基のみを認識することができ,

また抗体の クラスやサブクラス,親和力なども均一な

抗体の集団で あるといえる.図1に示した ように,あ

る MoAbは A という抗原次定基を認識する IgG ク

ラスの抗体であるが, 同じ抗原決定基を認識する IgM

クラスの MoAbも作り出すことができる. それに比

べて,従来の動物に抗原を免疫して得られる免疫血清

(conventionalantisera)では,A,B,C という抗原決

定基をそれぞれ認識する抗体が混じり,またそれらのな

かでもクラスやサブクラスが異ったり,親和力が異った

りする抗体が混在している.従って,MoAbは免疫血

.辛
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図 1 モノクロ-ナル抗体と免疫血清の違い 文献 6)より引用
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清のように吸収操作により特異性を高める必要が全くな

いため,非常に高い抗体価をもっている.さらに,得ら

れた-イプリドーマを凍結保存することにより,いつで

も同一ロットの抗体を得ることが可能である.

細胞融合の原理および 北oAbの作製法

細胞融合の親株として用い られる形質細胞睦細胞株

は,いずれも HGPRT(hypoxantbine-guanine-phos-

phoribosyltranSfeTaSe)あるいは TK (thymidine

kinase)という酵素を欠損した変異株である.これらの

細胞は免疫グロブリン産生能や分泌能が欠除している

が,正常 リンパ球と融合することにより産生,分泌能

を得る ことができる. よく使用されるものとしては,

BALB/Cマウス形質細胞睦 MOPC-21由来の Ⅹ63-

Ag8-6.5.3株や NS-1株がある.

細胞融合により, 目的とする抗体を産生しているリ

ンパ球と融合した ミエローマだけを選択的に取り出す

ためには,HAT 選択培地を用いる. ミエ ローマは

HGPRT もしくは TK の欠損株なので,その核酸合成

は denovo回路と呼ばれる生合成系により行なわれる.

一方,正常細胞は非常時の回路として さらに salvage

回路をもっている.融合後,この denovo回路の阻害

剤である aminopterinを含み,さらに hypoxanthine,

thymidineの添加された培地,いわゆる HAT培地で

細胞を培養することにより,ミエローマは核酸合成がで

きなくなり死滅する.ところが,-イブリド-マほ融合

によりリンパ球から HGPRT や TK の供給をうけ,

salvage回路で核酸合成を行うことで生存でき,一方,

残ったリンパ球は約2週間程度で増殖能を失う結果,-

イブリドーマだけを選択的に増殖させることが可能とな

る.

細胞融合の方法としては, 現在は HVJではなく,

扱いが簡単なポ1)エチレングリコール (PEG)が用いら

れている11).PEG は細胞膜の脂質二重層構造を一時的

に破壊し,その回復過程で接触した細胞どうしな融合さ

せる.

MoAbの作製法を図2に示した. 免疫動物 としてほ

BALB/Cマウスが多用される.その理由として, ミ-

p-マの多くが BALB/Cマウス由来であり, しかも

得られた-イブリドーマをマウスの腹腔にもどすことに

より,腹水から高力価の抗体を得ることが容易となるか

らである.免疫方法は抗原の種煤によって回数や期間も

異なるが,2-4週間後に追加免疫し,その3-4日後の

肺細胞を用いる.得られた肺細胞とミェp-マを PEG
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図 2 モノクローナル抗体の作製法

で融合させ, 融合細胞をマイ クロプレートにまき,

HAT培地による選別を行なう.7-10日で細胞が増殖

しコロニーが形成されるので,その培養上清を採取し

抗体の有無を検索する.その方法としては酵素抗体法

(ELISA),ラジオイムノアッセイ, 細胞傷害試験,餐

光抗体法などが知られているが,短時間で多くの検体を

測定する方法としてELISA 法がよく用いられる.抗体

が陽性の細胞はさらに クローニングを行ない,MoAb

産生棟を得る.目的とする抗体は培養上清の形で使用し

たり,腹水型にして用いられたりする.

MoAbの問題点

MoAbは従来の免疫血清に比べて多くの利点をもっ

ているが,以下に述べるようないくつかの問題点も指摘

されている.

MoAbは特異性の高い均一な抗体であるために, 抗

原と結合しても抗体による立体的な架橋構造を形成しに

くく,従って沈降しにくいという点がある.そのため

に,沈降反応による抗原の分離精製や性状の解析が困難

な面がある.さらに MoAbは,抗原分子の1個でしか
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も狭い範囲の抗原決定基を認識することが可能なため

に,同様の決定基をもった異った抗原分子とも反応して

しまう.従って,多くの抗原決定基と反応する抗体を含

む免疫血清では交差反応は少なくなるが,MoAbでは

逆に完全な交差反応を示すことになる.このような点か

ら,免疫組織化学の分野においては,従来の免疫血清と

MoAbの使い分けが必要であるとも言われている12).

また,腫癌細胞に対する MoAbでは,抗体のクラスや

サブクラスによっては細胞への結合性はもつが,細胞傷

害性を示さないものがあるなど,その多様性も示されて

いる13).

次にヒトへの免疫療法に応用した場合には,大部分の

MoAbがマウスの抗体であるために, マウス免疫グロ

ブリンに対する抗体ができてくる問題があげられる.そ

の点を解決するためにはヒト型 MoAbが有効で,現在

ヒトーヒト-イブリド-マによる MoAbの作製が精力

的に進められており, また細胞融合によらずヒトB細

胞を EB ウイルス (Epstein-Barrvirus)によりトラ

ンスホームさせて,抗体産生細胞を増殖させようという

試みもなされている.しかし有用な親細胞株が樹立され

ていなかったり,クローニングの困難さや,抗体が EB

ウイルスに汚染されている危険性があるなど,解決しな

ければならない点も多い.

市販 MoAhの検定

-マウス:抗リンパ球抗体を使 って一

現在,特異性の高い MoAbが多数市販され,多くの

研究室で手軽に利用されている.そこでその使用にあ

たって十分な基礎的検討を行うことが,MoAbをより

有効な研究手段として用いることにつながってくる.こ
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こでは我々の教室で行なった MoAbによるリンパ球亜

群の除去法についての検討結果を述べ,諸氏の参考に

供したい.使用した MoAbは,抗 Thy1.2抗体 (セ

ダレーン社, ×20で使用),抗 Lytl.2抗体 (明治乳

莱, ×4,000で使用), 抗 Lyt2.2抗体 (明治乳業,

×20,000で使用)である. 補体は low toxicrabbit

complement(セダレーン社,×10で使用)を用いた.

MoAbによる細胞の処理法は, 107のマウス肺細胞に

希釈した抗体を添加後,室温で30分間反応させ,遠心

洗浄ののち, 補体を加え 370C40分間の反応を行なっ

た .

1) 抗 Thy1.2抗体による地理について

マウス肝細胞を抗 Thy1.2抗体と補体で処理し,T

細胞の除去の程度を Mitogenによる反応で調べた (義

1).1回の抗体処理では ConA に対する反応は十分に

低下しなかったが,2回処理によりMitogenを添加し

ない対照とほぼ同じ値を示した.従って少なくとも2回

の抗体処理により,T細胞を十分に除去できた.なお,

LPSに対する反応は抗体未処理群より低下しないこと

から,B細胞-の影響は認められなかった.

2) 抗 Lyt1.2抗体による地理について

次に,抗 Lyt1.2抗体と補体処理による-ルパー T

細胞の故能の抑制を抗体産生系を用いて調べた.ヒツジ

赤血球を BALB/Cマウスに免疫し,1週間後に肺臓を

取り出し,その肺細胞に invitroで二次刺激を加える

ことにより,ヒツジ赤血球に対する抗体産生能をプラー

ク形成法で調べた.その結果,抗体処理によりIgM 産

生細胞は検出できず,IgG 産生細胞も未処理群のわず

か6%であり,従って-ルパー T細胞を除去できたと

考えられた (表2).

表 l Mitogenresponseofanti-Thy1.2+CtreatedspleenCells

Cells 3H-TdR uptake(cpm)
ConA (〟g/well) LPS(〟g/well) -

0.2 2.0 10 0.1 1.0 10

Untreated 93,034 30,817 4,728 26,020 31,418 48,640 8,410

Anti-Thy1.2+C 14,057 26,967 791 28,640. 44,706 56,323 6,796
Xl (0.15) (0.88.) (0.17〕 (1.10) (1.42) (1.16) (0.81)

Untreated 28,993 1軸,918 194,692 24,391 37,413 63,227 4.618

Anti-Thy1.2+C 8,560 6,318 5,888 63,436 65,234 80,451 7,904
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表 2 E鮎ctanti-Lyt1.2+Ctreatmenton

thesecondaryPFCresponse

Cells ⅠgM PFC ⅠgG PFC/culture /culture

Untreated 703(1.00) 273 (1.00)
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図 3 抗 Lyt2抗体と補体処理による Cytotoxic

TLympbocyte(CTL)誘導の抑制

3) 抗 Lyt2,2抗体による処理について

抗 Lyt2.2抗体と補体処理により,Lyt2陽性細胞

である細胞傷害性 T 細胞 (CTL)の誘導を抑えるこ

とができるか どうかを検討した.BAL古/Cマウスを

C57BL/6マウス肺細胞で免疫し,1週間後にその肺細

胞を抗体で処理したのち invitroで再刺激し, EL-4

細胞を標的細胞として 5lCrreleaseassayによりその

CTL活性を測定した.図3に示したように,抗体未処

理群 (Gr.1)では70-80%の強い CTL活性を示した

が.処理群 (Gr.2)ては E:T比が40:1で約10%の

傷害が示されたにとどまり,5:1では活性が検出でき

なかった.再刺激を加えなかった群 (Gr.3)では CTL

誘導はみられなかった.従って抗体処理により大部分の

Lyt2陽性の CTLは除去できたものと考えられた.

由 あ り に

以上述べたように細胞融合の技法により作り出された

MoAbは,免疫学における基礎的研究だけでなく,柄

気の診断,治療への応用など,多くの分野に新しい局面

をもたらした.今後臨床-の応用としては,癌細胞に関

してだけではなく,自己免疫疾患などの免疫異常,ウイ

ルス性疾患,内分泌疾患,循環器疾患,さらには生殖や

移植免疫の分野に大きな役割をはたすことが期待されて

いる.
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司会 ありがとうございました.

最初は,医動物の渡部先生から,基礎的な問題をお話
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いただきました.私なりにまとめてみますと,第一にモ

ノクローナル抗体というものと,conventionalな抗血

清との対比で, モノクローナル抗体の特性をお話にな

り,ついで二番目は細胞融合の問題,hydrydomacell

の原理とその実際をお話になりました.三番目にモノク

ローナル抗体がかかえている問題点をご指摘になり,最

後に自験例でその有効性あるいは機能検査についての成

績をお示しになったと思います.どなたかご発言ござい

ますか.

品田 私達も hllman-human の hybrydomaの作

成を計画中ですが,できたクローンをどのように保存の

ておられるか,教えて ください.すなわちクリオして

とっておくのか,あるいは,その継代培養したはうがい

いのか,経済性などもあわせて教えてください.

渡部 私供も,モノクロナール抗体の作製を始めたは

かりで経験が浅いのですが,教科書的には,hybrydoma

は継代培養を続けることにより性質が変化したりする場

合があることが知 られておりますし,また細菌による

汚染等を考えますと,凍結保存を行う方がよいと思われ

ます.他の研究室ではどのようにしていらっしゃるので

しょうか.逆に,私供にも教えていただきたいと思いま

す.

司会 品田先生,どうでしょうか.その点について.

こうしたらいいのではないか,というアイデアでも結構

です.

品田 まだ,作っていないのですが,凍結保存をして

おけば,経済的であると思います.当輸血都には良い機

械もありますので,ご利用いただきたいと思います.

司会 他に,ございませんか.渡部先生,モノクロ-

ナル抗体を使って,たとえば,物質を同定する場合です

ね.共通抗原をもっていれば,抗原決定基が共通であれ

ば,色々なものが,だぶってくる可能性が当然あるわけ

ですね.

渡部 そのような可能性は十分に考えられますし,そ

の点がモノクローナル抗体の短所でもあるわけです.負

疫血清 (ポリタロナ-ル抗体)は,いくつかの抗原決定

基に対する抗体を含んでいるため,異なった抗原分子間

において,1つの共通な抗原決定基があった場合でも,

他の抗原決定基と反応することによって,交差を防ぐこ

とができます.一方,モ/クローナル抗体は,1つの抗

原決定基のみを認識しますから,それが共通だった場合

には,完全に交差反応を生じ,異なった抗原分子を一つ

のものとして,認識してしまうわけです.そのような交

差反応の問題は,実際に,モノクローナル抗体を作られ
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ている先生方 も,悩 まれている面 もあるのではないで

しょうか.

司会 もう一つの問題は,非常にたくさんの色々なモ

ノクローナル抗体が,商品でもでておりますし,各研

究施設でも どんどん名前をつけているわけです.その

standardization という動きは, 今どうなので しょう

か .

渡部 私には,その点については分かりません.現

荏,我々が市販のモノクロ-ナル抗体を使用するにしま

しても,その詳しい性能蓑が手に入りません.従いまし

て,我々の研究室では,前に述べましたような抗体の性

能検査を行ない,使用法が適切であるか, あるいは抗

体に問題はないかを検定して,実際に使用しておりま

す.

司会 藤原先生,国際的な標準化の動きはあるので

しょうか.

藤原 私も,詳しくは 知りませんけれども,たとえ

ば,DNA抗体に対するモノク.3-ナル抗体なんていう

のは,あちこちでとられており,果たして,特異性が,

みんな同じものかどうかということを,比較する必要が

あると思います.それらを登録して,アメリカあたりが

センターになってやるなどという話を聞いたことは,あ

るのですけれども,それも,実用的に重要なもの,たと

えば,抗 HL抗体などという時には,当然,やるでしょ

うけれども,そうでないものというのは,なかなか進ま

ないようです.その点では,先生が先程から,問題にさ

れていた,本当にモノクローナル抗体と言っているけれ

ども,一つだけ見ているのか,あるいは crossreaction

の問題はどうなっているのかなどということを含めて,

ちゃんとやる必要が あるのでは ないかと思うのです.

研究するレベルでやっているものに対しては,あまり進

んでいないような感じがするのですが,やるべきだと思

いますね.

司会 有難うございました.他にございませんか.紘

い,どうぞ,

追手 腎研免疫の追手ですけど,今日の演題を見てみ

ますと,細胞のマーカー的要素にモノク1,-ナル抗体を

用いたものが,非常に多いと思いますが,先程の交差性

の問題を含めまして,やはり,問題点が,たくさんでて

きていると思います.必ずしも,モノクローナル抗体と

いう言葉を使っていいのか,交差性の問題からします

と,先程,藤原先生が言われたように,DNA のモノク

ローナル抗体は,たとえば,-パラソ硫酸プロテオグリ

カンとか,あるいは,リボ核酸に交差反応性があるわけ
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です.そうしますと,モノクローナル抗体1つだけ使っ

てやっている場合に,その交差性で反応している抗原

杏, どうやってチェヅクしていくか というのは,非常

に問題あると思います.その一つとして,やはり,気

をつけなければ ならないのは, やはりcontrolをしっ

かりする.すなわち,細胞であれば,HLA の抗原研究

が,非常に進んだように,パネル cellをしっかりも

つ.組織であれは,色々な組織由来の純粋抗原をしっか

りもつ.そういう方法が絶対必要なのではないかと思い

ます.それで,これから発表なさる方に,ぜひ,そうい

うことも含めて,発表していただきたいと思います.

司会 有難うございました. これからの speakerの

方は,その点をちょっと頭において頂きたいと思いま

す.今の問題ですね.先程,渡部先生がご指摘になった

問題点,異種血清であるという問題は沈降しにくいと

いう問題に加えて,もう一つの非常に大きな問題なの

ではないかと思います.他にございませんか.それで

紘,時間の関係もありますので,臨床応用という本題に

入りたいと思います.これからのご演題に対しては,基

礎の先生方も ご遠慮なく, ご発言いただければ幸いで

す.

第二歴は,腎疾患への応用という題で,第二内科の中

村先生お願いいたします.

2) ヒト腎糸球体成分に対するモノクローナル抗体

新潟大学医学部第二内科 中村 草道 ･荒川 正昭

新潟大学医学部腎研免疫 追手 義 ･清水不二雄

ヒト糸球体疾患においては,免疫 globulin,補体成

分,および凝固田子等の腎糸球体への沈着が証明され,

これらの困子がその発症 ･進展に関与していることが示

唆されている.しかし,各種糸球体疾患における細胞お

よび細胞間物質の増殖の戟序,分布および質的変化につ

いて,現時点では不明な点が多い.

細胞融合法1)の導入に より,細胞表面抗原や 細胞間

物質の domainに特異的に反応する抗体の作製が容易

となり,細胞の同定および細胞間物質の構造や局在の分

析に用いられている.現在までに,単離糸球体,単離糸

球体基底膜, あるいは腎皮質 homogenateなどを抗原

として用いて.糸球体および尿細管上皮細胞 皇)3)4), Ⅳ

型 collagen,五bronectinを含む細胞間物質 5)6)を認識

する種々の monoclonal抗体が作製されている. 糸球

体疾患の解析には,上記 monodonal抗体以外に,糸球

体成分に特異的な markerが必要である. 著者らは,

mesangium 細胞を含む糸球体成分に対する monoclo-

nal抗体の作製を,培養ヒト胎児腎皮質細胞を抗原とし

て試み, 腎糸球体と反応する2種の monoclonal抗体

を得たので,若干の考察を加えて報告する.

方 法

抗原,月令7ケ月の早産死亡胎児より腎を摘出後,滅

菌生理食塩水中でその被膜と髄質部分を除去し,皮質部

分は 1mm 立方に細切した. 細切した組織片を 370C,

5分間 trypsin処理後,1,000rpm で5分間遠心し,汰

液を 20% FBS-RPMI1640培地に浮遊した.ついで,

50ml培養 鮎sk に 5mlずつ分注し, 37oC5% CO営

incubatorで培養した. 細胞が conauentな状態の時

に,0,05鬼′trypsin,0.01% EDTA 含有 Mg2+,Ca叶

freeDulbecco'S-PBS溶液にて処理後, 継代培養した.

免疫;雄 BALB/C マウス6匹に, 培養胎児腎皮質

細胞を5-6代継代培養し,10mM EDTAで培養 鮎sk

より集め,105個を CFA とともに免疫した.最終投与

は腹腔内と静脈内に行った.

融合細胞の作製;最終免疫4日目に,マウスの陣より

リンパ球浮遊液を得,NS-1〔P3-NSl/LAG4-1)と

10:1の割合で混合し,polyethyleneglyco14,000を

用いて,細胞融合を行った.細胞融合翌日より,HAT

培地で10日間,引き続き HT 培地で10日間培養し,融

合細胞を選別した.培養上清中の抗体活性は,正常ヒト

腎組織を用いて,蛍光抗体間接法で Screening した.

免疫組織学的検討;蛍光抗体間接法および電顕酵素抗

体法を用いて行った.

monoclonal抗休 〔moAb)の classおよび subclass;

ヤギ抗マウス IgGl,IgG2,IgA および IgM 抗体を用

いて,蛍光抗体間接法および Ouchterlony法で検討し

た .

moAb対応抗原の可溶化;Burlingtonら7)の方法に

従って,腎より糸球体を単離し,蒸留水に浮遊した.


