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《原　著》

ガリウム標識抗体を用いる腫瘍のradioimmunodetection：

　　ガリウム標識の抗体活性に及ぼす影響について

古川　高子＊　　遠藤　啓吾＊＊＊
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　要旨抗ヒトα一fetoproteinポリクローナル抗体，抗ヒトthyrogtobulinモノクローナル抗体，抗ヒト

chorionic　gonadotropinモノクローナル抗体などの腫瘍関連抗原に対する抗体の6？Ga標識法について基礎

的な検討を行t，た．deferoxamine（DF）をbifunctional　chelating　agentとして用いて得られた6？Ga標識

抗体は，Scatchard　plot解析から，抗原に対する結合親和定数，結合能ともに変化せず，抗体活性が保持さ

れていることが示された．また，67Ga標識抗体が投与されたマウスの血漿に第2抗体を添加した実験より，

67Ga標識抗体はin　vivoでも安定であることが確認された．標識はDF結合抗体に67Gaを混和するだけ

で可能であり，簡単で，しかもきわめて短時間に終了する利点がみられた．抗体活性の完全な保持と安定性

とを同時に満足できる本標識方法は，腫瘍のradioimmunodetectionに有用であると期待される．

1．はじめに

　放射性同位元素で標識した抗体を使用して行う

radioimmunodetectionは，腫瘍の検出・診断に有

用であるばかりでなく，抗体の高い特異性を利用

した腫瘍の治療にも応用され得るものと期待され

ている．抗体の標識に用いられる放射性同位元素

として，現在まで，13111’－6），12317’v9）などの放射性

ヨードのほか，放射性金属核種である1111nlOny19），

99mTc　20“22｝，67Ga，67Cu23），90Y24）などが数多く報

告されている．このうち67Gaはそれ自体がγ線

放出核種であり，in　vivoでの使用に適している．

さらに，同位体である68Gaはジェネレーターシ

　　＊川崎医科大学核医学科

　＊＊京都大学薬学部

　＊＊＊　同　　医学部
＊＊＊＊ 大阪薬科大学
＊＊＊＊＊ 北海道大学医学部

受付：60年11．月5日

最終稿受付：60年12月22日
別刷請求先：倉敷市松島577　（㊦　701－Dl）

　　　　　川崎医科大学核医学科

　　　　　　　　　　　　　古川　高　子

ステムの確立された数少ないポジトロン核種であ

り，臨床使用が大いに期待されるので，放射性

Gaによる抗体標識法の確立は意義が大きいもの

と考えられる．

　radioimmunodetectionに1ま標識抗体の腫瘍への

高い集積性と周辺組織からの速やかなclearance

が要求される．そのために，まず抗体活性の完全

な保持と安定性とを同時に満足できる抗体標識法

の開発が必須とされる．横山，大桃らにより報告

されたdeferoxamine（DF）をbifunctional　chela－

ting　agentとして用いるタンパク質の67Ga標識法

は，アルブミン25），フィブリノーゲン26），ウロキ

ナーゼ27）など生理活性タンパク質の標識に優れた

成績を挙げている．そこで，前記の標識法を用い

6？Ga標識抗体による腫瘍のradioimmunodetec－

tionを行うために，抗体の6？Ga標識方法に関す

る基礎的検討を行った．腫瘍関連抗原であるα一

fetoprotein　（AFP），　thyroglobulin（Tg），　human

chorionic　gonadotropin（hCG）に対するポリクロ

ーナル抗体，またはモノクローナル抗体を用い，

67Ga標識による抗体活性への影響や，67Ga標識

Presented by Medical*Online



338 核医学　23巻4号（1986）

抗体の安定性について検討したので報告する．

II．方　　法

　1．腫瘍関連抗原に対する抗体の作製

　ヒトAFPに対するポリクローナル抗体は，ヒ

トAFPをウマに免疫して得られた抗血清をaMnity

chromatographyで精製して得た6）．

　TgおよびhCGに対するモノクローナル抗体は，

それぞれマウスに免疫後，マウス脾臓細胞とマウ

ス骨髄腫細胞を用いるhybridomaの手法により

作製した．IgG分画（lgG1）は，　hybridomaをマウ

ス腹腔内に投与後，得られた腹水よりProtein　A－

Sepharose　CL－4Bを用いて精製し実験に供した．

　2．DF一抗体conjugateの作製

　抗体の67Ga標識は，　DFをbifunctional　chela－

ting　agentとして用いて行い，まずDF一抗体con－

jugatesを作製した後，次いで67GaC13溶液を添

加する2段階法25’－27）により行った．

　DFと抗体のcouplingはグルタルアルデヒドを

用いるFig．1の方法にて行った．つまりPBS（o．01

Mphosphate－0．14　M　NaCl　buffer，　pH　7．4）に溶

解した0．06MDF（口本チバガイギー株式会社）

1m1に10％グルタルアルデヒド10μ1を加え，

lDF ；　1．0 m昆 ｛0．06 M in PBSd

・…コ1Glutaraldehyde ： 50 u昆 （10宅

Sヒirring　for　5　min．　at　room　temp．

Reaction　Mixture

　工gG　：　2．O　m£

｛7．5．10－5M　i。PBS｝

Sヒirring　for　45　min．　aヒ　0　－　4　0C

一
NaBH　　　　4 ‡ 0．3 mg

Sヒirring　for　10　min．　at　O　－　4　°C

　　　　t
Gel　chroraatography　on　Sephadex　G－50

DF一工gG　Conゴugates　in　PBS　solution

　　　⊂2・Omq／m£，　6mjL）

5分間概拝する．この反応液を各抗体溶液（2～

10mg／m1（PBS））lmlにDFと抗体のモル比が

6．25～300になるように添加し，0～4°Cで45分

間撹件する（N－2～5）．次いで還元剤NaBH4

0．3mgを加えて，さらに0～4°Cで15分間掲件し

た後，抗体に結合していないDFはSephadex

G－50を用いたカラムクロマトグラフィー（1．5x

30cm，溶出液：PBS，流速：25　m1／hr）により分離

し，DF一抗体conjugateの分画のみを分取した．

この分画は2．O　mg／mtに調整して保存した．

　抗体の濃度は280mmの紫外線吸収により，ま

た，抗体に結合したDFの濃度はEmery，　Hoffer

の方法28）により測定し，抗体1分子当たりに結合

しているDF分子数を求めた．

　3．抗体活性の測定

　DFの結合が抗体活性に与える影響については，

RIA，あるいは赤血球凝集反応を用いて検討した．

抗AFP抗体，抗hCG抗体の抗体活性は，すでに

報告した測定法に従い，調製したDF一抗体con－

jugatesを用いてRIAを行った後，　Scatchard

Plotにより解析した．

　抗Tg抗体については，赤血球凝集反応を用い

るサイロイドテスト（富士臓器製薬株式会社）に

より抗体活性を測定した．

　4．67Ga－DF一抗体conjugatesの作製

　抗体の67Ga標識は，　DF一抗体conjugate　2　mg／

mlに67GaCl3（1～5　mCi／m’，日本メジフィジック

ス）を加え15分間室温でincubateすることにより

行った（Fig．2）．67Ga－DF一抗体conjugateはmilli－

pore　filterを通した後に使用した．標識率の算出は

Sephadex　G－50カラムクロマトグラフィー（1．5×

30cm，溶出液：PBS，流速：50　m1／hr）の放射能の

測定により行った．

DF－IgG　Conjugates　Soln．　　　　　　　2．0　－　3．O　m2

67
GaC13　’n°’°｜NHCI　S°ln’ （。！！：1；；Xl，）

Fig．1　Coupling　method　of　deferoxamine（DF）to

　　　antibodies，

　　Incubatlon　for　15　mln．　at　room　temp．

Mi｜1ipore　Filtration　　（0．22　μm｝

67
Ga－DF－IgG　Sample

Fig．2　Labeling　of　DF－antibody　conjugates　with　67Ga，
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　5．正常マウスでの67Ga標識抗体の体内分布

　67Ga標識抗Tg抗体（127μCi／90μg　IgG）を

DDY系正常マウスの尾静脈より投与後，1，2，4

日目に全身シンチグラムを得た．また4目日に屠

殺し，心臓穿刺にて採血後，肝，腎，腸管，胃，

脾臓，肺，筋肉を摘出し，その重量および放射能

を測定して各組織lg当たりの放射活性を求めた．

　血漿中における67Ga標識抗Tg抗体の安定性

については，4日目に血漿を採取し，第2抗体（抗

マウスlgG抗体）を加えて沈澱させた後，総カウ

ントに対する沈澱部のカウントの割合を計算する

ことにより判定した．

11L　結　　果

　1．グルタルアルデヒドを用いたDFと抗体と

　　のcoupling

　グルタルアルデヒドを用いたDFと抗体との

couplingは，1）抗体の濃度，2）反応させるDF／

抗体比を変化させると，抗体1分子当たりに結

合するDFの数が変動した（Table　1）．例えば，　IgG

濃度が6mg／mlであるとき，反応させるDF／lgG

比を12．5，25，50とすると，それぞれ平均1．0，1．8，

2．6分子のDFがIgG　1分子当たりに導入された．

一方，用いる1gG濃度を増加させると，同じ

DF／lgG比の反応でもIgG　1分子に結合するDF

数が増加した．つまりDF／lgG反応比を50に一

定化したとき，IgG濃度を2，4，6mg／m1と増加

させると，作製されるconjugateのIgG　l分子当

Table　l　Efl7ect　of　antibody　concentration　and　added　DF

　　　to　antibody　molar　ratio　on　DF　conjugation

たりのDFは1．0，2．0，2．6であり，抗体濃度と反

応させるDF／lgG比により，抗体1分子当たりに

結合されるDF分子数をコントロールすることが

できた．

　2・DF∫抗体比の変動とDF一抗体conjugateの

　　抗体活性に及ぼす影響

　DF／抗体比が1．0，2．1，6．7の値のDF一抗AFP

抗体conjugate，またはDFを結合していない未処

理の抗体と1251標識AFPとの結合状態をFig．3

に示す．Scatchard　plotでの解析では，　DF／IgG

比が1．0および2．1では未処理の抗体と抗原への

結合親和定数，結合能ともに差が認められなかっ

た．一方，DF／lgG比が6．7と抗体結合するDF

が多い場合には，結合親和定数にはほとんど差が

みられないが，抗原への結合能が約半分にまで低

下していることが示された．

　抗Tgモノクローナル抗体1分子当たりにDF

l分子を結合させた場合，サイロイドテストでは

102，400倍希釈（0．49ng／cup）まで陽性であり，未

処理抗体の場合のそれと差がなく（Table　2），　DF

B’F

0．6

O．4

0．2

1）　Added　DF　to　IgG

　　molar　ratio　　　　　　12．5　　25　　　50

　Attached　DF　per　IgG

　　moler　ratio　　　　　　　1．0　　　1．8　　　2．6

　The　concentration　of　lgG　was　6　mg／ml

Radioimmunoassay　of　AFP

　（Scatchard　plot）

2）　Concentration　of　lgG

　　（mg／ml）　　　　　　　　2　　　　4

　Attached　DF　per　IgG

　　molar　ratio　　　　　　　LO　　　2．O

　Added　DF　to　IgG　molar　ratio　was　50

6

2：6

Anti　AFP　antibody

DF’lgG　ratio　1．0

2．1

6．7

　　　0　　　　　　　20　　　　　　40　　　　　　60

　　　　　　　Bound　AFP　（μg　AFP／rng　lgG）

Fig．3　Scatchard　plots　of　original　and　DF　coupled

　　　antibodies（Ab）against　AFP．

　　　○：　original　Ab

　　　●：Ab　containing　1．O　DF　molecule　per　Ab

　　　　　molecule
　　　口：　Ab　containing　2．1　DF　molecules　per　Ab

　　　　　molecule
　　　■：Ab　containing　6．7　DF　molecules　per　Ab

　　　　　molecule

Presented by Medical*Online



340

Table　2

核医学　23巻4号（1986）

Effect　of　DF　coupling　on　the　anti－Tg　mono－

clonal　antibody（MoAb）：Thyroid　test

Original　anti－Tg　MoAb　　O．49　ng／cup（1：102，400）

DF－anti・Tg　MoAb＊　　　　0．49　ng／cup（1：102，400）

　＊DF／lgG　molar　ratio＝L2

Table　3　Effect　of　DF　coupling　on　the　anti・hCG　MoAb

Maximum
binding
capaclty
（Ptg　hCG／

mg　IgG）

　160
　167

2000

AMnity
constant
（M－1）

Original　anti－hCG　MoAb　5．5×109

DF－anti－hCG　MoAb＊　　　5．5×109

　＊DF／lgG　molar　ratio＝0．9

Table　4 Biodistribution　in　mice　at　4　days　postinjection

with　67Ga－DF－anti　Tg　monoclonal　antibody

％dose／organ　％dose／gram　organ

0001

（
E
合
）

9
H
＞
H
↑
O
＜
O
H
O
＜
ば

8
〈
●

Organ

Blood
Liver

Kidney
Intestjne

Stomach
Spleen

Lung
Muscle

　　　一
　20．69士0．85

　　6．05土0．21

　　5．52±0．29

　　0．85±0．11

　　L14：ヒ0．07

　　0．58土0．01

　　　－
n＝3

8．91士2．62

10．56：ヒ0．22

10．36士0．27

1．64土0．01

1．05土0．04

7．79土1．10

4．03±0．35

1．50±O．10

mean±s．d．

結合による抗体活性の低下は認められなかった．

hCGに対するモノクローナル抗体でも同様に，

抗体1分子当たりDF　1分子の結合の場合，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　抗原

との結合親和定数，結合能とも変化はみられなか

った（Table　3）．

　3．DF・抗体conjugateの67Ga標識率

　DF一抗体conjugateの67Ga標識溶液は，　Fig．4

のSephadex　G－50クロマトグラムに示すように，

void　volume付近にのみ放射能のピークがみられ，

67Ga標識率はほぼ100％と考えられる．したがっ

て，以後の実験には精製することなく67Ga標識

抗体を使用した．

　4．67Ga標識モノクローナル抗体の正常マウス

　　体内分布

　67Ga標識モノクローナル抗体を正常マウスに

投与した場合の4日目の体内分布，および1，2，4

　　　0　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　40　　　　　　　　　60　　　　　　　　　80

　　　　　　　　　　　FRACTION　NUMBER
Fig．4　Sephadex　G－50　gel　chromatogram　of　6？Ga

　　　labeled　antibody．

φ
、

晒

ぷ監
F

’、　　ノ

1墨

櫛

上
Fig．5　Scintigrams　of　normal　mice　at　1，2and　4　days

　　　after　injection　of　67Ga　labeled　anti－Tg　mono－

　　　clonal　antibody．

日目のシンチグラムをTable　4，　Fig．5に示す．

67Ga標識抗体は，肝臓，腎臓への分布が多く，

シンチグラムでも体幹部に強い集積が認められた．

　5．血漿中における67Ga標識抗体の安定性

　マウス血漿中の67Gaの放射能の92～95％は抗

マウスIgG抗体の添加により沈澱し，遊離の67Ga

はごく僅かで，マウス体内でも標識抗体が安定に

存在していることが示された．
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IV．考　　察

　radioimmunodetectionはモノクローナル抗体作

製の手法の確立に伴い，新しい核医学的手段とし

て期待されている．現在のところ，標識の容易な

ことから，主として1311標識抗体が用いられてい

る1’v6）．しかし1311は半減期が8日と長いこと，

しかもβ線を放出するため放射線被曝が多いこと，

エネルギーも撮像に適していないなど診断に用い

るには問題点が多い．標識抗体を用いるradioim－

munodetectionは，投与2～3日後には撮像可能で

あるので2・4・16），半減期が3日程度の1111n，67Ga

が注日されている．さらに1111n，67Gaは放出す

るγ線のエネルギーもシンチグラフィーにほぼ適

していること，β線を放出せず患者の放射線被曝

が少ないことなどの特徴を有する10’一　19）．さらに，

これらはDTPAやDFなどのbifunctional　chela－

ting　agentを用いることにより，抗体の標識がき

わめて容易にできることも利点である．

　今回の検討でも，DF一抗体conjugateに67GaCl3

溶液を混和するだけでほぼ100％の標識率が得ら

れることが示された．したがって，1311の場合の

ように1311標識抗体と遊離の1311との分離操作が

不要であった．

　放射性金属核種のうち，抗体の標識には，1111n

が最もよく研究され臨床応用も進んでい
る13・16’18・19）．　ところが，DTPAをbifunctional

chelating　agentとして用いる1111n標識法は，抗

体活性が損われ易い．また，抗体1分子に結合さ

せるDTPAの分子数を増やすと，抗体活性と同

時に体内分布にも変化が生じることも報告されて

いる15）．

　放射性同位元素で標識した抗体を用いて特異的

なイメージを得るためには，抗体活性の保持は必

須であり，抗体の変性を回避するために穏和な反

応条件が要求される．DFをbifunctional　chela－

ting　agentに用いる67Ga標識法は，　DF一抗体con－

jugateの作製から標識まで中性pHの条件下で行

われ，かつ短時間内に終了することができるので，

抗体活性の保持に適している．DFの結合による

抗体活性への影響は，抗AFP抗体，抗Tg抗体，

抗hCG抗体のすべてについて，抗体1分子当た

りに結合するDFが1分子の場合では観察されず，

すでに報告したDTPAを用いる1111n標識法に比

べて抗体活性の保持が容易であると推測される．

　67Ga標識抗体のマウスでの体内分布の実験，

および，血漿中の67Gaの放射能のうち92～95％

が抗体に結合して存在することより，67Ga標識

抗体のin　vivoでの高い安定性が確認された．し

たがって，本法は抗体活性の保持と安定性とがと

もに満足できる抗体のGa標識法と考えられる．

　一・方，マウス体内分布の検討での6？Ga標識抗

体の正常肝臓への強い集積は，体幹部の腫瘍の検

出・診断に問題となろう．肝臓への放射能の非特

異的集積は1111n，99mTc標識抗体でもみられてお

り11・16・22｝，金属核種に共通した性質とも考えられ

る．他方，グルタルアルデヒドを用いたことによ

るタンパク質1司志の，あるいはタンパク質内の架

橋形成などが肝臓への非特異的集積の原因となっ

た可能性もあり，今後肝臓への非特異的集積を減

少させる検討が必要であろう．

　このようにDFをbifunctional　chelating　agent

として用いる抗体の67Ga標識法は，簡単な操作

で短時間に，かつ，効率よく実施できる方法であ

ることが認められた．本方法はただちに短半減期

ポジトロン核種である68Gaに応用することが可

能であり，今後広く応用されることが期待される．

V．まとめ

　腫瘍関連抗原であるAFP，　Tg，　hCGに対する抗

体を，67Gaで標識し，　radioimmunodetectionに

おける基礎的検討を行った．

　DFをbifunctional　chelating　agentに用いる方

法は，穏和な条件下で迅速な標識が可能であった．

抗体1分子当たりのDF結合分子数を1程度にコ

ントロールすれば，抗原への結合親和定数，結合

能を減じることなく，抗体活性を完全に保持する

ことが可能であった．さらに67Ga標識抗体はin

vivOでも安定であることが示された．

　抗体活性の完全な保持と安定性とを同時に満足
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できる本法は，67Ga標識抗体を用いるradioim－

munodetectionに有用であり，今後ポジトロン核

種である68Gaへの応用が期待される．
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Summary

Radioimm皿odetection　of　Tumor　with　Ga－67　Labeled　Antibodies：

　　　　　　　Effect　of　Radiolabeling　on　the　Antibo《1y　Activities

Takako　FuRuKAwA，　Keigo　ENDo，　Yoshiro　OHMoMo，　Harumi　SAKAHARA，

Mitsuru　KolzuMI，　Tetsuo　NAKAsHIMA，　Masao　FuKuNAGA，　Rikushi　MoRiTA，

　　　　　　　　Hidematsu　HIRAI，　Akira　YoKoYAMA　and　Kanji　ToRlzuKA

Depa〃〃le〃10ゾN〃clearルfed’ci〃e，　Ka　wasaki　Medical　Schoo／，　Osaka　Phar〃la（ツCo〃ege，

　　　　　　　　　　　　　　　Kyoto　Un　iversity　and　Hokkaido　Universitγ

　　Antibodies　against　tumor　associated　antigen；

anti－AFP　polyclonal　antibody，　anti－thyroglobulin

monoclonal　antibody　and　anti－hCG　monoclonal

antibody，　were　labeled　with　Ga－67，　using　de－

feroxamine（DF）as　a　bifunctional　chelating　agent．

The　immunoreactivity　and　in　vivo　stability　of　the

Ga－671abeled　antibodies　were　examined．　The

effect　of　DF　conjugation　to　antibodies　on　the

antigen－binding　activity　was　evaluated　by　RIA　and

Scatchard　analysis　or　tanned　sheep　red　blood　cell

hemagglutination　technique．　When　DF　was　con－

jugated　to　antibody　at　the　molar　ratio　of　l：1，the

antibody　activity　of　the　DF－conjugated　antibodies

was　fully　retained．　Whereas，　in　heavily　conjugated

antibodies，　the　maximum　antigen　binding　capacity

was　reduced．　Biodistribution　study　in　normal　mice

demonstrated　the　high　in　vivo　stability　of　Ga－67

1abeled　antibodies．

　　The　labeling　of　DF－antibody　conjugated　with

Ga－67　was　perfOrmed　easily　and　quickly，　with　a

high　labe］ing　eMciency，　requiring　no　further　puri－

fication．　Thus，　this　labeling　method，　providing　in

vivo　stability　of　Ga－67　1abeled　antibody　and　full

retention　of　immunoreactivity，　would　be　useful　for

the　radioimmunodetection　of　various　cancers．

　　Key　words：　Radioimmunodetection，

tional　chelating　agent，67Ga，　Antibody．
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