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《原　著》

　　1311標識モノクロー・ナル抗CEA抗体の

　12－O－Tetradecanoylphorbol－13－Acetateによる

CEA産生培養腫瘍細胞への集積増強について

綾　　部 善　　治＊

　要旨　放射性核種によって標識された抗体を利用した腫瘍の診断と治療の原理は，標識抗体と腫瘍の持つ

抗原が特異的に結合することにあるが，抗体と結合する腫瘍細胞の抗原性を増強することにより，抗体の腫

瘍親和性が増大することが考えられる．本研究では，CEA産生性のQG56細胞を12・O－tetradecanoylphorbol－

13－acetate（TPA）により前処理すると，マウス由来の放射標識モノクローナル抗CEA抗体の培養腫瘍細胞

集積が増強することを示した．TPAによる抗体集積増強効果は処理時間により変化し，24時間で最高に達

し，その後次第に低下した．また，その効果はTPA濃度によっても変化し，2～50　ng／m1付近で最高に達し，

濃度がこれよりも高くても低くても増強効果は見られなかった．以上から，腫瘍細胞の薬剤処理も1311標識

抗体の腫瘍細胞への集積を充める上で有用であり，ひいては悪性腫瘍の画像診断能を向上させうる可能性の

あることを示した．

1．はじめに

　放射性核種によって標識された抗体を利用した

腫瘍の診断と治療の原理は，標識抗体と腫瘍の持

つ抗原（腫瘍関連抗原と腫瘍特異抗原）が特異的

に結合することにある1・2）．今までその臨床利用

のための研究においては，腫瘍関連抗原や腫瘍特

異抗原と親和性の高い抗体の開発が主に進められ

てきた．しかしながら，抗体の親和性は，一部の

腫瘍と抗体に関する以外は十分ではなく，診断面

における利用においては，99mTc一ヒト血清アルブ

ミン（HSA）によるsubtraction法，　Emission　Com－

puted　Tomography（ECT）の利用，モノクローナ

ル抗体やその一部（F（。bっ2，　F。b）を用いる法1・3），あ

るいは，第2抗体を用いたり4・5）標識抗体を投与
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前に宿主白血球と培養6）して血中の標識抗体を減

少させる法や，従来より標識に使用していた1311

より優れた物理的性質を持った放射性同位元素に

よる標識1）などの工夫などが報告されている．

　一方，腫瘍の抗原側の要因，すなわち抗体と結

合する腫瘍細胞の抗原性を，その出現も含めて増

強することによっても，抗体の腫瘍親和性が増大

することが考えられる．しかし，この観点からの

研究はいまだ少ない7”14）．したがって，本研究で

は特に後者と関連して，腫瘍抗原の薬剤による抗

原増強が抗体結合能を高め，ひいては悪性腫瘍の

画像診断能を向上させうるか否かを検討すること

を目的とした．

　薬剤としては，種々の細胞の抗原性を増強する

ことが明らかにされている12－0－tetradecanoylph－

orbol－13－acetate（TPA）12・13）を用いた．　TPAは発

癌のプロモーターであり，直ちに臨床利用するこ

とはできないが，細胞の抗原を増強するとされる

酵素7・8）やinterferon9）に比べ，分子量が小さく安

定性が高く，基礎的研究には適当と考えられ，本

研究において使用した．
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／0．25MPhosphate　buffer（pH　7．5）

1311－Aq．　solution

Antibody（l　mg／mli））

Chloramine－T（2．5　mg／mll））
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↓Stirring　2　min．　at　room　temperature

Na2S205　solution（1．2　mg／m11））

　↓

KI（2　mg／m12））

　↓
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1）0．25MPhosphate　buffer（pH　7．5）

2）0．05MPhosphate　buffer（pH　7．5）
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100μ1
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Fig．1　Labeling　procedure　of　the　antibody　with　1311

　　　by　chloramine－T　method．

II．実験材料

　1．実験腫瘍細胞

　CEA産生性のQG56細胞（ヒト肺癌扁平上皮

癌由来）を用いた．細胞の培養iは，細胞1×104

個／m／を含む浮遊液，10％FCS（Gibson製）加

Eagle培地MEM（日水），の2・mtずつを，直径

3．5cmのプラスチックシャーレ（Falcon製Tissue

Culture　Dish　No．3001）に分注し，　CO2インキュ

ベーター（37°C，5％CO2）内で行った．コント

ロールとしては，CEA非産生性のHeLa細胞を

用い，培養には10％FCS加Flo培地（Gibson
製）を使用した．

　2．抗CEA抗体
　ヒト大腸癌肝転移巣より精製したCEAを免疫

源として得られたマウス抗CEAモノクローナル

抗体28A15）（以下抗体と略す）（北海道大学医学部

第一生化学教室西信三教授提供）を用いた．

III．実験方法

　1．腫瘍細胞のCEA産生の確認と腫瘍細胞増

　　殖に及ぼすTPAの影響

　培養液中のCEA濃度は市販のCEA測定用キ
ット（ダイナボット㈱製CEA・リアキットT｝1）を

用いて測定した．TPAの細胞増殖に及ぼす影響

を調べるため，増殖期にある細胞に10ng／m～の

TPA（Sigma製）を加えて培養し，細胞数をTPA

未処理のcontrol群と比較した．細胞は，培養終了

後CMF液2m1で2回洗浄し，2　mlのトリプシ

ン液で処理してシャーレより剥離し，そのlmt

で細胞数を測定（Coulter　Electronics製Coulter

CounterR）した．実験はduplicateで行った．

　2．ヨード標識抗体

　1）抗体のヨード標識

　クロラミンT法に準じて（Fig．1）Na1311（第一

ラジオアイソトープ研究所㈱提供）を用いて標識

を行った．

　2）抗体のヨード標識の検討

　ヨード標識の過程で得られた溶出液を，薄層ク

ロマトグラフィー（シリカゲル）にて展開（90％メ

タノール）した後スキャンニング（Aloka製Thin－

Layer　Chromatogram　Scanner）を行い，放射性

ヨードの分布を調べた．

　3）標識抗体の抗体活性の検討

　ヨード標識の過程で得られた溶出液を用いて，

ビーズ固相抗体法を利用したradioimmunoassay

（RIA）法により，CEAに対する標識抗体の抗体活

性を調べた．各CEA濃度ごとの放射活性（B）か

らOng／m1における放射活性（Bo）を差し引いた

net　cpmを，総放射活性（T）で除して検量曲線を

作成して検討した．CEA標準液とCEA抗体ビー

ズは市販キット（ダイナボット㈱製CEA・リア

キットTlf）のものを用い，　duplicateにて測定した．

操作法は市販キット添付の方法に準じた．実験は

2回行った．

　4）標識抗体の抗体活性の経時的安定性の確認

　標識抗体の抗体活性の確認と同様にRIA法を

用いて，37°Cにおける抗体活性の安定性を0～

5日間にわたって調べた．ヨード標識の過程で得

られた溶出液を0．22μmのミリポアフィルター

（Millex－GS）を用いて除菌した後，滅菌したペニ

シリンバイアル内に保存し，各日時にRIA測定

系を構成し，（B－B・）／Tの日差変動を変動係数

（coeMcient　variance）を求めて調べた．実験は

duplicateの測定で2回行った．
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Fig．2　Growth　curves　of　QG56　cells（口，○）and

　　　CEA　concentrations（●）．　Cells　were　incubated

　　　for　a　given　period　indicated　in　modified　Eagle’s

　　　medium（MEM）containing　10％heat－inacti－
　　　vated　fetal　calf　serum　with（口）or　without

　　　（○）10ng／ml　of　TPA．　Each　data　point　was

　　　obtained　from　duplicate　samples．

　3．標識抗体の腫瘍への集積の検討

　1）遊離ヨウ素（1311－）の腫瘍細胞への残存の

　　確認

　増殖期にある腫瘍細胞を培養液で2回洗浄し，

0．2μCiの1311一を含む10％FCS加培地2m1を

加え，0～24時間培養した．培養i終了後CMF液

で2回洗い，2　mtのトリプシン液で処理して細

胞をシャーレより剥離し，その1　mlで放射能

（CPM）を，残りの中の0．5・mtで細胞数を測定

し，腫瘍細胞への1311一の残存を調べた．実験は

triplicateで2回行った．

　2）培養時間との関係

　増殖期にある腫瘍細胞を培養液で2回洗浄した

後，標識抗体0．2μCiを含む10％FCS加培地

2m1を加え，0～72時間培養した．培養終了後，

トリプシン処理して細胞をシャーレより剥離した．

そして，CPMと細胞数を測定し，腫瘍細胞への

標識抗体の集積を調べた．実験はtriplicateで少

なくとも3回（最高6回）行った．

　3）標識抗体の投与量との関係

　増殖期にある腫瘍細胞を培養i液で2回洗浄した

1311－Ab

131r

　　orlgln　　　　　　　　　　　　　　　front

Fig．3　Thin－layer　radiochromatogram．　The　peak　frac－

　　　tion　from　Sephadex　G－50　chromatography　of

　　　eluate（Fig．1）was　used　as　the　source．

後，標識抗体o．ooo2～1μciを含む10％Fcs加

培地2・mtを加え，24時間培養した．培養終了後，

トリプシン処理して細胞をシャーレより剥離した．

そして，CPMと細胞数を測定し，腫瘍細胞への

標識抗体の集積を調べた．実験はtriplicateで1

回行った．

　4）HeLa細胞への標識抗体の集積

　増殖期にあるHeLa細胞を培養液で2回洗浄

した後，標識抗体o．2μCiを含む10％Fcs加培

地2m1を加え，0～24時間培養した．培養終了

後，トリプシン処理して細胞をシャーレより剥離

した．そして，CPMと細胞数を測定し，　HeLa細

胞への標識抗体の集積を調べた．実験はtriplicate

で2回行った．

　4．TPAによる標識抗体の腫瘍集積に及ぼす

　　影響

　1）腫瘍とTPAとの培養時間との関係

　増殖期にある腫瘍細胞に，20ng／20μ1のTPA

を加え，0～72時間培養した後，腫瘍細胞を培養

液で2回洗浄した．その後，o．2μCiの標識抗体を

含む10％FCS加培地2m1を加え，24時間培養
した．培養後，細胞をトリプシン処理して細胞を

シャーレより剥離した．そして，CPMと細胞数

を測定し，TPAによる処理時間が標識抗体の腫

瘍細胞への集積に及ぼす影響を検討した．実験は

triplicateで少なくとも2回（最高4回）行った．
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Fig．4　Calibration　curve．　The　calibration　curves　were　made　after　the　nonspecific　counts

　　　（Bo）were　subtracted．　Points　are　means　of　duplicate　determinations．

Σ
工
O

10

0．1

O．01

0　　6　　12　　　　24　　　　　　　　　48

　　　　　　1ncubation　time　（hours）
72

Fig．5　Time　course　of　the　radioactivity　of　QG56　cells　incubated　with　the　medium　con－

　　　taining　1311－（■）or　1311－1abeled　monoclonal　anti・CEA　antibody（Ab）（●）．

　　　The　results　are　the　mean±SD　of　2（■）or　3（●）different　experiments．

　2）TPA濃度との関係

　増殖期にある腫瘍細胞に，0．2～100ng／20μ1の

TPAを加え，24時間培養した後，腫瘍細胞を培

養液で2回洗浄し，標識抗体を加えて24時間培養

した．その後，細胞をトリプシン処理してCPM

と細胞数を測定し，TPA濃度が標識抗体の腫瘍

細胞への集積に及ぼす影響について検討した．実

験はtriplicateで少なくとも3回（最高6回）行っ

た．

IV．実験結果

　1．腫瘍細胞のCEA産生の確認と腫瘍細胞増

　　殖に及ぼすTPAの影響

　培養液中のCEA濃度は，培養開始時では検出

限界（0．Ol　ng／m1）以下であったが経時的な増加

が見られ，腫瘍細胞によるCEA産生が確認され

た．また，control群とTPAで処理した群との

細胞数に差は見られず，増殖曲線に差はなかった

（Fig．2）．
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Fig．6　Effect　of　1311－1abeled　Ab　dose　on　radioactivity　of　QG56　cells．　The　results　are　the

　　　the　means　of　triplicate　determinations．

Table　l　Stability　of　1311－labeled　antibody

CEA
（ng／m／）

（B－Bo）／T（％）

Mean S．D． C．V．（％）

　1

　2

　5

20

100

500

0．14

0．21

0．60

2．13

9．25

25．04

0．04

0．04

0．04

0．19

0．60

1．39

29．1

16．6

6．4

9．0

6．5

5．6

CV．＝Coe缶cient　variance．

　2．ヨード標識抗体

　1）抗体のヨード標識の検討

　ヨード標識の過程で得られた溶出液を，薄層ク

ロマトグラフィーにて展開した後スキャンニング

を行い，放射性ヨードの分布を調べたが，放射活

性の大部分（平均82％）は標識抗体の部分にあっ

た（Fig．3）．

　2）標識抗体の抗体活性の検討

　ヨード標識の過程で得られた溶出液をCEA抗

体液として用いたRIA法により得られた検量曲

線には，CEA濃度が1～500　ng／m1の範囲で良

好な直線性が見られ，標識抗体がCEAの濃度

に存在してCEAと結合することが確認された
（Fig．4）．

　3）標識抗体の抗体活性の経時的安定性の検討

　37°Cにおける抗体活性の0～5日間安定性を

Table　1に示す．変動係数は5．6～29．1％で，　CEA

濃度が低いほど変動は大きくなる傾向が見られた．

　3．標識抗体の腫瘍への集積の検討

　1）遊離ヨウ素（1311－）の腫瘍細胞への残存の

　　検討

　0～24時間における腫瘍細胞106個あたりの放

射能は，投与放射能の0．1％以下で，131i一が腫

瘍へ残存しないことが確認された（Fig．5）．

　2）培養時間との関係

　標識抗体の腫瘍細胞への集積は培養時間の延長

とともに急激に増大し，24時間後よりほぼ平衡状

態となった（Fig．5）．

　3）標識抗体の投与量との関係

　標識抗体の腫瘍細胞への集積は，標識抗体の投

与量に比例して増加し，投与量がo．ooo2～1μCi

の範囲内で，ほぼ直線関係がみられた（Fig．6）．

　4）HeLa細胞への標識抗体の集積

　0～24時間におけるHeLa細胞106個あたりの

放射能は，投与放射能の0．2％以下で，標識抗体

がCEA非産生性のHeLa細胞へは集積しないこ

とが確認された．

　4．TPAによる標識抗体の腫瘍集積に及ぼす

　　影響

　1）腫瘍とTPAとの培養時間との関係
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Fig．7　Time　course　of　the　effect　of　TPA　treatme　nt　of　QG56　cells　on　uptake　of　i3il－labeled

　　　Ab．　Results　are　expressed　as　the　Peroentage　of　radioactivity　found　in　QG56　cells
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Fig．8　Effect　of　treatment　of　QG56　cells　with　various　concentrations　of　TPA　on　uptake

　　　of　1311－1abeled　Ab．　Results　are　expressed　as　the　percentage　of　radioactivity　found

　　　in　QG56　cells　treated　with　TPA　compared　with　those　without　TPA．　The　results　are

　　　the　mea吐SD　of　at　least　3　different　experiments．★：Statistically　significant　differ－

　　　ences　existed　between　the　points　at　2，5，10，20，50　and　O　ng／m1（p〈0．05）．

　標識抗体の腫瘍細胞への集積は，TPA処理0

時間の腫瘍細胞（100±3．0％）に比べてTPA処理

24時間の腫瘍細胞（116．7士9．4％）では有意に増大

し（p〈0．05），それより長時間では次第に低下し

た（Fig．7）．

　2）TPA濃度との関係

　標識抗体の腫瘍細胞への集積は，TPA無処理

の細胞（100土6．9％）と比べTPA濃度が2，5，10，

20，50ng／m1の細胞（それぞれ115±7．5，113．4士

7．8，115．7±6．1，118．2±8．5，113．6±3．9％）では有

意に増大し（p〈0．05），この濃度範囲内でほぼ平

衡状態が見られた．これより高濃度（100ng／m1）

では，標識抗体の腫瘍集積に増強は見られなかっ

た（Fig．8）．
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V．考　　察

　CEAは，1965年，　Goldら16）によって大腸癌

組織から分離された抗原で，腫瘍マーカーの一つ

として，その血中濃度の測定は臨床的に非常に重

視されている．このCEAに，真に癌特異的な抗

原決定基があるかどうかは，なお議論のあるとこ

ろではあるが17），現在，臨床上測定されている

CEAが，癌特異的な抗原活性に基づいていない

ことは明らかである18）．しかしながら，各種の悪

性腫瘍患者血清中に高率に出現するため，抗CEA

抗体は放射性核種によって標識された抗体を利用

した悪性腫瘍の診断および治療に利用できると期

待され，その基礎的ならびに臨床的研究が進めら

れてきた1・19）．これらの研究の主たる目標は，よ

り高い特異性と親和性のある抗体の作製であった．

特異性の方は，モノクローナル抗体の出現20）によ

り解決されるものと期待されている．しかし，親

和性に関してはモノクローナル抗体やそのfrag－

ment（F（、b’）2　F、b）を用いても，満足できるものは

いまだ得られていない1）．

　そこで今回，抗原一抗体反応の一方の要因であ

る抗原の方に目を向け，TPA処理で腫瘍細胞の

抗原性の増強を計り，その結果として抗体との親

和性の増大が得られるかどうかを調べた．In　vitro

における抗原性の強化の方法としては，抗原の付

与，誘導による抗原修飾によるものや，抗原の露

出のための被覆物質の除去によるもの21）が考え

られる．また，抗原性が強いとされるS～G2期22）

で細胞増殖を停止させても，細胞1個あたりの抗

体の集積は増大する．QG56細胞の増殖はTPA

では停止せず（Fig．1），これが関係するとは考え

難い．本研究でのTPAの腫瘍抗原に及ぼす影響

としては，新抗原の付与，修飾よりも抗原露出が

考えられる．その機序については，TPAのQG56

細胞の代謝に及ぼす影響のみならず，CEAの構

造自体さえ明らかではない23）現状においては，

文献的考察によるしか方法がないが，以下のよう

に考えられる．

　TPAはそれ自体は発癌性はないが，諸種の正

常および癌細胞の分化誘導を修飾することが知ら

れている24’25）．細胞膜にはTPAの受容体があ

り26），その結合は完全に可逆的であると考えられ

ている27）．また，TPAは，リン脂質合成28“30），

プロスタグランディン合成，脂質の脱アシル化31）

やポリアミン集積32）を刺激することが知られて

いる．酵素系についても，phospholipase　C30），

protein　kinase33・34），　NAD＋nucleosidase，　acid

phosphatase，　lysozyme，　nonspecific　esterase35・36），

N－acetyltransferase37），　ornithine　decarboxylase32）

の刺激あるいは集積増大が報告されている．また，

細胞の形態学的変化を刺激するとの報告31・38）も

ある．ネズミリンパ球39）やネズミ白血病細胞40）に

おける免疫グロブリンの分泌誘発の抑制，ヒトリ

ンパ球における抗原性の減弱41）あるいは増強12）

やヒト白血病細胞における表面抗原の発現13）も

報告されている．

　CEAの抗原性は，抗原決定基が糖部分にある

か蛋白質部分にある22）か，また両者にある42）か

については明確な結論は出ていないが，いずれに

しても，抗CEA抗体との親和力の強弱には，特

に糖鎖構造の多様性が関与することが示唆されて

いる．TPAが作用すると，先に述べたように種々

の酵素の活性化を引き起こし，その結果，抗原を

被覆している膜蛋白43・44）や糖脂質44・45）が除かれ

たり46），糖鎖の長さ47），分枝48）あるいは他の微

細構造49）に変化が生じるため，抗CEA抗体と親

和性を持つ部分が出現し，抗体に対する親和性が

増大したものと考えられる．

　親和性は，TPA処理時間に依存しており，24

時間で最大の増強効果が得られた（Fig．7）．この

ことからも，抗原性の増強が，TPAにより瞬時

に生じるCa2＋flux43）やリン脂質代謝刺激28）によ

る直接的な影響ではなく，比較的時間のかかる酵

素の活性化などを介して起こることが考えられる．

しかし，ヒトリンパ球におけるOKT－4とLeu－3A

の抗体で検出される抗原は，比較的短時間で減弱

したとの報告41）があり，その機序は複雑なもの

と思われる．また，処理時間が長引くと親和性が

低下するのは，TPAの消費や分解によるものと
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思われる．親和性は濃度依存性（Fig．8）もあり，

TPAが2～50　ng／m1付近で最大の増強が得ら

れ，濃度が高すぎると増強効果は見られなくなっ

た．これは，CEA抗原量に変化が生じたか，そ

の抗原性が障害されたからと考えられる．

　TPAは発癌のプロモーターであり，直ちに臨

床利用することはできない．また，抗体の腫瘍組

織への到達性の問題もあり，培養細胞での成績が

直ちにin　vivoでの利用に役立てられるわけでは

ないが，今回の結果は，TPAのように生合成の

容易な分子量の小さい化合物でも，1311標識抗体

の腫瘍細胞への集積を充め，腫瘍画像診断能をさ

らに向上させる可能性があることを示した．今後，

TPAの毒性を弱め人体への投与が可能になった

り，人体に安全に投与できる同様の作用を持つ薬

剤が開発されることが大いに期待される．

VI．まとめ

　1）CEA産生性のQG56細胞をTPAにより
前処理すると，マウス由来の1311標識モノクロー

ナル抗CEA抗体の培養腫瘍細胞集積が増強した．

　2）TPAによる抗体集積増強効果は処理時間

により変化し，24時間で最高に達し，その後次第

に低下した．

　3）TPAによる抗体集積増強効果はTPA濃度

によっても変化し，2～50ng／m1付近で最高に

達し，濃度がこれによりも高くても低くてもその

効果は低下した．

　4）以上から，腫瘍細胞の薬剤処理も放射性核

種によって標識された抗体の腫瘍細胞への集積を

充める上で有用であると考えられる．

　本研究の一部は厚生省核医学診断薬剤開発研究班（班

長：東京大学教授飯尾正宏）の助成を受けて行った．

　稿を終わるにあたリ，終始ご指導，ご校閲を頂いた本

教室松浦啓一教授に深甚の謝意を表します．また，貴重

なご助言をいただいた槙殿玲子講師，増田康治助教授な

らびに一矢有一博士に御礼申し上げるとともに，実験に

ご協力頂いた同僚の桑原康雄，和田誠，三宅義徳および

in　vitro検査室の諸氏に感謝致します．本研究の実施に

あたり，研究室使用の便宜を図って頂いた本学放射線基

礎医学教室安徳重敏教授，モノクローナ・レ抗体を提供し

て頂いた北海道大学第一生化学教室西信三教授に感謝致

します．また論文作成にあたっては中山優子女史にお手

伝いいただきました．心から御礼申し上げます．
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Summary

Enhanced　Binding　of　i3iI－Labeled　Monoclonal　Anti－CEA　Antibody　to　a　CEA　Producing

　　　　　　Lung　Carcinoma　Cell　Line（QG56）after　Phorbo！Ester（TPA）Treatment

Yoshiharu　AYABE

1）epart〃lent　of　Radiologγ，1物α〃ζ夕q〆ルledicine，丞ンushu〔i　2iVersitγ

　　Treatment　of　QG56　cells　with　12－o－tetrade－

canoylphorbo1－13－acetate　（TPA）　resulted　in　in－

crease　of　antigenicity　of　carcinoembryonic　antigen

（CEA）．　TRA－treated　QG56　cells　showed　an　in－

creased　uptake　of　1311－1abeled　monoclonal　anti－

CEA　antibodies．　The　effect　was　dependent　on　the

incubation　time　and　on　the　dose　of　TPA．　These

observations　suggested　that　the　agent　which　in－

creases　the　expression　of　antigens　may　be　useful

to　improve　radioimmunodetection．

　　Key　words：　1311－monoclonal　antibody，　CEA，

QG56，　enhanced　antigenicity，　phorbol　ester．

Presented by Medical*Online


	1403
	1404
	1405
	1406
	1407
	1408
	1409
	1410
	1411
	1412



