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《原　著》

癌の免疫シンチグラフィにおける高免疫活性モノクローナル

　　　　　　　　　抗体の有用性に関する実験的研究

一
（ID　腫瘍集積性に及ぼすモノクロ・一一ナルの免疫活性の影響

横　　山 邦　　彦＊

　要旨　抗体の体内動態および腫瘍集積性に対する，放射性核種標識モノクローナル抗体の免疫活性（IR）

の影響を検討する目的で，hydroxylapatite高速液体クロマトグラフィにより分離・精製された，　IRの異な

る抗体Fab965を用いて動物実験を行った．担癌ヌードマウスでの体内分布およびイメージング実験の結

果から，IRのより高い抗体は，腫瘍内で長く安定に留まり，かつ血液等の非腫瘍組織から速やかに消失す

ることが示された．それゆえに高い腫瘍対非腫瘍組織の放射能比が得られ，画像上のコントラスト向上にも

大きく貢献した．この結果は診断ばかりでなく治療においても，高IR抗体の使用が正常組織の被曝線量を

軽減させる点で有用と考えられた．さらにIRの低下によって抗体の体内分布が大きく変化し，腫瘍集積性

も不良となるため，癌の免疫検出法の再現性を論ずる際，IRの検討が不可欠であると考えられた．

1．はじめに

　悪性腫瘍に対する特異性と反応性を有するモノ

クローナル抗体を放射性核種で標識し体内に投与

する腫瘍核医学（Nuclear　Oncology）の試みは，

理論的に，1）診断特異性が高く，2）治療への応

用性があるという点において他の核医学領域と異

なるユニークな利点を持つ1｝，

　癌抗原を認識するモノクローナル抗体を開発す

る際，抗原への強い親和性と癌との特異的な反応

性および正常組織との低い交叉反応性等，望まれ

る条件を満たした抗体が臨床応用の対象とな

る2・3）．さらに実際に投与される段階では，その抗

体の免疫活性が保持されていることが，癌の局在

診断や内部照射療法の原理的な前提条件であるこ

とは明らかである4，5）．それゆえに高い免疫活性

の保持が抗体の良好な腫瘍集積性に必須であると
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考えられ，標識操作後ないしは投与前に，免疫活

性の定量的測定による確認が一般的に行われてい
る6’”8）．

　しかしながら免疫活性が低下した時，抗体の体

内挙動が如何なる影響をうけるかに関して，現在

までその具体的な機序は明らかにされていない．

抗体の免疫活性は腫瘍と非腫瘍間の抗体分布比に

影響があり，標識抗体の免疫活性が低下すると腫

瘍部への集積減少と非腫瘍部への取り込み増加を

生ずる．それゆえに腫瘍対非腫瘍の放射能比を高

め，良好な腫瘍描画を得るためには，高免疫活性

抗体の使用が重要であるとのシミュレーションに

よる理論的予測の報告はみられる9）．また，実験

的には放射標識による免疫活性の変化が，抗体の

特異的腫瘍集積の指標であるLocalizatioll　Index

（LI）に影響するとの報告等がみられるものの10），

実際に経時的な体内動態を観察することによる，

抗体免疫活性の腫瘍集積に及ぼす影響の検討は甚

だ不足している．

　実験モデルを用いて検討を加えるために，第一

報で抗体の分離・精製法を開発し，さらに抗体の

免疫活性の評価法を確立した．その結果，同一の

Presented by Medical*Online



62 核医学　25巻1号（1988）

特異性と親和性を有するものの免疫活性のみが異

なる場合，それぞれの抗体を分離し得ることが見

いだされた．そこで今回担癌動物での体内分布お

よびイメージング実験において親和性と特異性は

同一だが免疫活性の異なる2種類の抗体を用いた

場合，抗体免疫活性の低下が体内動態に如何なる

影響を及ぼすかを評価，検討した．

n．材　　料

　1．マウスモノクローナル抗体F・ab・96．5

　マウスモノクP一ナル抗体96．5は，IgG　2。サブ

クラスに属し，ヒト悪性黒色腫関連糖蛋白抗原

p97のepitope　aを認識する11）．実験には精製

IgGのパパイン消化にて得られたFabフラグメ

ントを使用した12）．なお今回の全ての実験では，

第一報で用いたと同一ロットのOncogen社製

（Seattle，　USA）Fabを使用した．

　2．放射性ヨード標識

　クロラミンT法の変法を用い13），体内分布実験

用とイメージング用とに2種の比放射能の異なる

1251標識Fab96．5を作成した．体内分布実験用

には1mgのFab　96．5と1mCiのNEN社製
Na1251を，イメージング用には0．5　mgのFab

と5mCiのNa1251を混和し，おのおの12．5μ9

のクロラミンTを添加し，室温で反応を開始し

た．1分後，チオ硫酸ナトリウム43．75μgを加え

て反応を停止し，セファデックスG－25カラム

（Column　PD－10，　Pharmacia社）により，標識蛋白

分画を分離した．得られた比放射能は体内分布実

験用では0．8mci／mg，およびイメージング用で

は8mCi／mgであった．またゲル濾過後の放射化

学的純度はいずれも97％以上を示した．

　3．Hydroxylapatite　chromatographyによる1251

　　標識Fab　96．5の分離

　Bio・Rad社製hydroxylapatite（HA）カラムおよ

び前処理カラムを高速液体クロマトグラフィ

（HPLC）装置に装着し，体内分布実験用およびイ

メージング実験用に標識したi251－F　ab　96．5を

HPLC装置にかけ，2つのピーク分画をそれぞれ

第一報の方法に準じて分離・精製した．そのうち

100μ／を蛋白濃度測定とin　vitro　assayに用い，

残りの溶液に濃度が1％（w／v）となるように牛血

清アルブミンを加えた．1％牛血清アルブミン加

Fab溶液を0．22μmのメンブランフィルター一

（Millex－GV，　Millipore社）により除菌濾過し，無

菌バイアルに入れて保存した．

m．方　　法

　1．　In　vitro　study

　体内分布実験およびイメージング実験に先立ち，

標識や分離操作が正しく行われたかどうかを確認

するため，用いた1251－Fabの免疫活性（immuno－

reactivity；IR）をin　vitro　cell　binding　assay（CBA）

によって評価した．未分離の1251－F　abもしくは

HA－HPLCで分離されたピークの一定量と細胞と

を用いて第一報で述べた方法に従いCBAを行っ

た．

　2．　In　vivo　study

　1）腫瘍モデル

　既報のin　vitro　studyで用いたと同一のヒト由

来悪性黒色腫継代株（FEM－XII）をヌードマウス

に移植し，腫瘍モデルとした．5～6週齢（体重

15g前後）の雌ヌードマウス（Balb／c，　nu／nu）の右

大腿外側皮下に生細胞数として5×106個のFEM－

XIIを移植し，14～16日後腫瘍結節が0．5～1．09

前後に増殖した時点で実験に用いた．前実験とし

て，この腫瘍組織切片をFab96，5を用いた免疫

螢光抗体法により染色し，腫瘍結節がp97を発

現していることを確認した．

　2）体内分布実験

　5～8μg（4～6μci）の高IR　1251－F　abまたは低

IR　1251－F　abをマウス尾静脈より投与した（体重

20gのマウスにおける5～8μgのFab投与は，

体表面積に基づいて換算すると体重60　kgの人間

における1．0～1．7mgのFab投与に相当し，こ

れは臨床使用の報告例でみられる一般的な投与量

である14））．6，16，24，48，72時間後に各群（n－

5～8）のマウスを脱血解剖し，血液，腫瘍および

各臓器を摘出し湿重量測定後，自動ウェル型検出

器により各組織の放射能を測定した．各個体間で
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の投与量のばらつきを補正するため，注射前後の

注射器の重さを計り，一匹ずつ個別に総投与量を

計算した．さらに尾部に残留した放射能カウント

を，得られた総投与量から減じて，血液循環に投与

された総カウントを算定した．解剖の時点で担癌

マウス体重に14～24gとばらつきが認められ，

％injected　dose／g　organ（％ID／g）の計算に際して

は，大きいマウスではこの値が過小評価され，逆

に小さいマウスでは過大評価されると考えられた．

そこで，用いたマウスの平均体重である20gに各

マウスの体重を標準化し％ID／9を算定した．

　3）イメージング実験と体内残留放射能測定

　7～10μ9（56～80μCi）の高IR　i251－F　abまたは

低IR　1251－F　abを甲状腺ブロック用のNaIとと

もに尾静脈より静注した．投与後3，8，16，32時間

後にマウスを麻酔し背臥位に固定の後，ピンホー

ルコリメ・一タ装着のガンマカメラ（picker社）でエ

63

ネルギーピークは50keV，ウィンドウ幅は±50％

を用い撮像した．その際コリメータ先端からマウ

スまでの距離を測定し，常にこの距離が一定にな

るように設定した．

　HA－HPLCより得られた2つの1251－F　ab分画

は，全身からのクリアランスに関してどのような

差異を示すかを評価するために，体内残留放射能

の経時的測定を行った．イメージング実験に用い

Table　l　Percent　immunoreactivity　of　1251－F　ab　96．5

　　　　before　and　after　hydroxylapatite　column

　　　　chromatography

Preparation　A　 Preparation　B

Pre　HA－HPLC　　　75．9

Post　HA・HPLC
　Peak　1　　　　　　　　25．5

　Peak　2　　　　　　　　81．0

64．3
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Preparation　A；used　in　the　biodistribution　study．

Preparation　B；used　in　the　imaging　study．

Tab】e　2 Biodistribution　of　i251－F　ab　96．5　hydrexylapatite　HPLC　purified　fractions　in

　athymic　mice　bearing　FEM－XII　human　melanoma　xenograft

Percent　injected　dose　per　g　tissue＊

Antibody Time
Blood Liver Sp！een　　Kidney　Muscle　　Bone Tumor

High

6hr

16hr

24hr

48hr

72hr

1．68　　　　　　0．52

（0．60）　　　　　（0．12）

0．51　　　　0．31

（0．14）　　　　（0．12）

0．11＃　　　0．08＃

（0．04）　　　　（0．02）

0．04＃　　　　　0．07

（0．01）　　　　（0．02）

O．03＃　　　　　　0．05†

（0．Ol）　　（0．Ol）

0．64

（0．11）

0．43

（0．18）

0．06＃

（0．02）

O．03†

（0．02）

0．02＃

（0．01）

10．43　　　　　0．57

（4．39）　　　　　（O．23）

4．52　　　　　　0．26

（1．59）　　（0．10）

0．67＃　　　　　0．03

（O．24）　　　　（0．02）

0．22†　　　　　0．01

（0．13）　　（0．00）

O．11†　　　0．Ol

（0．04）　　　　（0．00）

0．62

（O．26）

O．31

（0．19）

0．05

（0．03）

O．02

（O．01）

0．01

（O．Ol）

2．58

（0．14）

2．38＃

（0．41）

1．06

（0．29）

0．83＃

（0．04）

O．61＃

（0．11）

Low

6　hr

16hr

24　hr

48hr

72hr

1．44

（0．12）

0．60

（0．21）

0．30

（O．05）

0．13

（O．02）

0．07

（0．01）

O．50

（O．08）

0．30

（O．09）

0．16

（0．02）

0．09

（0．02）

0．09

（0．02）

0．61

（0．11）

0．55

（0．36）

0．17

（0．10）

0．06

（0．01）

0．05

（0．01）

16．36

（7．92）

4．87

（1．73）

2．24

（O．69）

0．73

（0．31）

0．43

（0．18）

0．34

（0．04）

0．22

（0」0）

0．06

（0．02）

0．02

（0．CO）

0．01

（0．00）

0．42

（0．05）

O．36

（0．25）

0．08

（0．05）

O．03

（O．Ol）

0．02

（0．01）

2．07

（O．72）

1．45

（O．25）

O．geo

（0．19）

0．36

（回4）

0．17

（0．07）

High：high　immunoreactive（peak　2）1251－F　ab　96．5

Low：10w　immunoreactive（peak　1）1251－F　ab　96．5

＊Values　of　mean　and（standard　deviation）from　5　to　8　mice　at　each　t｛me　point　in　each　group．

Values　with　significant　differences　；＃p＜0．OOI，†p〈0．01
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た各群のマウス（n－3）を撮像直後および撮像と

撮像の間に，キュリーメータの中に入れて体内残

留放射能を直接測定した．1251－Fab投与直後の測

定量を100％とし，各時点での放射能の割合（％）

を，片対数グラフ上で時間に対してプロットした．

IV．結　　果

　1．In・vitro　CBAによる免疫活性の検討

　CBAによって評価した分離前およびHA－HPLC

分離後の2っのヒ゜一クのIRをTable　1に示した．

今回の検討でも第一報と同様，HA－HPLCにより

2つの抗体分画が良好に分離された．またそれぞ

れのピークは分離前の1251－Fabに比べて，より

低いIR（ピーク1）ないしはより高いIR（ピーク

2）を有することが，CBAによって評価された．

280nmでの吸光度による蛋白含量の相対比較で

は，体内分布実験用サンプルの12．4％およびイメ

ージング実験用サンプルの15．6％が低IR抗体で

あり，残りの87．6％，84．4％がそれぞれ高IR抗

体であった．

　2．体内分布実験

　Table　2に高1251－F　abならびに低IR　1251－F　ab

の担癌ヌードマウスでの体内分布実験の結果を示

した．投与6時間後での高IR抗体投与群の腫瘍

への取り込みは低IR抗体投与群に比べて25％高

く，逆に腎への取り込みは36％低かったが，この

時点では有意差は認められなかった．しかし16時

間後では，高IR抗体投与群の腫瘍集積は2．38％

ID／gと低IR抗体投与群の1．45％ID／gに比べて

有意に高くなり，以後48時間後では2．3倍，72時

間後では3．6倍と高IR抗体は有意に高い腫瘍集

積を示した．一・方腫瘍以外の組織，例えば血液，

肝，脾，腎では，腫瘍でみられたと逆の傾向，す

なわち24時間以降で高IR抗体群が低IR抗体群

よりも低い取り込み傾向を呈した．そこで血液濃

度の各臓器濃度に及ぼす影響を検討するため，各

時間における肝臓対血液比，脾臓対血液比，腎臓

対血液比および筋肉対血液比（％ID／g／％ID／g）を

高IR抗体群および低IR抗体群でそれぞれで求

め，さらにそれらの値の高IR対低IR比を計算

Table　3　Comparison　of　high　and　low　immunoreactive

　　　　1251－Fab　96．5　biodistribution　in　organ　to

　　　　blood　activity　ratios＊

Organ　to　blood　ratio　　6　hr　l6hr　24　hr　48　hr　72　hr

Liver

Spleen

Kidney

Muscle

Tumor

角

j
Q
／
8
／
0
7
’

イ

ー
0
0
1
A
3

2
0
ノ
ー
⊥
4
丁
9

1
ふ
0
1
1
且
－

0
／
O
／
5
4
．
1

0
0
0
1
4
1

2．3　　1．4

1．7　　0．9

0．9　　0．7

2．2　　1．6

6．7　　9．1

＊Values　are　expressed　as　follows；

　　high　immunoreactive（Organ／Blood）

　　Low　immunoreactive（Organ／Blood）

1．OO

　　　　　　　　　　
㎝

Φ
コ
ω

竺
」
°
o
＼
Φ
ω
o
o
廿
£
8
宣
ポ

　　　　　　0．Ol
　　　　　　　　　　　　48　　　72
　　　　　　Time　After　lnjection（hr）

Fig．1　Tissue　clearance　analysis　for　the　hydroxy1－

　　　apatite　chromatographic　peaks　in　nude　mice

　　　bearing　FEM－XII　human　skin　melanoma　xeno－

　　　graft．　The　activity　concentrations　are　expressed

　　　as　a　mean　and　standard　deviation　from　values

　　　of　percent　inj　ected　dose　per　g　organ．　The

　　　blood　clearance　of　the　high　immunoreactive

　　　（IR）preparation（■）was　clearly　more　rapid

　　　than　the　low　IR　preparation（□）．　On　the

　　　other　hand　the　high　IR　preparation（●）was

　　　retained　longer　in　the　tumor　than　the　low　IR

　　　preparation（○）．
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Fig．2　　Tumor　to　tissue　ratios　for　the　hydroxylapatite　chrornatographic　peaks　ill　nudc

　　　rnice　bearing　FEM－XII　human　skin　melanoma　xellograft．Tumor　to　blood，　tumor

　　　to　muscle　and　tumor　t（）tiver　ratios　for　the　high　immunoreactiveぱR）preparation

　　　（■）increased　with　time　whereas　these　ratios　for　the　low　IR　preparation（1二二］）

　　　were　rclatively　constant．　Thus、　at　24　hours　and　later　times，　the　ratios　obtaincd

　　　with　the　high　F　ab　96．5　were　significantly　greater（p・0．OD．

した（Table　3），この高IR対低IR比が1であれ

ば，両抗体での臓器対血液比（例えば肝臓対血液

比）が等しいことを意味するが，Table　3に示さ

れたごとく，腫瘍以外の臓器の血液に対する放射

能比は，両抗体間で著しく異なるものではなか・1

た．しかし腫瘍対血液比に関しては，この高IR対

低IR比は経時的に上昇し，非腫瘍臓器対血液比

とは明らかに異なる傾向が示された．

　両抗体間の放射能の消失の差異を評価するため，

非腫瘍組織として血液ならびに腫瘍の組織内濃度

（％ID／9）を片対数で，時間（hr）に対してフ゜vット

した（Fig．　D．高IR抗体は，腫瘍中での停滞が

長く逆に血中からは腫瘍よi）もはるかに速やかに

減少することが示された．一方低IR抗体では腫

瘍と血液からの放射能の消失に明らかな差がなく，

したがって高IR抗体と比べると，低IR抗体は

相対的に腫瘍から消失するのが速く，逆に」血中に

長く停滞することが見いだされた．この傾向を確

認するため腫瘍と各臓器の濃度比を求めた．Fig．

2に腫瘍対血液比（T／B），腫瘍対肝比（T／L），腫瘍

対筋肉比（T／M）の経時変化を示した．6時間お

よび，16時間では，IRの腫瘍対臓器比に及ぼす

影響は明らかではないが，24時間以後高IR抗体

はT／BおよびT／Lを低IR抗体に比べて著しく

上昇させた，その結果72時間において，高IR抗

体のT／BならびにT／Mは20と83に達し，低IR

抗体に比べてそれぞれ10倍および6倍高い値とな

った．圭たT／Lも，24時間から72時間で高IR抗

体が有意の高値を示し，24時間で最高値を示した．

興味深い所見として低IR抗体のTIBおよびT／L

は，経時的にほとんど上昇していないことが認め

られた．

Presented by Medical*Online



66 核医学　25巻1号日988）

A

△
濠
、
．
穣

　

、

一

／

B

ぎ
／

C

8
／

D

嚇
／

E

　畿
／

F

覇ダ8
離
／tt

G

ー
櫛

／

H

／

メヒ’

懸・

Fig．3　Sequential　scintiphotos　of　FEM－XII　melanoma　bearing　nude　mice　that　received

　　　the　high（A　through　D）or　the　low（E　through　H）immunoreactive　12511abeled

　　　Fab　96．5．　The　tumors　were　grafted　on　the　right　thigh　indicated　by　the　solid

　　　arrows．　With　the　high　immunoreactive　preparation　the　tumor　was　clcarly　defined

　　　by　3　hours（A）．　At　8　and　16hours，　blood　pool　activity　shown　by　thc　open　arrows

　　　was　not　evident（B，　C）．　Thirty　two　hours　aftcr　injection，　the　tumor　containcd　the

　　　majority　of　activity　remaining　in　the　anilnals（D）．　Wth　thc　low　immunoreactive

　　　preparation，　significant　tumor　uptake　was　also　observed　at　3　hours（E）but　this

　　　uptake　was　less　than　that　found　with　the　high　immunoreactive　preparation，　par－

　　　ticularly　when　compared　to　activity　in　other　organs．　Blood　pool　and　non　tumor

　　　tissue　activity　persisted　in　the　low　immunoreactive　animal　noted　at　8（F），16（G）

　　　and　32　hours（H）’

　3．イメージングおよび全身クリアランス

　1251－FabのHA－H・PLCによる高IR抗体また

は低IR抗体の投与をうけた担癌ヌードマウス群

のうち，両抗体間の分布の差異が明瞭であったヌ

ー ドマウスの経時的シンチグラムをFig．3に示

した．投与後最も早期のイメージングにおいて，

すでに高IR抗体では大腿部の移植腫瘍の明瞭な

描画が認められ，16時間後では血液プーノレ像はほ

とんど消失した．さらに腫瘍以外の臓器（バック

グラウンド）の放射能が，腫瘍の放射能より早く

減少し，しかも腫瘍内に放射能が比較的長く留ま

ったため，32時間後では腫瘍部と周辺の非腫瘍部

とのコントラストがきわめて良好な腫瘍の描画が

可能であった．一方低IR抗体でも3時間後より

放射能の腫瘍集績が認められたものの，集積性は

上段の高IR抗体に比べて明らかに不良であった，

・kた腫瘍部と非腫瘍部の放射能が同程度に減少し

たため，高IR抗体でみられたようには経時的な

腫瘍描出の向上が得られなかった．以上より，体

内分布実験の結果を視覚的に裏づける結果がイメ

ー ジング実験でも得られた．

　Figure　4に1’a°「1－F　abのHA－HPLCにより得ら

れた高IR抗体または低IR抗体を投与したヌー

ドマウスの経時的な全身残量の推移を示した．高

IRおよび低IR抗体の全身からの排泄曲線は，

わずかな差異を示すものの有意差はなく，両者と

も投与後18時間で放射能の90％が体外に排泄さ

れた。
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Fig．4　Whole　body　clearance　analysis　for　the　hydroxylapatite　chromatographic　peaks　in

　　　nude　mice　bearing　FEM－XIIhuman　skin　melanoma　xenograft．Activity　remaining

　　　in　the　body　expressed　as　a　percentage　of　the　value　obtained　immediately　after

　　　injection　was　plotted　on　a　semi－logarithmic　scale．　Over　all　excretion　of　activity

　　　for　the　high　IR　group（●）and　low　IR　group（○）was　the　same　in　the　first　30

　　　hours．

V．考　　察

　放射性核種で標識した癌に対するモノクローナ

ル抗体を，診断および治療の目的で用いる場合，

標識方法や分離操作ならびに保存条件が，抗体の

本来有する特性を変化させる可能性がある15”18）．

抗体の重要な特性の一つとして，免疫学的活性を

有する抗体の割合，すなわち抗原と結合し得る抗

体がサンプル中にどの程度含まれているかがあげ

られる．この抗原結合能を持つ抗体の比率は，im－

munoreactive　fraction　圭たは，　immunoreactivity

（IR）と称される9’16・19），

　抗体の特性として，他に親和力（aMnity）も無視

できない重要な因子の　・一）である．そこで今回用

いた実験系での親和力の体内分布に対する影響を，

簡単なモデルを想定し試算してみた．標識抗体が

腫瘍組織において熱力学平衡に達した時点では，

　Ag－L　Ab：　　＼Ag－－Ab　・…　i－・・・…　一・（り

（A－B）　（F）　　　　　（B）

のごとく質量作用の法則が適用できる．ここでA

は局所の抗原の総量，Bは結合量，　Fは間質液中

の遊離の抗体量であり，おのおのは濃度の単位

（M）を持つとすれば，親和定19c　K，（M”1）を用いて

（1）式は，

（A㌦ド臨

B
　－－K、、（A－B）
F

・・・・・・・・・・・・…
　一・・・・…　■■・　（2）

と書き表わすことができる．B／Fが変化すれば腫

瘍対非腫瘍比等の体内分布に影響を及ぼすことに

なる，ここで腫瘍組織における抗原の総量（A）と

結合に与かった量（B）を比較すると，Aに比べて

Bはきわめて少ないもの（A》B）と考えられるの

て；（2）エClま最糸冬白勺1二

B
　　K、t×A
F ………………・・………・

（3）

とすることができる20）．そこで第一報で得られた

データをもとに，FEM－XII（ヒト悪性黒色腫）結

節における抗原量と，投与されたFab96．5の親

和定数を，（3）式に実際にあてはめてみた．Scat一
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chard　plotのx切片よりアッセイに用いた抗原の

濃度は700pMであり，インキュベーションは

200μ1で行っているため，反応液中の抗原量は

L4×10　13　Mとなる．実測したFEM－Xll細胞

の容積は4．45×lo－3　mUIO6　cellsであり，アッセ

イに用いた0．5×106個の細胞が占める容積中にこ

の抗原が分布したと仮定すると　（実際は膜表面で

あるが），FEM－XII腫瘍結節における抗原濃度は

6．3×10－8（M）とみなすことができる．この値お

よび第一報で求められたFab　96．5のKa値；3．43

×10gとを（3）式に代入すると，

B
－－ 3．43×109×6．3x10－8－216F

となる．この実験系では，immunoreactive　fraction

またはimmunoreactivityが100％ならば，抗原濃度

と親和力の関係からほぼ100％の抗体が腫瘍の抗

原に結合するといえる．さらに親和力が仮に1／10

に低下したとしても，その結果生じた抗体の結合

率の低下はわずかに4％にすぎないことになる．し

たがって今回用いた実験系においては，親和力は

体内分布にほとんど影響を与えないと推測された．

　1251－F　ab投与後早い時期（6および16時間後）

では，高1R抗体と低IR抗体の体内分布に著明

な差異は認められなかった．ところが時間経過と

ともに高IR抗体は低IR抗体よりも速やかに血

中から減少した．逆に高IR抗体の腫瘍内放射能

は，遅い時間（48および72時間後）で低IR抗体

よりも有意に高い結果を示した．さらに他の正常

組織においても血液での放射能推移と同じ傾向が

みられ，24時間以後で肝，脾，腎への高IR抗体

集積は低IR抗体集積より（）低い結果が得られた，

Lかしこの腫瘍以外の組織における両抗体の挙動

の違いは，lfiL液濃度の差による．二次的な影響と考

えられる．なぜならば各時点における臓器濃度を

血液濃度で除し，臓器対血液比（例：肝／血液比；

％ID／g／％ID／g）で両抗体を比較すると，両者の値

はほぼ等しく，したがって血液濃度の違いに基づ

く見かけ上の差であることが確認できたからであ

る．一方腫瘍対血液比の場合，経時的に両者の差

は大きくなり，72時間後では高IR抗体は低IR

抗体の9倍に達した．ここで注目されるべき所見

として，これらの体内分布の差は全身からの排泄

の差に基づくものではないことである．さらに全

身からの排泄曲線は両抗体で一致するため，体内

での代謝速度は等しいことを意味し，したがって

IRの変化は代謝と無関係であると考えられる．

一・方腫瘍では，血液や他の腫瘍以外の組織と異な

り，IRの高い抗体ほど腫瘍に長く留まると考え

られる，

　それゆえにIRは体内で腫瘍血液間の抗体の分

配を変化させ，ひき続き各正常組織濃度に影響を

及ぼすことが示唆される．以上より体重20gの

マウスにおける0．5～1．09の腫瘍モデルでは，IR

の高い抗体を用いれば，より高い腫瘍への分布と

低い血液への分布が生じ，二次的に各臓器濃度は

低下すると考えられる．

　IRの影響は，実際の画像にはコントラストの

変化として反映される．IRの低下により腫瘍対

非腫瘍（T／NT）の放射能比の低下が生ずるため，

画像上T／NTのコントラストの低下を招くことに

なる．しかもこのT／NTの放射能比が実験中変化

せずむしろ一定した値を示したため，経時的な

T／NTのコントラストの向上も期待できない結果

となった．一方高IR抗体を使用することの利点

は，各時間でTINTのコントラストが高いことで

あり，かつ経時的にコントラストが増加すること

である．

　動物実験の結果は，理論モデルを用いた予測結

果とおおむね一致した9），しかしながらIRの変

化が腫瘍ならびに正常臓器の放射能の消失速度に

／、影響を及ぼすことは，従来報告されておらず今

回の検討ではじめて見いだされた．すなわちIR

の低下により腫瘍からの放射能消失が促進される

とともに，正常組織（バックグラウンド）からの放

射能消失がより遅延することになる，そのため低

IR抗体に比べて高IR抗体は経時的なT／NTコ

ントラストの改善，および向上にきわめて有利な

結果を示すこととなった．

　以上今回行った検討により，抗体のIRが体内

分布に与える影響が明らかとなり，特に腫瘍と非
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腫瘍組織間の抗体分布に大きく関係していること

が判明した．この結果はIRによって，癌の免疫

イメージングの検出能が左右されることを示唆し

ており，したがって癌イメージングの再現性を論

ずる際，IRの検討は不可欠であると考えられる．

土たIRの高い抗体を用いることで，次のような

利点が考えられる．第一に，…定の良好なコント

ラストがより早く達成される結果，早期のイメー

ジングが可能となる．これは短半減期核種を標識

に用いる際，高IR抗体の使用が必須であること

を意味する，第二に，腫瘍対非腫瘍比が向上する

結果，より小さな病巣の検出の可能性がもたらさ

れる21・22）．さらに第三には，治療面で腫瘍以外の

正常組織への被曝線量をより減少させることが可

能となることであろう．

VI．結 論

　L　高IR抗体は腫瘍には長く留まり，血液等

の正常組織からは速やかに減少するため，高い腫

瘍対非腫瘍比が得られた．

　2．用いた実験系では全身からの放射能の消失

とIRは無関係であったため，　IRは全身におけ

る代謝や排泄には影響しないと考えられた，

　3．全身からの排泄は変わらなかったため，IR

は体内での抗体分布を変化させるものと思われた，

すなわち腫瘍と血液間において，高IR抗体は高

い腫瘍集積と低い血液分布を生じ，さらに各正常

組織への分布を低下させた．

　4．IRの違いによって抗体の体内分布が大きく

変化することは，癌の免疫検出法の再現性にとっ

てIRの検討が不可欠であることを示した，

　5．高IR抗体の使用は，コントラストの良好

な画像診断を可能にするばかりでなく，治療にお

いても正常組織の被曝量を軽減させる点で必須と

考えられた．
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Summary

Advantage　of　Highly　lmmunoreactive　Monoclonal　Antibodies　in　Radioim－

　　munoscintigraphy　f（）r　Tumor　Detection：（II）Effect　of　lmmunoreactivity

　　　　　　　　　　　　　　on　Biodistribution　of　Monoclonal　Antibodies

Kunihiko　YoKoYAMA

1）epart〃lent　of〈luc～ear　Medi〈’ine，　Kanazan，a｛ノniversity　S（’ノ100i　Of　MediCinρ

　　There　is　theoretical）y　a　potentia）benefit　in　using

ahighly　immunoreactive　monoclonal　antibody．

The　effect　of　immunoreactivity（1R）on　the　anti－

body　biodistribution，　however，　has　llot　yet　been

descri　bed　in　detaiL　Thus，　this　study　was　designed

to　investigate　the　effect　of　lR　on　the　biodistribu－

tion　in　an　animal　mode｜．　The　hydroxylapatite　high

performance　liquid　chromatography（HA－HPLC）

system　has　been　tested　and　confirmed　to　separate

the　F　ab　96．5，　an　anti　melanoma　p97　antigen，

into　high　and　bw　IR　fractions．］．251．．F　ab　96．5

preparations　with　a　different　IRwere　administered

to　groups　of　nude　mice　bearing　FEM－XII　human

skin　melanoma　xenografts　for　biodistribution　and

imaging　studies．　The　biodistribution　data　showed

that　the　high　IR　antibody　improved　tumor　target－

ing　by　increasing　activity　ratios　of　tumor　to　non

tumor　tissue；the　mechanism　for　the　increased

tumor　to　non　tumor　ratios　was　increased　tumor

activity　uptake　and　pro】onged　tumor　activity　reten－

tion　with　associated　rapid　clearance　from　the　blood

and　non　tumor　sites．　The　imaging　study　visually

supPorted　the　results　obtained　in　the　biodistribu・－

tion　study；the　high　IR　antibody　demonstrated

better　and　earlier　tumor　delineation　and　the

tumor　to　non　tumor　contrast　continued　to　im－

prove　with　time．　ln　this　model　system，　where　the

whole　body　clearance　rate　was　the　same　for　the

high　IR　and　low　IR　preparations，　the　overall

antibody　metabo］ism　and　excretlon　were　not　slg－

nificantly　dependent　on　IR．　Therefore，　the　effect

of　IR　is　to　alter　the　distribution　of　antibody　be－

tween　tumor　and　blood，　with　high　IR　having　in－

creased　tumor　activity　and　reduced　blood　activity

（consequently　reduced　non　tumor　organ　activity）．

This　would　also　be　beneficial　for　therapeutic　use

of　radiolabeled　antibodies，　since　high　IR　anti－

bodies　can　minimize　undesirable　radiation　expo－

sure　to　norma］organs．　In　conclusion，　high　IR

antibodies　are　essential　for　optimal　tumor　target．

ing．

　　Key　words：Radioimmunoscintigraphy，　Im－

munoreactivity，　Pharmacokinetics，　Tumor　target－

ing，　F　ab　96．5，

Presented by Medical*Online


	0061
	0062
	0063
	0064
	0065
	0066
	0067
	0068
	0069
	0070



