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《原著》

RI標識モノクローナル抗体を用いる新しい
　　　　　　血栓診断法に関する研究

一
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要旨　動脈血栓症をイムノシンチグラフィの手法により描出する目的で，ウサギおよびヒトの血小板に対

するモノクローナル抗体を作成しその性状の検討を行った．

　ウサギ血小板に対して12種，ヒト血小板に対しては2種の抗体が確立された．これらはすべて血小板特

異的で，血小板の凝集能に影響を及ぼすものが多かった．これらのなかでウサギ血小板を抗原として作られ

た138－10は1．2×10gM－1の高い親和定数でウサギ血小板と結合し，ヒトの血小板に対して作られた抗体

1－19の親和定数は2．1×109M－1であったが，ウサギの血小板ともほぼ同様の親和定数で結合した．また，

これら二っの抗体はともに血小板の凝集能にほとんど影響を及ぼさなかった．

　138＿10と1－19はその高い親和定数とウサギ血小板凝集能に影響を与えない特性から，ウサギを用いた血

栓シンチグラフィの基礎検討に応用可能と思われた．

1．はじめに

　核医学検査は血栓症において全身検索ならびに

血栓の活動性の有無を同時に知ることのできる手

段として着目され，これまでln－111標識血小板1）

や，1－125，Tc－99m，　Ga－67標識フィブリノー一一一・・ゲ

ン2・3）等が血栓症の診断に試みられてきたが，今

なお臨床的に広く用いられるには至っていない．

　1975年ケーラーとミルスタインによりモノク

ローナル抗体の手法が確立された4）が，われわれ
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は，この手法を用い血栓の形成に関わる血小板に

対するモノクローナル抗体を作成，それを放射性

同位元素（以下RI）で標識して血栓症の診断に応

用することを考えた．その基礎的検討には，ヒト

に類似した血小板を持つウサギ5）を用いることが

望ましいと思われたので，ウサギの血小板と反応

するモノクローナル抗体の作成を試みた．本論文

では，ウサギおよびヒト血小板で免疫して得られ

たモノクローナル抗体の性状につき述べる．

II．材料および方法

1．血小板

　正常ウサギより5％EDTA溶液を容量比で10％

加えて心臓採血した血液を直ちに180×9で10分

間遠心し，赤血球と白血球成分を沈殿させた後，

上清中の血小板をさらに1，800×g10分間の遠心

により沈殿，PBS（一）液（日水製薬社製）にて3
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回洗浄後，PBS（一）液にて再浮遊させ血小板浮遊

液として使用に供した．

　ヒト血小板も静脈血より同様の方法で調製した．

　2．モノクローナル抗体の作成

　マウス（BALB／C，メス，8週齢）に，およそ1×

109個の血小板を2週間隔で3回腹腔内投与，1か

月後に最終免疫を与え，その3日後にマウス脾細

胞とマウス形質細胞腫株（NS－1）をポリエチレン

グリコール法6）（ガスクロマトグラフィ用＃4000，

Merck社製，西独）により細胞融合させて，ハイ

ブリドーマを作成した．細胞融合後約2週間目に

培養上清をとり，ELISA法により抗血小板抗体

を産生するハイブリドーマを得た．すなわち5×

106個／ウエルの血小板を固相化したマイクロタ

イタープレート7）を用いた酵素抗体法（New　Eng－

1and　Nuclear社製，米国）による第1次スクリー

ニングを行い，陽性ハイブリドーマを限界希釈法

により2回クローニングした．得られたハイブリ

ドーマをBALBICマウスの腹腔内に移植，約2

週間後に腹水を得た．

　IgGの精製はマウス腹水より，プロテインA一

セファロース・クロマトグラフィ（AMgel⑧，　Bio－

Rad社，米国）を用いて行い，　IgG濃度は280　nm

における吸光度により測定し，各モノクローナル

抗体のIgGサブクラスの決定は，マウス免疫グロ

ブリンの各クラスに特異的なウサギ抗血清（Miles

社製，米国）を用いる，オクタロニー法により行

った．

　3．抗体の特異性および血小板との結合

　各モノクローナル抗体の血小板との反応特異性

は，第1次スクリーニング陽性の47種のハイブリ

ドーマ培養上清を用い，ウサギ各血球成分との反

応性を酵素抗体法により検討した．すなわち，ウ

サギ全血をスライドグラス上に塗抹，風乾の後メ

タノール固定し，50μ1のハイブリドーマ上清を加

え，湿箱中にて室温1時間の第1インキュベー

ションを行った．これをPBS（一）液で3回洗浄

の後，1％ウシ血清アルブミンを加えたPBS（一）

液で100倍希釈したペルオキシターゼ標識ウサギ

抗マウス免疫グロブリン抗体（DAKO社製，デン

マーク）を加え，室温にて1時間第2インキュベ

ー ションを行い，PBS（一）液にて3回洗浄の後，

基質液中に浸漬，呈色反応を行った．基質液は，

PBS（一）液に溶解したジァミノベンジジン（同仁

化学研究所製）0．01％溶液に，過酸化水素水を終

濃度0．005％になるように使用直前に添加作成し

たものを使用した．

　抗体の1－125標識は，抗体活性を損わないよう

に少量のクロラミンーTを用いる方法により行い8），

およそ5mCi／mgの比放射能をもつ標識物を得た．

なお，B／F分離はSephadex　G50（Pharmacia　Fine

Chemicals社製，スウェーデン）を用いたカラム

クロマトグラフィにて行い，標識率はおよそ70％

であった．

　モノクローナル抗体と血小板との結合親和定数

はラジオイムノアッセイによる結果をScatchard

Piot9）により解析・算出した．すなわち1－125標

識抗体50μ1（10，000cpm）と非標識モノクローナ

ル抗体溶液50μ～に，血小板浮遊液100　r1を加え

室温にて30分間インキュベート，10，000×gにて

3分間遠心，上清を吸引除去後，血小板に結合し

た放射活性をガンマカウンターにて測定し，Scat－

chard　plotにて解析した．

　4．血小板機能検査

　抗体の血小板凝集能に及ぼす影響は血小板濃厚

血漿（PRP）100　P1と，約10μg／m1の抗体を含む

ハイブリドーマの培養上清100　P1を混合，37°C

にてインキュベート，血小板凝集計（NKK　He－

matracer　1，二光バイオサイエンス社製）を用いて

検討した．さらに，ADP（Sigma社製，米国，終

濃度10μM／ml），コラーゲン（Hormon　Chemie社

製，西独，終濃度2μg／ml）およびトロンビン（持

田製薬社製，終濃度1U／m1）により惹起される血

小板凝集に，モノクローナル抗体が及ぼす影響に

ついても観察した．

IIL　結　　果

　ウサギ血小板で免疫して得られたモノクローナ

ル抗体は2回の細胞融合実験の結果，第1次スク

リーニングの段階で約60個の抗体産生陽性ウエル
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Table　l　Monoclonal　antibodies　against　platelets

Designation
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IgG　subclass
Binding　af6nity
　（Ka；M－1）

Reactivity1）

Rabbit　plt．　Human　plt．

Binding　sites
per　platelet

IgG　l

IgG　2b

IgG　l

IgG　l

IgG　l

IgG　2）

IgG　l

IgG　l

IgG　2a

IgG　2b

IgG　l

IgG　1

0．9×108

　ND
O．3×109

0．1×109

0．6×109

ND
ND
ND
O．5×109

0．9×109

1．2×109

0．3×109

…

什
　
廿
十
十
柑
十
十
十
柵
十

十

1．6×104

　ND
O．9×104

8．8×104

1．2×104

　ND
　ND
　ND
O．4×104

4．0×104

2．8×104

3．5×104

　　　1－193）　　　　　　　IgG　1　　　　　　　2．1×109　　　　　　十ト

　　　　323）　　　　　　　IgG　l　　　　　　　　ND　　　　　　　－

1）Determined　by　ELISA

2）Subclass　was　not　determined

3）Monoclonal　antibodies　produced　by　immunizing　human　platelets

ND：not　done

柑

冊

3．5×104

　ND

が確認された．しかし，2回の限界希釈法による

クローニングの後も，抗体産生を続ける安定した

ハイブリドーマは，Table　1に示す12種であった．

すべてIgGで，サブクラスはlgG　1が最も多か

った．1回目の細胞融合の第1次スクリーニング

で陽性を示した培養上清とウサギ各血球成分との

反応性を酵素抗体法にてみたところ，検討した47

種の培養上清のうちただ1種のみが血小板のみな

らず白血球とも反応し，残り46種の培養上清は血

小板とのみ反応した．しかし，この白血球にも反

応したモノクローナル抗体は安定したハイブリド

ーマとして樹立し得なかった．そこで第2回目の

細胞融合の際，抗原特異性の検討は樹立し得たハ

イブリドーマのみに対して行ったが，いずれも血

小板のみに反応するモノクローナル抗体であるこ

とが確かめられた．同様の方法により，ヒト血小

板との反応性を検討したところ，抗体131－7のみ

が，ヒト血小板とも弱い反応性を有したが，その

他の抗体はいずれも陰性であった．

　ヒト血小板で免疫したマウスより2種類のモノ

クローナル抗体1－19，1－32が得られた．抗体1－19

0．5

0．4

B／T

O．3

0．2

0．1

　0　　　　　10　　　　102　　　　103　　　　104　　　　10s

　　　　　　　Added　Antibody　（ng！m2）

Fig．1　Binding　of　I－1251abeled　monoclonal　antibody

　　　138－10　to　rabbit　platelets．　Its　binding　was

　　　inhibited　dose－dependently　by　the　addition　of

　　　increasing　concentrations　of　unlabeled　anti－

　　　bodies．

は，ヒトのみならずウサギ血小板とも反応したの

に対し，抗体1－32はヒト血小板と強く反応した

にもかかわらず，ウサギ血小板とは交叉が見られ

なかった．
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Table　2　Effects　of　monoclonal　antibodies　on　rabbit　platelet　aggregationi）

Monoclonal
antibodies

Induction　of
aggregatlon

Inhibition　of　aggregation　induced　by：

ADP2） Collagen3） Thrombin4）

131－4

　　7

　18
　20
　24
138－2

　　5
　　6
　　8
　　9

　10
　11

十

一

十
　
什
什
一
什
±
土
一
±
十

十

　
十
±
十

±

十

士
一
十
±
十
一
十
一
±
一
十
十

十

一

十

一
－

1＿195）

　32

± ± ± ±

1）Measured　by　NKK　Hematracer　1（Nikoh　Bioscience　Co．）

2）10μMlm1（in　final　concentrations）

3）2μ91m1（in丘nal　concentrations）

4）1U／m1（in　final　concentrations）

5）Monoclonal　antibodies　produced　against　human　platelets

　1－125標識モノクローナル抗体はウサギ血小板

と結合し，その結合は非標識抗体を大量に添加す

ることによりほぼ完全に抑制された．ウサギ血小

板との結合をScatchard　Plotを用いて検討した

（Fig．1）ところ，ウサギ血小板に対する結合親和

定数は，0．9×108M－1から2．1×10gM－1の間に

幅広く分布し，血小板1個あたりの結合部位数は

おおよそ4，000～90，000個と計算された．検討し

たモノクローナル抗体のうち抗体1－19がウサギ

血小板と最も高い結合親和定数（2．1×109M－1）を

示し，ついで抗体138－10，138－9，131－24が高い

結合親和定数を示したが，ウサギ血小板への結合

親和定数と結合部位数との間には，明らかな相関

関係が見られなかった．

　各モノクローナル抗体の血小板凝集能に及ぼす

影響をTable　2に示す．ウサギ血小板に対して得

られたモノクローナル抗体12種のうち，9種類の

抗体は，終濃度5μg／mtにて，ウサギ血小板を速

やかに凝集させた．しかしその他の3種類の抗体

はそれ自体のみの添加で血小板を凝集させず，

ADP，コラーゲン，トロンビンによる血小板凝集

に対しても影響を及ぼさなかった．一方，血小板

を凝集させた9種類の抗体のうち138－6を除いた

8種類の抗体はADP，コラーゲン，トmンビン

により惹起される血小板凝集に対して何らかの抑

制効果を示した．抗体1－19はウサギ血小板をご

く弱く凝集させたが，抗体1－32はウサギ血小板

凝集に何ら影響を及ぼさなかった．

　一方，これらの抗ヒト血小板抗体1－19および

1－32とヒト血小板との反応性を見たところ（結果

略），抗体1－19はそれ自身でヒト血小板を凝集さ

せないが，ADPによる血小板凝集を強く抑制し

た．これに対し，1－32は抗体自身に強いヒト血

小板凝集能が見られ，二つの抗体の性状はヒト血

小板に対し著しく異なった態度を示した．

IV．考　　案

　血小板に対するモノクローナル抗体を用いた血

栓シンチグラムの基礎検討を行う目的で，ウサギ

およびヒト血小板でマウスを免疫し，細胞融合法

により14種類のモノクローナル抗体を作成した．

　これまでヒト血小板に対するモノクローナル抗
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体の報告は多いが10”’14），われわれの知るかぎり

ウサギ血小板に対するモノクローナル抗体に関す

る報告は未だない．しかし，1）ウサギとヒトの

血小板はその抗原性が類似しているとされている

こと5），2）血栓シンチグラムの動物実験にはウサ

ギが価格，体形とも手頃で扱いやすいこと，3）

これまでRI標識血小板やフィブリノーゲンを用

いる血栓シンチグラムの動物実験はウサギを扱っ

た研究が多く比較検討しやすいこと3），などの理

由で血栓シンチグラフィの基礎的検討にはウサギ

が実験動物として最も適していると判断した．実

際，モノクローナル抗体131－7，1－19は免疫源の

血小板が異種にもかかわらず，ウサギおよびヒト

の血小板にともに反応し，ヒトとウサギ血小板の

抗原性の類似を示唆していると思われる．

　最近ヒト血小板に関する研究の進歩はめざまし

い．抗体1－19は，それ自身では血小板を凝集さ

せないが，ADPによる血小板凝集を強く抑制し，

Ilb／IIIa蛋白上のフィブリノーゲンレセプターに

近い部位に結合すると考えられる．一方，抗体

1－32は抗体自身に強いヒト血小板凝集能があり

血小板Ib蛋白に対する抗体と思われる．それぞ

れこれまで報告されているヒト血小板に対するモ

ノクローナル抗体と類似した抗原を認識している

ことが示唆された14・15）．ただウサギ血小板表面蛋

白の性状に関しては，研究がヒト血小板ほど進ん

でいないこともあり，われわれの作製した抗体の

認識する抗原の性状は今後さらに研究が必要であ

る．

　1－125で標識したモノクローナル抗体は，実際

に試験管内で高い結合親和定数で血小板と特異的

に結合することが確かめられた．モノクローナル

抗体は試験管内のみならず，生体内でも対応する

抗原と特異的に結合するものと期待される．

　イムノシンチグラフィはRI標識抗体の体内分

布を映像化し，その抗原特異的な局在を診断，治

療に役立てようとするものである16）が，使用され

る抗体が血小板表面蛋白IIb／IIIaのような細胞表

面の機能性蛋白を認識している場合，投与された

抗体の生体に及ぼす影響が懸念される．われわれ

747

は，血栓のシンチグラフィを行うには，血小板機

能に影響しない抗体が適しているのではないかと

考え，ウサギ血小板との結合親和定数が高く，か

つ血小板機能に及ぼす影響が少ない138－10，1－19

抗体をイムノシンチグラフィ用抗体として選択し

た．第2編には，1－131で標識したこれらの抗体

を用い，ウサギに作製した血栓にイムノシンチグ

ラフィを応用した検討結果について述べる．

V．まとめ

　血栓症のRI診断に使用する目的で，ウサギお

よびヒトの血小板に対するモノクローナル抗体を

作成し，その性状を検討した．14種類のモノクロ

ーナル抗体の性状はそれぞれ異なり，ウサギとヒ

トの血小板にともに反応する抗体や，ウサギ，ヒ

トの血小板どちらかにしか反応しない抗体，血小

板に強く結合するが，血小板凝集能にはあまり影

響を及ぼさない抗体などが作成された．これらの

抗体は，血小板と特異的に高い結合親和定数で結

合するため，RI標識モノクローナル抗体を用い

る血栓症のシンチグラフィへの応用が期待される．
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Summary

Thrombus　Scintigraphy　Using　Radiolabeled　Monoclonal　Antibodies　to　Platelets：

　　　　　　　　　　　　（D　Development　of　Monoclonal　Antibodies　Reactive

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　with　Rabbit　and　Human　Platelets

　　　　　　　　Tetsuo　NAKAsHIMA＊，　Keigo　ENDo＊＊，　Kazutaka　YAMAMoTo＊＊，

　　　　　Harumi　SAKAHARA＊＊，　Mitsuru　KolzuMI＊＊，　Yasutaka　KAwAMuRA＊＊，

Hitoya　OoTA＊＊，　Mihoko　KuNIMATsu＊＊，　Junji　KoNlsHI＊＊，　Hirokazu　NAGATA＊＊＊，

　　　Syousaku　NoMuRA＊＊＊，　Hirotoshi　KoKAwA＊＊＊，　Koujirou　YAsuNAGA＊＊＊，

　　　　　　　　　　　　　　Youichiro　MATsuoKA＊＊＊＊and　Kanji　ToRlzuKA＊

　　　　　　　　＊1）epart〃len’of　RadiolO8っノ，」Fukui．Medical　Schoot

＊＊1）epar’〃lent邨ノVuclear　Medicine，　Kンoto　University∫c／iool　of　Medici〃e

＊＊＊The　First　1）epart〃lent　Of　lnter〃alハ4edicine，　Ka〃sa’Medicalこlniγerぷ〃y

　　＊＊＊＊1）epar「〃lent　of　Radio　togy，　Mie　Univer5〃γSchoo1ρゾMedieine

　Intending　to　use　for　the　immunoscintigraphy

（IS）of　arterial　thrombosis，　we　have　generated

monoclonal　antibodies　reactive　with　rabbit　and

human　platelets．　Twelve　monoclonal　antibodies

were　established　by　the　immunization　of　rabbit

platelets　and　two　by　human　platelets．　All　antibodies

were　specific　f（）r　platelets，　but　some　recognized

both　human　and　rabbit　platelets．　Antibody，　desig－

nated　138－10，　bound　only　to　rabbit　platelets　with

ahigh　association　constant　of　1．2×109　M－l　and

showed　little　effect　on　the　aggregation　of　platelets．

Another　antibody　l－19　was　produced　by　the　im－

munization　of　human　platelets　but　cross－reacted

with　rabbit　platelets．　As　far　as　we　know，　this　is　the

first　report　describing　about　monoclonal　antibodies

reactive　with　rabbit　platelets，　and　these　radio－

1abeled　monoclonal　antibodies　will　be　of　great　use

for　the　study　of　thrombus　scintigraphy．

　　Key　words：Thrombus　scintigraphy，　Immuno－

scintigraphy，　Monoclonal　antibody，　Platelet．
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