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《原　著》

スペーサ含有および非含有二官能性キレート剤を用いた

　　　　　　1111n標識モノクローナル抗体の比較研究

一
（1）標識法およびin　vitroでの安定性の検討一

孫 保　福＊

（主任　久田　欣一教授）

　要旨　ジエステルスペーサを含むキレート剤succinimido－EGS－DTPA（EGS－DTPA）および炭化水素ス

ペーサを含むキレート剤1－【4・（10－maleimidopropy1）amidobenzyl］ethylenediamine－N，N，N’，N’－tetraacetic

acid（C10－Bz・EDTA）と，これらの対照としてスペーサを含まないキレート剤cyclic　DTPA　dianhydride

（cDTPAA）およびisothiocyanatobenzy1－EDTA（SCN・Bz・EDTA）を用い，　A7抗体をモデルとしてモノク

ローナル抗体との反応条件，1111n標識，免疫活性，　in　vitro安定性を検討した．

　EGS－DTPAと抗体をモル比10：1で反応させた場合，抗体と結合した放射能標識率（標識率）は90％で

あり，cDTPAAと抗体をモル比2：1で反応させた場合の標識率は95．5％であった．また，　SCN－Bz・EDTA，

CIO－Bz－EDTAをともにモル比1：1で抗体と結合反応させた場合，標識率はおのおの70％，80％であった．

EGS・DTPAとcDTPAA結合抗体は，ともに血清中で放射能のトランスフェリンへの移行が認められ，さ

らにEGS－DTPA結合抗体ではIn－DTPAの形で抗体から放射能の解離が認められた．一方，　SCN－Bz－

EDTAとC10・Bz・EDTA結合抗体は血清中で非常に安定であり，168時間までは，ほとんどの放射能は

IgGに相当する分子量分画に溶出された．以上，　C10－Bz－EDTAを用いて他のキレートと同様に，免疫活

性を保ちかつ十分高い比放射能の標識抗体を得ることが可能であった．また，C10－Bz－EDTA結合抗体の血

中での安定性から，本キレート剤のEGS－DTPAに対する優位性が示唆された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（核医学31：459－471，1994）

1．はじめに

　癌組織に特異性の高いモノクローナル抗体を放

射性核種で標識し，癌の放射免疫診断（Radioim－

munoscintigraphy，　RIS）あるいは放射免疫治療

（Radioimmunotherapy，　RIT）に用いる試みが臨床

応用されるようになってきた．RISに用いられる

核種としては，二官能性キレート剤を利用した標
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識法が開発されて以来，1111nが多用されてい

る1’4）．1111nは半減期やガンマ線エネルギーの点

でガンマカメラによる撮像に適した性質を有して

いる．しかし，従来の二官能性キレート剤を用い

てモノクローナル抗体を1111n標識した場合には，

癌組織への特異的な集積に加え，肝，腎，脾等の

正常組織への非特異的な集積が認められるため，

腹部癌病巣の検出に障害をきたす欠点がある5“10）．

この非特異的集積を減少させるために種々の方法

が試みられてきた10・11’－15）．その中には新たな二

官能性キレート剤の開発16～20）や抗体とキレート

剤の間に体内で代謝されうるスペーサを挿入する

方法21“25）などが報告されている．現在まで種々
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のスペーサが考案されてお！，ジエステルスペー

サ（diester　spacer）を含むキレート剤succinimido－

EGS・DTPA（EGS－DTPA）はそのひとつである．

このキレート剤を用いることにより正常組織の放

射能摂取を低減可能であることが報告されている

が23・26），これらのデータをみると，ジエステルス

ペーサは血中でも解離していると類推され，この

ため腫瘍への放射能摂取も減少しているものと考

えられる．そこで，本研究では，新しい炭化水素

スペーサ（hydrocarbon　spacer）を含むキレート剤

maleimido－C10－benzyl－EDTA（C10－Bz－EDTA）で

標識された抗体と，ジエステルスペーサを含むキ

レート剤EGS－DTPAで標識された抗体とを比較

した．また，これらのキレート剤の対照として，

スペーサを含まないキレート剤cyclic　DTPA

dianhydride　（cDTPAA），　isothiocyanatobenzyl・・

EDTA（SCN－Bz－DTPA）で標識された抗体を用い

た．本報ではキレート剤と抗体の結合の最適条件，

1111n標識方法，標識抗体の免疫活性の変化，　in

vitroにおける安定性などについて検討した．

IL　材料および方法

　1．材　　料

　1）　モノクローナル抗体

　抗大腸癌モノクローナルA7抗体（以下A7抗

体）は，京都府立医大第一外科のご好意により提

供を受けた．A7抗体はマウスIgG1で，ヒト大

腸癌関連糖蛋白抗原（分子量45000）を認識す
る27）．

　2）キレート剤と他の試薬

　2－（4－Aminophenyl）ethylamine（APE）はAldrich

社（Milwaukee，　USA），　ethylene　glycolbis（suc－

cinimidyl　succinate（EGS）はSigma社（St．　Louis，

USA），　cyclic　DTPA　dianhydride（cDTPAA），

1－［4－（10－maleimidopropyl）amidobenzyl］ethylene－

diamine－N，N，N’，N’－tetraacetic　acid　（C10－Bz－

EDTA）およびisothiocyanatobenzyl－EDTA（SCN－

Bz・EDTA）は㈱同仁化学研究所（熊本），　human

immuno910bulin（HIG）はCapPel社（West　Chester，

USA），2－mercaptoethano1（2－ME），　dimethyl

　N／一＼N／一一＼N

息ぶぷ
　Cyclic　DTPA　dianllydr丘de

㎜仇1璽
Isothiocyanatobenzyl・EDTA

Q一二1黙εi灘

十三議熟璽：
　　　　　　　　（Diester　spacer）

Fig．1　Chemical　structures　of　four　bifunctional

　　　chelates．

sulfoxide（DMSO）は㈱和光純薬（大阪）より購入

した．本研究で使用したキレート剤の化学分子

式をFig．1に示した．緩衝液としてはリン酸

（PB），ホウ酸（BB），クエン酸（CB）緩衝液および

リン酸緩衝生食液（PBS）を用いた．

　3）放射性核種

　塩化インジウム（1111nC13）は日本メジフィジッ

クス社（西宮）より提供を受けた．過テクネチウ

ム酸ナトリウムー99m（99mTc）は第一ラジオアイソ

トープ研究所（東京）より購入した．

　2・キレート抗体の合成

　1）ジエステルスペーサを含むDTPA結合A7

　　抗体（EGS－DTPA－A7）の合成

　EGS－DTPAはPaikらの報告した方法の変法

で合成した23）．まず，0．1MのCB（pH　5）5　ml

に溶解したAPE（70　mg）とcDTPAA　700　mgを

同時に，CB（pH　5）20・m1を含むフラスコ中に少

量ずつ加えて，35分間軽く撹拝しながら反応させ

た．ついで，未反応のDTPAを分離せずに，生

成物（DTPA－P－（aminoethy1）anilide）溶液50μ1と

同モル比のEGS（100！～1，　DMSOに溶解）を850μd

の0．1MPB（pH　7．0）と混合し，室温で5分間反

応させて，succinimido－EGS－DTPAを作成した．

本研究ではA7抗体（15　mg／ml，　pH　7．0の0．1　M

PBで調製）とモル比3：1，6：1および10：1の
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succinimido－EGS－DTPAとの結合を検討した．結

合反応は4°C，12時間で行い，作成したEGS－

DTPA結合A7抗体の免疫活性（Immunoreactiv－

ity）変化の有無についても検討した．なお，標

識前に未反応のDTPAをcentricon－30（Amicon

社，Beverly，　USA）を用いて遠心除去した．

　2）サイクリック無水DTPA結合A7抗体
　　（DTPA－A7）の合成

　DTPA結合A7抗体の合成はPaikらの方法に
基づいて合成した28）．A7抗体（15mg／m1，　pH　8．4

の0．1M重炭酸緩衝液で調製）とモル比2：1の

cDTPAA（DMSOに溶解）を混合し，室温で1時

間反応させた後，未反応のDTPAをcentricon－30

を用いて遠心除去した．キレート結合A7抗体の

免疫活性も検討した．

　3）　イソチオシアンit　Bz－EDTA結合A7抗体

　　（SCN－Bz－EDTA－A7）の合成

　SCN－Bz－EDTA（DMSOに溶解したもの）対A7

抗体（15mg／m1，　pH　8．5のBB）をモル比1：1，

2：1，5：1，37℃で1時間，2時間，4時間で反

応させた後に，1111nと30分，60分，120分間反

応させ，条件検討を行った．次に，pH　7．4の

PBS，　pH　8．5あるいはpH　9．5のBBを用いて，

SCN－Bz－EDTA対A7抗体をモル比1：1で，

37°C2時間，4時間，8時間インキュベートし，

至適な緩衝液を決定した．また，モル比1：1，

37°C4時間で反応させた結合A7抗体の免疫活性

も検討した．

　4）炭fヒ水素スペーサを含むBz－EDTA結合

　　A7抗体（C　10－Bz－EDTA－A7）の合成

　還元剤2－MEを用いて，抗体の還元をMather

らの方法29）に基づいて行った．A7抗体（15mg／

m1，　PH　7．0の0．1　M　PBで調製）とモル比1000：1

の2－MEを室温で30分間反応させた．その後，

セファデックスG－50ゲル濾過カラム（2×8cm，

Phar：nacia社，　UpPsala，　Sweden）を用い室温で

1ml，’inin（0．1　M　PB，　pH　7．0）の流速で還元A7抗

体を精製し，centricon－30を用いて遠心濃縮した

ものをキレート剤との結合反応に使用した．まず，

C10－Bz－EDTA対還元A7抗体（15m9／ml，　PH　6・0
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の0．1MPBで調製）をモル比1：1，室温と37°C，

1時間あるいは2時間で反応させ，反応条件を検

討した．次に，pH　6．0，7．0，8．0のPBを用いて，

C10－Bz－EDTA対抗体をモル比1：1で反応させ，

至適なpHを決定した．さらにPBの適切なpH
値および至適温度，時間を決めた後，キレート剤

対還元A7抗体のモル比が標識率に及ぼす影響に

ついて，1：2，1：1，5：1，10：1のモル比で検討し

た．2－MEで還元したA7抗体およびキレートと

結合したA7抗体について免疫活性の変化を検討

した．

　3．方　　法

　1）キレート結合A7抗体の1111n標識

　まず，1111nC13溶液（159．2　MBq／m1）およびキ

レート結合A7抗体溶液を0．3－0．03　M酢酸一ク

エン酸緩衝液（pH　5）でそれぞれpH　4．8，6．0に調

整したのち，混合して4°Cで30分間反応させ

1111n標識した．酢酸一クエン酸緩衝液の最終濃

度は0．1－0．OlMであった．ついで，モル比500～

1000倍過剰のcDTPAAを加え，5分間反応させ

て抗体と結合していない1111nを除去した．1111n

標識後，シリカゲル薄層クロマトグラフィ（Thin

layer　chromatography，　TLC）（SILICAGEf－S200，

東京化成）（展開溶媒は10％ギ酸アンモニウム：

メタノール：05MCB－2：2：1）で抗体と結合し

た放射能標識率（標識率）を求めた．またペーパ

ー クロマトグラフィ（2×40cm，東洋濾紙）（展開

溶媒，0．15M塩化ナトリウム）により水酸化イン

ジウム（コロイド）形成の有無を検討した．さらに，

高速液体クロマトグラフィ（HPLC）により標識

抗体を精製した．HPLCは，ゲル濾過用TSK　gel－

G3000SWXLカラム（7．8　mln×30　cm，東ソー，

東京）を用い，0．1MPB（pH　7．4）にょり1m1／min

の流速で溶出した．蛋白量のピークの検出には紫

外線分光光度計（280nm）を用いた．また，蛋白

ピークの放射能はキュリーメータで測定した．

　2）免疫活性の評価

　キレート結合によるA7抗体の免疫活性低下の

有無を評価するために，細胞結合アッセイを行っ

た．一定量（5ng）の1111n－A7抗体と種々量のヒ
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ト大腸癌LS180細胞（0．25～6×106個）を総量

200　P1に調製し，室温で1時間インキュベートし

た．アッセイはtriplicateで行い，また抗体の非

特異的な細胞への結合を評価するため，各細胞の

濃度で過剰量（25μg）の未標識A7抗体を加えて

インキュベートした．インキュベートの後，冷

0．1％BSA加0．Ol　M　PBS　3　mlを加え遠心（1，500

rpm，5分間）して上清を吸引し，細胞を分離し

て，細胞と結合した放射能（B）を測定した．非特

異的結合放射能（Bo）を差し引いて求められた特

異的結合放射能（B－Bo）の総放射能（T）に対する

割合を算出した．特異的結合率の逆数（T／B－Bo）

を縦軸に細胞数の逆数（1／106細胞）を横軸にして

プロット30）を行い，免疫活性を求めた．

　モル比1000：1の2－MEで還元して99mTc標

識したA7抗体（Matherらの方法20）），ならびに

モル比1：1，5：1のC10－Bz－EDTAと反応させ，

1111n標識した（以下同）還元A7抗体，また

EGS－DTPAをモル比3：1，6：1，10：1；cDTPAA

をモル比2：1；SCN・・Bz－EDTAをモル比1：1で

結合させたA7抗体の免疫活性を検討した．

　3）1111n標識キレート結合A7抗体の血清中

　　およびPBS中における安定性の評価

　in　vitroの安定性については，1111n標識A7抗

体をヒト血清中で37°CまたはPBS中（0．01　M，

pH　7．4）で4°Cインキュベートし，　HPLCあるい

はTLCを用いて経時的に分析した．ヒト血清の

分離は血液を37°C，5％CO　2のもとで1時間イン

キュベートして血液を凝固させ，これを1，500rpm

で5分間遠心して分離した．ヒト血清1m1中に

1111n標識A7抗体25～35μ1（70～90μg），抗生物

質セブメタゾン（cefmetazon，100　Pt9／m1）を混合し，

pH　7．4に調整してインキュベートした．インキュ

ベートの直後，3，12，24，48，72，96，120，168時間

後にサンプルをHPLCで分析し，溶出液を0．5ml

ずつ採集し，ガンマカウンタで放射能を測定した．

また，キレート剤の競合反応により標識A7抗体

の安定性について，1m1のPBS中に標識A7抗
体（70～90μg／25～35μ1）とモル比1000倍過剰の

DTPA（167～214μg／10～13　tt1，　DMSOに溶解）

あるいはC10－Bz－EDTA（310～396μ9／10～13μ1，

PBSに溶解）を加えた場合，および加えなかった

場合，4°Cでインキュベートした後，標識率の経

時的変化をTLCを用いて比較評価した．

　4）キレート結合HIGの標識率の経時的変化

　キレート結合抗体の保存条件が1111n標識率に

及ぼす影響について，キレート結合HIGを用い

て検討した．キレート対HIGのモル比として，

C10－Bz－EDTA，　SCN－Bz－EDTAの場合にはとも

に1：1，EGS－DTPAでは10：1，DTPAでは2：1

とした．結合反応後，4種類のキレート結合

HIGをおのおの200　Ptg／40μ1ずつ4°Cあるいは

一 85°Cの超低温条件で保存し，3目，1，2，3，8，

12週間後に1111n標識を行い，　TLCを用いて標

識率の経時的な変化を測定した．

III．結　　果

　1）A7抗体の1111n標識

　緩衝液の種類，pH値，結合反応時間の変化が

結合抗体の標識率に及ぼす影響を検討した結果を

Table　1にまとめて示した．　EGS－DTPAの場合に

は，キレート対A7抗体のモル比が増加につれ，

標識率は徐々に上昇し，3倍では12．8％，6倍で

は50．8％，10倍では90％を示した．

　cDTPAAの場合には，キレート対A7抗体の
2倍モル比で標識率は95．5％を示した．

　SCN－Bz－EDTA対A7抗体をモル比1：1，37℃

の条件で1，2，4時間反応させた後に，30分，60

分，120分間で1111n標識し，　TLCで標識率を検

討したところ，結合反応時間が長くなるにつれて

標識率はおのおの30％，45％，55％と増加した．

しかし，標識時間を30分から120分に延長して

も標識率は変化しなかった．キレート対A7抗体

のモル比が1：1，2：1，5：1と増加するにつれて，

標識率は逆に低下する傾向を示した．SCN－Bz－

EDTA対A7抗体をモル比1：1で反応させた場

合，PBS中の標識率は2時間，4時間，8時間で

おのおの21．6％，32．3％，52．3％を示し，pH　8．5

のBBの場合には標識率はおのおの45・1％，

54．5％，66．2％を示した．しかし，pH　9．5のBB
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Table　l　Effect　of　conjugation　conditions　on　the　labeling　eMciency　and　immunoreactivity　of　A7　MoAb

Chelate：MoAb
（Mole：Mole）

Buffer
Conjugation

T（°C）　Time（hr）

・
）
王
％L
（

◆

）
R
％1
（

Maleimido－ClO－Bz－EDTA

1
1
1
つ
一

〇
く
ピ
噌
1
1

1 0．1MPB（pH　7．0）

　　　　　　　　　　　リカ
Isothiocyanatobenzyl・EDTA

1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1

0．01MPBS（pH　7．4）

　　　，，

　　　ラリ

0．05MBB（pH8．5）

　　　，，

　　　カリ
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1．R．81．0％

T：Temperature，　L．E．：Labeling　EMciency，1．R．：Immunoreactivity，　R．T．：Room　Temperature

の場合には2，4，8時間の結合反応でともに標識

率は約70％のほぼ一定値を示した．

　ClO－Bz－EDTA対A7抗体のモル比を1：1とし

て，室温と37°C，1時間あるいは2時間で反応さ

せ1111n標識したところ，温度の差は標識率に大

きな影響を及ぼさなかったが，反応時間1時間の

標識率は72％であったのに対し，2時間の標識

率は80％とやや高い値を示した．それ故，以後

の検討は室温，2時間の反応条件で行った．一方，

PH　6．0，7．0，8．0の間で1111n標識率に大きな差は

認められなかった．したがって，還元A7抗体の

精製およびキレートとA7抗体の結合反応におい

てもPBのpHを7．0にしてA7抗体の還元に用

いたpH値と一致させた．上記の結合反応条件，

すなわちpH　7．0のPB，室温と2時間反応におけ

るキレート対A7抗体のモル比の増加による標識

率の変化をTable　1に示した．モル比が1：2の

場合には，標識率は10．4％ときわめて低値を示

したが，モル比1：1，5：1，10：1の場合には標識

率はおのおの80％，86．5％，44．7％であった．

　2）免疫活性

　キレート剤と結合していないA7抗体，還元

A7抗体およびキレート剤と結合したA7抗体の

免疫活性の変化はTable　1で示した．キレート剤

と結合していないA7抗体の免疫活性は83．0％

であり，モル比1000：1の2－MEで還元したA7

抗体の免疫活性は81．0％であった．さらに還元

A7抗体とモル比1：1，5：1でC10－Bz－EDTAと

反応させた場合，免疫活性はおのおの87％，66％

となり，モル比5：1の方がA7抗体の免疫活性

はわずかな低下を示した．

　モル比3：1，6：1，10：1のEGS－DTPAと反応

させたA7抗体の免疫活性はおのおの72％，73％，

82％であった．また，SCN－Bz－EDTAおよび

cDTPAAと結合した1111n標識のA7抗体では免

疫活性の低下は認められず，おのおの85％，91％

であった．
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Fig．2　HPLC　profiles　of　iiiln　labeled　four　immunoconjugates，　incubated　in　human　serum

　　　at　37°C．　EGS－DTPA・A7（A）showed　radioactivity　associated　with　IgG　fraction

　　　（retention　time：8－9．5　min），　transferrin　containing　fraction（9．5－10．5　min）and

　　　In－DTPA　fraction（12－14　min）at　12　hrs．　DTPA－A7（B）demonstrated　radio－

　　　activity　associated　with　lgG　fraction　and　transferrin　containing　fraction　at　168　hrs．

　　　C10－Bz－EDTA－A7（C）and　SCN－Bz・EDTA－A7（D），　however，　only　showed　radio－

　　　activity　associated　with　lgG　fraction　at　168　hrs．

　3）1111n標識キレート結合A7抗体の血清中お

　　よびPBS中における安定性の評価

　1111n標識キレート結合A7抗体を37°Cのヒト

血清中でインキュベートした後のHPLCクロマ

トグラムをFig．2に示した．溶出された放射能を

IgGに相当する分子量分画（溶出時間8分～9．5

分），トランスフェリンに相当する分子量分画（同

9．5分～10．5分）およびIn－DTPAに相当する分子

量分画（同12分～14分）の3部分に分けて分析

した．1111n－EGS－DTPA－A7の場合IgGと結合し

た放射能は経時的に速やかに減少し168時間後わ

ずか4．9％（n－4）の放射能が認められるにすぎず，

血清中で非常に不安定であった（Fig．3）．一方，ト

ランスフェリンおよびIn－DTPAの分子量に相当

する分画中の放射能はおのおの12．6％，82．5％増

加した．また，抗体とキレート間の解離は著しく

速く，12時間後ですでに48．2％の放射能が

In－DTPAに相当する分画中に溶出された（Fig．

2A）．1111n－DTPA－A7の場合血清中でのインキュ

ベート時間が延長するにつれて，IgG分画中の放

射能は漸減し，24，72，168時間にはおのおの

90．6％，85．4％，79．8％（n－4）であったが，トラン

スフェリンに相当する分画中の放射能は漸増して

24，72，168時間にはおのおの9．4％，14・6％，20・3％

であった（Fig．4）．しかしながら，1111n－DTPA－A7

についてはiilln－EGS－DTPA－A7と異なりIn－

DTPAに相当する分画は認められなかった（Fig．

2B）．一方，1111n標識C10－Bz－EDTA結合A7抗体
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Fig．3　HPLC　analysis　of　1111n－EGS－DTPA－A7　incubated　in　the　human　serum　at　37°C．

　　　　　1111n　activity　in　IgG　fraction（一〇一）decreased　rapidly　to　only　4．9％at　168　hrs，

　　　　　while　1111n　activity　in　transferrin　containing　fraction（一△一）and　In－DTPA

　　　　　fraction（一◆一）increased　to　12．6％and　82．5％，　respectively（Mean±SD，　n＝4）．
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Fig．4　HPLC　analysis　of　1111n・DTPA－A7　incubated　in　the　human　serum　at　37◇C．1111n

　　　　　activity　in　IgG　fraction（一〇一）decreased　gradually　to　about　79．8％at　l68　hrs，

　　　　　while　transferrin　containing　fraction（一△一）increased　to　20．3％（Mean士SD，

　　　　　n＝4）．
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Fig．5　Stability　of　1111n　labeled　four　immunoconjugates．　The　samples　were　incubated

　　　in　PBS　at　4℃and　analyzed　by　thin　layer　chromatography（TLC）．一〇－EGS・

　　　DTPA－A7，一△－DTPA－A7，一×－C10－Bz－EDTA－A7，一●－SCN－Bz－
　　　EDTA－A7．

およびSCN－Bz－EDTA結合A7抗体については，

HPLCの経時的な放射能溶出曲線の変化がなく，

いずれの時間においても放射能はIgG分画にの

み認められた（Fig．2C，　D）．

　1111n標識キレート結合A7抗体を4°CのPBS

中でインキュベートし，TLCで抗体およびDTPA

と結合した放射能の経時的変化を検討した．

1111n－DTPA－A7，1111n－SCN－Bz－EDTA－A7および

1111n－C　10－Bz－EDTA－A7の場合には，抗体の放射

能の経時的な変化はほとんど認められなかった．

しかし，1111n－EGS－DTPA－A7の場合には抗体結

合の放射能の割合が軽度減少する傾向を示し，

168時間後には88．4％となった（Fig．5），さらに，

4種類のキレート結合A7抗体にモル比で1000

倍過剰のcDTPAAあるいはC10－Bz－EDTAを加

えてインキュベートした場合の放射能変化は，

PBS中にcDTPAAあるいはC10－Bz－EDTAを加
えないで得られた結果とほぼ同じであった．

　4）キレート結合mGの標識率の経時的変化

　キレート結合したHIGを4°Cあるいは一85°C

で保存し，一定時間後に1111n標識を行い，　TLC

を用いて標識率の経時的変化を検討した．－85°C

の条件で保存した4種類の結合HIGは3か月後

でも1111nの標識率は低下を示さず，いずれも

go％以上を示した（Fig．6A）．また，4°cで保存

した場合にも，cDTPAA，　SCN－Bz－EDTAおよび

C10－Bz－EDTA結合HIGの標識率の経時的な低

下は認められず，いずれも90％以上を示した．

しかし，EGS・DTPA結合HIGの場合には，保存

時間が長くなるにしたがって標識率は低下し，3

か月後には57％となった（Fig．6B）．

IV．考　　察

　RISによる癌の検出能には種々の要因が影響を

及ぼすことが知られている30”32）．癌への特異的

な放射能集積を増加させるためには，より高い免

疫活性，親和性を有する抗体を使用することはも

ちろんのこと30・31），抗体とキレートの結合および

1111n標識の操作過程において抗体の免疫活性を

保つことが重要である4・32）．本研究では，スペー

Presented by Medical*Online



スペーサ含有および非含有二官能性キレート剤を用いた1111n標識モノクローナル抗体の比較研究 467

（ボ
）
ら
⇔
5
石
已
口
b
。
亘
。
鷺

100

80

60

40

20

L
O

O
20　　40　　60　　80　　100　　0　　　20　　40　　60　　80　　100

Storage　Time（days）

Fig．6　Effect　of　storage　conditions　on　the　labeling　eMciency（LE）of　four　HIG・chelate

　　　conjugates．　The　samples　were　analyzed　by　TLC　at　various　time　points．　A　and　B：

　　　conjugates　were　stored　at－85°C　and　4℃，　respectively．　The　LE　for　DTPA・

　　　HIG（一△一），　SCN－Bz－EDTA－HIG（一〇一）and　CIO－Bz－EDTA－HIG（一◆一）

　　　conjugates　remained　unchanged　when　stored　both　at－85°C　or　4°C　for　12weeks．

　　　The　LE　for　EGS・DTPA－HIG（一●一）conjugate　was　remained　high　when　stored

　　　at－85℃，　but　it　was　decreased　while　stored　at　4°C　with　time．

サを含むEGS－DTPA，　C　10－Bz－EDTAおよびス

ペーサを含まないcDTPAA，　SCN－Bz－EDTAを用

いて，A7抗体との結合反応の至適条件，1111n標

識方法，操作過程における標識抗体の免疫活性の

低下の有無，および標識抗体のヒト血清中での安

定性などについて検討した．

　EGS－DTPAの場合にはキレート対抗体のモル

比が3から10まで増加するにつれ，1111nの標識

率も増加し，モル比10：1における標識率は90％

で，かつ免疫活性も良好に保持された．また，

cDTPAAの場合にはキレート対抗体のモル比を

2：1とすると，標識率は95％以上となり，免疫

活性も保たれ，これが至適条件と考えられた．

　SCN－Bz－EDTAと抗体の結合反応に関する報告

は見られた11’33）が，本研究では標識率が高く，

かつ抗体の免疫活性が保存される至適反応条件を

求めるためにキレート対抗体のモル比，キレート

の結合反応に用いる緩衝液，反応の時間などにつ

いて検討した．SCN・Bz－EDTAの場合には，緩衝

液の種類および緩衝液のpH値は標識率に大きな

影響を及ぼすことが明らかとなった．すなわち

PBS中で抗体とキレートを結合させた場合よりも，

BB中で結合させた場合の方が高い標識率が得ら

れた．さらにpH　8．5のBBよりもpH　9．5のBB

を用いた場合の方が，高い標識率が得られた．キ

レート対抗体のモル比が標識率に及ぼす影響では，

モル比が1：1以下の場合には抗体分子当たりに

導入されるキレート数が少なくなるため，標識率

は低下した．一方，モル比が5：1以上の場合には，

抗体と結合しない未反応のキレート剤が反応液中

に多く残るため，抗体の標識率が低下した．モル

比1：1，37°C，4時間で結合反応させた場合，標

識率70％が得られ，かつ抗体の免疫活性も85％

とよく保たれ，これが至適条件と考えられた．

　新しいキレート剤C10－Bz－EDTAに関する研究

報告がまだ見られていないため，C10－Bz－EDTA

とA7抗体の結合反応についてキレート対抗体の

モル比，リン酸緩衝液のpH，反応時間と温度な

ど結合反応の至適条件を検討した．C10・Bz－EDTA

はマレイミド基を介して抗体と結合し，Bz－EDTA

を介して1111nと配位結合する仕組みとなってい

る（Fig．1）．この際，　C10－Bz－EDTAのマレイミド
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基と抗体を結合させるためには，抗体のdisulfide

bondを還元しチオール基を導入する必要がある．

この還元操作によるA7抗体の免疫活性の低下は

認められなかった．また，PBのpH値は結合抗

体の標識率に大きな影響を及ぼさなかった．しか

し，キレート対抗体のモル比の増加はSCN－Bz－

EDTAと同様，結合抗体の標識率に影響を及ぼ

した．C10－Bz－EDTAについては，抗体とのモル

比1：1で室温で2時間結合反応させた場合，標

識率は80％となり，かつ免疫活性は87％であっ

たので，この条件が至適条件と考えられた．

　キレート結合抗体の血清中での安定性はトレー

サの体内分布に大きな影響を及ぼす34・35）．今回の

検討では4種類のキレート剤についてin　vitroの

安定性にかなりの差が認められた．EGS－DTPA

結合A7抗体では血清中で放射能の経時的変化が

認められた．すなわち，1111n放射能は抗体から

解離しトランスフェリンにも移行したが，1111n

放射能の大部分は1111n－DTPA類似の形で結合抗

体から遊離した．EGS－DTPA結合抗体中に形成

されているジエステル結合（diester　spacer）は主

に肝臓でエステラーゼにより代謝されると考えら

れているが23’”25），今回のin　vitro安定性検討で

はこのジエステル結合が血清中においても代謝さ

れることが明らかとなった．これに対して，

DTPA結合抗体ではDTPAの1111n保持力が不

十分であり，1日2～10％の速度で1111nがトラ

ンスフェリンへ移行すると報告されている34”37）．

Hnatowichら34’35・37）は，1111n標識DTPA結合

抗体をマウスおよび患者に投与した後に，マウス

では24時間で約6％の1111n，患者では24時間

で約9％の1111nが抗体からトランスフェリンに

移行したと報告している．本研究でも同様の結果

が得られ，DTPA結合抗体については放射能の

経時的なトランスフェリンへの移行が確認された．

しかし，DTPA結合A7抗体ではEGS－DTPA結

合A7抗体とは異なり，抗体とキレート間の解離

は認められず，少なくとも血中においては抗体と

DTPA間のアミド（Amide）結合は安定であると

考えられた．一方，SCN－Bz－EDTAとCIO－Bz一

EDTA結合A7抗体は血清中で非常に安定であ

り，168時間のインキュベート後でもほとんどの

1111n放射能がIgGに相当する分画に溶出し，　ト

ランスフェリンへの放射能の移行や抗体とキレー

トの解離は認められなかった．したがって，チオ

ウレア基（Thiourea）によるSCN－Bz－EDTAと抗

体の結合やチオエーテル基（Thioether）による

C10－Bz－EDTAと抗体の結合は血清中で非常に安

定と考えられた．この結果は，Lym－1抗体を用い

てSCN－Bz－EDTA結合抗体の血清中の安定性に

ついて報告したColeらの結果と一致した3s・39｝．

また，A7抗体の標識率はSCN－Bz－EDTAおよび

C10－Bz－EDTAを用いた場合，　HIGより低いこと

が明らかになった．これはA7抗体とHIGでは

結合に与かるリジン基やチオール基（ジスルフィ

ド結合）の数が異なるためと考えられた．

v．結　　論

　スペーサを含むあるいは含まない二官能性キ

レート剤とA7抗体の結合反応の至適条件，結合

抗体の1111n標識およびin　vitroにおける安定

性の検討などを行い，以下の結論を得た．

　1）いずれのキレートでも抗体の免疫活性を低

下させることなく，臨床上の使用に耐えうる十分

高い比放射能標識抗体が得られた．

　2）DTPA構造を有するEGS－DTPAとDTPA
結合A7抗体では1111n放射能が標識抗体からト

ランスフェリンに移行し，ともに血清中で不安定

であった．さらにEGS－DTPA結合A7抗体では

In－DTPAの形でも標識抗体から放射能が遊離し，

ジエステルスペーサの解離が確認された．

　3）Bz－DTPA構造を有するCIO・Bz－EDTAと

SCN－Bz－EDTA結合A7抗体では明らかなトラン

スフニリンへの放射能移行は認められず，血清中

できわめて安定であることを見いだした．

　以上より，in　vitroにおけるC10－Bz－EDTA結

合抗体のEGS－DTPA結合抗体に対する優位性が

示されたものと考えられ，ClO－Bz－EDTAを用い

ることにより腫瘍描画の向上が期待される．
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Summary

Comparative　Studies　of　ililn－Labeled　Monoclona1　Antibody　Using

　　　　Spacer－Containing　and　Non－spacer　Bifunctional　Chelates：

（1）Conjugation，　Labeling⑬Imm皿oreactivity　and　ln　Vitro　StabiEity

Baofu　SUN

Depa’・’〃le〃’of　Nuclear　Medici，〃θ，」（anazaiva　Unive’・5的・　Schoot　of　Medici，〃e

　　Bifunctional　chelates　containing　chemical　spacer，

succinimido－EGS－DTPA　（EGS－DTPA，　diester
spacer）　and　1－【4－（10－maleimidopropyl）amido－

benzy1］ethylenediamine－N，N，N’，N’－tetraacetic　acid

（C10－Bz－EDTA，　hydrocarbon　spacer）were　syn・

thesized　and　compared　in　vitro　with　non－spacer

chelates，　cyclic　DTPA　dianhydride（cDTPAA）and

isothiocyanatobenzyl－EDTA　（SCN－Bz－EDTA）．

The　optimum　condition　for　conjugation　with
chelates，　labeling　e伍ciency，　imm皿oreactivity　and

stability　in　the　serum　were　investigated　with　respect

to　fbur　chelates．　The　labeling　e伍ciency　fbr　EGS－

DTPA・A7　and　DTPA－A7　was　90％and　over　95％，

respectively，　when　reacted　by　the　chelate　to　anti・

body　ratios　of　10：1for　EGS－DTPA　and　2：1f（）r

cDTPAA．　The　labeling　e缶ciency　for　SCN－Bz・

EDTA　and　C10－Bz－EDTA　was　70％and　80％，
respectively，　when　both　of　the　chelates　were　con－

jugated　with　the　antibody　in　a　1：1ratio．　EGS－

DTPA－A7　andDTPA－A7　were　unstable　when　incu一

bated　in　the　human　serum　at　37°C　and　showed　the

transchelation　to　the　transferrin　fraction　of　the

1111n　activity．　Furthermore，　the　radioactivity　from

1111n－EGS－DTPA－A7　was　also　found　to　be　as－

sociated　with　the　In－DTPA　fraction，　indicating

that　the　diester　spacer　was　cleaved　in　the　serum．

SCN－Bz－EDTA－A7　and　C　10－Bz－EDTA－A7　were

very　stable：there　was　no　evidence　of　transchela－

tion　or　any　activity　was　dissociated　from　the　con・

jugated　antibody　when　incubated　in　the　human

serum　fbr　168　hrs．　Using　CIO－Bz－EDTA，　immuno－

conjugate　with　suMcient　specific　activity　was

obtained　and　high　immunoreactivity　was　main－

tained．　It　was　considerable　that　the　CIO－Bz－EDTA

immunoconjugate　would　produce　preferable　bio－

distribution　than　EGS－DTPA　immunoconjugate
do．

　　Key　words：Monoclonal　antibody，　Bifunctional

chelate，　Diester　spacer，　Hydrocarbon　spacer，

Transchelation．
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