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《原　著》

癌の免疫シンチグラフn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
（1）高免疫活性抗体の分離・精製法の開発一

横　　山 邦　　彦＊

　要旨　放射性核種標識モノクローナル抗体による癌の診断および治療では，用いる抗体の免疫活性（IR）

が高く保持されていることが前提となる．免疫活性の変化が抗体の体内動態に及ぼす影響を検討するための

基礎的段階として，より高い免疫活性のモノクローナル抗体の分離・精製方法を開発し，その方法により得

られた抗体を種々のin　vitro　cell　binding　assay（CBA）を用いて評価検討を行った．その結果既存の精製法

で得られた悪性黒色腫に対する抗体96．5のFabフラグメントが，さらに2っの分画に，　hydroxylapatite

（HA）カラムを組み込んだ高速液体クロマトグラフィ（HPLC）によって分離された．　CBAの結果2っの分

画は，よりIRの低い抗体と高い抗体であることが示され，　HA－HPLCにょってIRの差に基づき抗体を効

率よくかつ簡便に分離精製できることが明らかとなった．

1．はじめに

　ロットによる特異性および親和性の変動が見ら

れるポリクローナル抗体と異なり，細胞融合法に

よるハイブリドーマ技術は，一定の特異性と親和

性を有するモノクローナル抗体の恒常的な安定供

給を可能にした1）．さらにポリクローナル抗体の

時代では困難であった微量で抗原性の弱い未知物

質，例えば癌関連抗原に対する抗体の作製をも容

易とした．癌に対する特異性の高いモノクローナ

ル抗体を生体内で“担体（carrier）”として用いる

これらの方法論の成否の鍵を握る第一義的な因子

としては，免疫活性（immunoreactivity），特異性，

親和性等の抗体自身の特性が考えられる2）．なか

でもモノクローナル抗体の免疫活性は種々の操作

により低下することが知られており，例えば放射

性核種標識に際しては，できるだけ抗体の免疫活
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性を低下させないことが最も重要な目標の一つと

されている3・4）．このような免疫活性の重要性に

関する認識に基づき，抗体を動物実験や臨床投

与に使用する以前に，in　vitroで免疫活性を検討

することが不可欠とされている5）．しかしながら

その重要性の根拠，すなわち免疫活陛の変化が，

抗体の体内動態にどのような影響を及ぼすかに関

しては未だ明確な説明がなされていない．なぜな

ら，従来適当な実験モデルが得られなかったため

か，免疫活性と体内分布との関係を解明しようと

意図された検討がほとんどなされていなかったか

らである．わずかに1986年Larsonが，免疫活性

の変化が腫瘍と非腫瘍間の抗体分布比に影響する

ことを，単に理論的モデルを用いて指摘している

にすぎない6）．そこで今回，抗体の免疫活性の変

化が体内動態ならびに腫瘍集積にどのような影響

を与えるかを，実際に動物実験系において再現を

試み検討した．具体的には，まず第一段階として，

既存のモノクローナル抗体から，より免疫活性の

高い分画を得るために，分離・精製法を開発した．

さらにその方法により精製された抗体の免疫活性

をin　vitroで比較し，この精製法の有用性を評価

検討した．
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1．モノクローナル抗体
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　ヒト悪性黒色腫に対するマウスモノクn一ナル

抗体965（lgG2。）のFabフラグメントを用いた．

抗体はNS－1を親株として作製され，分子量97，000

の悪性黒色腫関連糖蛋白抗原（p97）を認識する7）．

Fabフラグメントは，　Balb／cマウス腹水中より

得られた抗体（intact　lgG）をパパイン消化し，プ

ロテインAセファロースカラムクロマトグラフ

ィを用いて精製した8）Oncogen社（Seattle，　USA）

製Fabフラグメントを使用した．実験に先立っ

て，抗体の純度をゲル濾過高速液体クロマトグラ

フィ（TSK　2000SW十TSK　3000SW）で検討し，

分子量がFabに一致した単一ピークのみである

ことを確認した．

　放射性ヨード標識は，クロラミンT法の変法を

用いた7）．1mgのFab　96．5と1mCiのNa1251

（New　England　Nuclear，　Boston，　MA）に，125μg

のクuラミンTを0．1Mリン酸緩衝液（pH　7．4）

中で混和し，室温で1分間反応後，速やかにセフ

ァデックスG－25カラムにより，蛋白分画を分離

した．得られた比放射能はo．8mCi／mgであり，

10％トリクロロ酢酸ではゲル濾過後97％以上の

放射能が沈澱分画に認められた．

　抗体へのDTPA（diethylenetriamine　pentaacetic

acid）の導入は，　cyclic　DTPA法9）を用いた．モル

比1：1の抗体とbicyclic　DTPA　anhydrideを

0．1M炭酸緩衝液（pH　8．3）中で混和し，室温で60

分反応させた．DTPAと抗体のconjugation　yield

は約60％で，未反応のDTPAをCentricon　30

（Amicon社）を用いた限外濾過により除去した．

1111n標識は，適当量の上記反応生成物とクエン酸

インジウム（1111n，　New　England　Nuclear，　Boston，

MA）を0．3　M酢酸緩衝液（pH　5．5）＋0．03　Mクエ

ン酸緩衝液（pH　5）中で混和させることにより，

行った．

　2．悪性黒色腫細胞株

　ヒト皮膚原発巣由来の悪性黒色腫樹立株（FEM－

XII）をin　vitroのアッセイに用いた．細胞膜上の

p97の発現は，　F・ab・96．5を用いた螢光抗体法に

より確認した，10％胎児牛血清加のRPMI　1640培

地で培養を行い，2mM　EDTA（ethylenediamine－

tetraacetate）加洗浄緩衝液で遊離細胞を得，当目

アッセイに供した．また，実験に使用した細胞株

は，あらかじめマイコプラズマ試験を行い，陰性

であることを確認した．

皿［．方　　法

　1．Hydroxylapatite（HA）カラムクロマトグラ

　　フイ

　高速液体クロマトグラフィ（HPLC）装置に

hydroxylapatite（HA）カラム（Bio－Rad社製，7．8

×100mm，4．8　ml　bed　volume）およびガードカラ

ム（4．O×50　mm，　O．6　ml　bed　volume）を連装し，吸

光度計およびフラクションコレクターを装着して

用いた．

　50～100μgの未標識Fabないし，1251－Fabあ

るいは，F　ab－DTPA（100μ1）に本装置を使用し，

0．12Mリン酸緩衝液（pH　6．8）を用いて，室温で

流速を1　ml／分に設定しカラムの溶出を行った．

溶出された蛋白を280nmでの吸光度でモニター

した．また各フラクション内溶出蛋白1m1の放

射能を自動ウェル型検出器で測定した．さらに以

後の実験に用いるため，分離されたピークフラク

ションの蛋白濃度の定量は，BCAプロテインア

ッセイ（pierce社）で行った．

　2．　In　vitro　cell　binding　assay

　HA－HPLCにより分離された1251－F　ab　96．5の

各ピークフラクションの免疫活性（immuno－

reactivity；IR）および親和定数（aMnity　constant，

M－1）を細胞（FEX－XII）に対する結合アッセイ

（cell　binding　assay；CBA）により検討した．用い

た細胞は，実験直前に1％牛血清アルブミン添加

0．1Mリン酸緩衝生食液（pH　7．4，　PBS十BSA）で

3度遠心洗浄（1，000rpm，5分間）し，生細胞数を

トリパンブルー染色で算定した．

　1）　ImmunOreaCtiVity　analySiS

　IRの評価を行うために，一定量（5　ng）の1251－

Fabと種々の量の細胞（0．25～8．0×106個）とを
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総量200μ1で室温1時間インキュベートした．

アッセイはtriplicateであり，また抗体の非特異

的な細胞への結合を評価するため，過剰量（25μg）

の未標識抗体を加えたインキュベーションも各細

胞濃度で行った．インキュベーション後，冷PBS

＋BSA　4　m1を加え遠心（1，500　rpm，5分間）上清

を吸引して，細胞を分離し，細胞の放射能を測定

した．非特異的結合値で補正して求められた特異

的結合カウントの総放射能に対する割合（％cor・

rected　B／T）を縦軸に細胞数を横軸にプロットし，

次にこのデータを用いmodified　Lineweaver－Burk

plotlo）をも行い，両プロットを比較した．

　2）　Scatchard　analysis

　抗原抗体間の親和定数を評価するために，Scat－

chard　plotを実施した．一定量の細胞（0．5　x　106

個）に対し，種々の濃度の標識抗体（5ng／ml～

1mg／m1）を加え，インキュベーション後細胞を

遠心分離し，特異的細胞結合放射能と非結合放射

能の比率（B／F）を計算して，細胞に結合した抗体

量（B）との関係を，プロットした．アッセイ条件

等詳細は前述と同様である．また，前述のアッセ

イより得られたIR値で，非結合放射能（F）の補

正を行い，求められる傾き（親和定数）の違いを補

正前と比較した．

　3）　Competitive　binding　assay

　HA－HPLCにより，分離されたFab－DTPA分

画を検討するために，阻害アッセイを行った．ト

レーサーとして1251－Fab　96．5を用い，種々の濃

度のFab－DTPAのいずれかのピークを加え，ト

レーサーの細胞への結合の阻害程度を検討した．

2．5ngから250　ngのFab－DTPAと5ngの1251－

F　ab　96．5（トレーサー）および細胞（05×106個）

を総量200μ1中で，1時間室温にてインキュベー

ションした．また，未分離のF・ab－DTPA（HPLC

前）も比較のために用いた．細胞分離等の操作は，

前述のアッセイと同様である．
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Fig．1　Representative　hydroxylapatite（HA）chroma・

　　　tography　from　an　unlabeled　F　ab　96．5（left），

　　　an　12511abeled　F　ab　96．5（middle）and　an　F　ab－

　　　DTPA（right）based　on　UV　absorbance　at
　　　280nm．　For　three　preparations，　distrinctive

　　　two　peaks　were　eluted　at　retention　times　of

　　　6and　16min．　Radioactivity　trace　of　1251－F　ab

　　　96．5HA　chromatography　had　an　identical

　　　pattern　to　its　OD　trace・

Table　l　Protein　and　radioactivity　percentage　in　peak

　　　　l　and　peak　2　eluted　from　hydroxylapatite

　　　　column　chromatography

Peak　1 Peak　2

Protein（％）

　Fab96．5
　1251－Fab

　Fab－DTPA
Radioactivity（％）

　1251．Fab

13．2

16．0

42．7

15．0

86．6

84．0

57．3

IV．結　　果

85．0

1．HA・HPLCによるF　ab　96．5の分離

HA－HPLCにより，未PtT識　F　ab，1251－F　abおよ

びFab－DTPAは，ともに2っのピークに分離さ

れ，それぞれのretention　timeは6分と16分であ

った（Fig．1）．モニターした吸光度に基づく，そ

れぞれのピークの蛋白含量をTable　1に示す．未

標識Fabと1251－F　abは，ほとんど同様のクロマ

トグラムのパターンを示したのに比して，Fab－

DTPAでは，相対的にピーク1の増加，ピーク2

の減少を示した．1251－F　abでは，放射能の15％

がピーク1に，85％がピーク2に溶出され（Table

1），これは吸光度によるパターンとほぼ同一であ
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Fig．2　Result　of　cell　binding　assay　using　the　hydroxylapatite　chromatographic　peak　1’

　　　（○）and　peak　2（●）．　Percent　of　corrected　cell　bound　radioactivity　was　plotted

　　　against　the　cell　number．

り，それぞれのピークの比放射能が等しいことを

示した．Fab－DTPAから得られた2っのピーク

分画の1111n標識をそれぞれ行ったところ，反応

後30分でヒ゜一ク1とは90％以上の放射能が結合

したのに対し，ピーク2はほとんど標識されなか

った（5％以下）．なお今回実験に用いた蛋白量の

場合，このカラムからの蛋白量としての回収，お

よび放射能としての回収はそれぞれ90％以上であ

った．

　2．　In　vitro　cell　binding　assay（CBA）

　HA－HPLCにより分離された1251－F　ab　965の

2つのピーク間に，抗体の免疫活性の差があるか

否かを2種のCBAにより検討した．2っのアッ

セイは，同一の継代培養から得られた細胞を用い

て同時に行った．さらに未標識Fab－DTPAの評

価は，結合阻害アッセイによって行った．

　1）　ImmUnOreaCtiVity　analySiS

　細胞量（抗原量）を漸増させた時の，一定量

（5　ng）の標識抗体の結合を検討したアッセイの結

果を，Fig．2に示す．細胞量（抗原量）が増加す

るに従い，細胞に結合する標識抗体量は，いずれ

のピークでも増加しプラトーに達した．一方最大

結合率は，ピーク1では39％，ピー一ク2では79％

で
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Double　reciprocal　plot　of　the　hydroxylapatite

chromatographic　peaks．　Total　per　corrected

celI　bound　radioactivity　of　peak　1（○）or　peak　2

（●）was　plotted　against　the　reciprocals　of　cell

concentration．　Immunoreactive　fraction　of　two

peaks　was　determined　as　the　inverse　of　the　y

intercept．　Peak　2　possessed　two　times　greater

immunoreactive　fraction　（0．789）than　that

found　in　peak　1（0，392）．
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Fig．4　Scatchard　plot　of　the　hydroxylapatite　chromatographic　peak　1（A，　C）and　peak　2

　　　（B，D）．　The　slope　of　each　plot　represented　the　a伍nity　constant．　Without　correct－

　　　ing　for　the　i㎜unoreactive飴ction（A，　B），　the　slopes　for　two　peaks　were　ap－

　　　parently　different．　In　contrast，　with　the　correction（C，　D）the　slopes　for　two　peaks

　　　Came　OUt　tO　be　Similar．

と，ピーク2の方が約2倍結合性が高い有意な結

果を示した．この結果は非特異的結合値を減じて

求めたものであるが，両ピークとも過剰量の未標

識Fabを加えることにより，細胞への結合は完

全に阻害され，抗原に対する特異性に差はないこ

とが示された．抗原（Ag）抗体（Ab）間の反応に

質量作用の法則を適用すると，このアッセイ系の

反応は以下のように表現される．

　　　　Ag十AB　＃　Ag－Ab
　　　（A－B）（T－B）　　　（B）

　この式から文末の付録に示したごとく，次の式

が導かれる．

　　　i－，量×去＋i…………・一（1）

Aは総抗原濃度，Tは総抗体濃度，　Bは抗原と結

合した抗体濃度であり，K。は親和定数（af丘nity

constant，　M－1）である．またrは，実際に免疫活

性を有する抗体分画の総抗体量に対する割合（im・

munoreactive　fraction）を示す．したがって，　T／B

を1／Aすなわち，結合率の逆数と，抗原量の逆

数とをプロットすれば，両者は直線関係となり，

y切片よりrを求めることができる10）．

　このmodified　Lineweaver－Burk　plotまたは両逆

数（double　reciploca1）PlotをFig．3に示した．最
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Fig．5　Results　of　competitive　cell　binding　assay　using　the　unpurified　F　ab－DTPA

　　　（一一一▲一一，hydroxylapatite　chromatographic　peak　l　F　ab－DTPA（一一◇一・一）and

　　　peak　2　F　ab－DTPA（一ロー）．　Mass　of　each　antibody　preparation　required　for

　　　50％inhibition　of　tracer　binding　was　34　ng，159　Dg　and　18ng，　respectively．

小2乗法により得られた直線からy切片を求める

と，ピーク1，2はそれぞれ2．55，1．27となった．

（1）式に基づきimmunoreactive　fractionはy切片

の逆数より求められ，それぞれピーク1が0．392，

ピーク2が0．789と計算された．この2つの値は

Fig．　2の最大結合率と全く一一Stし，今回用いた抗

体と細胞のアッセイ系では，double　reciplocal

plotでのみ求められるimmunoreactive　fraction

（r）を，便宜的に最大結合率で代用し得ることが

示された．

　2）　Scatchard　analysis

　次に，一定量の細胞（0．5×106個）と種々の濃度

の標識抗体とのScatchard　plotをFig．4－A，　Bに

示した．Scatchard　plotでは，その傾きは一K。

を，x切片は，抗体の最大結合数を表わすため，

1251－Fab　96．5のそれぞれのピークに関して，プロ

ットされたデータの直線近似を行った．傾きから

求めた親和定数はそれぞれ，0．50×109（ピーク

1），1．74×109（ピーク2）となり，みかけの親和

定数は約3．5倍異なった結果を示した．一方，

Scatchard　plotのデータをimmunoreactive　frac－

tionで補正する変法が報告されているが10），同時

に行ったアッセイから求めたrで補正した結果を

Fig．4－c，　Dに示す．　Fを求めるに際して，　Fig．

4－A，Bのプロットでは，加えた標識抗体の総量

（T）から結合量（B）を減じていたのに対して，結

合し得る抗体の総量（r×T）よりBを減じてC，D

ではプロットを行っている．これより求めたそれ

ぞれのヒ゜一クの親和定数は，2．93×109および

2．43×109（M－1）と計算された．

　3）　Competitive　binding　assay

　結合阻害アッセイの結果をFig．5に示した．イ

ンキュベーションへのFab－DTPAの添加量を変

えると，それに応じてトレーサー（1251－Fab　96．5）

の細胞への結合が阻害された．Fab－DTPAを加

えない時のトレーサー結合量（Bo）に対する，添加

時の結合量（B）の比率（％B／Bo）を縦軸に，　F　ab・

DTPAの添加量（ng）を横軸に片対数でプロット

した．3種のサンプル間の阻害力の比較は，トレー

サーの結合が50％に阻害される時のFab－DTPA

添加量を指標に比較した．50％阻害に必要な，未

分離　ピーク1，ピーク2のFab－DTPAはそれ

ぞれ34ng，159　ng，18ngであり，ピーク2はヒ゜

一ク1よりも約9倍，また未分離Fab－DTPAよ

りも約2倍強い阻害力を持つことが示された．
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v．考　　察

　癌組織を認識し反応するモノクローナル抗体を

放射性核種で標識し，体内に投与し，癌への放射

能の局在を診断11）（RadioimmunoscintigraPhy）お

よび治療12）（Radioimmunotherapy）に利用しよう

とする試みが今日まで数多くなされてきた．癌組

織に対する，より特異性と親和性の高い抗体を開

発することが，この方法論を活用するための根本

的課題であるが，同時に，効率の良い抗体の生産

法，精製法，放射性核種標識法等検討されるべき

問題も多々ある．今回，迅速で簡便な抗体の精製

法を確立し，分離された抗体をin・vitroで検討し

た．その結果得られたモノクローナル抗体に対す

る知見，本法の分離機構の原理，ならびに有用性

と臨床応用の可能性について考察した．

　1．抗体の分離・精製に関して

　抗体の分離・精製法には大きく分けて，抗体の

特異性を利用する方法と，非特異的な物理的性質

を利用する方法とがある．前者はアフィニティク

ロマトグラフィであり，抗原を用いる方法とプロ

テインAを用いる方法があげられる13）．後者には，

ゲル濾過14），等電点電気泳動13），イオン交換クロ

マト15）等の方法があげられる．たとえモノクロー

ナル抗体といえども，その中に免疫学的には活性

のない抗体が混在したり，種々の操作過程で変性

失活をうけることを考慮すると，活性のある抗体

分画を物性のみで分離・精製する方法には限界カミ

ある．したがって抗原に対する特異性を利用する，

抗原を用いたアフィニティクロマトグラフィーが

既存の方法の中では一番理想に近い．しかしなが

ら，抗原を用いることが逆にこの方法の限界でも

ある．なぜなら癌に対するモノクローナル抗体の

なかで，対応抗原が単離あるいは合成できる場合

はきわめて稀と思われるからである．さらに，固

相化抗原をそれぞれの抗体に対して準備しなくて

はならず，汎用性に乏しいともいえる．特異性で

は劣るが汎用性の高い点が，物性を利用する方法

の特長である．

　今回用いたHA－HPLCは，非特異的な汎用性
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の高い装置でありながら，抗体のIRに基づき，

Fab　96，5を分離・精製することができた．1251・

Fabを用いた検討では，　IRの低い分画から，高

い分画を効率よく精製することが可能であった．

IRとは過剰の抗原と結合し得る抗体の割合であ

り，immunoreactive　fractionを意味する4・10）．　i換

言すれば，抗体の免疫学的純度となり，1251－Fab

ピーク1では39％が，ピーク2では79％の抗体

のみが，抗原との反応性を持つと考えられる．2

つのピークのみかけ上の親和定数（K。）は異なっ

ていたが，ピーク1の61％，ピーク2の21％が

抗原とは結合し得ない免疫学的不純物であるため，

Kaの過少評価が生じている．そこでIRで補正

し，Scatchard　plotを再度行うと，　K、は両者と

もに近い値を示した．これは，両ピークの中で，

抗体活性を有する抗体のK。は，ほぼ等しいこと

を意味する．それゆえにHA－HPLCは，免疫学

的により不純な分画をピーク1に，逆により純度

の高い分画をピーク2に溶出したことになる．

　この不活性抗体の成因を1251標識操作による変

性失活とするのは妥当ではない．第一に今回の標

識操作では添加する酸化剤の量が少なく温和な条

件であったこと，1251原子の置i換は，抗体1分子

あたり0．02と計算され，一般的な変性の閾値で

ある2よりもきわめて低いことがあげられる16）．

さらに1251－Fab両ピークで比放射能が等しい結

果も，標識による変性または失活がピーク1を生

じたと考える根拠に乏しいことを示唆する．未標

識Fabと1251－Fabのクロマトグラムがほとんど

同一であったことから，1251－Fabでの検討で得ら

れた結果は，そのまま未標識Fabが本来有して

いた特性と考える方がむしろ合理的である．

　今回のモノクローナル抗体96．5作製に用いら

れた親株骨髄腫細胞はNS－1であり7），細胞融合

後ミエローマ由来のk鎖を分泌することが知られ

ている17）．この蛋白が，抗体の構成要素として適

当な確率で利用されるとすれば，B細胞のみで規

定される抗体とその免疫学的特性が異なることは

十分予想される．Juarez－Salinasらは，ハイブリ

ドーマが活性型と不活性型（ミエローマ由来）の
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2種のL鎖を産出し，その組み合わせにより3種

の異なったIgGが同時に分泌されることを電気

泳動により確認し，HAカラムにより分離できる

ことを報告している18）．今回用いたFabは，既

存の方法で精製がなされた市販品でありさらに分

子量的には均一純度を持つことを確認してあっ

た．それにもかかわらず，不活性抗体の混在がみ

られたことは，今後モノクロL－一・・ナル抗体を用いる

際の留意点としてその物理的純度を免疫学的純度

と同一に論ずることができないことを意味してい

る．

　2．HA－HPLCの分離機構に関して

　今回実験に用いられたhydroxylapatiteとは，

リン酸カルシウム結晶（Calo（PO4）6（OH）2）であり，

従来よりオープンカラム用の充てん剤として，蛋

白19），ペプチド20），酵素21），核酸22）等種々の物

質の分析・精製に用いられてきた．多くの検討に

より，HAを用いた分離機構は，他の分離手法，

例えば，電気泳動・イオン交換・ゲル濾過等とは

異なる原理に基づくことが示唆されているが23），

未だ明確な結論に至っていない．しかし，今回の

実験から，少なくとも分子量が主たる役割を果た

していないことは，明らかである．なぜなら実験

に用いたFabはあらかじめ，ゲル濾過HPLCに

より単一ピークで構成されることが確認されてい

るからである．

　興味深いことにこのHA－HPLCによる分離は，

蛋白に結合したDTPAにより影響をうける．

Fab－DTPAも2っのヒ゜一クに分離され，それぞ

れを阻害アッセイで検討したところ，ピーク2が

ピーク1に比べて約9倍強い活性を持つことが判

明した．さらに未標識Fabや1251－Fabの場合と

異なり，クロマトグラムのパターンはDTPAを

結合させたことにより，低活性のピーク1の割合

が増加し，高活性ピーク2の比率が減少した．

DTPA結合により抗体に対する何らかの変性機転

が働いた結果HA－HPLCは，そのIRを認識して

分離するものと予想されたため，当初DTPA結

合抗体の精製にも有用であると期待された．とこ

ろが，分離されたピーク1は1111nと高率に結合

したにもかかわらず，ピー一一…ク2は1111nとの結合

性がきわめて低い結果を示した．1111nに対する

各ピークの標識率の差は，①各ピーク分画に結合

するDTPAの数が異なるためか，または，②各

ヒ゜一一ク分画に結合するDTPAが1111nに対し異

なる反応性をもつかのいずれかと考えられた．

Paikらのアフィニティカラムを用いた検討では，

DTPA結合時に生じるnon　immunoreactiveな抗

体に結合したDTPAは，　immunoreactiveな抗体

に結合したDTPAと1111nに対する反応性が変わ

らないことを示しているため24），今回みられた標

識率の差は，①の結合したDTPAの数の違いに

起因すると結論づけられる．したがってピーク2

分画が1111nでほとんど標識されなかったことと

併せて考察すると，DTPAと結合した抗体の大

部分がピーク1分画に溶出したことになり，この

カラムによるIRの差に基づくFab－DTPAの分

離精製は不可能と判断された．1111n等の金属イ

オンに対するキレート剤であるDTPAは，負の

電荷を持つためDTPAの電荷が直接に，あるい

は結合によって生ずる何らかの抗体の高次構造の

変化が，このカラムの分離機構に影響を与えたも

のと推察された．またこの結果は，このカラムの

応用法の1つの限界を示すものと思われた．

　3．HA－HPLCの臨床応用に関して

　新しくHPLC用に開発されたhydroxylapatite

カラムを用いることにより，高免疫活性モノクロ

ーナル抗体を分離・精製できることが，本法の特

色であり利点である．また，溶出液のpH，イオ

ン強度が抗体にとって温和な条件であり，分離は

30分以内に終了し，室温でも操作可能であり，ま

た，グラディエントポンプも必要としない．さら

に得られたカラムはオートクレープが可能なた

め，無菌操作に用いることもできる．以上により

HA－HPLCによるモノクロ・一一ナル抗体の分離精製

法は，迅速かつ簡便で，汎用性の高い有用な方法

と思われる．したがって，1）未標識（cold）抗体

の精製，および2）患者に投与する直前のヨード

：標識抗体の精製ならびに簡易的な免疫活性の確認

に用いることが臨床への応用法として考えられる．
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VI．結　　論

　1．既存の精製法で得られた，単一の分子量分

画よりなるFab　965がHA－HPLCを用いること

で，さらに2つの分画に分離されることが見いだ

された．

　2．2つの分画の親和定数は2．93×109および

2．43×109（M－1）であり，免疫活性は39％および

79％であったことより，2つの分画は親和力がほ

ぼ等しく，免疫活性が低いものと高いものである

ことが判明した．

　3．Fab－DTPAをHA－HPLCにより分離する

と，1111nとの結合性をもつ抗体は，ほとんど最

初のピーク（低活性分画）に溶出される結果となっ

た．

　HA－HPLC法は迅速かつ簡便で無菌操作が可能

なため，患者に投与直前のヨード標識抗体の精製

時に用いる臨床応用方法も可能と考えられた．

付　　録

　抗原（Ag），抗体（Ab）間の反応に質量作用の法

則を適用すると，この実験に用いたアッセイ系の

反応は以下のように表現される．

　　　　　　　　　　　kl
　　　　Ag十AB　F＝＞Ag－Ab
　　　　　　　　　　　k2
　　　（A－B）（T－B）　　　（B）

ここでAは総抗原量，Tは総抗体量，　Bは結合

に関与した抗体量，もしくは，抗原抗体複合体量

であり，それぞれ濃度（M）の次元を持つ．この

アッセイでは，Tが一定で，　AとBが，変数と

なる．用いた抗体はFabであるため抗原への結

合に関しては一価となり，k・，　k2はそれぞれ一次，

二次の速度定数（rate　constant）となる．熱力学平

衡に達した時点では，生成と分離の速度は等しく

なり，

（A－B）（T－B）kl＝B・k2　……………（1）

となる．さらに，（1）式は，

　　　B
（A－B）（T－B）一

妾已…………（2）
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であり，K、は親和定数（M－1）になる．ここで加

えられた抗原（細胞）量が過剰とすれば（A》B）（2）

式は，

　B　　　　＝KaA（T－B）

B＝ 　T
　1
　　　十l
Ka・A

・・・…
　一・・…　一・・・・・・・・・…　　（3）

となる．用いたモノクローナル抗体溶液中には，

種々の要因で抗原との結合能を失った分画が存在

するため，ここで用いたモノクローナル抗体溶液

中，真に免疫活性（IR）を保持する抗体の比率（irn－

munoreactive　fraction）をrとすると，（3）式は，

　　　　　　　rT
　　　B－
　　　　　　　1
　　　　　　　　　十1
　　　　　　Ka・A

　　　：＝K芸＋1’’’’’’’’”“’’”…（4）

とMichaelis－Menten型の反応式に書き直すこと

ができる．この関係から，細胞量（A）を無限大に

加えた時，B／T（細胞への標識抗体の結合率）はr

となり，rが理論的には求められるが，実際上無

限大の細胞は加えられないため，（4）式の逆数を

とると，

）5（
－
“
1
十⊥
A

×

al
K

　

P

　
＝T
百

となり，T／Bを1／Aすなわち，結合率の逆数

と，抗原量の逆数とをプロットすれば，両者は直

線関係となり，y切片よりrを求めることができ

る．
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Summary

Advantage　of　Hig阯y㎞皿oreactive　Monoclonal　Antibodies

in　Radioimm皿oscintigraphy　for　Tumor　Detection：mNew
　　　　　　P皿ification　System　for　Monoclona1　Antibodies

Kunihiko　YoKoYAMA

1）epart〃2elzr　q〃Wc』”悟4∫c加θ，　Ka〃azawa　University　Sehool　of　Medi’cine

1㎜unoreactivity（IR）is　the舳ction　of　a　mono－

clonal　antibody（MoAb）preparation　capable　of

binding　to　an　excess　of　a　specific　antigen，　One　of

the　most　irnportant　requirements　fbr　successful

radioimmunoscintigraphy　is　to　use　a　highly　im－

munoreactive　MoAb．　To　assess　the　effect　of　an

antibody　IR　on　biodistribution，　a　fast　and　simple

puri丘cation　method　has　been　developed　using　a

hlgh　performance　liquid　chromatography（HPLC）

system　equipped　with　a　hydroxylapatite（HA）

column．　The　column　was　eluted　at　ambient　tem－

perature　with　O．12Msodium　phosphate　buffer
（pH　6．8）．　With　this　system，　the　F　ab　fragments

from　the　MoAb　96．5　against　the　human　melanoma

associated　p97　antigen　were　separated　into　two

well－resolved　peaks　at　ret斑tion　times　of　6　and

16mln．　FEM－XII　cells（human　skin　melanoma
cell　line）were　used　in　a　cell　binding　assay（CBA）

to　determine　the　maximal　percent　IR　and　the

a伍nity　constant　of　each　HA－〕HPLC　peak．　The

second　peak丘om　an　1251－F　ab　96．5　showed　ap－

proximately　two　times　greater　maximaI　binding

than　did　the　first　peak，　whereas　the　af且nity　con－

stant　for　the　two　was　the　same．　This　indicated　that

the　F　ab　96．5　preparations　used　in　this　study　were

amixture　of　more　active　and　less　active　com－

ponents．　Moreover，　prior　to　the　HA－HPLC　ex－

periments，　these　preparations　were　analyzed　with

agel　filtration　HPLC　showing　a　single　molecular

weight　peak．　This　suggested　that　the　HA－HPLC

separation　was　not　based　on　molecular　weight

differences　although　the　separation　mechanism　of

HA　has　not　yet　been　fully　understood．　Thereby，　it

is　concluded　that　the　HA－HPLC　is　a　powerfu1　tool

to　purify　MoAbs　into　the　higher　immunoreactive

fraction　which　has　a　potential　advantage　in　tumor

targetlng．

　　Key　words：M皿oclonal　antibody，　F　ab　965，

Immunoreactivity，　AfHnity，　Hydroxylapatite　chro－

matography．
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