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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
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　要旨　抗血小板モノクローナル抗体を用いたイムノシンチグラフィを血栓検出に応用する目的で，ウサギ

を用いた基礎検討を行った．1－125標識した抗血小板抗体はin　vitroで特異的にウサギ血餅に結合した．ま

た，1－131で標識した抗血小板抗体はin　vivoで血栓および脾臓によく集積し，静注投与直後から脾臓の描

出を認め，24時間後には大腿動脈に作成した血栓がシンチグラム上陽性に描画された．また，静注24時間

後の放射活性の血栓対血液比は5．6～25．1に達した．これに対し，対照として用いた抗サイログロブリン抗

体では何ら有意な集積を認めなかった．以上より抗血小板モノクローナル抗体を用いたイムノシンチグラフ

ィは，血栓症の診断に有望な方法と思われた．

1．はじめに

　血栓症の核医学的診断法には，In－111で標識し

た血小板のほか，1－123・1－125・Tc－99m・Ga－67

などで標識したフィブリノーゲンなどが試みられ

てきた1－’7）．特にIn－111標識血小板は心腔内血栓

や動脈硬化性病変や人工血管の血栓形成の検討に

有用とされるが標識方法は煩雑である1’2・8・9）．

　一方，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て以来10），

Immunoscintigraphy（IS）が癌や心筋梗塞の局在

診断に盛んに行われるようになった11⇔14）．われわ

れはこのISを応用すれば，煩雑な直接的血小板
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標識によらなくても，簡便な抗体を介した間接的

血小板標識が可能になると考え，まず血小板に対

するモノクローナル抗体を作成，その性状を第1

編で報告した15）．本編では，ウサギ大腿動脈に作

成した血栓を，放射性ヨードで標識した抗血小板

モノクローナル抗体により描出する血栓症ISの

基礎検討を行ったので，その成績を報告する．

n．材料と方法

　1．放射性ヨード標識モノクローナル抗体の

　　作成

　血小板に対する抗体138－10・1－19，および対照

としてヒトサイログロブリンに対する抗体59A

の3種類のモノクローナル抗体を実験に供した．

　138－10，1－19抗体は第1編に述べた方法により

作成し，59A抗体は手術時に得られた甲状腺組

織よりサイログロブリンを精製，血小板に対する

抗体と同様の方法により，サイログロブリンと特

異的に反応するモノクローナル抗体を得た．Scat－

chard　plotにより求めた59Aのサイログロブリ
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ンとの親和定数は3．6×1010M－1と非常に高かっ

た．抗体のヨード標識は，第1編と同様クロラミ

ンーT法により行い16），いずれも比放射能約5mCi／

mgのものを得た．蛋白標識用放射1生ヨードNaI－

125，NaI－131はNew　England　Nuclear社（米国）

より購入した．

　2．標識抗体の血餅への結合（in　vitroモデル）

　既存の血栓，および形成過程にある新鮮血栓へ

のRI標識抗体の集積を検討する目的で，次の二

つの方法により，in　vitroで標識抗体の血餅への

結合を検討した．

　すなわち，①3．2％クエン酸ナトリウムを10％

加えて心臓採血したウサギ新鮮血1，000　Ptlに，ま

ず0．025M塩化カルシウム溶液100μ1を添加．

30分，37°Cにてインキュベートして血餅を形成

させた後，1－125標識抗体10万cpm／100　Ptlを加

え，37°Cでインキュベートする方法．

　および，②同様に採血した血液に直ちに①と同

様の1－125標識抗体を加え，37°C，30分インキュ

ベートし，その後塩化カルシウムを加えて血餅を

形成させる方法である．

　血餅への標識抗体の結合率は，加えた標識抗体

の放射活性に対する血餅に結合した放射活性の割

合を％で表示した．

　3．ウサギ大腿動脈血栓の作成（in・vivoモデル）

　ウサギ動脈血栓は鈴木らの方法4）により作成し

た．ネンブタール麻酔下に3kgのウサギの右大

腿動脈を露出，静脈・神経を剥離した後，綿棒に

て10％硝酸銀溶液を3回塗布し内膜を損傷させ

た．切開創は瞬間接着剤（アロンアルファ⑱，東亜

合成化学社製）にて接着閉鎖した．血栓形成の確

認は解剖時に大腿動脈を露出，ピンセットで軽く

圧迫することにより，動脈壁を通じて容易に視認

することができた．なお抗体から遊離した1－131

の甲状腺への摂取をブロックするため，実験の3

日前から実験終了時まで，飲水中にヨウ化カリを

加えて飼育した．

　4．シンチグラムおよび標識抗体の体内分布

　血栓モデル作成約1時間後に，1－131標識モノ

クローナル抗体（0．5mCi／100μ1）を耳静脈より投

与，以後24時間後まで経時的に平行コリメータ

を装着したガンマカメラ（Searl社製，米国）にて

ウサギのシンチグラムを撮像した．標識抗体投与

24時間後にネンブタール麻酔下に脱血屠殺し，

各臓器の放射活性をウエル型ガンマカウンターに

て測定，結果は各組織の血液に対する放射活性の

比として表示した．

III．結　　果

　ウサギ血餅に対する1・125標識モノクローナル

　抗体のin・vitroでの結合（Fig．1）

　血餅への1－125標識モノクローナル抗体の結合

率は，先に血餅を形成させておいて後から標識抗

体を加えた場合，それぞれ，138－10：11．9％，1－19：

16．1％，59A：2．5％であった．一方，先に1－125標

識抗体を加えてから血餅を形成させた場合にはそ

れぞれ1－125標識モノクローナル抗体の，138－10：

57％，1－19：66．7％，59A：7．5％が血餅と結合した．

対照に用いた抗体59Aに比べ，抗血小板抗体は

血餅との高い結合率を示した．またいずれの抗体

138－10

1－19

59A

　　％Binding（B／T）

0　　　15　　30　　45　　60　70

Fig．1　Bindings　of　I－1251abeled　monoclonal　anti－

　　　bodies　to　rabbit　blood　clot　in　vitro．　Mono－

　　　clonal　antibodies　138－10　and　1－19　reacted　with

　　　rabbit　platelets．　But　59A　was　not　reactive　with

　　　platelets．

　　　［：コ：1abeled　antibodies　added　before　clotting

　　　EZZ：labeled　antibodies　added　after　clotting
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Fig．2　Scintigrams　of　a　rabbit　with　right　femoral　arteriaいhrombus　at　l　hour（A），6hours（B），

　　　　　　and　24　hours（C）after　the　injection　of　I－1311abeled　antibody　1－19．　Blood　pool　image

　　　　　　and　splenic　accumulation　of　radioactivity　was　seen　at　l　and　6　hours．　However，　thrombus

　　　　　　was　clearly　visualized　at　24　hours　after　the　injection　of　I－1311abeled　1－19．　T：thrombus．　S：

　　　　　　spleen．
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Tissue／Blood　Ratio
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thrombUS旧it

Control　artery

without　thrombus

Liver

Spleen

Lung

Kidney

Muscle

Fig．3　Biodistribution　of　1－1311abeled　monoclona1　antibodies　24　hours　after　the　injection．

　　　Thrombus　to　blood　and　spleen　to　blood　ratios　of　radioactivity　obtained　by　using

　　　monoclonal　antibodies　to　platelets　were　much　higher　than　those　of　control

　　　antibody　59A，　Data　were　mean　of　two　rabbits．

においても，」血餅形成前に標識抗体を加えた方が，

血餅を形成させてから標識抗体を加えたよりも結

合率が高くなった．血小板への結合親和定数の最

も高かった1－19が15）」fiL餅へも最も高い結合率を

示したが，各抗体の血小板凝集能に及ぼす影響と

は一・定の関係は見られなかった．

　Figure　2A，　B，　Cはそれぞれ1－131標識抗1血L小板

モノク・一ナル抗体1－19を静脈内に投与1時間，

6時間，24時間後に撮像した代表的なウサギのシ

ンチグラムを示す．抗体1－19および138－10では，

投与直後より心プール像とともに脾臓への強い取

り込みが見られたが，標識抗体投与6時間後より

血栓が陽性画像として見えはじめ，24時間後には

血栓の局在を明瞭な陽性画像として認めることが

できた．一方，対照の抗体59Aでは脾臓への取り

込みが見られないのみならず，血栓も24時間後

圭でfp∫ら陽性画像として得ることができなかった．

　標識抗体投与24時間後のウサギ各臓器への放

射活’性の分布は，シンチグラムの所見をよく反映

し，抗lfiL小板抗体を用いた場合，　if［L栓／」OL液比で，

いずれも5．6～25．1と非常に高い値が得られた

（Fig．3）．脾臓にもやや高い取り込みが見られた

が，その他の臓器では抗体の有意な取り込みは見

られなかった．これに対し1－131標識59A抗体

を投与した場合，および血栓を作成しなかった対

側動脈での放射活性の対血液比は，0．3～0．5と著

しく低い値であった．

IV．考　　案

　1－131あるいは1－125などの放射性ヨードで標

識した抗血小板モノクローナル抗体は，in　vitro

で作成した血餅に特異的に結合したのみならず，

in　vivoでも人工的に作成した小さな血栓に特異

的に集積し，血栓を陽性描画することができた．

Osterらはイヌ血小板とも反応する抗ヒトJllL小板

抗体7E3を用いたでヌの血栓シンチグラムを報
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告した17）が，ウサギを用いての検討は本研究が初

めてである15）．

　標識抗体投与24時間後a）放射活性の血栓／血

液比｛，5．6～25．1と，Ga－67や1－131で標識した

フィプリノーゲンを用いた報告3）とほぼ同程度の

1直であった．標識抗体の投与により血栓のみなら

ず脾臓にも強い取り込みが見られたが，その他の

組織には有意の集積は認められなかった・また対

側の未処置動脈，および対照として投与した1－131

標識コントロール抗体は，いずれもシンチグラム

では陰性であった．コントロールとして用いた標

識抗体では脾臓が描出されなかったことにより，

標識抗血小板抗体が血小板と結合して，血小板・

抗体複合物を形成し，脾臓にも集積したものと解

釈される．脾臓へのRIの集積は従来の標識血小

板を用いた場合でも知られ1），先のOsterら17）の

報告でも認められるが，脾臓に重なる部分の診断

を困難にする反面，標識抗体の血中クリアランス

を早め，より早期に血栓が陽性描画されやすい可

能性があり，標識血小板を用いる方法の特徴とい

えるだろう．

　悪性腫瘍の1Sにおいては結合親和定数がより

高いr抗イ本が㌣｛ましし・とされているが14），われわれ

はlhL栓のISについても同じことがいえるであろ

うと考え15），ウサギ血小板と結合親和定数の高い

抗体1－19，138－10を用いて検討した．その結果in

vitro，　invivoのいずれも親和定数のより高い1－19

の方が138－10よりも血餅／血栓への結合／集積

率は高く，われわれの考えと一致する結果が得ら

れた．また，Osterらの抗体7E3は，トレーサー

量で50％がイヌ血小板に，ヒト血小板には90％

が結合するという1？）．われわれの1－19はヒト，

ウサギ血小板ともほぼ同様のおよそ70％が結合

し（結果略），臨床応用前の動物実験系に用いるに

は，7E3にまさると考えられるが，血栓Ageと集

積率との関係などは未だ検討の余地がある．

　これまでISは1三として悪性腫瘍を対象として

行われてきたが，血栓症では悪性疾患と異なり，

標的となる血栓より循環抗原，つまり血小板の方

がはるかに質量が多く，かつ血栓内部には標識抗
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体を運ぶ血流がないため，まず循環抗原一血小板

に結合した抗体が，機能を保った血小板とともに

血栓に粘着，集積していくものと考えられる9）．

この点，腫瘍内部の血流により標識抗体が直接腫

瘍（抗原）に結合していくと考えられる悪性疾患よ

り，血栓症ではISの効率が良い可能性がある．し

かし，今回のわれわれの実験では，標識抗体投与

24時間後に血栓が検川可能となり，Osterらの7E3

を使・・た報告17）の1．5～3時間よりかなり遅い．

この差の原因は実験動物の相違もあり不明である．

　血栓症は部位がどこであれ早期診断・治療が原

則で，より早い検出が望まれる．この点，これま

での悪性腫瘍に対する広範なISの研究結果の蓄

積，すなわち，より高い結合親和定数を持った抗

体の使用，抗体の投与量および方法18），抗体のフ

ラグメント化19），標識核種の選択20）などの手技に

よるISの性能の向上が直ちに応用可能と思われ

るのも，本法の今後の発展に関するメリットであ

ろう．今後これまでの血栓診断方法との比較とあ

わせた検討が必要と思われる．

　血小板に対するモノクローナル抗体の多くは血

小板機能に関係した細胞表面蛋白と反応してお

り17・21），われわれの作成した抗体も1～10　／t9／m1の

濃度で血小板凝集能に影響を及ぼすことがある15）．

このことは前述したような機序で標識抗体が血栓

に集積する限り，血小板機能がいくらかでも傷害

され，血栓への標識抗体の集積を低下させる可能

性があり，望ましくないと考えられる．特に投与

抗体の量を増やそうとする時に問題となろう．こ

れは，血栓症のISに正常の血小板に対する抗体

を用いたための本質的な問題であり，脾臓への標

識抗体の集積機序とともに，検討の余地がある．

　血栓症の治療には抗凝固療法や血栓溶解療法が

行われるが，血栓溶解剤を抗体に結合させてより

選択的に血栓に運ぶ試みなど，モノクローナル抗

体の特異性を活かした新しい血栓治療法に発展す

ることも期待される．

V．まとめ

ウサギ血小板と反応するモノクロー＋ル抗体を
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用いて，lllL栓症診断のISに関する基礎的検討を

行った．抗血小板モノクローナル抗体を放射性ヨ

ー ドで標識し，ウサギに作成した血栓モデルに投

与したところ，投与24時間後にガンマカメラ・ヒ，

血栓は陽性画像として描画された．．放射活性のlflL

栓／血液比は，5．6～25．1と高く，本法を川いた

血栓イメージングの有用性が示唆された．
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Summary

Thrombus　Scintigraphy　Using　Radiolabeled　Monoclonal　Antibodies　to　Platelets：

　　　　　　　　　　　　（II）Visualization　of　Arterial　Thrombus　of　Rabbits

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Using　Radioiodinated　Antibodies
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　Radioiodinated　monoclonal　antibodies　to　plate－

lets　were　examined　for　its　binding　to　blood　clot

in　vitro　and　for　the　thrombus　scintigraphy　in　vivo．

Experimental　thrombus　was　produced　in　the　fem－

oral　artery　of　rabbits，　Specific　binding　of　radio－

iodinated　antibodies　designated　138－10　and　1－19

was　observed　in　vitro　as　well　as　in　vivo，　and　both

antibodies　clearly　visualized　experimental　throm－

bu⑨　at　6　to　24　hours　after　the　intravenous　ad＿

minist　ration．　Thrombus－to－blood　ratios　reached

5．6－25．1　at　24　　hours．　On　　the　contrary，　no

localization　was　seen　with　radioiodinated　irrele－

vant　antibody．　These　rusults　indicate　that　immuno．

scintigraphy　using　monoclonal　antibodies　to
platelets　is　a　promising　tool　for　the　localization　of

arterial　thrombus．

　Key　words：

scintigraphy，

Platelet．

Thrombus　scintigraphy，　Immuno－

Rabbit，　Monoclonal　antibody，
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