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　　　　　 　　　　　は じめ に

　悪性腫瘍 に 発現 さ れ て い る腫瘍特異 〔関連）抗原 に

は
， 時 に ，正 常 ト ロ ホ ブ ラ ス ト に発現 され て い る もの

と共通 し て い る もの があ り，
こ れ らは ，

“
癌・

ト Pt ホ ブ

ラ ス ト 抗原 （Oncotrophoblast　antigen ソ
’

とよ ぼ れ，

nt　・胎児抗原 （Oncofetal　antigen ） の 範疇に 入 る 竜の

と され て い る．こ の 癌 。ト ロ ホ ブ ラ ス ト抗原 に つ い て

の ， よ り詳細 な知見を え る た め，今回 ，
ト Pt ホ ブ ラ ス

ト特異抗原ある い は絨毛癌関連抗原 を検出す る モ ノ ク

Pt 一ナ ル 抗体（MoAb ）の 作製を試 み ，こ れ ら を 用 い て ，

種 々 の 癌 に お け る MoAb ＄ の 検出す る 抗原 の 分布や特

徴 を検討 した ．さ らに ， MoAbs の い くつ か の もの に つ

い て ，それ らの 検出す る抗原量 の 比較や生体内に お け

る 腫瘍親和性 （集積性） の 有無な どに つ い て も検 討を

試 み た．

　　　　　 　　　　　研 究方法

　 1．MoAbs の 作製

　  ト ロ ホ ブ ラ ス ト抗原 ある い は絨毛癌抗原 に 対す

る MoAbs

　図 1 に そ の 概要 を示 し た．絨毛癌細胞 株 （BeWo ，

NUG1 ，お よ び JAR）1 × ／07個を そ れ ぞ れ免疫原 と し

て BALB ／c マ ウ ス を免疫 （1 回／週 × 3 回，腹腔内投

与）し，そ の 脾細胞 1 × 10s個 と マ ウ ス ミ エ ロ
ー

マ 細胞

1 × 107個 を，45％polyethylen・glycol　4 ，000の 存 在下

で ，K δhler　and 　Mllstein4）の 方法 に 準 じ て 融合 させ た ．

HAT 培地 で ハイ ブ リ ドーマ を 培養 し ， 目的 とす る ハ

イ ブ リ ドーマ を 選択す る た め ， ク Pt　一ニ ソ グ を限界稀
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図 1　 単 ク ロ ーソ 抗 体 の 作 製

HAT 　medlum

HT　 medium

HT　 medlum

釈法 に よ る cellular 　radioimmune 　assay （CRIA ）（図

2），お よ び enzyme ・linked　 immunosorbent　 assay

（ELISA） に よ り繰 り返 し行つ た ．

　  Ras 癌遺伝子産物 P21に 対す る MoAbs

　大腸菌 に よ り産生 され る リ コ ン ビ ナ ソ ト ras 癌遺伝

子産物 P21を免疫原 と し て，前述 と同様の 操作 を行 い
，

P21に対す る MoAbs を産生 す る・・イ ブ リ ドー
マ を 選

択 した ．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

1987年 8 月

5× 10
‘
BeWo

！L， こN

シ ン ポ ジ ウ ム

憲 訖　 二・三≧　 ジ躍
　 　 　 ∩
　 　 over 　　ni　gtlt

一

密
ジ 認 …

　　　　畿
” Sl−F（・b

’

丶
u

　　　　 歴
’
覧塗。

　 　 　 　 　 　 　 q

30m［
”

R、t．

　u
・・… ge［・べ 慧

ing

齒
　 　 har＞ est 「n　 cotto 口 swab

　　　　ぎ
　 　 　 　 countln9

図 2　Cellular　radioimmunoassay （CRIA ）

　2．MoAb の immunoglobulin （lg）isotypeの 検討

　山羊抗 マ ウ ス lgGl，　 G2，　 M お よ び 家 兎抗 マ ウ ス

IgG3を用 い て オ ク タ ロ ニ ー
法 を行 つ た．

　 3，MoAbs の 培養細胞に 対す る 反応 性

　14種 類 の 絨毛癌細胞 株 （BeWo ，　 BeWo ・N
，
　 JAR，

HCC −5，　HCCM −5，　NUC −1，　SCH ，
IMa ，　GCH −1，　GCH −2

，

Dosmi
，
　Elfa

，
　JEG−3，　Z・ce11） 7 種類 の 上皮性悪性腫瘍

細胞株 （Hela ：子宮頚癌 ，
　 Lnci　6，　PC6 ，　SK −Lu −1 ：肺

癌，SNG −M ：子宮体癌，　MKN −45 ：胃癌，　SK −RC ・1 ：

腎癌）お よ び 8 種類 の 非上皮 性 悪 性腫瘍細胞株 （Mur −

awski ：悪性黒色腫，　 G −1，G −2 ：巨細胞腫 ，
　 Oza ：骨肉

腫 ， KusHi ・18 ：平滑筋 肉腫 ， 2GO6 ：悪性線維組 織球

腫，Molt ：T リ ン パ 球 ，　Wa ：B リソ パ 球）に 対 し，CRIA
を行つ た ．

4．MoAbs の 妊 娠 絨毛，胞状奇胎 ， 絨毛癌，さらに

∠ ∴
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一締 3 日 目　ガ ン マ カ メ ラ

　 　 　 ー 4 日 目　 ガ ン マ カ メ ラ

　 　 　 幗一ゆ・6 日 目 　 ガ ン マ カ メ ラ
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　 　 ガ ン マ カ ウ ン タ ー

図 3　 実験方法（イ メ
ー

ジ ン グ お よび臓器放射能測定）

綜∵∴
　 　 　 　 −70℃ （ヘキサ ン・Fライア イス）

　　　　 　 母
　 　 　 　

一25℃，一昼夜
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　　　　　い
KB
　
C 「y° M ［C 「° t° me
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　　　　 　 母
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図 4　 全 身 オ
ー

トラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー

正常組織お よ び腫瘍組織 に 対 す る反応性

　妊娠初期絨毛 （5 〜1、2週） 5 例 ， 中期絨毛 （24週）

2例，後期胎盤 3例 ， 胞状奇胎 （6 〜8週） 5例，絨

毛癌 1例，また 正常組織 は ，脳腫瘍 （Glioblastoma）
で 死 亡 し た 85歳男性 お よ び 無脳児で 死産 し た 30週 の 胎
児 （女性） の 剖検材料 か ら入 手 し た ．絨毛癌以外 の 悪

性腫瘍組織 と して ，子宮扁平 上 皮癌 10例 （大細胞非角

化型）， 子宮体癌 5例 （分化型 ： 2例，中間型 ： 2例，
未分化型 ： 1例）， 卵巣腺癌 12例（漿液性嚢胞腺癌 ： 4
例，ム チ ン 性嚢胞腺癌 ： 5 例，未分化踪癌 ： 3例），肺

癌 6 例，腎癌 6例を対象として 螢光抗体法，酵素抗体

法 （ABC 法），免疫電顕 ，
　 fiow　cytometry な どで 検討

し た．

　5．MoAb の 生体内に お け る腫瘍 へ の 集積性 に つ い

て の 検討

　（A ） シ ン チ グ ラ フ ィ
ー
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　 6 〜8 週 齢 の ヌ ード マ ウ ス 皮 下 に ，
1 × 　IO7個 の

BeWo （0．1ml）を移植 し，1cm × 1cm 程度に増大 し た

頃 （2 〜3週後），ク ロ ラ ミ ン T 法で
1311

を標識され た

MoAb （50μCi）を尾静脈 か ら注射 し
，

3 日 目か ら連 日

6 日 目 ま で，ガ ソ マ カ メ ラ に て マ ウ ス を撮影し，シ ソ

チ グ ラ フ ィ
ー

を行 つ た （図 3）e

　（B）腫瘍お よ び 各臓 器 の 放射活性 の 測定

　
lSII

標識 MoAb を 投与 さ れ て シ ン チ グ ラ フ a 一を

施行 された ヌ
ードマ ウ ス を ，注射後 6 日 目に屠殺 し，

腫蕩お よ び各臓器 を摘出 し，それぞれ の 放射活性 を ガ

ン マ カ ウ ソ タ
ー

で 測定 し た ，ま た，各臓器の 腫瘍 に 対

す る放射活性 の 比を

・ノ・ ・・… 〔膿 〕・ 求め た・

　（C）全身オ ー
ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ

ー

　
1211

標識 MoAb （100μ Ci）を絨毛癌 （BeWo ）を 移植

さ れ た ヌ
ードマ ウ ス 尾静脈へ 注射 し， 3 〜4 日後 に

5 ％Carboxymethyl 　CellulQse（CMC ）を充分塗布し，

le％CMC 上 に 固定 した 後，全身を さ ら に 5 ％CMC に

埋没 させ た ．そ の ま ま ヌ
ー

ドマ ウ ス を ヘ キ サ ソ ドラ イ

ア イ ス 中で
一70℃ に 冷凍後，

− 25℃ で
…

昼 夜静置 し て

表 1　単 ク ロ
ー

γ 抗体 の lmmunog ・

　lobulin　isotype

TM7 −3TM3
−8TM5
−1TM8
−13TM4
−5TM3
−3M

−rp12M
−rp28

IgGlIgGlIgGlIgGlIgG2aIgGlIg

］

IgM

お き，そ の 後，− 25℃ に 維 持 され て い る Cryo　 Mi −

crotome 内 で 全身 の 切 片を Scotch テ ー一プ に 密着 さ せ

て 作製し，乾燥は Cryo　Microtome 装置内 （
− 25℃）

に て
一
昼夜 静置 して お くこ と に よ り行 つ た ．そ の 後，

フ ィ ル ム （FujiRX ）に 密着さ せ，一昼 夜露出 させ た 後

に 現像し た （図 4 ）．

　　　　　　　　　　研 究成績

　1．MoAb の 選択

　今回の 研究 に 合致 した MoAbs と し て ， 絨毛癌細胞

を 免疫原 と し て え られ た も の の 中 か ら，TM7 −3，

TM3 −8，　TM5 −1，　TM8 −13，　TM4 −5，お よ び TM3 −3を，

ま た P21を 免疫原 と し た も の の 中 か ら M −rpl2 お よ び

M ・rp28 の 計 8種 類を用 い た ．こ れ らの lg イ ソ タ イ プ

は 表 ／｝こ示 した ご と く，TM7 −3，　 TM3 −8，　 TM5 −1，

TM8 −13，お よ び TM3 −3b：　lgGl，　TM4 −5が IgG2a，　M −

rpl2 お よ び M −rp28 が IgM で あっ た。

　2。MoAbs の 培 養絨毛癌細胞 に お け る反応性

　 CRIA に よ る結果を褒 2 に 示 した ．陽性 は 対照 の 3

倍以上 の cpm を示 し た もの と し た ．こ れ に よ れ ぽ，

NUC −1お よ び HCCM −5が，今回 選択 され た MoAbs す

べ て と反応 し て い た．MoAbs の 側 か らみ る と TM5 −1

（11／11），M −rp12 ，お よ び M ・rp28 （9／9）が 検索 した す

べ て の 絨毛癌細胞株 と陽性反応を 示 した 、

　 3．MoAbs の 悪 性 腫瘍細 胞 株 に お け る反応性

　 CRIA に よ る結果 を表 3 お よ び表 4iこ 示 した ．上 皮

性腫瘍細胞株 で は ，Hela が TM8 −13以外の すべ て の

MoAbs と反応 し て お り，肺癌由来 の Luci　6VX，
8株 中

5 株で 陽性 で あつ た ，MoAbs の 側 か らみ る と，M −rp12

お よ び M −rp28 は 4 株 い ず れ と も陽性 で あ る の に 対

し，TM5 −1は 6株中 1株，　 TM7 −3お よ び TM3 −8は 7

株中 2株 に 陽性反応 が み られた の み で あつ た e 非上 皮

表 2　各 単 ク ロ ーソ 抗体の 絨毛癌細胞株 に お ける 反応性

BeWoGCH −1GCH −2JARNUC ．1HCCM ・5JEG ・3TN ．1scHIMaDosrniZ 、cel 藍 Elfa

TM7 −3 劔 0 留 鍛   緯 ＠ ◎   龜 oNDND

TM3 −8 鬱 〔）   醗 醗     餾       NDND

TM54     鑚       霤   函   霤 NDND

TM8 −13 鬱   ND   霤             NDND

TM1 −6   NDNDND     ○ ⊂） ND   oND  

TM9 −6o ○ NDND   Q   ND     ○ NDo

TM3 −2 霤 o 黶DND 曾   NDNDQ   NDND ○

TM4 −6 魯 NDND 囁 鱒     NDONDoND  

TM4 −5 ⊂）   ND 鬱 霤   NDNDNDNDNDNDND

TM3 ・r3 ○   ND 融     NDNDNDNDNDNDND

M ・rp12     ND         ND ゆ   ND   ND

M −rp28     ND 霤       ND 齢   ND   ND

  ：＋ 　 　 o ：
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表 3　各単 ク ロ
ー

ン 抗体 の．上皮性悪性腫瘍 細胞 株に お け る 反応 性

子 宮頚癌 子宮 体癌 肺 癌
胃　癌 腎　癌

（Hela） （SNG ・M ）
（Luci　6） （PC．6） （SK ・Lu 一工） （MKN ・45） （SK−RC・1）

TM7 −3   0 ○ ○ （⊃ ○  

TM3 −8   ○ ○ ○ ⊂） o o
TM5 −1． o ○ Q ○ ○ ND o
TM8 −13 ○ ○   ○ ○ ND  

TM1 −6ND o   ○ ND ND o
TM9 −6 ＠ ND ○ ○ o ND ○
TM3 −2   0 c） ND ND ND ND
TM4 −5   ○ ＠   鬱 o ◎

TM3 −3   ○ 鬱 ND 蠡 ○  

M ・rp12   魯   ND ND   ND
M ・rp28    

　　　　1
 
　　　　」 ND ND   ND

表 4　各単 ク ロ
ー

ン 抗体 の 非 上 皮性悪性腫瘍細胞 に お け る 反応性

悪性黒色腫 巨細胞燻
骨肉腫 平 滑筋肉腫

悪性線維 T リン パ 球 B リ ン
（Murarinski）

（G−1） （G−2） （Oza・1） （KusHi ・18） 組織球腫
（2GO6 ）

（Molt） （w ∈

TM7 −3 o   ○ O o ○ ○ o
TM3 −8 o   o ○ o ○ ○ ○

TM5 −1     ND o CI ○ ○ ○
TM8 −13   幽 ND ○ ○ ○ ○ o
TM1 −6 鬱 O o CI ND   ○ 0
TM9 −6   ＠ ○ O ND ○ ○ o
TM3 −2 ND   0 〔） ND   ○ o
TM4 −5     （⊃   ○   Q  

TM3 −3     ND   ○   ⊂） 馨

M ．rp工2 魯         魯 Q ○

M ・rp28       態  
　　　　．   Q Q

表 5　各単 ク ロ
ー

ン 抗体 の 妊娠初 期 絨 毛，奇胎絨毛，
　絨毛癌細胞 と の 反応性

妊娠初期絨毛 胞 状 奇 胎

絨毛 癌
V重110USnQn ・villOUSvillousnon −vilk 〕US

TM7 −3wk wk          

TM3 −8wk wk          

TM5 −1   一
＄ 一 e

TM8 −13 一
  一

  ？

TM4 −5         wk

TM3 −3         wk

M ・rp12 一 『 一 一．  

M −rp28 一 一 一 一r
 

性腫瘍細胞株 で は ，巨細胞腫由来 の G−1が，今回 と り上

げ た 八 つ の MoAbs す べ て と 陽性反応 を示 し ， ま た 悪、

性黒 色腫 由来 の Murawski も TM7 −3お よ び TM3 −8
以外 の MoAbs す べ て と陽性反応 を示 し た．

一
方，　 T 一

リ ソ パ 球 （Molt）は す べ て の MoAbs で 陰性，　 B・V ン

パ 球 （Wa ）も，　 TM4 −5お よ び TM3 −3以外 の すべ て で

陰性 で あつ た．

　 4．MoAbs の 正常お よ び腫瘍性 ト Pt ホ ブ ラ ス ト に

お け る 反応 性

　組織 に お け る MoAb の 反応 は
， 螢光抗体法 お よ び酵

素抗体法に よ り観察 し た． こ れ らの M て｝Abs の うち，
TM7 −3と TM3 ．−8，　 TM4 −5と TM3 −3

，
　 M −rpl2 と M ・

rp28 は，それぞれ ト P ホ ブ ラ ス トに お け る反応 性 は 同
…

の パ タ ーソ を示 した （表 5 ），TM7 −3お よ び TM3 −8
は，妊娠初期 ト P ホ ブ ラ ス ト で は 極 め て わ ず か の 染色

性 ある い は 螢光 しか 示 さ な い が，絨毛癌 で は 強 い 染色

性あ る い は 螢光 を 示 し た ．陽性所見 は
， サ イ ト ト ロ ホ

ブ ラ ス トあ る い は サ イ ト F ロ ホ ブ ラ ス ト様絨毛癌細胞

に 選択的 に 認め られ る 傾 向が観察され た（写真 1，2）．
TM5 −1は こ れ とぱ 逆 に ，妊娠初期 ト ロ ホ ブ ラ ス ト，胞

状奇胎 さ ら に 絨．毛癌 ま で，ジ ン チ チ オ ト ロ ホ ブ ラ ス ト

系 の 細胞 に 限局 して 陽性反応 がみ られ，そ の 反応性 に

N 工工
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写真 1　TM7 −3を用 い た 酵 素 抗 体法 （ABC ）に よ る所

　見．上 は 好娠 6週 の 妊 娠 絨 毛，下 は 妊娠 7週 の 胞 伏

　奇 胎　い す れ も cytotrophoblast に
一

致 し て 陽性所

　 見 を 呈 して い る

写真 3　 TM5 −1を 用い た 酵素抗体法 （ABC ）に よ る所

　見　 ヒは 妊娠 6週 の 妊娠絨毛，下 は 妊娠 6週 の 胞 状

　奇胎　い す れ も syncyt1Qtrophoblas 曾 こ
一

致 して 陽

　性所見 を呈 して い る

写真 2　TM7 −3を 用 い た 絨毛 癌に 対 す る 螢光抗体 7A

　に よ る所見　Cytotrophoblast 様 腫瘍細胞 に の み 陽

　性所 見 が 認 め られ，syncytiotrophoblast 様腫瘍 細

　胞 は 陰性 所 見 を呈 し て い る．

正 常 お よ ひ 腫瘍性 の ト ロ ホ フ ラ ス トに お い て 変化 は 認

め られ な か つ た （写真 3 ）．TM8 −13は ， 妊娠初期 お よ

表 6　各単 ク ロ ーノ 抗体の 満 期 胎 盤 に お け る 反応性

羊膜上皮 絨 毛組織
脱 落膜組織内の

陽性細胞

TM7 −3 wk wk  

TM38 wk wk  

TM5 −1 一    

TM8 −13   《
一

都  ）  

TM4 −5          

TM33          

Mrpl2 一 一
wk

Mrp28 一 一
wk

び胞状奇胎 ト ロ ホ ブ ラ ス トの うち，non 　vlllous の　部

に 陽性所見 か 認 め られ た が，絨毛癌 て は 明確 な所見が

え ら れ なか つ た TM4 −5お よ び TM3 −3は，妊娠初期 お

よ ひ胞状奇胎 ト ロ ホ フ ラ ス トて 陽性所見を示 し た か ，

絨毛癌て は染色性は 弱 か つ た Mrp12 お よ ひ Mrp28
は ，絨毛癌 との み 陽得所見 を 示 し た　また 胎盤 に お け

る それ ぞ れ の MQAb の 反応 態度をみ る と（表 6），い ず
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褒 7　各単 ク P “7 抗体 の 正 常組織 に お け る反 応 性
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A ：成人 （Adult）　 F ：胎児 （Fetus）

表 8　各 単 ク 9 一
ン 抗体の 絨毛癌 以 外 の 癌 組 織 との 反応性

卵 巣　腺 癌 「 子 宮　体 癌

漿液性 ム チ ン 性 未 分化
子 宮頚 癌

G．1 G．2 G．3
肺 　癌 腎

TM7 −33 ／4 1／5 3／3  ノ10 2／2 0／2 0／1 O／2 （3）
TM3 −83 ／4 1！5 3／30 ／10 2／2 o／2 0／1 0／2 （3）
TM5 −10 ／4 0／5 0β 0／10 0／2 o〆2 0／1 0／2 0
TM8 −130 ／5 0／4 1／30 彑 0 1／2 1／2 0／1 0／2 2
TM4 −55 ／5 4／4 2／23 ／5 2／2 2／2 0／1 112 1
TM3 −35 ／5 4μ 2／22 ／5 2／2 2／2 0／1 2／2 1
M ・rp124 ／4 3／4  ／1 姐 3／3 0／2 0／1 1／4 F
M ・rp284 ／4 4／4 0／14 ／4 3／3 0／2 o／1

」
2／6 ト

一

癌

　 　 　 　 0／6
　 　 　 　 2／6

　 　 　 　 1f6

　　　　 1／6

　 　 　 　 ND
　 　 　 　 ND

（陽性 数 ／検 索数）

れ も脱落膜中 に 陽性細胞が認 め ら れ た．ま た 羊膜上皮
で は TM5 −1，　M −rp12k ’

よ び M −rp28 が陰性，　 TM8 −13，
TM4 −5お よ び TM3 −3が陽性所見を示 し た．

　5．MoAbs の 正 常組織 に お け る反応性

　TM7 −3，　TM3
−8，　TM5 −1

，
　TM8 −13，　 M ・rp12 お よ び

M ・rp28 の 六 つ の MoAbs は ， いずれ も大部分の 正常臓

器 の 組織 とは
， 成人，胎児を問わ ず反応 し な い こ とが

確 か め られ た ，し か し，そ の 中 で ，TM7 −3お よ び

TM3 −8は ，腎尿細管 の
一一

部 お よ び膵管上 皮 の
・．一一

部 で，
ま た TM5 −1は 腎の

一
部の 糸球体 お よ び 各臓器 内の 小

血管内皮細胞で 成人，胎 児 とも陽性斯 見を 示 した ．M 一

rp12 お よび M ・rp28 も，子宮頚部扁平上皮 お よ び 胃粘

膜上 皮 で 陽 性 所 見 が 認 め られ た ．TM4 −5お よ び

TM3 −3は
， 比 較的多 くの 臓器 組織 と の 反応 が み られ る

傾向があつ た （裘 7）．

　6．MoAbs の 絨毛癌以外の 癌組織 と の 反応性

　表 8 に ，結 果 を
・一一一

括 し て 示 し た 。TM7 −3お よ び

TM3 −8は ，卵巣癌 ， 特 に 漿液性嚢胞腺癌 と未分化腺癌，
子宮体癒 分化型腺癌 で 陽性所見を示 し た．腎癌 （腺

癌）で は， 6例 中 2例 に お い て ，腫瘍細胞 の
一部に 陽

性所見 を示す もの が認 め られ た ，TM5 ・1は 検索した 中
で は陽性所見を示 す もの は 認 め られ な か つ た。TM4 −5

N 工工
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お よ び TM3 −3は ，11例す べ て の 卵巣癌で，子宮体癌に

お い て も 5 例 中 4 例 で 陽 性 所見 を 示 し た 。M ・rp12 お よ

び M ・rp28 は，子宮頚癌 ， 子宮体癌 ， 卵巣癌 と陽性反応

を 示 した ．卵巣腫蕩 の うち ，上 皮性腫瘍の 漿液性 お よ

び ム チ ソ 性嚢胞腺腫，低悪性度腺腫，腺癌 の それぞ れ

に つ い て の M −rp12 と M −rp28 の 反応性を み る と （表

9 ），良性腫瘍で は 陰性 ， 腺癌 で は 陽性，低悪性度腺腫

で は そ の 中間的 な傾向を 示す成績 がえ られ た。

　7，TM7 −3，　TM3 −8相互 の 反応性 に 対する影響

　TM7 −3お よ び TM3 −8の ，各種細胞，正 常職器 ， 癌組

織 などに お け る 反応態度が 同
一

の パ タ
ー

ン を示 し て い

る こ と か ら，そ れぞれ の 反応を相互 に どの よ うに影響

し 合 つ て い る か を検 討 し た． 1 × 106個 の BeWo を

TM7 −3
，
　 TM3 −8お よ び PBS で 30分 そ れぞれ incuba−

tion し て 前処 置 し た 後 に ， 細胞 を洗 浄 し，次 に再び

TM7 −3お よ び TM3 −8を 反 応 さ せ ，
こ れ らの MoAbs

の 活性 の 吸収の 有無 を，CRIA を用 い て 検討し，Inhibi・

表 9　 M ・rp12 ，　 M ・rp28 の 卵巣腫瘍 に お け る

　反応性

M ・rp12M ・rp28

・ 胞 ・ ・＜鷺 窪
低 悪 腋 く鷺 窪
・ 胞 臑 く鷲 窪
末分化腺癌

0000

  OCND

       

      oCI

oOOo

鬱 ○  

ND

  磁 鐙  

      ＠

○

  ：十　 　 〇 ：

tion　testを行つ た ．表 10に 示 した ご と く，片方で 前処

置さ れ た 細胞 は ，も う
一方 の MoAb と は ほ とん ど反応

し な い こ と が確か め られ た．同様 に それぞ れ の MoAb

で 前 処 置 さ れ た BeWo に 対 し，ビ オ チ ソ 化 し た

TM7 −3ある い は TM3 −8を反応 させ
，

こ れ ら に FITC

標識 ア ビジ ソ （フ ナ コ シ 薬品）を作用 させ た 後に flow

cytometry （CS −20，昭和電 D を行 つ た．そ の 結果，

図 5 に 示 す ご と く， そ れぞれ の MoAb に よ る 前処置の

な い BeWQ （PBS 処置）が，　 TM7 −3ある い は TM3 −8

との 反応後に 示す螢光強度に くらべ
， 同

一
あ る い は 他

方 の MoAb に よ る前処置を うけた BeWo は ，い ずれ

も平均螢光強度 の 減 弱 を 示 し た．

　 8．TM7 −3抗原量 の 各種細胞 に お け る比較

　 TM7 −3で 検出され る抗原 の 各細 胞 に お け る 量 的比

較 を 試 み た ．TM7 −3陽性細胞 で あ る Hela 細胞を標準

細胞 と し て 用 い ， 1 × los個 か ら 1 × 104個 ま で 漸 次稀

釈 し ，
こ れ らに

1251
標識 TM7 −350μ 1（200，

000cpm）

を反応 させ ，CRIA 直接法 を行つ た ．そ の 結果図 6 に示

す抗原量 の 標準曲線が え ら れ た．本条件下 で は，Hela

の 1 × 107個 か ら 4 ×　los個ま で の 間で の 測定値 に 信頼

度の お け る こ とが 示 された．そ こ で ，絨毛癌細胞 と し

て BeWo ，　HCCM ・5，　JEG−3，　IMa ，　SCH ，の 5種類，絨

毛癌以外の 悪性腫瘍細胞 と し て ，G −1，　pc −6，　KusHi −18
，

MKN の 4 種類 ， 計 9種類 の 細胞 を 準 備 し，そ れ ぞ れ

3．7× 106個 を 用 い て CRIA 直接法を行 つ た 。そ の 結果

を表 11に 示 し た． こ の 結果を図 6 の 標準 曲線 で 計算す

る と，3．7 × 106個 の BeWo の もつ TM7 −3で 検出 さ れ

る抗原量 は，Hela の 1x107 個 の そ れ に 相 当 し ， 同 じく

3．7x106 個 の SCH の それ は
，
　Hela の 7 × IO6個 に 相 当

表 10TM7 −3お よ び TM3 −8に よ る blocking の 有無（Inhibition　testに よ る ）

Blocki  Ab ． Absorbed　Ab ， binding（cpm ） ％ Inhibition

TM7 −3TM3
−8PBS

TM7 −3TM7
−3TM7
−3

8β376

，8992

，219

一4，224
，293
．1

TM7 −3TM3
−8PBS

TM3 −8TM3
−8TM3
−8

8β838

，6142

，  03

6，93
．696
．4

Antibody　contrQl binding（cp   ）

TM7 −3TM3
−8

8，5508

β72

Normal 　 control

PBS 1，750

BeWo 細 胞 を TM7 −3あ る い は TM3 −8と前処 理 （室 温，30分間 incubation ）さ せ た 後

に，再 び TM7 −3，　 TM3 ・．8と反 応 （室温，30分 間 i捻 cubation ）させ ， そ の 上清 の 残存活

性 を CRIA で測定 し，％lnhibitionを求め た．
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　図 5　 TM7 −3お よ び TM3 −8に よ る blocking の 有無 （flow　cytometry に よ る ）

BeWo 細 胞 を TM7 −3 （
一一．一．

），
　TM3 −8 （

… 一
） お よ び PBS （一 ） で 前 処 理 （室温，

10分 間 incubation） した 後，ビ オ チ ン 化 した （A ）TM7 −3あ る い は （B）TM3 −8 と反

応 させ （室温，10分間 incubation），そ の 後 FITC 標識 ア ビ ジ ソ 〔室温 ，10分間 incuba−

tion）を 反応 させ て （floW　Cytometry を 施行．

写 真 4

　像。

左 か ら ，

1311
標識 TM3 −8投与後 3H 目， 4 日 目， 6 日 目の シ ソ チ グ ラ フ a

一

表 11　培 義 細 胞 株 の CRIA （直接 法 ） 値

　　
一 ：51

標識 TM7 −3を 用 い て
一

細胞数 cpm

BeWo 37 × 106 108，568
G−1 〃 113，858
HCCM −5 〃 lo3，177

JEG・3 〃 107，104
IMa 〃 99 、449
SCH 〃 97，102
PC ・6 〃 2，384
KusHi −18 〃 1，168
MKN −45 〃 L650

す る こ とが 明 らか となつ た ．pc −6，　 KusHi −18お よ び

MKN は ， 本実験系で は感度以下 の 陰性 で あつ た．

　 9，シ ン チ グ ラ フ ィ
ー

　
1311

を 標識 さ れ た TM7 −3
， あ る い は TM3 −8を 絨毛

癌を移植 され た ヌ ー ド マ ウ ス に 投与 し， 3 日目か らガ

ソ マ カ メ ラ で 撮影 し た．写真 4 は ，左肩皮下 に 1cm × 1
cm の 絨毛癌を有す る ヌ ードマ ウ ス に

13 ↓亘標識 TM3 −8

cpm

× lon15

10

o

飆　 　胞　　数

l　〔20× fO4cpm 〕

  BeWo

  G −1
  HCCM −5
  JEG −3
  IMa

  SCH

  PC −6
  KusHd一旧
◎ MKN −45

温

　 　 lo4

図 6　 TM7 −3抗原量 の 比較 （Hela に よ る ）

50
μCi （50μ 1）投与後 3 臼 目， 4 日 目， 6 日 目の シ ン チ

グ ラ フ ィ
ー
像を 示 し て い る． 3 日 目 か ら 明 らか な腫瘍

に 一致 した hot　area が認 め ら れ た が ，こ の 時期 で は ま

だ 全身的 に も非特異的な 像 が 観察 され た． 6 日 目の シ

ン チ グ ラ フ ィ
ー縁で は

， ほ ぼ腫瘍部 の み に 明瞭 に 描出
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　　 表12 各臓器 の 放射活性

一一i3il −TM3 −8（50μ Cl）投．与 6fi 冒
一

測 定値 （cpm ／9） T ／TRatio

腫　瘍 45 ，698 1，0D

肺 8，770 0．19

心 12，945 0 ．28

肝 11，610 0．25

腸　管 5β02   ．工3

腎 12，245 0．27

脾 8，270 0．18

1．0

（
切丶
∈

g）
50，O一

崙
匡

ト

こ

シ ン ポ ジ ウ ム

　 　 0
　 　 　 　 　 腫 瘍　　　月市　　　’蔭　　　肝 　　腸管 　　腎　　　脾

図 7　 腫瘍 （BeWo ） に 対 す る 各臓 器 の 放射 活 性

　（Tissue／Tumor ：T ／T 　Ratio）
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写真 5　 1251
標識 TM3 −8投与後 4 日 目 の 全身 オ ート

　 ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー
像 e 左肩部 の 腫揚 に

一
致 して

1251

　 の 集積 が 認め られ る が，切片 の 部 位 に よ り，甲 状腺，

　膀胱，肺 な どに も
1251

の 存在 が 示 され て い る．

さ れ る hot　area が観察 され た ．

　1 ．1311
標識 TM3 −8の 腫瘍 お よ び 各臓 器 に お け る

放射活性 の 比較

　 シ ン チ グ ラ 7 イ
ー

を行 つ た ヌ
ード マ ウ ス を， 6H 目

に 屠殺 し，腫蕩 お よ び 各臓器を摘 出 し，それぞれ の 放

目産婦誌39巻 8号

射活性を ガ ン マ カ ウ ン タ
ー

で 測定 した ．表 12に そ れ ぞ

れ の 測定値 （cpm ／g）を示 し，図 7 に 各臓 器 の TIT

Ratioを 示 し た．明 らか に ，腫瘍部分 に お け る 選択的

な
ユ311

の 集積 が 確 か め られ た．

　11，全 身オ ートラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー

　
1251

を標識 された TM3 −810  μ ci （50μ1）を左肩皮下

に 絨毛 癌 の 腫揚 を もつ ヌ ードマ ウ ス 尾 静脈か ら注 射

し，　4 日後に 標本を 作製し ，
15時聞露出後 に 現像 し た

（写真 5 ）．標本を切 り出す深 さに よ り異 な る像が え ら

れ て い る が，左端 の 像は ，腫瘍 の ほ ぼ中央部 か らえ ら

れ た切片の オ
ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー

像 で あ る．部位 に

よっ て は
， 甲状腺 ， 肺 ， 膀胱な ど に

1251
の 集積像 が 認 め

られ た ．

　　　　　　　　　　考　 　案

　今 回 と り あ げ た MoAbs の う ち，　 TM7 −3お よ び

TM3 −8は，種 々 の 細胞，正常お よ び腫瘍組織 に お け る

反応態度，ま た相互 に お ける Blocking活性などか ら

判断 し て，同
一

抗原決定基あ る い は 同
一

抗原 分子 の き

わ め て 近接 し た 部位 に 存在す る 抗原決定基 を 認識す る

MoAbs の 可能性が強い ．両者は ，正 常臓器 と は ほ とん

ど反応 せ ず，い わ ゆ る 絨毛癌 関連抗原を認識 し て い る

と考 え られ る が，同時 に ，卵巣癌 の うち ，漿液性嚢胞

腺癌，未分化腺癌，お よ び 子宮体癌 の 分化型 と の 反応

も認め られ る こ と が明らか とな り， 弱 い な が ら正常絨

毛 に も反応 し て い る こ とか ら， こ の 抗原は癌 ・ト P ホ

ブ ラ ス ト抗原 の 範疇 に 入 る もの と 思わ れ る。同様 の 観

点か ら ，
Retting　et 　al ．（1985）

8 ｝
も培養絨毛癌細胞 を 免

疫原 として 6 種 の MoAbs を樹 立 し，絨毛癌以外 の 悪

性腫瘍 に お け る，そ れ ら の 反応性を検索 して い る が，

そ れ ら の 検 出す る抗原 の 分布 か らみ て ，TM7 −3お よ び

TM3 −8は そ れ ら と は 異 な る も の と 思 わ れ る．

TM7 −3 （お よ び TM3 −8）で 検出され る 抗原 の 活性 は
，

ホ ル マ リ ン 固定 で 失活 し，冷凍標本 で 観察さ れ る こ と

か ら，Lipinski　et　aL6 〕
の 報告し た Trop1，　Trop2とも

異な つ て い る抗原 と考え られ ， そ の 物理化学的性状 に

っ い て は 現在検討 中 で あ る，生体内 に お け る TM7 −3

（お よ び TM3 −8）の 腫瘍へ の 集積性が明瞭 に 観察 され

た こ と は ， こ れ ら の MoAbs の 将来 の 臨床 の 場 に お け

る
， 腫瘍 の 局在 の 診断あ る い は 免疫療法 へ の 応 用 に 向

つ て の 足 が か り の 第 1 歩が え られ た と思 わ れ る．

TM5 −1は ，ジ ソ チ チ オ ト P ホ ブ ラ ス ト と選択的 に 反応

する MoAb で い わゆ る ト ロ ホ ブ ラ ス ト抗原 を認識 し

て い る と 考 え られ る が， ト ロ ホ ブ ラ ス トの 癌化 に よつ

て も，そ の 反応態度は 変わ らず ， ま た 現在 ま で 検索 し

た 絨毛 癌以外 の 悪性腫瘍 とは，い ずれ も陽性反応が認

め られ なか つ た ．こ の 点 か ら，結果的 に は癌 ・
ト P ホ
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ブ ラ ス ト抗原 を検 出す る MoAb と は 考え難 い こ と と

な つ た．ま た ジ ン チ チ オ ト ロ ホ ブ ラ ス ト に は ホ ル モ ソ

以外 に も種 々 の 妊娠性蛋 白
n，酵 素

η ，あ る い は 受容体
2）

な ど が豊富 で あ り，
TM5 −1が こ れ ら の い ずれ か を認識

し て い る こ と も否定 は で きな い の で 現在 こ れ らに つ い

て 検討中 で あ る。TM4 −5お よ び TM3 −3は，　B・リ ン パ 球

陽性で あ る が，妊娠絨毛 ， 胞状奇胎 ト ロ ホ ブ ラ ス トで

陽性反応を示 し，絨毛癌 とは，それ らに くらべ 明 らか

に 免疫 組織化学的に は減弱 した 反応 を塁す る こ とか

ら， ト ロ ホ ブ ラ ス ト に 関 連 し た 抗 原 を 検 出す る

MoAbs と し て 今回 の 研究 に と り入 れ た ．こ れ ら の

MoAbs は
， 子宮頚部扁平上 皮癌お よ び 腎癌を除 く多

くの 腺癌 を中 心 と し た悪性腫瘍と陽性反応を示 し
， 特

定の 癌 に 特異的な所見 は 示 さ な い 傾 向が認 め られ た．

ま た ，
ras 癌遺伝 子 産 物 P21に 対 す る MoAbs の M −

rp12 お よ び M ・rp285 ）は 妊娠初期絨毛 ， 胞 状奇胎 で は 陰

性 で ある の に対 し，絨毛癌 で は 陽性所見を示 し， ト 卩

ホ ブ ラ ス トの 癌化に ともな う発現量 の 増加を うか が わ

せ た が
， 絨毛癌以外で は 比較的広 い 範囲 の 悪性腫瘍 と

の 陽性反応が 目立 つ た，そ の 中で 特に子宮頚部扁平 上

皮癌との 反応が明瞭 で あつ た．P21に 対す る MoAbs
の い くつ か は ，癌組織 よ り， む し ろ そ の 前癌状態 ， あ

る い は 同
一

タ イ ブ の 良性腫瘍 の 組織に よ り強 く反応 し

て い る と の報告 3）9 ）もあ り，子宮頚癌 に つ い て も，現在

上 皮内癌や異形成組織 との 反応性 を検討中で あ る 。

　MoAbs を 用 い る 研究 は
， 特異性 が鋭敏 で ある た め ，

逆 に 予期せ ぬ 反応 を種 々 の 組織 で 認 め る こ とが多く，

そ れ らの 判断 に は 慎重 な配慮 を要する．最近，種 々 の ，

ト P ホ ブ ラ ス トと悪性腫瘍 とに 共有
』
され て い る細胞膜

成分 を 検 出す る MoAbs が 作製 さ れ て い る の で
，

こ れ

ら を 組 み 合 わ せ て 利用す る こ と に よ り ， そ れ ぞれ の 癌

細胞の膜抗原形質 の ト ロ ホ ブ ラ ス ト化現象 を よ り明瞭

に す る こ とが 可能 に な る と思わ れ る．そ の こ とは ，癌

細胞 の もつ
“

分化 か らの 逸脱
”

あ る い は
“
逆 も ど り現

象
”

が，細胞 の 癌化 の きわめ て 重要な因子か否か に つ

い て も
一

つ の 示 唆を与え て くれ る だ ろ う．
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Synopsis

  In order  te investigate oncotrophoblast  antigens,  8 monoclonal  antibodies  {MoAbs) which  react  with

normal  andlor  neoplastic  human  trophoblasts  have  been produced,  and  examined  their reactivities  with

other  non-trophoblast  origin  tumors. In addition,  several  MoAbshave  been  studied  for their aMnities  to the

tumor  in vivo,  Immunogens of the 6 MoAbs  <TM7-'3, TM3-8,  TM5`1,  TM8-13  TM4-5  and  TM3-3)

were  cultured  choriocarcinoma  cell  lines, and  those of the other  2 MoAbs  {M-rp 12, and  M-rp 28) were  v-

H-ras oncogene  product P21.

  BALB!c  mice  were  immunized  by  ip or  sc  injection with  (A) cultured  human  choriocarcinoma  cell lines,
BeWo,  NUC-1, or JAR respectively,  or  (B) recombinant  P21 produced  by  Escherichia coli,  Spieen cells  of

the,immunized  mice  were  fused with  mouse  myeloma  cells with  minor  modifications  according  to the

technique reported  by KOhler and  Milstein, To  isolate hybridoma cell  lines producing  antibody  specific  for

(A) normal  andlor  neoplastic  trophoblasts,  or  (B) v-H-ras  oncogene  product P21, screening  of  hybridomas
and  cloning  were  performed.

  Ig isotypes of  TM7-3,  TM3-8,  TM5-l,  TM8-13  and  TM3-3  are  IgGl, TM4-5  is IgG2a  and,  M-rp12

and  M-rp28 are  IgM.

  According  to the distributions of  the antigens  detected by the MoAbs,  TM7-3  and  TM3-8,  TM4-5  and

TM3-3,  and  M-rp12 and  M-rp28 showed  a  similar  reactive  pattern  respectively,  Among  these MoAbs,
both TM7-3  and  TM3-8  showed  an  unique  reactive  pattern. They  demonstrated a very  strong  reaction

with  choriocarcinoma,  particularly cytotrophoblast-like  tumor  cells, in spite  of a  very  weak  reaction  in

normal  chorionic  villi.  In addition,  they  showed  ,a positive  reaction  with  ovarian  serous  cyst  adenocar-

cinomas  <3f4) and  well  differentiated uterine  corpus  carcinoma  (212). Scintigraphy performed  6 days after
injection of 

i3il-labelled
 TM3`8  to choriocarcinorna  (BeWo) transplanted nude  mice,  demonstrated  the

excellent  visualization  of the  tumor.  Radioactivities of  the  tumor  and  other  normal  tissues  at  6th days

from the injection, xhowed a selective  binding of TM3-8  to the tumor. Whole  body  autoradiography  of

mouse  was  performed  4 days after  injection ef  
i2SI-labelled

 TM3-8  to the rnice with  a  choriocarcinoma.

The  autoradiogram  showed  a  clear  pQsitive gains restricted  to the tumor.

  In contrast  with  TM7-3  and  TM3-8,  TM5-I  demonstrated  a  positive reaction  not  in cytotrophoblast

but in syncytiotrophoblast  selectively  regardless  of  normal  chorionic  villi or  choriocarcinoma,  With  non-

trophoblast origin  tumor, TM5-1  showed  no  positive reaction.

  A  positive  reaction  of  TM8-13  was  demonstrable  not  in villous  trophoblast but in partial  non-villous

trophoblast,  and  kindney  carcinoma  (2f6).
  TM4-5  and  TM3-3  were  MoAbs  reacting  to normal  and  melar  trophoblasts, They gave  a  weak

reaction  to choriocarcinoma,  Among  non-tropheblast  origin  tumors, a positive reaction  was  observed

clearly  in ovarian  carcinoma.

  A  positive reaction  of M･rp12  and  Mprp28  was  not  seen  in normal  and  molar  trophoblasts, but they reacted

to choriocarcinoma.  Further, they  reacted  to uterine  cervical  carcinorna,  endometrial  carcinoma  and

ovarian  carcinoma  arnong  non-trophoblast  origin  tumors.

  All MoAbs  in the  present  studies  are  related  to trophoblast or chorlocarcinema  basically. They react,

however,  to some  kinds of  non-trophoblast  origin  tumors  in various  patterns reapectively,  These  findings

are  consistent  with  earlier  reports  of  cancer  cell's phenotypic  change  to trophoblast, In addition,  with  some

of the MoAbs,  encouraging  data was  obtained  for thinking of  a  possibility  of  the practical application  such

as  imaging of tumors  in clinical field.


