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ヒト肺癌に対するモノクローナル抗体の作製と

臨床診断-の応用に関する研究

言　.I '　十　: >'i

広島大学医学部内科学第二講座(主任:西本幸男教授)

受付　昭和60年　9　月　6　日

肺癌の血清診断に応用可能な肺癌関連抗原を認識するモノクローナル抗体を得る目的で細胞融合

をおこない,血清中及び胸水中の肺癌関連可溶性抗原を認識するKL-3抗体(IgM)及びKL-6抗体

OgGi)を作製した。

これらはヒト肺腺癌由来細胞株VMRC-LCRをBALB/Cマウスに免疫し,その牌細胞とマウス

骨髄腫細胞株P3-NS 1-Ag 4/1とをポリエチレングリコールを使って融合し,クローニングをく

り返すことによって作製したOこれらの抗体の特異性の検討及び臨床応用を試み,以下の結論を得

た。

1)細胞抗原をトリプシン,プロナ-ゼ及びノイラミニダーゼなどの酵素あるいは過ヨ-ソ酸で

処理した後に,モノクローナル抗体との結合を検討することにより抗原の生化学的性状を検討した。

KL-3抗体の認識する抗原はトリプシン,プロナ-ゼ及びノイラミニダーゼに抵抗性で,過ヨ-ソ

酸に感受性を示したことにより, KL-3抗体は末端がシァル化されていない糖鎖を認識しているも

のと考えられたO一方, KL-6抗体の認識する抗原は過ヨ-ソ酸,ノイラミニダーゼに感受性を示

し,プロナ-ゼに軽度ながらも感受性を示したことから末端がシァル化された糖鎖で,抗原分子の

一部に蛋白部分を含んでいるものと推定された。

2)可溶性抗原の分子量は,胸水をゲル臆過した各フラクション中の抗原をモノクローナル抗体

を使ったサンドイッチ酵素抗体法で定呈することにより検討した。 KL-3抗原及びKL-6抗原の分

子量はともに100万以上であった。

3 )酵素抗体法により培養株化細胞に対する反応性を検討したところ,肺癌由来細胞に対しては,

KL3抗体は腺病及び小細胞癌に反応し,扇平上皮癌由来細胞には反応しなかった。 KL-6抗体は,

これら3種の組織塑由来細胞に反応を示したC肺癌以外の悪性瞳療由来細胞に対する反応性は,

KL-3抗体とKL-6抗体で異なるもののSarcoma細胞を含む多種の細胞株と反応をみとめた0

4)免疫ベルオキシダーゼ法により凍結組織切片を染色し反応抗原の組織分布を検討したo

KL3抗原は肺癌では腺病と小細胞癌に表出されていたが,偏平上皮癌では検出されず,これらの

組織型の鑑別に意義あるものと思われた。一方, KL-6抗原はこれら3種の組織型の肺癌に表出さ

れていた。肺癌以外の病における両抗原の分布は疑似し,ほとんどの腺癌及び一部の扇平上皮癌に

みとめられた. KL-3抗原及びKL-6抗原はともに正常組織に汎く分布していたが,正常肺では

KL-3抗原は細気管支上皮のみに存在し, KL-6抗原は肺胞,細気管支,気管支腺上皮に分布して

いた。

健常者血球に対する反応性は,末梢血単核球及び額粒球に対しては蛍光抗体法で,また赤血球に

対しては凝集反応で検討したが, KL-3抗体及びKL-6抗体ともにこれらの血球に対して反応をみ

とめなかた。

5 )種々の疾患において胸水中に浸出する細胞に対する両抗体の反応性を蛍光抗体法で検討し

た0両抗体とも血球や活動性中皮細胞などの癌細胞以外の細胞画分には反応しなかったが, KL-3

抗体は胃癌(1/1),肝癌(1/1),悪性中皮瞳(1/1)由来の細胞と反応し, KL-6抗体は肺腺癌(7

/8),肝癌(1!1),悪性中皮腫(1ノ1)と強く反応した。従って胸水中癌細胞の検出を目的とした免

疫化学検査に応用可能と考えられたO
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6)血清KL-3抗原は肺癌において有意な増加をみとめなかった。しかし胃癌や肝療では,それ

ぞれ10.5% (2/19)及び36.4% (4/ll)の陽性率をみとめ,これらの疾患における腫蕩マーカー

としての性格が示唆された。

7 )血中KL6抗原の平均値は,健常人(80例) 278士152u/ml,肺癌(99例) 895±2411u/ml,

良性肺疾患(108例) 492±421u/mlであった。肺癌全休での陽性率は32.3% (32/99)であり,組

織型別には腺癌40.5% (17/42),扇平上皮癌32.1% (9/28),小細胞癌17.9% (5/28)が陽性であ

ったO腺癌と扇平上皮癌では臨床病期Ⅲ及びⅣの症例で増加が顕著であったoまた血清KL-6抗原

はCEAやCA19-9と異なった動きを示し,これらとのcombinationassayを行うことにより肺癌

診断における陽性率を改善した。

血清　KL-6抗原は,揮癌や乳癌でもそれぞれ44.4% (4/9)及び75% (6/8)と高率に陽性であ
SK9

一九血清KL-6抗原は,一部の良性肺疾患すなわち肺線維症,ぴまん性細気管支炎,肺結核な

どでも高率に陽性であった。しかしながら,炎症の指標としての赤沈値やCRP値とは相関を示さ

ず,良性肺疾患のなかでも急性肺炎や慢性気管支炎などでは増加をみとめないた軌　ある種の良性

肺疾患の新しいマーカーとしても臨床的有用性を認めるものと思われた。

8)肝腺病由来胸水中のKL-3抗原は,その52.9% (10/19)が異常高値を示し, KL-6抗原は

76・5% (13/17)が陽性であった。更にKL3抗原あるいはKL-6抗原の少なくともいずれかが陽

性を示した症例は94.1% (16/17)の高率であった0 -刀,肺結核,コレステリン胸膜炎による胸

水での陽性率はわずかに12.5% (2/16)であり,胸水をきたす疾患の鑑別にも　KL-3　抗原及び

KL-6抗原の定量は有用であると考えられた。

癌の早期診断のため,新しい腫蕩マーカ十の発見が

期待されている。中でも肺癌は近年の増加が著し

く20)組織像は多彩であり,治療法に満足すべきも

のがないため,より早期かつ客観的な診断法の開発が

望まれている30)

癌細胞は自律的な無限増殖性を示し,正常細胞とは

異なった抗原性を持っと考えられるoその癌細胞固有

の抗原を免疫生化学的に検出しようとする試みは古く

からあったが18,53,54,57,64,65)近年細胞融合法によるモ

ノクローナル抗体を応用することにより,この分野は

飛躍的な進歩をとげている。モノクローナル抗体は,

1975年KohlerとMilstein40'により初めて作製され,

以後その生物学に与えた恩恵は測り知れないものがあ

るQ従来のポリクローナル抗体と比較し,モノクロー

ナル抗体は次のような利点を有している49)。すなわち,

単一の抗原決定基に対する特異性の高い同一の抗体を

得ることができる。免疫原として純粋なものを必要と

せず,作製後も吸収操作を要さない。産生細胞を凍結

保存することにより,ほぼ半永久的に必要な時に大量

の抗体を得ることができる奉などである。従って,ポ

リクローナル抗体では困難であった同一抗体を使った

同一の実験を何回でも時と所を選ばずにくり返すこと

も可能となった。

このような利点を有するたれ　未知の腫壕抗原の検

出を目的としたモノクローナル抗体の開発には大きな

期待がかけられ,多くの腫癌関連抗原に対してモノク

ローナル抗体が作製されてきた19,37,38,42,67)しかしな

がら,モノクローナル抗体をもってしても,腫療特異

抗原の検出は容易ではなく,ヒトにおいて陸揚特異抗

原の検出された例はない。すなわち,今までのところ,

正常細胞にも種々の程度に表現されている腫蕩関連抗

原の存在しか知られていないC肺癌関連抗力和こ対して

も多数の抗体が作製されてきた3,1ト13,17,29,33,36,48,50,51,

8,60,66,73)これらの多くは,単に株化培養細胞に対す

る反応性によって陸揚特異性を論じているのみで,実

際に臨床的有用性の確認された抗体は少ない。しか

し,肺癌から得られた細胞や組織に対し高い特異性を

有する抗体も報告されており,これらの抗体には細胞

諺,組織診,アイソトープ標識抗体によるRIシンチ

グラム7,16)などの診断分野,またミサイル療法と呼ば

れる治療分野28,70)への応用に対して期待がよせられ

ているOすなわち,偏平上皮癌に対する　Kyoizumi

らll)の　LuCa 3　及びLuCa 4抗体,腺病に対する

Valkiら68)のKSl/9抗体,小細胞癌に対するBernal

ら8,9)のSMl抗体などであるo

しかしながら,血清中の腫蕩抗原を認識し,血清診

断における有用性が報告されているモノクローナル抗

体は少ない　CEA (Carcinoembryonic antigen),アル

ファーフェトプロテインなど,細胞融合法によるモノ

クローナル抗体作製の技術が開発される以前から知ら
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れており,既にその性状が明らかにされていた陸蕩抗

原に対するモノクローナル抗体i,10,31,59)を除けば,大

腸癌に対するNS 19-9抗体1.2,38,43,44,45)卵巣癌に対

するOC 125抗体4,5)胃癌に対するCSLEX-1抗

体21-27)など数える程しかなく,肺癌を免疫原として

っくられたモノクローナル抗体ではYH 206抗体75)

が報告されているのみである。

著者は,肺腺癌由来細胞株VMRC-LCRを免疫原

としてモノクローナル抗体を作製し,血清及び胸水中

の可溶性抗原を検出する2つの特異性の異なったモノ

クローナル抗体KL-3 (IgMクラス)とKL-6 (IgG,

クラス)を樹立したOこれらの抗体の臨床診断-の応

用の可能性を検討したところ,両抗体とも胸水細胞診

における有用性が示唆され,血清中及び胸水中の可溶

性抗原の測定結果から,これらは従来の陸揚マーカー

と異なった変動を示す新しいマーカーとして臨床的有

用性を認めたので報告する。

材料　と　方法

1.細胞珠

肺腺癌細胞株VMRC-LCR及びVMRC-LCD,肺扇

平上皮癌細胞株SK-MES 1,肺小細胞癌細胞株SK-

AK-LCL勝跳癌細胞株T-24,子宮頚部癌細胞株ME-

180,悪性黒色腫細胞株MeWoの各細胞株はMichael

A. Bean博士(Virginia Mason Research Center, Seat-

tie,WA)より,肺腺癌細胞株Luci3及びLucilO,柿

扇乎上皮癌細胞株PC-1,肺小細胞癌細胞株QG-90,

腎癌細胞株Scattola,肉腫細胞株U-20-Sは上田龍三

博士(愛知がんセンター)より,肺腺癌細胞株ABC-

1,肺小細胞癌細胞株SBC-3及びSBC-5は平木俊吉

博士(岡山大学医学部)より,胃癌細胞株AZ-521は

今井浩三博士(札幌医大)より,肝癌細胞株　SK-

HEP l及び大腸癌細胞株SW 1222は渡辺　正博士

(名古屋大学医学部)より,肝癌細胞株PK-1-66は

久野弘武博士(東北大学医学部)より,乳癌細胞株

YMB-1は山根　基氏(広島大学医学部)より,肺扇

平上皮癌細胞株RERF-LC-AIは秋山賓利博士(放射

線影響研究所)より供与されたo肺線維芽細胞株

CCD-18Lu,鼻咽頭癌細胞株　K.B.,喉頭癌細胞株

HEp-2,障癌細胞株Pane-1及びMIA PaCa-2は

American Type Culure Collectionから得た。これら

の細胞株は, complete RPMI培地[RPMI 1646培地

(Grand Island Biological Co., Grand Island, NY), 10%

FCS (Hyclone; Sterile Systems, Inc., UT), 4mM

HEPES [4-(2-hydroxyethyl)-l-piperazine-

ethanesulfonic acid], streptomycin (100 /ig/ml),

973

penicillin (100 unit/ml), 2 mM L-glutamine]で継代培

養した。ハイブリドーマの親株として使用した　81

azaguanme耐性のマウス骨髄腫細胞株P3-NS 1-Ag

4/1 (NS 1)は, 100uM　8-azaguanine (Sigma

Chemical Co., St. Louis, MO)添加complete RPMI培

地で培養した。

2・ハイブリドーマの作製法(Fig. 1)

8適齢の雌BALB/cマウスの皮下に5×106個の

VMRC-LCR　細胞を免疫しその後2週間の間隔で2

回腹腔内に8×106個の細胞を免疫した。最終免疫か

ら3日後に牌臓をとり出し,その幹細胞とNSl細胞

とをKohlerとMilstein40'の方法に準じて細胞融合し

た。すなわち肺細胞とNSl細胞を2対1の割合で混

合し遠沈後,沈睦に1mlの42%ポリエチレングリコー

ル6000 (Eastman Kodak, Rochester, NY)を加え,

37-C　にて5分間ゆるやかに撹拝した。洗浄後,細胞

混合液をcomplete RPMI培地に懸濁し96穴プラスチ

ックミクロプレート(Costar, Cambridge, MA)に1穴

当り106個の割合で合計126穴に0.1mlづっ分注した0

24時間後,各穴にHAT培地(100 JIM hypoxanthine,

0.4 ^M aminopterin, 16 ^M thymidine加complete

RPMI培地)を0.1ml加えた。培養開始2日後, 3

日後, 5日後, 7日後, 11日後に培養上清0.1mlを

捨て, HAT培地0.1mlを加えた。増殖限界に達した

ハイブリドーマは,あらかじめ1穴当り　5×106個の

feeder細胞(BALB/c　マウス胸腺細胞)を播種して

亡≠t
Spleen cells

Immunize with VMRC-LCR cells,
3 times

Mouse myeloma cells

Hybridize by PEGa

Culture in 96-well plastic plate with HAT medium'

1  10-14 days
Culture in 24-well culture plate with HT medium

l
Test reactivities of hybridoma culture supernatants

against VMRC-LCR cells

l
Cloning by limited dilution

l　14days

Test reactivities of hybridoma culture supernatants
against VMRC-LCR.cells and normal lung fibroblast

l.
Reclomng

・PEG : polyethylene glycole; bHAT medium : compleate RPMI
medium containing 100 juM hypoxanthine, 0.4 fiM ammopterm,
and 16 #M thymidine; CHT medium : cumplete RPMI medium

containing 100 〃M hypoxanthine, 16 /`M thymidine.

Fig. 1. Schedule of the establishment of

hybndoma
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おいた24穴カルチャープレートに移しHT培地100

〃M hypoxanthine, 16/lM thymidine　加　complete

RPMI　培地)で培養した。増殖限界になったところ

でVMRC-LCR細胞に対する培養上清中の抗体活性

を酵素抗体法で検索し,抗体活性のみとめられたハイ

ブリドーマを限界希釈法でクローニングした。即ち細

胞を50個/ml及び10個/rnlに希釈し, 1穴当り106個

のfeeder細胞を播種しておいた96穴プラスチックミ

クロプレートに0.1mlづっ分注し, HT培地により

2週間培養した。 1穴に1個のノ、イブリド-マコロ

ニーが形成された場合をクローンとみなし,酵素抗体

法により　VMRC-LCR細胞に反応し,肺線維芽細胞

であるCCD-18Lu細胞に反応しない抗体を分泌して

いるクローンを選択し,再びクローニングした。

3.細胞株に対するハイブリドーマ培養上溝中の抗

体活性を測定するための酵素抗体法

Fig. 2　に示す如く,細胞株を96穴プラスチックプ

レート中で増殖限界まで培養し, 0.25%グルタールア

ルデヒドで5分間固定後, PBS　で洗浄した。ノ、イブ

リド-マの培養上清　0.1ml　を加え室温で1時間イン

キュべ-トした後洗浄し,ついで10%FCS溶液で100

倍に希釈したベルオキシダーゼ標識ヤギ抗マウス免疫

グロブリン(Cappel Laboratories, Cochranville, PA)

50ul　を加え室温にて1時間インキュべ-トしたO洗

浄後100//IのABTS溶液[150us/ml azinobis-3-

ethylbenzothiazoline-6, 6-sulfonate (半井化学), 50

mM citrate buffer pH 4.0, 1」L% H202]を加え,室温

で5分間反応後50/11の10%シュウ酸を加えて反応を

停止させた　microplatephotometer (コロナ電気)を

使って吸光度ODォ4を測定し, complete RPMI培地

をnegativecontroleとしたときのAOD4　が0.02以上

の例を陽性と判定した。

4.免疫組織化学的検査

組織に対するモノクローナル抗体の反応性の検討は

ベクタステイン(Vector Laboratories, Burlingame,

CA)を用いて免疫ベルオキシダーゼ法(ABC法)で

検討した。即ち厚さ4umで切り出した凍結組織切片

を-20。Cで10分間アセトン固定し,乾燥後使用した。

まずウマ血清を用いて抗体の非特異的反応を阻害し

た後,ハイブリドーマの培養上清と室温で30分間反応

させた　PBSで10分間洗浄後ビオチン化ウマ抗マウ

スIgG　と室温で30分間反応させ,洗浄した後,アピ

ジン・ビオチン標識ベルオキシダーゼを1時間反応さ

せて洗浄後, DAB　溶液(0.5mg/ml Diaminoben-

zidine, 0.01% H202, 50 mM Tris-HCl buffer pH 7.0)

と5分間反応させた。

5.胸水細胞及び血球の免疫響光染色

胸水細胞は胸水中より,また末梢血単核球は末梢血

中よりFicolトHypaque [比重1.007±0.001 (SD)Jを

使って比重遠心法で中間層にある細胞を得た。類粒球

は末梢血を比重遠心後,形成された下層からデキスト

ラン沈降法で得たoすなわち3.0%デキストランを加

Cells cultured in 96-well plastic plate

l

Fix eel1s with 0.25% glutaraldehyde

Wash

Add 0.1 ml hybndoma culture supernatant

Incubate for 1 hr, at room temperature

れash

Add 0.05 ml peroxidase conjugated goat

anti-mouse immunoglobuhns antibody

Incubate for 1 hr, at room temperature

Wash

Add 0.1 ml of ABTS solution8

l
Add 0.05 ml of 10% oxalic acid

Measure at OD41

aABTS solution : 150 #g/ml azinobis-3-ethylbenzothiazolme-6, 6-sulfonate in 50 mM citrate
buffer containing 1,¥% H202

Fig. 2. Method of enzyme immunoassay for testing reactivities of hybndoma

culture supernatant against cell lines
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ぇ静産後,上層の頼粒球層を採取し混在する赤血球は

0.75%塩化アンモニウム, 20mMトリス塩酸溶液

pH 7.4で溶血させ洗浄し頼粒球を得たo

以上の方法で得た細胞5×105個と0.5mlの-イブ

リド-マ培養上清を1時間反応させ洗浄後, 10/llの

FITC (fluorescein isothiocyanate)標識ヤギ抗マウス

IgG F(ab')2フラグメント(Tago Inc., Burlingame,

cA)と30分間反応させた。洗浄後1%パラホルムアル

デヒドで固定し,蛍光顕微鏡(日本光学)及びセル・

ソ一夕- (FACS 420, Becton Dickinson)で解析したO

一部の症例の胸水細胞は比重遠心法で採取した後,

サイトスピン(Shandon Southern Products Limited,

Cheshire, England)を使ってスライドグラス上に遠心

付着させた　-20-C　で直ちにアセトン固定し,免疫

ベルオキシダーゼ法(ABC法)で染色した。

6.赤血球凝集反応

96穴U庇プレートに1穴当り50julのハイブリドー

マ培養上清の希釈系列を　Modified Barbital Buffer

(MBB: 6.3 mM barbital buffer, 0.15 mM CaCk 0.77

mMMgCkO.85%NaCl)で作製した　MBBで3回洗

浄した0.5%赤血球浮遊液を50n¥づつ各穴に加え,

37-C　で1時間インキュべ-トし,凝集の有無を観察

した。凝集を示さなかった抗体に対しては,更に　50

〃lの50ug/mlヤギ抗マウス免疫グロブリンを加え1

時間反応後,擬集の有無を判定した0

7.抗体の免疫グロブリンクラスの検討

モノクローナル抗体の免疫グロブリンクラスの決定

はオクテロニー法で行ったOすなわちミニコン　B15

(Amicon Corp., Danvers, MA)を使って培養上清を20

倍濃縮し,ヤギ抗マウスIgd, IgG2A, IgG2B, IgM

(Meloy Laboratories)及びIgG3 (Miles Laboratories,

Rohovet, Israel)を用いて, 1.0%アガールゲル内で反

応させ沈降線を観察した。

8.腹水化抗体の作製と精製

あらかじめプリステン(2, 6, 10, 14-tetra一

methylpentadecane)を腹腔内に注射しておいた

BALB/cマウスの腹歴内に5×106個のハイブリドー

マを注射し, 1から3週間後マウスが腹水を形成した

ところで脱血死させ腹水を採取した。

IgMクラスのKL-3抗体の場合, 50%飽和硫安で

2回塩析し,セファデックスG-200カラムでゲル渡

過した0第1ピークを精製KL-3抗体としたIgGj

クラスの　KL6抗体は33%飽和硫安で2回塩析し,

0.02Mリン酸緩衝液pH7.8に透析後,同じ緩衝液で

平衡化しておいたDE 52 (Whatman Chemical Separa-

tion Ltd, England)カラムを通過させた分画を精製

975

KL-6抗体としたo

g.精製抗体のベルオキシダーゼ標識法

ベルオキシダーゼの抗体への標識はNakane　ら52)

によって開発された過ヨ-ソ酸架橋法で行った。すな

わち, 5mg西洋ワサビベルオキダーゼGradI(Boehr-

mgerMannheim, West Germany)を1 mlの0.3 M炭

酸緩衝液pH8.1に溶解した液に0.1mlの1% 1-

fluoro 2,4-dirutrobenzene ethanol溶液を加え, 20分

間インキュベ-ト後10,000回転で10分間遠心した。遠

心後0.01M炭酸緩衝液pH9.5に4oCで一夜透析し

た。透析後1mlの0.06Mエチレングリコール溶液

を加え, 1時間インキュべ-トした。再び0.01M炭

酸緩衝液pH9.5に透析した徽　同じ緩衝液で平衡化

した5mgの抗体溶液と混合して室温で反応させた0

3時間後5mgの水素化ホウ素ナトリウムを加え充分

に混合した後4oCで一夜静置した。その後PBSに透

析して,更にセプアデックスG-200カラムでゲル演

過して得られた最初のピークをベルオキシダーゼ標識

抗体として使用した。

10.サンドイッチ酵素抗体法(Sandwich enzy-

me-liked immunosorbent assay; Sandwich

EI-ISA)

園相抗体と酵素標識抗体の両者に同一抗体を用いて

Sandwich ELISAをおこなった。

a.プレート法Sandwich ELISA

可溶性抗原の分子量の決定のためセフアロース　4B

(Pharmacia Fine Chemicals)でゲル演過して得られた

フラクション中の抗原の半定量には本法を用いた。即

ちFig.3に示すごとく10^g/mlの精製モノクローナ

ル抗体を0.1mlづつ96穴EIAプレート(住友ベーク

ライト,東京)に注入し,室温で1時間静置吸着させ

た後　TB-PBS (0.05%　Tween　20, 0.1%　Bovine

serumalbumin, PBS)で洗浄した。ついで100/Jlの検

体を加え　37-C　で3時間反応させた後洗浄し, Pro-

tein Buffer (0.15 M PBS pi壬6.4, 10% Normal rabbit

serum, 0.1% Bovine serum albumine)で100倍に希釈

したパーオキシダーゼ標識モノクローナル抗体　0.1

mlを加え16から20時間インキュベ-トした。洗浄後,

0.1 mlの　OPDA　溶液(0.3%　0-phenylenediamine

dihydrochlonde, 0.02% H202, 0.05 M Citrate buffer

pH4.0)を加え30分間反応させた後0.1mlの1N硫酸

を加え反応を停止させ吸光度OD4i　を測定した。

b.ビーズ法Sandwich ELISA

血清及び胸水中の可溶性抗原の定量には,ビーズ法

Sandwich ELISAを用いた。

ポリスチレンビーズ(1/4インチ,和光純薬)を
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Add 0.1 m1 10 〟g血1 monoclonal antibody into
each well of 96-well EIA plate

Incubate for 1 hr, at room temperatu
Wa sh

Add 0.1 ml Standard or Sample

Incubate for 3 hr, at 37-C
Wash

Add 0.1 ml HRPODa conjugated monoclonal antibody

Incubate for 16-20 hr, at 37-C
Wash

Add 0.1 ml of OPDA solutionb

30 min, at room temperature

Add 0.1 ml of IN H2SO4

1

Measure at OD^.

"HRPOD : horse-radish peroxidase.

bOPDA solution : 0.3% 0-phenylenediamine dihydrochloride, 0.02% H202, 0.05M citrate
buffer pH 4.0.

Fig. 3. Method of sandwich enzyme-linked immunosorbent assay using 96-

well EIA plate for the detection of soluble antigens

Monoclonal antibody coated bead十0.3 ml Standard
or

Salliple

Incubate for 3 hr, at 37C

Ⅵγash

Add O・3 ml HRPODa conjugated monoclonal antibody

Incubate for 16-20 hr, at 37"C
Wash

Add 0.3 ml OPDA solution6

Add

I
_
ー
1
-
-
s
　
-

&
*

I
L

Incubate for 30 min, at room temperature

2N HCl

Measure at OD492

HRPOD '蝣horse-radish peroxidase.

l'OPDA solution : 0.3% 0-phenylenediamine dihydrochloride, 0.02% H202, 0.05M citrate
buffer pH 4.0

Fig. 4. Method of sandwich enzyme-linked immunosorbent assay using

polystyrene bead for the detection of soluble antigens

50j/g/mlのモノクローナル抗体溶液(0.25Mリン酸

緩衝液pH7.5)に浸し, 37-Cで1時間インキュベ-

トした後, 10分間氷水中で冷却したものを抗体吸着

ビーズとして使用した。次いでFig.4に示すごとく,

ガラスチューブの中で抗体感作ビーズと検体　0.3ml

を3時間　37-C　で反応させた後,生食で3回洗浄L

Protein Bufferで100倍に希釈したベルオキシダーゼ

標識抗体0.3mlを加えて更に16から20時間反応させ

たo洗浄後ビーズをポリスチレンチューブ(EtkayPro-

ducts, Inc., Boston, MA)に移し, 0.3 mlのOPDA溶

液を加え30分間反応させた後1mlの2N塩酸を加え

反応を停止させ,吸光度OD4,を測定したo

KL-3抗体の認識する抗原の測定系では,抗原量の

スタンダードとして,ある癌性胸膜炎患者の胸水を

Protein Bufferで80倍希釈したものを40u/mlとし,

0,2.5,5,10,20,40u/mlの6点のスタンダードをとり

標準曲線を作成したO検体は原則としてProtein Buf-

ferを用いて2倍に希釈して測定に供した　KL-6抗

体を使った測定系では,他の症例の胸水を160倍希釈

したものを64u/mlとし, 0,2,4,8,16,32,64uノml
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の7点のスタンダードから標準曲線を作成したo検体

の希釈は50倍とした0

ll.モノクローナル抗体反応抗原の生化学的性状の検

討

a.蛋白分解酵素に対する感受性試験

105個のVMRC-LCR細胞を0.25%トリプシンまた

は0.25%プロナ-ゼと30分間反応させ, PBS　で洗浄

後,前述した蛍光抗体法で検討したo

b. 125I-Immunoglobulin Binding Assayによる過

ヨ-ソ酸及びノイラミニダーゼに対する感受性試験

96穴プラスチックミクロプレートの中で　VMRC-

LCR　細胞を増殖限界まで培養し, 0.25%グルタール

アルデヒドで固定後, 50/il　の過ヨ-ソ酸またはノイ

ラミニダーゼを加え, 30分間反応させた　PBSで洗

浄後,ノ、イブリド-マの培養上清を1時間反応させ洗

浄し1.0×105cpmの125J標識ヤギ抗マウス免疫グ

ロブリン(New England Nuclear, Boston, MA)を加

え, 7回洗浄後, 100/Jlの0.2N水酸化ナトリウムで

細胞を可溶化してポリスチレンチューブに移して,ガ

ンマーカウンターで放射活性を測定した。

過ヨ-ソ酸は, 1,10,100mM,ノイラミニダーゼは

0.01, 0.1, l.Ou/mlのそれぞれ3段階の濃度で検討し

た　Negative controle　としてはマウスミエローマ細

胞のMOPC 21 (IgGi)及びMOPC 104E (IgM)の培養

上清を用いた。

12.血清CEA億の測定

血清KL-6抗原値とCEA値との相関をみるため血

清CEA値を測定した。測定にはCEAキット「第1」

(第1ラジオアイソトープ研究所)を用いたoすなわ

ち,試験管内に検体50/11及び酢酸緩衝液200JJlを入

れた後,抗体感作ビーズを加えた。室温で4時間イン

キュベ-トした後洗浄し125J標識抗CEA抗体200

JJl　を加え,室温で16時間インキュベ-トした.洗浄

した後ガンマーカウンターで放射活性を測定した。

13.血清CA 19-9値の測定

血清KL-6抗原値とCA19-9値との相関をみるた

め血清CA19-9値を測定したoエルザCA19-9キッ

ト(Commissariat a l'energie atomique, France)を用

いCA 19-9抗体感作チューブに検体0.1mlと緩衝液

0.2mlを入れ, 37-Cで3時間インキュべ-トした後

洗浄し, 0.3mlの125J標識CA19-9抗体を加え,室

温で16時間インキュベ-トしたo洗浄後,ガンマーカ

ウンターで放射活性を測定したo

H.血清CRP値と血沈値

血清CRP値は広島大学医学部中央検査部において

LA system (栄研科学)をつかって, Latex photo-

977

metric immunoassayで測定された値を用いた。

また血沈値は,血清採取当日に広島大学医学部付属

病院第二内科で測定された値を用いた。

結　　　　　果

1.ハイブリドーマの作製とスクリーニング及びモ

ノクローナル抗体の免疫グロブリンクラス

細胞融合後, 126穴すべてにノ、イプリド-マの増殖

がみられ,そのうちVMRC-LCR細胞に反応を示し

たハイブリドーマの中から無作為に17個を選んでク

ローニングをおこない268個のクローンを得た。この

うち89クローンがVMRC-LCR細胞に反応を示し,

そのうちの27クローンが正常肺線維芽細胞株　CCD-

18Lu　に反応しなかった。この27クローンについて

VMRC-LCR　細胞を含む7種の肺癌細胞株に対する

反応性を検討し,類似の反応パターンを示したクp-

ンは同一性状のクローンとみなし,異なった反応パ

ターンを示した計6個のクローンを選んだ。更に,節

癌亀織に対して高率に且つ強く反応し,正常肺組織に

対して特徴ある反応性を示したKL-3とKL-6の2つ

のノ、イブリド-マについて抗体を精製し, Sandwich

ELISA　を用いて血清中及び胸水中の抗原の有無を検

討したO　なお,オクテロニー法で検討した結果,

KL-3抗体はIgMクラス, KL-6抗体はIgGiクラス

であった。

2. KL-3抗体及びKL-6抗体の認識する抗原の

生化学的性状

a.細胞抗原の生化学的性状

VMRC-LCR細胞表面のKL-3抗原は,トリプシ

ン及びプロナ-ゼの両プロテアーゼ処理によって全く

変化をうけなかったD KL-6抗原は,トリプシン処理

では変化をみとめなかったものの,プロナ-ゼ処理に

より蛍光の軽度減弱をみとめ抗原分子の一部に蛋白部

分の存在が推定された。

また125トImmunoglobulin binding assayで検討し

た過ヨ-ソ酸及びノイラミニダーゼ処理による影響は,

Fig.5に示すごとくであり, KL-3抗原は過ヨ-ソ酸

処理により結合が低下し感受性を示したが,ノイラミ

ニダーゼ処理では結合は増加し, KL-3抗原は末端に

シァル酸を結合しない糖鎖であるものと思われた。

KL-6抗原は,過ヨ-ソ酸とノイラミニダーゼの両者

に感受性を示し,末端がシァル化された糖鎖構造であ

るものと推定されたo

b.可溶性抗原の分子量

癌性胸水をセフアロース4Bでゲル確過して得られ

た各フラクション中の抗原量をプレート法　Sandwich
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Fig. 5. Effects of periodate and neuraminidase treatment on the binding of

monoclonal antibodies to cell surface antigens

ELISAで測定した結果はFig.6に示している(B)の

悪性中皮腫由来の胸水を抗原分析に用いた場乱

KL-3抗原はvoidフラクションのみにピークをみと

め,分子量は500万以上と推定された(c)の転移性肝

癌由来胸水の場合は, voidフラクションのみならず,

45番目と57番目のフラクションにもピークを有し, (A)

の分子量マーカーのゲル慮過による標準曲線から各

ピークの分子量はそれぞれ240万から600万及び120万

から160万の間にあり, (B)の症例と(C)の症例とでは異

なった分子量を示した。

KL-6抗原は, (B症例ではvoidフラクション(分

子量500万以上)及び53番目(分子量145万から250万)

の2っのピークを認めた(c)症例ではvoidフラクシ

ョン(分子量500万以上)と49番目(分子量190万から

390万)にピークを認めたO

以上抗原の生化学的性状をTablelにまとめた。

Table 1. Biochemical characteristics of an-

tigens recognized with monoclonal antibodies

KL-3Ag KL-6Ag

Molecular weight of

soluble antigens　> LOOO kDal >LOOO kDal

Treatment Trypsin Resistant Resistant
with

PronaseResistantWeakly
sensitive
NaIO4SensitiveSensitive
NeuraminidaseResistantSensitive

3.細胞株に対する反応性

酵素抗体法により肺由来の各種細胞株に対する反応

性を検討した結果をTable2に示した。 KL3抗体は

肺腺癌及び小細胞癌に反応したが偏平上皮癌細胞には

反応しなかった0 -刀, KL-6抗体はこれら3種類の

鼠織型由来の細胞株に反応したo

肺癌以外の悪性腫蕩由来の細胞株に対する反応性は

Table 3に示している。両抗体とも反応性は異なるも

のの, Sarcoma　細胞を含む各種の悪性腫癌細胞株と

反応することが判った。

4.癌組織における抗原分布

各種の癌組織凍結切片における抗原の分布を免疫ベ

ルオキシダーゼ染色により検討し,その結果をTable

4に示した。肺癌組織では,肺癌由来の細胞株に対す

る反応性のパターンと同様に, KL-3抗原は腺癌と小

細胞癌とのみに認められ,偏平上皮癌には検出されな

かったが, KL6抗原はこれら3種の組織型の肺癌に

おいて発現されていた。肺腺癌の1例に対する免疫ベ

ルオキシダーゼ染色の写真をFig. 7に示したO両抗

体とも問質には反応せず, KL-3抗体は癌細胞の細胞

膜を全周性に染色したが, KL-6抗体はそのIuminar

sideを強く染色している像が認められる。

肺癌以外の他臓器の癌組織におけるKL-3抗原及び

KL-6抗原の分布様式は非常に類似しており,大部分

の腺癌及び食道の扇平上皮癌にも検出された0

5・正常組織及び血球における抗原分布



河野:抗ヒト肺癌MoAbの作製と応用

(A) STANDARD CURVE OF MOLECUIノAR WEIGHT

(
T
O
出
　
X
H
O
I
H
m
 
w
i
n
o
g
i
o
i
'
占

(B) PLEURAL EFFUSION FROM A PATIENT WITH MESOTHELIOMA

W
日
日
日
日
閉
園
L
W
S
I
K
B
C
I
弼
I
K
f
J
胆
管

●

・

・

l

S

v

」

-

1

出

」

0

1

山

A

山

1

30　　40　　50　　60　　70　　80　　90　100

(C) PLEURAL EFFUSION FROM A PATIENT WITH

METASTATIC LUNG CANCER OF PANCREAS CANCER

r
z
a
o
)
　
m
i
凹
x
o
a
d

(
.
昭
z
a
o
)
　
n
i
凹
X
O
X
d

o
　
　
　
　
　
　
　
5

1
　
　
　
　
　
　
　
　
0

0
　
　
　
　
　
　
　
　
n
U

30　　40　　50　　60　　70　　　　　　90　1 00

FRACTION

Fig. 6. Analysis of molecular weights of KL-3 and KL-6 antigens with

sepharose 4B gel chromatography

正常組織における分布状態をTable 5に示した。

KL-3　抗原は正常肺では細気管支上皮にのみ認めら

れ,肺胞,気管支上皮,気管支腺には検出されなかっ

た　KL-6抗原は肺胞,細気管支,気管支腺の上皮に
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詑められ,特に細気管支上皮にはそのIuminarsideに

非常に強く印象的に認められた。

肺以外の多くの上皮細胞における両抗原の分布状態

を調べると,両抗原はともに汎く存在していたが,検
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Table 2. Reactivity of monoclonal antibodies to human lung tumor cell lines and lung fibroblast by enzyme

immunoassay

Lung adenocarcinoma

Cell Line

VMRC-LCR

VMRC-LCD

Luci 3

Luci 10

ABC-1

Lung squamous cell carcinoma RERF-LC-AI

SK-MES 1

PC-1

Lung small cell carinoma

Lung normal fibroblast

QG-90

SBC-5

SK-AK- LCL

SBC-3

CCD-18Lu

Reactivity8

KL- 3　　　　　　KL-6

†+　　　　　　　　十十

±
±

・

S

S

I

The reactivity was scored as follows: -, 人OD--0.019;土AOD-0.020-0.049; +, AOD-0.050-0.099; ++,
AOD-0.100-

Table 3. Reactivity of monoclonal antibodies to human nonpulmonary tumor cell lines by enzyme im-
munoassay

Cell Line

Nasopharyngeal carcinoma

Laryngeal carcinoma

Gastric carcinoma

Hepatoma

Pancreatic carcinoma

Colorectal carcinoma

Renal carcinoma

Bladder carcinoma

Cervical carcinoma

Breast carcinoma

Melanoma

Sarcoma

K. B.

HEp.-2

AZ-521

SK-HEP 1

Panc- 1

PK-1-66

MIA PaCa-2

Sw 1222

Scattola

T-'>4

ME-180

YMB-1

MeWo

U-2 0-S

Reactivity

KL-3　　　　　　KL-6

±

‡‡

+千

±

I

 

i

 

I

 

I

　

一

+

1

　

　

　

+

:±　　　　　　　十

The reactivity was scored as follows: -, AOD--0.019; ±, AOD-0.020-0.049;　AOD-0.050-0.㈱9; ++,
AOD-0.100-.

索した範囲内で両者の存在様式の異なっていた点を挙

げると次のようであった。即ち, KL-3抗原は胃粘膜

上皮,幽門腺,十二指腸,結腸,直腸上皮に存在した

が, KL-6抗原はこれらの組織には認められず,食道

上皮,胃底腺,子宮内膜にはKL-6抗原のみが検出さ

れた。

なお表には示していないが,末梢血単核球及び頼粒

球には両抗体の反応する抗原は存在せず,また0塑及

びAB型赤血球にも検出されなかった。

6.胸水細胞に対するモノクローナル抗体の反応性

Table 6に示すごとく,胸水細胞に対する反応性を

蛍光抗体法で検討したところ, KL-3抗体は凍結組織

切片に対する反応性とは異なり肺腺癌由来の胸水細胞

に対して反応をみとめかった　KL-6　抗体は肺腺癌

(7/8)及び細胞診クラスⅤの小細胞癌(1/1)と反応

し,雇平上皮癌細胞とは反応しなかった。転移性肺瞳
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Table 4. Reactivity of monoclonal antibodies with tumor tissues by immunoperoxidase stainng

Lung

Stomach

Ampulla vater

Bile duct

Pancreas

Colon

Re ctum

Thyroid

Breast

Kidney

Esophagus

Cervix

Liver

Histology
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Reactivity3
_　　　tNo. positive No　虹江上止しー-
KL-　　　　　　KL-6

Adenocarcinoma

Squamous cell carcinoma

Small cell carcinoma

Adenocarcinoma

Adenocarcinoma

Adenocarcinoma

Adenocarcinoma

Aden ocarcinom a

Ad enocarcinoma

Papillary adenocarcinoma

Meddulary carcinoma

Meddulary tubular carcinoma

Transitional cell carcinoma

Squamous cell carcinoma

Squamous cell carcinoma

Hepatocellular carcinoma

+(12/16)　　十十(15!15)

-(0/6)　　十十(7/7)

十(4/5)　　　　/5)

++(3/3)　　+ (3/3)

+( 1/1)　　+ (1/1)

++( 1/1)　　++( 1/1)

++(3/3)　　++(3/3)

+( 1/2)　　十( 1/2)

十(1/1)　　+(1/1)

++( 1/1)　　+(1/1)
BEH ‖g

+( 1/2)　　+(2/2)

+( 1/1)　　+(1/1)

++( 1/2)　　十十(1/2)

-(0/1)　　-(0/1)

-(0/1)　　-(0/1)

The staining was scored as follows: - , negative; +, positive; + , positive; ++, strong positive.

*r-寸　/・-　ミニ%A　す.　二　こY'

言＼:′ 、.、
¥-. A4二軍

・, *有言言
忘u

(A) (B)　　　　　　　　　　　　(C)

Fig. 7. Immunoperoxidase staining of a well differentiated, papillary (bronchiolo-Alveolar) type of

adenocarcinoma of the lung. Frozen sections were stained with hematoxylin-eosin (A), KL3 a山ibody

(B) and KL6 antibody (C).

療では,胃と輝を原発部位とする腺癌1例づっの検討

にすぎないが, KL-3抗体は両者と反応し, KL-6抗

体は輝癌例のみに反応した。悪性車皮瞳に対しては両

抗体とも強く反応した。一九両抗体は胸水細胞診で

Class I又はⅡの肺癌患者由来の細胞に対しては反応

せず,また非癌患者由来の胸水細胞とも反応しなかっ

た。中でも症例PL-33(Class II)の胸水中には多数の

炎症性中皮細胞が存在したが,両抗体とも反応を認め

なかった。ところで,興味深いことに胸水細胞診で

Class mと判定された症例PL-5の胸水中にKL-6抗
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Table 5. Reactivity of monoclonal antibodies with normal tissues by immunoperoxidase staining

Reactivity3

Tissue　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　昌

Lung

Thyroid

E s ophagus

Stomach

Duod enum

Colon

Rectum

Liver

Pancreas

Kidney

Bladder

Uterus

Skin

Alveoli

Bron chioles

Bronchus

Bronchial gland

Follicle epithelium

Epithelium

Duct of esophageal gland

Surface mucous cells

Fundic gland

Pylonc gland

Epithelium

Epithelium

Epithelium

Hepatic cells

Glan d

Secretary duct

Glomerulus

Renal tubule

Transitional epithelium

Cervix

Endometonum

Epidermis

Hair follicle

" The staining was scored as follows; -, negative;

休と強く反応する細胞を認めていたが,本症例は3ケ

月後に施行された開胸肺生検の結果,肺腺癌と診断さ

れており,細胞診でClass HI　と診断された細胞は腺

癌細胞であったものと考えられる。

Fig.8はPL-35症例(肺腺癌, Class V)の胸水

細胞をKL-6抗体で蛍光染色した写真であるo細胞膜

表面が強く発光を発している像が認められている。

Fig.9はPL-25症例(肺腺癌, ClassV)の胸水細胞

をKL-6抗体で蛍光染色したものをセル・ソ一夕-で

解析した結果である　negation controleとして用いた

nonimmune mouse IgGに比べてKL-6抗体で染色さ

れた細胞の蛍光強度は著明に増加しているO

なお,未固定の生細胞を染色する蛍光抗体法では,

KL-3抗体により染色されなかったPL-35症例の胸

水細胞は,アセトン固定後に免疫ベルオキシダーゼ法

で染色してみると,一部の細胞がKL-3抗体によって

陽性に染色され,細胞の前処置を検討することで抗体

の反応性が改善されることが判明した。

7.可溶性KL-3抗原の定量

-( o/ll)　　十(ll/ll)

+(3/3)　　H(3/3)

-( o/i　　　-　o/i

-( 0/1)　　+ ( 1/1)

+( 1/1)　　十+( 1/1)

-　o/1)　　十十( 1/1)

+( 1/　　　++(1/1)

+( 1/2)　　-　0/2)

-　o/1)　　++( 1/1)

+( 2/2)　　- (0/2)

+( 2/2)　　- (0/2)

+( 2/2)　　- (0/2)

+ 1/1　　- (0/2)

-(0/1)　　- (0/1)

-( 0/2)　　-　0/2

++( 2/2)　　+ (2/2)

-(0/1)　　- (o/i;

+( 1/1)　　十( 1/1)

+( 1/1)　　++(1/1)

-( 0/1)　　-　o/i)

-(o/1　　+ ( 1/1)

-( 0/1)　　-　0/1

+ 1/1)　　- (0/1)

positive; ++, strong positive

ビーズ法Sandwich ELISAにより可溶性KL-3抗

原の定量化を試みたo

a.標準曲線の検討

Table 7にスタンダードを測定した一例を示した。

スタンダードの各濃度における変動係数(%　Coeffi-

cient of variation, % CV)はいずれの点においても10

%以下で良好な結果であった。標準曲線を作成してみ

ると, Fig. 10の如く20u/mlのところで軽度の変曲

点を有しているが,ほぼ直線を描いたo

b.血清KL3抗原値の検討

健常者及び各種悪性疾患患者血清中のKL-3抗原の

値をFig. 11に示したo健常者60名の血清KL-3抗原

値は　4.5士6.5u/ml (平均値±SD)であり,平均値

+2SDをcutoff値とすると正常上限は17.5uノmlと

なった。肺癌63名では1例の異常高値例をみとめたの

みであった。 -方,胃癌では10.5%　陣痛では36.4%

で異常高値を示したが,大腸癌では異常値を呈した症

例をみとめなかった。

C.胸水KL-3抗原値の検討
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Table 6. Reactivity of monoclonal antibodies with tumor cells in pleural effusions by immunofluorescence

staining

Diagnosis Case

Lung adenocarcinoma PL-　5

PL-　8

PL-18

PL-20

PL-25

PL-32

PL-35

PL-3 5b

PL-3 7

Lung squamous cell carcinoma PL- 7

PL-　9

PL-10

Lung small cell carcinoma PL-21

P L-24

Metastatic lung cancer

Pancreas carcinoma

Gastric carcinoma

Mesothe homa

Nonmahgnant diseases

PL-19

PL-22

PL-31

PL-28

PL-29

PL-33

Cytology

Class
Reactivity8

KL- 3　　　　　　KL-6

H
>
>
>
>
>
>
>
>
　
>
a
 
m
　
-
>
　
　
>
>

V

I

I

Ⅱ

一

　

　

　

+

　

　

　

　

　

　

　

　

　

一

The staining was scored as follows: - , negative; W, weak; +, positive; ++, strong positive

This sample was stained by immunoperoxidase staining after fixed with acetone
ND, not done

(B) Fluorescence

Fig. 8. Immunofluorescence staining of lung adenocarcinoma cells in a

pleural effusion (Case; PL-35) by KL-6 antibody.
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Table 7. Absorbance levels of KL3 antigen
standards

Concentration (u!ml)
Absorbance (AOD49。)

Measured Average　% CV

100　　　　　　　　200　　　　256

Relative Fluorescence

Fig. 9. Flow cytometric analysis of the reac-

tivityof KL-6 antibody to lung carcinoma cells in

pleura! effusion

種々の疾患に起因する胸水中のKL-3抗原を定量し,

Fig. 12　に示した。肺腺癌患者の胸水では　30±39

u/mlであり,血清でのcutoff値17.5u/ml以上を呈

した症例が52.9% (10/19)認められたO一方,肺扇

平上皮癌,小細胞癌,結核性胸膜炎,コレステリン胸

膜炎による胸水では10u/ml以上を呈した例を認めな

かった。悪性中皮腫や揮癌,胃癌などの転移性肺腫蕩

症例の胸水では3,000u/ml以上の著明な高値を示し

たが,肝癌や子宮窟平上皮癌の転移性肺腫蕩例では低

値を示したにすぎなかった。なお,胸水中のKL-3抗

原値の　cut off　値を結核性胸膜炎群の平均値+2SD

(5.4u!ml)とした場合,肺腺癌胸水耕では78.9% 15

/19)もの高率で異常高値を示した。

8.可溶性KL-6抗原の定量

ビーズ法Sandwich ELISAにより,可溶性KL-6

抗原の定量化をおこなったo

a.標準曲線の検討

スタンダードの測定値はTable8に示すごとくであ

り, Ou/ml　を除いた各濃度における変動係数は10%

以下と低値を示した。標準曲線はFig. 13のごとく,

上にやや凹の曲線を描いた。

b.血清KL-6抗原値の検討

健常者及び肺疾患における血清中のKL-6抗原の定

量結果をFig. 14に示した。健常人80例の血清中Kt.-

6抗原の平均値は278±152 u/mlであり,肺癌99例の

それは　895±2,411u/ml,良性肺疾患108例では492

±421u/ml　であった。平均値の差の推定では,肺癌

及び良性肺疾患では健常対照に比べてそれぞれ危険率

5%以下及び1%以下で有意差をみとめた。健常者の

0.015

0.017

0.033

0. 037

0. 055

0. 059

0.Ill

0.122

0.243

0.213

0. 396

0. 396

0.016

0.035　　　8.1

0.057　　　　5.0

0.117　　　　6.7

0.228　　　　9.3

0.396　　　　0.0

0 2.5 5　10　　　　　20　　　　　30　　　　　40

KL-3 Ag (u/ml)

Fig. 10. Standard curve of KL-3 antigen

値の平均値+2SDをcutoff値とすると582u/mlとな

り,陽性率は健常者で僅か5% (4!80),肺癌32.3%

(32/99),良性肺疾患27.8% (30/108)となり,陽性

率の差を検定すると,肺癌及び良性肺疾患は健常者に

比べて5%以下の危険率で有意に高い陽性率を示し

た。しかしながら,平均値の差の推定及び陽性率の差

の推定のいずれにおいても肺癌と良性肺疾患の間に有

意差は認めなかった　cut of:王値を健常者の全例が陰

性となる1,000u/mlとした場合でもこの傾向は同様

にみとめられ,肺癌での陽性率を良性肺疾患に比べて

有意に高くするためには, cut off値を良性肺疾患の

全例が陰性となる2,200u/mlにまで高くしなければ

ならなかった。この場合,癖癌での陽性率は6.1% (6

/99)であった。以下, 582u/ml　以下を正常値,

583-1,000u/mlを軽度高値1,001-2,200 u/mlを

中等度高値, 2,201u/ml以上を高度高値とした。

肺癌での血清KL-6抗原値の結果を組織型別に分類
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Healthy Lung Cancer Gastric Colorectal Pancreas
Cancer Cancer Cancer

Fig. ll. Levels of KL-3 antigen in sera

して検討した場合, Fig. 15に示す如く,異常高値を

示した症例の大部分は腺癌と偏平上皮癌であり,陽性

率は前者では40.5% (17/42)及び,後者では32.1%

(9/28)であったoまた中等度及び高度高値を示した

症例は全てこれらの組織型の肺癌患者であった。小細

胞癌では17.9% (5/28)が寝度高値を示した。表には

示していないが,大細胞癌の1例は22,600u/mlと著

明な高値であった。

さらに,組織型別・臨床病期別に血清KL-6抗原値

を解析すると, Fig. 16に示す如く腺病と偏平上皮癌

の1期症例ではすべて正常範囲にあったが, Ⅲ期, Ⅳ

期と病期の進行につれて高値をとる症例が増加する傾

向を示した。また,高度高値を示したものはすべてⅣ

期症例であった0 -方,小細胞癌では,病期による変

動をみとめなかった。

次いで良性肺疾患の疾患の疾患別にKL6抗原値を

検討した結果をFig. 17に示す。毒ガス傷害者56) 12名

を含む慢性気管支炎15例はすべて正常値を示し,急性

肺炎や気管支嘱息のほとんどの症例は正常範囲であっ

た0 -刀,上記の疾患程,臨床上頻繁には認められな

985

い疾患である肺気腫,気管支拡張症,肺結核,びまん

性細気管支炎などの疾患では高値を示す症例の比率が

増加し,特に肺線維症では52.9% (9/17)が高値を示

し,中等度高値例が41.2% (7/17)もみられたことは

興味ある結果であった。

肺癌以外の悪性陸揚軽おける血清　KL-6　抗原値は

Fig. 18に示す如くで,胃癌,大腸癌,肝細胞癌では

全例が正常値を示したが,障癌では44.4% (4/9),乳

癌では75% (6/8)の高率に異常高値を呈していた。

肺以外の臓器の炎症性疾患として,慢性肝炎,肝硬

変,肝炎(急性2例,慢性12例),胆嚢炎(急性1例,

慢性6例)について血清KL-6抗原値を検討したとこ

ら,肝疾患の-部症例で軽度高値を示したのみで,大

部分は正常範囲にあった(Fig. 19)。

C_　陶水KL-6抗原値の検討

Fig. 20　に示すごとく,肺腺癌胸水症例の胸水中

KL6抗原量の平均値は2,165±2,574u/mlであり,

結核やコレステリン胸膜炎による胸水での　381士547

u/ml,肺偏平上皮癌での309±237u/ml,小細胞癌で

の　254±223u/mlに比べて著明に高値を呈した。ま
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LUNG CANCER Other Tuberculosis &

Adeiiocarcinoma Squameus cell Sma】1 cell Malignancy Cholesterin

Carcinoma Carcinoma Pleuntis

Fig. 12. Levels of KL-3 antigen in pleural effusions

た,悪性中皮腫の一例では非常に高い値を示したが,

揮癌,胃癌,肝癌由来胸水では低値であった。なお,

肺腺癌由来胸水において,血清KL-6抗原のcut off

値　582u/ml以上を呈したものは76.5% (13!17)で

あり,肺結核患者ではわずか12.5%　2ノ16)であった。

d.血清KL-6抗原値とCEA値との比較

肺癌の睡療マーカーとして最も利用されているもの

の一つであるCEA　と　KL-6抗原との相関を検討し

たO肺癌患者25例について比較したところ, Fig-　21

に示すごとく相関係数は0.2908と有意の相関とみとめ

なかった。なお, CEA　値が異常高値を示したものは

32% (8/25)であり, KL-6抗原値では28% (7/25)

であったが, CEA陰性例の中にもKL-6抗原陽性例

をみとめ,この2つのうち少なくともいずれか1つが

異常高値を示したものは44% (ll/25)であり,両者

の併用により診断率の上昇をみとめたo

e.血清KL-6抗原値とCA19-9値との比較

血清KL-6抗原は,樺癌患者でも高率に陽性例をみ

とめたため,障癌のマーカーであるCA 19-9との異

同を検討するために,肺癌患者31例のKL-6抗原値と

CA19-9値の比較を行った　Fig.22のごとく相関係

数は0.0710であり相関を認めなかった　CA 19-9　値

及びKL-6抗原値が異常高値を呈したものはそれぞれ

32.3% (10/31)づつであったが, 31例中で少なくと

もいずれかが異常高値を呈したものは15例　48.4%で

ありCEA同様両者のcombination assayをおこなう

ことにより診断率の改善をみとめた。

f.血清KL-6抗原値と炎症のパラメーターとの比

較

肺癌患者26例について, KL-6抗原値とCRP値と
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Table 8. Absorbance levels of KL-6 antigen

standards

Concentration (u /ml)
Absorbance (AOD492

Average　%CV
0.021

0.027

0.078

0. 078

0.133

0.141

0.230

0. 223

0.331

0. 360

0. 547

0. 525

0. 683

0. 739

0.024　　17. 7

0.078　　　　0.0

0.137　　　　4.1

0.227　　　2.2

0.346　　　5.9

0.536　　　　2.9

0.711　　　5.6

16　　　32　　　64

KL-6 Ag (u/illI)

Fig. 13. Standard curve of KL-6 antigen

の相関を検討した結果, Fig.23　に示すごとく相関係

は-0.1264であり,有意の相関を認めなかった。また,

赤沈1時間値との相関はFig.24に示しているが,相

関係数-0.2248と有意の相関をみとめなかった。

9・胸水中のKL-3杭尿量とKL-6抗原量と比

較並びにcombination assay

胸水KL-3抗原値とKL-6抗原値との相関を肺腺癌

17例及び肺結核・コレステリン胸膜炎症例16例の計33

症例について検討した。結果はFig. 25に示すごとく

相関係数0.1812で有意の相関をみとめなかったo

ところで,肺腺癌症例のうちKL-3抗原が異常高値

を呈したものは52.9% (9/17), KL6　抗原は76.5%

(13/17)であったが,少なくともいずれか一つが異

常高値を示したもの94.1% (16/17)となり,両者を
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Fig. 14. Levels of KL-6 antigen in sera
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Fig. 15. Levels of KL-6 antigen in seraof lung

cancer classified with histological types

用いることにより陽性率は著明に上昇した。一方,柿

結核群では　KL-3抗原あるいはKL-6抗原の少なく

とも1つが異常高値を示したものは僅か12.5%(2/16)

のみであったoなお,両抗原ともに陽性を示した肺腺

癌は35.3% (6/17)であったのに対し,肺結核群では

かかる症例を1例も認めなかった。

考　　　　　察

現在までのところ正常組織にはなく,腫癌のみに特

異的に存在するヒトの腫蕩特異抗原は見出されていな
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いが,未知の腫癌関連抗原を解析するには,モノクロー

ナル抗体の作製は最適の手段と考えられ,種々の悪性

陸揚に対して抗体が作製されており,肺癌に対しても

同様である。

ところで現在肺癌の診断にあたって,臨床的に用い

られている腫揚マーカーとしては　CEA22-23'25'63>69>

Neuron specific enolase15-61', Pregnancy associated

Fig. 16. Levels ofKL-6 antigen in sera of lung

cancer patients classi丘ed with clinical stages and

histological types

a2-glycoprotein14'47',フェリチン55)などをあげること

ができる。これらの腫壕マーカーは必ずしも腫蕩特異

的に血中に増加するわけではなく,担癌の有無や悪性

腫虜の種類を完壁に診断できるものでもない。従って,

これらのcombination assayをおこなうことによって

診断率の向上をはかっている現状である。しかしなが

ら,これらを駆使しても,すべての肺癌症例をカバー

できるわけではなく,これらとは異なった特異性を示

し,より早期に或いはより確実に診断のできる腫療

マーカーの出現が期待されている。

著者は,肺癌の新しい腫蕩マーカーを検出するモノ

クローナル抗体を得る目的で細胞融合をおこない臨床

的有用性が高いと考えられる2つのモノクローナル抗

体KL-3抗体とKL-6抗体を作製し討千の検討を加え
た。

目的とするモノクローナル抗体を効率よく経済的に

得るために最も重要なことは,スクリーニング法がす

ぐれていることであると言われている�">,非常に多数

の抗原に対するモノクローナル抗体を産生する無数の

ノ、イブリド-マの中から,無作為に,目的とするノ、イ

ブリド-マを選び出す事は確率的に非常に困難である

からである。可溶性抗原を検出するモノクローナル抗

Fig. 17. Levels of KL-6 antigen in sera of benigen lung diseases
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体をうるためのスクリーニング手順としては,まず免

疫した細胞株に反応するものの中から,癌特異性を高

める目的で正常肺腺維芽細胞に反応しない抗体を選ん

だo次に数種の細胞株に対する反応性のパターンを検

討することで,重複するクローンを選択する危険性を

少なくした。更に,正常肺組織に反応しないもの,或

いは正常肺組織に対する染色性が特徴的なものを選ん

だo正常肺組織に対して反応をみとめない抗体のみで

なく,反応する抗体も選択した理由は,代表的腫蕩マー

カーであるCEAォ.32>やCA 19-92)などをま腫蕩組織の

みでなく正常組織にも存在することが明らかにされて

おり,正常組姑に対して反応しない抗体のみが必

ずLも血清診断に有力な抗体となるのではなく,正常

組織に反応する抗体の中にも有力な抗体があると考え

たからである。更に,これらの抗体の中から肺腺癌組

織に対して高率に強い反応性を示したノ、イブリド-マ

KL-3及びKL-6を選択した。これらの抗体を精製後,

Sandwich ELISAの系を用いて抗原の検出を試みたと

ころ両抗体とも血清中及び胸水中の痘痕関連抗原を検

出することが判明した。

KL-3抗体は末端がシァル化されていない糖鎖抗原

を認識しているものと考えられた。この抗原は,肺の

細気管支をはじめとして多くの正常組織や腫療組鰍こ

分布していたが,肺癌では腺癌と小細胞癌には発現し

ていたものの偏平上皮癌には検出されず,肺癌の組織

型の鑑別を目的とした免疫組織化学研究に意義を持つ

抗体と思われた。ところでKL3抗体は肺腺癌組織に

対しては75% (12/16)という高率で反応したにもか

かわらず,肺腺癌による胸水中の未固定の生細胞に対

する蛍光抗体法では1例も反応を認めなかったO　この

反応性の相違を明らかにする目的で,蛍光抗体法では

染色をみとめなかった同一症例の胸水細胞をアセトン

固定した後に免疫ベルオキシダーゼ法で染色を試みた

ところ,蛍光体法の結果とは異なり,陽性に染色され

た細胞を認めた。従って, KL-3抗原は肺癌の生細胞

表面に存在するのではなく,国定処理によりはじめて

細胞質中の抗原に対し抗体が反応するようになるもの

と推察された。一方,胸水中の胃癌由来細胞や肝癌由

来細胞には蛍光抗体法でも反応をみとめており,これ

らの細胞表面にはKL-3抗原が表現されているものと
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考えられ, KL-3抗原の存在部位が同じ腺病であって

も原発部位の違いによって異なることが明らかとなっ

た。

KL-6抗体は,末端のシァル化された糖鎖構造を認

識し,抗原の一部には蛋白部分が関与しているものと

考えられた　KL-6抗体の認識する抗原は肺癌のうち

腺病,扇平上皮癌,小細胞癌の各組織塑において高率

にみとめられた。また正常肺では細気管支に最も強く

表現されていたが,肺胞や気管支腺にも存在していた。

肺以外の正常組軌こおけるKL-6抗原の分布はKL-3

抗原と大きく異なっていたが,肺癌以外の癌組織にお

ける抗原分布は非常に似通っていた.

このように両抗体とも肺組鰍こ対して腫疫特異的な

反応性はみとめなかったが,胸水細胞診の補助診断法

としては応用可能と考えられた。すなわち,細胞診で

Class I及びⅡと診断され,明らかに悪性細胞を含有

せず,血球と炎症性中皮細胞が大部分を占めると考え

られる胸水細胞に対しては反応した例を1例も認めな

かった。ところが,明らかに悪性細胞が存在する検体

ではKL-3抗体は胃癌及び輝癌由来細胞に対し,また

KL-6抗体は肺癌に対して高率に反応したO従ってこ

れらの抗体は胸水中の細胞に対しては悪性細胞にのみ

反応する可能性が高いものと考えられた。更に,胸水

細胞診でClass mと診断された症例PL5は後に開胸

肺生検により肺腺癌と診断された症例であり,形態的

に悪性と診断することが困難であった癌細胞に対して

KL-6抗体は強く反応したものと解釈できるOこれま

で,モノクローナル抗体で胸水癌細胞診への応用を検

討したものはKyoizumiら41)の扇平上皮癌を認識す

るLuCa3及びLuCa4抗体, Woodsら74)の喉頭癌細

胞株HEp.2に対す尋Cal抗体, Johnstonら34)の乳

癌細胞膜に対するB72.3抗体など趣く少数しか報告さ

れていない。これらはいずれも細胞診における客観的

な診断法としてモノクローナル抗体を使用することの

有用性を明らかにしている　KL-3抗体やKL-6抗体

はこれらの抗体とは異なった反応特異性を有してお

り,これらのモノクローナル抗体を使って　combina-

tion assayを行えば,胸水細胞診における診断率を改

善するものと思われる。

癌細胞では血液型物質をはじめとする糖鎖が様々に

修飾され,多様な抗原性を持つにいたると言われてい

る　　　KL-3及びKL-6抗体の認識する抗原決定

基も前述したごとく糖鎖であろうと考えられ,ゲル臆

過による分析かち可溶性抗原の分子量は両抗原とも少

なくとも100万以上であることがわかった。`このよう

な特徴はKoprowskiら45)のNS 19-9抗体の認識する

シァル化Lea抗原(CA 19-9)やWatanabe　ら71)の

ST-4-39抗体の認識するシァル化Lex抗原などと類

似している。これらは血清中ではムチンに結合した大

分子として存在するといわれ,ゲル膿過によりその分

子量を測定したパターンは, KL-3抗原やKL-6抗原

に非常に頬似している。またムチンは数多くの糖鎖を

結合した形で血清中に存在していると考えられてお

りサ, KL-3抗原やKL-6抗原もこのようなものの一

つとして,糖鎖がムチンに結合した形で大分子の可溶

性抗原として存在しているものと推定している。

Sandwich ELISAで測定した血清中KL-3抗原は,

一部の胃癌や肝癌では増量していたものの肺癌では健

常者と差異をみとめず,肺癌の血清診断には有用とは

考えられなかった。しかしながら,癌性胸水を有する

症例の胸水中には抗原量の増加しているものがあり,

肺腺癌では過半数の症例が異常高値を呈したばかりで

なく,肝癌,胃癌,悪性中皮腫などでは著明な高値を

示した。一方,結核性胸膜炎やコレステリン胸膜炎の

非悪性胸水や肺慮平上皮癌による胸水中のKL-3抗原

濃度は低値を示し,湿性胸膜炎をきたす疾患の鑑別診

断法として有用性がみとめられた。

一方, KL-6抗原は血清中でも,肺癌の32.3% (32

/99)が異常高値を呈した。高値を示した症例の大部

分は腺癌と偏平上皮癌であり,小細胞癌では低率であ

ったO臨床病期別には病期の進行度と関係が深く,輿

常高値例のほとんどはⅢ期とⅣ期であり, 2200u/ml

以上の高度高値を呈したものはすべてⅣ期症例であっ

た。血清中のKL-6抗原値とCEA値とは有意の相関

を示さず, CEA低値例のなかにもKL-6抗原が異常

高値を示した例をみとめ,両者を併用すると陽性率は



992 広島大学医学雑誌, 33 (6),昭60・12月

増加し,肺癌の腫蕩マーカーとして臨床的有用性をも

つものと考えられたO　しかしながら,他の多くの陸療

マーカーと同様に,肺癌のみに特異性をもったマー

カーではなく,揮癌や乳癌でも高率に陽性例をみとめ

たoそこで肝癌のすぐれたマーカーとして知られてい

るCA 19-9"との相関を検討したが有意の相関はみ

とめず, CA 19-9とKL-6抗原を併用することでも

肺癌における診断率の向上がみとめられた　CA 19-9

はCEAとも異なった動きを示すと報告されており,

これらとKL-6抗原のcombination assayを行えば,

肺癌,陣痛の診断率が上昇することは明らかであろう。

また,胃癌,大腸癌,肝細胞癌では血清KL6抗原の

陽性例をみとめず,-腹部陸揚では検索した範囲内で血

清KL-6抗原の増加がみとめられたのは肝癌症例のみ

であった。このような腹部臓器癌における肝癌選択性

は揮癌のマーカーである　CA 19-9　や　Pancreatic

oncofetal antigen62'でも報告はみられず,腹部腫壕の

鑑別には非常に有用と考えられたo

このようにKL-6抗原は痘痕マーカーとしての性格

を有していたが, -部の良性肺疾患でも異常高値例を

みとめた。疾患別には,肺腺維症,びまん性細気管支

炎,肺結核などで高い陽性率を示した。一方,従来炎

症の指標として用いられている赤沈値やCRP値とは

相関がなく,肺の代表的炎症性疾患である急性肺炎や

慢性気管支炎では陽性例をほとんどみとめなかった。

KL6抗原が正常肺組織の肺胞や細気管支に分布して

いることは前述したごとくであるが,肺の炎症性疾患

の中でも肺線維症の如く,肺末梢鎖域に広範囲の非可

逆的な組織障害を惹起するような疾患において,これ

らの組織からKL-6抗原が血中に放出され血清中

KL-6抗原の上昇をきたしたものと考えている0 -

刀,急性肺炎の如く,多くの場合組織障害を残さずに

治癒するような種祭の炎症性疾患では血清KL-6抗原

の増加をきたさないものであろうと推定している。ま

た,慢性肝炎,肝硬変,輝炎,胆嚢炎では異常高値を

示した例はなく,炎症性疾患の中では肺疾患に高い特

異性がみとめられたo従って,肺線維症を代表とする

一部の良性肺疾患の病勢診断の指標としても血清中

KL-6抗原の定量は有用と考えられた。

胸水中のKL-6抗原は,多くの肺腺癌において著明

な高値を示したが,結核性胸膜炎群でも少数ではある

が比較的高値を示す例があり, KL-3抗原に比べると

瞳療特異性は低いことが示された。

ところが,胸水中のKL-3抗原とKL-6抗原の両者

の値を検討すると,両者の間に有意の相関はなく,節

腺癌胸水においていずれかの抗原が陽性を呈したもの

は94.1% (16/17)もの高率であった。一方,肺結核

及びコレステリン胸膜炎症例では12.5% (2/16)の低

率にとどまり, KL-3抗原及びKL-6抗原のcombina-

tion assayが胸水診断に非常に有用であることが示さ

il,t,、

以上,肺腺癌細胞株を免疫して作製した腫虜関連可

溶性抗原を検出する2つのモノクローナル抗体につい

て,その反応特異性及び臨床的応用の可能性について

報告したoいずれの抗体の認識する抗原も正常上皮組

紙や癌阻娘などに汎く分布していたが,胸水中に浸出

してくる細胞に対しては癌特異的に反応をみとめ,狗

水細胞診の客観的補助診断法として臨床応用可能と考

えられたO　またKL-3抗体とKL-6抗体はそれぞれ胸

水中の可溶性抗原を定量することにより胸水をきたす

疾患の鑑別に有用であり,両者を併用することにより

その診断率は著明に向上した。さらにKL-6抗体の認

識する血清中の可溶性抗原は,肺癌,肝癌,乳癌など

では腫蕩マーカーの一つとして,また肺線維症,びま

ん性細気管支炎,肺結核などの良性肺疾患においては

病態把握のマーカーとして有用と考えられたo
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Two monoclonal antibodies (KL-3 & KL-6) were produced by fusing murine myeloma NS 1 cells with

splenocytes from a BALB/c mouse immunized with human pulmonary adenocarcinoma VMRC-LCR cells and

their specificity and diagnostic potential were assessed as follows:

1) Immunohistochemical analysis of frozen tissue sections showed that KL-3 antibodies (IgM) preferentially

react with lung adenocarcinomas and small cell carcinomas, whereas KL-6 antibodies (IgGi) react with these as

well as squamous cell carcinomas of the lung. Both of these antibodies also react with many different types of

cancer tissue and normal epitheha, but not with blood cells.

2) An enzyme immunoassay was used to study the reactivity of KL-3 and KL-6 antibodies against cancer cell

lines and showed that bo也antibodies had similar specificities against tumor cell lines derived from the lung as

those noted above for lung cancer tissues, although their reactivity against cell lines derived from other organs did

not always reflect也at observed for the corresponding cancer tissue.

3) Immunofluorescence was used to demonstrate that KL-3 was only reactive with tumor cells in pleural effu-

sions from patients with mesothehoma, and pancreatic and gastric carcinoma which had metastasized to the lung,

whereas KL6 reacted with malignant pleura! effusion cells from the vast majority of lung adenocarcmoma cases

and from lung small cell carcinoma, mesothelioma and metastiatic pancreatic carcinoma cases. None of antibodies

reacted with cells in pleural effusions from patients with lung squamous cell carcinoma and nonmahgnant diseases.

4) The antigen determinants recognized by both KL-3 and KL-6 antibodies appear to be carbohydrate in

nature, with terminal siahc acid only being involved in the reaction with KL-6. The molecular weights of both

soluble antigens in pleural effusions were found by gel filtration to be greater than 1,000 kDal.

5) These antibodies were useful for detecting soluble antigens in sera and pleural effusions using sandwich

ELISA. While elevated levels of KL-3 antigen in sera were found only in those of patients with gastric and pan-

creatic cancer, KL-6 antigen was above normal levels in sera of patients with lung cancer, especially advanced

adenocarcinoma and squamous cell carcinoma, pancreatic cancer and breast cancer. In benign disease of the lung

and other organs, only sera from patients with tuberculosis, diffuse panbronchiolitis and fibrosing lung disease had

notably elevated KL6 antigen levels. Serum levels of KL-6 antigen also bore no relationship to those of CEA, CA

19-9, CRP, and to BSR. In pleural effusions, the incidence of lung adenocarcinoma cases with elevated levels of

KL3 and KL-6 antigens was 52.9% and 76.5% respectively (94.1% for one of the two). Pleural effusions from

mesothehoma and matastatic lung cancer patients also had elevated levels of both antigens, whereas nonmalignant

pleural effusions, including those from tuberculosis and cholesterin pleuritis, were mostly shown to have normal

levels of these antigens.

These monoclonal antibodies define antigens that in combination with other tumor markers may be useful for

tumor diagnosis and monitoring tumor progression.




