
モ ノクロナール抗体結合制癌剤 に関す る研究

第2編

抗HLAモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 結 合 代 謝 拮 抗 制 癌 剤(サ イ トシ ン ア ラ ビ ノ シ ド,

メ ソ トレ キ セ ー ト)の 作 製 とそ の 生 物 活 性

岡山大学医学部第2内 科(主 任:木 村郁郎教授)

眞 鍋 雄 一

(昭和59年11月24日 受稿)

Key words:抗HLAモ ノクロナール抗体,

methotrexate(MTX),

cytosine arabinoside(ara-C)

緒 言

ヒ ト癌 に特 異的な免疫化学 療法の開発 を目的

として各種制癌 剤な らびに細胞毒素 に癌特 異抗

体 を結合 しようとす る試 みがな され てい る1～3).

そ の 内,制 癌剤 につ いてはmethotrexate4～7),

 adriamycin8), neocarzinostatin2)そ の 他3)に 抗

体 を結合 し,そ れ ら抗体 結合 制癌剤 の生物活性

についてin vitroあ る いはin vivoで の研究 が

な され報告 されてい る。

我 々の実験 目的は各種制癌 剤に モ ノクロナー

ル抗体 をcovalentに 結 合 させ 抗体 特 異 的制癌

剤 を作 製,そ の生物活性 を検 討 し臨床応用 の可

能性 につ いて研 究す るこ とであ る。 第1編 にお

いてはbleomycin, mitomycin C, macromo

mycinの 各 制癌抗 生剤 に抗体 を結合 させ,そ の

in vitro生 物 活性 につ いて検 討 した.本 編 では

抗HLAマ ウ スモ ノクロナールIgG1抗 体(H-1)

に2種 類の代謝拮抗 制癌剤: cytosine arabino

side(ara-C)な らびにmethotrexate(MTX)

を そ れぞれ結合 させ,抗 体特 異性 を付与 し得 る

か否か を検 討 した. Ara-Cあ る いはMTXと 抗

体 の結合 は両代謝拮 抗剤 の結合 におけ る新 しい

試み としてmultivalent carrierで あ るdextran

 T-40を 支 持体 とす る結合方法 でH-1に 結 合 した.

実 験材料及び実験方法

1)薬 剤

代謝拮抗制癌剤 としてはara-C(日 本 新薬),

 MTX及 びMTXエ ン ザイム ・ア ッセ イキ ッ ト

(日 本 レダ リー)を 用い た. Dextran T-40は

Pharmacia Fine Chemicals社,過 ヨウ素酸 ナ

トリウム,水 素化 ホウ素 ナ トリウムはSIGMA

社 製 を用 いた.

2)腫 瘍 細胞

急性 リンパ球性 白血病 患者 よ り樹立 され た

null白 血 病細胞株(NALL-1)9), B白 血 病細 胞

株(BALL-1)9)を 用 いた.こ れ らの細胞 は とも

にHLA抗 原 陽性 であ る.コ ン トロール として,

 HLA抗 原 陰性 であるマ ウス骨髄腫 細胞株, P3-

NS1/1-Ag4-1(NS-1)10)を 使用 した.こ れ らの細

胞は37℃, 5% CO2の イ ンキュベー ター 内にて,

 RPMI 1640に10%牛 胎 児血清(FCS)と 抗 生 物

質 を加 えた培養 液中で維持 した.

3)モ ノ クロナール抗 体

当教室 の春 田が作製 したハ イブ リ ドー マが産

生す る抗HLA抗 体IgG1(H-1)11)をBALB/c

マ ウ スの腹水 抗体 として集め, Protein A-

Sepharose CL-4B affinity chromatographyで

精 製 し用いた12,13).

4) Ara-CとH-1抗 体 の結合

Dextran T-40を 過 ヨウ素酸ナ トリウムで酸化

してpolyaldehyde-dextran(PAD)と し,蒸 留
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水 に透 析後凍結 乾燥 した14) 15).

PAD 60mg, H-120mgを10ml phosphate

 buffered saline, pH 7 .2(PBS)で 溶 解 し, 4

℃, 24時 間 撹拌 後, ara-C 40mgを 加 えて更に

4℃, 24時 間撹 拌 した。水素化 ホウ素 ナ トリウ

ム10mgを10ml PBSに 溶 解 しその0 .3mlを 加

えて更に2時 間撹拌後,超 遠沈(10,000r. p. m.,

 30分)し, Sephadex G-200カ ラ ムで分 画 した.

 Control IgGとara-CもPADで 同様 に結合 さ

せ た.

結 合 物の組 成は次 の様 に して求め た. IgG量

はBio-Rad法16)で 求 め,吸 光 係数(マ ウスIgG

のE1% 1cm(280・nm)=14.517))でOD280に 変 換 し

総OD280よ り差 し引 いた値 をara-Cの 吸 光度 と

し, ara-C検 量 曲線(E1% 1cm(280nm)=320)よ

りara-C量 を求 めた.

5) MTXとH-1の 結 合

PAD 60mgとH-1 20mgを8ml PBSで 溶解

し4℃, 24時 間 撹拌後, 5ml PBSに 溶 解 した

MTX 50mgを 加 え て更 に4℃ で24時 間 撹拌 し

た.水 素 化 ホウ素 ナ トリウム30mgを10ml

 PBSに 溶 解 してその0.2mlを 加 えて更に2時 間

撹拌後,超 遠沈 し, Sephacryl S-300カ ラム で

分画 した. control IgGとMTXを 同様 にPAD

で 結 合 させ た.結 合 物中のIgG量 はBio-Rad

法16)で 求 め, MTX活 性(MTX equivalent)

は エ ンザ イム ・ア ッセイ法 で求め た.

6)免 疫 学 的分析

抗体 と制癌 剤結合前 後の抗体の 力価 の変動 を

HLA抗 原 陽性NALL-1を 標 的細胞 とす る間接

膜 螢光抗体法 で検討 した. HLA陰 性NS-1細

胞 に対す る制癌 剤結合抗体 の反応性につ いて も

同様 に調べ た.

7) H-1抗 体 結合ara-Cのin vitro細 胞 障害活

性

3×106個 のHLA抗 原 陽性NALL-1細 胞 を

各種 濃度 のara-C, H-1結 合ara-C(ara-C-(H-

1))あ る いはara-C-control IgGを 含 む培養液

に37℃, 30分 間 あ るいは2時 間接 触 させ た後,

培 養 液で2回 洗浄 し, 3日 間 培養 して トリパ ン

プル染 色法 で生細胞率 を求 め た.コ ン トロール

としてHLA陰 性 細胞 であ るNS-1細 胞 につい

て も同様 の検討 を行 なった.

次 に, 3×106個 のNALL-1細 胞 を各種濃度 の

H-1, ara-C, ara-C-(H-1)あ る いはara-C-con

trol IgGを 含 む培養液 中で3日 間培養 し,同 様

に生細胞率 を求 めた. HLA陰 性NS-1に つ い

て も検討 した.

8) H-1結 合MTXのin vitro細 胞 障害活性

3×106個 のHLA抗 原陽性NALL-1細 胞 あ

るいはBALL-1細 胞 を各種 濃度 のMTX, H-1

結 合MTX(MTX-(H-1))あ るいはMTX-cont

rol IgGを 含 む培養液 に37℃, 2時 間培養 後,

 2回 培 養 液で洗浄, 3日 間 培養 した場合 の生細

胞率 を トリパ ンブ ル染 色法 で求め た. NS-1細

胞 につ いて も同様の検討 を行 な った.

次 に, 3×106個 のNALL-1あ る いはBALL-1

細 胞 を各種 濃度のH-1, MTX, MTX-(H-1)あ

る いはMTX-control IgGを 含 む培養液 中で3

日間培養 し,同 様 に生細胞率 を求めた. NS-1に

つ い て も検討 した.

結 果

1) H-1結 合 制癌 剤の分画

Ara-C, PADとH-1抗 体 の反応物 を水素化 ホ

ウ素 ナ トリウム で還 元 し, Sephadex G-200カ

ラ ムで分画 した.図1に 示 す ように,分 画1は

free IgGピ ー クに ほぼ一致 し,分 画2はfree

 ara-Cピ ー クにほぼ一致 してい た. Ara-Cと

H-1を 単 に混合 した ものをSephadex G-25カ

ラ ムにか け最 初に溶 出 した ピー クの吸収 スペ ク

トル はH-1の 吸収 スペ ク トルに一致 し,上 記分

画1の 吸収 スペ ク トル とは異な って いた.さ ら

に分画1の スペ ク トルはara-Cの そ れ と異なる

もの であ り,こ の ものがara-CとH-1の 共 有 結

合物 である可能性 が強 く示唆 された.以 下 この

分画 をara-C-(H-1)と し実験 をすす めた.

MTXとH-1の 結合 にお いては, MTX, PAD

とH-1の 反 応物 を水素 化 ホウ素 ナ トリウム で還

元 し, Sephacryl S-300カ ラム で分 画 した.図

2に 示す よ うに,分 画1はfree IgGピ ー クに,

分 画2はfree MTXピ ー クにそれぞれほぼ一致

してお り,エ ンザ イム ・ア ッセ イ法 に よるMTX

活 性 は分画1,分 画2と もに認め られた. MTX

とH-1を 単 に混合 した もの をSephadex G-25

カ ラ ムにかけ最初 に溶 出 した ピー クの吸収 スペ
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図1. Sephadex G-200カ ラム に よ る

ara-C-(H-1)の 分 画.

図2. Sephacryl S-300カ ラム に よ る

MTX-(H-1)の 分 画.

ク トルはH-1の 吸収 スペ ク トルに一致 し,分 画

1の それ とは異なって いた.即 ち, MTXとH-

1を 単 に混合 した場 合に はMTX-(H-1)は 生 じ

ないこ とが示 され, PADを 用 い た反応 の結 果,

 MTXは デ キス トランを介 してH-1抗 体 に共有

結合 した こ とが判 明 した.

2)抗 体 結合制癌 剤の抗体 活性

NALL-1細 胞 を標 的細 胞 とす る間接膜 螢光抗

体法 を用い て結合 反応前後 の抗 体活性 を調べ た.

図3に 示す よ うに, MTX-(H-1)及 びara-C-(H-

1)の 抗 体活性 はH-1に 比 べ て有意の低下 を示 さ

なか った.即 ち,今 回用 いたデ キス トラ ンに よ

る結合方法 では抗体活性 の著明 な低下 を来た さ

ない こ とが 示 され た.

3)ト リパ ンブル法 によ る殺 細胞効 果の検討

(1)ara-C-(H-1)のin vitro細 胞 障害活性

図4に 示す よ うに, ara-C-(H-1), ara-C及 び

ara-C-control IgGを 各 濃度にてHLA陽 性NA

LL-1細 胞 と37℃, 30分 間 あ るいは2時 間反 応 さ

せ,培 養液 で2回 洗浄, 3日 間 培養後,生 細胞

率 を比較検討 した. 30分 薬 剤 を反応 させ た場合

には, ara-C-(H-1)はara-Cよ り強 くNALL-1

細 胞 を障害 した.一 方, ara-C-control IgGは

ara-Cと 同程度 の細胞障害作用 を示 した(図4

-A) .薬 物 反応時間 を2時 間 に した場合 では,

 ara-C-(H-1)とara-CのNALL-1細 胞 障害作用

の差が30分 の反応で検討 した場合 に比べて少 な

か った(図4-B).
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図3.間 接膜螢光抗体法でみたH-1とMTX, ara-

C結 合 前後の抗体価の比較.

図4. Ara-Cあ る い はara-C-(H-1)に よ るNALL-1

細 胞 増 殖 阻 害 効 果.薬 剤 を(A)30分 間(B)2

時 間 接 触 させ た 後, 3日 間 培 養 して 生 細 胞 率

を求 め た.各 点 はduplicateの 平 均 を示 す.

 (○)ara-C-(H-1); (●)ara-C; (△)ara-C-

control IgG.

次にara-C-(H-1)の 作 用 をHLA陰 性NS-1細

胞 に対 し同様 に検討 した.こ の結果,図5に 示

す ように, 30分 な らびに2時 間の反応 で ともに

ara-C-(H-1)のNS-1細 胞 に対 す る細胞障害 活性

はara-Cに 比 し有意に弱 いこ とが示 され た.

HLA陽 性NALL-1細 胞 を, ara-C-(H-1),

 ara-C, ara-C-control IgG及 びH-1を 含 む培養

液 で3日 間培養 した場合の細 胞増殖阻害効果の

結果 を図6-Aに 示 す. H-1は 細 胞障害作用 を示

さなか ったが, ara-Cとara-C-(H-1)は 同 等の

細胞障害 作用 を示 した.し か し, ara-Cとara-

図5. Ara-Cあ る い はara-C-(H-1)に よ るNS-1細

胞 増 殖 阻 害 効 果.薬 剤 を(A)30分 間(B)2時

間 接 触 させ た 後, 3日 間 培 養 した.各 点 は

duplicateの 平 均 を 示 す. (○)ara-C-(H-1);

 (●)ara-C.

図6. Ara-Cあ るいはara-C-(H-1)を 含む培養液で

培養 した場合の細胞増殖阻害効果.

NALL-1(A)あ るいはNS-1(B)細 胞 を薬剤を

混入した培養液中で3日 間培養した.各 点は

duplicateの 平均 を示す.

C-(H-1)のNALL-1細 胞 に対す る50%殺 細 胞濃

度(IC50)は そ れ ぞれ1.10±0.30×10-2μg/ml,

 1.04±0.16×10-2μg/mlで あ ったの に対 し, ara-

C-control IgGのIC50は7.90±0.90×10-2μg/

mlで あ った.こ れ らの結 果は, ara-C-(H-1)は,

 3日 間 作用 させ た場合, HLA抗 原 陽 性 細胞 に

対 しara-Cと ほぼ 同等 の細胞障害活性 を発揮す

るが,そ の作用 はara-C-control IgGに 比 し約

7倍 強い こ とを示 してお り,そ の差 は統 計的 に

有意であ った(p<0.001).

次 に, HLA陰 性NS-1細 胞 に対す る作 用 を同
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様 に 検 討 し た 結 果(図6-B), ara-C及 びara-C-

(H-1)のIC50は そ れ ぞ れ9.50±0.20×10-3μg/

ml, 1.43±0.17×10-1μg/mlで あ っ た .即 ち,

 ara-C-(H-1)はHLA陰 性 細 胞 に 対 しara-Cよ

図7. MTXあ る い はMTX-(H-1)を2時 間 反 応 さ

せ た場 合 の 細 胞 増 殖 阻 害 効 果. NALL-1(A)

あ る い はNS-1(B)細 胞 を薬 剤 と2時 間 反 応 さ

せ3日 間 培 養 した.各 点 はtriplicateの 平 均

±標 準 誤 差 を示 す.

(▲)H-1; (□)MTX-(H-1);

(●)MXT; (△)MTX-control IgG.

り有意 に約15倍 障害作 用が弱 いこ とが示 された

(p<0.001).

(2)MTX-(H-1)のin vitro細 胞 障害活性

図7-Aに 示 す よ うに, MTX-(H-1), MTX,

 H-1及 びMTX-control IgGを 含 む培養 液 で

HLA陽 性NALL-1細 胞 を2時 間培養後, 2回

培 養 液で洗浄, 3日 間 培養 した場合 の細 胞増殖

阻害効果 を検討 した. H-1は 細 胞障害作用 を示

さなかったが, MTX-(H-1), MTX, MTX-

control IgGのIC50は そ れ ぞ れ2.50±0.50×

10-1μg/ml, 8.40±0.55×10-1μg/ml, 4.00±

0.60×10-1μg/mlで あ り, MTX-(H-1)はNA

LL-1細 胞 に対 し, MTX(P<0 .001)お よびMTX

 control IgG(p<0.02)よ り有意 に強い細胞障

害作用 を発揮す る ことが示 され た.一 方,図7

-Bに 示 す よ うに
, HLA陰 性NS-1細 胞 に対 し

てはMTX-(H-1), MTX, MTX-control IgG

は 同 等の細胞障害作用 を示 した.

図8-Aに 示 す ように, MTX-(H-1), MTX,

 H-1, MTX-control IgGを を含む培養液でHLA

陽 性NALL-1細 胞 を3日 間培養 した場合の細 胞

図8. MTXあ る い はMTX-(H-1)を 含 む 培 養 液 で 培 養 し た場 合 の 細 胞 増 殖 阻 害

効 果. NALL-1(A), BALL-1(B), NS-1(C)細 胞 を薬 剤 を混 入 し た 培 養 液

で3日 間 培 養 した.各 点 はduplicateの 平 均 を示 す. (▲)H-1;

(○)MTX-(H-1)(MTX/IgGモ ル 比: 3.96);

(□)MTX-(H-1)(MTX/IgGモ ル 比 :9.29);

(●)MTX; (△)MTX-control IgG;

(■)水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リウ ム で 還 元 し たMTX.
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増殖 阻害効 果 を検討 した. MTX-(H-1), MTX,

 MTX-control IgGのIC50は そ れ ぞれ5 .80±

0.20×10-4μg/ml, 7.50±0.70×10-3μg/ml,

 4.40±0.40×10-3μg/mlで あ った.即 ち, MTX-

(H-1)はNALL-1細 胞 に対 してMTX, MTX-

control IgGよ りそ れ ぞれ約13倍 あ るいは7 .6

倍 強 い障害 作用 を示 し,か つ この差は有意 であ

った(p<0.001).更 に, HLA陽 性BALL-1

細 胞 に対 す るMTX-(H-1), MTX, MTX-cont

rol IgGのIC50は そ れ ぞれ2.10±0.40×10-3μg/

ml, 3.80±0.20×10-2μg/ml, 1.30±0.10×

10-2μg/mlで あ り, MTX-(H-1)はBALL-1細

胞 をMTX, MTX-control IgGよ りそれ ぞれ

約18倍 あ るいは6倍 強 く障害 した.こ の 差 は

NALL-1細 胞 に対す る と同様 統計的に有意 であ

った(p<0.001).一 方,図8-Cに 示 す よ うに,

 HLA陰 性NS-1細 胞 に対す るMTX-(H-1),

 MTX, MTX-control IgGの 細 胞障害作用 はほ

ぼ 同等 であ った.な お,結 合 実験に使用 した量

とほぼ 同量の水素化 ホウ素 ナ トリウムで処理 し

たMTXはMTXと 同 等 の細 胞障害作用 を示 し

た(図8).

考 按

著者 は第1編 におい て制癌 抗生剤bleomycin,

 mitomycin C, macromomycinを そ れ ぞ れ抗

HLA抗 体(H-1)に 結 合 させその生物活性 につ

いて報告 した.

今 回の研 究 では,代 謝拮抗制癌 剤ara-C, MT

Xをdextran T-40を 中 間体 として,そ れ ぞれ抗

HLA抗 体IgG1(H-1)を 結 合 させ そめ生物活性

をin vitroで 検 討 した.

Ara-Cを 抗 体 に結合 させ た報告 はな く今回が

初 めて の試 みで ある.ま たMTXに つ いては こ

れ まで にdiazo法4), carbodiimide法5), mixed

 anhydride法6), active ester法7)で 抗 体 に結合

させ 報告 されて いるが, dextranを 中 間支持体

として抗体 に結合 させ た報告 はな く今 回が初め

ての試み であ る. multivalent carrierと しての

dextranを 用 いて抗体に結合 させ る利点は,抗 体

1分 子 に1種 類 の制癌剤 の複数分子 を結合 させ

るこ とが で きる こ とと,抗 体1分 子 に2種 類 以

上の制癌 剤 を結合 させ る多剤併用療法 の可能性

を有 していることである3).今 回 用 いたdextran

法 で は,間 接 膜螢光 抗体法 で判 定 した ところ,

抗 体 活性 の有意 な低 下は認め られ なか った.

Dextran法 でMTXと 抗 体 を結合 させ る場合,

 MTXの 第2又 は 第4ア ミノ基が酸化 デ キス ト

ラン(PAD)と 結 合 しSchiff baseを 形 成す る

もの と考 え られ るが, VendittiやMead等 の 研

究 グルー プはMTXが 制 癌 作用 を発揮 す るため

には 第4ア ミノ基は必要 であ るが 第2ア ミノ基

は重要 ではない と報告 した18～20).こ の こ とよ り

考 える と,今 回作製 したMTX-(H-1)の う ち

MTX活 性 を有す るもの は第2ア ミノ基 を通 し

てデ キス トラ ン抗体に結合 した結合体 であ ると

考 えられ る.次 にMTXを 還 元 した もの も制癌

効果 を有す る ことが報告 されてい るが18),本 実

験では,還 元MTXはMTXと ほ ぼ同等の細 胞

障害作用 を示 し,か つMTX-control IgGの 作

用は よ り弱 い ものであ ったの で, MTX-(H-1)

の 増 強 された細 胞障害作用 はMTX還 元 に よる

もの では ない と考 えられ る21).

Ara-C-(H-1)はara-Cに 比 べHLA抗 原 陽性

細胞に対 し同等 ない しよ り強 い細 胞障害作用 を

示 し(図4,図6-A),一 方HLA陰 性 細胞 に

対 しては弱 い障害作 用 を示 した(図5,図6-

B). MTX-(H-1)はMTXに 比 べHLA陽 性 細

胞に対 してよ り強い細 胞障害作用 を示 し(図7

-A
,図8-A, -B),一 方HLA陰 性 細胞に対 し

ては同等の細 胞障害作 用 を示 した(図7-B,図

8-C).

以 上 の結果,コ ン トロール細胞 であ るHLA

陰性 細胞に対す る障害 作用 を基準 に してHLA

陽性 細胞に対す る障害 作用 を比較す る と, ara-

C-(H-1), MTX-(H-1)は 抗 原陽性細 胞に対 しそ

れぞれara-C, MTXに 比 べ よ り増 強 され た細

胞障害作用 を示す こ とが明 らか となった.即 ち,

 ara-C-(H-1)お よびMTX-(H-1)は 結合 され た

H-1抗 体 に よ りara-Cあ る いはMTXの 細 胞障

害作 用に抗体特 異性 が付与 され るこ とが判明 し

た.

代 謝拮 抗剤 であるara-C, MTXに 抗 体 を結

合 させ た場合,抗 体作 用に よ り標 的細胞膜抗 原

に結合 した抗体結合代 謝拮抗剤 はその後いか な

る機序 で細胞障害作用 を発揮す るか今 回の実験
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では不明である.本 実験はモデル実験のため抗

体 として抗HLA抗 体 を用いたが,癌 特異抗原

を認識するモノクロナール抗体が得られるなら

ば,ヒ ト悪性腫瘍の治療に応用 し得る可能性が

あ り,今 後, in vivoに おけ る抗体結合代謝拮

抗制癌剤の有用性についての検討が期待される.

結 語

代謝拮抗制癌剤ara-C及 びMTXをdextran

 T-40を 用いて抗HLAモ ノクロナール抗体IgG1

(H-1)に 結合させた.こ のデキス トランによる

結合方法では抗体力価の有意の低下は認められ

なかった.

Ara-C-(H-1)及 びMTX-(H-1)はH-1抗 体作

用によ り標的細胞であるHLA抗 原陽性細胞の

膜抗原に結合し抗体特異的細胞障害作用を発揮

することが示された.

御指導を戴いた木村郁郎教授ならびに坪田輝彦博

士に深謝致します.
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Studies of anticancer agent-monoclonal antibody conjugates 

and their biological activites

Part II. Production of anti-HLA monoclonal antiboby-ara-C and 

-MTX conjugates and their biological activities

Yuichi MANABE

Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School 

(Director: Prof. I. Kimura)

The anticancer agents 1-ƒÀ-D-arabinofuranosylcytosine (ara-C) and methotrexate 

(MTX) were linked covalently to murine monoclonal IgG1 antibody (H-1) with the use 

of dextran T-40. H-1 alone did not inhibit cell growth. The ara-C-(H-1) conjugate 

showed weaker cytotoxicity to an HLA-lacking cell line than ara-C, while ara-C-(H-1) 

and ara-C showed the same cytotoxicity to HLA-bearing cells. The MTX-(H-1) canjugste 

showed stronger cytotoxicity to HLA-bearing cells than MTX, while MTX-(H-1) and 

MTX showed the same cytotoxicity to cells lacking HLA. These results indicate that 

ara-C-(H-1) and MTX-(H-1) exert antibody-targeting cytotoxicity in vitro.


