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モノクローナル抗体を用いた大腸癌肝転移および

局所再発に対する腫瘍画像診断

愛知県がんセンター,名 古屋大学第 2外科
Ⅲ

坂本 純 一  渡 辺  正 ・ 加 藤 知 行  村 山 浩 基キ

和田喜美夫Ⅲ 高 木  弘 中 中 里 博 昭

H‐15は大腸癌培養細胞 HT‐29の細胞表面に発現している分子量200Kdの 糖蛋白に対するモノク

ローナル抗体で,認 識する抗原決定基はシアル化 LewisaとCross Reactivityを有している。H-15は,

血清学的,免 疫組織学的検索で,大 腸癌細胞表面に高率に検出され,他 癌や正常組織ではほとんど存

在していないことが証明されている。抗体を放射性ヨードでラベルし, ヌードマウス移植ヒト大腸癌

に投与したところ,鮮 明な腫瘍画像が得られた。大腸癌症例における臨床応用では,0.2～10mgの 抗

体を0.2～10mCiの 1311でラベルし,ガ ンマカメラを用いて抗体の局在を検討した。抗体投与による重

篤な副作用はなく,肝 転移20例中4例,局 所病変8例中3例において,直 接腫瘍画像を描出すること

ができた。
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はじ8めに

モノクローナル抗体を用いた腫瘍原発巣や転移の画

像診断については既にい くつかの報告つのがなされて

いる。しかしアイツトープの集積が,腫 瘍部における

非特異的な血流動態を反映 しているとい う論文めもあ

り,描 出された画像が腫瘍に対する抗体の特異的な反

応によるものかを証明するためには,摘 出標本組織で

の正常部 と腫瘍部のアイツトープ量を直接比較する必

要がある。今回の研究では,大腸癌に対するモノクロー

ナル抗体 H‐15を作製し,特 果性の分析を行い,免 疫組

織学的検索により約65%の 大腸痛組織 と反応すること

を明らかにした。正常組織においては,こ の H‐15抗原

は腸管管腔上皮に apicalに微量,ま た際管,胆 管上皮

では cytoplasmicに存在しているが,肝 ,肺 ,障 のほ

か他組織や他癌には認められていない。.正 常組織の

一部 とも結合するにもかかわらず,H‐15を画像診断の

抗体 として選択した理由は,大 腸癌組織に対する反応

性が極めて優れてお り,腫 瘍部への集積が最も期待で
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きるものと考えられたためである。

対象 と方法

1.モ ノクローナル抗体の作製 とアイツ トープラベ

ル

大腸癌培養細胞 HT‐29にて BALBた マウスを免疫

し,マ ウス ミエ P― マ NS‐1と陣細胞 とのハイブ リ

ドーマを作製。した。抗体の免疫グPブ リンサブクラ

スヤまilnmunodiffusion plate(Hyland Diagnostics,

Deerneld IL U.S.A)により検索した。抗体の認識する

抗 原 の 分 子 量 は,SDS PAGEに よ るimmuno‐

precipitationを行い測定 した.抗 原決定基の構造につ

いてはニューラミニダーゼ処理を行った後,抗 体 との

反応をテス トした。また Lea,Leb,Le・,Leノsialyl‐lea,

CEAと の inhibition testを行い,こ れら糖鎖抗原 との

変叉反応性を検討した。抗体の特異性は137株の正常お

よび腫瘍培養細胞株に対するmixed hemadsorption

assay(MHA)と absorption testにより検討した,

ハイブリドーマを nu/nuマ ウス腹腔に接種 し,腹 水

を採取 し,prOtein A MAPSキ ットゆを用いて免疫グ

ロプリン蛋自の精製を行った。抗体はクロラ ミンT

法つにて,放 射性 ヨー ド(1251,1311)で標識 した,標 識

した抗体 H‐15はG25カ ラムで2mlず つチューブに分

離 し各チュープのアイツ トープ活性をガンマカウン
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ターにて測定した。また,そ れぞれのチュープの抗体

を96wellのプレー トで培養 した SW403大 腸癌細胞 と

45分間 incubateした後10%SDSに てはが しradiOim‐

munoassayを 行った。

2. ヌー ドマウス移植腫瘍に対する腫瘍画像

nu/nuマ ウス15匹の右の大腿部皮下に, ヒ ト大腸癌

培養細胞 SW403,左 の大腿部皮下のヒトメラノーマ培

養細胞 SK‐MEL‐23107個を移植 し,腫 瘍が生着増殖

し,径 約1.Ocmに なったところで1251でラベルした H‐

15抗体を腹腔内投与,投 与後 1日 日,2日 目,4日 目,

6日 ロヤこOhio rectilinear scannerに て靖張移した。 ま

た投与後 2日 日, 4日 目, 6日 目に抗体アイソトープ

の腫瘍 !肝比,腫 瘍 :血液比をガンマカウンターで測

定した。

3.大 腸癌症例における腫瘍画像診断

1)症 例の選択

症例は,ま ず十分な infomed consentを得た うえ

で,全 身状態のチェックを行い,Kamofsky statusで

80以上,血 清 ビルビリン値1 5mg/dl以下,プ ロトロン

ビン時間1.5倍以内,CCr 50m1/min以 上,自 血球数

1,500/1111n3以上のものを適応 とした。

2)モ ノクローナル抗体の投与と画像診断

モノクローナル抗体 H-15は臨床応用に先だって,12

種のマウスウィルス,マ イコプラズマ,パ クテ リア,

真菌などの contaminationをチェックし,マ ウス,モ

ルモット, ウサギに投与し安全を確認した.抗 体投与

24時間以上前には,皮 内テス トを施行 し,反 応陽性例

では投与を施行しなかった。また放射性ヨー ドの甲状

腺への集積を防止するため,抗 体投与 3日 前より, 7
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日後まで,ルゴール液lmlを 水で十分に希釈し,毎食後

服用 させた.ラ ベル した抗体は100mlの生理的食塩

水+5%ヒ トアルブミンに溶解 し,30分 以上かけて点

滴静注し投与した。投与開始後は,息者の vital Sgnを

頻回にモニターし,状 況に応 じて投与速度の調節を

行った。

画像診断は,ガ ンマカメラにて原則 として投与 6時

間後,24時 間後に行い,以 後連 日撮影を行った。血中

アイントープは投与前, 5分 後,30分 後,60分 後, 8

時間後,24時間後 と2mlず つ採血 して測定し,以後 1日

ごとに経時的に検索した.マ ウス抗体の患者血中レベ

ルの測定 と,患 者の抗マウス抗体は,投 与前 1回 ,投

与後 2回 測定し,安 全性を確認した。

手術施行症例では,摘 出組織より癌部,周 辺非腫瘍

部,お よび血液を採取 し,ガ ンマカウンターにて測定,

腫瘍 i血液比,腫 瘍 :非腫瘍比を検討した。また,腫

瘍量より%IDを 算出した.

結  果

1.モ ノクローナル抗体の特果性 と放射性 ヨー ドに

よる標識

抗体の特異性を,各 種 cell lineとの MHAテ ス トで

検討した。H‐15抗原は大腸癌,膵 癌,肝 癌,肺 痛等の

培養細胞株 と反応を示 したが,そ の他の癌ではほとん

ど発現 しておらず,ま た正常線維芽細胞,正 常腎細胞

には全 く認められなかった (Table l).抗体の免疫グ

ロブリンサブクラスは IgGlで抗原決定期は分子量20

万以上の糖蛋自であ り,inhibitiOn testでは Sialyl‐Lea

とCross reactivityを認めた。

ク ロラ ミンT に て放射 性 ヨー ドラベ ル し, S e ‐

Table 1 Serological analysis of the expression of H-15 antigen in established
cancer cell lines and in normal cells.

MoAb

Ig subclass

M.W.

Cancer cell lines

Colon

Pancreas

Liver

Lung

Bladder

Breast

Kidney

Ovary

Terato Carcinoma

Chorio Carcinoma

H-15

/~1

> g p 2 0 0

Melanoma

Astrocltoma

B cell leukemia

T cell leukemia

Null cell leukemia

Neuroblastoma

Cultured normal cells

Fibroblast

Kidney

1/16

0/13

0/11

2/6

0/5

0/5
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Fig. 2 Radioscintigram of nude mice with 1'�5l

MoAb H-15: nude mice were injected colon can.
cer cell line SW-403 on the right thigh and
melanoma cell line SK-MEL-23 on the left thigh 2
weeks prior to the administration of MoAb.

phadex G25カラムで分離すると,6～ 11番目の分画と

16～23番目の分画に高いアイツトープ活性がみられた

(Fig.lA)。SW403大 腸癌細胞を用いた RIAで は主と

して 6～ 11番目の分画 にアイ ツ トープが認め られ

(Fig.lB),抗 体 と結合 したアイツトープがこの領域

に存在していることが明らかになった。

2.nu/nuマ ウス移植 ヒト大腸癌に対する腫瘍画像

ヌー ドマウス移植腫瘍に対する画像では右大腿に移

植した ヒト大腸癌 SW403に 抗体が集積し,左大腿のヒ

トメラノーマSK‐MEL‐23には結合 していないことが

明らかになった (Fig.2).

3.大 腸癌症例における腫瘍画像診断

投与されたアイツトープは 4日後には血中では10%
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5 1 0 1 5 2 0
Tube nuber of the G-25 colm

Table 2 Localizalion rations of radiolabelled
MoAb in preoperative scans for colorectal cancer
patients.

Fig. I Radioactivity of MoAb H-15 after chrolamine T labelled and Sephadex
G-25 gel filtration (A), and radioimmunoassay of isotope labelled antibody with
SW-403 colon cancer cell line (B).
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以下に減少 していた。また 4日 間で約50%の アイソ

トープが尿中より排泄された。

画像診断を試みた26711中,重 複しているものを含め

ると,肝 転移19例,原 発巣 4例 , リンパ節転移,腹 膜

転 移 各1 9 例, 局 所 再 発 3 例 で あった。% I D は

0.1～10.6×10~3/gと症例によりばらつきが見 られた

(Table 2).腫瘍 :血液比が1.0以上であった症例では

イメージングにて直接腫瘍画像が得 られた。腫瘍 t血
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Fig. 3 H-15 iodine 131 monoclonal antibody scan
in patient # 6, on day 1 (A) and on day 4 (B).

Arrows indicate hepatic metastasis.
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Fig. 4 H-15 iodine 13i monoclonal antibody
of resected liver in patient #22.

Fig. 5 H-15 iodine 131 monoclonal antibody scan

of local recurrent tumor in patient # 24, on day L
(A) and on day 4 (B). Arrows indicate the locali-
zation of the tumor.

Fig. 6 H-15 iodine 131 monoclonal antibody scan
of resected rectum in patient #24.

2 2では摘出標本で抗体の腫瘍 内集積が確認 された

(Fig。4).

局所再発症例での画像は,投 与後 1日 日では,勝 脱

部に描出されていたが,投 与後 4日 目では勝眺部の抗

体はほとんど検出されず,低 位前方切除術後の局所再

発部に集積が認められた(Fig.5).摘 出標本において

もガンマカメラによる撮影で,腫 瘍部に一致したアイ

ツトープの存在が確認された (Fig。6).

考  察

モノクローナル抗体を用いた画像診断では,腫 瘍の

位置や大きさのみならず,腫瘍の組織病理学的性状や,

原発巣の部位に関する質的診断の情報を得ることも可

能 と考えられる。.わ れわれの開発 したモノクローナ

ル抗体 H‐15はこの腫瘍画像診断に必要な条件を備え

ている数少ない抗体の一つで,大 腸癌に比較的限局し

A

B

scan

液比が3.01であった肝転移症例 6で は抗体投与後 1日

目では,肝転移巣は negative imageとして周辺正常肝

の血流がスキャンされたが,(Fig.3A)投 与後 4日 目

には腫瘍部への集積が認められた (Fig.3B).

腫瘍 :血液比が1.0以下の症例でも,腫瘍 と正常肝 と

の比が1.0以上であった場合は,99mTc MPDに よる血

流のサブ トラクションを行 うことにより腫瘍画像の描

出が可能 となり,ま た腫瘍 t肝比が3.60であった症例
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て発現 され,放 射性 ヨー ドによる標識後 も抗体活性が

ほとんど損なわれていない。抗原抗体反応の親和性 も

MHAテ ス トで107の 高力価を持 っている。臨床症例

において, よ り高率に腫場の直接画像を得 られるため

には,腫 瘍 i血液比をさらに向上 させる必要があ り,

F(ab)2'フ ラグメン トを利用 した り,イ ンジウムなど

の他の核種で標識す る方法の検討を進め るべ きであ

る。 また,臨 床で腫瘍画像が得 られ,腫 瘍に対す る抗

体の集積が明らかな症711では,targeting therapyなど

の治療学の分野への応用 も期待 しうるもの と考えられ

る。
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Radioimmunodetection of Metastatic Colorectal Cancer Using Monoclonal Antibody

Junichi Sakamoto, Tomoyuki Kato and Hiroaki Nakazato
Department of Gastroenterological Surgery, Aichi Cancer Center

Tadashi Watanabe, Hiroki Murayama, Kimio Wada and Hiroshi Takagi
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H-15, a mouse monoclonal antibody was established and selected for a tumor localization study because the
antigen was shown to be expressed in a high percentage of primary and metastatic colorectal cancers. The epitope
recognized by H-15 is a neuraminidase sensitive glycoprotein (200 kd) and close cross reactivity with sialyl-Le"
determinant was detected by the inhibition test. Tumor imaging with human colorectal tumor bearing nude mice
using l2sl-labeled H-15 was successful. H-15 labeled with 131I was given intravenously over a dose range of 0.2
mg-10 mg to 28 patients with colorectal tumors. No significant toxicity or side effects were seen. Direct tumor
imaging was successful in 4 out of 20 hepatic metastases and 3 out of 8 local lesions from days 4-6 after the
antibody injection. Thus, tissue biopsy specimens and scintigraphy have proved that imaging of metastatic
colorectal cancer is possible with monoclonal antibody H-15. For the precise localization of tumor imaging, ee'Tc-

MPD was infused simultaneously, and the specific location was demonstrated by a subtraction study.
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