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論文内容の要旨

【目的】

癌所属リンパ節を用いたヒトモノクローナル抗体の作製は，その認識抗原の解析によって担癌宿主における免疫機

構の解明の一助となり得る D さらにそのヒト抗体の人体への投与は，癌の画像診断や免疫療法に有用である可能性を

持つo 本研究では，乳癌患者般寓リンパ節から採取したリンパ球を用いてヒトーヒトハイブリドーマ法によりモノク

ローナル抗体を作製しその認識するエピトープの解析を行なった。

【方法】

乳癌患者に対して，まず所属リンパ節の免疫応答を高めるため， OK432, 5 KE と fibrinogen， 80mgの混合液を

術前腫場内注入した。手術時に採取した般寓リンパ節からリンパ球を分離培養した。このリンパ球とヒト B リンパ

芽球様細胞株 (HO-323) を50%ポリエチレングリコール4000を用いて細胞融合し， 96wellマイクロプレートにて培

養した。 ELISA 法により選別したイムノグロプリン産生ハイブリドーマの培養上清について，乳癌細胞株 (MCF-

7 )との反応性を免疫細胞染色にて調べ， MCF-7 と最も強く反応するハイブリドーマをクローニングしモノクロー

ナル抗体 BMMK-33G を得た。以下の実験はこの BMMK-33G を用いて行なった。

まず BMMK-33G と MCF-7 の細胞膜との反応性をみるために， indirect immunobead test を施行した。具体

的には，抗ヒト IgM 抗体が結合したイムノビーズに BMMK-33G を反応させ，さらにそれと培養 MCF-7 細胞を

反応させる方法を施行した。次に BMMK-33G の認識する抗原の解析を HPTLC ， ELISA 及び competitive cellｭ

binding ELISA にて行なった。さらに，乳癌をはじめとする腫場組織ならびに正常組織との反応性を免疫組織染色

にて検討した。

【成績】

540well 中267well と高率にハイブリドーマの形成を認めた。このうち36well が100ng/ml以上， 16wellが 1μg/

ml以上の IgM を産生していた。この中より MCF-7 と最も強く反応するモノクローナル抗体 BMMK-33G を得た。

Indirect immunobead test では， MCF-7 細胞の周囲に， BMMK-33G を反応させたイムノビーズが付着して
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いる像が見られた。これにより BMMK-33G は MCF-7 細胞の膜に反応していることが示された。

認識抗原の解析では， HPTLC 免疫染色で BMMK-33G は糖脂質のうちスルファチド (galactosylceramide-1 3
_ 

sulfate) に反応した。 ELISAでも BMMK-33G がスルファチドに特異的に反応した。また competitive cell-bindｭ

ing ELISA では，スルファチドにて BMMK-33G と MCF-7 との反応がほぼ完全に抑制されたD以上より， BMMK-

33G が認識するエピトープは，硫酸基を含むガラクトースで構成されている硫糖であることが示された。

免疫組織染色では， BMMK-33G は乳癌の13例全例と反応した。これらの組織では癌巣のほとんど全ての癌細胞

が強く染色された。牒癌は l 例，胃癌は 219[jの染色結果であるが，全て陽性反応を示した。また良性乳腺腫携も 12例

の全例が陽性を示したが，乳癌に比べてその染色性は弱かった。正常組織では，正常乳腺の腺および乳管上皮が染色

されたが，その染色性は乳癌と比べると非常に弱かった。また，腎尿細管上皮や前立腺の腺管上皮なども染色された。

【総括】

1.乳癌患者服寓リンパ節から採取したりンパ球を用いて， IgM ヒトモノクローナル抗体 BMMK-33G を作製した。

2. 免疫組織染色では， BMMK-33G は乳癌のほか，勝癌，胃癌とも強く反応した。また正常組織では，乳管上皮，

腎尿細管上皮，前立腺導管上皮などが反応を示したが，その染色性は乳癌に比べて弱かった。

3. BMMK-33G によって認識される抗原は，硫酸基を持った糖脂質の一つであるスルファチドであることを明らか

にしfこO

論文審査の結果の要旨

本研究は，局所免疫療法を受けた乳癌患者の般寓リンパ節から採取したリンパ球を用いて，ヒト ヒトハイブリドー

マ法によりモノクローナル抗体 BMMK-33G を作製し，その認識するエピトープを解析したものである。 BMMK-

33G による免疫組織染色では，乳癌，胃癌， n草癌などの癌細胞が強く染色された。また良性乳腺腫壌や一部の正常

組織も染色されたが，その染色性は乳癌に比べると非常に弱かった。 BMMK-33G によって認識される抗原は糖脂

質であり，特に硫酸基を持ったスルファチドに BMMK-33G が強い反応を示した。これらの知見は腫虜免疫の研究

に寄与するばかりでなく， ヒト型モノクローナル抗体の特性を活かして，人体投与による癌の画像診断や免疫療法に

応用される可能性があり，学位に値する業績と考える。
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