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論文内容の要旨

Bast et al.によりヒト卵巣癌培養細胞を免疫原として樹立されたマウス・モノクローナル抗体OC125が認識する抗

原 CA125 は，ヒト衆液性嚢胞腺癌に比較的特異的で，婦人科領域において血清診断および治療効果判定等で非常に有

用な腫蕩マーカーとされている。しかし CA125 は子宮内膜症や妊娠初期，また月経期での血清中の増加が知られ，診

断上，問題点が多いとされている。

本論文では， CA125 を恒常的に産生するとト卵巣衆液性嚢胞腺癌由来の細胞株 (SHIN -3) を樹立し，この培養上

清中に分泌される CA125抗原の低分子画分に着目し，卵巣癌に特異的に反応する新たなモノクローナル抗体を作製し，

その生化学的並び、に免疫組織学的性状について検討した。

腫壕細胞から遊離される腫壌マーカーの性状を分析する上で目的とする腫壕マーカー産生能を有する樹立株を得るこ

とは重要である。そこで， 56歳の卵巣衆液性嚢胞腺癌患者より採集した腫蕩部組織を 0.25 % trypsin で細胞分散し培

養を開始した。 Rough -cloning 法により継代を続け，約7ヶ月後に均一な上皮性細胞集団を得た。さらに limitting

dilution による single cell cloning を 2回行い，培養開始後23 ヶ月で増殖能およびマーカー (CA125 およびTPA)

産生能が安定したので，この細胞株を SHIN -3 と命名した。細胞は小型で多稜形ないし短紡錘形を呈し敷石状配列

を示しながら容易に pile up する傾向があった。さらに核クロマチンの組大凝集像および不整形な核小体は，細胞学

的に悪性基準を満たす異型像を呈し，染色体分析においても染色体の異数性が確認され，また異種動物移植において増

殖可能であるという点から， SHIN -3 株は，悪性腫蕩細胞の基準を満たすことが確認できた。

そこで SHIN -3 細胞株を用いて培養上清中に分泌される CA125活性を有する画分 (CA125抗原; OC125 と反応

する抗原)の性質について検討を行った。細胞は無血清培地で培養し，集めた上清を半飽和硫安塩析により濃縮後， SDS 

-PAGE および、Western blotting を行い，活性画分を分離した。 SDS， 2ME非合有 10M urea sample buffer に

溶解し一次元電気泳動をおこなった結果，従来の報告と同様に分子量200KDa以上の高分子複合体に免疫活性が認めら

れた。さらに SDS ， 2ME存在下で泳動したところ，分子量 50KDa付近の低分子にも活性が認められた。次いで二次元

電気泳動を行ったところ，抗CA125抗体がpH7.3付近に等電点をもっ分子量49KDa と 50KDa のスポットと反応する
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ことが確認された。また蛋白変性を目的とする種々の物理学的および化学的処理により CA125免疫活性が減少し同

時に種々の protease処理により免疫活性が消失したことから SHIIN -3 細胞が産生する CA125抗原が，蛋白性のも

のであることが判明した。

SHIN -3 細胞が産生する CA125抗原において低分子画分に免疫活性が確認されたことは新しい知見であった。そ

こでこの低分子画分についてその性状を明らかにするためにこの低分子蛋白に対するモクロナール抗体を作製した結

果， IgG1 抗体 2 つ， IgM 抗体 3 つを得た。 SHIN -3 細胞との反応性の強い IgG1 抗体を SH -9 と命名した。

Immunoblottingの結果，還元下で OC125が分子量200KDa付近の低分子と反応しているのに対し， SH -9 は分子量

50KDa付近の 3本のバンドを認識していた。また非還元下でSH- 9 はかなりの高分子に反応性が認められた。以上

により OC125 の認識する抗原と SH- 9 の認識する抗原とは相違すると考えられた。更に125 1 でラベルした SH- 9, 

OC125 を用いて CA125抗原への競合阻害反応を行ったところ，両抗体の競合は観察されなかった。また SH- 9 は粘

液性卵巣癌に陽性率が高い CEA (carcino -embryonic antigen) とも競合が認められなかった。このことより SH

-9 のエピトープが OC125 や CEA のそれとは相違することが示された。

SH-9の臨床応用の可能性を検討するため， SH -9 固相化ビーズを用いたサンドイツチ IRMAで患者血清を測定

したが，血清中には明確な反応が見られなかった。そのため従来のような血清診断にただちに応用できるものではない

と判明した。このことより SH-9抗原が膜近辺にある糖蛋白として存在し，遊離としては検出困難な性状を有する可

能性があると考えられた。

そこで各種組織での SH- 9 の反応性を観察し， OC125 との組織分布を比較したところ，正常組織では， OC125 と

同様，子宮頚管腺と肺の気管支腺に強い反応が認められた他，胃腺寓上皮にも反応したが， OC125 の反応する妊娠初期

および増殖期の子宮内膜では陰性であった。また腫傷組織では粘液性卵巣腫壌の良性，中間，悪性群それぞれにおいて

100%の反応性が観察され， OC125が陽性であった子宮内膜症，子宮膜癌および卵巣紫液性腫壌に対して陰性を示した。

更に SH- 9 は OC125 と同様に肺腺癌に 100%の陽性反応が認められたが， OC125では反応しない肺の重層偏平上

皮癌の一部にも陽性反応が観察された。このことより SH-9 は OC125 とは違い，妊娠，性周期，子宮内膜症などの偽

陽性を示さないことを特徴とし，粘液性卵巣腫蕩を鑑別する際の腫虜マーカーとして，また肺癌の腫蕩マーカーとして

も役立つ可能性があることが判明した。

従って， SH-9 の今後の臨床応用としては，組織分布の特性および SH -9 を非遊離型抗原とした場合の特徴を生

かして，アイソトープ標識抗体を用いた画像診断や，抗体単独もしくは，抗体に抗癌剤や毒素を結合させる癌のミサイ

ル療法などが考えられる。

論文審査の結果の要旨

本論文は新たに樹立したヒ卜卵巣衆液性嚢胞腺癌由来の細胞株 (SHIN -3) を用いて，卵巣癌に特異的に反応する

モノクローナル抗体を作製し，腫蕩マーカーとして患者血清診断に用いるための生化学並びに免疫組織学的基礎研究を

行ったもので，以下の知見を得ている。

1) 二種類の腫蕩マーカー (CA125， TPA) を産生するヒト卵巣紫液性嚢胞腺癌由来の細胞株 (SHIN -3) を樹立し

た。

2) SHIN -3 細胞が産生する CA125抗原の性状分析の結果， pH7.3付近に等電点をもっ分子量49，000 と 50 ， 000 の

低分子画分に免疫活性が確認された。

3) SHIN -3 細胞由来の CA125 の低分子蛋白に対するマウスモノクローナル抗体の作製を試み，還元下でこの低分

子画分のみを認識する SH -9 抗体 (IgG 1) を得た。

4) ABC法を用いた SH-9 の免疫組織学的検索では，正常組織において，気管支腺，子宮頚管腺とのみ反応した。腫

蕩病変では，主として卵巣腫壊に，その他肺の偏平上皮癌および腺癌に陽性反応を見た。
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5 ) SH -9 と OC125 との免疫染色結果の比較では， SH-9 は粘液性卵巣腫壌に陽性率が高く OC125の反応する子

宮膜症や衆液性嚢胞腺癌での反応は認められず， SH- 9 の OC125 は全く異なる染色特異性を示した。

6) 競合阻害反応の結果より CA125分子上での SH -9 と OC125 のエピトープは互いに異なることが判明した。

7) SH -9 を用いた血清診断の検討では，患者血清中の遊離抗原としての SH- 9 抗原は検出できなかった。

以上， SH-9の組織分布の特性より，粘液性卵巣腫壌や肺癌を識別するマーカーとして利用できる可能性があり，ア

イソトープ標識抗体を用いた画像診断での臨床応用への可能性も示され，腫蕩マーカーの研究に大きく寄与するもので

あり，博士論文として価値あるものと認める。

- 363-




