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マウスモノクローナル抗体ONS -M21 の生体内分布と
そのヒト型化抗体の画像診断への心用

The biodistribution of mouse monoclonal antibody 
ONS-M21 and the application for imaging diagnosis 

with its humanized antibody 

大阪大学医学部，m榊紛桝

D甲ar1mmtof n印m釦!REry， O~ka u司、rersity ma:lical sch∞l 

大川元久
Motohisa Ohkawa 

(指導:早川徹教授)

(平成 9 年 1 月 27 日受付)

The mωse m∞∞Ional antibody ONS-M21 cαT1I凶 nes with m凶ulloblasbrr旧 s and several 

gliαnas specifiω lI y. And a Iso we had a Ir伺 ctý produced its human包凶 antibody. This stuct� 

investigatedthe in vivobめ dstri凶U∞ ofONS-M 21 and the a~lica百∞ fαimagng dia91侭お using

i也 humaniz剖antibody. The nude mic正当eALB/c nu/nu) b鎚ringhuman m凶ullo凶asbma ONら76

cells subcu包 neαJsly were inj 民恰d 1251 -4 abel凶 ONS-M21 antibody via their tail vein . The 

radioactiviti缶 oftheir nαmal organs and the s.c. tumαwerecωnted with y-∞un悟r. And their 

autαadめg-aph;ARG) 6 hω陪 afterthis acinin お廿ation was cαnpared with gadolinium enhanced 

T1 -weight凶 magnetic res∞ance image(Gc日1~叶 RI ~ The bra in tumαmodels trans凶 an包dONS-

76 cells s恰reotaxicallywas madebythe nuderats( F3 44川 JcI-rnu). And cαnpHedwith MRI and 

ARG a fter the acinin is1ration of 125I -4 abel倒 humaniz凶 antibody into these models. The ARG 

indicated the accumulatめn of 1251-4abeled ONS州21 in the tumαs which was detected by Gc灯1-

MRI stuct�. In this s加 C飢 125I -4 abel凶 ONらM21 remained in the tumα l仁川 ger than the o1her 

nαmal organs. The mωse m∞∞Ional antibody O I\JS判21 have specific affinity for ONS-76 

tumα in vivo. Then this humaniz凶 antibωYis c∞ si侮ra 凶 e to a印Iyfor the imagng dia91缶 isof 

the m al igna nt bra in tumors. 

KeyWαc匙 : medulloblasbma , m∞oclonal antibody, humanized antibody, 1引， biodistri b.J ti∞， 
autoradわg-aph;ARG)

髄Bf胞はイウ巳JE削削重協の中でネlド紺謬腫についで頻度

の高い1おおであり、外科的手術に加え放射本拘束法、化学療

法および免疫療法等で最近の治療成績は向上している 1 曲 。

これまでに不必主は、 ヒト髄芽臆細胞株ONS-76 を用いてマ

ウスモノクローナル抗体ONS-M21 を作製し Iq、同抗体が

in vitro です鍛二腫および神経膝腫等の脳腫蕩紺閉包に対し特

異性を有していることを明らかにした 11)0 また、その抗体

のヒト型化にも成功している 1 2)。

臨床において恐性2削重蕩摘出後の残存腫蕩の正確な範

囲を画像診断することは、以後の治療方針を決定する上で

重要な要素であり Il14 )、完者間削郵募に特異的な本モノクロ

ーナル抗体は、治療上非常に有用な手段となると考えられ

た。また恐性脳騒蕩の診断には、放射性同位元素で標識し
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た画像診断法も広く用いられている l川。 本研究では、臨

床応用への基慌F研究として、この悪性日制島嘉に特異性の高

い ONS-M21 抗体を用いた画像診断の臨床応用の可能性を

杉遣すする目的で、ヌードマウスに'l:SI 椀哉ONSM21 抗体

を投手しその生体内分布を調べると共に、 ONS-76 細胞を

用いた皮下脆錫モデルの全身オートラジオグラフを作製

した。 またヌードラットを用いたH剖郵嘉モデルを作成し、

l:!i[標識ヒト却化抗体によるオートラジオグラフと

材料と方法

1 ，鶏験捌か

irna配(肘1RQ を比較検討した。

LC 社から購入したヌードマウス BALEνc nulnu 雌 7 ~

12 :i蜘令 (17 ~23g)、および日本クレア社から購入したヌ

ードラット F344/NJd mu雌7 ~12週愉 180~250同をそ

れぞれ用いた。

2 鶏殺モデルの作製

1 )く lσ個のヒト髄芽腫ONS76 細胞を O .1 M リン酸塩

衝液{PBS : PH7 ~5) 250μl で希釈し、ヌードマウスおよ

びヌードラットの右傾|服部皮下に移植した。 その結果、皮

腫湯径が12σn を超えたモデルを以下の実験に供した。

また 5 X1 C1'個の ONS-76細胞を 4μl の O .1 M リン酸塩緩

衝漁ffiS: PH7.5)に浮遊させ、ヌードラットの頭蓋内に、

定位脳手術装置を用いて 25G のハミルトン針で移植した

l畑、 腫蕩形成の確認に M聞を用い、また同一部位の組織

切片を HE染色にて病理組結語診断した。

3_ モノクローナル抗体ONS-M21 のヨード標識

モノクローナル抗体のヨード標識には、 2∞ μg の

ONSM21 抗体を O .1 M リン酸緩衝液(問: PH7 .5 )1∞ μl 

で溶解し、さらに Na I~ [ (加ersham 社) 1 må/10 μl を

加え、 1rrù クロロフォルムで溶解した[吋沼田 (PIERCE

社) 5∞ μg を塗布した 1 .5吋エッペン ドルフ管内に注入

し、 24'C恒出管で 10分間j振盤反応させた 21)。次に PD 10 

カラム(Pharn-ø å a 社)を用いてゲル浦過を行い、蛋白質画分

を y カウンタ (Packal吐ネ土製 AlJf∞AMMA 5∞0) で確

認し回収した。 Na l :s r 標識ONSM21 の収率は、画像解析

ソフト問 ima~で酒分の放射能山線，-f1Iõf責を用いて求め

た。

4. f:穀樹元体の14=.{相均分布

22.5~37.5μcilg の Na Iお[標識ONS-M21 抗体 0 .6

1 .o rrg/kg をマウス尾静脈より投与し、投与直後、 4 、 6 、

12 、 24 、 72 および 168 時間口に腹部大静脈から採血する

と共に、肝臓、腎臓、心姉、肺、胃、腸管、脳および皮

2 

腫揚を摘出し、それぞれの放射活性を y カウンタで測定

した。 各実挨系における測定結果は、投与全放射青色量に対

する各試料内闘機量の単位重量当たりの相対値 (F佐%

i司抗~d doselg)で表現した。換算式は次の通りである。
試料中断す台風<þ吋/試料重量(g)

F 値= X1∞ 
投与会放鮒駐中吋

なお、甲抄線内へのヨード取り込みをプロックする目的で、

Na- ,a:'I t穀樹元体を投与する 3 日前より、実験期間を通じて

02%ヨードカリウム水を各実験動物に自由に摂取させた

230 

5. オートラジオグラフおよびh収I との比較

ヌードマウスおよびヌードラットの皮下腫蕩モデルに、

Na-13; [橋義ONS-M21 抗体および~a- 1 Zi I標識ヒト型イ断体

を静脈内投与し、 6 時間後にエーテルにて吸入死させ液体

窒素下で凍結保存した。 その後4%カルボキシメチルセル

ロースに包埋し、マイナス 20
0

Cで凍結させ、ミクロトー

ムを用いて厚さ 40μm の全身切片を作製した。この全身

切片を X 線フィルムに 24時間密着させてオートラジオグ

ラフを作製した。 また、ヌードラットを用いた皮下腫蕩モ

デルに関しては、Na- 1 Zi [標識ヒト型イ抗体の投与前に、M悶

装歯GE，~Orrega II ， 4.7r)で腹部のガドリニウム造影T1

強調画像を作製した。

ヌードラットを用いた脳腫蕩モデルでは、ガドリニウム

造影T1強調 L仰を移植 2 週間目と 3 週間自に作製し腫蕩

形成を臨ました後、 Na- ) Zi I 標哉ヒト型イ断体を静脈内投与

し、エーテル吸入死させた後脳を摘出し、厚さ 40μm の

凍結切片を 5 日間X線フィルムに密着させ脳のオートラジ

オグラフを作製した。

結果

l 生体分布

血液中の放射活性の半減期は4~6 時間で、あった。各組

織の時間別放射台扮布(F値)を Fig.1 に示す。また繊細

液出T/Bratio)を Fig2 に示す。抗体の腫蕩への取り込みは、

24 時間後に血液中を除き一番高く なり、 72 時間後には生

体内で最高値を示した。

2 オートラジオグラフおよびMRI との比較

ヌードマウスの皮下腫蕩モデルに Na- 1 お [標識ONS-M21

抗件司支与 6 時間後の全身切片像とオートラジオグラフを

Fig.4 に示した。皮下脳裏に一致する部位に放射舌性の集

積を認めた。

ヌードラットの皮下腫蕩モデルのM悶と、Na- )l!i[標識ヒ

ト Zi肝ほ元体の投与 6 時間後の全身オートラジオグラフを

璽雪国E-哩開園・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・園田園田



F巴5 に示した。T1 強調M悶にてガドリニウムで造影され

る腫癒を認めた。 そして同部位に、全身オートラジオグラ

フで放鮒舌性の剣貨を認めた。また肝臓、腎臓、胃および

肺に高い集積を認めたが、これは各臓器内の血液量を反映

している可能性カ汚ミ唆された。 また、これら臓器および皮

下目郵務の F値を Fぽ5 ・C に示した。

ヌードラットの頭蓋内に 5 X1 C1個の ONS76 細胞を移

相した 3週間後のガドリニウム造影T1強調 M聞とその組

織切片の HE染色像を Fほ3 に示す。 漣染する岐を有した

剤l胞質の乏しい紺胞よりなる組織像を認めた(Fig.3 0)2司。

日削重湯モデルのオートラジオグラフは、ガドリニウム造

影T1 強調M聞に良く一致することが多かったが、 M国で

腫蕩形成を確認できない症例でも、オートラジオグラフで

摘出できる症例があった(Fìg. 6) 。

考察

マウスモノクローナルONSM21 抗体が、免疫組織学的

検索にて in vi加で正常組結細胞と交差しないことはすで

に報告しているれ本研究でも問機に、 in vivo 閥、括性

カ守滋蔽血液比で1.0 を超える正常臓器カ玉無し、ことカ証明さ

れたり このことは、各臓器の放射活性が血液中の Na- 1 ::5 [

標識ONSM2 1 抗体と動的平衡状態であることを剥愛して

いる。 Na 1あ[標識ONSM21 抗体制セ謝う7慨にて脱ヨード

化さオL、自由化した放射性ヨードの血紫蛋白への再結合与、

は全投与量の 1%に満たないと一般に報告されており 2耳、

各』磁トの糊持紛布に殆とそ影響を与えないと考えられ

ている。一方 Fほ2 に示す様に、投与 24 時間から 72 時間

後に放射活性の腫蕩血泌ヒは 1 .0を超えており、 ONSM21 

抗体のf1f)京特異性は損なわれていないと考えられる 。 従っ

て、 ONSM21 抗体は、生イ相対においても髄芽腫に強い親

和性を有し、正常誕i織には全く交差しないと推定された。

全身オートラジオグラフで肝臓、腎臓、胃およひ滑に放射

活性の高い集積を認めるが、放射性ヨードの生体内投与 6

時間後では--ft即Jに生じることである 2司。 それ放、 Na 1笛 [

傑識ONSM21 抗体を投与してから胸劇温織比が十分高値

を示す時点でオートラジオグラフを怖ければ、より特異

性の高い脆協摘出か可能であると考えられる。

また、 M聞で版協形成を確認できない症例でも、ヒト型

化抗体を用いたオートラジオグラフで放射活性の高い集

積を認め、腫あの存在を示唆できる症例があったo このこ

とより、ヒト型イ凶℃体も生側羽で1i1B到重に高い特身性を有

していることが実;正された。

モノクローナル抗体と槻ず性同位元素を用いた診断法

3 

は、現在では広く臨床に応用されている l問。 本ヒト型化

抗仰式、ヒト禁問削重蕩の画像診断に応用できる可能性を

有し、さらに単鎖抗体を用いれば描出効率がより一層向上

できると思われる l 司。 特に手術直後アーティファクが多い

悶より、術後残剤錫を特異的に描出できれば非常に有

用な診断法となろう。モノクローナル抗体の中には、その

抗原!持異性だけでなく細胞内移行性や核内移行性を有す

るものがあり、診断および治療への応用か可錯すされている

2~:5 )。 今後はこの様な抗体特身性をも調べ、臨床応用への

可能性を広く検討していく予定である。

結論

1. マウスモノクローナルONS-M21 抗体およびそのヒト

型化抗体は生側均でも髄芽腫に高い特畏性を示した。

2 ヒト型イ防備ま、憲性脳麗蕩の画像診断への臨床応用

の可能性カ汚司変された。
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抄録

マウスモノクローナjレ ONS -M2 抗体は、ヒト髄芽脇棚包

株ONS-76 をマウスに免疫して作製したもので、髄芽腫及

ひ判経膝艦に親和性が高く、そのヒト型イけ元体も作製した

はすで、に報告している。本研究では、ヌードマウスに 叫

標識ONS-M2 抗体を投与し、その生体内分布を調べると共

に、皮下腫蕩モデルの全身オートラジオグラフを作製した。

またヌードラットを用いた脳腫蕩モデルに lおI 標識ヒト型

四里町田園田喧'園田E・E・-田



化抗体を投与したオートラジオグラフを作製し M悶と比

較杉遣すした。 本モノクローナル抗体は、生側村でも髄 z芽

腫に高し親和性を示し、そのヒト型イt抗体も同様で、あったO

それ放に、ヒト恐問削重傷の画像診断に、本ヒト型化抗体

が非常に有用である可能性カ汚司変された。
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1. The biodistribution of l~;)I labeled mouse monoclonal 

antibody ONS - rvI~l at 6hr (口)， ~.+hr( 図 ) ， 7 2hr( 図 ) and 168h1'(.) 

江fter injection in nude mice bearing the subcutaneous ONS-76tumor at 

Figul・

S - l'd~ 1 was remained longer righ t fl 日 nk. 1n the tumor 1 ~.) r labeled 0 

% injected doselg .The ¥'erticalbars indicate 

(n=3) *: not significant the standard error of mean ( P< 0.01). 
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Figure 2. The comparison of tissue t:o blood ratio of radioacti\'ity 江T

6 h l'(口)， ~.+ h r( 図)， 7~hr( 図)， and 168hr( ・ ) after i njection of 1 ~:ï 1 

labeled l110use lllonoclonal antibody ONS - Ì\ [ ~ l in nllde mice bearing 

thesulコcutaneous ONS-76 tllll10r at 1'ight flank. The tumor indicate 、

o¥'er l.0 betwee ~ .+hr and 7~hl・

The verticalbars indicat:e the standard error of mean ( P< 0.01). 

理里担堕璽璽曹聖賢璽璽璽璽璽璽費型璽璽理曹璽堕璽璽璽璽璽璽理費雪理費璽璽聖聖聖璽璽聖璽聖聖嬰塁塁三二F

(n=3) *: not significant 
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Figurc 3. Tl ・ wcightcd magnetic resonance image(tvlRI) and histlogical 

imagcs of slicc of brain in nude rat. A: 3wceks after transplantation the 

tumor is enhanced with gadolini um DTPA in T l-weighted tvIRI. B-D: The 

hiはlogical imagcs ()f hematoxilin and cosin stain shows typical findings of 

I11 Cclu日。bla日toma.

C: ori日inal magnification , X ~O . D: original magnification , X 400 

lung 

tumor ..... 砂
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tumor 

li ver 

B 

Figurc 1. Photograph and autoradiograph of slice of whole body , 6hr 

aftcr injcction of 1251 labclcd mousc monoc1onal antibody ONS-N121 in 

nudc mouse bcaring thc subcutaneous ONS-76 tumor at right flank. 

Thc tumor shows accumlation of 1251 labcled ONS-M21. 
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Fi 只 llre G. CO Ill p J. l ・ ison of the photographs of slice , gadoliniuI1l DTPA enhanced Tl-¥¥'eightecl .¥fR 

illlJge~ (Gd Tl f\ fR I)守 and autoradiographic images(八RG) of brain tumor model in nude rat. Gbl 

J. ftel ・ injection of I 口 1 labeled hUlllanized monoclonal antibody ONS - f\ I21( 1~ :ï I - h - ONS - f\ I 21). ~ 

¥¥"eeks after tl 日 nsplantation of brain tumor cells(ONS-76). 
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