
泌尿 紀要38:1325-1331,19g2 1325

ヒ ト腎癌 に対 す るマ ウスモ ノク ローナル抗体mAbK2 .7

に よる腎癌特異 的抗腫瘍免疫活性

大阪府立成人病センター泌尿器科(部 長:古 武敏彦)

木 内 利 明,古 武 敏彦

RENAL CANCER SPECIFIC ANTITUMOR ACTIVITIES 

 OF A MOUSE MONOCLONAL ANTIBODY  K  2.7 TO 

      HUMAN RENAL CELL CARCINOMA

Toshiaki Kinouchi and Toshihiko Kotake

From the Department of Urology, the Center for Adult Diseases, Osaka

   We have prepared a mouse monoclonal antibody (mAb) K2.7 (IgG3) by immunizing mice 
with renal cancer cell (RCC) line OS-RC-2. In a serological analysis by protein A assay, 25  out 
of 31 RCC lines reacted with the mAb K2.7 but none of the 50 other cell lines from different 
organs except for 2 cell lines did. In immunohistological analysis by indirect immunoperoxidase 
assay, 66 out of 72 renal cancer tissues showed positive staining. Metastatic lesions of renal 
cancers also reacted similarly to the primary lesion. Some restricted normal tissues including 
tubules of normal kidney showed positive staining. Specific antitumor activities of mAb K2.7 
against RCC lines were investigated in vitro by complement dependent cytotoxicity (CDC) and 
antibody dependent cell mediated cytotoxicity (ADCC) assays. In CDC assay, all of the 9 RCC 
lines were killed by mAb K2.7 and normal human serum, and killing activities of mAb K2.7 

presumably depend on the number of antibody molecules bound to the cell surface. Sera from 9 
patients with renal cancers including low and high stages showed the same killing activities to 3 
RCC lines as normal human serum. In the ADCC assay, peripheral leukocytes (PBLs) from 4 
healthy donors showed strong killing activities to RCC lines. Killing activity differed with the 
individual. PBLs from the same 9 patients as in the CDC assay showed significantly positive 
killing activity against 3 RCC lines. These findings suggest the usefulness of mAb K2.7 for the 
specific immunotherapy of renal cancer. 

                                                 (Acta Urol. Jpn. 38: 1325-1331, 1992) 

Key sords: Renal cancer, Monoclonal antibody, Antitumor immunity

緒 言

腎細胞癌は,現 在手術以外に有 効な治療法は な く,

しか も診断時すでに進行癌である ことが多 く,そ の予

後は非常に不良であ る,そ こで新 たな治療法を確立す

ることは,緊 急の研究課題である.最 近,非 特異的免

疫療法 として,イ ソターフェロソや1レ2が 使用 され

ているが,そ の有効性はわれわれ が当初期待 したほ ど

のものではなか った.そ こで,わ れわれは腎癌に対す

るマ ウスモノ クローナル 抗 体(mAb)を 作 成 し,

mAbを 用いた特異免疫療法 の確立をめ ざ した・

mAbに ょる特異的 抗腫瘍免疫は補体依存性殺細胞

(complementdependentcytotoxicity,CDC)と 抗

体 依存 性 細 胞障 害(antibodydependentcellme-

diatedcytotoxicity,ADCC)を 介 して 行 わ れ る

(Fig.1).mAbのisotype(lgM,IgGl,IgG2a,

IgG2b,IgG3)の なか で,IgG3mAbは 他 のisoty-

peのmAbに 比 してCDCとADCGの 両 者 を 介

して抗 腫 瘍 効 果 を しめ し,特 異 免 疫療 法 を行 う うえ で

IgG3mAbは 非 常 に有 望 で あ る と思わ れ る.実 際 の

臨 床 応用 で は,malignantmelanomai)やneu「o噌

blastoma2)の 治 療 にIgG3mAbを 使 用 し,そ の有

効 性 が報 告 され て い る.

今 回,わ れ わ れ は 腎癌 培 養細 胞 株OS-RC-23>を 免

疫 して え られたmAbK2.7(IgG3)4)の 抗 腫 瘍 活性

を,腎 癌 培 養細 胞 株(RCC株)に 対す るCDCと
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ADCC活 性について検討 した.

材 料 と 方 法

培 養細 胞:培 養 細 胞 株 は,お もにDr.01d(the

LaboratoryofHumanCancerImmunology,Me-

morialSloan-KetteringCancerCenter,New

York)か らえた.OS・RC-2と そ の シ リーズ の細 胞

株 はわ れ わ れ が 樹立 した.

血 清学 的 解 析:羊 赤 血 球 にproteinAを 結 合 させ

たindicatorcellを 用 い たproteinA(PA)mixed

hemadsorptionassay5)}こ て行 った 。Terasakimi-

croplateに 細 胞 株 を撒 き,一 晩 培 養 後抗 体 を10μ1

加 え室 温 に て40分 間 反 応 させ,つ ぎにindicatorcell

を加 え40分 後 に%rosetteformationを 顕 微鏡 下 に

測 定 した.

mAbK2.7の 作 成:os-Rc-2をBALB/cマ ウ ス

に免 疫 し,そ の脾 細 胞 とNS・1を 細 胞 融 合 した.

cloneのscreeningはOS-RC-2に 対 す るPA

assayに て 行 った4).

免 疫 組 織 学的 解 析:手 術 お よび 剖 検 よ りえ られ た 各

正 常 臓 器 お よび 癌組 織 は 迅 速 凍結 し,-80℃ で保 存

した ・ 迅 速 切 片 をcoldacetoneま たは2%para-

formaldehydeに て10分 間 固定 し,VectastainABC

kit(VectorLab.Burlingam,CA)ま た はperoxi-

dase結 合 兎 抗 マ ウスIg(DAKOCorp.,Santa

Barbara,CA)を 二 次 抗 体 と して 用 い たindirect

immunoperoxidasc法 を 用 いた.

ADCC法:ヒ ト末 梢 リ ンパ 球(PBL)はlympho-

cyteseparatingmediumに よ り分離 され た,Cr-5i

で ラベ ル され た 標 的 細 胞,希 釈 され たmAbK2。7と

PBLを 混合 し,96穴 のmicroplateに て4時 間 培 養

後,そ の 培養 上 清 の 放 射活 性 を 測 定 し%cytotoxicity

を 算 出 した.

CDC法:標 的 細 胞 をTerasakimicropiateで 一

晩 培 養後,希 釈 したmAbK2.7を 加 え,37℃ で45

分 間 反 応 させ た あ と,さ らに希 釈 した ヒ ト血 清 を 加 え

37℃ で4時 間 培 養 した.methanolで10分 間 固定 し,

Giemsa液 に て染 色 した あ と生細 胞 を 数 え,%cyto-

toxicityを 算 出 した.

結 果

PAassayを 用 い た 血 清 学 的解 析 に よるmAbK

2・7の 特異 性 の解 析:ヒ ト培 養 細 胞 株 に 対 す るmAb

K2.7の 反 応 性 をPAassayに て 検 討 した.31株 の

RCC株 の うち25株(81%)が 反 応 した.し か し,他

臓 器 由来 の培 養 細 胞50株 の うち2株(4%)の み が反

応 した,免 疫 原 と して 用 い たOS-RC-2の 提 供者 よ

り確立 したEpstcin-BarrvirustransformedBcell

と も反 応 しなか った(Table2)・

免疫 組 織 学 的 解 析 に よ りmAbK2.7の 特異 性 の解

析:凍 結 切片 をcoldasetoneま た は2%parafor-

maldehydeで 固 定 した.正 常臓 器 につ い ては,腎 尿

細 管,精 巣,子 宮,Fallopiantube,大 脳,小 脳 、 胃,

大腸,foreskinと 反 応 す る も,そ れ 以 外 の 正 常 臓

器 とは 反 応 しな か った(Table2).癌 組 織 で は,腎 癌

72例 中66例(92%)が 陽 性 であ った(Table3).Iow

grade,highgradeに 関 係 な くほ とん どの 症例 が 陽性

で あ った.他 臓 器 癌60症 例 で は,胃 癌 の1例 のみ 陽性

で あ った(Table3).

CDC活 性11株 のR.CC株 に対 す るmAbK2.7

の反 応 性 をPAassayで 血 清学 的 に検 討 す るに,9

株 は 陽 性 で あ り,2株 は 陰 性 で あ った.陽 性 の9株 で

は,各 細 胞 株 間 で そ の反 応 の強 さが 異 な った(Fig.

2A).正 常 ヒ ト血 清 を 用 い たCDC活 性 を 調 べ る と,

血 清 学 的 に陽 性 で あ った9株 は殺 され,陰 性 で あ った

2株 は 殺 され なか った.殺 され た9株 に 対す るCDC

活 性 は 血 清 学 的解 析 に よ る 反 応 の 強 さ と 相関 した

(Fig.2B).早 期癌 お よび進 行 癌 を 含む9例 の 腎癌 患

者 の血 清 を 用 い たCDC活 性 を3株 のRCC株 につ

いて 検 討 した.正 常 ヒ ト血 清 をpositivecontrolに

用 い た.9例 す べ て の腎 癌 患 者 の 血 清 は 正 常 ヒ ト血 清

と同 程 度 の抗 腫 瘍 活 性 を 示 した(Fig.3),

ADCC活 性:ま ず 正 常 ヒ トPBLを 用 い てOS-

RC・2を 標 的 細 胞 に し,mAbK2.7の 至 適濃 度 を検

討 した.Fig.4の ご と くmAbK2.75μg/m1に て最

も強 い 抗腫 瘍 活 性 を 認 め た.抗 体 の み で は,RCC株

は 殺 され なか った.以 下 こ の 濃 度 を 用 い てADCC

活性 を 検 討 し た.4名 の 正 常 ヒ トPBLのADCC
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Tablel.ReactivitiesofmAbK2.7wlthhumancelllinesbyproteinAassay.

Reactivitics

1327

Ccll皇ines

Rena量(31>b

SK・RC-1,6,7,9,18,28,29,39,42,44,

45,47,48,49,52,56,59,61,62

0S曹RC-2,3,4,5,6,7,8,9

0UR-10,A498,ACHN,Caki-l

Bladder(5)

639v,RT4,253J,64フv,T24

Melanoma(7)

SK-MEL-23,28,31,33,37,173,MeWo

Colon(5)

HT29,SW403,SWI116,Mフ609,CaCO2

Lung(7)

HLC-1,KNS-62,SK-LUI,ΩG-90,PC-1,LUCI-3,LUCI-10

Astrocytoma(5)

SK-MG-1,3,4,U251MG,U173MG

Gastric(4)

NUGC-2,3,4,MKN-1

0vary(3)

OV3,()V6,2774

Uterus&Cervical(2)

UT2,ME180

Pancreas(3)

Panc-1,Paca-2,Aspc-l

Prostate(D

PC-3

Breast(2)

MCF7,BT-20

Hemat・1・gic(5)

Daudi,MoLT-4,HPB-ALL,Jl11,EBv-Bc

Fibrob且ast(1)

WI-38

● ● ● ● ● ● ● ● ● ●

● ○ ● ● ○ ● ● ● ●

● ● ● ● ● ● ● ●

○ ○ ○ ○

○ ○ ○ ○ ○

○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

○ ○ ○ ○ ●

○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

○ ○ ○OO

○ ○ ○ ○

○ ○ ●

○ ○

○ ○ ○

○

○ ○

○ ○ ○ ○ ○

○

aReactiviticsareasfo且10ws:●
,pOsitive;○,negative.b

Numberofoelllinestested.
cEBVtransf()rmedBcellsofthcdonorofOS-RC-2 .

活性 を 調 べ る に,Table4の ご と くPAassayに て

強 く反 応 したSK-RC-18,-7,-56に 対 して,mAbK

2.7は 強 い 抗腫 瘍 活性 を示 した.し か し,ADCC活

性 の強 さは個 体 間 で 差 が認 め られ た.PAassayに て

mAbK2.7の 反 応 性 が 弱 か ったRCC株 に 対 して

はADCC活 性 は 弱 か った.つ ぎ に,CDC活 性 を 検

討 した9例 の 腎 癌 患 者 のPBLを 用 い て,3株 のR-

CC株(SK-RC-7,-56,-18)に 対 す るADCC活 性

を測 定 した.臨 床 病 期 に 関 係 な く9例 す べ て の症 例 は

有意 にADCG活 性 を 示 した.ま た,ADCC活 性 は

健常 人 の場 合 と同様 に個 体 間 で差 が 認 め られ た(Ta-

ble5).

考 察

mAbK2.7(lgG3)は 原発巣 および転移巣を含め

たほとんどの腎癌症例 と反応 し6),ま た正常臓器にっ

いてはかぎられた臓器 のみ と反応 した.mAbK2.7の

抗腫瘍活性 を,invitroでRCC株 に対す るCDC

活性 とADCC活 性 にて検討 した.正 常 ヒ ト血 清 また

はPBLに てmAbK2。7はR.CC株 を殺す ことが

可能であった.ま た,腎 癌患老の血清又はPBLも 臨

床病期に関係な く健常人 と同程度の活性 を示 した.腎

癌細胞に対 して抗腫瘍効果 を示 したmAbは,ま だ

報告 されていない.今 回のわれわれの結果 よ り,mAb

K2.7は 腎癌 の腫瘍特異免疫療法への応用が期待 され

る.

放射性物質,抗 癌剤や毒素などをmAbに 結 合す

ることな く,mAbそ の ものが生体 内の免疫 系を介 し

て作用す る抗腫瘍効果 は,CDCとADCCを 介 して

行われ る,こ れ らの抗腫瘍 免疫活性を うるた めには,

種 々の条件が必要 であ る.第 一 に重要 なことは,Ig

isotypeで ある,一 般に,IgMはCDC活 性を示す
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ReactivitiesofmAbK2.7withnormal

humantissuesbyindirectimmuno-

peroxidasestaining・

Reactivities"

Table3.ReactivitiesofmAbK2.7withhuman

tumorsbyindirectimmunoperoxidase

sta且n置ng・

Tissues Reactivities" Tissues

Kidney

Glomerulus

Tubu且e

Prostate

Ureter

Bladder

Testis

UterUS

Cervix

Endometrium

Myometrium

Fallopiantube

Placenta

Cerebrum

Cerebellum

○

●

○

○

○

●

○

○

●

●

○

●

●

Thymus

Thyroid

Parodsgland

Breast

Lung

Esophagus

Stomach

Colon

Panc『cas

Liver

Sp且een

Adrenalg且and

Skin

Foreskin

○

○

○

○

○

○

●

●

○

O

O

O

O

●

Tumors Reactivities巳

Kidney

Bねdder

Prostate

Breast

Lung

Stomach

Colon

Liver

Larynx

UterUS

Cholecyst

Nerve

66/72

0/9

0/6

0/10

0/5

1/15

0/6

0/3

0/3

0/1

0/1

0/1

aNumberofspecimenswi【h

positivestaining/numberof

specimenstested・

nReactivitiesareasfo且lows:●
,POsitive;○,negative・

100

薯80巴

婁60

艦

9

セ40

8
お

0

A PA

、、 ＼

＼
、

、

、
、、

、
、

、

、
、
、

、

、

、

、

、

、

、
、

、

、

、

＼

、

、

、

、

、

、

、

＼
＼

、

、

、

、

、

、

、

、

㌔

、

100

80

ぎ ・・誉

1'o

20

■一一 一 零一 罹腎 層一一 一 〇

406,71.120.tgO.030.〔K}5

AntibOdyconcentration(μgyml)

Tergets:

●一■●5K-RC-70-一 《)SK-RC-18

0-O駆 一nc-79HSK・nc一 鶉

HSK一 ㏄ 一4Zb,45K髄 ㏄ 一45

0-■OSK-RC-4?O・ く】SK・RC_52

B

脅

、

C㏄

100

"
＼＼ ＼

　 へ

、、、 ＼ 、
、 、、

、 、

＼ ＼ 、、

＼ ＼R、
＼謙

＼愚
'
・こミ

¥二≦ ＼ ＼ ＼
"

● 一唱●SK・RC一 騙

伽 一噛s楓 曾nc-49

6【r色S民 ・RC-61

ゐ6.251.560.390.098D.Ck25

AntibOdyconcentration〔 μ9/mゆ

Fig.2.A,reactMtiesofmAbK2.7withRCCce111inesbyproteinAassay.Ninece11

1inesreactedwithmAbK2.7,but2celllinesdidnot.B,complementdependent

cytotoxicityassayofmAbK2.7andhumannormalserum.Celllinesreactive

withmAbK2.7werek量lled.ThekilhngactivityofmAbK2.7againstthecell

lineswascorrelatedwiththereactlvityintheserologicalassay.

が,ADCC活 性 は 示 さな い.Scholzら は,Yo且i-

gosaccharideに 反 応 す るmAbBR55-2(lgG3)の

isotypevariantを 作 成 し,CDCとADCCの 活 性

を 比 較検 討 した,そ して,IgG3とIgG2aが 最 も強

い 活 性 を示 した と報 告 した7).Weltら8),Hellstrom

ら9)やChereshら10)はmalignantmelanoma関 連

抗 原 で あ るgangliosideGD3に 対す るigG3mAb

を作 成 し,malignantmelanomaに 対 してCDCと

ADCCの 活性 お よび 動物 実 験 で抗 腫 瘍 効.果の あ る こ

とを 報告 した,Weltら8)は,ま た25種 類 の他 のiso・

type(lgGI,IgG2a,IgG2b)のmAbは ま った く

CDC活 性 を示 さな か った と述 べ た.以 上 よ り,IgG3

mAbは 腫 瘍 特 異 免 疫 療 法 を 行 う うえ で有 望 なisotype

で あ る と考 え られ る.第 二 に 重 要 な こ と は,抗 体

結 合 部 位 の 数 で あ る.Weltら8)はGD3に 対す る

mAbR24のCDCとADCCの 活 性 を22株 のma一

且ignantmelanomaに つ い て 検 討 し た.CDCと

ADCCの 活 性 と抗 体結 合 部位 の数 は 明 らか に 相 関 し,
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Fig.4.Antibodydependentcell-mediated

cytotoxicityassayofmAbK2.7and

PBLfromahealthydonor.Theoptレ

maldoseofmAbK2.7was5pg/ml.

ある一定数以上の抗体 が結合 しない と細胞は殺 されな

かった.わ れわれの結果 で も,血 清学的に抗体結合部

位数が多 い細胞株ほ どCDCとADCCを 介 して強

く殺された.

同一 の細胞株に 対 して 健 常 人 お よび 腎 癌患 者の

ADCC活 性は個人間 に差が認 められた.ADCC活

性を測定す る場合セこは,一 般にFicollgradientに て

a%cytotoxicityateffector/targetratio100
.Concentra一

ヒionofmAbK2.7was5μg/ml.
b%CytotoxicityofPBLa且onewithoutmAbK2

.7.
CNotdone

.

末 梢 血 か らeffector細 胞 を分 離 して い る.Ortaldo

ら1Dは,GD3に 対 す るIgG3mAbMB3.6を 用 い

て 末 棺 血か ら分 離 した 種 々 のeffector細 胞 のADCC

活 性 を 検 討 した.最 も活 性 が 強 か っ た の はIarge

granularIymphocyte(LGL)で あ り,monocyteや

T細 胞 に は活 性 が 認 め られ なか った と報 告 した.ま た,

chondroitinsulfateproteoglycanのcoreproteln

に 対 す るIgG2amAb9.2.27を 用 い た場 合 に は,

や は りLGLの み がADCG活 性 を示 した が,MB3.6

に 比 しそ の活 性 は 弱 か った.こ の こ とよ り,Ficoll

gradientに て 末 梢 血 よ り分 離 され たeffector細 胞 内

のLGLの 比 率 がADGC活 性 を 左右 す る もの と考

え られ る.
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Table5.ADCCactivitiesofPBLsfromgpa-

tientsofrenalcancerstorenaIceU

Iines.

RobsonPatie
ntsstages

%cytotoxicity

Targets

SK-RC-7-56
一18

監

2

3

4

5

6

7

8

9

】Vb

I

I

I

IVb

工

1
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I

23a(6)b

66(7>

49(17)

49(17)

52(D

50(2)

87(15)

62(6)

62(20)

43(20)

57(17)

53(16)

30(7)

49(2)

54(6)
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71(35)
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44(4)

39(5)

31(4)

38(D

53(4)

82(15)

50(ID

66(32)

であ ることが多い.よ って,最 も多 くの癌細胞や癌組

織 と反応す るmAbが 理想 であるが,こ れには限界

があ るた め に 他 の抗 原に対 す るIgG3mAbと の

併用が望 まれ る.ま た,抗 原量が少な く,CDCや

ADCCに 必要 な抗体結合部位数に達 しない癌細胞に

対 しては,生 体側の免疫 能を高 める方法,た とえば,

少量 のIL-2と の併用に よるADCC活 性の増強12)

や補体制御因子に対す るmAbの 併用 に よるCDC

活性 の増強13)な どが 考え られ,今 後の研究 課題であ

る,

aSccTable4
,Footnotea,

bSecTab亘e4
,Footnoteb,

抗体に よる特異免疫療法 を行 ううえで,非 常に重要

であ ることは患者 自身の血 清または末梢 白血球が抗体

を介 して,細胞株を殺 し うるか どうかで ある,Oltaldo

らii)IX4名 のmalignantmelanoma患 者 のADCC

活性を調べ,2名 に有意な抗腫瘍活性を認 めた と報告

したが,4名 についての臨床的背景は不 明であ る.ま

た,Hellstromら9)は,進 行 したmalignantmela-

noma患 者 ではADCC活 性が認め られ なか った と

述べた,わ れわれ の結 果 では,す べ ての腎 癌患 者に

ADCC活 性を認めたが,こ れ らの相違は癌の種類に

より患者血液中のLGLの 比率が 異な るのか も しれ

ない.ま た,さ らに多 くの進行 した腎癌患 者を調べれ

ば,ADCC活 性を示 さない患者が存在するのか もし

れない.こ の ことに関 しては,更 なる症例の検討が必

であろ う.CDCに 関 しては,患 者血清にてCDC

を介 して細 胞株が殺 され た との報 告 は 見 られな いの

で,わ れわれの結果を比較検討す ることはできない.

しか し,今 回のわれわれの結果 よ りmAbK2.7は 腎

癌患者において も,CDCとADCCを 介 してRCC

株を殺す ことが明らか とな り,特 異免疫療 法を行 うう

えで非常に有用であ ると思われ る.

mAbを 臨床応用す る場 合に非常に重要 な ことは,

標的細胞である腫瘍組織内の抗原 の発現量の不均 一性

の有無を検討するこ とであ る.な ぜ ならば,個 々の患

者 の腎癌組織での抗 原量,原 発巣 と転 移 巣 で の抗 原

量,ま た,同 一患者 の癌組織内での個 々の細胞での抗

原量は,一 般 に均一 ではないので,治 療を行 う前に組

織 内の抗原量を調 べることが治療 の有効性を決定す る

か らであ る.癌 組織 は,一 般に病 理組織学的に不均一

な像 を呈 し,免 疫組織学的に も抗原の表現型が不均一

結 語

mAbK2.7に よる腎癌に対 す る腫瘍 特異 免 疫療法

の確立への試み として,腎 癌培養細胞株に対す る抗腫

瘍効果を検討 した.

}.IgG3isotypeで あ るmAbK2.7は 腎癌 原発

巣および転移巣の92%の 症例 と反応 した.

2.健 常人か らの血清お よびPBLに てmAbK2.7

は=CDCとADCCを 介 して腎癌細 胞株 を殺 した.

3。9例 の腎癌患者か らの血 清お よびPBLも 健常

人 と同程度のCDCとADCC活 性を認めた.

4.腎 癌の臨床病期 に関係な く,す べ ての腎癌患者

に抗腫瘍活性を認めた.

5.抗 腫瘍活性 は腎癌細 胞株 の細胞表面上の抗原量

に相関 した.

なお,本 研究の一 部は厚生省がん研究助成金 「進行腎がん

の新 しい治療法 の開発 に関す る研究」班2-21の 分担研究(モ

ノクローナル抗体 による腎癌特異免疫療法 に関す る研究)の

助成を受 けた。
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