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ヒ ト前立腺組織特異抗原の研究 未知の抗原に対する

モノクローナル抗体作製法のモデル
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   Mouse monoclonal antibodies were prepared using a cell mixture containing prostatic secretory, 
basal cells and stromal cells as an immunogen, and by the immunofluorescence method with cryo-
sections of prostate tissue. An immunohistochemical screening process was used in the expectation 
that it would help identify not only the antibodies reacting with the secretory cells predominant 
in the prostate but also those reacting with relatively rare cells in the prostate tissue. Two cell 
clones have been established which produce antibodies  (IgG1) that react well with prostatic secretory 
cells: a clone producing antibodies specific to prostatic acid phosphatase (PAP) and one producing 
antibodies specific to prostate-specific antigen (PSA). These antibodies could recognize the native 
antigens in the seminal plasma, respectively. These findings indicate that antibodies recognizing 
only one substance can be prepared, even when a mixture of prostatic tissue including many proteases 
is used as an immunogen. Production of antibodies against prostate-specific antigens other than 
PAP and PSA by this method should provide a useful means for analyzing unknown antigens 
in the prostate. 

                                                (Acta Urol. Jpn. 39: 213-219, 1993) 
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緒 言

前立 腺 性 酸 性 フ ォス フ ァタ ーゼ(PAP)の 発 見 以来,

前立 腺 や 精 漿 に 存 在す る物 質 の分 析 が 粘 り強 く続 け ら

れ て きた レ3).現 在 で はPAP以 外 に,prostate-specific

antigen(PSA)4)や β一microseminoprotein(β 一

MSP)5・6)な どの 蛋 白質 が 同 定 され,前 立 腺 か ら分 泌

されることが報告されている.未 解明の部分が多い前

立腺の機能を研究するために,前 立腺に存在する物質

をこのように一つ一つ明らかにしてい くことはおおい

に意義のあることである.し かし通常の生化学的手法

を用いるかぎり,あ る程度以上の含有量の物質でない

と,分 離精製することは容易ではない。ところが,き

わめて微量にしか存在 しない物質で も,抗 原性さえ
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有 していればその物質に対す るモノクローナル抗体

(MAb)の 作製が可能であ り,抗 体を利用して免疫化

学的に抗原を同定することも分離精製することもでき

る.

1975年K6hlerとMilsteinに よって細胞融合法に

よるMAbの 作製法7》が発表 されて以来,じ つに多く

のMAbが 作製されてきた.MAbの 特徴としては,

1)目的 の抗原決定基に対して特異的で均一な抗体がえ

られる,2)そ の抗体を永続的に供給可能である,な ど

が挙げられるが,こ れ以外に3)免 疫原 として必ず しも

精製された抗原を必要 としない という点が特筆 され

る.三 番目の特徴は,目 的とする抗原がその他の多数

の抗原と混在 している場合,大 きな利点になるはずで

ある.実 際に,皮 膚のラソゲルハンス細胞8)や 網膜の

色素上皮細胞9)で は,表 皮や神経網膜を細切しただけ

でそれ以上の抗原精製操作を加えていない混合物を免

疫原にして特異的なMAbが 作製 され,そ の抗原が

イムノアフィニティークロマ トグラフィーなどによっ

て精製されている.こ のような方法は前立腺を対象に

した場合にも応用可能であろうと期待されるが,皮 膚

や眼と異なり前立腺の場合には多数含まれている蛋白

質分解酵素やムコ多糖類などのさまざまな物質がM-

Abの 正常な作製の障害になった り,MAbに よる抗

原の同定や精製を困難にすることはないかという点が

危惧される.も しこの点に問題がなければ,上 述され

たようなMAb作 製法は前立腺の研究において有力

な手段になると思われる.

われわれは前立腺組織からの非精製抗原を免疫原と

してMAbの 作製を続けているが,最 近,PAPあ る

いはPSAを それぞれ特異的に認識するMAbを 産

生する細胞株を樹立し,こ れらの抗体を用いて精漿か

ら完全な形のPAPあ るいはPSAを 検出することが

できた.こ れは前立腺を対象にしても,非 精製抗原を

使って目的とする抗原に対するMAbの 作製が可能

であることを示している.以 下に述べる詳細は,未 知

の前立腺関連抗原解析の手段 として有用であると考え

る.

材 料 と 方 法

1)免 疫原の準備

手術でえ られた ヒト前立腺肥大症(BPH)組 織を

免疫原として用いた.こ の組織からOishietaliO)の

方法に準 じて細胞を分離した.す なわち,蛋 白質分解

酵素は使用せずに鋏で組織を細切 し,そ れを用手的に

圧迫することによって組織片か ら細胞を押 し出すよう

に解離させ,組 織片から出た細胞を培養液で洗浄回収

した,

2)免 疫 ・細 胞融 合

免疫 動 物 に は7週 齢 のBALB/cメ ス マ ウス を 使 用

した.上 記 の よ うに して え られ たBPH細 胞 を107個,

2週 間 ご とに3回 腹 腔 内 注 射 して 免疫 した.最 終 免 疫

か ら3日 の ち に マ ウ スか ら脾 臓 を摘 出 し,こ の脾 細 胞

と マ ウス ミエ ロー マ細 胞X63Ag8.653を50%ポ リエ

チ レソ グ リコール1,500(BDHLimited,England)

を用 い て常 法 に 従 って細 胞 融 合 させ た.HAT培 地 中

で これ らの細 胞 を 培養 し,融 合 細 胞 の 生 育 を 待 った7-9).

抗 体 産 生細 胞 の ク μ一 ニ ングは 限 界 希釈 法 で お こ な

い,抗 体 サ ブ ク ラスはMousemonocionalantibody

isotypingkit(AmershamInternationalplc,

AmershamUK.)で 決 定 した.

3)ス ク リー ニ ソ グ法

融 合細 胞 の 培養 上 清 を 一 次 抗体 と して,FITC標

識 ウサ ギ 抗 マ ウス免 疫 グ ロ ブ リン(DAKO-PATTS,

Denmark)を 二 次 抗 体 と して 用 い るBPHの 無 固定

凍 結 切片 を染 色 す る蛍 光抗 体 法 を ス ク リー ニ ン グ法 と

して採 用 した8・9).今 回 の研 究 で は 大 部分 の分 泌細 胞

に反 応 す る抗 体 を選 ん だ.

4)前 立 腺 組 織 に対 す る反 応 性 の 検 討

滋 賀 医 科 大 学 泌 尿器 科 で 加療 し たBPH5例 と前

立腺 癌52例 の ホ ル マ リン固 定 パ ラ フ ィ ン切片 を検 索 に

用 いた.MAbの 前 立 腺 分 泌 細 胞 に 対 す る反 応 性 を,

avidinbiotincomplex(ABC)法 で 検討 した.ま ず

ブ ロ ックエ ー ス(大 日本製 薬 株 式 会 社)で 切 片 に 対 す

る抗 体 の 非特 異 的 吸 着 を 抑 え た.一 一次 抗 体 は 今 回 作

製 したMAbを,二 次 抗 体 は ウ マ抗 マ ウ ス免 疫 グ ロ

ブ リ ソG抗 体(VectorLaboratorias,Inc.,CA,

U.S.A.)を,ABCは ベ ク タス テ イ ンABCキ ッ ト

(VectorLaboratories,Inc.,Ca,U.S.A.)を 用 い

た.最 後 に,0.005%H202・0.2mg/mlDAB(33'

diaminobenzidinetetrahydrochloride)溶 液 を反 応

させ て発 色 させ,ヘ マ トキ シ リンで 核 染 色 した.

5)PAP,PSAに 対 す る反 応 性

前 立腺 分 泌 細 胞 に 反 応 す る ク ロー ン の う ち,PAP

とPSAの そ れ ぞ れ を認 識 す る ク ロー ンを選 択す る た

め に ドッ トプ ロ ッ ト法 を 施 行 し た.PAP(栄 研 化 学

株 式 会社),PSA(和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社)を,微 量

蛋 白質検 出用 の イ ム ノ ドッ ト(ア トー株 式 会 社)に 装

着 し た 一 トロセ ル ロー ス膜 に,蛋 白質 量 と し て100

ng/we11の 割 合 で 吸着 させ た.プ ロ ノクエ ース で非 特

異 的 吸着 を抑 えた の ち,融 合 細 胞 の 培 養 上 清 を 一次 抗

体 と してABC法 で 染 色 し判 定 した,

6)臓 器 特 異性 につ いて
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Fig.1.ImmunohistochemicalstainingofBPH

tissue.A:Stainingwith9-7Hmono-

clonalantibody,B=9-10Dantibody.

Antibody-ABCwasvlsualizedwithDAB.

前立腺癌に罹患 していなかった男性3症 例と女性2

症例の剖検でえられた大脳2例,脊 髄2例,肺5例,

甲状腺5例,胃3例,小 腸3例,結 腸2例,脾 臓4例

肝臓5例,膵 臓5例,腎 臓5例,精 巣2例,子 宮1

例,副 腎5例,上 皮小体2例,骨 髄4例,食 道3例 の

各種臓器のホルマリン固定パラフィソ切片を用いて,

ABC法 で抗体の臓器特異性を調べた.

7)ウ ェスタソプロット法

前立腺分泌細胞に特異的でしかも精製 されたPAP

やPSAを 認識するMAbが,ヒ トか らえられた材

料において実際にどのような抗原に反応するのかを調

べるために,不 妊外来受診者のうち任意に選出した4

名の混合精漿を試料としてウェスタンブロット法を実

施した.ま ず4名 の混合精漿を2%SDS,10%メ ル

カプトエタノール含有サンプルバ ッファー(第 一化学

薬品株式会社)と 混和し100。Cで2分 間還元後,4

～20%SDSポ リアクリルアミドゲル(SDSPAGE

mini:テ フコ株式会社)に アプライ し,電 気泳動 し

た.つ いでこのゲルから蛋白質を電気的にニトロセル

ロース膜に転写 した.こ の膜にブロックエースを作用

させたのち,今 回作製 したMAbを 一次抗体 として
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Fig,2.Immunohistochemicalstainingofpros-

taticcancertissue.A:Stain量ngwith

9-7Hantibody(poorIydifferentiated

adenocarcinoma),B:9-10Dantibody

(poorlydifferentiatedadenocarcinoma).

ABC法 で染色した.

結 果

1)前 立腺に対する反応性と臓器特異性

未固定凍結切片を用いた蛍光抗体法で前立腺分泌細

胞に良く反応 し,間 質には反応しない抗体をまず選択

した.さ らに,パ ラフィン切片においても大部分の前

立腺分泌細胞とその分泌物に良く反応する抗体を探 し

たところ,9-7H(lgGl)と9-10D(lgGl)の2ク

ローンがえられた(Fig.IA,B).こ れ らの2ク ロー

ンの抗体産生細胞が産生するMAbは,調 べたかぎ

りの他臓器に反応しなかった.こ れ らの抗体は5例 の

BPHだ けでなく前立腺癌細胞にも良好な反応性を示

した(Fig.2A,B).前 立腺癌52例 の うち,9-7Hで

は30例(57.7%)が,9-10Dで は37例(71.2%)が

陽性であった.こ れ らのうち分化度別の陽性率は,9-

7Hで は高分化癌8例 中7例(87.5%),中 分化癌24

例中14例(58.3%),低 分化癌20例 中9例(45.O%o)で

あ り,9-10Dで はそれその8例 中7例(87.5%),24

例中17例(70.8%),20例 中13例(65.0%)で あった.
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両抗体乏も癌の分化度が高いほど反応性が高くなる傾

向が認められたが,統 計学的に有意ではなかった.

2)精 製PAP,PSAに 対する反応性

既知の抗原に対す るMAbの 反応性を:検討した.

ドットプロット法 を用 いた検討 の結果,9-7Hは

PAPに だけ,9-・IODはPSAに だ けそれぞれ反応

することがわかった(Fig.3).

漂
9-7H

9-10D

PAP

●

PSA

●

Fig.3.Dotblotanalysis.Puri丘edPAPorPSA

wasblottedoncellulosenitratemem-

brane.9-7Hor9-10Dantibodywas

usedasafirstantibodyinABCsta三ning

method.

kDa

110一

84一

47一 酬 齢

33一

24一

一

9一了H9-10D

Fig.4.Westernblotanalysis.Seminalplasma

waselectrophoresedandelectroblotted

once11ulosenitratemembrane。9-7Hor

9-10Dantibodywasusedasafirstanti-

bodyinABCstainingmethod.

3)ウ ェス タ ソプ ロ ッ ト法

9-7Hで は45kDa,9-10Dで は33kDaの 位 置

に 特 異 的 な パ ソ ドが 認 め られ た.こ れ らは,そ れ ぞ れ

ネイ テ ィブな形 のPAP11),PSA4)に 対 応 す る分 子 量

で あ った(Fig.4).

考 察

PAPやPSAは 前立腺癌のための重要な腫瘍マー

カーである12'13).両老を検出するために従来は精製 し

た抗原を免疫原として抗体が作製 されてきた14・15).今

回われわれは今までの方法とは異なって,ヒ ト前立腺

肥大症組織を細切 してえられた上皮,間 質細胞,間 質

組織などの混合物である免疫原を用い る ことによっ

て,そ れぞれの蛋白質を認識するMAbを 作製した.

この論文で示 した結果は,前 立腺に対 してMAbを

作 製するときに,単 一物質ではなく多種類の抗原の

混合物を免疫原としても,あ る特定の抗原に対す る

MAbが えられることを意味 している.

ここでもう一度,MAbの 特徴について考えてみた

い.一 般にはMAbの 特異性,均 一性が強調され過

ぎている嫌いがあるが,忘 れてはならない特徴は免疫

原は必ずしも精製 されている必要はないという点であ

る.MAb作 製 における先駆的業績の一つであ り,実

際に腫瘍マーカーとして臨床で広 く利用 され ている

CAI9-916)のMAbは,精 製 された単一の抗原物質

を免疫して作製されたわけではない.ヒ ト大腸癌の株

細胞をマウスに免疫することによってえられた抗体で

ある.こ れ以降,多 くの研究者によって株細胞を免疫

原とする同様の手法で研究が進め られ,CAI25i7)を

初めとする新しい腫瘍マーカーが見い出された.こ れ

らの研究で免疫原として使われた株細胞が,仮 にそれ

ぞれすべて同じ性質であったとしても,そ もそも一個

の細胞には無数といってもよいほどの多様な抗原が含

まれている.そ れにもかかわらず,CAI9-9あ るいは

CA125と い う一種類 の抗原だけを認識す るMAb

を入手 しえたのである.細 胞というものは元来多数の

抗原の集団である.最 初から特定の抗原に対する抗体

作製を意図する場合以外,免 疫原としての細胞集団は

必ず しも均一な性質を持っていなくてはならない必然

性はないはずである.別 の表現をすれば,免 疫原の中

に細胞が何種類混在 していても構わないともいえる.

したがって,ヒ トの特定の組織に良く反応する抗体を

望むなら,そ の抗原を最も多 く発現している組織その

ものを免疫した方がよい.こ のような基本的な考え方

で,す でにランゲルハンス細胞8)や 色素上皮細胞9)に

特異的に存在する抗原の解析が成功している.

前立腺に関しては,前 立腺癌の株細胞や ヒト前立腺

組織からの抽出物を免疫原を したMAb作 製が多 く

試みられてきた18-28)が,目 的の一つであるPAPや

PSAを 凌 ぐほどの新 しい腫瘍マーカーの発見には至

っていない.わ れわれは腫瘍マーカーの研究に特別に
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こだわることなく前立腺に存在する抗原を解析するた

めに,ラ ソゲルハンス細胞8)や 色素上皮細胞9)の 場合

を参考にした同じような方法でMAbの 作製を開始

した.入 手の容易さからBPH組 織を免疫原に選び,

抗原の損傷を避けるために消化酵素を使わずに機械的

に組織から細胞を分離 した.Oishiの 原法10)に従 って,

細切された組織片とそこから押し出された細胞の混合

溶液を十分な時間静置 した後,上 清を回収すれぽ純度

の高い前立腺上皮がえられるが,こ の論文で例証する

ようにMAbを 作製す る場合には抗原とする細胞の

精製率はそれほど重要ではない.む しろさまざまな抗

原が混在しているほ うが多種類のMAb産 生細胞が

同時に樹立されて良いであろうと考えた.マ ウスに免

疫できればよいので,多 少の組織片があっても注射針

さえ通過するならそのまま使用した.

複数の抗原を含む免疫原を用いているので,抗 体を

スクリーニングするためには,明 確な目的意識に裏づ

けされた工夫が必要である.今 圓は,前 立腺組織内で

の各種の抗原の局在を理解しやすいように免疫組織化

学的手法を採用することにした。このスクリーニング

法は組織内に少数 しか存在しない細胞群を識別する

抗体をも選択できる方法である8,9).前 立 腺 に対する

MAb作 製 の過去の報告18-21・23-25・27)で頻用されてい

るラジオイムノアッセイ法や酵素標識抗体測定法のよ

うな固相イムノアッセイ法では,強 陽性クローンは上

皮や間質の組織全体にべった り反応するものであるこ

とが多く,ま た,組 織や細胞への非特異的結合と少量

の抗原への特異的な抗原抗体反応とを区別することは

困難であるからである.実 施するに当たって,多 数の

検体を迅速にかつ正確に処理できる点を重視して,酵

素抗体に比べて一段階操作が少なく,非 特異的な発色

の少ない蛍光抗体法を用いた8,9)

抗PAP,抗PSA抗 体を スクリーニソグするため

に用いた ドットプロット法は,そ れぞれの抗体を識別

できることは当然であるが,裏 返せばPAP,PSAに

反応 しない抗体を選択するのにも役立つ.抗 体作製を

継続するうえで,今 後はむ しろ既知の抗原に対する

MAbを 早い段階で除外するために有効であろう.

PAP,PSAを それぞれ認識するMAbを 用いて,

蛋白質分解酵素を多量に含む組織である前立腺からも

正常な形で抗原を精製できるかどうかを検討 した.そ

の結果,こ れらのMAbは,そ れぞれ精製したPAP,

PSAと 前立腺分泌細胞に特異的で,し かも精漿中で

ネイティブなPAP監D,PSA4)に 等 しいと推測される

蛋白質を認識することを確認できた(Fig.4).こ の事

実は,衝 立腺を対象に してわれわれがおこなっている
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方法で,特 定の一種類の物質だけを認識する抗体を作

製できることと,抗 原精製の材料 として精漿を利用で

きることを示 している.未 知の物質を検索するとき,

当然のことながらその物質の精製法も明らかではない

ので,そ ういった場合われわれのMAb作 製法およ

び検索法は有望な方法であろうと思われる.

以上のような方法でMAbを 引 き続いて作製 した

ところ,前 立腺分泌細胞の大部分に良く反応する上記

2種 類の抗体以外に,細 胞膜に反応する抗体29)や分泌

細胞に多様な反応性を示す 抗体30)も何種類か えられ

た.現 在,そ れぞれのMAbが 認識する抗原をそれ

ぞれのMAbを 利用して精製するf!F業を進めている.

前立腺に特異的なPAP,PSA,β 一MSPな ど の蛋

白質は,ほ ぼす べて の前立腺分泌細胞に含まれてい

る.し かしその他の物質ではどうなのであろうか?上

記の3種 類以外の物質でも,ど れも同じようにすべて

の分泌細胞に存在しているのであろうか?前 立腺の中

で同じ形態を した分泌細胞は皆等 しい能力を持ってい

て,い つもその機能を同時に発揮 しているのであろう

か?本 論文で述べたMAbf乍 製 法は,こ の疑問を解

決するための糸口となるであろう.

結 語

前立腺分泌細胞,基 底細胞,間 質細胞などの混合物

を免疫原にし,BPH切 片に対する蛍光抗体法でスク

リーニング して マウスモノクローナル抗体 を作製 し

た.そ の結果,前 立腺分泌細胞 に良く反応 し,ホ ル

マリン固定パラフィソ切片に も適用可能で ある,

PAP,PSAに それぞれ特異的な抗体を産生する細胞

を1ク ローソずつ樹立で きた.こ の方法によって,

PAP,PSA以 外の抗原に対する抗体も多数えること

ができると期待され,前 立腺に存在する未知の抗原を

解析するための有用な手段にな りえると考えられた.

注記:本 研究 の一一部は文 部省科学研究 費(一 般研究C:課

題番号04807116)の 助成 によって おこなわれた。

実験 に御協 力いただいた京都大 学医学部泌尿器科学教室の

石 田恵子嬢 ならびにPAPPSA,を それぞれ御 供与いただい

た栄研化学株式会社,和 光純薬工業株式 会社に深謝 いた しま

す。
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