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A．研究目的 

悪性胸膜中皮腫はアスベストばく露によ

って起こる胸膜中皮由来の難治性悪性腫瘍

である。アスベストばく露から発症までの潜

伏期間は 30-50 年とされ、日本を含めアジ

アやヨーロッパなど世界規模で胸膜中皮腫

患者数は今後ますます増加すると考えられ

ている。悪性胸膜中皮腫に対しては手術療法、

化学療法、放射線療法などが行われるが、い

ずれも満足できる治療成績ではなく、新たな

治療法の確立が望まれる。われわれは、新規

治療標的分子として悪性胸膜中皮腫細胞に

発現する CD26 に着目し、ヒト化 CD26 抗

体を開発し2009年よりフランスにて第Ⅰ相

臨床試験を開始、昨年（2014 年）9 月に無

事終了した。近年、治療薬の有効性や副作用

を予測するために治療薬とセットで使われ

る診断薬（コンパニオン診断薬）を治療薬と

ともに早期から開発する動きが活発化して

いる。ヒト化 CD26 抗体に関しても、治療
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適用患者選択のために悪性胸膜中皮腫にお

ける CD26 発現の診断が不可欠であるが、

これまでに我々が検討した結果、従来の

CD26 単クローン抗体ではホルマリン固

定・パラフィン包埋した病理組織の免疫染色

を行うことができず、R&D 社及び Novus

社の CD26 ポリクローナル抗体のみ信頼で

きる染色結果が得られることが明らかにな

った。しかしながら、これらの CD26 抗体

はポリクローナル抗体であるためロット差

が一番の問題となり、異なるロットの抗体で

染色すると染色強度やパターンに違いが出

るおそれがあることから診断薬としては不

適切である。そこで、腫瘍病理組織の免疫染

色に適したコンパニオン診断薬としての新

規抗ヒト CD26 単クローン抗体の開発を行

うことを目的とした。 

 

B．研究方法 

1) マウスへの免疫とハイブリドーマの作製 

Urea bufferで変性処理を行った組換え可

溶性 CD26 をアジュバント TiterMax Gold

（TiterMax USA Inc.）と混合し、BALB/c

マウスに 2 週間ごとに合計 7 回皮下免疫を

行い、最後に尾静脈に静脈注射を行った。3

日後に解剖し、粗精製脾細胞と P3U1 ミエ

ローマ細胞を 1:1で混合し、ポリエチレング

リコールで細胞融合した。細胞を洗浄した後、

10% FCS, 5% BriClone, HAT 含 有

RPMI1640培地に懸濁して、96 well平底プ

レートに播種した。生育した細胞の培養上清

を回収し、随時フローサイトメトリーと

ELISA によるスクリーニングと免疫組織染

色の検討を行った。得られたハイブリドーマ

の中で特に優れた染色性を示した 19-32 と

18-110の 2クローンを 96 well平底プレー

トに 1 cell/well で限界希釈し、それぞれの

単クローンを得た。 

 

2) 培養上清から IgG抗体の精製 

限界希釈して得た単クローンの培養に用

いる培地を無血清の GIT培地（Wako Pure 

Chemicals）に置換し、Protein A カラム

（Pierce）にて IgG の精製を行った。クロ

ーン 19-32、18-110 ともに限界希釈後、最

初にハイブリドーマの凍結保存ストックを

作製する時点で回収した培養上清と、その後

約 2 週間培養した際に回収した培養上清、

さらにもう約 2 週間培養した際に回収した

培養上清をそれぞれ別々に IgG 精製するこ

とで、異なる 3 ロットの精製抗体を得た。

いずれの抗体も大量の PBS中で透析処理を

行い、抗体濃度を 1mg/mL に調整した。そ

れらの抗体を分注し、一部は 4℃冷蔵保存で

の安定性の検討に、一部は-80℃冷凍保存で

の安定性の検討に用いた。 

 

3) 免疫組織染色 

CD26の免疫組織染色は、慶應大学病理学

教室で施行した。ホルマリン固定・パラフィ

ン包埋切片から 4-6 m 厚の標本を準備し、

パラフィンを溶かした後、様々な条件で抗原

賦活化処理を行った。その後、0.3% H2O2 in 

MeOH に浸して内因性ペルオキシダーゼの

不活性化を行い、Horse血清でブロッキング

した。その後、一次抗体としてクローン

19-32 、 18-110 の 精 製 抗 体 を 10-100 

g/sampleまたは Goat Anti-Human CD26

ポリクローナル抗体 (R&D Systems)を 1-2 

g/sampleで添加し、室温で 2時間反応させ

た。洗浄後、二次抗体としてHRP結合Horse 

Anti-Mouse IgG 抗体または HRP 結合
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Horse Anti-Goat IgG抗体を添加し、室温で

30 分反応させた。洗浄後、ジアミノベンジ

ジンとH2O2で発色させ、顕微鏡で観察した。

CD26の染色結果に関する評価は、分担研究

者の山田健人（慶應大学病理学教室）が行い、

悪性中皮腫・前立腺・肝臓・腎臓の 4 組織

の CD26の染色パターンを R&D社の Goat 

Anti-Human CD26 ポリクローナル抗体で

染色した場合と比較することで行った。 

（倫理面への配慮） 

 CD26 単クローン抗体を開発するための

マウスを用いた動物実験は順天堂大学医学

部実験動物委員会で承認を得た後、順天堂大

学動物実験等管理規則を遵守して行った。 

患者検体については研究対象者に対する

人権擁護上の配慮及び研究により研究対象

者が受ける不利益、利益等の説明を患者及び

遺族に対して行い、書面でのインフォーム

ド・コンセントを得ている。また病理組織に

ついて免疫染色して CD26 発現を解析する

研究については、山口宇部医療センター倫理

委員会、岡山労災病院倫理委員会、慶應義塾

大学医学部倫理委員会および順天堂大学医

学部倫理委員会の審査にて承認されている。 

 

C．研究結果 

1) 新規抗ヒト CD26単クローン抗体のロッ

ト間の免疫組織染色性の比較 

これまでに我々が検討した結果、市販の

CD26単クローン抗体 23種、及び過去に当

研究室で作製した CD26 単クローン抗体で

はホルマリン固定・パラフィン包埋した病理

組織の免疫染色を行うことができなかった

が、市販の CD26 ポリクローナル抗体では

いくつか染色可能なものがあり、中でも

R&D社の抗体は信頼できる染色結果が得ら

れることが明らかになった。しかしながら、

ポリクローナル抗体では異なるロットの抗

体で染色すると染色強度や染色パターンに

違いが出るおそれがあることから、安定した

結果が求められる診断薬としては不適切で

ある。一昨年度からの取り組みにより、我々

は免疫組織染色可能な新規抗ヒト CD26 抗

体産生ハイブリドーマの作製に成功し、

MBL社の抗ヒトCD26単クローン抗体と比

較して遥かに明瞭に CD26 を検出できる 2

クローン（19-32と 18-110）に絞り込んだ。 

そこで、今年度は得られたクローン 19-32

と 18-110のロット間での免疫組織染色性の

比較を行うため、研究方法に記載したように

それぞれ精製抗体を 3ロットずつ調製した。

ホルマリン固定・パラフィン包埋された悪性

中皮腫・前立腺・肝臓・腎臓の病理組織を様々

な条件で抗原賦活化処理し、新規単クローン

抗体及びR&D社の抗ヒトCD26ポリクロー

ナル抗体 0.1g/mL, 1g/mL, 10g/mL, 

100g/mLで免疫組織染色を行った。クロー

ン 19-32及び 18-110で染色した組織標本を

スライドガラスごとマクロに写した結果を

図 1 に、クローン 19-32 で染色した悪性中

皮腫と前立腺の結果を図 2に示した。 
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 この結果から新規抗ヒト CD26 単クロー

ン抗体 19-32と 18-110はどちらもハイブリ

ドーマの継代回数及び精製回が異なる 3 ロ

ットとも同等の明瞭な染色性を示すことが

明らかになった。 

 

2) 新規抗ヒト CD26 単クローン抗体の 4℃

及び-80℃での安定性の解析 

本プロジェクトで開発に成功した免疫組

織染色可能な新規抗ヒト CD26 単クローン

抗体を、治療用ヒト化 CD26 抗体の適用患

者選択のためのコンパニオン診断薬として

使用するには、抗体の染色性や安定性などよ

り詳細な性状の解析が必要となる。そのため、

開発した新規単クローン抗体の 4℃及び

-80℃での安定性について解析を行った。抗

体を安定に保存するためには、その使用用途

に合わせて 4℃冷蔵保存の場合はアジ化ナ

トリウムやチメロサールなどの防腐剤、

EDTA などのキレート剤、メルカプトエタ

ノールやジチオスレイトールなどの還元剤、

ウシ血清アルブミン(BSA)などの保護剤を、

-20℃での冷凍保存の場合はグリセロールを

抗体保存溶液中に添加することが多いが、今

回はあらゆる実験に悪影響を及ぼすリスク

が低い PBSを保存液とし、その他の成分を

含まない状態で単クローン抗体を 1mg/mL

の濃度に調整して 4℃及び-80℃での安定性

評価を行った。クローン 19-32、18-110 と

もに培養上清からプロテイン A カラムで

IgG へ精製した直後に免疫組織染色を行っ

た結果と、4℃で 1 ヶ月、3 ヶ月、6 ヶ月、

12 ヶ月保存後の抗体を用いて染色した結果、

-80℃で 6ヶ月、12ヶ月保存後の抗体を用い

て染色した結果の比較を行った。悪性中皮

腫・前立腺・肝臓・腎臓の標準検体に加え、

悪性中皮腫の臨床検体 9 例の CD26 の免疫

組織染色を試みた結果、クローン 19-32 は

4℃で 12ヶ月保存した場合でも、-80℃で 12

ヶ月保存した場合でも培養上清から精製し

た直後と同等の安定した染色性を示すこと

が明らかになった（図 3）。また、クローン

18-110 においても同様に安定性が確認され

た（データ未掲載）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D．考察 

従来の CD26 単クローン抗体ではホルマ

リン固定・パラフィン包埋した病理組織の免
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ト差が一番の問題となり、コンパニオン診断

薬としては不適切である。そこで、悪性中皮

腫の免疫組織染色に適したコンパニオン診

断薬としての新規抗ヒト CD26 単クローン

抗体の開発を行うことを目的とした。Urea 

buffer 処理した組換え可溶性 CD26 をマウ

スに免疫してハイブリドーマを作製し、その

培養上清でスクリーニングした結果、MBL

社の抗ヒト CD26 単クローン抗体と比較し

て遥かに明瞭に CD26 を検出できる 2 クロ

ーン（19-32 と 18-110）を得た。それらの

抗体は悪性中皮腫のみならず、肝がん、腎が

ん、前立腺がん、大腸がん、肺がんなどその

他のCD26陽性腫瘍に対してもR&D社の抗

ヒト CD26 ポリクローナル抗体と遜色のな

い明瞭性と染色強度を示した。さらに、今年

度の検討の結果、新規抗ヒト CD26 単クロ

ーン抗体 19-32と 18-110は異なるロットで

もいずれも同等の安定した染色強度を示し、

また 4℃で 12ヶ月冷蔵保存した場合でも、

-80℃で 12 ヶ月冷凍保存した場合でも精製

直後と同程度の明瞭な染色性を示すことが

明らかになった。今後、これらの単クローン

抗体を用いた免疫染色キット化を目標に、ホ

ルマリン固定された腫瘍病理組織の CD26

発現をどこでも誰でも安定して評価できる

免疫組織染色プロトコルの更なる改善が期

待される。 

R&D社の抗ヒトCD26ポリクローナル抗

体と新規単クローン抗体 19-32 を用いて多

数の悪性中皮腫検体の染色を行った結果、

R&D社のポリクローナル抗体でCD26陰性

だった検体に関しては 19-32 でもほぼ同様

の結果を示し、現時点での免疫組織染色条件

でも 19-32は CD26の陽性/陰性の判断には

有用であることが示唆される。しかしながら、

R&D社のポリクローナル抗体では細胞質よ

りも細胞膜上の CD26 が強く染まるのに対

し、19-32では細胞質も細胞膜と同等に強く

染まる性質があり、そのことが影響してか

R&D社のポリクローナル抗体ではあまり染

色されない悪性中皮腫の肉腫型でも 19-32

では細胞質が染まる例が見られる。R&D社

のポリクローナル抗体と新規単クローン抗

体で異なる染色結果となっている部分に関

しては、腫瘍検体からその部分を採取してウ

エスタンブロッティングやフローサイトメ

トリーといった免疫組織染色以外の手法を

用いて CD26 の発現の有無を評価する必要

があると考えられる。 

また、現時点での免疫組織染色条件では、

R&D社の抗ヒトCD26ポリクローナル抗体

では染まらない CD26 陰性の心筋組織で、

新規単クローン抗体 19-32 では非特異的な

染色が見られることがわかっている。新規抗

ヒト CD26単クローン抗体は、CD26陰性の

Jurkat細胞株にヒト CD26全長を強制発現

させた細胞株を用いたフローサイトメトリ

ーと、組換え可溶性 CD26及び urea buffer

で変性処理した可溶性 CD26 に対する

ELISA、さらに CD26 の発現パターンがよ

くわかっている悪性中皮腫・前立腺・肝臓・

腎臓の免疫組織染色によりスクリーニング

を行い、過剰量の可溶性 CD26 と前処理す

ることで免疫染色が吸収されることからも

CD26に対する特異性は証明されている。し

かしながら、ホルマリン固定された病理組織

の免疫染色では、抗原と抗体との反応性を上

げるための抗原賦活化前処理を行うため、タ

ンパク質本来の立体構造とは異なる構造に

変性しており、19-32が結合する CD26上の

アミノ酸配列と相同性の高い配列が CD26
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以外のタンパク質中にも発生していること

が予想される。ヒト化 CD26 抗体適用患者

を選択するための CD26 の発現診断にはど

こで誰が診断しても CD26 陽性率を正確に

評価できる明瞭さと特異性が求められる。そ

のために、R&D社のポリクローナル抗体と

の比較を行い、非特異的な結合を可能な限り

抑え、より明瞭に CD26 を染色することが

できる新規抗ヒト CD26 単クローン抗体に

適した抗原賦活化処理方法やブロッキング

方法を選択する必要がある。 

 

E．結論 

Urea bufferで変性処理した組換え可溶性

ヒト CD26 をマウスに免疫することで、

MBL社の抗ヒトCD26単クローン抗体より

も遥かに染色性に優れた 2クローンを得た。

これらの新規単クローン抗体は異なるロッ

トでも安定した染色性を示し、4℃・-80℃と

もに 12ヶ月保存しても精製直後と同等の明

瞭な染色強度を示すことが確認された。今後、

開発した新規単クローン抗体を用いた免疫

染色キット化を目標に、免疫組織染色プロト

コルの更なる改良を目指す。 
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