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【悪性中皮腫におけるCD26発現の評価】 

 

研究分担者  山田 健人 慶應義塾大学医学部病理学教室・非常勤講師

A．研究目的 

 仏にて施行されたヒト化 CD26 抗体療法

の第Ⅰ相臨床試験では、特記すべき有害事象

なく、また中皮腫では 19 症例中 10 症例で

「安定」(Stable Disease;SD)への導入が可

能であり、安全性のみならず、その腫瘍効果

も期待される成果が得られた。このヒト化

CD26抗体療法では、あらかじめ生検あるい

は手術より得られている腫瘍の病理組織に

ついて、抗 CD26 ポリクローナル抗体を用

いて免疫染色することで、その発現の評価を

行い、陽性率 20%以上の症例を臨床試験対

象症例としてきた。 

 本研究においては、これまでに研究代表

者・森本幾夫とともに本分担研究者は、

CD26 の中皮腫組織での発現を正確に検出

し、標的対象症例を選別できる診断薬として、

新規単クローン抗体の開発に成功した。そこ

で、ここでは、これらの新規抗体の病理組織

における有用性を検討し、さらに染色条件の

至適化を進め、診断薬としての確立とキット

化を目指した。また CD26 発現は現在用い

られているアリムタ、シスプラチンなど化学

療法剤の治療効果予測マーカーとしても有

望な結果を得て報告 (Clin Cancer Res 

18:1447, 2012)してきたが、さらに CD26発

現を細胞局在、陽性率、陽性強度などの各種

パラメーターで詳細に評価することで、バイ

オマーカーとなりうるかどうか検討するた

めの新規抗体での基礎的検討を行った。 

 

B．研究方法 

 開発中の新規単クローン抗体について

は、ホルマリン固定したパラフィン切片

（CD26 陽性である正常ヒト腎、肝、前立

腺及び悪性中皮腫の組織）で CD26 が染色

可能であるかを検討するために、抗原賦活

化として、１）前処置なし、２）0.1%トリ

プシン 室温、30 分、３）0.04% プロテ

イナーゼ K 室温、15 分、４）オートクレ

研究要旨 

悪性中皮腫の新規治療法として期待されるヒト化 CD26抗体療法においては、腫瘍組織に

おける CD26 発現の適確な評価が重要である。本研究では CD26 発現評価を目的として

開発された新規単クローン抗体の臨床検体における免疫染色の評価法の確立を行い、適合

性を検討した。最終年度は、クローン 19-32抗体について、抗原賦活化やシグナル増幅等

の至適化を行った。また 86症例の悪性中皮腫症例について CD26発現の詳細な検討を行

い、77症例が陽性（陽性率 90％）となること、肉腫型でより高感度に発現を検出できる

ことを見出した。またポリクローナル抗体との発現局在の差異を明らかにした。 
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ーブ処置（120℃、20 分、0.01M Citrate 

Buffer pH6.0）、５）煮沸（10 分、0.01M 

Citrate Buffer pH6.0）、の 5つの条件を

比較検討した。二次抗体は、Peroxidase

付加抗マウス IgG 抗体(ImmPRESS 社製)を

用い、発色は、DAB 液（Simple Stain DAB, 

Histofine）を用いた。 

 岡山労災病院および山口宇部医療セン

ターにおける中皮腫 86 症例の腫瘍の病理

組織（生検及び手術材料、10％ホルマリン

固定、パラフィン切片）について、免疫染

色を行った。抗原賦活化は、オートクレー

ブ処置（120℃、20 分、0.01M Citrate 

Buffer  pH6.0）を行い、一次抗体は、仏

の臨床試験で用いている R&D 社製抗 CD26

ヤギ・ポリクロナール抗体（Lot.No. 

JOQ107061）および新規モノクローナル抗

体クローン19-32 を用いた。二次抗体は、

Peroxidase付加抗ヤギIgG抗体(ImmPRESS

社製)あるいは Peroxidase 付加抗マウス

IgG 抗体(ImmPRESS 社製)を用い、発色は、

DAB 液（Simple Stain DAB, Histofine）

を用いた。いずれの染色においても、陽性

対照には、正常ヒト腎、肝、前立腺及び悪

性中皮腫を用い、陰性対照には、これらの

正常組織切片内の各種組織（平滑筋、脂肪

組織、結合組織など）と CD26 陰性肺癌組

織を用いた。 

 

（倫理面への配慮） 

 患者検体など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、慶應義塾大学医学部倫理

委員会の審査にて承認されている（承認番

号 20120100）。 

 

C．研究結果 

 昨年度までに新規開発した単クローン

抗体 31 クローンについて、CD26 陽性であ

る正常ヒト腎、肝、前立腺及び悪性中皮腫

の組織を用いて染色を試みた。その中で有

意な陽性所見を呈した 6 クローンを選別

し、さらに背景の非特異的反応が強い 4ク

ローンについては、抗原賦活化の条件（温

度、時間、各種酵素の濃度）を厳しくし、

反応の弱い 2クローンについては、条件を

緩和して、現在、さらに至適な染色条件に

ついて検討した。その結果、クローン19-32

およびクローン 18-110 について、正常ヒ

ト腎、肝、前立腺及び悪性中皮腫のいずれ

の組織においても、R&D 社ポリクローナル

抗体と同等の結果が得られることに成功

した。 

 そこで、中でもバックグラウンドが低く

良好なシグナルが得られたクローン19-32

について、岡山労災病院および山口宇部医

療センターにおける中皮腫 86 症例の腫瘍

の病理組織を対象として、免疫染色に検討

した（表１）。なお組織型は、上皮型 53 症

例、肉腫型15症例、二相型18症例である。

これらの症例について、仏の臨床試験で行

っている R&D 社ポリクローナル抗体を用

いた CD26 染色法および新規モノクローナ

ル抗体クローン 19-32 を用いて解析した。

陽性率20%以上の症例はそれぞれ73症例、

77 症例であった。また陽性率を 50%以上と

するとそれぞれ55症例、70症例となった。

このように新規モノクローナル抗体クロ
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ーン 19-32 の方が、より広い範囲での陽性

率を示すことが明らかとなった。一方、細

胞膜に明らかな陽性像が認められる症例

は、それぞれ 71 症例、19 症例であり、R&D

社ポリクローナル抗体の方が細胞膜染色

性が強調される結果となった。また、細胞

質に陽性所見が瀰漫生に認められる症例

（細胞膜＋細胞質）は、それぞれ 15 症例、

67 症例であった。これらの結果は、新規

モノクローナル抗体クローン 19-32 は中

皮腫での CD26 発現評価において、より鋭

敏であることが明らかとなったが、同時に

細胞内局在の意味については今後、検討し

て行く必要があることを示唆している。な

お、これらの症例を、細胞膜の陽性率で、

１）陰性、２）0-25%、３）26-50%、４）

50%以上、の 4 段階にスコア評価し、これ

らの染色結果と本症例群の化学療法の有

無や予後などの臨床的な各種パラメータ

ーとの関連について、共同研究者・岸本卓

巳が解析する予定である。 

 また新規モノクローナル抗体クローン

19-32 について、正常ヒト全身の各組織を

用いて、様々な固定条件で検討を行ってい

るが、過固定の場合には平滑筋、心筋など

の CD26 陰性組織において非特異的陽性所

見が出ることが明らかとなってきた。 

 悪性中皮腫の中で肉腫型あるいは二相

型の肉腫成分において、CD26 陽性率が低

いことが、これまでのポリクローナル抗体

を用いた検討から明らかになっている。と

ころが、悪性中皮腫の肉腫型から樹立され

た細胞株(JMN, MSTO-211H 細胞など)では、

未固定細胞のフローサイトメーター解析

やウエスタンブロット法による蛋白質発

現解析さらに蛍光抗体法解析により、CD26

発現があることが示されている。そこで、

肉腫型中皮腫症例について、新規モノクロ

ーナル抗体クローン 19-32 を用いて免疫

染色により、CD26 発現を検討した。その

結果、R&D 社ポリクローナル抗体では 6症

例（40%）に対して新規モノクローナル抗

体クローン 19-32 では、12 症例（80%）の

症例で陽性となった（表 1および図 1）。 

 

D．考察 

 CD26 の中皮腫組織での発現を正確に検

出し、標的対象症例を選別できる診断薬とし

て開発中の単クローン抗体は、ホルマリン固

定、パラフィン切片においても、良好で広範

囲に陽性シグナルが得られており、有用な抗

体であると考えられる。さらに今後は、本抗

体は抗体療法の適否を評価するバイオマー

カーとするために、様々な医療機関でのいろ

いろな固定状況、包埋条件での検体で免疫染

色の至適を進める必要がある。さらに今後、

CD26 の中皮腫組織での発現を正確に検出

し、標的対象症例を選別できる診断薬として

キット化を行い、全自動染色装置での工程を

確立するために、染色条件の至適化を進める

ことが必要である。また CD26 発現につい

て細胞局在、陽性率、陽性強度などの各種パ

ラメーターで詳細に定量評価することで、抗
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体療法の効果や予後などとの関連性を検証

する基礎を構築していくことも重要と考え

る。 

 

E．結論 

 中皮腫における CD26 発現の病理診断に

有用な新規単クローン抗体が得られた。本ク

ローンは、これまでのポリクローナル抗体と

同等以上の染色性と特異性を有しており、さ

らに肉腫型中皮腫においては、ポリクローナ

ル抗体よりも感度が高い傾向が明らかとな

った。 
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