
37 
 

厚生労働科学研究費補助金（創薬基盤推進研究事業） 

分 担 研 究 報 告 書 

 

【ヒト化 CD26 抗体投与患者検体の可溶性 CD26/DDPIV 酵素測定法の開発】 
 

研究代表者  森本 幾夫 順天堂大学大学院医学研究科 

免疫病・がん先端治療学講座 客員教授 

共同研究者  大沼  圭 順天堂大学大学院医学研究科 

免疫病・がん先端治療学講座 准教授 

共同研究者  波多野 良 順天堂大学大学院医学研究科 

免疫病・がん先端治療学講座 博士研究員 

 

A．研究目的 

CD26分子はDDPIV酵素を含むT細胞活

性化分子で、我々は単クローン CD26 抗体

の開発、CD26 cDNA の単離を世界に先駆け

て行った。この研究過程で悪性中皮腫細胞株

が CD26 を発現していることを偶然発見し

た。更に高親和性で生物学的活性の強い良質

なヒト化 CD26 抗体(YS110)を開発した。本

抗体は in vitro で中皮種細胞株の増殖を抑

制し、中皮腫株移植免疫不全マウスに投与し

研究要旨 

可溶性 CD26 は DPPIV 酵素活性を含み、血清及び胸水中に存在する。現在糖尿病治療薬

として DPPIV 酵素阻害薬が広く用いられているが、ヒト化 CD26 抗体投与では血清中の

可溶性 CD26 値及び DPPIV 酵素値を治療経過でモニターしていくことは抗体療法が安全

に行われるために必須である。 

従来の可溶性 CD26 測定 ELISA 法及び市販の ELISA キットともに正常人血清中にヒト

化 CD26 抗体が存在するとブロックされ測定不能であったが、9C11 という新しい CD26

抗体を従来用いていたヒト化CD26 抗体と同一エピトープの 1F7に置き換えてELISA を

行うと、ヒト化抗体存在下でも可溶性 CD26 は測定可能であり、新しい ELISA 系を確立

した。この ELISA 系は従来の ELISA 系と比しても同等の測定感度を持ち、市販の ELISA

キットよりも格段に感度は高かった。フランスの第Ⅰ相臨床試験が終了したのでヒト化

CD26 抗体投与の全検体について患者血清中の可溶性 CD26/DPPIV 酵素値を測定したと

ころ、新しい ELISA 系はヒト化抗体存在下でも測定が可能であり、さらにヒト化 CD26

抗体の投与量が増加するにつれて可溶性 CD26/DPPIV 値は低下する傾向にあった。可溶

性CD26ELISAキットの性能試験は良好であるがDPPIV酵素活性測定キットの性能につ

いては血清中の干渉因子がその測定に一部影響する可能性が示唆された。 
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たところ腫瘍縮小と生存延長をきたした。実

際の悪性中皮腫患者病理組織では正常中皮

では発現のない CD26 が悪性中皮腫、特に

上皮型では 8 割以上に発現していることを

見出し、本抗体が悪性中皮腫の新規治療法と

して有望な可能性が強く示唆された。 

悪性中皮腫はアスベストばく露により引

き起こされ、今後益々増加すると予想され、

死亡者数も 2013 年には 1425 名にのぼり、

大きな社会問題となっている。予後はきわめ

て不良で平均生存期間は約 1 年で、新規か

つ有効な治療法開発は急務である。 

我々は悪性中皮腫への新規治療法候補と

してヒト化 CD26 抗体を開発し、フランス

で悪性中皮腫及びその他 CD26 陽性悪性腫

瘍患者を中心として第 1 相臨床試験を施行

していたが、平成 26 年 9 月に終了し、安全

性が確認され、更に期待される効果を示唆す

る結果も得られ、本邦でもできるだけ早期に

臨床試験が施行できるように現在計画中で

ある。 

可溶性 CD26(sCD26)は DPPIV 酵素活性

を含み、血清及び胸水中に存在する。現在糖

尿病治療薬としてDPPIV酵素阻害薬が広く

用いられているが、ヒト化 CD26 抗体を投

与すると血清中の sCD26 と反応し、sCD26

値及びDPPIV酵素値が減少することが予想

されるため、sCD26、DPPIV 酵素値を治療

経過でモニターしていくことは安全に抗体

療法が行われるために必須である。 

sCD26 レベル測定系として異なるエピト

ープと反応する CD26 抗体 5F8 及び 1F7 を

用いたサンドイッチ ELISA 系を確立した

（J.Rheumatol.29:1855,2002）。しかしヒト

化 CD26 抗体治療患者では血清中の sCD26

にヒト化 CD26 抗体が結合するため、ヒト

化抗体と同じエピトープを認識する 1F7 を

用いる従来のELISA 系では（5F8は異なる）

競合し、sCD26 は測定は不可能であった。

さらに市販の sCD26 測定キットにおいても

ヒト化 CD26 抗体存在下では測定はできな

かった。昨年度に従来の CD26 単クローン

抗体 1F7 と異なるエピトープを持つ CD26

抗体 9C11 を見出し、本抗体を用いることで、

ヒト化 CD26 抗体存在下でも sCD26 が測定

できる ELISA 系を開発した。昨年度はフラ

ンスの第Ⅰ相臨床試験患者サンプルも測定

可能なことを明らかにしたが本年度は第Ⅰ

相臨床試験も終了したので、全てのサンプル

の測定及び可溶性 CD26 ELISA 法及び

DPPIV 酵素活性値測定法の性能試験データ

及び手順簡便化の検討を行った。 

 

B．研究方法 

1) 抗体 

CD26 抗体である 1F7、5F8 及び 9C11

は当研究室で開発された。ヒト化 CD26 抗

体(YS110)は Y’s セラピューティクス社から

供与された。 

 

2) 可溶性 CD26 ELISA 及び DPPIV 酵素活

性測定アッセイ 

【可溶性 CD26 の測定 ＜サンドイッチ

ELISA＞】 

1. 捕捉抗体プレートの作成 

96 穴平底プレートに、5μg/ml の捕捉抗体

（CD26 単クローン抗体 5F8）を各穴 100μl

ずつ分注し、4℃で一晩静置する。 

2. 捕捉抗体プレートのブロッキング 

上記 1 のプレートを各穴 300μl の

PBS-Tween で 3 回洗浄後、200μl のブロッ

キングバッファーを分注し、室温で 2 時間
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静置し、各穴 300μl の PBS-Tween で 3 回洗

浄して 3 の検体分注に供する。 

3. 血清及び標準曲線用組換え可溶性 CD26

の添加 

PBS-Tween20 で 20 倍に希釈した対象血

清を 100μl ずつ 2 穴に分注する。標準曲線

を作成するため、段階希釈（500, 250, 125, 

62.5, 31.3, 15.6, 7.8, 3.9, 1.95, 0.98, 0.49, 0 

ng/ml）した組換え可溶性 CD26 標準試薬

（R&D systems, Inc.）を 100μl ずつ 2 穴に

分注する。プレートを密封し、4℃で一晩静

置する。 

4. 可溶性 CD26 の測定 

上記 3 のプレートを各穴 300μl の

PBS-Tween で 3 回洗浄後、0.5μg/ml の検出

抗体（ビオチン化 CD26 単クローン抗体

9C11 あるいは 1F7）を各穴 100μl ずつ分注

し、室温で 2 時間静置する。300μl の

PBS-Tween で 3 回洗浄後、1 万倍希釈した

ExtrAvidin-Alkaline Phosphatase 液 を

100μl ずつ分注する。プレートを遮光して、

室温で1時間静置する。300μlのPBS-Tween

で 3 回洗浄後、PNPP を 100μl ずつ分注し、

遮光して室温で 10 分間静置した後、

2N-NaOH 溶液を 100μl ずつ分注して、発

行反応を停止させる。プレートリーダーで吸

光度を測定する（吸光度 405nm、レファレ

ンス 655nm）。 

 

【DPPIV 酵素活性の測定】 

1. 捕捉抗体プレートの作成とブロッキング 

上記 2)の 1 及び 2 と同様に捕捉抗体プレ

ートを作成し、ブロッキングをする。 

2. 血清及びポジティブコントロール用組換

え可溶性 CD26 の添加 

PBS-Tween で 10 倍に希釈した対象血清

を 100μl ずつ 2 穴に分注する。ポジティブ

コントロールとして 500ng/ml に調整した

組換え可溶性 CD26 標準試薬（ R&D 

systems, Inc.）を 100μl ずつ 2 穴に分注す

る。プレートを密封し、4℃で一晩静置する。 

3. DPPIV 酵素活性の測定 

上記 2 のプレートを各穴 300μl の

PBS-Tween で 3 回洗浄後、1mg/ml に調整

した Gly-Pro-pNA を血清及びポジティブコ

ントロールを添加したウェルに 150μl ずつ

分注する。標準曲線を作成するため、段階希

釈（1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.3, 15.6, 

7.8, 3.9, 0 μM）した pNA 溶液を 150μl ずつ

分注する。直ちにプレートリーダーで吸光度

を測定する（吸光度 405nm、レファレンス

655nm）。その後 75 分後まで（15 分毎に）

吸光度を測定し、DPPIV 活性（μM/min）

を計測する。 

【比較対照とした既存の市販測定キット】 

a) R & D Systems, Inc. 

キ ッ ト 名 ： Quantikine Human 

CD26/DPPIV Immunoassay 

捕捉抗体：抗ヒト CD26 単クローン抗体 

検出抗体：HRP 標識・抗ヒト CD26 ポリク

ローナル抗体 

発色：化学発光（吸光度 450nm） 

b) Bender MedSystems GmbH ( 現 

eBioscience) 

キ ッ ト 名：  Human sCD26 Platinum 

ELISA  

捕捉抗体：抗ヒト CD26 単クローン抗体 

検出抗体：ビオチン化抗ヒト CD26 単クロ

ーン抗体、Streptavidin-HRP 

発色：化学発光（吸光度 450nm） 

3) 健常人血清、本邦患者検体及びフランス

の第Ⅰ相臨床試験の患者血清について 
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健常人血清は研究室で働く研究者からイ

ンフォームドコンセントを得た後に採取し

た。 

悪性中皮腫患者血清、胸水は 1998 年から

2011 年までに岡山労災病院及び山口宇部医

療センターにおいて悪性中皮腫として診

断・治療を受けた症例でインフォームドコン

セントを得られた症例を用いている。 

フランスでの第Ⅰ相臨床試験は平成 21 年

1 月からスタートして、第 6 コホートからな

り、第 1 コホート 0.1mg/kg、第 2 コホート

0.4mg/kg、第 3 コホート 1mg/kg、第 4 コホ

ート 2mg/kg、第 5 コホート 4mg/kg、第 6

コホート6mg/kgで各コホートは3症例から

なっている。第 4 コホートの途中までは 2

週間ごとの 1 ヶ月間月 3 回投与であった。

その後第 4 コホートの途中から 1 ヶ月間毎

週投与で月 5 回投与とプロトコールの変更

を行っている。平成 26 年 9 月に第Ⅰ相臨床

試験は終了した。合計 34 例の標準治療に抵

抗性の悪性中皮腫患者（23例）腎癌（10例）、

膀胱移行上皮癌（1 例）であった。 

（倫理面への配慮） 

本研究の、特に臨床研究においては、文書

により被験患者本人の同意を得た上で行う

ものとする。本研究にまつわる個人情報は厳

重な管理のもと守秘義務を遵守する。また解

析検討結果を公表する際には個人名の漏え

い防止を徹底し、プライバシーの保護に努め

る。さらに個人に帰属する結果を個人に求め

られた場合には、その個人本人のもののみ伝

達する旨である。 

なお、フランスで実施されているヒト化

CD26 抗体投与の第Ⅰ相臨床試験における

対象症例血清中の可溶性 CD26 及び DPPIV

活性の測定及びコントロール症例の可溶性

CD26 及び DPPIV 酵素活性の測定について

は順天堂大学の倫理審査委員会の審査にて

承認されている（順天医倫第 2012076 及び

2012087）。検体の使用は患者の同意が得ら

れているかあるいは岡山労災病院、山口宇部

医療センターの臨床研究審査委員会で承認

を得て研究内容について院内掲示などで周

知を図った。 

試料を匿名化することで個人のプライバ

シーが漏れることのないように配慮した。 

 

C．研究結果 

1) フランスの第Ⅰ相臨床試験の患者血清中

の可溶性 CD26 及び DPPIV 酵素活性値 

フランスの第Ⅰ相臨床試験患者検体は第

4コホート途中までの1ヶ月隔週投与例では

ヒト化 CD26 抗体投与前、投与直後、2 日後、

15 日後投与前、投与直後の血清、第 4 コホ

ート途中以後はヒト化 CD26 抗体は 1 ヶ月

毎週投与となったため、ヒト化 CD26 抗体

投与前、投与直後、2 日後、15 日後投与前、

投与直後、29 日後投与前、投与直後の血清

からなり、新しい ELISA 法にて可溶性

CD26 及び DPPIV 値を測定した。図 1 にヒ

ト化 CD26 抗体の血清中濃度、図 2 に可溶

性 CD26 の血清中濃度を示した。ヒト化

CD26 抗体はコホートが上がり、投与濃度が

増加するにつれ、血中濃度も上昇していた。

それに対応して可溶性 CD26 濃度は低下し

ていることが観察された。DPPIV 酵素活性

についても可溶性 CD26 濃度に並行して動

き低下していくことが明らかとなった（図

3）。 
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図1 ヒト化CD26抗体の血清中濃度平均値の推移

Dose Scr D1_pre D1_post D2 D15_Pre D15_10min D29_Pre D29_Post
0.1 mg/kg

1344.0 1182.8 374.7 804.6 1054.0 325.7 882.0 265.5
0.4 mg/kg

1227.3 1116.4 348.3 416.6 902.6 338.7 487.1 160.3
1 mg/kg

914.1 758.4 236.2 352.7 470.7 247.3 605.1 318.1
2 mg/kg

960.2 905.0 462.1 451.2 467.9 283.1 381.7 189.9
2 mg/kg, once a week

779.0 766.8 315.3 302.6 250.7 275.7 227.3 234.8
4 mg/kg, once a week

843.6 769.9 374.6 409.1 277.8 270.3 215.8 191.2
6 mg/kg, once a week

869.7 818.2 396.6 410.1 221.1 207.9 209.1 189.7

図2 可溶性CD26 の血清中平均濃度の推移
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Dose Scr D1_pre D1_post D2 D15_Pre D15_10min D29_Pre D29_Post
0.1 mg/kg (n=3) 18.2 16.1 7.3 12.2 14.5 6.3 12.6 5.4
0.4 mg/kg (n=3) 17.3 15.6 6.8 7.7 13.4 6.5 8.5 3.8
1 mg/kg (n=6) 14.0 12.2 5.2 6.1 8.3 4.9 9.8 6.0
2 mg/kg (n=10) 16.0 15.4 8.9 8.1 9.7 6.3 8.1 4.7

2 mg/kg, once a week (n=5) 11.5 11.1 5.5 4.9 6.5 5.0 5.4 3.7
4 mg/kg, once a week (n=3) 10.4 9.1 5.1 5.1 3.6 3.3 2.9 2.6
6 mg/kg, once a week (n=4) 11.7 10.8 5.3 5.4 3.0 2.8 2.8 2.6

図3 DPPIV酵素活性の血清中平均値の推移

 

2） 可溶性 CD26 ELISA アッセイの性能試

験と測定時間の簡便化 

 4 種類の濃度の標準試料（5，50，150，

400ng/ml）を同時に 8 回測定することで同

時再現性試験とした。表 1 に示したように

変動係数（CV: Coefficient of variation）は

10%以下と良好な結果を示した。次に 4 種類

の濃度の標準試料（5，50，150，400ng/ml）

を 5 回繰り返して測定することで測定間再

現性試験とした。表 2 に示したように変動

係数（CV）が 10％以下と良好な結果を示し

た。添加回収試験（Recovery）と直線性試

験（Linearity）について添加回収試験

（Recovery）はR&D system社のSpike and 

Recovery Test protocol に従って実地した

（図 4-1）。「試料」は健常成人血清を 20 倍

希釈したものを使用。「添加あり」は

recombinant CD26（R&D#1180-SE）を最

終濃度（50ng/ml）になるようにサンプルに

添加した。図4-2に結果を示したがRecovery

は回収率 80～120％範囲内と良好な結果を

示した。更に Linearity に関しても図 4-2

に結果を示したが直線性80~120％範囲内と

良好な結果を示した。健常成人の血清検体の

2 週間までの 4℃保存及び血清検体を 10 回

まで凍結融解をくり回したが共に測定値の

変化は認められなかった（データは未表示）。

可溶性CD26定量ELISAアッセイの性能試

験のまとめであるが性能試験の結果は良好

であった。すなわち検量線、血清検体、捕捉

抗体、検出抗体、希釈液等いずれも適切であ

ると言える。最後に可溶性 CD26 濃度測定

ELISA アッセイの短縮化の検討を行った。

検体反応について従来法は一晩･静置・4℃

で施行したが改訂版として 2 時間穏やかに

振盪･室温で行い、健常成人血清 11 例につ

いて検討した。図 5 に示すように可溶性

CD26 測定は室温 2 時間の検体反応時間で

従来法と同等の測定結果が得られた。以上よ

り可溶性 CD26 測定に関して検体反応時間

は一晩から 2 時間まで短縮可能である。 
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 表1 同時再現性試験（Intra-assay）：可溶性CD26定量アッセイ

⇒ 変動係数ＣＶが１０％以下と良好な結果を示した。

４種類の濃度の標準試料（5, 50, 150, 400ng/ml）を
同時に8回測定することで同時再現性試験とした。

標準試料 テスト1 テスト2 テスト3 テスト4 テスト5 テスト6 テスト7 テスト8 Mean SD CV (%)

5 ng/ml 5.33 4.96 4.62 4.85 5.06 5.04 4.89 5.06 4.98 0.20 4.09

50 ng/ml 48.50 50.98 49.30 51.20 51.47 51.60 51.68 53.58 51.04 1.55 3.04

150 ng/ml 142.47 155.10 153.40 152.34 159.13 156.74 155.68 162.53 154.67 5.89 3.81

400 ng/ml 388.49 399.37 398.86 417.97 392.53 406.96 390.13 418.48 401.60 11.83 2.95

 

 

 

４種類の濃度の標準試料（5, 50, 150, 400ng/ml）を5回繰り返して
測定することで測定間再現性試験とした。

⇒ 変動係数ＣＶが１０％以下と良好な結果を示した。

標準試料 プレート1 プレート2 プレート3 プレート4 プレート5 Mean SD CV (%)

5 ng/ml 4.89 5.02 5.33 5.06 4.89 5.04 0.18 3.55

50 ng/ml 50.27 49.62 48.50 49.60 49.79 49.56 0.65 1.31

150 ng/ml 150.54 154.83 142.47 149.57 148.05 149.09 4.48 3.00

400 ng/ml 396.01 394.05 388.49 395.09 411.59 397.05 8.64 2.18

表2 測定間再現性試験（Inter-assay）：可溶性CD26定量アッセイ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図5 可溶性CD26測定値の比較（従来法 v.s. 改訂版）

y = 1.075 x
r 2 = 0.918

⇒ 可溶性CD26測定は、室温2時間の検体反応時間で
従来法と同等の測定結果が得られた。

(g / ml)

(g / ml)

【従来法】

【改
訂

版
】

可溶性CD26測定に関して、
検体反応時間は一晩から２時間まで短縮可能である。

 

3） DPPIV 酵素活性アッセイの性能試験

と測定時間の簡便化 

可溶性 CD26 同様に 4 種類の濃度の標準試

料（10，100，300，800ng/ml）を同時に 6

回測定することで同時再現性試験とした。表

3 に示したように 100ng/ml~800ng/ml では

変動係数 CV が 10％以下と良好な結果を示

した。しかし極低濃度（10ng/ml）では、ば

らつきが大きかった。次に 4 種類の濃度の

標準試料（10，100，300，800ng/ml）を 5

回繰り返して測定することで測定間再現性

試験とした。表 4 に示すように 100ng/ml ~ 

800ng/mlでは変動係数CVが 10％以下と良

好な結果を示した。しかし極低濃（10ng/ml）

ではばらつきが大きかった。添加回収試験

（Recovery）と直線性試験（Linearity）に

ついて添加回収試験（Recovery）は R&D 

system 社の Spike and Recovery Test 

protocol に従って実施した（図 4-1 参照）。

「試料」は健常成人血清を 10 倍希釈したも

のを使用。「添加あり」は recombinant CD26 

(R&D#1180-SE)を最終濃度 500ng/ml にな

るようにサンプルに添加した。Recovery は

図 6上段に示すように回収率 80~120％範囲

内と良好な結果を示した。しかし「希釈なし」

はやや不良であった。Linearity については

図 6 下段に示すように添加なしの試料の直

 1） アッセイの実施
キット付属のプロトコルに従い、Ⅲ・Ⅳ・で調整した試料を用いてアッセイを行います
プレートのウェル配置図

2） 測定値の算出・解析
以下の計算式を使用して、測定値を算出し、解析を行います
1．添加回収試験

2．直線性試験
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図4-1 添加回収試験(Recovery)と直線性試験(Linearity)の
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図4-2 添加回収試験（Recovery）と直線性試験（Linearity）
添加回収試験（recovery）はR&D Systems社のSpike and Recovery Test Protocolに
従って実施した。「試料」は健常成人血清（を２０倍希釈したもの）を使用。
「添加あり」はrecombinant CD26を最終濃度50ng/mLになるようにサンプルに添加した。

添加回収試験（Recovery）

⇒直線性８０〜１２０％範囲内と良好な結果を示した。

試料（添加あり） 試料（添加なし） 回収率(％)

希釈なし 83.19 37.89 95.17

1/2希釈 43.13 20.39 98.44

1/4希釈 21.29 11.10 90.98

1/8希釈 11.72 4.83 109.19

直線性試験（Linearity）
直線性（％）

試料（添加あり） 1/2希釈 103.69

1/4希釈 102.37

1/8希釈 112.71

試料（添加なし） 1/2希釈 107.63

1/4希釈 117.18

1/8希釈 101.98

⇒回収率８０〜１２０％範囲内と良好な結果を示した。

図4-2 添加回収試験（Recovery）と直線性試験（Linearity）
添加回収試験（recovery）はR&D Systems社のSpike and Recovery Test Protocolに
従って実施した。「試料」は健常成人血清（を２０倍希釈したもの）を使用。
「添加あり」はrecombinant CD26を最終濃度50ng/mLになるようにサンプルに添加した。

添加回収試験（Recovery）

⇒直線性８０〜１２０％範囲内と良好な結果を示した。

試料（添加あり） 試料（添加なし） 回収率(％)

希釈なし 83.19 37.89 95.17

1/2希釈 43.13 20.39 98.44

1/4希釈 21.29 11.10 90.98

1/8希釈 11.72 4.83 109.19

直線性試験（Linearity）
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試料（添加あり） 1/2希釈 103.69

1/4希釈 102.37

1/8希釈 112.71

試料（添加なし） 1/2希釈 107.63

1/4希釈 117.18

1/8希釈 101.98

⇒回収率８０〜１２０％範囲内と良好な結果を示した。
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線性は良好な結果を示した。添加ありの試料

の直線性はやや不良であった。健常成人の血

清検体を 4℃で保存して DPPIV 酵素活性を

検討したところ 2 週間までは測定値の変化

は認められなかった。次に健常成人の血清検

体を 10 回まで凍結融解をくり返したが、測

定値の変化は認められなかった。最後に

DPPIV 酵素活性測定アッセイの測定時間の

短縮化の検討を行った。従来の検体反応時間

は一晩･静置・4℃で施行していたが 2 時間･

穏やかに振盪、室温に変更して健常成人血清

11 例について DPPIV 酵素活性値を測定し

た。図 7 に示すように DPPIV 酵素活性は室

温 2 時間の検体反応条件では低く測定され

ることが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 y = 1.00 x (理想)
(M / min)

(M / min)

図7 DPPIV活性測定値の比較（従来法 v.s. 改訂版）

【改
訂

版
】

y = 0.597 x
r 2 = 0.888

⇒ DPPIV活性測定は、2時間の検体反応時間では、低く測定される

DPPIV活性測定系では、検体希釈による
マトリックス効果の影響も考慮する必要あり

【従来法】

 

 

D．考察 

現在、糖尿病治療薬として DPPIV 酵素阻

害薬が登場し、幅広く臨床現場に用いられて

いる。 

ヒト化 CD26 抗体を投与すると、血清中

に存在する sCD26 と反応し、投与患者では

sCD26 値及び DPPIV 酵素値が減少するこ

とが予想されることから sCD26 及び

DPPIV 酵素活性値を治療経過でモニターに

していくことは抗体療法が安全に施行され

るためにも必須である。 

今までに可溶性 CD26 測定系として異な

るエピトープと反応する CD26 抗体、5F8

及び1F7を用いたサンドイッチELISA法及

び DPPIV 酵素測定法としては固相化した

5F8 に 可 溶 性 CD26 を 捕 捉 さ せ 、

Gly-Pro-pNA を加えて、DPPIV 活性を測定

する方法を確立した。しかしヒト化 CD26

抗体と 1F7 は同一エピトープを認識する

CD26 抗体であるため（5F8 は異なるエピト

ープ）ヒト化 CD26 抗体治療患者では血清

中の sCD26 にヒト化抗体が結合するため従

来のCD26検出ELISA系の1F7ではsCD26

への結合が競合するために sCD26 は測定で

きなかった。 

 添加回収試験（Recovery）

⇒添加なしの試料の直線性は良好な結果を示した。
添加ありの試料の直線性はやや不良であった。

直線性試験（Linearity）

試料（添加あり） 試料（添加なし） 回収率(％)

希釈なし 5.49 1.26 73.18

1/2希釈 3.96 0.69 88.62

1/4希釈 2.30 0.39 90.09

1/8希釈 1.25 0.24 90.18

⇒回収率８０〜１２０％範囲内と良好な結果を示した。
「希釈なし」はやや不良であった。

図6 添加回収試験（Recovery）と直線性試験（Linearity）
添加回収試験（recovery）はR&D Systems社のSpike and Recovery Test Protocolに
従って実施した。「試料」は健常成人血清（を10倍希釈したもの）を使用。
「添加あり」はrecombinant CD26を最終濃度500ng/mLになるようにサンプルに添加した。

直線性（％）

試料（添加あり） 1/2希釈 119.88

1/4希釈 128.55

1/8希釈 134.06

試料（添加なし） 1/2希釈 108.61

1/4希釈 117.84

1/8希釈 118.12
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1/2希釈 3.96 0.69 88.62

1/4希釈 2.30 0.39 90.09

1/8希釈 1.25 0.24 90.18

⇒回収率８０〜１２０％範囲内と良好な結果を示した。
「希釈なし」はやや不良であった。
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添加回収試験（recovery）はR&D Systems社のSpike and Recovery Test Protocolに
従って実施した。「試料」は健常成人血清（を10倍希釈したもの）を使用。
「添加あり」はrecombinant CD26を最終濃度500ng/mLになるようにサンプルに添加した。
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1/4希釈 117.84

1/8希釈 118.12

 

標準試料 プレート1 プレート2 プレート3 プレート4 プレート5 Mean SD CV (%)

10 ng/ml 0.28 0.33 0.24 0.23 0.30 0.27 0.04 14.69

100 ng/ml 1.63 1.99 1.86 1.77 1.82 1.81 0.13 7.17

300 ng/ml 3.66 3.68 3.37 3.36 3.89 3.59 0.23 6.31

800 ng/ml 5.94 5.53 5.76 6.25 5.82 5.86 0.26 4.50

表4 測定間再現性試験（Inter-assay）：
DPPIV酵素活性アッセイの性能試験

４種類の濃度の標準試料（10, 100, 300, 800ng/ml）を5回繰り返して測定することで
測定間再現性試験とした。DPPIV酵素活性値はM/minで表示した。

⇒ 100ng/ml〜800ng/mlでは変動係数ＣＶが１０％以下と良好な結果を示した。
極低濃度（10ng/ml）ではバラつきが大きかった。

標準試料 プレート1 プレート2 プレート3 プレート4 プレート5 Mean SD CV (%)

10 ng/ml 0.28 0.33 0.24 0.23 0.30 0.27 0.04 14.69

100 ng/ml 1.63 1.99 1.86 1.77 1.82 1.81 0.13 7.17

300 ng/ml 3.66 3.68 3.37 3.36 3.89 3.59 0.23 6.31

800 ng/ml 5.94 5.53 5.76 6.25 5.82 5.86 0.26 4.50

表4 測定間再現性試験（Inter-assay）：
DPPIV酵素活性アッセイの性能試験

４種類の濃度の標準試料（10, 100, 300, 800ng/ml）を5回繰り返して測定することで
測定間再現性試験とした。DPPIV酵素活性値はM/minで表示した。

⇒ 100ng/ml〜800ng/mlでは変動係数ＣＶが１０％以下と良好な結果を示した。
極低濃度（10ng/ml）ではバラつきが大きかった。

標準試料 テスト1 テスト2 テスト3 テスト4 テスト5 テスト6 Mean SD CV (%)

10 ng/ml 0.41 0.19 0.26 0.24 0.32 0.25 0.278 0.077 27.59

100 ng/ml 1.77 1.84 1.49 1.59 1.5 1.6 1.632 0.143 8.78

300 ng/ml 3.87 3.54 3.5 3.63 3.66 3.78 3.663 0.141 3.85

800 ng/ml 5.57 6.04 5.74 5.88 6.71 5.72 5.943 0.408 6.86

表3 同時再現性試験（Intra-assay） ：
DPPIV酵素活性アッセイの性能試験

４種類の濃度の標準試料（10, 100, 300, 800ng/ml）を同時に6回測定することで
同時再現性試験とした。DPPIV酵素活性値はM/minで表示した。

⇒ 100ng/ml〜800ng/mlでは変動係数ＣＶが１０％以下と良好な結果を示した。
極低濃度（10ng/ml）ではバラつきが大きかった。

標準試料 テスト1 テスト2 テスト3 テスト4 テスト5 テスト6 Mean SD CV (%)

10 ng/ml 0.41 0.19 0.26 0.24 0.32 0.25 0.278 0.077 27.59

100 ng/ml 1.77 1.84 1.49 1.59 1.5 1.6 1.632 0.143 8.78

300 ng/ml 3.87 3.54 3.5 3.63 3.66 3.78 3.663 0.141 3.85

800 ng/ml 5.57 6.04 5.74 5.88 6.71 5.72 5.943 0.408 6.86

表3 同時再現性試験（Intra-assay） ：
DPPIV酵素活性アッセイの性能試験

４種類の濃度の標準試料（10, 100, 300, 800ng/ml）を同時に6回測定することで
同時再現性試験とした。DPPIV酵素活性値はM/minで表示した。

⇒ 100ng/ml〜800ng/mlでは変動係数ＣＶが１０％以下と良好な結果を示した。
極低濃度（10ng/ml）ではバラつきが大きかった。
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更に市販の可溶性CD26測定ELISAキッ

トにおいてもヒト化 CD26 抗体が存在する

と測定不能であった。今まで我々の開発した

CD26 抗体の中で 9C11 抗体が従来の

ELISA に用いていた 1F7, 5F8 及びヒト化

CD26 抗体とは異なるエピトープと反応す

る抗体であることを同定し可溶性 CD26 検

出ELISA系において1F7 biotinの代わりに

9C11 biotin に置き換えて、正常人血清にヒ

ト化 CD26 抗体を加えてアッセイを行った

ところ競合することなく可溶性 CD26 の測

定が可能であった。しかも 9C11 を用いた新

規 ELISA は市販の R&D 社の ELISA キッ

トよりも感度が高いことが明らかとなった。

フランスでのヒト化 CD26 抗体の第Ⅰ相臨

床試験は平成 26 年 9 月に終了して、安全性

の確認及び期待される効果を示唆するデー

タも得られた。その全ての抗体投与患者にお

いて血清中の可溶性 CD26 は測定可能であ

り、更に抗体投与量が増加するにつれて、可

溶性 CD26 濃度は低下し、可溶性 CD26 値

とDPPIV酵素活性値は相関して動くことか

ら DPPIV 酵素値も低下して DPPIV 阻害剤

が投与されている病態を呈する可能性があ

り、ヒト化 CD26 抗体投与例において糖尿

病薬服用者については特に低血糖発作など

に注意する必要性が示唆された。可溶性

CD26 定量 ELISA アッセイシステムの性能

試験の結果はとても良好であった。更に可溶

性 CD26 測定は検体反応時間も従来の一晩

から二時間に短縮できた。一方で DPPIV 酵

素活性アッセイシステムでは血清中の可溶

性CD26/DPPIV 分子のキャプチャー性能は

良好であったが、極低濃度ではその測定にば

らつきがあったり、添加ありの試料の直線性

はやや不良であることが観察された。また

DPPIV 酵素活性測定法については可溶性

CD26 測定 ELISA とは異なり検体反応時間

を短縮するとDPPIV酵素活性は低く測定さ

れた。これは DPPIV 酵素活性測定の際に血

清中に干渉因子が存在し、その為に測定結果

に影響を及ぼす可能性が示唆された。また

DPPIV 酵素活性アッセイシステムの手順簡

便化のためには測定干渉因子を最小化する

条件検討が必要なことが明らかになった。今

後標準物質を用いて市販の液層測定系と対

比して検討予定である。 

 

E．結論 

従来の可溶性 CD26/DPPIV 測定 ELISA

系に用いていた 2 種の CD26 抗体及びヒト

化 CD26 抗体とは異なるエピトープの

CD26抗体 9C11を用いることにより血清中

にヒト化 CD26 抗体存在下でも可溶性

CD26/DPPIV を測定できる新 ELISA 系を

確立した。本 ELISA 系は従来の ELISA 系

と同等の感度を示し、市販の ELISA キット

よりも格段に感度は高かった。フランスのヒ

ト化 CD26 抗体投与の第Ⅰ相臨床試験患者

血清においてもブロックされることなく可

溶性CD26/DPPIV 値は適切に測定すること

ができた。可溶性 CD26 ELISA アッセイシ

ステムの性能はとても良好で検体反応時間

も短縮できることが明らかとなった。しかし

DPPIV 酵素活性測定アッセイでは血清中に

存在する干渉因子などの影響で希釈検体な

どで測定値に影響を与える可能性が示唆さ

れ、また検体反応時間の簡便化はそれらの干

渉因子の存在などで現時点では難しいこと

が示唆された。 
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