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研究成果の概要（和文）：犬T細胞型リンパ腫に対する抗体医薬の開発を目的に、犬リンパ腫腫瘍細胞株に特異
的なモノクローナル抗体を作製した。得られたクローンのうち3個について、犬リンパ腫細胞株、犬リンパ腫症
例由来腫瘍細胞、健常犬末梢血リンパ球に対する反応性を検討した。犬リンパ腫腫瘍細胞株については、一部に
対して陽性を示し、健常犬末梢血リンパ球に対しては陰性を示すクローンが得られたが、症例由来腫瘍細胞のフ
ローサイトメトリーによる解析では、症例数が少ないため最終結論は出せないが、陽性を示すものはほとんどな
かった。またえらえた抗体は、パラフィン包埋組織ブロックを用いた免疫染色に用いることができないことが明
らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To establish the antibody-based therapy for canine lymphoma, the monoclonal 
antibodies against canine lymphoma cell lines were obtained. Among the established clones, 3 clones 
were deeply investigated to confirm the reactivity to canine lymphoma cell lines, tumor cells from 
dogs with lymphoma, and PBMC from healthy beagles. Three antibodies reacted to some of canine 
lymphoma cell lines, but only one antibody reacted weakly to tumor cells from lymphoma dogs, but 
none of antibodies reacted to PBMC from healthy beagles. Furthermore, these antibodies could not be 
used to stain the paraffin-embedded lymphoma tissues. 

研究分野：獣医腫瘍学

キーワード： 犬　腫瘍　抗体

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
	 犬の悪性リンパ腫は、犬の血液系腫瘍の中
で最も発生率が高い。抗癌剤を用いた治療法
が中心となるが、人のリンパ腫に対しては近
年低分子化合物や抗体医薬を付加的に用い
ることにより、大幅な予後の改善が認められ
るようになった。一方、犬の T細胞型リンパ
腫は予後が悪く、抗がん剤の効果も弱いため、
新規治療法の必要性が高い。犬のリンパ腫に
対する抗体医薬も最近海外において市販さ
れるようになったが、著しい予後の改善は認
められていないため、実質的に犬の T 細胞型
リンパ腫に対する臨床上の効果を望める抗
体医薬は存在しない。 
 
２．研究の目的 
犬のT細胞型リンパ腫の治療に用いることが
可能な抗体を作製し、臨床上用いることがで
きることを証明する。 
 
３．研究の方法 
ラットの免疫：我々が以前に樹立した 3種類
の T 細胞型リンパ腫細胞株 Ema, CLC, CLK
（Umeki S. et al., J Vet Med Sci. 2013）をそれ
ぞれ 1x107細胞ずつ、1 回の免疫あたり 1 細
胞株ずつ、アジュバント Titer Max Goldと混
和し SD ラットのフットパッドに免疫する。
免疫スケジュールは、2 週間に 1 回、3 種類
の細胞株を順番に免疫する。最終の細胞株の

免疫 3日後に、膝下リンパ節を回収し、Umeki
らの報告（Umeki S. et al., Vet Immunol. 
Immunopathol. 2012）に従いハイブリドーマを
作成する。 

抗体産生ハイブリドーマライブラリーのス

クリーニング：ハイブリドーマの培養上清を

随時回収し、後述するフローサイトメトリー

によって必要に応じて反応性を確認した。 

得られた抗体の精製：ハイブリドーマを

Hybridoma-SFMを用いて無血清化し、その培
養上清を随時回収し、常法にもとづいて

protein Aカラムにより抗体を精製した。 

抗体のサブクラスの決定：精製した mAbは、
抗ラット IgG1 抗体、抗ラット IgG2a 抗体、
抗ラット IgG2b抗体、抗ラット kappa抗体、
抗ラット lambda 抗体を一次抗体として用い
たフローサイトメトリーにより、サブクラス

を決定した。 

フローサイトメトリー：モノクローナル抗体

の反応性を確認するために、健常犬から末梢

血単核球を常法に基づき、分離し用いた。ま

たリンパ腫罹患犬の腫瘍組織より採取した

腫瘍細胞については、PBSで洗浄後もしくは

血球の混入が激しい場合は ACK バッファー
により洗浄後、用いた。フローサイトメトリ

ーに用いた抗体は、それぞれ示すとおりであ

るが、二次抗体としては、抗ラット IgG-PE
抗 体 、 抗 ラ ッ ト IgG-Alexa647 抗 体 、

Streptavidin-PEを用いた。 

免疫組織化学染色：健常ビーグル及びリンパ

腫の症例由来組織を用いた。免疫組織化学染

色は、Okawaらの報告（Okawa et al., Res Vet 
Sci. 2010）に従い、1次抗体として精製済 mAb
を用いて実施した。 

細胞増殖アッセイ：mAbの細胞増殖への影響
を調べるために、リンパ腫細胞株を 1.25x104 
cells/wellで準備し、それぞれ mAbを 10µg/ml
から段階希釈して添加した。48時間の培養後、
cell counting kit-8試薬を添加し、450nmの OD
値を測定することで、細胞増殖率について検

討した。 

補体依存性細胞傷害活性：得られた mAb の
補体依存性細胞傷害活性(CDC)について検討
するために、リンパ腫細胞株を 1x105 
cells/wellで準備し、それぞれ mAbを 40µg/ml
から段階希釈して添加し、20分のインキュベ
ート後、ウサギ補体を添加し、さらに 90 分
の培養後、トリパンブルー法によって死細胞

の数をカウントした。 
	
４．研究成果	

ハイブリドーマライブラリーの作製および
モノクローナル化	
ハイブリドーマは、96 wellプレート 4枚にま
き、それら各 wellから回収した上清について
スクリーニングを行なった。スクリーニング
は、健常犬末梢血より分離した PBMCおよび
免疫に用いた犬リンパ腫細胞株の一つであ
る CLC に対する反応性をフローサイトメト
リーにより評価することで行った。すなわち、
健常犬 PBMC に対して反応せず、CLC に対
して反応する抗体を産生するハイブリドー
マを含む wellを探すこととした。しかしなが
ら、各 well には、もともと複数(10 個程度)
のハイブリドーマが含まれており、回収した
上清には複数の種類の抗体が含まれていた
ためか、PBMCに全く反応せず、CLCにのみ
反応するという well を探すことは困難であ
った。従って、ここでは PBMCに対する反応
性が比較的弱く、CLCに対して反応する培養

4. 研究成果： 
ハイブリドーマライブラリー作製及びモノクローナル化
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上清を含む wellを 40個程度選択した。	
	 次にこれらのうち A7, A10について、ハイ
ブリドーマを常法に基づいてモノクローナ
ル化することとした。それぞれの親 wellより
得られたモノクローナル化された well から
回収した抗体について、さらに健常犬由来
PBMC, CLC を用いてスクリーニングし、健
常犬由来 PBMC には反応せず、CLC に対して
反応するモノクローナル抗体 A7-4-15, 
A7-24-11, A10-4-2, A10-5-2, A10-13-2, 
A10-13-4を得た。	
	
リンパ腫腫瘍細胞株に対する特異性の解析	
	 得られた mAb のうち、A7-4-15, A7-24-11, 
A10-5-2 について、犬リンパ腫腫瘍細胞株 8
種類に対する反応性をフローサイトメトリ
ーによって検討したところ、表 1に示すとお
り一部の犬リンパ腫腫瘍細胞株に対して反
応するが、末梢血単核球のうち CD3 陽性 T
細胞にはすべての抗体が反応しないことが
明らかとなった。	

	
	
リンパ腫腫瘍細胞株に対する細胞傷害性の
検討	
	 得られた mAb について、それらが治療用
抗体としての機能をもつか、すなわち直接の
細胞傷害活性をもつかについて in vitro にお
いて検討した。すなわち CLC細胞を target細
胞とし、段階希釈した mAbを添加後、CCK-8
によって細胞増殖を検討したところ、3 種類
の mAb のどれもが直接の細胞傷害活性はも
たないことが明らかとなった。	
	
	

	

	
	
	
	
	
リンパ腫腫瘍細胞株に対する CDC 活性の検

討	
	 次に治療用抗体としてさらに CDC 活性を
もつかについて in vitroにおいて検討した。す
なわち CLC細胞を target細胞とし、段階希釈
した mAb およびウサギ補体を添加後、トリ
パンブルー法によって細胞死を検討したと
ころ、A10-5-2については弱い CDC活性を認
めたが、A7-4-15, A7-24-11については、	CDC
活性を全くもたないことが明らかとなった。	
	
	
	
	
	

	
	

	
	
	
	
	
	
リンパ腫症例由来腫瘍細胞に対する特異性
の解析	
	 得られた mAb が細胞株だけではなく、実
際のリンパ腫腫瘍症例由来腫瘍細胞に対し
て反応するかどうかについて、フローサイト
メトリーおよび免疫染色によって検討した。	
	 フローサイトメトリーについては、症例か
ら得られた生のサンプルを使用する必要が
あるため、多くの症例について検討できず、
全 5 例（T 細胞型リンパ腫 2 例、B 細胞型リ
ンパ腫 3例）について検討を行った。その結
果、A10-5-2のみしか検討できていないが、T
細胞型リンパ腫の 1例でその一部に反応する
症例が認められたが、残念ながらそのほかの
抗体で反応するものは認められなかった。	
	

	
	 一方、免疫組織化学染色は、過去のパラフ
ィン包埋ブロックを用いて実施可能である
ため、こうした場合に非常に有用な方法であ
る。そのため得られた mAb がリンパ腫症例
のパラフィン包埋ブロック由来組織切片に
用いることができるかどうかについて、様々
な条件を検討したが、残念ながら反応する条
件をみつけることができなかった。従って、
得られた抗体は、パラフィン包埋ブロック由
来組織に対する免疫組織化学染色には用い
ることができないことが判明した。現在凍結
組織に対して使用できないかについて検討
中である。	
	
抗 CD70抗体のリンパ腫特異性の解析	

目的：犬T細胞型リンパ腫に対する抗体がCLCの細胞死を誘導するもしくは増殖に対して影響を起こすか。

<Material>
・anti-rat IgG2a (stock:0.5mg/ml)
・A7-4-15 (stock 1.5mg/ml)
・A7-24-11 (stock 22.9mg/ml)
・A10-5-2 (stock 10.3mg/ml)
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どのクローンにおいても細胞増殖抑制または増強効果は認められなかった。
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<Method>
1. CLC：0.125x10^4cells/well
2. 37℃ 48時間 インキュベート
3. cell counting kit-8 10μl
4. 37℃ 1時間 or 2時間 インキュベート
5. 450nmで吸光度を測定

参考
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A10-5-2

犬T細胞型リンパ腫症例

A7-4-15 A7-24-11 A10-5-2
CLC + + +
Ema - - -
CLK - - -
UL-1 - - -
Nody-1 + + +
CLGL90 - - -
CLBL-1 - - -
GL-1 - - -

T cells (DogA) - - -
T cells (DogB) - - -
T cells (DogC) - - -
T cells (DogD) - - -



	 ここまで示したように本来のスクリーニ
ングで得られた mAb がリンパ腫治療に使用
できない可能性も考え、別途マイクロアレイ
を用いた研究から当研究室で同定し、その後
抗体を作製した CD70についても同様に、犬
T 細胞型リンパ腫に特異的に発現するか、ま
たその機能について解析を行った。	
	 まず抗犬 CD70	 mAb (4F2-12) を作製し、
その犬リンパ腫腫瘍細胞株に対する特異性
を検討するために、9 種類の犬リンパ腫腫瘍
細胞株に対するフローサイトメトリーによ
る解析を行った。その結果下に示すように、
一部のリンパ腫腫瘍細胞株に対して陽性を
示した。	

	
	
	
	
	

	
	

	
抗 CD70抗体のリンパ腫腫瘍細胞株に対する
細胞傷害性の検討	
	 	 得られた mAb について、直接の細胞傷
害活性をもつかについて in vitro において検
討した。すなわち CD70を過剰発現させたイ
ヌリンパ腫腫瘍細胞株 GL-1/CD70 細胞を
target細胞とし、段階希釈した mAbを添加後、
CCK-8 によって細胞増殖を検討したところ、
抗犬CD70 mAbが直接の細胞傷害活性はもた
ないことが明らかとなった。	
	

	
	
リンパ腫症例由来腫瘍細胞に対する特異性
の解析	
	 得られた抗犬CD70 mAbが細胞株だけでは
なく、実際のリンパ腫腫瘍症例由来腫瘍細胞
に対して反応するかどうかについて、フロー
サイトメトリーおよび
免疫染色によって検討
した。	
	 フローサイトメトリ
ーについては、症例から
得られた生のサンプル
を使用する必要がある
ため、多くの症例につい

て検討できず、全 21 例（T 細胞型リンパ腫
10例、B細胞型リンパ腫 10例、細胞型不明 1
例）について検討を行った。その結果、5 例
について陽性を示した（下図は代表例）。	
	 一方、免疫組織化学染色については、本抗
体自体がいかなる条件でもパラフィン包埋
ブロック由来組織切片には反応しないこと
が明らかとなった。従って、市販のパラフィ
ン包埋ブロック由来組織に使用可能な抗ヒ
ト CD70 抗体を購入し、犬 CD70 に対する反
応性についてウエスタンブロッティングで
検討を行い、反応性及び特異性について確認
した。その後、犬リンパ腫症例のパラフィン
包埋ブロック由来組織切片に対して本抗体
を用いて反応性を検討したところ、全 29 例
（T細胞型リンパ腫 9例、B細胞型リンパ腫 6
例、細胞型不明 14例）のうち 14 例において
陽性反応が認められ、犬のリンパ腫の一部の
症例において、CD70 が特異的に発現するこ
とがわかったため、当研究室で得た mAb を
治療薬として用いることができる可能性を
示唆した。	
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