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論 文 内 容 要 旨

緒論

消化器、呼吸器、泌尿 ・生殖器 な どの広大な面積 を有す る粘膜面は、 「内な

る外」 と称 され、絶えず病原微生物、異種抗原な どの侵入 に曝 されている。生

体はこれ らの危機 に応答するため、粘膜免疫 システムと呼ばれ る巧妙 な免疫機

構を駆使することにより、第一線バ リアを形成す る。消化管、特に小腸粘膜上

皮層には、栄養素の取 り込みを行 う吸収上皮細胞や、粘液を分泌する杯細胞な

どの上皮系細胞以外に、上皮細胞間 リンパ球(lntraeplthelianymphocyte;IEL)

が数多 く存在 し、相 互依存 的に粘膜クロス トークシステムを形成 し、病原微生

物感染時には細胞障害活性(cytotoxicactivity)を 発 揮す るな ど免 疫的 防御 能 を.

有 してい る。

マ ウスIELに は、脾臓 、 リンパ節 、末梢血 な どと比較 して高頻度にYδ型 のT

細胞 レセ プ ター(TCR)を 有す るYδT細 胞(YδIEL)が 存在 す る。YδIELが 欠損

したTCR餅 マ ウスでは、腸管上皮細胞 の分裂増殖能が著 しく低下することか ら、

YδIELは 腸管上皮細胞 の発達分 化に必須 と考え られている。近年、YδIELが 産生

す る角化細 胞増殖 因子(KGF)が 、腸 管上皮細胞 の分裂増 殖 に深 く関与す るこ

とが報告 された。一方、腸管上皮細胞が産生す るIL-7,{L-15,'SCF等 はIELの 成

熟 ・活性 化 を促進す る。 この ように、腸管上皮細胞 とIEL間 のサイ トカイ ンを

介 した細胞 間 ク ロズ トークは、粘膜免疫 システムにおける第ム線バ リア として

の粘膜上皮の形態形成に必須である。 しか しなが ら、IELの 腸 管上皮層 への遊

走な らび に、上皮細胞間での接着 メカニズムは未だほ とん ど解明 されてお らず、

そのメカニ.ズム を究 明す る ことは粘 膜バ リア とレての腸管上皮の形態形成機序'

な らび に、感染 防御 メカニズム を解明する上で重要であるだけでなく、宙Lの

粘膜免疫 システム にお ける機 能的役割をさらに理解する上で も重要である。

本研究では、腸管上皮細胞の細胞表面分子を認識す るモノクローナル抗体 を

多数作製す ることにより、腸管上皮細胞 とIEL間 にお ける新規細胞接着 メカニ

ズムを探求することを 目的とした。
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第一章

の作製

ブタ腸管上皮細胞の単離精製法の確立 と、特異的モノクローナル抗体

腸管上皮層は、吸収上皮細胞、杯細胞、消化管ホルモンを内分泌す る基底顯

粒細胞、抗菌物質を分泌す る陰窩のバネー ト細胞 といった少なくとも4種 類 の

細胞集 団 か ら構 成 され 、病原微生物の侵入 に対する最前線での一層の防御バ リ

アを形成 している。今 日、 リンパ球 ・単球な どの免疫担当細胞の細胞表面分子

が次々と同定 され、CD(clusterofdifFerentiation)分 類化 が進 む 中で、上皮細胞

特異的膜 表面分子、ならびにその認識モノクローナル抗体に関す る報告は未だ

少ない。

本章では、近年、 ヒ ト遺伝子 との相同性 が高 く、臓器移植の分野で特に注 目

されているブタ(3元 交雑)を 用 い、小 腸組織 よ り各 種酵素(コ ラゲナー ゼ 、

ピアル ロニダーゼ 、パンク レアチ ン)を 組み合 わせ て細胞 を単離 した後、比重

遠心法ならびにMACSシ ステ ム を用 い て、腸管 上皮細 胞 の単離精製法 を確立

した。次に精製上皮細胞をマ ウスに免疫す ることにより、腸管上皮細胞特異的

モノクローナル抗体を作製 し1腸 管上皮細胞 とIEL間 の細胞 間接着 に関与す る

分子 を探 求す ることを試みた。

その結果、約90%の 腸管 上皮細胞 の精製 に成 功 し、またそれを免疫す ること

によ り、計10ク ロー ンのモ ノクローナル 抗体 の作製に成功 した。中でも、#5-15-1

抗体 は、腸管上皮 細胞 の側 面お よび基底膜 を強 く認識 し(Fig.1)、1そ の認識 抗

原は、非還元状態 で約41-43kDaで あった(Fig.2)。 さ らに、孝5-15-1抗 体 は、、

小腸以外 で は、大腸 お よび肺の上皮細胞で反応特異性 を示 したが、食道、胃で

は、その特異 性は認 められなかった(Fig.き,4)。 本研究 は、腸管上皮細胞 とIEL

間 の新規 細胞接着 メカ ニズム を解 明す ることが最終 目的であ り、特異性 と反応

性 を考慮 して、この孝5-15-1抗 体 を用 いて さらに詳 細 な解析 を進めた。
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第二章#5・15・1抗 体 の腸 管上皮 細胞 間 リンパ 球(IEL)で の反応特 異性 と、 そ

の認 識分子 の同定

腸 管 上 皮 細 胞 間 に 存 在 す る リンパ 球(IEL)は 、 種 々 の 病 原 菌 な らび に ウイ

ル ス の侵 入 に対 して細 胞 障 害活 性(cytotoxicactivity)を 発 揮 す る な ど、 生 体 防

御 能 を有 して い る。 腸 管 上 皮 細 胞 間 は 、密 着 結 合(tightjunctlon)等 の細 胞 接 着

装 置 に よ って 互 い が 結 合 す る こ とに よ り、 強 固 な上 皮 層 を形 成 して い る の に 対

し、IELに 関 して は 、腸 管 上 皮 層 に どの よ うに遊 走 し、 ま た 腸 管 上 皮 細 胞 と、

どの よ うな 細胞 間 接 着 装 置 を有 して い るの か は未 だ 明 らか で は な く、IELの み

が 完 全 に欠 損 した モ デ ル マ ウス は今 日ま で の と こ ろ存 在 しな い 。IELの 上 皮 間

で の定 着 性 の解 明 は 、粘 膜 上皮 の形 態形 成 の解 明 に もつ な が る こ とか ら、本 章

で は 、 前 章 で作 製 した孝5-15-1抗 体 のIELに 対 す る特 異 性 を検 討 し、 さ らに は

本 抗 体 の認 識 分 子 を 同 定 す る こ と を 目的 と した。

単 離 した 腸 管 上 皮 細 胞 、IEL、 脾 細 胞 な らび に末 梢 血 リ ンパ 球 を#5-15-1抗 体

で 染 色 し、 フ ロー サ イ トメ トリー で 解 析 した 結 果 、本 抗 体 は腸 管 上 皮 細 胞 の み

な らずIELに も反 応 特 異 性 を示 した。 しか しな が ら、 脾 細 胞 な らび に末 梢 血 リ

ン パ 球 に は 、 全 く 反 応 性 が 認 め られ な か っ た(Fig.5)。 ま .た 、Affinity

chromatographyに よ り#5-15-1抗 体 の認 識 分 子 を精 製 し、 トリプ シ ン 消 化 後 、

MALDI-TOF-MSお よびtandemMSに よ りペ プ チ ド分 子 量 な らび に ア ミノ酸 配

列 の 推 測 に よ り 、 本 分 子 の 同 定 を 試 み た 結 果 、 本 分 子 が ヒ トEpithelialceH

adhesionmolecule(Ep-CAM)の ホモ ログ で あ る可 能 性 が 示 唆 され た(Fig.6)。

そ こで 、 ブ タEp-cAM遺 伝 子 の ク ロー ニ ン グ を行 い(Fig.7)、 そ のoRFを 形

質導 入 した トラ ン ス フ ェ ク タ ン トを#5-154抗 体 で染 色 した 結 果 、 こ の トラ ンス

フ ェ ク タ ン トは 本 抗 体 に 特 異 的 に認 識 され る こ とが 示 ・され た(Fig.'8)。 以 上 の

結 果 よ り、孝5-15-1抗 体 が抗 ブ タEp-CAM抗 体 で あ る こ と を直接 的 に証 明す る

こ とに成 功 した。 さ らに 、孝5-15-1抗 体 お よ び抗 ブ タCD45モ ノ ク ロー ナ ル 抗 体

を併 用 した 二重 免 疫 染 色 法 に よ り、 小腸 で のEp-CAMの 発 現 を詳 細 に検 討 した

結 果 、CD45陽 性 のIELに 陽性 反 応 が認 め られ た の に対 し、粘 膜 固有 層 のCD45

陽性 リンパ球(LPL)で は 、 陽性 反 応 は全 く認 め られ なか っ た(Flg.9)。
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第三章 マ ウス小腸でのEp-CAMの 発現解 析

抗 ブ タEp-CAMモ ノク ロー ナル抗体(孝5-15-1)を 用い た解析 か ら、 上皮細

胞 間接着 分子の一つであるBp-CAMが 腸管上皮細胞 のみ な らずIELに も発 現す

るこ とが初めて明 らか に され、Ep-CAMを 介 した腸管上皮 細胞 とIEL問 にお け

る新 規接 着 メカニ ズム の存 在が証明 された(前 章)。 そ こで本 章 で は、 マ ウス

にお け る、Ep-CAMを 介す る腸 管上皮細胞 とIEL間 の細胞i接着 メカニズ ム を解

析す るこ とを 目的 とした。近年の遺伝子工学分野の 目覚ま しい発展によ り、遺

伝子欠損マ ウスの作成が容易な今 日、Ep-CAMを 介 した腸管 上皮 細胞 とIEL問

の細胞接 着 メカ ニズム を分子 レベルで解明す ることは、そ う困難ではない。本

章では、その基礎実験 として、ブタ同様 のEp-CAMの 発現 が異種動物 で あるマ

ゥスで も認められ るか否かを、タンパ クレベルお よび遺伝子 レベルで解析 した。

マ ウスよ り単離 した腸管上皮細胞、IELな らび にLPLを 抗マ ウスEp-CAM抗

体 で染 色 した後、 フ ロー サイ トメ トリー を用いてEp-CAMの 発現 を解析 した結

果 、ブ タでの結果同様、腸管上皮細胞 とIELに おい て、Ep.CAMの 発現 が認 め

られ たのに対 し、LPLで はその発現 は検 出 され なかった(Fig.10)。 また 、抗 マ

ウスEp-CAM抗 体 と抗マ ウスCD45抗 体 とを併用 した二重免 疫染色法 によ り、

マ ウス小腸でのEp-CAMの 発現 を検討 した結果 も、 ブ タでの結果同様、CD45

陽性 のIELに 陽性反応 が認 め られ たのに対 し、CD45陽 性LPLで は、 陽性 反応

は全 く認 め られ なかった(Fig.11)。 さ らには、小腸上皮層 よ り単離 したCD45

陰性 細胞 と陽性細胞 を、それ ぞれ腸管上皮細胞お よびIELと して分離精製 した

後、Rr-PCR法 を行つた結果 、両細胞 にお いてEp-CAM特 異 的mRNAの 発 現が

認 め られ た(Fig.12)。
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総合考察

本研究は、粘膜免疫 システムにおいて多機能性 を発揮 している腸管上皮細胞

とIELの 細胞 間接着 メカニズ ムを解 明す ることを目的 とした。近年、腸管上皮

細胞が発現するE-cadhennが 腸管上皮細胞 間の接 着のみ な らず、IELが 発 現す

るαEβ7integrinとの異種 タンパ ク問 で結合す る ことにより、腸管上皮細胞 とIEL

間の接着 に関与 して い ることが報告 された。事実、αEintegrin遺 伝子欠 損マ ウ

スを用 いた解 析 では、IEL数 は約 半数 にまで減 少す る。 しか しなが ら、IELは

完全 には消失 しない。 この こ とは、未解明な腸管上皮細胞 とIEL間 の細胞 間接

着 メカニ ズムが存在す ることを強 く示唆する。

本研究で作製に成功 した抗ブタEp-CAMモ ノクローナル抗体 は、腸 管上皮細

胞 のみならず、IELに も特異性 を有す るこ とが、 フローサイ トメ トリー解析お

よび免疫組織学的解析から示 され、Ep-CAMを 介す る腸 管上皮 細胞 とIEL間 の

新規細 胞 間接着 メカ ニズ ムの存在が証 明された。 さらには、マ ウスを用いた解

析でも、ブタ同様、腸管上皮細胞 とIELに お いて、Ep-CAMが タ ンパ ク レベル

な らび にmRNAレ ベル で発現 してい ることを突 き止 めた。 このことは、種問を

超えて、Ep-CAMが 腸管上皮細胞 とIEL間 の細胞接着 に関与 してい るこ とを証

明す るものであ り、 ヒ トにおいて も、本 メカニズムが存在す ることが推測 され

る。,

しか しなが ら、本研究成績 を確 証するためには、Ep-CAM遺 伝子欠 損マ ウス

の作成 とそれ を用 いた個体 レベルでの直接的解析が必須であ り、Ep-CAM分 子

に 関 して細胞 間接着 の観 点 だけでな く感染抵抗性あるいは粘膜免疫応答誘導能

等、詳細に解析 してい く必要があると考える。本研究では さらなる展開 として、

すでにEp-CAM遺 伝子欠損マ ウス の作製 を開始 してお り、腸管上皮細胞 とIEL

間の細胞 間接 着 メ.カニ ズムが近い将来全解 明でき るもの と期待 される。
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Fig.1.ImmunoreactivityofnewlyestablishedmAb#5-

15-1.mAb#5-15-Ispecificallyreactedwithbasolateral

surfaceofIECsfromcrypttovilli.Bar-50ｵm

Fig.3

Fig.3.ImmunoreactivityofmAb#5-15-1 mucosa-associated

tissues.Almostalloftheepithelialtissuesexceptesophagusandstomachwere

reactedwith#5一]5-1.(a)Esophagusepithelium,(b)stomachepithelium,(c)fundic

glandinstomach,(d)epitheliuminduodenum,(e)cryptinduodenum,(f)

gloandulaedeodenalesinduodenum,(g)follicle-associatedepithelium(FAE)in

Peyer'spatch,(h)lymphoidfollicleinPeyer'spatch,(i)epitheliumincolon,(j)

epitheliuminlung,(k)hepatocyteinliver,(1)splenocyteinspleen.Bar-50ｵm.
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Westernblot

Westernblot

Fig.2.Immunoprecipitationandwesternblotanalyses

ofnewlyestablishedmAb#5-15-1.Thelysateofsmall

intestine(lanesland2)orPBS(lanes3and4)were

immunoprecipitatedwith#5-15-1(lanesland3)and

isotypecontrol(mouseIgG2b;lane2and4)andthen

analyzedbywesternblotwithbiotinylated#5-15-1and

ABC-APunderreducing(rightpanel)ornon-reducing(left

panel)condition.Aproteinmeasuringapproximately41-43
kDawasvisiblebymAb#5-15-Iundernon-reducingbut

notreducingcondition.

Fig.4.Immunoprecipitationandwesternblotanalysisofdifferentmucosa-

associatedtissueswithmAb#5-15-1.Theleftpanelshowsthedataobtained

usingSDS-PAGE,whiletherightpanelindicatedthedataobtainedbyusing

westernblotanalysis.Aproteinwithamolecularmassof41-43kDawasvisiblein

theduodenum,拘unum,ileum,appendix,colon,andlungbutnotintheesophagus,

stomach,liverandspleenundernon-reducingcondition.(1)Esophagus,(2)

stomach,(3)duodenum,(4)jejunum,(5)ileum,(6)appendix,(7)colon,(8)lung,

(9)liver,(10)spleen,(11)!γ 』へbaione.
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論 文 審 査 結 果 要 旨

消化 管,特 に小腸粘膜上 皮層に は,摂 取 した栄養素 の取 り込み を専門 とす る吸収 上皮細胞,粘 液 を

分泌す る杯 細胞な どの上皮系細胞以外 に,上 皮細胞 間 リンパ球(In杜aepithel梱lymphocyte;IEL)が 数

多 く存在 し,相 互依存的 に粘膜 クロス トー クシステムを形成 し,病 原微 生物感染時 には細胞障害活性

(cytotoxicacdvity)を 発 揮 し,免 疫 防御能 を司 ってい る。腸管上皮細胞 とIELの サイ トカイ ンを介 し

た細胞 間ク ロス トー クは,粘 膜免疫 システムの第 一線 バ リア として粘膜上皮 の形態形成 に必須で ある。

しか しなが ら,IELが 腸管上皮層 に どのよ うに遊走 し,ま た上皮細胞間に どの よ うに定着す るのかは,

未だ ほ とん ど解 明 されてい ない。その機構解 明は,粘 膜バ リア としての腸 管上皮の形態形成や感染 防

御 のメカニズ ムを解 明す るだ けでな く,IELの 粘膜免疫 システムにお ける機能 的役割 を さ らに理解す

る上 で も極 めて重要で ある。本研 究では,腸 管上皮細胞 の細胞表面 分子を認識す るモ ノク ローナル抗

体 を樹 立 し,腸 管上皮細胞お よびIEL間 にお ける新規細胞接着 メカニズム を探求す るこ とを 目的 とし

た。

初 め に,ブ タの腸 管か ら約90%の 精製度 の上皮細 胞 を単離 し,マ ウス に免疫 す るこ とに よ り,10

ク ロー ンの腸 管上皮細胞特異 的モ ノクローナル抗体 を樹立 した。この 中か ら,腸 管上皮細胞の側面 と

基底膜 を強 く認識す る抗体(#5-15-1)に 着 目し,そ の認識抗原(非 還元状態 で約41-43kDa)を 明

らかに した。腸 管上皮細胞 な らび にIEL問 の細胞 間接着 に関与す る分子は この抗 体の反 応特異性 を中

心 に探 求 した。肥Lが 腸管上皮 層で腸管上皮 細胞 と,ど の よ うな細胞 間接 着 メカ ニズムを有す るか は

明 らかではない こ とか ら,新 規#5-15-1抗 体 のIELに 対す る反応特 異性 をフ ローサイ トメ トリーで,

またそ の認識分子 をA缶nitychromatography,MALDI-TOF-MSな らびにtandemMS法 で同定 した。 さ

らに,cDNAの クローニ ングを行い,#5-15-1が ブ タEp-CAMを 認識す る抗 ブタEp-CAMモ ノク ロー

ナル抗体で あるこ とを突 ぎ止 めた。 また,ブ タEp-CAMの トランスフ ェクタ ン トを作成 し,本 抗体の

反応特異性 を証 明 した。二重免疫染色法 によ り,Ep-CAM発 現 はCD45陽 性 のELで のみ認め られ,

CD45陽 性粘膜 固有 層 リンパ球(LPL)で は認め られ ないこ とを確認 した。

次 に,ブ タのEp-CAM発 現 力》 ウスで も同様に認 められ るか を,タ ンパ ク質 と遺伝子の レベルで解

析 した。二重免疫染色 法に よ り,ブ タ と同様 に,マ ウス腸管上皮細胞 とIELで のみ,Ep-CAMの 発現

が認 め られ た。また,精 製 したマ ウス腸管 上皮細胞 とIELに おいて,Ep-CAM特 異 的mRNAが 発 現 した。

以上 の こ とよ り,腸 管 上皮細胞 とIEL間 でのEp-CAMを 介 した細 胞接着 メカニズ ムの存在 が遺伝 子

とタンパ ク質 レベル の両面 か ら証 明 され た。

本研 究で は,抗 ブ タEp-CAMを 認識す るモ ノク ローナル抗体 が作成 され,Ep-CAMを 介 した腸 管

上皮細胞 お よびIEL問 の新規 な細 胞間接着 の存在 がブタ とマ ウスで明 らかに され た。 この ことは,種

間を超 えて,Ep-CAMが 腸管上皮細胞 とIEL間 の細胞 接着に関与す るこ とを証明す るものであ り,ヒ

トにおいても,そ の存在 が推測 され る。今後,Ep-CAM遺 伝 子欠損 マ ウスの作成 とそれ を用いた個体

レベル での直接 的解析に よ り,Ep-CAMが 細胞 間接着 だけでな く,感 染抵 抗性 あ るいは粘膜免 疫応答

誘導能等へ の関与 な ど,新 しい研究展 開が期待 され る。

以上,本 論 文 はEp-CAMが 腸 管上皮細胞 とIEL間 の新 しい細胞 間接着 因子 として関与す るこ とを

証 明 した。 この ことは,腸 管上皮層での粘膜 免疫 の機能分化 に新 たな研究展開 を提示す るものであ り,

高 く評価 され る。よって,審 査員一 同は,こ れ を博士(農 学)の 学位 を授 与す るに値す るもの と判定 した。
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