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論 文 内 容 要 旨

細 胞 増殖 制 御 機構 の 解 明 は,細 胞 の 癌 化 の 問 題 と関 係 して,現 代 生 物 学 に課 せ られ た最 大 の課

題 の1つ で あ る。 近 年 の この 分 野 にお け る最 大 の成 果 は,細 胞 内癌 遺 伝 子(CelIularProto-

oncogene,C-onc)の 発 見 で あ り,こ れ らの 遺 伝 子 産 物 の い くつ か は,細 胞 増 殖 の 調節 に 直接

関 わ る こ とが 知 られ て い る。

細 胞 増殖 制 御 機構 に 関 す る多 くの 知 見 は,低 血 清 培 地 に感 受 性 の マ ウ ス培 養 線 維 芽 細 胞 を 用 い

て 得 られ て きた が,も う1つ の 優れ た系 は,抗 原 あ るい はmi㌻ogenの 刺 激 に よ る リンパ球 の 活 性

化 ・増 殖 であ る。生 体 防 御機 構 の 中 心 的 存 在 で あ る免疫 系 は,主 に起 源 ・機 能 を異 に す るT細 胞,

B細 胞,マ ク ロ フ ァー ジ に よ り担 われ て い て,多 様 な抗 原 に対 応 して 自 己 と非 自 己 を認 識 し,特

異 的 な 免疫 反 応 を起 こす こ とに よ り生 体 を 防 御 して い る。多 く の場 合,与 え られ た抗 原 に特 異 的

なT細 胞 あ るい はB細 胞 ク ロ ー ンの 増 殖 ・拡 大 が,充 分 な 免疫 反応 の 発 現 に 必要 で あ る と考 え ら

れ る。 この 際,免 疫 反 応 の 抗原 特 異 性 を決 定 す るの は,T細 胞 膜 上 のclonotypicなT細 胞 レセプ

タ ー及 びB細 胞 膜 上 のidiotypicな 表 面 免疫 グ ロ ブ リ ンで あ る。 与 え られ た抗 原 に適 合 す る ク ロ

ー ン にの み ,こ れ らの 抗 原 受容 体 か らCompetentな シグ ナル が 発 せ られ,種 々 の増 殖 因子 に対 す

る受 容 体 の発 現 が 誘起 さ れ る。 以 後 の 反 応 は,そ れ 自体 は抗 原 に 非特 異 的 な増 殖 因 子 に制 御 さ れ

(ProgressionSignal),そ の よ うな 増 殖 因 子 と し ては,interleUkin2(工L2)及 びBcellgr

owthfactor(BCGF)が 知 られ て い る。 これ らとそ の 受容 体 の 反 応 は,さ らに,DNA合 成 に

必須 な トラ ンス フ ェ リン(Tf)に 対 す る受 容 体 の 発 現 を 誘 起 す る。 リ ンパ球 の 活 性 化 ・増 殖 の

過 程 で は,こ れ らIL2受 容体,Tf受 容 体 な どの他 に も,数 々 の 膜 蛋 白 の変 動 ・発 現 を伴 う事 が

知 られ て い る。 これ ら膜 蛋 白 の多 くは,近 年,数 々 の モ ノ ク ロ ーナル 抗 体(MoAb)に よ り同定

さ れ て お り,リ ンパ 球 の 増殖 ・分化 の 過程 にお い て,何 らか の 機 能 を 有 す るこ とが 次 第 に 明 らか

に され て い る。

筆者 らは,ラ ッ ト及 び ヒ ト膀 胱 癌細 胞 に対 して 作 製 したMoAbの 中 に,そ れぞ れ の 種 に特 異 的

に,homologousな 抗 原 を 認識 す る抗 体 を 見 い 出 し,そ の対 応 抗原 が 細 胞 の 活 性 化 ・増 殖 過 程 一

般 に お い て重 要 な機 能 を有 す るこ とを 示 す 知 見 を得 た の で 報 告 す る。

Lラ ッ トB3抗 原 の分 布 と発 現

マ ウ スMoAbB3(γ1/k)は,本 来 ラ ッ ト膀 胱 癌 細胞BC47に 対 して 作 製 され た もの であ るが,

認 識 さ れ る抗 原(B3抗 原)は 線 維 芽 細 胞 を 含 む ラ ッ ト培 養 細 胞 の 全 て 及 び あ らゆ る 臓 器 由来 の

腫 瘍 に は 強 く表 現 さ れ て い るが,正 常 組 織 にお いて は,皮 膚 の基 底 層 な どの 増 殖 性 に富 む部 分 に

限 局 さ れ る。発 癌 剤 投 与 に よ る膀 胱 発 癌 過 程 に お い て は,上 皮 の 肥 厚 の 見 られ る前 癌 状 態 に お い

て既 に そ の発 現 が 確 認 さ れ る。 造 血 系 の 細 胞 の 中 で は,増 殖 性 を 有 す る骨 髄 細 胞 上 に は強 く表 現
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され て い るが,末 梢 に至 る に従 って 抗 原 量 の 低 下 が 著 しい。 唯 一,例 外 的 に マ ク ロ フ ァ ー ジ上 に

は,お そ ら くconst{tutiveなB3抗 原 の 表 現 が 見 られ る。殆 ん どB3抗 原 の 消失 した末 梢 リンパ

球 は,抗 原 あ るい はmitogenの 刺 激 に よ りB3抗 原 の 再 発 現 を 誘 導 さ れ る。 そ の発 現 はDNA合

成 の促 進(S期)を は るか に 先 行 し,さ らに,RNA合 成 の 促 進(G1期)に も先 行 して,新 た な

RNA合 成 を 必 要 とせ ず,translationalleve1で 調 節 され て い る ら しい 。IL2受 容 体 はGl前 期

に,Tf受 容 体 はG1後 期 に発 現 され る と報 告 さ れて お り,B3抗 原 は活 性 化 の最 も早 期 か ら発 現

す る抗原 で あ る。 さ らにB3抗 原 発 現 量 はcellcycleprogressionと と も に増 加 す る こ と も示さ

れ た 。

以 上 の 結 果 は,B3抗 原 の 発 現 は,癌 化 ・リ ンパ球 の 活 性 化 を 含む あ らゆ る細 胞 の活 性 化 ・増

殖 に 密 接 に 関 連 して い るで あ ろ うこ とを 示す 。

2.ヒ トHBJ127抗 原 の分 布 と発 現

ヒ ト膀 胱 癌 細 胞T-24に 対 して作 製 され た マ ウスMoAb・HBJ127(r1
/k)及 びHBJg8

(γ2a,k)は,ラ ッ トにお け るB3抗 原 と同 様 に,ヒ ト培 養 細 胞,癌 組 織,正 常 の 増殖 性組 織 に

限 局 して分 布 す る抗 原(HBJ127抗 原)を 認 織 す るこ とが 判 明 した 。例 外 的 に は,末 梢 血 中 の単

球 に も この 抗原 は 表 現 され て い る。 一 方,本 抗 原 は正 常 の 末 梢 リ ンパ球 に は表 現 さ れ て い な い が,

mitogenあ る いは ア ロ抗 原 の刺 激 に よ り その 発 現 を 誘 導 さ れ る。 ま た,そ の 発 現 はMoAb.αTac

に よ り同定 さ れ るIL2受 容体 の 発 現 に先 行 す る こ とが 確 認 さ れ た。

3.B3抗 原 及 びHBJ127抗 原 の性 状

細胞 表 面 蛋 白 を1251標 織 したBC47か らimmunoprecipitationに よ り得 られ たB3抗 原 は,分

子 量 が95,000のheavy鎖 と分子 量35,000の1ight鎖 がdisulfide結 合 した 分 子 量130,000前 後

の糖 蛋 白 で あ る。 同 様 に してT-24か ら得 られ たHBJ127抗 原 及 びHBJ98抗 原 も,共 に分子 量

90,000のheavy鎖 と分 子 量35,000のlight鎖 か ら成 る分 子 量125,000前 後 の糖 蛋 白 で あ る。

Sequentialimmunoprecipitationに よ り,HBJ127及 びHBJg8は 同 一 抗 原 分 子 を 認識 す る こ

とが 明 らか とな った が,両 抗 体 は互 いに 競 合 しな い こ とか ら,異 な る抗 原 決 定 基(epitope)を

認 識 す る ら し い。 ま た,3H-glucosamineを 用 いたbiosyntheticlabelingiこ よ り,B3抗 原 及 び

HBJ127抗 原 は共 にheavy鎖 にの み 糖 鎖 を 含 む こ と が示 され た(gp125～130=gp90～95+p35)。

抗 原 を 還 元 後,immunoprecipitationす るこ と に よ り,MoAb,B3,HBJ127,及 びHBJg8に よ

り認識 され るepitopeは,全 てheavy鎖 上 に存 在 す る こ とが 示 さ れ,ま た,熱,glycosidase,

あ るい はtunicamycin処 理 等 に対 す る感 受 性 か ら,B3,HBJ127epitopeはpolypeptidG,HBJ

98epitopeは0-linkedcarbohydrateで あ る こ とが 明 らか とな った 。

以 上 の 様 に,B3抗 原 とHBJ127抗 原 の性 状 は相 同性 が高 く,ま た,そ の 分 布 ・発 現 の類 似 性

か らも,両 者 はそ れぞ れ ラ ッ ト及 び ヒ トに お け るhomologousな 抗 原 で あ る と考 え られ る。
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4.ラ ッ ト腫瘍 細 胞 の 増殖 にお け るB3抗 原 の機 能 と意 義

MoAb.B3は,invitroで の ラ ッ ト種 瘍 細 胞 の 増 殖 を濃 度 依 存 的 に抑 制 す る。この 抑制 作 用 は

抗 原 特 異 的 で,B3抗 原 を 有 しな い マ ウ ス腫 瘍 細 胞 の増 殖 に は何 ら影 響 しな い。 また,pan-rat

抗 原 を 認識 す る同 一SubclassのMoAb.B31に よ って は,こ の よ うな増 殖 抑 制 は 見 られ な い。

以上 の事 か ら,B3抗 原 は,ラ ッ ト腫 瘍 細 胞 の増 殖 にお い て,何 らふ の 必須 な機 能 を 有 し,対

応 す るB3抗 体 は,そ の機 能 を 完 全 に 抑 制 しう る こ とが 示 さ れ た 。

5.ヒ ト腫 瘍 細 胞 の増 殖 に お け るHBJ127抗 原 の 機 能 と意 義

ヒ トに お け る ラ ッ トB3抗 原 のhomologueを 認 識 す るMoAb,HBJ127及 びHBJ98は,ラ ッ

トに お け るMoAbB3の 作 用 か ら予 想 さ れ る様 に,ヒ ト腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を濃 度 依 存 的 に抑 制 す る。

そ の抑 制 作 用 は抗 原 特 異 的 で,ま た,他 の抗 原 に対 す るMoAbで は こ の よ うな 抑 制 作 用 は 見 られ

な い 。HBJ98に よ る増 殖 抑制 に は,HBJ127と 比 較 し,常 に高 濃 度 の 抗 体 を要 したが,こ の点

に 関 して は 次 の よ うな可 能 性 が 考 え られ る;(1}HBJ127epitopeはHBJg8epitopeよ り9Pユ25

のfunctionalSiteに 近 い 位 置 に あ る:喝2)HBJ127はHBJ98よ り抗 原 とのaffinityが 高 い:

〔3)HBJ98epitopeで あ るO←Iinkedcarbobydrateのprocessingを 完 全 に受 け て い な いgp

125が 存 在 す る。Sequentialimmunoprecipitationの 結 果 は{3)を支 持 して い るが,(1)12)の 可

能 性 も現在 は 否 定 で き ない 。

以 上 の様 に,ヒ ト腫 瘍 細 胞 の増 殖 に 関 して も,HBJ127抗 原 は,何 らか の 必 須 な機 能 を 有 す る

こと は 明 らか で あ る 。

次 に,HBJ127に よ る ヒ ト白血 病 細 胞Molt-4の 増 殖 抑制 を モ デル に,そ の作 用 の 解 析 を 行 な

った。 増 殖 抑 制 作 用 の 発 現 に は16時 間以 上 の連 続 的 な 接触 を 要 す る こ と,及 び,そ の 抑 制 作 用 は

cytostaticで,培 地 中 の抗 体 を除 く事 に よ り,完 全 に可 逆 的 で あ る こ とが示 され た 。 また,増

殖 を完 全 に抑 制 さ れ た細 胞 の細 胞 周期 分 布 は,未 処 理 の もの と有 意 な 差 は な く,HBJ127抗 原 の

機 能 は細 胞 周 期 中の あ る特 定 のphaseに の み 必須 な もの で は な い こ とを 示 す 。この こ と は,抗Tf

受 容 体 抗 体 に よ る増 殖 抑 制 が 処理 細 胞 のS期 へ のaCCUmulation.を 起 こす と い う報 告 と好 対照 を な

す 。 ま た,多 くの 増 殖 因 子 受 容 体 に つい ては,1igandも し くは その 受容 体 に対 す る抗体 に よ る

受 容 体 分 子 の細 胞 表 面 か らの 消失(downregulation)が 報 告 され て い るが,HBJ127抗 原 に

関 しては,そ の よ うなmodulationは 認 め られ な い 。

以 上 の 様 に,HBJl27抗 体 に よ る増殖 抑制 作 用 は,既 に 報 告 さ れ て い る抗 増殖 因子 受 容 体 抗 体

に よ る増殖 抑制 作 用 と は,そ の性 格 を異 に し,HBJ127抗 原 に よ る本来 の増 殖 抑制 機 構 のunique

さ を示 して い る。

6.リ ンパ 球 の 活 性 化 ・増 殖 に お け るB3抗 原 及 びHBJ127抗 原 の 機 能 と意 義

MoAbB3及 びMoAb.HBJ127,HBJ98は,そ れ ぞ れ ラ ッ トあ るい は ヒ トの リ ンパ 球 のmitogen
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また は ア ロ抗原 刺 激 に よ る増 殖 を 濃度 依 存 的 に抑 制 す る。以 下,主 に ラ ッ トT細 胞 のConA反 応

のMoAbB3に よ る抑 制 を モ デ ル に,そ の 抑 制 作 用 を 解 析 した。 幼 若 化 を完 全 に阻 害 さ れ たConA

刺 激 丁 細胞 の細 胞周 期 の 解 析 か ら,MoAb.B3はDNA合 成 に先 行 す るRNA合 成 の促 進 を完 全 に

阻 害 し,Go→GItranstitionつ ま り活 性 化 をblockす るこ とが 明 らか とな った 。この 時,MoAb

B3がConAに よ るtriggeringを 妨 害 して い る訳 で は な い こ と は,抗 体 に よ り活 性 化 を 阻 害 された

ConA刺 激T細 胞 上 にB3抗 原 の 発 現 が 既 に 認 め られ るこ とか ら明 らか で あ る。 っ ま り,B3抗 原

は,mitogenあ る いは 抗原 刺 激 直 後 のCompetenceStageに お い て,静 止 期(Go)に あ った 細

がRNA合 成 を 開 始 して細 胞 周 期 に入 る際 に,決 定 的 な役 割 を果 た して い る こと は 明 らか で あ る。

また,ConA刺 激 後24～48時 間 に抗 体 を 加 え て も,そ の24時 間 後 に は 同程 度 のDNA合 成 阻

害 が 見 られ る こ と か ら,B3抗 原 は,T細 胞 活 性 化 の最 も初 期 の段 階 で の み な らず,そ の 後 の

cellcycleprogressionlこ お い て も,依 然,必 須 な機 能 を 担 って い る もの と思 わ れ る。この こと

はMoAb.B3がIL2依 存 性 の ラ ッ トTcelllineの 増 殖 を濃 度 依 存 的 に抑 制 す る こ とか らも 支 持

され る。 この時,先 に 述 べ たMolt-4のHBJ127に よ る増 殖 抑制 の際 と同 様 に,そ の 抑 制 作 用 は

cytostaticで,cellcycle中 の 特 定 のphaseへ のaccumulation,B3抗 原 のmodulationは 認

め られ な い 。

以 上,細 胞 の 活 性 化 ・増殖 にお け るB3抗 原 及 びHBJ127抗 原 発 現 の 意 義 に つ いて 述 べ て きた

が,最 も興 味 深 い の は,細 胞 の 活 性 化(Go→GItransition)に お い て 決定 的 な役 割 を 果 た す

こ と であ る。 その 抗 原 分 布 ・発 現 か ら予 想 さ れ る様 に,同 抗 原 系 は,発 癌 まで を も含 む あ らゆ る

細 胞 の 活 性 化 過 程 にお い て も,同 様 な役 割 を 果 た して い る もの と思 わ れ る。今 後,同 抗 原 系 の 生

物 学 的 機 能,既 知 の 増 殖 因 子 受 容 体 との 関 連,さ らに はC-onc及 びそ の 産 物 と の関 連 などが解 析

され よ う。 そ して,そ れは 細 胞 の 活 性 化 ・増 殖 の制 御 機 構 の解 明 に 新 た な 知 見 を 提供 す る もの と

思 わ れ る 。
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審 査 結 果 の 要 旨

細胞増殖は種々の増殖因子によって媒介される。本論文はがん細胞に対 して作成 されたモノク

ローナル抗体によ り認識される抗原の一つが,細 胞増殖に関係する新しい細胞表面構成成分であ

ることを明 らかに したものである。

まず,ラ ット膀胱がんに対 して作成されたモノクローナル抗体,B3,に 関してそのラッ トにお

ける対応抗原の分布を検索 した。B3抗 原は偏平上皮の基底層,腸 上皮などの増殖の活発な組 織

には表現されているが,他 の部分の正常組織には存在 しないし,ま たがん細胞およびすべての培

養細胞には強く表現されていること,並 びに正常 リンパ球には表現されていないが,マ イ トーゲ

ンで刺激すると強く表現されることなどから,B3抗 原の細胞増殖 との関連性が示唆された。一

方,ヒ ト膀胱がんに対 して作成 されたモノクローナル抗体,HBJ98お よびHBJ127に 対する

ヒトの抗原 も同様の分布を示 し,こ の抗原はラットでのB3抗 原に対応するものであることが推

定された。

次に以上の抗原の分子構造が追求された。免疫沈降法などの方法で解析された結果,B3抗 原

は分子量約9万 の糖蛋白長鎖 と分子量約4万 の蛋白短鎖とが ジスルフィド結合で結合した分子量

約13万 の分子であることが明 らかにされた。HBJ98抗 原およびHBJ127抗 原 も共にB3抗 原と

殆んど同じ分子構造を有すること,並 びに前者は長鎖の糖部分を,後 者は同じく長鎖の蛋白部分

を抗原決定基に していることが確認された。

以上の抗原系が実際に細胞増殖に関係するものであればこの抗原をブロックす ることにより細

胞増殖が抑制される可能性がある。そこで培養がん細胞にモノクローナル抗体を添加 してその効

果を検索 した。その結果,B3抗 体は ラットのがん細胞の,ま たHBJ127お よびHBJ98抗 体は

ヒトがん細胞のDNA合 成並びに細胞増殖を強 く抑制することが明らかにされた。 また,こ の抑

制は細胞周期のある時期に限定 ざれることな く全周期にわたって抑制がかかることも判明 した。

さらに リンパ球における抗原出現および抗体の作用に関する研究が主にラット系を用いて進め

られた。 リンパ球を刺激した場合,B3抗 原は分裂の早期に発現す ること,ま たB3抗 体はその発

現を細胞回転のG1時 期で抑制することなどが示された。

以上の一連の研究は新 しい増殖関連抗原の発見とその性格を明らかにした点で高く評価 され,

博士論文に値するものと考える。
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