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論 文 内 容 要 旨

細胞の分化 ・増殖において細胞表面形質は決定的な役割をはたす。即ち,可 溶性因子の受容体

となりまた細胞接着を媒介 し細胞間情報を形成する。免疫反応においてT細 胞は重要な役割をは

たすが,非 自己認識を行 うT細 胞表面上 の抗原 レセプター(T細 胞 レセプター)はCD3抗 原系

(CD;clusterofdifferentia七ion)と の複合体から形成されることが明かとなっている。また,

腫瘍細胞には正常細胞とは異なった表面形質の存在がモノクローナル抗体(mAb)を 用 いた解析

か ら示唆されているQ

本研究は,正 常および腫瘍細胞の分化 ・増殖機構の一端 を明かとする目的で主 として リンパ球

を解析の場とし,

1)ラ ットおよびヒトの系において細胞増殖関連抗原 として同定された分子量125Kdの 糖 タンパ

ク質(gp125)の 発現に関与童 る細胞内刺激伝達機構を種々の刺激剤を用いて解析 した。 また,

活性化T細 胞の静止期への移行 に伴 うgp125の 発現の変化を解析 した。

2)ラ ットT細胞 レセプター複合体を形成すると考え られる分子量25Kdの タンパク質を認識する

1F4mAbを 作製 し対応抗原の生化学的性状および免疫学的な機能解析を行った。

さらに,抗 原特異的な癌化学療法モデルの確立を目的 とし,

3)細 胞増殖関連抗原(gp125)に 対するmAbを 用い抗体修飾 リボソームを作製 しinvitroに お

ける抗腫瘍効果発現に要する条件を検討 した。

(方法および結果)

1-1)細 胞増殖関連抗原発現における刺激要求性;ナ イロンウール非付着性ラット脾細胞(ラ ッ

ト丁細胞)をproteinkinaseC活 性化剤 であ るphorbolmyrista㌻eacetate(PMA),calcium

ionophoreA23187あ るいはその両者で刺激後,蛍 光抗体法により染色 し,ラ ットgp125(B3抗

原)発 現をFACS(fluorescenceactivatedcellsorter)に よ り測定 した。 また,あ わせて

〔3H〕TdR取 り込みも測定 した。B3抗 原発現においてPMA単 独 はほとんど無効であ り,A23187

単独 も弱い効果 しか示さなかったが,両 者を共存させることにより強い相乗効果を示 しほぼすべ

ての細胞上に顕著なB3抗 原の発現が認められた。この結果は,〔3H〕TdR取 り込みの結果 と一致

した。さらに,こ の系にEGTAを 加えることにより,B3抗 原の発現 はDNA合 成 とともに強 く阻

害 され たが,こ れ らは晦C1、 の添 加 により完全 に回復 した。PMAとA23187は,ヒ トgp125

(HBJ127抗 原)の 発現 において も同様な相乗効果を示 した。1-2)サ イクリックヌクレオチ ド

の関与;ラ ットT細胞ConA反 応中およびPMA+A23187刺 激時 にdibutyrylcyclicAMP(dbc

AMP),dbcGNP,あ るいはadenylatecyclase活 性化剤であるforskolinを 共存 させ,B3抗 原

発現および 〔3H〕TdR取 り込みに対する影響を検討 した。その結果,dbcAMPお よびforskolin
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はConAお よ びPMA+A23187刺 激 によるB3抗 原 の発現および 〔3H〕TdR取 り込 みを抑 制 した 。

一方
,dbcGMPは 抗 原発現 には影響 を示 さな いが,〔3H〕TdR取 り込 みを若干 促進 す るこ とが認

め られ た。dbcAMP,forskolinお よ びdbcGMPは そ れぞれ単独 ではB3抗 原発現 および 〔3H〕

TdR取 り込みに対 し無効であ った。1-3)抗 原 発現 のkineticsの 検 討;PMA+A23187刺 激 に

よる ヒトお よび ラッ トgp125抗 原 発現 の タイ ミングをtransferrinrecep七 〇r(TrfR)と 比 較 検討

した。その結果, .ヒ トおよび ラッ トgp125抗 原 は刺激開始6時 聞後 より,TrfRに 先 行 して細胞 表

面上 に検 出 された。1-4)活 性 化 リンパ球 の静 止期 への移 行 に伴 うgp125抗 原 の発現 変 化;

細胞T細 胞 をConAに よ り2日 問刺激後C6nAを 除 去 し培養 を続 け ると,T細 胞 は分 裂 後,新 た な

刺激 が加 え られ なければ,徐 々に静止期 の小型 細胞 へ と移行 す る。 この際 のIL-2反 応 性 およ び

gp125抗 原,IL-2Rお よ びTrfRの 発現 変化 を検討 した。その結果,T細 胞 のIL-2に 対 す る反 応性 は

細胞分裂後速や かに消失 した。また この時TrfRは 速 やか に細胞表面 か ら消失 した が,gp125抗 原

およびIL-2Rは 比 較的長期闇 にわた り検 出で きた。

2-1)1F4mAbの 作 製 と対応抗原の分布;Balb/cマ ウ スを,PMA+A23187て6時 間刺激 し

た ラッ トT細 胞 で免疫 し,常 法によ り抗体産生 ハイ ブ リド・一マを作製 した。 ラッ トT細 胞 との反

応性お よび ラッ ト脾 細胞 に対 す るPMAと のco-s七ilnulationassayに よ り1F4mAb(IgM)を 選

択 した。 ラ ッ トリンパ系細胞 との反応 性をFACSを 用 いて解析 した。 また,対 応 抗原 の分 布 は,

凍 結組 織切片 を用 いABC(avidinbio七inylated-peroxidasecomplex)法 に よ り染色 し検討 した。

1F4抗 原 の既知 の ラ ットT細 胞 抗原 との異同 は,1F4抗 原 が1F4mAbに よ りmodula七eさ れ る

ことか ら,modulation後 の 細胞 を抗 ラ ッ トCD5mAb(R1-3B3),抗 ラ ッ トCD2mAb(MRC

OX-34)お よ びMRCOX-52mAbに よ り染色 しFACSを 用 いて解析 した。その結 果,1F4mAbは

末 梢の ラッ トT細 胞 と反応 す ることが示 された。胸腺細胞 は,約20%が 陽 性,約80%が 弱 陽性 で

あ ったが,骨 髄細胞 との反応性 は認め られ なか った。 また,二 重染 色 を用 いたFACS解 析 によ り

脾細胞 における1F4抗 原 の発現 はCD5陽 性 群 にほぼ一致 し,surface-immunoglobulin陽 性B細

胞 には認 め られなか った。胸腺細胞 におけ る1F4抗 原 の発現 はCD5の 発 現 と相 関性 を 示 した 。

組織切片 を もちいた検索 において も,1F4抗 原 の分布 はCD5の 分 布 とよ く一致 した 。一 方,胸

腺においては,髄 質 の細胞がよ り強い反応性 を示 した。 さ らに,1F4抗 原 をmodulateさ せ た 後

も,CD5,CD2,お よ びOX-52抗 原 の発現 は変 化 しない ことか ら,1F4抗 原 は既 知 の抗原 と は

異な った分子で ある ことが示 された。2-2)1F4抗 原 の生化学的性状;細 胞T細 胞 を1251に

て標識 後,NP-40に よ り可溶化 し,1F4mAb結 合Affigel-10を 用 いて免疫沈降 し,SDS-PAGEに

よ り解析 した。 また,抗 原 分 子近傍 の構造 を1251標 識 後4ithiobis(succinimidylprop玉ona七e)

(DSP)に よ り架橋 し同様 に解析 した。 その結 果,1F4mAbは 分子量25Kdの 抗 原 を認識 す る こ

とが示 された。 また,DSPを 用 いた架橋 実験 にお いて,分 子 量52Kdと 分 子 量43Kdの2種 の分子
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が共沈す ることが認 め られた。2-3)1F4mAbに よ るラ ッ ト丁細胞 の活性 化阻止;ラ ッ トT細

胞のConA反 応,IL-2反 応 およびalloMLRに 対 する1F4mAbの 作 用 を 〔3H〕TdR取 り込 みを指

標 に して解析 した。 その結果,1F4mAbは,ラ ッ ト丁細胞のCOnA反 応 を強 く阻害 した。 これ は

早期 活性化抗原 と して のB3抗 原,IL'一2Rお よ びTrfRの 発 現抑 制およびIL・2産 生 の抑 制 に よ る も

のである ことが示 された。 また,alloMLRも 同 様に阻害 された。2-4)1F4mAbに よ るラッ

トT細 胞 の増殖誘導;可 溶性 およびwellに 吸 着 させ ることによ り固 相化 した1F4mAbの ラ ッ ト

T細 胞増殖誘導脳 を 〔3H〕TdR取 り込 みを指標 に して検討 した。その結果,可 溶 性1F4mAbは,

mitomycinC処 理 脾細胞 とPMAの 存 在 下に, .T細 胞 に顕著 な 〔3H〕TdR取 り込み を誘導 した。一

方,固 相化 した1F4mAbは,PMA非 存 在下 で ラッ トT細 胞 に強い増殖 を誘導 した。

3-1)細 胞 増殖 関連 抗原(gp125)に 対 す るadriamycin(ADM)含 有 抗 体 修飾 リボ ソーム

(chemoimmunoliposome:ClL)の 作 製;B3(抗 ラ ッ トgp125)お よ びHBJ127(抗 ヒ トgp125)

mAbはsuccinimidy13一(2-pyridyldithio)propionatelこ よ りSH基 を導 入 しマ レイ ミ ド基 を有 す る

リボソームと結合 させ た。 これを精製 した後,リ ボソー ム内外 に作製 したイ オ ン勾配 を利 用 し,

ADMを 封 入 しCILと した。3-2)invitroに お けるClLの 結 合特 異性;'4C標 識 したCILの ラ ッ

トおよび ヒト由来 の膀胱癌(BC47,T24)お よ びTlymphoma(FTL-13,Mo1七4)に 対 す る結

合特異性を検討 した。 そ の結果,B3-CILはBC47お よ びFTL-13に,HBJ127-CILはT24お よ び

Molt-4に 対 し各々抗原特 異的 な結合性 を示 した。また,B3-CILの 標 的細 胞 との結 合 はB3mAb

に よ り,HBJ127-CILの 標 的細胞 との結合 はHBJ127mAbに よ り各 々阻止 され るこ とか ら,標 的

細胞 とCILの 結 合 は特異的 な抗原抗体 反応 によるもので あることが示 され た 。3-3)invitro

にお けるClLの 標 的細胞傷害性;標 的細胞 をCILと 反 応後洗浄 し,〔3H〕TdR取 り込 み また は生細

胞 数を指標 として検討 した。 その結果,B3-CILお よ びHBJ127-CILは 各 々対応 す る膀胱 癌 に対

して抗原特異的 な増殖抑制効果 を示 したが,Tlymphomaに 対 す る作用 は弱か った。 またB3-

CILの 細 胞傷害性 はB3mAbに よ り,HBJ127-CILの 細 胞傷 害性 はHBJ127mAbに よ り阻害 され

ることか ら,CILの 細 胞傷害 性 は特異的 な抗原抗体反応 を介す る ものである ことが示 された。

3-4)抗gp125mAbのScatchardpiotanalysis;1251標 識 したB3お よ びHBJ127mAbを 用

い,mAbの 標 的細胞 に対 す るaffinityお よ び標 的細胞上 の結合部位数 を算定 した 。 そ の結 果,細

胞 あた りのB3皿Abの 結 合部位数 は,FTL-13(1.1×105)に 比 してBO47(3.3×105)に 多 か った。

同様 に細胞 あた りのHBJ127mAbの 結 合部位数 は,Molt-4(4.3×iO5)に 比 してT24(8.3×105)

に 多 か った。標 的細 胞 に対 す るmAbのaffinityはB3mAb(1×109M-1)が,HBJ127皿Ab

(0.3×109M,1)よ り も高値 を示 した。 また,抗 原陽 性細胞 の聞 に相違 は認 め られ なか った。
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(考察および結論)

1)細 胞増殖関連抗原(gp125)の リンパ球上への発現にはpro七einkinaseCの 活性化およびカ

ルシウムイオンの動員の両者が重要な役割を果たすことが示 された。さらにこれ らに対 しcAMP

を介する経路は抑制的に作用することが示された。またgp125抗 原は発現kineticsの解析から,ラ ッ

トおよびヒトの系において,TrfRに 先行 して細胞表面に検出され,リ ンパ球活性化 の初期過程に

密接に関与すると考え られた。

2)1F4mAbは ラットT細胞上の分子量25Kdの 抗原 を認識することが示 された。さらに,そ

の近傍には分子量52Kdと 分子量43Kdの2種 のタンパ ク質が同定 された。 これ はヒトおよびマ

ウスにおける丁細胞 レセプター α鎖およびβ鎖 と分子量的にほぼ一致 した。機能的解析か らもi

F4抗 原はT細 胞の刺激伝達に関与することが示された。これ らを総合す ると1F4mAbは ラッ

トCD3を 認識す ると考え られる。ラットにおいてはT細 胞 レセプターにっいての報告 はなく,

1F4mAbは きわめて有用なmarkerと なると期待される。

3)細 胞増殖関連抗原に対するCILは ヒトおよびラットの系において,膀 胱癌およびTlymphoma

に対 し抗原特異的な結合性を示 した。 しか し,今 回用 いた条件では,C工Lは 膀胱癌 に対 しては

抗原特異的な細胞傷害性を示 したが,Tlymphomaに 対す る作用 は弱かった。Scatchardplot

analysisの結果タりζのCILの 細胞傷害性の差異は用いたmAbの 標的細胞上結合部位数に依存す

るものであることが示された。この系でmAbのaffinityの 関与は認められなかった。

以上のようにmAbを 用いた細胞の活性化機構の解析やリンパ球上の機能分子の同定が可能と

なっている。さらにmAbを 特異的ligandと した癌化学療法の可能性が示 され,こ の際mAbの 標

的細胞あたりの結合部位数が重要となることが示された。
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審 査 結 果 の 要 旨

細胞の分化,増 殖においては増殖因子受容体などの細胞表面機能分子が大きな役割を果 たす。

本研究ではモノクローナル抗体を応用 してリンパ球における増殖関連抗原の性状を明 らかに し,

またがん細胞表面に発現されている増殖関連抗原を標的 としてのいわゆるターゲティング療法の

可能性について検討 した。

先の碩究でラットおよび ヒトの系において新 しい増殖関連抗原として同定された糖タンパク質

gp125に っき,リ ンパ球を用いて,そ の出現に関する生化学的機構を解析 した。 その結果,gp125

抗原はフォルボールエステルとカルシウムイオノフォアの両者の刺激により効率よ く誘導 される

こと,す なわち,そ の出現にはプロテインキナーゼCの 活性化とカルシウム ・イオ ンの蓄積が必

要であることが明かとなった。また,こ の場合におけるgp125抗 原出現の動態 にっ いて精査 した

結果,本 抗原はこれまでに知 られているIL-2受容体や トランスフェリン受容体などの増殖関連細

胞表面物質よりも細胞回転のより早期に出現 し,細 胞増殖の初期過程を支配する重要な細胞表面

物質であることが判明 した(第2章)。

リンパ球に表現 されるCD3分 子複合体は,T細 胞受容体との協同のもとに,抗 原刺激によるT

リンパ球の分化,増 殖を支配する重要な細胞表面物質であるが,そ の機能解析や機能調節のため

には対応するモノクローナル抗体の利用が有益である。本研究ではラットのCD3分 子に対す る

モノクローナル抗体の作成に初めて成功 し,こ の抗体を用いて ラットにおけるCD3分 子 の機能

を検索した。'その結果,こ の抗体そのものはCD3分 子をブロックすることにより,レ クチンの

刺激によるリンパ球の分裂を阻害するが,固 相化によりア レンジした場合にはフォルボールエス

テルの補助なしにリンパ球の分裂を促進 した。すなわち細胞表面⑱CD3分 子を架橋 した場合 に

は,こ の分子からの刺激情報が細胞内に伝達されることが示唆された(第3章)。

gp125抗 原はがん細胞に広 く分布す ることが明 らかにされている。そこで抗がん剤 としてのア

ドリアマイシンを封入 した リボソーム表面にこの抗原 に対するモノクローナル抗体を結合 させ,

そのがん細胞傷害効果 を試験管内で検索 した。その結果,こ の リボソームは選択的にがん細胞 に

結合 し,が ん細胞を傷害すること,ま たその効果 はがん細胞表面のgp125抗 原の量 と相関する こ

とが明か となった(第4章)。

以上の成果は基礎免疫学的にも,ま た新 しいがん治療法の開発にも多大の貢献をするものと思

われ,本 研究は博士論文として評価される。
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