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はじめに

年、九州保健福祉大学にがん細胞研究所が設立され、今年で丸五年になります。が

ん細胞研究所は、日本臨床細胞学会認定の細胞検査士養成施設であり、がん細胞に関する

研究、 細胞の安全な臨床応用に関する研究、その他生命科学に関わる多岐にわたる研究

を行っています。今回、 年の節目を機に、がん細胞研究所研究誌を発行することになりま

した。がん細胞研究所の研究員、准研究員らが中心になって行った 年間の成果をまとめ、

自らその研究について振り返ると共に、研究の成果・進捗状況を社会に発信することが目

的です。今後は、毎年発行を続け、成果を医療や科学の分野で応用し、社会に還元できれ

ばと考えております。

年 月 日

九州保健福祉大学 がん細胞研究所

所長 三苫 純也
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研究組織

研究員（学内）
教授 所長 三苫 純也 九州保健福祉大学 生命医科学部 生命医科学科
教授 池脇 信直 九州保健福祉大学 生命医科学部 生命医科学科
教授 西片 一朗 九州保健福祉大学 生命医科学部 生命医科学科
教授 山本 成郎 九州保健福祉大学 生命医科学部 生命医科学科
特任教授 梅木 一美 九州保健福祉大学 生命医科学部 生命医科学科
特別教授 専任 西村 篤乃 九州保健福祉大学 生命医科学部 生命医科学科
准教授 長濵 純二 九州保健福祉大学 生命医科学部 生命医科学科
准教授 野村 創 九州保健福祉大学 生命医科学部 生命医科学科
准教授 宮本 朋幸 九州保健福祉大学 生命医科学部 生命医科学科
准教授 薬師寺 宏匡 九州保健福祉大学 生命医科学部 生命医科学科
講師 西森 誠 九州保健福祉大学 生命医科学部 生命医科学科
助教 芝原 一樹 九州保健福祉大学 生命医科学部 生命医科学科

研究員（学外）
臨床検査部部長 林 透 ブレストピア宮崎病院

准研究員
博士 前期 課程 畦田 真未 九州保健福祉大学 保健科学研究科
博士 前期 課程 浦辺 大輝 九州保健福祉大学 保健科学研究科
博士 前期 課程 田口 勝一 九州保健福祉大学 保健科学研究科
博士 前期 課程 中村 美玲 九州保健福祉大学 保健科学研究科
博士 前期 課程 堀口 勝陽 九州保健福祉大学 保健科学研究科
博士 前期 課程 森 龍也 九州保健福祉大学 保健科学研究科
博士 前期 課程 山﨑 春海 九州保健福祉大学 保健科学研究科

職員
小林 愛恵 九州保健福祉大学
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による 患者血清中 抗体の検出

梅木一美 、下島昌幸 、梅北邦彦 、岡山昭彦

） 九州保健福祉大学 生命医科学部生命医科学科
） 九州保健福祉大学 がん細胞研究所

） 国立感染症研究所
） 宮崎大学 医学部内科学免疫感染病態学

重症熱性血小板減少症候群（
）

は、 年に初めて中国で報告されたマダ
ニ媒介性の新興感染症である ）。現在、中
国をはじめ日本、韓国で報告されており、
日本では 年に山口県で初めて報告さ
れている ）。 は、 ウイルス

によって引き起こされる全身感染
症である。日本では、現在までに 名を
超える報告があり、致死率は約 ％と高く、
特に高齢者で高い傾向である。 の診断
には主に核酸増幅による 遺伝子の
検出が用いられている。感染初期のウイル
ス遺伝子検出は特異性や感度が高いが、検
出される期間は短く、特異抗体の検出など
他の方法で診断を補完する方法が必要と考
えられる。我々は の 遺伝子を大
腸菌で発現させ、精製した組換え
を用いて、 による抗
体検出法を作成した。
国内で分離された 株の を

鋳型に 遺伝子を増幅後

（タカラバイオ）に組み込み、大腸
菌に導入、発現させた を精製した。こ
れを用いてペルオキシダーゼ標識 を抗
原とした を作成し
た。 法のカットオフ値の設定には健
常人血清 検体を用いた。次に急性期より
回復期まで経時的に血清を採取できた

患者について 法で抗体を測定
した。 患者の血清検体について 抗
体を で測定した結果、
発症早期（発症後 〜 日）に採取した血清
を含む全ての検体から抗体が検出された。
また発症後の経過とともに抗体価が高くな
る傾向が認められ、回復後長期を経た（発
症後 日〜 日）検体が最も高いカッ
トオフインデックス を示した（
）。
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この抗体の活性は 感染細胞ライ
セートで吸収され、未感染細胞ライセート
では吸収されないことを確認した 。

では発症後 〜 日目までウイル
ス が検出されたが、その後、時間経過
とともに急速に消失する傾向が認められた。
これら経時的に得られた検体の解析から、
急性期において数日間ウイルス と
抗体が血中に共存していることが明らかに
なった。

抗体を
で測定することにより発症後の急性

期から回復期の長期間において検出するこ
とが可能であった。特に の早期診断
にも寄与する可能性が示唆された。
本抗体検出法は 次抗体を必要としないた
め疫学的研究において応用範囲が広く、

感染ダニを運搬すると考えられる野
生動物の実態を調査研究するのに有用と考
えられる。
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【参考文献】
1. Yu XJ, et al. (2011). Fever with 

thrombocytopenia associated with a novel 

bunyavirus in China. N. Engl. J. Med. 364, 

1523-1532. 

 Takahashi T, et al. (2014). The first 

identification and retrospective study of 

Severe Fever with Thrombocytopenia 

Syndrome in Japan. J. Infect. Dis. 209, 

816-827.
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を用いた 感染細胞の 遺伝子発現の抑制

畦田真未 、堀口勝陽 、梅木一美

） 九州保健福祉大学 がん細胞研究所
） 九州保健福祉大学大学院 保健科学研究科

） 九州保健福祉大学 生命医科学部生命医科学科
） 宮崎大学 医学部内科学免疫感染病態学

（ ）は成人 細胞性白血病（ ）
などに関与するδ レトロウイルスである

）。また、日本では 感染者は宮崎
県を含む西日本に多く 、 によっ
て引き起こされる は治療が難しいこ
とが知られている ）。 感染細胞の
腫瘍化には プロウイルスの 領
域上のプラス鎖に含まれる 遺伝子とマ
イナス鎖に存在する 遺伝子が大きく
関わっていると考えられている ）。 蛋
白は細胞障害性 細胞（ ）の主な標的
分子とされ を発現した感染細胞は
に排除されることが知られている ）。さら
に、 症例の約半数は を発現しない
ことが報告されており ）、これは、
感染細胞が主に 遺伝子の変異、 プロ
モーターである の欠損、 ’ の

メチル化などによって 遺伝子を不
活化し、 の欠損あるいは発現低下によっ
て宿主免疫から回避に有利に作用している
と考えられている ）。 蛋白発現を抑制
する主要なウイルス由来の転写因子として

と が知られており ）、後者
の 遺伝子に注目して研究を開始した。
我々は、発がんに大きな役割を果たすと

考えられる 遺伝子を不活化し
感染細胞の増殖抑制およびそれに

伴う 遺伝子の発現亢進が生じるか明ら
かにするため、 で 遺伝
子に変異を導入し、それらの発現を解析し
た。 遺伝子配列に相当するガイド
と を 感染細胞であ
る 細胞株に導入した結果、 遺伝
子配列に主に塩基の欠損を伴う変異が効率
的に導入されていることが確認された（図
）。
さらにリアルタイム で
による変異導入した細胞株では明確な

の減少が明らかになった。その
一方で、 は著明な発現上昇を示
した（図２）。
これらの結果から、（ ） 感染キ

ャリアの体内で抑制されている 感
染細胞の を発現させ、 の標的へ誘
導できる可能性が示唆された。（ ） を
発現していない 細胞の場合、 遺
伝子を失活させることにより細胞増殖を抑
制できる可能性も示唆された。これらの結
果より、ゲノム編集による 遺伝子の失
活は 感染細胞や 細胞の治療
法への応用発展が期待される。今後は臨床
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応用の可能を探索するためレンチウイルス
ベクターを用いた効率的な の失活を
試みたいと考えている。

図 を用いた 遺伝子への特異的ガイド による変異の導
入の確認

感染細胞にガイド を導入後、 遺伝子を増幅した。その産物を
で消化しアガロース電気泳動を行った。

マーカー； ， 遺伝子特異的ガイド を導入した 感染細胞（ ）
の 遺伝子の 産物； ， で消化した 遺伝子の 産
物

図 ガイド を導入した 感染細胞 における および
の発現

の あるいは を として表示
した。 ガイド を導入した 感染細胞；
遺伝子特異的ガイド を導入した 感染細胞
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 Clerc I, Polakowski N, André を用いたメルケル細胞癌細胞の増殖阻害の試み

堀口勝陽 、畦田真未 、梅木一美

） 九州保健福祉大学 がん細胞研究所
） 九州保健福祉大学大学院 保健科学研究科

） 九州保健福祉大学 生命医科学部生命医科学科
） 宮崎大学 医学部内科学免疫感染病態学

メルケル細胞癌（ ：
）は、 年に によって

報告 ）された神経内分泌機能を有する悪性
度の高い稀な癌であり、現在でも効果的な
治療法が存在しない。 年には、
らによって 例の症例について発表され
ている ）。 の診断は組織学的特徴や腫
瘍マーカーを用いて行われる。 症例の
半数以上で、メルケル細胞ポリオ―マウイ
ルス（ ）プ
ロウイルスの組み込みが存在することが知
られている ）。 は、 年に
から発見され、その 領域（ ）が
変異することで発がんや細胞増殖に関わっ
ていることが明らかになってきた ）。

は、ガイド により特
定の遺伝子を自在に切断・編集することが
可能である。我々は、 の増殖を阻害す
る目的で で変異型 を失活
させることを試みている。変異 遺伝子
に特異的なガイド をデザインし、これ
を用いて 細胞である を用い、

で 遺伝子への変異体導入
を試みた。その結果、目的の塩基配列が効
率的に破壊されることを確認している（図
１）。現在、変異型 遺伝子の 発

現および変異 蛋白質の解析を行ってい
る。今後、細胞増殖の阻止の有無、変異
遺伝子産物による細胞内シグナル伝達系の
解析を実施する予定である。この方法で

を効果的に増殖抑制できれば、新しい
アプローチによる治療法の開発につながる
ものと期待される。

【参考文献】
 

–
 

．
 

–
 

–
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図１．ガイド および で切断後の 遺伝子増幅産物のアガロース電気
泳動 遺伝子特異的ガイド ； ガイド
遺伝子特異的ガイド で目的配列の切断が確認された。
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図１．ガイド および で切断後の 遺伝子増幅産物のアガロース電気
泳動 遺伝子特異的ガイド ； ガイド
遺伝子特異的ガイド で目的配列の切断が確認された。

癌幹細胞の形態と生物学的特徴

浦辺大輝 、田口勝一 、森 龍也 、芝原一樹 、宮本朋幸

） 九州保健福祉大学 がん細胞研究所
） 九州保健福祉大学大学院 保健科学研究科

） 九州保健福祉大学 生命医科学部生命医科学科

【概要】
近年の本邦における死因は一貫して悪性腫
瘍が常に第 位である 。また悪性腫瘍に
よる死亡者数は今なお増加傾向にあり、そ
の中でも子宮体癌の罹患率増加は著しい 。
これは、食の欧米化による肥満や高血圧、
女性の社会進出による未経産女性の増加、
また初潮、閉経の早期年齢化によるものが
大きいと考えられる 。

近年、癌組織に極僅かに含まれる癌幹細
胞 が新たな治療
標的として注目されている 。 は、自
己複製能や分化能といった幹細胞性を有し
ており、更に放射線抵抗性、薬剤排出能等
を持つ。これらのことから が癌の再
発や治療抵抗性に関与していると考えられ
ている 。このことから の生物学的
特性を明らかにすることは新規治療法の開
発等に有用であると思われる。

現段階では の検出には高価な機器
が必要であり、臨床の場で を検出す
ることは困難である。そこで本研究はより
簡易な 検出方法の確立を目的として、
細胞径を指標とした の分取及び生物
学的特性の解析を行った。分取した
の細胞学的特性を解析するために、まず免
疫細胞化学染色及び

の条件設定を行った。

【方法】
本研究では、ヒト子宮内膜癌細胞株であ

る 高分化型 、 中等
度分化型 、 低分化型
を用いた。また、 のポジティブコ
ントロールとして、ヒト乳癌細胞株 、
ヒト卵巣奇形腫細胞株 、ヒト人工多能
性幹細胞（

細胞）株 を用いた。
免疫細胞化学染色の発色系にはペルオキ

シダーゼ標識ポリマー法 ヒストファイン
シンプルステイン 、ニ
チレイ を用いた。 には

rScript® III 逆転写酵素
及び EmeraldAmp® PCR Master 

を用い、アガロースゲル電気
泳動にて発現の有無を確認した。

【結果】
と の蛋白発現、遺伝子

発現には多くの類似点がみられた。一方、
は他の細胞株と異なる蛋白発現、

遺伝子発現が多かった。
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表1．免疫細胞化学染色の結果
1st Antibody Ishikawa HEC-1 HEC-50B MCF-7 PA-1 253G1
CYCLIN-E − − －

P27 － － －
Ki-67 ＋ ＋ ＋

ESTROGEN RECEPTOR ＋ － －
PROGESTERONE RECEPTOR ＋＋ ＋＋ ＋＋

E-CADHERIN ± － －
N-CADHERIN ± ＋ ＋

VIMENTIN ± ＋＋ ＋＋
SNAIL ＋＋ ＋＋ ＋＋
OCT4
SOX2
KLF4

C-MYC

表2．RT-PCRの結果
Primer Ishikawa HEC-1 HEC-50B MCF-7 PA-1 253G1

CYCLIN-E ± ＋＋ ＋＋
P27 ± ＋ ±

Ki-67 － ＋＋ ±
ESTROGEN RECEPTOR ＋ － － ＋＋

PROGESTERONE RECEPTOR － － － ＋
E-CADHERIN ＋ － －
N-CADHERIN － ＋＋ ＋＋

VIMENTIN － － －
SNAIL ＋ ＋＋ ＋＋
OCT4 － － － ＋ ＋＋
SOX2 － － － ＋ ＋
KLF4 ± ＋ ± － ＋＋

C-MYC － ＋ ± － ＋

【考察】
免疫細胞化学染色及び の結果か

ら、 、 、
などの間葉系マーカーは に比して

、 での発現が強く、一方
で上皮系マーカーである は

、 より での発現
が強いことが明らかになった。これは分化
度の低い癌細胞ほど間葉系としての性質が
強く、強い浸潤能を有していることを示し
ている 。

は免疫細
胞化学染色、 の両者で で
のみの発現となった。子宮体癌にはホルモ
ン依存性(Type Ⅰ)とホルモン非依存性
(Type Ⅱ)があり、分化度の低下に伴い
発現が低下し、

を用いたホルモン療法が困
難となるため、予後に大きく関与する 。
今回の実験結果から、 は Type Ⅰ
であり、 と は Type Ⅱの
子宮体癌であることが確認され、過去の報
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【考察】
免疫細胞化学染色及び の結果か

ら、 、 、
などの間葉系マーカーは に比して

、 での発現が強く、一方
で上皮系マーカーである は

、 より での発現
が強いことが明らかになった。これは分化
度の低い癌細胞ほど間葉系としての性質が
強く、強い浸潤能を有していることを示し
ている 。

は免疫細
胞化学染色、 の両者で で
のみの発現となった。子宮体癌にはホルモ
ン依存性(Type Ⅰ)とホルモン非依存性
(Type Ⅱ)があり、分化度の低下に伴い
発現が低下し、

を用いたホルモン療法が困
難となるため、予後に大きく関与する 。
今回の実験結果から、 は Type Ⅰ
であり、 と は Type Ⅱの
子宮体癌であることが確認され、過去の報

告とも矛盾しなかった。
や は細胞周期亢進マー

カーである 。免疫細胞化学染色の結果で
は つの細胞株による発現の差はみられな
かったが、 では 以外の
つの細胞で発現が確認された。 に
おいて ではバンドがみられなかっ
た理由として塩基多型やサブタイプ存在が
想定されるが、本研究の目的とは異なる為、
機会があれば検討したい。

、 、 、 は、
細胞の作出に用いられる転写因子である 。
つまりこれら つの遺伝子の同時発現が確
認された場合、 細胞と同様に自己複製
能や多分化能を有している可能性がある。
今回の の結果では と
の つでは遺伝子発現を確認できなかった
が、 と の遺伝子発現は確認さ
れた。 は子宮内膜の再生に関与する
ことが報告されていることから、子宮体癌
由来の 株で発現が認められたことは他の
報告に矛盾しないと思われる 。
今回、免疫細胞化学染色と の条

件が確定した為、今後は子宮体癌細胞株の
細胞径を指標として 分画に分け、そのグ
ループ間で蛋白発現、遺伝子発現に差があ
るか検討したい。

【参考文献】
 

 

 

 

 

 

 

 

15



 

 

 

 

16



 

 

 

 

子宮体癌における 陽性細胞の生物学的特性解析

田口勝一 、浦辺大輝 、森 龍也 、西森 誠 、宮本朋幸

） 九州保健福祉大学 がん細胞研究所
） 九州保健福祉大学大学院 保健科学研究科

） 九州保健福祉大学 生命医科学部生命医科学科

【概要】
子宮体癌は最も一般的な婦人科悪性腫瘍で
あり、本邦でも増加傾向にある¹⁾。子宮体
癌再発のリスクは十分に特徴付けられてお
り、特定の予後因子の有無に関係している
⁾。子宮体癌の予後は、腫瘍の組織型と分

化度、筋層浸潤の深さなど臨床病理学的要
因に依存する。

腫瘍細胞の中でも少数の細胞だけが腫瘍
を維持する能力を持っていると言われてお
り、その細胞集団が癌幹細胞

である⁴⁾。 は自己複製能、
無限増殖能および多分化能などの幹細胞特
性を有している ⁾。最近の研究では、
が癌の再発や治療に対する抵抗性に関与し
ているという報告がある⁵⁾。癌幹細胞を分
離することは難しいが、細胞表面マーカー
によって濃縮する方法がある。癌幹細胞の
表面マーカーは肝細胞癌では 、乳癌
や大腸癌では などが報告されている
⁾。
また、正常の幹細胞にも発現している

も癌幹細胞の表面マーカーとして
知られている⁸⁾。以前から、肺癌、胃癌、
結腸癌、肝臓癌、膵臓癌および卵巣癌を含
むいくつかの固形腫瘍に が関与し
ていると報告がある ⁾。

癌幹細胞の解析は特定の細胞株を対象に
報告されているものが多く、分化度の異な
る細胞株を対象にした報告は少ない。本研
究では、高分化型子宮体癌と低分化型子宮
体癌の癌幹細胞を比較し、生物学的特性が
異なるか否かを明らかにすることを目的と
した。

【方法】
細胞培養
子宮体癌細胞株である 高分化型

、 低分化型 を用いた。
培養には ウシ胎児血清 を用
いた。
細胞分取

ディッシュで培養した細胞を剥離後
3.0 × 10⁶個と 1.0 × 10⁶個に調製し、3.0 × 
10⁶個のチューブには

標識抗 抗体
を添加した。抗体

を添加しないチューブは陰性対照とした。
細胞の分取には FACSAriaⅢ® を使用
し、分取した細胞は、 で 分遠
心し、以下の実験に用いた。
細胞増殖能解析
分取した細胞を 個 になるように
調製し、 プレートに播種した。
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時間後に 同仁化学研究所 を 10 µL
ずつ加え、更に 時間後マイクロプレート
リーダー で吸光度を測定した。

細胞数が のシリコン 内で
時間後にコンフルエントになるように調製
し、浮遊液を作製した。 ディッシュ
にシリコンを設置し、両方の に浮遊液
を 70 μL ずつ入れた。 時間後にシリコ
ンを外し、培地を加えた。 時間おきに

間の移動を蛍光顕微鏡 で
撮影し、 で解析した。
自己複製能解析
分取後の細胞を 週間培養し、 を用
いて再び解析を行った。
【結果】

細胞増殖能解析
細胞増殖能は、 、 ともに

細胞に比し 細胞で有意に
高値を示した 図 。

細胞よりも 細胞の方が
間を埋める速度が速く、移動能に差が

みられた 図 。
自己複製能解析

週間培養した 細胞の殆どは
細胞であり、 細胞からは
細胞も産生された 図 。

図 細胞増殖能解析
青色： 、橙色：

、 ともに 細胞に比べ、 細胞の増殖能は有意に高かった。
ｔ
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図
細胞は 細胞に比し、高い細胞移動能を示した。

図 自己複製能解析
 週間培養した 細胞の殆どは を維持していた。 細胞からは

細胞が出現した。
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【考察】
本研究では つの細胞株を用いて、

細胞と 細胞を分取し細胞
増殖能や移動能、自己複製能を解析した。
細胞増殖能解析では、癌幹細胞が含まれて
いる可能性のある 細胞が高い増殖
能を示し、 では細胞移動能にも差
がみられた。このことから、 細胞
は転移能が高い可能性も示唆された。ま
た、 の 細胞は分取 週
間後も を維持していたことから、

細胞はその特性を維持することで
癌組織の維持に働いていることが推測され
た。一方、 細胞も 細胞へ
分化することで癌組織の維持に関与してい
る可能性が示唆された。
今後は、 細胞と 細胞の

造腫瘍能、遺伝子・蛋白質発現を解析する
予定である。
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形態学的解析による子宮体癌幹細胞の検索

森 龍也 、浦辺大輝 、田口勝一 、宮本朋幸

） 九州保健福祉大学 がん細胞研究所
） 九州保健福祉大学大学院 保健科学研究科

） 九州保健福祉大学 生命医科学部生命医科学科

【概要】
子宮体癌は最も一般的な婦人科悪性腫瘍で
あり、近年、本邦においても食の欧米化や
晩婚化、低出生率などによって急激な増加
傾向を示している 。子宮体癌はⅠ型とⅡ
型に分けられ、Ⅰ型子宮体癌が子宮体癌の
大部分を占め、予後は良好であるが、Ⅱ型
子宮体癌は予後不良である 。予後不良の
原因には治療への耐性や転移、再発などが
関係しており、その原因と関係していると
されているのが癌幹細胞である 。
癌幹細胞は癌組織内に極少量存在し、自

己複製能や分化能といった幹細胞特性を持
つ。加えて癌幹細胞の多くが休止期である
ため放射線療法に抵抗性を持つことや、高
い薬剤排出能を有することで抗がん剤にも
高い抵抗性を持っている 。また、癌幹細
胞は転移時に転移巣へ先に移動し、後から
非癌幹細胞が移動するための標的としての
機能や非癌幹細胞と比較して高い侵襲性を
持っていることが報告されている 。これ
らのことから、癌幹細胞は転移や癌浸潤に
関与していると考えられ、治療標的や予後
の指標となり得る 。
癌幹細胞の同定には細胞表面マーカーの

などを用いた
による

解析が用いられる 。また、 結合蛍
光色素 を用いて癌幹細胞を
多く含むとされている

細胞を にて分取するこ
とができる 。他にも、浮遊条件下の培養
によって癌幹細胞を特定するスフェロイド
形成といった方法も行われている 。この
ように、癌幹細胞の同定にはフローサイト
メーターやスフェロイド形成といった方法
を用いるため 、癌幹細胞を同定するた
めには手間や高価な機械が必要である。形
態学的特徴を指標として癌幹細胞を同定す
ることができれば、費用や時間の削減にも
なる。本研究室では以前に 細胞の分化
誘導後に存在する未分化細胞について形態
学的に解析し、造腫瘍能が高い細胞の形態
学的特徴を報告している 。
本研究では子宮体癌細胞株の細胞径を指

標として細胞を 分画に分け解析した。最
終的に形態情報から癌幹細胞を捕捉するこ
とを目的とした。

【方法】
細胞培養
子宮体癌細胞株の 高分化型 、

中等度分化型 、 低
分化型 細胞を研究で用いた。培養には
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ウシ胎児血清 を用いた。
細胞分取

ディッシュでコンフルエントになっ
た細胞を 2 × 10 個 に調整し、
FACSAriaⅢ® を用いて解析・分取した。
前方散乱光 を
指標として小型細胞から順に 、 、 分画
とし、分取した細胞は、 、 分遠
心した後、以下の実験に用いた。
細胞増殖能解析

分取後の細胞を プレートに
個 で播種し培養した。細胞数のカウン
トには 同仁化学研究所 を用いた。
造腫瘍能解析

ディッシュにボトムアガー
を入れ、分取後の細胞を

個トップアガー に懸
濁させて播種した。 週間培養後、ゲルを
撮影してコロニー数を で解
析した。

ディッシュに のシリコン
を設置し、分取した細胞を 時間後

にコンフルエントとなるように播種した。
時間後にシリコンを外した後、培地を加

え培養した。評価は 間の移動を
時間おきに蛍光顕微鏡 で撮影
し で解析した。

【結果】

増殖能解析
全ての細胞株における 細胞の増殖

能は 、 細胞に比し有意な低値を示
し、 と 細胞における
細胞の増殖能は 細胞に比し有意な低
値を示した 図 。
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全細胞株においてサイズ間における移動
能の有意な差は認められなかった。なかで
も の 細胞は播種後にディ
ッシュへの生着が殆どみられなかった 図

。
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図
全細胞株の細胞サイズ間における移動能に有意な差は認めなかった。 ０ の
細胞ではディッシュに接着しない細胞が多く認められた。

【考察】
この研究では子宮体癌細胞株より細胞径

を指標として つの分画の細胞を分取し、
細胞増殖能、造腫瘍能、細胞移動能を解析
した。すべての細胞株において 細胞
は増殖能、造腫瘍能が有意に低値を示した。
全ての細胞株において 細胞は細胞

増殖能及び造腫瘍能が高かった事から、
分画には他の分画に比べ多くの癌幹細

胞が含まれると考えられた。
一方、 細胞では の際にディ

ッシュに生着しにくい現象が確認された。
加えて細胞増殖能解析においては同数の細
胞を播種したにもかかわらず 細胞だ

け 日目の吸光度が低かった。 細胞
が生着しない現象や細胞増殖能が有意に低
いことから、 分画には死細胞が含ま
れていることが予想される。細胞死にはア
ポトーシスとネクローシスがあり、細胞の
膨化を伴うのはネクローシスとされる 。
そのため、前述のような現象を起こした

細胞の一部はネクローシスを起こして
いる可能性がある。
今後は癌幹細胞多く含むと思われる
細胞の形態学的な解析などを進めてい

くとともに 細胞が実際に細胞死を起
こしているか否かを解析したい。
【参考文献】
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－その分類・意義・展望―. 化学と生物
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－その分類・意義・展望―. 化学と生物 がん特異的に増加するシアリダーゼ の細胞内輸送機構の解析

山﨑春海 、三苫純也

） 九州保健福祉大学 がん細胞研究所
） 九州保健福祉大学大学院 保健科学研究科

） 九州保健福祉大学 生命医科学部生命医科学科

分泌タンパク質や膜タンパク質の輸送経路
にはシグナル配列によって小胞体、ゴルジ
体を通る とシグナル
配列非依存的に輸送される

の つの経路が存在する。この
で輸送されるタン

パク質にシアリダーゼ という酵素が
ある 。 は細胞膜やエンドソームなど
に存在してガングリオシドのシアル酸を末
端から加水分解する。この酵素は現在同定
されているシアリダーゼファミリーのなか
で唯一、結腸がんや前立腺がんなどで増加
すると報告されているため 、 の輸送
機構を知ることは新たながん治療の開発に
も役立つ可能性がある。
しかし で輸送さ

れるとは報告されているものの、その詳細
な輸送機構についてはわかっていない。そ
こで本研究ではどのような機構で が
細胞膜に輸送されるのかを調べた。
まず、生細胞での の発現を調べる

ために、 融合蛋白質を発現さ
せるプラスミドを 細胞に遺伝子
導入して安定発現株を作成した。それをフ
ローサイトメトリーで分析すると、弱い赤
色蛍光を発する集団と、強力な蛍光の集団
が観察された。それぞれをソーティングし、

前者を 、後者を とし、それぞれの
細胞内局在を免疫蛍光染色ですると、ドッ
ト状または細胞全体が均一に蛍光を発する
細胞が見られた 図 。 を遺
伝子導入した細胞の免疫蛍光染色において
も同様の発現様式が見られた。

安定発現株を作成し、フロー
サイトメトリーで分析したところ、 は
エクソソームのマーカーである や細胞
膜のマーカーである の
分布と部分的に一致し、 は細胞質に存
在する の染色像とほとんど一致し
た。このことから では はエクソ
ソームや細胞膜などの膜に局在し、他の論
文の結果とも一致した 。また、 では
細胞質に局在することが示唆された。
次に、生化学的に の存在場

所を調べるために、安定発現株細胞 と
を凍結融解で細胞を破壊し、可溶性画

分と膜画分に分離した。それぞれの画分を
電気泳動にかけ、 を認識する抗
抗体を用いたウェスタンブロッティングを
行ったところ、 は膜画分と細胞質画分
に、 は細胞質画分にバンドが見られた。

は 付近にバンドが出
現すると考えられ、 では確かにその付
近に観察されたが、 では 付近に

29



バンドが見られた。 付近は
タンパク質単独の大きさと考えられるため、

遺伝子を一過的に発現させてウェス
タンブロッティングで解析すると、予想通
り同じ高さにバンドが出現した。この結果
から、分子量的にみると は融合タンパ
ク質 の局在を反映していたが、

は のみが転写・翻訳されている
可能性が考えられる。
これらの結果を総合すると、 は何ら

かの影響で 融合タンパク質の
転写あるいは翻訳開始部位が変化し、

のみを発現するようになったものと
考えられる。興味深いことに は

の状態から更に培養を続けると
顕微鏡的には に近い発現様式になる。
これは細胞密度によって転写開始点が変化

する可能性が示唆されるため、こちらの解
析も進めていく。
さらに、 が アシル化されている

との報告があることから 、このアシル化
により疎水性の細胞膜への親和性が向上す
ることで膜タンパク質となる可能性がある。
そのため、今後はこの アシル化が
の膜への輸送に関与するのかどうか調べて
いきたい。

図 を遺伝子導入した 細胞
を発現するプラスミドを 細胞に遺伝子導入した。 のようにド

ット状に融合タンパク質を発現する細胞と のように均一に細胞全体に発現する細胞が
見られた。この 種類の細胞をそれぞれで分取し、永久発現株が作製された。

【参考文献】
渡邉さと子 シアリダーゼ

は で細

胞膜に輸送される 東北医科薬科大学
大学院薬学研究科 生体膜情報学教室
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イメージングを用いた新規抗メソセリン低分子化抗体 による
がんの可視化

薬師寺宏匡 、小林和子 、竹中文章 、岸 義朗 、篠原みどり 、
明日 卓 、佐々木崇了 、大野英治 、松浦栄次

） 岡山大学大学院 医歯薬学総合研究科細胞化学分野
） 九州保健福祉大学 生命医科学部生命医科学科
） 九州保健福祉大学 がん細胞研究所
） 岡山大学大学院 医歯薬学総合研究科産学官連携センター
） 株式会社医学生物学研究所 伊那研究所研究開発部門
） 京都橘大学 健康科学部臨床検査学科
） 岡山大学大学院 医歯薬学総合研究科細胞化学分野
） 岡山大学 中性子医療研究センター

【概要】
がん細胞などで特異的に発現している分子に対して高い親和性を持つ抗体は、がん治療

に重要ながんの早期発見やがん細胞を標的とした治療に用いられています。今回我々は
様々ながんで高発現するメソセリンと低分子化抗体である に着目し、新規の抗メソセ
リン を開発しました。また、作成された新規抗メソセリン を用いた イメー
ジングにより迅速に腫瘍特異的な画像の取得が可能であったことを報告します。

メソセリンは、
アンカーに

より細胞膜に固定された糖タンパク質です。
正常な腹膜、胸膜、心膜腔の中皮内層の細
胞膜表面に発現する分化抗原ですが卵巣癌、
膵臓癌、悪性中皮腫、肺癌、乳癌など、多
くの悪性腫瘍で過剰発現することが報告さ
れています。
抗体分子は特定の抗原を認識する 領

域と様々な相互作用に重要な働きを持つ
領域の二つの領域から構成されています。

領域は レセプターと結合するため
領域が認識する部位を標的として抗体

を用いる場合にそれとは異なる分子に結合
する非特異反応が生じる可能性があります。
また、抗体分子である は、分子量およ
そ 万のタンパク質ですが、分子量が大き
なタンパク質は、組織や細胞へ浸透し難い
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上に 領域の影響もあり血中に留まる時
間が長くなります。以前、我々は抗ヒトメ
ソセリン 抗体をポジトロン核種で標識
しました。この標識抗体を用いてメソセリ
ン高発現のがん細胞をマウスに異種移植す
ることにより作成された担癌マウスに
イメージングを施行しました。この実験で
は腫瘍に抗メソセリン抗体が集積すること
が確認されましたが血中濃度の低下には時
間が必要であり、明瞭なコントラストを有
する腫瘍に特異的な画像の取得には標識抗
体投与後 〜 時間を必要としました。診

断の迅速化や に用いるポジトロン核
種による内部被爆の低減には、標識された
分子が腫瘍に特異的かつ迅速に集積するこ
とが必要です。またバックグラウンドが低
い明瞭な画像を取得するためにも標識分子
の血中濃度は、速やかに低下する必要があ
ります。そこで今回、我々は、新規な抗メ
ソセリン低分子抗体

を作成しました（図 ）。

図 ． 抗体と各種低分子化抗体
図中の青は定常領域、オレンジは可変領域、赤は超可変領域を示しています。今回作成

した を赤枠で囲んで示します。 は、分子量およそ 万 千の低分子化抗体で遺伝
子工学により容易に作成可能です。また は、抗体分子の重鎖（ ）および軽鎖（ ）
の可変領域を柔軟なペプチドリンカーで連結して作成されました。さらに は、分子内
の可変領域に由来する抗原に対する特異性と低分子であることによる腫瘍組織に対する浸
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透性の高さや、迅速な血中クリアランスを併せ持つと考えられます。
この実験では先ずヒト扁桃リンパ球を元

にファージライブラリーを構築し固相化し
たヒト組換えメソセリンを用いてファージ
の濃縮、選別を行いました。次いで、メソ
セリンを発現するがん細胞との反応性が良
好なファージをメソセリン強発現のがん細
胞株を用いたフローサイトメトリーにより
選別しました。選別されたファージの超可
変領域の遺伝子配列から の遺伝子を合

成し 細胞を用いて発現させました。
発現した を精製し各種のがん細胞との
反応性をフローサイトメトリーにより確認
して最も反応性が高い を選別しました
（図２）。

図 ．フローサイトメトリーによる作成された と各種組織由来の癌細胞株の反応性
等のアルファベットで示されているのは、がん細胞株の名称です。青枠は陰性

コントロールとしてメソセリンを発現しないがん細胞株と の反応を示します。グラフ
の明るい灰色と濃い灰色が離れているほど とがん細胞の反応性が高いことを示します。
黒い太枠で囲まれたグラフはメソセリンに対する 抗体の各種がん細胞との反応を示し
ます。低分子化された の反応性は 抗体と同様であることが確認されました。（参
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次に、メソセリン発現のがん細胞との反

応性が最も高かった の生体内での動態
や、 イメージングへの応用の可否につ
いて検討するためポジトロン核種である

を に標識し、メソセリンを発現す
る腫瘍を移植したモデルマウスを用いて

イメージングを試行しました。この実
験により腫瘍が良好に可視化可能であるこ
とを確認出来ました（図 ）。今回作成さ

れた抗体分子は標的医療に用いるプローブ
として有用であると考えられます。

図 ． イメージングにより確認された 標識抗メソセリン の経時的放射能分
布率の変化
黄色三角で示したメソセリンを高発現する 細胞と白三角で示したメソセリンの

発現が非常に低い 細胞をヌードマウスに異種移植することにより作成された担癌
マウスを対象としました。 イメージングにより投与後 時間まで 標識抗メソセリ
ン の体内動態を確認しました。 は単位重量あたりの放射能分布率を意味し、図
では、青から赤に向かって分布率が高いことを示しています。 標識抗メソセリン
は投与後 分で腫瘍に集積しはじめ、 時間後にも腫瘍に残留し続け、腫瘍を明瞭に可視
化しました。

この研究成果は、 年 月 日に科学誌「 」で公開されました。

【参考文献】
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