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§１ 研究実施の概要 

 糖脂質は、生体膜上でコレステロールや膜タンパク質と会合して、膜マイクロドメイン（脂質ラフ

ト）とよばれる超分子アッセンブリーを形成し、膜輸送や細胞接着やシグナル伝達のためのプラ

ットフォームを提供する。本研究課題は、脂質ラフトに対する抗体の作製や膜マイクロドメイン指向

性プローブによる膜マイクロドメインの可視化を目指すとともに、癌やウイルス感染の免疫における

膜マイクロドメインの機能に関わる糖鎖の役割を解明することを目的とした。研究実施体制は、糖

鎖機能解析法グループ（リーダー：本家孝一、高知大学）、免疫制御グループ（リーダー：宇高恵子、

高知大学）、抗体産生グループ（リーダー：藤本純一郎、国立成育医療センター研究所）の３グル

ープで行ない、各研究グループが互いに連携しながら独自の研究を推進した。 

本家グループは、藤本グループが開発した脂質ラフト免疫法により、マウス精子形成細胞膜マイ

クロドメインに対する単クローン抗体を作製し、得られた抗体が認識するタンパク質抗原を５種類同

定した。このうちの１種類は新規タンパク質であった。また、本家グループの久下は、脳の雄化に関

与する分子としてマスキュリン遺伝子をクローニングしたが、このマスキュリン遺伝子をラット褐色細

胞腫由来 PC12 細胞に強制発現させると神経様突起伸長を促進することを見出した。このように突

起伸長した PC12 細胞から調製した膜マイクロドメインを免疫することにより、突起先端の膜マイクロ

ドメインに局在する脂質を認識する単クローン抗体を得た。このように、ラフト免疫法では、精子形

成細胞上で硫酸化糖脂質と相互作用する分子に対する抗体を作るという当初の思惑は外れたが、

新規分子に対する興味深い抗体が得られた。一方、同グループで発見した膜マイクロドメイン指向

性プローブによる Enzyme-Mediated Activation of Radical Sources（EMARS）反応を用いて、生細

胞の細胞膜上で会合する分子群を同定する方法を開発した。EMARS 法の応用例として、同一の

抗原に対する２種類の単クローン抗体を作用させたときに集積してくる分子群が異なることを見出

した。EMARS 法は、標識試薬としてアリールアジドビオチンを用いた場合、外来性の HRP のみなら

ず内在性酵素でも活性化されるという欠点があったが、この欠点の解消に成功した。 

宇高グループは、未熟胸腺細胞の CD8 陽性細胞傷害性 T 細胞（CTL）あるいは CD4 陽性ヘル

パーT 細胞（Th）への分化決定の際、T 細胞レセプター（TCR）が胸腺上皮細胞上に発現する

MHC 分子のクラスを見分ける方法として、MHC class II 分子が膜マイクロドメイン会合性に提示さ

れることが Th 細胞への分化決定に必要であることを明らかにした。また、悪性腫瘍や難治性ウイル

ス感染症に対して特異的 CTL を誘導するための、HLA class I 分子結合性ペプチドを免疫源とし

たペプチド免疫療法に関して、膜マイクロドメインに局在する糖脂質 GD1a に結合する百日咳全菌

体ワクチンを免疫賦活剤として添加することにより、Th1 優勢の免疫反応の場を作ることで、腫瘍制

御活性を高めることができた。この改良法について、初期臨床第 I／II 相試験を行った。 

藤本グループは、独自に考案したラフト免疫法の特性を解析し、単一の糖脂質に対する抗体が

出来やすいこと、自己抗原に対しても免疫応答が誘導されること、クラススイッチを伴う典型的な免

疫反応であることを明らかにした。本方法により抗 G タンパクβ１，２鎖単クローン抗体 Raft.1 及び

抗 sialylGb5Cer 単クローン抗体 Raft.2 を得た。G タンパクβ１，２鎖は一次構造が種を超えてよく

保存されたタンパクなので、これまで，単クローン抗体の産生は困難とされていた。Raft.2 は

Laminin Binding Protein にも反応し、SSEA-4 エピトープがタンパクにも担われていることを示唆す

るものである。さらに、アジュヴァントとの混合が不要で、同系抗原に対しても免疫応答が誘導可能

というラフト免疫法の利点を生かして本方法の抗腫瘍免疫療法への応用をマウスで検討し、明らか

な抗腫瘍効果を確認した。抗原非特異的抗腫瘍効果を有するヒト腎癌由来細胞株 ACHN のラフト

免疫は、被免疫マウスの自然免疫を強化し、腹腔マクロファージを活性化し、腹腔細胞の腫瘍細

胞に対する細胞傷害活性を惹起した。抗腫瘍免疫療法の免疫方法に応用可能と期待される。 
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§２．研究構想 

（１）当初の研究構想  

 生体膜上で、糖脂質は、リン脂質と比べて互いに会合しやすい性質をもつ。コレステロールや膜

タンパク質が加わり、膜マイクロドメインとよばれる超分子アッセンブリーを形成し、これが機能ユニ

ットとなってさまざまな生物機能を発揮するようになる。具体的には、糖脂質は細胞膜外層に局在

するが、細胞膜外層の接着分子や細胞増殖因子受容体や、細胞膜内層の Src チロシンキナーゼ

ファミリーやＧタンパク質などの機能タンパク質分子と共に動的秩序体を形成し、細胞接着やシグ

ナル伝達のプラットフォームを提供する。 

 本研究は、さまざまな生理現象や病態における膜マイクロドメインの糖鎖機能を解明すること

を目的とする。第一のアプローチとして、密度勾配超遠心で分画した界面活性剤抵抗性膜マイク

ロドメイン（DRM）画分を丸ごとマウスに免疫して、膜マイクロドメインに対する単クローン抗体を作製

することにより、膜マイクロドメイン構成分子に対する抗体作製を行う。ラフト免疫法は、単に構成分

子がわかるだけでなく、抗体を用いて生細胞における膜マイクロドメインの動態を追うためのリソー

スとなる。第二のアプローチとして、生細胞上で特定の糖脂質が形成する分子複合体を解析する

ための新しいマイクロドメイン指向性プローブの開発を行う。第三のアプローチとして、抗糖鎖単鎖

抗体を細胞内膜で発現させることにより、あるいは糖鎖遺伝子の発現を抑制することにより、特定の

糖鎖を介する膜マイクロドメインの形成を制御する方法の確立を目指す。 

このように、生細胞上の膜マイクロドメインの動態を解析あるいは制御するための新し

い研究手法を開発するとともに、膜マイクロドメインが重要な役割を担っている免疫学、

ウイルス学という他の領域との融合研究を通して、膜マイクロドメインにおける糖鎖機能

を解明する。 

 

糖鎖機能解析法（本家）グループ： 

 糖脂質硫酸転移酵素 CST のノックアウトマウスの異常から、硫酸化糖脂質がミエリン膜と軸索膜

の接合と精子形成に必須であることがわかったが、詳細な分子メカニズムは依然不明である。局所

で、硫酸化糖脂質が未知のタンパク分子と会合してつくる超分子アッセンブリーが、ミエリン膜—軸

索膜相互作用や精母細胞—セルトリ細胞相互作用に働いていると思われる。この分子メカニズム解

明の第一歩として、硫酸化糖脂質を含む膜マイクロドメインの構造とその形成プロセスを明らかに

する。このため、硫酸化糖脂質のセミノリピドを含むマウス精子形成細胞膜マイクロドメインに対する

単クローン抗体を作製し、セミノリピドと相互作用するタンパク分子に対する抗体を得る。 

 膜マイクロドメイン指向性プローブを開発して、特定の膜マイクロドメインに会合する分子を可視

化する。 

ヒト腎癌細胞は CST 遺伝子の発現が高度に亢進しており、最終産物の硫酸化糖脂質が蓄積し

ている。硫酸化糖脂質は、癌細胞表面のみならず細胞内にも発現しており、細胞内のタンパク質

輸送や膜輸送に働いている可能性が示唆される。抗硫酸化糖脂質単鎖抗体を細胞内で発現させ

ること、あるいは siRNA で CST 遺伝子の発現を抑えることにより硫酸化糖脂質の発現を阻害して、

腎癌細胞への影響を調べる。 

 

ウイルス感染制御（今井）グループ： 

 Epstein-Barr ウイルス（EBV）は、バーキットリンパ腫、ホジキンリンパ腫、NK/Tリンパ腫、上咽頭

癌、胃癌など多様なヒト腫瘍疾患の発生に関与する。EBVがＢリンパ球に持続感染すると、Ｂ細胞
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の細胞膜にEBV遺伝子産物のlatent infection membrane protein (LMP)のLMP1とLMP2Aを発現す

るようになる。これらLMPは複数回膜を貫通する膜内在性タンパクで膜マイクロドメインに局在する

と報告され、EBV潜伏感染に好都合な環境の維持、不死化、癌形質の発現に重要な役割を果た

すと考えられている。これらLMPが膜マイクロドメインに局在するメカニズムと意義を明らかにする。 

 

免疫制御（宇高）グループ： 

 胸腺細胞による MHC class I と class II 分子の識別に、MHC 分子自身の構造の違いの他に、そ

れらが置かれた反応場の違いが、胸腺細胞に異なる反応を誘導する可能性を想定し、MHC 分子

の脂質ラフト局在性と、その機能との相関について明らかにする。 

 

抗体産生（藤本）グループ： 

 膜マイクロドメインに対する単クローン抗体の作成と膜マイクロドメインに対する免疫応答を利用し

た治療戦略の構築を目標に掲げた。細胞系統の異なる種々の細胞株から膜マイクロドメインを調

製し、マウスに免疫して，それぞれのマイクロドメインに特異的な糖脂質やタンパク質に対する抗体

を作成する。一方、抗糖脂質抗体特異性を抗血清レベルで調べてパネル化し，その中から必要な

単クローン抗体を作成する。さらに，このマイクロドメイン特有の免疫反応を担癌モデルあるいは自

己免疫疾患モデルなどに応用し，腫瘍細胞増殖制御や自己反応性リンパ球除去が可能か否かを

検討する。 

 

 

（２）新たに追加・修正など変更した研究構想 

１）事情により、平成１８年度まで参加していたウイルス感染制御（今井）グループがチ

ームから外れ、平成１９年度から３グループで研究を推進した。 

２）（本家グループ）当グループの久下は、脳の性分化に伴って雄ラット新生児の脳視索前

野に時期部位特異的に発現するマスキュリンを発見した。このマスキュリン遺伝子を神経

系培養細胞株である PC12 細胞に強制発現させると、神経突起伸長が促進されるとともに、

マスキュリンの一部は膜マイクロドメインに集積することがわかった。そこで、平成 18 年

度から膜マイクロドメインにおけるマスキュリンの機能とマスキュリンに付加している糖

鎖の役割を解明する。 

３）（宇高グループ）TCR 活性化の“場”を提供する膜マイクロドメインで抗原を提示する際に、ガ

ングリオシド GD1a と結合する百日咳全菌体ワクチンを免疫賦活剤として添加することにより、Th1

誘導型の応答を惹起させて、免疫誘導能の高いペプチド免疫療法を開発する。 

４）（藤本グループ）ラフト免疫はラフト被免疫マウスの自然免疫を増強し、抗腫瘍効果を発揮する

ように思われたので、ラフト被免疫マウスの樹状細胞、γδ−T 細胞、B1 細胞、マクロファージなど，

自然免疫担当細胞の免疫応答を解析する。さらに、胎生期に重要な働きをしていると考えられる

Laminin Binding Protein が、その糖タンパク質糖鎖上に Stage-Specific Embryonic Antigen-4 

(SSEA-4)エピトープを担っているという知見が得られたので、マウス初期発生における SSEA-4 及

び SSEA-4 の局在する膜マイクロドメインの機能解明を行う。 
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§３ 研究実施体制 
（○：研究代表者または主たる共同研究者） 

 

（１）「糖鎖機能解析研究」グループ  

① 研究参加者 

 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 本家 孝一 
高知大学教育研究部 

医療学系生化学講座 
教授 H16.10～ 

 宮原 馨 
高知大学教育研究部 

医療学系生化学講座 
助教 H16.10～ 

 久下 英明 
高知大学教育研究部 

医療学系生化学講座 
助教 H16.10～ 

 小谷 典弘 

高知大学医学部 

システム糖鎖生物学教育

研究センター 

特任准教授 H17.10～ 

 山下 竜幸 

高知大学教育研究部 

医療学系生化学講座 

高知大学医学部 

システム糖鎖生物学教育

研究センター 

CREST 研究員 

 

特任助教 

 

 

H17.4～ 

 赤堀 佳奈 
高知大学教育研究部 

医療学系生化学講座 
CREST 技術員 H17.4～H21.3 

 
和田（旧姓 石

原） 由香里 

高知大学教育研究部 

医療学系生化学講座 
チーム事務員 H16.10～ 

 仁尾 景子 
高知大学教育研究部 

医療学系生化学講座 
研究補助員 H19.4～H21.3 

 山下 竜右 高知大学大学院 
大学院生 

JST-RA 
H18.12〜 

 矢野 小代里 高知大学大学院 大学院生 H18.4〜H20.3 

 長友 大樹 高知大学大学院 大学院生 H18.4〜H20.3 

 石浦 嘉人 高知大学大学院 大学院生 H20.4〜 

 姜  松林 高知大学大学院 大学院生 H18.9〜 

 

② 研究項目： 

１）膜マイクロドメイン抗体の作製とエピトープの決定 

２）膜マイクロドメイン指向性プローブの開発と応用 

３）糖鎖機能阻害にもとづく膜マイクロドメインの機能制御 
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（2）「免疫制御研究」グループ  

① 研究参加者 

 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 宇高 恵子 
高知大学教育研究部 

医療学系免疫学講座 
教授 H16.10～ 

 駒庭 学志 
高知大学教育研究部 

医療学系免疫学講座 
助教 H16.10～H21.3

 平地 泰子 高知大学医学部 研究補助員 H16.10～H19.3

 片岡 佐誉 高知大学総合研究センター 技術専門職員 H16.10～ 

 矢野 有紗 高知大学大学院 大学院生 H17.4～H20.3 

 小松 利広 高知大学医学部 研究補助員 H18.4～ 

 田村 昌子 高知大学医学部 研究補助員 H18.4～ 

 福田 絵美 
高知大学教育研究部 

医療学系免疫学講座 
助教 H20.7～H21.12

 

② 研究項目： 

１）胸腺細胞分化決定における糖脂質マイクロドメインの役割 

２）ラフト指向性の Th1 誘導型ペプチド免疫療法の開発 

３）成熟 T 細胞の抗原認識におけるラフトの役割 

４）糖脂質マイクロドメインを反応場とした、NK 細胞による子宮内膜のホメオスタシス 

 
（３）「抗体産生研究」グループ  

① 研究参加者 

 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 藤本 純一郎 国立成育医療センター研究所 副所長 H16.10～ 

 清河 信敬 
国立成育医療センター研究所 

発生・分化研究部 
部長 H16.10～ 

 片桐 洋子 

国立成育医療センター研究所 

発生・分化研究部 

形態発生研究室 

室長 H16.10～ 

 大喜多 肇 

国立成育医療センター研究所 

発生・分化研究部 

機能分化研究室 

室長 H16.10～ 

 竹内 寿美 
国立成育医療センター研究所 

発生・分化研究部 

CREST 技術

員 
H17.11～H18.3

 中里 恵子 

国立成育医療センター研究所 

発生・分化研究部 

機能分化研究室 

研究補助員 H19.1〜 

 佐藤 伴 

国立成育医療センター研究所 

発生・分化研究部 

千葉大学大学院 

流動研究員 

大学院生 

JST-RA 

H19.4〜 

 

② 研究項目： 

１）膜マイクロドメインに対する単クローン抗体の作製と応用 

２）膜マイクロドメインに対する免疫応答の解析と応用 
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３）着床前胚におけるSSEA-4の動態解析 

 

（４）「ウイルス感染制御研究」グループ 

① 研究参加者 

 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 今井 章介 
高知大学医学部 

微生物学講座 
教授 H16.10～H19.3

 黒田 正幸 
高知大学医学部 

微生物学講座 
助教 H16.10～H18.12

 堂野 純孝 高知大学大学院 大学院生 H16.10～H17.3

 Nasimuzzaman Md 高知大学大学院 大学院生 H16.10～H17.3

 石浦 嘉人 高知大学大学院 大学院生 

H17.10～H19.3

H20.4〜 

本家Ｇに参加 

 

② 研究項目： 

EBウイルス関連腫瘍における膜マイクロドメイン糖鎖機能の解明 

 

 

§４ 研究実施内容及び成果  
 

３．１ 糖鎖機能解析研究 （高知大学 本家グループ）  

研究項目１）膜マイクロドメイン抗体の作製とエピトープの決定 

(1)研究実施内容及び成果 

①マウス精子形成細胞膜マイクロドメインに対する単クローン抗体の作製 

膜マイクロドメイン（脂質ラフト）を生化学的に扱う方法として、低温下で、Triton X-100 等の中性

界面活性剤を用いて細胞膜をホモジェナイズした後、ショ糖密度勾配超遠心にかけて浮遊してくる

界面活性剤不溶画分（detergent resitant membrane: DRM）を分画する方法がある。この DRM には、

スフィンゴ（糖）脂質、コレステロール、GPI アンカーやアシル化修飾を受けたタンパク質（src ファミリ

ーキナーゼや G タンパク質）などが分画され、膜脂質の物性や生物機能を考えると、膜マイクロドメ

インが単離されているかのようにみえる。しかし、DRM は界面活性剤によるアーティファクトだという

指摘がある。仮にそうではないとしても、膜マイクロドメインは不均一で多様であるから、異なる全て

の膜マイクロドメインを十把一絡げに集めることになるので、観察される分子が同一のクラスターの

中にいる保証はない。また、形態学的に観察される膜マイクロドメインと生化学的に解析される

DRM は直接リンクしておらず、膜マイクロドメインの実態が十分に捉えられているとはいえない。 

膜マイクロドメインで営まれる分子メカニズムを解明するために、まず、膜マイクロドメインを構成

する分子を調べる必要がある。膜マイクロドメイン構成分子を明らかにするアプローチとして、DRM

に回収されるタンパク質をプロテオミクスの技術で網羅的に解析する方法が行われているが、種類

と量は判明するものの機能解析には至っていない。我々は、別のアプローチの“ラフト免疫法”を採

用した。これは、DRM を丸ごとマウスに免疫して、膜マイクロドメイン構成分子に対する単クローン

抗体を産生するアプローチである。本法は、国立生育医療センター研究所の片桐と藤本らが開発

した方法で、膜マイクロドメインの細胞外側のみならず細胞内側の分子に対する抗体も得られ、膜
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脂質と膜タンパク質に対する抗体が得られる特徴がある（藤本グループの項を参照）。 

我々は硫酸化糖脂質を生合成する糖脂質硫酸転移酵素 CST のノックアウトマウスを作出して、

CST が脳におけるサルファタイドの生合成にも精巣におけるセミノリピドの生合成にも働き、サルフ

ァタイドが脳のミエリン膜と軸索膜の接合に、セミノリピドが精子形成に必須であることがわかったが、

これら硫酸化糖脂質がどのような分子メカニズムで生物機能を発揮するかは依然不明である。局

所で、硫酸化糖脂質が何らかのタンパク質分子と会合してつくる超分子アッセンブリーが、ミエリン

膜—軸索膜相互作用や精母細胞—セルトリ細胞相互作用に働いていると想像される。 

そこで、CST ノックアウトマウスで異常のみられたマウス精巣におけるセミノリピドの分子メカニズ

ム解明の第一歩として、ラフト免疫法を用いて硫酸化糖脂質を含む膜マイクロドメインの構造を調

べることにした。まず、精巣特異的な硫酸化糖脂質のセミノリピドが DRM に分画されることを確認し

た。そこで、マウス精巣から分画した DRM を、マウスに２回免疫して、ドットブロットで免疫源の DRM

と反応する 192 クローンのハイブリドーマを得た（１次スクリーニング）。 

ドットブロットで陽性であった抗体クローンは、２次スクリーニングとして、DRM 脂質に対する反応

性と DRM タンパク質に対する反応性を調べた。DRM タンパク質に対する反応性はウエスタンブロ

ッティングで調べた。さらに、免疫組織化学で精細管に対する染色性を調べた。１次スクリーニング

で陽性であったクローンのうち、25-30％が硫酸化糖脂質に反応した。ウエスタンブロッティングで

タンパク質のバンドを明確に呈するものは数％にとどまった。これらスクリーニングでの陽性クロー

ンについて、抗原エピトープの決定を試みたが、これらの抗体を固相化したイムノアフィニティーク

ロマトは無効なことが多かった。得られた抗体は全てIgMであった。精製できたものは、電気泳動に

かけて銀染色したバンドを切り出し、ゲル内消化の後、マススペクトルメトリーを用いて PMF 法ある

いは MS/MS 法で解析した。 

これまで分子が特定できたものは、膜マイクロドメインを裏打ちする細胞骨格タンパク質の

myosin-11、ミトコンドリア酵素の dihydrolipoamide S-acetyltransferase、精巣特異的シャペロンのカ

ルメジン、転写因子の transforming acidic coiled-coil containing protein 3(TACC3)、250kDa より大

きい新規タンパク質の５種で、いずれも細胞膜の膜マイクロドメインに含まれているとは思われない

ものであった。最後の TACC3 と未知タンパク質は、同一クローン 5E10 のエピトープであったが、

110kDa の TACC3 は、子マウスの精巣と CST-KO 成獣マウス精巣でのみ観察され、成獣マウスの

精巣では見られず、一方、250kDa より大きい新規タンパク質は成獣マウスの精巣でのみ観察され

た。TACC3 と未知タンパク質のアミノ酸配列は異なり、何故同一クローン抗体とクロスするのかは不

明である。 

 

②神経細胞突起先端膜マイクロドメイン脂質に対する単クローン抗体の作製 

当グループの久下らは、ラット脳の性分化に関わる分子を追及する目的で、テストステロンを投

与した新生児雌ラットの視床下部前思索野領域で発現する分子を、mRNA のサブトラクション法を

用いてマスキュリンを発見した。このマスキュリン遺伝子を PC12 細胞に強制発現させると、神経様

突起が伸長し、マスキュリンは突起先端の膜マイクロドメインに集積することを見出した。マスキュリ

ンには５箇所のN-グリコシレーションポテンシャルサイトが存在したが、実際には、215番目、282番

目、300 番目の３箇所のアスパラギンに N 型糖鎖が結合していることがわかった。このうち、少なくと

も１本は複合型糖鎖が付いていることがわかった。これらのアスパラギンに変異導入して糖鎖が付

かないようにすると、突起先端に運ばれず細胞内の小胞体に留まることを見出した。 

マスキュリンを強制発現させた PC12 細胞から DRM を単離して、マウスに免疫し、免疫源の DRM

と反応するクローンを得た（１次スクリーニング）。１次スクリーニング陽性クローンで免疫組織染色を

行い、突起先端と反応する抗体#15を得た。#15が認識する抗原Ag15はDRM画分に回収された。

さらに、Ag15 の発現は、PC12 細胞を神経成長因子 NGF で刺激すると誘導されることを見出した。

免疫組織染色により、Ag15 はラット脳組織の神経細胞に存在し、マウス脳海馬の初代培養神経細

胞にも存在していることが観察された。免疫組織化学において、Ag15 はメタノール処理で消失する

ことから脂質様物質と推定された。パラフォルムアルデヒド固定後メタノール処理すると、細胞体内
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部の Ag15 は消失したが、突起先端に局在する Ag15 は残存することから、突起先端の Ag15 はアミ

ノ基を有している可能性が想定された。 

生化学的解析では、NGF で刺激した PC12 細胞由来の Ag15 は、クロロホルム／メタノールで抽

出され、Folch 分配上層に分画された。一方、脳組織由来の#15 反応物質は調べたラット、マウス、

ウシ、ブタの全てに存在しており、Folch 分配上層と下層の二つの画分に分離された。#15 反応性

は、Folch 分配下層のほうが Folch 分配上層よりも圧倒的に高かった。 

ブタ脳の Folch 分配下層の#15 反応物質は、DEAE-Sephadex A25 カラムクロマトで酸性画分に

分画され、proteinase K 耐性、アルカリ処理耐性であった。TLC ではサルファタイドとほぼ同じ移動

度を示したが、移動度の近いサルファタイド、GD3 lactone、PC、PI、lysoPE のいずれでもなかった。

CST-KO マウス脳の粗抽出脂質は#15 反応性が非常に低下していたことから、#15 がサルファタイ

ドとクロスするか、何らかの物質がサルファタイドと結合して#15 反応性を獲得するようになる可能性

が考えられた。 

NGF で刺激した PC12 細胞由来の Ag15 とブタ脳 Folch 分配下層の#15 反応物質は、

DEAE-Sephadex A25 カ ラ ム ク ロ マ ト を 素 通 り し た が 、 ア ミ ノ 基 修 飾 蛍 光 試 薬 の

4-Fluoro-7-nitrobenzofurazan（NBD）を反応させた後は、酸性画分にシフトした。この結果と上述

した免疫組織化学の結果から、PC12 細胞由来 Ag15 とブタ脳 Folch 分配下層#15 反応物質は、ア

ミノ基をもつことが示唆された。２回の DEAE-Sephadex A25 カラムクロマトの後、シリカゲルクロマト

と逆相クロマトを用いて精製を行い、物質の同定を試みている。 

 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 得られた抗体は、精子形成と神経機能を調べるための有用なツールとなる。マスキュリン KO マ

ウスは、マスキュリンの生理機能を解明するための重要なリソースを提供する。 

 

研究項目２） 膜マイクロドメイン指向性プローブの開発と応用 

(1)研究実施内容及び成果 

膜マイクロドメインへのアプローチとして、生きている細胞の膜マイクロドメインにおいて、実際に

どの分子とどの分子が会合しているかを明らかにできないかと考えた。これまで細胞膜マイクロドメ

インに局在する分子の分布と動態は、電子顕微鏡、一分子追跡法、蛍光共鳴エネルギー移動

(FRET)、原子間力顕微鏡などによって調べられているが、これらの手法は予め対象とする分子を

知っていなければならない。化学架橋剤を用いると、任意の分子と相互作用する未知分子の同定

が可能であるが、架橋剤のサイズや形状がボトルネックとなり有効例が少ない。我々は、これらの欠

点を解消する、生きている細胞の細胞膜上で任意の分子と近接する分子を同定する新規の方法

を開発した。 

 アリールアジド基は、紫外線照射によって活性化されるので、通常、光アフィニティーラベリン

グに用いられるが、著者らは、アリールアジド基が西洋わさびペルオキダーゼ（HRP）の作用でラジ

カルを生じることを見つけ、Enzyme-Mediated Activation of Radical Sources（EMARS）反応と命名

した。 

EMARS反応による生細胞の細胞膜上任意分子と近接する分子を同定する方法の原理を図1に

示す。生きている細胞に、細胞表面に存在する任意の分子（標的分子）に対する HRP 標識抗体を

添加し、HRP を固定する。そこへ、ビオチンタグを付けたアリールアジドを添加すると、細胞表面に

固定化された HRP によってアリールアジド基が活性化され、ラジカルを生じる。ラジカルは、水など

周囲の分子と反応してすぐに消退するので、HRP と近接した分子とだけ反応してビオチン化する。

ここまでの反応を細胞が生きている状態で行う。この後、細胞膜を可溶化して、ビオチン化した分

子をストレプトアビジンで検出すると、標的分子と近接する分子を同定することができる。図は、抗



 - 10 -

体アレイを用いて標識分子を特定する方法を示している。 

 標的分子からどれくらいの

距離の分子がビオチン化され

るかを免疫電子顕微鏡で調べ

ると、およそ 200 nm 以内の分

子がビオチン化されることがわ

かった。この距離は、ちょうど

刺激を受けて寄り集まった膜

マイクロドメインの大きさに相

当することから、著者らは、膜

マイクロドメインが活性化され

たときにリクルートされる分子を

同定するのに非常に有用な方

法であると考えている。 

EMARS 法の応用例として、

実際の医療現場で治療ターゲットとなっているＢ細胞リンパ腫細胞上の CD20 分子に、異なる抗

CD20 単クローン抗体を結合させると、CD20 の近傍に会合する分子群が異なることを見出した。こ

のため、抗体間の作用の違いが生じるのではないかと推測している。 

また、フィブロネクチン、ラミニン、コラーゲンと異なる細胞外マトリクスをコーティングしたディッシ

ュの上で HeLa 細胞を培養すると、インテグリンの近傍に会合する分子が異なることを見出した。こ

れらの実験結果は、同一の膜タンパク質が、外的刺激の変化に応じて、多様な機能を発揮できる

ことを示唆している。 

第 一 世 代 EMARS 標 識 試 薬 の ア リ ー ル ア ジ ド - ビ オ チ ン は 、 市 販 品 の

1-[4-Azidosalicylamido]-6-[biotinamido]-hexan（Pierce 社）を使用した。この化合物のビオチン部

分をfluorescein に置き換えたアリールアジド-フルオレセインを、第二世代EMARS標識試薬として

合成した。アリールアジド-フルオレセインを使用すると、アリールアジド-ビオチン使用時にみられ

た内在性酵素による非特異的標識の問題が解消し、網羅的分析が可能となった。さらに、アリール

アジド-フルオレセインで標識すると、標識タンパク質を蛍光イメージアナライザーで直接検出する

ことが可能になった。また、フロレセイン標識タンパク質は抗フルオレセイン抗体ビーズを用いて精

製濃縮できることを確かめた。 

網羅的分析のスキームとして以下を想定している。アリールアジド-フルオレセインを用いて

EMARS 法で近接分子を標識した後、界面活性剤で細胞膜を可溶化して、標識タンパク質を、抗フ

ルオレセイン抗体ビーズを用いて精製濃縮する。精製したフロレセイン標識タンパク質を電気泳動

にかけ、ゲルピッカーで蛍光スポットを検出して切り出す。こうして切り出したゲルをトリプシンで消

化して、溶出してくるペプチド断片を MS/MS 質量分析で解析して標識タンパク質を同定する。ある

いは、精製したフロレセイン標識タンパク質をリジルエンドペプチダーゼ等で大きく断片化して、

HPLC で蛍光標識ペプチドを分離した後、トリプシンで消化して MS/MS 分析で標識タンパク質を

同定する。 

 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

EMARS 法を利用すると、外的刺激や膜環境の変化に応じて細胞表面に局在する特定分子と相

互作用する分子群がどのように変化するかがわかり、その変化に起因してどのようなシグナルが発

信されるかを調べると、これまでの研究手法では得られない革新的な情報が得られる可能性がある。

つまり、同一の膜タンパク質が、外的刺激の変化に応じて、多様な生物機能を発揮することを示す

ことができる。EMARS 法は簡便な方法なので、幅広い医療や細胞生物学への応用が見込める。 
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研究項目３）糖鎖機能阻害にもとづく膜マイクロドメインの機能制御 

(1)研究実施内容及び成果 

ヒトの腎癌細胞で CST 遺伝子の発現が非常に亢進しており、このため CST 活性が高く硫酸化糖

脂質が蓄積している。硫酸化糖脂質は、腎癌細胞表面のみならず細胞内にも発現していることが

わかり、細胞内のタンパク質輸送や膜輸送に働いている可能性が示唆された。抗硫酸化糖脂質単

鎖抗体を細胞内で発現させることにより、あるいは siRNA で CST 遺伝子の発現を抑えることにより

硫酸化糖脂質の発現を阻害して、腎癌細胞への影響を調べることを目指した。 

硫酸化糖脂質に対する単鎖抗体 scFv を以下のように作製した。精製したサルファタイドを硫酸

化糖脂質欠損マウスに免疫し、単クローン抗体 DI8（IgG3）を得た。DI8 抗体は、脂質部分の違い

を認識せずサルファタイドとセミノリピドともに同程度に反応したが、中性糖脂質やガングリオシド

や他の硫酸化糖鎖とは結合しなかった。硫酸化糖脂質の SM2 とは結合しなかったので、DI8 抗

体は非還元末端ガラクトース 3-硫酸構造を認識すると思われた。DI8 の H 鎖と L 鎖の可変部をコ

ードする遺伝子を得、単鎖抗体 scFv をファージディスプレイシステムで発現させ、最終的に、可

溶性 scFv 抗体が元の DI8 抗体の特異性を保持することを示した。 

得られた抗硫酸化糖脂質単鎖抗体の遺伝子をヒト腎癌細胞内で発現させたが、腎癌細胞表面

における硫酸化糖脂質の発現を抑制することができなかった。このため、研究を siRNA による CST

遺伝子の発現抑制にシフトさせた。 

共同研究者の静岡県立大学の鈴木隆教授らが、siRNA で MDCK 細胞（イヌ腎臓遠位尿細管由

来）の CST 遺伝子の発現を抑えることにより、サルファタイドの発現を阻害すると、インフルエンザ A

ウイルスの増殖が抑制されることを示した。ウイルス遺伝子（RNA）の複製からパッケージングにかけ

ての異常が示されているが、サルファタイドがどの過程に寄与しているかは不明である。 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

siRNA 技術と EMARS 法を組み合わせることにより、ヒト腎癌細胞における硫酸化糖脂質の病理

機能を解明できるかもしれない。言

い換えると、内在性膜環境を変化さ

せることで（硫酸化糖脂質がある

ときとないときで）、膜タンパク質

の会合状態が変化し、それに起因

して発信シグナルが変容すること

を示すことができるかもしれない

（図２）。 

 

 

３．２ 免疫制御研究 （高知大学 宇高グループ） 

研究項目１） 胸腺細胞分化決定における糖脂質マイクロドメインの役割 

(1)研究実施内容及び成果 

未熟胸腺細胞は、胸腺上皮細胞が発現する MHC 分子に対する反応性に応じて、それぞれが

持つ T 細胞レセプター（TCR）が class I 分子に反応するものであれば、CD8 陽性の細胞傷害性 T

細胞（CTL）に、class II 分子に反応するものであれば、CD4 陽性のヘルパーT 細胞（Th）に分化す

る。この分化決定の際に、TCR が MHC class の違いをいかに認識しているか、は明らかになってい

なかった。 

我々は、認識する TCR 側ではなく、リガンド側の MHC 分子の提示のされ方に class の違いがあ

る可能性を考え、分子の構造を調べたところ、class II 分子の膜貫通部に、Cys が種を超えて強く保



 - 12 -

存されていることに気がついた。この Cys は、palmitoyl 化され、その結果、ラフトに会合性になるこ

とがわかった。さらに、この Cys を置換すると、MHC class II 分子のラフト会合性が失われることがわ

かった。 

次に、in vitro の胸腺分化実験を行い、MHC class II 分子を認識して本来、CD4 陽性の Th へ分

化するはずの TCR を持つ胸腺細胞が、ラフト会合性を失った Cys → Ser 置換 MHC class II 分

子を認識した場合には、誤って CTL に分化してしまうことがわかった。物理的、代謝的にラフトの形

成を抑制した場合にも同様に、polyclonal な、Th から CTL へ分化の転換が起こる傾向があることが

わかった。したがって、同じ TCR を使いながら、胸腺上皮細胞に提示される MHC 分子が、ラフトを

反応場とした場合と、そうでない場合では、異なる分化決定のシグナルが送られることが示唆され

た。 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

未熟胸腺細胞の認識に、MHC class II 分子によるラフト会合性の抗原提示が、このように重大な

影響を持つものであれば、末梢の成熟 Th 細胞の抗原認識においても、重要な意味をもつ可能性

がある。今後、末梢の成熟 T 細胞を解析して、同様に MHC class II 分子のラフト会合性が重要で

あることが明らかになれば、ラフトの物性を変えたり減少させたりする操作により、アレルギーや自己

免疫疾患の軽減の工夫ができるかもしれない。 

 

研究項目２） ラフト指向性の Th1 誘導型ペプチド免疫療法の開発 

(1)研究実施内容及び成果 

 悪性腫瘍や難治性ウイルス感染症に対して、細胞傷害性 T 細胞（CTL）を誘導する、MHC 

class I 分子結合性ペプチドを用いた免疫療法の臨床研究が世界で広がっている。しかし、CTL の

数は増えても、細胞傷害活性に乏しいなど、十分な効果が得られるまでには至っていない。我々

は、Ganglioside GD1a に結合する百日咳菌のラフト指向性と、LPS 等による抗原提示細胞を賦活

する活性、および、Th 細胞を誘導する異物蛋白質を併せ持つ百日咳全菌体ワクチンを、免疫賦

活剤として添加することにより、所属リンパ節に、Th1 誘導型の免疫応答の場を作ることにより、CTL

の誘導活性を高める工夫を試みた。動物実験により、in vivo の固形腫瘍の拒絶においても、従来

のペプチド単独投与に比べ、有意な腫瘍拒絶反応がみられた（Yano et al. 2007）。 

 これを受けて、固形悪性腫瘍（WT1 ペプチドを使用）および、慢性 C 型肝炎（HCV ペプチドを

使用）に対するペプチド免疫療法の臨床初期第 I／II 相試験を開始した。これまでに集計の終わっ

た３１例の固形悪性腫瘍患者について、重篤な有害事象は観察されず、安全に投与できる見通し

が立った。治療効果の評価としては、治療後３ヶ月後での RECIST 判定で、少なくとも６回投与した

３１例中１０例（３１％）で、SD (stable disease)と判定され、以前に行ったペプチド単独投与では、１９

例中４例（２１％）であったことと比較して、ある程度の治療効果が期待できる可能性が示唆された。

HCV ペプチドの臨床研究は、愛媛大との共同研究により行っている。 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

① 悪性固形腫瘍および、C 型肝炎ウイルスに対する免疫療法の臨床研究 

 上記、臨床初期第 I／II 相試験の結果を受けて、悪性腫瘍に対する免疫療法については、疾

患別に治療効果を調べることに重きを置いた、臨床第 I／II 相試験を開始した。HCV ペプチドにつ

いては、上記の前試験の結果を受けて、臨床効果を見やすくするため、標準治療である PEG-IFN

αとリバビリンの併用療法に、ペプチド免疫療法を重ねて併用する治療法について、２００９年１０

月から、新規臨床研究を開始した。これらの臨床研究の結果次第では、新規ペプチド免疫療法の

実用化が期待できる。 
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② 新規免疫賦活剤の開発 

 百日咳全菌体ワクチンを免疫賦活剤として加えるペプチド免疫療法では、第３者抗原を加える

ことで、ペプチド特異的 CTL の誘導をはかったものであるが、この方法では、悪性固形腫瘍やウイ

ルス感染症に対する免疫応答の一部の反応を増強するに過ぎない。 

 今後に向けて現在、抗原特異的ヘルパーT 細胞の誘導もはかる、新規免疫賦活剤の開発を

はかっている。第１段階のワクチンとしては、百日咳菌に抗原遺伝子を組み込んだリコンビナントの

作製を進めている。 

 

 

３．３ 抗体産生研究 （国立成育医療センター研究所 藤本グループ） 

研究項目 ラフト免疫法の特性解析とその応用 

(1) 研究実施内容及び成果 

①膜マイクロドメインを免疫原とすると monospecific な糖鎖に対する抗体が産生され、糖脂質に

対する単クローン抗体作製には有利な免疫反応と考えられる。ラフト免疫法に応用可能な膜マイク

ロドメインの選択や、抗体出現のカイネティックスなど、ラフト免疫法の基礎的な特性解析を行っ

た。 

ヒト腎癌由来細胞株ACHN、サル腎臓由来細胞株Vero、ヒトPreB細胞株NALM6及びNALM16、

ヒト T 白血病細胞株 Jurkat 及び Molt4、ヒト異形大細胞株 Karpas299、マウスリンパ腫 EL4 及び

RL-2、マウス骨髄腫 P3U1、マウス黒色腫 B16 から 1% Triton に不溶性の低密度膜画分として膜マ

イクロドメインを調製した。その PBS 懸濁液を、Balb/c マウスに１週間の間隔をおいて 1～5 回皮下

注入し、尾静脈または眼窩より採血して得た血清をフローサイトメトリー、TLC 免疫染色、Dot-blot

免疫染色により解析した。ACHN、Vero 細胞のラフト免疫では sialylGb5Cer のみを、EL4 細胞のラ

フト免疫では GD2 のみを認識する抗血清がえられた。NALM6 や Karpas299 細胞のラフト免疫でも、

単一のシアル酸含有糖脂質に対する抗血清が得られたが、糖脂質の同定までにはいたらなかっ

た。１１種の細胞のうち５種の細胞で単一の糖脂質に反応する抗体が産生されることを確認した。

C57BL/6 マウスでも同様の結果が得られ、ラフト免疫の monoglycolipid-specific な抗体産生誘導

は、宿主マウスの系統を問わないようである。 

 抗体出現のカイネティックスを解析したところ、免疫２回目で IgM 抗体が出現し、３回目で最高

値を示し、４回目以降は減少した。一方、IgG 抗体は２回目から徐々に増加して行った。IgM から

IgG へのクラススイッチが起きていることが確認され、典型的な T-B 共役型の抗体産生反応である

と考えられる。同系抗原である EL4 の膜マイクロドメインを免疫された C57BL/6 マウスの血清中に

抗 DNA 抗体の上昇はみられず、その他自己免疫疾患様の症状もみられなかったので、

monospecific な抗糖鎖抗体の産生は自己免疫疾患ではないことが示唆された。 

 

②ACHNラフト免疫で得られた単クローン抗体Raft.2両抗体を利用して、SSEA-4エピトープのタ

ンパク分子上での発現を解析した。 

Raft.2 の認識抗原である sialylGb5Cer は、SSEA-4 のエピトープを担っている。マウス及びヒト EC

細胞のF9とNCR-G3に発現するSSEA-4を、Raft.2を用いてTLC免疫染色、フローサイトメトリー、

共焦点レーザー顕微鏡観察、Western 解析をした。マウス EC 細胞は未分化状態にあり、SSEA-１
＋・SSEA-4-といわれている。現に TLC 免疫染色では sialylGb5Cer は確認されず、Raft.2 の反応す

る糖脂質も認められなかった。ところが、Western 解析で分子量４０k 近辺のバンドに反応し、シア

ル 酸 を 除 く と 反 応 し な く な っ た 。 ２ 次 元 Western 解 析 で SSEA-4 ＋ と 考 え ら れ た 分 子 は

MALDI-TOF/MS 解析により、Laminin Binding Protein（LBP）と同定された。シアリダーゼ処理した

LBP には、Raft.2 は結合せず、F9 細胞を 14C-ガラクトース存在下で培養すると、LBP は 14C-ガラク

トース標識された。これらの結果は、マウス F9 の LBP が SSEA-4 エピトープを発現していることを支
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持するものである。laminin は初期発生の過程において重要な細胞外マトリックスである。胚

体における laminin 受容体の候補の一つと考えられる LBP が SSEA-4 修飾を受けているとい

う今回の知見は初期発生における SSEA-4 の機能を考える上で大変興味深い。 

 

③同系腫瘍細胞から調製した膜マイクロドメインのラフト免疫で、腫瘍細胞に対する液性免疫及

び細胞性免疫応答が誘導されるかどうか検証し、抗腫瘍免疫療法への応用のための基礎実験を

行った。 

C57BL/6 マウス由来細胞株 EL4、B16、Balb/c マウス由来細胞株 P3U1、RL-2 から調製した膜

マイクロドメインを同系マウスに免疫し、尾静脈より採取した血清をフロ−サイトメトリー解析した。い

ずれの血清中にも、膜マイクロドメインを調製した細胞に対する抗体価の上昇が観察された。 

 次に、同系腫瘍細胞のラフト免疫を施したマウスに腫瘍細胞を移入し、マウスの生存率を測定

した。Balb/c 由来マウス骨髄腫 P3U1 の膜マイクロドメインで免疫された Balb/c マウスは、P3U1 の

移入７週後の担癌率が０／３であるのに対し、PBS を皮下注射されただけのコントロールマウスは２

／３であった。C57BL/6 由来 B16 黒色腫の脂質ラフトで免疫された C57BL/6 マウスは B16 移入後

33.3%が寛解し、死亡マウスの平均生存日数は 44±11.7 日であったのに対し、コントロールマウス

では、全マウスが死亡し、平均生存日数は 23.5±2.9 日であった。同じく C57BL/6 由来 EL4 リンパ

腫の脂質ラフトで免疫された C57BL/6 マウスは、EL4 移入後 66.7%が寛解し、死亡マウスの平均生

存日数は 27±6 日であったのに対し, コントロールマウスでは、全マウスが死亡し、平均生存日数

は 21.3±1.6 日であった。一方、B16 黒色腫の膜マイクロドメインで免疫しておいたマウスには EL4

の腫瘍移入に対して全く抵抗性を示さなかった。ラフト免疫には抗腫瘍効果があり、抗原特異性も

あることが示唆された。 

 

④抗原非特異的抗腫瘍効果のある ACHN ラフト免疫で誘導される免疫応答を、自然免疫担当

細胞の活性化状態や、腫瘍細胞傷害活性を中心に解析した。 

抗腫瘍効果がみとめられない異種異系ラフト免疫のコントロールとして、ACHN細胞の膜マイクロ

ドメインを免疫し、EL4 や B16 移入したところ、予期せぬことが観察された。ACHN 細胞ラフト免疫

された C57BL/6 マウスは、同系腫瘍細胞 EL4 や B16 の増殖に抵抗性を示したのである。ACHN

細胞の膜マイクロドメインで C57BL/6 マウスを免疫すると、sialylGb5Cer を認識抗原とする

monoglycolipid-specific な抗糖脂質抗体産生が誘導されるが、腫瘍拒絶実験に用いた同系胸腺

腫 EL4 にも黒色腫 B16 にも sialylGb5Cer は発現していない。ラフト免疫マウスに EL4 細胞 2 x 103

個を移入し、生存率を非免疫マウスと比較した。非免疫マウスは６匹中４匹が３３．５日（±5.9 日）で

死亡したが、免疫マウスでは６匹すべてが寛解した。同様に、B16 細胞１x１０４個を移入したところ、

全非免疫マウスが平均２９日（±4.2 日）で死亡したが、免疫マウス６匹中２匹が３３．５日（±1.4 日）

で死亡したのみで、他４匹は寛解した。ACHN 細胞のラフト免疫は非特異的抗腫瘍能を誘導し、特

殊な免疫原性を有していると推測された。 

 カビ由来抗生物質 filipin は、コレステロールに結合して膜マイクロドメインの機能的構造を阻害

し、Src 型キナーゼ Yes などの膜アンカリング分子の脂質ラフトへの局在を抑制する。Filipin 処理

ACHN 細胞から調製したラフト免疫では、上記のような抗腫瘍効果はみられなかった。ACHN 膜マ

イクロドメインの特殊な免疫原性の維持には、膜マイクロドメインの機能的構造が必須であると考え

られる。 

ヒト ACHN 細胞のラフトを免疫されたマウスは、自然免疫が賦活化されていると考えられ、自然免

疫担当細胞の免疫応答をフローサイトメトリーで解析した。免疫マウスの脾臓樹状細胞は

PMA/ionomycin 刺激で CD40 の発現が上昇し、γδ-T 細胞では IL-4 産生が亢進していた。 

 腹腔内細胞の活性化を検討した。C57BL/6 マウス(n=3)に、ACHN 膜マイクロドメインの PBS 懸

濁液を腹腔内投与し、２４時間後、４８時間後の腹腔内細胞を FITC 標識抗-B220、APC 標識抗

-CD11b、PE 標識抗-CD11c または PE 標識抗-F4/80 で三重染色し、マクロファージ、B1 細胞、
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CD11b+/Gr-1+細胞集団の CD40、CD86 の発現の変化をフローサイトメトリーで解析した。また、γ

δ-T 細胞の細胞質内 IFN-γ及び IL-I7 の発現の変化をフローサイトメトリーで解析した。

B220-/CD11b+/F4/80+マクロファージ上には２４時間後には CD40 が発現し、４８時間後も発現は

持続していた。CD86 は２４時間後に一過性に発現が増強した。腹腔内マクロファージは ACHN 膜

マ イ ク ロ ド メ イ ン 投 与 に よ り 活 性 化 す る こ と が 示 さ れ た 。 B220+/CD11b+B1 細 胞 や

B220-/CD11b+/Gr-1+細胞は２４時間後に一過性の CD86 の発現亢進がみられた。B220-/CD11c+

樹状細胞、γδ-T 細胞の活性化は確認されなかった。膜マイクロドメイン投与２４時間後で倍増

する B220-/CD11b+/Gr-1+細胞集団は未同定であるが、好中球、単球、未熟ミエロイド細胞のいず

れかと考えられる。膜マイクロドメイン投与２４時間後、４８時間後のマウス血清内の IL-1α、IL-2、

IL-4、IL-5、IL-6、IL-10、IL-I7、IFN-γ、GM-CSF、TNF−αを ELISA 法により測定したところ、

IL-6 及び IL-17 の産生が一過性に亢進していた。ACHN 膜マイクロドメイン腹腔内投与で腹腔内

マクロファージは活性化することが示され、抗原非特異的抗腫瘍効果への関与が示唆された。 

 膜マイクロドメイン投与マウスの腹腔細胞の EL４に対する傷害活性を、死細胞の放出する LDH

で測定した。抗腫瘍効果のない NALM６膜マイクロドメイン投与マウスの腹腔細胞には EL４に対す

る細胞傷害活性はなかったが、ACHN 膜マイクロドメイン投与マウスの腹腔細胞には明らかに細胞

傷害活性がみられた。 

 

⑤ヒト EC 細胞 NCR-G2 を免疫原として得られた単クローン抗体 6E2（マウスＩｇＧ3κ型）は、

sialylGb5Cer を認識する新規抗 SSEA-４抗体であることを証明し、6E2 を使ってマウス着床前杯に

おける膜マイクロドメインの動態解析を行った。 

6E2 は、NCR-G2 以外にも ACHN、Ｖｅｒｏなどの腎臓由来の細胞やヒト赤血球から調製したスフィ

ンゴ糖脂質の sialylGb5Cer と同じ移動度を示すバンドにのみ反応した。精製 sialylGb5Cer に反応

し、GM１b やその他のガングリオシドには反応しなかったので、6E2 は sialylGb5Cer を認識抗原とし

ていることが明らかになった。フローサイトメトリー、免疫組織染色にも応用可能で、反応性特異性

に優れ、多方面への汎用が期待される。 

マウス着床前胚を未固定のまま Alexa 標識 6E2 でパルス染色し、SSEA-4 の動態を解析した。

割球全面に均一に分布していた SSEA-4 は、３０分後には界面への集積が始まり、９０分でほぼ完

全に界面へと移行していた。さらに培養を続けると SSEA-4 は割球内部へと取り込まれて行った。

SSEA-4 は活発に割球表面上を割球界面へと移動していることが示唆された。この集積は methyl-

β-cyclodextrin で完全に阻害された。 

さらに、6E2 共存下培養胚の発生率を測定し、6E2 による架橋の発生に与える影響を検証した。 

15B2（マウス IgG3κコントロール抗体）や抗-E カドヘリン抗体存在下で２細胞期胚を培養しても胚

は正常に発生したが、6E2 存在下では５０μg/ml で卵割が遅延し始め、100μg/ml では卵割が停止

し、発生は完全に阻害された。6E2 が５０μg/ml 以上培地中に存在すると、本来細胞全体に分布し

ているはずの F-アクチンが割球界面に集積し、E カドヘリンの割球界面への集積が完全に阻害さ

れた。SSEA-4 の継続した強力な架橋は、着床前胚の正常な発生を阻害するとことが明らかになっ

た。 

 Cre-loxP システムにより卵特異的に E カドヘリン遺伝子欠損した雌マウスと flox 雄マウスとの交

配で得られた E カドヘリン欠損８細胞期胚では、SSEA-4 の割球界面への集積は減衰し，割球の頭

頂部に多く分布していた。E カドヘリンと SSEA-4 は互いに強調して、割球界面へ集積していると考

えられる。 

SSEA-4 は単なる未分化表面マーカーではなく、膜マイクロドメインの構成成分として初期発生

に積極的に関与する機能分子であり、E カドヘリンとともに胚発生に積極的に関与している可能性

が示唆された。 

 

(2) 研究成果の今後期待される効果 
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 膜マイクロドメインを免疫原とすると単一の糖脂質（糖鎖エピトープ）にたいする抗体だけが産

生されることがある、という新たな知見は、血液型物質に対する自然抗体生成の解明のヒントになる

可能性がある。また、適当な細胞を選んで膜マイクロドメインを調製すれば、糖脂質に対する単クロ

ーン抗体が容易になると期待される。 

ラフト免疫はアジュヴァントとの混合なしに同系腫瘍細胞を排除する免疫応答が誘導できるので、

抗腫瘍免疫療法応用への可能性があると思われる。しかしながら、腫瘍細胞移入まえに免疫して

おく必要があるので、寛解後の再発抑止に有効と考えられる。また、ACHN 細胞のラフト免疫の自

然免疫を賦活する効果は、ACHN 細胞の膜マイクロドメイン構造にあると考えられ、膜マイクロドメイ

ン内の責任分子を同定することは、現在臨床応用への基礎実験が進行中の癌ペプチド免疫療法

の免疫方法に大きな前進をもたらすものと期待される。 

哺乳類着床前胚で、SSEA-4を含む膜マイクロドメインの発生への関与を示した例は我々の報告

が初めてである。Alexa 標識の可能な 6E2 の使用で可能になった。ES 細胞、iPS 細胞、EC 細胞の

未分化検定や品質管理に、細胞表面未分化抗原 SSEA-4 の発現の有無は必須である。新規抗

SSEA-4 単クローン抗体 6E2 は、TLC 免疫染色、フローサイトメトリー、免疫組織染色にも応用可能

で、反応性特異性に優れ、汎用が期待される。 

 

 

３．４ ウイルス感染制御研究 （高知大学 今井グループ） 

 研究項目 EB ウイルス関連腫瘍における膜マイクロドメイン糖鎖機能の解明 

(1) 研究実施内容及び成果 

Epstein-Barr ウイルス（EBV）は、バーキットリンパ腫、ホジキンリンパ腫、NK/T リンパ腫、上咽頭

癌、胃癌など多様なヒト腫瘍疾患の発生に関与する。EBV がＢリンパ球に持続感染すると、Ｂ細胞

の細胞膜に EBV 遺伝子産物の latent infection membrane protein (LMP)の LMP1 と LMP2A を発

現するようになる。これら LMP は複数回膜を貫通する膜内在性タンパクで膜マイクロドメインに局在

すると報告され、EBV 潜伏感染に好都合な環境の維持、不死化、癌形質の発現に重要な役割を

果たすと考えられている。 

そこで、EBV 潜伏感染膜タンパク質 LMP1 および LMP2A が、本当に宿主細胞の膜マイクロドメ

インに局在するかどうかを調べた。さらに、レトロウイルスベクター（SIN-RV）に組み込んで導入した

LMP1、LMP2A 発現上皮細胞株を用い、膜マイクロドメインの撹乱について検討した。このため、

LMP1 発現胃癌細胞株 NUGC-3 とコントロール細胞（同一ベクターでルシフェラーゼ遺伝子を

導入したもの）の糖脂質組成と遺伝子発現プロフィール（DNA マイクロアレイによる）を比較検討し

た。 
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回日本生化学会大会合同大会），神戸，12 月 9 日-11 日，2008 

 

31. 片桐洋子、佐藤伴、伊藤千鶴、大喜多肇、藤本純一郎、年森清隆、清河信敬、（国立成育医

療 セ ン タ ー 研 究 所 ） ： An epitope of monoclonal antibody MC121 recognizing a sperm 

maturation-associated antigen, 54k sialoglycoprotein, is carried by glycosphingolipids of human 

erythrocytes.  (第 82 回日本生化学会大会合同大会)，神戸，10 月 21 日-24 日，2009 

 

(４)知財出願 

 

①国内出願 (1 件)  

特願 2007-017667 細胞膜上分子と相互作用する化合物の検出方法 

出願者：国立大学法人高知大学、国立大学法人大阪大学 

出願日：平成１９年１月２９日 

 

②海外出願 (1 件) 

PCT/JP2008051002 

24/1/08 

Honke K (Kochi Univ), Kotani N (Kochi Univ), Taniguchi N (Osaka Univ) 

Method for detection of compound interacting with moleculue located on cell membrane 

 

 

③その他の知的財産権 

  他に記載するべき知的財産権があればご記入下さい。（実用新案 意匠 プログラム著作

権 等） 

 

 

(５)受賞・報道等  

“受賞や新聞報道等について、具体的に記入してください。” 

   ①受賞 
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小谷典弘(高知大学医学部)、日本糖質学会第１１回ポスター賞、 平成 20 年 

 

 

   ②マスコミ（新聞・ＴＶ等）報道 

本家孝一（高知大学医学部） 
平成20年5月21日 高知新聞朝刊 

平成20年6月2日  朝日新聞朝刊 

平成20年6月6日  科学新聞 

 

宇高恵子（高知大学医学部） 

   平成 21 年 1 月 19 日 ラジオ出演  

「ワクチンで“がん”に挑む」ＮＨＫ総合「私も一言！夕方ニュース」 

 

   ③その他 

片桐洋子（国立成育医療センター） 

  平成 21 年 10 月 12 日~16 日 瀋陽薬科大学にて講演、セミナー 

 

(６)成果展開事例 

①実用化に向けての展開 

＜公開可能なもの＞ 

(藤本グループ) 新規抗 SSEA-4 単クローン抗体 6E2は、理研細胞バンクに寄託（平成２１年４月手

続き） 

 

②社会還元的な展開活動 

 

 

 

§６．研究期間中の主な活動  

  “ワークショップ、シンポジウム、その他チーム内ミーティング（主なもの）を行っ

た場合、 

   月日、名称、場所、参加人数、目的や内容などを記入。” 

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

平成 17 年 3

月 11 日 

本家チーム会議 高知大学 

医学部 

１５名 チーム内における研究戦略

の策定および研究成果の評

価、研究者間交流 

平成 18 年 3

月 2 日 

本家チーム会議 高知大学 

医学部 

２０名 チーム内における研究戦略

の策定および研究成果の評

価、研究者間交流 

平成 20 年 3

月 21 日 

第１回高知システム

糖鎖生物学教育研

究センター（KSGC）

シンポジウム 

高知大学 

医学部 

４０名 招待講演者５名 

平成 21 年 3

月 9 日 

本家チーム会議 高知大学 

医学部 

２０名 チーム内における研究戦略

の策定および研究成果の評

価、研究者間交流 

平成 21 年 3

月 19 日 

第２回 KSGC シン

ポジウム 

高知大学 

医学部 

４０名 招待講演者３名 
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§７ 結び 
 

１）研究の目標等から見た達成度 

①膜マイクロドメイン抗体の作製とエピトープの決定 （本家グループ） 

達成度 70％ 

ラフト免疫法を用いてマウス精子形成細胞膜マイクロドメインに対する抗体を作製する研究に関

して、硫酸化糖脂質のセミノリピドと相互作用する分子に対する単クローン抗体を得るという当初の

目標は達成できなかったが、精子形成に関わる新規分子に対する抗体が得られた。 

マスキュリン発現 PC12 細胞膜マイクロドメインに対する抗体を作製する研究に関して、マスキュリ

ンと相互作用する分子に対する単クローン抗体を得るという当初の目的は達成できていないが、神

経突起先端に局在するおそらく新規の脂質に対する抗体が得られた。 

ラフト免疫法により、当初の目標設定のように特定分子と相互作用する分子の抗体を得ることは

できなかった。しかしその一方、ラフト免疫法は、従来法では得られない新規分子に対する抗体が

得られる可能性が示された。 

 

②膜マイクロドメイン指向性プローブの開発と応用 （本家グループ） 

達成度 100％ 

HRP による Enzyme-Mediated Activation of Radical Sources（EMARS）反応を発見し、生細胞の

細胞膜上で会合する分子群を同定する方法の原理開発に成功した。さらに、標識試薬を改良して、

網羅的解析への道を開いた。 

 

③糖鎖機能阻害にもとづく膜マイクロドメインの機能制御 （本家グループ） 

達成度 70％ 

 硫酸化糖脂質に対する単鎖抗体 scFv を作製したが、得られた単鎖抗体の遺伝子をヒト腎癌細

胞内で発現させて腎癌細胞表面における硫酸化糖脂質の発現を抑制することはできなかった。 

共同研究者の静岡県立大学の鈴木隆教授らが、siRNA で MDCK 細胞の CST 遺伝子の発現を

抑えることにより、サルファタイドの発現を阻害すると、インフルエンザ A ウイルスの増殖が抑制され

ることを示した。 

 

④胸腺細胞分化決定機構における糖脂質マイクロドメインの役割 （宇高グループ） 

達成度 100％ 

未熟胸腺細胞が CD8 陽性細胞傷害性 T 細胞（CTL）あるいは CD4 陽性ヘルパーT 細胞（Th）

へ分化決定される際、T 細胞レセプター（TCR）が胸腺上皮細胞上に発現する MHC 分子のクラス

を見分けるとき、MHC class II 分子が膜マイクロドメイン会合性に提示されることが Th 細胞への分

化決定に必要であることを明らかにした。 

 

⑤膜マイクロドメイン免疫応答を利用した治療戦略 (藤本グループ) 

達成度 100％ 
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ラフト免疫法の特性を明らかにし、抗腫瘍免疫療法への応用をマウスで検討した結果、ラフト免

疫に明らかな抗腫瘍効果を確認した。ラフト免疫は、被免疫マウスの自然免疫を強化し、腹腔マク

ロファージを活性化することを発見した。 

 

⑥EB ウイルス関連腫瘍における膜マイクロドメイン糖鎖機能の解明 （今井グループ） 

達成度 30％ 

EBV 遺伝子産物の latent infection membrane protein (LMP)の LMP1 と LMP2A をレトロウイルス

ベクター（SIN-RV）に組み込んで導入、LMP1、LMP2A 発現上皮細胞株を作製した。LMP1 発現胃

癌細胞株NUGC-3とコントロール細胞の間の糖脂質組成と遺伝子発現プロフィール（DNAマイクロ

アレイによる）を比較検し、遺伝子発現に差違を見出したが、事情により研究を中断した。 

 

２）得られた成果の意義等の自己評価 

 本研究課題で得られた成果により、細胞膜から発信される生物情報は、個々の分子からではなく、

分子周囲の微少環境も含めた膜マイクロドメインから生じること、この膜マイクロドメインの形成に糖

鎖が重要な役割を演じていることが確認できた。個々の研究成果の意義は以下のとおりである。 

①膜マイクロドメイン抗体の作製とエピトープの決定 （本家グループ） 

 得られた抗体は、精子形成と神経ネットワーク形成を調べるためのプローブとして利用できる。 

 

②膜マイクロドメイン指向性プローブの開発と応用 （本家グループ） 

 幅広く医学や細胞生物学に応用可能な分子間相互作用の解析法を開発した。 

 

③糖鎖機能阻害にもとづく膜マイクロドメインの機能制御 （本家グループ） 

 CSTノックアウトマウスにサルファタイドを免疫することにより、IgGの硫酸化糖脂質単クローン抗体

を得ることができた。糖鎖に対する単鎖抗体は結合親和性が弱く、架橋等の工夫が必要であること

がわかった。 

 

④胸腺細胞分化決定機構における糖脂質マイクロドメインの役割 （宇高グループ） 

 MHC 分子の認識が、分子単独ではなく、周囲の微少環境も含めて行われることが実証された。 

 

⑤膜マイクロドメイン免疫応答を利用した治療戦略 (藤本グループ) 

 分子単独で免疫しても惹起出来ない効果が、膜マイクロドメイン（脂質ラフト）の形で免疫すると得

られることがわかった。このことは、今後のワクチン開発に重要なヒントを与える。 

 

３）今後の研究の展開 

 本家グループは、得られた抗体が認識する新規分子の機能解明、KO マウス解析によるマスキュ

リンの機能解明、EMARS 法の医学への応用、正常腎集合管細胞と腎細胞癌細胞におけるサルフ

ァタイドの機能解明をテーマとして研究を進め、膜マイクロドメインにおける糖鎖機能について一層

掘り下げた研究を行う。 
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 宇高グループは、東北薬科大学の井ノ口仁一グループとの共同研究で、糖脂質改変動物の T

細胞機能を調べることにより、T 細胞機能における糖脂質マイクロドメインの役割を明確にする。 

 藤本グループは、ラフト免疫法による免疫応答のメカニズムを、とくに自然免疫の観点から追究す

る。 

 

４）研究代表者としてのプロジェクト運営 

①チーム全体の研究遂行 

 小さなチームであったので、グループ間の連携がうまく行き、チーム内で共同研究も行なった。チ

ーム会議は３回高知大学で開催した。藤本グループは、領域全体会議や全国学会時に打ち合わ

せを行い、研究の進捗状況の把握に努めた。宇高グループは、同じ学内であるので頻繁に議論を

重ね、糖脂質研究者と共同研究を開始する際に仲介を行った。 

 

②研究費の使い方 

 初年度に大型機器の共焦点レーザー走査型顕微鏡を導入し、チーム内の高知大学グループで

共同使用した。研究費の半分は人件費・謝金に費やした。 

 

若手研究者の育成 

 本研究に参加した助教１名が、高知大学医学部システム糖鎖生物学教育研究センター特

任准教授に昇任した。博士研究員１名が、同センター特任助教に採用された。技術員１名

（修士課程修了者）は、同センターの技術補佐員として CREST 研究を継続している。 

 チーム全体で、11 名の大学院生（7名博士課程、4名修士課程）が参加した。１名が博士

課程終了後、高知大学教育研究部医療学系助教に採用された。 
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         本家グループメンバー（下段中央が本家）平成 21 年 7 月 

 

 

    CREST 経費で購入した 

 共焦点レーザー走査型顕微鏡 

  （オリンパス社 FV-1000） 
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