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１．研究実施の概要 

本研究課題は、膜マイクロドメインに対する抗体の作製やマイクロドメイン指向性プロ

ーブの開発を通して膜マイクロドメインの可視化を目指すとともに、ウイルス感染や免疫

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する。こ

の統一的目的の下に、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、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が認

識する抗原分子をこれまで２種類同定した。また、脳の雄化に関与するマスキュリン遺伝

子を神経系細胞株 PC12 に強制発現させた細胞の膜マイクロドメインに対する単クローン

抗体を作製し、NGF 処理時に神経突起先端と反応する単クローン抗体を得た。一方、生細

胞における細胞膜上分子の相互作用を解析するための Enzyme-Mediated Activation of 
Radical Sources（EMARS）法を開発し、特許出願した。本法により、膜マイクロドメイ

ン指向性プローブの開発が可能となった。 

宇高グループは、T 細胞の細胞膜糖脂質マイクロドメインを反応場とする T 細胞レセプ

ターによる MHC 分子の認識機構を解析し、反応場を操作することにより、抗原特異的に T

細胞の反応をポジティブに、あるいはネガティブに制御する方法を開発した。一方、アレ

ルギーや自己免疫疾患の原因となる抗原に対する抗原特異的 T 細胞応答を、糖脂質マイク

ロドメインの脂質を操作することにより抑制できることがわかったので、今後は、糖脂質

の糖鎖の役割に注目して研究を進める。 

藤本グループは、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を誘導

できるという膜マイクロドメイン（脂質ラフト）免疫法の利点を生かして、抗腫瘍免疫療

法への応用を目標とした基礎実験に取り組んだ。様々なマウス腫瘍細胞株と同系マウスの

組み合わせで、脂質ラフト免疫が抗腫瘍効果を発揮すること、この効果には抗原特異性が

あること、NK 細胞関与の可能性は低いことなどを明らかにした。 

今井グループは、EB ウイルスの潜伏感染膜タンパク質 LMP1 および LMP2A が、膜マイ

クロドメインに発現することを確認した。LMP1 発現による膜マイクロドメインの撹乱に

ついて検討するために、GM1 の近傍分子を EMARS 法で解析したところ、LMP1 発現細胞



で、GM1 の近傍に寄ってくる分子を見出したが、同分子は無刺激時には DIM 画分に回収

されなかった。今後、EMARS 法と同じ条件で GM1 をコレラ毒素で架橋した場合に、DIM

画分に回収されるかどうかを検討する。 

 

２．研究実施内容 

１）平成 17 年度に引き続いて、マウス精子形成細胞膜マイクロドメイン画分に対する単ク

ローン抗体が認識する抗原分子の同定を進めた。ドットブロットで陽性であった抗体クロ

ーンのうち、ウエスタンブロッティングでタンパクバンドを呈するものは数％にとどまっ

た。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を用いて抗原を精製した後、

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、PMF 法で解析した。こ

の結果、２種類の抗体が認識する抗原分子が同定された。 
２）脳の雄化に関与するマスキュリン遺伝子を神経系細胞株 PC12 に強制発現させた細胞

の膜マイクロドメインに対する単クローン抗体を作製した。マスキュリン発現膜マイクロ

ドメイン画分に強く反応するする抗体クローンスクリーニングしたところ、NGF 処理後の

神経突起先端を認識する単クローン抗体が得られた。一方、PC12 細胞に強制発現したマス

キュリンは、N-グリコシド型糖鎖を３本付加していることを証明した。 
３）生細胞における細胞膜上分子の相互作用を解析するための Enzyme-Mediated 
Activation of Radical Sources（EMARS）法を開発した。これは、アリールアジド基をペ

ルオキダーゼで活性化してラジカルを生じさせることにより、標的分子の近傍に存在する

分子を同定する新奇の方法で、既に特許出願を完了した。この方法を用いることにより、

膜マイクロドメイン指向性プローブの開発が可能となった。 
４）独自に開発した HLA 結合性ペプチド自動予測プログラムを用いて C 型肝炎ウイルスの

抗原ペプチドを探索し、これに対する患者 T 細胞の応答性を調べた。その結果、T 細胞誘

導活性が高く、かつ、３つの HLA 型に共通に提示されるペプチドワクチンがデザインでき

たので、臨床試験を開始する。さらに、これまでペプチド免疫治療で達成できていなかっ

た強い細胞傷害活性を誘導する免疫賦活剤を開発したので、これを添加する臨床試験も続

いて開始する。同様に、WT1 腫瘍抗原についても、ペプチドワクチンをデザインし、担が

ん患者を対象とする臨床試験を行う。 

５）上記ペプチド免疫療法の標的抗原は、反応性の T 細胞レセプター（TCR）のレパート

リーが自己寛容に傾き、自然には細胞傷害活性を誘導しにくい抗原である。そこで、強い

細胞傷害活性を誘導する免疫方法を開発するため、TCR による抗原認識機構を調べている。

特定の脂質を添加することにより、TCR に抗原認識の“場”を提供している糖脂質膜マイ

クロドメイン（脂質ラフト）を乱すと、ラフト会合性蛋白質の局在化が解消されることが

わかった。さらに、同脂質を投与したマウスでは、実験的アトピー性皮膚炎が起きにくい

ことから、in vivo においても膜マイクロドメイン環境が TCR の抗原認識に重要な役割を

はたしていることが示唆された。 



６）膜マイクロドメイン（脂質ラフト）免疫法の“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を誘導できる”という利点は、抗腫瘍免疫療法に応用可能と考

え、Balb/c 及び C57BL/6 純系マウスを同系由来腫瘍細胞株の膜マイクロドメインであらか

じめ免疫し、その細胞株を移植するという実験系で、脂質ラフト免疫法の同系腫瘍に対す

る抗腫瘍効果を検証した。Balb/c 由来骨髄腫 P3U1 から調製した膜マイクロドメインを

Balb/c マウスに免疫した後、P3U1 細胞を腹腔移植すると、担癌率はラフト免疫マウスで抑

制された。 

７）C57BL/6 マウス由来の黒色腫 B16BL6 とリンパ腫 EL4 でも同様の実験を行った。B16BL6

から調製した膜マイクロドメインで免疫された C57BL/6 マウスに B16BL6 を腹腔移植した

ところ、コントロールでは全マウスが死亡したのに対し、ラフト免疫マウスでは明らかに

延命効果がみられ、1/3 は寛解した。また、EL4 から調製した膜マイクロドメインで免疫 s

した場合も 2/3 は寛解した。一方、B16BL6 から調製したラフトマイクロドメインを免疫し

た場合は免疫効果がみられなかったことから、脂質ラフト免疫法は抗原特異性を有してい

ることが示唆された。 

８）抗腫瘍効果の作用機序を明らかにするため、in vitro の実験を行った。EL4 細胞のラフ

トマイクロドメインで免疫されたマウスの抗血清存在下で EL4 細胞を培養しても増殖に影

響はなく、さらに補体を添加しても細胞傷害効果は観察されなかった。一方、免疫マウス

脾臓から CD49b+,CD3-の NK 細胞を単離し、NK 細胞数、real time PCR による PMA 刺激後

の INFγ産生を測定したところ、細胞数の増加も INFγ産生の上昇も観察されなかった。以

上の結果から、液性免疫や NK 細胞の関与は否定的であり、現時点では、細胞傷害性 T リ

ンパ球や樹状細胞の関与の可能性を考えている。 

９）EB ウイルス（EBV）潜伏感染膜タンパク質 LMP1 および LMP2A は、宿主細胞膜マイ

クロドメインに発現する。LMP1 と LMP2A の発癌機構への関与を明らかにするために、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、糖脂質マイクロドメインの撹乱について検討した。GM1 の近傍分子を EMARS 法で

解析したところ、LMP1 発現細胞で、ある分子が GM1 の近傍に寄ってくることがわかった

が、この分子は無刺激時には DIM 画分に回収されなかった。次に、EMARS 法を用いて LMP1

の近傍分子を同定する目的で、LMP1 の細胞外ドメインに FLAG タグを導入した改変 LMP1

発現細胞を樹立したが、FLAG タグに対する抗体で改変 LMP1 を認識できなかった。 

 

３．研究実施体制 

（１）「糖鎖機能解析法研究」グループ 

①研究者名 

本家 孝一（高知大学医学部生化学講座 教授） 

②研究項目 

・膜マイクロドメイン抗体の作製とエピトープの決定 



・膜マイクロドメイン指向性プローブの開発と応用 

 

（２）「免疫制御研究」グループ 

①研究者名 

宇高 恵子（高知大学医学部免疫学講座 教授） 

②研究項目 

・胸腺細胞分化決定機構における膜マイクロドメイン糖鎖機構の解明 

・T 細胞の抗原認識における糖脂質の機能解析 
 

（３）「抗体産生」グループ 

①研究者名 

藤本 純一郎（国立成育医療センター研究所 副所長） 

②研究項目 

・膜マイクロドメイン調製と免疫及び抗体作成 

・膜マイクロドメイン免疫の抗腫瘍活性 

・膜マイクロドメイン免疫により惹起される免疫反応の検討 

 

（４）「ウイルス感染制御研究」グループ 

①研究者名 

今井 章介（高知大学医学部微生物学講座 教授） 

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 
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（２）特許出願 

平成 1８年度特許出願：1 件（CREST 研究期間累積件数：1 件） 


