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腫 瘍 抗 原 の 臨 床 診 断 へ の 応 用

Clinical Application of Tumor Antigen

第452回新潟医学会

会 場 新潟大学医学部研究棟 第11講義室

司 会 rl紺'; 稔教授 (検再診断学)

演 者 紬 l欄岬】(箭~T"A.病理),内IL1--晃 (検､航 今断学),

'rL.川) 書度 (医動物学),軌 II 勉 (泌媒器手斗)

発言者 追手 紙 (腎研免疫).永Jト草一･(第----内手車,

藤嶋道夫 し医動物学).1吊廿僅率 (検禿診断学1

司会 そ汗では本[1LT)司会をさせていただきます.陣

場相和T)臨昧診断への応jl‖二いう越ですが,最初に簡蝉

にお話 ししてから始めていただきます.数えてみますと

上いう樫で,本会(LT)シン,11工二,L7人に採 lこげていただきま

こし')分野では基礎医学的左IVJ'イr7-寸が非常に進歩を遂

げております.特にこ(.71数f‖7即こ汁r=1されている所は糖

性n癌抗原ですが.こtlT)理由L!う第 ･はモ ノ･'Jr=ト-ナJL抗

体し･r相磯 T-粒が確立された日 ､･>7二王で,癌抗原に対す

る抗休作製に盛/tに応用される､L･')にな--lたい ､うこと

でございま寸.そL7)次にこれ吊7)モ ノ'JLトー十)LfJltl休の

存在が紳 7月されまして,そ(･T)うちいくつかが実地診療に

おいて鑑別診断に応用がr】]~能であることが､粧･､てきまし

た. しかしながらこういう糖毒削こついてみまして屯基礎

的をこ生化学的研究のテクニックが発達 してきて,長い糖

鈴木嫌史 し恥 -:.内科),告谷徳夫 (産婦人科),

銀構造の解析が十分にし､くように在一)たのですが.それ

に比べると臨床的研究というのは遅々とLて進まないよ

うな感L+がございます.こIlか吊ま基礎医学的研究に~卜

分に臨床応用ということが伴--､てきてくれるこ上が必要

Lr)であります.演者(I)万 t々･'l顔ぶJIlをRILZ,亡してもfit'5]jC')

的は同し_I-とい[)こ上であrr)ます.私達の検鮎を斯学統域

関わり合いがあるといF)のが判-1,たlJT)が随/Jy昔であi)普

すけども.最近は CA19-9上か SSlミAl圭いうような

{t-_rr加面か1､.'かなり研究が行われておL)ます.本臼はこう

いF)こと_で各jj面かLL)pickup した演題について､腫

埠抗原L')臨鶴診断への応用というよ')な問筒に迫ってい

ただけI=f有難い!∵考えておL)ます.それでは最初に,

薬剤耐性EL:"11111病細胞株に対する特異抗体および膜抗原LLp')

変異,第二病理の福田発生お願いします.
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1)AraC 耐性白血病細胞練の耐性機序 と特異抗体の作製

新潟大学医学部第 ~.病叩 福田 剛明 ･柿原 敏夫

新潟大学医学部検翫今断 山田 俊幸

九.lIechanism ofResistanceforCytosineArabinosideofAraCResistance

LeukemicCellLineandaSpeciBcMonoclonalReact-ingwithit

TakeakiFUKUOA,ToshioI(AItIHARA

SeconddepczT､tment0/path()I()gy,Ntligata UTul(,ersitl,LSchoolofjlIL,dt'Cine

ToshiyukiYAMADA

DepnrtmentofLaboT･ntor.～AIedict'ne,Nil.g(71n Unip(･prs恒,SchoolofAIcdl'Ct'nP

Wehaveest-ablishedhumanleulくemiccelllines.designat-edasIくYIRaandKY--Rb,

whicharehighlyTeSisもantforeyもOSineaTab壷noside (AT挽C)an洩 bぬenosyl如aC.

Int･ercellularAraCincreasedinproport･ion to incubat､ion timein parentalIくY--821,

whereasdidnotincreaseinresistantcelllilleS. Int′racellular AraC excltlded in ttle

ext･racellularmedium inshorttimeonl･くY･----RaandlくY-Rb.Activit･yofdeoxycytidine

kinasewasnotsodi汀erentineachCellline.tVealsoobtainedonehybridoma ＼1･･hich

secret･esanantibodyreactingwithonlyresistallt′Celllines,althol】ghdefinit-ecllaraCter-

izationhasyetdetermined.hNaturalIL･･r-1,INFγ,andTNF(Iinhibitedtheproliferation

ofI(Y-.-821.1ncontrastnaturalIL-1promoted二'Ⅰ-トthymidineuptakeofKY-Raand

KY-Rb,andnosuppressivee汀ectoflFNrandTNF(7was()bservedinothercelllines.

Theseresultsindicatet.hatAraCeffluxwasatt-,ributabletounknov..,∩membraneprotein

probat)lydistinct､from P-glycoprot､einandadiirerent.㌔reaetivitybetweenresistantand

non-resistantcelllinesforgrowthfactorsisalsoowingt.os()mechanges()fcellmembrane.

Keyworlds:Araeresistance,leukemieCellline,drugefflux,(､ellmmllt)mllt?

ArClC耐性.ド=fll病細胞株,薬剤排潤,細胞膜

白血病は他の図形悪性陣場上違い悪性細胞が流血中i･こ

あることから抗癌剤を用いた治療が主となる.しかし白

血病細胞の限絶は難 しく再燃することが多く,しかも再

燃時をこは薬剤耐性を獲得 していることがしばしばある .

愚息 adriamyc五m や vincrist呈neに対する耐性機序 と

してこれらの薬剤の排湛機構とこれを担う膜蛋白の存在

が明らかにされ1㌧ こ(')膜董日に女十する-t:ノ′7rトー十JL

抗体も作製され診断等-の応周が研究されている2)3)4)

今回我利 ま白血病治療に最も汲周されている抗癌剤の

一つである ｡ytOSineLII･abinoside(Am(二)(:りそLT)誘導

体である be,henosylcrtosineLlrabinosidtさ(上汁トAC)

に抵抗性のヒト由血病細胞株を用いて,その耐性機序の

Reprintrequestto:TakeakiFUKLTI)A 九.1.1~)

SecondDepart.れentorPath(ll()gyNiigata,

UniversityScLhoolorMedicineAsahimaehi-nori1,

757,NiigataCity,951,JAPAN.

新潟大学医学部第二病理学教室

福田剛叩
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突き止れ さ吊こAt･aC耐性株i･こ対するモ ノウ｢-一十

JL抗体の作製を試ふたので報う㌣-Tる.

1. Ara('耐性ヒト白血病細胞株の性状

単球性白血病細胞株である.こ頼こ Ari_1(二を漸増させ

細胞に AmC (pJlftiわりに Hト1lA(､を添加L l二汁1-AC-濃

度 1XI0-5九･卜 で 安 定 に 増 殖 -する ⅠくY-Rhを樹 立した.

用いてふた もしり が F ig . ド .ご あ る .これをもちいて計

算 した 1Ctr)0 ]二 八 ri-I(T iこ 対 す る 耐 性LT)群度を Tab]eI

i･こ示 した.

暮proliferation

Sx 1 8~● SxlO~一5xlOl7 5x lO''sx lO'1 5x 10-- 5x IOL'1xIO''
A r a - C I

llljg.1

Table1 ScnLSitivityofltY--821.1tY一--R.b.
ltY一一一一Ii王-itOArEl-C,

2.九ra('耐性機序の解明

Ⅰく1㌧821.KY-Rこ1,lく1;I-Eib各々の Ar;lCn取り込ム

を :ill-Art,I(lを用いてふたものが Fig.2である.IくY

-821では時間の経過と共をこ取り込みが増加するが,KY-

Raではほとんど増加を示さず,KY-Rbではその車間

を示した.さ吊こ-一.一定量の 3H-AmCを取り込ませた後

ArこlCを含まない培養液に細胞を浮遊させ,稚時的に

細胞内の 如aCの残存率をみたものが W主監.3である.

in t rJc e lluI J r drut

0 30 占0 120 180 ～10

tibe(Jin)

Fig.2

intH C¢llul暮rdrut
() ofiniti▲ldruI)

0 20 40 占O
ti■e(second)

Fig.Ll

こ())結果から KY-tくilでは30分以内にほとんどの AraC

が排胆さ,.hるのく･こ対しlくY-821ではかなりゆ･･.)くi十で

めの1分間をこおける AraCの取り込みをみるといずれ

〔71細胞株においてもほほ同程度であった.I)ipyridこ廿11nle

は nurl(-oti(k およびその誘導体の infnuxを阻害する

薬剤として知られているが,dipyriぬmoleの存在下で

AraC CT)取 L)込もをふてムる上 Fig.4に示すとおi)

いずれの殊においてもその取り込みは抑制された.また号
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Table2 EfnuxratesofKX-821,
ⅠくY-RbandKY-Ra

efnuxr壬ltC

KY-821

KYIRb

KY-Ra

41.1I:7.7

81.3:-i:I.3.7*

90.0--千_3.2**

*:Thedi打ereneebetweenKY-･･･-821and

IくY-Rhwass一at.iticallysignificant.

(p-o･051

* *:Thedi打erenecbetweenKYm821and

KY-Rawasstatisticallysignificant.

Lp＼-0･05う

Table3 0eoxycytidinekinaseactivityof
IくY-821,KYIRbandKYIRa

3株の deoxycytidinekinase活性は Tat)1C3に示す

とおりであり,たかだか3倍程度の差であった.Cytidille

deaminase活性は測定 していないものの以__L･.のような

結果から KY-Ra,KY-Rbの Al･aC耐性槻f科こは薬剤
に efnux冗進が関与 していることは確かであると考え

られる.相対的な A【･aCの排他翠を Tab]e2に示す.

Table4 Incorporationof3flthymidine
helllatOpieticfactors
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3.モノクローナル抗体の作製と反応性

KY-Raの細胞膜分画を精製LBalb.･:Cマウスに8回

を作り,KY-Raにのみ反応する抗体を産生している clont)

反応所見を Fig.5に示 した.左が KY-R(,1で膜に陽

性であり,対照では染ま･･-､ていない.この抗体がいかな

る膜蛋白と反応しているかについてはまだ検索中である.

4.各種血液造血因子に対する反応性

各種血液造血閃子に対する反応性を 3H-thymidirle

の取 り込み能を用いて検討 した結果を Tat)IC4に示す.

KY-821は naturalIL-1,IFNr,TNFrlにより取 り
込みは低下したが,KY-Ra,KYIRbにおいては natural

IL-1は明かな取 り込み増加を示 し,lFN7･,TNFαで

ofvariouscelllinesculturedwithvarious

G-CSF M-CSF GM-CSF IL3 lFNr IFNα TNFα
(100U/mい (100U′ml) (100U/mll (100U′ml)

KY-821 22372士2082 19920±2α!2 19012十2221 200 22十2748 7108十1604* 19665+2787 13062十4825*

KY-AraC 3442± 446 3629± 716 3464十 596 3519十585 3712十585 3786十 995 3528十 677

KY-BH 5350七 965 5778十 965 5438+ 760 3964十1137 6110十1137 5987十1103 5696十 958

dpm/2＼104cells
*:signi鮎antdi打erence(p工0,01),whencomparedwiththecontrols.
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はα,βともになんの効果も示さなかった.その他約因

{に-~･,L､ては thymidine取･')送品には特に効果を示さ

考 察

^rこlL｢耐性.に関 しては dpamillaSL,活性し')増加や

と言われてきた5)6).しかし今回の実験結果で示された

通りAraC 耐性にも薬剤排曹機序が働いていることは

確かであり,特殊な勝義南がこれに開巻している可能性

か示唆 さ′十日:).八LlriこIrnl.Llinや ＼′incristineに耐性とな-･.,

て右i).こ′ナ日付軽利鞘榊C1)ホンリLr)役割をLているこ上

江既に示されてし､々:)通りである. Lかし今卜〕｣の dこlleに

は示 してこい ､左いが.KY-1くこ1,KY-tくbはいずれも

I,ldI･iilnlさてin.＼･izl(:ristine!-.交叉耐性を示さないこ上

肌 ､､.､ ･･.き.ド. 人絹 ､･.i:.

によってその耐性が解除されるがtf),AraC耐性2枚は

いずれも verapamilをこよる耐性解除がないことなどか

L､-1'-Lllyn-pr(-1_ein日よ異存/:l膜蛋t'Iが Arこ~lC耐十日こ

関与しているものと思われる.したがって奪回得られた

Ara(:耐性株にL,')対立応するモ/′ウ1--一十′L抗体が如何

なる物質を認識しており,それが膜蛋白か否か,耐性に

関与する蛋白か否か,もしそうであるなど)はどれくま)も､

殿分予亀のものか今後さらに詳細をこ解析すべき問題であ

/)･-).

さし､-,に Ar;-1C 耐性保てば種穐ハ生物学的活性物pEiに

対ずる反応性をこ鮎もがいがあることが示された.最近

ml･Lll()mこ1枚上そLT)薬剤耐惟株におし､てTNFに対する

感受t拍ミ粍なり.薬剤耐性株がよE)TNFに感受性が

強いことが報告されている8)中これらの番窯は薬剤耐性

獲得をこより薬剤排普酎こ関与する繰義由碍発現のみではな

る.

二のうように薬剤排漸こ関Lj一寸る膜蛋白もIlglycoprotcin

以外にも存在すると思われ 今後同様な蛋白に対する抗

体を作製することは白血病の再燃の早期発Rや治墳指針

の決定などの上でかなり役立つものと考え[)れる.
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司会 共通の研究者も多いと思うのですが何か御討議

ございましたらここでどうぞ.

退手 本当に膜表面とそのモノクローナル抗体は結合

しているのでLLLうか.

福田 本当にと言われると何て答えていいのか判りま
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せんけども,そういう風をこ僕らは考えているということ

であi)ます.

追手 lFでは確認されたでし.Lつか.

福田 IFは写寮操ってなかったものですから出さな

かったtJ)ですが.lFでの確認も何回もしております.

管,同じ結果であります.

遺草 どのような patternだったのでしょうか.

福田 d潜usepattem じゃないですね.これは dot

patteTnが主でしたですね. 車には diffuseになるよう

なもg)もありましたけど,点状をこ染まってくるやつもか

なりあったということですね中

退手 モjクローナル抗体はどのように作られたので

しょうか.

福田 これは実際に作られた翻 ま検査診断学の山田先

生ですので,山田先生ちもたつとお願いできますか.

山田 膜分画をマウスに免疫 して-イブリド-マを作

製しました.

遺草 普通の場合,生きた細胞を免疫するということ

は非常にいい方法なんですよね.それで皆さん間藤知の

とおりに Thyl関連抗原 Thyl.1,昔 汐抗原と言わ

れていましたけれど,その場合の免疫方法は牧 きた

Thymocyteを免疫 してた.それでやるとかなり膜 に特

異的なものができる.それが--つですれ それからもう

-Jjは,できるだけ adjuvantを使わないで免疫する.

それから多免疫 しない.シwl二デでソダなんかで膜から離

れ易いようなタンパクの場合には軽く固定 してやる,パ

ラブヨ-ルふみたいので.そういう方法があると思うんで

すよね一敢えて瞭分画を使った理由というのは何かある

んですか,

福田 これきっきも言いまLたように,癌研でこうい

う仕事をよくやられているんですよね.で,MRK の16,

17,20っていうの今作られてますけども, これ whole

でやりまして,樹00個の車に1個,2個かな,という風

に,作る確率が非常に少なかつたということを考えまし

てですね,要するに,膜タンパクのみとしてやったほう

が効率としてはいいんじゃないかという風に単純をこ考え

たいということです.それだけの話で,深い意味はあり

ません.

追羊 膜タソバクをとるとすごい解析し易いですよね.

先程発生が講演のときに言われたみたいをこ,どのくらい

のタンパIJ量で抗体ができた,或いはその抗原タンパ'J

の分子盈ほどのくらいだとか,或いは糖タソバタなのか,

でない(')か.そういう解析はし易いです.膜 タン′ミIJに

する二王によって細胞内のものを拾ってくる可能性があ
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ります.いくら膜タソバタをとったといっても種胞質の

ものはくっついてきますよね,どうしても.あれは除外

する-,てい勺のはなかなか大硬なことだと思し､ます.

福田 そうですね.従って葉際のところは,はっきり

そういう風なのはやってないわけですけども,差として

ですね,parentなやつと明らかをこ差があるというとこ

ろでやっぱり適うものが発現されているんじゃないかと.

遺草 ええ,僕はそれはその通りだと思います.問題

はそれが膜なのかどうかってことと,そうですね,そこ

が非常に.

福田 それは結局まだ解析をやってませんもんですか

ら,実際 blottimgして膜のタンパクとちゃんとくっつ

くかどうかというのをやつてみないとだめだと思います.

追草 はい,どうも有難うございまLた.

司会 鶴にございませんでしょうか.

富谷 MDR瑠emeや p溜まycoproteinの発現を認め

る耐性の株というのは,多剤耐性を示すと理解 している

んですが,今日発表された celll呈neは,Ara-C以外

の抗癌剤に対 してどのような感受性を示すんでしょう.

福田 p-glycoproteinは先生今おっしゃられたとお

りなんですけども,やった範囲では Adriamycinでも

これは死にます.従って MDR とは,multidrug

resistanceになっているという証拠はありません,Ara-

C にのみ耐性である可能性のほうが高いんじゃないか

と思っています.VincTistirleのやつに関 してはあまり

チ-タはないんですけども,うちの柿原先生が VeTapami且

を加えたところですと,VimcTistineに耐性になってい

るやつというのは VeFaPam主lを加えるとやはり耐性解

除が起こって死にます.ところが,Ar計C のやつは起

こりません.管,轟の意味で MDR とは言えない可能

性もあると思います.

司会 宜 しゅうございますか.どうぞ.

永井 第-内科の永井ですけども,Ara毛 の抗腰痴

作用というのは書確かちょっと間違いか屯しれないんで

すけども予体の車に入っていわゆる,活性化物質に変わっ

て抗腫壕作用が働くといp')風に理解 してたんですけども,

その Ara竜TPかなんかの渡渡とか,そういう変換酵

素の働きによってそういうことが起こってくるような風

に雅解 してたんですけども,例えば酵素活性とか,或い

は直接作用も確かにあるとは言われている活性化物質に

関しては弼かやっておられますか.

福田 残念ながt､〕先程示 したとおり inflaxのとこ

ノーは (lipyriddmOleで抑制されるということを示 しま

して,そこは問題ないだ′)うと,耐性株も親株も同じよ
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;)に.それと deoxycytidinekinaseに閃 しましては,

い･>)ことは resistanceにな･,ていることたわけですけ

ども,そハ程度が.たった4, 5倍程度の差で1)万僧も

強 くなれるかどうか,というのは閏層があると思い渡す少

で予僕 らぼやっぱり排湛機序がかなり尭きいんじ呼ない

というのがある人で寸が.二才1は僕ド_'栗はやItたいです

よさ3.H~l)l∫ jLたいブ:Eや-1-でない上 こ(/).恒うdt､tr:1111in;u(ゝ

(')活性,或いは先F巨小二fL'-･､し･ぐ.lL,かた ^t･a-C'I'1-'(【こか

ですれ そ')いうや一斗巨J.卜｣二伴ドーの(L_こ/-で測れな

い も人で∴トかiL,,雫際にはそ一･､ち(')はJ'7が,例えば

dml11inこISt)が活性化されてし､か-HJt性も,暫定はできな

い人で-~lL Lか し.僕i､,a)この結果は十!').排推艶序が

こ畑 こ閲 Ej-Lている(l･二い･--)しりを説明するに足る結果Lや

-.1つ 〔T)en,zyTlle,dcanlinaseCT)ほうは特にそうなんで

す け ど も.:,I-十二･t,クをち⊥1と持一一,ていたいも/Lで寸

たかもしれないんですけども,Arこ･1-c c')耐性株に.先

I巨'1唯--あ--たモ ノFJローーナノL抗体をつけてです.IL1,そ

して Amf を入れたi､.)やはりその耐性は感受性(JlもJ)

i･こなる/Lですか.

福田 ややっている最中というか,なかなかうまくそ

司会 そこではまだある､L:思います机 綜合討論Ll)上

きiこまた御発言いただくこ!二にいて,では二番r用ミ,〔EA

および Cf.:A 関連抗原 tNeA)分 rL7)性状にりいて.

検査診断〔7)rijL汁打.
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