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慶匪医学 ・81(4):T271～T287,2004

学 位 論 文
1

膀胱癌患者血清中のIgG抗 体が認識する

新 しい膀胱癌抗原の同定

慶慮義塾大掌医学部泌尿器科学教室

　　　(指導:村 井　勝教授)

　 　 　 い　　　とう　　 けい　　　いち

　　　伊　藤　敬　一

(平f$,16　 3月25日 受 付)

Key　 Words:SEREX,　 bladder　 cancer　 antigen,]ipoic　 acid　 synthetase ,　ketch-like　 protein,

　 　 　 　 　 tumor　 reactive　 T　cell

　 癌 治 療 に お い て 有 効 な 免 疫 治 療 を 確 立 す る こ と は1

っ の 重 要 な テー マ で あ る.生 体 内 の 免 疫 系 に よ る腫 瘍 の

拒 絶 に は 細 胞 性 免 疫 が 重 要 で あ り,多 くの 場 合CD8+

細 胞 傷 害 性T細 胞(cytotoxic　 T　lymphocytes;CTL)

が 腫 郷 細 胞 を 排 除 す る役 割 を担 って い る こ とが 分 か って

き た1'91.こ の た め悪 性 腫 瘍 に対 す る有 効 な 免 疫 治 療 を

確 立 す る た め に,CD8+T細 胞 に 認 識 さ れ る 腫 瑠 抗 原

の 同 定 が 試 み ら れ て き た.CD8+T細 胞 が 認 識 す る ヒ

ト腫 郷 抗 原 は メ ラ ノ ー マ を 中心 に 同定 さ れ,SP100ｰ"P

MART・ 且5レな ど の 組 織 特 異 抗 原,　 MAGEフ ァ ミ リー6〕な

ど の癌 精 巣抗 原,β ・カ テニ ン7)やMART・Rlな ど の癌 特

異 的 変 異 抗 原 な どが 腫 瘍 反 応 性T細 胞 を 用 い たcDNA

発 現 ク ロー ニ ング法 に よ り同 定 され た,こ れ らの抗 原 の

一 部 は
,細 胞 免 疫 治 療 の 臨 床 試 験 に お いて す で に適 応 さ

れ,腫 瘍 の 縮 小 も報 告 され て い る1.91,

　 腫 煽 反 応性T細 胞 を 用 い たcDNA発 現 ク ロ ー ニ ング

法 は 有 効 な方 法 で あ るが,腫 瘍 反 応 性T細 胞 株 や 腫 瘍

細 胞 株 を 樹 立 しに くい癌 腫 に お い て は 適 用 が 難 しい.こ

の よ う な 背 景 か らSahinら は 腫 鰯 組 織 か ら 作 成 し た

cDNAラ イ ブ ラ リー を癌 患 者 血rdで ス ク リー ニ ン グす

るSEREX(serological　 identification　 of　recombinant

cDNA　 expression　 cloning)法 を報 告 した1。〕,　SEREX

法 に は腫 煽 細 胞 や腫 瘍 反 応 性T細 胞 の細 胞 株 化 を必 要

とせ ず,ど の よ うな癌 腫 にお い て も適 用 で きる とい う利

点がある.ま たSEREX法 は患者血清中の1gGが 反応

する抗原を単離するため,ヘ ルパーCD4+T細 胞がそ

の 抗 原 を 認 識 して い る こ とが 示 唆 さ れ る が ,

P[reundschuhや01dら の グループによる多 くの検討

の結果,SEREX法 で単離 され る抗原の中にはMAGE

ファ ミリーやtyrosinaseな ど含まれることがわか り,

CD8+T細 胞 に惣識 される抗原を単離する方法 として

も有用であることがわかってきた」。'1D.

　本研究は進行性膀胱癌に対する免疫治療に応用しうる

癌抗原の同定を目的とした.進 行性膀胱癌の治療は,他

の転移性腫瘍の治療 と同様に困難である.治 療 として多

剤併用化学療法imが行われる場含が多いが,治 癒にいた

ることは少なく新 しい治療法の開発が待たれる.進 行牲

膀胱癌に対する治療として,免 疫治療は可能性を秘めて

いる.進 行癌に進展する可能挫がある異型度の高い表在

性膀胱癌やcarcinoma　 in　situを 随俘する表在性膀胱癌

に対 して,Baci!!as　 Cα'㎜惚・σμ酬"(BCG}の 膀胱内注

入療法は最 も有効な治療法とされてお りIA,そ の抗腫娚

効果の機序 として,膀 胱局所の免疫反応が関連 している

ことが示唆されている11^161.ま た腫瑠反応性T細 胞を

誘導 しうる癌抗原の中で,癌 籾 巣抗原 に分類 され る

MAGEフ ァミリーやNY・ESO・1な どが膀胱癌に発現す

ることが報告されている11+191.我々の教室においても,

HLA・A24拘 束倒…MAGE・3ペ プチ ドで刺激 した自己樹

　 本 論 文 はIto　 K,　 Fujila　 T,　 Akada　 M,　 Kiniwa　 Y。　Tsukamoto　 M,　 Yamamota　 A,　 Matsuzaki　 Y,　 Matsushita　 M.　 Asano　 T.

Nakashima　 1,　Tachibana　 M,　 Hayakawa　 M.　 Ikeda　 H,　Murai　 M.　 Kawakami　 Y .　Identification　 of　bladder　 cancer　 antigens　 rec

ognized　 by　 18G　 antibodies　 of　a　patient　 with　 metastatic　 bladder　 cancer .　lnt　J　Cancer　 108(5}:712-724.2004の 一 部 を 含

む.
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状細胞を用いることにより,進 行膀胱癌症例において転

移巣の縮小を認めている劉.こ れ らの所見から免疫治療

は進行性膀胱癌に対 しても有効である可能性がある.

　膀胱癌における細胞免疫治療を確立するためには,膀

胱癌抗原の同定と腫瘍反応性T細 胞を誘導 しうるエ ピ

トーブの決定が必要である.し か し膀胱癌では,癌 精巣

抗原であるMAGE-1,・2,一3,・12やNY-ESO・1な ど

の発現が報告されているにとどまり'7・1&is'.,腫瘍反te;fN

T細 胞に認識され うる膀胱癌抗原の報告は少ない,比 較

的最近,膀 胱癌においてKIAAO205と いう新規遺伝子

の塩基配列に変異を生 じ,変 化 したア ミノ酸配列がエビ

トープになりHLA・B●4403拘 束性 にCD8+T細 胞に認

識 されたという報告がなされたzn,し か し他の60例 の

膀胱癌組織で検討 したところ,同 様の遺伝子の変異は認

められず診断や治療に応用 しうる膀胱癌抗原 とはならな

いと考えられた.現 時点では細胞免疫治療に使用 しうる

膀胱縦抗原 は非常に少ないといえる.

　 このよ うな背景から,本 研究 ではSEREX法 を用い

て膀胱癌に対する免疫治療に応用 しうる癌抗原を同定す

ることを目的 とした.膀 胱癌抗原 としてKU・BL・1と

KU-BL・2を 同定 したxr,.こ れらの分子の ア ミノ酸配列

をもとに機能的な推察を加えるとともi:,2分 子に由来

するHLA・A24高 親和性ペプチ ドが腫郷反応性T細 胞

を誘導 しうるかを検討 した.

材料と方法

1.細 胞 株 と組 織

　 ヒ ト膀 胱 移 行 上 皮 癌(transitional　 cell　carcinoma:

TCC)細 胞 株 で あ るFY'ｰ,　 KU1,　 KU7,　 KU19・19,

NBT・2,　 T・24はRPMI　 1640(]0%fetal　 bovine　 serum:

FBS,1001U/ml　 penicillin,100　 Ng/ml　 streptomycin)

で 培 養 し た.FYお よ びKU・19・19は 浸 潤 性 勝 胱 癌

(TCC,　 grade3)の 転 移 巣 か ら樹 立 され た 細 胞 株 で あa

た.NBT-2とT24は 浸 潤 性 膀 胱 癌(TCC,　 grade　 3)

の 原 発 巣 か ら樹 立 され た細 胞 株 で あ っ た。KU1とKU7

は 膀 胱癌(そ れ ぞ れgrade　 2とgrade　 1)の 原 発 巣 か ら

樹 立 され た もの で あ った.

　 U種 類 の ヒ トメ ラ ノー マ 細 胞 株,4種 類 の ヒ ト肺 癌

細 胞 株,7種 類 の ヒ ト大 腸 癌 細 胞 株,4種 類 の ヒ ト自do

病 細 胞株,4種 類 の ヒ ト胃細 胞 癌 細 胞 株,2種 類 の ヒ ト

乳 癌 細 胞 株,2種 類 の ヒ ト前 立 腺 癌 細 胞 株,2種 類 の ヒ

トグ リオ ーマ 細 胞 株,2種 類 の ヒ ト食 道 癌 細 胞 株,3稲

類 の ヒ ト膵 癌 細 胞 株,腫 鰯 浸 潤 性T細 胞 株(TIL),　 EB

virus　 transformed　 B細 胞 株,皮 霜 線 維 芽 細 胞 株 を

RNAの 柚出に用いた.　iE常膀胱粘膜組織,膀 胱癌組織,

腎細胞癌粗織は手術献体から採取 し,使 用するまで一80

℃で保存した.

z.膀 胱 癌 由 来FY細 胞 か らのcDNAラ イ ブ ラ7一 の

作 成

　症 例 は76歳 の女 性.筋 価 浸 潤 を 体 う膀 胱 癌 の 診 断 で

膀胱 全摘 除 術 を施 行 した.原 発 巣 の組 織 診 断 は筋 層 浸 潤

を 伴 う非 乳 頭 状 移 行 上 皮 棚(grade　 3,　pT3)で あ り,

術 後5ヵ 月 目 に 右 鼠 径 リ ンパ 節,傍 大 動 脈 リ ンパ 節 の

腫 脹 を認 め た,鼠 径部 の 生 検 を 行 い 組 織 診 断 は 移 行 上 皮

癌(grade　 3)で あ った 。 膀 胱 癌 細 胞 株FYは こ の 鼠 径

リ ンパ 節 転 移 か ら樹 立 さ れ たsm.こ のFY細 胞 か ら グア

ニ ジ ンー 塩 化 セ シ ウ ム超 遺 心 法 を 用 い てtotal　 RNAを

抽 出 し た 。Poly(AザRNAはOligotex・dT30　 super

(TAKARA,　 Kyoto,　 Japan)で2回 処 理 を 行 い純 化 した.

cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 に はPoly(A)'RNA　 5ｵ%

を 使 用 した.First-strandの 合 成 はoliga{dT)プ ラ イ

マ ー を 用 い て 行 った.cDNA断 片 は パ ク テ1」オ フ ァ ー

ジ発 現 ベ ク タ ー(ZAP　 express,　 Stratagene,　 La　Jolla,

CA)に 封 入 し,　E.　cotiに 感 染 させ2.3　x　10ｰIHの リコ ン

ビナ ン トを 有 す るcDNAラ イ ブ ラ リー を作 成 した.

3.cDNAラ イ ブ ラi一 の 発 現 ク ロ ー ニ ン グ

　 作 成 し たcDNAラ イ ブ ラ1,一 を 用 い て,寒 天 培 地

(15cmプ レ ー ト)上 に 約Lox且 α 個 の プ ラ ー ク を 発 現

さ せ,そ の 上 に 二 ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン(Hybond・

C,Amersham,Buckinghamshire,　 England)を 置 い た.

Isopropyl・thio・galactosideを 用 い て リ コ ン ビ ナ ン ト タ

ン パ ク を 発 現 さ せ た.五caliと ラ ム ダ フ ァ ー ジ に 対 す

る1血清 中 の 抗 体 を 吸 収 し偽 隅 性 反 応 を 最 小 限 に す る た め

に,E.　 coli細 胞 ラ イ セ ー ト と イ ン サ ー トの な い バ ク テ

リオ フ ァ ー ジ 発 現 タ ンパ ク を 用 い 血 清 を 処 理 し た.ス ク

リ ー ニ ン グ に は100倍 に 希 釈 し た 患 者 血 清 を 胴 い た.

TBS・T{0.05%Tween　 20)溶 液 で メ ン ブ レ ン を3回 洗

浄 し,1:4000の2次 抗 体(alkaline　 phosphatase・

conjugated　 goat　 antihuman　 Fc　 antibodies;Cappe且,

Aurora,　 Ohio)を 使 用 し た.陽 性 の プ ラ ー ク は5-

bromo4・chloro・3・indolyl　 phosphate　 (SIGMA.　 St.

Louis,　 MO)とnitroblue　 tetrazolium(Roche　 Diagno・

stics　GmbH,　 Mannheim,　 Germany)を 用 い た 発 色 反

応 で 判 定 し た.陽 性 の プ ラ ー ク は も と の 寒 天 培 地 か ら分

離 し た.f"離 し た クQ　 ン のcDNAイ ン サ ー ト は,　 T3

primer〔5'・AATTAACCCTCACTAAAGCG)とT7　 pri-

mer(5'・GTAATACGACTCACTATAGGGC/を 用 い て

一T272一
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行 っ たPCR産 物 を用 い て塩 基 配 列 を 決 定 す る か,　pBK

CMVプ ラス ミ ドに変 換 した 後,塩 基 配 列 を 決 定 した.

塩 基 配 列 の 決 定 はBig　 Dye　 Terminator　 Cycle　 Sequ-

encing　 Ready　 Reaction　 Kitを 用 いABI　 Prism　 310ge-

netic　analyzer〔PE　 Biosystems,　 Branchburg,　 KJ)で

行 っ た.決 定 さ れ た イ ンサ ー トの 塩 基 配 列 はNCBIの

遺 伝 子 デ ー タベ ー ス で あ るBLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い

て解 折 した.

4.単 離 抗 原 に対 す る血 清 中 のIgG抗 体 の 存 在 の 検 討

　 単 離 した そ れ ぞ れ の 抗 原 に 対 す る1gG抗 体 の 存 在 を,

癌患 者 や健 常 人の 血清 を用 いて 検討 した.イ ム ノス ク リー

ニ ング と同 様 の手 法 を用 いた.陽 性 フ ァー ジ ク ロー ン と

イ ンサ ー トを 持 た ない フ ァー ジ(negative　 control)を

1=1の 割 合 で 混 合 す る こ とに よ り,陽 性 反 応 の あ る血

清 を 識 別 した.

5.RT・PCRお よ び ノー ザ ンプ ロ ッ ト

　 Total　 RNAは グア ニ ジ ン ー塩 化 セ シ ウ ム超 遠 心 法 で

細 胞 株 や組 織 か ら抽 出 した.正 常 組 織 のRNAは 正 常 膀

胱 組 織 を の ぞ い てClontech　 Laboratories,　 Inc.(Palo

Alto,　CA)か ら購 入 した,正 常 膀 胱 粘 膜 は手 術 献 体 を 使

用 した.逆 転 写 反 応 はSuper　 Script　 I1逆 転 写 酵 素

(Gibca　 BRL,　 Rockville,　 MD)を 用 い た.　 PCRは 至 適

な ア ニ ー リ ン グ 温 度 でEx-Taq　 DNA　 polymerase

(TAKARA}を 用 い て 行 った.検 討 す る各 遺 伝 子 に特 異

的 な プ ラ イ マ ー は塩 基 配 列 が 確 定 したcDNAイ ンサ ー

トの 配 列 が 増 幅 さ れ る よ う に 設 定 した.KU・BL・1の

primerは5'一GGAAATGTCTCTACGCTGCG　 (sense

primer)と5'・AACATGATCGTGGCTGTGGC　 (anti・

sense　 primer),　 KU-BL-2のprimerは5'・GGTGGAGA

AGAGCAGCAAGAAG/sense　 primer)お よ び5'・GGT

CCTCTGGAGACAGTAGATG(antisense　 primer〕 を

使 用 した.

　 ま た ノ ー ザ ン ブ 回 ッ トを行 うた め に 正 常 組 織 のPoly

(A)+RNA(2ｵg/lane)が プ ロ ッ デ ィ ン グ され て い る

ナ イ ロ ンメ ンブ レ ン(Human　 Multiple　 Northern　 Blot,

Clontech)を 使 用 した.そ の他 の組 織 や 細 胞 株 のRNA

に関 して は20ｵ8のtotal　 RNAを 各 レー ンに 使 用 し,

ア ガ ロ ー ス(i.o%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド)上 で電 気 泳 動 を

行 い ナ イ ロ ンメ ンブ レ ン(Hybond・N+,Amersham)

に タ ンパ クを 転 写 した.目 的 の遺 伝 子 を 増 幅 したPCR

産 物 を 用 い,High　 Prime　 DNA・Labeling　 Kit{Roche

Diagnostics　 GmbH)を 用 て関Pで 標 識 した プ ロ ー ブを

作 成 した.Quick　 Hyb　 iz3液(Stratagene)を 用 い.プ

レハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン(68℃,20分 間)お よ び ハ

イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ3ン(68℃,2時 間)を 行 っ た.シ グ

ナ ル はMolecular]mager　 Fx〔BIO　 RAD,　 Hercules,　 CA)

で 検 出 した.コ ン ト ロ ー ル に はP・actin　 cDNAプ ロ ー ブ

(Clontech)を 用 い た.

6.定 量 的PCR

　 正常 組 織 と癌 組 織 にお け るB2の 発 現 レベ ルを検 討 す る

た め にTaqman　 real-time　 PCRを 行 った.セ ンス プ ライ

マ ー(5'TCAAGGAGATGACAGACGTGC),ア ンチ セ

ンスプ ラ イマ ー(5'・GACCCAGGACTTTGGTTTCGA),

プ ロ ー ブ(5'(FAM)CAAAGTGGTGAAGGAGGTGG

CCAA一(TAMRADを 用 い た.デ ー タ の 検 討 はABI

Prism　 7700　 Sequence　 Detector　 System〔PE　 Biosys・

tems)を 用 いて行 った.

7.5'一RACE

　 5'末 端 の 塩 基 配 列 を 決 定 す る た め にMarathon　 TM

cDNA　 Amplification　 Kit(Clontech)を 用 い て5'・RAC

Eを 行 っ た.FY細 胞 か ら抽 出 した1F9のpoly(A)'

RNAをoligo(dT)プ ラ イ マ ー とAMV逆 転 写 酵 素 を 用

い 反 応 を 行 っ た,Second　 strandの 合 成 は,　 E.　rnli

DNA　 polymerase　 L　 RNase　 Hを 用 い た.　 T4　 DNA

polymeraseを 用 い て2本 鎖DNAの 末 端 を平 坦 化 し,

T4　 DNA　 ligaseを 用 い てMarathon　 cDNA　 adapter　 l

と結 合 した.こ のcDNAをMarathon　 cDNA　 adapter

1とKU・BL・1特 異 的 プ ラ イ マ ー(5'・TCGTGGCTGTG

GCGGTGGCATATTCTCC)を 用 いPCRを 行 っ た.

さ らにadapter　 primer　 2とKU-BL-1特 異 的 プ ラ イ マ ー

(5'一GGCATATTCTCCACCTCCCCAACACTC)を 用

い た 二 次PCRを20サ イ ク ル 行 っ た.　 pGEM-T

〔Promega　 Inc.,　Madison,　 WI)に 挿 入 し塩 基 配 列 を決

定 した.

8.HLA・A24高 親 和 性 合 成 ペ プ チ ドを 用 い たCTLの

誘 導

　 樹 状 細 胞(DC)の 誘導 は過 去 に報 告 され た方 法 に 従 っ

たxa》.末 梢 血 単 核 球(PBMC)はLymphoprep(AXIS-

SHIELD　 PoC　 AS、　Os10,　 Norway)を 用 い て 健 常 人 か

ら分 離 した.PBMCを 表 面 処 理 プ レー ト(Primaria.,

Falcon,　 Beckton-Dickinson,　 Franklin　 Lakes,　 NJ)

上 で30分 間 培 養 し,浮 遊 細 胞 は凍 結 保 存 した,付 着 細

胞 はRPMn640(10%FCS〕 で 翌 朝 ま で 培 養 した.付

着 細 胞 はRPMI1640(10%FCS)にGM・CSF〔50

ng〆m童}とIL・4{50　 ng/mqを 加 え7日 間 培 養 した,成
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慶慮医学　81巻4号(平 成16年12月)

　 　 　 　 　 　 　 第2表 　SEREX法 で単 離 され た未 知 分 子.

(lto　K　et　al:Int　 J　Cancer　 108(51:712-724,2004のTable　 IIを 許可 を 得 て 転載)

ク ロー ン名 単 離 さ れ た

クローンの数

同定された遺伝子 Unigene 染色体

Bl

B3

B4

B15

B19

B22

B31

833

B34

B36

B39

B44

2

8

7

2

1

1

1

1

1

1

1

1

Putative　 lipoic　 acid　 synthetase

Hypothetical　 protein

KIAAO603

KIAAO782

EST

EST

EST

EST

EST

Hypothetical　 protein

EST

Hypothetical　 protein

Hs.53531

Hs.26481

Hs.173SO2

Hs.21264

Hs.288897

Hs173259

Hs2148fi

Hs.BBBfi

6p27.3

7p21.3

13821.33

11813.3

2836.1

6825.3

2p11.2

6

22813.2

討 した.HLA・A24が 導 入 され たT2細 胞(T2・A24)

を ペ プ チ ド抗 原 特 異 的T細 胞 誘 導 の ポ ジテ ィ ブ コ ン ト

ロー ル と した.

9,統 計学 的 解 析 噸

　 各 群 間 の 比 較 はUnpaired　 t-testを 用 い て 検 討 し,

p〈0.05を 統 計 学 的有 意 と した.

結　　果

1,膀 胱 癌 患 者 血 清 中 の1gG抗 体 が 認 識 す る抗 原 の 単

離

　 FY細 胞 か ら作 成 したcDNAラ イ ブ ラ リー を 同 一 人

の 血 清 を 用 い て ス ク リー ニ ング した.合 計L2×10`個

の フ ァー ジ ク ロ ー ンを ス ク リー ニ ン グ し,78個 の陽 性

ク ロー ンを単 離 した.78個 の ク ロ ー ンは48の 異 な っ

た 分 子 に分 け られ(B1-B48),36の 既 知 の 分 子(第1

表)と12の 未 知 の 分 子 に 分 け られ た(第2表).12の

未 知 分 子 の う ち8分 子 は部 分 的 な 塩 基 配 列 がGenBank

デ ー タ ベ ー ス 上 に 登 録 され て い るUnigene　 clusterと

一 致 した.High　 density　 lipoprotein　 binding　 protein

(HDLBP)"'〔Bl3),　 negative　 cofactor　 2　Q・subunit

{B16),　 pinch　 protein(B98),　 B1,　 B3.　 B4,　 B15の7

っ の 分 子 は2回 以 上 単 離 され た.こ の う ちHDLBP,

B3,　 B4が 最 も多 く単 離 され た.

　 膀 胱 癌 の診 断 や 治療 に応 用 しう る抗 原 を 見 っ け るた め

に,既 知 分 子 で は 以前 に癌 との関 連 性 が 示 唆 され て い る

も の,未 知 の 分 子 に 関 し て は 完 全 に 新 規 で あ る か,

DNA　 databaseで 一 致 す るcDNA断 片 の 由 来 組 織 が 癌

や 限 られ た 正 常 組 織 に 限 定 さ れ る もの を 選 別 した.36

の 既 知 分 子 の 中 で,9分 子 が 癌 と の関 連 性 が 過 去 に報 告

され て い た(B5,　 B6,　 B7,　 B8,　 B9,　 B12,　 B14,　 B27,

B37).未 知 分 子 で はdatabase上 で 一 致 す るcDNA断

片 の 由 来組 織 を検 討 し,癌 で高 発 現 して い る可 能 性 の あ

る も の を 選 択 した.例 え ば,B1の 一 致 す るUnigene

cluster(Hs.53531)は 癌 組 織(神 経 芽腫,網 膜 芽 腫,胚

細 胞 腫 揚,メ ラノ ーマ、 リ ンパ腫,メ ラ ノー マ)な どや,

良 性 腫 瘍(膀 胱 移 行 上 皮 乳 頭 腫)や 限 られ た 正常 組 織

(胎 児 心 臓,胎 盤,メ ラ ノサ イ ト)で あ っ た.こ の結 果

か ら,Blは 癌 細 胞 と 限 られ た 正 常 組 織 の み に発 現 す る

可 能 性 が あ る と 考 え ら れ る.ま たB3の 一 致 す る

Unigene　 cluster(Hs.26481)は 癌 組 織(神 経 芽 腫,肺

癌 、 メ ラ ノ ー マ,皮 膚 扁 平 上 皮 癌,腎 癌,胚 細 胞 腫瘍),

限 られ た正 常 組 織(胎 児 心 臓,精 巣,妊 娠 時 の 子宮,メ

ラ ノサ イ ト)な どで あ った,多 くの 正 常 組織 に 発現 し癌

組 織 に対 して 発現 の 差 が な い と予 想 され る分 子 は除 外 し,

36分 子 を免 疫 原 性 の有 無 を 評 価 す る分 子 と して選 択 し

た.

z.単 離抗原に対する健常人および癌患者血清中のIgG

抗体の存在

　選別された36分 子に対 してIgG抗 体が健常人の血清

中に存在するかを16例 に対 して行った.36抗 原中24

抗原は,健 常人血清16例 中に抗体が存在 しないか,1

例にのみ抗体が存在 した(第3表).こ れらの24抗 原

に対 して,膀 胱癌患者血清28例 の検討を行 った.24
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伊藤:SEREX法 によ る膀胱癌杭原の同足

熟DCを 誘 導 す る た め に,抗CD40モ ノ ク ロ ー ナ ル抗

体(500ng,/mD.　 IFN・Y(5001U/ml),　 LPS(0.4　 ng/mq

で5日 目 に 刺激 を加 え た.

　 KU・BL・1とKU・BL-2の ア ミノ酸 配 列 上 でHLA・A24

高 親 和 性 ペ プ チ ドをBIMASプ ロ グ ラ ム を用 い て 検 討 し

た.そ れ ぞ れ2つ ず つHLA・A24高 親 和 性 の ペ プ チ ド

を 選 択 し た(KU-BL"18991:NYNKLKNTL,　 KU-BL・

lass　uo　 SYKAGEFFL,　 KU-BL-2,,,,,6　 VYILGGSQL,

KU・BL・2M。/RIS:VYDAAVRML).こ れ らの ペ プ チ ドは

Fmoc法 で 合 成 し,逆 相 カ ラ ムを 用 い た 高 速 液 体 ク0

マ トグ ラ フ ィ ーに よ り精 製 し,質 縫 分 折 にて 確 認 を 行 っ

た.CTLの 誘 導 は.2x10ｰ個 の 同 一 人 のPBMC巾 の

浮 遊 細 胞 を,20ｵ8/mlの ペ プ チ ドで 刺 激 した5x105

個 のDCとIscove's　 DMEM(10%human　 serum?巾 で

ra培 養 し た.　 共 培 養3日 目 に501U/mlに1L-2

(Shionogi,　 Osaka,　 Japan)を 加 え た.培 養7日 目 に ペ

プ チ ドで 刺 激 し た2×106個 の 自己PBMCを 放 射 線 照 射

後 に加 え 刺 激 を 行 い,さ らに10日 目 と12日 目 にIL-2

を加 え た.同 様 の 刺 激 を2回 行 い 最 後 の 刺 激 か ら7日

日 に抗 原 特 巽 的 反 応 をIFNy　 release　assayを 用 い て 検

　 　 　 　 　 　 　 　 第1汲 　 SEREX法 で単 離 さ れ た 既知 分 子

(lto　K　et　al:Int　 J　Cancer　 108(51:712-724,zaoaのTable　 lを 許 可 を 徳 て 転 載)

ク ロー ンx 鱈1離 され た

クo一 ン数

同定された分1 染色体

　

　

　

　

　

　

O

1

2

3

4

6

7

8

0

且

3

4

5

6

7

8

9

0

2

5

7

8

0

1

2

3

5

6

7

8

麗

聞

B6

田

B8

B9

団

別

別

団

団

飢

81

団

82

麗

毘

麗

田

82

暁

毘

理

B3

B3

B3

83

B3

脳

田

困

84

84

國

困

84

重

1

1

重

重

重

1

重

重

8

璽

2

璽

璽

璽

璽

重

-

重

重

i

!

1

1

ー

ユ

ー

1

1

ー

且

i

且

1

且

2

Transcription(actor　 tat-CTl

Golgin-84

-enolase

Laminin　 receptor　 l

Mitosin

PM5　 protein

EBNA-2　 coactivator

Hsp70一]

.actinin　 4

High-density　 lipoprotein　 binding　 protein

Lbe　 protooncogene

Negative　 cofactor　 2　subunit

Nitric　 oxide　 synthase　 3

Kinectin]

STE20-like　 kinase

Follistatin-related　 protein

Tyrosyl-tRNA　 synthetase

Initiation　 factor　 48

Elongation　 factor量

Translation　 factor　 CA　 I50

Thrombospondin　 l

T「anslocon・associated　 p「otein

C-terminal　 binding　 protein　 2

Protective　 protein　 for-galactosidase

Lens　 epitheliumderived　 growth　 tactor

Histone　 macro　 f12A1.2

Annexin　 VI]]

Ribosomal　 protein　 L28

Pyruvate　 dehydrogenase-subunit

Ribosomal　 protein　 L19

Ribosomal　 protein　 L37a

Ribosomal　 protein　 S6

Succinate　 dehydrogenase　 complex　 subunit　 A

Pro1ein　 tyrosinc　 phosphatase囎ceplor　 type　 U

Pinch-2　 protein

Pinch　 protein

且9q13

14q

lp36.3・p36.2

3p21.3

且q32・q41

16p13.11

7931.3

6p21.3

19q13

2937

15824-q25

11813.3

7936

14822.1

12824.2

3q且3.33

1p34.3

izQiz

6914.1

5831

且5q15

Xg28

10926.13

20813.1

9P22.1

5831.3-q32

10q工t.z

19gt3.4

XP22.2-P22.1

17q11.2・qi2

z

gp21

Sp15

1p35.3-p35.1

2qL4-g21

2912.2
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慶題医学 　81巷4号(平 成16年12月)

　 　　 　 　　 　 　 第3表 　健常人 と様々な癌患者 の血清 中のSEREX単 離抗畷 に特 異的 なIgG抗 体の存在

36分 子 に対 して健常人血清41のIeG　 liif4の存在を検討 した.そ の中で健常人血清 中にIgG杭 体 したのが1例 以 下で あった24

分 子に対 して癌患 者血清 におけ る検討を行 った.第3表 にはその24Tn原 の結果 を表示 しi_.'B且 に関 しては30の 健常 人に対

してIgG抗 体 の存 在を検討 した.(lto　K　et　al:]nt　l　Canccr　 ID8〔5):TI2-72A,2004のTable　 IIIを許可 を得て転 載)

ク ロー ン名　 健 常 人　 　 勝 胱 癌 　 　前 立 腺 価 　 メ ラ ノ ーマ　 脳 腫癌

　 　 　 　 　 　 n=16　 　　　n=28　 　　　n=IA　 　　　　n=10　 　　　　n=10

絶

10

膵

抽

腎癌　 　　愈道癌 　　 大腸癌　　輌巣腫瘍

n=IO　 　　　n口且O　　　　n冒7　　　　n=fi

議

B、
困
B5
B6
併
B8
B9
器

器

器

謙

晒
躍

脚
脚
讃

α

0

0

0

0

0

0

-

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

0

2

2

8

3

1

4

3

5

5

-

4

-

4

1

1

2

2

-

3

-

1

1

1

ー

0

0

0

1

0

0

0

且

0

0

0

0

0

2

0

0

-

3

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

D

O

O

1

0

0

0

1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

0

0

0

0

1

0

0

0

1

0

0

0

D

O

O

O

D

O

O

O

O

O

O

1

0

0

0

0

0

0

0

0

4

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

0

0

0

且

0

0

0

0

0

0

0

0

1

1

3

0

0

0

0

0

0

0

0

1

0

0

0

0

且

0

0

0

0

0

0

0

0

0

i

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

0

0

0

0

0

0

0

1

0

0

0

1

0

0

0

0

0

D

O

O

O

O

O

O

0

0

0

0

0

0

0

[

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

抗原中13抗 原が28例 中2例 以上IgG抗 体が存在 した

(第3表).残 りの11分 子に関 してはcDNAラ イブラ

リーのスクリーニ ングに用いた血清にのみIgG抗 体が

存在 した,B3は 膀胱糖患者血清中に最 も高頻度にIgG

抗体が存在 した(28例 巾8例).

　 これ らの24分 子については膀胱緻以外の癌患者血n'1

の検討 も行った(第3表)。24抗 原中14抗 原は膀胱癌

以外の癌患者血清中にIgG抗 体は葎在せず,高 頻度に

IgG抗 体を認める抗原 は少なか った,　B8(mitosin).

B14{LBc癌 原遺伝子},　B20(STE20・1ike　 kinase)は 複

数の膵癌,腎 癌,前 立腺癌などの患者血清中にIgG抗

体が存在 した.B3に 特異的なIgG抗 体は8例(28例

中)の 膀胱癌患者血清中に認められたが,そ の他の癌腫

においては腎癌患者血清1例 でのみ陽性で,そ の他の

癌患者血清や健常人血清では抗体の存在を認めなかった,

BIに 特異的な1gG抗 体は膀胱癌患者28例 中2例 の血

清中に認め られ,そ の他の癌患者や健常人血清中には

IgG抗 体を認めなかった.

3.単 離抗原の組織,細 胞株におけるmRNA発 現の検

討

　前述の選択された24抗 原に対 して,RT・PCRに より

組織発現パ ター ンを検討 した.ま ずPCRで 検討 した.

ほとんどの抗原は多 くの正常組織に発現 していたが,

B1,　B2,　 B3は 癌細胞株 と精巣などの ごく限 られた正

常組織のみに25サ イクルのPCRで 発現を認めた,　B1

は6例 中4例 の膀胱癌細胞株と精巣に発現を認めた.

また正常膀胱粘膜,脳,平 滑筋にも弱 く発現を認めた.

さらに様々な癌組織や癌細胞株にパネルを広げて発現を

検討した.多 くの癌細胞株で発現を認め,23例 の膀胱

癌組織,3例 の胃癌組織,is例 の腎細胞癌組織では全

例で発現を認めた(第4表).ノ ーザンプロットでB1

は約1.7・kbに パンドが認められ,4例 の膀胱癌細胞株,

6例 の膀胱瘍組織では全例,正 常膀胱粘膜に発現を認め,

RT・PCRの 結果とほぼ一致 した(第1図).　 BIは 正常

膀胱粘膜に発現しているが,膀 胱癌組織にも強 く発現 し

ていた.Blは 鞘巣にも発現 し,そ の他の組織では正常
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伊藤=SEREX法 に よる膀胱癌抗原の同定

第4表 　 RT-PCR法 に よ るKU・BL・1の 様 々 な癌 細 胞 株 や

　 癌組 織 に お け る発 現 の検 討

(　 )内 は腫 偏 組 織 に 対 す る 桔果 を 表 示 し た.細 胞 株 で は

25サ イ ク ル,組 織 で は30サ イ ク ル の 結 果 を 表 示 した .

ND:施 行 せ ず,(lto　 K　et　a】:Inl]Cancer　 108(5}:7且2-

724,2004のTable　 IVを 許 可 を得 て 転 載)

癌脇 陽性数/ト ータル

メ ラノーマ

膀胱癌

乳癌

大腸癌

食道癌

胃癌

グ リオーマ

血液系腫煽

肺癌

前立腺癌

膵癌

腎癌

n/u

4/6〔23/23)

1/2

5/7

1/2

ND(3/3)

1/2

4/4

1/4

1/2

3/3

2/4{10/10)

の心臓や肝臓にごく弱い発現を認めるのみであった.こ

れらの結果か ら,B1は 膀胱癌,正 常膀胱粘膜に強 く発

現 し,精 巣以外の正常組織にはほとんど発現がみられな

い抗原 と考えられた.KU-BL-1と 命名 しさらなる検討

を行 った,

　B2(Tat・CT1)はRT-PCRと ノーザンプロットで正常

膀胱粘膜 と比較 し膀胱癌組織に発現が高か った.こ のた

め定量的な評価のためにReal・time　PCRを 行 った,　B2

は正常膀胱粘膜 と比較 し膀胱癌組織に発現は高かったが,

膀胱癌組織での発現はB2の 発現を認める心臓や腎臓な

どの正常組織と比べ高いとはいえなか った.こ のため

B2は 膀胱腫瘍に対する免疫組織学的検討に利用 しうる

抗原であるが,免 疫治療に使用 しうる可能性は低いと思

われた.

　B3に 関 して,25サ イクルのPCRで は検討 したほと

んどの癌細胞株で発現 を認め,膀 胱癌細胞株では6例

中4例 で発現を認めた.正 常組織では脳,心 臓,肺,

精巣 に発現を認めた.ノ ーザ ンブ回ットでは,正 常組織

においてB3と 考えられる弱い3.2・Kbの バ ンドを心臓

と精巣に認め,精 巣にのみ弱いLO-kbの バンドを認め

た,ご く弱い2.0・Kbの バ ンドを正常組織全般に認めた

(第2A図).　 B3と 考え られる3.2-Kbの パ ン ドは6例
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第1図 　 正 常 組 織,膀 胱 癌細 胞 株 お よ び膀 胱 癌 組 織 に お け るKU・BL・1のmRNAの 発 現 の 検 討.

　 約1.7k6の 長 さ の部 位 にKU・BL・iと 考 え られ る バ ン ドを 認 め た.6磁 類 中4種 類 の 膀 胱 癌 細胞

　 株,膀 胱 癌 組 織6検 体 す べて,お よ び 正 常 膀 胱 粘 膜 と 情 巣 に強 い 発 現 を認 め た.市 販 に 購 入 し た

　 メ ンブ レ ン(図 の上 段)は 各 レー ンに2ｵgのWAY〔A)'RNAを 使 用 して い る.そ の他 の メ ン ブ

　 レ ンに関 して は各 レー ンに20屡 ㎎ のtotal　 RNA(図 の 下 段)を 使 用 して い る,　 (1[a　K　et　al=In

　 tJCancer　 108〔51:712-724,2004のFigure　 Iを 許 可 を 得 て 転 載)
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第2図 　 正常 組織,膀 胱 癌 細 胞 株 お よ び膀 胱 癌 組 織 に お け るKU・BL・2のmRNAの 発 現 の 検 討,

　 KU・BL・2の 全 艮 と ほぽ 一 致 す る3.2・Kbの 長 さ に パ ン ドを詔 め た.　iE常 組 織(図 の 上 段)で は,

　 心 臓 とm巣 に発現 を認 め た(A).情 巣 に の み 弱 いLO・k6の パ ン ドを 忽 め た.薄 い2.0・Kbの バ ン

　 ドはす べ て の 組 織 に 発 現 して い た.3.2Kbの パ ン ドは6種 類 中3稲 類 の 膀 胱 癌 細 胞 株,務 抗 癌 組

　 織 の す べ て に発 現 を認 め た が 膀胱 粘膜 に は 発 現 を 認 め な か った(B),市 販 に購 入 した メ ンブ レ ン

　 は各 レ ー ンにzsのpoly{Ar　 RNAを 使 用 して い る(A).そ の 他 の メ ン ブ レ ンに関 してs3　zovs

　 のtotal　 RNAを 各 レ ー ンに 使 用 して い る(B).(llo　 K　et　al:Inl　 J　Canccr且08〔5}:712-724.,

　 2004のFig山re　 2を 許 可 を 得 て 転 載)
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CCTACAATACT
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TATTT TCCAAAAATCCTTG'

TGATTTTCGAGGTGATCT_CA71AC+CAAT 盟 恥G蹴層G雪G要
'AGAAACAGTCCCGGAATT TTCGTGA TCGGC,C

ATTTT(iATCAGTCCCTACGTG 魍 幽 TCAGCCTGATGTTATTT

CTAAAACATCTA TGTTGGGTTTA TATAT
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CCTTTGGT
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TTGGATTTCATTATA
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七&Cセegggagget&aggcagqagaa七cacttg; aacetgggagqqggaqqttqcagtgaqc

幅 欄aaa8鱒 皿9セ 。醐 邑8ctg襯 臨 ㎞ 七t醐 セaaaam8a8勘a
88圃臨邑魯邑8己邑巴邑■圃邑

C8盈9邑 七egataa&七tgccctcc&gcetgggtgacaag旦gcaa邑 邑CYCC邑tc七 〇&&a七&aa

第3図KUBL・ 且cDNAの 塩 基 配 列.

　 KU・BUの 塩 基 配 列 の 全 長 は1,668・bpで あ りLl16-bpのORFを 含 ん で い た(下 線 部).372

　 の ア ミ ノ酸 か ら な る 蛋 白 で あ っ た.(lto　 K　et　al:IN　 j　Canrer　 ioa〔5);712-724,2004の

　 Figure　 3を 許 可 を 得 て 転 載)

中3例 の膀胱癌細胞株とほとんどの膀胱癌組織に発現

を認めた(第2B図).こ れ らの結果か らB3は 膀胱癌

の診断や治療に応用できる可能性がある抗原と考え られ

た,B3をKU・BL・2と 命名 しさらなる検討を行った.

4.KU-BL・1の 全 長 の 同定 とKU・BL・1蛋 白 の機 能 の予

測

　 SEREX法 で 単 離 され た ク ロー ンが コ ー ドす るcDNA

で 最 長 の もの は1,603・bpのcDNAフ ラ グ メ ン トで あ っ

た.5'末 端 側 の 残 りの 塩 基 配 列 を決 定 す るた め に5'一RA

CE法 を 行 っ た.5'・RACEに よ り,ノ ー ザ ンプ ロ ッ トで

認 め られ る約L7・kbの バ ン ドに ほ ぽ 一 致 す る1,668・bp

のcDNAを 同 定 し た(第3図).　 i.iis・bpのopen

reading　 frame(ORF:下 線)を 有 し,　Kozak配 列 と ス

トップ コ ドンを最 初 のATGと 推 定 され る部 位 の5'側 に

惣 め た,372個 の ア ミノ酸 で構 成 さ れ る蛋 白 と考 え られ

た.相 同 性 の あ る遺 伝 子 をDNAデ ー タベ ー スで 検 討 す

る と 推 定 のhuman　 lipoic　acid　 synthetase(LAS)

〔A1224162)の 部 分 配 列 とhuman　 cDNA　 clone

FLJ22636(UniGene　 number:53531)と ほ とん ど一

致 した.こ の た めKU-BL-1は ヒ トLASと 考 え られ た.

KU・BL・1遺 俵 子 はFLJ22636よ り5'恨IIに18bp長 く,

3'側 に65bp短 か っ た.　 FLJ22636と 比 較 し1077番

目 の 塩 基 が 異 な り,コ ドン333に お い て リ シ ンが ア ル

ギ ニ ンに 変 わ っ て い た.第4図 に示 さ れ た よ う にNCBI

のprotein　 BLASTで そ の ア ミノ酸 配 列 を 検 討 す る と,

マ ウ ス の乳 癌 か ら同 定 され たLAS(NP _077791)と87

%,分 裂 酵 母 か ら同 定 さ れ たLASの 可 能 性 の あ る 蛋 白

(013642)と59%,分 裂 酵 母 か ら同 定 され たLAS　 pre・

cursor(BAA21430)と67%,酵 母 か ら同 定 され たLip

Spa)(NP _014839)と56%一 致 し た.マ ウ スLAS

(NP_077791)とLip　 5p(NP-014839)と の椙 同 性 を 第

4図 に 示 した.KU-BL-1は 金 属 結 合 部 位(iron-sulfur

cluster)で あ るCXXXCXXCと い う特 徴 的 な モ チ ー フ

を 他 のLASと 同 様 に 有 して い た.こ の 構 造 は 硫 黄 が

lipoic　acidに 導 入 され る さ い に関 与 して い る と 報 告 さ

れ て い るzs}.
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第4図 　 KU-BL-1と 他 のlipoic　 acid　synthelascと の ア ミノ酸 配 列 の 比 較.

　KU・BL・iの ア ミノ酸 配 列 を 他 のLASと 比 較 した、　KU・BL4は マ ウ スの 乳 腺腫 囁 か ら 蝋離 さ れ

　 たLAS　 INP_077791)(MLAS}と87%の 祖 同 性 が あ り,酵 母 で 瓢 告 さ れ て い るLip　 5p

　tNP　 O14839)と56%の 櫓同 性 を認 めf二.金 嘱 精 合 部 位 の モ チ ー フ(iron・sulfur　 cluster)で あ

　 るCXXXCXXC　 Icは 下 線 を 引 い て あ る.(lto　 K　et　al:Ini」Cancer且08{5):7且2-724,2004

　のFigure　 4を 許 可 をi7て 転 載)
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第5図KU・BL・2の 塩 基 配 列 お よ び ア ミノ酸 配 列.

　KU・BL・2のORF〔 下 線}は1,758　 bpで あ り,586の ア ミ!酸 で 櫛 成 され る 蛋 白 で あ っ た.　KU・

　BL・2の ア ミ ノ酸 配 列 はBTB/POZド メ イ ン(a)と6つ のketch　 repeat(b)を 有 して い た,

　 (Ito　K　et　al:Int　 J　Cancer　 108(5):712-724.　 zooaのFigure　 5　rr許 可 を 得 て 転 載)
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第6図KU・BL・3とketchお よ びKLHL3と の2っ の ド.メイ ンの比 較.

　 (Al　BTB/POZド メ イ ンの比 較.　 KU-BL-3で は過 去 に 綴告 さ れ た37の コ ンセ ンサ ス シー ク エ ン

　 ス28)の う ち35ア ミノ酸(')が 一 致 して い た.一 致 しな い部 位 は(n)で マ ー ク した.(B}Ketch

　 repeatの 比 較。 完 全 に一 致 す る ア ミノ酸 は(tt)で マ ー ク した.機 能 的 に頬 似 して い る.ア ミノ駿

　 は(+}でv一 ク して い る.
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伊藤:SEREX法 によ る膀胱癌抗原 の同定

5.KU・BL・2の 構 造 と機能 の検 討

　 KU・BL・2を コ ー ドす る 最 長 のcDNAク ロ ー ン は

3,112・bpの 長 さのcDNAを コ ー ドして お り,ノ ー ザ ン

プ ロ ッ トの3.2-k6の バ ン ドと ほぼ 一 致 した,　 KU・BL・2

を コ ー ドす る そ の 他 の7っ の ク ロ ー ンの 塩 基 配 列 と 比

較 し,ORFはL758・bpで あ り586個 の ア ミノ酸 で 構

成 さ れ る蛋 白 で あ る こ とが わか った(第5図).Kozak

配 列 と ス トップ コ ドンが最 初 のATGと 推 定 され る部 位

の5'側 に存 在 しORFの 正 当性 が 確 認 さ れ た.　DNAデ ー

タベ ー ス上 で 検 討 す る とKU・BL・2は ヒ ト胎 児 脳 組 織 に

由 来 す る 機 能 不 明 のcDNA　 clone　 DKFZp564C1616

(AL136597)と 一 致 し,7番 染 色 体 上 に 存 在 す る こ とが

わ か っ た.KU・BL・2は シ ョウ ジ ョ ウバ エ の 卵 子 形 成 時

に 発 現 さ れ るk｢lch　 protein"'i:.相 同 性 力`高 か っ た.

DKFZp564C1616と 比 較 し584番 目 と887番 目 の塩 基

が 異 な って い た が,ア ミノ酸 配 列 に 変 化 は なか った.相

同 性 の あ る 蛋 白 を デ ー タベ ー ス 上 で 検 索 す る と,KU・

BL・2の ア ミ ノ酸 配 列 は 機 能 不 明 の 蛋 白hypothetical

protein{CAB66532)と ほぼ 一 致 し た.　 KU・BL・2は ヒ

hkelch-like　 protein　 3(KLHL3:QgUH77)と34%,

シ ョ ウ ジ ョウバ エ のketch蛋 白3「'(QO4652)と33%,

ketch-like　 2〔Mayven:NP　 OO9177)と32%の 相 同 性

が あ り、 その 他 のkelch・like　 proteinと も相 同性 を認 め

た.PROSITEプ ロ グ ラム やPfamプ ロ グ ラ ム を 用 い た

ア ミ ノ酸 配 列 の モ チ ー フ を 検 討 す る と,KUBL・2は

kelch・1ike　 proteinに 特 徴 的 に 保 存:さ れ て い る

BTB/POZド メ イ ンと6っ のketch　 repealと い う特 徴

的 な 配 列 を 有 す る可能 性 が 示 され た(第5図).KU-BL-

2の ア ミノ酸 配 列 上 のBTB/POZド メ イ ン と考 え られ

る部 位 は ア ミノ酸 で37個 中35個(94.6%)が 過 去 に

報 告 され た コ ンセ ンサ ス シー ク エ ンスxe:と一 致 した(第

6A図),ま たKLHL3とkelch蛋 白 の6つ のke且ch　 re-

peatと の 相 同 性 を(第6B図)に 示 した.こ れ らの 結

果 か ら,KU・BL-2は 新 規 のkelch・1ike　 proteinで あ る

と考 え られ た.

6.合 成 ペ プ チ ドを 用 いた腫 瘍 反 応 性T細 胞 の誘 導

　 KU・BL・1とKU-BL-2由 来 のHLA・A29商 観 和 性 ペ

プ チ ドを 合 成 し,こ れ を 用 い て8人 の 健常 人 のPBMC

を 刺 激 す る こ と に よ りペ プ チ ド特 異 的 に 反 応 す るT細

胞 の 誘 導 を試 み た.4種 類 の ペ プ チ ドを 合成 した.こ れ

ら の 中 で,KU・BL-2に 由 来 す る ペ プ チ ド で あ る

VYILGGSQLで ペ プ チ ド特 異 的 に反 応 す るT細 胞 を1

例 に お い て誘 導 で きた(第7A図).　 VYILGGSQLで 刺

激 され たT細 胞 はHLA-A24とKU・BL-2を 同 時 に 発
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第7図HLA-A24結 合KU-BL・2ペ プ チ ドに よ る腫 痛 反 応

　性T細 胞 の 誘 導.

　 HLA-A24高 親 和 性 合 成 ペ プ チ ドを 用 い,8人 の 健 常 人

　 の末m血 リ ンパ 球 か ら腫 瘍 反 応 性T細 胞 を 誘 導 しr_.1

　回 目 の 刺 激 は 樹 状 細 胞 を 用 い,そ の 他 の3回 は放 肘 線 照

　射 俵 の 畠 己 末 梢 血 リ ンパ 球 を 用 い て 行 っ た.T細 胞 に よ

　 る抗 原 の 認 識 はIFNry　 release　 assayを 用 い て 説…価 し た.

　A;8例 の ド ナ ー 中1例 でKU・BL-2ベ ブ チ ド

　 (VYILGGSQL)を 特 異 的 に 認 識 す るT細 胞 が 誘 導 で き

　 た.ペ プ チ ドで 刺 激 さ れ て い な いT2・A24細 胞 か らの

　lFN・7の 産 生 を バ ッ ク グ ラ ン ドと して,そ のIFNry　 E$を

　 差 し引 い た 殖 を示 した.B;そ のCTLはHLA-A24陽 性

　KU・BL・2阻 性 自 己 膀 胱 腫 瘍 細 胞 株FYを 認 識 し た が,

　HLA・A29　 P3M1;膀 胱 癌 細 胞 株xuiを 認 議 し な か った.

　 (Ito　K　et　a1:lnt]Cancer　 lO8(5〕1712-724.2004の

　Figure　 6を 許 可 を 得 て転 載)

現 す る 膀 胱 痴 紺 胞 株FYを 認 識 し,　HLA-A29陰 性 の膀

胱 絶 細 胞 株KU1は 認 識 しな か っ た(第7B図).そ の

他 の3つ の ペ プ チ ドで は,腫 瘍 細 胞 に強 く反 応 す るT

細胞 を 誘 導 で き なか った が,SYKAGEFFLで 刺 激 す る

こ と に よ り,ペ プ チ ド特 異 的 にT2・A24細 胞 に 弱 く反

応 す るT細 胞 が1例 で誘 導 され た.

考 察

　免疫学的な細の拒絶において患者血清中に産生 された

抗体の役割は明らかにされていないが,生 体内における

腫瘍の消退にT細 胞が重要 な役割を果たす ことが多 く

のマウス腫瘍モデルvや ヒトメラノーマ「『2)において証明

されてきた.編 患者においてT細 胞の反応をモニ ター

しながら効率の良い細胞免疫治療を確立するためには腫

煽反応性T細 胞 に認識 される腫瘍抗原を同定すること

が必要である.こ れまでcDNA発 現 クローニ ング法 を

用い腫r反 応性T細 胞により忽識 され るヒトメラノー

マ抗原が数多 く単離されてきだ ・S・tll.
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　 MAGEやNY・ESO・1な どの 癌 精 巣抗 原 が 膀 胱 瘤 に 発

現 して い る こ とが 報 告 され て い る17'is　191が,　T細 胞 に認

識 さ れ る腫 瘍 抗 原 が 膀 胱 編 に お い て 同定 され た報 告 は少

な く1&211,膀 胱 癌 に対 す る免 疫 治 療 を確 立 す るた め に は

膀 胱 癌 抗 原 を さ ら に 同 定 す る 必 要 が あ る.

Pfreundschuhや01dら の グル ー プ はSEREX法 を様 々

な 艇 腫 に適 用 し,多 くの 腫 瘍 抗 原 を 単 離 した10.'1".そ の

結 果,SEREX法 は血 清 中 の抗 体 で腫 鰯 抗 原 を検 出 す る

方 法 で あ る が,CDぺT細 胞 認 識 抗 原 だ け で は な く

CD8?T細 胞 認 識 抗原 を 同定 す る方 法 と して も有 用 で あ

る こ とが 分 か って きた.我 々 の グ ル ー プ もメ ラ ノー マ と

メ ラ ノサ イ トに高 発現 され るKU・MEL・1をSEREX法

に よ り同 定 し報 告 した191,本 研 究 で はSEREX法 を膀 胱

癌 に 対 して適 用 し,癌 抗 原 の同 定 を試 み た.

　 本 研 究 で は,36の 既 知 分 子 と 且2の 未 知 分 子 を 単 離

した.HDLBPと 新 規 遺 伝 子 で あ るB3とB4が 最 も イ

ム ノ ス ク リ ー ニ ン グ で 単 離 さ れ た 分 子 で あ っ た .

HDLBPに 対 す るIgG抗 体 は28例 中4例 の膀 胱 癌 患 者

の1`皿清 中 に 存 在 した.HDLBPは110・kDの 細 胞 膜 関 巡

タ ンパ クで あ り細 胞 内 の コ レス テ ロ ー ル を取 り除 くた め

にHDLに 特 異 的 に結 合 す る と報 告 さ れ て い る2の.し か

し癌 に関 連 した報 告 は な さ れて い な い.膀 胱 癌 を有 す る

患 者 に お い てHDLBPに 対 す る 免 疫 反 応 が に 起 こ って

い る場 合が あ り,膀 胱 癌 と の関 連 性 を検 討 す る必 要が あ

る.

　 単 離 され た36の 既 知 分 子 の 中 で9分 子 は過 去.に何 ら

か の 癌 と の 関 連 性 が 報 告 され て い る.そ の う ち2っ

(Golgin-84#aよ びLBc癌 原 遺 伝 子)は 他 の 遺 伝 子 と組

み換 え を起 こ して 癌 遺 伝 子 を形 成 す る遺 伝 子 で あ った.

しか しFY細 胞 株 に で は こ の よ う な遺 伝 子 の 変 化 は検 出

され なか った.a-enolase,　 mitosin.　 thrombospondin・

1,AnnexinVlllな どの 遺 伝 子 は癌 細 胞 に お け る発 現 の

増 加 が 報 告 され て い る.癌 細 胞 にお い て発 現 が 増 加 して

い る 蛋 白 に対 してIgG抗 体 が生 体 内 で産 生 さ れ る こ と

は過 去 のSEREX法 を 用 い た報 告 で示 唆 さ れ たn..ま た

a-enolaseがHLA・DRHI'08032拘 束 悔 にCD4十T細

胞 に認 識 され,IgGの 産 生 を 促 進 して い る こ とが 扁 平 上

皮 癌 を 有 す る患 者 に お い て最近 証 明 さ れto,.　 Laminin

receptor　 1,α・actinin4,　Metailoproteinase」ike　 collage・

nase(PM5)な ど は正 常 細 胞 に も発 現 す る蛋 白で あ る が,

癌 の進 展 や予 後 との関 速 性 も過 去 に報 告 され て きた,こ

の よ う な正常 細 胞 に も存在 す る蛋 白 に対 して 抗 体 が 産 生

され るの は,癌 細 胞 内 で これ らの 蛋 白が 櫛 造 の 変 化 を 起

こ し免疫 原 性 が 高 ま った可 能 性 が あ る.し か し本 研 究 で

は,そ れ ぞ れ の ク ロ ー ンに コー ドされ た塩 基 配 列 に遺 伝

的 多 型 以 外 の変 化 は認 め られ なか った.

　 FY細 胞 株 はMAGE-1,.g,一3を 発 現 しrai,過 去 の

SEREX法 に よ る メ ラ ノ ー マ な ど に 関 す る 報 告 で も

MAGEフ ァ ミ リー が 単 離 され て い るが1。卜,本 研 究 で は

MAGEフ ァ ミ リー は 単 離 され な か っ た.こ の理 由 と し

て患 者 の 血rtf巾 のMAGE抗 原 に 対 す る抗 体 価が 比 較 的

低 か っ た か 。HLAタ イプ な ど の 遺 伝 的 要 因 でMAGE

抗 原 に 対 す るlgG抗 体 が 産 生 な か っ た こ と が 考 え られ

る.

　 KU・BL・ 且はmRNAの 発現 と 血 清 中 のIgG抗 体 の 存

在 を検 討 し た桔 果,膀 胱 癌 に 発現 し正 常 膀 胱 と精 巣 以 外

の 正常 組 織 に発 現 を認 め な い免 疫 原 性 の あ る抗 原 で あ る

と考 え られ た.KU-BL-1は 過 去 に 報 告 され たLASと 構

造 が類 似 して お り,ヒFLASを コー ド して い る と推 定

され た.こ れ まで に報 告 され たLASと 同 様 に,硫 黄 を

lipoic　acidに 導 入 す る際 に 必 要 で あ る 金 属 結 合 部 位

(iron-sulfur　 cluster)の モ チ ー フ で あ るCXXXCXXC

とい う配 列 を 含 ん で い た.Lipoic　 acidは 硫 黄 を 含 む 補

酵 素 で あ るpyruvate　 dehydrogenase,2・oxog且utarate

dehydrogenase,　 branched・chain　 2-oxo　 acid　dehydr

ogenase.,　 glycine　 cleavage　 systemな どの 酵 素 の 作 用

に不 可 欠 で あ る]11.膀 胱 腫 瘍 に お け るLASの 役 割 は今

後 検 討 す る必 要 が あ る.

　 KU・BL・2は 膀 胱 癌 紐 胞 株,膀 胱 癌 組 織,お よ びiE鴬

心 臓 や 精 巣 組 織 に 発 現 して い た.KU・BL・2に 対 す る

IgG抗 体 は膀 胱 癌 患 者28例 巾8例 に存 在 し,健 常 人 の

血 清 中 に は検 出 さ れ な か った.KU・BL・2はkelch蛋 白

お よ びそ の 他 のkelch・like　 proteinと 相 同性 が 高 か った.

Kelchは シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 卵 子 形 成 の 時 に 発 現 し

ring　canal="と い う細胞 間 輸送 路 に 発現 す る蛋 白 で あ る.

KU・BL・2はzinc・typeの 転 写 因 子 に 認 め ら れ る

BTB/POZド メ イ ンを 持 ち,ま たkelch・1ike　 proteinに

特 徴 的 で あ るketch　 repealを 有 して い た,　 Kelch　 re-

peatは 蛋 白 と蛋 白 の 相 互 作 用 を に関 連 す る部 位 で あ り,

これ によ って ク ロ マ チ ンの構 造 を変 化 させ た り,細 胞 骨

格 やnuc]ear　 matrix　 proteinな ど を 変 化 さ せ る こ とが

報 告 され て い るRP).　Kelch　 repeatは 典 型 的 に 約50の ア

ミ ノ酸 か ら な る6っ の リ ピ ーrか ら な っ て お り,β ・

superbarrel構 造asiをな して い る と予 想 さ れ る.こ の リ

ピー トは ア ク チ ンな ど の他 の 蛋 白 に作 用 す る こ とが報 告

され て い るaai,こ の 蛋 白 の膀 胱 腫 瘍 にお け る役 割 も今 後

検 討 を要 す る.

　 KU・BL4とKU-BL-2は 細胞 内蛋 白 と考 え られ るの で,

生 細胞 で は抗 体 は これ らの 抗 原 を認 識 す る こ と はで きず,

抗 体 を利 用 した治 療 に は使 用 す る こ とが で き ない.し か
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伊藤:SEREX法 によ る膀胱麿抗原の同定

しT細 胞を介 した免疫治療の良 いターゲ ットになりう

ると考える.本 研究ではこの2つ の分子に由来す る9

種類のHLA-A24親 和性のペプチ ドを用いて腫瘍反応

性T細 胞を誘導できるかを検討した.KU・BL・2に 由来

するペプチ ドにおいてペプチ ド特異的T細 胞が誘導で

き,同 時にKU-BL-2を 発現する腫瘍細胞株を認識 した.

またKU-BL・iに 由来するペプチ ドにおいても.ペ プチ

ド特異的 に弱 く反応するT細 胞が誘導 された.こ の結

果か ら,KU-BL・1とKU-BL-2は 細胞免疫治療に応用 し

うる膀胱癌抗原である可能性が示された.今 後はその他

のペプチ ドにおいてCTLを 誘導できるか,膀 胱腫瘍の

患者のPBMCか らCTLが 誘導できるか,特 にKU-BL-

1やKU・BL2に 対するigG抗 体が血清中に存在する患

者においてCTLが 誘導できるかをさらに検討 してい く

必要がある.

　細胞免疫治療を行うときに,KU・BL・1やKU・BL-2が

精巣に発現 していることは大きな問題 とはな らないと思

われる.つ まり精粗細胞や精母細胞などはMHC　 class　l

を発現 していないためT細 胞 に認識 されない.ま た

KU・BL・2は 正常心臓に,　KU・BL・1は 正常膀胱に比較的

強 く発現 していたが,免 疫治療に使用する抗原として除

外する必要はないと思われる.も しKU・BL・2の エピトー

プの密度が心筋細胞に低ければ,自 己免疫反応は起こら

ないであろうし,KU-BL-1が 正常膀胱粘膜に発現 して

いて も膀胱切除症例では免疫治療の妨げとはな らない,

　 SEREX法 で同定 された抗原の免疫細胞治療における

意味は,最 近マウスの腫瘍モデルにおいて検討された39,

その報告では,SEREX.法 で同定された抗原は有用なヘ

ルパーCD4'T細 胞の抗原になりうることが証明され,

抗原性のあるペプチ ドで同時にCD8'T細 胞を刺激す

ることにより,強 い抗腫瘍効果をを認めることが示され

た.こ の所見か らKU-BL-1やKU・BL・2も 細胞免疫治

療の際に免疫反応を誘導で きる可能性がある.こ の2

つの分子は膀胱腫瘍に比較的高頻度に発現 し,限 られた

正常組織 にのみに発現を認め,膀 胱腫瘍の患者でIgG

抗体が産生 されていた.さ らにKU・BL-2に 由来する一

つのペプチ ドにおいて腫瘍反応性T細 胞を誘導できた。

これらの抗原は膀胱癌の診断に応用しうる腫瘍マーカー

や,膀 胱癌患者に対する免疫細胞治療におけるターゲ ッ

トになりうる抗原であると考えられた.

総　　括

　膀胱癌抗原の同定するためにSEREX法 を用いた.

細胞異型度の高い膀胱癌の転移巣か ら樹立 したFY細 胞

株 か らcDNAラ イ ブ ラ リー を 作 成 した.こ の ラ ィ ブ ラ

リーを 同 一 人 の血 清 で ス ク リー ニ ン グ した.

1.48種 類 の 抗 原 が 単 離 され,36種 類 の 既 知 分 子 と

　 　 12種 類 の 未 知 分 子 で あ った.

2.健 常 人 お よ び癌 患 者 血 清 中 の 抗 体 の 存 在 や組 織 特 異

　 　 的 な 発 現 パ タ ー ンの 検 討 を 行 った 結 果,KU-BL-1

　 　 とKU・BL・2が 免 疫 原 性 が 高 く,癌 組 織 に高 発 現 し

　 　 て い る有 力 な膀 胱 癌 抗 原 候 補 と考 え られ た.

3.KU・BL-1は 特 徴 的 なCXXXCXXCと い うモ チ ー フ

　 　 を 有 し。lipoic　 acid　synthetaseの 一 っ と考 え られ

　 　 た.KU・BL-1は 検 討 した 多 くの 膀 胱 癌 細 胞 株 や 膀

　 　 胱 癌 組 織 に 発現 し,正 常 組 織 に お い て は膀 胱 粘 膜 や

　 　 精 巣 に 発 現 して い た.KU・BL4に 対 す るIgG抗 体

　 　 は膀 胱 癌 患 者 血 清 中28例 中2例 に認 め られ たが,

　 　 健 常 人30人 で は認 め られ な か った.

4.KU・BL・2は シ ョ ウ ジ3ウ バ ェ のkelch蛋 白 に 相 同

　 　 性 が あ りkelch-like　 proteinの 一 っ と推 定 さ れ た.

　 　 特 徴 的 なBTB/POZド メ イ ンやke且ch　 repeatを 認

　 　 め た.KU-BL-2は 検 討 した 多 くの膀 胱 癌 細 胞 株 や

　 　 膀 胱 癌 組 織 に 発 現 し,正 常 組 織 に お い て は 精 巣 や 心

　 　 臓 に 発 現 して い た.KU-BL・2に 対 す るIgG抗 体 は

　 　 膀 胱 癌 患 者 血 清 中28例8例 に認 め られ た が,健 常

　 　 人16人 で は認 め られ な か った.

5.KU-BL・1とKU-BL-2の ア ミノ 酸 配 列 に 由 来 す る

　 　 HLA・A24高 親 和 性 ペ プ チ ドを 用 いて,健 常 人 由 来

　 　 の 末 梢 血 リ ンパ 球 か ら腫 瘍 反 応 性T細 胞 の 誘 導 を

　 　 試 み た.KU。BL・2の ペ プ チ ドで あ るVYILGGSQL

　 　 に お い て8例 中1例 で 腫 煽 反 応 性 のT細 胞 を 誘 導

　 　 す る こ とが で き た.

　 以 上 の 結 果 か らKU・BL4とKU-BL-2は 膀 胱 癌 に 高

発現 す る免 疫 原性 の あ る分 子 で あ り,膀 胱 癌 の診 断 や 免

疫 細 胞 治 療 に 応 用 しう る抗 原 で あ る と考 え られ た.

　稿を終え るにあたり,ご 指導,ご 校閲および激励を賜

りました慶鰹義塾大学医学部泌尿器科学教室村井勝教授

に深甚なる謝意 を表 します.ま た終始懇切に多大なる直

接のご指導,ご 校閲をいただきました慶慮義塾大学医学

部先端医科学研究所細胞情報部門河上裕教授に心から感

謝致します.さ らに多大なご協力をいただきました先端

医科学研究所細胞情報部門と慶癒義塾大学医学部泌尿器

科学教室の諸先生方に感謝致 します.

　 また本研究の一部は,科 学研究費補助金基盤研究(S),

厚生労働省がん研究助成金,厚 生労働科学研究費補助金

(がん克服戦略研究事業),車 両競技公益資金0念 財団助

成　日本私立学校振興 ・共済事業団(学 術研究振興資金),
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