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Anovel　 apoptosis-inducing　 monoclonal　 antibody(anti-LHK)against　 a　cell　surface

　　　　　　　　　　　　　　　　　　 antigen　 on　colon　 cancer　 cells

　　　　　　　 (大腸 癌細胞 表 面抗原 に対 す る新 しいア ポ トー シス誘 導抗 体(抗LHK抗 体))

内容の要旨

松　川

　大腸癌細胞 はFasの 発 現低下や.周 囲に浸潤 す る細胞障 害性丁細胞

に対す るFasシ ステム を介 した攻撃 か らアポ トー シスに抵抗 性 であ

る。加 えて抗Fa5抗 体 の全身投 与に よる致 死的副 作用 か らFasシ ステ

ムは大腸癌治療 には適 さない と考え られ てい るが 、アポ トー シスを

介 した大腸癌治療 の臨床応用 は魅 力的 である。 我々はFas抵 抗性 の大

腸 癌紹胞株oo監0205に対 し縞胞障 得活性 を有す る抗LHK抗 体 を作製 し

その解析 を行 った。

　colo205で 免疫 したHALB/cマ ウスの脾 細胞 とマ ウス骨髄 腫細胞 株

Sp2/0か らハイ ブ リ ドー?を 作製 、　colo205に 対 し細胞 障沓活性 を有す

るクロー ンを選択、BALB/cマ ウスに腹腔 内注射 し得 られ た腹 水 より

抗体を輌製 し抗LHK抗 体 と命名 した。抗LHK抗 体 のアイ ソタイプは

1酬 であっ た。　 [33S]一メチオニ ンで標 餓 したcolo205か ら細胞抽 出液

を作製 し、免疫 沈降 法に よ りLHK抗 原 の分子 丑は70kD日 で あっ た。

位相差顕微鏡 による形態学 的観察では、抗LHK抗 体がwlo205に 細胞

死 を誘導 す る過程 でbuddingを 豚 めた。　H㏄ch5β3258染 色 で、核 の断

片化 ・濃縮 を認め、抗LHK抗 体添加後のoo1(に05よ り抽 出 したDNAに

おいて、DNAラ ダー形成 を認 めた。 アネ キ シンWPI二 垂染 色で は、

細胞死 が湧導 され る前 にアネ キシ ンVの 染 色性 を認 め た。以 上 よ り

この細胞死 はアポ トー シス と考 えられた。mlo205お よび 白血病細胞

株Jur㎞ に対す る細胞 障賓活性 は抗LHK抗 体、抗Fas抗 体、　INF-aと

で異な るパター ンを示 したこと、co!0205に おけ る各抗原のlFN・Yに対

す る反応 、各租細 胞株 での各抗原の 発現 も異 なってい た こと、 さら

に分子$fiS70kDaで あ るこ とよ りLHK抗 原 は、　F鋸、7TJF・R,　TRAIL・

Rと は異な る分子 である と考 え られ た。LHK抗 原は ヒ ト大腸 癌組織

のみな らず 大腸 をは じめ とす る正常組 織で も発現 してい るこ とが、

免疫組織 染色お よび フロー サイ トメ トリーで示 された。WK抗 原の

発現頻度 は、大腸 痛組織の分 化度が低下す るに従い低 下 した。 これ

によ り大腸癌細 胞がLHK抗 原 を介 したアポ トー シスか ら逃 れて いる

可能性 が示唆 された。抗LHK抗 体はマ ウス腹膜播 租モデ ルで著明 な

抗腫瘍効 果 を示 し、明 らか な致 死的 副作用 を認めず 、その臨床応用

が期待 され る。

　 以上の事か ら消化管上皮細胞や皮膚 に特異的 に発現す るLHK抗 原

は、 ヒ ト大腸癌細 胞の増殖 ・浸潤な どに関与 した新 しい細胞 死受容

体である可能性 が示唆 され た。

英　彦

論文審査の要旨

　 大腸癌 のF邸抵 抗性 とい う特性お よび抗Fa5抗 体 投与 の致死 的副作

用か ら、Fazを 介 したア ポ トー シス機序 を大腸 癌治療 に応 用す るこ と

は 困難 と考 え られ て い る。 本研 究 で はFas抵 抗性 の 大腸 癌細 胞 株

Colo205に 対 し細胞 瞳 害活性 を有 す る新 規抗 体、抗LHK抗 体 を作製

し、その活性 機序 がア ポ トー シスであ るこ と、 さ らに、LHK抗 原 は

Fas、1NF。R,　TRAIL。Rと は異な る新 しいデ ス レセ プター であ る可能

性 を提 示 した。 また.LHK抗 原 発現 と大腸 癌の分化度 との関連性 か

ら本抗 原の腫瑠 マー カー としての可 能性 、 さらに、マ ウス腹膜播種

モデル での抗LHK抗 体によ る治療 効果か ら本抗原 の治療応 用 と して

の可鮨性が示唆 され た。

　 審査では まず 、抗LHK抗 体作製 の免疫源 としてColo205細 胞 を選択

した理 由が質 問 され、浮遊細胞 であ るcoioaosの 接着 因子に関す る研

究の 中で抗 体 作製 を行 った ところ、細胞 死を騰導す る抗 体が得 られ

た こ とか ら本研 究が スター トした と回答 され た。次 にLHK抗 原 は他

の細胞 採や 正宮 大腸 上皮 に も発 現 を認 める ことか ら、抗uuc抗 体が

それ らに対 して もアポ トー シ スを誘 導す るか とい う質 問が な され

た。 それ に対 しては 、現在 まで に解析 を終 了 したm毬 の細胞株(大

腸癌4種 を含 む}に お いてはア ポ トー シス誘導 は見 られ なか ウた と

回答 された。浮遊 細胞 数種 を含 めた更な る検討 の余 地が残 され てい

るこ と、抗unc抗 体抵抗性 細胞株 にお ける シグナル の解 析か ら新 た

なアポ トー シス抑制機構 が見 出 され る可能性 があ る ことは 、今 後の

研 究課題 と して期待 された。 また、正zr大 腸上皮 につい てはそ のプ

ライマ リー カルチ ャーが困婬 であ るため、単離細胞 を用 いた系 での

追求 を行 って い るこ とが述べ られ た。LHK抗 原 の同定手 段に開す る

質 疑がな され 、今 回行 われ た免疫 沈 降法 に加 えて、今後 二次元 竃気

泳動 を検討 してい るとの回答が な された。 この点に関 して、DNAク

ローニ ング も検etす べ きで ある との助8が な され た。 次にマ ウス腹

瞑 播種モデル での検 肘 に関 して、治療 効果 と考 えるべきか 、予 防効

果 と考 えるべ きか との質 問が な され た。 癌細 胞 の腹 腔 内注 射 と抗

LHK抗 体 の腹 腔内注 射の時聞 問隔 を考慮 す る と後者 と考え るべ きで

あるが、抗LHK抗 体 の治療応用 のた めにマ ウスモデル での投 与間隔

の再検肘お よび上述 の正常大腸 上皮 にお け るアポ トー シス誘 導の追

及 を行 うて いる と回 答 され た。腫 瘍 マー カー と しての竈 床応用 の可

能性 に関連 して、大腸癌 の分化度 とLHK抗 原 の発現 レベ ル との相関

に関す る質問 がな された。LHK抗 原 は低分化型 腺痛 に多 く発 現 して

いる傾向 があ るものの、更 なる検肘 が必要 であ る と回答 された。 さ

らに肝転移症 例での 追究 を深 め るこ とに よ り腫 瘍マー カー として の

有 用性 を見出せ るのではな いか との助曾がな された。

　 以上の よ うに、本研 究は今 後検討す べき躁題 が残 さnて いる もの

の、LHK抗 原 はFa5抵 抗性の 大腸 癌細胞棟 にアポ トー シスを誘導す る

新 しい分子 であ る可能性 が示唆 され、腫応 マーカ ー と して、また大

腸 癌治療 への臨床応 用が期待 され る点で有意 義な研 究で ある と評 価

され た。
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