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研究成果の概要（和文）：抗モータリン抗体の細胞内在化特性を診断や運搬に応用するために、抗モータリン抗体を作
製し、機能を解析した。内在化能を持つ抗体と持たない抗体では、異なるエピトープを有していた。内在化の機序を複
数の阻害剤で調べた結果、ナイスタチンにより最も強く阻害されたことから、脂質ラフトを介するエンドサイトーシス
の関与が示唆された。さらに、三つのラフト経路の阻害剤を用いて調べた結果、内在化はダイナミン阻害剤で強く阻害
される一方で、カベオリン-1阻害剤とCDC42阻害剤には弱い効果を示した。これらにより、抗モータリン抗体の細胞内
在化は、ダイナミンとカベオリンに依存性のエンドサイトーシスの関与が大きいと結論した。

研究成果の概要（英文）：In order to develop application of anti-mortalin antibody for diagnostics and deli
very, we generated new antibodies and performed a characterization. We found that the cell internalizing a
nd non-internalizing antibodies possess distinctly different epitopes. Mechanism of internalization was de
termined by adopting multiple inhibitor approach. We found that the antibody internalization was inhibited
 most strongly by Nystatin, implying that it involves lipid raft mediated endocytosis. We next used specif
ic inhibitors of three raft pathways. The internalization was strongly inhibited by dynamin inhibitor. On 
the other hand, caveolin-1 inhibitor and CDC42 inhibitor showed weak effect.  It was concluded that the in
ternalization of new internalizing anti-mortalin antibodies is mostly mediated by Dynamin and Caveolin dep
endent endocytosis.
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１．研究開始当初の背景 
 幹細胞研究の発展に伴い、in vivoにおけ
る幹細胞の系譜を追跡する必要性が高まっ
ている。基礎研究においても臨床応用におい
ても、幹細胞を簡便にかつ再現性良く標識す
る手法の開発が待たれている。近年、半導体
ナノ粒子(量子ドット)が、これまで用いられ
てきた有機色素に代わる高品質な蛍光代替
物として注目を集めている。量子ドットは物
理的な大きさと蛍光波長の間に相関がある
ため、マルチカラーのバイオイメージングに
も非常に適していると考えられる。一方で、
当研究室でクローニングされたhsp70ファミ
リーに属するモータリンは、様々ながん由来
の細胞や組織で強く発現しており、ヒトの腫
瘍形成に関与している。機能解析のために作
製した様々な抗モータリン抗体の中で、細胞
内に内在化する性質を持つ抗体があること
を発見した。我々は、その抗体と量子ドット
を融合させることによって、細胞内在化量子
ドットを作製し、その複合体が培養がん細胞
で複数回の分裂を経た後でも観察できるこ
とを明らかにした。さらに、複数の量子ドッ
トを用いて、長時間にわたり、正常な分裂を
行うマルチカラーの細胞を得ることに成功
した。細胞内在化抗体はナノ運搬体として非
常に将来性があり、長期間の細胞レベルある
いは個体レベルでのマルチカラーイメージ
ングに使用可能であることが明らかになっ
た。このようなツールは、急速に発展してき
ているiPS、幹細胞、再生医療、がん診断の
分野で非常に有用であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 これまで抗モータリン抗体が培養液に加
えるだけで内在化する特徴的な現象を観察
してきた。この特性を利用して細胞を簡便に
標識する手法を開発し、一定の成功を収めて
いる。しかし、モータリンを抗原とする全て
の抗体が内在化の性質を示すわけではなく、
特異性と抗体価が同じでも内在化しない抗
体もある。このことから、内在化はモータリ
ンの特定のエピトープに限られた現象だと
考えられるため、分子レベルまで解明してい
く必要がある。本研究では細胞内在化の現象
に潜む分子機構を詳細に調べて、基礎研究お
よび臨床研究に有用なイメージングツール
としての発展を目指す。そのために、以下を
目標とした。  
(1)複数の抗モータリンモノクローナル抗体
を作製し、細胞内在化機能をスクリーニング
の基準の一つとして最良のハイブリドーマ
を選別 
(2)モータリン抗体の細胞内在化の分子機構
の解明 
(3)細胞レベルあるいは個体レベルにおける
イメージング試薬・プロトコールの開発 
 
３．研究の方法 
(1)内在化効率の高いモータリン抗体を作製

する 
(2)新規に作製したモータリン抗体のエピト
ープを同定する 
 ①Hisタグ付き組み換えモータリンタンパ
ク質を用いたエピトープ領域の決定 
 ②ヒト培養細胞を用いたエピトープ領域
の決定 
 ③RepliTopeマッピングを用いて単アミノ
酸レベルまで決定 
(3)単鎖抗体の抗原性と内在化能を検討する 
 エピトープ情報に基づき、大腸菌で発現す
る単鎖抗体を作製し、内在化能を評価 
(4)量子ドット(イメージング)およびDNA(遺
伝子導入)を目的とした運搬体の機能を確認
する 
 当研究室で確立されている細胞内在化抗
体とQdotsとの結合法を用い、各クローンと
Qdotsを結合させ、各クローンの結合率およ
び内在化効率をがん細胞を用いた画像解析
により検討 
(5)がん細胞、間葉幹細胞、iPS細胞を標識す
るプロトコールを確立する 
 細胞内在化効率および内在化する保持時
間を検証 
(6)下記の阻害剤を用いたアプローチにより
抗体内在化の機能を解析する 
 ①クロルプロマジン- クラスリン媒介の
エンドサイトーシス阻害剤 
 ②サイトカラシン- クラスリン媒介のエ
ンドサイトーシス阻害剤 
 ③メチル化β-サイクロデキストリン-カ
ベオラ依存性エンドサイトーシス阻害剤 
 ④ナイスタチン-脂質ラフト-カベオラエ
ンドサイトーシス阻害剤 
⑤EIPA-マクロピノサイトーシス 
 

４．研究成果 
 まず、より内在化効率の高いモータリン抗
体を得るために、モータリンに対する新しい
ポリクローナルおよびモノクローナル抗体
を作製した。Hisタグで標識化した組換えモ
ータリンタンパク質をバクテリア内で発現
させ、NTAアガロースを用いて精製した。タ
ンパク質の純度は、SDSゲルにより確認し、
単一バンドを有する高純度のタンパク質を
ウサギおよびマウスへの免疫に使用し、モー
タリンに対するポリクローナル抗体および
モノクローナル抗体の作製に成功した。これ
らの抗体のヒト細胞モータリンに対する反
応性をウェスタンブロッティングおよび免
疫染色により検討し、高い特異性を確認した。
また、細胞内在化機能を検討したところ、新
規に作製したポリクローナルおよびモノク
ローナル抗体には、過去に作製した細胞内在
化抗体と同様、培養液に加えるだけで内在化
する特徴的な機能を有する抗体があった。 
次に、新規に作製した細胞内在化抗モータ

リン抗体のエピトープ解析を２つの方法に
より行った。V5タグモータリン欠損変異体を
哺乳類細胞内で発現させ、細胞溶解液をモー



タリン抗体で免疫沈降した。これにより、抗
モータリン抗体への結合に必須の80アミノ
酸を同定した。さらに、バクテリアを用いて
Hisタグ付組換えモータリンの欠損変異体を
作製し、NTAアガロースで精製した。標準化
した精製条件により、SDSゲル上で単一バン
ドの高純度タンパク質を得た。Hisタグ付き
組換え変異モータリンタンパク質を基質と
し、新規抗体を用いてELISA解析を行い、AA
（アミノ酸残基）246-330（領域Ⅰ）及び
AA375-415（領域Ⅱ）の候補エピトープ領域
を同定した。ここで、候補エピトープの１つ
に対する単鎖抗体を、バクテリア内で発現す
るHisタグ付き組換えタンパク質により得た。
この単鎖抗体のモータリンタンパク質に対
する反応性を、ウェスタンブロッティングに
より調べた。この単鎖抗体は、モータリンタ
ンパク質に対し高い反応性を有したが、細胞
内在化能は優れていなかった。これらのデー
タから、ウサギあるいはマウスにおいて生成
された従来型の抗体が、より高い細胞内在化
能を持つという結論に至った。二つの領域の
合成ペプチドを用いて、３つのクローンのエ
ピトープを決定した。領域Iから71のペプチ
ドを、領域IIから16のペプチドを合成した。
各ペプチドは、開始AAを一残基ずつずらせて
オーバーラップさせたもので、15AAよりなり、
TECON HS400 ミクロアレイ・プロセシング・
ステーションによってELISAを行った。それ
により、抗原抗体反応の親和性を定量的に測
定した。その結果、モータリンのAA279-291
に対応する13AAよりなるDQALLRHIVKEFK 配
列が、B80-M2 と B80-M11 クローンのエピト
ープであると結論した。B80-M29 クローンは
タン パ ク質 の  AA397-409 に 対 応 する
QTVQDLFGRAPSK をエピトープとすることが
わかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

各抗体クローンにつき、ヒトがん細胞（MCF7, 
MDA-MB231, A549, U2OS, IMR32 HT1080) を用
いて、細胞への内在化能を調べた。抗体をが
ん細胞培養液中に添加し、6-24時間培養後、
２次抗体で染色した。B80-M11は内在化能を示
さず、B80-M2は弱い内在化能を示し、B80-M29
は高い内在化能を示した。抗体の内在化能は
細胞でのモータリンの発現に関連しており、
MCF7 と MDA-MB231細胞では、レトロウイルス
の発現ベクターによるモータリンの発現が抗
体の内在化能を増加させていることがわかっ
た。組換えモータリンタンパク質あるいはペ
プチドとインキュベートした細胞では、抗体
の内在化が多かった。がん細胞、間葉幹細胞、
iPS細胞を用い、抗体にナノ粒子を結合させ、
ナノ運搬体としての可能性を調べた。in 
vitro でも in vivoでも、これらの細胞では、
長時間にわたりナノ粒子によるラベルが見ら
れた。さらに、細胞への内在化は、ポリクロ
ーナル抗体よりモノクローナル抗体が良いこ
とが観察された。内在化された抗体の細胞で
の保持時間は、時間経過観察を行った結果、
3-5時間であった。 
抗体の内在化のメカニズムについて、複数

の阻害剤を用いて調べた。エンドサイトーシ
スの４種類の阻害剤、(1)クラスリンを介する
もの、クロルプロマジンとサイトカラシンB、
(2) カベオリ依存性のエンドサントーシス阻
害剤、メチル化β-サイクロデキストリン、(3) 
脂質ラフト依存性のエンドサイトーシス阻害
剤、ナイスタチン、(4) マクロピノサイトー
シス阻害剤、EIPA を用いた。この実験により、
抗体の内在化はナイスタチンによって最も強
く阻害されることがわかったが、抗モータリ
ン抗体の内在化には、クラスリンが関与する
過程は無関係であり、脂質ラフトを介するエ
ンドサイトーシスが関与することが示唆され
る。ラフトが関与する抗モータリン抗体の内
在化につき、三つのラフト経路のさらに特異
的な阻害剤を用いて調べた。それらは、①ダ
イナミンとカベオリンに依存性のもの、②ダ
イナミン依存性でカベオリン非依存性のもの、
③ダイナミン非依存性かつCDC42依存性のも
の、である。これにより、内在化はダイナミ
ンの阻害剤、ダイノールで強く阻害されるこ
とがわかった。一方、カベオリン-1 阻害剤、
ダイゼインとCDC42阻害剤 ML141 は弱い効果
を示した。これらにより、抗モータリン抗体
の細胞への内在化には、ダイナミンとカベオ
リンに依存性のエンドサイトーシスの関与が
大きいと結論した。 
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