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研究成果の概要（和文）：  

抗リン酸化蛋白質モノクローナル抗体群 とヒト白血病細胞株 との反応を基
板として血液悪性腫瘍患者組織・細胞と抗リン酸化蛋白質モノクローナル抗体
群との反応性を検討した。  (1)約 600種の抗リン酸化蛋白質モノクローナル抗
体のうち 110種の抗リン酸化蛋白質モノクローナル抗体がホルマリン固定細胞
および組織に反応することが確認できた。これら抗リン酸化蛋白質モノクロー
ナル抗体の中から腫瘍特異性が認められたものについてその抗原特異性の同
定を試み、一部の抗リン酸化蛋白質モノクローナル抗体についてはその同定を
完了した。  (2) 抗リン酸化蛋白質モノクローナル抗体の認識抗原と同分子の
機能との関連性をヒト白血病細胞株を用いて検討した。抗がん剤の奏効と血液
学的特殊染色性から、Ｔ細胞系については抗がん剤の奏効に関連した分子であ
る可能性が示唆された。  
 
研究成果の概要（英文）：  

On the basis of the reaction of the hum an leukemia cell lines with 
anti-phosphoprotein monoclonal antibodies, the reactivity of 
anti-phosphoprotein monoclonal antibodies was investigated using cells of 
hematologic malignancy. The 110 anti-phosphoprotein monoclonal antibodies 
reacted with reactivity to formalin-fixed tissues and cells. A part of them 
had tumor specificity by immunohistochemical staining; the specificity of 
anti-phosphoprotein monoclonal antibody was identified by proteomics. To 
investigate the relationship between antigen molecule and leukemia 
classification, the effect of staining in hematology and of anticancer 
agents towards leukemia cell lines were examined. As the results, the 
antigen molecules anti-phosphoprotein monoclonal antibodies recognized 
related to the response of the anticancer agents towards T cell leukemia. 
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１．研究開始当初の背景  

細胞内情報伝達には蛋白質リン酸
化・脱リン酸化反応が重要な役割を
果たしている。また、種々の外界環
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境からの入力のセンシングと細胞応
答にも不可欠な機能を果たしており、
その異常は様々な病態と関連してい
る (Cancer Res, 2004 64:4749. 
Oncogene, 2006 25:1216-24.)。  

申請者は、血液悪性腫瘍細胞中の
リン酸化蛋白質の発現にも腫瘍毎に
特徴があり、それを検討することに
より腫瘍の同定、浸潤、抗がん剤の
奏功や予後の推定について情報が得
られる可能性があると考えた。そこ
で腫瘍細胞内の出来るだけ多くのリ
ン酸化蛋白質を網羅的に検出するシ
ステム構築のために、ヒト白血病細
胞株から精製したリン酸化蛋白質画
分に対する単クロン抗体 600 種を作
製し、各抗体の反応性を多変量解析
によって分析した。その結果、51 種
類の抗体で 3 種 12 株（ T 細胞系腫瘍
8 種、B 細胞系腫瘍 2 種、骨髄細胞系
腫瘍 2 種）の血液腫瘍細胞株を腫瘍
種毎に明確に分類することに成功し
た。  
紙面の都合上、51 種の全反応を示

すことはできないが、その一部を抜

粋して表１に示す。表１の抗体の反
応性（反応の強さ、 1～ 4：最弱陽性
から強陽性）と腫瘍種（ No.：T1～ 8, 
B1～ 2 および M1～ 2）との相関性を多
変量解析の一種である正準判別分析
法を用いて解析し、最も判別的中率
が高くなる抗リン酸化蛋白質モノク
ローナル抗体の組合せ（ 51 種）を選
び出し、散布図として示したものが
図１である。図１では 3 種 12 株が腫
瘍種毎に集まってグループ化された
（同じ腫瘍種の細胞株が同一円内に
プロットされた）。  

 
これらの結果は『各々は腫瘍種特異

性が低い抗リン 酸化 蛋白質モノクロ
ーナル抗体でも、それらの反応性を多
変量解析処理することにより「腫瘍」
を明確に区別できる』ことを示唆して
いる。更に『腫瘍の個性（抗がん剤の
奏功、予後、再発、浸潤）のデータを
リン酸化蛋白質 発現 プロファイルと
リンクさせデー タベ ース化すること
により、「個々の腫瘍の個性」をも予
測できるシステム構築の可能性』を示
唆している。  
 
２．研究の目的  

ヒト白血病細胞株から精製したリ
ン酸化蛋白質をマウスに免疫し、網
羅的に作出した 600 種余りの抗ヒト
リン酸化蛋白質単クロン抗体を用い
て、血液悪性腫瘍（白血病、悪性リ
ンパ腫、骨髄腫）患者の腫瘍細胞の
リン酸化蛋白質発現プロファイルを
作成する。これに患者個々の腫瘍の
個性（抗がん剤の奏功、予後、再発、
浸潤）データを加え多変量解析処理
の後データベース化し、「個々の腫瘍
の個性」を予測できるシステムの構
築を本研究の目的とする。そのため
の基礎的な検討として以下の３点を
先行して実施する。  
 
(1)血液悪性腫瘍患者組織・細胞の
抗リン酸化蛋白質モノクローナル
抗体との反応性の検討について  

600種 の 抗 リ ン 酸 化 蛋 白 質 モ ノ
クローナル抗体はメタノール固定
細胞との反応性を基に選別された
ものであるため、ホルマリン固定
組織・細胞との反応性を検討した。 

 
(2)抗体の特異性の同定について  
 600種 の 抗 リ ン 酸 化 蛋 白 質 モ ノ
クローナル抗体の特異性を同定す
ることにより、腫瘍をグループ分



 

 

けできた抗原分子を確認する。ま
た、その中には腫瘍特異性を有す
る可能性もあることから、新規の
腫瘍マーカーとしての意義を明ら
かにすることを目的に抗原同定を
実施する。  

 
(3)ヒト白血病細胞株を用いた抗リ

ン 酸 化 蛋 白 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 認 識 抗 原 関 連 性 状 の 検 討 に
ついて  
予備的な実験として抗原分子の

持つ機能について血液学的特殊染
色性と抗がん剤の奏効について検
討する。  
 

３．研究の方法  
(1)細胞と標本作成  

血 液 腫 瘍 細 胞 株 で ある Tall-1、
Jurkat、HPB-ALL、CCRF-CEM、HPB-MLT、
H9、HUT-78、HUT-102、Raji、Daudi、
HL-60、 K-562 の 12 種の各細胞株を
10％牛胎児血清を含む RPMI-1640 培
地により 6％ CO 2、湿度 100％下で培
養 し た。 標本 は 遠 心（ 3,000rpm、 3
分）により集めた細胞に適量の血漿
（ AB 型血漿）を加え細胞浮遊液を作
製した。血液塗抹標本同様、適量ス
ポイトでスライドガラスの端に塗布
し引きガラスで塗抹した後、１時間
以上乾燥させた。  

 
(2)染色法  

メイギムザ染色は常法に従って染
色を行った。ペルオキシダーゼ（ POD）
染色は、武藤化学・ PO 染色キットを
用いた。基質には 2,7-フローレンジ
アミンを使用し染色を行った。更に
エステラーゼ（ EST）染色では、特異
的 EST（ S-EST）に武藤化学・エステ
ラーゼ AS-D 染色キットを用い、基質
には naphthol AS-D chloroacetate
（ NASDCA）を使用した。一方、非特
異的 EST（ N-EST）および NaF 阻害
N-EST については、武藤化学  エス
テ ラ ー ゼ 染 色 キ ッ ト を 用 い 、
α -Naphtyl butyrate（α -NB）を基
質として使用した。  

 
(3)間接蛍光抗体法  

間接蛍光抗体法用 MOLT-4細胞を塗
布したスライドグラスに一次抗体と
してハイブリドーマ培養上清を室温
で 1時間、遮光できる湿潤箱中で反応
させた。次に、 PBSで 10分間洗浄後、
二 次 抗 体 と し て fluorescein 
isothiocyanate（ FITC）標識抗マウ

ス IgG(H+L)抗体を室温で 1時間、湿潤
箱中で反応させた。再び PBSで 10分間
洗浄後、 50％無蛍光グリセリン -PBS
とカバーグラスで封入した後、蛍光
顕微鏡及び共焦点レーザー顕微鏡で
観察した。  

 
(4)ウェスタンブロット法  

抗 原 と し て RIPA Buffer（ 50 mM 
Tris/150 mM NaCl/0.5% Sodium 
deoxycholate/0.1% SDS/1% NP-40/, 
pH 8.0） に よ り 可 溶化 し た MOLT-4
細胞可溶画分（ 2x10 7 個 /ml）を用い
た。可溶化に使用した RIPA buffer
には蛋白分解酵素を添加して使用し
た (Complete Mini EDTA-Free, Roche 
Applied Science）。得られた可溶画
分に SDS-PAGE 用サンプルバッファ
ーを等量加え 3 分間煮沸後、Laemmli
の方法により 10％ポリアクリルア
ミドゲルを用いて SDS-PAGE を行っ
た（定電流 30ｍ A）。分画した蛋白質
をセミドライ法により PVDF 膜へ転
写した後、 1％ウシ血清アルブミン
（ BSA）で 4℃、一晩ブロッキングし
た。 PBS で洗浄後、抗リン酸化蛋白
質モノクローナル抗体を含むハイブ
リドーマ培養上清と同膜を室温で 1
時間振盪させた後、4℃、一晩反応さ
せ た 。 洗 浄 緩 衝 液 （ 0.01 ％
Tween20-PBS）で 5 分間、3 回洗浄後、
ペルオキシダーゼ（ POD）標識抗マウ
スＩｇＭ抗体と室温で 45 分間反応
させた。膜を洗浄緩衝液及び PBS で
それぞれ 5 分間、計 3 回洗浄し、化
学発光キット（ GE ヘルスケア・ジャ
パン、東京）で処理し、暗室で X 線
フィルムに感光後現像した。  

 
(5)免疫沈降法  

1 ml の抗リン酸化蛋白質モノクロ
ーナル抗体に RIPA buffer で平衡化
したプロテイン -L・アガロースビー
ズ（ 25 %溶液）を 20 μ l 添加し、
ロータリーシェーカーで 4℃ , 2 時間
反応させた。反応後、 5 回遠心洗浄
し（ 2500rpm, 5 min）、プレクリーニ
ングした細胞可溶画分を 200 μ l 添
加し、ロータリーシェーカーで 4℃ , 
一晩反応させた。反応後、ビーズに
ついて 5 回の遠心洗浄を行った。得
られたビーズに SDS-PAGE 用サンプ
ルバッファーを 25 μ l 加え 3 分間
煮沸し、泳動用サンプルとした。そ
の後、常法に従ってウェスタンブロ
ット法で検討した。  

  



 

 

(6)組織・細胞染色  
① HE 染色  

常法に従って行った。概略を以下
に示す。組織標本スライドを脱パラ
フィン化、流水水洗後、純水に通し
マイヤーのヘマトキシリンで 3 分間
染色した。流水水洗 3 分後、純水を
通しエオジンで 7 分間染色した後、
80％エタノール 1 分間、 90％エタノ
ール 1 分間、純エタノール 3 分間 3
回で脱水処理を行った。最後にキシ
ロール 3 分間 3 回で透徹処理を行い
封入した。  
 
②免疫組織染色   
アビジン -ビオチン標識酵素複合体
（ ABC）法  
脱パラフィン化、次いで流水水洗

後、抗原賦活化処理液（クエン酸緩
衝液）中に浸した組織標本を電子レ
ンジで抗原賦活化処理した。その後、
内因性ペルオキシダーゼを不活化す
るために 3％過酸化水素 -メタノー
ル溶液で 10 分間処理を行った。水洗
後、抗体の非特異的な結合を防ぐた
め、ブロッキング試薬溶液（正常ウ
マ血清）を滴下し、湿潤箱中で 30
分間反応後、トリス -PBS（ TPBS）で
ブロッキング液を洗浄した。その後、
希釈した抗リン酸化蛋白質モノクロ
ーナル抗体を滴下し、室温で一晩反
応させた。TPBS で 3 回洗浄後、ビオ
チン化抗マウス IgG(H+L)抗体を 30
分間反応させ、更に TPBS で同様に洗
浄してからアビジン標識 POD 複合体
試薬を 30 分間反応させた後、同様に
洗浄した。次にジアミノベンチジン
（ DAB）溶液を滴下して 10 分間反応
させた後、流水水洗してマイヤーの
ヘマトキシリンで核染色（対比染色）
した。脱水、透徹、封入は HE 染色と
同様に行った。  

  
(7)統計解析  

統計解析ソフト SPSS Ver.19（ IBM．
東京）を用いて行った。多変量解析
法の１つである正準判別分析を用い
て解析し、血液悪性腫瘍診断に有用
と考えられる抗リン酸化蛋白質モノ
クローナル抗体の組合せを検討した。 

 
４．研究成果  
(1)血液悪性腫瘍患者組織・細胞の抗
リ ン 酸 化 蛋 白 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体との反応性の検討  

免 疫 組 織 染 色 を 前 提 に ホ ル マ リ
ン 固 定 細 胞 に つ い て の 抗 リ ン 酸 化

蛋 白 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応
性を検討し、約 110種の抗リン酸化
蛋 白 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に お い
て ホ ル マ リ ン 固 定 細 胞 お よ び 組 織
に対応が可能であった。また、これ
ら の 中 に 腫 瘍 特 異 性 を 有 す る も の
もみられた。  

 
(2)抗 リ ン 酸 化 蛋 白 質 モ ノ ク ロ ー ナ

ル抗体の特異性の同定  
(1)の腫瘍特異性を有する抗リン

酸 化 蛋 白 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と
白 血 病 細 胞 株 と の 反 応 を ウ ェ ス タ
ンブロット法、免疫沈降法およびプ
ロ テ オ ミ ク ス 解 析 法 を 用 い て 抗 リ
ン 酸 化 蛋 白 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
が認識する抗原を同定した（分子量、
そ の 他 の 情 報 は 現 時 点 で は 非 公 開
とする）。  

 
(3)ヒ ト 白 血 病 細 胞 株 を 用 い た 抗 リ
ン 酸 化 蛋 白 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の認識抗原関連性状の検討  

全 て の 抗 リ ン 酸 化 蛋 白 質 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 抗 原 特 異 性 を 同 定
す る こ と は 長 時 間 を 有 す る こ と か
ら 予 備 的 な 実 験 と し て 抗 原 分 子 の

表２．各種細胞の血液学的染色性 

図２．抗がん剤による細胞障害性テスト 



 

 

持 つ 機 能 に つ い て 血 液 学 的 特 殊 染
色 性 と 抗 が ん 剤 の 奏 効 に つ い て 検
討した（表２、図２）。抗がん剤の
奏効性については、 T細胞系の H9細
胞で唯一、ダウノルビシンだけが有
効であったことを除けば、他の T細
胞 系 の 細 胞 は キ ロ サ イ ド の 奏 効 が
認められた。また、 B細胞系や骨髄
系 の 細 胞 に お け る 抗 が ん 剤 の 奏 効
に つ い て は 共 通 性 を 見 い だ せ な か
った。一方、血液学的染色性はリン
パ 系 細 胞 の 染 色 性 は ほ ぼ 妥 当 で あ
るものの、骨髄系の細胞株の 2種に
つ い て は 典 型 的 な 染 色 性 を 示 し て
はいなかった。これらの結果から T
細 胞 系 に つ い て 抗 リ ン 酸 化 蛋 白 質
モノクローナル抗体の認識抗原は、
抗 が ん 剤 の 奏 効 に 関 連 し た 分 子 で
あるかも知れない。  
 

(4)血 液 悪 性 腫 瘍 患 者 と 抗 リ ン 酸 化
蛋白質モノクローナル抗体との反
応性の検討  
現在に至っても抗リン酸化蛋白質

モノクローナル抗体と血液悪性腫瘍
患者の組織等との反応性の本格的な
検討に至っていない。この点におい
ては今後も引き続き継続し患者リン
酸化蛋白質プロファイルの完成を急
ぎたい。  
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