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1. 序論

Ca2+イオンは細胞内の情報伝達系の中でもっとも重要なシグナル物質であり、 t華々の

細胞機能の調節にスイッチとして普遍的に働いている 。Ca2+イオンのような細胞外に豊

宮にある無機イオンを細胞内情報伝達のスイ ッチとして 用いるこ とにより 、神経伝達物

質の放出のようにミリ秒単位での早い調節が営まれている。また、 一方では、筋肉の収

縮、胤液細胞や内分泌細胞からのサイトカイン、ホルモンの分泌、外分泌腺からの酵素

や添液分泌などのように、やや遅い時間経過で起きる生理機能のさ いには、細胞内の細

胞器官にい ったんCaが貯蔵され、そこから放出されるとい う精巧な過程を通じて、必要

なCaが刺激に応じて適量細胞内に放出されている。そして、生体膜内外における Ca2+イ

オンの濃度勾配は、生体膜に存在する能動輸送系によって維持されている。

筋小胞体 (sarcoplasmicreticulum: SR)のCa-ATPaseはこのような能動輸送系の代表的な

例で、筋細胞中のCa濃度を調節し、筋収縮の制御を行なっていることが知られている (

1)。組織学的にも骨格筋において、光顕的にあるいは電顕的に筋小胞体のCa-ATPaseに

対する抗体を用いてその局在を検討した報告がなされている (2、3) 0 Krenacsらは、

免疫組織化学的に、筋小胞体のCa-ATPaseに対する抗体を横紋筋肉腫の診断に用いるこ

とが有用であることを報告している (4、5)。

一方、近年になって、心筋SRのCa-ATPaseと相同のATPaseが非筋細胞に存在するこ と

が示され (6、7)、またその織なATPaseが、細胞周期を通じてCa2+イオン渡度の調節を

行ない、様々な細胞機能の需IJ御に寄与しているこ とが示唆されてきた (8-14)。また、

現在までのところ、これらのATPaseには互いに相向性の高い3種類の遺伝子の存在が推

定され、骨格筋速筋にSERCAIが、心筋と骨絡筋遅筋にSERCA2aが、平滑筋および非筋

細胞にはSERCA2b及びSERCA31J幣異的に発現することが明らかにされている(15、16)。

しかし、骨格筋以外におけるATPase各分子種の発現は、ノ ーザン プロットを 用いて検出

したmRNA量から推定されるのみであり、いまだ、タンパク質レベルでの実体やその生

理的意義が十分に解明されおらず、生体での分布も不明な部分が多い。免疫組織化学的

にも、鳥類の小脳プルキンエ細胞において、その存在を確かめられているに過ぎない(

17)。 細胞の分裂期に特徴的な分裂装置が微小管を主成分としており、染色体の移動

を担 っていることはよく知られている事実であるが、それだけではなく、分裂装置の中

には膜構造体が存在することが明らかにな っている。

Heplerの報告によ れば、この膜併造体は小胞体 (endoplasmicreticulum: ER)由来のも

ので、分裂周期の中期から後期にかけて、 ERがiBや集合状態をかえるこ とによってで

きるものであるとされている(11) 。単離した分裂装置は、 MgCb存在下でATP依存的

にCa2+イオンを取り込む活性を持っている。 この分裂装置をショ槍節度勾配達心によっ

て分画したところ、粗面小胞体と同じ密度の層にCa2
+イオンを取り込む活性が存在する

ことが、 Silverらによって明らかにされた(10)。これらのことは、分裂装置中の膜櫛

造体が確かにCa
2φ
イオンを取り込みうることを示している。

Silverはまた、ラッ ト骨絡筋Ca-ATPaseに対する ポリクロナール抗体 を2細胞期のウニ

卵の一方の害IJ球にマイクロインジェクションすると、抗体を注入された制球ではそれ以
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降の卵期lが阻害 される という事実を報告している(13)。これは、 Ca-ATPaseが細胞分

裂の進行に必須であるこ とを示す興味深い事実であると考えられる。しかし、この現象

について、更に詳し く解析を 進めた結果は報告さ れていない。

イ ンスリンは瓜l絡調節を行な う重要なホルモ ンで、牌 ランゲルハンス氏島の戸細胞か

ら分泌される。 P細胞でのイン ス リン分泌を調節する最も重要な因子 は ブ ドウ績であ る。

ブドウ絡がどのようにしてイン ス リン分1必を刺激するかは古 くか ら注 目され、 多く の研

究がなされてきた。高濃度のブドウ臓に よ るイ ンス リン分{必は細胞外液のCa2・イオン演

度に依存しており、このこ とからイ ンス リン分泌にCa2+が関与し ている ことがわか る。

。細胞には、現在GLUT2とよばれる ブ ドウ臓の輸送担体(glucose-t ransporter)がある。 この

ブドウ縮担体によって細胞内へ入 ったブドウ梼は解槍系に よっ て代謝される。産生 され

たATPがふえると、細胞膜に存在する ATP感受性K+チャネルが閉鎖し、 K+の透過性が

抑制されp細胞の脱分極を引き起こし電位依存性Ca
2φ
チャネルが開口する。 この結果、

Ca
2
+の流入により細胞質Ca2+イオ ン渡度が上昇しインスリン分泌を惹起する。Grondaら

は、勝 ラン ゲルハンス氏島細胞において、形質膜Ca-ATPaseの活性化 と細胞質Ca2・イオン

演度 との相関を見いだした (18) 。 さらに、勝ランゲルハンス氏島制胞をホモ ジナイズ

し、ホモジュネ ー ト中のCa-ATPase活性とインスリン分泌の相関を報告している(19)。

その報告 では、 Ca-ATPase活性が形質膜のものか、あるいは細胞質のものか区別されて

いない。 いまのところ細胞内Ca-ATPaseはどのようような機序で、勝 ラン ゲルハンス氏

島F細胞からのインスリン分泌に関与しているのかは全く不明であり、その制御の詳細

は解明されていない。

一方、路細胞 と細胞内Ca
2φ
イオン獲l皇との関連はNygrenらが興味ある報告をしている

(20)。彼らは、アドリア 7 イシ ンを用い多剤耐性の肺小細胞癌の培養細胞株を樹立 し、

それらのうちP騎蛋白質の発現がないものは細胞質Ca
2φ
イオン濃度が上昇 しているこ と

を示 した。細胞内のCa2+を取り込む能力をもち、同時に貯えられたCa2+を放出する機能

をもっ細胞内のオルガネラが小胞体であるとするなら、 P緒蛋白質の発現がない多剤耐

性の癌細胞には、 Ca2+取り込み機怖として細胞内Ca-ATPaseの発現が強い可能性がある。

上述のように、 ERと微小管との関係、 Ca2+輸送系の機能及びインスリン分泌への関与

については数多くの興味ある事実が報告されているが、重要な問題の多 くが未解決の課

題として残されている。また細胞内Ca-ATPaseの生体での分布、腫~での発現の有無に

ついての報告はいまのところされていな ~' o このような点について研究を進めるために

抗体を作製し、免疫組織化学的に蛍光抗体法のような手法に よっ て、細胞内における

Ca-ATPaseの分;(Iiや腫筋組織における発現を調べ ることは有効な研究方法の一つである

と考えられる。

本研究では、ウサギ下腿筋より筋小胞体を調製し、これを抗原とし、小胞体の

Ca-ATPaseを認識する抗体を作製し、抗体の性質を調べ、免疫組織化学的に人体組織で

の発現を検討した。
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2. 材料と方法

I、実験材料

1)実験動物

a.7ウス

抗体産生細胞の採取、および腹水の採取のためには、すべてBALB/c系の 6週申告のマウ

ス(.1ス)を用いた。

2)晴乳動物細胞とその培養

a.ミエローマ細胞

ハイプリドーマの作製は、免疫したマウスと同系のBALB/c系マウス由米一の骨髄腫細胞

P3UI株(以後、 P3UIと記す)を用いて行なった。 P3UIは37"<:、5%C02存在下で 10%牛

胎児胤清 (FCS) を合むRPMII640培地中で培養した。

b.7ウス BALBlc3T3*回目包、 ラットインスリノ -7*回目包

細胞内のCa-ATPaseの観策には、 BALBlc系マウス妊線維芽細胞由来BALBlc3T3細胞

A31-トl株(東京都立臨床医学研究所、川喜田正夫博士より分与を受けた。以後、 3T3細

胞と略す。)及びラットインスリノーマ細胞(東京大学医学部第3内科、岡芳知医学博

士より分与を受けた。以後、 RINと略す。)を用いた。 3T3細胞は、 37"C、5%C02存在

下で、 10%FCSを合むMEM培地を用いて培養した。 RINは、 37"<:、5%C02存在下で、 10

%FCSを含むRPMII640培地を用いて培養した。蛍光標識による観策には、ガラス製の

チェンパースライドに細胞浮遊液を加え、数時間の培養を経て細胞を付着させたものを

用いた。

3) 人体生検及び自l検材料

a.12週齢胎児

子宮筋腫合併などで出産不能となり人工的に流産となった 12週齢胎児3f7IJを用いた。

b.正常組織

目台盤組織及び眼球は手術材料より各2例を選び、他の組織に関しては死後時間3時間以

内の剖検材料、各3f7iJを:使用した。

c.外科的に切除された'百軟部腫筋手術材料

1965年から 1992年において東京大学医学部付属病院にて外科的に切除された骨軟部腫

筋手術材料91例を対象とした。

d.筋生検材料

東大付属病院神経内科にて切除された筋生検材料を用いた。その際、組織学的に正常

な症例を一例選び、検索対象とした。



4) 試薬及びその入手先

a.免疫組織化学用試薬及び抗体

ヒストファイン SAB-PO(M) キット

ヒス卜ファイン SAB-PO(R)キット

ECLウエスタンプロッティング検出キット

ベルオキシダーゼ標識ヤギ抗マウス Ig抗体

FITC標識ウサギ抗マウス IgG抗体

ティシュテック OCTコンパウンド

KL-I 

AEI.AE3 

epithelial membrane antigen (EMA) 

ピメンチン

デスミン

carcinoembryonic antigen (CEA) 

メチルグ リーン

マイヤーへマ トキシリン

b.培養用及びハイプリ ドーマ作製用試薬

牛胎児血清

RPMII640 

EagleMEM 

アミノプテリン

ヒポキサンチン

チミジン

ポリエチレングリコール4000

c.発色'A1J

0-フェニ レンジアミン

4-クロロ・1-ナフ トール

3，3'・ジアミノベンジジン，四塩酸塩

d.タンパク質

TPCK処理トリプシン

ドライミ lレク

e.その他

フロ イ ン 卜不完全アジュパント

モノクロ ナール抗体 型イピングキット

DiOC6 (3) 
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ニチレイ

ニチレイ

Amersham 

SEROTEC 

Amer百ham

Milcs 

Immunoteck 

ICN 

Dako 

ニチレイ

Dako 

Dak，。

MERCK 

MERCK 

SIGMA 

IBL免疫生物研究所

IBL免疫生物研究所

SIGMA 

SIGMA 

SIGMA 

MERCK 

和光

和光

和光

Worthington 

Amersham 

DIFCO 

SEROTEC 

Molecular Probes 



11、実験方法

1) 細胞分画法

a.筋小胞体の調製

ウサギ骨格筋小胞体(主に下腿筋を合む)は、国立循環器センタ一、重川宗一博士及

び、東京都立臨床医学研究所、川喜田正夫1専土より分与を受けた。ヒ卜骨格筋小胞体は、

骨肉腫の診断のもと東京大学医学部付属病院にて外科的に切除された下腿より骨・格筋を

380g採取し、 Kawakitaらの方法 (21)にしたがって調製した。筋小胞体は、 O.IMKCI，

0.3Mショ衝を合む、 5mM トリスーマレイン酸緩衝液 (pH6.5) に懸濁し、・80"(;で凍結保

存した。ヒ卜下腿筋肉380gよりタンパク質284mgの筋小胞体標品がえられた。

bプタ肝臓の細胞分画

プタ肝臓 ミクロソーム標品は東京都立臨床医学研究所、川喜田正夫|導土より分与を受

けた。標品は-80"(;で凍結保存した。

2) モノクロナール抗体の作製 (22-23)

a.マウスの免疫

抗原(ウサギ骨格筋小胞体標品) O.lmgをPBSO.25mltこ懸濁し、これをさ事量のフロイン

ト不完全アジュパント (FIA)と混合して、泊中水型エマルジョンを作製した。このエ

マルジョンを、 2週間おきに2回、マウスの腹腔内に注射した。抗体産生の認められたマ

ウスに震終免疫として、抗原0.05mgをPBSに懸濁したものを、尾静脈に注射し、 3日後

に牌臓を摘出した。

b.ハイプリ ド-7の作製 (24)

摘出した牌臓を、RPMII640培地で洗浄後、 RPMII640培地の入ったシャーレに移し、

牌細胞を分散させた。 1200回転、 5分間の遠心分離によって細胞を集め、 0.17MNH4CIを:

加えてO'C、5分間静置し、混入している赤血球を溶血させた後、 2回洗浄した。この後、

細胞を RPMII640培地に懸濁し(牌細胞浮遊液)細胞数を測定した。なお、これまでの

操作は全て、0"(;のRPMII640地地を用いて行なった。

P3UIは、37"(;のRPMII640培地中、 1200回転、 10分間の遠心分離により 3回洗浄後、再

び37"(;のRPMIl640培地に懸濁し (P3UI浮遊液) 、細胞数を測定した。

牌細胞と P3UIを 1 1の書IJ合で混合し、融合を行なった。牌細胞浮遊液と P3UI浮遊液

とを混合した後、 1000回転、 5分間遠心し細胞を集めた。次に、 50%ポリエチレングリ

コール Imlを1分間かけて煉伴しつつ加え、更に37"(;恒温情中で l分間撹伴を続けた後、

37"(;に保温したRPMII640地地Imlを30秒間かけて舵伴しながら加え、引き続き30秒間か

けて2ml力日 え、更に 12mlをl分間で加えた。 800回転、8分間遠心し、ポリエチレングリコ

ールを除去した後、 細胞を 20%FCS、 13mgllヒポキサンチン、 3.87mgllチミジン、

0.1 76mgllアミノプテリンを含むRPMI培地 (HAT培地) 200mlに懸濁した。この細胞浮遊

液を96穴プレートにまき、 37"(;、5%COz存在下で給養 した。
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c.スクリーニング及び クローニング

ハイプリードマ作製の1週間から 10日後、コロニーが視認可能になってから、 ELISA法

によりスクリーニングを行なった。その際、発色所要時間5-10分以内のクローンのみを

選択し、またスクリーニングを繰り返し行なうことによって、擬陽性クローンの排除に

儲意した。上記のスクリ ーニングで陽性を示したウェルの細胞を 20%FCS、 13mg/lヒポ

キサンチン、 3.87mg/lチミジンを合むRPMI培地 (HT培地)によって希釈し、限界希釈

法によってクローニングを行なった。

上記のクローニングを2回行ない、得られた陽性クローンを 10%ジメ チルスルフォキ

シ ドを合むFCSに懸濁し、 -80'Cで凍結保存した。

3) SOS-ポリアクリルア ミドゲル電気泳動 (SOS-PAGE)

SOS-PAGEは、 Laemmliの方法 (25) にしたが っておこなった。濃縮グル 5%、分離ゲ

ル 10%のスラプゲルを用い、 28-30mAの定電流にて行な った。 泳動後、ゲルを0.04%

クマジープリリアントブルーR・250(CBB)、20%イソプロパノール、 10%酢酸中で 1時

間染色後、 10%酢厳中で脱色した。

4)イムノプロッティング

試料をそれぞれ図の説明に示した通り、適量ずつSOS-PAGE，こより分離した後、 192

mMグリシン、 20%-'タノールを合む25mMトリスーHCI緩衝液 (pH8.3)をプ ロッティン

グ用緩衝液として、セミドライプロッティング装置( (株)バイオクラフト)を用いて、

ニトロセルロースメンプランフィル安一 (Sartorius)上にプロッティングを行なった。

メンプランの一部は、免疫染色と同織にShinらの方法 (26) にしたが って、ビー カー内

に蒸留水とともに入れ高圧高温処理を行なった。 メンプランをとり、 5%ドライミルク

を合むTBSを用いて、室温で 10分間、プロッキングを行ない、 0.1%トウィーン20を合む

TBS (TBS-T)による洗浄 (5分間、 3回)の後、3%牛血清ア ルプミン (BSA)を合む

TBSで希釈した 1次抗体(希釈率は図の説明に示 した通り)と反応させた。再ひ'TBS-Tに

より5分間、 3回洗浄し、 ECLウエスタンプロッティング検出キット中の抗体を 2次抗体と

して用いて、室温で、1時間反応させ、キットの方法にのっとり、反応を検出した。ヒ

卜骨格筋小胞体の試料は2次抗体 とし てECLウエスヲンプロッティ ング検出キ ッ ト中の抗

体を用い、室温で1時間反応させ、同様の洗浄操作を行な った後、発色亦J(0.2-0.6 

mglml4-クロロー1ィー フトール 10%-'タノール、 0.003%過酸化水素水を合むTBS)を加え

た。反応は適時、発色亦lを除去し、蒸留水で洗浄することによ って停止した。

5) ELISA (enzyme-Iinked immunosorbent出回y)法

96穴マイ クロテストプレー ト ((株)日京製作所)を用いて行なった。ウサギSR標品

(2mglml)を各ウェルに0.025mlずつ分注し、 4'C一晩静置し、抗原をウェルにl段着させ

た。抗原を除去し、 5%ドライミルクを合むTBSをO目2mlずつ分注し、再び、 4'C一晩静置

後、 TBS-Tで 3回洗浄した。このようにして準備したプレートの各ウヱルに、分析の対

象である希釈した抗血清あるいはハイプリドー7 培養上清を0.025mlずつ分注し、室温
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で 1時間静置した後、 TBS-Tで3回洗浄し、 さら にベルオキシダー ゼ標識ヤギ抗7 ウス

Ig抗体 (400倍希釈)を0.025ml分注 し、 室温で 1時間静置し た。 TBS・Tで3回洗浄後、 発

色剤 (O.4mg/ml 0-フヱニレン ジアミン、0.01%過酸化水素水を 合む0.05M酢限緩衝液 (

pH5.2)を2滴ずつ分注して発色反応を附始し、適時、 INHCIにより停止 した。

6)筋小胞体Ca-ATPaseのトリプシン限定分解

Imamuraらの方法 (27、28)に準じて行なった。 2mgSRタンパク質Iml、20mM トリス

-HCI (pH7.0)、O.IMKCI、5mMCaChを含む溶液に、SRタンパク質の1/100(w/w)量の

トリプシンを加え、反応を開始した。 o.Cで20分反応後、反応液に、 2.I%SOS、0.7M

j ルカプトエタノー Jレを合む、 O.IMトリスーHCIを1.4倍容加え、酵素を失活させ、 反応

を停止した。

7)動物細胞の蛍光染色

動物細胞の固定及び蛍光抗体による染色は、 OsbomとWeberの方法 (29)に従 って、

下記のように行なった。

a.細胞の固定及び透過性の付与

チェンパースライ ドに接着させた3T3細胞及びRINをPBSで洗浄後、 4%パラホルムア

ルデヒドを含むPBによって、室温で10分間固定した。固定後、 PBSで4回洗浄し 、-20"C、

4分間メタノール処理を行ない透過性を付与した。

b抗体による染色

透過性を 付与した細胞を、室温で 10分間、O.IMグリシンを含むPBSで処理し、 PBSで

洗浄後、 3%BSAを含むPBS(3%BSA-PBS)によりプロッキングを行な った。次に、

PBSによ り3図洗浄した後、 3%BSA-PBSで1/20'こ希釈 した、 mAb6F5を室温で 1時間静置

した。PBSによる5分間の洗浄を3回行なった後、FITC標識抗7 ウスIgG抗体を1/100倍量

含む3%BSA-PBSを与え、室温で30分間静置し 、PBS中で5分間の洗浄を3回行なった。

その後、共焦点レーザー顕微鏡 (MERIDIAN ACAS570)を用い コンフォーカル画像に

て観策 した。

c. DiOC6 (3)による小胞体の染色

Terasakiらの方法 (14)に従い、下記に示すよう に抗Ca-ATPase抗体との二重染色を行

なった。

3T3細胞及びRINを前述の方法で固定、洗浄した後、2.5mg/lOiOC6 (3)を合むPBSに

より室温で 10秒間処理 し、ただちにPBSで洗浄した後、共焦点レ ーザー顕微鏡(

MERlDIAN ACAS570)を用いコンフォー カル画像にて観策 し写真婦影を行な った。 観

策に用いた細胞を PBSで洗浄 し、透過性 を付与し た後、前項に示した方法で、 mAb6F5

を用 いた蛍光染色 を行なった。
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8) 免疫組織化学的染色法

a.凍結切片における試料の固定と包埋

外科的に切除された検体を、すばやく 0.5xO.5xO.5cm大に細切し、 OCTーコンパウンド

に包怨した。その後、 ドライアイス，アセトン中で急速に凍結し、 -80"(;で凍結保存した。

凍結プロックはクリオスタッ卜を用い庫内温度ー18"(;で、厚さ 41-lmに薄切し、 0.025%の

ポリーL・リジンを湾く塗布したスライドグラスに密着させた。スライドグラスに貼布し

た切片は室温で風乾させ、 -20"(;のアセト ン中で5分間固定した。

b.パラ フィン切片における試料の固定と包浬

出|倹および手術材料は4x2xO.5cm以内に細切し、 10%ホルマリンまたは 10%緩衝ホル

マリンにて固定した。固定された組織片は、自動包型装置を用いてアルコール中で脱脂、

脱水の後、キシロールで透徹しパラフィンに包埋した。パラフィン包埋された組織片は

ミクロトームにより厚さ3μmに薄切し スライドガラスに貼布した。切片の乾燥は37"(;の

瞬卵~:5中で 3日間静置した。

c.高圧高温処理法によるパラフィン切片の前処理

mAb6F5， 7FI0をl次抗体として用いたパラフィン切片のみ、脱パラフィン後、切片を

蒸留水で洗浄し、 Shinらの方法 (26)にしたがって、ビーカー内に蒸留水とともに切片

を入れ高庄高温処理を行なった。

d免疫組織化学的染色

免疫組織化学的染色は、下記に示すようにSAB法にて行なった(30、31)。固定され

た切片は室温で5分間、 0.3%過酸化水素水を合むPBSで反応させ内因性ベルオキシダー

ゼ活性を阻止した。 PBSで洗浄後、 10%ウサギ正常血清を含むPBSにより、室温で30分

間、プロッキングを行なった。次にPBSにより 3回洗浄した後、各一次抗体を20%FCSを

含むPBS(20%FCS-PBS) で希釈し (6F5、7FI0、KL-I、EMA、CEAは 1/100に希釈、

AE lIAE3は 1/200~こ希釈、 ピメンチンは希釈済)、 4.Cで一晩静置させ反応させた。尚、

一次抗体として用いた各抗体のうち6F5並びに7FI0は一部の切片では培養上清を希釈せ

ずに用いた。二次抗体及び酵素試薬はヒストファインSAB-PO(M) および (R) キット

中の試薬を用~>、それぞれ室温で30分間反応させた。以上の反応はすべて湿室 (moist

chamber) 内で反応を行なった。 PBS中で5分間の洗浄を3回行なった後、発色部IJ (0.5 

mg/mI3，3'-ジアミノベンジ ジン，四塩酸塩、 0.003%過酸化水素水を合むPBS)にて反応

させた。反応は蒸留水で洗浄することによって停止した。対比染色は 7 イヤーのへマト

キシリン溶液および j チルグリ ーン溶液を用いた。陰性コントロー Jレには、非免疫マウ

ス血清 (NMS) を一次抗体として用いた。 mAb6F5、7F10の陽性コントロールには、ヒ

ト骨絡筋小胞体を調製する際に用いた大腿四頭筋を一部凍結及びパラフィン切片にして

各染色時に使用した。
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9)酵素組織化学-actomyosinA TPase染色

切除された検体を、すばや くOCT-コンパウンドに包埋 した。その後、 ドライアイス

・アセトン中で急速に凍結し、 -80'Cで凍結保存した。凍結プロックは クリオス世ットを

用い庫内温Ht・-18'Cで、!事さ 10μmに湾切し、スライドグラスに街着させた。スライ ドグ

ラスに貼布した切片は室温で風乾させ、その後actomyosinA TP田 e染色を行な った。

a.pHII.O 

0.02M sodium barbitalと36mMCaChを合む旅留水をpHll.Oに調製し切片をこの溶液と

15分間反応させた。その後、 0.02Msodium barbitalと18mMCaChを合む京留水中にATP'2

Na '3H20を50mg加えpH9.4tこ銅製した浴液(以後、溶液A) 中で45分間反応させた。

I%CaChで3回洗浄後(計 10分間)、さらに 2%CaChで3分反応させ、 O.OIMsodium 

barbital液で8回洗浄後、水洗を3分間行な った。 その後、 1%黄色硫化アンモニウムで l分

間反応させた後、軽く水洗をし脱水封入を行なった。尚、これらの反応は全て、室温で

行なった。

b.pH4.1 

43mMHCIを:合むbarbitalacetatc液をpH4.1に鋼製し切片をこの溶液と 5分間反応させた。

その後、 0.02Msodium barbitalと18mMCaChを合む蒸留水 (pH9.4)で切片を l分間軽く

洗い、溶液A中で45分間反応させた。 I%CaChで3回洗浄後(計 10分間)、さらに

2%CaChで3分反応させ、 0.01M sodium barbital液で8回洗浄後、水洗を 3分間行なった。

その後、 1%黄色硫化アンモニウムで1分間反応させた後、軽く水洗をし脱水封入を行な

った。尚、これらの反応は全て、室温で行なった。
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3. 結果

1.モノクロナール抗体の作製

本研究の期間中2回のハイプリドーマ作製を試みた。いずれの場合にも、融合して 1

週間から 10日後にELISA法によって第l回目のスクリーニングを行なった際には、 10.20

個の陽性を示すハイプリド-7が得られた。しかし、クローニングを繰り返していく過

程で陽性クローンは次第に減少し、最終的に得られたのは6F5，6G7， 7F10の3クローンで

あった。

2. モノクロナール抗体の性質

1)抗体の免疫グロプリンサプタイプの決定

SEROTEC社のモノクロナール抗体サプタイピングキットを用い、サプタイプを決定し

た。 6F5と 6G7はIgG2b、7FIOはIgMであ った。

2) SR膜標品によるブロッキング

ハイプリドーマ培養上清を3%BSAを合むTBSによって1/1に希釈し 0.05m1をSR膜標品

0.015mgとO'C、 1時間静置した後、 15000回転、 30分間遠心し、上清中の抗体価をELISA

法によって、 SRとの前処理をしなかったものとの問で比較した。その結果、 6F5及び

7F10の培養上清では、 SR膜標品によるプロッキングの効果が認められたが、 6G7の培

養上滑については認められなかった(表 1)。

3)ウサギ骨格筋Ca.ATPaseとの反応

得られたモノクロナール抗体とウサギSRのCa・ATPaseとの反応を確かめた。ウサギSR

のCa.ATPaseをSDS-PAGEで分離し、セミドライプロッティング装置を用いて、ニトロ

セルロース j ンプレン上に移した。ウサギSRのCa.ATPaseをmAb6F5、7F10が認識して

いるかどうか判断するために、東京都立臨床医学総合研究所、川事国正夫博士より供与

を受けた筋小胞体Ca-ATPaseを認識するmAb1E5を陽性コントロールとして用いイムノプ

ロッティングを行なった(図 1)。その結果mAb6F5、7F10、 1E5ともに、分子量約

110000の領減にバンドが認められ、 mAb6F5、7F10はCa-ATPaseを認識するこ とが明らか

になった。 NMSを用いた場合には分子量約 110000のバンドは検出されなかった。

4) Ca-A TPaseのトリプシン限定分解断片に対する反応性

得られたモノクロナール抗体のエピトープに関する情報を得る目的で、 ATPaseのトリ

プシン限定分解断片に対する認識特異性について倹討した。 1Mショ絡存在下で安定化

されているウサギSRの Ca-ATPaseを、 トリプシン:SR= 1 : 100 (W，八IV)の割合で、 O'C、

20分消化すると、分子量約50000のNB断片、約30000のAI断片、約20000のA2断片の他、

さらにいくつの断片が生成する (27、28)。限定分解断片をSDS-PAGEで分離し、セミ

ドライプロッティング装置を用いて、ニトロセルロースメンプレン上に移し、
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mAb6F5，7F10及び非免疫 マウス血清 (NMS)をl次抗体としてイムノプロッティングを

行なった(図2)。その結果mAb6F5、7FI0を一次抗体としてイムノプロッティングを行

なった場合は、 NB断片、 AI断片は検出されたが、 A2断片は全く検出されなかった。こ

のことは、 mAb6F5、7FI0がAI断片を認識する感度ののよい抗体であることを示してい

る。NMSをl次抗体として用いた場合には、 トリプシン断片のみならず、未処理の

Ca-ATPaseも検出されなか った。

5) ヒ卜骨格筋Ca-ATPaseとの反応

得られたモノクロナール抗体とヒト骨格筋Ca-ATPaseとの反応を確かめた。ヒト SRの

Ca-ATPascをSDS-PAGEで分離し、セミドライプロッティング装置を用いて、ニトロセル

ロース j ンプレン上に移した。高圧高温処理後も抗原性が保持されているかどうか確か

めるために、メンプレンの一部はブロッキングの前に、高圧高温処理をした。そして、

未処理のものと比較した。 mAb6F5、7FI0及び非免疫マウス血清 (NMS) を一次抗体と

してイムノプロッティングを行なった(図3)。その結果mAb6F5、7FI0を一次抗体とし

て行な った場合は、高圧高温処理及び未処理のものともに分子量約 110000のCa-ATPase

が検出された。これ以外にも高圧高温処理をした際、低分子量領域にバンドが認められ

たが、 NMSを用 いた場合にもわずかに同じバンドが検出されることから、非特異的結合

によるものと結論した。

3. mAb6F5、7FI0と非筋細胞の細胞小務官タンパク質との交叉反応

小胞体のCa-ATPaseの分子種のうち、 SERCA2bの遺伝子が発現していることの知られ

るプタ肝臓のミクロソーム分画を用いて、 mAb6F5、7FI0と交叉反応を示すタンパク質

が存在するかどうか検討した。 mAb6F5、7FI0、NMSを一次抗体としてイムノプロッテ

イングを行なった結果を図4に示す。 mAb6F5、7FI0を一次抗体として用いた場合には、

ミクロソーム分画中に、分子量約 10万の特異的結合によると考えられるバンドが検出さ

れた。このペプチドの分子量はSRのCa-ATPaseの分子量と同程度であり、抗SR-ATPase 

と小胞体Ca-ATPaseとの聞の免疫交叉反応によるものであることを示唆している。これ

以外にもより低分子量領域に数本のバンドが認められたが、 NMSを用いた場合にも同じ

バンドが検出されることから、非特異的結合によるものと結論した。 NMSを用いた場合

には分子量約 10万のバンドは検出されなか った。

4 非筋細胞における mAb6F5の認識する<l~官についての検討

動物細胞 (3T3細胞、 RIN) を用いた蛍光抗体法により、 mAb6F5によ って認識される

ペプチ ドの細胞内局在を検討した。小胞体を染色することで知られている蛍光色素

DiOC6 (3) を使用して、 mAb6F5との二重染色を試みた。その際、蛍光像のフレア ーを

取り除き、鮮明な画像を得るために共焦点レーザー顕微鏡 (ACAS570) を観策に使用

した。図51こ示す通り、 3T3細胞、 RINにおいても、 mAb6F5による染色部位は、 DiOC6( 
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3)の染色像にみられる小胞体の分布領域とほぼ一致することが明らかになった。 また、

このとき、細胞膜には、染色がみられなかった。非免疫マウス血清 (NMS) を用いた場

合には蛍光物質は何も認められなつかた。

5. 正常組織におけるmAb6F5，7FI0の発現

mAb6F5、7FI0によ って認識されるペプチドの人体での分布を明らかにする目的で、

手術材料及び剖検材料を用い、免疫組織化学的染色を行なった。パラフィン切片はすべ

て内因性ベルオキシダーゼ活性を阻止する前に高圧高温処理をし、 mAb6F5、7FI0及び

非免疫マウス血清 (NMS) を一次抗体として用いた。表2'こ示すように、目白)'2，組織にお

いてはmAb6F5、7FI0ともに、骨格筋、軟骨組織、心筋、末楠神経線維に陽性反応が得

られた。骨・絡筋は筋原線維束に沿って陽性所見が見ら れた。軟骨組織は細胞質に陽性で

あった。心筋においては、左室に比べ右室により強い反応をみた。末硝神経線維は頚部

の動脈周聞のものが陽性であった(図6)。一部線維芽細胞にも陽性所見がみられたが、

NMSを用いたコントロールでも陽性所見が見られたこと、 3例すべてに陽性所見が見ら

れなか ったことから非特異反応と考えた。

成人においては、骨格筋については凍結切片を併用し、他の組織はホルマリン固定の

パラフィン切片を用いて検索した。表2に示すごとく、 mAb6F5は骨格筋、勝ランゲルハ

ンス氏島細胞の一部、日IJ甲状腺主細胞と好酸性細胞の一部、下垂体前葉好酸性細胞の一

部、網膜光受容体細胞に、 mAb7FI0は骨絡筋、勝ランゲルハンス氏島細胞、副甲状腺主

細胞と好酸性細胞の一部に陽性反応が見られた。'目格筋は筋原線維束に沿って陽性所見

が見られたが、 一部に全く反応しない線維東も見られた。勝ランゲルハンス氏島細胞に

関しては、 mAb7FI0はラングルハンス氏烏細胞ほぽ全てに陽性所見が見られたが、

mAb6F5はすべての細胞に陽性ではな く、 一つのランゲルハンス氏島に数個の陽性細胞

が見られた。高IJ甲状腺においては、好酸性細胞に強い陽性所見があり、主細胞において

は、 一部の細胞に陽性であった(図7) 0 NMSを一次抗体として用いた場合には、陽性

所見はみられなかった。

6. mAb6F5が認識する筋線維タイ プ

mAb6F5が認識する筋線維が、赤筋(タイプl線維)かあるいは白筋(世イプ2線維)

かどちらのタイプかを検討した。検体は東大神経内科において切除された筋生検材料を

用いた。その際、凍結材料から 10μ の厚さで述統切片を作製し、免疫組織化学的染色と

actomyosin ATPase染色を同時に行な った。その結果、タイプ2線維が黒く染色される

pHll.OのactomyosinATPase染色 とmAb6F5によ って認識さ れる筋線維の分布が一致する

ことが明らかになった(図8) 。

7. 骨軟部腫筋における mAb6F5の発現

mAb6F5によ って認識されるペプチドがどのような骨軟部腫筋に発現しているのか、
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あるいは悪性皮との相関の有無、組織診断への応用の可能性をふまえmAb6F5を用い検

討した。表 3~こ示すように外科的に切除され、診断の確定した手術材料 91伊l を対象とし、

横紋筋肉腫5例中2例、 t骨膜肉腫5f日IJ，*， I例、脊索腫4例中4例、軟骨肉腫3例中3例に

mAb6F5の陽性所見が見られた(表4-7、図的 。さらに、これらの腫筋での陽性反応の

意義を考策するうえで必要と忠われる数種の抗体についても免疫染色を行なった。用い

た抗体と結果は表4-6に示した。横紋筋肉腫については、抗デスミン染色を行ない5例中

3例が陽性であり、デスミンが陽性で6F5が陰性なものが 1j7IJ見られた。滑膜肉腫につい

ては、抗KL-I，AEI・AE3，EMA， CEA、ピメンチンを行なった。6F5は、 2.f日型滑膜肉腫

の上皮係成分に陽性であり、同部では抗KL-l，AEI'AE3， EMAがともに陽性であった。

61'5が陽性を示す、 2.f日型滑膜肉腫の上皮様成分には、 CEAも陽性であった。脊索腫に関

しては、抗KL-l、ピメンチン、 EMA、が4例とも陽性で、 CEAは全ての例で陰性であっ

た。 NMSを一次抗体として用いた場合には、陽性所見はみられなかった。
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4. 考聖書

これまでの研'先により、骨絡筋小胞体Ca.ATPaseと問機のATPaseが非筋細胞にも存在

し、細胞周期を通じての微小管の配列の調節、牌ランゲルハンス氏島細胞におけるイン

スリン分泌の調節など様々な生理的役削を果たしている可能性が示唆されてきた (8-14、

17)。非筋細胞小胞体のCa-ATPaseの実体の詳細に関しては不明であったが、最近cONA

クローニングの結果、非筋細胞中には心筋小胞体型Ca-ATPaseとC末端の一部のみアミノ

酸配列の異なるATPaseが存在することが示され (6)、この部分のペプチドに体する抗

体を利用した研究によりミクロソーム分画中にこの抗体と反応する分子量10-11万のタ

ンパク質が存在することが示された。また、 ShullとGreebは、カチオ ン輸送性ATPaseの

中でも、 ATP結合部位と推定される保存性の高い領域に対応する主主酸配列をプロープに

して、ラットの脳に2種のカルモジュリン結合型Ca-ATPaseが発現していることを明らか

にした (32)。彼らは、同じプロープを用い、ラット脳、腎、胃のcDNAライブラリー

をスクリーニングし、赤筋型Ca-ATPaseがこれらの臓器で発現していること、腎では、

さらに筋小胞体型Ca-ATPaseと75-77%相向性のある酵素、および今まで知られていない

カチオン輸送性ATPaseが発現していることを報告している (33)。そして、現在までの

ところ、これらのATPaseには互いに相向性の高_，3種鎮の遺伝子の存在が推定され、骨

格筋速筋にSERCAIが、心筋と骨格筋遅筋lこSERCA2aが、平滑筋および非筋細胞には

SERCA2b及びSERCA3が特異的に発現することが明らかにされている(15、 16)。

組織学的には、心筋小胞体型Ca-ATPaseに対する抗体を用い、小脳プルキンエ細胞に

おけるCa-ATPaseの局在が免疫電顕レベルで示さ れている。しかし、このATPaseをタ ン

パク質レベルで精製し、その性質や制御機構を研究することは今後の諜題であり、生理

的意義についてもまだほとんど解明されていない。また、組織学的にもその分布は不明

な点が多く、疾病との関連についての報告は、細胞質内Ca-ATPaseにかまっていえば皆

無である。

本研究では、このような点について理解を深める目的で、小胞体Ca-ATPascに対する

抗体を作製し、その性質を調べると共に、正常組織と骨 i飲部腫協での発現を検討するこ

とを試み た。その際、 Ca-ATPaseに対して高い特異性を示す単一の抗体分子を得ること

が望ましいと考え、モノクロナール抗体の作製を試みた。その結果、培養上清が、

ELISA法で陽性を示す3種の抗SR-ATPase抗体産生ハイプリドーマが得られた。

得られた抗体産生クローン6F5、 7FIO、 6G7の産生するモノクロナール抗体の内、

mAb6G7については、プロッキングの実験からnativeSR，こは結合しないこ とがわかった。

これがハイプリドーマ培養上清のスクリーニングで陽性を示した理由は、スクリーニン

グの際にELISAプレートにl汲着させたSRのCa-ATPaseの中に、 Caを合まないTBS'こ懸濁

したために、 一部変性したものがあ ったためではないかと考えられる。この結果より免

疫組織化学的応用はmAb6F5、7FI0を用いることにし、その2種の抗体について詳しく検

討した。 mAb6F5、7FI0は、プロッキングの実験から、 nativeSRに結合可能であり、また、

SOS・PAGEを用いたイムノプロッティングの結果から、 SOSにより変性したSRの

Ca-ATPase'こも結合することがわか った。高圧高温処理をした場合にも結合することが
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わかっ た。 さらに、 SRのCa-ATPaseのトリ プシン断片に対する反応性を イムノプロ ッテ

イングにより調べた結果から、 mAb6F5、7FI0は、 Ca-ATPaseのAI断片を認識す ることが

明らかになった。さらに、 mAb6F5、7FI0を用 いて、小胞体膜のCa-ATPaseの分子種のう

ちSERCA2bのmRNAが発現している肝臓のミ クロソーム分画について、 イムノプロッテ

イングにより調べた結果、分子量約 10万のタ ンパク質が特異的にmAb6F5、7FI0によっ

て認識されることが明らかにな った。蛋白の分子量および、 すでに樹立されている他の

mAbとの反応性から、 2つのmAbは、細胞内Ca-ATPaseを認識する と考えられた。

さらに、非筋細胞小胞体と交叉反応を示すことが明らかにな ったmAb6F5について、

動物細胞を用いた蛍光抗体法を用いるこ とにより、 mAb6F5によ って認識されるべプチ

ドの細胞内局在を明らかにしよう と試みた。動物細胞は、 3T3細胞及びRINを決色 した。

DiOC6 (3) は、膜電位に反応 してミトコンドリアを選択的に染色する陽イオ ン性蛍光

染色試薬として知られていたものだが、高温度で用いると、固定処理により電位を失っ

ているにも関わらず、小胞体膜を染色する性質を持つことが示 され、最近、小胞体染色

用蛍光試薬として用いられるようにな った(34) 。この試薬と mAb6F5を用いて二重染

色を行なった結果、 Ca-ATPaseは小胞体の分布とほぼ同機の傾向を 示 す結果が得られた。

しかし、この点に関してはさらに、免疫電顕等の手法を用いて検討しなければならない

と考える。

このような性質をもっ2種のモノクロナール抗体を用い、正常胎児組織及び成人組織

における Ca-ATPaseの分布を免疫組織化学的に倹討した結果、骨格筋以外の種々の非筋

細胞にも陽性所見が認められた。骨格筋においては筋原線維束に沿 って強い陽性反応が

みられた。一部に全く陰性の筋原線維束が見られたが、これは用いた検体が赤筋と白筋

が混在している大腿四頭筋であり、赤筋と白筋に対する抗体の反応性の差による可能性

が考えられる(後述) 。一方、勝ランゲルハ ンス氏島細胞、高1)甲状腺主細胞 と好酸性細

胞の一郎、下垂体前葉細胞、網膜光受容体細胞において陽性反応が見られたこ とは、そ

れらの細胞がもっ細胞質内Ca-ATPaseが筋小胞体Ca-ATPaseと高い相向性を持つことを意

味すると考えられる。そして、非筋細胞の中でも分泌能を有する細胞に強い陽性所見が

あることは、刺激と放出の関連機構における細胞内Ca'φイオンの制御にCa-ATPaseが関与

している可能性を示唆しているものと推策される。 また、 mAb6F5tこ関しては、勝ラン

ゲJレハンス氏島細胞及び目1)甲状腺においては、全ての細胞が陽性ではなく、陽性細胞は

疎に認められた。隣ラングルハンス氏島細胞においては、種々の刺激によるインスリン

分泌にCキナーゼ活性化、 PI代謝回転が関与していることが知られており (35-37)、最

近形質膜及び細胞内Ca-ATPase活性とインスリン分泌との相関が報告されている(19)。

このようなことも考えあわせ、機能的に活発な細胞が抗体によって認識されている可能

性もあろうと考えられる。このような点については解明には、結尿病息者での!淳ランゲ

ルハンス氏島細胞におけるCa-ATPascの発現などを免疫組織化学的に研究していくこと

も一つの方法であると考えられ、この抗体は有用であろう。また、 mAb7FI0は、 6F5と

異なり下垂体前葉細胞および網膜光受容体細胞には、反応が見られなか った。これは、

mAb7FI0とmAb6F5の抗体の認識部位あるいは抗体の力価の差が考えられるが、個々の

組織により Ca-ATPaseのアミノ駿の一次構造が若干異なっていることも考えられる。
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従米より、免疫電顕の手法を用いて形態学的に細胞内Ca-ATPaseの存在が縫認されて

いたのは、小脳のプルキンエ細胞のみであったが(17)、今回、 mAb6F5、7F10を用い

た免疫組織化学的染色では陽性所見は得られなかった。東京都立臨床医学総合研究所、

川喜田正夫博士より供与を受けた筋小胞体Ca-ATPaseのA2断片を認識する mAb1E5を用 い

た検索では、小脳プルキンエ細胞に反応がみられたことから、小脳のプルキンエ細胞の

細胞内Ca-ATPaseは筋小胞体Ca-ATPaseのAl断片より A2断片に より高い相向性をも ってい

ると考えられる。

一方、細胞内に Ca2+イオン取り込み機能 (細胞内Ca-ATPase)があれば、 当然Ca2+イオ

ン放出後能も存在すること考えられるが、 Wa1tonらは小脳プルキ ンエ細胞には2つのCa2

φ

イオン放出チャネル、すなわち、イノシトール (1、4、5)三リン酸受容体 とリアノジ

ン受容体 (39)が共存することを 形態学的に証明した (40)。従米はリアノジン受容体

は骨絡筋にのみ存在すると考えられてきた。今後は、小脳以外の非筋細胞において細胞

内Ca-ATPaseの発現が強く見られる組織ではどのようなCa
2φ
イオ ン放出チャネルが存在す

るか、より詳細な研究が必要であろう。

胎児組織においては骨格筋、心筋、末精神経線維、軟骨細胞に陽性反応が見られた。

一部線維芽細胞にも陽性所見がみられたが、 NMSを用いたコントロールでも陽性所見が

見られたこと、 3例すべてに陽性所見が見られなかったことから非特異反応と考えた。

成人組織との比較では、内分泌組織が陰性の点で差が見られた。このことに関しては、

2つの可能性が考えられる。即ち、胎児の非筋細胞の細胞内Ca-ATPaseと成人のそれとに

構造的に差があ る可能性があることであり、 一方、同ーの蛋白であっても、胎児組織で

は成人に比し発現量が少なく、免疫組織化学的手法では陽性所見が得られないことも考

えられる。骨格筋については成人と胎児で同織の陽性所見が得られた。ウサギでは新生

児と生体において白筋型Ca-ATPaseのカルポキシ末端は異な っており、遺伝子の解析か

ら、それぞれのカルポキシ末端領域に対応するエクソンのみが別々に存在し、スプライ

シングにより新生児から生体にかわることが知られている (41)。ヒ トにおいてはどの

ような差があるか詳細な研究は遺伝子レベルで行なわれてはいないが、少なくとも今回

の結果より胎児においてもca・ATPascのAl断片は保存されて いることが明らかになった。

心筋においては成人と違い胎児に陽性所見が見られた。 またそれは右室により強 く認

められた。発生学的には、骨格筋は筋板から発生し、心筋線維と平滑筋は臓側中妊薬に

由来する。今回の結果では、 平滑筋は陰性でCa-ATPaseのAl断片は心筋線維にのみ保存

されていることが示 された。

1678年Lorenziniは、動物の骨格筋は単ーでなく、異なったタイプがあることを指摘し

た。その外観的な色の差より、それは赤筋と白筋と呼ばれるようになり、 19佐紀後半に

はその生理学的な差も明らかにされた。動物では、ある特定の筋は完全に赤筋のみ、あ

るいは白筋のみよりなる。ヒト'自格筋では、外服筋以外では、赤筋優位、白筋優位はあ

っても、ほとんどの骨格筋は両者がモザイク状に存在する (42、43) 。今回、 mAb6F5

が認識する筋線維が、赤筋(タイプl線維)、白筋(タイプ2線維)のどちらのタイプか

を調べる目的で、連続切片を用いて免疫組織化学的染色と actomyosinA TPase染色を同時

に行なった。その結果、タイプ2線維が黒く染色される pHll.OのactomyosinATPase染色
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とmAb6F5によって認識される筋線維の分布が一致することが明らかにな った。抗体の

免疫原としては主として白筋(タイプ2線維)の小胞体が優位であ ったと考えるが、そ

れと矛盾しない結果であった。

骨軟部腫~に関する検討は東大医学部付属病院にて外科的に切除されすでに診断され

た手術材料 91例を対象 とし、 mAb6F5を用いて免疫組織化学的手法にて行な った。その

結果、横紋筋肉股5例中2例、 r骨膜肉腫5例中 IjjlJ、脊索股4例中4例、軟骨肉脆3例中3jjlJに

mAb6F5の陽性所見が見られた。横紋筋肉腫については、検索した症例にさらに、筋原

性腫泌のマーカーである抗デスミン染色を行ない 5jjlJ中3例が陽性であった。抗デスミン

抗体及びmAb6F5が陽性を示す症例はすべて胎児型横紋筋肉脂であった。 Krenacs、

Harriettcらは、抗SR-ATPase抗体が、筋原性脳仰のマーカーとして有用であることを示 し

たが (4、5)、今回の結果も問機であり、抗デスミン抗体が陽性でmAb6F5が陰性なも

のが l例みられたものの、分化した横紋筋肉腫でmAb6F5が反応する傾向が示され、筋原

性腫~の組織診断にも mAb6F5が有用であることが示された。

滑膜肉腫は、軟部股筋の中でも稀な上皮性の分化を示す腹筋である (44-46)。今回は、

単中目線維型 IjjlJ、単相上皮型l例、2-1日型3例の計5例について検索した。その結果、 2-1目型

のl例に陽性所見が見られた。 mAb6F5は、組織学的に上皮線形態を示す郁に発現が見ら

れた。さらに陽性部分の組織学的性絡を明確にするために、抗KL-I、AEI・AE3、 EMA、

CEA、ピメンチンを行なった。 mAb6F5が陽性を示す部では上皮性マーカーである抗

KL-I、AE卜AE3、EMAが同時に発現していた。その例では腺上皮性腫筋のマーカーで

あるCEAも一部に陽性であり、検索した5例中、最も上皮性の分化を示す症例と考えら

れた。

脊索腫に関しては、検索した症例すべてにmAb6F5の発現が見られた。脊索』重は

notochordの遺残から発生するとされているが、種々の上皮性マーカーが発現しているこ

とが知られている (47、48)。今回の結果でも、抗KL-I、 ピメンチン、 EMA、が 4例

とも陽性であった。 CEAは4jJtJとも陰性であった。脊索腫における 6F5の染色態度は、細

胞質に陽性であり、 physaliferous cellと呼ばれる大型で多数の股胞状の細胞質をもった細

胞にも陽性であった。電顕的には、腫筋細目包質内および細胞間基質に無定型の物質がみ

られ、これは光顕的に粘液陽性物質と 一致するとされている。

軟骨肉腫に関しては、腫筋細胞の細胞質内に陽性所見がみられ、胎児の正常軟骨組織

と同線であった。 Ca-ATPaseが細胞質内のどのようなオルガネラに発現しているのかと

いう点は、興味深い問題である。

今回の骨軟部腫筋における倹索では、Ca-ATPaseは横紋筋肉腫の他に、類上皮肉腫を

例外として上皮性のマーカーをもっ股筋に陽性であった。横紋筋肉腫lこCa-ATPaseが陽

性である意味は、正常組織の骨格筋における発現と同僚で筋小胞体Ca-ATPascを認徹し

ていると考えられる。 一方、滑膜肉腫、脊索腫及び軟'目肉腫に一部陽性反応が見られた

事実は、細胞内Ca-ATPaseを認識している可能性が高い。今回の動物細胞を用いた蛍光

抗体の結果からは細胞内Ca-ATPaseは小胞体に存在すると思われるが、それらの極筋細

胞ではどのようなオルガネラに存在するのか、さらに免疫電顕などの手法を用いて検討

していかなければならない。
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s. まとめ

非筋細胞の小胞体に存在するCa-ATPascはSRのCa-ATPascと異なり、タンパ ク質レベル

の実体やその生理的意義が十分に解明されていな 0'0本研究は、病理形態学的立 場から、

このような点について研究を進めるための 一 つの手段として、小胞体

Ca-ATPaseを 認 識 す る 抗体を作製し、正常ヒト組織並びに骨軟部腫筋での発

現を検 討した。その結果 、 そ れ ら が と く に 内 分 泌 細胞に強く陽性所見を示

すこと 、及び上皮への分化を示す骨軟部腫誠に陽性反応がみられることを

見いだした。これによって、 Ca-ATPascが関与している疾病について、形態学的に細

胞内のCa-ATPaseを観聖書することが可能になった。また、小胞体の細胞内動!~と細胞機

能の関述についての研究を進めるための一つの手段もできたと考えられる。今後、これ

を用いて、上皮性腫筋での発現、内分泌疾忠との関連について研究を進める必要がある。
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図 1 ウサギ宵格筋Ca-ATPascに対する mAb6F5および7FIO

の反応性

ウサギSRの Ca.ATPaseをSDS.PAGEで分離し、セミド

ライプロッティング装置を用いて、ニトロセルロースメ

ンプレン上に移した。 ウサギSRのCa-ATPaseをmAb6F5、

7FIOが認識しているかどうか判断するために、東京都立

臨床医学総合研究所、川喜田正夫1尊土より供与を受けた

筋小胞体Ca-ATPascを認識する mAblE5を陽性コントロ ール

として用いイムノ プロッティングを行なった。一次抗体は

mAb6F5および7FIOは培養上清、 lE5、NMSは1I100tこ3%

BSAを含むTBSを用いて希釈した。二次抗体はECLウエス

タンプロッティング検出キット中の抗マウス 19抗体を用い

た。 Mrは分子量 7 ー カーを示す。
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図2 ウサギ'月格筋Ca-ATPascのトリプシン限定分解断片に

対する mAb6F5および7FlOの反応性

トリプシン:SR=J :ωo (W/W) の割合でO.C、20

分消化したCa-ATPasc2μgをSDS-PAGEにより分析し、

ニトロセルロース j ンプレン上に移し、 mAb6F5(lancA)、

7FJO (Ianc B) 、NMS(Ianc C) を一次抗体としてイム

ノプロッティングを行なった。 一次抗体はすべて 11100に

3%BSAを合むTBSを用いて希釈した。二次抗体はECLウ

エスタンプロッティング倹出キット中の抗マウス [g抗体

を用いた。

Lanc 1は未消化のSR、Lanc2はトリ プシンで消化したSRを

それぞれ試料として用いたことを示す。

Mrは分子量マーカ 一、A/B、AIはトリプシンによって消化

されたCa-ATPascのA/B断片、 AI断片をそれぞれ示す。



29 

Autoclave 

92.5K -

69K一一

ル2

幅K-・，

30K一一
町、nt_

6F宮 7FIO NMS 
+ + 

図3 ヒト骨絡筋小胞体Ca-ATPasctこ対する

mAb6F5および7FlOの反応性

ヒト'円絡筋小胞体は、 Kawakitaらの方法に

+ 

したがって調製し、 2μgをSDS-PAGEで分析し、

mAb6F5、7F10、NMS(それぞれ80倍希釈)を

一 次抗体として用いてイムノプロッティングを

行なった。

Mは分子量マ ーカーを、 Autoclavc+はj ンプレ

ンを高圧高温処理したもの、 Autoclavc-は未処理

の j ンプレンを用いたことを示す。

一-ATPase
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図4 mAb6F5、7FIOとプヲ肝臓細胞小器官タンパク質

との交叉反応

プタ肝臓のミクロソーム回分 10μgをSDS-PAGEで分析

し、 mAb6F5、7F10、NMS(それぞれ80倍希釈)を 一次

抗体として用いてイムノプロッティングを行なった。

二次抗体はECしウエスタンプロッティング検出キット中

の抗マウス 19抗体を用いた。

Mrは分子量マーカ一、 msはプタ肝臓 ミクロソーム、 SR

は対照試料の筋小胞体を示す。
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図5 DiOC6 (3) とmAb6F5による 二重染色

チャンパースライドに付着している BALB3T3細胞と RIN細胞

を4%パラホルムアルデヒドにより固定した後、 DiOC6(3) で

処理し共焦点レーザー顕微鏡 (ACAS570、MERlD1AN社)によ

り観察した。次に透過性処理の後、 mAb6F5を一次抗体とした蛍

光抗体法による染色を行なった。 mAb6F5は1/20に希釈して用い、

二次抗体はF汀C標識抗 7 ウス IgG抗体を 1/100にして用いた。

トA:BALB 3T3細胞における DiOC6(3) による染色像を示す。

核周囲に陽性所見がみられる。

1-B:トAと同一の細胞における mAb6F5による染色像を示す。 1-Aと

ほぼ問機に、核の周聞に mAb6F5の陽性所見がみられる。
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2-A: RIN細胞における DiOC6(3)によ る染色像を 示す。

核周囲に陽性所見がみ られ る。

2-8: 2-Aと問ーの細胞における mAb6F5による染色像を 示す。2-Aと

ほぼ同様に、核の周囲に mAb6F5の陽性所見がみられる 。
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3-A: RIN細胞における DiOC6(3)による染色像を 示す。

核周囲に陽性所見がみられる。

3-8: 3-Aと同ー の細胞における mAb6F5による染色像を 示す。3-Aと

ほぼ同様に、核の周囲にmAb6F5の陽性所見がみられる。
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図6(A-F) 正常胎児組織における mAb6F5、7FIOの発現

12週齢胎児組織にお いて免疫組織化学的にmAb6F5、7FLOの発現を

倹討した。全例ホルマリン固定パラフィン切片を用い、内因性ベルオ

キシダーゼ活性を阻止する前に高圧高温処理をし、 一次抗体として

mAb6F5、7FIO、NMS(それぞれ l∞倍希釈)を用 いた。二次抗体及

び酵素試薬はヒストファインSAB-PO(M)キットを使用し、 DABに

て発色した。対比染色はメチルグリーンを用いた。

A 骨格筋横断面組織を示す。筋芽細胞 (myoblast) に陽性所見がみ

られる。 (mAb6F5 x377) 

A 
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B 骨格筋縦断面組織を示す。筋芽細胞 (myoblasl) に陽性所見がみ

られる。 一部に横紋が認められる。 (mAb7F10 x377) 

C 右心室を示す。筋芽細胞 (myoblasl)に陽性所見がみられる。

(mAb6F5 x245) 
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D 左右心室を示す。右室心筋は左室に比べより強い染色態度を

示す。 (mAb7FIO x123) 

D 

E 頚部動脈周囲の免疫染色陽性の末精神経線維束を示す。

一部、線維芽細胞に陽性反応が見られる (pl6参照)。

(mAb7FIO x186) 

j f・十.
'〆i



F 軟骨組織を示す。細胞質に陽性所見がみられる。 (mAb6F5 x245) 

37 
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図7 (A-G) 正常成人組織における mAb6F5、7FIOの発現

正常成人組織において免疫組織化学的に mAb6F5、7F10の発現を検

討した。全例ホルマリン固定パラフィン切片を用い、内因性ベルオ

キシダーゼ活性を阻止する前に高圧高温処理をし、 一次抗体として

mAb6F5、7FIO、NMS(それぞれ l∞倍希釈、 mAb6F5は一部培養上清

原液)を用いた。二次抗体及び酵素試薬はヒストファインSAB-PO(M) 

キットを使用し、 DABにて発色した。対比染色は j チルグリーン及び

マイヤーのへマトキシリンを用いた。

A 骨格筋横断面組織を示す。筋線維の横紋に沿って陽性所見

が見られる。 (mAb6F5 x377) 
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B 骨格筋縦断面組織を 示す。 筋線維の横紋に沿 って 陽性所見

が見られる 。 (mAb7FIO x377) 

r 

l 

B 

C 高IJ甲状腺を 示す。一部の主細胞とほぼ全ての好酸性細胞に陽性

所見がみられる 。 (mAb7FIO x190) 
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D ffilJ甲状腺を 示す。 一部の主細胞に陽性所見がみられる。

(mAb6FlO培養上清 xJ90) 

..J> 

E n革臓を示す。勝ランゲルハンス氏島に数個の陽性細胞

が認められる。 (mAb6F5培養上清 x377) 
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F ij事臓を示す。ほぼ全ての勝ランゲルハンス氏島に陽性細胞

が認められる。 (mAb7FIO x377) 

F 

G 下垂体を示す。下垂体前葉の好酸性細胞の一部に陽性所見

が見ら れ る。 (mAb6F5培養上清 x377) 
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図8 (A-C) mAb6F5が認識する筋線維タイプ

mAb6F5が認識する筋線維が、赤筋(タイプl線維)かあるいは白筋

(タイプ2線維)かどららのタイプかを検討した。筋生検凍結材料から

10μ の厚さで速統切片を作~し、免疫組織化学的染色と aClomyosin-

ATPase染色を同時に行なった。免疫組織化学的染色における 二次抗体

及び酵素試薬はヒストファインSAB-PO(M) キットを使用し、 DABに

て発色した。対比染色はへマトキシリンを用いた。

A pH4.1のaclomyosinA TPase染色を示す。タイプl線維が黒く濃染し

ている。 (xI86)
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B pHll.OのactomyosinA TPase決色を示す。タイプ2線維が黒く漫染し

ている。 (xI86)

可F司・v

a 
C mAb6Fの免疫組織化学的染色像を示す。pHll.OのactomyosinA TPase 

染色で濃染されるタイプ2線維に一致して陽性所見が見られる。 (xI86)
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図9 (A-O) 骨軟部腫w;における mAb6F5の発現

外科的に切除された92例の骨軟部腫筋を対象に免疫組織化学的に

mAb6F5の発現を検討した。全例ホル 7 リン国定パラフィン切片を用

い、内因性ベルオキシダーゼ活性を阻止する前に高圧高温処理をし、

一次抗体として 6F5、KL-1、EMA、CEA(それぞれ1/100'こ希釈)、

AE1・AE3(11200に希釈)、ピメンチン(希釈済)を用いた。二次抗

体及び酵素試薬はヒストファインSAB-PO(M) キットを使用し、 DAB

にて発色した。対比染色は 7 イヤーのへマトキシリンを用いた。

Aイ，2:横紋筋肉腫

B-1，2脊索服

C-I: 't骨膜肉腫

0-1: I飲骨肉腫

A-I:横紋筋肉腫

8才男性の版協内に発生した胎児型横紋筋肉腫 (casel) を示す。

左はH.E.像、右はmAb6F5の免疫組織化学的所見を示す(左右と

もにx377) 0 mAb6F5は股筋細胞の細胞質に陽性である。



A-2 横紋筋肉腫

14才女性の左前腕に発生した胎児型検紋筋肉腫 (casc2) を示す。

上段は H.E像 (x377) 、下段左は mAb6F5(x377)、右は抗デス

ミン抗体 (x302) の免疫組織化学的所見を 示すo mAb6F5及び抗

デスミン抗体がともに臨蕩細胞の細胞質(RhabdomyoblasU に陽

性である。
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B-1脊索腫

40才男性の1山骨部に発生した脊索腫 (Casc1) を示す。

左は H.E像、右はmAb6F5の免疫組織化学的所見(それぞれ

x302) を示す o mAb6F5は脆筋細胞の細胞質に陽性である。
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8-2脊索腫

44才女性の頚惟より発生した脊索腫(Case3) を示す。

上段はH.E.像以189) 、下段左はmAb6F5(x302)、 F段右

は抗KL-I抗体 (x302) の免疫組織化学的所見を 示す。

mAb6F5及び抗KL-l抗体はともに腫筋細胞の細胞質に陽性で

ある。
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C-l:滑膜肉腫

52才男性の大腿部に発生した2-1目型滑膜肉腫 (Casc3) を示す。上及び

下段左はH.E.像(それぞれxl89、x249)、上及び下段右は、 mAb6F5

の免疫組織化学的所見(それぞれx189、x249)を示す。上段H.E像は

!}習の上皮織細胞に固 まれた腺管構造と、線維肉腫様の紡錘形細胞から

株成される部である。下段H.E.像では、管腔形成は見られないが、上

皮的性絡を示唆する細胞質の比較的豊富な細胞が見られる。 mAb6F5は

上皮様細胞に陽性である。
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C-I:滑膜肉腫

52才男性の大腿郁に発生した2.f日型滑膜肉腫(Case3) を示す。

左は抗サイトケラチン抗体 (AEI・3)、右は抗ピメンチン抗体

(それぞれx189)の免疫組織化学的所見を示す。I)曹の上皮様細

胞に固まれた腺管構造と、線維肉腫憾の紡錘形細胞から構成さ

れる部である。抗サイトケラチン抗体 (AEI・3) はmAb6F5と同

じく上皮綴細胞に陽性である。抗ピメンチン抗体は紡錘形細胞

に陽性である。
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0-1軟骨肉腫

54才男性の肩甲 'i'lに発生した軟骨肉腫 (Casc2) を示す。

上段はH.E像、下段は mAb6F5の免疫組織化学的所見(それぞ

れx377) を示す。mAb6F5は腫筋細胞の細胞質に陽性である。

4 

-・

D1 

oF5 



8. 表
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antibody SR+ SR- blocking 

6F5 + yes 

7FIO + yes 

6G7 + + no 

NMS no 

表 1 SR膜標品による抗体のプロッキング

希釈した抗体液にウサギSR膜標品を加え、 O.Cで

1時間静置した後、 150∞回転、 30分間遠心し、上清

の抗体価を未処理の抗体と比較した。



免疫組織化学的染色による胎児および成人組織におけるmAb6F5、7FIOの発現
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Adult 
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Fetus 
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・

Fctus 
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Mammary gland 
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Thyroid gland 
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Langcrhans islct 
Adrenal gland 

Cardiovascular Systclll 
Hωrt 
Artcry and vcin 
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Lymphatic vesscl 

Hcmopoietic Syslem 
Lymph nodc 
rhymus 
Splcen 
BOl1c marrow 

Rcspiratory Systcm 
Trachea 
Lung 

Digcstivc Systcm 
Salivary gland 
Tonguc 
Esophagus 
Stomach 
Smal1 and largc intcstlllc 

Livcr 
Pancrcatic aClsuS 

L田 omotorSystcm 
日one
Chondrocylc 
Musclc 

Urogcnital Syslem 
Kidncy 

Glomerulus 
Tubu¥cs 
Pc¥vis 

Uretcr 
Bladdcr 
Testis 
Epididymis 
Proslate 
Ovary 
Fallopian tube 
Uterus 

Ncurolo即cTissucs 
Ccrebrum 
Ccrebcl1ar Purk.inje cell 
Spinal cord 
Pcriphcral ncrvc 
Choroid ple~us 

Eyc 
Cornca 
Sclcra 
Rct川 a
Lcns 

Placcnta 
Allllllon sac 
Dccidua 
Chorionic viJli 

Syncyliotrophoblast 
Cytotrophoblast 

* +: positive rcaction with mAb: .: negativc. t Morc strongly凹 sitivcin the right vcntric1c than 川 thc

Icft 
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Immunohistochemical Data of Rhabdomyosarcoma 
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横紋筋肉脳における免疫組織学的検討

右翼紋筋肉腫において免疫組織化学的に筋原腫筋の

7 ーカーであるデスミンと mAb6F5との発現の比較

を行なった。

表4
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Immunohistochcmical Da凶 ofSynovial Sarcoma 

Typc 6F5 Kし1 AEl/AE3 E1V1A 

EP SP EP SP EP SP EP SP 

Vim 

EP SP 

CEA 

EP SP 

Sitc Casc Agc/Scx 

Thigh 

Lower leg 

Thigh 

しowcrleg 

Hip 

EMA:Epithclial mcmbranc antigcn CEA:Carcin∞mbryonic antigcn Vim: Vimcntin 

Ep: epithclial com凹ncntSp: spindlc cell componcnt 

B: bi凶器ictypc ME: monophagic cpithclial typc MF: monophasic fibrous typc 

や withsquamous differcntiation 
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滑膜肉腫における免疫組織学的検討

mAb6F5が認識する上皮隊成分の性絡を明らかにする目的

で滑膜肉腫5例に対し、上皮性細胞のマーカーである、抗サ

イトケラチン (KL-I、AEIIAE3)、 cpithclial mcmbmnc antigcn、

carcIn∞mbryonic antigcn及び問葉系細胞のマーカーとされる

中間径フィラメントの Vimcntinについて免疫組織化学的染色

を行なった。 mAb6F5が陽性であったCasc3には一部に扇平上

皮への分化を示す部分が見られた。

表5
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ImmunohistochemicaI Data of Chordoma 

Case Age/Scx Sitc 6F5 KL-I Eル仏 Vim CEA 

40IM Sacrum + + + + 
2 50/F Sphenoid sinus + + + + 
3 44/F CerviωJ vertebrae + + + + 
4 27/F Ethmoid sinus + + + + 

EMA: EpitheliaJ membrane如 tlgen

Vim: Vimentin 

CEA: Carcinoembryonic加 tlgen
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表6 脊索腫における免疫組織化学的検討

脊索腫においての上皮性 7 ーカーの発現を調べる目的

で免疫組織化学的染色を行なった。 一次抗体は、上皮性

7 ーカーとしてサイトケラチン (KL-])、 epitheliaJ

membrane antigen、ω陀 inoembryonicantigen、及び問葉系細

胞のマーカーとして巾問径フィラノントの Vimentinに対す

る抗体を用いた。
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lmmunohislochcmical Dala of Chondrosarcoma 

Casc Agc/S巴X Silc 6F5 

65/F Rib + 

2* 541M Scapula + 

3 34/F Pubic bonc + 

* as∞ialcd wilh Ollicr's discasc 

表7 軟骨肉腫における免疫組織学的検討

軟骨肉腫において mAb6F5の発現を調べる目的で

免疫組織学的染色を行なった。





c、
ωhs 〈

ω-X器3 

。

軍

@ 

@ 


