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生殖腺に対するモノクローナル抗体の作製 とその性状解析
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ABSTRACT:Inamouse,thegenitalridgedevelopsaroundembryonicday(E)9.50ntheventralsurface

ofthemesonephros.ThegenitalridgeisidentifiedmorphologicallyaroundE10.5.AtE11.5toE12.5,the

adrenogonadalprimordiumonthegenitalridgeseparatesintotheadrenalcortexandthegonadcell

populations.However,theprecisemechanismofthedevelopmentislargelyunknown.Inthisstudy,we

reportontheproductionandcharacterizationofaseriesofmonoclonalantibodies(MAbs)aga血stgonad.

Theantibody,designatedasMAbSBS,yieldedthestrongsignalongermcellsinimmunofluorescence

stainingusingthemouseembryogonadsection.Moreover,immunofluorescenceanalysisusingE12.5

mousevarioustissuesectionsrevealed廿1atMAb5B5alsorecognizes廿1ecells血neuraltube,ventricular

zoneofcerebralcortex,apartoftheepithelialcells,血whichtissue-specificstemcellsarepresent

abundantly.Furthermore,MAbSBSrecognizedthemouseandhumanESandiPScells.Fromthesefindings,

itwasconcludedthatMAbSBSrecognizesstemcells-associatedantigen.Ontheotherhand,wefoundthat

thisantigenexpressescancercelllinesandhumantumortissue.TheseresultssuggestthatMAbSBSmay

recognizecancerstemcells.
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1.は じめ に

将来,精 子や卵子になる生殖細胞や阻織のもとになる幹細胞

に関する研究は,生 命現象を理解する上で重要であるばかりで

なく,再 生医療やがんなど様々な研究分野で幹細胞に関

する研究が活発に行われてお り,様 々な疾患の原因解明や

治療法の開発にっながると期待される。 しかし,分 化能維持

機構な ど,幹 細胞の機能にっいては不明な点が数多く残

されている。

複雑 な細胞機能 メカニズムを解 き明かすためには,

個々の細胞特異的に発現する分子の探索が重要な鍵を握

る。これ らの解析のため,各 生体分子に特異的に結合す

るモノクローナル抗体の利用は,そ の生体分子の時空間

的な発現を追跡できるな ど,多 くの利点がある。さらに

モノクローナル抗体は細胞性疾患の臨床検査や抗体医療
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へ の応用 が可能 であ る。

マ ウスにおいて,生 殖 隆起 は胎 生9 .5日 目(E9.5)頃 に腹

腔 に面 した一層 の体腔 上皮細胞 が増殖 の後 に生殖 隆起 内

部へ の陥入 によ り発生す る。形 態的にはElO.5頃 に は じ

めて確認 され る。Ell.5か らEl2.5に か けて,生 殖 隆起 内

の副腎一生殖腺原 基は2っ の細胞集 団に分 かれ る。1っ の

集 団は副腎皮 質にな り,も う一方は生殖腺 にな る。 これ

以降,生 殖腺 では雌雄 で異 な った構造 的な性分化 が起 こ

る。ほ とん どの哺乳類 の雌雄 の性 はSryに よ り決 定 され る

1.3)
。Sry遺 伝 子はY染 色体上 に存在 し,雄 のみ に発現す る。

この時期,雄 ではSryの 働 きによ り,精 巣化 が開始 され る。

精巣化 ではセル トリ細胞 が生殖細胞 の周 りに局在 し,生

殖細胞 をそ の中に集 める。 ライデ ィッヒ細胞 はEl2.5か

ら精巣 に現れ る。セル トリ細胞 ライデ ィッヒ細胞 とも,

機 能 的に生殖細胞 を支 える細胞 であ る。El2.5の 生殖 腺

においてAd4BP/SF-1は 雄 ではセル トリ細胞 とライデ ィ

ッヒ細胞 に,雌 では濾胞細胞,卵 胞膜細胞,黄 体 ホル モ
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ン産生細胞や間質細胞刺激ホルモン産生細胞に発現 して

いる4,5)。

本研究では,生 殖腺の発生 ・成熟機構の解明や,生 殖

細胞や多能性幹細胞などの幹細胞研究に貢献 し将来的に

は細胞性疾患の治療に役立っツールの開発を目的として,

生殖細胞が成熟する場である生殖腺をターゲッ トにモノ

クローナル抗体を作製 した。そ して,生 殖腺,生 殖細胞,

神経幹細胞,多 能性幹細胞,が ん細胞な ど各種細胞を用

いて抗体の性状解析 を行った。

2.ラ ッ ト腸骨 リンパ節法 によるモ ノクローナル抗

体の作製

Ad4BP/SF-1(Ad4bindingprotein/steroidogenicfactor-1)は

生 殖や内分泌制御 に重要な役割 を果たす核 内受容体で あ

り,内 分泌組織 の発生 に必須 の因子 である4'6)。生 殖は生

物の根幹 をなす機 能で あ り,そ の生殖組織 の発生 メカニ

ズムの解 明は生物の しくみ を理解す る上 で非常 に重要で

あ る。またそのメカニズムの解明 によ り不妊症な ど生殖

関連疾患の病因解 明や治療法の開発が期待 できる。生殖

腺の発生ではAd4BP/SF-1が 運 命決 定因子 であるが,こ の

分子が どの よ うに発現誘導 され,各 細胞 の分化 を導 くか

は不明な点が多い。Ad4BP/SF-1作 用機 構 を分子 レベルで

明 らかにす るためには,Ad4BP/SF-1を 特 異的 に認識す る

ツールが必要不可欠で ある。

Ad4BP/SF-1の 機 能 解 析 の た め の ツ ー ル と して,

Ad4BP/SF-1に 対 す るモ ノクローナル 抗体 をラ ッ ト腸骨

リンパ節 法 を用いて作製 した7'9)。 作 製 した抗Ad4BP/SF-

1モ ノク ローナル抗体 の性 状解析 のため,El2.5マ ウス胎

仔生殖腺切 片 を用いた免疫組織染色 を試みた。切片 に一

次抗体 として抗Ad4BP/SF-1ラ ッ トモ ノクロー ナル 抗体

(MAbIBl)と 抗Ad4BP/SF-1ラ ビ ッ トポ リクローナル抗体

を反応 させた。蛍光色素 を結合 させた二次抗体 を用いて

可視化 した ところ,MAbIBIは ラ ビッ トポ リクローナル

抗 体6,10)と 同様 に,生 殖腺 内のセル トリ細胞 とライデ ィ

ッヒ細胞 の細胞核 を認識 した(Figure1)。 免 疫組 織染色は

通 常難 しい と考 えられ てお り,市 販 の抗体で も免 疫組 織

染色 に適 した抗 体は多 くないが,MAbIBIは 組 織切 片に

おいて も内在性Ad4BP/SF-1を 検 出でき ることがわかっ

た。

本研 究では,生 殖腺運命決定 因子Ad4BP/SF-1に 特 異的

に結合す るモ ノクローナル抗 体 を樹立 し,そ の性 状解 析

を行 った。樹立 した抗体 はELISA,ウ ェ スタンブ ロッテ

ィング,免 疫 細胞染色,免 疫組 織染色な ど様 々な実験 に

用 いる ことができる優れ た特性 を示 した。 この よ うに新

しく樹立 した抗 体はAd4BP/SF-1を 発 現す る組織 の発 生

や機能 の分子 メカニズム研 究の進 展に大き く貢献す るで

あろ う。

3.モ ノクローナル抗体ショッ トガンアプローチを

用いたマウス生殖細胞を認識する抗体の作製と

性状解析

モノクローナル抗体はリンパ球とミエローマ細胞間の

細胞融合により樹立され,生 化学 ・分子生物学的実験手

法に欠かせない有用なツールである。これまで多くの生

物学者が"モ ノクローナル抗体ショットガンアプローチ"

と呼ばれる,組 織抽出液などの無作為な抗原に対するモ

ノクローナル抗体作製法を用いて,新 規分子の同定に成

功 している。 この方法では,事 前に抗原に関する分子情

報がなくとも抗体の樹立が可能である。例えば,本 アプ

ローチ法でカ ドヘリンやイムノグロブ リンスーパーファ

ミリーなどの重要な因子が同定された11,12)。

生殖細胞特有の機能維持に働 く分子は,生 殖細胞特異

的に発現しているはずである。その分子が同定できれば,

多分化能など生殖細胞機能の解明に貢献できる。そこで

RatMAblB1 RabbitpAb HST

Figure1.IndirectimmunofluorescenceofE12.5mousegonadsectionusingMAblB1.Thesectionwasdoublestained

withMAbIBIandrabbitanti-Ad4BP/SF-1polyclonalantibody(pAb)andstainedwithHoechstdye(HST).
MAblBIandrabbitanti-Ad4BP/SF-1pAbweredetectedwithgoatAlexa546-conjugatedanti-ratIgGand

goatAlexa488-conjugatedanti-rabbitIgG,respectively.Gd,gonad;Ms,mesonephros.

一58一



成i#'一 大 学 理 工 学 研 究 報 告 Vo1.50No.2(2013.12)

本研究では,生 殖細胞に発現する分子を探索するため,

マウス生殖腺組織を抗原 として,モ ノクローナル抗体シ

ョットガンアプローチを行った。そ して,マ ウス始原生

殖細胞 を認識す る複数のモノクローナル抗体の樹立に成

功 した。さらにこの中の1っ が,始 原生殖細胞のみなら

ず,神 経幹細胞を認識することを明らかにした13)。この

抗体は分化能を持つ細胞,す なわち幹細胞で機能する分

子 を認識す ると考えられた。

3.1モ ノ ク ローナル抗体シ ョッ トガ ンア プローチ

マ ウス胎 仔生殖腺 に対す るモ ノクローナル抗体 をラ ッ

ト腸骨 リンパ節 法を用いて作製 した。生殖腺 組織 をE12,5

マ ウス胎仔 か ら取 り出し,そ の懸濁液 を抗原 と して ラ ッ

トの両後足 肉球 に一回免 疫 した。2週 間後,ラ ッ トよ り

肥 大 した リンパ 節を取 り出 し,リ ンパ球 を回収 した。 リ

ンパ球 とマ ウス ミエ ローマSP2細 胞 を融合 させ,約4000

ク ロー ンの融合 細胞(ハ イ ブ リドーマ)を 得 た。 これ らハ

イブ リ ドーマ の培養 上清 について,E12.5マ ウス胎 停生

殖 腺切 片を用いた免 疫組 織染色 によ り,ス ク リーニ ング

を行った。 この 中で,5ク ロー ンが生殖細胞 と思われ る

細 胞群 を認 識 したが,そ れぞれの染色パ ター ンの違いが

明 らか とな った。その 中で,MAb5B5と 名 付 けた クロー

ンは免 疫 組 織染 色 で最 も強 い シ グナ ル が観 察 され た

(Figure2)。 よって,こ の後 の解析 にはMAb5B5を 用 いた。

抗 体の クラス決 定を ラッ トisotypingkitを 用 いて行 った と

ころ,MAbSBSはlgM(K)で あ った。

Figure2.IndirectimmunofluorescenceofE12.5mouse

gonadsectionusingMAb5B5.MAbwas

detectedwithAlexa488-conjugatedanti-

ratIgG(A)andstainedwithDAPI(B).

3.2マ ウ ス生殖細 胞を認識 する抗体の性 状解 析

始原 生殖 細胞 は強いアルカ リフォス ファターゼ活性 を

有 す ると知 られ てい る。MAbSBSが 認 識す る細胞群 が始

原 生殖細胞 である と確認す るため,E10,5マ ウス胎 仔生

殖 隆起切片 について,MAbSBSを 用 いた免疫染色 をす る

と同時 にアルカ リフ ォス ファターゼ活性染色 を試みた と

ころ,MAb5B5の 染 色 シグナルはアルカ リフォス ファタ

ーゼ活 性染 色の シグナル と一致 した13)
。 よ ってMAb5B5

が 生殖 腺で認識 す る細胞 群が始原生殖細胞で あると確認

できた。

次に,MAb5B5を 用 いた免疫組織染色 によってEl2.5

マ ウス胎停 の様 々な組織 でMAb5B5が どの よ うな細胞

を認識す るかを解析 した ところ,神 経 管や 一部 の上皮で

陽性細胞 が存在 した。 そ こでマ ウス胎 仔神 経系組織 での

免 疫染色 の詳細 な解析 を行 った。 大脳皮 質切 片 をMAb

5B5とPan-cadに 対す るラビッ トポ リクローナル 抗体で二

重染色 した。抗Pan-cad抗 体 は神経 上皮 細胞 の側 部お よび

基底部(basolateral面)を 可視化す るために用 いた。Figure3

に 示 す よ うに,MAb5B5は 大 脳 皮 質脳 室帯 の頂 端部

(apical面)側 を非常 に強 く染色 した。大脳皮 質の神経 幹細

胞 は この部 分に豊富に存在 してい ると知 られてい る。 よ

って,MAbSBSは 神 経幹 細胞 に発 現す る分子を認識 す る

と推 測 され た。 また,組 織染色パ ター ンより,MAbSBS

抗 原 は細胞膜 に局在 してい ると考え られ た。

Figure3.ExpressionandlocalizationofMAb565

antigeninE14.5mousecerebralcortex.

CoronalsectionofE14.5mousecerebral

cortexincludingthecorticalplatewas

stainedwithMAb5B5(A)andtheantibody

forPancadherin(Pan-cad)(B).Pan-cad

wasusedtovisualizethebasolateral

cellmembranesofneuroepithelialcells.

MAb565andtheanti‐Pan‐cadantibody

weredetectedwithgoatAlexa488-

conjugatedanti-ratIgGandgoatAlexa

546‐conjugatedanti‐rabbitIgG,

respectively.CP,corticalplate:VZ,

ventricularzone.

4.幹 細胞 特異 的モノク ロー ナル抗体の性状解析

4.1MAb5B5は マ ウス また はヒ トES細 胞 およびiPS細 胞

を認識 する

前項において,生 殖腺 組織 を抗 原 と して作製 したMAb

5B5は,生 殖細 胞や神経 系な どの組織 幹細 胞を認識 す る

抗 体であ ると示 した。そ こでMAb5B5が 他 の幹 細胞 も認

識す るか調 べ るため,多 能性幹細胞 であ るマ ウス胚 性幹

細胞(ES:EmbryonicStemcells)と 人 工多能性幹細胞(iPS:

inducedPluripotentStemcells)を 用 いた免疫染色 を試み た。

ips細 胞 は人為 的に樹 立で きる多能性 幹細胞 で,ES細 胞

と同等 の性 質を持 つ ことか ら大変注 目を集 め,世 界 中で

活発 に研 究 され てい る14)。
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LIFを 含 ん だ培地 で培養 したマ ウスES細 胞 と,培 地か

らLIFを 抜 き4日 間培養 し分化誘導 したES細 胞 を免 疫染

色 に用い た。LIFは マ ウスES細 胞 の未 分化状態 を維 持す

るサイ トカイ ンであ る。ES細 胞の未分化状態は未分化マ

ーカーOct -4の 発 現で評価 した。そ の結果,MAb5B5は

未 分化 状態 のES細 胞 を強 く認識 した(横 山 ら,未 発 表デ

ー タ)
。 マ ウスips細 胞 はMEF(マ ウ ス胎仔線 維芽細胞)に

Oct3/4,Sox2,c-Myc,Klf4の4因 子 を強制発現 させて樹立

し,MEFを フ ィーダー細胞 と して用い て継代維 持 した。

ips細 胞 が増殖す るとコンパ ク トにま とまってES細 胞 に

似 た コロニーを形成 す るが,MAb5B5は この コロニー に

存在す る細 胞だ けを染色 し,ま わ りのMEF細 胞 は全 く染

色 され なか った(Figure4)。 また,ピ ン ト面 を変化 させて

観 察す ると,MAb5B5はips細 胞 の細胞膜表面 を ドッ ト

状 に強 く染 色す ることがわか った。 さらに,多 能性幹細

胞 マー カー であ るNanogお よ びOct-4に 対 す る抗体 と二

重染色 を行 った ところ,MAb5B5は 確 かにこれ らマーカ

ーが発 現 してい る細 胞
,つ ま りips細 胞 だ けを認識す ると

確 認 された。以上 よ り,MAb5B5は,ES細 胞 と同様 に人

工多能性幹 細胞 であ るips細 胞 も認識す る ことが明 らか

となった。

MAb5B5は マ ウス生殖腺 を抗原 と して作製 した抗体

で あ り,こ れまで抗 体の性状解析はすべてマ ウス組織お

よびマ ウス 由来細胞 を用 いて行 った。 この抗体が ヒ ト細

胞 の解 析に も利 用可能で あるか調べ るた め,ヒ ト神 経幹

細 胞を用いた免 疫染 色を行 った。 ヒ ト神 経幹細胞は ヒ ト

ES細 胞 か ら分化誘導 して作製 した。ES細 胞か ら神 経分化

誘 導 して形 成 させた細胞 塊の内部 には,脳 に似た構造 を

取 る部 分が生 じ,多 様な神 経細胞 とともに神 経幹細胞の

存在が知 られてい る。 この細胞塊 を固定後,包 埋 し,凍

結 切 片 を作 製 した。 この切 片 を免 疫染色 した ところ,

MAb5B5は 内 部 の空洞 に接す る一層 の細胞群 のみ を認

識 した。この細胞群の染色パ ター ンは,MAb5B5が 示 し

たマ ウス大脳皮 質脳 室帯 にお ける神 経幹細胞の局在 に酷

似 していた。そ こで神経幹細胞 マーカーCDI33の 染 色像

MAbsB5 Bright-field

Figure4.MAb5B5recognizesmouseiPScells.iPS
cellsweregeneratedfromMEFandwere

stainedwithMAb5B5detectedwithAlexa

488-conjugatedanti-ratIgG

と比較 した ところ,MAb5B5とCDI33の 局 在は完全 に一

致 した(横 山 ら,未 発表デー タ)。 よって,MAb5B5は ヒ

ト神経幹細胞 を認識す ることが明 らか となった。今回ES

細 胞 か ら形成 させ た細胞塊 には多数 の神経 細胞 が存在す

るが,そ れ らは全 く認識 しなかったこ とか らも,MAb5B5

が 分化 能の高い幹細胞 だけを認識す ると強 く示 唆 された。

また,MAb5B5は マ ウス細胞 のみな らず,ヒ ト細胞 の解

析 に も利用 でき ることがわかった。

4.2MAb5B5は ヒ トがん細 胞株 と乳がん組織 にお いて

特 定の細胞 のみ を認識 する

これ までの免疫染色 の結 果 よ り,マ ウス組織 に加 え,

Es細 胞 やiPs細 胞 において もMAb5B5の 染 色シ グナルが

確認 され た。 次に他 の動物種 や様 々な組織 由来の株 化培

養細胞 を用 いた免疫染色 を行 った。MAb5B5に よって染

色 され る細胞株 の染色像 を詳 しく観 察す ると,そ の染色

は均一ではな く,ほ とん どの細胞 株でMAb5B5染 色 シグ

ナル の陽性細胞 と陰性細胞 が混在 す るとい う結 果が得 ら

れ た。例 えば,HepG2細 胞 ではす べての細 胞が陽性細胞

で あった が,MCF-7細 胞 で は約50%が 陽 性 であ った

(Figure5)。 また,陽 性細 胞で もシ グナルの強い もの と弱

い ものが存在 した。また各細 胞のMAb5B5染 色 パター ン

は2種 類 に大別 され,HepG2細 胞,MCF-7細 胞 の よ うに

主 に細胞膜 が染色 され るもの と,HARA-B細 胞,MDA-

MB231細 胞 の よ うに細胞質 の小器官膜 が染色 され るも

のがあった。

これ までの解析 か ら,MCF-7細 胞 をは じめ複 数の ヒ ト

乳 がん株化細胞 において,MAb5B5陽 性細 胞が存在 す る

とわかった。 そ こで,実 際の乳 がんにおいて もMAb5B5

陽性 細胞 が存在す るか どうか を調 べ るため,ヒ ト乳 がん

組織 を用 いた免疫組織染色 を行 った。そ の結果,MAb5B5

に よ り乳 がん組織 内の一部 の細 胞 が強 く染色 され た(横

山 ら,未 発表デー タ)。染 色 した組 織切 片はすべてがん組

MAbsB5

Figure5.

Bright-field

MAb5B5recognizeshumancancercells.

Breastcancercellline,MCF-7cell,was

stainedwithMAb5B5detectedwithAlexa
488-conjugatedanti-ratIgG.MAb5B5

recognizedaparticularpopulationofMCF-

7ceIIs.
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織領 域であ るに もかかわ らず,MAb5B5抗 原 はその 中の

一部の細胞だ けに発現 してい る と示 された
。本研 究では,

MAb5B5が 未 分化度 の高い細胞 を特 異 的に認識す る と

い う性質か ら,MAb5B5陽 性 細胞はがん幹細胞の性質 を

持っ と示唆 された。

5.ま とめ

本研究では生殖腺に対する抗体を数クローン樹立 し,

それ らが生殖腺の発達や生殖細胞の成熟のメカニズムの

解明に貢献できる可能性を示 した。またショッ トガンア

プローチを用いて樹立 した抗体MAb5B5は,生 殖細胞や

神経幹細胞を認識することを示 した。

最近,が ん研究分野でも幹細胞が注 目を集めている。

これまで,が ん組織は1っ の変異細胞が異常増殖するこ

とで形成される,均 一な性質を持っ細胞集団であると考

えられてきた。 しか し,最 近の研究か ら,が ん組織の細

胞集団には階層性があ り,が ん組織の中のわずか数%の

細胞ががん組織形成の供給源であるとい う報告が相次い

でなされている。このがん細胞の供給源 となる細胞は,

幹細胞の性質を持っことか ら,がん幹細胞 と呼ばれる15)。

がん幹細胞は増殖速度が遅く,薬 物排出能が高く,放 射

線に抵抗性を持っな ど,従 来考えられてきたがん細胞の

イメージとは大きく異なる性質を持っことが示唆されて

いる。そこでがん幹細胞をターゲッ トにする新 しい治療

法の開発が望まれている。そのためには,が ん組織の中

でがん幹細胞を特定することが必須である。 しか し,が

ん幹細胞に特異的に発現 しその機能維持に働く分子につ

いてはほ とん ど明 らかになっていない。新 しいがん治療

法に向けたがん幹細胞研究のためには,こ れ らの分子の

同定は非常に重要である。本研究は,株 化がん細胞やが

ん組織においてMAb5B5が 認識する細胞はがん幹細胞

である可能性を示唆 した。MAb5B5は,今 後のがん幹細

胞研究に重要な知見を与えると期待できる。

本研究で作製 したモノクローナル抗体群は,生 殖細胞

や多能性幹細胞な ど分化能の高い細胞,す なわち幹細胞

の研究を進める上で強力なツール となると示 した。本研

究の成果は,再 生医療,が んや細胞性疾患の治療法の開

発に大いに貢献するであろう。
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