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学位論文内容の要旨

【 背景と 目的】マ ウスにお ける癌 ワクチン 研究では、Ovalbumin(以下OVA)等の免疫原性

外来抗原を仮想癌抗原として強制発現させた腫瘍細胞を用いた癌ワクチンモデルが知られ

て い る 。こ の実 験系にお いては、 マウス にOVAワ クチン を投与す ること によって OVA特

異 的細胞 障害性Tリンパ 球が誘 導され、 OVA過剰発現癌細胞に対する腫瘍増大抑制効果が

示されている。一方で癌細胞は元来宿主の細胞から発生するため、宿主由来の蛋白を癌抗

原とした免疫誘導が惹起されることが、本来の腫瘍免疫と同等の現象を反映する系である。

OVA等の 外来抗原 を仮想癌抗原とするマウスの腫瘍モデルは、腫瘍免疫のメカニズムを解

明するという役割においては有用であるが、宿主に存在しない異種の蛋白、すなわち異物

を癌細胞に強制発現させているため、宿主から発生した癌よりも免疫反応が誘導されやす

い可能性がある。以上より、ヒトの生体内で起こっている腫瘍免疫反応をより正確に再現

する実験系として、宿主由来の自己抗原に対する癌ワクチンの動物モデルが必要であると

考えた。腫瘍免疫を誘導する癌抗原として代表的なものに癌精巣抗原がある。癌精巣抗原

は精巣または卵巣といった生殖組織と癌組織のみで発現し、他の正常組織では発現してい

な い蛋白 であるた め、癌ワクチンの標的抗原として有望視されている。ヒトではNYESO-1

や MAGE-A4を はじめと して40種 類以上癌 精巣抗 原が同定 されて いるが、現在マウスでは

Ssxa、 Tsgal0、Mage-b、 OY MS-4など の数種 類しか同 定され ていない 。以上を踏まえた

上 で、マ ウス癌精 巣抗原について解析を進めていたところ、その1つであるSsxaの発現解

析結果が従来の報告と異なることが明らかとなった。そこで3’-rapid amplification of

cDNAends（3’ -RACE)法を用 いてSsxa遺 伝子配列 の再同定 を行っ てこれが従来報告され

て いた配 列と異な ることを 明らか にした後 に、新たに同定された配列のmRNAがマウス腫

瘍細胞およびマウス精巣において特異的に発現していることを明らかにした。続いて、大

腸菌の系を用いて産生させたりコンピナン卜Ssxa蛋白を精製し、これを認識するポルク口

ーナル抗体の作製を行った。最後に上記抗体を用いてSsxa蛋白の生物学的特徴について解

析を行った。

【材料と方法】（1）S8xa塩基配列同定：B心毋/cマウスの正常精巣から抽出したmRNAを材

料 に 3’． RACE法 を 施 行し 、 SsxacDNAを 合成 、 DNAシ ー ケン ス 解 析にて Ssxa遺伝子 塩

基配列の確認を行った。  （2）リコンピナントSsxa蛋白精製：GST法にて大腸菌で産生さ

れ たS8xa蛋白 を精製した。  （3）抗SsXaウサギポリクローナル抗体作製：SsXa蛋白の中

で K01a8kar＆ 恥 ngaonkarAntigemsity法に て抗原 性が一番 高いと 予測され たC1ペプ チ

ド VTKSVLSDSDEVSSと 今 回 同 定 さ れ た ExonXに 相 当 す る C2ベ プ チ ド DKRKNPvV

でウサギに免疫（200ug′週x6回）し、ポリク口ーナル抗体を作製した。  （4冫Ssxa発現ベ

ク タ ー の 構 築 ： 先 に 増 幅 さ せ た SsxacDNAを プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー で あ る

pcDNA3．1（ りIIRESGFP（pGFP） に導入 した。こ のべクタ ーは導 入した遺伝子と同時に
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GFP遺伝 子も 発現 する べク ター である。作製したべクターpcDNA3.1(+)―Ssxa_IRES_GFP

(pSsxa)をコンピテント細胞JM109へ熱ショック法を用いて遺伝子導入して形質転換を 行

い 、適 切な プラ スミ ドベ ク ターが導入されたJM109株を採取してアンピシリン添加LB培

地 で培養した後pSsxaを精製、DNAシーケンス解析で塩基配列を確認した。同様の方法 で

Ssxaと GFPの 融 合 蛋 白 で あ る Ssxa-GFPと GFP-Ssxaを 導 入 し た プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー

pcDNA3.l(+)_Ssxa-GFP (pSsxa-GFP)、pcDNA3.1(+)―GFP-Ssxa(pGFP-Ssxa)も作製した 。

精 製したプラスミドベクター をHEK293FT細胞に遺伝子導入し、引き統いてウェスタン ブ

ロ ッ ト お よ び 免 疫 組 織 染 色 を 施 行 し て Ssxaの 生 物 学 的 特 徴 を 解 析 し た 。

【 結果 】(l)Ssxaには 従来 報告 されていたExon5の配列は 存在せず、その662塩基下流 に

位 置する新たな配列がExon (ExonX）であることが半Ij明 した。EXon5では終止コドン が

未 同定 であ った のに 対し 、 ExonXを 含む SsxaのcDNA塩 基 配列 では 終止 コド ンを 有し て

お り 、 Ssxa蛋 白 は 101ア ミ ノ 酸 か ら 成 る こ と が 示 さ れ た 。 Thegeneralproprotein

convertaSeCleavageSiteprediCtorにより SSXa蛋白はL｜ys78とSer79の間で分解されるこ

と が予 想さ れた 。Exon2と ExonXとの間でRT・PCRを施行したところ、精巣におけるSsXa

mRNA発 現を 確認 した 。ま た ＆乢B／c8週齢の脳・心臓・肺・肝臓・脾臓・腎臓・骨格 筋

に おい ては Ssxaの発 現は 認 めなかった。マウス癌細胞株 であるCT26，B16，EL4，LLCで

は S8xamRNAの 発 現 を 認 め 、 線 維 芽 細 胞 株 で あ る NIH／ 3T3で は SsxamRNAの 発 現 を 認

め なかった。（2）GST法によ る1」コンピナントSsXa蛋白 精製後、SDS・PAGEおよび銀 染

色を行うこと によって、Ssxa蛋白の分子量は12kDaであることが判明した。（3）ポリクロ

ー ナル 抗体 とし てmSSXA・ C1と mSSXA．C2と2種類 を作 製 した が、 ウェ スタ ンプ ロッ ト

の 結果 から りコ ンピ ナン ト SsXa蛋白を良好に認識するの はmSSXA・C2であることが判 明

した。mSSXA．C2を一次抗体として使用し た免疫組織染色では、陰性対照と比較して明ら

かに濃染され た組織は精巣のみであり、他の正常組織では陰性対照と同様の染色態度であ

った。（4冫分子量の小さなSsxa蛋白を解析すること、およびSsxa蛋白の細胞内における局

在 を 調 べ る こ と を 目 的 と し て 、 Ssxaと GFPの 融 合 蛋 白 を 作製 した 。螢 光顕 微鏡 にて

pSsxa． GFP導入 細胞 では GFPが 細胞質に局在していたのに対し、pGFP．SsXa導入細胞 で

は GFPは 細胞 質よ りも 細胞 核に 局在 する こと が確 認さ れ た。同様に抗GFP抗体を一次 抗

体として使用した免疫染色でpSsXa．GFP導入細胞は細胞質のみが染色されていたのに対し、

pGFP‐Ssxa導 入細胞は細胞質だけでなく細胞核も染色されていた。以上より、S8xaは生体

内 で 分 解 さ れ 、 N末 端 側 分 解 産 物 tま 核 に 移 行 し て い る こ と が 示 さ れ た 。

【考察】（i）今回同定した配列の特徴は終止コドンを有するという点である。以前の報告と異

なるが、今回 同定した配列は確実に存在し、癌精巣抗原として矛盾しない発現バターンで

あった。（ii冫マウスS8xaのホモログであるヒトSSXは核に存在し、転写抑制因子として働

い てい ると 報告 され てい る 。Ssxaの N末 端側 分解 産物 に は核移行シグナルである幻強B

ドメインが含 まれており、S8xaも分解されることで核移行し、転写に関与している可能性

がある。

【結論】SsXaの塩基配列を再確認し、完全なる蛋白コード配列を決定した。また、マウス

正 常 精 巣 と 癌 細 胞 株 4種 で そ のmRNA発 現を 確認 した 。分 子量 12kDaのSsxaは 細胞 内で

分解され、N末端側分解産物は核移行する ことを示した。今後Ssxaを用いた同種同系癌精

巣抗原ベプチ ドワクチンモデルを構築することで最適な免疫プロ卜コールを模索し、その

結 果 に 基 づ ぃ ゝ た 強 カ な 補 助 療 法 が 臨 床 開 発 さ れ る こ と を 期 待 す る 。
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学 位 論 文 題 名

マウス癌精巣抗原Ssxaの配列同定および生物学的特徴に

    する研究

  腫瘍免疫を誘導する癌抗原として代表的なものに癌精巣抗原がある。癌精巣抗原は精巣または

卵巣といった生殖組織と癌組織のみで発現し、他の正常組織では発現していない蛋白であるため、

癌ワクチンの標的抗原として有望視されている。マウス癌精巣抗原について解析を進めていたと

ころ、その1つであるSsxaの発現解析結果が従来の報告と異なることが明らかとなった。そこ

で3’-rapid amplification of cDNA ends（3’-RACE)法を用いてSsxa遺伝子配列の再同定を行っ

たところ従来報告されていたExon5の配列は存在せず、その662塩基下流に位置する配列が正

しいExon (Exon X)であることが判明した。従来報告のExon5では終止コドンが未同定であっ

たのに対し、ExonXを含むSsxaのcDNA塩基配列では終止コドンを有しており、Ssxa蛋白は

101アミノ酸から成ることが明らかとなった。The general proprotein convertase cleavage site

predictorによりSsxa蛋白は78番目のりジンと79番目のセリンの間で切断されることが予想さ

れた。Exon2とExonXとの間でRT-PCRを施行したところ、精巣におけるSsxa mRNA発現を

確認した。また8週齢のBALB/cマウスの脳、心臓、肺、肝臓、脾臓、腎臓および骨格筋におい

てはSsxaの発現は認められなかった。マウス癌細胞株であるCT26、B16、EL4、LLCではSsxa

mRNAの発現が認められ、線維芽細胞株であるMH／3T3ではSsxamRNAの発現は認められな

かった。以上より今回同定した塩基配列は再現性をもって確認され、また癌精巣抗原として矛盾

しない発現様式であることが示された。GST法によるりコンピナントSsXa蛋白精製後、

SDS・PAGEおよび銀染色を行うことによって、SsXa蛋白の分子量は12kDaであることが判明

した。抗Ssxaウサギポリク口ーナル抗体としてmSSXA’C1とmSSXA．C2と2種類を作製した

が、ウェスタンプロットの結果からりコンピナントSsxa蛋白を良好に認識するのはmSSXAIC2

であることが判明した。mSSXA・C2を一次抗体として使用した免疫組織染色では、陰性対照と比

較して明らかに濃染された組織は精巣のみであり、他の正常組織では陰性対照と同様の染色バタ

ーンであった。分子量の小さなS8xa蛋白を解析すること、およびSsxa蛋白の細胞内における局
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在を調べることを目的として、SsxaとGFPの融合蛋白を作製した。螢光顕微鏡にて蛋白発現プ

ラスミ ドpSsxa-GFP導入細胞 ではGFPが細胞 質に局在 してい たのに対 し、pGFP-Ssxa導入細

胞ではGFPは細胞質よりも細胞核に局在することが確認された。同様に抗GFP抗体を一次抗体

として使用した免疫染色ではpSsxa． GFP導入細胞は細胞質のみが染色されていたのに対し、

pGFP-Ssxa導入細胞は細胞質だけでなく細胞核も染色されていた。以上より、Ssxa蛋白は生体

内で分解され、B:RABドメイン（核移行シグナル）を含むN末端側分解産物は核に移行している

ことが示された。以上の成果から、今後、蛋白をコードする完全な塩基配列が同定されたSsxa

を用いて同種同系癌精巣抗原ワクチンモデルが構築され、臨床における治療法の開発に役立つこ

とが期待されると結論づけた。

  スライドを用いた口頭発表後、副査・田中教授より以前報告された配列がスプライシングバリ

アントである可能性につレゝて質問があった。またマウスSsxaとヒトSSXとの相同性について質

問があった。次に、副査・丸尾准教授より免疫組織染色にて腫瘍細胞におけるSsxa蛋白発現状況

について質問があった。またSsxaの正確な切断部位を同定するには他にどのような研究方法が考

えられるかについて質問があった。続し〕て副査・佐邊教授より癌精巣抗原および癌ワクチンの定

義について質問があった。また、癌組織で何故癌精巣抗原のような抗原が発現されるのかについ

て質問があった。次に主査・濱田准教授よりSsxa mRNA採取の際のサンプル（マウスの系統）

についての確認があった。またウェスタンブ口ット解析における分子量10. kDa以下の蛋白につ

いての確認があった。そして、癌精巣抗原は腫瘍マーカの如く診断に使用可能かについて質問が

あった。最後に副査・平野准教授より抗Ssxa抗体のN末端側の抗体作製方法について質問があ

っ た 。 ま た 現 在 の 癌 精 巣 抗 原 を 用 い た 臨 床 試 験 の 現 状 に つ い て の 質 問 が あ っ た 。

  癌精巣抗原が癌で発現するメカニズムや、基礎的なワクチン研究の進展状況に関しては知識の

整理がやや不十分な点があったものの、しゝずれの質問に対しても申請者は自らの研究内容やその

過程で得られた知見、文献的考察を交えて概ね適切に回答した。

  本論文は、マウス癌精巣抗原Ssxaの蛋白をコードした完全なる配列を決定した点で高く評価

され、今後同種同系癌精巣抗原ワクチンのマウスモデル構築に可能性をもたらし、抗腫瘍免疫の

メ カ ニ ズ ム 解 析 や 最 適 な 免 疫 プ ロ ト コ ー ル 開 発 へ 可 能 性 を 与 え る と 期 待 さ れ る 。

  審査員一同はこれらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位なども併せ、申

請 者 が 博 士 （ 医 学 ） の 学 位 を 授 与 さ れ る の に 充 分 な 資 格 を 有 す る と 判 定 し た 。
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