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《研究の概要》 

 

各種固形癌、白血病患者ではしばしば血清フェリチンが増加する。しかし、その増加し

たフェリチンは、悪性腫瘍細胞にのみ由来したものではない。そこで悪性腫瘍細胞由来の

フェリチンと正常組織フェリチンの相違を追及する目的で、腫瘍細胞である HeLa 細胞の

フェリチンで、モノクローナル抗体を作成した。そのうちの 1 つ MoAb 04231 は、腫瘍細胞

や組織を特異的に染色することが確認された。MoAb 04231 は H サブユニットのみと反応す

るので、つぎに慢性白血病細胞（K562 細胞）フェリチンの H サブユニットの cDNA を作成

し、その塩基配列を決定した。その結果、翻訳領域の配列は、既知の正常肝細胞フェリチ

ンのそれとまったく同一であった。従って、両者の相違は翻訳後の修飾にあると考え、そ

れらのリン酸化について検討したところ、K562 細胞フェリチンのほうが多くリン酸化され

ていた。 

L サブユニットの cDNA では 1 コのアミノ酸の相違が認められた。 

上述の MoAb 04231 の対応エピトープは、リン酸化部位ではなかったが、フェリチン H サ

ブユニットの 19 番目の Ala から 135 番目の Glu の間に存在する。現在なお検討中である。 
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研究報告 

 

Ⅰ 研究目的 

肺癌、膵癌、乳癌、肝細胞癌、転移性肝癌などの固形癌および各種白血病患者の血清フェ

リチンはしばしば著明に増加する。その増加したフェリチンの由来が多様であることも明

らかにされている。血中に増加したフェリチンのうち、腫瘍由来のフェリチンのみを測定

することが可能なら、腫瘍マーカーとしての有用性は増大する。私どもはフェリチン測定

法への利用および正常と腫瘍細胞由来のフェリチン分子の相違を明らかにするために、ま

ず HeLa 細胞フェリチンを抗原として用い、モノクローナル抗体の作成を試みた。その結

果、HeLa 細胞フェリチンに特異性が高く、いろいろな正常組織のフェリチンとは反応しな

い抗体が得られた。 

本研究では、そのことをさらに組織免疫染色によって確認するために、各種腫瘍組織お
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よび白血病細胞の染色を行い、正常組織や細胞の染色結果と比較検討した。つぎに腫瘍細

胞フェリチンに高い特異性を示したモノクローナル抗体の 1 つ、MoAb 04231 のエピトープ

を解明するためまた正常と腫瘍細胞フェリチンの相違を明らかにするために、まず、両フェ

リチンの H サブユニットと L サブユニットの一次構造の比較を行った。慢性白血病

（erythroleukemia）細胞、K562 細胞のフェリチンの cDNA を作成し、その塩基配列の決定

を行ない、既知のヒト正常肝フェリチンのそれと比較した。さらに、正常および腫瘍細胞

フェリチンの翻訳後の修飾についても検討した。 

 

Ⅱ 研究計画及び材料と方法 

１．HL-60、U937、K562 の各種培養細胞、正常ヒト末梢血の buffy coat および急性白血病

（AML）患者の末梢血等の塗抹標本は常法により作成した。酵素免疫染色は PAP 法（DAKO 

PAP kit system、ダコジャパン）で行った。一次抗体には MoAb 04231 を PBS で 100 倍希

釈して用い、発色剤として DAB を用いた。正常マウス血清を用いて同様に酵素免疫染色

したものをコントロールとした。 

２．Costanzo ら 1）のヒト肝フェリチン H サブユニットの遺伝子の塩基配列を基に、Fig.1

に示した 20 塩基から成る 6 つのプライマーを合成した。また、各々のプライマーの 5'

末端には、EcoRI の認識配列を導入した。K562 細胞より調製した poly(A)+RNA を鋳型と

して、ランダムプライマーと MML V 逆転写酵素を用いて、1 本鎖 cDNA を合成した後、1a-

1b、2a-2b、3a-3b をプライマーセットとして、VentDNA ポリメラーゼを用いて PCR を行っ

た。なお、PCR 反応は DNA の編成を 94℃、1 分、アニーリングを 55℃で 2 分、DNA 合成

を 72℃で 3 分間を 1 サイクルとして、thermal cycler を用いて計 25 回行った。RT-PCR

で増幅したそれぞれの DNA 断片を 5％PAGE で分離した後、クローニングベクターpUC119

の EcoRI サイトに連結し、大腸菌 JM109 に導入した。それぞれから得られたクローンに

ついてジデオキシ法により塩基配列を決定した。 

３．Fig.2 に示した L サブユニット遺伝子の塩基配列をもとに合成したプライマーセット

の 1a-1b、2a-HindⅢ、HindⅢ-2b から得られた 388、232、182bp の DNA 断片を用い、上

記の H サブユニットと同じ方法で L サブユニットの塩基配列を決定した。 

４．濃度を等しくした（1mg/ml）K562 細胞フェリチンおよび正常肝フェリチンを、それぞ

れ Tris-HCl buffer saline、pH7.4(TBS)を用いて倍々希釈し、インムノドットプレート

を用いて、PVDF 膜に転写した。2％BSA 加 TBS でブロッキングを行い、0.05％Tween 加 TBS

で洗浄した後、MoAb 04231、抗リン酸化タイロシン（APT、Boehringer Manheim）、抗リ

ン酸化セリン（APS、BioMaker、Israel）、抗リン酸化スレオニン（APTh、同上）とイン

キュベーションし、ついでビオチン標識抗マウス IgG、POD 標識ストレプトアビジンを用

いて、酵素免疫染色を行った。 

５．K562 細胞フェリチンと正常肝フェリチンを β メルカプトエタノール/SDS で処理した

ものを、SDS-PAGE 用ゲルの試料溝に入れ、その上に V8 プロテアーゼを重層してゲル内

で分解し、さらに泳動を続けた。PVDF 膜に転写した後、一次抗体として APT、APS、APTh

を、二次抗体としてビオチン標識抗マウス IgG ヤギ血清を用い、POD 標識ストレプトア

ビジンを用いた酵素免疫染色を試みた。 

６．５と同様に処理して得た PVDF 膜を、一部は CBB 染色、残りは一次抗体として MoAb 
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04231 を用いて酵素免疫染色した。 

７．MoAb 04231 をコートした ELISA プレートに、HeLa 細胞フェリチンを入れてインキュ

ベートした。洗浄した後、同量のビオチン標識 MoAb 04231 と APT あるいは APTh、APS を

加えて反応させた。POD 標識ストレプトアビジンついで発色剤を加えてインキュベート

後、490nm の吸光度を測定した。 

 

Ⅲ 研究成果 

１．各培養細胞のライトギムザ染色では、細胞周期の各ステージを示す所見が認められた。

正常マウス血清を用いたコントロールと比較して、MoAb 04231 によってすべての細胞で

陽性所見が得られた。いずれも細胞質が染色され、核はまったく染色されなかった。そ

のうち K562 細胞の染色が最も濃く、ついで HL-60、U937 細胞の順であった。正常ヒト末

梢血の buffy coat のライトギムザ染色では、各種正常白血球が認められたが、それらの

免疫染色の結果は、いずれも陰性であった。AML 患者の末梢血塗抹標本では多くの

myeloblast cell が観察された。これらの細胞は、MoAb 04231 を用いた酵素免疫染色に

よって、コントロールよりも強く細胞質が染色された。 

２．Fig. 1A に示したプライマーセット 1a-1b、2a-2b、3a-3b を用いて、K562 細胞の poly

（A)+RNA を鋳型として RT-PCR を行った結果、それぞれから 310、370、320bp を主バン

ドとする増幅された DNA 断片が得られた（Fig. 1B）。各々の DNA 断片から 4 つのクロー

ンが得られたので、それらの塩基配列を決定した。その塩基配列をヒト正常肝組織フェ

リチン H サブユニットの遺伝子のそれと比較したところ、アミノ酸をコードする領域に

おいて、まったく相違は認められなかった。しかし、K562 細胞フェリチンの H サブユ

ニットの cDNA では、5'-非翻訳領域（5'-UTR）の鉄応答エレメント（IRE）と翻訳開始点

の中間の G（正常肝フェリチン H サブユニット cDNA の翻訳開始点の上流 99 番目に相当）

の欠失が認められた。その意義については現在のところ不明である。 

３．プライマーセット 1a-1b から得たものでは、正常の L サブユニットと同じ配列をもつ

ものが 1 クローンしかなく、他の 3 クローンのすべてでアミノ酸の 55 番目の first 

letter の C から T への変異が認められた。しかし、アミノ酸そのものの変異にはつなが

らなかった（Ala のまま）。また、そのうちの 1 つでは 55 番目の変異とともに 27 番目の

アミノ酸の third letter の C から A への変異が認められたが、この変異もアミノ酸の

変化にはならず、Leu のままであった。2a-HindⅢについては 6 つのクローンの塩基配列

の決定を行った。1 つのクローンで 89 番目のアミノ酸の third letter の変異が 1 つ認

められたが、他はすべて正常であった。しかしこの変異もまた、アミノ酸そのものは Glu

のままで変化はなかった。HindⅢ-2b の 6 つのクローンのうち、5 つのクローンについて

はまったく正常と同じであったが、1 つのクローンに変異が認められた。この変異は 159

番目の first letter の G が A に変化しており、アミノ酸が Glu から Lys に変る可能性

を示した。 

４．イムノドット法による成績を Fig.3 に示した。抗リン酸化アミノ酸抗体のうち APT に

よって、K562 細胞フェリチンは最も強く染色された。正常肝フェリチンはほとんど染色

されず、MoAb 04231 を用いた時と同様に、両フェリチン間で明瞭な相違が認められた。

APS、APTh では、高濃度の時に正常肝フェリチンより K562 細胞フェリチンが濃く染色さ
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れた。 

V8 プロテアーゼで分解したものを Western blotting した後、APT、APS、APTh を用い

て酵素免疫染色した結果も、イムノドット法の成績とよく一致した。すなわち、APT、APTh

で K562 細胞フェリチンは正常肝フェリチンよりも高い反応性を示した。しかし、APS と

の反応性については両フェリチン間でほとんど差が認められなかった。 

５．K562 細胞フェリチンを V8 プロテアーゼで分解して得られたバンドのうち、約 15Kd と

13Kd の 2 本のバンドが MoAb 04231 によって検出された。CBB 染色したバンドのうち、

それぞれに対応するものを切りだし、アミノ酸シークエンサーによる分析を行った。そ

のうちの 13Kb のバンドから、ヒト肝フェリチンの H サブユニットの、19 番目の Ala か

ら 28 番目の Glu の配列に一致する 10 コのアミノ酸が決定された。分子量が約 13Kd で

あることから、正常肝フェリチン H サブユニットの 19 番目の Ala から、135 番目の Glu

に相当するアミノ酸 117 コのペプチドと考えられた。従って、MoAb 04231 はこの配列上

に存在する修飾部位を認識しているものと思われる。そこで、その反応がアミノ酸のリ

ン酸化に基ずくものか否かを検討するために、ELISA 法による阻止試験を行った。その

結果、ビオチン標識 MoAb 04231 と K562 細胞フェリチンの反応は、非標識 MoAb 04231 を

加えたとき、その添加量に従って抑制されたのに対し、APT、APTh、APS のいずれによっ

てもまったく阻止されなかった（Fig.4）。従って、MoAb 04231 が認識するエピトープは

リン酸化部位ではないと考えられた。 

 

Ⅳ 考察 

腫瘍細胞や組織に由来するフェリチンが正常のそれと、もし異なるなら、フェリチンが

本来の腫瘍マーカーとしての意味を持つことになる。今回まず、HeLa 細胞フェリチンに対

するモノクローナル抗体を作成し、肝細胞癌組織、2）K562 細胞、HL-60 細胞、U937 細胞、

AML 患者の骨髄および末梢血細胞 3）を特異的に染色する抗体を得た。 

つぎに、K562 細胞フェリチンの H サブユニットの cDNA の塩基配列を決定し、正常フェ

リチンのそれとの比較した結果、翻訳領域においてはまったく同一であった。HeLa、HL-60

細胞フェリチンについても同様の結果がすでに報告 4）5）されている。しかし、L サブユニッ

トについては、1 つのクローンで正常フェリチンとアミノ酸が 1 コ異なるものが確認され

た。場所は異なるが、U937 細胞フェリチンの L-cDNA についても、正常肝フェリチンのそ

れと異なることが報告されている。6） 

MoAb 04231 は HeLa および K562 細胞フェリチンの H サブユニットのみを認識する。腫瘍

細胞フェリチンと正常フェリチンでは少なくとも、H サブユニットの一次構造が同じで

あったことから、両フェリチンでは、翻訳後の修飾が異なるのではないかと考えた。そこ

でまず、リン酸化について検討したところ、K562 細胞と正常肝フェリチンで明らかな差が

認められ、前者が後者より特にそのチロシンが、多くリン酸化されていることが観察され

た。7）しかし、MoAb 04231 の認識部位はリン酸化アミノ酸ではないことが確認された。 

正常細胞フェリチンと腫瘍細胞フェリチンでは、フェロキシダーゼ活性等の性状 8）が異

なることが指摘されている。今回さらに MoAb 04231 との反応性にも相違が認められた。し

かし、両フェリチンのアミノ酸配列は同じであった。腫瘍フェリチンは正常フェリチンよ

りも多くリン酸化されていたが、MoAb の認識部位ではなかった。腫瘍細胞ではタンパク質
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の糖鎖が正常と異なる例が多く報告されている。現在、MoAb 04231 の認識するエピトープ

に関連して、HeLa 細胞、K562 細胞フェリチンの糖鎖について検討している。正常フェリチ

ンと腫瘍フェリチンの差はリン酸化や糖鎖など、翻訳後の修飾に由来するものであること

が推測された。 
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