
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

152　 タ ン パ ク 質工 学

739　　 　　 求 ル フ ig　 ej ン ・髭刺 激 に よる 子 宮癌 綱廡 死 の 抗体 1こ よ る促 進

　　　　　 　○仲里恭 子 、 湯浅透 、 惠口 豊t 、高木 昌宏、福井希一、今中忠行
t’ 9

　　　1阪大 院
・
工

・
応 生 、

費

阪大院 ・
医

・バ イ オ メ デ ィ カ ル 、e　fl
京 大 院

・
エ

・
合成 生化）

区躍駒 還　 光線力学的治療法（PDT ）は 、腫瘍性親和性 を有す る光感受性 物質 ｛ポル フ ィ リ ン）の 光

励起に よ り活性酸素種｛RQS ）を生 じ、物理化学的 ス ト レ ス とな リ ガ ン 細胞 を死 滅さ せ る治療法 で

ある 。 我々 は、L 鎖単独で ポ ル フ ィ リ ン と結合 し、光増感作用 を有 して い る抗ポル フ ィ リン 抗 体

を取得 して い る 。 そ こ で 本研 究 で は 、 PDT に 劃 ナる死 滅機構 を解析 し 、 さ らに 抗体 を利用す る こ

とによ る効率的な PDT の 開発 を目的と した，、

薩方法 と結 果 蘯　 ヘ マ トポル フ ィ リ ン と赤 色光 （600nm ，1 × 103 贓 解 m2 ）で ヒ ト子宮頸部ガ ン

細胞 （HeLa ）を処 理 した結果 、形 態学 的 に典 型 的 な ア ポ ト…シ ス が蛍 光染色 法で 認め られ 、

Caspase −
　S 活性化 、　Bcl−2 に よる細 胞死抑制 、 ス トレス タ ン バ ク質で あ る 」猟 と p38 の 活性化

が 観 察 さ れ た
。 ま た、ρrotein 　kinase　C を活性化 す る TPA （t2 一σ 4 馘 radecanoyl −phor　bo【一

協 一ao 副 瓠 匂を添加 する と、　 PDT によ る細 胞死 は抑制 され た こ とか ら 、 セ ラ ミ ドに よる ア ポ トー

シ ス 誘導プ ロ セ ス との 其遼 点 があ っ た 。 ボ ル フ ィ リ ン と L 鎖複合体によ る死滅促進効果 を調 べ た

結果、ヘ マ トポ ル フ ィ リ ン（60 μ g ！m りに対 して 、抗体 無添加 の 状態で 30 分間光 を照 射す る と

生存率は 7C ％ で あ っ た の に比 べ 、　 L 鎖（50 μ g ！m りを添加 の 場合 20 ％ と生存率が低下 した事か

ら、抗体に よる光線力学的ガ ン 細胞死 の 促進効果 が認 め られ た Lt
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〔日的】　 最近 、我々 の グル …プ及びN ］H の グル ープ に よる イム ノ トキ シ ン の 構築で 膵
臓 由来型 ヒ トRNEmseが従来 の 外来性毒素 タ ンパ ク質 の 代わ りに毒 素 ド メイ ン と して 利

用 で き る可 能性が示 さ れ 、 ヒ トRNas 　e の 生理 的意義 の 解 明 と医療 へ の 応用 へ の 関心 が

急速に 高 ま っ て い る 。 本研 究で は 、ヒ ト膵臓由来型 RNase の なか で ほ と ん ど手 の っ い

て い な い ヒ ト好酸球由 来R　Nage （hし齟 an 　ECP
，
1〕ECP ）およ びそ の 変 異体（−4）hECP （ECP

の N 末端を4残基延 長 した もの ）に つ い て 、癌細胞株に対 する 毒性 とそ の 機構 の 解 明を 日

的 とす る。

ζ方法及び 結尉 　　1・ECP と （−4）hECP の 癌細胞株 に 及ぼす影 響 は、　 MTT ア ッ セ イ お

よび コ ロ ニ
ー

フ ）a…
．
・
・
メ ーシ ョ ン法 を用 い て 調 べ た ．検 討 した細 胞株 はマ ウス メ ラ ノーマ

細胞株 B16 ／BL6 、 ヒ ト乳癌細胞株 T −47D 、 ヒ ト肝癌細胞株 HepG2 、ヒ ト乳癌細胞株
MDA −MB −453 。 ヒ ト扁 平上皮 癌 細胞株 A431 で あ る。 これ らの うち A431 細 胞 に対 し

て 、hECP お よ び （
−4）hEC 　P は 同程度 の 細胞増 殖阻害活性 を 示 した く10 μ M で 約40 ％

の 細胞増殖 阻害 を誘起 ） 。 しか しECP を除 い た培 地 に戻 す と増殖 が 始 ま っ たの で こ の

活性は 細胞 障害で はな く増殖停 止の 効果で あ る 可能性が 示 唆 された 。他 の RNase に は こ

の よ うな細胞増殖 阻害活 性は 全 くみ られ な か っ た 。

〔将来の 展贓 　　hECP に タ ン パ ク質 Tl学 の f” 法 で 様 々 な特 定機能 を付与す る こ と で 。

抗原性も 問題に な らな い 強力な制ガ ン作用 お よび 抗ウイ ル ス作用 を持 つ 有用 な分 r一を構

築で き る 可能性が あ る 、
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