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D“11　 E蘭   （450−1（D ・ H 。 man 　 Epid，rmal
AutOantigen）の組織局在

藤原作平、大谷裕一郎 、 竹尾直子 （大分医大、 皮膚科）、 松尾哲孝、
吉岡秀克 （同生化学）、国松巳歳 （名古屋市立大学生化学）

目的

自己免疫陛水疱症患者の 血清が認識した 450・kDa ヒ ト表皮自己

抗原の dDNA の全塩基配列を決定 した結果 5
，
065個のア ミノ酸か

らな り、 推定分子量は 552kDa であっ た 。 以前の報告通りこの蛋

白質は、プラ キ ン ・
フ ァ ミリーに属したが 、 分子の ほli魍 湘こわ

た りデス モ プ ラキン の カルボキシ末端の B ドメ イ ン類似構造が

13個分布し， 棒状 ドメイン 、 アミノ末端 ドメイ ンが認められず 、

構造上他の プ ラキン 分子 と大 きく異なっ てい るため 、 Epip］akin
と命名を変更した。 プ ラ キ ンの新しい カテ ゴ リーに属するこの 分

子の機能を解明する目的で 、 こ の分子に特異的なア ミノ酸配列を

用い た ノーザン ・
ドッ トプロ ッ トと同配列に対する単ク ローン抗

体、 多クローン抗体を作成し、 組織局在を検討した 。

方法

ヒ ト各臓器由来 po】y（A）＋RNA と、カルボキシ末端に存在する

Epiplakin特異配列をプ ロ
ー

ブにして ノーザン ・
ドヅ トプロ ッ ト

を行なっ た 。 また同じ配列を挿入 した GST 融合蛋白質をラ ッ ト

に免疫し、 単クロ
ー

ン抗体、多クロ
ーン抗体を作成した 。 さらに

患者血清が認識した抗原エ ピ トープに対 する多ク ローン抗体も作
成 し、 こ れらの抗体を用 い て免疫組織染色を行な っ た 。

結果
エ ビプ ラキ ンは、 ドッ トプロ ヅ トで は、胎盤 、 肝臓 胃、小腸 、

大腸、虫…蝨 唾液腺、 脳に発現が認められた。エ ピ プ ラ キ ン特異
配列に対する単クロ

ー
ン、 も しくは 2種 の多クローン抗体を眉 い

た免疫組織染色で は、皮膚で は基底細胞層がやや弱い が 、 ほぼ全

層が陽駐で あり、 汗腺分泌部と毛包 も陽1生であっ た。 食道粘膜 ヒ

皮も全層が陽性で、唾液腺、 胃、 小腸、大腸粘膜も陽性に染色さ

れた。

考察

エ ピプ ラ キ ン は 、 その特異構造か ら、中間径 フ ィ ラメ ン トを束ね
る役割を果たすの で はない かと推定されて い るが、重層扁平上皮

の みで はな く、 単層上皮に も発現がみ られた こ とか ら、 複数種の

中間径フ ィ ラ メ ン トとの相互作用が示唆された 。

糒
エ ピ プ ラ キンは、 皮膚、食道等の重層扁平上皮の他 胃、小腸、

大腸、唾液腺等の単層上皮に発現してい ることが明らかにな っ た。

D −12 肝細胞の種類による end α 3ta血 分泌の相違
友野靖子 D ・渡辺綱1 一力 ・内藤一郎 鄒 佐渡義

一4 ・坪井壮 Si　・

宮崎正tg　6）　・難波［E義 6）・二 宮善文 91（重井医学研 1）分子細胞
生物 ・　3）　ma微病理 ・4）免疫 ・5）

附属病院、 岡山大医 x 分子医化
学 ・6）細胞生物）（目的）endostatjn は XV ［II型コ ラーゲ ン （以
後 XV 皿 型）の NC1 領域に有り、 抗血管新生作用によ り腫瘍
成長阻害活性を示す。 組換え endostatin

、 XV 皿 型 NCI およ

び ヘ リッ クス領域に それぞれ特異的なモ ノ ク ロ ーナル抗体

　（CM187 、　CH18B および CH18D）を用い て 、 ヒ ト肝癌細胞
株 （JHH −1）および高分化型 ヒ ト不死化肝細胞隊 （OUMS ・29）
の 分泌するコ ラーゲ ン画分を分析し、 endostatin 分泌形態が

異なる ことおよび XV丗 型が IV 型と結合して い る可能陛を見
出した 。 （方法） JHH −1および OUMS −29 を無血清培地で 2
日聞培養した。 培養上溝および 1（P／。TCA で 回収したcell　layer
を SDS で可溶1匕後 SDS−PAGE し 、

　CH18B および CH18D を
用 いて ウェ ス タ ン ブ ロ ッ ト分析した 。 また 、 精製 CM187 を用

い て免疫沈降を行 っ た 。 （結果）JHH −1は培養 ヒ清中に、200kD
以上 の高分子量 XVI且 型を、

　OUMS −29 は NCI と end 〔mstatin

を主に分泌してい た 。

一
方両細胞の cell　layerには 、

　CH18B 、
CH18D の両方で陽性の 150kD のバ ン ドが認められ 、 分子量か

ら、 肝待異的な long  n　XV 皿 型で あると考えられた 。 また

免疫沈降の結果、 CM187 には JHIH一正培養上清中の高分子量
XV 皿 型が 、　OUMS −29培養上清中の NC1 と endostatin が結
合して いた。 さらに、 JHH −1の免疫沈降画分には IV 型特異抗

体で陽性のバ ン ドが認められた 。 （考察 ・結論）OUMS −29 は

正常な肝機能を維持 した不死化肝細胞株で あ り、 endostatin

の分泌形態が肝癌細胞株 JHH −1 と異なるこ とは、正常肝細胞
がもつ 性質を反映 したもので ある可能陛が高い 。 すなわち、肝

癌細胞株で は鑞 事誠 分として XV 皿 型に結合した形で存在し、
一方、 正常肝細胞で は en （fOstatinの形で糸田胞外に存在して い る

と考えられた。 さらに、肝癌細胞株から分泌された XVIII型と
IV 型は何 らか の 結合を して い る可能性が示唆された。
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