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略語一覧 

 

a.a.：amino acid 

ADC：antibody-drug conjugate 

ADCC：antibody-dependent cellular cytotoxicity 

ADCP：antibody-dependent cellular phagocytosis 

APC：allophycocyanin 

CDC6：cell division cycle 6 

CDK：cyclin-dependent kinase 

CDT1：cdc10 dependent transcript 1 

CHO：Chinese hamster ovary 

DS-5573a：脱フコース化 Hu-M30 

EGFR：epidermal growth factor receptor 

FACS Buffer：5% FBS 入り phosphate buffered saline  

FBS：fetal bovine serum 

FITC：fluorescein isothiocyanate 

GM-CSF：granulocyte macrophage colony-stimulation factor 

HER2：human epidermal growth factor receptor type2  

Hu-M30：ヒト化抗ヒト B7-H3 抗体 

LSS：low speed supernatant 

M-CFS：macrophage colony-stimulation factor 

MCM：mini-chromosome maintenance 

NK：natural killer 

ORC：origin recognition complex 
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PBMC：peripheral blood mononuclear cell（ヒト末梢血単核細胞） 

PBS：phosphate buffered saline 

PCNA：proliferating cell nuclear antigen 

RFC：replication factor C 

Polα：polymerase α 

Polδ：polymerase δ 

Polε：polymerase ε 

RPA：replication protein A 

Pre-RC：pre-replicative complex 

SD：standard deviation（標準偏差） 

SE：standard error of the mean（標準誤差） 

VEGF：vascular endothelial cell growth factor 
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DNA 複製・細胞周期制御の破綻と癌の関連性 

 高齢化や環境要因などにより癌関連死は年々増え続け、世界全体での癌発症人数は

2012 年時点で 1410 万人、癌関連死は 820 万人にまで膨れ上がり（Stewart and Wild, 

2014）、いまや世界全体で死因のトップとなっている。癌を発症する原因は多岐に渡る

が、これまでの臨床および非臨床研究により、ヒト臨床腫瘍およびヒト癌細胞株では、

本来は高度に保たれている DNA 複製や細胞周期の制御が破綻しており、その結果、細

胞増殖が亢進することが示唆されている（reviewed in Fragkos et al., 2015; reviewed 

in Wasylishen and Lozano, 2016）。 

 通常、真核生物における DNA 複製は、一回の細胞周期の中でたった一度だけ複製が

行われるよう高度な制御を受けていることが、出芽酵母、分裂酵母およびアフリカツメ

ガエル卵抽出液 in vitro 系などを用いた解析により明らかになっている（reviewed in 

Fragkos et al., 2015）。以下に、現在考えられている DNA 複製メカニズムを簡単に述

べる。DNA 複製が開始するためには、まず６つのサブユニットから構成される複製開

始点認識複合体 ORC（origin recognition complex）が DNA に結合することが必須で

ある。次に、DNA 複製が正確に 1 回だけ行われることを保証するライセンス化制御因

子 CDC6（cell division cycle 6）、CDT1（cdc10 dependent transcript 1）、さらに DNA

複製の際に DNA 二重鎖をほどくヘリカーゼ活性を有すると考えられている MCM

（mini-chromosome maintenance）2-7 が ORC 周辺へリクルートされて DNA 複製前

複合体 pre-RC（pre-replicative complex）が形成される（G1 期、Figure 1-1）。その後、

pre-RC は細胞周期の制御に関与する CDK（cyclin-dependent kinase）など様々な因子

の作用により活性化され、細胞周期は G1 期から S 期へと移行する。S 期移行後、MCM 

2-7 複合体の作用により DNA 二重鎖が開くと、その周辺には一本鎖 DNA 結合タンパ

クである RPA（replication protein A）、DNA ポリメラーゼ α/プライマーゼ複合体 Pol 

（polymerase）α、さらに DNA ポリメラーゼ Polδ、Polε がリクルートされる。このう



8 

 

ち Polα/primase がプライマーを合成し、Polδ と Polε がそのプライマーから DNA 鎖を

伸長すると考えられている。また、DNA ポリメラーゼの補助因子である RFC

（replication factor C）、PCNA（proliferating cell nuclear antigen）などがリクルー

トされ、DNA 合成/伸長が開始する（Figure 1-1, Figure 1-2）。 

 この際、S 期における DNA 再複製を阻害するため、geminin というタンパクが出現

し、CDT1 と強固に結合することで機能的な MCM loading を阻害し、pre-RC 再形成

が抑制される。また ORC、CDT1、CDC6、MCM2-7 複合体は S 期にリン酸化を受け

不活性化状態となり、最終的に MCM2-7 複合体以外の因子はユビキチン化により分解・

消失する（reviewed in Fragkos et al., 2015）。さらに、DNA に異常が感知された場合、

G1 期から S 期への移行を停止させる G1 チェックポイント（ATM-Chk2-p53 経路）も

しくは G2 期から M 期への移行を停止させる G2 チェックポイント（ATR/M-Chk1/2- 

Cdc25A 経路）が作用して細胞周期を一旦停止させ、DNA 修復が行われる（Figure 1-

3）。仮にそのダメージが広範囲に及び、DNA 修復が不能と判断された場合は、その細

胞ではアポトーシスが誘導される（reviewed in Wasylishen and Lozano, 2016）。 

 このように、正常細胞では様々なプロセスで DNA 複製機構および細胞周期が高度に

制御されている。一方、臨床腫瘍および癌細胞株では、pre-RC 形成分子である ORC、

CDC6、CDT1、MCM2-7 複合体が正常細胞と比較して高発現しており、それらが DNA

再複製・ゲノム不安定化を誘発する要因の一つとなることが示唆されている（Vaziri et 

al., 2003; Tatsumi et al., 2006; reviewed in Borlado and Méndez, 2008; Kwok et al., 

2014）。すなわち、DNA 複製機構が高度に制御されるためには、これらの DNA 複製関

連タンパクの発現量や発現バランスが正しく保たれていることが重要と考えられる。 

 しかしその一方で、正常細胞においても MCM2-7 複合体と ORC が DNA 上で共局

在せず、しかも ORC の 10～20 倍程度の MCM2-7 複合体が DNA 上に散在して存在す

るように見える「MCM paradox」と称される一見矛盾する現象も認められており
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（Mahbubani et al., 1997; Walter and Newport, 1997; Edwards et al., 2002）、DNA

複製初期プロセスについては未だ説明しきれない部分も残されており、DNA 複製制御

の理解にはこれら未解明の点の詳細な解析が必要と考えられる。 

 

DNA 複製・細胞周期移行を阻害する抗がん剤の登場とその課題点 

 DNA 複製機構や細胞周期が破綻している癌細胞に対して、これらを人工的に制御し

て癌の増殖を抑制するのが一つの良い戦略と考えられ、その制圧方法についてこれまで

多くの研究が行われてきた。その中で、幅広い癌種で増殖抑制効果を期待出来ると考え

られているのが「化学療法剤」と称される抗がん剤である。 

 これまでの研究により、二重鎖 DNA を架橋して DNA 合成を阻害するアルキル化剤

cyclophosphamide（Arnold et al., 1958）、M 期における微小管重合を阻害する

vinblastine（Hertz et al., 1960）や微小管脱重合阻害剤 paclitaxel（Wani et al., 1971）、

S 期における複製フォーク伸長で生じた DNA のひずみを解消する topoisomeraseＩの

機能を阻害する irinotecan（CPT-11）（Kunimoto et al., 1987）といった「化学療法剤」

が数多く研究・開発された。現在広く普及している主な化学療法剤を Table 1-1 に示す。

癌細胞は細胞分裂が活発であるため、これらの薬剤に対して高い感受性を示しやすく、

また様々な癌種の治療に用いることが出来るという特徴がある。しかし、正常細胞でも

造血幹細胞、口腔粘膜、消化管粘膜、毛根細胞などは増殖性が高いため、化学療法剤の

影響を受けやすく、赤血球・白血球数低下による貧血・感染症、口内炎、下痢や嘔吐、

脱毛などの強い副作用を伴うことが多い。化学療法剤による癌治療は、治療効果は得ら

れるものの、強い副作用のため日常生活の質が劇的に低下することが多く、途中で減薬

あるいは服用を中断するケースも少なくない。 

 この課題を解決するため、最近では DNA 複製機構や細胞周期の制御が破綻した癌細

胞で高発現あるいは制御不能となった原因タンパクの機能を選択的に阻害することで、
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癌細胞へより特異的に働く「分子標的薬」の研究が盛んになってきている。1980 年代

後半頃から EGFR（epidermal growth factor receptor、Gusterson et al., 1985）、HER2

（human epidermal growth factor receptor type2、Tal et al., 1988）などの癌細胞増

殖に関する重要な分子が次々と同定され、1990 年代後半からこれらの機能を抑制する

分子標的薬（EGFR 阻害剤 gefitinib [Sirotnak et al., 2000]、EGFR/HER2 阻害剤 

lapatinib [Xia et al., 2002] など）の研究開発が精力的に進められた。また最近では、

G1 期から S 期への移行を選択的に阻害する CDK4/6 阻害剤 palbociclib（Fry et al., 

2004）が承認された。これらはいずれも、分子標的薬の中でも分子量が小さい「低分子

化合物」のカテゴリーに位置づけられる（Figure 1-4）。低分子化合物は分子量が小さ

く、経口投与で体内に吸収されること、癌細胞増殖に関与する細胞表面タンパク質の細

胞内ドメインや細胞内タンパク質を標的にできることが大きな特徴である（Table 1-2）。

しかし、一旦奏効しても、すぐに耐性が出現して無効化することが多く、化学療法剤お

よび低分子化合物だけでは癌の根治は目指せないのが現状であり、新たな薬剤開発が求

められている。 

 

新たな分子標的薬：抗体医薬の登場とその課題点 

 「分子標的薬」には「低分子化合物」以外に「抗体医薬」というカテゴリーが存在す

る（Figure 1-4）。抗体医薬は、疾患関連分子に対して特異的に結合する抗体を遺伝子組

み換え技術などを応用して作製したヒト免疫グロブリン型の医薬品である。前述した

EGFR を標的とした cetuximab（Prewett et al., 1996）、HER2 を標的とした

trastuzumab（Baselga et al., 1998）、さらに腫瘍環境における血管新生に重要な役割

を果たす VEGF（vascular endothelial cell growth factor）を標的とした bevacizumab 

（Presta et al., 1997）などが、その代表例として挙げられる。ヒト免疫グロブリンに

は、IgG、IgE、IgD、IgA、IgM という５つのクラスが存在するが（Figure 1-5）、これ
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までに承認されている抗体医薬品の大半は、ヒト体内に存在する免疫グロブリンのうち

約 75%程度を占める IgG 由来の配列を持つものである。ヒト IgG はヒト免疫グロブリ

ンの中では最小であるが、それでも分子量が約 15 万と医薬品としては非常に大きい。

抗体医薬はその分子量の大きさから、標的は細胞表面タンパク質の細胞外ドメインや分

泌タンパク質に限定される（Table 1-2）ものの、近年、非常に注目されている薬剤であ

り、全世界における 2015 年医薬品年間売り上げランキングトップ 10 の半数を占めて

いる（Table 1-3）。しかし、抗体医薬品は生産コストが高く、従来の抗体医薬（第一世

代タイプ：cetuximab、trastuzumab など）は抗原が高度に過剰発現している腫瘍に限

って薬効が認められる傾向がある（Slamon et al., 2001; Coiffier et al., 2002）。これら

の課題点を解決するため、より低用量で、より強い薬効が期待できる次世代型抗体が

次々に開発されてきているが、それらは既に標的妥当性が確認された HER2 など限ら

れた標的に対して集中しており、その恩恵を受ける患者は限定されている。そのため、

十分な治療法がない難治性癌に対しても有効な、新たな抗原を標的とした抗体医薬品の

開発が強く望まれている。 

 

本研究の目的とアプローチ 

 先述のとおり、ヒト臨床腫瘍およびヒト癌細胞株では、本来は高度に保たれている

DNA 複製機構や細胞周期の制御が破綻していることが示唆されている（reviewed in 

Fragkos et al., 2015; reviewed in Wasylishen and Lozano, 2016）。「癌を制御する」と

いう目的を達成するためには、まずこれらの機構が破綻する原因を突き止めることが必

要であり、そのためには正常細胞における DNA 複製初期プロセスや制御機構を理解す

ることが重要である。これまでの研究により、DNA 複製に関与する様々な因子のクロ

マチン結合における相互作用性や、因子間の相互作用などは少しずつ明らかになってき

ているが、複製開始の初期プロセスにおける各因子の機能の実体は未だ明らかになって
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いない。そこで私は、各 pre-RC 形成タンパクの量的な関係や「MCM paradox」が起

こるメカニズムを解き明かし、将来的にはがん細胞における治療対象としての応用も目

標として、アフリカツメガエル卵抽出液を用いた新規 in vitro DNA 複製系を構築し、

基礎科学的な解析を進めることにした。 

 その後、私は「癌を制御する」という目的を達成するため、「新規抗がん剤によって

癌細胞の増殖を抑制する」というより直接的な研究アプローチをとることにした。その

研究題材として、私は抗原発現と予後不良の関連性が報告されている B7-H3 タンパク

に着目し、既存の治療薬に抵抗性を示す癌患者に対しても有効性が期待出来る、ヒト

B7-H3 を標的とする次世代型抗体医薬 DS-5573a の創出、およびその増殖抑制作用メ

カニズムの解析を試みた。 
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Table 1-1 癌治療で広く用いられる化学療法剤の一覧 

種類 作用機序 主な薬剤 

アルキル化剤 

DNA に直接結合 

DNA 構造を異常化させ、 

DNA 合成を阻害 

Cyclophosphamide 

代謝拮抗剤 

DNA 合成材料と類似構造 

DNA 合成時に取り込まれ、 

DNA 伸長を阻害 

Gemcitabine 

Fluorouracil（5-FU） 

抗がん性抗生物質 

抗がん作用のある抗生物質 

薬剤によって作用機序は異なるが、 

一般的に DNA に対して悪影響を 

及ぼし、DNA 合成を阻害 

Actinomycin D 

Amrubicin 

Doxorubicin 

微小管脱重合阻害剤 
微小管を安定化させ、腫瘍細胞の 

細胞分裂を M 期で阻害 

Paclitaxel 

Docetaxel 

微小管重合阻害剤 
微小管重合を阻害し、腫瘍細胞の 

細胞分裂を M 期で阻害 

Vinblastine 

Eribulin 

Topoisomerase 

阻害剤 

Topoisomerase I もしくは II の 

機能を阻害し、DNA 複製を阻害 

Irinotecan（CPT-11） 

（TopoⅠ阻害剤） 

Etoposide 

（TopoⅡ阻害剤） 

プラチナ製剤 
DNA のプリン塩基（A もしくは G）

に結合し、DNA 合成を阻害 

Cisplatin 

Carboplatin 
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Table 1-2 低分子化合物と抗体医薬の特徴 

  低分子化合物 抗体医薬（第一世代） 

分子量 小さい（500 以下） 大きい（15 万程度） 

主な投与ルート 経口 静脈、皮下 

標的分子 

・細胞表面タンパク質 

（細胞内ドメイン）や 

細胞内タンパク質も幅広く狙える 

・細胞表面タンパク質 

（細胞外ドメイン）や 

分泌タンパク質に限定 

課題点 ・早期耐性が出やすい 

・生産コストが高い 

・標的が高発現した腫瘍のみ 

  奏効する傾向あり 

代表例 

・Gefitinib 

（EGFR キナーゼ阻害剤） 

・Lapatinib 

（EGFR/HER2 キナーゼ阻害剤） 

・Palbociclib 

（CDK4/6 阻害剤） 

・Cetuximab 

（抗 EGFR 抗体） 

・Trastuzumab 

（抗 HER2 抗体） 

・Bevacizumab 

（抗 VEGF 抗体） 
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Table 1-3 全世界における 2015 年医薬品年間売り上げランキング   

（LePro PharmaCompass OPC Private Limited HP 参照・一部改変） 

http://www.pharmacompass.com/radio-compass-blog/top-drugs-by-sales-revenue-in-

2015-who-sold-the-biggest-blockbuster-drugs（2017 年 12 月 25 日アクセス） 

黄色でハイライトされた製品が抗体医薬品である。 

順位 
製品名 

（一般名） 
薬効分類 会社(国名） 

2015 年売上高 

(単位:百万米ドル) 

1 
ヒュミラ 

Adalimumab 
抗リウマチ薬 AbbVie（アメリカ） 14,012 

2 

ハーボニー 

Ledipasvir and  

Sofosbuvir  

Ｃ型肝炎治療薬 Gilead Sciences（アメリカ） 13,864 

3 
エンブレル 

Etanercept 
抗リウマチ薬 Amgen/Pfizer（アメリカ） 8,697 

4 
レミケード 

Infliximab 

抗リウマチ 

／クローン薬 

Johnson & Johnson  

/ Merck（アメリカ） 
8,355 

5 
リツキサン 

Rituximab 
抗悪性腫瘍剤 Roche（スイス） 7,115 

6 
ランタス 

Insulin Glargine 
インスリン製剤 Sanofi（フランス） 7,029 

7 
アバスチン 

Bevacizumab 
抗悪性腫瘍剤 Roche（スイス） 6,751 

8 
ハーセプチン 

Trastuzumab 
抗悪性腫瘍剤 Roche（スイス） 6,603 

9 
レブラミド 

Lenalidomide 
抗悪性腫瘍剤 Celgene（アメリカ） 5,801 

10 
ソバルディ 

Sofosbuvir 
Ｃ型肝炎治療薬 Gilead Sciences（アメリカ） 5,276 

 

 

  

http://www.pharmacompass.com/radio-compass-blog/top-drugs-by-sales-revenue-in-2015-who-sold-the-biggest-blockbuster-drugs
http://www.pharmacompass.com/radio-compass-blog/top-drugs-by-sales-revenue-in-2015-who-sold-the-biggest-blockbuster-drugs
http://www.pharmacompass.com/pharma/party/Gilead_Sciences
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Figure 1-1 DNA 複製開始モデル 

 DNA複製が開始するためには、まずORC1-6がDNAに結合することが必須である。

その後、CDC6、CDT1 依存的に MCM2-7 複合体が loading され、pre-RC が形成され

る。この MCM loading のステップは geminin によって阻害されることが知られてい

る。形成された pre-RC は CUT5、GINS、MCM10、CDC45、cyclin E-CDK2 kinase、

Dbf4-Cdc7 kinase などの作用により活性化され、DNA 二重鎖が開くと考えられてい

る。 
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Figure 1-2 真核生物複製フォークのモデル 

 Pre-RC 活性化後に DNA 二重鎖が開くと、一本鎖 DNA 結合タンパク質である RPA

や DNA ポリメラーゼを中心とした複製フォークで機能する因子が結合する。真核生物

の DNA 複製に関わる主要な DNA ポリメラーゼとして Polα、Polδ、Polε の３種類が存

在する。Polδ、Polε が DNA 鎖伸長を行う際、DNA ポリメラーゼの補助因子として RFC

と PCNA が機能する。 
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Figure 1-3 主な細胞周期チェックポイント 

     （Hein AL et al., 2014 より抜粋・一部改変） 

 DNA 障害チェックポイントは主に、G1 から S 期への移行を停止させる G1 チェッ

クポイント（ATM-Chk2-p53 経路）、G2 期から M 期への移行を停止させる G2 チェッ

クポイント（ATR/M-Chk1/2-Cdc25A 経路）の二つによって制御されている。これらの

チェックポイントに異常が生じると、正常なチェック機能が働かなくなり、その結果、

遺伝子の変異が蓄積され、最終的には細胞が癌化・悪性化する要因となる。実際、多く

のがんにおいて G1 チェックポイントが障害されており、厳密に制御されるはずの細胞

周期システムが破綻していることが知られている。 
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Figure 1-4 抗がん剤の分類 

 抗がん剤は、化学療法剤と分子標的薬の二つに分類される。分子標的薬は、その性状

によって、さらに低分子化合物と抗体医薬に分類される。 
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Figure 1-5 ヒト体内に存在する５種類の免疫グロブリン 

 ヒト体内には、５種類の免疫グロブリンが存在する。免疫グロブリンの重鎖を青、軽

鎖を茶色で示した。どの重鎖定常部を持っているかによって、IgG、IgE、IgD、IgA、

IgM の 5 種類のクラスに分類される。ヒト体内に最も多く存在するのは IgG であり、

血中や組織中に広く分布し、生体防御を担う。抗体医薬品として上市されているものは、

IgG タイプが大半を占める。 
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第２章 

 

真核生物における DNA 複製初期プロセス解明のための 

新規 in vitro DNA 複製系の検討 
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第１節 序論 

 

真核生物 DNA 複製のメカニズム 

 DNA 複製が開始するためには、６つのサブユニットから構成される ORC が DNA に

結合することが重要であると考えられている（Bell and Stillman, 1992; Carpenter et 

al., 1996; Rowles et al., 1996）が、ORC が結合する DNA 領域の構造は種によって異

なることが知られている。出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae では、複製の開始に必

要な DNA 配列として約 200 bp の ARS（autonomously replication sequence）が同定

され、複製開始点として機能することが明らかになっている（reviewed in Bell, 1995）。

一方、アフリカツメガエルやショウジョウバエの初期胚では、DNA 配列に関係なく

ORC が DNA へ結合し、ランダムな領域から複製が開始することが知られている

（Mahbubani et al., 1992）。また、ヒトやアフリカツメガエルの ORC が DNA に結合

する上で AT-rich 配列が重要な役割を持っていると考えられているが（Kong et al., 

2003）、出芽酵母の ARS のような特定の配列は見出されていない。このように、高等

真核生物の ORC の DNA 結合については不明な点が多いが、基本的な DNA 複製メカ

ニズムや ORC をはじめとする複製因子およびその機能は、種を越えて高度に保存され

ていると考えられている（reviewed in Fragkos et al., 2015）。 

ORC が DNA に結合した後、CDC6（Coleman et al., 1996）および CDT1（Nishitani 

et al., 2000; Maiorano et al., 2000）依存的に MCM2-7 複合体がクロマチンに loading

されて、pre-RC が形成される（Figure 1-1, reviewed in Fragkos et al., 2015）。この

ORC の DNA 結合から MCM2-7 複合体の loading の過程には、複数の因子による ATP

結合および ATP 加水分解が関与する（Bell and Dutta, 2002; reviewed in Fragkos et 

al., 2015）。ヒトやアフリカツメガエルなどでは、MCM loading のステップは geminin

によって特異的に阻害される。Geminin は細胞周期の S 期、G2 期、M 期を通じて pre-
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RC 形成を阻害するタンパク質として同定され、細胞周期における pre-RC 形成の調節

因子として機能する（McGarry and Kirschner, 1998; Blow and Dutta, 2005）。 

 G1 期に形成された pre-RC はその後、MCM10（Homesely et al., 2000; Wohlschlegel 

et al., 2002）、CDC45（Aparicio et al., 1997; Mimura and Takisawa, 1998）、Cut5 

（Hashimoto and Takisawa, 2003）、GINS（Takayama et al., 2003; Kubota et al., 

2003）等の因子や、CDK と Ddf4-Cdc7 kinase の作用により活性化され、DNA 二重鎖

が開くと考えられている（Figure 1-1, Jares and Blow, 2000; Walter, 2000; Walter and 

Newport, 2000; Bell and Dutta, 2002; reviewed in Fragkos et al., 2015）。 

 DNA 二重鎖が開くと、一本鎖 DNA 結合タンパク質である RPA や DNA ポリメラー

ゼを中心とした複製フォークで機能する因子が結合する（Figure 1-2, reviewed in 

Fragkos et al., 2015）。真核生物の DNA 複製に関わる主要な DNA ポリメラーゼとし

て、Polα/primase、Polδ および Polε の 3 種類が存在する。このうち、Polα/primase が

プライマーを合成し、Polδ と Polε がそのプライマーから DNA 鎖を伸長すると考えら

れている。一方、DNA 伸長が進行していく上で、複製フォークの前方にある DNA 二

重鎖を解かなければいけないが、その役割を担う主要な DNA ヘリカーゼとして

MCM2-7 複合体が機能すると考えられている（Ishimi, 1997; Laskey and Madine, 

2003）。また、Polα/primase によるプライマー合成に CDC45 も関与すると推測されて

いる（Mimura and Takisawa, 1998）。 

 Polδ や Polε が DNA 鎖伸長を行う際、DNA ポリメラーゼの補助因子として RFC と

PCNA が機能する。また、Polδ はラギング鎖合成において重要な役割を持つことが示

唆されているが（Waga and Stillman, 1994; Fukui et al., 2004）、リーディング鎖、ラ

ギング鎖の合成における Polδ および Polε の役割についての詳細は未だ不明である。こ

のように真核生物の DNA 複製の開始に関わる数多くの因子が同定されているが、各々

の因子の機能の実態に関しては未だ不明な点も多い。 
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アフリカツメガエル卵抽出液を用いた in vitro DNA 複製系 

 DNA 複製に関与する因子の詳細な解析には、生化学的手法が有効である。高等真核

生物の染色体 DNA 複製の生化学的解析でよく利用されている系の一つとして、アフリ

カツメガエル卵抽出液を用いた in vitro DNA複製系がある（Leno and Laskey, 1991）。

この系では、アフリカツメガエルの未受精卵に対し、受精刺激を模倣するため細胞内カ

ルシウム濃度を増加させる活性化処理を行った後、細胞周期 S 期の性質を持った卵抽

出液を調製し、そこに鋳型としてアフリカツメガエル精子クロマチンを導入すると

DNA が高効率で複製される。この in vitro DNA 複製系は、Blow と Laskey により確

立された（Blow and Laskey, 1986）。アフリカツメガエルの複製因子はヒトの複製因子

とも相同性が高く、ORC を含むいくつかのヒトの複製因子がこの系で機能することが

知られており（Vashee et al., 2003）、この in vitro 系で見られる複製メカニズムは、ヒ

トの複製メカニズムと共通していると推察されている。この in vitro DNA複製系では、

複製反応後から鋳型回収までに 5 分程度がかかるが、pre-RC は反応開始から数分程度

で形成されると考えられており、各 pre-RC 形成タンパクの挙動を初期段階から継時的

に解析するのが難しいという課題点がある。 

 そこで私はこの課題点を克服するため、環状 plasmid を magnetic beads に固定した

ものを鋳型として用い、反応後、迅速に磁石で鋳型を回収できるよう工夫をほどこすこ

とにした。本章では、環状 plasmid 固定化 beads をアフリカツメガエル卵抽出液とイ

ンキュベーションした際に検出される DNA 合成が、真正の DNA 複製を反映するもの

であることを複数の検証実験で確認した。 
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第２節 材料と方法 

 

Plasmid DNA の作製 

 本研究では、plasmid DNA（以下、plasmid と記載）として pG5λ6.6（11 kb）、pKS-

EX（5 kb）、pEXλ6.6（12 kb）、pBluescript SK（－）（3 kb）（Stratagene）を使用し

た。pG5λ6.6 は pGEM-7Zf（＋）（Promega）に Gal4 結合配列、アデノウイルスの major 

late プロモーター、λDNA/HindIII 断片 6.6 kb を挿入して構築した。pKS-EX は

pBluescript KS に Epstein-Barr ウイルス ori P 配列 2.2 kb を挿入して構築した（東京

医科歯科大 白形正樹先生より分与）。pEXλ6.6 は、pKS-EX に λDNA の HindIII 断片

（6.6 kb）を挿入して構築した。これらの plasmid は Genopure plasmid kit（Roche）

を用いて調製した。 

 

Plasmid の biotin 化と plasmid 固定化 beads の調製 

１）環状 plasmid の biotin 化 

  環状 plasmid は photoprobe（S-S）biotin（Vector Laboratories）を用いたフォト

カップリングにより biotin 化された。なお、この光反応性 biotin 架橋化合物にはリン

カーアーム内に還元剤によって切断可能なジスルフィド結合が含まれている。biotin 化

処理は取扱い説明書に従って実施した。簡単に述べると、100 μg の plasmid に 0.5 μg

の photoprobe（S-S）biotin を添加し、365 nm UV ランプ（8W）を 10 分間照射した。

その後、反応液と等量の 0.1 M Tris-HCl（pH9.5）を添加し、さらに 2-ブタノールを加

えて抽出処理を行った（この操作により、フリー体の biotin を除去）。Biotin 化した

plasmid はエタノール沈殿して精製し、plasmid 固定化 beads の調製に用いた。 
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２）直鎖状 plasmid の biotin 化 

  Biotin 化直鎖状 pG5λ6.6 は、次のように調製した。環状 plasmid を SacI で切断し、

100 μM biotin-16-dUTP（Roche）および 200 μM dATPαS（GE Healthcare Bio-Sciences）

存在下で T4 DNA ポリメラーゼによるヌクレオチド交換反応を行い、biotin-16-dUMP

を片方の plasmid 末端に、dAMPαS をもう片方の plasmid 末端に付加することで調製

した。Biotin 化直鎖状 pEXλ6.6 については、環状 plasmid を KpnI 切断し、biotin-16-

dUTP と dCTP 存在下での T4 DNA ポリメラーゼによる交換反応により調製した。両

biotin 化直鎖状 plasmid も、環状 plasmid と同様の操作で精製した後、以下に述べる

plasmid 固定化 beads の調製に用いた。 

 

３）plasmid 固定化 beads の調製法 

 Biotin 化 plasmid は、Dynabeads kilobase BINDER kit（Dynal Biotech）の取扱説

明書に従い、60 ng 以下の plasmid DNA と 10 μg streptavidin-Dynabeads M-280

（Dynal Biotech）を混ぜ、ローテーターを用いて室温で 3 時間程度反応させて結合さ

せた。 

 

ウエスタンブロット用抗体 

  抗アフリカツメガエル ORC1 および ORC2 抗体は、大腸菌で発現させたヒスチジン

タグ付き組換えタンパク質をウサギに免疫して取得した。ウサギ由来の抗アフリカツメ

ガエル MCM3、MCM6、CDC45 抗体は大阪大学 滝澤温彦先生より、ウサギ由来の抗

CDC6、RPA 抗体は Harvard Medical School Dr. Johannes Walter より、ウサギ由来

の抗RCC1抗体は九州大学 西谷秀男先生より分与、マウス由来の抗PCNA抗体（PC10）

はシグマ社より購入した。ウサギ由来の抗アフリカツメガエル Polα p180、Polα p70、
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Polδ p125、Polε p60 抗体の入手先は論文（Fukui et al., 2004）に記載したとおりであ

る。 

 

組換えタンパク質の調製（アフリカツメガエル geminin および p21 タンパク質） 

  ヒスチジンタグ付きアフリカツメガエル geminin（N 末端側領域の一部を切除）は大

腸菌で発現させ、Nickel-charged Chelating Sepharose column chromatography（GE 

Healthcare Bio-Sciences）で精製した。Glutathione S-transferase 融合 p21 タンパク

質（GST-p21）は大腸菌で発現させ、glutathione-Sepharose column chromatography

（GE Healthcare Bio-Sciences）で精製した。 

 

アフリカツメガエル卵抽出液（LSS：Low speed supernatant）の調製 

１）通常の LSS 調製方法 

  ヒト絨毛性ゴナトトロピン（日本全薬工業、コリホルモン）（500 U/匹）をメスのア

フリカツメガエルに注射し、一晩放置して未受精卵を産卵させた。集めた卵について 2% 

（w/v）システインで脱ゼリー化を行った。その後、室温において（1 x）MMR（0.1 M 

NaCl、5 mM HEPES-KOH [pH7.7]、2 mM KCl、1 mM MgCl2、2 mM CaCl2、0.1 mM 

EDTA）で 3 回卵を洗い、シャーレに卵を移し、終濃度 0.5 μg/mL の calcium ionophore

（A23187）を加えて 5 分程度反応させ、卵を M 期（第二減数分裂中期）から S 期に移

行させた（卵の活性化処理）。その後、氷冷した XB buffer（0.1 M KCl、2 mM MgCl2、 

0.1 mM CaCl2、50 mM sucrose、10 mM HEPES-KOH [pH7.7]）で 5 回洗った。活性

化させた卵は、あらかじめ XB buffer（各 10 μg/mL aprotinin、leupeptin、chymostatin

および 100 μg/mL cytochalasin B を含む）1 mL を入れておいた SW55 チューブ

（Beckman）に移し、170 g、1 分間で遠心して卵をパックした後、できるだけ buffer

を除いた。そして、cycloheximide を終濃度 100 μg/mL で加えた後、SW55Ti ローター
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（Beckman）にセットして 13,500 g、15 分間、4℃設定で遠心した（crushing spin）。

遠心後、細胞質画分を別チューブに移し、さらに cycloheximide を終濃度 250 μg/mL に

なるよう加えて良く混ぜ、再度、上記条件で遠心した（clarifying spin）。この遠心で得

られたクリアな卵抽出液画分に各 10 μg/mL cytochalasin B、aprotinin、leupeptin お

よび chymostatin を添加したものを LSS とし、すぐに各実験に使用した。 

 

２）その他の LSS 調製法（核膜成分除去 LSS、PEG-B、ORC-depleted LSS） 

  核膜成分を部分的に除去した LSS は、上記 LSS 調製段階の clarifying spin をさらに

84,500 g、15 分間、4℃で遠心することで取得した。ORC を含むタンパク質画分 PEG-

B は、Chong らの研究（Chong et al., 1997）を参考に LSS 画分から調製し、buffer 

LFB1/50 mM KCL で透析して調製した。ORC-depleted LSS は、抗 ORC1 抗体と抗

ORC2 抗体を固定した Protein A-Sepharose（GE Healthcare Bio-Sciences）で LSS を

2 回処理して調製した。この抗体固定化樹脂による ORC 除去反応は 1 回あたり 30 分

間かけて実施した。 

 

Plasmid 固定化 beads を鋳型とした in vitro DNA 複製解析 

 実験中において、plasmid 固定化 beads を失わないよう細心の注意を払った。特に、

LSS インキュベーション後の plasmid 固定化 beads は、マイクロピペットチップで懸

濁すると beads がチップに吸着して回収不能となり、正確な結果が得られないため、洗

浄操作にはピペットマンは使用せず、タッピングで洗浄した。 

 

１）32P ラベル DNA 複製産物の解析 

  40 μg の plasmid 固定化 beads（240 ng plasmid in 4 μL）を 0.002% NP-40 入り XB 

buffer（wash buffer）100 μL で 1 回洗浄した後、LSS 25 μL（0.002% NP-40、ATP-
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regenerating system [20 mM creatine phosphate、2 mM ATP、6.3 μg/mL creatine 

phosphokinase]、[α-32P] dATP 0.1 μL [37 kBq] [110 tBq/mmol; GE Healthcare Bio-

Science]を含む）に懸濁し、時々穏やかに攪拌して 23℃で 3 時間もしくは 6 時間イン

キュベーションした。反応後、wash buffer 150 μL を加えて希釈し、beads はマグネッ

ト台を使ってできるだけ速やかに分離し、上清を全て取り除いた。さらに wash buffer 

100 μL で plasmid 固定化 beads を 3 回洗浄後、DNA 解離反応液（25 mM Tri-HCl 

[pH7.5]、7 mM EDTA、0.7% SDS、50 mM DTT、1 mg/mL proteinase K）100 μL に

懸濁し、37℃で 2 時間反応させた。この操作により、biotin リンカーアーム内のジスル

フィド結合を切断し、plasmid 固定化 beads から plasmid を遊離させた。反応後、マ

グネット台を使って beads を分離し、回収した溶液（DNA を含む）からフェノール-ク

ロロホルム抽出、エタノール沈殿により DNA を精製した。精製した DNA は 0.8%アガ

ロースゲル電気泳動（Tris/acetate/EDTA buffer）で分離し、泳動後にゲルを 10%メタ

ノール、10%酢酸で 30 分間固定、さらに水で 30 分間洗浄した。その後、Whatman 

3MM paper 上でゲルを乾燥させた後、イメージ解析装置 Image analyzer（BAS, Fuji 

Film）で解析した。複製産物の放射活性量は、Multi Gauge software（version 3.0, Fuji 

Film）で定量した。 

 

2） 複製因子のクロマチン結合解析 

  40 μg の plasmid 固定化 beads（240 ng plasmid in 4 μL）を wash buffer 100 μL で

1 回洗浄した後、LSS 25 μL（0.002% NP-40、ATP-regenerating system [20 mM 

creatine phosphate、2 mM ATP、6.3 μg/mL creatine phosphokinase]を含む）に懸濁

し、時々穏やかに攪拌して 23℃で継時的にインキュベーションした。反応後、wash 

buffer 150 μL で希釈し、plasmid 固定化 beads はマグネット台を使ってできるだけ速

やかに分離し、上清を全て取り除いた。さらに wash buffer 100 μL で plasmid 固定化
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beads を 3 回洗浄後、SDS sample buffer に懸濁して 100℃で 3 分間処理して SDS-

PAGE でタンパク質を分離した。泳動後、ゲル内のタンパク質をニトロセルロース膜に

転写し、各複製因子に対する抗体を反応させた。ウエスタンブロット法による検出には、

Chemi-Lumi One detection kit（ナカライテスク）を使用した。 
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第３節 結果 

 

直鎖状および環状 plasmid 固定化 beads の鋳型としての妥当性検討 

 DNA 複製研究において、塩基配列の決まっている plasmid を鋳型とした in vitro 

DNA 複製系は詳細な解析に有効である。しかし plasmid の複製効率は、従来用いられ

ているアフリカツメガエル精子クロマチンを鋳型とした場合と比べて極端に低い

（Blow and Laskey, 1986）。一方、plasmid を beads に固定化させると複製効率が上

がること（Crowe and Barton, 1999）、直鎖状 plasmid を paramagnetic beads に固定

して LSS 中でインキュベーションすると、beads が核膜に覆われ、DNA 合成が起こる

こと（Heald et al., 1996; Crowe and Barton, 1999）が報告されている。ところが、こ

の条件下での DNA 複製メカニズムの詳細な解析はされてこなかった。そこで私は、よ

り詳細な DNA 複製メカニズム解析ができる、新規 in vitro DNA 複製系の構築を目指

し、研究を開始した。 

 まず、ランダムに biotin 化した環状 plasmid、および末端をビオチン化した直鎖状

plasmid を streptavidin-coated magnetic beads（streptavidin-Dynabeads M-280）に

固定させたものを作製し、それらが鋳型として適切かどうかを検討した。なお、この検

討には複数種類の plasmid を使用した。 

 Figure 2-1 A では、超らせん型の biotin 化環状 plasmid が、beads に固定させた後

も DNA がきちんと元の形態を保てているかどうかを確認した。超らせん型環状

plasmid は I、ニックが入り弛緩した環状 plasmid は II の位置にバンドが検出される

が、beads への結合前後で plasmid の形態は変わらず、どちらも I（超らせん型）がメ

インであることが電気泳動法で示された。すなわち、beads に固定した後でも環状

plasmid は超らせん型を保っていることが示された。 
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  次に、環状 plasmid および直鎖状 plasmid 固定化 beads を鋳型とした際、真正の

DNA複製が行われるかどうかを調べるため、[α-32P]dATPとATP-regenerating system

を加えた LSS 内で各鋳型を 3 時間あるいは 6 時間インキュベーションした。その後、

32P 標識された DNA 合成産物をアガロースゲルで分離し、オートラジオグラフィーで

解析した。この操作により、いずれを鋳型とした場合も 32P ラベル DNA 合成産物が検

出されることが確認された（Figure 2-1 B, lanes 1-2 および lanes 5-6）。なお、本実験

で複製産物のバンドが複数検出されたが、I は超らせん型、II はニックが入り弛緩した

環状 plasmid、III は直鎖状 plasmid を示している。 

 検出された標識 DNA 合成産物が、DNA 複製に由来するものであるかを確認するた

め、私は DNA 複製に必須な因子の一つである MCM2-7 複合体の DNA loading を阻害

し、pre-RC 形成を抑制する geminin を添加して同様の実験を行った。その結果、環状

plasmid 固定化 beads を鋳型とした場合は、geminin の添加によって DNA 合成産物量

が顕著に低下することが示された（Figure 2-1 B, lanes 7-8）。すなわち、この際に得ら

れた DNA 合成産物は、pre-RC 形成に依存した DNA 複製由来の産物であることが示

唆された。 

 一方、直鎖状 plasmid 固定化 beads を鋳型とした際の DNA 合成産物は、geminin の

影響をほとんど受けなかった（Figure 2-1 B, lanes 3-4）。LSS を用いた in vitro DNA

複製系において、鋳型として広く使われているアフリカツメガエル精子クロマチンでは、

同程度の geminin 存在下で DNA 複製が強く阻害されることが確認されたことから

（data not shown）、添加した geminin 量が十分ではなかったとは考えにくい。すなわ

ち、直鎖状 plasmid 固定化 beads を鋳型とした際は、pre-RC 形成には依存しない DNA

合成が起こったことを示唆している。以上の結果より、同じ plasmid を固定化した

beads であっても、plasmid の形状によって LSS の中で行われる DNA 合成の様式は
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異なり、環状 plasmid を使用した時に、pre-RC 形成に依存した DNA 複製が行われる

ことが示唆された。 

 さらに、環状 plasmid 固定化 beads を鋳型にした場合の DNA 合成が DNA 複製に由

来するものであることを確かめるため、pre-RC 活性化に必須である CDK のキナーゼ

活性を阻害する p21 タンパク質を LSS に添加して同様の実験を行った。この際、Figure 

2-1 B で用いた環状 pEXλ6.6（11 kb）固定化 beads に加え、環状 pKS-EX（5 kb）固

定化 beads も鋳型として用いた。その結果、いずれの環状 plasmid 固定化 beads を鋳

型とした場合でも、p21 タンパク質添加により 32P ラベルされた DNA 合成産物量は検

出限界以下にまで抑制された（Figure 2-1 C）。すなわち、環状 plasmid 固定化 beads

を鋳型とした場合、LSSの中でCDK依存的なDNA複製が行われることが示唆された。 

 以上の結果から、LSS を用いた in vitro DNA 複製系では、環状 plasmid 固定化 beads

を鋳型とした時に pre-RC 形成依存的、CDK 依存的な真正の DNA 複製が起こってい

ると考えられる。よって以後の実験では、環状 plasmid 固定化 beads を鋳型として、

より詳細な解析を実施することにした。 

 

環状 plasmid 固定化 beads を用いた継時的な DNA 複製産物の解析 

 次に、環状 plasmid固定化 beadsを鋳型とした際、どのくらいのタイムスパンでDNA

複製が起こるのかを調べることにした。その検証実験として、環状 pG5λ6.6 固定化

beads を鋳型として LSS 中でインキュベーションし、32P ラベル DNA 合成産物量の変

化を継時的に観察した（Figure 2-2）。この際、インキュベーション開始後 30 分から 2

時間程度の間は、ほとんどバックグラウンドと変わらない程度の検出レベルであったが

（Figure 2-2 A, lanes 1-3）、それ以降は急激に 32P ラベル DNA 合成産物が増加するこ

とが明らかになった（Figure 2-2 A, lanes 4-7）。また、6 時間以上インキュベーション

しても、それ以上に DNA 合成産物量は増えなかったことから（data not shown）、6 時



34 

 

間でほぼ全ての DNA 複製が完了していると推察された。一方、この複製系に geminin

を添加して 6 時間インキュベーションすると、Figure 2-1 B と同様、32P ラベル DNA

合成産物量は大幅に減少することが確認された（Figure 2-2 A, lane 8）。すなわち、本

実験で得られた 32P ラベル DNA 合成産物は、pre-RC 形成依存的な DNA 複製による

ものであることが改めて示された。 

 Figure 2-2 A で得られた 32P ラベル DNA 合成産物量を定量し、グラフ化したものが

Figure 2-2 B である。このグラフにおいても、インキュベーション開始から 2 時間程度

は、ほとんど DNA 合成産物は得られておらず、3 時間以降から急激に増加し、6 時間

でほぼ飽和していることが改めて示された。なお、plasmid 固定化 beads を鋳型とした

際に得られた DNA 合成産物を BrdU でラベルし、CsCl 密度勾配遠心法による解析を

実施したが、その実験において、DNA が半保存的に複製されていることも確認された

（data not shown）。 

 

環状 plasmid 固定化 beads に対する DNA 複製関連タンパク質結合の継時的解析 

 環状 plasmid 固定化 beads を鋳型として用いる利点として、LSS 中の beads を磁石

で寄せ集めることにより、plasmid へ結合した DNA 複製関連タンパク質を容易にかつ

迅速に分離して解析できることが挙げられる。これにより、従来鋳型として使用されて

きた精子クロマチンでは解析できなかった、より初期の DNA 複製プロセスを明らかに

できる可能性があると考えた。そこで、環状 plasmid 固定化 beads を鋳型とした in 

vitro DNA 複製系において、真正の DNA 複製が起こっているかどうか、また DNA 複

製関連タンパク質が鋳型にリクルートされてくるかどうか、継時的に解析することにし

た。 
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１） Pre-RC 形成における ORC の重要性 

 まず、環状 plasmid 固定化 beads を用いて LSS 中でインキュベーションした際、従

来から言われているとおり、DNA 複製開始点認識複合体 ORC に依存する形で pre-RC

が形成されるかどうかを調べた（Figure 2-3 A）。この検証実験では、環状 pBluescript

固定化 beads を鋳型とし、各種 LSS 中で 30 分間インキュベーションした後、鋳型に

結合したタンパク質をウエスタンブロット法で解析した。その結果、mock-depleted 

LSS を用いた場合は、インキュベーション開始から 30 分以内に ORC2 と MCM3 が鋳

型へ結合することが確認された（Figure 2-3 A, lane 1）。しかし、あらかじめ ORC を

deplete した LSS を用いた場合は、ORC2 も MCM3 も plasmid に結合していないこと

が明らかになった（Figure 2-3 A, lane 2）。一方、この ORC-depleted LSS に ORC を

含むタンパク質画分 PEG-B を添加すると、ORC2 と MCM3 の plasmid への結合が認

められた（Figure 2-3 A, lane 3）。これらの結果は、ORC が pre-RC 形成に必須であり、

ORC の存在なくして MCM2-7 複合体が DNA に結合できない、という従来の説と一致

しており、この新規 in vitro DNA 複製系でも真正の pre-RC 形成が行われることを示

唆している。 

 

２）各種 DNA 複製関連タンパク質の plasmid への結合の解析 

 次に、もう少し解析する時間範囲を広げ、真正 pre-RC 形成から DNA 複製がほぼ完

了する6時間インキュベーションの間において、pre-RC形成タンパク質ORCやMCM3

に加え、複製フォーク形成タンパク質である CDC45、一本鎖 DNA 結合タンパク質 RPA、

各種 DNA ポリメラーゼ（Polα、Polδ、Polε）、および Polδ のコファクターである PCNA

についての継時的な解析を行った。また、クロマチン形成の指標として、クロマチン結

合タンパク質である RCC1 を調べた（Figure 2-3 B）。この検証実験では、環状 pG5λ6.6

固定化 beads を鋳型として用いた。その結果、ORC1 と MCM3 の結合量はインキュベ
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ーション開始から 30 分で飽和すること、ORC1 はその後、徐々に鋳型から解離する傾

向があることが明らかになった（Figure 2-3 B, lanes 2-8）。また、クロマチン結合タン

パク質である RCC1 もインキュベーション開始から 30 分後には検出された。一方、

DNA 複製フォーク形成に必要とされる CDC45、RPA、DNA ポリメラーゼ、PCNA は

インキュベーション 2～3 時間後から結合が認められ、pre-RC 形成タンパク質とは鋳

型へリクルートされるタイミングに差があることが確認された。さらに、これらの DNA

複製フォーク形成タンパク質が DNA にリクルートされるタイミングは、Figure 2-2 で

示した DNA 合成産物が検出され始めるタイミングと一致していた。なお、plasmid を

固定化していない beads を LSS と 6 時間インキュベーションしても各タンパク質は検

出されなかった（Figure 2-3, lane 1）ことから、本実験で検出された各タンパク質は

beads ではなく、鋳型 DNA に結合したものであることが示された。 

また、この in vitro DNA 複製系に、pre-RC 活性化を阻害する p21 タンパク質を添

加すると、G1 期にリクルートされる ORC1 や MCM3 の結合量にはほとんど影響は見

られないが、S 期移行後にリクルートされる CDC45、RPA、DNA ポリメラーゼ、PCNA

については、鋳型への結合量が減少することが確認された（Figure 2-3 B, lanes 9-15）。

これらの結果は、この新規 in vitro DNA 複製系でも、pre-RC 形成後、CDK 依存的な

仕組みで pre-RC 活性化が起こってから複製フォークが形成され、DNA が合成される

という本来の順番で、DNA 複製の一連のプロセスが進行していることを改めて示唆し

ている。その上で、Figure 2-3 で得られた結果は、この新規 in vitro DNA 複製系を用

いて生化学的な DNA 複製メカニズム解析を行うことの妥当性を示す、重要なデータと

考えられる。 
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３）DNA 複製における核形成の重要性 

 ところで、この新規 in vitro DNA 複製系では pre-RC 形成と DNA 合成産物検出に 2

時間程度のタイムラグが認められているが、その要因の一つとして、beads の周囲に核

膜を形成する時間を要している可能性が挙げられる。この仮説を検証するため、私は通

常の LSS と、遠心分離により核膜成分を部分的に除去した LSS を用いて、DNA 複製

関連タンパク質が鋳型へリクルートされるタイミングおよび鋳型への結合量をウエス

タンブロット法で比較解析した。その結果、どちらの LSS を用いた場合も、pre-RC 形

成因子 ORC1、MCM3 およびクロマチン結合タンパク質 RCC1 については、plasmid

へリクルートされるタイミングおよび結合量に大きな差は認められなかった（Figure 

2-4 A）。一方、核膜形成後にリクルートされることが知られる DNA 複製フォーク形成

タンパク質 Polα と PCNA の鋳型への結合量は、通常の LSS（Figure 2-4 A, lanes 2-

6）と比較して、核膜成分を部分的に除去した LSS を用いた場合に明確に減少した

（Figure 2-4 A, lanes 8-12）。なお、それぞれの LSS に含まれる Polα と PCNA の量は

ほぼ同等であることが確認されている（Figure 2-4 A, lane 1 および lane 7）。以上のこ

とから、精子クロマチンを鋳型として用いた in vitro DNA 複製系で考えられているよ

うに、核膜形成が阻害されると、複製フォーク形成に関わるタンパク質の一部が核内に

十分なレベルにまで濃縮されないために、複製フォークが形成されないことが示唆され

た。 

 核形成の重要性をさらに確かめるため、核膜孔を介した核内輸送を阻害することが知

られている WGA（wheat germ agglutinin）というレクチンを LSS に添加した際の各

タンパク質の鋳型への結合量を比較した（Figure 2-4 B）。その結果、WGA 未添加（－）

（lanes 1-2）/添加（＋）（lanes 3-4）に関わらず、鋳型への ORC2、MCM3、RCC1 結

合量は同程度検出された。すなわち、pre-RC 形成とクロマチン形成は、核内輸送に依

存せずに起こることが示唆された。一方、RPA や PCNA は WGA 添加（＋）でほとん
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ど検出されなくなった（Figure 2-4 B, lanes 3-4）。これらの結果から、DNA 複製フォ

ーク形成タンパク質の鋳型への結合には、核膜形成および核内へのタンパク質輸送が必

要であることが強く示唆された。 

 

環状および直鎖状 plasmid 固定化 beads における pre-RC 形成タンパク質の結合比較 

  Figure 2-1 で示したとおり、直鎖状 plasmid では geminin 添加により DNA 合成が

阻害されず、pre-RC 非依存的な DNA 合成が認められた。そのため、これまでの解析

において、環状 plasmid 固定化 beads を鋳型として用いてきた。しかし、pre-RC 形成

自体は、直鎖状 DNA を用いても正常に起こることが報告されている（Edwards et al., 

2002）。そこで、直鎖状 plasmid 固定化 beads を鋳型として用いた際の pre-RC 形成に

ついて詳細を解析することにした。本実験では、環状の pG5λ6.6（11 kb）もしくは

pBluescript（3 kb）、およびそれらを直鎖状にしたものを magnetic beads に固定した

ものを鋳型として使用した（Figure 2-5 A）。解析の結果、いずれを鋳型とした際も、

geminin 添加（＋）LSS 中に 30 分間インキュベーションした場合、geminin 未添加

（－）LSSを用いた場合と比較して、ORC1、CDC6結合量は増加するが、一方でMCM3、

MCM6 結合量は明確に減少することが明らかになった（Figure 2-5 B）。すなわち、環

状 plasmid だけでなく直鎖状 plasmid でも geminin 添加による pre-RC 形成阻害が起

こることが示された。これにより、直鎖状 plasmid を鋳型とした際に認められた 32P ラ

ベル DNA 合成産物は、pre-RC 形成に依存しない DNA 修復などによるものであると

推測される。なお、geminin 添加による ORC1、CDC6 結合量の増加についての詳細な

解析は、第３章で述べる。 

 ところで、geminin 未添加（－）LSS において、直鎖状 plasmid を鋳型とした場合

（Figure 2-5 B, lane 3 および lane 7）は、環状 plasmid を鋳型とした場合（Figure 2-

5 B, lane 1 および lane 5）と比較して MCM3 および MCM6 結合量が少ない傾向が認
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められた。この理由について私は、MCM2-7 複合体は DNA ヘリカーゼとして DNA 上

を移動するため、直鎖状 plasmid では末端からMCM2-7 複合体が抜け落ちるのに対し、

環状 plasmid ではそのようなことが起こらず、構造上、MCM2-7 複合体が安定的に結

合できるからではないかと考え、さらに解析を進めることにした。具体的には、環状

pBluescript 固定化 beads を LSS 中で 30 分間インキュベーションした後、DNA を

XbaI 処理（＋）/未処理（－）し（Figure 2-5 C）、処理前後で pre-RC 形成タンパク質

の plasmid への結合量に変化があるかどうかをウエスタンブロット法で調べた。その

結果、インキュベーション後に XbaI 処理を 15 分あるいは 30 分間行った後の plasmid

に対しても、未処理サンプルと同程度の ORC1、ORC2、MCM3、MCM6 が結合して

いることが明らかになった（Figure 2-5 D）。すなわち、直鎖状 plasmid では pre-RC 形

成後、DNA に結合した MCM2-7 複合体が DNA 末端から抜け落ちて結合量が減少して

いるのではなく、そもそも pre-RC 形成効率が環状 plasmid を用いた時よりも低いこと

が示唆された。この解析結果より、環状 plasmid 固定化 beads を鋳型とした場合の方

が、生命現象をより効率的に、より的確に示すことができることが改めて示された。 
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Figure 2-1  Plasmid 固定化 beads を LSS 内でインキュベーションした際の 

       DNA 合成産物の解析 

A：Beads 固定前の環状 pBluescript SK（lane 1）と beads 固定後に解離処理した

pBluescript SK（lane 2）をアガロース電気泳動法で分離し、EtBr 染色した。 

B：直鎖状 pG5λ6.6（lanes 1-4）もしくは環状 pG5λ6.6（11 kb）（lanes 5-8）固定化

beadsを[α-32P]dATPを加えたLSSと 3時間あるいは 6時間インキュベーションした。

さらに、2 μg/mL geminin 添加（＋）LSS でも同様の操作を行い、未添加（－）LSS を

用いた場合と比較した。DNA 合成産物をアガロースゲル電気泳動法で分離し、オート

ラジオグラフィー解析した。 

I は超らせん型環状 plasmid、II はニック入り環状 plasmid、III は直鎖状 plasmid。

Lanes 1-4 では、鋳型として用いた plasmid の 2 倍量（23 kb）の直鎖状複製産物が主

要バンドとして検出され、II よりわずかに早く泳動された。（次ページに続く） 
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Figure 2-1  Plasmid 固定化 beads を LSS 内でインキュベーションした際の 

       DNA 合成産物の解析 

C：環状 pEXλ6.6（12 kb）（lanes 1-2）もしくは環状 pKS-EX（5 kb）（lanes 3-4）固

定化 beads を[α-32P]dATP を加えた LSS と 4 時間インキュベーションした。さらに、

pre-RC 活性化を阻害する 13 μg/mL GST-p21 タンパク質添加（＋）LSS でも同様の操

作を行い、未添加（－）LSS を用いた場合と比較した。DNA 合成産物をアガロースゲ

ル電気泳動法で分離し、オートラジオグラフィーで解析した。 
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Figure 2-2  環状 pG5λ6.6 固定化 beads を LSS 中にインキュベーションした際に 

      合成された 32P ラベル DNA 量の継時的変化 

A：環状 pG5λ6.6 固定化 beads を[α-32P]dATP を加えた LSS 中でインキュベーション

し、得られた DNA 合成産物をアガロースゲル電気泳動法にて分離、オートラジオグラ

フィーで解析した。Lane 8 は 2 μg/mL geminin 添加（＋）LSS を用いて 6 時間インキ

ュベーションした。 

B：A の DNA 合成量について、6 時間インキュベーションで検出された 32P ラベル DNA

量を 100%とした際の相対比。 
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Figure 2-3 環状 plasmid 固定化 beads を LSS 中でインキュベーションした際に 

       鋳型へリクルートされた DNA 複製関連タンパク質の解析 

A：環状 pBluescript 固定化 beads を mock-depleted LSS（lane 1）、ORC-depleted LSS

（lane 2）、もしくは ORC-depleted LSS に ORC を含むタンパク質画分 PEG-B を添加

したもの（lane 3）と 30 分間インキュベーションした際に、鋳型へ結合した ORC2 お

よび MCM3 をウエスタンブロット法で検出した。 

B：環状 pG5λ6.6 固定化 beads もしくは beads 単体を、13 μg/mL GST-p21 タンパク質

添加（＋）/非添加（－）LSS 中でインキュベーションした際、鋳型へリクルートされ

た各タンパク質の継時的変化をウエスタンブロット法で検出した。 
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Figure 2-4  Plasmid 固定化 beads を鋳型とした際の DNA 複製における 

       核膜および核膜輸送の重要性 

A：環状 pG5λ6.6 固定化 beads を通常の LSS（lanes 2-6）、もしくは遠心分離により部

分的に核膜成分を除去した LSS（lanes 8-12）とインキュベーションした際、鋳型へリ

クルートされたDNA複製関連タンパク質の継時的変化をウエスタンブロット法で解析

した。Lane1 は通常の LSS、lane 7 は核膜成分を除去した LSS を 1 μL ずつ泳動した。 

B：環状 pG5λ6.6 固定化 beads を、通常の LSS（lanes 1-2）もしくは核膜輸送を阻害

する WGA（wheat germ agglutinin）を添加した LSS（lanes 3-4）とインキュベーシ

ョンした際、鋳型へリクルートされた pre-RC 形成および DNA 複製フォーク形成タン

パク質の継時的変化をウエスタンブロット法で解析した。 
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Figure 2-5 直鎖 plasmid 固定化 beads および環状 plasmid 固定化 beads 

            における pre-RC 形成の比較 

A：環状 pG5λ6.6（11 kb）もしくは環状 pBluescript（3 kb）を固定化した beads を制

限酵素XbaIで前処理したもの（lanes 2, 4）、もしくは制限酵素を含まない control buffer

で前処理したもの（lanes 1, 3）から、それぞれ plasmid を解離・回収したものをアガ

ロース電気泳動法で分離し、EtBr 染色で検出した。 

B：A と同様の処理を行った鋳型を 2 μg/mL geminin 添加（＋）（lanes 2, 4, 6, 8）もし

くは未添加（－）（lanes 1, 3, 5, 7）LSS 中で 30 分間インキュベーションした際、鋳型

へリクルートされた pre-RC 形成タンパク質をウエスタンブロット法で検出した。 

C：環状 pBluescript（3 kb）固定化 beads を LSS 中で 30 分間インキュベーションし

た後、beads を単離し、さらに buffer で洗浄してから制限酵素 XbaI で 15 分間処理し
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た（lane 2）。その後、beads から plasmid を回収し、アガロース電気泳動法で分離し、

EtBr 染色で検出した。I は超らせん型、II はニック入り弛緩型、III は直鎖型 plasmid。

Lane 1 は、XbaI を含まない buffer で 15 分間処理したコントロール。 

D：C と同様に LSS 中で 30 分間インキュベーション後、XbaI 処理を 15 分間もしくは

30 分間行った（lanes 2, 3）。その後、鋳型に結合した pre-RC 形成タンパク質をウエス

タンブロット法で検出した。Lanes 4, 5 は、XbaI を含まない buffer で処理したコント

ロール。Lane 1 は、LSS 中で 30 分間インキュベーションした直後の鋳型サンプル。 
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第４節 考察 

 

 私は本章において、環状 plasmid および直鎖状 plasmid を magnetic beads に結合さ

せたものを鋳型とした新規 in vitro DNA 複製系の構築を検討した。直鎖 plasmid 固定

化 beads を鋳型として LSS 中でインキュベーションした場合、pre-RC 形成阻害タン

パク質である geminin 添加により、鋳型への MCM3 および MCM6 の結合が阻害され

た（Figure 2-5 B）にも関わらず、DNA 合成が認められた（Figure 2-1）。これは、pre-

RC に依存しない DNA 修復などによる DNA 合成が起こっており、そのプロセスの中

で 32P ラベルが取りこまれたものと推察される。そのため、直鎖 plasmid 固定化 beads

を鋳型として DNA 複製メカニズムの詳細解析を行うことは不適と判断した。 

 一方で、環状 plasmid 固定化 beads を鋳型として LSS 中でインキュベーションした

際には、1）MCM3 は ORC 依存的に鋳型へ結合すること（Figure 2-3 A）、2）geminin

や p21 タンパク質により DNA 合成が阻害され、pre-RC 形成および CDK 依存的な

DNA 複製が起こっていること（Figure 2-1, Figure 2-2, Figure 2-3）、3）DNA 合成の

開始（Figure 2-2）と鋳型への複製フォーク形成タンパク質（CDC45、RPA、各種 DNA

ポリメラーゼ、PCNA）の結合タイミング（Figure 2-3 B）が一致し、p21 タンパク質

添加により、これらのタンパク質結合が阻害されること、4）鋳型への複製フォーク形

成タンパク質結合および DNA 合成が機能的な核膜形成に依存していること（Figure 2-

4）、5）半保存的 DNA 複製が行われていること（data not shown）が確認された。ま

た、DNA 合成の過程で、pre-RC 形成後の核膜形成および複製フォーク形成タンパク質

の核内輸送が重要であることも示唆された（Figure 2-4）。DNA 合成の核膜形成および

タンパク質の核内輸送が重要であることは Walter らの報告とも一致する（Walter et 

al., 1998）。以上のデータより環状 DNA 固定化 beads を鋳型とした場合には、真正の

DNA 複製が起こることが示された。 
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 ところで、環状 plasmid 固定化 beads を鋳型とした際、直鎖状 plasmid 固定化 beads

よりも pre-RCが効率的に形成されることが示唆されたが （Figure 2-5）、その一方で、

DNA と beads を biotin-streptavidin で結合させることが、DNA 複製プロセス、特に

複製フォークの伸長プロセスに影響を与えるリスクも懸念された。例えば、複製フォー

クが biotin-streptavidin 結合部位に遭遇した際、伸長が滞るリスクは容易に想像でき

る。今回の研究で用いた各環状 plasmid において、plasmid 1 分子あたりに何箇所の

biotin-streptavidin リンクが形成されているのか、私は全てを具体的に数値化すること

はできなかった。しかし、Figure 2-1 で示されたとおり、超らせん型の複製 DNA がは

っきりと産生されており、少なくとも DNA 合成には大きな影響を与えない程度の挿入

量 （plasmid 1 分子あたり biotin-streptavidin リンク 1 つ程度）であると考えられる。

これらの状況を踏まえると、DNA 複製起点から両方向に伸長した二つの複製フォーク

は、それぞれどこかで biotin-streptavidin リンクに出くわすが、beads に直接結合して

いない DNA 鎖の方で DNA 複製を完全に完了し、閉環した超らせん型 plasmid が産生

されると推察される。もし仮に、環状 plasmid の複数サイトに biotin-streptavidin リ

ンクが入ってしまった場合、複製が容易に完了できず、また beads から plasmid を解

離させる操作を実施しても、大半の plasmid が beads に結合したままになり、効率良

く回収できない。そのため、このアッセイ系では biotin-streptavidin リンク挿入数のコ

ントロールが、非常に重要と考えられる。 

 ところで、アフリカツメガエル精子クロマチンを用いて LSS 中で DNA 複製を行わ

せた場合、DNA 合成の進行とともに、クロマチンから MCM2-7 複合体が解離し、鋳型

への MCM 結合量が減少することが知られている（Walter et al., 1998）。しかし、今回

構築した plasmid 固定化 beads を用いた in vitro DNA 複製系においては、DNA 複製

がほぼ完了した 6 時間後においても、鋳型への MCM3 結合量の顕著な減少は認められ

なかった（Figure 2-3 B）。予備実験データにはなるが、この in vitro DNA 複製系にお
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ける PCNA 量の定量結果から、plasmid 固定化 beads 上で形成された pre-RC はその

ほとんどが活性化され、最終的には複製フォークが形成されていると推察される（data 

not shown）。しかしながら、LSS 中における plasmid 固定化 beads で形成された pre-

RC の活性化が同調せず、長時間に渡ってバラバラに DNA 合成が開始・完了すること

から、ある一定のタイミングにおける MCM 量の劇的な減少が認められないのかもし

れない。DNA 複製のタイミングが同調しない理由については、plasmid 固定化 beads

上で効率的に核膜構造が構成できていない、あるいは、核内に beads が存在すること

で、pre-RC 活性化タンパク質が効率的に集積しにくくなっている、などの可能性が考

えられる。 

 Plasmid 固定化 beads を鋳型とした際の DNA 複製効率は、従来のアフリカツメガエ

ル精子クロマチンを鋳型とした in vitro DNA 複製系よりも相対的に低い。しかしなが

ら、私はこの plasmid 固定化 beads を用いた新規 in vitro DNA 複製系は、真核生物の

DNA 複製、特に鋳型に結合した複製タンパク質の解析には有用であると考えている。

Plasmid 固定化 beads を用いた in vitro DNA 複製系の最大の利点は、magnetic beads

をつかうことで、鋳型を迅速かつ簡単に回収できることである。アフリカツメガエル精

子クロマチンを鋳型とするよりも、より早い、より細かいタイミングでの鋳型の回収が

可能となり、また比較的不安定なタンパク質-DNA 複合体も、その構造を壊さずに回収

することが可能である。この利点を活かし、私はより詳細な pre-RC 形成メカニズムを

解析することにした（第 3 章）。 
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第３章 

 

真核生物における DNA 複製初期プロセスの解明 

～multiple MCM loading モデルの提唱～  
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第１節 序論 

 

 第１章および第２章でも述べたとおり、DNA 複製開始には ORC が必須であり、DNA

に ORC が結合した後、さらに CDC6、CDT1、MCM2-7 複合体がリクルートされ pre-

RC が形成される。臨床腫瘍および癌細胞株では、ORC、CDC6、CDT1、MCM2-7 複

合体が正常細胞と比較して高発現しており、それらが DNA 再複製・ゲノム不安定化を

誘発する要因の一つとなることが示唆されている。すなわち、DNA 複製機構が高度に

制御されるためには、これらの DNA 複製関連タンパクの発現量や発現バランスが正し

く保たれていることが重要と考えられる。 

 しかしその一方で、正常細胞においても MCM2-7 複合体と ORC が DNA 上で共局

在せず、しかも ORC の数十倍程度の MCM2-7 複合体が DNA 上に散在して存在する

ように見える「MCM paradox」と称される一見矛盾する現象も認められている。出芽

酵母を用いた免疫沈降法では、MCM2-7 複合体は複製開始点および複製フォークへ特

異的に結合していることが示されている（Apericio et al., 1997）が、ヒト細胞およびア

フリカツメガエル卵抽出液を用いた in vitro 解析では、クロマチン全体において、DNA

複製が開始する前から MCM2-7 複合体が散在していること（Madine et al., 1995; 

Krude et al., 1996; Dimitrova et al., 1999）、また MCM 結合領域が DNA 複製領域と

共局在していないこと（Krude et al., 1996; Dimitrova et al., 1999; Laskey and Madine, 

2003）が報告されている。さらに、アフリカツメガエル卵抽出液を用いた in vitro 解析

では、DNA 複製が開始する前にクロマチンへ結合する MCM 量がモル比で ORC 結合

量の 20～40 倍であることが示されている（Mahbubani et al., 1997; Walter and 

Newport, 1997; Edwards et al., 2002）。 

 高等真核生物でみられるこの MCM2-7 複合体の挙動は、MCM が単純な DNA ヘリ

カーゼとしてだけでなく、他にも何らかの役割を果たしている可能性を示唆している。
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しかし未だに、どのようにして数多くの MCM2-7 複合体が、ヌクレオソームが存在す

る DNA 上に load できるのか、そしてどのようにして MCM2-7 複合体はクロマチンの

広範囲にわたり散在するようになるのかは明らかになっていない。そこで私は本章にお

いて、第 2 章で確立した環状 plasmid 固定化 beads を鋳型とした新規 in vitro DNA 複

製系を利用し、この「MCM paradox」の謎を解き明かすべく、DNA 複製初期プロセス

である pre-RC 形成のメカニズムにフォーカスして詳細な解析を行うことにした。 
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第２節 材料と方法 

 

Plasmid の作製 

 pG5λ6.6（11 kb）、pBluescript SK（－）、pKS-EX は第 2 章 第 2 節で記載したとお

りに準備し、鋳型として使用した。pBlueλ2.0（5 kb）は pBluescript SK（－）（Stratagene）

にファージ λDNA の HindIII 断片（2.0 kb）を挿入して構築した。pKSλ7.2（10 kb）

は pBluescript KS（－）の BamHI サイトに λDNA の BamHI 断片（7.2 kb）を挿入し

て構築した。pEXλ6.6（12 kb）は、pKS-EX の HindIII サイトに λDNA の HindIII 断

片（6.6 kb）を挿入して構築した。 

 

Plasmid の biotin 化と plasmid 固定化 beads の調製 

 環状 plasmid は Photoprobe（S-S）biotin（Vector Laboratories）を用いたフォトカ

ップリングにより、第 2 章 第 2 節で記載した手順で biotin 化し、－20℃で保存した。

Biotin 化 plasmid は、Dynabeads kilobase BINDER kit（Dynal Biotech）の取扱説

明書に従い、60 ng 以下の plasmid と 10 μg streptavidin-Dynabeads M-280（Dynal 

Biotech）を混ぜ、ローテーターを用いて室温で一晩反応させて結合させた。 

 

各種 LSS の調製 

 LSS および ORC-depleted LSS は、第 2 章 第 2 節で記載した手順で調製した。

MCM2-7 複合体を含むタンパク質画分 PEG-M は、過去の論文（Chong et al., 1997; 

Gillespie and Blow, 2000）を参考に調製した。 
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組換えタンパク質の作製（アフリカツメガエル geminin および MCM2-7 複合体） 

  ヒスチジンタグ付きアフリカツメガエル geminin（N 末端の一部を除去）は第 2 章 

第 2 節で記載した手順で調製した。N 末端にヒスチジンタグが付いたアフリカツメガ

エル MCM2 は論文（Furukohri et al., 2003）を参考に調製した。アフリカツメガエル

卵抽出液からの MCM2-7 複合体の精製は、論文（Kubota et al., 1997; Oehlmann et al., 

2004）を参考に、抗 MCM2 抗体を用いて次のように精製した。抗 MCM2 抗体を Protein 

A-Sepharose beads に結合させたものを LSS と混合し、4℃で 1 時間インキュベーショ

ンした。Beads は LFB1 buffer（40 mM HEPES-KOH [pH8.0]、20 mM potassium 

phosphate [pH8.0]、2 mM MgCl2、1 mM EGTA、10% sucrose、50 mM KCl）で 4 回

洗浄した後、600 mM KCl 入り LFB1 buffer（4℃）で MCM2-7 複合体を溶出し、さら

に LFB3 buffer（20 mM HEPES-KOH [pH8.0]、2 mM dithiothreitol、10% sucrose、

10 mM KCl）で透析した。この画分に精製 MCM2-7 複合体を構成する 6 種全ての MCM 

subunitが含まれていることを、ウエスタンブロット法にて確認した（data not shown）。 

 

Plasmid 固定化 beads を鋳型とした in vitro DNA 複製解析 

 実験中において、plasmid 固定化 beads を失わないよう細心の注意を払った。特に、

LSS 中でのインキュベーション後の plasmid 固定化 beads は、マイクロピペットチッ

プで懸濁すると beads がチップに吸着してしまい、正確な結果が得られないため、洗浄

操作にはピペットマンは使用せず、タッピングで洗浄した。ウエスタンブロット法によ

る DNA 複製タンパク質の結合解析は、第 2 章 第 2 節で記載した手順で実施した。 

  定量解析に使用する組換え ORC1 および ORC2 タンパク質は、大腸菌で発現させて

精製した。組換え CDC6 および MCM2 タンパク質はバキュロウイルスで発現させて精

製した。精製したタンパク質の定量は、BSA をコントロールとして使用して、SDS-

PAGE/Coomassie Brilliant Blue staining 法で決定した。これらのタンパク質は、
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plasmid 固定化 beads を用いた in vitro 系のウエスタンブロット解析で、定量用スタン

ダードとして使用された。 

 アフリカツメガエル精子クロマチンを鋳型とした in vitro 複製系でのタンパク質解

析は、論文（Furukohri et al., 2003）を参照して実施した。 
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第３節 結果 

 

新規 in vitro DNA 複製系の汎用性確認 

１）pG5λ6.6 とそれ以外の plasmid における MCM 結合パターンの違い 

 私はまず、第 2 章で確立した新規 in vitro DNA 複製系の汎用性を確認するため、前

章で主に使用した環状 pG5λ6.6（11 kb）だけでなく、環状 pKS-EX（5 kb）および

pBlueλ2.0（5 kb）を固定化した beads も鋳型として用い、geminin による pre-RC 形

成阻害が認められるかどうかを調べた。これらの plasmid を geminin 添加（＋）LSS

と反応させた場合、いずれの plasmid 固定化 beads においても第 2 章（Figure 2-5 B）

で示された通り ORC および CDC6 結合量の増加が認められた（Figure 3-1 A）。しか

し予想外にも、MCM3 および MCM6 の DNA 結合阻害が認められたのは pG5λ6.6 固

定化 beads のみであり（Figure 3-1 A, lanes 1-6）、pKS-EX 固定化 beads（lanes 7-12）

および pBlueλ2.0 固定化 beads（lanes 13-18）では、LSS に添加する geminin の濃度

を上げても MCM 結合量に大きな変化は認められなかった。この違いは、鋳型として用

いた plasmid の鎖長の違いに起因する可能性があると考えられたため、私は pG5λ6.6

とほぼ同等の鎖長の環状 plasmid である pKSλ7.2（10 kb）、pEXλ6.6（12 kb）を beads

に固定したものを鋳型として同様の実験を行った。しかし、いずれの plasmid 固定化

beads においても CDC6 結合量の増加は認められたが（Figure 3-1 B）、MCM 結合阻

害が認められたのは pG5λ6.6 固定化 beads のみであり（Figure 3-1 B, lanes 1-6）、

pKSλ7.2 固定化 beads（lanes 7-12）や pEXλ6.6 固定化 beads（lanes 13-18）では、

LSS に添加する geminin の濃度を上げてもMCM3 およびMCM6結合量に変化は認め

られなかった。なお、いずれの plasmid においても geminin 存在下での DNA 合成は

阻害されており（data not shown）、この際に認められた MCM loading は DNA 合成

に関与しないものと推察される。この実験により、MCM loading には、これまでに知
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られていないプロセスが存在する可能性が示唆されたことから、この現象が起こるメカ

ニズムについて、さらに詳しく解析を調べることにした。 

 

２）Geminin 添加（＋）/未添加（－）LSS 中における鋳型への MCM 結合力の比較 

 Geminin を添加しても MCM loading が阻害されない現象に関して、さらに解析を進

めていく中で、私は plasmid 固定化 beads を洗浄する wash buffer の温度の違いによ

り plasmid への MCM 結合量に差が生じる、という現象を見出した。具体的には、室

温下で洗浄した場合は、geminin 添加により MCM3 および MCM6 結合量は顕著に減

少した（Figure 3-2, lanes 3-4）。ところが、氷冷 wash buffer（0℃、室温より洗浄力が

弱い条件）を用いた場合は、geminin を添加しても plasmid への MCM3、MCM6 結合

量はほとんど減少しなかった（Figure 3-2, lanes 1-2）。この結果は、geminin 添加（＋）

LSS 中で plasmid に load された MCM2-7 複合体の結合が geminin 未添加（－）LSS

中での pre-RC 形成とは異なる様式であり、pre-RC 形成時よりも結合力が弱い可能性

を示唆する。 

 そこで次に、wash buffer に終濃度が 0.25%になるよう Triton X-100 を加えた Triton 

X-100 添加（＋）wash buffer（0℃あるいは 23℃、より洗浄力が強い条件）を用いて、

plasmid 固定化 beads の洗浄操作を行った。すると、geminin 添加（＋）LSS と plasmid

固定化 beads を混合してインキュベーションしたサンプルでは、0℃、23℃いずれの洗

浄条件下においても、ORC1、ORC2、CDC6、CDT1 は検出されたものの、MCM3 お

よび MCM6 は検出されなかった（Figure 3-2, lanes 6, 8）。一方、geminin 未添加（－）

LSS 中で pre-RC を形成させた場合は、Triton X-100 添加（＋）wash buffer の温度に

依存せず、ORC1、ORC2、CDC6、CDT1 と共に MCM3、MCM6 が検出された（Figure 

3-2, lanes 5, 7）。これらの結果より、geminin 添加（＋）LSS で plasmid 固定化 beads
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へ load された MCM2-7 複合体の結合は、pre-RC 形成における結合とは異なる様式で

あり、pre-RC 形成時よりも結合力が弱いことが示された。 

 

３）Geminin 添加（＋）/未添加（－）LSS 中における鋳型への ORC、CDC6、CDT1 

   結合力の比較 

 前述のように、geminin 添加（＋）LSS 中では geminin 未添加（－）LSS 中よりも

鋳型に対する ORC1、ORC2、CDC6、CDT1 結合量が増加する現象が認められた（Figure 

2-5 B, Figure 3-1, Figure 3-2）。これらのタンパク質は、Triton X-100 添加（＋）wash 

buffer で室温下にて洗浄しても、pre-RC 形成時よりも高いレベルで plasmid 固定化

beads上に安定的に維持されたことから、plasmidに強く結合していることが示された。

この結果は、geminin 添加（＋）LSS 中で認められる鋳型に対する ORC1、ORC2、

CDC6、CDT1 結合量の増加は非特異的なものではなく、pre-RC 形成過程の途中段階

の状態を反映する可能性であることを示唆する。 

 

鋳型に結合した pre-RC 形成タンパク質の定量的解析 

１）Geminin 添加（＋）/未添加（－）LSS 中における鋳型への pre-RC 形成 

  タンパク質結合量の解析 

 上記の解析により、geminin 添加（＋）LSS 中で鋳型に対する ORC1、ORC2、CDC6

および CDT1 結合量が劇的に変化することが再現性をもって示された。これが、どの

程度の変化なのかを明らかにするため、私は各条件下で plasmid 固定化 beads に結合

した各 pre-RC 形成タンパク質をウエスタンブロット法で定量した。この定量的解析に

は、鎖長の異なる 2 種類の plasmid（pG5λ6.6 [11 kb]および pKS-EX [5 kb]）固定化

beads を使用した。その定量的ウエスタンブロット解析の一例を Figure 3-3 に示す。

これらの解析により、通常の LSS を用いた場合、1 分子の plasmid 固定化 beads あた



59 

 

り 10～20 分子の MCM2（おそらく MCM2-7 複合体として）が結合していると算出さ

れた。一方、ORC と CDC6 は 1 分子の plasmid 固定化 beads あたり 1～数分子程度で

あることがわかった（Table 3-1）。これらのモル比は、鋳型として用いた plasmid の大

きさには左右されず、ほぼ同程度の値であった。また、この解析で算出された MCM：

ORC 分子数の比はアフリカツメガエル精子クロマチン（Mahbubani et al., 1997）や直

鎖 DNA 固定化 beads（Edwards et al., 2002）を用いたときに報告された約 20：1 と

ほぼ一致した（Table 3-1）。すなわち、本研究で用いている環状 plasmid 固定化 beads

における pre-RC 形成は、アフリカツメガエル精子クロマチンを用いた場合と似た現象

が起きていると推察される。 

 興味深いことに、geminin 添加によって pre-RC 形成が阻害される条件下で plasmid

に結合したタンパク質を定量した結果、1 分子の plasmid あたり 10 分子以上の ORC

および CDC6 が結合していると算出された（Table 3-1）。これは、ORC および CDC6

の DNA 結合が、MCM loading の前後で変化する可能性を示唆している。この結合の

変化は、ORC のクロマチン結合の安定性が pre-RC 形成の前後で変化するという報告

と関連すると考えられる（Harvey and Newport, 2003）。そこで私は、geminin 未添加

（－）LSS を用いて、さらに詳細に plasmid 固定化 beads への pre-RC 形成タンパク

質の結合を調べることにした。 

 

２）低温条件下での鋳型に対する pre-RC 形成タンパク質の結合量の解析 

 私は解析の過程で、geminin 未添加（－）LSS であっても、氷上にて plasmid 固定

化 beads を混合し、そのまま 0℃でインキュベーションすると、鋳型に対して ORC、

CDC6、CDT1 が結合することを見出した（Figure 3-4 A, lanes 3, 7, 11）。さらに、そ

の結合量は 23℃インキュベーションで pre-RC 形成時に観察される量（Figure 3-4 A, 

lanes 1, 5, 9）よりも明らかに多く、さらに重要なこととして、0°C インキュベーショ
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ンでは MCM3 および MCM6 の結合はほとんど見られなかった（Figure 3-4 A, lanes 

3, 7, 11）。また、増加した ORC、CDC6 および CDT1 結合量は、geminin 添加（＋）

LSS 中で 23°C インキュベーションした場合に認められた結合量（Figure 3-4 A, lanes 

2, 6, 10）とほぼ同じであった（例えば lane 2 と 3 を比較）。なお、geminin 添加（＋）

LSS を用いて氷上インキュベーションした場合も同様の ORC、CDC6 および CDT1 結

合量増加が認められた（Figure 3-4 A, lanes 4, 8, 12）。 

 一方、ORC-depleted LSS を用いた際は、geminin 添加（＋）LSS 中で 23°C インキ

ュベーションした場合、あるいは geminin 未添加（－）LSS 中で氷上インキュベーシ

ョンした場合、いずれにおいても ORC1 はもちろんのこと、CDC6 と CDT1 の DNA

結合はほとんど認められなかった（Figure 3-4 B）。以上の結果は、0℃インキュベーシ

ョンおよび geminin 添加（＋）LSS 中で 23℃インキュベーションした際に認められた

CDC6、CDT1 の plasmid 上での蓄積が、ORC 依存的に起こっていることを示してい

る。 

 前述のように、0℃インキュベーションで認められた ORC、CDC6、CDT1 結合量の

増加は、geminin 添加（＋）LSS 中で 23℃インキュベーションした場合と類似してい

た（Figure 3-4 A, Table 3-1）。このことは、0℃条件下での反応でも、geminin 添加に

より MCM loading が阻害される条件下での反応でも、同様の安定的な ORC-CDC6-

CDT1-DNA 複合体が形成される可能性を示唆する。 

 また、geminin 添加で MCM loading を阻害した場合、ならびに 0℃インキュベーシ

ョンで MCM loading を阻害した場合でのクロマチンへの ORC、CDC6、CDT1 結合量

の増加が、アフリカツメガエル精子クロマチンにおいても認められた（Figure 3-4 C）。

したがって、ORC などの pre-RC 形成タンパク質の plasmid への結合安定化（結合量

増加）は、plasmid 固定化 beads 特異的に認められる現象ではなく、MCM loading 阻

害に付随した一般的な現象であると考えられる。これらの結果は、MCM-depleted LSS
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において、クロマチンへの ORC 結合量が増加するという報告と一致している（Harvey 

and Newport, 2003）。 

 

鋳型に対する pre-RC 形成タンパク質結合の継時的解析 

 次に、0℃インキュベーションにおける各タンパク質の鋳型に対する結合量の変化を

継時的に解析した。その結果、インキュベーション開始から 1 分後には、ORC、CDC6、

CDT1 が plasmid 固定化 beads へ集積することが示された（Figure 3-5 A, lanes 5-7）。

これらのタンパク質の結合量が増加した状態は、少なくともインキュベーション開始か

ら 30 分間は維持されていた。この現象は、DNA が結合していない beads のみでは認

められなかった（Figure 3-5 A, lanes 2-4）ことから、ORC、CDC6、CDT1 の集積は

plasmid に依存していると考えられる。 

 興味深いことに、plasmid 固定化 beads を 0℃で 30 分間、通常 LSS とインキュベー

ションした後、直ちに 23℃に移行させると ORC、CDC6、CDT1 が徐々に plasmid か

ら解離していった（Figure 3-5 B, lanes 2-5）。特に CDC6 は、23℃インキュベーショ

ン開始 1 分後から解離し始めた。その一方で、23°C へ移行後、MCM3 が急速に plasmid

へ集積し始めた（Figure 3-5 B, lanes 2-5）。plasmid への MCM3 結合量は、23℃移行

から 15 分後には飽和に達し、その時点では CDC6 は検出されなくなった（Figure 3-5 

B, lane 4）。これらの結果は、pre-RC 形成の過程で plasmid に対する ORC、CDC6、

CDT1 結合量が劇的に変化することを示唆している。 

 これらの解析により、私は 0℃で plasmid 上に形成される ORC-CDC6-CDT1 複合体

は、MCM2-7 複合体を plasmid 上へ load するために必要とされる中間体である、と考

えた。この仮説を検証するため、plasmid 固定化 beads を LSS と 0℃で 30 分間インキ

ュベーションして ORC-CDC6-CDT1 複合体を plasmid 上に形成させ、plasmid 固定

化beadsを洗浄した後、MCM2-7複合体を含むタンパク質画分PEG-M（ただしORC1、
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CDC6、CDT1 を含まない）もしくは buffer と plasmid 固定化 beads を混合して 23℃

で継時的にインキュベーションした。この際の各タンパク質の plasmid への結合量の

変化を継時的に解析した結果、buffer を添加したサンプルでは、特に変化は認められな

かったが（Figure 3-6 A, lanes 3-6）、PEG-M を添加したサンプルでは、時間依存的な

MCM 結合量増加が認められた（Figure 3-6 A, lanes 7-10）。この結果は、plasmid 上

に形成された ORC-CDC6-CDT1 複合体が、MCM2-7 複合体を plasmid へ load する活

性を有していることを示している。 

 さらに、PEG-M に含まれる未知のタンパク質が MCM loading に関与している可能

性を排除するため、私は PEG-M の代わりに精製 MCM2-7 複合体を使用して、同様の

実験を実施した（Figure 3-6 B）。その結果、PEG-M を使用した場合と同様の結果が得

られた（Figure 3-6 B, lane 3）。一方、精製 MCM2-7 複合体とのインキュベーションの

際、geminin を添加すると予想通り MCM loading が阻害され（Figure 3-6 B, lane 5）、

また、MCM loading に必要な ATP を添加しなかったサンプル（lane 4）や、MCM2-7

複合体の中で親和性の低い MCM2 のみ選択的に除去したサンプル（lane 6）でも MCM 

loading は認められなかった。すなわち、MCM loading には ATP と MCM2-7 複合体

が必要であることが示された。このことから、この pre-RC 形成の再構成反応系でも真

正 pre-RC 形成が行われたと考えられる。その一方で、PEG-M や精製 MCM2-7 複合体

を用いた際には、Figure 3-5 Bで認められたようなMCM loadingに伴うORC、CDC6、

CDT1 の plasmid からの解離は認められなかった。この結果から、ORC、CDC6、CDT1

の plasmid からの解離は、MCM loading のみでは不十分であり、他の何らかの因子の

関与が必要とであることが示唆された。  
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Table 3-1  Plasmid 固定化 beads を LSS 中でインキュベーションした際に 

       結合した pre-RC 形成タンパク質の定量 

 Geminin addition Incubation temperature 

 pKS-EX pG5λ6.6 pKS-EX pG5λ6.6 

 Geminin  

（－） 

Geminin  

（＋） 

Geminin  

（－） 

Geminin  

（＋） 
23℃ 0℃ 23℃ 0℃ 

ORC1 2 >10 1 10 2 14 3 19 

ORC2 2 14 1 6 NDa ND ND ND 

CDC6 ND ND 3 15 （－）b 7 （－） 11 

MCM2 9 9c 12 （－） 17 （－） 19 （－） 

Geminin addition：geminin（－）LSS もしくは geminin（＋）LSS（いずれも 23℃） 

Incubation temperature：23℃もしくは 0℃（いずれも geminin [－] LSS） 

a. ND, not determined 

b.（－）, ウエスタンブロットのシグナルが検出限界以下 

c. MCM の plasmid への結合が弱く不安定で、通常の pre-RC 形成時の結合とは異なる

と考えられる。 
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Figure 3-1 各 plasmid 固定化 beads に対する複製タンパク質の結合解析 

A：pG5λ6.6（lanes 1-6）、pKS-EX（lanes 7-12）、pBlueλ2.0（lanes 13-18）固定化 beads

を、表示濃度の geminin を添加した LSS と 30 分間インキュベーションした。その際

に鋳型へ結合した各複製関連タンパク質をウエスタンブロット法で検出した。 

（次ページに続く） 
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B：長さがほぼ同等の pG5λ6.6（lanes 1-6）、pKSλ7.2（lanes 7-12）、pEXλ6.6（lanes 

13-18）を固定した beads を、表示濃度の geminin を添加した LSS と 30 分間インキュ

ベーションした。その際に鋳型へ結合した各複製関連タンパク質をウエスタンブロット

法で検出した。 
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Figure 3-2  各条件下で鋳型へ結合した各 pre-RC 形成タンパク質の結合力比較 

 pBluescript 固定化 beads を 2 μg/mL geminin 添加（＋）および未添加（－）LSS と

23℃で 30 分間反応させた後、0℃もしくは室温の 0.25% Triton-X 100（＋）wash buffer、

あるいは 0℃もしくは室温の通常 wash buffer で洗浄した。各条件下における鋳型に対

する各タンパク質の結合量をウエスタンブロット法で解析した。 
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Figure 3-3  Plasmid 固定化 beads に結合した各タンパク質の定量的 

      ウエスタンブロット解析 

  pKS-EX 固定化 beads を 2 μg/mL geminin 添加（＋）および未添加（－）LSS で 23℃

（A）あるいは geminin 未添加（－）LSS で 23℃もしくは 0℃（B）にて 30 分間イン

キュベーションした。その後、beads を氷冷 buffer で洗い、plasmid 固定化 beads に

結合したタンパク質量をウエスタンブロット法で定量した。 

A では 4 μL, B では 1 μL beads 相当分を、表記量のヒスチジンタグ付き組換え ORC2

（His-ORC2）もしくはヒスチジンタグ付き組換え MCM2（His-MCM2）とともに泳動

した。 
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Figure 3-4 各条件下における鋳型への pre-RC 形成タンパク質の結合量解析 

A：pG5λ6.6（lanes 1-4）、pKS-EX（lanes 5-8）もしくは pBluescript（lanes 9-12）固

定化 beads を 2 μg/mL geminin 添加（＋）および未添加（－）LSS と 0℃あるいは 23℃
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で 30 分間インキュベーションした。その後、氷冷 wash buffer で洗浄し、plasmid 固

定化 beads に結合した各タンパク質量をウエスタンブロット法で解析した。 

B：pBluescript 固定化 beads を mock-depleted あるいは ORC-depleted LSS と 23℃

あるいは 0℃で 30 分間インキュベーションした。この際、2 μg/mL geminin 添加（＋）

もしくは未添加（－）LSS の両条件下で反応させた。その後、氷冷 wash buffer で洗浄

し、plasmid 固定化 beads に結合した各タンパク質をウエスタンブロット法で解析し

た。 

C：脱核膜処理したアフリカツメガエル精子核を 2 μg/mL geminin 添加（＋）もしくは

未添加（－）LSS で 23℃あるいは 0℃で 30 分間インキュベーションした。その後、氷

冷 wash buffer で洗浄し、精子クロマチンに結合した各タンパク質をウエスタンブロッ

ト法で解析した。 
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Figure 3-5 Pre-RC 形成タンパク質結合量の継時的変化 

A：pBluescript 固定化 beads（lanes 5-7）もしくは beads 単体のみ（lanes 2-4）を LSS

と混合し、0℃にて表記時間インキュベーションした。その際に鋳型へ結合した各タン

パク質をウエスタンブロットで解析した。 

B：pBluescript 固定化 beads を LSS に添加し、0℃で 30 分間インキュベーションした

後、23℃にて表記時間でインキュベーションした（lanes 2-5）。その際のタンパク質の

継時的変化をウエスタンブロットで解析した。 
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Figure 3-6  MCM loading における ORC-CDC6-CDT1 複合体の寄与 

A：pG5λ6.6 固定化 beads を LSS に添加し、0℃で 30 分間インキュベーションした後、

beads を氷冷 wash buffer で洗浄し、MCM2-7 複合体を含むタンパク質画分 PEG-M

（lanes 7-10）あるいは buffer（lanes 3-6）を添加して 23℃で表記時間インキュベー

ションした。 

B：pG5λ6.6 固定化 beads を LSS に添加し、0℃で 30 分間インキュベーションした後、

氷冷 wash buffer で洗浄し、精製 MCM2-7 複合体と ATP を添加して 23℃で 30 分間イ

ンキュベーションした（lane 3）。対照実験として、精製 MCM2-7 複合体のみ添加（ATP

未添加）（lane 4）、2 μg/mL geminin 添加（lane 5）、精製 MCM2-7 複合体から親和性

の低い MCM2 のみ除去して添加（lane 6）という条件下でのインキュベーションも行

った。その後、pG5λ6.6 固定化 beads を氷冷 buffer で洗浄し、結合した各タンパク質

をウエスタンブロットで解析した。 
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Figure 3-7  Multiple MCM loading モデル 

Stage I：multiple ORC-CDC6-CDT1 複合体が plasmid 上にランダムに（model A）、

あるいは plasmid 上の限られた数の特定部位（model B）に形成される。この複合体は、

MCM loading が阻害される条件下で安定化される。 

Stage II：geminin 添加 LSS で 23℃インキュベーションした際、MCM2-7 複合体は各

ORC-CDC6-CDT1 複合体と弱く相互作用する。MCM2-7 複合体の plasmid への結合

は弱いと考えられる。 

Stage III：MCM2-7 複合体が plasmid 上に loading すると、大半の ORC-CDC6-CDT1

複合体は plasmid から解離し、1 つもしくは数個の ORC しか plasmid 上に残らない。 
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第４節 考察 

 

 複製開始の起点に結合する ORCと比べて MCM2-7 複合体がクロマチンに load され

る分子数が明らかに多いことは、以前から知られていた（Mahbubani et al., 1997; 

Edwards et al., 2002）。さらに、ヒト細胞核の免疫染色による解析およびアフリカツメ

ガエル卵抽出液を用いた in vitro DNA 複製系の解析において、DNA 複製が開始する前

から、MCM はクロマチンのほぼ全域に load されていることも示されている（Madine 

et al., 1995; Krude et al., 1996; Dimitrova et al., 1999）。これらの現象は、MCM2-7

複合体が複製フォークにおけるDNAヘリカーゼとして機能するという働きだけからは

説明できないものであり、高等動物の MCM に関して未だ解明されていない仕組みの

存在を暗示させるものである。 

 本研究において、MCM loading が抑制される条件下、すなわち geminin 存在下ある

いは低温条件下のいずれかの条件下で、ORC、CDC6、CDT1 の DNA 結合は顕著に安

定化することが示された（Figure 3-1, Figure 3-2, Figure 3-4, Figure 3-5）。この安定

化は MCM-depleted LSS を用いて精子クロマチンへの ORC、CDC6 結合を調べた解析

結果と一致している（Harvey and Newport, 2003）。また、本研究のウエスタンブロッ

ト法による定量解析から、MCM loading を阻害する条件下では、各 plasmid 分子に

ORC と CDC6 はそれぞれ 10～20 分子結合していることが示された（Table 3-1, Figure 

3-7 の stage I）。出芽酵母における研究では、ORC と CDC6 が 1 分子ずつ結合してリ

ング状の複合体を形成するというモデルが提唱されている（Speck et al., 2005）。この

ORC と CDC6 がモル比１：１で結合して複合体を形成する点は、本研究で MCM 

loading が阻害される条件下で plasmid に集積した ORC と CDC6 のモル比がおよそ

１：１だった点と一致している（Table 3-1, Figure 3-7 の stage II）。しかしながら、出

芽酵母とは異なり、ORC の DNA 結合が塩基配列に関してランダムに起こるアフリカ
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ツメガエル卵抽出液 in vitro DNA 複製系では、10 分子以上の ORC-CDC6 複合体が

plasmid に結合していると予想される（Figure 3-7, model A の stage I）。あるいは、

plasmid 上の限られた領域に、数多くの ORC-CDC6 複合体が集積している可能性も考

えられる（Figure 3-7, model B の stage I）。 

 不思議なことに、ORC-CDC6 複合体の plasmid への結合数は、plasmid のサイズに

は影響を受けず、geminin 添加（＋）LSS もしくは低温インキュベーション条件下にお

いて、10～20 分子の ORC-CDC6 複合体が結合することが示された（Table 3-1）。ORC-

CDC6 複合体の plasmid への結合数が DNA サイズに依存しないという点は、DNA の

限られた領域に多数の ORC-CDC6 が集積するというモデルを支持する（Figure 3-7, 

model B の stage I）。また、今回の結果は、アフリカツメガエル卵抽出液と直鎖 DNA

を用いた解析において、DNA の長さが 0.35 kb 以上であれば、DNA に結合する ORC

の量は DNA の鎖長が長くなってもあまり変化しない、という他グループの報告と一致

している（Edwards et al., 2002）。高等生物における ORC-CDC6 の DNA 結合は、未

知のメカニズムにより調節されているのかもしれない。 

 本研究において、私は CDT1 の結合量は算出しなかったが、CDT1 は MCM に加え

て CDC6 や DNAとも作用することが示されていることから（Yanagi et al., 2002; Cook 

et al., 2004）、おそらく CDT1 も ORC-CDC6-DNA 複合体に定量的に結合していると

推測される。 

 ところで、geminin 添加（＋）LSS 中で 23℃インキュベーションした際、MCM が

plasmid 上に形成された ORC-CDC6-CDT1 複合体と弱いながらも相互作用した

（Figure 3-1, Figure 3-7 の stage II）。その際の MCM と ORC-CDC6-CDT1 複合体の

分子数の比はおよそ１：１であった。ORC-CDC6-CDT1 複合体と MCM2-7 複合体との

相互作用には CDT1 が関与すると考えられるが、MCM との結合には CDT1 の中の特

定のドメインが関与する。一方、そのドメインは geminin が結合する CDT1 のドメイ
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ンとは異なることが報告されている（Yanagi et al., 2002）。したがって、geminin 存在

下で、MCM2-7 複合体が ORC-CDC6-CDT1 複合体と相互作用することには構造上、不

可能ではない。 

 興味深いことに、この弱く相互作用した MCM2 の数は、pre-RC 形成後に認められ

る MCM2 の数とほぼ一致していた（Table 3-1）。この一致性は、ORC-CDC6-CDT1 複

合体とMCMとの複合体形成が実際に pre-RC形成の中間体を表すものかどうかは現時

点では明らかではないが、中間体と思われる複合体形成は非特異的なものではなく、意

味のあるものであることを暗示させる。 

 本研究において、通常の LSS の中で plasmid 固定化 beads を 0℃インキュベーショ

ンした際にも plasmid 上に多くの ORC-CDC6-CDT1 複合体が形成され（Figure 3-4, 

Figure 3-5）、さらに、その ORC-CDC6-CDT1-DNA 複合体が MCM2-7 複合体を load

する活性を有することが示された（Figure 3-6）。このことから、個々の ORC-CDC6-

CDT1 複合体が MCM2-7 複合体を load し、結果的に数多くの MCM2-7 複合体が各

plasmidに loadされたと推察される。すなわち、DNA上に形成した個々のORC-CDC6-

CDT1 複合体は、1 分子もしくは数分子という限られた数の MCM2-7 複合体しか DNA

上に load できない可能性が考えられる。 

 また、MCM2-7 複合体が plasmid 上に load されると ORC、CDC6、CDT1 の大半が

解離し、10～20分子のMCM2-7複合体に対して、わずか1～数分子のORCしかplasmid

上に残されないことも示された（Table 3-1, Figure 3-7 の stage III）。アフリカツメガ

エル卵抽出液と精子クロマチンの in vitro DNA 複製系を用いた研究において、クロマ

チン上での ORC：MCM の比率は～1：20 であると報告されているが（Mahbubani et 

al., 1997; Edwards et al., 2002）、それは Figure 3-7 の stage III の状態を反映してい

ると考えられる。クロマチンにおける ORC や CDC6 の結合の不安定性については、ア

フリカツメガエル卵抽出液と精子クロマチンを用いたDNA複製解析でもすでに報告さ
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れている（Coleman et al., 1996; Rowles et al., 1999）。本章で私が実施した継時的解析

においても、ORC、CDC6、CDT1 の plasmid からの解離が認められ、特に CDC6 は

MCM loading に伴い plasmid から迅速に解離することが示された（Figure 3-5 B）。

0℃インキュベーションで形成された ORC-CDC6-CDT1 複合体のうち、plasmid 上に

残されたごく一部が数多くの MCM2-7 複合体を繰り返し load するという可能性も完

全に排除することは出来ないが、この場合では、本研究で見出されたような MCM 

loading に伴う ORC、CDC6、CDT1 の plasmid からの解離という関係にはならないと

推測される。したがって、ORC-CDC6-CDT1 複合体が 1～数分子の MCM2-7 複合体を

DNA 上に loading させた後、DNA から迅速に解離すると考えるのが妥当と思われる。 

 ORC、CDC6 が DNA から解離する原因として、CDC6 および ORC1-5 サブユニッ

トは AAA+ファミリーに属するタンパク質であるため、MCM loading の過程で起こる

ATP 結合や加水分解により ORC もしくは CDC6 に構造変化が生じ、plasmid に対す

る ORC と CDC6 の親和性が低下した可能性が考えられる。タンパク質の構造変化は、

AAA+ファミリータンパク質である MCM2-7 複合体についても起こっていると考えら

れる。しかしながら、Figure 3-6 で示されたとおり、MCM loading が ORC、CDC6、

CDT1 の plasmid からの解離を起こすための十分条件ではないことから、pre-RC 形成

の過程において、なにか別のメカニズムが働いて ORC、CDC6、CDT1 が plasmid か

ら解離すると推察される。  

 本研究を進めている過程で、ヒト細胞におけるORCのクロマチン結合に関するFLIP

（fluorescence loss in photobleaching）解析によって、間期の間を通じて、ORC はク

ロマチンへの集積・解離を迅速に繰り返すことが他グループにより明らかにされた

（McNarin et al., 2005）。この結果は、高等生物の ORC の DNA 結合は、それまで想

定されていたよりも、よりダイナミックに起こっていることを示している。すなわち、

pre-RC 形成が可能な条件下において、ORC がクロマチンに結合する度に 1～数分子の
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MCM2-7 複合体を DNA 上に load し、その後直ちにクロマチンから解離する、そして

この結合と解離を状況が許す限り繰り返している可能性を示唆するデータである。これ

らのダイナミックな挙動が、DNA 複製開始前に ORC の数十倍程度の MCM2-7 複合体

が DNA 上に散在して存在するように見える「MCM paradox」の主な要因となってい

るのかもしれない。 

 私が本研究で得た結果は、高等動物における pre-RC 形成と ORC の機能の解明に向

けての大変重要な知見であると考えている。高等真核生物で認められるクロマチン全体

に配置された MCM の機能、および DNA 複製起点の決定メカニズムについては、まだ

明らかにされていない。しかし、私が確立した plasmid 固定化 beads を用いた in vitro 

DNA 複製系を用いて、高等真核生物 ORC の DNA 結合や MCM loading のメカニズ

ム、そしてそれらの調節機構に関する解析を更に進めることが、これらの解明に繋がる

と期待される。実際、本研究内容を論文発表後、複数の研究グループがこの鋳型システ

ムを採用して、複製初期プロセスや G1 期から S 期への移行に関与する分子の機能解析

を行い、新たな知見を発表している（Chowdhury et al., 2010; Thomae et al., 2011;  

Sanuki et al., 2015）。また、私が提唱した multiple MCM loading が、線虫胚において

も起こっていることが新たに示されている（Sonneville et al., 2012）。このように、本

研究内容は DNA 複製研究の発展に寄与しており、価値の高い研究内容であると考えて

いる。 
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第４章 

 

DNA 複製機構の制御が破綻した癌細胞に対する新たな抗がん剤の検討 

～脱フコース抗ヒト B7-H3 抗体 DS-5573a の増殖抑制作用メカニズムの解析～  
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第１節 序論 

 

抗体医薬の作用機序 

 第１章でも述べたとおり、抗体医薬品は近年、非常に注目されている薬剤である。そ

の作用機序はいくつか存在するが、最近はヒト体内に存在する NK 細胞等のエフェク

ター細胞を介した ADCC（antibody-dependent cellular cytotoxicity）活性や、マクロ

ファージを介した ADCP（antibody-dependent cellular phagocytosis）活性を主な作

用機序とする抗体医薬の開発が増えてきている。 

 ADCC 活性は、標的細胞に結合した抗体の Fc 領域が、NK 細胞などのエフェクター

細胞上の FcγRIIIa と結合することで誘導される標的細胞傷害活性である。標的細胞－

抗体－エフェクター細胞の連結により、活性化されたエフェクター細胞からグランザイ

ム B やパーフォリンという細胞傷害物質が放出されることで、標的細胞が傷害を受け

る（Figure 4-1）。ADCC 活性の重要性については、trastuzumab や cetuximab などの

非臨床研究のみならず、これらの臨床研究でも既に明らかにされている（Cartron et al., 

2002; Zhang et al., 2007; Musolino et al., 2008）。 

 ADCP 活性は、標的細胞に結合した抗体の Fc 領域が、マクロファージ細胞などのエ

フェクター細胞上の FcγRIIa と結合することで、抗体依存的に誘導される標的細胞貪

食活性である（Richards et al., 2008）。抗体が認識した癌細胞をマクロファージが認識

し、貪食することにより癌細胞を死滅させる（Figure 4-2）。前述した trastuzumab や

cetuximab も ADCP 活性を有しており、この活性を増強させることで抗腫瘍効果が増

強することが非臨床研究で明らかになっている（Chao et al., 2010; Weiskopf et al., 

2013）。これを踏まえ、臨床における ADCP 活性の寄与も期待されている。 
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抗体医薬品の課題点とその対応策 

 第１章で述べたとおり、抗体医薬には生産コストおよび耐性獲得などに関する課題点

が存在する。これらの問題を解決するため、Fc 領域改変技術により第一世代の抗体医

薬よりも低用量でより強い ADCC 活性を誘導する次世代型抗体医薬の研究が進められ

ている。これまでの研究により、抗体 Fc 領域を構成する 297 番目のアスパラギン（Asp-

297）に対する糖鎖（フコース）の付加を出来るだけ低減させることにより、抗体の Fc

領域とエフェクター細胞の FcγRIIIa の親和性が向上し、ADCC 活性が増強されること

が明らかになっている（Niwa et al., 2004, Figure 4-3）。このメカニズムを利用して

ADCC活性を増強させた抗CCR4抗体mogamulizumab（Niwa et al., 2005; Yamamoto 

et al., 2010）は、非臨床研究のみならず臨床研究でも顕著な薬効を示し、次世代型抗体

医薬として大きな注目を集めた。また、低発現標的に対しても低用量から強い薬効が認

められるため、今までよりも幅広い患者を対象にできる可能性があり、生産コストを比

較的安価に抑えられる可能性もある。すなわち、抗体医薬の脱フコース化は ADCC 活

性を増強する重要な技術であり、この技術を応用した次世代型抗体医薬の拡大が期待さ

れている。 

 しかしながら、次世代型抗体医薬は、第一世代抗体医薬で既に標的妥当性が確認され

た HER2 など限られた標的に対して集中的に開発されている傾向があり、その恩恵を

受ける患者は限定されている。そのため、十分な治療法がない難治性癌に対しても有効

な、新たな抗原を標的とした抗体医薬品の開発が強く望まれている。 

 

ヒト B7-H3 タンパクについて 

 ヒト B7-H3 タンパク質は alternative splicing により 4IgB7-H3（57 kDa：細胞外に

IgV1-IgC1-IgV2-IgC2 domain を有する）と 2IgB7-H3（25 kDa：細胞外に IgV1-IgC2 

domain を有する）の２つのバリアントが生み出されることが知られており、いずれも
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一回膜貫通型タンパク質として細胞膜表面上に局在する（Figure 4-4）。最初に同定さ

れたのはヒト 2IgB7-H3 で、T 細胞の活性化促進および interferon-γ産生に寄与する新

規 B7 ファミリー分子として報告された（Chapoval et al., 2001）。しかし、T 細胞免疫

調節に関するヒト B7-H3 タンパク質の機能については、活性化および抑制化の相反す

る内容が多数報告されている。また、ヒト B7-H3 タンパク質に対するリガンドは同定

されておらず、免疫調節に関する機能は未だに不明な点が多い分子である（reviewed in 

Wang et al., 2014）。 

 ヒト B7-H3 タンパク質は、ヒト癌組織や癌細胞株で発現が亢進していることが知ら

れているが、癌における B7-H3 タンパク質発現は 4IgB7-H3 がその大半を占めること

が明らかにされている（Duan and Huang, 2012）。複数の臨床研究により、B7-H3 タ

ンパク質は、大腸癌、肺癌、腎癌、子宮体癌、前立腺癌、肝臓癌など、ヒト腫瘍組織に

おいて幅広く高発現しており（Sun et al., 2006; Roth et al., 2007; Crispen et al., 2008; 

Sun et al., 2010; Brunner et al., 2012; Kang et al., 2015）、腫瘍内の B7-H3 発現量亢

進は、リンパ節転移（Sun et al., 2006; Kang et al., 2015）、予後不良（Roth et al., 2007; 

Crispen et al., 2008; Brunner et al., 2012; Kang et al., 2015）、病理学的ステージ（Sun 

et al., 2010; Brunner et al., 2012）と正の相関性、腫瘍内の T 細胞浸潤と負の相関性

（Sun et al., 2006; Sun et al., 2010; Brunner et al., 2012）が示されている。 

 非臨床研究では、肝癌細胞株、乳癌細胞株、前立腺癌細胞株において B7-H3 遺伝子

をノックダウンすると、細胞接着、移動、浸潤が減少することが in vitro で示されてい

る（Chen et al., 2008; Yuan et al., 2011; Kang et al., 2015）。また B7-H3 mRNA は、

様々なヒト正常組織で発現が認められているが（Chapoval et al., 2001）、ヒト正常組

織における B7-H3 タンパク質発現量はヒト臨床腫瘍における発現量より低く、かつ、

発現域もより限定的であると報告されている（Xu et al., 2009; Sun et al., 2010; Kang 

et al., 2015）。すなわち、腫瘍におけるヒト B7-H3 タンパク質の発現亢進は予後不良因
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子であり、正常組織では発現量が低く、発現域も限定的であるタンパク質であることか

ら、新規癌治療標的になる可能性を秘めていると考えられる。そこで私は、ヒト B7-H3

に対する次世代型抗体医薬品の開発を目標として、創薬研究をすすめることにした。 
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第２節 材料と方法 

 

細胞株 

 ヒト非小細胞肺癌細胞株 NCI-H1975、ヒト腎臓癌細胞株 786-O、ヒト胃癌細胞株

NCI-N87、ヒト前立腺癌細胞株 PC-3 および DU-145、ヒト子宮内膜癌細胞株 RL95-2、

ヒト膵臓癌細胞株 BxPC-3、ヒト赤白血病細胞株 TF-1α、ヒト乳癌細胞株 MDA-MB-231

および MCF-7、ヒト大腸癌細胞株 COLO205、ヒトＴリンパ球性白血病由来細胞株

CCRF-CEM、チャイニーズハムスター由来細胞株 CHO-K1、マウスミエローマ細胞株

P3X63Ag8U.1 は American Type Culture Collection より購入した。ヒト非小細胞肺

癌株 NCI-H322 は European Collection of Cell Cultures より購入した。ヒト子宮内膜

癌細胞株 HEC-1 は Japanese Collection of Research Bioresources より購入した。い

ずれの細胞株についても、説明書に従って適切に培養し、アッセイに用いた。 

 

マウス型抗ヒト B7-H3 抗体 M30 の作製 

 ヒト乳癌細胞株 MCF-7 を皮下移植および尾静脈投与し、免疫反応を惹起させたメス

の GANP マウス（Transgenic 社、Sakaguchi et al., 2005）の脾臓を採取した。脾臓を

すりつぶして脾臓細胞とした後、PEG4000（株式会社 免疫生物研究所）を用いてマウ

スミエローマ細胞株 P3X63Ag8U.1 と細胞融合させ、抗体産生ハイブリドーマを作製し

た。取得した抗体産生ハイブリドーマのうち、NCI-H322 移植ヌードマウスに対して抗

腫瘍効果を示したマウス IgG2a 抗体（M30）に着目した。M30 の抗原はヒト B7-H3 で

あることが質量分析法により明らかにされた（Takahashi et al., 2012）。 
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Hu-M30 および DS-5573a の作製 

 マウス型抗ヒト B7-H3 抗体 M30 の可変領域をコードする軽鎖および重鎖の cDNA

は RT-PCR 法にて取得した。ヒト化 M30 抗体 Hu-M30 は、ヒト化抗体のフレームにマ

ウス抗体由来の CDR（complementarity determining region）配列を導入する CDR 移

植法でデザインし、軽鎖および重鎖発現用ベクターを 293-F 細胞（Life Technologies）

に一過性発現させ、抗体産生させた培養上清から精製・取得した。DS-5573a は、抗体

Fc 領域への糖鎖付加に寄与する α1, 6-Fucosyltransferase（FUT8）遺伝子を knock out

させた POTELLIGENT® CHOK1SV 発現システム（BioWa、Lonza）を用い、Hu-M30

の Fc 領域にフコースが付加されない脱フコース化抗体として産生・精製した。 

 

エピトープマッピング 

 全長ヒト B7-H3 タンパク質（NCBI Reference Sequence、NP_001019907.1：a.a.27-

534）、ヒト B7-H3 IgV1（a.a. 27-139）、IgC1（a.a. 140-244）、IgV2（a.a. 245-357）、

IgC2（a.a. 358-456）の各 domain 発現ベクター（いずれも N 末端には FLAG タグを、

C 末端にはヒト B7-H3 タンパクの膜貫通/細胞内 domain [a.a. 457-534] を有する）を

Lipofectamine 2000 （Life Technologies） を用いて CHO-K1 細胞に transfection し、

一過性発現させた。これらの細胞に対し、DS-5573a もしくは human IgG1 isotype 

control（Enzo Life Sciences）（いずれも 1 μg/mL）を 4℃で 30 分間反応させた後、

FACS buffer（5% FBS 入り phosphate buffered saline）で 200 倍に希釈した FITC

（fluorescein isothiocyanate）標識抗ヒト抗体（Jackson ImmunoResearch）を 4℃で

1 時間反応させた。各プラスミド一過性発現細胞における各 B7-H3 タンパク質の発現

レベルを確認するため、上記反応とは別に、抗 FLAG 抗体（mouse IgG1、Sigma-Aldrich）

もしくは mouse IgG1 isotype control（BD Pharmingen）（いずれも 1 μg/mL）を 4℃

で 30 分間反応させ、さらに FACS buffer で 1000 倍希釈した FITC 標識抗マウス抗体
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（Cappel）を 4℃で 1 時間反応させた。各抗体反応後、非特異的結合を排除するため、

FACS buffer で各細胞を 2～3 回洗浄した。 

上記の通り調製した各サンプルの抗体結合性は Cytomics FC500 MPL（Beckman 

Coulter）にて測定し、データ解析には FlowJo（Tree Star, Inc., version 7.2.5）を使用

した。 

 

抗原－抗体 結合親和性解析（Biacore assay） 

 組換えヒト B7-H3 タンパク質（4IgB7-H3 もしくは 2IgB7-H3）は R&D systems か

ら購入した。これらの組換えタンパク質に対する DS-5573a および Hu-M30 の結合親

和性は、Biacore 3000 あるいは 4000（GE Healthcare）を用いた表面プラズモン共鳴

により解析された。DS-5573a あるいは Hu-M30 を human antibody capture kit（GE 

Healthcare）を用いてセンサーチップに固定化し、各組換えヒト B7-H3 タンパク質を

注入した。各結合親和性（KD値）は Biacore 3000 あるいは 4000 Evaluation Software

（GE Healthcare、version 4.1.1 あるいは version 1.0）を用いて算出した。 

 

フローサイトメーターによる抗原発現解析 

 細胞表面上に発現している抗原タンパク質の定量は、QIFIKIT（Dako）を用いて実

施した。各細胞株は飽和濃度（25 μg/mL）以上のマウス型抗ヒトB7-H3抗体M30（mouse 

IgG2a）もしくは mouse IgG2a isotype control（BD あるいは eBioscience）を 4℃で

30 分間以上反応させた。その後、FACS buffer でよく洗浄して非特異的な抗体結合を

排除し、FACS buffer にて 50 倍に希釈した FITC 標識抗マウス IgG 抗体（Dako：kit

付属品）を 4℃で 30 分間以上反応させた。検量線作成用の calibration beads および

control beads も FACS buffer でよく洗った後、50 倍希釈 FITC 標識抗マウス抗体を

4℃で 30 分以上反応させた。各サンプルを FACS buffer で十分に洗浄した後、Cytomics 



86 

 

FC500 MPL（Beckman Coulter）にて測定した。１細胞あたりの抗体結合量（＝抗原

発現数）は kit の説明書に従い、算出した。 

 

血液ドナー 

血液ドナーは第一三共株式会社 品川研究開発センターにて登録された健常人ボラン

ティアの中から、ランダムに選択された。全てのドナーは第一三共株式会社 研究倫理

審査委員会に承諾書を提出した。 

 

ADCC assay 

 10%FBS 入り RPMI 培地をアッセイ培地、96-well round bottom plate（Corning）

をアッセイ用 plate として使用した。Chromium-51（51Cr）（PerkinElmer）を取り込

ませた標的細胞（1 x 104 cells/50 μL）に対して、アッセイ培地を用いて 0.04、0.4、4、

40、400、4000 ng/mLに段階希釈したDS-5573a、Hu-M30、human IgG1 isotype control

（Enzo Life Sciences）もしくはアッセイ培地を 50 μL ずつ添加し、4℃で 30 分間反応

させた。その後、健常人血液から分離したヒト末梢血単核細胞（PBMC [peripheral blood 

mononuclear cell ]）（3 x 105 cells/100 μL）、アッセイ培地あるいは 2% Triton-X 100 を

100 μL ずつ添加した（抗体最終濃度は 0.01、0.1、1、10、100、1000 ng/mL、Triton

最終濃度は 1%）。アッセイ plate を 1200 rpm、3min で遠心し、37℃、4 時間で反応さ

せた後、各 well から上清 50 μL を回収して Luma plate（Perkin Elmer）に分注した。

50℃設定インキュベーターにて、一晩かけて上清を完全に乾燥させた後、Luma plate

の各 well に存在する 51Cr 量を TopCount-NTN（PerkinElmer）で測定した。1% Triton-

X 100 添加 well の 51Cr 放出量を 100%とし、各 well の ADCC 活性（％）は以下の計

算式で算出した。 

ADCC 活性（%）＝（S－B）/（M－B）x 100 
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S：各サンプル well における 51Cr 放出量（標的細胞＋抗体＋ヒト PBMC） 

B：標的細胞から自然放出される 51Cr 量（標的細胞のみ） 

M：標的細胞が 100%破壊された時の 51Cr 放出量（1% Triton-X 100 入り標的細胞） 

全ての実験は、独立した 3 つの well で実施し、上記計算式で得られた数値の平均値お

よび SD 値をグラフに反映した。 

 

ADCP assay 

 10%FBS 入り RPMI 培地をアッセイ培地として使用した。健常人血液由来ヒト

PBMC を 10 ng/mL 組換えヒト GM-CSF（PeproTech）および M-CSF（PeproTech）

を含むアッセイ培地で 13 日間処理した。培地は週 2 回の頻度で交換し、ヒト PBMC か

らマクロファージを誘導した。アッセイ前日、250 U/mL 組換えヒト interferon-γ

（PeproTech）と 10 ng/mL M-CSF で処理し、マクロファージを活性化させた。アッセ

イ当日、段階希釈した DS-5573a、Hu-M30、human IgG1 isotype control（Enzo Life 

Sciences）とあらかじめ反応させた PKH26（Sigma-Aldrich Co. LLC.）標識癌細胞株 

（5 x 104 cells）を、活性化マクロファージ（1 x 105 cells）と混合し、37℃、3 時間で

反応させた。その後、FACS buffer を用いて反応サンプルをピペットマンで力強く洗浄

し、非特異的結合を排除した後、FACS buffer にて 10 倍に希釈した APC

（allophycocyanin）標識抗ヒト CD11b 抗体（BD Pharmingen）と反応させた。4℃、

20 分間反応させた後、FACS buffer および PBS を用いてピペットマンで力強く洗浄

し、非特異的結合を低減させた各サンプルを、PBS で 1%に希釈したパラフォルムアル

デヒド（和光純薬）にて一晩固定した。各サンプルを FACSCantoTMⅡ（BD）にて測定

した。ADCP 活性（％）は、以下の計算式で算出した。 

ADCP 活性（%）＝ 

  （PKH26＋APC＋細胞/[PKH26＋APC－細胞+ PKH26＋APC＋細胞]）x 100 
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 全ての実験は、独立した 3 つの well で実施し、上記計算式で得られた数値の平均値お

よび SD 値をグラフに反映した。 

 

In vivo 薬効評価 

 全ての実験は、第一三共株式会社 動物実験委員会のガイドラインに従って実施され

た。DS-5573aの in vivo薬効評価では、メスのSCIDマウス（CB17/Icr-Prkdcscid/CrlCrlj、

日本チャールズリバー）の右脇腹に対し、マトリゲル（BD）で懸濁した MDA-MB-231

細胞株を 5 x 106 cells ずつ皮下移植して使用した。移植後 35 日目に腫瘍体積が 220 

mm3程度まで成長したマウスを 10 匹ずつ群分けし、DS-5573a（0.003、0.03、0.3 も

しくは 3 mg/kg）あるいは PBS を週 1 回、5 週間腹腔内投与した。 

 DS-5573a の薬効がエフェクター作用によるものであるかどうかを確認するため、免

疫不全度が異なる SCID マウス（NK 細胞、マクロファージ細胞が正常に機能）および

NOG マウス（NOD/Shi-scid, IL-2RγKO、インビボサイエンス）（NK 細胞欠損、マク

ロファージ機能低下、Ito et al., 2002）を用いて in vivo 薬効評価および薬効比較した。

各マウスの右脇腹に対し、マトリゲル（BD）懸濁 MDA-MB-231 細胞株を皮下移植し

（SCID：5 x 106 cells、NOG：1 x 106 cells）、腫瘍体積が 220 mm3程度まで成長した

マウスを群分けした（SCID：n = 10、NOG：n = 6）。群分け後、DS-5573a、human 

IgG1 isotype control（Eureka Therapeutics）（いずれも 3 mg/kg）もしくは PBS を週

１回、5 週間腹腔内投与した。ポジティブコントロールとして irinotecan（第一三共）

（60 mg/kg）を週 2 回、2 週間静脈内投与した群も設けた。いずれの実験においても、

継続的に腫瘍径を測定し、以下の計算式で推定腫瘍体積を算出した。 

 推定腫瘍体積（mm3）＝ 1/2 x 腫瘍長径（mm）x（腫瘍短径 [mm]）2 
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統計解析 

 SCID マウスを用いた DS-5573a 用量反応性実験では、PBS 投与群と各 DS-5573a 投

与群間における、最終投与から７日目の推定腫瘍体積を Dunnett 検定により有意差検

定した。SCID マウスと NOG マウスにおける薬効比較実験では、1）PBS 投与群と

irinotecan 投与群、2）human IgG1 isotype control 投与群と DS-5573a 投与群におけ

る最終投与から７日目の推定腫瘍体積を Student’s t 検定により有意差検定した。全て

の統計解析には、SAS System Release 9.2（SAS Institute Inc.）を使用した。 
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第３節 結果 

 

 これまでの研究において、マウス型抗ヒト B7-H3 抗体 M30 は、ⅰ）ヒト B7-H3 高

発現肺癌細胞株 NCI-H322 移植ヌードマウスに対して抗腫瘍効果を示すこと、ⅱ）in 

vitro において抗体単独での殺細胞活性は示さないこと、ⅲ）NK 細胞を介した ADCC

活性を有すること、などが明らかにされている（Takahashi et al., 2012）。その後、治

療用抗体としての可能性を探るため、ヒト化抗ヒト B7-H3 抗体 Hu-M30 を作製し、マ

ウス型抗ヒト B7-H3 抗体 M30 と同様の薬理活性が維持されていることを確認した

（Data not shown）。これらの知見より、ADCC 活性が Hu-M30 の薬理活性の一つで

あり、この活性を高めることが Hu-M30 の薬効増大につながると考えられた。そこで

本研究では、抗体 Fc 領域へのフコース付加を排除することで NK 細胞の FcγRⅢa への

結合親和性を高め、 ADCC 活性を増強させる BioWa および Lonza 社の

POTELLIGENT®技術を用い、Hu-M30 をもとに次世代型抗体医薬 DS-5573a を作製

し、作用メカニズムの解析および医薬品としてのポテンシャルを見極めることにした。 

 

ヒト B7-H3 タンパク質における DS-5573a の結合 domain 確認 

 全長ヒト B7-H3 タンパク質は、細胞外に IgV1、IgC1、IgV2、IgC2 domain を有す

る。私はまず、ヒト B7-H3 タンパク質における DS-5573a の結合 domain を確認する

ため、全長および各 domain 発現 plasmid をそれぞれ作製し、これらを一過性発現させ

た CHO-K1 細胞に対する DS-5573a の結合性をフローサイトメトリー解析にて評価し

た。各 plasmid を CHO-K1 細胞へ transfection した際に一過性発現される各 B7-H3

タンパク質の概略図を Figure 4-5 に示す。各発現タンパク質とも N 末端には FLAG タ

グが付けられており、抗 FLAG 抗体の反応性を確認することで、タンパク質の発現を
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確認することが可能となっている。Isotype control と比較して、DS-5573a および抗

FLAG 抗体の蛍光強度が明らかに強い場合、結合性ありと判定した。 

 この実験により、DS-5573a は isotype control と比較して全長ヒト B7-H3 タンパク

質、ヒト B7-H3 IgC1 および IgC2 domain 発現 CHO-K1 細胞に対して結合性を示す

が、ヒト B7-H3 IgV1 および IgV2 domain 発現 CHO-K1 細胞に対して結合性を示さな

いことが明らかになった（Figure 4-6 A）。各 plasmid 一過性発現細胞において、細胞

外にタンパク質が十分に発現しているかどうかを確認するため、私は抗 FLAG 抗体の

結合性も評価したが、いずれの細胞についても isotype control と比較して十分な結合

性が認められた（Figure 4-6 B）。また、別クローン由来の抗ヒト B7-H3 抗体がヒト B7-

H3 IgV1 もしくは IgV2 domain 発現 CHO-K1 細胞に対して結合性を示したことから

（data not shown）、DS-5573a がヒト B7-H3 IgV1 および IgV2 domain 発現 CHO-K1

細胞に対して結合性を示さなかったのは、標的タンパク質の発現量不足によるものでは

ないことが示された。以上の結果より、DS-5573a はヒト B7-H3 IgC1 および IgC2 

domain に結合すると結論付けた。なお、ヒト B7-H3 IgC1 および IgC2 domain のアミ

ノ酸配列は一部を除いてほぼ一致しており、DS-5573a は両 domain に共通する配列を

認識していると考えられる。 

 

組換えヒト B7-H3 タンパク質に対する DS-5573a および Hu-M30 の結合親和性評価 

（Biacore assay） 

 前述のとおり、Hu-M30 の作用機序の一つが ADCC 活性であり、その活性を増強さ

せることを目的として、今回作製した脱フコースヒト化 IgG1抗体がDS-5573aである。

この Fc 領域の脱フコース化が、抗原親和性（KD値）に与える影響を調べるため、組換

えヒト B7-H3 タンパク質に対する Hu-M30 と DS-5573a の KD値を Biacore assay に

て解析・比較した。 
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 まず、ヒト癌組織において高発現していると報告されているヒト 4IgB7-H3 タンパク

質に対する DS-5573a と Hu-M30 の KD値を測定したところ、それぞれ 1.8 nM、1.6 nM

とほぼ同等であることがわかった（Table 4-1）。すなわち、Fc 領域の脱フコース化は、

抗原親和性に影響を与えないことが示された。さらに、機能は未だ不明な部分が多いも

のの、DS-5573a のエピトープである IgC1 domain を有するヒト 2IgB7-H3 タンパク

質に対しても DS-5573a と Hu-M30 が結合するかどうかを調べるため、私は同様の評

価を実施した。その結果、両抗体ともヒト 2IgB7-H3 タンパク質に対しても結合性を示

し、その KD値はそれぞれ 11 nM、16 nM であった（Table 4-1）。なお、この実験にお

いて、2IgB7-H3 に対する Hu-M30 と DS-5573a の結合親和性は 4IgB7-H3 より一桁

程度弱いこと、すなわち Hu-M30 と DS-5573a は 4IgB7-H3 へより選択的に結合しや

すいことが明らかになった。 

 

様々な癌種由来細胞株におけるヒト B7-H3 タンパク質の発現評価 

 前述のとおり、B7-H3 タンパク質は大腸癌、肺癌、腎癌、子宮体癌、前立腺癌、肝臓

癌など、ヒト腫瘍組織において幅広く高発現している（Sun et al., 2006; Roth et al., 

2007; Crispen et al., 2008; Sun et al., 2010; Brunner et al., 2012; Kang et al., 2015）。

そこで私は、非臨床研究で用いる市販の癌細胞株についても、B7-H3 タンパク質の発

現が認められるかどうかを確認するため、マウス型抗ヒト B7-H3 抗体 M30 を用いて

QIFIKIT による定量的フローサイトメトリーを実施した。 

 解析の結果、ヒト非小細胞肺癌株 NCI-H322 および NCI-H1975、ヒト腎臓癌細胞株

786-O、ヒト胃癌細胞株 NCI-N87、ヒト前立腺癌細胞株 DU145 および PC-3、ヒト子

宮内膜癌細胞株 HEC-1 および RL95-2、ヒト膵臓癌細胞株 BxPC-3、ヒト乳癌細胞株

MDA-MB-231、ヒト大腸癌細胞株 COLO205、ヒト赤白血病細胞株 TF-1α では、B7-

H3 タンパク質の発現が認められた（Table 4-2）。一方で、ヒト T リンパ球性白血病由
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来細胞株である CCRF-CEM における B7-H3 タンパク質の発現量は、検出限界以下で

あった。これらの結果より、B7-H3 タンパク質は、臨床癌組織だけでなく、非臨床研究

で用いる様々な癌細胞株においても発現していることが示された。 

 私はこれらの細胞株の中から、B7-H3 タンパク質高発現株（1 x 105分子/細胞以上）

の代表として NCI-H322、中発現株（5 x 104分子/細胞程度）の代表として MDA-MB-

231、低発現株（1 x 104分子/細胞程度）の代表として COLO205、B7-H3 タンパク質

陰性株として CCRF-CEM を選抜し、以後の in vitro アッセイに用いることにした。 

 

Hu-M30 および DS-5573a の ADCC 活性評価・比較 

 脱フコースヒト化 B7-H3 抗体 DS-5573a の ADCC 活性が、親抗体である Hu-M30

よりも増強しているかどうかを確認するため、私は上記で選抜した 4 種類の細胞株に対

する Hu-M30 および DS-5573a の ADCC 活性を測定・比較した。ターゲット細胞とし

ては 51Cr 標識した各種癌細胞株、エフェクター細胞としては社内ボランティア採血か

ら調製したヒト PBMC を用いた。ADCC 活性により細胞死が誘導された際、培養上清

中に遊離される 51Cr 量を指標として、各サンプルにおける ADCC 活性（%）を算出し

た。ネガティブコントロールとしては、市販の human IgG1 isotype control を使用し

た。 

 この実験により、各 B7-H3 発現株に対する Hu-M30 および DS-5573a の ADCC 活

性は、いずれも用量反応性を示すが、その濃度域と最大活性値が異なることが確認され

た（Figure 4-7）。ヒト B7-H3 タンパク質高～中発現株である NCI-H322 や MDA-MB-

231 に対する Hu-M30 の ADCC 活性は、10～1000 ng/mL で濃度依存性が認められた

（NCI-H322：6.7% [10 ng/mL]～28.4% [1000 ng/mL]、MDA-MB-231：4.4% [10 ng/mL]

～21.2% [1000 ng/mL]）のに対し、DS-5573a では 0.1～100 ng/mL で濃度依存性が認

められた（NCI-H322：6.2% [0.1 ng/mL]～53.6% [100 ng/mL]、MDA-MB-231：3.6% 
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[0.1 ng/mL]～58.3% [100 ng/mL]）。すなわち、DS-5573a では Hu-M30 の 100 倍程度

低い濃度域から、ADCC 活性が誘導されることが明らかになった。また、1000 ng/mL

で得られた活性値についても、Hu-M30 より DS-5573a の方が 2～3 倍程度高いことが

示された（NCI-H322：28.4% [Hu-M30] vs 55.6% [DS-5573a]、MDA-MB-231：21.2% 

[Hu-M30] vs 60.3% [DS-5573a]）。さらに、Hu-M30 ではほとんど ADCC 活性が誘導

出来なかった B7-H3 タンパク質低発現株 COLO205 に対しても、DS-5573a は高い

ADCC 活性を誘導することが示された（8.7% [Hu-M30] vs 45.3% [DS-5573a]、いずれ

も 1000 ng/mL）。この際、human IgG1 isotype control は、いずれの細胞株に対して

も、ADCC 活性を誘導しなかった（NCI-H322：1.7～2.6%、MDA-MB-231：1.1～1.9%、

COLO205：1.6～2.4%、いずれも 0.01～1000 ng/mL）。また、B7-H3 タンパク質発現

陰性株である CCRF-CEM では、いずれの抗体においても ADCC 活性は誘導されなか

った（Hu-M30：6.1～10.4%、DS-5573a：7.9～10.3%、isotype control：7.0～10.3%、

いずれも 0.01～1000 ng/mL）。以上の結果より、DS-5573a は B7-H3 タンパク質依存

的な ADCC 活性を、低濃度域から強く誘導することが示された。 

  

Hu-M30 および DS-5573a の ADCP 活性評価・比較 

 最近、腫瘍内マクロファージが重要な免疫エフェクターとして機能していることが示

され、注目を集めている（reviewed in Weiskopf and Weissman, 2015）。ADCP 活性

は、マクロファージを介した抗腫瘍作用機序の一つとして注目されつつあるが、ADCP

活性を有する抗 B7-H3 抗体の報告はない。これを踏まえ、私は Hu-M30 および DS-

5573a が ADCP 活性を有するかどうか、その活性値に差が認められるかどうかを確認

するため、ADCC assay で使用した B7-H3 タンパク質発現量が異なる 4 株に対する

Hu-M30 および DS-5573a の ADCP 活性を評価することにした。ターゲット細胞とし

ては PKH26 色素で染色した各癌細胞株、エフェクター細胞としてはヒト PBMC を
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GM-CSF、M-CSF およびヒト interferon-γ処理して誘導させたヒトマクロファージを

使用した。抗体処理ターゲット細胞をマクロファージと反応させ、37℃で 3 時間反応さ

せた後、マクロファージを APC 標識抗ヒト CD11b 抗体で染色し、全 CD11b+細胞（全

マクロファージ）におけるPKH26＋CD11b+細胞（標的細胞を貪食したマクロファージ）

の比率を ADCP 活性（%）として算出した。ネガティブコントロールとしては、市販の

human IgG1 isotype control を使用した。 

 この実験により、Hu-M30 では B7-H3 タンパク質発現細胞株である NCI-H322、

MDA-MB-231、COLO205 に対して抗体濃度依存的な ADCP 活性を示すことが確認さ

れた（Figure 4-8）（NCI-H322：10.5% [1ng/mL]～43.6% [10,000 ng/mL]、MDA-MB-

231：9.8% [10 ng/mL]～40.4% [10,000 ng/mL]、COLO205：5.7% [10 ng/mL]～19.9% 

[10,000 ng/mL]）。また DS-5573a においても、Hu-M30 とほぼ同等の ADCP 活性が確

認された（NCI-H322：10.2% [1 ng/mL]～42.9% [10,000 ng/mL]、MDA-MB-231：10.1% 

[10 ng/mL] ～ 39.3% [10,000 ng/mL] 、 COLO205 ： 6.3% [10 ng/mL] ～ 19.7% 

[10,000 ng/mL]）。一方で、human IgG1 isotype control は、いずれの B7-H3 タンパク

質発現細胞に対しても ADCP 活性は示さず（NCI-H322：9.4～10.3%、MDA-MB-231：

5.7～10.1%、COLO205：5.1～6.0%、いずれも 1～10,000 もしくは 10～10,000 ng/mL）、

B7-H3 タンパク発現陰性株である CCRF-CEM に対しても DS-5573a、Hu-M30、

isotype control はいずれも ADCP 活性を示さなかった（DS-5573a：5.2～6.2%、Hu-

M30：5.4～6.6%、isotype control：5.5～6.3%、いずれも 10～10,000 ng/mL）。以上の

結果より、Hu-M30 および DS-5573a は B7-H3 タンパク質依存的な ADCP 活性を誘導

することが示された。 また、DS-5573a の ADCP 活性は Hu-M30 と同程度であったこ

とから、Fc 領域の脱フコース化が ADCP 活性に影響を与えないことも確認された。 
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ヒト乳癌細胞株 MDA-MB-231 移植 SCID マウスを用いた in vivo 薬効評価 

 ヒト腫瘍の形態は、高分化型と低分化型に分類される。高分化型腫瘍は抗がん剤が効

きやすい一方、低分化型は抗がん剤が効きにくく、新規薬剤のニーズが高いとされてい

る。そこで私は、DS-5573aが有する治療用抗体としてのポテンシャルを見極めるため、

B7-H3 発現癌細胞株の中で、予後不良な低分化型腫瘍を形成する MDA-MB-231 を移

植した SCID マウスを用いて in vivo 薬効評価を実施することにした。 

 最初に、DS-5573a の in vivo における用量反応性を確認するため、私は SCID マウ

スの推定腫瘍体積が均等になるよう群分けした後、DS-5573a（0.003、0.03、0.3 もし

くは 3 mg/kg）もしくは PBS を週 1 回、５週間、腹腔内投与した。各個体における腫

瘍長径と短径を継続的に測定し、材料と方法に記載した計算式を用いて、推定腫瘍体積

（mm3）を算出した。 

 移植後 70日目における推定腫瘍体積（平均値）を比較すると、PBS投与群：834 mm3、

DS-5573a 0.003 mg/kg 投与群：615 mm3、0.03 mg/kg 投与群：506 mm3、0.3 mg/kg

投与群：309 mm3、3 mg/kg 投与群：292 mm3と DS-5573a 投与群では用量反応性が

認められ、特に DS-5573a（0.03、0.3 および 3 mg/kg）投与群では、PBS 投与群と比

較して統計学的に有意な差が認められた（Figure 4-9）（DS-5573a 0.03 mg/kg 投与群, 

P = 0.043、0.3 および 3 mg/kg 投与群, P < 0.001）。 

 

免疫不全度が異なる２種類のマウス（SCID マウス、NOG マウス）を用いた in vivo 

薬効比較実験 

 次に、DS-5573a の薬効がエフェクター細胞を介したものであるかどうかを in vitro

だけでなく in vivo でも確認するため、私は免疫不全度が異なる２種類のマウス（SCID

マウス [正常な NK 細胞やマクロファージを保有]、NOG マウス [NK 細胞欠損、機能
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低下したマクロファージを保有]）に MDA-MB-231 細胞株を移植し、DS-5573a の in 

vivo 薬効を比較することにした。具体的には、各 MDA-MB-231 移植マウスを推定腫瘍

体積の平均値が 220 mm3 程度になるよう群分けした後、DS-5573a あるいは human 

IgG1 isotype control（いずれも 3 mg/kg）、もしくは PBS を週 1 回、5 週間、腹腔内投

与した。ポジティブコントロールとしては、転移性乳癌の標準治療に用いられる

irinotecan（60 mg/kg）を採用し、週 2 回、2 週間、静脈内投与した。各個体における

腫瘍長径と短径を継続的に測定し、材料と方法に記載した計算式を用いて、推定腫瘍体

積を算出した。 

 その結果、Figure 4-10 に示したとおり、いずれのマウスにおいても、irinotecan 投

与群は、PBS 投与群と比較して強い薬効が認められ（SCID：PBS 投与群 453 mm3 vs 

irinotecan 投与群 188 mm3、NOG：PBS 投与群 1289 mm3 vs irinotecan 投与群

628 mm3）、統計学的に有意な抗腫瘍効果が確認された（いずれも P < 0.001）。すなわ

ち、irinotecan のような化学療法剤は、マウスの免疫不全度に関わらず薬効を示すこと

が確認された。さらに、SCID マウスでは、isotype control 投与群と DS-5573a 投与群

でも統計学的に有意な差が認められた（Figure 4-10 A, isotype control 投与群 408 mm3 

vs DS-5573a 投与群 166 mm3, P < 0.001）が、一方で NOG マウスでは同群間で有意

な差は認められなかった（Figure 4-10 B, isotype control 投与群 1106 mm3 vs DS-

5573a 投与群 964 mm3, P = 0.173）。これらの結果より、DS-5573a は機能的なエフェ

クター細胞が存在しない in vivo 条件下では、統計学的に有意な抗腫瘍効果を示さない

ことが確認された。 
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Table 4-1 組換えヒト 4IgB7-H3 および 2IgB7-H3 タンパク質に対する 

          DS-5573a と Hu-M30 の結合親和性（KD値） 

  4IgB7-H3 2IgB7-H3 

DS-5573a 1.8 nM 11 nM 

Hu-M30 1.6 nM 16 nM 
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Table 4-2 各癌細胞株におけるヒト B7-H3 タンパク質発現数 

由来 細胞株 

 ヒト B7-H3 タンパク質 

発現数 

（1 細胞あたり） 

ヒト非小細胞肺癌 
NCI-H322 3.4E+05 

NCI-H1975 1.9E+05 

ヒト腎臓癌 786-O 1.5E+05 

ヒト胃癌 NCI-N87 1.4E+05 

ヒト前立腺癌 
DU145 1.2E+05 

PC-3 7.1E+04 

ヒト子宮内膜癌 
HEC-1 1.3E+05 

RL95-2 6.2E+04 

ヒト膵臓癌 BxPC-3 5.0E+04 

ヒト乳癌 MDA-MB-231 4.8E+04 

ヒト赤白血病 TF-1α 3.7E+04 

ヒト大腸癌 COLO205 1.7E+04 

ヒトＴリンパ球性白血病 CCRF-CEM 検出限界以下 
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Figure 4-1  ADCC 活性誘導の概略図 

 ADCC 活性は、以下のプロセスで誘導される。①抗体が抗原を発現する標的細胞を認

識する、②標的細胞に結合した抗体の Fc 領域と NK 細胞の FcγRIIIa が結合する、③

標的細胞－抗体－NK 細胞複合体が形成されると、NK 細胞が活性化され、グランザイ

ム B やパーフォリンが放出される、④標的細胞でアポトーシスが誘導され、細胞死に

至る。 
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Figure 4-2  ADCP 活性誘導の概略図 

 ADCP 活性は以下のプロセスで誘導される。①抗体が抗原を発現する標的細胞を認

識、②標的細胞に結合した抗体の Fc 領域とマクロファージの FcγRIIa が結合、③標的

細胞－抗体－マクロファージ複合体が形成されると、マクロファージが標的細胞を貪

食・消化。 
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Figure 4-3  一般的なヒト化 IgG1 と脱フコースヒト化 IgG1 の比較 

一般的なヒト化 IgG1 では、Fc 領域の 297 番目を構成するアスパラギンに糖鎖（フコ

ース）が付加されている。脱フコースヒト化 IgG1 抗体は、この部位のフコースが付加

されていないもので、抗体の Fc 領域と NK 細胞に発現する FcγRIIIa の親和性が向上

する。結果として、一般的なヒト化 IgG1 よりも ADCC 活性を増強されることが知ら

れている。赤色に塗られた☆マークはフコースを示している。 
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Figure 4-4  ヒト B7-H3 タンパク質の構造模式図 

 ヒト B7-H3 タンパク質には 2IgB7-H3 と 4IgB7-H3 の２種類のバリアントが存在す

る。いずれも細胞外に IgV-like domain と IgC-like domain を有しており、2IgB7-H3

は IgV1-IgC2 domain、4IgB7-H3は IgV1-IgC1-IgV2-IgC2 domainで構成されている。 
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Figure 4-5 各 plasmid から発現される各ヒト B7-H3 タンパク質の模式図 

  各ヒト B7-H3 タンパク質とも N 末端に FLAG タグ、C 末端に膜貫通/細胞内 domain

を有する。 
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Figure 4-6  DS-5573a はヒト B7-H3 IgC1 および IgC2 domain に結合性を示す 

A： DS-5573a（黒線、塗りつぶしなし）、human IgG1 isotype control（灰色塗りつぶ

し）処理サンプル（いずれも 1 μg/mL） 

B： Anti-FLAG mAb（黒線、塗りつぶしなし）、mouse IgG1 isotype control（灰色塗

りつぶし）処理サンプル（いずれも 1 μg/mL） 



106 

 

 

 

Figure 4-7 ヒト PBMC を介した各癌細胞株に対する Hu-M30 および DS-5573a の           

       ADCC 活性評価 

 B7-H3 タンパク質発現量が異なる各癌細胞株に対する Hu-M30 および DS-5573a の

ADCC 活性を 51Cr ラベル法にて測定した（Effector/Target ratio = 30/1）。ネガティブ

コントロールとして isotype control も評価した。各サンプルとも独立した 3 well で評

価し、その平均値と標準偏差（SD）をグラフに示した。 
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Figure 4-8 ヒトマクロファージを介した各癌細胞株に対する Hu-M30 および 

       DS-5573a の ADCP 活性評価 

 B7-H3 発現量が異なる癌細胞株に対する Hu-M30 および DS-5573a の ADCP 活性

を PKH26 ラベル法にて評価した（Effector/Target ratio = 2/1）。ネガティブコントロ

ールとして isotype control も評価した。各サンプルとも独立した 3 well で評価し、そ

の平均値と標準偏差（SD）をグラフに示した。 
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Figure 4-9 MDA-MB-231 移植 SCID マウスにおける DS-5573a の in vivo 薬効評価 

           （用量反応性確認） 

 MDA-MB-231 移植 SCID マウスに対し、DS-5573a（0.003～3 mg/kg）もしくは PBS

を週１回、5 週間、腹腔内投与した（N = 10）。推定腫瘍体積の推移について、各群の

平均値と標準誤差（SE）をグラフに示した。最終投与日から 7 日後における PBS 投与

群と各 DS-5573a 投与群の推定腫瘍体積を、Dunnett 検定により統計解析した。矢印は

薬剤投与タイミングを示す。*P < 0.05, ***P < 0.001 
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Figure 4-10 MDA-MB-231 移植 SCID および NOG マウスにおける 

             DS-5573a の in vivo 薬効評価 
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MDA-MB-231 移植 SCID マウス（A）および NOG マウス（B）に対し、DS-5573a、

isotype control（いずれも 3 mg/kg）もしくは PBS を週１回、5 週間、腹腔内投与した。

またポジティブコントロールとして、irinotecan（60 mg/kg）を週 2 回、2 週間、静脈

内投与した（SCID：N = 10、NOG：N = 6）。推定腫瘍体積の推移について、各群の平

均値と標準誤差（SE）をグラフに示した。緑矢印は irinotecan、黒矢印は isotype control、

DS-5573a および PBS 投与タイミングを示す。最終投与日から 7 日後における PBS 投

与群と irinotecan 投与群、isotype control と DS-5573a 投与群の推定腫瘍体積を、そ

れぞれ Student’s t 検定を用いて統計解析した。***P < 0.001 
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第４節 考察 

 

 これまで多くの非臨床および臨床研究により、ADCC 活性が抗体医薬において重要

な役割を果たすことは示されているが、抗原発現量の不足や FcγRⅢa の遺伝子多型な

どにより、既存の抗体医薬では ADCC 活性を十分に誘導できない患者が存在すること

も明らかになっている。 

 ADCC 活性を有する多くの治療用抗体はヒト IgG1 タイプであるが、FcγRⅢa-158V

をホモタイプで有する NK 細胞は、FcγRⅢa-158F をホモタイプあるいはヘテロタイプ

で有する NK 細胞よりヒト IgG1 の Fc 部分に対して強い親和性を示すこと（Koene et 

al., 1997）、第一世代の抗体医薬 rituximab、trastuzumab、cetuximab など、ADCC 活

性を有する抗体医薬を投与された患者では、FCGR3A 遺伝子多型が、奏効率や無増悪

生存期間に影響を与えることが明らかになっている（Cartron et al., 2002; Zhang et al., 

2007; Musolino et al., 2008）。しかしながら、人種間で多少比率は異なるものの、どの

人種においても FCGR3A-158F遺伝子保有者の方が FCGR3A-158V遺伝子保有者より

も多い（Koene et al., 1997; Lehrnbecher et al., 1999; Leppers-van et al., 2000）。具

体的には、日本人の場合、FCGR3A-158V タイプは 26%、 FCGR3A-158F タイプは

74%、ドイツ人の場合、FCGR3A-158V タイプは 34%、FCGR3A-158F タイプは 66%

と報告されている（Leppers-van et al., 2000）。これらの報告は、第一世代の抗体医薬

が、多くの臨床癌に対して効率良く ADCC 活性を誘導しにくいことを示唆している。 

 一方で、Fc 領域へのフコース付加レベルを低減させたタイプの rituximab は、FcγR

Ⅲa-158V タンパク質だけでなく FcγRⅢa-158F タンパク質に対しても結合活性が飛躍

的に向上すること、FCGR3A 遺伝子多型に関わらず、従来型高フコース化 rituximab

に比べて 10 倍から 100 倍ほど低濃度領域で ADCC 活性が誘導されることが示されて

いる（Niwa et al., 2004）。また定量性解析により、低フコース化 IgG1 は従来型高フコ
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ース化 IgG1より 3倍から 10倍ほど抗原数が少なくても同程度の ADCC活性を誘導で

きることも示されている（Niwa et al., 2005）。実際に、脱フコースヒト化 IgG1 抗体の

先駆けとして承認された抗 CCR4 抗体 mogamulizumab では、臨床において極めて低

濃度域（0.1 mg/kg）から薬効が認められるケースが報告されている（Yamamoto et al., 

2010）。本研究データおよびこれらの報告を踏まえると、DS-5573a は幅広いヒト B7-

H3 タンパク発現臨床癌に対して、FcγRⅢa の遺伝子多型に関係なく、低濃度から薬効

を示すことが期待される。また、第一世代の抗体医薬に比べて治療に必要な薬剤量を大

幅に低減させられる可能性も期待され、その場合は生産コストを比較的安価に抑えられ

る可能性にも繋がると考えられる。 

 本研究で最も重要な知見の一つが、Hu-M30 および DS-5573a が様々な B7-H3 発現

癌細胞株に対して ADCP 活性を有するということである（Figure 4-8）。ADCC 活性の

みならず ADCP 活性を有する抗ヒト B7-H3 抗体に関する報告は、私が知る限り他にな

い。マクロファージが腫瘍内に多く存在することは一般的に知られているが、最近では、

このマクロファージが抗体治療の際のエフェクター細胞として重要な機能を果たすこ

とが明らかになってきている（reviewed in Weiskopf and Weissman, 2015）。例えば、

新規抗体医薬抗 CD47 抗体（Chao et al., 2010）や高親和性 SIRPα-Fc 融合タンパク質

（Weiskopf et al., 2013）などは、マクロファージ貪食反応を抑制する CD47-SIRP シ

グナルを遮断することが可能である。これらは、rituximab 処理非ホジキンリンパ腫細

胞や trastuzumab 処理乳癌細胞株との併用で、マクロファージによる貪食作用を増強

させ、強い相乗効果を示すことが in vitro および in vivo で示されている。DS-5573a も

これらの生物製剤と併用することで、より効率的に ADCP 活性を誘導することが可能

となるかもしれない。 

 また私は、DS-5573a の B7-H3 発現癌細胞株に対する ADCP 活性が、Hu-M30 と同

程度であることを示した（Figure 4-8）。ADCP 活性の誘導に最も寄与する Fcγ受容体
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は、マクロファージに発現している FcγRⅡa であると考えられており（Richards et al., 

2008）、低フコース IgG1 は FcγRⅢa への親和性が劇的に向上する一方、FcγRⅡa への

親和性はほとんど変化がないことも明らかにされている（Niwa et al., 2004）。また、

他研究グループにおいても、脱フコースヒト化 IgG1 抗体は、従来型高フコース抗体に

比べて 20 倍程度 ADCC 活性を強く誘導することができるが、ADCP 活性には差が認

められてないことが報告されており（Silence et al., 2014）、これらは本研究データと一

致している。 

 さらに私は、予後不良な低分化型腫瘍を形成する MDA-MB-231 移植 SCID マウスに

おいて、DS-5573a の用量反応的かつ有意な抗腫瘍効果が認められること（Figure 4-9）、

また免疫不全度が異なるMDA-MB-231移植 SCIDマウスおよびNOGマウスにおける

薬効比較では、DS-5573a はエフェクター細胞が存在しない in vivo 条件下では統計学

的に有意な抗腫瘍効果を示さないこと（Figure 4-10）を明らかにした。すなわち、本研

究において私が取得した in vitro および in vivo データは、DS-5573a が NK 細胞やマ

クロファージ細胞を含む B7-H3 発現腫瘍に対して薬効が期待できる可能性を示してい

る。また、ヒト PBMC 内に含まれる NK 細胞率がフコース付加レベルを低減させたタ

イプの rituximab の ADCC 活性強度と相関性があるとの報告もあり（Niwa et al., 

2004）、DS-5573a の抗腫瘍効果を効率良く誘導するためには、PBMC 中の NK 比率も

重要な要素の一つとなるかもしれない。 

 以上をまとめると、私は本研究において、Hu-M30 および DS-5573a は ADCC 活性

と ADCP 活性という二つの作用機序を有するユニークな抗体であり、特に脱フコース

化した DS-5573a では、Hu-M30 より 100 倍程度低濃度域から高い ADCC 活性が飛躍

的に増強されることを明らかにした。また DS-5573a は B7-H3 中発現株 MDA-MB-231

移植 SCID マウスに対して強い抗腫瘍効果を in vivo でも示した。その際、機能的なエ

フェクター細胞が存在しない NOG マウスでは、統計学的に有意な抗腫瘍活性が認めら
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れなかったことから、DS-5573a が抗腫瘍効果を発揮するためには、エフェクター細胞

の存在が重要と考えられた。 

 また私は本研究により、様々な癌種由来細胞株で高レベルの B7-H3 タンパク質発現

が検出されることを示したが、他研究グループによる臨床癌サンプルを用いた免疫染色

研究でも、B7-H3 タンパク質は大腸癌、前立腺癌、子宮体癌、肝臓癌などにおいて 50%

以上の確率で中～高発現していることが報告されている（Sun et al., 2010; Roth et al., 

2007; Brunner et al., 2012; Kang et al., 2015）。これは、抗 HER2 抗体 trastuzumab

が適応となる HER2 高発現乳癌患者の比率（20～25%）よりも高い。また私達の研究

グループでは、DS-5573a を連続投与したカニクイザルが良好な耐容性を示すことも確

認している（data not shown）。これらの報告および本研究成果は、十分な治療法が確

立されていない難治性癌の中で、B7-H3 陽性患者に対して DS-5573a が新規治療用抗

体のポテンシャルを有することを示唆している。 
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総括 

 

 癌を発症する原因は多岐に渡るが、これまでの臨床および非臨床研究により、ヒト臨

床腫瘍およびヒト癌細胞株では、本来は高度に保たれている DNA 複製や細胞周期の制

御が破綻しており、その結果、細胞増殖が亢進することが示唆されている（reviewed in 

Fragkos et al., 2015; reviewed in Wasylishen and Lozano, 2016）。「癌を制御する」た

めには、まずこれらの機構が破綻する原因を突き止めることが必要であり、そのために

は、正常細胞における DNA 複製初期プロセスや制御機構を理解することが重要である

と考えられる。しかし、従来の解析方法では、技術的な課題点によりこれらの解析が困

難であった。そこで私は、DNA 複製初期プロセスの解析が可能な新規 in vitro 系の確

立およびそれを用いた解析を目標とし、検討を実施した。第２章で私が確立した環状

plasmid 固定化 magnetic beads を鋳型とした新規 in vitro DNA 複製系では、従来法

で用いられる精子クロマチンと同様、真正のDNA複製が起こっていることが示された。

これを踏まえ、第３章では環状 plasmid 固定化 magnetic beads を迅速かつ簡単に磁石

で回収できるこという利点を活かし、今まで困難であった、より早いタイミングでの各

複製関連タンパクの挙動について解析を試みた。 

 その結果、1 つの ORC-CDC6-CDT1 複合体はたった 1 つもしくは数個の MCM2-7

複合体しか DNA 上に loading せず、ORC-CDC6-CDT1 複合体は MCM loading 後に

DNA から解離し、また新たな場所で pre-RC 形成を行うことを何度も繰り返し、数多

くのMCM2-7複合体をDNA上に loadingしている可能性が示唆された。私は、geminin

添加および 0℃インキュベーションに認められた pre-RC 形成中間体の存在、ならびに

pre-RC 形成プロセスにおける各分子のダイナミックな結合変化は、本研究の大きな成

果と考えている。 
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 私の研究成果および先行研究を踏まえると、本来、正常な真核生物においては、G1

期にのみ ORC-CDC6-CDT1 複合体形成、およびそれらによる MCM loading が起こ

り、S 期になると ORC、CDC6、CDT1 は速やかに DNA から解離するが、ORC、

CDC6、CDT1、MCM2-7 複合体が高発現している細胞では、geminin による pre-RC

形成阻害が機能せず、S 期においても ORC-CDC6-CDT1 複合体形成、およびそれら

による MCM loading が何度も繰り返し誘導されることが可能となり、DNA 再複製・

不安定化、そして癌化に繋がっていると推察される。すなわち、癌細胞における

CDT1、CDC6、MCM2-7 複合体は新たな創薬標的になりうる可能性を秘めていると

考えられる。実際、癌細胞株における MCM7 を siRNA でノックダウンすると、in 

vitro 細胞増殖や in vivo 造腫瘍性が低下するという報告もでてきており（Shi et al., 

2010）、今後もこれらの分子を標的とした治療薬の検討が進むことが期待される。 

 第４章では、「癌を制御する」という目的を「新規抗がん剤によって増殖を抑制させ

る」という、より直接的なアプローチで研究することにした。従来から抗がん剤として

広く使われてきた DNA 複製・細胞周期移行を阻害する「化学療法剤」は、幅広い癌種

で増殖抑制効果が期待出来るものの、増殖性の高い正常細胞にも作用することから強い

副作用を伴うことから、患者の生活の質を著しく低下させる。そのため、最近では癌で

発現亢進している分子を標的とした「分子標的薬」の研究が盛んに行われている。しか

し近年、「分子標的薬」として非常に注目されている抗体医薬は、生産コストの高さ、

第一世代の抗体医薬への耐性獲得、一部の標的に集中した開発競争、などが課題点とし

て挙げられる。そこで、私はこれらの問題を解決するため、より低用量で、より強い薬

効が期待できる、十分な治療法がない難治性癌に対しても有効な新たな抗原を標的とし

た抗体医薬品の創出を目指した。その中で私はヒト臨床癌における高発現と予後不良に

相関性が認められる B7-H3 タンパクに着目し、次世代型抗体である脱フコースヒト化

IgG1 抗体 DS-5573a を作製し、その臨床応用性を見極めることにした。 
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 DS-5573a は、私の期待通りに親抗体である Hu-M30 と比較してより低用量から、よ

り強い ADCC 活性を誘導すること（Figure 4-7）、さらに ADCP 活性も有すること

（Figure 4-8）を示した。さらに、予後不良な低分化型腫瘍を形成する MDA-MB-231

移植 SCID マウスにおいて、DS-5573a は用量反応的かつ統計学的に有意な抗腫瘍効果

が認められること（Figure 4-9）、また免疫不全度が異なる MDA-MB-231 移植 SCID マ

ウスおよび NOG マウスにおける薬効比較では、DS-5573a の薬効の大半がエフェクタ

ー細胞を介したものであることを明らかにした（Figure 4-10）。すなわち、本研究にお

いて作製された DS-5573a は、NK 細胞やマクロファージ細胞を介し、B7-H3 発現腫瘍

に対して薬効が期待できる可能性が示された。また、DS-5573a を連続投与したカニク

イザルが良好な耐容性を示すことも確認している（data not shown）。本研究成果は、

十分な治療法が確立されていない難治性癌の中で、B7-H3 陽性患者に対して DS-5573a

が新規治療用抗体のポテンシャルを有することを示唆しており、大きな研究成果と考え

ている。 

 

今後の展望 

 

 私は本研究において、「癌を制御する」という目的を達成するために、正常細胞の

DNA 複製機構の初期プロセスの詳細を解明するというアプローチと、実際に癌化した

細胞の増殖を阻害する抗体医薬を探索・創出するというアプローチで癌研究を進め

た。最近ではさらに技術が進歩し、抗体医薬に DNA 複製や細胞周期を制御する抗が

ん剤を結合させることで、癌細胞特異的に抗がん剤を送り込み、効率的に癌細胞を死

滅させる ADC（antibody drug conjugate）という新たな次世代型抗体医薬品の研究

開発が盛んに行われている。 
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 ADC は、①癌細胞上に発現する標的抗原に対して ADC が結合する、②ADC-抗原

複合体が細胞に内在化する、③細胞内のリソソームと会合して ADC が分解され、結

合薬物が抗体から遊離・放出される、④細胞が薬剤作用により死滅する、というプロ

セスで作用する（Figure 5-1）。 

 2017 年 6 月現在、上市された ADC は、抗 CD33 抗体に DNA アルキル化剤を搭載

した gemtuzumab ozogamicin（Bross et al., 2001; Petersdorf et al., 2013）、抗

CD30 抗体に微小管重合阻害剤 MMAE（monomethyl auristatin E）を結合させた

brentuximab vedotin（Gopal et al., 2012; Younes et al., 2012; Ogura et al., 2014）、

抗 HER2 抗体である trastuzumab に微小管重合阻害剤 DM1 を結合させた

trastuzumab emtansine（Burris et al., 2011; Verma et al., 2012; Krop et al., 2014）

の 3 品目である。ADC は様々な癌種に対して適応拡大が期待される次世代抗体医薬の

一つとして非常に注目を集めており、現在では 60 種類以上の ADC について臨床試験

が行われている。ADC に搭載される薬剤について、現在臨床段階にあるものは

MMAE や DM1 のような微小管重合阻害剤が大半を占めるが、最近は DNA 複製時に

機能する Topoisomerase I の作用を阻害する DXd（DX-8951 derivative, Ogitani et 

al., 2016）や DNA に直接結合して DNA 合成を阻害する作用を有する PBD

（pyrrolobenzodiazepine, Kung et al., 2013）などの新たな薬剤が注目を浴びてい

る。 

 興味深いことに、ADC として強い薬効を示す薬剤は、いずれも DNA 複製や細胞周

期を阻害するものであり、抗体医薬開発と DNA 複製・細胞周期制御の研究分野は非

常に密接していることが明らかである。より詳細な DNA 複製メカニズムが明らかに

なれば、それを標的とした新たな作用機序を有する強力な ADC 用薬剤の開発、ひい

てはその薬剤を搭載した新規 ADC 開発に繋がる可能性も秘められている。 
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また、ADC が効率良く機能するためには、薬剤の殺細胞活性の強さのみならず、抗

体の内在化率、リソソーム移行率なども重要なファクターと考えられおり、最近で

は、同一標的の複数エピトープを認識する結合部位を持たせることで、内在化率を向

上させた biparatopic 抗体（Li et al., 2016）や、リソソーム移行率の良い標的と癌標

的の両方を認識させることで、内在化後のリソソーム移行率を向上させた bispecific

抗体（Andreev et al., 2017）など、ADC に特化した抗体研究も進められている。こ

のように、ADC 研究はまだ発展の余地が残されている。 

現在、第一三共株式会社において ADC 研究に従事している私は、今後もこの二つ

の研究分野の融合とシナジーを期待し、新たな ADC 創出を目指して、創薬研究を精

力的に続けて行きたい。 
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Figure 5-1  標的細胞に対する ADC の作用メカニズム 

 ADC は、①癌細胞上に発現する標的抗原に対して ADC が結合する、②ADC-抗原複

合体が細胞に内在化する、③細胞内のリソソームと会合して ADC が分解され、結合薬

物が抗体から遊離・放出される、④細胞が薬剤作用により死滅する、のプロセスで殺細

胞活性を示す。 
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