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学 位 論 文 内 容 の 要 旨 
 
（研究目的） 

カベオラ（caveolae）はほとんどすべての細胞の形質膜上に認められるフラスコ状の窪みで、細胞外

に存在する LDL などの巨大分子や葉酸などの小分子の取り込みに関与すると考えられてきた。しかし

近年この構造内にシグナル伝達に関わる多くのタンパク質が存在していることが明らかになり、カベオ

ラはシグナル伝達を行う細胞膜上の特殊なドメインであると提唱されるようになっている。カベオリンは

そのカベオラの主要蛋白質で、N 末端と C 末端をともに細胞質側に向け、カベオラの表面を覆ってい

る。現在、カベオリン１（αとβ）、２（αとβ）、３のアイソフォームが存在するとされている。カベオリン１

は、細胞を定常状態に保つ機能を持つ。また、多くの癌細胞において発現が減少することから、癌抑

制因子として癌の診断や治療への応用が期待されている。カベオリンの検出には、免疫組織染色ある

いはポリクローナル抗体（ｐＡｂ）を用いた Western blotting（ＷＢ）が多く用いられているが、臨床への応

用には、高感度なアイソフォーム特異的検出法の確立が必要であった。本研究ではヒトＴ細胞白血病

細胞株を用いて、モノクロナール抗体（ｍＡｂ）によるアイソフォーム検出法を検討した。この過程でヒト

Ｔ細胞白血病細胞株では、カベオリン１αがｍＡｂと反応せず、これがチロシンリン酸化に起因すること

が明らかになった。 

（方法） 

ヒトＴ細胞白血病細胞株のカベオリン陽性株の OKM-2Tとカベオリン陰性株の MT-1 を用いて実験を

行 っ た 。 膜 タ ン パ ク 質 を １ ％ TritonX １ ０ ０ を 含 む 溶 解 液 で 可 溶 化 し 、 更 に 沈 殿 物 を ６ ０ ｍ M 

octylglucoside を含む溶解液で可溶化する 2 段階の可溶化を行った。得られた上清をカベオリンに対す

るｐＡｂで免疫沈降した後、各カベオリンアイソフォームに対するｍＡｂを用いてＷＢで検出し、比較した。

他のカベオリン陽性株の MT-2、OKM-3T、Jurkat-ida とカベオリン陰性株の Jurkat-cen を用いて 2 段

階の可溶化を行い、ＷＢで検出した。またカベオリンのチロシンリン酸化は、上清を抗リン酸化チロシン

抗体で免疫沈降後、カベオリンに対するｐＡｂとｍＡｂを用いてＷＢで検出した。 

（結果） 

OKM-2T では、カベオリン１はｍＡｂを用いた通常のＷＢでは検出されないが、本法では 2 段階の可

溶化により明確なバンドとして検出された。カベオリン２についてもより鮮明なバンドとして検出された。

今回１）カベオリン陽性株の OKM-2T、OKM-3T、MT-2、Jurkat-Ida でカベオリン１，２は発現してい 
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た。２）カベオリン陰性株の Jurkat-Cen、MT-1 でカベオリン１，２は発現していなかった。３）カベオリン

３はいずれの細胞株でも発現していなかった。４）OKM-2T ではカベオリン１αはｐＡｂで検出され、ｍ

Ａｂでは検出されなかったが、MDCK 細胞ではカベオリン１αと１βが検出された。５）OKM-2T の上清

を抗リン酸化チロシン抗体で免疫沈降し、カベオリンに対するｐＡｂでＷＢを行うと２本のバンドが検出さ

れたが、カベオリン１のｍＡｂでは検出されず、カベオリン２のｍＡｂでは１本のバンドが検出された。 

（考察） 

2段階の可溶化を行うことにより、カベオリンのアイソファーム別の高感度の検出が可能となった。

OKM-2Tでカベオリン１αがｍＡｂで検出されないのは、抗体の反応性によるものではなく、これらの細

胞株でカベオリン１αがなんらかの修飾を受けｍＡｂと反応しないと考えられた。カベオリン１は正常細

胞ではチロシンリン酸化されていないが、形質転換にてSrcの基質となることから、チロシンリン酸化の

可能性が示唆された。抗リン酸化チロシン抗体によるカベオリンのｐＡｂでみられた分子量の大きいバ

ンドはカベオリン１αと一致し、カベオリン１のｍＡｂと反応しないことから、カベオリン１αのバンドと判

明した。またそのほとんどがチロシンリン酸化していると推測された。分子量の小さいバンドは、ｍＡｂと

の反応性からカベオリン２αであることが判明した。以上の結果から、OKM-2Tではカベオリン１α、２

αがチロシンリン酸化していること、カベオリン１β、２βはチロシンリン酸化していないことが明らかと

なった。カベオリン１は癌抑制因子として機能しており、多くの癌細胞でその発現が減少するとされて

いる。しかし、前立腺癌ではカベオリン１の発現が増加し、転移や予後と密接に関連していることが報

告されており、この分子基盤は不明である。また、血球細胞では通常カベオリンの発現が認められて

いないが、ヒトＴ細胞白血病細胞株ではＣＤ４、ＩＬ-２レセプター、ＣＤ５４を高レベルで発現し活性化状

態となり、カベオリン１、２の発現を認めていることが報告されている。ヒトＴ細胞白血病細胞株にて、カ

ベオリン１α、２αがチロシンリン酸化されていたことから、チロシンリン酸化が細胞の活性化や癌の転

移を促進する可能性が推測される。これらの結果からカベオリンを癌の診断、予後の予測、治療など

臨床応用する場合、発現低下だけでなく、そのチロシンリン酸化の評価も重要であると考えられた。 
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論 文 審 査 結 果 の 要 旨 
申請者はヒト T 細胞白血病細胞株を用い、２段階の可溶化によりカベオリン含有成分を得て、カベオ

リンアイソフォームに対するモノクローナル抗体（ｍＡｂ）を用いて、各アイソフォームを Western blotting

法（WB）にて検出した。またカベオリンのチロシンリン酸化は、抗リン酸化チロシン抗体で免疫沈降後、

カベオリンに対するポリクローナル抗体（ｐＡｂ）とｍＡｂを用いて WB 法で検出し、以下のような結果を得

ている。 

OKM-2T において通常の可溶化ではカベオリン１は検出されないが、2 段階の可溶化を行うことによ

り検出された。カベオリン２においてもより鮮明に検出された。OKM-2T、OKM-3T、MT-2、Jurkat-Ida

でカベオリン１，２は検出された。Jurkat-Cen、MT-1 でカベオリン１，２は検出されなかった。カベオリン

３はいずれの細胞株でも検出されなかった。また OKM-2T では、ｐＡｂで検出されるカベオリン１αがｍ

Ａｂでは検出されなかった。ＭＤＣＫ細胞ではカベオリン１αとβが検出された。OKM-2T を抗リン酸化

チロシン抗体で免疫沈降し、カベオリンに対するｐＡｂで WB を行うと２本のバンドが検出された。以上

の結果から、OKM-2T ではカベオリン１αがなんらかの修飾を受けｍＡｂと反応しないものと考えられ

た。カベオリン１は正常細胞ではチロシンリン酸化されていないが、形質転換にてＳｒｃの基質となること

から、チロシンリン酸化の可能性が考えられた。分子量の大きいバンドはカベオリン１αと一致し、カベ

オリン１のｍＡｂと反応しないことから、カベオリン１αのバンドと判明した。分子量の小さいバンドはカベ

オリン１βかカベオリン２αに対応するが、ｍＡｂとの反応性からカベオリン２αであることが判明した。

そのため OKM-2T ではカベオリン１α、２αがチロシンリン酸化されていること、カベオリン１β、２βは

チロシンリン酸化されていないことが明らかとなった。 

血球細胞では通常カベオリンの発現が認められていないが、ヒトＴ細胞白血病細胞株ではカベオリ

ン１、２の発現を認めている。このことは前立腺癌にてカベオリン１の発現が増加し、転移などの悪性度

を高めることと類似しており、両者が同様の分子基盤をもつ可能性が高い。ヒトＴ細胞白血病細胞株に

て、カベオリン１α、２αがチロシンリン酸化されていたことから、チロシンリン酸化が細胞の活性化や癌

の転移などを誘導する可能性が示唆される。 

本研究により、より鋭敏なカベオリンアイソフォームの検出法を確立した。またカベオリン１αとカベオ

リン２αがチロシンリン酸化されていることが示された。頭頸部癌においても、カベオリンの減少と増加

が報告されており、本研究で得られた成果は頭頸部癌の診断、治療、予後判定にも寄与できる可能性

が高いと考えられる。 
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 以上により、本論文は本学大学院学則第 9 条に定めるところの博士（医学）の学位を授与するに値す

るものと認める。 
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