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I. は じ め に

慈恵医大に来て13年，本年3月をもって，定年

退任を迎える．私の40年間の医師としての生活の

約1/3を慈恵医大で過ごしたことになる．慈恵医

大を定年退任した後も医師としての生活を続ける

予定であるが，今までのような医学研究者として

の生活は難しくなるように思う．そこで，私のこ

れまでの生活を研究面から振り返ってみた．タイ

トルの「nicheを求めて :Na,K-ATPaseから癌

特異免疫療法へ」のNicheとは自分のやりたいこ

とを快適に，幸せな気持ちで行うことができる場

所という意味である．

II. Na,K-ATPase

私の研究生活はモルモット腎皮質のNa, K-

ATPaseの研究から始まった．理由は大学院に進

学した際，東京大学の栄養学教室に派遣されたが，

栄養学教室の当時の水上茂樹助教授の指示による

ものである．東京大学第1内科の吉利和教授から

与えられたテーマは「腎尿細管における蛋白の再

吸収」であるが，どうアプローチするか難しく，

Na,K-ATPaseの研究は当面の研究テーマとし

て与えられたものである．しかし，この研究が面

白く，結局7年間，没頭することになった．

動物の細胞膜にはATP分解で放出されるエネ

ルギーを利用して，Naを細胞内から排出し，Kを

取り込む働きを持っているが，これを行っている

のが，Na,K-ATPaseである（図 1)．Na,K-

ATPaseはNa,K,Mgの存在下でATPを分解

するが，私が研究を始めた当時，Na,K-ATPase

のATP分解に伴う，Na,K-ATPaseのコンフォ

メーションの変化がNa,Kの vectorial  move-

mentと密接に関連し，反応中間体として高エネ

ルギーリン酸化酵素の存在が想定されていた．

私はNa,K-ATPaseがKイオンおよびMgイ

オンの存在下でBeCl によって阻害され，一方，

Naは阻害を除くことを見出し，この仕事で学位

を取得致した．私が明らかにしたのは，Kを結合

したconformation が存在することである（図

2)．米国のVanderbilt大学に留学した後も同じ研

究を進め，Kの存在下Na,K-ATPaseは無機燐

でリン酸化されること，また，高濃度のNaの存在

下では無機燐とADPからATPが生成されるこ

とを見出した．生理的な条件下ではNa,K-

ATPaseによるATP分解に伴い，Naが排出さ

れ，Kが細胞内に取り込まれるが，私が明らかに

したのは，逆反応が起こり得るということであり，

NaがNa,K-ATPaseを介して細胞内に入り，K

が排出された場合，ATPが生成される可能性が

あるということである．こうして，Na-K ATPase

の研究に埋没していたが，臨床面で今までやって

きたことを生かす領域はどこかということも考

え，自分の専門領域を腎臓から肝臓に変更した．肝

疾患を専門とすることにして，最初にやった仕事

は胆汁うっ滞の発症機序に関する研究である．

III. 胆汁うっ滞-肝細胞表面における

機能単位の極性分布

胆汁うっ滞とは胆汁の生成，あるいは胆汁の流

れが滞った状態である．胆汁は毛細胆管腔で生成

され，肝内，肝外胆管を流れて十二指腸腔に達す

る（図3)．胆汁うっ滞機序の解明には胆汁生成機

序の解明が必要であると考え，この毛細胆管腔に

注目した．毛細胆管腔を形成しているのは肝細胞

膜の一部であり，毛細胆管膜と呼ばれ，界面活性
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作用の強い胆汁に接しているという意味では，他

の膜領域とは構造上区別されるはずである（図

4)．そこで，毛細胆管膜とその他の領域とを分離

分画することを試みた．毛細胆管腔の指標として

はアルカリホスファターゼ，その他の膜領域の指

標としてはグルカゴン感受性アデニレートサイク

ラーゼを用いた．肝細胞膜から蔗糖密度勾配遠沈

で得られた低比重分画ではアルカリホスファター

ゼ比活性は高く，グルカゴン感受性アデニレート

サイクラーゼ比活性は高比重分画と比較して低い

ことから，毛細胆管膜は低比重分画に回収された

と考えられる．この仕事は肝細胞膜の低比重分画

に毛細胆管膜が回収されることを示した最初の報

告である．問題はNa-K ATPaseの specific
 

activityがこの分画に高いことであり，これが後

で議論を呼ぶことになる．総胆管結紮による肝外

性胆汁うっ滞では低比重膜分画のMg-ATPase

活性が選択的に低下し（図5)，このことも低比重

膜分画が毛細胆管膜由来であることを示してい

る．

IV. Gianotti 病

松山市およびその近郊に原因不明の小児の皮膚

疾患が多発した．これが，infantile papular
 

acrodermatitisすなわちGianotti病であり，わが

国ではきわめてまれなHBVサブタイプ ayw株

によるものであることを小児科医石丸啓郎ととも

に明らかにした．松山市周辺のHBVキャリアー

nicheを求めて

図4.

図 5. 胆管結紮（bile duct ligation,BDL）の肝細胞
膜Mg-ATPaseに及ぼす影響 ．

Eyzyme activity:Pi/hr per mg protein
○ :低比重膜分画
△ :高比重膜分画
破線 :偽手術ラット
実線 :胆管結紮ラット
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におけるHBVサブタイプは，adr,adwがほとん

どで，aywは見られない．一方，患者ではaywが

94%を占めており，ayw株の感染とGianotti病

とは密接な関連があると考えられる．これは

HBVサブタイプと臨床形態との関連を示す最初

の実例である．Gianotti病患者の家族で母親また

は父親13例に急性B型肝炎の発症が見られた

が，いずれもHBV subtypeは aywであった．小

児と異なり全例に黄疸がみられたが，発疹がみら

れたのは13例中 7例であり，年齢もHBV感染の

clinical manifestationと密接に関連していると

考えられる．

V. 自己免疫性肝炎

当時の東大第一内科教授であった織田敏次教授

の勧めもあり，自己免疫性肝炎の研究をすること

になり，これが結局，癌免疫療法とともに私のラ

イフワークとなった．当時の自己免疫性肝炎にお

ける研究の焦点は肝細胞膜抗体であった．そこで，

肝細胞膜抗体に焦点をあてた研究を開始した．当

時，肝細胞膜抗体測定法には組織切片を用いた免

疫蛍光法，分離家兎肝細胞，Meyer zum Buschen-

feldeのいわゆるLSPを抗原として用いる方法

などがあった．

私は分離精製家兎肝細胞膜を用いる方法を開発

し，肝細胞膜抗体が自己免疫性肝炎に特異的に出

現し，抗体活性は肝炎の活動性と密接に関連して

いることを明らかにした（図6)．肝細胞膜抗体の

標的抗原の1つは asialoglycoprotein receptor

と考えられ，Lohseらの報告を追試したが，自己

免疫性肝炎の特異性は高く，また，肝炎の活動性

と密接に関連している（図7)．

しかし，自己免疫性肝炎における肝細胞障害に

関わっているのは抗体産生で代表されるTh2免

疫応答ではなく，Th1免疫反応であった．末梢血

単核球によるサイトカイン産生パターンをみると

肝障害の改善すなわちALTの低下は，IFNγ,

TNFαをはじめとするTh1サイトカインの産生

の減少，Th2サイトカインである IL-10産生増加

と連動していた（未発表データ）．すなわち，Th1
 

dominanceからTh2 dominanceへの免疫反応の

推移が病態の改善とcoupleしており，肝細胞障害

にはTh1応答すなわち細胞性免疫が関わってい

ると考えられる．

以上のデータを統合的に解釈するのに最適の仮

説は自己免疫性肝炎における肝細胞死にはanti-

body-dependent cell-mediated cytotoxicity す

なわちADCCが関わっていると考えることであ

る．しかし，実際に肝組織に浸潤している単核球

はT細胞であり，肝細胞障害部位にはCD8 細胞

の浸潤がみられ，細胞障害性T細胞が肝細胞障害

に関わっている可能性が高い．自己免疫性肝炎に

関連して肝細胞膜抗体以外にカルモデュリン抗

体，インターフェロン抗体，Super oxide dismu-

図 6. 各種肝疾患における抗家兎肝細胞膜（rabbit liver plasma membrane,RLPM）抗体 ．
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tase抗体などを見出し，一時，autoantibody
 

hunterといわれた．

肝細胞膜抗体の標的抗原を同定しようと研究を

進めている間，sulfatideと反応する抗体が自己免

疫性肝炎で高率に出現することを見出した(図

8)．スルファチド抗体は自己免疫性肝炎で特徴づ

ける抗体であり，International autoimmune
 

Hepatitis groupの Diagnostic criteriaの addi-

tional markerの一つとなっている．興味深いこ

とに，このスルファチド抗体はヘパリンと反応し

た（図 9)．ヘパリンは，内皮細胞表面に存在する

ことが知られており，内皮細胞抗体の出現を予測

させるものである．そこで，自己免疫性肝炎患者

について，抗類洞壁内皮細胞抗体を検索した．自

己免疫性肝炎患者では 97%が類洞壁内皮細胞と

反応する抗体が陽性であるが，B型，C型慢性肝炎

では陽性率は10%を超えていない（図10)．この

類洞内皮細胞抗体は類洞内皮細胞に対して障害を

与えた．自己免疫性肝炎における肝細胞障害の発

現には内皮細胞抗体による内皮細胞障害，それに

続発する微小循環障害も関わっている可能性もあ

る．とくに急性発症型の自己免疫性肝炎では小葉

中心性壊死が主病変のことがあり，このような病

変成立には内皮細胞抗体が関わっていると考えら

図8. 肝疾患における抗スルファチド抗体 ．

図7. 各種肝疾患における抗アシアロ糖蛋白レセプター（HepG2細胞由来）抗体（ELISA法）(相澤良
夫ら)．
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れる．

VI. 癌特異免疫療法

この自己免疫性肝炎の研究と並行して，癌に対

する免疫療法の基礎的検討を行った．癌細胞は

様々な手段を使って，生体の免疫学的監視機構か

ら逃れており，いかにして強力な癌免疫を誘導す

るかが大きな課題である．1997年，当時Dana-

Farber Cancer Institute にいたGongは樹状細

胞と癌細胞をpolyethyleneglycol処理により作

成した融合細胞を接種することにより強力な癌免

疫を誘導できることを報告した．癌抗原の存在は

確認されているが，多くの癌では同定されていな

いのが実情であり，この融合細胞で免疫する方法

は癌抗原の同定，分離も必要ないという意味で広

い臨床応用の可能性がある．樹状細胞は，MHC

図 9. スルファチドと硫酸化グリコサミノグリカンとの交叉反応性 ．

図10. 各種肝疾患におけるラット類洞壁内皮細胞抗体 ．
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class 1, class 2分子，costimulatory molecules

（共刺激分子）を持ち，ある特定の抗原でTリンパ

球をprimingする能力を持っているが，癌抗原産

生がなく，Tリンパ球に癌抗原を提示することは

できない．一方，癌細胞は癌抗原を産生すること

はできるが，Tリンパ球に抗原を提示し，priming

するためのMHC class 2分子（MHC class 1分

子を持っている場合もあるが，持っていないこと

もある），costimulatory moleculesを欠いてい

る．しかし，両者が融合すると，癌抗原提示能を

持ち，Tリンパ球をprimingする能力を持った，

新しいprofessional antigen presenting cellが生

成する．Gongらはこの融合細胞を接種すること

により，癌免疫を誘導することを示した．従来，融

合細胞接種による癌免疫誘導の研究は移植癌をも

ちいて行われてきた．しかし，われわれが日常診

療において遭遇する癌はすべて自然発症癌であ

り，融合細胞接種による癌免疫誘導の効果は自然

発症癌について検討されるべきであると私達は考

えた．

家族性大腸腺腫症（familial  adenomatous
 

polyposis, FAP）はAPC遺伝子の異常のために

大腸癌が15歳前後より発生し，60歳ではほぼ全

例が大腸癌に罹患する遺伝性大腸癌であるが，こ

のFAPのモデルマウスAPC1309 マウスを用い

て融合細胞接種の発癌予防効果について検討し

た．APC1309 マウスの骨髄由来の樹状細胞と

APC1309 マウス由来の大腸癌細胞株 tumor T
 

cellとをPEG処理により融合細胞を作製し，2回

接種し，初回接種後4週目に屠殺し，大腸腫瘍数

を算定した（図11)．また，融合細胞接種後，IL-12

を腹腔内注射するグループも作成した．樹状細胞

はFITC標識 anti CD80, tumor T cellは赤色蛍

光色素で標識し，融合細胞が産生されたかどうか

蛍光顕微鏡下で検討すると，polyethylene glycol

処理により tumor T cellを取り込んだ樹状細胞

が産生されていることが明らかとなった．

融合細胞接種マウスでは非接種マウスと比較し

て明らかに腫瘍数は少なく，IL-12投与は更なる

減少をもたらし，注目すべきは融合細胞接種マウ

スでは腫瘍数は接種前と比較して増加せず，融合

細胞接種は腫瘍発生を抑制することが明らかと

なった（図12)．

腫瘍発生に対し抑制的に働くeffectorは何で

あるかを明らかにするために， Cr release assay

法を用いて，接種マウス脾細胞が tumor T cellに

図 11. 樹状細胞と大腸癌細胞の融合細胞によるAPC1309 マウスにおける腫瘍発生の抑制．
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対し障害性かどうかを検討したが，障害性ではな

かった．したがって，細胞性免疫の関与は否定的

である．しかし，tumor T cellに対する抗体が産

生されることが明らかとなった．抗体価と腫瘍数

の間に有意の逆相関がみられ，抗体が腫瘍発生に

抑制的に働いていると考えられる（図13)．抗CD4

抗体の腹腔内投与により，CD4陽性細胞を枯渇さ

せると，腫瘍発生予防効果は消失した(図 14)．し

たがって，CD4陽性細胞が腫瘍発生予防に重要な

働きをしていると想定される．一方，抗CD8抗体

の腹腔内投与により，CD8陽性細胞を枯渇させて

も腫瘍発生予防効果は影響を受けない．したがっ

て，CD8陽性細胞の関与はないと考えられる．融

合細胞接種により誘導された抗体は細胞障害性で

図12. DC/T接種による消化管腫瘍発生の抑制 ．

図13. 抗 tumor T cell抗体活性と大腸腫瘍数 ．
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あり，融合細胞と IL-12投与マウスの大腸腫瘍組

織の腫瘍細胞表面には IgGの結合がみられた．

以上，融合細胞投与により，大腸癌の自然発生

を抑制することが可能であり，FAPのみならず，

curative therapy後の大腸癌再発抑制が将来の臨

床応用として考えられる．

次に肝発癌予防に対する融合細胞接種の効果を

検討した．肝癌自然発症マウスC3H/HeNCrjを

用い，骨髄由来樹状細胞と同系マウス由来の肝癌

細胞（MIH-2）の融合細胞を作製し，皮下に接種

し，肝腫瘍数を算定した（図15）．Flow cytometer

により得られた融合効率は54.7%であった．13月

齢で融合細胞を接種し，16月齢で肝発癌の有無を

検討すると，無処置マウスでは 9 匹中 7匹に腫瘍

がみられたが，融合細胞接種マウスでは 9 匹中 1

匹に肝腫瘍がみられたに過ぎない（表1)．樹状細

胞，肝癌細胞，樹状細胞と肝癌細胞の単なる混合

物の接種では肝発癌予防効果はなかった．肝発癌

予防のeffectorは何であるかを明らかにするた

めに，融合細胞接種マウスの脾細胞を融合細胞と

図14. 腫瘍発生予防効果に対するCD4 T 細胞，CD8 T 細胞枯渇の影響 ．

図15. 樹状細胞と肝癌細胞の融合細胞によるC3H/HeNCrjマウスにおける肝発癌抑制．
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ともに培養した後， Cr release assay法を用いて

脾細胞の癌細胞に対する障害性を検討した．その

結果，脾細胞は肝癌細胞に対し障害性を示した．脾

細胞サブセットのいずれが肝癌細胞に対して障害

性かを検討したが，CD4 T細胞，CD8 T細胞，

NK細胞いずれでもなかった．しかし，プレートに

粘着した細胞，すなわちマクロファージが細胞障

害作用を示すことが明らかとなった（図16)．マク

ロファージが癌細胞に対し障害性を示すには，活

性化されることが必要であるが，融合細胞との共

培養の際，マクロファージは活性化され癌細胞に

対し障害性を獲得すると考えられる．脾細胞と融

合細胞との共培養の際にγインターフェロン抗

体を添加すると脾細胞の細胞障害活性は抑制され

ることから，細胞障害マクロファージ活性化に関

わっているのはγインターフェロンであり，ま

た，抗CD4抗体添加によりCD4陽性細胞を除去

するとγインターフェロン産生はみられず，γイ

ンターフェロンの産生に関わっているのはCD4

陽性T細胞であると考えられる．以上を総合して

自然発症肝癌モデルマウスにおける融合細胞によ

る肝発癌抑制は次のような機序で行われると考え

られる．癌化した細胞が肝局在マクロファージ

Kupffer細胞により貪食され，癌抗原はMHC
 

class 2分子を介してすでにプライミングされて

いるCD4陽性T細胞に提示され，これを活性化

し，活性化されたCD4陽性T細胞からはγイン

ターフェロンが産生分泌され，Kupffer細胞を活

性化し癌化した細胞を排除するように働くと考え

られる．

自然発症大腸癌，肝癌モデルマウスにおいて，樹

状細胞と癌細胞の融合細胞接種によって大腸癌発

生，肝癌発生を抑制すること，また発癌抑制にお

いてCD4 T細胞がcriticalな役割を演じている

ことを示した．しかし，誘導されたる癌免疫では

既存の癌を regressionさせることはできなかっ

た．既存の癌を regressionさせるような癌免疫の

誘導が今後の課題である．

以上40年間の研究生活を振り返る機会を与え

ていただいた皆様に心からお礼申し上げる．この

図16. DC/MIH-2接種マウス脾細胞サブセットのMIH-2細胞に対する細胞障害性 ．

表1. 各種処置マウスにおける16月齢時の担癌率

処 置 担癌率

None  7/ 9
 

DC/MIH-2(9×10 cells/mouse) 1/ 9

DCs(9×10 cells/mouse) 7/10
 

Irradiated MIH-2(4.5×10 cells/mouse) 10/11
 

DCs(9×10 cells/mouse)＋
Irradiated MIH-2(4.5×10 cells/mouse)

9/ 9

:p＜0.01 vs the incidence in the other groups of
 

mice.
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40年間を振り返ってみるとNa,K-ATPaseから

はじまりさまざまなテーマに取り組んできた．慈

恵医大での13年間は臨床医学の研究者として相

応しいテーマを研究対象として選び，臨床家とし

て，また医学研究者として楽しく過ごすことがで

き，これもひとえに同僚教授，教室員のみなさま

のお陰と心から御礼申し上げる．
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