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論文内容の要旨

〔目的〕

Group specific component protein (以下Gc) は正常ヒト血奨中の的グロプリン分画に存在

する分子量 56， 000 の蛋白で，血奨中のビタミンD及びその代謝物の carrier protein として働いてい

ることが知られていたが，近年乙のGc がActin結合J性を有する乙とや，ヒト末梢単核細胞中のB細胞表

面に存在する乙とが明らかとなり，細胞機能との関連においても注目をあびつつある。我々は，抗ヒトGc

家兎抗体を作成し，正常ヒト末梢単核球について検討を行ったところ，乙のGc 家見抗体を作成し，正常ヒ

ト末梢単核球について検討を行ったところ，乙のGc がLeu 11 陽性分画のNK細胞膜表面にも存在してい

る乙とを見出した。そ乙で乙の抗Gc 抗体の NK 細胞活』性に与える影響について今回検討を加えた。

〔方法ならびに成績〕

1. 抗Gc抗体の作成:ヒト血清中より分離した Gc (阪大法医:木村博士より分与)を complet e freｭ

und adjuvand と混じ家兎に 1 ヶ月間隔で 2 度免疫，採血し， 56 0C30分で非働化した。 Ig 分画は抗血清

を硫安塩析した後，抗家兎 Ig セフアロースを用いた親和性クロマトグラフィ一法で抽出した。作成した抗

Gc抗体はオクタロニ一法及び、免疫電気泳動法で、Gc蛋白と特異的に反応した。

2. NK-effector cell の作成法と cytotoxic assay :健常成人 5人よりヘパリン採血した末梢血

液'1: 1096 v/v のKAC2 を加え10分毎に撹伴しながら3TC ， 1 時間培養しmonocytes を除去後， Ficol ト

Paque 比重遠沈法で単核球を分離した。さらに plastic culture dishにて3TC ， 1 時間培養し付着細

胞を除去した後，得られたリンパ球を 1 x 1Q7/ml で使用した。 cytotoxic assay は型通り 51Cr rel-

ease 法で行い， target cell はK562 細胞とMolt-4細胞を用い， E: T ra tio は 15: 1 と30: 1 で
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行った。

3. 抗Gc抗体のNK細胞活性に及ぼす影響の検討:抗Gc抗体とその Ig分画を effector細胞 1 x107/ 

mHと対して種々の量で加え， 37
0

C45分間反応させた後， Hanks solution で 3 回洗浄した後4時間後の

NK活性を測定した。対照群としては 5羽の正常家兎血清 (NRS) とその Ig 分画について添加濃度を変

えて反応させた。また抗体による非特異的なNK細胞活性の抑制について検討する為Ic: Leu 11b抗体を添

加してNK活性を測定した。抗Gc抗体ならびにその Ig 分画は著明にNK活性を抑制し，添加濃度と NK

細胞活性抑制の聞には濃度依存性が認められた。抗血清10μl/ml 添加時に抑制率は最大となり， 69.3箔

の抑制率，抗Gc の Ig 分画では90μg/ml 添加時に 6 1.4%の抑制率を示した。 NRS及びその Ig 分画，

Leu llb MoAb による NK細胞活性の有意な抑制は認め 1られなかった。

抗Gc抗体の反応時間と NK細胞活性の相関を検討する為に抗Gc抗体添加後3TC ， 45分， 24時間， 48時

間培養した後にNK細胞活性を測定したがいずれも抑制率は変らなかった。また抗Gc抗体反応後l乙洗浄し

た effector 細胞を24時間， 48時間培養した後にNK細胞活性を測定したところ， 4 時間後に比べそれぞ

れ 1 1.4~ぢ， 55.1%，抑制は回復し，抗Gc抗体による NK細胞活性抑制は可逆性であった。

4. NK細胞活'性抑制が抗Gc抗体による特異的な影響によるのかと、うかを検討する為に purified Gc 

protein を各種量で添加した後，抗Gc抗体を作用させ洗浄しNK細胞を測定したところ， NK細胞活性の

抑制効果は Gcの添加濃度依存性に回害され， 25μg/ml のGc添加時において抑制は50%阻害された。以

上より NK細胞活』性の抑制は抗Gc抗体による特異的作用であることが示された。

5. 抗Gc抗体の effector細胞と target 細胞の結合に及ぼす影響の検討:抗Gc抗体で=処理した eff

ector細胞と未処理 effector細胞，各々1.0 x 1Q6/ml と target 細胞 (K562 ， Molt-4) 各々1.0

x106/ml を混合し3TCで 5 分間培養後， 500Gで 5 分間遠沈，細胞を緩やかにピペッティングし結合細胞

の割合を計測した。 K562 ， Molt-4 いずれの target 細胞に対しでも抗Gc処理による effector 細

胞の結合率の差は認められなかった。

〔総括〕

NK細胞膜表面に存在する Gc蛋自に対する抗Gc抗体がNK細胞機能の発現に関与している乙とが明ら

カ〉となった。

抗Gc抗体はヒト NK細胞活性を著明に抑制し，乙の抑制作用は非特異的な反応ではなく GclC:特異的な

ものであることが示された。抗Gc抗体がNK-e f f e c t 0 r c e 11 と target cell の結合には影響を与え

ない乙とより，抗Gc抗体が， NK細胞障害機構における effector-target 結合以後の段階で関与して

いる乙とが示された。

論文の審査結果の要旨

本研究はリンパ球表面のGc蛋白と細胞機能との関係を抗ヒト Gc家兎抗体を用いて検討したものである。

その結果，ヒトリンパ球ではB細胞の他に Leu11陽性分画のNK細胞表面にも Gcが表現している乙とを
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見出した。その抗体処理iとより NK機能は著明に抑制され，特異的かつ可逆的であった。また乙の抑制は

NK細胞障害機構における NK effec tor-targe t 結合以後の段階で関与する乙とを明らかにした。乙

のことは，ビタミンD及びアクチン結合性を有する Gc がNK機能発現に重要な役割を果していることを示

唆するものである。

故に，本論文は血液学・腫場学上有意義な研究であり，学位に値すると考える。
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