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論文内容の要旨

[目的]

Natural killer (N K) 活性を有する large granular lymphocyte (L G L) 白血病細胞 (CD 2 +, CD 3 -, CD16+, 

CD45+ , CD45RA +, B+, 0-) を免疫源として新たな特性を有する抗体の作製をめざし，得られた抗体 LH4926 につ

いて，その特性を解析した。

[方法ならびに成績]

抗体 LH4926の作製は Koehler と Milstein の方法に準じた。抗体の選別 (negative selection) は ， A549 (Lung 

adenocarcinoma) , BM314 (Colon carcinoma) , Colo38 (Melanoma) の他，造血器腫蕩株K -562, Raji, MOLT-

4 と T-lineage L G L 白血病細胞 (CD 3 +, CD 4 +, CD 8 +, CD45+, CD45RA -, B+, 0つを用いた。抗体のサ

ブクラスは IgG 1 , κ であった。

健常ヒト血液細胞の膜表面における LH4926の発現は， リンパ球34.1%，単球64.1%にみられ，頼粒球，赤血球，

血小板にはみられなかった。リンパ球を二重染色法を用いて分画してみると， B細胞， NK細胞で100%近い発現が

認められたが， T細胞は18.2%にしか発現がみられなかった。そのサブセットでは， CD 8 +T 細胞は弱陽性ながら

46.1%陽性であったが， CD 4 +T 細胞はわずかに6.3%陽性であった。白血病細胞や細胞株の表面抗原検索では，

CD45や CD45RB， CD45RO が陽性ながら LH4926陰性のものが存在した。 lineage 特異性は認められなかった。ヨー

ドゲン法にて U-937細胞株の膜表面を標識し，可溶化後， LH4926にて免疫沈降すると， 209, 199, 172kDa の 3 種

が認められた。この分子量に合致し，血液細胞の抗原分布が類似する既知の抗原は CD45である o 細胞表面を prote

ase (pronase E ; 1 mg / ml)処理すると， CD45 (common site) は抵抗性であるが， LH4926は感受性で反応性が

完全に消失した。 CD45， CD45RA, CD45RB との二重染色では， LH4926はそれらの強陽性分画と陽性から陰性まで

連続したパターンで染色し， CD45RO との二重染色ではお互いに排他的な染色ノf ターンを示した。 LH4926を過剰量

添加したブロック実験では， HLe - 1 (CD45) , Len -18 (CD45RA) , PD 7 /26 (CD45RB) , UCHL - 1 

(CD45RO) の反応性に変化はみられず， LH4926が認識する部位はこれらの抗体とは異なると考えられた。しかし，

protein A -Sepharose C L -4 B を用いて N C -025 (CD45RA) が認識する蛋白を免疫沈降し， LH4926で免疫染

色すると，反応がみられた。従って LH4926 は CD45 ファミリーに属し， al terna ti ve splicing 部位の A (CD45RA) 

または C (CD45RC) を認識するものと考えられた。
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そこで，健常ヒト PBL を FACStar を用いて LH4926陽性および陰性分画に画分し， その細胞の CD45mRNA の

exon 3 と exon 9 の聞を RT-PCR法にて増幅し， alternative splicing 部位の構成を検索した。 LH4926陽性分画

からは CD45α(AB C) , CD45δ(B C) , CD45θ(0) に相当する PCR産物が認められた。もし， CD45RA を

認識するのであれば，その遺伝子をコードする exon 4 を含んだ CD45ß (A B) に相当する 611bp の PCR産物も検

出されねばならない。 U-937における CD45mRNA の RT-PCR の結果からは， CD45α(A B C) と CD45δ

(B C) に相当する PCR産物が認められ， U -937の膜表面から LH4926で免疫沈降された 3 種の蛋白のうち， 209 

と 199kDa のバンドは CD45α と CD45δ に相当するものと考えられた。 PBL を用いた OKT 8 (CD 8 )との capp

ing ー cocapping の実験では， LH4926 は cocapping を示したが， CD45RA である MCA88では全く認めなかった。健

常末梢血B細胞表面抗原も， CD45RA (Leu -18) は強陽性の単一のピークを示すのに対し， LH4926 は陰性から強

陽性まで幅広い連続したパターンを示し，染色性が明らかに異なっていた。以上のことより， LH4926 は CD45RC で

ある可能性が強く示唆される o

CD4 +T 細胞において， LH4926は6.3% ， CD45RA は30--50% という陽性率の違いより CD4 +T 細胞をさらに細分

化しうる D

NK活性については， FACStar を用いて， PB L を LH4926の陽性および陰性分画に分けても， また， LH4926で

前処理しても， K -562を用いた 51Cr releasing 法に変化はみられなかった。

また， LH4926および Leu-18は共に U-937の cell-to -cell adhesion をおこす。しかし， papain で Fab に消化

分解すると LH4926のみが，なおそれを惹起する能力を保持していた。

[総括]

NK 一 LGL 白血病細胞を免疫源として作製した抗体 LH4926 は， CD45RC に属すると考えられる。免疫源にした

白血病細胞は NK;活性を有していたが，本抗体と NK活性との直接の関連はみられなかった。本抗体は， T細胞をさ

らに細分化しうる特性をもつだけではなく， Fab フラグメントに消化分解してもシグナル伝達を保持しているという

機能も有し，今後， CD45のシグナル伝達の解明にも有用なものと思われる。

論文審査の結果の要旨

本研究はNK活性を有する large granular lymphocyte 白血病細胞を免疫源として新たな特性を持つ単クローン抗

体の作製を目指し，単クローン抗体 LH4926を得て，その特性を解析したものである。 LH4926 はほとんど特異抗体

のない CD45RC を認識する抗体であり，この反応により CD4 +CD45RA +T 細胞をさらに亜分画に細分化することが

可能であった。抗体を Fab にしても細胞株U-937の細胞凝集を惹起する能力は消失しない。このことは，未だリガ

ンドが知られていない CD45にもこのような作用を示すリガンドが存在することを推測させるものである。本抗体は

既知の CD45RA， R B抗体と組み合わせれば， alternative splicing region の細胞膜表面への発現パターンを詳細に

解析することが可能で，さらに， T細胞サブセットをさらに細分化しうる特性を持つのみならず， CD45分子のシグ

ナル伝達の解析にも極めて有益であり，学位に値する研究であると考えられる o
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