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緒 言

各種腫瘍細胞表面抗原の解析は,そ の腫瘍細

胞の由来,機 能の検索のみ ならず,診 断ならび

に治療に有用である.従 来よ り,こ の解析のた

め,広 範な吸収操作によって得 られた各種異種

抗血清が用い られて きたが,そ れ ら吸収 異種抗

血清は抗体価が低 く,量 的に も不充分であ り,

 monospecificな 抗体は得が たい とい う欠点があ

った.こ の吸収血清の欠点 を解決す る画期的な

方法 として, 1975年, Kohler, Milsteinに よ り

hybridoma法 に よるmonoclonal抗 体(mono-

Ab)の 作 製方法が開発され, monospecificな 高

い抗体価 をもつ抗体の大量生産 が可能 となった

た1).

現 在 まで各種 人白血病細胞に特異的な腫瘍抗

原の検索は 多数試み られてきたが,今 だこれ ら

抗 原に対す る満 足すべ き抗体は得られておらず,

人 白血病抗 原は同定 されていない2,3).本 研 究の

目的は, Null(non T, non B)細 胞 型急性 リン

パ球性 白血病(ALL)細 胞 株, NALL-I細 胞

を免疫細胞 とし, mono-Abを 作 製,得 られた 多

数 の抗体 を解析す るこ とに よ り白血病特 異抗原

を同定することである.

第1編 にお いては,こ の実験過程で得 られた

特 異性 の異なる3種 類 のmono-Abの 解 析結果

について報告す る.

実験材料および方法

1)細 胞

す で に 樹 立,継 代 維 持 さ れ て い る 培 養 株 細 胞,

 null cell line(NALL-I4), KOPN-I;慶 応 大

学 小 児 科,中 沢 よ り分 与), pre B cell line

(NALM-I5)),腫 瘍B cell line(BALL-I4), Daudi6),

 Raji7)),正 常B cell line(K-81, K-100, K-103,

 K-105, RC-106;慶 応 大 学 小 児 科,中 沢 よ り分

与), T cell line(MOLT-38), MOLT-48),

 TALL-I4)),成 人T細 胞 性 白 血 病(ATL)

cell line(MT-I9)), myeloid cell line(HL-

6010,11), K 56212)), myeloma cell line(Oda

株),肺 癌 細 胞 株13)(扁 平 上 皮 癌 細 胞 株;  EBC-

I,腺 癌 細胞株; ABC-I,小 細 胞癌細胞株;

 SBC-I)を 用 いた.こ れ らの株細胞は10%胎 児

牛血清(FCS)加PRMI 1640培 養 液にて培養

維持 し,実 験に用いた.正 常人末梢血リンパ球,単

球,顆 粒球は以下 の如 く分離 し用 いた.即 ち,

 Ficoll Conray法14)に よ り単核球 を得,さ らに

FCSで 処 理 したフラスコボ トルにて1時 間, 37

℃ で静置, non-adherent cellとadherent cell

とに分離 し,そ れぞれ リンパ球 と単球 を得た.

顆 粒球 はFicoll Conray分 画 下層 より5%デ キ

ス トランを用いて集め た.各 種造血器腫瘍 細胞

は末梢血,骨 髄,生 検 リンパ節あ るいは腹水よ

り得,新 鮮 な状態あるいは凍結保存 したもの を
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用 いた.

2) Mono-Abの 作 製

Null-ALL細 胞 株, NALL-I細 胞 を免疫 原 と

し, BALB/Cマ ウ ス(7週 令,雌)に2週 間

隔で3回, 4.0×106 cells/body腹 腔 内投与 し,

最 終免疫4日 後に脾細 胞を得,マ ウス骨髄腫細

胞P3-NS I/I Ag 4-I(NS-I)15)をKohler,

 Milsteinの 方 法に準 じて細 胞融合 した.即 ち,

免 疫脾細胞 とNS-I細 胞 を細 胞比5:1に 混合 し,

 42.6% polyethylene glycol(PEG, M. W. 4000,

 Koch Light社)0.2mlに て, 37℃, 3分 間 反応

させ,隔 合ペ レ ッ トをHAT選 択 培地(10%

 FCS加RPMI 1640にhypoxanthine 1.36mg/

dl, amminopterine 19.1μ9/dl, thymidine 387

μg/dlを 加 えた培養液)に てNS-I細 胞5×105

 cells/mlと し, 96穴 マ イクロプレー ト(Falcon

#3042)に0.2mlず つ 分注 した.こ れらを5%

炭 酸ガス培養器にて培養 し, hybridomaコ ロ

ニーの出現 を認めた7日 目頃 より, HAT選 択

培地にて3～4日 毎 に培養 液の交換 を行 ない,

増 殖に従 いHT倍 地(HAT選 択 培地よ りam

inopterineを 除 いた培養液)に 変換 し, 21日 目

までに培養上清につ いて抗体活生存否 を決定 し

た.

3)抗 体 活性有無の決定

マイ クロプレー トを用 いた補体依 存性細胞障

害試験によ り次の様 に施行 した. Falcon#3042

マ イ クロプレー トを用 い,培 養上清20μlに 標 的

細胞, NALL-I細 胞4.0×106 cells/ml 20μlを

加 え, 37℃, 30分 間放置,さ らに1/4希 釈 ラ ビ

ッ ト血清(Cappel社)を 補体 として20μl加 え,

 37℃, 60分 間放 置 した.細 胞障害作用は直接到

立顕微鏡下 にて観察 し,あ るいは0.2% trypan

 blueを 用 い細胞障害率 を求め判定 した.細 胞に

対す る抗体活性陽性上清について,さ らにBALL-

I細 胞 とMOLT-4細 胞 を用いて同様に検討 し

スク リーニ ングを行 ない,特 異性の異なる3種

類のhybridomaに つ いて クロー ニ ングを行 な

った.

4)ク ローニン グお よび腹水抗体の作製

クローニ ングはlimiting dilution法 に て少

な くとも3回 行 なった. BALB/Cマ ウ スの脾細

胞(feeder cell)5×105 cells/wellと ス ク リー

ニ ングで得 られた抗体産生hybridoma細 胞5

～10 cells/wellを マ イクロプ レー トにて混合培

養 した。得 られた抗体産生 クローン株細胞 を

Pristane 0.5ml腹 腔 内投与2週 間後 のBALB/C

マ ウスに, 3～5×106 cells/body腹 腔 内投与

した.約2～3週 間後腹水 を得 た.

5) Mono-Abの 解 析

Mono-Abの 特 異性 は通常の間接膜螢光抗体

法 にて検討 した.即 ち,標 的細 胞 として培養株

細 胞,正 常 人末梢血細胞,凍 血保存 あるいは新

鮮各種造血器腫瘍細胞1～2×106個 にmono-Ab

 50μlを4℃, 30分 反応後, 2回0.1% sodium

 azide加phosphate buffered saline(PBS)で 洗

篠,引 き続 きfluorescein isothiocyanate

(FITC)標 識goat anti-mouse immunoglo

bulin(E. Y.社)を 同様 に反応 させ,洗 篠後落

射型螢光顕微鏡(オ リンパス社)1,000倍 に て観

察 した.な お各種mono-AbのIgク ラスの決定

はFITC標 試goat anti-mouse IgG, IgM, IgA

(Cappel社)を 用い,間 接膜螢光抗体法によ り

行 なった. H-2 mono-Abは 各種細胞 との反応

特 異性 よりIa frame work determinantと 特

異的に反応す るものであ るこ とが強 く示唆 され

たため,人 リンパ球 の表面immunoglobulin

(SIg)あ る いは市販の抗Ia mono-Abで 検 出

されるIaと の関連性 を螢光 抗体二重染色法に

より検討 した.ま たH-3 mono-Abに つ いても

同様に行なった.ま ずFITC標 識goat anti

humbn Ig(べ ー リンガー社)と 末梢血 リンパ球

を4℃, 30分 間 反応させ,次 にH-2, H-3あ

るいはBecton-Dickinson製 抗HLA-DR抗 体 を

同様に反応させ,さ らにtetramethylrhodamine

 isothiocyanate(TRITC)標 識goat anti-mouse

 Ig(E. Y.社)染 色後, FITC螢 光 に対 しては惹

起 フィル ターIF 490(オ リンパス社)を, TRI

 TC螢 光 に対 しては惹起フ ィル ターIF 545(オ リ

ンパ ス社)を 用い観察 した.

6)吸 収 試験に よるH-2とBecton-Dickinson

製抗HLA-DR抗 体 の比較

H-2とBecton-Dickinson製 抗HLA-DR抗

体 の と差異をBALL-I細 胞 を用いた吸収試験 に

よ り検討 した.両 抗体価 をそれぞれ膜螢光抗体

法 での最終抗体価 濃度の8倍 濃度 とし,等 容量
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表1.各 種 培 養 株 細 胞 に 対 す るmono-Ab

(H-1, H-2, H-3)の 反 応性

•¦ Normal B cell lines (K81, K100, K103, K105, RC106)

•¦•¦ MT-1; ATL cell line

N. T.; not tested

表2.正 常 人 末 梢 血 リンパ 球,単 球,

顆 粒 球 に 対 す るmono-Ab

(H-1, H-2, H-3)の 反応 性

-: not teetmd

の洗篠BALL-I細 胞 で4℃, 6時 間 反応 させ吸

収 し,そ の遠沈上清 をNALL-I細 胞に反応させ,

間接膜螢光抗体法 でその抗体活性 の有無 を検 討

した.

7) MLC inhibition test

H-2抗 体 がMLC反 応 をblockし うるもので

あ るか否か を検討す るため, BALL-I細 胞 を

stimulator細 胞,正 常人末梢血 リンパ球 をres

ponder細 胞 とし, one-way MLCに て検討 した16).

 96穴u底 マ イ ク ロ プ レー ト(NUNC社)を 用 い

人 末 梢 血 単 球 核5×105 cells/mlを100μlず つ

分 注, 50μg/ml mitomycin Cで30分 処 理 し た

BALL-I細 胞1×105 cells/mlを100μlず つ 添

加,さ ら に 図4の 如 く希 釈 し たH-2抗 体 を20

μl加 え 培 養 し た 。 培 養6日 後, 100μci/ml 3H-

thymidine(Amersham社)を10μl(1μci/well)

加 え, 24時 間培 養 後automated sample harvester

を使 っ てglass fiber filter paperに 細 胞 を収 集,

洗 篠,乾 燥 後liquid scintilation counterに て

測 定 した.コ ン トロ ー ル と してPHA-M(Difco

社)最 終 濃 度1:100お よ びNS-I腹 水 を 用 い た.

ま た す べ て 実 験 はtripricateに て 施 行 し, stim

ulation index(S. I.)は 次 の 様 に 計 算 し た.

S.I.=
(
dpm in mixed

 cell culture )-(
dpm in mitomycin C-treated

 stimulator cell culture)/

dpm in non-stimulated lymphocyte culture

8) H-2抗 体 の 精 製

径2.6cm×94.5cm columnを 用 い てSepha

cryl S 300(Farmacia社)に てH-2腹 水 を ゲ

ル 濾 過 し た.

結 果

1) Mono-Ab産 生hybridomaク ロー ンの樹立

と抗体活性

NALL-I細 胞 で免疫 したBALB/Cマ ウスの

脾細胞 とNS-I細 胞 を隔合 させ培養 し, hybri

domaの 増 殖を認めた培養上清 についてNALL-

I, BALL-I, MOLT-4細 胞 を用い,補 体依存

性細胞障害試験 にてス クリーニングした.こ の

結果, 3種 類 の細胞すべ てに細 胞障害性 を発揮

した2種 類のhybridomaな らびにMOLT-

4細 胞 には反応せずNALL-I, BALL-I細 胞 に

反応 した1種 類 を選びlimiting dilution法 に

て クローニ ングし, 3種 類 のhybridomaク ロ

ー ンを得
,こ れ らの産生す る抗体 をH-1, H-

2, H-3抗 体 と名づ け た. H-1, H-3抗 体

は3種 類の スクリーニ ングに用いた株細胞いず

れに も細胞障害 試験,螢 光抗体法において陽性

に反応 し, H-2抗 体 はMOLT-4細 胞には反応

せ ずNALL-I, BALL-I細 胞に陽性 であった.

これ らのMono-Ab; H-1, H-2, H-3の
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-: Ascites

-----: Culture supernatant

Test cell; NALL-1

図1.螢 光 抗 体 法 に よ るmono-Ab

(H-1, H-2, H-3)の 抗 体 価 の 検 討

表3.各 種 造 血 器 腫 瘍 細 胞 に 対 す るmono-Ab

(H-1, H-2, H-3, HLA-DR)の 反 応性

•¦ tested by anti-HLA-DR, Becton Dickinson

•¦•¦ No. of positive cases/no. of cases tested

NALL-1細 胞 に対す る抗体価 を螢光抗体法 で

検討 した結果, H-1, H-2, H-3抗 体 いずれ も

培養液上清での抗体価 は1:10で あ ったが,腹

水抗体 ではH-1 H-2抗 体 で1:10,000, H-3

抗 体 で1:1,000と 高 い抗体 活性 が認め られた

(図1).以 下 これ らmono-Abの 螢 光抗体法に

よる解析には培養 液上清は原液 を,腹 水抗体は

1:100希 釈 とし用 いた.な おこれらのmono-Ab

のIgク ラ スはH-1とH-3はIgG, H-2はIgM

で あ った.

2) mono-Abの 各種細胞に対する反応

各種培養株細胞 に対するmono-Ab; H-1,

 H-2, H-3の 反 応 性 を 検 討 し た 結 果 を 表1に

示 し た.こ の 結 果, H-1抗 体 はHLA抗 原 発 現

の な いDaudi17)お よ びK56218)以 外 の テ ス ト し

た す べ て の 株 細 胞 に 反 応 し,抗HLA抗 体 で あ

る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た. H-2抗 体 はT cell line

の3系, HL-60, K562, ABC-1, SBC-1に

反 応 せ ず, null cell line, pre B cell line, B cell

 line, ATL cell line(MT-1), myeloma cell

 line(Oda),肺 癌 細 胞 株 の 内 扁 平 上 皮 癌 由 来

EBC-1と 反 応 し た.こ れ ら の 反 応 結 果 はBecton-

Dickinson製 抗HLA-DR抗 体 の 反 応 結 果 と 完

全 に 一 致 し, H-2抗 体 はanti-Ia mono-Abと 考

え ら れ た. H-3抗 体 は テ ス ト し た 細 胞 の 内MT-

1お よ び 肺 癌 細 胞 株 の3系 と 反 応 し な か っ た が

Ia抗 原 陰 性 のT cell lineの3系 に 陽 性 で あ り,

こ の 反 応 結 果 はH-1, H-2抗 体 と 異 な る も の

で1あ っ た.

次に,正 常 人末梢血 リンパ球,顆 粒球 に対す

る反応 を検討 した(表2)。 この結果, H-1抗

体 は リンパ球,単 球,顆 粒球 いずれに対 しても

74%以 上 の高 い陽 性率 を示 した. H-2抗 体 は

リンパ球 に対 して10～20%陽 性 であ り,こ の値

はSIg陽 性 リンパ球の混在率 とほぼ一致 してお

り,又 単球 には55～76%と 高 率に反応 したが顆

粒球には反応 しなかった. H-3抗 体の反応性 は

H-1, H-2抗 体 のそれ と異な り20～53%の リン

パ球 と反応 したが顆粒球 には反応せ ず,し か し

単球には89%と 高 い陽性率 を示 し又その反応性

は強い もの であった.

各 種造 血器腫瘍細胞に対す るH-1, H-2,

 H-3,抗HLA-DR mono-Abの 反 応性 を検討

し,こ の結果 を表3に 示 した. H-1抗 体はT cell

系 分 化抗 原の発現 を欠 き, Erosette陽 性 であ

った非定形的なATLの1例 を除 き,す べての

症 例 の腫 瘍 細 胞 と反応 した. H-2抗 体 は抗

HLA-DR抗 体 と完全に一致 した反応性 を示 し,

 T-ALLの2例, T-non-Hodykin's lymphoma

(NHL)の3例 はいず れも反応 しなか った.一 方,

 null-ALL, B細 胞 型 慢 性 リンパ球 性 白血病

(B-CLL),急 性 前骨髄性 白血病(APL), B-NHL,

 null-NHLは い ずれも陽性であ り,そ の他ATL,

慢 性 骨髄性 白血病 の急転(CML-BC),急 性 骨髄

性 白血病(AML),急 性 単 球性 白血病(AMoL)



Null細 胞 型急性 リンパ球性 白血病細胞株, NALL-1に 対 する

monoclonal抗 体 の作製 とその解析  141

Pt. 16; Null-NHL, Pt. 17; CML-BC, pt. 26&28; T-NHL

図2.各 種造血器腫瘍細胞に対するH-2と 抗HLA-DR抗 体 の反応性の比較

Slg; detected by FITC-goat anti-human IgF(ab)2

H-2Ag, H-3Ag & HLA-DR; stained with H-2Ab, H-3Ab or anti-HLA-DR (Becton Dickinson) 
& further with TRITC-goat anti-mouse Ig

Test cells; human normal peripheral blood lymphocytes

図3.二 重 染 色 螢 光 抗 体 法 に よ るH-2抗 体,

 H-3抗 体,抗HLA-DR抗 体 の 比 較

の一部 の症例 で反応 した. H-3抗 体 はH-1,

 H-2抗 体 と異なる反応結果 であったが,造 血器

腫瘍 の病型 との間に一定の傾向は認め られなか

った.

3)各 種造血器腫瘍細胞に対するH-2と 抗HLA-

DR抗 体 の反応性の比較

各種造血器腫瘍細胞に対す るH-2と 抗HLA-

DR抗 体 の反応性 を螢光抗 体法に より調べ,そ

の陽性細胞率 を比較 し検討 した.図2に 示 した

如 く, 31症 例 に対するH-2な らびに抗HLA-DR

抗 体 の陽性率はほぼ一致 していた.し か し症例

16, 17, 26, 28に おいてはH-2抗 体 陽性率が抗

HLA-DR抗 体 陽性率より20%以 上低値であった.

4)二 重 染 色膜螢光 抗体法に よるH-2抗 体 お

よびH-3抗 体 と抗HLA-DR抗 体 の比較

H-2抗 体 およびH-3抗 体 に反 応す る正 常 リ
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図4. MLC反 応に対するH-2抗 体 の作用

図5. Sephacryl S 300に よるH-2腹 水 の 溶 出曲 線

ンパ球の帰属 を知る目的でFITC標 識goat anti

human Igお よびTRITC標 識goat anti-mouse

 Igを 用 い, SIgとH-2, H-3あ るいは抗HLA-DR

抗 体 反応抗原 を二重染色 し図3の 如 く検討 した.

こ の結果,給 血者 より得 た末梢血において, SIg

な らびにH-2あ る いは抗HLA-DR抗 体 反応抗

原を共に保有す る リンパ球は,実 験1で はそれ

ぞれ4%, 2%で あ り,実 験2で は17%, 13%

と互 いに よく一致 していた.さ らにSIgを 欠 き

H-2あ る いは抗HLA-DR抗 体 反応抗原のみ を

保有す る リンパ球 も7～10%で 互 いによ く一致

していた.な お, SIg陽 性 でH-2あ るいはHLA-

DR抗 原 陰性 の細胞は存在せず,さ らにSIgな

らびにH-2あ る いはHLA-DR抗 原 を欠 くリン

パ球 は,実 験1で はそれぞれ86%,

 90%,実 験2で は75%, 80%で あ

った.以 上 の結果はH-2抗 体 反応

抗原は, SIg陽 性 細胞即 ちB cell

な らびに数%のSIg陰 性 細胞に発

現 される もの であ り,抗HLA-DR

抗 体 反応抗原 とほぼ同一 の もので

あることが示 された.一 方, SIgな

らびにH-3あ るいは抗HLA-DR

抗 体 反応抗 原を共に保 有す る リン

パ球は,実 験1で はそれぞれ4%,

 2%,実 験2で は21%, 13%で あ

り,一 方, SIg陽 性 でH-3抗 原 陰

性 の細胞は存在 しなかった.し か

し, SIgを 欠 きH-3あ る いは 抗

HLA-DR抗 体 反応抗 原 を保有 す

る細胞は,実 験1で はそれぞれ20

%, 8%,実 験2で は14%, 7%

で あ り, SIgを 欠 きH-3抗 体反応

抗 原を保有する細胞はSIgを 欠 き

抗HLA-DR抗 体 反応 抗原 を保有

す る細胞に比べ有意に 多かった.

以 上 の結果 はH-3抗 体 反 応抗原

はすべてのB cellと 一 部のT cell

に存在す ることを示す ものであっ

た.

5)吸 収 試験によるH-2と 抗HLA-

DR抗 体 の比較

H-2と 抗HLA-DR抗 体 の同一

性 を確認す る目的で, BALL-1細 胞 での吸収前

後における両抗体のNALL-1細 胞 に対す る反

応性 を検討 した結果,両 抗体 は ともに吸収 後

NALL-1細 胞 とまった く反応せず,そ れ ぞれの

反応抗 原が同一抗原 であるこ とが確 認された.

6) MLC反 応 に対するH-2抗 体 の作用

今回のMLCの 実 験 においては,反 応 リンパ

球に100倍 希 釈PHA-Mを 加 え た場 合12.5あ る

いは128の,又 腹水 を加 えずone-way MLCの

みを行なった場合5.3あ るいは10.5のstimulation

 indexが 得 られ た.こ のような実験系にH-2腹

水抗体 を図4の 如 く添加 した場合, 81,920倍 希

釈までMLC反 応 はほぼ完全 に抑制 されたが,

そ れ以上の希釈 ではstimulation indexは 増加
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した.一 方NS-1腹 水 を用 いて同様 にテス トし

た場合には40倍 までMLC反 応 は低値 であった

7) H-2 mono-Abの 精 製

H-2腹 水 抗体 を精 製するためSephacryl S

 300 column chromatographyを 行 ない,図5に

示すようにvoid volume直 後 にfraction 1が 得

られた.こ のfraction 1は 抗体活性 を有 し,抗

マ ウスIgM抗 体 と特異的に反応 した.な おH-2

腹 水1mlよ り約10mg IgMが 得 られた.

考 案

急性 リンパ球性 白血病(ALL)細 胞 の腫瘍抗原

ならびに リンパ球 分化抗原に関す る研究 は,免

疫学的のみ ならず臨床診断的な らびに治療にお

いても重要 であ り,現 在 まで 多数の報告がな さ

れてきた3,19).特 に1975年Kohler, Milstein1)に

よ り細胞融合法が開発され,さ らにPontecorvo20)

の ポ リエチレング リコール法が確立 されて以来,

 mono-Abを 用 いたこれ ら白血病 細胞 の抗原発

現 に関する解析は著明に進展 した21).本 研 究に

おいては教室 で樹立,維 持 しているnull-ALL細

胞株, NALL-1に 対 す るmono-Abを 作製解析

し,臨 床的に有用な抗体 を得 ようと試みた.

Mono-Ab作 製 に あた り, 1つ の 困難 な問題

点は,多 数の抗体産生hybridomaを いかにス ク

ーニ ングし
,目 的 とする抗体産生 クロー ンを選

別す るかである.今 回はその1つ の方法 として

96穴 マ イクロプレー トを用 い補体依存性細胞障

害試験に よりスク リーニングした.こ の方法は

細胞洗篠操作がな く,直 接プ レー トのままで簡

易倒立顕微鏡下で判定が可能であ り,ま たアイ

ソ トープ,螢 光顕微鏡 あるいは吸光度計等は不

要 であ り,多 数の抗体 をスクリーニ ングす る場

合有用であった.し か しデー タには示 していな

いが螢光抗体法 との間に明 らか な不一致が認め

られ,補 体依存性 細胞障害活性 を欠 く抗体は検

出で きず,さ らに抗 原発現の少ない細胞に対 し

ては感度が悪い とい う欠点があった.し たがっ

て今回のスク リーニング法は抗原量の多い細胞

をテス ト細胞 とし,補 体依 存性細胞障害活性 を

有する抗体 を得 ようとす る場合有用であると考

え られ た.

得 られたmono-Abの 内, H-1抗 体 は表1,

 2, 3に 示 した如 く, HLA抗 原 を欠 くDaudi17),

 K56218)細 胞 を除 くテス トしたすべての人有核細

胞 と反応す るものであった. HLA抗 原(HLA-

A, B, C抗 原 群)は 同種移 植 片拒絶抗原 として

解析 された主要組織適合性遺伝子複合体の遺伝

子産物で,ほ とん どすべての有核細胞に発現 さ

れてお り, H-1抗 体 の反 応結 果 は この抗体が

HLA抗 原 と特 異的に反応す るものであ るこ と

を示 している.な お テス トした1例 のATL細

胞 とは まった く反応 しなか ったが,こ の症例の

ATL細 胞 は通常認め られる各種T細 胞分化抗

原を欠いてお り, HLA抗 原 につ いて も欠損 な

い し,そ の発現が非常に弱 い可能性が考えられ

た.

個体 の免疫応答 を支配す る重要 な遺伝子産物

として,マ ウスではIa抗 原が知 られてお り,

ヒ トではHLA-DR抗 原 あるいは ヒ トIa抗 原が

それに相等する.こ の ヒ トIa抗 原は正常B細

胞,単 球, null細 胞 に発現 され22),一 般 にT細

胞,成 熟顆粒球には認め られず,さ らに白血病

細胞ではnull-ALL, B-CLL細 胞 に存在 し,ま

たAML, APL, CML-BC, ATLの 一 部 の症例

において認められるが, T-ALL細 胞 には認め ら

れ ない ものである22～25). H-2抗 体 の反応性 は

これらの知見 とよ く一致する ものであ り, H-2

 mono-AbがIa特 異抗体である可能性が示 され

た.

次 にこの可能性 をよ り明 らかにする目的で,

 Ia抗 原 分子 を免疫沈降するることが証明 されて

いるBecton-Dickinson製 抗HLA-DR抗 体26)

とH-2抗 体 を比較検討 した.ま ず,各 種造血器

腫瘍細胞に対す る両抗体の反応性 を比較 した結

果,そ れぞれの反応性 ならびに反応陽性率はほ

ぼ完全 に一致 した.し か し検討 した31例 中4例

においてはそれぞれの反応性 に有意の差(図2)

が 認め られた.こ の不一致性 は螢光抗体法に と

もな う観察者の主観以 外に,こ れ ら細胞のIa抗

原発現量が比較的少ないことならびにLampson,

 Carrel, Quaranta等26～28)に よ り報告 されたIa

サ ブセ ットの相異による可能性 も考 えられた.

正 常 リンパ球 を用いた抗Ig抗 体 とH-2あ るい

は抗HLA-DR抗 体 の2重 染色による検討 にお

いて も,両mono-Abの 反 応性は よ く一致 して
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お り,さ らにこれ ら抗体 の反応抗原す なわちIa

は すべてのSIg陽 性 細胞 と数%のSIg陰 性 細胞

に存在す ることが示された. SIg陽 性 細胞 す な

わ ちB細 胞にIaが 発 現 されていることはす で

に述べ た とうりであ るが, SIg陰 性 でIa陽 性 の

細胞の帰属 につ いては,テ ス トした リンパ球 中

に混在する単球 あるいはnull細 胞 と考えられた.

さ らに一般にT細 胞はIaを 欠 くとされている

が, Rund Schuurman29)は 正 常末梢血T細 胞

の4～7%はIa陽 性 で ある と報告 して お り,

今 回検 出 したH-2陽 性, SIg陰 性 細胞がIa陽

性T細 胞である可能性 も考 えられた.

Ia抗 原 は本来MLC刺 激抗原 として認識 され

た抗 原系であ り30),ま た抗Iaア ロ血 清あるいは

異種血清は同種MLCをblockす る31).今 回作

製 したH-2抗 体 もone-way MLCに お いて 明

らかにその反応 をblockす る ものであ り,さ ら

にIgM抗 体 として充分量 を得 ることができる も

のであ り,今 後Ia抗 原の関与す るヒ ト免疫系の

解析 に有用 なものであることが示 された.さ ら

にH-2と 抗HLA-DR抗 体 による相互吸収試験

において も,両者は同一抗原を認識 したmono-Ab

で あ るこ とが明 らか とな った.以 上 の結果 より,

今 回得 られたH-2抗 体 は ヒ トIa抗 原のframe

 work determinantに 特 異的なIgM抗 体 であ り,

か つMLC反 応 をblockす る作用 を有す るもの

であ るこ とが判明 した.

H-3抗 体 についてはその反応抗原 を同定する

ことはで きなか ったが,培 養株細胞,正 常末梢

血,各 種造血器腫瘍細胞に対す る反応性か ら,

上記に示 したHLA, Ia抗 原 とは明らかに異なる

抗原に反応 してお り,顆 粒球 を除 く造血器細胞

に広 く分布す る抗 原 と反応す るものであ った。

結 果に示 した如 くSIgとH-3抗 体 を用 い た正

常 末梢 血 リンパ球 を2重 染 色 した検討で, SIg

陽性 細胞はすべ てH-3抗 体 陽性で,か っSIg陰

性, H-3抗 体 陽性 細胞 の比率 はSIg陰 性,抗

HLA-DR抗 体 陽性 細 胞群 に比べ有 意に高率 で

あ り, H-3抗 体 反応抗 原はB cellとT cellの

一 部に存在す る ものであった.即 ち, H-3抗 体

はTcellの 亜 群 に反応 し,未 熟な顆粒球 系細胞,

単球 系細胞, B cellに 広 く分布 するヒ ト白血球

共通抗 原(LC抗 原)に 反応するものである と考

えられた.本 来LC抗 原 は, Tお よびBリ ンパ

球,胸 腺細胞,単 球,顆 粒球 に存在 し他の組織

に存在 しない糖 蛋白よ り構 成されているもので

あるが, R. DalchauはBリ ンパ球において有

意に存在す るこのLC抗 原のサ ブセ ッ トを認識

す る(F 8-11-13)を 作 製 した32).こ のF-8-11-13

抗 体 は顆粒球には全 く反応せず,胸 腺,骨 髄,

末 梢血単核球お よび リンパ節の 内,そ れぞれ一

部の細胞 と反応 し,特 に, Bリ ンパ球 に強陽性

を示 し,一 部のTリ ンパ球に陽性 を示 した.以

上は, H-3抗 体 とF 8-11-13抗 体 の反応 の類似

性 を示す ものであ り, H-3抗 体 は ヒ トLC抗 原

サ ブセ ッ トを認識 しているこ とを強 く示唆す る

ものであった.

結 論

Non-T, non-B急 性 リンパ球性 白血病 細胞株,

 NALL-1を 免 疫原 として,マ ウス を用 いたB

 cell hybridomaを 作 製 し,補 体依存性細胞障害

作 用 を有す る3種 類 のmonoclonal抗 体H-1

(γ), H-2(μ), H-3(γ)を 得,以 下の結論 を得た.

1) H-1はHLA抗 原 の発現のない培養株細胞,

 Daudi, K562を 除 いて検討 したすべ て有核細胞

と反応 し, HLA抗 原 を認 識す る抗体 と考え ら

れ た.

2) H-2は 各種培養株細胞,正 常末梢血細胞,

各 種造血器腫瘍細胞 との反応性 を検討 した結果,

 Ia特 異抗体 であることが強 く示唆 された .さ ら

に, Becton-Dickinson製 抗HLA-DR抗 体 とそ

の反応パ ターンはほぼ完全に一致 し,吸 収試験

でもその同一性が確認され た.こ のH-2 mono-

AbはMLC反 応 の抑制活性 を有 し,さ らにIgM

抗 体 として純化 され,抗 ヒ トIa IgM mono-Ab

として今後 巾広 い有用性が期待 される.

3) H-3は 明 らかにH-1, H-2と 異 な り, T

 cellの 亜 群に反応 し,顆 粒 球 を除 く造血器細胞

と広 く反応する ヒト白血球共通抗原に関連 した

もの と考 えられた.

御指導いただいた木村郁郎教授ならびに坪田輝彦

博士に深謝致します.
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Three monoclonal antibodies, designated H-1, H-2 and H-3, were produced by immuniz
ing BALB/C mice with cells of an established human null-acute lymphoblastic leukemia 

(NALL-1) cell line and fusing spleen cells from these mice with cells of a mouse myeloma cell 
line, P3-NSl/1-AG4-1. The resulting hybrid cells were initially screened for production of 

antibodies by complement-dependent cytotoxicity. Stable monoclonal antibody-producing 
cell lines were isolated by repeated cloning. These independently derived monoclonal anti
bodies showed complement-dependent cytotoxicities. Further characterization of the mono

clonal antibodies was made by immunofluorescence. H-1 antibody reacted with all tested 
cells of the human nucleated cells except for HLA-lacking Daudi and K562 cells, and thus was 
shown to be specific for a common antigenic dererminant of HLA-A,-B and-C. H-2 antibody 

reacted with all of the tested null-cell lines, B-cell lines, B-cells and monocytes. Moreover, 
studies on fresh leukemia and lymphoma cells revealed that tumor cells from null-acute 
lymphoblastic leukemia, B-chronic lymphocytic leukemia and null-non-Hodgkin's lymphoma 

were H-2 antibody reactive. Cells from some patients with acute myelogenous leukemia, 
acute monocytic leukemia, chronic myelogenous leukemia in blast crisis and abult T-cell 

leukemia were also H-2-positive. In contrast, T-acute lymphoblastic leukemia, T-non
Hodgkin's lymphoma cells and mature T-cells did not react with H-2. A cross absorption 

study using H-2 and anti-HLA-DR monoclonal antibody confirmed the same specificity. 
Interestingly, H-2 showed blocking activities against the stimulation in one-way mixed lym

phocyte culture. These results indicate that H-2 is a monoclonal antibody specific for a 
framework determinant of human Ia-like antigens. Reactivity of H-3 antibody was different 
from that of H-1 and H-2. H-3 reacted with some T-cells, B-cells and monocytes, suggesting 

that the antibody is associated with human leukocyte common antigens.


