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です.そうしますと,モノクローナル抗体 1つだけ使っ

てやっている場合に,その交差性で反応している抗原

杏, どうやってチェヅクしてい くか とい うのは,非常

に問題あると思います.その一つとして,やは り,気

をつけなければ ならないのは, やはりcontrolをしっ

かりする.すなわち,細胞であれば,HLA の抗原研究

が,非常に進 んだように,パネル cellをしっか りも

つ.組織であれは,色々な組織由来の純粋抗原をしっか

りもつ.そうい う方法が絶対必要なのではないかと思い

ます.それで,これから発表なさる方に,ぜひ,そ うい

うことも含めて,発表 していただきたいと思います.

司会 有難 うございました. これからの speakerの

方は, その点をちょっと頭において頂きたいと思いま

す.今の問題ですね.先程,渡部先生がご指摘になった

問題点,異種血清であるとい う問題は沈降しにくいと

いう問題 に加えて,もう一つの非常に大きな問題なの

ではないかと思います.他にございませんか.それで

紘,時間の関係もありますので,臨床応用とい う本題に

入 りたいと思います.これからのご演題に対 しては,基

礎の先生方も ご遠慮なく, ご発言 いただければ 幸いで

す.

第二歴は,腎疾患への応用という題で,第二内科の中

村先生お願いいたします.

2) ヒ ト腎糸球体成分に対するモノクローナル抗体

新潟大学医学部第二内科中村享道･荒川正昭

新潟大学医学部腎研免疫追手巍･清水不二雄

ヒト糸球体疾患においては,免疫 globulin,補体成

分,および凝固田子等の腎糸球体への沈着が証明され,

これらの困子がその発症 ･進展に関与していることが示

唆されている.しかし,各種糸球体疾患における細胞お

よび細胞間物質の増殖の戟序,分布および質的変化につ

いて,現時点では不明な点が多い.

細胞融合法 1)の導入に より, 細胞表面抗原や 細胞間

物質の domainに特異的に反応する抗体の作製が容易

となり,細胞の同定および細胞間物質の構造や局在の分

析に用いられている.現在までに,単離糸球体,単離糸

球体基底膜, あるいは腎皮質 homogenateなどを抗原

として用いて.糸球体および尿細管上皮細胞 皇)3)4), Ⅳ

型 collagen,五bronectinを含む細胞間物質 5)6)を認識

する種々の monoclonal抗体が作製されている. 糸球

体疾患の解析には,上記 monodonal抗体以外に,糸球

体成分に特異的な markerが必要である. 著者らは,

mesangium 細胞を含む糸球体成分に対する monoclo-

nal抗体の作製を,培養ヒト胎児腎皮質細胞を抗原とし

て試み, 腎糸球体と反応する2種の monoclonal抗体

を得たので,若干の考察を加えて報告する.

方 法

抗原,月令7ケ月の早産死亡胎児より腎を摘出後,滅

菌生理食塩水中でその被膜と髄質部分を除去し,皮質部

分は 1mm 立方に細切した. 細切 した組織片を 370C,

5分間 trypsin処理後,1,000rpm で5分間遠心し,汰

液を 20% FBS-RPMI1640培地に浮遊した.ついで,

50ml培養 鮎sk に 5mlずつ分注し, 37oC5% CO営

incubatorで培養 した. 細胞が conauentな状態の時

に,0,05鬼′trypsin,0.01% EDTA 含有 Mg2+,Ca叶

freeDulbecco'S-PBS溶液にて処理後, 継代培養した.

免疫 ;雄 BALB/C マウス6匹に, 培養胎児腎皮質

細胞を5-6代継代培養し,10mM EDTAで培養 鮎sk

より集め,105個を CFA とともに免疫した.最終投与

は腹腔内と静脈内に行った.

融合細胞の作製;最終免疫 4日目に,マウスの陣より

リンパ球浮遊液を得, NS-1〔P3-NSl/LAG4-1)と

10:1の割合で混合 し,polyethyleneglyco14,000を

用いて,細胞融合を行った.細胞融合翌日より,HAT

培地で10日間,引き続き HT 培地で10日間培養し,融

合細胞を選別した.培養上清中の抗体活性は,正常ヒト

腎組織を用いて,蛍光抗体間接法で Screening した.

免疫組織学的検討;蛍光抗体間接法および電顕酵素抗

体法を用いて行った.

monoclonal抗休 〔moAb)の classおよび subclass;

ヤギ抗マウス IgGl,IgG2,IgA および IgM 抗体を用

いて,蛍光抗体間接法および Ouchterlony法で検討し

た .

moAb対応抗原の可溶化;Burlingtonら7)の方法に

従って, 腎より糸球体を単離 し,蒸留水に浮遊 した.
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遠心にて,cellmembranefraction と extracellular

matrixrichfraCtionとに分離 した.cellmembrane

eraction は 1.0% deoxycholate〔DOC)で可溶化し,

fxtracellularmatrix richfraction は collagenase

または pepsinで消化, あるいは 2.0M guanidine

HCl,または 4.OM ureaで抽出した.それぞれの可溶

化糸球体成分および糸球体培養上清中の moAb対応抗
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原の存在に関して,dotimmunobindingassays) を用

いて検索した.

丘bronectinの精製 ;Engval19) らの方法に 従って,

gelatin-Sepharose4BaEinitycolumnを用いて精製し

た.

丘bronectinの酵素分解 ;SekiguchilO) らの方法に準

じて,thermolysinで 220C,4時間消化した,

Fig.1 Immuno且uorescenceofhtユmankidney昏eCtionsandprimaryculturedglomeTuliwithH-13.

a,H-13reactswiththemesangium,butnotthrGBM northerenalinterstitium.(x400)

b,H-13reactswiththeextracellulaTmatrixproducedbytheoutgrowthcellsin the

primarycultureOftheglomeruli.(x200)

Fig.2 BindingpatternofH-4toglomerular

structures. a,indirectimmunofluoresce-

nce.(x400) b,immunoelectronmicros一

COpyrevealsreactionproductexclusively

onthecellsurfaceoftheepithelialfoot

processes. Endothelialcellsurfaceand

theGEM donotbind thismoAb.(x

50,000) C,immunoelectronmicroscopy

ofNS-1culturesupernatant.(×50,000)
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NaBodSO4/Poly且Crylamidegelおよび immuno

blotanalysis;可溶化された糸球体成分および therm-

olysin消化 五bronectinは,5-15% gradientgelを

用いた SDS-PAGE によって分析した11). 電気泳動後

の gelから nitroCellulosesheetに電気的に転写 し

た1幻.転写 した sheetは, 5鬼■BSA-PBS溶液中で30

分間処理後, 融合緋 包または NS-1の培養上音乱 ある

いは家兎抗 丘bronectin 抗血清と反応させ, 引き続き

peroxidase標識抗マウスあるいは抗家兎免疫 globul五n

抗血清と反応させた.

結 果

腎糸球体と反応する2種の moAbが得られた (Fig･

laおよび 2a).これらは IgM classの抗体であった.

H-13は,糸球体 mesangium と反応 し (Fig.la),普

た糸球体初代培養では,extracellularmatrix と反 応

していた (Fig.lb). H-4は Fig.紬 の如き陽性パ

タ-ンを示 した.電顕酵素抗体法にて,H-4ほ糸球体上

皮細胞表面 と反応 していることが示された (Fig･2b〕･

H-4対応抗原は,1.0% DOC と同様に,2.OM gua-

nidineHClや 4.OM ureaで可溶化された.H-13対

応抗原は,2.0M guanidineHClおよび 4.OM urea

で可溶化され,また糸球体培養上清中にも検出された.

さらに,H-13は糸球体培養上清および血祭から精製さ

れた fibronectin と反応 した (Fig.3).糸球体上清に
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Fig.3 DotimmunobindingassayofmoAbs.1,pep･

sindigested;2,collagenaSedigested;3,1.0
% DOCsolubilized;4,2.0M guanidineHCl
extracted;5,4.0M ureaextracted glomer-
uli;6,glomerularCulturesupeTnatant;7,
culturemedia;8,丘bronectinpuri丘ed from
plasma;9,丘bronectinpuri丘edfrom glome-
rularculturesupernatant.

1 2 3
Fi且.4 Immunoblotanalysisofthermolysindigested

丘bronectin.lane1,nitrocelluloseSheetstai･
nedwithAmidoblack;lane2,mitrocellulose
sheetincubated withanti畠bronectinanti-

sera;lane3,nitroceuulosesheetincubated
withH-13.Themolrcularmarkersaremy-
osin(200,000),beta-galactosidase〔116,250),
pho叩horylaseb(92,500),obalbumin〔43,000),
andcarboniCanhydrase(30,000).

1 2 3
Fig.52.0M guanidine HClextractso･fisolated

glomeFuliseparatedon5-15% gradientgels
(lane1)andtransferredontonitrocellulose
(lane2and 3).lane1,gelstained with
Cooma日Sieblue;lane2,nitrocellulosesheet
stainedwithAmidoblack;lane3,mitrocel-
1ulosesheetincubatedwithH-4.Molecular

massmarkersaredesribedinthelegendto
F五g.4.
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対して,H-13は非還元下では 440kdの, また還元下

では 22･Okdの polypeptideとそれぞれ反応した. H-

13は,thermolysinで消化 した 丘bronectinの 145kd

と 110kd の fragmentと反応したが, 38-29kdの

fragmentとは反応しなかった (Fig.4).H-4は,

2.0M guanidineHCl可溶化糸球体成分中の 125kd

polypeptideと反応した (Fig.5).

考 菓

腎構成成分に対する moAbに関して,いくつかの報

告がなされているが 2)3日 )5)6). これらは主に免疫組織

学的に検討されている. この方法は,認識抗原の 局在

の分析のみ ならず,認識抗原決定基の鑑別にも有効で

ある.近年, 同一物質上の異なった決定基を認識する

moAbによる染色パターンが互いに 全 く異なっている

事例も報告されており13), moAb対応抗原を同定する

事が重要と考えられた.我々は,培養胎児 腎皮質細胞

を抗原として,糸球体と反応する2種の moAbを作製

し,糸球体培養上清 あるいは可溶化 糸球体成分より,

immunoblotanalysiSにて moAb対応抗原を同定 し

た.

腎糸球体上皮細胞に対する moAbについて, これま

でい くつか報告されている2)3日 ). この中の1つはヒト

糸球体臓側上皮細胞に特異的であり4), 他の moAbは

種特異性を有している2)3).H-4は, ヒトと ラットの

糸球体臓側および壁側上皮細胞と反応し, H-4がこれ

らの報告にある moAb対応抗原を認識していないと考

えられた.糸球体上皮細胞表面には, HLA 抗原や C3

breceptorの存在が報告 されている. HLA 抗原は

classIおよび classⅡpolypeptideから成り, これら

の分子量は 100kd以下である.また,CabreceptDrは

分子量 205kdの glycoproteinである.H-4は 125kd

polypeptideと反応 しており.これら膜関連抗原を認識

していないと考えられた.

trypsin消化によって糸球体より3種の sialoprotein

が分離され, その分子量は 145-97kdであると報告さ

れている14). これらの proteinに対する抗血清は,上

皮細胞の細胞膜と細胞質および内皮細胞の一部と反応し

たとい う. 近年,140kdの proteinが糸球体上皮細胞

の主要な sialoprotein とされ, 糸球体上皮細胞および

内皮細胞の細胞膜に局在すると報告されたlS).これらの

proteinに対する抗血清は H-4と基本的に異なる染色

様式を示しているが, H-4対応抗原の分子量はこれら

sialoproteinのそれと近似している. この事は, H-4
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が上皮細胞に局在している sialoproteinに関連した決

定基を認識している可能性を示すものである.この事を

明らかにするために, H-4対応抗原の 単離同定を試み

ている.

丘bronectin に対する moAb は Micha･elらによっ

て報告されているが 6), この moAbは肝,柿,皮膚と

反応した.また,ヒト丘bronectinとのみ反応する種特

異的な moAbも報告されている1即.H-13は肝,子宮

平滑筋とは反応 したが,節,皮膚とは反応しなかった.

また,H-13はモルモットの腎糸球体とも反応 した.以

上より, H-13は既報の2種の抗 五bronectinmoAb

の認識抗原決定基とは異なった部位を認識している事が

明らかとなった.

H-13は, themolysinで消化 した 丘bronectin の

145kd と 110kd fragmentと反応 したが, 38-29kd

fragmentとは反応しなかった.thermolysinによる消

化によって,丘brOmeCtinは functionaldomainに分

解される17).145kdfragmentは cellbindingdomain

と heparinbindingdomainからなり,110kdfragm-

entは cellbindingdomainであ り,38-29kdfragm-

entは heparinbindingdomainと報告されている17).

したがって, H-13は 丘bronectin の cellbinding

domainを認識していると考えられる.

以上,ヒト腎糸球体に対する2種の moAbを報告し

た. H-4は,糸球体上皮細胞膜を構成している 125kd

polypeptideを認識しており,H-13は 丘bronectinの

rbellbindingdomainを認識していた. 臨床的には,

H-4は膜性腎症の数例で 糸球体との反応性が 減弱して

おり,種々の糸球体疾患における上皮細胞の変化を解析

する上で有用であると考えられた. また H-13は, 膜

性腎症の症例で polyClonal抗 丘bronectin抗血清と異

なった糸球体分布を示しており,今後その意義を検討し

ていく予定である.

ま と め

培養胎児腎皮質細胞を抗原として用い, ヒト腎糸球

体と反応する2種の monoClonal抗体を得た.H-4ほ

糸球体上皮細胞表面と反応 し, H-13は糸球体 mesan一

gium にある細胞間物質を認識した.H-4対応抗原は,

1.0% deoxyCholate,2.0M guanidineHCl,および

4.OM ureaで可溶化された.H-13対応抗原は,2.0M

guanidineHClおよび 4.OM ureaで可溶化され, か

つ糸球体培養上 清中にも検出された. H-13は, 糸球

体培養上清および血照から精製された 丘bronectinと反
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応 した. さらに, H-13は, thermolysinで消化 した

丘bronectin の 145kd と 110kdfragmentと反応 し

た.H-4は,2.0M guanidineHCl可溶化糸球体成分

の 125kdpolypeptide と反応 した. 以上より, H-4

は糸球体上皮細胞院を構成する 125kdpolypeptideを,

H-13は もbronectinの cellbindingdomainをそれ

ぞれ認識することが判明した.
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司会 有難うございました.

ただ今の発言は,ご自分の所でお作 りになった H-4,

それから H-13というモノクローナル抗体についての

まず基礎的な検討を されて, つぎに色々な腎疾患の

biopsyspecimenを用いての応用面を お話しになった

わけです.どなたか,ご発言ございますでしょうか.追

手先生は,共同演者ですから,先程先生がご指摘になっ

た点は,よく吟味しておられると思 うのですが,何かご

発言ありますか.

追手 中村先生を中心にしてモノクローナル抗体 を

作っているのですが,今の H-4ほ,腎臓をやっている

方は,非に興味があると思 います.なぜかと言 います

と,上皮の表面を染めているわけです,そうすると,上

皮の裏面は,タンパク尿がある状態では,シアル酸を染

める染色法では,非常に染色性が落ちます.そ うすると

タソノミク尿と H-4の染色性が相関する可能性がありま

す.非常に興味があると思 うのですが,今までの中村先

生のデータから推測するに,どうもタンパク尿と相関し

ていない.だから,シアル酸の関連抗原ではなさそうだ

ということになります.実際にタンパク尿だとか,ある

いは,細胞の増殖だとかいうものと平行するような抗原

を認識するモノクロ-ナル抗体が得られることを.僕は

期待しているのですけれども,今のところは,そういう

状況です.

司会 有難 うございました.藤原先生,どうぞ.

藤原 モノクローナル抗体が認識している抗原決定基

の問題 なのですけれども,最 初,確かモノクローナル

抗原を作用せて,分離してこられたのですね.440k と

220k とい うので.それと最後に出てきた 110k という

のは.抗原として ともかく,何かというのがはっきり

まっからなかったものですから.

中村 糸球体培養上清中には,種々の細胞間物質や牛

胎児血清が含まれていますが, この培養上清を そのま

ま SDS電気泳動した後,ニトロセルロース膜に転写 し

て,抗体と反応させました.H-13は,440kdの band

と反応し また培養上清を還元後,同様の操作をLま

すと,220kdの bandと反応しました. この事から,

H-13対応抗原は,440kdで還元によって 220kdに分

解される物質である事がわか りました.

藤原 110k というのは ?

中村 H-13がファイブロネクチンを認識している事

が,培養上清および血紫から精製 したファイブロネタチ

I/を用いて dotimmunobindingassayを行ったとこ
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ら,判明しました.そこで,ファイブロネクチンのどの

functionaldomain を認識しているかを thermolysin

で消化したファイブロネクチンを用いて immunoblot

analysisを行いました.polyclonal抗ファイブロネク

チン抗血清は16近 くの band と反応しましたが,H-13

は 110kdと145kdの bandとのみ反応しました.この

band はファイブロネタチソの cellbindingdoma五m

であると言われています.

藤原 おっしゃった通 りだと思いますけど,細いとい

うのでほなくて, もっと大きく問題を 出しますと,結

局,モノクローナル抗体がとれると,それと反応するも

のがとれて くるのでは ないかと,みんな期待をもって

色々な事 をやられていると思 うのです.たとえば,主

要抗原ですと,主要特異抗原に対するモノクローナル抗

体をとった りすると,それで,主要特異抗原が決まるの

ではないかとい う期待をもったら,なかなか決まらない

という話も聞いているのですね.こういう試みをする時

は,中村先生はモノクローナル抗体がとれたなら,それ

に対する抗原というのは,モノクローナル抗体を使って

精製 してきて,それを第一にもってきて,それを何だと

いうふ うに決められるかどうか,そうい う方法もやられ

ていますか. もし, それだったら, どうい うふ うな難

しさというか,その辺を教えていただきたいと思いま

す.

中村 immunoprecipitationを用いた抗原の精製紘,

私たちも何回も試みましたが,今まで 成功していませ

ん.原因としては,私たちの抗体が IgM クラスの抗体

で proteinA を使用できず, CNBr活性化 sepharose

4B に抗体を結合させたため,抗体の sepharose4Bへ

の結合が不充分であった事,抗原の可溶性に比較的高濃

度の ureaや guanidineHClを用いているため,抗体

の sepharose4B-の結合は充分であるが,抗原抗体

反応が起きなかった事などが考えられました.

司会 よろしいでしょうか.他に ござい ませんか.

ちょっと臨床家 の立場 か らお伺いしたいのですが,

令,お採 りにな った HA-4と H-13ですね.そ うい

うモノクp-ナル抗体 を使って,臨床的な material

を使って,従来の腎炎の分類と相関がありそうだとおっ

しゃったのですか.もし,あるとすれば,それはどうい

うことなのかということをちょっとご説明いただけます

か.

中村 まず,H-4ですが, 膜性腎症でかなり減弱し

ている症例が認められ,微小変化群の2例では大量の蛋

白尿がみられるが, H-4の反応性の減弱は認められま
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せんでした.症例が少ないので はっきりとは言えませ

んが, おそらく蛋白尿による影響ではないと考えられ

ます.膜性腎症の場合, 上皮下に depositがあります

が,この中に含まれている membraneattackcomplex

による上皮細胞障害が この疾患における蛋白尿の原因

とも考えられており, このような障害によって, H-4

対応抗原の減少が生じる可能性あるいは,そこにある

depositによって mask される可能性等が考え られま

す. H-4は種々の腎疾患に おける蛋白尿の成因を明

らかにするのに有用と考えられます. またもう･一つの

H-13の方ですが, 膜異腎症で, pDlyclonal抗ファイ

ブロネクチ-/抗体の染色パターンと異った染色′iタ-

ンを H-13が示す症例が ありましたが, これは 亡ell

bindingdomaimが欠如したファイブロネクチンがそこ

にあると言 うよりも,むしろ立体構造の違いによって対

応抗原が検出できなくなった 可能性が考えられます.

種々の細胞間物質に対する polyclonalおよび mono-

clonal抗体,あるいは糸球体細胞に対する monoclonal

抗体を作製 し,腎疾患における糸球体細胞の変化および

細胞間物質の分布や存在様式の変化を分析する事で,腎

炎の発症進展の機序がかなり明らかにされると考えられ

ます.

司会 荒川先生どうぞ.

荒川 第二内科の荒川です.只今お話 しになられたよ

うに H-13はメサソギウム基質の構成成分の一つであ

るファイブロネクチンに対する抗体であることがわかり

ました.同じように,メサソギウム基質のなかのへパラ

ソサルフェートや他の物質,あるいはメサソギウム細胞

の膜成分や細胞質物質などに対する抗体が,三つ四つ得

られれば,メサソギサム増殖異腎炎におけるメサソギウ

ム反応をより明らかにすることが出来ますし 更に腎炎

の発症のメカニズムに迫ることが出来るのではないかと

いう期待をもっています.現在までのところ,メサソギ

ウム細胞の膜成分に対する抗原の方はなかなかできない

ので苦労しています.

司会 そうしますと, たとえば, その発症の stage

ですね.stagingされるというのも当然出てくる可能性

はあるわけですね.

荒川 もL,メサソギウム細胞の膜抗原に対する抗体

と, いくつかの基質に対する抗体ができれば, かなり

clearに発症,および進展の機序がわかるのではないか

と期待しています.

司会 他にございませんか.それでは,どうも有難 う

ございました.第三膝に移 ります.第三席は肝疾患への

応用ということで,第三内科の山舗先生,お願いいたし

ます.

3･) 肝 疾 患 - の 応 用

原発性胆汁性肝硬変における単 クローン抗体を用いた

末血槽血 Tcellsubsetsの解析

新潟大学第 3内科 山舗 昌由 ･市田 文臥

単タロ-ン抗体はその高い抗原特異性から細胞膜抗原

の解析にも応用され,特にリンパ球においては T 細胞

の分化,亜群による抗原性の相違が,OKT シリーズと

して知られる単クローン抗体により明らかに されて来

た.

ここでは,自己免疫性肝疾患の一つに数えられ,多彩

な臨床像を呈する原発性 胆汁性肝硬変 (P玉C)の末梢

血 リンJ{球 T cellsubsetsについて,臨床像と対比さ

せて検討したのでその概要を述べる.

対 象 と 方 法

対象は組織学的に確診しえた PBC26例で,臨床的に

無症膜性の群 (As群)12例,黄症を認めず皮膚掻症感

のみを訴える群 (Pr群)6例,顕性黄症を認める群 (Ja

秤)8例の3群に分類 した, なお健常者 (N)28名を正

常対照, 他の慢性肝疾患 〔CLD)30例を疾患対照とし

た.

方法は末梢血より比重遠心法にてリンパ球を分離 し,

3回の洗浄後 5×106/ml濃度に調整, その 200plに

Ortho社の単クp-ソ抗体 OKT3(全 T cell),OKT

4〔helper/inducerTcell),OKT 8(suppressor/cyt-

OtoxicT celD を各々に 2j11加え, 40C,30分間反応

させ,2回洗浄,ついで FITC標識抗マウス ･グロブ

リン (ヤギ)を加え,同様操作を繰 り返した後,蛍光鍍

敏鏡下で蛍光陽性細胞を算定した.


