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ヒ ト B 細胞型悪性 リ ン パ 腫 に高度に関連する 抗原

金沢大学が ん研 究所病態生理 部 (主 任 : 倉田 自費教授)

平 井 洋

(昭 和58 年 2 月25 日受付)

本論文 の要旨は, 第41 回 日本癌学会 ( 大阪, 1 9 8 2) に お い て 発表 した .

びま ん性組織球性リ ン パ 腫, 分化型リ ン パ 球性 リ ン パ 腫, 慢性 リ ン パ 球性白血病 を含む ヒ ト B 細胞

型 リ ン パ腫 一 白血病 の不溶性抽出物 をデ オ キ シ コ ー ル 酸塩で 可溶化 し, 可溶化物 を部分精製後 モ ル モ ッ ト

に 抗血清を作 るた め に 使用 され た . 適当 に 吸 収さ れ た抗血清か ら作成 さ れ た F( a b
′

) 2 標品の あ る も の は, B

細胞型の リ ン パ 腰
一 白血病細胞株 に 共通す る 1 抗原, 仮 り に C O m m O n B

,l y m p h o m a a n ti g e n ; C B L A と

呼ぶ, を生細胞膜免疫蛍光 で 証明で きる こ と がわ か っ た .
プ レ B 型及 び非 B 型 リ ン パ 腰 一 白血病細胞楓

正常リ ン パ 球細胞株, 正 常末梢リ ン パ 球, 骨髄腫細胞株 は陰性であ っ た . c B L A は酵 素免疫測定 を利用し

て 測定す ると ポリ ア ク リ ル ア ミ ド電気泳動で プ レ アル ブ ミ ン の 泳動度 をも ち, ゲル 炉過 で約 31 ,
0 0 0 の 分子

量 をも つ こ とが わ か っ た .

K e y w o rd s A n ti g e n , B c ell l e u k e m i a , B c e11 1y m p h o m a , d iff u s e h isti o c y tic

ly m p h o m a , I m m u n o lo g y .

腫瘍細胞 に お け る腰瘍特異 ( ある い は高度関連) 抗

原の 存否は腫瘍の 免疫学的診断 ･ 治療の 上 の 重大 な鍵

であ る. そ の よう な抗原の各種 ヒ ト腰痛 に お け る存在

に つ い て は 以前 は p ol y cl o n al な抗体, 最近 は m o n o -

cl o n al な抗体 を使用 した デ
ー

タが 増加 しつ つ あるけれ

ども まだ不 明 な領域が多い . 悪性 リ ン パ 腫 一

白血病細

胞 に つ い て は, 表面形質と して 多数 の マ ー カ ー が知 ら

れ て きて い るが そ の ほと ん どが正 常 リ ン パ 球抗原, と

く に分化抗原である. そ の 中で腰瘍特異性の あ り そう

な も の と して は c o m m o n A L L a n tib o d y ( C A L L A )
1)

ある い は m o n o cl o n a l なJ-5
2)が 認識する n u ll 細胞型急

性 リ ン パ 芽球性白血病( n ul トc ell a c u t e l y m p h o bl a sti c

l e u k e m i a ; 以下 n u 11 - A L L と略) の g p l O O 分子 関連抗

原, N L 2 2 の n ull- A L L 細胞抗原, C A L L
4) の T 細胞型

急性 リ ン パ芽球性白血病 ( T- C ell a c u t e l y m ph o b l a s

ti c l e u k e m i a) 細胞抗原, A b 8 9
5) の B 細胞型 リ ン パ

腫( B -

C ell l y m p h o m a : 以下 B
-

L と 略) 細胞抗原, 3 8 ･

1 3
6)の 一 部 の バ ー

キ ッ ト
･

リ ン パ 腰( B u r ki tt l y m p h o m a

: 以下 B L と略) 細胞抗原な ど を あ げ得る けれ ども , そ

れ らの抗原系とく に B 細胞型腫瘍抗原の解明は遅れて

い る .

著 者は細網肉腫 (diff u s e h i s ti o c y ti c l y m p h o m a ,

以 下 D B L と略) を 中心 とす る B 細胞型 悪性リンパ腰
一

白血病の剖検材料か ら部分精製 した抗原分画を用 い
,

異種抗血清 を作製 して適当な吸収 を行 い , 特異性を生

紳胞膜免疫螢光法 ( Li v i n g c ell m e m b r a n e i m m u n o ･

且u o r e s c e n c e
, 以下 L M I F と 略) 及 び E n z y m e

M

li n k ed

i m m u n o s o rb e n t a s s a y ( 以 下 E LI S A と 略) で検索し

た . そ の 結果, B 細胞型 悪性 リ ン パ 腫一白血病全体に

関連 し て正常細胞 に は分布が認 め られ ない 1 抗原の存

在 を認 め
,
同抗原 の分析 を行 っ た .

こ の 抗原を同定し

た抗体 は p o l y cl o n al で ある けれ ども臨床応用上 の価値

が あり
, 抗原の デ ー タは m o n o cl o n al 抗体作製に基礎的

な情報 を与 える も の と思わ れ る
.

材 料 及 び 方法

1 . 材 料

D H L 3 例 と di ff u s e w ell d i ff e r e n ti a t e d l y m p h o m a

( 以 下 W D L と略) 3 例の 腸 間膜腫瘍塊, 慢性リ ンパ

性白血病( c h r o n i c l y m p h o c y ti c l e u k e mi a ; 以下C L L

と略) 2 例の 牌 を用 い た .
い ずれ も B 細胞 型の ものを

死 後 3 ～ 8 時 間の剖検時に 入 手し た . 胸腺 は本学第
一

A n A n tig e n (s) H i gh 1 y A s s o cia t e d w it h H u m a n M a li g n a n t L y m p h o m a of B C ell L i
･

n e a g e ･ H i r o s hi H i r ai, D e p a r t m e n t of P a th o p h y si ol o g y , ( D ir e c t o r : P r of . Y . K u r a t a) ,

C a n c e r R e s e a r c h I n s tit u t e
,
K a n a z a w a U ni v e r sit y .
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外科学教室よ り, 扁桃腺 は耳鼻咽喉科学教室 よ り手術

材料の御恵与を受け た･ 他の 正 常臓器 はい ずれ も非癌

患者の 剖検(死 後10 時間以 内) に 際 して 入手 し た . 腰

瘍材料は
一 部を フ ォ ル マ リ ン 固定 ･ パ ラ フ ィ ン切片 ･

ヘ マ トキ シ リ ン
ー

エ オ ジ ン標本 と して病 理組織学的診

断を確かめ, 残り の 組織 は直ち に - 20
0

C に保存 した .

L M I F の 標 的細胞 と し て, 確立 さ れ た 培養細胞株

( T a bl e l 参照) を使用 した . それ らの 株 は襲和田潤

博士 ( R o s w ell P a r k M e m o ri al I n sti t u t e , N e w

Y o r k)
,
橘武彦教授( 東北大, 抗醸菌研) , 三 好勇夫教

授 (高知医大) , 滝 口智夫博士 ( 金沢医大) , 阿部悦子

博士 (昭和大
･ 歯学部) よ り御恵与を受 けた

.

一

部の

株は (Fl o w L a b o r a t o r y I n c . , U S A ) よ り購 入 した .

対照の 正常 リン パ球 は健康人末梢血 か らメ トリ ゾ酸ナ

トリウ ム溶液 ( N y e g a a r d & C o . A . S .
,
O sl o w

,

N o r w a y) を便周 し て分離 した.

2 , 抗原分画の 作製

1 カ月 ～

3 年の 凍結保存材料 を融解し, 倉 田 ･ 岡田

ら
7 州 の 方法で不溶性 リ ボ蛋白分画 (

"

P f r
"

) を抽出 ･

可溶化 ･ ゲ ル 炉過 し, 主混在成分である ア ル ブ ミ ン を

除去するた めの操作 を行 っ て抗原 分画を作製 した. 即

ち,
"

S ol u ti o n I
" 1 0) に よ る ホ モ ジネ

ー

ト を作り , 順 に ガ

ー ゼ1
,
2
,
4
,
8 枚で 炉過後, 炉液 を遠心 して得 た

沈瘡をS ol u ti o n I で再 びホモ ジナイ ズ して遠心す る｡

沈漆を
"

S o l u ti o n II
" 1 0) で ホ モ ジナイ ズ し

, 遠心す る操

作を8 回繰返す. 最終沈澄 (
"

P f r
"

) を 0 . 2 % デ オ キ シ

コ
ー ル酸ナ トリ ウム で ホモ ジナイ ズした の ち24 時間冷

室で攫拝後遠心して上清 を得る. 沈漆を 同様操作で 2

回抽出す る .
3 回 の抽 出上 清 を合せ て, 約10 倍量 の 冷

アセ ト ン に加 え
,

-

2 0
0

C に 1 夜置 き沈毅を得 る. 沈澱 を

集め, 小量 の 0 ･ 01 M ph o s p h a t e- b u ff e r e d s ali n e ,

p H 7 ･4
, ( 以 下 P B S と略) に と か し て S e p h a r o s e 4 B

(P h a r m a ci a F i n e C h e m i c al s
, S w e d e n) の カ ラム に

負荷し
,
P B S で溶出し

,
0
,
D . 2 8 0 n m に よる 溶出パ タ

ー ン上 の p a s s 分画 (欠如す る こ と も あ る) を捨て, 低

分子蛋自分画 (l o w - m O l e c ul a r- W ei gh t p r o t ei n f r a c -

ti o n
, 以下Pf r と略) を集 め, 以下(1) , (2) の い ず れか の

a抒in ity c h r o m a t o g r a p h y で混在 す るア ル ブ ミ ン また

は血清蛋白の除去 を行 っ た . (1) B l u e S e p h a r o s e C L-
6 B (P h a r m a ci a) 2 g を膨潤さ せ, 1 .5 ×1 0 c m の カ ラ

ムに つ め
, 20 m g 蛋 白( L o w r y 法

11)) の P f r を負荷 し,

0 ･1 M 塩 化 カ リ ウ ムー0 ･ 01 M ト リ ス ･ 塩 酸 緩衝 液

p B 7 ･0 で 溶出す る 0 ･D .2 8 0 n m の ピ ー

ク をプ
ー ル する

.

回収率は約70 % . (2)抗 ヒ ト血清家兎抗血清の 硫酸ア ン

モ ニ ウム 33 % 飽和 に よ る グ ロ ブ リ ン 分 画100 m g を
P B S で 透析後, A H -

S e ph a r o s e 4 B ( P h a r m a c i a) 3

g (膨潤後9 ･ 6 m l) に 結合さ せ1 2)
,
1 . 5 × 1 0 c m の カ ラ

29 7

ム に つ めて 10 m g 蛋白の Pf r を負荷 し, P B S で溶 出す

る
. 回収率50 ～ 6 0 % . な お, 抗 ヒ ト血清家兎抗血清 は

成熟 家兎背 部皮下 に ヒ ト 血 清 0 . 2 m l を F r e u n d
･

s

C O m pl e t e a dj u v a n t ( 以下 F C A と略) で乳化 して 分割

注射 し, 以後 2 週間隔で 3 回同様 な注射 を繰返 し, 最

終注射後 1 週目 に全採血 して作製 した.

抗原の収量 は材料によ り変動するが
,
1 例の W D L に

お い て 10 0 g (湿量) の腫瘍材料か ら脱 アル ブ ミ ン した

Pf r 3 0 ～ 4 0 m g が 得ら れ た .

3 . 抗血清 の作製 ･ 吸収 ･ 処理

D H L 3 例 , W D L 2 qU , C L L 2 例の 抗原分画 を別々

に体 重約 400 g の モ ル モ ッ ト1 ～ 2 匹 に 注射した .
D H L

は脱 ア ル ブ ミ ン P f r l m g を F C A で乳化 し肩甲骨下腋

及び背部筋肉内に 分割注射 した. 1 週間隔で 4 回, 2

遇 お い て 1 回 同様 な注射を行 い , 1 遇後 に全採血 した .

W D L
,
C L L は脱 アル ブ ミ ン Pf r を 1 回2 m g , F C A と

と も に 2 週 間隔で 4 回 注射 し, 1 過後 に採血 した .

L M I F の ため に 以下の ような抗血清の吸収と抗体 の

処理 を行 っ た . 抗血 清1 m l あた り正 常肝･ 牌 ･ 肺の 25 ･%

( W / V ) 3 M - K C l また は P B S ホモ ジネ
ー

ト各 0 .4 m l ,

胃癌 ･ 大腸癌 の ホモ ジネ ー

ト各0 .2 m l
, 胸腺の ホ モ ジ

ネ ー ト 0 ･ 2 m l
,
扁桃腺 の ホモ ジネ ー

ト 0 . 5 m l を加 え,

37
0

C に 1 時間静置後冷室で 18 時間低速回転し
,
4
0

C で

10
, 0 0 0 × g 3 0 分間遠心 した. 上 帝に 再び同量の各ホ モ

ジ ネ ー

トを加 え吸収操作 を繰返 し, 得ら れた 吸収抗血

清 に 等量 の 0 ･ 2 M 酢酸ナ トリ ウム 溶液(塩酸で p H 4 . 5

に 補正) と p e p si n ( W o r thi n g t o n C o . L td .
, U S A ) 1

m g を加 え, 3 7
0

C 2 0 時間お い た . 4
0

C で 1 0
,
0 00 g 2 0 分

間遠心 した上 清に ト リ ス ( ヒ ド ロ キ シ メ チ ル) ア ミノ

メ タ ン (結晶; 以下 ト リス と略) を加え てと か し
, p H

を約 8 ･ 5 に 補正 し
, 室混 30 分お い て か ら P B S に 対 し

低温で透析 した. S e p h a d e x G- 1 5 0 s u p e rfi n e ( P h a r _

m a ci a) の カ ラ ム で ゲ ル 炉 過 を 行 い , F( a b
′

) 2 と F c

f r a g m e n t を分離 し
1 3)
, 前者(始 めの ピ ー ク) をプ ー ル

して M in i c o n B - 1 5 ( A mi c o n C o r p o r a ti o n S ci e n tifi c

S y s t e m D i vi si o n , U S A ) ある い は C e n t rin o w ( A m i c ｡ n

) で 1 m l (原抗血清量) に 濃縮 し
,
0 . 0 5 % 窒化ナ トリ

ウム 存在下に 4
0

c に 保存し た .

E L I S A 用 に は L M I F で最も強く BL L 細胞の膜染色

をお こ した 1 抗 D H L 抗血 清 F ( a b
′

) 2 分画に 更に 40 倍

容量の 扁桃腺 ･ 胸腺 ･ 肺 の 各 ホ モ ジ ネ ー

ト, 2 0 倍容量

の 肝 ホ モ ジ ネ ー

ト を加 え, 3 7
0

C l 時間静置 4
0

C 1 8 時間

回転の 吸収 を行 っ た . その 遠心上 清 に等量の 0 . 2 M 酢

酸 ナ ト リ ウ ム ( p H 4 .5) を 加 え て 室温 30 分 お き
,

1 0
,
0 0 0 × g 2 0 分遠心, 上帝 をと っ て トリ ス で p H 8 , 5 と

し
,
P B S で透析後 P B S -

T w e e n 液(0 . 0 5 % T w e e n 2 0

を含 む P B S) で 一 定濃度 に稀釈 した .
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4 . 免疫学的検査法

1 ) L M I F 法

培養細胞株(付着型は t r y p si n 処理 で遊離細胞 と した

もの) を P B S で洗推 し, 約 50 ×g 3 分低温遠心 して

p a c k した約 5 ×10
6

偶の 細胞 を含 む 50 FLl の P B S を遠

心管 に 残 し, 予め水冷 した抗血清 F( a b
′

) 2 液 50 〟1 を加

え
,
0
0

C 6 0 分反応させ た . 冷 P B S で 2 回 洗僻 し, F I T C

標識抗モ ル モ ッ トI g G 家兎抗血清 ( M B L 社) の 20 倍

P B S 稀釈液 50 FEl を加 え, 0
0

C 3 0 分 反応 さ せ た . 冷

P B S で 2 回洗淋 し, グリ セ リ ン
ー

P B S で 封入 した . 干

渉 フ ィ ル タ ー 2 枚を備えた オ リ ン パ ス 螢光顕微鏡 B H -

R F L で 観察 ･ 撮影 した .
6 0 % 以上 の 生細胞が リ ン グ状

膜染色 (p a t cb i n g を含む) を示 した 場合 を陽性, 陽性

細胞が 3 % 以下 の場合 を陰性 と判定 した .

2 ) E LI S A 法 E L IS A は p e r o x id a s e c o nj u g a t e d

a n ti gl o b u li n s を使 用 した 間接法 に よ っ た が , V o ll e r

ら
1 4) の操作 を以下の よ う に改変 して 実施 した.

9 6 -

W ell

vi n yl a s s a y pl a t e s ( C o st a r , U S A ) に 0 ･ 0 5 M 炭酸綬

衝液p H 9 .6 で 稀 釈 し た 抗原資料1 叫Jl を ま く｡ 3 7
0

C

2 時間お き P B S
-

T w e e n 液で 3 回洗催 し, bl o c k i n g 液

( 1 % ウ シ 血清ア ル ブ ミ ン を含む P B S) を w e11 あたり

17 5 JLl 加 え , 3 7
0

C 2 時間後に P B S
-

T w e e n 液で 3 回流

僻 す る . 適 当に稀釈 した モ ル モ ッ ト抗血清 F( a b
′

) 21 0 0

J Ll を加 えて 37
0

C 2 時間反応 させ , P B S て w e e n 液で 3

回洗渡す る . p e r o x id a s e 標識抗モ )t/ モ ッ トI g G 家兎抗

血清の I g G フ ラク シ ョ ン ( 金沢大, が ん 軌 分子 免疫

部徳山春彦博士 よ り恵与 を受 け た .
6 4 6 〟g の I g G に

モ

ル 比 1 : 1 . 3 に p e r o x i d a s e を 山田
･ 中根法1 5)で標識 し

たも の . p e r o x i d a s e は G r a d e トC , T o y o b o) を0 ･ 5 %

ウ シ 血清ア ル ブミ ン を含む P B S - T w e e n 液で 1
,
00 0 倍

に 稀釈 した液 100 ノノ1 を各 w ell に まき , 3 7
0

C 2 時間静置

後 P BS
-

T w e e n 液で 6 回洗源す る .

M cIl v ai n e の リ ン酸 - ク エ ン 酸 ( ア ミ ノ 酸自動分析

用) 緩衝液 p H 4 . 8 で 1 回 洗い ,
同緩衝液 10 m l ･ 0 プ

ユ ニ レ ン ジア ミ ン 10 m g
･

3 0 % 過酸化水素水 5 〃1 の 混

液 (用 時新製) 15 0 〟1 を w ell に 加 え, 室温 10 分放置

す る . 各 w ell か ら10 0 FLl を とり 1 N 塩酸 1 ･ 2 m l を加

え反応を止 め, 分光光度計 ( 日立 139 型) に よ り 0 ･ D ･

4 9 2 n m の 吸光度を測定す る. 測定 はす べ て d u pli c at e

で行 っ た .

5 . 化学的検査法

1) ポ リア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電気泳動

分析用 デ ィ ス ク電気泳動を 7 . 5 % と 10 % の ポ リア ク

リ ル ア ミ ド ゲ ル カ ラ ム を使用 し て行 っ た . 分離 ゲ ル

p H 8 . 9 , 重層 ゲル p H 6 . 7
, 溶媒 を ト リ ス ･ グリ シ ン緩

衝液 p H 8 . 3 と し て 4 m A / t u b e で 泳動 し, C o o m a s si e

b ri11i a n t bl u e R - 25 0 で染色 した .

ス ラ ブ電気泳動は ス ラ ブ ･ デ ィ ス ク 泳動装置 ( A tt｡

社 , S J- 1 0 6 0 S D H ) に よ り 12 ･5 % ポ リ ア ク リ ル アミ ド

プ レ
ー

ト (1 2 8 ×1 5 0 × 2 m m ) で 行 っ た .
W D L

, 脾,

扁桃腺 , 胸腺 の P f r lO m g に 微量の b r o m ph e n ol bl u e

( 以 下 B P B と略) 液 を加 えて負荷 し, ト
t｣ ス ･ グリシ

ン 緩衝液 p H 8 . 3 を溶媒 と し て 40 m A 約 5 時間(B P B

の泳動距離 8 c m ) 泳動 し た . B P B の 泳動先端よ りアル

ブ ミ ン帯 (着色) の 下線 ま で の プ レ ア ル ブ ミ ン域を12

等分に , つ い で アル ブ ミ ン帯, ア ル ブ ミ ン 帯上線よf)

分離ゲ ル ス ラ ブ上 端ま で の 後 ア ル ブ ミ ン域 を6 等分に

リ ボ ン 状に ゲ ル を切出 し, 各片 をそ れ ぞ れ少量の P B S

と と も に 透析用セ ロ フ ァ ン チ ュ
ー

ブ に 入 れ
,
P B S に対

し低温 で 48 時間透析 し た. チ ュ
ー ブ 内容 を0 .0 5 M 炭

酸緩衝液 p H 9 .6 で 2 . 5 p g/ m l に 調整 し, E L IS A によ

り そ れ ぞ れの 抗原活性を測定 した .

2 ) 分子量 測定 ( ゲル 炉過法)

ス ラ ブ ゲ ル よ り 抽出 し た 抗原資料 (約 20 町 g) を

S e p h a c r yl S
- 2 0 0 s u p e rfi n e (P h a r m a ci a ) のカラ ム

(9 0 ×1 . 5 c m ) に 負荷 し, 0 . 1 M 塩化 カリ ウ ム ー 0 .05

M トリ ス
･ 塩酸緩衝液 p H 7 . 5 を溶出液 と して, 流速13

m l/ 時間で 下降法に よ るゲ ル炉過 を行 っ た . 1 .8 m l づつ

溶 出液 を分取 し, 各管の E L I S A を行 っ た . 分子量マ ー

カ
ー

と し て G el fil t r a ti o n c alib r a ti o n k it s (P h a r m a ･

ci a ) を使用 し た .

成 績

B- L 由来の 培養細胞 を標的細胞と して各吸収抗血清

の F( a b
′

) 2 標品で 間接 L M I F 試験 を行 っ て みる と, 抗

D H L 抗血清 3/ 3 , 抗 W D L 抗血 清 1/ 3 , 抗 C L L 抗血清

1/ 2 が リ ン グ 状の 細胞膜染色 を示 したの で , 以後の実験

に は陽性 を示 す抗血 清標品の み を使用 した . 各種培養

細胞株 に つ い て の 成績 は T a b l e l に 示 す如くである .

B 細 胞 型 急性 リ ン パ 芽 球性白血病 ( B- C ell a c ute

l y m p h o b l a s ti c l e u k e m i a) 由来の B A L L- 1 (F i g ･1 A )

や B L 由来の R aji , D a u di( F i g .1 B ) , P 3 H R l , R a m o s

株 , ･J ン パ 肉腫(以 下 L S と略) 由来の U-6 98- M (Fig ･

1 C ) T . S .
,
S . 0 , の よう な B 細胞型の 悪 性リ ン パ腫一

白血病細胞株が す べ て 抗 D H L 抗 血清 F ( a b
′

) 2 で 柳生

染色を 示 し, T 細胞型や n o n- T , n O np B 型の 悪惟リ
ン

パ 腫白血病細胞株, 骨髄性 や単球性の 白血病に由来す

る細胞株( Fi g .1 D , 1 E) , 正常 リ ン パ 球培養株は陰性

で あ る .
な お

,
末棺血 リ ン パ 球 も陽性 を示 すもの はな

い ( Fi g .1 F ) . 抗 W D L 抗血 清 や 抗 C L L 抗 血清
の F

( a b
′

) 2 は検査できた範囲内で抗 D = L 抗血清と同様の抗

原分布 を示 した . なお , 陽性と は 少な く とも 60% 以上

の 生細胞が陽性反応 を示 した もの で , 陰性 とは陽性
生

細胞が 0 ～ 3 % で あ っ た も の で あ る .
そ の 中間の陽性率
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T a bl e l ･ S u m m a r y of li vi n g c e11 m e m b r a n e i m m u n o 8 u o r e s c e n c e e x p e ri m e n t s

T a r g e t C ell s A n ti s e r u m
*

C ell l in e O ri gi n A n ti ･ D H L A n ti - W D L A n ti _ C L L

2 9 9

T ･

C ell l e u k e m i a li n e :

M O I X l ･ 4 F T ･A L L

C C R F ･ C E M T ･A L L

T A L し1 T - A L L

M a t s u b a r a T ･ A L L

B - C el1 1 e u k e m i a li n e :

B A L し1 B-A L L

R aji B L

D a u di B L

P 3 H R I B L

R a m o s a B L

U -6 9 8 M L S

T .S . L S

S . 0 . L S

B ･

C ell n o r m al li n e :

5 n o r m a l li n e s

N o n - T
,
n O n - B c ell li n e :

N A L し1 N ･ A L L

S a s aji m a N ･ A L L

K u m a g a y a N - A L L

S U - D H L -1 D H L

ひ93 7 D H L

M y el o m a c ell li n e :

R P M I 8 2 2 6 M M

M y el o c yti c l e u k e m i a c ell li n e :

H L -6 0 A P L

M o n o c y ti c l e u k e m i a c ell li n e :

T H P - 1 M N L

O th e r c ell li n e :

I M R -3 2 N B

一

+

+

+

+

+

+

十

+

一

+

十

n d

n d

十

+

n d

n d

一

n d

n d

n d

-

-

-

十

+

+

+

+

+

n d

n d

一

n d

n d

*

F ( a b
′

)2 0 f a b s o rb e d a n ti -1 y m p h o m a f r a c ti o n a n ti s e r u m .

A b b r e vi a ti o n s : T -

･
B -

O r N - A L L
,
T -

C ell
･
B -

C ell o r n o n - T ･ n O n
- B c ell t y p e a c u te l ym ph o bl a s ･

ti c l e ulくe m i a ; B L , A f ri c an B u r k itt
,

s l y m ph o m a ; a B L A m e rip ?
n B u r kitt

,

s ly m p h o m a ; L S
,
l y m

-

n L ′､ ( ( _ ▲■一▲一 丁ヽ T ▼ T l
･
｢ ′

ph o s a r c o 甲a , D H L ; di ff u s e hi s ti o c ytl C l ym ph o m a
m y el o c y tl C l e u k e m i a ; M N L , m O n O C y ti c l e u k e mi a

を示した株は存在し なか っ た .

D II L の P f r を ス ラ ブ電気泳動に か け, ゲル プ レ ー

ト

を前ア ル ブミ ン域と後 アル ブミ ン域と に わ けて P B S で

抽出したもの を反 応陽性 の 抗血清 F( a b
′

) 2 に それ ぞれ 1

m g/ m I に 加 え
,
3 7

0

C l 時 間 お い て 遠 心 し た 上 清 で

L M I F を行 っ て み ると
,
B- L 細胞の 陽性染色 は前ア ル

ブミ ン域抽出液に よる 吸収で は陰性化 し たが , 後ア ル

ブミン域抽出液に よる 吸収 で は ほと ん ど変化 しな か っ

た
.

7 ･5 % あるい は 10 % の ポ リ アク リ ル ア ミドゲ ル ･ カ ラ

ムに よ る分析用デ ィ ス ク電 気泳動 を行 う と
,
3 例 の

M M
,
m ulti pl e m y el o m a ; A 上

J

L
,
a C u t e P r O

-

N B
,
n e u r O bl a st o m a ; n d , n O t d o n e .

D H L の 脱 アル ブ ミ ン Pf r はい ずれも プ レア ル ブ ミ ン域

に b r o a d な1 本の バ ン ド( 7 .5 % の 場合 R f = 0 . 9 ± 0 . 0 2
,

10 % の 場合 0 . 7 5 ±0 . 0 2) を示 し, 他の 部分 に は痕跡的

な バ ン ド し か 認め ら れ なか っ た( Fi g 2) . そ こ で , 以後

ブ レ ア ル ブ ミ ン 領域 に 注目 して分析 を行 っ た .
1 2 . 5 %

の ポ リ ア ク リル ア ミ ド ゲル を使用 して ス ラブ電気泳動

を行 っ てみ ると D H L の P f r は後ア) L/ ブミ ン域に は痕跡

的な わ ずか の バ ン ド を示 す の みで あっ た が, ブ レ ア ル

ブミ ン 域に 5 ～ 6 本の バ ン ド を生 じ, W D L
,
C L L

, 扁

桃腺, 胸腺, 牌 の 各 P f r は後 アル ブ ミ ン 域に 多数の バ

ン ド
,
プ レ ア ル ブ ミ ン 域に は濃度 に差 はあるが D H L と



3 0 0

F i g . 1 . L i v i n g c ell m e m b r a n e i m m u n o 8 u o r e s c e n c e . L y m p h o m a-
1 e u k e m i a c e11 1i n e s a n d p e ri ph e r a l l y m p h o c y t e s w e r e i n c u b a t e d

W ith F( a b
′

)2 p r e p a r a ti o n o f a n ti- d i ff u s e h i sti o c y ti c l y m p h o m a

( D H L) a n ti s e r u m f o r l h r a t O
O

C , f oll o w e d b y fl u o r e s c e i n- C O nj u g a t -

e d r a b b it a n ti- g ui n e a pi g I g G f o r 3 0 m i n a t O
O

C . × 6 0 0 . A : B A L L

- 1 , u nif o r
･

m O r p a t C h y ri n g s . B : D a u d i , p a t C h y ri n g s . C : U - 6 9 8 M ,
u nif o r m o r p a t c h y ri n g s . D : T A L L- 1 , n e g a ti v e . E : N A L L- 1 ,
n e g a ti v e . F : P e ri p h e r a1 1y m p h o c y t e s , n e g a ti v e .

同様な位置 に 5 ～ 6 本の バ ン ドを示 した .
つ い で , 泳

動した ゲ ル プ レ ー

トか ら切 出 した細片の抽出液に つ い

て E L I S A を行い , Fi g . 3 の よう なパ タ
ー ン を得た .

W D L

で は泳動先端 から 7 ～ 9 番目 ( N o .7 ～ 9) の 抽出液に 活

性の 主 ピ ー

ク があり, 1 0 番目( N o ユ0) 及 び ア ル ブ ミ ン

帯( A lb) に も それ ぞ れ小 ピ ー クが ある .
そヱ で

,
そ れ

ぞ れ の N o .7 ～ 9 の抽出音容液の蛋白濃度 を
一 定に 補正 し

た の ち各濃度に お ける抗原活性 を測定 した.
F i g .4 の よ

う に W D L で は 1 p g/ m l 附近か ら蛋白量の 増加につ れ

て 活性の 上昇 が認 め られ た が, 扁桃腺, 胸腺, 牌には

30 〟g/ m l で も活性が見 られ なか っ た .

W D L の プ レ ア ル ブ ミ ン域 ( N o .7 ～ 9) 抽出液及びマ

ー カ ー 蛋白 をS e p h a c r yl S- 2 0 0 カ ラ ム で ゲル 炉過し,

溶出液の 抗原活性 を E LI S A で 測定して Fi g .5 のような

パ タ
ー ン を得た .

マ
ー

カ
ー

蛋白 の 溶出位置から計算す

る と抗原分子量と して約 31 , 0 0 0 の 値が 得ら れた .
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Fi g ･ 2 ･ A n al y ti c al p ol y a c r yl a m i d e g el ( 10 % )
el e c t r o p h o r e si s o f th e p a r ti a ll y p u rifi e d e x t r a c t

f r o m a D H L .

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1D l 1 1 2 1

†
-

空

く

Ⅰ Il 111 Ⅳ V Vl
F r a c t 1 0 n

n u m b e r

F ig ･ 3 ･ P o Iy a c r yl a mi d e ( 12 -5 % ) g el e l e c t r o p h o r e si s
Of th e p a rti all y p u rifi e d e x t r a c t o f a w ell

diff e r e n ti a t e d l ym ph o c yti c l y m p h o m a ( W D L) .
T h e a n ti g e ni c a c ti vit y o f O ･2 5 JJ g p r O t e i n o f th e

e x tr a c t w a s a s s a y e d b y e n z y m e-1i n k e d i m m u n o -

S O r b e n t a s s a y ( E L I S A ) w ith th d F ( a b
′

) 2 p r e p a r a-
ti o n of a n a b s o r b e d a n tj- D H L a n ti s e r u m ( 1:4 0 0) .
B P B

,
b r o m p h e n o l b l u e . A lb

,
alb u m i n .

考 察

以 上の 実験成績か ら
,
B 細胞型悪 性リ ン パ 腫一白血

病細胞に広く分布する少くと も1 つ の p r e al b u mi n 泳動

度をも つ 細胞膜抗原が あ り
, 末梢成熟 リ ン パ 球や B 細

胞型腫瘍以 外の 細胞に それ は存在 しない よう に 見える .

こ の 抗原 は B 細胞型腫瘍 の 中 で も 分化度 が p r e- B

(B O) 段階の N A L し 1 ほ か 数株 は ( - ) , i m m a t u r e
B (B l) 段階の B L 株や B A L L- 1 , m a t u r e B ( B 2)

∈
U

N

の
寸

く

F i g ･ 4 ･ S a m pl e dil u ti o n c u r v e s o b t ai n e d b y E L I S A
wi th th e F ( a b

′

) 2 p r e p a r a ti o n o f a n a b s o r b e d a n t ト
D H L a n ti s e r u m (1 : 8 0 0) ‥( ◎) W D L , ( 凶) s pl e e n ,
( 0 ) t o n sil , ( △) th y m u s .

Fi g ･ 5 ･ G el e x cl u si o n ch r o m a t o g r a ph y (S e ph a c r yl
S- 2 0 0 ; 9 0 × 1 ･5 c m ) o f a W D L s a m pl e (2 0 0 p g) .
F l o w r a t e : 1 3 .O m l/ h r ; f r a c ti o n v ol u m e : 1 .8 m l .
M o l e c ul a r w ei g h t m a rk e r s u s ed t o c a lib r a t e th e
C O l u m n : b l u e d e x t r a n ; b o vi n e s e r u m alb u m in

,

6 7
,
0 00 ; O V a lb u m i n , 4 3 ,0 0 0 ; α- C h y m o t r y p s l n O g e n
A
,
2 5

,
0 0 0 ; rib o n u cl e a s e A

,
1 3

,
7 00

.

腫瘍 で ある D H L , W D L
,
C L L は ( 十) であ るが

, 同

じ m a t u r e B ( B 2) の 成掛｣ ン パ 球培養株と形 質細胞

型( B 3) の 骨髄腫株は 卜) で あ る こ と か ら
,
i m m a t u r e

B ( B l) と m a t u r e B ( B 2) の 腫瘍に 広く 出現す る腫

瘍高度関連抗原で あ る と思わ れ る . そ こ で こ の抗原 を

仮 り に
"

c o m m o n B- L a n ti g e n ( c B L A )
"

と呼ぶ こ と

に する
.
cI∃L A は異種抗血清で 存在 が暗示さ れ て い る

白血 病関連抗原
1 6 ト 1 8)と は そ れ ら が 急性骨髄性白血病

( A M L) に 出現す る点 で 臭 っ てい る . 最近 m o n o cl ｡ n al

抗体 に よ っ て 認識さ れ た B 細胞型腫瘍 の 抗原 と して

B l
1 9)
, B 2

2 0)
や抗体 P l1 53- 3 21) , H C l l A 2 2)

,
B A - 1

2 3)
,

B A - 2
24)
,
H L B- 1

2 5)
,
H L B-2

2 5) の 各標的抗原な どが 知ら

れ て い る が
,
こ れ らは い ずれ も正 常 B 細胞の 分化抗原



3 0 2

に 属 し, 末梢血 リ ン パ 球 に 出現 した り
,
n O n

-

T
,
n O n -

B 型急性 リ ン パ 性白血病 や神経芽細胞腰 に も 出現す る

点で c B L A と 異っ て い る .
B 細胞型リ ン パ 系腰癌特異

抗原の可能性を もつ も の と し て A b 8 9 5)
,
38 ･ 1 3

6)
, 抗

Y 2 9/ 5 5
2 6)
な どの標的抗原 を 一 応あげ得 るが , A b 8 9 の

抗原は B L 細胞に は出現せず, 38 ･ 1 3 の抗原は C L L や

LS に出現 しない 点で c B L A と 区別で き る. 抗 Y 29/ 5 5

の 抗原は非循環性 (固着性) リ ン パ球 の抗原と考え ら

れ て い るが
, 腫瘍分布に c B L A と類似性がある の で今

後抗原の性状を比較す る必要がある.

C B L A の分子 量は約 31 , 0 0 0 で , B A -

1 抗原 ( M . W .

6 5
,
0 00)

,
B A

q

2 抗原( M . W .2 4
.
0 0 0) , A b 8 9 抗原( M .

W .
7 5 , 0 0 0) と は異な り, I a 抗原 の ポ リペ プ チ ド( M . W .

3 0
,
0 00)

2 7)
, B

- 1 ( M . W
.3 0 , 0 0 0) に 近い . しか し, こ

の 抗原が I a 抗原や B
-

1 と構造上 類似性 をも つ か否か は

わ からない . なお , C B L A は H L
-

A
,

-

B
,

-

C を欠く D a u di

株 に 出現 し, 多数の正 常人末相血リ ン パ 球 に は出現 し

ない こ と か ら組織適合抗原と のか かわ りは否定でき る .

また , そ の分布や分子 量か ら見 る と既知 の腫瘍関連抗

原 ( C E A , α
-

フ ェ ト蛋白, フ ェ リテ ン な ど) とも 関係

はな い . しか し
,
この よ う な腫瘍特異性があ るよ うに

思われ る抗原が正 常細胞 にも微量 に存在す る可能性は,

本実験 の よう に 高度吸収 を行 っ た p ol y cl o n al 抗体 を使

用 して い る以上
,
決定的に否定 し きれ な い

.
た だ

,
そ

の 可能性 は残る に し ても こ の抗原 ･ 抗体系 は臨床的な

価値 をも ち そうであ る. 材料 的な制約か ら常 に 一 定力

価の 異種抗血清を作る こ と は 困難だ か ら, その た め に

は こ の抗原 に対 す る m o n o cl o n al 抗体の作製が必須 で

あろう. それ を作 る試み は現在進行中である.

結 論

B 細胞型 D H L
,
W D L

,
C L L の 剖検材料 か ら部分精

製抗原分画 を抽出 し, モ ル モ ッ ト抗血清を作製 した.

抗血 清 を適当 に吸収 した 後 F( a b
′

) 2 抗 体 を 作製 し て

L M I F と E L I S A に よ り反応す る抗原の 分布や その 性質

につ い て検索 した.

1) 抗原 は B 細胞型悪性 リ ノ パ 腰 一 白血 病の 中
,

i m m at u r e B ( B l) 段階の腫瘍細胞株の 細胞膜及 び

m a t u r e B ( B 2) 段階の腫瘍 D H L
,
W D L

,
C L L に 存

在する が
,
正 常成熟リ ン パ 球及び そ の 培養株に 存在せ

ず, p r e
-

B ( B O) 段階の腫瘍細胞株や形質細胞 ( B 3)

段階の 腫瘍細胞株ある い は T 細胞系
,
n O n

-

T
,
n O n - B

細胞 系, 骨髄球乳 単球系その 他の腫瘍細胞株 に も存

在 しな い .
こ の 抗原 を仮 り に

"

c B L A
"

と名付け た .

2 ) 抗原は プ レ アル ブ ミ ン の 泳動度 をも ち
,
分子 量

は約 31 , 0 0 0 で あっ た .

こ の 抗 原 が B l , B 2 段 階 の 悪性 リ ン パ 性腫瘍 に

C O m m O n な腫瘍特異抗原で あ る こ と に つ い てのよ り厳

しい 検討が今後の課題 で あ る .
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