
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】白血球粘着分子－１（ＬＡＭ－１、Ｌ－セレクチン）の放出形と細胞表面結合形
を識別する。
【解決手段】ＬＡＭ－１の放出形はヒト血漿中に高レベルで存在する。ウェスタンブロッ
トおよびＥＬＩＳＡ分析によって放出ＬＡＭ－１（ｓＬＡＭ－１）を検出する定量方法が
開示される。放出ＬＡＭ－１の存在下で細胞表面結合ＬＡＭ－１の特異的検出方法、およ
び細胞表面結合ＬＡＭ－１と反応するが放出ＬＡＭ－１とは反応しない単クローン性抗体
を用いる免疫治療の方法もまた開示される。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
細 胞 表 面 結 合 性 Ｌ Ａ Ｍ － １ の Ｅ Ｇ Ｆ 様 領 域 中 に 存 在 し 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ 中 に は 存 在 し な い 抗
原 決 定 基 へ 結 合 す る 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 で あ っ て 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ
ク シ ョ ン 寄 託 番 号 Ｈ Ｂ １ ０ ８ ４ ４ の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 に よ り 産 生 さ れ る 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ －
１ 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 以 外 の 前 記 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
単 ク ロ ー ン 性 抗 体 を 産 生 す る 請 求 項 １ 項 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 。
【 請 求 項 ３ 】
（ ａ ） 細 胞 表 面 結 合 性 Ｌ Ａ Ｍ － １ と 反 応 性 の 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 集 団 を 分 離 す る 工 程 、 （ ｂ
） 前 記 集 団 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ に 非 反 応 性 な 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 を 得 る 工
程 、 及 び （ ｃ ） 細 胞 表 面 結 合 性 Ｌ Ａ Ｍ － １ に は 反 応 性 で あ る が 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ に は 非 反 応
性 で あ る 前 記 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 を 採 集 す る 工 程 、 か ら 構 成 さ れ る 細 胞 表 面 結 合 性 Ｌ Ａ Ｍ －
１ と 反 応 性 で あ る が 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ と は 非 反 応 性 で あ る 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 の 分 離 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 ３ 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 分 離 さ れ た 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ
ョ ン 寄 託 番 号 Ｈ Ｂ １ ０ ８ ４ ４ の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 に よ り 産 生 さ れ る 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － １ 単
ク ロ ー ン 性 抗 体 以 外 の 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
（ ａ ） 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ を 含 有 す る と 見 ら れ る 媒 質 中 の 細 胞 集 団 を 細 胞 表 面 結 合 性 Ｌ Ａ Ｍ －
１ に は 反 応 性 で あ る が 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ に は 非 反 応 性 で あ る 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 と 接 触 さ せ る
工 程 、 及 び
（ ｂ ） 前 記 抗 体 が 結 合 す る 細 胞 を 可 視 化 さ せ る 工 程 、 か ら 構 成 さ れ る 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ を 含
有 す る と 見 ら れ る 媒 質 中 に お い て Ｌ Ａ Ｍ － １ を 発 現 さ せ る 細 胞 の 識 別 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 媒 質 が 生 物 学 的 液 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
（ ａ ） 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ を 含 有 す る と 見 ら れ る 媒 質 中 の 細 胞 集 団 を 細 胞 表 面 結 合 性 Ｌ Ａ Ｍ －
１ に は 反 応 性 で あ る が 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ に は 非 反 応 性 で あ る 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 と 接 触 さ せ る
工 程 、 及 び
（ ｂ ） 前 記 抗 体 が 結 合 す る 細 胞 を 分 離 す る 工 程 、 か ら 構 成 さ れ る 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ を 含 有 す
る と 見 ら れ る 媒 質 か ら Ｌ Ａ Ｍ － １ を 発 現 さ せ る 細 胞 の 分 離 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 媒 質 が 生 物 学 的 液 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
（ ａ ） 画 像 化 剤 を 細 胞 表 面 結 合 性 Ｌ Ａ Ｍ － １ に は 反 応 性 で あ る が 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ に は 非 反
応 性 で あ る 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 へ カ プ ラ ー 結 合 さ せ る 工 程 、
（ ｂ ） 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ を 含 有 す る と 見 ら れ る 媒 質 中 の 細 胞 集 団 を 前 記 画 像 化 剤 と 結 合 し た
抗 体 と 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び
（ ｃ ） 前 記 画 像 化 剤 を 検 出 す る 工 程 、 か ら 構 成 さ れ る 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ を 含 有 す る と 見 ら れ
る 媒 質 中 に お い て Ｌ Ａ Ｍ － １ を 発 現 さ せ る 細 胞 の 識 別 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 媒 質 が 生 物 学 的 液 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
（ ａ ） サ ン プ ル を 細 胞 表 面 結 合 性 Ｌ Ａ Ｍ － １ に は 結 合 す る が 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ に は 結 合 し な
い 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 と 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び
（ ｂ ） 結 合 し た 前 記 抗 体 量 を 測 定 す る 工 程 、 か ら 構 成 さ れ る サ ン プ ル 中 の 細 胞 表 面 結 合 性
Ｌ Ａ Ｍ － １ 量 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
（ ａ ） サ ン プ ル を 細 胞 表 面 結 合 性 Ｌ Ａ Ｍ － １ に は 結 合 す る が 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ に は 結 合 し な
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い 第 一 の 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 と 接 触 さ せ る 工 程 、
（ ｂ ） 前 記 サ ン プ ル を 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ と 結 合 す る 第 二 の 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 と 接 触 さ せ る 工
程 、 及 び
（ ｃ ） 結 合 し た 前 記 第 二 の 抗 体 量 を 測 定 す る 工 程 、 か ら 構 成 さ れ る サ ン プ ル 中 の 放 出 Ｌ Ａ
Ｍ － １ 量 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 サ ン プ ル が 生 物 学 的 液 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ 項 ま た は １ ２ 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
細 胞 表 面 結 合 性 Ｌ Ａ Ｍ － １ に は 結 合 す る が 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ に は 結 合 し な い 抗 体 を 含 有 す る
サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 細 胞 表 面 結 合 性 Ｌ Ａ Ｍ － １ 量 あ る い は 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ 量 の 測 定 に 用
い ら れ る キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ の 存 在 下 で Ｌ Ａ Ｍ － １ 依 存 性 細 胞 の 付 着 を 阻 害 す る 薬 物 製 剤 へ の 細 胞 表 面
結 合 性 Ｌ Ａ Ｍ － １ と 反 応 性 で 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ と 非 反 応 性 な 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 の 利 用 。
【 請 求 項 １ ６ 】
放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ の 存 在 下 に お い て リ ン パ 球 の 組 織 へ の 移 入 を 阻 害 す る 薬 物 製 剤 へ の 、 細 胞
表 面 結 合 性 Ｌ Ａ Ｍ － １ と は 反 応 性 で あ る が 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ と は 非 反 応 性 で あ る 単 ク ロ ー ン
性 抗 体 の 利 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
細 胞 表 面 結 合 性 Ｌ Ａ Ｍ － １ の Ｅ Ｇ Ｆ 様 領 域 中 に 存 在 す る が 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ 中 に は 存 在 せ ず
、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン 寄 託 番 号 Ｈ Ｂ １ ０ ８ ４ ４ の ハ イ ブ リ ド
ー マ 細 胞 株 に よ り 産 生 さ れ る 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － １ 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 と 反 応 性 で あ る こ と を 特 徴
と す る 抗 原 決 定 基 。
【 請 求 項 １ ８ 】
抗 体 産 生 細 胞 を 請 求 項 １ ７ 項 記 載 の 抗 原 決 定 基 と 接 触 さ せ 次 い で 抗 体 を 採 集 す る 工 程 を 含
む こ と を 特 徴 と す る 、 細 胞 表 面 結 合 性 Ｌ Ａ Ｍ － １ と 反 応 性 で 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ と 非 反 応 性 な
抗 体 の 生 成 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 抗 体 が 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ８ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
細 胞 表 面 結 合 性 Ｌ Ａ Ｍ － １ と 反 応 性 で 放 出 Ｌ Ａ Ｍ － １ と 非 反 応 性 な 抗 体 の 生 産 へ の 請 求 項
１ ７ 項 記 載 の 抗 原 決 定 基 の 利 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 抗 体 が 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ０ 項 記 載 の 利 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 関 連 出 願
　 　 本 出 願 は 、 米 国 特 許 出 願 第 ０ ７ ／ ７ ３ ０ ５ ０ ３ 号 （ Tedder, 1991年 7月 ８ 日 出 願 ） （
こ れ は 、 米 国 特 許 出 願 ０ ７ ／ ３ １ ３ １ ０ ９ 号 （ 1989年 ２ 月 21日 出 願 、 現 在 出 願 放 棄 ))の ３
７ Ｃ Ｆ Ｒ １ ． ６ ２ に 基 づ く 継 続 出 願 で あ る ） 、 米 国 特 許 出 願 第 ０ ７ ／ ７ ０ ０ ７ ７ ３ 号 （ Te
dder, 1991年 ５ 月 15日 出 願 ) 、 米 国 特 許 出 願 第 ０ ７ ／ ７ ３ ７ ０ ９ ２ 号 （ Tedder, 1991年 ７
月 29日 出 願 ) お よ び 米 国 特 許 出 願 第 ０ ７ ／ ７ ７ ０ ６ ０ ８ 号 （ Tedder, 1991年 10月 ３ 日 出 願
) の 部 分 継 続 出 願 で あ る 。 こ れ ら 全 て は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 発 明 の 分 野
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 　 本 発 明 は 、 ヒ ト 白 血 球 関 連 細 胞 表 面 蛋 白 、 特 に 白 血 球 粘 着 分 子 － １ （ Ｌ Ａ Ｍ － １ ） と
そ の 検 出 方 法 に 関 す る 。
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【 ０ ０ ０ ４ 】
　 　 本 発 明 の 基 と な っ た 研 究 の 一 部 は 合 衆 国 政 府 の 基 金 で 行 わ れ た 。 し た が っ て 、 合 衆 国
政 府 は 本 発 明 に つ い て 一 定 の 権 利 を 有 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 　 循 環 系 を 離 れ 、 組 織 中 に 移 動 す る 白 血 球 の 能 力 は 、 免 疫 反 応 の 重 要 な 特 色 で あ る 。 通
常 、 浸 潤 白 血 球 は 、 侵 入 有 機 体 ま た は 死 細 胞 も し く は 損 傷 細 胞 を 貪 食 す る 。 し か し 、 病 的
炎 症 で は 、 浸 潤 白 血 球 は 重 篤 で 、 時 に は 致 死 的 な 障 害 を 引 き 起 こ す 可 能 性 が あ る 。 白 血 球
仲 介 性 炎 症 は 、 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、 多 臓 器 不 全 お よ び 再 潅 流 性 障 害 を 含 む ヒ ト の 臨 床 的
徴 候 の 多 く に 関 与 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 　 幾 つ か の 異 な る 受 容 体 （ レ セ プ タ ー ） 粘 着 分 子 が 、 白 血 球 が 炎 症 部 位 の 血 管 内 皮 を 通
っ て 移 動 し 、 粘 着 す る 過 程 に 関 与 し て い る （ Springer, Nature :425-434 (1990))。 最
初 の 白 血 球 の 内 皮 へ の 粘 着 に 関 与 す る 幾 つ か の 分 子 の １ つ は 、 白 血 球 粘 着 分 子 － １ （ Ｌ Ａ
Ｍ － １ ， Ｌ － セ レ ク チ ン ） （ Kishimoto ら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, :2244-2248
 (1990); Leyら 、 Blood :2553-2555(1991); Spertiniら 、 J. Immunol. :2565-2573 
(1991)）  で あ る 。 Ｌ Ａ Ｍ － １ は 、 粘 着 分 子 の セ レ ク チ ン 系 の １ 種 で あ る （ Brownら 、 J. C
ell Biol. :421-427 (1989); Siegelmanら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, :5562-5
566 (1989); Tedderら 、 J. Exp. Med., :123-133 (1989)）  。 セ レ ク チ ン 系 は 、 マ ウ
ス Ｌ － セ レ ク チ ン 、 Ｍ Ｅ Ｌ － １ ４ （ Gallatinら 、 Nature, :30-34 (1983); Laskeyら 、
Cell, :1045-1055 (1989); Siegelmanら 、 Science :1165-1172 (1989)） 、 内 皮 － 白
血 球 粘 着 分 子 － １ （ Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ 、 Ｅ － セ レ ク チ ン ） （ Bevilacquaら 、 Proc. Natl. Acad
. Sci. USA, :9238-9243 (1987); Bevilacqua ら 、 Science :1160-1164 (1989); Lu
scinskasら 、 J. Immunol. :2257 (1989);Luscinskasら 、 J. Immunol. :1617-1625 
(1991)）  お よ び Ｃ Ｄ ６ ２ （ Ｐ Ａ Ｄ Ｇ Ｅ Ｍ 、 Ｇ Ｍ Ｐ － １ ４ ０ ） (Geng ら 、 Nature, :757
-760 (1990); Johnstonら 、 Cell, :1033-1044 (1989); Larsen ら 、 Cell, :305-312 
(1989); Larsen ら 、 Cell, :467-474 (1990))を 含 む 。 全 て の セ レ ク チ ン は 、 進 化 に お
い て
関 連 す る 遺 伝 子 に 由 来 す る (Collinsら 、 J. Biol. Chem., :2466-2478 (1991); Johnst
onら 、 J. Biol. Chem., :21381-21385 (1990); Ordら 、 J. Biol. Chem., :7760-776
7 (1990); Watsonら 、 J. Exp. Med., :263-272 (1990))、 Ｎ Ｈ ２ － 末 端 、 Ｃ ａ ＋ － 依
存 レ ク チ ン ド メ イ ン 、 多 数 の 短 コ ン セ ン サ ス リ ピ ー ト （ Ｓ Ｃ Ｒ ） ド メ イ ン を 伴 う 表 皮 性 成
長 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） 様 ド メ イ ン 、 ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン 領 域 お よ び 細 胞 質 性 尾 部 と い う 特 徴 を
有 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 　 Ｌ Ａ Ｍ － １ は 、 リ ン パ 球 、 好 中 球 、 単 球 、 好 酸 球 、 原 始 造 血 細 胞 お よ び 未 成 熟 胸 腺 細
胞 を 含 む 殆 ど の リ ン パ 球 表 面 に 発 現 さ れ て い る （ Griffin ら 、 J. Immunol. :576-584 
(1990); Tedderら 、 J. Immunol. :532-540 (1990)） 。 Ｌ Ａ Ｍ － １ は 、 高 度 に 糖 付 加 さ
れ た 好 中 球 で は ９ ５ － １ ０ ５ ０ ０ ０ Ｍ ｒ  、 リ ン パ 球 で は ７ ４ ０ ０ ０ Ｍ ｒ の 蛋 白 で あ る （ G
riffin ら 、 J. Immunol. :576-584(1990); Tedderら 、 Eur. J. Immunol., :1351-13
55 (1990))。 ヒ ト Ｌ Ａ Ｍ － １ お よ び マ ウ ス Ｍ Ｅ Ｌ － １ ４ は 、 構 造 的 に 発 現 さ れ た リ ガ ン ド
と の 反 応 を 介 し て 、 抹 消 リ ン パ 節 の 高 内 皮 性 小 静 脈 （ Ｈ Ｅ Ｖ ） へ の リ ン パ 球 の 結 合 を 仲 介
し （ Imaiら 、 J. Cell Biol. :1213-1221 (1991); Kishimoto ら 、 Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA :2244-2248 (1990); Spertiniら 、 Leukemia, 5:300-308(1991);Stamper Jr.ら
、 J. Exp. Med., :828-833 (1976); Tedderら 、 J.Immunol. :532-540(1990))、 さ
ら に 炎 症 部 位 へ の リ ン パ 球 、 好 中 球 お よ び 単 球 の 付 着 に 必 要 で あ る （ Hallmannら 、 Bioche
m. Biophys. Res. Commun., :236-243 (1991); Jutilaら 、 J. Immunol. :3318-332
4 (1989); Lewinsohn ら 、 J. Immunol. :4313-4321 (1987); Smith ら 、 J. Clin. Inv
est., :609-618 (1991); Spertini ら 、 J.Immunol., :2565-2573 (1991); Watsonら
、 Nature, :164-167 (1991)) 。 イ ン ビ ト ロ で は 、 Ｌ Ａ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 内 皮 細 胞 表 面
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発 現 は 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン に 細 胞 を 曝 し た 後 で の み 誘 発 さ れ 、 内 皮 性 リ ガ ン ド は 、 Ｈ Ｅ
Ｖ に よ っ て 発 現 さ れ る Ｌ Ａ Ｍ － １ リ ガ ン ド と 多 く の 共 通 の 特 徴 を 有 す る （ Smith ら 、 J. C
lin. unvest., 609-618 (1991); Spertiniら 、 J. Immunol. :2565-2573(1991)) 。
炭 水 化 物 硫 酸 塩 お よ び Ｌ Ａ Ｍ － １ の レ ク チ ン ド メ イ ン に 結 合 す る ｍ Ａ ｂ は 、 Ｌ Ａ Ｍ － １ 特
異 的 粘 着 を 抑 制 す る (Imai ら 、 J. Cell Biol. :1213-1221 (1991); Kansasら 、 J. Cel
l Biol. :351-358 (1991); Spertiniら 、 J. Immunol. :2565-2573 (1991); Stoolm
anら 、 Blood :1842-1850 (1987); Yednockら 、 J. Cell Biol. :725-731 (1987); Ye
dnock ら 、 J. Cell Biol. :713-723 (1987)） 。 Ｌ Ａ Ｍ － １ の レ ク チ ン ド メ イ ン は 、 特
異 性 を 決 定 す る た め の リ ガ ン ド 結 合 単 位 と し て 作 用 す る よ う で あ り 、 一 方 、 Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ
イ ン お よ び Ｓ Ｃ Ｒ ド メ イ ン は こ の 反 応 の 親 和 性 を 調 節 し て い る ら し い (Kansas ら 、 J. Cel
l Biol. :351-358 (1991); Siegelman ら 、 Cell, :611-622 (1990); Spertini ら 、
J. Immunol. :942-949(1991); Watson ら 、 J. Cell Biol. :235 (1991)） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 　 病 的 炎 症 を 起 こ し て い る 患 者 を 粘 着 レ セ プ タ ー 機 能 に 対 す る 拮 抗 剤 で 処 置 す る と 、 標
的 内 皮 細 胞 が 処 理 で き る 程 度 に ま で 白 血 球 の 移 動 を 減 少 さ せ 、 そ の 後 の 患 者 の 劇 的 な 回 復
を も た ら す こ と が で き る と い う こ と が 提 唱 さ れ た 。 治 療 剤 の 局 所 投 与 は 、 白 血 球 と 炎 症 領
域 に 近 い 内 皮 と の 間 の 粘 着 反 応 を 競 合 的 に 阻 害 す る こ と が で き る 。 ま た 治 療 剤 は 、 播 種 性
炎 症 を お こ し て い る 患 者 の 治 療 に 全 身 レ ベ ル で 投 与 す る こ と も で き る （ Harlan & Liu編 、
粘 着 : 炎 症 性 疾 患 に お け る そ の 役 割 (Adhesion: Its Role in Inflammatory Disease)、 W.
 H. Freeman(印 刷 中 ） ） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 　 Ｌ － セ レ ク チ ン 固 有 の 特 徴 は 、 ヒ ト Ｌ Ａ Ｍ － １ お よ び マ ウ ス Ｍ Ｅ Ｌ － １ ４ は 、 イ ン ビ
ト ロ で 細 胞 を 活 性 化 さ せ た 後 、 細 胞 表 面 か ら 放 出 さ れ る と い う こ と で あ る (Griffinら 、 J.
 Immunol. :576-584 (1990); Jungら 、 J. Immunol. :3130-3136 (1990); Kishimoto
 ら 、 Science :1238-1241 (1989); KIshimoto ら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, :
2244-2248 (1990); Spertini ら 、 Leukemia, :300-308 (1991)) 。 マ ウ ス に つ い て は 、
白 血 球 か ら の Ｍ Ｅ Ｌ － １ ４ の 放 出 は 、 イ ン ビ ボ で 白 血 球 が 内 皮 を 通 り 抜 け て 炎 症 部 位 へ 移
動 す る こ と を 可 能 に す る た め に 必 要 か も し れ な い と 言 わ れ て い る （ Jutilaら 、 J. Immunol
. :3318-3324 (1989); Kishimoto ら 、 Science :1238-1241 (1989)） 。 こ れ は 、 白
血 球 粘 着 調 節 お よ び 内 皮 の 脱 粘 着 の た め の 迅 速 な 手 段 を 提 供 す る で あ ろ う 。 放 出 さ れ た Ｌ
Ａ Ｍ － １ （ ｓ － Ｌ Ａ Ｍ － １ ） 分 子 の そ の 後 の 運 命 と 可 能 性 の あ る 機 能 は 不 明 で あ る が 、 ラ
ッ ト の 胸 部 リ ン パ 管 に 存 在 す る 、 Ｈ Ｅ Ｖ へ の リ ン パ 球 結 合 を 抑 制 す る こ と が で き る 可 溶 性
因 子 の 存 在 が 明 ら か に さ れ た （ Chinら 、 J. Immunol. :1764-1769 (1980))。 さ ら に 、
こ の 因 子 は 、 リ ン パ 球 上 に 存 在 す る 構 造 物 と 抗 原 的 に 関 連 す る こ と が 示 さ れ た （ Chinら 、
J. Immunol. :1764-1769 (1980)；  Chin ら 、 J. Immunol. :1368-1374 (1983)） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 　 種 々 の 細 胞 上 に 存 在 す る 多 数 の 表 面 分 子 が 放 出 さ れ 、 そ れ に よ っ て 細 胞 外 環 境 に 遊 離
さ れ る こ と が 知 ら れ て い る (Tedder ら 、 Am. J. Respir. Cell Mol. Biol., :305-306 (1
991)) 。 こ れ ら に は 、 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 、 並 び に イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ 、 イ ン タ ー ロ イ
キ ン － ２ （ Ｃ Ｄ ２ ５ ） 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン （ Ｃ Ｄ ７ ２ ） 、 イ ン シ ュ リ ン 、 成 長 ホ ル モ ン 、
腫 瘍 壊 死 因 子 （ Porteuら 、 J. Exp. Med., :599-607 (1990)) 、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 － １
(Downingら 、 Mol. Cell. Biol. :2890-2896 (1989)) お よ び 神 経 成 長 因 子 (DiStefanoら 、
Proc. Natl. Acad.Sci. USA, :270-274 (1988))の た め の レ セ プ タ ー が 、 Ｃ Ｄ ８ お よ び
Ｃ Ｄ １ ４ 同 様 含 ま れ る 。 こ れ ら の 蛋 白 は 、 構 造 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 が 極 め て 多 様 で 、 現 在
理 解 さ れ て い る 機 能 的 特 徴 に つ い て 統 一 性 を も た な い 。 殆 ど の 場 合 、 プ ロ テ ア ー ゼ は 膜 の
近 く で レ セ プ タ ー を 切 断 し 、 ほ ぼ 無 傷 の 細 胞 外 ド メ イ ン を 遊 離 さ せ る （ DiStefano ら 、 Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA, :270-274 (1988); Downingら 、 Mol.Cell Biol., :2890-2
896 (1989); Kishimoto ら 、 Science :1238-1241(1989); Spertini ら 、 Leukemia, :
300-308 (1991))。
【 ０ ０ １ １ 】
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　 　 放 出 レ セ プ タ ー の 多 く は リ ガ ン ド 結 合 能 を 保 持 し て い る が 、 放 出 レ セ プ タ ー の 明 確 な
機 能 は 解 明 さ れ て い な い 。 し た が っ て 、 レ セ プ タ ー 機 能 は 、 細 胞 表 面 か ら レ セ プ タ ー の 蛋
白 分 解 切 断 に よ る だ け で な く 、 細 胞 外 環 境 中 の 放 出 レ セ プ タ ー に よ っ て も ま た 調 節 さ れ え
る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 　 し か し な が ら 、 Ｌ Ａ Ｍ － １ の 放 出 形 が リ ガ ン ド 結 合 能 を 保 持 し て い る 場 合 、 そ れ が 存
在 す る 結 果 、 Ｌ Ａ Ｍ － １ 機 能 の 拮 抗 剤 の 診 断 ま た は 治 療 的 投 与 が 干 渉 さ れ る 可 能 性 が あ る
。 レ セ プ タ ー の 放 出 形 は 、 大 量 に 存 在 す る 場 合 、 い ず れ の 投 与 Ｌ Ａ Ｍ － １ 拮 抗 剤 と も 競 合
的 に 結 合 す る 可 能 性 が あ り 、 し た が っ て 、 診 断 の 成 果 ま た は 治 療 的 養 生 プ ロ グ ラ ム の 妨 げ
と な る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 発 明 の 要 旨
【 ０ ０ １ ４ 】
　 　 リ ン パ 球 お よ び 好 中 球 の 両 方 か ら 放 出 さ れ る 白 血 球 粘 着 分 子 － １ （ ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ ） は
、 ヒ ト の 血 漿 中 に 高 水 準 で 存 在 す る こ と が 明 ら か に さ れ た こ と を 報 告 す る 。 ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 分 析 お よ び 特 別 に 開 発 し た 定 量 的 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 ま た は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の ２ 種 の
方 法 を 用 い た 。 血 漿 由 来 の 準 精 製 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ は 、 サ イ ト カ イ ン 活 性 化 内 皮 へ の リ ン パ 球
の Ｌ Ａ Ｍ － １ 特 異 的 結 合 を 用 量 依 存 態 様 で 抑 制 し た 。 Ｌ Ａ Ｍ － １ 依 存 リ ン パ 球 結 合 の 完 全
な 抑 制 は 、 ８ か ら １ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ 濃 度 で 達 成 さ れ 、 一 方 生 理 的 濃 度 の ｓ Ｌ
Ａ Ｍ － １ は 、 弱 い が し か し 一 定 し た リ ン パ 球 結 合 抑 制 を 生 じ た 。 血 漿 中 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ は
ま た 、 殆 ど の 抗 Ｌ Ａ Ｍ － １ ｍ Ａ ｂ （ ２ か ら ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） の 白 血 球 表 面 へ の 結 合 を 抑 制 し
た 。 し か し な が ら 、 Ｌ Ａ Ｍ － １ の Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン 内 に 存 在 す る １ つ の エ ピ ト ー プ は ｓ Ｌ
Ａ Ｍ － １ で は 消 失 し 、 放 出 後 の レ セ プ タ ー の 構 造 に 形 態 的 な 変 化 が 生 じ る こ と を 示 唆 し た
。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 　 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 生 理 的 濃 度 で さ え も レ セ プ タ ー の 放 出 形 に よ っ て Ｌ Ａ Ｍ － １ 依 存 リ ン
パ 球 結 合 が 抑 制 さ れ る と い う こ と 、 さ ら に 殆 ど の 抗 Ｌ Ａ Ｍ － １ ｍ Ａ ｂ の 結 合 が 抑 制 さ れ る
と い う こ と は 、 Ｌ Ａ Ｍ － １ 機 能 に 対 す る 拮 抗 剤 の 全 身 投 与 を 必 要 と す る 治 療 計 画 、 ま た は
診 断 技 術 に つ い て 相 当 な 問 題 を 提 起 す る で あ ろ う 。 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 存 在 に よ っ て 、 そ の よ
う な 薬 剤 は 有 効 で あ る た め に は 過 剰 量 を 投 与 さ れ な け れ ば な ら な い で あ ろ う 。 し か し な が
ら 、 Ｌ Ａ Ｍ － １ 分 子 の Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン と そ の 放 出 形 と の 間 で エ ピ ト ー プ に 相 違 が あ る と
い う 出 願 人 ら の 発 見 は 、 当 該 分 子 の 放 出 形 と 結 合 す る こ と な く 、 細 胞 表 面 結 合 レ セ プ タ ー
Ｌ Ａ Ｍ － １ と 反 応 す る 診 断 お よ び 治 療 薬 剤 の 開 発 を 可 能 に し た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 　 本 発 明 の １ つ の 特 徴 は 、 一 般 に 、 Ｌ Ａ Ｍ － １ と 反 応 す る が 放 出 形 Ｌ Ａ Ｍ － １ と は 反 応
し な い 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 、 お よ び 該 抗 体 を 分 離 す る 方 法 で あ る 。
好 ま し く は 、 該 抗 体 は 、 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 、 抗 Ｌ Ａ Ｍ － １ と し て Ｌ Ａ Ｍ － １ に 対 し て 同 じ
反 応 パ タ ー ン を 有 し 、 最 も 好 ま し く は 、 該 抗 体 は 、 抗 Ｌ Ａ Ｍ － １ 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 で あ る
。 本 発 明 は ま た 、 該 選 択 的 抗 体 を 診 断 お よ び 治 療 に 応 用 す る た め に 使 用 す る 方 法 を 特 徴 と
す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 　 本 発 明 の ま た 別 の 特 徴 は 、 サ ン プ ル 中 の Ｌ Ａ Ｍ － １ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト 量 を 定 量
す る 方 法 で あ り 、 該 方 法 は 、 結 合 検 定 に お い て 結 合 剤 ま た は Ｌ Ａ Ｍ － １ も し く は そ の フ ラ
グ メ ン ト に 対 す る リ ガ ン ド と 該 サ ン プ ル と を 反 応 さ せ 、 さ ら に 標 準 曲 線 と 該 結 合 検 定 の 結
果 を 比 較 す る こ と を 含 む 。 好 ま し く は 、 検 出 さ れ る べ き Ｌ Ａ Ｍ － １ の フ ラ グ メ ン ト は 放 出
Ｌ Ａ Ｍ － １ で あ り ； 検 定 さ れ る べ き サ ン プ ル は 生 物 学 的 サ ン プ ル で 、 最 も 好 ま し く は 該 サ
ン プ ル は 患 者 由 来 で 、 結 合 検 定 で 決 定 さ れ る Ｌ Ａ Ｍ － １ ま た は フ ラ グ メ ン ト の 量 は 、 診 断

10

20

30

40

50

(6) JP 2004-285040 A 2004.10.14



用 数 値 と し て 用 い る こ と が で き 、 該 結 合 検 定 は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ま た は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の い
ず れ か で 、 該 結 合 剤 は Ｌ Ａ Ｍ － １ 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 　 本 発 明 の ま た 別 の 特 徴 は 、 サ ン プ ル 中 の Ｌ Ａ Ｍ － １ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 量 を 定
量 す る た め に 使 用 す る キ ッ ト で あ る 。 該 キ ッ ト は 、 サ ン プ ル の 抽 出 に 必 要 な 成 分 、 結 合 検
定 に 使 用 す る た め に 必 要 な 成 分 を 含 む 。 後 者 は Ｌ Ａ Ｍ － １ も し く は そ の フ ラ グ メ ン ト に 対
す る 結 合 剤 ま た は リ ガ ン ド を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 　 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 好 ま し い 具 体 例 お よ び 請 求 の 範 囲 か ら 明 白 と
な ろ う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 　 ま ず 第 一 に 、 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ － Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 開 発 は 容 易 で 、 有 効 で か つ 鋭 敏 な ｓ Ｌ Ａ Ｍ
－ １ の 定 量 方 法 を 可 能 に し た 。 血 漿 中 並 び に 活 性 化 好 中 球 お よ び リ ン パ 球 上 清 液 の ｓ Ｌ Ａ
Ｍ － １ の 直 接 検 出 に よ っ て 、 イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ に お け る Ｌ Ａ Ｍ － １ 白 血 球 表 面 発
現 の 損 失 は 放 出 に よ る も の で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 放 出 の 程 度 は 強 く 、 正 常 で 健 常 な 血
液 供 与 者 集 団 で は 、 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 平 均 血 清 レ ベ ル は 、 １ ． ６ ± ０ ． ８ μ ｇ ／ ｍ ｌ と 決 定
さ れ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 　 Ｌ Ａ Ｍ － １ の 放 出 形 は 、 細 胞 結 合 形 と は 主 要 な 事 項 に お い て 異 な る こ と が 分 か っ た 。
ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ は 、 抗 Ｌ Ａ Ｍ － １ ｍ Ａ ｂ に よ っ て 識 別 さ れ る Ｌ Ａ Ｍ － １ の Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン
内 に エ ピ ト ー プ を 含 ま な い が 、 一 方 、 こ の エ ピ ト ー プ は 容 易 に 細 胞 表 面 Ｌ Ａ Ｍ － １ で 認 め
ら れ る （ Kansasら 、 J. Cell Biol. :351-358 (1991); Spertiniら 、 J. Immunol. :
942-949 (1991); Tedderら 、 J. Immunol. :532-540 (1990)) 。 こ れ は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 分
析 お よ び 白 血 球 の 免 疫 蛍 光 染 色 に お け る 競 合 抑 制 の 欠 如 の 両 方 で 明 ら か に さ れ た 。 Ｅ Ｇ Ｆ
様 ド メ イ ン は ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ に 保 持 さ れ て い る の で 、 抗 Ｌ Ａ Ｍ － １ ｍ Ａ ｂ 結 合 の 欠 如 を も た
ら す 、 Ｌ Ａ Ｍ － １ の 三 次 元 構 造 に お け る 変 化 は 放 出 に 続 い て 生 じ る と い う こ と は あ り そ う
な こ と で あ る 。 Ｌ Ａ Ｍ － １ エ ピ ト ー プ は 、 可 溶 性 Ｌ Ａ Ｍ － １ － Ｉ ｇ Ｇ 融 合 蛋 白 上 に 存 在 す
る こ と が 容 易 に 示 さ れ た の で 、 こ の 反 応 性 の 消 失 は 、 技 術 的 な 問 題 と は 思 え な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 検 出 と 性 状 決 定
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 　 血 清 中 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ は 、 リ ン パ 球 お よ び 好 中 球 の 両 方 に 由 来 す る よ う で あ る 。 な ぜ
な ら ば 、 好 中 球 か ら 分 離 さ れ た ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ （ ９ ５ － １ ０ ５ ０ ０ ０ Ｍ ｒ ） の 分 析 お よ び リ
ン パ 球 か ら 分 離 さ れ た ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ （ ７ ４ ０ ０ ０ Ｍ ｒ ） の 分 析 に よ っ て 、 対 応 す る Ｍ ｒ の
バ ン ド が 得 ら れ た か ら で あ る 。 Ｌ Ａ Ｍ － １ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 単 一 種 が 同 定 さ れ て い る だ け で あ る
の で （ Ord ら 、 J. Biol. Chem., :7760-7767 (1990)） 、 リ ン パ 球 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ と 好 中
球 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ と の 間 の Ｍ ｒ の 相 違 は 、 単 一 蛋 白 種 の 糖 付 加 に お け る 相 違 に 起 因 す る と い
う こ と が 最 も 可 能 性 が 高 い 。 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ を 生 じ る Ｌ Ａ Ｍ － １ の 切 断 は 、 お そ ら く エ ク ソ
ン Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ で コ ー ド さ れ る ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン 領 域 の 基 部 で あ ろ う （ Ordら 、 上 掲 書 ） 。
こ の 領 域 に お け る 切 断 は 、 無 傷 の 細 胞 性 Ｌ Ａ Ｍ － １ 分 子 と そ の 放 出 形 と の 間 の Ｍ ｒ の 相 違
が 小 さ い こ と の 説 明 と な る だ ろ う (Kishimotoら 、 Proc. Natl. Acad. Sci.USA., :2244-
2248 (1990); Laskey ら 、 Cell, :1045-1055 (1989); Spertini ら 、 Leukemia, :300-
308 (1991))。 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 濃 度 は 、 ２ 種 類 の 別 個 の 手 段 に よ っ て 標 準 化 し た 、 ０ ． ８
５ か ら １ ． ９ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 間 の 範 囲 に あ る 参 考 血 漿 サ ン プ ル と 比 較 し て 決 定 し た 。 値 が １
． ３ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 範 囲 の 平 均 値 は 、 血 漿 中 に 存 在 す る ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 実 際 の 値 よ り 控 え め
な 概 数 を 表 し て い る は ず で 、 し た が っ て 、 今 後 の 全 て の 計 算 の 基 礎 と し て 選 ば れ た 。 Ｋ ５
６ ２ － Ｌ Ａ Ｍ － １ 核 酸 感 染 体 （ ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト ） で の 放 出 実 験 か ら 得 ら れ た 実 験 デ
ー タ に 基 づ く 理 論 的 考 察 に よ っ て 、 こ の 概 算 の 有 効 性 は さ ら に 確 証 さ れ る 。 各 Ｋ ５ ６ ２ －
Ｌ Ａ Ｍ 細 胞 に ３ ０ か ら ４ ０ ０ ０ ０ Ｌ Ａ Ｍ － １ 分 子 が 存 在 し 、 さ ら に 、 全 て の 分 子 （ Ｍ Ｗ ７
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１ ０ ０ ０ ） が Ｐ Ｍ Ａ 活 性 化 に 続 い て 放 出 さ れ る と 仮 定 し て 、 ｓ Ｌ Ａ Ｍ の 血 漿 中 の 濃 度 は 、
Ｋ ５ ６ ２ ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト （ １ × １ ０ ７ 細 胞 ／ ｍ ｌ ） か ら 放 出 さ れ る ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の
濃 度 （ 標 準 血 漿 濃 度 の １ ． ７ ％ ） を 標 準 血 漿 の 定 量 曲 線 と 比 較 す る こ と に よ っ て 算 出 で き
る 。 こ の 計 算 に し た が え ば 、 血 漿 濃 度 は 、 ２ ． １ か ら ２ ． ８ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 範 囲 に 存 在 す る
で あ ろ う 。 同 様 な 考 え か ら 、 血 清 ま た は 血 漿 で 見 出 さ れ る ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ 量 は 、
サ ン プ ル 調 製 中 に 存 在 す る 血 液 白 血 球 に よ っ て 細 胞 表 面 Ｌ Ａ Ｍ － １ が 放 出 さ れ て 出 現 し た
と い う こ と は 殆 ど 有 り 得 な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 実 際 に 血 清 中 に 見 出 さ れ る ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 量 は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 白 血 球 （ ～ ４ ×
１ ０ ６ ／ ｍ ｌ ） の 細 胞 表 面 か ら 最 大 限 に 放 出 さ れ る Ｌ Ａ Ｍ － １ 量 （ そ の 密 度 が ５ ０ か ら １
０ ０ ０ ０ ０ レ セ プ タ ー ／ 細 胞 と 仮 定 し て ） よ り １ ０ か ら ２ ５ 倍 多 い 。 し た が っ て 、 ｓ Ｌ Ａ
Ｍ － １ は 、 イ ン ビ ボ で 白 血 球 か ら 細 胞 表 面 Ｌ Ａ Ｍ － １ の 放 出 が 進 行 す る こ と に よ っ て 生 じ
た に ち が い な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 血 漿 か ら 準 精 製 さ れ た ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ は 、 用 量 依 存 態 様 で 、 Ｔ Ｎ Ｆ 活 性 化 内 皮 へ の Ｌ Ａ Ｍ
－ １ 仲 介 性 リ ン パ 球 結 合 を 抑 制 し 、 ～ ８ か ら １ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ で 完 全 に 抑 制 し た 。 正 常 な 血
液 供 与 者 の 血 漿 中 で 見 出 さ れ る も の と 同 じ よ う な ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 濃 度 で は 、 低 い が 、 し か
し 明 瞭 な 白 血 球 内 皮 結 合 の 抑 制 が 認 め ら れ た 。 循 環 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ は 、 お そ ら く イ ン ビ ボ で
機 能 す る で あ ろ う 。 な ぜ な ら ば 、 抗 Ｌ Ａ Ｍ － １ ｍ Ａ ｂ に よ る 組 織 免 疫 化 学 染 色 に よ っ て 、
内 皮 細 胞 （ Ｈ Ｅ Ｖ 内 皮 上 お よ び 炎 症 部 位 の 両 方 に ） の 管 腔 表 面 に 特 異 的 に 結 合 し た ｓ Ｌ Ａ
Ｍ － １ が 明 ら か に さ れ た か ら で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ る 検 出
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 　 イ ン ビ ト ロ で は 、 白 血 球 お よ び Ｌ Ａ Ｍ － １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 核 酸 感 染 （ ト ラ ン ス フ ェ ク ト ） 細
胞 は 、 細 胞 表 面 か ら 培 養 上 清 液 で 検 出 で き る Ｌ Ａ Ｍ － １ を 放 出 す る 。 こ の 過 程 が イ ン ビ ボ
で も 起 こ る か 否 か を 決 定 す る た め に 、 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － ３ ｍ Ａ ｂ （ こ れ は レ ク チ ン ド メ イ ン 内
の エ ピ ト ー プ を 識 別 す る ） を 用 い て 、 正 常 ヒ ト 血 漿 か ら 反 応 性 物 質 を 免 疫 沈 降 さ せ た 。 沈
澱 し た 物 質 を 続 い て Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 分 析 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 移 し 、 Ｓ Ｃ Ｒ 領 域 内
に 位 置 す る Ｌ Ａ Ｍ － １ エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － １ ４ ｍ Ａ ｂ を 用 い た ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 、 Ｌ Ａ Ｍ － １ の 可 溶 形 の 存 在 を 可 視 化 し た 。 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の ２ 種 の
主 な ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 同 位 形 （ ア イ ソ フ ォ ー ム ） が 認 め ら れ た が 、 そ れ ら は ～ ６ ２ ０ ０ ０ Ｍ

ｒ ア イ ソ フ ォ ー ム と ７ ５ － １ ０ ０ ０ ０ ０ Ｍ ｒ ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る 。 Ｐ Ｍ Ａ 刺 激 リ ン パ 球
、 好 中 球 お よ び Ｌ Ａ Ｍ － １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｋ ５ ６ ２ 細 胞 （ Ｋ ５ ６ ２ － Ｌ
Ａ Ｍ ） の 培 養 上 清 液 の 分 析 に よ っ て 、 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 異 な る 、 細 胞 特 異 的 ア イ ソ フ ォ ー ム
が 明 ら か に な っ た 。 好 中 球 は ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の ７ ５ － １ ０ ０ ０ ０ ０ Ｍ ｒ ア イ ソ フ ォ ー ム を 放
出 し 、 こ れ は 、 お そ ら く 顕 著 な 糖 付 加 に よ る も の と 思 わ れ る が 、 上 部 境 界 が 不 明 瞭 な 幅 の
広 い バ ン ド と し て 移 動 す る （ Ord ら 、 J. Biol. Chem., :7760-7767 (1990)） 。 リ ン パ
球 は ６ ２ ０ ０ ０ Ｍ ｒ ア イ ソ フ ォ ー ム を 産 生 し 、 Ｋ ５ ６ ２ － Ｌ Ａ Ｍ 細 胞 は ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の ７
１ ０ ０ ０ １ ｍ Ａ ｂ Ｍ ｒ  ア イ ソ フ ォ ー ム を 放 出 す る 。 上 記 の 分 析 を 用 い た と き 、 非 ト ラ ン
ス フ ェ ク ト Ｋ ５ ６ ２ 細 胞 の 上 清 液 か ら は 特 異 的 蛋 白 は 分 離 さ れ な か っ た 。 さ ら に 、 血 漿 ま
た は 上 清 液 の 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － ３ ｍ Ａ ｂ に よ る 予 備 除 去 に よ っ て 、 そ の 後 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ト の 結 果 の 可 能 性 は 排 除 さ れ た 。 し た が っ て 、 血 漿 で 確 認 さ れ た ２ 種 の 主 要 な ｓ Ｌ Ａ Ｍ －
１ 同 位 形 は 、 リ ン パ 球 お よ び 好 中 球 の 両 方 に お そ ら く 由 来 す る で あ ろ う 。 さ ら に 、 レ ク チ
ン （ 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － ３ ） お よ び Ｓ Ｃ Ｒ （ 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － １ ４ ） ド メ イ ン と 反 応 す る ｍ Ａ ｂ を 用
い た 実 験 で 可 視 化 さ れ た よ う に 、 血 清 中 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ は レ ク チ ン 、 Ｅ Ｇ Ｆ お よ び Ｓ Ｃ Ｒ
ド メ イ ン を 含 ん で い た 。 し か し 、 先 に 記 載 さ れ た よ う に 、 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の Ｍ r は 、 洗 剤 可
溶 化 細 胞 か ら 分 離 し た Ｌ Ａ Ｍ － １ の そ れ よ り 小 さ い （ Lasky ら 、 Cell, :1045-1055 (19
89); Spertini ら 、 Leukemia, :300-308 (1991)） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
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　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る 血 漿 と 血 清 中 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 定 量
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 　 ヒ ト 血 漿 中 に 見 出 さ れ る ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 量 を 、 捕 捉 抗 体 と し て 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － ５ ｍ Ａ ｂ
を 、 検 出 抗 体 と し て ビ オ チ ン 化 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － ３ ｍ Ａ ｂ を 用 い て 、 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
で 定 量 し た 。 こ の ｍ Ａ ｂ の 特 別 な 組 み 合 わ せ は 最 高 水 準 の 感 度 を 提 供 し 、 そ れ に よ っ て ～
５ ｎ ｇ の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ が 容 易 に 検 出 で き た 。 健 常 で 正 常 な 血 液 供 与 者 集 団 の 血 清 中 の Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ 測 定 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ レ ベ ル は 、 １ ． ６ ± ０ ． ８ １ ． ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ ｎ ＝ ６ ３ ） で あ る
こ と が 分 か っ た 。 幾 人 か の 供 与 者 で は 、 血 漿 中 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ レ ベ ル も 同 時 に 定 量 さ れ 、
同 様 な 結 果 が 得 ら れ た （ １ ． ９ ± １ ． ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ｎ ＝ １ ８ ） 。 超 遠 心 の 前 後 で 血 清 ま
た は 血 漿 中 で 同 じ レ ベ ル の ｓ Ｌ Ａ Ｍ が 見 出 さ れ る の で 、 血 漿 中 ま た は 血 清 中 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ －
１ が な お 膜 に 結 合 す る と い う 可 能 性 は 排 除 さ れ た 。 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ は 、 血 清 ま た は 血 漿 の 分
離 前 に 少 な く と も ２ ４ 時 間 ま で ２ ０ ℃ で 放 置 さ れ た 全 血 中 で 安 定 で あ っ た 。 ４ ℃ で ア ザ イ
ド の 存 在 下 で 血 清 も し く は 血 漿 の ３ か 月 ま で の 保 存 、 ま た は 凍 結 融 解 の 繰 り 返 し （ １ ０ 回
ま で ） で は 、 血 清 中 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 検 出 能 に 影 響 は 無 か っ た 。 し た が っ て 、 ｓ Ｌ Ａ Ｍ －
１ は ヒ ト 血 漿 お よ び 血 清 中 に 比 較 的 高 い レ ベ ル で 存 在 す る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 活 性 化 白 血 球 上 清 中 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 定 量
【 ０ ０ ３ １ 】
　 　 白 血 球 の 刺 激 ま た は 培 養 は 細 胞 表 面 か ら の Ｌ Ａ Ｍ － １ の 放 出 と 関 係 が あ っ た 。 ｓ Ｌ Ａ
Ｍ － １ が 蓄 積 す る か 否 か を 決 定 す る た め に 実 施 し た 実 験 で は 、 ｐ Ｌ Ａ Ｍ － １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 赤 白 血 病 細 胞 株 （ Ｋ ５ ６ ２ － Ｌ Ａ Ｍ ） か ら 得 た 培 養 上 清 液 は 、 同 じ 密
度 に 培 養 し た ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い 細 胞 か ら 得 た 上 清 液 と は 対 照 的 に 、 検 出 可 能
な ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ を 含 む こ と が 分 か っ た 。 同 様 に 、 新 し く 分 離 し て ３ ７ ℃ で ６ ０ 分 培 養 し た
好 中 球 の 培 養 液 も 検 出 可 能 な ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ を 含 ん で い た 。 細 胞 表 面 の Ｌ Ａ Ｍ － １ 発 現 に 影
響 を 与 え な い 刺 激 、 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン １ 、 単 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因
子 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ６ 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 、 お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン ４ は ｓ Ｌ Ａ Ｍ －
１ の 増 加 を 誘 発 し な か っ た 。 し か し な が ら 、 ホ ル ミ ル 化 メ チ オ ニ ン － ロ イ シ ン － フ ェ ニ ル
ア ラ ニ ン 、 リ ポ ポ リ サ ッ カ ラ イ ド 、 顆 粒 球 ／ 単 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ８
お よ び Ｔ Ｎ Ｆ は 、 そ れ ら の 細 胞 表 面 発 現 刺 激 能 に 対 応 し て Ｌ Ａ Ｍ － １ 放 出 を 誘 発 し た 。 ３
７ ℃ で ６ ０ 分 培 養 し た リ ン パ 球 は 、 あ る 程 度 の Ｌ Ａ Ｍ － １ の 放 出 を 引 き 起 こ し た が 、 こ れ
は Ｐ Ｍ Ａ 処 理 に よ っ て 強 力 に 増 強 さ れ た 。 好 中 球 お よ び リ ン パ 球 の （ １ × １ ０ ７ 細 胞 ／ ｍ
ｌ ） の 活 性 化 に 続 い て 上 清 液 に 見 出 さ れ る ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ 量 の 定 量 で は 、 約 １ ０ か ら ３ ０ ｎ
ｇ ／ ｍ ｌ の 間 を 変 動 し た 。 し か し な が ら 、 ２ ５ 分 以 上 の リ ン パ 球 の Ｐ Ｍ Ａ 活 性 化 お よ び １
０ 分 以 上 の 活 性 化 は 、 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ を 徐 々 に 分 解 し た 。 分 解 は Ｋ ５ ６ ２ － Ｌ Ａ Ｍ 細 胞 の 上
清 で は 認 め ら れ な か っ た が 、 こ こ で は ｓ Ｌ Ａ Ｍ は ２ ２ ± ６ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ （ １ ． ７ ± 標 準 血 漿
の ０ ． ５ ％ 、 ｎ ＝ １ ４ ） の 濃 度 で 定 常 的 に 見 出 さ れ た 。 ま た 、 フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン 、 コ
ン カ ナ バ リ ン Ａ 、 お よ び ア メ リ カ ヤ マ ゴ ボ ウ 由 来 有 糸 分 裂 促 進 剤 で ３ か ら ６ 日 ３ ７ ℃ で 培
養 し た リ ン パ 球 の 培 養 上 清 で は 、 増 加 レ ベ ル の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ が 検 出 さ れ た 。 こ れ ら の 有 糸
分 裂 促 進 剤 は 細 胞 表 面 の Ｌ Ａ Ｍ － １ 低 下 を 引 き 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る （ Tedderら 、 J.
 Immunol. :532-540(1990))。 し た が っ て 、 細 胞 表 面 か ら の Ｌ Ａ Ｍ － １ の 低 下 は 、 培 養
液 中 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 増 加 に 正 比 例 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ に よ る 活 性 化 内 皮 へ の リ ン パ 球 結 合 の 抑 制
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 　 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ を 、 塩 分 画 の 後 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － ３ ｍ Ａ ｂ で 記 載 し た よ う に 血 漿 か ら 準 精 製
し た 。 カ ラ ム 溶 出 液 を 濃 縮 し 、 存 在 す る ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ レ ベ ル を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 定 量 し 、 ～ １
５ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ 全 溶 出 蛋 白 の ６ か ら １ ０ ％ ） に 調 整 し た 。 Ｌ Ａ Ｍ － １ を 介 し た 内 皮 へ の リ
ン パ 球 結 合 を 調 べ る 前 に 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ ／ １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 中 で 種 々 の 濃 度 で ｓ Ｌ Ａ Ｍ －
１ を サ イ ト カ イ ン 活 性 化 内 皮 細 胞 と と も に 保 温 （ １ ５ 分 、 ４ ℃ ） し た 。 生 理 的 濃 度 の ｓ Ｌ
Ａ Ｍ － １ は リ ン パ 球 結 合 の 部 分 的 抑 制 （ ３ ２ ． １ ± １ ５ ． ９ ％ 、 ｎ ＝ １ ０ ） を 示 し た だ け
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で 、 一 方 、 ８ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で は 殆 ど の Ｌ Ａ Ｍ － １ 依 存 リ ン パ 球 結 合 を 抑 制 （ ５ ２ か ら
１ ０ ０ ％ ） し 、 １ ２ か ら １ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ で は Ｌ Ａ Ｍ － １ 仲 介 結 合 は ほ ぼ 完 全 に 抑 制 （ ９ ３
か ら １ ０ ０ ％ ） す る こ と が 分 か っ た 。 Ｌ Ａ Ｍ － １ 仲 介 リ ン パ 球 結 合 は 、 与 え ら れ た ｓ Ｌ Ａ
Ｍ － １ の 濃 度 に お け る 完 全 な 結 合 と 、 Ｌ Ａ Ｍ － １ 仲 介 粘 着 を 完 全 に 阻 害 す る 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ －
３ ｍ Ａ ｂ の 存 在 化 で 見 出 さ れ る リ ン パ 球 結 合 と の 間 の 相 違 と し て 算 出 し た （ Spertiniら 、
J. Immunol. :2565-2573 (1991))。 重 要 な こ と に は 、 １ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １
は 、 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － ３ ｍ Ａ ｂ 単 独 で 得 ら れ た も の を 越 え る リ ン パ 球 結 合 抑 制 は 引 き 起 こ さ な
か っ た 。 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ サ ン プ ル を 検 定 前 に 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － １ ５ ｍ Ａ ｂ （ こ れ は Ｌ Ａ Ｍ － １ 機
能 を 阻 害 し な い ） で 予 備 除 去 を 行 っ た と き 、 こ の 調 製 物 は 、 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ が 該 抑 制 を 仲 介
す る こ と を 示 す リ ン パ 球 結 合 を 抑 制 す る こ と は で き な か っ た 。 し た が っ て 、 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １
は 、 そ の 仮 説 内 皮 リ ガ ン ド と 結 合 す る こ と に よ っ て 、 内 皮 へ の Ｌ Ａ Ｍ － １ 特 異 的 リ ン パ 球
結 合 を 抑 制 す る こ と が で き る よ う に 思 え る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 　 正 常 な 生 理 的 濃 度 （ １ ． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 抑 制 能 を さ ら に 調 べ 、 リ
ン パ 球 と 内 皮 と の 相 互 反 応 を 変 化 さ せ る こ と が で き る か 否 か を 決 定 し た 。 内 皮 を Ｔ Ｎ Ｆ （
１ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ ） で 種 々 の 時 間 活 性 化 し 、 炎 症 反 応 の 開 始 時 に 起 こ り え る も の と 同 様 な 態
様 で Ｌ Ａ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 誘 発 し た 。 Ｌ Ａ Ｍ － １ リ ガ ン ド の 誘 発 過 程 で 、 内 皮 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ
－ １ 処 理 は 、 一 定 で あ る が し か し 弱 い Ｌ Ａ Ｍ － １ 依 存 リ ン パ 球 結 合 の 抑 制 を 引 き 起 こ し た
（ ２ 時 間 で ３ ０ ％ 、 ３ 時 間 で ４ ３ ％ 、 ４ 時 間 で ４ １ ％ 、 ５ 時 間 で １ ５ ％ 、 お よ び ６ 時 間 で
２ ２ ％ ） 。 繰 り 返 せ ば 、 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ と 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － ３ ｍ Ａ ｂ と の 組 み 合 わ せ は 、 ｍ Ａ ｂ
単 独 で 認 め ら れ た も の 以 上 の 抑 制 を も た ら さ な か っ た 。 し た が っ て 、 炎 症 反 応 の 進 展 時 に
は 、 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ は 白 血 球 結 合 過 程 を 変 化 さ せ る こ と が で き る が 、 そ の 影 響 は 、 こ の イ ン
ビ ト ロ 検 定 で は 小 さ い よ う に 思 え る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 血 清 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ は 抗 Ｌ Ａ Ｍ － １ ｍ Ａ ｂ の 結 合 を 阻 害 す る
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 　 循 環 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 存 在 は 、 さ ら に 、 抗 Ｌ Ａ Ｍ － １ ｍ Ａ ｂ と Ｌ Ａ Ｍ － １ ＋ 細 胞 と の 反
応 性 が 血 漿 に よ っ て 抑 制 す る こ と が で き る こ と を 示 す こ と に よ っ て 実 証 さ れ た 。 リ ン パ 球
を 未 希 釈 ヒ ト 血 漿 中 で 抗 Ｌ Ａ Ｍ － １ ｍ Ａ ｂ を 用 い て 染 色 し た と き 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ／ Ｆ Ｃ Ｓ 中 で
飽 和 状 態 の ｍ Ａ ｂ の 濃 度 で は 顕 著 な 染 色 は 得 ら れ な か っ た 。 次 に 、 リ ン パ 球 （ １ × １ ０ ６

／ １ ０ ０ μ ｌ ） を 、 自 家 血 漿 ま た は 免 疫 沈 降 に よ っ て 予 備 除 去 し た 自 家 血 漿 で 希 釈 （ １ ：
１ ０ ０ ） し た 種 々 の 濃 度 の Ｌ Ａ Ｍ － １ に 対 す る ｍ Ａ ｂ と と も に 保 温 し た 。 間 接 免 疫 蛍 光 染
色 が 完 了 し た 後 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 抗 体 結 合 を 測 定 し た 。 殆 ど の 場 合 、 血 漿 の 存 在
に よ っ て 、 ｍ Ａ ｂ を ２ か ら ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ で 用 い た と き 、 抗 Ｌ Ａ Ｍ － １ ｍ Ａ ｂ 染 色 は 抑 制 さ
れ た 。 し た が っ て 、 ～ １ ３ か ら ３ ３ ｐ Ｍ Ｉ ｇ Ｇ 1（ Ｍ Ｗ １ ５ ０ ０ ０ ０ ） が 、 上 記 に 該 略 し
た よ う に し て 求 め た 血 漿 中 に 存 在 す る ｓ Ｌ Ａ Ｍ 濃 度 （ １ ． ６ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） に 基 づ き 、 ～ ２
１ ｐ Ｍ ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ （ Ｍ Ｗ ７ ５ ０ ０ ０ ） に 結 合 し た 。 ｍ Ａ ｂ 結 合 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ 依 存 抑 制 は 、
レ ク チ ン ド メ イ ン （ 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － ３ 、 － ４ 、 お よ び － １ ０ ） お よ び Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン （ 抗
Ｌ Ａ Ｍ １ － ５ 、 お よ び － １ ５ ） を 認 識 す る ｍ Ａ ｂ に つ い て 血 漿 中 で 認 め ら れ た 。 対 照 的 に
、 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － １ ｍ Ａ ｂ （ こ れ は Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る ） の 結 合 は 、
血 漿 の 存 在 に よ っ て 顕 著 に は 抑 制 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Ｌ Ａ Ｍ １ － １ エ ピ ト ー プ は ヒ ト 血 漿 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ で 検 出 さ れ な か っ た
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 　 リ ン パ 球 へ の 抗 Ｌ Ａ Ｍ － １ ｍ Ａ ｂ 結 合 が 血 漿 に よ っ て 抑 制 さ れ な か っ た の で 、 こ の ｍ
Ａ ｂ に よ っ て 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ は ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ に は 存 在 し な い か も し れ な い 。 こ れ を
さ ら に 調 べ る た め に 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 実 施 し た 。 こ の 場 合 、 異 な る Ｌ Ａ Ｍ － １ に 対 す る ｍ Ａ
ｂ が 捕 捉 抗 体 と し て 、 検 出 抗 体 と し て の 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － ３ ｍ Ａ ｂ と と も に Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー
ト に 結 合 さ せ た 。 レ ク チ ン ド メ イ ン 特 異 的 抗 体 （ 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － ６ 、 － ７ 、 － １ ０ お よ び －
１ １ ） お よ び Ｅ Ｆ Ｇ ド メ イ ン 特 異 的 ｍ Ａ ｂ （ 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － ５ お よ び － １ ５ ） は 、 強 力 で 容
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易 に 検 出 で き る 陽 性 シ グ ナ ル を 生 じ た 。 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － ３ ｍ Ａ ｂ お よ び － ４ ｍ Ａ ｂ （ こ れ ら
は 互 い に 検 出 抗 体 （ 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － ３ ｍ Ａ ｂ ） を 阻 害 す る ） で 被 覆 し た 凹 み （ ウ ェ ル ） は 、
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 の た め の 内 部 コ ン ト ロ ー ル と し て 供 し た 。 他 の 全 て の ｍ Ａ ｂ と 対 照
的 に 、 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － １ は 、 捕 捉 試 薬 と し て Ｂ Ｓ Ａ を 用 い て 明 ら か に し た よ う に 、 バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド と 顕 著 に は 異 な ら な い シ グ ナ ル を 生 じ た 。 し た が っ て 、 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － １ ｍ Ａ ｂ に
よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る Ｅ Ｇ Ｆ 領 域 内 に 位 置 す る エ ピ ト ー プ は 、 放 出 後 Ｌ Ａ Ｍ － １ か ら
失 わ れ る よ う に 思 わ れ る 。 Ｌ Ａ Ｍ － １ は 、 免 疫 蛍 光 染 色 で 全 て の Ｌ Ａ Ｍ － １ 特 異 的 ｍ Ａ ｂ
に よ っ て 容 易 に 認 識 さ れ 、 さ ら に 、 ３ 種 の 全 て の 細 胞 外 ド メ イ ン が 血 漿 中 に 見 出 さ れ る ｓ
Ｌ Ａ Ｍ 上 に 保 存 さ れ て い る の で 、 該 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ 蛋 白 の 構 造 変 化 は Ｅ Ｇ Ｆ ド メ イ ン 関 連 Ｌ
Ａ Ｍ １ － １ エ ピ ト ー プ の 損 失 を も た ら す か も し れ な い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 　 Ｌ Ａ Ｍ － １ の ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン 領 域 ま た は 細 胞 質 領 域 が そ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 完 全
な 三 次 元 構 造 を 支 え る た め に 必 要 で あ る か 否 か を 決 定 す る た め に 、 可 溶 性 Ｌ Ａ Ｍ － １ の 第
二 の 形 態 、 Ｌ Ａ Ｍ － Ｉ ｇ Ｇ 融 合 蛋 白 を つ く り 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で エ ピ ト ー プ の 配 列 地 図 を 作 製
し た 。 融 合 蛋 白 を 作 製 す る た め に 用 い る キ メ ラ ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 そ れ が 実 質 的 に 完 全 な Ｌ Ａ Ｍ
－ １ の 細 胞 外 領 域 を 含 む よ う に 構 築 し た 。 一 時 的 に キ メ ラ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 の 培 養 上 清 液 を 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て Ｌ Ａ Ｍ － Ｉ ｇ Ｇ の 産 生 に つ い て 調 べ た
。 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － ５ 、 － ７ お よ び － １ ５ ｍ Ａ ｂ （ こ れ ら は 、 血 漿 お よ び Ｐ Ｍ Ａ 刺 激 Ｋ ６ ５ ２
－ Ｌ Ａ Ｍ 細 胞 の 上 清 液 中 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ を 検 出 す る ） も ま た 同 じ 程 度 に Ｌ Ａ Ｍ － Ｉ ｇ Ｇ キ
メ ラ に 結 合 し た 。 対 照 的 に 、 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － １ ｍ Ａ ｂ は 、 血 漿 お よ び Ｋ ５ ６ ２ － Ｌ Ａ Ｍ ト ラ
ン ス フ ェ ク タ ン ト の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ と 顕 著 な 反 応 を 生 じ な か っ た が 、 一 方 、 そ れ は 容 易 に Ｌ
Ａ Ｍ － Ｉ ｇ Ｇ 融 合 蛋 白 と 結 合 し た 。 し た が っ て 、 イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ で 産 生 さ れ た
ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ は 、 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － １ ｍ Ａ ｂ 結 合 に 要 求 さ れ る 構 造 決 定 基 を 失 っ て い る と い う
可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ヒ ト 炎 症 組 織 に お け る Ｌ Ａ Ｍ － １ の 発 現
【 ０ ０ ４ １ 】
　 　 お そ ら く ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ は 、 白 血 球 が 活 性 化 さ れ お よ び ／ ま た は 内 皮 を 通 過 す る と き に
、 イ ン ビ ボ で 産 生 さ れ る 。 種 々 の 組 織 か ら 分 離 さ れ た 白 血 球 は 殆 ど Ｌ Ａ Ｍ － １ を 発 現 し な
い と い う こ と が 観 察 さ れ た が （ Tedderら 、 J. Immunol. :532-540 (1990)）  、 こ れ は 、
該 細 胞 が 内 皮 を 通 過 す る と き ま た は 組 織 に 局 在 す る と き に Ｌ Ａ Ｍ － １ を 放 出 す る と 考 え ら
れ る 。 し か し な が ら 、 組 織 免 疫 化 学 的 分 析 に よ っ て 明 ら か に さ れ た よ う に 、 細 胞 表 面 Ｌ Ａ
Ｍ － １ の 存 在 は 、 血 管 内 の 白 血 球 に 厳 格 に は 限 定 さ れ な か っ た 。 Ｌ Ａ Ｍ － １ 陽 性 の 血 管 外
白 血 球 が 調 べ ら れ た 全 て の 組 織 に お い て 認 め ら れ 、 こ れ ら は （ そ れ が 存 在 す る 場 合 は ） 、
リ ン パ 球 、 好 中 球 お よ び 単 球 を 含 む 。 血 管 外 遊 出 の 過 程 は 全 細 胞 か ら の 細 胞 表 面 Ｌ Ａ Ｍ －
１ の 完 全 な 喪 失 を も た ら す わ け で は な い 。 な ぜ な ら ば 内 皮 細 胞 を 通 り 抜 け る ら し い リ ン パ
球 が Ｌ Ａ Ｍ － １ ＋ の ま ま で あ り 、 さ ら に 幾 つ か の 遊 走 単 球 も ま た Ｌ Ａ Ｍ － １ ＋ と 思 え る か
ら で あ る 。 一 般 に 、 組 織 内 に 局 在 す る 単 球 ／ 大 食 細 胞 （ マ ク ロ フ ァ ー ジ ） お よ び 顆 粒 球 は
主 に Ｌ Ａ Ｍ － １ 陰 性 で あ っ た が 、 幾 つ か の 血 管 外 遊 出 好 中 球 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ は Ｌ Ａ
Ｍ － １ ＋ で あ っ た 。 非 常 に 大 切 な こ と に は 、 小 静 脈 内 皮 細 胞 の 病 巣 染 色 が 、 ４ 例 の 過 形 成
リ ン パ 節 の う ち ２ 例 で 、 ３ 例 の 類 肉 腫 リ ン パ 節 の う ち ２ 例 で 、 ４ 例 の 類 リ ュ ー マ チ 滑 液 の
う ち １ 例 で 、 ３ 例 の 炎 症 皮 膚 標 本 の う ち １ 例 で 、 さ ら に ４ 例 の 虫 垂 炎 の う ち ２ 例 で 観 察 さ
れ た 。 こ の 内 皮 染 色 は 、 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ は 内 皮 の 先 端 表 面 に あ る そ の リ ガ ン ド と 結 合 す る こ
と が で き る と い う 考 え と 一 致 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 実 験 手 順
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 　 抗 体
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 　 Ｌ Ａ Ｍ － １ に 対 す る ｍ Ａ ｂ は 、 レ ク チ ン ド メ イ ン 内 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 Ｌ Ａ Ｍ １
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－ ３ 、 － ４ 、 － ６ 、 － ７ 、 － ８ 、 － １ ０ 、 お よ び － １ ２ ｍ Ａ ｂ 、 Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン 内 の エ
ピ ト ー プ と 反 応 す る 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － １ 、 － ５ お よ び － １ ５ 、 並 び に Ｌ Ａ Ｍ － １ の Ｓ Ｃ Ｒ 領 域
と 反 応 す る 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － １ ４ ｍ Ａ ｂ で 、 す べ て の Ｉ ｇ Ｇ １ ア イ ソ タ イ プ で あ る （ Spertini
ら 、 J.Immunol. :942-949 (1991))。 抗 Ｌ Ａ Ｍ － １ ｍ Ａ ｂ は 、 塩 分 画 と そ れ に 続 く 陰 イ
オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 さ れ 、 ｍ Ａ ｂ 濃 度 は 光 吸 収 で 求 め た 。 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － ３
ｍ Ａ ｂ は 、 製 造 元 の 方 法 を 用 い て 、 ビ ー ズ １ ｍ ｌ に つ き ２ ． ５ ｍ ｇ の ｍ Ａ ｂ で Ｃ Ｎ Ｂ ｒ 活
性 化 セ フ ァ ロ ー ズ ４ Ｂ （ フ ァ ル マ シ ア Ｌ Ｋ Ｂ バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 、 ピ ス カ タ ウ ェ ー 、 Ｎ Ｙ
） （ 抗 Ｌ Ａ Ｍ － セ フ ァ ロ ー ズ ） に 結 合 さ せ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 血 液 単 球 の 分 離
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 　 ダ ナ ハ ー バ ー 癌 研 究 所 （ Dana-Farber Cancer Institute、 ボ ス ト ン 、 マ サ チ ュ ー セ ッ
ツ )の 患 者 保 護 委 員 会 (Human Protection Committee)に よ っ て 承 認 さ れ た プ ロ ト コ ル に し
た が っ て ヘ パ リ ン 加 血 を 得 た 。 単 核 球 を フ ィ コ ー ル ハ イ パ ー ク （ Ficoll Hypaque)密 度 勾
配 遠 心 で 分 離 し た 。 直 ち に 細 胞 を １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 含 有 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ （ Gibco-BRL 、 ゲ ー
ザ ー ス バ ー グ 、 メ リ ー ラ ン ド ) に 懸 濁 し 、 使 用 ま で ４ ℃ で 保 存 し た 。 ほ と ん ど の 例 で 、 こ
れ ら の 細 胞 は 、 形 態 （ ラ イ ト 染 色 ） お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 決 定 し た と き 、 細 胞 集
団 の ８ ５ か ら ９ ５ ％ が リ ン パ 球 で あ っ た の で リ ン パ 球 と 呼 ぶ 。 好 中 球 は 、 モ ノ － ポ リ 分 離
培 地 （ Mono-poly Resolving Medium)(Flow Laboratories、 マ ク リ ー ン 、 バ ー ジ ニ ア )の ク
ッ シ ョ ン で 遠 心 し 、 続 い て 赤 血 球 を 氷 冷 高 張 ０ ． ２ ％ （ ｗ ／ ｖ ） Ｎ ａ Ｃ ｌ 溶 液 で 溶 解 し て
精 製 し た 。 顆 粒 球 は 、 最 終 的 に は ５ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 含 有 Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ （ シ グ マ 、 セ ン ト ル イ ス 、 ミ ズ
ー リ ー ） に 懸 濁 し た 。 ｓ Ｌ Ａ Ｍ を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の た め に 調 製 し た と き 、 単 核 球
を 先 ず ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ／ １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 中 で プ ラ ス チ ッ ク 皿 で 保 温 し 、 粘 着 単 球
を 除 去 し た 。 非 粘 着 性 細 胞 は 表 面 Ｌ Ａ Ｍ － １ を 有 し 、 主 に リ ン パ 球 で あ っ た （ ～ ９ ９ ％ ）
。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 細 胞 培 養
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 　 ２ ４ ウ ェ ル の 培 養 皿 （ プ レ ー ト ） （ CostarCorp.、 ケ ン ブ リ ッ ジ 、 メ リ ー ラ ン ド ） で
、 １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 、 ２ ％ Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン 、 お よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む Ｒ
Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 養 液 で １ ０ ６ ／ ｍ ｌ で リ ン パ 球 を 培 養 し た 。 培 養 液 を 採 集 す る 前 に 、 細
胞 を Ｐ Ｍ Ａ （ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） で ６ ０ 分 培 養 し 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ に つ い て 検
査 し た 。 好 中 球 は 、 Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ ／ ５ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 培 養 液 単 独 、 ま た は 顆 粒 球 ／ 単 球 コ ロ ニ ー 刺 激
因 子 （ ２ ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ； ス テ ィ ー ブ ン ・ ク ラ ー ク 博 士 お よ び ゴ ー ド ン ・ ワ ン 博 士 （ Geneti
cs Institute、 ケ ン ブ リ ッ ジ 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ ） に よ り 提 供 ） 、 単 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子
（ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ； genetics Institute）  、 腫 瘍 壊 死 因 子 － ａ （ Ｔ Ｎ Ｆ － α ； １ ０ ０
Ｕ ／ ｍ ｌ ； Genzyme Corp.、 ケ ン ブ リ ッ ジ 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ ） 、 リ ポ ポ リ サ ッ カ ラ イ ド
（ １ μ ｇ ／ ｍ ｌ ； 大 腸 菌 ０ １ １ ： Ｂ ４ ； シ グ マ ） 、 ホ ル ミ ル － メ チ オ ニ ル － ロ イ シ ル － フ
ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ １ ０ － ８ Ｍ ； シ グ マ ） 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － γ （ １ ０ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ ； Ge
nzyme Corp. 、 ケ ン ブ リ ッ ジ 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ ） ま た は イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ β （ １ ０
Ｕ ／ ｍ ｌ ； Genzyme Corp. 、 ケ ン ブ リ ッ ジ 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ ）  を 含 有 す る Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ ／
５ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 培 養 液 の い ず れ か で 培 養 し た 。 培 養 後 、 上 清 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 存
在 に つ い て 調 べ た 。 ヒ ト 赤 白 血 球 症 細 胞 株 Ｋ ５ ６ ２ を 、 先 に 報 告 さ れ た よ う に ｐ Ｌ Ａ Ｍ －
１ ｃ Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し （ Twdderら 、 J. Immunol. :532-540 (1990)） 、 一 貫
し て Ｋ ５ ６ ２ － Ｌ Ａ Ｍ と 呼 ん だ 。 こ れ ら の 細 胞 を Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ ／ １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ で 培 養
し 、 細 胞 数 を ０ ． ２ か ら １ × １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ の 間 で 維 持 し た 。 全 て の 細 胞 は ５ ％ Ｃ Ｏ 2
、 湿 度 １ ０ ０ ％ 、 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 間 接 免 疫 蛍 光 分 析
【 ０ ０ ５ ０ 】
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　 　 間 接 免 疫 蛍 光 分 析 は 、 細 胞 を ３ 回 洗 浄 し た 後 実 施 し た 。 細 胞 （ １ × １ ０ ６ 細 胞 ） を 、
種 々 の 濃 度 の 表 示 ｍ Ａ ｂ を 含 む １ ０ ０ μ ｌ の 培 養 液 に 浮 遊 さ せ 、 ４ ℃ で ６ ０ 分 保 温 し た 。
洗 浄 後 、 細 胞 を Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ 抗 体 （ Southern Biotechnology Associate
s 、 バ ー ミ ン ガ ム 、 ア ラ バ マ ） で ２ ０ 分 ４ ℃ で 処 理 し た 。 細 胞 を 洗 浄 し て 固 定 （ Ｐ Ｂ Ｓ 中
の １ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ） し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ PROFILEＴ Ｍ 、 Coulter Immun
ology、 ハ イ ア レ ー 、 フ ロ リ ダ ） で 単 一 の 蛍 光 色 を 決 定 し た 。 各 サ ン プ ル に つ き １ 万 個 の
細 胞 を 調 べ 、 陽 性 染 色 細 胞 の ピ ー ク チ ャ ン ネ ル 数 を 直 線 ス ケ ー ル を 用 い て 求 め た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 幾 つ か の 実 験 で は 、 ヒ ト 血 漿 の 存 在 下 で 染 色 し た 。 ｓ Ｌ Ａ Ｍ は 、 同 じ 血 漿 の 部 分 標 本 か
ら 抗 Ｌ Ａ Ｍ － セ フ ァ ロ ー ズ （ 血 漿 ４ ｍ ｌ に つ き １ ｍ ｌ の ビ ー ズ ） に よ る 免 疫 沈 降 に よ っ て
予 備 除 去 し た 。 免 疫 沈 降 の 効 率 は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 調 べ た （ ＜ ２ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） 。 リ ン パ 球 （
１ × １ ０ ６ ） を １ ０ ０ μ ｌ の 血 漿 ま た は 表 示 し た よ う な 種 々 の 濃 度 の 精 製 ｍ Ａ ｂ を 含 む （
１ ： １ ０ ０ で 添 加 ） 予 備 除 去 血 漿 の い ず れ か に 浮 遊 さ せ た 。 細 胞 を ２ 回 洗 浄 し 、 染 色 し て
上 記 の よ う に 分 析 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 内 皮 白 血 球 結 合 分 析
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 　 非 休 止 条 件 下 で サ イ ト カ イ ン 活 性 化 内 皮 へ の リ ン パ 球 粘 着 を 、 凍 結 組 織 切 片 に つ い て
の ス タ ン パ ー ／ ウ ッ ド ラ フ （ Stamper/Woodruff）  検 定 を 記 載 さ れ た 通 り 正 確 に 応 用 し た
検 査 系 で 調 べ た （ Stamper Jr. ら 、 J. Exp. Med., :828-833 (1976)）  。 該 略 す れ ば
、 記 載 の よ う に （ Spertiniら 、 J. Immunol. :2565-2573 (1991)）  、 ヒ ト 臍 帯 静 脈 内
皮 細 胞 （ Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ ） を 臍 帯 静 脈 か ら 分 離 し 、 １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 、 内 皮 細 胞 増 殖 因 子 （ ５ ０ μ
ｇ ／ ｍ ｌ 、 Biomedical Tchnologies, Inc.、 ス ト ー ト ン 、 マ サ チ ュ ー セ ツ ）  お よ び ブ タ
腸 由 来 ヘ パ リ ン （ ５ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ； シ グ マ ） 補 充 Ｍ １ ９ ９ 培 養 液 で 増 殖 さ せ た 。 内 皮 細 胞
を ゼ ラ チ ン （ ０ ． １ ％ ） 被 覆 ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 に 隙 間 無 く 増 殖 さ せ 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α （ １ ０ ０
Ｕ ／ ｍ ｌ ） で 表 示 さ れ た 時 間 ３ ７ ℃ で 刺 激 し た 。 一 層 の 細 胞 を 注 意 深 く 洗 浄 し 、 ７ ５ μ ｌ
の Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ／ １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 単 独 ま た は 準 精 製 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ 含 有 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ／ １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ で
１ ５ 分 ４ ℃ で 保 温 し た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 幾 つ か の 事 例 に お い て は 、 準 精 製 ｓ Ｌ Ａ Ｍ
－ １ 含 有 培 養 液 を 抗 Ｌ Ａ Ｍ － セ フ ァ ロ ー ズ で 免 疫 沈 降 に よ っ て 予 備 除 去 し た 。 さ ら に 洗 浄
す る こ と な く 、 ７ ５ μ ｌ の そ れ ぞ れ の 培 養 液 中 の ５ × １ ０ 6リ ン パ 球 を 添 加 し た 。 ６ ４ ｒ
ｐ ｍ で 回 転 さ せ な が ら 、 ４ ℃ で ２ ０ 分 保 温 し た 後 、 ス ラ イ ド を 洗 浄 し 、 続 い て グ ル タ ー ル
ア ル デ ヒ ド （ Ｐ Ｂ Ｓ 中 で １ ％ （ ｖ ／ ｖ ） ； ポ リ サ イ エ ン シ ー ズ 、 ウ ォ ー リ ン ト ン 、 ペ ン シ
ル バ ニ ア ） で 一 晩 固 定 し 、 ヘ マ ト キ シ リ ン で 染 色 し た 。 粘 着 リ ン パ 球 の 数 を 顕 微 鏡 の ６ 視
野 を （ ０ ． ０ ９ ｍ ｍ ２ ／ 視 野 ） 計 測 す る こ と に よ っ て 求 め 、 結 果 は 平 均 値 ± Ｓ Ｄ と し て 表
し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 組 織 免 疫 化 学
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 　 　 　 　 新 鮮 ヒ ト 組 織 塊 を 急 速 凍 結 し た 。 標 本 は 抹 消 リ ン パ 節 （ 非 特 異 的 過 形 成 、 ４ 例
） 、 類 肉 腫 リ ン パ 節 （ ３ 例 ） 、 急 性 虫 垂 炎 （ ４ 例 ） 、 類 リ ュ ー マ チ 滑 液 （ ４ 例 ） お よ び 炎
症 皮 膚 （ 昆 虫 咬 傷 、 ツ ベ ル ク リ ン に 対 す る 遅 延 性 過 敏 反 応 、 慢 性 苔 癬 状 ひ こ う 疹 ； 各 １ 例
） で あ っ た 。 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － ３ ｍ Ａ ｂ お よ び ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン に よ る ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン
－ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 法 を 用 い て 、 凍 結 切 片 で 組 織 免 疫 化 学 的 に 調 べ た （ Riceら 、 Am. J. P
athol., :385-393 (1991)） 。 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 特 異 性 の な い ネ ズ ミ Ｉ ｇ Ｇ １ （ Co
ulter Immunology,ハ イ ア レ ー 、 フ ロ リ ダ ) を 被 験 ｍ Ａ ｂ よ り も ３ 倍 高 い 濃 度 で 用 い た 。
コ ン ト ロ ー ル Ｉ ｇ Ｇ は 検 出 で き る 染 色 を 示 さ ず 、 し た が っ て 、 全 て の 結 果 は 被 験 ｍ Ａ ｂ で
得 ら れ る 特 異 的 染 色 に の み 当 て は ま る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 Ｌ Ａ Ｍ － １ と Ｉ ｇ Ｇ キ メ ラ ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 蛋 白 の 製 造
【 ０ ０ ５ ７ 】
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　 　 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ 定 常 領 域 の Ｃ Ｈ １ か ら Ｃ Ｈ ３ ド メ イ ン を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら １ ４ ０
０ ｂ ｐ の Ｂ ａ ｎ Ｉ Ｉ フ ラ グ メ ン ト を 、 ｐ Ｌ Ａ Ｍ － １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Chinら 、 J. Immunol. :
1770-1774 (1980)） に 導 入 し た Ｂ ａ ｎ Ｉ Ｉ 部 位 に オ リ グ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 変 異 に よ っ て 挿
入 し た 。 ｐ Ｌ Ａ Ｍ － １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ に お け る ヌ ク レ オ チ ド の Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ １ ０ ７ ８ か ら Ｇ Ａ Ｇ
Ｃ Ｃ Ｃ へ の 交 換 は 、 成 熟 蛋 白 の 膜 近 接 領 域 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ０ に 対 応 す る Ｂ ａ ｎ Ｉ Ｉ 部
位 を 創 出 し た 。 新 規 な 制 限 部 位 を 創 出 す る た め に 用 い た 反 方 向 （ ア ン チ セ ン ス ） オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド と ｐ Ｌ Ａ Ｍ － １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の プ ラ ス ミ ド ５ ’ 末 端 由 来 の 正 方 向 （ セ ン ス ） オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド ア ン カ ー を 、 ｐ Ｌ Ａ Ｍ － １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ５ ’ 末 端 を 増 幅 す る た め に 用 い た 。 Ｐ
Ｃ Ｒ 産 物 を Ｔ ４ キ ナ ー ゼ で 処 理 し 、 ゲ ル 精 製 を 行 い 、 ｐ Ｓ Ｐ ６ ５ （ Prpmega Biotech、 マ
ジ ソ ン 、 ウ ィ ス コ ン シ ン ） で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 Ｂ ａ ｎ Ｉ Ｉ お よ び Ｋ ｐ ｎ ｌ で 消 化 し た
。 並 行 し て 、 ｐ Ｓ Ｐ ６ ５ に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た Ｌ Ａ Ｍ － １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｋ ｐ ｎ ｌ お よ び Ｐ
ｖ ｕ ｌ で 消 化 し 、 さ ら に ヒ ト 重 鎖 Ｉ ｇ Ｇ １ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｂ ａ ｎ Ｉ Ｉ お よ び Ｐ ｖ
ｕ ｌ で 消 化 し た 。 ゲ ル 精 製 の 後 、 こ の よ う に し て 得 た Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 、 先 に Ｋ ｐ ｎ
ｌ お よ び Ｂ ａ ｎ Ｉ Ｉ で 消 化 し て お い た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 と 混 合 し 共 に 結 合 さ せ た 。 こ の Ｐ Ｃ Ｒ 産
物 の 配 列 を 調 べ 、 Ｌ Ａ Ｍ － １ お よ び Ｉ ｇ Ｇ １ 制 限 部 位 が ｐ Ｌ Ａ Ｍ － Ｉ ｇ Ｇ １ Ｄ Ｎ Ａ に 保 存
さ れ て い る こ と を 制 限 地 図 で 確 認 し た 。 Ｌ Ａ Ｍ － Ｉ ｇ Ｇ １ Ｄ Ｎ Ａ を Ａ ｐ ｒ Ｍ ８ 発 現 ベ ク タ
ー （ ロ イ ド ・ リ ッ ク ス テ イ ン 博 士 に よ り 提 供 （ Dr. Lloyd Klickstein, Center for Blood
 Research、 ボ ス ト ン 、 メ リ ー ラ ン ド ）  ） で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ デ キ ス ト ラ ン
法 に よ っ て Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 を 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 こ の ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｃ Ｏ
Ｓ 細 胞 を 血 清 非 含 有 Ａ Ｉ Ｍ － Ｖ 培 養 液 （ Gibco-BRL0）  で 培 養 し 、 キ メ ラ Ｌ Ａ Ｍ － １ ／ Ｉ
ｇ Ｇ １ 融 合 蛋 白 を 含 む 上 清 液 を ３ 日 後 に 採 集 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 可 溶 性 Ｌ Ａ Ｍ － １ の 精 製
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 　 ヘ パ リ ン 加 ヒ ト 血 液 か ら 得 た 血 漿 か ら ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ を 準 精 製 し た 。 Ｎ ａ ２ Ｓ Ｏ 4（ １
８ ％ （ ｗ ／ ｖ ） ） で 血 漿 を 塩 分 画 し た 後 、 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ 含 有 上 清 分 画 を ０ ． ０ ２ Ｍ ト リ ス
緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） 、 ０ ． ５ Ｍ Ｎ ａ Ｃ ｌ で 透 析 し た 。 こ の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ 調 製 物 を さ ら に
抗 Ｌ Ａ Ｍ － セ フ ァ ロ ー ズ を 用 い て 親 和 性 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 し た 。 ｓ Ｌ Ａ Ｍ
－ １ は ０ ． １ Ｍ 酢 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ３ ． ５ ） 、 ０ ． １ ５ Ｍ Ｎ ａ Ｃ ｌ で カ ラ ム か ら 溶 出 し 、 該
溶 出 物 の 低 ｐ Ｈ は 、 ２ ． ０ Ｍ の ト リ ス 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ９ ． ０ ） を 添 加 し て 直 ち に 上 昇 さ せ た
。 溶 出 ピ ー ク を 集 め た 分 画 を 限 外 濾 過 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ に 懸 濁 さ せ た 。 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 濃 度 は Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 決 定 し 、 続 い て Ｐ Ｂ Ｓ で 約 １ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ に 調 整 し た 。 こ の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ 濃 度
で は 、 サ ン プ ル の 総 蛋 白 量 は 、 光 吸 収 で 決 定 し た と き １ ３ ０ か ら ２ ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 間 で
変 動 し 、 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ は 総 蛋 白 の ～ ６ か ら １ ０ ％ を 占 め た 。 一 般 に 、 こ の 工 程 は ｓ Ｌ Ａ Ｍ
－ １ を ２ ２ ０ ０ ０ か ら ３ ７ ０ ０ ０ 倍 豊 富 に し た 。 リ ン パ 球 － 内 皮 粘 着 分 析 で 使 用 す る た め
に 、 さ ら に 限 外 濾 過 す る こ と に よ っ て Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ ／ １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ に 準 精 製 ｓ Ｌ Ａ Ｍ
－ １ を 移 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
【 ０ ０ ６ １ 】
　 　 上 記 の よ う に 血 漿 か ら ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ を 準 精 製 し 、 さ ら に 、 交 互 に 高 塩 （ ０ ． ５ Ｍ Ｎ ａ
Ｃ ｌ 、 ０ ． ２ ％ Ｎ ａ － デ オ キ シ コ レ ー ト ） と 低 塩 （ ０ ． １ ２ ５ Ｍ Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｎ
ａ － デ オ キ シ コ レ ー ト ） Ｒ Ｉ Ｐ Ａ 緩 衝 液 （ １ ０ ０ ｍ Ｍ ト リ ス （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） 、 １ ％ （ ｖ ／
ｖ ） ト リ ト ン Ｘ － １ ０ ０ 、 １ ０ ｍ Ｍ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ｍ Ｍ Ｅ Ｇ Ｔ Ａ 、 １ ０ ｍ Ｍ Ｎ ａ Ｆ 、 １ ｍ
ｇ ／ ｍ ｌ の Ｂ Ｓ Ａ ） 中 で ビ ー ズ を 繰 り 返 し 洗 浄 し な が ら 、 抗 Ｌ Ａ Ｍ － セ フ ァ ロ ー ズ を 用 い
て 免 疫 沈 降 を 行 う こ と に よ っ て 精 製 し た 。 蛋 白 を ０ ． １ Ｍ 酢 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ３ ． ５ ） 、 ０
． １ ５ Ｍ Ｎ ａ Ｃ ｌ で ビ ー ズ か ら 溶 出 さ せ た 。 Ｐ Ｍ Ａ 刺 激 細 胞 の 上 清 液 を ま た 分 析 し た 。 好
中 球 （ Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 中 の １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ Ｐ Ｍ Ａ 、 ３ ７ ℃ で １ ０ 分 ） 、 リ ン パ 球 （ Ｒ Ｐ
Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 中 の １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ Ｐ Ｍ Ａ 、 ３ ７ ℃ で ２ ５ 分 ） お よ び Ｋ ５ ６ ２ － Ｌ Ａ Ｍ ト ラ
ン ス フ ェ ク タ ン ト （ Ｐ Ｂ Ｓ 中 の １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ Ｐ Ｍ Ａ 、 ３ ７ ℃ で １ ２ ０ 分 ） を 含 む 細 胞
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（ １ × １ ０ 7  ／ ｍ ｌ ） を 実 質 的 に 全 て の 検 出 可 能 な 細 胞 表 面 Ｌ Ａ Ｍ － １ を 放 出 す る よ う に
誘 発 し 、 そ の 後 遠 心 （ ４ ℃ 、 ４ ０ ０ × ｇ 、 １ ０ 分 ） し て 沈 澱 さ せ た 。 上 清 液 を 残 し 、 限 外
濾 過 （ Amicon Corp.、 デ ン バ ー 、 メ リ ー ラ ン ド ） に よ っ て １ ０ 倍 に 濃 縮 し た 。 蛋 白 サ ン プ
ル （ １ ０ ０ μ ｌ ） ７ ． ５ ％ の Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に 添 加 し 、 電 気 泳 動 を 行 い
、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に ブ ロ ッ ト を 転 写 し た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 抗 原 検 出 抗 体 と
し て 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － １ ４ ｍ Ａ ｂ （ 腹 水 、 １ ： ２ ０ ０ ０ ） を 用 い て 実 施 し た 。 ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ 結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 1 抗 体 （ Southern Biotechnology Associates)お よ び 基
質 と し て Ｎ Ｂ Ｔ ／ Ｂ Ｃ Ｉ Ｐ （ Promega 、 マ ジ ソ ン 、 ウ ィ ス コ ン シ ン ） を 用 い て 、 こ の ブ ロ
ッ ト を 処 理 し た 。 予 備 実 験 で は 、 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － １ ４ ｍ Ａ ｂ が 検 査 し た １ ２ 種 の 抗 Ｌ Ａ Ｍ －
１ ｍ Ａ ｂ の う ち 最 も 感 度 が 高 く 、 そ れ ら の う ち 、 抗 Ｌ Ａ Ｍ １ － ３ 、 － ４ 、 － ８ 、 － １ ０ 、
－ １ ４ お よ び － １ ５ ｍ Ａ ｂ は 陽 性 染 色 を 生 じ る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 可 溶 性 Ｌ Ａ Ｍ － １ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 　 微 量 定 量 プ レ ー ト （ ９ ６ ウ ェ ル 、 平 底 、 E.I.A./R.I.A.プ レ ー ト 、 コ ー ス タ ー 、 ケ ン
ブ リ ッ ジ 、 メ リ ー ラ ン ド ） の ウ ェ ル を 、 ０ ． １ Ｍ 硼 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ４ ） 中 で ４ ℃ で １
８ 時 間 、 抗 Ｌ Ａ Ｍ － １ ｍ Ａ ｂ （ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で 被 覆 し た 。 ト リ ス 緩 衝 食 塩 水 （ Ｔ Ｂ
Ｓ ； ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 、 ０ ． ５ Ｍ Ｎ ａ Ｃ ｌ ） で ウ ェ ル を ２ 度 洗 浄 し た 後 、 Ｔ
Ｂ Ｓ 中 の １ ０ ０ μ ｌ の ２ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン お よ び １ ％ ゲ ラ チ ン で ３ ７ ℃ １ 時 間 、 こ の
ウ ェ ル を 阻 止 処 理 し た 。 ウ ェ ル を ０ ． ０ ５ ％ ト ゥ イ ー ン ２ ０ 含 有 Ｔ Ｂ Ｓ （ Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ ） で ３
度 洗 浄 し 、 Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ （ ５ ０ μ ｌ ） で 希 釈 し た 被 験 サ ン プ ル を ３ 組 の ウ ェ ル に ２ ０ ℃ で ９ ０
分 加 え た 。 各 検 定 に は 、 標 準 希 釈 曲 線 を 作 製 す る た め に 用 い た 、 先 に 定 量 済 み の 標 準 血 漿
サ ン プ ル の 定 量 が 含 ま れ て い た 。 ウ シ 胎 児 血 清 ま た は ブ タ 血 清 で の 希 釈 は 、 結 果 に 顕 著 な
影 響 を 与 え な か っ た 。 Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で ４ 度 洗 浄 し た 後 、 プ レ ー ト を Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ 中 の ビ オ チ ン 化 抗
Ｌ Ａ Ｍ １ － ３ ｍ Ａ ｂ （ １ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） の １ ０ ０ μ ｌ と と も に ２ ０ ℃ 、 ６ ０ 分 保 温 し た 。 さ
ら に ４ 度 洗 浄 し た 後 、 １ ０ ０ μ ｌ の ア ビ ジ ン － セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ ０ ． １
μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ピ ア ー ス 、 ロ ッ ク フ ォ ー ド 、 イ リ ノ イ ） を ２ ０ ℃ で ３ ０ 分 加 え た 。 Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ
で さ ら に ４ 度 洗 浄 し た 後 、 最 後 に 基 質 と し て ０ ． １ Ｍ ク エ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ４ ． ５ ） 中 の
１ ０ ０ μ ｌ の ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ ０ ． １ ２ ５ ％ （ ｗ ／ ｖ ） 、 シ グ マ ケ ミ カ ル カ ン パ
ニ ー ） を 用 い て ０ ． ０ １ ５ ％ の Ｈ 2 Ｏ 2 の 存 在 下 で プ レ ー ト を 処 理 し た 。 反 応 混 合 物 の Ｏ
Ｄ を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 読 み 取 り 器 （ v-max、 キ ネ ッ テ ィ ッ ク マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー 、 Molecul
ar Devices 、 メ ン ロ ー パ ー ク 、 カ リ フ ォ ル ニ ア ）  を 用 い て 定 量 し た 。 標 準 血 漿 の 最 高 濃
度 を 含 む ウ ェ ル の Ｏ Ｄ が ４ ９ ５ ｎ Ｍ で ～ ０ ． ８ の と き の 結 果 を 用 い た 。 Ｏ Ｄ の バ ッ ク グ ラ
ウ ン ド 値 は ア ル ブ ミ ン の み で 被 覆 し た ウ ェ ル を 用 い て 得 た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 標 準 血 漿 を 用 い
て 定 量 的 に し 、 各 検 定 に つ い て 定 量 曲 線 を 作 製 し た 。 個 々 の サ ン プ ル 中 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の
相 対 濃 度 は 、 ３ 組 の ウ ェ ル で 得 た 平 均 Ｏ Ｄ を 直 線 回 帰 曲 線 を 用 い た 定 量 標 準 血 漿 の セ ミ ロ
グ 標 準 曲 線 と 比 較 す る こ と に よ っ て 算 出 し た 。 サ ン プ ル 濃 度 は 標 準 曲 線 に そ れ ら の 吸 収 を
書 き 入 れ る こ と に よ っ て 得 ら れ た 。 標 準 血 漿 に 存 在 す る ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 量 は ２ 種 の 方 法 で
定 量 し た 。 第 一 に 、 Ｋ ５ ６ ２ － Ｌ Ａ Ｍ － １ 細 胞 （ 培 養 細 胞 ～ １ １ Ｌ （ ～ １ ． １ × １ ０ １ ０

細 胞 ） ） を Ｐ Ｂ Ｓ に 懸 濁 し （ １ × １ ０ ７ 細 胞 ／ ｍ ｌ ） 、 Ｐ Ｍ Ａ （ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） で ２
時 間 ３ ７ ℃ で 刺 激 し た 。 上 清 液 を 採 集 し 、 限 外 濾 過 で 濃 縮 し 、 抗 Ｌ Ａ Ｍ － セ フ ァ ロ ー ズ を
用 い て カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 。 準 精 製 サ ン プ ル を １ ０ ％ Ｓ
Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電 気 泳 動 を 行 い 、 ゲ ル を 続 い て ク ー マ シ ー ブ ル ー で 染 色
し て 、 主 要 バ ン ド （ ７ １ ０ ０ ０ Ｍ ｒ ） お よ び 付 加 的 バ ン ド （ ～ １ ８ ０ － 、 ５ ７ － 、 お よ び
２ ２ ０ ０ ０ Ｍ ｒ ） を 明 ら か に し た 。 脱 色 し た ゲ ル を ヒ ュ ー レ ッ ト パ ッ カ ー ド デ ス ク ス キ ャ
ナ ー で 調 べ 、 ７ １ ０ ０ ０ Ｍ r の バ ン ド の 濃 度 を 、 ア ッ プ ル マ ッ キ ン ト ッ シ ュ Ｉ Ｉ ｃ ｘ コ ン
ピ ュ ー タ ー で エ ン ハ ン ス プ ロ グ ラ ム （ （ EnhanceＴ Ｍ program ） マ イ ク ロ シ ス テ ム 社 、 デ
ス モ イ ン 、 ア イ オ ワ ） を 用 い て Ｂ Ｓ Ａ で 作 製 し た 標 準 曲 線 で 定 量 し た 。 標 準 血 漿 中 の ｓ Ｌ
Ａ Ｍ － １ の 濃 度 は 、 準 精 製 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の シ グ ナ ル を 標 準 血 漿 の Ｌ Ａ Ｍ － Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 定 量
曲 線 と 直 線 回 帰 曲 線 を 用 い て 比 較 す る こ と に よ っ て ～ １ ． ３ μ ｇ ／ ｍ ｌ と 算 出 さ れ た 。 Ｌ
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Ａ Ｍ － Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 検 出 限 界 は ≧ ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ と 決 定 さ れ た 。 第 二 の 実 験 様 式 で は 、 Ｃ Ｏ
Ｓ 細 胞 を Ｌ Ａ Ｍ － Ｉ ｇ Ｇ キ メ ラ ｃ Ｄ Ｎ Ａ で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 後 、 血 清 非 含 有
培 養 液 で 増 殖 さ せ た 。 上 清 液 を 細 胞 か ら 集 め 、 蛋 白 － Ａ セ フ ァ ロ ー ス （ フ ァ ル マ シ ア Ｌ Ｋ
Ｂ バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー ） 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム で 処 理 し 、 融 合 蛋 白 を 高 塩 － 低
ｐ Ｈ 緩 衝 液 で カ ラ ム か ら 溶 出 さ せ た 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 の 後 、 染 色 蛋 白 バ ン ド を Ｂ Ｓ
Ａ の 標 準 曲 線 と 比 較 し て 精 製 融 合 蛋 白 を 定 量 し た 。 こ の 分 析 か ら 、 標 準 血 漿 の Ｏ Ｄ 値 は Ｌ
Ａ Ｍ － Ｉ ｇ Ｇ 融 合 蛋 白 の ～ １ ． ９ μ ｇ ／ ｍ ｌ に 匹 敵 す る ら し い と い う こ と が 分 か っ た 。 融
合 蛋 白 の 二 量 体 特 性 に よ っ て 、 こ の サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で は 密 度 が 二 倍 に な る 可 能 性
が あ る の で 、 標 準 血 漿 中 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 量 は ～ １ ． ９ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 半 分 の 値 で あ る か も
し れ な い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 　 ヒ ト 血 漿 、 ブ タ 血 清 並 び に Ｋ ５ ６ ２ － Ｌ Ａ Ｍ 細 胞 、 Ｌ Ａ Ｍ － Ｉ ｇ Ｇ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ト ラ ン ス
フ ェ ク ト Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 お よ び 擬 似 ト ラ ン ス フ ェ ク ト Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 の 培 養 上 清 液 の 被 験 サ ン プ ル
を 、 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 存 在 に つ い て Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 調 べ た 。 顕 著 な 反 応 性 は ヒ ト 血 漿 並 び に Ｋ
５ ６ ２ － Ｌ Ａ Ｍ 細 胞 お よ び Ｌ Ａ Ｍ － Ｉ ｇ Ｇ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 の 上 清 液 に お い
て の み 認 め ら れ た 。 １ ０ 回 の 検 定 で 、 ５ － １ ３ ３ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 範 囲 の 標 準 血 漿 定 量 曲 線 を
用 い た と き 、 Ｌ Ａ Ｍ － Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 直 線 相 関 係 数 ≧ ０ ． ９ ７ を 示 し た 。 ３ 種 の 異 な る 日 の
血 漿 中 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ レ ベ ル の 測 定 の た め の 変 数 の 検 定 間 係 数 は ４ ． ５ ％ で あ っ た 。 凍 結
後 ま た は １ ０ 回 ま で の 凍 結 融 解 後 の サ ン プ ル 間 に ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ レ ベ ル の 顕 著 な 相 違 は 認 め
ら れ ず 、 さ ら に 数 時 間 室 温 に 放 置 さ れ た 全 血 中 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ 量 の 定 量 能 に も 明 白 な 低 下
は 存 在 し な か っ た 。 し た が っ て 、 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ は 全 血 中 で 極 め て 安 定 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 　 正 常 人 集 団 で 認 め ら れ る ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ 量 は 血 清 に つ い て 決 定 さ れ た （ １ ． ９ ２ ± ０ ．
９ ６ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ｎ ＝ １ ８ ） 。 同 一 人 か ら 血 漿 が 同 時 に 分 離 し 、 Ｌ Ａ Ｍ － Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 定
量 し た が 、 平 均 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ レ ベ ル は １ ． ９ １ ± ０ ． ９ ８ μ ｇ ／ ｍ ｌ で あ っ た 。 ｓ Ｌ Ａ Ｍ
－ １ は ま た 組 織 培 養 上 清 中 で も 検 出 で き た 。 有 糸 分 裂 促 進 剤 で リ ン パ 球 を 活 性 化 し た 後 、
上 清 液 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の レ ベ ル 上 昇 が １ 日 後 に 検 出 さ れ 、 ６ 日 の 培 養 期 間 に 亙 っ て こ の レ ベ
ル は 上 昇 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 用 途
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 　 放 出 レ セ プ タ ー Ｌ Ａ Ｍ － １ を 識 別 し な い が 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー を 識 別 す る 単 ク ロ ー ン
性 抗 体 は 、 患 者 へ の 直 接 投 与 用 治 療 剤 と し て 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 の 使 用 は
、 抗 体 投 与 に よ る 二 次 的 な 副 作 用 の 多 く を 予 防 す る で あ ろ う 。 こ の よ う な 副 作 用 は 、 レ セ
プ タ ー の 可 溶 形 に 対 す る 抗 体 の 免 疫 複 合 体 形 成 お よ び 交 差 反 応 ま た は 結 合 に よ り 生 じ る 。
ま た 、 レ セ プ タ ー の 放 出 形 は 高 レ ベ ル で 存 在 す る 天 然 に 生 じ る 分 子 で あ る の で 、 ｓ Ｌ Ａ Ｍ
－ １ と 構 造 が 同 じ で あ る 組 換 え 体 蛋 白 生 成 物 を デ ザ イ ン す る こ と が 可 能 で あ る 。 す な わ ち
、 膜 に か か る 領 域 を 含 ま な い 組 換 え 体 蛋 白 お よ び 細 胞 質 尾 部 は 天 然 の 血 清 蛋 白 を 模 倣 す る
も の で あ ろ う 。 こ の よ う な 特 性 は 、 そ の よ う な 組 換 え 体 の 本 来 の 種 に 対 す る 免 疫 原 性 を 減
少 さ せ 、 同 様 に 治 療 用 生 成 物 と し て 該 レ セ プ タ ー を 使 用 す る こ と を 可 能 に す る 。 リ ガ ン ド
結 合 領 域 に お け る レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 酸 一 次 配 列 に 対 す る 小 さ な 変 化 は 、 リ ガ ン ド に 対 す
る よ り 高 い 結 合 定 数 ま た は 親 和 性 を 誘 導 す る た め に 導 入 す る こ と が で き る 。 続 い て 、 こ の
修 飾 さ れ 切 り 縮 め ら れ た 組 換 え 体 蛋 白 は 、 免 疫 原 性 は 低 い が 、 結 合 能 お よ び 細 胞 表 面 レ セ
プ タ ー 蛋 白 の リ ガ ン ド 結 合 阻 止 能 は よ り 高 い 治 療 剤 と し て 、 可 溶 形 で 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 　 本 発 明 の 抗 体 は 診 断 薬 と し て も ま た 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 細 胞 表 面 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ を 発
現 す る 白 血 球 を 同 定 す る 能 力 は 、 与 え ら れ た 細 胞 集 団 の 遊 走 能 並 び に 細 胞 分 化 の 状 態 お よ
び 活 性 化 を 知 る た め に 重 要 で あ る 。 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 高 い レ ベ ル の た め に 、 細 胞 表 面 分 子 の
同 定 に 生 物 学 的 液 体 の 存 在 下 で 抗 体 を 使 用 す る こ と は 困 難 で あ る 。 し か し な が ら 、 抗 Ｌ Ａ
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Ｍ １ － １ の よ う な 抗 体 は 、 血 中 ま た は 生 物 学 的 液 体 サ ン プ ル 中 に 放 出 さ れ た レ セ プ タ ー と
反 応 し な い の で 、 細 胞 表 面 に の み 存 在 す る レ セ プ タ ー を 同 定 す る た め に 有 用 で あ ろ う 。 例
え ば 、 全 血 の 間 接 免 疫 蛍 光 分 析 は 促 進 さ れ 、 レ セ プ タ ー 分 布 の イ ン ビ ボ 画 像 化 ま た は 分 析
が 、 極 め て 少 量 の 抗 体 を 用 い て 可 能 に な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 　 ま た 、 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ レ ベ ル の モ ニ タ リ ン グ に よ っ て 、 炎 症 性 疾 患 、 白 血 球 集 合 、 悪 性
疾 患 ま た は 感 染 に 関 す る 診 断 的 、 予 防 的 情 報 が 提 供 さ れ え る 。 例 え ば 、 正 常 人 の 血 清 に お
い て ｓ Ｌ Ａ Ｍ の レ ベ ル は 容 易 に か つ 正 確 に 定 量 で き る の で 、 患 者 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 血 清 レ
ベ ル は 全 身 性 炎 症 ま た は 感 染 の 種 々 の 状 態 に つ い て 測 定 で き た 。 重 篤 な 火 傷 を も つ 患 者 は
正 常 集 団 で 見 出 さ れ る ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ レ ベ ル と 同 じ ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ レ ベ ル を 有 す る が 、 一 方 、
川 崎 症 候 群 の 患 者 は 正 常 人 の そ れ よ り 一 般 に 低 い ｓ Ｌ Ａ Ｍ レ ベ ル を 有 し て い た 。 対 照 的 に
、 敗 血 症 ま た は Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 を 罹 患 し て い る 患 者 は 、 正 常 な 血 液 供 与 者 集 団 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １
レ ベ ル と 顕 著 に 異 な る （ ｐ ＜ ０ ． ０ ０ ５ ） 、 極 め て 高 い 血 清 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ レ ベ ル を 示 し た
。 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ は ま た 、 脳 脊 髄 液 で も 検 出 さ れ た が 、 そ の レ ベ ル は 正 常 血 清 で 見 出 さ れ る
も の の ０ ． ６ か ら ６ ％ で あ っ た 。 し た が っ て 、 ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ レ ベ ル の 変 化 は 、 白 血 球 集 合
ま た は 活 性 化 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 炎 症 性 ま た は 感 染 性 疾 患 に つ い て の 診 断 的 ま た は
予 防 的 価 値 を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 　 本 明 細 書 で 開 示 し た 分 析 は 、 溶 液 中 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ レ ベ ル の 検 出 が 容 易 に 達 成 で き る
こ と を 明 ら か に し た 。 さ ら に 、 非 常 に 正 確 な 態 様 で の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ レ ベ ル の 定 量 も ま た 、
ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ が 生 物 学 的 液 体 中 に 含 ま れ る 場 合 で す ら 達 成 で き る 。 ま た 、 患 者 由 来 の 生 物
学 的 液 体 中 の ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ レ ベ ル の 定 量 は 診 断 的 価 値 を 有 す る こ と も 明 ら か に さ れ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 　 前 出 の 開 示 に よ り 、 通 常 の 技 術 で ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ だ け で な く 、 そ の 元 の 蛋 白 Ｌ Ａ Ｍ － １
ま た は Ｌ Ａ Ｍ － １ フ ラ グ メ ン ト を 検 出 す る 種 々 の 手 段 に 影 響 を 与 え る こ と が で き る で あ ろ
う 。 ２ 種 の 結 合 分 析 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 お よ び 抗 体 を 基 に し た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 詳 細 な
記 載 が 提 供 さ れ た 。 し か し な が ら 、 選 択 的 に Ｌ Ａ Ｍ － １ に 結 合 す る 他 の 薬 剤 も 、 Ｌ Ａ Ｍ －
１ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 存 在 を 明 ら か に し 、 ま た そ れ を 捕 捉 す る た め に 用 い る こ と が
で き る 。 こ れ ら は 、 例 え ば Ｐ Ｐ Ｍ Ｅ 、 フ コ イ ジ ン ま た は 他 の Ｌ Ａ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 含 む 炭
水 化 物 成 分 で あ る 。 細 胞 を 基 材 と す る 捕 捉 機 序 、 Ｌ Ａ Ｍ － １ リ ガ ン ド を 含 む 例 え ば サ イ ト
カ イ ン 活 性 化 内 皮 ま た は 組 織 標 本 も ま た 結 合 剤 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 　 さ ら に 、 Ｌ Ａ Ｍ － １ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 捕 捉 は 、 当 業 者 に と っ て 明 白 な 種 々 の
手 段 に よ っ て 算 定 で き る 。 例 え ば 、 構 造 の 変 化 、 捕 捉 試 薬 ま た は 検 出 試 薬 の 共 鳴 も し く は
光 学 特 性 を Ｌ Ａ Ｍ － １ 結 合 を 示 す た め に 測 定 す る こ と が で き る 。 捕 捉 試 薬 は 、 Ｌ Ａ Ｍ － １
ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト に 特 異 的 な 多 ク ロ ー ン 性 抗 体 で も よ い 。 検 出 試 薬 は ま た 、 放 射 能
性 、 免 疫 反 応 性 、 ま た は 酵 素 活 性 剤 ま た は 化 合 物 を 用 い て 標 識 し 、 結 合 を 可 視 化 す る こ と
が で き る 。 さ ら に 、 捕 捉 試 薬 は Ｌ Ａ Ｍ － １ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト に 特 異 的 で な く て も よ
い が 、 Ｌ Ａ Ｍ － １ 特 異 性 は Ｌ Ａ Ｍ － １ 特 異 的 検 出 試 薬 の 使 用 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
ま た 検 出 試 薬 は 特 異 的 で な く 、 捕 捉 試 薬 が 特 異 的 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 　 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る Ｌ Ａ Ｍ － １ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 量 の 定 量 も ま た 種 々 の 手
段 を 用 い て 達 成 で き る 。 例 え ば 、 血 清 ま た は 血 漿 中 の 天 然 に 生 じ る ｓ Ｌ Ａ Ｍ － １ に つ い て
の 分 析 で 示 し た よ う に 、 組 換 え 体 Ｌ Ａ Ｍ － １ 蛋 白 ま た は フ ラ グ メ ン ト を 標 準 物 と し て 用 い
る こ と が で き る 。 哺 乳 類 、 細 菌 ま た は 昆 虫 細 胞 の 組 織 培 養 上 清 中 に 産 生 さ れ た Ｌ Ａ Ｍ － １
ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト も ま た 用 い る こ と が で き る 。 捕 捉 試 薬 に 結 合 す る 小 さ な ペ プ チ ド
フ ラ グ メ ン ト で さ え 競 合 検 定 で Ｌ Ａ Ｍ － １ 結 合 を 算 定 し 、 定 量 す る た め に 用 い る こ と が で
き る 。 ま た 、 Ｌ Ａ Ｍ － １ に よ る 捕 捉 試 薬 か ら の 小 分 子 の 置 換 は 存 在 す る Ｌ Ａ Ｍ － １ 量 を 定
量 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
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　 　 本 発 明 を 好 ま し い 具 体 例 と 合 わ せ て 詳 述 し た の で 、 前 出 の 明 細 書 を 読 む こ と に よ っ て
通 常 の 技 術 を 有 す る 者 は 、 こ こ に 述 べ た 構 成 と 方 法 に 対 す る 種 々 の 変 更 、 同 等 物 の 置 き 換
え 、 お よ び そ の 他 の 変 更 を 実 施 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 特 許 権 に よ っ て 与 え ら れ
る 保 護 は 、 添 付 の 請 求 の 範 囲 お よ び そ れ と 同 等 の も の に 含 ま れ る 範 囲 に よ っ て の み 制 限 さ
れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 寄 託
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 　 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｌ Ａ Ｍ － １ は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｎ ｏ ． Ｈ Ｂ １ ０ ８ ４ ４ と し て ア メ リ カ ン ・ タ
イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） に １ ９ ９ １ 年 ７ 月 ２ ８ 日 に 寄 託 さ れ た 。 出
願 人 の 譲 受 け 人 、 Ｄ ａ ｎ ａ － Ｆ ａ ｒ ｂ ｅ ｒ 　 Ｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ 　 Ｉ ｎ ｓ ｔ ｉ ｔ ｕ ｔ ｅ ， 　 Ｉ ｎ
ｃ ． ， は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ が 該 寄 託 の 永 久 に 保 存 で き る 寄 託 所 で あ り 、 特 許 が 付 与 さ れ た 場 合 、 公
衆 が そ れ を 容 易 に 入 手 で き る こ と を 明 言 す る 。 こ の よ う に 寄 託 し た 物 質 の 公 衆 の 入 手 に 関
す る 全 て の 制 限 は 、 特 許 付 与 の 際 に 完 全 に 取 り 除 か れ る 。 特 許 出 願 中 に 、 ３ ７ Ｃ Ｆ Ｒ １ ．
１ ４ お よ び ３ ５ Ｕ Ｓ Ｃ １ ２ ２ の 下 に そ れ に 対 し て 権 利 を 有 す る と 長 官 が 認 め た 者 は 、 該 物
質 を 入 手 す る こ と が で き る 。 該 寄 託 物 質 は 、 そ の サ ン プ ル の 最 も 最 近 の 供 給 の 要 請 後 少 な
く と も ５ 年 間 、 さ ら に い ず れ の 場 合 に お い て も 寄 託 の 日 か ら 少 な く と も ３ ０ 年 間 ま た は 特
許 の 有 効 期 間 の 間 （ い ず れ か 期 間 の 長 い 方 ） は 、 活 力 を 保 持 し 、 か つ 汚 染 さ れ な い よ う 必
要 な 全 て の 注 意 を も っ て 維 持 さ れ る で あ ろ う 。 出 願 人 の 譲 り 受 け 人 は 、 該 寄 託 所 が 、 要 請
時 に 該 寄 託 物 の 条 件 の た め に サ ン プ ル を 供 給 で き な い 場 合 は 、 該 寄 託 物 を 置 き 換 え る 義 務
を 負 う こ と を 承 認 す る 。
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