
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ＡＴＣＣ受付番号ＨＢ１０９１６のハイブリドーマによって産生されるモノクロ
ーナル抗体を提供する。
【解決手段】ＡＴＣＣ受付番号ＨＢ１０９１６のハイブリドーマによって産生されるモノ
クローナル抗体５ｃ８により特異的に認識されるタンパク質に結合することが可能なモノ
クローナル抗体。ＡＴＣＣ受付番号ＨＢ１０９１６のハイブリドーマによって産生される
モノクローナル抗体５ｃ８により特異的に認識される単離タンパク質。ＡＴＣＣ受付番号
ＨＢ１０９１６のハイブリドーマによって産生されるモノクローナル抗体５ｃ８により特
異的に認識されるタンパク質をコードする単離核酸分子。この発明はまたＢ細胞に接触依
存性ヘルパー機能を本質的に付与し得るＤ１．１と呼ばれるＡＴＣＣ受付番号ＣＲＬ１０
９１５のヒトＣＤ４ -Ｔ細胞白血病細胞。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 活 性 化 さ れ た Ｔ 細 胞 の 表 面 に 位 置 す る ５ ｃ ８ 抗 原 と 特 異 的 に 結 合 し 複 合 体 を 形 成 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 こ の ５ ｃ ８ 抗 原 は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号 Ｈ Ｂ １ ０ ９ １ ６ を 有 す る ハ イ ブ リ
ド ー マ に よ っ て 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ５ ｃ ８ が 特 異 的 に 結 合 し 及 び Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番
号 Ｃ Ｒ Ｌ １ ０ ９ １ ５ を 有 す る JurkatＤ １ ． １ 細 胞 株 に よ っ て 発 現 さ れ 得 る も の で あ り 、 及
び 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 を 、 動 物 に お け る Ｂ 細 胞 活 性 化 抑 制 用 薬 学 的 組 成 物 の 製 造 に 使
用 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 活 性 化 さ れ た Ｔ 細 胞 の 表 面 に 位 置 す る ５ c８ 抗 原 と 特 異 的 に 結 合 し 複 合 体 を 形 成 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 こ の ５ ｃ ８ 抗 原 は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号 Ｈ Ｂ １ ０ ９ １ ６ を 有 す る ハ イ ブ リ
ド ー マ に よ っ て 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ５ ｃ ８ が 特 異 的 に 結 合 し 及 び Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番
号 Ｃ Ｒ Ｌ １ ０ ９ １ ５ を 有 す る JurkatＤ １ ． １ 細 胞 株 に よ っ て 発 現 さ れ 得 る も の で あ り 、 及
び 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 を 、
動 物 に お け る 体 液 性 免 疫 応 答 抑 制 用 薬 学 的 組 成 物 の 製 造 に 使 用 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 Ｂ 細 胞 が 休 止 Ｂ 細 胞 で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 Ｂ 細 胞 が 感 作 Ｂ 細 胞 で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 活 性 化 Ｔ 細 胞 が Ｔ 細 胞 ヘ ル パ ー 機 能 を 有 す る Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 該 複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ っ て Ｂ 細 胞 の Ｔ 細 胞 活 性 化 を 阻
害 す る 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 治 療 剤 と 結 合 し て い る 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 治 療 剤 が 放 射 性 同 位 体 、 毒 素 、 ト キ ソ イ ド 又 は 化 学 療 法 剤 で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 活 性 化 さ れ た Ｔ 細 胞 の 表 面 に 位 置 す る ５ ｃ ８ 抗 原 と 特 異 的 に 結 合 し 複 合 体 を 形 成 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 こ の ５ ｃ ８ 抗 原 は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号 Ｈ Ｂ １ ０ ９ １ ６ を 有 す る ハ イ ブ リ
ド ー マ に よ っ て 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ５ ｃ ８ が 特 異 的 に 結 合 し 及 び Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番
号 Ｃ Ｒ Ｌ １ ０ ９ １ ５ を 有 す る JurkatＤ １ ． １ 細 胞 株 に よ っ て 発 現 さ れ 得 る も の で あ り 、 及
び 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 を 包 含 す る 動 物 に お け る 体 液 性 免 疫 応 答 抑 制 用 薬 学 的 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 ［ 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 ］
　 こ こ で 開 示 さ れ る 発 明 は 、 国 立 衛 生 研 究 所 か ら の 助 成 金 第 P01-AI-26886、 RO-1-AI-1496
9、 RO-1-CA-55713、 及 び 免 疫 学 養 成 助 成 金 （ Immunology Training Grant） AI-07132に よ
る 研 究 で な さ れ た も の で あ る 。 従 っ て 、 合 衆 国 政 府 は 、 こ の 発 明 に 一 定 の 権 利 を 有 す る 。
【 従 来 の 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ［ 本 発 明 の 背 景 ］
　 こ の 出 願 の 全 体 を 通 じ て 、 種 々 の 報 告 が 、 括 弧 内 の 著 者 の 名 字 及 び こ れ に 続 く 報 告 年 に
よ っ て 参 照 さ れ て い る 。 こ れ ら の 報 告 に 対 す る 全 参 照 文 献 は 、 明 細 書 の 最 後 、 即 ち 請 求 の
範 囲 の す ぐ 前 に あ る 。 本 出 願 で 開 示 さ れ 、 ク レ ー ム さ れ た 本 発 明 の 期 日 に お け る 当 分 野 の
状 態 を よ り 完 全 に 説 明 す る た め に 、 こ れ ら の 報 告 の 開 示 内 容 は 、 参 照 文 献 に よ っ て 本 出 願
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中 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ［ 背 景 技 術 ］
　 「 Ｔ 細 胞 ヘ ル パ ー 機 能 」 と い わ れ る 接 触 依 存 性 プ ロ セ ス に お い て 、 Ｃ Ｄ ４ +  Ｔ リ ン パ 球
は 、 Ｂ 細 胞 を 活 性 化 及 び 分 化 さ せ 、 こ れ に よ っ て 抗 体 分 子 の 特 異 性 、 分 泌 及 び ア イ ソ タ イ
プ エ ン コ ー ド 機 能 を 調 節 す る こ と に よ り 体 液 性 免 疫 応 答 を 認 識 し て い る （ Mitcheら ， 1968
； Michison， 1971； Whiteら ， 1978； Reinherzら ， 1979； Janewayら ， 1988； O’ Brienら ，
 1988； Rahemtullaら ， 1991； 及 び Grusbyら ， 1991） 。 Ｔ 細 胞 ヘ ル パ ー 機 能 の 接 触 依 存 性
要 素 を 媒 介 す る Ｔ 細 胞 表 面 分 子 は ま だ 完 全 に は わ か っ て い な い （ Noelleら ， 1991） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｔ 細 胞 が Ｂ 細 胞 を 補 助 し 、 分 化 さ せ る プ ロ セ ス は 、 ２ つ の 異 な っ た フ ェ ー ズ 、 即 ち 誘 導
フ ェ ー ズ 及 び エ フ ェ ク タ ー フ ェ ー ズ に 分 け ら れ る （ Vitettaら ， 1989； Noelleら ， 1990）
。 誘 導 フ ェ ー ズ に お い て 、 増 殖 し て い な い Ｔ 細 胞 は 、 抗 原 感 作 さ れ た Ｂ 細 胞 に 接 触 し 、 こ
の 結 合 は 、 ク ロ ー ン 型 の Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー （ Ｔ Ｃ Ｒ ） － Ｃ Ｄ ４ 複 合 体 を Ｂ 細 胞 上 の Ｉ ａ ／
Ａ ｇ 複 合 体 と 相 互 作 用 さ せ る （ Janewayら ， 1988； Kaizら ， 1973； Zinkernagel， 1976； Sp
rent， 1978a； Sprent， 1978b； Jonesら ， 1981； Juliusら ， 1982； Chestnutら ， 1981； Rog
ozinskiら ， 1984） 。 Ｉ ａ ／ Ａ ｇ の Ｔ Ｃ Ｒ ／ Ｃ Ｄ ４ 認 識 は 、 安 定 な Ｔ － Ｂ 連 結 相 互 作 用 対
（ cognate pairs） の 形 成 並 び に 両 方 向 の Ｔ 及 び Ｂ 細 胞 活 性 化 で 起 こ る （ Sandersら ， 1986
； Snowら ， 1983； Krusemeierら ， 1988； Noelleら ， 1989； Bartlettら ， 1989； Kupferら ，
 1987） 。 エ フ ェ ク タ ー フ ェ ー ズ に お い て 、 活 性 化 さ れ た Ｔ 細 胞 は 、 リ ン フ ォ カ イ ン を 分
泌 す る こ と に よ っ て （ Noelleら ， 1983； Thompsonら ， 1985） 、 及 び 接 触 依 存 性 の 刺 激 に よ
っ て （ Noelleら ， 1989； Clementら ， 1984； Crowら ， 1986； Brianら ， 1988； Hirohataら ，
1988； Joverら ， 1989； Whalenら ， 1988； Pollokら ， 1991； Bartlettら ， 1990） Ｂ 細 胞 を
分 化 さ せ る 。 こ れ ら は 両 方 と も 、 Ｔ 細 胞 が 小 さ な 増 殖 し て い な い Ｂ 細 胞 を 最 終 的 に Ｉ ｇ 分
泌 細 胞 に 分 化 さ せ る の に 必 要 で あ る （ Clementら ， 1984； Martinezら ， 1981； Anderssonら
，  1980）
　 Ｔ 細 胞 が 補 助 す る 誘 導 フ ェ ー ズ は Ａ ｇ － 依 存 性 及 び Ｍ Ｈ Ｃ － 制 限 性 で あ る が （ Janeway
ら ， 1988； Katzら ， 1973； Zinkernagle， 1978a； Sprent， 1978a； Jonesら ， 1981； Julius
ら ， 1982； Chestnutら ， 1981； Anderssonら ， 1980） Ｔ 細 胞 ヘ ル パ ー 機 能 の エ フ ェ ク タ ー
フ ェ ー ズ は 、 Ａ ｇ － 独 立 性 及 び Ｍ Ｈ Ｃ － 非 制 限 性 で あ り 得 る （ Clementら ， 1984； Hirohat
aら ， 1988； Whalenら ， 1988； Anderssonら ， 1980； DeFrancoら ， 1984； Juliusら ， 1988a
； Juliusら ， 1988b； Riedelら ， 1988； Owens， 1988； Cambierら ， 1988； Tohmaら ， 1991；
 Lohoffら ， 1977） 。 追 加 の 対 照 的 な 性 質 は 、 Ｔ 細 胞 が 補 助 す る 誘 導 フ ェ ー ズ が 、 し ば し
ば Ｃ Ｄ ４ 分 子 を 必 要 と し 、 抗 － Ｃ Ｄ ４  ｍ Ａ ｂ に よ っ て 阻 害 さ れ る こ と で あ る （ Rogozinsk
yら ， 1984） 。 こ れ に 対 し て 、 ヘ ル パ ー エ フ ェ ク タ ー 機 能 は 、 Ｃ Ｄ ４ 分 子 を 必 要 と せ ず （ F
riedmanら ， 1986） 、 抗 － Ｃ Ｄ ４  ｍ Ａ ｂ に よ っ て 阻 害 さ れ な い （ Brian， 1988； Hirohata
ら ， 1988； Whalenら ， 1988； Tohmaら ， 1991） 。 非 特 異 的 な ヘ ル パ ー エ フ ェ ク タ ー 機 能 は
、 抗 原 特 異 的 な 連 結 相 互 作 用 対 を 伴 っ た Ｔ － Ｂ 細 胞 相 互 作 用 の 局 剤 化 す る 性 質 に よ っ て 、
特 異 的 な Ｂ 細 胞 標 的 上 に 集 め ら れ る と 信 じ ら れ て い る （ Bartlettら ， 1989； Kupferら ， 19
87； Pooら ， 1988） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Ｂ 細 胞 分 化 の 終 末 は 、 接 触 及 び リ ン フ ォ カ イ ン の 両 方 で 媒 介 さ れ た Ｔ 細 胞 か ら の 刺 激 を
必 要 と す る が 、 Ｂ 細 胞 分 化 の 中 間 段 階 は 、 分 泌 さ れ る フ ァ ク タ ー を 欠 い た 状 態 で 活 性 化 さ
れ た Ｔ 細 胞 表 面 に よ っ て 誘 導 さ れ う る （ Crowら ， 1986； Brianら ， 1988； Sekitaら ， 1988
； Hodgkinら ， 1990； Noelleら ， 1991； Kubotaら ， 1991） 。 Ｂ 細 胞 に 関 す る こ れ ら の 中 間
体 効 果 に は 、 表 面 Ｃ Ｄ ２ ３ 発 現 の 誘 導 （ Crowら ， Joverら ， 1989； Crowら ， 1989） 、 細 胞
分 裂 の 進 行 に 伴 っ た 酵 素 の 誘 導 （ Pollokら ， 1991） 及 び リ ン フ ォ カ イ ン に 対 す る 応 答 性 の
誘 導 （ Noelleら ， 1989； Pollokら ， 1991； Tphmaら ， Hodgkinら ， 1990； Noelleら ， 1991；
 Kubotaら ， 1991） が 含 ま れ る 。 Ｂ 細 胞 を 活 性 化 さ せ る 活 性 化 誘 導 Ｔ 細 胞 表 面 分 子 は 同 定
さ れ て い な い が 、 機 能 性 の 研 究 は 、 こ れ ら の 誘 導 及 び 生 化 学 の 幾 つ か の 特 徴 を 示 し て い る

10

20

30

40

50

(3) JP 2007-332150 A 2007.12.27



。 第 一 に 、 Ｔ 細 胞 は 、 Ｂ 細 胞 を ４ ～ ８ 時 間 刺 激 し 、 つ い で 活 性 化 す る 能 力 を 身 に つ け て い
る （ Bartlettら ， 1990； Tohmaら ， 1991） 。 第 二 に 、 活 性 化 さ れ た Ｔ 細 胞 の 表 面 に 関 連 づ
け ら れ る Ｂ 細 胞 刺 激 活 性 は 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 固 定 細 胞 上 （ Noelleら ， 1989； Crowら
，  1986； Pollokら ， 1991； Tohmaら ， 1991；  Kubotaら ， 1991） 、 及 び 精 製 さ れ た 膜 フ ラ
グ メ ン ト 上 （ Hodgkinら ， 1990； Martinezら ， 1981） で 保 持 さ れ る 。 第 三 に 、 Ｂ 細 胞 刺 激
活 性 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 に 対 し て 敏 感 で あ る （ Noelleら ， 1989； Sekitaら ， 1988； Hodg
kinら ， 1990） 。 第 四 に 、 こ れ ら の 表 面 活 性 構 造 を 取 得 し 、 次 い で Ｔ 細 胞 活 性 化 を 起 こ す
プ ロ セ ス は 、 シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド に よ っ て 阻 害 さ れ る （ Tohmaら ， 1991； Hodgkinら ， 1990）
。 こ れ ら の 研 究 は 、 Ｂ 細 胞 に 接 触 依 存 性 刺 激 を 伝 達 す る 活 性 化 誘 導 Ｔ 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質
の 存 在 を 強 く 示 唆 し て い る が 、 こ の よ う な 構 造 の 分 子 の 同 一 性 は 、 ま だ 不 明 の ま ま で あ る
。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 表 面 Ｃ Ｄ ２ ３ 分 子 を 発 現 し 、 レ ク チ ン の 存 在 下 で Ｂ 細 胞 の 終 末 分 化 を 補 助 す る よ う に Ｂ
細 胞 を 活 性 化 す る と い う ユ ニ ー ク で 機 能 的 な 可 能 性 を 有 す る Ｃ Ｄ ４ - 1 Jurkatサ ブ ク ロ ー ン
（ Ｄ １ ． １ ） の 単 離 は 、 以 前 に 報 告 さ れ て い る （ Yeilinら ， 1991） 。 JurkatＤ １ ． １ は 、
多 数 の 関 連 の な い ド ナ ー か ら の Ｂ 細 胞 を 活 性 化 し 、 こ の Ｄ １ ． １ の 効 果 が 、 Ａ ｇ 独 立 性 で
あ り 、 Ｍ Ｈ Ｃ 非 制 限 性 で あ る こ と を 示 唆 し た 。 JurkatＤ １ ． １ で 媒 介 さ れ る Ｂ 細 胞 の 活 性
化 の メ カ ニ ズ ム は 、 細 胞 － 細 胞 接 触 か 、 又 は 細 胞 が か な り 近 接 す る こ と に 依 存 す る こ と が
見 い 出 さ れ て い る 。 こ れ は 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 固 定 Ｄ １ ． １ 細 胞 で あ る が フ ァ ク タ ー
を 分 泌 し な い も の が 、 Ｂ 細 胞 Ｃ Ｄ ２ ３ を 誘 導 す る 能 力 を 有 し て い る た め で あ る 。 加 え て 、
Ｂ 細 胞 上 の Ｄ １ ． １ の 効 果 は 、 抗 － Ｉ Ｌ ４ 抗 体 に よ っ て 阻 害 さ れ な い 。 更 に 、 Ｂ 細 胞 上 の
Ｄ １ ． １ の 効 果 は 、 Ｉ Ｌ － ４ の 効 果 か ら 明 瞭 で あ る 。 こ れ は 、 Ｄ １ ． １ ２ で は な く 、 ｒ Ｉ
Ｌ － ４ か ら Ｂ 細 胞 表 面 Ｉ ｇ Ｍ （ ｓ Ｉ ｇ Ｍ ） の 上 方 調 節 を 誘 導 す る か ら で あ る （ Yellinら ，
 1991； Shieldsら ， 1989） 。 ま と め て 考 え る と 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 JurkatＤ １ ． １ 及 び
活 性 化 さ れ た Ｃ Ｄ ４ +  Ｔ 細 胞 が 、 Ｔ 細 胞 に よ っ て 補 助 さ れ る 接 触 依 存 性 要 素 を Ｂ 細 胞 に 与
え る 表 面 構 造 を 分 担 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 出 願 に お い て 、 ネ ズ ミ Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ  ２ ｍ Ａ ｂ （ ５ ｃ ８ ） が 生 成 さ れ 、 こ れ は 、 Ｄ １ ．
１ で 媒 介 さ れ た Ｂ 細 胞 活 性 化 を 阻 害 し 、 及 び Ｄ １ ． １ の 表 面 か ら の 、 新 規 な ３ ０ キ ロ ダ ル
ト ン （ ｋ Ｄ ） の 非 ス ル フ ィ ド 結 合 性 タ ン パ ク 質 を イ ム ノ プ レ シ ピ テ ー シ ョ ン さ せ る 。 通 常
の Ｔ 細 胞 で は 、 ５ ｃ ８ 抗 原 は 、 活 性 化 さ れ た Ｃ Ｄ ４ +  Ｔ 細 胞 上 で 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 及 び タ ン パ ク
質 合 成 に 要 求 さ れ る よ り も 幾 分 過 渡 的 に 発 現 さ れ る 。 機 能 性 の 研 究 で は 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８
は Ｂ 細 胞 の 活 性 化 及 び 終 末 分 化 を 媒 介 す る Ｔ 細 胞 の 能 力 を 阻 害 す る 。 ま と め て 考 え る と 、
こ れ ら の デ ー タ は 、 ５ ｃ ８  Ａ ｇ が 、 Ｂ 細 胞 分 化 の た め の 接 触 依 存 性 刺 激 を 媒 介 す る 活 性
化 誘 導 Ｔ 細 胞 表 面 構 造 の 重 要 な 成 分 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 〔 本 発 明 の 概 要 〕
　 本 発 明 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ ATCCア ク セ ス 番 号 HB10916） か ら 生 産 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ５ ｃ ８ に よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と が で き る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 ま た ハ イ ブ リ ド ー マ （ ATCCア ク セ ス 番 号 HB10916） に よ
っ て 生 産 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ５ ｃ ８ も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 Ｄ １ ． １ （ ATCCア ク セ ス 番 号 HBCRL10915） と 称 さ れ る ヒ ト Ｃ Ｄ ４ Ｔ 細 胞 白 血
病 細 胞 株 で あ っ て 、 接 触 依 存 性 ヘ ル パ ー 機 能 を 構 造 的 に Ｂ 細 胞 に 与 え る も の を 提 供 す る 。
本 発 明 は ま た 、 活 性 化 さ れ た Ｔ 表 面 か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 も 提 供 す る 。 こ こ で 、 該 タ
ン パ ク 質 は 、 Ｔ 細 胞 が Ｂ 細 胞 を 活 性 化 す る た め に 必 要 な も の で あ る 。 本 発 明 は 、 更 に 活 性
化 さ れ た Ｔ 細 胞 表 面 か ら 単 離 さ れ た 安 定 な タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 こ こ で 、 該 タ ン パ ク 質
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は 、 Ｔ 細 胞 が Ｂ 細 胞 を 活 性 化 す る た め に 必 要 な も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 更 に ハ イ ブ リ ド ー マ （ ATCCア ク セ ス 番 号 HB10916） か ら 生 産 さ れ る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 ５ ｃ ８ に よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー デ ィ ン グ す る 単 離 さ
れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ に つ い て の Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ア ク セ ス 番 号 Ｈ Ｂ １ ０
９ １ ６ 及 び Ｄ １ ． １ に つ い て の Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ア ク セ ス 番 号 Ｈ Ｂ Ｃ Ｒ Ｌ １ ０ ９ １ ５ は 、 い ず れ も
ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ く Ａ Ｔ Ｃ Ｃ へ の 国 際 寄 託 の 受 託 番 号 で あ る 。
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 〔 図 面 の 説 明 〕
　 図 １ ． Ｃ Ｄ ４ - Jurkat Ｄ １ ． １ .の 細 胞 表 面 の 表 現 型 。 Ｃ Ｄ ４ - Jurkat Ｄ １ ． １ .と Ｃ Ｄ
４ + Ｂ 2.7 の 蛍 光 ヒ ス ト グ ラ ム （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） 分 析 の 結 果 を 示 し た 。 Ｙ 軸 は 細 胞 数 を 、 Ｘ 軸
は 相 対 蛍 光 強 度 を 表 す 。 使 用 し た ｍ Ａ ｂ は ： Ｏ Ｋ Ｔ 3（ 抗 Ｃ Ｄ 3） 、 Ｏ Ｋ Ｔ 4（ 抗 Ｃ Ｄ 4） 、
Ｗ 6/32（ 抗 Ｍ Ｈ Ｃ  Ｉ ） で あ る 。 “ コ ン ト ロ ー ル ” は 一 次 ｍ Ａ ｂ 非 存 在 下 で の バ ッ ク グ ラ
ウ ン ド 染 色 （ 強 度 ） を 示 す 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 図 ２ ． Jurkat Ｄ １ ． １ は 休 止 Ｂ リ ン パ 球 上 で Ｃ Ｅ 23の 発 現 を 誘 導 す る 。 単 独 で 、 あ る
い は Ｃ Ｄ ４ - Jurkat（ Ｄ １ ． １ ） 、 も し く は Ｃ Ｄ ４ + Jurkat（ Ｂ 2.7） と 共 に 24時 間 培 養 し
た 後 の 、 粘 性 を 失 っ た 高 密 度 Ｂ 細 胞 の ２ 色 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 の 結 果 を 示 す 。 分 析 に は 抗 Ｉ ｇ Ｍ
－ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ も し く は 抗 Ｃ Ｄ 20（ Leu-16） － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ （ Ｘ 軸 上 ） と 抗 Ｃ Ｄ 23－ Ｐ Ｅ （ Ｙ 軸 上
） （ Becton-Dickinson） を 用 い た 。 各 ヒ ス ト グ ラ ム の 右 上 に 示 し た 数 値 は 、 両 分 子 を 発 現
す る ゲ ー ト さ れ た （ gated） 全 細 胞 の 割 合 を 表 す 。 JurkatＤ １ ． １ で 培 養 し た Ｂ 細 胞 ポ ピ
ュ レ ー シ ョ ン は 、 Ｂ 2.7（ 16％ の Ｉ ｇ Ｍ + 細 胞 と 16％ の Ｃ Ｄ 20 + 細 胞 ） で 培 養 し た Ｂ 細 胞 と
比 較 し て Ｉ ｇ Ｍ + 細 胞 の 66％ 、 Ｃ Ｄ 20 + 細 胞 の 69％ で Ｃ Ｄ 23を 発 現 し た 。 本 実 験 で は 、 単 色
Ｆ Ａ Ｃ Ｓ は 、 Ｃ Ｄ 3（ Ｏ Ｋ Ｔ 3） +  2％ 、 Ｉ ｇ Ｍ +  84％ 、 Ｃ Ｒ 2（ Ｈ Ｂ -5） +  84％ お よ び Ｃ Ｄ
（ Leu-16） +  87％ と な る 小 さ な 高 密 度 Ｂ 細 胞 の ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 図 ３ ． Ｄ １ ． １ に 誘 導 さ れ た Ｃ Ｄ 23発 現 の 投 与 応 答 。 種 々 の 割 合 の Ｄ １ ． １ 、 Ｂ 2.7細
胞 ま た は 細 胞 上 清 と 共 に 24時 間 培 養 し た 後 に 、 Ｃ Ｄ 23を 発 現 す る Ｉ ｇ Ｍ + 細 胞 の 割 合 を 示
す 。 実 験 の 条 件 と ２ 色 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 は 、 図 ２ に 示 す 通 り で あ る 。 凡 例 で は 、 2× 10 5 細 胞 に
添 加 さ れ る Jurkatsの 比 率 を 図 示 す る よ う に 変 化 さ せ た こ と を 除 い た 。 上 清 は 、 1× 10 5  Ｄ
１ ． １ も し く は Ｂ 2.7細 胞 を  Iscove's 改 良  Dulbecco 培 地 ／ 10％ Ｆ Ｃ Ｓ  1ｍ Ｌ 中 で 培 養
し 、 48時 間 後 に 採 取 し た 。 ま た そ の 後 Ｂ 細 胞 へ 添 加 す る 前 に  0.2ｍ μ の フ ィ ル タ ー を 通 し
た 。 Ｉ ｇ Ｍ + 細 胞 の Ｃ Ｄ 23発 現 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 値 （ Ｂ 細 胞 の み ） は 、 12％ で あ っ た
。 Ｂ 細 胞 ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン は 、 本 実 験 で は Ｉ ｇ Ｍ +  が 65％ で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 図 ４ ． こ の 図 は 、 Ｐ Ｈ Ａ 存 在 下 で JurkatＤ １ ． １ が Ｂ 細 胞 の 増 殖 を 誘 導 す る こ と を 示 す
。 ｒ Ｉ Ｌ -2（ 25Ｕ ／ ｍ Ｌ ） 、 ｒ Ｉ Ｌ -4（ 25Ｕ ／ ｍ Ｌ ） 、 Ｐ Ｈ Ａ （  5ｕ ｇ ／ ｍ Ｌ ） ま た は コ
ン ト ロ ー ル 培 地 の 指 示 さ れ た 組 み 合 わ せ の 存 在 下 で 、 マ イ ト マ イ シ ン － Ｃ 処 理 さ れ た Jurk
at細 胞 と 共 に 培 養 し た Ｂ 細 胞 の ［ Ｈ 3 ］ チ ミ ジ ン の 取 り 込 み を 示 す 。 エ ラ ー バ ー は 、 ３ 回
の 培 養 の 平 均 値 の 標 準 偏 差 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 図 ５ ． JurkatＤ １ ． １ は 、 Ｉ ｇ 分 泌 細 胞 へ の Ｂ 細 胞 の 分 化 を 誘 導 す る 。 Ａ ． Ｐ Ｗ Ｍ 欠 乏
下 で 、 Ｂ 細 胞 に 対 し て 指 示 さ れ た 割 合 の JurkatＤ １ ． １ も し く は Ｂ 2.7 に よ り 誘 導 さ れ る
Ｂ 細 胞 10 5 個 当 り の プ ラ ー ク 形 成 コ ロ ニ ー の 数 。 Ｂ ． 1Ａ ） と 同 様 の 実 験 か ら 得 ら れ た 上 清
中 の Ｉ ｇ Ｇ 。 Ｅ - 細 胞 は 、 Ｅ ロ セ ッ タ （ rosette） が な く 、 粘 着 性 が な い 高 密 度 の パ ー コ ー
ル ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン で あ り 、 そ れ は 優 勢 な Ｂ 細 胞 で あ る 。 Ｅ + 細 胞 は 、 Ｅ ロ セ ッ タ が ポ ジ
テ ィ ブ で 、 マ イ ト マ イ シ ン Ｃ 処 理 し た 休 止 Ｔ 細 胞 で あ る 。 Ｉ ｇ の 測 定 は 定 量 サ ン ド イ ッ チ
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ り 行 っ た 。 エ ラ ー バ ー は は 標 準 曲 線 を 基 に 計 算 さ れ た 標 準 偏 差 を 表 す 。
【 ０ ０ １ ６ 】
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　 図 ６ ． Ｄ １ ． １ で は な く ｒ Ｉ Ｌ -4が Ｂ 細 胞 の sigM発 現 を 増 加 さ せ た 。 図 ３ と 同 様 の 実 験
の 結 果 得 ら れ た ２ 色 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 を 示 す 。 示 さ れ た 抗 Ｉ Ｌ -4の 濃 度 は 1.25μ ｇ ／ ｍ Ｌ で あ
り 、 ｒ Ｉ Ｌ -4は 50Ｕ ／ ｍ Ｌ で あ る 。 Ｉ ｇ Ｍ の メ ジ ア ン チ ャ ン ネ ル 蛍 光 (median channel fl
uorescence) は 右 の カ ラ ム で 示 す 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 図 ７ ． ｍ Ａ ｂ  5ｃ 8 の JurkatＤ １ ． １ 細 胞 へ の 結 合 。 Ｃ Ｄ ４ - Jurkat Ｄ １ ． １ と Ｃ Ｄ ４
+ Jurkat Ｂ 2.7細 胞 の 蛍 光 ヒ ス ト グ ラ ム 分 析 （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） を 示 す 。 Ｙ 軸 は 細 胞 数 を 示 し 、
Ｘ 軸 は 相 対 蛍 光 強 度 を 示 す 。 用 い た ｍ Ａ ｂ は ： Ｏ Ｋ Ｔ 3（ 抗 Ｃ Ｄ 3） 、 Ｏ Ｋ Ｔ 4（ 抗 Ｃ Ｄ 4）
、 Ｏ Ｋ Ｔ 8（ 抗 Ｃ Ｄ 8） 、 Ｗ 6/32（ 抗 Ｍ Ｈ Ｃ  Ｉ ） お よ び ｍ Ａ ｂ  5ｃ 8 で あ る 。 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ は
コ ン ト ロ ー ル ｍ Ａ ｂ と マ ッ チ し た ア イ ソ タ イ プ の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 （ 強 度 ） を 表 す 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 図 ８ ． ｍ Ａ ｂ  5ｃ 8 は 、 Ｂ リ ン パ 球 に よ り Ｃ Ｄ 23の 発 現 を 誘 導 す る JurkatＤ １ ． １ を 阻
害 す る 。 培 地 の み 、 Ｂ 2.7 も し く は Ｄ １ ． １ Jurkat ク ロ ー ン を 加 え た 培 地 を ２ ４ 時 間 培
養 し 、 粘 性 を 失 っ た 高 密 度 Ｂ 細 胞 の ２ 色 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 を 示 す 。 そ し て こ こ で は 、 抗 Ｉ ｇ Ｍ
－ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ （ Ｘ 軸 ） ま た は 抗 Ｃ Ｄ 23－ Ｐ Ｅ （ Ｙ 軸 ） を 用 い た 。 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ト レ ー シ ン グ (tra
cing) の 右 上 の 数 値 は 、 Ｃ Ｄ 23を 発 現 す る Ｉ ｇ Ｍ + 細 胞 の 割 合 を 表 す 。 ｍ Ａ ｂ  Ｗ 6/32は  1
μ ｇ ／ ｍ Ｌ 存 在 し 、 ｍ Ａ ｂ  5ｃ 8 は ハ イ ブ リ ド ー マ の 上 清 を 200 倍 希 釈 し た も の で あ る 。
ネ ズ ミ の Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ  ｍ Ａ ｂ  Ｗ 6/32は 、 ク ラ ス Ｉ 　 Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 上 の 同 一 構 造 決 定 基 （ mono
morphic determinant） を 認 識 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 図 ９ ． ｍ Ａ ｂ  5ｃ 8 と コ ン ト ロ ー ル ｍ Ａ ｂ に よ り 免 疫 沈 降 し た 表 面 蛋 白 の Ｓ Ｄ Ｓ ／ Ｐ Ａ
Ｇ Ｅ 分 析 。 2-Ｍ Ｅ の 存 在 下 （ 還 元 基 、 Ｒ ） ま た は 非 存 在 下 （ 非 還 元 基 、 Ｎ Ｒ ） に お い て 12
.5％ の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド に て 分 離 さ れ た 、 表 面 を ヨ ウ 素 処 理 し た JurkatＤ １ ． １ 、 Jurk
atＢ 2.7細 胞 の 細 胞 溶 解 物 由 来 の ｍ Ａ ｂ  5ｃ 8 ま た は コ ン ト ロ ー ル の ｍ Ａ ｂ と の 免 疫 沈 降
物 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム を 示 す 。 示 さ れ た ｍ Ａ ｂ は 、 抗 Ｃ Ｄ 28（ Ｋ Ｏ Ｌ Ｔ -4） と 抗 Ｍ Ｈ Ｃ
ク ラ ス Ｉ （ Ｗ 6/32） で あ る 。 分 子 量 マ ー カ ー は 、 ラ ベ ル 処 理 前 の ス タ ン ダ ー ド の 移 動 度 を
表 す 。 Ｎ Ｍ Ｓ ： 正 常 マ ウ ス 血 清 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 図 １ ０ ． Ｔ 細 胞 の 活 性 化 と 活 性 化 さ れ た Ｔ 細 胞 の 抗 原  5ｃ 8 の 発 現 に お け る 代 謝 的 阻 害
因 子 の 影 響 。 示 さ れ て い る よ う に ｍ Ａ ｂ  5ｃ 8 も し く は 抗 Ｃ Ｄ 69を 用 い 、 休 止 状 態 ま た は
活 性 化 状 態 の Ｔ 細 胞 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ヒ ス ト グ ラ ム を 表 す 。 Ｔ 細 胞 の 活 性 は 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン
Ｄ （ 10μ Ｍ ） も し く は シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド （  100μ Ｍ ） 存 在 下 に ５ 時 間 放 置 後 、 Ｐ Ｍ Ａ （ 10
ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ ） 、 Ｐ Ｈ Ａ （ 10μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） に よ り 測 定 し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 図 １ １ ． 単 離 さ れ た Ｃ Ｄ ４ +  、 Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 サ ブ セ ッ ト 上 で の  5ｃ 8 の 発 現 の カ イ ネ
テ ィ ク ス 。 直 前 に 精 製 調 製 し た Ｔ 細 胞 サ ブ セ ッ ト を Ｐ Ｈ Ａ （ 10μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） 、 Ｐ Ｍ Ａ （ 10
ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ ） で 活 性 化 し た 後 の 、 Ｃ Ｄ ４ + 細 胞 （ ａ ， ｂ ， ｃ ） ま た は Ｃ Ｄ ８ + 細 胞 （ ｄ ， ｅ
， ｆ ） の 示 さ れ た 時 間 毎 蛍 光 ヒ ス ト グ ラ ム を 示 す 。 実 線 ： 5ｃ 8 の 結 合 ； 破 線 ： Ｉ ｇ Ｇ ２
ａ コ ン ト ロ ー ル ；  点 線 ： 抗 Ｃ Ｄ 69。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 図 １ ２ ． Ｄ １ ． １ は 、 Ｂ 細 胞 上 で の 表 面 Ｃ Ｄ 23の 発 現 を 誘 導 し 、 Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ 266 で も 幾
分 か 発 現 を 誘 導 す る 。 そ れ は ｍ Ａ ｂ  5ｃ 8（ 抗 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ） ま た は ｍ Ａ ｂ  Ｇ 28-5（ 抗 Ｃ Ｄ
40） に よ り 阻 害 さ れ る 。 図 示 さ れ る よ う に Jurkatク ロ ー ン Ｄ １ ． １ も し く は Ｂ 2.7 と の 培
養 後 の 、 Ｂ 細 胞 （ 左 の カ ラ ム ） も し く は Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ 266（ 右 の カ ラ ム ） の Ｙ 軸 上 の 抗 Ｃ Ｄ 2
3Ｐ Ｅ と Ｘ 軸 上 の 抗 Ｉ ｇ Ｍ 　 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ の ２ 色 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ヒ ス ト グ ラ ム を 示 す 。 右 上 の 数 値
は 、 Ｂ 細 胞 を 含 む 実 験 に お け る 表 面 Ｃ Ｄ 23を 発 現 す る Ｉ ｇ Ｍ +  Ｂ 細 胞 の 割 合 、 ま た は Ｒ Ａ
Ｍ Ｏ Ｓ 266 実 験 に お け る Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ 266 上 で の Ｃ Ｄ 23の メ ジ ア ン 蛍 光 強 度 （ 測 定 ） を 示 す
。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 図 １ ３ ． 扁 桃 の Ｂ 細 胞 に 対 す る Ｄ １ ． １ の 影 響 。 ２ 色 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 に よ る Ｃ Ｄ 23を 発 現
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す る Ｉ ｇ Ｍ +  Ｂ 細 胞 の 割 合 を 表 す 。 こ こ で は Ｄ １ ． １ ま た は Ｂ 2.7細 胞 は 、 ｍ Ａ ｂ  5ｃ 8（
Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 抗 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ） 、 Ｗ 6/32（ Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 抗 ク ラ ス Ｉ 　 Ｍ Ｈ Ｃ ） 、 抗 Ｌ Ｆ Ala（ Ｉ
ｇ Ｇ 1） お よ び Ｂ － Ｂ 20（ Ｉ ｇ Ｇ 1 抗 Ｃ Ｄ 40） 存 在 下 で 、 18時 間 、 扁 桃 Ｂ 細 胞 と 培 養 し た
後 に 用 い た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 図 １ ４ ． Ｄ １ ． １ － Ｂ 細 胞 活 性 化 に お け る Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ と Ｃ Ｄ 40の 役 割 。 Jurkatク ロ ー ン
Ｄ １ ． １ も し く は Ｂ 2.7 と 共 に 、 あ る い は 図 示 さ れ る リ ン ホ カ イ ン の 存 在 下 で 18時 間 培 養
し た 後 の 、 表 面 Ｃ Ｄ 23を 発 現 す る Ｉ ｇ Ｍ +  Ｂ 細 胞 の 割 合 （ 左 側 　 Ｙ 軸 、 縞 模 様 バ ー ） と Ｒ
Ａ Ｍ Ｏ Ｓ 266 の Ｃ Ｄ 23メ ジ ア ン 蛍 光 強 度 （ 右 側 　 Ｙ 軸 、 網 目 模 様 バ ー ） を 示 す ２ 色 Ｆ Ａ Ｃ
Ｓ の 棒 グ ラ フ を 示 す 。 （ a.） ｒ Ｉ Ｌ 4 と ｒ Ｉ Ｋ -2は 10ユ ニ ッ ト ／ ｍ Ｌ 、 抗 Ｉ Ｌ -4と 抗 Ｇ Ｍ
－ Ｃ Ｓ Ｆ （ “ Ｃ Ｓ Ｆ ” ） は 10μ ｇ ／ ｍ Ｌ 存 在 す る 。 （ b.） 示 さ れ た ｍ Ａ ｂ は 飽 和 濃 度 ま で
培 養 開 始 時 に 添 加 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 図 １ ５ ． 末 梢 性 Ｂ 細 胞 の Ｄ １ ． １ 活 性 化 に 対 す る 抗 Ｃ Ｄ 40ｍ Ａ ｂ の 影 響 。 図 示 さ れ た ｍ
Ａ ｂ の 存 在 下 で 18時 間 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 と 培 養 し た Ｉ ｇ Ｍ +  Ｂ 細 胞 の ２ 色 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 の 結
果 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 図 １ ６ ． Ｂ 細 胞 Ｃ Ｄ 23発 現 に 対 す る 抗 Ｃ Ｄ 40の Ｃ Ｄ 32 +  Ｌ 細 胞 へ 及 ぼ す 影 響 。 図 示 さ れ
た ｍ Ａ ｂ も し く は コ ン ト ロ ー ル 培 地 存 在 下 で 、 Ｉ － Ａ +  Ｌ 細 胞 （ Ｌ 細 胞 ） も し く は Ｆ ｃ Ｒ
ｇ II +  Ｌ 細 胞 （ Ｃ Ｄ 32 +  Ｌ 細 胞 ） の 単 層 と 共 に 18時 間 培 養 を 行 な っ た 後 の 、 （ a.） 末 梢 性
Ｂ 細 胞 ま た は Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ 266 、 お よ び （ b.） 扁 桃 と 脾 臓 の Ｂ 細 胞 の ２ 色 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 の 結
果 を 示 す 。 （ a.） で は 左 側 の Ｙ 軸 は Ｃ Ｄ 23を 発 現 す る Ｉ ｇ Ｍ +  Ｂ 細 胞 の 割 合 を 示 し 、 右 側
の Ｙ 軸 は Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ 上 で の Ｃ Ｄ 23の Ｍ Ｆ Ｉ を 示 す （ 図 １ で 凡 例 に 示 さ れ て る ） 。 （ b.） で
は “ コ ン ト ロ ー ル ” と は 扁 桃 を 用 い た 実 験 の 抗 Ｌ Ｆ Ala お よ び 脾 臓 を 用 い た 実 験 の 抗 Ｃ Ｒ
2（ Ｔ Ｈ Ｂ -5） を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 図 １ ７ ． ヒ ト 正 常 リ ン パ 球 組 織 で の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 は 、 （ A.、 B.） 正
常 な 扁 桃 （ A.× 25、 B.× 40） と （ c.） 正 常 な リ ン パ 節 （ × 25） 並 び に 正 常 な 脾 臓 （ D.× 25
； E.× 63） の 凍 結 し た 組 織 断 片 で 評 価 し た 。 こ こ で は ｍ Ａ ｂ  5ｃ 8 と 改 変 Ａ Ｂ Ｃ 技 術 （ 材
料 と 方 法 参 照 ） を 用 い た 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 陽 性 は 、 膜 の 染 色 と し て 現 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 図 １ ８ ． Ｔ － Ｂ 分 子 の 相 互 作 用 モ デ ル 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 図 １ ９ ． 慢 性 関 節 リ ュ ー マ チ の 滑 膜 パ ン ヌ ス に お け る Ｃ Ｄ ４ + Ｔ リ ン パ 球 上 で の Ｔ － Ｂ
Ａ Ｍ の 発 現 。 活 性 型 、 細 胞 性 の 慢 性 関 節 リ ュ ー マ チ の 患 者 に 由 来 す る 滑 膜 パ ン ヌ ス で の １
つ の リ ン パ 小 節 に お け る 免 疫 化 学 的 な 染 色 区 分 を 示 す 。 （ a,b） 抗 Ｃ Ｄ 3 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ
ジ ン （ Ｄ Ａ Ｂ ） 染 色 （ a.ロ ー パ ワ ー 、 b.ハ イ パ ワ ー ） 。 （ c） 抗 Ｃ Ｄ 4（ ブ ル ー フ シ ン 、 Ａ
Ｐ Ａ Ｐ 染 色 ） と 抗 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ （ ｍ Ａ ｂ  5ｃ 8 、 褐 色 、 Ｄ Ａ Ｂ ） に よ る 二 重 染 色 。 （ d） 抗
Ｃ Ｄ 8（ ブ ル ー フ シ ン 、 Ａ Ｐ Ａ Ｐ 染 色 ） お よ び 抗 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ （ ｍ Ａ ｂ  5ｃ 8 、 褐 色 、 Ｄ Ａ
Ｂ ） 。 こ れ ら の 標 本 は 全 て 、 慢 性 関 節 リ ュ ー マ チ の 滑 膜 の 炎 症 に 関 わ る Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 上
で Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ が 発 現 す る こ と 示 す 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 図 ２ ０ Ａ ． 浸 潤 性 乾 癬 損 傷 の Ｔ リ ン パ 球 で の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 。 乾 癬 損 傷 由 来 皮 膚 生 検
標 本 の 免 疫 化 学 的 な 染 色 （ a.ロ ー パ ワ ー ） 、 （ b.ハ イ パ ワ ー ） － 皮 膚 で の Ｔ 細 胞 の 浸 潤 を
示 す 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 は 、 ｍ Ａ ｂ  5ｃ 8 と ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ Ｄ Ａ Ｂ ） （ 褐 色 ） に よ り
検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 図 ２ １ ． 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 細 胞 で の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ + Ｔ 細 胞 （ 褐 色 、
Ｄ Ａ Ｂ ） を 示 す 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 を 保 持 す る 患 者 ２ 人 の リ ン パ 節 に 由 来 す る 免 疫 化 学 的
な 標 本 を 示 す （ a.630× お よ び b.400× ） 。
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【 ０ ０ ３ ２ 】
　 〔 発 明 の 詳 細 な 説 明 〕
　 こ の 発 明 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号 Ｈ Ｂ  10916の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体  5ｃ 8 に よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 と 結 合 可 能 な モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ の 発 明 は 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 の 表 面 に 位 置 す る タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し 、 か つ こ の タ
ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成 し 、 そ れ に よ り Ｂ 細 胞 の Ｔ 細 胞 活 性 化 を 阻 害 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 提 供 す る 。 活 性 化 Ｔ 細 胞 は 、 通 常 、 動 物 の リ ン パ 節 の 胚 中 心 に の み 見 出 さ れ る 。 し
か し な が ら 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 は 、 Ｔ 細 胞 腫 瘍 、 例 え ば 、 Ｔ 細 胞 白 血 病 お よ び リ ン パ 腫 に 罹 患
し た 動 物 の 末 梢 血 ま た は 慢 性 間 接 リ ウ マ チ お よ び 乾 癬 の よ う な 疾 患 の 浸 潤 組 織 に 見 出 さ れ
る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ こ に 記 載 さ れ 、 請 求 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 リ ン パ 節 の 胚 中 心 に お い て Ｂ 細 胞
と 相 互 作 用 す る Ｔ 細 胞 に 結 合 し 、 健 常 個 体 の 他 の Ｔ 細 胞 に は 結 合 し な い 。 Ｔ 細 胞 表 面 上 の
タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し 、 か つ こ の タ ン パ ク 質 と 結 合 し て 、 そ れ に よ り Ｂ 細 胞 の 活 性
化 を 阻 害 す る こ と が 当 業 者 に 知 ら れ て い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 例 え ば 、 抗 Ｃ Ｄ 28モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 抗 Ｌ Ｆ Ａ -1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 を 区 別 し な い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ の 発 明 の 目 的 の た め に は 、 “ 活 性 化 Ｔ 細 胞 ” は 、 休 止 Ｂ 細 胞 に Ｔ 細 胞 ヘ ル パ ー 機 能 を
付 与 し 得 る Ｔ 細 胞 で あ る 。 こ の 発 明 の 目 的 の た め に は 、 “ リ ン パ 節 の 胚 中 心 ” は 、 Ｔ 細 胞
が Ｂ 細 胞 に Ｔ 細 胞 ヘ ル パ ー 機 能 を 付 与 す る リ ン パ 節 の 領 域 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 こ の 発 明 に 目 的 の た め に は 、 “ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ” は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ っ て
産 生 さ れ る 抗 体 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 合 成 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 作 製 方 法 は 当 業 者
に 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 抗 体 産 生 Ｂ リ ン パ 球 と 不 死 化 Ｂ リ ン パ 球 細 胞 株 と の 融 合 に よ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 Ｂ 細 胞 は 休 止 Ｂ 細 胞 で あ る 。 こ の 発 明 の 他 の 態 様 に お い
て は 、 Ｂ 細 胞 は 感 作 Ｂ 細 胞 で あ る 。 こ の 発 明 の 目 的 の た め に は 、 “ 休 止 ” Ｂ 細 胞 は 、 非 活
性 化 Ｂ 細 胞 、 す な わ ち 抗 体 分 子 を 合 成 し な い 未 文 化 Ｂ 細 胞 で あ る 。 こ の 発 明 の 目 的 の た め
に は 、 “ 感 作 ” Ｂ 細 胞 は 、 抗 原 と 接 触 し 、 そ れ に よ り 部 分 的 に 活 性 化 し て は い る が 、 い ま
だ 抗 体 分 子 を 合 成 し な い Ｂ 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ネ ズ ミ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る
。 こ の 発 明 の 他 の 態 様 に お い て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は キ メ ラ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ
る 。 こ の 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 に お い て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 で あ る 。 し か し な が ら 、 こ の 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は
ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ の 発 明 の 目 的 の た め に は 、 “ キ メ ラ ” モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 異 な る 動 物 か ら の 定 常
領 域 フ ラ グ メ ン ト （ Ｆ c ） を 有 す る ネ ズ ミ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 こ の 発 明 の 好 ま し
い 態 様 に お い て は 、 キ メ ラ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ヒ ト Ｆ c お よ び ネ ズ ミ Ｆ abを 有 す る 。 こ
の 発 明 の 目 的 の た め に は 、 “ ヒ ト 化 ” モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 軽 鎖 お よ び 重 鎖 両 者 の ネ ズ
ミ 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） を 除 い て 全 て の ネ ズ ミ タ ン パ ク 質 配 列 が ヒ ト タ ン パ ク 質 配 列
に 置 き 換 え ら れ て い る ネ ズ ミ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号 Ｈ Ｂ  10916の
ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  5ｃ 8 に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る
エ ピ ト ー プ に 向 け ら れ て い る 。 こ の 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 に お い て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  5ｃ 8 で あ る 。
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【 ０ ０ ４ １ 】
　 こ の 発 明 は 、 さ ら に 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号 Ｈ Ｂ  10916の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  5ｃ 8 に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と が で き
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 提 供 す る 。 こ の 発 明 の 目 的 の た め
に は 、 “ ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 ” は 、 不 死 化 細 胞 と 抗 体 産 生 細 胞 と を 融 合 し 、 そ れ に よ り モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 を 形 成 す る こ と に よ り 作 製 さ れ た 細 胞 で あ る 。 一 態 様 に
お い て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 特 許 手 続 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ ダ
ペ ス ト 条 約 の 規 定 に 基 づ き 、 1991年 11月 14日 に ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク
シ ョ ン （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） 、 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, U.S.S. に 寄
託 さ れ た Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号 Ｈ Ｂ  10916に 一 致 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 こ の 発 明 の １ つ に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 検 出 可 能 な マ ー カ ー 、 例 え ば 放 射 性 同
位 体 、 酵 素 、 染 料 ま た は ビ オ チ ン で 標 識 さ れ て い る 。 こ の 発 明 の 他 の 態 様 に お い て は 、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 治 療 剤 、 例 え ば 放 射 性 同 位 体 、 ト キ シ ン 、 ト キ ソ イ ド ま た は 化 学 療 法
剤 に 結 合 し て い る 。 こ の 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 に お い て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 画 像 形
成 剤 （ imaging agent） 、 例 え ば 放 射 性 同 位 体 に 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ の 発 明 は 、 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 薬 剤 学 的 に 許 容 し 得 る 担 体 を 含 有 す る 医 薬 組 成
物 を 提 供 す る 。 こ の 発 明 の 目 的 の た め に は 、 “ 薬 剤 学 的 に 許 容 し 得 る 担 体 ” は 標 準 的 な 医
薬 担 体 の い か な る も の を も 意 味 す る 。 適 切 な 担 体 の 例 は こ の 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 標
準 的 な 医 薬 担 体 、 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 ポ リ ソ ル ブ （ Polysorb） 80を 含 有 す る リ
ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 水 、 油 ／ 水 エ マ ル ジ ョ ン の よ う な エ マ ル ジ ョ ン 、 お よ び 種 々 の タ イ
プ の 湿 潤 剤 を 含 み 得 る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 典 型 的 に は 、 こ の よ う な 担 体 は 賦 形 剤 、 例 え ば ス タ ー チ 、 ミ ル ク 、 砂 糖 、 特 定 の タ イ プ
の ク レ イ 、 ゼ ラ チ ン 、 ス テ ア リ ン 酸 も し く は そ れ ら の 塩 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム も し
く は カ ル シ ウ ム 、 タ ル ク 、 植 物 性 脂 肪 も し く は 油 、 ゴ ム 、 グ リ コ ー ル ま た は 他 の 公 知 の 賦
形 剤 を 含 有 す る 。 こ の よ う な 担 体 は フ レ ー バ ー お よ び 着 色 添 加 物 ま た は 他 の 成 分 を 含 有 し
て も よ い 。 こ の よ う な 担 体 を 含 有 す る 組 成 物 は 、 よ く 知 ら れ た 通 常 の 方 法 に よ り 処 方 さ れ
る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 こ の よ う な 担 体 は こ の 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 標 準 的 な 医 薬 担 体 、 例 え ば リ ン 酸 緩 衝
生 理 食 塩 水 、 水 、 油 ／ 水 エ マ ル ジ ョ ン の よ う な エ マ ル ジ ョ ン 、 お よ び 種 々 の タ イ プ 湿 潤 剤
の い か な る も の を も 含 み 得 る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 他 の 担 体 に は 、 無 菌
溶 液 、 錠 剤 、 コ ー ト 錠 、 お よ び カ プ セ ル が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ こ に 記 述 さ れ 、 請 求 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す
る タ ン パ ク 質 の 単 離 に 有 用 で あ る 。 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ま た 、 新 規 か つ 有 用 な ； 動
物 に お け る 免 疫 応 答 の 阻 害 方 法 ； 自 己 免 疫 疾 患 の よ う な 免 疫 不 全 ま た は ラ イ ム 病 、 梅 毒 、
結 核 お よ び Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 の よ う な 自 己 免 疫 発 現 を 伴 う 感 染 症 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 疾 患 に お
け る 免 疫 応 答 の 緩 和 方 法 ； 動 物 に お け る 腫 瘍 も し く は 新 生 物 の 像 形 成 方 法 ； 動 物 に お け る
腫 瘍 も し く は 新 生 物 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 ； 動 物 が 腫 瘍 細 胞 を 宿 し て い る か ど う か を 決 定
す る 方 法 で あ っ て 、 Ｔ 細 胞 ガ ン に 罹 患 し た 動 物 に お け る Ｔ 細 胞 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る
こ と を 含 む 方 法 ； お よ び 動 物 Ｔ 細 胞 の ウ イ ル ス 感 染 を 阻 害 す る 方 法 に お い て も 有 益 で あ る
。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ の 発 明 は 、 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 軽 鎖 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 核 酸 分 子 を 提
供 す る 。 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 こ の 核 酸 分 子 は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 好 ま し く は 、
こ の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
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　 こ の 出 願 を 通 し て 、 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 言 及 は 核 酸 の コ ー ド 鎖 上 に 存 在 す る ヌ
ク レ オ チ ド に 対 す る も の で あ る 。 こ の 明 細 書 を 通 し て 、 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド を 示 す た め に
、 以 下 の 標 準 的 な 略 語 が 用 い ら れ る ：
　 　 Ｃ ＝ シ ト シ ン 　 　 　 Ａ ＝ ア デ ニ ン
　 　 Ｔ ＝ チ ミ ジ ン 　 　 　 Ｇ ＝ グ ア ノ シ ン
　 こ の 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 同 一 性 お よ び 位 置 が 天 然 の 形 態 と は
異 な り （ タ ン パ ク 質 に つ い て 特 定 さ れ る 全 て の 残 基 よ り も 少 な い 残 基 を 有 す る 欠 損 ア ナ ロ
グ 、 特 定 さ れ る 残 基 の １ 以 上 が 他 の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い る 置 換 ア ナ ロ グ お よ び １ 以
上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が ポ リ ペ プ チ ド の 末 端 も し く は 中 間 部 に 追 加 さ れ て い る 付 加 ア ナ ロ グ ）
、 か つ 天 然 型 の 性 質 の 幾 つ か も し く は 全 て を 共 有 す る 、 抗 原 性 ポ リ ペ プ チ ド の ポ リ ペ プ チ
ド ・ ア ナ ロ グ 、 断 片 ま た は 誘 導 体 を も 含 む 。 こ れ ら に は 、 選 択 さ れ た 非 哺 乳 動 物 ホ ス ト に
よ る 発 現 に 好 ま し い コ ド ン の 組 み 込 み ； 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 酵 素 に よ る 開 裂 の た め の
部 位 の 提 供 ； お よ び 容 易 に 発 現 す る ベ ク タ ー の 構 築 を 容 易 に す る 、 さ ら な る 先 頭 、 末 端 も
し く は 中 間 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 提 供 す る こ と が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ こ に 記 述 さ れ 、 請 求 さ れ る 核 酸 は 、 以 下 に 記 載 す る 新 規 ウ イ ル ス も し く は 環 状 プ ラ ス
ミ ド ベ ク タ ー の 産 生 に 有 用 で あ る 。 こ の 核 酸 分 子 は ま た 、 遺 伝 子 治 療 の 新 規 か つ 有 用 な 方
法 、 す な わ ち 動 物 か ら 単 離 し た 細 胞 を 核 酸 分 子 で 安 定 に 形 質 転 換 し 、 次 い で 安 定 に 形 質 転
換 し た 細 胞 を 動 物 に 再 投 与 す る こ と に よ る 方 法 に 有 益 で も あ る 。 細 胞 を 単 離 す る 方 法 に は
、 動 物 か ら 細 胞 を 抜 き 取 る い か な る 標 準 法 も が 含 ま れ る 。 適 切 な 単 離 細 胞 に は 骨 髄 細 胞 が
含 ま れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 細 胞 の 再 投 与 方 法 に は 、 動 物 に 細 胞 を 再 投
与 す る い か な る 標 準 法 も が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ の 発 明 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 転 写 の プ ロ モ ー タ ー に 作 働 可 能 に 連 結 す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
軽 鎖 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 含 む 遺 伝 子 運 搬 ベ ク タ ー 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド も し
く は ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 こ の 発 明 は ま た 、 Ｒ Ｎ Ａ 転 写 の プ ロ モ ー タ ー に 作 働 可
能 に 連 結 す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 重 鎖 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 含 む 遺 伝 子
運 搬 ベ ク タ ー 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド も し く は ウ イ ル ス ベ ク タ ー を も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 こ こ に 記 載 さ れ 、 請 求 さ れ る 遺 伝 子 運 搬 ベ ク タ ー は 、 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た 真 核 ホ ス ト
細 胞 の 産 生 に 有 用 で あ り 、 そ れ 故 に そ の よ う な ホ ス ト 細 胞 を タ ン パ ク 質 産 生 に 適 し た 条 件
下 で 増 殖 さ せ る 新 規 か つ 有 用 な 方 法 に お い て 有 益 な 生 成 物 と し て の 価 値 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 こ の 発 明 は 、 こ こ に 記 載 さ れ 、 請 求 さ れ る 遺 伝 子 運 搬 ベ ク タ ー を 適 切 な ホ ス ト 細 胞 中 に
有 す る ホ ス ト ベ ク タ ー 系 を 提 供 す る 。 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 適 切 な ホ ス ト 細 胞 は
、 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た 真 核 細 胞 、 例 え ば 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 も し く は 哺 乳 動 物 細
胞 で あ る 。 こ の 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た 真 核 細 胞 は 、 安 定
に 形 質 転 換 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 こ こ に 記 載 さ れ 、 請 求 さ れ る ホ ス ト ベ ク タ ー 系 は 、 こ の ホ ス ト ベ ク タ ー 系 を モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 の 産 生 に 適 し た 条 件 下 で 増 殖 さ せ る こ と を 包 含 す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 新 規
か つ 有 用 な 合 成 方 法 に 有 益 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ の 発 明 は 、 Ｂ 細 胞 に 接 触 依 存 性 ヘ ル パ ー 機 能 を 本 質 的 に 付 与 す る こ と が 可 能 な 、 Ｄ １
． １ と 呼 ば れ る Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号 Ｃ Ｒ Ｌ  10915の Ｃ Ｄ ４ - ヒ ト Ｔ 細 胞 白 血 病 細 胞 株 を 提 供
す る 。 こ の Ｄ １ ． １ 細 胞 は 、 特 許 手 続 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ ダ ペ ス ト
条 約 の 規 定 に 基 づ き 、 1991年 11月 14日 に ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン
（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） 、 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, U.S.S. に 寄 託 さ れ
た 。 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 こ の Ｂ 細 胞 は 休 止 Ｂ 細 胞 で あ る 。 こ の 発 明 の 他 の 態 様
に お い て は 、 こ の Ｂ 細 胞 は 感 作 Ｂ 細 胞 で あ る 。
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【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ こ に 記 載 さ れ 、 請 求 さ れ る 細 胞 株 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号  10916の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ
っ て 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  5ｃ 8 に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る 単 離 タ ン パ ク 質 の 源
と し て 有 益 で あ る 。 こ の 単 離 タ ン パ ク 質 は 、 そ れ 自 身 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関
す る 事 項 を 提 供 す る 情 報 に と っ て 有 益 で あ る 。 こ の 核 酸 配 列 は 、 こ こ に 記 載 さ れ 、 請 求 さ
れ る 可 溶 性 活 性 化 Ｔ 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 の 新 規 か つ 有 用 な 産 生 方 法 に 有 益 で あ る 。 こ の 細
胞 株 は ま た 、 タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 し て 動 物 を 免 疫 す る 新 規 か つ 有 用 な 方 法 、 お よ び 医 薬 化
合 物 を Ｂ 細 胞 の Ｔ 細 胞 活 性 化 を 阻 害 す る そ れ ら の 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 新 規 か
つ 有 用 な 方 法 に 有 益 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 こ の 発 明 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号 Ｈ Ｂ  10916の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体  5ｃ 8 に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る 単 離 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ の 発 明 は さ ら に 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号  10916の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体  5ｃ 8 に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る 単 離 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 こ こ で 、 こ
の 単 離 タ ン パ ク 質 は 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 の 表 面 か ら の も の で あ り 、 Ｂ 細 胞 最 終 分 化 の Ｔ 細 胞 誘
発 に 必 要 な も の で あ る 。 こ の 出 願 に お い て 、 “ 最 終 分 化 （ terminal differntiation） ”
は そ の 細 胞 の 特 定 の Ｉ ｇ 分 泌 が 明 ら か に さ れ て い る こ と を 意 味 し 、 こ の 用 語 は 当 業 者 に は
公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 Ｂ 細 胞 は 休 止 Ｂ 細 胞 で あ る 。 こ の 発 明 の 他 の 態 様 に お い
て は 、 Ｂ 細 胞 は 感 作 Ｂ 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 こ の 発 明 は ま た 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号 Ｈ Ｂ  10916の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  5ｃ 8 に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ 、 Ｎ 末 端 に 配 列  Xaa-Ile-Glu-Xaa-Tyr-A
sn-Gln-Xaa-Ser-Pro-（ 配 列 番 号 11） を 有 す る 単 離 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 こ の 出 願 に お
い て は 、 “ Ｘ ａ ａ ” は い か な る ア ミ ノ 酸 残 基 で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ の 発 明 は 、 Ｔ 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 こ の 発 明 の
一 態 様 に お い て は 、 核 酸 分 子 は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 好 ま し く は 、 こ の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は ｃ Ｄ Ｎ
Ａ 分 子 で あ る 。 こ の 核 酸 分 子 は 、 以 下 に 記 載 の 新 規 ウ イ ル ス ま た は 環 状 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ
ー を 生 成 す る た め の 生 成 物 と し て 有 益 で あ る 。 こ の 核 酸 分 子 は ま た 、 遺 伝 子 治 療 の 新 規 か
つ 有 用 な 方 法 、 す な わ ち 、 動 物 か ら 単 離 し た 細 胞 を こ の 核 酸 分 子 で 安 定 に 形 質 転 換 し 、 次
い で 安 定 に 形 質 転 換 し た 細 胞 を 動 物 に 再 投 与 す る こ と に よ る 方 法 に 有 益 で あ る 。 細 胞 の 単
離 方 法 に は 、 動 物 か ら 細 胞 を 取 り 出 す い か な る 標 準 法 も が 含 ま れ る 。 適 切 な 単 離 細 胞 に は
骨 髄 細 胞 が 含 ま れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 細 胞 の 再 投 与 方 法 に は 、 動 物 に
細 胞 を 再 投 与 す る い か な る 標 準 法 も が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 こ の 発 明 は ま た 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 核 酸 分 子 を 含 む 遺 伝 子
運 搬 ベ ク タ ー 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 こ こ に 記 載 さ れ 、 請 求 さ れ る 遺 伝 子 運 搬 ベ ク タ ー は 、 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た 真 核 ホ ス ト
細 胞 を 産 生 し 、 そ れ 故 に そ の ホ ス ト 細 胞 を タ ン パ ク 質 の 産 生 に 適 し た 条 件 下 で 増 殖 さ せ る
新 規 か つ 有 用 な 方 法 に 有 益 な 生 成 物 と し て 価 値 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 こ の 発 明 は 、 さ ら に 、 適 切 な ホ ス ト 細 胞 中 に 遺 伝 子 運 搬 ベ ク タ ー を 含 む ホ ス ト ベ ク タ ー
系 を 提 供 す る 。 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 こ の 適 切 な ホ ス ト 細 胞 は 、 細 菌 細 胞 、 昆 虫
細 胞 、 酵 母 細 胞 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 こ の ホ ス ト ベ ク タ ー 系 は 、 こ の ホ ス ト ベ ク タ ー 系 を タ ン パ ク 質 の 産 生 に 適 し た 条 件 下 で
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増 殖 さ せ る こ と に よ る 活 性 化 Ｔ 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 の 大 規 模 合 成 に 有 用 な 生 成 物 と し て 有
益 で あ る 。 し た が っ て 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 の 産 生 方 法 も ま た 提 供 さ れ る 。 こ の
発 明 は 、 さ ら に 、 こ の 方 法 に よ り 産 生 さ れ た タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ の 発 明 は 、 Ｂ 細 胞 の Ｔ 細 胞 活 性 化 に 必 要 な 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 の 表 面 か ら 単 離 さ れ た 可 溶
性 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 こ の Ｂ 細 胞 は 休 止 Ｂ 細 胞 で あ る
。 こ の 発 明 の 他 の 態 様 に お い て は 、 Ｂ 細 胞 は 感 作 Ｂ 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 こ の 発 明 の 目 的 の た め に は 、 “ 可 溶 性 タ ン パ ク 質 ” は 、 細 胞 膜 お よ び 他 の 細 胞 成 分 を 含
有 し な い タ ン パ ク 質 で あ る 。 好 ま し く は 、 こ の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号 Ｈ
Ｂ  10916の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  5ｃ 8 に よ り 特 異 的 に
認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 こ の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 検
出 可 能 な マ ー カ ー 、 例 え ば 、 放 射 性 同 位 体 、 酵 素 、 染 料 ま た は ビ オ チ ン で 標 識 さ れ て い る
。 こ の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 、 新 規 か つ 有 用 な 医 薬 組 成 物 を 作 製 す る た め の 生 成 物 と し て 有
益 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 し た が っ て 、 こ の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 お よ び 薬 剤 学 的 に 許 容 し 得 る 担 体 を 含 有 す る 医 薬 組
成 物 も ま た 提 供 さ れ る 。 “ 薬 剤 学 的 に 許 容 し 得 る 担 体 ” は 標 準 的 な 薬 剤 学 的 に 許 容 し 得 る
担 体 の い か な る も の を も 意 味 す る 。 例 と し て 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 生 理 食 塩 水 、 水 お
よ び 油 ／ 水 エ マ ル ジ ョ ン の よ う な エ マ ル ジ ョ ン を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 こ の 発 明 は 、 こ の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 こ の 発 明 の
一 態 様 に お い て は 、 核 酸 分 枝 は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 好 ま し く は 、 こ の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は ｃ Ｄ Ｎ
Ａ 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 こ こ に 記 載 さ れ 、 請 求 さ れ る 核 酸 配 列 は 、 以 下 に 記 載 さ れ る 新 規 ウ イ ル ス お よ び 環 状 プ
ラ ス ミ ド ベ ク タ ー の 産 生 に 有 用 で あ る 。 こ の 核 酸 分 子 は ま た 、 遺 伝 子 治 療 の 新 規 か つ 有 用
な 方 法 、 す な わ ち 、 動 物 か ら 単 離 し た 細 胞 を こ の 核 酸 分 子 で 安 定 に 形 質 転 換 し 、 次 い で 安
定 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 動 物 に 再 投 与 す る こ と に よ る 方 法 に 有 益 で あ る 。 細 胞 を 単 離 す
る 方 法 に は 、 動 物 か ら 細 胞 を 取 り 出 す 標 準 法 の い か な る も の も 含 ま れ る 。 適 切 な 単 離 細 胞
に は 骨 髄 細 胞 が 含 ま れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 細 胞 の 再 投 与 方 法 に は 、 動
物 に 細 胞 を 再 投 与 す る 標 準 法 の い か な る も の も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 こ の 発 明 は ま た 、 Ｒ Ｎ Ａ 転 写 プ ロ モ ー タ ー に 作 働 可 能 に 連 結 し た 単 離 核 酸 分 子 を 有 す る
遺 伝 子 運 搬 ベ ク タ ー 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー を も 提 供 す る 。
こ こ に 記 載 さ れ 、 請 求 さ れ る 遺 伝 子 運 搬 ベ ク タ ー は 、 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た 真 核 ホ ス ト 細
胞 を 生 成 し 、 そ れ 故 に そ の よ う な ホ ス ト 細 胞 を タ ン パ ク 質 産 生 に 適 し た 条 件 下 で 増 殖 さ せ
る 新 規 か つ 有 用 な 方 法 に 有 益 な 生 成 物 と し て 価 値 が あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 こ の 発 明 は 、 さ ら に 、 適 切 な ホ ス ト 細 胞 中 に こ の 遺 伝 子 運 搬 ベ ク タ ー を 有 す る ホ ス ト ベ
ク タ ー 系 を 提 供 す る 。 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 適 切 な ホ ス ト 細 胞 は 安 定 に 形 質 転 化
さ れ た 真 核 細 胞 、 例 え ば 、 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た 真 核 酵 母 も し く は 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 。
好 ま し く は 、 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 こ の ホ ス ト ベ ク タ ー 系 は 、 こ の ホ ス ト ベ ク タ ー 系 を タ ン パ ク 質 の 産 生 に 適 し た 条 件 下 で
増 殖 さ せ 、 産 生 さ れ た タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と に よ る 、 可 溶 性 活 性 Ｔ 細 胞 表 面 タ ン パ ク
質 の 大 規 模 合 成 に 有 用 な 生 成 物 と し て 有 益 で あ る 。 し た が っ て 、 こ の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の
産 生 方 法 も ま た 提 供 さ れ る 。 こ の 発 明 は 、 さ ら に 、 こ の 方 法 に よ り 産 生 さ れ た 可 溶 性 タ ン
パ ク 質 を 提 供 す る 。
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【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の 発 明 は 、 活 性 Ｔ 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び
薬 剤 学 的 に 許 容 し 得 る 担 体 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 の 有 効 阻 害 量 を 動 物 に 投 与 す る こ と を 具
備 す る 、 動 物 に お い て Ｂ 細 胞 活 性 化 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 発 明 の 目 的 の た め に
は 、 医 薬 組 成 物 の “ 有 効 阻 害 量 ” は 、 活 性 Ｔ 細 胞 表 面 上 の タ ン パ ク 質 に 結 合 し 、 そ れ に よ
り Ｂ 細 胞 の Ｔ 細 胞 活 性 化 を 阻 害 す る に 有 効 な 医 薬 組 成 物 の 量 で あ る 。 こ の 有 効 阻 害 量 は 、
こ の 分 野 に お い て 公 知 の 実 験 を 用 い て 、 当 業 者 が 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。 そ の よ う
な 実 験 的 ア プ ロ ー チ の １ つ は タ イ ト レ ー シ ョ ン に よ る も の で あ る 。 こ の 発 明 の 一 態 様 に お
い て は 、 Ｂ 細 胞 は 休 止 Ｂ 細 胞 で あ る 。 こ の 発 明 の 他 の 態 様 に お い て は 、 Ｂ 細 胞 は 感 作 Ｂ 細
胞 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 “ 有 効 阻 害 量 ” を 決 定 す る 方 法 は 当 業 者 に は 公 知 で あ り 、 関 連 す る 動 物 の タ イ プ お よ び
動 物 の 体 重 （ こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い が ） を 含 む 因 子 に 依 存 す る で あ ろ う 。 こ の 発
明 の 一 態 様 に お い て は 、 動 物 は 哺 乳 動 物 、 例 え ば マ ウ ス ま た は ヒ ト で あ る 。 好 ま し く は 、
哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 こ の 発 明 の 目 的 の た め に は 、 “ 投 与 ” は 当 業 者 に 公 知 の 医 薬 組 成 物 の 標 準 投 与 方 法 の い
か な る も の を も 意 味 す る 。 例 と し て 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 ま た は 筋 肉 内 投 与 を 挙 げ る こ と が で
き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 Ｂ 細 胞 活 性 化 を 阻 害 す る 方 法 は 、 動 物 の 免 疫 応 答 を 阻 害 す る 新 規 か つ 有 用 な 方 法 に 有 益
で あ る 。 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 動 物 は 哺 乳 動 物 、 例 え ば 、 マ ウ ス ま た は ヒ ト で あ
る 。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 動 物 の 免 疫 応 答 の 阻 害 は 、 動 物 に よ る 移 植 臓 器 、 例 え ば
、 心 臓 、 腎 臓 ま た は 肝 臓 の 拒 絶 を 阻 害 す る 方 法 と し て 有 益 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 態 様 に お い て は 、 動 物 の 免 疫 応 答 の 阻 害 は 、 突 発 性 自 己 免 疫 疾 患 に 罹 患
し て い る 動 物 に お け る 自 己 免 疫 応 答 を 阻 害 す る 方 法 と し て 有 益 で あ る 。 突 発 性 自 己 免 疫 疾
患 の 例 に は 、 乾 癬 、 慢 性 関 節 リ ュ ー マ チ 、 重 症 筋 無 力 症 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 グ レ
ー ブ ス 病 、 突 発 性 血 小 板 減 少 紫 斑 病 、 溶 血 性 貧 血 、 Ｉ ｇ Ｅ 増 加 症 候 群 （ hyper IgE syndro
me） 、 真 性 糖 尿 病 お よ び 薬 物 誘 発 自 己 免 疫 疾 患 、 例 え ば 薬 物 誘 発 ル ー プ ス が 含 ま れ る が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 他 の 態 様 に お い て は 、 こ の 発 明 は 、 感 染 症 の 自 己 免 疫 発 現 に 罹 患 し て い る ヒ ト に お け る
自 己 免 疫 応 答 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る 。 自 己 免 疫 発 現 は 、 ラ イ タ ー 症 候 群 、 脊 椎 関 節 炎
（ spondyloarthritis） 、 ラ イ ム 病 、 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 、 梅 毒 ま た は 結 核 に 由 来 す る こ と が あ る
。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ の 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 に お い て は 、 動 物 に お け る 免 疫 応 答 の 阻 害 は 、 動 物 に お け る
ア レ ル ギ ー 応 答 、 例 え ば 、 枯 草 熱 ま た は ペ ニ シ リ ン に 対 す る ア レ ル ギ ー を 阻 害 す る 方 法 と
し て 有 益 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 こ の 発 明 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号  10916の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体  5ｃ 8 に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 ま た は 新 生 物 細
胞 の 像 を 形 成 す る 方 法 で あ っ て 、 (i)抗 体 が 像 形 成 剤 と 結 合 し て い る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体  5ｃ 8 の 医 薬 組 成 物 の 有 効 量 を 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と タ ン パ ク 質 と の 複 合 体 の 形 成 を
許 容 す る 条 件 下 で 患 者 に 投 与 し 、 か つ  (ii)形 成 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ／ タ ン パ ク 質
複 合 体 の 像 を 形 成 し 、 そ れ に よ り 患 者 に お け る 腫 瘍 細 胞 ま た は 新 生 物 細 胞 の 像 を 形 成 す る
こ と を 具 備 す る 方 法 を 提 供 す る 。
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【 ０ ０ ８ ２ 】
　 こ の よ う な 腫 瘍 細 胞 ま た は 新 生 物 細 胞 は 、 Ｔ 細 胞 腫 瘍 、 例 え ば 、 Ｔ 細 胞 白 血 病 ま た は リ
ン パ 腫 由 来 で あ っ て も よ い 。 好 ま し く は 、 患 者 は ヒ ト 患 者 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 “ 投 与 ” は 、 当 業 者 に 公 知 の 医 薬 組 成 物 投 与 の 標 準 法 の い か な る も の を も 意 味 す る 。 例
と し て 、 筋 肉 内 ま た は 腹 腔 内 投 与 を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は
な い 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ／ タ ン パ ク 質 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る 方 法 、 例 え ば Ｘ 線 フ ィ ル
ム の 露 光 に よ る 方 法 は 、 当 業 者 に は 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 医 薬 組 成 物 の “ 有 効 像 形 成 量 ” は 、 複 合 体 の 像 を 形 成 し 得 る よ う に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 と 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 と の 複 合 体 を 形 成 す る に 有 効 な 量 で あ る 。 “ 有 効 像 形 成 量 ” を 決
定 す る 方 法 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 関 係 す る 動 物 の タ イ プ 、 動 物 の 大 き さ お よ び 用 い ら れ
る 像 形 成 剤 を 含 む （ こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い ） 要 素 に 依 存 す る 。 そ し て 、 正 確 な 有
効 像 形 成 量 は 、 当 業 者 に 公 知 の 、 タ イ タ レ ー シ ョ ン の よ う な 実 際 の 実 験 に よ り 決 定 す る こ
と が で き る 。 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 像 形 成 剤 は 放 射 性 同 位 体 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 こ の 発 明 は 、 動 物 に お い て 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号  10916の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ
れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  5ｃ 8 に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 腫 瘍 細 胞
ま た は 新 生 物 細 胞 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 検 出 し 得 る マ ー カ ー に 結 合 し た モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 の 、 腫 瘍 細 胞 ま た は 新 生 物 細 胞 の 表 面 上 の タ ン パ ク 質
に 結 合 す る に 有 効 な 量 を 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と タ ン パ ク 質 と の 複 合 体 の 形 成 を 許 容 す る
条 件 下 で 動 物 に 投 与 し ； 未 結 合 の 像 形 成 剤 を 動 物 か ら 除 去 し ； お よ び 形 成 さ れ る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 ／ タ ン パ ク 質 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と を 具 備 す る 方 法 を 提 供 す る 。 複 合 体
の 存 在 は 、 動 物 に お け る 腫 瘍 細 胞 ま た は 新 生 物 細 胞 の 存 在 を 示 す 。 こ の 腫 瘍 細 胞 は 、 Ｔ 細
胞 白 血 病 ま た は リ ン パ 腫 由 来 で あ っ て も よ い 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 こ の 腫 瘍 は 非 ホ
ジ キ ン リ ン パ 腫 で あ る 。 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 動 物 は 哺 乳 動 物 、 例 え ば 、 マ ウ ス
ま た は ヒ ト で あ る 。 好 ま し く は 、 動 物 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 “ 投 与 ” は 、 当 業 者 に 公 知 の 、 医 薬 組 成 物 の あ ら ゆ る 標 準 投 与 方 法 を 意 味 す る 。 例 と し
て 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 ま た は 腹 腔 内 投 与 を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の
で は な い 。 例 え ば Ｘ 線 フ ィ ル ム の 露 光 ま た は 顕 微 鏡 下 で の 試 験 に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 ／ タ ン パ ク 質 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る 方 法 は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 医 薬 組 成 物 の “ 有 効 量 ” は 、 動 物 に お い て 腫 瘍 細 胞 ま た は 新 生 物 細 胞 の 存 在 を 検 出 す る
に 有 効 な 医 薬 組 成 物 の 量 で あ る 。 “ 有 効 量 ” を 決 定 す る 方 法 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 関 連
す る 動 物 の タ イ プ 、 接 触 す る 血 液 試 料 の サ イ ズ お よ び 用 い る 検 出 可 能 な マ ー カ ー を 含 む （
こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い ） 多 く の 要 素 に 依 存 す る 。 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て 、 検
出 可 能 な マ ー カ ー は 、 放 射 性 同 位 体 、 酵 素 、 染 料 ま た は ビ オ チ ン で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 こ の 発 明 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号  10916の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体  5ｃ 8 に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 ま た は 新 生 物 細
胞 を 動 物 が 有 し て い る か ど う か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 動 物 か ら 血 液 試 料 を 単 離 し ； こ
の 試 料 を 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る に 有 効 な 量 の 、 検 出 可 能 な マ ー カ ー で 標 識 さ れ た
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 と 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と タ ン パ ク 質 と の 複 合
体 の 形 成 を 許 容 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ ； お よ び 形 成 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ／ タ ン パ ク
質 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る （ こ の よ う な 複 合 体 の 存 在 は 、 患 者 に お け る 腫 瘍 細 胞 ま た は 新
生 物 細 胞 の 存 在 を 示 す ） こ と を 具 備 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 一 態 様 に お い て 、 腫 瘍 細 胞 は Ｔ 細 胞 腫 瘍 、 例 え ば 、 Ｔ 細 胞 白 血 病 ま た は リ ン パ 腫 に 由 来
す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Ｔ 細 胞 リ ン パ 腫 は 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 で あ る 。
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【 ０ ０ ９ ０ 】
　 こ の 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 方 法 は 、 腫 瘍 細 胞 そ れ 自 身 の 存 在 が 検 出 さ れ 得 る 前 に 、 動
物 の 血 液 中 の Ｔ 細 胞 腫 瘍 細 胞 の 存 在 を 検 出 す る 新 規 か つ 有 用 な 方 法 と し て 有 益 で あ る 。 こ
の 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 方 法 は ま た 、 抗 Ｔ 細 胞 腫 瘍 剤 を 用 い る 動 物 の 治 療 の 有 効 性 を 決
定 す る 新 規 か つ 有 用 な 方 法 、 す な わ ち 、 動 物 の 血 液 中 の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル （ そ の
よ う な レ ベ ル は 治 療 の 有 効 性 を 示 す ） を 決 定 す る こ と に よ る 方 法 と し て 有 益 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 Ｔ 細 胞 腫 瘍 に 罹 患 し て い る 患 者 の 血 液 が Ｔ 細 胞 腫 瘍 細 胞 表 面 か ら 脱 落 し た 可 溶 性 タ ン パ
ク 質 、 例 え ば tac 抗 原 、 を 含 む こ と は 当 業 者 に は 公 知 で あ る 。 し た が っ て 、 動 物 の 血 液 中
に お け る 可 溶 性 Ｔ 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 の 存 在 は 、 動 物 に お け る Ｔ 細 胞 腫 瘍 の 存 在 を 示 し て
い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 こ の 発 明 の 目 的 の た め に は 、 “ 可 溶 性 タ ン パ ク 質 ” は 、 細 胞 膜 お よ び 他 の 細 胞 成 分 を 含
有 し な い タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ の 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 、
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号 Ｈ Ｂ  10916の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  5
ｃ 8 に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 動 物 か ら の 血 液 の “ 単 離 ” は 、 血 液 を 抜 き 取 り 、 こ の 血 液 を 、 抗 凝 集 剤 、 例 え ば ヘ パ リ
ン 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ま た は ク エ ン 酸 塩 を 入 れ た 容 器 に 直 ち に 収 容 す る 、 一 般 的 に 許 容 し 得 る あ ら
ゆ る 方 法 を 意 味 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ／ タ ン パ ク 質 複 合 体 の 検 出 方 法 は 当 業 者 に は 公
知 で あ る 。 例 と し て Ｘ 線 フ ィ ル ム の 露 光 お よ び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 医 薬 組 成 物 の “ 有 効 量 ” は 、 動 物 の 血 液 中 に お い て 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 す る
に 有 効 な 医 薬 組 成 物 の 量 で あ る 。 “ 有 効 量 ” を 決 定 す る 方 法 は 当 業 者 に は 公 知 で あ り 、 関
連 す る 動 物 の タ イ プ 、 接 触 す る 血 液 試 料 の サ イ ズ お よ び 用 い ら れ る 検 出 可 能 な マ ー カ ー を
含 む （ こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い ） 多 く の 要 素 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 動 物 は 哺 乳 動 物 、 例 え ば マ ウ ス ま た は ヒ ト で あ る 。 好 ま
し く は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 こ の 発 明 は 、 腫 瘍 ま た は 新 生 物 、 例 え ば 、 Ｔ 細 胞 白 血 病 ま た は リ ン パ 腫 に 罹 患 し て い る
動 物 に お い て 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号 Ｈ Ｂ  10916の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体  5ｃ 8 に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 ま た は 新 生
物 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号 Ｈ Ｂ  10916の ハ イ ブ リ ド ー マ に
よ っ て 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  5ｃ 8 に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 を 発 現
す る 腫 瘍 細 胞 ま た は 新 生 物 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る に 有 効 な 量 の 、 治 療 剤 と 結 合 し た 、 も し
く は 結 合 し て い な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 具
備 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 動 物 は 哺 乳 動 物 、 例 え ば マ ウ ス ま
た は ヒ ト で あ る 。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 “ 投 与 ” は 、 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る 、 当 業 者 に 公 知 の あ ら ゆ る 標 準 法 を 意 味 す る 。 例 と
し て 、 筋 肉 内 ま た は 腹 腔 内 投 与 を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な
い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 医 薬 組 成 物 の “ 有 効 量 ” は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号 Ｈ Ｂ  10916の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産
生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  5ｃ 8 に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 腫 瘍
細 胞 ま た は 新 生 物 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る に 有 効 な 医 薬 組 成 物 の 量 で あ る 。 “ 有 効 量 ” を 決
定 す る 方 法 は 当 業 者 に は 公 知 で あ り 、 関 連 す る 動 物 の タ イ プ 、 動 物 の 大 き さ お よ び 用 い ら
れ る 治 療 剤 を 含 む （ こ れ ら に 限 ら れ る も の で な い ） 要 素 に 依 存 す る 。 こ の 発 明 の 一 態 様 に
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お い て は 、 治 療 剤 は 放 射 性 同 位 体 、 毒 素 、 ト キ ソ イ ド ま た は 化 学 療 法 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 こ の 発 明 は 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ  Ｉ ウ イ ル ス に よ る 動 物 Ｔ 細 胞 の ウ イ ル ス 感 染 を 阻 害 す る 方 法 で
あ っ て 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ  Ｉ ウ イ ル ス に よ る Ｔ 細 胞 の 感 染 を 阻 害 す る に 有 効 な 量 の 、 活 性 Ｔ 細 胞
表 面 の タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 を 動 物 に
投 与 す る こ と を 具 備 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 動 物 は 哺 乳 動 物
、 例 え ば 、 マ ウ ス ま た は ヒ ト で あ る 。 好 ま し く は 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ  Ｉ ウ イ ル ス が 結 合 す る 細 胞 性 タ ン パ ク 質 が Ｃ Ｄ ４ タ ン パ ク で あ る こ と は 当 業
者 に は 公 知 で あ る 。 こ の よ う に 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ  Ｉ ウ イ ル ス は 、 Ｃ Ｄ ８ +  で は な く Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細
胞 に 優 先 的 に 感 染 す る 。 こ の 発 明 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  5ｃ 8 が 結 合 し 、 ま た Ｃ Ｄ ４ +

Ｔ 細 胞 に 特 異 的 な タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 こ の 発 明 は 、 医 薬 化 合 物 、 例 え ば 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド ま た は ア ゾ チ
オ プ リ ン を 、 そ の Ｔ 細 胞 ヘ ル パ ー 機 能 を 阻 害 す る 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で
あ っ て ： 動 物 か ら 血 液 試 料 を 単 離 し ； こ の 試 料 を 、 そ こ に 含 ま れ る Ｂ 細 胞 の 活 性 化 を 許 容
す る 条 件 下 で 培 養 し ； 試 料 を 、 Ｂ 細 胞 を 活 性 化 す る に 有 効 な 量 の Ｄ １ ． １ 細 胞 株 ま た は Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号 Ｈ Ｂ  10916の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  5ｃ
8 に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る 単 離 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 と 接 触 さ せ ； 医 薬 化 合 物 が Ｔ
細 胞 活 性 化 を 阻 害 す る こ と が 可 能 で あ る な ら ば 、 Ｂ 細 胞 の 最 終 分 化 の Ｔ 細 胞 誘 発 を 阻 害 す
る に 有 効 な 量 の 医 薬 化 合 物 と 試 料 を 接 触 さ せ ； お よ び 医 薬 化 合 物 の 存 在 下 に お い て 、 Ｔ 細
胞 株 が Ｂ 細 胞 を 活 性 化 す る か ど う か を 決 定 す る こ と を 具 備 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 Ｂ 細 胞 は 休 止 Ｂ 細 胞 で あ る 。 こ の 発 明 の 他 の 態 様 に お い
て は 、 Ｂ 細 胞 は 感 作 Ｂ 細 胞 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 血 液 は 哺 乳 動 物 、 例 え ば 、 マ ウ ス ま た は ヒ ト か ら 単 離 さ
れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 動 物 か ら の 血 液 の “ 単 離 ” は 、 血 液 を 抜 き 取 り 、 こ の 血 液 を 、 抗 凝 集 剤 、 例 え ば 、 ヘ パ
リ ン 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ま た は ク エ ン 酸 塩 を 入 れ た 容 器 に 直 ち に 収 容 す る 、 一 般 に 許 容 可 能 な あ ら
ゆ る 方 法 を 意 味 す る 。 “ Ｂ 細 胞 の 活 性 化 を 許 容 す る 条 件 下 ” で の Ｂ 細 胞 の 培 養 に は 、 リ ン
ホ カ イ ン 類 の 存 在 下 で の Ｂ 細 胞 の 培 養 が 含 ま れ る 。 Ｄ １ ． １ 細 胞 株 “ の 有 効 活 性 化 量 ” は
、 培 養 物 中 に お け る こ の 細 胞 の 、 培 養 物 中 の Ｂ 細 胞 を 活 性 化 す る に 有 効 な 濃 度 で あ る 。 “
有 効 活 性 化 量 ” を 決 定 す る 方 法 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 し て 動 物 を 免 疫 す る 方 法 で あ っ て ： 動 物 か ら 休 止 Ｂ リ ン パ 球 を 含 有
す る 血 液 試 料 を 単 離 し ； こ の 試 料 か ら 休 止 Ｂ 細 胞 を 回 収 し ； こ の 休 止 Ｂ 細 胞 を 、 Ｂ 細 胞 を
刺 激 し て 分 化 さ せ る 量 の 細 胞 株 Ｄ １ ． １ ま た は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号 Ｈ Ｂ  10916の ハ イ ブ リ ド
ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  5ｃ 8 に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る 単 離 タ ン パ
ク 質 を 発 現 す る 細 胞 と 共 に 、 Ｂ 細 胞 の 分 化 を 許 容 す る 条 件 下 で 共 培 養 （ coculturing） し
； こ の 分 化 Ｂ 細 胞 を 、 分 化 Ｂ 細 胞 に タ ン パ ク 質 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 を 産 生 さ せ る に 有 効 な
量 の タ ン パ ク 質 抗 原 と 接 触 さ せ ； お よ び こ の 抗 体 産 生 Ｂ リ ン パ 球 を 、 血 液 試 料 を 単 離 し た
動 物 に 投 与 す る こ と を 具 備 す る 方 法 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 こ の 発 明 の 目 的 の た め に は 、 “ 休 止 Ｂ 細 胞 ” は 、 未 分 化 の 非 抗 体 合 成 Ｂ 細 胞 ま た は 記 憶
Ｂ 細 胞 の い ず れ か で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 動 物 か ら の 血 液 の “ 分 離 ” は 、 血 液 を 抜 き 取 り 、 こ の 血 液 を 、 抗 凝 集 剤 、 例 え ば 、 ヘ パ
リ ン 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ま た は ク エ ン 酸 塩 を 入 れ た 容 器 に 直 ち に 収 容 す る 、 一 般 に 許 容 可 能 な あ ら
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ゆ る 方 法 を 意 味 す る 。 “ Ｂ 細 胞 の 活 性 化 を 許 容 す る 条 件 下 ” で の Ｂ 細 胞 の 培 養 に は 、 リ ン
ホ カ イ ン 類 の 存 在 下 で の Ｂ 細 胞 の 培 養 が 含 ま れ る 。 Ｂ リ ン パ 球 を 動 物 に 投 与 す る 方 法 に は
、 細 胞 を 動 物 に 投 与 す る 、 一 般 に 許 容 可 能 な あ ら ゆ る 方 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 Ｄ １ ． １ 細 胞 株 ま た は 可 溶 性 活 性 Ｔ 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 の “ 有 効 量 ” は 、 細 胞 株 ま た は
可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 、 Ｂ 細 胞 の 分 化 を 誘 発 す る に 有 効 な 量 で あ る 。 “ 有 効 量 ” を 決 定 す る
方 法 は 当 業 者 に は 公 知 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 抗 原 の “ 有 効 分 化 量 ” は 、 抗 原 の 、 分 化 Ｂ 細 胞 に 抗 原 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗
体 を 産 生 さ せ る に 有 効 な 量 で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 動 物 は 哺 乳 動 物 、 例 え ば 、 マ ウ ス ま た は ヒ ト で あ る 。 好
ま し く は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 こ の 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 抗 原 は ウ イ ル ス 性 タ ン パ ク 質 抗 原 、 例 え ば 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ
イ ル ス タ ン パ ク 質 抗 原 、 ヒ ト Ｔ 細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 抗 原 ま た は ヒ ト 免 疫 不 全 症
ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 抗 原 で あ る 。 こ の 発 明 の 他 の 態 様 に お い て は 、 抗 原 は 自 己 抗 原 ま た は
腫 瘍 抗 原 で あ る 。 当 業 者 に 公 知 の Ｒ ｏ 、 Ｌ ａ 、 Ｒ Ｎ Ｐ お よ び リ ュ ー マ チ 様 因 子 （ Ｉ ｇ Ｇ ）
は 、 そ の よ う な 自 己 抗 原 の 例 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 こ の 発 明 は 、 さ ら に 、 抗 体 産 生 細 胞 の イ ソ タ イ プ の 切 替 え を 誘 発 す る 方 法 で あ っ て 、 (i
)抗 体 産 生 細 胞 を 、 Ｂ 細 胞 の 分 化 を 許 容 す る 条 件 下 で 、 イ ソ タ イ プ の 切 替 え を 誘 発 す る に
有 効 な 量 の 細 胞 株 Ｄ １ ． １ ま た は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号 Ｈ Ｂ  10916の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て
産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  5ｃ 8 に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る 単 離 タ ン パ ク 質 を 発 現 す
る 細 胞 と 接 触 さ せ ； お よ び  (ii)抗 体 産 生 細 胞 の イ ソ タ イ プ を 検 出 す る こ と を 具 備 す る 方
法 を 提 供 す る 。 一 態 様 に お い て は 、 抗 体 産 生 細 胞 は ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 で あ る 。 他 の 態 様
に お い て は 、 抗 体 産 生 細 胞 は Ｅ Ｂ Ｖ 形 質 転 換 細 胞 株 で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 こ の 発 明 は ま た 、 抗 体 産 生 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体 の 親 和 性 を 増 大 す る 方 法 で あ っ
て 、 抗 体 産 生 細 胞 を 、 細 胞 の 接 触 を 許 容 す る 条 件 下 で 、 有 効 量 の 細 胞 株 Ｄ １ ． １ あ る い は
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号 Ｈ Ｂ  10916の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  5
ｃ 8 に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る 単 離 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 と 接 触 さ せ ； お よ び 抗 体 産
生 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体 の 結 合 親 和 性 を 決 定 す る こ と を 具 備 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 こ の 発 明 は 、 低 ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 血 症 に 罹 患 し た 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 低 ガ ン
マ グ ロ ブ リ ン 血 症 に つ い て 患 者 を 治 療 す る に 有 効 な 量 の 可 溶 性 活 性 Ｔ 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質
を 患 者 に 投 与 す る こ と を 具 備 す る 方 法 を 提 供 す る 。 “ 有 効 量 ” を 決 定 す る 方 法 は 当 業 者 に
公 知 で あ る 。 タ イ ト レ ー シ ョ ン に よ る 方 法 は 、 そ の よ う な 方 法 の 一 例 で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 こ の 発 明 は 、 以 下 の 実 験 の 詳 細 を 参 照 す る こ と に よ り さ ら に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 し か
し な が ら 、 詳 細 に 述 べ ら れ る 特 定 の 実 験 は 単 に 説 明 に 過 ぎ ず 、 こ こ に 記 載 さ れ 、 そ の 後 に
続 く 請 求 の 範 囲 に よ っ て 定 義 さ れ る こ の 発 明 を 限 定 す る こ と を 意 味 す る も の で は な い こ と
は 、 当 業 者 に は 容 易 に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ６ 】
　
　
　 　 ５ 匹 の Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス は 、 生 理 食 塩
水 中 で ２ ｘ １ ０ 6 の Ｄ １ ． １ 細 胞 で 静 脈 内 免 疫 感 作 し 、 次 ぎ に 腹 腔 内 で 約 ２ 週 間 間 隔 で の
５ 回 の ブ ー ス ト が な さ れ た 。 こ れ ら の マ ウ ス の 血 清 は 、 Ｂ ２ ． ７ 細 胞 に 対 し て ジ ャ ー カ ッ
ト Ｄ １ ． １ に 優 先 的 に 結 合 す る 抗 体 が 存 在 す る か ど う か に つ い て テ ス ト す る た め に 、 Ｆ Ａ
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実 験 の 第 １ シ リ ー ズ
材 料 お よ び 方 法
５ Ｃ ８ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 お よ び 特 徴



Ｃ Ｓ に よ っ て 滴 定 さ れ た 。 最 も 差 異 の あ る 滴 定 を 示 し た 一 匹 の マ ウ ス は 、 融 合 す る 三 日 前
に 、 静 脈 下 、 ２ ｘ １ ０ 6 の Ｄ １ ． １ 細 胞 の ブ ー ス ト を 受 け た 。 該 マ ウ ス 由 来 の 脾 蔵 細 胞 は
、 前 記 記 載 (Kirchevsky et al., 1988)の よ う に 、 ７ ｘ １ ０ 7 の マ ウ ス Ｓ Ｐ ２ ／ ０ 骨 髄 融 合
パ ー ト ナ ー 細 胞 と 融 合 さ せ た 。 融 合 産 生 物 を 8-mmの 360 ウ エ ル に 播 種 す る 前 に 、 細 胞 混 合
物 は 、 １ ５ ％  Ｆ Ｃ Ｓ を 含 む Dulbecco's Modified Eagle's 培 地 (Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ） 中 で 一 晩 培 養
さ れ た 。 ２ ２ ０ ウ エ ル に 出 現 し た コ ロ ニ ー お よ び す べ て に つ い て 、 Ｄ １ ． １ お よ び Ｂ ２ ．
７ 細 胞 を 識 別 し て 結 合 す る か ど う か を 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ５ ｃ ８ と
名 付 け ら れ た ｍ Ａ ｂ が Ｄ １ ． １ 細 胞 と 結 合 し 、 Ｂ ２ ． ７ 細 胞 に は 結 合 し な い こ と が わ か っ
た 。 ５ ｃ ８ ク ロ ー ン は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 性 が 達 成 さ れ る ま で 何 回 も サ ブ ク ロ ー ン さ れ た 。
５ ｃ ８  ｍ Ａ ｂ は 、 エ リ サ 法  (Hyclone, Logan, UT)で Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ で あ る こ と が わ か っ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ： 下 記 の ｍ Ａ ｂ ｓ ： OKT 11(抗 -CD2), OKT 10(抗 -38), OKT 8(anti-
CD8), OKT 6(抗 -CD1a), OKT 4(anti-CD4), OKT 3(抗 -CD3), OKT 1(抗  -CD5), 3A1(抗 -CD7
),tac(抗 -CD25), T-HB5(抗 -CD21, CR2), W6/32 (抗 -MHC class I), AB2.06(抗 -MHCclass 
II),L243 (抗 -MHC class II), 93F10(抗 -MHC class II), TS1/22.1.13(抗 -LFA-1a), TS1/
18.1.2.11.4(抗 -LFA-1β ), TS2/9.1.4.3 (抗 -LFA-3),お よ び  187.1(抗 -human Ig(Fab))は
、 American Type Culture Collection（ Rockville,MD)か ら 入 手 可 能 な ハ イ ブ リ ド ー マ に
よ っ て 製 造 さ れ た 。 こ れ ら の ｍ Ａ ｂ は 、 飽 和 濃 度 の ハ イ ブ リ ド ー マ 上 澄 液 で 使 用 さ れ る か
、 ま た は タ ン パ ク Ａ カ ラ ム (Biorad, Rockville Center, NY)で 腹 腔 液 か ら 精 製 さ れ る か の
い づ れ か で あ っ た 。 抗 -ジ ャ ー カ ッ ト TCR Clonotypic mAb (抗 -vβ 8 )mAb 16G8お よ び 抗 -T
CR mAbの よ う な 他 の パ ネ ル は 、 Diversi-T, T cell Science (Cambridge, MA)か ら 購 入 し
た 。 mAb OKT4A は 、 Ortho Pharmaceutical (Raritan, NJ） か ら 購 入 し 、 TCR δ -1は Dr. M
ichael Brenner,ハ ー バ ー ド 医 学 学 校 (Boston, MA)か ら の 贈 呈 さ れ た 。 M241(anti-CD1c)は
Dr. Cox Terhorst of ハ ー バ ー ド 医 科 大 学 か ら の 贈 呈 で あ っ た 。 FITC標 識 抗 -CD23-PE mAb
お よ び 無 標 識 の 抗 -CD69 は 、 Becton Dickinson (Mountainview, CA)よ り 購 入 し た 。 FITC
標 識 抗 IgM は Tago (Burlingame, CA)よ り 購 入 し た 。 Kolt-4 (抗 -CD28)、 お よ び 抗 -CD27は
 Accurate Scientific(Westbury,NY） か ら 購 入 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 組 換 蛋 白 ｒ Ｉ Ｌ － ４ は Genzyme(Cambridge, MA)よ り 購 入 し た 。 ｒ Ｉ Ｌ － ２ は Hoffmann-L
aRoche(Nutley,N.J.)の 贈 呈 で あ っ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 　 約 １ ０ 5 細 胞 を 、 表 示 の ｍ Ａ ｂ ｓ の 飽 和 濃 度 に よ り 、 ４
５ 分 間 ４ ℃ で 、 ８ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の 熱 凝 集 し た ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ (International Enzyme, Fallbro
ok, CA)の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 は 、 洗 浄 さ れ て 未 結 合 の ｍ Ａ ｂ を 除 去 し た
後 、 蛍 光 体 (Cappel, Cochranville, PA)と 結 合 さ れ た ヤ ギ 抗 -マ ウ ス Ｉ ｇ 二 次 抗 体 で イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 二 色 分 析 の た め 、 細 胞 を 表 示 の よ う に 直 接 連 結 さ れ た Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ま た は ｍ Ａ ｂ に 接 合 し 、
４ ５ 分 ４ ℃ で 、 凝 集 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 存 在 下 で 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン (PE)と 反 応 さ せ た 。 分 析 に 先
立 ち 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 再 懸 濁 し た 。 蛍 光 強 度 は 、 consort-30 ソ フ ト ウ エ ア ー (
Becton-Dickinson, Mountainview, CA)付 き Ｆ Ａ Ｃ Ｓ Ｃ Ａ Ｎ 細 胞 フ ル オ グ ラ フ ィ ー で 測 定
し た 。 Ｂ 細 胞 と ジ ャ ー カ ッ ト ク ロ ー ン と の 共 培 養 に 関 す る 実 験 で は 、 弱 い 前 方 お よ び 側 方
の 光 分 散 に よ っ て 異 種 細 胞 集 団 を ゲ ー チ ン グ す る こ と に よ っ て 、 ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 を Ｂ 細
胞 蛍 光 分 析 か ら 除 外 し た 。 Ｐ Ｍ Ａ お よ び Ｐ Ｈ Ａ 活 性 化 細 胞 に よ る 実 験 に お い て は 、 死 細 胞
は 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ リ デ イ ウ ム お よ び 電 子 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ゲ ー テ イ ン グ に よ る 処 理 に よ っ て 分 析 か
ら 除 外 さ れ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 　 下 記 の 細 胞 系 ： HPB-ALL, Jurkat, CEM, PEER, MOLT-IV, K562, Ramos, Raji,
お よ び U937は 、 American Type Culture Collection（ Rockville, MD)か ら 入 手 で き る 。 Ｂ
Ａ は 以 前 報 告 さ れ て い る (Bank, et al., 1986)よ う に Epstein Barr ウ イ ル ス で 形 質 転 換
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細 胞 フ ル オ ロ グ ラ フ ィ ー 分 析

細 胞 系



さ れ た Ｂ 細 胞 系 で あ る 。 Ｈ ９ は 、 HIV Repository (Rockville, MD)か ら 入 手 で き る 。 Ｈ Ｌ
Ａ の 分 類 は 、 コ ロ ン ビ ア 大 学 (One Lambda, Los Angeles, CA)の 病 理 課 Dr. Elaine Reedに
よ っ て 行 わ れ た 。 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ お よ び Ｂ ２ ． ７ は 、 Mycotect キ ッ ト (GIBCO, Gra
nd Island, NY） お よ び Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ デ イ ゼ ー シ ョ ン 法 (Genprobe, La Jolla,CA)で は マ
イ コ プ ラ ズ マ に 対 し て 陰 性 で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 　 末 梢 血 液 リ ン パ 球 は 、 健 康 な 志 願 者 よ り 取 り 出 さ れ た 新 鮮 な 血 液 を 、
Ficoll-Hypaque (Sigma, St. Louis, MO)ま た は Leukoprep（ Becton-Dickson)で 遠 心 分 離
す る こ と で 得 ら れ た 。 Ｔ 細 胞 は 、 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処 理 さ れ た ヒ ツ ジ 赤 血 球 に よ っ て 実 質
的 に 選 別 さ れ た 。 Ｃ Ｄ ４ + Ｃ Ｄ ８ - お よ び Ｃ Ｄ ４ - Ｃ Ｄ ８ + 細 胞 の サ ブ セ ッ ト が 、 そ れ ぞ れ 抗
Ｃ Ｄ ８ ま た は 抗 Ｃ Ｄ ４ ｍ Ａ ｂ 処 理 に よ っ て 単 離 さ れ た 後 、 以 前 (Rogozinksi, et al., 198
4)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 補 体 の 仲 介 に よ っ て 溶 菌 さ れ た 。 Ｂ 細 胞 は 、 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー
ゼ 処 理 ヒ ツ ジ 赤 血 球 に よ る ロ ゼ ッ ト 形 成 を 二 回 行 っ た 後 、 Ficoll-Hypaque遠 心 分 離 で は ペ
レ ッ ト 化 さ れ な か っ た 細 胞 集 団 か ら 得 ら れ た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 Ｂ 細 胞 は 、 更 に 密 度 遠 心 分 離 あ る い は 抗 Ｉ ｇ カ ラ ム で の ポ シ テ イ ブ 選 別 に よ っ て 精 製 さ
れ た 。 最 初 の 方 法 で は 、 消 耗 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ を 固 定 さ せ る た め 、 Ｅ ー 細 胞 を ポ リ ス チ
レ ン フ ラ ス コ (３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ ） 中 で 一 晩 培 養 し た 。 こ れ ら の 非 Ｔ 細 胞 お よ び 非 マ ク
ロ フ ァ ー ジ 細 胞 が 不 連 続 の ３ ０ ％ ／ ５ ０ ％ ／ １ ０ ０ ％ の パ ー コ ー ル 勾 配 中 で 、 ２ ３ ０ ０ ｒ
ｐ ｍ 、 １ ２ 分 の 遠 心 分 離 で 、 高 お よ び 低 密 度 の 分 画 に 分 画 さ れ た 。 高 密 度 細 胞 が ５ ０ ／ １
０ ０ ％ の 界 面 か ら 、 低 密 度 細 胞 が ３ ０ ／ ５ ０ ％ の 界 面 か ら 得 ら れ た (Crow, et al., 1985)
。 高 密 度 （ 静 止 ） 細 胞 は 、 主 に ６ ０ － ８ ０ ％ Ｃ Ｄ ２ ０ + ， ５ ５ － ８ ０ ％ Ｉ ｇ Ｍ + 、 お よ び ＜
５ ％ Ｃ Ｄ ３ + お よ び ＜ ５ ％ Ｃ Ｄ ２ ３ + （ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ） で あ っ た 。 （ 表 示 さ れ て い る ）
他 の 実 験 で は 、 Ｂ 細 胞 が 、 記 載 (Rogozinksi et al., 1984；  Friedman, et al., 1976)さ
れ て い る よ う に 、 Sephadex G-200 抗 Ｆ （ ａ ｂ ） ２ 　 Ｉ ｇ 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ で 精 製
さ れ た 。 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ で 分 析 す る と 、 ｓ Ｉ ｇ + 細 胞 集 団 は 、 主 に ＜ ５ ％ Ｃ Ｄ ３ + 、 ＜ １ ０ 　 Ｃ Ｄ
２ + 、 お よ び ＞ ９ ０ ％ Ｃ Ｄ ２ ０ + で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 　 ジ ャ ー カ ッ ト ク ロ ー ン は 、 ラ ク ト ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ 法 で ヨ ウ 素 化 し 、 １ ％ の Ｎ Ｐ ４ ０ ， ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド を 含 む ２ ５ ｍ Ｍ ト リ ス で 緩
衝 化 さ れ た Ｐ Ｂ Ｓ お よ び １ ０ μ ｍ Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 中 に 溶 解 さ れ た 。 細 胞 溶 解 物 を 、 ｍ Ａ ｂ １ ８ ７
． １ (抗 ヒ ト Ｆ （ ａ ｂ ） Ｉ ｇ ） と 約 １ ０ μ ｇ の 表 示 ｍ Ａ ｂ で 被 覆 さ れ た 蛋 白 Ａ － ４ Ｂ セ フ
ァ ロ ー ス ビ ー ズ (Pharmacia, Uppsula, Sweden)と 反 応 さ せ た 。 ビ ー ズ を 洗 浄 し て 非 特 異 的
に 結 合 し た 蛋 白 を 除 去 後 、 沈 殿 し た 蛋 白 を Ｓ Ｄ Ｓ 中 で ２ － Ｍ Ｅ 存 在 下 ま た は 無 存 在 下 で 、
熱 変 性 さ せ た 。 変 性 蛋 白 お よ び 予 め 染 色 し て あ る 分 子 量 マ ー カ ー (Biorad, Rockville Cen
ter, NY)を 、 １ ２ ｃ ｍ の ゲ ル 中 で １ ２ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド を 通 し て 電 気 泳 動 に か け 、 乾
燥 ゲ ル を 使 用 し て Ｘ 線 フ ィ ル ム (Kodak, Rochester, NY)を 感 光 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 　 ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 (１ ０ 7 ） を 、
５ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の マ イ ト マ イ シ ン － Ｃ （ Sigma, St. Louis, MO)で 、 ６ ０ 分 ３ ７ ℃ で 処 理
し た 。 マ イ ト マ イ シ ン 処 理 さ れ た ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 を 二 回 洗 浄 し 、 無 マ イ ト マ イ シ ン 培 地
に 再 懸 濁 し て か ら 、 ４ ５ － ６ ０ 分 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。 該 細 胞 を 更 に 二 回 洗 浄 し て か ら Ｂ 細
胞 培 養 中 に 添 加 し た 。 固 定 化 実 験 で は 、 Ｔ 細 胞 を 新 た に 作 成 し た ０ ． ５ ％ の パ ラ フ ォ ル ム
ア ル デ ヒ ド で ５ － １ ０ 分 処 理 し 、 ０ ． ２ Ｍ の Ｌ － リ ジ ン で 抑 制 し 、 ５ 回 洗 浄 し Ｂ 細 胞 培 養
中 に 添 加 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 　 ５ ｃ ８  Ａ ｇ の 発 現 を 研 究 す る 実 験 で は 、 静 止 Ｔ 細 胞 を 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ
Ｌ の ホ ル ボ ー ル ミ リ ス テ ー ト ア セ テ ー ト （ Ｐ Ｍ Ａ ） （ Sigma, St. Louis, MO)お よ び １ ０
μ ｇ ／ ｍ Ｌ の Ｐ Ｈ Ａ （ Sigma)の 存 在 下 ま た は 無 存 在 下 で 培 養 し た 。 ５ ｃ ８  Ａ ｇ 発 現 の 代
謝 要 求 を 研 究 す る 実 験 で は 、 Ｔ 細 胞 が １ ０ ０ μ ｍ シ ク ロ ヘ キ サ ア ミ ド （ Sigma)ま た は １ ０
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細 胞 集 団 の 単 離

Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動

マ イ ト マ イ シ ン Ｃ お よ び パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド 処 理

Ｔ 細 胞 活 性 化



μ ｇ ／ ｍ Ｌ の ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ （ Sigma)の 存 在 下 で 活 性 化 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 活 性 化 し た Ｔ 細 胞 に よ っ て 高 密 度 の Ｂ 細 胞 で の Ｃ Ｄ ２ ３ の 発 現 の 誘 発 を 研 究 す る 実 験 で
は 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の ｍ Ａ ｂ を Ｐ Ｂ Ｓ 中 で １ 時 間 培 養 す る こ と で 、 ｍ Ａ ｂ ｓ Ｏ Ｋ Ｔ ３ ま た
は Ｏ Ｋ Ｔ ４ を ２ ４ ウ エ ル 培 養 プ レ ー ト の 表 面 に 固 定 化 し た 。 対 照 の ウ エ ル は 、 ｍ Ａ ｂ を 含
ま な い Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 培 養 し た 。 未 結 合 ｍ Ａ ｂ を 洗 浄 し た 後 、 １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ の ホ ル ボ ー ル ジ
ブ チ レ ー ト （ Ｐ Ｄ Ｂ ） （ Sigma)の 存 在 下 、 ６ 時 間 で ２ ｘ １ ０ 6 細 胞 ／ ウ エ ル で プ レ ー ト が
被 覆 さ れ た 。 細 胞 を 激 し い ピ ペ ッ ト 操 作 で 除 去 し 、 洗 浄 し 、 培 養 前 に 、 細 胞 と ２ ｘ １ ０ 5

の 高 密 度 で 、 パ ー コ ー ル で 単 離 さ れ た 静 止 Ｂ 細 胞 と の 割 合 を １ ： １ に し て 、 ０ ． ５ ％ の パ
ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド で 上 記 記 載 通 り に 固 定 化 し た 。 Ｂ 細 胞 Ｃ Ｄ ２ ３ の 発 現 が 上 記 記 載 の
よ う に ２ 色 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ で 測 定 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 　 Ｂ 細 胞 表 面 Ｃ Ｄ ２ ３ の 発 現 誘 発 を 測 定 す る 実 験 で は 、 ２ ｘ １
０ 5 高 密 度 細 胞 を 、 ２ ０ ０ μ Ｌ の Isocove's Modified Dulbecco培 地 （ Ｉ Ｍ Ｄ Ｍ ） １ ０ ％ 　
Ｆ Ｃ Ｓ 丸 底 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ エ ル （ Nunc)中 の 表 示 数 の ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 ま た は Ｔ 細 胞
に 添 加 し 、 １ ８ － ２ ４ 時 間 た っ て Ｃ Ｄ ２ ３ の 発 現 に つ い て 分 析 し た 。 ミ リ ポ ア (Bedford, 
MA)か ら の ４ ５ μ ｍ 培 養 プ レ ー ト 挿 入 物 に よ っ て １ ｘ １ ０ 6 細 胞 か ら 分 離 さ れ た １ ｘ １ ０ 6

の Ｂ 細 胞 の 存 在 下 ま た は 無 存 在 下 で 、 １ ｘ １ ０ 6 ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 に よ る 二 つ の チ ェ ン バ
ー 実 験 が 行 な わ れ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 Ｂ 細 胞 増 殖 は 、 平 底 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ エ ル （ NUNC)中 で 、 Ｐ Ｈ Ａ （ ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） の
存 在 下 ま た は 無 存 在 下 で 、 １ ０ 5 Ｂ 細 胞 と 、 マ イ ト マ イ シ ン － Ｃ － で 処 理 し た 同 数 の Ｅ + 細
胞 ま た は ジ ャ ー カ ッ ト ク ロ ー ン を 共 に 培 養 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ た 。 培 養 物 は 、 ６ ０
時 間 後 に 、 １ μ Ｃ Ｉ （ Ｈ 3 ） チ ミ ン (New England Nuclear,Boston, MA） で パ ル ス 標 識 さ れ
、 １ ６ 時 間 後 に グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー ペ ー パ ー (Cambridge Technology Watertown,
 MA)上 で 採 取 さ れ た 。 ベ ー タ シ ン チ レ ー シ ョ ン ｃ ｐ ｍ を ベ ー タ 計 測 器 (LKB Rackbeta coun
ter、 1209型 ） で 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 プ ラ ー ク 形 成 体 (Ｐ Ｆ Ｃ ） は 、 イ エ ル ネ 溶 血 プ ラ ー ク 分 析 の 改 変 法 で 測 定 さ れ た （ Rogoz
inski, et al., 1984)。 つ ま り 、 ２ ． ５ ｘ １ ０ 5 Ｂ 細 胞 を マ イ ト シ ン Ｃ 処 理 さ れ た 様 々 な
数 の ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 と 共 に 培 養 す る か 、 ま た は 未 処 理 の 新 た に 単 離 さ れ た 自 己 に 由 来 す
る Ｔ 細 胞 と 共 に 、 ６ 日 間 １ ： ４ ０ ０ の 希 釈 率 の Ｐ Ｗ Ｍ (Gibco, Grand Island, NY)の 存 在
下 あ る い は 無 存 在 下 で 培 養 し た 。 細 胞 を 二 回 洗 浄 し 、 ハ ン ク ス 平 衡 塩 類 溶 液 中 に 再 懸 濁 し
た 。 適 宜 希 釈 か ら 、 培 養 さ れ た 細 胞 懸 濁 液 の ５ ０ μ Ｌ を 、 塩 化 第 二 ク ロ ム に よ っ て ラ ビ ッ
ト 抗 ヒ ト Ｉ ｇ で 被 覆 さ れ た Ｓ Ｒ Ｂ Ｃ の １ １ ％ 溶 液 １ ０ μ Ｌ 、 希 釈 さ れ た ラ ビ ッ ト 抗 ヒ ト Ｉ
ｇ １ ０ μ Ｌ 、 お よ び ギ ア ナ ピ ッ グ 補 体 １ ０ μ Ｌ と 混 合 し た 。 こ れ ら の 混 合 物 を 二 つ 対 に な
っ た ガ ラ ス 室 に 入 れ 、 ２ 時 間 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。 プ ラ ー ク を 解 剖 用 顕 微 鏡 を 使 用 し て 計 測
し 、 プ ラ ー ク 形 成 コ ロ ニ ー (Ｐ Ｆ Ｃ ） １ ０ 6 Ｂ 細 胞 と し て 表 示 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 Ｉ ｇ ア イ ソ ト ー プ 定 量 の た め の エ リ サ 法 が 、 炭 酸 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ９ ． ６ 中 で 、 ポ リ ス チ レ
ン ９ ６ ウ エ ル (immunion II, Dynatech Laboratories, Chantilly, VA9)を 、 ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｉ
ｇ Ａ ， Ｉ ｇ Ｇ ， ま た は Ｉ ｇ Ｍ （ Tago, Burligname, CA)の 希 釈 物 で 、 １ ８ 時 間 ４ ℃ で 被 覆
す る こ と で 行 な わ れ た 。 そ の プ レ ー ト を Ｐ Ｂ Ｓ 中 ０ ． ０ ５ ％ ト ウ イ ー ン で 洗 浄 し 、 １ ％ の
Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と で 非 特 異 的 部 位 を 封 鎖 し た 。 洗 浄
後 、 ５ ０ μ Ｌ の 細 胞 培 養 上 澄 液 ま た は Ｉ ｇ ア イ ソ ト ー プ 標 準 液 (Rockland, Gilbertsville
, PA)を 該 ウ エ ル に 添 加 し 、 ２ 時 間 結 合 さ せ た 。 次 ぎ に 、 結 合 し た ヒ ト Ｉ ｇ を 検 出 す る た
め に 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ (Tago） と 結 合 し た ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ を 添 加 し た 。 ２ 時 間
後 、 ウ エ ル を 洗 浄 し 、 ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル フ ォ ス フ ェ ー ト を 添 加 し た 。 Molecular Device
s VMAX器 (Palo Alto, CA)で ４ ０ ５ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。 サ ン プ ル は ３ 回 分 析
し た 。 エ ラ ー バ ー は 曲 線 当 て は め 法 お よ び 内 挿 法 (Delta-Soft, BioMetallics, Inc. Prin
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ceton, NJ)か ら 計 算 さ れ た 標 準 偏 差 を 示 す 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　
　 Ｔ 細 胞 の 作 用 に お け る Ｃ Ｄ ４ の 役 割 を 研 究 す る た め に 、 Ｃ Ｄ ４ - ジ ャ ー カ ッ ト ク ロ ー ン
（ Ｄ １ ． １ ） を Ｃ Ｄ ４ - の サ ブ 細 胞 集 団 自 然 発 生 さ せ た 培 養 液 か ら 単 離 し 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析
で の マ イ ナ ス ピ ー ク で 確 認 し た 。 Ｃ Ｄ ４ の 表 面 発 現 が 見 ら れ な か っ た こ と は 、 ジ ャ ー カ ッ
ト Ｄ １ ． １ 細 胞 表 面 の 表 現 型 が 、 多 く の ｍ Ａ ｂ 類 の 結 合 に つ い て の Ｃ Ｄ ４ + ク ロ ー ン 、 す
な わ ち ジ ャ ー カ ッ ト Ｂ ２ ． ７ （ 図 １ 、 お よ び 表 １ ） と 同 様 で あ っ た 事 が 、 比 較 的 特 異 的 で
あ っ た 。 Ｃ Ｄ ４ の 異 な る 発 現 は 、 こ れ ら の サ ブ ク ロ ー ン 間 で の 定 量 的 差 異 に 過 ぎ な い け れ
ど も 、 研 究 さ れ た 他 の 分 子 構 造 は の う ち 幾 つ か は 、 定 量 的 に 異 な る レ ベ ル で 発 現 さ れ た 。
例 え ば ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ は 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｂ ２ ． ７ よ り も Ｃ Ｄ ２ お よ び Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス
 (Ｈ Ｌ Ａ ） の 分 子 を 多 く 発 現 し た 。 し か し な が ら 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ は ジ ャ ー カ ッ ト
Ｂ ２ ． ７ よ り も Ｃ Ｄ ２ ８ 分 子 、 お よ び TCR -α ／ β (Vβ ８ ） ／ CD3 複 合 体 の 発 現 が 少 な か
っ た （ 図 １ 、 お よ び 表 １ ） 。 こ れ ら の clonotypic　 抗 -TCR mAbと の 反 応 性 が 共 通 し て い る
の に 加 え て 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ お よ び Ｂ ２ ． ７ は Ｈ Ｌ Ａ と 同 一 (Ａ ３ ， ３ ４ 、 ２ 、 １
６ ） で あ り 、 無 関 連 Ｔ 細 胞 白 血 病 系 、 Ｈ Ｐ Ｂ － Ａ Ｌ Ｌ （ Ａ ９ ） と は は っ き り 相 違 し て い た
。 こ れ ら の デ ー タ を ま と め る と 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ は ジ ャ ー カ ッ ト の Ｃ Ｄ ４ - サ ブ ク
ロ ー ン で あ り 、 Ｃ Ｄ ４ 分 子 が な い こ と は 表 面 表 現 型 に お け る 比 較 的 特 異 的 な 変 化 で あ る こ
と が 実 証 さ れ た 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ３ 】
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ａ 数 字 は ， Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 平 均 で 測 定 し た 蛍 光 強 度 （ 任 意 単 位 ） を 示 す 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド は マ
イ ナ ス さ れ 、 数 字 は 約 １ ０ 単 位 で 四 捨 五 入 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 作 用 性 研 究 で は 、 Ｃ Ｄ ４ + (Ｂ ２ ． ７ ） お よ び （ Ｄ １ ． １ ） ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 が 静 止 Ｂ 細
胞 を 誘 発 し て Ｃ Ｄ ２ ３ を 発 現 さ せ る 能 力 、 Ｂ 細 胞 活 性 化 の マ ー カ ー を 比 較 し た (Crow, et 
al., 1986；  Jover, et al., 1989；  Crow, et al., 1989)。 驚 い た こ と に 、 Ｂ 細 胞 と 、
Ｃ Ｄ ４ + ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 （ Ｂ ２ ． ７ ） で は な く Ｃ Ｄ ４ - ジ ャ ー カ ッ ト （ Ｄ １ ． １ ） と 共 培
養 す る と 、 Ｃ Ｄ ２ ３ の 発 現 が 、 ６ ０ ％ を 越 え る Ｂ 細 胞 で 誘 導 さ れ た 。 (図 ２ ） 。 ジ ャ ー カ
ッ ト Ｄ １ ． １ に よ る Ｂ 細 胞 表 面 の Ｃ Ｄ ２ ３ 発 現 の 誘 導 は 、 Ｄ １ ． １ と Ｂ 細 胞 と の 比 率 が １
： １ で は 、 ２ ０ － ２ ４ 時 間 で 最 大 と な っ た （ 図 ３ ） 。 反 対 に 、 Ｂ ２ ． ７ ジ ャ ー カ ッ ト サ ブ
ク ロ ー ン は 、 高 比 率 の Ｂ 細 胞 、 ま た は 長 期 間 共 培 養 (最 高 ４ ８ 時 間 、 表 示 せ ず ） し た Ｂ 細
胞 を 活 性 化 し な か っ た （ 図 ３ ） 。 更 に 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ は 他 の Ｔ 細 胞 （ Ｈ ９ ， Ｈ Ｐ
Ｂ － Ａ Ｌ Ｌ ， Ｍ Ｏ Ｌ Ｔ － Ｉ Ｖ ， Ｃ Ｅ Ｍ ） お よ び 非 Ｔ 細 胞 （ Ｕ ９ ３ ７ ） 白 血 病 系 （ 表 示 せ ず
） と 比 較 す る と 、 該 能 力 に 特 異 性 を も っ て い た 。 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ は 、 Ｉ ｇ Ｍ （ 図 ２
） 、 Ｃ Ｄ ２ ０ （ 図 ２ ） ま た は ク ラ ス Ｉ Ｍ Ｈ Ｃ 等 の 他 の Ｂ 細 胞 表 面 分 子 の 量 が 影 響 を 受 け な
い の で 、 Ｂ 細 胞 の Ｃ Ｄ ２ ３ の 発 現 を 選 択 的 に 誘 発 し た 。 Ｂ 細 胞 活 性 化 に お け る ジ ャ ー カ ッ
ト Ｄ １ ． １ の 効 果 は 、 ２ ５ 以 上 の 関 連 性 の な い 提 供 者 由 来 の Ｂ 細 胞 に 一 定 に 観 察 さ れ た 。
こ れ は 、 該 影 響 が Ａ ｇ に も Ｍ Ｈ Ｃ に も 制 限 さ れ な い 事 を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 Ｂ 細 胞 Ｃ Ｄ ２ ３ は 、 Ｉ ｇ の 分 泌 細 胞 に 至 る 最 終 Ｂ 細 胞 分 化 に お い て 、 初 期 、 お よ び 、 も
し か す る と 中 間 の 段 階 で 発 現 さ れ る 。 活 性 化 さ れ た Ｔ 細 胞 表 面 に 与 え ら れ る 刺 激 と は 別 の
刺 激 が 、 実 質 的 な Ｂ 細 胞 の 増 殖 お よ び 分 化 を 行 う に は 必 要 で あ る 。 Ｂ 細 胞 増 殖 ま た は 分 化
を 測 定 す る に は 、 数 日 の 培 養 が 必 要 で あ る の で 、 ジ ャ ー カ ッ ト ク ロ ー ン の 増 殖 を 、 マ イ ト
シ ン Ｃ に よ る 前 処 理 で 阻 害 し た 。 マ イ ト シ ン Ｃ は 、 Ｂ 細 胞 を 活 性 化 す る 能 力 を 奪 う こ と は
し な い (表 ２ ） 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ６ 】
　 二 色 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 に よ っ て 、 抗 Ｃ Ｄ ２ ０ （ ｌ ｅ ｕ － １ ６ ） － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ お よ び 抗 － Ｃ Ｄ ２
３ 　 Ｐ Ｅ で 測 定 さ れ た Ｃ Ｄ ２ ３ を 発 現 す る Ｃ Ｄ ２ ０ （ Ｌ ｅ ｕ － １ ６ ） + Ｂ 細 胞 の パ ー セ ン
テ ー ジ を 示 す 。 高 密 度 の パ ー コ ー ル で 分 画 さ れ た Ｂ 細 胞 （ ２ ｘ １ ０ ５ ） は 単 独 で 培 養 さ れ
る か 、 ま た は 同 数 の ジ ャ ー カ ッ ト Ｂ ２ ． ７ ま た は Ｄ １ ． １ 細 胞 と 共 に 、 表 示 さ れ た よ う に
２ ０ 時 間 培 養 さ れ た 。 表 示 の よ う に 、 精 製 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル ラ ビ ッ ト の 抗 Ｉ Ｌ － ４ ま
た は 抗 Ｉ Ｌ － ２ Ｉ ｇ は 、 実 験 開 始 時 に 最 終 濃 度 １ ・ ２ ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ に な る ま で 添 加 さ れ た
。 表 示 の よ う に 、 ｒ Ｉ Ｌ － ２ ま た は ｒ Ｉ Ｌ － ４ は 、 最 終 濃 度 ２ ５ Ｕ ／ ｍ Ｌ に な る ま で 表 示
さ れ た 培 養 液 に 添 加 さ れ た 。 分 析 さ れ た 細 胞 は 、 前 方 お よ び 側 方 の 光 分 散 に よ っ て 該 分 析
か ら ゲ ー ト さ れ 、 大 き な Ｄ １ ． １ ま た は Ｂ ２ ． ７ 細 胞 (も し あ れ ば ） が 除 か れ た 。 Ｃ ： 対
照 ； Ｄ １ ． １ ／ Ｍ ： マ イ ト シ ン Ｃ で 処 理 さ れ た Ｄ １ ． １ 細 胞 ； Ｂ ２ ． ７ ／ Ｍ ： マ イ ト シ ン
Ｃ で 処 理 さ れ た Ｂ ２ ． ７ ； Ｎ Ｄ ： 測 定 せ ず 。
【 ０ １ ３ ７ 】
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　 マ イ ト マ イ シ ン Ｃ 処 理 さ れ た Ｃ Ｄ ４ - ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ お よ び Ｃ Ｄ ４ + ジ ャ ー カ ッ ト
Ｂ ２ ． ７ は 、 そ の Ｂ 細 胞 増 殖 ま た は Ｉ ｇ 分 泌 細 胞 へ 至 る 最 終 Ｂ 細 胞 分 化 へ 誘 導 す る 能 力 に
つ い て 調 査 さ れ た 。 Ｔ 細 胞 依 存 Ｂ 細 胞 マ イ ト ジ ェ ン (Doech, et al., 1980)の 存 在 下 、 ジ
ャ ー カ ッ ト Ｂ ２ ． ７ で は な く 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ に 誘 導 さ れ た Ｂ 細 胞 の 増 殖 は 、 Ｄ Ｎ
Ａ 分 析 （ 図 ４ ） に よ っ て 測 定 さ れ 、 Ｉ ｇ 分 泌 細 胞 の 分 化 は 、 逆 溶 血 プ ラ ー ク 分 析 （ 図 ５ Ａ
） に よ っ て 測 定 さ れ た 。 更 に 、 分 泌 さ れ た 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ は 定 量 エ リ サ 法 で 定 性 さ れ
た 。 ジ ャ ー カ ッ ト Ｂ ２ ． ７ で は な く 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ は 、 培 養 上 澄 液 中 へ Ｉ ｇ Ｇ お
よ び 少 量 で は あ る が Ｉ ｇ Ｍ の 分 泌 を 誘 発 し た (図 ５ Ｂ お よ び Ｃ ） 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 ま
と め る と 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｂ ２ ． ７ で は な く 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ が Ｂ 細 胞 の 分 化 お よ び
Ｉ ｇ Ｍ お よ び Ｉ ｇ Ｇ の 分 泌 を 援 助 す る 機 能 的 能 力 を 活 性 化 Ｔ 細 胞 と 共 有 し て い る こ と を 示
す 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　
　 Ｄ １ ． １ 上 澄 液 は Ｂ 細 胞 Ｃ Ｄ ２ ３ の 発 現 を 誘 発 し な か っ た （ 図 ３ ） 。 静 止 Ｂ 細 胞 を 、 Ｂ
細 胞 存 在 下 、 無 存 在 下 で 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 の 培 養 培 地 を 含 む リ ン フ ォ カ イ ン ま た は 培 養 液 と
、 浸 透 膜 に よ っ て 分 離 さ れ た チ ェ ン バ ー で 培 養 す る 二 室 実 験 が 行 わ れ た 。 あ る 実 験 で は 、
Ｂ 細 胞 （ ６ ６ ％ Ｉ ｇ Ｍ ） が ０ ． ４ ５ ｍ μ 膜 の 付 い た チ ェ ン バ ー 中 で 培 養 さ れ た 。 二 色 Ｆ Ａ
Ｃ Ｓ 分 析 に よ る と 、 ｒ Ｉ Ｌ － ４ （ ２ ５ Ｕ ／ ｍ Ｌ ） が 、 Ｉ ｇ Ｍ + Ｂ 細 胞 の ２ ８ ％ で Ｃ Ｄ ２ ３
の 発 現 を 誘 発 し た 。 反 対 に 、 も う 一 つ の チ ェ ン バ ー で は 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 が Ｃ Ｄ ２ ３ （ バ ッ
ク グ ラ ン ド ４ ． ０ ％ に 対 し て Ｄ １ ． １ は ４ ． ７ ％ ） を 発 現 す る た め の Ｂ 細 胞 を 活 性 化 し な
か っ た 。 更 に 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 と Ｂ 細 胞 を 一 つ の チ ェ ン バ ー で 共 培 養 し た も の は 、 も う 一 方
の チ ェ ン バ ー 中 の Ｃ ｄ ２ ３ （ ４ ． ９ ％ ） を 発 現 す る た め の Ｂ 細 胞 を 活 性 化 し な か っ た 。 し
か し な が ら 、 Ｂ 細 胞 と 直 接 接 触 を 達 成 で き れ ば 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 は 、 Ｂ 細 胞 に よ る Ｃ Ｄ ２ ３
の 発 現 を 誘 発 す る こ と が で き た （ Ｂ ２ ． ７ 細 胞 に 対 し て ７ ６ ％ 体 ８ ． ４ ％ ） 。 ま と め る と
、 こ れ ら の デ ー タ に よ っ て 、 Ｂ 細 胞 に お け る Ｄ １ ． １ の 効 果 を 生 じ る 汎 用 要 素 と し て の 役
割 を 裏 づ け る 事 は で き な か っ た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 ｒ Ｉ Ｌ － ４ は 、 Ｃ Ｄ ２ ３ を 発 現 す る Ｂ 細 胞 を 活 性 化 す る 事 が 知 ら れ て い た （ Rabin, et 
al., 1985)の で 、 こ の 効 果 を 果 た す 際 の Ｉ Ｌ － ４ の 潜 在 的 役 割 を 、 Ｂ 細 胞 で の Ｃ Ｄ ２ ３ 発
現 誘 発 の 役 割 と は 別 に 、 更 に 調 査 し た 。 ｒ Ｉ Ｌ は Ｂ 細 胞 ｓ Ｉ ｇ Ｍ + の 発 現 の ア ッ プ レ ギ ュ
レ ー シ ョ ン を す る こ と が 知 ら れ て い た (Shields, et al., 1989)。 ｒ Ｉ Ｌ － ４ は 、 Ｃ Ｄ ２
３ の 発 現 お よ び ｓ Ｉ ｇ Ｍ + の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 投 与 量 に 依 存 し た か た ち で 誘 発 し
た け れ ど も 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 は Ｃ Ｄ ２ ３ の 発 現 を 誘 発 し た が 、 Ｂ 細 胞 ｓ Ｉ ｇ Ｍ の ア ッ プ レ ギ
ュ レ ー シ ョ ン は し な か っ た （ 図 ６ ） 。 Ｂ 細 胞 の 増 殖 に お け る Ｄ １ ． １ 細 胞 の 効 果 も ま た 、
ｒ Ｉ Ｌ － ４ （ 図 ４ ） 効 果 と は 異 な っ て い た 。 ｒ Ｉ Ｌ － ４ で は な く Ｄ １ ． １ 細 胞 は 、 Ｐ Ｈ Ａ
存 在 下 で Ｂ 細 胞 増 殖 を 誘 発 し た 。 お も し ろ い こ と に 、 ｒ Ｉ Ｌ － ４ お よ び Ｄ １ ． １ 細 胞 は 共
同 し て 、 Ｐ Ｈ Ａ 無 存 在 下 で は Ｂ 細 胞 増 殖 を 誘 発 し 、 Ｐ Ｈ Ａ 存 在 下 で は Ｄ １ ． １ に 誘 発 さ れ
た 増 殖 を 増 大 さ せ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 ま と め る と 、 Ｂ 細 胞 に お け る Ｄ １ ． １ 細 胞 の 効
果 が 、 Ｉ Ｌ － ４ に よ っ て 誘 発 さ れ る 効 果 と は は っ き り と 異 な る 事 を 示 唆 し て い る 。 し か し
な が ら 、 Ｂ 細 胞 に 対 す る Ｄ １ ． １ 細 胞 の 影 響 に お け る Ｉ ｌ － ４ の 役 割 を 直 接 調 べ る た め に
、 Ｉ ｌ － ４ に 対 す る 中 和 抗 体 を 使 用 し た 。 ｒ Ｉ Ｌ － ４ （ 図 ６ ） に よ っ て 行 わ れ る 抗 Ｃ Ｄ ２
３ の 誘 発 お よ び ｓ Ｉ ｇ Ｍ の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 両 方 を 阻 害 す る 抗 Ｉ Ｌ － ４ 抗 体 の 濃
度 で は 、 Ｄ １ ． １ が 介 在 す る Ｂ 細 胞 Ｃ Ｄ ２ ３ 発 現 は 阻 害 さ れ な か っ た （ 表 II） 。 こ れ ら の
デ ー タ に よ り 、 Ｉ Ｌ － ４ 単 独 で は Ｄ １ ． １ の Ｂ 細 胞 に お け る 効 果 が 説 明 で き な い 事 が 実 証
さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 を 、 ま と め る と 、 分 泌 要 素 で は な く 、 細 胞 － 細 胞 接 触 が Ｂ 細 胞 活 性
化 に お け る Ｄ １ ． １ の 効 果 を 説 明 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 細 胞 － 細 胞 接 触 が Ｂ 細 胞 に お け る Ｄ １ ． １ 効 果 を 生 じ る と い う ア イ デ ア を 実 証 す る た め
に 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ お よ び 対 照 の Ｂ ２ ． ７ 細 胞 を １ ％ の パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド で
固 定 化 し た 。 パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド 固 定 化 は 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ の Ｂ 細 胞 を 活 性 化
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す る 能 力 を 低 下 さ せ た け れ ど も 、 固 定 化 さ れ た Ｄ １ ． １ 細 胞 は 、 Ｂ 細 胞 Ｃ Ｄ ２ ３ の 発 現 を
誘 発 す る 能 力 を 残 し て い た 。 し か し な が ら 固 定 化 さ れ た Ｂ ２ ． ７ 細 胞 は 、 Ｃ Ｄ ２ ３ の 発 現
を バ ッ ク グ ラ ン ド レ ベ ル か ら 変 え は し な か っ た 。 固 定 化 さ れ た Ｄ １ ． １ 細 胞 ： Ｂ 細 胞 の 割
合 が ５ ： １ の 時 、 無 固 定 化 Ｄ １ ． １ 細 胞 で は ８ ０ ％ で あ っ た の に 比 べ て 、 ６ ３ ％ の Ｂ 細 胞
が 誘 発 さ れ て Ｃ Ｄ ２ ３ を 発 現 し た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 ま と め る と 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ．
１ 上 の 表 面 構 造 が 、 Ｂ 細 胞 の 活 性 化 を 誘 発 す る に は 十 分 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　
　 ヘ ル パ ー エ フ ェ ク タ ー 作 用 を 与 え る 活 性 化 さ れ た Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 の 細 胞 表 面 蛋 白 の 特 徴
付 け を 行 う た め に 、 マ ウ ス を 接 触 依 存 性 ヘ ル パ ー エ フ ェ ク タ ー 作 用 を 有 す る ジ ャ ー カ ッ ト
Ｄ １ ． １ ク ロ ー ン で 免 疫 感 作 し た (Yellin et al., 1991)。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ｍ Ａ ｂ
） が 産 生 さ れ 、 Ｄ １ ． １ ク ロ ー ン お よ び 非 ヘ ル パ ー ジ ャ ー カ ッ ト ク ロ ー ン Ｂ ２ ． ７ に 識 別
し て 結 合 す る か ど う か に 対 し て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 上 澄 液 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 非 ヘ ル パ ー Ｂ ２ ． ７ 細 胞 の 表 面 で は な く 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 表 面 に 特 異 的 に 結 合 し た ５ ｃ ８
と 名 付 け ら れ た マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ  ｍ Ａ ｂ が 確 認 さ れ た (図 ７ ） 。 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ は 、 他 の
様 々 な 細 胞 系 ： Ｔ 細 胞 白 血 病 系 、 Ｃ Ｅ Ｍ ， Ｈ ９ ， Ｍ ｏ ｌ ｔ － ４ ， お よ び Ｐ ｅ ｅ ｒ ； Ｂ 細 胞
由 来 細 胞 系 、 Ｂ Ａ ， Ｒ ａ ｊ ｉ ， ま た は Ｒ ａ ｍ ｏ ｓ ； 骨 髄 単 球 細 胞 系 、 Ｕ ９ ３ ７ ； ま た は 赤
血 球 細 胞 系 、 Ｋ ５ ６ ２ と は 結 合 し な か っ た (下 記 表 ３ 参 照 ） 。
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ３ 】
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　 こ れ ら の デ ー タ は 、 表 示 細 胞 系 ま た は 細 胞 集 団 に 結 合 し て い る ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ の Ｆ Ａ Ｃ
Ｓ 分 析 か ら 得 ら れ た 。 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ の 結 合 は 、 各 々 の 細 胞 系 ま た は 細 胞 集 団 に 対 す る 適
切 な 陽 性 お よ び 陰 性 対 照 ｍ Ａ ｂ ｓ の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 染 色 と 比 較 し て 決 定 さ れ た 。 Ｎ Ｄ ： 測 定 さ れ
な か っ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ が ジ ャ ー カ ッ ト ク ロ ー ン Ｄ １ ． １ の ヘ ル パ ー 能 力 と 作 用 的 に 関 連 の あ る
分 子 と 反 応 す る か ど う か を 評 価 す る た め に 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ の 効 果 を 、 Ｂ 細 胞 で の Ｄ １ ．
１ に 誘 発 さ れ る Ｃ Ｄ ２ ３ 発 現 の 分 析 で 調 査 し た 。 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ は ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １
誘 発 細 胞 活 性 化 （ 図 ８ ） を 阻 害 し た 可 能 性 が あ る 。 反 対 に 、 ア イ ソ タ イ プ の 対 照 ｍ Ａ ｂ 、
Ｗ ６ ／ ３ ２ は 、 Ｄ １ ． １ が 介 在 す る Ｂ 細 胞 活 性 化 を 阻 止 し な か っ た 。 こ こ に 提 示 し た デ ー
タ に よ り 、 ５ ｃ ８  Ａ ｇ が Ｄ １ ． １ 細 胞 の ヘ ル パ ー エ フ ェ ク タ ー 作 用 に 重 要 な 役 割 を 果 た
し て い る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　
　 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 を 生 化 学 的 に 特 質 化 す る た め に 、 免 疫 沈 殿 を ，
ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ ま た は 対 照 ｍ Ａ ｂ ｓ に よ っ て お こ な わ れ る 。 対 照 ｍ Ａ ｂ ｓ は 、 表 面 ヨ ウ 素
化 さ れ た ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ 細 胞 お よ び 対 照 、 つ ま り 表 面 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ 結 合 を 欠 く 非
ヘ ル パ ー ジ ャ ー カ ッ ト Ｂ ２ ． ７ 細 胞 の 細 胞 溶 融 物 上 の ク ラ ス Ｉ 　 Ｍ Ｈ Ｃ （ Ｗ ６ ／ ３ ２ ） ま
た は Ｃ Ｄ ２ ８ （ ｋ ｏ ｌ ｔ － ４ ） 抗 原 を 認 識 す る 。 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ は 、 対 照 の Ｂ ２ ． ７ 溶 融
物 か ら で な く 、 ヘ ル パ ー ク ロ ー ン Ｄ １ ． １ の 溶 融 物 か ら 、 Ｓ Ｄ Ｓ ／ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 上 の ３ ０ ｋ Ｄ
ａ に 移 動 す る 蛋 白 を 免 疫 沈 殿 し た （ 図 ９ ） 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ に よ っ て 免 疫 沈 殿 さ れ た 蛋 白 種 は 、 ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (２ － Ｍ Ｅ
） に よ る 還 元 に よ る 影 響 は 受 け な か っ た 。 こ れ は 、 ３ ０ ｋ Ｄ ａ の バ ン ド が 、 ホ モ ダ イ マ ー
に 連 結 し た 二 硫 化 物 で も 、 ヨ ウ 素 化 が 容 易 に で き な い 他 の 蛋 白 に 連 結 し た 二 硫 化 物 で も な
い こ と を 示 唆 し て い る 。 反 対 に 、 対 照 、 抗 － Ｃ Ｄ ２ ８ ｍ Ａ ｂ 、 Ｋ Ｏ Ｌ Ｔ － ４ は 、 ２ － Ｍ Ｅ
が 存 在 し な い 場 合 は ８ ８ ｋ Ｄ ａ バ ン ド を 、 ２ － Ｍ Ｅ が 存 在 す る 場 合 は ４ ４ ｋ Ｄ ａ バ ン ド を
免 疫 沈 殿 し た （ 図 ９ ） 。 こ れ は 公 開 の レ ポ ー ト (Martin, et al., 1986)お よ び こ の 構 造 が
二 硫 化 物 が 結 合 し た ホ モ ダ イ マ ー で あ る と い う 解 釈 と 一 致 す る 。 対 照 の ｍ Ａ ｂ  Ｗ ６ ／ ３
２ は 、 ４ ３ と １ ２ ｋ Ｄ ａ 　 Ｍ Ｗ の 蛋 白 の 非 硫 化 物 が 結 合 し た ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 沈 殿 さ せ た
（ 図 ９ ） 。 こ れ ら の デ ー タ に よ り 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ が 、 ３ ０ ｋ Ｄ ａ 　 Ｍ Ｗ の 非 硫 化 物 に 結
合 し た 蛋 白 種 を 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 の 表 面 か ら 認 識 し た こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　
　 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ ま た は 様 々 な 対 照 ｍ Ａ ｂ ｓ の 結 合 に つ い て 、 新 た に 単 離 さ れ た Ｔ お よ び
Ｂ リ ン パ 球 、 単 球 、 お よ び 、 Ｐ Ｍ Ａ お よ び Ｐ Ｈ Ａ に 刺 激 さ れ た Ｔ 細 胞 に つ い て の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ
に よ っ て 調 査 さ れ る 。 静 止 Ｔ ま た は Ｂ リ ン パ 球 ま た は 単 球 は 、 ５ ｃ ８  Ａ ｇ を 発 現 し な か
っ た (上 記 表 ３ 、 お よ び 図 １ ０ 参 照 ） け れ ド ン も 、 活 性 化 さ れ た Ｔ 細 胞 の サ ブ セ ッ ト は 、
Ｐ Ｍ Ａ お よ び Ｐ Ｈ Ａ で 活 性 化 さ れ た 後 ５ 時 間 し て 、 ５ ｃ ８  Ａ ｇ を 発 現 し た 事 が わ か っ た
（ 図 １ ０ ） 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ５ ｃ ８  Ａ ｇ の 発 現 の カ イ ネ チ ク ス お よ び 細 胞 分 布 を 特 徴 づ け る た め に 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８
の Ｔ 細 胞 へ の 結 合 が 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 後 、 様 々 な 間 隔 を お い て Ｆ Ａ Ｃ Ｓ で 調 査 さ れ た 。 Ｔ 細
胞 活 性 化 後 、 実 質 的 に 全 て の Ｔ 細 胞 に 上 に 急 速 に 誘 導 さ れ る 事 が 知 ら れ て い る (Bjorndahl
, et al., 1988)の で 、 ３ ２ ／ ３ ８ Ｋ Ｄ ａ の 二 硫 化 物 結 合 ヘ テ ロ ダ イ マ ー で あ る Ｃ Ｄ ６ ９
分 子 を 、 対 照 と し て 選 択 し た 。 ５ ｃ ８ が 静 止 Ｔ 細 胞 に は 無 く 、 活 性 化 後 Ｔ 細 胞 の サ ブ セ ッ
ト 上 で 発 現 さ れ る け れ ど も 、 対 照 的 に 、 低 レ ベ ル の Ｃ Ｄ ６ ９ 発 現 が 静 止 Ｔ 細 胞 上 で み ら れ
、 高 レ ベ ル の Ｃ Ｄ ６ ９ の 発 現 が 全 Ｔ 細 胞 集 団 の 活 性 化 に よ っ て 誘 導 さ れ た (図 １ ０ ） 。 ｍ
Ａ ｂ  ５ ｃ ８ の 結 合 が 活 性 化 後 ３ 時 間 (Bjorndahl, et al., 1988)に 著 じ る し く 、 ２ ４ 時 間
 (図 １ １ ） を 越 え て 持 続 し た の で 、 発 現 の カ イ ネ テ ク ス に よ り 、 さ ら に Ｃ Ｄ ６ ９ と ５ ｃ ８
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Ａ ｇ は 区 別 さ れ た 。 こ こ に 示 さ れ た デ ー タ に よ っ て 、 Ｃ Ｄ ６ ９ と ５ ｃ ８  Ａ ｇ が 、 そ れ ら
の 発 現 の 細 胞 分 布 に よ っ て も 、 そ れ ら の 活 性 化 後 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の カ イ ネ テ ク
ス に よ っ て も 識 別 さ れ る こ と が 提 示 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は 蛋 白 の 合 成 が 、 ５ ｃ ８  Ａ ｇ 発 現 に 必 要 と さ れ る か ど う か を 決 定 す る た
め に 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ ま た は シ ク ロ ヘ キ サ ア ミ ド の 存 在 ま た は 非 存 在 下 で 、 Ｔ 細 胞 を
Ｐ Ｍ Ａ お よ び Ｐ Ｈ Ａ で 刺 激 し 、 ５ ｃ ８ お よ び Ｃ Ｄ ６ ９ の 発 現 を 比 較 し た 。 ５ ｃ ８ の 発 現 は
、 ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ ま た は シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド の い づ れ か の 処 理 に よ っ て 阻 害 さ れ た (図
１ ０ ） 。 反 対 に 、 Ｃ Ｄ ６ ９ は 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ ま た は シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド の い づ れ か の
存 在 下 に も か か わ ら ず 、 活 性 化 に よ っ て 、 以 前 に 報 告 さ れ て い る (Bjourndahl, et al., 1
988)よ う に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た (図 １ １ ） 。 こ れ ら の デ ー タ に よ り 、 Ｔ 細 胞 活
性 化 後 に ５ ｃ ８ の 抗 原 の 発 現 が 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 お よ び 蛋 白 の 新 生 （ de novo） 合 成 に 依
存 し て い る 事 が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　
　 活 性 化 後 ５ ｃ ８  Ａ ｇ を 発 現 す る Ｔ 細 胞 サ ブ セ ッ ト の 特 徴 付 け を 行 う た め に 、 Ｃ Ｄ ４ + Ｃ
Ｄ ８ - ま た は Ｃ Ｄ ４ - Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 集 団 を 抗 Ｃ Ｄ ８ ま た は 抗 Ｃ Ｄ ４ ｍ Ａ ｂ 処 理 に よ っ て そ
れ ぞ れ 単 離 し 、 そ の 後 、 補 体 depletion を 行 な っ た 。 Ｃ Ｄ ４ + Ｃ Ｄ ８ - ま た は Ｃ Ｄ ４ - Ｃ Ｄ
８ + 集 団 を 、 Ｐ Ｈ Ａ お よ び Ｐ Ｍ Ａ で 活 性 化 し 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ る ５ ｃ ８  Ａ ｇ ま た は Ｃ Ｄ ６ ９
の 発 現 に つ い て 調 査 し た 。 Ｃ Ｄ ８ + 細 胞 が 活 性 化 後 、 類 似 量 の Ｃ Ｄ ６ ９ を 発 現 し た と い う
事 実 に も か か わ ら ず （ 図 １ １ ） 、 活 性 化 後 、 ５ ｃ ８ の 発 現 は 、 Ｃ Ｄ ８ + で は な く Ｃ Ｄ ４ + 細
胞 上 に お い て 排 他 的 に 誘 発 さ れ た 。 こ れ ら の デ ー タ を ま と め る と 、 ５ ｃ ８  Ａ ｇ の 発 現 が
Ｃ Ｄ ４ + 細 胞 に 限 ら れ る 事 が 実 証 さ れ た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　
　 通 常 Ｔ 細 胞 の 介 在 す る Ｔ ヘ ル パ ー 機 能 に お け る ５ ｃ ８  Ａ ｇ の 役 割 の 評 価 す る た め に 、
表 面 Ｃ Ｄ ２ ３ 分 子 と 発 現 す る た め の 小 量 の 静 止 Ｂ 細 胞 を 誘 発 す る 活 性 化 Ｔ 細 胞 の 能 力 に お
け る ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ の 効 果 を 調 査 し た 。 ホ ル ボ ー ル ジ ブ チ レ ー ト （ Ｐ Ｂ Ｄ ） の 存 在 下 、 抗
－ Ｃ Ｄ ３ （ Ｏ Ｋ Ｔ ３ ） ま た は 対 照 の 抗 － Ｃ Ｄ ４ （ Ｏ Ｋ Ｔ ４ ） ｍ Ａ ｂ ｓ で 被 覆 さ れ た 表 面 で
、 Ｔ 細 胞 を 培 養 し そ し て パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 化 し た 。 こ れ ら の 固 定 化 さ れ た Ｔ
細 胞 の 、 溶 解 性 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ ま た は Ｏ Ｔ Ｋ ４ の 存 在 下 で の Ｂ 細 胞 活 性 化 能 力 に つ い て 調
査 し た 。 Ｏ Ｔ Ｋ ４ は 、 Ｔ 細 胞 表 面 Ｃ Ｄ ４ 分 子 と 反 応 す る が 、 Ｔ － Ｂ 細 胞 相 互 作 用 と 阻 害 し
な い (Rogozinksi, et al., 1984)か ら 、 ｍ Ａ ｂ  Ｏ Ｔ Ｋ ４ は 、 こ れ ら の 実 験 で ア イ ソ タ イ
プ と 適 合 し た 対 照 と し て 選 択 さ れ た 。 Ｏ Ｔ Ｋ ４ で は な く ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ は 、 活 性 化 さ れ た
Ｔ 細 胞 の Ｂ 細 胞 Ｃ Ｄ ２ ３ 発 現 を 誘 導 す る 能 力 を 阻 害 し た (下 記 表 ４ 参 照 ） 。
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ２ 】
　 表 示 し た よ う に 、 Ｂ 細 胞 を 単 独 で 培 養 し た 後 、 ま た は 同 数 の ジ ャ ー カ ッ ト ｄ １ ． １ 細 胞
存 在 下 で 培 養 し た 後 、 二 色 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 に よ っ て Ｃ Ｄ ２ ３ を 発 現 す る Ｉ ｇ Ｍ + Ｂ 細 胞 の パ
ー セ ン テ ー ジ 、 あ る い は Ｐ Ｂ Ｄ 単 独 で 刺 激 さ れ た か 、 ま た は 固 定 化 さ れ た 抗 － Ｃ Ｄ ３ (Ｏ
Ｋ Ｔ ３ ） ま た は 抗 － Ｃ Ｄ ４ （ Ｏ Ｋ Ｔ ４ ） ｍ Ａ ｂ の い づ れ か の 存 在 下 で 刺 激 さ れ た パ ラ フ ォ
ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 化 さ れ た Ｔ 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 示 す 。 Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ  ｍ Ａ ｂ ｓ 、
５ ｃ ８ 、 お よ び Ｏ Ｋ Ｔ ４ は 、 並 行 の 用 量 － 反 応 実 験 に お い て 、 ９ ０ ％ の Ｃ Ｄ ２ ３ 誘 導 を 阻
害 し た ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ の 濃 度 の 二 倍 の ５ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ あ っ た 。 Ｎ Ｄ ： 測 定 せ ず 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 次 に 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ お よ び Ｏ Ｋ Ｔ ４ の 、 通 常 の ヒ ト Ｔ 細 胞 に よ っ て 起 こ さ れ る 最 終 Ｂ
細 胞 分 化 を 阻 害 す る 能 力 に た い す る 効 果 を 比 較 し た 。 こ れ ら の 実 験 で は 、 Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞
を Ｐ Ｗ Ｍ の 存 在 下 、 自 己 由 来 の 、 カ ラ ム 単 離 Ｂ 細 胞 と 共 に 培 養 し 、 Ｉ ｇ を 分 泌 す る Ｂ 細 胞
プ ラ ー ク 形 成 コ ロ ニ ー （ Ｐ Ｆ Ｃ Ｓ ） の 数 を 逆 溶 血 プ ラ ー ク 分 析 に よ っ て 測 定 し た 。 Ｏ Ｋ Ｔ
４ で は な く 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ が 、 Ｃ Ｄ ４ + 細 胞 起 動 Ｐ Ｆ Ｃ 反 応 を 阻 害 し た （ 表 ５ 参 照 ） 。 こ
れ ら の デ ー タ を ま と め る と 、 ５ ｃ ８  Ａ ｇ が 活 性 化 さ れ た Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 の ヘ ル パ ー エ フ ェ
ク タ ー 機 能 の 接 触 依 存 性 面 に 関 わ っ て い る 事 が 実 証 さ れ る 。
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ４ 】
　 Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 を 、 Ｐ Ｗ Ｍ の 存 在 下 ま た は 無 存 在 下 で 、 自 己 由 来 の 、 抗 Ｉ ｇ カ ラ ム 単 離
Ｂ 細 胞 と の 比 率 ０ ． ６ ： １ で 培 養 し た 、 無 関 連 の ド ナ ー に つ い て の ３ つ の 別 個 の 実 験 の 結
果 を 示 す 。 １ ０ ６ Ｂ 細 胞 に つ き プ ラ ー ク 形 成 コ ロ ニ ー （ Ｐ Ｆ Ｃ ） の 数 を 逆 溶 血 プ ラ ー ク 分
析 に よ っ て 測 定 し た 。 Ｏ Ｋ Ｔ ４ が １ μ ｇ ／ ｍ Ｌ で あ る 実 験 １ 以 外 で は 、 ｍ Ａ ｂ ｓ  ５ ｃ ８
お よ び Ｏ Ｋ Ｔ ４ は 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ で あ っ た 。 Ｎ Ｄ ： 測 定 せ ず 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　
　 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ ク ロ ー ン は 、 関 連 の な い 種 々 の 患 者 由 来 の Ｂ 細 胞 に 対 し て 、 表 面
Ｃ Ｄ 23分 子 （ Ｂ 細 胞 活 性 化 の マ ー カ ー ） の 発 現 を 誘 導 し 、 ま た Ｔ 依 存 性 Ｂ 細 胞 マ イ ト ジ ェ
ン の 存 在 下 で 増 殖 お よ び Ｉ Ｓ Ｃ へ の 最 終 分 化 を 誘 導 す る 点 に お い て 、 Ｃ Ｄ ４ + ジ ャ ー カ ッ
ト 細 胞 ラ イ ン 及 び 他 の 種 々 の 白 血 病 Ｔ 細 胞 ラ イ ン と は 機 能 的 に 異 な っ て い る 。 Ｂ 細 胞 活 性
化 に 対 す る こ の Ｄ １ ． １ の 作 用 は 、 親 密 な 細 胞 接 触 を 必 要 と し 、 分 泌 さ れ た 因 子 （ ま た は
特 に Ｉ Ｌ － ４ ） に よ っ て は 説 明 で き な か っ た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ が 接 触 依 存 性 Ｂ 細 胞 の 活 性 化 お よ び 分 化 を 誘 導 で き る と い う 事 実
は 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ が 、 補 助 (help)の 接 触 依 存 性 エ フ ェ ク タ ー 相 を 媒 介 す る 活 性 化
Ｔ 細 胞 と 共 通 し た 、 表 面 構 造 を 有 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 活 性 化 さ れ た Ｔ 細 胞 と 、 Ｔ ヘ ル パ ー 機 能 の エ フ ェ ク タ ー 相 を 媒 介 す る Ｂ 細 胞 と の 間 の 分
子 的 相 互 作 用 は 複 雑 で あ り 、 殆 ど 理 解 さ れ て い な い 。 Ｔ ヘ ル パ ー ・ エ フ ェ ク タ ー 機 能 の 機
構 を 詳 細 に 吟 味 す る た め に 、 幾 つ か の 研 究 に よ っ て Ｂ 細 胞 分 化 の 初 期 現 象 が 測 定 さ れ た 。
第 一 に 、 細 胞 サ イ ク ル 過 程 に 関 連 し た Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ お よ び 酵 素 の Ｂ 細 胞 合 成 が 、 活 性 化
さ れ た 休 止 し て い な い Ｔ 細 胞 に よ っ て 誘 導 さ れ る （ O'Brien, et al., 1988；  Grusby, et
 al., 1991；  Noelle, et al,.1991；  Noelle, et al,.1990；  Zinkernagle, 1977；  Spr
ent, 1978；  Sprent, 1978；  Jones, et al., 1981；  Julius, et al., 1982；  Chestnut
 et al., 1981） 。 第 二 に 、 Ｂ 細 胞 表 面 Ｃ Ｄ 23の 誘 導 に よ り 測 定 さ れ る Ｂ 細 胞 の 活 性 化 が
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、 活 性 化 さ れ た 休 止 し て い な い Ｔ 細 胞 に よ っ て 誘 導 さ れ る （ Zinkernagle, 1976） 。 第 三
に 、 Ｂ 細 胞 の 活 性 化 お よ び 増 殖 が 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 さ れ た 活 性 化 Ｔ 細 胞 に よ
っ て 誘 導 さ れ 得 る （ Zinkernagle, 1977；  Julius, et al., 1982） 。 第 四 に 、 Ｂ 細 胞 の 増
殖 が 、 活 性 化 さ れ た 休 止 し て い な い Ｔ 細 胞 由 来 の 膜 プ レ パ レ ー シ ョ ン に よ っ て 誘 導 さ れ る
（ Noelle, et al,.1991；  Katz, et al., 1973；  Brian, 1988） 。 最 後 に 、 活 性 化 Ｔ 細 胞
ま た は 活 性 化 Ｔ 細 胞 膜 が Ｂ 細 胞 の 活 性 化 ま た は 増 殖 を 誘 導 す る 能 力 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 処 理
に よ っ て 喪 失 さ れ る （ Katz, et al., 1973；  Jones, et al., 1981） 。 総 合 す る と 、 こ れ
ら 所 見 は 、 Ｔ 細 胞 の 活 性 化 が 、 Ｂ 細 胞 と 相 互 作 用 す る 表 面 構 造 の 誘 導 に 付 随 し 、 Ｂ 細 胞 の
活 性 化 お よ び 増 殖 の た め の 接 触 依 存 性 信 号 を 提 供 す る す る と い う 思 想 に 合 致 し て い る 。 活
性 化 Ｔ 細 胞 と 同 様 で あ る が 、 他 の 白 血 病 細 胞 ラ イ ン と は 異 な り 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ は
、 細 胞 ／ 細 胞 の 接 触 に 依 存 す る が リ ン ホ カ イ ン 、 Ａ ｇ 特 異 性 ま た は Ｍ Ｈ Ｃ 制 限 に は 依 存 せ
ず に 、 Ｂ 細 胞 Ｃ Ｄ 23の 発 現 を 誘 導 す る 能 力 を 有 し て い る 。 Ｂ 細 胞 表 面 Ｃ Ｄ 23の 発 現 の 誘 導
は 、 Ｔ 指 令 さ れ た Ｂ 細 胞 の Ｉ ｇ 分 泌 細 胞 へ の 分 化 （ 固 定 さ れ た 活 性 化 Ｔ 細 胞 の 表 面 に よ っ
て 駆 動 さ れ 得 る ） の 初 期 段 階 ま た は 中 間 段 階 で 生 じ る と 思 わ れ る （ Zinkernagle, 1976；  
Sprent, 1978） 。 Ｂ 細 胞 Ｃ Ｄ 23の 発 現 の 誘 導 に 加 え て 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ は 、 Ｐ Ｗ Ｍ
の 存 在 下 で の Ｄ １ ． １ に 誘 導 さ れ た 最 終 Ｂ 細 胞 分 化 に お い て 、 Ｃ Ｄ ４ + ジ ャ ー カ ッ ト ク ロ
ー ン と は 機 能 的 に 異 な っ て い る 。 こ れ ら の 点 に お い て 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ は 活 性 化 さ
れ た Ｔ 細 胞 と 共 通 し た 、 Ｂ 細 胞 を 刺 激 す る 後 天 的 な 表 面 特 性 を 有 し て い る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 ヘ ル パ ー 機 能 を 説 明 す る ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ の 表 面 構 造 の 性 質 は 、 今 回 の 研 究 に お い
て は 同 定 さ れ な か っ た 。 Ｔ 細 胞 上 の Ｃ Ｄ 28分 子 は Ｂ 細 胞 リ ガ ン ド を 結 合 す る か ら （ Hiroha
ta, et al.,） 、 特 に 興 味 深 い の は 、 ヘ ル パ ー Ｄ １ ． １ お よ び Ｂ ２ ． ７ ク ロ ー ン 上 の Ｃ Ｄ 2
8の 発 現 を 比 較 す る こ と で あ る 。 し か し 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ お よ び Ｂ ２ ． ７ が Ｃ Ｄ 28
分 子 を 発 現 し た と い う 事 実 に よ っ て 、 Ｃ Ｄ 28だ け で は ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ の 独 特 の 機 能
的 性 質 を 説 明 で き な い こ と が 示 さ れ た 。 更 に 、 Ｃ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ ５ 、 Ｃ Ｅ 38、 Ｌ Ｆ Ａ
－ １ ａ 、 Ｌ Ｆ Ａ － １ ｂ お よ び Ｌ Ｆ Ａ － ３ に 特 異 的 な ｍ Ａ ｂ を 用 い た ｍ Ａ ｂ 阻 害 研 究 に お い
て は 、 何 れ の ｍ Ａ ｂ も 、 Ｄ １ ． １ に 媒 介 さ れ た Ｂ 細 胞 の 活 性 化 を 阻 害 す る も の と し て 同 定
さ れ 得 な か っ た 。 ヘ ル パ ー エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 媒 介 す る Ｄ １ ． １ の 異 な っ た 細 胞 表 面 特 性
を 同 定 す る た め に 、 Ｄ １ ． １ と 反 応 し 、 Ｄ １ ． １ の Ｂ 細 胞 を 補 助 す る 能 力 を 阻 害 す る ｍ Ａ
ｂ を 創 製 す る 試 み が 開 始 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ヘ ル パ ー 機 能 を 媒 介 す る 表 面 構 造 は 同 定 さ れ て い な い が 、 Ｄ １ ． １ 系 は 、 ヘ ル パ ー エ フ
ェ ク タ ー 機 能 に お け る Ｃ Ｄ ４ 分 子 の 役 割 を 暗 示 し て い る 。 Ｃ Ｄ ４ - で あ る も の と し て 単 離
さ れ た ジ ャ ー カ ッ ト サ ブ ク ロ ー ン が 、 ヘ ル パ ー 機 能 （ 通 常 は Ｃ Ｄ ４ 分 子 を 発 現 す る Ｔ 細 胞
の サ ブ セ ッ ト に 付 随 す る ） を 有 し て い た こ と は 奇 妙 な こ と で あ る 。 幾 つ か の 系 統 の 研 究 に
よ っ て 、 Ｃ Ｄ ４ 分 子 は ヘ ル パ ー エ フ ェ ク タ ー 機 能 に お い て 直 接 の 役 割 を 果 た さ な い こ と が
示 唆 さ れ て い る （ Mitchison, 1971；  Gusby, et al., 1991；  Noelle, et al., 1991；  V
itetta, et al., 1989；  Katz, et al., 1973；  Zinkernagle, 1976） 。 Ｔ Ｃ Ｒ お よ び Ｃ
Ｄ ４ の 両 者 が Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス IIの 分 子 （ Ｉ ａ ） と 相 互 作 用 す る と い う 事 実 （ Whalen, et al.
, 1988） は 、 Ｉ ａ 分 子 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン が ヘ ル パ ー エ フ ェ ク タ ー 機 能 の モ デ ル に な り 得 る
こ と を 示 唆 し て い る 。 加 え て 、 Ｂ 細 胞 上 の Ｉ ａ 分 子 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン が Ｂ 細 胞 に 信 号 を 発
す る と い う 所 見 は 、 こ の モ デ ル に よ っ て 更 に 支 持 さ れ る （ Pollok, et al., 1991；  Bartl
ett, et al., 1990；  Martinez, et al., 1981） 。 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ は ヘ ル パ ー 機 能
を 有 す る が Ｃ Ｄ ４ - で は な い と い う 事 実 は 、 Ｃ Ｄ ４ 分 子 が ヘ ル パ ー 機 能 の エ フ ェ ク タ ー 相
に は 必 要 と さ れ な い こ と を 強 力 に 示 唆 す る 。 こ れ と は 対 称 的 に 、 ジ ャ ー カ ッ ト の Ｃ Ｄ ４ -

ク ロ ー ン が 後 天 的 な ヘ ル パ ー 機 能 を 有 す る こ と は 、 Ｃ Ｄ ４ 分 子 が Ｃ Ｄ ４ - ジ ャ ー カ ッ ト 細
胞 の ヘ ル パ ー エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 阻 害 し 得 る こ と を 示 唆 す る 。 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ が Ｄ
Ｃ ４ 分 子 を 欠 失 し て い る こ と と 、 そ の 独 特 の ヘ ル パ ー 機 能 と の 間 の 関 係 を 直 接 測 定 す る た
め に 、 異 種 プ ロ モ ー タ に よ っ て 駆 動 さ れ る Ｃ Ｄ ４ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 の 電 気 穿 孔 法 に よ っ て
、 Ｄ １ ． １ の 安 定 な Ｃ Ｄ ４ + 形 質 導 入 体 が 創 製 さ れ た 。
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【 ０ １ ６ ０ 】
　 最 近 、 ネ ズ ミ 系 に お い て 、 活 性 化 さ れ て い る が 休 止 し て い な い Ｔ リ ン パ 球 か ら 誘 導 さ れ
た 膜 プ レ パ レ ー シ ョ ン が 、 Ｂ 細 胞 の 増 殖 を 誘 導 す る が Ｉ ｇ 分 泌 を 誘 導 し な い こ と が 示 さ れ
た （ Noelle, et al., 1991；  Katz, et al., 1973；  Brian, 1988） 。 こ れ ら 研 究 の Ｄ １
． １ 系 に 対 す る 関 係 は 現 在 は 明 ら か で な い が 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 膜 が 、 Ｂ 細 胞
に 対 し て Ｃ Ｄ 23の 発 現 、 増 殖 お よ び 最 終 分 化 を 誘 導 す る か 否 か を 決 定 す る こ と は 興 味 深 い
こ と で あ る 。 何 れ に し て も 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ は 、 接 触 依 存 性 ヘ ル パ ー 機 能 の 媒 介 に
お い て 重 要 な 表 面 分 子 の 同 定 お よ び 特 徴 付 け を 行 な う た め に 有 用 で あ る ら し い 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 接 触 依 存 性 ヘ ル パ ー 機 能 を も っ た 機 能 的 に 独 特 な ジ ャ ー カ ッ ト 白 血 病 ラ イ ン （ Ｄ １ ． １
） が 、 Ｄ １ ． １ に 誘 導 さ れ た Ｂ 細 胞 の 活 性 化 を 阻 害 す る ネ ズ ミ 抗 体 （ ５ ｃ ８ と 命 名 ） を 創
製 す る た め に 用 い ら れ た 。 抗 体 ５ ｃ ８ は 、 Ｄ １ ． １ 表 面 の 独 特 な 蛋 白 種 （ ジ ス ル フ ィ ド 結
合 さ れ て お ら ず 、 Ｓ Ｄ Ｓ ／ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 上 で は 30kDaの 分 子 量 で 移 動 す る ） を 認 識 し た 。 正 常
な リ ン パ 球 に お い て は 、 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ の 発 現 は 活 性 化 後 の Ｔ 細 胞 サ ブ セ ッ ト に 限 定 さ れ て
い た 。 Ｔ 細 胞 上 に お け る ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ の 該 活 性 化 に 誘 導 さ れ た 発 現 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 お
よ び ノ ボ タ ン パ ク (novo protein)合 成 を 必 要 と し た 。 該 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ は 活 性 化 さ れ た Ｔ 細
胞 表 面 に 一 時 的 に 発 現 さ れ る が 、 こ の 発 現 は ６ 時 間 で ピ ー ク に 達 し 、 ２ ４ 時 間 で 消 失 す る
。 正 常 Ｔ 細 胞 表 面 で の 機 能 的 研 究 に お い て 、 ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ は 、 固 定 化 さ れ た 活 性 化 Ｔ 細
胞 の Ｂ 細 胞 Ｃ Ｄ 23の 発 現 を 誘 導 す る 能 力 を 阻 害 し た 。 加 え て 、 ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ は 、 正 常 Ｔ
細 胞 の Ｂ 細 胞 分 化 を 指 令 す る 能 力 を 阻 害 し た 。 総 合 す る と 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 ５ ｃ ８ ・
Ａ ｇ が 活 性 化 Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 （ Ｔ ヘ ル パ ー 機 能 の 接 触 依 存 性 因 子 を 媒 介 す る こ と 含 ま れ る
） に 専 ら 発 現 さ れ る 、 活 性 化 に 誘 導 さ れ た 新 規 な 表 面 タ ン パ ク で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ の 組 織 分 布 、 発 現 の 速 度 論 、 誘 導 の た め の 代 謝 要 求 性 お よ び 生 化 学 に よ っ
て 、 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ は 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 に よ っ て 誘 導 さ れ る 他 の 公 知 の 表 面 タ ン パ ク か ら 区 別
さ れ る 。 第 一 に 、 他 の 公 知 の Ｔ 細 胞 活 性 化 マ ー カ ー は 全 て 、 Ｃ Ｄ ４ + で 且 つ Ｃ Ｄ ８ + の Ｔ 細
胞 に よ っ て 発 現 さ れ る の に 対 し て 、 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ は 専 ら Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ
る 。 第 二 に 、 Ｔ 細 胞 の 活 性 化 に 続 く ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ 発 現 の 速 度 論 は 、 他 の Ｔ 細 胞 活 性 化 分 子
と は 異 な っ て い た 。 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ は 活 性 化 後 ６ 時 間 で 最 大 に 発 現 さ れ 、 ２ ４ 時 間 で 消 失 す
る の に 対 し 、 Ｃ Ｄ 25（ Doech, et al., 1980） 、 Ｉ ａ （ Rabin, et al., 1985） お よ び Ｃ Ｄ
28の  32 kD形 は 、 活 性 化 後 １ ８ 時 間 以 上 誘 導 さ れ る 。 加 え て 、 Ｃ Ｄ 69は ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ よ り
も 迅 速 に 発 現 さ れ 、 ま た （ ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ と は 異 な っ て ） ２ ４ 時 間 以 上 持 続 す る 。 第 三 に 、
５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ 発 現 の 誘 導 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 お よ び タ ン パ ク 合 成 に 依 存 し た が 、 Ｃ Ｄ 69は 依 存
し な か っ た の で 、 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ は 、 そ の 誘 導 の 代 謝 要 求 性 に よ っ て Ｃ Ｄ 69か ら 区 別 さ れ た
。 第 四 に 、 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ は  30 kDの ジ ス ル フ ィ ド 結 合 さ れ て い な い 種 で あ っ た 。 こ れ に 対
し て 、 初 期 活 性 化 分 子 で あ る Ｃ Ｄ 69は 、 28/32 kDの ジ ス ル フ ィ ド 結 合 さ れ た ヘ テ ロ ダ イ マ
ー で あ る （ Bjorndahl, et al., 1988） 。 総 合 す る と 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ
が 他 の 公 知 の Ｔ 細 胞 活 性 化 分 子 と は 異 な っ て い る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 ま た 、 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ は 、 そ の 組 織 分 布 お よ び 生 化 学 の 幾 つ か の 側 面 に よ っ て 、 Ｔ － Ｂ 相
互 作 用 に お い て 役 割 を 果 た す こ と が 知 ら れ て い る 他 の Ｔ 細 胞 表 面 分 子 か ら も 区 別 さ れ た 。
第 一 に 、 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ は Ｔ 細 胞 活 性 化 に よ っ て 誘 導 さ れ た が 、 休 止 細 胞 出 は 発 現 さ れ な か
っ た 。 こ れ に 対 し て 、 Ｂ 細 胞 表 面 リ ガ ン ド と 相 互 作 用 す る Ｃ Ｄ ４ ， Ｃ Ｄ ２ ， Ｃ Ｄ ５ ， Ｃ Ｄ
28， Ｌ Ｆ Ａ － １ ， Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ ， Ｃ Ｄ 45Ｒ Ｏ 及 び ６ Ｃ ２ （ Doyle, et al., 1987；  Van de
 Velde, 1991；  Tohma, et al., 1991；  Sanders, et al., 1991；  Linsley, et al., 19
90；  Stamenkovic, et al., 1991；  Rothlein, et al., 1986；  Tanimoto et al., 1991
） は 、 休 止 Ｔ 細 胞 表 面 に 発 現 す る （ Rothlein, et al., 1986；  Tanimoto et al., 1991；
 Sanchez Madrid, et al., 1982；  Smith, et al., 1986；  Yamada et al., 1985） 。 第
二 に 、 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ は 活 性 化 Ｔ リ ン パ 球 に 特 異 的 に 発 現 さ れ 、 Ｂ 細 胞 、 単 球 ま た は 細 胞 ラ
イ ン の パ ネ ル （ 表 １ ） に は 発 現 さ れ な い こ と に よ っ て 、 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ は 、 Ｂ 細 胞 ま た は 一
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定 の 細 胞 ラ イ ン （ 例 示 せ ず ） に も 発 現 さ れ る Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ ， Ｃ Ｄ ４ ， Ｃ Ｄ ５ ， Ｉ Ｆ Ａ － １
， Ｃ Ｄ ２ お よ び ６ Ｃ ２ 分 子 か ら 区 別 さ れ る 。 第 三 に 、 Ｃ Ｄ ２ ， Ｃ Ｄ ５ ， Ｃ Ｄ 28， Ｌ Ｆ Ａ －
１ ， Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ ， Ｃ Ｄ 45Ｒ Ｏ 及 び ６ Ｃ ２ は 、 Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 と 同 様 に Ｃ Ｄ ８ + に も 発 現 さ
れ る （ Rothlein, et al., 1986；  Tanimoto et al., 1991；  Sanchez Madrid, et al., 1
982；  Smith, et al., 1986；  Yamada et al., 1985） の に 対 し て 、 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ の 発 現
は Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 に 限 定 さ れ て い た 。 第 四 に 、 ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ で 沈 殿 さ れ た 30 kD タ ン パ
ク は 、 こ れ ら 他 の タ ン パ ク （ Rothlein, et al., 1986；  Tanimoto et al., 1991；  Sanch
ez Madrid, et al., 1982；  Smith, et al., 1986；  Yamada et al., 1985） の 何 れ と も
似 て い な か っ た ） 。 最 後 に 、 ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ は ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ に 媒 介 さ れ る ヘ ル パ
ー エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 阻 害 す る 能 力 に よ っ て 同 定 さ れ た か ら 、 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ は こ れ ら 他 の
分 子 と は 異 な っ て い た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ は ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ お よ び 固 定 さ れ た 活 性 化 Ｔ リ ン パ 球 の 接 触 依 存
性 ヘ ル パ ー 作 用 を 阻 害 す る か ら 、 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ は 、 Ｂ 細 胞 表 面 の リ ガ ン ド （ ま た は 「 カ ウ
ン タ ー レ セ プ タ ー 」 ） と 相 互 作 用 す る こ と に よ っ て 、 Ｂ 細 胞 活 性 化 機 能 を 媒 介 す る と 思 わ
れ る 。 こ の ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ の Ｂ 細 胞 カ ウ ン タ ー レ セ プ タ ー と の 相 互 作 用 は 、 Ｔ － Ｂ 対 に 追 加
の 付 着 力 を 提 供 す る こ と 、 Ｂ 細 胞 原 形 質 へ の 刺 激 信 号 を 変 換 す る こ と ま た は こ れ ら 機 構 の
組 み 合 わ せ に よ っ て 、 ヘ ル パ ー 機 能 を 媒 介 し 得 る 。 正 確 な 機 構 に は 関 係 な く 、 ５ ｃ ８ ・ Ａ
ｇ の 一 時 的 な 発 現 は 、 非 特 異 的 な Ｂ 細 胞 活 性 化 を 制 限 す る た め の 分 子 的 な 解 決 を 提 供 し 得
る 。 抗 原 特 異 的 な 同 起 源 の Ｔ － Ｂ 対 の 局 在 化 さ れ た 環 境 に お け る ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ の 一 時 的 発
現 は 、 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ の 抗 原 ／ Ｍ Ｈ Ｃ に 制 限 さ れ な い 活 性 化 機 能 を 、 適 切 な Ｂ 細 胞 標 的 へ チ
ャ ン ネ ル し 得 る 。 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ の 発 現 お よ び 下 方 調 節 の 速 度 論 は 、 内 皮 細 胞 、 活 性 化 誘 導
さ れ た リ ン パ 球 の 細 胞 表 面 メ デ ィ エ ー タ お よ び リ ン パ 球 結 合 性 Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ （ Bevilacqua
, et al., 1987） と 共 通 し て い る 。 こ の 類 似 性 は 、 局 在 化 さ れ た 細 胞 間 相 互 作 用 を 生 じ さ
せ る た め に 一 時 的 発 現 を 利 用 す る 戦 略 が 、 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ 、 Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ 、 並 び に 可 能 性 と
し て は 、 直 接 接 触 に よ っ て 他 の 細 胞 に 強 力 な 信 号 を 伝 達 す る 未 だ 特 徴 付 け ら れ て い な い 他
の 表 面 分 子 に よ っ て 共 有 さ れ 得 る こ と を 示 し 得 る か も 知 れ な い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 Ｃ Ｄ ４ 分 子 は 、 ヘ ル パ ー 機 能 を も っ た Ｔ 細 胞 前 駆 体 を 包 含 す る Ｔ 細 胞 ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン
を 同 定 す る （ Reinherz, et al., 1979） 。 し か し 、 Ｃ Ｄ ４ + サ ブ セ ッ ト は 機 能 的 に 不 均 一
で あ り 、 ま た ヘ ル パ ー 細 胞 に 加 え て 、 細 胞 毒 性 の サ プ レ ッ サ ー 細 胞 を 含 ん で い る （ Krensk
y, et al., 1982；  Thomas, et al., 1981） 。 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ が ヘ ル パ ー 機 能 に 含 ま れ る と
い う 事 実 は 、 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ が 、 Ｃ Ｄ ４ 発 現 よ り も 密 接 に ヘ ル パ ー 発 現 型 と 関 連 し 得 る こ と
を 示 唆 し て い る 。 活 性 化 Ｃ Ｄ ４ + 細 胞 に お け る ５ ｃ ８ 発 現 の 不 均 一 な 分 布 は 、 Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細
胞 の 機 能 的 サ ブ セ ッ ト 類 が 、 そ の ５ ｃ ８ 発 現 レ ベ ル に よ っ て 区 別 さ れ る 得 る か も し れ な い
こ と を 示 唆 す る 。 例 え ば 、 ヘ ル パ ー 活 性 ま た は 細 胞 毒 性 に 関 連 し て 、 ５ ｃ ８ -Ｃ Ｄ ４ + 細 胞
お よ び ５ ｃ ８ + Ｃ Ｄ ４ + 細 胞 の 機 能 的 可 能 性 を 測 定 す る こ と は 興 味 深 い こ と で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 Ｔ 細 胞 ヘ ル パ ー エ フ ェ ク タ ー 機 能 は 、 Ｂ 細 胞 応 答 性 （ Krusemeier, et al., 1988；  Hod
gkin, et al., 1990；  Noelle, et al., 1991；  Kubota, et al., 1991） 、 ア イ ソ タ イ プ
ス イ ッ チ ン グ の 調 節 （ Tesch, et al., 1984） 及 び 体 細 胞 超 突 然 変 異 （ Weigert, et al., 
1970） を も た ら す 複 雑 な プ ロ セ ス で あ る 。 多 く の 細 胞 ／ 細 胞 相 互 作 用 に よ っ て 、 並 び に 種
々 の リ ン ホ カ イ ン を 分 泌 す る こ と に よ っ て 、 Ｔ 細 胞 が Ｂ 細 胞 と 相 互 作 用 す る と い う 事 実 は
、 個 々 の 信 号 ま た は 信 号 の 一 定 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 、 Ｂ 細 胞 分 化 の 特 定 の 側 面 が 調 節 さ
れ る で あ ろ う こ と を 示 唆 す る 。 ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ が Ｔ 細 胞 ヘ ル パ ー 機 能 の 接 触 依 存 性 の 側 面
を 阻 害 す る と い う 事 実 に よ っ て 、 Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 が 液 性 免 疫 反 応 を 調 節 す る プ ロ セ ス を 更
に 詳 細 に 検 討 す る 手 段 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
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実 験 の 第 ２ シ リ ー ズ
ヒ ト リ ン パ 瀘 胞 内 で Ｔ － Ｂ リ ン パ 球 の 共 働 を 媒 介 す る 分 子 的 相 互 作 用



　 Ｔ ヘ ル パ ー 機 能 と 称 す る 過 程 で は 、 Ｃ Ｄ ４ + の Ｔ リ ン パ 球 は 、 体 液 で の （ 抗 体 が 媒 介 す
る ） 免 疫 反 応 を 媒 介 す る 抗 原 特 異 的 Ｂ 細 胞 の 分 化 を 選 択 、 誘 発 す る （ Mitchell, et al.；
 1968； Mitchison, 1971； White, et al, 1978； Reinhertz, et al., 1979； Janeway, et
 al., 1988； Rehemtulla, et al., 1991； Grusby.et al.1991） 。 リ ン パ 瀘 胞 内 で は 生 理
学 的 な Ｔ － Ｂ 反 応 が 起 こ っ て い る が 、 様 々 な イ ン ビ ト ロ 系 に お い て 、 Ｔ ヘ ル パ ー の 信 号 の
機 構 的 解 明 が 可 能 に な っ て い る 。 ヘ ル プ の 誘 導 相 は 抗 体 と Ｍ Ｈ Ｃ に 限 定 さ れ て い る が 、 エ
フ ェ ク タ ー 相 は 非 特 異 的 で あ り 、 リ ン ホ カ イ ン と 接 触 依 存 性 信 号 の 両 方 に 媒 介 さ れ て い る
（ Martinez, et al., 1981； Anderson, et al., 1980； Clement, et al., 1984； Crow, e
t al., 1986； Brian, 1988； Hirohata, et al., 1988； Noelle, et al., 1989； Whalen, 
et al.1988） 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 接 触 依 存 性 信 号 の 解 明 は 、 不 活 性 な 末 梢 Ｂ 細 胞 を 本 質 的 に 活 性 化 す る 、 機 能 的 に ユ ニ ー
ク な ジ ャ ー カ ッ ト Ｔ 細 胞 白 血 病 細 胞 系 Ｄ １ ． １ の サ ブ ク ロ ー ン が 最 近 同 定 さ れ た こ と に よ
り 進 歩 し た （ Yellin, 1991） 。 Ｄ １ ． １ ク ロ ー ン は 、 以 前 か ら 、 不 活 性 な Ｂ 細 胞 を 誘 発 し
て 表 面 の Ｃ Ｄ ２ ３ 分 子 を 発 現 さ せ 、 Ｂ 細 胞 を 増 殖 さ せ て 、 抗 体 産 性 細 胞 に 分 化 さ せ る こ と
が わ か っ て い る （ Yellin, 1991） 。 Ｄ １ ． １ の Ｂ 細 胞 活 性 化 能 力 は 細 胞 の 表 面 に 局 在 し て
い る 。 こ れ は パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 さ れ た Ｄ １ ． １ が 、 Ｂ 細 胞 を 活 性 化 す る 能 力 を
保 持 し て い た が 、 Ｄ １ ． １ の 上 清 は 不 活 性 だ っ た か ら で あ る （ Yellin, 1991） 。 こ れ ら の
デ ー タ を 一 緒 に 考 慮 す る と 、 Ｄ １ ． １ は 、 接 触 依 存 性 の ヘ ル パ ー 機 能 を 媒 介 す る 活 性 化 さ
れ た Ｔ 細 胞 と 表 面 構 造 を 共 有 し て い る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 実 験 の 第 １ シ リ ー ズ で は 、 Ｄ １ ． １ と 特 異 的 に 反 応 し て Ｄ １ ． １ に よ る Ｂ 細 胞 の 機 能 的
活 性 化 を 阻 害 す る ｍ Ａ ｂ （ Lederman, et al., 1992） に つ い て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ
ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 こ の よ う な 一 つ の 構 造 （ ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ と 称 す る ） が 同 定 さ れ た
。 ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ に よ っ て 、 活 性 化 さ れ た Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 上 に 発 現 す る が 、 Ｃ Ｄ 8+Ｔ 細 胞
、 Ｂ 細 胞 、 単 球 に は 発 現 し な い ３ ０ キ ロ ダ ル ト ン の 新 規 な 表 面 構 造 が 同 定 さ れ た （ Lederm
an, et al., 1992） 。 Ｐ Ｈ Ａ 、 Ｐ Ｍ Ａ で 刺 激 し た 後 の 、 細 胞 表 面 で の ５ ｃ ８ 抗 原 の 発 現 の
速 度 論 は 比 較 的 ユ ニ ー ク で あ り 、 最 大 の 発 現 は ６ 時 間 後 に 起 こ る が 、 そ の 後 は 下 方 調 節 さ
れ て ２ ４ 時 間 後 に は ま っ た く 発 現 し な く な る （ Lederman, et al., 1992） 。 機 能 的 ア ッ セ
イ に お い て 、 ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ は 、 正 常 な Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 の Ｂ 細 胞 を 抗 体 産 生 細 胞 に 分 化 さ
せ る 能 力 を 阻 害 す る （ Lederman, et al., 1992） 。 以 上 の こ と を 総 合 す る と 、 こ れ ら の デ
ー タ は 、 ５ ｃ ８ 抗 原 が 、 接 触 依 存 性 ヘ ル パ ー 機 能 を 媒 介 す る Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 の 表 面 構 造 の
一 つ の 構 成 部 分 で あ る こ と を 示 し て い る 。 従 っ て 、 こ の ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ を 「 Ｔ 細 胞 － Ｂ 細 胞
活 性 化 分 子 （ Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ） 」 と 命 名 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は イ ン ビ ト ロ で 接 触 依 存 性 ヘ ル パ ー 機 能 を 誘 起 す る Ｔ 細 胞 分 子 の 一 つ で あ る
が 、 そ の リ ガ ン ド 及 び Ｂ 細 胞 上 の 「 カ ウ ン タ ー レ セ プ タ ー 」 、 即 ち 、 イ ン ビ ボ の リ ン パ 系
組 織 内 で 接 触 依 存 性 ヘ ル パ ー 機 能 を 媒 介 す る の に 他 の Ｔ 細 胞 分 子 と Ｂ 細 胞 分 子 が ど の よ う
な 役 割 を 果 た し て い る か は 殆 ど わ か っ て い な い 。 幾 つ か の 興 味 深 い Ｂ 細 胞 の 表 面 分 子 が 、
リ ン パ 系 組 織 内 に お い て 接 触 依 存 性 信 号 を 受 容 す る 役 割 を し て い る だ ろ う と い わ れ て い る
。 Ｃ Ｄ ４ ０ 分 子 、 Ｃ Ｒ ２ 分 子 お よ び 接 着 分 子 が そ れ で あ る 。 ヒ ト Ｂ 細 胞 表 面 上 の Ｃ Ｄ ４ ０
分 子 は 、 リ ン パ 節 Ｂ 細 胞 分 化 に 関 係 す る 興 味 深 い 信 号 機 能 を 持 っ て い る （ Clark, et al.,
 1986； Clark, et al., 1988； Ledbetter, et al., 1987； Ledbetter, et al., 1986） 。
何 故 な ら 、 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ （ mAb G28-5(Clark, et al., 1986)） は プ ロ グ ラ ム さ れ た 胚 中 心 Ｂ
細 胞 の 死 （ ア ポ プ ト ー シ ス ） （ Lim, et al., 1989） を 阻 害 し 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 の 増 殖 、 分 化
お よ び 長 期 の 成 長 を 誘 起 す る こ と が わ か っ て い る か ら で あ る （ Banchereau, et al., 1991
a； Banchereau, et al., 1991b） 。 Ｃ Ｒ ２ は Ｂ 細 胞 の 補 助 レ セ プ タ ー で 、 抗 体 に よ る 誘 発
の 後 に Ｂ 細 胞 に 細 胞 分 裂 誘 起 信 号 を 送 る こ と が で き 、 ま た は Ｅ Ｂ ウ イ ル ス の 細 胞 表 面 レ セ
プ タ ー と し て の 役 割 を 果 た す （ Nemerow, et al., 1985； Carter, 1988） 。 最 後 に 、 接 着
レ セ プ タ ー Ｌ Ｆ Ａ １ 、 Ｌ Ｆ Ａ ３ お よ び Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ は 、 多 く の 細 胞 の 相 互 作 用 の 中 の 接 着
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相 互 作 用 に お い て 役 割 を 果 た し て い る こ と が 知 ら れ て い て 、 こ れ ら の 構 造 と 反 応 す る ｍ Ａ
ｂ は 、 Ｔ 細 胞 依 存 性 Ｂ 細 胞 の 過 程 を 阻 害 す る （ Tohma, et al., 1991a； Tohma, et al., 1
991b） 。 し か し 、 ヘ ル パ ー 相 互 作 用 に お け る こ れ ら 分 子 の 正 確 な 役 割 は ま だ は っ き り し て
い な い 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 こ の 第 ２ シ リ ー ズ の 実 験 で は 、 こ れ ら の 発 見 を ３ つ の 方 向 に 拡 大 し た 。 第 一 に 、 Ｂ 細 胞
リ ン パ 腫 ク ロ ー ン Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ２ ６ ６ （ Seigel, et al., 1990） が 、 抗 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ （ ｍ Ａ ｂ
・ ５ ｃ ８ ） に 阻 害 さ れ る 仕 方 で 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 の 接 触 に 応 答 す る も の と し て 同 定 さ れ た 。
第 二 に 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ と 共 に 接 触 依 存 性 Ｔ － Ｂ 活 性 化 の 媒 介 に 関 与 す る Ｂ 細 胞 の 表 面 構 造 （
Ｃ Ｄ ４ ０ ） が 同 定 さ れ た 。 第 三 に 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は 、 イ ン ビ ボ で は 主 に 、 リ ン パ 節 の 外 套 部
と 中 心 部 （ Ｔ 細 胞 と Ｃ Ｄ ４ ０ を 発 現 す る Ｂ 細 胞 と の 相 互 作 用 が 起 こ る 解 剖 学 的 部 位 ） に お
い て 、 Ｔ 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る こ と が わ か っ た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　
　 細 胞 系 ： ジ ャ ー カ ッ ト ・ ク ロ ー ン Ｄ １ ． １ と Ｂ ２ ． ７ に つ い て は 既 述 さ れ て い る （ Yell
in, et al., 1991； Lederman, et al., 1992） 。 Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ２ ６ ６ 、 ４ Ｃ Ｎ ・ ３ Ｆ １ ０ （
Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ２ ６ ６ ） ク ロ ー ン （ Siegel, et al.1990） は 、 食 品 医 薬 品 局 （ Ｆ Ｄ Ａ ） の セ ン
タ ー ・ フ ォ ー ・ バ イ オ ロ ジ ッ ク ス ・ エ バ リ ュ エ ー シ ョ ン ・ ア ン ド ・ リ サ ー チ （ Bethesda，
Ｍ Ｄ ） の  Jay P. Siegel博 士 の 好 意 に よ り 寄 贈 さ れ た 。 ヒ ト Ｆ ｃ Ｒ ｇ Ｉ Ｉ （ Ｃ Ｄ ３ ２ ） を
発 現 し て い る Ｌ 細 胞 は 、 Schering-Plough(Dardilly Cedex,France)の Jacques Banchereau
博 士 か ら 贈 ら れ た （ ２ ４ ） 。 ま た 、 マ ウ ス Ｉ ａ を 発 現 し て い る Ｌ 細 胞 は 、 コ ロ ン ビ ア 大 学
の Ned Braunstein博 士 か ら 贈 ら れ た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ： ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ （ Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ ） に つ い て は 記 述 さ れ て い る （ Lede
rman, et al., 1992） 。 次 の ｍ Ａ ｂ は 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン
（ Rocdville ， Ｍ Ｄ ） か ら 入 手 可 能 な ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 作 製 さ れ た ； Ｏ Ｋ Ｔ ４ （ 抗 Ｃ Ｄ
４ ） 、 Ｏ Ｋ Ｔ ８ （ 抗 Ｃ Ｄ ８ ） 、 Ｏ Ｋ Ｔ ３ （ 抗 Ｃ Ｄ ３ ） 、 Ｗ ６ ／ ３ ２ （ 抗 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ ｘ
） 、 Ｔ Ｈ Ｂ － ５ （ 抗 Ｃ Ｒ ２ （ Ｃ Ｄ ２ １ ） ） 、 Ｔ Ｓ １ ／ ２ ２ ． １ ． １ ３ （ 抗 Ｌ Ｆ Ａ ｌ ａ （ Ｃ
Ｄ １ １ ａ ） ） 、 Ｔ Ｓ １ ／ １ ８ ． １ ． ２ ． １ １ ． ４ （ 抗 Ｌ Ｆ Ａ １ ｂ （ Ｃ Ｄ １ ８ ） ） 、 Ｔ Ｓ ２
／ ９ ． １ ． ４ ． ３ （ 抗 Ｌ Ｆ Ａ ３ （ Ｃ Ｄ ５ ８ ） ） 。 こ れ ら の ｍ Ａ ｂ は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 上
清 の 飽 和 濃 度 も し く は 腹 水 の 希 釈 濃 度 で 使 用 さ れ 、 又 は プ ロ テ イ ン Ａ カ ラ ム （ Biorad,Roc
kville Center ， Ｎ Ｙ ） 若 し く は プ ロ テ イ ン Ｇ カ ラ ム （ Pharmacia,Upsula,Sweden） で 腹
水 液 か ら 精 製 し て 使 用 さ れ た 。 抗 Ｌ Ｆ Ａ ３ （ ７ Ａ ６ ） は バ イ オ ジ ー ン 社 （ Cambridge ， Ｍ
Ａ ） の Vicki Sato博 士 か ら 贈 ら れ た 。 抗 Ｃ Ｄ ２ ３ ー Ｐ Ｅ 、 ｌ ｅ ｕ １ ６ （ Ｃ Ｄ ２ ０ ） 、 ｌ ｅ
ｕ Ｍ ５ （ Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ ・ 抗 Ｃ Ｄ １ １ ｃ ） ｍ Ａ ｂ は 、 ベ ク ト ン ・ デ ィ ク ソ ン 社 （ Mountainview
， Ｃ Ａ ） か ら 購 入 し た 。 ｍ Ａ ｂ ・ Ｇ ２ ８ － ５ （ １ ９ ） は 、 ワ シ ン ト ン 大 学 （ シ ア ト ル ， Ｗ
Ａ ） の Edward A.Clark博 士 か ら 贈 ら れ た 。 ｍ Ａ ｂ ・ Ｒ Ｒ １ ／ １ ． １ ． １ （ 抗 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １
（ Ｃ Ｄ ５ ４ ） ） は 、 テ キ サ ス 大 学 サ ウ ス ウ エ ス タ ン ・ メ デ ィ カ ル ・ セ ン タ ー （ ダ ラ ス ， Ｔ
Ｘ ） の  Peter Lipsky 博 士 か ら 贈 ら れ た 。 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ ・ ｍ Ａ ｂ で あ る Ｂ － Ｂ ２ ０ （ Ｉ ｇ Ｇ
１ ） は 、 バ イ オ ソ ー ス ・ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル 社 （ Camarillo ， Ｃ Ａ ） か ら 購 入 し た 。 ｍ Ａ
ｂ ・ ３ ２ ． ２ （ 抗 Ｆ ｃ Ｒ ｇ Ｉ Ｉ （ Ｃ Ｄ ３ ２ ） ） は 、 Medarex、 West Lebanon、 NH か ら 購 入
し た 。 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ で ラ ベ ル し た 抗 Ｉ ｇ Ｍ は 、 Ｔ ａ ｇ ｏ 社 （ Burlingame， Ｃ Ａ ） か ら 購 入 し た
。 イ ソ タ イ プ に 適 合 し た 関 連 の な い コ ン ト ロ ー ル ｍ Ａ ｂ ・ Ｕ Ｐ Ｃ － １ ０ （ Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ ） と
Ｍ Ｏ Ｐ Ｃ １ ４ １ （ Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ ） は 、 シ グ マ 社 （ セ ン ト ル イ ス ， Ｍ Ｏ ） か ら 購 入 し た 。 抗 Ｉ
Ｌ － ４ と 抗 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ は 、 Genzyme 社 （ ケ ン ブ リ ッ ジ ， Ｍ Ａ ） か ら 購 入 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 細 胞 蛍 光 グ ラ フ ィ ッ ク 分 析 ； 略 １ ０ ５ の 細 胞 を 、 飽 和 濃 度 の 指 示 さ れ た ｍ Ａ ｂ と 共 に 、
８ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の 熱 凝 集 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ （ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル ・ エ ン ザ イ ム 社 ， Falbrook， Ｃ
Ａ ） の 存 在 下 に お い て 、 ４ ℃ で ４ ５ 分 間 培 養 し た 。 蛍 光 物 質 と 結 合 し た Ｆ （ ａ ｂ ） ２ 　 ヤ
ギ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン 二 次 抗 体 （ Cappel,Cochranville ， Ｐ Ａ ） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー
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ト す る 前 に 、 結 合 し な か っ た ｍ Ａ ｂ を 除 去 す る た め に 細 胞 を 洗 浄 し た 。 ２ 色 分 析 の た め に
、 指 示 し た 直 接 結 合 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ま た は フ ィ コ エ リ ト リ ン （ Ｐ Ｅ ） 結 合 ｍ Ａ ｂ と 細 胞 と を 、 ４
℃ で ４ ５ 分 間 、 凝 集 し た ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 存 在 下 で 反 応 さ せ た 。 分 析 に 先 だ っ て 細 胞 を 洗 浄 し 、
Ｐ Ｂ Ｓ に 再 懸 濁 し た 。 蛍 光 強 度 は 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ Ｃ Ａ Ｎ 細 胞 蛍 光 グ ラ フ （ ベ ク ト ン ・ デ ィ ッ キ
ン ソ ン 社 、 Mountainview， Ｃ Ａ ） で 測 定 し た 。 Ｂ 細 胞 と ジ ャ ー カ ッ ト ク ロ ー ン と の 共 培 養
を 伴 う 実 験 に お い て 、 ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 は 、 前 方 お よ び 側 方 の 低 い 光 散 乱 を も つ 細 胞 の 異
な っ た ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン 上 に ゲ ー ト を 設 け る こ と に よ っ て 、 Ｂ 細 胞 の 蛍 光 分 析 か ら 除 去 さ
れ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 リ ン ホ カ イ ン ： ｒ Ｉ Ｌ － ４ は Robert Coffman博 士 か ら 贈 ら れ 、 Ｄ Ｎ Ａ Ｘ と ｒ Ｉ Ｌ － ２ は
ホ フ マ ン ・ ラ ・ ロ ッ シ ュ 社 か ら 得 た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 細 胞 群 の 単 離 ： 抹 消 血 液 リ ン パ 球 は 、 健 康 な ボ ラ ン テ ィ ア か ら 採 っ た 新 鮮 な 血 液 か ら 、
ficoll-hypaque（ シ グ マ 社 、 セ ン ト ル イ ス ， Ｍ Ｏ ） 上 の 遠 心 分 離 に よ っ て 得 た 。 脾 臓 Ｂ 細
胞 も 同 様 に 、 臓 器 提 供 者 の 新 鮮 な バ イ オ プ シ ー 標 本 （ コ ロ ン ビ ア 大 学 外 科 の  Mark Barr博
士 か ら 提 供 さ れ た ） か ら 得 た 。 扁 桃 腺 Ｂ 細 胞 は 、 扁 桃 削 除 術 後 の 新 鮮 な 手 術 標 本 （ コ ロ ン
ビ ア 大 学 Ｅ Ｎ Ｔ 課 の  Joseph Hadad 博 士 か ら 提 供 さ れ た ） か ら 得 た 。 リ ン パ 系 組 織 Ｂ 細 胞
は 、 細 か く 砕 い た 組 織 標 本 を メ タ ル ス ク リ ー ン を 通 し 、 続 い て  ficoll-hypaque 遠 心 分 離
を す る こ と に よ っ て 得 た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 Ｔ 細 胞 は 、 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処 理 し た ヒ ツ ジ 赤 血 球 と で 陽 性 が 選 択 さ れ た 。 Ｂ 細 胞 は 、
ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処 理 し た ヒ ツ ジ 赤 血 球 で ２ 回 ロ ー ゼ ッ テ ィ ン グ (rosetting)し た 後 に 、 f
icoll-hypaqueで 沈 殿 し な か っ た 細 胞 群 か ら 得 た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 Ｂ 細 胞 は 密 度 遠 心 法 に よ っ て さ ら に 精 製 さ れ た 。 Ｅ ー 細 胞 は 一 晩 ポ リ ス チ レ ン フ ラ ス コ
の な か で 培 養 さ れ （ ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ ） 、 接 着 に よ っ て マ ク ロ フ ァ ー ジ が 除 去 さ れ た 。
こ れ ら の 非 Ｔ 細 胞 、 非 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 ２ ３ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で の １ ２ 分 間 の 遠 心 分 離 に よ り
、 ３ ０ ％ ／ ５ ０ ％ ／ １ ０ ０ ％ パ ー コ ー ル (percoll)非 連 続 勾 配 中 の 、 高 密 度 フ ラ ク シ ョ ン
お よ び 低 密 度 フ ラ ク シ ョ ン に 分 別 さ れ た 。 高 密 度 細 胞 は ５ ０ ％ と １ ０ ０ ％ の 界 面 か ら 得 ら
れ 、 低 密 度 細 胞 は ３ ０ ％ と ５ ０ ％ の 界 面 か ら 得 ら れ た （ Crow, et al., 1985） 。 抹 消 血 液
か ら の 高 密 度 （ 休 止 ） 細 胞 は 、 典 型 的 に は ６ ０ － ９ ０ ％ が Ｃ Ｄ ２ ０ + で あ り 、 ５ ５ － ９ ０
％ が Ｉ ｇ Ｍ + 、 Ｃ Ｄ ３ + が ５ ％ 未 満 、 Ｃ Ｄ ２ ３ + が ５ ％ 未 満 （ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ） で あ っ た
。 扁 桃 腺 と 脾 臓 か ら の 高 密 度 Ｂ 細 胞 は 、 ９ ５ ％ 以 上 が Ｃ Ｄ ２ ０ + で あ っ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 Ｌ 細 胞 の 培 養 実 験 ： ヒ ト Ｆ ｃ Ｒ ｇ Ｉ Ｉ （ Ｃ Ｄ ３ ２ ） ま た は マ ウ ス Ｉ ａ を 表 示 し て い る Ｌ
細 胞 が 、 １ ２ ウ ェ ル プ レ ー ト （ Costar,Cambridge， Ｍ Ａ ） 内 の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ・ １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 中
に お い て 、 集 密 に な る ま で 増 殖 さ れ た 。 こ の 単 層 を 培 地 で 一 回 洗 浄 し 、 ２ × １ ０ ６ の Ｂ 細
胞 を 含 む １ ｍ Ｌ の Ｉ Ｍ Ｄ Ｍ ・ １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ を こ の 単 層 に 加 え 、 対 で コ ン ト ロ ー ル 培 地 、 或
い は ２ mgの Ｇ ２ ８ － ５ ・ ｍ Ａ ｂ 、 Ｂ － Ｂ ２ ０ ・ ｍ Ａ ｂ 若 し く は コ ン ト ロ ー ル ｍ Ａ ｂ を 加 え
た 。 １ ８ 時 間 の 培 養 後 、 温 和 に 撹 拌 し な が ら ピ ペ ッ ト で Ｂ 細 胞 を 回 収 し 、 一 度 洗 浄 し て 、
上 記 の よ う に し て Ｆ Ａ Ｃ Ｓ で Ｃ Ｄ ２ ３ の 発 現 を 分 析 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 Ｂ 細 胞 の 活 性 化 と 分 化 の ア ッ セ イ ： Ｂ 細 胞 表 面 の Ｃ Ｄ ２ ３ 発 現 の 誘 起 を 測 定 す る 実 験 で
は 、 １ － ２ × １ ０ 5 の 高 密 度 Ｂ 細 胞 か 又 は Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ 細 胞 が 、 ２ ０ ０ mL Ｉ Ｍ Ｄ Ｍ
・ １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 中 の 同 数 の ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 （ 丸 底 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル （ Ｎ ｕ ｎ ｃ ）
内 ） に 添 加 さ れ 、 １ ８ － ２ ４ 時 間 後 に Ｃ Ｄ ２ ３ の 発 現 が 分 析 さ れ た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 ヒ ト 組 織 標 本 ： バ イ オ プ シ ー 標 本 を 通 常 の 診 断 過 程 か 検 死 で 集 め 、 す ぐ 研 究 室 に 運 ん だ
。 そ れ ぞ れ の 組 織 標 本 の 代 表 的 な 一 部 を 、 最 適 切 断 温 度 （ OCT compound,Miles,Elkhart，
Ｉ Ｄ ） で イ ソ ペ ン タ ン と ド ラ イ ア イ ス 混 合 物 の 中 の 丸 い コ ル ク の デ ィ ス ク 上 で 急 速 冷 凍 し
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、 － ７ ０ ℃ で 種 々 の 期 間 保 存 し た 。 夫 々 の 標 本 の 代 表 部 分 を ホ ル マ リ ン 緩 衝 液 、 Ｂ ５ ま た
は ブ ー ア ン 液 中 で 常 法 に よ り 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン に 埋 め 込 み 、 ヘ マ ト キ シ リ ン 及 び エ オ シ
ン （ Ｈ ＆ Ｅ ） 染 色 さ れ た 切 片 を 調 製 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 多 数 の 良 性 の 組 織 検 体 の 代 表 的 な 一 部 は 、 任 意 の 患 者 か ら 日 常 の 治 療 の 間 に 集 め ら れ 、
免 疫 組 織 化 学 的 に ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ の 結 合 が 検 査 さ れ た 。 こ れ ら 検 体 に は 以 下 の も の が 含 ま
れ る ： 食 道 ２ 、 胃 ２ 、 小 腸 ３ 、 結 腸 ６ 、 膵 臓 ２ 、 肝 臓 ３ 、 腎 臓 ３ 、 子 宮 ３ 、 卵 巣 ２ 、 精 巣
２ 、 前 立 腺 １ 、 肺 ４ 、 心 臓 ２ 、 皮 膚 ３ 、 胸 ２ 、 脳 ２ 、 扁 桃 腺 １ ４ 、 胸 腺 ７ 、 リ ン パ 節 ４ 、
脾 臓 １ ０ 、 虫 垂 ５ 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 ： 一 連 の ４ ミ ク ロ ン の 冷 凍 切 片 が 、 低 温 保 存 し た 組 織 ブ ロ ッ ク か ら
切 り 出 さ れ 、 以 前 に 詳 細 に 記 述 さ れ た よ う に し て （ Inghirami, et al., 1990） 、 固 定 、
染 色 さ れ た 。 概 略 を 説 明 す れ ば 次 の 通 り で あ る 。 切 片 を 、 適 切 に 滴 定 さ れ た ｍ Ａ ｂ と 共 に
、 ま た Ｆ （ ａ ｂ '） ２ 　 ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｆ ｃ ガ ン マ 特 異 的 、 １ ： 200 ， Organon Tek
nika,Malvern,Ｐ Ａ ） 及 び ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ・ 抗 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 複 合 体
（ APAAP,Dako,Santa Barbara， Ｃ Ａ ） と 共 に 連 続 的 に 培 養 し た 。 次 い で 、 基 質 と し て  New
 Fuschin及 び Ｂ － ナ フ ト ー ル － Ａ Ｓ － ビ ホ ス フ ェ ー ト で 現 像 し た 。 或 い は 、 一 次 ｍ Ａ ｂ 又
は イ ソ タ イ プ 適 合 性 の 非 関 連 ｍ Ａ ｂ の 何 れ か と 共 に 切 片 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ３ 回 洗 浄 し
、 ビ オ チ ニ ル 化 さ れ た ウ マ ・ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Vector,San Diego， Ｃ Ａ ） と 共 に イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 パ ー オ キ シ ダ ー ゼ を 結 合 し た ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 複 合 体 を 適 用 し 、 ジ ア ミ ノ
ベ ン チ ジ ン （ Ｄ Ａ Ｂ ） で 現 像 し 、 場 合 に よ っ て は 塩 化 ニ ッ ケ ル で 増 幅 し た 。 ク ラ イ オ ス タ
ッ ト 組 織 切 片 に 対 し 、 先 に 既 述 さ れ た よ う に し て （ Inghirami, et al., 1991） 、 二 色 免
疫 組 織 化 学 的 染 色 も ま た 実 施 さ れ た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 先 ず 、 Ａ Ｂ Ｃ 技 術 （ Ｖ ｅ ｃ ｔ ｏ
ｒ ） を 用 い て 、 切 片 を 一 つ の ｍ Ａ ｂ （ ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ 、 又 は イ ソ タ イ プ 適 合 性 の 非 関 連 ｍ
Ａ ｂ （ UPC-10、 IgG2a） で 染 色 し 、 Ｄ Ａ Ｂ で 現 像 し た 。 次 い で 、 切 片 を ｍ Ａ ｂ （ Leu M5，
Ｃ Ｄ １ １ ｃ ） か 、 又 は イ ソ タ イ プ 適 合 性 の 非 関 連 ｍ Ａ ｂ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ３ 回 洗
浄 し 、 Ａ Ｐ Ａ Ａ Ｐ 複 合 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 前 述 し た よ う に し て 現 像 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　
　 ：
　 我 々 は 以 前 、 ５ ｃ ８ ・ Ａ ｇ （ Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ） が 、 活 性 化 し た Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 の 表 面 上 の タ
ン パ ク で あ り 、 接 触 依 存 性 ヘ ル パ ー 機 能 に 関 与 し て い る こ と を 示 し た （ Lederman, et al.
, 1992） 。 こ の 過 程 を よ り 詳 細 に 調 べ る た め に 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ や 他 の 分 子 の 役 割 の 分 子 分 析
を 可 能 と す る 、 均 質 な ク ロ ー ン 化 さ れ た リ ン パ 腫 細 胞 系 の 同 定 を 研 究 し た 。 こ の 目 的 の た
め に 、 我 々 は Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 リ ン パ 腫 細 胞 系 Ｄ １ ． １ を 利 用 し て 、 Ｃ Ｄ ２ ３ の 上 方 調 節 に
よ り Ｄ １ ． １ 接 触 に 反 応 す る Ｂ 細 胞 リ ン パ 腫 を 同 定 し た 。 候 補 細 胞 系 は Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６
６ ク ロ ー ン で あ り 、 こ れ は Ｃ Ｄ ２ ３ を あ ま り 発 現 し な い が 、 Ｉ Ｌ － ４ に 誘 起 さ れ る と 多 く
発 現 す る （ Siegel, et al., 1990） 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ が 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 に 媒 介 さ れ た 接 触 に 反 応 す る か ど う か を 知 る た め
に 、 Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ 細 胞 を Ｄ １ ． １ 細 胞 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２
６ ６ の 細 胞 表 面 に 発 現 し た Ｃ Ｄ ２ ３ を ２ 色 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 に よ っ て 測 定 し た （ 図 １ ２ ） 。 こ
れ ら の 実 験 に お い て 、 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 末 梢 Ｂ 細 胞 を Ｄ １ ． １ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー
ト し た が 、 こ れ は 、 Ｂ 細 胞 が Ｄ １ ． １ 接 触 に 反 応 し て 表 面 の Ｃ Ｄ ２ ３ を 増 加 す る こ と が 知
ら れ て い る か ら で あ る （ 図 １ ２ ） 。 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ 又 は 末
梢 Ｂ 細 胞 を 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を 発 現 せ ず Ｂ 細 胞 を 活 性 化 し な い ジ ャ ー カ ッ ト の Ｂ ２ ． ７ ク ロ ー
ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト （ Lederman, et al., 1992） 。 予 想 ど お り 、 １ ８ 時 間 の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 後 に 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ は 末 梢 Ｂ 細 胞 に 表 面 Ｃ Ｄ ２ ３ 分 子 の 発 現 を 誘 起 し
た が 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｂ ２ ． ７ は 誘 起 し な か っ た （ 図 １ ２ ） 。 重 要 な こ と に 、 末 梢 Ｂ 細 胞 に
対 す る こ の 効 果 と 同 じ よ う に 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 は Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ に 対 し て 、 １ ８ 時 間 の
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共 培 養 の 後 に Ｃ Ｄ ２ ３ の 発 現 を 誘 起 し た が 、 Ｂ ２ ． ７ は 誘 起 し な か っ た （ 図 １ ２ ） 。 Ｒ Ａ
Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ と 末 梢 Ｂ 細 胞 と の 明 白 な 反 応 の 違 い は 、 Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ は 全 て の ポ ピ
ュ レ ー シ ョ ン が Ｃ Ｄ ２ ３ を 均 質 な ピ ー ク に 上 方 調 節 し た が 、 末 梢 Ｂ 細 胞 は 典 型 的 に 、 明 瞭
に 反 応 し た 細 胞 ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン （ ８ ０ ％ が Ｃ Ｄ ２ ３ を 発 現 し た ） と 、 全 く 反 応 し な か っ
た 細 胞 ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン （ ２ ０ ％ が Ｃ Ｄ ２ ３ を 発 現 し な か っ た ） と に わ か れ た こ と で あ る
。 こ の 相 違 の た め に 、 Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ の 反 応 を 、 Ｃ Ｄ ２ ３ 発 現 の 単 一 の ピ ー ク を も っ
た 中 間 の 蛍 光 強 度 （ Ｍ Ｆ Ｉ ） と し て 定 量 し 、 ま た 末 梢 Ｂ 細 胞 の 反 応 を 、 反 応 細 胞 の 比 率 と
し て 定 量 す る こ と が 必 要 と な っ た （ 図 １ ２ ） 。 異 な る 量 の Ｄ １ ． １ 細 胞 を 一 定 量 の Ｒ Ａ Ｍ
Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ ま た は Ｂ 細 胞 に 加 え た 分 量 反 応 実 験 (dose response experiments)に よ っ て
、 こ れ ら の 方 法 が 正 し い こ と が わ か る 。 何 故 な ら 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 の 数 が 減 少 す る と 、 Ｒ Ａ
Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ の Ｍ Ｆ Ｉ も 減 少 し （ 示 し て い な い ） 、 Ｃ Ｄ ２ ３ ＋ Ｂ 細 胞 の 割 合 も 減 少 す る
か ら で あ る （ Yellin, et al., 1991） 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ が 末 梢 Ｂ
細 胞 の 反 応 と 同 じ 様 に 、 Ｄ １ ． １ と の 共 培 養 に 反 応 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ に 対 す る Ｄ １ ． １ の 効 果 が Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 依 存 性 で あ る か を 調 べ る た め に 、 Ｄ １
． １ に 媒 介 性 さ れ た 活 性 化 に 対 す る 抗 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ・ ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ の 効 果 を 研 究 し た 。 こ
れ ら の 実 験 で は 、 ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ ま た は イ ソ タ イ プ の コ ン ト ロ ー ル ｍ Ａ ｂ を 、 Ｄ １ ． １ が
入 っ て い る Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ ま た は 末 梢 Ｂ 細 胞 の 培 養 倍 に 加 え た （ 図 １ ２ ） 。 末 梢 Ｂ 細
胞 の Ｄ １ ． １ に よ る 活 性 化 を 阻 害 す る ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ の 公 知 の 効 果 と 同 様 に 、 ｍ Ａ ｂ ・ ５
ｃ ８ は 、 Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ の Ｄ １ ． １ に よ る 活 性 化 を 阻 害 す る （ 図 １ ２ ） 。 対 照 的 に 、
イ ソ タ イ プ の コ ン ト ロ ー ル ｍ Ａ ｂ は 、 Ｄ １ ． １ の 効 果 を 阻 害 し な か っ た 。 以 上 を 総 合 す る
と 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｂ リ ン パ 腫 細 胞 系 （ Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ ） が 、 Ｄ １ ． １ で 活 性 化
さ れ た 後 に Ｃ Ｄ ２ ３ を 発 現 す る 細 胞 機 構 を 有 し て お り 、 ま た Ｄ １ ． １ と Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６
６ と の 相 互 作 用 が ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ に よ っ て 阻 害 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の デ ー タ
は 更 に 、 Ｄ １ ． １ と Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ と の 相 互 作 用 が 、 同 質 の リ ン パ 腫 細 胞 系 に お け る
接 触 依 存 性 Ｔ － Ｂ 信 号 を さ ら に 詳 し く 調 べ る た め の 有 力 な モ デ ル 系 に な り 得 る こ と を 示 し
て い る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 こ の 研 究 に お け る 我 々 の 最 終 的 な 興 味 は 、 リ ン パ 系 Ｂ 細 胞 の 分 化 に お け る Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の
役 割 を 定 義 す る こ と で あ っ た の で 、 次 に 、 リ ン パ 系 器 官 か ら 単 離 し た Ｂ 細 胞 に 対 す る Ｄ １
． １ の 効 果 を 研 究 し た 。 従 っ て 、 前 述 し た の と 同 じ よ う な 実 験 に お い て 、 ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８
及 び コ ン ト ロ ー ル 抗 体 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で 、 リ ン パ 系 器 官 か ら 単 離 し た Ｂ 細 胞 を Ｄ
１ ． １ と 共 に 培 養 し た 。 末 梢 Ｂ 細 胞 お よ び リ ン パ 腫 ク ロ ー ン （ Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ ） に 対
す る Ｄ １ ． １ の 効 果 と 同 様 に 、 扁 桃 腺 由 来 の Ｂ 細 胞 （ 図 １ ３ ） も 脾 臓 由 来 の Ｂ 細 胞 （ 示 し
て い な い ） も 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 に よ っ て 活 性 化 さ れ て Ｃ Ｄ ２ ３ 分 子 を 発 現 す る こ と が 分 か っ
た 。 さ ら に 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 の リ ン パ 腫 Ｂ 細 胞 に 対 す る 効 果 は 、 ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ に よ っ て 阻
害 さ れ る が 、 コ ン ト ロ ー ル ｍ Ａ ｂ に よ っ て は 阻 害 さ れ な い （ 図 １ ３ ） 。 こ れ ら の デ ー タ は
、 Ｄ １ ． １ 細 胞 と Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ の 分 子 的 相 互 作 用 が 、 リ ン パ 系 器 官 内 の Ｔ 細 胞 と Ｂ
細 胞 の 相 互 作 用 に 類 似 し て い る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 Ｂ 細 胞 に 対 す る Ｄ １ ． １ の 増 強 効 果 は 、 分 泌 因 子 と は 関 係 な い こ と が 以 前 に 示 さ れ た 。
Ｄ １ ． １ 細 胞 が ど の よ う に し て Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ を 活 性 化 す る の か を 調 べ る た め に 、 次
の 一 連 の 実 験 で は 、 リ ン ホ カ イ ン の 放 出 （ 特 に Ｉ Ｌ － ４ の 役 割 ） に 関 連 し た 、 Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ
に 対 す る Ｄ １ ． １ の 効 果 を 研 究 し た 。 こ れ ら の 実 験 に お い て 、 Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ は Ｄ １
． １ の 上 清 液 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 、 ｒ Ｉ Ｌ － ２ ま た は Ｉ Ｌ － ４ の い ず れ か と 共 に 培 養 さ れ 、 １
８ 時 間 後 に 表 面 Ｃ Ｄ ２ ３ の 発 現 の レ ベ ル を Ｆ Ａ Ｃ Ｓ で 測 定 し た 。 図 １ ４ ａ に 示 し た よ う に
、 Ｄ １ ． １ 細 胞 ま た は Ｉ Ｌ － ４ は 、 Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ と 末 梢 Ｂ 細 胞 上 に Ｃ Ｄ ２ ３ を 誘 起
し た 。 対 照 的 に 、 Ｄ １ ． １ 上 清 液 ま た は ｒ Ｉ Ｌ － ２ は 効 果 が な か っ た （ 図 １ ４ ａ ） 。 更 に
、 ｒ Ｉ Ｌ － ４ の 効 果 は 抗 Ｉ Ｌ － ４ に よ っ て 阻 害 さ れ た が 、 Ｄ １ ． １ の 効 果 は 阻 害 さ れ な か
っ た （ 図 １ ４ ａ ） 。 最 後 に 、 ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ は 、 ｒ Ｉ Ｌ － ４ の 効 果 を 阻 害 し な か っ た （ 図
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１ ４ ａ ） 。 以 上 を 総 合 す る と 、 こ れ ら の デ ー タ に よ っ て 、 Ｄ １ ． １ の Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６
に 対 す る 効 果 は リ ン ホ カ イ ン の 放 出 と 関 係 な い こ と が 示 唆 さ れ 、 Ｄ １ ． １ は 活 性 Ｉ Ｌ － ４
を 分 泌 し な い と い う 以 前 の 見 解 が 確 認 さ れ た （ 図 １ ４ ａ ） 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 ：
　 接 触 依 存 性 Ｔ － Ｂ 相 互 作 用 に 役 割 を 果 し て い る Ｂ 細 胞 表 面 分 子 を 同 定 す る た め に 、 Ｄ １
． １ － Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ 系 を 活 用 し た 。 我 々 は 、 特 徴 の あ る Ｂ 細 胞 表 面 分 子 の う ち で 、
Ｃ Ｄ ４ ０ 、 Ｃ Ｒ ２ お よ び 接 着 受 容 体 が 接 触 依 存 性 信 号 に 役 割 を 果 た し て い る 候 補 物 質 で あ
る と 考 え た 。 そ の 理 由 は 、 こ れ ら が Ｂ 細 胞 活 性 化 （ 特 に 接 触 依 存 性 相 互 作 用 ） に お い て 役
割 を 果 し て い る こ と が 知 ら れ て い る か ら で あ る （ Banchereau, et al., 1991a； Nemerow, 
et al., 1985； Carter, et al., 1988； Tohma, et al., 1991a； Tohma, et al., 1991b；
 Emilie, et al., 1988； Sen, et al., 1992） 。 そ れ ゆ え 、 我 々 は 、 Ｄ １ ． １ に 媒 介 さ れ
た Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ お よ び 末 梢 Ｂ 細 胞 の 活 性 化 に 対 す る 、 こ れ ら の Ｂ 細 胞 分 子 に 向 け ら
れ た ｍ Ａ ｂ の 効 果 に つ い て 研 究 し た 。 こ れ ら の 実 験 に お い て 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 は 、 Ｂ 細 胞 表
面 分 子 と 反 応 す る ｍ Ａ ｂ の 存 在 下 に お い て 、 Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ ま た は 末 梢 Ｂ 細 胞 と 共 に
培 養 さ れ 、 １ ８ 時 間 後 に Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ ま た は Ｂ 細 胞 の Ｃ Ｄ ２ ３ の 発 現 を 測 定 し た 。
こ れ ら の 実 験 に お け る 陽 性 コ ン ト ロ ー ス と し て 、 ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ が 用 い ら れ た （ 図 １ ２ ）
。 重 要 な こ と に 、 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ ・ ｍ Ａ ｂ で あ る Ｇ ２ ８ － ５ （ Clark, et al., 1986） は 、 Ｄ
１ ． １ に 媒 介 さ れ る Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ ま た は Ｂ 細 胞 の 活 性 化 を 阻 害 し た （ 図 １ ２ 、 １ ４
ｂ ） が 、 Ｃ Ｒ ２ 、 Ｌ Ｆ Ａ － １ 、 Ｌ Ｆ Ａ － ３ お よ び Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ に 対 す る ｍ Ａ ｂ は ほ と ん ど
効 果 が な か っ た （ 図 １ ２ 、 １ ４ ｂ ） 。 Ｇ ２ ８ － ５ （ Ｉ ｇ Ｇ １ ） に 加 え て 、 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ ・ ｍ
Ａ ｂ で あ る Ｂ － Ｂ ２ ０ （ Ｉ ｇ Ｇ １ ） も ま た 、 Ｄ １ ． １ 効 果 を 阻 害 し た （ 図 １ ５ ） 。 こ れ ら
の 実 験 で は 、 Ｂ 細 胞 お よ び Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ の 両 方 の 表 面 と 反 応 す る 抗 Ｌ Ｆ Ａ １ ａ ・ ｍ
Ａ ｂ で あ る Ｔ Ｓ １ ／ ２ ２ （ Ｉ ｇ Ｇ １ ） を 、 イ ソ タ イ プ 適 合 性 の 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 使
用 し た （ 図 １ ４ ｂ ， １ ５ ） 。 同 様 の 実 験 に お い て 、 我 々 は 、 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ が リ ン パ 系 器 官 か
ら 単 離 し た Ｂ 細 胞 に 対 す る Ｄ １ ． １ の 効 果 を 阻 害 す る こ と を 発 見 し た （ 図 １ ３ ） 。 以 上 を
総 合 す る と 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｄ １ ． １ に 媒 介 さ れ る Ｂ 細 胞 Ｃ Ｄ ２ ３ の 上 方 調 節 を 阻 害
す る と い う 点 に お い て 、 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ ・ ｍ Ａ ｂ が 調 査 し た 抗 Ｂ 細 胞 抗 体 の う ち で 特 に ユ ニ ー
ク で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ ・ ｍ Ａ ｂ は 、 ｒ Ｉ Ｌ － ４ に 誘 起 さ れ た Ｂ 細 胞 の Ｃ Ｄ ２ ３ 発 現 を 増 大 す る こ と
が 知 ら れ て い る （ Clark, et al.1989） の で 、 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ ・ ｍ Ａ ｂ が Ｃ Ｄ ２ ３ の 発 現 を 阻
害 す る と い う の は 幾 分 驚 き で あ る 。 従 っ て 、 こ の 結 果 を 再 び 検 討 す る こ と に よ っ て 、 Ｇ ２
８ － ５ が Ｄ １ ． １ に 誘 起 さ れ る Ｃ Ｄ ２ ３ の 発 現 を 阻 害 す る 効 果 を も つ の と は 対 照 的 に 、 Ｇ
２ ８ － ５ は 、 ｒ Ｉ Ｌ － ４ に 誘 起 さ れ る Ｂ 細 胞 お よ び Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ の 指 示 ク ロ ー ン の
両 方 に 対 し て 、 Ｃ Ｄ ２ ３ の 上 方 調 節 を 強 化 す る こ と が 分 か っ た （ 図 １ ４ ａ ） 。 以 上 の デ ー
タ を 総 合 す る と 、 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ ・ ｍ Ａ ｂ は Ｂ 細 胞 に 対 す る Ｄ １ ． １ の 効 果 を 阻 害 す る が 、 こ
れ ら の ｍ Ａ ｂ の Ｂ 細 胞 に 対 す る 効 果 は 、 活 性 化 の 全 般 的 な 阻 害 で は な い こ と が 示 さ れ る 。
何 故 な ら 、 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ は ｒ Ｉ Ｌ － ４ 効 果 を 増 大 す る か ら で あ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ が 如 何 に し て 接 触 介 助 相 互 作 用 を 阻 害 し 、 他 の Ｂ 細 胞 活 性 化 信 号 を 増 大 す る
か は 、 現 在 の と こ ろ 分 か っ て い な い 。 一 つ の 可 能 性 は 、 Ｄ １ ． １ が Ｃ Ｄ ４ ０ と 相 互 作 用 す
る 表 面 分 子 を 発 現 す る こ と で あ る 。 我 々 は 、 Ｄ １ ． １ の 表 面 分 子 が Ｃ Ｄ ４ ０ と 相 互 作 用 し
て Ｂ 細 胞 を 刺 激 す る な ら ば 、 多 量 体 の 立 体 配 置 (multimeric configuration)の 抗 Ｃ Ｄ ４ ０
抗 体 は Ｄ １ ． １ の 効 果 に 似 て い る だ ろ う し 、 ま た Ｂ 細 胞 の Ｃ Ｄ ２ ３ を 上 方 調 節 す る だ ろ う
と 推 測 し た 。 従 っ て 、 Ｆ ｃ ｇ Ｒ Ｉ Ｉ を 発 現 し て い る Ｌ 細 胞 の 存 在 下 に お い て 、 Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ
・ ２ ６ ６ と Ｂ 細 胞 Ｃ Ｄ ２ ３ に 対 す る Ｇ ２ ８ － ５ の 効 果 を 研 究 し た 。 な お 、 Ｆ ｃ ｇ Ｒ Ｉ Ｉ 発
現 Ｌ 細 胞 は 、 末 梢 Ｂ 細 胞 の 増 殖 を 誘 起 す る 立 体 配 置 に な っ て い る （ Banchereau, et al., 
1991a） 。 従 っ て 我 々 は 、 Ｂ 細 胞 を 、 Ｇ ２ ８ － ５ 、 Ｂ － Ｂ ２ ０ ま た は コ ン ト ロ ー ル ｍ Ａ ｂ
の 存 在 下 に お い て 、 Ｆ ｃ ｇ Ｒ Ｉ Ｉ 発 現 Ｌ 細 胞 ま た は コ ン ト ロ ー ル Ｌ 細 胞 と 共 に 培 養 し 、 １
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Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 誘 発 に 関 連 す る Ｂ 細 胞 の 表 面 分 子 の 同 定



８ 時 間 後 に Ｂ 細 胞 の Ｃ Ｄ ２ ３ 発 現 を 調 べ た 。 多 価 の 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ は 、 扁 桃 腺 お よ び 脾 臓 の Ｂ
細 胞 （ 図 １ ６ ｂ ） と 同 様 に 、 末 梢 Ｂ 細 胞 お よ び Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ （ 図 １ ６ ａ ） の Ｃ Ｄ ２ ３ 発 現 を
誘 起 し た が 、 単 価 の も の は 誘 起 し な か っ た 。 以 上 を 総 合 す る と 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 多 量
体 の 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ ・ ｍ Ａ ｂ が Ｂ 細 胞 を 活 性 化 し て Ｃ Ｄ ２ ３ を 発 現 す る こ と を 示 し て い る 。 ま
た 、 Ｄ １ ． １ 系 に お け る 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ ・ ｍ Ａ ｂ の 阻 害 効 果 は 、 単 価 の 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ ・ ｍ Ａ ｂ が
、 Ｄ １ ． １ の 表 面 の 架 橋 リ ガ ン ド と Ｃ Ｄ ４ ０ 分 子 と の 相 互 作 用 を 阻 害 し た 結 果 で あ ろ う こ
と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ：
　 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 は 、 卵 胞 や 胚 中 心 と 呼 ば れ る リ ン パ 系 組 織 内 に お い て 、 一 時 的 に 抗 原 が
誘 起 さ れ た 構 造 で ヘ ル パ ー 機 能 を 媒 介 す る の で 、 リ ン パ 瀘 胞 内 で Ｔ 細 胞 上 に Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ が
発 現 し て い る か を 調 べ る た め に 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 組 織 分 布 が 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 研 究 さ れ
た 。 正 常 な ヒ ト 組 織 か ら 調 製 さ れ た 凍 結 組 織 切 片 を ア セ ト ン で 固 定 し 、 ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ お
よ び 種 々 の コ ン ト ロ ー ル ｍ Ａ ｂ を 用 い て 免 疫 組 織 化 学 的 に 染 色 し た 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 は
、 リ ン パ 組 織 内 の 比 較 的 小 さ い 単 核 細 胞 に 限 定 さ れ て お り （ 図 １ ６ ） 、 筋 肉 、 脳 、 腎 臓 、
腸 、 卵 巣 、 子 宮 、 睾 丸 、 皮 膚 、 肺 、 ま た は 肝 臓 を 含 む 他 の 組 織 に は 見 ら れ な か っ た （ 材 料
と 方 法 の 項 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 リ ン パ 系 組 織 に お け る Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を も っ た 細 胞 の 正 確 な 位 置 を 知 る た め に 、 扁 桃 腺 、 リ
ン パ 節 、 Ｇ Ｉ 関 連 リ ン パ 系 組 織 、 脾 臓 お よ び 胸 腺 を 分 析 し た 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 細 胞 は 、 全
て の 末 梢 リ ン パ 組 織 の 二 次 瀘 胞 の 外 套 ゾ ー ン と 胚 中 心 明 領 域 に 優 先 的 に 局 在 化 し て お り 、
そ の 局 在 パ タ ー ン は こ れ ら の 部 位 に お け る Ｃ Ｄ ４ +Ｔ リ ン パ 球 の 分 布 と 非 常 に 類 似 し て い
る （ 図 １ ７ ） 。 扁 桃 腺 に お い て は 、 ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ 及 び 抗 Ｃ Ｄ ４ ま た は 抗 Ｃ Ｄ ８ の 何 れ か
を 用 い た ２ 色 免 疫 組 織 化 学 分 析 に よ っ て 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 が Ｃ Ｄ ３ ＋ Ｃ Ｄ ４ +Ｔ リ ン パ 球
に 限 ら れ お り 、 Ｃ Ｄ 8+Ｔ 細 胞 に は 見 ら れ な い こ と が 示 さ れ た （ 図 示 せ ず ） 。 更 に 、 二 重 染
色 に よ っ て 、 二 次 瀘 胞 内 の Ｃ Ｄ ４ +Ｔ リ ン パ 球 の 大 部 分 （ ５ ０ ％ 以 上 ） は Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を 発
現 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 イ ン ビ ト ロ の デ ー タ は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ お よ び Ｃ Ｄ ４ ０ の 両 方 が 接 触 依 存 性 相 互 作 用 に 関 係
し て い る こ と を 示 し て い る の で 、 我 々 は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ と Ｃ Ｄ ４ ０ 発 現 細 胞 と の イ ン ビ ボ で
の 関 係 を 研 究 す る こ と に 興 味 を 持 っ た 。 単 色 お よ び 二 色 免 疫 組 織 化 学 分 析 に お い て 抗 Ｃ Ｄ
４ ０ ・ ｍ Ａ ｂ を 用 い る こ と に よ り 、 Ｂ 細 胞 と 瀘 胞 樹 状 細 胞 が Ｃ Ｄ ４ ０ を 強 く 発 現 す る と の
公 知 の 所 見 が 確 認 さ れ た （ Clark., et al., 1986； Hart, et al., 1988） （ デ ー タ は 省 略
す る ） 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 Ｔ 細 胞 は 多 く の Ｃ Ｄ ４ ０ ＋ Ｂ 細 胞 に 囲 ま れ て い る の で 、 我 々 は 、
Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 Ｔ 細 胞 と 瀘 胞 樹 状 細 胞 と の 関 係 を 測 定 す る こ と が で き な か っ た （ Ｂ 細 胞 濃
度 が 高 い か ら で あ る ） 。 瀘 胞 胚 中 心 内 の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 細 胞 と 樹 状 細 胞 と の 関 係 を 正 確 に
決 定 す る た め に 、 ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ お よ び 瀘 胞 樹 状 細 胞 を 認 識 す る こ と が 知 ら れ て い る 抗 Ｃ
Ｄ １ １ ｃ ・ ｍ Ａ ｂ を 使 っ て 、 二 色 免 疫 組 織 化 学 分 析 を お こ な っ た 。 こ の 方 法 を 使 用 す る こ
と に よ り 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 細 胞 は 屡 々 、 瀘 胞 樹 状 細 胞 お よ び ／ ま た は そ の 細 胞 質 突 起 の 近 く に
存 在 す る か 、 ま た は こ れ ら に 直 接 接 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ は 多 分 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発
現 Ｔ 細 胞 は Ｃ Ｄ ４ ０ ＋ Ｂ 細 胞 と の 相 互 作 用 に 加 え て 、 Ｃ Ｄ ４ ０ を 発 現 し て い る 瀘 胞 樹 状 細
胞 と 相 互 作 用 し て い る で あ ろ う こ と を 示 し て い る （ デ ー タ は 省 略 す る ） 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 細 胞 が 瀘 胞 内 に お い て 明 瞭 に 局 在 し て い た こ と に 加 え て 、 比 較 的 少 な い
（ １ ％ 未 満 ） Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 細 胞 が 、 末 梢 リ ン パ 組 織 の 瀘 胞 間 領 域 、 脾 臓 の Ｔ 細 胞 部 位 お
よ び 正 常 な 胸 腺 皮 質 に お い て も 同 定 さ れ 得 た 。 胸 腺 に お い て は 、 Ｃ Ｄ ４ 発 現 細 胞 が 多 く 存
在 す る の に 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 Ｔ 細 胞 が ほ と ん ど 無 い こ と は 興 味 深 い 。 以 上 を 総 合 す る と 、
イ ン ビ ト ロ の 機 能 的 デ ー タ 、 並 び に Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 保 有 細 胞 が Ｔ － Ｂ 相 互 作 用 に 関 連 し た 生 理
学 的 な 解 剖 学 的 部 位 に 局 在 す る こ と は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ が イ ン ビ ボ で の Ｔ 細 胞 補 助 に お い て 重
要 で あ る と い う 考 え を 強 く 支 持 し て い る 。
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Ｔ － Ｂ 相 互 作 用 に 含 ま れ る リ ン パ 系 組 織 の 領 域 に お け る 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現



【 ０ １ ９ ６ 】
　
　 特 異 的 な 抗 体 反 応 を も た ら す Ｔ 細 胞 と Ｂ 細 胞 と の 間 の 相 互 作 用 は 、 Ｔ ヘ ル パ ー 機 能 の エ
フ ェ ク タ ー 相 に お け る 重 要 な 接 触 依 存 性 相 互 作 用 を 含 ん で い る 。 最 近 に な っ て 、 Ｃ Ｄ ４ +
Ｔ 細 胞 に 限 定 さ れ た 表 面 活 性 化 タ ン パ ク 質 、 即 ち Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は Ｂ 細 胞 へ の 接 触 依 存 性 ヘ ル
パ ー 信 号 の 構 成 物 で あ る こ と が 示 さ れ た （ Lederman, et al., 1992） 。 Ｔ － Ｂ 接 触 依 存 性
信 号 を 媒 介 す る 分 子 的 相 互 作 用 は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 細 胞 系 （ Ｄ １ ． １ ） お よ び Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ
に 媒 介 さ れ る Ｂ 細 胞 活 性 化 を 阻 害 す る 抗 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ・ ｍ Ａ ｂ （ ５ ｃ ８ ） を 用 い る こ と に よ
っ て 、 更 に 研 究 さ れ た （ Lederman, et al, 1992） 。 こ の 第 二 シ リ ー ズ の 実 験 に お い て は
次 の こ と が 示 さ れ た 。 即 ち 、 １ ） 末 梢 血 液 か ら の Ｂ 細 胞 に 加 え て 、 リ ン パ 系 の Ｂ 細 胞 お よ
び Ｂ リ ン パ 腫 ク ロ ー ン （ Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ ） が 、 抗 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ （ ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ ） に 阻
害 さ れ る よ う な 態 様 で 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 接 触 に 対 し て 反 応 す る こ と ； ２ ） Ｃ Ｄ ４ ０ は 、 Ｔ －
Ｂ Ａ Ｍ と 共 に 、 接 触 依 存 性 Ｔ － Ｂ 活 性 化 の 媒 介 に 関 係 し て い る Ｂ 細 胞 の 表 面 構 造 で あ る こ
と ； ３ ） Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は 、 主 に 、 イ ン ビ ボ の リ ン パ 節 の 外 套 と 細 胞 質 の 中 心 部 分 （ こ れ ら は
Ｔ 細 胞 が Ｃ Ｄ ４ ０ 発 現 Ｂ 細 胞 と 相 互 作 用 す る 解 剖 学 的 な 部 位 で あ る ） に 多 く 存 在 す る Ｔ 細
胞 に よ っ て 発 現 さ れ る こ と で あ る 。 こ れ ら デ ー タ に よ っ て 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は 、 リ ン パ 節 Ｂ 細
胞 の 分 化 の 過 程 で Ｔ 細 胞 か ら Ｂ 細 胞 に 送 ら れ る 関 連 信 号 で あ り 得 る と の 考 え を 強 く 支 持 し
て い る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 更 に 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ リ ガ ン ド を 発 現 し て い る と 思 わ れ る Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ が 入 手 可 能 で
あ る こ と は 、 接 触 依 存 性 ヘ ル パ ー 信 号 に 役 割 を 果 た し て い る 他 の Ｂ 細 胞 表 面 構 造 の 抗 体 、
並 び に Ｔ 依 存 性 Ｂ 細 胞 分 化 を 媒 介 す る 分 子 メ ッ セ ン ジ ャ ー を 生 化 学 的 に 特 徴 づ け る 抗 体 を
、 作 製 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ す る 際 に 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 こ の 研 究 に お い て は 、 Ｄ １ ． １ － Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ 系 を 使 用 す る こ と に よ り 、 接 触 依
存 性 の 補 助 に お け る Ｂ 細 胞 表 面 分 子 の 役 割 が 分 析 さ れ た 。 我 々 は 、 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ ・ ｍ Ａ ｂ で
あ る Ｇ ２ ８ － ５ お よ び Ｂ － ２ ０ が 、 何 れ も 末 梢 血 液 と リ ン パ 系 器 官 か ら 得 ら れ た Ｒ Ａ Ｍ Ｏ
Ｓ ・ ２ ６ ６ お よ び Ｂ 細 胞 に 対 す る Ｄ １ ． １ 細 胞 の 効 果 を 阻 害 す る の こ と を 観 察 し た 。 対 照
的 に 、 Ｃ Ｒ ２ 、 Ｌ Ｆ Ａ １ 、 Ｌ Ｆ Ａ ３ 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ に 対 す る ｍ Ａ ｂ は 、 Ｂ 細 胞 に 対 す る Ｄ
１ ． １ の 効 果 を 阻 害 し な か っ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｔ － Ｂ 細 胞 接 触 と 同 時 に 起 こ り 且 つ
こ れ と 強 く 関 連 し て い る Ｔ 細 胞 信 号 の 受 容 に お け る 、 Ｃ Ｄ ４ ０ の 正 確 な 役 割 を 示 し て い る
。 し か し な が ら 、 我 々 の 系 は 、 Ｔ － Ｂ 相 互 作 用 に お け る 、 Ｌ Ｆ Ａ １ 及 び Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ の 正
し い 役 割 を 示 し て い な い 。 ｍ Ａ ｂ ・ 抗 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ （ Ｒ Ｒ １ ／ １ ． １ ． １ ． ） は 、 Ｄ １ ．
１ が 媒 介 す る Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ ま た は Ｂ 細 胞 の 活 性 化 を 阻 害 し な い が 、 こ の ｍ Ａ ｂ は 、
活 性 Ｔ 細 胞 を 固 定 す る こ と に よ っ て 部 分 的 に 接 触 依 存 性 Ｂ 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る こ と が 知 ら
れ て い る （ Tohma, et al., 1991a） 。 我 々 が 述 べ て き た Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 、 並 び に Ｃ Ｄ ４ ０ 依 存
性 相 互 作 用 は 、 そ の 後 に 引 き 続 い て 起 こ る Ｌ Ｆ Ａ １ － Ｉ Ｃ Ａ Ｍ 相 互 作 用 に 依 存 し た 相 互 作
用 を 誘 起 し 得 る と 推 測 し た い 。 何 故 な ら 、 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ が 引 き 金 と な っ て 、 Ｌ Ｆ Ａ １ － Ｉ Ｃ
Ａ Ｍ － １ の 相 互 作 用 に 依 存 し た Ｔ － Ｂ 接 着 が 刺 激 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る か ら で あ る （
Barett, et al., 1991） 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 Ｄ １ ． １ の 引 き 金 に 対 す る 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ ・ ｍ Ａ ｂ の 阻 害 効 果 は 、 そ れ ら が ｒ Ｉ Ｌ － ４ に 誘
起 さ れ る Ｃ Ｄ ２ ３ の 発 現 を 強 め る 効 果 を 有 す る こ と と は 対 照 的 で あ る 。 こ れ ら の デ ー タ は
、 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ ｍ Ａ ｂ に よ る Ｄ １ ． １ 効 果 の 阻 害 が 、 Ｂ 細 胞 の 反 応 の 一 般 的 な 阻 害 の 結 果 で
は な い こ と を 示 し て い る 。 加 え て 、 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ ・ ｍ Ａ ｂ で あ る Ｇ ２ ８ ． ５ お よ び Ｂ － Ｂ ２
０ は 、 Ｆ ｃ ｒ ｇ Ｉ Ｉ ＋ の Ｌ 細 胞 の 表 面 上 に ク ロ ス リ ン ク し た 形 で 存 在 し て い る と き に 、 Ｒ
Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ・ ２ ６ ６ 並 び に 末 梢 お よ び リ ン パ 節 Ｂ 細 胞 上 の Ｃ Ｄ ２ ３ 発 現 を 誘 起 し た 。 以 上 を
総 合 す る と 、 こ れ ら の 研 究 は 、 多 価 の 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ が Ｄ １ ． １ 細 胞 の 効 果 と 同 じ 効 果 を 有 し
得 る こ と を 示 し て お り 、 ま た Ｃ Ｄ ４ ０ の リ ガ ン ド は Ｄ １ ． １ の 表 面 構 造 で あ り 得 る と の 考
え と 一 致 し て い る 。
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【 ０ ２ ０ ０ 】
　 Ｄ １ ． １ 系 に お け る ｍ Ａ ｂ ・ ５ ｃ ８ と 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ ・ ｍ Ａ ｂ の 阻 害 効 果 は 、 イ ン ビ ボ の リ
ン パ 節 の 中 で 、 Ｔ 細 胞 が 送 る Ｂ 細 胞 の 接 触 依 存 性 信 号 に 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ と Ｃ Ｄ ４ ０ の 両 方 が
、 役 割 を 果 た し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 生 理 学 的 な Ｔ － Ｂ 相 互 作 用 に お け る Ｔ － Ｂ Ａ
Ｍ の 役 割 を 調 べ る た め に 、 イ ン ビ ボ で の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 を 免 疫 組 織 化 学 的 に 研 究 し た 。
リ ン パ 系 組 織 の 中 で 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 は 、 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ リ ン パ 球 に 限 ら れ て い た 。 こ れ ら の
デ ー タ は 、 イ ン ビ ト ロ と 同 様 に イ ン ビ ボ で も 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 が Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 に 限 定 さ
れ て お り 、 Ｃ Ｄ 8+Ｔ 細 胞 に は 発 現 し な い こ と を 示 し て い る 。 以 上 を 総 合 す る と 、 こ れ ら の
デ ー タ は 、 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン 及 び Ｃ Ｄ 8+Ｔ 細 胞 ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン が 、 Ｃ Ｄ
４ 及 び Ｃ Ｄ ８ の 発 現 だ け で な く 、 少 な く と も 一 つ の 別 の 分 子 （ Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ） の 発 現 に 関 し
て も 異 な っ て い る 別 個 の Ｔ 細 胞 系 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 ま た 、 Ｃ Ｄ ４ +細 胞 の Ｔ －
Ｂ Ａ Ｍ 発 現 が Ｃ Ｄ ４ +細 胞 に 限 定 さ れ て い る こ と は 、 ヘ ル パ ー 機 能 が Ｃ Ｄ ４ +細 胞 に 限 定 さ
れ る こ と の 分 子 根 拠 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は 、 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 に 限 定 さ れ て い る こ と に 加 え て 、 イ ン ビ ボ の リ ン パ 系 器
官 に お い て 、 そ の 発 現 が Ｔ 細 胞 に 限 ら れ て い る 点 で 、 今 ま で に わ か っ て い る ヒ ト 表 面 Ｔ 細
胞 活 性 化 分 子 の 中 で も 独 特 で あ る と 思 わ れ る 。 ラ ッ ト に お い て は 、 イ ン ビ ト ロ で の 活 性 化
の 後 に 、 Ｏ Ｘ － ４ ０ と い う 分 子 量 ５ ０ キ ロ ダ ル ト ン の タ ン パ ク 質 だ け が Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 に
よ っ て 発 現 さ れ る が 、 報 告 さ れ た 脾 臓 内 で の Ｏ Ｘ － ４ ０ の 発 現 様 式 （ Paterson, et al., 
1987） は 、 我 々 が 観 察 し た 外 套 と 細 胞 中 心 部 分 で の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 と は 異 な っ て い る よ
う に 思 え る 。 し か し 、 こ れ ら の 分 子 の 関 係 （ も し 存 在 す る と す れ ば ） を 理 解 す る に は 、 両
者 の 種 に お い て 、 こ れ ら の 構 造 の 関 連 し た 相 同 性 を 同 定 す る こ と が 必 要 に な る だ ろ う 。 以
上 を 総 合 す る と 、 イ ン ビ ト ロ の 機 能 的 デ ー タ お よ び 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発
現 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 が 、 リ ン パ 節 の 胚 中 心 で 生 じ て い る こ と が 分 か っ て い る ヘ ル パ ー 機 能 に
関 係 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 こ の 研 究 に よ っ て 提 供 さ れ た 新 し い デ ー タ は 、 Ｔ 細 胞 が リ ン パ 瀘 胞 Ｂ 細 胞 分 化 の 過 程 で
果 た し て い る 役 割 を 解 明 す る た め の 助 け と な る だ ろ う （ Liu, et al., 1992； Nossal, 199
2 で 再 検 討 さ れ て い る ） 。 リ ン パ 瀘 胞 に お い て 、 抗 原 に 刺 激 さ れ た Ｂ リ ン パ 球 は 、 胚 中 心
の セ ン ト ロ ブ ラ ス テ ィ ッ ク （ 暗 ） ゾ ー ン （ centroblastic (dark)zone） 内 で 急 激 な 細 胞 増
殖 と 体 細 胞 分 裂 を お こ す 。 そ の 後 、 セ ン ト ロ ブ ラ ス テ ィ ッ ク Ｂ 細 胞 は 、 セ ン ト ロ サ イ テ ィ
ッ ク （ 明 ） ゾ ー ン に 入 る 。 こ こ で 、 Ｂ 細 胞 は 、 そ の 抗 原 レ セ プ タ ー の 親 和 性 に 基 づ い て 、
生 き る べ き か 死 ぬ べ き （ ア ポ プ ト ー シ ス ） か を Ｔ 細 胞 に よ っ て 選 択 さ れ る 。 次 い で 、 肯 定
的 に 選 択 さ れ た Ｂ 細 胞 は Ｔ 細 胞 に 指 令 さ れ て 、 記 憶 Ｂ 細 胞 か 又 は 抗 体 産 生 プ ラ ズ マ 細 胞 に
分 化 さ れ る 。 抗 体 産 生 プ ラ ズ マ 細 胞 は 、 あ る 場 合 に は 更 に 、 機 能 的 に 異 な る 免 疫 グ ロ ブ リ
ン の イ ソ タ イ プ を 作 る た め に 遺 伝 子 を 再 配 列 さ れ る 。 従 っ て 、 Ｂ 細 胞 の 分 化 を 指 示 す る 信
号 は 完 全 に は 分 か ら な い が 、 リ ン パ 節 で の Ｂ 細 胞 の 分 化 に お い て 、 Ｔ 細 胞 は 少 な く と も ３
つ の 異 な る 決 定 に 関 与 す る と 思 わ れ る 。 そ の ３ つ と は 、 生 き る か 死 ぬ か ； 記 憶 系 か プ ラ ズ
マ 細 胞 系 ； お よ び 抗 体 の イ ソ タ イ プ の 選 択 で あ る 。 セ ン ト ロ サ イ テ ィ ッ ク ゾ ー ン 内 の Ｔ 細
胞 が Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を 発 現 す る と の 観 察 は 、 一 定 の こ れ ら 決 定 に 関 し て 、 Ｂ 細 胞 の 運 命 の 決 定
に お い て Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ が 役 割 を 果 た し 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。 今 後 の 研 究 は 、 リ ン パ 節 Ｂ
細 胞 分 化 に お け る こ れ ら Ｔ 細 胞 依 存 性 の 過 程 に お い て 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ が 果 た す 具 体 的 な 役 割
に 向 け ら れ る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ ｍ Ａ ｂ が 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 と の Ｔ 細 胞 接 触 に 媒 介 さ れ た 周 到 な 相 互 作 用 を 阻 害
す る と い う 結 果 に よ っ て 、 同 様 な Ｃ Ｄ ４ ０ 依 存 性 の 相 互 作 用 が 、 既 に 報 告 さ れ て い る も っ
と 複 雑 な 生 理 学 的 反 応 に 対 す る 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ の 幾 つ か の 効 果 の 基 礎 で あ り 得 る こ と が 示 唆 さ
れ る 。 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ （ Ｇ ２ ８ － ５ ） は 、 培 養 さ れ た 胚 中 心 Ｂ 細 胞 の プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死
（ ア ポ ッ プ ト ー シ ス ） を 強 力 に 阻 害 す る （ Liu, et al., 1989） 。 更 に 、 Ｇ ２ ８ － ５ は 、
溶 解 性 の ｒ Ｃ Ｄ ２ ３ 及 び Ｉ Ｌ － １ ａ に よ っ て イ ン ビ ト ロ で 誘 起 さ れ る 、 形 質 芽 球 お よ び ス
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イ ッ チ さ れ た 胚 中 心 Ｂ 細 胞 の 生 成 を 阻 害 す る （ Liu, et al., 1991） 。 こ れ ら Ｃ Ｄ ４ ０ に
依 存 し た 現 象 に お け る Ｔ 細 胞 接 触 の 役 割 は 、 現 在 の と こ ろ わ か っ て い な い が 、 こ こ に 提 示
し た デ ー タ は 、 Ｃ Ｄ ４ ０ が Ｔ － Ｂ 接 触 相 互 作 用 に お い て 特 殊 な 役 割 を 果 た し て お り 、 ま た
Ｃ Ｄ ４ ０ リ ガ ン ド を 同 定 す る 手 段 お よ び Ｃ Ｄ ４ ０ の 信 号 機 能 を よ り 正 確 に 定 義 す る 手 段 を
提 供 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 こ れ ら の 研 究 に よ っ て 、 Ｔ － Ｂ の 相 互 反 応 に お け る Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の Ｔ 細 胞 に 対 す る 重 要 な
役 割 、 お よ び Ｃ Ｄ ４ ０ の Ｂ 細 胞 に 対 す る 重 要 な 役 割 が 同 定 さ れ た か ら 、 こ れ ら 分 子 の 可 能
な 関 係 に つ い て 探 求 す る こ と が 適 切 で あ る 。 我 々 は こ の デ ー タ を 説 明 で き る ２ つ の モ デ ル
を 提 案 す る 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ が 直 接 Ｃ Ｄ ４ ０ と 反 応 す る と い う 仮 定 は 、 全 て の デ ー タ を 説 明 す
る 最 も 簡 単 な モ デ ル で あ る （ 図 ７ 、 モ デ ル ＃ １ ） 。 し か し な が ら 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ と Ｃ Ｄ ４ ０
と の 相 互 作 用 を 示 す は っ き り し た 生 化 学 的 結 合 の デ ー タ が な い の で 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ お よ び Ｃ
Ｄ ４ ０ が 異 な る リ ガ ン ド と 相 互 作 用 す る と い う 、 他 の 可 能 性 に 目 を 向 け る こ と が 大 切 で あ
る （ 図 ７ 、 モ デ ル ＃ ２ ） 。 も し 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ お よ び Ｃ Ｄ ４ ０ が 異 な る リ ガ ン ド と 相 互 作 用
す る と し た ら 、 上 記 の 機 能 的 デ ー タ は 、 Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｘ 相 互 作 用 お よ び Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ － Ｙ 相 互
作 用 の 両 方 が Ｂ 細 胞 Ｃ Ｄ ２ ３ 誘 起 の た め に 必 要 で あ る が 、 こ れ で 十 分 で は な い こ と を 示 唆
す る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の “ カ ウ ン タ ー レ セ プ タ ー ” （ “ Ｘ ” ） と Ｃ Ｄ ４ ０ の カ ウ ン タ ー レ セ プ タ ー
（ “ Ｙ ” ） と は 夫 々 、 Ｂ 細 胞 と Ｔ 細 胞 の 表 面 分 子 で あ る ら し い が （ 図 ７ 、 モ デ ル ＃ ２ ． ａ
） が 、 我 々 の デ ー タ に よ れ ば 、 Ｃ Ｄ ４ ０ は Ｂ 細 胞 が 分 泌 （ 自 己 分 泌 ） す る 因 子 の レ セ プ タ
ー で あ る 可 能 性 を 除 外 で き な い （ 図 ７ 、 モ デ ル ２ ｂ ） 。 Ｃ Ｄ ４ ０ は 、 以 前 は サ イ ト カ イ ン
レ セ プ タ ー で あ る と 考 え ら れ た が 、 Ｎ Ｇ Ｆ レ セ プ タ ー （ Stamenkovic, et al., 1989； Cla
rk, 1990） と の 構 造 的 同 質 性 に 基 づ け ば 、 こ れ が ヘ ル パ ー 機 能 に 関 与 す る Ｔ 細 胞 表 面 タ ン
パ ク の カ ウ ン タ ー レ セ プ タ ー で あ る と の 可 能 性 は 、 Ｆ ｃ Ｒ ｇ Ｉ Ｉ ＋ の Ｌ 細 胞 に ク ロ ス リ ン
ク し た 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ ・ ｍ Ａ ｂ と 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 の 表 面 を 活 性 化 す る 性 質 と が よ く 似 て い る と
い う 事 実 と 合 致 す る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 Ｂ 細 胞 に 加 え て 、 瀘 胞 樹 状 細 胞 が Ｃ Ｄ ４ ０ を 発 現 し て お り 、 我 々 は 、 瀘 胞 樹 状 細 胞 と き
わ め て 接 近 し 且 つ 恐 ら く こ れ と 関 係 し て い る と 思 わ れ る 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 Ｔ 細 胞 を 発 見 し
た 。 Ｔ 細 胞 と Ｃ Ｄ ４ ０ と の 相 互 作 用 は 、 Ｔ 細 胞 の 瀘 胞 樹 状 細 胞 と の 機 能 的 な 相 互 作 用 に お
い て 重 要 か も し れ な い 。 な お 、 瀘 胞 樹 状 細 胞 は リ ン パ 節 で の 抗 原 の プ ロ セ ッ シ ン グ に 役 割
を 果 た し て い る こ と が 知 ら れ て い る （ Gray, et al., 1988；  Askonas, et al., 1972； Gr
ay, et al., 1991） 。 更 に 、 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 と Ｃ Ｄ ４ ０ ＋ 瀘 胞 樹 状 細 胞 と の 相 互 作 用 は 、
Ａ Ｉ Ｄ Ｓ に お け る 特 別 な 病 原 性 の 重 要 性 を 有 し て い る か も し れ な い 。 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ に お い て 、
瀘 胞 樹 状 細 胞 は Ｈ Ｉ Ｖ の 貯 蔵 場 所 と な っ て い る （ Spiegel, et al., 1992） 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 も し 、 モ デ ル ＃ ２ が 正 し く て 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ が Ｃ Ｄ ４ ０ 以 外 の リ ガ ン ド と 相 互 作 用 す る な
ら ば 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は Ｃ Ｄ ４ ０ を 発 現 し な い 細 胞 に 対 し て 信 号 を 与 え る 役 割 を 果 た し て い る
で あ ろ う 。 こ の 点 に 関 し て 、 Ｃ Ｄ ４ +の Ｔ 細 胞 は 他 の Ｔ 細 胞 （ Ｃ Ｄ ４ +及 び Ｃ Ｄ 8+） と 相 互
作 用 し 、 細 胞 毒 性 の 誘 導 （ Bennick, et al., 1978；  Ashman, et al., 1979；  Kast, et 
al., 1986；  Zinkernagle, et al., 1978；  Leist, et al., 1989） 、 並 び に 抑 制 （ Thoma
s, et al., 1980； Thomas, et al., 1982） を 媒 介 す る 。 更 に 、 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 は マ ク ロ フ
ァ ー ジ と 相 互 作 用 し て 、 活 性 化 信 号 を 媒 介 す る （ Zimecki, et al., 1988； Zimecki et al
., 1989； Weaer, et al., 1989； Wasik, et al., 1988； Fau, et al., 1990； Fau, et al
., 1988） 。 将 来 の 研 究 の 重 要 な ゴ ー ル は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ が 他 の 細 胞 の 活 性 化 に 関 係 し て い
る か 否 か 、 或 い は 他 の 、 お そ ら く 関 連 の あ る 分 子 が そ う い っ た 役 割 を 果 た す か 否 か を 決 定
す る こ と で あ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
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　 実 験 の 全 体 の 目 的 は 、 炎 症 お よ び 腫 瘍 疾 患 の 診 断 と 治 療 に 於 け る 新 規 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 （ ｍ Ａ ｂ ） の 有 用 性 を 評 価 す る こ と で あ る 。 こ れ ら の 実 験 の 中 心 は 、 最 近 産 生 さ れ 特 徴
付 け ら れ た ５ ｃ ８ と 呼 ば れ る ネ ズ ミ ｍ Ａ ｂ で 、 活 性 化 さ れ た ヒ ト Ｃ Ｄ ４ +Ｔ ヘ ル パ ー リ ン
パ 球 細 胞 上 に 存 在 す る 新 規 表 面 タ ン パ ク （ Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ） を 認 識 す る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 重 要 な こ と に 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ は Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 阻 止 し 、 そ れ は Ｂ
細 胞 が 特 異 的 抗 体 を 産 生 す る 先 駆 け と な る 過 程 を 含 ん で い る 。 健 常 人 組 織 中 で は 、 Ｔ － Ｂ
Ａ Ｍ は リ ン パ 組 織 中 の 胚 中 心 と 呼 ば れ る 、 一 時 的 に 抗 原 誘 導 さ れ る 構 造 中 に 存 在 す る Ｃ Ｄ
４ +Ｔ 細 胞 上 で 独 占 的 に 発 現 さ れ る 。 し か し な が ら 、 種 々 の 感 染 症 疾 患 由 来 組 織 で の 予 備
実 験 に よ り 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は 疾 患 組 織 に 浸 潤 し て い る Ｃ Ｄ ４ +Ｔ リ ン パ 球 細 胞 に よ っ て 発 現
さ れ る こ と が 示 さ れ て い る 。 現 在 ま で 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を 発 現 し て い る Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 の 浸 潤
は 、 リ ュ ウ マ チ 様 お よ び 変 形 性 関 節 症 に 冒 さ れ た 関 節 組 織 中 に 、 そ し て 、 乾 せ ん 、 接 触 皮
膚 炎 、 お よ び 高 Ｉ ｇ Ｅ 症 候 群 に 冒 さ れ た 皮 膚 中 で 観 察 さ れ た 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は イ ン ビ ト ロ で
Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 エ フ ェ ク タ ー 機 能 の 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る と 思 わ れ る た め 、 イ ン ビ ボ
で の 感 染 部 位 で の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 の 存 在 は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ が こ れ ら の 疾 患 の
免 疫 性 の 病 理 発 生 に 参 画 し て い る か も し れ な い と い う こ と を 示 唆 し て い る 。 抗 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ
ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ を 得 た こ と に よ り 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を 持 っ て い る Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 、 あ る い は Ｔ －
Ｂ Ａ Ｍ 分 子 そ れ 自 体 が こ れ ら の 仮 定 で 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る か 否 か と い う こ と を 尋 ね
る 機 会 を 与 え る 。 も し Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ＋ Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 が 特 定 の 疾 患 で 決 定 的 な 役 割 を す る こ
と が 発 見 さ れ る と す る と 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ＋ Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 を 溶 解 ま た は 中 毒 さ せ る か 、 あ る
い は 機 能 を 阻 止 す る た め に ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ を 使 用 し て 、 攻 撃 的 で 、 病 原 性 の Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞
を 特 異 的 に 標 的 と す る こ と が 可 能 か も し れ な い 。 さ ら に 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 分 子 の 変 異 発 現 は 多
く の リ ン パ 腫 瘍 で 観 察 さ れ て お り 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ が リ ン パ 腫 瘍 の 診 断 お よ び 治 療 に 適 用
さ れ る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。 ま と め る と 、 こ れ ら の 観 察 は 炎 症 疾 患 お よ び リ ン パ 腫 瘍 の
診 断 お よ び 治 療 に お け る ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ の 有 用 性 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 次 に 示 す 範 囲 が 探 究 あ る い は 評 価 さ れ る ：
１ ． 炎 症 、 自 己 免 疫 、 ア レ ル ギ ー お よ び 腫 瘍 疾 患 の 患 者 か ら の 冒 さ れ た 組 織 中 で の Ｔ － Ｂ
Ａ Ｍ 発 現 、 お よ び Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 は 病 気 の 範 囲 と 関 係 し て い る か 否 か を 決 定 す る こ と 。
【 ０ ２ １ １ 】
２ ． 炎 症 、 自 己 免 疫 あ る い は ア レ ル ギ ー 疾 患 を 持 つ 個 体 か ら の 細 胞 を 使 用 す る イ ン ビ ト ロ
系 で の リ ン パ 機 能 に 対 す る ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ の 効 果 。
【 ０ ２ １ ２ 】
３ ． 最 終 的 に そ の よ う な 動 物 で 安 全 性 試 験 と 薬 物 動 態 実 験 と を 実 施 す る た め に 、 ヒ ト 以 外
の 霊 長 類 （ ル サ ス マ カ ク ー rhesusmacaques） か ら の Ｔ リ ン パ 球 機 能 に 於 け る ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ
８ の 効 果 。
【 ０ ２ １ ３ 】
４ ． 炎 症 疾 患 お よ び 白 血 病 ／ リ ン パ 腫 の 臨 床 評 価 で の 診 断 様 式 と し て の ５ ｃ ８  ｍ Ａ ｂ の
利 用 の 可 能 性 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 ：
　 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ リ ン パ 球 細 胞 は 炎 症 反 応 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 果 た し て い る 、 な ぜ な ら ば
Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 の 活 性 化 は 体 液 性 （ 抗 体 が 関 与 し た ） 免 疫 反 応 と 細 胞 毒 性 （ キ ラ ー ） Ｃ Ｄ 8
+Ｔ 細 胞 反 応 の 両 方 の 生 成 に 対 し て 必 要 と さ れ る か ら で あ る 。 こ の 重 要 な 役 割 に ふ さ わ し
く 、 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 は 正 常 な 免 疫 反 応 お よ び 幾 つ か の 突 発 性 炎 症 疾 患 に 於 け る 炎 症 反 応 の
間 、 組 織 に 最 も 早 く 浸 潤 し て い る 細 胞 で あ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 組 織 中 で 炎 症 反 応 を 支 配 す る こ と に 加 え て 、 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 は 体 液 性 の （ 抗 体 ） 関 与 し
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た 免 疫 反 応 の 特 異 性 お よ び エ フ ェ ク タ ー 機 能 （ ア イ ソ タ イ プ Ｉ Ｓ Ｏ Ｔ Ｙ Ｐ Ｅ ） の 両 方 を 支
配 す る 重 要 な 役 割 （ “ ヘ ル パ ー 機 能 ” と 呼 ば れ て い る ） を 果 た し て い る 。 ヘ ル パ ー 機 能 は
Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 に よ っ て 媒 介 さ れ 、 そ れ は リ ン パ 組 織 に 移 行 し 、 胚 中 心 と 呼 ば れ る 一 時 的
な 構 造 の 種 を 播 き 、 抗 原 特 異 的 （ コ グ ネ イ ト Ｃ Ｏ Ｇ Ｎ Ａ Ｔ Ｅ ） Ｂ 細 胞 が 集 ま っ て く る 。 リ
ュ ウ マ チ 様 関 節 炎 お よ び 自 己 抗 体 産 生 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ た 確 定 し た 他 の 自 己 免 疫 疾 患
（ 全 身 性 の 狼 そ う ） に お い て 、 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 は 自 己 抗 体 の 産 生 に 病 原 性 の 役 割 を 果 た し
て い る 。 ア レ ル ギ ー で は 、 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 は Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 の 産 生 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て お
り 、 従 っ て ア レ ル ギ ー 状 態 の 維 持 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 は 単 一 に 分 布 し た 抗 原 レ セ プ タ ー を 持 っ て お り 、 Ｂ 細 胞 お よ び マ ク ロ フ
ァ ー ジ に よ っ て 自 己 ク ラ ス IIＭ Ｈ Ｃ 分 子 上 で 提 示 さ れ る 外 来 性 の 消 化 さ れ た 抗 原 を 認 識 す
る 。 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 ク ロ ー ン は “ 活 性 化 ” と 呼 ば れ る 変 換 を す る 事 に よ っ て 、 そ の 様 な 認
識 に 対 応 す る 特 異 的 抗 原 ／ Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス IIリ ガ ン ド を 認 識 し 、 そ れ は 幾 つ か の 表 面 分 子 の
新 た な 発 現 お よ び リ ン フ ォ カ イ ン の 分 泌 を 含 ん で い る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 最 近 開 発 さ れ た ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ と 呼 ば れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 新 規 な ３ ０ ｋ Ｄ ａ の
構 造 （ ５ ｃ ８  Ａ ｇ あ る い は Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ と 呼 ば れ る ） が 同 定 し 、 静 止 期 で は な く 活 性 化 さ
れ た Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 上 で 独 占 的 に 発 現 さ れ る が 、 し か し Ｃ Ｄ 8+Ｔ 細 胞 に よ っ て は 発 現 さ れ
な い （ イ ェ リ ン 、 ら 、 １ ９ ９ １ ； リ ー ダ ー マ ン 、 ら １ ９ ９ １ ） 。 重 要 な こ と に 、 Ｔ － Ｂ Ａ
Ｍ と 相 互 作 用 す る 性 質 に よ っ て 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ は 抗 体 を 産 生 す る Ｂ 細 胞 を 誘 導 す る Ｃ Ｄ
４ +Ｔ 細 胞 の 能 力 を 阻 止 す る こ と で あ る （ リ ー ダ ー マ ン 、 ら 、 １ ９ ９ ２ ） 。 そ れ ゆ え に 、
イ ン ビ ボ で Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は イ ン ビ ボ で リ ン パ 節 の マ ン ト ル お よ び セ ン ト ロ シ テ ィ ッ ク ゾ ー ン
に 優 先 的 に 存 在 す る Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 に よ っ て 主 に 発 現 さ れ て 、 そ の 部 位 は 生 理 的 に Ｔ 細 胞
が Ｂ 細 胞 と 相 互 作 用 す る 解 剖 学 的 部 位 で あ る （ リ ー ダ ー マ ン 、 ら 、 １ ９ ９ ２ ｂ ） 。 ５ ｃ ８
Ａ ｇ は Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 上 の 表 面 構 造 の 成 分 で あ り 、 Ｂ リ ン パ 球 の 接 触 依 存 性 活 性 化 を 仲 介
す る と い う 発 見 に よ り 、 ５ ｃ ８  Ａ ｇ を “ Ｔ 細 胞 － Ｂ 細 胞 活 性 化 分 子 ” （ Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ） と
改 名 す る こ と に し た 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は 活 性 化 さ れ て い る Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 に よ っ て の み 発 現 さ
れ る と い う 事 実 に よ り 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ は 炎 症 反 応 に 関 与 す る Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 に 対 し て 特 異
的 か も し れ な い と い う こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 従 っ て 、 予 備 実 験 に お い て 、 自 己 免 疫 お よ び 炎 症 疾 患 患 者 か ら の 炎 症 組 織 中 に お け る ５
ｃ ８  Ａ ｇ の 発 現 が 調 べ ら れ た 。 リ ュ ウ マ チ 様 関 節 炎 で は Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 は
リ ュ ウ マ チ 滑 液 性 関 節 パ ン ヌ ス に 局 在 し 、 周 辺 の 炎 症 組 織 中 と こ の 状 態 を 特 徴 付 け る 胚 中
心 と の 両 方 に 局 在 化 さ れ て い た 。 炎 症 性 関 節 炎 の 症 例 で は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 細 胞 は 浸 潤 し
て い る 炎 症 細 胞 中 で 明 確 に 一 成 分 と な っ て い る 事 が 発 見 さ れ た 。 乾 せ ん 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚
炎 お よ び 高 － Ｉ ｇ Ｅ 症 候 群 に お い て 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 Ｔ 細 胞 は 真 皮 中 に 浸 潤 し て い る リ ン
パ 球 中 で 顕 著 に 存 在 し た 。 炎 症 性 疾 患 を 持 つ 個 体 か ら の 標 本 と は 対 称 的 に 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発
現 細 胞 は 正 常 組 織 で は 初 期 の リ ン パ 小 節 の 外 側 に は 存 在 し な か っ た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 細 胞 は 疾 患 組 織 に 浸 潤 し て お り 、 そ し て 正 常 組 織 で は 一 時 的 に 再 生 し て
い る 解 剖 学 的 構 造 に 存 在 す る と い う 発 見 に よ り 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ 療 法 は 治 療 に 有 用 で あ る
か も し れ な い 、 な ぜ な ら ば １ ． ） ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ は 静 止 期 の 循 環 し て い る Ｔ 細 胞 に 影 響 を
与 え ず に 病 原 性 の あ る Ｔ リ ン パ 球 を 標 的 と す る か も し れ な い 、 そ し て ２ ． ） ５ ｃ ８ を 持 つ
Ｔ 細 胞 の 枯 渇 は Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 Ｔ 細 胞 の 持 続 的 全 身 性 の 枯 渇 に は 至 ら な い で あ ろ う 、 な ぜ
な ら 細 胞 の 活 性 化 さ れ た プ ー ル は 循 環 し て い る 静 止 期 の プ ー ル に よ っ て 補 充 さ れ る か も し
れ な い か ら で あ る 。 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ 療 法 が 病 原 性 の あ る Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 を 取 り 除 く か あ る い
は 免 疫 固 定 し 、 一 時 的 に 免 疫 抑 制 状 態 の 結 果 を も た ら す （ 胚 中 心 Ｔ 細 胞 の 枯 渇 か ら ） か も
し れ な い 可 能 性 に よ り 、 そ の 様 な 治 療 は 広 範 囲 に 使 用 さ れ て い る 、 あ る い は 開 発 中 の 既 存
の 免 疫 抑 制 剤 を 越 え る ほ ど 重 要 な 利 益 を 持 た ら す か も し れ な い 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
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　 自 己 免 疫 疾 患 、 突 発 性 炎 症 疾 患 、 お よ び ア レ ル ギ ー 患 者 治 療 に 現 在 使 用 さ れ て い る 免 疫
抑 制 剤 は 、 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 の 機 能 を 阻 害 す る 事 に よ っ て 一 次 的 な 治 療 効 果 を 持 つ 。 し か し
、 サ イ ク ロ ス ポ リ ン Ａ （ サ ン ヂ ム ン ） 、 ア ザ ト プ リ ン （ イ ム ラ ン ） お よ び サ イ ク ロ フ ォ ス
フ ァ ミ ド （ サ イ ト キ サ ン ） の よ う な 現 存 す る 療 法 は 、 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 機 能 を 全 体 に 渡 っ て
阻 害 し 、 そ の 結 果 全 身 性 の 免 疫 抑 制 と な る 。 従 っ て 、 そ の 様 な 薬 剤 の 限 界 の た め 、 我 々 自
身 を 含 む 多 く の 研 究 室 の 目 標 は 、 特 異 的 に Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 に 作 用 す る 薬 剤 を 開 発 す る こ と
で あ る 。 例 え ば 、 臨 床 試 験 は Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 の 全 身 的 な 枯 渇 を 媒 介 す る Ｃ Ｄ ４ 分 子 に 対 し
て 向 け ら れ た ネ ズ ミ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し て ヨ ー ロ ッ パ お よ び Ｕ ． Ｓ ． で 実 施 さ れ
て い る 。 症 例 の 大 部 分 は 、 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 の 欠 乏 は 一 時 的 な も の で あ る が 、 し か し 、 観 察
さ れ て い る 厄 介 な 副 作 用 は 治 療 後 に 数 か 月 、 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 の 枯 渇 が 長 く 続 く 場 合 が あ る
こ と で あ る 。 そ の 様 な Ｃ Ｄ ４ +細 胞 枯 渇 の 臨 床 作 用 は 観 察 さ れ て い な い け れ ど も 、 Ｃ Ｄ ４ +
Ｔ 細 胞 の 不 在 は Ａ Ｉ Ｄ Ｓ に 於 け る 主 な 病 態 生 理 学 的 出 来 事 で あ る 。 ま と め る と 、 こ れ ら の
考 察 に よ り 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ 、 抗 － Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は す べ て の リ ン パ 球 の 活 性 化 を 阻 害 す る 治
療 剤 （ 例 え ば 免 疫 抑 制 剤 ） あ る い は す べ て の Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 の 活 性 を 阻 害 す る ｍ Ａ ｂ ｓ （
例 え ば 抗 － Ｃ Ｄ ４ ｍ Ａ ｂ ｓ ） あ る い は 活 性 化 さ れ た Ｔ 細 胞 を 標 的 と す る 薬 剤 （ 例 え ば Ｉ Ｌ
－ ２ の よ う な 活 性 化 分 子 ） を こ え て 、 浸 潤 す る Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 に 媒 介 さ れ た 疾 患 に お い て
、 重 要 な 治 療 有 利 性 を 持 つ か も し れ な い と い う こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 そ の 様 な 全 身 性 の 免 疫 抑 制 と は 対 称 的 に 、 多 く の 努 力 が 、 特 殊 な 民 族 の 背 景 を 持 つ 個 体
で の 特 異 的 な 病 気 に 対 し て 開 発 さ れ た 特 殊 な 免 疫 学 的 治 療 法 に 向 け ら れ て い る 。 特 定 の Ｍ
Ｈ Ｃ ク ラ ス IIハ プ ロ タ イ プ は リ ュ ウ マ チ 様 関 節 炎 お よ び イ ン ス リ ン 依 存 型 糖 尿 病 に 対 す る
遺 伝 的 感 受 性 が 授 け ら れ る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 発 見 に よ り 多 く の 研 究 者 が 、 ク
ラ ス IIＭ Ｈ Ｃ 分 子 お よ び ／ あ る い は ペ プ チ ド 抗 原 の 関 与 を 研 究 す る こ と に よ っ て 、 こ れ ら
の 疾 患 に 対 す る 診 断 お よ び 治 療 の 戦 略 を 追 求 し て い る 。 こ の 様 に 比 較 的 均 質 の 条 件 下 に お
い て さ え も 、 結 局 は 個 々 の 患 者 に 対 し 独 特 な 治 療 を 工 夫 す る 必 要 が あ る か も し れ な い 。 さ
ら に 、 一 般 的 な Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 ー Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス II／ 抗 原 相 互 作 用 に 起 因 す る と 推 測 さ れ る
疾 患 と は 対 称 的 に 、 乾 せ ん 、 全 身 性 狼 そ う 、 炎 症 性 変 形 関 節 炎 の 様 な 幾 つ か の 重 要 な 特 発
性 炎 症 疾 患 は 、 ま だ Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス IIハ プ ロ タ イ プ と の 関 連 が あ ま り 明 確 で は な い が 、 初 期
の Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 浸 潤 が 重 要 な 病 原 性 の 特 徴 で あ る と い う 点 で 、 Ｒ Ａ や 糖 尿 病 と 共 通 し て
い る 。 抗 － Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 療 法 の よ う な Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 を 標 的 と す る 治 療 戦 略 の 追 求 に 都 合 の
良 い こ と は 、 主 と し て 、 炎 症 反 応 を 調 節 す る た め に 適 切 な Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 あ る い は 抗 原 を 同 定
す る こ と は 必 要 で は な い と い う 事 実 の た め で あ る 。 さ ら に 進 ん だ 戦 略 は 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８
療 法 の よ う に 、 疾 患 組 織 に お い て 活 性 化 さ れ た Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 を 主 要 に 標 的 と す る 条 件 は
、 Ｔ 細 胞 を 除 去 あ る い は 機 能 調 節 す る 目 的 で 選 択 す る た め に 各 々 の 個 々 の 免 疫 系 の 認 識 機
能 を 利 用 し て い る か も し れ な い 。 こ れ ら の 疑 問 を 調 べ る た め に 、 次 に 示 す 実 験 を 提 案 す る
：
　 ： 提 案 さ れ た 研 究 目 的 は 、 広 く 種 々 に わ た る 免 疫 性 疾 患 を 持 つ 患 者 か ら 外 科 あ る い
は 針 生 検 を 行 な い 臨 床 的 標 本 を 得 る と い う 、 研 究 者 の 能 力 に 非 常 に 依 存 し て い る 。 Ｐ ． Ｉ
． は そ の 様 な 標 本 を 得 る た め の 理 想 的 な 立 場 に あ り 、 事 実 、 我 々 の 予 備 的 研 究 は こ の 能 力
を 示 し て い る 。 Ｐ ． Ｉ ． は 医 学 部 の リ ュ ウ マ チ 学 部 門 の メ ン バ ー で あ り 、 そ し て 研 究 者 は
プ レ ス ビ テ リ ア ン 病 院 に あ る エ ド ワ ー ド ダ ニ ー ル 関 節 炎 診 療 所 で 自 己 免 疫 疾 患 を 持 つ 患 者
に 対 し 精 力 的 に 治 療 し て い る 。 さ ら に 、 関 節 標 本 を 我 々 に 提 供 し て く れ る 整 形 外 科 学 部 の
何 人 か の メ ン バ ー と 共 同 的 な 関 係 が 進 行 中 で あ る 。 従 っ て 、 Ｐ ． Ｉ ． は 、 自 己 免 疫 疾 患 お
よ び 変 型 性 関 節 炎 を 持 つ 個 体 か ら の 末 梢 血 液 お よ び 関 節 組 織 か ら 得 た リ ン パ 球 の イ ン ビ ト
ロ 機 能 に 対 し 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ の 評 価 を 追 求 す る の に 適 切 な 臨 床 標 本 を 得 る た め の 良 い 立
場 に 置 か れ て い る 。 さ ら に 、 ア レ ス サ ン ド ラ ペ ル ニ ス 博 士 は 、 我 々 の 研 究 チ ー ム の 一 員 で
あ り 、 か つ ア レ ル ギ ー と 免 疫 部 門 の 精 力 的 な 臨 床 医 で も あ る 。 ペ ル ニ ス 博 士 は ア レ ル ギ ー
疾 患 を 患 う 個 体 か ら の 臨 床 標 本 を 固 定 し 、 提 供 す る こ と で 我 々 を 援 助 し て く れ る こ と に な
っ て い る 。 さ ら に 、 我 々 は レ オ ナ ル ド 　 チ ェ ス 博 士 の “ 人 に 於 け る 免 疫 学 研 究 ” 研 究 許 可
審 議 機 構 の 研 究 者 で あ り 、 そ の 様 な 個 体 か ら の リ ン パ 球 を 得 る こ と が 許 可 さ れ て い る 。 さ
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方 法



ら に 関 節 症 疾 患 に 於 け る 我 々 の 研 究 は 、 皮 膚 学 部 の ジ ャ ネ ッ ト 　 リ ス ト ス キ ー 博 士 と 関 係
し て お り 、 最 近 、 乾 せ ん を 研 究 す る 方 法 “ 乾 せ ん お よ び 他 の 皮 膚 疾 患 に 於 け る 皮 膚 の Ｔ リ
ン パ 球 分 析 ” の 認 可 を 得 た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 １ ． 疾 患 組 織 中 の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 の 特 徴 付 け
　 炎 症 、 自 己 免 疫 お よ び ア レ ル ギ ー 状 態 で の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 役 割 を さ ら に 分 析 す る た め に 、
疾 患 組 織 の 免 疫 組 織 学 的 分 析 が 、 病 気 の 状 態 お よ び 進 行 が 種 々 の 段 階 に あ る リ ュ ウ マ チ お
よ び 変 型 性 関 節 炎 お よ び 乾 せ ん の 追 加 症 例 患 者 に お け る ス ナ ッ プ 凍 結 組 織 標 本 上 の Ｔ － Ｂ
Ａ Ｍ の 局 在 を 研 究 す る こ と が 拡 大 さ れ る だ ろ う 。 さ ら に 、 こ れ ら の 分 析 は 、 全 身 性 狼 そ う
、 ア レ ル ギ ー 性 喘 息 、 糖 尿 病 性 膵 臓 、 炎 症 性 腸 疾 患 お よ び 臓 器 移 植 の 患 者 に 拡 大 さ れ る だ
ろ う 。 こ れ ら の 分 析 は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 、 Ｃ Ｄ ４ お よ び 様 々 な 他 の リ ン パ 球 表 面 分 子 の よ う な
特 殊 な 表 面 構 造 の 発 現 パ タ ー ン が 、 病 気 お よ び 病 気 の 状 態 と 互 い に 関 係 が あ る か ど う か を
試 み る だ ろ う 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 ２ ． 炎 症 、 自 己 免 疫 お よ び ア レ ル ギ ー 疾 患 を 持 つ 個 体 か ら の 細 胞 を 使 用 し た リ ン パ 球 の
イ ン ビ ト ロ 系 に 於 け る ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ の 作 用 の 評 価
　 炎 症 疾 患 患 者 の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ＋ Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 浸 潤 組 織 が 、 こ れ ら の 疾 患 に お い て 重 要 な
病 態 生 理 学 的 出 来 事 を 仲 介 す る 役 割 を 果 た し て い る か 否 か は 現 在 の と こ ろ 明 ら か で は な い
。 特 定 の 疾 患 は イ ン ビ ト ロ で 研 究 で き る 病 理 学 的 免 疫 学 的 活 性 を 持 っ て い る 。 そ れ ゆ え に
、 リ ュ ウ マ チ 性 関 節 炎 、 全 身 性 狼 そ う 、 ア レ ル ギ ー 性 喘 息 の よ う な ア レ ル ギ ー 状 態 を 持 つ
個 体 か ら の 末 梢 血 液 お よ び 炎 症 組 織 の リ ン パ 球 が 単 離 さ れ る だ ろ う 。 イ ン ビ ト ロ 実 験 に お
い て は 、 リ ュ ウ マ チ 性 関 節 炎 の リ ュ ウ マ チ 性 因 子 （ Ｉ ｇ Ｍ 抗 － Ｉ ｇ Ｇ ） 、 全 身 性 狼 そ う の
抗 － Ｄ Ｎ Ａ 抗 体 産 生 、 あ る い は ア レ ル ギ ー で の Ｉ ｇ Ｅ 産 生 を ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ が 阻 害 す る か
否 か を 提 案 す る だ ろ う 。 こ れ ら の 実 験 に お い て 、 末 梢 血 液 あ る い は 損 傷 を 受 け た 組 織 か ら
の Ｔ お よ び Ｂ 細 胞 が 単 離 さ れ て 、 成 長 因 子 の 存 在 下 お よ び ５ ｃ ８ あ る い は コ ン ト ロ ー ル ｍ
Ａ ｂ ｓ の 存 在 下 で 共 培 養 さ れ て 、 そ し て 自 己 抗 体 あ る い は Ｉ ｇ Ｅ の 産 生 が 特 殊 な Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ に よ っ て 測 定 さ れ る だ ろ う 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 ３ ． そ の 様 な 動 物 で の 、 最 終 的 に 安 全 性 お よ び 薬 物 動 態 試 験 を 実 施 す る こ と を 目 的 と す
る 、 ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 （ ｒ ｈ ｅ ｓ ｕ ｓ 　 ｍ ａ ｃ ａ ｑ ｕ ｅ ｓ ） か ら の Ｔ リ ン パ 球 の 機 能 に 於
け る ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ の 作 用 の 評 価
　 ｒ ｈ ｅ ｓ ｕ ｓ 　 ｍ ａ ｃ ａ ｑ ｕ ｅ ｓ リ ン パ 球 と ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ の 相 互 作 用 は 研 究 さ れ て （
生 殖 生 物 学 部 の ミ ッ シ ェ ル 　 フ ェ リ ン 博 士 の 方 法 に し た が っ て ） そ し て ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ は
Ｒ ｈ ｅ ｓ ｕ ｓ 　 ｍ ａ ｃ ａ ｑ ｕ ｅ ｓ の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 相 同 部 分 と 相 互 作 用 す る こ と が 発 見 さ れ た
。 将 来 的 な 実 験 は 、 ｒ ｈ ｅ ｓ ｕ ｓ は ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ の 投 薬 の イ ン ビ ボ で の 最 終 的 な 研 究 に
対 す る 適 切 な 動 物 モ デ ル 可 か 否 か を 決 定 す る た め に 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ は ｍ ａ ｃ ａ ｑ ｕ ｅ ｓ
か ら の Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 の 機 能 を 阻 害 す る か ど う か を 提 示 す る こ と だ ろ う （ 現 在 の 計 画 に は
入 っ て い な い ） ｒ ｈ ｅ ｓ ｕ ｓ リ ン パ 球 の 機 能 的 研 究 と そ れ ら の 機 能 に 於 け る ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ
８ の 作 用 は 、 ヒ ト リ ン パ 球 サ ブ プ ピ ュ レ イ シ ョ ン で す で に 実 施 し た 機 能 的 研 究 と 密 接 に 並
立 的 に 位 置 す る だ ろ う 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 ４ ． 白 血 病 ／ リ ン パ 腫 の 臨 床 的 評 価 に 於 け る 診 断 様 式 と し て の ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ の 潜 在 的
な 使 用 を 評 価 す る
　 病 理 学 部 の ジ オ ロ ジ オ 　 イ ン ギ ラ ム 博 士 及 び ダ ニ エ ル ノ ウ レ ス 博 士 と の 共 同 研 究 に お い
て 、 の １ ０ ０ の 以 上 の 症 例 で の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 が 研 究 さ れ た 。 Ｔ 細 胞 リ
ン パ 腫 の 約 ３ ０ ％ が リ ン パ 節 の 凍 結 切 片 中 で Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を 発 現 す る 。 末 梢 血 液 中 の 白 血 病
Ｔ 細 胞 は そ の 様 な 症 例 に お い て Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を 発 現 す る か 否 か は 現 在 の と こ ろ 知 ら れ て い な
い 。 従 っ て 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 が 存 在 す る か 否 か 、 お よ び 末 梢 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 は リ ン パ 節 Ｔ
－ Ｂ Ａ Ｍ 発 現 と ど の 様 な 関 係 が あ る か を 決 定 す る た め に 、 白 血 病 の 症 例 の 末 梢 血 液 を 実 験
す る 予 定 で あ る 。 こ れ ら の 実 験 は 白 血 病 を 持 つ 個 体 の 評 価 に お い て 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ が 有
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効 な 診 断 抗 体 で あ る こ と を 示 す だ ろ う 。 さ ら に 、 こ れ ら の 研 究 は そ の 様 な 腫 瘍 の 治 療 に お
い て ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ に よ る 治 療 試 験 を 正 当 化 す る か も し れ な い 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 ：
　 将 来 の 研 究 は 提 案 さ れ た 予 備 的 な 前 臨 床 探 索 の 結 果 に 異 存 す る だ ろ う 。 免 疫 組 織 学 的 研
究 の 結 果 に よ り 、 病 気 の あ る セ ッ ト に 我 々 の 注 意 を 向 け る こ と に な る だ ろ う 。 イ ン ビ ト ロ
実 験 は そ の 様 な 病 気 の あ る サ ブ セ ッ ト に お い て 臨 床 的 な 研 究 を 正 当 化 す る だ ろ う 。 結 局 、
予 備 実 験 は 臨 床 試 験 の 正 当 な 理 由 と な る の で 、 ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 で の 動 物 実 験 を 実 施 す る
だ ろ う 、 な ぜ な ら ば 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ は Ｒ ｈ ｅ ｓ ｕ ｓ 　 ｍ ａ ｃ ａ ｑ ｕ ｅ の 活 性 化 さ れ た Ｔ
細 胞 上 で Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 相 同 部 分 と 反 応 す る こ と が 知 ら れ て い る か ら で あ る （ 上 記 参 照 ） 。 動
物 実 験 は Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を 発 現 し て い る 細 胞 は 一 時 的 に 存 在 し 、 そ し て Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を 発 現 し て
い る 細 胞 は 静 止 期 の Ｔ 細 胞 の 循 環 プ ー ル か ら 再 配 置 さ れ る だ ろ う と い う 仮 説 を 試 験 す る と
共 に 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ の 毒 性 お よ び 薬 物 動 態 様 式 を 決 定 す る た め に 考 案 さ れ る だ ろ う 。 こ
の 疑 問 は ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ 処 理 の 前 後 の 正 常 動 物 の リ ン パ 節 針 生 検 を 免 疫 組 織 学 に よ っ て 研
究 す る こ と に よ り 明 確 に 試 験 さ れ る だ ろ う 。 最 終 的 に は 、 イ ン ビ ボ で 阻 害 さ れ て い る 免 疫
反 応 で の ５ ｃ ８ の 役 割 は 、 ５ ｃ ８ 処 理 を 行 っ た 場 合 と 行 わ な い 場 合 で 、 お よ び 抗 体 の 評 価
お よ び 実 験 動 物 の 皮 膚 試 験 反 応 に お い て 、 免 疫 さ れ た 動 物 に よ っ て 試 験 さ れ る だ ろ う 。 そ
の 様 な 実 験 を 実 施 す る た め に 、 別 の Ｉ Ｒ Ｂ 認 可 を 得 る 必 要 が あ る だ ろ う 、 な ぜ な ら ば 、 我
々 の 現 在 の 方 法 中 に は 提 示 さ れ て い な い か ら で あ る 。 し か し な が ら 、 そ の 様 な 認 可 を 得 る
た め に は そ の 様 な 研 究 に 適 し た 形 態 で ５ ｃ ８ を 得 る こ と が 重 要 で あ ろ う 、 そ し て そ の 様 な
試 薬 を 得 る た め の 費 用 は 現 在 申 し 出 て い る 予 算 の 一 部 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 こ れ ら の 研 究 は 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ の 現 在 の 形 が （ ネ ズ ミ Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ － ヒ ト 補 体 結 合 ） Ｃ
Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 機 能 の 期 待 さ れ た 特 殊 な 調 節 を 得 る た め に は 最 適 で は な い こ と を 示 し て い る
か も し れ な い 。 こ の こ と に 関 し て は 、 補 体 結 合 機 能 お よ び ／ あ る い は 組 織 標 的 を 決 定 す る
抗 体 の Ｆ ｃ 領 域 を 変 化 さ せ る た め に ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ を 遺 伝 的 修 飾 す る こ と が 必 要 と な る か
も し れ な い 。 こ れ に よ り 、 抗 体 の Ｆ ｃ 領 域 を ヒ ト の Ｆ ｃ 領 域 に 入 れ 替 え た 形 を 得 る か 、 あ
る い は ヒ ト 抗 体 に 密 接 に 類 似 し た 結 合 部 分 を 持 つ 抗 体 に 変 化 さ せ る こ と が で き る 、 こ の 過
程 は 基 礎 研 究 社 が か な り 経 験 を 持 っ て い る “ ヒ ュ ー マ ニ ゼ イ シ ョ ン ” と 呼 ば れ る 技 術 で あ
り 、 ヒ ト 抗 体 を Ｃ Ｄ ４ 分 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む も の に 劇 的 に 変 化 さ せ る こ と も 可 能 と な
っ て い る （ 未 発 表 ） 。 抗 体 の 機 能 的 性 質 を 正 常 抗 体 の 異 な る エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 持 つ も の
に 変 化 さ せ る こ と に 加 え て 、 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ の Ｆ ｃ 領 域 に 対 し て 毒 を 遺 伝 的 に 付 着 す る こ
と が 望 ま し い か も し れ な い 、 そ れ は 我 々 が 現 在 交 渉 し て い る 幾 つ か の 会 社 に よ っ て 利 用 さ
れ て い る 共 通 の 方 法 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 動 物 実 験 の 成 功 的 な 終 了 に 続 い て 、 ヒ ト で の ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ の 安 全 性 お よ び 薬 物 動 態 の
性 質 を 決 定 す る た め に ヒ ト の 臨 床 第 Ｉ 相 試 験 が 行 わ れ る だ ろ う 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　
　

　 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は 、 Ｂ 細 胞 分 化 お よ び 分 泌 に 対 す る 接 触 依 存 性 シ グ ナ ル を 仲 介 す る 、 Ｃ Ｄ ４
+Ｔ 細 胞 上 の 活 性 化 誘 起 表 面 タ ン パ ク で あ る 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は 、 表 面 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を 構 成 的 に
表 現 す る 機 能 的 に ユ ニ ー ク な ジ ャ ー カ ッ ト （ Jurkat） サ ブ ク ロ ー ン Ｄ １ ． １ 上 に Ｔ － Ｂ Ａ
Ｍ を 結 合 す る ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ に よ っ て 同 定 さ れ た 。 こ の シ リ ー ズ の 実 験 に お い て 、 Ｔ － Ｂ
Ａ Ｍ の 構 造 が 規 定 さ れ る 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ タ ン パ ク を ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り Ｄ １ ． １ 細 胞 溶 解 産 物 か ら 精 製 し た 。 単 離 し た Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ タ ン
パ ク の Ｎ Ｈ 2 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 を 自 動 マ イ ク ロ 配 列 決 定 法 に よ り 決 定 し 、 こ の 配 列 を 退 化
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ （ Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ． ２ ） を 設 計 す る た め に 用 い た 。 ア ン チ セ ン ス
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実 験 の 第 ４ シ リ ー ズ
Ｂ 細 胞 に 対 す る 接 触 依 存 性 ヘ ル パ ー 機 能 を 仲 介 す る Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 上 の 表 面 糖 タ ン パ ク

Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 ： Ｔ Ｎ Ｆ ア ル フ ァ 遺 伝 子 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 新
規 メ ン バ ー



配 位 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を 表 現 す る Ｄ １ ． １ 細 胞 か ら
単 離 さ れ た ２ ｋ Ｂ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 認 識 し た が 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を 表 現 し な い 対 照 の 非 ヘ ル パ ー ジ
ャ ー カ ッ ト 細 胞 Ｂ ２ ． ７ か ら 単 離 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 認 識 し な か っ た 。 Ｎ Ｈ 2 末 端 配 列 は 、
関 連 機 能 の タ イ プ IIネ ズ ミ Ｔ 細 胞 表 面 分 子 Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ の そ れ と 関 連 し て い る こ と が 見 い
出 さ れ た 。 Ｄ １ ． １ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の Ｒ Ｎ Ａ － Ｐ Ｃ Ｒ は 、 サ イ ズ お よ び 配 列 が ネ ズ ミ Ｃ Ｄ － ４ ０
Ｌ の 対 応 す る 領 域 、 す な わ ち 分 子 の 細 胞 質 お よ び 膜 の 近 位 部 分 を コ ー ド す る 領 域 と 相 同 で
あ る Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 を 増 幅 し た 。 約 ３ ３ ０ ｂ ｐ で あ る こ の 断 片 を サ ブ ク ロ ー ン 化 し 、 λ ｇ ｔ
－ １ １ に お け る Ｄ １ ． １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を プ ロ ー ブ す る た め に 用 い た 。 １ ． ８ － ２
． ２ ｋ Ｂ 挿 入 物 を 含 有 す る ９ 種 の ク ロ ー ン を 得 た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 ク ロ ー ン の 配 列 分 析 は 、 ネ ズ ミ Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ と 相 同 性 を 有 す る タ イ プ II表 面 膜 糖 タ ン パ
ク 、 す な わ ち Ｉ ｇ Ｅ 分 泌 を 誘 発 さ せ る 活 性 化 ネ ズ ミ Ｔ 細 胞 上 の 分 子 を 解 明 し た 。 こ れ ら タ
ン パ ク の 両 方 は 、 広 範 種 の 免 疫 学 的 お よ び 他 の 機 能 を 有 す る サ イ ト カ イ ン お よ び 細 胞 表 面
エ フ ェ ク タ ー を 含 む Ｔ Ｎ Ｆ α ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ お よ び Ｃ
Ｄ ４ ０ － Ｌ に 加 え て 、 少 な く と も １ つ の 他 の 関 連 分 子 の 存 在 が Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ プ ロ ー ブ を 用 い
た ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ の サ ザ ン 分 析 に よ り 示 唆 さ れ る 。 こ れ ら は 機 能 的 に 別 の も の で あ る が 、 Ｔ －
Ｂ Ａ Ｍ お よ び Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ は 同 族 体 で あ る 可 能 性 が な お 存 在 し 、 そ の 場 合 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ に
関 係 す る ２ つ の 新 規 分 子 が 存 在 す る こ と と な る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　
　 接 触 依 存 性 シ グ ナ ル の 解 明 の 進 展 は 、 休 止 末 梢 Ｂ 細 胞 を 構 成 的 に 活 性 化 す る ジ ャ ー カ ッ
ト Ｔ 細 胞 白 血 病 系 Ｄ １ ． １ の 機 能 的 に ユ ニ ー ク な サ ブ ク ロ ー ン の 最 近 の 同 定 （ イ ェ リ ン （
Yellin） ら 、 １ ９ ９ １ ） に よ り 達 成 さ れ た 。 Ｄ １ ． １ ク ロ ー ン は 、 休 止 Ｂ 細 胞 を 誘 起 し て
表 面 Ｃ Ｄ ２ ３ 分 子 を 表 現 さ せ 、 Ｂ 細 胞 を 増 殖 さ せ 、 Ｂ 細 胞 の Ａ ｂ 形 成 細 胞 へ の 分 化 を 誘 起
す る も の で あ る こ と が 以 前 に 示 さ れ た （ イ ェ リ ン ら 、 １ ９ ９ １ ） 。 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド
固 定 化 Ｄ １ ． １ は Ｂ 細 胞 を 活 性 化 す る 能 力 を 保 持 し た が 、 Ｄ １ ． １ 上 澄 は 不 活 性 で あ っ た
の で 、 Ｄ １ ． １ の Ｂ 細 胞 活 性 化 能 は 細 胞 表 面 に 局 在 化 さ れ た （ イ ェ リ ン ら 、 １ ９ ９ １ ） 。
併 せ て こ れ ら デ ー タ は 、 Ｄ １ ． １ が 、 接 触 依 存 性 ヘ ル パ ー 機 能 を 仲 介 す る 活 性 化 Ｔ 細 胞 と
表 面 構 造 を 共 有 す る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 前 の シ リ ー ズ の 実 験 に お い て 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ （ ５ ｃ ８  Ａ ｇ ） と 名 付 け た そ の よ う な １ つ
の 構 造 が Ｄ １ ． １ と 特 異 的 に 反 応 し 、 Ｄ １ ． １ に よ る Ｂ 細 胞 の 機 能 的 活 性 化 を 阻 害 す る ｍ
Ａ ｂ に 対 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 同 定 さ れ た 。 ｍ Ａ ｂ は 、
活 性 化 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 （ Ｃ Ｄ 8+Ｔ 細 胞 、 Ｂ 細 胞 ま た は 単 核 細 胞 で は な い ） 上 に 表 現 さ れ た
新 規 ３ ０ ｋ Ｄ ａ 構 造 を 同 定 し た 。 Ｐ Ｈ Ａ お よ び Ｐ Ｍ Ａ 刺 激 後 の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 細 胞 表 面 表 現
の 動 態 は 、 最 大 の 表 現 が ６ ｈ 後 に 生 じ る が ２ ４ ｈ に よ り ベ ー ス ラ イ ン （ 無 ） 表 現 を も た ら
す ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 続 い て 生 じ る と い う 点 で 比 較 的 ユ ニ ー ク で あ る （ レ ダ ー マ ン
（ Lederman） ら 、 １ ９ ９ ２ ） 。 機 能 ア ッ セ イ に お い て 、 抗 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ  ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ は 正
常 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 が 抗 体 生 成 性 細 胞 へ の Ｂ 細 胞 の 分 化 を 誘 発 す る 能 力 を 阻 害 す る （ レ ダ ー
マ ン ら 、 １ ９ ９ ２ ） 。 加 え て 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を 表 現 す る リ ン パ 腫 Ｔ 細 胞 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ．
１ は 、 リ ン パ 器 官 か ら の Ｂ 細 胞 、 お よ び Ｂ 細 胞 リ ン パ 腫 ク ロ ー ン Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ２ ６ ６ （ シ ー
ゲ ル （ Siegel） ら 、 １ ９ ９ ０ ） を 、 抗 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ （ ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ ） に よ っ て 阻 害 さ れ 、
わ れ わ れ が 末 梢 Ｂ 細 胞 に つ い て 以 前 に 記 述 し た 効 果 と 同 様 で あ る 様 態 で 活 性 化 す る 。 イ ン
ビ ボ で 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は 、 Ｔ 細 胞 の Ｂ 細 胞 と の 相 互 作 用 の 解 剖 学 的 部 位 で あ る リ ン パ 節 の 外
套 お よ び 中 心 細 胞 領 域 に お い て 主 に 、 Ｔ 細 胞 に よ っ て 表 現 さ れ る （ レ ダ ー マ ン ら 、 １ ９ ９
２ ） 。 併 せ て こ れ ら デ ー タ は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ が 接 触 依 存 性 ヘ ル パ ー 機 能 を 仲 介 す る Ｃ Ｄ ４ +
Ｔ 細 胞 上 の 表 面 構 造 の 一 成 分 で あ る こ と を 立 証 し て い る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 Ｂ 細 胞 に 対 す る Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 特 異 的 効 果 は 、 Ｃ Ｄ ４ ０ に 対 し ｍ Ａ ｂ に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ
る こ と が 見 い 出 さ れ 、 そ れ ほ ど 多 く は な い 他 の Ｂ 細 胞 分 子 が リ ン パ 組 織 に お け る 接 触 依 存
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性 シ グ ナ ル を 受 け 取 る 上 で 役 割 を な し て い る と 考 え ら れ て い る 。 ヒ ト Ｂ 細 胞 表 面 上 の Ｃ Ｄ
４ ０ 分 子 は リ ン パ 節 Ｂ 細 胞 分 化 に 関 連 し た 興 味 の あ る シ グ ナ ル 機 能 を 有 す る （ ク ラ ー ク （
Clark） ら 、 １ ９ ８ ６ ； ク ラ ー ク ら 、 １ ９ ８ ８ ； レ ッ ド ベ タ ー （ Ledbetter） ら 、 １ ９ ８ ７
； レ ッ ド ベ タ ー ら 、 １ ９ ８ ６ ） 。 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ （ ｍ Ａ ｂ Ｇ ２ ８ － ５ （ ク ラ ー ク ら 、 １ ９ ８ ６
） ） は プ ロ グ ラ ム さ れ た 胚 中 心 Ｂ 細 胞 壊 死 （ ア ポ プ ト シ ス ） を 防 止 し （ リ ュ ー （ Liu） ら
、 １ ９ ８ ９ ） 、 ま た ヒ ト Ｂ 細 胞 の 増 殖 、 分 化 お よ び 長 期 成 長 を 誘 起 す る こ と が 示 さ れ て い
る （ バ ン チ ャ ロ ー （ Banchereau） ら 、 １ ９ ９ １ ａ ； バ ン チ ャ ロ ー ら 、 １ ９ ９ １ ｂ ） か ら で
あ る 。 Ｃ Ｄ ２ ３ 表 現 に 対 す る 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ の 効 果 が ｒ Ｉ Ｌ － ４ の 最 大 下 投 与 で 相 加 的 で あ る
こ と が 見 い 出 さ れ た の で 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 特 異 的 ヘ ル プ に 対 す る 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ ｍ Ａ ｂ の 効 果 は 、
Ｂ 細 胞 の 応 答 性 の 一 般 的 な 阻 害 か ら は 生 じ な か っ た 。 加 え て 、 ｍ Ａ ｂ な い し Ｃ Ｄ ４ ０ は 、
形 質 移 入 ネ ズ ミ 線 維 芽 細 胞 の 層 上 の Ｆ ｃ 受 容 体 上 に 存 在 し た と き 、 Ｄ １ ． １ の 効 果 を 模 倣
す る よ う で あ っ た 。 併 せ て こ れ ら 知 見 は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ お よ び Ｃ Ｄ ４ ０ が 、 お そ ら く 受 容 体
－ 反 受 容 体 （ counter-anti-counter） 関 係 で 、 相 互 に 作 用 し あ っ て い る か も し れ な い と い
う 考 え と 一 致 し た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 続 い て 、 Ｃ Ｄ ４ ０ 分 子 に 対 す る ネ ズ ミ リ ガ ン ド は 、 キ メ ラ ヒ ト Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｉ ｇ 鎖 分 子 を
用 い た ネ ズ ミ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 表 現 ク ロ ー ン 化 に よ り 同 定 さ れ て い る 。 Ｃ Ｄ ４ ０ －
Ｌ ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ３ ３ ｋ Ｄ ａ タ イ プ － II表 面 膜 タ ン パ ク を コ ー ド す る （ ア ー ミ テ ー ジ （ Armi
tage） ら 、 １ ９ ９ ２ ） 。 初 め は 新 規 遺 伝 子 と し て 報 告 さ れ た が 、 わ れ わ れ の 研 究 室 に よ る
後 の 分 析 （ 発 表 せ ず ） お よ び 著 者 ら に よ る 後 の 分 析 （ フ ァ ラ ー （ Farrah） ら 、 １ ９ ９ ２ ）
に よ り Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ は ｔ ｎ ｆ α と 関 係 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ が ｔ
ｎ ｆ α と 相 同 で あ る と い う 考 え は 、 そ れ ら の 受 容 体 ｔ ｎ ｆ α Ｒ Ｉ お よ び Ｉ Ｉ が Ｃ Ｄ ４ ０ に
関 連 し て い れ ば 、 興 味 の あ る も の で あ る 。 Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ の Ｃ Ｄ ４ ０ と の 結 合 相 互 作 用 は 、
Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を Ｃ Ｄ ４ ０ 特 異 的 シ グ ナ リ ン グ と 結 び 付 け る 機 能 的 証 拠 と 考 え 併 せ る と 、 Ｔ －
Ｂ Ａ Ｍ と Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ と は 関 連 す る 分 子 で あ り え る こ と を 示 唆 し て い る 。 さ ら に 、 Ｃ Ｄ ４
０ － Ｌ と Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ と の 関 連 性 は 、 Ｂ 細 胞 ト リ ガ リ ン グ に お け る そ れ ら の 関 連 す る 機 能 と
、 そ れ ら の 類 似 す る 見 か け の 分 子 量 の 双 方 に よ り 示 唆 さ れ る 。 し か し な が ら 、 Ｃ Ｄ ４ ０ －
Ｌ の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ と の 正 確 な 関 係 は 、 未 知 の ま ま で あ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 そ れ 故 、 こ の シ リ ー ズ の 実 験 で は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 構 造 を 調 べ 、 Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 と 部 分 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ を 単 離 し 、 こ れ ら が Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ と の 有 意 の 相 同 を も っ て タ イ プ II表 面 膜 タ ン パ ク を コ
ー ド す る こ と を 見 い 出 し た （ ア ー ミ テ ー ジ ら 、 １ ９ ９ ２ ） 。 機 能 的 証 拠 は Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ と Ｃ
Ｄ ４ ０ － Ｌ と は 異 な る も の で あ る こ と を 示 唆 し て い る が 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ が Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ の ヒ
ト 同 族 体 で あ る と い う 可 能 性 が な お 存 在 す る 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ お よ び Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ に 加 え て 、
こ の フ ァ ミ リ ー の 少 な く と も 他 の 関 連 メ ン バ ー の 存 在 は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を 用 い た ヒ ト ゲ ノ ミ
ッ ク Ｄ Ｎ Ａ の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 示 唆 さ れ る 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ と Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ が 相 同 で
あ る こ と が 見 い 出 さ れ た 場 合 は 、 サ ザ ン デ ー タ は 、 そ の よ う な 形 態 の 他 の ２ つ の メ ン バ ー
が 存 在 し 得 る こ と を 示 唆 す る 。 構 造 の 情 報 は 、 Ｔ － ヘ ル パ ー 機 能 の い く つ か の 分 子 的 姿 に
光 を 当 て る も の で あ り 、 Ｔ 細 胞 上 の 少 な く と も ２ つ の 分 子 が Ｃ Ｄ ４ ０ 細 胞 を 経 由 す る シ グ
ナ リ ン グ を 含 む 相 互 作 用 に お い て 異 な る Ｂ 細 胞 応 答 を 指 向 さ せ る と い う こ と を 示 唆 し て い
る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　
　 細 胞 系 。 ジ ャ ー カ ッ ト ク ロ ー ン Ｄ １ ． １ お よ び Ｂ ２ ． ７ は 、 記 述 さ れ て い る （ イ ェ リ ン
ら 、 １ ９ ９ １ ； レ ダ ー マ ン ら 、 １ ９ ９ ２ ） 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ペ プ チ ド の 単 離
　 精 製 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ タ ン パ ク を 得 る た め に 、 ジ ャ ー カ ッ ト Ｄ １ ． １ 細 胞 を 、 「 細 胞 工 場 」 （
Ｎ Ｕ Ｎ Ｃ ） と １ ０ 個 の フ ラ ス コ （ ６ ０ ０ ｍ Ｌ フ ラ ス コ ） の 双 方 に お い て 、 １ ０ ％ ウ シ 胎 児
血 清 （ ハ イ ク ロ ー ン （ Hyclone） ） 中 の イ ス コ ブ （ Iscove） の 変 性 ダ ル ベ ッ コ 培 地 （ ギ ブ
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コ （ Gibco） ） に お い て 成 長 さ せ た 。 こ れ ら 培 養 は 、 併 せ て １ ４ × １ ０ 9 個 の 細 胞 を 得 た 。
細 胞 ペ レ ッ ト を 氷 冷 分 解 緩 衝 液 （ １ ％ Ｎ Ｐ ４ ０ 、 １ ３ ｍ Ｍ ト リ ス 、 １ ５ ｍ Ｍ Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １
０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド （ Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ ） 、 ５ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １
０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド （ Ｉ Ａ Ａ ） ） １ ２ ５ ｍ Ｌ 中 で 分 解 し た 。 溶 解 産 物 を 渦 動
処 理 に 供 し 、 回 転 シ ェ ー カ ー で １ 時 間 混 合 し 、 ７ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ２ ０ 分 間 遠 心 し て 不 溶 物
を ペ レ ッ ト 化 し た 。 溶 解 産 物 の 上 澄 を 順 次 ０ ． ４ ５ お よ び ０ ． ２ ｍ フ ィ ル タ ー （ ナ ル ジ ー
ン （ Nalgene） ） を 通 し て ろ 過 し た 。 ろ 過 し た 溶 解 産 物 （ ８ ０ ｍ Ｌ ） を ０ ． １ Ｍ 重 炭 酸 塩
緩 衝 液 （ ０ ． ５ Ｍ Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ８ ． ３ ） で １ ： １ で 希 釈 し た 後 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー に 供 し た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 精 製
　 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ お よ び Ｏ Ｋ Ｔ ４ を タ ン パ ク Ｇ カ ラ ム （ フ ァ ル マ シ ア （ Pharmacia） ） で 精
製 し た 。 各 ｍ Ａ ｂ 当 た り ０ ． １ ４ ２ グ ラ ム の Ｃ Ｎ Ｂ ｒ 活 性 化 セ フ ア ロ ー ス ４ Ｂ ビ ー ズ （ フ
ァ ル マ シ ア 、 ア ッ プ サ ラ 、 ス ウ ェ ー デ ン ） と と も に 結 合 用 緩 衝 液 （ ０ ． ２ ５ Ｍ 重 炭 酸 塩 緩
衝 液 、 ０ ． ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ８ ． ７ ５ ） 中 で ｍ Ａ ｂ （ ３ ． ８ ８ ｍ ｇ ／ ２ ｍ Ｌ の ５ ｃ ８
、 お よ び ３ ． ０ ｍ ｇ ／ １ ． ５ ｍ Ｌ の Ｏ Ｋ Ｔ ４ ） を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 精 製 さ
れ た ｍ Ａ ｂ は ビ ー ズ に 共 有 結 合 さ れ た 。 ｍ Ａ ｂ 溶 液 を 室 温 で ３ 時 間 ビ ー ズ と 反 応 さ せ 、 ０
． ３ Ｍ ト リ ス 中 ｐ Ｈ ８ ． ０ で ３ 時 間 ク エ ン チ ン グ し た 。 ｍ Ａ ｂ で 被 覆 さ れ た ビ ー ズ を 用 い
て 短 い カ ラ ム （ シ ュ ラ イ チ ャ ー お よ び シ ュ エ ル ） 中 で ０ ． ５ ｍ Ｌ ゲ ル を 作 り 、 結 合 用 重 炭
酸 塩 緩 衝 液 お よ び 溶 出 緩 衝 液 （ ア セ テ ー ト 緩 衝 液 、 ０ ． ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ４ ． ０ ） で
交 互 に 洗 浄 し た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を 精 製 す る た め に 、 Ｄ １ ． １ 溶 解 産 物 を 、 ５ ｃ ８ カ ラ ム に 通 じ る 前 に 、 Ｏ Ｋ
Ｔ ４ カ ラ ム に 通 じ て 予 備 精 製 し た 。 溶 解 産 物 を 両 方 の カ ラ ム に 通 じ た 後 、 ｍ Ａ ｂ カ ラ ム を
重 炭 酸 塩 緩 衝 液 ２ ０ ０ ｍ Ｌ で 洗 浄 し て か ら 、 ０ ． １ Ｍ ア セ テ ー ト 、 ｐ Ｈ ４ ． ０ で 溶 出 さ せ
、 １ ５ ｍ Ｌ の ポ リ プ ロ ピ レ ン 製 の コ ニ カ ル チ ュ ー ブ （ サ ー ス タ ッ ト 、 プ リ ン ス ト ン 、 Ｎ Ｊ
） 中 で ０ ． ５ ｍ Ｌ ず つ の 分 画 を 得 た 。 各 分 画 中 の タ ン パ ク を － ２ ０ ゜ の ア セ ト ン ５ ｍ Ｌ で
一 晩 沈 殿 さ せ た 。 つ い で 、 沈 殿 物 を ３ ０ ０ ０ Ｇ で の 遠 心 に よ り 集 め 、 空 気 乾 燥 し た 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ペ プ チ ド の Ｎ Ｈ 2 末 端 配 列 決 定
　 各 カ ラ ム 分 画 か ら の ア セ ト ン に よ る 沈 殿 物 を ６ ０ ｍ Ｌ の ゲ ル 充 填 用 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 さ
せ （ バ イ オ ラ ッ ド の 指 示 ） 、 バ イ オ ラ ッ ド 縦 型 電 気 泳 動 装 置 中 の ２ ０ ｃ ｍ １ ２ ． ５ ％ Ｓ Ｄ
Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル 上 に 充 填 し 、 約 ６ 時 間 １ ０ ０ Ｖ に 供 し た 後 、 （ バ イ オ ラ ッ ド ト ラ ン ス プ
ロ ッ ト 装 置 に お い て Ｃ Ａ Ｐ Ｓ 緩 衝 液 中 ７ ０ ボ ル ト で ９ ０ 分 間 プ ロ ブ ロ ッ ト （ Problott） Ｐ
Ｖ Ｄ Ｆ ペ ー パ ー （ ア ド バ ン ス ト ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 、 シ ア ト ル Ｗ Ａ ） へ 移 植 し た 。 移 植 は
、 予 備 染 色 し た タ ン パ ク 標 準 （ 低 分 子 量 お よ び 高 分 子 量 標 準 （ バ イ オ ラ ッ ド 、 ロ ッ ク ビ ル
セ ン タ ー 、 Ｎ Ｙ ） ） を 用 い て 最 適 化 し た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 移 植 後 、 タ ン パ ク バ ン ド を コ マ ジ ー ブ ル ー （ comassieblue） Ｒ － ４ ５ ０ で 染 色 し 、 膜 を
空 気 乾 燥 し た 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 相 対 移 動 に 対 応 す る ３ １ Ｋ Ｄ バ ン ド （ ｐ ３ １ Ｋ ） を 剃 刀 の 刃
で 切 除 し 、 コ ロ ン ビ ア 大 学 ハ ワ ー ド ・ ヒ ュ ー ズ ・ メ デ ィ カ ル ・ イ ン ス チ チ ュ ー ト 、 プ ロ テ
イ ン ・ コ ア ・ フ ァ シ リ テ ィ の メ ア リ ー － ア ン ・ ガ ビ ノ ビ ッ チ 博 士 に よ り 、 ア プ ラ イ ド ・ バ
イ オ シ ス テ ム ズ ４ ７ ０ Ａ 気 相 シ ー ケ ン サ ー ／ １ ２ ０ Ａ 　 Ｐ Ｔ Ｈ ア ナ ラ イ ザ ー 上 で の ２ ０ サ
イ ク ル の 配 列 決 定 に 供 し た 。 決 定 さ れ た Ｎ Ｈ 2 末 端 配 列 は 、 （ Ｍ ） Ｉ Ｅ （ Ｔ ） Ｙ Ｎ Ｑ （ Ｑ
） Ｓ Ｐ （ Ｐ Ｘ Ａ Ａ Ｓ ） （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． １ １ ） で あ っ た 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ
　 Ｄ １ ． １ ポ リ Ａ + Ｒ Ｎ Ａ を Ｆ Ａ Ｓ Ｔ － Ｔ Ｒ Ａ Ｃ Ｋ （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン （ Invitrogen） ） に
よ り 単 離 し 、 フ ァ ル マ シ ア の プ ロ ト コ ー ル に よ り ス ト ラ テ ゲ ン （ Strategene） （ サ ン ジ エ
ゴ 、 Ｃ Ａ ） か ら の λ ア ー ム を 用 い 、 約 ４ × １ ０ 6 個 の 独 立 ク ロ ー ン を 含 有 す る オ リ ゴ － ｄ
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Ｔ 感 作 λ － ｇ ｔ １ １ ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 し た 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 増 幅 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 約 １ × １ ０ 6 個 の プ ラ ー ク を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 ８ 個 の
独 立 ク ロ ー ン を 同 定 し 、 各 プ ラ ー ク を Ｙ Ｔ １ ０ ９ ０ （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン 、 サ ン ジ エ ゴ 、 Ｃ Ａ
） 上 で の ４ 回 の ク ロ ー ン 化 に よ り 精 製 し た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　
　 コ ロ ン ビ ア 大 学 ハ ワ ー ド ・ ヒ ュ ー ズ ・ メ デ ィ カ ル ・ イ ン ス チ チ ュ ー ト 、 プ ロ テ イ ン ・ コ
ア ・ フ ァ シ リ テ ィ に よ り ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ Ｄ Ｎ Ａ シ ン セ サ イ ザ ー モ デ ル ３ ８
０ Ｂ 上 で 以 下 の オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド が 合 成 さ れ た 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
　 ５ × １ ０ 8 個 の Ｄ １ ． １ 細 胞 か ら ポ リ － Ａ + Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 ２ ０ ０ 単 位 の モ ロ ニ ー ネ ズ
ミ 白 血 病 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｍ Ｌ Ｖ ） 逆 転 写 酵 素 （ ベ セ ス ダ ・ リ サ ー チ ・ ラ プ ズ （ Ｂ Ｒ Ｌ （ 商 品
名 ） ） を 用 い 、 ５ ０ ｍ Ｍ の ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ８ ． ３ 、 ７ ５ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ 、 ３ ｍ Ｍ の Ｍ
ｇ Ｃ ｌ 2 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｄ Ｔ Ｔ お よ び ２ ０ 単 位 の Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｉ ｎ （ フ ァ ル マ シ ア （ 商 品 名 ） ）
を 含 有 す る 緩 衝 液 ２ ０ ｍ Ｌ 中 ５ ｐ Ｍ の プ ラ イ マ ー Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ （ ３ ６ ９ － ３ ４ ８ ） を 含 有 す
る 反 応 液 に お い て ４ ２ ℃ で ３ ０ 分 間 に わ た る 約 １ ． ０ μ ｇ の 全 Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 に よ り ｃ Ｄ Ｎ
Ａ を 調 製 し た 。 反 応 混 合 物 を ５ 分 間 ９ ５ ℃ に 熱 し て 酵 素 を 失 活 さ せ た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 第 １ の 鎖 を 以 下 の 条 件 下 で Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 し た ： 初 め の テ ン プ レ ー ト 変 性 工 程 （ ９ ４
℃ で ８ 分 ） 、 つ い で 、 ５ ５ ℃ で の ３ 分 間 （ ア ニ ー リ ン グ ） 、 ２ ． ５ 単 位 の Ｄ Ｎ Ａ Ｔ ａ ｑ －
ポ リ メ ラ ー ゼ （ パ ー キ ン － エ ル マ ー セ タ ス 、 ニ ュ ー ウ ォ ー ク 、 Ｃ Ｔ ） 、 ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｃ Ｔ
Ｐ 、 Ｔ Ｔ Ｐ お よ び ｄ Ｇ Ｔ Ｐ そ れ ぞ れ ２ ０ ０ ｍ Ｍ （ パ ー キ ン － エ ル マ ー セ タ ス 、 お よ び Ｐ Ｃ
Ｒ 緩 衝 液 （ １ ０ ｍ Ｍ の ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ８ ． ３ 、 ５ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ． ５ ｍ Ｍ の Ｍ
ｇ Ｃ ｌ 2 、 ０ ． ０ ０ １ ％ の ゼ ラ チ ン ） １ ０ ０ ｍ Ｌ 最 終 容 量 中 の ５ ０ ｐ Ｍ の プ ラ イ マ ー Ｃ Ｄ
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４ ０ Ｌ （ １ １ － ３ １ ） お よ び Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ （ ３ ６ ９ － ３ ４ ８ ） ） を 用 い た ７ ２ ℃ で の ２ 分 間
（ 変 性 ） の ３ ０ 倍 繰 り 返 し サ イ ク ル 。 増 幅 後 、 試 料 を 、 １ ． ０ ％ 寒 天 ゲ ル 上 で の 電 気 泳 動
に よ り 分 析 し 、 エ チ ジ ウ ム プ ロ ミ ド で 染 色 し た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　
　 Ｅ ｃ ｏ Ｒ ５ 消 化 ブ ル ー ス ク リ プ ト （ プ ロ メ ガ （ Promega） ） へ の Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の 鈍 端 結
さ つ に よ り ブ ル ー ス ク リ プ ト ／ ｐ ３ ． １ を 生 成 し た 。 予 め 子 ウ シ 腸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 処 理
し た Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ 消 化 ブ ル ー ス ク リ プ ト １ １ Ｓ Ｋ ＋ （ プ ロ メ ガ ） へ の λ ｇ ｔ － １ １ フ ァ ー ジ
Ｄ Ｎ Ａ マ キ シ プ レ プ ス （ maxipreps） の 一 晩 の Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ 消 化 の 結 さ つ に よ り ブ ル ー ス ク
リ プ ト ／ ｐ ５ － １ を 生 成 し た 。 ブ ル ー ス ク リ プ ト 中 へ の 結 さ つ は 、 コ ン ピ テ ン ト Ｅ ． Ｃ ｏ
ｌ ｉ 中 へ の Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ を 用 い て 行 い 、 ア ン ピ シ リ ン （ ２ ５ μ ９ ／ ｍ Ｌ ） プ レ ー ト
上 に 成 長 さ せ た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 λ ｇ ｔ － １ １ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ
　 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 プ ロ ー ブ を ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ ー 法 に よ り 放 射 線 標 識 し 、 λ ｇ ｔ － １ １ プ ラ ー
ク を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定
　 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 は 、 ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ の 自 動 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ケ ン サ ー 上 で コ ロ
ン ビ ア 大 学 の コ ン プ リ ヘ ン シ ブ ・ キ ャ ン サ ー ・ セ ン タ ー ・ コ ア ・ フ ァ シ リ テ ィ に よ り 行 わ
れ た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 ２ ９ ３ 細 胞 の 形 質 移 入
　 形 質 移 入 の ４ ８ 時 間 前 に 、 ２ × １ ０ 6 個 の ２ ９ ３ 細 胞 を １ ０ ０ ｍ ｍ の ペ ト リ 皿 上 で 平 板
培 養 す る 。 形 質 移 入 の １ 時 間 前 に 、 細 胞 に 新 鮮 な 培 地 を 供 給 す る 。 １ 皿 に つ き ２ ０ ｍ ｇ の
プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 物 を 調 製 す る 。 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 中 ３ ７ ℃ で １
５ 時 間 後 、 細 胞 に 新 鮮 な 培 地 を 供 給 す る 。 形 質 移 入 の ３ ６ 時 間 後 、 細 胞 を ト リ プ シ ン － Ｅ
Ｄ Ｔ Ａ で の 処 理 に よ り 収 穫 し 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ り 調 べ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 単 一 ク ロ ー ン 性 抗 体 。 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ （ Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ ） に つ い て は 、 記 述 さ れ て い る （ レ
ダ ー マ ン ら 、 １ ９ ９ ２ ） 。 ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ は 、 記 述 さ れ て い る 。 ｍ Ａ ｂ Ｏ Ｋ Ｔ ４ （ 抗 Ｃ Ｄ
４ ） は 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ ロ ッ ク ビ ル 、 Ｍ Ｄ ） か ら 入 手
で き る 。 全 て の ｍ Ａ ｂ は 、 タ ン パ ク Ａ （ バ イ オ ラ ッ ド 、 ロ ッ ク ビ ル ・ セ ン タ ー 、 Ｎ Ｙ ） ま
た は タ ン パ ク Ｇ カ ラ ム 上 で 腹 水 か ら 精 製 し た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　
　 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は 、 Ｂ 細 胞 分 化 お よ び Ｉ ｇ Ｇ 分 泌 の た め の 接 触 依 存 性 シ グ ナ ル を 仲 介 す る 、
Ｃ Ｄ ４ +Ｔ 細 胞 上 の 活 性 化 誘 起 表 面 タ ン パ ク で あ る 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は 、 構 成 的 に Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ
を 表 現 す る 機 能 的 に ユ ニ ー ク な ジ ャ ー カ ッ ト サ ブ ク ロ ー ン Ｄ １ ． １ 上 に Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を 結 合
す る ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ に よ り 同 定 さ れ た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 本 報 告 で は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 構 造 は 、 タ ン パ ク 化 学 に よ る 、 ま た Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を コ ー ド す る
ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 に よ る 研 究 で あ っ た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ タ ン パ ク は 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 溶 解 産 物 か ら Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を 親 和 精 製 す る た め に ｍ
Ａ ｂ  ５ ｃ ８ を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 さ れ た 。 単 離 さ れ た
Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ タ ン パ ク の Ｎ Ｈ 2 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 自 動 マ イ ク ロ 配 列 決 定 法 に よ り 決 定 さ
れ 、 こ の 配 列 を 退 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ （ Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ． ２ ） を 設 計 す る た め に 用
い た 。 ア ン チ セ ン ス 配 位 に お い て 、 末 端 標 識 退 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 Ｔ － Ｂ
Ａ Ｍ ＋ Ｄ １ ． １ 細 胞 か ら の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト お よ び コ ン ト ロ ー ル Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ － ジ ャ ー カ ッ
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ト Ｂ ２ ． ７ 細 胞 系 を プ ロ ー ブ す る た め に 用 い た 。 ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を
表 現 す る Ｄ １ ． １ 細 胞 中 で 特 異 的 に ほ ぼ ２ ｋ Ｂ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 種 と 交 雑 し た が 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ －
コ ン ト ロ ー ル 、 非 ヘ ル パ ー ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 Ｂ ２ ． ７ と は し な か っ た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 こ の 時 点 で 、 ネ ズ ミ Ｃ Ｄ ４ ０ 分 子 の た め の リ ガ ン ド の 配 列 が 、 ア ー ミ テ ー ジ ら （ １ ９ ９
２ ） に よ り 発 表 さ れ た 。 こ の 分 子 は 、 関 連 す る 機 能 を 有 し 、 ま た 興 味 の あ る こ と に 、 非 常
に 相 同 の Ｎ Ｈ 2 末 端 配 列 を 持 っ て い た こ と に 注 目 さ れ る 。 ２ つ の 配 列 を 比 較 し て 以 下 に 示
す 。
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の ク ロ ー ン 化 の 初 期 の 研 究 は 、 λ ｇ ｔ － １ １ 中 の Ｄ １ ． １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 退 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ． ２ ） を 用 い る こ
と を 含 ん で い た が 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ と Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ の 配 列 の 関 係 は 、 そ れ ら の 配 列 関 係 が よ り
長 い ２ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 精 製 す る た め に 利 用 で き る こ と を 示 唆 し た 。 こ の 考 え を 支 持
し て 、 Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ の Ｎ Ｈ 2 末 端 が タ イ プ II細 胞 膜 内 タ ン パ ク の 細 胞 質 尾 部 を コ ー ド す る
こ と 、 お よ び 類 推 に よ り 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 高 度 相 同 性 Ｎ Ｈ 2 末 端 が 、 関 連 す る タ ン パ ク の ア
イ ソ フ ォ ー ム （ isoform） 間 で 高 度 に 維 持 さ れ た 細 胞 質 尾 部 で あ り 得 る と い う こ と が あ る
。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 そ れ 故 、 次 の シ リ ー ズ の 実 験 は 、 ネ ズ ミ 配 列 の Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 細 胞 質 お よ び 膜
近 位 領 域 か ら ） 由 来 の 対 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー プ が 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 相 同 配
列 を 増 幅 す る か ど う か に 向 け ら れ た 。 し た が っ て 、 Ｄ １ ． １ か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の Ｒ Ｎ Ａ － Ｐ
Ｃ Ｒ は 、 ま ず Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ （ ３ ６ ９ － ３ ４ ８ ） で 感 作 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 す る こ と に よ っ
て 行 い 、 つ い で プ ラ イ マ ー Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ （ １ １ － ３ １ ） お よ び Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ （ ３ ６ ９ － ３ ４ ８
） で 増 幅 し た 。 こ の 反 応 は 、 Ｄ １ ． １ Ｄ Ｎ Ａ か ら の 約 ３ ３ ０ ｂ ｐ の 断 片 を 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ
Ｒ 生 成 物 は 、 ブ ル ー ス ク リ プ ト ヘ の 鈍 端 結 さ つ に よ り サ ブ ク ロ ー ン 化 し 、 一 方 向 に 配 列 し
た ４ つ の 挿 入 物 の う ち １ つ の ク ロ ー ン を 同 定 し た 。 こ れ は 、 ３ ３ ０ ｋ Ｂ 挿 入 物 で あ り 、 ネ
ズ ミ Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ と 約 ８ ５ ％ 相 同 で あ っ た 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 プ ラ ス ミ ド ｐ ３ － １ ／ ブ ル ー ス ク リ プ ト IIＳ Ｋ +は 、 特 許 出 願 手 続 上 の 微 生 物 の 寄 託 の
国 際 的 承 認 に 関 す る ブ タ ペ ス ト 条 約 の 規 定 の 下 に 、 米 国 メ リ ー ラ ン ド ２ ０ ８ ５ ２ 、 ロ ッ ク
ビ ル 、 １ ２ ３ ０ １ パ ー ク ロ ー ン ． ド ラ イ ブ 所 在 の ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ
ク シ ョ ン （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） に 寄 託 し た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ ３ － １ ／ ブ ル ー ス ク リ プ ト IIＳ Ｋ +は 、
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 （ 　 　 ） を 与 え ら れ た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ 配 列 と 増 幅 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 ｐ ３ － １ を 比 較 し て 以 下 に 示 す 。

10

20

30

40

(53) JP 2007-332150 A 2007.12.27



【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 さ ら に 、 Ｄ １ ． １ か ら の Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ － ジ ャ ー カ ッ ト ク ロ ー ン Ｂ ２ ． ７ お よ び Ｒ
Ａ Ｍ Ｏ Ｓ  Ｂ 細 胞 系 か ら の コ ン ト ロ ー ル Ｒ Ｎ Ａ を 比 較 す る ノ ー ザ ン 分 析 に よ り 、 ｐ ３ ． １
プ ロ ー ブ は 、 Ｄ １ ． １ 細 胞 系 中 で 排 他 的 に ２ ｋ Ｂ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 種 に 交 雑 し た 。 ア ン チ セ ン ス
Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ． ２ プ ロ ー ブ の ノ ー ザ ン 分 析 、 お よ び Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ が Ｄ １ ． １ 中 で 排 他 的 に 表 現
さ れ る が 、 Ｂ ２ ． ７ ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 に は さ れ な い と い う タ ン パ ク デ ー タ と 考 え 併 せ る と
、 こ れ ら デ ー タ は 、 ３ ３ ０ ｂ ｐ 挿 入 物 が Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 由 来 し 得 る こ と を 示 唆 し
た 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 し た が っ て 、 こ の 約 ３ ３ ０ ｂ ｐ の 挿 入 物 を 、 Ｄ １ ． １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら λ ｇ ｔ
－ １ １ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の プ ロ ー ブ と し て 用 い た 。 ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ ー 標 識 プ ロ
ー ブ と し て ３ ３ ０ ｂ ｐ 挿 入 物 を 用 い た そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ は 、 サ イ ズ が １ ． ８ か ら
２ ． ４ ｋ Ｂ に わ た る 挿 入 物 を 含 有 す る ９ 個 の 独 立 λ ｇ ｔ － １ １ ク ロ ー ン を 同 定 し た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ は 、 挿 入 物 を フ ラ ン ク （ flank） す る 、 フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ の 領 域
に 交 雑 す る プ ロ ー ブ を 用 い て 行 い 、 ク ロ ー ン が 、 サ イ ズ が １ ． ８ ～ ２ ． １ ｋ Ｂ の 範 囲 の 挿
入 物 を 含 有 し て い る こ と を 明 ら か に し た 。 ノ ー ザ ン 分 析 に よ る Ｎ Ｈ 2 末 端 配 列 か ら 由 来 す
る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ を 用 い た 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の サ イ ズ が 約 ２ ｋ Ｂ で あ る と い う
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観 察 が あ れ ば 、 こ れ ら ク ロ ー ン の 最 も 大 き な も の は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の
全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ほ ぼ 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の い ず れ か を 表 わ す と い う こ と が 有 望 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 ９ 個 の ク ロ ー ン の 各 々 に お い て 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ 挿 入 物 の 離 脱 （ Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ に よ る 消 化 に よ
る ） は 、 す べ て の 場 合 に ２ つ の 断 片 が 得 ら れ た の で 、 す べ て の ８ つ の 挿 入 物 が 内 部 Ｅ ｃ ｏ
Ｒ １ 部 位 を 含 有 し て い た こ と を 明 ら か に し た 。 λ ｇ ｔ － １ １ ク ロ ー ン １ － １ ｂ （ こ れ は 、
Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 最 も 大 き な ２ ． １ ｋ Ｂ の 挿 入 物 を 持 つ も の で あ っ た ） の 場 合 に は 、 生 成 し た
２ つ の Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ 断 片 は 、 １ ． ３ ｋ Ｂ お よ び ０ ． ８ ｋ Ｂ で あ っ た 。 こ れ ら ２ つ の 断 片 を 消
化 し た Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ 中 に ク ロ ー ン 化 し た 。 子 ウ シ 腸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 ブ ル ー ス ク リ プ ト II
Ｓ Ｋ +は 、 ｐ １ － １ ｂ （ １ ． ３ ｋ Ｂ ） ／ ブ ル ー ス ク リ プ ト IIＳ Ｋ +お よ び ｐ １ － １ ｂ （ ０ ．
８ ｋ Ｂ ） ／ ブ ル ー ス ク リ プ ト IIＳ Ｋ +を 生 成 し た 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 プ ラ ス ミ ド Ｐ １ － １ Ｂ （ １ ． ３ Ｋ Ｂ ） ／ ブ ル ー ス ク リ プ ト IIＳ Ｋ +お よ び ｐ １ － １ ｂ （
０ ． ８ ｋ Ｂ ） ／ ブ ル ー ス ク リ プ ト IIＳ Ｋ +は 、 特 許 出 願 手 続 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承
認 に 関 す る ブ タ ペ ス ト 条 約 の 規 定 の 下 に 、 米 国 メ リ ー ラ ン ド ２ ０ ８ ５ ２ 、 ロ ッ ク ビ ル 、 １
２ ３ ０ １ パ ー ク ロ ー ン ・ ド ラ イ ブ 所 在 の ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン
（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） に 寄 託 し た 。 プ ラ ス ミ ド Ｐ １ － １ Ｂ （ １ ． ３ Ｋ Ｂ ） ／ ブ ル ー ス ク リ プ ト IIＳ
Ｋ +は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 （ 　 　 ） を 与 え ら れ 、 お よ び プ ラ ス ミ ド ｐ １ － １ ｂ （ ０ ． ８ ｋ
Ｂ ） ／ ブ ル ー ス ク リ プ ト IIＳ Ｋ +は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 （ 　 　 ） を 与 え ら れ た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 ０ ． ８ ｋ Ｂ 挿 入 物 の 部 分 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 は 、 そ れ が 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た 生 成 物 ｐ ３ － １
と 約 １ ５ ０ ｂ ｐ だ け 有 意 の オ ー バ ー ラ ッ プ を 持 つ こ と を 明 ら か に し た 。 比 較 を 以 下 に 示 す
。
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 加 え て 、 ｐ １ － １ ｂ （ ０ ． ８ ） ｋ Ｂ の ５ ’ 末 端 は 、 成 熟 タ ン パ ク の 、 最 初 の コ ド ン へ 向
け て 、 約 ２ ０ ０ ｂ ｐ ３ ’ で あ る 。 こ の こ と は 、 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 関 し て 以 下 の ク ロ ー ン の 配
列 を 与 え る 。
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【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 こ の マ ッ プ は 、 ｐ １ － １ ｂ （ １ ． ３ ｋ Ｂ ） が ３ ’ － Ｕ Ｔ （ 翻 訳 さ れ な い 領 域 ） 中 の 配 列
に 由 来 す る 、 そ の 理 由 は 、 メ ッ セ ー ジ が そ の よ う に 長 い ５ ’ Ｕ Ｔ 領 域 を も つ く と は あ ま り
普 通 で は な い か ら で あ る 、 と い う 仮 定 に 基 づ い て い る 。 こ の 仮 定 を さ ら に 支 持 す る も の と
し て 、 Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ に 対 す る 関 連 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 類 似 の 大 き さ の ３ ’ Ｕ Ｔ （ 約 １ ｋ Ｂ ） を
有 す る と い う 観 察 が あ る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 し た が っ て 、 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 成 熟 タ ン パ ク （ ３ ０ ｋ Ｄ ａ ） の サ イ ズ が 与 え ら れ れ ば 、
そ し て Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 が Ｎ Ｈ 2 末 端 配 列 か ら 誘 導 さ れ た の で 、 お そ ら く 共 に Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ｃ Ｄ
Ｎ Ａ の 全 コ ー ド 化 領 域 を 含 む と こ ろ の ク ロ ー ン 化 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 （ Ｐ ３ － １ ） お よ び ク ロ ー
ン 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ ｐ １ － １ ｂ （ ０ ． ８ ｋ Ｂ ） ） の 組 み 合 わ せ に よ り 得 る こ と が で き る 。 加 え
て 、 我 々 が 提 供 し た ク ロ ー ン 化 Ｄ Ｎ Ａ は 、 当 該 分 子 の 可 溶 性 組 み 替 え 体 に 使 用 さ れ る 全 て
の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る よ う で あ る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 表 現 の た め に 、 Ｐ １ － １ ｂ （ １ ． ３ ｋ Ｂ ） は 、 そ れ が ｄ Ｄ Ｎ Ａ の ３ ’ － Ｕ
Ｔ 領 域 を コ ー ド す る の で 、 お そ ら く 必 要 で は な い 。 し か し な が ら 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ３ ’ － Ｕ Ｔ
領 域 は 、 他 の ３ ’ － Ｕ Ｔ と 同 様 に 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 表 現 の 調 節 に 関 与 す る よ う で あ り 、 そ れ 故
、 ｐ １ － １ ｂ （ １ ． ３ ） は 、 将 来 の 研 究 に お い て 、 調 節 機 能 に お け る ３ ’ Ｕ Ｔ の 役 割 を 確
立 す る た め に 重 要 で あ ろ う 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 表 現 を 指 示 す る ク ロ ー ン を 生 成 す る た め に 、 ｐ ３ － １ に 類 似 し て い る が 、 さ
ら に プ ラ イ マ ー ｍ ｕ １ ２ ／ Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ． ２ お よ び ３ ’ Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 配 列 を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ に よ
り ア ニ ー ル さ れ た ｍ ｕ Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ の ネ ズ ミ リ ー ダ ー 配 列 を 有 す る ク ロ ー ン 化 Ｐ Ｃ Ｒ 断 片
を 生 成 す る 。 ネ ズ ミ Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ へ の リ ー ダ ー 配 列 は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ク ロ ー ン の 表 現 を 生 じ
さ せ る に 充 分 で あ る こ と が 予 期 さ れ る 。 そ の よ う な 断 片 は 、 ｐ １ － １ ｂ （ ０ ． ８ ） か ら 欠
落 し た （ ５ ’ － ２ ０ ０ ｂ ｐ ） 断 片 を 含 み 、 ｐ １ － １ ｂ （ ０ ． ８ ） お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の オ
ー バ ー ラ ッ プ 領 域 に お い て Ｂ ｓ ｔ Ｙ Ｉ 部 位 を フ ラ ン ク す る Ｎ Ｈ 2 末 端 の ほ ぼ ６ ０ ａ ａ を コ
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ー ド す る も の で あ る 。 こ の Ｂ ｓ ｔ Ｙ Ｉ 部 位 が 両 方 の 断 片 の 制 限 マ ッ ピ ン グ （ お よ び 配 列 決
定 ） 後 に ユ ニ ー ク で は な い よ う で あ れ ば 、 他 の ６ つ の 部 位 が 近 く に 存 在 す る 。
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ １ 】
　 こ の 断 片 は 、 つ い で 、 Ｂ ｓ ｔ Ｙ Ｉ に よ る ｐ １ － １ ｂ （ ０ ． ８ ｋ Ｂ ） の 消 化 、 お よ び 指 向
性 （ 鈍 端 ） ク ロ ー ン 化 の た め の Ｂ ｓ ｔ Ｙ Ｉ お よ び Ｅ ｃ ｏ Ｒ ５ に よ る Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 の 消 化 に よ
っ て ｐ １ － １ ｂ （ ０ ． ８ ｋ Ｂ ） へ 結 さ つ さ れ る 。 得 ら れ た 挿 入 物 （ １ ５ ｂ ｐ ネ ズ ミ リ ー ダ
ー － ２ ０ ０ ｂ ｐ Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 － お よ び ６ ０ ０ ｂ ｐ Ｂ ｓ ｔ Ｙ Ｉ ／ ｐ １ － １ ｂ （ ０ ． ８ ｋ Ｂ ） 断
片 を 含 む ） は 、 中 間 体 ベ ク タ ー か ら 表 現 ベ ク タ ー 中 に 指 向 的 に ク ロ ー ン 化 さ れ て Ｔ － Ｂ Ａ
Ｍ タ ン パ ク 合 成 を 誘 発 す る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 全 長 ク ロ ー ン が そ の よ う な 表 現 ベ ク タ ー 中 に 結 さ つ さ れ る と 、 線 維 芽 細 胞 系 （ ２ ９ ３ 細
胞 の よ う な ） 中 に 一 時 的 に 形 質 移 入 さ れ 得 、 つ い で Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ り Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 表 現 に つ い
て ア ッ セ イ さ れ る 。 さ ら に 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を 表 現 す る 線 維 芽 細 胞 は 、 休 止 ヒ ト Ｂ リ ン パ 球 で
培 養 す る こ と が で き 、 ま た は Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ２ ６ ６ ク ロ ー ン お よ び つ い で Ｂ 細 胞 を 表 面 Ｃ Ｄ ２
３ 表 現 の 誘 起 に か ん し て 研 究 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 決 定 す る た め に 、 最 終 的 に は 、 Ｄ １ ． １ ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 用
い て 新 規 λ ｇ ｔ １ １ ラ イ ブ ラ リ ー が 構 築 さ れ る で あ ろ う 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ｐ
１ － １ ｂ （ ０ ． ８ ｋ Ｂ ） 断 片 由 来 の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 配 列 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 感 作
さ れ る 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ｐ ３ － １ か ら の 挿 入 物 で ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ
ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ５ ’ 領 域 を コ ー ド す る λ ｇ ｔ １ １ ク ロ ー ン を 得 る 。 こ の 新 し い 挿 入 物 の Ｄ Ｎ Ａ
配 列 と ｐ １ － １ ｂ （ ０ ． ８ ｋ Ｂ ） お よ び ｐ １ － １ ｂ （ １ ． ３ ｋ Ｂ ） か ら の 配 列 を 決 定 す る
。 新 規 配 列 ５ ’ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 分 析 は 、 Ｎ Ｈ 2 末 端 ペ プ チ ド 配 列 を 明 ら か に す る に ち が い な い
。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 ｐ １ － １ ｂ （ １ ． ３ ） ｋ Ｂ を 含 む 全 長 挿 入 物 の 構 造 は 、 ま た 、 ク ロ ー ン １ － １ ｂ の λ ｇ
ｔ － １ １ Ｄ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 、 つ い で こ の 断 片 の ブ ル ー ス ク リ プ ト ヘ の 鈍 端 ク ロ ー ニ ン
グ を 行 う こ と に よ っ て も 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の ク ロ ー ン 化 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 の 全 長
配 列 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 決 定 す る 。 こ の 配 列 と ｐ １ － １ ｂ （ １ ． ３ ｋ Ｂ ） お よ び ｐ １ － １ ｂ （
０ ． ８ ｋ Ｂ ） の １ ． ３ お よ び ０ ． ８ ｋ Ｂ 挿 入 物 の そ れ と の 比 較 は 、 そ れ ら の 正 確 な ｐ １ －
１ ｂ （ １ ． ３ ｋ Ｂ ） の ５ ’ － ３ ’ 配 位 の 決 定 を 容 易 に す る 。 こ れ ら の 断 片 か ら 全 長 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ク ロ ー ン を 生 成 さ せ る た め に 、 １ ． ３ ｋ Ｂ 挿 入 物 を ｐ １ － １ ｂ （ １ ． ３ ｋ Ｂ ） ／ ブ ル ー
ス ク リ プ ト IIＳ Ｋ +ク ロ ー ン の Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ 消 化 に よ り 遊 離 さ せ 、 ゲ ル 精 製 す る 。 つ い で 、
ｐ １ － １ ｂ （ ０ ． ８ ｋ Ｂ ） ／ ブ ル ー ス ク リ プ ト IIＳ Ｋ +プ ラ ス ミ ド の 部 分 Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ 消 化
を 行 い 、 線 形 体 を ゲ ル 精 製 す る 。 次 に 、 １ ． ３ ｋ Ｂ Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ 挿 入 物 を 部 分 的 に 消 化 さ れ
た （ 線 形 化 ） ｐ １ － １ ｂ （ ０ ． ８ ｋ Ｂ ） ／ ブ ル ー ス ク リ プ ト Ｓ Ｋ ＋ プ ラ ス ミ ド 中 に 結 さ つ
し 、 コ ン ピ テ ン ト バ ク テ リ ア を 形 質 転 換 す る 。 こ の 形 質 転 換 か ら の ク ロ ー ン の 詳 細 な 制 限
マ ッ プ は 、 正 し い 配 位 に 結 さ つ さ れ た １ ． ３ お よ び ０ ． ８ ｋ Ｂ 挿 入 物 を 共 に 有 す る 全 長 ｃ
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Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 同 定 を 可 能 に す る 。 つ い で 、 こ の 全 長 挿 入 物 （ ｐ Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ／ ブ ル ー ス ク
リ プ ト IIＳ Ｋ +） の 配 列 決 定 を 行 い 、 そ れ が 正 し い 配 位 に ２ つ の 挿 入 物 を 有 し て い る こ と
を 確 認 す る 。 次 に 、 ブ ル ー ス ク リ プ ト 上 の ポ リ － リ ン カ ー に よ り こ れ ら 断 片 を ｐ Ｃ Ｄ Ｎ Ａ
－ １ の よ う な 真 核 性 表 現 ベ ク タ ー 中 に 指 向 的 に ク ロ ー ン 化 す る こ と が 可 能 に な る 。 つ い で
、 こ の ｐ Ｃ Ｄ Ｎ Ａ － １ ／ ｐ Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ２ ９ ３ 細 胞 の よ う な 線 維 芽 細 胞 中 に 形 質 移 入 し 、 こ
れ を 表 面 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ タ ン パ ク の 表 現 に つ い て 研 究 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 こ の ク ロ ー ン を 表 現 す る に 当 た り 、 予 知 さ れ な い 問 題 が あ る か も し れ な い 。 ５ ’ ま た は
３ ’ 非 翻 訳 配 列 の い く つ か が 除 去 さ れ て 表 現 を 許 容 す る 場 合 が あ る 。 こ れ は 、 得 ら れ た 配
列 情 報 を 用 い て 容 易 に 達 成 で き る 。 加 え て 、 ｐ Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ／ ｐ Ｃ Ｄ Ｎ Ａ － １ の よ う な ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ク ロ ー ン が ラ イ ブ ラ リ ー の オ リ ジ ナ ル な 発 生 か ら 派 生 す る 配 列 中 で エ ラ ー を 有 す る と
い う 場 合 が ま れ に あ る （ 典 型 的 に 、 逆 転 写 酵 素 反 応 ） 。 こ の 場 合 は 、 他 の ８ つ の λ ｇ ｔ －
１ １ ク ロ ー ン を 上 に 述 べ た と 同 様 に 研 究 し 、 こ れ ら ク ロ ー ン を 再 構 築 し て Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の た
め の 表 現 プ ラ ス ミ ド を 生 成 さ せ る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 ク ロ ー ン の 配 列 分 析 は 、 Ｉ ｇ Ｅ 分 泌 を 誘 発 す る 、 活 性 化 ネ ズ ミ Ｔ 細 胞 上 の 分 子 で あ る ネ
ズ ミ Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ と 相 同 を 有 す る タ イ プ II表 面 膜 糖 タ ン パ ク を す で に 明 ら か に し て い る 。
こ れ ら タ ン パ ク の 両 方 は 、 広 範 な 免 疫 学 的 お よ び 他 の 機 能 を 有 す る サ イ ト カ イ ン お よ び 細
胞 表 面 エ フ ェ ク タ ー 分 子 を 含 む Ｔ Ｎ Ｆ α ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 他 の 関 連 す る 遺 伝 子 が 存 在 す る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 ク ロ ー ン ｐ ３ － １ ／ ブ ル ー
ス ク リ プ ト IIＳ Ｋ +の ３ ３ ０ ｂ ｐ 挿 入 物 を 用 い て ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ （ ヘ ラ ・ セ ル ズ （ Hela Cells
か ら ） の サ ザ ン ブ ロ ッ ト を プ ロ ー ブ し た 。 興 味 の あ る こ と に 、 ３ つ の バ ン ド が 観 察 さ れ た
。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ お よ び Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ が こ れ ら バ ン ド の ２ つ を 説 明 す る よ う で あ る こ と を 考 え
併 せ る と 、 こ れ ら デ ー タ は 、 「 Ｔ － ヘ ル パ ー － エ フ ェ ク タ ー 」 分 子 の こ の フ ァ ミ リ ー の 少
な く と も １ つ の 他 の メ ン バ ー が 存 在 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 あ る い は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ お よ
び Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ の 機 能 的 性 質 は 別 の も の で あ る が 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ が Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ の ヒ ト 同 族
体 で あ る と い う 可 能 性 が な お 存 在 す る 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ と Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ が 同 族 で あ る こ と が 見
い 出 さ れ た ら 、 サ ザ ン デ ー タ は 、 そ の よ う な 形 態 の ヘ ル パ ー 分 子 の 他 の ２ つ の メ ン バ ー が
存 在 し 得 る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　
　 本 研 究 に お い て 、 Ｂ 細 胞 分 化 を 指 示 す る 、 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ リ ン パ 球 上 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク Ｔ
－ Ｂ Ａ Ｍ を 共 に コ ー ド す る Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン
　 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は 、 ｔ ｎ ｆ α 遺 伝 子 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る こ と が わ か っ た 。
非 常 に 有 意 で あ る こ と に 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は 、 マ ウ ス 中 で （ ア ー ミ テ ー ジ ら 、 １ ９ ９ ２ ） 、 特
に ヒ ト Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ と ネ ズ ミ Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ と の 間 の 配 列 同 一 性 が 約 ８ ５ ％ で あ っ た 細 胞 質 膜
内 外 お よ び 茎 領 域 に お い て 最 近 同 定 さ れ た Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ と 関 連 し て い る 。 こ れ ら の 新 し い
デ ー タ は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ お よ び Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ は 、 Ｂ 細 胞 誘 起 Ｔ 細 胞 表 面 分 子 の 構 造 的 に 異 な
る ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 も っ と も 、 そ の よ う な 概 念 の 直 接 的 な 確 認
に は 、 両 ア イ ソ フ ォ ー ム の ネ ズ ミ お よ び ヒ ト 同 族 体 の 同 定 と 、 特 に 、 ｐ １ － １ （ ０ ． ８ ｋ
Ｂ ） ク ロ ー ン の 残 燈 に お け る コ ー ド 領 域 の 配 列 決 定 を 要 す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 従 前 の デ ー タ は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ と Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ と は 関 連 し て い る が 、 機 能 的 に は 別 の も の
で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は Ｉ ｇ Ｇ 合 成 を 指 示 す る が 、 Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ は Ｉ ｇ
Ｅ の 合 成 を 指 示 す る （ ア ー ミ テ ー ジ ら 、 １ ９ ９ ２ ） 。 Ｉ ｇ Ｇ に 体 す る Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ヘ ル パ ー
機 能 の 制 限 は 、 最 近 、 Ｄ １ ． １ が ｒ Ｉ Ｌ ４ の 存 在 下 に Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ  Ｂ 細 胞 の Ｉ ｇ Ｍ +ク ロ ー
ン を 誘 発 し て Ｉ ｇ Ｅ お よ び 他 の 異 性 タ イ プ で は な く 排 他 的 に Ｉ ｇ Ｇ １ ヘ ク ラ ス ス イ ッ チ さ
せ る （ 未 公 表 ） と い う 観 察 に よ り 強 化 さ れ た 。 こ れ ら の 実 験 に お い て 、 Ｒ ａ ｍ ｏ ｓ 細 胞 （
１ ウ ェ ル 当 た り ３ ０ 細 胞 ） を １ ０ ０ の ミ ト マ イ シ ン － Ｃ － 処 理 Ｄ １ ． １ 細 胞 の フ ィ ー ダ そ
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う 上 で ２ な い し ３ 週 間 培 養 し 、 培 養 し た 上 澄 を ア イ ソ タ イ プ お よ び サ プ ク ラ ス 特 異 的 Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ に よ り 、 Ｉ ｇ 分 泌 に つ い て 研 究 し た 。 Ｄ １ ． １ 細 胞 お よ び ｒ Ｉ Ｌ － ４ の 存 在 下 で の
み 、 Ｒ ａ ｍ ｏ ｓ 細 胞 は Ｉ ｇ Ｇ １ を 分 泌 す る 細 胞 系 （ 実 験 １ に お け る ４ ／ １ ５ ク ロ ー ン お よ
び 実 験 ２ に お け る １ ９ ／ ５ ９ ク ロ ー ン ） に 分 化 し た 。 こ れ に 対 し 、 Ｂ ２ ． ７ 細 胞 は 分 化 お
よ び ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ ン グ を 誘 起 し な か っ た 。 さ ら に 組 み 換 え 体 １ Ｌ － ４ は ア イ ソ タ
イ プ ス イ ッ チ ン グ に 必 要 で あ っ た 。 こ れ ら デ ー タ は 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ お よ び Ｃ Ｄ ４ ０ が 別 の ア
イ ソ タ イ プ の １ ９ の 表 現 を 指 示 す る Ｂ 細 胞 誘 起 Ｔ 細 胞 表 面 分 子 の ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る こ
と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 こ の 点 に 関 し 、 ｍ Ａ ｂ 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ が 増 殖 、 分 化 お よ び 全 て の ア イ ソ タ イ プ １ ９ を 含 む ポ
リ ク ロ ー ン 性 Ｉ ｇ 生 産 を 誘 起 す る こ と が 示 さ れ た （ バ ン チ ェ ロ ー ら 、 １ ９ ９ １ ａ ； バ ン チ
ェ ロ ー ら 、 １ ９ ９ １ ｂ ） こ と は 、 興 味 の あ る こ と で あ る 。 さ ら に 、 両 分 子 が Ｂ 細 胞 上 の Ｃ
Ｄ ４ 分 子 を 含 む 重 要 な 相 互 作 用 を 有 す る ら し い こ と は 、 興 味 の あ る こ と で あ る 。 Ｃ Ｄ ４ ０
－ Ｌ の 場 合 に は 、 Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ お よ び Ｃ Ｄ ４ ０ は 、 受 容 体 － ｃ ｏ － 受 容 体 関 係 を 含 む よ う
で あ る （ ア ー ミ テ ー ジ ら 、 １ ９ ９ ２ ） 。 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 場 合 に は 、 そ の よ う な 関 係 は 、 ２ つ
の 異 な る 構 造 に 対 す る ｍ Ａ ｂ に よ る そ れ ら の 機 能 の レ シ プ ロ カ ル 遮 断 に よ り 示 唆 さ れ る が
、 受 容 体 リ ガ ン ド 関 係 の 直 接 の 証 拠 は 存 在 し な い 。 そ れ ら の 機 能 的 差 異 と 考 え 併 せ る と 、
こ れ ら デ ー タ は 、 Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ と Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は 、 両 者 が Ｂ 細 胞 上 の Ｃ Ｄ ４ ０ 分 子 と 相 互 作
用 す る ら し い と い う 事 実 に も か か わ ら ず 、 異 な る 機 能 的 重 要 性 を 持 つ こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 抗 体 ア イ ソ タ イ プ に 対 す る 異 な る 効 果 に 加 え て 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ お よ び Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ は 、 異
な る パ タ ー ン の 表 現 と Ｂ 細 胞 増 殖 に つ い て の 要 求 を 持 つ 。 Ｐ Ｈ Ａ お よ び Ｐ Ｍ Ａ 刺 激 後 の ５
ｃ ８  Ａ ｇ の 細 胞 表 面 表 現 の 動 態 は 、 最 適 表 現 が ６ 時 間 後 に 生 じ る が 、 ２ ４ 時 間 ま で に ベ
ー ス ラ イ ン （ 無 ） 表 現 を も た ら す ダ ウ ン レ グ レ ー シ ョ ン が 起 こ る と い う 点 （ デ ダ ー マ ン ら
、 １ ９ ９ ２ ） で 比 較 的 ユ ニ ー ク で あ る 。 こ れ に 対 し 、 Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ は 、 同 様 の 刺 激 に よ り
、 ＞ ７ ２ 時 間 持 続 さ れ る よ う で あ る 。 さ ら に 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ＋ Ｄ １ ． １ 細 胞 は 、 ｒ Ｉ Ｌ ４ ま
た は Ｐ Ｈ Ａ の 文 脈 に お い て の み Ｂ 細 胞 表 現 を 誘 起 す る が 、 Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ ＋ ト ラ ン ス フ ェ ク
ト ー マ は 、 加 え た サ イ ト カ イ ン ま た は レ ク チ ン の 不 存 在 下 で Ｂ 細 胞 増 殖 を 誘 起 す る （ ア ー
ミ テ ー ジ ら 、 １ ９ ９ ２ ） 。 こ れ ら デ ー タ は 、 Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ と Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ に よ り Ｂ 細 胞 に 提
供 さ れ た シ グ ナ ル は 異 な る も の で あ り 、 そ れ ゆ え 、 こ れ ら 分 子 が 関 連 は す る が 別 の 機 能 を
有 す る 異 な る ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る と い う 構 造 的 示 唆 と 一 致 す る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 Ｂ 細 胞 表 面 上 の Ｃ Ｄ ４ ０ 分 子 は 、 リ ン パ 節 Ｂ 細 胞 分 化 に 関 連 し た 興 味 の あ る シ グ ナ リ ン
グ 機 能 を 有 す る （ ク ラ ー ク ら 、 １ ９ ８ ６ ； ク ラ ー ク ら 、 １ ９ ８ ８ ； レ ド ベ タ ー ら 、 １ ９ ８
７ ； レ ド ベ タ ー ら １ ９ ８ ６ ） 。 何 故 な ら 、 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ （ ｍ Ａ ｂ Ｇ ２ ８ － ５ （ ク ラ ー ク ら 、
１ ９ ８ ６ ） ） は 、 プ ロ グ ラ ム さ れ た 胚 中 心 Ｂ 細 胞 壊 死 （ ア ポ プ ト シ ス ） を 防 止 す る か ら で
あ る （ リ ュ ー ら 、 １ ９ ８ ９ ） 。 こ の 点 で 、 Ｃ Ｄ ４ ０ が ア ポ プ ト シ シ に 体 す る Ｔ お よ び Ｂ 細
胞 表 面 受 容 体 で あ る Ｆ Ａ Ｓ （ イ ト ー ら 、 １ ９ ９ １ ） と 同 族 で あ る こ と は 興 味 の あ る こ と で
あ る 。 リ ン パ 器 官 中 の Ｔ － Ｂ 相 互 作 用 が ア ポ プ ト シ ス を 含 む と い う 程 度 ま で 、 こ れ ら デ ー
タ は 、 Ｃ Ｄ ４ ０ 分 子 と の 相 互 作 用 に 加 え て Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ は Ｆ Ａ Ｓ （ イ ト ー ら 、 １ ９ ９ １ ） と
相 互 作 用 し 得 る こ と を 示 唆 す る 。 事 実 、 我 々 は 、 最 近 、 ｍ Ａ ｂ 抗 Ｆ Ａ Ｓ （ Ａ ｐ ｏ － １ ） （
エ ー ム ら 、 １ ９ ９ ２ ； イ ト ー ら 、 １ ９ ９ １ ） が Ｃ Ｄ ２ ３ の Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ ２ ６ ６ お よ び Ｂ 細 胞
誘 起 に 対 す る Ｄ １ ． １ 効 果 を 部 分 的 に 疎 外 す る こ と を 観 察 し た （ 未 公 表 観 察 ） 。 Ｔ － Ｂ Ａ
Ｍ が Ｃ Ｄ ４ ０ と Ｆ Ａ Ｓ 双 方 と 相 互 作 用 し 得 る と い う 考 え は 、 Ｃ Ｄ ４ ０ ｔ ｏ Ｆ Ａ Ｓ が 異 な る
受 容 対 構 造 で あ り 得 る か 、 ま た は ヘ テ ロ 二 量 体 受 容 体 を 形 成 し 得 る と い う 考 え を 示 唆 す る
。 あ る 種 の Ｔ Ｎ Ｆ α Ｒ 様 分 子 は 、 多 量 体 と し て 、 Ｃ Ｄ ２ ７ の 場 合 に は お そ ら く ホ モ 二 量 体
と し て 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る （ カ メ リ ニ ら 、 １ ９ ９ １ ） 。 ｔ ｎ ｆ α 様 分 子 の 多 量 体
受 容 体 と の 相 互 作 用 は 、 ま た 、 こ の フ ァ ミ リ ー の 唯 一 の 結 晶 化 メ ン バ ー で あ る ｔ ｎ ｆ （ ハ
コ シ マ ら 、 １ ９ ８ ８ ； ス ミ ス ら 、 １ ９ ８ ７ ） お よ び ｎ ｇ ｆ （ マ ク ド ナ ル ド ら 、 １ ９ ９ １ ）
の 分 配 さ れ た 三 量 体 構 造 に よ っ て も 示 唆 さ れ る 。 Ｆ Ａ Ｓ お よ び Ｔ Ｎ Ｆ α が ヘ テ ロ 二 量 体 を
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形 成 し 得 る と い う 証 拠 が あ る 。 こ れ ら 分 子 は 、 リ ン パ 球 表 面 上 の 抗 Ｆ Ａ Ｓ 抗 体 に よ り 共 に
調 節 さ れ る か ら で あ る （ ヨ ネ ハ ラ ら 、 １ ９ ８ ９ ） 。 単 一 ｔ ｎ ｆ α 様 リ ガ ン ド が Ｔ Ｎ Ｆ α Ｒ
様 分 子 の 混 合 ヘ テ ロ 二 量 体 を 含 む 多 重 リ ガ ン ド と 相 互 作 用 し 得 る と い う こ と は 、 ま た 、 ｔ
ｎ ｆ α 様 分 子 の 他 の 例 に よ っ て も 示 唆 さ れ る 。 た と え ば 、 ｔ ｎ ｆ α お よ び ｔ ｎ ｆ β （ リ ン
フ ォ ト キ シ ン ） は 、 両 方 と も Ｔ Ｎ Ｆ α Ｒ の ２ つ の 別 の 鎖 （ Ｉ お よ び Ｉ Ｉ ） と 反 応 す る （ グ
ッ ド ウ ィ ン ら 、 １ ９ ９ １ ； ロ ー ズ ら 、 １ ９ ９ １ ； ノ フ ァ ー ら 、 １ ９ ９ ０ ； エ ン ゲ ル マ ン ら
、 １ ９ ９ ０ ； ル イ ス ら 、 １ ９ ９ １ ； ヒ ム ラ ー ら 、 １ ９ ９ ０ ； ウ ミ エ ル ら 、 １ ９ ８ ７ ； ヘ ラ
ー ら 、 １ ９ ９ ０ ； グ レ ー ら 、 １ ９ ９ ０ ； ス ミ ス ら 、 １ ９ ９ ０ ； レ ッ チ ャ ー ら 、 １ ９ ９ ０ ；
デ ム ビ ッ ク ら 、 １ ９ ９ ０ ） 。 加 え て 、 こ れ ら 鎖 の ヘ テ ロ 二 量 体 組 み 合 わ せ が 、 バ イ オ 化 学
的 分 析 に よ り 示 唆 さ れ て い る （ ノ フ ァ ー ら 、 １ ９ ９ ０ ； エ ン ゲ ル マ ン ら 、 １ ９ ９ ０ ） 。 共
に 、 こ れ ら 観 察 は 、 ｔ ｎ ｆ α お よ び Ｔ Ｎ Ｆ α Ｒ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 一 般 に 、 こ と な
る 様 態 で Ｂ 細 胞 を シ グ ナ ル す る た め に 関 連 し た 受 容 体 の 組 み 合 わ せ と 相 互 作 用 し 得 る と い
う こ と を 示 唆 す る 。 ｔ ｎ ｆ α フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 共 有 特 徴 と 思 わ れ る 他 の 性 質 は 、 Ｔ
Ｆ Ｎ α Ｒ 、 Ｃ Ｄ ４ ０ お よ び Ｆ Ａ Ｓ （ ワ タ ナ ベ ら 、 １ ９ ９ ２ ） が 全 て ア ポ プ ト シ ス シ グ ナ ル
の た め の 受 容 体 で あ る と い う こ と で あ る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 Ｔ お よ び Ｂ 細 胞 間 で 作 用 す る ｔ ｎ ｆ α 様 お よ び Ｔ Ｆ Ｎ α 様 相 互 作 用 の 多 く の 例 が 以 下 の
表 ６ に 示 さ れ て い る 。 ｔ ｎ ｆ α 様 分 子 の 性 質 お よ び 機 能 に 関 し 、 正 確 な 機 能 Ｃ Ｄ ３ ８ （ ジ
ャ ク ソ ン ら 、 １ ９ ９ ０ ） は 未 知 で あ り 、 ｎ ｇ ｆ は が Ｂ 細 胞 分 化 に 効 果 を 有 す る こ と は 報 告
さ れ て い る （ キ マ タ ら 、 １ ９ ９ １ ； オ ッ テ ン ら 、 １ ９ ８ ９ ） が 、 Ｂ 細 胞 生 理 学 に お け る ｎ
ｇ ｆ － Ｎ Ｇ Ｆ Ｒ （ セ ー ガ ル ら 、 １ ９ ８ ９ ； チ ャ オ ら 、 １ ９ ８ ６ ； ジ ョ ン ソ ン ら 、 １ ９ ８ ６
） 相 互 作 用 の 役 割 は 、 現 在 、 わ か っ て い な い 。 Ｔ Ｎ Ｆ α Ｒ 様 分 子 の 中 で 、 Ｃ Ｄ ２ ７ お よ び
Ｏ ｘ ４ ０ の 機 能 は 現 在 未 知 で あ る が 、 Ｃ Ｄ ２ ７ （ マ レ ッ ト ら 、 １ ９ ９ １ ） が ２ つ の 形 態 と
し て 表 現 さ れ 、 Ｏ ｘ ４ ０ （ マ レ ッ ト ら 、 １ ９ ９ ０ ） 表 現 が Ｃ Ｄ 8+Ｔ 細 胞 で は な く Ｃ Ｄ ４ +
に 制 限 さ れ る と い う こ と は 、 興 味 深 い 。 こ れ ら 両 方 の 分 子 は 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 に よ り 誘 起 さ
れ る 。 「 ホ ジ キ ン （ Hodgkm） の 抗 原 」 Ｃ Ｄ ３ ０ （ ダ ー コ プ ら 、 １ ９ ９ ２ ） の 生 理 学 的 役 割
は 未 知 で あ る 。
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 ｔ ｎ ｆ α 科 の い く つ か の 部 分 の 重 要 な 特 徴 は 、 ｔ ｎ ｆ α の プ ロ サ イ ト カ イ ン 表 面 品 種 の
蛋 白 分 解 の 分 裂 が ｔ ｎ ｆ α の 溶 解 サ イ ト カ イ ン 品 種 を 生 じ る こ と で あ る 。 将 来 の 研 究 は 、
Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ が プ ロ テ ア ー ゼ で 分 解 さ れ な ら ば 、 か つ 溶 液 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 役 割 は も し 同 定 さ れ
る な ら ば 、 Ｔ － Ｂ セ ル 相 互 作 用 で 働 く な ら か も し な い こ と が 決 定 す る は ず で あ る 。 Ｔ Ｎ Ｆ
α Ｒ ｓ （ ウ ミ ー ル ら 、 １ ９ ８ ７ ； ヒ ー ラ ー ら 、 １ ９ ９ ０ ； グ ラ ィ ら 、 １ ９ ９ ０ ） お よ び Ｃ
Ｄ ２ ７ （ ロ ー エ ン ら 、 １ ９ ９ ２ ； デ ィ ヨ ン グ ら 、 １ ９ ９ １ ） 分 子 は 溶 液 形 態 を 有 す る こ と
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が 重 要 で あ り 、 Ｃ Ｄ ４ ０ 分 子 の 溶 液 形 態 が 存 在 し 、 か つ Ｔ － Ｂ 相 互 作 用 で 役 割 を 果 た す で
あ ろ う こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 そ の 上 に 、 Ｃ Ｄ ４ ０ の Ｂ セ ル と の Ｔ セ ル 表 面 分 子 の 相 互 作 用 の 複 雑 さ は 、 Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ
（ ３ ９ ｋ Ｄ ａ 対 ３ ３ ｋ Ｄ ａ ） に 比 べ て か な り 大 き な 分 子 量 を 有 す る 他 の ね ず み 科 の Ｃ Ｄ ４
０ － Ｌ の 最 近 リ ポ ー ト に よ っ て 示 唆 さ れ て い る （ ア ー ミ テ ー ジ ら 、 １ ９ ９ ２ ； ノ エ ル ら 、
１ ９ ９ ２ ） 。 し か し な が ら 、 そ の 正 確 な 構 成 ま た は Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ ま た は Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ の 関 係
は 正 確 に は 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 け れ ど も 、 い く つ か の 他 の Ｂ セ ル 表 面 分 子 は リ ン パ 組 織 中 で 従 属 信 号 を 受 け る こ と で 役
割 を 果 た す か も し れ な い こ と が 述 べ ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 阻 害 す る Ｄ １ ． １ － Ｂ セ
ル 相 互 作 用 の ｍ Ａ ｂ  ５ ｃ ８ の 効 果 は 、 Ｂ セ ル と の Ｄ １ ． １ 相 互 作 用 で 効 果 の な い 抗 Ｃ Ｒ
２ 、 抗 Ｌ Ｆ Ａ Ｉ 、 抗 Ｌ Ｆ Ａ ３ ま た は 抗 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ で 試 験 さ れ る 抗 体 間 で 比 較 的 独 特 の で あ る
こ と が 明 ら か で あ る 。 し た が っ て 、 Ｔ － Ｂ 相 互 作 用 の 前 記 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 従 属 段 階 は 促 進 効 果
因 子 の 分 別 す る 工 程 で あ る こ と が 明 ら か で あ る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 の 瞬 間 的 性 質 は 、 そ の Ｔ － Ｂ “ 同 源 対 ” を 安 定 に す る 役 割 を な す か も し
れ な い こ と を 示 唆 す る 。 “ 同 源 ” 天 然 の ま ま の プ ロ テ イ ン 特 異 Ｂ セ ル と の 活 性 ペ プ チ ド 特
異 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ セ ル の 物 理 的 関 連 は 、 “ 抗 原 ブ リ ッ ジ ” と し て 生 理 学 的 に 規 定 の 分 子 基 本 で
あ る こ と が 明 ら か で あ る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ と Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｌ 間 の 関 係 を 明 ら か に す る こ と に 加 え て 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ を 暗 号 化
す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 有 益 さ は 、 別 の 一 種 、 特 に Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 因 子 の 生 理 学 的 様 子 が 過 発 現 （ 遷 移
因 子 中 ） に よ る か ま た は 標 的 に さ れ る 因 子 分 裂 に よ っ て 宛 名 書 き さ れ る こ と が で き る ね ず
み 、 の 中 の 同 種 の 遺 伝 子 を 確 認 す る こ と を 許 容 す る 。 さ ら に 、 Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 特 異 ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ
ロ ー ブ の 有 益 さ は 、 組 み 換 え レ ベ ル で Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 の 規 則 の 分 析 を 促 進 し 、 同 様 に 遺 伝
子 操 作 に よ っ て Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 因 子 性 状 の 構 造 決 定 を 研 究 す る た め の 手 段 を 供 す る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 免 疫 性 生 理 機 能 の そ れ ら 役 割 に 加 え て 、 い く つ か の Ｔ Ｎ Ｆ α Ｒ 科 員 は ウ イ ル ス 性 病 原 体
に よ っ て 利 用 さ れ て い る こ と が 明 ら か で あ る 。 粘 液 種 ウ イ ル ス は ウ イ ル ス 病 毒 性 を 伴 う Ｔ
Ｎ Ｆ α Ｒ に 対 し て 同 種 の 分 泌 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る （ ア プ ト ン ら 、 １ ９ ９ １ ） 。 さ ら に 、
シ ー プ フ ィ ブ ロ マ ウ イ ル ス か ら の 読 取 り 枠 に よ っ て 暗 号 化 さ れ た タ ン パ ク 質 は Ｔ Ｎ Ｆ α Ｒ
に 対 し て 同 種 で あ る （ ス ミ ス ら 、 １ ９ ９ ０ ） 。 し た が っ て 、 こ れ ら 分 子 を 理 解 す る こ と の
付 加 的 な 特 徴 は 免 疫 性 病 原 体 、 例 え ば 自 己 免 疫 疾 患 を 誘 発 す る Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の よ う な 分 子 の
機 能 範 囲 を 利 用 す る 新 規 な ウ イ ル ス の 識 別 化 ま た は 特 徴 付 け で あ る か も し れ な い 。
【 参 考 文 献 】
【 ０ ２ ９ ０ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ９ １ 】
【 図 １ 】 Ｃ Ｄ ４ - Jurkat Ｄ １ ． １ .の 細 胞 表 面 の 表 現 型 を 示 す 図 。
【 図 ２ 】 Ｂ 細 胞 単 独 で 、 あ る い は Ｃ Ｄ ４ - Jurkat（ Ｄ １ ． １ ） 、 又 は Ｃ Ｄ ４ + Jurkat（ Ｂ 2.
7） と 共 に 24時 間 培 養 し た 後 の 、 粘 性 を 失 っ た 高 密 度 Ｂ 細 胞 の ２ 色 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 の 結 果 を
示 す 図 。
【 図 ３ 】 Ｄ １ ． １ に 誘 導 さ れ た Ｃ Ｄ 23発 現 の 投 与 応 答 を 示 す 図 。
【 図 ４ 】 Ｐ Ｈ Ａ 存 在 下 で JurkatＤ １ ． １ が Ｂ 細 胞 の 増 殖 を 誘 導 す る こ と を 示 す 図 。
【 図 ５ － １ 】 JurkatＤ １ ． １ の 、 Ｉ ｇ 分 泌 細 胞 へ の Ｂ 細 胞 分 化 の 誘 導 を 示 す 図 。
【 図 ５ － ２ 】 JurkatＤ １ ． １ の 、 Ｉ ｇ 分 泌 細 胞 へ の Ｂ 細 胞 分 化 の 誘 導 を 示 す 図 。
【 図 ６ 】 Ｄ １ ． １ で は な く ｒ Ｉ Ｌ -4の Ｂ 細 胞 の sigM発 現 の 増 加 を 示 す 図 。
【 図 ７ 】 ｍ Ａ ｂ  5ｃ 8 の JurkatＤ １ ． １ 細 胞 へ の 結 合 を 示 す 図 。
【 図 ８ 】 ｍ Ａ ｂ  5ｃ 8 が 、 Ｂ リ ン パ 球 に よ る Ｃ Ｄ 23の 発 現 を 誘 導 す る JurkatＤ １ ． １ を 阻
害 す る こ と を 示 す 24時 間 培 養 後 の 粘 性 を 失 っ た 高 密 度 Ｂ 細 胞 の ２ 色 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 を 示 す 図
。
【 図 ９ 】 ｍ Ａ ｂ  5ｃ 8 と コ ン ト ロ ー ル ｍ Ａ ｂ に よ り 免 疫 沈 降 し た 表 面 蛋 白 の Ｓ Ｄ Ｓ ／ Ｐ Ａ
Ｇ Ｅ 分 析 を 示 す 図 。
【 図 １ ０ 】 Ｔ 細 胞 の 活 性 化 と 活 性 化 さ れ た Ｔ 細 胞 の 抗 原  5ｃ 8 の 発 現 に お け る 代 謝 的 阻 害
因 子 の 影 響 を 示 す 図 。
【 図 １ １ 】 単 離 さ れ た Ｃ Ｄ ４ +  、 Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 サ ブ セ ッ ト 上 で の  5ｃ 8 の 発 現 の カ イ ネ
テ ィ ク ス を 示 す 図 。
【 図 １ ２ 】 Ｄ １ ． １ が 、 Ｂ 細 胞 又 は Ｒ Ａ Ｍ Ｏ Ｓ 266 上 で の 表 面 Ｃ Ｄ 23発 現 を 誘 導 す る こ と
を 示 す 図 。
【 図 １ ３ 】 扁 桃 の Ｂ 細 胞 に 対 す る Ｄ １ ． １ の 影 響 を 示 す 図 。
【 図 １ ４ Ａ 】 Ｄ １ ． １ － Ｂ 細 胞 活 性 化 に お け る Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ と Ｃ Ｄ 40の 役 割 を 示 す 図 。
【 図 １ ４ Ｂ 】 Ｄ １ ． １ － Ｂ 細 胞 活 性 化 に お け る Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ と Ｃ Ｄ 40の 役 割 を 示 す 図 。
【 図 １ ５ 】 末 梢 性 Ｂ 細 胞 の Ｄ １ ． １ 活 性 化 に 対 す る 抗 Ｃ Ｄ 40ｍ Ａ ｂ の 影 響 を 示 す 図 。
【 図 １ ６ Ａ 】 Ｂ 細 胞 Ｃ Ｄ 23発 現 に 対 す る 抗 Ｃ Ｄ 40の Ｃ Ｄ 32 +  Ｌ 細 胞 へ 及 ぼ す 影 響 を 示 す 図
。
【 図 １ ６ Ｂ 】 Ｂ 細 胞 Ｃ Ｄ 23発 現 に 対 す る 抗 Ｃ Ｄ 40の Ｃ Ｄ 32 +  Ｌ 細 胞 へ 及 ぼ す 影 響 を 示 す 図
。
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【 図 １ ７ － １ 】 ヒ ト 正 常 リ ン パ 球 組 織 で の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 を 示 す 図 。
【 図 １ ７ － ２ 】 ヒ ト 正 常 リ ン パ 球 組 織 で の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 を 示 す 図 。
【 図 １ ７ － ３ 】 ヒ ト 正 常 リ ン パ 球 組 織 で の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ 発 現 を 示 す 図 。
【 図 １ ８ 】 Ｔ － Ｂ 分 子 の 相 互 作 用 モ デ ル を 示 す 図 。
【 図 １ ９ Ａ － １ 】 慢 性 関 節 リ ュ ー マ チ の 滑 膜 パ ン ヌ ス に お け る Ｃ Ｄ ４ + Ｔ リ ン パ 球 上 で の
Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 を 示 す 図 。
【 図 １ ９ Ａ － ２ 】 慢 性 関 節 リ ュ ー マ チ の 滑 膜 パ ン ヌ ス に お け る Ｃ Ｄ ４ + Ｔ リ ン パ 球 上 で の
Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 を 示 す 図 。
【 図 １ ９ Ｂ － １ 】 慢 性 関 節 リ ュ ー マ チ の 滑 膜 パ ン ヌ ス に お け る Ｃ Ｄ ４ + Ｔ リ ン パ 球 上 で の
Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 を 示 す 図 。
【 図 １ ９ Ｂ － ２ 】 慢 性 関 節 リ ュ ー マ チ の 滑 膜 パ ン ヌ ス に お け る Ｃ Ｄ ４ + Ｔ リ ン パ 球 上 で の
Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 を 示 す 図 。
【 図 １ ９ Ｃ － １ 】 慢 性 関 節 リ ュ ー マ チ の 滑 膜 パ ン ヌ ス に お け る Ｃ Ｄ ４ + Ｔ リ ン パ 球 上 で の
Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 を 示 す 図 。
【 図 １ ９ Ｃ － ２ 】 慢 性 関 節 リ ュ ー マ チ の 滑 膜 パ ン ヌ ス に お け る Ｃ Ｄ ４ + Ｔ リ ン パ 球 上 で の
Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 を 示 す 図 。
【 図 １ ９ Ｄ － １ 】 慢 性 関 節 リ ュ ー マ チ の 滑 膜 パ ン ヌ ス に お け る Ｃ Ｄ ４ + Ｔ リ ン パ 球 上 で の
Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 を 示 す 図 。
【 図 １ ９ Ｄ － ２ 】 慢 性 関 節 リ ュ ー マ チ の 滑 膜 パ ン ヌ ス に お け る Ｃ Ｄ ４ + Ｔ リ ン パ 球 上 で の
Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 を 示 す 図 。
【 図 ２ ０ Ａ － １ 】 浸 潤 性 乾 癬 損 傷 の Ｔ リ ン パ 球 で の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 を 示 す 図 。
【 図 ２ ０ Ａ － ２ 】 浸 潤 性 乾 癬 損 傷 の Ｔ リ ン パ 球 で の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 を 示 す 図 。
【 図 ２ ０ Ｂ － １ 】 浸 潤 性 乾 癬 損 傷 の Ｔ リ ン パ 球 で の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 を 示 す 図 。
【 図 ２ ０ Ｂ － ２ 】 浸 潤 性 乾 癬 損 傷 の Ｔ リ ン パ 球 で の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 を 示 す 図 。
【 図 ２ １ Ａ － １ 】 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 細 胞 で の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 を 示 す 図 。
【 図 ２ １ Ａ － ２ 】 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 細 胞 で の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 を 示 す 図 。
【 図 ２ １ Ｂ － １ 】 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 細 胞 で の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 を 示 す 図 。
【 図 ２ １ Ｂ － ２ 】 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 細 胞 で の Ｔ － Ｂ Ａ Ｍ の 発 現 を 示 す 図 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ － １ 】 【 図 ５ － ２ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ Ａ 】 【 図 １ ４ Ｂ 】
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【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ Ａ 】

【 図 １ ６ Ｂ 】 【 図 １ ７ － １ 】
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【 図 １ ７ － ２ 】 【 図 １ ７ － ３ 】

【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ Ａ － １ 】
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【 図 １ ９ Ａ － ２ 】 【 図 １ ９ Ｂ － １ 】

【 図 １ ９ Ｂ － ２ 】 【 図 １ ９ Ｃ － １ 】
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【 図 １ ９ Ｃ － ２ 】 【 図 １ ９ Ｄ － １ 】

【 図 １ ９ Ｄ － ２ 】 【 図 ２ ０ Ａ － １ 】
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【 図 ２ ０ Ａ － ２ 】 【 図 ２ ０ Ｂ － １ 】

【 図 ２ ０ Ｂ － ２ 】 【 図 ２ １ Ａ － １ 】
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【 図 ２ １ Ａ － ２ 】 【 図 ２ １ Ｂ － １ 】

【 図 ２ １ Ｂ － ２ 】
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