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緒 言

白血病細胞に対す る異種抗血清の作製方法に

ついては従来種々の工夫がなされ て い るが,

 1)～7)免疫 細胞 と吸収細胞 との組織適合抗原が異

なるため,そ の抗 血清が 白血病細胞 関連 抗原

を認識 しているか否かについては尚議論のある

ところであ る. 1977年Kaplanら はautologous

のT細 胞 株 とB細 胞 株 に対 す る抗 血 清 を

両細胞株でreciprocalに 吸 収することによ り,

 Bリ ンパ球抗原 とTリ ンパ球抗原を明瞭に区別

した8),9).著 者 は同一hairy cell leukemia(以

下HCLと 略)患 者よ りHCL細 胞 株 である

ZK-Hと 正 常B細 胞株 であるZK-Nを 培養樹立

し, ZK-Hに 対 す る家兎抗血清をZK-Nで 吸収

することにより, HCLに 対 して特異性の高い抗

血清 を得 ることに成功 した.ま た, ZK-Hに 対

する家兎抗血清 を他の 白血病患者の細胞で吸収

したものとの比較検討 も行い,認 識される白血

病細胞関連抗原について考察を加 えた.従 来,

抗 血清は白血病細胞の病因解明10),11),あ るいは

正常細胞 と白血病細胞の聞の幅広い共通抗原性

の検討のため7),12)等に応用 されてきたが,今 回

著者は抗血清を用いて白血病特異抗原の有無 に

ついて検討 を加 えた.

材 料および方法

患者細胞

ヘパ リンを加 えて採取 した骨髄および末梢血

よ りFicoll-Conrayに よ り細胞 を分離 し, phos-

phate-buffered saline (PBS)で3回 洗った後,

抗 血清 との反応 に用いた.一 部の実験ではあ ら

か じめ液体窒素 中(-180℃)に 凍結保存されて

いた細胞を37℃ 温水 中で急速に融解 した後PBS

で3回 洗浄 し用いた.凍 結保存細胞のviability

は70%以 上 であった.

培 養細胞株

用いた血液細胞株は計24系 で,そ の由来 と細

胞 タイプは表1に 示す如 くであ る.未 発表の細

胞株 中Fl7は 京都大学第一内科の巽英二博士 よ

り, NALM-18とML-1はRoswell Park Memo

rial InstituteのDr. Minowadaよ り,ま たT-54

は北 海道大学癌研究所の高田賢三博士 よ り供与

を受け,そ の他は私達の研究室で樹立 した もの

である.第1編32)で 述 べた如 く, ZK-HはHCL

患者 由来HCL細 胞株で当科において樹立 した.

また, RI, PRはUCLAのGoldeら に より樹立

されたHCL細 胞 株である15).

抗 血清作製方法

まず2×107個(viability50%)のZK-H細 胞

を家兎に静注 し, 2週 目に1×107個(viability

50%)のZK-H細 胞 でブー スター を行い, 3週

目に採血 し血清を分離 した.血 清は56℃30分 間

非働化 した.こ の抗血清をNo. 109と 名づ け,次 の

ように吸収 した.す なわちPBSに て10倍 希 釈

した血清5ccを4.5×108個 のZK-N細 胞(0.5cc)

に よ り4℃120分 吸 収 し,さ らに この吸収 血清

0.5ccをZK-N細 胞0.5ccに て4℃120分 吸収 して

得 られた もの を最終的に用 いた.種 々の細胞 と

の反応性は最終血清をさらに4倍 に希釈 して最
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終濃度40倍 にて検討 した.こ のようにして得 ら

れた抗血清 をNo. 109 N2と し, -20℃ 冷 凍庫 中で

保存 した.

chronic lymphocytic leukemia(以 下CLLと

略)細 胞吸収抗血清の作製

前述の方法で得られた非吸収血清原液No. 109

を容積 比1:1に て正常脾細胞によ り4℃120分 吸

収 した後, PBSで10倍 希 釈 し, CLL細 胞 で容

積比1:1に て4℃120分 の吸収 を2度 繰 り返 し,

さ らにPBSで4倍 希釈 して用いた.こ のよ うに

して得 られた血清を抗血清No. 109SC2と した.

 CLL細 胞過剰吸収抗血清の作製

PBSに て10倍 希釈 した抗血清No. 109,5ccを4.5

×108個 のZK-N細 胞(0.5cc)に よ り4℃120分

吸収 し,さ らにこの血清1ccをCLL細 胞1cc

 (2.5×109個)に て4℃120分 吸 収 した.こ のよ

うにして得 られた血清を抗血清No. 109NCと した.

さ らにNo. 109 NCを 同一CLL細 胞1ccに て4℃

120分 吸収 した.こ の ように して得 られた血清を

No. 109 NC2と した.

抗 血清 と細胞 との反応

まず被検細胞1×106個 と抗血清0.1ccを4℃

30分 反応 させ, PBSに て2回 洗浄した後, FITC

標 識 山羊抗家兎ガンマ グロブ リン血清(べ ー リ

ング社製品, PBSに て10～20倍 に希釈 したもの)

を4℃30分 反 応させ, PBSに て2回 洗浄した.

その後,ホ ウ砂 グリセ リン とPBSを1:1に 混

和 したものに細胞 を懸濁 し,ス ライ ドグラスに

1摘 落とし,カ バー グラスをかけ,螢 光顕微鏡

(BH-RFL)に て200個 以上の細胞 をか ぞえ,表

面膜螢光陽性細胞の%を 算 出した.対 照 として

抗血清を加 えずにFITC標 識 山羊抗家兎ガンマ

グロブ リン血清のみを反応 させ た.

吸収試験

i)抗 血清No. 109 Nzを2倍 希釈したもの0.4cc

に対 し, ZK-H細 胞2×107個 の割合で4℃120分

吸 収 した.

ii)抗 血 清No. 109 Nzを2倍 希釈 した もの0.4cc

に 対 し, ZK-H細 胞が由来 した患者の 白血病細

胞3×107個 の割合で4℃120分 吸収 した.

結 果

1)抗 血 清のZK-H細 胞 との反応性

FITC標 識 山羊抗家兎 ガ ンマ グロブ リン血清

とZK-H細 胞 のみの反応で も6%の 反応陽性細

胞を示 したので(表1),ま ずFITC標 識 山羊抗

家兎 ガンマ グロブ リン血清 をZK-H細 胞 で吸収

し, ZK-H細 胞 との反応性が全 く消失 したもの

を以後の実験に用いた.未 吸収 の抗HCL血 清

No. 109は640～2.560倍 の希釈 濃度で60%以 上 の

ZK-H細 胞 と反応 した(図1).こ の 抗 血 清 を

ZK-N細 胞 で吸収 した血清No. 109 NzはZK-H細

胞に対 しては40～80倍 の抗体価 を有 したが, ZK-

N細 胞 に対 しては20倍 希釈 で0%と 全 く反応 し

なか った(図2).写 真1は 抗血清 と反 応 し た

ZK-H細 胞 を示す.

2)抗 血 清の培養細胞株 との反応性

抗HCL血 清No. 109 Nzと の 反応性 を検討 した

24系 の細胞株の うちわけはnon-T, non-B細 胞

型 リンパ芽球様細胞株4系, T細 胞 型 リンパ芽

表1　 FITC標 識山羊抗家兎ガン

マグロプリン血清単独と

HCL細 胞 との反応性

図1　 未吸収抗HCL血 清 と

ZK-H細 胞の反応性
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図2　 抗HCL血 清No. 109NaとZK-H

細 胞 の 反 応性(× 印 はZK-N

細 胞 の 反 応性 を示 す)

写 真1　 抗HCL血 清No. 109 Nzと

反 応 陽性 のZK-H細 胞

球様細胞株6系, B細 胞 型 リンパ芽球様細胞株

12系,骨 髄系細胞株2系 である(表2).表 に示

すご とくHCL患 者 由来の3系 のうちZK-HとRI

はそ れぞれ85%, 78%と 高率 に陽性反応 を示 し,

 PRは15.5%と やや低率 であったが, PRは 位相

差顕微鏡上,毛 様突起を示 し, hairy cellの 形

態 をとる細胞の割合 も低 く,こ れ ら3系 はいず

れ も陽性 と考えられた.こ れに対 し,他 の細胞

株は正常 リンパ芽球様細胞株JKが7%の 反応を

示 した以外は,す べ て1.5%以 下 で陰性 と考えら

れた.

3)抗 血 清の患者細胞 との反応性

6例 の正常 人末梢血よ りFicoll-Conrayに ょ

り分離 した単核細胞 と抗血清No. 109 N2の 反 応は

平均4.5%で あ ったが,形 態的に リンパ球 と思わ

れるものとの反応は見られず非特異的なものと

考えられた.ま た,正 常胸腺細胞 との 反応 も

0.5%と 陰 性であった.抗HCL血 清 との反応

性 を検討 した白血病患者31例 のうちわけはHCL5

例, CLL 6例, acute Iymphocytic leukemia

(以下ALLと 略)4例, adult T-cell leukemia

(以下ATLと 略)3例, acute myelocytic leu-

kemia(以 下AMLと 略)5例, acute mono-

cytic leukemia(以 下AMoLと 略) 1例,

 chronic myelocytic leukemia(以 下CMLと

略)3例, CML急 性 転化(BC)3例,白 血性

リンパ肉腫1例 である(表3)。 この表に示すご

とく, HCL 5例 全例が末梢血の白血病細胞の割

合に応 じて高率に陽性反応 を示 し, CLLの2例

とはそれぞれ12.0%, 21.0%と 若干反応 したが,

他 の4例 は1.5%以 下 と陰性であった.他 の 白血

病患者については,白 血性 リンパ肉腫の1例 が

10%の 反応性 を示 した以外,い ずれも4%以 下

で陰性であった.

4)CLL細 胞吸収抗血清の反応性

組織適合抗原の異なった免疫細胞 と吸収細胞

の組み合せによる従来の抗血清作製法により抗

血清 を作製 し反応性 を検討 した結果 を次に示す .

抗血清No. 109SC2作 製 に用いたCLL細 胞 はNo. 9

のCLL患 者 の末梢 白血球である.抗 血清No. 109

 SC2はCLL 5例 に対 し5%以 下 で陰性であった

が, HCL 3例 は螢光が減弱 したもののなお60%

以上 の細胞が陽性 であった(表4a).ま た,培 養

細胞に対 しては, ZK-H細 胞 に88%, ZK-N細

胞 に68%の 陽性 を示 したが, Raji細 胞 には1.5

%と 陰性 であった(表4b).

5)CLL細 胞過剰吸収抗血清の反応性

HCL細 胞 とCLL細 胞 に質的な抗原の差があ

るか否か を検索するために抗HCL血 清 をCLL

細 胞 で過剰 に吸収 した抗血 清 とZK-H細 胞 と
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表2　 抗HCL血 清No. 109 N2と 培 養 細 胞株 との 反 応 性

の反応性 を検討 した.抗 血清No. 109 NCお よび

No. 109 NC2作 製 に用いたCLL細 胞 は患者No. 9の

末梢 白血球である.表5に 示す ごとく, ZK-H

細 胞 は抗血清をCLL細 胞で吸収する回数 を増 す

と陽性細胞の%は 減少 し螢光 も減弱 した.

6)吸 収試験

抗血清No. 109 N2を2倍 希釈 した ものは, ZK-H

細 胞 が由来 したNo. 1の 患 者末梢 白血球 と72%の

反 応性 を示 した.こ の血清 を,方 法の吸収試験

の項で述べたように, No. 1患 者 末梢 白血球で吸

収す ると9%に, ZK-H細 胞 で吸収す ると0%

に それぞれ反応性の低下および消失 をきたした

(表6),ま た,抗 血清No. 109 N2を2倍 希釈 した

ものはZK-H細 胞 と61.5%の 反 応性 を示 したが,

方 法の吸収試験の項で述べたように,こ の抗血

清 をZK-H細 胞 で吸収す るとZK-H細 胞 との反

応性 は0%と 完全に消失 した.

7)正 常 家兎血清 とHCL細 胞 との反応性

 正 常家兎血清 とHCL細 胞 との反応性 を検討

した結果 を表7に 示す.表 の ごとく未希釈の正

常家兎血清 とはかな り高率に反応が見 られたが,

 40倍 希 釈する と反応はほとんど見 られなくなった.

考 察

本研究において著者は前編32)で 報 告 した同一

患者由来のZK-H細 胞 とZK-N細 胞 を用いて抗

HCL血 清 を作製 し,種 々の白血病細胞お よび培

養血液細胞に対する反応性 を検討 した.そ の結

果,こ の抗血清がHCL細 胞 に対 して特異的に

反応す ることが明 らか となった.な お対照 とし
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表3　 抗HCL血 清Na109 N2と 新鮮白血病 リンパ腫細胞との反応性

て正常家兎血清をHCL細 胞に作用させた場合,

未希釈のものはHCL細 胞と反応した.従 って

未希釈で抗血清の反応性を検討することは不可

能である。正常家兎血清がHCL細 胞と反応す

ることに関しては種々の可能性が考えられる,

 1つ は家兎血清中にHCL細 胞と共通した抗原

に対する自然抗体が含まれている可能性であり,

他は, Fcレ セプターその他 を介す る非特異的 な

反応の可能性 である,し か しなが ら血清 を40倍

に希釈するともはやHCL細 胞 との反応は見 ら

れな くな り,こ の希釈 レベルでは非特異的な因

子の関与 を除外して考えることがで きる. 40倍

希釈の抗HCL血 清 にのみ反応が見 られ たこ と

や, ZK-H細 胞に よる吸収に より抗HCL血 清
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表4　 CLL細 胞で吸収した抗HCL

血 清No. 109 SC2の 反応性

(a)新鮮 白血病細胞 (b)培養細胞株

のZK-H細 胞およびそれが由来 した元のHCL

細胞 に対す る反応性が消失 したことは,抗 血清

No. 109 N2の 反応がFcレ セ プターを含めた非特異

的なものでないことを示 している.ま た, EAロ

ゼ ット試験によ り検 出され るFcレ セプ ター陽

性細胞がZK-H細 胞では15～29%で あるのに対

し,抗 血清に反応するZK-H細 胞は90%と 解 離

が見られること,お よびAMoL患 者 の末梢血

細胞が39%のFcレ セ プター陽性細胞をもつに も

かかわ らず,こ の抗血清 との反応が全 く見 られ

なか ったことはこの抗血清の反応がFcレ セプ

ターを介す るものでないことを裏づけている.

HLAと 腫瘍関連抗原が細胞表面上密接に関係

しているこ とはマ ウスや ヒ トの 白血病 細胞にお

いて報告 されている18),19),白血病細胞か ら腫瘍

抗原のみを分離 してそれに対す る純粋な抗血清

を作製することが 困難 なため従来の白血病細胞

表5　 CLL細 胞過剰吸収抗血清とHCL細 胞 との反応性

NT: not tested.

表6　 HCL細 胞吸収抗血清N0. 109 N2とHCL細 胞 との反応性

NT: not tested.

表7　 正常家兎血清とHCL細 胞 との反応性

に対す る異種抗血清の特異性には問題があった.

 1975年, Durantezら6)はCML患 者 由来の リン

パ芽球様細胞株RPMI-4265を システインの存在

下でパパイン処理 し,そ の膜成分で家兎 を免疫

し抗血清を作製 したが,こ の抗血清はlympho-

cyte-dependent antibody assay法 でHLA-2抗
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原をもった正常人末梢血細胞に反応す ることを報

告 した.著 者の作製 した抗血清では,同 一患者の

正常B細 胞由来のZK-Nで 吸 収 したことに より

このようなHLA抗 原 の関与を一応除外して考

えることができる.

1976年 木谷 ら12),20)は末 梢血 中のhairy cellが

98%以 上 を占め るHCL患 者 の末梢血細胞 を家

兎に静注 し,得 られた抗血清を非働化 した後,

 O型 ヒ ト赤血球,ヒ トkidney powder,健 康 人

末梢白血球で吸収 し,そ の抗血清がcytotoxi-

city testに てHCL, B細 胞性CLL, reticulum

cell sarcoma (RCS)と 反応 し,他 の白血病細胞

とは反応せず, CLL細 胞 で吸収後もHCL, RC

-Sに 反 応性 を残す ことを報告 した.一 方, 1979

年Stuartら21)は や は りHCL患 者の末梢血で家

兎 を免疫 して得 られた抗血清を赤血球,ヒ ト胸

腺細胞で吸収 し,そ の抗血清が正常人のB細 胞,

 HCL, B細 胞性CLL, B細 胞性ALL, B細 胞性

リンパ腫 と反応することを認め, CLL細 胞 で吸

収することによ りB細 胞に対す る活性が消失す

ると報告 した.

この ようにHCL細 胞 が正常B細 胞抗原以外

の抗原を持つか否かについては議論のあるとこ

ろである.著 者の成績では抗HCL血 清No. 109

 N2は9系 のB細 胞株 とは全 く反応せず, 3系 の

HCL細 胞株 とのみ反応 した.ま た,正 常人 リン

パ球 ともほ とん ど反応せず, HCL患 者 の白血

病細胞 とのみ反応 した.こ れらのことはHCL

細 胞がB細 胞抗原とは明らかに異った抗原を有

していることを示 している.ま た,抗HCL血 清

No. 109 N2はHCL患 者 の白血病細胞以外に一部

のCLL患 者の末梢白血球 とも若干の反応性 を示

した.そ こで著者は12.0%の 反応性 を示 したNo.

 9のCLL患 者 の末梢白血球で吸収 した抗HCL

血 清No. 109 SC2を 別 に作製 し, HCLお よびCLL

患 者 の白血病細胞に対する反応性 を検討 した.

その結果, 5例 のCLL細 胞 に対す る反応性が消

失 し, HCL細 胞には細胞表面の螢光が減弱 した

もののなお高率 に陽性細胞が認め られた.こ れ

は一部のCLL細 胞 がHCL細 胞 と交叉する抗原

を有 しているが, HCL細 胞にはさらに別の抗原

が存在することを示 している,こ のこ とは抗血

清No. 109 N2がCLL由 来 の細胞株 であるT-54と

全 く反応性 を示 さなか ったこととも関連 して興

味深 く思われる.し か しなが ら著者はHCL細

胞にCLL細 胞 と質的に全 く異なった抗原が存在

す るか否かにつ いて確認す るに至 らなかった.

とい うのはCLL細 胞により過剰吸収することに

よ り得 られた抗血清No. 109 NC2のZK-H細 胞 に

対する反応性が著明に減弱 し,細 胞表面の螢光

を認識するのが困難 となったか らである.従 っ

てCLL細 胞で吸収した抗血清は主として抗原量

の差 を認識 している可能性 も考 えられる.抗 血

清No. 109 SC2がZK-H細 胞のみならずZK-N細

胞 に も反応 したことは, HLA抗 原 あるいはEB

ウイルス関連抗原等 を認識 した可能性が考 えら

れるが, EBNA陽 性 のRaji細 胞 とは反応 しな

かった点より後者の可能性は否定され よう.さ

らに抗血清No. 109 SC2はHCL患 者のEBNA陰

性 の白血病細胞 とも反応す るこ とにより,や は

りHCL抗 原に対す る反応が主体 と考 えられる.

このように免疫 と吸収に組織適合抗原の異なっ

た細胞 を用いると解釈に困難な点が生 じ得 るが,

著者の用いた同一患者由来の2つ のB細 胞株に

よる抗血清の作製方法ではそのような恐れがな

く,白 血病の免疫学的診断に役立つ であろう.

また,従 来の方法では 自己抗体等により新鮮 白

血病細胞抗原が隠され23),24),家兎 によって認識

されない可能性があ り,大 量の正常B細 胞 を吸

収に用いることが困難であ ることを考えると著

者の抗体作製方法は今 後大いに利用 されるべ き

方法 であると思われ る.

結 語

69才 の同一HCL患 者 の末梢血 よりHCL株

(ZK-H)と 正 常 リンパ芽球様細胞株(ZK-N)の

2つ のB細 胞株 を培養樹立 した.家 兎 をZK-H

細 胞で免疫 してZK-N細 胞 で吸収す るこ とによ

りHCLに 特 異的な抗HCL血 清 とし,間 接螢光

抗体法によりその反応性 を検討 した-吸 収抗血

清はHCL株3系 中3系 と反応 したが, 4系 の

non-T, non-B細 胞 株, 6系 のT細 胞株, 9系 の

B細 胞株, 2系 の骨髄系細胞株 を含む他の21系

の細胞株 とは反応 しなかった.ま た,こ の抗血

清は正常 人および白血病患者の末梢血,骨 髄細

胞に対 しては, HCL患 者5例 中5例 と反応し,
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CLL 6例 中2例 と若干反応 した以外6例 の正常

人 と26例 の他の種々のタイプの白血病患者 とは

反応 しなかった.こ れらの結果よ り,一 部のC-

LL細 胞 と交叉す るがB細 胞抗原 とは異なった

抗原 をHCL細 胞が保有することが示唆される.

この実験 で用 いた異種抗血清作成方法は組織適

合抗原に関する問題 を一応除外でき,白 血病 の

免疫学的診断に有用 であると思われ る.

稿 を終えるにあたり,御 指導,御 校閲いただいた

木村郁郎教授および三好勇夫講師に深謝いたします。
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Studies on hairy cell leukemia

Part 2. Production of hairy cell leukemia-specific antiserum

 and its reactivities

Takao HIKITA

Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. I. Kimura)

Two B-cell lines, a hairy cell leukemia (HCL) line (ZK-H) and a normal lymphoblastoid 
line (ZK-N), were established in long-term culture from Peripheral blood of the same patient 
with HCL. An anti-HCL serum was prepared by immunizing a rabbit with ZK-H cells, rendered 
HCL-specific by absorption with ZK-N cells and tested in indirect membrane immunofluores
cence. The absorbed antiserum reacted with 3 of 3 HCL lines but not with another 21 hemic 
cell lines, including 4 non-T, non-B cell lines, 6 T-cell lines, 9 B-cell lines and 2 myeloid cell 
lines. When tested against fresh normal and leukemic cells, positive reactions were observed 
in 5 of 5 HCL cases but not in 6 normal persons or in another 26 cases of various leukemias, 
except for a low percentage positive reaction in 2 of 6 cases of CLL. These results suggest 

that HCL cells possess a specific HCL-associated antigen which is shared by certain CLL cells 
but which is distinct from a B cell antigen. The method of production of hetero-antiserum 
used in the present experiment appears to obviate problems related to histocompatibility 
antigeris and would be useful for the immunodiagnosis of leukemias.


