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イヌの自血球に対するモノクローナル抗体の作出と

フローサイトメト1Jーおよび免疫組織化学による反応性の検討

学位論文内容の要旨

  モノクローナル抗体の作製技術が開発されて以来、免疫担当細胞の表面抗原を

認識する多くのモノクローナル抗体が作製され、マウスやヒトの免疫系の解析に

用いられてきた。近年、小型の実験動物以外でも、ウマ、反芻動物、ゾタなどの

大型動物の自血球に対する抗体が作製され、免疫系の解析が進められている。イ

ヌは獣医学的に重要な動物のーつであるが、その免疫系に関する基礎的な研究は

十分ではない。本研究の目的は、フローサイトメトリーおよび免疫組織化学に有

用なイヌ自血球表面抗原に対するモノクローナル抗体を作製し、イヌの免疫系の

解析を行うことである。

  2匹のBALB/cマウスにイヌの胸腺細胞とフ口イント完全アジュバ．ントからなるエ

マルジョンを皮下接種した。16週間後、イヌの末梢血から分離した白血球を静脈

内および腹腔内に投与して追加免疫を行った。4目後にマウスのJMi臓からJJ印ネtIl胞を

調製し、定法に従ってマウスミエローマ細胞株(P3Ul）と細胞融合を行ってハイ

ブリドーマを作出した。ゴロニーを形成したウェルの培養上ijliについて、フロー

サイトメトリー(FCM)による一次スクリーニングを行い、169個のハイブリドー

マ中、末梢血自血球と反応を示すものが99個認められた。主としてりンバ系糸ln胞

あるいは非リンパ系ネm胞のいずれか一方と反応する抗体を産生しているハイブリ

ド ーマ を 選択 し 、免 疫 組織 化学 に よる 二 次ス ク リーニング を行った。

  第I章で取り上げた169.1抗体は、FCMによるスクリーニングで主に非リンパ球

と反応し、免疫組織化学では胸腺の上皮性細網細胞および胖臓の莢組織で陽性反

応を示すものであった。この抗体を用いて、免疫系、神経系をはじめとした全身

の主要な臓器において抗体陽性細胞の分布を免疫組織化学により検索した。ま

た、免疫組織化学で最も強い陽性反応が得られた耳下腺からの組織抽出抗原を用

い て、 免 疫ブ ロ ッテ イ ング 法に よ る認 識 抗原 分 子量の解析 を行った。



  169.1抗体（マウスIgM)は、FCMによる解析ではりンバ球集団とは反応せず、

非リンパ球集団と反応を示した。非リンパ球集団の中で最も強く反応した細胞群

は、プラスチックシヤーレ処理によって完全に除去され、側方散乱光の強度がり

ンパ球よりやや強いことから単球であると考えられる。一方、免疫組織化学で

は、胸腺の上皮性荊1網糸IiI)K!、Jj印臓の莢組織、耳下腺の導管系などの上皮組織およ

び末梢ネl垂l経系ニューロンの細胞質に反応が認められたが、組織中の単球・マクロ

ファージ系の細胞に陽性反応は認められなかった。169.1抗体の認識分子量は48お

よび52kDaであった。

  以上の所見より、169.1抗体は限られた細J胞に含まれ、細胞形態の維持に関係し

ている抗原を認識すると考えられた。また胸腺の上皮性細網細胞が特異的に染色

される一方で、胸腺内にこの陽性細網細胞を欠く特殊な領域の存在することが分

かった。

  第H章では、FCMによるスクリーニングで主にりンパ球集団と反応し、免疫組

織化学でもりンパ球に陽性反応が認められる抗体(59.4抗体）を選択して性状解析

を進めた。胸腺、末梢血および脾臓から分離した自血球について単染色FCM解析

を行うとともに、末梢血リンパ球については59.4抗体と市販抗体（抗Thy-l、抗

CD4および抗CD8抗体）を用いた二重染色FCM解析を行った。免疫組織化学では、

胸腺および脾臓における59.4陽性キ田胞の分布を検索し、胸腺の連続切片に対して

59.4抗体、上記の市販抗体．および抗サイトケラチン抗体を用いた免疫染色を施して

比ll5cした。

  検索の結果、FCMでの59.4抗体（マウスIgGl）とりンパ球の反応性は螢光強度

の迎いによって3段階に分けることができた。胸腺のりンパ球は弱あるいは中等度

に陽性を示した。末梢血および鵬！臓のりンパ球は中等度陽性群と強陽性群に分け

られた。末梢血ルンバ球に対する二重染色FCM解析によって、CD8陽性細胞は59.4

強陽性集団に含まれること、CD4陽性細胞の半数が中等度陽性細胞に含まれること

が分かった。59.4抗体を用いた胸腺の免疫組織化学では、陽性細胞は主に胸腺髄質

に認められた。一部の陽性リンパ球は胸腺の皮髄境界付近に集塊を形成してお

り、この部位は第I章で述べた細網細胞を欠く領域と一致していた。牌臓では辺

縁 ； お￥ か ら赤 腓 髄に か けて 強陽 性 を示 す りン パ 球が 散在 していた 。

  以上の所見より、59.4抗体が認識する抗原は、胸腺内で比較的分化の進んだTリ

ンバ球で発現し始め、末梢リンパ組織内でりンバ球が成熟あるいは活性化すると

発現量がより多くなると考えられ．る。
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  免疫担当細胞の表面抗原を認識するモノクローナル抗体が多数作製され、様々な動物

の免疫系の解析に用いられているが、イヌの免疫系に関すIる基礎的な研究は十分でな

い。申請者は、フローサイトメトリー(FCM)および免疫組織化学に有用な自血球に対

す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 独 自 に 作 製 し 、 イ ヌ の 免 疫 系 の 解 析 を 行 っ た 。

  イヌの胸腺細胞をマウスに免疫して得られた169個のハイブリドーマ中、末梢血自血

球と反応するものが99個認められた。この中からりンバ球系細胞に反応するものと非リ

ンノヾ球系細胞に反応するものをーつずつ選択し、FCMと免疫組織化学による検索を行つ

た。

  第I章で取りあげた169.1抗体（マウスIgM)は、FCMによる解析では、非リンパ球集

団と反応した。最も強く反応した細胞群はプラスチックシャーレ処理によって完全に除

去され、側方散乱光の強度がりンパ球よりやや強いことから単球であると考えられた。

一方、免疫組織化学では、胸腺の上皮性細網細胞、表皮、耳下腺の導管系などの上皮組

織、および末梢神経系ニューロンの細胞質に陽性反応が認められ、細胞形態の維持に関

係している抗原を認識していると考えられたが、組織中の単球・マクロファージ系の細

胞には陽性反応は認められなかった。169.1抗体の認識抗原分子量は48およぴ52kDaで

あった。

  第皿章では、主にりンバ球集団と反応する59.4抗体（マウスIgGl）を取りあげた。

FCMによる解析で、胸腺のりンパ球は弱あるぃは中等度に陽性を示した。末梢血および

脾臓のりンパ球は中等度陽性群と強陽性群に分けられた。末梢血リンパ球に対する二重

染色FCMにより、CD8陽性細胞は59.4強陽性集団に含まれること、CD4陽性細胞の半数

が中等度に陽性を示すことが明らかになった。胸腺の免疫組織化学では、陽性細胞は主

に胸腺髄質に認められた。また、胸腺の皮髄境界付近に細網細胞を欠く特殊な領域が存

在し、この領域のりンパ球が59.4抗体に選択的に反応することが示された。脾臓では、

辺縁帯から赤脾髄にかけて強陽性を示すりンパ球が散在していた。59.4抗体が認識する

抗原は、胸腺内で比較的分化の進んだTリンパ球で発現し始め、末梢リンパ組織内でり



ンパ球が成熟あるいは活´性化すると発現量がより多くなると考えられた。
  以上のように、申請者は、イヌの白血球に対するモノクローナル抗体を作製し、
FCMと免疫組織化学に応用することにより、免疫系の解析に新知見をもたらした。よっ
て審査員一同は、岩見由生彦氏が博士（獣医学）の学位を受けるに資格を有するものと
認めた。


