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［緒論〕

　1966年、石坂らによってに発見ざれたIgE抗体が、アレルギー性疾

患の病因として重要な役割を演じていることは、　よく知られている（1，

2）。現在、これらの疾患（霊草熱、アレルギー牲鼻炎、アトピー性気管支

喘息）の治療は、減感作療法を除いて、すべてが対症療法であり、きらに

新しい免疫学的療法が必要とざれている。そのためには、IgE抗体産生

調節機構の解析が不可欠である。例えば、非免疫原性のキャリアー（D一

グルコサミンとD一リジンのポリマー）にハプテンを結合きせ、　この結合

物をマウスに投与すると、　B細胞にトレランスが誘導ざれ、抗ハプテン

抗体産生が抑制されることをKatzら（3）が報告した。　この現象は、　Ig　E

抗体のみならず、他のアイソタイプでも認められるので、　ハプテン特異

的なB細胞の不活性化に起因するものと考えられている。一方、抗原特

異的にIgE抗体産生を抑制する試みもある（4）。すなわち、多量の尿素変

性抗原をアジュバントなしでマウスに注射すると、抗原特異的サプッレ

サーT細胞を誘導することができる。しかし、すでにIgE抗体産生が持

続期に入っている場合は、　この変性抗原による抑制作用は認められない

（5）o

　近年、石坂ら（6）は、　Tリンパ球培養上清中にIgE分子に親和性のあ

る因子（lgE　b　indiRg　factors，以下IgE・一BFs）を見出し、　これらの因子

が他のクラスの免疫グロブリンの産生に影響せず、　Ig　E抗体を選択的、．

すなわちアイソタイプ特異的に調節することを報告した。同グループの

Huffら（7）は、寄生虫Nipp◎strongylus　brasiliensis感染ラットの腸

強膜リンパ節と胸腺腫細胞を細胞融合して、IgE刺激によってIgE一’BFs

を産生するハイブリドーマを作製している。

　1認抗体のFe部分に特異的に結合する1認FcレセプN一（FcεR）は、

そのIgEに対するアフィニテ4一の強ざと、抗原性の相違によって、2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　g　．．le　一1
種類に大別されている。高アフィニテ4一（勘＝10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　麗　）　Fcε憂ミ　るま、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一一　10

好塩基球や肥満細胞上に存在し、細胞膜上のIgEと抗原（アレルゲン）と

1



の作用によって、レアギン型反応a型過敏症反応）を惹起することが知
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　穿一1
られている（8）。これに対して、低アフaj　＝テi9・・一（臨＝1◎麗）翫露は、

リンパ球、単球、マクロファーージ、　好酸球ならびに血小板の細胞膜上に

存在している（9）。　その生物学的機能については、寄生虫に対する亙認

抗体依存牲の細胞障害にマクロファージや好酸球膜上の海認が関与す

ることが報告ざれている（10）。興昧あることに、IgE抗体産生能の充為

したアレルギー患者、非アレルギー性高1朗血症である木村氏病患者や

寄生虫感染症患者などにおいて、末梢血申のFcεR陽性細胞が増加する

ことが知られている（9，U，12）。　HUffら（13）は、ラットTリンパ球由

来のIgE－BFsに対するポリクローナルおよびモノクローナル抗体を作製

し、それらを用いたrosette　assayにより、IgE－BFsとリンパ早耳上の

Fe　eRに共通した抗原決定基が存在することを報告した。　これらの知見

は、IgE抗体産生の調節に、リンパ球のFcεRとIgE－BFsが関与して

いることを強く示唆している。

　一方、　この低アフィニティーFc認の構造解析についての報告は少な

く、分子量45－5◎勘のタンパク質がその主構成成分として報告きれてい

る（14～17）。しかし、高アフィニティーのFcεRと比較して、1幽分子に

対するレセプターのアフィニティーの弱さが、　この構造解析の大きな障

害となっている。そこで、このFc　ERの研究のためにはアフィニティー

の高い特異抗体が必要になってくる。

　1975年にK6hlerと樋ilsteifi（18）によって開発ざれた細胞融合法（ハ

イブリドーマ作製法）は、単一抗原決定基だけを認識する抗体、すなわち

モノクローナル抗体を容易に、かっ大量に得ることを可能にした。現在

では種々の細胞膜上の抗原やレセプター、きらには微量の生理活性物質に

対するモノクローナル抗体が作製され、それによって多くの研究や臨床診

断が行われている（19）。

　我々はFcεR陽性のヒトBリンパ様細胞株である聾剛8866細胞をマ

ウスに免疫し、その脾細胞とマウス骨髄細胞株（総一Dを細胞融合させて、

Fc　e　Rに特異的に反応する数種類のマウスモノクローナル抗体（以下hO　b

ER）を作製した（2①。
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　本研究では、第！章において、低アフィニティーFcεRに特異的かっ

高い親和性を持つモノクローナル抗体を使用して、RP剛8866細胞膜上の

FcεRの構造、およびそのN一結合型糖鎖の有無、きらにそれら成分の共

通抗原性やアミノ酸配列レベルにおける相同牲などを検討した。第2章

では、鯉凝8麗8細胞の靴認と同細胞由来のIgE－Bg？Sの関係について、

両者の航原性やア業ノ酸配列レベルでの相同性について追究した。

3



第1章

モノク霞一ナル抗体を用いたヒトBリンパ球の

　　　　IgE　Fcレセプター一の構造解析

羅



　IgE抗体は、分子量約190KDの糖タンパク質で、抗原結合部位である

Fab部分と種々の生物活性に関与するFc部分から構成されている（21）。

このIgEのFc部分に特異的に結合するレセプターが1出Fcレセプター

（以下FcεR）で、　IgEに対するそのアフィニティーや抗原性の相異によっ

て2種類に大別きれている。アフィニティーの高いレセプSt　一は好塩基球

や肥満細胞膜上に存在し、その平衡定数（Ka）が109…1Q　’“　M”tのオーダーで

あり、特異抗原とそれに対するIgE抗体との相互作用によって、細胞内

穎粒よりヒスタミン等の化学伝達物質：を細胞外に遊離し、　その結果アレ

ルギー性轟炎やアトピー性気管支喘息などのレアギン型反応（1型過敏

症反応）が惹起されることはよく知られている（8）。

　この高アフィニティーFcε綻の分子構造については、近年、　Me　tZgerら

のグループ惚）によって、　α、βおよび2っのty　一cha　inの4っのサ

ブユニットふらなるモデルが提唱された。すなわち、　α℃ha　lnはIgE

と直接結合する細胞膜上に位置し、分子量45ゆの糖タンパク質であり、

またβ一chain（32KD）およびッ℃ha　i醜（9KD）は、糖鎖を持たないタン

パク質で細胞膜内に存在し、　きらに後者は、S－S結合で2分子が結合し

た状態であることが報告きれている◎

　一方、アフィニティーの低いFcε騒は、　リンパ球（11，12，23，24）、

単球（25，26）、マクロフY一ジ（27）、好酸球（28）および血小板（29）の細胞

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ワ　一｛
膜上に存在し、その平衡定数（晦）は1◎M　のオーダーであることが報告

きれている（9）。　これらのFcεRは、1出をコ…　Fし海赤血球とのロゼッ

ト形成によって検出されているが、このFcεR陽性細胞をtrypsin処理

すると、そのロゼット形成が二二きれることから、このレセプターがタン

パク質であることが強く示唆きれている（23）。このFe　eRの分子構造の

解析は、ヒトではBり：ンパ芽球やマクロファージなどの細胞株を、また二

三動物では、ラットマクロファージやマウスBリンパ球などを対象に行わ

れているが（14，17）、これらの研究において、IgE分子のレセプターに対

するアフィニティーの弱きが、大きな障害となっている。しかし、この隈

られた条件下で、分子量45－SOKbの細胞膜上タンパク質が、ヒトやマウ

スのBリンパ球（16，17）、　およびマクロファージ（15）のFcε醗の主構成

5



分子として見出きれた。この45一一50KD分子の他にリンパ球細胞株である

欝剛8866細胞と顧L受硫細胞より、86KDと23KDの分子（14，16）が、

またヒトマクロファージ様細胞株である9937細胞から20－25SWの分子

（26）が、レセプターに関与したタンパク質として報告きれている。

　この抵アフィニティーFe　eRの生物学的機能は細胞の種類によって異

なっている。たとえばマクロファージや好酸球膜上のFe　ERは寄生虫に

対する1出依存性細胞障害性に重要な役割を示している（10，3の。また

マクロフy一ジからのskow　react沁g　substance　of　anaphy｝axis（SRS一一A）

の放出の引金として、IgE免疫複合体が関与することを示唆する報告も

ある（31，32）。一方、リンパ球膜上のド。認に関しては血申のIgE産

生レベルが高いアレルギー患者（34）、非アレルギー性高IgE血症である木

村氏病（好酸球性肉芽腫）患者（U）や寄生虫感染症患者（12）　におい

て、血申のFcε鼠陽性細胞が増加することが知られている。　また寄生

虫（Nippost◎str◎ngylus　brasi｝ie”sis）感染ラットで、リンパ庭面の

FcεR陽性細胞の割合が上昇することが報告ざれている（35）。　きらに、

加vitroでも、ラットリンパ球を1総／謡以上のIgE存在下で培養す

ると、Fe　cR陽性細胞が増加することが報告されているQ　したがって以

上の報告は、Fc認がIgE抗体産生の調節に関与することを示唆したも

のであり、実際、動物モデルにおいて1誠に親和性のある可溶性因子

（lgE結合因子）がFcεH陽性リンパ球により産生され、クラス特異的に

IgE抗体産生を調節することが石坂らによって報告きれている（6）。近年、

Sarfat　iらにより、ヒトBリンパ球培養上清中に同様なIgE結合因子が

存在し、　その因子がin》itmの系でIgE抗体産生を増強することが報

告きれている（35）。　また、我々は、Fe　eR陽性ヒトBリンパ島細胞株で

ある鯉蹴88総細胞でマウスを免疫し、　その脾細胞とマウス骨髄腫細胞

株（NS－1）とを細胞融合した。得られたハイブリドーマの培養上清中の抗体

をfl樋orescence　activated　cell　sorterを用いてIgEをコー一　Fした蛍

光ビーズと瓦町8866細胞とのロゼット形成阻害試験によりスクリーニン

、グし、Fcε蹴と特異的に反応する数種類のマウスモノクローナル抗体（以

下Mab　ERと略す）を得た（20）。

6



　　本研究では、この幽bERを用いて細胞膜上のFcε＆の構造について

i闘un◎sorb磯tや免疫沈降法を用いて解析し、きらに睦結合型応需の有

無についても検討した。次に、恥stem　blot法やgeeptide　magegeingに

よりFc認成分の抗原性やアミノ酸配列レベルでの相同性について追究

した。

［実験材料および方法］

試薬

　　以下の試薬を用いた。

carr　ier一一free　Na‘ZS　X（Amershatw　Co．，　ArliRgteR　Heights，IL），　Sepharose

CL－4B（Ph教r鵬ci盆，　UP罫》sa　la，　S響ede論）s　　Affi－Gel　lO，　　sodiu鵬　　dodecy　l

su｝fate－po　lyaerylawide　ge　l　e　lectrophores　is　（SDS－PAGE）　standard

（10eOOO－IOOsOOO　mo　l　e　wt・e　‘se，OOO””250　e　OOO　enol・　wt“）e　Coepaas　ie　b｝ue

R’“250，　Zeta－Probe　blotting　membranes，　SD＄，　aerylawide，　N，N“一

tuethyleRe一一bis－aery｝amide，　N，N，N’，N“・一　tetramaethy　lethylendiaraine

（TEusD），　Bie一一tvte　3／5，　Bio－Lyte　5／7，　horsevadish　perox　idase　（HRP）一一

co　ior　deve1◎pment試薬，　HRP結合ヒツジ抗マウスIgG（H“L）　（以上

BioewRad，　Riehmond，　CA）．　pheny｝methy　lsufonyl　fluoride　（PMSF），

benzaWide　hydmch豆◎ride，ε一＆磁no　caproicacid，　iod◎acetamide，ウ

シ血溜アルブミン，2・一megeeaptoethaat◎｝（2一甑），　tun　icamyc　in，N・一2－Hydre－

xyethy　lpigeeraz　ine－N’一”2－ethane＄u　lfonic　ae　id　（HEPES），　a－chymotryp－

sin，　（Sigma　Chewieal　Ce．，　St．　Le“is，　Me）．　3，3’一dithiobis　（sulfo一一

succ　inim　idy｝　propionate）　（DTSSP），　av　idin－Sepharose　（P　ieree　Chewa　i－

ca　l　Ce．　Reckferd，　IL），　Non　idet－P40　（NP一’40）　（Particle　Date　Labora－

tories　Ltd．，　E　lmhnrst，　IL），　N－Glyeamase　（N“一G　lyeosidase　F）（Genzyme

7



Ce．　Boston，　MA）o

培養細胞

　RPMX8866細胞（認）は、　Dr。　P．　Ra！　tf（踵餓◎rね1　s　1◎aR－KetiCege　ing

CaRcer　CeRtev　s蟹e醒◎諏，避）より．また、　RPMX8226細胞は、　Amerieak

type　t　iss聡　e二二艶　e“llect　ieee　嬢oek》i　U，勘）より供与された◎

Egeste　in”’　Barr　ウイルスによってトランスフrk　一ムきせたヒトBリンパ球

細胞株、HCは、我々の研：究室で作製したものを使用した（36）。

　以上の細胞株は、15％牛胎児血濤㈹S）、5◎μ綬観strePt◎躍。　i艶，59

1U／磁eeniei　l　in　＆含んだ鯉山64◎培養液を用いてCOa　incubator（鴨

CO濫e　37◎C）にて培養した。

　また、RPWt8866細胞のt麟ca騨d難の存在下での培養は、9蕊エタ

ノールに溶解したt膿ie綾騨e語（1麗／鵬Dを最終濃度　◎．8凝畑亙にな

るように培養液へ加え．2・1◎s細胞／W豆の細胞濃度で4講間行った。

抗体およびiuaunosegebentカラム

　ヒト1出Feレセプターに対するモノクローナル抗体（幽b鰍）は、我々

の研究室で樹立したクローンより作製した（2①。すなわち幽b照の精製

は、ハイブリドーマをマウス腹腔内で増殖きせ、その腹水より、硫安分画、

陰イオン交換クロマトグラフィー（二二愚錐無。￥Dおよびゲル濾過にて行

った　　（Table　1）◎

　ヒトIgGは、健康人血濤から、硫安分画と陰イオン交i換ク濃マトグラ

フィーにて精製した。精製した抗体の純度は、恥礁terlo躍法およびS瞼

PAGEにて検定した。
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Table　1　Monoc｝omal　antibodies　to　Fc　G　R

Clo駐e　nu灘ber Isotype　L　ight　eha　in

208．25　it　4．3　／　79　（3　／　79）

208．25　A4．2／64　（　64　）

2《》8．25　　轟　魂櫓3　／1＄5　（　135　　）

207e25　A4e4／30　（　30　）

2e7　e　25　’ `　4e4　／　45　（　45　）

208e25　B　2　e　5　／　X4　（　i4　）

208．25　A　4．2　／　’i79　（2　／　79）

IgGl

igGi

亙gGl

IgGl

IgG2b

IgGi

IgGl

La曲d＆

La曲da

K即pa

Kappa

K即幽

Kappa

Lambda

　ヒトXgE（罵）は、石坂公成博士（Jo㎞S恥諏i聡U輔versity，　be　k　i一一

灘◎re，圃）より供与された。

　抗体のビオチン化は、◎．5Mbicageb◎Rate　buffer（囲8．4）で透析し

た抗体（1購竃）に60雌の娩◎ti獅聾醇dr◎躍s臆cci輔謡d2　ester⑱一醤HS）

を室温で4時間反応きせ、　未反応のB－NHSはDU五beceo’s　pk◎sgehate

buffered　sa　l　ine（PBS）に透析して除去した。

　i囎腿蝕◎s◎r純眈カラムは、　IgEまたは幽わERを4略㎎／泌（paeked

齢Dの濃度に調製し、BrCNで活牲化したSepharose　Cレ43に結合きせ

作製した。またAffi－Gel　IOの場合も同じ濃度で作製した。

細胞表面の放射性ヨウ素標識と膜タンパク質の可溶化

　細胞表面の膜タンパク質の標識に際しては、設四18866細胞（2－3×10ny

細胞）を◎。5paC　iのcarriege－free‘aglを、　lactoperox　idase法（37）を

用いて標識し、氷冷したPBSで洗浄した。

この標識細胞を、　lysisわufferで可溶化し、非可溶化性物質：を、4。C，

1◎，◎◎◎Xg，30分閥の遠心操作で除去した。なお、1ysis　bufferは、◎．5

9



駕　飛P－4Q，　1　繊樋　P擁SF，　1◎血擁　be聡z翁醗ide　hydr◎ch　1◎ge　i　de，　　5◎　酬　　ε㎝a憩i農o

caproic　acidおよび20幽iodoacet◎癒（絶を含むように調製したPBS

である◎

免疫沈降法、電気泳動、およびautorad　iography

　免疫沈降反応は、基礎的検討（結果Fig。2，3参照）の結果より、8◎

μ1のヨウ素標識細胞可溶化上清に2縄のモノクロ・’一ナル抗体を加え、

4。Cで30分間のインキュベートした後、3◎μgのアフィニティー精製し

たウサギ抗マウス1凶（ッ鎖特異性）抗体を加え、一晩反応させた。生

成した抗原抗体複合体は、　還心（10，◎◎Oxg）により沈澱させ、　wa＄h

bぱ琵r（◎。鵬瀞遺O，，0。（瀦認AP　1幽沿幡Fを含んだP薦）で洗浄後、

Lae闘1i（38）のso磁鞭d（戴ecy蓋鎌1撫船や◎1灘。瑠ぬ磁d㊨齢1　e　1醗蜘。一

画◎res　is　（以下SD＄・・一PAGE）のs錨緩s　haffer（2一囲の存在下または非

存在下）を加え、加熱処理し、SDS－PAGEを行った。

　すなわち、10％または1鵬のs1麟ge1（厚き1．5醐）を使用した。

泳動後、gelを◎丁丁（W／V）COO憩ss沁brilXiaget　b1聡阿鍋◎で染色

し、　過剰の色素を脱色後、減圧下で加熱乾燥した。aut　ewkd　i◎ge　ap　hyは

lighteit　ing／iittes　ifying　sepeeRを用いて一7◎◎CでXAR・一5　X・・rny　f　H醗

（Eastman　Kodak，　R◎ckester，W）を感光きせて行った。

Imaunosorbentによる実験

　200μ1の放射性ヨウ素標識可溶化上野に、3◎μ1のiPtmunosorbent

を加え、4◎Cで一晩インキュベートした。反応後、imaunosorbentを　wash

buffer（O。0瀦BSA，0。醜NP・一40　s　1醒躍SFを含むPBS）で洗浄し、　L麗關1　i

のSDS－PAGEのsa即1e　buffer（跳SDSを含む0．0625　M　Tris－C｝，　pH

6。8）を加え、100◎Cで2分間加熱処理して結合した成分を溶出し、SDS－

PAGEを行った◎

　阻害剤を用いた実験系では、IgE，幽b　ER，または、コントロール幽b
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を含んだPBSと、標識細胞可溶化上清を4。　Cで1時間インキュベートし

た後、imreunosorbentを加え、同様に行った。

化学的架橋剤を用いたFcεRの検討

　　izec　1で標識した獄P剛8866細胞を0。嬬のHEPESを含む　Hank　’s

balanced　saltsolesti◎n（以下HBSSと略す）で2回洗浄し、種々のビオ

チン化した抗体を含む15◎μ1のHBSSに浮遊きせ、4◎Cで90分間インキ

ュベートした。　きらに、　この細胞を1翻の3．3’・・dithiobis（s峨fo－

suec　in　iwidyl　proPtoftate）（DTSSP）を含むHBSSに再浮遊きせ、氷申で

30分間反応させてレセプターとリガンドを化学的に架橋きせた（39）。反応

後、10％FCSを含む聡SSおよび聡SSで洗浄後、3◎◎sc　｝の1ysis　b捷

fferで可溶化し、　この遠心上滴をav　idin・・Sephkroseとインキはベート

して、　ビオチン化した抗体と反応したタンパク質を吸着き楚た。　この

av　id　in　“一Sepharoseに結合したタンパク質を醜2一甑を含むsa即le　bUffer

で溶出させ、SDS－PAaEで検討した。

　晦bERの結合阻害を検討した実験系では、標識細胞を種々の非ビオチ

ン化抗体とインキュベートし、上記の条件でD聡SPを用いて化学的に架

橋させた。洗浄後、ビオチン化したMab　ERと反応させ、上記と同様に

avidi稔一Se凶arGseを加え、結合したタンパク質をS薦一P引目で検討した。

2次元電気泳動法

　2次元電気泳動は、O’FaPtre　lの方法（40）に準じて行った。すなわち、

1次元目の等電点電気泳動は、2駕瀞一40，8。5M尿素，1％bio・一lyte　3／5，

1％bio－lyte　5／7を含んだ4％ポリアクリルアマイドゲル（2。5　x　125　mata）

を使用し、2次元目は還元下で、SDS－P隙E（10％sl　ab　geDを用いて行っ

た◎
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Western　blot法

　可溶化した非標識細胞（腔剛88騰，RPWt8226，　HC）の遠心上清をSDS－

PAGEを用いて2一蝿の非存在下で泳動し、　このslab　ge玉上に展開した

タンパク質を電気的に、Zeta－pgeobe膜に転移きせた（定電圧7◎》，，2。5時

間）◎　きらに、このあね一騨⑪娩膜を1幌F〔慧および軌嬬懸麟を含む

Tris　bUffeped　s認沁e（20麟丁越s－C蓋，5◎◎磁NaC11，諏7。5，以下

TBSと酪す）とインキはベートして非特異結合部位をブロックした。次にモ

ノクローナル抗体（沁一15ge・g／認）と罵8艶を含むTBSと5時問反応さ

せ、洗浄後、　きらにh◎rsevad豊skgeeroxX（訟se結合ヒヅジ抗マウス亙gG

と一晩反応させた。抗体と反応したタンパク質は、k◎rseradish　peroxi－

daseの発色基質であるを。湿◎ro－ha曲th◎1を反応きせて可視的に検出

した◎

聾GIyc雛ase処理による糖鎖の検討

　放射牲ヨウ素で標識したRPM　X8966細胞の可溶化上濤を、臨b隙を結

合したAffi一・Gelと一晩インキュベートし、繍sh　b騒fferで洗浄後、　カラ

ムに結合したタンパク質を、0．脇SDSおよび◎護M紐麗を加えて3分

問加熱処理して、溶出ざせた。この溶出液に、凶◎s画就abuf　fer（魂8。6，

最終濃度，0。2臨以下同様）、EDTA（50醐），NP　一4Q（1．25％）およびN－

Glycanase（10　un　its／韻）を加えて、3◎◎Cで一晩酵素処理した（41，42）。

pept　ide　wapp　ing

　R躍18866細胞を放射性ヨウ素で細胞表面標識し、　1ysis　bUfferで可

溶化した遠心上清に幽bERの蓋灘囎◎s騨be就を加え、一晩インキュベー

トした。　豆maaSPt◎soubentを洗浄後、最初O、5％NP嘘◎を含んだ　◎。2M

glyeine－HCI，囲2。3で溶出し、溶出液を直ちに2MTrisで中和し、

O。瀦瀞一40を含んだ聡Sで透析した◎　さらに、このi醐囎◎s◎由e醜を
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　f

捻



O．魏NP一　40を含んだ3，5　M鴎C琳で溶出し、同様に透析した。溶出した

これらの画分を、濃縮後SDS　一・PA£IEで泳動した。泳動後、このslab　ge　1

を横に4mu・m幅に切断し、それぞれの放射能活性を測定して35　KD，45ゆ，

および65一・95KD（85KD付近）に対応する切片について、　Cleve　landの方

法（43）に従って鈴鱒鹿脚縄㎎を行った。すなわち、この切片を＆cg・w

XIibPtation　besffegeで平衡化した後、　SDS－PA偲（15駕）のsample　we　Mに

セットし、その上に50μ1のα一ch踊otr即s語溶液（2，2◎および2◎0

μ毯／副）を璽回して泳動した◎
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［結　果　］

IgEおよびMab　ERと結合するRP田8866細胞膜上成分の検討

　1匙㍉で標識したRPMI8866細胞を、種々のプロテアゼ阻害剤の存在下で、

非イオン型界面活性剤（Nonidet　P－4◎）により可溶化し、　その遠心上濤

にIgE一一Sepharoseを加えて、インキxベートした。　また、結合特異性の

検討には、種々の可溶性免疫グロブリン［IgE（6◎0μgん9，勘b　ER

（500μg／ml），　コントロールMab（5◎O　ec、g／m1，この勘bは臨b　ERと

同じサブクラス）］を可溶化上清と反応きせた後、ieWURosorbeRtを加え

た。このimaunosorbentに結合した成分をSDS－PAGEのsamp　le　buffer

で加熱溶出し、非還元下のSDS－PAGEで検討した。　Mab隙一Sepharoseに吸

着した分画には、ltUtorad　iographyで65－95Kl），43緬，および31恥のバ

ンドが検出きれた（Fig．　IE）、きらに、可溶牲幽bERにより完全に阻害

され（の、IgEでは部分的に阻害された（F）。　しかし、　コントロール幽b

では、影響が認められなかった（H）。

　一方、1g猛一Se曲鍵◎seに吸着した分画には、43　KDのバンドが検出され

（A）、また一部門実験では、65・・95KDのバンドが見られた。この43ゆ成

分は、IgE（B）およびMab　ER（C）によって、　IgE－Sephar◎seへの結合が

完全に阻害されたが、コントロールの晦bでは変化が見られなかった（D）。

次に、　免疫沈降法によりMab　ERで沈降する抗原を検出するために、ま

ず抗体量に関する基礎的検討を行った。非標識幽bERに微量のxas　1標

識Mab　ERを加え、これと種々の量のアフィニティー精製したウサギ抗マ

ウスIgG抗体（第2抗体）をインキュベートした後、　遠心沈渣の放射能

活性を測定した。Fig。2に示すように、20－32μgの第2抗体（ウサギ

抗マウスIgG抗体）が、2μgのMab　ERを沈澱きせるための最適量で

あった◎

　ざらに、抗原（標識細胞可溶化上清中のFcεR）と第1抗原（幽b　ER）の

最適比を求めるために、　一定量（80μDの標識細胞可溶化上清に、種々

の量の第1および第2抗体を反応きせ、免疫沈降きせた（Fig。3）。この
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結果より、80μ1の可溶化上清中の抗原（FcεR）を沈澱ざせるには、約

2μg以上のMab　ERが必要であった。これらの結果より、以下の実験

では、第1抗体として2μgのMab　ERを第2抗体として30μgの

ウサギ抗マウスIgG抗体をそれぞれ用いて、免疫沈降法を行った。

　幽bERが認識するRPMI8866細胞上の成分を、上記の方法で沈澱きせ、

2－MEの非存在下および存在下でSDS－PAGEを行ったところ、非還元下で

は、Hab　ERのimmunosorbentを用いた実験結果と同様に、65－9駅D，43KD，

31ゆのバンドが検出きれた（Fig．4A）。　また、還元下でも、ほぼ同様の

SZ．5X－

6fi．2x切

45・aK鰯　“

3転奪K騨

21．．5－k一

。磯 X

A　S・　C　e　E　F　G　N

Figure　1．

　intoradiogr’aph　of　the　10X　Sos－PME　（under　nonreduc　ing　condi－

tions）　of　material　from　radiolabeled　cell　lysate　of　RPMI　8866

ce　l　l　s　bound　to　lgE－Sepharose　（A　to　D）　and　to　Mab　ER－Sepharose　（E

to　H），　in　the　absence　of　inhibitors　（A　and　E）　or　in　the　presence

of　lgE　（B　and　F），　leb　ER　（C　and　G）　or　unrelated　kab　（D　and　H）．
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パターーンが観察された。　しかし、31KDと43KDのバンドは、それぞれ37

KD，45ゆにシフトした（B）。　きらに、この還元剤による分子量の変動を

検討した。すなわち、FcεRの免疫沈降複合体を非還元下のSDS－PA翻

で泳動し、このSlub　gelを4闘の幅の切片に切断した後、それぞれの

（
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Figure　2．

　　　Titr融tioit　of　rabbit　anti叩獄ouse　I琶G　for　the　i凱醗u織opr¢eipitation

of　Mab　ER．　Radioiod　inated’Mab　ER　（2　ss　g）　were　incubated　with

different　atuouRts　of　aff　inity　pur　ified　rabb　it　ant　i－mouse　IgG

aRtibody　for　30　min’at　room　temperature．　After　wash　ing　the　pre一一

cipitate，　the　radioaet　ivity　was　mesured　by　a　gapama－countor．

16



放射能活性を測定した。　この分子量31M）および43KDに対応する切片

を、還元下のS薦一PA偲で再び泳動した。　この結果、31KDと43⑳成分

がそれぞれ37Kひと45紐にシフトすることが確認きれた◎

　　臨わ駅一Se曲鍵◎seに結合した抗体を、　SDSやA肥のsa囎1¢bUfferの

代りに、gXye　ine一一HCI　bUffem（pH　2．3）を用いて溶出したところ、37KD

（
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U
x
）
乏
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O
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．
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40

2O

o 1　　　　　　　　2　　　　　　　　3

　A鐸10uat　of継。貸．αb　FceR（｝温q）

4

Figure　3．

　　1囎腿豹opreci蕃》置t融tio熟　　◎f　　Fcε澱　　i盤　　RP越1　8866　　ceIl　　lys融tg　by

different　amo“Rt＄　of　hob　ER．　Eighty　gs　l　ef　rad　iolkbe　led　RPwt

8866　《3穆　il　　ly＄＆te　　響as　su茎》躍》Xe翻ξ搬t愈d　響ith　different　a鵬◎“敵ts　◎f　麗aわ

露R。　　　Aぞ幽閑　3◎　澱in　i訟。繍b繍tiO聡診　the　澱ixtgre　響as　郵》r｛≧c置璽》it繍ted　響竃t薮

総bbit艘蓋置一蹴◎use　l罵G繍ntibody。
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と45KDの成分のみが溶出ざれた（Fig．5B）。続いて3．5　M　KsCNで溶出

すると、65－95KD成分が検出された（A）。　この結果は、65－95ゆ成分が

37KDと45KD成分より、Mab　ERに強いアフィニティーを持つか、あるい

はSepharoseに吸着されやすい物質である可能性を示唆している。

2ge．cx一

菊湘齢6
．．醐．

31，・GK一

2毫。§K飼

A 巳

Figure　4．

　Autoradiograph　of　the　10％　SDS－PAGE　analysis’of　itagtunoprecipi’一

tate　formed　vith　radiolabeled　cell　lysate　of　RPMI　8866　cells　and

kab　ER　under　reducing　（A）　or　non一一reducing　conditions　（B）．　．
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Figure　5．

　　Autoradiograph’of　10X　SDS－PAGE　（under　reducing　cqnditions）　of

affinity　purified　Fc　e　R　froN　RPMI　8866　cells．　Lane　B　shows　the

material　eluted　from　hab　ER　immunosorbent　by　means　of　O．2　M

glycine－HCI，　pH　2．3．　Lane　A　shows　the　material　subsequently

eluted　from　the　same　immunosorbent　by　beans　of　3．5　M　KSCN．

化学架橋剤DTSSPを用いたFcεRの構造の検討

　　リガンド（lgE）と可溶化していない標識細胞上のレセプターを両側反応

性の化学架橋剤（DTSSP）を用いて化学結合させ、　FcεRを単離し、その

構造を検討した。
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　　放射性ヨウ素（t2SI）で標識したRPMI8866細胞を、ビオチン化IgG（以

下B－lgG），　B－Mab　ER，またはH郎Sと40Cで90分間インキュベートし、

遠心後、その細胞沈渣に1mMのDTSSPを加え、氷冷下で30分間反応ざ

せた。洗浄後、この細胞を可溶化し、その遠心上清にavidin－Sepharose
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Figure　6．

　　　Autoradiograph　of　the　10X　SDS－PAGE　（under　reducing　conditions）

of　reduced　material　adsorbed　to　avidin－Sepharose　from　RPMI　8866

cells　to　which　B－lgE　（C），　B－lgG　（D），　were　cross－linked　prior　to

solubilization．　Lane　（A）　shows　control　cells　ancl　（B）　control

cells　treated　by　the　cross－linking　reagent　（omSSP）　without　l　igand．

（E　and　F）　were　obtained　by　reacting　the　cells　with　B－Mab　ER　v・ith－

out　（E）　or　with　（F）　cross－linking，　in　（G　and　1），　the　binding　of’

B－kab　ER　vas　lnhibited　by　unconjugated　hab　ER，　in　（H　and　J），　the

binding　of　B－Mab　ER　was　not　disturbed　by　uneonjugated　unrelated

kab．　The　　btnding　of　B“lab　ER　to　intact　cells　was　inhibited　by

solub｝e　lgE　（K　and　M）　but　not　by　lgG　（L　and　N）．
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を加え、　さらに、ビオチン化した免疫グロブリンとそれに結合した成分

との複合体を吸着きせ、2一甑の存在下でSDS一・PAGEを行った。

　Fig。6に示すように、　D聡SPでB－lgEと結合したタンパク質（C）は

B一壷b駅と結合したものと同じ泳動パターンを示し、その分子量は65－

95即，45ゆおよび　37KDであった。　EはB－Mab　ERをD’rSSPの非存在

下で反応させたもので、上記のFと同じパターンを示した。一方、B－IgG

では、薄い45KDのバンドが検出されたが、　これはコントロールのHBSS

（A，B）と同程度な非特異的なもので、　IgGに特異的に結合するタンパク

質は検出されなかった。さらに、レセプターへのB・一　hOb　ERの結合が、こ

れら免疫グロブリンによってどの程度阻害さ』れるかを検討した。すなわ

ち、細胞表面を放射性ヨウ素標識した細胞を、ビオチン化していない免

疫グロブリン（lgE，　IgG，幽b　ER，またはコントロールぬb）とインキュ

ベートし、遠心後Dl］sSPで架橋させ、　きらにB－Mab　ERと反応きせた。

B覗ab　ERと結合したレセプターは、上記と同様にSDS－PA囎で検討した。

この結果、化学的に架橋させたIgEは、　B噸ab　ERのレセプターへの結合

をその濃度に比例して（K：IgE　15μg調：75　Pt・g）阻害したが、同じ濃

度のIgGでは影響が見られなかった（L，　N）。一方、5μgの地b駅はレ

セプタ・・一への結合を完全に阻害したが、コントロールMabでは影響が認め

られなかった◎

2次元電気泳動

　甑bERが認識するRPMI8866細胞上のFcεHを0’Farre　1の2次元

電気泳動で検討した。すなわち、1次元目にアンホラインを用いて等電

点電気泳動を行い、　2次元目にSDS－PAGEを行った。その結果、　F　i蓼。7

に示す様に、’65－95ゆ分子の等電点は譲z9．2－4．4で酸性のタンパク質

であった。また、45即および37KD分子のplは5。1一・5．2であった。
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Figure　7．
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　Two－dimensional　gel　analysis　of　Fc　e　R．　lsoelectric　focusing

folloved　by　SDS－PAGE　analysis　of　the　binding　material　to　kab　ER

fro皿　solubilzed　RPMI　8866　cells．

Western　blot法による．抗原性の検討

　FcεRの構成成分として検出された3種類のバンドの抗原性を、恥st－

ern　blot法によって検討した。・非標識細胞可溶化上清のSDS－PAGEを行

い、展開したタンパク質をZeta－Probe膜に電気的に転移ざせ、その膜

上のタンパク質とMab　ERをインキュベートし、　MabERと反応したバンド

を酵素反応を利用して検出した。

　Fig．8は、　RPMI8866細胞（A，　B）およびFcεR陰性細胞であるRPMI
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8226（C，D）の可溶化上清を非還元下で泳動後、　Mab　ER（A，　C）および

コントロールMab（B，　D）を反応ざせた成績であり、RPMI8866細胞に幽b

ERを反応させたAの場合にのみ65－95ゆと43KDのバンドが検出され

た。

s2．．5嵐需．．．

、氏，，籍

45．OK静．

　　　”

31．OK一・

．烈．導．慧K働．

．A　B　　a　・s・

Figure　8．

　　Western　blot　analysis　of　the　ant　igens　binding　to　Mab　ER　135．

（A　and　B）　correspond　to　RPMI8866　cells　and　（C　and　D）　to　RPMI8226

cells；　（A　and　C）　were　obtained　with　Mab　ER　135　and　（B　and　D）　with

unrelated　Mab．
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　Fig．9は、　RPMI8866細胞、　RPMI8226細胞およびEpstein－Barrウイ

ルスで形質転換ざせたヒトBリンパ球株（HC）の可溶化上清に、別の2

種類のMab　ER（A～C；64，　D・・F；4．2／79）で反応させた成績である。RPMI

8866細胞（A，D）とHC（B，　E）には、同じ2種類のバンド（65－95囮，43KD）

が認められたが、RPMI8226細胞では、検出ざれなかった。きらに、　RPMI

8866細胞を用いて他の6種類のMab　ERで検討した結果、上記と同様2

種類のバンドのみが認められたが、31Mのバンドは検出きれなかった。
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Figure　9．

　Western　blot　analysis　of　the　antigens　from　RPMI　8866　cells　（A

and　D）　and　HC　cells　（B　and　E）　reacting　with　kab　ER　64　and　hab　ER

4．2／79　（C　and　F）　correspond　to　RPMI　8226　cells．
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　実際、31ゆのバンドがZeta一・Pgeobe膜に転写きれているかどうかを確

認するために、KP瞼8866細胞の嘘1標識可溶化上清からimwwnosocrbent

によりアフィニティー精製したFcε紀を用いて、同様に恥stem　blot法

を行った。その結果、そのa“toradiogra諏yよりFcε獄の3成分が転

写されていることが確認きれた。

N一・Glycanftseおよびtun　ica理cinによる聾結合型糖鎖の検討

　FcεRのN一結合型糖鎖を検討するために、　N－G　lycamaseによる酵素

処理を行った。すなわち、標識したRP畷8866細胞の可溶化上清から

im幽unos◎rbe醜を用いてFcεRを精製し、　これを陣G　lye錨aseで処理

して聾結合型の糖鎖の除去を試みた。その結果、3成分申45ゆのバン

ドが43KDにシフトした。しかし、他の65－95ゆおよび37KD成分には

分子量の大きな変動が認められなかった（Fig。10）。

次に、聾結合型糖鎖の合成阻害剤であるt囎ica騨。　l熟で細胞を処理して、

そのFc露を検討した。すなわち、　RPMI8866細胞をtUR　Xcnecyc　in存在

下で48時間培養した後、IZS　Xで細胞表面を標識し、　可溶化した上清中
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のFcεRを免疫沈降法で沈澱きせSDS・・PAGE（還元下）で解析した。そ

の結果（Fig．11）、未処理のRPMI　8866細胞（B）と比較して、　tunica一

回ycin処理した細胞（C）では43mのバンドおよび薄い37KDのバンド

が検出され、65－95KDのバンドは検出されなかった。　また、薄い45KD

のバンドが検出されたが、同様なバンドがコントロールMabで免疫沈降

させたものΦ）でも観察きれた。

20e．eK一
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Figure　10．

N－Glycanase　treatment　of　affinity　purified　Fc　E　R．

　SDS－PAGE　（10X）　analysis　of　affinity　purified　Fc　eR　（A）　from

surface　labeled　RPMI　8866　cells，　and　those　treated　with　N－

Glycanase　（B）．
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Figure　11．

SDS－PAGE　analysis　of　Fc　e　R　from　tunicamycin　treated　RPMI8866

cells．

　　Immunoprecipitation　of　radioiodinated　and　solubilized　RPMI8866

cells　treated　（Lanes　C　and　D）　or　untreated　（Lanes　A　and　B）　vith

tunicamycin；　Lanes　A　and　D：　immunoprecipitation　by　unrelated　Mab

；　Lanes　B　and　C　：　precipitation　by　kab　ER．

Peptide　ロ旧pping

　　Mab　ERで確認ざれた3種類の成分（65－95XU，45ゆ，37KD）のアミノ酸

配列の相同性を検討するために、α一chymotrypsinを用いてpeptide皿a－

ppingを行った。　Fig．12のA，　B，　Cは、無処理の65－95KD，45KD，37
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Figure　12．

PePtide　皿aPPing　of　the　3　co皿Ponents　of　FcεR

　　　The　3　eo皿Pone．nts　of　FcεR　were　first　isolated　by　fractionation

on　SDS－PAGE　；　Lanes　A　to　C　show　the　purified　components．　These

were　indi’vidually　digested　with　oc－chymotrypsin　and　the　peptides

were　analyzed　on　a　15X　SDS－PAGE　under　reducing　condition．　Lanes

D　to　F　correspond　to　h　igh　mol．　wt．　components　treated　vith　2　u　g

／ml　（Lane　D），　20　u　g／ml　（Lane　E）　and　200　ug／ml　（Lane　F）　of　a’

chytaotryps　in　；　Lanes　G　to　1　correspond　to　the　45　KD　component

treated　with　2　μ9／皿1　（Lane　G），20　μ9／皿1　（Lane　G）and　200　μ9／皿1

（Lane　1）　；　Lanes　J　to　L　correspond　to　the　37　KD　eomponent　treated

with　2　u　g／ml　（Lane　J），　20　ug／ml　（Lane　H）　and　200”g／ml　（Lane

L）．

28



KDであり、また陸闘は2μ罵／m｝（E，　H，　K），20μg／醗1（F，1，　L）およ

び20◎St・g／副（G，」，　M）のα一ch瓢otr即s　inを用いて65－95KD（E～G），

45ゆ価J），および37KD（K～M）の成分をSDS・一PAGEで泳動中に酵素処

理をしたものである。　これら3成分のpept　ide拠a痢㎎のパターンは、

極めて類：似していた◎
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［考　察　］

　本研究に用いたヒトBリンパ球上のFe　eRに対するモノクローナル抗

体の作製方法および性状については、すでに我々のグループより報告きれ

ているが、　この幽bERの特異性に関しては、下記の3点によって証明

した（20）。

　①このPtab　ERおよびそのF（認）k　fwagmefttが、数種類のFc・g　R

陽性細胞株への1認の結合を随害する。（IDこの晦b　ERはFceR陽

性細胞に結合するが、　醗認陰性細胞には結合しない。ざらに、その結

合が1幽抗体によってのみ阻害きれ、他のクラスの免疫グロブリンでは

影響きれない。　（HDこあ鍼ぬREはFc　rwレセプ舜一陽性細胞への1齢

の結合には影響を与えない。ざらに、この幽bERが認識するFc露三

牲細胞膜上の抗原と、1出に結合する成分が同一物質であることにより、

この幽b駅が1甑Fcレセプターを認識していることを証明した。実際、

Fc　e　R陽性：細胞株であるRPWt8866細胞を細胞標識後可溶化し、　その上

清申のMab　ERと結合する＆rンパク質を　幽b　ER－imaUkes◎蜘e就で吸収

してSDS－PA囎で検討すると、65・一95KD，45紐，37KDの3種類の成分が

検出きれた。また、この勘bERによる免疫沈降法でも、同一の結果が

得られた。一方、IgEを用いた場合、すなわち、標識細胞の可溶化上濤

をIgE－imaURosogebentで吸収し、同様に検討したところ、主として45

KDバンドが観察きれ、しばしぼ65－9騒Dバンドが、そして一部の実験に

おいてのみ3照Dバンドが検出された◎この1出づ圃懸OS◎pbentを用い

た結果は、S睡e齢夏娩r慰ら（14）や、　C◎醜餓dら（44）の報告とほぼ一致した。

これらMab　ERと1幽のi醐u酸os◎爵e醜の実験結果を比較すると、前

者では非常によい再現牲が得られた。　また、同量の標識細胞可溶化上清

を同容量のこれらのiwwasn◎s◎rbenSで吸収した場合、1齪に結合した放

射活性は、晦わ駅のそれと比較し極く軽度であった◎　これらの結果は、

IgEレセプターに対する亙甑分子のアフィニティーの弱ざによってよく説

明できる。さbらに、これらのi　tW　im　os　ew　be　ntからの溶出した成分をSDS一
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PAGEで泳動後、そのautoradiographyのバンドをgel　scannerで測定

したところ、IgEおよび晦b駅に結合した各バンド（65　一95KD，45KD）の

濃度の比は、類似していた（未発表）。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ワ　蝉l
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M）レセプターの構造を解析　このようなアフィニティーの低い（㎏＝10

する場合、レセプターとリガンドを人工的に共有結合を介して架橋するこ

とにより、分析する方法がある。この目的のために、光反応性のリガン

ドによる方法（45）と、化学架橋剤による方法（46）が開発ざれた。前者は、

リガンドの一部に光によって活性化される反応基を導入し、　光反応によ

．って近傍のタンパク質との問に共有結合を作らせる方法であり、反応基

の導入が面倒である半面、特異的な反応が認められる利点がある。一方、

後者は両側反応性試薬であり、片側がレセプター、また、もう一方がリガ

ンドの遊離アミノ基と反応して、両者間に共有性結合を作る方法である。

本研究に用いたD鷲SP（濁）はさ』らに分子の中心にS－S結合をもつので、

架橋反応後、還元剤（2一・ME）の作用で容易にレセプターとリガンドを分離す

ることができる特徴を持っている。実際、勘b駅と同じ3種のバンドが

この試薬を用いることによってIgEと結合していることが明らかだなつ

・た。また、幅広い65・一95KDの成分が、8．5　Mの尿素および驕2一一me処

理でも、その分子量が変動しないことから、この分子が45KDの凝集物

や、ダイマーでないことを示している。

　糖タンパク質のN一結合型糖鎖の合成阻害剤であるtunicaslycin（47）で

処理したRPM　18866細胞を用いた実験より、45KDおよび65一一95Mのバン

ドがN一結合型の二二を持つタンパク質であることが示された。　しかし、

N－Glycanase処理では、45KDの成分のみが43KDにシフトし、65－95KD

成分には大きな変動は認められなかった。この実験結果は、N・一G　lycanase、

すなわちgeeptide・・asgengety　lglye◎sy　la面ine　agliinohydro｝aseの基質特異

性のために65－95mバンドに作用しないか、またはこの成分が糖を介し

てリン脂質などの他の物質が結合しているために、　この酵素作用を受け

にくいことを示唆しているが、　この問題点についてはさらに検討が必要

である◎

　0’Farre1の2次元電気泳動法を用いて、　Mab　ERの認識するFcεRの
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3成分を泳動したところ、65・一95KD成分は、諏4。紐4。4で酸性の等電点

を示した。一方、二三と誹ゆの成分は、譲5．1－5．2であった。近年、

Conradら（16）により、　この45KDの等電点はIgEをリガンドとして精

製ざれたレセプター（z96KD）の等電点（Pt　4。5－5。O）に近い値であること

が不された。

　さらに、これらのFe　£Rの3成分の共通抗原性を恥stem　bIot法によ

り検討した。その結果、興味あることに、65　・一95KDと45　KDのバンドにの

み8種類のMab　ERが反応した。　これは、この2っの構成成分が共通抗

原基を持ち、少なくとも、1っ以上の共通したペプタイドを持つことを

示している。また、2一囲存在下のSDS－PAGEでは、いずれのバンドも検

出きれなかった。これは、この抗原決定基が、分子内S　一一S結合によって

形成きれる立体構造部位、　またはそれに非常に近い部位にあることを示

唆している。また、37KDの成分は、　igestern　blot法で検出きれなかっ

たが、　実際にその分子がZeta－Pmbe膜に転移ざれているか否かを放射

性標識したFcεRを用いて検討したところ、麗t◎rad　i◎graphyによりそ

の転移が確認きれた。しかしながら、この37KD成分上の晦b駅によっ

て認識きれる抗原決定基の有無については、その抗原量や酵素反応による

検出法の感度などに限界があるので、さらに検討が必要である。

　これらのMab　ERが認識した3種類のバンドのアミノ酸配列レベルで

の相同性をCt　一chymotryPS　inによる　geegetide　waapp　ingによって検討し

たところ、　これら3種類のバンドは幾つかの共通したペプタイドで構成

されていた。　特に、45KDと37KD成分には多くの共通したペプタイド

が認められた。また、pr◎tegse》8による斡爵tide　Ptapgeift9でも、多数

の共通したポリペプタイドが確認さ一れた（未発表）。Peters◎RとCgRrad

鰹）は、鯉躍88§6細胞よの1二二リガンドとしたimaaseeosoge　be就を用

いて、83緬，46恥，譲5幽および三三の分子を検出している。　きらに、

SDS一・PAGEで分画した輪鵬と83紐の成分を、　それぞれt躍齢鑛で分

解し、HPLC逆相クロマトグラフィーで分画した。　その結果、その溶出パ

ターンが類似していたので、この2っの成分が同一のペプタイドから構成

されていることを報告した。　　これは、本研究のα一磁躍。加搬s訟の

鎗



peρtide　waρgeing　および鹿stem　bl◎t法の結果とよく一致している。

　近年、末村らは、我々と同様にRPMI8866細胞をマウスに免疫し、　FcεR

に特異的の3種類のモノクロ　一一ナル抗体を作製し、　同細胞膜上のFe　sR

をこのモノクローナル抗体を使用して検討したところ、60－90跡のスメヤー

バンド、鶴恥および£5－3眺Dの成分を検出し報告している（11，47）。

また、淀井らのグループは翫認陽性細胞株鯉田1788細胞を用いて同

様にマウスモノクローナル抗体を作製し、　このモノクローナル抗体（搬Q7）

が認識する抗原（Fc　eR）として45ゆの分子を見出した（48）。これら2

っのグループの報告は、本研究の結果とよく一一・twしている。きらに、我々

のグループのLudienらは、　RPM8866細胞からFcε疑をコードしたeDNA

をクローニングし、その野晒子を。姫nese熱融鵬ter　ovamy（C（罵）細胞に導

入きせ、1誠と結合能力のあるFc認の発現ざせることに成功した（5◎）。

このcDNAの全塩基配列より、　Fcε獄は321掴のアミノ酸で構成きれ

（分子量38281D）、聾結合型糖鎖va　一一っ持つ膜タンパク質であることが

示された。また、このFe　£Rは通常の膜タンパク質と異なり、N末端を

細胞質内、C末端を細胞外に表現していた。一般に、アセチルコリンレ

セプター（騒），イ：ンスリンレセプター（52），野比璽リポタンパク質レセプ

ター（53）などの多くのレセプec　一はN末端を細胞外、　C末端を細胞内に表

現している。　これに対して、このFc露は反対のオリエンテptシ漫ン、

すなわちN末端を細胞内、C末端を細胞外に表現していた。　同様の構

造はトランスフ譲りンレセプター（54）、アシアロ糖タンパク質レセプター

（55）、組織適合性クラスH抗原のッ℃h謡識にも認められている。四郷

あることに、このFe認のC末端側において、　アシアロ糖タンパク質

レセプタ㌦とアミノ酸配列に高い相同性が認められた。

　以上の成績から、同論駅が認識した囎購88§6細胞膜上の恥露の

性状を総括すると、45懸分子は醗謡の主構成成分であの、聾結合型

の別珍を持ったタンパク質であるが、　37KD分子はN一結合型の糖鎖を持

たないタンパク質でり、螺D分子の分解産物であると思われる。一方、

65一一95KBの編広い分子量を持つバンドは45KD分子と同◎ポリペプタイ

ドと、聾結合型の糖鎖を持ったタンパク質であり、　さらにこれは4駆D
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分子のダイマーでなく、ペプタイド以外の物質（例えば、脂質または◎一結

合型糖鎖）の結合した物質であると思われる。しかし、この点に関しては、

ざらに詳細な解析が必要である。

3婆



第2章

ヒトBリンパ球のIgE　FcレセプターとIgE結合因子

　　　　　　との構造類似性の解析
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　ヒトやマウスにおいて、　1幽抗体産生を特異的に調節する因子が存在

することが知られている。これらの調節因子のうち、亙朗分子にアフィ

ニティーを持つものは1誠結合因子（亙認疑麟諭罵factews，以下IgEww　BFs

と略す）と呼ばれている（56）。そして、これらの因子は、恥露陽性細胞

と1甑をコートしたウシ赤血球との問のge◎＄ette形成を阻止することに

よって検出きれ、　リンパ球の培養上清中に存在していることが知られて

いる（57）。

　近年、石坂ら（6）は、Tリンパ球由来の1認一BFsが、ラットモデルに

おいて、アイソタイプ特異的に1幽抗体産生調節に働くことを報告した。

さらにレクチン・アフィニティクロマトグラフ4一や糖タンパク質の糖鎖

合成随害剤を用いた研究により．1出一騨sが同じタ：ンパク質の糖鎖の違

いによって、　その生理的作用の異なる因子（増幅因子と抑剃因子）になる

ことを明らかにした。　また、同グループの勲鐸ら（13）は、ラット丁

細胞ハイブリドーマが産生する互gE一＄Fs（lgE増幅因子とX認抑制因子）

に対するポリク鑓ナール抗体およびモノク濃ナール抗体を作製し、r◎s就艶

a＄sayによリラツトXgE抑制因子、亙gE増幅因子、　そしてリンパ球上の

Fe　gRに共通した抗原決定基が存在することを報告した。　また、末村ら

は、　ヒトT細胞由来の亙認特異的抑制因子が、　恥認に特異的な抗

齢蹴8呂騰細胞筑体によlfi吸収きれることより、この因子とリンパ二三上

の翫認には共通抗原牲決定基が存在する可能牲を示した《58）。S鍵撫瓠

ら（59）は、騨ンパ球膜上のFe露に特異的なモノクロナールi抗体三論駅）

がリンパ球のみならずマク離フ艶ジFe露。　ざらにこれらの細胞由来の

IgE－BFsを認識することを報告している◎このことは、ヒト1認一騨sが

翫誠の構造と類似していることを示唆している。

　そこで、本研究においては、　ヒトBリンパ球聾鋸と同細胞上濤か

ら精製した亙認蔀露を用いて、免疫化学的および生化学的手法によ警、

両者の構造類似盤について検討した◎
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［実験材料および方法］

試薬

　e翼夏隣鋸i謡ぬ　および　ilrvyge39en－agRgeoseは、　S　igma　c艶藪盤1　Co。

《＄t。L◎輔＄，麗①から入手した。また、　gempaEn一一agaro＄eは、　Piewce縣趣

waicai　C◎、（Rockfewd，　XL）のものを使用した。

Rtw18866細胞からの翫露の調製

　門下＄癌処理に用いた翫認の精製については、まず、鯉睡路総細
　　　　　　ゑ胞（約1x鱒細胞）を洗浄し、　ky＄9＄恥げ艶rで可溶化し（第1章参照）、

その遠心上濤を　越論膿一蓋罎囎盤⑪r艶就と曝0　cで＿晩インキはベートし

た。’このカラム壷O．ax瀞畷⑪嚢含むPB＄で十分洗浄後、翫醜NP－co

を含むむ野鶴離鷲1船町磯わ疑鍵鰹r（頭窯譲）で溶出し、この溶出液を直

ちに慧麗野捻で申麹後、軌驕NP－40を含むPBSに対して透析した。こ

の透析液ほむ繍燃鵬一鱒（分子量戯麟購1㈹婁触豊¢鰭C◎．黙）壷

用いて約鱒賠に濃縮し。精製した恥載を得た◎これに¢遍。臓麟難丁

法にて放射性ヨウ素ぐ誌Dを標識した。

　一方．　艇一回灘醜躍二軸および隙緯璽熱処理に用いた駅¢露賦は．最

初に鞭鰻三明細胞を鰍砿⑱齢齢幽醗法によって細胞表面壷放射牲欝

ウ素（羅Dで標識した後隔上記と岡様に精製して用いた。これらの艶磁

毒純度は醗驚撚偲あよぴ撚撫r麟。蟹紳鯉によって検定し、その分子

量が魂灘K“”　1｝［S37附みバンドであるこどを確認してかち、以下の実験に

屠いた。
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RPMI8866細胞の無血清培養液上清からのIgE－BFsの精製

　IgE－BFsの精製は、次のように行った。すなわち、ユ幌FCSを含んだ

RPMI164◎培養液中で、　RPMI8ee6細胞を5x1◎∫ce11楓の細胞濃度で

培養して、諏1♂の細胞を得た。この細胞を鵬Sで洗浄後、臨を含

まない鯉鞭驚40培養液に5xIO　9　ee　11／羅の開合に浮遊きせ、一晩

37◎Cでインキュベートした。その細胞培養上清を遠心操作で分離iし、晦跳

（最終濃度◎、0器，以下同様），　ε噴CA（5醸），　H皿A（1，7醗）を加えた。

これを0。2鱒の臨11蜘re　fi玉t鍵で濾過した後、　￥M　5醗曲r◎wae

（分子量cut　p◎int　sKD）と触ic◎聡asltgeafiltgeati◎n磁tで約10◎倍

に濃縮した。この濃縮野宮8866細胞上清を流速2副／hrで幽b　ER（30）

一Affi　Gel（約1．5酸Dカラムを通し、20ゲル容量の◎。5麗飴C1お

よび◎．05駕Trit◎R　X－10◎を含んだPBS、続いて4◎ゲル容量のP薦で

洗浄後、0。1擁glye　ime－HCI　b纏f艶r如翌臨6）で溶出した。溶出液に1M

Tgeis…HCI　b縫貿er（囲鼠◎）と2憲（》／v）の丁駝2難20を加え、きらに

0。◎5麓Tris－KC｝b疑鐸er（pH　8。①に対して透析した◎この透析液は同じ

bUfferで平衡化した鶯K　545　DH岨カラム（LKB，　Bro闘爲e　Swedefi）を用

いて、　NaCl濃度を◎から1Mまでの直線的濃度勾配で、流速ユml／

eeiRで溶出した（LKB　HPLC　systemを使用）。各分画中のIgE　一B　Fsを

radioi㎜u轟03ssayにより測定し、活性画分をCentricon－10を用いて約

10倍に濃縮した後、chlora澱ine　T法にて放射性ヨウ素を標識した。標識

したIgE－BFsの分子量はSDS－PAGEで検討した。

FcεR陽性細胞の検出

　細胞膜上のFcεRは、　Ma　b　ERをCrC13を用いてコートしたウシ赤血

球によるrosetteassayにより検討した（60）。すなわち、ウシ赤血球に

等容量のCrClg（1瓢gんDと．Mab　E：R（1鍛gんDを室温で9分間反応させ、

生理食塩水で洗浄後、3％ウシ血清アルブミンを含む｝BSSに、2％（v／の

の濃度に浮遊きせた。　この晦bERをコートした赤血球（以下Mab　ER－E
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と略す）と、Fcε澱陽性細胞であるRPMI8866細胞を用いてその結合を確

認した後、下記のassayに用いた。　rosette　assayは次の様に行った。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨまず50μ1の鍼論ER－Eに、50μ1の細胞（2　x　10　ce　Hs／m1）を浮游さ

せ、氷申で10分問インキュベートした後、200xg，40Cで遠心した。

きらに。　その遠心した試験管を門中で4時間放置し、10μ1の◎。0跳

aeeridieee　egeaeegeと100μ互の3駕ウシ血清アルブミンを含む脇SSを加

えて、ゆるやかに浮遊きせ、蛍光顕微鏡を用いて観察した。rosette形

成細胞の比率は、5◎0個の蛍光陽性細胞申3個以上の晦bER君が細胞に

付着している細胞から求めた。

IgE一・BFsを検出するためのrad　ieimuauptQassay

　細胞培養上清申のlgE’一BFsの検出には、　Sarfat　iらによって報告ざれて

いるs◎lid凶aseのrad　io　imm疑n◎assay（R　IA）を用いて測定した（59）。す

なわち、96穴のpolyvinyl　microtitep　plate（Fisher　Scie蹴ifie　Co．

Fairla繍Pt賊」）に100μ1の臨b　ER　176（15　sc　g／m1）を一晩インキュ

ベートしてコー一　Fし、非特異的吸着部位を10％FC：Sを含んだHB蕊でプロ

ヅクした。100μ1の試料を丁丁に加え4時間反応ざせ、洗浄後、100『

μ1の｛2§　1標識麗ab　ER　135（3。5　x　IO　s　cpm／ml）を加え、きらに一晩反

応させた。反応後、洗浄して、各穴の放射活性ig　ganma　cou・nt・or（Beck　ma　n）

にて測定した。ブランクには、10％FCSを含んだHBSSを用いた。

Pept　ide　mapp　ing

　α：’一chymotrypsin処理は、0．5％NP－40を含む0．125　M　Tris－HCI　buffer

（pH　6．8）で調製した30μ1の放射性標識試料（約2xIO4’　epm）に1。5

μ1のor　’一chycaotryps　in（4㎎／ml）を加え、37。cで30分間インキュ

ベートして行った。処理した試料については、2次元電気泳動法とau・to・一’

radiographyにより検討した。

　trypsin分解は、　PBS（pH　8．0）に透析した放射性ヨウ素標識試料（約
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2×1◎％卿に纏頗惣騒躍畿（辱瞬囎を加え、37・Cで一晩イン

キュベー　ge　Vて行った。分解したペプタ嘱ドを遠心操作で分離し。その上

清をKPLCで分画した。すなわち、　tr蹄s語分解したペプタイドを、磁一

Pggee　鞭一3◎4逆相カラム（勝◎遍麟，灘磯鵬麟，　CA）と凱塾酔X奪銀蕊舗

を用いて、流速2醸／醗諏で、軌魏セ智識醜○欝駐輪総艶（丁艶）を含む瀦

fteetcn　i¢ge　99esからO．ax　T賠を含む7鵬麗就ゆ輔騨註憩の捻○鋸盤直

線的濃度勾配で溶出した。溶出蔽は甑難分ごとに分画して、それらの放

射活性をgewma　c難懸t鍵で測定した。

　一方、鱒麟醜分解は、10麟鞭丁般臨，20醐翻鼠酔転を含む⑳

譲鐸s憾蝿C撫櫨f鞭（澄照幻に調製した放射標識試料㈱3x鱒4

⑳鴻に露心鼠茎のgeageagPt一・agewo＄wyを加え、鐙◎Cで16時間反応きせた。

反応後、遠心繰作で綾幽騰鐙を除去し、その分解したペプタイドを鋤驚

PA偲で検討した◎

［結　果］

腕謡と璽認遮騰の抗原牲の検討

　欝懸路騰総胞の黙鋸と岡細胞由来の玉謡融臨の共通抗原牲を調べ

るために、放射性ヨウ素標識貯膿認総纏胞の欝畷絵可溶化上溝と精製

した1認一轍騒を疲れそれ7種類の晦わ櫨で免疫沈降きせた。沈降した

総総または璽鹸嚇掩は無灘存在下の動燃撚欄および麟撫職磁蝿職画鍵

によって検出した。すべての鍾細動は艶露の薦一騒ゆ，娼跡，37瀞

の3回分exg．23　Left）および分子量誌一欝欝の亙齪「鍵＄締約驚）と反

応した。しかし、コント騨ル幽灘とは反応しなかった論敵蕊）。
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Figure　13．

　Immunoprecipitation　of　radiolabeled　lgE－BFs　（Right）　and　Fc　e　R

（Left）　by　8　kinds　of　Mab　ER，　lanes　A　to　H　correspond　to　unre　lated

hab　and　to　hab　an　64，　45，3／79，　2／79，　1ss，　se　and　14，　respect　ively．

細胞膜FcεRからのIgE－BFsの．放出の検討

　　リンパ球を37。Cで培養することによって、細胞膜上のFcεRが

消失することがD・1esp・sseらC・よって報告Sれている（60）．そ．で、

細胞膜上のFcεR　の消失と培養上清中へのIgE－BFsの出現の関係を経

時的に検討した・すなわち・（FcεR陽性細胞源として）ヒト扁桃細胞を

FCSを含まないRPMI1640培養液に3x10‘ce11／皿1の割合で浮遊させ
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37。CでCO　2　i　ncubatorで培養し、2，4，6，24時問目に培養i液をハーベ

ストした。　これらの細胞については、洗浄後、　Mab二二を用いた
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Figure　14．

　　　Kinet　ic　ana　l　ys　is　of　the　d　isappearance　of　Fc　E　R　from　the

＄urface　of　tons　i　l　lar　lyraphocytes　and　ef　the　release　of　lgE－BFs

in　the　culture　supernatant．　Fc　E　R　bear　ing　ce　l　ls　were　deterpained

by　rosetting　w　i　th　heb　ER－coated　erythrocytes，　and　the　proport　ion

of　pos　itive　ce　l　l＄　is　expressed　in　pereent　of　the　va　l　ue

determ　inant　of　fresh　ly　iso　lated　eells．　lgE一一BFs　was　measured

by　RIA，　and　the　resu　lts　are　expressed　in　net　cpra　after　substrac一一

tiA．　n　of　the　backgound．　The　date　are　the　mean　values　of

experinents　performed　in　duplicate．　P｝ain　tr　iangles　show　the

va　lues　ef　lgE－BFs　proport　ion　obtaiRed　iR　culture　centa　ining

cycloheximide．
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rosette　assayで、細胞膜上のFcεRを調べた。一方、培養上清について

は、10倍に濃縮してIgE－BFsをRIAで測定した。

　結果は、Fig．14に示すように、細胞膜上のFcεRが経時的に消失す

るのに反し、培養液中へのIgE－BFsの出現は逆に増加することが認められ

た。　さらに、タンパク質合成阻害剤であるcycloheximide（10μg／ml）の

存在下でも、同様の結果であった。

殺
、
　
ド

慧
｝
蜀
影
楠
叢
鐵
．
｝
磁
防
婁
峯
n
雪

．tti1：．：．．． @　．．｝：．．「：’．．．・己：』　　一　．一『tt．1．ヒバ」．’．．．．：

92．5K一’
堰^’t’，1，／iil”i’

fi6．2K－1

45．OK－e

ll’　’　e
讐

1．・　3・i．olcL

；　　　　　2：1・s民？

1．　　1喬．4K囎

’
i
i
i
’

尋
「
．

’ee

A．・　，3　C

Figure　15．

　　SDS－PAGE　analysis　of　the　labeled　material　released　by　surface

radioiodinated　RPMI　88ee　cells．　lane　A　：　immunoprecipitate　of

NP－40　cell　lysate，　　lane　B＝　皿aterial　isolated　　fro皿　　the　　culture

supernatant　of　labeled　RPMI8866　cells　by　affinity　chromatography

on　Mab　ER－Affi－Gel，　lane　C：　purified　lgE－BFs．
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次に、　放射性Sウ素で細胞標識したRP剛8866細胞から培養液中に放出

される可溶性成分について検討した。すなわち、細胞表面をlactoper一

　　　　　　　　　　　　　　　ヨ◎xidase法で標識した細胞（3　x　10　c¢U／m1）を無血清培養液中で、37。C

で幻時間インキュベートした。この細胞と培養上清を還心操作で分離し、

細胞をlys　is　besffegeで可溶化した。　これらの細胞可溶化上清と細胞培

養上清を、それぞれの漁b脈一1囎難os◎晦鋤tで吸収し、　その組驚i贈

HC　I　buaffege溶出液va　SDS－PAGEおよびaeeiCovad　iogragehyで検討した。こ

の時、別にRPMI8866細胞の非標識培養上清から精製、標識したlgE－BFs

も泳動した。結果はFig。15に示すように、細胞膜由来のMab欧に反

応する可溶性の成分（！ane　C）がIgE・一BFs（lane　B）と同じ分子量の25－26

細であった。一方、細胞可溶化上清からアフィニティー精製した（glycine－

HCI　buffer溶出）Fc謡の成分は分子量が砺ゆと37KDであった（Iane　A）。

Peptide　twapgeiR9による検討

　R糊18866細胞より精製したFc認とIg恐8FsをCt　一ehymotryPS　in，

trypsikおよびgeapniftで分解し、分解物申の同一ペプタイドの存在に

ついてpeptide鵬陣i㎎によって検討した◎実験に用いたIg恐即sに

ついては、鯉班886S細胞の培養上清からアフィニテ4一クロマトグラフィ

ーとイオン交換クmマトグラフィーによって精製し、ehlegeaWtne　T法で放

射性ヨウ素を標識した。　また、α℃睡齢tr即s頚と呼野置雛処理に用い

た恥認　は細胞膜標識可溶化上野からアフィニティー精製したものを使

用した。またTry麟麹分解に用いたFcεRは細胞可溶化上濤からアフィ

ニティ精製した後、eh1◎r翻肥三法で標識したものを用いた。　di　・一chy－

waotrygesiftで分解したFc　g　RとIgE一・BFsの検出は、　2次元電：気泳動法

で泳動しauto照d沁琶田幽￥で行った。その結果、ドCε震（Fig．　1da）は、

25－26KDのポリペプタイド（b）に分解きれたことが判明した。一方、1誠一

BFs（c）は、　この条件下ではほとんど分解ざれなかった（d）。　分解した

FcεRのポリペプタイドの分子量とその等電点（p　DはIgE－BFsのそれと

ほぼ同一であった◎
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Figure　16．

　　　o（一chymotrypsin　digestion　of　Fc　E　R　and　IgE－BFs．　Two

sional　electrophoretic　analysis　of　Fc　E　R　before　（panel

after　a－chymotrypsin　digestion　（panel　b），　and　of　lgE－BFs

（panel　c）　and　after　a－chymotrypsin　digestion　（panel　d）．

di皿en－

a）　and

before’

　　trypsin分解は、　Fcε．　Rおよび1直一BFsをtryps　in－agaroseを用いて、

370Cで一晩処理して行った。このtrypsin分解物をHPLCを用いて逆相
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クロマトグラフィーで分画し、O．5分ごとに分取し放射活性を測定した。

Fig。17に示すように、分解したFcε叙A）と1出一BFs㈲のペプタイド

のうち少なくとも3っのピーク（Fr。8，14，39）が同じ分画に溶出きれた。

これは、これらのペプタイドが同じ疎水性であることを示している。

　　papain分解は、灘画n－agaroseを用いて、　Fc　g　RおよびIgE・一BFs
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Figure　17．

　Tryptic聾画de融懸1ンsis◎f　Fe露（ea　ne　E　A）繍d　lgE－BFs幅副

B）．　The　trypt　g　e　geeptides　were　＄egearated　by　reverse－phase

chpo黙atogyttge甑￥　　《》聡　　覧9－P◎計e　　飛P－3《）4　　c《》豆鵬灘醜　　bン　　認s蓋R慰　　融　　1　i　gee畿ge

grad　ient　of　5　to　75％　acetenitr　i　le　im　O．Ol％　TFA．
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を37。Cで反応ざせることにより行った。分解したペプタイドの一部を

そのまま、残りをHab　ERで免疫沈降させた後、　SDS－PAGEによって検討

した。　この酵素処理で、FcεRとIgE－BFsは分子量15mのペプタイド

に分解ざれ（Fig．18　A，　D）、　しかもそれらはMab　ERによって免疫沈降

した（B，E）。しかし、コントロールMabとは反応しなかった（C，　F）。

66・2Kr
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Figure　18．

　　Autoradiography　of　SDS－PAGE　of　papain　digested　Fe　E　R　and　lgE－

BFs．　Lanes　Aand　D；　digested　Fc　e　R　and　IgE－BFs．　Lanes　B　and　E；

prec　ipitated　by　hab　ER　30　0f　digested　Fc　e　R　and　IgE－BFs．　lanes

C　and　F；　precipitated　by　unrelated　Mab　of　digested　Fc　eR　and　lgE－

BFs．
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［考　察］

　本研究において、　ヒトBリンパ球細胞膜上のFcεKと同細胞由来の

IgE－BFsの構造類似性を免疫化学的および化学的に検討した。その結果、

（i）．　Fcε建とIgE－B　Fsには同じ抗原決定基が存在し、それは、7種の

幽bERで確認された◎（ii）。　FcεRを持つヒト扁桃細胞を370Cで無血

清培養液中でインキュベートすることによって、時間経過とともに細胞

膜上のFcεRが消失し、それと平行して、培養液申に同じ抗原盤を持つ

成分が出現した。αii）、幽b　ERで認識された物質の分子量が、　IgE－BFs

と同一の25－26照）であった。（vi）。FcεKとIgE－BFsのgeept　ide　waagep一一

ingにより、これらは共通した幾つかのペプタイドから構成されていた。

以上の結果は、ヒトBリンパ球由来のIgE－BFsの少なくとも一部は細胞

上のFcε疑の分解産物であることを強く示唆している。

　近年、我々のグループは、2種類の幽bER（176と135）がIgE一・BFs

分子上の異なったエピトープを認識し、これらの幽bERを用いたs錨d一

蝦磁solidgeh3se　RIAによって1誠一BFsを定量的に測定できることを明ら

かにした（59）。　きらに、本研究ではFc認の3成分（a5－95KD，嬰醗，

37細）とIgE－BFsが7種類の偽判ERにより免疫沈降することを示し

た。また、C酔OS＄づ曲ib猛沁翻assayによ今、これらの漁わ璽をそれら

の認識するエピトープの違いによって3種類に分類することができた1未

発表）。このことは、Fe認と1gE－9Fsとが分子上に少なくとも3種類

の異なった抗原決定基を共有していること邊示している。　興味あること

に、幽め璽喉7群と”135’“が認識する抗原決定基は、ヒトリンパ球の

艶ε醗とIgE・一BF＄のみならず、単球のFc露と亙gE－BFsにも認められ

た。拠ffら（13）は、ラットを用いた実験系でのTリンパ球由来の1gE－

BFsに対するモノクesナールとポリクuナールの抗体を作製し、　これら

の抗体がBリンパ川崎上のFc認と交叉反応することを報告した。　これ

らラットのT細胞由来の1SE・・一B　Fsの知見と本実験の成果はよく一致した。

さらに、　3種類の特異性の異なるタンパク質分解酵素による艶磁と
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IgE一・BFsのpeptide　mappingによって、両者に幾つかの共通したペプタ

イドが認められた。　このことはFcεRと1二一BFsの分子申に同じアミ

ノ酸配列を持ったペプタイドの存在を示している。　さらに、　α℃hy羅。－

tr即s沁処理したFcεRが分子量25－27即，譲4。7－5．5の約4種i類の

ペプタイドに分解され催琶。16参照）、それが無処理のIgE－BFs、または

酵素処理した1誠一齪sとほとんど識別できないことより、　この実験条件

下で綴一¢瑠二二蹄＄麺が翫謡の1幽蔀Fsに相当する部分との境目か、

あるいはそれに非常に接近した部位に作用していることを示唆している。

また興味あることに、爵載黙沁で分解したFe醸とIgE－9Fsは同じ分子

：量（Xsas））のペプタイドが検出され、　ざらにそれらはMab　ERによって

も免疫沈降した。　これは分子量のみならず、ペプタイドの共通抗原性か

らも、同一物質であることを強く示唆している。以上の結果より驚認

とX認一BFsが一本鎖のタンパク質で、これらが同じ藍鼠子にコードきれ

ている可能性か強く示唆きれた。　この考察は我々のグループの最新の実

験結果によって確認さしれた（50）。すなわち、RPMEee66細胞から恥露

の遣伝子をクローニングUその¢囲AをC愈欝細胞を用いて発現ざせた

ところ、細胞膜上に亙認に結合能を持つ海認が発現きれ、かっX齪一

二＄の産生が認められた。　この亙郎愚総が細胞膜上の海銀の分解産

物として産生されるのかtSまたは．この因子の一部が膜ドメインなしに

直接分灘きれるかは、興味のある問題点である。後者の場合、次の2っ

の可能盤が考えられる。　璽）レセプター分子を隷一ドしている三熱の

一部がこの因子mp　2一ドしているサプユニゥトにs講掩心する◎　出置）レセ

プターとこの因子が一一っの岡◎前駆体タンパク質が合成ざれ、それが細胞

内で分泌型の肇ンパク質に分かれ轟。現在、Fc醸のeDNAによる検討

が可能であるが、　本研究でも細胞表面を標識したRew　l　8866細胞の培養

上記申に分子蟹25一・26蹄の標識ざれた分子が出現し、分子量二二の

F¢認は検出ざれなかった。これは、少なくとも亙甑一二sが細胞膜上の

二品由来であることを証明しているQヒト扁桃細胞表面の驚磁の消

失と平行して培養上清申への1甑曝Fsの出現が観察きれたが、同様な知

見が、既にDe璽espasseらによって報告ざれている（60）◎すなわち、ヒ

墨騒



ト末梢血リンパ球を37◎Cで一晩インキュベートするとほとんどの細胞膜

上のFcεRが消失した。　さらに、その現象はIgEによって阻害された。

本研究では、　Bリンパ球源としてヒト扁桃腺細胞とヒトBリンパ球細胞

株であるRP田8866細胞を用いたが、後者の細胞は、37◎Cのインキュベー

トでも、絶えずFcε鼠を表現していた。　これは、形質変化した細胞の

FcεRの回転率が形質変化していない細胞より速いためだと思われるが、

その詳細についてはまだ不明である。

　近年、MarteRSら（61）は、ラットTリンパ球細胞由来のIgE　一B　Fsを

コードしたcDNAをクローニングし、その遣伝子が細胞膜透過ドメインを

持たない分子量60KDのタンパク質であることを報告した。　このモデル

によると、Tリンパ球由来のIgE　一B　Fsは細胞膜FcεRの分解産物ではなく、

分泌型のタンパク質であった。　また、　このIgE－BFsとヒトFcεRの

cDNA配列を比較したところ、両者間に相同性は認められなかった。

　本研究がヒトBリンパ球を用いているのに対して、彼らはラットTリ

ンパ球を使用している。　これについて考察すると、Bリンパ球およびT

リンパ球由来のIgE－BFsはそれぞれ異なった遺伝子産物であるものと思

われるが、いずれもIgE結合能を有するリンホカインを産生するという

点で興味深い。　また本研究に用いたMab　ERがマクロファージのFcεR

およびそのIgE　’一BFsをも認識すること（59）により、　それらのFeεRと

IgE－BFsがBリンパ球由来のIgE－BFsと同一であるか、または非常に類

似した構造をもっている可能性を強く示唆する。

　本研究によって、　Bリンパ球由来のIgE－BFsが細胞膜上のFcεRの

分解産物であることは、　この因子の産生に細胞自身のタンパク質分解酵

素が関与している可能性が強く示唆きれた。　しかし、IgE抗体産生の調

節に関与するFcεRおよびIgE－BFsの解析には、　さらに詳細な研究が

必要であるものと思われるQ

se



［総　括］

　IgE抗体のFc部分に対するレセプター（FcεR）には、　そのアフィニテ

ィーおよび抗原牲の相違によって、2種類に分類きれることが知られてい

る。　肥満細胞や好塩基球上に存在するアフィニティーゐ高いFcεRにつ

いては、その構造や生理学的意義に関して多数の報告がなされている。

これに対して、Bリンパ球、　Tリンパ球、単球およびマクロファ　一一ジ上の

アフィニティーの低いFcεRの構造や生理学的活性についての報告は少

ない◎

　本研究では、我々のグループで作製したヒトBリンパ球上のFcεRに

特異的に反応するマウスモノクローナル抗体（澱ab　8R）を用いて、ヒトBリ

ンパ球（RPMI8866細胞）上のFcεRの構造と同細胞由来のIgE結合因子

（Ig　E一・B　Fs）との構造類似性について、免疫化学的および生化学的に追究し、

下記に要約した新しい知見を得た。’

　（1）固相のIgEに結合するFcεRは、　Mab　ERが認識した抗原と同

一であった。　また、IgEと比較して幽b駅を用いた場合は高い結合性

と良い再現性が認められた。

　（2）　この漁bERが認識したFcεR成分は、還元状態下での　SDS－

PAGEで分子量65　・一95KD，45KD，37KDであり、非還元下では45KDと37

ゆの成分がそれぞれ43KDと31KDにシフトした。　また、それらの等電

点は65－95KD成分がpl　4．2　・一4。4、45KDと37KD成分がpl　5．1　一・5．2で

あった。

　（3）Western　blot法によりFcεR　3成分の抗原性を晩b　ERで検討

したところ、65－95KDと43　KDの成分に共に共通した抗原決定基が存在

することが認められた。　しかし、還元下のSDS－PAGEでは、いつれの成

分もMab　ERとは反応しなかった。

　（4）N・・Glycanaseおよびtun　ica剛cinを用いた実験から、　Fcε紀の

65－95KDと45KDの成分にN一結合型糖鎖の存在が示され、また、65－95KD

51



成分はN・一Glyeanaseに耐性の糖鎮であることが示唆きれた。

　（5）　α℃h遡◎t躍齢抽による欝e虞id3囲聾語慰により、　Fc醸の3

成分は幾つかの共通したペプタイドで構成きれていることが示された。

　⑥　Fc　eRと1郎嚇Fsには、7種類のWh　k　ERで認識される共通抗

原基が存在した。

　⑦　ヒト扁桃細胞を370Cでインキュベートすると、脅嚇経過とともに

細胞膜上の挑εRが消失し、培養液中にはそれと平行してIgE・一BFsの出

現が認められた。また、Bリンパ球《糟醗8866細胞）の培養上船申に幽め

ERで認識きれる細胞膜由来の成分が検出きれ、その分子量は亙出一筆sと

同一であった。

　⑱）　α一畿翼。凝鮒s語，t躍賂臨　および　獺緯i験　による　geegeth　ide

鵬瞬聡罵により、恥露と亙g聾騨＄が幾つかの共通したペプタイドで講

成ざれていることが示された。きらに、緯艶語分解で得られたFe認

とX認一騨sのべプ曳イ膜欝恥）には。共に麗諭ERと反応する抗原決定

基が存在した。

　以上の成績から、この麗論醗で認識されたとトBリンパ球上の艶露

は、65一一95ew，嬰紐および37醗の3成分で構成きれていることが示さ

れた。このうち、酪一鱒蹄と45mpの成分はともに聾結合型細鱗をもっ

たタンパク質であむ、これら両成分には共通したi抗原決定基が存在した。

しかし、§5融5恥成分は薦踊成分のダイマーではなく、他の成分と結合

した複合体である可能性が示唆きれた。また。37蹄の分子は囎ゆ成分

の分解産物であると考えられた。一方。Bリンパ球膜上の醗露と岡細

胞由来の翌幽一町sには共逓抗原決定基が存在し、また．共通したペプタ

イドで構成きれ、きらに。継胞膜由来の群論鰍で認識きれる抗原が培養

上濤に存在したことよむ、この璽認一理＄の少なくともその一部は細胞膜

上のFe　eR由来の分解産物であることが示された。きらに．艶露の3

成分と感興野寄　がas　一の遺伝子上にコードきれている可龍性が強く示唆

きれた。
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