
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　好塩基球、マスト細胞、好塩基球の前駆体細胞、マスト細胞の前駆体細胞、および前記
細胞の表面構造からなる群より選択される少なくとも一つの、検出、定量または単離のた
めの抗体の使用であって、前記抗体の結合が、ブダペスト条約に基づき、 Deutsche Samml
ung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)に１９９７年２月１２日付けで
、 DSM ACC 2297号として寄託されたハイブリドーマ細胞によって産生され、放出される、
97A6との名称を付された抗体が結合し得る細胞の表面構造に対して生ずることを特徴とす
る、使用。
【請求項２】
　用いる抗体がモノクローナル抗体である、請求項１に記載の使用。
【請求項３】
　抗体が IgEクラスの免疫グロブリンと本質的に相互作用しないものである、請求項１ま
たは２に記載の使用。
【請求項４】
　抗体 97A6そのものを用いて検出および／または単離を行う、請求項１～３のいずれか一
項に記載の使用。
【請求項５】
　造血の分析に関連する、請求項１～４のいずれか一項に記載の使用。
【請求項６】
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　患者サンプルの分析に関連する、請求項１～５のいずれか一項に記載の使用。
【請求項７】
　前記サンプルが、組織生検、骨髄生検および／または血液サンプルである、請求項６に
記載の使用。
【請求項８】
　腫瘍の診断分類に関連する、請求項１～７のいずれか一項に記載の使用。
【請求項９】
　前記腫瘍が白血病である、請求項８に記載の使用。
【請求項１０】
　抗体をマーカーに結合させる、請求項１～９のいずれか一項に記載の使用。
【請求項１１】
　前記マーカーが蛍光マーカーである、請求項１０に記載の使用。
【請求項１２】
　結合した抗体を、免疫学的検出法によって検出する、請求項１～１１のいずれか一項に
記載の使用。
【請求項１３】
　前記免疫学的検出法が、ＥＬＩＳＡまたは蛍光活性化セルソーティング分析法である、
請求項１２に記載の使用。
【請求項１４】
　活性化した好塩基球の検出および／または定量のための、請求項１～１３のいずれか一
項に記載の使用。
【請求項１５】
　好塩基球の活性化の程度を測定するための、請求項１～１４のいずれか一項に記載の使
用。
【請求項１６】
　アレルギーを調べる方法であって、
　血液サンプルを、アレルギー反応を誘発すると思われる薬剤と共にインキュベーション
する工程、
　該血液サンプルを、請求項１～４のいずれか一項で使用される抗体と共にインキュベー
ションする工程、
　細胞に結合した抗体を定量する工程
を含んでなる、方法。
【請求項１７】
　マスト細胞または好塩基球に分化することができる造血前駆体細胞を提供する方法であ
って、
　生物から骨髄細胞を単離して与える工程、
　該骨髄細胞を、請求項１～４のいずれか一項で使用される抗体と共にインキュベーショ
ンする工程、
　抗体と結合した細胞を単離する工程
を含んでなる、方法。
【請求項１８】
　抗体と結合した細胞が、蛍光活性化セルソーティングまたは磁気活性化セルソーティン
グを用いて単離される、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　好塩基球、マスト細胞、好塩基球の前駆体細胞、およびマスト細胞の前駆体細胞からな
る群より選択される少なくとも一つに結合させるための試薬であって、請求項１～４のい
ずれか一項で使用される抗体を含む、試薬。
【請求項２０】
　好塩基球、マスト細胞、好塩基球の前駆体細胞、マスト細胞の前駆体細胞、および前記
細胞の表面構造からなる群より選択される少なくとも一つの、検出、定量または単離に用
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いるための抗体であって、
　ブダペスト条約に基づき、 Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
 GmbH (DSMZ)に１９９７年２月１２日付けで、 DSM ACC 2297号として寄託されたハイブリ
ドーマ細胞によって産生され、放出される、 97A6との名称を付された抗体が結合し得る細
胞の表面構造に対して結合することを特徴とする、抗体。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
本発明は、好塩基球および／もしくはマスト細胞、ならびに／または好塩基球および／も
しくはマスト細胞の前駆体細胞、ならびに／または前記細胞の表面構造の検出および／ま
たは定量および／または単離のための抗体の使用に関する。
【０００２】
本発明は、更に
アレルギーの検討方法、
マスト細胞または好塩基球に分化することができる造血前駆体細胞の提供方法、
好塩基球および／もしくはマスト細胞、および／または好塩基球および／もしくはマスト
細胞の前駆体細胞の実質的に純粋な集団、並びに
上記細胞に結合させるための試薬
に関する。
【０００３】
好塩基球および／またはマスト細胞をそれらの成熟した状態でそれぞれ個々に検出するこ
とができる抗体が知られている。
【０００４】
血液形成とも呼ばれる造血において、リンパ様および骨髄様前駆体細胞は骨髄中の多能性
幹細胞から生じる。リンパ様前駆体細胞はＴ－およびＢ－リンパ球を生じ、他方、骨髄様
前駆体細胞は赤血球、巨核球、好塩基球、好酸球、好中球、単球、あるいはマスト細胞の
発生源である未知の前駆体細胞を生じる。好塩基球、好酸球および好中球は、総じて顆粒
球と呼ばれる。造血の後、好塩基球は血中に存在するが、マスト細胞は組織に存在する。
成人では、造血は骨髄で起こる。
【０００５】
好塩基球およびマスト細胞は、アレルギー反応および炎症反応に関与する多機能エフェク
ター細胞である。
【０００６】
好塩基球およびマスト細胞は、それらの生化学的特性および機能特性が類似しているが、
それらはいずれも、好酸球と同様、 CD34陽性前駆体細胞由来の異なるタイプの細胞である
。
【０００７】
骨髄および血液中で様々な細胞のタイプを区別し、それらを様々な分化の段階に割り当て
ることは、毎日の臨床作業の本質的部分である。例えば、造血異常を診断するには、それ
ぞれ特定の細胞タイプの細胞数、および可能ならば、それらの分化の各段階を決定する必
要がある。
【０００８】
更に、血液細胞および骨髄中の血液前駆体細胞の分析は、白血病の診断に重要である。細
胞の数、タイプおよび段階を用いて、白血病のタイプを分類または配分し、適当な治療法
について決定する。白血病の配分は、一方においてこの疾患の臨床的経過に基づき、他方
では病理学的に変化した白血球の成熟度および系統に基づいている。しかしながら、この
方法は、患者由来のサンプルに含まれる健康な細胞および変性細胞の細胞タイプおよび状
態の決定を必要とする。
【０００９】
今日まで、これらの分析は、 Pappenheim染色または May-Grunwald-Giemsa染色などの通常
の染色法で染色した後、細胞の形態に基づいて、顕微鏡下で手動計数により行われている
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。骨髄生検または血液サンプルの評価のための最新の方法では、ある細胞のタイプおよび
段階についてのマーカーとして特異的抗原を認識する抗体が用いられる。
【００１０】
　次に、抗体および認識された抗原は、それぞれＥＬＩＳＡ（固相酵素免疫検定法）また
はフローサイトメトリー（ＦＡＣＳ（登録商標）：蛍光活性化セルソーティング）のよう
な標準的方法を用いて自動的に検出することができる。
【００１１】
しかしながら、無傷の好塩基球を特異的に認識する抗体は、現在のところはごく僅かしか
知られていない。これらの抗体の一つは抗体 Bsp-1であり、これは好塩基球とは反応する
が、組織マスト細胞とは反応しない (Bodger, M.P. et al., Blood 69 (1987), 1414)。 CD
117に反応性の抗体 YB5B8は、マスト細胞および造血前駆体細胞を認識する (Ashman et al.
, Blood 78 (1991), 30)。
【００１２】
ＤＥ１９７０８８７７Ｃ１号明細書には、抗体 97A6は巨核球に特異的に結合するが、血小
板には結合しないことが記載されている。
【００１３】
しかしながら、好塩基球、マスト細胞、並びにそれらの前駆体細胞を同時に認識する抗体
は、これまで知られていない。
【００１４】
上記に鑑み、本発明の目的は、最初に述べた使用のための抗体を提供することにある。
【００１５】
本発明によれば、この目的は、抗体の使用により達成されるものであり、この抗体の使用
においては、ブダペスト条約に基づいて、 Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH (DMSZ)に１９９７年２月１２日付けで、 DSM ACC 2297号として寄託さ
れたハイブリドーマ細胞によって産生され、放出される 97A6との名称を付された抗体が結
合し得る細胞の表面構造に対して抗体の結合が生ずる。
【００１６】
これらのハイブリドーマ細胞の保管期間は、必要に応じて延長されている。
【００１７】
また、本発明における意味では、抗体は、抗体フラグメント、例えば、 F(ab)、抗体およ
び／または抗体フラグメントとのコンジュゲート、ならびに抗体、抗体フラグメント、お
よび抗体および／または抗体フラグメントとのコンジュゲートを含む総ての組成物である
と理解される。
【００１８】
抗体が結合する表面構造は、本発明における意味では、個々の分子、例えば膜タンパク質
であってよく、または数個のサブユニットを含んでなるイオンチャンネルまたは受容体な
どの二以上の分子の会合であってもよい。
【００１９】
本発明における目的は、この方法で完全に達成される。
【００２０】
具体的には、本発明者らは、抗体 97A6が結合することができる表面構造は、数種類の巨核
球細胞株を除き、好塩基球およびマスト細胞、およびそれらの前駆体細胞、ならびにマス
ト細胞 HMC-1株および好塩基球性白血病細胞 KU-812株でのみ発現されることを見出した。
ＤＥ１９７０８８７７Ｃ１号明細書には、抗体 97A6が巨核球に特異的であることが記載さ
れているので、上記の知見は、この明細書に基づいて予想されるものではなかった。しか
しながら、発明者による最近の研究の結果では、抗体 97A6は若干数の巨核球細胞株を認識
するが、本来の巨核球は認識しないことが示唆されている。
【００２１】
本発明で使用される抗体は細胞の精製に好適であるので、本発明は、好塩基球および／も
しくはマスト細胞、ならびに／または好塩基球および／もしくはマスト細胞の前駆体細胞
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であって、抗体 97A6によって認識される上記細胞の表面構造に特異的に結合する試薬を結
合させることができる細胞の実質的に純粋な集団にも関する。本発明は、更に、前記細胞
に結合させるための、対応する試薬にも関する。
【００２２】
抗体 97A6を用いれば、抗体が結合する表面構造を単離し、これに対するモノクローナル抗
体およびポリクローナル抗体を容易に産生させることができる。
【００２３】
　ＦＡＣＳ（登録商標）分析により、表面構造がホスホジエステラーゼ／ヌクレオチドピ
ロホスファターゼ細胞外酵素 PDNP3であり、 NPP3または PD-Iβとも表されることをこれま
でに示すことができた。配列は、 Jin-Hua et al., Genmics 45, 421-415 (1997)に公表さ
れた。
【００２４】
抗体の本発明による使用の一つの大きな利点は、これまでそのままでは形態学的に同定で
きなかった未成熟形態で存在する好塩基球の多くを本発明により高い信頼性で認識するこ
とができるので、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）の患者の血液中の好塩基球の数を本発明に
より確実に観察することができるという点にある。このような患者の好塩基球の正確な数
、従ってその疾病の状態を、このようにして確かめることができる。
【００２５】
抗体の本発明による使用によれば、更に、培養条件によって、マスト細胞または好塩基球
を生産することができる前駆体細胞を単離することもできる。従って、本発明による使用
によれば、このような細胞の分化の分析が容易となる。これに関して、これまでに知られ
ている他の抗体と比較して、使用される抗体では、好塩基球は極めて初期の発生段階で検
出可能であり、それらが更に発達しても、この抗体で検出することが可能なままであるこ
とが特に有利である。
【００２６】
　日常的診断薬に関して、抗体の本発明による使用の重要な利点は、単一抗体により、例
えば様々な組織由来のマスト細胞および血液由来の好塩基球を検出することができること
である。この目的では、これまでは種々の抗体および種々の抗体の組合せが必要であり、
かなりの余分な費用がかかっている。血液サンプル中の好塩基球は、例えば May-Grunwald
-Giemsaを用いて、組織化学的に染色することもできる。次に、好塩基球を同定して計数
するには、熟練者が必要であり、その結果は主観的な変動の可能性を有する。未成熟の好
塩基球は、この方法では同定することができない。一方、抗体の本発明による使用によれ
ば、ＥＬＩＳＡまたはＦＡＣＳ（登録商標）のような客観的に分析可能な標準的方法であ
って、余り熟練していない者でも行うことができ、かつ染色の主観的評価よりも遙かに多
くのサンプルを処理できる方法を用いて分析することができる。
【００２７】
本発明者らは、更に、例えば、アレルギー反応に関連した好塩基球の活性化により、本発
明により使用される抗体によって認識される表面構造の提供が増大されることも認識して
いる。従って、好塩基球についてのこの表面構造の検出および／または定量は、好塩基球
の活性化の検討に極めて適している。
【００２８】
好ましい態様では、使用される抗体はモノクローナル抗体である。
【００２９】
モノクローナル抗体の使用は、この抗体が標準化したやり方で再生可能であり、従って無
制限の量で産生させることができる可能性を有するという利点を有する。更に、モノクロ
ーナル抗体の結合特性は常に一定であるので、モノクローナル抗体のそれぞれの使用を標
準化することもできる。
【００３０】
更に好ましい態様では、本発明によって使用される抗体は IgEクラスの免疫グロブリンと
本質的に相互作用しない。
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【００３１】
その理由は、好塩基球の活性化に関連した検討において、このような抗体の使用により、
細胞に結合した IgE免疫グロブリンを架橋することによって抗体そのものは好塩基球を活
性化せず、従って検討結果に影響しないという予想外の利点が提供されるからである。
【００３２】
本発明の他の態様では、抗体 97A6そのものが検出および／または単離に使用される。
【００３３】
この抗体の使用は、この抗体が既に十分に特徴づけられており、多量に入手可能であると
いう利点を有する。
【００３４】
本発明は、更に造血の分析に関連した抗体の本発明による使用にも関する。
【００３５】
上述のように、本発明による使用によれば、好塩基球およびマスト細胞の前駆体細胞を単
離し、これらの細胞について造血を分析することが可能となる。しかしながら、この分析
は、科学的興味のみならず、造血異常の検討における臨床診断に用いることもできる。
【００３６】
好ましい態様では、抗体は、本発明により、患者サンプル、特に組織生検、骨髄生検、お
よび／または血液サンプルの分析に関連して使用される。これに関して、本発明による使
用により、組織生検の場合にはマスト細胞が検出され、骨髄生検の場合にはマスト細胞お
よび／または好塩基球の前駆体細胞が検出され、血液サンプルの場合には成熟および未成
熟の好塩基球が検出される。
【００３７】
上述のように、これにより、出発材料によって異なり、かつこれまでは抗体の組合せでの
み行うことができたか、または全く行うことができなかった分析が、単一抗体により可能
となる。
【００３８】
抗体の本発明による使用は、腫瘍、特に白血病の診断的分類にも関する。
【００３９】
白血病の診断および分類は、骨髄生検または血液サンプルに基づいて行われる。例えば、
白血病の一発現であるＣＭＬでは、総ての骨髄細胞の状態は骨髄分析に基づいて分析され
る。本発明による抗体は、これに関して、好塩基球およびマスト細胞についての前駆体細
胞の部分に関する情報を供給するという利点を有する。血液分析では、本発明による使用
により、上述のように、これまでは認識することができなかった好塩基球、特に未成熟の
好塩基球を検出することができる。しかし、好塩基球の数はＣＭＬの進行における決定的
パラメーターであるので、本発明による使用により、ＣＭＬの段階について以前に可能で
あったよりも信頼性の高い診断結果を得ることができるという利点が提供される。
【００４０】
本発明の更に好ましい態様では、使用される抗体をマーカー、特に蛍光マーカーに結合さ
せる。
【００４１】
これに関して、次に抗体を高感度で検出することができるので、ごく少量の抗体しか診断
に用いる必要がないことが有利である。この種の抗体を、ＥＬＩＳＡまたはフローサイト
メトリーを用いるときに使用することもできる。
【００４２】
　本発明による他の態様では、結合した抗体は、通常の免疫学的検出法、特にＥＬＩＳＡ
またはＦＡＣＳ（登録商標）分析で検出される。
【００４３】
この使用は、患者サンプル中の細胞を、高感度で、速やかに、高度に特異的に測定するこ
とができ、且つ自動的に行うことができるという利点を有する。
【００４４】
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本発明は、更に、活性化した好塩基球を検出しおよび／または定量するための抗体の本発
明による使用に関する。
【００４５】
この種の使用は、未活性化好塩基球と比較して、活性化した好塩基球は本発明によって使
用されるより多数の抗体に結合しているので、好塩基球の活性化の原因を比較的容易に検
討することができるという利点を有する。例えば、好塩基球は、活性化する可能性のある
薬剤および本発明により用いられる抗体とともにインキュベーションすることができる。
次に、活性化した好塩基球を、 97A6抗原の発現増加によって未活性化好塩基球から識別す
ることができる。この発現増加は、フローサイトメトリーで定量することができる。
【００４６】
抗体の本発明による使用は、更に、好塩基球が活性化される程度の測定にも関する。
【００４７】
個々の好塩基球への抗体の結合の程度を測定することによって、抗原の発現、従ってこの
ような細胞の活性化の程度を測定することもできる。従って、本発明によるこの使用によ
り、好塩基球を活性化する薬剤を、このような細胞の活性化に寄与する程度に関して検討
する有利な可能性が提供される。従って、薬剤、例えばアレルゲンは、好塩基球を活性化
するそれらの能力に関して分類することができる。これにより、薬剤のアレルギー誘導ポ
テンシャルを推定することができる。
【００４８】
本発明は、更に、アレルギーを調べる方法であって、
血液サンプルを、アレルギー反応を誘導すると思われる薬剤とともにインキュベーション
する工程、
この血液サンプルを請求項１～４のいずれか一項で使用される抗体とともにインキュベー
ションする工程、
細胞に結合した抗体を定量する工程
を含んでなる方法に関する。
【００４９】
本発明によるこの方法により、煩わしく不快な皮膚試験を人に受けさせる必要なしに、ア
レルギー試験を行うことができる。本発明による方法に必要なことは、試験を受ける人か
らの血液数 mlを用いて様々なアレルゲンでイン・ビトロで試験を行うことだけであり、こ
の試験では、薬剤とインキュベーションし、１５分後に、本発明によって使用される抗体
とのインキュベーションを行うことができる。好塩基球が結合した抗体を定量することに
よって、薬剤がアレルギー反応を誘導することができるかどうかについてだけでなく、ア
レルギー反応の強さについても結論を引き出すことができる。
【００５０】
　本発明は、更に、マスト細胞または好塩基球に分化することができる造血前駆体細胞を
提供する方法であって、
　生物から骨髄細胞を単離して与える工程、
　前記骨髄細胞を本発明によって使用される抗体とともにインキュベーションする工程、
　通常の方法、特にＦＡＣＳ（登録商標）およびＭＡＣＳ（登録商標）（磁気活性化セル
ソーティング）を用いて抗体と結合した細胞を単離する工程
を含んでなる方法に関する。
【００５１】
これらの造血前駆体細胞を提供することによって、マスト細胞および／または好塩基球の
発生を調べることができる。これは研究目的で行うことができ、不適当な造血の場合には
診断目的で行うこともできる。免疫学的問題を引起すことなく前駆体細胞のドナーに後に
導入することができる細胞を、前駆体細胞からイン・ビトロで培養することもできる。こ
れは、例えば造血異常を示す患者で用いることができる。
【００５２】
本発明は、更に、好塩基球および／もしくはマスト細胞、ならびに／または好塩基球およ
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び／もしくはマスト細胞の前駆体細胞の実質的に純粋な集団であって、前記細胞が、抗体
97A6が結合する前記細胞の表面構造に特異的に結合する試薬が結合し得るものであること
を特徴とする集団に関する。
【００５３】
好塩基球またはマスト細胞は、細胞株ではなく、本発明によってのみ同定し、精製するこ
とができる初代の細胞を表す。
【００５４】
この種の集団の利点は、例えば、細胞の特性の調査を、他の細胞によって結果に影響をお
よぼされることなく、極めて特異的になし得るという点にある。これは、例えば、特異的
条件下で特異的細胞によってどの物質が産生し、放出されるかを検討しようとするときに
重要である。なぜなら、一般に、その物質を分析または同定することができる十分な量の
大型の細胞集団によってのみ、このような物質が生産されるからである。集団が異なる細
胞タイプを含んでいるときには、特異的物質の検出からどの細胞がその物質を産生してい
るかについて結論を引き出すことはできないであろう。
【００５５】
本発明は、更に、好塩基球および／もしくはマスト細胞、ならびに／または好塩基球およ
び／もしくはマスト細胞の前駆体細胞に結合させるための試薬であって、本発明によって
使用される抗体、好ましくは抗体 97A6を含む試薬に関する。
【００５６】
このような試薬の利点は、試薬に結合した細胞を検出し、選択することができるというこ
とである。このような試薬の他の利点は、本発明による抗体の他に、結合した抗体を検出
し、または抗体に結合した細胞を選択することを可能とする他の成分をも含むことができ
ることである。これらは、例えば、蛍光標識した抗体または磁性ビーズであって本発明に
よる抗体に結合するものにカップリングした抗体であることができる。
【００５７】
上記の特徴および下記に説明する特徴は、それぞれ指示した組合せにおいてだけでなく、
他の組合せまたは単独でも、本発明の範囲から逸脱することなく用いることができること
が理解される。
【００５８】
他の利点は、下記の態様および図面に関する説明から明らかである。
【００５９】

ＣＭＬの患者の末梢血における好塩基球の数は、慢性相から加速相への遷移と共に上昇す
ることが知られている。
【００６０】
　好塩基球に対する抗体 97A6の特異性を試験するため、単核白血球を、正常被験者または
加速相のＣＭＬの患者の抹消血からの Buffy Coatsの他成分から、 Ficoll Hypaqueを用い
て分離した。次に、相間細胞をビオチン標識抗体 97A6と共にインキュベーションし、３回
洗浄し、抗 IgG MACSbeads (Miltenyi, Bergisch Gladbach, ドイツ )と共にインキュベー
ションした。次に、 97A6陽性細胞をＭＡＣＳ（登録商標）によって単離した後、観察目的
の準備のため、フィコエリトリン標識した（ＰＥ標識した）ストレプトアビジンおよびＰ
Ｅ標識した 97A6抗体で標識し、フローサイトメーターで分析した。
【００６１】
97A6陽性細胞の純度は９９％であった。
【００６２】
形態学的分析のため、これらの細胞を May-Grunwald-Giesmaで染色した。正常被験者の結
果は形態学的にも純粋な好塩基球集団であり、一方、加速相のＣＭＬ患者からの 97A6陽性
細胞の６０～８０％のみが好塩基球として形態学的に同定可能であった。残りの形態学的
に同定されない 97A6陽性細胞は、好塩基球の未成熟前駆体細胞であることが分かった。
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例１
正常被験者および白血病患者の抹消血からの好塩基球の単離および検出



【００６３】
これは、これまで使用されてきた染色法によるよりも、抗体 97A6を用いた方が一層多量の
好塩基球を認識することができることを示している。
【００６４】

肺、包皮または子宮組織を細かく切り刻み、２００ mg/l ＫＣｌ，５０ mg/l ＮａＨ２ ＰＯ

４ ×Ｈ２ Ｏ，８ g/l ＮａＣｌ，および１ g/lグルコースを含む緩衝液で洗浄した後、２ mg/
mlコラゲナーゼ II型 (Sebak, Suben, オーストリア )と共に３７℃で９０～１８０分間イン
キュベーションした。次に、分散した細胞を遠心分離し、洗浄し、ヒト AB血清と共に３０
分間インキュベーションした。再度洗浄後、細胞を抗体 97A6と共に４℃で３０分間インキ
ュベーションし、洗浄した後、蛍光標識したヤギ F(ab')2  IgG抗マウス抗体と共に４℃で
３０分間インキュベーションした。細胞を０．０２５％グルタルアルデヒド中に１分間固
定し、洗浄し、０．０１２５％トルイジンブルーと共に８～１２分間インキュベーション
した。洗浄後、トルイジンブルーで染色したマスト細胞を、蛍光顕微鏡（ Olympus, Vienn
a, オーストリア）を用いて、明視野モードでそれらの形態によって同定した後、蛍光に
よって検討を行った。
【００６５】
総ての組織からのマスト細胞のみが抗体 97A6で標識されたが、他の組織細胞は標識されな
いことが分かった。更に、マスト細胞は、同じ方法で染色した好塩基球より低い蛍光染色
を示した。
【００６６】

　骨髄サンプル由来の細胞を、１．０７７ g/cm3の密度を有する Ficoll Hypaque上で遠心
分離した。相間細胞を単離し、 CD34（造血前駆体細胞のマーカー）に陽性の細胞をＭＡＣ
Ｓ（登録商標）を用いて単離した。これらの細胞を、 CD34に対する FITC標識抗体および PE
標識抗体 97A6と共にインキュベーションした。二重陽性細胞をＦＡＣＳ（登録商標）によ
って選択し、０．９％メチルセルロースおよび IL-3（好塩基球および好酸球の分化因子）
(Cellsystems, Remagen, ドイツ )などの増殖因子の混合物を含む半固形の既製培地に播種
した。
【００６７】
加湿雰囲気（５％ＣＯ２ ）で３７℃で１６日間インキュベーションした後、生成するコロ
ニーを計数し、パスツールピペットで顕微鏡スライドガラス上に移し、 May-Grunwald-Gie
smaで染色し、形態学的検討を行った。主要な純粋な好塩基球コロニーの他に、この検討
では、好酸球－好塩基球、好塩基球－マクロファージ、および多能性 (multipotent)の好
塩基球－好酸球－マクロファージおよび／または抗中球コロニー混合物も見られた。
【００６８】
これは、 97A6陽性前駆体細胞は、二能性 (bipotent)または多能性の発生に限定されている
、好塩基球などの各種の骨髄細胞の前駆体細胞であることを示している。
【００６９】

　 IL-3は、好塩基球およびそれらの前駆体細胞の増殖および分化の刺激因子である。前駆
体細胞から好塩基球を生成させるため、 CD34陽性細胞をＭＡＣＳ（登録商標）によって抹
消血から単離して、７００μ g/mlホロトランスフェリン、４０μ g/mlヒト低分子量タンパ
ク質および１０μ g/mlインスリン（ Sigma, Munich, ドイツ）を含む無血清ＩＭＤＭ培地
で培養し、１００ ng/ml IL-3（ Behring-Werke, Marburg, ドイツ）で０、３、５、７、１
０および１４日間刺激した。次に、 97A6抗原の発現を分析するため、細胞を例１に記載し
た方法で抗体 97A6によって標識した。 97A6陽性細胞の部分を、フローサイトメトリーによ
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例２
抗体 97A6を用いる組織マスト細胞の検出

例３
前駆体細胞の単離および培養

例４
好塩基球の発生中の 97A6抗原の発現



って測定した。
【００７０】
97A6陽性細胞の部分では、培養０日目での１±０．５％から、培養の３日目での６０％を
上回る値への有意な上昇が見られた。次に、この割合はほぼ一定のままであり、１４日の
培養期間の終了付近でのみ、若干減少した（図１）。
【００７１】
May-Grunwald-Giemsa染色後に 97A6陽性細胞の形態学的評価を行ったところ、ほとんどが
好塩基球であった。 97A6陽性細胞の部分の速やかな増加は、 97A6抗原が好塩基球発生の初
期段階で既に発現されていることを示している。これは、好塩基球の前駆体細胞を 97A6抗
原を用いて単離する例３に記載の実験によっても証明された。この結果は、 97A6陽性細胞
を、加速相のＣＭＬの患者の抹消血で未成熟好塩基球前駆体細胞として同定することがで
きることによって、例１においても確かめられた。
【００７２】

好塩基球前駆体細胞 KU-812株の細胞を１ ２ ５ Ｉで表面標識した後、 NP-40で溶解した。予
め調製しておいた 97A6抗体－複合体で免疫沈降を行った。 97A6抗体を、第二の抗体と接合
したセファロースビーズに固定した。コントロールとして、 97A6抗体なしのビーズで免疫
沈降を行った。２－メルカプトエタノールの存在する還元条件下および非還元条件下で、
サンプルをＳＤＳ中で煮沸した後、見かけの分子量をオートラジオグラフィー後の１４Ｃ
－メチル化マーカータンパク質を用いて５～１５％ポリアクリルアミドゲル (Laemmli, UK
, Nature 227 (1970), 680)上でゲル電気泳動による分離によって測定した。
【００７３】
この免疫沈降の結果を、図２に示す。見かけの分子量が約２７０ kDおよび約１５０ kDのタ
ンパク質は、還元条件下で抗体 97A6で沈降させることができ、約２７０ kDのタンパク質は
非還元条件下で沈降させることができる。このタンパク質複合体はこれまで知られていな
い表面構造であり、好塩基球、マスト細胞およびそれらの前駆体細胞に見られる。
【００７４】
検出された抗原 KU-812の分子構造を同定するため、溶解生成物を 97A6抗体カラム上で精製
した。溶出したタンパク質をＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離し、生成するバンドを商業的
アミノ酸配列決定に供した。データバンクと比較したところ、最近クローニングされた PD
NP3/NPP3ホスホジエステラーゼ／ヌクレオチドピロホスファターゼ細胞外酵素と１００％
同一であることが判明した。
【００７５】

骨髄細胞 (BM)、抹消血細胞 (PB)、ＣＭＬ患者の末梢血由来の細胞 (PB CML)、および１００
ng/ml IL-3で刺激し、３日後および１４日後に回収した CD34陽性の末梢血細胞 (それぞれ d
3 PB (+IL-3)および d14 PB (+IL-3))を、 97A6-PE、示した特異性の FITC接合抗体、および
抗 -CD34-PerCP抗体 (HPCA-2-PerCP)(Becton Dickinson, ハイデルベルグ ,ドイツ )で染色し
た。 CD10 (W8E7)、 CD26 (L272)、 CD44 (L178)、 CD71 (L01.1)、および HLA-DR (L243)(Bec
ton Dickinson)、 CD13 (SJ1D1)、 CD16 (3G8)、 CD33 (D3HL60.251)、 CD38 (T16)(Immunote
ch, クレフェルト , ドイツ )、 CD117 (9B9)(Holzel Diagnostics,ケルン ,ドイツ )、 IgE （
ポリクローナル） (BioSource, ラッティンゲン ,ドイツ )、 CD55 (1A10)および CD59 (P282H
19)(PharMingen, ハンブルク ,ドイツ )、 CD123 (7G3)(PharMingen)、 CD164 (103B2/9E10)(
Zannettino A.C.B. et al., Blood 92 (1998), 2613)、 CD81 (JS-64)(Immunotech)、およ
び CDw17 (MEM74)(BioSource)に対する FITC接合抗体を、それぞれ細胞、 97A6-PE抗体、お
よび抗 -CD34-PerCP抗体と氷上で３０分間インキュベーションし、２回洗浄し、フローサ
イトメーターを用いて分析した。結果を、表１に示す。「 +/-」は陽性の部分母集団を示
し、「 n.d.」は相当する抗原が検出されなかったことを意味する。
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例５
抗体 97A6を用いる細胞表面分子の免疫沈降

例６
97A6陽性細胞での CD抗原の同時発現



【００７６】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００７７】
この研究は、末梢血の成熟好塩基球（ CD34陰性）は CD117（マスト細胞に対するマーカー
）に対して陰性であり、 CD71（増殖細胞に対するマーカー）に対して陰性であるが、 CD17
および IL-3受容体α鎖 (CD123)(好塩基球、好酸球および単球に対するマーカー )を高密度
で発現する。 CD34陰性の骨髄細胞は、 CD13、 CD17、 CD71および HLA-DRを末梢血由来の好塩
基球よりも不均質に発現すると思われる。同様な発現は、加速相のＣＭＬ患者の末梢血由
来の好塩基球で見られる。相当する骨髄細胞とは対照的に、末梢血由来の総ての CD34+ 97A
6+好塩基球前駆体は CD13、 CD17および CD26に対して陰性である。これは、末梢血由来の前
駆体が幾分未成熟であることを示している。しかしながら、いずれの前駆体も CD117およ
び CD71に対して陽性であり、これは成熟好塩基球では見られない。末梢血由来成熟好塩基
球とは対照的に、 IL-3で刺激することによって CD34陽性の末梢血細胞から得た培養 97A6+

好塩基球は CD38をほとんどまたは全く発現しないが、 HLA-DR分子を高密度で発現する。
【００７８】
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これらのデーターは、 97A6抗原が好塩基球成熟の総ての段階で連続的に発現するが、様々
な成熟段階および異なる供給源からの好塩基球での CD抗原の発現は著しく変化することを
示している。
【００７９】

図３ａおよび３ｂに示したこの研究では、コナダニ（ acarids）にアレルギーを示すドナ
ーから採取した血液サンプル（血液１）およびアレルギーを示さないドナーからの血液サ
ンプル（血液２）を、それぞれヘパリンで処理して凝固を阻害した。次に、それぞれのサ
ンプルからの血液１００μ lを、それぞれ抗 IgE抗体（クローン E124-2-8/Dε 2, マウス IgG
 1, Immunotech)を用いて図３ａに示した最終濃度で、またはコナダニ抗原 (Stallergenes
, アントニー , フランス )を用いて図３ｂに示した希釈率で３７℃で１５分間インキュベ
ーションした。それぞれのサンプルを PBS/20mM EDTAで洗浄し、細胞を遠心分離した後、
細胞ペレットを１００μ l PBS/BSAに再懸濁した。濃度が２５μ g/mlの抗体 97A6-PE２０μ
lをそれぞれのサンプルに加えた。室温暗所で１５分間インキュベーションした後、細胞
を洗浄し、赤血球を IOTest Lysing Reagent (Immunotech no. 486)を用いて溶解した。再
度洗浄し、細胞を PBS/BSAに再懸濁した後、蛍光をフローサイトメーターで測定した。
【００８０】
アクチベーター抗 -IgEおよびコナダニ抗原の最低濃度での蛍光染色は、このようなアクチ
ベーターなしでの蛍光染色に相当する。
【００８１】
図３ａに示される結果は、好塩基球について知られている活性化機構（好塩基球の細胞表
面に結合している IgEを抗体によって架橋させる）は、活性化に関して、抗体 97A6によっ
て認識される好塩基球上の表面構造を極めて速やかに提示することを示している。
【００８２】
図３ｂに示される結果は、コナダニにアレルギーを示すドナー由来の好塩基球のみが反応
して、コナダニ抗原とインキュベーションして、抗体 97A6によって認識される表面構造を
増加することを示している。他方、非アレルギー性ドナーの血液由来の好塩基球は、コナ
ダニ抗原とインキュベーションした後に表面構造を全く増加しない。
【００８３】
基礎となっている機構は、アレルギー性ドナーの好塩基球に結合した IgE免疫グロブリン
がコナダニ抗原を認識することができ且つこの抗原とインキュベーションすることによっ
て架橋し、好塩基球の活性化が起こり、次いで好塩基球が抗 IgE抗体による活性化の場合
と同様に、抗体 97A6によって認識される表面構造を増加させることと思われる。非アレル
ギー性ドナーが好塩基球で反応しないことは、更に抗体 97A6自身が IgE結合により好塩基
球を活性化しないことを示している。
【００８４】
この提示には、細胞を抗原または抗 IgE抗体と３７℃で１５分間インキュベーションする
だけでよいことは注目すべきことである。
【００８５】
この試験法により、血液サンプル数 mlを用いて、多種多様なアレルゲンを迅速に試験して
、ドナーの好塩基球を活性化することができるかどうかを決定することができるアレルギ
ー試験を行うことができる。
【図面の簡単な説明】
【図１】　１００ ng/ml IL-3の存在下にて、イン・ビトロで０、３、５、７、１０および
１４日間培養した末梢血由来の 97A6陽性の CD34+細胞の百分率を示す図。
【図２】　１０７  1 2 5Ｉで表面標識した後に溶解した KU-812細胞の、抗体 97A6による免疫
沈降（レーン 97A6）、および抗体 97A6を含まないコントロール沈澱（レーンＣ）であって
、還元性（Ｒ）および非還元性（ＮＲ）条件下で５～１５％ SDSポリアクリルアミドゲル
上で電気泳動によって分離し、オートラジオグラフィーによって可視化したものであり、
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抗体 97A6による好塩基球の活性化の検出



分子量標準は左に示す。
【図３ａ】　好塩基球に結合したフィコエリトリン標識抗体 97A6 (97A6-PE)の、任意蛍光
強度単位で表わした平均量（平均 97A6-PE）を示す図であって、好塩基球は図に示す抗 IgE
抗体濃度を用いて予めインキュベーションされており、コナダニにアレルギー性であるド
ナーの血液（血液１）またはアレルギー性でないドナーの血液（血液２）に由来する。
【図３ｂ】　好塩基球に結合した 97A6-PEの、任意蛍光強度単位で表わした平均量（平均 9
7A6-PE）を示す図であって、好塩基球は図に示す濃度のコナダニ抗原を用いて予めインキ
ュベーションされており、コナダニにアレルギー性であるドナーの血液（血液１）または
アレルギー性でないドナーの血液（血液２）に由来する。

【 図 １ 】
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【 図 ３ ａ 】 【 図 ３ ｂ 】
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