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ヒト T細胞レセプター v/322特異的単クローン抗体の作製，

およびそれを用いた末梢血T細胞レパトアの解析

九州大学生体防御医学研究所遺伝学部門（指導：笹月健彦教授）

岡本安弘

Generation of a Monoclonal Antibody Specific to Human T Cell Receptor 
v/322, and Analysis of Peripheral Blood T Cell Repertoire Utilizing 

This Monoclonal Antibody. 

Y asuhiro OKAMOTO 

Department of genetics (Director : Prof. T. Sasazuki) 
Medical Institute of Bioregulation, Kyushu University 69, Fukuoka 812 

A murine monoclonal antibody, Rl-21, against a HLA-DR4 restricted CD4+ T cell line 

specific to streptococcal cell wall (SCW) Ag was generated. Rl-21 reacted with about 50% of the 

HLA-DR4 restricted CD『 Tcell line. Rl-21 distinguished a diversity of TCR because it reacted 

with a small population of peripheral T lymphocytes, induced proliferative response in peripheral 

blood lymphocytes, immunoprecipitated a cell surface molecule of 80 kDa in non-reduced 

condition and 45 and 40 kDa in reduced condition, and the immunoprecipitates with Rl-21 was 

precleared with a known anti-TCR mAb. Sequence analysis of cDNA clones corresponding to 

TCR a and fJ genes derived from Rl-21 positive and negative T cell lines revealed that Rl-21 
recognized a V (J22 gene product. By utilizing Rl -21, it was found that V /J 22 positive cells existed 
3.80土0.94%and 3.56士0.59% in healthy adult and neonatal cord blood T lymphocytes, respec-

tively, and a V(J 22 gene product was skewed expressed on CD4+ T cells. (CD 4/CD 8 ratio: 

1.69土0.57)

はじめに

T細胞レセプター(TCR)はa鎖と f3鎖がジスフィ

ルド結合したヘテロニ量体の糖タンパクから成り立ち，

抗原認識の際には主要組織適合抗原 (Major His-

tocampatibility Complex ; MHC)と抗原ペプチドの

複合体を認識する(MHC拘束性）36).TCRは不連続に

存在する V,D, JおよびC領域が体細胞組換えする事

に加え，その継ぎ目部分に N領域という塩基の追加も

しくは欠損がおこることにより多様性を獲得する23)

ことで，多種多様な抗原に対応しており，このことが

まさに細胞性免疫における T細胞の多様性を賦与し

ている．この時点ではT細胞の多様性は10158)と考え

られるが，胸腺における正もしくは負の選択を経て

1012ほどの成熟したT細胞レパトアが形成される3)24)• 

T細胞レパトアを解析する際， TCRのV,D, J, C 

領域およびその継ぎ目部分の塩基ならびにアミノ酸配

列を決定することが必須であるが，また各ファミリー

に対する単クローン抗体も非常に有用であり，このこ

とがマウスにおいて胸腺における正ならびに負の選択

をはじめとした T細胞レパトアに関する様々な貴重

な研究が進んだ理由でもある．しかしヒトに関しては

TCRのV領域に対する単クローン抗体の種類が十分

でないため T細胞レパトアの解析はマウスほどには

進められてはいない．近年ポリメラーゼ連鎖反応

(Polylmerase Chain Reaction ; PCR)技術の発達に

ともない，各種の疾患病巣中に浸潤する T細胞レパト

アは任意ではなく，約60のVaファミリー34),V/3フ

ァミリー10)の中からある特定のVファミリーが使用

されていることが明らかになった．例えば，慢性関節

リウマチではV/33,4, 1715)31)が，また多発性硬化症

ではVa12.1が末梢と比べて病巣中のT細胞レパト

アに多く認められ29)，ブドウ膜メラノーマの腫瘍浸潤

リンパ球ではVa7が主として使用されている 28)こと
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などが報告されている．

一般に TCRのV領域に対する単クローン抗体に

は主に2つの有用性がある．第一には診断的有用性で

あり，疾患発症に関与すると考えられる T細胞レパト

アのフローサイトメトリーによる定量や，免疫組織染

色による病変における疾患関連T細胞の局在の同定

などに利用される．第二には，ヒト腎移植の際の急性

拒絶反応の抑制30)や実験的アレルギー性脳炎の発症

抑制43)で明らかにされたように免疫に基ずく疾患の

治療を目的とした有用性である．

これまでにヒト白血病T細胞株を主として免疫細

胞として用いることで，いくつかのTCRのV領域特

異的単クローン抗体が作製された2)4)9)16)25)33)38)．また最

近では， MycoplasmaArthriditis mitogen特異的な

T細胞株mゃ，マウスのT細胞ハイプリドーマにヒ

トTCRのV領域を発現させた細胞株を用いて作製

したV領域特異的抗体が報告された叫しかしながら

これらの単クローン抗体は総計しても 10種程度で，ヒ

トT細胞レパトアの約30％程度を認識するにすぎず，

残りの Vファミリーに対する特異的単クローン抗体

の作製が待たれている．

我々は，溶連菌細胞壁 (Streptococcalcell wall, 

SEW)抗原に対する低応答者より SEW特異的CD4

陽性DR4拘束性およびDQ4拘束性のT細胞株を複

数樹立し，ヒトの免疫応答の遺伝的制御における両者

の機能的差異について解析してきた17)．この差異を分

子生物学的に解明するためには， cDNAライブラリー

を作製する手法，あるいはいずれかの細胞株にのみ特

異的に反応する単クローン抗体を作製する手法のいず

れかで解析が可能である．今回我々は， SEW低応答者

(HY)より樹立したSEW特異的CD4陽性DR4拘

束性およびDQ6拘束性のT細胞株をマウスに免疫

することによりハイプリドーマを作製し，両者を識別

する抗体を作製した．その過程にて，DR4拘束性T細

胞株には反応するがDQ6拘束性T細胞株とは反応

しない単クローン抗体R1-21を得た．解析の結果，Rl

-21はT細胞レセプターV/322ファミリーに認識し

ていることが明らかとなったため， Rl-21を用いて健

常人ならびに謄帯血を材料としたT細胞レパトアの

解析を行った．

材料および方法

1. 細胞

健常者 (HY)より樹立した， HLA-DR4および

HLA-DQ6拘束性SEW特異的CD4陽性T細胞株

（それぞれHY-DR4-SCW,HY-DQ6-SCWと以下

略す）を用いた．また別の7名の健常者からも上川路

らの方法17)に従ってDR4拘束性SEW特異的CD4

陽性T細胞株を樹立した．単クローン抗体Rl-21反

応性T細胞株の樹立はTumangらの方法40)に従い，

ヤギ抗マウス lg{G+M)抗体の結合した磁気ビーズ

を用いることでRl-21陽性率99％以上のT細胞株

を得た．末梢血T細胞および謄帯血T細胞は，フィコ

ールーパックを用いた比重勾配遠心法の後，ナイロン

ゥールカラムを通過させることにより調製した．

2. 単クローン抗体の作製

免疫動物としてC3H/HeJとHLA-DQ6遺伝子

を導入したC57BL/627)の1代雑種の雌を用い，初回

免疫として 1Xl07コの HY-DR4-SCWを腹腔内に

投与し，その2週後に同数の細胞株を追加免疫した．

追加免疫後4日後のマウスより採取した牌細胞はミェ

ローマ細胞P3 X-63-U 1とポリエチレングリコール

存在下にて融合した12)．融合細胞をHAT選択培地に

て培養し約2000コのハイブリドーマを得た．これらの

ハイプリドーマ上清を， HY-DR4-SCWとHY-DQ6

-sewとの間で， ELISA法により比較スクリーニン
グを行うことで， HY-DR4-SCWには反応するが

HY-DQ6-SCWには反応しないハイプリドーマ Rl-

21を得た．

3. 単クローン抗体

OKT3は， ATCCより購入した．抗CD3（抗

Leu4)，抗CD4（抗Leu3a)，抗CD8（抗Leu2 a) 

はベクトン・ディッキンソン社より購入した．抗ヒト

TCRfJ鎖フレームワーク抗体fJF1は， Tセルサイエ

ンス社より購入した．また二重染色に用いたR1-21は

プロテイン Aカラムにて精製後，通常の方法にてビオ

チン化したI).

4. HLAタイピング

T細胞株ドナーのHLAクラス IおよびクラスII抗

原は抗HLA血清パネルを用いて微小細胞傷害試験に

よりタイプした17)．さらに HLAクラスIIの対立遺伝

子型は， PCR産物の塩基配列特異的オリゴヌクレオチ

ドプローブとの反応性により決定した20)．HLA対立

遺伝子の名称はWHOのHLA命名委員会の勧告に

従った“)・
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5. CD3-TCR複合体に対する単クローン抗体による

T細胞の増殖

健常人末梢血T細胞を種々の CD3-TCR複合体を

認識する単クローン抗体と反応することで，単クロー

ン抗体特異的T細胞反応を検討した．抗Leu4抗体は

希釈し有効猿度 (200ng/ml)を用いた18)．対照群とし

ての P3 X-63-U 1,またOKT3,およびR1-21はそ

れぞれ腹水型を 500倍希釈にて使用した． T細胞の培

養は， L-グルタミン，ストレプトマイシン—ペニシリン

添加の RPMI1640に10％のヒト男性血清を加えたも

のを用い， 5%C02飽和水蒸気圧下にて 72時間行っ

た． 3Hーチミジン添加後さらに 12時間培養を行い T

細胞の取り込みをシンチレイションカウンターにて測

定した．

6, フローサイトメトリー

フローサイトメトリーは，ベクトン＿ディッキンソン

社のFACScanを用いて行い，いずれも 7ーアミノアク

チノマイシンDにて死細胞を除去した条件にて解析

した．解析には，二次抗体として FITC標識のヤギ抗

マウス (IgG+IgM)ポリクローン抗体の F(ab'）部分

を用いた間接蛍光抗体法，もしくはビオチン化R1-21 

にアビジン FITCを加えたものと抗CD3，抗CD4,お

よび抗CD8抗体のPE標識の抗体との間での二璽蛍

光染色法いずれかで行った．

7. 細胞の RI標識および免疫沈降法

細胞表面の放射性ヨード標識は， 1 x107個の生細

胞を冷却した PBSにて充分洗浄後， Na125Iとラクト

ペロキシダーゼを用いて行った26)．免疫沈降は， 50%

(V/V)のプロテイン Gと有効濃度の抗体，すなわち

R 1-21（腹水型）は5μ1,(JF1 (0.5 mg/ml)は40μ1

を用いて行った19)．免疫沈降物はこの後SDSーポリア

クリ）レアミド電気泳動により分離し，ゲル乾燥後ー80

℃にて増感紙存在下でKodak-XAR-5フィルムに露

光することで標識蛋白を検出した．

8. インバース PCRおよびTCR遺伝子の塩基配列

決定

T細胞株を SEWもしくはR1-21により刺激した

後，生細胞をフィコール—パックを用いて回収した．ま

たRNAは， Scherrerらの方法に従いホットフェノー

ル法により抽出した37)．マルチプライミング法による

cDNA合成およびインバース PCR法による T細胞

レセプター遺伝子のクローニングはUematsuらの方

法に従った41)42)．得られたT細胞レセプター遺伝子の

クローンの塩某配列はシークエナーゼキット (United

States Biochemical)を用いてサンガー法により決定

した．

9. V領域特異的逆転写PCR(RT-PCR)とそのプラ

イマー

v/3特異的プライマーならびに Caの定常域を特異

的に増幅する Caインターナルコントロールプライマ

ーは Choiらの報告に従い合成した叫またC/3のアン

チセンスプライマー (5'-TTTTGG GTG TGG GAG 

ATC TC)はBragadoらの報告に従った51.V/322特

異的プライマー (5'-AGGCCT GAT GGA TCA 

AATTTC)は他のv/3特異的プライマーとほぼ同じ

部位に作製した．プライマーはすべてMilliGen-

Bioseach社のDNA合成装置にて合成し， PHA刺激

した末梢血リンパ球からのcDNAを用いて特異的

PCR産物が得られることを確認した．

結 果

1. R 1-21の各錮胞株に対する反応性（図 1)

HY-DQ6-SCWはV/35.2+5.3に対する抗体1

Clと約90％反応した． R1-21は， HY-DR4-SCWの

約50％に反応したが， HY-DQ6-SCWや，HYより樹

立したEBウィルス形質転換Bリンパ芽球様細胞株

には反応性を有しなかった．また lClと同様に， Rl

-21は末梢血リンパ球の約3％と反応した．

2. R 1-21による T細胞増殖試験

健常者 6名より末梢血リンパ球を回収し， R1-

21 (IgG 1タイプ）に対する反応性から高応答者群（グ

ループA)と低応答者群（グループB)に分類した（表

l)．グループAはOKT3 (IgG2 aタイプ）に対して

は増殖性を示したが，抗Leu4 (IgG 1タイプ）に対し

ては増殖性を示さなかった．グループBにおいてはこ

の両者に対して増殖性を示した．このことは、IgG1タ

イプの抗TCR-CD3複合体に対する増殖性には個体

差が存在するという Kaneokaらの報告18)と合致して

いた．高応答群において R1-21に対する増殖性が抗

CD3抗体に対する増殖性に比して小さいことが観察

されたが，これは末梢血リンパ球における各単クロー

ン抗体陽性細胞の存在比率を反映していると考えられ

た．
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図 1 R 1-21の各細胞株への反応性

R 1-21はHY-DR4-SCWの約50%，末梢血リンパ球の約3％に反応したが，同一ドーナーより樹

立した HY-DQ6-SCWやEBウィルス形質転換Bリンパ芽球様細胞株 (EB-HY)とは反応性を有

しなかった．比較対照として v/35.2+5.3特異的抗体lClを用いた．また対照群としては精製マウ

スIgG1を用いた．

Group A 

Group B 

Table 1 Proliferative response of PBL co-cultured with mAbs 

3 [HJ TdT incorporation induced by 

mAb 

Donor Med Rl-21 Leu4 OKT3 

YN 389士 82 659土118 326土 62 15,374士7,069

ss 672土 87 717土138 622士120 22,077土3,083

RPD 692土124 683土267 582土101 35,711土3,240

NK 369土 48 1,235土 396 24,556士3,492 15,913土2,706

TK 473士140 5,916土1,415 187,225土 715 11,437土 583

YO 888士147 3,026土 709 110,671土3,289 250,112士 718

PBLs were co-incubated with anti-Leu4(200 ng/ml), OKT3, Rl-21, and P3U-1 ascites (final dilution 

500x). 3 [HJ thymidine incorporation was measured by scintilation counting, and expressed by mean土

SD of cpm in triplicate culture. 

3. 免疫沈降法

R 1-21が認識する分子を同定するため， R1-21と

TCR/3鎖フレームワーク抗体である f3F1を用いて，

免疫沈降物を比較検討した（圏2).R 1-21を用いると

/3Flと同様に，非還元下にて 85KDa（図 2レーン 1,

2)，還元下にて 45と40KDa（図2レーン 7,8)の免

疫沈降物が検出された．さらに， R1-21およびf3F1で

沈降した 85KDaのバンドは，それぞれf3F1とR1-

21を試料とあらかじめ反応させておくことにより互

いにその量が著明に減少した（図 2レーン 4,5)．この

ことは R1-21がT細胞レセプターを認識しているこ

とを示唆した．

4. インバース PCR法を用いた R1-21特異性の決

定

HY-DR4-SCWと他の健常者 (KH)より樹立した

SEW特異的CD4陽性T細胞株(KH-DR4-SCW)に

ついて，それぞれR1-21を用いて R1-21陽性率約

100％と 0％の 2群に T細胞を分別し，その各々につ

いてインバース PCR法を用いて T細胞レセプター遺

伝子をクローニングした．

まず， TCR/3鎖遺伝子について検討した． R1-21陽
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図2 R 1-21を用いた免疫沈降法

放射性ヨ ードにてラベルした HY-DR4-SCW

中R1-21陽性分画から /3F1, R 1-21にて得ら

れた免疫沈降物を，還元および非還元下にて

SDS— ポリア ク リルアミド ゲル電気泳動を用 い

て分離し，オートラジオグラフ ィーにて検出し

た．

V戸 ．．ド！．．．怜 ．．竺． JP 

HY-DR4-SCW Phe Cys Ala Ser Ser 
RI-21(+) TIC TGT GCC AGC AGT .. 早旦旦＿A.I!．…竿工Q!L.

GGACAGG CT AACTATGGC 

Dpl.l J~J.2 

kH-DR4-SCW Phe Cys Ala Ser Ser Pro 旦LLeu Ala GIn Glu Thr 
Rl-21(+) TrCTGT西完双茫双茫 もも"6GGAで京ぼざ．．．．．A.で瓦訳で双百でで

一 D~2. I 1~2.5 

図3 R 1-21陽性T細胞における V(3の決定
HY-DR4-SCWおよびKH-DR4-SCWの

R 1-21陽性分画の T細胞レセプタ ーをクロー

ニングし，塩華配列を決定することによりその

アミノ酸配列を推定した．それぞれから得られ

たクローンの主体を占めるものについて示す．

D(3，J(3の命名法はToyonagaらの報告に従っ

た．

性の HY-DR4-SCWより得られたクローンをシーク

エンスすると11クローンのうち 10クローンが同一の

塩基配列を有しており，これはV/322(IGRb 03) 10L 

D/31.1-J/31.2-C/3 1 （図3)であった．残りの一つは

v/311.2-D/31.1-J/31.6-C/31でありこれは， R1-21 

陰性の HY-DR4-SCWより得られたクローンと同一

であった．一方， R1-21陰性の HY-DR4-SCWより

得 られた 12クローン全てが前述した v/311.2-

D/3 1.l-J/3 1.6-C/3 1であった．R1-21陽性KH-DR4

-sewでは 12クローンのうち 11クローンがv/322-
D/32.1-J/32.5-C/32であり（図 3)，残りの一つは

v/3 1-D/31.1-J/3 1.6-C/3 1であった．R1-21陽性T

細胞の T細胞レセプタークローンの塩基配列および

対応するアミノ酸配列の一部を図 3に示す．以上の結

果は R1-21がT細胞レセプターv/322ファミリー

を認識する事を強 く示唆した．

次に TCRa遣伝子について検討した． R1-21陽性

のHY-DR4-SCWは表2にまとめたように， Va1.3 

が多数を占めるものの，他に少なくとも 3種の Va-

Jaを使用する T細胞がそれぞれ存在していた．さら

に，これらは R1-21陰性の HY-DR4-SCWから得ら

れた T細胞レセプター a鎖の塩基配列とまったく異

なるため， R1-21陰性分画の陽性分画への混入による

不均一性を反映したものではないと考えられた．一方

R 1-21陽性の KH-DR4-SCWから得た 4クローン

は，すべてがVa1.1であり Vaに関しては HY-

DR 4-SCWとkH-DR4-SCWのそれぞれの R1-21

陽性分画の T細胞レセプター間に共通性は見いだせ

なかった．

Table 2 Usage of TCR Va and J a gene in DR4 restricted SCW Ag-specific T cell lines 

T cell line Frequency Va Ref. Ja Ref. 

9/12 l.3(AA17) [22] HAVT33 [21] 

HY-DR4-SCW 1/12 10 l(HAP 58) [ 45] HAVT27 [21] 

Rl-21(+) 1/12 1 2(AE11) [22] AP5ll [22] 

1/12 15 l(AC24) [22] AA17 [22] 

HY-DR4-SCW 4/7 12.l(AC25) [22] IGRJal4 [34] 

Rl-21(-) 3/7 16.l(AE212) [22] HAP58 [ 45] 

KH-DR4-SCW 4/4 l.l(HAPlO [ 45] IGRJal4 [34] 
Rl-21(+) HAP60) 

The nomenclature of Va and J a were according to those proposed by Klein et al. [22], Kimura 

et al. [21], Y oshikai et al. [ 45], and Roman-Roman et al. [34]. 
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5. 逆転写酵素 (RT)PCR法を用いた R1-21特異性

の確認

前述したように R1-21はV/3 22の遺伝子産物を認

識することが示唆されたため，HY-DR4-SCW中の

陽性および陰性分画，KH-DR4-SCW中の陽性およ

び陰性分画，R1-21刺激にて健常者NTより樹立した

R 1-21反応性T細胞株 NT-R1-21,ヒト白血病T細

胞株である Jurkatを用いて，Caインターナルコント

ロールプライマー存在下に， V/3 22, V /3 8, V /3 11そ

れぞれに特異的なプライマーと C/3プライマーとの間

でPCRを行った（図 4). V/3 22特異的遺伝子増幅は

R 1-21陽性の T細胞株では認められたが，他の細胞

株では認められなかった．同様に Jurkatでは V/38, 

R 1-21陰性の HY-DR4-SCWでは V/3llの特異的

遺伝子増幅を認めた．これらの V/3特異的 PCRの結

果は R1-21陰性T細胞中には V/322を使用する T

細胞が存在しないことを明らかにし，前述のクローニ

ングにより得られた結果を支持した．すなわち R1-21 

がV/3 22に特異的であることが確認された．

6 

度

成人健常人末梢血Tリンパ球，謄帯血Tリンパ球

を用いて，抗 Leu4抗体との二重染色にて全T リンパ

末梢血Tリンパ球における V/322陽性T細胞頻

v~ 

s
 

v~ V~22 

▲
 
▲
 

図 4

▲
 

I-IY-DR4-SCW Rl-21(+) 

I-IY-DR4-SCW Rl-21(-) 

KI-I-DR4-SCW RI-21(+) 

KH-DR4-SCW Rl-21(-) 

NTRl-21 

Jurkat 

V(3特異的プライマーによる R1-21陽性細胞

の特異的遺伝子増幅 HY-DR4-SCW中の Rl

-21陽性分画と陰性分画 KH-DR4-SCWの

R 1-21の陽性分画と陰性分画， NT-R1-21, 

Jurkatの6種の細胞株を用いて， Caインター

ナルコントロールプライマー存在下でV(322,

V(311, V(38とC(3プライマーとの間にて逆転

写酵素 PCRを行った．Ca特異的 PCR産物を

矢尻でまた V(3特異的PCR産物を矢印で示す．

球に対する V/322陽性T細胞頻度を算出した（図 5)

が，それぞれ3.80土0.94%,3.56土0.59％と有意差を

示さなかった．またその分布も一峰性であった．さら

に各人の HLA-DR,DQ, DPそれぞれの対立遺伝子型

との対応を検討したが，特定の遺伝子型と V/3 22使用

T細胞レパトア頻度との相関は認められなかった．

7. V/322のCD4陽性T細胞あるいは CD8陽性T

細胞いずれかへの偏位について

他の V/3ファミリーでは，CD4もしくは CDST細

胞いずれかに優位にその使用が偏位することが報告さ

れている 13)14). そこで，成人健常人末梢血Tリンパ球

および謄帯血T リンパ球を用いて，抗 Leu3 a（抗

CD4)，抗 Leu2 a（抗CDS)抗体と R1-21との二重

染色にて v/322使用偏位を検討した（図 6)．その結

果， R1-21陽性細胞は成人では CD4中の 4.04士0.85

%, CDS中の2.59士0.83％を占め，謄帯血では CD4

中の 3.71土0.60%,CDS中の 2.36士0.61％を占めて

おり ，V/3 22の使用は CD4陽性T細胞に有意に偏位

していた (P<0.001,ペアー t検定）．

本研究では，SEW特異的DR4拘束性CD4陽性T
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成人健常人末梢血リンパ球および謄帯血リンパ

球における VfJ 22陽性T細胞頻度
成人健常人末梢血リンパ球および腑帯血リンパ

球を用いて，抗 Leu4抗体と R1-21とで二重染

色を行った．相対的 R1-21陽性細胞頻度の算出

法は以下の通りである．

R 1-21陽性 T細胞頻度（％）

=lOOX 
R 1-21,抗Leu4ともに陽性な細胞数

抗 Leu4陽性細胞数の総計
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R 1-21陽性細胞のCD4陽性細胞への偏位

成人健常人末梢血リンパ球および腑帯血リンパ

球を用いて，抗CD4抗体もしくは抗CD8抗体

とR1-21との間で二重染色を行った．（A)HY

より採取した末梢血リンパ球を用いた場合の

CD4（抗Leu3 a)とR1-21, CD 8（抗Leu2 a) 

とR1-21の二重染色のフローサイトメトリー

を例示した．（B)CD4およびCD8陽性細胞中
における R1-21陽性細胞の頻度を算出し各個

人毎に線で結んだ． CD4もしくはCD8陽性細

胞中における R1-21陽性細胞頻度の算出方法

は以下の通りである．

CD4（もしくは CD8)陽性細胞における R1-21 

陽性細胞頻度（％）
Rl-21，抗Leu3a（もしくは机Leu2a)ともに剛生な細抱数

=lOOX 
抗Leu3 a（もしくは杭Leu2a)陽性細胞数の総計

細胞株に反応する単クローン抗体R1-21を作製し，こ

れがヒト T細胞レセプターv/322を認識することを

明らかにした．まずR1-21の認識している分子は免疫

に用いたT細胞株 (HY-DR4-SCW)に特異的に存在

し，同じドナーより樹立した拘束性の異なる T細胞株

(HY-DQ6-SCW)やBリンパ芽球様細胞株 (EB-

HY)に反応しない一方，末梢血リンパ球には数％の反

応性を有したことより T細胞全体に共通の細胞表面

分子ではなく，たとえばTCRの可変領域のような多

様性を示す分子を認識していることが示唆された．抗

TCR抗体や抗CD3抗体などのT細胞に増殖シグナ

ルを与えることのできる抗体は，その抗体刺激により

安 弘

未梢血リンパ球増殖を誘導する． R1-21も末消血リン

パ球増殖を誘導したが抗CD3抗体に比べ刺激活性が

弱かった．以上より R1-21はT細胞中の限られたク

ローンにのみ発現しその増殖に関与する分子であるこ

とが示唆された．また免疫沈降法を用いた実験では，

R 1-21はTCR/3鎖のフレームワーク抗体である

/3Flと同様な免疫沈降物を還元下，非還元下にて示

し，さらに予め fJF1やR1-21で処理しておくこと

で，それぞれR1-21, PF 1で得られる免疫沈降物が著

しく減少することより，この二つの抗体は同一分子，

すなわち TCRを認識していると考えられた．以上よ

りR1-21 fま， TCRの定常域以外の部分すなわち v,

D, J領域のいずれかを認識していると考えられた．

R 1-21がTCRのどの部位を認識しているかは，イ

ンバース PCR法を用いて決定した．表 2に示したよ

うに 0/鎖に関して R1-21陽性T細胞間にVa1ファ

ミリー (Va1. 1, 1. 2, 1. 3)を使用するものが多いこ

と以外のは共通性は見られなかった． fJ鎖に関しては，

この異なるドナーより得られた 2種の T細胞間で

V /3 22のみ共通していた． R1-21がValファミリー

の共通部分，もしくはVa1-V/322のTCRクロノタ

イプを認識している可能性については， R1-21陽性率

が約100％である NT-Rl-21においても，全くクロー

ン化していない T細胞同様に抗Va2.3抗体 (Fl)16)

陽性細胞が7.0％存在することから否定的であった

（未発表データ）．また R1-21がD/3，J/3，Jaないし

これらの結合部分を認識している可能性も，図3およ

び表2で示したその著しい多様性から否定的であった．

さらに図4で示したように， R1-21陽性細胞において

のみV/322特異的増幅が得られた．以上より， R1-21 

はヒト TCRV/322を認識していると結論された．

HY-DR4-SCWとKR-DR4-SCWのR1 21陽性

分画主体である v/322の塩基配列を比較すると図3

に示したように， V/322の3'末のセリンのコドンに同

義塩基懺換（それぞれAGT,AGC)がみられた35)•こ

の部分は，すでに報告されている v/322を使用した

HT 2.10ではアルギニン (AGA) となっており32)'

v/322サブファミリー間の相異もしくはV/322にお

ける遺伝的多型性であると考えられた．

R 1-21を用いて末梢血リンパ球における v/322の

頻度を検討したが，成人末柏血と謄帯血間に有意の差

はなく，また各個人間における R1-21陽性細胞頻度の

分布は抗v/36.7抗体OT14533lfこみられるように 2

峰性を示さず、このことから、 R1-21はV/322ファミ

リーの非多型部分を認識しているか，もしくはV/322
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自体に大きな対立遺伝子間変異が存在しないことが示

唆された．またV/322の使用はCD4陽性T細胞に偏

位していることが明らかとなったが，その程度は

V /3 5.1, V /3 6. 7よりは小さく Vf3 8, V /3 12よりは大

きいため， V/3の使用偏位には階層形成が存在してい

ると考えられた．しかしながら， V/322使用のCD4陽

性T細胞への偏位は，外界の影響を殆ど除外できると

考えられる腑帯血においても観察されたことより，後

天的要因によるものではなく，むしろ CD4陽性T細

胞もしくはCD8陽性T細胞に分化する時点で決定さ

れると考えられた．ヒトにおいて， V/3使用の偏在が胸

腺内で決定されるか否かは本研究からはあきらかでは

ないが，マウスの T細胞レパトアから考慮すると 3)24),

胸腺における正の選択において決定されると考えられ

た．また， HLA-B38と末梢血中のCD8陽性Va2.3 

陽性T細胞比率との正の相関が報告されている 14)．し

かしながら V/322陽性CD4あるいはCD8陽性T細

胞比率は特定の HLAクラス I(A, B, C)，クラスII

(DRB 1, DQA 1, DQB 1, DP A 1, DPB 1)の存在

と相関を認めなかった．このことより， V/322陽性T

細胞はマウスの V/3ファミリーにて観察されるよう

な特定の MHCの存在により正もしくは負の選択に

おいてファミリー全体が影響を受けるようなものでは

ないことが示唆された．

総 括

1. ヒト TCRV/322と特異的に反応する抗体R1-

21を産生するハイブリドーマを樹立した

2. R 1-21を用いて検討したヒト T細胞レパトア

から V/322の使用はCD4陽性T細胞に偏位してい

ることが判明した．
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