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＊トマ トレク チ ン 灌 流 に よ る 血 管 の 描 出 法 ：

ベ ク タ ー 杜 の ビ オ チ ン化 ま た は固ＴＣ標 識 トマ ト レク チ ン１００μｇを静 脈 内

投 与 し
、 約５分 後 に 心 臓 よ り 固 定 液 を 灌 流 し、 臓 器 を 敢 り だ し凍 結 切 片 用

に 凍 結 す る（Ｅｚ荻ｉｅ迂１ａ１，
Ａ㎜ ｝Ｐａｔｈｏ．，

２００１）。
さ ら に 約１０ 岬 の 凍 結 切 片 を

作製 し蛍光抗体法ま たは酵素抗 体法で多重免 疫染色を施 したのち観察 した。
Ｃ） リ ンパ管内皮細飽の培養と株化 ；

ア ジ ュ バ ン トで 誘 導 した 良 性 の リ ンパ 管 腫 よ りＬＡ互０２標 識 磁 性 ラ テ ッ ク ス に

よ る ポ ジティ ブ 選 択 を行 っ た 後、 リ ン パ 管 内皮 細 胞 を 単 離 培養 し、
さ らに

限 界 稀 釈 法 に よ っ て 株 化 を 行 っ た。

２ 免疫細胞生物学的性状の解析：

Ａ） 抗体の精製と標識 〔ビオチ ン化およ び蛍光色 素〕 ；

ＬＡ１０２抗 体 は そ れ を 産 生 して い る ハイ ブ リ ドー マ 細 胞 を 培 養 して 培 養 上 清 を

得 る か、 ま た は マ ウ ス の 体 内 で 腹 水 と して 採 取 した。 さ らに 塩 析 後、 Ｐｒｏ施ｉｎＧ

ア フィ ニテ ィ ー カ ラ ム に て 分 離 精 製 した。 ＬＡヱ０２と 同 じ方 法 で 得 ら れ た マ ウ ス

の血管内皮 を認識 するモノクロ ーナル抗体ＬＡ５も同時に培養 上清ま たは腹水

よ り 分 離 精 製 した
。

Ｂ） 抗原 蛋白の分離精製と免疫生化学的性状解析；

Ｌ紺０２陽性 細 胞 株 ２Ｂ４の 膜 成 分 を 採 取 し、 ＬＡ１０２抗 体 と の免 疫 沈 降後、 ウ エス

タ ン ブロ ッ ト法 を用 い て 解 析 した。

Ｃ） ＬＡ１０２陽 性リ ンパ 系 細 胞 の 免 疫 学 的 特徴 の 検 索 ；

ＣＤ抗原 や そ の 他 の 細 胞 マ ー カ 』 と の 二 重 染色 に より 陽 性細 胞 を特 定 し た。

３ こ の 蛋 自 を コ ー ドす る 遺 伝 子 のク ロ ー ニ ン グと ア ミ ノ 酸 配 列 の 決 定 ：

Ａ） ＬＡ１０２抗 原 蛋 白 の 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ；

ＬＡ１０２陽 性２Ｂ４細 胞 のｃＤＮＡラ イ ブ ラ リ ー をｐＥＦ－ＢＯＳに 組 み 込 ん で お い て、

こ れ を２９３丁細 胞 に 遺 伝 子 導 入 す る ζ と に よ り 発 現 ク 回 一 ζ ン グをＦＡＣＳを用 い

て 行 っ た
。

Ｂ） ＬＡ１０２抗 原 の 質 量 解 析（ＬＣ－ＭＡＳＳ）に よ る 検 索 ；

ＬＡ１０２陽 性 の２Ｂ４細 胞 の 膜 蛋白 を 抽 出 後
、

ア ミノ 酸 質 量分 析（ＬＣ－ＭＡＳＳ）を した。

４． 生 体 内 にお ける 機 能
、 特 にリ ン パ系 細 胞 の 回 収 機 能 の 実 証 ：

ＬＡ１０２抗体による機能抑制作用をリ ンパ管 内皮細胞とリ ンパ系細胞の両面 がら

検索 した。 局所 での形態 変化 は、 芙焦 点 レーザー顕微鏡による三次元的画像

解 析 を行 っ た。

ＬＡ１０２抗原 や、 そ の 他 の 分 子 の 機 能 を考 える と き、 リ ンパ 管 と リ ンパ 系 細 胞 と の

接 着 反 応 への 関 与 淡 重 要 な鍵 を握 る。 そ こ で、 マ ウス Ｔリ ン パ 球 を用 い て

リ ン パ 管 を 含 ん だ 組 織 切 片 上 で 細 胞 遊 走 ・ 接 着 の 阻 害 試 験 （Ｕｗａｔ◎ｋｕｅｔ躯．，
２００１）

を行 っ た。 新 鮮 凍 結 切 片 上 に、 リ ン パ 球他、 培 養 細 胞 の 浮 遊液 を 載 せ て、
室 温

１理塾艶型 型９３竺 ゴヱ里轡瞳をてテ２ち
一、童２

隻㌧麓な轡 随を御 ㌧＿
落 と し、 軽く 固 定後 免 疫 染 色 を 行 い、 リ ン パ 管 や 細 胞 の 同 定 を 行 っ た。

接 着阻止 試 験時 は、 切 片 ま たは 細胞 をあ ら か じめＬＡ１０２抗体 と 反応 さ せ てお い て、

そ の後 接 着 反応 を 試 み た。
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Ｃ） ま た
、 ア ジ ュ バ ン トで 誘 導 した リ ンパ 管 腫 細 胞 株 上 で も、 ＬＡ１０２抗 体 に よる

細 胞の組織への接着阻止カミ弱いなカミら観 察された。 （江崎分担）

以 上 よ り、 ＬＡ１０２抗原 分予カリ ン パ 系 細 胞 の 移 動 や 接 着 に 関 与す る 可 能 性カミ示 唆

さ れ た
。

結果の総括と考察＝

本研 究 で は、 こ れ まで に 無 い リ ンパ 管 内皮 に 特 異 的 な 全く 新 しいＬＡ１０２抗原 淡 発 昆 ・

解 析 さ れ た。 こ の 抗原 は、 リ ンパ 管 内 皮 の 基 底 面 お よ び 管 腔 面 に 局 在 し、 分 子 量 約

２５～２７ｋｄの タ ン パ ク 質 で
、

従 来 リ ン パ 管 に 選 択 的 と さ れ て い るＬＹＶＥ－１や Ｐｏｄｏｐ１ａれｉｎ

な ど と ほ 異 なる 全く 新 しい 分 子 であ っ た。 ＬＹＶＥイ は、 リ ンパ 管 に 特 異 的 な ヒ ア ル ロ

ン酸受容体と して、 遺伝子解析か ら偶然に発 見された分子であり、 リ ンパ球系の細

胞に は 存 在 は確 認 さ れて い な い
。

ま たＰｏｄｏｐ１ホ㎞ も、 腎 臓 の 足 細胞 の 特 異 的な マ ー カ ー

と して 発 見 さ れ たカミ
、 単 に リ ン パ 管 と 交 差 性カミあ る と い う だ け で そ の 意 義 は 証 明 さ

れ て い な い。 こ れ ら に 対 し て、 ＬＡ１０２抗 原 は 胸 管 を 除く ほと ん ど全 て の リ ンパ 管 内皮

に 特 異 的 で あ る の ど同 時 に、 Ｔ リ ンパ 球 系 を 申 心 と した、 い わ ゆ る リ ンパ 球 再 循 環

を行う細胞群の一部にも存在することか ら、 リ ンパ管の細胞回収機構やリ ンパ球の

再 循 環 機 構 の 申 で 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る 可能 性 那 あ る。 ま た、 膜 を 介 す る 物 質 の

輸送機構にも何 らがの役割を果た している 可能 性も出てきた。 その分子量か らする

とＣＤ９やＣＤｇＯな ど比 較 的 小 分 子 と の 異 同 も 注 目 さ れ る。 現 時点 で はま だ
、 ま だこ の

分子の免疫生物学的意義の完全解明 には至っ ていないものの、 興味深い実験カ甥 在

進 行 申 で あ り 結 果 が 楽 しみ で あ る。 今 後、 こ の 分 子 の 機 能 的 な 側 面 な らび に 遺 伝 子

の 全 シー ク エ ンス を 明 らか に す べ く な お 検 索 中 で あ る。
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最 近 の 血 管 に 関す る 研 究 は、 急 速 な進 歩 を 遂 つ つ あ る も の の、 リ ンパ 管 に 関 して は

そ の 立 ち 遅 れカ湘 につ く。 つ ま り、 最 近 よ う やく リ ンパ 管 の 確 定方 法 添 確 立 さ れ 始

めた ば かり で、 リ ンパ 管 につ い て の 基 本 的 な 理 解 淡 さ れ て い な い。 そ の 意 味 でも、

本研究 はリ ンパ管研究 にとって新 しい展 開をおたらすた めの第一歩で ある。 本研 究

の結果、 これま で報告された こと の無い全く 新 しいリ ンパ管特異的分子 を発見す る

ことカ§でき、 大き な 収 穫 と な っ た （論 文 投 稿 準 備 中） 。 以 上 の 研 究 成 果 の 一 部 は、

第２８回 目 本リ ンパ 学会 総 会（平成１６年６月１９目、 富 山） での シ ンポ ジ ウム 並 び に第８９回

国 際解 剖 学 会（平 成１６年８月、 京都） で の シ ン ポ ジ ウ ム で発 表 予 定で ある。 ま た、 国

際的雑誌 に投稿 準備 中である。

最後 に、 こ の 科学研 究費補 助 金を 基 に本 研 究 を遂 行 させ て いた だい たこと に関 して、

全 て の 関係 者 各位 に 心 より 感 謝 の 意 を 表 した い。 ま た、 本研 究 を遂 行 する に当 た っ

て、 多大 な 協力 をい た だい た 教 室 の、 清 水 一 彦、 笠 原 弘美、 久 保 固康 子、 中 田和 子、

守屋倖 恵の各氏にも御 礼を申 し上げたい。
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