
Ⅰ. 緒言

フィブロネクチンは線維芽細胞、上皮細胞、
肝細胞などの様々な細胞により産生される多機
能糖タンパク質のひとつで、細胞外マトリック
スを形成して細胞遊走、細胞接着、細胞シクナ
リング、細胞分裂のコントロールなどに関わる
とともに、体液中では可溶性タンパク質として
非特異的オプソニン活性を担っていると考えら

れている1, 2, 3)。最近、ヒト好中球がまれなアイソ
タイプのフィブロネクチンを産生し、好中球細
胞膜上にもフィブロネクチンが結合していると
いう報告がなされた4)が、細胞膜上でのフィブロ
ネクチンの構造や結合の仕方、その機能などに
ついては不明である。
抗フィブロネクチンモノクローナル抗体MO

はヒト血漿由来フィブロネクチンを抗原として
作製されたIgMタイプのモノクローナル抗体で、
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Summary The properties of an anti-fibronectin monoclonal antibody MO which recognizes an

epitope on a subpopulation of human neutrophils were examined.  The result of an ELISA examination

showed that MO specifically bound to immobilized fibronectin only at low temperature but not at 37℃.

MO was found to dissociate from the antigen by an incubation at 37℃.  Flow cytometric analysis

revealed that the ratio of the MO-binding subpopulation of neutrophils increased by the stimulation

of whole blood with formyl-methyonyl-leucyl-phenylalanine.  This result suggested that MO recog-

nized an epitope expressed on primed (or activated) neutrophils.  In the presence of heparin or

citrate but not of EDTA, MO bound to platelets in addition to neutrophils.  The present study

indicates that MO can be a useful tool for investigating the structure and function of fibronectin on the

surface of neutrophils and platelets in whole blood.
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液相中のフィブロネクチン分子との結合性は弱
く、もっぱら固相化したフィブロネクチン分子
と結合する5)。そのような性質を反映して、MO
は健常人のEDTA加全血中で、血漿中にはフィ
ブロネクチンが～300μg/mLの濃度で存在する
にもかかわらず、一部の好中球の細胞膜と結合
し、好中球集団をMO陽性好中球とMO陰性好中
球の２つのサブポプレーションに分別する5)。現
在のところMOが認識するフィブロネクチン分
子中のエピトープ部位や、好中球膜上でMOと
結合するエピトープ（MOエピトープ）を有す
る物質の本体、MO陽性好中球とMO陰性好中球
の機能の違いなどについては不明であるが、健
常人における好中球集団中のMO陽性好中球の
割合（MO陽性率）には0％～60％と個人差が大
きく、男性より女性の方が若干高い傾向にある
ことが分かっている5, 6)。
通常、MOを用いた抗原抗体反応は４℃、一

部は室温で行っていたが、我々はMOを低温で
好中球に結合させた後、37℃に温度を上げると
MO陽性好中球がMO陰性好中球に変化すること
を観察した。このことは、加温によりMOと好
中球細胞膜物質との抗原抗体複合物が細胞から
放出あるいは細胞内に取り込まれたか、もしく
はMO単独が抗原抗体複合物から解離したこと
を示唆した。そこで、今回あらためて、MOと
本来の抗原であるフィブロネクチンとの抗原抗
体反応に反応温度がどのように影響を与えるか、
ELISAにより検討した。
一方で、我々はMO陽性好中球がMO陰性好中
球に比べて生体内で機能的になんらかの活性化
を受けた状態の好中球ではないかと仮定した。
もしそうであると、in vitroで好中球集団を活性
化するとMO陽性好中球の割合が増加するはず
である。formyl-methyonyl-leucyl-phenylalanine
（f-MLP）は好中球遊走因子の一つで、好中球の
さまざまな活性を亢進させる7-11)。今回、全血液
をf-MLPにより刺激すると好中球集団中のMO陽
性率にどのような変動があるかついてフローサ
イトメトリーにより検討を加え、好中球活性化
とMO陽性化の関連を探った。同時に、抗凝固
剤としてEDTAだけでなくヘパリンあるいはク
エン酸を用いて採血した全血液を用いてf-MLP
の影響を調べるとともに、好中球集団以外の血
液細胞集団とMOの結合性について検討した。

Ⅱ. 方法と材料

抗体：抗フィブロネクチンモノクローナル抗
体MO（IgMアイソタイプ）とHB91（IgG1アイ
ソタイプ）は既報の通りに精製した5)。抗血小板
モノクローナル抗体TP80（血小板GPⅡb/GPⅢa
特異的、IgG1アイソタイプ）は市販品（Nichirei,
Tokyo, Japan）を用いた。
ELISA：平底マイクロプレート（Nalge Nunc

International）の各ウェルをフィブロネクチン
（Exocell）（5μg/mL）50μLで通常の条件でコー
トしたのち、0.5％Tween加リン酸緩衝生理食塩
水で抗原未反応表面をブロックして抗原プレー
トを作成した。モノクローナル抗体と４℃もし
くは37℃で60分間、２段階インキュベーション
する際は４℃もしくは37℃で60分間、さらに、
４℃もしくは37℃で60分間反応させた。0.5％
Tween加リン酸緩衝生理食塩水で洗浄後、２次
抗体としてHRPO標識抗マウスIgG＋IgM(H＋
L)goat F(ab')2（Biosource）を４℃で反応させた。
洗浄後、ABTS基質溶液（Kirkegaad & Perry
Laboratories, Inc）を加えて室温で発色させ、
１％SDSで反応を停止させて414 nMの吸光度を
マイクロプレートリーダー（Immuno Mini NJ-
2300, Nalge Nunc）で測定した。測定はすべて
duplicationで行い、結果はそれらの吸光度の平均
値で示した。
血液検体：口頭および文書で研究内容の説明
を行い、実験参加の同意を得た複数の健常人か
ら血液の提供を受けた。血液検体は実験当日、
実験終了後に廃棄した。
f-MLPと血液の反応：f-MLPはSigma製品を用
いた。DMSO（Sigma）に１mMに溶解したもの
を－30℃において凍結した保存溶液を、使用直
前に溶解し、Dulbecco'sリン酸緩衝生理食塩水
（PBS(-)）で必要な濃度に希釈して用いた。コン
トロールとしては溶媒のみをPBS(-)で希釈した
ものを用いた。血液は採血後、実験操作に伴う
不必要な活性化を避けるため実験直前まで４℃
に保存し、種々の濃度のf-MLPと37℃で15～60
分間反応後は、直ちに４℃に冷却した。
フローサイトメトリー：MOおよびTP80と血

液細胞との結合はフローサイトメトリーで解析
した。EDTA（最終濃度3.5 mM）、ヘパリン（最
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終濃度１U/mL）、クエン酸３ナトリウム（最終
濃度４mg/mL）いずれかを加え抗凝固した末梢
血全血100μLに１次抗体としてMO 2.5μg、あ
るいはMO 2.5μgとTP80１μgの混合物を加え
４℃で45分間反応させた。アイソタイプコント
ロールとしてMOに対してはTEPC-183（Sigma）
2.5μg、TP80に対してはMOPC-21（Sigma）１
μgを同様に反応させた。反応終了後、冷却し
たPBS(-)-0.5%NaN3（PBS-NaN3）１mLで１回洗
浄し、次に２次抗体として最適濃度にPBS-NaN3
で 希 釈 し た FITC標 識 rat anti-mouse IgM
（ROCKLAND）あるいはFITC標識rat anti-mouse
IgMとPE標識goat anti-mouse IgG-F(ab')2（Beckman
Coulter）の混合物を100μL加えて４℃で30分間
反応させた。２次抗体の添加以降は暗所で操作
した。溶血試薬としてOptiLyseC（Beckman
Coulter）500μLを検体に加え室温で10分間静置
し、同量のPBS-NaN3を加えてさらに15分間静置
した。その後ただちにEPICS XL system2
（Beckman Coulter）により、好中球集団あるい
は血小板集団にゲートをかけMO陽性率および
TP80陽性率を測定した。
倫理委員会の承認：本研究は愛媛県立医療技
術大学倫理委員会の承認を経て行われた。

Ⅲ. 結果

1. 固相化フィブロネクチンへのMO結合におよ
ぼす反応温度の影響

Fig. 1Aに示すように、MOは４℃では濃度依
存的に固相化フィブロネクチンと結合したが、
37℃では結合が認められなかった。比較として
用いたIgG1タイプの抗フィブロネクチンモノク
ローナル抗体HB91は４℃においても37℃におい
ても同等の結合が認められた。MOをまず４℃
において固相フィブロネクチンとあらかじめ結
合させておいても、引き続きインキュベーショ
ン温度を37℃に上げると結合が認められなくな
った（Fig. 1B）。HB91は２ステップの反応温度
のどの組み合わせでも同等の結合がみられ、温
度による抗原抗体反応への影響は認められなか
った（Fig. 1C）。この結果から、MOは４℃では
固相フィブロネクチンと結合するが37℃では結
合せず、いったん４℃で結合したフィブロネク
チンからも37℃では解離することがわかった。以
下のMOと血液細胞との反応は氷浴中で行った。

2. f-MLP刺激が好中球集団のMO陽性率におよぼ
す影響
EDTA加全血液にf-MLP（最終濃度10 nM）を
添加し、37℃で15分間インキュベートすると好
中球集団中（Fig. 2A）のMO陽性好中球の割合
（MO陽性率）が、無添加（Fig. 2B M1部分）
に比べ増大した（Fig. 2C M1部分）。好中球集
団中のMO陽性率はf-MLPとのインキュベーショ
ン時間とともに増加し（Fig. 3A）、MO陽性好中
球の平均蛍光強度にも増強が認められた（Fig.
3B）。f-MLP無添加の場合はEDTA加全血液を
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Fig. 1 Effect of the incubation temperature on the binding of MO and HB91 to immobilized fibronectin.  A) MO （0～
20μg/mL) or HB91 (0～0.2μg/mL) was incubated with immobilized fibronectin at 4℃ (solid lines) or 37℃ (dotted
lines). B) MO or C) HB91 was first incubated with immobilized fibronectin at 4℃ or 37℃ for 60 minutes (1st step)
and then further incubated at 4℃ or 37℃ for 60 minutes (2nd step).



37℃で60分間インキュベートしてもMO陽性率
にもMO陽性好中球の平均蛍光強度にもインキ
ュベーション前と変化がなかった（Fig. 3A, B）。
抗凝固剤としてEDTA以外にヘパリンやクエン
酸を用いて採血した全血液に対し、f-MLPの濃
度を変化させて好中球集団への影響を調べた。
どの抗凝固剤を用いてもf-MLPによるMO陽性率
の増加が認められ、その効果はf-MLPの濃度に
依存的であった（Fig. 4）。

3. MOと血液細胞との反応性の検討
我々はすでに、EDTA加全血液中ではMOは血
液細胞の中で一部の好中球以外には結合しない

ことを報告している5, 6)。ところが今回、ヘパリ
ンあるいはクエン酸を抗凝固剤として加えた全
血液を用いて、MOと血液細胞との結合性を検
討した結果、EDTA加全血液では確かにMOは好
中球の一部にのみ結合し、それ以外の細胞集団
には結合しないが、ヘパリンあるいはクエン酸
加全血液中ではMOは好中球以外に血小板集団
にも結合することが分かった（Fig. 5B, C, D）。
リンパ球集団には今回用いた３種類のどの抗凝固
剤を用いてもMOは結合しなかったが、単球集団
にはヘパリンあるいはクエン酸で抗凝固した血液
では一部結合が認められた（data not shown）。
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Fig. 2 Flow cytometric analysis of the expression of MO-epitope on the surface of neutrophils stimulated with f-MLP. 
Whole blood samples anticoagulated by EDTA were incubated with 10 nM f-MLP or with vehicle alone at 37℃
for 15 minutes, and immediately after the incubation, samples were cooled at 4℃ and then analyzed the MO-binding
to neutrophils by flow cytometry.  A) gate for neutrophils.  B) neutrophils incubated with vehicle alone (solid line).
C) f-MLP-stimulated neutrophils (solid line). Isotype controls (dotted lines).  M1: MO-positive fraction，M2: MO-
negative fraction. Results of one of typical experiments are shown.

Fig. 3 Time kinetics of MO-expression on the surface of neutrophils stimulated with f-MLP. Whole blood samples antico
agulated by EDTA  were incubated with 10 nM f-MLP (□solid lines) or with vehicle alone (○dotted lines) at 37℃
for indicated time (0̃60 minutes). Immediately after the incubation, samples were cooled at 4℃ and then 
analyzed the MO-binding to neutrophils by flow cytometry.  A) ratio of MO-positive neutrophils.  B) average fluores
cence intensity of MO-positive neutrophils. Data are expressed as the mean±SD of triplicate assay.



4. TP80とMOによる２重染色
Fig. 5Aのゲートをかけた集団が確かに血小板
であることを確認するために、EDTA加血液と
ヘパリン加血液を用いて血小板膜タンパクGP
Ⅱb/Ⅲaに特異的な抗体TP80とMOによる２重染
色を行った（Fig. 6）。EDTA存在下ではゲート
内集団のほぼすべて（97.2％）がTP80陽性MO
陰性であった。ヘパリン加全血液ではTP80陽性
の一部がMO陽性（この検体では37.5％）で一部
はMO陰性（15.8％）であった。ヘパリン加血液
ではEDTA加血液と異なり、ゲート内集団中に
かなりの割合（46.1％）でTP80陰性MO陰性が
含まれていた。ヘパリン加血液中では単球集団
にもTP80の結合が見られた（data not shown）。

Ⅳ. 考察

我々は好中球細胞膜上のMO が認識する物質
の探索を行う過程で、いったん好中球にMOを
低温で結合させた後、37℃において酵素切断に
よりMOとフィブロネクチンのエピトープを保
有する細胞膜上物質との抗原抗体複合物を単離
しようと試みた。その際、酵素を作用させなく
ても37℃に反応温度を上げるだけでMO陽性好
中球がMO陰性好中球に変化することを観察し
た。このことは、加温によりMOと好中球細胞
膜物質との抗原抗体複合物が細胞から放出ある
いは細胞内に取り込まれたか、もしくはMO単
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Fig. 4 Effect of f-MLP-concentration on the ratio of MO-positive neutrophils.  Blood from a donor was divided into three
tubes and anticoagulated by either EDTA, heparin or citrate.  These blood samples were incubated with various 
concentrations of f-MLP (0～100 nM) at 37℃ for 15 minutes and then analysed the MO-binding to neutrophils by
flow cytometry.  Results of one of typical experiments are shown.

Fig. 5 Effect of anticoagulant on the MO-binding to platelets in whole blood.  A) gate for platelets.  Blood from a donor
was divided into three tubes and anticoagulated by either B) EDTA, C) heparin, or D) citrate, and MO-binding to
platelets in these blood samples was analyzed by flow cytometry (solid lines). Isotype control (dotted lines).  M1:MO-
positive platelets. M2: MO-negative platelets. These results were obtained from the same assays in Fig.4 (at the 
concentration of f-MLP: 0 nM) by gating for platelets.



独が抗原抗体複合物から解離したことを示唆し
た。そこで、好中球細胞膜ではなく、本来の抗
原であるフィブロネクチンをコートした固相プ
レートを用い、ELISAによりMOと抗原との結合
反応に及ぼす温度の影響を検討した。その結果、
MOは低温では固相フィブロネクチンに結合す
るが、37℃ではほとんど結合せず、さらに、い
ったん4℃で固相フィブロネクチンに結合させて
おいても、37℃に温度を上げるとMOは固相フ
ィブロネクチンから解離することが明らかとな
った。したがって、上述の37℃に反応温度を上
げるだけでMO陽性好中球がMO陰性好中球に変
化する現象は、好中球に結合したMOが細胞膜
表面上の抗原物質から解離したことによるもの
と考えられた。もともとMOは液相中のフィブ
ロネクチン分子との結合性が弱く、もっぱら固
相化したフィブロネクチン分子と結合する抗体
であることが分かっていた5)が、今回の結果よ
り、MOは固相抗原と低温でのみ結合できる抗
体であることが明らかとなった。従前の２報
の研究では、MOとEDTA加全血液との反応は
室温5)、もしくは４℃で行っており6)、いずれの
報告でも、それぞれすべての血液検体とMOは

同一条件で反応させて値を比較している。した
がって、MOが好中球集団をMO陽性好中球と
MO陰性好中球の２つのサブポピュレーション
に分別し、全血中のMO陽性好中球の割合に個
体差が大きいという結論に変わりはない。
現在のところ好中球細胞膜上でMOと結合す

る物質の本体や、MOが認識するフィブロネク
チン分子中のエピトープ部位は明らかではない
が、我々はMO陽性好中球がMO陰性好中球に比
べて生体内で機能的になんらかの活性化を受け
た状態の好中球ではないかと仮定した。もしそ
うであると、in vitroで好中球集団を活性化する
とMO陽性好中球の割合が増加するはずである。
生体が炎症反応にさらされると血管内の好中球
は休止状態から何段階かの活性化を受け、血管
内皮に接着後、それをすり抜けて組織内に移動
し、さらに炎症局所に遊走していく12, 13)。formyl-
methyonyl-leucyl-phenylalanine（f-MLP）は炎症
反応に関わる好中球遊走因子の一つで、in vitro
において好中球のさまざまな活性をCa2+イオン
依存性とCa2+イオン非依存性の経路によって亢
進させる物質である7-11)。今回の結果から、f-
MLPは用量および時間依存的に、さらに細胞外
２価イオン非依存的に全血液中のMO陽性好中
球の割合を増加させることが明らかとなり、f-
MLPによる刺激がMO陰性好中球をMO陽性好中
球に変化させることが示された。もともと結合
組織内フィブロネクチンは炎症時における好中
球と結合組織との接着や細胞遊走に密接にかか
わる分子であるが、好中球が炎症刺激を受ける
とフィブフィブロネクチンが持つエピトープの
ひとつであるMOエピトープが好中球自身の細
胞膜表面に表出することは、炎症過程における好
中球の変化を考えるうえで興味深い現象である。
一方、EDTA加全血中では既報通りMOは一部
の好中球にしか結合しなかったが5)、ヘパリンや
クエン酸で抗凝固した血液中では好中球集団の
一部以外に血小板集団の一部にも結合すること
が今回新たに明らかになった。血小板膜タンパ
クGPⅡb/Ⅲa複合体分子に特異的な抗体である
TP80とMOの２重染色の結果は、血小板集団は
TP80陽性MO陽性血小板とTP80陽性MO陰性血
小板に分別されることを示している。フローサ
イトメトリーで識別される血小板集団中には
TP80陰性で血小板以外と思われる粒子も含まれ
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Fig. 6 Double staining of platelets by MO and TP80．
Blood from a donor was divided into two tubes
and anticoagulated by A) EDTA or B) heparin. 
Immediately after the bleeding, these blood 
samples were analyzed TP80- and MO-bindings
to platelets by flow cytometry. Left panels: 
isotype controls.



ていたが、これはおそらく何らかの細胞断片で
あろうと考えられる。血小板にはGPⅡb/Ⅲa複合
体分子をはじめ複数の種類のフィブロネクチン
受容体が発現し, 血小板が活性化されるとこれ
らの受容体分子はCa2+イオン依存性にフィブロ
ネクチンと結合して血小板と結合組織との接着
や血小板凝集反応にかかわるとされている14)。
未刺激血小板上でMOエピトープが２価イオン
依存性に観察されたことは、血小板のフィブロ
ネクチン受容体と血漿由来フィブロネクチンと
が活性化とは無関係に何らかの相互作用をして
いることを意味するのか、あるいは実験操作中
に血小板の一部が機械的に活性化されてフィブ
ロネクチンが結合し、それを検出したのか、今
回の結果からだけでは明確なことはわからない。
血小板上のMOエピトープの本体についても好
中球膜上のMOエピトープの本体と同様、さら
に、詳細に検証する必要がある。今回、ヘパリ
ン血では単球集団にもMOの結合が見られたが、
同時にTP80も結合したことから、おそらく単球
に血小板が結合し15)、その結合物が単球集団ゲ
ート内に含まれていたのであろう。
好中球も血小板も分離操作などの機械的な刺
激によっても容易に活性化しうる細胞である。
したがって、採血という最小限の操作しか加え
ずに生理的条件に近い環境下でこれらの細胞膜
表面のフィブロネクチンエピトープを追跡でき
るMOは、低温でしか抗原抗体反応を起こさな
いという制限はあるものの、フィブロネクチン
の細胞膜上での構造や機能を研究する上で有用
な抗体であることが示唆された。
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