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成人好中球細胞膜におけるフィブロネクチンエピトープ発現の多様性
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Variations in the Expression of Neutrophil Surface Fibronectin-epitope
which is Recognized by a Unique Monoclonal Anti-fibronectin Antibody MO
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Abstract

Flow cytometric analysis of neutrophil surface fibronectin-epitope from 40 persons using a unique anti-fibronectin
monoclonal antibody MO was performed to examine phenotypic variability among age and sex. Each person was categorized
into one of the four groups, young male, young female, old male or old female. In both sexes, the average expression
of fibronectin epitope is slightly higher in the old group than in the young group but the difference between the
two groups is not statistically significant. In the other hand, the average expression of the epitope is more than
two times higher in females than in males of both age groups and the difference between the male and the female
is statistically significant. These observations suggest that the sexual hormone may be one of the factors which
make the expression of surface fibronectin-epitope variable among donors.
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序 文

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，細胞により異なったアイソタイプとして産生
される１－５）。このタンパク質は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６），血液などの体液
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
を担い，マクロファージや好中球による被食体の貪食を
高めていると考えられている７．８）。最近，好中球自身の細
胞内や細胞膜上にフィブロネクチンが存在することが報
告されたが９－１１），好中球がもつこの分子の構造や機能につ
いては不明な点が多い。
私たちはフィブロネクチンの生物活性を研究する過程１２）

でいくつかの抗ヒトフィブロネクチンモノクローナル抗
体産生ハイブリドーマを樹立した。その中の１つMO
が産生するモノクローナル抗体MabMOは，健常人の好中
球を細胞膜上フィブロネクチンエピトープ（FN）陽性好
中球分画とFN陰性好中球分画の２つのサブポピュレーショ
ンに分別し，MabMO結合性であるFN陽性好中球の割合

（FN陽性率）については大きな個体差が観察された１３）。
MabMOは他の血液細胞には一切結合せず，MabMOと同
時に調べた１０種類の市販の抗フィブロネクチンモノクロー
ナル抗体は好中球とは結合しなかったことから，MabMO
は好中球に特異的に結合するユニークな抗フィブロネク
チンモノクローナル抗体であることが明らかとなった１３）。
本研究では，MabMOにより認識される好中球のフィブ
ロネクチンエピトープ（FN）発現について，異なった年
齢層，異なった性について比較し，その多様性の実態に
ついて検討した。若年者層の男性１０人・女性１０人，高齢
者層の男性９人・女性１１人の好中球について，MabMO
と蛍光標識２次抗体を用いたフローサイトメトリーによ
り解析し，FN陽性好中球分画の割合（FN陽性率）と，
その分画の細胞がもつエピトープの多少を表す指標とし
て平均蛍光強度（Mean X）を測定した。

方 法

抗体：MabMOは既報のとおり，ハイブリドーマ培養上清
から抗マウス IgM-Sepharoseを用いたアフィニティーク
ロマトにより精製した１３）。対象：感染症や自己免疫疾患な
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どの炎症性疾患をもたない若年層（２０人：平均年齢２１±
０．９歳）〔内訳男性１０人：平均年齢２１．４±１．０歳（２０－２３歳），
女性１０人：平均年齢２１．６±０．５歳（２１－２２歳）：本学学生〕
と高齢層（２０人：平均年齢７２．１±１０．７歳）〔内訳男性９人：
平均年齢６６．７±９．９歳（５８－９０歳），女性１１人：平均年齢７６．５
±９．５歳（５８－８６歳），T病院外来通院者〕の合計４０人の男
女を対象とした。男性全体（１９人）および女性全体（２１
人）の平均年齢はそれぞれ４２．８±２４．２歳と５０．３±２８．９歳で
あった。対象者には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。血液検体は実験当日，実
験終了後に廃棄した。フローサイトメトリー：EDTA
加末梢血全血１００μlに１次抗体としてMabMO （１mg
／ml）を１μl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 TEPC‐１８３（Sigma）（１mg／ml）
１μlを同様に反応させた。反応終了後，リン酸緩衝生理食
塩水－０．５％NaN３（PBS）で洗浄し，２次抗体として最適
に希釈したFITC標識 rat anti-mouse IgM（ROCKLAND）
１００μlを加えて４℃で３０分間反応させた。これ以降は暗所
で操作した。検体に OptiLyseC（Coulter）５００μlを加え
室温で１０分間静置し，同量の PBSを加えてさらに１５分間
静置した。その後ただちEPICS XL system２（Beckman
-Coulter）により，顆粒球にゲートをかけFN陽性率を測
定した。FN陰性のカットオフポイントはアイソタイプコ
ントロール抗体と反応する顆粒球の割合が０．５％以下とな
るように設定し，検体のFN陽性率はアイソタイプコント
ロール値を差し引いた値とした。同時にFlow-Count粒子
（Beckman-Coulter）を用いて各種血液細胞の絶対数を測
定した。
解析：測定結果を若年男性，若年女性，高齢男性，高齢
女性の４小集団，および男性全体，女性全体もしくは若
年全体，高齢全体の２大集団に分類し，各集団の好中球
の FN陽性率について The Graph Ver．５を用いて箱ひげ
四分位値グラフとして作図するとともに，Mann-Whitney
法により有意差検定を行った。FN陽性好中球分画につい
て，膜表面上のエピトープの多寡の指標として平均蛍光
強度（Mean X）の値を各集団で比較し，t検定により有
意差検定を行った。FN陽性率と年齢との相関，FN陽性
率と顆粒球数等との相関は Spearmanの順位相関係数とそ
れに対応する p値により検証した。統計解析はすべてフ
リーソフトウェアー JSTATを用いた。

結 果

MabMOを用いた好中球のフローサイトメーターによる解析

FN陽性好中球分画の割合は個体差が大きく，全体とし
てみると，今回測定した被験者４０人中，最大値は５４．７％，
最小値は０．２８％，全体の平均値は１４．７±１３．８％（mean
±SD）であった。図１は FN陽性好中球分画がほとんど

ない検体例（図１A），FN陽性率が平均的値を示す検体例
（図１B），陽性率が５０％を超える検体例（図１C）のフロー
サイトメトリーによるヒストグラムを示している。全検

図１．フローサイトメータによるフィブロネクチンエピトープ
（FN）陽性好中球の解析
A）FN陽性好中球をほとんど持たない検体例。
B）FN陽性率がほぼ平均値を示す検体例。
C）FN陽性率が５０％を越えた検体例。
実線：抗フィブロネクチンモノクローナル抗体MOの反応。
点線：アイソタイプコントロールの反応。
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体についてFN陽性率を５％単位で区切ってグループ化し，
各グループへの４小集団に分類された被検者数の分布を
調べたものが図２である。どの４小集団についても分布
は広がっていたが，若年男性がもっとも分布範囲が狭く
（０－３０％），高齢女性がもっとも分布範囲が広かった（０
－５５％）。FN陽性率が５％以下のグループの被験者数が
最も多く（３５％：１４人／４０人中），若年男性の半数以上
（６人／１０人中），高齢男性のほぼ半数（４人／９人）は
この範疇に含まれた。FN陽性率の高い（≧３６％）被験者
はすべて高齢女性であった。

FN陽性率に対する年齢，性の影響

図３Aは男性，女性について年齢層間でFN陽性率を比
較し，箱ひげ４分位値グラフで示したものである。どち
らの性においても，若干高齢者の方が平均値が高かった
が若年者との間に統計学的有意差はなく，またFN陽性分
画の平均蛍光強度（MeanX）の値についてもどちらの性
においても年齢層間の差はなかった（表１）。若年者全体
と高齢者全体で比較しても，FN陽性率および平均蛍光強
度 （Mean X）に両者の間に統計学的有意差は認められ
なかった（図３B，表１）。全検体について年齢と FN
陽性率との相関をSpearmanの順位相関係数で検証したが、
rs＝０．２３３，p＝０．１４６で有意な相関があるとは認められな
かった（図４）。一方，同一年代層における男性と女性の
FN陽性率を比較すると，若年者においても高齢者におい

図２．被験者の FN陽性率分布

図３．FN陽性率の年齢層差，性差の解析
各グラフの３つの数値は，上から，最高値，平均値，最低値を示す。

表１．年齢と性別により分類した各集団間における FN陽性好中球の平均蛍光強度（Mean X）の比較

図４．FN陽性率と年齢との相関
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ても女性の平均値が男性に比べ２倍以上高く，小集団に
おける例数では統計学的に有意差は認められなかったが，２
大集団，すなわち女性全体と男性全体を比較すると統計
学的にも有意差が認められた（図３C）。また，FN陽性分
画の平均蛍光強度（Mean X）についても男性全体と女性
全体の比較において女性の方が男性より有意に高く，女
性の好中球の方が平均的にFNを多く表出していることが
わかった（表１）。

FN陽性率と白血球数および顆粒球数との相関

白血球数や顆粒球数にも個体差は認められたが，全員
基準値の範囲で，FN陽性率と白血球数，顆粒球数との間
にはいずれも相関は認められなかった（data not shown）。

考 察

MabMOにより認識されるフィブロネクチンエピトープ
（FN）を発現する好中球（FN陽性好中球）の割合（FN
陽性率）には大きな個体差があると報告されている１３）。本
研究により，個体差は性別，年齢層別にかかわらずどの
集団にも認められることが明らかとなった。年齢層間で
比較すると，若干，高齢者の方がFN陽性率の平均値が高
かったものの，統計学的な有意差はなく，特に男性に限
ると両年齢層間の差はほとんど観察されなかった。また、
年齢とFN陽性率との間に有意な相関が認められず、加齢
とともに FN陽性率が大きくなるという傾向はなかった。
血清中のフィブロネクチン濃度については加齢により増
大することとが知られているが１４）、好中球膜上のFNの発
現に関しては，加齢がFN陽性率を高める主な要因である
可能性は低いと考えられた。細胞膜上のFN保有分子の機
能については現在のところ不明であるが，in vitroにおけ
る実験から温度や走化性因子による活性化によりFN陰性
好中球がFN陽性に変化することがわかっている（未発表
データ）。一般に，高齢になると感染症に感受性が高くな
るとされてはいるが，今回の被験者は白血球を含む種々
の血液細胞数はすべて正常範囲内の値を示しており（deta
not shown），FN陽性率と白血球数や顆粒球数とのあいだ
に相関が認められなかった。これは被験者を選ぶ際，感
染症などの炎症性疾患をもたないことを条件にしている
ので，どの年齢層の被験者においても炎症によって好中
球の活性化がおこっていた可能性が低かったことを示し
ていると推測できる。一方，今回のデータから、年齢層
にかかわらず女性の方が男性よりFN陽性好中球の割合の
平均値が高く，しかも好中球１細胞あたりのFN保有分子
数も女性の方が多いことがクローズアップされた。女性
全体と男性全体を比べると統計学的にみても有意差が認
められた。今回の被験者については女性の方が男性より
平均年齢が７．５歳高かったが、さきに述べたように、年齢

がFN陽性率に与える影響はあまりないことを考慮すると、
男性全体と女性全体の有意差は性差によるものと考えら
れる。この結果についての最も単純な説明は，好中球細
胞膜FN保有分子の発現に女性ホルモンが関与している可
能性があるということだが，しかし，もしそうであれば，
高齢女性の方が若年女性よりも平均値が低下するはずで
あるので，女性ホルモン単独が関与しているとは考えが
たい。FN陽性率の高い検体がすべて高齢者女性であった
こと、年齢はFN陽性率に大きな影響は与えないことを考
慮すると、今回の高齢女性被験者においてはホルモン以
外の要因（例えば炎症性疾患以外の疾患）も in vivoにお
ける好中球膜FN発現にかかわっていたと考えるのが妥当
である。私たちは一連の研究の中で，自律神経系が FN
発現を調節しており，交感神経優位になるとFN陽性率が
増大し，副交感神経優位になるとFN陽性率が減少するす
るという予備的実験結果を得ている（未発表データ）。こ
れらのことと，今回のデータを総合すると，生体内での
好中球膜FNの発現については複数の因子が関与しており，
女性ホルモンはその発現の多寡を制御する因子の一つで
はないかと考えられた。
現在のところ，好中球膜FN保有分子が，血清中のフィ
ブロネクチンと同一構造をしているのか，あるいは特有
なアイソタイプ構造をしているのか１－５），生物活性につい
ては従来知られているフィブロネクチンの活性と重複し
ているのか６），あるいは独自の生物活性をもつのか，すべ
て不明である。FN陽性好中球の個体差，性差の意味は，
これらの問題が解明されればおのずから明らかとなって
いくと考えられる。
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要 旨

抗フィブロネクチンモノクローナル抗体MOにより認
識されるフィブロネクチンエピトープ（FN）陽性好中球
の割合（FN陽性率）の個体差の実態を調べるために，被
験者 FN陽性率をフローサイトメトリーを用いて測定し，
年齢層差，及び性差について比較し解析した。どの年齢
層，性においても大きな個体差が観察された。平均値を
比べると男女とも高齢者層の方が若年者層より若干 FN
陽性率が高かったが統計学的有意差は認められなかった。
どちらの年齢層においても女性の方が男性よりFN陽性率
が平均で２倍程度高かく，細胞１個あたりのFN数も女性
の方が多かった。男性全体と女性全体を比較すると FN
陽性率にも細胞１個あたりのFN数にも統計学的有意差が
認められた。これらの結果から，好中球膜上のFN表出が
女性ホルモンにより制御されている可能性が考えられた
が，高齢女性の方が若年女性よりFN陽性率が低いという
結果は示されなかったこと，およびどの年齢層，性にお
いても大きな個体差が観察されたことから，好中球膜FN
表出の程度の決定には他の因子も関与しており，女性ホ
ルモンはその因子の一つであることが推測された。
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