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顆粒球抗体検出用のHNA-1a，-1b，および -2a遺伝子発現パネル細胞株の作成
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【目的】顆粒球抗原（HNA）に対する抗体，とりわけHNA-1a，-1b，-2a 抗体はTRALI などの非溶血性副作用の
原因となる臨床的意義の高い抗体である．HNA抗体の検出には抗原既知のパネル顆粒球が必要となるが，顆粒球は
長期保存が困難で，血清によっては高い非特異反応を示し，HLA抗体とHNA抗体が混在する場合その判別が困難
であり，パネル細胞としては最適なものではない．そこで我々は，HNA-1a，-1b，-2a 抗体検出用パネル細胞として，
特定のHNAのみを発現し，半永久的に使用可能な細胞株の開発を試みた．
【方法】HLA，HNAの発現がなく，正常血清との反応性も極めて低いK562（ヒト赤白血病細胞株）細胞を標的と
し，HNA-1a，-1b，-2a 遺伝子をレトロウイルスベクターで同細胞に導入し，遺伝子発現させ，その発現をそれぞれ
のHNAに対するモノクローナル抗体で調べた．さらに，患者血清中に含まれるHNA抗体（特異性既知）の同定も
HNA-1a，-1b，-2a パネル細胞株を用いて行なった．
【結果】遺伝子導入した細胞は低バックグラウンドで高い特異性が確認された．また，細胞を 1年以上培養しても
抗原発現の低下は見られなかった．さらに，HNA抗体以外の抗体（HLA Class1 抗体など）を含む患者血清でも特
異的にHNA抗体を同定することが出来た．
【考察】作成したパネル細胞株は血中顆粒球抗体の高感度検出，とりわけ抗HLA Class1 抗体を含む血清において
は非常に有用な検出手段と考えられる．
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はじめに
顆粒球抗原（Human Neutrophil Antigen，HNA），

とりわけHNA-1 と HNA-2 は重篤な非溶血性副作用や
免疫性疾患の原因分子として知られている．HNA-1
システムは低親和性Fcγレセプター IIIbとして知られ
ているCD16b 上に表現され，アロ抗原としてHNA-1a
（NA1），HNA-1b（NA2），HNA-1c（SH）が報告され
ている１）～５）．一方，HNA-2 システムはCD177 上に表現
され，アロ抗原としてHNA-2a のみが確認されてい
る１）～３）６）～８）．これまでの多くの症例（例えば，alloimmune

neonatal neutropenia ９）１０）， autoimmune neutro-
penia１１）１２），immune neutropenia after bone marrow
transplantation１３）１４），transfusion-related acute lung in-
jury１５），顆粒球輸血に伴う neutrophil alloimmuniza-
tion１６）１７）など）においてHNA-1a，-1b，-2a に対する抗体
の存在が報告されており，患者血清および血液製剤中
からこれらの抗体を検出することは非常に重要である．
現在，HNA抗体の検出にはフローサイトメトリー法

（FCM法）が広く使われているが，同方法には，その
発現するHNAの特異性がすでに同定された顆粒球（パ
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ネル顆粒球）が必要である．顆粒球は寿命が極めて短
く，凍結保存によっても細胞凝集，抗原性の低下，非
特異反応の増加などが顕著であり，測定ごとにパネル
顆粒球の準備が必要である１８）．さらに，HLA抗体とHNA
抗体が混在する場合，HLA抗体と反応しないパネル顆
粒球を準備するか１８），もしくは検査検体中のHLA抗体
を除去しなければならない１９）．このように，HNA抗体
の検出に関しては技術的な問題から，本検査は限られ
た施設でしか実施できない．これらの問題を解決する
ため，遺伝子導入技術を利用したパネル細胞株の樹立
が多くの研究者により試みられたが，論文としての報
告はBuxらのHNA-1a，-1b，-1c 発現細胞株のみであ
る２０）．しかも，同細胞株は非特異反応も高く，また使用
可能な寿命が短いため実用的とは言い難い．従って，
現在使用可能なパネル細胞株は存在しない．
そこで我々は，HNA発現パネル細胞株の樹立の妨げ

となっている 2つの問題点，即ち 1）細胞株が示す高
い非特異反応と 2）使用可能な寿命が短いことを，そ
れぞれ 1）HLA，HNAの発現がなく血清（健常人）と
の反応性も極めて低いK562（ヒト赤白血病細胞株）細
胞を標的とすること，2）レトロウイルスベクターで同
細胞にHNA遺伝子を導入することで解決し，
HNA-1a，-1b，-2a発現パネル細胞株を作成した．HNA-
1a，-1b，-2aに対するモノクローナル抗体および患者血
清で作成したパネル細胞株の特異性を調べたところ，
いずれの場合でも低バックグラウンドで高い特異性が
確認された．また，細胞を一年以上培養しても抗原発
現の低下は見られなかった．

材料と方法
1．血液および血清試料
用いた全血およびnormal 血清は，予めHLA classI，

HLA classII，HNA-1，HNA-2a をタイピングした大阪
府赤十字血液センター職員由来のものを使用した．ま
た，白血球抗体を含む抗血清は，non-hemolytic trans-
fusion reaction，autoimmune neutropenia，alloim-
mune neutrophenia 症例に由来し，予めその特異性を
5 cell-lineage immuno fluorescence test（5 cell-lineage
IFT）法１８）で同定したものを用いた．これらの抗血清の
一部は広島大学小児科，小林正夫教授から分与された
ものである．

2．細胞株
浮遊細胞株 6種類と付着細胞株 5種類を用いた．浮

遊細胞株は，Jurkat 細胞（human T-cell line，American
Type Culture Collection（ATCC）より購入），THP-1
細胞（human monocyte cell line，ATCCより購入），
Namalwa 細胞（human B-cell line，ATCCより購入），
L細胞（mouse B-cell line，ATCCより購入），K562

細胞（human erythroleukemia cell line，大阪大学医学
部 金倉 譲 教 授 か ら 分 与），CMK細 胞（human
megakaryocytic cell line，大阪大学医学部 金倉譲教授
から分与）の 6種類で，RPMI1640 に 10％ FBS，50
U�ml penicillin（GIBCO 社），50µg�ml streptomycin
（GIBCO社）を添加した培地で培養した．また，付着細
胞株は，Hela細胞（human epithelial-like cell line，ATCC
より購入），293T細胞（human kidney cell line，ATCC
より購入），Cos7 細胞（African green monkey kidney
cell line，ATCCより購入），3T3細胞（mouse fibroblast
cell line，ATCCより購入），CHO細胞（Chinese ham-
ster ovary cell line，ATCCより購入）の 5種類である．
CHO細胞以外はDMEMに10％FBS，50U�ml penicil-
lin（GIBCO社），50µg�ml streptomycin（GIBCO社）を
添加した培地（complete DMEM）で，CHO細胞はHam’F
12 に 10％ FBS，50U�ml penicillin（GIBCO社），50µg�
ml streptomycin（GIBCO社）を添加した培地でそれぞ
れ培養した．

3．HNA-1a，-1b，-2a発現細胞株の作成
HNA-1a�a，―b�b，-2a（＋）の遺伝子タイプを持つ大

阪府赤十字血液センター職員の血液から total RNAを
分取し，これをもとにHNA-1a，-1b，-2a の cDNAを
RT-PCR法で合成した４）２０）２１）．得られた cDNAを pCR2.1
TOPOベクター（Invitrogen 社）でクローニングし，
塩基配列を確認後，レトロウイルスベクターである
pQCXIP ベクターにつなぎかえた．
次に，ウイルスエンベロープタンパク質発現細胞株

であるGP293T細胞に，Lipofectamine PLUS Reagent
（Invitrogen 社）を用いて上記 3種類のHNA発現レト
ロウイルスベクターおよび pVSV-G ベクター（ウイル
スが細胞に感染する際に必要な受容体タンパク質を発
現させるベクター）の導入を行なった．すなわち，2×
106個のGP293T細胞を一晩培養後，培養液を無血清Opti
MEM（GIBCO社）に交換し，添付マニュアルに従い
Lipofectamine PLUS Reagent で処理した 4.2µgの各ベ
クター（pQCXIP：pVSV-G を 1：1 の割合で混合）を
同無血清培地に加えた．4時間後，無血清培地を com-
plete DMEMに交換し，さらに 48 時間培養した培養上
清を pseudovirus として用いた２２）．この pseudovirus
の感染効率をRat-1細胞で測定したところ約1×105unit�
mlであった．
さらに，complete DMEM，pseudovirus，polybrene

（4mg�ml）を 250：250：1 の割合で混合し，ウイルス
感染溶液を作成した．この感染溶液にK562 細胞を 1×
106�mlの濃度で懸濁し，CO2インキュベーター内で 2
時間静置後，RPMI1640 で 2 回洗浄したものをpseudo-
virus 感染細胞とした．この感染細胞から限界希釈法
（0.5µg�ml puromycine で選択）でHNA-1a，-1b，-2a
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Table 1 Profile of cell lines summarized on the basis of background reactivity and expression of leukocyte antigens.

Adherent cell linesNon-adherent cell lines

CHO3T3Cos7293THelaL-cellCMKNamalwaTHP-1JurkatK562

2/3
weak2/30/32/31/33/30/30/30/30/30/3

Normal
Serum＃1

－－＋＋＋－＋＋＋＋－ABC
HLA＃2 －－＋－－＋－＋－－－DR

NTNTNTNTNTNTNTNTNTNT－DR, DQ, DP

weak－－－－－－－－－－1＃3

HNA
－－－－－－－－－－－2a＃4
NTNTNTNTNTNTNTNTNTNT－3a＃5
－－＋－－－＋－－－－4＃6
－－－－－－＋＋＋＋－5＃6

＃1 determined by indirect immunofluorescence test using FITC-anti-human IgG after incubating with three kinds of normal human sera.
＃2 determined by direct immunofluorescenc test using FITC-anti-HLA ABC, PE-anti-HLA DR and PE-anti-HLA DR, DQ, DP antibodies.
＃3 determined by direct immunofluorescence test using FITC-TAG-1, FITC-TAG-2 and TAG-3.
＃4 determined by direct immunofluorescence test using FITC-TAG-4.
＃5 determined by indirect immunofluorescence test using FITC-anti-human IgG after incubating with HNA-3a-reactive serum.
＃6 determined by direct immunofluorescence test using PE-anti-HNA4 antibody (anti-Mac-1 antibody) and FITC- anti-HNA5 antibody 
(anti-LFA1 antibody).

の発現の高いクローンを選択し（それぞれKY-1a，KY-
1b，KY-2a と命名）以後の実験に用いた．

4．FCM測定
モノクローナル抗体：FITC-TAG-1（against HNA-

1a）２３），FITC-TAG-2（against HNA-1b）２３），FITC-TAG-
4（against HNA-2a）２４），FITC-anti-HLA ABC（Becton
Dickinson 社），PE-anti-HLA-DR，-DQ，-DP（Beckman
Coulter社），PE-anti-Mac-1（BectonDickinson社），FITC-
anti-LFA-1（Becton Dickinson 社）PE-anti-CD4（Bec-
ton Dickinson 社），PE-anti-CD20（Becton Dickinson
社）， PerCP-anti-CD16（Becton Dickinson 社）を用い，
陰性コントロールにはそれぞれFITC-mouse IgG1，PE-
mouse IgG1（Becton Dickinson 社）を用いた．なお，
TAG-1，-2，-4 は広島医学技術専門学校 谷口菊代先生
から分与されたものである．
染色方法：5-cell lineage IFTにおける染色方法１８）に従

い染色した．細胞浮遊液に被検血清を加え 4℃，15 分
間反応させ PBS（10Mm EDTA，0.5％ BSA）にて洗浄
後，FITC-goat-anti-human IgG（Jackson 社）もしくは
FITC-donkey-anti-human IgM（Jackson 社）で 4℃，15
分間染色した．全血試料を染色する場合，BD FACS
Lysing Solution（Becton Dickinson 社）で溶血させ，二
次抗体の残余結合部位をマウス血清でブロックし，PE-
anti-CD4，PE-anti-CD20，PerCP-anti-CD16で更に4℃，
15 分間染色した．また，いくつかの実験では遺伝子導
入したK562細胞を予め10µg�ml anti-CD16（3G8，Bec-
ton Dickinson 社）で 4℃，15 分間処理後，染色を行なっ
た．最後にFACSCalibur（Becton Dickinson 社）で抗
体の有無を測定した．

結 果
1．パネル細胞の作成
HNA-1a，-1b，-2a 抗体検出用パネル細胞の作成を目

的に，その親株となる細胞の選択を行なった．我々は
6種類の浮遊細胞株と 5種類の付着細胞株を候補とし，
これらから健常人血清との反応性がなく（極めて低く），
HLA，HNA抗原の発現もない細胞株を選択した．健常
人血清との反応性はHela，293T，CHO，およびL細胞
で観られ，他の 7種類の細胞では観られなかった（Ta-
ble 1）．また，これら 7種類のうちでHLA，HNA抗原
の発現がなかったのはK562 細胞のみであった（Table
1）．そこでK562 細胞を親株とし，レトロウイルスベク
ター（pQCXIP）を用いてHNA-1a，-1b，-2a 遺伝子を
導入し，パネル細胞を作成した（KY-1a 細胞，KY-1b
細胞，KY-2a 細胞）．同ベクターは目的遺伝子とマーカー
遺伝子（puromycine 耐性遺伝子）を IRES システムに
よって同時に発現させることが可能で２５）２６），安定した目
的遺伝子の発現が期待される．我々は，上記細胞をpuro-
mycine 存在下で培養し，一年以上安定したHNA-
1a，-1b，-2a の発現を観察した（Fig. 1）．また，HNA-
1a，-1b，-2a に対するモノクローナル抗体（TAG-
1，-2，-4）を用いて，KY-1a，-1b，-2a 細胞での発現特
異性も確認した（data not shown）．さらに，上記モノ
クローナル抗体を段階希釈しKY-1a，-1b，-2a細胞と反
応させたところ，その検出限界は 1µg�mlであった（Fig.
2）．以上の結果から，我々が作成したKY-1a，-1b，-2a
細 胞 は 低 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド か つ 特 異 的 に
HNA-1a，-1b，-2a 抗原を発現していた．

2．パネル細胞の健常人血清との反応性
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Fig. 1 Stability of HNA-1a, HNA-1b, and HNA-2a expres-
sion in the K562 panel cells.
KY cells were maintained in culture for one year and 
tested in the FCM assay for their reactivity with HNA 
mAbs as compared to freshly established KY cells. 
These cells were stained with 10 μg/ml of FITC-TAG-1, -
2, or -4 or isotype matched mouse IgG as a control. Thin 
lines represent the results with the isotype control 
antibody.

Fig. 2 HNA-1a, HNA-1b, and HNA-2a expression in the K562 panel cells.
Various concentrations of TAG-1, -2, -3, and -4 bound to the corresponding K562 
panel cells. Thin lines represent the results with the isotype control antibody. 
a＝0.1μg per mL; b＝1μg per mL; c＝10μg per mL; d＝100μg per mL.

我々はKY-1a，-1b，-2a細胞およびpQCXIPベクター
のみを導入したKY-mock 細胞について，健常人血清と
の反応性を調べた．親株のK562 細胞と同様に（Table
1），KY-2a およびKY-mock 細胞と高い反応性を示す健
常人血清はなかった．しかし，KY-1a，-1b 細胞とりわ

けKY-1a 細胞とは，予想に反して半数以上の血清がや
や高い反応性を示した（Fig. 3A）．これらKY-1a，-1b
細胞上には導入したFcγRIIIbを発現しており，FcγRI，
IIb は monomeric IgG と弱く結合し（Ka＝5×105 M－1），
polymeric IgG とは強く結合する（Ka>5×107 M－1）こと
が知られている２７）．そこで我々は，KY-1a，-1b 細胞と
血清との非特異反応は，血清中に含まれる polymeric
IgG 量に依存するのではないかと予想した．その検証の
ため，KY-1a，-1b，-2，および-mock 細胞をモノクロー
ナル抗体 3G8（FcγRIIIb のリガンド結合を特異的に阻
害する抗体２）２８）～３０）で予め処理し，健常人血清との反応性
を処理しなかった場合と比較したところ，3G8抗体で処
理することにより，明らかにKY-1a，-1b 細胞の健常人
血清との反応性が低下し，KY-mock 細胞と同レベルに
なった（Fig. 3B）．また，3G8 抗体はリガンド結合部位
に特異的に結合し，FcγR3b の多系を示す部位には結合
しないと報告されており２８）～３０），実際，3G8 抗体で処理し
てもTAG-1 およびTAG-2 の結合能に変化はなかった
（data not shown）．従って，KY-1a，-1b 細胞と健常人
血清との反応は，細胞に導入したFcγRIIIbのレセプター
としての性状に起因するものと結論される．以上の結
果から，パネル細胞を 3G8 抗体で処理することにより
バックグラウンドが低下し，血清中に含まれるアロ抗
体を高感度に検出することが出来ると考えられる．尚，
上記パネル細胞とHLA抗体を含む血清との反応性も調
べ，健常人血清の同様の結果が得られた（data not
shown）．すなわち，上記パネル細胞に血清中のHLA
抗体が反応しないことも確認出来た．

3．ヒト血清中の HNA抗体の検出
我々は 7種類のHNA抗体を含む血清（その中に含ま
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Fig. 3 Reactivity of normal human sera to K562 panel 
cells in the absence and presence of anti-FcγR3b mAb 
3G8.
K562 panel cells were stained with several normal hu-
man sera, washed, and labeled with FITC-conjugated 
goat anti-human IgG. (A) The mean fluorescence intensi-
ties (MFIs) of the K562 panel cells incubated with hu-
man sera obtained from 15 healthy donors ( ＃ 1-15) are 
shown. (B) The MFIs of K562 panel cells preincubated 
with mAb 3G8 are shown.

れるHNA抗体の特異性は，予め 5 cell-lineage IFT
法１８）で同定済みで，5種類は IgG，2 種類は IgM）を用
い，上記パネル細胞の実用性を検証した．
5種類の IgG性抗体を含む抗血清のうち＃1と＃2

は HNA-1a 抗体を含んでいた．KY-1a 細胞はこれら抗
血清と明らかに強く反応したが，KY-1b，-2a 細胞にも
非常に弱くではあるが反応した（Fig. 4A，＃1 and 2）．
HNA-1b 抗体は抗血清＃3と＃4に含まれ，KY-1b 細胞
は同抗血清と強く反応した．また，KY-1a 細胞との微
弱な反応が＃4で観られた（Fig. 4A，＃3 and 4）．抗血
清＃5に含まれるHNA-2a 抗体と強く反応する細胞は
KY-2a 細胞のみであった（Fig. 4A，＃5）．我々は上記
微弱反応が前述のFcγRIIIb に起因すると考え，次に抗
体 3G8 で処理したパネル細胞を用いた測定結果を行っ
たところ（Fig. 4B），抗体処理によって，含まれるHAN
抗体の特異性を損なうことなく，非特異反応を抑制す
ることが出来た（Fig. 4B，＃1，3，and 4）．次に，抗
血清＃2と＃4を段階希釈し我々の検出系の検出限界を
調べた．両抗血清を 1�1,000 に希釈してもその中に含ま
れる抗体を同定することが可能であった（Fig. 4C）．ま
た，上記 IgM性抗体を含む抗血清（＃6，＃7）につい
ても，二次抗体を anti-human IgMに換えることでその
特異性を同定することが可能であった（data not shown）．

以上の結果より，我々のパネル細胞は，患者血清中に
含まれる臨床的意義の高いHNA-1，-2 抗体を明確に同
定することが可能であり，従ってHNA抗体が原因で発
症する疾患の診断に有用と考えられる．

考 察
K562 は HLA，HNAの発現がなく，健常人血清との

反応性も低いためHNA抗体検出用パネル細胞株の親株
には最適な細胞である（Table 1）．我々は，いくつかの
遺伝子導入法でK562 細胞に遺伝子導入を試みたが，レ
トロウイルスベクター法以外はどれも極めて低い遺伝
子導入効率であった（data not shown）．そこで我々は，
レトロウイルスベクターを用いてHNA-1a，-1b，-2a
遺伝子をK562 細胞に導入し，長期に渡って安定して同
遺伝子を発現させることに成功した．その要因として，
レトロウイルスベクターがK562細胞のゲノムに組み込
まれることがあげられる２２）３１）．また，同ベクターは目的
遺伝子とpuromycine耐性遺伝子をIRESシステムによっ
て同時に発現させていることもあげられる２５）２６）．すなわ
ち，puromycine 存在下で培養すれば，常に目的遺伝子
の発現が保証されるものである．
我々のパネル細胞は，モノクローナル抗体とはバッ

クグラウンドもなく特異的に反応したが，いくつかの
健常人血清とKY-1a，-1b細胞とは少なからぬ反応性を
示した（Fig. 3A）．この反応性は血清中の polymeric
IgGがKY-1a，-1b細胞上のFcγRIIIbに結合したもので，
同細胞を 3G8 抗体（FcγRIIIb のリガンド結合を特異的
に阻害する抗体２）２８）～３０））で処理することで大きく低減させ
ることが出来た（Fig. 3B）．さらに 3G8 抗体処理後もい
くつかの非特異反応（＃2，＃7，＃8）が観察されたが
（Fig. 3A，B），少なくとも我々のパネル細胞によるHNA
抗体検出を阻害するものではなかった．なぜなら，こ
れらの血清はKY-1a，-1b，-mock細胞と同レベルの反
応性を示し，HNA抗体に関しては陰性と判定できるか
らである．
HNA抗体検出法にはGIFT法１０），GAT法３２），MAIGA

法３３），MPHA法３４）などがある．これらの方法は精製した
好中球をパネル細胞として用いるが，好中球は精製す
ることで全血中のそれに比べヒト血清との非特異的な
反応を起こしやすくなる１８）．これまでの研究で我々は，
全血をパネル細胞として用いることで非特異反応を抑
えた改良型GIFT法（5 cell-lineage IFT法）の開発に成
功している１８）．同方法は好中球以外の血球（T，Bリン
パ球，単球，血小板）との反応性の情報も得られ，HNA
抗体の特異性の同定に有用である．しかし，検査検体
中にHLA抗体とHNA抗体の両方が存在した場合，5
cell-lineage IFT法でもHNA抗体の検出は困難である．
それに対して我々のパネル細胞株は，HLA分子を発現
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Fig. 4 Histogram profiles of the K562 panel cells stained with various HNA 
antisera.
The test serum samples were derived from patients with autoimmune neu-
tropenia (1st and 2nd panels), a patient with alloimmune neutropenia (3rd 
panel), a case of non-hemolytic transfusion reaction (4th panel), and a case of 
TRALI (5th panel). The K562 panel cells were preincubated in the absence 
(A) or presence (B) of anti-FcγR3b mAb 3G8, stained with various test sera, 
washed, and labeled with FITC-conjugated goat anti-human IgG. Represen-
tative flow cytometric profiles are shown. (C) Various concentrations of se-
rum ＃ 2 and ＃ 4 bound to the K562 panel cells. Thin lines indicate the re-
sults with K562 mock-transduced cells.
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していないためHLA抗体存在下でも容易にHNA抗体
を検出することが可能である．
現在，大阪府赤十字血液センターではHLA classI

抗体，HLA classII 抗体のスクリーニングおよび特異性
の同定は LABScreen を用いて行い，それ以外のHNA
抗体は 5-cell lineage IFT法で同定している１８）．これに加
えて，今回樹立したパネル細胞株を用い，HNA-1a，HNA-
1b，HNA-2a抗体の存在とその特異性の確認検査も行っ
ている．今後，塩基情報が明らかになっているHNA-
4，HNA-5 発現パネル細胞を作成する予定である．
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