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再生不 良性貧血 ( a pI a sti c a n e m i a ･ A A ) の 発症級序は多種多様である が , その な か でも免疫学的な磯序 に よ る 造血 の 抑制

は最も重要なもの と考 え られ てきた ･ 近年 , 種々 の 臓器 特異的自己免疫疾患 に お い て 一
限 ら れ た で細胞 レ セ プ タ

ー ( T c ell

r e c e p t o r , T C R) を 有する T 細胞 ク ロ
ー

ン が標的臓器に 浸潤 して い る こ と が 明らか に な っ た ･ 免疫学的な抑制機序が発症 に 関与

して い る A A 患者の 骨髄 に お い て も,
一

部 の T 細胞が抗原特異的 に ク ロ
ー

ン 性に 増殖 して い る可能性がある ･ そ こ で , 免疫扱

序の 関与が濃厚 な症例を中心 に A A 患者の 骨髄 に
つ い て

,
T 細胞の ク ロ

ー

ン 性増殖の 有無を検討 した ∴ 対象と した の は , 造血

能が シ ク ロ ス ポ リ ソ ( c y clo s p o ri n e , C y A ) に依存性
に 回 復す る (C y A 依存性) 輸血 歴の な い A A 患者1 例(患者‡) , 輸血歴

の

ない C y A 非依存性 の A A 患者 2 例 (患者 Ⅱ ‥ C y A 有 軌 患者
Ⅲ : C y A 無 軌 輸血歴 を有する C y A 依存性の A A 患者1

例(患者Ⅳ) , 健常人 6 例で ある ･ 患者骨髄 よ り T 細胞 を分離 し, m R N A を 鋳型 と して cD N A を 作成軋 T
C Rβ 鎖 の Ⅴ領域

(Ⅴβ) の 各フ ァ ミ リ
ー

2 2 種頼 に 特異的な プ ライ マ
ー

とC 領域に 相 当す るプ ライ マ
ー

を用 い て 1
P C R に よ り各 T C Rβc D N A を増

幅 した . 得 られた P C R 産物 に つ い て ,

一 本鎖 D N A 高次構造多型( si n gl e str a n d c o n f o r m a ti o n p oly m o r p h is m ･ S S C
P) 法の 原

理を 利用す る こ と に よ り ,
ク P

～

ソ 性 に 増 殖 して い る T 細胞 の 有無 と ∫ そ の T 細胞 ク ロ
ー

ン の T C Rβ 鎖Ⅴ 領域 (T c ell

r e c e p t o r v β, T C R V β) の 多塑性 ( ク
P / タ イ プ) を決定 した ･ 健常人 6 例お よ び C y A 非依存性 A A の 恵 那 では ,

2 2 種類の

T C R V β 増幅産物はすべ て ス メ ア を 呈 し, 特定の T 細胞の 単 ク
ロ ー ン 性 の 増殖を示 す明 らか なバ ン ドは 見 られ なか っ た ･ 輸血

歴が ある C y A 依存性 A A の 患者 Ⅳ の で は ,
ほと ん どすべ て の T C R V β増幅産物中に 複数 の

バ ン ドが 検出され た ･
こ れ は , 輸

血 に 伴う同種抗原刺激 の 影響と考 え られ た ･

一 方 , 輸血歴 の な い C y A 依存性 A A の 患者Ⅰ と ,
C y A が 無効で あ っ た A A の

患者Ⅲ で は い く つ か の T C R V β フ ァ ミ リ
ー に 明瞭な バ ン ドが検出 され た ･ とく に C y A 依存性の 患者 Ⅰ で は ,

Ⅴβ15
十

の パ パ

が 顕著で あ っ た . こ の Ⅴβ15
十
丁 細 胞の 相補性決定部 3 (c o m pli m e n t a rity d e t e r r ni n i n g r e gio n 3 , C D R 3) 領域

の 塩基配列は , 骨

髄丁細胞を自己 の C D 3 4
+

細胞に 富む 分画と共に 培養後 , 限界希釈法 に よ っ て 得 られ た C D4
十
丁 稚胞 ク ロ ー ン の

一

つ の 塩基配列

と 一 致 して い た . 以上 の 所見か ら, 免疫 学的な造血抑制機序が発症に 関与 してい る A A 患者
の 骨髄で は t 造血 前駆細胞上 の 何

らか の 抗原に 反応 して単 ク ロ
ー

ン 性 に 増殖する C D 4
+

T 細胞が存在 して い る こ とが 示唆 され た ･

K e y w o r d s a pl a sti c a n e m ia
,
C y Clo s p o rin e , T c ell r e c e p t o r ･ Cl o n ot y p e ･

c o n f or m atio n p ol y m o r p his m

sin gl e st r a n d

再生不 良性貧血 ( a pl a s tic a n e mi a , A A ) は , 汎血 球減少 と骨髄

低形成を主 徽とす る 一

つ の 症候群である . こ の た め
, 発症磯序

ほ単 一 で ほなく多種多様である . そ の な か で も免疫学的な磯序

によ る造血 の 抑制は最も重要 なも の と 考え ら れ て き た ･ こ れ

は
,
A A 患者の 約半数が抗胸腺細胞 グ ロ ブ リ ン (a n tith y m o c y

t e

gl ob ul in , A T G) , 抗 リ ン パ 球 グ ロ プ リ ン ( a n til y m ph o c yt e

gl o b uli n , A L G ) , シ ク ロ ス ポ リ ソ ( c y cl o s p o ri n e , C y A ) な ど の 免

疫抑制療法に 反応 して 改善する とい う臨床的観察に 基づ い てい

る
l)2)

. しか し , A T G や A L G に は , 免疫抑制作用 だ けで ほな

く造血 を刺激す る効果もある こ と が知 られ て い る . こ の た め .

A T G 療法を受けた A A 患者 が改善 した と して も ,
そ れ らの す

べ て に 免疫学的な機序が関与 して い た と は い い 難 い
3〉

･

一 方 ,

C y A の 場合 , 作用は T 細胞か らの サ イ ト カ イ ン 分泌 の 抑制に

限 られ て い る
4)

.
こ の た め , 免疫抑制療法後に 改善 した A A 患

者の 中で も ,
A T G が 奏効 した症例よ り ,

C y A 単独療法 に 反応

した 症例の 方が , 免疫学的機序 の 関与 が よ り濃厚と考 え ら れ

る .

C y A が 奏効 した
一 部 の A A 患者ほ , C y A 中止後再発をきた

し
, 再開に よ り 再び 寛解 と な る .

こ の よ う な C y A 依 存性 の

A A 患者で は , 治療前の 骨髄単核細胞に イ ン タ
ー フ ェ ロ ソ γ遺

伝子の 発現が高率 に 検出され a
5)

. ま た ,
C y A 依存性 A A 患者

の 大 部分 は ,
ヒ ト 主 要 艇織適 合 抗 原 (h u m a n l e u k o c yt e

a n ti g e n , H L A ) の ク ラ ス ‡ の ハ ブ ロ タ イ プの う ち D R B l
*
1 5 0 1-

D Q A l
* 01 0 2 - D Q B l

*
06 0 2 を 保有 して い る こ と が 示 さ れ て い

る
6)

. こ れ らの 所見か ら, C y A 依存性 の A A 患者の 骨髄 で ほ ,

何 らか の 免疫反応が存在する こ とが うか が える･

平成 8 年 9 月1 3 日受付,
平成 8 年1 0 月2 4 日受理

A b b r e viatio n s : A A
,
a pl a stic a n e m i a ; A L G , a ntily m p h o c y t e glo b ulin ; A T G , a n tit h y m o c y t e gl o b ul in ;

B M M C
,
b o n e m a rr o w m o n o n u cl e a r c ells ; C D R 3 , C O m p li m e nt a rit y d et er mi n g r e gio n 3 ; C y A , C y Cl o s p o ri n e ;

D E P C
,
die th yl p y r o c ar b o n at e ; H L A , h u m a n le u k o cy t e a n tig e n ; m A b l m O n O Cl o n al a n ti

b o d y ; M M L V R T



6 7 4

T 細胞は , T 細胞 レ セ プ タ ー ( T c ell r e c e pt o r , T C R ) に よ っ

て抗原と H L A と の 結合物を認識 して い る . T C R は
,
α 鎖 , β

鏡 , ある い は , γ鎖 ,
∂鎖の ヘ テ ロ ダイ マ ー と C D 3 分子か ら構

成さ れ る .
ヒ トβ鎖遺伝子 は第 7 番染色体 q 32 - 3 5 に 位置 し,

約60個 の Ⅴ慣域 ,
2 個 の つ 領域 ,

1 3 個の J 領域 ,
そ して 2 個 の

C 領域遺伝子か ら構成 され て い る .
T C R の β鎖 の 多塑性 は ,

Ⅴ- D-J の 再構成 と各 々 の 接合部, N 領域に ヌ ク レオ チ ドが 挿入

され る こ と に よ り ,
1 0
15

以上 の 多塑性 が存在する
丁)

.

一

部 の 自己

免疫疾患の 標的臓器で ほ , 限 られ た T C R V βを 持 つ T 細胞が 選

択的 に 増加 して い る こ とが 示 され て い る
8 ト 18)

, ま た
,
こ の よ う

なT 細胞を 詳細に検討 した 最近 の 報告で は ▲ あ る Ⅴβ フ ァ ミ

リ ー 陽性の T 細胞 が全体 と して 増 えて い る の で は なく ,

一 部の

T 細胞 が抗原に 対応 して ク ロ ー ン 性に 増殖 して い る こ とが 示 さ

れ た
1t ト 18)

. こ の よう な ク ロ ー

ン 性 に増え て い る T 細胞の 種 分け

( ク ロ ノ タ イ プ の 決定) ほ , 対応する抗原を推測す る 上 で有力な

手段になり つ つ あ る . 免疫学的抑制機序が発症 に関与 して い る

A A 患者の 骨髄 に お い て も, 一 部 の T 細胞が 抗原特異的に ク

ロ ー ン 性 に 増殖 して い る可能性がある . そ こ で
,
C y A 依存性患

者を中心 と して ,
A A 患者 の 骨髄に つ い て T 細胞の ク ロ ノ タ イ

プを 検討 した .

対象 および方法

Ⅰ . 対 象

金沢大学医学部附属病院で治療 され た A A 患者4 例, お よ び

健常人 6 例を対象と した .
こ れ らの 患者の 特徴 を表 1 に 示 す .

うちわ けほ 一 輪血 歴の な い C y A 依存性 の A A 患者1 例(患者

Ⅰ
, 表1 , P a ti e n t l) , 輸血 歴の ない C y A 非依 存性 の A A 患者

2 例 (患者 Ⅱ , 表 1 , P a ti e n t 2 : C y A 有効 , 患者 Ⅲ , 表 l ,

P a ti e n t 3 : C y A 無効) , 輸血 歴を 有する C y A 依存性 の A A 患

者 1 例 (患者 Ⅳ , 表 1 , P a ti e n t 4) で あ っ た . こ れ らの 患者 の 特

徴 を表 1 に 示 す . 輸血 歴 の な い C y A 依存性 の A A の 患 者Ⅰ の

経過 を図 1 に 示す .

‡ . 骨髄 丁 細胞の分離

患者か ら同意を得た後, C y A 療法前 の 患者, お よび 正 常人よ

T a b l e l . C h a r a c te ri s tic s o f C y A
-tr e a t e d p a ti e n ts

り ヘ パ リ ン 加骨髄血 を 採取 した ･ こ の 骨髄血 を リ ン フ ォ プ レ ッ

プ (N y c o m e d P h a r m a A S , O sl o , N o r w a y) に 重層後 200 0 r p m

で1 5 分遠心 し , 中間層を 回収す る こ と に よ り骨髄単核球(b o n e

m a r r o w m o n o n u cl e a r c ell s
,
B M M C ) を 分 離 し た . こ の

B M M C か ら
,
2 ア ミ ノ エ チ ル イ ソ テ オ ウ ロ ニ ウ ム ブ ロ マ イ ド

(2- a r ni n o e th yl i s o thi o u r o n i u r n b r o m id e) (Si g m a C h e m i c al C o .
,

S t ･ L o u i s
,
U S A ) で処理 した ヒ ツ ジ赤血 球 との ロ ゼ ッ ト形成故

に よ り T 細胞 を分離 した .

Ⅲ . R N A の抽 出

分離 した T 細胞 1 ×1 0
6

個 に フ ェ ノ ー ル と チ オ シ ア ン 酸 グア

ジ ソ を 含 む 均 一

な 液 体 (IS O G E N , ニ
ッ ポ ン ジ

ー

ソ
, 富山)

1 m l を加 えて 細胞を融解 した . 0 ･2 血 の ク ロ ロ ホ ル ム を加え携

絆後, 3 分間室温に放置 した . 次 に 4 ℃ , 1 2 0 0 0 r p m で1 5 分間遠

心 し上 層部を採取 した . こ れ に イ ソ プ ロ パ ノ
ー ル 0 .5 m l 加え5

分 間室温に放置 し , R N A を析 出させ た . 1 2 0 0 0 r p m で1 5 分遠心

後 , 沈殿 した R N A を 回 収 し70 % 冷 エ タ ノ ー ル で 洗浄後 ,
0 .1 %

二 炭 酸 ジ ュ チ ル (d i e th yl p y r o c a r b o n a t e , D E P C , Sig m a

C h e m i c al C o .) で 処理 した精製水 に 溶解 した . 吸光度計 を用 い

て R N A 回 収量を 測定 した .

Ⅳ .
T C R 解析 を用 い た T 細胞 ク ロ ノ タイプの検討

1 . 原 理

個 々 の T 細胞 に 特異的な ク ロ ノ タ イ プは T C R の 相補性決定

部 3 ( c o m pli m e n t a rit y d e t e r m i ni n g r e gi o n 3 , C D R 3) 領域
,
すな

わ ち D 領域 と そ の 前後 の N 領域お よ び J 領域の ア ミ ノ 酸配列よ

り決定され て い る
7)
. こ の C D R 3 慣域ほ , T C R と抗原の 結合に

重要な役割 を果た して い る
17)

. リ ン パ 球集 団か ら m R N A を鋳

型 と して , C D N A を作 成 し, Ⅴ 領域の 各 フ ァ ミ リ ー

2 2種類に特

異的な プ ラ イ マ ー と C 領域 に 相 当す る プ ラ イ マ ー

を 用 い て

P C R を 行うと , 各 T C R V β に 特異的な P C R 産物が 得られる .

こ れ らほ 各 T C R V β ご と に似か よ っ た長 さ を示 すが , 実際に ほ

中間 に 存在す る C D R 3 領域 の 塩基配列 の 多様性 の た め , 約

10
1 5

種類も の 異な る塩基配列を 呈す る
7)

. ある T 細胞集団内で特

定 の T 細胞が ク ロ ー

ン 性 に増殖 して い る こ とを 証明する ために

ほ
1 増幅 され た c D N A 断片 を ベ ク タ ー と大勝菌 を用 い て サ ブ

H e r n a t ol o gi c d a te b e f o r e C y A th e r a p y

P a ti e n t A g e

b e a r)

S e x Di a g n o si s

A b s ol u t e

n e u tr o p hil

C O u n t

レ〟L)

R e ti c ul o c y t e P l at e l e t

C O u n t C O u n t

( ×1 0ソ〃L) ( ×1 0ソ〟L)

R e s p o n d e r
★

1

2

4

N o n -

r e S p O n d e r

3

6 3 M M A A

6 0 F M A A

2 4 M S A A

2 6 M M A A

1 0 6 0

9 0 0

48 0

4 5 0

4 . 7

6 . 1

2 . 3

3 . 5

1 7 . 0

1 0 . 0

1 2 . 0

2 0 . 0

F
,
f e m al e ; M , m al e ; C y A , C y Cl o s p o ri n e ; M A A , m O d e r a t e a pl a s ti c a n e mi a ; S A A s e v e r e a pl a s ti c a n e mi a ;

■
C rit e ri a of r e s p o n s e i n cl u d e a r e s ol u ti o n of all tr a n sf u si o n r e q ui r e m e n t a n d a ri s e i n th e h e m o gl o bi n l e v el o f

2 g/ d L o r m o r e wi th o u t tr a n sf u si o n s .

R N a s e
~

,
M oI o n e y M u ri n e L e u k e m ia V ir u s -d eriv e d r e v e r s e t r a n s c rip t a s e w it h o u t R N a s e H a c tivit y ; P B M C ,

p e ri p h e r al bl o od m o n o n u cle a r c ells ; P H A , p h y t o h e m a g gl u tini n ; S S C P , Si n gl･e St r a n d c o nf o r m atio n

p oly m o r p his m ; T C R , T c e11 r e c e p t o r ; T C R V β, T c e ll r e c e p t o r V β
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ク ロ
ー ニ ソ グを し, 無作為に 抽出した cD N A ク ロ ー ン 中 に 同

_ の ク ロ
ー

ン が 多数を 占め る こ とを C D R 3 慣域 の シ
ー

ク エ ソ

シ ソ グに よ り示 す必要がある . 近年 Y a m a m o t o ら
18)
は , 突然変

異を検出するた め に
O rita ら

1B)

が 開発 した 一 本鎖 D N A 高次構

造多型(si n gl e str a n d c o n f o r m a ti o n p ol y m o r p h is m l S S C P ) 法を

用い て , ク ロ
ー

ン 性に増殖 して い る少数 の T 細胞 の 存在を明ら

かにする簡便な方法を報告 した . 彼 らの 方法を 改変 した 解析の

流れを 図2 に 示 した ･

2 .
c D N A の 合成

1 p g の R N A を 11 FEl の D E P C 処理蒸留水に 溶解 し, 6 5 ℃で

10 分間変性 させ た後 ,
2 0 n g の オ リ ゴ (d T) 1 2 -1 8 (P h a r m a ci a ,

U p p s aI a , S w ed e n) を 加え て ア
ニ ー

リ ン グ させ た ･ 冷却 乱 200

単位の モ ロ ニ
ー

鼠白血 病ウイ ル ス 由来 の 逆転写酵素 ( M ol o n e y

M u ri n e L e u k e m i a V ir u s-d e riv e d r e v e r s e t r a . n s c rip t a s e w i th o u t

R N a s e H a c ti vi t y , M M L V R T R N a s e H ~ , S u p e r s c rip t ,

G ib c o
- B R L

,
E g g e n st ei n , G e r m a n y) と 4 種類 の デオ キ シ 三 リ ソ

酸 (d A T P , d C T P , d G T P , d T T P) (P r o m e g a , W is c o n si n ,

U S A ) 各 20 n m ol , お よ び M M L V R T R N a s e H - に 添付 され た

バ ッ フ ァ
ー

を 加え て 20 J̀1 と し , 45 ℃ で 1 時間反応 させ る こ と

に よ り c D N A を 合成 した .

3 . c D N A の P C R に よ る増幅

C D R 3 領域を 含む T C R V β の c D N A 断片を Ch oi ら
20)
の 方法

に従い ,
P C R で増幅 した . 5

'

側の プ ラ イ マ
ー

は22 種類の Ⅴβ特

異的な プ ラ イ マ ー を用い
,
3
'

側の プ ラ イ マ ー に は C β領域に 相

補的な プ ラ イ マ
ー

を用 い た . プ ラ イ マ
ー の 塩基配列を表 2 に示

す. 各々 の プ ラ イ マ
ー の 最終濃度は 0 .紬M に 調節 した . 2 2 分の

C y c1 0 $ P O ri n e

m g / k g / d ay

ご
､

邑

〓
こ
l

む
一

¢
l

巾
】

d
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1 の C D N A に 2 単 位 の T a q ポ リ メ ラ
ー ゼ ( a m plit a q

p oly m e r a s e , P e r k in
- E l m e r

, E m e r y vi ll e , C a ,1if o mi a , U S A ) と , 4

種 類 の デ オ キ シ 三 リ ソ 酸 (d A T P , d C T P , d G T P . d T T P )

( P r o m e g a) 各 200 p M を 加 え ,
C et u s/ P e r ki n - Elr n e r 社 製

( N o r w al k , U S A ) の サ
ー

マ ル サ イ ク ラ
ー

を 用い て P C R を行 っ

た . P C R の 反応条件は , 9 5 ℃で の 熱変性を 1 分 , 5 5 ℃ で の ア

ニ ー リ ン グを 1 分 ,
7 2 ℃で の 伸長反応を 1 分 と し, サ イ ク ル 数

は35 サ イ ク ル と した .

4 . S S C P 法に よ る P C R 増幅産物の 解析

一 本鎖の D N A はそ の 塩基配列に 従 っ て 独自 の 立体構造を と

る ため , 同 じ長さ の D N A 断片で あ っ て も,
一

塩基で も異な る

もの があれ ば非変性 ゲル で 電気泳動す る と異 な る 泳動度 を示

す . P C R 増幅産物 を こ の S S C P 法 の 原理 を利用 して 解析 し

た .

恥l の P C R 産物 に ホ ル ム ア ミ ド溶液 は0 % ホ ル ム ア ミ ド ,

2 0 m M E D T A
,
0 . 1 % ブ ロ ロ フ ェ ノ ー ル ブル

ー

, P H 8 .0) を最終

濃度が50 % に な るよ うに加えた 後, 9 6 ℃で 5 分間イ ンキ エ
ペ -

ト した . 氷上 で急速に 冷却 した検体を 8 % ポリ ア ク リ ル ア ミ ド

ゲ ル を 用 い て ▲
1 3 V/ c m で 3 時間電気泳動 した . 泳動終了後 の

ゲ ル を 銀染色試薬(第
一 化学 , 東京) を 用い て 染色す る こ とに よ

り D N A を検出 した . 検体 の リ ン パ 球集団が多 ク ロ
ー

ン 性 の 場

合に は , 各丁細胞の C D R 3 領域の 塩基配列は千差万別であるた

め
, 各 c D N A 断片の バ ン ドほ 連続的に 分布 し , そ の 結果 ス メ ア

を 呈 する . 検体が モ ノ ク ロ
ー ナ ル な で細胞集団の 場合に ほ l 特

定の ⅤβcD N A 増幅産物 の 泳動 レ
ー

ン に
,
セ ン ス お よ び ア ン チ

セ ン ス の 一 観の バ ン ドが 検出 され る . も し
,

一

つ の T 細胞 ク

4 3

_ 5 0 0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 3 5 0 4 0 0 4 5 0 5 0 0 5 5 0 6 0 0 6 5 0

ご
､

a
L

X

)

β

訂
0

ち
0

葛
∝

D ay $

F ig . 1 . C h a n g e s i n b l o o d c ell c o u n t s i n P a ti
e n t l af t e r c y cl o s p o ri n e th e r a p y ･ □ ▲ pl a t ele t ; ◆∫ r eti c ul o c y t e l
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○ ◎ 0 0

ご･; こ
二

二

I
m R N Å ･

→ - C D N Å

l
V C D R 3 C

- D J = =⊃

V C D R 3 C

㍉

■

JD

■

1
▼

十

コ ヨ= →

価

= 半 : = → 餞 β
= 米 = → 1貧ゝ∂

∃ k : = → 吋 ′

l
S S C P a n aly $ is of P C R p ro d u ct さ

､

…
｣

T c el1 8 O rigl n at e d f r o m a Vβ1 5 + T ･ C er[
C1 0 n e a m O n g a P Ol y ¢1 0 n a】T c e l】

P O P L‖at10 n a r e i n d‡¢at e d a s さh a d e d

Ci r Gl e 3 .

A m pli
fi c ati o n o f c D N A f o r t h e v a ri a b le of t h e

T c e[l r e c e pt o r P ch al n (T C FI V β) w it h P C R
u 扇 n g p ri m e 帽 8 匹 C 汀k t o 2 2 V βg e n ¢ ね m ilie $

P al r e d w ith a n a n tis c n s e p rhT I e r Of t h e β
C h a 山

一

C O n さt a nt r 印座 n .

H e at
-

d e n a t u r ati o n o†t h e P C R p r o d u ct $ .
$i n gJ B St r a nd D N A m a k e 8 diff e r e nt
C O nf o r m at70 n a l $t r U Ct u r e $ d e p e nd 王n g o n Et 8
( N)叫N)J n u cte otid e 引叫 u O n e O( ○ , × , ▲) .

T h e P C R p r o d u ct 8 d e riv e d †r o m a p 01 y c [o n al
T ･ C e]J p c p u[ atio n , e X . V Pl + T c e ‖$ e X h 王b it
$ m e a r ･ 8 y c o nt r a $ t , t h e a r n plifi e d T C R Vβ
C D N A †r a g n e nt $ d e riv e d f r o m Vβ1 5

･ T c e71 8 jrL

W hi c h a T I c e [] c [o n e p r e d o m i n at e 8 e X M b it a

P a] r o f d はt h ct b a n 由 h t h e $ m e a r .

V 即 Vβ1 5

F ig . 2 . A n al y si s o f T c ell cl o n o ty p e s b y th e P C R
- S S C P

r n e tb o d .

T a bl e 2 . S e q u e n c e of p ri m e r s u s e d f o r P C R

1 2 3 4 5 6

F ig . 3 . S e n siti vi ty of th e P C R- S S C P m e th o d . W h e n R N A

e x tr a c t e d f r o m a T c el1 1i n e w i th V B 8 .1 (J u r k u t) a n d b o n e
m a r r o w T c ells (B M .

T c ell s) f r o m a h e alth y i n di vid u aI
W er e m i x e d a t v a ri o u s r a ti o s (1 : 4 0 t o l : 1 0 2 4 0 , la n e s

2 ～ 6) , a p air of s p e cifi c b a n d s of th e T c el1 1i n e w a s

d e te c t a bl e u p t o a d il u ti o n of l : 6 4 0 (1 a n e 4) . L a n e l
,
a n

a m plifi e d V β8 c D N A p r o d u c t f r o m th e T -

C el1 1i n e

J u r k u t .

P ri m e r 5
'

→ 3
′

s e q u e n c e

Ⅴβl

V β2

V β3

V β4

V β5 . 1

V β5 . 2 -3

V β6 . ト3

V β7

V β8

V β9

V β1 0

V β11

V β1 2

V β1 3 . 1

V β1 3 . 2

V β1 4

V β1 5

V β1 6

V β17

V β 柑

Ⅴβ19

V β20

3
ノ

Cβ

T h e p ri m e r f o r t h e d o ni n g o f V β 1 5 s e q u e n c e s

V β1 5

G C A C A A C A G T T C C C T G A C T T G C A C

T C A T C A A C C A T G C A A G C C T G A C C T

G T C T C T A G A G A G A A G A A G G A G C G C

A C A T A T G A G A G T G G A T T T G T C A T T

A T A C T T C A G T G A G A C A C A C A G A G A A A C

T T C C C T A A C T A T A G C T C T G A G C T G

A G G C C T G A G G G A T C C G T C T C

T C C T G A A T G C C C C A A C A G C T C T C

A T T T A C T T T A A C A A C A A C G T T C C G

C C T A A A T C T C C A G A C A A A G C T C A C

C T C C A A A A A C T C A T C C T G T A C C T T

T C A A C A G T C T C C A G A A T A A G G A C G

A A A G G A G A A G T C T C A G A T

C A A G G A G A A T C C C C A A T

G G T G A G G G T A C A A C A T G C C

G T C T C T C G A A A A G A G A A G A G G A A T

A G T G T C T C T C G A C A G G C A C A G G C T

A A A G A G T C T A A A C A G G A T G A G T C C

C A G A T A G T A A A T G A C T T T C A G

G A T G A G T C A G G A A T G C C A A A G G A A

C A A T G C C C C A A G A A C G C A C C C T G C

A G C T C T G A G G T G C C C C A G A A T C T C

T C C T G A T G G C T C A A A C A C

A G T A G A T C T C G A C A G G C A C A G G C T

T h e si z e oL a m plifi e d p r o d u c ts ( Ⅴβb a n d s) b y V β a n d 3
L

Cβ p ri m e r s r a n g e d f r o m a b o u t 1 70 t o 2 2 0 b a s e p a ir s . T h e
3
J

Cβ p ri m e r u s e d i n thi s s t u d y m a t c h e s e x a c tly b o th C β1 a n d Cβ2 . A s e q u e n c e u n d e rli n e d i s a n a rtifi ci al B gl B
r e striく:ti o n 5it e .



再生不良性貧血 と骨髄 丁細胞 ク ロ ノ タ イ プ

ロ
_ ソが ポ リ ク ロ

ー ナ ル な で細胞集団の なか で優位に 増殖 して

い れば, そ の T 細胞 ク
ロ ー ン の Ⅴβc D N A 断片は ス メ ア の 中で

一 組の バ ソ ドと して検出でき る( 囲2) ･

Ⅴ .
T C R Vβ15 c D N A の サ ブク ロ

ー ニ ン ゲおよび塩基配列 の

決定

C y A 依存性の A A の 患者Ⅰ の 骨髄で ほ ,
T C R V β15 陽性細胞

が単ク ロ
ー

ン 性に 増殖 して い る こ とが･ S S C P 解析 に よ り示 唆

677

され た の で ,
こ れ を確認するた め , 次の 方法を 用 い た .

5
'

例の プ ラ イ マ ー と して
,
Ⅴβ1 5 に 特異的な プ ライ マ ー に 制

限酵素 B g 柑 (東洋紡 , 大阪) 消化部位を付加 した もの を作成 し

た . 蓑 2 に こ の プ ラ イ マ ー の 塩基配列を示す . こ れ と C β プ ラ

イ マ
ー

を用 い て ,
Ⅳ -2

,
Ⅳ -3 に 示 した条件 で患者 Ⅰの 骨髄 丁細胞

の m R N A よ り合成 した c D N A を P C R で 増幅 した . 増幅産物

を 2 % ア ガ ロ
ー

ス ゲル で電気泳動 し , 適 切な 分子量 の cD N A

F ig ･ 4 ･ C l o n o ty p e a n aly s I S Of B M T
c e11 s w ith th e P C R -S S C P m e th o d ･ E a c h l a n e r e p r e s e n t s th e a n aly si s of T c ell cl o n

o ty p e s b y

th e P C RT S S C P m e th o d f o r a p a r ti c ul a r T C R V β f a m
il y ･ W h e n B M T c e11s f r o m

a h e alth y i n di vid u al ( A ) a n d f r o m a n

u n tr a n sf u s e d C y A
-

r e S p O n Si v e p a ti e n t (P a ti e n t 2 , B ) w h o a ch i e v e d a s u st ai n e
d r e mi s si o n off C y A w e r e e x a mi n e d , n O di s tin ct

b a n d s w e r e d e t e c t e d i n a n y of th e 22 T C R V βs ･ B M T c eu s f r o m a tr a n sf u s e d C y A
- d e p e n d e n t p a ti e n t (P a ti e n t 4 , C) p r o d u c e d

m ultipl e b a n d s w i th v a r yi n g p a tte r n
s i n al m o st a u T C R V βs ･ B M T c e11s f r o m a n u n tr a n sf u s ed p a tie n t (P a ti e n t 3 , D) w h

o d id

n o t r e s p o n d t o C y A sh o w e d a p air
o f di sti n ct b a n d s i n th e a m plifi e d p r o d u c t of V β19 ･ B M T c ell s f r o m a n u n tr a n sf u s e d

C y A
- d e p e n d e n t p a ti e n t (P a ti e n t l , E ) al s o s h o w e d a p air of d is ti n c t b a n

d s i n s e v e r al l a n e s c o r r e s p o n di n g t o diff e r e n t V β

f a mi 1i e s . A m o n g th e s e , b a n d s i n th e a m plifi e d p
r o d u c t of V β15 w e r e m o s t d is ti n c t ･ + 1 a n a m plifie d V β8 c D N A p r o d u c t f r o m

th e T - C e11 1i n e J u r c u t .
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を回 収 した . 1 FE g の C D N A を Kl e n o w 王r a g m e n t ( 宝酒造 , 東

京) を 用い て平滑末端に した後, B g 川 (東洋紡) で 消化 した .

ベ

ク タ ー ( p B l u e s c rip t I , S T R A T A G E N E , T o rr y P i n e s R d . L a

J oll a , U S A ) の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ トを制限酵素 S m a I (束

洋紡) お よび 制限酵素 B a m H l (東洋紡) で 消化後 ,
C D N A 断片

を加 えて ラ イ ダ ー シ ョ ソ を 行 っ た ( T a k a r a D N A L ig a ti o n K it

V e r . 2
, 宝酒造) . J M l O 9 (C o m p e t e n t H ig h E . c oli J M l O 9 , 東洋

紡) を 用い て形質転換 を行 い , 無作為に 抽出 した形質転換 コ ロ

ニ ー の うち
, 挿入 の 存在が 確認できた20 個の ク ロ ー ン に つ い て

C D R 3 領域の 塩基配列を決定 した . 塩基配列 の 決定 に ほ ,
シ

ー

ク エ ン ス 反応 ロ ボ ッ ト (C A T A L Y S T , A p pli e d B i o s y st e m s

I n c .
,
F o s t e r C it y , U S A) と D N A S e q u e n c e r 3 7 3 S ( A p pli e d

B i o s y st e m s) を用 い た . 塩基配列か ら予想され る C D R 3 領域 の

ア ミ ノ 酸配列 を ジ ー

ン デ
ー

タ
ー バ ン ク (E M B L , H eid elb e r g ,

G e r m a 叩) に登銀 されて い る ア ミ ノ酸配列と比較 した .

Ⅵ . 骨髄 丁 細胞の ク ロ ー

ニ ング

C y A 依存性 の A A の 患者 Ⅰ の T 細胞 除去 B M M C よ り ,

A I S M i c r o C E L L e ct o r ( A p plie d I m m u n e S ci e n c e , M e nl o

P a
.
rk
,
U S A ) を 用い て C D 3 4

十

細胞を 分離 した . C D 3
+

骨髄細胞を

10 % A B 血 清加 R P M I 1 6 4 0 に 浮遊 させ . 4 5 0 0 r a d 照 射 L た自己

の C D 3 4
十

細胞 と ともに 7 日間培養 した . 生細胞を 算定後 ,
イ ン

タ ー

ロ イ キ ンー2 (rI し2 , シ オ ノ ギ , 大阪) 1 0 0 I U/ m l , Ⅹ線照射

した 健常人 の 末梢血単核細胞 ( p e ri ph e r al b l o o d m o n o n lJ Cl e a r

c ell s
,
P B M C) (5 ×1 0

5

/ m l) を 含む 1 0 % A B 血 清加 R P M I 1 6 4 0

で 希釈 し. テ ラ サ キ プ レ ー ト ( N u n c , R o s kild e , D e n m a rk) に

1 w e11 あた りの 細胞数 が0 .3 個と なるよ うに 分配 した 後, 1 0 日間

培養 した . T 細胞 の 増殖が 得られ た w ell か ら細胞 を 容量 の 大

き い 培養皿 に 移 し, rI L-2 と Ⅹ線照射 した健常人の P B M C を 加

えた 10 % A B 血清加 R P M I を約10 日お きに加え る こ と に よ り T

細胞 ク ロ ー

ン を待 た . T 細 胞 ク ロ
ー

ン の 表 面抗原 の 解析 は抗

L e u - 4 ( C D 3) モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ( m o n o cl o n a l a n tib od y ,

m A b) , 抗 L e u-3 a ( C D 4) r n A b , 抗 L e u- 2 a (C D 8) m A b

(B e ct o n Di c k s o n , C arif o r ni a , U S A ) , 抗 b e t a V 5 ( a) (V β5 ,2 お

よび V β5 .3) m A b , 抗 b e t a V 5 (b) ( Ⅴβ5 .3 の
一

部) m A b , 抗

V β5 ( c) (Ⅴβ5 .1) r n A b , 抗 b e t a V 6 ( a) ( Ⅴβ6 .7) m A b , 抗 b e ta ,

V 8 ( a) ( V β8) m A b , 抗 b e ta V 1 2 ( a) ( Ⅴβ12) m A b ( T C ell

D i a g n o s ti c s , I n c . . M a s s a c h u s e tts , U S A ) , 抗
r

r C R B V I S l

( V β1) m A b , 抗 T C R B V 2 S l (V β2) m A b , 抗 T C R B V 3 S l

( V β3) , 坑 T C R B V 9 S l ( V β9) m A b , 抗 T C R B V l l S l ( V β11)

m A b
, 抗 T C R B V 1 3 S l ( V β1 3 .1) m A b , 抗 T C R B V 1 3 S 6

( Ⅴβ13 .3) m A b . 抗 T C R B V 1 4 S l ( V β14) m A b , 抗 T C R B V 1 6

( Ⅴβ16) m A b , 抗 T C R B V 1 7 S l ( V β1 9) m A b , 抗 T C R B V 1 8 S l

( Ⅴβ17) m A b , 抗 T C R B V 2 0 S l ( V β20) m A b
.
抗 T C R B V 2 1 S 3

(Ⅴβ21 16) m A b (I M M U N O T E C H , M a r s eill e C e d e x , F R A N C E)

と F A C S c a n (B e c t o n D i c ki n s o n ) を 用 い て 行 っ た .

一

部 の

IM M U N■O T E C H 社の T C R V β の 名称 ほ , 従来 の 名称と異なっ

て い るが
,
こ の 論文 で の T C R V β の 名称 は , C h oi ら

20)
の 論文に

準 じた ･ T C R V β の どの m A b に も染 ま らな か っ た T 細胞ク

ロ ー ン に つ い て は
よ
Ⅳ- 3 に示 した条件で増幅 した c D N A 断片を

2 % ア ガ ロ ー

ス ゲ ル で 電気泳動す る こ とに よ り ,
Ⅴβ1 5 が陽性

主 二三 :ミ
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再生不 良性貧血 と骨髄丁細胞 ク ロ ノ タ イ プ

か否かを決定 した ･ Ⅴβ1 5
十
丁 細胞 ク ロ

ー

ン に つ い て ほ , Ⅴ に 示

した 方法に よ り C D R 3 領域
の 塩基配列 を決定 した ･

成 績

Ⅰ . 単ク ロ
ー

ン 性に増殖 して い る T 細 胞の S S C P 法 に よ る検

出感度

Ⅴβ8 陽性の T 細 胞性白血病株 J u r k u t か ら抽 出 した R N A

を , 健常人骨髄 丁稚胸 よ り抽出 した R N A で 1 : 4 0 か ら
1 :

102 4 0 と な る よ う に 希 釈 し た . 各 希 釈系列 の R N A か ら

cD N A を 合成 し , V β8 に 特異的 な 5
'

プ ラ イ マ ー

を 用 い て

P C R を行 っ た . 増幅産物を S S C P 法 で 解析 した と こ ろ , 図3

に示すよう に J u r k u t 由来の ク ロ ノ タ イ プに 相当す る
一

組 の バ

ン ドほ , J u r k u t を 1 : 6 4 0 に 希釈 した もの ま で 検 出が 可 能 で

あっ た . した が っ て , こ の 方法を用 い れ ば ,
多 ク ロ ー

ン 性の T

細胞中に , 0 . 1 6 % 以上 の 単 ク ロ
ー

ン 性 丁細胞が 含まれ て い れ ば

検出が可 能と考え られた ･

Ⅰ . A A 患者および健常人 の骨髄 丁 細胞に お け る T C R の ク

ロ ノ タイプ

健常人 6 例の 骨髄 丁細胞を P C R
- S S C P 法 で解析 した と こ ろ,

22 種塀の T C R V βc D N A ほす べ て ス メ ア を呈 した ･ 代表的な結

果を図 4 A に 示 す . 輸血 歴 の な い C y A 有効例 で 寛解維持に

C y A を必 要と しな か っ た患者 Ⅱで も同様 に T C R V β はす
べ て

ス メ ア を呈 した ( 図4 B) . 輸血歴 の ある C y A 依存例の 患者Ⅳ で

は ,
Ⅴβ3 , Ⅴβ4 , Ⅴβ5 .1 , Ⅴβ6 .1 , Ⅴβ8 , Ⅴβ13 ･2

,
Ⅴβ1 5 , で 薄い バ ン

ドが検出された ( 図 4 C) . こ れ に 対 して , 輸血 歴の な い C y A 無

効例の 患者Ⅲ で は Ⅴβ1 9 の 増幅産物中に の み 明 瞭な
バ ン ドが み

られ た ( 図 4D) . 輸血 歴の な い C y A 依存 例 の 患者 Ⅰ で は ,

Ⅴβ3 , V β8 , Ⅴβ9 , Ⅴβ1 3 .2 , Ⅴβ15 , V β1 7 , V β19 の 各増幅産物 の 泳

動 レ
ー

ン に バ ン ドが 検出 され , なか で も V β15 中の バ ン ドほ特

に明瞭で あ っ た ( 図 4 E) .

Ⅲ . 輸血歴の ない C y A 依存性の A A の 患者 Ⅰの 骨髄か ら分

離 L た T 細胞 ク ロ
ー

ン のT C R V β

SS C P 解析の 結果か ら ‥ 患者 Ⅰの 骨髄中に V β1 5
十

の T 細 胞が

単ク ロ ー

ン 性 に 増殖 して い る こ と が示 唆 され た の で ,
こ の T 細

胞ク ロ ー

ン の 単離を 試み た . 長期間の 培養維持が 可能 で あ っ た

12 個の T 細胞 ク ロ ー ン は 全 て C D 4
+
で あ っ た . こ れ ら の T 細胞

ク ロ ー

ン の T C R V β の 発現を m A b で 解析 した と こ ろ ,
2 ク

ロ ー

ン が V β1 3 .6
十

, 3 ク ロ
ー

ン が Vβ14
→

,
2 ク ロ

ー

ン が

Ⅴβ1 9
十

, 5 個の ク ロ ー ン ほ
, 市販 の ど の m A b に も反応 しな

か っ た . こ の た め
,
こ の 5 個 の ク ロ

ー

ン の T C R V β の 発 現を

P C R で 解析 した と こ ろ , 1 個が Ⅴβ6 .1
十

,
1 個が V β1 5

十

,
2 個

が Ⅴβ1 8
+

で あ っ た . 残 り1 個の T 細胞 ク ロ
ー

ン に つ い て ほ
,

T C R V β の 帰属が決定 で きなか っ た . Vβ15
+

の T 細胞 ク ロ ー

ン

(K N 1 5) の Ⅴβ1 5 c D N A 増幅産物 を S S C P 法 で 解析 した と こ

ろ
, K N 1 5 の V β1 5 c D N A 断 片 は , 患 者 の 骨 髄 丁 細胞 の

Ⅴβ15 c D N A 増幅産物 で認め られ た 明 瞭な バ ン ド と全 く 同 じ泳

動度を示 した ( 図5) . 同様 に V β19
+

の 2 ク ロ
ー

ン の Ⅴβ19 c-

D N A 増 幅産物 を S S C P 法 で 解 析 した と こ ろ ,
こ れ ら の

Ⅴβ19 c D N A 断 片 の 泳 動度 は ▲ 骨 髄 丁 細胞 全体 に 対 す る

Ⅴβ1 9 c D N A 増幅産物で認められ た バ ン ドの 泳動度 と は異な っ

て い た .

Ⅳ
. T C R V β1 5 c D N A 増幅産物の C D R 3 領域の塩基配列

患者 Ⅰ の 骨 髄 丁細 胞 m R N A か ら 合 成後 , 増 幅 し た

T C R V β15 c D N A ク ロ ー ン の うち無作為に抽出 した20 ク ロ
ー

ン

6 7 9

の C D R 3 領域 の 塩基配列を表3 に 示 す . これ らの う ち
,
柑個の

ク ロ ー

ン ほ 同 一 の 塩基配列を示した . こ の C D R 3 領域の 塩基配

列は , 同 じ骨髄か ら単離 した V β1 5
十

丁細 胞 ク ロ
ー

ン ( K N 1 5) の

C D R 3 領域の 塩基配列と完全に
一 致 して い た .

考 察

過去の 臨床的観察の 結果か ら, A A は T 細胞 に よ る造血 幹細

胞 へ の 攻撃に よ っ て 発症す ると 考え られ て い る . こ の ような 仮

説を証明す るた め , A A 患者 丁細胞 の 表面抗原や サ イ ト カ イ ン

の 産 生能 に つ い て , 数 多く の 検討 が 行 わ れ てき た . Z o u m b o s

ら
21) 22 )
は , A A 患者で は t 末梢血 や骨髄中 に C D 8

+

H L A
- D R

+

の

活性化 丁細胞が増加 して い る こ と に 加 え て ,
リ ン パ 球か らの イ

ン タ ー フ ェ ロ ソ γ産生が 先進 して い る こ とを 示 した . イ ン タ ー

フ ェ ロ ン † は強力な造血 抑制作用 を持 つ こ とか ら, 彼 らは 活性

化 リ ン パ 球か ら産生され る イ ン タ
ー フ ェ ロ ン γ が A A の 骨髄

抑制 の 媒介物質 で ある と捷唱 した . 彼ら は さ らに ,
A A 患者で

増 加 して い る C D 8
+

H L A- D R
+

リ ン パ 球の T C R 遺伝子 再構成 を

検討L , そ の 結果 こ れ らの 細胞集団は多 ク ロ
ー ン 性 で ある こ と

を 示 した
23)

. 本研究 で は , T 細胞の 単 ク ロ
ー

ン 性の 増殖 を 検出

する ため ,
サ ザ ン プ ロ ッ ト法よ り約30 倍感度 の 高い P C R

- S S C -

P 法 を用 い た . そ の 結果, 輸血 歴の な い C y A 依存性の A A の

患 者 Ⅰ の 骨 髄中 に V β3 , V β8 , V β9 , V β13 ･2
,
V β15 , Ⅴβ1 7 ,

Ⅴβ1 9 な どい く つ か の T 細胞が ク ロ
ー

ン 性の 増殖 して い る こ と

が 明 らか に な っ た . これ らの う ち V β1 5
十

の ひ と つ ほ
,
骨髄丁細

胞 を自己 の C D 3 4
+

細胞に 富む 分画と共 に 培養 した 後, 限界希釈

法を 用 い て 分離 した T 細胞 ク ロ
ー

ン と
一 致 し て い た . こ の

V β15
+

T 細胞 ク ロ ー

ン K N 1 5 ほ
,
A A 患 者の 骨髄中で の 増加 が

従来報告 さ れ て い る C D 8
十

細 胞 で は な く ,
C D 4

'

細胞 で あ っ

た
24)

. K N 1 5 ほ
よ
生体内で ク ロ

ー

ン 性 に 増殖 して い る こ とか ら腫

瘍性の T 細胞の 可 能性がある .
しか し

,
K N 1 5 ほ 同種抗原や植

物凝集素( p h y t o h e m a g gl u ti n i n , P H A ) に 対す る試験管内での 増

殖反応を有 し て お り , 細胞 の 継代 に は IL-2 の 添 加が 必 要 で

あ っ た . また ,
こ の V β15

十

丁細胞 の ク ロ ー

ン 性増殖を検出 して

か ら 三 年以上 経過 して い るが , 患者 . に T 細胞系の 造血 器 腰瘍

の 兆候は全くみ られ て な い . した が っ て
,
K N 1 5 の ク ロ

ー

ン 性

の 増殖は 腫瘍性の 増殖 で は な く , 何ら かの 抗原に 対応 した特異

的なもの と 考え られ る . 近年, P o s n e tt ら
25)
ほ
l 健常人で あ っ て

も高齢者で は , C D 8
十

丁細胞の ク ロ
ー

ン 性 の 増殖が 末梢 血 に 検

出され る こ と を見い だ した . 彼らほ ▲
こ の 現象を B 細胞系の 良

性単 ク ロ
ー

ン 性 ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 血 症に 相当する T 細胞の 異常

と定義 した . 今回検討 した 患者Ⅰは 高齢で は あるが , K N 1 5 ほ

C D 4
+

T 細胞で あるか ら, こ の T 細胞の 増殖 は P o s n e tt ら が観

察 した 非特異的な で細胞の ク ロ
ー

ン 性増殖と も異な っ て い る ･

本研究で用 い た P C R -S S C P 法で ほ ,
6 .4 × 1 0

5

個の 多 ク ロ ･ -

ン

性 の 細胞集団に1 00 0 個 (0 .1 6 % ) 以上 の 単 ク ロ
ー

ン 性の T 細胞集

団があれ ば ,
そ の T 細胞 の ク ロ ノ タ イ プの 検 出が 可 能 で あ っ

た .
ビオ チ ソ 標識プ ロ

ー ブを 用い た D o h i
26)
らの 方法で ほ l 単 ク

ロ
ー

ン 性 丁細胞の 検出感度の 限界は ,
6 .4 × 1 0

6

個の 多 ク ロ
ー

ン

性細胞集団中100 0 個(0 .O 1 6 % ) と され て い る . 彼 ら
28) は

, 健常 人

の 末梢血単核球に も単 ク ロ
ー

ン 性に 増殖す る T 細胞 が検出され.

た と 報告 して い るが , 本研究の 健常人骨髄 で は こ の ような T 細

胞 ク ロ
ー

ン ほ 検出されなか っ た . こ れは 両方法の 感度の 差に よ

る と思われ る .

輸血歴 が ある C y A 依存性の 患者 , で は , ほ とん どす べ て の



6 8 0 局

T C R V βc D N A に お い て
, 単ク ロ ー

ン 性の 増殖を 示 す複数 の バ

ン ドが検 出され た .
こ の ような 輸血歴 の ある患者で は , 輸血 製

剤に よ る 白血球同種抗原刺激が種 々 の T 細胞を 増殖さ せ た こ と

が 予想 され る . した が っ て ク ロ
ー

ン 性に 増殖 して い る T 細胞 が

P C R - S S C P 法 で , ある A A 患者の 骨髄中に 検出され て も ,

一

度 でも輸血 の 既往が あ る場合 に は , そ の 意義付けは困難 と思わ

れ る .

輸血 歴 の な い C y A 無効の 患者 Ⅲで は Ⅴβ1 9 の 増幅産物中に

の み 明瞭 な バ ン ドが み られ た . こ の 例は , 過去の 検討で 骨髄単

核細胞 の 培養上清中に 高濃度の イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ が 検出され

て い た (未 発表 デ ー タ) . こ の た め免疫学的な機序の 関与が疑わ

れた が
,
C y A や A T G な どの 免疫抑制療法ほ無効であ っ た .

こ

の ため 単 ク ロ ー

ン 性 に 増殖 して い る Ⅴβ1 9
+

T 細胞 の 病 的意義

は不 明で あ る . しか し造血 の 抑制 に 関与 してほ い るが ,
C y A や

A T G で は そ の 抑制磯序 が十分に除ききれ なか っ た 可 能性も考

え られ る . m A b の 投与 に よ っ て Ⅴβ19
+
T 細胞 の み を 排除でき

れば, こ の よ うな 症例でも改善が得 られ るか も しれ な い .

K N 1 5 の C D R 3 領域の 塩基配列 か ら予想され る ア ミ ノ 酸配列

を ,
ジ ー

ン デ
ー タ ー バ ソ ク (E M B L) に 登録され て い る ア ミ ノ 酸

配列と比較 した と こ ろ , 全く同 じ配列 の C D R 3 領域 は見 い 出せ

なか っ た . しか し
, 多発筋炎 の 患者 の 筋肉中 に 浸潤 し て い る

Ⅴβ1 5
+

T 細胞の C D R 3 領域の ア ミ ノ 酸配列( D しS) と は酷似 し

て い た
12)

. 多発性筋炎で は 自己反応性の T 細胞が 発症 に関与 し

て い ると考 え られて い る . こ の よ うな Ⅴβ15
十

丁細胞 の 類似性

ほ
,
A A に おけ る自己 反応性 丁細胞の 関与を 示 唆 して い る と思

われ る .

今 回の 検討 に よ り , 免疫学的な造血抑制機序 の 関与が濃厚な

A A 患者の 骨髄中に , 何らか の 抗原に反応 して 単 ク ロ ー

ン 性に

増殖する C D 4
十
丁細胞 が存在する こ とが 明 らか に な っ た . 輸血

歴 の ない C y A 依存性の A A の 患者 Ⅰか ら十分 な造血前駆細胞

を得 る こ と は 困難 で あ るた め ,
Ⅴβ1 5

十

C D 4
+

T 細胞 ク ロ ー ン

E N 1 5 が造血 前駆細胞に 対 して どの よ うな 反応を 示す か に つ い

て ほ 検討で きなか っ た . しか し , 骨髄 で 優位 に 増殖 して い る こ

とか ら , K N 1 5 ほ 造血 幹細胞上 の 抗原を認識す る こ と に よ っ て

直接的に ,
ま た ほ ほ か の 細 胞傷害性 丁細胞を誘導す る こ と に

よ っ て間接的に 造 血傷害 を引き起 こ して い る 可 能性 が ある .

S p r e n t ら
2T)
は , マ ウ ス の 移植片対宿主病 の 実験 モ デル に お い

て
, 少量の ドナ ー の C D 4

十
丁細胞が , 主要観織適合抗原 ク ラ ス

Ⅱ拘束性に ホ ス トの 造血幹細胞を直接攻撃 し造血障害を引き起

こ し得る こ とを 証明 して い る . K N 1 5 ほ 同様 の 磯序 に よ っ て ,

自己の 造血 幹細胞に対 して 直接細胞傷害性 に 働い て い る可能性

も考えられ る . こ の T 細胞 ク ロ ー

ン の 機能を 検討 して い く こ と

に よ り , 従来不 明 で あ っ た 自己免疫性再生不良性貧血 の 病態 が

明らか に な る と思わ れ る.

結 論 ,

健常人お よ び C y A 投与前の A A 患者骨髄 丁細胞 の ク ロ ノ タ

イ プ を解析 し , 以下の 結果を得 た .

1 . T 細胞性白血病株J u r k u t よ り抽出 した R N A を健常人骨

髄 丁細 胞 よ り 抽 出 し た R N A で 希 釈す る こ と に よ り ,

P C R ,S S C P 法忙 よ る単 ク ロ ー ン 性 丁細胞 の 検出感度 を検討 し

た と こ ろ ,
6 .4 ×1 0

$

個 の 多 ク ロ ー

ン 性 の 細 胞集 団 に 1 0 0 0 個

(0 .1 6 % ) 以上 の 単 ク ロ
ー

ン 性の T 細胞集団が あれば , 検 出可 能

で あ っ た .

2 ･ 健常人 6 例 の 骨髄 丁細胞を P C RrS S C P 法 で解析したと

こ ろ
,
2 2 種煩 の T C R V β増幅産物ほす べ て ス メ ア を 呈 し

, ある

T 細胞の 単 ク ロ
ー

ン 性 の 増殖 を示 す明 らか な バ ン ドほ 見られ な

か っ た .

3
･ 輸 血歴 が ある C y A 依存性の A A の 患者 Ⅳ で ほ , 複数の

T C R V β 増幅産物中に多数 の バ ソ ドが 検出 され た . こ の 例で

ほ
, 輸血 に 伴う同種抗原刺激 に よ っ て 多数の T 細胞が ク ロ ー

ン

性に 増殖 した と考え られ た .

4 ･ 輸血 歴 の な い C y A 依存性 の A A の 患者Ⅰ と Cy A が無

効で あ っ た 患者Ⅲ の 骨髄中に ,
そ れぞれ Ⅴβ15

十
と Ⅴβ19

十

丁細

胞の 単ク ロ ー

ン 性増殖が 示 験され た . 患者 Ⅰの 骨髄か ら単離し

た C D 4
+
T 細胞 ク ロ ー

ン の 一

つ K N 1 5 ほ V β1 5
+

で あり
,
この

K N 1 5 の Ⅴβ1 5 c D N A 増幅産物の S S C P ゲ ル 上 の 泳動度ほ , 骨

髄で 優位 に 増殖 して い る T 細胞 ク ロ ー ン の 泳動度と 一 致 して い

た .

5 ･ 骨髄 丁細胞由来 の Ⅴβ1声
+
c D N A を増幅 ･ サ ブ ク ロ ー ニ ン

グ後, C D R 3 領域 の 塩基配列を決定 した と こ ろ , 無作 為に 抽出

した20 ク ロ
ー

ン 中18 ク ロ ー

ン が K N 1 5 と 同 一 の 塩基配列を 示し

た .

6 . 免疫学的な抑制磯序が発症に関与 して い る と考え られる

A A 患者 の 骨髄 で は , 何 らか の 抗原に 反応 して 単 ク ロ ー

ン 性に

増殖す る C D 4
+
T 細胞が 存在 して い る こ とが 明 らか に な っ た .

生体 内で 優位に 増殖 して い る T 細胞 ク ロ ー ン の 機能や 特異性を

検討す る こ と に よ っ て t 標的抗原が明 らか に な る こ とが期待さ

れ る .
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A b s tr a c t

I m m u n e - m ed i a te d s u p p r e ssi o n of h e m a to p ol eSi s h as b e e n c o n si d e r e d t o b
e th e m o s t i m p o rt a n t m e c h a nis m r es p o nsible
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p r e s e n c e of cl o n al y p r oli f er ati n g T c ell s ･ F o u r A A p a ti e n ts ( P a
ti e n t l
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P a ti e n t 3
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P ati e n t 4) a n d si x n o r m al
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c ell s

,
a n d w er e s ubj e c te d to th e
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