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ス ー パ ー 抗原刺激に よ る新生児 C D 4
十
丁 紳胞

Ⅴβ レ パ
ー ト リ ー の 選択的活性化

金沢大学医学部小児科学講座 (主任 : 谷 口 昂教授)

丹 生 鞄 太 郎

本研究 で ほ新生児 C D4
+

T 細胞の ス ー パ ー 抗原応答の 特徴 を
,
成人 C D 4

+

T 細胞 と比較 し検討 した . 成人 C D4
+

T 細胞

ほ 新生児と異 な り ,
C D 4 5 イ ソ フ ォ

ー

ム の 発現 に よ りナ イ ー ブ な らび に メ モ リ
ー

T 細胞の 二 つ の 異 なる亜 群か ら構成 さ れ る こ

とが知 られ て い る .
ス ー パ ー 抗原 に 対する T 細胞反応性は l 初期活性化抗原 C D6 9 発現 ,

3
H ヰ ミ ジ ン の 取 り込み ∴細胞数の 増

加 ,
な らび に イ ン タ ー ロ イ キ ン 2 (i n t e rl e u ki n 2 , Iし2) 産生を 指標 と して評価 した .

ス ー パ ー 抗原刺激に よ る C D6 9 発現の 誘導

は . 新生児な ら び に 成人 C D4
十

丁 細胞で ほ ぼ 同様 に 認め られ た . しか しな が ら, 細胞増殖 に 関 して は新生児 と成人 C D 4
+
T 細

胞で 著明 な 差異 が認め られ た . 新生児 C D 4
十

丁 細胞 は ス ー パ ー 抗原刺激 に 強く反応 し, 持続的な 細胞増殖が認め られ た . 対席

的に , 成人 C D 4
十

丁 細胞の ス ー パ ー 抗原応答は
一

過性 で あり , 細胞増殖はきわ め て僅か で あ っ た . さ らに ,
こ の ような 新生児

C D 4
+

T 細胞 の 細胞増殖 に 伴 い , 著明な IL - 2 産生 と IL -2 m R N A 発現の 増強 が認め られ た . 次 に ,
ス

p パ ー 抗原刺激に よ る特

異的 丁細胞抗原 レ セ プタ ー (T c ell r e c e p t o r , T C R) V β レ バ
q

ト リ
ー

の 選択的増殖を ,
T C R Vβ2 a と特 異的 に 活性化す る毒素

性 シ ョ ッ ク 症候群外毒素-1 (t o xi c sh o c k s y n d r o m e t o x i n
-1
,
T S S T -1) を用 い て 検討 した . 新生児 C D 4

+

T 細胞 , あるい は 成人

ナ イ ー ブ C D 4
+
T 細胞の 培養 で は ,

T S S T-1 刺激に 伴 い T C R V β2 a レ パ
ー ト リ ー の 著 明な増殖が認め られ た .

一 方 , 成人メ モ

リ ー C D 4
+

T 細胞を用 い た 場合 に ほ l
こ の よ うな T C R V β2 a レ パ ー ト リ ー の 選択的増殖 ほ殆 ど認め られ な か っ た . こ れ らの 結

果よ り ,
ス

ー パ ー 抗原刺激 に よ る新生児 C D 4
+

T 細胞 の 高応答性 が , 特異 的 T C R V β レ パ
ー

ト リ ー の 選 択的増殖 と , 強 い

IL - 2 塵生 の 誘導に よ る こ と が示 され た . こ の よ うなス ー パ ー 抗原高応答性は ▲ 新生児期 ･ 乳児期に お ける ス
ー

パ
ー

抗原の 関与

する種 々 の 疾患 の , 特徴的 な臨床像発現に深く関与する と考え られ た .

K e y w o r d s n e o n at e , C D 4
+

T c ell
,
T C R V β r e p e rt oir e , S u p e r a n ti g e n , IL

- 2

乳児期
･ 小児期に は発熱 , 紅斑形成性, あるい は 皮膚剥離性

病変を伴う全身疾患が種 々 認め られ る . こ の うち ブ ドウ 球菌熱

傷皮膚症候群は ブ ドウ球菌表皮剥脱毒素( e xf oli a ti v e to x i n) が ,

また獲紅熱は溶連菌発赤毒素 (e r yth r o g e ni c t o x in) が 発症 の 原

因と な る こ とが 知 られ て い る
1 卜 3)

.
こ れ ら は い ずれ も細菌外毒

素であり , 他の 多く の 細菌外毒素と共に ス ー パ ー 抗原と して の

性質を有 し, 強い T 細胞活性化と サ イ ト カ イ ン 産生を 誘導する

こ と が 明らか とな っ て い る
4)

. ま た 最近同様 に 発熱 , 発疹 を 特

徴とする川崎病や ェ ル シ ニ ア感染症 で も細菌外毒素の 関与が示

唆 され つ つ あり
5)8)

,
こ れ らの 疾患に 共通の 症状が細菌外毒素 の

ス ー パ ー 抗原活性に よ る と理 解され て きて い る
ユ)

. しか し外毒

素産生菌の 多くは普遍的に 存在 し, す べ て の 感染例 で こ れ らの

外毒素に 起因す る病態 が発症す る と ほ 考え られ な い . む し ろ

個 々 の 症例 に お ける 菌の 感染形態 , 外毒素産生能 , 個体 の 感受

性な どが発症の た め の 重要な 要素と な る と考 え られ る
了】

. 乳児

期 ･

小児期 に 細菌外毒素 が関与する , ある い は関与が 示 唆され

る種 々 の 疾患が好発する事実は l 原 因と な る細菌外毒素の ス ー

パ ー 抗原活性 に 対する こ の 時期の T 細胞の 応答性の 高さ を反映

してい る可 能性を示渡 して い る .

本研究で は外毒素 で ある ブ ド ウ球菌腸管毒素 B (s t a p h yl o-

C O C C al e n t e r o t o xi n B , S E B ) な ら び に 毒素性 シ ョ ッ ク 症候群外

毒素-1 (t o xi c s h o c k s y n d r o m e t o x i n-1 , T S S T -1) な ど を 用 い

て
, 新生児お よ び成人 C D4

十

丁 細胞 の ス ー パ ー 抗原応答性を比

較 , 新生児 C D 4
十
丁 細胞 が 高 い 応答性 を 示 す こ と を 明 ら か に

し
,
さ らに そ の 撥序 を T 細胞初期活性化 ,

イ ン タ ー ロ イ キ ン 2

(i n t e rl e u k i n 2 , I L -2) 産生 , 細胞増殖 ▲ 特異的 丁細胞 レ パ
ー ト

リ ー の 増殖な どの 観点か ら検討 した .

対象お よび方法

Ⅰ . 各種細胞の分離

新生児臍帯 血 , 成 人 末 梢血 よ り フ ィ コ ー ル ー ハ イ パ ッ ク

(F ic o11 - H y p a q u e) 比重 遠心 法 に よ り単核球 を採取 し, さ ら に

2 - ア ミ ノ エ チ ル イ ソ チ オ ウ ロ ニ ウ ム ブ ロ マ イ ド (2 - a m i n o eth-

yli s o th i o u r o n iu m b r o mi d e) ( Si g m a C h e mi c al , S t L o uis , M o ,

U S A ) 処理 ヒ ツ ジ赤血 球を用 い た ロ ゼ ッ ト法 と フ ィ コ ー ル ー ハ

イ パ ッ ク 比重遠 心法 に て E- ロ ゼ ッ ト形成細胞( E
+

細胞) と非形

成細胞 (E
~

細胞) に 分離 した . E
+

細胞 は さ らに C D 4
+
T 細胞を

精製す るた め に 使用 した . また E~ 細胞 は 5 % 非働化ウ シ 胎児

平成 5 年1 2 月1 7 日受付, 平成 6 年1 月1 9 日受理

A b b r e vi a tio n s ‥ A P C
,
a n tig e n p r e s e n ti n g c e11 ; b p , b a s e p ai r ; F C S , f e t al c alf s e r u m ; F I T C , fl u o r e s c ei n

is o t hi o c y a n at e ;
3

H - T d R , t ri tia t ed t h y m idi n e ; Ⅰし2 , i n t erle u ki n 2 ; IF N -

T , in t e rf e r o n T ; P B S , p h o s p h a t e
- b u ff e r e d

S ali n e ; P C R
, P Oly m e r a s e c h ai n r e a ctio n ; P E , p h y c o e ry t h ri n ; P H A , p h y t o h e m a g gl u ti nin ; R T r e v er s e
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血 清(f et al c alf s e r u m , F C S) ( Fl o w L a b o r a t o ri e s , M c L e a n ,

V A , U S A ) , 2 5 m M H E P E S , 5 × 1 0~
5
M 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー

ル
,
0 .3 m g/ m l I ; ダ ル ク ミ ン ,

2 00 U/ m l ペ ニ シ リ ン , 1 0 m g/

m l ゲ ソ ク
マ イ シ ソ を 含む R P M I1 6 4 0 培 養液 ( Gib c o L a b o r a -

t｡ ri e s , G r a n d I sl a n d , N Y , U S A ) に 浮遊 し , プ ラ ス チ ッ ク フ ラ ス

コ N o . 3 3 75 (C o s ta r , C a m b rid g e , M A ,
U S A ) に て37 ℃ で30 分間

培養 した . 付 着 し た 細胞 ほ セ ル ス ク レ イ パ ー N o ･ 3 0 1 0

(C o s t a r) に て 剥 が し て ,
T 細 胞 刺激 の 際 の 抗原 提 示 細胞

(a n tig e n p r e s e n ti n g
c ells

,
A P C ) と して用 い た ･

Ⅰ . 単 ク ロ
ー

ン抗体

フ ル オ レ ッ セ イ ン
･ イ ソ チ オ シ ア ン 酸 (flu o r e s c ei n is o thi o c y -

a n a te , F I T C) 標識抗 L e u-3 a (抗C D 4) 抗体 ,
F I T C 標識抗 L e u-

2 a (抗C D 8) 抗体(B e c t o n D i c ki n s o n I m m u n o c yt o m e tr y S y st e m s ,

C A
,
U S A ) , F I T C 標 識 O K N K (抗 C D 1 6) 抗 体 ,

F I T C 標 識

O K B 2 0 (抗C D 2 0) 抗体 (オ
ー ソ ･ ダイ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク

･ シ ス

テ ム , 東京) , フ ィ コ エ リ ス リ ン (p h y c o e r yth ri n , P E ) 標識 2 H 4

(抗C D 4 5 R A ) 抗体 ( C o ult e r lm m u n ol o g y , H i al e ah , F L , U S A ),

P E 標識 抗 L e u-3 a ( 抗 C D 4) 抗 体 ,
P E 標 識 抗 L e u R O (抗

C D 4 5 R O ) 抗体(B e c t o n Di c k i n s o n I m m u n o c yt o m e tr y S y s t e m s ,

C A , U S A ) を 用 い て 成 人 お よ び 新生 児 E
+

細 胞 を 染色 し

C D 4
+

T 細胞亜 群を 精製 した . C D 4
+
T 細胞中の 各 丁細胞抗原

容体( T c ell r e c e p t o r , T C R) Ⅴβ レ パ
ー

ト リ
ー 分布を FIT C 標

識抗体(Di v e r si- T T C ell S ci e n c e s , M A , U S A ) を用 い て 検討 し

た . た だ し V β2 a の 染 色 に は FI T C 標 識 T C R V β2 a 抗体

(I m m u n o t e c h , M a r s ei11 e , F r a n c e) を 用 い た . T 細胸 の 悟性化を

検討す る た め に P E 標 識抗 L e u -2 3 (抗 C D 6 9) 抗体 (B e c t o n

D i c k in s o n I m m u n o c y t o m e to r y S y s t e m s) を用 い た .

Ⅲ . 免疫蛍光染色による解析

C D 4
+
T 細胞中の 各 T C R V β レ パ ー ト リ ー の 解析ほ ,

P E 標

識抗 L e u 3 a 抗体と FI T C 標識抗 T C R V β抗体に よ り二 重染色

し解析 した . 培養 した C D 4
+

T 細胞 は
,
P E 標識抗 L e u 2 3 抗体

で染色 し , 活性化抗原と して の C D 6 9 発 現を 経時的 に 検討 し

た . T S S T -1
11 )

刺激に よ る細胞の 活性化と , V β2 a , Ⅴβ5 a レ パ
ー

ト リ ー の 構成比 の 変化ほ各々 の 亜 群を FI T C 標識抗 V β抗体で

染色 し
, 細胞の 大き さ と FI T C 蛍光 を 指標 と して 検討 した .

各々 の 単 ク ロ ー

ン 抗体ほ 細胞 と 4 ℃ , 1 5 分 間反応 させ た 後 ,

3 % F C S 加 0 .1 5 M 酸 緩衝生 理 食 塩水 ( p h o s p h a t e-b uff e r e d

s ali n e
,
P B S) にて 二 回 洗浄 し, 細胞を 3 % F C S 加 P B S に 浮遊

し
,
フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー C yt o r o n A b s ol u t e ( オ

ー ソ ･ ダイ ア

グノ ス テ ィ ッ ク ･ シ ス テ ム) を 用 い て 解析 した .

Ⅳ . セ ル
･

ソ
ー

テ ィ ン ゲに よ る C D 4
+
T 細胞亜 群の 単離

成人お よび 新生児 E
十

細胞を FI T C 標識抗 L e u 3 a 抗体 で 染色

した後セ ル ･ ソ 一 夕 ー E P I C S E lit e ( C o ult e r E l e c tr o ni c s I n c .)

を用い て C D 4
十
丁 細胞を単離 した .

一 部 の 実験 で ほ成人 ナ イ ー

ブ C D 4
+

T 細胞 と メ モ リ
ー C D 4

+
T 細胞 を 単離す る た め に ,

E
+

細胞を さ ら に FI T C 標識 O K N K , P E 標 識 2 H 4 , お よ び

P E 標識抗 L e u 2 a 抗体で 染色 , ある い は FI T C 標識 O K N K ,

P E 標識抗 L e u -4 5 R O 抗体 ,
お よ び P E 標識抗 L e u 2 a 抗体 で

染色 した 後に
,
セ ル ･ ソ ー

ク
ー で F I T C 陰性 ,

P E 陰性 領域の

リ ン パ 球と して単離 した . C D 8
-

C D 4 5 R Or C D 4 + T 細胞を ナ イ ー

ブ C D 4
+
T 細胞 と して , また C D 8

,

C D 4 5 R A - C D 4
+

T 細胞を メ モ

リ ー C D 4
十

丁 細胞 と して 以下の 実験 に 用 い た . さ らに
一 部の 実

験 で は , 単離 した T 細胞の Vβ レ パ ー ト リ ー の 初期活性化を検

討す るた め に ,
こ れ ら T 細胞亜 群を さ ら に FI T C 標識抗 T C R

V β2 a 抗体を用 い た V β2 a- , お よ び Ⅴβ2 a
+

亜 群に 分画 した .

Ⅴ . 細胞培養

丁細胞分画は1 ×10
6

/ m L の 濃度で ,
1 0 % A P C と共 に10 % 非働

化ウ シ 胎児血清を 含む R P M I1 64 0 培養液に 浮遊 し , 9 6 穴丸底 マ

イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト N o . 2 5 8 60 (C o r n i n g G l a s s W o r k s ,

C o r ni n g , N Y , U S A ) に 2 0 0 FLl ず つ 分注 ,
ス

ー パ p 抗原 S E B

( T o xi n T e c h n ol o g y , S a r a s o t a , F L , U S A ) お よ び T S S T -1

( T o xi n T e c h n ol o g y) を 10 0 n g/ m l の 濃度 で ま た フ ィ ト へ マ グ チ

ニ ソ (p h y t o h e m a g gl u ti ni n , P H A ) ( D if c o l a b o r t o ri e s , D et r oit ,

M I
,
U S A ) を 0 .1 % v ol/ v ol の 濃 度で を 加 えて 炭酸 ガ ス 培養器

(37 ℃ , 5 % C O 2) に て培養 した .

Ⅵ . 細胞増殖反応

新生児 C D4
+

T 細胞及び成人 C D 4
+

T 細胞の 各種 ス ー パ ー 抗

原 に 対する 増殖反応 を
3
H 標 識 チ ミ ジ ン (triti at e d th y m id i n e ,

3
H b T d R

,
N e w E n gl a n d N u cl e a . r , B o s t o n , M A , U S A ) の 取 り込み

に よ り検討 した . 各 々 の 細胞を 5 ×10ソm l の 濃度で ,
1 0 % 付着

単球 と共に10 % 非働化 ウ シ 胎児血 清 を 含む R P M I1 6 4 0 培養液

に 浮遊 し , 9 6 穴丸底 マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー

トに 200 〟l ず つ 分

注, ス ー パ ー 抗原で ある ブ ドウ 球菌腸管毒素 A (s t a p h yl o c o c -

c a l e n t e r ot o x i n
,
A
,
S E A ) (T o xi n T e c h n ol o g y), S E B , ブ ドウ球

菌腸管毒素 E (s t a p h yl o c o c c al e n te r o t o xi n E , S E E ) ( T o xi n

T e c h n ol o g y), T S S T
-

1 を 各々 1 0 0 n g/ m l の 濃度で 加 え , 8 0 時間

炭酸ガ ス 培養器(37 ℃ , 5 % C O 2) に て 培養 し , 培養停止8 時間前

に
3
H - T d R を l 穴 あた り 0 .2 p Ci 添加 し ,

3
H - T d R の 取り込み を

液体 シ ン チ レ
ー

シ ョ ン カ ウ ン タ
ー

L S C -7 0 0 ( ア ロ カ ▲ 東京) に て

測定 した .

Ⅶ .
ⅠⅠ√2 測定

新生児 C D4
+
T 細胞お よ び成人 C D4

十

丁 細胞を ス ー パ ー 抗原

刺激 に よ り3 6 時 間培養 した後 上 清 を 採取 ,
I L -2 生物 活性 を

Ⅰし2 依存性細胞株 C T L し2 の 増殖を 指標に して 検討 した . 最大

量 の
3
H - T d R 取 り込 み を 示 す Ⅰし2 活性 の 半分を 一 単 位と し

た
8)

.

Ⅶ . Ⅰし2 m R N A 解析 の た め の 逆転写酵素 ･ ポ リメ ラ
ー

ゼ

連 鎖 反 応 (r e v e r s e t r a s c ri pt a s e - p O l y m e r a s e c h a i n

r e a c ti o n , R T - P C R ) 法

IL-2 m R N A お よび 対照と して の ベ
ー タ ア ク チ ン m R N A の 増

幅 は R T - P C R 法に よ り B r e n n e r らの 方法
9)
に 準 じて 行 っ た .

1 . R N A の 抽出

R N A の 抽出は シ ン グル ･

ス テ ッ プ法
10)
に て 行 っ た . そ れ ぞ

れ12 , 2 4 , 48 , 7 2 , 1 2 0時間 , 培養 した細胞 を グア ニ ジ ニ ウ ム ･

チ オ シ ア ン 酸(和光純薬工業 , 大阪) に て 蛋白変性 さ せ ,
フ ェ

ノ ー ル お よび ク ロ ロ ホ ル ム 処理に て R N A を 抽出 した .
キ ャ リ

ア
ー

と して 酵母 由来の t R N A を加 えた .

2 .
R N A か ら c D N A へ の 逆転写

l x l O
5
～ 1 0

8
の 細胞か ら得 られた R N A を 2 p g の オ リ ゴ d T

( P h a r r n a ci a L K B B i o t e c h n ol o g y , B r o m m a , S w e d e n) を プ ラ イ

マ ー と して10 単位の 逆転写酵素(R A V -2)(宝酒造 , 京都) を含む

5 恥1 の 反応液中に て42 ℃ で 1 時間反応させ ,
C D N A を 得た . 反

t r a n s c rip t a s e ; S E A , S t a p h ylo c o c c al e n t e r o t o xi n A ; S E B , S t a p h yl o c o c c al e n t e r o t o xin B ; S E E , St a P h ylo c o c c al

e nt e r ot o xi n E ; T C R , T c ell r e c e p t o r ; T S S T
-1
,
t O Xic s h o ck s y n d r o m e t o xi n

-1
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応 後 ,
C D N A ほ セ フ ァ デ ッ ク ス G- 50 (P h a r m a ci a L K B

B i o t e c h n ol o g y A B , U p p s al a , S w e d e n) を 入 れ た ミ ニ カ ラ ム (生

化学工 業, 東京) を 通 して 純化 し , 使用 した .

3 . P C R な ら び に 電気泳動

得 られた cD N A の うち 5JJl を 2 単位 の r d q ポ リ メ ラ ー ゼ

(P e r ki n -E l m e r C e t u s , N o r w alk , C N
,
U S A ) と 1 〃M の 3

'

側 ,

5
'

側 オ リ ゴ ヌ ク レ チ ドプ ラ イ マ ー

を含む 45 〟1 の 反応液 に 加え

た . I L- 2 -5
'

プ ラ イ マ ー ( A T G T A C A G G A T G C A A C T C C T G ),

I L-2 - 3
1

プ ラ イ マ ー ( T C A A G T C A G T G T T G A G A T G A T G C T )

お よび ベ
ー

タ ア ク チ ン 5
'

プ ラ イ マ ー ( G T G G G G C G C C C C A G -

G C A C C A ) , 3
'

プ ラ イ マ ー

(C T C C T T A A T G T C A C G C A C G AT

T T T C) ほ それ ぞれ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た c D N A を も と に して

D N A 合成装置 (B e ck m a n I n s t r u m e n ts , P al o A lt o C A , U S A )

に て 作成 した . I L- 2 , ベ
ー

タ ア ク チ ン の 期待 され る増幅産物 の

長 さほそ れ ぞれ4 62 , 5 48 塩基対(b a s e p air , b p) で ある . P C R に

よ る増幅ほ D N A サ ー マ ル サ イ ク ラ ー

(P e rk i n
- E l m e r C e t u s) を

用 い て , 変性 を94 ℃ で90 秒
,
ア ニ ー リ ン グ を55 ℃ で9 0 軌

D N A 合成を72 ℃ で12 0 秒 の 条件 で , 4 0 回 増幅を行 っ た ∴増幅さ

れ た 産物の l 恥1 を1 . 0 % 寒天 ゲ ル に て 電気泳動後 ,
エ チ ジ ウ ム

ブ ロ ミ ド染色を 行い , 紫外線應射下で P C R 増幅度物を確認 し

た .

成 績

Ⅰ ･ 新生児 C D 4
+
T 細胞 と成人 C D 4

+
T 細胞の ス ー

パ ー 抗原

反 応性

新生児 C D 4
+

T 細胞 と成人 C D 4
+

T 細胞を種 々 の ス ー パ ー

抗

原で 刺激 し, マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー

トを 直接倒立顕微鏡下で

観察 した . 図1 に S E B あるい ほ TS S T -1 で刺激60 時間後の 典

型像を示 す . 成人 C D 4
+

T 細胞は 培養初期よ り強 い 細胞集塊を

形成 した が , そ の 大き さの 増加は 緩や か で あり , 細胞増殖が極

Fig ･ 1 ･ M i c r o s c o p ic v i e w s of n e o n a t al (A , B ･ C) a n d a d ult ( D , E , F ) C D 4
十
T c ells u n s ti m u l a t e d ( A , D) o r s ti m ul a t e d b y

S ta P h yl o c o c c a l e n t e r o t o xi n B (S E B) (B , E ) o r t o xi c sh o c k s y n d r o m e t o x i n -1 ･( T S S T -1) ( C , F) . N e o n a t al a n d a d ｡It C D 4 ･ T c ellg
W e r e C u lt u r e d wi th S E B (1 0 0 n g/ r n l) o r T S S T -1 (1 0 0 n g/ m l) f o r 7 2 h r a n d th e c ell cl u s t e r s w e r e ｡ b s e r v e d u n d e r a n i n v e rt e d
m i c r o s c o p e .
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めて軽度である こ と が推察 され た ,

一

方 , 新生児 C D 4
+

T 細胞

では初期の 細胞集塊 の 形成ほ わ ずか で あ っ た が , 次第に 細胞集

塊は増大 し, 持続 的に 著 しい 細胞増殖 が起
こ っ て い る こ とが 示

唆され た . 次に ,
こ れ ら の 細胞増殖 を

3
H - T d R の 取 り込 み に よ

り比較検討 した . 培養 3 日間の 比較 で は , 各 ス ー パ ー 抗原刺激

に お い て , 新生児 C D 4
+

T 細胞ほ成人 C D 4
+

T 細胞に 比べ て有

意に 強い 増殖を示 した ( 囲2) ･

Ⅱ .
S E B 刺 激 に よ る 成 人 C D 4

+
T 細 胞 お よ び 新生児

C D 4
十
丁 細胞の 初期活性化 と細胞増殖

新生児 C D4
十

丁 細胞 と成人 C D 4
十

丁 細胞 の ス ー パ ー 抗原応答

0

0

0

0

0

㌻
O
r

X

一

∈
d

ユ
ニ
讐
扇
l

d
コ

∝

P

卜

±
の

S E A S E B S EE T S S T -1

F i g . 2 . P i olif e r a ti v e r e s p o n s e s of n e o n a t al (□) a n d a d ult

(田) C D 4
+
T c ell s s ti m ul a t e d b y s u p e r a n ti g e n s . C D 4

+
T

c ell s w e r e i n c u b a t e d wi th st a p h yl o c o c c al e n te r o t o x i n A

(S E A ), S t a p h yl o c o c c al e n t e r o t o x in B ( S E B ) , S t a Ph yl o c o c c al

e n te r o t o xi n E (S E E) o r t o x i c s h o c k s y n d r o m e t o xi n-1

( T S S T
-1) f o r 7 2 h r a n d p u ls e d w ith t riti a t e d th y mi di n e f o r

fin a1 8 h r ,
3
H- T d R u pt a k e w a s d e t e r mi n e d b y a liq u id

s ci n till ati o n c o u n t e r a s d e s c rib e d i n M a t e rial s a n d M et h o-
d s . D a t a r e p r e s e n t m e a n s ±S D of 5 s e p a r a t e e x p e ri

-

m e n t s . * P < 0 .01 .
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性 の 差異を さ らに S E B 刺激に よ り検討 した . 図 3 は , 新生 児

C D 4
+

T 細胞 と成人 C D 4
+

T 細胞 を S E B あ るい は P H A 添加 に

よ り培養, 3 6 時間後の T 細胞初期活性化抗原 C D 6 9 の 典型的発

現 パ タ ー

ン を示 した もの で ある . 新生児 ,
成人と もに P H A 刺

激後 は C D 4
+

T 細胞の ほ とん ど が C D 6 9 を 強く発現する .

一

方
,
S E B 刺激 で は P H A 刺激の 場合 と異な り 一 部 の 細胞の み が

強く C D6 9 を発現 ,
C D 4

+
T 細胞の 特定の 亜 群に の み 初期活性

化 が起 こ っ て い る こ と が示 され た . こ の よ うな初期活性化が持

続的な細胞活性化 ,
さ らに ほ細胞増殖に 至 るか否 か を 明 らか に

する ため に ,
C D 6 9 抗原の 発現を経時的に 検討 した . 培養開始

12 時間な らび に60 時間後の C D 6 9 抗原発現 を , 新生児な らび に

成 人 C D4
+
T 細胞 で 比較 した . 刺激開始12 時間後の 活性化ほ両

細胞群 で 著明 な 差ほ認め られ な い か ,
む しろ成人 C D 4

+

T 細胞

の 方が強 い 傾向が認め られ た . しか し , 刺激 開始60 時間後で は

新生児 C D4
十

丁 細胞 でほ 活性化分画の 著明 な増加が認め られ る

の に 対 して , 成人 C D4
十

丁 細胞で は わ ずか の 増加が 認め ちれ る

の み で あ っ た (図4 ) . 次に細胞活性化を C D 6 9 発現, 細胞数,

さ らに
3
H- T d R の 取 り込み を指標 に 経時的に 比較検討 した . 新

生児 C D 4
十

丁 細胞が培養開始後,
a

H- T d R の 取 り込 み ∴細胞数共

に 経時的に 増加する の に 対 して , 成人 C D 4
十
丁 細胞は 初期活性

化の み強く認め られ ,

一 過性 の 細胞数増加も観察 され た が ,

3
H てd R の 取 り込み , 細胞数の 増加は

一

定時間後 に は 極 め て 緩

や か と な り
, 持続的細胸増殖 が起 こ ら な い こ と が 示 唆 され た

( 図5 ) .

Ⅲ . 新生児 C D 4
+
T 細胞 と成人 C D 4

+
T 細胞の ス ー パ ー 抗原

刺激 に対する IL - 2 産生 と Ⅰし2 m R N A 発現の 経時的変

化

ス ー パ ー 抗原刺激 に よ りT 細胞 に よ る種 々 の サ イ ト カイ ン 産

生が 強く誘導 され る こ とが 知られ て い る . 新 生児 C D 4
十

丁 細胞

と成人 C D4
+

T 細胞 の S E B 反応性 の 差が . これ ら サ イ ト カ イ

ン
, 特 に Ⅰし2 産生 の 差に よ る 可 能性 を 検討 した . 新生 児

1 0 1 1 0 2 1 0 3

F)u o r e s c e n c e int e n sity
Fig ･ 3 ･ E x p r e s si o n of a n e a rly a c ti v a ti o n a n tig e n , C D 6 9 ,' af te r S E B o r p h y t oh e m a g gI u tin i n (P H A) s ti m ul a ti o n i n n e o n a t al ( A , B )
a n d a d ult ( C , D ) C D 4

+
T c ell s . N e o n a t al a n d a d ult C D 4

+
T c ells w e r e s ti m ul a t ed b y S E B (1 0 0 n g/ m l) (A , C) or P H A (1 : 1 ,0 0 0

dil u ti o n) (B , D) f o r 3 6 h r . T h e c elI s w e r e h a r v e s t e d a n d s t ai n e d wi t h p h y c o e r yth ri n (P E) - C O nj u g a t e d a n ti - L e u 2 3 a n d a n aIy z e d b y
C yt o r o n A b s ol u t e . T h e fI u o r e s c e n c e p r ofil e s . a r e di s pl a y e d a s si n gl e p a

r a m e t e r hi s t o g r a m s . T h e v e rti c a = i n e s s h o w u n st ai n e d

C O n tr oIs c ell s .
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C D 4
十

丁 細胞と成人 C D 4
+

T 細胞を P H A と S E B 刺激に よ り培

養 し, 上 清 中 の Ⅰし2 生物活性 を経時的 に 測定 した . 新生 児

C D4
+

T 細胞の 培養 で ほ ,
P H A 刺激に よ っ て も成人に 比 し高い

I L-2 産生が 認め られ た が , 上 清中の IL-2 活性ほ 培養開始36 時

間を ピ ー ク に 低下傾向を示 した . こ れ に 対 して ,
S E B 刺激 で は

さらに 著明 な Ⅰし2 産生が 誘導され ,
上 宿中の Ⅰし2 活性ほ 継続

(
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N e o n a t e A d u I t

F ig . 4 . S E B-i n d u c e d e x pr e s si o n of C D 6 9 0 n n e O n a t al a n d

a d u lt C D 4
+

T c e u s at 1 2 h r ( □) a n d 6 0 h r (国) of
C ult u r e s . E x p r e s si o n of C D 6 9 w a s e v al u a t e d a t t w o

d iff e r e n t p oi n t s of c u lt u r e s .
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D u r ati o n of sti m ut ati o n ( h r)
F i g . 5 . K i n e ti c s of C D 6 9 e x p r e s si o n ( A ),

3

H - T d R u p ta k e

(B ).- a n d c e11 n u m b e r s (C) af t e r S E B
-i n d u c e d a c ti v a ti o n of

n e o n at al (○) a n d a d u lt (◎) C D 4
+

T c e u s .

的に 増加 した .

一

方 . 成人 C D 4
+

T 細胞 で ほ S E B 刺激に よ っ て

も誘導され る Ⅰし2 塵生は わず か で あり , 培養開始6 0 時間後も

上清中の 活性 は低値 に 留 ま っ た (図 6)

次に ,
ス

ー パ ー 抗原 刺激 に よ る 新生児 C D 4
+

T 細胞 と 成人

C D 4
+

T 細胞 培養 上清中の Ⅰし2 活性 が新た な Ⅰし2 合成 を反映L

て い る こ と を 確認す るた め に ,
I L -2 m R N A の 発 現 を 経時的に

R T-P C R 法 を用 い て 検討 した . 新生児 , 成人と もに 培養開始12

時 間で 少量の II ; 2 m R N A の 発現が 認め られ ,
2 4 時間で ピ ー ク

に 達 した . 新生児 C D 4
+

T 細胞の 培養で はIL-2 m R N A 発現ほよ

り強 くか つ 持続的に 認め られ , 培養開始72 時間で も検出可能で

あ っ た .

一

方 , 成 人 C D 4
十

丁 細胞に よ る IL -2 m R N A 発現は
, 培

養開始24 時間 で ピ ー ク に 達 した後急速 に 低下 し , 48 時間以 降ほ

殆 ど検出感度以下 とな っ た ( 図7 ) .

1 00

8 0

∈ 60
､
､

= )

⊇ 40

2 0

0
1 2 3 6 6 0 1 2 3 6 6 0

D u r ati o n of s ti m ul atio n ( h r)

F ig . 6 . K i n e ti c s of I L
-2 p r o d u ctio n b y n e o n a t al (□) a n d

a d ult (盟) C D 4
十

T c e lls s ti m u l at e d b y P H A ( A ) a n d S E B

(B) . T h e d a t a r e p r e s e n t th e m e a n s ±S D of 5 s e p a r a te

e x p e ri m e n t s .

A 1 2 3 4 5 6

~

･
:-
.
･ 司書･
･･

β- A c ti n

■ 4 6 2 b p

q 5 4 8 b p

F i g ･ 7 ･ T i m e c o u r s e of I L -2 m R N A e x p r e s si o n of n e o n at a
l

( A ) a n d a d u lt ( B) C D 4
+

T c ells s ti m u l a t e d b y S E B . T h e

e x p r e s si o n of m R N A f o r I L
- 2 w a s e v al u a t e d u sin g R T- P C R

a s d e s c rib e d i n M a t e ri al s a n d M et h o d s . N e o n a t al a n d

a d u lt C D 4
+
T c ells w e r e s ti m ul a t e d b y S E B a n d th e

e x p r e s si o n o f m R N A f o r I L- 2 w a s e v al u a t e d a t 1 2 (la n e

2), 2 4 (la n e 3) , 4 8 (l a n e 4) , 7 2 (l a n e 5) , a n d 1 2 0 h r (l a n e 6) 一

F o r r ef e r e n c e , β
-

a C ti o n m R N A w a s e v al u a t e d a t th e s a m e

ti m e . L a n e l
.
d e n o t e s m ol e c u l a r w e 由h t m a r k e r s ･



新生児 丁細胞の ス
ー

パ
ー 抗原応答

Ⅳ . 新生児 C D4
+
T 細胞 と成人 C D 4

+
T 細胞の T C R V β レ

パ ー トリ
ー 分布

丁細胞の ス
ー パ ー 抗原 に 対 す る増殖反応 は t

一 般 に 特定 の

T C R Vβ レ パ
ー ト リ

ー

の 特異的 , 選択的活性化 に よ ると 考え ら

れて い る . 新生児 C D4
十

丁 細胞 と成人 C D 4
十

丁 細胞 の ス ー パ ー

抗原応答性の 違 い が ,
T C R V β レ パ ー ト リ ー 分布の 差異 に よ り

説明でき るか否か を 検討 した ･ 表 1 に , 新生児 C D 4
+

T 細胞な

らび に 成人 C D 4
+

T 細胞中の T C R V β レ パ
ー

ト リ
ー 分布 を 示

す. 検討可 能で あ っ た T C R V β レ
パ ー

トリ
ー の 中 で ほ , 両 群間

でそ の 分布に 有意差を認め な い も の が多く , 特に S E B に 反 応

すると され る Ⅴβ1 2 a の 構 成比 は 新生児 と成 人 で ほ ぼ 同様 で

あ っ た . ただ し , Ⅴβ2 a ほ 新生児 C D 4
+

T 細胞が ,
Ⅴβ5b は成人

C D 4
+

T 細胞が 明 らか な 高値を 示 した . しか し, そ の 差 は わ ず

かで あり , こ れ に よ り新生児と成人 C D 4
十

丁 細胞の S E B 応答性

の差を説明で きる と は考 え られ なか っ た .

V . T S S T
- 1 刺激 に よ る Ⅴβ2 a T 細胞の C D 6 9 発現

次に ,
こ の ような C D4

+

T 細胞 の ス
ー

パ
ー

抗原 応答性 の 差

が, 特定の V β レ パ ー ト リ
ー

の 選択 的活性化 お よび 増殖の 差に

ょるもの で あ るの か を , T S S T
-1 を 用 い て 検 討 し た . T S S T-1

は S E B 同様 ブ ド ウ球菌外毒素 で あ り , ス ー パ ー 抗原 と して

Ⅴβ2 a の み を選択的 に 刺激 , そ の 活性化を誘導する こ と が 知 ら

れて い る . さ らに
,
V β2 a は 新生児 C D4

十

丁 細胞な らび に 成人

C D4
十

丁 細胞の 双 方 で最も多く を占め る レ パ
ー ト リ ー で あ り ,

T S S T-1 刺激培養は ス
ー パ ー 抗原刺激 に よ る特定 の T C R V β

レ パ
ー

ト リ
ー の 選択的増殖を評価す るた め に , 最も適切で ある

と考え られ た .

2 2 5

最初に ,
こ の よ うな反応性の 違い が , 特異的 C D 4

+

T 細胞 レ

パ ー ト リ
ー の 初期活性化機構の 違い に よ るか 否か を 検討す るた

め に
,
C D 4

+

T 細胞を ナ イ ー ブ
,
メ モ リ

ー

亜群 に 分 け ,
さ ら に

V β2 a 陽性 な らび に 陰性細胞に 分画 し た . そ れ ら を自 己 A P C

存在下 で T S S T-1 を添加36 時間培養 し , 初期活性化を C D 6 9 発

現を 指標 と して 検討した . ナ イ ー ブ
,
メ モ リ ー T 細 胞共 V β2 a

陽性細胞 は T S S T-1 刺激 に 反応 し, 初期活性化抗原 C D 6 9 を 強

く発現 した . こ れ に 対 して V β2 a 陰性亜 群の C D 6 9 発現 ほ 低

く , 少 な く と も培養初期 に お い て は メ モ リ
ー

, ナ イ
ー ブ

C D 4
+

T 細胞共に V β2 a の 特異的活性化 が起 こ っ て い る こ と が

推察 され た (表 2 ) .

Ⅵ .
T S S T 一Ⅰ 刺激に よ る C D 4

十
丁 細胞芽球化と Ⅴβ2 a T 細胞

の選択的増加

培養 6 日 間の 観察 で は 新生児 C D4
十

丁 細胞 , 成人 ナ イ ー ブ

C D 4
十

丁 細胞は 時間経過と共に 幼若化 しそ の 多くが V β2 a を 発

現 して い た . こ れ に 対 して ,
V β5 a 陽性芽球 の 増加は ほ と ん ど

認 め られ な か っ た .

一 方 , メ モ リ ー T 細胞は 初期に 細胞増殖 が

認 め られ るが そ の 後ほ 穏や か で あ り , V β2 a 陽性芽球の 比 率も

極 め て 低か っ た (因 8 ) . ナ イ
ー

ブ C D 4
十

丁 細胞で は緩や か で は

あるが 持続的に 細胞増殖が観察さ れ , さ ら に 新生児に 比 し低い

が , V β2 a の 選択的増殖も認め られ た . 図 9 に , 培養 6 日 目 の

典 型的な フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー に よ る解析 パ タ ー ン を示 す . 新

生児 C D 4
十

丁 細胞 の ほ と ん どが 幼若化 しそ の 多く が V β2 a を 発

現 して い るの に 対して , メ モ リ
ー

C D 4
十

丁 細胞で は大型芽球が

少な く t
芽球化 した細胞に お い ても V β2 a の 発現は ご くわ ずか

に 認め る の み で あ っ た . ナ イ ー ブ C D 4
十

丁 細 胞 ほ , メ モ リ ー

T a b le l . T C R V β r e p e r t oir e s o f C D 4
+
T C e lls

E x p r e s si o n ( m e a n ± S . D .
,
% ) of e a c h

T C R V β r e p e r t oir e o f C D 4
十
T c e u s i n

N e o n a t e A d ult

a

a

b

C

a

a

a

2

5

5

5

6

8

1 2

1 1 . 8 ±1 . 2

2 . 3 士 0 . 4

0 . 8 土0 . 2

5 . 9 ±1 . 1

1 . 5 士1 . 6

3 .6 士 1 . 0

2 . 2 士 0 . 6

8 .8 ±1 . 8
*

2 .6 士0 . 8

1 .3 ±0 . 4
*

4 .7 士1 . 2

2 .0 士2 . 0

3 .8 士 1 . 3

2 .1 士0 . 9

M o n o n u cl e a r c ells f r o m n e o n a t al c o r d b lo o d o r a d ult p e rip h e r al bl o o d w e r e

s t ai n e d w ith p h y c o e r y th ri n (P E) - C O nj u g at e d L e u 3 a a n d fl u o r e s c ei n

is o thi o c y a n a t e (F I T C)- C O nj u g a t e d V β r e p e r t oir e ･ S t ai n e d c ell s w e r e a n aly z e d
b y C yt o r o n A b s ol u t e .
*
P < 0 .0 01 v s . n e o n a t e .

T a bl e 2 . C D 6 9 e x p r e s si o n i n V β2 a
+
o r V β2 a- c e u s b y T S S T -1 sti m ul a ti o n

N ai v e C D 4
+
T c ells M e m o r y C D 4

+

T c e11 s

R a ti o (% ) of C D 6 9 R a ti o ( % ) o f C D 6 9

e x p r e s sio n i n c ells of e x p r e s sio n i n c ell s of

E x p e rir n e n t V β2 a
+

V β2 a
~

Ⅴβ2 a
+

Ⅴβ2 a
-

1 8 4 . 9 1 5 . 9 7 4 .
･1 3 4 .9

2 5 0 . 9 9 . 1 6 5 . 5 2 5 .2

N ai v e C D 4
+
T c elts a n d m e 血 Or yl C D 4

+
T c e ll s w e r e f u r th e r s e p ar a t e d i n t o V β2 a

+

a n d V β2 a
~

f r a c ti o n s a n d th e y w e r e s ti m ul a t e d b y T S S T
-

1 i n d e p e n d e n tly f o r 3 6 h r .
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Ti m e o f i n c u b ati o n ( h r)

F i g . 8 . K i n e ti c a n aly si s of c ell si z e a n d V β2 a a n d 5 a

e x p r e s si o n of n e o n a t al a n d a d ult C D 4
+
T c ell s . N e o n a t al

C D 4
+
T c ell s ( A ) , O r S e P a r at ed a d ult n ai v e (B ) o r m e m o r y

(C ) C D 4
+

T c e ll s
T
e r e C ult u r e d w ith T S S T -1 (1 0 0 n g/ m l)

f o r 6 d a y s . F r a c tl O n S Of bl a st c ell s ( ▲) a n d th e p e r c e n ト

a g e s of V β2 a
+

( ●) o r V β5 a
+

( ○) bl a s ts w e r e e x a m i n e d a t

e a c h ti m e p e rio d . F i g u r e s s h o w th e r e p r e s e n t a ti v e s of

th r e e s e p a r a t e e x p e ri m e n t s .

∩
)

∩
-

∩
)

5

｣

む
l

l

再
O

S

で
再 1
0 0

き

0 5 0

L J

O

C D 4
十

丁 細胞に 比 べ て 明 らか に 強 い Ⅴβ2 a 発現を 示 した . 衰3

に 新生児, 成人 ナ イ ー

ブ
,
お よび メ モ リ ー C D 4

+
T 細胞の 培養

開始 6 日 冒 の 芽球化 お よ び V β2 a 出現比率 を ま と めた . 新生児

C D 4
十

丁 細胞の 芽球化細胞の 比率 ほ成人 ナ イ ー

ブ
,
お よ び メ モ

リ ー C D 4
+

T 細胞 に 比 べ て 高 い 傾向を 示 した . さ らに
,
Ⅴβ2 a 陽

性細胞は メ モ リ ー C D 4
+

T 細胞 に 比 べ て 新生児 な らび にナ イ ー

ブ C D 4
十

丁 細胞 で 有意 に 増加 して い た .

考 察

乳児期や幼児期に は ブ ドウ球菌熱傷皮膚症候群∴捉紅熱, マ

イ コ プ ラ ズ マ 感 染症 ,
エ ル シ ニ ア 感染症な ど発熱や皮膚粘膜の

発赤 ,
皮膚剥離を伴う全身性 の 疾患に しば しば遭遇す る . これ

らの 疾患の
一 部は

,
原因菌の 産生す る細菌外毒素 が要因となり

発症す る こ と が 明 らか と な り つ つ あ る
3)

. 細菌 外毒素は ス ー

パ ー 抗原 と して の 性質を もち
Ⅰ)
, T 細胞 中の 特定の T C R V β レ

パ
ー

ト リ ー を 有す る分画を活性化 し, 種 々 の サ イ ト カ イ ン 塵生

を誘導す る こ とが 知られて い る
12 ト 16)

. ス ー パ ー 抗原は
一

般 ペ プ

チ ド抗原 とは 異な り , 抗 原提示 細胞 の 存在を 必 要とす るが プロ

セ ッ シ ン グ を 必要 と せ ず , 主 要 組織適合抗原 ( m aj o r h is to -

C O m p a ti bility c o m pl e x , M H C) に よ る 制限 を 受け る こ と な く

T C R V β レ パ ー ト リ ー の 外側 に 結合す る
17)1 8)

. さ ら に べ プ チ ド

抗原 に 比 べ て は る か に 低 い 濃 度 (10~
13
～ 1 0~ 18 M ) で , 特 定 の

T C R V β レ パ ー

ト リ
ー

を もつ T 細胞 (5 ～ 2 5 % ) を
一

度 に 活性化

し
19)2 0)

,
Ⅰし2

,
イ ン タ ー フ ェ ロ ン ガ ン マ (i n t e rf e r o n -

T , I F N-T) , 腫

瘍壊死因子 ア ル フ ァ (t u m o r n e c r o sis f a c t o r al p h a , T N F 一

α) な ど

の 様 々 な サ イ ト カ イ ン を 大量に産生 し
1 2)

炎症性 の 全身性疾患を

惹起する こ とが 知 られて い る
3)14 )1 6 )

. 最近 l 川崎病
5〉

,
エ ル シ ニ ア

感染症 榔 や 伝染性単核症
22)
の 発症と ス

ー

パ
ー

抗原 との 関連性を

示 唆する事実も報告 され て お り, こ られ の 疾患 に 共通の 病態発

現に T 細胞 レ パ ー ト リ ー の 選択的活性化 と サ イ ト カ イ ン 産生が

重要な役割 を果 た して い る こ と が 示 唆され て い る . さ らに ,
こ

れ らの 疾患 の 多く が , 乳児期な らび に 小児期に しば しば認 めら

れ る こ と よ り ,
こ の 時期 の T 細胞の ス

ー パ ー

抗原応答性が成人

丁細胞に 比 し著 しく高 い こ とが 予 想され る .

しか しな が ら , 従来 よ り新生児期や幼児期 の T 細胞ほ増殖反

応や IF N -

r な どの サ イ ト カ イ ン 産生が , 成人 丁細胞 に 比べ て劣

1 0 0 1 0 1 1 0 2 1 0 3 1 0 0 1 0 1 1 0 2 1 0
3

1 0 0 1 0 1 1 0 2 1 0 3

V β2 a f] u o r e s c e n c e i n t e n sity (F ]T C)
Fi g ･ 9 ･ F l o w c y t o m e tri c a n al y si s of V β2 a e x p r e s si o n af t e r T S S T -1 s ti m u l ati o n . N e o n a t al C D 4

十
T c eII s ( A ) , a n d a.

d ult n a i v e (B ) o r

m e m o r y ( C) C D 4
十

T c e u s w e r e
■

i n c u b a t e d f o r 6 d a y s wi th T S S T-1 (1 0 0 n g/ m l) . T h e c ell s w e r e s t ai n e d wi th FI T C ,

C 〔血 u g a t ed

V β2 a a n d th e b l a s t c ell a n d g r e e n flu o r e s c e n c e w e r e e v al u a t e d b y C y t o r o n A b s ol u te .
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T a bl e 3 . A c tiv a ti o n a n d s el e c ti v e e x p a n sio n of V β2 a
十
C D 4

+
T c ell s b y T S S T

-1 s ti m u la ti o n

22 7

C D 4
+
T c e11s Bl a s t c ell s/ to t al c ell s Vβ2 a

+

c ell s/ t o tal c ell s V β2 a
+
c el) s/ b l a s t c ell s

( m e a n 士 S .D .
,
% ) ( m e a n 土 S . D .

,
% ) ( m e a n 士 S .D .

,
% )

N e o n a t a1 9 5 . 0 ± 2 . O

A d ult n ai v e 6 2 . 9 ±1 8 .7

A d ult m e m o r y 6 8 . 0 士1 5 . 7

67 .0 士8 . 6

2 9 . 5 ±3 . 6

1 2 . 0 士5 . 0
*

7 0 . 6 土1 0 . 5

4 9 . 2 土1 8 .8

1 7 . 5 士 6 . 0
*

*

p < 0 ･0 0 1
v s ･ n e O n a te ･

N e o n at al C D 4
+
T c ell s

,
a d ult n ai v e o r m e m o ry C D 4

+
T c ell s w e r e c ult u re d wi th T S S T -1 f o r 1 2 0 h r a n d th e bl a s t a n d V β2 a

e x p r e s si o n w e r e e v al u a t e d
･

*

p < 0 ･0 01 v s ･ n e O n a t e ･

る こ とが 指摘され て きた
23 ト 2g)

, そ の 違 い は主 と して , 新 生児や

幼児期 C D 4
+

T 細胞 の 大部分 を占め る ナ イ ー ブ C D 4
十
丁 細胞

と , 成人 C D 4
+
T 紳胸の 過半数 を占め る メ モ リ

ー

C D 4
'

T 細胞

の抗原刺激に 対す る反応性の 違 い に よ る と考え られ て い る
30)

.

一 般に , 新生 児あ る い ほ ナ イ
ー ブ C D 4

十
丁 細胞 ほ メ モ リ ー

C D 4
十

丁 細胞 に 比 べ 蛋白抗原刺激や 抗 C D3 抗体 , ある い は抗

CD 2 抗体刺激 に 対す る反応性 が 不 良 で あ り
即 l)

,
I L -3 , I L-4 ,

Ⅰし6 , IF N で な どの サ イ ト カ イ ン 産生 に つ い て も劣 る こ と が 報

告され て い る
那 2 卜 38)

. しか し ,
一 部 の 刺激系 で は A P C と して 付

着細胞を添加す る こ と に よ り ,
ナ イ ー ブ C D 4

十
丁 細胞の 著明 な

増殖反応を認め て お り
39) ～ 4 u

,
さ らに 抗 C D 2 , 抗 C D 3 抗体 に よ る

ナ イ
ー ブT 細胞の 反応は Ⅰし4 や Ⅰし6 添加で 促進す る こ とが 報

告され て い る
37)4 2)

. これ らの 事実よ り 新生児ある い は ナ イ ー ブ

C D 4
+
T 細胞と メ モ リ

q C D 4
+
T 細胞の 反応性の 差異の 少なく と

も - 熟ま▲ A P C 依存性の 差異 に よ っ て 説明でき る と考 え られ

る . ス ー パ ー 抗原刺激を用い た検討 でも ,
A P C が な い 場合 ナ

イ ー ブT 細胞の 反応性 が極め て 不良 で あり , 十分 な A P C , 特

に付着細胞の 添加 に よ りナ イ
ー ブ T 細胞 の 反応性が 回復 した と

報告 され て い る
43)4 4)

本研究でほ A P C と して 自己付着細胞を 用 い , 新 生児期な ら

びに 成人 C D4
+

T 細胞 の 応答性を比較検討 した . 付着に よ り活

性化した A P C を用 い た こ と , 十分量の ス ー パ ー 抗原濃度を 用

い た こ と よ り , 本研究で は新生児 C D 4
+

T 細胞の 高応答性が得

ら れ た 可 能性 が あ る . 従 来 ,
レ ク チ ソ 刺 激 で ほ ナ イ ー ブ

C D 4
+

T 細胞に よ る IL-2 産生は メ モ リ
ー

C D 4
+

T 細胞と 同等に

認め られ ると の 報告が され て お り
33)

l
本研究に お い て も ,

S E B

刺激後 の み で な く
,
P H A 刺激 に よ る Ⅰし2 産 生も新生児

C D 4
+

T 細胞 の 方が 良好であ っ た . しか しス ー パ ー 抗原 刺激 に

よ り
, 特 に 新生児 C D 4

十

丁 稚胞 で 著 明な Ⅰし2 産生誘導が認め ら

れ る詳細 な機構 は不 明 で ある . 最近 ,
ス

ー パ ー

抗原刺激に よ る

T 細胞活性化の 際に ,
T 細胞表面抗原 C D2 8 と A P C 上 の リ ガ

ン ド B 7 の 役割が 重要である こ とが 報告さ れ て お り
45)

,
さ ら に

B 7/ C D 2 8 を介 した シ グ ナ ル に よ り ス ー パ ー 抗 原刺激系で の

IL -

2 m R N A 発現が 調節され る こ と も知 られ て い る
46)

. 本研究で

も, S E B 刺激 後 の IL -2 m R N A 発現 を 検討す る と , 新 生 児

C D4
+
T 細胞の 培養 で はそ の 発現が 極め て 強く ▲

か つ 持続的に

認め られ た . こ れ ら の 事実 よ り ,
T 細胞亜 群に ほ異 な るIL -2 産

生制御機構が存在す る こ と , さ ら に ス ー パ ー 抗原 を 介 した ナ

イ ー ブ あ る い ほ メ モ リ ー

C D 4
+

T 細 胞 の 刺激 の 際 に は B 7/

C D 2 8 な ど T C R 以外の 膜刺激を含 め , 異 な る シ グナ ル 伝達機

構が関与 して い る 可能性が 示 験され る .

ス
ー

パ ー 抗原に 対す る新生児 C D 4
+
T 細胞の 応答性の もう

一

つ の 重要な特徴ほ , 極 めて 著 しい , 特異的 T C R V β レ バ
ー

ト

リ ー 選 択 的増殖 が誘導 され る こ と で あ る . 対 照 的 に 成人

C D 4
+

T 細胞を 用い た 場合に ほ ▲
こ の ような選択的増殖 ほ殆 ど

認 め られ ず, む しろ特定 の レ パ ー

ト リ
ー の 不 応答 が観察 され

た .
K a w a b e らは ス

ー パ ー 抗原 を マ ウ ス に 投与す る こ と に よ

り, 特異的 レ パ ー ト リ ー が
一

過性 に 増殖する こ とを 報告 してい

る
4T)

. しか し
,
こ れ らは 未分画 C D 4

+

T 細胞を 用い た 検討 で あ

り
,
ナ イ

ー

ブある い は メ モ リ ー C D 4
十
丁 細胞 の そ れ ぞれの 応答

性を検討 した もの は少な い . 今回 の 検討 で は , 新生児 , あ るい

ほ ナ イ ー ブ C D 4
十

丁 稚胞の ス ー パ ー 抗原応答の 殆 どが , 特異的

T C R V β レ パ
ー

ト リ
ー

の 選択的増殖に よ る こ と ,
さ ら に メ モ

リ
ー C D 4

+

T 細胞の 応答が初期活性化 の み T C R V β選択的に 認

め られ る が , そ の 後 の 緩除な細胞増殖が非特異的なもの で ある

こ とが 示 され た . こ の よ う な Ⅴβ 選択性 の 差 は 土 産 生さ れ る

IL -2 の 差の み で ほ説明され ず! メ モ リ
ー

C D 4
+

T 細胞 とナ イ
ー

ブ C D 4
+

T 細胞に 内在す る機能的差異, さ らに そ れぞれ の 細胞

活性化機構 の 相違を反映 して い る と考え られ る .

K a w ab e らは , S E B 刺激の 後 一 過性に 増 加 し た細胞が ア ポ

ト ー

シ ス を 介 した 細胞死 に よ り除去 され る こ とに よ り , そ の 後

の S E B 刺激に 反応 しな い 状態が 誘導され る と して い る
47)

. さら

に R e11 a h a n らは S E B 投与 マ ウ ス に お い て ,
V β8 の 増加 . ある

い ほ減少が認め られ な い に も関わ らず ,
S E B 特 異的 に 不 応答

が誘導 され た と して い る
欄

. ま た L e e ら ほ マ ウ ス を用い た検討

で
,
S E B 投与後 の マ ウ ス で メ モ リ

ー

T 細胞 の S E B 反応性が 低

い こ と を認め て い る . しか し , こ の よ う な S E B 不 応答性 ほ無

処 置 マ ウ ス や 蛋白抗原 で あ る ス カ シ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン

(k e y h ol e li m p et h e m o c y a ni n , K L H ) 投与後の マ ウ ス で も認め ら

れ る こ と か ら必 ず L も S E B 投与 マ ウ ス に 特異的に 認め ら れ る

現象 で は な く よ
メ キ リ

ー

C D 4
+

T 細胞 の 一 般 的性質 と して の

ス
ー パ ー 抗原不 応答性 を示 すも の と 結論 して い る

4g)
. L e e らは

さ ら に ,
メ モ リ ー T 細胞の S E B 不 応答が Ⅰし2 添加に よ り回復

す る こ と
4g)

を , ま た B e v e rly らは 不応答に 陥 っ た マ ウ ス T 細胞

が Ⅰし2 添加に よ り再び増殖する こ とを 示 して い る
50)

. こ れ らの

結 果は , メ モ リ
ー

T 細胞 の ス ー パ ー 抗原不応答性の 少 なく とも

一 部は Ⅰし2 塵生の 欠如に よ り説明でき る こ と を示 して い る .

こ の よ うな ,
ナ イ ー ブ な らび に メ モ リ

ー C D 4
+
T 細胞 の ス ー

パ ー 抗 原応答性の 特徴は , 免疫応答の 個体発生と生理的制御機

構を考え る上 で ,
レ ク ナ ン 刺激や 蛋白抗原刺激系 で ほ 得られ な

い
, 様 々 な 示 唆に 富む モ デ ル を 提供す る と考え られ る . すな わ

ち , ナ イ
ー ブ C D 4

+
T 細胞 の 高応答性は よ 生後種 々 の 抗原刺激

を受けな が ら抗原特異的丁細胞 レ パ
ー

ト リ
ー

を形成 して い くた

め に は極め て有利な機能と考えられ , ま た メ モ リ
ー C D 4

+

T 細

胞 の 低応答性 は∴逝に 生体に と っ て 不利 な , 外来抗原刺激忙対

する過剰反応 を制御する生理機構 を 示 し て い る とも考え られ
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る . さら に 臨床的に は , 新生児 C D4
+

T一細胞 の ス ー パ
ー

抗原応

答 の 特徴 , すなわ ち著明なIL-2 産 生誘導と選択的 V β レ
パ ー

ト

リ ー の 増殖は ,
時に 過剰な生体反応 を惹起 し, 新生児 ･ 乳児期

に お ける ス ー パ ー 抗原の 関与する種 々 の 疾患 の 病態発現 に 深 く

関与する可 能性が示唆 され る .

結 論

1 .
S E B

,
T S S T -1 な どの ス

ー パ ー 抗原 に よ る 刺激 に よ っ て ,

新生 児 C D 4
十
丁 細胞 の 強 い増殖が 誘導 さ れ た .

一 方 , 成 人

C D 4
+
T 細胞 の 培養で は 一 過性の 増殖が 認め られ る の み で あ っ

た .

2 .
こ の よ うな 新生児 C D 4

+
T 細 胞 ス ー パ ー 抗原 高応答性

は , 著明な Ⅰし2 m R N A 発現と 拝読的な IL -2 産 生を 伴 っ て い

た .

一

方 . 成人 C D 4
+
T 細胞 の I L 2 m R N A 発現ほ 明 らか に 低

く
▲

一

過性 で あり , 上 清中の I L - 2 活性も著 しく低か っ た .

3 .
ス

ー パ ー 抗原 に 対する新生児 C D4
十
丁 細胞 の 反応性 ほ ,

ス
ー パ ー 抗原に特異的に 反応す る T C R V β レ パ ー ト リ ー の 選

択的増殖に よ る こ とが 示 され た .

一

方 , 成 人 メ モ リ
ー

C D 4
十

丁

細胞 の 培義で ほ t
特異的 T C R V β レ パ

ー

ト リ
ー の 増殖 は 殆 ど

認め られ な か っ た .

4 . こ の よ うな 新生児 C D 4
+
T 細胞の ス ー パ ー 抗原 高応答性

の 特徴すなわ ち著明なⅠし2 産生誘導 と選択的 T C R V β レ パ
ー

ト リ
ー

増殖は 1 新生児
･ 乳児期 に お ける ス ー パ ー 抗原 の 関与す

為種 々 の 疾患 の 特徴的な病態形成 に 関与 して い る こ と が示 唆 さ

れ た .

謝 辞

摘を終え るに あた り , 御指導と御校閲を賜わり ま した恩 師谷 口 昂教

授-こ深謝 い た します . また 御指導い た だきま した 宮脇利男講 師, 谷 内江

昭宏助手をほ じめ ∴ 終始研究に 御協力頂 きま した小児科免疫 グ ル
ー プ の

諸兄ならび に 教室長の皆様に 感謝い た します . さらに 新生児臍帯血 を御

提供下さ い ま した金沢聖霊病院産婦人科大下陸郎先生に 深謝致 します .

なお , 本研究の
一

部は文部省科学研究費, 厚生省特定疾患免疫不全症

供群調査研究費に よ っ た . 本論文の
一

部 は第23 回日本免疫学総会(仙台 ,

19 93) に お い て 発表 した .

文 献

l ) M a r r a c k , P . & K a p pl e r , J . : T h e s t a p h yl o c o c c al

e n t e r o t o xi n s a n d th eir r el a ti v e s . S ci e n c e , 2 4 8
.
7 0 5 - 71 1 (1 99 0) .

2 ) F l ei s c h e r , B . & H a r t w i g , U . : T-1 y m p h o c y t e s ti m ul a-

ti o n b y m i c r o bi al s u p e r a n ti g e n s . C h e m . I r n m u n ol .
,
5 5

,
3 6-6 4

(1 99 2) .

3 ) S c hli e v e r t , P . M . : R ol e of s u p e r a n tig e n s in h u m a n

d is e a s e . J . I nf e c t . D is . , 1 6 7 , 9 9 7 -1 0 0 2 (1 9 9 3).

4 ) M i e t h k e , T .
,
W & h l

,
C .

,
H e e g , K .

,
E c h t e n a c h e r

,
B .

,

K r a r n m e r
,
P . H . & W a g n e r , H . : T c ell- m e di a te d l e th al

S h o c k tri g g e r e d i n m i c e b y th e s u p e r a n ti g e n s t a p h yl o c o c c al

e n t e r ot o x in B : C riti c al r ol e of t u m o r n e c r o sis f a ct o r . J . E x p .

M e d
り
1 7 5

,
9 ト9 8 (1 9 9 2) .

5 ) A b e , J . , K o t 2i n , B . L .
,
J uj o , K .

,
M eli s h

,
M . E .

,

G l o d e
,
M . P .

,
K o h s a k 8 , T . & L e u n g , D . Y . : S el e c ti v e

e x p a n si o n of T c ell s e x p r e s si n g T
-

C ell r e c e p t o r v a ri a b l e

r e gi o n s V β2 a n d V β8 i n K a w a s a k i di s e a s e . P r o c . N a tl . A c a d .

S ci . U S A
,
8 9

,
4 0 6 6 - 4 0 7 0 (1 9 9 2) .

6 ) U c h i y a m a , T .
, M i y o sh i - A ki y a m a , T . , K a t o

,
H . ,

F uj i m a ki , W .
,
I m a n i s h i

,
K . & Y a n

,
X ･ J . : S u p e r a n tlg e nic

p r o p e rti e s of a n o v el mi t o g e n i c s u b s t a n c e p r o d u c e d b y

Y e r si n ia p s e u d o t u b e r c u l o si s i s ol a t e d f r o m p a tie n t s m a nif e sti n g

a c u t e a n d s y s t e mi c s y m p to m s . J . I m m u n ol . , 1 5l , 4 40 7-4 41 3

(1 9 9 3) .

7 ) T o d d , J . K .
, T o d d , B . H .

,
F r a n c o

,
B . A .

, S m ith
,
C .

M . & L a w elli n
,
D . W . : I nfl u e n c e of f o c al g r o w th G O n d iti o n s

O n th e p a th o g e n e sis of t o xi c s h o c k s y n d r o m e . J . I n f e c t . D is .
,

15 5
,
67 3 - 6 81 (1 9 8 7) .

8 ) Gi lli s , S .
, F e r m , M . M .

, O u , W . & S m it h
, K . A . : T

C ell g r o w th f a c t o r : p a r a m e t e r S O f p r o d u c ti o n a n d a q u a n ti
-

t a ti v e mi c r占a s s a y f o r a c ti v ity . J . lm m u n ol . , 1 2 0 , 2 02 7 - 20 32

(1 9 7 8) .

9 ) B r e n n e r , C . A .
,
T a m , A .

W .

,
N el s o n , P . A .

,

E n gl e m a n , }E . G .
,
S u z u k i

,
N .

,
F r y , K . E . & L a ri ri c k , J .

W . : M e s s a g e a m plifi c ati o n p h e n o t y pi n g ( M A P P i n g) : A

t e c h n iq u e t o sih l ult a n e o u sl y m e a s u r e m ultipl e rn R N A s f r o m

S m all n u m b e r s of c ell s . B i o t e c h n i q u e s , 7 , 1 0 9 6Tl l O3 (1 9 8 9) .

10) C h o m c z y n s ki , P . & S a c c h i
,
N . : Si n gl e

-

S t e p m e th od

Of R N A is ol a ti o n b y a cid g u a n idi ni u m t hi o c y a n a t e- ph e n oト

C h lo r of o r m e x tr a c ti o n . A n al . B i o c h e m .
,
1 6 2

,
1 5 6-1 5 9 (1 9 8 7) .

1 1) C h o i , Y .
, L a ff e r t y , J . A .

,
C l e m e n t s , J . R .

,
T o d d

,
J .

K .
,
G elE a n d

,
E . W .

,
K a p pl e r , J .

,
M a r r a c k

,
P . & K o t zi n ,

B . L . : S el e c ti v e e x p a n si o n of T c ells e x p r e s si n g V β2 in

t o xi c sh o c k s y n d r o m e . J . E x p . M e d .
,
1 7 2

,
9 8 ト9 8 4 (1 9 9 0) .

1 2) M i e th k e , T .
,
G a u s

,
H .

,
W a h l

,
C .

,
H e e g , K . &

W a g n e r , H . : T
-

C ell
-

d e p e n d e n t sh o c k i n d u c e d b y a b a c t e ri al

S u p e r a n tig e n . C h e m . I m m u n ol .
,
5 5

,
1 7 2-1 8 4 (1 9 9 2) .

1 3) J u pi n , C .
,
A n d e r s o n

,
S .
,
D a m ai s

,
C .

,
A l o u f

,
J . E . &

P a r a n t
,
M . : T o x i c s h o c k s y n d r o m e t o x i n l a s a n i n d u c e r of

h u m a n t u m o r n e c r o si s f a c t o r s a n d T i n t e rf e r o n . J . E x p .

M e d .
,
1 6 7

,
7 5 2 - 7 61 (1 9 8 8) .

1 4) K o t z i n , B . L .
,
L e u n g , D . Y . M .

,
K a p pl e r , J . &

M a r r a c k , P . : S u p e r a n ti g e n s a n d th eir p o t e n ti al r ol e i n

h u m a n di s e a s e . A d v . I m m u n ol .
,
5 4

,
9 9 -1 6 6 (1 9 9 3) .

1 5) 丹生龍太郎 , 谷内江昭弘 , 榊原方彼 , 太 田 和秀 , 関 秀

俊, 宮脇利男 , 谷 口 昂 : 急性骨髄性白血病寛解導入中に 発症

した T o xi c s h o c k s y n d r o m e の 1 例: 急性期炎症性 サ イ ト カイ

ン 値 の 変動 . 日臨免誌, 1 6 , 3 7 6-3 8 2 (1 9 9 3) .

1 6) P a r s o n n e t , J . : M e d i a t o r s in th e p a th o g e n e si s of to xi c

Sh o c k s y n d r o m e : 0 V e r vi e w . R e v . I nf e c t . D i s .
,
2 ( s u p pl . 1) ,

S2 6 3-2 6 9 (1 9 8 9) .

1 7) F r a s e r , J . D . : H ig h- affi nit y bi n di n g of s t a ph yl o c o c c al

e n t e r o t o xi n s A a n d B t o H L A - D R . N a t u r e
,
3 3 9

,
2 21-22 3

(1 9 8 9) .

1 8) D e 11 a b o n a , P .
,
P e c c o u d

,
J .
,
K a p pl e r , J .

,
M a r r a c k ,

P .

,
B e n o i st , C .

& M a tis
,
D . : S u p e r a n ti g e n s i n t e r a c t w ith

M H C cl a s s Ⅱ m ol e c u l e s o u t sid e of th e a n tig e n g r o o v e . C e11 ,

6 2
,
1 1 1 5 -1 1 2 1 (1 9 9 0) .

1 9) J o h n s o n , H . M .
,
R u s s ell

,
J . K . & P o n t z e r

,
C . H . :

S t a p h yl o c o c c al e n t e r o t o xi n m i c r ob i al s u p e r a n tig e n s . F a s e b

J . , 5 , 2 7 0 6 - 27 1 2 (1 9 9 1) .

2 0) M a r r a c k , P .
,
B l a c k m a n

,
M .

,
K u s h n i r

,
E . & K a p pl℃r ,

J . : T h e t o xi c ity of s t a p h yl o c o c c al e n t e r o t o xi n B i n mi c e is



新生児丁細胞の ス ー パ
∵ 抗原応答 229

m ed ia t e d b y T c ell s ･ J ･ E x p ･ M e d ･ , 1 7 1 , 4 5 5
- 4 64 (1 9 9 0) ･

2 1) A b e , J ･
,
T a k e d a ･ T ･

,
W a t a n a b e

,
Y ･
･
N a k a o

･
H ･

･

K o b a y a s h i , N ･ ,
l J e u n g , D ･ Y ･ M ･ & K o h s a k a

,
T ･ ‥

E vid e n c e f o r S u p e r a n tig e n P r o d u c ti o n b y Y e r si ni a- p S e u d o t u-

b e r c ul o si s . J . I m r n u n oI リ 1 5l , 4 1 8 3
-4 1 88 (1 9 9 3) ･

22) S m it h , T ･
,
J ･
,
T e r a d a , N ■

, R o bi n s o n , C ･ C ･ & G e lf a n d
,

E .
W . : A c u t e i nf e c ti o u s m o n o n u cl e o sis s ti m ul a t e s th e

s el e c ti v e e x p r e s si o n/ e x p a n si o n of V β6 ･1
- 3 a n d V β7 T c ells ･

B l o od , 8 1 , 1 5 2 1-1 5 2 6 (1 9 9 3) ･

2 3) Le wi s , D ･ B ･
,
Y u

,
C ･ C ･ , M e y e r , J ･ , E n gli s h , B ･ K ･

,

K a h n , S . J ･ & W il s o n , C ･ B ･ : C e11 ul a r a n d m o le c u la r

m e c h a ni s m s f o r r e d u c e d i n t e rl e u ki n 4 a n d i n t e rf e r o n
-

T

p r o d u c ti o n
b y n e o n a t al T c elI s ･ J ･ C li n ･ I n v e s t ･ . 8 7

,
1 94- 20 2

(1 9 91) .

24) W il o s n , C . B . , W e s t a 11 , J ･ , J o h n s t o n , L ･
,
L e w i s

,
D ･

B .
,
D o w e r , S ･ K ･ & A l p e r t , A ･ R ･ : D e c r e a s e d p r o d u ctio n

of i n t e rf e r o n- g a m m a b y h u m a n n e o n a t al c e u s ･ I n t ri n si c a n d

r e g ul at o r y d efici e n ci e s ･ J ･ Cli n ･ I n v e s t ･ , 7 7 , 8 6 0-8 6 7 (1 9 8 6) ･

2 5) W a k a s u gi , N . & V i r e li zi e r , J ･ L ･ : D ef e cti v e I F N
-

T

pr o d u c ti o n i n th e h
u m a n n e o n a t e I

,
Ⅱ
, J ･ I m m u n o l ･ , 1 3 4 ,

1 67 -1 7 6 (1 98 5) .

2 6) Le wi s , D . B .
,
L a r s e n

,
A . & W il s o n

,
C ･ B ･

: R ed u c e d

i n t e rf e r o n- g a m m a m R N A l e v el s i n h u m a n n e o n a t e s ･ E vid e n c e

f o r a n i n tri n si c T c ell d efi ci e n c y in d e p e n d e n t of o th e r g e n e s

i n v olv ed i n T c ell a c ti v a ti o n . J . E x p . M e d . , 1 6 3 , 1 01 8-1 0 2 3

(19 8 6) .

27) B r y s o n , Y .
,
J .
,
W i n t e r

,
H . C .

,
G a r d

,
S . E .

,
F i s c h e r

,

T . J . & S ti e h m , E . R .
: D efic i e n c y of i m m u n e i n t e rf e r o n

p r o d u c ti o n b y l e u k o c yt e s of n o r m al n e w b o r n s ･ C ell ･

I m m u n ol
リ
5 5

,
1 9 1- 2 0 0 (1 9 8 0) .

2 8) M iy a w a ki , T .
,
S e k i

,
H .

,
T a g a , K . , S a t o , H ･ &

T a n i g u c hi , N . : D is s o ci a t e d p r o d u c ti o n of i n t e rl e u k i n-2 a n d

i m m u n e(T) i n t e rf e r o n b y p h y to h a e m a g gl u ti ni n sti m u la t e d

ly m p h o c yt e s i n h e alth y i n f a n ts . C li n . E x p . I m m u n ol ･ , 5 9 ,

5 0 5 -51 1 (1 9 8 5) .

2 9) S a n d e r s , M . E .
,
M a k g o b a , M . W .

,
J u n e

,
C . H .

,

Y o u n g , H . A . & S h a w , S . : E n h a n c e d r e s p o n si v e n e s s of

h u m a n m e m o r y T c ells t o C D 2 a n d C D 3 r e c e p t o r- m e di at ed

a c ti v a ti o n . E u r . J . I m m u n ol . , 1 9 , 8 0 3- 80 8 (1 9 8 9) ･

3 0) A k b a r , A . N .
,
S a l m o n , M . & J a n o s s y , G . : T h e

S y n e r g y b et w e e n n ai v e a n d m e m o r y T c ells d u ri n g a cti v a-

ti o n . I m m u n ol . T o d a y , 1 2 , 1 8 4T1 8 8 (1 9 91 ) .

3 1) B y r n e , J . A .
,
B u tl e r

,
J . L . & C o o p e r , M . D . :

D iff e r e n tial a c tiv a
.
ti o n r e q u lr e m e n t S f o r v ir gi n a n d m e m o r y T

C ells . J . I m m u n ol . , 14 l , 3 2 4 9 - 32 5 7 (1 9 8 8) .

32) C e r o t tin i
,
J , C . & M a c D o n al d t H . R . : T h e c ell ul a r

b a sis of T- C e 11 m e m o r y . A n n u . R e v . I m m u n ol ･
,
7
,
7 7 - 8 9

(1 9 89) .

33 ) S al m o n
,
M .

,
K its a

,
G . D .

& B a c o n , P . A . : P r o d u c -

ti o n of ly m p h o k i n e m R N A b y C D 4 5 R
+

a n d C D 45 R~ h el p e r T

C ells f r o m h u m a n p e rip h e r al b l o o d a n d b y h u m a n C D 4
+

T

C ell clo n e s . J . I m m u n ol . , 14 3 , 9 07- 9 1 2 (1 9 8 9) .

3 4) Sl e a･S m a n , J . W .
,
M o ri m o t o , C .

,
S c h l o s s m a n , S . F .

& T e d d e r
,
T . F . : T h e r ol e of f u n c ti o n ally di stin c t h elp e r T

1y m p h o c yt e s u b p o p ul a tio n s in th e i n d u c ti o n of h u m a n B c e11

diff e r e n ti a tio n . E u r . J . I m m u n ol . , 2 0 , 1 3 5 7 -1 3 66 (1 9 9 0) .

3 5) I ) o h ls t e n , M .
,
H e dl u n d

,
G･ . , ,S j o g r e n , 1 H . 0 . &

C a rl s s o n , R . : TノW
O S u b s e ts of h u m a n C D 4

+

T h el p e r c ells

d iff e ri n g in ki n e ti c s a n d c a p a citi e s t o p r o d u c e i n t e rl e u kin 2

a n d i n t e rf e r o nT T C a n b e d efi n e d b y th e L e u-1 8 a n d U C H L l

m o n o cl o n aI a n tib o di e s ､ E u r . J . I m m u n ol . , 18 , 1 1 7 3-1 1 78

(1 9 8 軋

36 ) F r e e d e n , U .
,
Z e s s a c k

,
N .

,
V a l e n

,
F . & B u r d a c h

,
S . :

D ef e c ti v e i n te rf e r o n g a m m a p r od u c ti o n i n n e o n a t al T c e11 s i s

i n d e p e n d e n t o f i n t e rl e u k i n
-2 r e c e p t o r b i n d in g . P e di a tr . R e s . .

3 0 , 2 7 0- 27 5 (1 9 91) .

3 7) K a s a h a r a , Y .
,
M i y a w a k i , T .

,
K a t o

,
K .

,
K 8 . n e g a n e ,

H .
,
Y a c h i e

,
A .

,
Y o k oi

,
T . & T a n i g u c h i , N ∴ R ol e of

i n te rl e u ki n 6 f o r d iff e r e n ti al r e s p o n si v e n e s s of n ai v e a n d

m e m o r y C D 4
+
T c ells i n C D 2T m e di a t e d a c tiv a ti o n ･ J I E x p ･

M ed リ 17 2 , 1 4 1 9
-1 4 2 4 (1 9 90) .

3 8) E hl e r s , S . & S m ith , K . A . : D iff e r e n tia ti o n of T c ell

l y m p h o ki n e g e n e e x p r e s si o n : th e i n v itr o a c q u isiti o n o f T

c ell m e m o r y . J . E x p . M ed .
,
17 3

,
25 -3 6 (1 9 9 1) .

3 9) L u q m a n , M . & B o tt o m l y , l( . : A c ti v a ti o n r e q uir e
-

m e n t s f o r C D 4
+

T c e11 s diff e ri n g i n C D 4 5 R e x p r e s sio n . J .

I m m u n ol .
,
1 4 9

,
2 3 0 0 -2 3 0 6 (1 9 9 2) .

4 0) H o r g a n , K . J .
,
V a n

,
S . G .

,
S hi m iヱu

,
Y . & S h a w

,

S . : H y p o r e s p o n si v e n e s s of
"

n ai v e
"

( C D 45 R A
十

) h u m a n T

c e u s t o m ultlPI e r e c e p t o r
-

m e di a t e d s ti m uli b u t a u g m e n t a ti o n

of r e s p o n s e s b y c o sti m u li. E u r . J ･ I m m u n ol ･ , 2 0 , 1 1 11
-1 11 8

(1 9 90) .

4 1) C r o ft , M .
,
D u n c a n

,
D . D . & S w ai n

,
S . L ･ : R e s p o n s e

o f n ai v e a n tig e n
-

S P e Cifi c C D 4
+

T c e u s i n vitr o : C h a r a c t e ris-

tic s a n d a n ti g e n p r e s e n ti n g c ell r e q uir e m e n t s . J ･ E x p ･ M e d ･ ,

1 76
,
1 4 3 ト14 3 7 (1 9 9 2) ,

4 2) W a si k , M . A . & M o ri m o t o
,
C . : Diff e r n ti al eff e c t s of

c y t o ki n e s o n p r olif e r a ti v e r e s p o n s e of h u m a n C D 4
+

T

ly m p h o c y t e s u b s e t s sti m u la t e d vi a T c ell r e c e pt or
- C D 3

c o m pl e x . J . I m m u n ol . , 1 4 4 , 3 3 3 4- 3 3 40 (1 9 9 0) ･

4 3) F i s c h e r , H .
,
G j o r l o ff , A .

,
H e dl u n d

t
G .
,
H e d m a n

,
H ･

,

L u n d g r e n , E .
,
K a 11 a n d

,
T .
,
S j o g r e n , H . 0 . & D o h l s t e n ,

M . : S ti m ul a ti o n of h u m a n n ai v e a n d m e m o ry T h elp e r c el上s

w ith b a c t e ri al s u p e r a n tig e n . N a i v e C D 4
'

4 5 R A
→

T c ell s

r e q uir e a c o s ti m ul a t o ry sig n al m e di a t e d th r o u g h th e L F A
-1/

I C A M-1 p a th w a y . J . I m m u n ol .
,
14 8

,
1 9 93-1 9 98 (1 9 9 2) ･

4 4) G j o rl o ff , A .
,
H e d l u n d , G .

, K a ll a n d , T り S a n s o m , D ･
,

F i s c h e r
,
H .

,
T r o w s d a l e , J . , Sj o g r e n , H . 0 . & I) o hl s t e n

,

M . : T h e L F A -3 a d h e si o n p a th w a y is diff e r e n tly u tiliz e d b y

s u p e r a.n
ti g e n a c ti v a t e d h u m a n C D 4

+

TT C ell s u b s e ts ･ S c a n d ･ J ･

I m m u n ol
リ
3 6

,
2 43-2 50 (1 9 9 2) .

4 5) G old b a c h
- M a n s k y , R .

,
K i n g , P . D .

,
T a yl o r , A ･ P ･ &

D u p o n t , B . : A c o- S ti m ul at o r y r ol e f o r C D 2 8 i n th e a cti v a ti o n

of C D 4
+

T ly m p h o c y t e s b y st a p h yl o c o c c al e n t e r o t o x in B
･ I n t ･

I m m u n olリ 4 , 1 3 51
-1 3 6 0 (1 9 9 2) .

4 6) F r a s e r , J . D . , N e w t o n , M . E . & W ei s s
,
A . : C D 2 8 a n d

T c ell a n ti g e n r e c e p t o r si g n al tr a n s d u c ti o n c o o r di n at ely

r e g u l a te in t e rl e u ki n 2 g e n e e x p r e s si o n i n r e s p o n
s e t o



2 3 0 丹

s u p e r a n ti g e n s tir n ul a ti o n . J ･ E x p ･ M ed リ 1 7 5 , 1 1 3 ト11 3 4

(1 9 9 2) .

4 7) K a w a b e , Y . & O c hi
,
A . : P r o g r a r n m e d c ell d e a th a n d

e x tr a th y mi c r e d u c ti o n of V β8
+
C D 4

'
T c ells i n r n ic e tol e r a n t

t o s ta p h yl o c o c c u s a u r e u s e n t e r ot o x i n B . N a ttl r e , 3 4 9 , 24 5 - 2 4 8

(1 9 9 1) .

4 8) R ell a h a n , B . L .
, J o n e s , l , . A .

,
K r ui s b e e k

,
A . M

リ

F r y , A . M . & M a tis
,
L . A . : I n vi v o i n d u cti o n of a n e r g y l n

p e ri p h e r al V β8
+
T c ells b y s ta p h yl o c o c al e n t e r o t o x in B . J .

E x p . M e d . , 1 72 , 1 0 9 1-1 1 00 (1 9 9 0) .

4 9) L e e , W . T . & V it e tt a , E . S . : M e m o r y T c e11 s a r e

a n e r gi c t o th e s u p e r a n ti g e n st a p h yl o c o c c al e n t e r o t o xi n B . J .

E x p . M e d . , 17 6 , 57 5
- 5 7 9 (1 9 9 2) .

5 0) B e v e rly , B .
,
K a n g , S . M .

,
L e n & rd o

,
M . J . &

S c h w a r t 2
,
R . H ･ : R e v e r s al of i n v itr o T c ell cl o n al a n e r gy

b y I L
- 2 s ti m ul a ti o n . I n t . I m m u n ol . , 4 , 66 1- 6 71 (1 99 2) .

S el e cti Y e A ctiv ati o n a n d P r olif b r atio n of S p e cific T C R V β R e p e rt oi r es wi th i n N e o n at al C D 4
'

T C ell s i n R e sp o ns e

t o S u p e r a n tig e n s R y ut ar O N ib u , D ep a rt m e nt of P e di a 打ic s , S c h o ol of M e di ci n e , K an a Z a W a U niv er sity , K an a Z a W a 9 2 0
-

J . J u z e n M e d S o c . , 1 0 3 , 2 2 0
-

2 3 0 (1 9 9 4)

K ey w o r d s s u p er a n ti g e n , T C R V βr e pe rtOi r e , n e O n at e , C D 4
'

T c ells
,
I L 2

A b s tr a c t

Ⅵ1e P r e S e n t St ud y w as u n d ert ak e n t o e x am in e s o m e r es p o n si v e c h ar a Ct e ri sti c s of n e o n at al C D 4
'

T c e11 s t o s u pe r an tig e ns

(S E A , S E B , S E E an d T S S T - 1) i n c o m p ari s o n w ith th at of ad ul t C D 4
'

T c e11s
,
W h i c h w e r e c o n sti t ut e d w ith t w o p o p ulati o ns

( n aiv e a n d m e m o r y) d e 丘n e d by diffe r e n d al e x p r es si o n of C D 4 5 is of or m s . T b e c ell ul ar r e SP O n S eS t O S u p er an ti g e n w er e e v al u
-

ate d b y e x pr es si o n o f a n e a rly ac d v a d o n an h g e n C D 69 ,
3

H - th y m i di n e u p ta k e , in cr e a s e in c ell n um b er , an d I L
- 2 p r o d u c ti o n ･

I n d u c ti o n of C D 6 9 e x pr e s si o n b y s u pe r an tlg e n S W a S C O m p ar abl e i n n e o n at al a n d ad ult C D 4
+
T c ell s ･ H o w e v e r

,
th e re w as a

m ar k e d di 蝕 r e n c e b et w e e n n e o n a t al an d a d ult C D 4
+

T c ell s w i th r e s pe Ct t O p r Olift r a ti v e r e sp o n s es ･ N e o n at al C D 4
+

T c ell s

r e sp o n d ed vig o r o u sly t o s u pe r an tl g e n S an d p r olif t r a ti v e r e s p o n s e w e r e s u st ai n e d fb r a l o n g pe ri o d o f c ult u r e ･ I n t e n se

r esp o n s e s t o s u p er an tl g e n S W er e als o o bs e rv ed f or n ai v e p o p ul ad o n s of ad ult C D 4
+
T c e11s ･ I n c o n 仕as t

,
a d ul t m e m or y C D 4

+

T c ell s r e sp o n d e d o nl y tr an Si e n tly to s u p er an tlg e n S wi th 1i m i te d c ell ul ar p r olif t r ati o n ･
r

m e P r Oli ft r a ti o n o f n e o n at al C D 4
'

T

C ells w as a s s ∝i at ed w i th p r ol o n g ed s e cr eti o n of h i gh l e v el s o f m
- 2 i n c ul ttu e

,
W h i c h w a s c o nfir m e d b y e xp r e s si o n of I L

- 2

m R N A . A d diti o n al l y , S ele cti v e e xp a n si o n o f c e11 p o p ul ati o n s w ith sp e ci丘c T c ell r e c ep t or ( T C R) V β r e pe rt Oir e w a s a s s es se d

i n d le Sti m ul at ed c ult ur e s wi th T S S T - 1
,
W hic h h a s b e e n sh o w n t o s ele cti v ely a cti v at e T c ell s w i th T C R V β2 a ･ It w a s h er e

d e m o n str at e d th a t T c ells w i th V β2 a w i th in n e o n at al C D 4
'

T c ells as w e11 a s a d ul t n ai v e C D 4
+

T c e11 s w er e l ar g el y e xp an ded

i n r e s p o n s e t o T S S T
- 1
,
b u t s u c h an e X P an Si o n o f T c e11s w i th V β2 a w a s n eg ligi bl e in a d ul t m e m o ry C D 4

'

T c ell c ul tu re s ･

T h e s e r es ul ts s u g g e st ed th at str o n g p r olif b r ati v e r es p o n s e s of n e o n at al n ai v e C D 4
+

T c ell s to th e s u pe r an ti g e n m i g h t b e a 肝ib
-

ut e d to s el e cti v e e x p an Si o n of T c ell s w i th a sp e cifi c T C R V β r ep ert oir e a n d th eir pr of o un d s e c r eti o n of m - 2 ･ H ig h r e sp o n
-

Si v e n es s of T c e11 s t o s up er an ti g e n s a p pe ar S tO C O n 打ib ut e to th e cli ni c ally s al i e nt f e at ur e s of s u p er an tlg e n
- r el ate d d is e a se s

d urin g 血e n e o n at al an d i nf a n dl e p e ri o d .
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