
Functional Properties and Expression Patterns of
CD45 Family Antigens of Naive CD4+T Cells
Expressing α Chain of Interleukin 2 Receptor in
the Neonatal Period

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/8250URL



金沢大学十全医学 会椎誌 第100 巻 第 1 号 141 れ1 56 く19 91う

新生児期の イ ン タ ー ロ イ キ ン 2 レ セ プタ ー

ぼ 鎖陽性

ナイ
ー

ブ C D 4
＋

T 細胞の 機能 と C D 4 5 抗原

フ ァ ミ リ
ー

の発 現 に関する研究

金沢大学医学部小児科学講座 く主任 二 谷 口 昂教授う

金 兼 弘 和

く平成 3 年1 月16 日受 付フ

141

白血球共通抗原くC D 4引 は リ ン パ 球 ， 顆粒 球
，
単味な どの 血 液細胞 に 広く存在 し

，
分子 量の異 な る

い く つ か の イ ソ フ ォ ー ム が 知ら れ て い るが
，

そ れ らイ ソ フ ォ ー ム は C D 4 5 遺伝子 の ス プラ イ シ ン グの 適

い に よ っ て 生ず る とさ れ て い る ． これ ら C D 4 5 抗原の イ ソ フ ォ
ー

ム に 対 す る単 ク ロ ー ン 抗体を用 い た解

析 に よ り ，
ヒ ト T 細胞は C D4 5 R O 陽性 の メ モ リ

ー 細胞と C D4 5 R A 陽性 の ナイ ー ブ細胞と の 二 つ の 細胞

分画 に識別 しう る こ と が 明ら か と な っ た ． そ れ ら の 細胞分画間 に は種 々の 機能的相違が 存在す る こ とが

指摘 され て い る が
，

ナ イ
ー ブ細胞 か ら メ モ リ ー 細胞 へ の 分化 一 成熟 の メ カ ニ ズム に つ い て は こ れ まで の

と こ ろ ほと ん ど明 らか に さ れ て い な い
． ま た 成人 メ モ リ ー C D 4

＋
T 細胞 に はイ ン タ

ー

ロ イ キ ン 2 レ セ プ

タ
ー

くi n t e rl e u k i n 2 r e c e p t o r
，
I L －2 R l サ ブ ユ ニ ッ ト の う ち u 鎖 くC D 2 5J が選択的 に 発現 し

，
そ の発現 は

メ モ リ
ー

T 細胞 の 機能 と深 く関わ っ て い る と報告さ れ て い る ． し か し臍 帯血 を 用 い た 検 討で は
，

メ モ

リ
ー

くC D 4 5 R O 陽性J 細 胞が ほ と ん ど 認 め ら れ な い 新 生 児 C D 4
＋
T 細 胞 に お い て も

，
I L ，2 R a 鎖

くC D 狗 を発現 す る細胞集 団が 少 な か ら ず認 め られ た く3 へ 8 ％1 ． 本研究 は ， 新生児で す で に 存在す る こ

の IL －2 R a 鎖 を発現 し た C D 4
＋
T 細胞 の 機能 と免疫発 達 に お け る 意義 を明ら か に す る こ と を目的と して

行っ た ■ わ ずか な細胞 のメ ッ セ
．
ン ジ ャ

ー R N A くm e s s e n g e r R N A
，

m R N A l の 解析 に も す ぐれ る 逆転 写

酵素 ． ポ リ メ ラ ー ゼ連鎖反 応くr e v e r s e t r a n s c ri p t a s e －

p Ol y m e r a s e c h ai n r e a c ti o n
，
R T － P C R J 法 を利用 し

て
，

C D 25 陽性新生児 C D 4
＋

T 細胞 は実際 に I L －2 R a 鎖の m R N A を発 現 して い る こ と が確認さ れ た ．

そ し て興味深 い こ と に は ，
二 重 標識免疫蛍光染色 に よれ ば新生児 C D 4

十

丁 細胞 に お ける C D 2 5 陽性分画

は
，
成人 と異 な り

，
ナ イ

ー ブ の 表面形質くC D4 5 R A 陽性 か つ C D 4 5 R O 陰 憮 を有 して い た ． I し2 R a

を発現 した 新生児 C D 4
＋
T 細胞 は

，
成人 の C D 4 5 R O 陽性 メ モ リ

ー C D 4
＋

T 細 胞と 同様 に
． 刺激に よ り

イ ン タ
ー

ロ イ キ ン 4
，

イ ン タ ー

ロ イ キ ン 5
，

イ ン タ
ー

フ ェ ロ ン y の リ ン ホ カ イ ン m R N A が発現 す る こ

とが R T － P C R 法 に よ り認 め ら れ
，

ポ ー

ク ウ ィ
ー

ド マ イ ト ジ ュ ン 刺激系 に お ける B 細胞の 免疫 グ ロ ブ リ

ン産生 に 対す る ヘ ル パ ー

活性 も有 して い た ． ま た R T － P C R 法 に て C D 4 5 抗原 の m R N A の ス プ ライ シ

ン グ を検 討 した と こ ろ
，
I L －2 R a 鎖 を発現 し た新生児 C D 4

十
丁 細胞 に は

，
C D 4 5 R A 抗 原 を コ

ー

ド す る

m R N A 転 写産 物 の 他に
，

C D 4 5 R O 抗原 を コ
ー

ド す る m R N A 転 写産 物 が 含 ま れ て い た ． ナイ
ー

ブ

くC D 4 5 R A 陽性 か つ C D 4 5 R O 陽 樹 の 表面形質 を有す る こ の よ う な C D 2 5 抗原陽性 C D4
＋
T 細胞 は乳

幼児の み な ら ず小 児の 末椴血 に お い て も認 め られ るが
， 成人 末棺血 に お い て ほ と ん ど 認 め ら れ な か っ

た 一 以上 の 結果 よ り ，
I L ．2 R a 鎖 くC D 2 5I を発 現 した ナ イ

ー ブ C D 4
＋

T 細胞 は ナ イ ー ブか ら メ モ，リ ー

C D 4
十

丁 細胞 へ の 成熟の 過程 に 存在 す る ユ ニ ー ク な細胞集団 を形成 し て い る可能性が 考 えら れ た ．

E e y w o r d s C D 4 5 is of o r m s ， n ai v e a n d m e m o r y C D 4
＋

T c ells
，

I L －2 R a くC D 2 51 ，
R T － P C R

，
1y m p h o k i n e s

A b b r e vi ati o n s こ b p ，
b a s e p air ニ C D N A

，
C O m p le m e n t a r y D N A 芸 C o n A ， C O n C a n a V ali n A i

E LI S A
，

e n Z y m e －1i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y i F C S
，
f e t al c alf s e u r m ニ F I T C ， fl u o r e s c ei n

is o thi o c y a n a t e ニ G M － C S F
， g r a n u l o c y t e m a c r o p h a g e c ol o n y sti m u l a ti n g f a ct o r ニ I F N －

y ，



1 4 2 金

胸腺 に 端を発 した未熟 な ヒ ト T 細胞 は
，

リ ン パ 節 ，

扁桃 ， 脾臓 ， 腸管バ イ エ ル 板 な どの 末棉リ ン パ 組 織 に

お い て
， 出生後著 しく 増力ロす る 外来抗原 に 曝さ れ る こ

と に よ り ，
よ り機能的な T 細胞 へ と 分化成熟す る も の

と 考え られ る
1I

．
っ ま り

，
抗原暴露 の経 験 の な い

i －

ナ

イ
ー

ブ
，

T 細胞 は 抗原 の 刺 激 を 受 け る と と も に 成熟

し
，
比較 的半減期 の長い

－く

メ モ リ
ー

，，

T 細胞 へ と形質

転換 し流血 中を循環 す る こ と に な る ． メ モ リ
ー T 細胞

は
，
再度同 一 の 抗 原に 接 す る と速や か に 反 応 し

， 特 異

免疫応答に お け る エ フ ェ ク タ ー 細胞 と して機能 す る ．

T 2 0 0 フ ァ ミ リ ー 抗 原 に 属 す る 白 血 球 共 通 抗 原

くC D 4 51 は額粒球 ， 単球 ，
リ ン パ 球 な どの血液細 胞 に 広

く分布す るが
，
1 8 0 よ り22 0 キ ロ ダ ル ト ン くkil o d al t o n

，

k D al か ら な る 分子 量 の異 な る種 々 の イ ソ フ ォ
ー ム の

存在 が明 ら か に さ れ て い る
2 冊

． C D 4 5 遺 伝 子 は 全長

130 キ ロ 塩基対
，
3 3 の エ クソ ン か ら構 成 さ れ る 遺伝 子

で あり
，
C D 4 5 抗原細胞外部分 を コ

ー

ドす る第 4
，

5
，

6 エ ク ソ ン の ス プ ライ シ ン グの ちが い に よ り い く つ か

の メ ッ セ ン ジ ャ
ー R N A くm e s s e n g e r R N A

，
m R N A l

転写産物が作 ら れ ， そ の結果 と して サ イ ズ の 異な る イ

ソ フ ォ
ー ム が 生ずる と さ れ る

5ト の
． B リ ン パ 球 や N K

細胞が 比較的分子 量の大 き い く22 0 k D al C D 4 5 抗原 を

発現す るの に対 して
，

T 細胞 に あ っ て は その 分化段階

に 対応 した 様々 な C D 4 5 抗原の イ ソ フ ォ
ー ム を発現す

る こ とが 知 られ て い る
91

． 多 くの 胸腺細 胞 で は よ り 小

さ な分子 量180 k D a の C D 4 5 抗 原 を有 す る の に 対 し

て
，
循環血液 中や 末棺リ ン パ 組織 に移行 した未熟 な ナ

イ
ー

ブ T 細 胞 は 比較 的大 き な 分子 量 く2 05 お よ び22 0

k D al の C D 4 5 R A 抗原を発 現 し
，

こ れ は 単ク ロ
ー

ン 抗

体 くm o n o cl o n al a n tib o d y ，
m A bl の 2 H 4 に よ り 同定

され る
瑚

． 他方 ，
メ モ リ ー T 細胞 は よ り小 さ な 分子 量

く180 k D al の C D 4 5 R O 抗原 を 発 現 し
，

U C H L l m A b

に よ り識別 され る
11I

． 最近の 研究 に よ り
，
C D 4 5 抗原 の

細胞 内部分 に シ グナ ル 伝 達 に 重要な テ ロ シ ン ホ ス フ ァ

タ
ー

ゼ活性が 見 い だ さ れ て い る が
121

， ナイ
ー ブ T 細 胞

か ら メ モ リ
ー

T 細胞 へ の 分化に 伴 っ て み られ る C D 4 5

抗原イ ソ フ ォ
ー ム 発現の 意義は こ れ ま で の と こ ろ明 ら

か で は な い ．

メ モ リ
ー T 細 胞 は ナ イ

ー ブ T 細 胞 と 異 な り C D 2
，

C D l l a
，
C D 5 4

，
C D 5 8 な どの 細 胞間接着分 子 が 強 く発

現 して お り，
メ モ リ ー T 細胞 の 活性化 に お け る こ れ ら

の 分子 の 役割が 注目を集 め て い る
1 姉川

． 最近 ， わ れ わ れ

i n t e rf e r o n y こ I g ，
i m m u n o g l o b uli n ニ I L －2

，

は
，

メ モ リ
ー

T 細胞 が T 細胞増殖因子 で あ るイ ン タ ー

ロ イ キ ン 2 くi n t e rl e u k i n 2
，
I L －21 に 対 す る 受 容 体

くin t e rl e u k i n 2 r e c e pt o r
，
I し2 RI を構成的 に 発現す る こ

と を報告 して い る
1 引

． っ ま り ， 成人末梢血 の メ モ リ
ー

C D 4 陽性 くC D 4
＋

l T 細胞 が I L －2 R を構成 す る 2 つ の

単位の う ち分子 量55
，
0 0 0 の 仔 鎖 くC D 2引 を有 し

，
メ モ

リ
ー C D 8 くC D 8

＋

1 T 細胞 が分 子量75
，
00 0 の P 鎖 を発現

し て
，
I し2 R 発 現が メ モ リ

ー

細胞機能 に 深く 関わ っ て

い る こ と が 示 さ れ て い る ．

一 方
，

出生直後の 新生児臍

帯血 の T 細胞 で は C D 4 5 抗原の 発現よ りみ て 大部分が

ナ イ
ー

ブ T 細 胞と 考 え られ
，
工し2 R の 発現も 極め て軽

微 で ある と 思わ れ た ． しか し ，
こ の 研究 を進 める過程

で ， 新生 児 C D 4
十
丁 細胞 にあ っ て も少数 なが ら有意な

王し2 R ぼ 鎖 くC D 251 を発 現す る 細胞 亜群 の 存 在 を観察

した ． 本研究で は
， 新生児 の み な ら ず乳児 ． 小児期に

見 い だ さ れ
．

ナ イ ー ブ 細 胞 の 形 質 を 持 ち な が ら
，

I し2 R a 鎖くC D 25J を発現す る C D 4
＋
T 細胞 亜群 の細胞

表面形質 お よ び機能 的性 状を解析 す る と と も に
，

メ モ

リ
ー

C D 4 十
丁 細 胞 へ の成 熟過 程で の 意義 に つ い て 明ら

か に す る こ と を目的と した ．

対象 およ び方法

I ． 単 ク ロ
ー ン 抗体

ヒ ト IL －2 R a 鎖 くC D 2 51 に 対 す る 抗 T a c m A b

くI g G 2 al
161

は T ．A ． W al d m a n n 博士 くN a ti o n al l n stit u －

t e s o f H e al th
，
B et h e s d a ， U ．S ． A ．1 か ら供与 さ れ た ． 非

標識 な ら び に フ ル オ レ ス セ イ ン ．

イ ソ テ オ シ ア ン 酸

くfl u o r e s c ei n i s o thi o c y a n a t e ，
F I T Cl 標 識 の U C H Ll

く抗 C D 4 5 R O l m A b くI g G 2 al
lll

は D a k o p a tt s a l s

くC o p e n h a g e n ，
D e n m a r k I か ら購入 し た ． フ ィ コ エ リ

ス リ ン くp h y c o e r y th ri n
，
P E l 標 識 の 2 H 4 く抗 C D 45

R A J m A b くI g G ll
lOl

は C o u lt e r I m m u n ol o g y くH i al e a ．

h
，

F L
，
U ．S ． A ．I か ら 購 入 し た ． F I T C 標 識 の 抗

L e u
．3 a く抗 C D 4

，
I g G IJ ，抗 L e u

－ 2 a く抗 C D 8
，
I g G ll ， 抗

L e u
－1 6 く抗 C D 2 0

，
I g G IJ ，

抗 I し2 R く抗 L e u
－2 R L 2 鎖，

I g G IJ ，
T 細 胞 抗 原 レ セ プ タ

ー

y 1 6 鎖 くT c ell

r e c e p t o r y 1 6
，

T C R －

y 1 6 J に 対す る抗 T C R －

y 1 6－1

m A b くI g G ll は B e c k t o n D i ck i n s o n I m m u n o c y to ，

m e t r y s y s t u m s くM o u n t ai n V i e w
，
C A

，
U ．S ． A ．I か ら購

入 した ． O K N K く抗 C D1 6
，
I g M I ，

O K M 1 4 く抗 C D 14
，

I g G 2 al m A b は O r th o D i a g n o s ti c S y s t e m s K ． K －く東

京1 か ら 購入 し た ． 非 標 識 の 抗 U C H L l お よ び 抗

i n t e rl e u k i n 2 i I L － 3
，

i n t e rl e u k i n 3 i I L ．4
，

i n t e rl e u k i n 4 三I し5
，
in t e rl e u k i n 5 ニ 工L － 2 R

，
in t e rl e u k i n 2 r e c e p t o r 三 k D a

，
k il o d alt o n 三 m A b

，

m o n o cl o n al a n tib o d y i m R N A ，
m e S S e n g e r R N A i P B S

， p h o s p h a t e b u ff e r e d s ali n e i P C R
，
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T a c m A b の 免疫蛍光染色 は ビ オ チ ン 標識家兎抗 マ ウ

ス I g G 2 a 抗体 くZ y m e d L a b o r a t o ri e s
，
S a n F r a n ci s

－

c o
，
C A

，
U ．S ． A ．1 と F I T C 標識ア ピ ジ ン も しく は P E

標識 ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン くい ず れ も B e c k t o n D i c k i －

n s o n I m m u n o c y t o m e t r y S y st e m sJ と を組 み合 わせ た

間接法 にて 行っ た ．

王I ． 単核 細胞 の 分 離

1 ． 対 象

新生児臍帯血 は
， 満期正 常分娩児の 臍帯静脈よ り

，

ヘ パ リ ン加採血 した ． ま た
，
乳児よ り12 歳ま で の 小児

およ び25 句 3 5 歳 まで の 健康成人よ り
，

ヘ パ リ ン 加静脈

血 を得 た ．

2 ． 単核細胞の 分離方法

ヘ パ リ ン 加静脈血 か ら
，

F i c o ll － H y p a q u e 比 重 遠心

法に よ り単核細胞 を採取 し
17I

，
5 ％非働 化 ウ シ 胎 児血

清 げet al c alf c e r u m
，

F C S J く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 ．J ，

2 5 m M H e p e s
，
5 X l O－5

M 2 － メ

ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
， 0 ． 3 m gノm l し グ ル タ ミ ン

，
2 0 0

U l m l ペ ニ シ リ ン
，

1 0 J L g J
I
m l ゲ ン タ マ イ シ ン を含 む

R P M I1 6 40 培 養 液 くGib c o L a b o r a t o ri e s
，

G r a n d

I sl a n d
，
N Y

，
U ．S ． A ．いこ浮遊 した ． そ の 単核細胞 をプ ラ

ス チ ッ ク フ ラ ス コ くN o ．3 37 5 二 C o s t a r
，

C a m b ri g d e
，

M A
，
U ．S ．A －1 に て37

0

C で3 0 分間培養 した ． 付着細胞 を

除去 し た後 ，
2 －

a m i n o e th yl
－i s o th i o u r o n i u m b r o mi d e

くSi g m a C h e mi c al C o ． ， S t L o ui s
，
M O

，
U ．S ．A ．1 処理 ヒ

ツ ジ赤血球 を用 い た ロ ゼ ッ ト形 成 と Fi c oll－H y p a q u e

比重遠心法 に て E 一

口 ゼ ッ ト形成細 胞 くE
十

細よ掛 と 非

形成細胞くE一紙胞いこ分離 した
181

． E
＋

細胞 と E一細胞 は

それ ぞれ C D4
＋

T 細胞 ，
B 細胞 を精製す る た め に 使 用

した 一 ま た プラ ス チ ッ ク フ ラ ス コ に 付 着 した細胞 は セ

ル ス ク レ イ パ ー

くN o ■3 0 1 0 ニ C o st a rJ に て剥が し て
， 単

球と して使 用 した ．

III ． 免疫蛍光染 色に よ る解析

細胞は 2 つ の 異 な る表 面抗原 を直接法 も し く は間接

法に て 二 重 標識染色 し て ， 3 ％ F C S お よ び0 ． 1 ％ ア ジ

化 ナ ト リ ウ ム を 含 む リ ン 酸 綬 衝 液 くp h o s p h a t e

b uff e r e d s ali n e
，
P B S J に て 洗浄後

，
E p i c s

－ C フ ロ ー

サ

イ ト メ ー

タ
ー

くC o ul t e r El e c tr o n i c s ， I n c ．
，

H i al e a h
，

F L
，
U ．S ． A ．I に て解析 し た

1剖
．

IV ． T 細胞亜群 と B 細 胞の 精製

必要 な細 胞分画は E pi c s
－C フ ロ ー サイ トメ ー

タ
ー

を

用い た細胞 ソ ー テ ィ ン グ 法に よ り得 た
卿

． ま ず E
＋

細胞

を抗 T a c m A b に て 染色 した
，
次に ビオ チ ン 標識家兎

抗 マ ウ ス Ig G 2 a 抗体 に て染色 し
，
さ ら に P E 標識 ス ト

レ プ ト ア ピ ジ ン な ら び に FI T C 標 識 抗 Le u
．3 a く抗

C D 4I m A b に て染色 した ． こ の よ う に 二 重標 識免 疫蛍

光染色 した も の を解析 して
，
C D 25 陽性な ら び に 陰性

の C D 4
＋

T 細胞 を得た ． 同様 に E
＋

細胞 を P E 標 識し

た 抗 C D 4 5 R O m A b と FI T C 標識 し た抗 C D 4 m A b に

よ る 二 重標識 染色 に よ り
，

C D 4 5 R O 陰 性 の ナイ
ー

ブ

C D 4
＋
T 細胞 と C D 4 5 R O 陽性 の メ モ リ ー C D 4

＋
T 細

胞 と に 分離 し た ． C D 4
＋
T 細胞 に お ける C D4 5 R A 抗原

と C D 4 5 R O 抗原も しく は C D 2 5 抗原 との 関係 を解析

す る た め に
，
E

＋

細胞 よ り C D 8 陽性 丁細胞，
T C R －

y ノ

げ 陽性 丁 細胞 ，
C D 1 6 陽性 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 ，

C D 2 0 陽性 B 細 胞 ，
C D 1 4 陽性単球 をソ

ー

テ ィ ン グ 法

に て 除去 して
，
9 8 ％以上 の C D 4

＋

細 胞 と し ， C D 4
＋

T

細胞 分画を得 た ． ま た C D 2 0 陽性 B 細胞 は E
一

紙胞 よ

り ソ ー テ ィ ン グ 法に て得 た ．

V ． C D 4
十
丁 細胞亜 群 の 刺激培養条件

培養液 は10 ％非働化 ヒ ト血清 を 含 む R P M 工16 4 0 培

養液 を用 い た ． 1 穴あ た り 1 X l O
5

の 細胞 を9 6 穴 平底

マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー

ト くN o ．25 86 0 i C o r ni n g

G l a s s W o r k s
，
C o r ni n g ，

N Y
，
U ．S ． A

．J に 2 00 p l ずつ 分

注 し
，

1 0 n gJ
，

m l p h o rb ol 1 2 r r n y ri st a t e 1 3 －

a C e t a t e

t P M A H S i g m a C h e m i c al C o ．1 と25 0 n gl m l カ ル シ ウム

イ オ ノ フ ォ ア A 2 31 8 7 くB e h ri n g D i a g n o s ti c s
，

L a

J oll a
，
C A

，
U ．S ． A ．1 を加 え た ． それ ら の 細胞 を炭 酸

ス 培養 器 く3 7
0

C
，

5 ％ C O 2I に て1 2 時 間培 養 し ，

R N A 抽 出に 使用 し た ．

VI ． リ ン ホ カ イ ン 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 くr e v e r s e t r a n s c ri p ．

t 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 RI

法

R T－P C R 法 は B r e n n e r ら の 方法 に 準 じて 行 っ た
2l

．

1 ． R N A の 抽出

R N A の 抽 出は シ ン グ ル ． ス テ ッ プ法に て行 っ た
22，

．

す な わ ち刺激培 養し た細胞 を グ ア ニ ジ ニ ウ ム ． チ オ シ

ア ン酸く和 光純薬 工 業株式会社
，
大坂1 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 － な お キ ャ リ ア
ー

と して 3 ノノ g 酵母由来の ト

ラ ン ス フ ァ
ー

R N A を加 え た ．

2 ． R N A か ら c D N A へ の 逆転写

1 X l O
5

へ

1 0
6

の 細胞か ら 得た R N A を 2 jL g の オ リ

p oly m e r a s e c h ai n r e a cti 町 P E
， p h y c o e r y t h r i n J H A

， P h y t o h e m a g g l u ti ni n 3 P M A
， p h o r b ol

12 － m y rist a t e 1 3 － a C e t a t e I P W M
， p O k e w e e d m it o g e n I R T

，
r e V e r S e t r a n S C ri p t a s e ニ T C R －

y l
6

， T c ell r e c e p t o r y ノ6



1 4 4 金

ゴ d T くP h a r m 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 nl をプ ラ イ マ
ー

と し て10 単位 の R T くR A V ．21

僅 酒造株式会社 ，
京 掛 を含 む 5 叫 1 の反応液 中に て

42
0

C で 1 時間以 上反応 させ
， 相補 的 D N A くC O m pl e

－

m e n t a r y D N A
，

C D N A l を得た ． 反応後 ，
C D N A はセ

フ ァ デ ッ ク ス G ． 5 0 くPh a r m a ci a L K B B i o t e ch n o l o g y

A B
，
U p p s al a

，
S w e d e nl を入れ た ミ ニ カ ラ ム 性 化 学

工 業株式会社 ， 束二勘 を通 し て純化 し
， 使用 した ．

3 ．
P C R な ら び に電気泳動

先 に 得た c D N A の 11 1 0 量 く5 JL lナ を 2 単位 の

T a q ポ リ メ ラ
ー

ゼ t P e r k i n
－ E l m e r C et u s ，

N o r w a lk
，

C N
，
U ．S ． A ．1 と それ ぞ れ 1 JL M の 3

，

側 ，
5

，

慨 オ リ

ゴ ヌ ク レ オチ ドプ ライ マ
ー を含 む9 5 月1 の 反応液 に 加

えた ． 用 い た オ リ ゴヌ ク レ オ チ ドプ ライ マ ー は ク ロ
ー

ニ ン グさ れ た c D N A
掛 倒

を牒 と に して D N A 合成装置

くB e c k m a n I n s t r u m e n t s
，

I n c ．

，
P a l o A l t o

，
C A

，

U ．S ．Jり に て 作 成 した く表 い ． イ ン タ ー ロ イ キ ン 2

くi n t e rl e u k i n 2
，
I L － 2 L イ ン タ

ー ロ イ キ ン 4 くi n t e rl e u
－

k i n 4
，
I し41 ，

イ ン タ
ー

ロ イ キ ン 5 くi n t e rl e u k i n 5
，

I L －51 ， イ ン タ ー フ ェ ロ ン y くi n t e r f e r o n
．

y ，
I F N ．

y l

の 増幅 産物 の 期待 さ れ る 長 さ は そ れ ぞ れ 46 2 塩 基 対

くb a s e p ai r
，
b pl ，

4 6 2 b p ，
40 5b p ，

5 0 1 b p で あ っ た ．

P C R に よ る 増 幅 は D N A サ
ー

マ ル サ イ ク ラ
ー

くP e rk i n
－ El m e r C e t u sl を用 い て

，
変性 を94

O

C で9 0 秒 ，

ア ニ ー リ ン グを55
0

C で9 0 軌 D N A 合 成 を72
0

C で12 0秒

の 条件 で
，
3 0 回増 幅 を行 っ た ． 増 幅 さ れ た 産物 の1 0

メ1 を1 ． 3 ％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
， 紫外線照射下 で P C R 増幅産物を確

認 した ．

VIl ．
I L － 2 R a 鎖 くC D 2 5I m R N A 解 析 の た め の

R T ． P C R 法な ら び に サザ ン プ ロ ッ ト法

上記 に 従 っ て
，
表 1 に 示 す オ リ ゴヌ ク レ オ チ ドプラ

イ マ ー

27，
を用 い て R T － P C R 法に て 増 幅を 行い

，
I L －2 R

ぼ 鎖 の m R N A を解析 した ． 期待 さ れ る 長さ は6 20 b p

で あ っ た ． 増幅 され た 産物 の
一 部く10ノ川 を1 ． 3 ％寒天

ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 後
，

ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン くP all

B i o S u p p o rt D i v i si o n
，
G l e n C o v e

，
N Y

，
U －S ． A ■いこ トラ

ン ス フ ァ
ー し た ． 次 に 制 限酵 素 E c o R l で 切 断 し た

I L 2 R a 鎖 の C D N A
2銅

を di g o x i g e ni n くB e h ri n g e r

M a n n h e i m B i o c h e m i c al s
，
I n d i a n a p oli s

，
I N

，
U ．S ． A －1

に て標識 した も の を プ ロ
ー

プ と して 用い て ハ イ プ リダ

イ ゼ
ー シ ョ ン を行 っ た ．

ハ イ プ リ グイ ズ した D N A は

D N A ラ ベ リ ン グ キ ッ ト くB e h ri n g e r M a n n h ei m

Bi o c h e m i c al sl を用 い て発色 させ た 一

間 ．
C D 4 5 m R N A 転 写産物 の 解析

C D 45 遺伝子 の転写段階 に お け る ス プ ライ シ ン グ の

さ れ方 に よ り
，

C D 4 5 m R N A は い く つ か の タイ プ に 分

け ら れ る が
，
そ れ ら を R T ． P C R 法に よ る 増幅 を行 い

，

検 討 した ．
エ ク ソ ン 4

，
5

，
6 をは さ む よう に して

，

C D 4 5 遺伝子 の そ れ ぞれ エ ク ソ ン 2
，

9 の
一

部 を コ
ー

ドす る よ うに 5
1

，
3

，

側 の プ ラ イ マ
ー

を 作成 し た

く表 り
5 脚

． した が っ て増 幅 さ れ た 産物 は異 な る ス プ

T a bl e l ． S e q u e n c e o f O li g o n u cl e o ti d e s u s e d a s P C R P ri m e r s

O li g o n u cl e oti d e F r a g m e n t S i z e くbpl S e q u e n c e

m ． 2 ． 5
，

工し2 －3
，

I し4 －5
，

工し4 － 3
，

m － 5 － 5
，

工し5 － 3
，

王F N －

y
－5

，

エアN －

y
．3

，

I I J
－ 2 R 葺

一5
，

工し2 R ロ
ー3

，

C D 4 5 － H ． 5
，

C D 4 5 一 正 － 3
，

4 6 2

4 6 2

4 0 5

5 0 1

6 0 1

3 8 0
一

－ 8 6 3

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

G C A G T A C A T G A A T T A T G A G j M G G

T h e olig o n u cl e o ti d e s w e r e u s e d a s p rl m e r S i n t h e P C R r e a c ti o n ．

t
r
r

l
l
－

－rr

．1
暮
l
F

事
r

l
l

l
ナ
L

l
ト
r
l
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－
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雷
1
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－

L

曹
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－
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ト

ニ

1
1
1
1
1
1
－
－
－
－
－

－

．

－
－
1

－

I
l

l
－

1
－

－
－

r

．．L

壬
－
I

－

一－

．．

1
一一

l

－
1
t
－

1
1
－

－
一
．

－
－

－

．．．－

．
－

T

－
1

キ
て

．．
1

．
．

一
1



I L －2 R a 鎖陽性ナ イ ー ブ C D 4
＋
T 細胞 の機能

ライ シ ン グ を受 け た m R N A 転 写産 物 に 由 来 し
，

38 0
ル 8 6 3b p の い く つ か の大き さ の も の が 期待さ れ る ．

朕 ． ポ ー

ク ウ イ
ー

ド マ イ ト ジ ェ ン くp o k e w e e d

m i t o g e 且
，
P W M I 刺激系 に お け る B 細胞の 免疫

グ ロ ブ リ ン くi m m u n o gl o b u li m ， I gI 産生 に 対す

る ヘ ル パ ー 活性

1 ． 刺激培養条件

成人の C D 20 陽性 B 細胞く2 ． 5 X l Oり に C D 4
＋

T 細胞

の 亜 分画 く7 ． 5 X l Oつ，
単球 く1 X l Oり，

1 ノ2 0 0 量 の

P W M くGib c o L a b o r a t o ri e sJ を加 え て ， 9 6 穴平底 マ イ

ク ロ タイ タ
ー プ レ ー

ト を用 い て0 ． 2 m l の1 0 ％ F C S を

含む R P M l1 6 4 0 培養液中 で培 養し た
30I

． 1 0 日 間培養 し

た後 ，
上清 を採取 した ．

A

． 一 ごっヒ ．

．1

l

l

享妻ニ

．

刷 ．
萱二

丈

■

ヰ
．

． ．

こんペ ニニ

．
．

．

ニ
．

．メ料や
三

．

．
．

1
．

ll 書
， 川 ， ．

l l ■ ■

ど
ヒ
覧
寸

凸
0

ハ

U

ヒ
巴
寸

凸
U

■
■

■l

■
■t

■

．
ニ

ニ
ニq ニ

三

．

事二 二．

h 1． 一 J

．
．■l ■亡 ，

1

． ． H 川

ll ■
－ ． ． ． 川

h 書■

．

1 4 5

2 ． 上 清 I g 測定

上 清の Ig 濃 度 は 酵素結 合免疫 吸着定 量法 くe n z y
－

m e
．1i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y ，

E L I S A l に て 測定

し た
紺

． まず p H 9 ． 6 の0 ． 0 5 M 炭酸緩衝液で ヤ ギ抗 ヒ ト

I g G
，
I g M ，

I g A 抗体 くT a g o
，
l n c ．

，
B u rli n g a m e

，
C A

，

U ．S ．A ．1 を希釈 し ，
9 6 穴平底イ ム ノ ア ツ セ イ ブ レ

ー

ト

くFl o w L a b o r a t o ri e s I n c ．J に 分 注 し 4
O

C で 一 晩 コ
ー

テ ィ ン グ した ． 0 ． 0 2 ％ア ジ化 ナ ト リ ウム 含有 P B S に

0 ．0 5 ％ T w e e n 2 0 くSi g m a C h e m i c al C o ．J を加 え た も の

くP B S － T w e e nl で 洗浄 し
，

1 ％ F C S 加 P B S ． T w e e n

で段階希釈 し た被検上滑な ら び に 既知濃度の標準 ヒ ト

血 清を加 え て ， 室温 で 2 時間反応 さ せ た ． 反 応終 了

後 ，
P B S － T w e e n で 洗 浄 し ，

1 ％ F C S 加 P B S ．

C D 2 5 くP EI C 別路くP EI
Fi g ． 1 ． I m m u n o fl u o r e s c e n c e a n al y si s of C D 2 5 e x p r e s si o n b y a d u lt a n d n e o n a ta l

C D 4
＋

T c e11 s ． M o n o n u cl e a r c ell s f r o m a d ul ts くA ． a n d Bl a n d n e w b o r n くC a n d

DJ w e r e st ai n e d f o r C D 2 5 a n d C D 4 i n th e t w o
－

C O l o r i m m u n o fl u o r e s c e n c e

m e th o d
，

a n d a n a l y z e d wi th a n E pi c s
－ C fl o w c y t o m e t e r ． C o n t o u r m a p s くA a n d

CI sh o w t w o
－

C O l o r st ai n i n g p a tt e r n o f l y m ph o c y t e s g a t ed b y f o r w a rd a n d 9 0
0

1i gh t s c a tt e r s ．
A s e c o n d g a t e w a s s e t t o i n cl u d e th e w h ol e p o p u l a ti o n o f

C D 4
十
T c e11 s a n d l O

，0 0 0 c ell s a c c u m ul a ti n g w ith i n th e g a t e w e r e a n al y z e d f o r

C D 25 e x p r e s si o n
，

W hi c h w a s e x p r e s s e d a s th e h i st o g r a m p a tt e r n くB a n d Dl ． A

V e r ti c al d a sh e d li n e i n th e h i st o g r a m i n di c a t e th e n e g a ti v e c o n t r ol ．

R
中

l

芝
－

v
中

C
中
三

Z
亡

ヨ
b
■
r



1 4 6 金

T w e e n で 希釈 した ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ標 識 ヤ

ギ抗 ヒ ト I g 抗体 くT a g o
，
l n c ．1 を加 えて室涼 で 2 時 間

反応 させ た ． そ の 後，
P B S － T w e e n で 洗浄 し

，
最後 に

p H 9 ． 8 の ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 綬 衝液 で p
－

ni t r o ph e n yl

p h o s p h a te くSi g m a C h e m i c al C o ．I を 1 m gノm l に 調節 し

た も の を加 えて 室温で 約2 時間発 色反応さ せ た ． 呈色

反 応 は 吸 光 度 計 E A R 4 0 0 くS L T － L a b i n s t r u m e n t s
，

S al zb u r g ，
A u st ri a いこよ り 波長4 05 n m で 測定 し

， 標準

血 清を 用い て披検上清の I g 値 を算 出 した ．

A A d ult

へ

0

ヒ
巴
寸

凸

0

す
ヒ
巴
寸

凸
0

N e w b o r n

成 績

工
． 成 人 お よ び 新 生 児 C D 4

＋

T 細 胞 に お け る

I し2 R ぼ 鎖 くC D 2 5I の 発現

1 ． フ ロ
ー サ イ トメ ー タ ー に よ る検討

成人 末梢 血 と 新 生 児臍 帯血 の 単 核 細 胞 を 抗 T a c

m A b を用 い た 間接法で IL － 2 R a 鎖 く抗 C D 251 を P E

標識 し， F I T C 標識 抗 L e u ． 3 a く抗 C D 41 m A b を用い

た 直接 法 で C D 4 抗 原 を染 色 し
， 解析 し た く図 り ．

T a g a ら
1 5

や J a c k s o n ら
321

の報告 に も ある よう に
， 成

人 の C D 4
十
丁 細胞の

一

部 はそ の 表面 に C D 2 5 抗原を発

現 して い た ． ま た新 生児 C D 4
＋

T 細胞 に お い て も その

表面 に C D 2 5 抗原 を発現 して い る 細胞集団が 少数で は

ある が 明 らか に 存在 して い た く3 〆 － 8 ％ナ．

A d u lt N i w b o r n

r
－

1 r l

C D 2 5
－ ＋ ． ＋

6 2 0 b p
一

喝静 勒

C D 2 5 くP EI
Fi g ． 2 ． A ． I s ol a ti o n o f C D 2 5

－

a n d C D 2 5
＋

p o p u l a ti o n s o f a d u l t a n d n e o n a t al

C D 4
＋
T c ell s ． E －

r O S e tti n g c ell s w e r e s t ai n ed f o r C D 2 5 a n d C D 4 b y th e

t w o
－

C Ol o r s t a i n i n g ，
a n d C D 2 5，くal a n d C D 2 5

＋

くbl p o p u l a ti o n s o f C D 4
＋

T c ell s

W e r e O b t ai n e d b y a c e ll s o rti n g u si n g a n E pi c s
－ C fl o w c y t o m e t e r ． B

．

E x p r e s si o n o f m R N A f o r I L －2 R Lr b y C D 2 5
＋

p o p u l a ti o n s o f a d u l t a n d n e o n a t a l

C D 4
＋
T c ell s ． T e n p e r c e n t o f t o t al c ell u l a r R N A f r o m e a c h f r e s hl y i s ol a t e d

p o p ul a ti o n く1 x l O9 w a s i n c u b a t e d w i th oli g o
－d T a n d R T t o g e n e r a t e fi r s t

S t r a n d D N A ． O n e ． t e n th o f fi r st st r a n d c D N A w a s s u bj e c t e d t o 3 0 c y cl e s o f

P C R wi th a p a i r o f p ri m e r s f o r I L －2 R a ． S o u t h e r n b l o t s o f a m plifi ed p r o d u c ts

W e r e h yb ridi z e d w ith a p r o b e f o r I L － 2 R a l a b el ed w ith di g o x i g e n i n ． T h e

h y b ri di z ed p r o d u c t s w e r e d e t e c t e d b y a n i m m u n o e n z y m a ti c m e t h o d ． E a c h l a n e

C O n t a in s I Jl O o f a m plifi ed p r o d u c t ．



I L 2 R a 鎖陽性ナ イ
ー ブ C D 4

十

丁 細胞 の 機能

2 ． R T － P C R と サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ るI L 2 R a 鎖

m R N A 発現の 検討

新生 児 C D 4
＋
T 細胞 に 認 め られ た C D 2 5 抗原の 発現

が非特異的な染色 に よ る もの で な い こ と を確認す る こ

と は重要で ある ． そ こ で成人 お よ び新生児 C D 4
＋

T 細

胞よ り得 ら れ た それ ぞれ C D 2 5 陽性 な ら び に C D 25 陰

性分画に I L －2 R L 2 鎖 m R N A が 発現 して い る か どう か

を検討 した ． それ ぞれ の 亜 分画 の 細 胞 か ら R T ． P C R

法に よ り増幅 され た 産 物 を電気泳動 し
，
工し2 R ぼ 鎖 の

c D N A を用 い て ハ イ プ リ ダイ ズ した ． 図 2 に 示 す よ う

A

ハ

U

ヒ
巴
的
N

白

0

14 7

に
， 成人 と 同様 に 新生児 に お い て も C D 4

＋
T 細胞 の

C D 2 5 陽性 分画 には明 らか な Iし2 R a 鎖 m R N A を認

めた が
．

い ずれ の C D 2 5 陰性分画に も 有意な I し2R び

鎖 m R N A は認 め られ な か っ た ．

王工
． 成人 お よ び新生児の C 工I2 5 陽性 C D 4

十

丁 細胞 に

お け る C D 4 5 イ ソ フ ォ ー ム の 発現の 遠 い

成人 末棺血 お よ び新生児臍帯血か ら細胞 ソ ー テ ィ ン

グ法に よ り他 の リ ン パ 球亜 群 を除い て98 ％以 上 の 純度

で 得ら れ た C D 4
十
丁 細胞 を ，

二 重標識免疫 蛍光染色に

て C D 2 5 陽 性 C D 4
＋
T 細 胞 に お け る C D 4 5 イ ソ

B

C 摘 R A くP EI
Fi g ． 3 ■ T w o － C O l o r i m m u n o fl u o r e s c e n c e a n a l y si s o f r el a ti o n o f C D 2 5 e x p r e s si o n t o

C D 4 5 R O o r C D 4 5 R A e x p r e s si o n o n a d u lt くA a n d B J a n d n e o n a t al くC a n d DJ
C D 4

＋
T c ell s － H i gh 1 y p u rifi e d C D 4

十

T c e ll s w e r e o b t ai n e d n e g a ti v el y b y th e

d e pl e ti o n o f o th e r l y m p h o c yt e s u b s e t s ． E x p r e s si o n o f C D 4 5 R O w a s d e t e c t e d b y

th e in d i r e c t st ai n i n g w ith u n c o nj u g a t ed U C H L l m A b くI g G 2 al a n d r a b bit

b i o ti n yl a t e d a n ti －

m O u S e I g G 2 a a n ti b o d y f o1l o w e d b y P E －

St r e p t O a V idi n
，

a n d

C D 4 5 R A b y th e d i r e c t s t a i n i n g w ith P E －

C O nj u g a t e d 2 H 4 m A b くI g G IJ くx
．

a x i sン．

E x p r e s si o n o f C D 2 5 くy －

a X i sl i n r el a ti o n t o C D 4 5 R O o r C D 4 5 R A w a s e v al u a t e d

b y s t ai ni n g w ith a c o m b i n a ti o n o f u n c o nj u g a t e d a n ti ．I し2 くI g G IJ m A b o r

a n ti － T a c m A b く工g G 2 al ，
r a b b it b i o ti n yl a t e d a n ti － m O u S e I g G l o r I g G 2 a a n d

F I T C －

C O nj u g a t e d a v id i n o r P E T

C O nj u g a t e d s t r e p t o a v id i n
，

r e S P e Cti v el y ． T h e

n e g a ti v e c o n t r ol i s r e p r e s e n t e d a s th e d a sh e d li n e ．



1 4 8

フ ォ ー ム くC D 4 5 R O お よ び C D 4 5 R A l の 発現 を調 べ た

憫 31 ． 成人 の C D 2 5 陽性 C D 4
＋

T 細胞の ほ とん どは

メ モ リ
ー 細胞の 表面形質 くC D4 5 R A 陰性 か つ C D 4 5 R －

0 陽 樹 を 持 っ て い た － し か し な が ら
，

新 生 児

C D 4
＋
T 細胞に お け る C D 2 5 抗 原の発 現 は

，
C D 4 5 R ，

0 分画 よ り はむ しろ C D 4 5 R A 分画に 主と して認 め ら

れ た ．

1工1 ． 新生 児 C D 25 陽性 C II 4
十
丁 細胞 の リ ン ホカ イ ン

くI し4
，
l i J

－ 5
，
王F N －

y I m R N A の 発現

新生児の I L －2 R a 鎖くC D2 51 を発現 し た C D 4
＋
T 紳

胞 の 機能 を明 ら か に す る た め に ，
P M A お よ び カ ル シ

ウ ム イ オ ノ フ ォ ア の 刺 激 に て リ ン ホ カ イ ン くl し2
，

Iし4
，
I し5

，
I F N －

y l m R N A の 発現が 認 め られ る か ど

う か を R T － P C R 法を 利用 して検討 した ． ま ず成 人 末

梢 血 に よ る 検 討 で は ，
工し2 m R N A は ナ イ

ー

ブ

くC D 4 5 R O 陰 樹 C D 4
＋
T 細胞 とメ モ リ ー くC D 4 5 R O 陽

や封 C D 4
＋
T 細 胞 の い ずれ に も 認 め ら れ た が ，

1 L ヰ

IL － 5
，
I F N －

y の m R N A は 主 と して メ モ リ
ー C D 4

＋
T

細 胞に の み 認め られ た く図 41 一 重要 な こ と に は
， 未分

画の 新生児 C D 4
＋
T 細胞 は刺 激 に よ っ て I し4

，
Iし5

，

lL ．2 1 L ．4 1L －5 t F N －

Y

A d u l t C D 4 5 R O ＋ － ＋ － ＋
－ ＋

．

4 6 2 b p
－ 華毒豪 妻妾

喜

N e w b o r n C D 2 5

4 6 2 b p －

Fi g ． 4 ． E 如r e s si o n o f m R N A f o r l y m p h o k i n e s くI L － 2
，
I L ． 4

，
I し5

，
a n d I F N －

y l b y

c D 4
＋
T c e11 s u b p o p ul a ti o n s f r o m a d ul t s a n d n e w b o r n s o n a c ti v a ti o n － T o t al o f

l x l O
6

c ell s w e r e i n c u b a t e d w ith P M A a n d c a l ci u m i o n o ph o r e f o r 1 2 h o u r s －

T e n p e r c e n t of t o t a l c ell ul a r R N A w e r e c o n v e rt e d t o fi r st st r an d c D N A ．

T h i rt y c y cl e s o f P C R w a s p e r f o r m e d t o a m plif y c D N A p r o d u c t o f e a c h

l y m p h o k i n e u si n g c o r r e s p o n di n g p ri m e r s ■ A m plifi e d p r o d u c t s w e r e s u bj e c t e d t o

g el a n a l y si s ． E a c h l a n e i s e q u i v al e n t t o lノ10 0 f th e a m plifi e d p r o d u ct ．

T a b l e 2 ． h d u cti o n o f I g
－ P r o d u c ti o n o f B C ell s b y C D 2 5

＋
C D 4 ＋ T C ell s fr o m

N e w b o r n s i n P W M － S ti m u l a t e d C u lt u r e s

D o n o r C D 4 ＋ T C ell s

N o n e

A d u lt U n f r a cti o n a t e d

N e w b o m

U n 付 a c ti o n a t e d

C D 2 5 ＋

C D 2 5
－

S e c r et 扇H g くn 釘m lう

Ig G I g A

9 2 士3 8

1
，
8 5 5 士4 6 6

7 0 士2 9

7 1 8 土2 3 7

8 3 士4 5

2 6 士 1 3 1 2 土 4

6 6 2 士 1 9 4 2 1 6 士 8 8

2 7 士 5 1 4 士 5

2 2 5 士52 1 5 6 士5 7

2 7 土 19 1 2 土5

B c ell s く2 ．5 X l O 4l w e 111 fr o m u n r el a t e d a d u l t s u bj e ct s w e r e c u lt u r e d wi th C D 2 5
． ．

．
■－－．．－ ． ■ l M t つ ノ M r

J

an d C D 2 5－ p o p ul a ti o n s o f n e o n a t al C D 4 ＋ T c占11 s o r a d ul t C D 4 ＋ T c e11 s く7 ．5 X

1 0 4l w ellI ，
i r r a d i a t e d n o n o cy t e s く1 X l O 4J w ell， an d P W M く1 こ2 0 0J i n mi c r o tit e r pl at e s

b r l O d a y s
，

a n d t h e l e v el s o f I g M ， I g G
，

a n d I g A i n c u lt u r e s u p e r n a t an t S W e r e

d e t e mi n e d b y an E L I S A ． D a t a r e p r e s e n t t h e m e a n s 士 S E M o f fb u r s e p e r a t e

e x p e rl m e n七S ．



I し2 R a 鎖 陽性 ナイ
ー

ブ C D 4
＋
T 細胞 の 機能 1 49

工F N －

y m R N A の 発現が ほと ん ど認 め ら れ な い が
， 新

生児の C D 4
＋
T 細胞の う ち C D 2 5 陽性 分画の み を 集め

て 調べ る と
，
王し4

，
1 し5

，
工F N －

y の m R N A の 強 い 発現

が認め られ た く図 4 1 ．

王V ． 新 生 児 C D 2 5 陽性 C D 4
＋

T 細 胞 の B 細 胞 の

Ig 崖 生 に 対 す る ヘ ル パ ー

活性

新生児 C D 2 5 陽性 C D 4
＋
T 細胞が P W M 刺激培養

系に お い て成人 B 細胞の 工g 産生 に 対 す る ヘ ル パ ー 活

性 を有 し て い る か を検討 した く表 2I ． 成人 の C D 4
十
丁

細胞と異 な り ， 新生児 C D 4
＋
T 細胞 は 未分画で は B 細

胞の 工g 産生に 対 す る ヘ ル パ ー

活性 を ほ と ん ど有 し て

い な か っ た ． し か し な が ら 新 生 児 の C D 2 5 陽 性

C D 4
＋
T 細胞 は

，
成 人 の C D 4

＋

T 細胞 に 比 べ れ ば 弱い

なが ら も
，
未分画 に 比 べ 明 らか な ヘ ル パ ー 活性 を示 し

た ．

V ． 成 人 お よ び新 生児 C D 4
＋
T 細胞の 亜 分 画 に 発現

す る C D 4 5 m R N A 転写 産物の 解析

図5 に示 す よう に
， 成 人 C D 4

＋
T 細 胞 の メ モ リ ー

くC D 45 R O
＋

1 細胞 に は主 と し て380b p の 産 物 が 認 め ら

－

0
正
昭

寸
凸

U

8 6 3 b p －

れ
，

一

方 ，
ナイ

ー ブくC D4 5 R O．1 細胞 に は 主と して863

b p の 産 物 が 認 め ら れ た ． ま た C D 4 5 R O 弱 陽 性

くC D 4 5 R O
土

I の 細胞に は 中間の 大 き さ の 転写 産物 が 主

に 発現 して い た ． 新生児 C D 4
＋

T 細胞 の C D 2 5 陰 性分

画 は
，
3 8 0 b p を除 く 3 本 の バ ン ド が 認 め ら れ た ．

C D 2 5 陽性分画は
，
同様 に 大き い 方の 3 本の バ ン ド を

認 める が ， 加 え て弱い な が ら も380 b p の バ ン ドも 認め

られ た ． しか も38 0 b p を 示 す と 考 え ら れ る C D 4 5 R O

陽性細胞の 混入 の 可能 性 を 否定 す る た め に
， 新 生児

C D2 5 陽性 C D 4
十

丁 細胞 よ り C D 4 5 R O 陽性 細胞 を

ソ
ー

テ ィ ン グ法 に よ り除去 して も380 b p の バ ン ドが 認

め られ た ．

VI ． 幼 児 な ら び に 小 児 に お け る I し 2 R ぼ 鎖 くC D －

2 51 を発 現 し て L
l る C D 4 5 R A 陽性 C D 4

十
丁

胞 に つ い て

IL － 2 R a 鎖 くC D 2 51 を 発 現 し た C D 4 5 R A 陽 性

C D 4
十
丁 細胞 は

，
こ れ ま で の 成 席 よ り メ モ リ ー

C D 4
＋
T 細胞 に 近い 機能 を持 つ こ とが 示 さ れ た が

，
ナ

イ
ー

ブか ら メ モ リ
ー

C D 4
＋

T 細胞 へ の成熟過程で の意

n
0
正
昭
寸

凸
U

0
江
崎
寸

凸
U

N e w b o r n

F l

l
の
掴

凸

0

＋
的

N

凸
U

龍

＋
的
銅

凸

0

Fi g ． 5 ． R T －P C R a n al y si s o f C D 4 5 m R N A tr a n s c ri p t s e x p r e s s e d b y C D 4
＋

T c e11

S u b p o p u l a ti o n s f r o m a d u lt s an d n e w b o r n s ． W i th r e s p e c t t o C D 4 5 R O

e x p r e s si o n
， a d ul t C D 4

＋

T c ell s w e r e s e p e r a t e d i n t o th r e e くC D 4 5 R O，
，
C D 4 5 R O

土

，

C D 4 5 R O
＋

1 p o p ul a ti o n s ． C D 2 5
＋

a n d C D 2 5－ p o p u l a ti o n s w e r e s el e c te d f r o m

n e o n a t a l C D 4
＋

T c e ll s ． A n a s t e ri s k く木1 i n d i c a t e s n e o n a t a l C D 2 5
＋

C D 4
＋

T c ell s

W h i c h h a d b e e n d e pl e t e d o f C D 4 5 R O
＋

c ell s ． T e n p e r c e n t o f t o t al c ell ul a r R N A

f r o m l x l O
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f r e s hl y i s ol a t e d c ell s w e r e c o n v e rt e d t o fi r s t st r a n d c D N A

，
a n d

a m plifi ed く30 c y cl e sl u si n g p ri m e r s c o r r e s p o n d i n g t o e x o n s 2 a n d 9 0 f C D 4 5

g e n e ． A m plifi e d p r o d u c t s w e r e el e c tr o p h o r e s e d th r o u gh et hid i u m b r o m id e － S t a
A
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1
1 0 0f th e

a m plifi e d p r o d u c t ．



1 5 0 金

義 を明 らか に す る た め に
，

さ ま ざま な 年齢の 小児よ り

得 ら れた C D 4
＋
T 細胞 に お け る C D 2 5

，
C D 4 5 R A お よ

び C D 4 5 R O 抗 原 の 発現 に つ い て 検討 し た く図 6 1 ．

H a y w a r d ら
喝

や Pi r r u c ell o ら
瑚
の 報告 に も あ る よう

に
，

メ モ リ
ー くC D 4 5 R O 陽 性 か つ C D 4 5 R A 陰性I

C D 4
＋
T 細胞 の割合 は年 齢 と と も に 増加 す る ．

一 方 ，

メ モ リ
ー C D 4

＋
T 細胞 と相補 的 な関係 に あ る ナイ

ー ブ

くC D 4 5 R O 陰性か つ C D 45 R A 陽性1 C D 4
＋
T 細胞 は年

齢 と と も に 減少 し て い た ． ま た C D 2 5 抗 原 を 持 つ

C D 4 5 R A 陽性 C D 4
＋
T 細胞 分画 は

，
3 歳以下 の乳幼 児

の みな らず
，

6 歳 か ら10 歳 く ら い の 小児に お い て も
，

少数で はある が
，
明ら か な細胞集 団と して存在 して い

た ． 敷か しな が ら こ の細胞 分画 は1 2 歳以降の 年齢で は

ほ と ん ど認め られ な か っ た ．

考 察

丁細胞 に 発現す る C D 4 5 抗原 は その 分化段階 に 応 じ

て い く つ か のイ ソ フ ォ
ー ム の 存在が 知 られ

，
それ ぞ れ

の イ ソ フ ォ
ー ム に 対す る種々 の m A b の開発 に よ り ヒ

トナ イ
ー

プ お よ び メモ リ
ー

T 細胞 の 同定 ． 分別 が可能

と な っ た ． す な わ ち ヒ トT 細胞 は C D 4 5 R A く2 H 41 抗

原 も しく は C D4 5 R O くU C H L ll 抗 原 の 発現 に よ り ，

C D 4 5 R O 陽性 か つ C D 4 5 R A 陰性 の メ モ リ
ー

T 細胞 と

C D 45 R O 陰性か つ C D 45 R A 陽性 の ナ イ
ー ブ T 細 胞 に

1 0 M o nt h s 2 Y e a r s

ど
ヒ
巴
0
正
昭

寸

凸
0

ど
ト
一

生
椚

N

凸

0

分け ら れ る ． さ ら に こ の よう な C D 4 5 抗原イ ソ フ ォ ー

ム 発現 の 違い を利用す る こ と に よ り ， ナイ
ー ブ

， メモ

リ
ー

T 細胞の 単離 ， 機能解析が 進み
， 両細胞間の 機能

的 相 違 が 明 ら か と な っ た ． P h y t o h e m a g gl u ti ni n

くP H A l や c o n c a n a v ali n A くC o n Aン とい っ た マ イ ト

ジ ュ ン に 対す る 増殖 反応 は ナ イ
ー

ブ T 細胞 にも メ モ

リ ー T 細胞 に も み ら れ る が
， 精製 ツ ベ ル ク リ ン や 破傷

風 ト キ ソイ ド と い っ た リ コ
ー ル 抗原 に 対 す る増殖反応

はメ モ リ
ー

T 細胞 に の み 認め ら れ ， ナ イ
ー ブ T 細胞に

は ほ と ん どみ ら れ な い
107 珊 刷

． ま た抗 C D 3 m A b に 対す

る増殖 反応 や 単球非 存在 下で の抗 C D 2 m A b に 対 する

増殖 反応 も ナ イ
ー ブ T 細 胞に はほ と ん どみ られ ず

，
メ

モ リ
ー T 細 胞 に の み み ら れ る

泌I
． ま た メ モ リ ー

C D 4
＋
T 細 胞は P W M 刺 激系 で成人 B 細胞 を I g 産生

細胞 へ 分化さ せ る こ と
，

すな わ ち ヘ ル パ ー

活性 を持っ

て い る が
，

ナ イ
ー

ブ C D 4
＋

T 細胞 に は そ の よう な ヘ ル

パ ー

活性 は ほ と ん ど な く
，

む し ろ サ プ レ ツ サ
ー 酒性を

持 ち
，
C D 8

＋

T 細胞 の 工g 産生抑制機能 を誘 導す ると と

も に そ れ自体 が B 細胞 の 分化 を抑制 す る
10さ

． さ ら に メ

モ リ
ー C D 4

＋
T 細胞 の機 能と して さ ま ざま な リ ン ホカ

イ ン の 産 生 が 認 め ら れ
，
I し2 の 産 生 は ナ イ

ー

ブ

C D 4
＋
T 細胞 に も メ モ リ ー C D 4

＋

T 細 胞に も 認め られ

る が
， イ ン タ

ー

ロ イ キ ン 3 くi n t e rl e u k i n 3
，
I L －31 ，

工し4
，
工F N ．

y ，
頼粒球 マ ク ロ フ ァ

ー

ジ コ ロ ニ ー 刺激因

7 Y e a r s 1 2 Y e a r s

C D 4 5 R A くP EI
Fi g ． 6 ． A g e

－d e p e n d e n t c h a n g e s i n f r e q u e n ci e s o f C D 4 5 R O
＋

o r C D 4 5 R A
＋

C D 4
＋
T

C ell s a n d I L r2 R a くC D 2 5トe x p r e s s in g C D 4 5 R A
十

C D 4
＋

T c ell s ． C D 4
＋

T c ell s f r o m

C h il d r e n o f v a ri o u s a g e s w e r e o b t ai n e d a n d a n al y z e d b y th e t w o
－

C Ol o r

i m m u n o fl u o r e s c e n c e m e th o d ． T h e st a i n i n g f o r C D 4 5 R A a n d C D 4 5 R O w a s

C a r ri e d o u t u si n g P E －

C O nj u g a t e d 2 H 4 a n d F I T C －

C O nj u g a te d U C H L l ，

r e s p e cti v el y ．
F o r C D 2 5 e x p r s si o n

，
th e c ell s w e r e st ai n e d i n d i r e ctl y w ith

a n ti － T a c m A b a n d b i o ti n yl a t ed a n ti －

m O u S e I g G 2 a f oll o w ed b y P E －

S t r e p t O a V id i n
．



工し2 R ぼ 鎖陽性ナイ
ー

ブ C D 4
十
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子 くg r a n u l o c y t e m a c r o p h a g e c o l o n y s ti m u l a ti n g

f a ct o r
，
G M － C S Fl と い っ た リ ン ホ カ イ ン の 塵生 は メ モ

リ
ー C D 4

＋

T 細 胞 に は 認 め ら れ る が
，

ナ イ
ー ブ

C D 4
十
丁 細 胞に は ほ と ん ど認 め られ な い と報告 され て

い る
1 錬 研

一 側I
． しか し 王し5 産生 に 関す る 報告 は こ れ ま で

の と こ ろ な い ． 今回 R T － P C R 法 を使 っ て I し2
，
l L －4

，

工し5
，
工F N －

y の遺伝子 発 現を検討 し た と こ ろ
，

図 4 に

示す よう に ナ イ ー ブ お よ びメ モ リ
ー C D 4

＋
T 細胞 の ど

ちら に も I し2 の 遺 伝子 発現 が 認 め ら れ た が
，
I し4

，

1 F N －

y の み な ら ず 1 し5 遺 伝 子 発 現 は メ モ リ ー

C D 4
十 丁 細胞 に の み認 め られ た ． 工し5 遺伝子 は ヒ ト第

5 染色体の q2 3 ．3 1 に I し3
，
G M － C S F

，
l L ．4 遺伝子 と ク

ラス タ
ー

をな し て存 在 し て い る こ と が 報告 さ れ て い

る
相

． 工し5 の 産 生 が ル 4 な ど と 同 様 に メ モ リ ー

C D 4
＋
T 細胞 に の み 認 め られ た こ と は ．

こ れ ら の 遺 伝

子の発現 が 同 一

の制御 を受 け て い る 可能性 を示 唆 し て

お り興味深 い
．

新生児リ ン パ 球 は成人 リ ン パ 球と 機能的 に 異 なる こ

と が 知 られ ， 新 生児 C D 4
＋
T 細胞 は P H A や C o n

A に 対す る増殖反応 は成人 と同程度に 認め られ る が
，

リ コ
ー ル 抗原 な ら び に C D 3 m A b や C D 2 m A b に 対す

る増殖 反応 は ほ と ん ど み ら れ な い
42 刷

． 新 生児 C D 4
十

丁 細胞は P W M 刺激 系で成人 B 細胞 を Ig 産 生細胞 へ

と誘導させ る ヘ ル パ ー 活性 を持た な い ばか り で な く
，

それ 自体が 強い サ ブ レ ツ サ ー 活性 を持 つ こ と も知 ら れ

てい る
叫 嘲

． ま た 新生児 C D 4
＋
T 細胞 は 工し2 産生能 は

成人に 匹敵す る が ，
工F N －

y や I し4 産生能 が成人 に 比

べ て低 い こ と が こ れ ま で 報告さ れ て い る
嘲 棚

． 新生児

未分画 C D4
＋
T 細胞 で は今 回 の R T － P C R 法 に よ る検

討で は
， 図4 に 示 す よう に I し2 の m R N A 発現 は認 め

られ るも の の 工し4
，

ル 5
，
工F N －

y の m R N A 発現 は ほ

とん ど認 め られ ず
，

B 細 胞 の I g 産 生細 胞 へ の ヘ ル

パ ー 活性も低 い こ と が 確 認さ れ た ． 成 人 に お い て は

C D 4
＋
T 細胞の う ち の 30 へ 50 ％が メ モ リ ー T 細胞 で あ

るが
， 新生児臍帯血 の C D 4

十

丁 細胞は 子 宮内で ほと ん

ど抗原刺激 を受 けて い な い こ と を反 映 して
，

は と ん ど

が C D 4 5 R A 陽性 ，
C D 4 5 R O 陰性の ナ イ ー ブT 細胞で

ある
瑚 叫

－ こ れ ら の こ と よ り新生児 C D 4
＋

T 細 胞の 機 能

的特異性 は メ モ リ ー T 細胞の プ ー ル が ほ と ん どな い こ

とと関係 し てい る と 考 える こ と が で き る ．

メ モ リ
ー

C D 4
十

丁 細 胞 は C D 2
，

C D l l a
，

C D 5 4
，

C D 5 8 とい っ た細胞 間接着分子 の 発現 が ，
ナイ

ー ブ T

細胞に比 べ て よ り 強い こ と が報告 さ れ
．

メ モ リ
ー

T 細

胞の活性化 に関わ っ て い る と 考 え ら れ て い る
1 3 山一

． T

細胞は抗原や マ イ トジ ュ ン な どの刺激 を受 け る と
， T

細胞増殖因子 と して の ル 2 を産生 し な が ら 増殖 し ，

活 性化 さ れ た T 細胞 は そ の 表面 に 工し2 R を 発 現 す

る
咄

． 機能 的な 工し2 R は少な く と も 2 つ の サ ブ ユ ニ ッ

ト ， 分子 量5 5
，
0 0 0 の ぼ 鎖くp 55 ある い は ル 2 R 幻 と 分

子 量75 ，0 0 0 の 犀鎖くp 75 ある い は 王L －2 軋鋸 か ら構 成さ

れ て い る
5075 1 I

．
I L －2 R サ ブ ユ ニ ッ トに 対す る m A b を用

い た解析 に よ っ てリ ン パ 球の 亜群 に お ける そ れ ぞ れ の

サ ブ ユ ニ ッ トの 発 現 が 調 べ ら れ て い る
1 6 脚 1

． 最 近 ，

I し2 R a 鎖くC D 2封 が メ モ リ ー C D 4
＋
T 細胞に 構成 的に

発現 して い る こ とが 報告 さ れ
朋 2I

， 外来刺 激 に 対 し て

す み や か に 活性 化 ， 増 殖 す る 必 要性 を持 つ メ モ リ
ー

C D 4
＋
T 細胞の 機能 と密接 に 関係 して い る もの と考 え

ら れ る ．

新生児 C D4
十
丁 細胞 は ほ と ん どが ナ イ ー ブ くC D 4 5 －

R A 陽性ナ の 表面形質を有 し ． C D 4 5 R O 陽性 分画 がわ

ずか 2
ノ

ー 3 ％ しか な い が
， 図1 に 示 す よ う に I し2 R ぼ

鎖 くC D 2 51 の 発現が 明ら か に 認め ら れた く3 へ 8 ％卜 し

か も 図2 に 示 す よ う に R T － P C R 法と サ ザ ン プ ロ ッ ト

法に よ り m R N A レ ベ ル で も そ の 発現が 確認さ れ た ．

二 重標識免疫蛍光染色 を行 っ た と こ ろ
， 図3 に 示 す よ

う に大部分 の C D 2 5 抗原 を発現 し た新生児 C D 4
＋
T 細

胞 は ナイ
ー ブ の 表面形質 を持 っ て い て

， 成人 の C D 2 5

陽性 C D 4
＋
T 細胞が メ モ リ

ー 分画に 認 め られ た の とは

異 な っ て い た ． C D 2 5 抗 原 を 発 現 し た ナ イ ー ブ

C D 4
＋
T 細胞 は

， 図6 に 示 す よう に 1 歳 以下 の 乳 児の

み な らず10 歳く らい ま で の 小児の 末楷血 に 認め られ た

が ， そ れ 以 降の 年齢の 小児や成 人の 末棉血 に は 認め ら

れ な か っ た ． 本 研究 に て 新生 児の C D 2 5 陽性 C D4
十

丁 細胞 の 機 能 を リ ン ホ カ イ ン 遺伝 子 発現 と ヘ ル パ ー

活性で み た と こ ろ
，
新生 児 C D 4

十

丁 細胞は 末分画で は

ナ イ
ー ブ T 細 胞 と し て の 機 能 を 持 つ が

， 新 生 児

C D 4
＋

T 細胞 の C D 2 5 陽性分 画は メ モ リ
ー

T 細胞 に 近

い 機能 を 持つ こ と が 明 ら か と な っ た ．
つ ま り新 生児

C D 2 5 陽性 C D 4
＋
T 細胞 は C D 2 5 陰性分画と異 な り

，

I し4
，
I L －5

，
I F N ，

y の m R N A 発現 が 認め ら れ た
，
成人

の メ モ リ
ー

C D 4
十

丁 細胞 に は及 ばな い も の 成人 B 細胞

の P W M 刺激培養系で 有意な I g 塵生を認 め た ．

C D 2 5 抗原 を持 つ C D 4 5 R A 陽性 C D 4
十

丁 細胞 は成

人 B 細 胞 に 対 す る ヘ ル パ ー

活 性 や リ ン ホ カ イ ン

m R N A 発現 で み る と メ モ リ
ー

C D 4
十

丁 細胞様の 機能

を持 ち
， し か も幼児 ． 小児の 末栴血 に お い て も認 め ら

れ る こ と を考 え合わ せ る と
，

こ の 細胞分画 は ナイ
ー ブ

T 細胞 か ら メ モ リ ー T 細胞 へ の 成熟過程の 中間段階 に

位置す る の で は な い か と 考 えら れ た ． さ ら に こ の 仮説

を強く 示 唆す る事実が
， 図 5 に 示 す よ う に R T － P C R

を用 い た C D 4 5 m R N A 転写産物の 解析 に よ っ て 得 ら

れ た ． 新 生 児 C D 4
＋
T 細 胞 の C D 2 5 陽 性 分 画 は



1 5 2

C D 2 5 陰性分 画 と 同様 に 大 き な 分 子 量 の イ ソ フ ォ
ー

ム
， す な わ ち C D 4 5 R A 抗 原 の 発 現 を コ ー ド す る

C D 4 5 m R N A 転 写産物を発現 して い た ． こ の C D 2 5 陽

性分画 は C D 4 5 R O 陰性 にも か か わ ら ず， 小 さ い 分 子

量 のイ ソ フ ォ
ー ム

， す な わ ち C D 4 5 R O 抗原 を コ ー ド

す る転 写産物 を も 発現 して い た ． こ れ らの こ と よ り
，

I し2 R a 鎖 くC D 2 5I を 発 現 し た C D 45 R A 陽 性

C D 4
＋
T 細胞 は

， 最 近 抗 原 刺 激 を 受 け
，

ナ イ
ー ブ

C D 4
＋
T 細胞 か らメ モ リ

ー

C D 4
＋

T 細胞 へ と移行 しっ

つ 細胞で は な い か と考 え られ た ． 新生児臍帯血 に お い

て す で に こ の よ う な細 胞分 画 が 存 在 す る と い う こ と

は
， 胎児 も母体子 宮 内で な ん ら か の抗 原刺激 を受 けて

い る 可能 性が考 え ら れ るが ， そ れ ら の 抗原が母 親か ら

どの よ う に して 胎盤移行す る の か は まだ 明 らか に され

て お らず
，
今後 解決す べ き 問題 と して 残 され る ．

結 論

ヒ ト新生児 C D 4
＋
T 細胞 は

，
そ の表面形質 が ほ と ん

どナイ
ー ブ くC D4 5 R A 陽性I で ある に も か か わ らず

，

こ れ ま で メ モ リ
ー くC D 4 5 R O 陽性ナ細胞 に の み発 現 す

る と 考え ら れ て い た ル 2 R ぼ 鎖 くC D2 別 の発 現が 少な

か らず認 め ら れ た た め
，

そ の発 現の 意義 に つ い て 検討

し
， 以下の 結論を得 た ．

1 ． 新生児 C D 4
＋
T 細胞 は

， 成人の C D 4
＋
T 細胞 に

比 べ れ ば少 な い が
，

C D 2 5 抗 原 を 発 現 し て い た

く3 句 8％ナ． しか も R T － P C R とサ ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ り

そ の C D 2 5 陽性分画 に はI L －2 R 戊 鎖 m R N A が認 め ら

れ た ．

2 ． 成人の C D 2 5 陽性 C D 4
＋
T 細胞 は ほと ん どが メ

モ リ
ー

の 表面形質 を持 っ て い た が
， 新生児 の C D 25 陽

性 C D 4
＋
T 細 胞は ほ と ん どが ナ イ

ー ブ の 表面形質 を持

ち ， 適い が認 め られ た ．

3 ． 新生児 C D 2 5 陽性 C D 4
＋
T 細胞 は P M A と カ

ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア の 組 み 合わ せ 刺激 に て ， 成 人の

メ モ リ ー C D 4
＋
T 細胞 と同様 に I し2 は も ち ろ ん の こ

と 工し4
，

ル 5
，
l F N －

y と い っ た リ ン ホ カ イ ン の

m R N A の発 現が R T － P C R 法 に て認 め ら れ た ．

4 ． 新生児 C D 2 5 陽性 C D 4
＋
T 細胞 は 成人 B 細胞の

P W M 刺激培養系 に お け る Ig 産生 に 対する ヘ ル パ ー

活性は
，
成人 の C D 4

十

丁 細胞 に 比 べ れ ば 弱 い な が らも

有意に 認 め られ た ．

5 ． 新生児 C D 4
＋
T 細胞の う ち の C D 2 5 陽性 分画

は
，

C D 2 5 陰性分画 と同様 に C D 4 5 R A 抗 原の 発 現 を

コ ー ドす る 皿 R N A 転 写産物 の 他 に
，
C D 4 5 R O 抗原の

発現 を コ
ー

ド す る m R N A 転写産物 が わ ずか な が ら 認

め ら れ た ．

兼

6 ． C D 2 5 抗原 を持 つ C D 4 5 R A 陽性 C D 4
十
丁 細胞

は 新生児の み守 らず
，

6 勺 1 0 歳の 小児 に お い て も認め

られ た が
，
1 2 歳以降 の 高年齢 の小児や 成人 に お い ては

ほと ん ど認 め ら れ な か っ た ．

7 ． I L －2 R a 鎖 くC D 2 5I を発 現 した C D 4 5 R A 陽性

C D 4
＋
T 細胞 はメ モ リ

ー C D 4
＋
T 細胞 様 の 機能 を持

ち
，
新生 児の み な ら ず幼 児 ． 小児 に お い て も 認め られ

る こ と か ら ， 最近 な ん ら か の 抗 原刺 激 を 受 け て
，

ナ

イ
ー ブ か らメ モ リ

ー C D 4
＋
T 細胞 へ の 成熟の 中間段階

に 存在 す る細胞集団の 可能性が 考 え られ た ．
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，
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，
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，
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，
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，
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，
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，
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，

T
． ，
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，
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A ．

，
M a t s u m o t o

，
T ． I
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，

M ．
，
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，

T ．
，
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S ．

，
Y i p ，
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Y i r c e k
，

J ． 鹿 T a n i g n c h i
，

T
．
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9 7
，
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2 7I N ik ai d o
，
T ． ， S h i m i 2iu ，
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，
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，
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，

H ．
，
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，
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，
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，
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，
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，
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，
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，
6 3 1 ．6 3 5 く19 8 41 ．
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W ． J ．

，
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，
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，
C r a b t r e e

，
G ．
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，
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，
R ． J ．

，
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，
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，
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，
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，
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，
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，
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，
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，
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，
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．
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＋
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，
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，
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，
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，
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，

H －
， J a n s z e n ，
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a n d m e m o r y C D 4
＋
T c e11 s i n h e al th y h u m a n
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C ． ，

A n g el ell a
，
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，
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，
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，
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，
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5 0I S h a r o n ， M ．
， K l a u s n e r

，
R ． D ．

，
C u 11 e n

，
B ． R ．

，

C h i 22 Z O n it e
，

R ． 鹿 Le n o n a r d
，

W ． J ． ニ N o v el

i n t e rl e u k i n
，2 r e c e p t o r s u b u n it d e t e c t e d b y c r o s s

－

1i nl d n g u n d e r h i gh －

a f fi n it y c o n di ti o n s ． S ci e n c e
，

2 3 4
，
8 5 9 一 朗3 く1 98 即．

5 1I T s ll d o
，

M ．

，
K o z a k

，
R ． W ．

，
G ol d m a n

，
C ． K ．

及 W ald rrt a n n
，
T ． A ． こ D e m o n st r a ti o n o f a n o n

． T a c

p e p ti d e th a t bi n d s i n t e rl e u k i n 2 ニ A p o t e n ti al

p a rti ci p a n t i n a m u lti c h a i n i n t e rl e u k i n 2 r e c e p t o r

C O m pl e x ． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U S A ． 8 3
， 9 6 9 4 ．

96 9 8 く19 8 即．

5 2I T s11 d o
，
M ．

，
K i t a m u r a

，
F ． 8 c M i y a s a k a

，
M ． こ

C h a r a c t e ri z a ti o n o f th e i n t e rl e u k i n 2 r e c e p t o r P

Ch a i n u si n g th r e e d i sti n c t m o n o cl o n al a n tib o di e s ．

P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U S A
，
8 6

，
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53I O h a s h i
，

Y ．
，

T a k e s h it a
，

T ．

，
N a g a t a
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，
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，
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m o n o n u cl e a r c ell s ． J ． I m m u n ol ．
，

1 43
，

3 5 4 8 －3 55 5

く19 8 91 ．



1 5 6 金 兼

F u n ctio T．al P r o p e rtie s a n d E x p r e s si o n P at te r n s of C D 45 F a mi 1 y An tig e n s of N ai v e C D 4
＋

T

C el l s E x p r e s s i n g a C h ai n o f I n t e r l e u k i n 2 R e c e p t o r i n t h e N e o n a t a l P e r i o d

H ir o k a ヱu K an e g a n e
，
D ep art m e nt of P e di a bi c s ， S c h o o 1 0f M edici n e

，
K an a Z a W a U ni v er slt y ，

K a n a z a w a

92 0
－

J ． J u z e n M ed ． S o c ．
，
l 00 ， 1 4 1

－

1 5 6 く1 9 9 11

K e y w o r d s C D 4 5 i s o f o rm S
，
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