
活性化リンパ球の造血幹細胞におよぼす影響：Conc
anavalin A誘導suppressor T
cellによる赤芽球系前駆細胞の抑制

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/2297/9104URL



金沢大学十全医学会椎誌 第92 巻 第6 号 925
-

9 4 1 (1 9 83)

活性化リ ン パ 球 の 造血幹細胞 におよぼす影響
- C o n c a n a v a li n A 誘導 S u p p r e S S O r T

c e ll に よ る赤芽球系前駆細胞の 抑制
一

食沢大学医学部内科学節∴講座 ( 主任 : 服部絢h･
･ 教授)

近 藤 邦 夫

(昭 和5 8 年12 fj 2 6 【‡受付)

92 5

最近, 造血 幹細胞 に 対す る免疫担当細胞, 特に リ ン パ 球 の調節が注目 され て い る .
この よう な リ ン

パ 球 の 造血調節機構 に 関与す る メ カ ニ ズム を明 ら か に す るた め , 今回わ れ わ れ は, 免疫反応に 抑制的に 作

用 す る s u p p r e s s o r c ell s を誘 導す る こ と で よく知ら れて い る c o n c a n a v ali n A (以下 C o n A と略す)
で活性

化さ れ た リ ン パ 球 の 造血幹細胞に 及 ぼす 影響に つ い て検討 し, 造血抑制性細胞 の性状 を明ら か に した ･
C o n

A 刺激細胞 と骨髄単核球の C O C ult u r e で 赤芽球系前駆細胞である e r yth r oid c ol o n y f o r m i n g u n it ( C F U

- E) と e r y th r oi d b u r st f o r m i n g u n it ( B F U
-

E) に 対す る影響 を m e th y ト c ell u l o s e 法で お こ な い 以下の結

果 を得た.
C ｡ n A 刺激 C F t トE & B F U - E/ s u p p r e s s o r c ell は C o n A 濃度 10 FL g/ mi で培養時間が 48 時間

の 条件で 最も強い 抑制 を示 し, C F U
- E

,
B F U- E をと も に d o s e d e p e n d e n t に 抑制 した . 抑制機序は液性因

子 を介 した もの で c el トt o -

C ell i n t e r a c ti o n を必要 とせ ず, また骨髄 マ ク ロ フ ァ ー ジや骨髄 丁 細胞 はその 抑

制に 関与 しな い .
こ の 抑制細胞 は Ⅹ 線感受性 丁 細胞 で , 抑制発現 に h u m a n l e u k o c y t e a n ti g e n ( H L A )

の
一

致 を必 要と しな い . さ らに T 細胞 サ ブセ ッ トに 対す る m o n o cl o n al 抗体で の検索で は免疫反応に抑制

的に 働 く T 細胞と 同様 に O K T 3 , O K T 8 陽性細胞で ある こと が明 ら か とな っ た .
また 免疫反 応に 抑制的

に 働く T 細胞サ ブセ ッ トの p r e c u r s o r c ell は O K T 4 ri ch f r a c ti o n と O K T 8 ri c h f r a c ti o n の 両方の 分画

に 存在 す るの に 比 べ , 造血幹細胞 に 抑制的に 働 く T 細胞サ ブ セ ッ トの p r e c u r s o r c ell は主 に O K T 8 ri ch

f r a c ti ｡ n に 存在 す る こ と が明ら か と な っ た .
しか し

, 免疫反応系と造血幹細胞 の それ ぞれ に 抑制的に 作用 す

る T 細胞サ ブ セ ッ トが全く 同
一

か
,
また は 同 じ ph e n o ty p e を有 す るが 異 な っ た サ ブ セ ッ トか どう か に つ

い て は
, 今後さ ら に 詳細な検討が 必 要と思 わ れ る .

K e y w o r d s C o n c a n a v ali n A , S u p p r e ss o r c ell , E ry t h r oid p r o g e n it o r c ell ･

M o n o cl o n al a n tib o d y

近 年i n vi t r o c ol o n y 法に よ る 造血 幹細胞の 定量的

測定法が確立 さ れ た こ とに よ っ て , 造血 幹細胞 に 関す

る研究は著 しい 進歩を とげ て き た . 個 々 の 血 球系に す

で に 方 向 づ け ら れ て き た c o m itt e d 幹 細 胞 で あ る

C Ol o n y f o r m i n g u n it i n c u lt u r e ( 以下 C F U- C と略

す)
1)
,
e r y th r o c y ti c c ol o n y f o r m i n g u ni t ( 以下 C F U

L E と略す)
2)
,
e r yth r o c y ti c b u r s t f o r m i n g u n i t ( 以 下

B F U- E と略す)
3)
や M e g a k a r y o c yti c c ol o n y f o r m

-

i n g u n it ( 以 下 C F U
-

M と略す) 4) だ けで なく 多能性幹

細胞と考え られ る m i x ed c ol o n y f o r m i n g u n it ( 以 下

C F U - M i x と略す)
5)の 測定も 可能と な っ て い る . した

が っ て , 再生不 良性貧血 (以 下再不貧と略す) や 白血

病 な どの 種 々 の 造血異常 を示 す 疾患で は それ ぞれ の 病

態が 造血幹細胞 レ ベ ル で 把握で き るよ う に な っ てき て

い る
.
さ ら に 最近で は, こ のよ う な造血幹細胞研究の

進歩 を背景と し て造血幹細胞の 分化増殖 の 調節機構 に

E ff e c t s of A c ti v a t e d L y m p h o c y t e s o n H e m a t o p oie tic S t e m C ells : S u p p r e s si o n of

E r y th r oid P r o g e n it o r C ells b y C o n c a n a v ali n A I n d u c e d S u p p r e s s o r T c ells . K u n io K o n ･

d o , D e p a r t m e n t of I n t e r n al M･ e dici n e (ⅠII) , (D lr e c t o r : P r of . K . H at t o ri) , S c h o ol of M ed i -

C in e
,
･ K a n a

[

Z a W a
】

U niv e rsit y .
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免疫学的機序が関与しう る こ とが 明ら か に さ れ つ つ あ

り , 造血調節機構に お ける r e g ul a t o y r c ell と して の リ

ン パ 球の役割が注目さ れ て い る . す で に , 再不貧の
一

部 で はそ の 病態発生に 自己造血 幹細胞 に 対す る免疫学

的な機序 に よ る障害が関与する こ と を示 す 成績 が得 ら

れ て お り
,
た と えば再不貧患者末梢血単核細胞や骨髄

細胞 を正 常骨髄細胞に 添加し混合培養す る と, 正 常骨

髄 の 幹細胞の 分化, 増殖が強い 抑制
6 ト 8)
をう けた り, ま

た再不貧患者骨髄 か ら T 細胞 また は単球
9) を除去す る

こ と に より低下 して い た幹細胞が増加す る こ と が報告

さ れ て い る . さ ら に 再不貧患者細胞 を a n t 卜th y m o
-

c yt e gl ob uli n ( 以 下 A T G) と略す) と補体
州1 1)
で処理

し た り , あ る い は患 者骨髄細胞 に 副腎皮質 ホ ル モ ン

を添加 して 培 養
1 2) す る こ と に よ り C F t トC や C F U

-

E

の 形成抑制が解除 され る と い う 成績 が報告さ れ て お

り, こ れ らの成績 は自己造血幹細胞 を抑制す る T リ ン

パ 球あ るい は単球な どが 存在 しう る こ と を示 唆 して い

る .

一

九 臨 床 的 に ほ 再 不 費 に 対 し c y cl o p h o s

-

p h a m i d e
13)

- 1 5)
,
A T G

1 6 卜 弼
,
副腎皮質 ホ ル モ ン大量投

与1 叶な どの 免疫抑制療法が試 み られ , 多数 の有効例 が

報告 され て い る .
こ れ ら の 臨床的研究 に お い て は ,

c ol o n y a s s a y , 系で 明ら か に され る s u p r e s s o r c ell の

存在 は必ずしも臨床例に お ける免疫抑制療法の治療効

果と相関し ない
2 0) と い わ れ て い るが , 少な く と も再不

貧の 一 部の症例で は, 免疫学的機序に よ っ て 汎血球減

少と い う 病態が発生しう る こ とが 強く 示 唆され る .
し

か しな が ら, 造血幹細胞の 分化増殖 に 抑制的 に 作用 す

る 免疫学的磯 風 と く に 抑制作用 を示 す s u p p r e s s o r

c ell s につ い て は その 発現メ カ ニ ズ ム , 免疫学的特徴,

有効な抑制効果 を発揮す る液性国子 な ど詳細な検討 は

なさ れて い ない 現状 で あり, 不 明な 点も少 な くな い .

そ こ で本研究 で は, 造血幹細胞 に r e g ul a t o r y c ell s

と して働 くリ ン パ 球サ ブセ ッ トと, その 作用 機序 を明

らか に す るた め ,
S u p p r e S S O r T c ell を誘導す る こ とで

よく知 られ てい る c o n c a n a v a ll n A ( 以 下 C o n A と略

す) 2 りに よ っ て 活性化 され た リ ン パ 球 の 造血 幹細胞 と

く に 赤芽球系前駆細胞である B F U - E , お よ び C F U- E

に お よぽ す影響を種々 の 角度か ら検討 し, 興味ある 結

果を得た の で報告す る.

材料お よ び方法

Ⅰ . 末梢血 単核球と T 細胞の 分離

健康成人 か ら 得 た ヘ パ リ ン 加 静脈血 を Fi c oll

-

H y p a q u e 比重遠 心 法 に よ っ て 分 離 し, R P M I
-

1 6 4 0

培養液 で 3 回洗浄 して , 末 棉血単核球 ( p e ri p h e r al

b l ｡ ｡ d m o n o n u cl e a r c ell , 以下 P B M C とL 略す) を得

た
.

T 細胞 の 分離 は羊赤血球 ( sh e e p r e d bl o o d c ell s ,

以 下S R B C と略す) と の ロ ゼ ッ ト形成性を利 用 し た .

まず
,
ノ イ ラ ミ ダ

ー ゼ ( B e h ri n g w e r k e , M a n h ei m ,

W e s t G e r m a n y) 処理 S R B C と前述の 方法で得ら れた

P B M N C を
, 非働化牛胎児血清 (f e t a l c alf s e r u m ,

Fl o w l a b o r a t o r y , L o t . N o . 7 0 33 0 , 以 下 F C S と略す)

を 40 % 含 む R P M ト16 4 0 培 養液 に そ れ ぞ れ 1 ×10
8/

m l と 5 ×1 0
6/ m l の濃度 に 調整 し, そ れ ぞれ 等量 を混

合 し, 2 0 0 g , 5 分間遠心 後, 4
0

C , 6 0 分以 上 静置し,

S R B C と ロ ゼ ッ ト を形成 させ た( E ロ ゼ ッ ト) . その 後

p ell e t を静 か に 再浮遊 さ せ , Fi c oll- H y p a q u e に 静 か

に 重層し た . 4 0 0 g , 3 0 分遠心後, 境界 に バ ン ド を形成

した ロ ゼ ッ ト非形成細胞 を採取 し, 3 回 洗浄 し て こ れ

を n o n て 細胞 と した .

一 方 ロ ゼ ッ ト形成細胞 を含む

p ell et は t ri s- N H 4 C l b u ff e r で 溶血さ せ ,
3 回洗 浄 し

て こ れ を T 細胞と した . こ の よ う に し て得 ら れ た T

細胞の E ロ ゼ ッ ト陽性細胞 は 90 % 以 上 で あ っ た .

ⅠⅠ
. 骨髄単核細胞 の 分 離

健康成人 また は鉄欠乏性貧血 な どの 患者 か ら採取し

た ヘ パ リ ン 加骨髄 穿刺液 よ り 骨髄単核細胞 (b o n e

m a r r o w m o n o n u cl e a r c ell s , 以 下 B M M N C と略す)

を Fi c oll
, H y p a q u e 比 重遠心 法に よ っ て分離 し, ペ ニ

シ リ ン G l O O u ni t s/ m l , ス ト レ プ ト マ イ シ ン 10 0 JJ g/

m l 加 α -

m e d i u m ( F l o w l a b o r a t o r y) で 3 回 洗浄 して

実験 に 用 い た .

マ ク ロ フ ァ
ー ジ を 除 い た 非付着性骨髄単核細胞

( n o n -

a d h e r e n t B M M N C ) を使用 す る場合は B M N C

を 10 % F C S 加 α-1 e d i u m で 5 ×10
6/ m l の 濃度 に 調整

し, 6 0 m m プ ラ ス チ ッ ク シ ャ
ー レ ( F al c o n # 3 0 30)

に 入 れ
,
3 7
0

C
,
5 % C O 2 で 3 0 分間静置後, 浮遊細胞を

集 める こ と に よ っ て大部分 の マ ク ロ フ ァ
ー ジを含 む付

着細胞 を除去 した .

T 細 胞 除 去 骨 髄 単 核細 胞 ( T c el 卜d e pl e t e d

B M M N C ) は B M M N C と S R B C を 4 0 % F C S 加

R P M ト1 64 0 培 養 減 で , そ れ ぞ れ 5 ×10
6/ m l と 1 ×

1 0
畠

/ m l の 濃度 に 調 整 し, Ⅰ と 同様 の 方法 に よ り, ロ

ゼ ッ ト非形成細胞 を採取 し, 3 回洗浄 して得 た. ま た ,

こ の よう に し て 得 ら れ た T c ell- d e p le t e d B M M N C

中の T 細胞混入 率は 1 0 % 以 下で あ っ た .

一 部の 実験 で は, 既報
22) の 方法で あ らか じめ

- 19 6
0

C

の 液体窒素中に 保存 し て お い た B M M N C を 使用 し

た
.

ⅡⅠ. C o n c a n 孔V ali n A 刺激細 胞及 び培養上清の 作製

P B M N C
,
T 細胞, n O n

-

T 細胞を 15 % F C S 加 R P M I

- 1 6 40 培養液 に 1 ×10
6/ 皿1 と なる よう に 調整 し, それ

ぞ れ に C o n A ( S i g m a ph a r m a c e n ti c al , L o t ･ N o ･7 1
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卜71 9 0) を 10 J` g/ m l の 濃度に な る よう に 添加 して ,

3 7
0

C
,
5 % C O 2 の 条件 で 48 時間培養 した. 培養遠心 に

ょ り培養上清 を採取 し, 使用時ま で… 20
0

C に て凍結保

存した .
P ell et に 含ま れ る C o n A 刺激細胞は 3 回洗浄

後, 0 . 3 % トリ バ ン プ ル ー

を用 い た 色素排泄試験 に よ っ

て vi a b l e c ell を算定し, 以 下の実験 に 用 い た . 得 られ

た C o n A 刺激細胞の vi a bilit y は 9 5 % 以 上 で あ っ た .

I V . C F U
-

E , B F U
-

E a s s a y

C F U- E a s s a y B F しトE a s s a y はI s c o v e ら の 方

法
2 3) を

一

部改変し た rn e th yl c e11 u l o s e 法に よ っ て行 っ

た . 骨髄細胞の 濃度 は, B M M N C の 場 合 は 2 × 10
5

/

m l , n O n- a d h e r e n t B M M N C お よ び T c e11- d e pl e t ed

B M M N C の 場合 は1 ×1 0 5/ m l に 調整 し, 3 0 % F C S と

e r y th r o p oi e ti n ( C o n n o u gh t L a b . st e p III , 以下 E p o

と略す) を 1 単位添加 した. こ れ に C o n A 刺激細胞,

あ る い は 培養上 清 を適当な濃度に 添加後, 最終濾度

0 .8 % と な る よう に m e th yl c ell u l o s e を加 え, 総量 1

m l と して 35 m m の プ ラ ス チ ッ ク シ ャ
ー レ ( F al c o n #

30 10) に 入れ , 3 7
0

C , 5 % C O 2 に て 1 4 日間培養し た.

B F U, F a s s a y を行う場 合は , C F U- E a s s a y 系 に

b u r st p r o m o ti n g a c ti v it y ( B P A ) と し て 5 % P H A

sti m u l a t e d l e u k o c yt e c o n d iti o n e d m ed i u m ( P H A
-

L C M ) 2 4) を添加 し た .培 養終了 後 , 倒立顕微鏡( 01il p u s .

M o d el C K ) 下 で 7 日目 に 8 ～ 5 0 個の 細胞 か ら な る

c ol o n y を C F U- E と し, 1 4 日目 に 50 個以 上 の 細胞 か

らな る c ol o n y ま た は 3 個以 上 の s u b c ol o n y よ り な る

細胞集団 を B F U -E と して算出 した . 培養は い ずれ の

場合も tri pli c a t e で 行 っ た . 各 コ ロ ニ ー

は マ イ ク ロ ピ

ペ ッ ト で と り だ し ベ ン チ ジ ン お よび ヘ マ ト キ シ リ ン染

色で 染 まる細胞よ り構成さ れ て い る こ と を確認 した.

成 績 は C o n A 刺 激 細胞 も 培養 上 清 も 加 え ず に

B M M N C 単独 で 培養 した 場合の コ ロ ニ ー 数 を コ ン ト

ロ
ー ル と して % o f c o Il tr O】 で示 し た .

Ⅴ . 抗体 処:哩

抗体処理 に は a n t 卜h u m a n l y m ph o c y t e gl o b u li n

( A H L G , H o e c h st) , 末梢血 丁 細胞 に 対す る モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗体 T lO l ( U C L A D r . G al e よ り供与) 1 2) ,

O K T 3
,
O K T 4

,
O K T 8

,
O K I a l ( O r th o D i a g n o s ti c

S y s t e m ) 2 6) を使用 し た . C o n A 刺激細胞 は 1 × 1 0 7/ r nl

の 濃度 に 調整 し, そ の 0 . 2 m l に
,
A L G お よ び T l Ol

は1 0 0 倍希釈液b . 2 m l に
,
その 他の モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗

体は 原液 10 FLl を 加 え, 0
～ 4

O

C で 3 0 分間i n c u b a t e

した . I n c u b a ti o n 終了 後, 大量 の 培養液 で 1 匝l洗浄 し,

上清 0 .5 m l を残 して 再浮遊さ せ
,
これ に 予 め造血 幹細

胞 に 対 す る 毒性 の な い こ と を確認 し た ウ サ ギ 補体

( B e h ri n g w e r k e , M a n h ei m , W e s t G e r m a n y , L o t .

N o . 0 29 9 5 9 A ) の 3 倍希釈 した もの を0 .5 m l 加 えて
,

9 2 7

3 7
0

C で 6 0 分間 in c u b a t e した .
I n c u b a ti o n 終了 後, 1

回 洗浄 し細胞数 を再調整せ ずに
,
処理 前と同 じ容量の

培養液 で再浮遊 させ た骨髄細胞と の c o c ul tu r e に使 用

した
. 抗体処理 がう まく行わ れ たか どう か を確認す る

た め に , 処理 細 胞 の 一 部 を採取 し0 . 3 % ト リ バ ン プ

ル ー

を 用 い た 色素排泄試験 に よ り vibili ty を 算定 し

た
.

次に , C o n A 刺激細胞を モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体で処理

す るの で はな く , T 細胞を モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体と補体

で処理 して得ら れ る T 細胞サ ブ セ ッ トに C o n A を添

加す る 検討 を行 っ た .
O K T 4 と補体と の処理 で 得られ

た細胞 を O E T 8 陽性細胞 に 富む 分画 ( 以下 O E T 8
+

分画と 略す) と し
,
O E T 8 と補体と の 処理 で得 られ た

細胞 を O K T 4 陽性細胞に 富 む分画 (以下 0 ⅩT 4
+

分

画と略す) と し た . そ れぞ れ の 陽性細胞の 純度 を増 す

た め に 抗体と補体に よ る処理 は, 2 回く り返し た .
こ

の よ う に して 分離採取さ れ た 各 丁 細胞 サ ブセ ッ トに

つ い て
,
そ れ ぞ れ刻当す るモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 を用 い

て 反応さ せ た 後, FI T C 標織 マ ウ スI g 抗体 ( C a p p el

L a b .) を用 い る 間接蛍光抗体法に よ っ て残存す る各モ

ノ ク ロ ナ
ー ル 抗体陽性細胞 を算定する と , O K T 4 十分

画 中 の O K T 8 陽 性 細胞 の 混 入 率 は 4 % 以 下 で

O K T 8
+ 分画中の O E T 4 陽性 細胞 の 混入 率 は 5 % 以

下 で あ っ た . 得 られ た O K T 4 十分画 およ び O K T 8 + 分

画を R P M I- 1 6 4 0 に 1 ×1 0
6

/ m l の 濃度で 浮遊さ せ, こ

れ に C o n A l O FL g/ m l を添加 し, 3 7
0

C 5 % C O 2 で 4 8 時

間培養 した. 培養終了 後, 洗浄 して 0 . 3 % トリ ハ ン ブ

ル ー で v i a b ili t y を算定 して細胞数の調整 をお こ な い

c o c ult u r e に 使用 し た .

ⅠⅤ .
X 線照 射

C o n A 刺激細胞を 10 m l の 培養液に 再浮遊さ せ, Ⅹ

線照射装置 ( 東芝 K X C- 1 8) を用 い て 168 . 2 r a d / 分 ,

1 2 分間, 計2 , 0 0 0 r a d 照 射後! 実験 に使用 した .

ⅤIlVIl . 統計学的検討

統計学的検討に は t 検定 を用 い て 平均値 の 有意差検

定 を行 い , p < 0 . 0 5 の 場合 を有意差 あり と判定 した.

成 績

Ⅰ . C o n A 刺激細胞 の 至逓増養条件

C o n A 刺激細胞作製に 際 して , 添加す る C o n A の

至適濃度 を決定 す るた め ,
P B M N C に C o n A を 0

,

2 .5
,
5 . 0

,
10 . 0

,
2 0 .0 ノノg/ m l の 各濃度で添加 し, 3 7

0

C ,

5 % C O 2 の 条件 で 48 時間培養 した. 培養後得 ら れ た

C o n A 刺激細胞 2 ×10
5
に B M M N C を2 ×10

5カロえて

c o c ul t u r e し た . そ の 結果 は 図 1 で 示 さ れ る よ う に

C F U
-

E に つ い て は C o n A を 10 JL g/ m l の 濃度 で 刺激

し た P B M N C を B M M N C と c o c ul t u r e し た 場 合
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に % o f c o n t r o I C F U- E は 55 ± 9 % と な り 最 も

c ol o n y 形 成 が 少 な く, 2 .5 〃 g/ m l で は 97 ±1 3 ･ 4 %

( p < 0 ･ 0 05) , 5 ･ 0 〟 g/ m l で は 8 4 ± 10 ･ 8 % ( p < 0 ･ 0 5)

と 10 〟g/ m l の C o n A 添加 と比 較 し て 有意差 を認
め

た. し か し20 JL g/ m l の C o n A 濃 度 の 場 合 は 70 ±

7 . 4 % ( p > 0 . 1) で 10 FE g/ m l の C o n A 添加 と比較 し

て 有意差 は認 め られ なか っ た .
ま た C o n A 非刺激細胞

と の C ｡ C u lt u r e で は図左端の カ ラ ム に 示 す よう に コ ン

トロ
ー ル に 比 べ 軽度の C Ol o n y 数の 増加が み られ た .

以 上の 成績か ら , 本実験に お け る抑制効果 を得る た め

の C ｡ n A 至適濃度 は 10 〟g/ m l と考 えら れ, 以 下の 実

験 で は こ の 濃度で刺激 した P B M N C を C o n A 刺激細

胞 とし て使用 した.

次に C o n A 刺激細胞作製の 至 適培養時間 を決定す

るた め以 下の実験を行 っ た . 同 一 人物 か ら 96 , 72 , 4 8 ,

2 4 時間前 に 採血 して 得 られ た P B M N C に C o n A を

0 2 .5 5 . 0 1 0 .0 2 0 .O u g / m l

C o n c e n t r a t i o n o f C o n A

Fi g . 1 . T h e o p ti m al c o n c e n t r a ti o n o f c o n c an a V ali n

A (C o n A ) f o r th e i n d u c ti o n o f e r y th r oi d c ol o n y

f o r m i n g u ni t ( C F U
-

E)/ s u p p r e s s o r c ell s .

P e ri p h e r al bl o o d m o n o n u cl e a r c ell s ( P B M N C)
W e r e i n c u b a t e d f o r 4 8 h r a t d i ff e r e n t c o n c e n t r a ･

ti o n s o f C o n A . A ft e r i n c u b a ti o n , C o n A - S ti m ul a t -

e d c ell s w e r e c o c ult u r e d w ith n o r m a l b o n e

m a r r o w m o r 1 0 n u Cl e a r c ell s ( B M M N C) a t a l : 1

r a ti o an d C F U
-

E w a s a s s a y e d , E a ch c o l u m n

r e p r e s e n t s th e m e a n ± s t a n d a r d d e vi a ti o n (S D)

O f % o f c o n t r oI C F U
, E i n 5 e x p e ri m e n t s . C o n t r o I

C F U
- E w a s o b t ai n e d w h e n B M M N C w e r e c ul t u r -

e d w i th o u t C o n A
-

Sti m ul a t e d P B M N C .

*

p < 0 .0 5 ,
=

p < 0 .0 0 5

10 〟 g/ m l 添加後 ,
そ れ ぞれ 96

,
72

,
4 8

,
2 4 時間培養 した

後, それ ぞ れ の C o n A 刺激細胞 を同時に 採取 し, その

2 × 1 0
5
に 対 し て B M M N C を 2 ×10

5
づ つ 加 え て

c o c u lt u r e を行 っ た . そ の 結果は 図2 で 示 さ れ るよ う

に 4 8 時 間 培 養 し て 得 ら れ た C o II A 刺 激 細胞 と

B M M N C と の c o c ul t u r e で C F U
- E の % o f c o n t r o k

は 5 3 ±5 . 2 % と 最も強い 抑制 が認 め られ ,
一 方

,
2 4

,
7 2

,

9 6 時 間 培 養 し て 得 ら れ た C o n A 刺 激 細 胞 と

B M M N C と の C O C ul t u r e の 場 合 と 比 較 す る と% of

c o n t r o l で そ れ ぞ れ 66 ± 5 . 4 % ( p < 0 . 0 2 5)
,
7 0 ±

5 . 4 ( p < 0 . 0 1) , 8 2 ±4 . 8 ( p < 0 . 0 0 5) と な りい ずれ も

48 時間培養時と比 べ 有意が得 られ た . そ こ で以 下の 実

験 は C o n A 刺激細胞の 培養時間を 4 8 時間と した .

ⅠⅠ . P r ei n c u b a ti o n の 影響

C o n A 刺 激 細胞 と B M M N C を c o c ul t u r e す る 場

合, C o n A 刺 激細胞 の C F U
- E 抑制 効果 に 対 す る

p r ei n c u b a ti o n の 影響 を検討 した .
C o n A 刺激細胞と

B M M N C を そ れ ぞ れ 2 ×1 0
5

/ m l と な る よ う に 1 5%

F C S 加 α -

m e d i u m に 調 整 し, 3 7
0

C 5 % C O 2 の 条件下

で 2 時 間 の p r e i n c u b a ti o n を 行 っ た . p r ei n c u b a ti o n

終 了後, C o n A 刺激細胞と B M M N C が そ れぞ れ 2 ×

1 0
5

/ m l と な る よ う に 15 % F C S 加 α
-

m ed i u m に 浮遊

c o n t r o1 2 4 4 8 7 2 9 6 h rs

C ul t u r e t i m e s fo r C o n A a c t i v at i o
n

F i g . 2 . T h e o p ti m a l i n c u b a ti o n ti m e
f o r th e i n d u c

･

ti o n of C o n A - S ti m u l a t e d C F U
- E / s u p p r e s s o r

C ell s .

A f t e r i n c u b a ti o n o f P B M N C w ith l O JL g/ m l of

C o n A f o r v a ri o u s l e n g th s o f ti m e , C o n A

- S ti m ul a t e d c ell s w e r e a d d e d t o n o r m al B M M N C

a t a l : 1 r a ti o a n d C F U
-

E w a s a s s a y e d . E a c h

c ol u m n r e p r e s e n t s th e m e a n
± S D of % o f c o n tr oI

C F U- E i n 4 e x p e ri m e n t s ,
*

p < 0 .0 1 ,
=

p < 0 .0 2 5 ,
* =

p < 0 ･0 0 5
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C o n A 誘導 S u p p r e s s o r T c ell に よる赤芽球前駆細胞の 抑制

させ C F U- E a s s a y を お こ な っ た . 図3 の ごと く C F U

-

E の 形成 は p r ei n c u b a ti o n を行 っ た 場 合76 ±16 % ,

行わな か っ た 場合 が 74 士8 % と なり 両者 に 全く 差 を認

め ず, した が っ て p r ei n c u b a ti o n は C F U
-

E 形成 の 抑

制に 影響 し ない こ とが 明ら か とな っ たの で , 以下の 実

験で は p r ei n c u b a ti o n を行 わ ず に c o c u t u r e に よ る 検

討を行 っ た .

ⅠⅠⅠ. C o m A 刺激細胞の 影響

B M M N C 2 × 10
5
に C o n A 刺激細胞 また は C o n A

刺激細胞非刺激細胞を 0 , 0 .5 , 1 .0
,
2 . 0

,
4 . 0 × 1 0

5

添

加して c o c u lt u r e を行 っ た . 結果 は図4 に 示 さ れ る よ

う に C o n A 非刺 激細胞 と の c o c u lt u r e で は コ ン ト

ロ
ー ル に 比 べ c ol o n y の 軽度増加傾向を認 め た が , 有

意差は み られ な か っ た .

一 方
,
C o n A 刺激細胞と の

c o c u lt u r e で は
,
C F U - E , B F U- E の % o f c o n t r ol は

C o n A 刺激細胞 を 1 ×10 5/ m l 添加 す る と そ れ ぞ れ

76 ±19 .4 % , 7 0 ± 4 . 9 % , 2 ×1 0
5/ m l を添加す る と それ

ぞれ 59 ±14 . 2 % , 5 2 ±1 4 .0 % と な りさ ら に 4 ×10
5

/ m l

0

山

-

⊃
]

U

-

O
L

I

U

O

U

-

0

㌶

u n s t i m u -

C o n A a c t i v a t e d

l a t e d c e ll s c e " s

Fi g . 3 . E ff e c t s o f 2 h r i n c u b a ti o n o f B M M N C w ith

C o n A
-

S ti m u l a t e d P B M N C o n C F U, E .

B M M N C w e r e i n c u b a t ed w it h u n s ti m ul a t e d o r

C o n A - S ti m ul a t e d c ell s f o r 2 h r ( sh a d ed c o l u m n s)
b ef o r e C F U

-

E a s s a y . O p e n c o l u m n s i n d i c a t e th e

d a t a of C F U - E a s s a y s wi th o u t p r ei n c u b a ti o n .

E a c h c o l u m n r e p r e s e n t s th e m e a n ± S D o f % o f

C O n t r OI C F U
-

E in 5 e x p e ri m e n t s .

9 2 9

を添加 する と 50 ±1 8 .4 % , 4 6 ±1 1 . 2 % とな り , C o n A

刺激細胞 は C F U
q

E , B F U
-

E に 対し てd o s e d e p e n d ･

e n t な抑制を 示 し, い ずれ も コ ン ト ロ ー ル に比 べ 有意

の 抑制が観察さ れ た . し か し, C o n A 刺激細胞 を0 . 5 ×

10
5/ m l 添加 し た場合に は, C F U - E

,
B F U - E とも に 軽

度減少傾向を示 したが , コ ン ト ロ ー ル と比 較して有意

差は認め な か っ た .

次に C o n A 刺激の P B M N C と B M M N C の 提供 者

とが a u t o g o u s か , al l o g e n el c か に よ っ て 抑制 の程度

に 有意な差が あ るか どうか を検討 した. 結果は 図5 に

示 さ れる よ う に 添加す る C o n A 刺激細胞 を変 えても ,

a u t ol o g o u s と a ll o g e n i c と で 抑制効果 に 差 を 認 め な

か っ た .

ⅠⅤ . 培養上 浦の 影響

C F UL E , B F U
-

E に対 して抑制作用 を有す る C o n A

刺激細胞か ら抑制性因子 が産生さ れ てい る可能性 を明

らか に する た め
,
その 培養上 清の コ ロ ニ

ー 形成 に 及ぼ

す 影響 を検討し た.
C F U- E a s s a y , B F U- E a s s a y 系

に 培養上 清 を0 , 5 , 1 0 , 2 0 % 添加 して検討 を行っ た .

その 結果 は図6 で示 され る よ う に C o n A 非刺激細胞

の 培養上清添加 した場合に は コ ン ト ロ ー ル と比較して

C F Uw E お よ び B F UT E 形成 に 対し て明 らか な 影響 を

示 さな か っ た が , C o n A 刺激細胞の 培養上清を添加 し

た場合 に は C F U - E
,
B F U- E と もに d o s e d e p n d e n t な

抑制 を受 け, 2 0 % の 培養上清添加時で は C F U- E に 対

して% o f c o n t r ol は 7 2 ±5 . 8 % ( p < 0 . 01) , B F U - E

に対 し て% o f c o n t r ol は 6 3 ±1 2 % ( p < 0 .0 0 5) と有

意の 抑制が み られ た .

次に 培尭上 清中に 含ま れ る C o n A が B M M N C の

中 に 存在す る T 細胞 を刺激 して 抑制す る こ と も考 え

られ る の で 以下 の 実験を行 っ た .
C o n A を B M M N C

の 単独培養系に 1 .0
,
2 .0

,
4 . 0 /J g/ m l を直接添加 し,

そ の 抑制効果 を検討 した. その 結果は図 7 で示 され る

よ う に
,
% o f c o n tr o I C F U - E は1 . O FL g/ m i で は 97 ±

1 1 .3 % , 2 . 0 〟 g/ n ll で は 88 ±1 3 ･4 %
,
4 ･ 叫 g/ m l で は

83 ±1 3 . 2 % と い ずれ も有意の 抑制はみ られ なか っ た .

さ ら に , 図 に は 示 し て い な い が B M M N C か ら

P B M N C の 場合 と同じ方法で T 細胞 を除い た T c ell

d e p e t e d B M M N C を用 い て 培養上 清に よる抑制効果

の 検討 を行っ た と こ ろ T 細胞 を除去し て も抑制効果

に 有意差 は認め られ な か っ た.

Ⅴ . C o n A 刺激 細胞 丁細胞と ⅢO n - T 細胞 の 影響

P B M N C を既 に 述 べ た よう な方法で T 細胞 と n o n

T 細胞 に 分離 し, それ ぞれ に C o n A l O F L g/ m l を添加

し3 アC , 5 % C O 2 の 条件で 48 時間培養した. 培養後得

ら れ た C o n A 刺激 丁 細胞 およ び n o n T 細胞 を採取 し

B M M N C との c o c ult u r e に用 い た . そ の結果は図8 に
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示 さ れ る よ う に C o n A 刺激 n o n- T 細胞の 添加で は

C Ft トE の 抑制 は全くみ ら れ ない の に 対 して, C o n A

刺 激 丁 細胞 を添加 し た 場合 に は, % of c o n tr ol は

5 7 ±8 .9 % とな り有意の 抑制が認 めら れ た .

一

九 C o n

A 刺激 を行わ ない 場合 は, T 細胞, n O n て 細胞の 両者

と も C F U
-

E に堪 する抑制 を示 さ なか っ た .

Ⅵ
.
C o n A 刺 激細胞の 抗体処 理 と Ⅹ線照射に よ る影響

C o n A 刺激細胞 の 免疫学的特徴 を明 ら か に す る た

め
,
A L G お よ び T 細胞サ ブ セ ッ ト に 対す る モ ノ ク ロ

ナ
ー

/レ抗体と の 反応性, Ⅹ 線感受性 を検討 した .
その

結果 は図9 に示 さ れ るよ う に , 補体 の み に よる処理 で

は % o f c o n t r ol は 6 9 ±8 . 5 % と 無処 理 の 場 合 (70 ±

8 . 2 % ) と同様 に C o n A 刺激細胞の 抑制効果 に 変化 を

及 ぼ さな い が , A L G お よび T l O l m o n o cl o n al 抗体 と

補体に よ る処理 で は, % o f c o n t r ol は そ れ ぞ れ 92 ±

5 . 7 % , 97 ±7 . 7 % とな り , ま た Ⅹ 線 照射処理 で は 92 ±

5 . 2 % と なり , い ずれ の 場合も C o n A 刺激細胞 の C F U

-

E に 対す る抑制効果は消失 した.

次に 既 に 述べ た よ う な方法 で P B M N C か ら T 細胞

を分離し, C o n A で 刺激 して 得ら れ た T 細胞 に 対す る

0

山
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⊃
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B M M N C w e r e c o c ul t u r e d w ith a u t ol o g o u s ( Sh a d -

e d c ol u m n s) o r al l o g e n ei c ( o p e n c ol u m n s) C o n A
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Sti m u l a t e d c ell s . E a c h c ol u m e r e p r e s e n t s th e

m e a n ±S D o f % of c o n tr oI C F U- E i n 3 e x p e ri ･

m e n t s .

0
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C o n A 誘導 S u p p r e s s o r T c ell に よ る赤芽球前駆細胞0) 抑制

モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体と 補体に よ る処理 の 影 響に つ い て

検討し た .
C o n A 刺激 丁 細胞 を, O K T 3 , O K T 4 ,

O K T 8 , O K I a l モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗体 と補体で処理 し

た後, B M M N C と c o c ul t u r e を行う と, C F U - E に つ

い て は 図 10 a に 示 さ れ る よ う に 無処理 と補体 の み に

よ る処 理 で は c o l o n y 形成 は それ ぞれ コ ン ト ロ
ー ル の

53 ±8 . 1 % , 5 5 ±6 . 2 % と C o n A 刺激 丁 細胞 に よ る抑

制の 解除 は認め られ な か っ た .
しか し m o n o cl o n al 抗

体に よ る処 理 で は, O K T 3 また は O E T 8 と補体 との

処理 に よ っ て c ol o n y 形成 は それ ぞ れ コ ン ト ロ
ー ル の

97 ±4 . 1 % , 97 ±2 , 4 % と ほ ぼ コ ン トロ ー ル に 近 い 値ま

で回復 し, 抑制が解除さ れ た .

一 方
,
O K T 4 あ る い は

O K I al と補体と の処理 で は% o f c o n tr o l は 6 5 士7 . 1 % ,

6 9 ±1 1 . 2 % と抑制 の 程度に 変化は認め られ な か っ た .

B F U- E に 関して は, 図10 b に 示 さ れ る よう に , C F U

- E の 場合 と同様 に O K T 3 また は O K T 8 と補体で 処

理 を お こ な う こ と に よ っ て , % o f c o n t r ol は 9 5 ±

5 . 7 % , 9 1 ±6 . 9 % と な り B F U - E 形成 は コ ン ト ロ ー ル

と同程度 の 回 復を 示 し, C o n A 刺激 丁 細胞の 抑制 が解

除さ れ た . しか し , O K T 4 あるい は O K I a l と補体 と の

処理 で は, C F U- E の 場 合と 同様 に 抑制 の 解除 は認 め

られ な か っ た
.

5 1 0 2 0 %
C o n c e n t r a ti o n o f s u p e r n at a n t

6 a

9 31

ⅤIt . 骨髄 の a d h e r e n t e e11 の 影響

C o n A 刺激細胞の C F U
-

E
,
B F U

-

E に 対す る抑制効

果 が B M M N C 中 に 含 ま れ る ad h e r e n t c ell 除 去 に

よ っ て影響 をう ける か 否か を検討 した. C o n 刺激 丁 細

胞 を B M M N C ( a d h e r e n t c ell を含む) およ び既述の

方 法 で ad h e r e m t c e k l を 除 い た n o n -

a d h e r e n t

B M M N C に そ れ ぞ れ 2 ×10
5 づ つ 添加 し c o c ult u r e を

行 っ た .
その 結果は図 1 1 で示 さ れ るよ う に , B M M N C

で は C F U
-

E コ ン トロ
ー ル の 54 ±7 % , B F U - E は コ ン

ト ロ
ー ル の 53 ±13 % , n O n a d h e r e n t B M M N C で は

C F U
q E は コ ン トロ

ー ル の 62 ±3 % , B F U -

E は コ ン ト

ロ ー ル の 49 ±11 % と , B M M N C 中の ad h e r e n t c ell 除

去 に よ る C o n A 刺激 丁 細胞の C F U
-

E
,
B F U - E 抑制

効果に 及ぼ す 影響 は明 らか で はな か っ た .

Ⅴ肌 C o m A 刺激 O E T 4 + 分 画と O E T 8 + 分 画の 影響

C o n A で刺激 され た O K T 4
+

分画と O K T 8 + 分画の

B F U
-

E と 顆粒 球/ 単 球の 前駆細胞 で あ る C F U
-

C に

対す る影響 に つ い て検討を お こ な っ た . 既述の 方法 で

採取 し た C o n A 刺 激 O K T 4
+

分画お よ び O E T 8 + 分

画と骨髄単核球 を1 : 1 の 比 で c o c ul t u r e を お こ な っ

た
. 結 果 は 図12 で 示 さ れ る よ う に C o n A 刺 激

5 1 0 2 0 %

C o n c e n t r a t i o n of s u p e r n a t a n t

6 b

F i g . 6 . E ff e c t s of s u p e r n a t a n t s o b t a in e d f r o m C o n A - Sti m u l a t ed c ell s o n C F U- E (Fi g . 6 a) a n d B F U

- E (F i g . 6b) .
V a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s o f s u p e r n a t a n t s o b t a in ed f r o m C o n A - Sti m u l a t ed (s h a d e d c ol u m n s) a n d

u n sti m ul a t e d ( o p e n c o l u m n s) c ell s w e r e a d d e d t o th e a s s a y s y s t e m s f o r C F U- E a n d B F U- E . E a c h

C Ol u 皿 r e p r e S e n tS th e m e a n ±S D o f % of c o n t r oI C F U- E a n d B F U
-

E i n 4 e x p e ri m e n t s .
*

p < 0 .0 5 ,一
* *

p < 0 .0 1 ,
* * ■

p < 0 .0 0 5 .
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1 2 4 u卑血 I
D o s e o f C o n A

F i g . 7 . E ff e c t s of C o n
A c o n c e n t r a ti o n s o f C F U

- E ･

V a ri o u s d o s e s o f C o n A w e r e a d d e d t o C F U
- E

a s s a y s y st e m s ･ E a c h c o l u m n r e p
r e s e n t s th e

m e a n ±S D o f % of c o n t r oI C F U
- E i n 4 e x p e ri

･

m e n t s .

F ig . 8 . E ff e c ts o f C o n A
-

S ti m u l a t e d T o r n o n
-

T

c ell s o n C F U
- E .

O p e n a n d sh a d e d c ol u m n s i n di c a t e u
n s ti m ul a t e d

a n d C o n A
-

Sti m u l a t ed c ell s r e s p e cti v el y . E a c h

c o l u m n r e p r e s e n t s th e m e an ± S D o f % o f c o n t r oI

C F U - E i n 4 e x p e ri m e n t s .

=

p < 0 .0 0 5

O K T 8
+ 分画 と 骨髄単核球 と の c o c ult u r e で は C F U

- E が コ ン ト ロ ー ル の 72 ±9 % , B F U- E が コ ン トロ ー

ル の 63 ±12 % と , とも に 有意 な抑制が み ら れ た .

一

九

図 13 で 示 さ れ る よう に C o n A 刺激 O K T 4
十分画と骨

髄単核球 との C O C ul t u r e で は % o f c o n tr oI C F U
- C は

1 04 ±1 1 . 3 % と全 く 抑制 は み ら れ ず, % o f c o n tr oI

B F U- E は 83 ±2 2 . 7 % と 軽度 の抑制傾向が認 め られ た

も の の 有 意な抑制 で は な か っ た .

考 察

C o n A は p o k e w e e d m i t o g e n ( P W M ) に よるi n

v it r o 免疫 グ ロ ブリ ン産生や リ ン パ 球混合培養( m i x ed

l e u k o c yt e c ult u r e , 以下 M L C と 略す) の 系で抑制的

に 作用 す る s u p p r e s s o r c ell を誘 導し
21) 2 7) 2 8)

,
さ ら に 造

血 幹細胞 に 対 して 額粒球一マ ク ロ フ ァ
ー ジ系前駆細胞

で あ る C F い C を 抑制 す る こ と が 報告 さ れ て い る
ら9)

が
, 今回 の 検討 で も, C o n A 刺激 に よ っ て 赤芽球系前

駆細胞 で あ る C F U
- E
,
B F U - E を抑制 す る s u p p r e s s o r

c ell が誘 導され う る こ と が明 らか に な っ た .
こ の C o n

C
'

C X -

r a y
+ 十

T l O I A T G

Fi g . 9 . E fE e c t s of C o n A - S ti m u l a t e d c ell s tr e a t
e d

w it h a n til y m p h o c yt e gl o b u li n ( A L G) , T l O l o r

r a di a ti o n o n C F U
-

E .

C o n A
-

Sti m ul a t e d c e11 s w e r e t r e a t ed w ith A L G o r

T l Ol a n d r a b b it c o m pl e m e n t , O r
2 0 0 0 r a d o f X

-

r a y r a d i a ti o n b ef o r e c o c u lt u r e s
w it h B M M N C ･

E a c h c o l u m n r e p r e s e n t s th e
m e a n ±S D o f % o f

c o n t r oI C F U
- E i n 6 e x p e ri m e n ts .
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- E a n d B F U- E .
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9 34 近

A 誘導 C F U
-

E & B F U- E/ s u p p r e s s o r c e11 の 特徴 は,

1 ) 1 0 JL g/ m l の C o n A 濃度 で 4 8 時 間培養 し た場合

に 最も強い 抑制 を示 す, 2 ) 放射線感受性の T 細胞 で

あ る
,
3 ) そ の 抑制に は液性因子 が 関与 してい る , 4 )

抑制細胞 と被抑制細胞 との 間で ⅡL A の 一 致 を 必 ずし

も 必要 と しな い , な どの点で , こ れ まで報告 され て き

た C o n A 誘導 s u p p r e s s o r c ell に
一 致す る特徴 をそ な

えて い る とい え る
21)

. さ ら に , T 細胞サ ブ セ ッ ト に 対す

る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 に よ る細胞表面形質 の検索 で

は
,
C o n A 誘導 C F U

-

E & B F U
-

E / s u p p r e s s o r c ell

は
, O K T 3 , O K T 8 陽性で , O K T 4 , O K I a l 陰性で あ

る こ とが 明ら か とな り, これ も従 来の 報告
2 8) 3 0) に

一

致

す る所見 とい え る .
I a 抗原 に 対す る m o n o cl o n al 抗体

と補体 に よる処理 で は, C Ol o n y 形成 に 対す る抑制が解

除 され なか っ た こ と に より, C o n A 誘導 C F U
-

E &

B F U
p

E / s u p p r e s s o r T c ell は I a 抗原陰性細胞 と考 え

られ る .
P B M N C を C o n A と 4 8 時間培養す る こ と に

よ り
,
I a 抗原陰性細胞 は 5 ～ 1 0 % に 増加す る と い う 報

告31)が あり, こ の点か ら はI a 抗原陰性細胞だ け で なく

1
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U

-

0
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u
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U

-

0

訳

C O n t r Ot
C F U

- C B F U - E

Fi g . 1 3 . E ff e c t s o f C o n A
-

Sti m ul a t e d O K T 4- p O Si -

ti v e c ell s o n C F U
-

C a n d B F U
-

E .

C o n A -

S ti m u l a t e d O K T 4
-

p O Siti v e c ell s w e r e

a d d ed t o n o r m al B M M N C a t a l : 1 r a ti o b ef o r e

C F U
-

C o r B F U
-

E a s s a y . E a c h c ol u m n r e p r e s e n t s

th e m e a n ±S D of % of c o n t r o I C F U
-

C a n d B F U
-

E i n 8 e x p e ri m e n t s .

I a 抗原陽性細胞 も抑制的に 働い て い る 可能性 を完全

に は否定 で き な い . こ の 点に 関し て は さ ら に 今後, 詳

細 な検討が必要と 思わ れ る .

造血 幹細月包に 抑制的 に 働 く T 細胞 は 今 回 の 検 討で

は O K T 3
,
O K T 8 陽性細胞 で あ る こ と が 明 ら か と

な っ た が
,
モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 に よ る 造血 調節作

用 を有す る T 細胞サ ブ セ ッ トの 検討 はあ ま り 詳細 に

お こ な わ れ て い な い よ う で あ る.
M a n g a n ら

3 2) は

O K T 3 , O K T 4 陽性細胞が末梢血 B F U -

E を促進す る

と報告 し, B a g b y
3 3)
は , 再不 貧患者に お い て , 骨髄 中の

O K T 3
,
O K T 8 陽性 丁 細胞が自己骨髄細胞の C F U- E

を抑制 した症例 を報告 して い る . こ れ らの 報告と今回

の 検討か ら , 造血 幹細胞に抑制的 に 作用 す る s u p p r e s ･

S O r C e11 は O K T 8 陽性の p h e n o t y p e を有す る T 細胞

で あ る こ と が 予 想 さ れ
,
抑 制 反 応 に 抑制的 に 働 く

S u p p r e S S O r C ell と は 同 じ T 細胞 サ ブ セ ッ トに 属 する

こ とが 示 唆さ れ る
.
しか し

,
I) a m el e ら

3 4)は 正常人 丁 細

胞 を モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体と補体 で 処理 す る こ と に よ り

O K T 4 十分画 と O K T 8 + 分画 を 採取 し て, それ ぞれ の

C o n A 刺激 丁 細胞サ ブセ ッ トの M L C お よ び ph y t o -

h a e m a g gl u ti n in ( P H A ) 幼 君化反応 に 対す る影 響を検

討 して い る .
その 結果, M L C お よび P H A 反応 に 対す

る 抑制作 用 は O K T
8 + 分画だ け で な く O K T 4 + 分画 に

も 認め られ た こ と か ら, C o n A 誘導 s u p p r e s s o r c ell s

はh e t e r o g e n o u s で あ り , O K T 4
+

分画, O K T 8
+

分画の

両者か ら誘導さ れ う る と述 べ て い る .

一 方 , わ れ わ れ も正 常人 丁 細胞 を O K T 4 十分 画 と

O K T 8
+

分画 に 分離 し, C F U - C およ び B F U - E に 対す

る影響 に つ い て両 分画 と B M M N C と の c o c u lt u r e に

よ っ て 検 討を お こ な っ た と こ ろ, O K T 8 + 分画 は C F U

- C , B F U- E 雨間 に対 し て有意の 抑制 を示 し た の に 対

し
,
O K T 4

十 分画 は有意 の 抑制 を示 さ な か っ た . ま た

C F U
-

C と B F U - E に 対 す る 抑制効 果 を比 較 す る と

B F U - E が 強く抑制さ れ る傾向が認め ら れ た が , 統計

学的有意差は認 め られ な か っ た . し たが っ て
,
C F U- C

お よ び B F U- E に 対し て抑制作用 を発現 しう る造血 幹

細胞抑制性細胞 の p r e c u r s o r c ell は 主 に O K T 8
+
分 画

に 存在す る こ と が 示 唆 さ れ る . し か し な が ら 最近,

P W M で 刺激さ れ た T 細胞 サ ブ セ ッ トの 末棉血 B F U

- E に 対す る影響 に つ い て の 検討が な され ,
O K T 4

+ 分

画の み が 明 らか な抑制 を示 した と い う 報告3 5)も み られ

る . 以 上 の こ と か ら , 造血幹細胞 に 抑制的に 作用 しう

る T 細胞に は異 な っ た 2 つ の ph e n o ty p e を示 す T 細

胞サ ブ セ ッ ト , す な わ ち O K T 4 陽性細胞 と O K T 8 陽

性細胞 が存在 し う る こ と が 示 さ れ, こ れ は 主 と して

m it o g e n の遠 い に よ り 誘導され る s u p p r e s s o r c ell の

T 細胞 サ ブ セ ッ トが 異 な る と い う 可能性 を示 唆 し て



C o n A 誘導 S u p p r e s s o r T c ell に よ る赤芽球前駆細胞の 抑制

お り
, 興 味深 い 点と思 わ れ る . しか し , こ の よう な T

細胞 サ ブ セ ッ ト の 抑 制作用 に つ い て は m it o g e n の 種

類 は い う ま で も なく 培養条件 の 違 い , す な わ ち m it o ･

g e n の 溝 鼠 培養時間な ども か な り影響 を及 ぼ しう る

こ と を考慮し な けれ ば な らな い . さ ら に 各 丁 細胞 サ ブ

セ ッ トの 中 に 混 入 して い る 他の T 細月包サ ブ セ ッ ト の

影準 に つ い て の 検 討 も 必 要と 思 わ れ る .
た と え ば

O K T 4
+
分 画が抑制作用 を示 した 時

,
そ の 抑制作用 は

混 入 し て い た O K T 8 陽性細胞の 影響 を全く無視 で き

る か どう か と い う点 で あ る
.
たとえば, わ ず か 数% の

O K T 8 陽性細胞が抑制的に 作用 しう る 可能性 を完全

に 否定 す る こ と は困難で ある が, O K T 8 陽性細胞の 混

入す る割合 を増 や し て
,
その 抑制 の 程度を検討す る こ

とに よ り ある 程度明 らか に す る こ とが で き る と思わ れ

る
.

ま た , 免疫反応系と造血幹細胞 の それ ぞ れ に 抑制的

に 作用 す る T 細胞サ ブ セ ッ トが全く 同 一 か
,
ま たは 同

じ p h e n o t y p e を有 す る が 異な っ た サ ブ セ ッ ト か どう

か に つ い て も 今後 さ ら に 詳細 な経討が必要 で あ る .

C o n A 刺激に よ り免疫反応 に 抑制作用 を発現す る T

細胞 サ ブ セ ッ トは O K T 4
十分画と O K T 8

十分画の 両分

画に 存在す るが , わ れ われ の 検討で は, 造血幹細胞 に

抑制的 に 作用 す る T 細胞 サ ブ セ ッ トは O E T 8 + 分画

の み認 め られ て い る . さ ら に 19 8 3 年
,
B a ci g al u p o ら

3 6)

は P W M で 刺激し た 正 常人 あ る い は 再不 貧患者の T

細胞 か ら放出さ れ る h u m o r al f a c t o r を C F U - C a s s a y

系と P W M 使 用 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 産生系に 添加培養

する と
,
C F U- C の c ol o n y 形成 を著明に 抑制 したが 免

疫グ ロ ブリ ン産 生は 全く抑制を示 さ な か っ たと い う
.

こ の こ と は P W M 刺 激 丁 細胞 か ら 産 生 さ れ る

h u m o r a l f a c t o r が 造血 幹細胞 は抑制 す るが 免疫反応

系は抑制 しな い と い う点 で非常 に 興味あ る成績 と考 え

られ る
.
m it o g e n で 刺激さ れ た T 細胞 か ら は主 に 免疫

反応系に 対 し て h el p e r f a c t o r と s u p p r e s s o r f a c t o r

の 両方 を放出する こ と3 7) が い わ れ て い る . P W M は免

疫反 応で の B 細胞の 分 化 に 対 し抑制 ま た は 促進因子

の 両方を放出3 8) し
,
造血 幹細胞で は P W M で 刺激さ れ

た T 細 胞 と B M M N C と の c o c u m t u r e で C F U- C を

抑制3 5) 3 9) す ると い わ れ てい る
.

一 九 P H A は B F U- E

形成 を 促進 す る B P A と し て P H A- L C M
2 4)
の 形 で 利

用さ れ る が
,
P H A で 刺激 さ れ た T 細 胞と B M M N C

との c o c ult u r e で は
,
C F U- C , C F U- E を抑制す る こ と

も報告3 9) され て い る ..
こ の よ う に m i t o g e n で 活性化 さ

れる こ と に よ り リ ン パ 球はい く つ か の 機能 を獲得し,

その 作用 の 違い は m it p g e n の 種類
40)
,
その 添加濃度

4 1)

お よ び培 養時間4 2) で 大き く 左右さ れ る も の と 思 わ れ

る
. ま た そ の 作用 発 現 に はt r a g e t と して 使用 さ れ る

935

a s s a y 系の 適 い に よ り抑制し た り促進 した り する こ と

も 十分 考 え ら れ る . な ぜ な ら B a ci g a l u p o ら
3 6)は

P W M で 刺激 した T 細胞 か ら の h u m o r al f a c t o r は

C F U- C 形 成 を抑制す る が, 免疫グ ロ ブリ ン産生は 促

進す る こと を述 べ てお り , この こ と は T 細胞か ら放出

され る h u m o r al f a c t o r が t a r g e t の 適 い に よ り異 なる

効果 を発現す る . ある い は 2 つ の t a r g e t s p e cifi c な

h u m o r al f a ct o r を産 生す る と い う可 能性を示 唆 し て

お り , 今後解明 す べ き 重要な 点と思われ る . 次に 造血

幹細胞抑制の 機序に つ い て はま だ十分に 明ら か に され

て い な い が
, 今回 の 検討で は c ell - t O- C ell i n t e r a cti o n

に よる 直接的な抑制効果とい う よ りむ し ろ液性因子 に

よ る抑制効果が 主体 をな して い る こ と が明らか と な っ

た . 病的状態 に お い て 液性因子 に よ り造血幹細胞 が抑

制 され る との 報告は C F U-E に 関して は, 後 天性赤芽

球癖の 患者 に I g G 自己抗体の存在が証明され
4 3)
, C F U

- C に 関 し て は 血 清 中 の 抑制 因 子 の 存在 が a u to

i m m u n e p an 1 e u k o p e ni a
44)
, S L E

d 5) 4 6)4 7)
お よび F e lty 症

候群
4 5)な どで 証明さ れ てい る . 今回 の 検討で も C o n A

で 刺 激細胞 の培養 上 清 が C F U
-

E
,
B F U

-

E に 対 し

d o s e d e p e n d e n t な抑制 を示 した こ と か ら, C o n A 誘

導 s u p p r e s s o r T c ell か ら造血幹細胞 で あ る C F U

-

E , B F U
-

E に 抑制的 に 作用 す る液性因子 が 産生 さ れ

て い る こ と は容易に 推測さ れ る . また培養上清中に は

わ ずか に C o n A が 含まれ て お り, こ の C o n A が骨髄

中の T 細胞 を刺激 した結果, 抑制す る こ とも考 えら れ

る が
,
こ の 可 能性は培養上清中 に 含ま れ る と 同量 の

C o n A を直接 に C F U -

E a s s a y 系に 添加 して も有意な

抑制は認め て い ない こ とか ら否定され る . さ ら に骨髄

か ら T 細胞 を除去して も, 除去 しな い場合と同程度 の

抑制が み ら れ る こ と か ら, 骨髄 丁 細胞が C o n A 刺激

に よ っ て C F U - E
,
B F U- E を抑制する と い う可能性 は

ない と思 わ れ る
.

次に C o n A で刺激さ れた
r

r 細胞の B M M N C へ の

直接作用 に つ い ては , C O C u lt u r e する 前に C o n A 刺激

丁 細胞 と B M M N C との p r ei n c u b a ti o n に よ っ て 抑制

効果の 増大が み られ な い こ と よ り, C o n A 刺激細胞 と

B M M N C の 直接的な c el 卜t o- C ell i n t e r a c ti o n は造血

幹細胞抑制効果 の 発現 に , それ は ど重要で は ない と考

えら れ る .

ま た マ ク ロ フ ァ
ー

ジの 造血 幹細胞に 対す る影響に つ

い て は い く つ か の 報 告 が あ り, そ の 作 用 は p r o ･

S t a gl a n di n E ( 以 下 P G
- E と略す) を介 して お こ な わ

れ る とさ れ て い る . たと えば K u rl a n d ら
4 8)
は マ ウス の

マ ク ロ フ ァ
ー ジが 赤芽球系前駆細胞の C F U- E , B F U

- E を増加さ せ る と報告し, さ らに マ ク ロ フ ァ
ー

ジの 培

養上 浦 も, 顆 粒球- マ ク ロ フ ァ
ー ジ前駆細胞 で あ る
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C F U - E を抑制 し, こ れ に イ ン ド メ サ シ ン を添加す る

こ と に より抑制が消失した こ と か ら, マ ク ロ フ ァ
ー ジ

の 産生 す る P G - E を介して C Ft 卜E の n e g a ti v e f e ed

b a c k が行 わ れ て い る の で は な い か と類推
49) 50)
し て い

る
.
1 9 8 0 屯 G o rd o n ら

51) は骨髄 マ ク ロ フ ァ
ー

ジお よ び

その 培養上漕が低濃度(10 % ま で) で は C F U
- E お よび

B F U - E の 増加 を促 し, そ れ以上 の 濃度で は抑制す る

こ と を報告した .
こ のよ う に マ ク ロ フ ァ

ー ジは造血 幹

細胞 に 対 し, 抑制ま た は促進的 に作用しう る可能性が

示 さ れ てい る が, 今回の検討で は, C o n A 刺激細胞 の

B M M N C に 対 す る 抑 制 効 果 は , B M M N C か ら

a d h e r e n t c ell を除 い て も , 除か な く ても 同程度であっ

た .
した が っ て, C o n A 誘導 s u p p r e s s o r T c ell が骨

髄中の ad h e r e n t c ell を刺激 して C F U
-

E , B F U
- E を

抑制 す る可能性は否定的と思わ れ る .

最近, 今回のわ れ われ の検討と同様 な報告が相つ い

で な さ れ て い る .
まず P o d e s t a ら

3 9)
は C o n A 誘 導

s u p p r e s s o r c ell とそ の培養上 漕が C F U
-

C に 対 して き

わ めて 強く抑制作用 を示 し, その 抑制の程度 は自己骨

髄 と同種骨髄の B M M N C と の c o c u lt u r e で は有意羞

を認 めね い と報告 して い る . し か し , C o n A に よ る

s u p p r e s s o r c ell 誘導の条件 は C o n A の 至適濃度が 50

〟g/ m l と高濃度 で培養時間も 18 時 間と短 く, わ れ わ

れ の場合 それ ぞ れ 10 ノJ g/ m l , 4 8.
時 間と か な り異 な っ

て い る . P o d e s t a ら はさ ら に C o n A だ けで な く P H A ,

P W M な ど の mi t o g e n 刺激 に よ っ て も C F U
-

C を 抑

制す る s u p p r e s s o r c ell が誘導 さ れ る こ と も認 め て い

る . C F U
-

C 抑 制 の機序 と し て c o l o n y s ti m ul a ti n g

fふct? r (C S F)産 生細胞 を抑制 す る
こ と で 間接的 に

c o l o 血 を抑制す る
5 2)
のか , そ れ と も抑制性因子 を放出

して抑制す るS 3)の か に つ い て , P o d e st a らは 体液性因

子 が直接造血幹細胞 を抑制す る と報告 して い る .
C F U

-

E に 関 しては , T a ll e y ら
54)が C o n A 誘導 s u p p r e s s o r

c ell に つ い て 検討 しわれ わ れ と同様 な成績 を報告 して

い るが
,
B M M N C の 1/ 3 の C o n A 刺激細胞 を添加 し

て % o f c o n t r ol が 1 0 % 以下 と い う 強 い 抑制 を得 た と

い う .
こ の場合, C o n A の 添加濃度 は 125 JL g/ m l と き

わ めて 高濃度で あ り, 培養時間く 4 日 と長 時間であり,

培養条件は われ わ れの 場合と は か な り異な っ て い る .

こ の よう に , C o n A 誘導 s u p p r e s s o r c e11 は か な りの

C o n A 濃度及び培養時間の違い が あ っ て も誘導さ れ

うる こ とが考 え られ る . ただ し培養時間に 関しては長時

間 に わ た っ て m it o g e n 刺 激 を う け た リ ン パ 球 か

らは B P A や C S A が放 出さ れ る こ とも あ り
37) 55)

,
こ の

た め抑制が 十分 お こ なわ れ な い とい う 可能性 も考慮 し

な けれ ばな ら な い . さ ら に , T all e y ら
5 4)
は a u t ol o g o u s

M L C
,
all o g e n el c M L C や s t r e p t o k i n a s e st e r e p t o

･

藤

d o r n a s e で 刺激さ れ た リ ン パ 球が C F U
-

E を抑制す る

こ と を報告 し てい る . こ の よう に , C o n A , P H A
,

P W M な ど の m it o g e n 刺 激 や , a u t O l o g o u s n o n
-

T

c ell お よ び all o a n ti g e n s で リ ン
パ 球 を刺激 す る こ と

に よ り C F U
-

C
,
C F U

-

E お よ び B F U- E を抑制す る細

胞が誘導さ れ る と い う こ と は, 何 らか の 刺激 をう け て

は じ めて 抑制作用 を獲得す る細胞, い い か えれ ば造血

抑制性 丁 細胞の 前駆細胞が 正 常人 に も 存在 し て い る

こ と を示 唆 して い る .

一 方 , T o r o k -

S t o rb ら
56) は刺激

を加 えな い
"

r e sti n g
"

の状 態に ある 末梢血 丁 細胞 に 末

梢血 B F U - E を抑制 した り , 逆 に B F U
-

E を促進す る

異な っ た T 細胞サ ブ セ ッ ト が存在 す る こ と を 明ら か

に して い る . した が っ て , 生体の 中で は何 らか の刺激

が あ っ て 始め て調節機能 を発現す る リ ン パ 球と, 特 に

刺激 を必 要とせ ず に 調節機能 を発現 しう る リ ン パ 球と

が存在す る と い う可能性が考 え られ る .
しか し

,
この

よ う な
"

r e sti n g
"

状態 と 考 え られ る リ ン パ 球 も実際 に

は生体 の 中で 既 に 何ら か の 刺激を う け て活性化 して い

る可能性 も否定で き な い .
い ずれ に せ よ, T リ ン パ球

が造血調節 に お い て a m pli丘e r ま た は h e r p e r
5 7)5 8)
と し

ての 機能 を有 す る こと が 明ら か に さ れ る
一 方 , 病的状

態で は こ の調節機能の 喪失, あ るい は造血 抑制作用 を

有す る s u p p r e s s o r T c ell の 出現が 報告
7) 59)
さ れ てお

り, T リ ン パ 球 の 造血調節機構 へ の 関与 が 注目さ れ

る
.
さ らに

,
S u p p r e S S O r T c e11 の サ ブ セ ッ トに つ

い て

の 解析 で は C o n A 誘導 s u p p r e s s o r c ell , M L C 誘導

s u p p r e s s o r c el1
5 4)5 9)さ ら に 再不要な どが 認 め ら れ る

s u p p r e s s o r c e11 が い ずれ も O K T 3 , O K T 8 陽性 とい

う ph e n o ty p e を有す る と い う こ と は免疫応答 に お け

る s u p p r e s s o r c ell s の 特徴 と矛盾せず, 興味深い 点と

思われ る .
しか し放射線感受性に 関して は, C o n A 誘導

s u p p r e s s o r c ell は s e n siti v e で ある の に 対 し, M L C 誘

導 s u p p r e s s o r c ell は r e si s t a n t で ある こ と
54) 6O)か ら異

な っ た T 細胞 サ ブ セ ッ トで あ る こ と も予想さ れ ,
造血

に 対す る調節性 リ ン パ 球 に はh e t e r o g e ni t y が存在 す

る こ と が 強く示 唆さ れ る .
また

,
こ の よ う な造血 調節

性 T リ ン パ 球 の他 に 単球 や マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 造血調

節 へ の 関心 を示 唆す る 報告
4 9) 5 0】61) も あ る . こ の よ う に ,

造血 調節機構 に は T 細胞だ け で なく n o n - T 細胞も 含

む種 々 の 細胞 あ る い はサ ブ セ ッ トが複雑 に 関与 して い

る も の と予 想さ れ , 今後の 詳細 な検討に よ っ て造血幹

細胞 の分化, 増殖 の調節機序が明 らか に さ れれ ば, 治

療困難 な種々 の造血異常の 病態や治療法が解明さ れる

も の と期待 され る .

結 論

造血幹細胞 の分化 増殖 を調節す る機構 に 関与する

当
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リ ン パ 球の 免疫学的 メ カ ニ ズ ム を明ら か に する た め,

s u p p r e s s o r T c e11 を誘導す る こ と で 知 られ て い る

C o n A に よ り活性化 さ れ た リ ン パ 球 の C F U -

E お よ

び B F U- E に お よ ぽ す 影響 を検討 し 以 下 の 結果 を得

た.

1 . C o n A 刺激 s u p p r e s s o r c e11 は C o n A 濃度10

〟g/ m l , 培養時間4 8 時間で 最も 強い 抑制 を示 し, 赤芽

球前駆細胞 で あ る C F U
-

E
,
B F U- E を d o s e d e p e n d ･

e n t に 抑制 した .

2 . こ の よう に作製さ れ た C o n A 誘導 s u p p r e s s o r

c ell は E ロ ゼ ッ ト形 成細胞分画 に 存在 す る T 細 胞 で

あり, 2 0 0 0 r a d の Ⅹ 線照射で その 抑制作用 が 消失し,

放射線感受性 の細胞 で ある .
モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 で の

検索で は O K T 3 , O K T 8 陽性で, O K T 4 , O K I a l 陰性

細胞 で あ り, さ らに こ の s u p p r e s s o r c ell の p r e c u r s o r

c ell は O K T 8
+ 分画 に 存 在 す る こ と が 明 ら か と な っ

た .

3 . C o n A 誘導 s u p p r e s s o r c ell は その抑制作用 を

発現す る ため に ,
C e11- t O- C ell i n t e r a c ti o n を必要と せ

ず
,
そ の培養上 清が d o s e d e p e n d e n t な抑制 を示 す こ

とか ら
, 抑制は主 に , S u p p r e S S O r C ell に よ っ て塵生さ

れ る 液性因子 を介 し て お こ な わ れ る も の と考 え ら れ

る . また骨髄の ad h e r e n t c ell を除い て もそ の 抑制の 程

度に 有意菱 は認めず, C o n A 誘導 s u p p r e s s o r c ell の

抑制の 機序 に は マ ク ロ フ ァ
ー ジの 関与 の可能性は少な

い と思 わ れ る .
さ ら に S u p p r e S S O r C ell は その 抑制作用

発現 の た め に , とく に 骨髄細胞 との H L A の
一 致 を必

要と しな い .

以上 の こ と か ら C o n A 誘導 s u p p r e s s o r c ell は赤芽

球前駆細胞で あ る C F U -E , B F U- E を d o s e d e p e n d -

e n t に 抑 制 し, モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 で の 検 索 で は

O K T 3
,
O K T 8 陽性細胞 で ある こ と が 明 ら か と な っ

た . し か し
, 免疫 反応系 に 関与 す る C o n A 誘 導

S u p p r e S S O r C ell と造血 幹細胞に 関与す る C o n A 誘導

S u P p r e S S O r C e11 が全 く 同
一

の T 細胞 サ ブ セ ッ トか, そ

れ と も 同じ p h e n o t y p e を有す る が 異 な っ た T 細胞 サ

ブセ ッ トか は今後の 詳細な検討が必 要と思 わ れ る .
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bl a s t s . B l o o d
,
5 3

,
1 0 2 3

-1 0 2 7 (1 97 9) .

2 5) T a e stl e , R . a n d R o y st o n , I ･ : H u m a n T
-

C ell

a n ti g e n s d e fi n e d b y m o n o cl o n a l a n ti b o d i e s I

A b s e n s e o f T
-

65 0 n C O m m i tt e d m y el oi d a n d

e r yth r oi d p r o g e nit o r s . B l o o d , 5 6 , 9 4 3- 9 4 6 (1 9 8 0) ･

2 6) R ei n b e r z , 軋 L . a n d S e h l o s s m a n , S ･ F ･ :

R e g u l a ti o n o f th e i m m u n e r e s p o n c e l n d u c e r a
n d

s u p p r e s s o r T
-1 y m ph o c y t e s u b s e t s i n h u

m a n b ei n g s ･

N
.
E n gl . J . M e d .

,
3 0 3

,
3 70

-

3 73 (19 80) ･

27) H a y n e s , B . F . a n d F a u ci , A ･ S ･ : A c ti v a ti o n of

h u m a n B
-1 y m ph o c y t e s ･ C o n c a n a v ali n- A i n d u c ed

g e n e r a ti o n of s u p p r e s s o r c ell s o f th e pl a q u e-f o r m -

1 n g C ell r e s p o n s e of n o r m a l h u m a n B -1 y m ph o c yt e s ･

J . I m m u n o l リ 1 1 8 , 2 2 8 ト2 2 8 7 ( 19 7 7) ･

28) R ei n h e r z , E . I J . a n d S c h l o s s m a n , S ･ F ∴ C o n

A -i n d u cib l e s u p p r e s si o n of M L C : E vi d e n c e f o r

m e di a ti o n b y th e T H 2
+
T - C ell s u b s e t i n m a n ･ J ･

I m m u n ol
リ
1 22

,
1 3 3 5- 1 3 41 ( 19 7 9) .

2 9) 尾 高和亮
･

近 藤邦夫 ･ 中尾 真ニ , 末永孝生
･ 塩原

信太 郎 ･ 上 田幹雄 ･ 原 田 実根 ･ 服部絢 -

: 活性 化リ ン

パ 球の造血幹細胞 に 及 ぼ す影響- C o n c a n a v a li n A 誘

導 s u p p r e s s o r T c ell に よ る C F t卜C の 抑 乱 医学の

あ ゆ み, 1 2 3 , 25 9
-

2 6 1 (1 9 8 2) .

3 0) R ei n h e r 2; , E , L .
,
K u n g , P . C .

,
G o ld s t ei n , G ･



C o n A 誘導 S u p p r e s s o r T c ell に よ る赤芽球前駆細胞の 抑制

a n d S c hl o s s m a n
,
S . F . : A m o n o cl o n a l a n tib o d y

r e a c ti v e w i th h u m a n c yt o t o x i c/ s u p p r e s s o r T - C ell

s u b s e t p r e v i o u sl y d e fi n ed b y a h e t e r o
-

a n ti s e r u m

t e r m e d T H 2
+
. J . I m m u n ol . , 1 2 4 , 1 3 0 ト13 0 7 (1 9 8 0) .

31) E o , H . S . ,
F u

,
S . M .

,
W i n c h e s t e r

,
R . J . , Y ll ,

D . T . Y . a n d K u rLk el
,
H . G . : l a d et e rm i n a n t o n

sti m u l a t e d h u m a n T -1 y m p h o c y t e s . O c c u r r e n c e o n

m it o g e n a n d a n ti g e n a c ti v a t e d T c ell s . J . E x p . M e d .
,

1 50
,
2 4 6 - 2 5 5 (1 9 7 9) .

3 2) M a n g a n , E . F .
,
C hi k k a p a , G .

,
B l el e r , L . Z .

,

S c h a r f m a n
,
W . B

.
a n d P a r k i n s o rL , D . R . : R e g u l a

-

ti o n o f h u m a n b l o o d e r y th r oid b u r s 卜f o r m i n g u n it

(B F U
- E) p r olif e r a ti o n b y T-1 y m p h o c yt e s u b p o p ul a -

ti o n s d e fi n e d b y F c r e c e pt o r s a n d m o n o cl o n al

a n tib o d i e s . B l o o d , 5 9 , 9 90- 9 9 6 (1 9 8 2) .

5 3) B a g b y , J r . G . C . : T l y m p h o c y t e s i n v ol v ed i n

i n h ib iti o n o f g r a n ul o p oi e si s i n t w o n e u t r o p e ni c

p a ti e n t s a r e o f th e c yt o t o x i c/ s u p p r e s s o r (T 3 , T 8)

s u b s e t . J . C li n . I n v e s t . 6 8
,
1 59 7

-

1 6 0 O (1 9 8 1) .

34) I) a m l e , N . K . a n d G u pt a , S . : H e t e r o g e n eit y

of c o n c a n a v a li n A
-

i n d u c e d s u p p r e s s o r T c ell s i n

m a n d e fi n e d w ith m o n o cl o n al a n tib o d i e s . C li n . E x p .

I m m u n o l リ 4 8 , 5 8 ト58 8 (1 9 8 2) .

3 5) 坂 巻 棄 ･ 山 崎竜弥 ･ 浜 口 裕之 ･ 間栄 ･ 斎藤憲治 ･

榎原 英夫 ･ 古沢 新平 ･

宍 戸英雄 : T 細胞 サ ブ セ ッ トの

B F U - E に 及 ぼ す 影 響 - P W N 刺 激 O K T 4 + 分 画 の

B F U- E 抑制 . 医学 の あ ゆみ, 1 26 , 1 0 3 9- 1 0 4 1 (1 9 8 3) .

3 6) B a ci g al u p o , A . , M i n g a ri , M . C .
,
M eli oli , G . ,

F r a s s o n i
,
F .
,
P o d e s t a

,
M .

,
M o r e tt a

,
I . .

,
V a n L i n t

,

M . T . a n d M a r m o n七
,
A . M . : G e n e r a ti o n of C F U - C

S u p p r e S S O r T c e11 s i n vit r o : ⅥI T d e ri v e d c ol o n y

in hib it o r y a c ti vi t y ( T d/ C I A ) h a s n o s u p p r e s s o r

e ff e c t o n i n vi t r o i m m u n o gl o b u li n p r o d u c ti o n . E x p .

H e m a t .
,
1 1

,
50 6- 5 1 1 1 (1 9 8 3) .

3 7) H e r s c o w it z
,
H

.
B
リ
S a k a n e

,
T .
,
S t ei n b e r g , A .

D . a n d G r e e n
,
I ∴ H et e r o g e n eit y o f h u m a n

S u p p r e s S O r C e11 s i n d u c ed b y c o n c a n a v ali n- A a s

d et e r m i n e d i n si m u lt a n e o u s a s s a y o f i m m u n e

f u n c ti o n . J . I m m u n ol . , 1 24 , 14 0 3 - 1 4 1 0 (1 9 8 0) .

38) M o r e tt a , L .
,
M i n g a ri , M . C .

,
M o r e t t a

,
A . a n d

C o o p e r , M . D . : H u m a n T l y m p h o c y t e s u b p o p ul a
･

ti o n s : S t u d i e s o f th e m e ch a n i s m b y w hi ch T c ell s

b e a ri n g F c r e c e pt o s s f o r I g G s u p p r e s s T d e p e n d e n t

B c ell d i ff e r e n ti a ti o n i n d u c ed b y P W M . J .

lm m u n ol
リ
1 2 2

,
9 8 4 - 99 0 (1 9 7 9) .

39) P o d e st a
,
M .

,
p r a m S S O n i

,
F .

,
V a n L i n t

,
M . T .

,

Pi a g gl o , G .

,
M a r m o n t

,
A

. a n d B a ci g al u p o , A . :

9 3 9

G e n e r a ti o n o f C F U
-

C s u p p r e s s o r T
-

C ell s i n vit r o .

E ff e c t o f P H A
,
P W M a n d C o n A o n b o n e m a r r o w

a n d p e ri p h e r al bl o o d l y m p h o c y t e s f r o m h e al th y

d o n o r s . E x p . H e m a t ol . , 1 0 , 25 6
-

2 62 (19 8 2) .

4 0) D e M a r ti I1 0 , J . L . a n d H u m p h e r y s , R . E . : A

3 5
,
0 0 0 d al t o n T c ell s u p e r n a t a n t p r o t ei n a s s o ci a t e d

wi th s u p p r e s si o n o f m it o g e ni c r e s p o n s e s . T h y m u s ,

2
,
3 3 9- 3 5 3 (1 9 81) .

4 1) D v y e r , J . M .
,
J o b m s o n

,
C . a m d D e 組 nl 朗

,
M ∴

B e h a vi o u r o f h u m a n i m m u n o r e g ul a t o r y c ell s i n

C O C u lt u r e . V a ri ab l e s r e q ui ri n g c o n sid e r a ti o n f o r

Cli n i c al st u di e s . C l in . E x p . I m m u n o l . , 3 8 , 4 9 9
-

51 3

(1 9 7 9) .

4 2) P o d e s t丘, 鳳 , F r a s s o n i , F . , V 乱れ L iIl t , M .
T

.

a n d B a ci g a l u p o , A . : G e n e r a ti o n o f C F U
-

C

S u p p r e S S O r T c e11 s i n v it r o . I V . E 庁e c t o f ti m e o n th e

i n h ib it o r y a c ti v it y o f m it o g e n p ri m ed n o r m al T

l y m p h o c y t e s . T h y m u s , 4 , 2 3 3
-

24 2 (1 9 8 2) .

4 3) K r a n t z , S . B . : S t u di e s o n r e d c ell a pl a si･a .

T r e a t m e n t w ith i m m u n o s u p p r e s si v e d r u g s . I n t e r
･

n a ti o n al C o n f e r e n c e o n H e m a t o p oi e si s . G o rd o n , A .

S . (1 97 2) .

4 4) C lilt e , M . J .
, O p e1 2; , G . , S a x o n , A . , F a h e y , J .

L . a n d G ol d e , I) . W . : A u t oi m m un e p an 1 e u k o p e n i a .

N . E n gl . J . M e d .
,
2 9 5

,
1 4 89

-

1 4 9 3 (1 9 76) .

4 5) D u c k h a n , I) . J .
,
R h y n e , R .

I
J .
,
S mi th

,
F . E .

a n d W illi a m s
,
R . C . : R et a rd a ti o n o f c ol o n y g r o w th

Of i n v it r o b o n e m a r r o w c ult u r e u sl n g S e r a f r o m

p a ti e n t芦 W it h F elt y
'

s s y n d r o m e , d i s s m i n a t e d l u p u s

e r y th e m a t o s u s (S L E) , r h e u m a t oid a rth riti s a n d

O th e r d i s e a s e s t a t e s . A rt h riti s . R h e u m .
,
1 8

,
3 2 3

-

3 3 5

(1 9 7 5) .

4 6) Fit c h e n , J . J .
,
G al e , R . P .

,
G old e

,
D . W . a n d

C li Il e
,
M . J . : I m m u n e s u p p r e s si o n of h e m a t o p oi e

-

Si s . C li n . R e s .
,
2 5

,
4 75 A (1 9 7 7) .

4 7) Fi t c h e n , J . J .
,
C liIl e

,
M . J .

,
S a x o n

,
A . a n d

G o ld e
,
I) . W . : S e r u m i n h ib it o r s of h e m a t o p o i e si s

i n a p a ti e n t w ith a pl a sti c a n e m i a a n d s y s t e m i c

l u p u s e r y th e m a t o s u s . A m . J . M e d . , 66 , 5 3 7 T 54 2

(1 9 7 9) .

4 8) K u rl a n d , J . Ⅰ. , M e y e r s , P . A . a n d M o o r e , M .

A . S . : S y n th e si s a n d r el e a s e of e r yth r oi d c o l o n y

a n d b u r s t - p r O m O ti n g a c ti vi ti e s b y p o p ul a ti o n s o f

m u ri n e p e ri t o n e al m a c r o ph a g e s . J . E x p . M e d .
,
1 51

,

83 9 - 8 5 2 (1 9 8 0) .

4 9) K u rl a n d , J . Ⅰ. a rLd M o o r e , M . A . S . : M o d ul a ･

ti o n o f h e m o p o l e Si s b y p r o st a gl a n d in s . E x p .



9 4 0 近

47 ､ 4 3 3
- 4 4 2 (1 9 8 1) .

H e m a t ol .
,
5
,
3 57

-

3 7 3 (1 9 7 7) .

5 0) 伽 rl a 鴫 J . Ⅰ. , B r o x m e y e r , Ⅱ . 軋
,
P el n s , L ･ M ■

,

B o c k m a rL
,
R . S . a n d M o o r e , A ･ S ･ : R ol e f o r

m o n o c y t e m a c r o ph a g e
-

d e ri v ed c ol o n y sti m ul a ti n g

f a c t o r a n d p r o s t a gl a n di n
-

E i n th e p o siti v e a n d

n e g a ti v e f e e d b a c k c o
n tr ol o f m y el o id st e m c e11

p r olif e r a ti o n . B l o o d . , 5 2 , 3 8 8
-

4 0 7 (1 9 7 8) ･

5 1) G o r d o n , L .
,
M ill e r

,
W ･ J

り
B r a n d a , R ･ F ･

,

Z a nj a n i , E . D . a n d J a c o b , H . S ･ ‥ R e g ul a ti o n o f

e r y th r oi d c ol o n y f o r m a ti o n b y b o
n e m a r r o w

m a c r o p h a g e . B l o o d , 55 , 1 0 4 7
-

1 05 0 (1 9 8 0) ･

5 2) V e r m a , D . A . , S pi t z e r , I) ･ , Z a n d e r , A ･ R ･ ,

B e 一札 m
,
M .

,
D i t k e , R ･ A ･ a m d H c C r e di e I E ･ B ･ :

M o n o c y t e
-

m a C r O p h a g e i n t e r a cti o n w ith p u t a ti v e

h el p e r a n d s u p p r e s s o r T l y m p h o c y t e s i n c ol o n y

s ti m ul a ti n g a c ti v it y el a b o r a ti o n . p 1 39
-1 5 0

,
I n :

B a u m
,
S . J . , L e d n e y , G . D . a n d K h a n , A ･

,
E x p e ri

-

m e n t al H e m a t ol o g y , T o k y o , 1 9 8 1 . B a s el , N e w

Y o r k : K a r g e r , S . a n d S t ei n b e r g , H .
,
1 9 8 1 ･

5 3) B 批i g 乱1 u p o , A .
,
P o d e st a

,
M .

,
M i m g a ri , M ･ C ･

,

H o r et t a , L . , P i 乱g gi o , G .

,
V a m Li n t

,
M ･ T ･

,

D u r a n d , A . a n d M aLr n O n t , A . M . : G e n e r a ti o n o f

C F U
- C/ s u p p r e s s o r T c e11 s i n vi t r o : A n e x p e ri

･

m e n t al m o d el f o r i m m u n e
-

m e d i a t e d m a r r o w

f a il u r e . B l o o d
,
57
,
4 9 ト4 9 6 (19 8 1) .

5 4) T all e y , R . , R i n e h a r t , J . J .
a n d B a l c e r z a k , S ･

P . : A u t o l o g o u s a n d al l o g e n ei c s u p p r e s s o r l y m ph o
･

c yt e i n hib iti o n of h um an e r y th r oi d c ol o n y
f o r m i n g

u n it p r o lif e r a ti o n . E x p . H e m a t ol . , 1 0 , 5 05
- 5 1 5 (1 9 8 2) ･

5 5) A y e , M . T . , N h o y , Y .
,
Till , J ･ E ･ a 爪 d

M c C u 1l o ch
,
E . A . : S t u di e s o n l e u k e m i c c ell p o p u

-

1 a ti o n s i n c u lt u r e . B l o o d
,
44

,
2 0 5- 2 1 0 (1 9 7 4) .

5 6) T o r o k
-

S t o r b
,
B .

,
M a r ti れ

,
P . J . a m d H a n s e m

,

J . A
. : R e g ul a ti o n o f i n v itr o e r yt h r o p oi e si s b y

n o r m al T c ell s : E v id e n c e f o r t w o T
-

C ell s u b s e t

W i th o p p o si n g f u n c ti o n .
B l o o d

,
5 8

,
1 71 - 1 7 4 (1 98 1) .

5 7) N a t b■a n , D . G .
,
C ll e S S

,
L .

,
H ill m a n

,
D . G .

,

C l a r k
,
B .

,
B r e a r d

,
J . , M e rl e r , E . a n d H o u s m a n

,
D .

E . : H u m a n e r y th r oi d b u r st
- f o r m i n g u n it : T

-

C ell

r e q ui r e m e n t f o r p r oli f e r a ti o n i n vi t r o . J . E y p . M e d . ,

1 4 7
,
3 3 4

-

3 3 9 (1 9 7 即.

5 8) G o o d m a n , J . W り B a s f o r d , N . L . , S h i n p o c k ,

S . G . a n d C h m b e r s
,
Z . E . : A n a m plifi e r c ell i n

h e m o p oi e si s . E x p . H e m a t . , 6 , 1 5 ト1 60 (1 9 7 8) .

59) A m a r e , M .

,
A b d o u

,
N . L .

,
R o b i n s o n

,
M . G .

a n d A b d o u
,
N . Ⅰ. : A pl a sti c a n e m i a a s s o c i a t e d w ith

b o n e m a r r o w s u p p r e s s o r T - C ell h y p e r a c ti vit y :

S u c c e s s fu 1 t r e a t m e n t w it h a n ti th y m o c yt e gl o b uli n .

A m
. J . H e m a t ol . , 5 , 2 5 - 3 2 (1 9 7 8) .

6 0) 中尾其 ニ ･ 上 田幹雄 ･ 近 藤邦夫 ･ 尾高和亮 ･

塩 原

倍大 郎 ･ 末永孝生 ･

石 野 千津子 ･

原 田 実根 ･ 服部絢
-

:

活性化 リ ン パ 球の造血 幹細胞に 及 ぼす 影響
一 同種抗原

刺激 リ ン パ 球 に よ る C F U
-

C の抑制. 医学 の あ ゆみ ,

1 52
,
1 0 1 2

-

1 0 1 4 (1 98 3) .

6 1) S u d a , T .
,
M i z o g u c hi , H .

,
M i11 r a

,
Y . , E u b o t a ,

K . a n d T a k a k u
,
F . : S u p p r e s si o n o f i n vi tr o

g r a n ul o c y t e
-

m a C r O p h a g e c ol o n y f o r m a ti o n b y th e

p e ri p h e r al m o n o n u cl e a r p h a g o c y ti c c ell s of p a ti e n t s

w ith id i o p a thi c a pl a sti c a n e m i a . B r . J .
H a e m a t ol ･

,

4 7 , 4 3 3
- 4 4 2 (19 8 1) .

E ffb c ts of A ctiv a t ed L ym P h o cy t e s o n H e m at op oie tic S t e m C ells: S
u p p r e s sio n o f E ry th r oid

P r og e nit o r C e u s b y C o n c a n a v al in A
-I n d u c ed S u p p r e s s o r T c ells K u n i o K o n d o , D e p art m e n t of

I n t e m al M ed i ci n e (Ⅲ) , ( D ir e c t o r : P r o f . K . H at t o ri) , S ch o ol o f M e di c i n e , K a n a z a w a U ni ve ri st y ,

K an a Z a W a
,
9 2 0 - J . J u z e n M e d . S o c . , 9 2 , 9 2 5 - 9 4 1( 1 9 8 3)

K ey w o rd s : C o n c a n a v al in A , S u p p r e s s o r
c e n

,
E r y t h r oid p r o g e ni t o r c ell , M o n o cl o n al a n tib

o d y ･

A b st r a c t

I n t h e p r e s e n t st u d y , W e i n v
e stig a t e d t h e e ff e ct s o f

h u m a n p e ri p h e r al b l o o d l y
m p h o c y t e s

sti m u l a t e d b y c o n c a n a v al i n A ( C o n A ) o n e ry t h r o i d st e m c e 11 s ･ C o n A
-

Sti m u l a t e d l y m p h o c y t e s
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h r o i d p r o g e n it o r c
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f o r m i n g u n it ( C F U
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a n d B F U - E / s u p p r e s s o r c ell s w e r e c h a r a ct e ri z e d . T h e r e s u lt s i n d i c a t e t h a t t h e C o n A -i n d u c e d

s u p p r e s s o r c ell s
a r e r a d i o s e n siti v e T c ell s a n d t h e y h a v e a p h e n o t y p e o f s u p p r e s s o r / c y t ot o x i c T

c e11 s u b s et w h e n st u d i e d b y m o n o c l o n al a n tib o d i e s s p e ci fi c f o r T c ell d if f e r
e n ti a ti o n a n ti g e n s . I n

a d d iti o n , C e11
-t O - C e ll i n t e r a c ti o n o r H L A r e st ri c ti o n w a s n o t r e q u i r e d w h e n C o n A

- Sti m ul a t e d

ly m p h o c y t e s e x e rt e d s u p p r e s s o r a cti v it y ･ T h e s e o b s e rv a ti o n s s u g g e st t h a t i n vit r o h e m a t o p o l e Si s

i s r e g u l a t e d a t l e a st i n p a rt b y a cti v a t e d T c e ll s wi t h a s u p p r e s s o r / c y t o t o x i c p h e n o t y p e .


