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臍帯血 丁細胞サブ セ ッ ト の機能的特異性

〔Ⅰ〕 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 ( O K T 4 お よ び O K T 8) で 識別さ れる

臍帯血 丁 細胞サ ブセ ッ ト の B 細胞分化調節能

金沢大学医学部小 児 科学教室 ( 主任 : 谷 口 昂教授)

谷 内 江 昭 宏

( 昭 和5 7 年 9 月2 7 日 受付)

モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体 O K T 4 お よび O K T 8 に より識別 さ れ る T 細胞サ ブ セ ッ トの,

P W M 刺激下で

の B 細胞分化調節能を検討 した . 種 々の 年令 の小 児の 末梢血中の こ れ ら T 細胞 サ ブ セ ッ トの 比率 を, 間接

蛍光抗体法 を用い て検定 した. 成人末柑血 に 比 して, 臍帯血 で は, O K T 4
+

細胞 の比 率が 高く ( 55 ･7 ±4 ▲7

% に対 して 74 .4 ±6 . 6 % ) , 逆 に▲O K T 8
+

細胞の 比 率は著明に 低下 して い た( 31 ･2 ±5 ･ 9 % に 対 して 14 ･6 ±

5 .0 % ) . O K T 8 ･ 細胞の比率 は年令 と共に 増加 し, O K T 針 細胞と O K T 4
+

細胞の 比は 3
～ 5 歳 頃に は成人 と

同様 と な っ た .
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 O K T 4 お よ び O K T 8 で識別され る 2 つ の異な る T 細胞サ ブ

セ ッ トを
,

こ れ ら の抗体と補体 ( ウサ ギ血清) を用い た細胞融解に よ り相反す る サ ブ セ ッ ト を除去 し, 臍帯血及び成

人末柵血 丁細胞よ り単離 した .
こ れ らの T 細胞サ ブ セ ッ トの , B 細胞の 免疫グロ ブ リ ン産生細胞 へ の 分化

に 及ぼ す調節能を P W M 刺激下で 検討 した. 従来か ら の 報告通 り, 成人 O K T 4
+

細胞 は成人末梢血 B 細胞

に添加培養 す ると著明な ヘ ル パ
ー 作用 を発挿 した が , 成人 O K T 8

+

細胞 に は こ の ような効果は認め られ なか

っ た
.

一 方臍帯血 で は, O E T 4
･

細胞, O E T 8
+ 細胞の い ずれ の サ ブ セ ッ トに も B 細胞分化 に 対す る ヘ ル パ

ー

作用 は認め られ な か っ た .
さ ら に

,
成人末梢血 B 細胞 に 自己 O K T 4

+

細胞 を加え た系 に, 成人 , あ るい

は臍帯血中の これ らの サ ブセ ッ ト を添加培養 し, それ ぞ れ のサ ブセ ッ トの サ
プ レ ツ サ

ー 清性 を比較検討し

た
. 成人 O K T 8

十細胞は B 細胞の I g
-

P C へ の分化を 強く抑制 し, 相反す る O K T 4
+

細胞 に は この ような抑

制効果は認 め られ なか っ た .
こ れ に対 して, 臍帯血 O K T 8

+ 細胞 に よ る抑制効果は, 成人 O K T 8
十細胞 によ

る抑制 よ りも弱か っ た . しか し興味深い こ と に は, 臍帯血 O E T 4
+

細胞 を こ の培養系に 添加す る と, 著明な

B 細胞分化抑制が観察 され た .

こ れ らの 結果 より, 臍帯血 丁 細胞 は成人 と同様, モ ノ ク ロ
ー

ナ ル抗体 O E T 4 , 及び O K T 8 に よ り識別

され るサ ブセ ッ トより成 るが , そ れ ぞれ の サ ブ セ ッ トの 機能 は成人 末棉血 丁細胞の サ ブ セ ッ トと は異なる

と考 えら れた . さ らに , 臍帯血 丁 細胞 に よ る B 細胞分化抑制能 は, 臍帯血特有の T 細胞サ
ブ セ ッ トに より

発挿 され て い る こ とが 示 唆さ れ たが ,
こ の ような サ ブセ ッ トの存在 を明 らか に す る為 に , 新 た なモ ノク ロ

ー ナ ル 抗体 を用 い た解析が望ま れ る .

E e y w o rd s 臍帯血 リ ン パ球 , T 細胞サ ブセ ッ ト, モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗体,

B 細胞分化

マ ウ ス に お い て は, T リ ン パ 球 はその 表面 L y 抗原の は サ ブ レ ツ サ
ー T 細胞と して働く と さ れ てい る

1) 2)
･
ヒ

種類に よ り, 異な る機能を有す るサ ブ セ ッ ト に 分 けら トに お い て も, T 細胞 を同種血清, 異種血 胤 自己免

れ る こ とが 知 られ て い る
Ⅰ)

. 成熟 マ ウ ス で は, L y l
+
2 3

一

疫病血清 を用 い た り, F c - r e C e p t O r の有無 な どによ
り機

丁 細胞闇 ヘ ル パ ー T 細胞 として, また L y l
-

2 3
+
T 細胞 能 を異に す る T 細胞 サ ブ セ ッ トに 分け られる

ことが明

F u n c ti ｡ n al C h a r a ｡ t e ris tic s of C o r d B l o o d T C ell S u b s et s . 〔Ⅰ〕 R e g ul a ti o n of B C el
l

D iff e r e n ti a ti o n b y T C ell S u b s e t s D efin e d w ith M o n o cl o
n al O K T 4 a n d O K T 8 A n tib o die s

i n H u m a n C o rd B l o o d . A kih i r o Y a c h ie , D e p a r t m e n t of P e di a t ri cs ( D ir e c t o r :
P r of ･ N ･

T a n i g u c hi) , S ch o ol of M e di cin e , K a n a z a w a U n iv e r si
t y ･
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らか とな
っ て きた

3 ト 7)

最近, K 611 e r と M il st
ei n ら に よ る細胞融合法の 開発

によ り, ヒ トリ
ン パ 球の 表面抗原 を識別す る モ ノ ク ロ

ー ナル抗体が比較的容易に つ くり 出され るよ う に な っ

た
掴)

. 特に , R ei n h e r z らに よ る O K T シ リ
ー ズ モ ノ ク

ロ
ー ナル 抗体 は, ヒ ト T 細胞 の異な るサ ブセ ッ トの識

別を可能と し, T 細胞機能の解析
が よ り詳細 に 行わ れ

るよう に な っ た
1 0)

･
こ れ ら O K T シ リ

ー

ズモ ノ ク ロ
ー

ナ

ル抗体の 内, O K T 3 は 末梢血 丁 細胞の 殆ん ど全
て を識

別し, O K T 4 は h elp e r/i n d u c e r T 細胞 を, O K T 8 は

s u p p r e s s o
r/ c yt o t o x i c T 細胞を識別す る とされ てい る ･

成人末梢血 丁細胞中 で は O K T 4 陽性 細胞 は 50
～ 6 0

% , O K T 8 陽性細胞は 20
～ 3 0 % を占め, こ れ ら は互 い

に相反する T 細胞サ ブ セ ッ ト を構成 してい る こ とが明

らかとな っ て い る
1 0)~ l 弟

一 方
,
ヒ ト臍帯血 丁細胞 が成人末棉血 丁 細胞と は機

能的に異な っ た点の あ る こと が知 られ て い る . 特 に臍

帯血 丁細胞は B 細胞の 分化を抑制 し, ま た こ の よう な

抑制活性は成人末梢血 丁 細胞 と は異な り ,
I g G F c -

r e c e p t o r を欠く T 細胞 サ ブセ ッ トに お い て著 明で ある

ことが明 らか と さ れて い る
1 5ト 19)

. 今回 , モ ノ ク ロ ー ナ

ル抗体 O K T 4 お よ び O E T 8 で識別され る T 細胞サ ブ

セ ッ トの 分布を, 臍帯血 , 成人 末梢血及び各年令の小

児の 末棉血 に つ い て明 ら か に した . さ ら に それ ぞれ の

T 細胞サ ブ セ ッ ト す な わ ち O K T 4 陽性 細胞及 び

O K T 8 陽性細胞 を単離 し, それ ぞ れの サ ブ セ ッ トが B

細胞分化 に及ぼ す影響 を P W M 刺激下で検討 した ･

対象お よ び方法

Ⅰ 対 象

臍帯血 は児の 娩出直後 に臍帯 を結染, 切 断の 後, 胎

盤側臍帯断端よ り ヘ パ リ ン 加採血 した . 対象 と した児

の妊娠及 び分娩経過は い ずれ も異常 を認め な か っ た .

臍帯血の 採取に 関 して は, あら か じ め両親の 承 諾 を得

た
. 成人末梢静脈血は , 健康な 25 ～ 3 5 歳の ボ ラ ン ティ

アよ り ヘ パ リ ン加採血 した . 生後 3 ケ月か ら5 才 ま で

の小児の 静脈血は, 当科外来 を受診 し た患児よ り両親

の承諾を得て採取 した .
い ずれ も 重篤 な感染症の 既往

なく, 副腎皮質 ホル モ ン 剤
,
免疫抑制剤等の 服用 も行

っ てい な い
.

ⅠⅠ 末梢単核球分離

ヘ パ リ ン加静脈血 を リ ン 酸緩衝生理食塩水 ( p h o s ･

p h a te嶋b uff e r e d s ali n e : 以下 P B S) に て約 2 倍 に希

釈 し, こ れ を Fi c o ll- H y p a q u e ( L y m p h p r e p ,

N y g a a rd & C o .
,
O sl o

,
N o r w a y) の 上 に 静か に 重層

し, 40 0 G 2 0 分間, 4
0

C に て 遠心 した . 遠心 の 後中間層

より単核球を採取し, こ れ を P B S に て 3 回 , 2 00 G l O

分間, 4
0

C に て遠心 して洗浄 した.
洗浄後, 細胞 を R P M I

1 64 0 培地( GI B C O ) に 再浮遊 し, 末棺単核球浮遊液と

した . なお 臍帯血 に つ い て は, 全血 1 容 に対 して 2 ･ 5 %

デ キス トラ ン加 P B S l 容を加え混和し, 3 7
0

C 3 0 分間静

置し白血球に 富 む上浦 を得た.
こ の 上清を同様 に Fi c o11

- H y p a q u e に 重層の後遠心 し, 単核球 を得た-

ⅠⅠI T 細胞及 び B 細胞の 分 離

末分画末楷単核球浮遊液(1 ×10
7/ m l に調節) を ノ イ

ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理 羊赤血球(以下 N S R B C) 及 び ウ シ胎

児血清 (f e t a l b o v i n e s e r u m : 以下 F B S , G I B C O ) と

等量ず つ 混合, 2 0 0 G 5 分間遠心 の後室温 に て 30 分間

静置し, 羊赤血球 ロ ゼ ッ ト (以 下 E ロ ゼ ッ ト) 形成 を

行 っ た .
ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理 羊赤血球は , あら か じ

め PI∋S に て洗浄 し, 1 ×10
9/ m l に調節した羊赤血球(以

下S R B C) 浮遊液 5 容 に 対 して, P B S に て 30 倍 に希釈

した ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー

ゼ ( B eh r in g w e r k e) 1 容を加 え,

3 7
0

C 3 0 分間反応 させ た . 反応終 了後, P B S に て 3 回 洗

浄 し
,
最終的に P B S にて 2 ×10

8

/ m l の N S R B C 浮遊液

と して用 い た .
F B S はあらか じめ 56

0

C 3 0 分間の熱処理

に て 非働化の 後, さ らに 37
0

C , 及び4
O

C に て S R B C で

吸収 した後 に用い た .
E ロ ゼ ッ トは 30 分間の静置後,

p ell et を静か に 再浮遊 し Fi c oll - H y p a q u e に重層 し遠

JL ､ し た . 中間層, すなわ ち E ロ ゼ ッ ト非形成細胞層は

P B S に て 3 回洗浄後, 再び E ロ ゼ ッ ト形成, 比重遠心

法を く り返 し, 最後に 得 られ た 中間層を採取, 洗浄の

後 R P M I 1 6 4 0 培地に 再浮遊 ,
B 細胞分画と した . また

p e11 e t , す なわ ち E
ロ ゼ ッ ト形成細胞層は 10 % F B S 加

R P M I 1 64 0 培 地 を 加 え 静 か に 再 浮遊 し, F i c o l 卜

H y p a q u e に 重層 し比 重遠心法 をく り返 した . 最後 に 得

られ た p ell et に 0 .8 3 % N H . Cl トリ ス緩衝液を加 え,

S R B C を溶血 さ せ た後 P B S に て洗浄 した . 洗浄後, 細

胞を R P M I 1 6 4 0 培地 に 再浮遊 し, T 細胞分画と した .

こ の よう に して得 られ た B 細胞分画の 内, 表面免疫 グ

ロ ブ リ ン 陽性細胞 は 48 ～ 6 0 % で あ り, また 30
～ 4 8 %

の α
-

ナ プ チル エ ス テ ラ
ー ゼ陽性の 単球の 混在が認め

られ た .
B 細胞分画 へ の E ロ ゼ ッ ト形成細胞の混 入 は

0 . 5 % 未満 で あ っ た . また T 細胞分画の 92 ～ 9 6 % は E

ロ ゼ ッ ト形成細胞で あ っ た . 以 下の 実験で は B 細胞分

画を B 細胞, T 細胞分画を T 細胞と して用 い た .

ⅠⅤ モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を用 い た T 細胞サ ブセ ッ ト

の 分 布 の 解析

O rth o 社製モ ノ ク ロ
ー

ナル 抗体 O K T 3 , O K T 4 及び

O K T 8 を用 い て , 成人末梢血, 臍帯血また種々 の 年令

の 小児の 末梢血の T 細胞 サブセ ッ トの 分布を検索 した.

5 ×1 0
6/ m l ～ 1 ×1 0

7

/ m l の 濃度 に 調節 した T 細胞浮遊

液 0 .1 m l に
,
モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 2 .5 〟1 を加え氷水中

に て 30 分間反 応させ た後, P B S に て 2 回洗浄 した. 再
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浮遊 し た T 細胞 に, 4 0 倍希釈 し た螢光標識抗 マ ウ ス

Ig G ヤ ギ血清(以下 G/ M F I T C , C a p p el L a b o r a t o ri e s

) を等量ずつ 加 え, 再 び氷水中に て 30 分間反応 させ ,

P B S に て 2 回洗浄 し た . 最後 に b ell e t を再浮遊 させ 等

量の 30 % グリ セ リ ン を加 え, 1 滴 をス ライ ドグ ラ ス に

載せ 陽性細胞 の百分比 を 01 y m p u s 螢光顕微鏡下で算

定 した. 算定 は少なく と も 250 個以上 の細胞 を観察 し

て行 っ た .
また 一 部の 検体 は螢光染色の後, P B S に て

1 ×10
6

/ m l の細胞浮遊液に 調整 し, fl u o r e s c e n c e - a C ti
-

v a t e d c ell s o rt e r ( F A C S I V , B e ct o n Di c k i n s o n ) を

用 い て螢光陽性細胞の輝度分布 を解析 した .

Ⅴ モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 に よ り識別さ れ る T 細胞サ

ブセ ッ トの 単離

モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体及 び補体 を用い た細胞融解に よ

り, T 細胞 中の 互い に 相反す る サ ブセ ッ ト を除 乱

O K T 4 ある い は O K T 8 陽性細胞が皇宮な分画を得 た.

R P M I 1 6 4 0 培地 に 浮遊 した T 細胞に O K T 4 ある い は

O K T 8 を1/2 0 0 0 量加 え, 室温 に て 30 分間反応 させ ,

さ ら に 新鮮, あ るい は
-

8げC に て凍結保存 してあ る ウ

サ ギ血清 を 1/1 0 量加 え, 3 7
0

C に て 45 分間反応させ た .

その 後 R P M I 1 6 4 0 培地に て 2 回洗浄, 死細胞 な どに よ

る凝集塊 を除去後再浮遊 し た.
トリ パ ン青 を用 い た検

定で は ,
この よ う に して 得られ た 細胞の 92 % 以 上は 生

細胞であっ た . ま た それ ぞ れ の分画 を間接費光抗体法

に より検定す ると, O K T 4 で 処理 した細胞の 78 ～ 紬 %

は O K T 8 陽性細胞(以 下 O K T 8 / 細胞) で あり, O K T 4

陽性細胞(以 下 O K T 4
+

細胞) は 3 % 以 下で あ っ た .
ま

た O K T 8 に て 処 理 し た 細 胞 の 内, O K T 4
+

細 胞 は

82
～

9 2 % で あ り , O K T 8
+

細 胞は 3 % 以 下 で あ っ た .
こ

れ ら の 細 胞分画 の 内, O K T 4 に て 処 理 し た も の を

O K T 8
+ 細胞, ま た O K T 8 に て処 理 したもの を O K T 4

+

細胞と し て 以 下の 実験 に 供し た .

Vl 培養条件

培養液は R P M I 1 64 0 培地に L - グル タミ ン(0 .3 m g/

m l) , ペ ニ シ リ ン(2 0 0 U / m l) , ゲ ン タ マ イ シ ン( 1 0 FL g/

m l) 及び 20 % 非働化済 F B S を加え たも の を用 い た .

5 × 10
5
の B 細胞 に種 々 の 量の T 細胞サ ブ セ ッ トを加 え

培養液 に て 最終的 に 1 m l と し, 1 3 × 1 0 0 m m の プ ラ ス

チ ッ ク培養試験管(20 2 7 , F a c o n) に 浮遊 し た . 培養は

p o k e w e e d m it o g e n ( P W M ,
G I B C O ) 5 F Ll/ m l を加 え,

炭酸ガ ス 培養恒温器内 で 37
0

C , 炭酸 ガ ス 濃度5 % 存在

下 で 7 日 間施行 した.

ⅤⅠⅠ 免疫 グ ロ ブ リ ン 産生 細胞 の 検出

P W M 刺激下 で B 細胞よ り誘導され る免疫 グロ ブ リ

ン 産生 細胞 (i m m u n o gl o b u li n -

p r O d u ci n g c ell 以下

‡g
-

P C) の 検出は, K e a r n e y ら の 方法
2 0) に 従い 施行 し

た . す なわ ち, 7 日間の 培養後回収さ れ た生 細胞数を血

江

球計算盤 に て算定, P I∋S に て 2 回洗浄 した . 洗浄後細

胞 を P BS に 浮遊 し, 1 ×1 0
6 ～ 2 × 1 0

6/ m l に 調諷 適量

を ス ライ ド グラ ス に 載せ冷風乾燥し, 5 % 氷酢酸加 工タ

ノ ー ル で - 2 0
0

C
,
3 0 分間固定 した . 固定終了後充分量

の P B S で 洗 浄 し
,
F I T C 標 識 家 兎抗 ヒ トIg 血清

(p o l y v a l e n t ; I g G + I g M 十I g A , B eh ri n g w e rk e) を

P B S に て 20 倍 に 希釈 して ス ライ ドグラ ス に 載せ30 分

間染色 した . P B S に て充分洗浄の 後
, 螢光顕微鏡下で

少 な く とも 500 ケ以上 の 細胞 を観察 し, 細胞質内の免

疫 グ ロ ブ リ ン 陽性細胞 の 百分比 を算定 した.
I g

｣

P C 数

は
, 細胞 質内I g 陽性細胞百分比 及 び 回収され た生細胞

数よ り , そ の絶 対数 を算出した .

Ⅷl T 細胞サ ブ セ ッ トの B 細胞分 化 に 及 ぼす ヘ ル パ

ー

作 用 の 検討

臍帯血及び成人末梢血 丁 細胞サ ブ セ ッ トの , 自己B

細胞分化に 及 ぼ す ヘ ル パ
ー

作用 を検討す る為,5 ×10 5 の

B 細胞 に 種々 の 量の 自己 丁 細胞サ ブセ ッ トを加え培養

し た. I g N P C は , F I T C 標識家兎抗 ヒ トI g 血 清(p oly ･

v al e n t) を用 い て 検定 した .
ま た臍帯血 O K T 4

+

細胞の

ヘ ル パ ー

活性 を検討す る為, 成人 末輸血 B 細胞に等量

の 臍帯 血 O K T 4
+

細 胞 を 加 え 培養 し た.
I g - P C は

FI T C 標識家兎 ヒ トI g 血清 (I g G , I g M o r I g A ) を用

い て検定 した.

ⅠⅩ T 細胞サ ブセ ッ トの B 細胞分 化抑制効果の検討

成 人 末 梢血 B 細 胞 3 ,5 × 1 0
5
に 自 己 O K T 4

+ 細 胞

1 . 5 × 10
5
を加 え た系 に, 種 々の 量 の 臍帯血 ある い は非自

己成人 末梢血 丁 細胞サ ブ セ ッ ト を加え て 培養した.
Ig

- P C は FI T C 標識家兎抗 ヒ トI g 上fn 清( p ol y v al e n t) を

用 い て検 定し た . B 細胞 分化抑制効果は下記の 要領で

抑制率を算出し て示 し た .

( 卜 B 諾監符
'

蒜農き崇翳語若鮎)
×1 00

成 績

Ⅰ 臍帯血 及 び成 人末梢血 丁 細胞 サ ブセ ッ トの 比率

臍滞血 及 び成人 末柵血 丁 稚胞 を, モ ノ ク ロ
ー ナ′レ抗

体 O K T 3 , O K T 4 お よ び O K T 8 を用 い て そU )陽性剤

胞の 比 率 を検討 した .
F A C S を用 い た螢光 輝度分布

ラ フ に 示 す 如く
,
E ロ ゼ ッ ト法に よ り得ら れた T 細胞

は∴臍帯血 成 人末梢血共に そ の 90 % 以 上 が O K l
､

3
十

細胞 で あ っ た .
また O K T 4

+ 細 胞の 比 率は 腰 帯血 丁細

胞 ( 74 . 7 ±6 . 6 % ) で は成人 末栴血 丁 細胞 (55 ･7 ±4 ･7

% ) よ り有意に 高く, これ に 対し て O K T 8
+ 細胞の 比率

は
, 臍帯血 丁 細胞 (14 . 6 ±5 . 0 % ) で は成人末梢血

′

1
､

細胞 (3 1 . 2 ±5 . 9 % ) に 比 し て著 しく低値 を示した 掴
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Fi g l . I m
m u n o 8 u o r e s c e n c e p r o 別 e s o f a d ul t a n d c o r d bl o o d T c e11 s w ith O K T a n ti s e r a ･

R e a c ti v it y of a d u lt p e ri p h e r al o r c o r d
bl o o d T c ell s w i th O K T 3 , O K T 4 a n d O K T 8 w a s

st u d i e d . T c ell p o p u l a ti o n w e r e st ai n e d w ith O K T a n ti s e r a a n d G / M F I T C .

F ig .2 . R a ti o o f O K T 8
+
c ell s t o O K T 4

+
c ell s i n

V a ri o u s a g e g r o u p s . T h e n u m b e r s o f O K T 4
+
a n d

O K T 8 + c ell s w e r e c o u n te d a n d th e r a ti o o f O K T

8
+
c ell s t o O K T 4

十

c ell s w e r e c al c ul a t e d . D a t a

r e p r e s e n t t h e m e a n ( ±S D ) of th e r a ti o s .

1) .

ⅠI T 細胞サ ブセ ッ ト比 の 年令 に よ る 推移

O K T 8 + 細胞と O K T 4 + 細胞の 比 は, 臍帯血 丁 細胞

では0 . 18 ± 0 . 掴 と成人 末梢血 丁細胞(0 . 56 ±0 . 1 2) に

比し有意に 低下 して い た . O K T 8
十細胞の 比率は年令と

共 に 徐々 に 増 加 し, 3 ～ 5 歳 で は O E T 8
+

細 胞 と

O K T 4
+ 細胞の 比 は ほぼ成人 と同様の レ ベ ル に まで達 し

てい た ( 図2 ) .

ⅠⅠI T 細胞サ ブ セ ッ トの B 細胞分 化に 及 ぼす ヘ ル パ

ー 作用

自己 丁 細胞 サ ブセ ッ ト , す なわ ち O K T 4 + 細胞 あ る

い は O K T 8
十

細胞 が, P W M 刺激系に おけ る B 細胞 の

I g - P C へ の 分化 に 及ぼ す影響に つ い て 検討 した . 成人

末棉血 B 細胞 に 自己 O K T 4 + 細胞 を加えた 系で は, I g

- P C 数の 著明 な増加が認め られ , その 数は B 細胞5 ×

1 0
5
に 対して O K T 4 + 細胞 を2 . 5 × 10

5 加えた場合に 最大

と な っ た .
こ れ に 対 して B 細胞に 自己 O K T 8

+

細胞 を

加 えた場合 に は, この よう なIg
-

P C の 出現 は殆ん ど認

め られ な か っ た( 図3 A) . 一 方 , 臍帯血 B 細胞 に 自己

O K T 4
+

細胞, あ るい は O K T 8
+

細胞を加えて もI g - P C

へ の 分化は殆 ん ど認め られ な か っ た (図3 B) .

次 に O K T 4 十細胞の ヘ ル パ ー 作用 をより明 らか にする

為, 臍帯血 あ る い は成人 末梢血 O K T 4
十細胞 を

,
自己 と

異な る B 細胞 に 加 え, 各ク ラ ス の 免疫グ ロ ブ リ ン産生

細胞の 出現 を検討した. 臍帯血 O K T 4
十

細胞 を加 えた場

合に は, 臍帯血 B 細胞, 成人 末棺血 B 細胞の い ずれ も

I g - P C へ の 分化は殆 ん ど認め られ な か っ た. 成人 末梢

血 O K T 4
+

細胞 を成 人 末栴血 B 細胞 に 加 え培養 す る

と
, 各 ク ラ ス の 免疫 グ ロ ブ リ ン産生細胞が出現 した が ,

臍帯血 B 細胞に 加えた場合 に はI g M 産 生細胞の み の 出

現が認め られ た ( 表1) .

ⅠⅤ 臍帯血 丁 細胞サ ブセ ッ トに よ る B 細胞分 化抑 制

臍帯血 O K T 4 + 細胞, お よび O K T 8 + 細胞が成人 末梢

血 B 細胞の I g - P C へ の 分化に 及ぼす抑制効果 を検討

した. 成人 末楷血 B 細胞 に 自己 O E T 4 + 細胞 を加 え た

系 に , 自己 と異な る成人末楷血未分画 丁細胞 を加 え て

も, l g - P C 産生の 抑制 は殆 ん ど認 めら れ なか っ た . し
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か し
,
こ の系 に臍帯血未分画 丁細胞 を添加 し培姜す る

と
,
I g

-

P C 産生は加えた T 細胞 の量に 応 じて著明に 抑

制さ れ た .
さ らに これ らの抑制効果 を T 細胞 の各々 の

サ ブセ ッ トに つ い て検討 した . 成人 末梢血で は O K T 4
+

細胞 は殆 ん どIg
-

P C 産生 を抑制せず, む しろや や増強

させ たが , O K T 8
十細胞 はその加 えた量 に 従 い B 細胞分

化を著明に 抑制 した( 図4 A) .
→ 方臍帯血 で は, 0Ⅰ(T 8 十

細胞 を加 え た系 で は そ の 量に 応 じて抑制効果が認めら

れ たが , その 抑 制率 は末分画 丁細胞に 比 し低か っ た
.

し か し , 臍帯血 O K T 4
十細胞 を加え ると

,
B 細胞分化は

著明 に抑制 され, その 抑制率は成人末輸血 O K T 8 + 細胞

に 匹敵 す るも の で あ っ た ( 図4 Ⅰ∋) .

FL u o r e s c e n c e I n t e n sity

B

●- ･ ･ - → O K T4
'

c e ll s

… O K T 釘 C ell s

1 .2 5 2 .5 5 .0 1 0 8 0 1 .2 5 2 .5

T C dLs ( x lO
5
) A dd e d t o 5 x lO

5
B C ell s

5 .0 10 .0

Fi g 3 .
E ff e c t o f T c ell s u b s e t s o n a u t ol o g o u s B c e11 di ff e r e n ti a ti o n ･ G r a d e d n u m b e r s o f

O K T 4
十
c ell s ( ●

-

-
-

● ) a n d O K T 8
+
c ell s ( ○-----

-

○) f r o m a d u lt ( A) a n d c o r d b l o o d (B ) w e r e

a d d e d t o c u lt u r e s c o n t a i n i n g a u t ol o g o u s B c ell s (5 ×1 0
5

) , a n d th e c ult u r e s w e r e p e rf o r m e d

f o r 7 d a y s i n th e p r e s e n c e o f P W M . T h e n u m b e r s o f I g
-

p r O d u ci n g c ell s w e r e e n u m e r a t e d

a ft e r th e c ult u r e .

T a bl e l ･ H el p e r a cti vit y o f O K T 4
+
c ell s f o r B c e11 d i ff e r e n ti a ti o n i n P W M -d r i v e n s y s te m さ

B C ell s

C u ltu r e d
O K T 4 + C ell s

N o . o f I g
-

p r O d u ci n g C ell s x l O′‖一､3

I g M I g G I g A

A d u lt A d u lt 7 3 .3 ±2 5 . 8 6 2 . 5 ± 5 . 0 7 9 . 5 ±■1 2 .5

C o r d B l o o d 3 .9 ±1 . 6 2 . 6 ±1 . 3 4 . 0 ± 1 .6

C o rd B l o o d A d u lt 5 8 .7 ±8 . 1 0 . 8 ±0 . 4 5 . 7 ± 3 . 8

C o r d B l o o d 3 .3 ±0 , 7 0 . 5 ±0 . 1 1 . 0 ±O . 8

*
B c e11 s (5 ×1 0 5) w e r e c o ･ C u lt u r e d f o r 7 d a y s wi th e q u al n u m b e r s o f O K T 4

十
c ell s f r o m c o r d bl o o d o r

u n r el a t ed a d ult i n th e p r e s e n c e of p o k e w e e d mi t o g e n ( P W M ) . D a t a r e p r e s e n t th e m e a n ( ±S D ) of 3
S e p a r a t e e X p e ri m e n t s .
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芯
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F i g 4 ･ E ff e ct o
f T c ell s u b s e t s o n B c ell diff e r e n ti a ti o n i n a d u lt B c e11 s pl u s O K T 4

+
c ell s ･

G r a d e d n u m b e r s of O K T 4
+

c ell s ( ●
-

● ) o r O K T 8
+
c ell s ( ○

一一づ ) f r o m a d ul t ( A ) a n d c o r d

b l o o d ( B) w e r e a d d e d t o th e c u lt u r e s c o n t ai ni n g a d ul t B c ell s pl u s O K T 4
+
c ell s a n d c ult u r e d

i n th e p r e s e n c e o f P W M f o r 7 d a y s ･ T h e s
t a n d a rd c u lt u r e c o n t ai n e･d 3 ･5 ×1 0

5
a d ult B c ell s

a n d l .5 ×1 0
5
a d ult O K T 4

+
c ell s . A ft e r th e c ult u r e , th e n u m b e r s of I g

-

p r O d u ci n g c ell s p e r

c u lt u r e w e r e c o u n t e d . R e s ult s w e r e e x p r e s s e d a s p e r c e n t s u p p r e s si o n c o m p
a r e d w i th c o n tr oI

c ul t u r e w ith o u t a d d iti o n o f T c e11 s u b s et s . E a c h d a t u m p oi n t r e p r e s e n t s th e m e a n o f 5

s e p a r a t e e x p e ri m e n t s ･ V e rti c a l b a r s r e p r e s e
n t ± S D ･

考 察

モ ノク ロ
ー ナ ル 抗体 O K T 4 及び O K T 8 に より識別

される T 細胞サ ブセ ッ トの 分布 を, 成人 末梢血と臍帯

血とで比 較す る と, 臍帯血 で は成人末梢 血 に 比 し,

0ⅠくT 8
+

細胞 の 比 率 は 著 し く 低下 し て お り , 逆 に

O K T 4
+ 細胞の 比 率 は成人末梢血 に 比 し有意に 増加 し

てい た
.
この よう な T 細胞 サ ブセ ッ ト分布の 特徴は年

令と共に変化 し, 3 こ 5 歳頃 に は成人 と同様の 分布 を

示すよう に な っ た .

O ld st o n e
2 1 )

,
H a y w a rd

1 5)
ら は 臍 帯 血 丁細 胞 が,

P W M で誘導され る成人末梢血 B 細胞 の I g - P C へ の

分化を抑制すると報告 してお り, また当教室の 宮脇
22)
は,

このよ うな臍帯血 丁 細胞 に よる抑制効果 は 2 歳頃に は

消失すると して い る . 臍帯血 丁 細胞の B 細胞分化抑制

効果に 関して , 0 1d st o n e ら
21) は臍帯血中 に T γ 細胞の

比率が高い こ とが そ の 理 由で は ない か と報告 した が,

当教室森谷
2 3) は臍帯血 丁 細胞に よ る B 細 胞分化抑制

能の殆ん どが
,
T n o n - γ 細胞に よ り発揮 さ れ てい る こ

とを示 した .
マ ウ ス に よ る知見か ら, こ の よ う な臍帯

血 丁細胞の 機能的特異性, 特 に そ の 抑制能が成人末樹

823

血 丁 稚胞の 場合 と は異なる サ ブ セ ッ トに よ り発揮され

て い る こ とが 予想さ れ た
2 4)

.
さ ら に 臍帯血 丁 細胞 に お

い て
,
そ の 著 しい B 細胞分化抑制能に も か かわ らず,

成人末梢血中の s u p p r e s s o r/ c y t o t o x i c T 細胞 とされ る

O K T 針細胞 の 比率が低い こ とは, 臍帯血 丁 細胞の抑制

活性の 主 たる部分が O K T 8
+ 細胞と は異なるサブセ ッ ト

に 存在す る可能性 を示 唆 した . この よ う な臍帯血 丁細

胞の抑制能が どの よ う なサ ブ セ ッ トに よ り発揮され て

い る か を明ら か に す る 為, O K T シ リ
ー ズモ ノク ロ ー ナ

ル 抗体 と補体 を用 い て それ ぞれ の サ ブセ ッ ト を単粧,

これ ら の サブ セ ッ トの B 細胞分化に 及 ぼす影響を検討

した. 従来の 報告 川 通 り, 成 人末椅血 O K T 4
+ 細胞 は

P W M 刺激下 で B 細胞の Ig - P C へ の 分化 を促進 し,

O K T 針 細胞 に は こ の よう な効果は認めら れな か っ た .

一 方
,
臍帯血 丁 細胞サ ブセ ッ トで は , O K T 4

十

細胞,

O K T 針 細胞の い ずれ に も ヘ ル パ
ー 作用 は認め られな か

っ た . ま た臍帯血 O K T 4
+

細胞の ヘ ル パ
ー 作用 をさ らに

詳し く評価 す る為, 成人末梢血 B 細胞と共 に これ を培

養 し, 各ク ラ ス の 免疫 グ ロ ブリ ン 産生細胞 の出現 を検

討 した. しか し臍帯血 O K T 4
+ 細胞の 添カロに よ っ て は,



82 4 谷 内

い ず れ の ク ラス の 免疫グロ ブ リ ン 産生細胞の出現 も殆

ん ど認 め ら れ な か っ た .
こ れ に 対 して, 成 人 末梢血

O E T 4
+

細胞 を成人末梢血 B 細胞 に 加えて培養す ると,

各ク ラ ス の I g
- P C の出現を認 めた ∴

一 九 臍帯血 B 細

胞 に 成人末梢血 O K T 4
+ 細胞 を加 え た場合 に は, I g M

産生細胞に 限 っ て その 出現を認 めた .

こ の ように 成人

と は異なり, 臍帯血 丁 細胞及びその サ ブセ ッ トは, P W M

刺激下で の B 細胞分化 に 対 して殆 ん ど ヘ ル パ
ー 作用を

示 さ な い こ とが 明 らか と な っ た .
す なわ ち, 臍帯血 丁

細胞サ ブ セ ッ ト, こ と に O K T 4
+ 細胞が , 成人末棉血 の

ヘ ル パ ー T 細胞 と同様の表面形質 を有 して い る に もか

か わ らず, 殆 ん ど ヘ ル パ ー 作用 を認め な い こ とか ら ,

こ のサ ブ セ ッ トが機能的に 未熟 で あ るか, あ るい は成

人末梢血の O K T 4
+ 細胞 とは機能的 に 異･な る 特有 の サ

ブセ ッ ト を構成す る可能性が 示 唆され た .

さ ら に , B 細胞分化 に 及ぼ す臍帯血 丁細胞サ ブ セ ッ

トの抑制効果 に つ い て検討した .
R ei n h e r z らの報告1 3)1 4)

通 り , 成人 末梢血 O K T 8
+

細胞 に よ り, P W M 存 在下で

の B 細胞のI g
-

P C へ の分化は 強く抑制 され た .
ま た

O K T 4
+

細 胞に は こ のような抑制効果は認めら れな か っ

た . 臍帯血 O E T 8
+

細胞 を加 える と確か に B 細胞分化

は抑制さ れたが , その抑制の 程度 は成人末梢血 O K T 8
+

細胞に 比 し弱く, これ に 対 して臍帯血 O K T 4
+ 細胞 は B

細胞分化 を著明に抑制 した.

以上 , 臍帯 血で は O K T 4
+ 細胞の比率が高く, P W M

刺激下で の B 細胞分化に 対 して この サ ブセ ッ トが 著明

な抑制効果を示 す こ とか ら, 臍帯血 丁 細胞 に よ る B 細

胞分化抑制効果の殆 ん ど は O E T 4
十

細胞 によ り発揮さ

れて い る と考え られ た .
こ の ように , 臍帯血 丁 細胞は

成人末梢血 丁細胞と同様 の表面形質 を有す るサ ブセ ッ

トよ り成るが, その 分布及 び各サ ブ セ ッ トの 有す る機

能は著 しく異な る こ とが明 らか とな っ た .

成熟 マ ウ ス では, ヘ ル パ
ー

T 細胞 は L y l
+
2 3

~

,
ま た

サ プ レ ツ サ
ー T 細胞は L y l

-

2 3
+
の 表面形質 を有 すると

され
1) 2)

,
O K T シ リ ー ズ モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 で識別され

る ヒ ト T 細胞サ ブセ ッ ト , す な わ ち O K T 4
+

細胞及び

0Ⅰ( T 8
十細胞も こ れ らと相似 の 関係 を有 して い る と考え

られ る .
しか し

, 新生児 マ ウ ス で は 成熟 マ ウス と は異

な り, 表面形質 L y l
十2 3
+
を有す るサ ブ セ ッ ト に よ りサ

プ レ ツサ
ー 能が 発揮 され て い る こ とが知 られて い る

24)
.

さら に こ こ で は, ヒ ト臍帯血 丁 細胞 に よ る B 細胞分化

の抑制 は成人と は異な り, そ の 殆ん どが O K T 4
+

細胞に

よ り発揮 され て い る こ と を示 した . す なわ ち , 新生児

マ ウ ス に お ける L y l
+
2 3
+
T 細胞 と同様, ヒ ト臍帯血 丁

細胞 に お い ても B 細胞のI g
- P C へ の分化抑制効果は,

成人末梢血 サ ブ レ ツ サ ー T 細胞と は異な る, 臍帯血特

有の T 細胞サ ブ セ ッ トに よ り発揮 され て い る こ とが示

江

唆さ れ た . ま た , O K T 4
+

細胞 は, 成人 末棺血 で はB 細

胞分化 に 対 して ヘ ル パ
ー

作用 を示す が, 臍帯血 O E T 4 ･

細胞は B 細胞分化 を著明 に 抑制 した.
これ らの事実は

,

O K T 4 に よ り識別 され る T 細胞サ ブセ ッ トが
, さらに

複数の , 機能 の 異 な るサ ブセ ッ ト を含んで い る可能性

を暗示 して い る . 最近 R e i n h e r z ら 25)は , 抗原刺激後の

表面 I a 様抗原 の発現の 有無に よ り, O K T 4
+ 細胞は少

なく とも 2 つ の 異な っ た サ ブ ポ ピ ュ レ ー シ ョ ンに分け

られ ると報告 して い る . これ ら よ り
, 新生児マ ウスの

L y l
+
2 3
+
T 細胞 に対応 す る, 新生児期特有の T 細胞サ

ブセ ッ トが ヒ ト臍帯血 O K T 4
+

細胞の 一 部を形成してい

る こ とが 予想さ れ る .
した が っ て

, 特に 新生児期にお

ける T 細胞機能の 解析に は, こ の よう な サブ セ ッ トを

識別す る新た なモ ノ ク ロ ー ナル 抗体の 開発と, さらに

詳細 な検討が必要と考え られ る .

結 論

O K T シ リ
ー

ズ モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を用 い て
,
これら

モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 に よ っ て識別され る臍帯血 丁細胞

サ ブ セ ッ トの , B 細胞分化に 及 ぼ す影響, 特 にその抑

制能 に つ い て検討 した.

1 . 臍帯血 丁 細胞 で は, 成人末栴血 丁細胞に比し

O K T 4 + 細胞の 比 率が有意 に 高く, 逆 に O K T 8
+

細胞の

比率は著明 に 低下 して い た .
この よう な T 細胞分布の

特徴 は年令 と共 に 変化 し, 3
～ 5 歳頃 に は ほぼ成人と

同様の 分布 を示 した .
こ の よ う に 臍帯血 では T 細胞サ

ブ セ ッ トの分布 は異な る も の の , 成人末栴血 と同様の

表面形質 を有 す る T 細胞サ ブセ ッ トの 存在が確認され

た .

2 . 臍帯血 O E T 4
十細胞を 自己 B 細胞, あるい は成

人 末梢血 B 細 胞に 添加 して P W M 刺 激下 で培養した

が
,
I g - P C の 出現 は殆 ん ど認め られ なか っ た. すなわ

ち
, 臍帯血中 に は成人 末梢血と同様, モ ノ ク ロ

ー

ナル

抗体 O K T 4 に よ り識別 され る T 細胞サ ブセ ッ トが存在

す る が , 成人 と異な り B 細胞分化に 対す る ヘ ル パ
ー 作

用 は認め られ な か っ た .

3 . 臍帯血 丁 細胞サ ブセ ッ トの 成人 末梢血B 細胞

分化 に 及ぼす抑制効果は, その 大部分が O K T 8
十細胞で

は な く
,
O K T 4

+ 細胞 に よ り発揮 され て い ると考えられ

た .

以 上 臍帯血 丁細胞 は O K T シ リ
ー ズモ ノ ク ロ

ー ナ

ル 抗体 を用 い た検索で は, 成人末梢血と同様の表面形

質 を有す る T 細胞 サ ブセ ッ トよ り成る が, その 分布及

び B 細胞分化 に 及ぼ す影響 は, 成人 末棉血 丁細胞とは

大 きく 異な る と考 えら れ た .
さ ら に

,
臍帯血 丁紐脚こ

は新生児マ ウ ス の L y l
･
2 3
･
サ プ レ ツ サ

ー T 細胞と同様

の
, 新生児期特有の サ ブ セ ッ トが 含ま れる可能性が示
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