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臍帯 血丁細胞サ ブ セ ッ ト の機能的特異性

〔ⅠⅠ〕 P W 叫 に よ り活性化さ れ た臍帯 血 丁細胞サ ブ セ ッ ト に

お ける I a 様抗原の 発現能

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)

種 々 の 年令の 小児の 末梢血 丁細胞 に お け るI a 様抗原の発現を, モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗体 O KI a l を用い

て間接螢光抗体法に て検定 した. 休止 状態の T 細胞, あ る い は P W M を添加せ ずに 培養 した T 細胞で は
,

表面I a 横坑原発現率は 5 % 以下で あ っ た . 成人 末梢血 丁細胞 を至 過渡度の P W M を加え 8 日 間培養すると,

H
- T d R の摂取率や顕微鏡下の 観察で芽球化が確認 され , また そ の約 40 % が 表面に I a 様抗原 を発現した.

P e r c oll 濃度勾配法 に より こ れ らの 培養丁細胞 を比重の異 な る 2 つ の 分画 に 分 けると, I a 様抗原が主として

P W M 刺激 に よ り芽球化 した大型細胞 に 発現さ れ て い る こ とが 明ら か とな っ た .
こ れ に 対して 臍帯血丁細

胞は , P W M 刺激 に 反応 して 芽球化 ある い は増殖反応 を起 こ す こ とが
3
H - T d R の 取り込 み や, 形態学的

観察に よ り確認され た が ,
I a 様抗原の 発現は極 めて 少なか っ た .

T 細 胞のI a 様 抗原発現能は年令と共に増

加 し
,
3 才以 降に は ほ ぼ成人と同様 とな っ た . 末梢血丁細胞 をモ ノ ク ロ

ー

ナ )t / 抗体 O K T 4 , O K T 8 と補体

を用 い た細胞融解 に よ り 2 つ の 異な るサ ブ セ ッ トに 単離 した . 成人 末棉血丁細胞 で は, O E T 4
十

細胞のみ が

芽球化 を起 こ し表面 に I a 様抗原 を発現 した. P W M 刺激培養後 の T 細胞を さ ら に こ れ ら の モ ノ ク ロ
ー ル抗

体と補体で処理 し, I a 横坑原の 発現 を再検討 した. 未分画培養丁細胞 を O K T 4 と補体 で 処理 する と, I a 様

抗原陽性細胞の比率は著 しく低下 した が, O K T 8 と補体で 処理 して も こ の よ う な変化は認め られなか っ た .

以上の結果よ り成人末棺血 丁細胞の う ち, O K T 4
+ 細胞の み が P W M 刺激 に よ るI a 様抗原発現能を有する

こ と が示 唆さ れ た . また, 臍帯血 丁細胞 サ ブセ ッ トの 分布 や, こ れ ら のサ 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 に 関す る [ Ⅰ] 編の報告を考え合わ せ る と, 臍帯血 丁細胞に お けるI a

様抗原発現能の低下 は臍帯血 O K T 4
十細胞の機能的特異性 と深 く か か わ っ て い ると 考えられ た .

これらをさ

ら に 明 らか に す る た め に はI a 様抗原, ある い はI a 様抗原陽性丁稚胞 の 果す役割に つ い て さ らに 検討が必要

で あると 考え る .

K e y w o r d s 臍帯血リ ン パ球, T 細胞サブ セ ッ ト, I a 様抗原

マ ウ ス の 主要組織適合遺伝子複合体(以 下 M H C) で

ある H -

2 複合体は, 移殖免疫に お い て重要 な役割 を果

す こ とが知 られ て い る
1)

.
こ の H

-

2 複合体の な か で,

特に Ⅰ領域の遺伝子産物 であるⅠ領域関連抗原 (以下

I a 抗原) は混合リ ン パ 球反応 や, 免疫応答 で の T 細胞,

B 細胞及び単球間の細胞相互作用 を制御す る上 で 重要

な働き をな す こ とが 明ら か と な っ て き た｡
一 方

,
ヒ ト

の M H C で ある H L A (h u m a n l e u k o c y t e a n ti g e n)

に 含ま れ る H L A
-

D R は マ ウ ス のⅠ領域 に, ま た その

遺伝子 産物 で あ る H L A
-

D R 抗原 は マ ウ ス のI a 抗原

に 対応す ると 考え られ て い る2) . H L A - D R 抗原はマ ウ

ス の I a 抗原と の 類似性 よりI a 様抗原と呼ばれる.
I a 横

坑原 は主 と し て ヒ ト B 細胞表面に 存在す るが, 単球の

多く や そ の 他の 細胞表面 に も 発現 され てい る ことが知

ら れ て い る .

ヒ ト末梢血 丁 細胞 は, その 殆ん どは細胞表面に I a 様

抗原 を有 しな い が , i n v it r o で は種 々 の 刺激下で 培養

す る と そ の 表面に I a 様 抗原の 発現が認められるように

F u n c ti o n al C h a r a c t e ris ti c s of C o rd B l o o d T C ell S u b s e t s . 〔II〕 E x p r e s si o n A bilit y of

I a ･1ik e A n tig e n s o n T C ell S u b s et s i n H u m a n C o r d B l o o d o n P o k e w e e d M it o g e
n Sti ･

m ul a ti o n . A k ihi r o Y a c hi e
,
D e p a rt m e n t of P ed i a t ric s (D ir e ct o r : P r of . N ･

T a nig u c hi) ,

S c h o ol of M e di cin e , K a n a z a w a U n i v e r sit y .
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なる こ とが知られ て い る
3)

～ 9)
･ ま たi n v i v o に お い ても ,

伝染性単核鼠 悪性腫瘍 な ど
の 種 々 の 疾患に 伴い , 末

棉血中にI a 様抗原陽性 丁 細胞が出現する ことが知られ

てお り
州 1 1)

, ま た移殖拒否反応
1 2)
, 破傷風 トキ ソ イ

●

ドな

どによる抗原刺激
刷
な どの 後 にもI a 様抗原が T 細胞上

に発現され る こ と が明ら か とな っ て い る .

こ こで は , 臍帯血 , 成人 末梢血及 び種々 の 年令 の 小

児の末輸血 丁 細胞を P W M 刺激下で 培養し, その I a 様

抗原の 発現様式, 及 び各年 令 に よ るI a 様抗原の発現能

に つ い て比 較検討 した｡

対象 お よ び方法

Ⅰ . 対象お よ び末梢単核球の 分 離

〔Ⅰ〕編 で述べ た と 同様, 臍帯血 , 成 人 及 び種々 の

年令の 小児の 末栴静脈血 を ヘ パ リ ン 加採血 し, F i c o 11-

H y p a q u e 比 重遠心法に よ り末棺単核球 を分離 した .

ⅠⅠ
.
T 細胞分 画 の 単離

〔Ⅰ〕編で述べ た 如く, 2 回 E ロ ゼ ッ ト法に よ り末

輪単核球か ら T 細胞分画 を単離し, こ れ を T 細胞と し

て以下の 実験に 供し た .

ⅢⅠ
.
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

〔Ⅰ〕編で述べ た 方法 に 従い , O K T シ リ ー ズモ ノク

ロ ー ナル 抗体と補体を 用 い 細胞融解 に よ り互 い に相反

するサブセ ッ トを除去, O K T 4
+

細胞及 び O K T 針細胞

を得た.

ⅠⅤ. I a 横坑原 陽性細胞 の 検定

I a 様抗原陽性細胞の 検定 は, O K T シ リ ー ズモ ノ ク ロ

ー ナル 抗体 O KI a l を用 い , 〔Ⅰ〕編 で 述 べ た 方法 に 従

い
, 間接螢光抗体法 に よ り 行 っ た .

Ⅴ
. 細胞培養

P W M 刺激下で の 培 養 丁 細胞の I a 横坑原発 現 能 を

検討する為, 以 下 の 方法 で 細胞培養を施行 し た. 培養

液は10 % ヒ ト A B 型 血 清の 他 に , L
-

グ ル タ ミ ン (0 . 3

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

( 10 p g/ m l) を含む R P M I 16 4 0 培地 を用 い た .
E ロ ゼ

ッ ト法に よ り分離 した T 細胞 1 ×1 0 6 を培養液 1 m l に

浮遊し, 種々 の 濃度の P W M ( 1 JLl/ m l
～ 1O O FLl/ m l) を

添加し
,
炭酸 ガ ス 培養恒温器内で 37

0

C
,
5 % C O 2 存在下

で培養し た. 培養開始よ り 3 , 6 , 8 及 び1 0 日後 に 細

胞を回収 し, I a 横坑原陽性細胞の 比 率 を検定 し た.

Vl . P e r c o ll 比 重 遠心 法 に よ る培 養細胞の 回収

培養し た T 細胞浮遊液 を 30 % P e r c oll ( P h a r m a ci a

Fi n e C h e mi c al s) に 重層, 4 5 0 G , 1 0 分間遠心 し, 上

層の 死細胞 を除去 した. 中間の 生細胞を採取 し P B S に

て洗浄, 以下の 検定に 用 い た . ま た P W M 2 5 JLl/ m l 存

在下で 8 日 間培養した T 細胞は K u mi c k らの 方法
川
に
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従 い , P e r c o11 濃度勾配法 に よ っ て 異な る比重 を有す る

複数の 細胞分画 に 分けた . すなわ ち, P e r c oll を30 % ( 比

重1 . 0 4 3) ～ 6 0 % (比重 1 .0 7 7) の範囲 で10 % ずつ 濃度

の 異な る 4 層に 重層し, こ の 上 に 培養 丁和胞浮遊液 を

さ らに 重層, 4 50 G l O 分間遠心 した . 得 られ た細胞分

画の 形態 を顕微鏡下 で 検討 した . 比重1 . 0 5 6 ～ 1 . 0 67 の

細胞分画で は, そ の 85 ～ 9 2 % が 芽球様の 大き な細胞 で

あ り, 比 重 1 . 0 6 7 ～ 1 . 0 7 7 の 細胞分画で は芽球横紙胞は

6 ～ 1 5 % の みで あ っ た . ま た比 重 1 .0 4 3 以下の分画で

は, ト リパ ン 青 を用 い た検定に よ り85 % 以上 が死細胞

と考え られ た .

Ⅵ1 . P W M 刺激下 で の T 細胞幼若化反応 の検討

P W M 刺激下 で の T 細胞, ある い は T 細胞サ ブセ ッ

ト の 幼 君 化 反 応 を
3
H

-

th y mi di n e (
3 H - th y m i n e

d e s o x y
-

rib o si d e : 以下
3
H q T d R ) の 取 り込 み に よ り

検討 した.
T 細胞, O K T 4

+

細胞, ある い は O K T 8
+ 細

胞 1 × 1 0
5
を培養液 0 .2 m l に 浮遊 し, P W M 2 5 FLl/ m l

を加 えミ ク ロ ウ ェ ル ( N o . 3 0 4 2
,
F al c o n) に て培養 し

た
. 培養終了 24 時間前に , 各 ウ ェ ル に 0 . 2 JJ C i の

3 H -

T d R を加え, S e m i a u t o m a ti c m ulti pl e s a m pl e p r e
-

ci pit a t o r を用 い 培養細胞を W h a t m a n n ろ紙上 に 回 収

した . ろ紙 を乾燥後, シ ン チ レ
ー シ ョ ン液(P P O 4 g 十

P O P O P 5 0 m g/ L トル エ ン) 2 m l に 溶解さ せ, 液体 シ

ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー

に て
,
細胞内に 取り込 ま れ

た
3
H

-

T d R の放射活性を測定 し, C p m で表わ した .

成 績

Ⅰ .
P W M 刺激 に よ る T 細胞の I a 横坑原 の 発 現

種々 の濃度の P W M (1 〟1/ m l ～ 1 0 叫1/ m l) を加 え,

成人末梢血 及 び臍帯血 丁 細胞を培養し, 8 日後に 回収,

I a 様抗原陽性細胞 の 比 率を求め た .
P W M を加え な い

場合に は, 成人 末梢血 丁 細胞, 臍帯血 丁細胞共に I a 様

抗原陽性細胞の 比 率は 5 % 以下で あ っ た .
P W M 刺激下

で 8 日 間の 培 養後, 成人 末梢血 丁細胞 で は 加 え た

P W M の 濃度に 応 じ て I a 様抗原の 発現 を認 め, P W M

2 5 ノノ1/ m l を添加 し て培善した 時, I a 様抗原陽性細胞 の

比率 は最高( 48 .6 ±4 . 6 % ) と な っ た . しか し臍帯血 丁

細胞 で は添加 した P W M の 濃度 に か かわ らず,I a 様抗

原の 発現は極 めて 少な か っ た (表 1 ) .

ⅠⅠ. P W M 刺激 下 で の T 細胞I a 横坑原 の 発現 , 及

び T 細胞 幼若化反応の 経時的変動

成人末梢血 及 び臍帯血 丁細胞を, P W M 2 5 JLl/ m l 存

在下で 培養 し, 3 , 5 , 8 及び 10 日後に 細胞 を回収 し,

I a 様抗原の 発現 を検討 した.
ま た T 細胞の 幼君化反応

を, 培養開始3 , 5 お よび 7 日 後に
3
H - T d R の 取り込

み に よ り検定 した . 成人 末輸血 丁細胞で は, 幼君化反

応はI a 様抗原の 発現 に先立 っ て培養開始3 日後よ り認
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様抗原の 発 現 は, P W M 2 5 FLl/ m l を加 え, 8 日間培養

した時 に 最大と な る こ とが 明ら か と な っ た. したがっ

て 以下 の 実験で は全 て , P W M 2 5 FL l/ m l 存在下 で T 細

胞 を培養し, 8 日後 に 細胞 を回収 しIa 横 坑原 の発現を

検討 した .

ⅠⅠⅠ
. 年令 に よ る I a 横坑原発 現 能の 変化

c ell s f r o m a d u lt p e ri p h e r a
l o r c o r d b l o o d

a ft e r sti m u l a ti o n w i th v a ri o u s d o s e s o f P W M
ヂ

め られ
,
5 日後に は最大と な っ た . I a 様抗原の 発現 は

培養開始 6 日後よ り認め られ , 8 日 後に 最大と な っ た

( 図1 A) . 臍帯血 丁細胞で は, 幼若化反応 は成人末棉

血 丁 細胞 と同様 ,
あ る い は そ れ以 上 に 著明 に 認め られ

たが, I a 様抗 原の 発現 は培養期間 を通 じて極 めて 少な

か っ た(図 1 B) . 以 上 ,
P W M 刺激下 での T 細胞 のI a

T a b l e l . E x p r e s si o n o f I a
･1i k e a n ti g e n s Q n T

C o n c e n tr a ti o n of P W M (J Jl/ m l)

0

1

5

2 5

10 0

% C ell s E x p r e s si n g I a
-1i k e A n ti g e n s

C o r d bl o o d

3 . 2 ± 3 . 0

2 0 . 2 ± 8 . 8

3 5 .
5 ± 13 . 5

4 8 . 6 ± 4 . 6

2 2 . 5 士 9 . 2

2 .4 ± 1 ,4

2 . 7 ± 2 . 0

3 . 1 ± 2 . 6

3
,
2 ± 2 . 1

1 . 3 ± 0 .5

*
T c ell s i s ol at e d f r o m a d ult s o r c o rd b l o o d w e r e c

u lt u r e d a t l x l O
6
/ m l i n th e c ult u r e m edi a a t

v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s (1 t o l O O FLl/ m l) o f P W M ･
A f t e r 8 d a y s of c tllt u r e , C e11 s w e r e h a r v e s te d , W aS h ed

a n d i n c u b a t e d w ith a m o n o cl o n a l O K I al a n tib o d y t o
h u m a n I a ,1i k e a n ti g e n s , a n d th e p e r c e n t a g e of

p o siti v e c ell s
i n c ul tu r e d T c ell s w a s d e t e r mi n e d b y i n di r e c t

i m m u n o -fl u o r e s c e n c e wi th G / M F I T C u n

d e r a ･丘u o r e s c e n c e m i c r o s c o p e . D a t a r e p r e s e n t th e m e a n ( ±S D) of 5 s e p a
r a t e e x p e ri m e n t s ･

( A ) A D U LT ( B) c O R D B L O O D

5 6 7 8 9 1 0

て
･

ム

も
【

X

∈
d
U

N
O
-

ト

く
∝

2
∝

8
Z
-

∝

戸
エ
c

【

ヽ
ノ

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 0 1 2 3 ム

D A Y S O F S TI M U L A TI O N

F i g u r e l . K i n e ti c s o f th e p r olif e r a ti v e r e s p o n s e a n d p e r c e n t a g e e x p
r e s si o n of I a

-1ik e

a n ti g e n s o n T c ell s af t e r s ti m ul a
ti o n w it h P W M ･ T c ell s (1 ×1 0

6/ m l) f r o m a d ult ( A) o r

c o r d bl o o d (B ) w e r e c ul t u r e d i n th e p r e s e n c e o f P W M (2 5JLl/ m l) , a n d th e d e t e r m i n a ti o
n o f

I a - p O Siti v e c ell s w a s p e rf o r m e d b y i n di r e c t i m m u n o fl u o r e s c
e n c e w ith O K I al a n d G / M

F I T C . T h e p r olif e r ati v e r e s p o n s e o f T c ell s t o P W
M w a s t e st e d i n m i c r o c u lt u r e pl a t e s

c o n t ai ni n g l X l O
5
c ell s

,
a n d

3
= ･ T d R i n c o r p o r a ti o n w a s d e t e r m i n e d 2 4 h o u r s a

ft e r p u l si n g

e a ch w e11 w it h O .2 JL Ci o f
3
H - T d R .
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種々 の 年令の 小 児の 末杓血
丁 細胞 の , P W M 刺激に

ょるI a 様抗原発現能 を比 較検討した 腰 帯 血
で はI a 様

抗原の 発現 は 5 % 以 下
で あ っ たが

,
年令と 共に 増加 し,

3 ～ 7 歳で は成人 とばば 同様の I a 様抗原陽性細胞の 出

現を認め た ( 表2 ) ･

ⅠⅤ. 比重 の 異な る 培養 丁細胞 に よ る I a 横坑原 発 現

の 差

p e r c oll 濃度勾配法に より, 培養 丁 細胞 を異 なる比 重

を有する分画に 分 け, そ れ ぞれ の 分画
の I a 様抗原陽性

細胞の 比率を検定した一 比重 1 ･ 05 6 ～ 1 ･ 0 6 7 の 分画 では,

85 ～ 9 2 % が 芽 球 様 の 大 型 細 胞 で あ り , 比 重

1 .0 67
～ 1 .0 7 7 の 分画で は 6

～ 15 % の みが 芽球様細胞で

ぁっ た .
前者を芽球横網胞分画, 後者 を非芽球様細胞

分画とし た .
そ れ ぞれ の 分画に つ い て E ロ ゼ ッ ト形成

能の 検定を施行 した が, 共に 殆ん どが E
ロ ゼ ッ ト形成

細胞よ り成る と考 えら れ た .
ま た こ れ ら2 つ の 分画に

831

つ い て , I a 様抗原陽性細胞の 比 率検討 した. 成人 末棺

血 丁 細胞 で は未分画培養 丁細胞の I a 様抗原陽性率が

35 .0 ±8 . 5 % で あ る の に 対 して , 芽球様細胞分画で は

68 . 5 ± 4 . 9 % と有意 に 高く, 逆に 非芽球様細胞分画で は

12 . 0 ±4 . 2 % と著 しい 低値 を示 し た .

一 方
,
臍帯血 丁 稚

胞で は い ずれ の 分画 に お い ても , I a 様抗原陽性細胞 の

比 率は 5 % 以 下 で あ っ た . し たが っ て
, 成人 末梢血培養

丁細胞の I a 様抗原発現 は, その 殆ん どが芽球様変化を

示 して い る細胞の 表面 に 認め られ るも の と考え られ た

(表 3 ) .

Ⅴ
.
T 細胞サ ブ セ ッ トとI a 横坑原発 現能

O K T シ リ
ー

ズモ ノ ク ロ ー ナル 抗体 を用 い て T 細胞 を

2 つ の異 な る サ ブセ ッ ト
,
す な わ ち O K T 4

+

細胞 と

O K T 8
+ 細胞 に 単離, それ ぞれ の サ ブセ ッ トのI a 様抗

原発現能と ,
3
Ⅲ

-

T d R の取り込 み に より幼若化反応 を

検討し た. 成人 末梢血 丁細胞 で は
,
0 ⅩT 4

十細胞に の み

T a bl e 2 . D e v el o p m e n t al c h a n g e s i n t h e e x p r e s si o n of I a
-1ik e a n ti g e n o n P W M

･

Sti m ul a t e d T c ell sヲ

A g e of D o n o r

C o r d b l o o d

l - 6 m o n th s

7 - 1 2 m o n th s

2 y e a r s

3 - 7 y e a r s

A d ults

N o . o f D o n o r s % I a
+
C ell s p V al u e s

h

l

仁
U

9

5

9

6

3
.
6 ± 1 . 2 亡

8 . 9 ± 4 . 4

12 . 1 ± 5 .7

2ニう
.
4 ± 7 .4

4() . 1 ± 1 5 ,9

4 2 .4 ± 8 .(う

< 0 . 0〔)1

< 0 . 0 0 1

< 0 . 0 0 1

< 0 .0(〕1

N S d

a T c ells is ol a te d f r o m c hild r e n o f v a ri o u s a g e s w e r e c ult u r e d i n th e pr e s e n c e o
f P W M (2 5 FJ/ m l) f o r

8 d a y s . A ft e r c ult u r e , C ells w e r e h a r v e st e d , a n d
t e st e d f o r th e e x p r e s s l O n O f I a

･1ik e a n ti g e n s ･

l･
P v al u e s w e r e o b t a i n e d b y S tし1d e n t

,

s t ･t e S t C O m p a r e d wi th a d ult v al u e s ･
`
一

M e a n ±S D .

d
N S , n O t Si g nifi c a n t .

T a bl e 3 . E x p r e s si o n of I a-1i k e a n ti g e n s o n P W M
･

Sti m ul a t e d T c e II s s e p a r a t e d b y P e r c o ll d e n s lty

g I
･

a di e Ilヒ
1

D e n sity
( g′

′･
′

m り

B】a s t()id C ells

( % )

A d ults

I a
l

C ells( % ) E R F C ( % )
t I I a

→
C ells( % ) E R F C ( % )

U nf r a c ti o n a te d N r )(
-

3 5 .( 巨ヒB . 5
(1 N I) 2

.
4 二±1

.
1 N D

1 .(
_
)56ル1 .(~j6 7 85 - 92 6 8

.
5 =±4 .9 9 2 . 5■±2 . 】 4 .() ±2 ∴う 9 1 . 4 ± 1 . 9

1 .( 帽7 - 1 .0 7 7 6 ) 1 5 1 2 .(■) ±4 . 2 9 5 .
() ± 2

.
1 4 .() ±1 . 1 8 8 .7 ± 3 . 6

d T c e11 s f r o m a d u lt s o r c o rd bl o o d w e r e c ult u r e d f o r 8 d a y s i n th e p r e s e n c e of P W M (2 5 FLl / m l) . C ult u r e d

T c e ll s w e r e s e p a r a t e d i n t o 2 c ell f r a c ti o 甲 O n a d i s c o n ti n u o u s g r a d i e n t o
f P e r c ()11 ･ T h e p e r c e n t a g e of

I a ･p O Siti v e c e11 s w a s d e t e r m i n e d b y i n d i r e c t l m m u n O fl u o r e s c e n c e w ith O K I al a n d G / M FI T C . Bl a s t oid

C ells w e r e a s s e s s e d b y s t ai n e d m o r p h o l o g y .
l･ E R F C

,
E r o s e tt e -f o r mi n g c ell s . E R F C w a s e v al u a t e d b y r o s e tt e f o r m a ti o n w ith . n e u r a m i n id a s e ･tr e a t e d

Sh e e p e r y th r o c y t e s .
t
'

N D
,
n O t d o n e .

`1
M e a n ± S D of 3 s e p a r a te e x p e ri m e n t s .
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著明な3 H - T d R の取 り込 み が認 め られ , O K T 8
+ 細胞

は 極めて 低い 反応性し か 示 さ な か っ た . また 臍帯血 丁

細胞で も, O K T 4
+

細胞 は成人 に 匹敵す る ,
あ る い は そ

れ 以上の
3
H

-

T d R の 取り込 み が 認め ら れ, O K T 8
+ 細

胞 は極めて低い
3
H

- T d R 摂取率 を示 した . I a 横坑原は

成人末梢血 丁 細胞で は, O K T 4
十細胞に 多く発現されて

い たが (57 .8 ±6 . 0 % ) , O K T 8
十 細胞の I a 横坑原陽性

率は 5 % 以下で あっ た .
また 臍帯血 丁細胞 で は, い ず

れの サ ブセ ッ トで もI a 様抗原の発現は極めて低か っ た .

以 上 成人末梢血 丁糸田胞 に お ける P W M 刺激に よ るI a

横坑原の発現は, その多くが幼若化 した 0ⅠくT 4
+ 細胞に

お い て 認め ら れ る こ とが 明ら か と な っ た .
ま た臍帯血

丁細胞に は成人 末梢血 丁細胞と同様 ,
P W M 刺激に よ

る幼君化反応は認 めら れ るが ,
I a 様抗原の 発現能は極

めて低 い と考 えられ た (表 4 ) .

Ⅵ
. 培養丁細胞の モ ノク ロ ナ

ー ル 抗体処理 に よ るI a

様抗原発現の変化

培養 丁細胞上 に発 現 す るI a 横坑原の殆 ん どが O K T

江

4
十

細胞 の 膜表面 に 発現 し て い る こ と を確認する為, 培

養丁 細胞 を モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗体 O K T 4 あるい は O K T

8 と補体 を用 い て処葦軋相当す るサ ブセ ッ トを除去した

後, I a 様抗原の 発 現 を検討 した .
O K T 4 と補体に より

処理 し, 培養丁細胞 か ら O K T 4
+ 細胞 を除去すると

,
I a

様抗 原陽性細胞の 比 率 は著しく低下 した. しか し
,
0Ⅰ汀

8 を用 い て 同様の 処理 を行 っ て も,I a 様抗原陽性細胞の

比 率 は低下せず, む しろ や や上 昇 した (表5 ) .

考 察

P W M 刺激に よる T 細胞表面上の I a 様抗原の 発現様

式 を検討 した. 種々 の 濃度 の P W M 刺激下で末檎血丁

稚胞 を 8 日 間培養し, 表面I a 様抗原を モ ノ ク ロ ナ
ー ル

抗体 O E I a l を 用 い , 間接螢光抗体法に よ り検定した.

成人 末梢血 丁細胞で は, 添加 した P W M の 濃度が高く

なる に つ れ てI a 様抗原陽性細胞の 比 率は増加し,25〟1/

m l で 最大 とな っ た . しか し臍帯血丁細胞で は, P W M

の 濃度 に か か わ らずI a 様抗原 の 発現 は極めて少なか っ

T a bl e 4 . E x p e s si o n o f I a
-1ik e a n ti g e n s a n d p r olif e r a ti v e r e s p o n s e

of T c ell s u b s e ts

d e石n e d w ith m o n o cl o n al a n tib od i e s a ft e r s ti m ul a ti o n wi th P W M ･

T C ell s

A d ult s C o r d b l o o d

I a 十 C e11 s a
3
H - T d R I n c o r p o r a ti o n I a

十
C ells

3 H - T d R I n c o r p o r a ti o n

( % ) ( n et c p m /1 0
5
)
b

( %) (n e t c p m / 10
5
)

U n f r a c ti o n a t e d 3 9 . 5 ±3 .
2 ぐ 4

,
67 8 ± 1

,
3 09 3 .3 ±2 . 4 2 0

,
4 0 0 ±8 , 8 49

O K T 4
十 5 7 . 8 ±6 . 0 1 2 , 44 1 ±1 ,

6 0 4 3 . 4 ± 1 . 2 3 8
,
9 7 5 ±7

,
0 23

O K T 8
+

4 . 9 ± 3 . 9 1
,
9 1 5 ± 1

,
6 5 1 2 . 5 ±2 . 3 4 ,

2 06 ±1
,
3 40

a T c ell s u b s e t s f r o m a b u lt o r c o r d bl o o d w e r e i s ol a t e d b y u si n g m o n o cl o n a l O K
T 4 a n d O K T 8 a n tib o di e s ･

T c ell s u b s e t s w e r e c ul t u r e d f o r 8 d a y s i n th e p r e s e n c e of P W M (2 5 FLl/ m l) , a n d te s t ed
f o r th e e x p r e s si o n

of I a -1ik e a n ti g e n s .
b 3 H ･ th ym id i n e (

3
H -th y mi n e d e s o x y

- rib o sid e ‥
3
H - T d R) i n c o r p o r a ti o n w a s d e t? r m i n e d 2

4 h o u r s af te r p ul s
･

i n g e a c h c ult u r e w
i th O ･2 J LC i o f

3 H - T d R ･ C ell c ult u r e s w e r e p e rf o r m e d i n m l C r O C u
lt u r e pl a t e s w ith P W

･

M (2 5 F Ll/ m l) a n d h a r v e st e d o n d a y 5 0f c u lt u r e ･

C R e s ult s a r e e x p r e s s e d a s m e a n ± S D 5 s e p a r a t e e x p e ri m e n t s ･

T a bl e 5 . E ff e c t of tr e a t m e n t w ith O K T 4 0 r O K T 8 pl u s c o m pl e m e n t ( C ) o n th e e x p r e s s
i o n of I a

･1ilくe

a n tl g e n S O f P W M
-

S ti m u l a t e d a d ult T c ell sヲ

% C ell s E x p r e s si n g I a -1ik e A n tig e n s

T r e a t m e n t
E x p ･ 1 E x p ･ 2

U n t r e a t e d

O K T 4 十C

O K T 8 + C

3

5

4

3

4

1

8

6

4

5

U nf r a cti o n a t e d a d ult T c e11 s w e r e c u ltu r e d f o r 8 d a y s i n th e p r e s e n s e of P W M (2 5 pl/ m l) ▼ T h e tr e
at ･

甲e
n t Of th e c ult u r e d T c ell s w ith m o n o cl o n al a n tib o di e s , O K T 4 0 r O K T 8 ･ a n d C w a s p e rf o

r m e d a c c o r d-

1 n g t O th e m eth o d f o r i s ol a ti o n o f T c ell s u b s e t s d e h e d w
ith th e s e m o n o cl o n al a n ti b o d i e s ･ A f t e r th

e

t r e a t m e n t
,
C ell s w e r e w a s h e d a n d p r o vi d e d f o r e n u m e r a ti o n of I a

-

p O Sit v e c ell s ･
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た.
次に培養丁細胞の I a 様抗原

の 発現と, 幼若化反応

を経時的に検討し
た

･

3
H - T d R の 取り込 み は, 成人 末

棉血, 臍帯血 丁細胞 とも
に 培養開始3 日後よ り 認め ら

れ
,
5 日後 に最大と な っ た ･ 成人末梢血丁細胞 の I a 横

坑原の 発現 は, 培養開
始 6 日後 よ り認め られ , 8 日後

には最大と なっ た が, 臍帯血 で は経過 を通 じ
て I a 横坑

蘇の発現は極め て 低か っ た ■

種々 の年令に お ける末梢血
丁細胞の I a 横坑原発現能

を検討し た.
P W M 2 5J Ll/ m l 存在下 で 8 日間培養後, 細

胞表面の I a 様抗原の 発現
を検討し た･ 臍帯血丁細胞で

はI a 横坑原陽性細胞は 5 % 以 下で あ っ た が , 年令 と共

に増弧 3
～ 7 才で は ほ ぼ成人 と 同様 に I a 様抗原陽性

細胞の 出現 を認め た .

P e r c oll 濃度勾配法を 用 い て培養 丁細胞 を比 重 の 異

なる複数の 分画に 分け, そ の 形態とI a 様抗原の 発現 を

検討した.
その 結果, I a 様抗原陽性細胞 の 多く は比 重

1 .0 56
～ 1 .0 6 7 の 分画に 属す る, 芽球様の 大型細胞であ

る ことが明 らか と な っ た . さ らに モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗体

で識別され るT 細胞 サ ブ セ ッ トの I a 様抗原発現 とその

幼君化反応 を検討し たが , 成人 末柵血 丁細胞の内, 主

としてO K T 4
+

細胞が P W M 刺激に 反応 して幼若化 し,

その表面に I a 様抗原 を発現 する も の と考 え られ た .

著者らはT 細胞 に発現 さ れるI a 様抗原の果す役割を

明らかに する 為, P W M 刺激下 で 培養 した成人 末梢血

O K T 4
十細胞 をI a 様抗原陽性細胞(以 下 I a

+
O K T 4

+ 細

胞) 及 びI a 様抗原陰性細胞(以 下I a
~

O K T 4
+ 細胞) の

異なるサ ブポピュ レ
ー シ ョ ン に単離し, それぞれが P W M

刺激下で の B 細胞分化 に 及 ぼ す影響を検討 した . その

結果, B 細胞の I g - P C へ の 分化 に 対し て , I a
+
O K T 4

十

紙軋 I a- O lくT 4
十細胞 の い ず れ も ヘ ル パ ー 作用 を有 す

るが, O K T 8
+ 細胞 に よ る B 細胞分化抑制効果の 発現

は
,
I a
+
O K T 4

+

細胞に よ っ ての み誘導さ れ る こ とが 明

らか とな っ た
1 5)

. ま た R ei n h e r z ら
1 6) は

, 破傷風 ト キ ソ

イドに より O Kl二
､

4
+

細胞 に の み I a 様抗原が発現 する こ

とを見出 し
,
O K T 4

十

細胞の 中に I a 様抗原の 発現 に 関

して異な るサ ブ ポピ ュ レ
ー

シ ョ ン が存在す る 可能性が

あると した
. 彼ら は さ ら に , これ ら の サ ブポ ピ ュ レ

ー

シ ョ ン の 機能を検討し, 1 a 十 O K T 4 十細胞 に の み , 非特

異的ヘ ル パ ー

因子 を慮 生 する能力が あ る が, B 細胞の

Ig"-f
)
C へ 山 分化は

, 両方の サ ブ ポ ピ ュ レ
ー シ ョ ンが存

在L た時 に 最 L 強 L

く 誘導 さオL た と 報菖 し て い る
1 7)

.

R ピillh e r z ら はま た
, 低 ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 血症 の一

一

例 を

韓告 し, 患者木棺血中の T 細胞, お よ び O K T 4
十 細胞が

上
_
E常数ある に t , か か わ らず , これ レ:, の 細胞が i n v it r o

てJ) 破傷風 トキ ソイ ドあ る い は P W M 刺激 に よりI a 様

抗 附 ) 発現 を認 め な か っ たと い う 興 味深い 事実 を述 べ

てい ろ
l 射

.
以 上に よ り

,
I a 横坑原の 発 現 と T 細胞, 特

に O K T 4
+ 細胞の 機能との 相関が強く 示唆された .

また

著者は [ Ⅰ] 編で , 臍帯血 O K T 4
+

細胞が成人 末棺血

O K T 4
十細胞と は機能的 に異な る こ とを明らか に してお

り, 臍帯血 丁細胞サ ブ セ ッ トの I a 横坑原発現能の 低下

は
,
こ の よう な臍帯血 丁細胞 サ ブセ ッ トの機能的特異

性 と深 く か か わ っ て い る こ と がう か が われ た .

結 論

1 . 成人末輸 血 丁細胞 を P W M 刺激下で 培養 す る

と
,
その細胞表面に I a 様抗原の 発現を認め た . I a 様抗

原の 発現は, P W M 2 毎1/ m l を添加し8 日間培養 した時

最大と な っ た .

一 方
, 臍帯血丁細胞の培養 で はI a 様抗

原の 発現 は殆ん ど認め られ な か っ た .

2 . 各年令の小児の末相血丁細胞の, P W M 刺激に

ょ るI a 様抗原発現能を検討した. 臍帯血丁細胞のI a 様

抗原の 発現 は 5 % 以下 で あ っ た が, 年令 と共に 徐々 に

増加し, 3
～ 7 才で ほぼ成人と同様 に な っ た .

3 . 培養 に よ りI a 様抗原 を発現す る T 細胞は 比重

1 , 0 5 6 ～ 1 . 0 6 7 の 分画 に 属す る芽球様大型細胞で , そ の

殆ん どは O K T 4
十細胞で ある と考 えられ た .

以 上 ,
P W M 刺激 に よ りT 細胞表面 に発現す るI a 棟

抗原は, 臍帯血 で は極 めて 少な く, 成人 末梢血で は幼

若化した O K T 4 + 細胞に 多く 認め られた .
これ らの こと

は, 免疫応答に お け るI a 様抗原の 役割 と, 臍帯血 丁 細

胞サ ブ セ ッ トの 機能的特異性 を知 る上 で重要な知見で

あ ると 考え らた た .
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