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鵜 浦 雅 志
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K e y w o r d s B 塾肝炎, K N 細胞, 細胞障害性 丁細胞

B 型肝 炎に お け る肝細胞破壊 機序の 詳細 は現在の と

こ ろ不明 で あ る . し か し . H B
s 抗原 h e al th y c a r ri e r の

存在す る こ と か ら
,
B 型肝 炎ウ ィ ル ス (以 下 H B V と略

す) 自休 は , 肝細胞に 対す る 直接 の 細抱障害性 は少な

い と考 え られ て い る
l) 2)

. そ の た め
,
B 型肝 炎に お け る肝

細 胞障害 は
, 宿 主側の 反応 ,

す な わ ち 免疫反応 に よ っ

て 生 じて い る もの と想定 さ れ て い る
3 州

現 在 ,
い く つ か の ウ ィ ル ス 感染症 に お い て

t
ウ ィ ル

ス 感染細胞破壊 の 主 役は 細胞障害性 丁 細 胞 で あ る こ

と が 証 明さ れ て お り
6)

,
B 型肝 灸に お い て も , 細胞障害

性 丁 細胞出現の 重要性 が推測 さ れ て い る
3-4l

･ し か し
,

細 胞障害性 丁 細胞 は ウ ィ ル ス特 異性 を 有す る 他 ,
そ の

活性を発 揮す る た め に は
, 標的細胞 との 間 に 主 要組織

適合抗原 M aj o r h i s t o c o m p a ti b ili t y ( 以 下 M H C と略

す) の 共有を 必 要と す る こ と か ら
7)

, 現 在の と こ ろ適当

な 標的細胞が 得 られ ず , B 型 肝炎に お い て , 細胞障害性

丁 細 抱の 出現 は証明さ れ て い な い ･

著者 は
,

H u m a n l e u c o c y t e a n ti g e n ( 以 下 H L A と

略す) A 2 , B 4 0 を も つ H B s 抗原陽性慢性肝 炎患者 よ り ,

針生検 に て 得 られ た 肝組織 由来の 継 代培養細胞 を 標的

細胞と し て ,
H L A を 判定の 上 , 各種 B 型肝炎患者リ ン

パ 球に よ る 直接細胞障害能を 検討 し
,

こ の 細胞障害 に

関与す る eff e c t o r 細胞 が細胞障害性 丁 細胞 の 特 性 を

有 し て い るか 否か に つ い て 検討 を 行 っ た ･

対象お よび 方法

対象

金沢大学第1 内相に 入院 し
, 腹腔鏡 ･ 肝生検 に て 診

断さ れ た H B s 抗原陽性慢性 活動 性肝炎 ( 以 下 C A H と

L y m p h o c y t e C y t o t o x icit y t o C u lt u r e d C ells

略す) 20 例 ,
H B s 抗原陽性慢性非活動 性 肝 炎 ( 以 下

CI H と略 す) 5 例 , H B s 抗 原陽性肝 硬変( 以 下 L C と略

す) 4 例 , 及び対照 と し て H B s 抗原 陰性健常者16 例を

用 い て 検討を 行 っ た ,

方法

1 リ ン パ 球 の 採取

ヘ パ リ ン 加 末 梢 血 5 mL よ り ,
F i c o ll - P a q u e

(P h a r m a c i a 社 製) に よ る比重 遠心 法
8)
に て リ ン パ 球 を

分離 し ,
H a n k s

I

液 ( 日 水社製) に て 3 回洗 浄後, 5 %

胎児牛血清 ( 以 下 F C S と 略 す) を 含 む D u lb e c c o
'

s

m o d i fi e d E a g l e

t

s m e d i u m ( 日水社製) ( 以 下 D M E M

と略 す) に 6 × 1 0
6

個/ m ほ る い は 3 × 1 0
6

/ 山 と なる

よ う 調整 した .

2 標的細胞

H L A 抗原 A 2 , B 4 0 を有 す る H B s 抗原陽性慢性 肝炎

患者 の 肝組織 に 由来す る 培養細胞 ( 以 下 K N 細胞と略

す) の 80 代台の 細 胞を 用い た ･

K N 細胞 は , 19 7 7 年 4 月 に 金沢大学 第
一

内科 で 針生

検 に て 採取 し た肝組織 よ り , 東北大 学細歯学教室に て

株化 さ れ た
9}

. 5 % 牛 血清 を含 む L - ダル ク ミ ン 添加イ

ー

グ ル M E M 培地 ( 日 水 社 製) 中 で . 約 20 時間 の

d o u b li n g ti m e で 良く 増殖し て 単層を 形 成し
･

一 部重

層す る こ と も あ る ( 写真 1 ) ･ 炊寒天 培地中で は 50 %

以 上 が コ ロ ニ ー

を形成 し た . 染色体数 は モ ー

ド 5 4 本で

あ っ た . 形態 学的に は電 顕に て ミ ク ロ ビ リ
ー

,
デ ス モ

ゾ
ー

ム
,

グ リ コ
ー

ゲ ン 様轍粒を認 め た (写 真2 ･ 3 ) ･
ウ

ィ ル ス 粒子 は確認 され て い な い . 産生 タ ン パ ク に つ い

て は , 蛍光抗 体法 に て 9 代 目 の 細 胞 に a
-f e t o p r o te ●

i n
.
ア ル ブ ミ ン が 確認 さ れ た が 13 代以 降 は 認 め ら れ

0 ri gi n a t e d fr o m H B s A g
- P o siti v e P atie n t

'

s

L iv er in H B s A g
-P o siti v e Li v e r D is e a s e ･ M a s a sh i U n o u r a ,

D e p a rt m e n t of I n t e r n al M e -

d ici n e (Ⅰ) , ( D ir e ct o r : P r of ･ N ･ = a tt o ri) ,
S ch o ol of M ed ici n e

･
K a n a z a w a U n iv e r sit y ･
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て い な い . 酵素学的 に は , 86 代目の 細胞 を用 い て , 勝

沼らの 方法
1 0)

で タイ ロ シ ン ア ミ ノ ト ラ ン ス フ エ ラ
ー

ゼ
,

オ ル ニ チ ン ア ミ ノ ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ 活性を測定

したが 検出さ れ な か っ た . 以 上 より K N 細 胞 は . 肝細

胞由来で あ る が
. 現在肝 細胞と して の 機能 を 示さ な い

癌化し た上皮系 の 培養細胞 で あ る と 考え られ る . ま た ,

渡辺 らの 報告で は
9)

, K N 細粒 は蛍光抗体法 で は H B s

抗臥 H B c 抗原 は検 出さ れず , 培養上 宿に も H B s 抗原

は検出さ れ な い が , S O n i c a ti o n 後3 0 0 0 r p m 遠心 上 浦

に は
,
逆受身血球凝集反応法 ( 以 下 R P H A 法と略 す)

で 2
l

～

､ 2
3
H B s 抗原 , 2

1
～ 2

3
H B c 抗原 が検 出さ れ , H B s

抗原陽性血清 を接 種 す る と 4 日 冒 に 抗 H B s 抗 体 で

1 .5 % ～

1 2 . 5 % の 細胞が 細胞質 に ( 写 真4 ) t 抗 H B c

抗体で 1 , 5 % ～ 18 % の 細胞が核 あ る い は核 周 辺 部 に

蛍光 抗 休 陽 性 と な る . ま た , こ の 感 染 細 胞 の

s o n i c a ti o n 上 清 は R P H A 法 に て 2
4

～ 2
6
H B s 抗原 ,

2
3

～ 2
5
日B c 抗原が 検出さ れ る こ とか ら , H B V の 存在 は確

認さ れ な い が
, 少な く と も H B V に 対す る感受性 を 有

する可能性が あ る と 報告し て い る .

3 細胞障害試験

1 × 10 8 個 の K N 細 胞 が 浮 遊 し た 1 0 % F C S 加

H a n k s

'

液 0 . 5 mL に 1 0 0 FL C i の N aき
1
C r O 4 を 加え

, 3 7 ℃

の 条 件下 で 培 養, 4 5 分後 に 日a n k s
t

液に て 3 回洗浄

し
, 最終的に 5 % F C S 加 D

'

M E M に K N 細 胞 1 . 5 ×

10 5 個/ m は な る よ う調整 した . ヌ ン ク 社製96 穴 U プ

レ
ー トの 各 ウ ェ ル に

,

5I
C r を 標織 し た K N 細胞浮遊 液

0 .1 m L ( K N 細胞 1 . 5 × 1 0
4

個/ w e11 ) を分注 し
,
リ ン

パ 球と標的細胞の 細胞数比 が 1 : 2 0 , 1 : 4 0 と な る よう 調

整され た リ ン パ 球浮遊液 0 .1 山 を加え , 5 % C O 2 , 9 5 %

ai r , 3 7 ℃ の 条件下で 16 時間静置培養後 , 各 ウ ェ ル よ

り培養上宿 0 .1 m ほ 採 取し
,

ウ ェ ル タ イ ブ ガ ン マ シ ン

チ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン タ

ー

に て 上浦中の 放射活性を 測定

した (図 1 ) .

リ ン パ 球に よ る細胞 障害能 は% L y s i s と し て 下 記の

式より算出 した .

% L y si s =

(E x p e ri m e n t al - S p o n t a n e o u s) c o u n t

(T o t a ト S p o n t a n e o u s) c o u n t
× 1 0 0

なお
.
t o t al c o u n t と して

, リ ン パ 球浮遊液の 代わ り

に
, 2 ･ 5 % サ ポ ニ ン 液 0 .1 m ほ 加え て 標的細胞を 全 て

破壊し , そ の 上清 0 ･1 m 沖 の 放射活性を 測定 し , S p O n
-

ta n e o u s c o u n t と し て , リ ン パ 球を 含ま な い 培養液 の

みを加え て l そ の 上清 0 .1 雨 中の 放射 活性 を 測 定 し

た
‖ )

.

4 特異性の 検討

E f†e c t o r

Fi ｡ ｡邑｡ u ｡

･↓

8 ←
W a S h ed w it h H

で慧s →日加 a b ｡ Ii n g

ヾ
s u sp o n d e d i n 5

霊言/
0 .l m t

i n e a c h w 011

mO .

↓
G

〓
=

抄

0 .l m l

i n o さ¢h w ¢Il

f r o m e a c h w d l

F ig . 1 .
E x p e 血 e n t al p r o c e d u r 6 t O a S S a y t O th e

C y t O t O Xi cit y o f l y m p h o c yt ¢S fb r K N c ell s .

標的細胞と して . E N 細胞の 他に
.
ヒ ト横紋筋肉腫由

来細胞( A 2 0 4 ) , A 2 0 4 に B a E ウ ィ ル ス の 持続感染し た

細胞( A 2 0 4 B a E V ) ,
ヒ ト緑綬芽細胞を R S ウ ィ ル ス で

t r a n sf o r m し た細胞 ( R S a) を用 い て細 胞障害 試験

を行 っ た . また
, 細胞障害阻止試験 と して

t
K N 細胞 に

対す る 細胞障害試験 開始時 , 標的細胞の 10 倍か ら 80

倍ま で が C r 非標識 K N 細胞, 対照と し て F L 細胞 を

添加し た .

5 Ef f e c t o r 細胞の 性格の 検討

和光純薬製 ナ イ ロ ン ウ
ー

ル を用 い て リ ン パ 球を 分画

し
1 2}

,
T 細胞濃縮リ ン パ 球 乱 丁 細胞希釈 リ ン パ 球群と

し て , 各群の 細胞障害能 を検討 した . また
.
T 細胞処

理 を 目的と して . 抗 ヒ ト胎児胸腺血清( 以 下 an ti H E T

と略す) を 30 分間室 温 に て リ ン パ 球 と 反応 さ せ .

H a n k s
'

液に て 洗浄後 ウ サ ギ補体を加え 90 分間処理 を

行い
.
処理 後 の リ ン パ 球 に よる細胞障害能 を検討 し た .

な お
,

a n ti H E T は
, 7 カ月 胎児よ り得た胸腺 を完全 フ

ロ イ ド ･ ア ジ
エ

バ ン ドと 共に 家 兎に 免疫 し , 得 られ た

血清を と 卜 A B 型 赤血球 ,
ヒ ト肝 ア セ ト ン 粉末 , 不溶化

ヒ ト血清 ,
B 細胞傾性リ ン パ 性白血病患者末梢血に て

吸収 し作製 し た . a n ti H E T の 特異性に つ い て は , 間接

蛍光抗体法 を用 い た検討で 一 正 常 ヒ ト末梢血リ ン パ 球

の 60 % , ナ イ ロ ン ウ ー

ル カ ラ ム 通過 リ ン パ 球の 10 0 %

が a n ti H E T で 蛍光陽性 と な る こ とか ら , T 細胞 に 対

す る特異性 は高 い と想定 され た
1 3)

.
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6 日L A の 判定

十
'

a l c o n 社 製 マ イ ク ロ テ ス ト プ レ
ー ト を 用 い

T e r a s a k i ら の m i c r o c y t o t o x i c it y 法に 従 い
1 47

, あ ら

か じ め分注 し た抗血清に 1 〟l の リ ン パ 球 浮遊 液 を 分

注 し , 4 5 分後 ウ サ ギ 補休を 5/J上 分注 . 6 0 分間静置換5

% エ オ ジ ン 液で 染色し
, 5 分後に ホ ル マ リ ン で 固 定 し

鏡検 に て タ イ ピ ン グを 行 っ た . 使 用し た 抗血 清は83 種

で あ る
1 8)

.

なお
. 推計学的処理 は Ⅹ

2

検定 を 用 い
, 危険率 が 5 %

以 下を 有意 と した
.

成 績

1 K N 細 胞に 対する細胞障害能 に つ い て

標的 細胞 に 対 す る eff e c t o r 細胞数比 1 : 4 0 で の

各群に お け る細胞 障害能 ( 平均値 ±標準偏差) で は ,

C A H 群28 . 2 ±9 .3 % , C I H 群 22 .3 ± 4 . 0 % ,
L C 群

14 .3 ± 4 .5 % , 対照群 18 . 1 ± 5 . 4 % で あり t
C A H 群

で は対照群 に 比 し高値 を示 し , そ の 差 は有意 で あ っ た

Fi g . 2 .

' P e r c e n t l y m p h o c y t e ･ m e di at e d c yt o t o x i ci -

t y ag ai n st K N c ell s i n n o m al c o n tr o Is a n d p a 一

也¢n t S .

浦

( p く 0 . 01 ) . 対照 群 に 比 し 2
～

3 倍高 い細 胞障害能を

示 し た もの は
,
C A H で は 20 例中4 例に み られ たが

, 他

の 群で はみ ら れ なか っ た ( 図 2 ) .

細胞数比 1 : 4 0 で は
t 対照群 ,

C A H 群の ど ちら に

お い て も , 細胞数 比 1 : 2 0 に 対 し て , 約1 .5 倍の 細

胞障害能 を示 し ,
こ の 細胞障害 は リ ン パ 球 数に 依存性

で あ っ た ( 図3 ) .

2 C A H
,
L C の 細胞障害能 と H L A

C A H
,
L C 症例 の う ち

,
H L A を 検 討 し た も の は

.

C A H 9 例 , L C 2 例 で あ る . 細胞障害能 と H L A と の 関連

に つ い て 検討 す る と , 対照群の 2 ～ 3 倍の 細胞障害能

を 示す C A H の 症例 1 ～ 3 で は , K N 細胞提供者の もっ

H L A 抗原 A 2 ,
B 40 の ど ち ら か を 有 して い た . しかし ,

C A H の 症例 8 ,
L C の 症例 1 , 2 で は ,

K N 細胞提供者の

も つ H L A と の 間 に 共有 が認 め られ たが
. 細胞 障害能

は低 値で あ っ た ( 表 1 ) .

3 細胞障害能 と培 養時間

C A 日 の 症 例1 の リ ン パ 球 を用 い た , 細胞障害能と培

養 時間の 関係 を 検討す る と , 正 常対照 で は , 培養開始

後約 8 時間 で は ぼ 平衡に 達し た が ト 患 者リ ン パ 球によ

る細 胞障害 は1 6 時間で 平衡 に 適 し た (図 4 ) .

% L y s i s

l:20 1:40 1 :20 = O

C o n t r o I C A H

F ig . 3 . P e r c e n t l y m p h o c y t e - m e d i a t e d c y t o t o xi ci -

t y ■a g ai n st K N c e 鮎 a t T : E r a ti o o f l : 2 0 a n d

l : 4 0 .
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T : E = 1 : 2 0

% L y si s

○ - - -

O C Å H

△-
･

--
-

｢ △ C o n t r o l

Fi g . 4 . K i n e ti c s o f l y m p h o c yt ¢･ m e di a t e d c yt o
･

t o x i city a g 血 s t K N c e皿s .

T ab l e l ･ H L A p h e n o t yp e s a Jld p e r c e n t l y m p h o
-

C y ぬ寸n ed i a t ed c y t o t o x i ci ty i n p ati e n ts .

C A S E H L A P h e n o t y p e % L y s i s

K N d o n o r A 2 B 40

C A H l B 5 B 40 ヰ2 . 1 7

2 A 2 B 7 4 8 . ヰ9

き A 2 A l l 3 8 . 5 l

4 A ‖ A W 引 B W 】5 B W 5 4 2 1 . 4 5

5 A 9 2 7 . 8 8

6 A 9 A 1 1 B 1 6 2 3 . 7ヰ

7 A 9■A W 即 日5 B 1 5 2 7 . 0 0

8 A 2 B W 1 6 B ヰ0 1 5 . 0 2

9 A
■
9 A 川 B W 1 7 21 . 7ヰ

L C l A 2 A W 31 B W 1 6 B 4 0 柑 . 7l

2 A 9 A W 3】 B 7 B ヰ8 1 2 . 32

K N A 2 0 4 A

望まE V
R S a

Fi g ･ 5 ･ L y m p h o c y t e
-

m e di at e d c y t o t o x i cit y ag a in st

弛 V e 血 00 1 血 ¢d c 曲 h a c o 地 0 1 皿 d a p ati e n t

W i仇 C A H .

3 5 5

4 :細胞障害能の 特異性 の 検討

標的細胞 と して K N 細胞 の 他 に
, A 2 0 4 , A 2 0 4 B a E V

,

R S a 細胞を 用 い て , そ れ ぞれ の 標的細胞 に 対する細胞

障害能を 検討 し
,
E N 細胞 に 対す る特異性が あ る か 否

か に つ い て 検討を 行 っ た . 患者リ ン パ 球 は,
い ずれ の

細胞に 対し て も正 常対照 よ り高 い 細胞障害性を示 した

が , 正常 対照 に よ る細 胞 障 害 能 と の 比 で 検 討 す る

と , A2 0 4
,

A 20 4 B a丘Ⅴ
,
R S a で は 1 . 4 ～ 1 .8 倍 で あ っ

F ig ･ 6 ･ l n h ibi ti o n st u d y b y c ol d t a r g e t c ell

C O m P e ti ti o n o f l y m p ll O C y t e -

m e di a t e d cy t o t o x i ci ･

t y i n an H B s A g p o siti v e p a ti e n t wi th C A H .

T ab l e 2 . T h e c yt o t o x i c e ffb c t o f e a c h 丘a c ti o n o f

l y m p h o c yt e s i n a n H B s A g p o siti v e p a ti e n t wi th

C A E .

L y m p h o c y t e s % L y si s

W h o t e

N yJ o n w o o ( c oI u m n

P a S S e d

a d h e si v e

30 .4 %

2ヰ. 2 %

川 .0 %

P a S S e d + a d h e si v e 24 .4 %

T : E = 1 : 20
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た の に 対し , K N 細胞で は
.
2 . 7 倍の 細胞障害性 を示 し

た こ とか ら . こ の 細胞障害能 は特異性を 存す る可能性

が推測さ れ た ( 図 5 ) .

ま た
.

K N 細胞 に 対す る細 胞 障 害 阻 止 試 験 開 始 時

に
,

8 1

C r 非標識 の K N 細胞 . 対照 と し て F L 細胞 を添加

して 細胞障害阻止試験を 行 っ た と こ ろ ,
F L 細胞 の 添加

に よ る細胞障害能 の 低下 は軽度 であ っ た が
, 標的細胞

と同 一 の K N 細胞を添加す る と
,

そ の 細胞障害能 は著

明に 低下 した . こ の 結果か ら も
,

こ の 細胞 障害能 は特

異性 を有す る可能性が推測 さ れ た ( 図6 ) .

5 eff e c t o r 細胞の 性格の 検討

ナ イ ロ ン ウ
ー

ル カ ラ ム を 用 い て e ff e c t o r 細 胞 を 分

画す る と/ ナイ ロ ン ウ ー ル 通 過細胞群の 表面免疫 グ ロ

プリt

ン 陽性細胞 は 5 % 以 下 で あ り , 通 過 細胞群 は T 細

胞群で あ る と考 え られ た . 各分画 の 細胞障害能 を検討

す る と
.

ナ イ ロ ン ウ
ー

ル 通 過 細胞群 は最 も強 い 細胞障

害性を 示 し , こ の 細胞障害 を担 当す る リ ン パ 球 は T 細

胞で あ る 可能 性が推測 さ れ た ( 表2 ) .

一 方 , T 細胞処理 を目的 と し て
. リ ン パ 球 を a n ti

H E T とウ サ ギ補体と で 処 理 す ると
,

リ ン パ 球 の 約 40

% に死細胞を 認 め
, 羊 赤血球 と ロ ゼ ッ ト を 形成す る リ

ン パ 球 は 15 % 以下 に 減少 した . また , こ れ ら の a n ti

H E T と補体 で 処理 し た後の リ ン パ 球群 に よ る 細 胞 障

害能は著明 に 低下 し た .
こ の 成績か ら も,

こ の 細胞障

害を担 当す る リ ン パ 球 は T 細胞 で あ る 可 能 性 が 推 測

さ れ た ( 表3 ) .

考 察

現在知 ら れ て い る ウ ィ ル ス 感染細胞 に 対 す る 免疫反

T a bl e 3 . P e r c e n t ly m p h o c y t e 十m e di a t e d c yt o t o -

Xi ci ty t ∫e at ed wi th an ti H E T a n d r ab b it c o m
-

Pl e m e n t s a g ai n s t K N c ell s i n a n fI B s A g p o siti v e

P ati e n t wi th C A f( .

T r e a t m e n t % L y si s

N o n e 31 . 5 %

a n ti H E T + C 12 . 0 %

a n ti H E T a l o n e 2 4 . 2 %

C al o n e 22 . 0 %

T : E = 1 : 20

C : c o m pl e m e n t

浦

応 に は , 抗体 と捕†本に よ る反応
Ⅰ 6)

. 免疫複合体 に よる反

応
1 7-

, 細胞 障害性 丁 細胞 に よ る反 応
t 8 卜 2 0}

,

マ ク ロ フ ァ

ー ジ に よ る反 応
2 0}

. 抗 体と リ ン パ 球 に よ る a n tib o d y

d e p e n d e n t c ell m e d i a te d c y t o t o x i c it y ( 以 下 A D C C

と 略す)
2 0)2 1 1

, な ど が あ り . 最 近 s p o n t a n c o u s c elI

m e d i a t e d c y t o t o x i c i t y ( 以 下 S - C M C と 略す) と呼

ば れ る 反応 も注目さ れ て い る
22l

.

一 方 ,
H B V 感 染肝細

胞障害 に 関与 す る免疫反応と して は
, 肝細胞膜 に 対す

る 抗体の 存在
2 312 4 )

, 肝組織中の 免疫複合体の 存在
2 5-

, 各

種の 標的細胞 に 対 す る リ ン パ 球 の 細 胞 障 害能 の 変

化
2 4}

～

4 0 )
, A D C C 活性の 変化

2 引 2 6} 4 ) )
な どが 報告さ れて い

る . しか し , B 型肝炎 に お け る肝細胞障害性 に 働く免疫

反応 の 主役 は , 現 在の と こ ,ろ不明 で あ る .

ウ ィ ル ス 感染症 の な か で
, 免疫反応 の 主 役が 明らか

に さ れ て い る 代 表 的 疾 患 は ,
マ ウ ス で の 1 y m p h o -

c y ti c c h o ri o m e n i n giti s ウ ィ ル ス 感染症 で あ る . この

感染症で は , ウ ィ ル ス 自体 は細胞障害性を 示 さ ないに

もか か わ らず , 生体の 免疫機構 は
,

そ の 感染細胞を異

物 と して 認識 して 細略障害性を 発揮 し
,

つ い に は生体

自身 を死 に 至 ら し め る こ とが あ り ,
こ の とき の 免疫反

応 の 主役 は抗原特異的細胞障害性 丁 細8包 で あ る こ と

が 証 明 さ れ て い る
6)4 2 )

. こ の D o h e r t y ら お よ び

Gil d e n ら の 成績 と 今回の 研究成果 か ら , 著者 はB 型

肝 炎に お い て も細 胞障害性 丁 細 胞は 日B V 感染肝細胞

破壊 に 重要 な 役割を 演 じて い る と考 え て い る ( 図7) .

T c : c
y
t o t o xi c T c 811

F i g . 7 . S d l e m a ti c i n u s tr ati o n o f t h e h y p o th e si z e d

r ol e o f a n i m m u n e r e s p o n s e in th e p a th o g e n e sis

o f E B V a s s o c払t ed l如モーd i s e a s e .

(1) 托B V 山鹿c ti o n .

(2) E x p 工e SSi o n o f H B V a s s o ci a te d an tig e n s o n

th e h e p a t o c yt e m e m b r a n e .

(3) I n d u cti o n o f c y t o t o x i c T c e u s sp e ci 鮎 f o r

H B V in f b c t e d c e11 s
.

(4) C y t o l y si s o f II B V i n 鎚 ct e d c ell s b y c yt o ･

t o x i c ･ T c ell s sp e ci丘c fo r H B V i n fb c te d

c el k .

(5 a) H 迅V f e h 飴 c ti o n .

(5 b) N e u tr al i21 a ti o n o f H B V b y a n t ⅢB s ･
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近年 ,

ヒ ト に お い て も
, 細胞障害性 丁 細胞 は , ウ ィ

ル ス 特異性を 有す る 他に , その 活 性を 発 揮す るた め に

は
,
標的細胞と の 問に M H C ( ヒ ト で は H L A ) の 一 部 を

共有す る必要が あ る こ とが 示さ れ て い る
4 31 刷

. し た が

っ て
,

こ れ ま で の C h a n g 肝細 胞
27)

～ 2 9) 3 2 ) 3 3 )
C o o n 肝 細

胞
紺

家兎肝細胞
2 61

ヒ ト胎児 肝細 胞
2 9

惚 標的細胞 と し た

患者リ ン パ 球 に よ る細胞障害能の 検討 で は , 細胞障害

性丁 細胞の も つ 特徴か ら , H B V 特異 的細胞障害性 丁

細胞の 評価 は困難と 思 わ れ る
. 事実

,
こ れ らの 標的細

胞に 対し て 障害性 に 働く 免疫反 応 は S
q

C M C あ る い

は A D C C で あ る と 考え られ て い る
. 細胞障害性を 示 す

免疫反応 は T 細胞 で は な い か と す る 報告は ,
H B s 抗原

を種々 の 細胞に 被覆 し た実験系 に よ っ て 検討さ れ て い

る .
A lb e r ti らは

3 4)
ひ な 鳥の 赤血球 に , E I s h ei k h ら は

3 5J

家兎赤血球に , W a r n a t z ら は
3 6,

, C h a n g 肝細胞 に H B s

抗原を被覆し .
こ れ を 標的細胞 と し て 検討 し , A l b e r ti

ら は急性B 型肝 炎に 高 い 細胞障害性 を 示 す 症 例 を 多

く認 め
,
B 型C A H に は細胞障害性 を示 す症例 は少 なか

っ たと して い るが
, 後 2 者 は B 型C A H に も高 い 細 胞

障害性を 認 め て い る , 3 者と も eff e c t o r 細胞 は T 細胞

で あり t H B s 抗原 に 対 して 特異 性 を有 して い た と して

いるが
･ 細胞障害性 丁 細胞の もっ M H C の 共有を必要

とする特徴か ら
,
こ の eff e c t o r 細胞 は細胞障害性 丁 細

胞で ある との 確認 は なさ れ て い な い .

一 方 , 自己肝細

胞を標的細胞 と す る 実験系 で は , 細胞障害性 丁細胞 の

活性を評価す る こ と は可能 と思 わ れ る . P a r o n e tt o ら

は
m
短期間培 養自 己肝 細胞を 標的細胞 と して 検討 し

,

B 型 C A H の 5 例 中4 例 に , 非 B 型 C A H の 5 例 中4 例

に
I ま た , W a n d ら

3 8)
G e u b e l ら は

3 9)
生 検肝細胞 を直接

標的細胞と して 細胞障害試験 を 行 い
, 前 者 は 6 例 の

H B s 抗原陽性例 を含 む9 例全例 の C A H に , 後 者 は

C A H の 2 5 例中13 例 , H l∋s 抗原陽性例 に 限れ ば 7 例

中1 例の C A H 患者に 強 い 細 胞 障 害 性 を 認 め て い る

が
,
1 い ずれ も . e ff e c t o r 細胞 の 検討 , 特異性の 検討 は

行なわ れて い な い
.

一

九 V e r g a n i ら は
4 0)

同様に 生検

肝細胞を標的細胞 と し て 用 い
,

e ff e c t o r 細胞 の 検討 を

加え
, 1 6 例中10 例の C A ‡りこ高 い 細胞 障害性 を認 め ,

そ の細胞障害性 は非 丁 細胞群に 強く
,
A D C C が 関与 し

て い るの で は な い か と述 べ て い る が
, H B s 抗原陽性例

は対象 に 含まれ て い な い .

この よ う に
, 現在の と こ ろ

,
B 型 肝炎 で は H B V 感染

肝細胞破壊 に T 細胞が 関与 し て い る可 能 性 は 推測 さ

れて い るが , 特異的に 障害性 を発揮す る 細胞障害性 丁

細胞の 存在 は充分に は証 明され て い な い . 今回著者の

K N 細胞を 標的細胞 と す る細胞障害試験 の 成績 で は
,

H B s 抗原陽性 C A H 群 は対照群に 比 し有意 に 高 い 細 胞

障害性を 示し て お り ･ ま た , こ の C A 8 群の なか に は特

に 強 い細 胞障害性 を発揮す る症例が 認め られ た . 標的

細胞と し て 用 い た K N 細胞は
, H B s 抗原陽性者の 肝組

鰍 こ 由来 し
,
H B V 感染に 対 し感受性 を示す こ と よ り ,

K N 細胞 は H B V に よ っ て 修飾さ れ た表面抗 原 を 有 し

て い る可能性が 推測さ れ る こ と か ら
, 著者は こ の 特 に

掛 ､ 細胞障害性を 発揮 して い る リ ン パ 球 は細胞障害性

丁 細胞で はな い か と考え
,

これ らの C A H 症例 に お い

て K N 細胞 に 対し て 障害性に 働 くリ ン パ 球の 性格の 検

討を 行 っ た ･ 強い 細胞障害性 を示す C A H 症 例 で は
,

K N 細胞提供者と の 間に H L A の 共有 を認 め
, こ の なか

の 1 例 で
･ そ の eff e c t o r 細胞 は T 細胞に 属 し . さ ら に

.

そ の 細胞障害性に は特異性の 存在が推測さ れ る こ と よ

り
,

こ の 細胞 障害性 を示す リ ン パ 球 は, 抗原特異的細

胞障害性 丁 細 胞で あ る可能性 が推測さ れ た , こ の 症例

に は輸血 歴は なく ,
い わ ゆ る all o r e a c ti v e T 細胞 用

で

あ る 可能性 は少 な い と考 え て おり . K N 捌包の 由来 , 性

状か ら H B V に 関連 した抗原を 認識し て い る 可能 性 が

推測 され る ･ しか し , 現 在の と こ ろ , K N 細胞 の 表面抗

原 に つ い て は 検索 さ れ て お らず
, 今後さ ら に こ の 点に

つ い て の 検討 が必要 と考え て い る . ま た 乱 A 抗 原 の

共有を 認め な が ら細胞障害能が低 値 を 示 し た 症 例 で

は
, 各種 の 肝 疾患 で 認 め ら れ て い る 血清 中に 存在する

リ r
パ 球 に よ る細胞障害能抑制因 子

2 7 舶 用 5)4 6)
, 抑 制 性

丁 細胞4 7}

,
さ ら に は肝疾患 の 病態や リ ン パ 球膿 の 脆弱

性 の 存在
4 8)

の 可能性も推測さ れ る が さ らに検討が 必要

と思 わ れ る .

結 論

H L A 抗原 A 2
,
B 4 0 を 有す る H B s 抗原陽性慢 性 肝 炎

患 者肝由来培養細胞 ( K N 細胞) を標 的細胞と し て
.

H B s 抗原 陽性肝炎疾患々 者 リ ン パ 球 に よ る 細 胞 障 害

試験 を 行い 以 下 の 成績を 得た .

1 H B s 抗原陽性慢性活動性肝炎患者群 は, 正 常対照

に 比し有意 に 高 い 細胞障害能 を示 した ( p < 0 . 0 1 ) .

2 正 常対照の 2 ～

3 倍の 細胞障害性を 示し た 症 例

で は
,
K N 細胞提供者と の 間 に H L A の 共有が認め られ

た .

3 高 い 細胞障害能 を示 した H B s 抗 原陽 性慢 性活

動性肝 炎の 1 例で
, 細胞障害阻止試験 に より ,

こ の 細

胞障害性 に 特異 性 が存在す る可 能性が推測さ れ た . ま

た eff e c t o r 細胞 は , ナ イ ロ ン ウ ー

ル カ ラ ム通 過 性 で
.

抗 ヒ ト胎 児胸腺血清と 補体処理 に て
,

そ の 細胞障害能

は 著明に 繊弱 し た こ と か ら こ の 細胞障害性に 働 い て い

る細胞 は , 細胞障害性 丁 細胞で あ る可能性が 推測さ れ

た .
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稿を 終え るに あ た り . 御指導 卸校 閲を賜 り ま し た服 部信教

授 に深甚 な る謝意を 捧げま すと 共に 直接御指 導い た だ い た小

林健
一 肋教 軋 加登康洋博二L 西郷啓吾博士 , 熊 谷幹男博 上

に深謝致 しま す . ま た
.

E N 細胞 の 樹立 . 性状の 検討を して

下さ っ た 東北 大学細菌学教室各位 , 祷島大学酵素化学部勝沼

信彦教授他各焼｣ ま た , a n ti H E T の 作製 をは じ め 免疫学的御

指導を い た だ い た 千虞大学免疫研究部 各位 , 実験施設 の 提供

あ よ び御指導い た だ い た 金沢 大学 が ん研 究所ウ ィ ル ス 部波田

野基
一

教授他各位 に深謝致 し ま す .

な お 本論文 の要 旨は , 第9 回 日本免疫学会総会 ( 197 9 ) に

お い て 発表し た .
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,
G e u b el ,

A . P . S h o r t e r , R . G . & T o m a $ i , T . B . : A lf a f e t o
-

P r O t e i n a n d ▲S u P P r e S S i o n o f c e ll m e d i a te d

i m m u n it y i n c h r o n i c a c ti v e li v e r d i s e a s e .

G a s t r o e n t e r ol o g y ,
7 0 , 9 0 1 (1 9 7 6 ) .

4 6 ) K a k u m u
,
S ･

,
H a r a

,
T ･

,
G o b ji ,

E ･ & S a k a m ot o
,

N ･ : l n h i b iti o n o f l y m p h o c y t e c y t o t o x i ci ty i n

C h r o n i c a c ti v e h e p a titi s ･ C li n ･ E x p . I m m u n o l
. 3 3

,

7 1 - 7 8 (1 9 7 8).

4 7 ) F u ji m o t o
, S .

,
M a t s u 2:a W a

, T . , N a k a g a w a
, K

& T a d a
,
T . : C el l u l a r i n t e r a c ti o n t) e t W e e n C y tO tO ･

Ⅹi c a n d s u p p r e s s o r T c ell s a g a i n s t s y n g e n ei c

t u m o r i n t h e m o u s e . C e ll . I m m u n ol .
,
3 8 , 3 7 8 -

3 8 7 (1 9 7 8 ) .

3 8 ) 安藤喬 . 吉 田洋 , 寺倉優勝
, 深沢 俊男 , 高橋善弥

太: 肝胆道疾患 に お け る赤血球浸透圧抵抗 . 日消誌,

7 4
, 3 2 9 - 3 3 9 ( 1 9 7 7).
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L ym P h ∝ y t e C y t o t o xi cit y t o C ult u r e d C en s O d 如 at e d 血o m H B s A g J
>
o siti v e P a d e n t

,

s L iv e r i n

H B s A g
･P o si伽 e Li v er D is e as e M a s a shi U n o u r a

,
D ep a rt m e n t of I n te m al M e dici n e O) P ir e ct o r ‥

P r of ･
N ･ H att rり,

S c h o ol o f M e di ci n e , K a n a z a w a tJhi v e rsit y , K an a Z a W a
,
9 2 0 - J

.
J u z e n M e d . S o c .

,

州 ,
3 5 2 - 3 6 3 (1 9 81)

A b st m ct

A c ell li n e ( K N ) o rigi n at e d f r o m t h e li v e r o f a H B s A g
-

P O Siti v e p a ti e n t w it h c h r ｡ n ic a c ti v e

h e p atitis w a s e st a b li s h e d ･ H L A t y p e s o f t h e d o n or w e r e A 2
,
B 4 0

･ T h e c y t o t o xi cit y o f l y m p ll O
-

C y t e S f r o m p ati e n t s w it h H B s A g
-

P O Siti v e C A H , C I H
,
L C a n d n o r m al c o n t r o I s w as st u d i e d u si n g

51
c r l a b el e d K N a s t a r g e t c ell s .

I t w a s f o u n d t h a t ( a) 1 y m p h o c y t e s f r o m p ati e n t s w it h C A H w e r e c y t o t o x i c t o K N c o m p a r e d

W it h c o n t r oIs ( P < 0 ･0 1) ;( b) p a ti e n t s w it h C A H w h o s h o w e d t w o t o t h r e e f ol d c y t o t o xi citi e s an d

t h e d o n o r o f K N -S h a r e d H L A a n ti g e n s ;( c) sp e ci 鮎it y o f c y t o t o x i c r e a cti o n t o t ar g e t c e n s w a s

S u g g e St e d b y c o m p etiti v e i n hi b iti o n st u d y i n o n e o f t h o s e p a ti e n t s; ( d) l y m p h o c y t e s t r e at e d w it h

r a b b it a n ti s e ru m t O h u m an e m b r y o n i c t h y m o c y t e s an d c o m p l e m e n t s h o w e d o n e
-t h i r d c y t o t o -

Xi cit y c o m p a r e d w it h n o n -t r e a t e d l y m p h o c y t e s in t h is p a ti e n t .

T h e r e s u l ts s u g g e st e d t h a t l y m p h o c y t e s f r o m a p a ti e n t w it h C A H w e r e h igh 1 y c y t o t o x i c t o K N

C ell s a n d t h e p ri n ci p l e e f f e c t o r c e n s w e r e c y t o t o x i c T c e ll s .
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写真1 M i c r o g r a ph o f K N c ell s

写 真 2 E l e c t r o n mi c r o g r a ph o f K N c ell ･ (1) × 2 0
,
0 0 0
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写真3 El e c tr o n mi c r o g r a p h o f K N c ell . (2) × 2 0
,
0 00

写真 4 H B s A g o n c yt o pI a s m s of K N c e ll s af t e r t r e a t m e n t wi th H B s A g p o siti v e

S e r a d e m o n s t r a te d b y i m m u n o fl u o r e s c e n c e .


