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1 2 8 金 沢大学十全医学会雑誌 第106 巻 第 1 号 128 - 1 4 2 (1 9 97)

ヒ ト末梢血細胞にお けるイ ン ス リ ン様成長因子 Ⅰ受容体の

調節と機能的役割

金沢大学医学部医学科小児科学講座 ( 主任 : ′ト泉晶 → 教授)

高 桑 聖

イ ン ス
1
) ン 梯成長国子 I (i n s u li n -1ik e g r o w th f a c t o r

-I
,
I G F qI) 受容体は 末梢血細胞 に存在 して い る が ,

そ の 存在意義は不

明の 点が 多い . 本研究 にお い て ,
ヒ トI G F I 受容 体抗体 αI R 3 に よ る免疫蛍光染色法 に よ り, 健 常成人 末梢血 , 臍帯 血, お よ

び 成長ホ ル モ ン 欠損症 の 成人と成長ホ ル モ ン 治療前後の 小児 の 末梢 血 の 細胞 にお け る I G F -Ⅰ 受容体の 発現 と, 逆転写 P C R 法

に よ りリ ン パ 球 と額粒球 の I GF LI 受容 体 m R N A の 発現 を解析 し た . ま た培 養リ ン パ 球 に お け る I G F -Ⅰ 受容体 の 発現 調節と,

I G F -Ⅰ の リ ン パ 球や 好中球機能 に対す る作用に つ い て 検討 した . 成 人末梢血 相胞 に お い て I G F -Ⅰ 受容 体は す べ て の 細胞分画に

存在 し, 特 に顆粒球 と単球 に強い 発現が み られ た .

1
) ン パ 球分画 に お け るI G F -I 受容体 は C D 4 陽性邦朋包に強い 発現 ,

C D 2 0 陽

性細胞 に弱 い 発現, C D 8 陽性細胞と C D 1 6 陽性 細胞 にそ の 中 間の 発現 を示 した . ま た I G F -I 受容体 は C D 4 5 R O ( メ モ リ ー 細

胞) や H L A , D R 陽性細胞 に弱い 発現であ っ た . 臍帯血 の 総 リ ン パ 球 や顆粒球 の IG F II 受容体 と I G F -I 受容 体 m R N A の 発現 は健

常成 人末梢 血細胞 より強か っ たが , リ ン パ 球分画 に お い て C D 4 陽惟細胞 と C D 8 陽性細胞で は有意差 は み ら れ な か っ た . 成長

ホ ル モ ン 欠損症成 人 の 末梢血細胞 にお け る I G F -Ⅰ 受容体 の 発現 は, C D 2 0 陽性細胞 で健常成人 よ りも強か っ たが ,
他 の 末梢血

糊胞 で は有意差が み ら れ なか っ た . 同
一

成長 ホ ル モ ン 欠損症小児の 成長 ホ ル モ ン 治療前後 の 縦断的検討 で は ,
治療前 と比べ

I G F lI 血 中過度 の 上 昇 に伴 い I G F LI 受容体 とI G F -Ⅰ受容体 m R N A の 発現 が減少 した . 培養リ ン パ 球 の I G F -Ⅰ受容体 とI G F II 受容

体 m R N A の 発 現 は , 培 養 中 の I G F -Ⅰ の 濃度 や 時間依存性 に減少 し た . ま た 培 養 リ ン パ 球 は フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン

b h yt o h e m a g gl u ti ni n , P H A ) や イ ン タ
ー ロ イ キ ン 2 (i n t e rl e u ki n - 2 , I し2) の リ ン パ 球刺激因子 に より ,

I G F ～I 受容 体と IG F -Ⅰ受

容体 m R N A の 発現 は増加 した . I G F ･Ⅰ は培養 T) ン パ 球の 幼若反応 とI g G 産生 を増強 し, C D 4 陽性細胞 の IL 2 受容体 α 鎖陽性

率 を増加 させ ,
一

方でI G F ｣Ⅰ は ナ チ ュ ラ ル
･

キ ラ
ー

(n at u r al kill e r , N K) 細胞活性を低 下 さ せ た . さ ら にI G F ･I は好r･1-1
L 球の H 2 0 ｡

産生を増強 した が , 貪食能 に影響を与えな か っ た . 以 上 より
,
1 ) I G F -Ⅰ受 容体 は広く ヒ ト末梢血細胞 に存在 し, I G F -Ⅰ 受容

体ほ IG トⅠ血 中濃度の み な らず ,
特に リ ン パ 球 にお い て, 細胞の 活性化状態や各細胞分画に依存 した 発現 を示す こ と , およ び,

2 ) I G F -Ⅰ は 多様 な リ ン パ 球 機能や好中球機能に村す る調節を介 し て, 免疫機能に関与 して い る可能性が示唆 され た .

K e y w o r d s i n s u lip
-1ik e g r o w t h f a ct o r

-Ⅰ(I G F
-Ⅰ) , h u m a n p e rip h e r al b l o o d c ell s , I G F

-I r e c e p t o r

r e g ul atio n , i m m u n e s y st e m s

ソ マ ト メ ジ ン C は 成長 ホ ル モ ン の 骨 に対す る作用 を仲介す る

骨成長因子
= 割
と し て知 ら れ て い る . しか しそ の 作 用は 単 な る骨

成民国-一戸だ けで は なく, イ ン ス リ ン に類似 し た 構造と イ ン ス リ

ン 様の 血 糖降下作用を持 つ
:-) こ とか ら

,
イ ン ス リ ン 様 成長因子･ Ⅰ

(i n s uli n -1ik e g r o w th f a c t o r -Ⅰ, I G F -Ⅰ)
`1 )

と 呼ば れ , 紺胞増殖因子と

し て種々 の 細 胞増殖 に関連した作用
5)

が知 ら れ る よ う に な っ た .

諸 家の 研 究 に より ,
I G F -Ⅰ の 特異受容体があ ら ゆ る 細胞 H ニ存

在 して い る こ と が 判明してきて おり ,
末梢 血細胞 に お い て も特

に赤血球や リ ン パ 球 にお け るIG F -Ⅰ受容体の 報腎
… )
が み られ て

い る . I G F -Ⅰ は 生体外に お い て 末梢血細胞に対 して 血 球増殖
l 叩 ‖)

や 様々 な免疫担当細胞の 機能 を増強す る
1 2卜 14)
と し た報告 が 散見

され て い るが , 統
一

さ れ た 見解は 未だ な され て い な い . さ ら に

ヒ ト における研究報告 は乏 しく , 末梢血相胞の I G F -Ⅰ 受容体の

調節機構や存在意義な ど は不明の 点が 多い .
こ の た め 本研究 に

お い て
,
ヒ ト にお け る末梢 血相胞分画の I G F -Ⅰ 受容体の 発現を

健常成人, 臍 帯 血 , 成長 ホ ル モ ン 欠損症 にお い て 比 較検討し,

また 生 体外に お い て ヒ トリ ン パ 球に お け る I G F -Ⅰ
′受容体の 党規

お よ び
,
I G F -Ⅰ の リ ン パ 軌 好一-f

一球 に対す る 作用 に つ い て検討

した . こ れ ら の 結 果よ り ヒ ト末梢血細胞 にお ける I G トⅠ受容≠

調節 に つ い て 考察を加え た .

対象 お よび方法

Ⅰ. 対 象

ヒ ト 末梢 血 と ヒ ト臍帯血を用 い た . ヒ ト末寺削flL は , 平均的身

長の 健常成人 と
,
金沢大学医学部附属病院小児科外来 に通院し

て い る 厚 生 省診断基準を満 た し た成長 ホ ル モ ン 欠損症の 患者

で
,
成長 ホ ル モ ン 治療終了後1 年以 上 経過 し た成 人 6 名と･ 成

長 ホ ル モ ン 治療 を開始す る小児2 名の 成長ホ ル モ ン治療前と泊

平成 8 年1 1 月2 8 日受付, 平成 9 年1 月2 9 日受理

A b b r e vi ati o n s : b p , b a s e p air; B S A , b o vi n e s e r u m alb u m i n ; D I G , d ig o x ig e ni n ; d N T P , d
e o x y rib o n u cl e o ti

d e

t rip h o s p h a t e; F C S , 飴tal c alf s e ru m ; F r r C , fl u o r e s c ei n is o th i o c y a n at e; I G F , i n s u li n
-1ik e g r o w t h f a c t o r; II ] 2 , in t e rle u

kin ･

2; N K , n at u r al k i11 e r; P B S , P h o sp h at e
- b u ff e r e d s alin e; P E , p h y c o e r y th in ; P e r C P , P e r di ni n c h o r o p h yll p r o t ei n ;

P H A ･



ヒ ト末梢血細胞 の イ ン ス リ ン 様成長因子Ⅰ受容体

療1 ケ月後 とで そ れ ぞ れ 採取 し た･
ヒ ト臍帯血は , 金沢大学医

学部附属病院分娩部 にて 母体 に合併症の な い 満期正常分娩 で妊

娠週数相当体重児より, 母親 の 了解を得て採取 し, 研究 に供 し

た.

u . 方 法

1 . I G F -Ⅰ血 中濃度の 測定

各検体 より血清 を分離 し, 測定まで一80 ℃ で保存 した . ソ マ

トメ ジ ン
`

栄研
'

Ⅲ (栄研 化学 , 束京) キ ッ トを用 い て I G F -Ⅰ 濃度

を
一 括して 金沢大学臨床検査学教室 に て測定 した .

2 . フ ロ
ー

サ イ ト メ トリ
ー

に よ るI G F -Ⅰ受容体 の 解析

K o o勾m a n ら
9)
の 方法 を 一 部変更 し以 下 の よう に 行な っ た . 末

梢血お よ び臍帯血 の 仝血 50 〃1 中にれ
一 次抗 体と し て マ ウ ス 抗 ヒ

トI G F -Ⅰ 受 容体 I g G 抗 体 αI R 3 ( O n c o g e n e S ci e n c e I n c .
,

U ni o n d al e , U S A) 2 〃1 を加 え4 ℃ で15 分 間反応 さ せ た .

一 次抗

体の 陰性対照 と して 等濃度 の 非特異的 マ ウ ス I g G ( D A K O ,

C o p e n h a g e n , D e n m a rk ) を使用 し た . 赤血 球解析以外 は溶血

周蔵衝液(15 5 m M N H 4 C l , 1 0 m M K H C O :1 , 0 .1 m M E D T A -2 N a)

を加え十分 に溶血 さ せ た 後, 洗浄権衡液｣ 1 % 非働化牛胎児血

清(f et al c alf s e ru m , F C S) ( N ip r o , 大阪) , 0 .0 2 % N a N こ一, p H 7 .3

リン酸綬衛生理食塩水 (p h o s p h a t e -b u ff e r e d s ali n e , P B S)] で 2

回洗浄 した . 赤血 球解析 の 場合 は溶血 さ せ ず に 2 1可洗浄 し た .

1 % 牛血清 ア ル ブ ミ ン (b o vi n e s e r u m al b u m i n
,
B S A) (S i g m a

C h e m i c al C o .
,
S t .I . o u i s

,
U S A ) , 2 0 % 健常 ヒ ト血 清を加え た p H

7 ･3 イ
ー

グル M E M 培地 (日水製薬, 東京) 50 /Ll に 再浮遊 し, 二

次抗体と して ビ オナ ン化 ヤ ギ 抗 マ ウ ス I g G 抗体 ( Am e r sh a m ,

B u cki n gh a m sh i r e , E n gl a n d) 1 /ノ1 を加 え4 ℃で15 分間反応 させ

た･ 洗浄緩衝液で 2 回洗浄後
,
洗浄頼衝液 50 /ノl に 再浮遊 し ,

フ ィ コ エ
1
) シ ン (p h y c o e r y thi n , P E ) 標識 ス ト レ プ ト ア ピジ ン

(B e c t o n D i c ki n s o n I m m u n o c y t o m e t r y S y s t e m s , S a n J o s e ,

U S A) 2 ･5 /Jl を加 え 4 ℃で1 5 分 間反応 さ せ た .
こ こ で リ ン パ 球

分画解析 の 場合 に は フ ル オ レ ッ セ ン ･

イ ソ ナ オ シ ア ン 酸

(A u o r e s c ei n i s o th i o c y a n at e , F I T C ) 標識お よ び ペ
.) ジ ニ ン ク ロ

ロ フィ ル 蛋l!i b e rd i ni n c h o r o ph yll p r o t ei n , P e r C P) 標 識の各種

マ ウス 抗 ヒ ト C D 抗 体 ( B e c t o n D i c ki n s o n I m m u n o c y t o m e t r y

S y st e m s) を加 えた . 洗 浄緩衝液で 1 担l 洗浄後, フ ロ
ー

サ イ ト

メ ー

タ
ー

(C y tr o n A b s ol u t e , O r th o D i a g n o s ti c S y s t e m s K . K
, 東

京) を用い て赤 血球
,
血 小板

,
販粒球, 単 球お よ びリ ン パ 球 そ

れぞれ にお け る IG F-Ⅰ 受容体 の 発現 を解析 し た . 各リ ン パ 球 分

画における解析は , C D 3 , 4 , 8 , 1 6 , 2 0 と T 細胞l受容体 0 ㌧c ell

r e c e pt o r , T C R) α ′? , T C R γ∂ の 認識は そ れ ぞ れa ) F I T C 標識

抗体で 二重蛍光染色に て ,
C D 4 5 R O

,
C D 4 5 R A の 認識は FIT C

標識抗 C D 4 5 R O 抗体 と P e rC P 標 識抗 C D 4 抗体また は 杭 C D 8

抗体を
,
H L A , D R の 認識は FIT C 標識抗 HI A D R 抗体と P e r C P

榛識抗 C D 4 抗体, 抗 C D 8 抗体 ま た は抗 C D 2 0 抗 体を そ れ ぞ れ

加えた三 重蛍光染色に て解析 し た .

3 . 逆転写 P C R 法に よ る IG F -Ⅰ受容 体 m R N A の 解析

1) I G F -Ⅰ受容体 c D N A の 精製

i . R N A の 抽出

ヒ ト末梢血 お よ び ヒ ト臍帯血 に 1 % デ キ ス ト ラ ン 加 P B S を

等量加え30 分間37 ℃で 静置 し た . 上 宿を フ ィ コ
ー

ル ･ ハ イ パ ッ

ク比重遠心法で分離 し, 浮遊層をリ ン パ 球, 沈殿層 を顆粒球 と

129

して 別 々 の 試験管に移 した . 混入 し た赤血球を溶血緩衝液で溶

血 させ P B S で 2 回洗 浄後, そ れ ぞれ 1 ×10 ソm l に調節 した .

リ ン パ 球また は顆粒球の 浮遊液1 m l (1 ×1 0
(;

個) を集積チ ュ ー ブ

に 入 れ 違心 ペ レ ッ ト状 と し た後, R N A z oI
T M
B (T el - T e st I n c .

,

F ri e n d s w o o d
,
U S A ) 1 m l と酵母由来の t R N A (Si g m a C h e m i c al

C o ･) 1 0 / 噌 を加え混和 し, ク ロ ロ ホ ル ム 100 〃l を加え摺拝 した .

4 ℃ で 5 分 間静置 し マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に移 し
,
4 ℃で15 分間

150 0 0 回転遠心 し た. 上 宿 50 0 m l を取 り等量の イ ソ プ ロ パ ノ ー

ル を加え 4 ℃ で15 分間静置後, 4 ℃ で15 分間1 50 00 回転遠心 し,

精製 さ れ た ペ レ ッ トを80 % エ ー

テ ル で 洗浄乾燥 し, リ ン パ 球お

よ び顆粒球の 総 R N A を摘 出 した .

ii . c D N A の 作成

抽出 した 総 R N A ペ レ ッ ト に2 倍逆転写 P C R 破衝液【100 m M

T ri s - H Cl
,
2 0 0 m M K Cl

,
2 0 m M M g C1 2 , 2 0 m M ジチ オス レ イ ト

ー ル
, 各2 m M デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸

(d e o x y rib o n u cl e o ti d e tri p h o s p h at e , d N T P)] 2 5 /11 , 二 炭酸 ジ ュ

テ ル 処 理 水 21 / 11 と 1 0 /L M オ リ ゴ
ーd T (P h a r m a c i c a L K B

B i o t e c h n ol o g y , B r o m m a , S w e d e n) 4 F Ll を加え, 6 5 ℃で15 分間

R N A の 変性 と プ ラ イ マ ー の ア ニ ー

リ ン グを 行な っ た . 4 2 ℃ に

ゆ っ くり冷却の 後, 逆転写酵素 R A V 2 (宝酒造, 東 京) 5 単位

加えて ,
6 0 分間反応 させ c D N A を合成させ た . 反応終了後

,
セ

フ ァ デ ッ ク ス G - 5 0 (P h a r m a ti c a L K B B i o t e c h n ol o g y A B ,

U p p s al a , S w e d e n) を 入れ た ミ ニ カ ラ ム を通 し て純化 し た. 1 ×

1 0
1i

個 の リ ン パ 球お よ び顆粒球よ り c D N A 浮遊液 50 /Jl を精製

し た .

iii . P C R 法

C D N A 浮遊液 5 /Ll を取 り , 1 0 倍 P C R 反 応綬衝液 (10 0 m M

T ri s - H C l
, p H 8 ･ 3 , 5 0 0 m M K C l , 1 5 m M M g C l ｡) 5 /jl , 各

2 5 0 /1 M d N T P 5 J u l , T a q D N A ポ
]) メ ラ

ー

ゼ Ⅰ ( P e r k i n -

E l m e r C e tu s
,
N o r w alk

,
U S A) 2 単 位 を加 え, さ ら に 20 /L M

I G F -I 受 容 体 P C R 用 プ ラ イ マ ー

( フ ナ コ シ , 東 京 に 合

成 委 託 ) 5
'
- T G G A T C A C A A A C C C C T C G G A G - 3

,

と 5
,
-

T G G A G G A G A A G C C G A T G T G T G -3
'

をそ れ ぞ れ 2 /L 川‖え, 滅蘭

蒸留水 で総量 50
′
′∠l と し た . 蒸発 晰l二の ため に ミネ ラ ル オイ ル

(Si g m a C h e m i c al C o) を重層 し,
D N A サ ー

マ ル サ イ ク ラ
ー モ デ

ル4 8 0 (P e r k i n - E lm e r C e t u s) を使 用 して ,
9 4 ℃ で 5 う二= 甘熱

変性 さ せ た 後, 9 4 ℃ で 1 分間 の 熱 変作 ,
5 8 ℃ で 2 分 間の ア

ー

リ ン グ
,
7 2 ℃ で 2 分 冊の 伸 張反 応 を 1 サ イ ク ル と し て ,

3 1 , 3 4
,
3 7 サ イ ク ル の :∋椎 類の 増腑 を行い 3 41 施 基材 (b a s e

p ai r , b p) の I G F -I 受容 体 c D N A を 増幅 し た . 比 較 コ ン ト ロ

ー ル の た め 各 2
′

′∠ M
ノ
ト ア ク チ ン 増 幅 川 プ ラ イ マ ー

5
'
-

T G G A C m G A G C A A G A G A ¶ユ3
'

と5 L G A m C T G G G T G -

3
'

( フ ナ コ シに 合成委託) の 混合液5
′
′イ1 を用い て 同様 に P C R で 増

幅 し 4 1 5b p の Jヲ
ー ア ク チ ンを得 た. P C R 増幅産物は1 .5 % ア ガ ロ

ー

ス ゲ ル に て 電気泳動後 ,
エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド (Si g m a

C h e m i c al C o .) に よ り発色 させ た .

2 ) ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン (d ig o xi g e ni n , D I G ) 標識 I G F -I 受容 体

c D N A プ ロ
ー ベ の 作成

I G F -Ⅰ 受容 体 c D N A (A m e ri c a n T y p e C u lt u r e C oll e c ti o n ,

R o ck vi11
,
M D

,
U S A よ り供与) (5 7 0 b p) 3 0 0 n g を使用 し て D IG

D N A 標 識 キ ッ ト ( B o e h ri n g e r M a n n h e i m , M a n n h ei m ,

ph y t o h e m a g gl u ti nin ; P M A , p h o 沌 01 1 2 - m y rist at e 13
- a C e t at e; P W M , P O k e w e e d m it o g e n; S A C , S t ap h yl o c o c c u s a u r e u s

C o w a n s tr ai n I; T C R , T I c ell r e c e p t o r



1 3 0

G e r m a n y) に より20 時間反応させ DI G 標識 I G F -I 受容体 c D N A

ブ ロ
ー

ベ を得 た . こ れ を プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 横衝液

(50 % ホ ル ム ア ミ ド, 5 ×S S C , 2 % ブ ロ ッ キ ン グ試薬 ,
0 .1 % ラ

ウ リ)t/ 酸サ ル コ シ ン , 0 .0 2 % S D S) 5 m l に混和 し, ハ イ プ リ ダ

イ ゼ
ー

シ ョ ン横衝液 と し た .

3 ) ハ イ プリ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン

P C R 増幅 産物 であ る I G F -Ⅰ受容 体 c D N A を1 .5 % ア ガ ロ ー ス

ゲ ル に て 電気 泳動後
,
ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン H y b o n d

p N +

( A m e r s h a m ) に ア ル カ リl吸引転写 し , ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン を

120 ℃ で20 分 間 c D N A 固定 を行 っ た . プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ

ョ ン 綾衝液 に て42 ℃で 2 時 間反応 した 後, ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ

ョ ン綾衝液 に て42 ℃で12 時間反応 さ せ た . ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン

を室温 に て 2 ×S S C , 0 .1 % S D S で 5 分 間2 回洗浄 し, 6 8 ℃に て

0 .1 ×S S C
,
0 .1 % S D S で15 分 間2 回洗浄 した . 以 降, 核酸 検出

用 D IG 蛍光検出 キ ッ ト(B o e h ri n g e r M a n n h ei m ) に従 っ て 発色

反応を行 っ た . 発 光 した ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン ほ Ⅹ 線 フ イ ル ム

(F u I M E D I C A L X ･R A Y F II . M N e w R X
, 富士写真 フ イ ル ム , 神

奈川) に15 分 間感光 さ せ た .

4 ) 解析

一
9 - ア ク チ ン の P C R 増幅産物の エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド発色強

度 は紫外線照射装置 ト ラ ン ス ル ミ ネ
一 夕 ー

( フ ナ コ シ) 下 で ,

D I G 標識I G F ｣l 受容体 c D N A の 感光 した Ⅹ 線 フ イ ル ム は蛍光燈

透過で
,
B I O - P R O F I L l - D ( Vil b e r -L o u r m a t , M a r n e l a V al 1 e e ,

F r a n c e) を使 用 し て発色強度 を測定した . I G F -Ⅰ 受容 体 m R N A

の 発現は
, β - ア ク チ ン の P C R 増幅 産物 に よ り 発色強度 を補 正

した . また各種細胞の I G F lI 受容体 m R N A の 発現 は P C R 3 4 サ

イ ク ル に お け る増幅産物で比較 し た.

4 . ヒ ト培養リ ン パ 球 にお けるI G F -Ⅰ受容体 の 発現調節

ヒ ト末梢血 に P B S を等量加え フ ィ コ
ー ル ･ ハ イ パ ッ ク 比 重

遠心法で 分離 し , 浮 遊層を P B S で 十分 に 洗浄遠心後 ,
1 0 %

F C S を加 えた R P M I 1 64 0 培養液 ( Gi b c o L a b o r at o ri e s , G r a n d

I sl a n d
,
U S A) に リ ン パ 球 を浮遊させ 1 ×10

6

/ m l に調節 し た . 以

下 に記す条件 で炭酸ガ ス 培養器 (漸閏37 ℃ , 5 % C O 2) に て培

養 し, 各リ ン パ 球分画 に つ き培養液を 200 〃1 を採取 し洗浄橿衝

液 で洗浄後に洗浄横衝液 50 〃l に再 浮遊 し, 前 述 し た方法 2 に

準 じ フ ロ
ー

サ イ ト メ ト リ
ー に て I G トⅠ 受 容体 の 発現を解析 し

た . ま た 各培養時間 にお けるI G F J 受容体 m R N A の 発現も解析

した .

1 ) I G F ｣Ⅰ に よ る影響

10 % F C S 加 R P M I 1 6 4 0 リ ン パ 球浮遊液 に ヒ トリ コ ン ビ ナ ン

トI G F
-Ⅰ(藤沢薬品, 東京よ り供与) を, 0 , 5 , 4 0 , 2 0 0 , 10 0 0 ,

5 0 0 0 n g / m l 濃度 で そ れ ぞれ添加 し, 3 7 ℃ で12 時間培養 した ･ ま

た I G F -I l O O O n g/ m l の 濃度で , 0 .5 , 1 , 3 , 6 , 1 2 , 1 8 , 2 4 時間

そ れ ぞ れ培養 し経時的変化 を検討 した .

2 ) リ ン パ 球刺激因子 に よる 影響

丁 細 胞 刺 激 因 子 と し て フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン

( p h y t o h e m a g gl u ti n i n , P H A ) ( D if c o L a b o r a t o ri e s , D e t r oi t ,

U S A ) 2 FL g / m l , B 細胞刺激因子 と して 黄色 ブ ドウ球菌
コ

ー

ワ ン

Ⅰ 型 株 ( S t a P h yl o c o c c u s a u r e u s C o w a n s t r ai n I , S A C)

( C a bi o c h e m - B e h ri n g , S a n D i e g o , U S A ) 0 .0 0 2 5 % と イ ン タ
ー ロ

イ キ ン ー2 (i n t e rl e u k i n
-2
,
Ⅰし2) (塩野義製薬, 大阪) 20 0 U / m l , ナ

チ ュ ラル
･ キ ラ

ー

(n at u r al kill e r , N K ) 細胞刺激因子と し て II ]

2 2 0 0 U / m l を
1

そ れ ぞ れ用 い た . 1 0 % F C S 加 R P M I 1 6 4 0 リ ン パ

球浮遊液 に リ ン パ 球刺激因子存在下 と非存在下を設定 し, それ

ぞ れ IG F -I l O O O n g/ m l の 存在 下 , 非存 在下 で12 , 2 4 , 4 8 , 96 時

間培養 した .

5 . リ ン パ 球機能 に お けるI G F -Ⅰの 影響

ヒ ト末梢 血 に P B S を等量加え フ ィ コ
ー ル ･

ハ イ パ ッ ク比重

遠心法 で分離 し , 浮 遊層 を P B S で 十分 に 洗浄遠心後, 1 0 %

F C S 加 R P M I 1 6 4 0 に リ ン パ 球を浮遊 させ 1 ×10 ソm l に調節し

た .

1 )
3

H 一 チ ミ ジ ン 摂取率

96 穴丸底培養 プ レ
ー

ト (N o . 3 8 7 0 -0 9 6 : 岩城硝子, 千葉) を使

用 し
, 各穴に

.
) ン パ 球 1 ×10

5

(1 0 0 /11) を分注 し, P H A l /J g/ m l

また はⅠし2 20 0 U / m l 添加培養 し た. そ れ ぞ れ にI G F ･Ⅰ濃度を0
,

4 0
,
2 0 0

,
1 0 0 0 n g/ m l で 添加 し, 各条件 に つ き 5 連で お こ なっ

た . P E A 刺激群 は72 時 間後 に , Ⅰし2 刺激群 は96 時間後 に
:i

H - チ

ミ ジ ン (N e w E n gl a n d N u cl e a r , B o s t o n , U S A ) を添加 した .

1
)

ン パ 球刺激因子非存在下 で も同様 の I G トⅠ 濃度を設定 し, 7 2時

間後 に
:l
H - チ ミ ジ ン を 添加 した . 唱 - チ ミ ジ ン 添加12 時間後に

濾紙 に ハ
ー ベ ス ト し

, 各濾紙を トル エ ン に 浮遊 させ 液体シ ンシ

レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー

Ⅰ5 C - 5 1 0 0 ( ア ロ カ , 東京) に て放射線強

度を測定 し た .

2 ) 免疫 グ ロ ブ リ ン 産生 能

96 穴 丸底培養 プ レ ー

ト を 便月ヨし , 各 穴 に リ ン パ 球 2 ×10
5

(2 0 0 FLl) を 分注 し, ポ
ー ク ウ イ

ー

ド マ イ トジ ュ ン (p o k e w e e d

mi t o g e n , P W M ) (G ib c o I 』b o r at o ri e s) を 1 /1 1 (2 0 0 倍希釈) 添加

した . I G F -I 濃度 をそ れ ぞれ 0 , 4 0 , 2 0 0 , 1 0 0 0 n g/ m l と し, 各

条件 に つ き5 連 ず つ 設定 し , 3 7 ℃で10 日 間培養 した . 刑 非

存在下 で も同様 の I G F -Ⅰ 濃度を設定 し培養 した . 上 清をとり,

E L IS A に より ,
ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ

M ゼ 標識 ヤ ギ抗 ヒ トIg G ,

I g A , I g M 抗 体 (T A G O I n c .
,
B u rli n g a m e , U S A ) を用い て,

I g G , I g A , I g M をそ れ ぞ れ 測定 した
15)

.

3 ) N E 細胞 活性

12 穴平 底培養 プ レ
ー

ト (N o .
2 5 8 1 5 : C o r n i n g G l a s s W o r k s ,

C o r ni n g , U S A ) を 使用 し, 各穴 に リ ン パ 球 1 ×10
7

を 分注し,

Ⅰし2 2 0 0 U / m l 漆 加 した . I G F -Ⅰ 濃度 をそ れ ぞ れ0 , 4 0 , 2 00 ,

1 0 0 0 n g/ m l と し , 3 7 ℃ で 5 日 間培養 した . 標的細胞 には赤白血

病細胞株由来 の K 56 2 細 胞と B 細 胞株由来の D a u di 細胞を使用

し
,
3 7 ℃ 1 時 間で 放射性化合物 N a 2

51

c r o 4 ( 針
一 化学, 東京) を

標識 させ た . 各条件で 培養 し た リ ン パ 球 と 放射線標識さ れた標

的細胞 の 細胞 比 が そ れ ぞ れ 3 : 1 , 1 0 : 1 と して96 穴丸底培養

プ レ
ー

ト に総量 2 00 /∠1 と な る よう に混 入 し, 3 7 ℃ で 4 時間反
応

させ た . 自然破壊量 と して標的細胞の み , 最大破壊量と して標

的細胞に最終濃度 1 % の トリ ト ン X l O O (和光純薬工業, 大阪)

を加 えた もの を設定 し , コ ン ト ロ ー ル と し て用 い た . 各条件は

5 連で 設定 し た ･

.

反応 後, 上 宿を吸収材 に吸着 させ オ
ー トウエ

ル ガ ン マ ー カ ウ ン タ ー A R C - 5 0 0 ( ア ロ カ) にて 放射線強度を測

定 し , 標 的細胞破壊率 ( % ) を ( 各条件測定値一自然破壊

量)/ (最大破壊量
一

自然破壊量) ×10 0 の 計算式 に て算出 した･

4 ) 活性化細胞増加能

リ ン パ 球を P = A l 〃 g/ m l の 存在下 ま た は非存在下 で培養
し･

それ ぞれ の I G F -Ⅰ 濃度を 0 , 4 0 , 2 0 0 , 1 00 0 n g/ m l で 設定した
･

培養 4 日 目に P E 標識 の 抗 HI A D R 抗体 また は抗 IL ,2 受容 酌

鎖抗体 (B e c t o n D i c ki n s o n I m m u n o c y t o m e t r y S y s t e m s)
と
,

FI T C 標識の 抗 C D 4 抗 体また は抗 C D 8 抗体 をそれぞ れ添加し,

4 ℃ で15 分間反応 させ た後 , 洗浄緩衝液で洗浄 した . 二 重蛍光

染色 に て フ ロ サ イ トメ
ー

} タ
一

に より C D 4 陽性細胞 と C D 8 陽性



ヒ ト末梢血 細胞の イ ン ス リ ン 様成長国子Ⅰ受容体

細胞そ れぞ れ にお ける ⅢL んD R 陽性 率と Ⅰし2 受 容体 α 鎖陽性

率を解析し た ･

6 . 好中球機能 にお けるI G F -Ⅰの 影響

新鮮な健常成 人 末梢 血 と臍帯血そ れ ぞ れ に お い て , 全 血

10 0 〃
1 に I G F ｣Ⅰ 濃度 0

,
1 0 0 0 咽/ m l をそれ ぞれ 添加 し, 3 7 ℃で

30 分間前処置 した . また健常成人末梢 血 に お い て , 4 ℃で の 前

処置をコ ン トロ
ー ル と した .

い ずれ もI G F -Ⅰ 存在下 と 非存在下

とで の フ ロ
ー サ イ ト メ ー タ ー

に お ける 蛍光強度 の 差 を算出 し

た.

1) 食食能

全血をI G トⅠ に よ る 前処置後, カ ル ポ キ シ ル 化蛍光分散微粒

子(n u o r e s c e n t m o n o d i s p e r s e c a r b o x yl a t e d m i c r o s p h e r e s)

(P oly s ci e n c e s I n c ･ , W a r ri n g to n , U S A ) を 1 ×10
!'

/ m l に調節 し

たもの を 5 〃1 加え, さ ら に37 ℃ で25 分 間反応 させ た後, それ ぞ

れ溶血用綬衝液で溶血 させ 蛍光発色を フ ロ
ー

サ イ ト メ
ー

タ
ー

に

て解析した .
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Fig ･ 1 ･ H i st o g r a m s o f αI R 3 b ih di n g s o n h u m a n p e rip h e r al

bl o o d c ell s ･ Hi st o g r am S O f p e ri p h e r al bl o o d c ell s stai n e d w i th

αI R 3 (b old c u r v e s) a r e s u p e ri m p o s e d o v e r hi st o g r a m s of

p e ri p h e r al b l o o d c ell s st ai n e d w ith i s o ty p e
-

m a t C h e d m o u s e

I g G (pl ai n c u rv e S) .

1 3 1

2 ) E 2 0 2 産生能

全血を I G F -Ⅰ に よ る 前処置後 ,
ジ ハ イ ド ロ ロ ー ダ ミ ン

(d i h y d r o r h o d a m i n e 1 2 3 , D H R 1 2 3) ( M ol e c u l a r P r o b e I n c .
,

E u g e n e , U S A) を 1 /L M 加え37 ℃ で 5 分 間, さ らに ホ ル ポ
ー ル

1 2 - ミ 1) ス タ ー

ト13 r アセ テ
ー

ト(ph o rb ol 1 2 - m y ri st at e 1 3 - a C e t at e ,

P M A) (Si g m a C h e m i c al C o .) を 10 0 n g / m l 加え37 ℃で15 分間震

漁 させ た . そ れ ぞ れ 溶血用緩衝液で溶血させ蛍光発色を フ ロ ー

サ イ ト メ
ー

タ ー

に て解析 した .

刊l . 統計学的検討

得 ら れ た数値 は平均 士 標準偏差 (S D) で 示 した . 2 群 間の 平

均値 の 差 の 検定 には , フ ロ ー サ イ ト メ トリ
ー で は成 長ホ ル モ ン

治療前筏 の 比較の み p ai r e d -t 検定を用い , その 他 は ウ イ ル コ ク

ソ ン の 順位和検定を用い た . ま たリ ン パ 球 機能検査 の 活性化細

胞増加能 の み ズ
2

検志 を用い
,
そ の 他の リ ン パ 球検査 と好中球

機能検査 で は S tu d e n t -t 検定を用い た .
い ずれ も危険率 5 % 以

下 を統計学的 に有意差ありと判定 した .

成 績

Ⅰ . 末梢血に お ける I G F tI 受容体の 発現

1 .
フ ロ ー

サ イ トメ トリ
ー

I G トⅠ受容体の 特異的 マ ウ ス Ig G 抗体で ある αIR 3 結 合に よ

る蛍光染色 と非特異的 マ ウ スI g G に よ る蛍光染色で , 蛍光強度

の 差が 認め られ た (図1 ) . こ の こ と より αI R 3 の 結合が特異的

に I G F -Ⅰ 受容体発現 を反映し て い る もの と 考え
,
以 降は フ ロ ー

サ イ ト メ トリ
ー

によ る 蛍光強度の 強弱 を I G F I 受容 体の 発現 の

強弱 と して表現 した .

フ ロ ー

サ イ ト メ トリ ー

に よる 蛍光染色の 解析に よ り各 ヒ ト末

梢 血分画 にお け る I G トⅠ 受容体の 発現が示さ れ た (図1 ) . 特 に

単球 と顆粒球 に強 い 発現が みら れ
,
赤血 球と 血 小板にも弱い 発

現 が み ら れ た . 総リ ン パ 球 で は中間の 発現 を示 し
,
各リ ン パ 球

分画中で は C D 4 陽牲 細胞 の 発現が最も強く, 次 い で C D 1 6 陽

性細胞 と C D 8 陽性細胞が中間の 発現を示 し, C D 20 陽性細胞が

最も弱 い 発現を示 した . T 細胞分画に お い て , C D 4 5 R A 陽性細

胞 (ナ イ
ー ブ細胞) が C D 4 5 R O 陽性細胞 ( メ モ リ

ー

細胞) よりも

強 い I G トⅠ 受容体の 党規を示 し
,
そ の 差は C D 4 陽性細胞 によ

り強く C D8 陽性細胞 で ほ僅か で あ っ た (図2 ) . また T C R γ ∂

陽性細胞 が T C R α ノブ 陽性柳川包よ りも弱 い 発現 を示し た . H u -
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D R 陽性細胞 は
,
T 細胞 とB 細胞 とも HI A D R 陰性細胞 より弱

い 発現を示 した .

臍帯血 で は
, 単球, 顆粒球 と総 リ ン パ 球 で成人末梢血 より有

意 に I G F ･Ⅰ 受容体 の 発現が強か っ た (表1 ) . 成人 末梢血 と異 な

り
,
リ ン パ 球分画中で は C D 1 6 陽性細胞 に最も強 い I G トⅠ 受容

体 の発現であ っ た . ま た成 人末梢血と比較 して , I G F 一Ⅰ 受容体

の 発現は C D 1 6 陽性細胞 と C D 2 0 陽性 細胞 が有意 に強か っ た

I G F ･I R

β･ a Cti n

I G F ･I R

β･ a C ti n

が
,
C D 4 陽性細胞と C D 8 陽性細胞 は成 人末梢 血 と 同程度の発

現 であ っ た .

成長 ホ ル モ ン 治療終了後の 成長ホ ル モ ン 欠損症成人末梢血に

お ける I G F ｣Ⅰ 受容 体は
,
C D 2 0 陽性細胞の み 健常成人よりも有

意 に強 い 発現を示 した (表 2 ) . また 成長ホ ル モ ン 欠損症小児2

名に お い て , 成長 ホ ル モ ン 治療1 カ月後 で は成長 ホ ル モ ン によ

る I G トⅠ 血中濃度 の 上 昇 に伴 い
,
2 症例 と もI G F -Ⅰ受容体の発

T ab le l ･ C o m p a ris o n of fl u o r e s c e n t i n te n s lty O f α IR 3 bi n di n g s b et w e e n h u m a n pe rip h e r al bl o o d c ells a n d
C O rd bl o o d c ells

Fl u o r e s c e nt i n t e n s ity ( ヌ±S D )

C e11s
H e alth y a d u lts C o r d s

( n = 2 0) ( n = 2 0)

R 月C

Pl ate let

G r a n ul o c y te

M o n o c yt e

L y m p h o c yt e

C D 4
+
c ell

C D 8
+
c ell

C D 1 6
+
c ell

C D 2 0
十
c ell

2 9 .1 ± 2 .7

2 9 .5 ±5 .1

10 9 .6 ±8 .1

1 1 7 .1 ±7 .9

7 0 ,8 ± 1 2 .2

7 9 .6 ±8 .6

6 6 .2 ± 15 .7

6 9 .3 ± 10 . 1

4 8 .4 ± 17 .9

2 7 .3 士 2 .3

3 0 .4 ±4 .9

1 1 8 .3 士 6 .9 * *

1 3 1
.6 士 9 .7

*

8 3 .3 ± 9 .7
*

7 5 .4 ± 1 4
.6

6 4 .3 ± 1 2 .4

9 6 .2 ± 8 .9 * * *

7 0 .9 ± 2 0 .9 *

S e ru m I G F - I c o n c e n tr a tio n is 22 9 ± 25 n g/ m l in h e alth y a d ults , a n d 4 7 士 2 3 n g/ m l in c o r d s ( p < 0 .0 05) ,
r e s p e cti v ely ･ IG トⅠ, i n s ulin

-1ik e g r o w th f a c to r
- I

･

*
p < 0 ･0 5

,

* *

p < 0 ･0 1 ,
* * *

p < 0 ･0 0 5 v e rs u s h e alth y a d u lts .

L y m p h o c yt e

A d u lt c o r d

｢
∵

1

3 1 3 4 3 7 3 1 34 3 7

∴■･
■
･･
■
二ご十･二二∴

■
こ･ ー ●･ ●

L y m p b o c y t e

B e fb r e l m o n t h

｢
~ ~

1

3 1 3 4 3 7 31 3 4 37

G r a n u l o c y t e

A d u lt C o r d

3 1 3 4 3 7 31 34 37

l

･･･ ∴｣∴

G r a n u l o c y t e

B e f o r d l m o n th

31 3 4 3 7 3 1 3 4 3 7

F ig . 3 , C o m p a ri s o n of I G F
LI r e c e p to r m R N A i n l y m p h o c yt e s o r g r a n ul o c y t e s i n vi v o . (朗 A d u lt a n d c o rd . (B) G H D c hild b ef o r e a n d l

m o n th aft e r g r o w 血 h o r m o n e th e r a p y . b p , b a s e p ai r; I G F
II
,
i n s uli n Mli k e g r o w せI f a c t o r

-Ⅰ; I G F
lI R

,
I G F LI r e c e p t o r; G H D , g r O W 也 h

o r m o n e

d e五ci e n t . 暮



ヒ ト末梢血 相胞の イ ン ス リ ン 様成長因子Ⅰ受容体

T a bl e 2 ･ C o m p a ris o n o f n u o r e s c e n t in te n s lt y O f α I R 3 bin di n g s o n p e rip h e r al bl o o d c ells b et w e e n h e alth y
a d ult s a n d G H D a d u lts

Fl u o r e s c e n t i nt e n sit y (支±S D )
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C e lls
H e aIth y ad ults G H D a d ults

( n = 2 0) ( n = 6)

暮

RI∋C

Pla t el et

G r a n ul o c yte

M o n o c yte

L y m p h o c yte

C D 4
十
c e11

C D 8
+

c e11

C D 1 6
+

c ell

C D 2 0
+
c ell

2 9 .1 ±2 .7

2 9 .5 士 5 ,1

1 0 9 .6 士8 .1

1 1 7 .1 ± 7 .9

7 0 .8 士 1 2
.
2

7 9 .6 ± 8 .6

6 6 .2 士 1 5 ,7

6 9 .3 士1 0 .1

4 8 .4 土 1 7 .9

3 2 .1 ±4 . 1

3 2 ,4 ±3 . 4

1 0 9 .8 ±1 1 .0

1 1 6 .6 ±9 .0

7 3 .0 ±10 .9

7 7 .6 ± 12 .5

6 6 .7 ± 13 .5

7 4 .7 ±7 .0

5 7 .2 ± 14 .2 * *

S e r u m IG F J c o n c e n tr a ti o n is 2 29 ±2 5 n g/ m l i n h e alt hy a d ult s , a n d 4 0 士 2 2 n g h n l i n G H D a d ults ( P < 0 .0 0 5) ,
r e s p e c tiv el y ･ I G F

-Ⅰ
,
in s uli n -1ik e g r o w t h f a c t o r

-Ⅰ; G H D , g r O W t h h o r m o n e d e fi cie n t .
* *

p < 0 ･0 1 v e r s u s h e alth y a d ults .

T a bl e 3 ･ I n n u e n c e o f G H th e r a py t o fl u o r e s c e nt in t e n s lty O f α I R 3 bi n di n g s o n p e rip h er al bl o o d c ells of
G H D c hild r e n
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I n c a s e l s e ru m , I G F - I c o n c e n tr ati o n i n c r e a s e d f r o m 7 0 n g/ m l t o 13 4 n g/ m l o n e m o n t h aft e r G H t h e Ta P y ,
a n d i n c a s e 2

,
fr o m < 3 0 n g/ m l t o 1 7 8 n g/ m l ･ I G F-I , i n s uli n-1ik e g r o w th f a c t o r -1 ; G H , g r O W th h o r m o n e ;

G H D g r o w th h o r m o n e d e fi cie n t .

a) B e f o r e G H t h e r a p y .

b) 1 m o n th afte r G H t h e r ap y .
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硯 が有意 に減少 した (表 3) .

2 . I G F -Ⅰ受容 体 m R N A

臍帯血 の I G F ･Ⅰ受容体 m R N A の 発現 は健常成人末梢血 と 比較

して
,
リ ン パ 球で20 %

,
顆粒 球で40 % 強 か っ た (図 3 A) . 成長

ホ ル モ ン 治療前 と治療開始 1 カ月後 に お け る I G F -Ⅰ 受 容体

m R N A の 発現 の 比較 で は
,
リ ン パ 球 で40 % , 顆粒球 で30 % の 減

少が み られ た (図 3 B) . これ ら の I G F lI 受容体 m R N A の 発現 は ,

い ずれ も フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー に よ る解析と相関す るもの で あ

っ た .

Ⅰ . ヒ ト培養 リ ン パ 球 に お け る I G F -Ⅰ 受容体 の 発現

1 . フ ロ
ー

サ イ トメ トリ ー
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I G F LI 添加培養 に よ っ て , I G F ･I l O O O n g/ m l まで は濃度依存性

に IG F -Ⅰ 受容 体の 発現 が減少 し, I G F -Ⅰ50 0 0 n g / m l で は平衡状

態と な っ た (図 4 刃 ･
こ の こ とか ら以 下 の 実験で は

,
I G トⅠ受容

体の 濃度依存性が み られ る IG F I l O O O n g/ m l まで の 濃度設定と

した . I G F lI l O O O n g/ m l 添加後 の 経時的変化 を み る と , 培養リ

ン パ 球は 培養12 時 間まで は I G F -Ⅰ 受容体 の 発現が軽時的に減少

し, その 後再 び増加 した (図4 B) .

P H A 刺 激に よ っ て 培養総 リ ン パ 球 の I G F LI 受容体 の 発現は軽

時的 に増加 し , P H A 添加 しな い 培 養リ ン パ 球 よりも強い 発現

であ っ た (図 5 A) . P H A 刺激 に よ る 培養総リ ン パ 球 の IG F-Ⅰ受

容体 の 発現 の 増強は IG F ｣Ⅰ の 添加 に よ り抑制 さ れ た . リ ンパ 球

0 2 4 4 8 7 2 タ̀

I n c u b ati o n ti m e (h r)

C D 2 0

0 2 4 4 8 7 ユ タ̀ 0 2 4 4 8 7 2 , `

I n c u b atio n ti m e (h r)

Fig . 5 . C h a n g e s i n fl u o r e s c e n t i n t e n sity o f αI R 3 bi n di n g s o n h u m a n ly m p h o c yt e s c u ltu r e d w ith l y m p h o c yt e s ti m u l a ti n g f a ct
o r s ･ ㈱

Wh 01 e ly m p h o c yt e s . (B ) S u b p o p u l a ti o n s o f l ym p h o c y t e s . Wh 01 e h u m a n l y m p h o cy t e s w e r e i n c u b at e d w i th o u t I G F l a n d s ti m ul a
血g

f a ct o r s ( ●) , wi th 1 00 0 n g/ mi I G F -Ⅰ(○) , wi t h s d m u l a tin g f a c to r s , 2 FLg / mi P I 仏 f o r T c ell s , 20 0 U / m l II ] 2 fo r N K c ell s , O r O ･0 0 2 5 % S A
C +

2 0 0 U / mi II ] 2 fo r B c ell s (■) , an d w i th I G F -I a n d sti m u l a ti n g f a ct o r s (□) , I G F ｣I
,
i n s u li n -1ik e g r o w 血fa c to r

-Ⅰ; P H A , P h yt o h e m a g gl u
d ni n;

N K
,
n a t u r al k ill e r; S A C , S tqi)妙l o c o c c u s a u r e u s C o w a n st r ai n I; I L 2 , i n te rl e u k in

- 2 .
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F ig ･ 6 ･ C h a n g e s i n I G F
-I R m R N A / β -

a C ti n m R N A r a ti o i n

C ult u r e d h u m a n ly rn p h o c yt e s . I G F
lI R m R N A /

ノ
9 -

a C ti n m R N A

r a ti o w a s e x p r e s s e d a s p e r c e n t a g e c o n tr o l o f th a t i n p r e
-

i n c u b a t ed h u m a n l y m ph o c y te s . ● , i n c u b a ti o n wi th o u t I G F ･I

a n d P H A ; ○ , i n c u b a ti o n w i th 10 00 n g / m l I G F ･I; Il , i n c ub a ti o n

W ith l / ノg/ m l P ⅢA , I G F ･Ⅰ
,
i n s uli n qlik e g r o w th f a c t o r

-I; I G F
lI R

,

I G F -I r e c e p to r; P H A , p h yt o h e m ag gl u ti n i n .

3 5 0 0 0

3 0 0 0 0

2 5 0 0 0

1 0 0 0 0

0 1 0 0 1 0 0 0

I G F ･ Ⅰ( n g/ m l)
Fig . 7 . E fE e ct s o f I G F -I o n

3
H -th y m idi n e i n c o r p o r a ti o n of h u m a n ly m ph o c y te s . (朗 IG F II . (B ) I G F -I + P H A o r II : 2 . Wh 01 e ly m p h o c yt e s

W e r e S ti m ul a te d b y v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s o f I G F
-I w ith o u t s ti m u l ati n g f a c to r s f o r 4 d a y s ( ○) , wi th l /L g/ m l P H A f o r 4 d a y s ( ●) , O r W ith

2 00 U / m l Iし2 f o r 5 d a y s ( ▲) . ju l d a ta a r e s h o w n a s 更 ±S D (n = 5) . I G F -Ⅰ, i n s u li n -1ik e g r o w th f a ct o r
-Ⅰ; P H A , Ph yt o h e m a g gl u tin i n ; II : 2 ,

i n te rl e u k i n -2 .

★

p < 0 .0 5 ,
★ ★ ★

p < 0 .00 5 v e r s u s v al u e s at O n g/ m l I G F -Ⅰ.
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Fig ･ 8 . E ff e c ts o f I G F ｣I o n i m m u n o gl o b uli n p r o d u cti o n o f h u m an 1 y m ph o c yt e s: ㈱ IG F -Ⅰ. (B) I G F pI + P W M . Wh 01 e ly m p h o c y te s w e r e

Sti m ul at e d b y v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s of I G F
LI wi th o u t s ti m u l a ti n g f a c to r s , O r wi th 2 00 ti m e s d il u t e d P W M fb r l O d a y s . 0 , I g G p r o d u c ti o n;

●
, I g M p r o d u c ti o n ; ▲ , I g A p r o d u c ti o n . Al 1 d at a a r e s h o w n a s 盲 ±S D (n = 5) . I G F五i n s ul i n -1ik e g r o w th f a ct o r

-Ⅰ; P W M , P O k e w e e d

m ito g e n .

*

p < 0 .0 5 v e r s u s v al u e s at O n g/ m l I G F lI .
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各分画に お い て も同様 の IG F -Ⅰ 受容体の 発現 の 変化が み られ た

(図 5B) . た だ しリ ン パ 球刺激因子存在下 で , P H A に よ る T 細

胞 刺激 と Ⅰし2 刺激 に よ る N K 細胞刺激で は, C D 4 陽性細胞
,

C D 8 陽性細胞 お よ び C D 1 6 陽 性細胞 とも に刺激因子 に よ る

I G F -Ⅰ 受容 体 の 発現 の 増強 が み ら れ た が
,
S A C

,
II ; 2 に よ る B

細胞 刺激で は, C D 2 0 陽性細胞 は培養4 即事間以降 に I G F -Ⅰ 受容

体の 発現 が減少 した .

2 . I G F ･Ⅰ受容体 m R N A

培 養96 時 間 の I G F -I 受 容体 m R N A は 培養前 と･ 比較 して ,

P H A 刺激 培養 リ ン パ 球 で は90 % の 増加
,
非 刺激培養 リ ン パ 球

で は3 0 % の 増加 を示 し, P H A 刺 激培養 リ ン パ 球 に 強 い 増加で

あ っ た (図6 ) . ま た I G F ｣Ⅰ添加 の 培養 に お い て
,
培養12 時間の

I G F -I 受容体 m R N A は20 % の 減 少, 培養24 時間で は70 % の 減少

を示 し た .
こ れ らの 経時的 なI G F -I 受容体 m R N A の 変化は

,
フ

(

求
)

誤
記
t

空
こ
亡
君

00

4 0

加

0 1 00 1 0 00

ロ ー

サ イ ト メ トリ
ー

に よ る I G F 一Ⅰ 受容体 の 解析 と相関がみられ

た.

Ⅱ . リ ン パ球機能に お け る IG F -Ⅰ の影響

1 .

:一

日- チ ミ ジ ン 摂取率

リ ン パ 球刺激因子 の 非存在下 で は
3
H 一 チ ミ ジ ン 摂取率が全体

的に低 い も の の
,
I G F -I 2 0 0 n g/ m l で 有 意な増加を示 し た(図

7刃 ･ ま た P H A 刺激下 と Ⅰし2 刺激下 い ずれ に お い て も
,

3
王Ⅰヰ

ミ ジ ン 摂 取率 は I G トⅠ 涼加 に よ り過度依存性 に増強 し た(図

7 B) .

2 . 免疫 グロ ブ リ ン 産生能

刑 非存在下 で は IG F -Ⅰ に よ り有意な免疫 グ ロ ブ リ ン産生

能 の 増強効果は み られ な か っ た (図 8刃 . ま た P W M 刺激下で

は I G F-Ⅰ 揺加 に より濃度依存性 にI g G 産生が 増強 した が, Ig M

とI g A 産生 には 有意差 はみ ら れ なか っ た (図 8B) .

0 1 00 1 00 0

I G F ･Ⅰ( n g/ m l)
Fig ･ 9 ･ E ff e c t s o f l G F -I o n N K c ell a c ti v it y ･ (A ) K 5 6 2 c ell s . ( B) D a u di c ell s . W h o l e l y m p h o c y t e s w e r e s ti m ul a t e d b y v a ri o u s

C O n C e n tr a ti o n s o f I G F LI w i th 2 0 0 U / m l II / 2 f o r 5 d a y s . ● , e ff e ct o r : ta r g e t (E : T) r a ti o o f 3 : 1; ○ , E : T r a ti o of l O : 1 . 創I d a ta a r e s h o w n 烹±

S D (n
=

5) ･ I G F LI , i n s uli n -1ik e g r o w th f a c t o r -1; N K , n a tu r al kill e r; II : 2 , i n te rl e u ki n -2 .
★ ★

p < 0 .01 v e r s u s v al u e s a t O n g/ m l I G F -I .
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Fig .10 ･ Ef k ct s o f I G F
｣I o n n e u tr o p hili c fu n c ti o n s ･ Wh o l e b l o o d w a s p r e

-i n c u b a te d w i th o r w ith o u t l O O O n g / m l I G F -I f o r 3 0 m i n u t e s . 仏)
P h a g o c yt o si s ･ (B) H 2 0 2 p r O d u cti o n ･ ¶ l e b ar S i n di c a te i n c r e m e n t o f fl u o r e s c e n t i n t e n sity p r e

Ti n c u b at e d w ith I G F -Ⅰ. A 11 d a t a ar e Sh o w n a s

富士S D (n = 3) . I G F -Ⅰ, i n s uli n -1ik e g r o w 血f a c to l㌧I .
* * *

p < 0 .0 0 5 .

3 . N K 細胞活性

N K 細胞感受性 の K 56 2 細 胞で は ,
リ ン パ 球 ･ 標 的細胞比が

3 : 1 で I G F -Ⅰ添加 によ り有意な N K 細胞 活性 の 減少 を示 した

が
,
細胞比が10 : 1 で は変化 はみ られ なか っ た (図 9A) . N K 細

胞抵抗性 の D a u d i 細 胞で は I GF ｣Ⅰ添加 に よ る N K 細胞活性の 変

化はみ ら れ なか っ た (図 9B) .

4 . 活性化細胞増加能

P H A 非存在下 で は, H I A D R 陽性 率と Ⅰし2 受容体 α 鎖陽性

率のIG F -Ⅰ添 加に よ る増加 は み ら れなか っ た (表 4 ) . P ⅢA 刺激

下ではI G F II の 添加 に より, C D 8 陽性細胞の HI A D R 陽性率と
,

C D 4 陽性細胞 と C D 8 陽性細胞の II : 2 受容体 α 鎖陽性率の 濃度

依存性の 増加を示 した (表 4 ) . 特 にI G F -I は , C D 4 陽性細胞の

Ⅰし2 受容体 α 鎖 陽性率 にお い て強い 増強効果 を示 した .

Ⅳ. 好中球機能に お ける I G F -Ⅰの 影響

1 . 貪食能

健常成人末梢血 と臍滞 血 と も に
,
I G F -Ⅰ 前処 置に か か わ ら ず

貪食能に変化 はみ られ なか っ た (図10 A) .

2
. H 2 0 2 産生 能

健常成人末梢血 と臍帯血 と もに, 3 7 ℃ に お ける I G F -Ⅰ 前処置

によ っ て P M A 刺激 によ る H 2 0 2 塵生 能の 増強 を示 し , こ れ は

臍帯血 に有意 に強か っ た (図 10 B) . また 健常成人末梢血 を4 ℃

でIG F -Ⅰ 前処置 し た場合 で は H 20 2 産生 能 に変化は み ら れ な か

っ た..

考 察

末梢血劉包にお ける I G F -Ⅰ受容体 に 関する研究は諸家に よ っ

て報告さ れ て い るが
, そ の 解析方法は

125
Ⅰ 標識

6) 7) 9) 1 6)~ 朝 や 蛍光標

織
24)
した I G F -Ⅰ を用い た 解析 と, 抗 ヒ ト IG F -Ⅰ 受容体 に対す る

特異的抗体 である αI R 3 を用 い た免疫蛍光染色法
9)25) 2 6)
に よ る 解

析に大別さ れ る . 標識 I G F -Ⅰ を用い た 受容体 の 結合反応 で は ,

I G F -Ⅰ受容体はイ ン ス リ ン や IG F -ⅠⅠ と交叉反応を認め る
27)
こ と

から
, 血 清 中の イ ン ス リ ン や 他 の I G F -Ⅰ 結 合蛋白の 影響を受け

な い よう に血 清 を 除去 し血球を分離す る必要が あ る. さ ら に

I G トⅠ は イ ン ス リ ン 受容体 に対す る交 叉反応も認 め ら れ て い

る
27)

.

一 方
,
αI R 3 は イ ン ス リ ン 受容体や I G F -Ⅰ結 合蛋白な ど と

の 交 叉 反応を認めず
28)

, その 特異性より I G F -Ⅰ 受容 体の 認識 に

有用 である と考えら れ る , K o o毎m a n ら
9)
は
125
I -I G F -Ⅰを用 い た受

容体結合試験 と αI R 3 を用い た 免疫蛍光染色を比較検討 し, 単

球 と T 細胞 ,
B 細 胞, N K 細胞 そ れ ぞ れ の 分画 に お ける

1 25
Ⅰ-

I G トⅠ の 結合率 と αIR 3 に よ る免疫蛍光染色の 強 さ は相関 L て

おり
,
ま た

125

Ⅰ-I G トⅠ の 結合反応 は αI R 3 に より特異的に阻害 さ

れ る と 報告 し て い る .
こ れ ら の こ と よ り

, 本研 究 に お ける

αIR 3 を使用 した 免疫蛍光染色法 は, 末梢血.細胞 にお け る IG F -Ⅰ

受容体 の 発現の 量的角牢析 に応用で きる もの と考 え られ た .

ヒ ト 末梢 血 細胞 に お け る I G F -Ⅰ ′受容 体 の 存在 の 報告は ,

T h o r s s o n ら
`り
が
1コ5

I - ソ マ トメ ジ ンC (I G F JI) を用 い て 単極球 にお

け る受容体の 発現を示 した の が 最初 である. 以 降リ ン パ 球や 赤

1fm 球 に お け る報貯
i = り
が 散見さ れ て い る が , 末梢血 糊胞すべ て

の 分 画で の IG F -Ⅰ 受容体を解析比較 し た 報告 はみ られ な い . 本

研 究 に お い て , 強 弱 は あ る も の の ヒ ト末 梢 血 細胞す べ て に

I G F ｣ 受容体が 発現 して い る こ と が 示 さ れ た . また リ ン パ 球分

画 にお ける I G F -Ⅰ 受容体 は, 各 C D 表面抗原 ご と に異な っ た 党

規が 認め ら れ, T 細胞 , 特 に C D 4 陽性細胞 に強く, B 細胞 に

弱 い I G F -Ⅰ 受 容体 の 発現を示 し た . 以 前の 報告 に お い て ,

K o oij m a n ら
さ')
は本研究 と 同 じ解析方法である全血 で αI R 3 を 用

い た 免疫蛍光染色法 にて
,
T 細胞 に強く B 細胞 に弱 い と 報告し

て い る .

一 方 , リ ン パ 球 分離操作 を行 っ た 標 識 I G F -Ⅰ
2月)
や

αI R
=瑚

に よ る解析で はI G F -Ⅰ受容 体の 発現が B 細胞 に強く T 細

胞 に弱い と 報告 さ れ て い る .
こ の 不

一

致 に つ い て K o o臼m a n ら
"

は リ ン パ 球分離過程 で損なわれる I G F -Ⅰ 受容体が あり ,
I G トⅠ

受容体全血 で 解析できる αIR 3 に よ る免疫蛍光染色は よ り生体

内の I G F -Ⅰ 受容体の 発現状態に近 い の で は ない か と 報告 して い

る . さ ら に詳細 な リ ン パ 球分画に お い て, K o o蜘n a n ら
狗
の 報告

と同 じく
,
ナイ

ー

ブ細胞 で 強く
,
メ モ リ

ー 細胞で 弱い 発現が認



13 8

め ら れ
,
ま た H L んD R 陽性 細胞 は E L むD R 陰性細胞 よ り も発

現 が弱 い こ と が 示 さ れ た . こ の I G F -Ⅰ 受容体 の 発現 の 差は , 免

疫応答を記憶す る過程 つ ま り ナイ ー ブ細胞か ら メ モ リ ー 細胞 へ

の 分 化過程 や
,
活性 化過程 つ まり HI A D R 陰性細胞 か ら H L &

D R 陽性 細胞 へ の 分化過程 に
,
I G F -Ⅰが 関与 して い る 可 能性が考

えら れ た
. さ ら に リ ン パ 球分画に お い て I G トⅠ 受容体 の 発現が

異な っ て い る こ と は
,
そ れぞれ の リ ン パ 球 にお け る 免疫機能 に

何 ら か の 関与が あ る もの と考え られ た .

本研 究 にお い て , 臍滞 血の 顆粒球と単球
,
リ ン パ 球 に お い て

I G F -Ⅰ 受容体 の 発現 は健常成人よりも強く
,
こ れは ま た I G F -Ⅰ

受 容体. m R N A に お
い て も健常成 人 よりも強 い 発現 であ っ た .

しか し C D 4 陽性細胞 と C D 8 陽性細胞で は ,
I G F LI 受容 体の 発

現 の 有意差 は認め ら れ な か っ た . 臍帯血に お け る末梢血細胞の

I G F -Ⅰ受容 体の 比較検討 は
12 5

I -I G F LI を使用 した R o s e n f eld ら
1(;)
の

報告が あり
,
臍帯血 の 単核球 の I G F -Ⅰ 受寄 体の 発現 は成人末梢

血より強 い と して い る .

→ 方
, 本研 究に お ける 成長 ホ ル モ ン 欠

損症 にお ける 末梢 血朝腹 の I G F ･Ⅰ 受容体は , 健 常成人と比較 し

て C D 2 0 陽性 細胞 に I G F -Ⅰ 受容体 の 発現が強く認 め ら れ た 以 外

に有意差 は み ら れな か っ た . ま た成長 ホ ル モ ン 開始後 に I G F -Ⅰ

血中濃度 の 上 昇に 伴 い , ほ と ん ど の 末梢血細胞分画で I G F ･Ⅰ 受

容体の 発現低下を認 め , さ ら にI G F -I 受容体 m R N A の 発現 も成

長 ホ ル モ ン 治療開始 に より減少 した . これ ま で の 報告 で は
125

Ⅰ-

I G F -Ⅰ に よ る受容体解析 の み で あ る が , 成長ホ ル モ ン 欠損症の

赤血球 に お い て I G F -Ⅰ受容体が増加 した
23)
と され

,
また E s h e t

ら
1 9)

は 成長 ホ ル モ ン 欠損症 の リ ン パ 球 に お ける I G トⅠ 受容体

m R N A の 発現 が 強い と報告 し て い る . さ ら に成長 ホ ル モ ン 欠損

症 に お け る成長ホ ル モ ン 治療
20) 2 1)
や 成長 ホ ル モ ン 受容体異常 を

示す ラ ロ ン 塑小人症 における I G F -Ⅰ治療
22)
に よ り

,
I G F -Ⅰ 血 中濃

度 の 上 昇 に伴 い 赤血球 の I G F -Ⅰ 受容 体が 減少 した とす る報告が

み ら れ て い る . しか し, 成長 ホ ル モ ン 欠損症に お ける他 の 末梢

血細胞分画 の I G F -Ⅰ受容体の 報告 はみ られ て い ない .

臍帯 血 や 成長 ホ ル モ ン 欠損症で は, I G F -Ⅰ 血 中 濃度 は健常成

人 に 比 べ 有意 に減少 して お り, い ずれ の 報告 に お い て も I G F ･Ⅰ

血 中膿度 の 低下 が I G トⅠ 受容体の 発現を増加 させ , 成長 ホ ル モ

ン治療 に よ る I G F -Ⅰ血 中過度の 上昇で IG F ｣Ⅰ 受容体 の 発現 は減

少す る
1さ)卜 23】
と結論 して い る . 本研究 に お ける培養リ ン パ 球 に お

い て も
,
I G F -Ⅰ 受容体 の 発現が I G F -Ⅰ 濃度や 時間依存性 に減少

して い る こ と か ら
,
I G F -Ⅰ 受容体 の 発現に は I G F -Ⅰ 膿度 が 関与

して い る もの と考え られ た . しか し本研究 で は生 体内に お い て ,

成 長ホ ル モ ン 治療 に よ る I G F -Ⅰ 受容 体 の 発現 は減少 し た もの

の
, 臍帯血 や 成長 ホ ル モ ン欠損症 に お け る IG F -Ⅰ 受容 体の 発現

ほ
, 特 に リ ン パ 球分画 に お い て I G F -Ⅰ 血中過度 に依存 した 結果

で は なか っ た . 臍帯血 で は免疫刺激に乏 しい 環境で あり , また

成長ホ ル モ ン 欠損症で は N K 細胞 の 減少
29)

,
C D 4 / C D 8 比 の 増

加
30)
や 減少

29)

,
B 細胞 の 増加

30)
な ど の リ ン パ 球分画 の 健常成人と

の 遠 い が報告され て おり ,
そ の 分 画に よ る 差や 免疫刺激な ど に

よ る 通い が IG F -Ⅰ 受容体の 発現 に影響 して い る 可 能性 が示唆さ

れ た . 以 上 よ り生体 にお ける末梢血細胞 の I G F -Ⅰ 受容体 の 発現

は
,
I G F ･Ⅰ 血 中濃度 に依存 し た調節 と , 特 にリ ン パ 球 に お い て

表面抗原 に よ る 遠い によ り変化して い る 可能性 が考え ら れ た .

一 方
,
生体外 で の リ ン パ 球刺激因子 に より培養 リ ン パ 球 の

I G F ･Ⅰ 受容体 の発現 は軽時的な増加を示 し
,
C D 2 0 陽性細胞 の

み48 時間以降 は I G F -Ⅰ 受容体 の 発現 が減少 した . E o z a k ら
25)

も

αI R 3 に よ る 免疫蛍光染色法で P H A 刺 激 リ ン パ 球 に お ける

I G F -Ⅰ 受容体 の 発現 の 増加を報告 して い る . 培 養リ ン パ 軌こお

けるI G F -I 受 容体 m R N A の 発現 に お い て も, 免疫蛍光染色によ

るI G F -Ⅰ 受容体 の 発現 と
一 致 し

,
I G トⅠ添加 に よりI G F I 受容体

m R N A の 減少 と P H A 刺激 に よ る 増強が認 め られ た . J o h n s ｡ n

ら
12'
は Ⅰし2 刺 激 丁 細胞で は培養 4 日目まで は I G F I 受容体の発

現 が増加 た と 報告 し
,
同様 に H a rt m a n n ら

1 8)
は P H A 刺激 丁細

胞で I G F -Ⅰ 受容体 の 発現 は増強 し培養72 時 間で 最大 であ っ たと

報告 し て い る . こ れ らの 培養 丁 細胞 の IG F -Ⅰ受 容体の 変化はリ

ン パ 球幼君反応の ピ
ー

ク に肌
一

致 して お り
,
刺激 リ ン パ 取 掛こ

培養 丁細胞 に お け るI G F I 受容体 の 発現 の 増加 は リ ン パ 球増殖

能 に関与 した もの で あ ると 考え られ た . ま た C D 20 陽性細胞に

お ける I G F -Ⅰ 受容 体 の 発現 の 減少は , リ ン パ 球活性化 により

I G F -Ⅰ受容 体の 発現 の 弱 い H L むD R 陽性細胞 が増加 し た ためで

あ る と考えら れ た . 以上 より生体外 にお け る培養リ ン パ 球は免

疫刺激 に より I G F -Ⅰ 受 容体の 発現が変化 し た こ と か ら
,
I G F _Ⅰ

受容体 の 発現 は細胞増殖 や活性度に影響を受 け て い る可 能性が

考え られ た .

I G F -Ⅰ の 末 梢血 細胞機能 に対する作剛 こ つ い て は, 種 々の報

告が み ら れ て い る . 生 体 内に お い て , 成長ホ ル モ ン 欠損症にお

け る N K 細胞 活性 の 低 下
3Ⅰ)

が 報告 さ れ て い る が
,
N K 細胞活性

も含 め た リ ン パ 球機能
32卜 :j 5)
や 好 中球機能

‥ill
は正 常 で ある とする

報告が多 い . また 成長 ホ ル モ ン 治療 によ るリ ン パ 球幼君反応の

増加
35)

の 報 告 もあ る が ,
リ ン パ 球幼若反応 の 減少

33)
の 報告や,

I g M 産生能 の
一 過性 の 減少

-4) な ども報告 さ れ て い る . その 他,

成長 ホ ル モ ン 治療 に よ るリ ン パ 球分画の 変化
33):i 5)

も報告 されて

お り , 成 長ホ ル モ ンーI G F -Ⅰ 系 の 免疫機構 へ の 関与が 示唆され

て い る . しか し末梢血 糊胞 に は 成長ホ ル モ ン 受容体も存在して

お り3̀
i-

, 成長 ホ ル モ ン に よ る生 体外 に お け る 免疫増強作用は,

I G F -Ⅰ 受 容体抗体 で抑制 さ れ ず I G F -Ⅰ を媒 介 し な い 作月弓であ

る
3 7卜 ‥i9)
とす る 報告があり, 成 長ホ ル モ ン 欠損症や成長ホ ル モ ン

治療 に よ る免疫機能の 変化 は I G F -Ⅰ 濃度変化 に よ る影響の みと

は 判断で きな い . また 生 体内 に お ける I G F -Ⅰ 治療 に よる 免疫機

能 の 報告 は
,
ヒ トで は 皆無で ある . ラ ッ トに お ける IG F -Ⅰ投与

で は , B 細胞 数が 増加 した
401
と い う報告や , 免疫 グ ロ ブ リ ンの

増加や リ ン パ 球幼若反応 の 増加
41) の 報告 もあ る が

,
I g G 産生が

減少 し た
42)
と す る報告もあり

,
生 体 内に お け る I G F -Ⅰ の 免疫穫

能 へ の 効 果に は｣
一

定 し た 見解 は得 ら れ て い な い . -･･Ⅶ
･方

,
生体外

にお け るI G F -Ⅰの 免疫機能 へ の 効果 は, リ ン パ 球幼若反応
12) 14}

,

免疫 グ ロ ブ リ ン 産生 静
lこ"

,
N K 細胞 活性

り

, H 2 0 2 産牛 能
44)
や貪食

能 刷
5)
な ど を増 強する と する 報告が多い . さ ら に 末梢 血糊胞増

殖 に お い て も, 赤 血 球で は エ リ ス ロ ボ イ エ ナ ン
ーー】)

, 掛泣球では

顆粒球 コ ロ ニ ー

刺 激因子や顆粒球単球 コ ロ ニ
ー

刺激因子
11,
と共

合 し て細胞増殖を増強す る と報告 さ れ て い る . 本研究 における

生 体外で の 各機能検査 ご と の 結果に つ い て 以 下 に考察 した.

3

H - チ ミ ジ ン 摂取率 に つ い て の 本研究 で は
,
P H A 刺激と IL r2

刺激 そ れ ぞ れ に お い て I G F -Ⅰ に よ る
ニ

1臥 チ ミ ジ ン 摂取率の増強

を示 した . こ れ ら は特 に IG F lI 2 0 0 n g/ m l にお い て有意であり,

濃度依存性の 増強であ っ た . こ れ まで I G F -Ⅰ に より
3
H - チ ミジ

ン 摂取率 が低下 した
46) とす る報告もあ る が , 増強 に働く

12) ､ ‖)
と

する 報告 が多い . S c h ill a ci ら
t3)1 4)
は P H A 刺激 下 で の

3

H - チミジ

ン 摂 取率を I G トⅠ 濃 度依存性 に増強す る と 報告 し て おり,

J o h n s o n ら
12)
は II J 2 刺激下 で I G F ･Ⅰ5 0 n g / m l ま で の 低濃度

では

濃度依存性 に増強する が ,
リ ン パ 球刺激因子の 非存在下で は増

強作用は な い と 報告して い る . しか し本研究で はリ ン パ 球刺激

･
‥

･･.
･･

.･



･
‥

･･.
･･

.･

ヒ ト末梢血 細胞 の イ ン ス リ ン様成長国子 Ⅰ受容体

因子の 非存在下 で も I G トⅠ に よ る増強が認 め ら れ た ･
こ の こ と

からI G F
･Ⅰ は り ン パ 球刺激因子と の 相乗作用だけで なく

,
I G F -Ⅰ

単独でもリ ン パ 球増殖能 を増強 して い る可能性 が示唆 さ れ た ･

免疫 グ ロ ブ リ ン 産生能に つ い て の 本研究 で は ,
P W M 刺激 下

におい て I g G 産生 に の み IG F
･Ⅰ に よ る増強作用が認 め ら れ た .

また
:一
汁サ ミ ジ ン 摂取率と同様に I G F -Ⅰ2 0 0 n g/ m l にお い て 特に

有意で濃度依存性 の 増強であ っ た ･ K i m a ta ら
1̀:l)
は
,
B 細胞由来

の腫瘍化細胞株で は S A C 刺 激下で , I G F
-Ⅰ は I g G , I g M , I g A

とその サ ブ ク ラ ス も含め た 免疫 グロ ブ リ ン を増強 した と 報告 し

てい る .
こ の 違い は

, 本研究 が T 細胞依存性 B 細胞活性 をみ

てい る の に対 し , Ki m a t a ら
4:"
は B 細 胞刺激系を用い て い る 適

いと考えら れ た .
こ の こ とか らI G F -Ⅰ は直接の B 細胞刺激だけ

でなく, T 細胞を介 した B 細胞刺激系 に お い て も, 免疫 グ ロ ブ

リン産生 を増強す る と考えら れ た .

N K 細胞活性 に つ い て の 本研究で は ,
N K 細胞感受性の K 56 2

細胞で I G F -Ⅰ に より N K 細胞が 標的細胞 に対 し 3 : 1 の 細胞比

での み
,
N K 細胞晴性 の 低 下 が認 め ら れ た . しか し N K 細胞 の

割合を増加 (10 : 1) する と I G F I の N K 細 胞活性 に対す る変化

は認め らず, また N K 抵抗性 の D a u di 細胞 で も変化を示 さ な か

っ たこ と か ら
,
I G F -Ⅰ の 抑 制効果 は弱 い もの と 考え られ た .

一

九 K o o勾m 弧 ら
"

は
山 部 を除 い て IG F -Ⅰ に より N K 細胞 活性 は

増強した と報告 し て い る .
E o o毎m a n ら

-り
は I G F -Ⅰ に よ る前処置

後の短時間で の Ⅰし2 刺激 に対 し, 本研究で はI G F -Ⅰ とI L 2 とを

同時に添加培養 し て 5 日 間培養 し て い る こ と が 異な っ て おり ,

この ことが 結果の 遠い と な っ て い る もの と 考えら れ た .

活性化細胞増加能 に つ い て の 本研究 で は ,
P H A 刺激下 に お

い てIG F -I に より T 細胞の HI J A - D R 陽性 細胞撃と II : 2 受容 体

a 鎖陽性細胞率の 増強 が認 め ら れ た . 同様 に S c h ill a ci ら
14, は

P H A 2 /L g/ m l 以
｢F の 濃度で I G F -I が リ ン パ 球 に お けるIL , 2 受容

体α 鎖の 発 現 を増強 し た と 報告 し て い る . 本研究 に お い て ,

I G F ･Ⅰは C D 8 陽性細胞よ り C D4 陽性細胞 に強く II J 2 受容体 α

鎖の発現を増強 した . こ の こ と か ら
,
P H A 刺激下 で ,

I G F -Ⅰ が

特に C D 4 陽性細胞 にお ける Ⅰし2 の 作用 を増強 し, 免疫機能 を

増強する 可能性が示唆 され た .

好中球機能 にお い て の 本研究 で は ,
H 2 0 2 産生 能 の 増 強が 認

められた . Ⅲ20 2 産生 能 に関 して , 3 7 ℃ で の I G F -Ⅰ前処 置で は健

常成人末梢血 よ りも IG F -Ⅰ 受容体の 党規の 強 い 臍滞 血 に有意 に

Ⅲ20 2 産生 が 強く
,
4 ℃ で の I G F -Ⅰ 前処置 で は H 2 0 2 蕗/=巨に変化

を示さな か っ た こ と か ら, I G F -Ⅰ の 作川 は受谷体の 発現 に依存

した作用である と 考え ら れ た . こ れ まで に H 2 0 2 産生 能
川
と 会

食紆
4)4 5)
と も

,
I G F -Ⅰ 濃度依存性 に増強 し た と報告さ れ て い る .

しか し本研究で は 貪良能 に関 して IG F-Ⅰ に よ る効果は認 め られ

なか っ た .

本研究に お ける 結果 よ り ,
I G F -Ⅰ 受容体 は 全 ヒ ト末梢血細胞

分画に存在 し
,
I G F -Ⅰ 受容体 の 発現は I G F -Ⅰ 血 中濃度 と , 特 に

リ ンパ 球で は細胞活性度や細胞分画 に よ る 遠い に よ っ て 影響 さ

れて い るも の と考え られ た . さ ら に I G F -Ⅰ は様 々 な 免疫機能に

関与して お り, 生体外 に お い て , リ ン パ 球幼君反応 の 増強と ,

リンパ 球刺激因子下 で Ig G 産生能, 活性化細胞増加能, 好中球

H 20 2 産生能 に増強を示 し, 好中球貪食能に変化 なく ,
N 瓦 経胞

活性で抑制効果 があるもの と 考えら れ た . しか し本研究の 結果

も含め
ト 生 体 内と生体外 そ れ ぞ れ にお ける IG F -Ⅰ の 免疫機能が

報告により異なり
,

一 致 した 見解 は み られ て い ない .
こ の 理 由

として
,
I G F -Ⅰ の 免疫機能 へ の 作用 は 単独で は なく , 他 の ホ ル

13 9

モ ン や 免疫因子 な どが 関連 して い る もの と考えられ た . さ ら に

生 体外で は リ ン パ 球腫瘍化細胞株
47)舶)
や ラ ッ トの リ ン パ 球で ば

9)

成長ホ ル モ ン誘導 に よ る
,
また は独立 した I G F -Ⅰ分泌機能を持

つ こ と も報告さ れ てお り
,
ヒ ト末梢血細胞に お い ても IG F -Ⅰ の

自己分泌機能がある可能性が考えら れ る .
こ の I G F -Ⅰ 自 己分泌

が
, 外 来性 の I G F -Ⅰ の 変動 に よ る 末梢血細胞 に対す る作用や

I G トⅠ 受容体の 発現にも影響を与えて い る可能性も考えら れ た .

以上 より
,
I G F 一Ⅰ の 末梢血細胞に対する作用 は多岐 に わ た るも

の と考えら れ ,
I G F -Ⅰ と末梢血細胞 と の 相互 関係 に は さ ら な る

究明が必要であろう.

結 論

ヒ ト末梢血細胞 にお ける IG F -Ⅰ 受容 体の 発現を
,
健常成人

,

臍帯血 お よ び成長ホ ル モ ン 欠損症 に つ い て , ヒ トI G F -Ⅰ 受容体

抗体 αI R 3 を用い た 免疫蛍光染色法 に より解析 した . また ヒ ト

培 養リ ン パ 球 に お け る IG F -Ⅰ 受容体の 発現 調節お よ び, リ ン パ

球 機能と好中球機能 にお ける I G F ｣Ⅰ の 機能的役割を解析 し, 以

下 に 示す結果を得た .

1 . I G トⅠ受 容体 は と 卜末梢血細胞の す べ て に存在 し, 顆粒

球と 単球 に強い 発現 であ っ た , 各リ ン パ 球 分画で は
,
C D 4 陽

性 細胞で強く C D 2 0 陽性細胞で弱く , また C D 4 5 R O 陽性細胞

( メ モ リ ー 細胞) や H L むD R 陽性細胞で弱 い な ど表面抗原の 違

い に より I G F -Ⅰ受容体 の 発瑛 は異な っ てい た . I G F -Ⅰ 受容体の

発現 は健常成人 に比 べ 臍帯血 で 強く, 成長 ホ ル モ ン 欠損症で は

有意差 は認め られず, ま た成長ホ ル モ ン治療 に よ っ て I G トⅠ 受

容体の 発現 は減少 した. リ ン パ 球 と顆粒球 にお ける I G F -Ⅰ 受容

体 m R N A の 発現は それぞれ の I G F -Ⅰ受容体の 発現強度 に相関 し

た.

2 . ヒ ト培養リ ン パ 球 にお ける I G F -Ⅰ受容体の 発現 は, I G F -Ⅰ

濃度依存性 に減少を認 め た . リ ン パ 球刺激因子 に よ り C D 4 陽

性細胞, C D 8 陽性細胞と C D 1 6 陽性細胞で は, I G F -Ⅰ受容体の

発現 の 経時的増加 を示 し, C D 2 0 陽性細胞 で は培養48 時間以 降

に IG F -Ⅰ受容体の 発現が減少 した . 培養 リ ン パ 球 にお け る IG F -

Ⅰ 受春体 m R N A の 発現は そ の IG F -Ⅰ受谷 体の 発現強度に相関 し

た .

3 .
リ ン パ 球機能 にお い て , I G F -Ⅰ によ る

=t
E - チ ミ ジ ン摂 野草

の 増強作梢 と ,
I g G 産生 能の 増 強作用と , さ ら に特に C D 4 陽

性細胞の Ⅰし2 受容体 α 鎖陽惟宰の 増加を認め た . N K 細胞活性

は I G トⅠ 涼加に よ り減弱 した . ま た好Ill 球機能で は I G F -Ⅰ によ

り E 2 0 2 産生 能の 増強 を認め た が ,
貪食能に 変化 を認 め な か っ

た .

以 ヒよ り , ヒ ト末梢血相胞に は広く I G F -Ⅰ 受容体が 存在し て

お り , I G トⅠ受容体 の 調節 は I G F -Ⅰ 血 中濃度だけでなく, 特 に

リ ン パ 球に お い て , 細胞活性度や各細胞分画 に依存 した 調節を

受けて い る もの と考 え られ た . また I G トⅠ に は リ ン パ 球や 好一-f｣

球機能を調節する作用が認め られ た こ と か ら, 免疫機能に深く

関与 して い る こ と が 示唆さ れ た .
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