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単 ク ロ
ー ン 抗体 I M N 3 . 1 の 認識す る ヒ ト T 細胞活性化抗原 の

発現動態と紳胞死 ( ア ポ ト ー シ ス) の 関連性 に 関す る研究
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E p s t ei n- B a r r ウイ ル ス ( E p st e in -

B a r r vi r u s
,
E B V ) 初感染に よ る伝染性単核症 (in f e c ti o u s m o n o n u cle o sis , I M ) で 増加す

る活性化( C D 4 5 R O 抗原陽性) T リ ン パ 球 ほ
よ 適 当な 細胞増殖 因子 を欠く と速や か に ア ポ ト ー シ ス に 陥 るが

,
こ れ は抗原刺激

を 介 した 末梢 で の T 細胞選択機構の モ デ ル と して 興味深 い
｡ 今回 ,

I M 患者末梢 血単核細胞 を免疫原 と し
,

ア ポ ト ー

シ ス に 陥 り

や すい T 細胞 に 特異的な細胞表面分子に 対す る単 ク ロ ー ン 抗体( m o n o cl o n al a n tib o d y , m A b) の 作成 を試み た . 得 られ た m A b

(I M N 3 . 1) に よ っ て 認識 され る IM N 3 . 1 抗原ほ
,
I M 患者末梢血 活性化( C D 4 5 R O 抗原陽性) T 細胞 に 強く 発現す るが

,
正 常人

末梢血 メ モ リ
ー

･ 活性化( C D 4 5 R O 抗原陽性) T 細胞 に は わ ずか な発現 が認め られ る の み で
, 同疾患 に おい て増加 した T 細胞を

明瞭 に 区分す る こ と が で きた . ま た ,
I M N 3 . 1 抗原は 同抗原陰性 ナ イ q ブ( C D 4 5 R O 抗原陰性) T 細胞を 活性 化す る こ と に よ り

比較的後期に そ の 発現が 誘導 され た
｡
I M N 3 .1 抗原は

, 細胞外構造 1 20 k D a の 未知 の T 細胞活性化抗原で
, 主に IM 患者丁細

胞 , 胸腺細胞 ,
サ イ ト カ イ ン 依存性 A T L 細胞株 およ び抗 F a s m A b 感受性 丁細胞株な どア ポ ト ー シ ス に 陥りや すい T 細胞 に

発現す るもの と考え られ た .

K e y w o r d s E p s t ei n
- B a r r vi r u s

,
i nf e c ti o u s m o n o n u cl e o sis

,
T c ell

,
a C tiv a ti o n a n tig e n

,
a p O p t O Sis

生体の 恒常性維持 に お い て
, 細胞増殖 と細胞死が

一

定 の 割合

で 保た れる こ とほ 極め て 重要で あり , 悪性新生物 の 発生およ び

免疫不 全の 磯序を 解明する 上 で 注 目 され て い る
-)2)

. 細胞死 は
!

非生理 的条件(低酸素状態, 虚血 な ど) に よ る細胞膜 障害 を特徴

と し周 囲の 覿織障害を 伴う壊 死 ( n e c r o si s) と , 生理 的条 件 (個

体発 生過程 , あ る種 の 抗原 刺激 な ど) に お い て 核 の 断片 化

( n u cl e a r f r a g m e n t a ti o n) を特徴 と する変化 の の ち観織障害 を伴

わ ず貪食細胞 な ど に よ っ て 処理 され る ア ポ ト ー シ ス ( a p o p t o-

si s)
3ト 5)

に 大別され て い る .

ア ポ ト
ー

シ ス を介 した 細胞死は
, 個 体発生 の 過程

8)
や 胸腺 で

の T 細胞受容体一C D 3 抗原複合体 を 介 した自 己反応性未熟 丁細

胞の 排除
7 ト 9)

,
リ ン パ 節胚中心 に お け る B 細胞 の 選択

10)

な ど免疫

機能の 樹立 , 調節過程 に おい て 中心 的役割 を果 た して い る . ま

た末梢成熟 丁細胞 の 免疫応答 や
‖ ト 14) ･

, 後 天 性免 疫不 全症 候群

( a c q ui r e d i m m u n o d efi ci e n c y s y n d r o m e
,

A I D S ) 発 症 へ の 関

与
15 卜 17)

も報告 され て お り注目 され て い る .

E p st ei n- B a r r ウイ ル ス (E p s t ei n- B a r r vir u s
,
E B V ) 初感染に よ

る伝染性単核症 (i nf e c ti o u s m o n o n u cl e o sis
,
I M )

18)
で 著 明な 増加

が認め られ る活性 化 丁細胞
19)

では
,

メ モ リ ー ( m e m o ry) ･ 活性

化 ( a c ti v a t e d) T 細胞の 指標で あ る C D 4 5 R O 抗原
20)

の 発現が 増

強 して い る
21)

が
,

こ の 活性化( C D 4 5 R O 抗原陽性) T 細胞は
, 細

胞増殖 国子の 欠如に よ り速や か に ア ポ ト ー シ ス に 陥 る
22 卜 24)

. 末

梢 で 抗原 刺激 を 受け た T 細 胞は C D 4 5 R O 抗原 を 発 現 し メ モ

リ ー

T 細胞群を 形成する と され て い るが
25 ト 2g )

,
I M に お い て 増加

した 活性化 (C D 45 R O 抗 原陽性) T 細胞 が ア ポ ト ー シ ス 死 に

よ っ て選択され る可 能性 は
,
末梢 に おけ る抗原刺激を 介 した メ

モ リ
ー

T 細胞群形成機構 の モ デ ル と して 興味深い
21)

現在 , B 細胞に お い て ほ C D 7 7 抗原が リ ン パ 節胚 中心 で ア ポ

ト ー

シ ス を 介 して 選択 され る 細胞 に 発現す る と さ れ て い る
30)

が
, 胸腺細胞 を含む T 細胞に 特異的な ア ポ ト ー シ ス 関連抗原は

知られ て い な い . 今回
,

ア ポ ト
ー

シ ス に 陥 りや すい I M 活性化

丁細胞 に 発現する表面抗原を 明 らか に す る 目的で
, 単 ク ロ

ー

ン

抗体 (r n o n o cl o n al a n tib o d y ,
m A b) I M N 3 . 1 を 作成 した .

I M N

3 . 1 m A b に よ っ て認識され る抗原ほ
, 各種細胞に お ける発現分

布お よび 分子 量の 検討に よ り ,
ア ポ ト ー

シ ス 指向性丁細胞に 特

異的に 発現する未知の T 細胞活性化抗原と考 え られ る .

対象お よび方法

Ⅰ I M N 3 . 1 m A b の作成

臨床症状
,

血液所見お よび 血 清学的所見よ り I M と 診断
l 即

さ

れ た 5 歳男児よ り ヘ パ リ ン 加静脈血 を 採取 ,
F i c oll- H y p a q u e 比

重 遠 心 法 に て 得 ら れ た 末 梢 血 単 核 球 ( p e rip h e r al b lo o d

m o n o n u cl e a r c ell s
,
P B M C ) で B A L B/ c マ ウ ス を 免疫 し

,

m A b を 作成 した
31)

. 5 匹 の マ ウ ス に そ れ ぞれ 2 ×1 0
6

の I M

P B M C を
,

F r e u n d 完 全 ア ジ ュ
バ ン ト ( D if c o L a b o r a t o ri e s ,

D e t r oit
.
M I C H , U S A ) と共 に 腹腔内接種

,
以後2 週毎に 3 回皮

下接種す る こ とに よ り追加免疫 を行 い
, 2 週間後0 . 1 M リ ソ 酸

緩衝塩化 ナ ト リ ウ ム液 ( ph o s ph a t e-b uff e r e d s ali n e
,
P B S) に 再

A b b r e vi atio n s : A I D S
,

a C q u ir e d i m m u n od efi cie n c y s y n d r o m e ; A T L
,

ad ult T c ell l e u k e m ia ; E B V ,

E p st ei n - B a r r v ir u s ; F C S
,

f e t al c alf s e r u m ; F I T C
.
fl u o r e s c ei n is o t hi o c y a n a t e ; I g , i m m u n o gl o b uli n ; I M

,

i nf e c ti o u s m o n o n u cl e o sis ; I L
,
i n t e rle u ki n ; m A b

,
m O n O Cl o n al a n tib o d y ; 2 M E , 2 . m elc a p t o et h a n o l ; N K

,
n at u r al



5 0 上

浮遊 した 同数の IM P B M C を マ ウ ス 尾静脈 よ り注入 ∴最終 免疫

と した . 最終 免疫 よ り3 日後 に 5 匹 の マ ウ ス よ り得 られ た脾細

胞を
,
5 0 % ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー

ル (p ol y e th yl e n e gl y c ol) 1 50 0

(B o e h ri n g e r M a n n h e i m
,

M a n n h ei m
,

G e r m a n y) に て S P 2/ 0 -

A g1 4 マ ウ ス 骨髄腫細胞
32)

と融合 ,
ヒ ポキ サ ン チ ン

ー ア ミ ノ プ

チ リ ソ
ー チ ミ ジ' ン 選択 培養液(F lo w l a b o r a t o rie s

,
M cl e a n

,
V A

,

U S A ) 中に て37 ℃ , 5 % C O 2 イ ン キ ュ
ベ ー タ ー 内で 培養 し ハ イ

ブ リ ド ー マ を得 た .

ハ イ ブ リ ド
ー マ 培養上 清の IM P B M C お よ

び正 常対照 P B M C に 対する反応性を ,
フ ル オ レ ス セ イ ン ･ イ

ソ チ オ シ ア ン 酸 (fl u o r e s c e i n is o thi o c y a n a t e
, F I T C ) 標識ヤ ギ 抗

マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン (i m m u n o glo b uli n
, I g) G + I g M 抗 体

(T A G O I n c .
,
B u rli n g a r n e

,
C A

,
U S A ) に よ る間接 免疫蛍光法を

用 い て ス ク リ
ー

ニ ン グ した . こ の う ちI M P B M C と 強く反応 し

正 常対照 P B M C との 反応が微 弱な もの を 選択 し
, 限界希釈 法

に よ っ て ハ イ ブ リ ド
ー マ I M N 3 . 1 を 樹立 し

,
B A L B/ c- n u/ n u

マ ウ ス に 移植 L た . 得 られ た マ ウ ス 腹 水 を
,

1 4 % N a 2S O ｡ ,

D E A E セ ル ロ
ー

ス お よ び プ ロ テイ ン A セ フ ァ P
q

ス ( p r o t ei n A

S e p h a r o s e) C L - 4 B カ ラ ム ク ロ マ ロ グ ラ フ ィ
一

に て 精製33)

,
I g サ

ブ ク ラ ス ほ
,

ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗体 を用 い た 免疫酵素抗体法キ ッ ト

(Z y m e d L a b o r a t o ri e s
,
S o u th S a n F r aII Ci s c o

,
C A

,
U S A ) に て 決

定 した . 免疫 蛍 光 法 に よ る 解析 に は
l 精 製 し た I M N 3 . 1

m A b を ビ オ チ ソ 標識 して用 い た
34}

. 免疫沈降法 に よ る解析 に 際

して は
, 同 m A b を C N B r 活性化 セ フ

ァ
ロ ー ス 4 B (P h a r m a-

Ci a
,
U p p s al a

,
S w e d e n) と結合 させ た .

こ の 際 , 対照 と して ヒ ト

補体 H 因子 に 対す る S S-1 m A b (I g G 2 b) (金沢大 学 が ん 研 究

所 , 坂井俊之助助教授 よ り供与) を用 い た .

Ⅰ . 他の m A b

F I T C 標識 抗 L e u
-4 (C D 3) (B e c t o n D ic ki n s o n I m m u n o c yt

-

O m e tr y S y s t e m s
,
S a n J o s e

,
C A

,
U S A ) , 抗 U C H L l (C D 4 5 R O )

( D a
.
k o p a tts a/ s , C o p e n h a g e n

,
D e n m a r k) m A b の ほか

, T 細胞

活性化関連抗原 とI M N 3 . 1 抗原発現 の 比較と して
,

フ ィ
コ エ リ

ス リ ン (p h y c o e r y th ri n
,
P E ) 標識抗 H L A-D R

, 抗イ ン タ ー ロ イ

キ ン (i n te rl e u ki n
,
l L )- 2 受 容 休 (r e c e p t o r , R ) ( C D 2 5) , 抗

L e u-4 5 R O (C D 4 5 R O) (B e c t o n D ic ki n s o n I m m u n o c y t o m e tr y

S y s t e m s) お よ び 抗 4B 4 ( C D 2 9) ( C o ult e r I m m u n ol o g y ,

H i al e a h
,
F L , U S A ) m A b を用 い た . ま た 三 重標識免疫蛍光染色

に よ る 解析 の た め
,

ペ リ ジ ニ ン ク ロ･ ロ ブ
ィ ル 蛋 白 ( p e r di n in

C h l o r o ph yll p r o t ei n
,

P e r- C P ) 標 識 抗 L e u-3 a m A b ( B e c t o n

D i c k in s o n I m m u n o c yt o m e t o r y S y s t e m s) を 用 い た . 抗 F a s

m A b (I g M )
殉

ほ , 米原伸博士 ( 日本キば こ 産業 医薬基礎研究 汎

神奈川) よ り供与 された .

Ⅲ . 免疫蛍光染色に よ る解析

IM N 3 . 1 抗原の 発現 と他の リ ン パ 球表面抗原 と の 関係を 明ら

か に する ため
, 単 ,

二 重お よび 三重 標識免疫蛍光染色を 行 い
,

フ ロ
ー

サ イ ト メ
ー

タ ー C y t o r 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 解析 した .

ビ オ チ ソ 化 I M N 3 . 1

m A b と細胞 を 4 ℃15 分間反応 させ た 後 ,
3 % 非 働化 ウ シ 胎 仔

血 清(L e t al c al f s e ru m
, F C S) ( F l o w L a b o r a to rie s) 加 P B S に て

こ 回 洗浄 ,
P E 標 識 ス ト レ プ トア ピ ジ ン (s tr e pt a v idi n ) ( B e c to n

D i c k in s o n I m m u n o c y t o m e tr y S y s t e m s) で蛍光染色 した . 二 重

お よび 三 重標識免疫蛍光染色は
一

こ の 細胞 を さ ら に 5 % 正 常 マ

ウ ス 血 清存在下で FIT C 標識抗体 ,
P e r- C P 標識抗体 と反応 さ

せ る こ と に て 行 っ た . 対照と して 標識ま た は 末標識 の ヒ ト白血

球 と反応 しな い マ ウ ス m A b を 用い た .

Ⅳ . 各種細胞の 分離

正常満期新生児 , 1
-

1 5 歳 ま での 健康 小児,
2 5 - 6 2 歳 まで の

成 人 お よび 前述 の ご とく I M と 診断 さ れ た 5 - 1 2 歳 の 患 児 よ

り ,
ヘ パ リ ン 加静脈血 を 待た . 正 常骨髄 は健康成 人 有志 よ り採

取 した . 胸腺 , 扁桃
‥ 陣 , 腹腔 内リ ン パ 節 は そ れ ぞれ 手 術時

に
, 血液免疫的 異常 が認め られ な い 患者よ り 得た

. 血液 お よび

各覿繊細胞浮遊液 よ り Fi c olトH y p a q u e 比重遠心 法 に て 単核 細

胞を 分離 した . 好 中球
, 単球 ,

血 小板お よ び 赤血 球は
,

フ ロ ー

サ イ トメ ー タ ー C yt o r o n A b s o l u t e に て ゲ
ー

トを 設定す る こ と

に よ り解析 を行 っ た . C D 4 5 R O 抗原 陰性 で ある
37)

新生児 C D4 陽

性 丁 細 胞 は
,

フ ロ ー サ イ ト メ
ー タ ー

E PI C S - C ( C o ult e r

E l e c tr o ni c s I n c . , H i al e a h
,
F L

,
U S A ) を 用 い た 細胞 ソ ー

テ ィ ン グ

法に て 分離 した
38r

. T 細胞 刺激 の 際 に 用 い られ た 単球 ほ , プ ラ

ス チ ッ ク フ ラ ス コ N o ･3 3 7 5 (C o st a r
,
C a m b ri d g e

,
M A

,
U S A ) 付

着細胞 を使用 した .

Ⅴ . 細胞培養

本実験 に お い て用 い た 細胞株は
, 1 0 % F C S , 2 5 m M H E P E S

,

5 × 1 0. 5

M 2 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (2
-

m el c a p t o e th a n ol
,
2 M E) ,

0 . 3 m g/ m l L グル タ ミ ン
,
2 0 0 U/ m l ペ ニ シ リ ン

,
1 0 iLg/ m l ゲ ン

タ マ イ シ ン お よ び 2/唱/ 血 ア ン ホ テ リ シ ソ B を 含 む R P M I

1 64 0 培養液 ( Gib c o L a b o r at o ri e s , G r a n d I sl a n d
,
N Y

,
U S A ) に

適宜細 胞増 殖 因 子 を 加 え 維持 した . D a u di
,
I M T 9

,
R P M I1 7 8 8

,

U 93 7
,
H L- 6 0

,
K 5 6 2

, J C R B - M お よ び M O L T 4- F 細胞ほ
, 国立

衛生研究所細胞 バ ン ク (東京) よ り入 手 した . E B V 形質転換 B

細胞株 は
▲ 当教 室に て 樹立 した も の を 用 い た

39)

.
I L-2 依存性 成

人 丁細胞 白血 病 ( a d ult T c ell l e u k e mi a
,
A T L) 細 胞株 で あ る

S Y -1
,
N S- 2 お よ び N S - 4 細胞 ,

ま た ILL2 非依存性 A T L 株 で

ある M T-1 お よ び H U T-1 0 2 細胞 は 内山阜博士 (京都大学 ウイ

ル ス 研 究所) よ り供 与 さ れ た .
I L-2 依 存 性 A T L 由 来 株

IL K T-1 細胞 ,
Ⅰし2 依存性非 A T L 由来株 IL K T-4 . 1 細胞 お よ

び IL-6 依存性 L e n n e r t リ ン パ 腰 由来 丁細胞株 K T-3 細胞
40}

は

清水史郎博士 ( 金沢医科 大学血 液免疫 内科) よ り供 与 さ れ た .

I L-2 依 存性 丁 細 胞 株 は
,
1 0 0 U/ m l の ヒ ト リ コ ン ビ ナ ン ト

(r e c o m b in a n t
,

r) I L-2 ( S h i o n o gi & C o . , 大阪) 添加 に て 維 持 し

た . K T-3 細胞は
,
5 n g/ m l の ヒ ト rIし6 (大阪大学平野俊夫 , 岸

本忠 ≡ 両博士 よ り供 与) 存在下 に て 維持 した . J u r k a t 細胞 は金

沢大学が ん研究 所山 本健 一 教授 よ り分与 され た . また
, 数種 の

細胞株に お い て 抗 F a s m A b に よ る細胞傷害活性
41)

を 評価する

た め に 1 FLg/ m l の 抗 F a s m A b と と もに24 時 間培養を 行 っ た .

細胞生存率 は
,

フ ロ
ー

サ イ ト メ ー

タ ー C y t o r o n A b s ol u t e に て
,

よう化プ ロ ビ ジ ウ ム (p r o pidi u m i o di n e
,
P I) の 取 り込み を 解析す

る こ と に よ り検 討 した
42)

.

また
, 活性化 に よ る IM N 3 . 1 抗原 の 発現を 検討す る目 的で

,

新生児 C D 4 抗原 陽性 丁細胞 を 3 ×1 0
5

/ m l 濃度 で , 1 0 % 付着単

球お よ び0 . 1 % P H A - P ( D if c o L a b o r a to ri e s) と共に24 穴平底 プ

レ
ー

ト (C o r n in g G r a s s W o rk s
,
C o mi n g ,

N Y
,
U S A ) に て培養 ,

kille r ; P A G E
, p Oly a c r yl a mi d e g el ele ct r o p h o r e sis ; P B L

, p e rip h er al blo o d ly m p h o c y t e s ; P B M C
, p e ri p h e r al blo

.
o d

m o n o n u cle a r c ells ; P B S
, p h o s p h at e - b uff e r ed s ali n e ; P E

, p h y c o e r y t h rin ; P e r
- C P

, p e r din in c hlo r o p h y11 p r ot ein ;

PI , p r O pidi u m io d in e ; r
,
r e C O m bin an t ; R ,

r e C e p t O r ; S D S
,

S O diu m d o d e s y l s u lf at e



ヒ ト T 細胞 の ア ポ ト ー

シ ス と関連する新 しい 活性化抗原

以後 3 日毎に 10 0 U/ m l の rI し2 を含む 培養液を添加 し維 持 し

た .

Ⅵ . 免疫沈降法に よ る解析

細胞表面の 放射 線同位元 素に よ る標識は
,

ラ ク ト ペ ル オ キ シ

ダ ー ゼ (1 a c t o p e r o x id a s e) 触媒法 に よ っ て 行 っ た
43)

. 5 ×1 0
7

個の 細

胞 を 500 FLl の P B S に 再浮遊 し,
1 m C i/ m l

125
トN a ( A m e r s h a m

I n t e r n ati o n aI plc ,
A m e r s h a m

,
U K ) 5 FLl

,
20 〟M ラ ク ト ペ ル オ キ シ

ダ
ー ゼ (Si g m a C h e m i c al C o .

,
S t . L ui s

,
M O

,
U S A ) 2 5 FLl お よ び

0 . 0 3 % 過酸化水素 ( H 20 2) 1 2 /Jl を 添加 ,
3 分後 に 20 JJM ラ ク ト

ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 2 5〃l お よ び0 . 0 3 % 過酸化水素 1 2/Jl を 加え
,

以後 3 分毎 に 3 回0 . 0 3 % 過酸化水素を 12 〟1 ず つ 追加 した .
こ

の
125

I 標 識細 胞 を 0 . 5 m l の 溶 解 緩 衝 液 (Iy sis b u ff e r) [1 %

N P-4 0 , 0 .1 5 M N a C l
,
1 m M エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四酢酸 ( et h yle n e-

di a m i n e t e tr a a c e t a t e) ,
2 m M ふ っ 化 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル

( p h e n yl m e th yl s u lf o n yI f u lo rid e) ,
1 0 m M T ri s- H C l , P H 8 .2] に て

溶解,
5 0 % セ フ ァ ロ

ー

ス 4 B 浮遊液 50 JJl で 4 ℃
,
1 2 時間前処置

し
,
I M N 3 .1 m A b また は S S -1 m A b と結合 した セ フ ァ ロ

ー

ス

4 B と 4 ℃ に て 2 時間反応させ た . こ れ を 溶解緩衝液 に て 3 回

洗 浄後 ,
5 0 J上1 の L a e m m li 試 料 緩 衝 液 (L a e m m li

'

s s a m pl e

b u ff e r) [0 . 0 6 2 5 M T ri s- H Cl
,
P H 6 . 8

,
2 % ドデ シ ル 硫酸 ナ ト リ

ウ ム ( S O di u m d o d e s yl s u lf a t e , S D S ) ,
1 0 % グリ セ ロ

ー ル] 隼に

遊 ,
5 % 2 M E 添加 また は非添加 下で90 ℃ , 5 分間処理 した の

ち
,

S D S- ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電 気 泳 動 (p oly a c r yl a m id e g el

el e c tr o p h o r e sis
,
P A G E) を 行い

,
バ イ オ イ メ

M ジア ナ ラ イ ザ ー

B A l O O (富士 写真 フ イ ル ム
, 神奈川) に て 解析 し

, 高分子量用 標

品 ( m ol e c u l a r w ei g h t s t a n d a r d s
,

h ig h r a n g e) (B i o- R a d

L a b o r a t o rie s
,
R i c h m o n d

,
C A

,
U S A ) を マ ー カ ー と して 分子量を

検討 した .

成 績

Ⅰ . I M N 3 .1 m A b の作成 とそ の 性状の 解析

I M P B M C を 用 い て 免 疫 し た B A L B/ c マ ウ ス 脾細 胞 と

S P 2/0 マ ウ ス 骨髄腫細胞に よ っ て 作成 され た ハ イ ブ リ ド ー マ

の 培養 上宿の
, 他 の I M 患児 よ り 得た P B L に 対す る反 応性

を , 間接免疫蛍光法 に て 検定 した . 樹 立 され た5 00 種 の ハ イ ブ

リ ド ー マ の う ち96 種 が I M P B L と反 応する抗体 を産生 したが ,

そ の 中 でtE 常人 P B L と の 反応が 微弱 で あ るもの 1 種 を選択 し

た , 同 ハ イ ブ リ ド ー マ よ り限界希釈法に て ク ロ ー

ン を 樹立 , 得

られ た m A b (I g G 2 b入) を IM N 3 .1 と命名 した . I M N 3 . 1 に よ

る免疫蛍光染色と
,
H L A- D R , C D 4 5 R O

,
およ び C D 2 9 抗原 に 対

する m A b に よ る免疫蛍光染色の 比較 を図1 に 示 した . 各抗原

の 発現ほ 全 般に IM P B L に お い て 裁く正 常 人 P B L で は 弱 い

が
,

H L A- D R
,
C D 4 5 R O

,
お よ び C D 2 9 抗 原の 発 現 が 正 常 人

P B L に おい て も 二 峰性 に 認め られ るの に 比 して
,
I M N 3 . 1 に

よ っ て 認識 される 抗原の 発現は 正 常人 P B L に お い て ほわ ずか

で あ っ た .

I M N 3 .1 m A b に 反応す る細胞 の 性格を さ らに 明 らか に する

た め
,

二 重お よ び 三 重標識免疫蛍光染色に よ る解析を 行 っ た .

図 2 A に 示 す よ う に
,
I M 患児 に お い て IM N 3 . 1 m A b ほ

C D 3 抗原陽性 丁細胞 と強く反応 し非 丁細 胞 と ほ 反応 しなか っ

た . また 正 常人 丁細胞とも若干 の 反応が 認め られ るが IM T 細

胞 に 比 して微弱で あ っ た . C D 4 5 R O 抗原の 発現 は末梢 メ モ リ ー

ほ た ほ 活性化) T 細胞の 指標 と し て重要で ある こ とが 知 られて

い る が
, C D 4 お よ び C D 8 抗原陽性 丁細胞 に おけ る C D 4 5 R O 抗

5 1

原 の 発現と IM N 3 .1 m A b に よ り認識され る抗原の 発現と の 関

係を , 三 重標識免疫蛍光染色 に よ っ て 解析 した 結果 を 示 し た

( 図 2 B ) . I M ･ 対席 P B L と もに I M N 3 . 1 m A b と反応する細

胞 群 は
t

C D 4 5 R O 抗原 陽性 丁 細 胞 で あ っ た が
,
I M 活性 化

(C D 45 R O 陽性) T 細胞に 比 して 正 常 メ モ リ ー (C D 4 5 R O 陽性)

T 細胞の 反応は微弱で あ っ た .

次に , T 細胞の 活性化に よ る IM N 3 . 1 m A b と の 反応性の 変

化を 検討 した . 新生児 C D4 抗原陽性 丁細胞は大部分 が ナ イ
ー

ブ T 細胞 で
,
C D 45 R O 抗原の 発現を欠く こ と が知 られ て い る .

こ の 新生児 C D4 抗原陽性 丁細胞を ,
P H A 刺激 し rI L-2 添加 に

て 維持 した . 図 3 に 示 すよ う に I M N 3 . 1 m A b に よ っ て 認識 さ

れ る 抗原 の 発現ほ
,
I L-2 R ( C D 2 5) 抗原 の 発現に 比 して 後期に

め られ ,
C D 4 5 R O 抗原と 同様に 2 日 目 以降 で増強 し

,
4

-

6 日

頃に 最大 とな っ た .

N o r m al
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F l u o r e s c e n c e i nt e n s‡t y ( P E)
F ig . 1 ･ I m m u n ofl u o r e s c e n c e a n aly si s of P B M C st airl e d w ith

I M N 3 .1
,

a n tトC D 4 5 R O
,

a n ti- H L A- D R a n d a n t トC D 29 m A b .

F o r I M N 3 .1 s t ai ni n g ,
P B M C f r o m a 7Ly r- 01d p a ti e n t w ith

a c ut e I M a n d a n a g e→m a t C h e d h e aLth y d o n o r w e r e fi rs t

i n c u b a t e d w it h bi o ti n- C O nj u g a t e d I M N 3 .1 m A b
,

a n d th e n

tr e a t e d w it h P E- C O nj u g a t e d st r e p t a vid i n . E x p r e s sio n of

C D 4 5 R O , H L A- D R o r C D 2 9 b y P B M C w e r e a s s e s s ed b y

u si n g P E- C O nj u g at e d a n ti- C D 4 5 R O , a n ti- H L A - D R a n d

a n ti- C D 2 9 m A b . T h e s t ai n e d c ell s w e r e a n aly z e d o n a

C yt o r o n A b s ol u t e fl o w c y t o m et e r . F l u o r e s c e n c e p r ofil e s a r e

d is pl a y e d a s si n gl e p a r a m e t e r hi st o g r a m s . T h e d a sh e d

V e rti c al li n e s sh o w th e c o n tr oI s c o n t ai ni n g ir r ele v a n t

a n tib o di e s . T h e fi g u r e s i n hi s t o g r a m s i n d i c a t e th e

p e r c e n ta g e s of p o siti v e c e u s a s c o m p a r e d wi th th e

C O n tr OI s . I t w a s n o t e d th a t th e m aj o rity of I M c ells w e r e

b ri g h tly st ai n e d w ith I M N 3 .1 , W h e r e a s I M N 3 .l s t ai ni n g

Of n o r m al c e11 s w a s m u c h f a in t . S u c h c h a r a c t e ri sti c

p r o fil e s of I M N 3 .1 s ta
,
i ni n g w e r e o b t ai n a b l e f o r a1l o th e r I M

p a ti e n ts e x a mi n e d i n th is s t u d y .



5 2 上

Ⅲ ･ I M N 3 . 1 m A b によ る各種組織血 球成分の 解析

蓑 1 に
,
I M 患児お よび 様 々 な 年齢 の 正 常対照よ り 得 た 末梢

血 リ ン パ 球(p e rip h e r al b o o d l y m p h o c y t e s
, P B L ) , 種 々 の 血 球成

分 お よび リ ン パ 覿織 由来細胞 に おけ る I M N 3 . 1 抗原 陽性 率 を

示 L た . 正常 P B L の I M N 3 . 1 抗原陽性率は加齢 と共 に 増加 し

たが
,
I M P B L に 比 して 低値 で あ っ た . また , 脾 , 扁桃

,
リ ン

パ 節 お よび骨髄細胞 の IM N 3 . 1 抗原 陽性率も低値 で
, 血 小 敵

単球 , 好中球 お よ び赤 血球 ほ全く I M N 3 . 1 m A b と 反応 し な

か っ た ･ 図4 に 示 す よ う に
,

二 重標識免疫蛍光染色 に よ る解析

では
1

B 細胞 ,
ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー ( n a t u r al kill e r

,
N K ) 細胞 の い

ずれ も IM N 3 . 1 m A b と反応 しな い と考え られ た . 興味深 い こ

と に
, 胸腺細胞ほ IM N 3 .1 m A b と 強く 反応 し

, 胸腺細胞 の 成

熟 に 伴う C D 3 抗原 の 発現 と の 関連が 認め られ た . 図 5 に 三 重

標識免疫蛍光染色 に て
, 胸腺細 胞に お ける C D 4

,
C D 8 抗原 の 発

現 とI M N 3 .1 抗原発現 と の 関連の 解析結果を 示 した . C D 4 抗原

C D 8 抗原と もに 陽性 で ある(d o u b l e p o siti v e) 未熟 丁細胞 の 大部

分が IM N 3 . 1 抗原陽性 で あ っ が
,
C D 4 抗原 C D8 抗原と も に 陰

性な (d o u bl e n e g a ti v e) 細胞は IM N 3 . 1 抗原陰性 で あ っ た .

Ⅲ .
I M N 3 .1 m A b に よる 各種細胞株の 解析

表 2 に 各種 ヒ ト細胞 株 の
,
I M N 3 . 1 m A b に よ る解 析結 果
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を
, 図 6 に は 主 な 細胞株 の 免疫蛍 光染色 の パ タ ー

ン を 示 した ,

赤白血 病細胞 株 で ある K 56 2
, 単球由来細胞株 で あ る U 937 お

よ び骨髄球由来細 胞株 H LL60 細胞は
,
I M N 3 . 1 m A b と反応 し

なか っ た ･
バ ー キ ッ トリ ン パ 腫 由来細胞株 で ある D a u d i 細胞 は

弱陽性で あ っ た が
, 他の E B V 形質転換細胞株を 含む B 細胞 由

来細胞株ほ , 全く IM N 3 . 1 m A b と 反応 しな か っ た ∴
一

方＼

細胞株の ほ と ん どほ IM N 3 . 1 抗原陽性で
, 掛 こ サ イ ト カ イ ン 依

存性細胞株で ある K T -3 , I L K T-4 . 1 お よ び IL K T-1 細胞 ほ強 陽

性 で あ っ た . しか しな が ら IL-2 非 依 存 性 丁 細 胞 株 で あ る

H U T-1 0 2 お よ び M T-1 細胞 は I M N 3 . 1 抗原陰性 で あ っ た .

Ⅳ ･ I M N 3 ･ 1 m A b に よ っ て認識され る抗原の 分子化学的解

析

I M N 3 . 1 m A b に よ っ て 認識 さ れ る分 子 を 明 ら か に す る た

め
,
I M N 3 . 1 陽性 丁細胞株 で あるJ C R B- M 細胞を ラ ク ト ペ ル オ

キ シ ダ ー ゼ法 に よ っ て
125

-Ⅰ 細胞外標識 し
,
I M N 3 . 1 m A b と結

合 した セ フ ァ
ロ ー

ス 4 B と反応 させ た 後 ,
S D S-P A G E に て 解

析 した ･ 図 7 A に 示す よ う に
,
I M N 3 . 1 m A b で は 還元 , 非還

元 下と もに 約 1 20 k D a の 単 一 の バ ン ドが 認め られ た が
,

S S-1

m A b を用 い た 対照 で は バ ン ドほ 認め られ なか っ た . 同様に IM

P B M C
, 胸腺細胞 お よ び U 93 7 細胞を 用 い た免疫沈 降法 に お い

l M
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i n t e n $ it y ( P E )
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F ig ･ 2 ･ T w o
-

.
a L n d th r e e

-

C Ol o r i m m u n o fl u o r e s c e n c e a n al y s e s of I M N 3 ■1L S tai n ed c ell s ･ F o r a l O- y r
-

01d p ati e n t w ith a c u t e I M a n d a n

a g e
-

m a t C h e d h e alth y d o n o r
,
I M N 3 ･l st ai n in g (P E fl u o r e s c e n c e

,
X -

a Xi s) of P B M C w a s c a r ri e d o u t a s d e s c rib e d in th e l e g e n d of

F ig ･ 1 ･ T h e I M N 3 ･ トs t ai n e d c ell s w e r e f u rth e r tr e a t ed w ith a n ti - C D 3 m A b ( FI T C fI u o r e s c e n c e
,

Y -

a Xi s) f o r t w o
-

C Ol o r st ai n i n g

(A ),
O r i n c u b a t e d si m ult a n e o u sI y w ith a n ti - C D 4 5 R O (F I T C fl u o r e s c e n c e

, Y - a Xi s) a n d P e r- C P q

c o nj u g a t ed a n ti- C D 4 0 r C D 8 m A b s

f o r th r e e
q

c ol o r s t ai ni n g ( B) ･ T w o
-

C Ol o r o r th t e e
-

C Ol o r a n al y s e s w e r e p e rf o r m e d u si n g a C yt o r o n A b s ol u t e fl o w c yt o m e t er a s

d e s c ri b e d i n M a t e ri a l s a n d M eth o d s ･ T h e d a s h e d li n e s i n di c a t e th e c o n tr oI s wi th ir r el e v a n t a n tib o d i e s ･ F o r e a c h q u a d r a n t
,
th e

p e r c e n t a g e o f t o t al c ell s i s gi v e n .
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十
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th e c ell s w e r e c oll e c te d , a n d st ai n e d f o r I M N 3 .1 a n ti g e n a s
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l
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di s pl a y e d a s si n gl e p a r a m et e r hi s t o g r a m s ■ T h e d a s h e d v e r ti c a1 1i n e s s h o w th e c o n tr oIs c o n t ai n l n g lr r el e v a n t a n tib o di e s .
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I M N 3 .1 r e a c ti vi t y w a s d e t e r mi n ed b y si n gl e
-

C Ol o r i m m u n ofl u o r e s c e n c e a s s a y s wi th a c o m bi n e d

u s e of bi oti n
-

C O nj u g a t e d I M N 3 .1 m A b a n d P E -

C O nj u g a t e d s tr e pt a vi di n a s d e s c rib e d i n th e

l e g e n d of F i g . 1 .
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C Ol o r l m m u n Ofl u o r e s c e n c e a n aly si s .

T h y m o c y t e s w e r e tr e a t e d wi th I M N 3 ･1 m A b
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C O nj u g a t e d s tr e p t a vi di n . N e x t
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S tai n e d c ell s w e r e si m ult a n e o u sly s t ai n e d f o r C D 4 a n d C D 8 u si n g F I T C -
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C D 8A ; b
,
C D 4

･
C D 8

+
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a n d th e fig u r e s i n h is t o g r a m s i n d i c at e th e p e r c e n t a g e s of p o siti v e c ell s a s c o m p a r e d w ith th e

C O n tr OI s .
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て ,
I M P B M C お よび 胸腺細胞 では 同

一

の バ ン ドが認め られ た

が ,
U 93 7 細胞で ほ バ ン ドは得 られ な か っ た (囲 7 B) .

V . T 細胞株 に お け る抗 F a s m A b 感受性 とI M N 3 . 1 抗原発

現 との 関連

抗 F a s m A b は
, 同 m A b に よ っ て認識 され る F a s 抗原を 発

現す る ヒ ト細胞株 に 対 しア ポ ト ー シ ス を介 した 細胞傷害活性を

持 つ こ とが 知れ て い る . 本実験 に 用 い た で お よび B 細胞株は 全

て F a s 抗原を 発現 して い るが
, 今回 丁細胞 株 に お け る抗 F a s

m A b 感受性と I M N 3 . 1 抗原発現 と の 関連を 検討 した . 図8 に

示す よ う に
, 非サ イ ト カ イ ン 依 存性 A T L 由来 細胞株 で あ る

H U T-1 0 2 お よび M TTl 細胞以 外の 全て の T 細胞株に お い て 著

明な ア ポ ト ー

シ ス 死 が観察 され た . 抗 F a s m A b 感受性丁細胞

株に お い て は 種 々 の 程度の I M N 3 . 1 抗原発現が認め られ た が
,

抗 F a s m A b 非感受性で ある H U T -1 0 2 お よ び M T -1 細胞に は

IM N 3 . 1 抗原の 発現 は認め られ な か っ た (表 2) .

考 察

E B V 初感染 に よ る良性リ ン パ 球増殖性疾患で あ る IM で増

加 す る 活性 化 丁 細 胞 の マ ー カ ー と し て
,

C D 45 R O お よ び

H L A- D R と い っ た 括性化抗原が有用 で ある と され て い る
19)2 0 )

し か し な が ら
,

正 常 末 梢 血 メ モ リ
ー

T 細 胞 に お い て も

1 0 0 1 0 1 1 0 2 1 0 3 1 0 0 1 0 1 1 0 2 1 0 3

5 5

C D 4 5 R O
,
H L A - D R お よび C D 2 g な どの 活性化抗原の 発現が増

強 して い る こ とが 知 られ て い る
45) 岬

. さ らに B 細胞 , 単球 ,
N K

細胞 およ び血 小板と い っ た 他の 血 球成分に も こ れ らの 括性化抗

原の 発現 が 認め られ る
珊

.
こ の よ う な 活 性 化 抗 原 に 対 す る

m A b を用 い た フ ロ ー サ イ ト メ
ー

タ
ー

に よ る解析 で ほ
,

正 常 人

P B L に おい ても I M P B L と 同様 な 2 峰性の パ タ ー

ン が認め ら

れ , I M に お け る活性化丁細胞 を 区分す る上 で特異性に 乏 しい .

本実験に お い て作成 した I M N 3 . 1 m A b に よ っ て 認識 され る

抗原は
l
I M 活性化(C D 4 5 R O 陽性) T 細胸に 著明な 発現が 認め

られ るが正 常末梢血 に お い て は メ モ リ
ー (C D 4 5 R O 陽性) T 細

胞 に あ っ ても発現は微弱で あ っ て
l
I M 活性化丁 細胞を 明 確に

区分する こと が でき る . また B 細胞 , 単球,
N K 細胞 お よび 血

小板は IM N 3 .1 抗原陰性 で あり
, 各種細胞株に おけ る発現 の 検

討と併せ
,
I M N 3 . 1 抗原は T 細胞 に 特 異的 で あ る と考 え られ

る . さ らに
,

ナ イ ー ブ( C D 4 5 R O 陰性) T 細胞に は I M N 3 . 1 抗

原の 発現ほ 認め られ ない が
,

マ イ ト ジ ェ ソ ( mi t o g e n) 刺激に よ

り比較的後期に そ の 発現が誘導 され る こ と よ り ,
I M N 3 . 1 抗原

は後期活性化抗原で あると 思わ れ る . さ ら に I M N 3 .1 抗原陽性

丁稚胞株お よ び胸腺細胞を 用 い た 免疫沈 降法 に よ る 解析 よ り
,

同抗原 の 細胞表面構造は 約 1 20k D a で ある と考え られ る .

以 上 よ りIM N 3 .1 抗原ほ 分子量1 20 k D a の T 細胞特異的後期

H U T ･1 0 2

1 0 ユ1 0 (I l 0 1 1 0 2

t M N 3 .1 fL u o r e s c e n c e i n t e n sit y
Fi g . 6 . I m m u n ofl u o r e s c e n c e p r o fil e s of v a ri o u s h e m a

.
t o p oie ti c c ell li n e s st ai n e d wi th I M N 3 ･1

W i th bi o ti n
-

C O nj u g a t e d I M N 3 .1 ( s olid li n e) o r i rr el e v a n t c o n tr ol (b r o k e n) a n tib o di e s
,

a n d

S tr e p t a vi d i n .
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m A b . T h e c ell s w e r e fir s t s t ai n e d

th e n tr e at e d w ith P E
-

C O nj u g a t e d
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T a bl e 2 . E x p r e s si o n of I M N 3 .1 a n l g e n O n h e m a t o p oi e ti c c ell li n e s

C ells
R a ti o
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F ig . 7 . S D S- P A G E a n aly si s of i m m u n o p r e ci pit at e s wi th I M N

3 .1 m A b . ( A ) A n I M N 3 ,1 -

r e a C ti v e T c e11 1 in e
, J C R B - M

,

(l a n e s l -4) w a s s u rf a c e
-1 a b el e d w ith

12 5
I a n d ly s e d a s

d e s c rib e d i n M a l e ri al s a n d M eth o d s . T h e r e s u lti n g c ell

上y s a t e s w e r e i m m u n o p r e cipit a t e d w ith I M N 3 .l-(l a n e s 2 a n d

4) o r S S -

ト(1 a n e s l a n d 3) m A b -1in k e d to S e p h a r o s e 4 B ,

S D S g el el e c tr o p h o r e si s w a s p e rf o r m e d u n d e r n o n r e d u ci n g

(N R ) o r r e d u c in g (R) c o n d iti o n s . (B ) Si m il a rly ,
r ad i ol a b el e d

i m m u n o p r e cjpit a t e s w i th I M N 3 .l m A b w e r e o b r t ai n e d

f r o m a c tlt e I M c e11 s (l a n e 5) ,
th y m o c yt e s (1a n e 6) a n d U 9 3 7

C ells (1 a n e 7),
a n d w e r e e le c tr o ph o r e s e d i n a S D S sl a b g el

u n d e r r e d u ci n g ( R) c o n d iti o n . A u t o r a di Q g r a p h y o f th e

d ri e d g el w a s e n h a n c e d b y X -

r a y i n t e n si王yi n g s c r e e n s .
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,
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S t ai n in g:
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a bilit y of a n ti - F a s m A b .
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活性化抗原と 考え ら れ るが , 比較的分子 量の 類似 した既 知の T

細胞活性化抗原と L て T al ( C D 2 6) 抗原が知 られ て い る
48}4 g)

. し

か しなが ら , 単球お よ び 単球 由来細 胞株 で あ る U 937 細 胞は

T al 抗原陰性 と され てい た
48)

が 実際 に は T al 抗原陽性で
l

一

方

IM N 3 .1 抗原 は 陰 性で ある こ と
t 胸 腺細胞 の 大 部分 ほ IM N

3 .1 抗原陽性 で ある が T al 抗原 は陰性 で ある こ と , 今回 免疫沈

降法 に よ る I M N 3 . 1 抗原 の 分子量決定 に 用い た J C R B - M 細胞

ほ T al 抗原陰性で あ る こ と よ り各種細胞に お ける両 抗原の 発現

は 全く 異 な っ て い た . さ ら に IM N 3 . 1 m A b お よ び 抗 T al

m A b に よ る IM P B L の 二 重標識免 疫蛍 光染色 で の 解析 (未発

表デ
ー タ) に お い て も両 者ほ異 な る抗原で あ ると 思わ れ た . 近

年報告され た 他の い く つ か の T 細胞活性化抗原は
,

分子量よ り

IM N 3 . 1 抗原と 異な る と考え られ る
50 ト 52 )

. I M N 3 . 1 抗原 の 機能

に 関 して は t T 細胞活性化抗原自身 が活性化機構 に 関与す る例

が 知 られ て い る
48}5 0 汚l)

が
, 現 時点 に お い て 抗 C D 3 m A b や

P M A を用い た 刺激 系で の IM N 3 .1 m A b 添加に よ る増強効果

は確認 され て い な い
.

免疫系の 成熟 お よ び AI D S の 発症過程 に お い て ア ポ ト ー

シ ス

を介 した 細胞死が 重要な 位 置を 占め て い る と され て い る
11 卜 l れ

が ,
ア ポ ト ー

シ ス 関連抗原と して F a s 抗原が Y o n e h a r a ら
36)4 1 )

に よ っ て 報告され 注 目 され て い る . 同抗原 は
l
全身性紅斑性狼

瘡 ( s y s t e m ic l u p u s e ry th e m a t o s u s) の モ デ ル マ ウ ス で あ る Ip r

マ ウ ス に お い て そ の 発現が 欠如 して い る こ と が見 い だ され
S3) 免

疫調節匿 お ける 関与 が示 唆 され て い る . F a s 抗原 は ∴踵瘍壊死

因子受容 体 (t u m o r n e c r o sis f a c t o r R ) , 神経成 長国子 受容体

( n e r v e g r o w t h f a c t o r R) ,
B 細胞抗原 で ある C D 4 0

,
T 細胞お よ

び活性化 B 細胞に 発 現す る C D 2 7 抗原な どと 共通 した 構造を持

ち
54)

, 抗 F a s m A b に よ り ア ポ ト ー シ ス が 諺導 され る . 同様に ア

ポ ト
ー

シ ス を 誘導す る m A b と して
,
A P Orl m A b が 報告され

て い る
55)

が , A P O-1 m A b に よ っ て 認識 され る抗原 は
,

O e h m

ら
56)

に よ っ て F a s 抗原と 同 一 で ある こ とが 明 らか と な っ た . こ

こ で
,

ア ポ ト ー

シ ス 関連抗原 と して 重 要 と 考え ら れ る F a s/

A P O -1 抗原と
, 著明 な ア ポ ト ー

シ ス が 観察 され るI M 活性化丁

細胞
24)

に 強く発現す るI M N 3 . 1 抗原 を比較検討する こ と は興味

深 い . 著 者 ら の 検 討 に よ る と
,

F a s 抗 原 は I M 活 性 化

(C D 4 5 R O 陽性) T 細胞 と同様に 正常 末梢 血 メ モ リ ー (C D 4 5 R O

陽性) T 細胞 に おい て も強い 発現が 認め られ る が ,
I M N 3 . 1 抗

原陽性 I M 活性化 丁細胞は サ イ ト カ イ ン 非存在下で 容易に ア ポ

ト ー シ ス を示す の に 対 し
,
I M N 3 . 1 抗原陰性正常 メ モ リ ー T 細

胞は抗 F a s m A b 刺激 に よ っ て も ア ポ ト ー

シ ス は 誘導 され な

か っ た
57〉

. さ ら に 各種 T
,

B 細 胞 株 な ど に お い て も
,

F a s/

A P O ←1 抗原発現 と ア ポ ト
ー

シ ス 感受性 の 間 に 解離 が 認 め られ

る こ と が知 られ て い る
58)

. また サ イ ト カ イ ン 依存性 の 造血 細 胞

や T 細胞株 に お い て サ イ ト カ イ ン の 枯渇 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス

を 示 す例が 報告 され てお り
59)6 0 )

,
サ イ ト カ イ ン 依存 性細胞 ほ 比

較的 ア ポ ト ー シ ス に 陥 りや すい と考 え られ るが
, 本実験 で 用 い

た サ イ ト カ イ ン 依存性 丁細胞株 は抗 F a s m A b の 添加に よ っ て

著明 な ア ポ ト
ー シ ス が誘導 され た . しか しなが ら

,
サ イ ト カ イ

ン 非依存性 A T L 由来細胞株 で ある H U T -1 0 2 お よ び M T -1 細

胞は
,
F a s 抗原を 強く発現 して い る にも関わ らず抗 F a s m A b

添加に よ る細胞死 ほ 認め られ ず,
F a s 抗原 を介 した ア ポ ト ー

シ

ス の 誘導に ほ 何 らか の 他 の 因子が 関与 してし
■

､ る と思わ れ る . こ

こ で 注 目 す べ き こ と は
t

サ イ ト カ イ ン 依存 性 丁 細 胞 株 に ほ

IM N 3 . 1 抗原が 強く発現 して い た の に対 し
,

サ イ ト カ イ ン 非依

存性 丁細胞株 に ほ I M N 3 . 1 抗原の 発現が認め られ な か っ た こ

と で
,

ア ポ ト ー

シ ス に 陥りや すい 細 胞の 特徴 と して F a s 抗原の

発現 に 加え
,
I M N 3 . 1 抗原 の 発現が 何らか の 意義を 有 して い る

可能性が 示 唆され る .

T 細胞分化に お い て胸腺ほ 重要な 役割 を果た して お り
,
自己

反応性 の C D 4 抗原 C D 8 抗原 ともに 陽性 な未熟 丁細胞 は T 細胞

受容体/C D 3 複合体 を 介 した 刺激 に よ っ て ア ポ ト ー

シ ス に 陥

り , 排 除 ( n e g a ti v e s el e c ti o n) され る と され て い る
7) ～ 9 )

. I M N

3 .1 抗原は
,

こ の 胸腺未熟 丁細胞 ,
I M 活性化 丁細胞 お よ びサ イ

ト カイ ン 依存性 A T L 細胞株 , 坑 F a s m A b 感受性丁細胞株な

ど ア ポ ト
ー シ ス に 陥 りやす い T 細胞 に 特異的 に 発現す る未知の

抗原と 考えられる .
ア ポ ト ー シ ス を 介 した T 細胞選択 の 機構を

検討する上 で 同抗原 は非常 に 重要で ある と思わ れ , 現在 分子 ク

ロ ー ニ ン グに よ る構造解析 を続行中で ある .

結 論

1 .
I M 患者 P B M C を免疫原と して マ ウ ス m A b I M N 3 . 1 を

作成 した .

2 . I M N 3 . 1 m A b に よ っ て 認識され る I M N 3 .1 抗 原は
,

I M 活性化(C D 4 5 R O 陽性) T 細胞 に 強く発現 し
,
正 常末梢血 メ

モ リ
ー

(C D 4 5 R O 陽性) T 細胞 に はわ ずか な 発現 が認 め られ ろ

の み であ っ て
,
I M 括性化 丁細胞を 明 瞭に 区分す る こ と が で き

た .

3 . 各種細胞 に お ける発現の 検 討か ら ,
I M N 3 . 1 抗原ほ細胞

表 面構造 120 k D a の 未知 の T 細胞 後 期活性化 抗原 と 考え ら れ

る .

4 . I M N 3 . 1 抗原の 機能は 明か で は な い が
,
I M 活性化 丁細

胞 ,
胸腺未熟丁細胞

,
サ イ ト カ イ ン 依存性 A T L 細胞株 およ び

抗 F a s m A b 感受性 丁細胞株な どア ポ ト ー

シ ス に 陥 りや す い T

細胞に 選択的発現が 認め られ る こ とか ら , そ の 解析ほ ア ポ ト ー

シ ス を 介した T 細胞選択機構を 解明す る上 で 有用 と思われ る .
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C l o n al e x p a n si o n v e r s u s f u n c ti o n al cl o n al i n a c ti v a ti o n : a

C O S ti m u l a t o r y s lg n ali n g p a th w a y d e t e r m in e s th e o u t c o m e of T

C ell a n tig e n r e c e p t o r o c c u p a n c y . A n n u . R e v . I m m u n ol .
,
7

,

4 4 5 - 48 0 (1 9 8 町

26) J e n ki n s
,

M . K . & M ille r
,

R . A . : M e m o r y a n d

a n e r g y : C h a11 e n g e s to t r a diti o n al m o d el s of T ly m p h o c yt e

d iff e r e n ti a tio n . F A S E B J .
,
6

, 2 4 2 8-2 4 3 3 (1 9 9 2) .

2 7) S a n d e r s
,

M . E .
,

M a k g o b a
,

M . W . & S h a w
, S . :

H u m a n n ai v e a n d m e m o r y T c e 11s : r ei n t e r p r et a ti o n o f

h el p e r-i n d u c e r a n d s u p p r e s s o r
-i n d u c e r s u b s e t s , I m m u n ol .

T od a y ,
9

. 1 9 5-1 9 9 (1 9 8 8) .

2 8) S a n d e r s
, M . E . , M a k g o b a

,
M . W .

,
S h a r r o w

,
S . 0 .

,

S t e p h a n y ,
D .

,
S p ri n g e r , T . A . ,

Y o u n g , H . A . & S h a w
,

S . : H u m a n m e m o r y T ly m p h o c y t e s e x p r e s s i n c r e a s ed l e v el s

Of th r e e c e11 a d h e sio n m ol e c u l e s ( L F A- 3
, C D 2 a n d L F A-1)

a n d th r e e ot h e r m ol e c ul e s ( U C H L l
,
C D w 2 9 a n d P g p-1 ) a n d

h a v e e n h a n c e d I F N- T Pr O d u c ti o n . J . I m m u n ol .
,
14 0

,
1 40 1-1 4 0 7

(1 9 8 8) .

2 9) A k b e r
,

A . N .

,
T e r r y ,

L .
,
T i m m $

,
A .

,
B e v e rl e y ,

P . C .

L . & J a n o s s y , G . : L o s s of C D 4 5 R a n d g ai n of U C H L l

r e a c ti vity is a f e a t u r e of p ri m e d T c ell s . J . I m m u n ol .
, 14 0

,

21 7 ト21 7 8 (1 9 8 軋

3 0) M a n g e n e y ,
M .

,
R i c h a r d

,
Y .

,
C o u l a u d

,
I) .

,
T u r s z

,
T .

& W i el s , J . : C D 7 7 : a n a n ti g e n of g e r m i n al c e n t er B c ell s

e n t e ri n g a p o p t o sis . E u r . J . I m m u n ol .

,
2 l

,
1 1 31 -1 1 4 0 (1 9 91) .

3 1) S a t o
,
H .

,
N a t s u u m e

- S a k ai ,
S .

, M i y a w a k i
,
T .

,
T a g a

,

K .
,

H a t a n o
,

M . & T a n i g u c h i
,

N . : M o n o cl o n al a n tib od y

W h i c h h a s th e n e u tr ali zi n g a c ti v iti e s f o r h u m a n I L-2 . J . B i ol .

R e s p o n s e M o d .
,
5

,
1 91 -2 0 1 (1 9 8 6) .

3 2) S h ul m & n
,
M .

,
W il d e

,
C . D . & K 6 hl e r

,
G . : A b e tt e r

C el1 1i n e f o r m a k in g h y b rid o m a s s e c r e ti n g s p e cifi c a n tib o d ie s .

N a t u r e
,
27 6

,
2 6 9- 2 7 0 (1 9 78 ).

3 3) N & t S u u m e
L S a k 8 i , S .

,
S u d o h ,

K .

,
K ai d o h

,
T .

,
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H a y a k a w a
,
J ･ & T a k a h a s hi , M ･

: S tr a c t u r al p oly m o r p hi s m

of m u ri n e c o m pl e m e n t f a c t o r H c o n t r o11 e d b y a l o c u s l o c a t e d

b et w e e n t h e H c a n d th e β 2M l o c u s o n th e s e c o n d c h r o m o s-

｡ m e O f th e m o u s e . J . I m m u n ol .
,
1 3 4

,
2 6 0 0-2 6 0 6 (1 9 85) ･

34) M i y a w a k i
,
T .

,
B u tl e r

,
J ･ L ･

,
R a d b r u c h

,
A ･

,
G a r tl a n d

,

G . L . & C o o p e r
,
M . D . : I s o ty p e c o m mi t m e n t of h u m a n B

c e ll s th at a r e tr a n sf o r m e d b y E p s t ei n
- B a r r v ir u s . E u r . J .

I m m u n ol .
,
2 l

,
21 5- 2 2 0 (1 9 91) .

3 5) P il a r s ki
,

L . M . ,
Y a c y s h y n

,
B ･ R ･

,
J e n s e n

,
G ･ S ･

,

P r u s k i
,
E . & P a b st

,
H . F . : β1 i n t e g ri n ( C D 2 9) e x p r e s si o n

o n h u m a n p o s t n a t a l T c ell s u b s et s d efi n e d b y s el e c ti v e C D 45

i s of o r m e x p r e s si o n . J . I m m u n ol .
,
14 7

,
8 3 0 - 83 7 (1 9 9 1) ･

3 6) Y o n e h a r a
,

S .
,
I s h ii

,
A . & Y o n e h a r a ,

M ･ : A c ell-

killi n g m o n o cl o n a l a n tib o d y ( a n t トF a s) t o a c ell s u rf a c e

a n ti g e n c o
-d o w n r e g u l at e d w ith th e r e c e p t o r of t u m o r

n e c r o sis f a ct o r . J . E x p . M e d .
,
16 9

,
1 7 4 7 -1 7 5 6 (1 9 8 9) ･

3 7) K a n e g a n e
,

H .
,

M i y a w a k i
,
T ･

,
K a t o

,
K ･

,
Y o k oi , T ･ ,

U e h a r a
,

T .
,

Y a c h i e
,

A . & T a n i g u c h i
,

N . : A n o v el

s u b p o p ul a ti o n of C D 4 5 R A
+

C D 4
+

T c ells e x p r e s si n g I L 2

r e c e p t o r a- C h ai n ( C D 25) a n d h a v i n g a f u n c ti o n all y tr a n siti o-

n al n a t u r e in t o m e m o r y c ell s . I n t . I m m u n ol
リ

3
,
1 3 4 9-1 3 5 6

(1 9 91 ) .

3 8) K a s a h a r a , Y .
,

M i y a w a k i
,

T .
,

K a t o
,

K ･
,

K a n e g a n e ,

H .
,

Y a c hi e
,

A .
,

Y o k oi
,

T . & T a n i g u c h i , N . : R ol e of

i n t e rl e u ki n 6 f o r d iff e r e n tial r e s p o n si v e n e s s of n ai v e a n d

m e m o r y C D 4
十

T c ells i n C D 2 -

m e di a t e d a c ti v a tio n ･ J ･ E x p ･

M e d
リ
1 7 2

,
1 41 9-1 4 2 4 (1 9 9 0) .

3 9) M iy a w a ki
,

T .
,

K u b a g a w a
,

H .
,

B u tl e r
,

J . L . &

C o o p e r , M . D . : I g i s o ty p e s p r od u c e d b y E B V-tr a n Sf o r m e d B

c ell s a s a f u n c ti o n of a g e a n d ti s s u e di st ri b u ti o n . J . I m m u n-

01 .
,
1 40

,
3 8 8 7- 3 89 2 (1 9 8 8) .

4 0) S h i m i z u
,
S .

,
T a n i g u c h i

,
T

リ
S u g a i , S .

,
M a t s u o k a

,
M .

& K o n d a
,
S . : A n e st a blis h e d C D 4

十

T ly m p h o m a c el1 1i n e

d e ri v e d f r o m a p a ti e n t w ith s o- C alle d L e n n e rt
'

s l y m p h o m a :

p o s sibl e r ol e s o f c y t o ki n e s i n h is t o p at h o g e n e si s ･ B l o o d
,
7 l

,

1 9 6- 2 0 3 (1 9 8 軋

4 1) It o h
,

N .
,

Y o n e h a r a
,

S .
,

1 s h ii
,

A .
,

Y o n e h a r a
,

M .
,

M i z u s hi m a
,
S .

- l .
,
S a m e s h i m a

,
M . , H a s e , A . , S e t o ,

Y . &

N a g a t a
,

S . : T h e p oly p e p tid e e n c o d e d b y th e c D N A f o r

h u m a n c e11 s u rf a c e a n ti g e n F a s c a n m e d i a t e a p o p t o sis - C e11
,

6 6
, 2 3 3-2 4 3 ( 1 9 91 ) ,

4 2) J a n s s e n
,
0 .

,
W e s s el b o r g ,

S .
,

H e c k l - 6s t r ei c h e r
, ,

B .
,

P e c h h o ld
,
K .

,
B e n d e r

,
A .

,
S c h o n d el m ai e r

,
S .

,
M o ld e n h a u e r ,

G . & K a b eli t z
,

D . : T c e ll r e c e pt o r/ C D 3- Sig n ali n g i n d u c e s

d e a th b y a p o p t o sis i n h u m a n T c ell r e c e p t o r T∂ + T c e11 s ･

J . I m m u n o l
リ
1 4 6

,
3 5-3 9 (1 9 91) .

43) S p ri n g e r , T . A . : I m m u n o p r e ci pit a ti o n . [ n J . E .

C oli g a n , A . M . K r ui sb e e k
,
D . H . M a r g u li e s

,
E . M . S h e v a c h

,

& W . S tr o b e r ( e d s .),
C u r r e n t P r o t o c oIs i n I m m u n ol o g y ,

U n it

8 . 3 .
,

G r e e n e P u bli sh i n g A s s o ci a t e s a n d W il e y-I n t e r s ci e n c e
,

N e w Y o r k
, (1 9 91) .

4 4) L a e m m li
,
U . K . : C l e a v a g e of s tr u c t u r al p r o t ein s d u ri n g

th e a s s e m b ly of th e h e a d of b a c t e ri o ph a g e T 4 . N a t u r e
,
2 27

,

6 8 0 -6 8 5 (1 9 7 0) .

5 9

4 5) B e v e r l e y ,
P . C . L . : I s T- C e ll m e m o r y m a .i n t ai n e d b y

c r o s s r e a c tiv e sti m ul a ti o n? I m m u n ol . T o d a y ,
1 l

,
2 0 3-2 0 5

(1 9 9 0) .

4 6) A k b e r
,

A . N .
,

S al m o n , M . & J a n o s s y ,
G . : T h e

s y n e r g y b e t w e e n n ai v e a n d m e m o r y T c ell s d u ri n g a c ti v a ti o n ･

I m m u n ol . T o d a y ,
1 2

,
1 8 4-1 8 8 (1 9 91) .

47) H o r毎;i
,

V . : S u rf a c e a n ti g e n s of h u m a n l e u k o c y t e s ･

A d v . I m m u n ol .
,
4 9

,
75-1 47 (1 9 9 1) .

4 8) F o x
,
D . A .

,
H u s s e y ,

R . E .
,
F it z g e r al d

,
K . A .

,
A c u t o

,

0 .
,
P o o l e

,
C . , P a ll e y , L . , D a l e y , J . F .

, S c h l o s s m a n
,
S . F .

& R ei n h e r z , E . L . : T al ,
a n O V e1 1 0 5 k D h u m a n T c ell

a c ti v a ti o n a n tig e n d efi n e d b y a m o n o cl o n al a n tib o d y . J .

I m m u n ol .
,
13 3

,
1 2 5 0-1 2 5 6 (1 9 84) .

4 9) H e g e n
,

M .
,

N i e d o bi t e k
,

G .
,

K l ei n , C . E . , S t ei n H .

& F le is h e r
,
B . : T h e T c ell trig g e ri n g m ol e c ul e T pl O 3 is

a s s o ci a t ed w ith d ip e p tid yl a mi n o p e p tid a s e Ⅳ a c ti vity ･ J ･

I m m u n ol .
, 1 4 4 , 2 9 0 8-2 91 4 (1 9 9 0) .

5 0) B o u g e r e t
,
C .

,
M a n s u r

,
I : G .

,
D a s t o t

,
H .

,
S c h mi d

,

M .
,
M a h o u y ,

G .
,
B e n $ u S S a n

,
A . & B o u m s ell , L . : I n c r e a s e d

s u rf a c e e x pr e s si o n of a n e w t y id e n tifi e d 1 5 0-k D a di m e r e a rly

af t e r h u m a n T ly m p h o c yt e a c ti v ati o n . J . I m m u n ol .
,
1 4 8

,

3 1 8-3 2 3 (1 9 9 2) .

5 1) W a n g ,
P . L .

,
0

,

F a r r ell
,

S .
,

C l a y b e r g e r
,

C . &

K r e n sk y ,
A . M . : I d e n tifi c a ti o n a n d m ol e c ul a r cl o n l n g Of

T a c til e . A n o v el h u m a n T c ell a c ti v a ti o n a n ti g e n th a t i s a

m e m b e r of th e I g g e n e s u p e rf a mi l y . J . I m m u n ol .
,
1 4 8

,

26 0 0- 26 0 8 (1 9 9 2) .

52) L e d e r m a n ,
S

. , Y e 11i n
,
M . J .

,
K ri c h e v $ k y ,

A .
,
B el k o

,

J .
,
L e e

,
J . J . & C h e s s

,
L . : I d e n tifi c a ti o n of a n o v el s u rf a c e

p r o t ei n o n a c ti v a t e d C D 4
+

T c e11 s th a t i n d u c e s c o n t a c t-

d e p e n d e n t B c e11 diff e r e n ti a ti o n (h el p) ･ J ･ E x p ･ M e d リ 1 7 5
,

1 0 9 ト11 01 (1 9 9 2) .

5 3) W a t a n a b e
- F u k 11 n a g a

,
R .

, B r a n n a n
,
C . l .

,
C o p el a n d

,

N . G . , J e n k i n s
, N . A . & N a g a t a

,
S . : L y m p h o p r olif e r a ti o n

d e s o r d e r i n m ic e e x pl ai n e d b y d ef e c t s i n F a s a n ti g e n th a t

m e di a t e s a p o p t o sis . N a t u r e
,
3 5 6

,
3 1 4-3 1 7 (1 9 9 2) ･

5 4) F o x w e ll
,
B . M . J .

,
B a r r e t t

,
K . & F e d m a n n , M .

:

C yt o ki n e r e c e pt o r s : S tr u C t u r e a n d sig n al t r a n s d u c ti o n ･ C i n ･

E x p . 1 m m u n ol , , 9 0
,
1 6 1-1 6 9 (1 9 9 2) ･

55) T r a u t h
,
B . C り

K L a s
,
C .

,
P et e r s

,
A . M . J .

,
M a t z k u

,

S .
,

M 61l e r
, P り

F a l k
,
W .

,
D e b a tin

,
K . M . & K r a m m e r

,
P .

H .
: M o n o cl o n al a n tib o d y- m e di a t e d t u m o r r e g r e s si o n b y

i n d u c tio n of a p o p t o si s . S ci e n c e
,
2 4 5

,
3 0 ト3 0 5 (1 9 8 9) ･

5 6) O e h m
,

A .
,

B e h r m a n n
,

I .
,

F a l k
,

W .
.

P a w lit a , M . ,

M a n i e r
,
G .

,
K l a s

,
C .

,
L i - W e b e r

,
M . , R i c h a r d s , S .

, D h ei n ,

J .
,

T r a u t h
,

B . C .
,
P o n sti n g ,

H . & K r a m m e r
,

P . 1l . :

P u rific a ti o n a n d m ol e c u l a r cl o ni n g of th e A P O -1 c ell s u rf a c e

a n ti g e n , a m e m b e r of th e t u m o r n e c r o sis f a c t o r/ n e r v e

g r o w th f a c t o r r e c e pt o r s u p e rf a m ily . J . B i ol . C h e m .
,
2 6 7

,

1 0 7 0 9 -1 0 71 5 (1 99 2) .

5 7) M i y a w a k i
,

T .
,

U e h a r a
,

T .
,

N ib u
,

R .
,

T s uji ,
T .

,

Y a c h i e
,

A .
,

Y o n e h 乱r a
,
S . & T a n i g u c h i

,
N . : Diff e r e n tial

e x p r e s si o n of a p o p to sis r el a t e d F a s a n ti g e n o n l y m ph o c y te

S u b p o p ul a ti o n s in h u m a n p e rip h e r al bl o o d . J ･ I m m u n ol ･
,
1 4 9

,
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375 3T3 7 5 8 (1 9 9 2) . 5 9) W i llia m s
, G . T . , S m it h

,
C . A .

,
S p o o n c e r

,
E .

,
D e x t e r

,

5 8) F al k
,
M ･ H ･

,
T r a u t h

,
B ･ C ･

,
D e b a t in

,
K ･

- M .
,

K l a s
,

T . M . & T a yl o r
,

D . R . : H a e m a t o p oi e ti c c ol o n y sti m u l a t in g

C .
,

G r e g o r y ,
C ･ D ･

,
R i c k in s o n

,
A . B ･

,
C al e n d e r

,
A .

,
f a c t o r s p r o m ot e c e u s u r v i v al b y s u p p r e s s ln g a P O p t O Si s .

L e n oi r
,

G . M .
,

E ll w a rt
.

J . W .
,

K r a m m e r
,

P . H . & N a t u r e
,
3 4 3

,
7 6 イ9 (1 9 9 0) .

B o r n k a m m
,

W . : E x p r e s si o n of th e A P o -1 a n ti g e n i n 6 0) D u k e
,
R . C . & C o h 6 ri

,
J . J . : Ⅰし2 a d d i c ti o n : wi th d r a-

B u rk itt i y m ph o m a' c e11 1i n e s c o r r el a t e s wi th a s hif t t o w a r d s a w al of g r o w th f a c t o r a c ti v a t e s a s ui cid e p r o g r a m in

1y m p h o b l a s t oid p h e n o t y p e . B l o od , 7 9
, 3 3 0 0 -3 3 0 6 (1 9 9 2) . d e p e n d e n t T c e u s . L y m p h o ki n e R e s .

,
5

,
2 89 - 2 9 9 (1 g 8 6) .

I d e n tin c & ti o n of a N o v cI A cti v ati o n A n ti g e n P r efb r e n ti ally E x p r e s s e d o n H u m a n T C ell s S u s c e p tib l e t o A p o p t oti c

C eII D e at h b y a M o n o cl o n al A n ti b o d y I M N 3 .l
r

r h k a hi r o U e h a r a
,
D ep ar t m e n t Of P e d i a tri c s

,
S c h o ol of M e di cin e

,

K an a Z a W a U mi v er sity ,
K an a Z a W a 9 2 0 - J . J u ze n M e d S o c .

,
1 0 2 , 4 9

-

60 ( 19 9 3)

K e y w o r d s E ps tei n - B arr v i ru S
,
i n fe c ti o u s m o n o n u cl e o si s

,
T c ell

,
a C ti v ati o n an tlg e n

,
ap O pt O Si s

A b st r a c t

Wh e n c ul tu r e d w i血 o u t a pp r o p ri a te g r o w th f a ct o rs
,

m O St a Cti v a ted (C D 4 5 R O
+
) T c ell s e x p an d e d i n a c u te E p s te in - B ar r

Vi ru S ( E B V)
-i n d u c e d i nft c ti o u s m o n o n u cl e o si s (I M ) e a sily di e th r o u gh an a p Op t O ti c c e11 d e a th m e c h a mi s m

,
in dic at in g o n e

a n d g e n - d ri v e n s el e cti o n in th e pe ri p h ery . I n 血is w or k
,
th e a u th or att e m pt e d t o r ai s e th e m o n o cl o n al an ti b o d y ( m A b) ag ai n st

C ell s u rfa c e m ol e c ul es , P r eft r e n ti all y e xp r es s e d o n T c e11 s e n te rln g ap Opt O Si s
,
b y i m m u mi zi n g pe ri ph er al bl o o d m o n o n u cl e ar

C ell s f r o m an a C u te I M p a ti e n t .

r

m e a u th o r ob ta in e d o n e m A b
,
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