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E p st ei n- B a r r ウ ィ ル ス ( E p s tei n
q B a r r vi r u s

,
E B V ) の 初感染 に よる伝達性単核症(i nf e c ti o u s m o n o n u cl e o si s

,
I M ) ほ 自然

治癒 が期待で き る良性 の リ ン パ 球増殖性疾患で ある . 本症で は
,

E B V 感染 に 対す る T 細胞の 免疫応答と して の 活性化 丁細胞

の 増加 が血 液学的特徴 と して あげ られ
,

こ れ らの 活性化丁細胞が 白血球共通抗原(C D 4 5) の ア イ ソ フ ォ
ー ム で ある C D 4 5 R O 抗

原で 識別 で き る こ と が知 られ て い る .

一 方
, 活性化 丁細胞が 末梢血 か ら消失す るに つ れ て I M が 自然 に 治癒 して ゆ くが

,
生体

内よ ワ活性化 丁細胞が排除 され る際に い か な る メ カ ニ ズ ム が 関与す るの か 明 らか で ほな い . 本研究 で は , 正 常人 の 末梢血 丁細

胞か 生体外 の 培養に よ り細胞死を 起 こ しに く い の に 対 して
, 急性期 IM の 末梢 血 丁細胞 で は 多くの 細胞に 細胞死 が み られ , 形

態的特徴や
,

D N A 断片化と い う生化学的特徴 か らそ の 細胞死 の 機序が ア ポ ト
ー シ ス で ある こ とを 示 した . さら に

, そ の ア ポ

ト
ー シ ス が C D 4 陽性(C D 4

+

) , C D 8 陽性(C D 8
+

) の 両丁細胞の うち活性化丁細胞に あた る C D 45 R O 陽性( C D 4 5 R O
十

) T 細胞

お い て 選択的 に 誘導 され て い る こ とを 明 らか に した .

一 方
,

同 じく C D 4 5 R O 抗原 で 認識 され る正 常メ モ リ ー

T 細 胞に は ア ポ

ト ー

シ ス は ほ と ん どみ られ なか っ た . 最近,
F a s 抗原が リ ン パ 球 に ア ポ ト

ー

シ ス を誘導す る細胞表面分子 と して
, ま た b cl-2

が ア ポ ト ー シ ス の 抑制に 関わ る遺伝子 と して 注 目 され て い る . 本研究 で は さ らに IM 活性化 丁細胞 の ア ポ ト ー シ ス 誘導 に どの

よ うな 細胞条件 が必要な の か を 検討す る目的で
,
I M と正常 人の 末梢血 丁細胞に つ い て F a s 抗原と b cl- 2 の 遺伝子産物 で ある

b cト2 細胞内蛋白の 発現を 比較 した . F a s 抗原発現は IM の 活性化 丁細胞ばか り で な く正 常人の メ モ リ ー

T 細胞に も認め ら れ

た .

一 方 , 我 々 は b cl-2 蛋白発現 の 解析方法 を工 夫 し
,

フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ

ー

に よ り各丁細胞分画 に わ けて b cト2 蛋白発現を

検討 した . そ の 結果, 興味深 い こ と に IM の 活性化丁細胞(C D 4 5 R O
十

) で は そ の ア ポト
ー

シ ス 傾向を 支持する よ う に b cト2 蛋白

発現は 認め ら れ なか っ た . こ れ に 対 して
, 正常 人丁細胞 で ほ C D4 5 R O 陰性( C D 4 5 R O▼) お よび C D4 5 R O

+

の 両 丁細胞とも に

い b cl-2 蛋白発現がみ られた . さ ら に
,

ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ テ ィ

ソ グ法に よ る解析 で も同様の 結果が確認 され た . 本結果か ら リ

ン パ 球の 生命維持に は F a s 抗原 で はな く ,
b cl-2 蛋白発現が 強く関与す る こ とが 示唆 された . 以 上

,
I M で み られ る活性化丁細

胞 の 著明 な ア ポ ト
ー シ ス は , E B V 感染に 対す る過剰な T 細胞 の 免疫反応 を終蔦す ると い う意味に お い て 重要な 役割 を 果た す

と考 え られ た .

K e y w o r d s i nf e c tio u s m o n o n u cl e o si s , a P O P t O Si s , E p s t ei n
- B a r r vi r u s , F a s 抗原 ,

b c l-2 蛋白

ヒ ト ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 属 す る E p st ei n-B a r r ウ ィ ル ス

( E p st ei n- B a r r vi r u s , E B V ) ほ
,

B リ ン パ 球と鼻咽頭 上皮細胞を

標的細胞 と し て
,

ヒ ト に 広 く感染 ,

一

旦感染す ると 持続 的に 潜

伏感染する .
E B V の 初感染ほ

,
主 と して 乳幼児期に み られ

, 多

くの 場合初感染時 に ほ 無症状 に 経過す るが
,
時 に 発熱 ,

リ ン パ

節腫脹 , 肝脾腫 , 扁桃炎, 末梢血 の 異型 リ ン パ 球 の 出現等の 臨

床症状を 特徴 と す る 伝染性 単核症 (i nf e c ti o u s m o n o n u cl e o si s
,

I M ) を来た す1)

,
加 え て E B V ほ バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫や 鼻咽頭癌

の 発癌と の 関与が示 唆 され て い る .

一 方
2)

, 慢性活動性 E B V 感

染症や vir u s- a S S O Ci a t e d h e m o p h a g o c yti c s y n d r o m e ( V A H S ) と

い っ た 多 彩な 血 液学 的異常 を 呈 し , 臓 器移植患 者や h u m a n

i m m u n o d efi ci e n c y vi r u s ( H I V ) 感染者等 の い わ ゆ る免疫不全宿

主に あ っ て は
一 本 ウ ィ

ル ス に 起 因す る と考え られ る B リ ン パ 球

系の 悪性腫瘍の 合併が観察され る
3 ト 5)

. E B V は リ ン パ 球 の う ち

B 細胞 に 感染するが
,
I M 症例末梢 血 に 増加する異 型 リ ン パ 球

ほ T 細胞 で あり
,

こ と に サ プ レ ッ サ ー/ キ ラ ー T 細胞 と し て の

C D 8 陽性(C D 8
t

) T 細胞と され る
8)7)

. さ らに
.
I M で増加の み ら

れ る C D8
-

T 細 胞 は 細 胞 表 面 に 活 性 化 マ ー カ ー

と し て の

H L A- D R 抗原を発現,
E B V 感染 B 細胞に 対 して 細胞障害性に

機能 する 活性 化 丁稚胞 と 考え られ て い る
8)

. 白 血 球共通抗原

(C D 4 5) の ア イ ソ フ ォ
ー ム で ある C D4 5 R O 抗原は

, 最近 ,
ヒ ト

に お ける メ モ リ
ー

( m e m o r y) T 細胞 の 有用 な マ ー カ ー と して 頻

要 され て い るが
9)10 )

, 生体内に お け る T 細胞の 活性化 の 指標 と し

て有用の よ う で ある
1-)

. 我 々 ほ
, 最近の 研究で , 急性期IM 症例

では
,
C D 8

+

T 細胞の み な らず ヘ ル パ ー

T 細胞 と して の C D 4 陽

性 (C D 4
+

) T 細胞が C D 4 5 R O 抗原を 強く発現 , 本症 で両 丁細胸

A b b r e vi atio n s : b p , b a s e p air ; D P
, d o u bl e p o sitiv e ; E B V ,

E p st ei n - B a r r vi r u s ; E D T A
,
e t h yl e n e di a m i n et et r a a -
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,
f et al c alf s e r u m ; F I T C

,
flu o r e s c ei n is o t hio c y n a t e ; H I V

,
h u m a n i m m u n o d efi ci e n c y vir u s ; I g ,

i m m u n o gl o b u li n ; I M
,
i nf e cti o u s m o n o n u cl e o sis ; M H C

,
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,
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, p e ri p h er al bl o o d



1 4 4

の 活性化状態が み られ る こ と を 明らか に した
13)

. I M は通常 , 定

型例 で も1 , 2 カ 月の 経過 で自然治癒の 期待 で き る予後良好な

リ ン パ 球増 殖 性 疾 患 で あ り , 本 症 の 自 然 経 過 と と も に

C D 4 5 R O 陽性 ( C D 4 5 R O
十

) T 細胞頻度 の 減少 が観察 され る . し

か し
,
I M 患者末梢血 に 増加する活性化 丁細胞 が

, 回 復 期 に 生

体 内よ りい か な る磯序 で 排除 され るの か 明らか で な い .

細胞 死 は , 病 理 学 的 に 壊 死 ( n e c r o si s) と ア ポ ト ー シ ス

( a p o p t o si s) の 二 種類 に 大別 され る . 壊死が物理的 , 化学 的要

や 虚血
, 補体の 作用に よ っ て障害 され た受動的細胞 死で ある の

に 対 して
,

ア ポ ト ー シ ス 細胞死 は胚 発生過程や 正常 の 細胞 回 転

の 盛ん な細胞 に み られ る 生理 的細胞 死 で ある
1 3)1 1)

. 最近 多く の

研究よ り ,
ア ポ ト

ー

シ ス 死現象が 免疫担 当細胞の 分化 ･ 成熟過

程 の み な らず , 末梢 リ ン パ 組織に お ける免疫応答の 制御 に 極め

て 重 要な 役割 を 果 た す こ と が 明 らか に され て い る
15)1 6)

.
ア ポ

ト
ー シ ス 細胞死 誘導 に 関わ る詳細な メ カ ニ ズ ム は 未だ 明 らか で

は な い が , リ ン パ 球の ア ポ ト ー シ ス 死を 媒 介す る細 胞膜 分 子

F a s 抗原の 遺伝子 ク ロ ー ニ ン グ
Ⅲ

,
さ らに は ア ポ ト ー シ ス 細胞

死 に 抑制的 に 機 能す る遺伝 子群 ( a n ti- a P O P t O Sis g e n e s) (b c l -2 ,

C e d -9
,
E lb 等) の 解明 が進 ん で い る

18卜 20)
. 本研 究 で は

, 急 性期

I M に 増加す る活性化( C D 4 5 R O
十

) T 細胞で 著明なア ポ ト ー

シ ス

細胞死 が誘導 され る こ と を示 すと と もに
, 本症活性化 丁細胞 の

ア ポ ト
ー シ ス 誘導 の 免疫学的背景を 明 らか に す る 目 的 で

,
I M

活性化 丁細胞 お よ び正 常 メ モ リ ー (C D 4 5 R O
十

) T 細胞 に おけ る
,

ア ポ ト ー シ ス 関連細胞膜分子の F a s 抗原な ら び に 抗 ア ポ ト ー

シ ス 遺伝子産物 と して の b cl-2 蛋白発現 に つ き比較検討 した ,

対象および方法

Ⅰ . 対 象

発熱 l 脾腫 , 頸 部リ ソ パ 節腫脹, 末梢血 の 異型 リ ン パ 球 出現

と い っ た 特有 の 臨床所 見や E B V 初感染を 示唆す る血 清学的検

査所見り か ら I M と 診断 され た 小児23 人( 2
-

1 5歳) と
,

コ ン ト

ロ ー ル と して I M 患者 と 同年齢の 健康小児と健康成人 の よ り ヘ

パ リ ン 加静脈 血 を採取 した . 胸腺は先天 性心疾患 の 手術 の 際 に

摘 出され た検 体を用 い た .

Ⅱ . 単核細胞 の分離

ヘ パ リ ン 加 静脈血 か ら Fi c olトH y p a q u e を用 い た 比 重遠心 法

に よ り 末 梢 血 単核 細 胞 (p e ri p h e r al b l o o d m o n o n u cl e a r c ell
,

P B M N C) を 分離 した . 胸腺ほ 細切 した後 ナ イ ロ ン メ ッ シ
ュ に

て細胞成分を濾過 し
, 更に Fi c oIトH y p a q u e 比重遠心 法 で 死細胞

を 除去した もの を用 い た . 分離され た単核細胞 は10 % 非働化 ヒ

ト血清 ,
2 5 m M H e p e s , 5 ×1 0q 5

M 2 r メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
,

0 . 3 m g/ m l L グ ル タ ミ ソ
,
2 00 U/ m l ペ ニ シ リ ン な らび に 1 0 p g/

m l ゲ ソ タ マ イ シ ン を 含 む R P M I 1 6 4 0 培 養 液 ( Gib c o

L a b o r a t o rie s
.
G r a n d I sla n d

,
N Y

,
U .S .A .) に 浮遊 した .

Ⅲ . 単ク ロ ー ン抗体 ( m o n o cl o n al a n tib o d y ,
m A b) お よび坑

血 清

フ ル オ レ ス セ イ ン
･

イ ソ チ オ シ ア ン 酸(fl u o r e s c ei n i s o thi o c y
-

n a t e
,
FI T C ) 標 識 O K N K (抗 C D 1 6) m A b (i m m u n o glo b uli n

〔I g〕 M) ,
フ ィ

コ エ リ ス リ ン (p h y c o e r y th ri n , P E) お よ び

FI T C 標識の O K T 3 (抗 C D 3) r n A b (I g G 2 a) は オ ー ソ ･ ダイ ア

グ ノ ス テ ィ ッ ク ･

シ ス テ ム 株式会社 (東京) よ り
,
FI T C 標識抗

L e u 1 6 (抗 C D 2 0) m A b (I g G l) ,
ペ リ ジ ニ ソ ク ロ ロ フ ィ ル 蛋白

(p e ridi ni n c h l o r o p h y11 p r o t ei n
,
P e r- C P ) 標識と FI T C 標識の 抗

L e u 3 a (抗 C D 4) m A b (I g G l) お よび 抗 L e u 2 a ( 抗 C D 8) m A b

(I g G l) は B e c t o n D i ck i n s o n I m m u n o c yt o m e tr y S y st e m s (S a n

J o s e
,
C A

,
U .S . A .) よ りそ れ ぞれ 購入 した .F a s 抗原に 対 す る抗

F a s m A b (I g M ) は米原伸博士 (日本 タ バ コ 産業株式会社医薬基

礎研究所 , 横浜) よ り供与 され た . ヒ ト b cト2 蛋白に 対 す る抗

b cl q 2 m A b (I g G l) と P E お よ び FI T C 標 識 の U C H L l (抗

C D 45 R O) m A b (I g G 2) は ダ コ ･ ジ ャ
バ ソ 株式会社(京都) よ り購

入 した
.

二 次抗体と して使用 した FIT C 標識の ウサ ギ抗 マ ウ ス

I g G l 抗 体 は Z y m ed L a b o r a t o ri e s ( S a n F r a n cis c o , C A
,

U ･S ･ A ･) よ り
,

P E 標 識 の ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス I g M 抗 休 ほ

S o u th er n B i o t e c h n ol o g y A s s o ci a t e s
,
I n c . ( B ir m in gh a m

,
A L ,

U .S . A .) よ り入 手 した .

Ⅳ . 単核細胞の 培養

急性期IM お よび 同 年齢 の 健康小 児よ り得 られた P B M N C を

1 ×10
5

/ m l の 濃度 で10 % 非働化 ヒ ト血 清を含む R P M I 1 6 4 0 培養

液 に 浮遊 し
,
9 6 穴 平底 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ

ー ト (N o .2 5 8 6 0 ;

C o r ni n g G l a s s W o r k s , C o r ni n g , N Y , U .S . A .) に 2 00 J11 ず つ 分

注, 炭酸 ガ ス 培養器 (37 ℃
t

5 % C O 2) に て 培養 した . 培 養ほ

72 時間目 ま で 行 い
, 経 時 的に 0 . 1 6 % ト リ バ ン プ ル ー

(tr y p a n

b l u e) (和光 純 薬 工 業 株 式 会 社 , 大 阪) を 含 む 燐 酸 緩 衝 液

( p h o s p h a t e b u ff e r e d s ali n e
,
P B S) (P H 7 . 4) で 死細胞 を確認 し

,

そ の 割合か ら生細胞率を 算出 した . また 同 時に 作成 した 培養細

胞 の サ イ ト ス ピ ン 標本を メ イ
･

ギ ム ザ 法に て 染色, 核 ク ロ マ チ

ン の 濃縮や 核お よ び細胞 質の 断片化 と い っ た 形態変化 よ り ア ポ

ト ー シ ス を 確認
用

, 任意の 視野で500 個 の 培養細胞中に 占め る ア

ポ ト
ー

シ ス の 割合を 計算 した .

Ⅴ . 培養細胞の細 胞表面抗原 の解析

I M お よ び健康小児の
,
培養前と培 養後72 時間後 の P B M N C

に つ い て
,
F I T C 標識抗 C D 3

, 抗 C D 2 0
, 抗 C D 1 6 m A b に て 単

染色 を
,
P E 標識抗 C D 4 5 R O m A b と FI T C 標識抗 C D 4 ま た

は抗 C D 8 m A b を風 合せ て 二 重標識免疫蛍光染色 を施行 し , 培

養 前後 に お ける 各 リ ン パ 球 分画 の 割合を 比較 した , なお 培養後

の P B M N C に つ い て は パ
ー

コ
ー

ル (P e r c oll) (S ig m a C h e m ic al

C o ･
,
S t , L o u is

,
M O

,
U S A ) を用 い た 比重遠心 法 で死 細胞を 除去

し用 い た . 染色は 4 ℃
, 2 0 分間 で , 洗浄ほ 3 % 非働化 ウ シ 胎 児

血 清 (f et a l c alf s e r u m
,

F C S ) ( F l o w L a b o r a t o ri e s
,

M cl e a n
,

V A , U ･S ･ A ･) お よび0 .1 % ア ジ化 ナ ト リ ウ ム を 含む P B S (洗浄緩

衝液) で 行 っ た . 解析に ほ C yt o r o n A b s ol u t e フ ロ ー サ イ ト メ ー

タ ー ( オ ー ソ ･ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ･ シ ス テ ム 株 式会 社) を

用 い
, 培養の 前後 に おけ る各 リ ン パ 球分画の 割合 の 差の 検定 に

ほ
,
S t u d e n t

'

s t 検定を 用 い た .

Ⅵ . T 細胞亜 分画 の単離

必 要な細胞 分画は E PI C S - C フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー (C o ult e r

E l e c tr o n ic s I n c ･
,
H i al e a th , F L , U .S . A .) を用 い た 細胞 ソ ー テ ィ ン

グ法 に よ り得 た . P B M N C を FI T C 標識抗 C D 3 m A b と P E

標 識抗 C D4 5 R O m A b で 二 重 標識免 疫蛍 光染 色 し
, 末 分画

C D 3 陽性(C D 3
+

) T 細胞 ,
C D 4 5 R O

+

T 細胞お よ び C D 4 5 R O 陰

m o n o n u cl e a r c ell ; p h o s p h at e b uff e r e d s ali n e ; P E , p h y c o e r y t h ri n ; P e r
- C P

, p e ridi n in c hlo r o p h yll p r o t ei n ; S D S ,

S O di u m d o d e c y l s u lf at e ; T C R
,

T -

C ell r e c e p t o r ; T N F
,

t u m O r n e Cr O Sis f a ct o r ; V A H S
】

Vir u s q a s s o ci at ed

h e m o p h a g o c y tic s y n d r o m e



活性化 丁細胞の F a s
,
b cト2 発現と ア ポ ト ー シ ス 1 45

性( C D 45 R O~ ) T 細 胞の 3 分画の 細 胞を得 た ･ 加 えて P E 標識

抗 C D 4 5 R O m A b と FI T C 標識抗 C D 4 m A b また は FI T C 標

識抗 C D 8 m A b を用 い
,
C D 4

+

T 細胞お よ び C D 8
'

T 細胞を さ

らに C D 4 5 R O
+

な らび に C D 4 5 R O～ T 細胞分画に 分離 した ･

Ⅶ .
D N A の 電気泳動

細胞 ソ ー テ ィ ン グ 掛 こ よ り得た 各分画の T 細胞を1 8 時間培養

軋 S mi th らの 方法に 従 っ て D N A を 抽出 した
21)

･ すな わ ち
,
遠

心に よ り上 清を 除去 した細胞成分に 40 〃l の プ ロ テ ィ ナ ー ゼ E

(p r o t ein a s e K) (和光純薬工 業株式会社) を 含む 緩 衝液 (1 0 m M

eth yl e n ed i a m i n e t e tr a a c eti c a cid 〔E D T A 〕 ,
5 0 m M T ri s- H C l

〔P H 8 . 0〕 ,
0 . 5 % s o d i u m l a u r yl s a r k o s y n a t e

,
0 ･ 5 m g/ m l

p r ot ei n a s e K ) を加え50 ℃
, 60 分 間反応 ,

さ らに 0 ･ 5 m g/ m l 濃度

の R N A 分解酵素 ( R N a s e) (S ig m a C h e m ic aI C o ･) 1 0 FLl 加え ,

5 0 ℃
,
6 0 分間反応 させ た . こ の D N A サ ン プル を , 7 0 ℃ 1

5 分

間加温 ,
ブ ロ モ フ ェ ノ

ー ル ブ ル ー (b r o m o p h e n ol bl u e) を 含

む緩衝液(1 0 m M E D T A 〔P H 8 . 0〕 ,
1 % 低融点ア ガ ロ

ー

ス ゲ

ル 〔l o w m elti n g a g a r o s e g el〕 〔和光純薬工 業株式 会社〕
,

0 . 25 % b r o m o p h e n o = )1 u e
,
4 0 % 薦糖 〔s u c r o s e〕) を 10 pl 加

え
,
0 . 1 p g/ m l の エ チ ヂ ュ ウ ム ブ ロ マ イ ド (e th idi u m b r o m id e)

を含む 2 % ア ガ ロ ー ス ゲル ( a g a r o s e g el) (宝酒造株式会社 , 京

都) と電 気泳 動緩衝 液 (40 m M T ri s- a C e t a t e 〔P H 7 ･8〕 1 m M

E D T A ) を 用 い て電 気泳動 (20 V , 3 時間) を 行い
, 紫外光線に

よ り D N A バ ン ドを 観察 した .

Ⅷ . 免疫蛍光染色法に よ る F a s 抗原発現の解析

丁細胞亜 分 酎 こおけ る F a s 抗原の 発現を み る ため
,

三 重標識

免疫染色法を 用 い た . I M お よび 同年齢の 健康 小児よ り得 られ

た P B M N C に 抗 F a s m A b を加 え 4 ℃
,
2 0 分間反応 させ 2 回洗

浄
,
P E 標識 ヒ ツ ジ抗 マ ウ ス I g M 抗 体を 4 ℃

,
2 0 分間反応させ

た . 更 に FI T C 標識抗 C D 4 5 R O m A b と P e r
- C P 標識抗 C D 4

m A b また は P e rr C P 標識抗 C D8 m A b を組 み合わ せ て 添加 し

た . フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法に よ り C D 4
十

,
C D 8

+

T 細胞に おけ

る C D 4 5 R O と F a s 抗原の 相関関係 をみ た .

Ⅸ . フ ロ
ー

サ イ トメ トリ
ー 法に よ る b cl -2 輩自発現 の解析

1 . 単核細胞 の 処理

b cl- 2 蛋白は細胞質内に 局在す るた め
22)

, 免疫蛍光染色 を行 う

前に 以 下の 方法 で P B M N C を処理 した . 最初に 4 % パ ラ フ ォ

ル ム ア ル デ ヒ ド(p a r af o r m ald e h y d e) 加 P B S を 室温で20 分間反

応, 細胞 を 固定
,

さ ら に0 .1 % トリ ト ン Ⅹ-1 0 0 (和光純薬 工業株

式会社)
,

0 . 1 % ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (b o vi n e s e r u m alb u m i n)

(S ig m a C h e m i c al C o .) を含 むP B S を 室温で 5 分間反応 させ
,
細

胞膜 の 透過性を 高め た .

2 . 免疫蛍光染色 に よ る b cト2 蛋白解析法

丁細胞 お よび そ の 亜 分画に お ける b cl- 2 蛋白の 発現を み る た

め 単,
二 重

,
三 重標 識免疫蛍光染色法を 用い た . 処理 を 終え た

P B M N C に 毎g/ m l 濃度の 抗 b cト2 m A b を加え 4 ℃
,
2 0 分間

反応 , さ らに 二 次抗体 と し て FI T C 標 識 の ウ サ ギ 抗 マ ウ ス

I g G l 抗体と 4 ℃
,
2 0 分間反応 させ た . 二 次抗体の 抗体非結合部

位を ブ ロ
ッ クす る 目的で

,
1 0 % 濃度 の 正 常 マ ウ ス 血清で 4 ℃ ,

1 0 分間反応後,
二 重標識免疫蛍光染 色と し て P E 標 識抗 C D3

m A b を
,

三重標識免疫蛍光染色 と して FI T C 標識抗 C D4 5 R O

m A b と P e r
- C P 標識抗 C D 4 m A b ある い は抗 C D 8 m A b を

合せ それぞれ 加え た .

X . ウ エ ス タ ン ブ ロ l

ソテ ィ ン グ法 に よ る b c ト2 蛋白の 検出

IM
, 健康小児の P B M N C と胸腺 細胞 よ り∴細胞 ソ ー テ ィ ソ

グ法で得 られ た各細胞分画 の 単核細胞 に つ い て
,
1 0

6

個あた り

1 0 FLl の 割合で細胞溶解液(10 m M T ris- H C l , 1 5 0 m M N a C l ,
1 m M

E D T A
,
2 M p h e n yl m e th yl s ulf o n yl fl u o rid e) を 加え 4 ℃ , 2 0 分間

静置 し
,
1 0 0 0 0 g で10 分間遠心 す る こ と に よ り 上 清液 を 待 た .

こ の 上 清液 を 試料処 理 溶液 (1 25 m M T ris - H C l
,
2 0 % グ リ セ リ

ン
, 4 % ソ デ ィ ウ ム ドデ シ ル 硫酸 〔s o d i u m d o d e c yl s ulf a te

,

S D S〕 , 0 . 0 0 5 % ブ ロ モ フ ェ ノ ー

ル ブ ル ー 〔b r o m o p h e n ol

bl u e〕) で 希釈 ,
2 分間沸騰 処理 し試料 と した . 電 気泳動 ほ

S D S一ポ リア ク リル ア ミ ドグ ラ ジ ェ ソ トゲ ル (1 0 -

2 0 % ) (第 一 化

学薬品株式会社
,
東京) を 用 い て 行い

, 分離 された 蛋白質 ほ電

気泳動転写装置( ホ ラ イ ズ プ ロ
ッ ト)( ア ト 一 株式会社 , 東京) を

使用 し
,

ニ ト ロ セ ル ロ ー

ス メ ソ プ レ ソ フ ィ
ル タ ー (東洋濾紙株

式会社 , 東京) に 転写 した . こ の ニ ト ロ セ ル ロ
ー

ス メ ソ プ レ ソ

フ ィ
ル タ

ー

を ブ ロ ッ キ ン グ用 緩衝 液 ( 5 % ス キ ム ミ ル ク 加

P B S) に 1 時間浸透 し
,
0 . 1 % T w e e n 20 (S i g m a C h e m i c al

C o .) を 含む P B S で 4 FLg/ m l の 濃度に 希釈 した 抗 b c l- 2 m A b を

1 時間反応さ せ た . 更に15 0 0 倍希釈 した ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 標識

の ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス I g 抗 体 ( A m e r s h a m I n t e r n a ti o n al pl c .
,

A m e r s h a m
,
U .K .) を 1 時間反応 させ た後 ,

E C L ウ ェ ス タ ン ブ

ロ
ッ テ ィ ン グ検出シ ス テ ム (A m e r s h a_ m I n t e r n a ti o n al pl c .) に て

抗原を 検出 した .
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Ti m e ( h r)
F ig . 1 . I n d u c ti o n b y i n c u b a ti o n of vi a bility I o s s ( A ) a n d

a p o p t o si s ( B) i n P B M N C S f r o m a c u t e I M p a ti e n t s ( ●) a n d

a g e
-

m a t C h e d n o r m al c o n tr oI s ( ○) . T h is ill u s tr a t e s th e

ki n e ti c s of c e11 vi a biity a n d a p p e a r a n c e of a p o p t otic c ells i n

th e c ult u r e s w ith th e c ult u r e m e d i u m al o n e f o r v a ri o u s

ti m e s . T h e p e r c e n t a g e s o f v ia bl e c ell s w e r e d et e r m i n e d

b y tr y p a n b l u e d y e e x cl u si o n , a n d th e p e r c e n ta g e of

a p o pt o sis w a s e v al u a t e d o n M a y
-

G r u n e w ald -

Gi e m s a
-

St a in e d

C yt O C e n trif u g e p r e p a r a ti o n s . T h e r e s ult s a r e e x p r e s s e d a s

th e m e a n s ±S D f r o m e x p e ri m e n ts f o r 1 5 I M p a ti e n t s a n d

l O n o r m al s i n d u pli c a te s .



1 4 6 丸

T a bl e l . L y m p h o c y t e S u b p o p u l a ti o n s a n d C D 4 5 R O - P o siti v e C ell s i n C D 4
+

a n d C D 8
+

T C e11 s

b ef o r e a n d af t e r I n c u b a ti o n
り

I M P a ti e n t s ( n = 6)

B ef o r e A ft e r

N o r m al C o n t r oI s ( n
= 6)

B e f o r e A ft e r

+

+

+

+

+

0

6

3

A
-

8

2

1

D

D

D

D

D

C

C

C

C

C

%

8 5 .3 土4 . 0
2)

1 4 . 0 ±8 . 4

7 0 .8 ±1 2 . 8

3 . 8 ±2 . 0

1 0 . 6 ±3 .1

%

5 3 . 5 ±3 . 0

2 9 . 6 ±1 4 . 2

2 6 . 0 ±5 . 1

8 . 4 ±4 . 3

3 4 . 3 士5 . 2

♪ %

< 0 . 0 0 1 7 1 . 6 ±5 . 6

< 0 . 0 1 47 . 8 ±8 . 2

< 0 . 0 0 1 21 . 8 ±5 . 6

< 0 . 0 0 5 1 3 . 6 ±5 . 5

< 0 . 0 0 1 1 4 . 4 士3 . 6

%

7 2 . 3 ±6 . 4

4 4 . 8 士9 . 9

2 2 . 8 士7 . 8

1 3 . 7 ±5 . 8

1 4 . 5 士5 . 1

C D 4 5 R O
+

i n C D 4
+

C D 4 5 R O
+

i n C D 8
+

6 2 . 5 ±8 . 9 2 1 . 2 士3 . 0

8 4 . 1 ±6 . 5 7 . 4 ±0 . 6

< 0 . 0 0 1 2 1 .2 ±1 2 . 2 22 . 3 ±5 .8

< 0 . 0 0 1 1 6 . 2 ±5 .5 1 7 . 2 士9 .8 N S

1 ) P B M N C f r o m I M p a ti e n t s a n d a
, g e

-

m a t Ch e d n o r m al c o n tr oI s w e r e i n c u b a t e d a t 3 7 ℃ i n th e

c ult , u r e m e d i u m al o n e . V i a bl e c eII s w e r e c oll e c t e d o n P e r c oll c u s hi o n af t e r i n c u b a ti o n f o r 3

d a y s . S u rf a c e m a r k e r s of fr e s hly i s ol a t e d a n d c ult u r e d vi a bl e c ell s w さr e e v al u a t e d b y th e

i m m u n ofl u o r e s c e n c e m e th o d u sl n g a C y t o r o n A b s ol u t e flo w c yt o m e t e r .

2) M e a n 土S D of e x p e ri m e n t s . P r o b a b ilit y 伊) v al u e s f o r th e diff e r e n c e b e t w e e n b e f o r e a n d

af t e r i n c u b a ti o n a r e s h o w n w h e r e si g nifi c a n t ( p < 0 .0 5) .

3) N S
,

n O t Sig nific a n t .

成 績

Ⅰ ∴ 培養に よる I M 末梢血単核細胞 の アポ ト
ー

シ ス 死の 誘導

急性期I M お よび 健康小児よ り採取 した P B M N C を 非刺激下

で 培養, 生細胞率 と形態学的 に ア ポ ト ー シ ス を 呈 す る細胞の 割

合を 経時的に 観察 した . 図 1 A に 生細 胞率 を
, 図 1 B に ア ポ

ト ー シ ス 細胞の 割合 を示 した . 健康 小児の P B M N C は 培 養7 2

時間 日に お い て 生細胞率 が90 % 前後を 保ち
,

ア ポ ト
ー

シ ス を 示

す細胞は 極め て 少 な か っ た .
こ れ に 対 しIM の P B M N C ほ 培養

後約24 時間で 生細胞率 が 約20 % ま で 急激に 低下 し , さ らに 6 時

間目を ピ ー ク と して 約40 % の 細胞 に 核 ク ロ マ チ ン の 濃縮や 核 お

よ び細胞質の 断片化と い っ た ア ポ ト ー シ ス を示 す形態変化が 観

察さ れ (下記 , 図 3 参照) , 多く の 細胞が ア ポ ト ー

シ ス を 介 して

細胞死 が誘導 され て い るもの と考 え られ た .

Ⅱ . 培養前後に おけ る I M リ ンパ 球の 表面抗原の 変化

IM に おい て どの よ うな種類 の リ ン パ 球 が ア ポ ト
ー シ ス に よ

り細胞死 を起 して い る の か を 評価す る 目的 で 仁 培養前 と培養後

72 時間後で の リ ン パ 球表面抗原発現を急性期I M と健康 小児で

比較 した (表 1 ) . 健康小児 で は い ずれ の リ ン パ 球分画に お い て

も培養の 前後 で そ の 割合 に 有 意な 変化 は 認 め られ な か っ た .

I M の 培養前で は
,
I M に 特徴的所見と さ れ る C D 8

+

T 細 胞の 増

加 と C D 4
十

丁細胞 の 減少すな わ ち C D 4/C D 8 比の 逆転が 全例で

認 め られ
, 同年齢 の 健康小児七比較 し C D 4

十

およ び C D 8
+

分画

に 占め る C D 4 5 R O
+

T 細胞 の 割合が 多か っ た . きら に
, 培養後

で は ,
C D 8

+

T 細 胞 が 減 少 し逆 に C D4
+

T 細 胞 ,
B 細 胞

( C D 2 0 陽性) ,
ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー ( n a t u r al k ill e r

,
N K) ( C D 1 6 陽

性) の 相対的 増加 が み られ た が
, 興 味 深 い こ と に は C D 4

十

,

C D 8
+

の 両丁細胞 に お い て C D 4 5 R O
+

細胞, すな わ ち活性化 丁

細胞 の 著明 な 減少 が 認 め ら れ た . 以 上 の 結果 か ら
,
I M の

P B M N C で は主 に C D 4 5 R O
+

活性化 丁細胞で ア ポ ト
～ シ ス が 誘

導 され て い るもの と考えられた .

Ⅲ .
D N A 電気泳動 に よる アポ ト ー

シ スの 検討

ア ポ ト ー シ ス の 生化学的特徴 と して D N A に18 0 - 2 0 0 塩基対

1 2 3 4 5 6

Fig . 2 . D N A f r a g m e n t a ti o n i n C D 4 5 R O- a n d C D 45 R O
+

T- C ell p o p u l a ti o n s . C D 3
十

T c ell s f r o m a n o r m al c o n tr ol

(l a n e s l th r o u g h 3) a n d a n a c u t e I M p a
.
ti e n t (1 an e 4

th r o u g h 6) w e r e s e p a r a t e d i n t o t w o p o p ul a ti o n s of

C D 4 5 R O～a n d C D 4 5 R O
+

c ells b y c ell s o r ti n g ,
i n c u b a t e d f o r

1 8 h r in c ult u r e m e di u m a l o n e
,

a n d a n aly s s e d f o r D N A

f r a g m e n t a ti o n . L a n e l a n d 4 , u n f r a c ti o n a t e d T c ell s ; la n e

2 a n d 5 , C D 4 5 R O
~

T c e11 s ; 1 a n e 3 a n d 6
, C D 4 5 R O

十
T

c eli s .



活性化 丁細胞 の F a s
,
b cl- 2 発現と ア ポ ト ー シ ス

( b a s e p air ,
b p) の 整数倍で オ リ ゴ ヌ ク レ オ ソ ー

ム ( 01ig o n u cl e-

｡ S O m e) 単位の 断片化が起 こ る こ と が 知 られ て い るが
14)

,
I M 患

者丁細胞に み られ る ア ポ ト
ー

シ ス を ,
D N A の 電気泳 動に よ り

さ らに 検討 した .
こ の た め に

, 急性期 I M と コ ン ト ロ ー ル と し

て 健康小児よ り末分画丁細胞 ,
C D 4 5 R O

十

丁細胞 ,
C D 4 5 R O~ T

G

14 7

細胞を 単離,
1 8 時間培養後 ,

そ れ ぞれ の 細胞の D N A に つ い て

電気泳動を行 っ た結果を 図 2 に 示 した . 健康小児 で は い ずれ の

細 胞 分 画 に も D N A の 断片 化 は 軽 微 で あ っ た が
,
I M の

C D 4 5 R O
+

T 細胞で鮮明な D N A 断片化を示 す ラ ダ ー (1 a d d e r)

パ タ
ー

ン が み られ た .
こ の よ うな D N A 電気泳動の 解析か らも

Fi g ･ 3 ･ M o r p h o l o g y of P B M N C s f r o m a c u t e I M p a ti e n t s b ef o r e ( A- D) a n d af t e r (E - H) i n c u b a ti o n ･ M a y
- G r u e n w ald - Gi e r n s a st ai n e d

p r e p a r ati o n s p h o t o g r a p h e d a t a mi c r o s c o p e m a g n ifi c a ti o n of x l O OO ･ C D 4 5 R O- ( A
･
C

,
E

,
G ) a n d C D 45 R O

十

(B ･
D

I
F

･
H)

p o p u la ti o n of C D 4
+

( A
,
B

,
E

,
F) a n d C D 8

+

(C ,
D

,
G

,
H) T c ell f r o m a n a c u t e I M p a ti e n t w e r e is ol a t e d b y th e s o rtin g u sin g a

fl o w c y t o m e t e r
,

a n d i n c u b a t e d a t 3 7 ℃ f o r 6 h r i n c u lt u r e m e di u m al o n e ･



1 48

C D 4 5 R O
+

の 活性化 丁細胞で選択的 に ア ポ ト ー

シ ス が誘導 され

て い る こ とが 示 され た .

Ⅳ .
I M 活性化 丁細腱 にお け るア ポ ト

ー シ ス 誘導の 形態 的観

察

I M 活性化 丁細胞 に お ける ア ポト ー

シ ス 誘導を 形態 学 的 に 確

か め る 意 味 で
,

ソ ー テ ィ ン グ法 に よ り IM 患 者 の C D 4
十

,

C D 8
+

T 細胞 各種胸 を 単離,
さ らに C D 4 5 R O 抗原発現の 有無で

亜 分画( C D 4 5 R O
十

お よび C D 4 5 R O~) に 分か ち , 塗沫標本を 作

成 ,
メ イ ･ ギ ム ザ 法 に て 染色

,
そ れ ぞれ の 細胞の 形態の 特徴を

観察 した . 図3 に み られ るよ うに
,

C D 4
+

, C D 8
+

T 細胞の うち

C D 45 R O
十

細胞は
t

い ずれ も , 培養 前に は異型 リ ン パ 球 の 形 態

を 呈 し( 図3 B
, D ) , 培養 に よ りア ポ ト ー

シ ス の 変化を 来す こ

とが 示 された (固 3 F
,

H ) . I M 患者 C D4 5 R O- T 細胞 で は 培養

に よ りア ポ ト ー シ ス を 来す細胞は 極め て 少なか っ た .

Ⅴ . I M 活性化 丁細胞に おけ る F a s 抗原発現

最近 ,
ヒ ト F a s 抗原遺伝子 が単離 され

,
こ の 抗原が リ ン パ 球

の ア ポ ト ー シ ス 細 胞死を メ デ ィ
ェ ー トする細胞膜分子 で ある こ

と が 明ら か に さ れ た
l 乃

. 次 に
,
I M 括 性 化 丁 細 胞 に お け る

C D 4 5 R O 抗原と F a s 発現と の 相互関係を , 抗 F a s m A b を 用 い

た 三 重標識免疫蛍光法に て 検討 した (図4 ) . 囲に 示 され る ご と

く ,
I M 患者 T (C D 4

+

お よ び C D 8
+

) 細胞 で ほ C D 45 R O 陽性の

活性化 丁細胞が F a s 抗原を 発現す る こ とが 明 らか と な っ た . 他

方 , I M 患者 C D 45 R O 陰性 丁細胞 に ほ F a s 発現 はみ られ なか っ

た . 重要な こ と ほ
I
C D 4 5 R O 抗原に 関 して

,
I M 活性化 丁細胞 と

形質を 同 じく す る正 常 メ モ リ
ー

T 細胞 に あ っ て も 強 い F a s 抗

原発現が み られ た こ と で ある .
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S C a tt e r t O i d e n tif y c o r r e s p n di n g T c ell s . D a s h e d l in e s

in di c a t e th e n e g a tiv e c o n tr oI s .

Ⅵ .
I M 活性化 丁細胞に お ける b c ト2 蛋白発現 の解析

1 .
フ ロ

ー サ イ ト メ ト リ
ー

に よ る b cl-2 発現の 解析

b cト2 蛋白 は 当初 ヒ ト B 細 胞 リ ン パ 腫 発症 に 関 わ る オ ン コ

ジ ー

ン と 考え られ て い た が最近 リ ン パ 球 の ア ポ ト
ー

シ ス を抑制

amrON R
e

-

a
t

ざ
巾

C
e
ニ

コ

u

ヨ
b
e
r

C
D
u

(

P

E
)

B c ト2 (F] T C ) B c ト2 (F IT C)

F i g . 5 . S i n gl e- C Ol o r ( A ) a n d t w o- C Ol o r (B ) i m m u n ofl u o r e s c e-
n c e a nl y sis o f b cト2 e x p r e s si o n . P B M N C s f r o m a n a c u t e I M

p a ti e n t a n d a n a g e
L

- m a t C h e d c o n tr oI w e r e fi x e d in 4 %

p a r af o r m ald e h y d e
,

a n d p e r m e a bili z e d w it h O .1 % T rit o n

X- 1 0 0 . T h e s e c ell s w e r e t r e at e d wi th a n tトb cl-2 m A b

(I g G l) ,
f oll o w e d b y a n i n c u b ati o n w ith F I T C-1 a b el e d

a n ti -

m O u S e I g G l a n tib o d y ,
f u th e r tr e a t e d wi th P E-l a b el e d

a n ti - C D 3 m A b , S t ai n e d c e11 s w e r e a n al y s e d o n a C y t o r o n

A b s ol u t e fl o w c yt o m e t e r . T h e d a s h e d li n e s i n d ic a t e th e

n e g ati v e c o n tr oI s c o n t ai n i n g lr r el e v a n t a n tib o d i e s .

N o r m a I

S
ニ

¢
U

+
寸

凸
U

8

∩
▼

S
ニ

む

U

+
¢
凸

0

1 0 才 】 O i

.

.

…
.

賓
‥

= y = リ

C
D
ふ
u

R

O
(

P

m
)

B c ト2 ( F 汀C)
Fi g . 6 . T h r e e- C Ol o r i m m u n ofl u o r e s c e n c e a n a ly si s of b cl-2

a n d C D 4 5 R O e x p r e s s e d o n C D 4
+

T c e11 s a n d C D 8
+

T

C e11s . P B M N C s f r o m a n a c u t e I M p a ti e n t a n d a n

a g e
-

m a t Ch e d c o n tr oI w e r e s t ai n e d w ith a n tir b cト2 m A b a s

d e s c rib e d i n t h e l e g e n d of F i g 5
,
f u r th e r t e r a t ed wi th

P E -l a b e l e d a n ti - C D 4 5 R O m A b a n d P e r- C PTl a b el e d a n tトC D 4

0 r a n ti - C D 8 m A b , a n d a n al y 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 e t e r . T w o
-

C Ol o r p r o fil e s f o r C D 4 5 R O ( P E ) a n d b cト2

(F I T C) e x p r e s s e d o n e a c h T c ell s u b p o p u l a ti o n w e r e

o b t ai n e d b y g a ti n g o n r e d fl u o r e s c e n c e a n d f o r w a r d li gh t

a n gl e
'

s c a tt e r t o id e n tif y c o r r e s p n di n g T c ell s . T h e d a s h e d

li n e s i n d i c at e th e n e g a ti v e c o n tr oIs c o n t ai ni n g ir T el e v a n t

a n tib o di e s .



活性化丁細胞の F a s
,
b cト2 発現と ア ポ ト ー

シ ス

すると い う本来の 機能が 明らか に され 注目 を集め て い る
18)

.
I M

活性化 丁細胞 の ア ポ ト ー

シ ス と の 関 連を 検 討 す る 目 的 で 抗

b cト2 m A b を用 い 各 丁細胞 分画 に お け る b cト2 蛋 白発現 を フ

ロ
ー サ イ ト メ ト リ

ー

に よ り 解 析 した . I M と 健 康 小 児 の

P B M N C で b cl-2 蛋白発現を比較す る と図 5 A に 示 した ように

健康小児の95 % 以 上 の リ ン パ 球 で b cト2 蛋白の 発現が 認め られ

た .
これ に 対 して IM で は b cト2 蛋白 を発現する リ ン パ 球は少

数で , 多くの リ ン パ 球 に おい て は そ の 発現が 認め られ ず 2 相性

の 発現パ タ
ー

ン を 示 す ヒ ス ト グ ラ ム が得 られ た .
二 重標識免疫

蛍光法で 解析す る と ,
I M で は C D 3

+

T 細胞の 大部分が 細胞 内

に b cl-2 蛋白を 保有 しな い こ とが 明 らか と な っ た (図5 日) . 他

方,
健康小児で は T 細胞, 非 丁細胞 い ずれ も有意な b cト2 蛋白

発現がみ られた . さ らに
,

三 重標 識免疫蛍光法に よ り
,
I M の 活

性化(C D 4 5 R O
+

) T 細胞 に おけ る b cl-2 発現の 欠如が ,
C D 8

+

T

細胞の み な らず C D 4
+

T 細胞 で み られ る こ と が 示 され た (図

6) .

Ⅶ . ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン ゲ 法に よ る b cl -2 蛋白発現の 解

析

フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー

に よ る解析結果を 生化学的に さ らに 確

認す る意味 で
,
I M 活性化丁細胞 に お け る b cト2 蛋白発現を ウ ェ

ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ法に よ り検討 した . 各細胞分画ほ
,

上 記

の ように 細胞 ソ ー テ ィ ン グ法 に よ り単離 した . 免疫組織学的研

究に よ り , 胸腺 で は
, 解剖学 的に 皮質 に 局在する C D 3 陰性の 未

熟 な胸腺 細胞 が b cl-2 発現 が 欠如 す る の に 対 し て , 髄 質 の

C D 3 陽性の 成熟 した胸腺細胞で b cl- 2 発現が み られ る こ と が知

られ て い る
23)2 4 )

. そ こ で
,

コ ン ト ロ ー ル と して
, 胸腺 細 胞 の

C D 3 を 比較的強く発現す る 分画 と C D3 陰 性分 画に 分け , 抗

b cl- 2 m A b を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ テ ィ

ン グ解析に 供 した .

園7 に 示す ご とく , 胸腺 C D3
十

細胞 で は 26k D a の b cト2 蛋白の

明らか な 発現が み られ た が , 胸腺 C D3~ 細胞 に ほわ ずか な バ ン

ドがみ られ る に す ぎなか っ た .
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の 結 果を

支持す るよ うに
, 健康小児 丁細胞 で は

,
C D 4 5 R O

十

,
C D 4 5 R O｣ い

ずれ の 細胞分画に も明瞭な 同様 の b cト2 蛋白の バ ン ドが 得 られ
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P O p ul a ti o n . T h y m o c y t e s u b p o p u l a tio n s b a s e d o n C D 3

e x p r e s si o n a n d C D 4 5 R O
+

a n d C D 4 5 R O仙 p o p ul a ti o n of

C D 3
十

T c ell s f r o m a n a c u t e I M p a ti e n t o r a n a g e- m a t C h e d

C O n tr OI w e r e is ol a t e d b y a n el e c tr o ni c s o r tl n g u Sl n g b y

E pi c s- C fl o w r c y t o m e t e r . T h e c e11 s w e r e p e11 e t e d
,

a n d

ly s a te s w e r e s e p a r a t e d o n S D S- p OIy a c r yl s m id e g el
,

a n d

ele c tr o bl o tt e d o n t o n it r o c ell u l o s e filt e r s . B l o t s w e r e

S e q u e n ti ally s o a k e d wi th a n ti- b cト2 m A b a n d p e r o x id a s e

C O nj u g a t e d a n ti- m O u S e a n tib od y , f olI o w e d b y th e E C L
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た が
,
I M 患 者 丁細胞 で は C D 45 R O 陽性の 活性 化 丁 細胞 の

b cト2 発現が極め て 徽弱で ある こ と が示 され た .

考 察

細胞死は壊死 と ア ポ ト ー

シ ス の 2 種類に 大別 され る . 壊死ほ

物理的お よ び化学的要因や虚血
, 補体 の 作用 に よ っ て 障害 され

た 一 群 の 細胞 に み られ る受動的細鞄死 で ある . こ れ に 対 しア ポ

ト ー シ ス ほ 生体 に と っ て 不必 要に な っ た細胞が排除 され る際に

誘導され る生理 的細胞死 で あり
, 核 ク ロ マ チ ン の 凝縮 , 核お よ

び細 胞質 の 濃縮
,
断片化 な ど の 形態 学 的特 徴 や , D N A に

1 8 0-2 0 0 b p の 整数倍で オ リ ゴ ヌ ク レオ ソ ー

ム 単位 の 断片化 が お

こ ると い っ た 生化学的特徴か ら壊死 とは 区別 され る
1 封14) 25】

. 免疫

系に おい て は ア ポ ト ー シ ス に 関する多 くの 研究が な され
,
生体

の 恒常性維持 に ア ポ ト
ー シ ス が 重要 な役割を果た す こ とが知 ら

れ て い る . すなわ ち T 細胞が 分化 , 成熟する過程に お い て 自己

の 主 要 鼠 織 適 合 抗 原 ( m aj o r hi s t o c o m p a tib ility c o m pl e x
,

M H C) を 認識する能力を獲得 し成熟 丁細胞 へ と分化す るが
, 胸

腺 に おい て 自己抗原に 反応性 を示 すT 細胞が C D 4
+

C D 8
+

の ダ

ブ ル ポ ジテ ィ ブ (d o u bl e p o siti v e
,
D P) の 段 階で 排除( ネガ テ ィ

ブセ レ ク シ ョ
ン) を受けると 言わ れ て い る

16)2 6l
. 胸腺細胞に 放射

線照 射 あ る い は グ ル コ コ ル チ コ イ ド や T 細 胞 レ セ プ タ ー

( T- C ell r e c e p t o r , T C R) に 対す る抗体(抗 C D 3 抗体 , また ほ抗

T C R β 鎖抗体) を反応させ る と ,
D P の 胸腺細胞に 選択的に ア

ポ ト ー

シ ス が誘導でき る こ とか ら
21 抑 刷

＼ 自己 抗原反 応性 丁細

胞は T C R を 介した刺激に よ り ア ポ ト
ー

シ ス が誘導 され ク ロ
ー

ン 除去を受け るも の と考え られ て い る . また 最近 , 末梢に お い

て も胸腺と同様の ク ロ
ー

ン 除去が 確認され て い る
32)33 )

. W hit e ら

は マ ウ ス の 末梢血 丁細胞を ス
ー パ ー 抗原 (M H C ク ラ ス Ⅶ 分子

存在下で
,

M H C 非拘束性に 特定の T C R を有す る T 細 胞だ け

を 活性化する 抗原) の
一 種 で あ る St a p h yl o c o c c al e n t e r ot o x i n

B で 刺激する と
,
特定の T C R を 発現する T 細胞の 一 部に ア ポ

ト
ー シ ス が 誘導され る こ と を報告 して い る

34)
. 我 々 は 本研究 に

お い て 急性期 IM の P B M N C を 生 体外 で 培養す ると C D4
十

お

よ び C D 8
十

の 活性化丁細胞に ア ポ ト
ー シ ス が 誘導 され る こ とを

示 した が
,

こ の よ うな末梢血 丁細胞の ア ポ ト ー

シ ス の 意義に つ

い て は
,
抗原刺激 で 過剰に 増加 した りある い は 不必 要に な っ た

で細胞が ア ポ ト ー

シ ス を介 して 除去され
,

生理 的に 免疫反応が

抑制され る の で は な い か と考え る こと が で きるか も しれな い
.

すな わ ち I M に お い て は E B V 感染B 細胞に 対して 過剰に 反応

した T 細胞が病気の 経過と ともに ア ポ ト ー

シ ス で 除去され る こ

と に よ り T 細胞 の 免疫反応が調節され て い ると推測 され る .

一 方リ ン パ 球の ア ポ ト ー シ ス 誘導の メ カ ニ ズ ム を考 える 上 で

興味深い 幾 つ か の 実験結果が 報告 され て い る . 胸腺細胞で は抗

T C R 抗体以外に
, 細胞内の カ ル シ

ュ
ウ ム 濃度を上 昇さ せ る作

用 を持 つ カ ル シ
ュ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア ー

と い う物質で 処 理 す ると

ア ポ ト
ー

シ ス が 誘導 さ れ ,
プ ロ テ イ ン キ ナ

ー ゼ C ( p r o t ei n

ki n a s e C ) の 活性化作用を 持つ フ ォ ル ポ
ー

ル エ ス テ ル (p h o r b oI

e st e r) で は ア ポ ト ー シ ス が抑制 され る こ と か ら ,
ア ポ ト

ー シ ス

の 誘導 に カ ル シ
ュ ウ ム イ オ ン や プ ロ テ イ ン キナ ー ゼ C の 関与が

示 唆され てい る
35)

. また蛋白合成 ,
m- R N A 転写 の 阻害作用を 有

す るサ イ ク ロ ヘ キ サ イ ミ ド
,

ア ク チ ノ マ イ シ ソ D で もア ポ ト
ー

シ ス が 抑制 され るこ と か ら ア ポ ト
ー

シ ス 誘導の プ ロ セ ス に は 何

らか の 蛋白 が 関 与 し て い る の で は な い か と 考 え られ て い

る
脚 )

. 更に 最近 ア ポ ト
ー シ ス の メ カ ニ ズ ム を 研究す る 上 で ア
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ポ ト
ー

シ ス 誘導活性を 持 つ 細胞表面分子と して F a s 抗原 と ,
ア

ポ ト ー

シ ス 抑制 に 働 く遺伝 子 と して b cト2 が 注 目 を 集め て い

る .

ヒ ト F a s 抗原は伊藤 ら に よ り ク ロ
ー ニ ン グさ れ た319 の ア ミ

ノ 酸か らな る細胞表層蛋白 で ある . そ の 構造ほ細胞膜 を挟 ん で

細胞内部分と 細胞外部分よ り構成 され , 細胞外部分は シ ス テ イ

ソ 残基に 富む 構造を 有 して い る . そ して そ の シ ス テ イ ソ 残 基に

富む 構造 ほ腫瘍壊死因子 (t u m o r n e c r o sis f a c t o r
,
T N F ) の レ セ

プタ
ー

や神経成長因子 ( n e r v e g r o w th f a c t o r
,
N G F) の レ セ プ

タ
ー

にも認め られ る よく 保存 さ れ た 構造 で あ り ,
F a s 抗原 が

N G F/ T N F レセ プ タ
ー フ ァ ミ リ ー に 属 す る細胞 表層蛋 白 で あ

る こ とが わ か っ て い る
け)

. 彼らは マ ウス の 細胞株 に ヒ ト F a s 抗

原の c
- D N A を導入 し F a s 抗原を発 現させ

, 更に そ の 細胞 を抗

F a s 抗体 とと もに 培 養す ると ア ポ ト
ー

シ ス が 認め られ る こ と

や
,
F a s 抗原を 発現す る ヒ ト の 細胞株を 抗 F a s 抗体と ともに 培

養す ると 細胞死 が 誘導 で き る こ と か ら ,
F a s 抗原 自身 が ア ポ

ト ー シ ス 誘導活性を 有す る分子 で あ る こ と を報告 した
38)

･

b cト2 ほ辻本 ら に よ り染色体14 番 ,
1 8 番 の 転座 を 有す る ヒ ト

の B リ ソ パ 腫細胞 の 染色 体切断点 よ り 発見 され た 遺伝 子 で あ

り
3g 卜 4-)

, そ の 産物で ある b c ト2 蛋白は細胞 内の ミ ト コ ン ドリ ア

に 局在す る と考え られ て い る
22)

. 当初 b cl - 2 は B リ ン パ 腫 の 発

症に 関与す るオ ン コ ジ ー

ン で あると 考え られ た が
42) 瑚

, 以下 に

示 す報告か ら正 常の リ ン パ 球 の ア ポ ト
ー シ ス 死を 非細 胞増殖性

に 抑制する機能が 明 らか に さ れ注 目を 集め て い る ･ すな わ ち あ

る種の サ イ ト カ イ ン 依存性細胞株を 対応する サ イ ト カ イ ン の な

い 状態 で 培養す る と ア ポ ト ー シ ス に よ り 細胞 死 に 至 る が ,

b cl -2 の C- D N A を導 入 こ と で ア ポ ト 叫 シ ス が 抑 制 さ れ る と い

う
朋

. また b cl- 2 の C
- D N A を 導 入 され た マ ウ ス ( ト ラ ン ス

ジ ェ
ニ

ッ ク マ ウス) で は B 細胞の 寿命の 延長や
冊

, 胸 腺細胞 が

抗 C D 3 m A b や グル コ コ ル チ コ イ ド等の 刺激に 対 して 感受性 が

低下 し ア ポ ト
ー シ ス を 起 こ しに く く な る こ と が 知 ら れ て い

る
49)5 0 }

. また Pi z ell a らは ヒ ト の 免疫組織に お ける b cト2 蛋白の

局在を 免疫組織染色法を 用い て 解析 して い るが , 多くの 局所 リ

ン パ 組織リ ソ パ 球や 末梢血 リ ン パ 球に ほ 明らか な b cト2 蛋白の

発現が 認め られ る が
,
生体内で ア ポ ト

ー シ ス が認め られ る胸腺

皮質細胞や 二 次リ ン パ 液胸 の 胚中心 B 細胞は b cト2 蛋白を 欠如

して い る こ とを 報告 して い る
23)2 4 )5 1 }

今 臥 IM の 活性化 丁細胞の ア ポ ト
ー シ ス 誘導が , ど の 様 な

細胞条件 で 規定 され て い る の か を 検討する 目的 で
,
F a s 抗原 お

よび b cト2 の 発現 に つ い て 検討 した . そ の 結果 ,
I M と健康 小児

の 両者で C D 4 5 R O
+

T 細胞 に F a s 抗原 の 発現が 認め られ た ･ し

か しな が らIM の C D 4 5 R O
+

T 細胞(活性化 丁稚胞) が 生体外の

培 養 で 容 易 に ア ポ ト ー

シ ス を 起 こ す の に 対 し , 健 康 小 児 の

C D4 5 R O
+

T 細胞( メ モ リ ー T 細胞) ほ生体外で培養 しても ア ポ

ト
ー

シ ス は 起 こ しに く い こ とか ら,
I M の 活性化 丁細 胞 の ア ポ

ト ー シ ス 誘導は F a s 抗原 の 発現 だけ で は 規定 され ず , 他の 細胞

条件が 必要 で ある こ とが 推測 された .

一 方 b cト2 蛋白の 発現を

両者で 比較す る と健康小児で ほ C D 45 R O
十

( メ モ リ
ー

T 細胞) お

よ び C D 4 5 R O
~

の 両 丁細胞 分画 に お い て ほ と ん ど の 細胞 が

b cl -2 蛋白を 発現 して い た の に 対 し ,
I M の C D 45 R O

十
丁細胞

(活性化丁細胞) では そ の ア ポ ト
ー シ ス 傾 向を 支 持す る よ う に

b cト2 蛋白発現 の 著 しい 低下が認め られた . 以上 の 結 果か ら ,

I M の 活性化 丁細胞 の ア ポ ト ー シ ス 誘導に は b cl -2 蛋 白 の 欠如

が 強く関与 して い る こ と が示酸 され た . I M 活性化 で 細胞 の 著

丸

明 な ア ポ ト
ー

シ ス は , 抗 F a s 抗休添加の 要 さな い 細胞 死 で あ

り
,

こ の こ と は本症 丁細胞 が生体内 で すで に F a s 抗原 の リガ ン

ドで細胞死 へ の シ グナ ル を受け て い る こ と を示 す の か も しれ な

い . 抗原刺激に 呼応 して 末梢血 丁細胞に ア ポ ト ー シ ス が 誘導さ

れ る過程 で
,
b cl- 2 蛋白が どの 様な機 序を介 して ア ポ ト

ー シ ス

を 抑制す る の か , ある い は F a s 抗原 と b cト2 蛋白相互 の 関係が

どの 様に抑制 され て い るの か非 常に 興味 が持た れ る ･

結 論

急性期I M の 末 梢血 で 増加が 認め られ る活性化 丁細胞に つ い

て検討 し
, 以下の 結論を得 た .

1 . 急性期I M の P B M N C を 生体外 で 培養する と活性化 丁細

胞に 相 当す る C D4
十
C D 4 5 R O

十

,
C D 8

+

C D 4 5 R O
+

の T 細胞 に ア ポ

ト ー シ ス が 認め られ た . こ れ に 対 し健康 小児 の P B M N C で ほ

C D 4 5 R O
+

( メ モ リ
ー

T 細胞) ,
C D 4 5 R OL い ずれ の T 細胞 分画で

も ア ポ ト ー シ ス ほ ほ とん ど認め られ な か っ た ･

2 . I M と健康小児の P B M N C で F a s 抗原 の 発現 を フ ロ ー サ

イ ト メ トリ ー に よ り解析す る と
,

ア ポ ト
ー シ ス を お こ しや すい

I M の 活性化 丁細胞 (C D 4 5 R O
十

) で F a s 抗原の 発現 が認め られ

た . しか し生体外の 培養で ア ポ ト ー

シ ス が ほ と ん ど認め られ な

か っ た 健康小児の メ モ リ ー

T 細胞 (C D 4 5 R O
十

) に お い て も F a s

抗原が発現 し ,
F a s 抗原の 発現の 有無だ けで は I M の 活性化 丁

細胞の ア ポ ト ー シ ス が 規定 されな い こ と がわ か っ た ･

3 . I M お よ び 健康小児 の P B M N C の b cト2 蛋 白発 現を フ

ロ ･ - サ イ トメ ト リ
ー

に よ り解析する と ,
ア ポ ト ー シ ス を 起 こ し

に く い 健康 小児の C D 4 5 R O
十

( メ モ リ ー T 細胞) ,
C D 45 R O~ の 両

丁細胞 と
,
I M の C D 45 R O~ T 細胞 で b cl- 2 蛋 白発現 が認め られ

た .

一 方 ア ポ ト ー

シ ス を起 こ しや す い とい う 性質を支持す るよ

うに IM の 活性化 丁細胞 (C D 4 5 R O
十

) で はそ の 発現は 認め られ

な か っ た .

4 . 各細胞分 画の b cl-2 蛋白の 発 現を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ

ソ グ法で も確認 した が フ ロ ー サ イ トメ ト リ
ー

と全 く
一 致 した解

析結果が得 られ た .
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