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抗原特異的抑制因子 の 生化学的解析
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松 下 栄 紀

( 平成 3 年12月26 日受付)

I g G 抗体産生糸 に お い て 抗原 ( K e yh ol e li m p e t h e m o c y a n i n , K L H ) 特異的 で あ り
,

か つ 遺伝的拘束性 ( H-2
b

) を有する抑

制 丁細 胞 因子 に つ い て
,

そ の 生 化学的 解析 を 試み た . 抗 イ デ ィ オ タ イ プ (id i o ty p e
,
I d) 陽性抑制 丁細 胞 ハ イ ブ リ ド

ー マ

( 3 4 S-2 8 1) ほ
, 通常は 静1L と もい え る状態 に あり抑制活性を 有 しな い が

,
Id 陽性抑制丁細胞因子 ある い は

一 部の 抗 K L H 抗体 に

よ っ て活性化 され , 上 記の 抑制因子を産生す る よう に な る . こ の 分泌性 の 抑制因子を陰イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

,
ゲ ル

濾過 お よ び逆相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を 用い て精製 した . また カ ラ ム操作後, 抑制活性を 有する 分画を s o d i u r n d od e c yl s u lf a t e

ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動法( s od i u m d o d e c yl s u lf a t e p ol y a c r yl a m id e g el el e c tr o p h o r e si s
,
S D S - P A G E ) ある い ほ 等電点

電気泳動法に て解析 し
, 抑制因 子の 分子量お よ び等電点を 測定 した . そ の 結果 , 抗Id 陽性抑制 丁細胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 由来の 田

子 の 分子量ほ 22-3 7 k il o d alt o n ( K d) で あり等電点は p H 6 . 0 - 6 .1 で ある こ とが 判明 した . さ ら に
,

こ の 抑制活性 を上 記の 操作

に よ り1 . 5 × 1 0
4

倍 ま で 洩縮 し得た .

一

九 活性化抗 Id 陽性抑制 丁細 胞 ハ イ ブ リ ド
ー マ の メ ッ セ ン ジ ャ

ー

R N A ( m e s s e n g e r

R N A , m R N A ) を ラ ビ ッ ト 網赤血 球 ライ セ ー

ト を 用 い て 得 た 蛋白質も , 抗原特異 的か つ 遺伝的拘束を 有す る抑制活性を 示 し ,

S D S- P A G E お よ び等電点電気泳動法を 用い た解析 で ,

ハ イ ブ リ ド ー マ か ら分泌 される蛋白質と 同様 の 分子量お よ び等 電点 を

示 した . 以上 の 結果は ,
こ の 抑制因 子が 一 本鎖か ら構成 され , 生物学的活性 を示 すに ほ糖鎖 の 関与を必 要と しな い こ と を 示 唆

して い る . さ らに
, 活性化 お よ び非活性化 ハ イ ブ リ ド ー マ の それ ぞれ か ら m R N A を 抽出 し

,
これ ら と

35
S- メ チ オ ニ ン を 含む ア

ミ ノ 酸を 用 い て 試験管 内で合成 した 蛋白質を 二 次元 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動法に 展開し比較した . こ の 結 果. 活性化

ハ イ ブ リ ド ー マ 由来の m R N A 産物 で は非活性化 ハ イ プ リ ド
N

マ 由来の そ れ に 比 して
, 新た な 2 つ の ス ポ ッ トが 出現 して い る

こ とが 判明 した . した が っ て
,

こ れ ら の う ち
一 方の ス ポ ッ ト に 相当す る蛋白質が抗原特異的か つ 遺伝的拘束を 示 す抑制細胞因

子で あ る可 能性が ある と 考え られ る .

K e y w o r d s a n tトidio t y p I C S u p P r e S S O r T c ell h y b rid o m a
,

S u P P r e S S O r f a c t o r
,

K L H- S P e Cifi c
,

bi o c h e m ic al a n aly s I S

抗 体塵 生 の 抑 制 は 機 能 の 異 な る い く つ か の 抑 制 丁 細胞

(s u p p r e s s o r T c e 11
, T s) の 相互 作用 に よ り調節 され て お り

, 特

に
, 抗原特異的 な T s が 抗原特異的か つ 退伝的拘束を 有する抑

制活性 の 発 現 に 重要 な 働き を 担 っ て い る こ と が 知 ら れ て い

る
1卜 3一

. こ れ ま で に
, 合 成 共 重 合 体 しgl u t a m ic a cid

60

-し

aI a ni n e
3 0

-I ; ty r O Si n e
l D

( G A T ) ,

ハ プテ ン 4-h y d r o x y-3- nitr o p h e n y-

トa c e tyl ( N P ) ,
a Z O b e n z e n a r s o n a t e ( A B A ) お よ び k e y h ol e

li m p e t h e m o c y a n i n ( K L H) な どの 抗原を 用 い て 抑制 サ ー キ ッ ト

の 解析が な され
,
免疫応答の 抑制活性発現に 機 能の 異な る 3 つ

の タ イ プ の T s が 関与す る こ と が 明 らか に され て きた
4)

. こ の う

ちの 2 つ は , 抗原結合活性を 有す る イ デ ィ オ タ イ プ (idi o t y p e ,

Id ) 陽性 T s と , それ と相補的 レ セ プ タ ー 構 造を 有す る抗イ デ ィ

オ タ イ プ ( a n ti-idi o ty p e
,

a n ti一Id) 陽性 T s で あり , 両者 とも抑制

サ ー

キ ッ トの 初期相 にお い て
, 抗原特異的 で 遺伝的拘束を 有す

る抑制活性 を媒 介す る . こ れ らの 細胞が イ ン デ ュ
ー サ ー

ーT s と

呼ばれ る の に 対 し
, もう1 つ は エ フ ェ ク タ ー て s と呼ば れ ,

こ

の タ イ プ の T 細胞 は抗原結合能を 有す る に もか か わ らず , 抗原

非特異的で遺伝 的拘束を 示 さな い 抑制活性に 関与 して い る . さ

ら に
,

こ う い っ た 抑制 機能 は Id 陽性 T s お よ び 抗一Id 陽 性

T s か ら分泌され る抑制困 了
･

( リ ン フ ォ カ イ ン ; S u P p r e S S O r T

c ell f a c t o r , T s F ) に よ っ て 発揮 され
,

こ の 抑制 因子に よ っ て 抗

原特異性 およ び遺伝的拘束性を 有す る抑制 が発現す る こ とも明

ら か と な っ て い る .

免疫 調節機構を分子 レ ベ ル で 解明 す るた め
, 我 々 は K L H を

･

免疫 した C 5 7 B L/ 6 マ ウ ス 由来の 肺細胞 と B W 51 4 7 胸腺腫細胞

と を細胞融合させ
,

K L H 特 異的 な T 細胞 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作

製 した
5)

. これ らの ハ イ ブ リ ド ー マ を検索 し 2 つ の タ イ プ の イ

ン デ ュ
ー サ ーーT s

,
つ ま り K L H 特異的な Id 陽性 T s

ハ イ ブ リ

ド ー マ (3 4 S-1 8) お よ びそ れ と相補的な レ セ プ タ ー 構造 を 有 す

る 抗-Id 陽性 T s ハ イ ブ リ ド
ー

マ (3 4 S,2 8 1) を 同定 し得た . I d 陽

性 T s
ハ イ ブリ ド ー マ は K L H 結合能 を 有す る の に 対 し

, 抗

-Td 陽性 T s ハ イ ブリ ド
ー マ は K L H 結合能 を持た な い が

,
そ の

細 胞表 面に K L H 様構 造 を 有 す る と 考 え ら れ た
6)

, ま た ,

3 4 S-1 8 の 培養液中に は
, 抗原 (K L H) 特 異的 か つ 遺伝 的 拘束

( H -2
b

) 性を 示 し抗 体産生 を 抑制す る モ ノ ク ロ ー ナ ル な T s F
､

( K L H -

S p e Cifi c T s F ; T s F .) が分泌 され ,
こ の 因子が , 抗体産生

A b b r e v ia ti o n s : A n ti pI d
,

a n ti -idiot y p e ; D N P
,
2

,
4 -d initr o p h e n ol ; 2 - D E

,
t W O

- di m e n tio n al g el el e c t r o p h o r e sis ;

G A T
,

L g l u t a m ic a cid - L al a ni n e
一 しty r o sin e ; Id

,
idio t y p e ; I E F

,
is o ele ct ri c f o c u si n g ; K d , kil od alt o n ; K L H ,

k e y h ol e li m p et h e m o c y a ni n ; O D
,

O p ti c al d e n sit y ; 0 V A
,

O V alb u m i n ; P B S
, p h o s p h at e b uff e r ed s al in e ; P F C

,



2

を 測定 す る 系 で あ る 溶 血 索 塵 生細 胞 ( pl a q u e-f o r m i n g c ell
,

P F C) の 溶血 反応 に お い て
, 生 体 内 お よ び 試 験 管 内 で の

,

2 ,4-d i nitr o p h e n ol ( D N P ) に 対す る 二 次の Ig G 抗体産 生を 抑制す

る こ と が 明らか に な っ た . さ ら に
,

こ の T s F l は 4 5 k il o d alt o n

(K d) と 28 K d の 2 本 の ポ リ ペ プチ ド鎖か ら構成 され ,
4 5 K d の

鎖 に 抗原結 合能 が あ り,
2 8 K d の 鎖 は トJ 陽性 分子 で 遺伝的拘束

性 を伝達する こ と が 明 ら か とな っ た
7)

.

一 方 , 抗-Id 陽性 T s
ハ イ ブ リ ド

ー

マ (3 4 S- 2 81) は 通常は 静止

の 状態に あ り何ら の 抑制活性を も示 さ な い が
,
3 4 S-1 8 由 来 の

K L H 特 異的 T s F . あ る い は 抑 制活 性 を 有す る い く つ か の 抗

K L H 抗体 (抗 K L H-2 6 抗 体) で 活性化 され , 新 し い 抑 制 因子

( T s F 2) を産生 L
, 抗原 が 存在せ ず とも抗原特異的か つ 達伝的拘

束を示 す抗体塵 生の 抑制 を 行う こ と が 明らか とな っ た
8l ･ 8l

. し か

し
,

こ の 34 S- 2 81 の 分泌す る T s F 2 の 分子構造は い ま だ 明ら か

に され てい な い
. そ こ で

,
こ の T s F 2 の 生化学的解析を 試み る

に あた り
,
活性化 され た 34S -2 81 ハ イ ブ リ ド ー マ を無 血清 培養

液で 培養 した が
,

こ の 条件下で も T s F 2 産生能が 消失せ ず ,
こ

の T s F 2 に よ っ て 抗 K L H I g G 抗体産生が 抑制され る こ とを 確認

し得た ,
こ れは 培養上 清 よ り T s F 2 を精製す るに あた り 培養 液

中 の 他の 蛋白質の コ ン タ ミ ネ
ー シ ョ ン を 避け るた め に 非常 に 有

利 な こ と で ある .

今回 , 抗 -I d 陽性 T s ハ イ ブ リ ド ー マ か ら分泌 され る T s F 2 の

生化学的特性 お よ びそ の 分子学的解析 を行 っ た の で 報告す る .

材料お よ び方 法

l . 実験動物

C 57 B L/ 6 マ ウ ス (主要鼠織適合抗原 汀2
b

) お よ び B A L B/ c

マ ウ ス (主要阻織 適合抗原 H-2
d

)( 日本 エ ス エ ル シ
ー

, 浜松) を使

用 した .

Ⅱ . 抗 原

K e y h ol e li m p e t h e m o c y a ni n ( K L H ) ( カ ル ビオ ケ ム
ー ベ ー リ ン

グ社 ,
サ ン デ ィ

ェ ゴ
,

米国) お よび O v alb u mi n ( O V A ) ( シ グ マ

社 ,
セ ン ト ル イ ス

,
米国) を ア ル カ リ下で そ れ ぞれ 2

,
4-d i n it r o-

b e n z e n e s ulf o n i c a cid と カ ッ プ リ ン グ さ せ た ( D N P- K L H
,

D N P- O V A ) .

Ⅲ . 抑制 丁細胞ハ イ ブ リ ド
ー マ

マ ウ ス 胸腺腫細胞 (B W 5 1 4 7) と C 5 7 B L/ 6 マ ウ ス の K L H 刺

激脾 丁細胞と の 融合株を 使用 した
9‖0)

.
1 d 陽性 T s ハ イ ブ リ ド

ー

マ (3 4 S -1 8) お よび 抗-I d 陽性 T s ハ イ ブ リ ド ー マ (3 4 S-2 8 1) を

10 % ウ シ 胎児血清添加 RP M I 1 6 4 0 培養液(ギ ブ コ 社 ,
グ ラ ン ド

ア イ ラ ン ド
, 米国) に て 培養 した .

Ⅳ . 坑 - I d 陽性抑制 丁細胞 ハ イ ブ リ ド
ー マ の 活性化

抗-Id 陽性 T s ノ､

イ ブ リ ド ー マ の 活性 化法 は
, 従来 の 方法 に 基

づ い た
6)

･
8)

. 1 × 1 0
7

個の 34S 戎81 細胞を 3 ×1 0
6

個 の 34 S -1 8 細胞

か ら得 た 培 養上 清 (K L 片 T s F l) ある い は モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗

K L H-26 抗体 ( 1 FL g/ m l) と 4 ℃
,

l 時間培養 の 後 ! 洗浄 して

K L H - T s F l ある い は 抗 K L H 抗体を 取 り除き ,
1 0 p g/ m l ウ シ イ

ン ス リ ソ ( シ グ マ 社) ,
1 0 〃 g/ m l ヒ ト ト ラ ン ス フ ェ リ ソ ( シ グ マ

社) お よ び 1 0
~ 8

M ノ ＼イ ドロ コ ル チ ゾ ン ( シ グ マ 社) を 加えた 無

血 清 R P M I 培養液 に て培 養 L た . 7 2時 間後そ の 培養上 清を 回収

し T s F 2 と して解析 を 行 っ た .

Ⅴ . 抑制 丁細 胞因子の 抑制活性の 測定法

抑制活性 の 測 定は 従来 の 方法 に 従 っ た
1 0)

. C 5 7 B L/ 6 お よ び

B A L B/ c マ ウ ス に そ れ ぞれ 10 0 〃 g の D N PL K L H あ る い は

D N P- 0 V A を 1 ×10
9
の 百 日咳菌 ワ ク チ ン ( 千葉血 清研究所 , 千

葉) と共に 免疫を施す . 4 週後 に そ れ ら の マ ウ ス の 脾細 胞 を取

り出 して 単細胞浮遊液と し,
こ の 脾 細胞 (1 . 6 × 1 0

8

) を4 8 穴 プ

レ ー ト( C o s t e r 3 5 4 8
,

コ ー

ス タ ー 社 ,
ケ ン ブ リ ッ ジ

, 米国) を 用

い て10 % 非働化 ウ シ 胎児 血清添加 R P M I 1 6 4 0 溶液 0 . 4 血 に

0 . 0 1 p g/ m I の D N P- K L H ま た は D N P- O V A を 加 え て

M is h ell- D u tt o n 培養系 (37 ℃
,
0 . 5 % C O 2) の 中で 5 日 間培養 し

た . 培養開始時 に 上 記の K L H- T s F 2 を 含 む 培 養上 清 を 20 iL l/

W e11 加え , 抑制活性 ほ D N P を カ ッ プ リ ン グ させ た 羊赤血球 を

用 い た 抗-D N P I g G P F C 数 で 算出 した . なお
,
各精製過程 で の

抑制活性 を , 培 養上 清に 含ま れ るIg G 産生抑制活性の 50 % 抑制

を 示す濃度 を 1 単位と した 上 で , 5 0 % 抑制を 示 す希釈濃度の 逆

数か ら単位 で 表示 した .

Ⅵ . ク ロ マ トグ ラフ ィ
ー

ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を 用 い た 実 験 は す べ て P h a r m a ci a f a s t

p r o t ei n li q uid c h r o m a t o g r a p h y (F P L C) s y s t e m ( フ ァ ル マ シ ア

L K B 社 ,
ウ プ ス ラ

,
ス ウ ェ

ー デ ン) を 使用 した .

活性化 34S - 2 81 ハ イ ブ リ ド
ー

マ の 培養上 清(15 リ ッ ト ル) を
,

M o n o Q 陰イ オ ン 交換 カ ラ ム を 用 い て分画 し
, 抑制 因子の 濃縮

を 行 っ た . 各 分画の 抑制 活性 を 上 記方法に て 測定 し, 活性 の あ

る分画(培養上 清10 リ ッ ト ル 相 当) を さ らに S u p e r o s e 6 カ ラ ム

を 用 い て ゲ ル 濾 過を 行 っ た . ま た
, 陰イ オ ン カ ラ ム で の 抑 制活

性の ある 分国の 一 部を 用い て ク ロ マ ト フ ォ カ シ ソ グ ( M o n o P

カ ラ ム 使用) を 行 っ た . さ ら に
,

ゲ ル 濾過 に て 抑制活性 を 有 す

る分画( 培養上 清4 . 6 リ ッ ト ル 相当) を逆相 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ

ー

に て 精製 し
,

S O d i u m d o d e c yl s u lf a t e ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル

電 気 泳 動 法 ( s o d i u m d o d e c yl s ulf a t e p oly a c r yl a m id e g el

el e c tr o p h o r e si s
,
S D S-P A G E ) に て 分画 した . 各分 画ほ 直ち に

気的 に 溶出 させ
,

そ れ ぞれ の 抑制活性 を測定 した . ま た , 各分

画に 含 まれ る蛋 白濃 度ほ
,
d u al b e a m fl o w t h r o u g h U V- a b s o r p-

ti o m e t e r (S i n gl e p a th m o nit o r U V-l ,
フ ァ ル マ シ ア L K B 杜)

を 使用 し
,
2 8 0 n m の 吸 光度か ら算出 した .

(刃 陰イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

: 活性化 34S-28 l ハ イ

ブリ ド
ー マ の 培 養上 清を 20 m M ト リ ス 緩衝 液 p H 7 . 0 で 透 析

し
,
あ らか じめ 同 じ緩衝液 に て平衡化 した M o n o Q p r e p a c k e d

c ol u m n H R 5/ 5 に 吸 着 させ た 後,
1 M N a C l を 含む 2 0 m M ト リ

ス 緩衝液 p H 7 . 0 で 1 m l/ m i n の 速度 で O M か ら 1 M の 直線勾配

に て 溶出 した .

(B) ク ロ マ ト フ ォ カ シ ソ グ : M o n o Q 陰 イ オ ン カ ラ ム で 抑制

活性 を有 した 分 画の
一

部 (培 養上 清 50 m l 相当) を 25 m M ト リ

ス 緩衝 液 p H 7 . 1 で 透 析 後 , 同緩 衝液 で 平 衡化 した M o n o P

p r e p a c k e d c ol u m n H R 5/ 2 0 に 流 し,
P oly b uff e r 7 4

, p H 5 ･ 0 を 抽

出液と して 0 . 7 m l/ m in の 速度 で 溶 出 した . 各 分画 の p H を

p H メ ～ タ ー F 8 E (掘場 , 東京) で 測定 した ･

(C) ゲ ル 濾過 : M o n o Q 陰イ オ ン カ ラ ム で 分画 した 抑制活性

を 有 す る 分 画を
,

あ らか じ め リ ン 酸 緩衝 食塩 水 (p h o s p h a t e

b uff e r e d s al in e ,
P B S) に て 平衡化 した S u p e r o s e 6 p r e p a c k e d

c ol u m n H R l O/ 3 0 を 用 い て
,
0 . 5 m l/ mi n の 速度 で ゲ ル 濾 過を

pl a q u e イo r m i n g c ell ; S D S - P A G E
,

S O di u m d o d e c yl s ulf a t e p oly a c r yl a m id e g el el e c t r o p h o r e sis ; T s
,

S u p p r e S S Or T

c ell ; T s F
,

S u p p r e S S O r T c ell f a ct o r



抑制 丁細胞因子

行 っ た .

(D) 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

: M o n o Q お よび S u p e r o s e 6 カ

ラ ム で精 製し た , 抑制活性を 有する 分 酎 こ0 . 1 % ト リ フ ル オ P

酢酸を加 え ,
これ をあ らか じめ0 .1 % ト リ フ ル オ ロ 酢酸 含 有蒸

留水で平衡化 した P r o- R P C H R 5/ 2 c ol u m n に 吸 着 さ せ た 後 ,

0 .1 % ト リ フ ル オ ロ 酢 酸を 含む ア セ ト ニ ト リ ル 溶液 を 用 い て

( 0 か ら75 % の 直線 勾配) ,
0 . 5 m l/ m h の 速度 で 溶出 した .

Ⅶ . メ ･

ソ セ ン ジ ャ
ー R ＼A ( m e s s e n g e r R N A

,
m R N A ) の精

製 と無細胞蛋白合成

m R ＼A の 抽 出は C hi r g w i n の 方 法 に 従 っ た
‖一

､

. 1 ×1 0
9

の 抗

-Id 陽性 T s
ハ イ ブ リ ド ー マ 細胞 を 2 つ に 分け

,

一

方 ほ培養液 で

( 非活性 化) , 他方は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 K L H 抗体で (活性化) イ

ン キ エ
ペ ー シ ョ ソ した . 非活性化 お よ び活性化 ハ イ ブ リ ド

ー マ

細胞 を そ れ ぞ れ 4 M g u a n idi n i u m t hi o c y a n a t e 溶 液 で ホ モ ジ

ネ
ー 卜 し

,
1 8 G 注射針で D N A を 切断 した . ホ モ ジネ ー ト した

溶液を 5 . 7 M C s C l 液 に 重層 し ,
ス ウ ィ ン グ ロ

ー

タ ー H I T A C H I

R P S 4 0 T ( 日 立, 東京) に て 36 0 0 0 r p m , 2 0 ℃
,
1 2 時 間, 超遠心

分離を 行 っ た . R N A を含む沈澱物を フ ェ ノ ー

ル/ ク ロ ロ ホ ル ム

処理に て 除蛋白 し た後 ,
オ リ ゴ d T- セ ル ロ ー

ス カ ラ ム に 通 L
,

吸着 した m R N A を 10 m M ト リ ス 緩衝液 p H 7 , 5 で 抽出 した .

こ の 時 の m R N A の 収率は 3 % で あ っ た .

5〇.

〔
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⊥

(

王
)

【

0
鴫

Z
-

O

u

O

写
巴
-

U

0
0

u
0

0

0

1 0

N u m b モ r O † f ra eti o n

〔A 〕

2 0

3

ラ ビ
ッ ト 網状赤血 球 ラ イ セ ー

ト は P elh a m の 方法 で 用意 し

た
Ⅰ2'

. 無細胞蛋白合成系は 以下 の よ う に 行 っ た . 網 状赤血 球 ラ

イ セ
ー

ト 4 7 . 4 Jl l と T s ハ イ ブ リ ド ー マ の m R N A 3 j L g を含

む反応糸に 216 JI C i
35

S- メ チ オ ニ ン (1 5 〃 C i/ m I
,

ア マ シ ャ ム 社 ,

バ
ッ キ ン ガ ム シ ェ ア ー

,
英国) を混合 し

,
3 0 ℃

,
1 時間イ ン キ ュ

ベ ー シ ョ ン し た 後 .
2 0 r n M et h yl e n e d ia mi n e te t r a a c e ti c a c id

( E D T A ) に て 反応を止め た
.

m R N A 翻訳産物 の 特異的放射活性

は
,

m R N A I FL g に 対 し 3 ×1 0
6
c p m で あ っ た . ま た

,

m R N A 翻訳産物の 抑制活性を 調べ るた め , 非標識 メ チ オ ニ ン

で t 同様 の 無細胞蛋白合成を 行 っ た .

Ⅶ . ゲル か らの抑 制丁細胞因子の 抽出

無細胞蛋白合成産物 お よび 逆相 カ ラ ム で 分画 した抑制活性を

有す る分画を S DS - P A G E
13}

ま たは 等電点電 気泳動法 (is o el e c t -

ri c f o c u si n g ,
I E F)

川一
に て解析 した . S D S- P A G E の ゲ ル を 1 c m

間隔で 切断 し各々 の ス ラ イ ス を 20 0 〃1 の P B S と共 に 透析膜

チ
ュ

ー ブに 入 れ
,
Ⅰ2 時間 ,

1 0 0 V の 電圧で 電気的 に 抽出 した . そ

の 後, 試料を P B S で 透析 した後 , 抑制活性を 希釈倍率を 変 え

て 測定 した . 抽出した 試料 の ア ッ セ イ 系に お ける最終濃度は50

FLl/ m l (2 0 FL l/ w ell) と した . I E F の ゲ ル は 同様 に 1 c m の ス ライ

ス に し
,
3 7 ℃

,
1 2 時間, 2 0 0 〟1 の 蒸留水 で イ ン キ ュ

ベ ー

シ ョ ン

L た ･ こ れ らの 抽出物は P BS で 透析 した後 ,
上記の 方法 と 同

10
日u m b ¢ r O† I rさ¢tio n

〔B 〕

2 0

75

5 0

2 5

0

†
-

⊥

(

ボ
;
≡
l

苫
○
-

8
巾

-

O

u

O

篤
と
⊂

0

2
0
U

10

N u m b o r o† 什a ¢tio n

〔D〕
Fig ･ 1 ･ F r a c ti o n a ti o n of T s F b y c h r o m a t o g r a p hi c al s t e p s ･ E a c h f r a c ti o n of e v e r y c h r o m at o g r a p h y w a s t e s te d f o r it s s u p p r e s si v e

a c ti v it y i n th e i n v it r o a n ti - D N P I g G P F C r e s p o n s e s ･ T h e a c ti vi ty w a s e x p r e s s e d a s % s u p p r e s si o n of I g G r e s p o n s e s (h a t ch e d
C Ol u m n ) ･ 【A 】 A ni o n e x c h a n g e c h r o m a t o g r a p h y of M o n o Q c ol u m n ( H R 5/ 5) . T h e c o n c e n tr a ti o n of N a Cl (b r ok e n l in e) a n d
O D 280 (s olid li n e) a r e s h o w n ･ 【B 】 Ch r o m a t of o c u si n g o f M o n o P c ol u m n ( = R 5/ 2 0) ･ T h e p H gT a d ie n t v al u e m a d e b y P oly b uf f e r

(s olid l in e) w a s d e te r mi n e d i n e v e r y f r a c ti o n ･ 【C 】 G el 王iltr a ti o n of S u p e r o s e 6 c ol u m n ( H R l O/ 3 0) . M ol e c ul a r w eig h t s w e r e

d e te r m i n e d b y s t a n d a r d p r o t ei n s
,

a n d O D 2 舶 (s olid li n e) i s s h o w n ･ 【D 】 R e v e r s e d ph a s e c h r o m a t o g r a ph y of P r o
- R P C c o lu m n

(H R 5/ 2) ･ C o n c e n t r a ti o n 威 a c e t o nitril e (b r ok e n li n e) i s i n cl u d e d t o s h o w th e g r a d i e n t p a tte , n .



4

様 に し て抑制活性を 調べ た .

Ⅸ . 二 次元 ポリ 7 ク
l
) ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動法(2

- di m e n tio -

n a l g el el e c t r o p h o r e si s
,
2 - D E )

非平衡 p H 勾配電気泳動法の 方法ほ O T a rr ell に 従 っ た
15)

.

一

次元 ほ p H 3 . 5
-

1 0 と p H 5
-

7 の ア ン フ ォ ラ イ ン を 同等畳用

い
, P H 勾配 を作製 した . 無細胞 蛋白 合成産 物 30 p l ( m R N A

O . 45 〟 g に 相 当) を
,
溶解緩衝 液 (9 . 5 M 尿 素 ,

2 % N P -4 0 ,

2 % ア ン フ ォ ラ イ ン
, 5 % 2 - メ ル カ プ I エ タ ノ

ー ル) 3 0 ′J l と混

合 し
,
5 0 0 V で 4 時 間 , 電 気 泳動 し た .

二 次 元 ほ ゲ ル を

S D S-P A G E 試料緩衝液 に 1 時間
,
37 ℃ で イ ン キ エ

ペ -

シ ョ ソ

L た 後 , 還元条件下 で S D S - P A G E (1 2 % ゲ ル) を行 っ た , ゲ ル

は メ タ ノ ー ル/ 酢酸/ ト リ ク ロ ル 酢酸/ 水(30 : 1 0 : 王0 : 5 0) で 固

定 し
,
E N

3
H A N C E ( N e w E n gl a n d N u cl e a r

,
ポ ス ト ソ

, 米国) で

ソ ー

キ ン グ し た . オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
一 に は K o d a k X 線

フ ィ ル ム (ⅩA R -5
,

イ ー ス ト マ ン コ ダ ッ ク 社 ,
ロ チ ェ ス タ

ー

▲

米 国) お よび イ ン テ ン シ フ
ァ イ ヤ

ー

を 使用 した .

成 績

Ⅰ . 活性化杭 -I d 陽 性 T s 由来 T s F 2 の 抗体産生系に おけ る特

異性 の検討

抗原 D N P - K L H に 対す る 二 次抗- D N P I g G 抗体を 検出す る試

験 管内で の 培 養 系を 用 い て
▲ 抗一Id 陽性 T s よ り産 生 さ れ る

T s F 2 の 抑 制 活 性 の 特 異 性 を 調 べ た . D N P- K L H あ る い は

D N P- 0 V A で 免疫 したC 57 B L/ 6 の 脾細胞お よび D N P - K L H で

免疫 した B A L B/ c マ ウ ス の 脾細胞 の 培養系に
, 活性化 し た 抗

D o $ e O一 丁$ F ( トl / m t)
F ig . 2 . S p e cifi c s u p p r e s si v e a c ti vit y of T s F e n ri c h e d b y th e

M o n o Q c ol u m n . W ith 1 5l o f c u lt u r e s u p e r n a t a n t f r o m

a c ti v a t e d T s h y b rid o m a s a s st a r ti n g m a t e ri al s T s F w a s

e n ric h e d in 1 m l a n d th e a c ti vit y w a s a s s a y e d a s d e s c rib e d

i n M a t e ri a l s a n d M eth o d s . V a ri o u s d o s e s of th e M o n o Q

f r a c ti o n 1 7 w a s a d d e d t o th e c u lt u r e o f C 5 7 B L/ 6 s p16 e n

C ell s p ri m e d w ith D N Pr K L H (●) o r B A L B/ c s pl e e

?
C e11s

p ri m e d w ith D N P - K L H (○). D a t a s h o w % s u p p r e s s 1 0 n Of

a n ti- D N P I g G P F C r e s p o n s e s . T h e m e a n P F C n u m b e r s

a n d s t a n d a r d d e vi a ti o n s o f c o n t r ol r e s p o n s e in e a ch g r o u p

W e r e 1 51 0 士20 ( D N P
- K L H ,

C 5 7 B L/ 6)
.

a n d 8 0 0 0 ±11 4 0

(D N P
- K L H ,

B A L B/ c) . T s F a cti vit y w a s e n ri c h e d a b o u t

1 2 0 0 ti m e s i n th i s p a rtic u l a r e x p e ri m e n

-I d 陽性 T s ハ イ ブ リ ド
ー マ の 培養上 清を 濃度を 変えて 添加 し,

二 次追加抗原刺激を 加え た 後 ,
抗-D N P I g G 抗体塵生 を P F C に

て 測定 した ∴表 1 に 示 す如く
,
D N P - K L H で免疫 した C5 7 B L/

6 脾細胞を 用 い た場合 , 用量 依存性 の 路D N P I g G 産生抑制 を

認め た が
,
D N P - 0 V A 免疫 C 57 B L/ 6 お よ び D N P- K L H 免 疫

B A L B/ c 脾細胞 を用 い た 場合 で は ハ イ ブ リ ド
ー マ 培 養上 清 に

よ る抗体産生抑制は 認め られ な か っ た . こ れ ら の こ と は
, 抗

-Id 陽性 T s 由来の 抑制 因子 が 抗原特異性お よ び 遺伝 的拘束 性

を 有す る事を 示 して い る . な れ 非活性化状態 で の 抗-Id 陽性

T s ハ イ ブ リ ド
ー

マ の 培養上 清 は抗体塵生に 全く 影響 を 与 え な

か っ た
.

1 . T s F 2 の 生化学的特性 と精製

K L H 特異的 T s F 2 の 生 化学 的特性 の 解析 と精製 を ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ
ー の 手法 を用 い て お こ な っ た . 無 血清培 養液 で 抗-I d 陽

性 T s ハ イ ブ リ ド ー マ を 培養 し
, そ の 培 養上帝 を まず 陰イ オ ン

交換 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ

ー に 通 し
,

T s F 2 の 濃 縮 を 試 み た . 1 M

N a C l で O M か ら 1 M の 直線的塩勾配を 用 い て 溶出を 行い
, 各

分国(1 m l) を P B S で 透 析 した 後 , 各 々 の 抑制 活性 を測 定 し

た . 図 1 A に 塩 勾 配 と 280 n m の 吸 光 度 (o p ti c al d e n sity ,

O D 28 0) お よび P F C 法 を 用い た 抗- D N P I g G 塵生抑制 ( % 抑制)

を 示す . そ の 結 果, 分画1 7(塩 濃度0 .8 ～ 0 . 8 5 M ) に 主 な T s F 悟

性を 認め
, そ の 抑制 様式 ほ 図 2 に 示 す如 く遺伝 的 拘束 を 示 し

た . また , 陰イ オ ン 交換 カ ラ ム に よ り
,
T s F 活性は 培養上清 に

T a bl e l . S p e cifi c s u p p r e s si o n b y T s F d e ri v e d f r o m th e a c t ･

i v a t e d T s h y b rid o m a

(∈農芸t a n t)
A n ti ･ D N P lg G P F C /1 0

6
c ult u r e C ells a

C 5 7 B L / 6 B A L B /
'

c C 5 7 B L / 6

FLl/ m l D N P - K L H D N P ･ K L H D N P - 0 V A

en

O

O

O

O

5

N O

4 0

2 0

1 0

5

2

13 7 0 ±1 6 0
ム

1 1 0 ±2 0

3 7 0 士1 6 0

4 5 0 ±6 0

1 12 0 ± 4 0

1 3 2 0 ±3 1 0

2 1 3 0 ±26 0

2 2 0 0 ± 14 0

2 6 9 0 ±1 0 0

2 2 5 0 ± 14 0

2 1 5 0 ±23 0

2 1 3 0 ±22 0

7 9 0 ±1 1 0

6 7 0 ±2 0

8 3 0 ±6 0

7 7 0 ± 18 0

8 8 0 ± 12 0

8 3 0 ±6 0

a .
T h e a s s a y f o r T s F a c ti vit y w a s d e s c rib ed i n M a ie rh l由

a n d M e th o d V a ri o u s d o s e s o f c ult u r e s u p e r n a ta n t f r o m

th e a c ti v a t e d T s h y b rid o m a w e r e a d d e d t o th e c u lt u r e of

C 5 7 B L / 6 s pl e e n c ell s p ri m e d w ith D N P - K L H
,

W ith D N P -

O V A o r B A L B / c s pl e e n c ell s p ri m e d w i th D N P ･ K L H .

b . T h e d a t a s h o w m e a n P F C n u m b e r s ± s t a n d a rd d e vi a ti o n s .

T a b l e 2 . E n ri ch m e n t of T s F b y s e v e r al c h r o m a t o g r a p hi c al

St e p S

P u rifi c a ti o n

S te p s

T o t al S p e ci丘c

A c ti vit y
a A cti vit y

b
P u ri丘c a ti o n 等蒜

y

(U) (U / p r o t占i n) (f o ld) ( % )

C u lt . S u p , 1 . 4 × 1 0
5

2 . 1 × 1 0
2

M o n o Q 9 . 2 ×1 0
4

2 .6 × 1 0
5

S u p e r o s e 4
.
1 × 1 0

4
1 .7 ×1 0

6

P r o
. R P C l . 4 ×1 0

4
3 .1 ×1 0

6

一

66

2 9

1 0

3

3

4

1

0

0

0

1

1

1

×

×

×

2

1

5

1

8

1

a . T h e e n d p oi n t o f s u p p r e s si v e a c ti vi ty w a s d et e r m i n e d b y

f u n c ti o n al a s s a y w ith v a ri o u s d o s e s of s a m pl e s i n th e i n

vit r o s e c o n d a r y a n ti - D N P l g G P F C r e s p o n s e s a s d e s c rib e d

i n M a i eJ滋 ね a n d M e ih o d s . O n e un it(U )■ of s u p p r e s si v e a c t ･

i vi ty c o r r e s p o n d s t o T s F gi vi n g 5 0 % s u p p r e s si o n of a n ti -

D N P l g G P F C r e s p o n s e s o f C 5 7 B L / 6 m i c e ･ 4 ･6 1i t e r s of c u l -

t u r e s u p e r n a t a n t s w e r e u s e d s a st a r ti n g m a te ri al s ･

b . P r o t ei nl C O n C e n t r a ti o n w a s d e t e r m i n e d b y O D 2 8 0 .



抑制 丁細胞因子

対 し
,
1 2 0 0倍 に 濃縮 され た(表 2 ) . 次に T s F 2 の 等電点を 決定す

る た め
,

陰イ オ ン 交換 カ ラ ム で 分画 した 分画1 7 の
一

部 で
,

M o n o P カ ラ ム を 用い ク ロ マ ト フ ォ カ シ ソ グを 行 っ た . 図1 B に

p H 勾配と 掛 D N P I g G P F C の % 抑制 活性 を 示 した . 分 画1 6

( p H 6 ･ 0 - 6 ･ 1) で主 に抑制活性を 認め
,

そ の 抑制 様式 は 抗原特

異的か つ 遺伝的拘束性を 有 して い た . さ らに
,
T s F 2 の 分子量を

ゲル 濾過法 お よ び S D S-P A G E に よ り測定 した . M o n o Q カ ラ

ム で 分けた分画17 の 試料を S u p e r o s e 6 カ ラ ム に か け
, 各分画

の 抑制活性 を測定 した ･ 図I C に 示す 如く分画15 に 抑制括性 を

認め
, そ の 分画 の 分子量は標 準蛋白と比較 して

, 2 2 か ら 37 K d

に 相当す る と考 えられ た . そ の 抑制様式 は 同様 に 抗原特異性を

示 し
, 抑制活性は 培養上 滞に 対 し810 0 倍 に 濃縮 され て い た (表

2) ･ 次に T s F 活性 を有す る S u p e r o s e 6 カ ラ ム で の 分画15 を さ

らに 逆相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に て精製 した . 抽出は ア セ ト ニ ト

リ ル 直線濃度勾配に て 行 っ た . 結果 を図1 D に 示す . 抑制活 性

は主 に 分画 5 お よび 6 に認め られ , そ の ア セ ト ニ ト リ ル 濃度は

15 ～ 2 2 ･ 5 % で あ っ た . 抑制様式ほ 図 3 に 示す如く
,

や は り遺伝

的拘束性を 有 して い た . ま た
, 抑制 活性 は 培 養上 将 に 対 し

,

1 5 0 0 0 倍に 濃縮 され た が
, 回 収率 は1 0 % に すぎな か っ た(表 2 ) .

こ の T s F 活性を 有する分両の 試料 の 一

部で S D S A P A G E を 行

い
, ゲ ル を 1 c m 間隔で 切断 し

, 電気的に ゲル か らの 抽出を 試み

0

p
計
〓
篤
ざ
彗
呂

･

雪
空
O

u

O

顎

宏
一

d
d
コ
∽

ボ

0 1 .5 4 .4 1 3 .3 4 0 1 2 0

D o $ 0 0† T $ F ( 山/ m り

Fig ･ 3 ･ S p e cifi c s u p p r e s si v e a c ti vit y of T s F el u t e d f r o m th e

P r o- R P C c ol u m n ･ C ult u r e s u p e r n a t a n t s (5 0 m l) f r o m

a c ti v a t e d T s h y b rid o m a s T s F w a s a p pli e d t o th e M o n o P

C Ol u m n a n d f u r th e r f r a c tio n a t e d b y P r o
- R P C (fi n al v ol u m e

O ･5 m l) ･ T h e a c ti v ity w a s a s s a y e d a s d e s c rib e d i n

M a t e ri a l s a n d M e th o d s . V a ri o u s d o s e s of T s F w e r e

a d d e d t o th e c ult u r e of C 5 7 B L/ 6 s pl e e n c ell s p ri m e d w ith

D N P - K L H (●) o r B A L B/ c s pl e e n c ell s p ri m ed wi th

D N P - K L H (○) . D at a s h o w th e p e r c e n t s u p p r e s si o n o f

a n ti - D N P I g G P F C r e s p o n s e s . T h e m e a n P F C n u m b e r s

±S D of
.
th e c o n tr ol r e s p o n s e i n e a c h g r o u p w e r e 1 35 0 士

23 0 ( D N P - K L H
,

C 5 7 B L/ 6) a n d 1 5 50 ±50 ( D N P- K L H
,

B A L B/ c) ･ T h e s u p p r e s si v e a c ti vit y w a s p a r ti al 1y l o st b y
th e t r e a t m e n t w ith o r g a ni c s oI v e n t u s e d in r e v e r s e d -

ph a s e

C h r o m a t o g r a p h y .

5

た ･ 各軸出物 の 抑制活性を 同様に 測定 した と こ ろ
, 還 元下 (図

4 ) お よ び非還元 下の 条件で
,

と もに 抑制括性 を 25 - 3 4 K d に

相当する ゲ ル 断片に認め た .

Ⅲ ･ 試験管内翻訳産物の生物学的活性

無細胞蛋白合成系で 合成 した産物の 生物学 的活性を , 試験管

内で 二 次Ig G 抗 体産生能 で 評価 した . 活性化 お よび 非活性化抗

LId 陽性 T s ハ イ ブ リ ド
ー

マ か ら待た m R N A を オ リ ゴ d T_ セ ル

ロ
岬

ス カ ラ ム で 精製 し, P Ol y A を有する m R N A を 試験管内で

翻訳 した ･ 表 3 に示 す ように
, 活性化 T s か らの 翻訳産物の み

が 抑制活性を 示 し
,

しか も,
D N P - K L H で 免疫 した C57 B L/ 6

の 脾細胞を 用い た場合に 認 め られ
,

D N P- K L H 免疫 B A L B/ c

脾細胞 の 系で ほ抑制ほ 見 られ なか っ た . また
, 非括性化 T s か

らの 翻訳産物 で は抑制括性 は全く認め な か っ た
｡ 以上 の こ とか

ら
,
T s F 2 は m R N A を 介 して 翻訳 され る蛋白で ある ことが 示唆

された .

さ らに活性化 34S -2 8 1 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら分離 した m R N A

F r a cti o n s

Fi g . 4 . S u p p r e s si v e a c ti vi ty of T s F el u t e d f r o m sli c e d

S D S, P A G E g els . T s F w a s e n ri c h e d f r o m 4 ,6l of c u it u r e

S u P e r n a t a n t b y p a s si n g th r o u g h th e M o n o Q c ol u m n (s e e

fig u r e l q A a n d 2) ,
th e S u p e r o s e c ol u m n

,
a n d th e P r o- R P C

C Ol u m n ･ O n e t e n th of th e fi n al v ol u m e (5 0 jl l) w a s

S u bj e c t e d t o S D S - P A G E (1 5 % p oly a c r yla m id e g e玉) u n d e r

r e d u ci n g c o n d iti o n s , T h e bi oI o gi c al a c ti vity s h o w n a s

p e r c e n t s u p p r e s si o n of a n ti - D N P I g G P F C (h a.t c h e d

､
C Ol u m n s) w a s t e s te d o n th e m a t e ri al s (1 JL V m l in c ult u r e)
el u t e d f r o m e v e r y g el sli c e a s d e s c rib e d i n M a i e ri a l s a n d

M e亡h od s ･ F r a c tio n s c o r r e s p o n d t o r n ol e c ul a r w ei gh t s :

m o r e th a n 80 kil o d alt o n s (1) .
8 0 -4 6 (2) ,

4 6 - 3 4 (3),
3 4 - 2 5

2 5 -1 9 (5),
1 9 -1 4 (6) ,

1 4 -1 0 .5 (7) ,
a n d < 1 0 .5 kil o d alt o n s

T h e m e a n P F C n u m b e r s 士S D o f th e c o n tr ol r e s p o TI S e

e a c h g r o u p w e r e 2 0 5 0 士16 0 .

)

)

4

8

(

(



6

翻訳産物の 性状を 解析す るた め , そ の 翻 訳産物 を S DS - P A G E

お よ びIE F の ゲ ル に て分画 した . 次い で
,
そ れ ぞれ の ゲ ル を小

切片 に 切断 した 後 , 電気的に 抽 出を 行 い
,

そ れ らの 抑制活性を

測定 した . 図 5 に 示 す よ うに
, 抑制活性は分 子量 23 ～ 4 0 K d お

よ び p H 5 . 5 ～ 6 . 2 の 範囲 に 集中 して い た .
こ れ らの 結 果は

▲ 活

性化 34S-2 81 ハ イ ブ リ ド
ー

マ の 培養 上清を ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で 解析 した 結果 に
一

致 してい た .

T a bl e 3 . S u p p r e s s o r a c ti vit y o f m R N A tr a n sl a ti o n p r o d u c t s

Of T s h yb rid o m a

A n ti - D N P I g G P F C /1 0
6 C ul t ur e C ell s

T r a n sl a ti o n

P r o d u c ts
a

U n a c ti v a t e d
A c ti v a t e d T s m R N A

U 1 1 ` - t - u Y `
■ し

- u

T s m R N A

FLl/ m l C 5 7 B L/ 6 B A L B / C C 5 7 B L / 6

D N P . K L H D N P - K L H D N P - K L H

en

O

O

I

N 2 3 0 0 ± 40 0
ム

6 19 0 ±5 80 2 3 3 0 ±40 0

3 5 0 ±2 2 0 5 5 5 0 ±1 0 0 1 8 9 0 ±64 0

3 61 0 ±22 0 5 8 8 0 士6 鮒 25 2 0 ±60 0

1 2 21 0 ± 1 6 0 6 00 0 ±4 4 0 30 7 0 ±6 8 0

0 .1 2 0 50 ± 4 7 0 6 25 0 ±1 1 9 0 22 5 0 ±8 8 0

a . M e s s e n g e r R N A (1 .5 JLg) f r o m a c ti v a t e d o r u n a cti v a t e d

T s h y b ri d o m a s w e r e t r a n sl a t e d i n vitr o i n l O O FLl of th e r a b -

bit r e ti c ul o c y t e l y s a t e s y s t e m . T h e a c ti vi ty o f m R N A p r o
-

d u c t s w a s a s s a y e d i n th e i n vii r o s e c o n d a r y a n ti - D N P P F C

r e s p o n s e s a s d e s c rib e d i n M a te r hzね a n d M e ih od s ･

b . T h e d a t a sh o w m e a n P F C n u m b e r s ± s t an d a r d d e vi a ti o n s .

F r a cti o n s

Ⅳ . オ
ー

トラ ジ オ グ ラフ ィ
ー を用い た , 活性化およ び非活性

化坑- 1 d 陽性 T s 由来 m R N A 翻訳産物の 比較

活性化抗-I d 陽性 T s ハ イ ブ リ ド ー マ 細胞 由来 m R N A 翻訳 産

物が 抑制活性 を有す る こ とが 判明 した た め
,

35

S- メ チ オ ニ ン で

標識 した 活性化 お よび 非活性化抗-I d 陽性 T s の m R N A 翻訳産

物 を 2-D E に か け ,
オ

ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー

を 用 い て 比較 し

た . 活性 化 お よ び 非 活性 化 T s ハ イ ブ リ ド ー マ そ れ ぞ れ の

m R N A 産物 か ら , 2 5 0 以上 の 蛋白 ス ポ ッ ト が 検出 され た が
,

そ

れ らの ス ポ ッ ト の 中で
, 活性 化さ れ た ハ イ ブ リ ド

ー

マ 細胞か ら

の m R N A 産物 の み に 出現 し
, 非 活性 化の もの で は 見られ な い

ス ポ ッ ト が
,

2 個 存在 して い た ( 図6 ) . それ らの 分子 量お よ び

等電点は そ れ ぞ れ 28K d , P H 5 . 7 お よ び 25 K d
, p H 5 . 5 で あ っ

た . こ れ らの ス ポ ッ トは 国 5 で 得 られ た抑 制活性を 有する 分国

の 分子量お よ び 等電点 と
一 致 して い た .

考 察

抗原( K L H) 特異的か つ 達伝 的拘束(廿2
b

) を示 すIg G 抗体産

生糸 を抑制す る T s F 2 の 生化学的特性に つ い て 解析 した . こ の

T s F 2 ほ抗 -I d 陽性 T s ハ イ ブ リ ド ー マ (3 4 S- 2 81) の 活性 化 に

よ っ て 分泌 され る よ うに な る が
, そ の 活性化 は Id 陽性 K L H 特

異的 T s
ハ イ ブ リ ド ー マ (3 4 S -1 8) よ り分泌 さ れ る 抑制 因子

( T s F l) あ るい は そ れ 自身で抑 制活性を 有す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗

K L H 抗体と 反応 させ る こ と に よ り開始 され る
瑚 )

.
L た が っ て

,

7 .5 6 .6 6 .0 5 .
4 4 .9

P H o f f r a c ti o n s

Fi g . 5 . B i o c h e m ic al a n aly sis of i n vi tr o tr a n sl a ti o n p r o d u c t s f r o m a c ti v a t ed 3 4 S - 2 81 m R N A b y S D S - P A G E 【A 】 a n d I E F 【B 】･

T hi rt y mi c r oli te r s of tr a n sl a ti o n p r o d u c ts ( e q ui v al e n t t o O ･4 5 FL g Of m R N A ) w e r e a p pli e d t o S D S , P A G E (1 2 % p ol y a c r yl a m id e g e l)

a n d I E F .
B i ol o gic al a c tivi ty s h o w n a s % s u p pr e s si o n of a n ti- D N P I g G P F C (h a t c h e d c ol u m n) w a s t e s t e d o n th e m a t e ri als

el u t e d f r o m e v e r y g el sli c e . S e e M a t e ri a l s a n d M eth o d s ･ 【A 】･ F r a c ti o n s c o r r e s p o n d m ol e c ul a r w ei gh t s ; 0-1 3 -k d (1) ･
1 3 -1 7 - K d

(2) , 1 7 q 2 3
- K d (3) ,

23 - 31 - K d (4) ,
3 1 - 4 0 てK d (5) ,

4 0 - 5 4 - K d (6) ,
5 4 - 7 トk d (7) ,

7 1 - 9 8 - K d (8),
m O r e th a n 9 8 - K d (9) ･ T h e m e a n P F C

n u m b e r s 士S D of c o n t r ol r e s p o n s e in e a c h g r o u p w e r e 6 8 0 0 ±65 0 【A 】 a n d 【B 】･
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こ こ に 示 した T s F 2 ほ ,
G A T お よ び N P 特異的 T s 糸で 報告 さ

れ て い るT s F 2 タ イ プの 抑制因子に 相同す る もの と言え る
3)4)1 8 )

抗原 ( K L H) で ほ 刺激 されず抗 K L H 抗体 ある い は 抗原特 異的

T s F l で刺激 され る こ と は
ょ

こ の 34 S-2 8 1 が抗原結合能を 有す る

3 4S檜1 8 と相補的な レセ プ タ
ー

構 造を もつ こ と を 示 して い る .

これ ら の T s は 抑制サ ー

キ ッ トの 初 期相 に お い て 重要な役割を

果たす ･ すな わ ち ,
Id 陽性 T s は 抗原 刺激 に よ っ て 活性 化 さ

れ ,
さ ら に 抗原を 介 して抑制活性 を発現す る最終 ス テ ッ プ の エ

フ ェ ク タ ーーT s を誘導 し免疫系を 調節する .

一

方 , 免疫調節の

初期相 に お け る別 の 抑制系活性化経路 と して
,
I d 陽性 T s と 相

補的 な抗-

I d 陽性 T s を 中心 とす る経路が あ り
, 抗原の 介在を 必

要と しな い イ デ ィ オ タイ プ ー 抗イ デ ィ オタ イ プ反 応に よ り , 抗

原特異的抑制活性を増幅 して エ フ ェ ク タ ー ー T s に 伝達 しう る も

の と考え られ る .

T s の 活性 化現象に つ い て ほ Pi e r c e ら に よ り G A T- T s F の 系

でも報告さ れて い る
汀)

. 細胞活性化 の 詳細な メ カ ニ ズ ム は 未だ

解明 され て い ない が
, 抑制因子の 産生に は新 たな R N A お よび

蛋白の 合成が 必要 で あると 思わ れ る . なぜ な ら
, 細胞が活性化

され T s F 2 が 分泌 される ま で に 要す る時間は ,
K L H- T s 系で は

お よそ 8 時間
8)

, G A T- T s 系で は お よ そ16 時 間で あ り
18)

,
抑制 国

子が ハ イ ブ リ ド ー マ 自身の 変性や 抑制因子を含む v e si cl e か ら

Fi g ･ 6 ･ A u t o r a d i o g r a m s of 2 - D E o n i n v it r o tr a n sl a ti o n

p r o d u c t s f r o m a c ti v a t e d 【A 】 a n d u n a c ti v a t e d 【B 】 T s

m R N A ･ T h e a r r o w s i n d i c a t e th e n e w s p o t s a p p e a ri n g

af t e r a c ti v a ti o n . S e e M a t e ri a l s a n d M e th o d s . M ol e c ul a r

W ei gh t s a n d p H p oir ltS W e r e d e t e r m i n e d b y s t a n d a r d
m a rk e r s .

7

の 脱顆粒 に よ っ て 放出 され た 可能性ほ 否定 しう ると 考え られ る

か らで ある .

抑制 因子 が蛋白質で ある こ と ほ
,

ラ ビ ッ ト網状赤血 球ある い

は ア フ リ カ ツ メ ガ ェ ル の 卵母 細胞を 用い た m R N A 翻訳産物 で

抗- D N P I g G 抗体産 生が 抑制 され た こ と か らも 明 らか で ある

(表 3 ) ･ しかも , 活性化され た T s 由来の m R N A 翻訳産物 で

の み抑制が み られ
, 非情性化 T s 由来の m R N A 翻訳産物で は

抑制 は全く認め られ な か っ た . G A T- T s F . に お い て もラ ビ ッ ト

網状赤血 球 ラ イ セ ー

トを用 い た m R N A 翻訳産物 が抑制活性 を

示 した こ と が報告 され て い る
18)

. こ の ように
, K L H - T s お よ び

G A T - T s どち ら の 系に お い ても ,
T s F の 抑制活性は

t 糖 鎖構造

の 修飾を 受けず と も発現 しう る . ま た
,

G A T - T s F 2 の 糸 で ほ

t u n i c a m y c in を用い て ア ス パ ラギ ソ に 結合す る糖鎖構造 を 阻害

して も, 抑制活性は維持 されて い た
1T,

. 翻訳後の 糖 鎖修飾 を は

じめ と する プ ロ セ シ ン グは T s F の 安定化に 寄与して い る 可 能

性は 否定 し得な い が , 以上 の 結 果は抑制活性発現 に プ ロ セ シ ン

グの 過程が 基本的に は必要 で な い こ とを 示 唆する .

T s F 2 の 生化学的特性 を ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ

ー で 解析 した が
,

ゲ

ル 濾過法で ほ 分子量は 22 ～ 3 7 K d で あり( 図1C) ,
ク ロ マ ト フ ォ

カ シ ソ グに よ る等電点は p H 6 . 0 ～ 6 .1 で あ っ た (図1 B) . ま た ,

逆相 ク ロ マ ト グラ フ
ィ

ー か ら抽出 した抑制活性を 有する分画を

S D S-P A G E で さ ら に 精製 し
,

ゲル 切片 か ら抽出 した物 質 に お

け る抑制活性を解析 して得 た分子 量も 25 ～ 3 4 K d の 範囲 であ っ

た ( 図4 ) ･ そ の 分子 量は還 元下条件で も非還元 下条件で も変化

ほ なく
, 抑制活性 の 発現に 共有結合を必ず しも必要 と しな い こ

と が 示唆 され た . T s F 2 が S D S に よ っ て 変性を受け る可能性 ほ

否 定 し得な い が
, 他の 抗原特異的 T s F で S D S 処 掛 こ抵抗性 を

示 す こ とが 報告され て お り
胴 )21)

,
S D S に よ る変性を受けた と し

て も部分的で あり生物学的活性 が維持され た と 考え られ た .

さ ら に 図 5 に 示 した よう に
, 網状赤 血球で 合成 した蛋 白質を

S D S-P A G E に かけ 同様に 抑制活性を有する 分画を 調 べ た 結果

に お い て も
,

そ の 分 子量は 23 ～ 4 0 K d で
, 還元 下, 非還元 下条

件 で 変化は なく
,

ゲ ル 濾過法 に よ っ て 得 られ た結果と ほぼ
一

致

す る結果で あ っ た . 以上か ら
,

こ の 抑制因子が抑制活性 を示 す

際 に は 他の 分子と の 共有結合を 必 要と せ ず,
L か も こ の 因 子は

一

本鎖で 構成 され る と推測 した .

一

本鎖か ら な る他の 抑制国子

に つ い て は
,

W i e d e r らが G A T- T s 系に お い て 報告 して い る
18)

.

そ れ に よ る と G A T-T s F . は 1 6 S r n R N A か ら翻訳 され , 無細胞

蛋白合成 系で作成 した 蛋白 を S D S-P A G E で 分 離 した 場合 ,

1 9 K d の 分画 に 抑制活性が ある こ とが 示 さ れ て い る .

活性化 34S-2 81 ハ イ ブ リ ド ー マ の 無血 清培養液 4 60 0 血 を ク

ロ マ ト グラ フ ィ
ー

を用 い る こ と に よ り
, 抑制国子 の 活性を 1 . 5

× 1 0
4

倍に ま で濃縮 し待 たが (表 2) ,
オ

ー

ト ラ ジオ グ ラ ム 上 に バ

ン ドと し て 捕 ら え る こ と が 出来な か っ た . k r u p e n ら お よ び

T u r c k らは G A T を 用 い た糸 で 同様に 抑制国子の 濃縮を試 み
,

6 リ ッ トル の 培養上 清か ら 2 /` g の T s F l を
,

また50 リ ッ ト ル

の 培養上 清か ら10 〃g の T s F 2 の 精 製に 成功 した と報告 して い

る
20)Z l)

. 我 々 の 実験系か ら T s F 2 濃度 を 評価す る こ と は 困難 で

あ っ たが
,

オ ー ト ラ ジオ グ ラ ム 上 に 表現 され , 分子構造 の 解析

を行う に は精 製に入 る前に よ り多量の 培養上 清が必要で ある と

考 え られ る .

一

方 ,
ラ ビ

ッ ト 網状赤血 球を 用い て , 活性化 お よび非情性化

掛Id 陽性 T s ノ ､ イ ブ リ ド ー マ の m R N A よ り蛋白を 合成 し
,
そ

の 抑制活性 お よび 2 - D E で の 両者 の ス ポ ッ ト の 展 開を 比較 し
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た . そ の 結 果, 活性 化抗 -Id 陽性 T s ハ イ ブ リ ド ー マ 由来 の 翻訳

産物の み が 抑制活 性 を 有 して お り (表 3 ) , 分子量 28 K d
, P H

5 . 7 と分子量 25 K d
, P H 5 .5 の 2 個 の ス ポ ッ トが ハ イ ブ リ ド ー マ

の 活性化に 伴 っ て 出現 した こ とが 判 明した . これ らの ス ポ ッ ト

ほ S D S ･ P A G E お よ びI E F で 分画 した ゲル か ら電 気的に 抽出 し

抑制活性を 検討 した 実験( 図5) で示 され た 分子量 23 ～ 4 0 K d
,

等電点5 . 5 ～ 6 . 2 の 範囲 に 存在 して い る . 従 っ て
,

これ らの どち

らか の ス ポ ッ ト が 抗 -I d 陽性 T s か ら分泌され る T s F 2 で ある可

能性が高 い と思わ れ た .

I m ai ら ほ こ の 抗-Id 陽性 T s ハ イ ブ リ ド ー マ の T 細胞抗原 レ

セ プ タ ー 遺伝子 の 解析 を行 い
,

T s レ セ プ タ ー に α 鋪 道伝 子が

使用 され て い る が
, β鎖お よ び γ 鎖遺伝子ほ 使用され て い な い

こ とを 報告 した
22)

. A d o ri ni らは抗原特異的抑制 因子 を 分泌 す

る T s の レ セ プ タ ー が α 鎖と β鎖 との ヘ テ ロ ダイ マ ー か ら構成

され
, 抗原 レ セ プ タ

ー に 相同な m R N A を用い て 合成 した蛋白

が抗原特異的 T s F の 産生を誘導 した と 報告 して い る
お)

. 現在の

と こ ろ K L H 特 異的抗-Id 陽性 T s ハ イ ブ リ ド ー マ の 抗原 レ セ プ

タ ー の 分子構造ほ 完全 に は 解明 し待て お ら ず,
ま た

,
レ セ プ

タ ー 相 同 m R N A 産物 が機能活性 を有するか どうかも確 認され

て い な い . 今後抑制 困子の ア ミ ノ 酸配列の 決定お よ び 抗原 レ セ

プタ
ー

構造 の 解析
,

さ ら㌣こは T 細胞 レ ベ ル で の イ デ ィ オ タ イ プ

･ ネ ッ ト ワ
ー ク の 解析 な ど , 免疫 系の 高次機能の 解明が 必要で

あると思わ れ る .

結 論

抗-I d 陽性 T s (3 4 S-2 8 1) は
,
Id 陽性 T s (3 4 S -1 8) と相補的 レ

セ プ タ
ー

構造 を有 し
,
と もに 抗原( K L H) 特異的,

か つ 遺伝的拘

束性( H-2
b

) を 有す る免疫反応の 抑制活性発現に関与 して い る .

さ らに 抗 -Id 陽性 T s は活性化の 後 , 抑制 丁細胞因子 ( T s F 2) を

分泌する こ と に よ り ,
こ の 抑制活性が発揮され る . こ の T s F 2

の 生化学的特 性お よび 分子 学 的解析 を 試み
, 以下 の 結論 を 得

た .

1 . 無血 清下 に 培養 した 34S-2 8 1 の 培養上暗 にも K L H 特異

的で遺伝的拘束性 を 示 す抑 制活性 が 存在す る こ と が 確 認 され

た . そ の 培養 上 清 よ り T s F 2 の 精 製 を 種 々 の ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ
ー で 行い

, 抑制活性 を1 .5 × 1 0
4

倍 まで濃縮 し待た が
, 回収

率は10 % に と ど ま っ た .

2 . T s F 2 の ゲ ル 濾過法 に よ る分子 量ほ 22-3 7 K d で あり
,

ク ロ

マ トフ ォ カ シ ソ グ で 求め た 等電点 は p H 6 .0
-

6 . 1 の 範囲で あ っ

た . ま た ,
S D S

- P A G E か ら電気的に 抽出 した物 質の 抑 制 活性

も還元下 , 非還元下共 に 分子 量 25 づ4 K d の 範囲に 認め られ た .

3 . 無細胞 蛋白合成 系を用 い た 系で は
, 活性化 34S -2 8 1 由来

の m R N A 産物の み が
, 培養上清 と 同様 の 抗原特 異的か つ 遺伝

的拘束性 を有す る抑制活性を 示 し
,
非 活性化 34S -2 8 1 由来 の

m R N A 産 物 で は 抑 制活 性 は 全く 認 め ら れ な か っ た . S D S-

P A G E か らの 解析 でそ の 分子量は 23 -4 0 K d で あ り ,
I E F か ら

求め た等電 点は p H 5 . 5 -

6 . 2 で あ っ た . さ ら に
,
2 - D E に か けた

オ ー トラ ジオ グ ラ ム 上 で の 比較 で は
, 非活性 化 34S 胡 1 由来

m R N A 産物で は認め られ な い 新た な 2 つ の ス ポ ッ ト の 出現 を

活性化 34S -2 8 1 由来 m R N A 産物 に認め
,
そ の 分子量お よび 等

電点は 28K d , p H 5 . 7 お よ び 25 K d , p H 5 . 5 で あ っ た .

以上 の 結果か ら , 2 つ の ス ポ ッ トの い ずれか が T s F 2 で あ る

可 能性が示唆 され , また
,

T s F 2 が共有帯合を有さ な い 蛋 白質

と して抗体産生に おけ る抗原特異的で あ りか つ 遺伝的拘束性を

有す る抑制活性の 増幅 に 関与する と 考え られ た .
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