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破傷風 トキソイ ド初回免疫彼の 抗原特異的 ヘ ル パ ー T 細胞活性

金沢 大学医学部内科学 第三 講座 く主 任 二 松田 保教授I

岩 淵 邦 芳

く昭 和6 3 年 8 月2 3 日受付ナ

h Y i v o に お け る抗原特異的抗体産生の メ カ ニ ズ ム を明 ら か に す る 目的 で
， 破 傷風 ト キ ソ イ ド

くt e t a n u s t o x o id
，
T T l 初回 免疫後 の健康成人 の 末棉血 単核球 くp e ri ph e r a l bl o o d m o n o n u cl e a r c ell s

，

P B M Cl ，
T 細胞 ，

n O n T 細胞 を用 い
，
i n vi tr o で の 抗原特異的抗体産 生の T 細胞依存性 ，

お よ び T 細

胞 の 抗原特異的 ヘ ル パ ー 括性 に つ い て 経 時的に 検討 し た ． 破 傷風感 染の 既往お よび T T ワ ク チ ン接種歴

の な い 健康成人 5 例 に 対 し T T ワ ク チ ン を接種 した 後経 時的に P B M C
，
末楷血 丁細胞 ，

n O n T 細胞 を

採取 し た ． P B M C
，

n O n T 細胞 に よ る T T 抗原特異 的抗体産生 ，
お よ び T 細胞 を T T 抗原 特異的記憶

B 細胞 を含む n o n T 細 胞 に 加 えて の T T 抗 原特異的抗体産生 を検討 した ． 培養 は T T 抗原添加あ る い

は 無添加 の系で行 い
，

4 日 間培 養後上 清 を採取 し く4 日目上 清L 培 養細胞 を洗浄後 T T 抗 原を添加 し

な い で さ ら に 8 日 間培養 を継続 した後上 清 を採取 した く1 2 日 目上 清 卜 上 清中 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン G

くi m m u n o gl o b u li n G
，
I g Gl 抗 T T 抗体 を酵素 結 合 免 疫 吸 着 法 くe n z y m e li n k e d i m m u n o s o rb e n t

a s s a y ，
E L IS A l を 用 い て測定 した ． 免疫前の P B M C

，
n O n T 細胞 に よ る 4 日目上 清 中，

12 日目上 清中

の Ig G 抗 T T 抗体塵生 は認 め ら れ なか っ たが ， 免疫後 に は 全例 で I g G 抗 T T 抗体 産生 が 認め ら れ

た ． 4 日目上清中の Ig G 抗 T T 抗体産生は ． 培養液中の T T 抗原 お よ び自己 丁細胞 の 存在 の有無 に か

か わ らず認め られ た が
，

6 週 目以 降の12 日目上 清中の Ig G 抗 T T 抗体産生は
，
培養液中 に T T 抗原お

よ び自 己 丁細胞が 存在 する場合 に の み 認め られ た ． 又1 2 日 目上 清中の I g G 抗 T T 抗体産生 は
，

T T 抗

原特異 的記憶B 細胞 を含 む n o n T 細胞 へ 初 回免疫後の 自己 丁細胞 を加え た場合 に は認 め られ た が
，
同

じ n o n T 細胞に 初 回免疫前 の自己 丁細胞 を加 えた場合 に は認 め ら れ な か っ た ． さ ら に
，
同 じ n o n T 細

胞 と経 特約 に採取 しキ自 己 丁細胞 と の培養 で は
， 初回 免疫後 1 旬 3 週目以降の 自己 丁細胞 を加 え た場合

に の み I g G 抗 T T 抗体産生が 認 め られ た ． 抗体産生量 は経時的 に 変動 した が
，

P B M C に よ る Ig G 抗

T T 抗体産生量の 変動 とは
一

致 しな か っ た ， こ れ ら の 所見 よ り
，
抗原非依存性の I g G 抗 T T 抗体産生

はT 細胞非依存性で あ る が
，
抗原依存性 の T T 抗原特異的記憶 B 細 胞に よ る抗体産生 は T T で の 初 回

免疫後 の T 細胞依存 性 で あ る事が 明ら か と な っ た ． さ ら に 抗原特異的 ヘ ル パ ー

T 細胞活性 は
，
初回免疫

前 に は 認め ら れず ， 免疫後 1 へ 3 週目よ り 出現 し経時的な 変動 を示 す こ と が明 ら か と な っ た ．

E e y w o rd s p ri m a r y i m m u ni z a ti o n
，

t e t a n u S t O X Oid ，
I g G a n ti －t e t a n u S

t o x oid a n tib o d y ，
a nt ig e n － S p e C ifi c h el p e r T c ell a c ti v i t y

I n v it r o に お け る抗体産生 に 関す る解析に は
，

こ れ 対す る i n v it r o 抗体産生 に つ い て も ，
こ の P W M 誘

まで 主と して非特異的刺 激で あ る ポ
ー

ク ． ウ イ
ー

ド 導抗体 産生 系 を 用 い た 研究 が 数 多 く 報告 さ れ て い

マ イ ト ジ ュ ン くp o k e w e e d mi t o g e n
，
P W M l に よ っ て る

1 ト 8，
． しか し

，
P W M 添加培養系で は P W M が非特

多ク ロ
ー ン性抗体産生 を誘導す る 系 を 用 い て行 わ れ 異的な 抗原刺激と し て 作用 す るた め

，
得 ら れ る 結果

て き た ． 破傷風 ト キソ イ ド くt et a n u s t o x oid
，
T T l に は多ク ロ

ー ン 性抗 体産 生 の
一 部 と して の 抗 T T 抗体

A b b r e vi a tio n s ニ A E T
，

2 － a m in o － e th y lis o t hi o u r o n iu m b r o m id e i E L IS A
，

e n Z y m e
－1in k ed

i m m u n o s o rb e n t a s s a y ニ F C S
，
f e t al c alf s e r u m ニ王g G

，
i m m u n o gl ob ulin G i K L H

，
k e y h ole

li m p et h e m o c y a n i n 三 O D ， O p ti c al d e n sit y i P B M C
， p e ri p h e r a l b l o o d m o n o n u cl e a r c e11s 三



初 回免疫後 の 抗原特異的 ヘ ル パ ー

T 細胞活性

産生を反 映す る こ と に な り ， 抗原特 異 的抗体 産生 の

評価 は困難 で あ っ た ． そ こ で ，
P W M を 用 い ず に

T T な どの 特異的抗原刺激を利用 す る 抗原 特 異的抗

体産生系が近年確立 され てき た
9ト 川

最近 L u m ら
15ト 1 乃

，
S h i o b a r a ら

珊

は ，
i n v it r o 抗体

産生の 培養法 に 改良 を加 え
． 培 養開始 後 4 日 目 に 上

清中か ら
一

旦 抗原 を除去 す る こ と に よ り ， 追加免 疫

を必要と す る こ とな く ， 免疫 さ れ た 正 常 人 の83 ％以

上 に i n vi t r o T T 抗原特異的抗体産生 を検 出し得 る

こと を明 ら か に した ． 大塚 ら
1 鋸 狐

は こ の i n v it r o 抗体

産生系 を用 い て
，
T T に よる 初回 免疫後 の in v i v o の

T T 抗原特異的抗体産 生お よ びi n vi t r o に お け る末

梢血液中の T T 抗原特異 的抗体産生細 胞の 動態に つ

い て研究 し ，
T T に よ る 初 回 免疫後 自 然 に I g G 抗

T T 抗体 を産生 す る B 細胞が血清抗体 価 が 陽性 を示

す時期に
一

致 し て 末棺 血 液 中 を循 環 し て お り ，
T T

抗原特異的記憶 B 細胞 は自然に I g G 抗 T T 抗体 を産

生する B 細胞 と同時か
，

又 は そ の 消失 よ り や や遅 れ

て 末棉血 液 中を循環 して い る こ と を明 ら か に し た ．

一 方抗原特異的 ヘ ル パ ー T 細胞 活性 の 動態 に つ い

ては
，

T T 抗原特異的記憶 B 細胞を 含 む 末棺 血液 中

の n o n T 細胞 に よ る特異的抗体産生を 指標 に し て 検

討さ れ て い る
2 瀾

． しか し こ れ ら は P W M 刺激 に よ る

抗体産生系 を用 い た も の で
， 特異 的抗原 刺激 に よ り

誘導され る 抗原特異的 ヘ ル パ ー T 細 胞活性 に つ い て

の 報告は 少な く
盟 ，

，
さ ら に

， 初回 免疫前後 で の 抗原特

異的抗体産 生に 対 す る抗原特異的 ヘ ル パ ー

T 細 胞活

性の 動態は未 だ不明 で あ る ．

そ こ で 著者 は
，

T T ワ ク チ ン の 接種 歴 の な い 健康

成人 を対象 と し
，

T T 初 回免疫後の i n vi tr o に お け

る末梢血 単核 球 く p e ri p h e r al b l o o d m o n o n u cl e a r

C ells
，
P B M CI に よ る 抗原 特異的抗体産生の T 細胞依

存性を検討 し ， さ ら に
， 初回免疫 前後 の 末梢 血 液 中

丁細胞 の抗原 特異的 ヘ ル パ ー 活性 を
，

T 細胞 依存 性

に抗原特異的抗体産 生 を行 う n o n T 細胞 に 及 ぼ す影

響を指標と して検 討 した ．

対象 お よ び方法

I ． 対 象

破傷風の 感染既 往お よ び T T ワ ク チ ン接種歴 の な

い健康成人 5 名 く男性 5 軋 年齢20 へ 2 8 歳1 を T T

初回接種 の 対象と した ．

II ． 免疫方法

855

対象 5 名 くC a s e l
J q

v 51 に 対 して T T ワ ク チ ン く沈

降破傷風 ト キ ソ イ ド
，
L o t N o ． 4 0 5 － 0ンく武 田薬品

，
大

阪コ 0 ．5 m l を 筋肉内に 接種 した ． 接種 日 を 0 週 目 と

し
，

その 後 1 週日 ． 3 週目 に 初回接種 と 同様 の 方 法

で追加接種 を行 っ た ． 又
，
T T 抗原特異的記憶 B 細胞

を豊富に 含 む n o n T 細胞分画 を得る目的 で
， 初 回接

種後28 過日 に さ ら に 追加 接種 を行 っ た
組

．

m ． P B M C の 採取 お よ ぴ ， 細胞分離

末棺血 の採取 は初回接種前 お よ び初 回接種後1 1 過

ま で 毎週 1 回行 い
．
C a s e 4

，
5 で は

，
その 後2 句 3 週

間隔で18 週目 まで 行 っ た ． T T 抗原特異 的記憶 B 細

胞を 豊富 に 含 む n o n T 細胞 分画 を得る 目的で28 過日

に追加接種 を実施 し
，

そ の 2 又 は 3 過後 に も採 血 を

行っ た ■ P B M C は ヘ パ リ ン 加末梢血 よ り Fi c o 11 － H y
－

p a q u e 比 重遠心法を用 い て分離 した
24，

． 末梢血 は同量

の R P M I 1 6 4 0 培 養 液 くGI B C O
，

G r a n d
，
I sl a n d

，

N Y
， U －S ． A －1 で希釈 し

，
1 5 m l の プ ラ ス チ ッ ク遠心管

C F al c o n N o ． 2 0 9 71 くB e c t o n D i c k i n s o n
，

N e w

J e r s e y ，
U ．S ． A ．1 を用 い

，
リ ン ホ プ レ ツ プ くN y c o m ．

e d A S
，
O sl o

，
N o r w a y1 1 容 に 対 して希釈さ れ た 末梢

血 2 容の比 率で リ ン ホ プ レ ツ プ上 に 静か に 重層 し
，

室温で35 分間
，
6 0 0 x g で遠心 した ． 遠心後中間層の

細胞 を採取 し 了混入 す る抗 T T 抗体 を除去す る た め

に R P M 工16 4 0 培養液で 6 回洗浄 した後 ，
ス ト レ プ ト

マ イ シ ン を 0
，
1 g 几 ペ ニ シ リ ン G を 50

，
0 0 0 Uノ1 ， 非動

化牛胎児血清 くfe t a l c alf s e r u m
，
F C S l くGI B C O l を

10 ％添加 した R P M 工164 0 培養液 く培養液一 に 浮遊 さ

せ P B M C と した ． P B M C か ら T 細胞
，

n O n T 細 胞

へ の 分画 は
，
2 －

a mi n o
－

eth yli s o thi o u r o n i u m b r o m id e

くA E Tl くSi g m a C h e m i c a l C o ． S t ． L o u i s
，

M O
，

U ．S ． A ．う処理 の ヒ ツ ジ赤血球
H I
と の ロ ゼ ッ ト形成法 に

よ り行 っ た
261

． P B M C は 50 m l の プ ラ ス チ ッ ク 遠心

管 くF a l c o n N o ． 2 0 7 01 を用 い て 非動化 F C S を20 ％

添加し た R P M I 1 6 40 培養液で 1 0
7

ノm l の 濃度 に 調整

し ， 非動化 F CS を20 ％添加 した R P M I 1 64 0 培養液

に 浮遊 して あ る A E T 処理 ヒ ツ ジ赤血球 を P B M C の

1 0 0 倍の 細胞数加 えた 後
，

4
0

C l O O x g で 5 分間遠心

した ■ 遠心 後 さ ら に 1 時間4
0

C に 保 っ た後 ，
ゆ る や

か に 沈漆 を ほ ぐ し
， 冷 却 し た リ ン ホ プ レ ツ プ に

P B M C 分離の 場合と 同様 に 重 層 し ， 4
O

C で3 5 分 間，

60 0 x g で 遠心 し た ． 中間層の 細胞 を採取 し
，
非勤化

F C S を10 ％添加 した R P M I 1 6 4 0 培養液で 3 回洗浄

した後 ， 培 養液 に 浮遊さ せ n o n T 細胞分画と し た ．

P B S
， p h o s p h a t e b uff e r ed s ali n e ニ P W M

， p O k e w e e d m it o g e n i T N P ， t rin it r o p h e n y l ニ T T ，

t et a n u s t o x oid ．
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沈澄は0 ． 8 3 ％の 塩化 ア ン モ ニ ウム 溶液
印
1 m l を加 え

ヒ ツ ジ 赤血球 を溶血 させ ， 非勧化 F C S を10 ％添加 し

た R P M 王16 4 0 培養液で 3 回 洗浄 し た後
，
培養液 に 浮

遊 させ T 細胞 分画と した ． T 細胞 分画 の E ロ ゼ ッ ト

形成率 は95 ％以 上 n o n T 細胞分画 へ の E ロ ゼ ッ ト

形成細胞の 混入 は 5 ％以下 で あ っ た 一 n O n T 細胞 分

画 へ の 非特異的 エ ス テ ラ
ー

ゼ染色 陽性細 胞 の 混 入 は

40 〆 － 6 0 ％で あ っ た ．

I V ． 細胞 の 凍結保存お よ び解凍

細胞の 凍結保存 は ， 非動化 F C S を20 ％
，
お よ び ジ

メ チ ル ス ル フ ォ オ キサ イ ド く和光純 薬， 大阪う を1 0 ％

添加 し冷却 した R P M I 1 6 4 0 培養 液 で 1 へ ノ 2 X lO
7

ノ

m l の濃度 に 調整さ れ た細胞 を 1 m l づ つ 細胞 保存 用

チ ュ ー ブ く Wh e a t o n C r y u l e v i a ll くW H E A T O N

S ci e n tifi c
，
N e w J e r s e y ，

U ．S ．A ．1 に 分注 し
，
プ ロ グラ

ム フ リ
ー ザ ー くm i c r o c o m p u t e ri z e d p r o g r a m f r e e z

－

e r
，
F F P 2 1 0うく大阪酸素

，
守山さ を用 い て

，

－ 4 0
0

C ま

で は
－

1 ． O
O

C l m i n
，

－

4 0
0

C か ら
－ 8 0

0

C ま で は
，

－

3 ．0
8

Cノm i n の 速度で凍 結 し， 直 ち に 液 体窒 素 中に

保存 した ． 細胞の解凍 は
， 凍結細胞 を37

0

C の 恒温 槽

に て 急速 に 解凍 した後 ， 非動化 F C S を50 ％添加 し冷

却 し た R P M 工16 4 0 培養液 に て 緩徐に 希釈 し ． 2 回洗

浄 し た後 に 培養液 に 浮遊 させ た ， 解 凍後 の 生細 胞率

は
，

トリ バ ン プ ル ー 色素排泄法 に て7 0 ％以 上 で あ っ

た ．

V ． I n vi t r o イ ム ノ グ ロ ブ リ ン G くi m m u n o －

gl o b n li れ G
，
I g Gう 抗 T T 抗 体 産生

I n v it r o お ける T T 抗原刺激 に よ る I g G 抗 T T

抗体産生 は L u m ら
15

切 方法 を用 い た ． 細胞 は培養液

に 浮遊 さ せ
，

P B M C は 6 X l O
5

l w ell
，

T 細 胞 は 7 x

l O
5

l w ell
，

n O n T 細胞 は2 x l O
5

l w ell の 濃度で
，
U 型マ

イ ク ロ プ レ
ー

ト くN u n cl o n D elt al くN u n c
，
R o sk ild e

，

D e n m a r kI に2 0 0 JL l づ つ 単独 で ， あ る い はあら か じ

め予 備実験で 確認 し た至 適量の T T 抗原 くDi vi si o n

o f B i ol o gi c L a b o l a t o ri e s
，

C o m m o n w e alth of

M a s s a c h u s e tt s D e p a rt m e n t o f P u b li c H e alth
，

B o st o n
，
M A

，
U ．S ． A ．1 2 5 n gl m l を添加 し て ， ぞれ ぞ

れ 6 穴づ つ 分注 し
，

3 7
0

C
，

1 0 0 ％湿 度 ，
5 ％ C O 2 i n

a i r の条件下 で 培養 した ． T 細胞 と n o n T 細胞 の混

合培養 を行う 場合 も ， T 細胞 ，
n O n T 細胞の 濃度は

そ れ ぞ れ 7 X l O
5

l w ell
，

2 x l O
5

J w ell と し た ． 培 養4

日 目 に 培養上 清く4 日目上 清1 を採取 し
，
ウ ェ ル 内に
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初 回免疫後の 抗原特 異的 ヘ ル パ ー

T 細胞活性

残っ た細胞 を R P M l 1 6 4 0 培養液 で 3 回 洗浄 し て培

養液内の T T 抗原 を除去後
， 培養液 を新た に 加 えた ．

その後 の さ ら に 8 日 間培養を継続 し
， 培 養終 了 後 そ

の上 清く12 日目上 清ン を採取 し た ． 採取 し た上 清 は測

定暗ま で れ20
0

C で 凍結保存 した ．

V王． I g G 抗 T T 抗体 価 の 測 定

上清中の I g G 抗 T T 抗体価 は L u m ら
15
切 方法 に

準じ て 酵素 結合免 疫吸 着法くE n z y m e
－1i n k e d i m m u －

n o s o r b e n t a s s a y ，
E L IS A l に よ っ て 測 定 し た ． ま

ず， pI1 9 ．6 の 0 ．0 5 M 炭酸綬衝 液で 5 ノノ gノm l の 濃度

に 調整し た T T 抗原を1 00 ノバ づ つ 平底 マ イ ク ロ プ

レ
ー

ト くI m m u n o pl a t e り くN u n cl に 加 え
，

こ れ を3

アC で24 時間放置 しプ レ
ー

ト の 表面 に 抗 原 を 吸 着 さ

せた ． 次 い で
，
0 ．05 ％ T w e e n 2 0 くSi g m al を添加 し

た p H 7 ．2
，
浸透圧 2 8 0 m O slk g の リ ン 酸緩衝食塩水

くp h o s p h a t e b u ff e r e d s ali n e
－ T w e e n

，
P B S － T w e e n l

でプ レ ー

ト を 3 回 洗 浄 し
，

1 0 ％牛血 清 ア ル ブ ミ ン

くSi g m al を添加 した リ ン 酸緩衝食塩 水 を1 0 0 JL l づ

つ 加え て37
0

C で 2 時 間反 応 さ せ た ． 反応 終 了 後

PB S － T w e e n で 3 回洗 浄 し
，

こ れ を測 定用 プ レ ー

ト

として 測定時ま で－20
0

C で 凍結保存 した ．

培養上 清10 毎 1 を測定用 プ レ ー トに 加 え て3 アC で

2 時間反 応さ せ た後 ．
P B S － T w e e n で 3 回洗浄 した ．

次い で 2 次抗体 と し てp王i 7 ．1 の 1 0 m M リ ン 酸緩衝

液で 1 こ15 00 に 希釈 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ標 識 ヤ ギ

抗ヒ ト Ig G 抗体 くT A G O
，
I n c ．

，
B u rli n g a m e

，
C A

，

U ．S ．A ．1 を10 0 FL l 加 えて37
0

C で 1 時間反応さ せ た ．

反応終了後 プ レ ー

ト を P B S － T w e e n で 3 回洗浄 し
，

過酸化水素水 を0 ． 0 3 ％添加 した p H 4 ．0 の 0 ユM ク エ

ン酸緩衝 液 に 2
，
2

，
．

a zi n o d i －く3 ． e th ylb e n z th i a z ol in e

S ulf o ni c a cidl くSi g m al を 1 ．O g11 の 濃度 に 溶解 させ

た溶液を100 ノバ づ つ 加 えた ． 室温で30 分間 反応 さ せ

た 後
，

た だ ち に そ の 呈 色反 応 の 吸 光 度 くop ti c al

d e n sit y ， O Dl を 吸 光 度 計
L
くEI A r e a d e r M o d e1

2 5 501 くBi o
－ R a d L a b ．

，
R i c h m o n d

，
C A

，
U ．S ． A ．i を用

いて 波長 4 05 n m で 測定 した ． な お
，

上 清中 の I g G

抗 T T 抗体の 絶対量 は 各測定 プ レ
ー

ト ごと に ア ア ニ

ティ ． カ ラ ム で 精製 した既 知濃度の 工g G 抗 T T 抗体

m r ． L
． G ． L u m よ り供与l の 希釈系列 を加 え

，
それ

より得られ た標準曲線 か ら求 めた ． 本法 の 測 定下 限

値は 1 ．6 n gノm l で あ り
，
測定下限値以 上 の O D を示

すもの を i n vi tr o I g G 抗 T T 抗体産 生 陽性 と判断 し

た ．

m
． 統計学的検 討

二 群 の 平均値 の 差 の 検 定 は等 分敵性 の 検 定 の 後

St u d e n t 又 は
，

W el ch の t 検定 で行 っ た ． 多群 間の

857

平均値の 差の 検 定 は
，

一

元 配置分散 分析後 D u n c a n

の 多重比 較法
妙
で行 っ た ． p く0 ．0 5 の 場合 を 有意差

あ りと判 定し た ．

成 績

工 ． T T ワ ク チ ン 未 接 種 時 の iェ Y it r o I g G 坑

T T 抗体産 生

T T ワ ク チ ン接種 前の P B M C の T T 抗原添加お

よび 無添加 の 培養 で 得ら れ た 4 日目上 清 中 ，
1 2 日 目

上 清中の 工g G 抗 T T 抗体産生は 5 例と も 測定下 限値

以下 で あ っ た ． 又
，

T 細胞 ，
n O n T 細胞分画の T T

抗原添加お よ び無 添加の培養 で 得ら れ た 4 日 目 上 清

中，
1 2 日目上 清中の 工g G 抗 T T 抗体産生 も同様 に 測

定下限値以 下 で あ っ た ．

H ． T T ワ ク チ ン接種後の i n Yi t r o 工g G 抗 T T 抗

体産生

1 ． P B M C に よ る 4 日目上 清中の I g G 抗 T T 抗

体産生

表 1 に T T ワ ク チ ン 接種後 の P B M C に よ る 4 日

目上 清中の I g G 抗 T T 抗体 産生の 経時的変 化 を示

す ． 4 日目 上清 中の 工g G 抗 T T 抗体の塵 生は
， 培養

系 へ の T T 抗原 添加 の 有無 に か か わ ら ず認 め ら れ

た ． 又 6 ウ ェ ル の 平均値で比較 した I g G 抗 T T 抗体

の産 生 量 は T T 抗原 を添加 し た培養で も有意な 増加

を認 め な か っ た ． 各例 ごと に I g G 抗 T T 抗体産生の

認め られ る時期 を比 較す る と T T 抗原添加の 有 無に

か か わ ら ず検討 した 全例で
一 致 して い た ．

今回検討 した 5 例 に つ い て は初 回 接種 後 2
ノ

ー 3 過

日で I g G 抗 T T 抗体が 上 清中に 検 出さ れ る よう に な

り
，

3 一 － 4 過 日 に 最高 の 抗体産 生 を 示 し た ．

一 方

I g G 抗 T T 抗 体が検 出さ れ る 期間は各例 ごと に 羞 を

認 め た も の の
，

全例 7 へ 1 1 週 目 に は 消 失 し た ．

C a s e l
，
2

，
4

，
5 で は ，

一

旦 I g G 抗 T T 抗体が検 出さ

れ な く な り
，

1
一

－ 3 週後 に 再 び 検 出さ れ る よ う に

な っ た ．

2 ． n o n T 細 胞 に よ る 4 日 目 上 清中 の I g G 抗

T T 抗体産 生

4 日目上 清中の i n vi tr o I g G 抗 T T 抗体産 生 に お

け る T 細胞 依存 性の 有 無 を 明 ら か に す る目 的 で
，

P B M C と
， 分画後の T 細胞 ，

n O n T 細胞 を用 い て ，

4 日目上 清中の Ig G 抗 T T 抗体の 産 生 を検討 した ．

図1 に代 表例 を示 す ．
P B M C よ る I g G 抗 T T 抗体

の産生 は T T 抗原 添加 の 有無 に か か わ ら ず認 め ら

れ
， 産生畳も T T 抗原の 添加に よ り増加が み ら れ な

か っ た ． I g G 抗 T T 抗体の 産生 はT 細胞 の みで は 認

め られ な か っ た が
，

n O n T 細胞 の み で は T T 抗原添
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加 の有無 に か か わ らず認 め られ た ． ま た
，
抗 体 の 産

生畳 も T T 抗原の 添加 に よ り有意 な増加が み られ な

か っ た ． 表 2 に 全例 の 実測値 を示 し た が ，
い ず れ も

同様 の結果が 得 られ た ．

表 3 に n o n T 細胞 に よ る 4 日目上 清中の 工g G 抗

T T 抗体産生の経時的変化 を示 す ． 4 日目 上 清 中の

I g G 抗 T T 抗体の 産生は培養 系 へ の T T 抗原添加 の

有無に か か わ らず認め ら れ
， 産 生畳も T T 抗 原の添

加 に よ り有 意な増加が み ら れ な か っ た ．

I g G 抗 T T 抗体産生の 認め ら れ る 時期 を T T 抗原

添加の 有無 で比較す る と 全例 で T T 抗原 の添加の 有

無 に か か わ ら ず 一 致 し て い た ． さ ら に 各例 ご と に

P B M C に よ る 4 日目上清中の Ig G 抗 T T 抗体 産生

の経時的変化 と比較す る と抗体産 生 の 認 め られ る 時

期 は
一 致 して い た ．

以 上 の結果か ら 4 日目 上清 中の 1 g G 抗 T T 抗体産

生 は T T 抗原非依存性 で か つ T 細胞非依存性 で ある

と考え ら れ た ．

3 ． P B M C に よ る12 日目上 清 中の Ig G 抗 T T 抗

体塵 生
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T T －8 －

TT l ト

PB MC T c e lls n o n T c e ll s

Fi g ．
1 ． A n tig e n a n d T c ell i n d e p e n d e n c y o f l g G

a n ti － T T a n tib o d y p r o d u c ti o n i n th e 4 －d a y

S u p e r n a t a n t S ． V a ri o u s c ult u r e s st u d i ed a r e

Sh o w n o n th e h o ri z o n t al a x i s ． P B M C
，

T T

a n d せ d e n o t e 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 s
，

C u lt u r e s wi th T T a n ti g e n a n d c ult u r e s

wi th o u t T T a n ti g e n
，

r e S p e C ti v el y ． P B M C
，

T

C ell s a n d n o n T c e ll s c o n t a i n e d 6 x l O
5

c ell s
，

7 X l O
5

c ell s a n d 2 x l O
5

c ell s
，

r e S p e C ti v el y ．

E a c h ci r cl e r e p r e s e n t s th e c o n c e n t r a ti o n of I g G

a n ti － T T a n ti b o d y くn g J
I
m 11 p r o d u c e d a ft e r 4 －d a y

O f c u lt u r e ． Cl o s e d ci r cl e s a n d o p e n ci r cl e s

r e p r e s e n t p o siti v e a n d n e g a ti v e w e11 s
，

r e S p e C t －

i v el y ． T h e g e o m e t ri c m e a n s a r e i n di c a t e d b y

tb e ． ■t
．

表 4 に T T ワ クチ ン 接種 後の P B M C に よ る12 日

目上 清 中の 工g G 抗 T T 抗体産生の 経 時 的変化 を 示

す ■ T T 抗原 を添 加 し た培養系 で は
， 各例 ごと に 抗体

の 産生時期 に 差 は認 めた もの の
，
工g G 抗 T T 抗体 は

変動 を示 しな が ら初回 免疫後11 へ 1 8 週 目 ま で 産 生さ

れ た ．

T T 抗原 を 添加 しな い 培養 系で は I g G 抗 T T 抗体

の 産 生は 4 句 5 週目 まで 認 め られ た が そ れ 以後 は 認

め ら れ な か っ た ．

4 ． n o n T 細 胞 に よ る1 2 日目 上 清 中 の Ig G 抗

T T 抗体産生

P B M C が T T 抗原依存性 に Ig G 抗 T T 抗体産生

を行 う 時期に つ い て
，
1 2 日目上 清 中の Ig G 抗 T T 抗

体産 生の T 細胞依存性 の 有無 を明 ら か に す る目的で
，

P B M C と
， 分画後の T 細胞 ，

n O n
．

T 細胞 を用 い て
，

1 2 日 目上 清中の I g G 抗 T T 抗体 の 産 生を検討 した ．

図 2 に代 表例 を示 す ． P B M C に よ る I g G 抗 T T 抗

体 の 産生は
，

T T 抗原 を添加 した 培養 に の み 認 めら

れ
，

T 細胞 ま た は
，

n O n T 細胞 の み で は T T 抗原添

加の 有無 に か か わ らず
，
I g G 抗 T T 抗体の 産生 は認

め られ な か っ た ． 表 5 に 全例 の 実 測値 を示 す が ， 全

例で 同様の 結果 が 認め られ た ．
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af t e r th e p ri m a r y i m m u n i z a ti o n ． E a ch ci r cl e r e p r e s e n t s th e c o n c e n t r a ti o n o f

I g G a n ti － T T a n ti b o d y くn gJ
，
m ll p r o d u c e d a ft e r 1 2 －d a y o f c ult u r e ． Cl o s e8 ci r cl e s

a n d o p e n ci r cl e s r e p r e s e n t p o siti v e a n d n e g a ti v e w ell s
，

r e S p e C tiv el y ． T h e

g e o m e t ri c m e a n s a r e i n d i c a t e d b y th e － － －

8 6 1
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ti o nl x 1 0 0 ． く＋1 a n d くO J d e n o t e C a s e 4 a n d

C a s e 5
，

r e S p e Cti v el y ．

体の 産生 は 認め ら れ た ．

表 6 に 全 例の 実測値 を 示 す ． C a s e l へ 3 で 追加免疫

後の n o n T 細胞分画中 に T T 抗原 非依存性か つ T 細

胞非依存性 に 工g G 抗 T T 抗体 を産 生 す る B 細胞が含

まれ て い る点 を除 け ば全例 で 同様 の 結果 が 得られ た ．

以 上 よ り n o n T 細胞 に よ る抗原依存性 の Ig G 抗

T T 抗体産 生 は初回 免疫後の T 細胞 依存 性 で あ る と

考 えら れ た ．

I V ． T T ワ ク チ ン 初回 接種 後の T T 抗 原 特 異的ヘ

ル パ ー

T 細胞 活性 の 経 時的変 化

T T 抗 原特 異的 ヘ ル パ ー T 細胞活性 は
，

T T ワ ク

チ ン で の 初回免疫前の T 細胞 に は 認 め ら れ ず初 回免

疫後 の T 細胞 に は認 め られ る こ と が 明 ら か に な っ た

た め ， 次 に T T 抗原特異的 ヘ ル パ ー

T 細胞活性の 経

時的な 変化を検討 した ， 図4 に
， 追加 免疫 後の n o n

T 細 胞 に 初回 免疫 前後経 時的に 採取 し た自 己 丁稚胞

と T T 抗原 を添加 培養 して得 た Ig G 抗 T T 抗体産

生の 変化 を示 す ． 初回 免疫後1 週 目 の 自 己 丁 細胞を

加 え た培養 の12 日目上 清中 に は I g G 抗 T T 抗体 は検

出さ れ な か っ たが
，

2 過日以 降の 自 己 丁細 胞 を加え

た培 姜で は検 出さ れ た ． その 後1 8 週 目 ま で 検 索を続

け た が
，
l g G 抗 T T 抗体 は

，
そ の 産 生量 は経時的に

変動 を示 した も の の 常 に 検 出さ れ た ． 表 7 に 検討し

た 全例の 実測値 を示 した が
，

各例 に よ り 若 干 差 は認

め ら れ るも の の
，

ほ ぼ 同様の 傾 向が み ら れ た ． 即ち

C a s e l へ 3 で は初回 免疫前の 自己 丁細 胞 を加え た培嚢

系の I g G 抗 T T 抗体 の 産 生 量 に 比 べ て ． 初回 免疫後

2 又 は 3 週 目以 降 の 自 己 丁 細胞 を加 え た 培養 系で

Ig G 抗 T T 抗体 の 産生 が増加 す る傾 向が 認 められ ，

C a s e 4
，
5 で は初回 免疫後 1 又 は 2 過日以 降の 自己丁

細胞 を加 えた 培養系で I g G 抗 T T 抗体の 産生 が認め

られ た ．
こ の I g G 抗 T T 抗体の 産生1 1 旬 1 8 週目まで
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初回 免疫後の 抗原特 異的 ヘ ル パ ー

T 細胞活性

検索を行 っ た と こ ろ
， 症例 に よ り差 が あ り

，
ま た 初

回免疫後の 時期 に よ り変動が み られ る も の の 常 に 検

出され た ■

6 週以 降の P B M C に よる1 2 日 目上 清中の I g G 抗

T T 抗体産生 と T T 抗原特異的 ヘ ル パ ー T 細胞活性

を比較し た と こ ろ
， 図 5 に 示 す よう に

，
T T 抗 原特異

的 ヘ ル パ ー

T 細胞活性 は認 めら れ る に も か か わ ら ず，

P B M C に よる12 日 目上 清中の Ig G 抗 T T 抗原産生

の 認め ら れ な い 時期が 存在 した ．

考 察

本研究に お け る成績か ら ， 健康成人 を T T で初回

免疫した場 合 ，
P B M C に よ る培 養 4 日 目 上 清 中の

T T 抗原非依存性 に 認 め られ るI g G 抗 T T 抗体産生

は
．
T 細胞非依存性 で あ り

，

一 方
， 培養1 2 日目上 清中

の T T 抗原依存性に 認 め ら れ る I g G 抗 T T 抗体産

生は T 細胞依存性 で あ る こ と が明 ら か と な っ た ． さ

らに
，

こ の T T 抗原特異的抗体産生 に 必要 な T 細胞

は
，
i n vi v o の T T で の 免疫後の も の で あ る こ とが 必

要であ り
，

その ヘ ル パ ー 活性 を経時的 に 検討す る と ，

初回 免疫後 の 時期 に よ り 変動 す る こ と が 明 ら か と

な っ た ．

P B M C に よ る 4 日目上 清中の I g G 抗 T T 抗体産

生は大塚 らの 報告
1g，那

と同様 に 初回 免疫後 2 過日 か ら

認めら れ 6 へ 1 0週 目ま で 持続 した く表 1コ． こ の 4 日

目上清中の Ig G 抗 T T 抗体産生 は
，
T T 抗原無添加

で n o n T 細胞分画の み で も認 め られ く表 3 う，
か つ

，

その 出現 時期が P B M C に よ る 4 日目上 清 中の I g G

抗 T T 抗体産生の 出現時期と
一 致 して い た の で

．
T

細胞非 依存性 で か つ T T 抗 原 非依 存性 に 自 然 に

Ig G 抗 T T 抗体 を産生す る抗原特異的 B 細胞 に よ る

もの と考 え られ る ． 追加 免疫後に は
， 我 々 の 検 出 し

たB 細胞と 同様 に T 細胞非依存性 で か つ マ イ ト ジ ュ

ン非依存性 に I g G 抗 T T 抗体 を産生す る B 細 胞が 末

楷血 を循環 す る こ とが 報 告さ れ て い る ． し か し そ の

出現 時期 は 初 回 免 疫 の 場 合 と は 異 な っ て い る ．

S t e v e n s ら
29，

，
G e h a

3O，
は T T の 追加免疫 に お い て

， 追

加免疫後 5 日以 内 に T 細胞 や P W M の 非 依存 下 で

Ig G 抗 T T 抗体を 自然に 産 生す る B 細胞が 末梢 血液

中に検出 で き る よう に な り
，

1 週 間後 に は 消失 し た

と報告して い る ． 又 ． K i sh i m o t o ら
31，
は

，
T T ワ ク チ

ンに よる 初回免疫後 6 週目に 追加 免疫 した 際 に
，

そ

の後短 期間自然に I g G 抗 T T 抗体 を塵 生 す る 末梢血

B 細胞が認 め られ た と報告 して い る ． こ の よ う に 追

加免疫後に 認 め られ る
， 自然に 工g G 抗 T T 抗体産生

を行う B 細胞 の 出現期間が 初回免疫 の 場 合 よ り も 短

863

い 理 由 は不明 で あ るが
， 追加免疫で の 抗原特 異的 抗

体産 生系 で は抗 原特 異的 サ プ レ ツ サ ー T 細 胞 の 出

現
2り

，
抗イ デ ィ オ タイ プ抗体 に よ る サ ブ レ ツ サ ー T 細

胞の 誘導
32I
が報 告さ れ てお り

，
T 細胞 を介 して抗体産

生が 抑制さ れ る 可能性が 考 え られ る ． 又
， 測定 法 や

培養条件の 差 も 考え られ る ． つ ま り 今 回 の 実験 の 細

胞濃度は 3 X l O
6

ノm l と こ れ ま で の 2 旬 3 倍の濃 度 で

あ り
，
加 え て培養 ウ ェ ル 数 は 6 ウ ェ ル と こ れ ま で の

2 へ 3 倍 の 条件 で実施 した の で抗 原特異 的抗体 産 生

を検 出す る感度 が高 い と考 え られ る ．
い ずれ に せ よ

，

T T 初 回 免 疫 時 に も 追加 免 疫 の 場 合 と 同 様 に i n

Vi v o で T T 抗原刺激 に よ り括性化さ れ抗体産生細胞

へ 分化 し， 自然 に 工g G 抗 T T 抗体 を産生す る B 細 胞

が 末棺血 液 中を循環す る 時期が存 在 す る も の と 考 え

ら れ た ．

興 味深 い こ と に
，
C a s e l

，
2

，
4

，
5 で は こ れ まで の 報

告
19，20，

と異な り
，

P B M C に よ る 4 日 目上 清 申の Ig G

抗 T T 抗体産生が 上 清中 に検 出さ れ る よう に な っ た

後 に 一 時期 陰性 化 し ， そ の 後再 び 陽性化 し て い る

く表 1 1 ． n o n T 細胞 に よ る 4 日目上 清申の I g G 抗

T T 抗体塵生 も全 く同様の 変動 を示 して い る く表 3 ユ

ニ と か ら
，

T 細胞 を介 した 変動と は考 え に く い ． 最

近大塚 ら
瑚
は

， 初回 免疫後 の 骨髄 リ ン パ 球 を経時的 に

採取 し
，

そ の I g G 抗 T T 抗体産生 を検討 した 結果 ，

自然に 工g G 抗 T T 抗体 を産 生 する B 細胞が 未楷血 に

出現す－ る時期 よ り 1 週間お く れ て 骨髄 中に 出現 し
，

末梢血 か ら消 失し た後も 長期間骨 髄中 に 存 在す る こ

と を見い 出し報告 し てい る ． 又 ，
I g M 抗 T T 抗体 を

検討し た 同様 の 報告
叫
も ある こ と か ら

， 抗原刺激で 活

性化さ れ た B リ ン パ 球が 末楷血 中を 循環 した 後 に 2

次性 リ ン パ 系臓器 へ S e q u e S t r a ti o n さ れ る た め Ig G

抗 T T 抗体 を産生す る B 細胞 の 末梢血液中 へ の 出現

頻度 が変動 し た可能性も 考え られ る ．

P B M C に よ る12 日目上 清中の I g G 抗 T T 抗体 産

生は初 回免疫 6 週目以 降， 抗原依 存性 で あ っ た く表

4 つ． 又
，

T 細 胞 ，
n O n T 細 胞 の みで は 王g G 抗

T T 抗体産 生は 認 め ら れ な い が く表 5 う，
T 細胞 と

n o n T 細胞 を混 合培養す る こ と に よ り認め ら れ た こ

と よ り くデ ー タ ー 省 略う， 1 2 日 目上 清中 の 工g G 抗

T T 抗体産生は さ ら に T 細胞依存性 で あ り ， T 細 胞

の ヘ ル パ ー

機能が 必 要で あ る と 考 え ら れ た ． 静 止 期

の B 細胞が 活性化 され 抗体産生細 胞 へ 分 化す る に は

T 細胞 の 役割 が重 要 で あ る
おI

こ と よ り
，
6 週目以 降の

12 日目上 清 中の Ig G 抗 T T 抗体の 産 生は静止 期 に あ

る T T 抗原特異的記憶 B 細胞 が T 細胞の ヘ ル パ ー

機

能の も と で in v it r o で の T T 抗原刺激 に よ り 活性 化



8 6 4

され
． 抗体産生細胞 へ 分化 した も の と 考 え ら れ る ．

こ の よう な T T 抗原特 異的記憶 B 細胞 は ，
P W M を

用 い た 系で 追加免疫後 に 出現す る こ とが 報告 さ れ て

い る が ， そ の 出現時期は初 回免疫 の 場合 と差 が み ら

れ て い る ． S t e v e n s ら
21，
お よ び S a x o n ら

36，
は

，

T T 追

加免疫後 にま ず自然 に I g G 抗 T T 抗体 を産生す る B

細胞 が末梢血液中に 出現 し
， 次 に そ れ が 消失 した 後

P W M とT 細胞 に 反応 して Ig G 抗 T T 抗体 を産 生す

る T T 抗原特異的記憶 B 細胞 が 出現 し ，
6 0 日目 に は

消失 した と報告 して い る ．

一 方 ， 大塚
叫
は

，
T T 抗原

依存性に Ig G 抗 T T 抗体 を産生す る T T 抗原特異

的記憶B 細胞が
，
初 回免疫後 2 週目 か ら 出 現 し1 3 週

目 まで認 め られ たと報告 し て い る ． 著者の 結果 で も ，

T T 抗原特異的記憶 B 細胞 は11 旬 1 8 週 目 ま で 比 較 的

長 期間認め ら れ た ． こ の T T 抗原特異的記憶 B 細胞

の 出現時期 に差が認 め られ る 原因 と して は 初回 免疫

と追加 免疫 の 差 ば か り で な く ，
i n v it r o に お け る

P W M と T T の 抗原刺激の菱 に よ る事 も考 え られ る ．

興 味 深 い こ と に
，

C a s e 4
，
5 で は 6 過 日 以 降 に

Ig G 抗 T T 抗体産生が い っ た ん 陽性化 して か ら陰性

化 し， 再び 陽性化 して い る ． こ の よ う な12 日目 上 清

中の I g G 抗 T T 抗体産生 の経時的 な変動の 認 め ら れ

るメ カ ニ ズ ム と して は
，

これ まで の 報告 か ら T 細胞

側 の要因と B 細胞例の 要因と が考 え られ る ． つ まり
，

い 追加免疫の 場合 ， 免疫後 2 週 目 か ら 4 ケ 月日 ま

で 血清 中 に 検 出 さ れ ，
i n v it r o に お い て I g G 抗

T T 抗体産生 を抑制 した と報告 され て い る 抗イ デ ィ

オ タイ プ抗体 に よ る抑制
卿

，
2 う 追加免疫の 場 合免

疫後20
ノ

ー 6 0 日頃に 出現す る抗原特異 的 サ プ レ ツ サ ー

T 細胞の 影響
叫

，
3 1 T T 抗原特異的記憶B 細胞機能

の低下に よ る影響
21，

，
射 T T 抗原特異的記憶 B 細胞

の末棺血液 中 へ の 出現頻 度の 減少 な どで あ る ．

工n vi tr o で の 抗原刺激 に よ る抗原特 異 的抗体産 生

の T 細胞 依存性 は
，

こ れ ま で に も イ ン フ ル エ ン ザ

ウイ ル ス
珊

，
k e yh ol e li m p e t h e m o c y a n i n くK L Hl

39，
ぉ

よび T T
12

垣 用 い た系で 報告 され て い る ． 抗 原特異的

B 細胞の 活性化過程に は
，

そ の B 細 胞 と 抗原特 異性

お よ び主要組織適合抗原 の
一 致 した ヘ ル パ ー T 細胞

が必要で ある
おI

こ とか ら
，

こ れ ら の 系で ヘ ル パ ー 機能

を発拝 して い る T 細胞は ， 少な く と も B 細胞 の 活性

化過程 で は ， B 細胞 と同様の 抗原特 異性 を 持 っ た 抗

原特 異的 ヘ ル パ ー T 細胞 で あ る と考 え ら れ る － し か

し こ れ ら の 系はす ぺ て 抗原 で感作 さ れ た 後 の T 細胞

の活性を検討 して お り
，
感作 前の T 細胞 の 抗原特 異

的 ヘ ル パ ー 活性 を検討 した 報告は 少なく
叫

， 著者の 研

究で
，

T T 初 回免疫前 の T 細胞が T T 抗原刺激に よ

り ヘ ル パ ー 活性 を発揮 で き な か っ た 点 く表 61 は注

目 され る ． 初回 免疫前 に す で に 生体 に は T 細胞集団

の 中に そ れ ぞ れ の 抗原 と特異的に 反 応 し ， 活性化さ

れ る ク ロ ン が存在す る と 考 え ら れ て お り
4 1，

， 従 っ て

T T 初回 免疫前の T 細胞の 中に も T T 抗原特異的ヘ

ル パ ー

T 細胞が 存在 す る と考 え ら れ る ． 初 回 免疫前

の T T 抗原特 異的 ヘ ル パ ー

T 細胞が そ の ヘ ル パ ー

活

性を発揮 で き な か っ た点 に つ い て は ， 今 後 ． 初 回免

疫前後 の 抗原特 異的 ヘ ル パ ー T 細胞 の 質的 あ る い は

量的な 差 を検 討 して い く 必要が あ る と思 われ る ．

抗原 刺激 に よ り誘 導 さ れ る T T 抗 原特 異的 ヘ ル

パ ー

T 細胞活性 は
， 初回免疫 後 1

旬

3 週 目 よ り出現

し た ． S t e v e n s ら
21I
は

，
T T で の 追加免疫 2 週後の 末

梢血 液 中丁細胞 に は i n v i tr o での P W M 刺激 によ り

誘導さ れ る T T 抗 原特異 的 ヘ ル ノミ
一 括性が 増強して

い る こ と を示 して い る ． しか し
，

P W M は 非特 異的

な抗原刺激と して 作 用 す る こ と か ら ，
T T 抗原刺激

に よ り誘導 され る ヘ ル パ ー T 養田胞 活性 と P W M 刺激

に よ り誘導 さ れ る ヘ ル パ ー

T 細胞活 性 と は それ ぞれ

異な っ た も の を み て い る可能性も 否 定で き な い
．

T T 抗原特異的 ヘ ル パ ー T 細胞 清性 は
，
初 回免疫

後の 時期 によ り変動 を示 し た く表 7 I ． Z 611 e r ら
42一

は

マ ウ ス の 系で
，

ト リ ニ ト ロ フ ユ ニ ル くT ri n it r o p h e
．

叩 1
，
T N Pう に 対す る プ ラ ー ク 形成細胞 数を指標とし

て
，
初回 免疫後の T N P 特異的 ヘ ル パ ー

T 細胞 お よ

び ，
T N P 特異的サ ブ レ ツ サ

ー

T 細胞 の 牌 内 へ の 出現

頻 度 を検討 し た 結果 ， 初 回 免疫 後 の 時期 に よ り
，

T N P 特異的 ヘ ル パ ー

T 細胞 の 出現頻度が 変動し
，
し

か も T N P 特 異的サ プ レ ツ サ ー T 細胞 の 出現頻 度が

それ と は逆の 変動 を示 す こ と を観 察 し て い る ． 従 っ

て T T 抗原特異的 ヘ ル パ ー

T 細 胞活性 が変 動した原

因と し て は
，

り T T 抗原特異的あ る い は
， 非特異的

サ プ レ ツ サ
ー

T 細胞の 影響 ，
2 1 T T 抗原特異的ある

い は
，
非特異 的 ヘ ル パ ー T 細胞の 末棺 血 液中 へ の 出

現頻 度の 減 少あ る い は機能 の 低下 な どが考 えら れる ■

T T 抗原特異的 ヘ ル パ ー

T 細胞活性 が 認 め ら れる

に も かか わ らず
，
P B M C に よ る12 日目上 清中Ig G 抗

T T 抗体産生 の 認 め ら れ な い 時期 が 存 在 し た こ と

く図5 う よ り ， 初回 免疫後の T T 抗原特異的記憶B

細胞 に よ る i n v it r o で の I g G 抗 T T 抗体産生 の 経

時的な 変動の 原因は
，

T T 抗原特 異 的 ヘ ル パ ー

T 細

胞活性の 変動の 影 響の み で は説明 で き な い と 思われ

る ． S hi o b a r a ら
1 8，

，
C all a r d ら

4 3
憶

，

ヘ ル パ ー

T 細胞

活性が 存在す る に も か か わ ら ず ， 抗原 特異 的抗体産

生が 認 め られ ない 症例が あ り
，
原因 は n o D T 細胞群

の特 に B 細胞 に あ る と報告 し てい る ． 従 っ て 本研究



初回 免疫 後の 抗原特異的 ヘ ル パ ー T 細胞活性

に お ける P B M C に よ るI g G 抗 T T 抗体産 生の 経 時

的変動の 原因も主 に B 細胞側に あ り
． い B 細 胞の

末棉血 液中の 出現 頻度 の 変動や
，

2 う B 細 胞機 能の

低下の 影響 な どが考 え られ る ．

本研究の 成績 は
， 末栴血 液中の T 細胞 お よ び n o n

T 細胞 を用 い た もの で ある が
， 生体 内で 抗 原特 異的

な免疫反応 を生 じ て い る部位は 末輸血 液 中以 外 で あ

る可能性も 考え られ る ． G e h a
30 1
は T T での 追加免疫

後1 句 2 日後 に i n vi t r o で の T T 抗原刺激に 反 応 し

増殖す る T 細胞 およ び T T 抗原 と結合 す る B 細胞が

末梢血 液中か ら減少す る こ と を観 察 し て い る ． 又
，

最近． 末梢血液 中の リ ン パ 球と ， リ ン パ 節 ． 肺臓 ．

骨髄な どの リ ン パ 系臓器内の リ ン パ 球 と の 免疫学 的

性質の 遠い
瑚 亜 卜 仰

が 明ら か に され てき て い る ． 今後 末

棉血 リ ン パ 球 だ け で な く ，
こ の よ う な リ ン パ 系臓 器

内の リ ン パ 球 に よる 抗原特異的抗体 産 生機序 の 検 討

によ っ て
，
不明 な点の 多い 免疫学 的記憶 の メ カ ニ ズ

ム
勅 7I

も含め て
，
初 回免疫後の 生体 内に お け る 免疫学

的出来事が 明 らか に な っ て い くも の と 考 え られ る ．

結 論

健康成人 を対象と して
，

T T に よ る 初 回 免疫 後 の

P B M C に よ る in vi t r o で の 抗原特異的抗体産生 の T

細胞依存性
，

お よ び初 回 免疫前後 の 末梢 血 液 中の 抗

原特異的 ヘ ル パ ー

T 細胞活性 に つ い て 経 時的 に 検討

し以下の よう な成績 を得 た ．

1 ． i n v it r o で 自然 に I g G 抗 T T 抗体 を産生す る

B 細胞に よる 抗体産生 は T 細胞非依存 性 で あ る ．

2 ． i n v it r o で の T T 抗原 刺 激 に よ り Ig G 抗

T T 抗体を産生 す る T T 抗原特異的記憶 B 細胞 に よ

る抗体産生 は T T で の 初 回免疫後 の T 細胞依存性 で

ある ．

3 t T T で の 初回免疫前の T 細胞 は
，
T T 抗原 特異

的ヘ ル パ ー 活性を発 揮 で き な い
．

4 ． T T 抗原特異的 ヘ ル パ ー

活性 は
， 初 回 免 疫後

1 へ 3 週目 に 出現 し ， 個体差 が あ る も の の 初 回 免疫

後の 時期 に よ り活性 の 強 さが 変動 し た ． し か し検 討

した11 過 旬 18 週目 ま で 検 出さ れ続 け た ．

5 ． T T 抗原 特 異 的 記憶 B 細 胞 に よ る I g G 抗

T T 抗体産生の 経時的な変動 と T T 抗原特異 的 ヘ ル

パ ー

T 細胞活性 の 緯時的 な変動は
，

必 ず し も
一 致 し

なか っ た ．

以上 の 成績 か ら
， 末梢血 液中の T 細 胞 に よ る T T

抗原特異的 ヘ ル パ ー

活性 は
，

T T で の 初 回 免疫後 は

じめて出現 し
， そ の 後 T T 抗 原特異的記憶 B 細胞 に

よる抗体産生活性 と は異 な っ た経 時的 変動 を示 す こ
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とが 示 唆さ れ た ．
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T c ells a n d n o n T c ell s w e r e s e p a r a te d fr o m

h e p a ri n i z e d p e ri p h e r al b l o o d o b t ai n e d b ef o r e a n d w e e k l y af t e r t h e p ri m a r y i m m u n i z a ti o n

u n til l l w e e k s a n d th e r e af e r bi w e e k l y u n til 1 8 w e e k s ． I n v it r o I g G a n ti －

T T a n tib o d y tit e r s

i n t h e 4 － d a y s u p e r n a ta n ts a n d th e 1 2 － d a y s u p e r n a t a n ts p r o d u c e d b y P B M C ，
T c ell s ， n O n T

c ells a n d a c o m b i n ati o n of T a n d n o n T c e11 s w ith o r w 主th o u t T T a n tig e n w e re m e a s u re d

wi th e n z y m e
－1i n k e d i m m u n o s o r b e n t as s a y くE LI S A l ． B ef o r e i m m u n i z a ti o n

，
P B M C

，
T c ells

，

n o n T c ells a n d a c o m b i n a ti o n of T a n d n o n T c e11 s i n a11 c a se s f ail e d t o p r o d u c e I g G

a n ti
－

T T a n tib o d y ． T w o w e e k s aft e r t h e i m m u n i z a ti o n
，
l g G a n ti T T a n ti b o d y w a s d e t e c t e d

i n t h e 4 － d a y s u p e r n a t a n ts fr o m b o th P B M C a n d n o n T c ells r eg a r dl e ss of th e p r e s e n c e o r

a b s e n c e o f T T a n ti g e n i n c u l t u r e s ． I g G a n ti － T T a n tib o d y w a s al s o d e t e c t e d i n t h e 1 2 － d a y

S u p e r n a t a nt S 2 w e e k s aft er th e i m m u niz ati o n ． Al t e r 6 w e e k s
，
I g G a nti － T T a ntib o d y

P r O d u c ti o n b y P B M C a n d a c o m bi n ati o n of T a n d n o n T c ell s w a s d et e c te d o n ly w h e n T T

a n t l g e n W a S p r e S e n t i n c u l t u r e s ． I n a n y c a s e
，

T T －

S p e Cifi c h e l p e r T c ell a c tl V lty W a S n O t

d e t e c t e d i n c u lt u r e s o b t ai n e d b ef o r e T T i m m u n i z a ti o n ． T c ell s g a i n e d T T
－

S p e Cifi c h el pe r

a c ti vity l t o 3 w e e k s af te r th e p ri m a r y i m m u n i z a ti o n a n d r e t a i n e d th e a c ti v it y u p t o 1 8

w e e k s ． I n t e r e sti n g ly ，
th e ki n e ti c s of th e T c ell h el p e r a c ti vit y g e n e r a te d a f t e r th e p ri m a r y

i m m u ni z a ti o n w a s diff e r e n t f r o m th a t of i n vit r o I g G a n ti －

T T a n tib o d y p r o d u c ti o n b y

P B M C ． T h e s e re s ults i n d ic a te th a t s p o n ta n e o u s I g G a n t トT T a n ti b o d y p r o d u cti o n i n the

4 － d a y s u p e r n at a n ts is T c ell in d e p e n d e n t
，

W h e r e a s a n tig e n d e p e n d e n t I g G a n ti － T T a n tib o d y

P r O d u c ti o n d e te ct e d i n th e 1 2 － d a y s u p er n at a n ts is T c ell d e p e n d e n t ． F u r th e r m o r e
，
T c ells

S e e m t O a C q u lr e T T － S P e Cific h elp e r a c tl V lty afte r th e p ri m a r y i m m u n i z a ti o n a n d th e a bility

o f h el p t o a n tig e n
－

S p e C ifi c a n tib o d y p r o d u cti o n in v it r o c h a n g e s w i th th e a m o u n t of ti m e

a f t e r th e p r l m a r y l m m u n i z a ti o n ．


