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B B ラ ッ トの ラ氏島炎惹起要因 こ N K 細胞活性 と

イ ン ス リ ノ
ー マ 由来 R I N r 細胞株 に 対す る

細胞障害活性 の 誘導能

金沢 大学医学部小 児 科学講座 く主 任 こ 谷 口 布教按1

丸 山 博 昭

く昭 和6 3 年2 月1 5 日受付1

B B ラ ッ トは ヒ ト 工型糖尿病の 動物モ デ ル で あ る ． 著者 は B B くo ri gi n all 由来 の 糖尿病 抵 抗性

くdi a b e t e s r e si s t a n t
，
D R l で あ る B BI K an a Z a W a くB B I Kl t B B I W 由来で ラ氏島炎 く90 ％l

，
糖尿病

く33 ％l を高率に 発症 す る糖尿病易発症性 くdi a b e t e s p r o n e
，
D Pl の B BI S ai t a m a

－ T o k y o くB BI Sl を用

い て 末梢血 リ ン パ 球お よ び牌リ ン パ 球の キ ラ
ー 活性を比 較検討 し

，
ラ氏島炎お よび 糖尿病発 症に 関連 す

る因子 を調 べ た ． 8 句 1 0 過齢 の B BI S
，
B B I K お よ び ウイ ス タ

ー

の マ ク ロ フ ァ
ー ジ 除去後 の 末輸血 リ ン

パ 球 お よび牌 リ ン パ 球 の i l サ ブ セ ッ ト
，

iil ナ チ ュ ラ ル ． キ ラ
ー くn a t u r a l kill e r

，
N Kl 活性 ，

iiil

R I N r 細胞 くr a t i n s u li n o m a c ell li n e
，
R I N rl 腹腔 内投与前後の RI N r に 対 す る キ ラ

ー 活性の 変化と
，

さ ら に これ ら の成績と免疫組織学 的に 検索 した ラ氏島炎の 有無 との 関連 を検討 し た ． B B I S
，

B B I K と

も リ ン パ 球減少症が み ら れ
，
サ プ レ ツ サ

ー T 細胞 の 欠如の た め O X 8 陽性細胞 は N E
．細胞 の み で 構成 さ

れてい た
．

また
．
B BI S で は O X 6 陽性細胞 と O X 12 陽性細胞 の 解 離が み られ ，

I a 陽性細胞 く恐 らく 活

性化丁細胞l の 増加が み られ た ． 末梢血 に お け る N K 活性 は B BI S 3 8 －6 士7 ．8 ％ ，
B B I K 2 2 ．7 士9 ■1 ％ ，

ウイ ス タ
ー

26 ．7 士8 ．2 ％ と ，
B BI S の 有意 な上 昇が み られ た くp く0 ．0 5 L 一 方 ， 肺臓 に お け る N K 活性 は

B BI S 3 0 ．
2 士10 ．2 ％，

B B I K 2 8 ．5 士1 0 ．1 ％ ，
ウイ ス タ

ー 1 0 ．4 士4 ．6 ％と
，

B BI S
．
B B I K と も有意 に 上 昇 し

て い た くp く0 ．0 5l ． R I N r 投与前後の R I N r に 対 す る キ ラ ー 活性 は
， 末梢 血 で は B B IS が 1 1 ．6 ％ 一

2 9 ．4 ％ ，
B B I K が7 ．8 ％ 一 2 0

．
9 ％， ウイ ス タ

ー が9 ．5 ％ － 1 1 ．6 ％ と
，

B BI S
，

B B I K で RI N r に 対 す る キ

ラ ー 活性の 増強反応 が認 め ら れ た ．J 牌臓 で は三 者間 に 差は な か っ た ， ラ氏 島炎 は
，

B BノS に の み認 め ら

れ
，
I a 陽性細胞の 浸潤が み ら れ た ． 以上 よ り ，

B lヨ ラ ッ トの 膵月細 胞に 対 す る 免疫 異常反応 の 存在が 示

唆さ れ たが
，
B BノK で は ラ氏島炎が み られ ず ，

こ の 反応以 外 の 因子 が ラ氏 島炎 の発現に は 必要と 思 わ れ

た ． こ の点 に 関 して B BI S の み 末棺血 に お け る N K 活 性 が 上 昇 し て お り
，

し か も 末梢血 に お け る

N K 活性J L a r g e g r a n ul a r l y m ph o c y te s くL G L s りとの 上 昇， 即 ち個々 の N K 細胞 が活性化 して い る と

考 え られ
． 膵犀細胞に 対す る 免疫異常反応に 加 えて

， 末梢血 に お け る N K 細胞 の 活性化克進が ラ氏島炎

や 糖尿病の発症 に 関与す る と推察 され た －

K e y w o rd s B B ラ ッ ト
，

ナ チ ュ ラ ル ． キ ラ ー くN K l 活性 ，
R I N r

，
ラ氏島

炎
，
糖尿病

ヒ ト工 型糖尿痛 の病因に 何 らか の 自 己免 疫異 常 が 島 くラ 氏 尉 へ の リ ン パ 球浸潤 くラ氏島炎コ
1

や 膵ラ氏

関与 して い る こ と は広く知 られ て お り
，

そ の 根 拠 と 島 細 胞 表 面 抗 体 くisl e t c ell s u rf a c e a n tib o d y ，

し て イ ン ス リ ン 依存性 糖 尿 病 くin s uli n d e p e n d e n t I C S A l の 存在
2I

な どが 挙 げられ る ．

di a b et e s m elli t u s
，
I D D M l 患者 の膵 ラ ン ゲ ル ハ ン ス ヒ トI 型糖尿病 と類似 し た糖尿病 を お こ す 動物モ

A b b r e vi ati o n s こ D P
，
d i ab e t e s p r o n e ニ D R

，
di a b e t e s r e sist a n t ニ工C S A

，
i sl e t c ell s u rf a c e

a n tib o d y 三I D D M ， i n s u lin d e p e n d e n t di a b et e s m ellit u s ニI し2
，
i n t e rl e u k i n 2 ニ L G L

，
1 a r g e

g r a n ul a r ly m p h o c y t e ニ M H C
，

m aj o r h is t o c o m p a tibilit y c o m p l e x こ N K
，

n a t u r al k ill e r －



B B ラ ッ トの ラ 氏 島炎惹起 要因

T a bl e l ． B B r a t s u b li n e s

29 1

B B くo ri gi n all

B BノW

B BノH

B BJ H a rv a r d

B BノE

B B J
I

D tis

D e p a r t m e n t o f N a ti o n al H e alth a n d W elf a r e
，
O tt a w a ， C a n a d a

U ni v e r sity o f M a s s a c h u s e tts M e di c al C e n t e r
，
W o r c e s t e r

，
M a ．

，
U ，S ． A ．

H a g ed o r n R e s e a r c h L a b o r a t o r y ，
G e n t oft e

，
D e n m a r k

J o sli n D i a b e t e s C e n t e r ， H a r v a r d M e d ic a l S c h o o l
，
B o st o n

，
M a ．

，
U ．S ． A ．

U ni v e r sity D e p a r t m e n t o f M ed i ci n e
，
W e st e r n G e n e r al H o s pital ，

E d i n b u r g h ，
S c o tl a n d

U ni v e r sity o f D tis s eld o rf
，
D tis s eld o rf

，
F R G

R ef ニ Cli n ．
I m m u n ol ．くJ a p ．I，

1 9
，
7 55 M 7 6 2 く19 8 7l ．

T a bl e 2 ． M o u s e a n ti － R a t l y m p h o c y t e m o n o c l o n a l

a n tib o di e s

W 3I 1 3 a11 T c ells
， pl a s m a c ell s

O X 1 9 all T c ells

O X 8 s u pp r e s s o rJ
I
c yt ot o xi c T c e11 s

，
N K c ell s

W 31 2 5 h el p e r T c ells ，
m a C r O ph a g e s

O X 6 I a
＋

c ell s
，
B c ell s

O X 12 B c e11 s

N K c ell s こ n a t u r al k ill e r c ell
，

R e f 二 C li n ． I m m u
－

n ol ． くJ a p ．I ，
1 9

，
7 5 5 肌76 2 く19 8 7J ．

デル と して ，
B B ラ ッ トや N O D マ ウ ス が知 ら れ てお

り
3I

， 病 因究明 の た め に 用 い ら れ て い る ． B B ラ ッ ト

は19 7 4 年 ，
カ ナ ダの Bi o

－ B r e e di n g L a b o r a t o ri e s の

ウイ ス タ ー

Cl o s e d c ol o n y か ら偶然発見さ れ た も の

で あ り
41

，
末梢血 ． 脾臓お よ び リ ン パ 節 に お け る リ ン

パ 球減少 く特 に T 細胞の 減少
571 ， 各 種 丁 細胞 マ イ ト

ジ ュ ン に 対 す る反 応低下
6I

． 皮膚移植 片拒絶反 応の 遅

延
乃
と い っ た細胞性免疫不 全 を呈 し

，
さ ら に 工C S A や

抗甲状腺抗体 な どの 自 己抗体も 存在 し
81

，
ト型糖尿 病

や慢性 甲状 腺炎な どの 自 己免疫異常 を発現す る ．

B B ラ ッ ト の 糖尿 病 は 生 後60 〆 v 1 2 0 日 に 急 性発症

し
， 多尿 や 高血糖 が持続 し てイ ン ス リ ン の 投 与 を行

な わ な けれ ば4
，
5 日 で糖 尿病 性 ケ トア シ ド

ー

シ ス を

呈 し て 死 亡す る と 述 べ ら れ て い る0 ま た 組織 学的 に

はラ氏島炎が 認め ら れ る
珊

．

今 ま で の B B ラ ッ ト に 関す る報告
10卜 叩

を 総合 す る

と
，

B B ラ ッ トの 糖尿病発症 に 細胞性免疫 が強 く 関

与し て い る こ とが 示 唆さ れ る ． し か し
，

ど の リ ン パ

球サ ブ セ ッ トが 発 症 の 主 役 を 演 じ て い る か は 不 明

だ っ た ．

最近 ， ナ チ ュ ラ ル ． キラ
ー くn a t u r a l k ill e r

，
N K l

細胞
18I1 91

お よ びサ プ レ ツ サ ー

T 細胞の マ
ー カ ー で あ る

O X 8 抗体 の 投与 に よ り ，
B B ラ ッ トの 糖尿病発症が

抑制さ れ る と報 告さ れ
罰1

，
N E 細胞 の 関与 が強 く考 え

られ て い る ． しか し
，

B B ラ ッ ト の N K 細胞 と そ の

活性 に 関 して
， 今ま で検討 され た も の は ほ と ん ど脾

リ ン パ 球 に 閲 した も の で あ り
，

よ り ラ氏 島 と密 接 な

関連が あ ると 思わ れ る 末棺血 中の N K 細胞や N R 活

性に は不明 な 点が 多い ．

本研究で は
，

B B ラ ッ トの 末栴血 に お ける N E 活

性や ，
ラ ッ トイ ン ス リ ノ ー

マ 株 に 対 す る キ ラ ー 活性

の誘 導能 と ラ氏島炎 との 関連 を検討 し て
，
糖尿 病発

症の メ カ ニ ズ ム を細胞性免疫 の 衝か ら追求 した ．

対象お よ び方 法

工 ． 実験動物

B B ラ ッ トは未だ 純系化さ れ てお ら ず
，

オ タ ワ 以

外の 系で は繁殖 ， 飼育さ れ た場所 の 名 を付記 し て 呼

ばれ て い る ． 現在 ， 6 亜 系に 大別 さ れ る が く表 い

叩
， 著者 は 2 亜 系由来 の B B ラ ッ ト を使用 した ．

一 つ

は B B J
，

K a n a z a w a くB B I
I
K l ラ ッ ト で あ り

，
D r ．

T h ib e r t くD e p a r t m e n t o f N a ti o n al H e al th a n d

W elf a r e
，
O tt a w a

，
C a n a d al よ り 提 供 さ れ た B B

くo ri gi n aり 由来で
， 金沢大学動物実験施設 に て 兄 妹

交配 を10 代以 上繰 り返 し て い る ． こ の B BノK の 特徴

は
，

リ ン パ 球減 少症 は あ る も の の 糖 尿病発 症 率 が

1 ％以 下 で あ る 点 に あ る ． も う
一 つ の 亜 系 で あ る

B BノS ai t a m a － T o k y o くB B J
I
Sl ラ ッ トは B BI W 由来

で
， 埼玉 医科大学第4 内科 よ り提 供さ れ た も の で あ

り
，
金 沢 大学動物実験施設 で 兄妹交配 を 5 代繰 り 返

し て い る ． こ の B BノS の 特徴は
．

リ ン パ球減少症 が

あ り
，

8 適齢以 後の ほ と ん どの ラ ッ ト に ラ 氏 島炎 が

認め ら れ ， 糖尿病発症率 は3 3 ％で あ っ た ． た だ し ， 河

津ら の 報告で は生 後120 日 ま で に 80■勺 9 0 ％ の B BノW

が糖尿病 を発症 して お り
2I

，
こ の 差 は著者が ラ ッ ト を

生後10 適齢 で 屠殺 して い る た めと 思 わ れ る ．

B B I S お よ び B B J
I

K の コ ン ト ロ ー ル と して
，

主要

組織適合抗原 くm aj o r h i st o c o m p a tib ilit y c o m pl e x
，

M H C l の
一 致 して い る

，
ウイ ス タ

ー

を用 い た ． ラ ッ

トの M H C で あ る R T l は B BI S
，

B B I K お よ び ウ

イ ス タ ー と も R T l
u

で あ る
盟I

．

II ． 標的細胞

1 ． R I N r 細 胞 くRI N r1
241

ニ N E D H くN e w E n
－



2 9 2

g l a n d D e a c o n e s s H o s pit all ラ ッ トイ ン ス リ ノ ー

マ

くi n s uli n o m al 由来の継代株 で R T l は R T l
g

で あ る

2 ． Y A C －1 細 胞 ぐY A C ．1l
251 こ マ ウ ス T リ ン パ 腫 由

来の 継代株 で
，

マ ウ ス お よ び ラ ッ トに お け る N K 感

受 性細胞 で あ る ．

m ． 単ク ロ ー ン抗体

末棉血 リ ン パ 球お よ び脾 リ ン パ 球 の サ ブ セ ッ トと
，

ラ氏島 へ の 浸潤細胞の 検 索に 6 種 類 の マ ウ ス 抗 ラ ッ

トリ ン パ 球 単 ク ロ ー ン 抗 体 を 使 用 し た く表 2 ト

W 311 3 は T 細胞全般お よ び形質細胞
，

O X 1 9 は T 細

胞 全般
，
O X 8 は サ ブ レ ツ サ

ー ノサ イ ト トキ シ ッ ク T

細 胞お よ び N K 細胞 ，
W 3ノ25 は ヘ ル パ ー T 細胞 お よ

び マ ク ロ フ ァ
ー ジ

，
O X 6 は 工a 陽性細胞 お よ び B 細

胞 ，
そ して O X 1 2 は B 細 胞の 表面 マ ー カ ー で あ る ．

これ らの 単ク ロ
ー ン 抗体 は D r ． M a s o n くSi r W illi a m

D u n n S c h o ol o f P a th ol o g y ，
O x f o r d

，
U ． K ．1 よ り 提

供 され た ．

そ の他 に フ ロ
ー レ セ イ ン ． イ ソ チ オ シ ア ネイ ト

くfl u o r e s c ei n i s o th i o c y a n a t e ， F I T Cl 標識 ヤ ギ抗 マ

ウ ス Ig G 抗 体 くC a p p el L a b o r a t o ri e s
，

W e s t c h e s
－

t e r
，
P

．
A ．う

，
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識 ヤ ギ抗 マ ウ ス

I g G 抗体 くT a g o
，
I n c ．

，
B u rli n g a m e

，
C A ．1 を 二 次抗

体 と して使用 した ．

N ． 末棉血 リ ン パ球 お よ び牌 リ ン パ 球の 調整

以下 に 述 べ る操作は 全て 無菌的 に 行な っ た ． まず
，

ラ ッ トを エ
ー

テ ル 麻酔下に 開腹 し ， 下大 静脈 よ り ヘ

パ リ ン加採血 し ， 同時 に脾臓 と膵臓 も摘 出 した ． 牌

臓は ス
．テ ン レ ス メ ッ シ ュ に て す り つ ぶ し

，
リ ン 酸 緩

衝液 くph o s ph a t e b u ff e r e d s al i n e
，
P B S l に て 浮 遊

後
，

ナイ ロ ン ウ ー ル で 濾過 し
，
1 5 0 0 r p m

，
5 分 ，

4

．

C に て 遠心 した ． それ か ら沈漬 を
，

ペ ニ シ リ ン く2 00

ロノm り ，
ゲ ン タ マ イ シ ン く10 ノ上 gノm り，

0 ．0 2 M へ ペ ス

くH e p e sう 緩衝液 くGI B C O
，
G r a n d I sl a n d ，

N ． Y ．J を

含 む R P M I 1 6 4 0 培養液 くR P M 1 1 64 01 くG I B C O l に

2 0 ％ くV ノVう とな る よ う に 新鮮 ウ イ ス タ
ー 血 清 を加

えた も の に 再浮遊 した ．

末 棺 血 リ ン パ 球 お よ び 牌 リ ン パ 球 か ら マ ク ロ

フ ァ
ー ジ を除去 す る目的で

，
シ リ カ ゲ ル くK A C ． 2

，

日本抗体研究所 ， 高崎う を用 い た ．
ヘ パ リ ン加血液 に

は K A C －2 を1 0
一

－ 20 ％ くV I V l に な る よう に 加 え
，

ま

た脾 細胞浮遊液 に つ い て は 前 述 の ラ ッ ト 新 鮮 血 清

20 ％ くV ハハ 加細胞浮遊液 と し て か ら K A C － 2 を加

え ，
1 5 分 ご と に転倒混和 を行 な い

，
3 7

0

C に て 1 時 間

イ ン キ エ ペ ー 卜した ． イ ン キ ュ ベ ー ト後 の 末梢 血 お

よび 脾細胞浮遊液 を用い て
，
比重遠 心 法 に よ り単扱

細 胞 を 分 離 し た ． ま ず ，
9 ％ くW ノV I F i c ol1 4 0 0

くPh a r m a ci a
，
U p p s al a

，
S w e d e n J 水溶 液 100 m l に

32 ．8 ％ くW ノV ユ メ トリ ゾ酸 ナ トリ ウ ム 溶液 く第
一

化学

薬品 ． 東京う 4 2 m l を加 え た 混合 液の 上 に 末梢血 お よ

び脾細胞浮遊液 を 重層 し て
，
2 5 0 0 r p m

，
3 0 分

，
4

Q

C に

て遠心 し た ． そ の 後 中間層 を採取 し ，
P B S に て 3 回

洗 浄後
，
非 働 化 ウ シ 胎 児 血 清 くh e a t －i n a c ti v a t e d

－

f e t al c alf s e r u m
，
F C Sl を10 ％くV I V l と な るよ う加

えた R P M I 1 6 4 0 溶液 く10 ％ F C S － R P M I 1 6 4 01 に 再

浮遊 した ． 細胞数 を 1 X l O
6

ノm l に 調整 し ，
以 後の 実

験 に使 用 し た ． 末梢血 ， 脾臓 とも こ の リ ン パ 球分画

で の 単球 くま た は マ ク ロ フ ァ
ー ジ1 は0 ．7 ％ 以 下 に 減

少 し て い た ．

また ヘ パ リ ン 加血 液 の
一

部 を 用 い て
，

ト
ー

マ

くT b o m aう 計算 盤上 で リ ン パ 球 数を算定 し た ．

V ． 間接 蛍光抗体 法

1 ． リ ン パ 球サ ブセ ッ ト

間接 蛍光抗体法 を用 い て 上 記で 得 ら れ た リ ン パ 球

の サ ブ セ ッ ト を解析 し た ．

一 次抗体 と し て マ ウ ス 抗

ラ ッ ト リ ン パ 球単 ク ロ ー ン 抗体 く表 2 う，
二 次抗体 と

し て F n
l

C 標識 ヤ ギ抗 マ ウ ス 工g G 抗体 を 用い た ． 至

適量の
一 次抗体 を末棉血 リ ン パ 球お よ び脾 リ ン パ 球

浮遊液 に 加 え
，
3 0 分 ，

4
0

C に て 静置 ，
そ の 後0 ．0 2 ％ア

ジ 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 リ ン 酸 緩 衝 液 くp h o s ph a t e

b u ff e r e d s a li n e w i th s o di u m a zid e
，
P B S A l に て 2

回遠心洗浄後 ， 細胞浮遊液 の 沈漆 に 非働 化 し た ウイ

ス タ
ー

血清 を10 ％ くV ノVぅ に な る よう に 加 え
，

二 次

抗体 と 4
O

C に て30 分反 応 さ せ た ． P B S A に て 1 回洗

浄 後 P B S A に 再浮遊 し ，
レ ー ザ

ー

フ ロ
ー

サ イ トメ
ー

タ
ー

．
ス ペ ク ト ラ ム 王II くS p e c t r u m III

，
O r th o

D i a g n o sti c S y s t e m s I n c ．
，
R a ri t a n

，
N ． J ．1 を用 い て

解析 し た ．

2 ． N K 細胞の 算定

ラ ッ ト N K 細 胞は O X 1 9 陰性 O X 8 陽性細胞と 表

現 で き る
261

． O X 1 9 陰性 O X 8 陽性細 胞の 比 率の 求 め

方 を略記 す る ．

一 次抗 体と して O X 1 9
，
O X 8 の 2 種

類 の抗体 を 用 い
， 間接蛍光抗体法 に よ り 陽 性率 を 求

め
，

こ の 値 か ら O X 1 9 の み で 染色 した 場合の 陽性率

を 減 じた 数値 を O X 1 9 陰 性 O X 8 陽性細 胞の 比率 と

した ．

3 ． N K 細胞 の 分離

セ ル ． ソ
一

夕
ー の エ ピ ッ ク ス C くE pi c s C

，
C o ult e r

el e c t r o n i c s I n c ．
，
H i al e a h

，
F L l を用 い て ラ ッ ト脾細

胞 を O X 1 9 陽性細胞 くヘ ル パ ー

T 細胞 ，
サ プ レ ツ

サ ー T 細胞 が含 ま れ るン
，

O X 1 9 陰性 O X 8 陽性細胞

くN K 細胞 が こ の 分画 に 含 ま れ る1 と O X 1 9 陰性



B B ラ ッ トの ラ 氏島炎惹起 要因

O X 8 陰性細胞 くB 細胞が 含まれ るう に 分 画し た ． こ

れ らの 分画 へ の 分離 は
，

上 記の 間 接蛍 光抗 体法 と 同

様の 操作を 行な い
， 蛍 光 を有す る 細胞 と蛍 光 を 有 し

ない 細胞に エ ピ ッ ク ス C を用 い て 選 別 し た ． ま ず ，

O X 19 で 標識 し
，
O X 1 9 陽性細胞と O X 1 9 陰性細胞

に 分け
，

こ の 後 O X 19 陰性細胞 を O X 8 で 再度標識

し て
．

O X 1 9 陰性 O X 8 陽性細胞お よ び O X 1 9 陰性

O X 8 陰性細胞 に 分け た ．

V王．
N K 活 性 の 測 定

1 ． 測定法

標的細胞と して
，

N K 感受 性細胞で あ る Y A C － 1
，

N K 非感受 性細胞で あ る RI N r を用 い た ． N K 活性

測定は 4 時間培養
5
C r r el e a s e a s s a y 法 に て 行 な っ

た ． 各標的細胞 1 X l O
6

個 に N a
5
C r O ． くN e w E n g

－

1 a n d N u cl e a r
，
B o st o n

，
M ． A ．1 0 ．5 JJ C i を加 え

，
3 7

O

C
，

5 ％ C O 2 下 で 1 時間培養 し
， 冷 P B S に て 2 回

洗浄後 ，
1 0 ％ F C S ． R P M I 1 6 4 0 に て 調 整 した 。

マ ク ロ

フ ァ
ー ジ を除去 した 末梢血 リ ン パ 球 お よ び牌 リ ン パ

球 を エ フ ェ ク タ ー 細 胞と し
，

9 6 穴丸 穴 マ イ ク ロ プ

レ
ー ト くN o ． 25 8 5 01 くC o r n i n g G l a s s W o r k s

，

C o rn i n g ，
N ． Y

．1 に 標的細胞 と共 に 37
0

C
，

5 ％ C O 2

下で 4 時間培養 し ， その 上 清中
5

C r 放 出量 を ガ ン マ

シ ン チ レ
ー シ ョ ンカ ウ ン タ ー A R C －5 0 1 くア ロ カ

，
東

京う で 測定し た ． ％傷害能 は以下 の式 で 算 出し た ，

％
5
C r r el e a s e こ

E x p e ri m e n t al r el e a s e
， S p o n t a n e o u s r el e a s e

X ln O
M a xi m u m r el e a s e

－

S p o nt a n e o u s r el e a s e

M a x i m u m r el e a s e は 1 ％トリ ト ン X O ．1 m l を標的細

胞0 ．1 m l に 添加 した と き の 最大
5

C r 放 出量 を示 し
，

S p o n t a n e o u s r el e a s e は1 0 ％F C S － R P M I 1 64 0 0 ．l m l

を添加 し た と きの
51
C r 自然放出量と した ， 各検体 は

t ri pli c a t e に て 測 定 した ，

2 ．
エ フ ェ ク タ ー 細胞ノ標的細胞比 くEノT 比う の 決

ノ．．J－■

疋

各 4 匹 ず つ の B B ノK お よ び ウイ ス タ
ー

の 牌 リ ン パ

球 を用 い て ，
EノT 比 を1 0

，
2 0

，
4 0

，
8 0 と変 え て比 較検

討 した ．

3 ． N K 活性 の 週齢別推移

B BノK お よ び ウイ ス タ ー の 脾リ ン パ 球を 用 い て
，

2
，

4
，

6
，

8
，
1 0

，
1 2

，
1 6 適 齢以 上 の N K 活性 を

比較検 討 した ．

4 ． リ ン パ 球サ ブ セ ッ ト の N K 活性

エ ピ ッ ク ス C に て 分 離 し た O X 1 9 陽 性 細胞 ，

O X 1 9 陰性 O X 8 陽性細胞 ，
O X 1 9 陰性 O X 8 陰性細

胞の 3 分画の 細胞 をそ れ ぞ れ エ フ ェ ク タ ー 細胞と し
，

2 93

Y A C －1 を標 的細 胞 と し て N K 活性 を 測 定 し た ．

EノT 比 は 2 と し た
．

Vll ． I J a r g e g r a n ul a r l y m p h o c y t e くL G Ll の 算定

1 ． L G L の 算定

末 輸血 リ ン パ 球 お よ び 牌 リ ン パ 球 を1 0 ％ F C S t

R P M I 1 6 4 0 に て 調整し
，

サイ ト ス ピ ン 2 くC y t o s pi n

2
，
S H A N D O N

， E n gl a n dl を使用 して700 r p m
．

8 分

間サ イ トス ピ ン し た ． ドライ ヤ ー に て 冷風乾 燥後 ，

メ イ ． ギ ム ザ くM a y
－ G i e m s al 重染色を行 な い

，
強拡

大 に て 鏡検 し
，
2 0 0 個の 細胞 を カ ウ ン トし て L G L の

比 率 を百 分 率で 求 め た ．

2 ． L G L 数の 週齢別推移

N K 活性 の推移 と 同様 に B BノE お よ び ウイ ス タ
ー

の 脾 リ ン パ 球 を用 い
，
2 句 1 6 適齢以上 の L G L 数 の 推

移 を比 較 した ．

Y軋 R I N r に 対 す る キ ラ
ー

活性 の 測定

ア ロ くall o 一っ 抗原反 応性キ ラ
ー 細胞 叩

の誘導 を目的

と して
，

以 下 の 実験 を行 な っ た 0 ア ロ 抗原 と し て

RI N r くM H C は R T l g1 5 X l O
辱

個を P B S に 浮遊

し
，

8
h

l O 適齢の B BI S
，
B B I K 並 び に ウイ ス タ ー の

腹腔内 に 投与 した ． 投与後4 ， 7 日目 に 屠殺 し
，

マ ク ロ

フ ァ
ー

ジを 除去 し た末梢血 リ ン パ 球お よ び脾 リ ン パ

球 を エ フ ェ ク タ
ー 細胞と して

， ま た R工N r を標 的細

胞 と して
5
C r r el e a s e a s s a y 法に て キラ ー 活性を 測定

した 0
コ ン トロ

ー

ル と して
，
生食水0 ．5 m l を腹腔 内投

与 し た B BI S
，

B BノK お よ び ウイ ス タ
ー

を用 い た ．

EノT 比 は20 と し た ．

1ヱ ． ラ氏島の 免疫組織学的染色

ラ氏島炎の 有無と 浸潤細胞の サ ブセ ッ ト を免疫 組

織学 的 染色 に て 検 討 し た ． 屠殺後 採取 し た 膵 臓 を

0 ． C ． T ． コ ン パ ウ ン ド くTi s s u e
－ T e k

，
M il e s L a b o

－

r a t o ri e s I n c ．
，
N a p e r v i11 el に 包埋 後，

－ 2 0
0

C に て 凍

結 した ． その 後 ミ ク ロ ト
ー ム に て 厚さ 4 句 6 ノ上 m の

凍結切片 を作製 しア セ ト ン 固定 した ． 固定後 P B S で

洗浄 し て
，

二 次抗体の 非特異的結合 を 防止 す る 目 的

で 正 常 ヤ ギ 血 清 の 3 ％ くV J
I

V I P B S 溶 液 に て

1 5 ノ
1 2 0 分間イ ン キ ュ ベ

ー

卜 した ． そ の 後 マ ウ ス 抗

ラ ッ トリ ン パ 球単 ク ロ
ー ン抗体と 室温 に て 1 時間 反

応さ せ
，

P B S に て 洗浄 し
， 次 に ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ標

識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 王g G 抗 体 と 1 時 間反 応 さ せ た ．

P B S に て 洗浄 し
，

3
－

ア ミ ノ ー9 － エ チ ル カ ル バ

ゾ
ー ルくA ld ri c h C h e mi c al C o m p a n y I n c ．

，
M il w a u ．

k e el を N ． N －ジメ チ ル ホ ル ム ア ミ ド く和光純薬 ，

大阪う に 溶 か した 溶 液 0 ．5 m l
，

0 ．0 5 M 酢 酸 緩 衝 液

くa c e t a t e b u ff e r
， P H 5 ．O1 9 ．5 m l

，
3 ％過 酸化水 素

水0 ．0 5 m l を混 じ た溶液 と反応 させ て発 色させ た ． 核



2 9 4

T a b l e 3 ． L y m ph o c y te s u b s e t s i n W i st a r
，
B BノK a n d B BノS r a ts

S P L E E N

W i s t a r B B I K B B I S

n
ニ 2 0 n ニ 1 5 n こ 10

P e ri p h e r al bl o o d

W i st a r B B I K B B
J
I
S

n ニ 10 n
こ 1 0 n

ニ 5

L y ． N o ． くノm m
3ン

W 3 ハ3 く％1

0 X 1 9 く％I

O X 8 く％ン

W 3ノ25 く％I

O X 6 く％1

0 X 1 2 く％1

69 ．3 士 13 ． 9

6 2 ．6 士1 2 ． 1

3 8 ．6 士9
．
4

35 ． 1 士 6 ． 3

21 ．0 士 11 ． 2

20 ．6 士1 1 ． 6

4 7 ．4 土9 ． 7

21 ．5 士7 ． 7
． 轟

2 4
．0 士5 ． 4

． ．

20 ． 6 士 2 ． 7
榊

41 ． 7 土3 ． 9
． －

38 ． 9 士7 ．
4

料

5 4 ． 1 士9
． 8

2 8 ．1 士5 ． 7
叫

15 ． 6 士4 ． 7
中書

31 ． 3 士8 ． 5

4 0 ． 6 士1 1 ． 7
ホ ホ

2 7 ． 9 士9 ． 5

9 2 00 士 13 0 0

7 2 ．3 士1 2 ． 6

4 9 ．5 士 16 ． 4

2 7 ．5 士7 ． 0

3 3 ．8 士1 9 ． 3

22 ．3 士6 ． 0

1 7 ．7 士1 2 ． 3

2 3 0 0 士9 00
ホヰ

5 5 ． 1 士 7 ．3

5
． 3 士 13 ． 9

榊

19 ． 1 土 8 ．8
ホ

4 ． 8 土3 ．8
糊

3 4 ． 5 士5 ．7
ホヰ

4 3 ． 8 士 1 1 ． 4
招

2 9 0 0 士 4 00
ホ ホ

4 8 ． 7 士1 3 ． 4

4 ． 7 士2 ． 0
拍

1 0 ． 2 士 1
． 1

賽 糠

4 ． 5 士 1 ． 1
ホ ホ

4 2
． 3 士9 ． 4

ホ ホ

2 5 ． 3 士 13 ， 0

O X 1 9
．

0 ヱ8 ＋く％1 12 ．7 士4 ． 5 26 ． 5 士5 ． 0
料

1 4 ． 6 士7 ． 0 1 0 ．1 士3 ， 8 1 8 ． 0 士8 ．8 9．． 9 士5 ． 8

D a t a a r e s h o w n a s m e a n 士 S D ．

．

p く0 ．0 5 a n d
H

p く 0 ．0 1 v s ． W i st a r r a ts ．

染色 は カ ラチ ． ヘ マ トキ シ リ ン に て 行 な っ た ． 染 色

標本 を グリセ ロ ー ル 封入 し
，

1 0 0 倍 へ 4 0 0 倍 に て 鏡 検

し 上紙胞浸潤お よ び 浸潤細胞の サ ブ セ ッ ト を検討 し

た ．

X ． 糖尿病の 判定

糖尿病発症の 有無を以下の ご と く 調 べ た ． 生後 8

遇齢 よ り過 2 回 B BI S お よび B BノK の 随時尿 を テ ス

テ ー プ に て 検尿 し
， 尿糖 2 ＋ 以 上 を 3 回 以 上 つ づ け

て認 め るも の を糖尿病発症 ラ ッ ト と した ．

H ． 統計学的検定法

得ら れ た成績 はす べ て 平均値 士標 準偏差 くn I で 示

し た ． 平均値の検 定に は こ 群 の場合 に は St u d e n t の

t 検定 を
，
三 群で は 分散分析後 ，

D u n c a n に よ る 多重

比較法 を行な っ た ． 危険率 p く0 ．0 5 を有意と した ．

成 績

工 ． 末梢血 リ ン パ 球数並 び に 末梢血
． 牌リ ン パ球 サ

ブセ ッ ト

末輸血 リ ン パ 球数 は B BノS
，

B BノE と も ウ イ ス

タ
ー に血し著滅 して い た く表 3 ト

末棺血 お よび 脾臓 の リ ン パ 球サ ブ セ ッ ト に 関 し て

は
，

T 細胞系の 表面 マ ー カ ー で ある W 3 ハ3
，
O X 1 9

，

O X 8
，
W 3ノ25 を有 す る リ ン パ 球 は相対 的な比 率 に お

い て B BI S
，

B BノK の 各ラ ッ トで ウイ ス タ ー に 比 べ

著 し く低下 して お り
，

また 末梢血 で は リ ン パ 球数 と

考 え合わ せ れ ば T 細胞 の 絶対数 も 著滅 し て い た ． ま

た牌臓で も T 細胞 の 絶対的減少が み ら れ た く未発 表

デ
ー

タ1 ．

一 方
，

B 細胞系の マ
ー カ ー で あ る O X 6

，

O X 1 2 を有 す る リ ン パ 球 は B B I S
，

B B I K で相対 的

な比率 にお い て 増加 してし1 た ． 2 亜 系 の B B ラ ッ ト

で の 末 梢 血 に お け る B 細 胞 数 は
，

ウ イ ス タ ー が

17 0 0ノm m
3
で ある の に 比 し B BI S で は 75 0l m m

3

，

八

U

O

む
の
付

心
－

P
こ
d
表

，

の

1 0 2 0 4 0 8 0

E ノT r a ti o

F i g ． 1 ． N K a c ti vi t y o f m a c r o ph a g e
－d e pl et e d

S pl e e n l y m p h o c yt e s a s a f u n c ti o n o f E I T

r a ti o ． D a t a a r e sh o w n a s m e a n 士S D ． 中
，

B B ノK r a t s くn
ニ 4J ニ A

，
W i s t a r r a t s くn

ニ 4l ．

．

p く0
．
0 5 v s ． W i s t a r r a t s ．

B BノK で は100 Ol m m
3

と少 な い も の の
，
T 細胞 数ほ ど

の 減少 は認 め ら れ な か っ た ．
こ の こ と か ら B B ラ ッ

ト で は T 細胞 を 中心と し た リ ン パ 球減 少症 が 存在 す

る と い え る ．

B B ラ ッ トと ウイ ス タ ー の リ ン パ 球 サ ブ セ ッ トの

差違 を以 下 に 列挙 す る ． i う T 細 胞 の マ
ー カ L で あ

る W 3 ハ3 と O X 1 9 の 陽性細胞の 比 率 に 著 し い 解 離

が認 め ら れ る ． iり O X 1 9 陽性細胞 と W 3ノ25 陽性細

胞 の 比率 は 近似 す る ． iii 1 0 X 8 陽 性細胞 の 比 率は

O X 1 9 陰性 O X 8 陽性細胞 の 比率 と近似 す る ． i v l

ii l とiiil よ り B B ラ ッ ト に お い て は ヘ ル パ ー T 抑



B B ラ ッ ト の ラ 氏島炎惹起 要因

脆 くO X 1 9 陽性 W 3ノ2 5 陽性細胞ン が 著減 は し て い る

が存在す る
一 方

，
サ プ レ ツ サ ー T 細胞 くO X 1 9 陽性

O X 8 陽性細胞う は ほ と ん ど存在 しな い ． v う O X 8 陽

性細胞 はほ と ん ど N K 細胞 くO X 1 9 陰性 O X 8 陽性

細胞ぅ で あ る ．

B B I S
，
B B I K 間に 認 め られ る 差異 に つ い て 述 べ る

2 5

5

む
の
巾

空
0
－

L

U
ボ

l

噌

5

0

2 0
％

八

U

A

レ
レ与むJ

8

9
ホ ホ

紅 ユ ニ
4

4

2 4 6 8 1 0 1 2

B

2 4 6 8 1 0 1 2

ト．－ ■

1 6 く

W

1 3 ホ ホ

ト
ー

1 6 く

W e e k s a ft e r bi r t h
W

F i g ． 2 ． N K a cti vi t y くAJ a n d l a r g e g r a n u l a r

l y m ph o c yt e s くBl a s a f u n c ti o n o f a g e ．
D a t a

a r e s h o w n a s m e a n 士 S D ． さ
，

B BノK

r a t s ニ A
，

W i st a r r a t s ． N u m e r al s b e si d e s

b a r s i n di c a t e t h e e x p e ri m e n t al n u m b e r s ．

ホ

p く0 ．0 5 a n d
＋ ホ

p く0 ．0 1 v s ． a g e
－

m a t C h e d

W i s t a r r a t s ．

2 9 5

と
．

i 1 0 X 1 9 陰性 O X 8 陽性細 胞が B BI K に お い

て増加 して お り
，

B BノS で は ウ イ ス タ ー と ほ ぼ 同 率

で あ っ た 点 ，
iり B BI S で は O X 6 陽 性 細 胞 が

O X 1 2 陽性細 胞に 比 べ 増加 して お り
，

解離 が み ら れ

た が
．

B BノK で は み ら れ なか っ た 点が 挙 げられ る ．

H ． コ甘K 活性 の EノT 比 の 決 定

10 旬 8 0 の ど の EI T 比 で も ，
B BI K が ウイ ス タ

ー に

比 べ 有意 に 高 い こ と よ り く図 1 1 ， 以下の 実験 は特別

0

聖
警
芯
ま
巴
L

U
表

L

の T
－

ナ
エ

Fig ．
3

．
N K a c ti vit y o f m a c r o ph a g e

－d e pl e t e d

s pl e e n l y m p h o c y t e s i n W i s t a r くn
ニ 8き，

B BI K

くn ニ 1 81 ，
a n d B B IS くn

こ 91 r a ts ． D a t a a r e

Sh o w n a s m e a n 士S D ．

．

p く0 ．0 5 v s ． W i s t a r

r a t s ．

T a bl e 4 － L G L s a n d N K a c ti vit y i n m a c r o ph a g e
－d e pl e t e d s pl e e n l y m p h o c y t e s u b s e ts

N KくE J
I
T l N KくEI Tl

U nf r a c ti o n a t e d

O X 19
十

O X 1 9鵬O X 8
＋

O X 1 9－O X 8．

％9

3

8

3

1

6

1

2 0 ．0 ％く20う

1
．3 く21

4 1 ．9 く2う

6 ． 8 く21

％4

2

8

4

4

7 ．9 ％く20ン

4 ． 4 く2I

2 5 ．6 く2I

8 ．0 く2う

O X 1 9
＋

m e a n s O X 1 9
＋

c e11 s w h i c h i n cl u d e h el p e r T c ell s a n d s u p p r e s s o r T c ell s
，
O X 1 9－O X 8

＋

C ells a r e N K c ell s a n d O X 1 9A O X 8－ c ell s a r e B c ell s ．
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の 場合 を除い て 全 て EノT 比 を20 と した ．

廿L 二N E 活 性と L G l 一 致 の 時 間的推移

肺臓に お け る N K 活性は B B ノK が どの 適齢で も ウ

イ ス タ ー に 比 べ 高値 を 示 し た が く図 2 L 特 に 8 ■ －

1 0 適齢 で 有意 に 差が 大き か っ た た め
，

以 下 の 実験 は

8 旬 10 適齢 の ラ ッ ト を使用 した ． な お
，
L G L 数 は 2

適齢を除 き B BノK が ウイ ス タ
ー に 比 し常に 有意 に 高

値 を 示 した ．

N
． 脾腹 の O X 1 9 陽性細胞

ノ
O X 1 9 陰性 O X 8 陽

性細胞 お よ ぴ O X 1 9 陰性 O X 8 陰性細胞の 各

分 画 に お け る N E 活 性

脾 リ ン パ 球 よ り ソ ー テ ィ ン グ し た 各 分画 で の

L G L は B BノE
，

ウイ ス タ ー と も O X 1 9 陰性 O X 8 陽

性細胞分画に ほ と ん ど含 ま れ て い た く表 4 上 ま た

N K 活性 も O X 1 9 陰性 O X 8 陽性細胞分画が他 の 分

画 に比 し著明に 上 昇 して い た ．

こ の 結果は L G L が N K 細胞 で あ る こ と を証明 し

て い る と推察 で き た ．

V ． 未檎血 お よ び牌腋に お け る N E 活 性

Fi g ．
4

． N K a cti vi ty o f m a c r o p h a g e
－ d e pl e t e d

p e ri p h e r al bl o o d l y m p h o c y t e s i n W i s t a r

くn こ 81，
B B I K くn こ 9I ，

a n d B B I S くn 二 4ン r a t s ．

D a t a a r e s h o w n a s m e a n 士S D ．

．

p く0
．
05 v s ．

W i s t a r a n d B B I K r a t s ．

1 ． 牌臓 に お ける N K 清性

B B J
IS が3 0 ．

2 士 10 ．2 ％ くn
ニ 91 ，

B B ノK が 28 ．5 士

10 ユ％ くn こ 18 I ， ウ イ ス タ ー が1 0 ．4 士 4 ．6 ％ くn ニ 8う

で
，
B B I S

，
B B J K が ウイ ス タ ー に 比 し有意に 高値 を

示 し た く図3 う．

2 ． 末梢血 に お け る N K 活性

B BノS が38 ，6 士7
．8 ％ くn

ニ 4l
，
B BノK が22 ．7 士9 ．1 ％

くn
こ 9ン ，

ウ イ ス タ
ー

が 26 ．7 士臥2 ％ くn ニ 8う で
，

B B I S が B BI K
，

ウ イ ス タ
ー

に 比 し有意 に 高値 を 示

し た く図 4I ． B B ノK と ウイ ス タ ー 間 に は差 が な か っ

た ．

3 ， N K 活性化 G L 比

N K 活性 く％I を L G L く％1 で 除 して 比 較し てみ

た く図 5 う■ 末梢血 で は
，
B B ノS が6

．
2 士2 ．7 くn

こ 3ン，

B BノK が 0 ．8 士0 ．5 くn
二 1 0コ，

ウイ ス タ
ー

が 0
．9 士0 ．4

くn こ 1 01 で
，
B BノS が 他 の 二 者 に 比 し有意に 高か っ

た ．

牌臓 で は
，

B BI S が 1 ．9 士0 ．4 くn
ニ 31 ，

B B I K が

1 ．6 士0 ．6 くn こ 1 0う， ウ イ ス タ
ー

が1 ．6 士0 ．9 くn
ニ 1 0う と

三 者間 に 善が 認め ら れ な か っ た ．

V I ． R I N r に 対 す る キ ラ ー

活 性

i n vi v o で の R I N r に 対す る キ ラ ー 活性 の 経 時的変

化 を比 較検 討 した く図6 う．

末梢 血 で は
，

RI N r 投与前 ，
B B IS が11 ．0 士3 ．9 ％

くn
ニ 3フ，

B BノK が7 ．8 士2 ．2 ％ くn 二 1 0う，
ウイ ス タ ー が

9 ．5 士3 ．3 ％ くn ニ 1 0っ と B BノS で や や 高値 を示 し た ．

投 与後 4 日 目 ，
7 日 目 は それ ぞ れ B BノS が17 ．7 士

5 ．4 ％ くn ニ 31
，

2 9 A 士1 8 ．0 ％ くn
ニ 31 で

．

B BI K は

14 ，3 士6 ．7 ％ くn ニ 1 0う
，

2 0 ．9 士7 ．9 ％ くn ニ 1 0う
，

ウイ ス

タ ー は7 ．5 士2 ．5 ％ くn ニ 1 0I ，
11 ．6 士5 ．9 ％ くn 二 1 0う と い

う 結果 を得 た
。

B B IS ，
B BJ K は漸増 し ，

キ ラ
ー

活性

の 増強反 応が み られ た0 特 に B BノS で は 3 例 中2 例

の 7 日日 の キ ラ
ー 活性が39 ．0 ％

，
4 5 ．1 ％と 顕著 な増強

反応 を示 し たが
，
他の 1 例 は4 ．1 ％と 増強が み ら れ な

か っ た ．

牌臓 で は
，

B BI S 5 例
，

B BノK l O 例お よ び ウイ ス

タ ー 1 0 例 を対象 に した が
，
R I N r 投与前後 の 反 応は 三

者 と も無 反応 で
， 有意差 は な か っ た ．

W I ． ラ氏島炎お よ び糖尿 病発 症 率

免疫組織学 的染色 に て ラ氏島 炎を 検討 し た 結果
，

B B I S で は12 例 中11 例 に I a 陽性細 胞 の 浸潤 をみ た

く表 5 ， 図 7 上 し か し
，

W 3 ハ3
，

O X 8 お よ び

W 3ノ25 陽性細 胞 の 浸 潤 は み ら れ な か っ た ．

一 方 ，

B BノK で は25 例 全例陰性 で あ っ た ．

次 に
， 糖尿病 は B BノS が12 例中 4 例が 発 症し て い

たが
，

B B ノK は 未発症だ っ た ．
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P B L
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m e a n 士S D ．
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d a y
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R I N r く5 x l O
5

c ell sl ． d a n d ロ
，
B B I S i 中 a n d o ，

B B I K 三 A a n d A
，
W i s t a r r a t s ． D a t a

a r e sh o w n a s m e a n 士 S D ．

ホ

p く0 ．0 5 a n d
＋ ホ

p く0 ．0 1 v s ． W i st a r r a t s くd a y 7I ．
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T a b l e 5 ． F r e q u e n c y of I n s u liti s a n d D M i n B B I K

a n d B B I S r a t s

I n s u liti s D M

B BノK h ニ 2 51 く 1 ％ く1 ％

B BノS くn ニ 1 21 9 0 ％ 33 ％

考 察

B B ラ ッ トは 糖尿 病発 症 ラ ッ ト と し て 知 ら れ て し 1

るが
，

全 て が 発 症 す るわ けで な く
， 中 に は 糖尿 病 抵

抗性 くdi a b e t e s r e si s t a n t
，
D Rl ラ ッ トも あ り

， 糖尿病

易 発 症 性 くdi a b e t e s p r o n e
，
D P l ラ ッ ト と 区別 して い

Fi g ． 7 ． I m m u n o h i s t ol o gi c a l fi n di n g s ． くA J ，
B B I S r a t ． D a r k s t ai n e d a r e a i n th e

ri gh t ．l o w e r p a r t o f i sl e t i n d i c a t e s th e in filt r a ti o n o f l y m p h o c y t e s くi n s uliti sl ． T h e

i n fil t r a ti n g c e ll s a r e I a p o siti v e l y m ph o c y t e s ． くBJ ，
W i s t a r r a t

． N o i n f ilt r a ti o n o f

．1 y m ph o c y t e s i s d e m o n s t r a t e d ．



B B ラ ッ t へ の ラ 氏 島炎惹起要 因

る
洲

． 著者 は B 即 W 由 来の B BノS を D P モ デ ル と し

て
，

B B くo rig i n a11 由来の B B I K を D R モ デ ル と し

て用 い た ．

B B I S ，
B B I K の 性 質を列挙 す る と ， 共通 点 は i l

リ ン パ 球減 少症 の 存在 ，
iiう サ プ レ ッ サ

ー

T 細胞 の

欠如 ，
iiil 脾臓 に お け る N K 活性克進 ，

i v I R I N r 投

与後の RI N r に 対す る キ ラ
ー 活性の 増強反 応の 4 点

が ある ．

一

方
． 相違点と して i l B BノS の 末梢血 に

お ける N K 活性冗進 ii J B B I S 末梢 血
，
牌 臓 で の

O X 6 陽性細胞と O X 12 陽性細胞の 解離 iiil B BノS

で は1 a 陽性細胞浸 潤 を伴 っ た ラ 氏島炎の 存在 と糖 尿

病発 症が み ら れ る が ，
B BノK で は ラ氏 島炎 ． 糖 尿病

とも未発 症 で ある 点の 3 点が 挙げ ら れ る ．

W o d a ら は D R が O X 19 陽性 O X 8 陽性細胞 くサ

ブ レ ツ サ
ー

T 細胞プ を 有 し て お り
， 膵臓 に お け る

N K 活性 も D P に 比 べ 低 い と述 べ
，

サ プ レ ッ サ
ー

T

細 胞 の 存在 と牌臓 に お ける N K 活性 の 差 が 糖尿 病発

症 に 関与 し て い る と 報告し て い るが
器J

，
D R モ デ ル と

して 著者 が使用 した B BノK で は肺臓 に お け る N K 活

性は B BノS と同等 で あ り
，
牌臓 に お ける N K 活性克

進 の み で は糖尿病発症 は説明 で き な い よ う に 思 わ れ

る ． た だ し B B ノK はサ ブ レ ツ サ
ー

T 細胞が 欠 如し て

お り ，
こ の 細胞の 有無が 著者と彼 ら の 結 果 の 差 に 関

係 して い る か も しれ な い
．

脾臓 ．
リ ン パ 節 の リ ン パ 球 に比 べ

， 末梢血 リ ン パ 球

はよ り直接的に 膵組織 と影 響 し合 っ て い る は ず で あ

る ． そ こ で 末梢血 リ ン パ 球 の キ ラ ー

活性 を検討 し た o

B BノS は B BI K に 比 し末梢血 に お け る N K 活性が 高

く ，
しか も 末梢血 に お ける N K 活性ノL G L 比 の 高値

で 示 さ れ る よ う に
， 個 々 の 末柑血 の N K 細 胞が も つ

N K 活性 も冗 進 して お り
， 末梢血 の N E 細胞 は活 性

化 さ れ た状 態に あ る と思 わ れ る ．

ま た B BI S で は O X 6 陽性細胞と O X 1 2 陽性細胞

の 解離 が あ り ，
こ れ も T 細胞 の 活 性化 りa 陽性 丁 細

胞の 存 在l を示 唆す る 所見と推察さ れ る ． F r a n cf o rt

らの 報 告
29
で も 前糖尿 病状態に あ る B B ラ ッ トの 末

梢血 中 I a 陽性 丁細 胞 の 増加 を指摘 して お り ，
B B ノS

の 末楷 血 中 ヘ ル パ ー

T 細胞お よ び N K 細胞 が共 に 活

性化さ れ て い る と 考 えら れ る ．

最近 ，
N K 細胞が 糖尿病 の 発 症 に 関 与 し て い る と

の 報告 が 散 見 さ れ る
糊

， ま た ラ 氏 島 へ の 攻 撃 が

M 王1 C 非依存性 に お こ る との 報告も あ る
31J

． 一州
一

方
， 著

者の データ で は RI N r 投与前に は B B ラ ッ ト の 末梢

血 リ ン パ 球 は R工N r に 対 して キ ラ ー 活性 を あ ま り有

し て い な い が ，
R I N r 投与後 に は B BノS に お い て 3

例中2 例 で R工N r に 対す る 著明 な キ ラ
ー

活性 の 増強

2 9 9

反 応 を認 め
．

B BノK に お い て も B B IS に 比 べ る と や

や 劣 る も の の
．
R I トt r に 対す る キ ラ ー 活性の 増強 を認

めた ． こ の 事実 か ら
，
R I N r 刺激に よ り B B ラ ッ ト の

末棺血 に お け る N E 細胞の も つ 傷害 ス ペ ク ト ル が 拡

大 した た め
．

N K 非感受 性細胞で あ る RI N r も傷 害

さ れ た と推定 され る ． B B I S の 1 例 で RI N r に 対 す

る キ ラ ー 活性 の 増強が み られ な か っ た が
．

こ れ は

B B ラ ッ ト の 糖 尿病発 症期間 に 60 へ 1 2 0 日 と 幅が あ

り
， 本例 は 8 へ 1 0 週齢 で は前糖尿 病状 態 に 達 し て い

なか っ た た め と推定さ れ る ．

以 上 よ り
，
D P の 末梢血 に お ける N K 細胞の 活性 化

の 増大の み な ら ず ， 傷害 ス ペ ク い レ の 拡大 を 誘発 す

る因 子 が 存在 し ，
R工N r を攻撃 した と同様 に 膵月経 胞

を攻撃 し
， 膵 月細胞 の 破壊 が お こ る も の と思 わ れ る ．

B B I S
．
B B I K で み られ る RI N r 投与後 の 末梢血 に

お ける N K 細胞 の 傷害 ス ペ ク トル の 拡大 は
，

ウイ ス

タ ー で は み ら れ ず B B ラ ッ トに 特異 的と考 え られ る ．

また
， 皮膚移植 片拒絶反 応の 遅延 が B B ラ ッ ト に 存

在す る こ と を考 え併 せ ると ，
B B ラ ッ ト に は 細胞 性

免疫不 全 が あ る が R王N r を含 めた膵戸綿胞 に 対 し て

免疫異常反応 が お こ り
， 末梢血 に お け る N K 細胞 の

傷害 ス ペ ク トル の 拡大が 誘発 され る と 考えら れ る ．

B B ラ ッ ト に な ぜ膵 ガ細胞 に 対 す る 免疫異 常反 応

が 存在 す る の か は現 在の と こ ろ不 明で あ る ． しか し
，

N K 細胞 の 傷害 ス ペ ク ト ル の 拡大誘発 に はイ ン タ ー

ロ イ キ ン 2 くi n t e rl e u k i n 2
，
I L ，2J が 関与 し て い る と

思 わ れ る ． P u k el ら は低濃度の I L 2 を用 い て D P の

牌 N K 細胞 を i n v it r o で 培養刺激 し た と こ ろ
， 牌

N K 細胞 の 膵月細胞 に 対す る傷害能が 増強 さ れ た と

述 べ
32，

，
K ol b ら は 工し2 を D P 腹腔内に 投与 した 結

果 ， 糖 尿病発症率が 増加 した と述 べ て お り ， 糖 尿病

発症が 王L－2 の 局所 で の 一

過 性上 昇に 伴う 免疫 反応 の

賦 活化 に よ る と考 えて い る
盟 I

．

B BノS の ラ氏 島 に は 工a 陽性細胞の 浸潤 がみ られ た

だ け で あ っ たが ， D e a n ら は I a 陽性 ヘ ル パ ー

T 細胞

く活性化 ヘ ル パ ー T 細胞う の ラ 氏 島浸 潤 を報 告 し た

叫
． ま た F r a n cf o r t ら は 活性化 ヘ ル パ ー T 細胞 の 浸 潤

は
， 糖尿病発 症 よ り 3 週ほ ど前か ら始 ま っ て い る と

して い る
301

． さ ら に P r u d
，

h o m m e ら はラ氏島 と B B

ラ ッ トの 脾細胞 を混 合培養後
，

ラ 氏 島周 囲に 活性 化

ヘ ル パ ー

T 細胞 の 増殖と I L－2 産 生 が み ら れ た と述 べ

て い る
動

． ま た
，

ヘ ル パ ー T 細胞 を主 に 抑制す る サ イ

ク ロ ス ボ リ ン A の 投与 に よ り糖尿 病の 発 症 予 防 が 可

能 で あ る と の 報告 も あ り
13 ト 15 I

， 末梢血 に お け る N K

細胞の 傷 害ス ペ ク ト ル 拡大 に 必 要 と思わ れ る I し2 の

供給 を活性化 ヘ ル パ ー

T 細胞 が担 っ て い る と 推定 で
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き る ．

以上 よ り ，
B BノS を含 めた D P で は膵戸綿胞 に 対 す

る免疫異常反 応が糖尿病 の 発症 3 週以 上 前 よ り始 ま

り ，
この 結果 了活性化 ヘ ル パ ー T 細胞 が ラ氏 島 に 浸

潤 し
，

ラ氏 島炎 をお こ し て局所的 に I し2 を産生 し ，

末輸血中の活性化 され た 状態 に ある N K 細胞の 傷害

ス ペ ク トル を さ ら に 拡大 して 膵月 細胞の 破壊 が 生 じ
，

こ の 過程が 増幅さ れ て最終的 に 糖尿 病 を 発症 す る も

の と思わ れ る ．

D P の 末棺血 に お ける N K 細胞 お よ び 末梢血 ， 脾臓

の ヘ ル パ ー T 細胞の 活性化 の メ カ ニ ズ ム は 不明 で あ

り ， 今後解明 して ゆか ね ばな ら な い 点で あろ う ．

結 論

著者は B B くo ri gi n all 由来 で 糖尿病発症率が 1 ％

以下の D R モ デ ル と思わ れ る B B I K と ，
B BノW 由

来 で 糖尿病発症率が33 ％の D P モ デル と考 え られ る

B BノS を用 い て比較検討 し
，
以下 の 結果を得 た ．

1 ． B B I S ，
B B I K と も リ ン パ 球減 少症 ，

サ ブ レ ツ

サ
ー

T 細胞の 欠如， 牌臓 に お け る N K 活性冗進 を認

め た ．

2 ． B BノS は90 ％の症例 に ラ氏 島炎が み ら れ ，
1 a 陽

性細胞 が浸潤 して い た ．

一 方
，

B BノK で は ラ氏 島炎

を認め な か っ た ．

3 ． B B I S は B BI K に比 し末棺血 に お ける N K 活

性が 冗進 して お り ， さ ら に 末梢血 にお け る N K 活性

ノ L G L 比 も 6 倍 近 く 冗 進 し て い た ． こ の こ と は

B BノS の 末繚血中 N E 細 胞が 活性化さ れ た 状態 に あ

る こ と を示 唆 した ．

4 ． B B I S で は 末棺血お よ び肺臓 と も O X 6 陽性細

胞 と O X 1 2 陽性細胞 の比率 に解離が み られ ，
工a 陽性

丁 細胞 の増加が み られ た ．

5 ．

．

B B I S
．

B B I K と も RI N r 投与後 に R IN r に

対す る 末棺血 中リ ン パ 球の も つ キ ラ ー 活 性 の増 強 が

み られ
，
特に B BノS で 著明で あ っ た ．

以上 よ り ， 糖尿病 の発症 に は R 工N r を含 め た 膵戸

綿胞 に 対す る免疫異常反応 に 加 え て
，

末梢血 に お け

る N K 細胞 お よ び T 細胞 の 活性化 完進 が 関与 して い

る と推 察され る ．
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