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金 沢 大学十全医学会雑誌 第92 巻 第1 号 卜 1Ⅰ (1 9 83)

P h y t o h e m a g g l u ti n i n (P H A ) 刺激 リ ン パ 球増殖性反応 に

及 ぼ す人 血清 の 年齢依存的抑制作用

血清 α 2
- M a c r o gl o b uli n 膿度と の 関連 に つ い て

金沢大 学医学部小 児 科単数室 ( 主 任 : 谷 口 封 教授)

押 田 書 博

( 昭和5 7 年12 月2 7 日受付)

p h yt o h e m a g gl u ti ni n ( P H A ) 刺激リ ン パ 球増殖性反応 に 及 ぼ す 正 常人 血清の影響 に つ い て 年齢因子

な ら び に血 清 a 2
-

m a C r O gl o b u li n ( 町
I n ) 濃度 との 関連 に つ い て検討 した

･
又

,
ア ト ピ ー 型気管支喘息患者

血 清の 影響に つ い て 同年齢正常 人血 清 と比較検討 した ･ 血清は 0
-

7 5 歳ま で の 正 常人及 びア トピ
ー 型気管

支喘息患者よ り得 た .
s u b o pti m al d o s e の P H A 濃度 (3 - O JL g/ m l) で年齢依存的抑制作用 を認 め た ･ 即 ち

20 歳以 下の 若年者血清及 び 61 歳以 上 の 老齢者血清 は成人者血 清に 比 し有意な抑制作用 を示 し(P < 0 ･ 01) ,

特 に 5 歳以 下 の 若年者血 清に 著 しい 抑制作用 が あ っ た ･

一 九 o p ti m al d o s e の P H A 濃度(7 ･5 p g/ m l) で

は各年齢群の 血清の 影響に は有意差 を認め な か っ た
.

ア ト ピ
ー 型気管支喘 息患者血清 と正常人 血清とで は

p H A 刺激リ ン パ 球増殖性反応 に 及 ぼす 影響に は有意差 はな か っ た ･
正 常人 血清中の この 抑制因子 は分子 量

5 万 以 上 で硫安塩析法で は 0 - 1 .8 M 分画中に あり , その 抑制活性 は 80
0

C ,
1 0 分間の 熱処理 で失活 した ･

血 清 α 2- m 濃度と年齢依存的抑制作用 と は有意に 相関 して い た( P < 0 ･ 0 1) ･ 正常人 血清よ り精製 した α 2
-

m

は 濃度依存的抑制作用 を示 し
,

α2- m を含ま な い 血清分画 に は抑制作用 を認め なか っ た ■ 以 上の こ と か ら
,

正 常人血清の 年 齢依存的抑制作用 は血清 町 m 演度 の違い に も とづ く も の と推察さ れ た
･

K e y w o r d s N o r m al h u m a n s e r u m
,
P H A -

Sti m u l a t e d l y m p h o c y t e p r olif e r a -

ti o n
, α 2

- M a c r o gl o b ulin .

末輸血 リ ンパ 球の m it o g e n に対 する増殖性反応 は生

体 の 免疫能の 1 つ の 指標 と して 広く臨床的 に 活用 され

て い る .
こ の リ ン パ 球増殖性反応 を検討 す る際の 培養

に は血 清の 添加が必 要で あるが 血清中に は リ ン パ 球の

m it o g e n に 対 す る増殖性反 応を抑制 す る因子 の 存在が

知 ら れ てお り
,

ホ ジ キ ン病
,

癌
,

ネ フ ロ
ー ゼ症候群 を

は じ め 多数の 病的血 清中に は抑制因子 の 存在 を指摘 す

る報 告が ある
7)1 7 )

- 2 7 )
.･

一 方
,
正 常人 血清中に もi m m u n o

-

r e g u l a t o r y α- gl ob uli n (I R A ) を は じめ 何種類カ; の 抑

制因子 の 存在が 報告され て い る
6 卜 1 3)

.
こ れ ら の う ち α 2

1 1 1 a C r O gl o b uli n ( 以 下 α 2∬m と略) が モ ル 濃度 あ たり

最大の 抑制作用 を有す る とさ れ て い る
1 4)

. 又 , 肺癌や ネ

A g e - d e p e n t C h a n g e s i n I n hib o t o r y E ff e c t

フ ロ
ー ゼ症候群で は血 清中の 抑制因子 は α 2

-

m であると

す る報告
2 1) 2 2)

が あ り, 血清中の 免疫調節物質 としての α2

- 11ユ の 役割が 注目さ れ て い る
3 7)

.

α 2- m は 加齢に 伴な い 血 清濃度が著 しく変動 し
,
新生

児期に は成人値 と ほ ぼ等 し い が 以後急速に 増加 し,
2

～ 4 歳頃 に は成人値 の 2 ～ 3 倍に 達 し, 1 0 歳以 後 に成

人 値に 戻 る変動の み られ る血 清蛋白で ある
.
こ の α 2- m

の 加齢に 伴 なう 血 清濃度の 変動は小児期の 発育 と平 行

し
, 成長と 密接な 関連 を有 す ると さ れて い る

31)
. そ こ で

正常人 に み ら れ る血清 α 2

-

m 濃度の 変動が細胞性免疫

反 応 に ど の よ う な影響 を及 ぼ す か を 検討す る目的 で

p h y t o h e m a g gl u tin i n ( 以 下 P H A と略) 刺激 リ ン パ 球

of H u m a n S e r a o n P h y t o h e m a g g l u ti ni n

(P H A) - Sti m u l a t e d L y m p h o c y t e P r olif e r a ti o n : It s R el a ti o n sh ip t o S e r u m α 2
- M a c r o g lo b uli n

C ｡ n C e n t r ati ｡ n . Y ｡ S h ih ir o O s hid a
,

D e p a rt m e n t of P e di a t ric s (D i r e c t o r : P r of ･ N ･ T a n i -

g u c hi) ,
S ch o ol of M ed ici n e

,
K a n a z a w a U ni v e r sit y ･



2 押

増殖性反 応に 及 ぼす 正 常人 血 清の 影響 を年齢因子 に つ

い て検討す る と とも に
, 血清中 町 m 濃度と の 関連 に

つ い て検討 した .

ア ト ピ ー 性疾患で は細胞性免疫能 の 低下が 報告され

てお り
38 ト 4 2)

,
ア ト ピ ー 型気管支喘息患者血清中に P H A

刺激 リ ン パ 球増殖性反応 を抑制 す る因子 の 存在 を指摘

す る報告も あ る
43)

.
そ こ で

, ア トピ ー 型気管支噛息患者

血清 につ い て, P H A 刺激リ ン パ 球増殖性反応に 及ぼす

影響 を同年齢正 常人血清と 比較検討 した
.

対象お よ び方法

1 . 対 象

0 ～ 75 歳の 健康正 常人275 名 と発作 間歓期 で 48 時

間以上薬剤 を服用 して い な い ア ト ピ ー 型気 管支喘息患

者 100 名 よ り血清を得 た . 年齢 は以下の 如く に 区分 し

た . Ⅰ群,
0 ～ 5 歳; ⅠⅠ群,

6 ～ 1 0 歳 : ⅠⅠⅠ群,
1 1 ～ 2 0

歳 : ⅠⅤ群
,
2 1 ～ 4 0 歳 ; Ⅴ群,

4 1 ～ 50 歳 : ⅤⅠ群,
5 1 ～ 6 0

歳 ; ⅤⅠⅠ群 , 6 1 ～ 7 5 歳.

2 . 被検血 清及 び標準血清 の 調整

血液型 や H L A 等 の 個 体差 に よ る 影響 を 避 け る た

め
7) 2 7)

, 各年齢群の 5 名 の血清を均等 に 混合 して被検血

清 を作製 した
, 標準血清と して 25 ～ 3 5 歳の健康成人 15

名の 血清を均等に 混合 して作製 し た . 各血清は 56
0

C
,

3 0 分間不清化 し,
1 -

2 0
0

C に て 保存 し た
.

3 . リ ン パ球 の 培養法

健 康成 人 よ り の ヘ パ リ ン 加 末 梢 血 を p h o s p h a t e

b u ff e r e d s a li n e (P B S ) に て希釈後,
l y m ph o ph r e p 比

重遠 心 法 に て 分 離 し,
R P M I 1 64 0 培 養 液 ( GI B C O

,

G r a n d I sl a n d
,
N Y ) に て 1 ×10

6

/ m l に 調整 した m o n o
-

n u cl e a r c ell を得 た . 1 ×1 0
5
の c e ll を 10 % 血清を含む

R P M I 1 64 0 培 養 液 0 , 2 m l に 浮 遊 さ せ
,

P H A - P

(D if c o L a b
,

U S A ) を最終濃度が 3 . O JL g/ m l
,
7 .5 jL g/

m l に なる よ う に 添加 し
,
mi c r o pl a t e 法 にて t ri pli c a t e

で 3 7
0

C
,
5 % C O 2 濃度で 72 時間培養 した . 培養終了 24

時 間 前 に t riti a t e d th y m i d i n e ( N e w E n gl n n d

N u cl e a r
,

B o st o n , 以下3
H

-

T d R と略) を 0 . 2 /` Ci を

添加 した
. 培養終了 後に c ell h a rv e St e r を用い h a r v e st

し , 液体シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 3Il - T d R の 取

り 込 み を測定 した . c e11 v i a bilit y は t r y p a n b u l e d y e

e x cl u si o n に よ り検討 した .

4 . 血清 の 分 画

1 ) A mi c o n C F 5 0 A によ る 限外濾過

A m i c o n C F 5 0 A ( A m i c o n L e x i n gt o n
,

M a s s
,

U S A ) に よ り Ⅰ
,

ⅠⅠ
,
ⅠⅠⅠ群の 各血清 よ り分子 量5 万 以

下の 分画 を得た
.

こ の 分画を 柑 A 3 . 0 〟 g/ m l , 各血清

10 % を含む培養系 に 20 % に 添加 し, リ ン パ 球増殖性反

応 に 及ぼ す影響 を検討 した
.

田

2 ) 硫安塩析法 に よ る 分画

Ⅰ - ⅠⅤ群 の各血清 に硫安粉末 を攫拝 しな が ら加 え
,

約 30 分間授拝後,
1 0

,
0 0 0 r p m

,
4

0

C , 1 0 分間遠心 に よ

り, 0 - 3 . O M ま で 4 段階に 分画し
, 各分画を F r a cti o n

I ( 0 - 1 . 3 M ) ,
F r a c ti o n II (1 . 3

-

1 . 8 M ) ,
F r a cti o n

III ( 1 .8
-

2 .4 M ) ,
F r a c ti o n I V (2 . 4 - 3 . O M ) と した .

各 F r a c ti o n を P B S に て透析後,
P H A 3 . O J L g/ m l

, 標

準血 清 10 % を含む培養系に 300 JJ g/ m l に なるよう に添

加 した .

5 .
α

2

-

m の 測定

免疫拡散 法 ( パ ル チゲ ン
,

ヘ キス ト ジ ャ パ ン 社) に

よ り被検 血 清中の α 2
-

m の濃度 を測定し た .

6
･

.
α

2

-

m の 精製

G a n r o t ら
3 8)の 方法に 準 じ精製 し た .

健康成人 (25 -

3 5 歳) 20 名 よ りな る プ ー ル 血 清100

m l に 1 0 % 硫酸デキ ス トラ ン 2 . O m l
,
1 M M g C1 21 0 m l

を加 え
,
1 0

,
0 0 0 r p m

,
4

O

C
,
1 5 分間遠心 に て リ ボ 蛋白

質を 除去 し, 上 清を 0 . 5 M N a C l を含 む 0 . 0 5 M リ ン

酸緩衝液 中で 24 時間透析 した . 透析後 に 硫安粉末を攫

拝 しなが ら加 え
,

2 M 濃度に して 10 , 00 0 r p m , 4
0

C
,

10 分間遠心 した . 沈 漆を ベ ロ ナ
ー

ル横衝液 中で 48 時間

透析 し
, 寒天 電気泳 動(p H 8 .6 ベ ロ ナ

ー ル 緩衝液,
1 5 0

m A
,

2 4 時間) を行 っ た
.

α- gl o b u li n 分画 を p H 8 . 6
,

0 ･0 5 M ホ ウ酸 ナ トリ ウ ム
,
0 . 1 5 M N a Cl 中 に て 24 時

間 透 析 し て S e ph a d e x G - 2 0 0 S F ( P h a r m a ci a
,

U p p s a l a ) の カ ラ ム に 通 した (綬衝液は p H 8 .6 , 0 . 0 5

M ホ ウ酸 ナ ト リ ウム
, 0 . 1 5 M N a Cl) . 第 1 分画 を ウ

サ ギ抗 ヒ ト全血清及 び抗 ヒ ト α2- m を用 い て 免疫電気

泳動 を行 っ た . 抗 ヒ ト全血 清及 び抗 ヒ ト α ｡- m と単 一

の

沈降線 を作 り, 含有 され る蛋 白質の す べ て は 勒- m であ

っ た
.

上 記の寒 天電気泳動及 び g el fi1t r a ti o n に よ り得 られ

た各分画を P H A 3 . 0 〟 g/ m l
, 標準血清 10 % を含む培

養系に 500 〟g/ m l の濃度に なるよう添加 し
, 精製 町 m

も同様に して
,
5 0 0

,
2 5 0

,
12 5 , 6 2 . 5 〟 g/ m l の 各濃度 に

なるよう添加 して P H A 刺激リン パ 球増殖性反応に 及ぼ

す 影響を検 討し た . 尚
,
蛋白濃度 の 測定に は L o w r y の

方法
45
= こ拠 っ た

.

7 . 血清
,
血 清分 画及 び精製 α 2

-

m の P H A 刺激 リ

ン パ 球増殖性反応 に 及 ぼ す影響 の 表記 法

1 ) 血清 の影響

% R e s p o n s e ( % ) = ( 被検血 清10 % 加培 養 P H A 刺

激リ ン パ 球 の △ c p m ) ÷ (標準血清10 % 加培 養 P H A

刺激リ ン パ 球の △ c p m ) ×1 00

2 ) 血清 分画及び 精製 α 2
-

m の影響

% R e s p o n s e i n l O % s e r u m も しく は % R e s p o n s e

i n s t a n d a rd s e r u m と して以下 の よう に 表記 した
.



P B A 刺激リ ン パ 球増殖性反 応に 及 ぼす 人 血 清の 影響

i ) % R e s p o n s e i n l O % s e r u m ( % ) = ( 被検血清

10 % + 血 清分画加培養 P H A 刺激 リ ン パ 球 の △ c p m

) ÷ (被 検血 清10 % 加 培養 P H A 刺激 リ ン パ 球 の △

c p m ) ×1 0 0

ii) % R e s p o n s e i n st a n d a r d s e r u m ( % ) = ( 標準

血清 10 % 十 血 清分画加培養 P H A 刺 激リ ン パ 球 の △

c p m ) ÷(標準血清 10 % 加培養 P H A 刺激リ ン パ球の △

C p m ) × 10 0

成 績

1 . 各年齢群血 清の P H A 刺激 リ ン パ 球増殖性反 応

に 及ぼ す影響

S u b o p ti m a l d o s e の P H A 濃度 3 . O JL g/ m l で は各年

齢群血清の % R e s p o n s e ( M e a n ± 1 S D % ) はそ れ

ぞれ次 のよう であ っ た
.
Ⅰ群,

6 5 .9 ±1 4 . 8 ; ⅠⅠ群,
8 5 . 6 ±

1 0 . 5 : ⅠⅠⅠ群,
8 9 . 1 ±1 6 .6 ; ⅠⅤ群,

1 0 6 . 8 ±8 .7 ; Ⅴ群,

1 0 6 . 0 ±1 1 . 3 : ⅤⅠ群
,

9 9 .7 ±2 2 .3 ; ⅥⅠ群
,
6 9 . 6 ±1 8 ,4 .

2 0 歳以 下の Ⅰ -

1ⅠⅠ群 の 各血清 は成人 者血清のⅠⅤ群 に比

し有意 な反応の 低下が み ら れ た ( P < 0 .0 1)
. 特に 5 歳

以 下の Ⅰ群の 血清に 著 しい 反応の 低下が み られ た . 又 ,

6 1 歳以 上 のⅤⅠⅠ群の 血清 で も反応の 低下が み られ た (図
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A g e G r o u p S

3

1
-

a ) . O p ti m a l d o s e の P II A 濃度 7 .5 JL g/ m l で は

各年齢群の血 清の P H A 刺激 リ ン パ 球増殖性 反応 に 及

ぼ す影響に は有意差は み られ な か っ た ( 図1
-

b) .

ア ト ピ ー 型気管支喘息患者血 清と正 常人血清 との比

較 で は P H A 刺激 リ ン パ 球増殖性反応 に及 ぼ す影響 は

は有意差は み られ な か っ た ( 図1
-

a
,

1
-

b ) .

2 . 血清洩度 の 影響

Ⅰ, ⅠⅠ
,

ⅠⅠⅠ, ⅠⅤ, ⅥⅠ群 の各血 清に つ い て培養系の各

血清濃度を 10 , 20 , 3 0 % と 増加 して P H A 刺激リ ン パ

球増殖性反応 に 及ぼ す血清濃度 の影響 を検討 した . 結

果 は 10 % 血清濃度に 対す る 百分率と して% R e s p o n 父

in 1 0 % s e r u m ( % ) と表記 した. P H A 濃度 3 . O JL g/ m l

で は全て の群 の血清で血清濃度 の 増加 に 伴な い 反応の

低下が み られ
, 特 に 5 歳以下の Ⅰ群と 61 歳以上 の ⅥⅠ群

の血清に 著 しい 低下が み られ た(表 1) . P H A 濃度 7 . 5

JL g/ m l で は血清濃度が 20
,

30 % で の% R e s p o n s e i n

l O % s e r u m ( M e n n ± 1 S D % ) はそれぞれⅠ群(92 . 0 ±

1 2 . 1
, 3 6 . 9 ±4 . 8) , ⅠⅤ群 (105 . 0 ±1 1 . 0

,
7 0 .5 ±6 , 8) ,

ⅤIl群 (8 2 . 2 ±1 1 . 1
,
7 6 . 1 ±2 3 .5) で あり

,
血清濃度を

20 % に して も反応の低下 はみられず血清濃度 を 30 % と

増加す る と Ⅰ群の血清 に の み反応の低下が み られ た
.
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b . E 汗e c t o f s e r u m f r o m e a c h a g e g r o u p o n l y m p h o c y t e p r olif e r a ti o n t o s u b o pti m al

d o s e o f P H A (3 .O FL g/ m l) [ F i g . 1
-

a] a n d o p ti m al d o s e o f P H A (7 .5 JL g/ m l) [ F i g . 1 - b] .

S t a n d a rd s e r u m = 1 00 % tr a n sf o r m a ti o n . A t o p y ( ○) ,
N o n

-

a t O p y ( ●) .

*
S i g n i丘c a n tl y d iff e r e n t f r o m

a g e g r o u p I V . B a r r e p r e s e n t m e a n v a l u e .



3 . 血清分画の P H A 刺激 リ ン パ球増殖性反 応 に 及

ぼす影響

1 ) A m i c o n C F 5 0 A に よ る 血清 分画

Ⅰ , ⅠⅠ,
ⅠⅠⅠ群 の 血 清よ り 分子 量 5 万 以 下 の 分画 を

A m i c ｡ n . C F 5 0 A に よ る限外濾過 に よ っ て 得 た .
こ の

血 清分画 を P H A 濃度 3 . 0 〃g/ m l
, 各血清 を10 % 含 む

培養系に 20 % の濃度 に な る よう に 添カロし た ･ 結果は非

添加時 に 対す る 百分率と して % R e s p o n s e i n l O %

s e r u m ( % ) と表記 した
.
各群の血清 で血清濃度30 % で

み ら れ たよ う な反応の 低下 はみ ら れ な か っ た (表 1 ) ･

2 ) 硫安塩析法 に よる 血清分画

Ⅰ
,
Il , ⅠⅠⅠ, ⅠⅤ群の 各血清よ り得 られ た硫安 分画(F r)

よ り ,
F r I ( 0

-

1 .3 M ) , F r II (1 ･ 3
- l ･8 M ) ,

F r III

(1 .8
-

2 . 4 M ) ,
F r I V (2 . 卜 3 ･ O M ) を P H A 濃度3 ･ O

FL g/ m l , 標準血清を 10 % 含む培養系に 300 JL g/ m l に添

加 した
. 結果 は非添加時 に 対す る百分率と して% R e s

･

p o n s e i n s t a n d a r d s e r u m ( % ) と表記 した ･ 全群の F r

I で著明 な反応の低下が み られ
,
Ⅰ 及びⅠⅠ群で は F r I

以 外に F r II に も 反応 の 低下が み ら れ た (表2 ) ･ Ⅰ及

びII 群の F r I を 80
0

C
,
1 0 分間の 熱処理 した ･ % R e s-

p o n s e i n s t a n d a rd s e r u m ( M e a n ± 1 S D % ) は それ

ぞ れ Ⅰ群,
8 5 . 5 ±9 ･7 : ⅠⅠ群,

1 01 ･7 ±1 0 ･ 5 と こ の 抑制

活性は 失活 し た .

4 . 各年齢群血 清 の α2
-

m 濃度と % R e s p o n s e との

関連

α 2- m は分子 量 72 ･ 5 万
,

硫安塩析 で は 1 ･ 2 - 1 ･8 M

分画 に 含ま れ る . そ こ で各 年齢群の 血清 α 2
-

m 濃度を

測定 して % R e s p o n s e と の 関連 に つ い
●

て検討 し た ･
Ⅰ

,

ⅠⅠ
,
1ⅠⅠ群の 若年者血清 で は 町 m 濃度 は高値 で % R e s

-

p o n s e は低値で あ っ た ･ 丸 VII群 の 血清でも % R e s p o n s e

の低値の 血清は α2
-

m 濃度は高値で あ っ た ･ 全体 と し

て 町 m 演 度 と % R e s p o n s e は r
=

-

0 ･ 5 8 0 ,
Y = -

0 . 1 ほ 十12 5 ( P < 0 . 01) と有意な 負の相関が み ら れ た

(図 2 ) .

5 . 精製 勘
-

m 及 び精製過程 の 血 清分 画の P H A 刺

激 リ ン パ 球増殖性反応 に 及ぼ す影響

T a bl e l . E ff e c t of v a r yi n g s e r u m c o n c e n tr a ti o n s a n d s e r u m f r a c ti o n o b t ai n e d b y
. .

_ ▲___
. 三L _ 一 _ .

.
: ^ _ . 〈 D t J A ( つ n ‖ ,r / m ll l n q( T fゝ兵十 5; e r u m = 1 0 0

▲. . ■ 1 ▲ ヽ′ ヽ ′ ゝ ヽノ ー ▼ ■- ■
~

J
~ ~ ~

こ:} ~■~■■【▼~~~~ ~
o n l y m ph o c y t e p r olif e r a ti o n t o P H A (3 ･0 〃g/ m l) ･ 1 0 % T e st s e r u m =

ti o n . T h e d a ta r e p r e s e n t m e a n ±1 S D ( n = 6) ･ N D
,

n O t d o n e ･

% R e s p o n s e i n l O % s e r u m ( % )

A m i c o n C F 5 0 A

% tr a n sf o r m a -

A g e g r o u p

l

H

Ⅲ

Ⅳ

Ⅶ

S e r u m c o n c e n tr a ti o n ( % )
2 0

3 2 . 6 ±5 .9

4 3 . 8 ± 9 . 0

54 .5 ±1 0 . 8

4 6 . 9 ± 5 . 9

4 0 . 9 ±2 . 9

2 0 . 9 ± 1 6 . 4

31 . 5 ±8 . 6

3 2 . 4 ±6 .2

2 8 . 7 ±6 . 3

1 5 .6 ±4 . 5

A m i c o n C F 5 0 A

u ltr a fi1 tr a t e

7 9 .7 ± 2 4 .1

9 2 . 2 ±1 4 . 3

83 . 4 ±1 5 .O

N D

N D

T a b l e 2 . E ff e c t of s e r u m f r a cti o n s o b t ai n e d b y a m m o ni u m s ulf a t e p r e cipit a ti o n o n l y m ph o c yt e

p r olif e r a ti o n t o P H A (3 ･0 〃g/ m l) ･ E a c h s e r u m f r a c ti o n w a s ad d e d t o c ult u r e s y st e m

c o n t ai ni n g l O % st a n d a r d s e r 皿 a n d 3 ･O F Lg/ m l o f P H A t o m a k e a 丘n a l c o n c e n t r atl O n

of 3 0 0 p g/ m l ･S t a n d a r d s e r u m al o n e
= 1 0 0 % t r a n sf o r m a ti o n ･ T h e d a t a r e p r e s e n t m e a n

±1 S D ( n = 6) .

A g e g r o u p

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

F r I

(0
-

1 . 3)

% R e s p o n s e i n st a n d a r d s e r u m ( %)

A m m o ni u m s u lf a t e f r a c ti o n s ( M )

ⅠⅠ

(1 .3 - 1 . 8)

4 8 . 3 ±8 .4 7 1 . 2 ±3 ･7

6 5 . 0 ±4 . 3 7 1 . 4 ±3 . 6

7 1 . 5 ±7 . 3 9 5 .5 ±1 3 ･
2

6 5 . 5 ±8 . 5 8 7 . 5 ±1 1 ･ 3

(1 . 8
讐

2 .
4) (2 .

4竺3 . 0)

9 4 .
1 ±1 1 .1 9 3 . 6 ±3 ･ 6

9 5 . 1 ±4 . 0 8 4 ･ 6 ±5 ･ 6

1 11 . 3 ±9 . 5 1 24 ■ 5 ±1 ･ 5

1 1 7 . 6 ±1 7 .
1 1 0 4 ･ 5 ±6 ･ 7
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α
2

- m a C r O g l o b u l i n l e v e l s

Fi g . 2 , C o r r el a ti o n b e t w e e n s e r u m α 2
-

m a C r O gl o b uli n l e v el a n d % R e s p o n s e . A g e g r o u p ; Ⅰ( ●) ,
ⅠⅠ

( ○) ,
ⅠⅠⅠ( * ) ,

ⅠⅤ( △) ,
Ⅴ( ▲) ,

ⅤⅠ(□) ,
Ⅵ1( 玉) .

1 ) 寒天 電気泳動分画

寒天 電気泳動に よ り得られ た F r a c ti o n l か ら F r a c
-

ti o n 2 0 まで の う ち ! 第 1 の ピ ー

ク よ り F r a cti o n 4
,
第

2 の ピ ー ク よ り F r a cti o n 1 3
, 更 に F r a c ti o n 1 8 を P H A

濃度 3 . 0 ノノ g/ m l
, 標準血 清 を 10 % 含 む 培養系 に 500

〟g/ m l に 添加 した . 結果は非添加 に 対す る百分率と し

て % R e s p o n s e i n s t a n d a rd s e r u m ( % ) と表記 した
.

F r a c ti o n 1 3 に の み 反 応の 低下が み られ た ( 図3
-

a) .

2 ) S e p h a d e x G - 20 0 S F

上 記 で 得 ら れ た F r a c ti o n 1 3 は更 に S e ph a d e x G
-

2 0 0 S F の カ ラ ム に よ り2 つ の ピ ー ク に 分画さ れ た .

■

各

分画の P H A
･

刺激 リ ン パ 球増殖性反 応 に 及 ぼ す影響 を

5 - 1) と 同様な 実験条件 で検討 した . 第1 分画に の

み 反応の 低下が み られ,
こ の 分画 は免疫電気泳動で 抗

ヒ ト全血 清及 び抗 ヒ ト α 2- m と単
一

の 沈降線 を作 り,

含有さ れる蛋白質の 全て は α2- m で あっ た( 図3 - b ) .

3
■

) 精製 α2- m の 影響

上 記 5 - 2 ) で 得られた 精製 α 2- m を P H A 濃度3 ,0

〟 g/ m l
, 標 準血清 を 10 % 含む培養 系に 500

,
2 5 0

,
1 25

,

6 7 . 5 〃g/ m l に な る よ う に 添加した
. 結果は 非添加時に

対す る百分率 と して % R e s p o n s e i n s t a n d a rd s e r u m

( % ) と表記 した
.

α 2
-

m は濃度依存的に 反 応 を低下 さ

せ
,

こ の 反応の低下は生体内生 理 的濃度以下 の 低濃度

で み られ た ( 図4 ) .

以上 の 実験に お い て は t r y p a n b u l e d y e e x cl u si o n

に よ り細胞障害性が な い こと が確認さ れた .

考 察

古く か ら血 清中に は免疫抑制物質が 存在す る こ とが

矢口られ て お り,
K a m r in が ラ ッ ト C o h n I V 分画が ラ ッ

ト皮膚同種移植拒絶反応 を抑制す る こ と を報告 して以

来, 血 祭蛋白分南中の 細胞性免疫反応抑制因子 の 存在

が明 らか に な り多数の 検討が なさ れ て き た
1 ト 3)

.
M a n

-

n i c k
4)

,
C o o p e rb a n d

5) 8 ト 1 0 )
ら は正 常人血 襲の α - gl ob u

-

1i n を主成分 とす る 分画が in vi v o
,
i n v it r o で細胞性

免 疫 を 抑 制 す る こ と を認 め こ の 分 画 をi m m tl n O
･

r e g ul a t r o r y α
一

gl o b uli n と 報 告 し た . 又
,

N el ･

k e n
l l)1 2) 4 4)

らも正 常人血 清よ り分 離した免疫抑制作用 を

有す る蛋白分画を n o r m ai i m m u n o s u p p r e s si v e p r o
･

t ei n ( N i p) と し て α- gl o b uli n 分画に 含 まれ る糖蛋白
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α 2
叫

m a C r O g l o b u l i n c o n c e n t r a t i o n

F i g .
4 . Eff e c t o f p u ria ed 町 m a C r O gl o b u li n o n l y m p h o c y t e p r olif e r a ti o n t o P H A (3 ･O p g/ m l) ･ P u rifi e d

α 2
-

m a C r O gl o b u li n w a s a d d e d t o c ul t u r e s y st e m c o n t ai ni n g l O % st a n d a r d s e r u m a n d 3 ･O FE g/ m l o f

p H A t ｡ m a k e a 丘n a l c ｡ n C e n t r a ti o n o f 6 2 .5
,
1 2 5

,
2 5 0 n n d 5 00 JL g/ m l . S t a n d a rd s e r u m al o n e

= 1 0 0 %

t r a n sf o r m a ti o n . T h e d a t a r e p r e s e n t m e a n ± 1 S D o n t h r e e s e p a r a t e e x p e ri m e n t s ･



P H A 刺激 リ ン パ 球増殖性反応 に 及 ぼ す人 血 清の 影響

で あ ると 報告し てい る
.

C h a s e
1 4 ) は 正 常人 血 清 よ り分 離 し た α2- m が c o n

･

C a n a V ali n A ( C o n A ) 刺激 リ ン パ 球増殖性反 応に 対

し て モ ル 濃度 あた り貴大の 抑制作用 を認め たと 報告 し

て い る
.

一

方 , 前述し たよ う に 肺癌患者血 清や ネ フ ロ

ー

ゼ症候群患者血清が P H A 刺激 リ ン パ球増殖性反 応

を抑制 し,
その 抑制活性は α 2

-

m に も と ずくも の で あ

る との 報告
21) 2 2) が ある

. そ こ で加齢 に伴 ない 血 清中濃度

が大き く変動す る α 2

-

m に つ い て
, その 変動が細胞性

免疫反 応に い か な る影響を も た らす か を検討す る目的

で
,
正 常リ ン パ 球の P H A 刺激り

.

ン パ 球増殖性反応に 及

ぼす 人血 清の年齢因子 に つ い て検討 した . 同時に ア ト

ピ ー 型気管支喘息患者血 清に つ い て も正 常人 血 清と対

比 し て PII A 刺激リ ン パ 球増殖性反 応に 及 ぼす 影響 を

検討 した .

正 常人 リ ン パ 球の P H A 刺激 リ ン パ球増殖性反応 に

対 して
,

S u b o p ti m al d o s e の P H A 濃度 (3 . O F L g/ m l)

で は若年者血 清 ( Ⅰ
-

ⅠⅠⅠ群) は成人 者血清 に 比 し有意

に 反応を低下さ せ てお り , 特 に 5 歳以下の Ⅰ群 の 血 清

に 著し い 反応の 低下が み られ た
.

こ の 反 応の 低下 は血

清中の 抑制作用 を有す る 蛋白質 に よ る こ とが次 の 実験

結果 よ り推察さ れ た . 1 ) 培養系に 含まれ る血 清の 濃

度 を増加 した 時い ずれ の 年 齢群の 血清で も反応 の 低下

が み ら れ た .
2 ) この 反応の 低下は 分子 量 5 万 以 下の

分画に はみ ら れ な か っ た . 3 ) 血 清の 硫安塩析 に よ る

分画で は , 各年齢群の 血 清に お い て 0 - 1 . 3 M ( F r I )

の 分画で反 応の 低下が み られ, 8 0
0

C
,
1 0 分間の 熱処理

に よ り反 応の低下 はみ ら れ なく な っ た .
4 ) 血清及び

血 清分画に は細胞 障害性作用 が な い こと が確認された .

C h a s e
1 4 ) は正 常人 血清の 硫安 分画 1 . 0

-

2 . O M 分画

に PII A 刺激リ ン パ 球増殖性反 応 に 対し て 強い 抑制作

用 を認 め
, 更に こ の 分画 に 含まれ る蛋白質の 中で 鞄- m

に 最大 の 抑制作用 が あ っ た と報告 して い る
. 著者も 正

常人血清の 硫安 分画 で は 0 - 1 . 3 M 分画中に 強 い 抑制

作用 を認め
, 更に 若年者血 清で は 1 .3 鵬1 . 8 M 分画中に

も 抑制作用 を認 め た
.

こ の よ う な こ と か ら正常人 血清

の P H A 刺激リ ン パ 球増殖性反 応 の 抑制作用 は 町 m

に よ る もの と推測 した . そ こ で血 清 α 2- m 濃度と 血 清

抑制作 剛 こ つ い て検討し両 者の 間に 有意の 相関 を認め

た . 即 ち正 常人 血清の P H A 刺激リ ンパ 球増殖性反 応に

対す る抑制作用 は加齢に 伴なう 町 m の 生 理的変動に

一

致 し てい た
. 又 , 著者が 正常人 血清よ り精製分離 し

た α 2
-

m は P H A 刺激リ ン パ球増殖性反 応に 対 し濃度

依存的な抑制作用 を示 し, α 2

-

m を含まな い 血清分画で

は抑制作用 は殆ん どなか っ た . 以 上 の こ とから α 2- m 以

外 に も免疫抑制作用 を有す る血 清蛋白 は多数報告さ れ

て い るが
7) 16) 2 8 卜 30)

, α 2- m の加齢 に伴 なう血清濃度の 大

7

き な変動を考慮す ると
,
正 常人 血清の 年齢依存 的P H A

刺激 リ ン パ 球増殖性反 応抑制作 剛ま加齢 に 伴 なう 町

m の 量的差異が大きく 関与 してい るもの と推察された .

､

α 2
-

m の この 抑制機序と して
, 培養系の P H A 濃度が

O p ti m a l で あれ ば正 常人血 清の年齢依存的抑制作用 が

み られ な か っ た こと か ら
,
α 2

-

m が糖蛋白質と しての性

質に よ り P H A と直接結合する作用
1 4) やあ るい はリン パ

球の 受容体 と競合 す ると い っ た直接相互 作用が 考え ら

れ る . 又 , α 2- m の p r o t e a s e in hib it o r と して の作用

に よ り
,

リ ン パ 球表面の p r o t e a s e と作用 し
,

P H A 刺

激リ ン パ 球増殖性反応
3 3)

, リ ン パ 球混合培養㌣)
,

a n ti ･

b o d y d e p e n d e n t c el ト m e di a t e d c yt o t o x i cit y
3 5)

,

n a t u r a l k ill e r c ell c yt o t o x i cit y
36)

な どを抑制す る との

報告や , α2- m が リ ン パ球 に結合する こ と により抗原刺

激 によ る m a c r o ph a g e sl o w i n g f a c t o r
1 5)の 産生 を抑制

する報告も あり
,
α 2

-

m は種々複雑な作用機序で免疫調

節作用 を有し てい る と考え られ た
.

血 清中の α 2
-

m 濃度 は肝疾患, ネ フ ロ
ー

ゼ症候群で

増加す る こ とが知 ら れ
,
更 に ネ フ ロ ー ゼ症候群患者血

清が P H A 刺激リン パ球増殖性反応を抑制 したとする報

告2 2)
が ある . しか し

, 著者の検討 では血清 α2- m 濃度

は大部分年齢相当の生理 的濃度内に あり
, 抑制作用 の

あ っ た 若年者血清に おい ても α 2
-

m 濃度は生理的濃度

内に あ っ た . 丸 精製 した α2

-

m は生理 的濃度以下の

低濃度 に お い ても P H A 刺激 リ ン パ 球増殖性反 応 を抑

制 して い た . この こ と は C h a s e
l け

や A d e s
3 5)

の 報告 と
一

致す る が G o u t n e r ら
4 0)

は α2- m は P H A 刺激リ ン パ 球

増殖性反 応に 対 して低濃度 で増強作用を
,

生理 的濃度

で は抑制作用 を示 す と報告 して お り, 作用 機序 とあ わ

せ て今後解決 され ね ばな ら ない 問題点で ある
.

ア ト ピ ー 塾 気管支喘息を は じめ とす る ア ト ピ ー 性疾

患は高Ig E 血症 を特徴と してい る
.
そ の原因の ひ とつ

と して 細胞性免疫能 とくに T 細胞の 欠陥が 指摘され
,

T 細胞数 の 低下や P H A
,

C o n A
, P u ri鮎d p r o t ei n

d e ri v a ti v e (P P D ) 等に 対す るリ ン パ 球増殖性反応の 低

下が 報告
3 8 ト 4 2)さ れて い る

. 又 ,
S tr a n n e g a r d ら

4a)
は正

常人 に く ら ベ ア ト ピ
ー 疾患患者血 清が P H A

,
C o n A

,

P P D 等に 対 する リ ン パ 球増殖性反応を強く抑制す ると

報告 し て い る . しか し著者の 検討で はア ト ピ ー

型 気管

支喘息患者血清 は正常人 血 清と 同程度に 年齢依存的に

P B A 刺激リ ン パ 球増殖性反応 を抑制し て お り
,
正 常人

血清 との 相異 は認 められ なか っ た
.
S tr a n n e ga rd ら

4 3)の

報告 で はア トピ ー 疾患患者の 年齢が4 - 1 6 歳と幅が あ

り
, 著者の 示 した 年齢的差異が 考慮さ れ て い な い 可能

性が あ る . こ の こ と か ら各種の 病的血 清の免疫抑制作

用 の 検討 に は a g e
-

m a t Ch e d c o n t r ol が必要と お もわ

れ た .
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血清 α 2
-

m 濃度 は乳児期に は成人の 2 倍以上 であり,

以 後加齢 に伴な い 減少 して い く
.

こ の加齢 に 伴な う血

清洩度の変動が 成長発育に どの よう な 意義 を有す る か

は不明で ある が
,
P H A 刺激 リ ン パ 球増殖性反 応 に 対す

る正 常人血清の年齢依存的抑制作 用が α2

-

m の 加齢 に

伴な う血清演度の変動に
一 致 し てい た こ と は免疫機構

の 発達の面か ら興 味深い も の と お もわ れ た .

結 論

P H A 刺激リ ンパ 球増殖性反応に 及ぼす正 常人及 びア

トピ ー 型気管支峠息患者血清の影響と血清 α 2

-

m 濃度

と の 関連 につ い て検討 した
.

. 又
,

正 常人血清 よ り精製

した 町 m が P H A 刺激リ ン パ 球増殖性反応に どの よ

う な影響を及 ぼす か検討 し以下 の 結論 を得た .

1 . s u b o p ti m al d o s e の P H A 濃度 (3 ･ 0 〟 g/ m l) で

若年者血清の Ⅰ
一

ⅡⅠ群及 び老齢者血 清のⅥⅠ群は 成人者

血 清のⅠⅤ群 に比 し P H A 刺激 リ ン パ 球増殖性 反応 を有

意 に抑制 して い た (P < 0 .0 1)
. 特 に 5 歳以下の Ⅰ群に

著 しい 抑制作用 を認 めた .

2 . o pti m al d o s e の P H A 濃度 (7 ･ 5 JL g/ m l) で は

各年齢群の血清の 影響 に は有意羞 を認 め なか っ た
.

3 . ア ト ピ
ー 型気管支喘息患者血 清と正 常人血 清と

に は P H A 刺激 リ ン パ 球増殖性反応 に 及ぼす影響 に は

有 意羞を 認め な か っ た
.

4 . s u b o pti m al d o s e の P H A 濃度 (3 ･O JL g/ m l) で

み られ た若年者血 清の 抑制 因子 は分子 量 5 万以上 で 硫

安塩析法で は 0 ～ 1 . 8 M 分画中に 存在 し
,
8 0

0

C
,
1 0 分

間の 熱処 理で 失活す る蛋白質で あ っ た . こ の 蛋白質 に

は細胞障害作用 は認め なか っ た .

5 . 血 清 α2

-

m 浪度と抑制作用は有意 に 相関 してい

た
. ( Y ニ

ー

0 . 1 1 Ⅹ十12 5
,

r
= - 0 . 5 8 0

,
P < 0 ･ 0 1)

6 . 正 常人血 清よ り精製 し た α 2

-

m は P H A 刺激リ

ン パ 球増殖性反応を濃度依存的 に 抑制 した
.
又

,
α 2

-

m

を含 まな い 血清分画 に は抑制作用 を認め な か っ た .

以上 の 実験結果よ り P H A 刺激リ ン パ 球増殖性反応

に 及ぼす 正常人 血清の 年齢依存 的抑制作用 は血 清 α2-

m 濃度の加齢 に伴 なう変動に 一 致 しており, 血清 α2- m

濃度の 差異に も とづ く も の と推察さ れ た . 又 ,
こ の 血

清 α 2
-

m 濃度の 年齢 に伴なう 変動は小児免疫機構の発

達 と何ら かの 関連 を有す る も の と示 唆さ れ た .
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