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N W $ M ( N o c a r d i a w a t e r - S O l u b l e m it o g e n) 刺激系 に

よ る ヒ ト B 細胞分化能 と T 細胞

調節能 の 成熟過程 の 解析

金沢大学医学部小 児科学教室 ( 主任 : 谷 口 昂教授)

長 沖 武

印召和5 6年 1 月3 0 日受付)

E e y w o r d s N o c a rdi a w a t e r - S Ol u b le mi t o g e n ( N W S M )

免疫グ ロ ブ リ ン , B 細胞分化能 , T 細胞調節能

新生 児期の 免疫能 は成人と種 々 の 点 で 異 な る こ と

が
, 以前 よ り指摘 され て きた

.
G a th i n g s ら

l)
は . 新 生

児期の 末梢血 B 細胞が 成人 と同程度 の I g M
,
I g G

,
I g A

膜 免疫 グ ロ ブ リ ン 保有細 胞を 有 する に も拘 らず
, 免

疫反応 に より 産生さ れ る免疫 グ ロ ブ リ ン (以 下I g ) は

I g M に 限 られ
,
I g G や I g A は産 生さ れ な い こ と を 報

告 し た . ま た , W u ら
2}

,
H a y w a r d ら

3)
は , 臍帯 血リ ン

パ 球を i n vit r o で P o k e w e e d m i t o g e n ( 以下 P W M )

刺激す ると , 成 人リ ン パ 球 と同程度 に分裂増殖す るが ,

殆ん ど免疫 グ ロ ブリ ン産生細胞 (以下t g
-

P C ) へ 分

化せ ず ,
しか も分化し た極 く少数 の I g

-

P C は I g M

型で あ る こ とを 報告 した . 既 に
,

ヒ ト 臍帯 血 丁 細胞 が

母親 や他 の 成人 .
) ン パ 球 の m it o g e n に 対す る 反 応 性

に 抑制的に 働 ら く こ と は よ く 知 ら れ て い る が
4 卜 7)

,

0 1 d s t o n e ら
8)

,
H a y w a r d ら

3}

は , 臍 帯 血 丁 細 胞 が

P W M で 誘導さ れ る成人 B 細胞 のIg
- P C へ の 分化 を も

著 明に 抑制す る こ と を報告 し て い る ｡ こ の よ う な事実

か ら , 新生児期や 乳児期の ヒ ト T 細胞は , 成 人 丁 細胞

と異な り , P W M 刺激 に よ り 容易 に 抑制 丁 細胞 へ と 活

性化さ れ る s u b s e t を有す る こ とが 示唆 され た
別 ~ l ‖

･ 最

近 , 我 々 は P W M で 誘導 され る こ の B 細胞分化抑制能

は
, 小児 の 成長 に 伴な い 漸減 す る こ と を見 出し

1 2}
, 更

に
,

一 連 の 実験か ら P W M に よ り誘 導さ れ る臍帯血 丁

細胞の B_細胞分化抑制能 は , そ の か な り の 部分 が膀帯

血 丁 細胞 か ら分 泌 さ れ る 透 析 性 液 性 因 子 (分子量

8 ,
0 0 0 ～ 2 0 , 0 0 0 ) を介 し て 働 らく こ と

1 3)
, そ の 標的細

胞 は単 球で あ る こ と を 明ら か に し た
川

.

従来 ,
ヒ ト 郎田胞の I g

-

P C へ の 分化能 を知る為に

P W M 刺激系が 広く 用い られ て き た が
, 前述 した如く

P W M に は新生児期 , 乳児期 に 抑制 丁 細 胞を 強く誘導

す る性質が あり ,
こ の 時期の B 細胞自体の 分化能を評

価 す る 上 で は , あ ま り 適 当 で な い . 最 乱

L e t hi b i c h t h u y ら
1 5)

は
,

ヒ ト 末 梢 リ ン パ 球 を

N o c a r di a oP a c a W at e r S O l u b l e m i t o g e n ( 以 下

N W S M ) で 刺激す ると , I g M .
I g G ,

I g A の I g - P C が

誘導 さ れ る こ と を 報 告 し た . ま た
,

B o n a ら
帽

は ,

N W S M 刺激系 に お い て T 細胞を 除去 して 得た B 細胞

分画 は
, 少量 の 免疫 グ ロ ブリ ン を産生す るが

.
T 細胞

を添加 し て 培養 する と B 細胞 の 免疫 グ ロ ブ リ ン 産生能

が 著明に 増 強さ れる こ と を 報告 し , さ ら に･P W M は末梢

血 の 抑制 丁 細胞 p r e c u r s o r を活性化 す るが
,
N W S M

は そ の 作用 を 有 しな い と推測 して い る . こ の よ う な

N W S M の サ ブ レ ッ サ
ー

T 細 胞を活性化 し な い特性は ･

′ト児の 成長 に 伴 なう B 細胞自体の 分化能 の 成熟過程や

T 細 胞 の 調 節機能 の 成熟過程を 解析す る上 で , 非常

に 有用 で あ る と思わ れ る
.

本研 究で は
, 臍帯 血及 び 各年令の 小児よ り得た未分

画リ ン パ 球か ら , N W S M 刺激に よ り 誘導さ れる 各Ig

i M a t u r a ti o n of B C ell D iff e r e n ti a tio n A b ilit y a n d T C ell R e g ul a t o ry F u n c ti o n d u ri ng

c hild G r ｡ W t h A s s e s s e d in N o c a r di a W a t e r S olu bl e M it o g e n ( N W S M ) - D ri v e n S y st e m ･

T a k e sh i N a g a o k i,
D e p a rt m e n t of P e di a t ri c s ( D ir e c t o r P r of ･ N ･ T a ni g u chi) ,

S c h o ol of

M ed ici n e
,
K a n a z a w a U n iv e r sit y ,

K a n a z a w a 9 2 0 ･

麒

篭
優
賞
凝
薬
袋

風
塵
腰

磯
懲

瀞
瀞

腰
農
野



N W S M に よ る ヒ トB 細胞分化能の 成熟過程の 解析

一 P C 数を算定 し . 成長 に 伴な う 推移 を 検討 し た . さ ら

に 臍葦 血 B 細 胞 の 潜 在 的 分 化能 を 成 人 丁 細 胞 と

N W S M 存在下 で 混合培養す る こ と に よ り , ま た 臍 帯

血及び乳児 丁 細胞の B 細 胞分化補助能 を成 人 B 細 胞

と混合培 養す る こ と に よ り検討し た
･

対象お よび 方法

1 . 対 象

臍帯血は
,
聖霊病院産科 に 依頼 し採取 し た が . 母 児

とも妊 娠分娩 を通 じ特 に 異常 は認 め な か っ た . 臍帯血

は, 胎盤娩出前 に 臍静脈 よ り採血 した . 生後 5 日 か ら

7 日日ま で の 新生 児 の 採血 は ,
ヒ リ ル ビ ン検 査時に 合

わせて 行 な っ た . 生後 1 カ 月か ら1 2 才ま で の 乳幼児 お

よ び小児の 静脈血は , 小 児科外来を 受診 した 患者か ら

家族の 承諾を 得た上 採血 し た . い ず れ も重症 感染症 の

既往な く ,
免疫抑 制剤 な どの 薬剤を 服用 して い な い 患

児を選んだ . 成人 末梢血 は , 当教室の 健康な 男子医局

員より採血 した . 採血 は い ず れ も ヘ パ リ ン添 加に て 行

な っ た .

2 . リ ン パ 球の分 離

ヘ パ リ ン 加全血4 容 に
,
5 % デ キ ス ト ラ ン を 含 む リ

ン 酸緩衝液生理 食塩水 (以 下 P B S) 1 容を 混合 し
, 3 7

℃30 分静置後 , 白血球 に 富 む 上 浦 を 得 た . 上 酒 を

B o y u m
1 7 )

の 方法に 従 っ て Fi c o ll - H y p a q u e 上に 重

層し , 4 ℃
, 4 0 0 × G で 30 分間遠心 後 . 中間層 より リ

ン パ 球を マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト で 採取 ,
P B S で 3 回洗浄 ,

R P M I1 6 4 0 培地 ( GI B C O ) に 再浮遊 し た , ト リ バ ン プ

ル ー 法に よ る生細胞率 は 98 % 以 上 で あ っ た .

3 . T 細胞 , B 細 胞 の 分 離

T
,
B 細胞 は未分画リ ン パ 球 を n e u r a m i n i d a s e 処 理

ヒ ツ ジ赤血球 ( 以 下 N - S R B C )
1 81

で E ロ ゼ ッ ト 形成

後,
F i c o ll - H y p a q u e 比重遠JL ､ を行な い

, p ell e t お よ

び中間層より T
,
B 細胞 を そ れ ぞれ 得た . N N S R B C は

洗浄した S R B C ( 1 × 1 0
9
/ m L ) を Vi b ri o c h o l e r a e

n e u r a m i n i d a s e ( B e h ri n g w e r k e , A . G . ) 1 0 単位 / mL

にて
, 37 ℃

, 3 0 分間処 理 後 ,P B S で 3 回洗浄 , 2 × 1 0
8

/

m ‖こ調整し使用 した
.

リ ン パ 球浮遊液 ( 1 × 1 0
7

/ m り

と N
-

S R B C ( 2 × 1 0
8
/ mL ) を それ ぞ れ 数本の 試験管

に0 . 5 m l ず っ 分 注 し
,

さ ら に ウ シ 胎 児 血 清 ( 以 下

FCS
■

,56 ℃
, 3 0 分間非 働化後 , 3 7 ℃お よ び 4 ℃ に て

S R B C で 吸 収) を 0 . 5 m 川口え , 2 0 0 × G , 5 分間遠心 ,

その 後60 分間室温 に て 静 置 し た . 静 置 後 , 静 か に

p ell et を再浮遊し
, 3

～

4 本の 試験管 を 1 本 と して ,

F i c oll - H y p a q u e 上 に 重層 し , 4 ℃ で 20 分 間 遠 心

し, 中間層 と p e ll e t に 分離し た . 中間層 より 得た非 ロ

ゼ ッ ト形 成細胞を PB S で 2 回洗浄後 , 同 様 の 方 法 で
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N - S R B C と混 合 し ロ ゼ ッ ト 形 成 を 行 な い
, 再 び

Fi c o 11 - H y p a q u e 比重遠尤､ した
. 遠心後. 中間層の

非 ロ ゼ ッ ト形成細胞 を採取 し
,

こ の 細胞を B 細胞と し

て 実験 に 用 い た . B 細胞中の E ロ ゼ ッ ト 形成細胞 ( 以

下 E
-

R F C ) は
,
0 . 5 % 以下で あ り か なり の 単球 を含

ん で い た .

一 方 , p e ll e t の ロ ゼ ッ ト 形成細胞 は静か に再浮遊 し

た後 , 再び Fi c o 11 - H y p a q u e 比重遠心 し
, p e11 et へ

の 非 ロ ゼ ッ ト形成細胞の 混入を 防い だ . 遠尤､ 後 丁 細胞

に 富む p e11 e t に 0 .8 4 % N H 4C l
一

ト リ ス 緩衝 液 を 加

え , 混入し て き た N - S R B C を 完全 に 溶血さ せ た後 .

P B S に て 2 回洗浄 , 20 % F C S を 含む R P M I 1 64 0 培地

に 再浮遊し た .
こ の よう に して 得 られた T 細胞 は , 9 5

% 以 上が N
～

S R B C と E ロ ゼ ッ ト形成 Ⅷ
を 行な い

, 蛍

光抗体法
2 01

に て 算定 し た細胞表面I g 陽性 細 胞 の 混 入

は 2 % 以下 , 非特異的 エ ス テ ラ ー ゼ反応21)
に て 算 定 し

た単球の 混 入は 0 . 5 % 以 下で あ っ た .

4 . 培養条件

リ ン パ 球培養 は ,
い ず れ も , L

-

gl u ta mi n e ( 0 .3

m g / mL ) , p e n i c illi n ( 2 0 0 u / mL ) , g e n t a m i ci n ( 1 0 fL g /

ml ) , 2 0 % の 非働 化済 み F C S を 含む R P M I1 64 0 培地 に

て 行な っ た . 細 胞は最終濃度 1 × 10
8
/ m は し

. 1 3 ×

1 0 0 m m の プ ラ ス チ ッ ク 培養試験管( N o . 2 0 27 , F al c o n )

中で 0 .5 mL / t u b e で 培 養 し た . N W S M は . D r . R .

C i o r b a r u (l n s tit u t d e B i o c h i rn i e
,

U n i v e r s it e d e

P a ri s
-

S u d
,
9 1 4 0 5 0 r s a y ,

F r a n c e) よ り 提供 さ れ

た L o t8 81 を 1 0 0〟 g/ m l の 至 適 濃 度 で 培 養 に 用 い

た
1 5)1 6 ) 2 2J 2 3)

. N W S M の 滅Ⅰ笥は , 8 0 ℃ で 3 分間加熱後
2 4)

,

2 分間 ソ ニ ケ 一 夕 ー 処理 に て 行 な っ た . 細胞 は
, 炭酸 ガ

ス培養恒温器中 で 37 ℃
t 炭酸 ガ ス 濃度5 % . 空気9 5

% 下で , 特 に 指摘の な い 限り 7 日間培 養し た .

5 . 免疫グ ロ ブ リ ン産生細胞の 検出法

B 細胞 より N W S M で 誘導 さ れ る I g
- P C の 検 出

は
.
K e a r n e y ら

2 5一
の 方法に 従 い

, 蛍光抗体法 で 細胞質

内Ig を染色す る こ と に よ り 行な っ た . す な わ ち
, 培養

後 , 回収 され た生細胞数を 算定 , P B S で 1 × 1 0 ソ 山 に

調整し ,
ス ラ イ ド グ ラ ス 上に 塗沫 , 直 ちに 冷風下 で 乾

燥し た .
そ の 後 , 5 % 氷酢酸加 エ タ ノ ー

ル で -

2 0 ℃
,

2 0 分間固定 し
,
P B S で ス ラ イ ド グ ラ ス を 十分洗浄後 ､

F I T C 標 識 一 家 兎 抗 ヒ ト Ig 血 清

(I g M
.
I g G ,

I g A
,
B e h ri n g w e r k e 杜 , P B S で 2 0 倍 に 希

釈 して 使用) で 30 分間染色 した . 細胞質内I g 陽性細

胞 は , 蛍光顕 微鏡下 で 少 なく と も500 ケ以 上の 細胞を

観察 し , そ の 中の 百分率 を算定 した .
I g

- P C 数 は
,

細胞質内I g 陽性細胞 の 比率と 回収 され た 生細 胞 数 よ

り算出 し
, 絶 対数と し て 表わ した .
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6 . ヒ ト B 細胞 分 化能の 評 価

種 々 の 年令 の 乳児お よ び/ト児 より 得た 未分画リ ン パ

球 か ら N W S M に より 誘導さ れ るI g
q

P C 数の 成長に

伴な う推移 を , 各I g ク ラ ス に つ き 検討 し た . さ ら に ,

肪帯 血 B 細胞 に
. 鱗帯血 丁 細胞或 い は成人 丁 細 胞 を

T : B 比 7 :3 の 割 合で 添加後培養 し
,

N W S M に より 誘

導さ れ る Ig M
,
I g G

,
I g A 免疫 グ ロ ブ リ ン 産生細胞数 を

算定比較 す る こ と に より
. 塀帯血 B 細胞の 潜在的分化

能を 検討 した .

7 . ヒ ト T 細胞 の もつ B 細胞分化補助能の 評価

膳帯血 丁 細胞或 い は成人 丁 細胞 を
. 成人 B 細 胞 に

T : B 比 7 :3 の 割 合で 加え 培養 し
,

N W S M に より 誘 導

さ れ る I g
-

P C 数 をI g M
.
I g G

,
I g A 各 ク ラ ス に つ き

検討 した . さ ら に , 2 才前後の 乳児 より 得 た T 細胞 に

つ い て も , 同様の 方法 で T 細胞の も つ B 細胞分化補助

能 を検討 した .

また
, 放射線 を 照射 され た T 細胞 が

,
N W S M に より

誘導さ れ る B 細胞 分化 に お よ ぼ す影 響 に つ き 検 討 し

た . す な わ ち
,

6 0
C o に より γ

一

線 を 2
,
000 r a d s 照射 し

た臍帯血 丁 細胞或い は成人 丁 細 胞を
, 成 人B 細 胞 に

T : B 比 7 :3 で 加 え , N W S M 存 在下で 7 日 間培養後 , 各

ク ラ ス の Ig
-

P C 数 を算定比較 し た .

成 績

1 . 臍帯血 リ ン パ 球か ら N W S M 刺激に よ り 誘導さ

れ るI g 産生細 胞の種類 と 経時的推移

1 × 10
G
の 臍帯血未分画 リ ン パ 球を

,
N W S M 存在下

で
,

それ ぞれ 3 日 ,
5 日

,
7 日

,
1 0 日 間培養 し

, 出現す

るI g
-

P C 数を I g M ,
I g G ,I g A の 各I g ク ラ ス に つ き

検討 し た . 図 1 に 示 した よ う に , 臍帯血 リ ン パ 球か ら

誘導 さ れ るI g
- P C は 大部分が I g M を 有 し て い た .

I g M - P C 数 は培養開始 3 日 目で
,
N W S M で 刺激 しな

い コ ン ト ロ ー ル に 比 し有意 に 高値 で . 7 日目の I g M
-

P C 致 は , 2 2 .9 ± 7 .1 × 1 0
3

で , 成 人 コ ン ト ロ
ー

ル

15 0 . 8 ± 3 2 .3 × 1 0
3

に 比 し約 1/ 6 で あ っ た .

一 方 ,

I g A
- P C は 培 養 5 日 目 で 出 現 し , 7 日 目 で

m a x i m u m にな る もの の
,

そ の 絶対数 は 極 め て 低 値

で あ っ た . ま た
.
I g G - P C は 1 0 日間の 培養期間を 通

じて 殆ん ど認 め られ なか っ た .

成人未 分画 リ ン パ 球を N W S M 存在下で 同様 に 培 養

す る と , 培養 開始 3 日目よ り 有意の I g
-

P C が 出 現

し , I g M ,I g G ,I g A とも に 7 日目 で m a x i m u m に 達 し

カ∴ ま た , N W S M 刺激 に よ り最 も早期 に しか も強 く誘

導さ れ るI g
q P C は

.
I g M ク ラ ス で あ っ た .

一 方 ,
I g A

-

,
I g G - P C 数 は

,
そ れ ぞ れ 7 1 .8 ± 16 .9 ×

1 0
3

, 55 . 3 ± 1 4 .5 × 1 0
3
とI g M

-

P C に較 べ 低値 で あ

っ た .

こ の 様な 結果か ら
. 以 下の 実験で はI g - P C が 最も

多く 出現 す る 培養開始後 7 日 目に 細 胞を 回収 し
.
I g

-

P C 数を 算定 し た .

2 . N W S M 刺激 に より 末梢血 リ ン パ 球 か ら 出現す

るI g 産生細胞 の 年令的推移

新生 児 . 乳児 お よ び種 々 の 年令 の ′ト児 より 得た末梢

血 リ ン パ 球 ( 1 × 1 0
6

) を , N W S M 存在下 で 7 日間培

養 し , 出現 す る Ig
-

P C 数 を算 出し た . 図 2 a に みられ

る よ う に 臍帯 血お よ び新 生児 末梢血 リ ン パ 球 より出現

す るI g M - P C 数は
t 成 人 コ ン ト ロ

ー ル の 約 1/6 で あ

る が
,

そ の 後急速に 増加 し
, 生後 1 カ 月 ま で に 成人レ

ベ ル 或 い は そ れ 以 上 に 到達 し
, 小 児期 を 通 じて 同 レベ

ル を維 持 した .

一 方 , 図 2b に 示 した よ う に , 臍帯血リ

ン パ 球 の 培養 で は殆ん どみ られ な か っ た I g G
-

. I g A

-

P C は ,
′ト児 の 成長 に 伴 な い 次第に 増加 し5 才以 降

に 成人 レ ベ ル に 到達 し た .

3 . 肪帯血 B 細胞 の 潜在的分化能

こ の 実験系 で は , E ロ ゼ ッ ト形成法 に より T 細胞を

除去 し て 得 た
一 定数 の 臍帯血 B 細胞 に

, 防帯血 丁細胞

或 い は成 人 丁 細胞 を T : B 比 7 : 3 で 加え
.
N W S M 存在

下 で 7 日 間培 養し 出現す るIg
- P C 数 を各I g ク ラ ス

0

0

0

0

0

0

5

(

?
〇
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g

ち

£
召
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⊃
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払咋

F ig . 1 . K in e ti c s o f I㌢P C g e n e r a ti o n i n u n fr a c ti o n
･

at e d c o 工d b l o o d l y m p h o c yt e s .

L y m p h o c yt e s ( 1 × 1 0
6

c e u s/ m I) w e r e c ult u r e d wi th

N W S M (1 0 0 pg/ m l) f o 工 V a ri o u s ti m e p e ri o d s
,

a n d

th e g e n e r a ti o n o f I g
-

P r O d u ci n g c e u s i n c o rd bl o od

l y m p h o c yt e s ( cl o s e d cir cl e) a n d a d ul t P B L ( O P e n

ci r cl e) ,
1 × 1 0

6
c e n s e a c h

,
W a S e n u m e r a t ed . R e ･

s u lt s a = e e X p r e S S e d a s t h e n u m b e r o f Ig
-P C o f m aj o r

t h e e 血 m n n o 由0 もu 血1 Cl a s 駆 S , Ig M ,
I g G ,

弧 d

I g A . A n u m b e r o f I g
-P C w a s o b t ai n e d afte r

s u b t r a c ti o n o f th e b a ck g r o u n d v a h e i n u n s ti m u
･

l a t e d c u lt u r e .
D a t a r ep r e s e n t th e m e a n s 士 1 S ･ D ･

O f f o u r s e p a r a te e x p e ri m e n t s .
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に つ き検討し た . 表 1 に 示し た よ う に
, 臍帯血 B 細胞

単独の 培 養で はI g M
- P C は 出現 し な か っ た が

･ 臍帯

血丁 細胞を加え た場合有意に Ig M
-

P C が 増加 し
,
そ

の 数は同数 の 成人 丁 細胞を加 え た場 合 に 比 し お よ そ

50 % で あ っ た . そ の 上 . 臍帯 血 B 細胞 に 成 人 丁 細胞 を

加え た時出現す るI g M
- P C 数 は , 成 人 B 細胞 に 成人

丁 細胞を加 え た時 に 出項 した Ig M - P C 数 と 殆 ん ど

等しか っ た ( 表 2 ) . こ れ らの 成績 か ら
. 臍帯血 B 細胞

自体に I g M
- P C に 分化す る能 力が 潜 在 し て い る 可

能性が示唆され た ■

一

方 , 臍帯血 B 細胞 よ り 出現す る

Ig G
-

,
王g A

-

P C は , 臍帯血 丁 細胞或 い は成人 丁 細

胞の い ずれ を加 え て も殆ん ど認 め ら れ な か っ た .

Fig ･ 2 . T h e g e n e r ati o n o f I g
-P C d u ri n g in f an C y an d

C 旭d h o o d in N W S M -

St h l ul ati o n s y s t e m .

U n f r a cti o n a te d l y m p h o c y t e s o b t ai n e d 丘o m h e al th ･

y in f aJl tS a n d ch il d r e n o f v a ri o u s a g e s w e r e c u lt u r ed

W i th N W S M (1 0 0 FL g/ m l) f o r 7 d a y s
,

an d th e

g e n e r a ti o n o f I g
-

p r O d u ci n g c e u s in 1 × 1 0
6

c e11s

W a S e n u m e r at e d . R e s u lts a r e e x p r e s s e d a s th e

n u m b er o f I g せC : a ;I g M - P C ( 物) ,
b ; I g G

･ ゼC ( ロ)
a n d I g A J }

C ( 団) . A n u m b e r o f e x p e 頭m e n t s w a s

血 o w n a s ( n) h e a c b 丘卯工e . D a ta r ¢p r e 弛 n t 也¢

m e an S ± 1 S . D . o f s e v e r al e x p e ri m e n ts .

ヰ . 臍帯血
, 乳児 で細胞の もつ $ 細胞分 化補助能

臍帯血 丁 細胞を成人 B 細胞に T : B 比 7 :3 で 加 え .

N W S M 存在下で 7 日間培養 し . 成人B 細胞よ り 出現

す るIg - -

P C を 各Ig ク ラ ス に つ き検討 した . 表 2 に

み られ るよ う に , 成 人B 細胞か ら誘導 され る‡g
-

‡℃

は
, 成人 丁 細胞, 臍帯血 丁 細胞の い ずれ を 加 え て も

I g M ,
I g G ,

‡g A 全て の I g ク ラ ス で著 しく増加 した . 臍

帯血 丁 細胞 を加 え た場合 に 誘導さ れ る I g M
- P C 数

T a bl e l . D iff e r e n ti a ti o n a bility of c o rd B c ell s

C ul t ur e d w ith c o r d o r a d ult T c e11 s i n

N W S M ･

Sti m ul a ti o n s y st e m
a

N u m b e r of I g
-P C x l O

-

3

T C ell S o u r c e

I g M I g G I g A

N o n e O . 3 ± 0 . 2
b

< 0 . 1 0 .2 ± 0 . 1

C o rd 2 2 . 8 ±4 . 2 0 . 6 ± 0 . 3 2 .7 ± 2 . 3

A d ult 5 4 . 5 ±8 . 4 1 . 8 ± 0 . 7 3 .4 ± 0 . 6

a C o rd o r a d u lt T c ell s w e r e a d d e d t o T c ell -d e p
･

l e t ed B c ell s (1 ×1 0
6

c ell s/ m l) in c o rd bl o o d a t a

T : B r a ti o o f 7 : 3
,

a n d th e m i x t u r e w a s c ul t u r ･

e d wi th N W S M (1 0 0 JLg/ m l) f o r 7 d a y s . R e s u lts

a r e e x p r e s s e d a s th e n u m b e r of I g
･ P C o f m aj o r

th r e e i m m u n o gl o b uli n cl a s s e s
,
I g M ,

I g G ,
a n d I g

･

A p e r c ul t u r e .

b
D a t a r e p rF S e n t th e m e a n s ± 1 S ･ D ･ O f 負v e s e p a r

-

a t e e x p e r l m e n tS .

T a bl e 2 . E ff e c t of a d di n g T c ell s f r o m c o rd
b l o o d a n d i nf a n t s o n a d u lt B c ell di ･

ff e r e n ti a ti o n i n d u c e d b y N W S M
&

N um b e r of I g
-P C x l O

～ 3

T C ell S o u r c e

I g M I g G I g A

N o n e O . 7 ±0 . 6
b

o . 6 ±0 . 5

C o r d 4 0 . 8 ±3 . 7 8 . 9 ±4 . 9

Ⅰ扉a n t 4 7 . 2 ±9 . 1 1 4 . 9 ±6 . 6

A d ult 5 6
.
8 ±9 . 5 4 0 . 7 ±8 .

2

C o rd
x

ぐ

1 8 . 9 ±9 . 9 6 . 2 ±5 . 6

A d ult x 2 9 . 2 ±5 . 8 3 0 . 6 ±5 . 5

1 .1 ± 0 . 8

1 3 .5 ±3 . 1

1 4 .9 ± 3 . 7

4 5 . 6 ± 5 . 9

1 1 .0 ± 3 . 6

1 8 .5 ±6 .
4

a

C o rd o r i n f a n t T c ell s (1 × 1 0 6
c ell s/ m l) w e r e a d -

d e d t o T c ell -d e pl e t e d B c ells f r o rn a d u lt P B L a t

th e s a m e r a ti o a s d e s c ri b e d in T a bl e l . a nd th e s e

C ell s u s p e n si o n s w e r e c ult u r e d w ith N W S M (10 0

J Lg/ m l) f o r 7 d a y s . R e s u lts a r e e x p r e s s e d a s th e

n u m b e r of I g
･ P C in r e g a rd o f I g M

,
1 g G ,

a n d I g A

p e r c ult u r e .

b D a t a r e p r 甲e n t th e m e a n s ±1 S ･D ･ Of f o u r s e p a
･

r a t e e x p e r l m e n tS .

e

C o rd o r a d u lt T c ell s w e r e i r r a di a t ed w ith 2 0 0 0

r a d s b e f o r e a d di n g t o ad ult B c e11 s .
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は , 同数の 成人 丁 細胞を加 え た 時と ほ ぼ 近い 数 値で あ

っ た . しか しな が ら . I g G
-

.
I g A

p P C 数 は同数の 成

人 丁 細胞を 添加 した 時 に･ 出現 す る 1 g
- P C 数 の 約

1/3 に す ぎな か っ た . さ ら に
,

2 才の 乳児 よ り 得た T

細胞を 成人 B 細胞 に 同じ T : B 比で 加え る と , 成 人 B

細胞 より 誘導さ れ る Ig M
-

P C 致は , 同数の 成人 丁細

胞 を加え た場合 と近似し た 数値を 示 した が , t g G
-

,

I g A - P C 数 はか な り 低値で あ っ た .

ま た
. 2 , 0 0 0 r a d s 放射線 照 射 し た臍帯血 丁 細胞或 い

は成人 丁 細胞を 成人 B 細 胞 に T : B 比 7 : 3 で 加 え る

と . 成人 B 細胞 より 出現す る I g
-

P C は , B 細胞を 単

独で 培養 し た場合 に較 ベ 3 つ の I g ク ラ ス 全 て で 増 加

す る も の の
, 放射線照 射 しな い 臍帯血 丁 細胞 お よ び成

人 丁 細胞 を 同数加 え た場合 より ,
それ ぞ れ か なり 低値

で あ っ た .

考 察

こ れ ま で , ヒ トB 細粒 の 分化能 を 解析 す る 為に
, 種

々 の れ= 扉わⅦ の 方法 が 開 発 さ れ て き た . い ず れ も

P o l y cl o n al B c ell m it o g e n 存在下で t) ン パ 球 を 培

養す る系を 用 い るが , 主 な もの と して , 分泌 され た免

疫 グ ロ ブ リ ン を 定量する方 法
28I

, 出現 した 免疫 グ ロ ブ

リ ン 産生細胞を 算定す る 方法
2 7l

, 抗 原 に 対す る特異 的

抗体産生 をみ る Pl a q u e
-

f o r mi n g c ell a s s a y
2 81 2 9)

な

どが挙 げ られ る . しか し な が ら , 免疫不全や ヒ ト 免疫

反応 の 際 に み られ る 免疫 グ ロ ブ リ ン 産生を 正 確 に 解析

す る為 に は ,
B 細 胞 自 体 の 分 化 能 と T 細 胞 の も つ

H e l p e r 或 い は S u p p r e s s o r と して の 機能の 両者を 評

価せ ね ば な ら な い
,
P W M は

,
こ れ ま で と 卜 B c ell

m it o g e n と し て 最 も研究 され て き た ばか り で な く , 無

ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 血症や B 細胞の 個 体 発 生 上 の 障 害

を検索 する上 で 多く の 知見を 提供 し て き た . しか し ,

P W M は T 細胞依存性の B c e11 m i t o g e n で あり
3 0)

, ま

た あ る条件下 で T 細胞 s u b s e t を抗 体 産 生 抑 制 丁 細

胞 へ 活性化 す る こ とが 報告 され て い る
al )3 2 l

. 臍帯 血 や

乳児の T 細胞 は
,
成人 丁 細喝と異 な り , P W M 刺激 に

より 成人B 細胞 の 分化を 抑制す る こ と が 知 ら れ て い

るが 細
~ 1 0 ) 3 8 )

. 我 々 は
一 連の 実験か ら , そ の 抑制徳性 は

小児の 成長 に 伴 な い 漸減す る こ とを 報告 し て き た
1 21

.

こ の よ う な 事実 は
,
P W M 刺激系 を用 い て 新生 児期 お

よび 乳児期 に 潜在 し て い る B 細胞自 体 の 分 化 能 を 評

価する の は 困難 で あ る こ と を物語 っ て い る .

末梢血リ ン パ 球 を N W S M で 刺激す る と , 成人 B 細

胞 はⅠ寧M
,
I g G

.I g A 全 て の I g ∵
P C に分化 し たが , 臍

帯血 B 細胞 か ら 分化し た の はI g M - P C の み で あ っ

た . 臍葦 血 B 細 胞よ り誘導 さ れ たI g M - P C は , 成 人

コ ン ト ロ ー

ル に 較 べ 約 1/ 6 で あ っ たが . I g G -

. I g A
-

P C は殆ん ど 出現 し な か っ た ( 図 1 ) . B i r d ら
3 4}

は
,

P l a q u e
-

f o r m i n g c e11 a s s a y を用 い
. 臍帯血リ ン パ

球 が T 細 胞 非 依 存 性 の B c ell a c ti v a t o r で あ る

E p s t ei n
- B a r r V i r u s ( 以下 E B V) に よ く反応し

, 分

泌さ れ る 免疫 グロ ブ リ ン はI g M に 限 ら れ る こ と を報

告 した ･ 彼 ら は そ の 中で
,
E B V に より 誘導 され たIg M

が 成人 レ ベ ル に 近 い こ と か ら
, 新生児 B 細胞 はI g M 産

生能 に 関 し て は未熟 で な い と推論 し た . しか しなが ら,

T o s a t o ら
3 5)

は , 最 乱 臍帯血 リ ン パ 球 を E B V 存在下

で 培養す る と ,
I g

-

P C を誘導 で き るが
, 出現 するの

はI g M - P C に 限 ら れ , しか も成人 に 較 べ か な り少数

で あ る と報告 し て い る . T o s a t o らの 成績 は サ ブ レ ッ

サ
ー

T 細 胞 を 誘 導 し な い と 考 え ら れ る B c ell

m it o g e n で あ る N W S M を用 い た著者 の 実験成績と比

較的 よ く
一

致 し て い る .

N W S M 刺激 に よ り末 梢 血 リ ン パ 球 か ら 出現 する

I g M
- P C は , 生後 1 カ 月 ま で に 成人 レ ベ ル 或い はそ

れ 以 上 に 到達 し
, 小 児期 を通 じ て 同 レ ベ ル を維持した

( 図 2 a) .

一

方 ,
I g G

-

,
I g A

≠

P C へ の 分化能は年令

に 伴 な い 徐 々 に 増加 し
,
5 才以降 に 成人 レ ベ ル に 達し

た ( 図 2b ) . 既 に 宮脇 ら
1 2,

は
,
P W M に よ る B 細 胞の

I g M
.
I g G ,

I g A 産生細胞 へ の 分化能 は い ずれ も月令に

伴な い 増加 し , 3 才頓 に 成人 の 約 1/2 に 到達す る こ と

を 報告 し たが , N W S M 刺激系 に お け る′ト児の 成長に伴

なう I g G ,I g A 産生能 の 変動 は
,
P W M 刺激系で みられ

た もの と類似 し て い た . しか し なが ら , N W S M 系の

I g M 産生能 の 成熟過 程 は ,
P W M と著 し く異なり , 生

後 1 カ 月 で 成 人 レ ベ ル に 達す る ほ ど急速 で あ っ た .

さ ら に N W S M 刺激系 を用 い て
, 且斉帯血 B 細胞に 成

熟 し た成 人 丁 細胞 を加 え る系 で 臍帯血 B 細 胞 に 潜在

して い る 分化能 を
,

ま た
, 防帯血 丁 細胞 を成人B 細胞

に 添加 す る こ と に よ り臍帯血 丁 細胞 の･も つ 補助 能を

評価 で き る と考 え られ た . 臍帯血 B 細胞 の I g M - P C

分化能 は
, 成人 丁 細胞 を 加え た場 合に 著し く増強し,

成 人 B 細 胞に 成人 丁 細胞 を 添加 し た時 の 値 と 同 レ ベ

ル に 達 し た ( 表1
,
2 ) . ま た

, 成人 丁 細 胞は , 臍帯血丁

細胞 に 較 べ 臍 帯血 B 細胞の I g M
-

P C 分化に 対し
. 約

2 倍 の 補助能 を 示 した . こ の こ と ば , 臍帯血 B 細胞の

I g M 産 生能は , ほぼ 成人 B 細 胞に 近い ま で に 成熟して

い る が
, 臍幕 血 丁 細 胞の 補助 能が な お 充分で ない こと

を物語 っ て い る . こ れ に 反 して
, 成人 丁細胞 は臍帯血

B 細 胞の I g G
-

, I g A - P C 分化 に 補助能 を示 さなか

っ た ( 表 1 ) .

臍帯 血 丁 細胞 は , 成人 B 細胞の I g M
- P C 分化に対

し成人 丁 細胞 と はぼ 同程度の 補助能を 示し たが
,
I g G
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-

,
l g A

q

P C 分化 に 対す る補助能 は成人 丁 細胞の 約

1/3 に す ぎなか っ た ( 表 2 ) . こ の よ う な B 細胞分化に

およ ぼす T 細胞の 補助能 は
, 年 令に 伴 な い 増強す るよ

うに 思 わ れ たの で
,
さ ら に 1 ～ 2 才 の 乳児 丁 細胞を 用

いて その 補助能を 検討 した . 乳児 丁 細胞の 補助能 は
,

成人 丁 細胞 と較 べ て
,
I g M

- P C 誘導 に 関 して 成熟 し

て い たが ,
I g G

-

,
I g A

-

P C に 対 し て なお 未熟で あ っ

た .

一 方 , 乳児 B 細胞 に 成人 丁 細胞 を加え た場合に 出

現す るIg G
-

, I g A
-

P C は , 乳児 丁 細胞 を加え た 時

より軽度増加 し たが , 有意の 差 は認 め られ なか っ た .

これ らの 成績か ら
, 乳児 B 細胞 は , 臍帯血 B 細胞で み

られ たの と 同様 に
, 成人 丁細胞 の 補助を 受 けて もI g G

-

,
I g A

-

P C へ の 分化能は
t
な お未熟 で あ ると推 測で

きる .

放射線照 射 した T 細 胞 を B 細 胞 に 添 加 す る と
,

P W M に より 誘導さ れ る 免疫 グ ロ ブ リ ン 産生が 完全 に

国後する こ と は よく 知 られ て い るが
31 )

. N W S M 刺激系

にお い て は
t
放射線照 射し た T 細胞の も っ B 細胞 分化

にお よぽす 増強効果は , 照射 し な い T 細胞 に較 べ か な

り弱か っ た ( 表 2 ) .
こ の よ う な成績 か ら , N W S M 系

とP W M 系で は
.
T 細 胞の 放射線鼎 射が B 細 胞分 化に

およぼ す影響は異 な る と
. 推測さ れ た

. 同様の 成績が ,

最近マ ウ ス を 用 い た 実 験 で 報 告 さ れ て い る .

G o o d m a n ら
3 6)

は , そ の 中で Li p o p o l y s a c c h a ri d e に

より B 細胞か ら誘導 さ れ る抗体産生は T 細 胞 添 加 に

より増強さ れ る が
,
そ の 反 応 は T 細胞 の 分 裂能 に 依存

する こ とを 明ら か に し て い る .

N W S M は , T 細胞 を除去 して 得 た B 細胞 を 活 性 化

し
, 免疫 グ ロ ブリ ン を産生す る こ と が可能 で あり ,

1 5)

,

P W M と異 な り比較的 丁 細胞依存性 は 低い と思わ れ る

が , B o n a ら
= 別

は
,

N W S M で 誘導 され る免疫 グ ロ ブ リ

ン 量が , 培養に 加え る T 細胞数 に d o s e d e p e n d e n t に

増加する こ と を観察 して い る . 著者 の 実験 で も ,
T 細

抱を除去し て 得 た B 細胞か ら N W S M 刺激 に より 少 数

のI g
-

P C しか 誘導で き なか っ たが , T 細胞 を添加す

ると著 しくI g - P C が 増加し た
. ま た . N W S M は

,
ヒ

トの い ず れ の 成長段階に 於て も ,
サ ブ レ ッ サ ー

T 細胞

を活性化し な い よ う で あ っ た .

こ の よ う な N W S M の 特性 は
,
P W M 刺激 に より非特

異的サ ブ レ ッ サ ー T 細胞 が誘導さ れ る新生児
, 乳児期

の B 細胞 の 機能的成 熟t
T 細胞補助能の 生理 的成熟過

程を解 析す る 上で
, 極 め て 有用 な m i t o g e n と 考え ら

れる .

結 論

P W M に は新 生児
, 乳 児期 に 抑制 丁 細胞 を 強く誘導

す る性質が あ り ,
こ の 時期 の B 細胞 自体の 分化能を 評

価す る に は不 適当な点 が多 い の で
,

こ の 時期 に 於て も

抑制 丁 細胞を 誘導 す る こ との な い N W S M を用 い
, 成

長 に 伴な う B 細胞 , T 細胞の 機能的 成 熟過 程 を 解 析

し
.

以 下の 成績 を得 た .

1 ･ N W S M 刺激 に より 出現す る隋 帯 血 リ ン パ 球 の

I g M - P C 数 は有意 で あ り l 成人 レ ベ ル の 約1/6 で あ

っ たが
, 生後 1 カ月 まで に 成人 レ ベ ル 或 い はそ れ 以上

に 到達 し
,

′ト児期 を通 じて 同 レ ベ ル を維持 した .

一

方 ,

I g G - ,

.
1 g A 岬 P C 数 は臍帯血 で は殆ん ど出現せ ず, 月

令に 伴 な い 徐 々 に 増加 し, 5 才頓 に 成人 レ ベ ル に 達 し

た .

2 . 塀帯血 B 細胞に 肪帯血 丁 細胞 を添加 す る と
,

I g M
-

P C 数 は増加する が , その 程度 は成人 丁 細胞を

加え た場合の 約 50 % で あ っ た , I g G
-

.
I g A

- P C 数

は ,
い ず れ の T 細胞を加 え て も増加 し なか っ た .

3 t 成人 B 細胞に 臍帯血或 い は成人 丁細胞 を 添 加

す る と
, 全て の I g

-

P C 数 は増加し た . 臍帯血 丁 細胞

を加え た場合 ,
I g M

- P C 数 は成人 丁 細胞 を加え た時

と同程度ま で 増加し た が
,
I g G M

, I g A
-

P C 数 は 約

1/3 の 増加に 止ま っ た .

以 上 より t
ヒ ト B 細胞 は

, 生下時すで に I g M 産生可

能 なま で に 成熟 し て い るが , T 細胞の I g M 産生補助能

は なお 弱 く
, 新生 児 期 に 急 速 に 成熟 す る .

一 方 ,

I g G ,I g A 産生 に 対す る 針細胞分化能お よ び T 細 胞補

助能は , 生下時未熟 で あり , 年令と と もに 徐々 に 成熟

して い く と思 わ れ る .

稿を終 え る に あ た り . 終始激励 し . か つ 御指導と 御校 閲を

賜 っ た恩師 谷口昂教授に 心か ら感謝の 意を表し ます . ま た
,

常に 多大な御協 力を頂きま し た奥 田則彦読 取 宮脇利男先生 ､

森谷直樹先生 は じ め小児科免疫 グ ル
ー プの言古兄 , 並び に教室

員の 皆様 に感謝 い た しま す . 最後 に
. 長年 に わた り臍帯血を

御提供頂 い た聖霊病院産科大下睦郎先生に深謝い た しま す .

な お . 本論文 の 要旨ほ
. 第84 回日本小児科学会 学 術集 会

( 198 1 ) に お い て 発表 した .
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