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臍帯 血 丁 細胞 の 成人 B 細胞分化抑制能

〔Ⅰ〕 臍帯血 丁細胞 S u b s et s (T γ T n o n
-

γ 細胞) の成人

免疫 グ ロ ブリ ン 産生細胞数 に及ぼ す影響

金沢大学医学部小児 科学教室 (主任 : 谷 口 昂教授)

森 谷 直 樹

( 昭和5 5 年 5 月10 日 受付)

〔Ⅰ〕 本論 文の 要旨 は
,

第7 回日 本臨床免疫学金総合 ( 1 9 7 9
, 札幌) にお い て 発表 した ･

ヒ ト B 細 胞は 種々 の 抗原刺激 に
､
よ わ 最 終 的 に 免 疫

グ ロ ブ リ ン (I g) 産生細 胞に 分 化 し , 各ク ラ ス の I g を

分泌 す る .
1 n v i t r o で の B 細胞 分化の 解析 の 多く は ,

p o k e w e e d mi t o g e n (P W M ) を 用 い た多 ク ロ
ー

ン 性 の

B 細胞分 化を モ デ ル と して 行 われ て き た
l)2)

･ P W M に

ょ る B 細 胞分 化に は T 細胞 の 存在 が必 須 で あ り
a)4}

･ そ

の 調節機構 も明 らか に さ れ つ つ あ る . M o r ett a ら
5)
は ･

成人末梢血 丁 細胞が 2 種類 の I g の F c 部 分 に 対 す る

レ セ プ タ
ー を持 つ こ とを 報告 し

,
T 細胞 の 約 70 % が

I g M の F c 部分 に 対す る レ セ プ タ
ー

を 有 し ( T FL 細

胞) ,
P W M に よ る B 細胞分化 に h e l p e r と して 働 く が ,

T 細胞の 約 10 % はI g G の F c 部 分 に 対す る レ セ プ タ

ー を持 ち ( T γ 細胞) ,
I g G 免疫複合体 と結合 し た後 t

P W M に よ る B 細胞分化 に S u p p r e S S O r と し て 働 く こ

と を 示 した .

臍帯血 リ ン パ 球は P W M を加 え て 培 養 し て も B 細

胞 の I g 産生細胞 へ の 分化が は とん どみ られ な い こ と

よ り ,
B 細胞又 は T 細胞の 未熟性が 示唆さ れて い た ･

最近 H a y w a r d ら
6}
は

, 肪帯血 リ ン パ 球 を B 細胞 と T

細胞 に 分画 し,
こ の T 細胞 が成 人 B 細胞 の P W M 刺激

に よ る分化 に 抑制的に 働く こ と を 報 告 し た ･ さ ら に

01 d s t o n e ら
7
恨 , 肪帯血 丁 細 胞 に T γ 細胞の 占 め る比

率 が成 人よ り高 い こ とか ら , 肪帯血 丁 細胞 の B 細胞分

化抑制能 は M o r e tt a ら
5}
が 報告 し た よ う に T γ 細 胞 に

ょ っ て 発 揮 さ れ る の だ ろ う と 推 定 し た . し か し

M i y a w a k i ら
8) は臍帯血 丁 細胞 に み ら れ る 成 人 B 細

胞分化抑制 能が 生後1 才頃ま で 認め られ るの に 対し ,

T γ細 胞の 比率 は生後3 ケ月 で す で に成人 レ ベ ル に 低

下 し抑 制能と はか な らず し も平行 し な い こ と を 示 し

た . こ こ で は , 肪帯血 丁 細胞 をI g G F c レ セ プ タ ー

を持

っ T γ 細胞 と
, 持 た な い T n o n

-

γ細胞 に 分画 し
,成人

末梢血 リ ン パ 球 ( P B L ) と混 合培養 す る こ と に よ り .

P W M に よ る成 人 B 細胞 分化が どの よう な 影響を受け

る か を検 討 した .

対 象 及 び 方 法

Ⅰ . 研究対象

5 例 の 健康新生児 の 胎盤側臍帯 か ら , 胎盤 が剥離す

る前 に ヘ パ リ ン ( 1 0 u / m り を加 え て 肪帯 血を 無菌的に

採取 した . 成 人静脈 血は 20 才か ら30 才の 5 人の 健康

な男性 か ら ヘ パ リ ン を 加え て 採血 した .

2 . 未分画 リ ン パ 球の 分離

肪帯 血 , 成 人 末 梢 血 と も に 5 % デ キ ス ト ラ ン

( D e x t r a n T 5 0 0 ,
P h a r m a ci a F i n e C h e m i c al s

,

S w e d e n ) 加燐酸緩衝生 食水 (P B S ) を 20 % に 加え,

3 7 ℃ で 30
-

4 0 分静 置 し赤血球 を 沈降さ せ た . その 上

清 を Fi c o ll - I s o p a q u e(L y m p h o p r e p ,
N y e g a a r d &

C o .
,
O s l o

,
N o r w a y) に 静か に 重層 し

, 40 0 × g 30 分

間4 ℃で 遠心 し た
9)

. 中 間 層 に 得 ら れ た リ ン パ 球を

P B S で 3 回洗浄 し , R P M I 1 6 4 0 培養液( G r a n d I sl a n d

B i o l o gi c al C o , . G r a n d I sl a n d
,
N ･ Y ･) に 1 × 1 0

7
/ mL

の 濃度 で 再浮遊 し た . 細胞 の 生存 率は ト リ バ ン プル
ー

S u p p r e s s o r a c ti v it y o f c o r d bl o o d T l y m p h o c y t e s o n a d u lt B c ell d iff e r e n ti a ti o n i n th e p o k e w e e d

m it o g e n s y s t e m . [ Ⅰ] E f f e ct o f c o r d T c ell s u b s et s ( T γ T n o n
･

γ C e ll s) o n th e g e n e r a ti o n o f i m m u n o
-

g l o b u li n
･

p r O d u ci n g c e11s i n t h e c ul t u r e o f a d u l t p e ri p h e r al b l o o d l y m p h o c y t e s ･ N a o ki M o riy a
,

D ep a r t m e n t o f P e d i a t ri cs
,
S ch o o l o f M e d i ci n e

,
K a n a z a w a U n i v e r s ity ･

K a n a z a w a
,
9 2 0

, J a p a n
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色素排泄試験 で 判定 し た と こ ろ ト 98 % 以 上で あ っ た .

3 .
T 細胞の 分離

1 容の 末分画 リ ン パ 球 ( 1 × 1 0
7
/ m り に

,
ノ イ ラ ミ

ニ ダ
ー ゼ ( 1 0 u / mL

,
B e h ri n g w e r k e A G

,
M a rb u r g ,

W e st G e r m a n y) で 3 7 ℃ 30 分処 理
川 )

し た羊 赤 血球

(S R B C
,
2 × 1 0

8

/ mL i n P B S ) と S R B C で 吸収 した不

活化胎児牛血清 ( F C S , G I B C O ) を各 々 1 容 加え , 2 0 0

× g , 5 分間遠心 し
,
さ ら に6 0 分間室温 に 静 置 した . そ

の後 p ell et を 静か に 再 浮遊 し
.
Fi c o l トI s o p a q u e に 重

層して 40 0 × g , 20 分間遠心 し た . S R B C の 付着 し た

T 細胞 は比重遠心 に よ り p e11 et に 回収 さ れ る
.
S R B C

は0 .0 1 M T ri s - 0 .8 4 % N H 4 Cl 溶液 に て 溶血 さ せ 直

ち にP B S を加 え て 洗浄 し , T 細胞 に 富 む p o p u l ati o n

を得た .

4 . T 細胞 s u b s et s の 分画

丁細胞 s u b s e t s の 分 画は M o r e tt a ら
5J
の 方法 に 準 L:

て行 っ た
川

. 雄牛赤血球 を P B S で 3 回 洗 浄 し , 1 ×

げ/ mエに P B S で 調製 し た . こ れ に 等量 の 家兎抗 雄 牛

赤血球抗体の Ig G 分 画 ( 100 倍希釈) を加 え
, 3 7 ℃

,

30 分間i n c u b a t e し て 感 作赤血球 ( E A (I g G )) を作製

した .
P B S で 3 回洗浄 し, 10 % F C S 加 P B S で 5 ×

1 0
8
/ mエに 調製し た も の に 等量 の T 細胞( 1 × 10

7

/ m り

を混合 し , 200 × g . 5 分速心 し て 4 ℃3 0 分間静 置 し

た . P ell e t を再 浮遊 さ せ
t
F i c o l トI s o p a q u e 比重遠 心

( 40 0 × g , 2 0 分) に て 分離 し た . P ell e t に E A (I g G )

の結合 した T 細胞 ( T 7
･

細胞) に 富 む p o p u l a ti o n が
,

中間層 に E A (I g G ) と結 合し な い T 細胞( T n o n - γ

胞) が得 られ る . E A は 0 .0 1 M T ri s
-

0 . 8 4 % N H 4C l

溶液で 溶血さ せ た
.

5 , リ ン パ 球表面 マ
ー カ ー の 検定

末分画 丁 細胞 , T γ細胞 ,
T n o n ∵ γ 細胞 の 表面 マ

ー カ

ー

を検定 した . S R B C を 用い た E ロ ゼ ッ ト形成細胞( E

-

R F C ) の 検定 は ､ 前述 の ごとくノイ ラミ ニ ダ ー ゼ 処理

したS R B C と リ ン パ 球 を 20 : 1 に 混合 し , S R B C で 吸収

したF C S を加 え て 200 × g , 5 分遠心 し , 60 分間 室 温

に静置 した
. 再浮遊後 ス ライ ド グ ラ ス に 1 滴載せ , 朗

微鏡下で リ ン パ 球 200 個 を数 え 3 ケ 以 上 S R B C の 付

着した もの を E
-

R F C と し て 比率 を求 め た
1 2I

. 表 面

Ig 保有細胞は
1 3}

. 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 C)

結 合 抗 ヒ ト I g 山 羊 抗 体 ( × 5
, p O l y v al e n t

,

B e h ri n g w e rk e ) を 1 × 1 0
7

/ m L の リ ン パ 球 と 等 量 加

え. s o d i u m a zi d e を含 む P B S ( P B S A ) と と も に 3 7

℃
, 30 分間i n c u b a t e し ,

P B S A で 3 回洗浄後適当 な濃

度に浮遊し た . こ の 1 滴 を ス ラ イ ド グ ラ ス に 載せ
, 蛍

光顕微鏡 ( O l y m p u s ) 下 で リ ン パ 球200 個数え . 細胞

表面に 点状 の 栄光 を有 する リ ン パ 球を 陽性 と して 比率

355

を求 め た ･I g G F c レ セ プ タ
ー

は前述の ごと く E A(‡g G)

を 用い て
, リ ン パ 球20 0 個の う ち3 ケ以上 E A を付 着

し た 細 胞 を 陽 性 と し て 比 率 を 求 め た . 単 球 は

P e r O X i d a s e 染 色と細胞形態 より此 率を求 め た .

6 . リ ン パ 球 の 培養条件

0 , 3 m g / m L の L
-

gl u t a m i n e
,
2 0 0 u n i t s / m L の

p e n i cilli n
,
1 0 iL g / mL の g e n t a m i ci n

,
2 0 % の 不清化

F C S を含む R P M I 16 4 0 培養液に リ ン パ 球を 1 × 1 0
6
/

mエの 濃度で 浮遊 し
, 培養チ ュ

ー ブ ( 13 × 100 m m
,

F al c o n ) に 1 mL 入れ . P W M を加 え て 7 日間5 % C O 2

培養器内で 培養 した . P W M ( G I B C O ) の 最適畳 を決定

す るた め に
, 成人未 分画リ ン パ 球 ( P B L) に 種 々 量 の

P W M を加 え 7 日 間培養 し . I g 産生細胞 を比較 し た .

ま た培養期 間の 最適 日数 も同時 に 検討し た .

7 , 細胞 内免疫 グ ロ ブリ ン の 染色

7 日間培養後 チ ュ
ー ブ当り の 回収細胞数を 算定 し

,

P B S で 2 回洗浄 し て 適当 な漉度 に 再浮 遊 し た も の を

1 滴 ス ライ ド グ ラ ス に 載せ 充分に 風乾 し た . 次 に 5 %

酢酸加 工 タ ノ ー ル で
-

20 ℃ , 2 0 分間固定 し ,P王∋S で

充分 に 洗浄 し た
.

こ れ に FI T C
-

抗 ヒ ト I g 山羊 抗 体

( × 20
, p O l y v al e n t) を 載せ , 湿室 一 室温で 3 0 分間染

色 し た
川

. p B S で 充分に 洗浄 し , 蛍光顕微鏡 下で リ ン

パ 球 1 ,000 個数え , 細胞質 に 明 らか な蛍光を持 っ リ ン

パ 球を 陽性 と して 比率を求 め た . 回収細胞数 を乗 じ て

チ ュ ー ブ当り の I g 産生細胞数 が得 られ る
.

8 . T 細胞 の 成人 B 細胞分化抑制能

1 × 10
6

/ mL の 成 人P B L O . 5 c c に
, 臍帯血又 は 成 人

丁 細胞 の 種 々 量 ( 2 . 5 , 5 . 0 , 1 0 .0 × 1 0
6

細胞) を 加

え P W M と と も に 7 日間培 養 した
. 又 . T γ 細胞 , T n o n

-

γ 細胞の 抑制能 を み るた め に
, 成人 P B L ( 1 × 1 0

6

/

m L)0 . 5 c c に 1 × 1 0
6
/ mL の T 細 胞 s u b s e t s を 0 .5 c c 加

え全量1 山 と し ,
P W M を 加え て 7 日間培養 した

. 培養

後 , 前述の ごと く I g 産生細 胞を算定 し , T 細胞 を加 え

な い 成人 P B L の I g 産生細胞数 を コ ン ト ロ
ー

ル と し て

比較 した . 結果 は% c h a n g e と して 以 下の 式 よ り求 め

た
.

% C h a n g e =

此一遇金蔓垂｣ 蔓
_
塵里担些堅

▼ _

コ ン ト ロ
ー ル I g 産生細胞数

×10 0

9 . リ ン パ 球の 放射線照 射, m i t o m y c i n 処理

1 × 1 0
6
/ 血 濃度 に した臍帯 血 丁 細 胞 又 は T 細 胞

S u b s e t s に
6 0

C O の γ 線 を 用 い て 2 , 00 0 r a d s 照 射 し

た . m i t o m y c i n 処理 は
,

m it o m y ci n C (協和発酵工 業)

を 2 馳 g/ mエの 濃度 で 臍帯血 丁 細胞に 加え , 3 7 ℃ 30 分

間i n c u b a te した 後 P BS で 3 回洗浄 し. 1 × 1 0
6

/ m L に
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R P M I 16 4 0 培養液で 再浮遊し て 用 い た . リ ン パ 球の 生

存 率 は ト リ バ ン プ ル
ー 染 色 に て , 放 射 線 照 射 ･

m i t o m y c i n 処理 と も98 % 以上 で あ っ た ･

成 攻

1 .
P W M の 至滴濃度 及び 至適培 養 日数

図 1 に 示 し た ごと く , 成人 P B L の I g 産生細胞数 は

P W M 5 直/ m l の 濃度 で 最 も多く な っ た . 又 . 培養 日数

は 7 日目 で I g 産生細胞数が ピ ー ク と な っ た (図2 ) ･

以 下の 実験 は す べ て こ の 条件下 で 行 っ た ･

2 . T 細胞 s u b s e t s の 表面 マ
～ カ ー

臍帯dl , 成人末梢血 か ら 得た T 細胞 ,
T γ 細胞 , T n o n

-

γ 細胞 の 表面 マ
ー

カ
ー

は表1 の よう で あ っ た ･ T 細

胞 の 純度 は , 成人 で 93 .3 % , 臍帯血 で 8 1 ,3 % と膀帯

血で や や低値 を示 し た . E A (I g G ) ロ ゼ ッ ト形 成細胞

は
一 成人 丁 細 胞で 9 . 6 % で あ る が

, 臍帯血 丁 細 胞で は

25 . 1 % と約3 倍多く ,
0 1 d s t o n e ら

7)の 報告と ほ ぼ 一

致 し た . T γ 細胞で の E
M

R F C の 比 率 は , 臍帯血 , 成

人末梢血 と も に 未分画 丁 細胞の それ よ り や や 低 値 を

示 し , 特 に 臍帯血 で 単球 , 表面I g 保有細胞 の 混入 が多

く な る傾 向に あ っ た . しか しT n o n
-

γ細胞 で は ､ 成人

末梢血 , 臍帯 血共 に E
-

R F C の 比率 は 高く( 9 6 ･0 % ,

8 4 . 0 % ) .
E A (I g G ) - ロ ゼ ッ ト形成細胞 , 表面 I g 保

一

-

J

も
;
S

壱
じ

ど
で
｡

P

2
d

･

g

ち

し

ぶ
∈
⊃

Z

5

0 0 .1 l .0 5 .
0 5 0

C o n c c nt r ati o n of P W M (〃l/ m L )

Fi g . 1 . D o s e eff e c t o f p o k e w e e d m it o g e n o n a d -

ul t B c ell d iff e r e n ti a ti o n i n t o I g
-

P r O d u ci n g c ell s

i n th e 7 ･d a y c ult u r e of a d ul t p e ri ph e r al b l o o d

l y m p h o c yt e s (1 ×1 0 6
c ell s) ･

有細胞 の 混 入は 共に 0 . 5 % 以 下で あ っ た
.

3 . 臍帯血未分画 丁 細胞の 成人 B 細胞分化抑制能

臍帯 血 丁 細胞 の 種 々 畳 を成人 P B L に 加 え
,
P W M と

と も に 混合培養す る と( 表 2 ) . 臍帯血 丁 細胞 は d o s e ･

d e p e n d e n t に 成 人B 細胞 の 分 化を抑 制 し
, 成 人 PB L

の 倍量 を加 え る と
- 96 . 6 % と ほ ぼ 完全な 抑 制 が み ら

れ た .

一 方成^ ,T 細 胞を 倍量加え て も , all o g e n ei c な

成人 B 細胞 の 分 化は 抑制 され なか っ た .

4 . 肪帯 血 丁 細胞 s u b s e t s の 成人 B 細胞分化抑制

能

臍帯 血 丁 細胞 を E A (I g G )
p

ロ ゼ ッ ト法 に より T†

細胞 と T n o ロ
ー

γ 細胞 に 分画 し , そ れ ぞ れ を 成人 PB L

に 等量加 え て P W M と と もに 混合培 養 した
. 表3 に 結

果を 示 し た が , 臍帯 血 T γ 細胞 は E A (I g G ) を 剛 ､ て

分画 し た に も か か わ ら ず , 成人 B 細 胞の 分化 に は ほと

ん ど抑制 効果を 示さ な か っ た ( 十 2 0 . 5 ± 13 . 5 % ) . と

こ ろ が T n o n
-

γ 細胞 は未分画 丁 細胞 と ほ ぼ同 程度 の

強い 抑 制効果 ( - 6 0 . 4 ± 6 . 8 % ) を示 し た
.

T γ細胞

とT n o n
→ γ細胞 を臍帯血未分画 丁 細胞 で の 比 率 と ほ

ぼ等 し い 3 : 7 の 比率 で 混合 し て 成人 P B L に 加 えて も .

末分画 丁 細胞 と 同程度 の 抑制効果 が得 られ た
.

一 方成

人末梢血 の T γ 細胞 は , 他 の 成人 B 細胞 の 分化に 抑制

的 に (
-

4 5 . 7 % ) 作用す る が
,
T n o n一 γ 細胞は全く抑

も
【

×

S
-
一

3
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D a y 5 0f C u lt u r e
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N u m b e r of I g

-

p r O d u ci n g c ell s i n th e c u
･

1 t u r e of a d ult p e ri ph e r al bl o o d l y m p h o c yt e s (1

×1 0
6

c ell s) at v a ri o u s ti m e i n t e r v a l s af te r

p o k e w e e d
r

mi t o g e n -

Sti m u l a ti o n ( 5 pl/ m l) ･
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制効果を示 さ な か っ た . T γ 細 胞 と T n o n
-

γ 細 胞 を

3 : 7 で 組合 わせ た場合 は ,

-

28 .6 % と軽度の 抑制効果

がみら れ た .

5 . 肪帯血 丁 細胞 の 抑制能 に 対す る放射 線 照 射 の

■影響

臍帯血 丁 細胞 に 前も っ て 200 0 r a d s の 放射線照 射 ,

又は m i t o m y ci n 処理 を行う と , 混合培養に お け る 成

人B 細胞の 分化 に 対す る抑制効果は 完 全 に 消 失 し た

(表3 ) . 同様 に T n o n r γ 細胞 の 抑 制能も 2 00 0 r a d s

の放射線腰 射 に よ っ て 消失し た .
T γ 細胞と T n o n

-

γ

細胞を3 : 7 に 組合わ せ た場合,
T n o n

-

γ細胞 に 放 射

線照射 し た時の み 抑制効果が 除か れ た .

6 . 乳幼児 丁 細胞 ,
T n o n

-

γ細胞 の 成 人 B 細 胞 分
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乳幼児4 例 に つ い て . 未分画 丁 細 臥 T n o n
-

γ 細胞

の 抑制能 を検 討 し た
. 図3 に 示 し た よ う に

, 乳 幼 児

T n o n
M

7
,

細胞 も 成人B 細胞 の 分化を 抑制し
, そ の 抑制

活性 は年 令と と も に 減弱 し て い く よう で あ っ た
.

考 察

成人 P B L と臍帯血 丁 細胞を P W M と とも に 混 合 培

養す る系で . 臍帯血 丁細 胞に は 免疫複合体等の 処理 を

必要と しな い 自然な B 細胞 分化抑制 能 が あ る こ と を

示 した . こ の 結果は H a y w a r d ら
6)

, 0 1 d s t o n e ら
7) の

報 告と
一 致 し た . O ld st o n e ら

7}
が 指摘し た よ う に

, 臍

帯血 丁 細胞 は成人 丁 細胞 の 約3 倍の T γ細 胞 を 含 ん

T a b l e I ･ S u rf a c e m a r k e r s o n T c ell s u b p o p ul a ti o n s f r a c ti o n a t e d b y r o s e tte

S e p a r a ti o n m eth o d s
a ･

T C ell P o p ul a ti o n s
E - R F C b ･

E A (I g G)
r ･ ･ R F C S I g

+ 丘
M o n o c yt e s

e ･

( %) ( % ) ( % ) ( % )

C o r d B l o o d

81 .3 ±5 . 0 25 . 1 ± 8 .4 1 . 4 ±1 .2 2 . 3 ± 0 . 5
T o t a l T

T γ 71 . 6 ±4 . 5 67 . 0 ±3 .4 3 . 2 ±1 .5 7 . 0 ± 4 .4

T n o n
t

γ 8 4 . 0 ± 9､ . 5 0 . 5 0 . 5 0 .5

A d ult P e ri ph e r al B l o o d

9 3 . 3 ±2 .5 9 . 6 ±4 . 7 0 . 5 0 . 5
T o t al T

T γ 8 7 . 3 ±2 .3 7 4 . 7 ±6 . 1 1 .2 ± 0 . 8 0 . 5

T n o n
-

γ 9 6 . 0 ±2 . 0 0 .5 0 . 5 0 . 5

a ･ R e s ult s r e p r e s e n t th e a ri t lm e ti c m e a n s ± 1 S ･ D ･ O f th r e e e x p e ri m e n t s .

b ■ R F C
,
r O S e tte f o r mi n g c ell s .

C ･ E A (I g G) ･
O X e r yth r o c y t e s c o a t e d wi th th e I g G f r a c ti o n o f r a b b it q n ti s e r a .

d ･ SI gJ s u rf a c e i m m u n o gl o b uli n- b e a ri n g c ell s .

e ･ M o n o c yt e s w e r e d e te r mi n e d b y p e r o xi d a s e m e th o d .

T a bl e ∬･ S u p p r e $ S O r a C ti vi t y of u n f r a c ti o n a t ed T c ell s e v al u a t e d b y c o
-

C u lt u r l n g wi th
u n r el a t ed a d u lt P B L i n th e P W M s y s t e m

a ･

N o . of T C ell s A d d e d

( × 1 0 5)

% C h a n g e

C o rd bl o o d A d ult p e rip h e r a l bl o o d

.
2 . 5 - 3 2 . 3 ±9 . 3 + 9 . 6 ±9 . 6

5 . 0 - 7 7 . 9 ± 9 . 2 + 1 6 . 3 ±6 . 6

1 0 . 0 -

9 6 , 6 ± 2 . 3 十2 1 .0 ±2 5 . 1

a ･ G r a d e d n u m b e r s o f T l ym P h o c yt e s w e r e a d d e d t o p n r el a t e d a d ul t P B L (5 × 1 0
5

) a n d c o
-

C ultu r e d w i th P W M
f o r 7 d a y s ･ R e s ul ts w e r e e x p r e s s ed a s a p e r c e n t a g e ch a n g e i n n um b e r s o f I g

q

p r o d u ci n g c ell s f r o m i n di vi d u al
C O n t r Ol wi th o u t a d d ed T c e11s a n d r e p r e s e n t th e m e a n s ±1 S ･ D ･ Of 丘v e e x p e ri m e n ts .
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T a bl e Ⅲ . S u p p r e s s o r a c ti v ity o f T c e ll s u b p o p ul a ti o n s e v al u a t e d b y c o
- C ult u ri n g w ith

u n r el a t e d a d ult P B L i n th e P W M s y st e m
a ･

T C ell P o p ul a ti o n s A d d e d
% C b a n g e

C o r d b l o o d A d ult p e ri ph e r a l bl o o d

T o t a l T - 7 1 . 6 ±7 . 9 + 2 6 . 4 ± 1 8 .1

T ot al T x
b ･ + 5 . 2 ± 5 . 1 N . D .

亡 ･

T o t al T m c
止 十1 8 .3 ±8 . 5 N .D .

T n o n
･

r
-

6 0 .4 ± 6 . 8 + 2 8 . 5 ± 2 4 . 8

T n o n -

γX + 1 3 . 4 ± 1 7 . 2 N . D .

T γ 十20 , 5 ±1 3 . 5 - 4 5 . 7 ±1 9 .8

T γⅩ + 1 6 . 6 ±1 2 .6 N . D .

T r 十T n o n
-

r
e -

- 67 .9 ± 1 4 . 6 - 2 8 ,6 ±1 3 . 6

T γⅩ 十 T n o n -

r - 59 . 4 ± 1 1 . 4 N , D .

T T + T n o n -

r X + 1 7 . 2 ± 1 3 . 4 N . D .

a ･ E q u al n u m b e r s (5 ×1 0 5) o f T l y m ph o c yt e s a n d u ㌣el a t e d a d ul t P B L w e r e c o
-

C u lt u r e d w ith P W M ･

R e s ult s w e r e e x p r e s s e d a s a p e r c e n t a g e ch a n g e l n n u m b e r s o f I g ･ P r O d u ci n q c ells f r o m i n di vi d u al

c o n t r oI w ith o u t a d d e d T c ell s a n d r e p r e s e n t th e m e a n ±1 S . D . of 丘v e e x p e r l m e n t S ･

b . 草,
i r r a d i a t e d wi th 2 0 0 0 r a d s r-i r r a di a ti o n f r o m

6 0
C o s o u r c e l

C . N . D .
,
n O t d o n e .

d . m c , t r e a t e d wi th mi t o m y c i n (2 5 JLg/ m l) a t 3 7
0

C f o r 3 0 m i n ･

e . T r c ell s a n d T n o n
-

r C ell s w e r e m i x e d a t a r a ti o of 3 : 7 ･

C o r d 4 M 8 M l .5 Y 4 Y

A g e

F i g . 3 . S u p p r e s s o r a c ti vi ty o f u n f r a c ti o n a t e d T c ell s a n d T n o n
-

γC ell s

f o r m f o u r i n f a n t s o f v a ri o u s a g e s o n p o k e w e e d m i t o g e n
-i n d u c e d a d ･

ul t B c ell d iff e r e n ti a ti o n . 5 ×1 0
5

u nf r a c ti o n a t e d T c ell s o r T n o n
-

γ

c ell s f r o m i n f a n t s w e r e a d d e d t o a d u lt p e ri p h e r al b l o o d l y m ph o c y
･

te s (5 ×1 0
5

c ell s) an d c u lt u r e d w i th p 6 k e w e e d m it o g e n f o r 7 d a y s ･

O p e n c ol u m n : S u p p r e S S O r a C ti v it y of u n f r a c ti o n a t e d T c e ll s
,
h a t c h e d

c ol u m n : S u p p r e S S O r a C ti vi t y of T n o n
-

γ C ell s ･
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で い た . O l d st o n e ら は こ の T γ細胞が 母体血中 に よ く

証明さ れ る I g G 免疫 複合体と作用 し て
,

M o r e tt a ら
S)

が成人 T γ細胞 で 示し た ごと く , B 細胞分化 に 抑 制 的

に働く の だ ろ う と推定 し た . し か し今回 の 実験成績 か

ら, 臍帯血 T γ 細胞 は 成人 T γ細胞と 異 なり .
I g G 免疫

複合体と結 合し た後 も成 人B 細胞分 化 に 抑 制 効 果 を

示さず , む し ろ T n o n
-

γ細胞 に 末分画 丁 細胞 に 匹 敵

する抑制活性 が認 め ら れ た . 健康成人か ら得 た T n o n
-

†細胞は B 細胞分化 に 抑制効果を 示 さ な か っ た こ と

より , 臍帯血 T n o n
-

γ 細胞 に は成人 と異 な る特異 な抑

制 丁細胞 が含 まれ て い る と思わ れ た . M o r et t a ら
引

. 又

最近で は H a y w a r d ら
1 S)が 示 し た ごと く , 成 人 T γ 細

臥 臍帯血 T γ 細胞を ,
T 〟 細胞を 除く こ と に よ っ て 分

画する と
, 成人 B 細胞の 分化 に 抑制的 に 働か な い こ と

から, 臍帯血未分画 丁 細胞 に 自然に み られ る B 細胞分

化抑制能 は , 主 に T n o n
-

γ 細胞の 抑制能 に よ るも の と

思わ れ る . 臍帯血 T n o n- γ 細胞 の 抑制能 は 放射線照射

に より完全に 消失 し , 臍帯血抑制 丁 細胞 は放射線 感受

性で あ る こ と が 示さ れ た . M i y a w a k i ら
8)
は

. 乳幼 児未

分画 丁 細胞に も 臍帯血 末分画 丁 細胞 に み ら れ る と 同

様な B 細胞分化抑制能 が あ り 一 生後 2 ～ 3 才 で 消失 す

る こと を示 し た が , 臍帯 血と同様 に 乳幼児T n 皿
-

γ 細

胞に も抑制活性 が み ら れ , 年令 と と も に減弱す る こ と

が明らか と な っ た
.

実験動物 に お い て も新生児期の T 細胞 に B 細 胞 分

化を抑制す る作用 の あ る こ とが 報告 され て お り
l 別 ～ 1 9】

,

マ ウ ス で は こ の 抑制 丁 細胞の 活性が 生 後 3 ～ 4 週 で

失われ る こ と が 明 らか に な っ て い る
l 帥 g)

. しか も こ の

新生児期の 抑制 丁 細胞 は , 成熟 マ ウ ス の 抑 制 丁 細胞が

主 に L y l
~

, 2 , 3
+

と い う 膜抗 原の p h e n o t y p e を 持 っ

の に対 し
.
L y l

+

, 2 , 3
+

と い う
･異 っ た p h e n o t y p e に

属する
2 0)

と い う点 で 非常 に 興 味深 い .

最近著者 ら は
, 駆虫剤 と し て 開発さ れ t 種 々 の 免疫

不全状態 に 試 み ら れ て い る
2 恒 2 3】

レ バ ミ ゾ ー

ル を 用 い

て T 細胞 に B 細胞分化抑制能 を誘導 で き る こ と を 報

告した
2 4)

. 健康成人 に レ
バ ミ ゾ ー

ル を 内服さ せ , 服用 後

3 日目に 刺肖血か ら T 細胞得て 成人 P B L と混 合 培 養

すると
, 成人 B 細胞の 分 化は著明 に 抑制さ れ た

.
こ の

抑制能 は 主に T n o n
-

γ 細胞 に 見出さ れ た . こ の よ う

に
･ 成人に お い て も あ る条件下で は T n o n

-

γ 細胞 に 抑

制丁 細胞を 誘導す る こ とが 可能で あ り
,
T n o n - γ 細胞

は M o r e tta ら
5)
が 示し た ごと く h e l p e r T 細 胞 を 含 む

もの の
, 均Ⅷ

･

な細 胞集団で はな い こ と が 強く 示唆さ れ

た .

結 論

ヒ ト 臍帯血 丁 細胞及 び 乳幼児 丁細胞に み られ る成人

B 細胞分化抑制能が
, どの よ う な T 細胞 s u b s et に よ

っ て 発揮さ れ るか を 検討 し以 下の 結論を得た .

1 . 臍帯血 T n o n
-

γ細 胞は , 成 人T n o n
-

γ 細胞 と

異な り , 成人 B 細胞分化に 強い 抑制効果 を示 し . 臍帯

血未分画 丁 細 胞の 抑制活性 は 主に T n o n
一

γ細 胞 に あ

ると思 わ れ た .

2 . 塀帯血 T γ 細胞は
,
I g G 免疫蝮合体と結 合 した

後も成 人 B 細胞 の 分 化に抑制効果 を示さ な か っ た .

3 . 臍帯血抑制 丁 細胞 は
, 放射線又は m i t o m y ci n

に 感受性 が あ り , そ の 抑制能 を失 っ た
.

4 . 乳幼児 丁 細胞 に み られ る 郎田胞分化抑制能 も,

臍帯血 の 場合 と 同様 に T n o n
-

γ 細胞に あ る と思 わ れ ,

年 令と と も に 減弱 し た .
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1 2 1 3
榊

1 2 1 7( 1 9 7 7) .

7 ･ 0 1 d s t o n e
,
M . B . A .

, Ti s h o n , A . & M o r e tt &
,

L . :

A c ti v e th y m u s d e ri v e d s u p p r e s s o r l y m p h o c y t e s

i n h u m a n c o r d b l o o d . N a t u r e , 2 6 9
,

3 3 3
-
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3 3 5(1 9 7 7) .

8 . M i y a w & k i
,
T .

,
S e k i ,

H .
, K u b o

,
M . & T a n i g u c h i

,

N ∴ S u p p r e s s o r a c ti v i ty o f T l y m p h o c y t e s f r o m

i n f a n t s a s s e s s e d b y c o
･

C u l t u r e w i th

u n f r a c ti o n a t e d a d u l t l y m p h o c y t e s i n t h e

p o k e w e e d mi t o g e n s y s t e m . J . I m m u n o l .
,

1 2 3 ,

1 0 9 2 - 1 0 9 6(1 9 7 軌

9 . B 8 y u m
,
A . : I s o l a ti o n o f m o n o n u cl e a r c e11 s

a n d g r a n u l o c yt e s f r o m h u m a n b l o o d ･ S c a n d ･ J ･

L a b . I n v e st .
,
2 1(S u p p l . 9 7) ,

7 7
-

8 9(1 9 6 8) .

1 0 . W ei n e r
,
M . S .

,
B i a n c o , C . & N u s s e n z w ei g ,

Ⅴ.

: E n h a n c e d b i n d i n g o f n e u r a m i n i d a s e ･t r e a t e d

s h e e p e r y th r o c y t e s t o h u m a n T l y m p h o c y t e s ■

B l o o d
,
4 2

,
9 3 9

-

9 4 6(1 9 7 3) .

1 l . M o r i y a
,

N . , N a g a o ki ,
T .

,
O k u d a

,
N . &

T & n i g u c h i , N . : S u p p r e s s i o n o f a d u l t B c ell

d i ff e r e n ti a ti o n i n p o k e w e e d m i t o g e n
･

S ti m u l at e d

c u l t u r e s b y F c (I g G ) r e c e pt o r -

n e g a ti v e T c ell s

f r o m c o r d b l o o d
. J . I m m u n o l .

,
1 2 3 , 1 7 9 5

-

1 7 9 8(1 9 7 9).

1 2 . T a れi g u c h i , N .
,

M i y 8 W 8 ki
,

T .
,

M o ri y a ,
N

り

N a g a o k i , T . ,
K at o ,

E . & O k u d a
,

N .
: M i t o g e n i c

r e s p o n si v e n e s s a n d m o n o c yt e
･1 y m p h o c y t e

i n t e r a c ti o n o f e a rl y a n d l at e r o s et t e
-f o r m i n g

c el l p o p u l a ti o n s o f h u m a n p e ri p h e r al b l o o d

l y m p h o c y t e s . J . I m m u n o l .
,
I 1 8 ,

1 9 3
- 1 9 7( 1 9 7 7)･

1 3 . P 8 p 8 m i c h ail , M ･
,
B r o w n , J ･ C ･ & H ol b o r o w

,
駄

J . : I r n m u n o g l o b u li n s o f t h e s u rf a c e o f h u m a n
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- 8 5 2(1 9 7 1) ･

1 4 . K e 8 r n y ,
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,
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l y m p h o c y t e s d iff e r e n ti ati o n i n d u c e d b y

li p o p o li s a c h a ri d e s . Ⅰ. G e n e r ati o n o f c e11 s
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,
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,
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-
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,
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,
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,
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谷
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f o r m i n g c ell r e s p o n s e . J .
I m m u n o l .

,
1 1 6 . 2 7 9
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,
7 5 7 - 7 6 2 (1 9 7 8) .
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,
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,
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d e v e l o p m e n t i n m i c e . J . E x p . M e d り 1 4 7 , 8 7
-

9 7(1 9 7 8) .

2 0 . M o si e r
,
D . E . , M a t h i e s o n

,
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,
P

.

S . : L y p h e n o t y m e a n d m e c h a n i s m o f a c ti o n of

m o u s e n e o n a t a l s u p p r e s s o r T c e ll s . J . E x p . M e d .
,

1 4 6 , 5 9
-

7 3(1 9 7 7) .

2 1 . T ri p o di , D . , P a r k s , L . C . & B ru g a m S
,

J . :

D r u g
-i n d u c e d r e s t o r ti o n o f c u t a n e o u s d e l a y e d

h y p e r s e n si ti v i t y i n a n e r gi c p a ti e n t s w ith

c a n c e r . N e w E n g . J . M e d .
,
2 8 9

,
3 54 - 3 5 7 (1 9 73) ･

2 2 . V e r h a e g e n , II .
,
D e C r e e , J . , D e C o o k

,
W ･ &

V e rb r Ⅵg g e n
,
F . : L e v a m i s ol e a n d th e i m m u n e

r e s p o n s e . N e w E n g , J . M e d " 2 8 9 ,
11 48 - 1 1 4 9 (1 9 73) ･

2 3 . V e r h a e g e n
,
H .

,
D e C r e e

,
J .

,
V e r b r u g g e n

,
F ･

,

H 舵 b e c k e , J .
,
I) e B r a b e n d e r

,
M . & B ru g m a n S

,
J ･ :

I m m u n e r e s p o n s e s i n el d e r l y c u ti -

n e g ati v e

s u b j e c t s a n d t h e e ff e c t o f l e v a m i s o l e ･ V e r ･ d ts c h ･

g e s . I n n . M e d
り
7 9 , 6 2 3

-

6 2 9( 1 9 7 3 ) ･

2 4 . M o ri y a
,
N .

,
M i y a w a k i ,

T ･
,
S e k i

,
H ･

,
K u b o

･
M ･

･

N a g a o k i
,

T ･ , O k u d a
,

N ･ & T a n i g u c h i ,
N ･

I n d u c ti o n o f s u p p r e s s o r a c ti v i t y o n B c ell

d iff e r e n ti a ti o n i n h u m a n T -

C ell s u b s e t w i th o u t

F c(I g G) r e c e p t o r s b y l e v a m i s o l e a d m i n i s t r a ti o n ･
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,
1 0

,
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S 叩 p r e SS O r A ctivit y o f C o rd B io o d T L y m p h o c y te s o n A d ult 屯 C e皿 Dif 払r e n tiatio n in th e

P ok e w e ed 恥 o g e n S y st e m 川 E ff e ct o f C o r d 甘 C el且S u b se ts ( T γ,
T n o n -

γ C 曲 ) o n t h e G e n e ト

a ti o n of 互m m u n o かb uij n ･

P r O d u ci n g C e u s i n th e C ult11r e O f A 血It P e riph e r aJ Bl o o d L ym P h ∝ y t e S

N a o ki M ori y a
, D e p art m e n t of P e di at ri c s

, S c h o ol of M e dicin e
,
K a n a z a w a U niv er sit y ,

K a n a z a w a

9 20 ,
J a p a n ･ J ･ J u z e n M e d ･ S o c

. ,
8 9

,
3 5 4 - 3 6 1( 1 9 8 0) .

A b s 如 C t H u m a n n e w b o m T l y m p h o c y t e s o b t ai n e d 丘 o m c o r d b l o o d h a v e b e e n s h o w n t o

S u P P r e SS a d u lt B c ell d i ff e r e n ti a ti o n i n t h e p o k e w e e d mi t o g e n ( P W M ) -Sti m ul a t e d c o - C u lt u r e

Sy St e m
･
I n t h i s st u d y ,

C O r d b l o o d T c e11 s w e r e f r a cti o n at e d i n t o T c ell s b e a rl n g F c r e c e p t o r s f o r

I g G ( T γ C e11 s) a n d T c ell s l a c k i n g F c r e c e p t o rs f o r I g G ( T n o n
-

γ C e ll s) b y r o s e tt e f o r m a ti ｡ n W i t h

O X e r y t h r o c y t e s c o a t e d b y I g G f r a c ti o n o f r a b bit a n ti s e r a f o 1l o w e d b y F i c o ll -I s o p a q u e d e n si t y

g r a di e n t c e n t ri fu g a ti o n ･ T h e s e c o r d T c e皿 s u b s e t s w e r e c o
- C u lt u r e d w it h a d u lt p e ri p h e r al bl o o d

l y m p h o c y t e s w it h P W M f o r 7 d a y s ･ T γ C e 11 s ff o m c o r d bl o o d
,

e V e n t h o u gh is ol a t e d aft e r t h e r

i n t e r a c ti o n w it h I g G i m m u n e c o m p l e x e s
,
d i d n ot s h o w a n y sig n ifi c a n t s u p p r e s s o r a c ti v i ty ( 十2 0 .5

±1 3
･
5 % ) o n a d u lt B c e11 d i ff e r e n ti a ti o n ･ B u t

,
T n o n J

Y C e11s e x e rt e d $t r O n g S u P P r e SSi o n ( - 6 0 .4 ±

6 ･8 %) t o a n e xt e n t si mi 1 a r t o tll a t b y u n f r a c ti o n a t e d c o rd T c ells . T h e s u p p r e s s o r a c ti vit y o f c ｡ r d

T n o n -

γ C ell s a s w e11 a s u n f r a c ti o n at e d c o r d T c e11s w a s c o m p l e t el y ab r o g a t e d b y i r r a d i ati o n wi t h

2
,
0 0 0 r a d s p ti o r t o c o -

C u lt u r e .

U n f r a c ti o n a t e d T c e 11 s f r o m h e al t h y i n f a n t s u p t o 2 y e ar S O f a g e h a v e al s o b e e n s h o wn t O S u P
-

P r e S S a d u lt B c e11 d if f e r e n ti a ti o n i n t h e P W M s y st e m ･ S u p p r e s s o r a c ti v it y o f u n f r a c ti o n at e d T

C ells a n d T n o n -

γ C e ll s f r o m f o u r h e a lt h y i n f a n t s w a s e v al u at e d ･ T n o n
-

γ C e u $ a S W e n a S u n ff a c
-

ti o n a t e d T c e 11 s ff o m y o u n g e r i n f a n t s s u p p r e s s e d a d u lt B c e n d if f e r e n ti ati o n a n d g r a d u a n y l o st

t h e i r s u p p r e ss o r a c ti vit y w it h a d v a n c l n g a g e .

T h e s e r e s u l ts i n d i c a t e d t h a t
,

C O n t r a r y t O S u P P r e S S O r fu n c ti o n f o u n d i n a d u lt T c e n s , t h e

S u P P r e SS O r a C ti vit y o f c o r d T c e11s a n d o f i n f a n t
'

s T c e 皿s m igh t b e e x e rt e d b y a T c ell s u b s e t

l a c k i n g F c r e c e p t o rs f o r I g G
.


