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慢性肝炎患者末梢血 に お け る T 細胞 サ ブ セ ッ ト と

ヘ ル パ ー

, サ ブ レ ッ サ ー 機能 に つ い て

金沢大学医学部病理学 第二 講座 ( 主任 : 太田五 六教授)

谷 野 幹 夫
( 昭 和5 5年 3 月2 1 日受付)

本論文の 要旨は 第14 回 日 本肝 臓 学舎西 部合 ( 鹿児島) で 発表 した .

ヒ ト リ ン パ 球 の T 細胞 に お い て
, F c リ セ ブ タ

ー

を

基に して わ け ら れ た T 細胞サ ブセ ッ ト と , 機能面 より

みた ヘ ル パ ー

,
サ ブ レ ッ サ ー

,
ア ン プ リ フ ァ イ ヤ

ー

,

キラ ー 細胞 な ど と の 関連性の 問題 や t 各種疾患 に お け

るそれら の 関係 の 解析が 進 めら れ つ つ あ る
. 肝疾患 に

おい て も . T 細胞 サ ブ セ ッ ト を検索 し た報告 は最近 い

くつ かみ ら れ る よ う に な っ たが . そ の 成績 は ま だ
一 致

して い な い1 ト 5‡ ま た ,
ヘ ル パ ー

,
サ ブ レ ッ サ

ー 機能 を

検索した本格的 な報告 は殆ん どな い
. 少数 の 予報的 な

報告に よ る と , 慢性肝炎 で は ヘ ル パ ー 機能 が上昇 す る

か
,
ある い は サ ブ レ ッ サ ー 機能が低下 す る と さ れ

別
,

こ

とに慣性活動性肝炎 で は , C O n C a n a V ali n A (C o n A)

で誘導さ れ る サ ブ レ ッ サ ー 活性が 明ら か に 低下 し て い

ると い う
丁)8〉

. し か し
, 慢性肝炎 に お け る T 細胞 サ ブセ

ッ トと
,

ヘ ル パ ー

,
サ ブ レ ッ サ ー 機能 と の 関連 に つ い

て検討し た報告 は全 くな い .

･ 今回 , 筆者 は慢性肝炎 に お け る T 細胞 の 数的 , 機能

的異常の 一 端 を知 る目的 で , 患者末梢血 リ ン パ 球 の T

細胞 p o p u l a ti o n
,
I g G - F c リ セ ブ タ

一 陽性 丁 細 胞

(T γ) p o p u l a ti o n
,
I g M - F c リ セ ブ タ ー 陽性 丁 細 胞

(T 〃) p o p u l a ti o n を測定 し
,
さ ら に T 細 胞分 画,

Ⅹ

線照射 丁 細胞分 画, T γ 細胞分画の サ ブ レ ッ サ ー 活性

あるい は ヘ ル パ ー 活性 を さ ま ざま の 工夫 を施 し た反 応

系を用 い て 測 定 し . ま た C o n A 誘導法 に よ る サ ブ レ ッ

サ ー 活性も併 せ て 検索 し た の で 報告す る .

対 象 と 方 法

Ⅰ . 対象

血清生化学 的検査 な ら び に 肝 生検 で 診 断し え た慢性

活動性肝炎 ( C A H ) 5 2 例 , 慢性非活動性肝炎 (CI H)

2 7 3

39 例と健常者 27 例 を対象と し た .

Ⅱ . 方法

1 . リ ン パ 球 の 分離

1 ) . 末梢血 か ら の 全リ ン パ 球の 分離

全 リ ン パ 球 の 分離 は B 6 y o m の 比重遠 心 法
9) に 準 じ

て 行な っ た . 健常者 お よ び患者 より ヘ パ リ ン 加末梢血

を採取 し , pH 7 . 4 p h o s p h at e b u tt e r s o l u ti o n (P B S )

で 2 倍希釈後 .
Fi c o ll - H y p a q u e (P h a r m a ci a Fi n e

C h e rn i c a l
,

S w e d e n) に 重層 し , 4 0 0 G 30 分 間遠心 し

た . 中間白濁層 を採取 し , P B S に て 洗浄, 全 リ ン パ 球

と し た .

2) . 全リ ン パ 球 か ら の T , B 細胞分離

矢 田
1 0)

の 方法 に 準 じ, 非働化 した牛胎児血清( F C S :

M i c r o b i o l o gi c al A s s o ci a t e
,
U S A ) 中に 5 × 1 0

6
/ mL

に 浮遊 し た全リ ン パ 球 と 2 × 10
8
/ mエに F C S 中に 浮 遊

した A E Tl( W a k o
, J a p a n ) 処理 ヒ ツ ジ赤血球

1 1)
と を等

量混和 , 2 0 0 G で 5 分間遠心 し , 氷水申に 1 時間以 上静

置し た後 , 細胞 を 静 か に 再 浮 遊 さ せ , 再 び Fi c o ll -

H y p a q u e に 重層 し. 4 0 0 G で 3 0 分間遠心 した . まず .

中間層 の 細胞を採取 し
.
P B S で 洗浄後 . 10 % の F C S を

含 む R P M I1 6 4 0 培 養液 ( Ni s s u i
, J a p a n

,
1 mL 中 に

p e n i cilli n G l O O 単位 , S t r e Pt O m y Ci n l O OFL g を含 む)

に 浮遊 し た .

一 方 . 管底 に 遠心 沈毅 した細胞 ペ レ ッ ト

に N H 4C 針液( 0 .83 % N H 4C B9 容 にpH 7 . 4 T ri s b u ff e r

l 容を加え た もの) を適 当量 加 え
, 溶血 させ

,
PI∋S で 洗

浄後, 同様 に 培養液に 浮遊 し た . 前者 は B 細胞 を主 と

して い る の で , B ri c h 細胞分画と し , 後者を T 細胞分

画と し た . ( B 細胞の 混入 は 1 % 以 下で あ っ た .)

3 ) T 細胞分画 へ の Ⅹ 線照射

T C ell S u b s e t s a n d H elp e r a n d S u p p r e s s or F un C ti o n s in t h e P e rip h e r al B l o od f r o m

P atie n t s w it h C h r o nl c H e p a titis . 撤iki o T a ni n o , D e p a r t m e n t of P at h ol o g y (ⅠⅠ) ,
S c h o ol

Of M e di cin e
,
K a n a z a w a U ni v e r sit y .
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2 ) で 分離 した T 細胞分画 に 対 し
,

Ⅹ 線 照 射 装 置

( T o s h i b a
, J a p an ) を用 い

, 50 R a d ノ m i n ･ で 40

分 間, 計20 00 R a d . の Ⅹ 線 を照射 し た ･

4 ) . T γ細胞分画の 分離

ヒ ツ ジ赤血球 を ウ サ ギ に 免疫 し作 っ た抗 血清 を D E

ÅE セ ル ロ ー ス およ び セ フ ァ デ ッ ク ス G 2 00 カ ラ ム ト

グラ フ イ
一

に か け ,
I g G 分画 をえ た . P a ri s h ら

1 2) の 方

法 に準 じて そ の 分画で の 凝集価 を測 り
,
2 倍 希釈 液で ヒ

ツ ジ赤血球 を感作 して
,
こ の I g G 抗体感作 ヒツ ジ赤血球

を 2 × 1 0ソ mエに P B S 中に 浮遊 し, 5 × 10
8

/ m乙に P B S 申に

浮遊 した T 細胞 と を等量混和 , 水平回転振盤器 に て 30

回転 / 分で 37 ℃
,
1 5 分接触 さ せ

. Fi c o l トH y p a q u e に て

比重遠心 し
, 菅底部の 細胞 ペ レ ッ ト を T γ 細胞 と して

回収し
, N H ぶゼ 液で 溶血 させ , 採取 , 培養液 に 浮遊 し た ･

2 .
T 細胞 p o p u l a ti o n の 測定

積 ら
1 3)

の 微量測定法 に 従い
t
A E T 処理 を した ヒ ツ ジ

赤血球 と全 リ ン パ 球 とを 4 ℃ で 一 晩反応 させ . 3 個 以

上の ヒ ツ ジ赤血球 と ロ ゼ ッ ト を 形 成 す る リ ン パ 球 を

T 細胞と し ,
そ の 全 リ ン パ 球申 に 占め る 比 率 を 算 定

し , 全 ワ ン パ 球 へ の 単球混入 に よ る誤差 を
,

ペ ル オ キ

シ ダ
ー ゼ 陽性細胞率で 補正 した .

3 .
T † 細胞 お よび T FL 細胞 p o p u l a ti o n の 測定

T γの p o p u l ati o n は , 新保 ら
l 叫の方 法 に準 じ

, .
T fL は

著者の 変法 に よ り
,

次 の よ う な ダ ブル ロ ゼ ッ ト法 で 測

定 した
.

ウ サ ギ抗 ニ ワ トリ 赤血球 Ig G あ る い はI g M

抗 体 で 感 作 した ニ ワ ト リ赤血球 ( C k E A γ, C k E A FL) と

全 リ ン パ 球 とを 等量 PB S 申に 浮 温 水水中 に24 時間静

置 , 反応さ せ た 後 ,上宿を すて t F C S 中に 浮遊 した A E T

処理 ヒ ツ ジ赤血球を加 え
, 静 か に 混和 した . 200 G で 5

分 間遠 心 し , 再 び氷水申に 24 時間静 直後 , 再浮遊 させ ,

ロ ゼ ッ ト 形成細胞 を算定 し た .
ヒ ツ ジ赤 血 球 3 個 以

_ L C k E A γあ るい は C K E A FL2 個以上 と が 同時 に ロ ゼ

ッ ト を形成 する リ ン パ 球 を ,
そ れ ぞ れ T γ剥胴乱 T 〝細

胞と し , そ の T 細胞 ( ヒ ツ ジ赤血球3 個以 上 と ロ ゼ ッ

トを 形成す る細胞) 中に 占め る比率 で , T γ 細胞 ,
T J上

細胞 の p o p u l ati o n を表現 し た ･

4 . 患者 丁 細胞分画 の I g 産生細胞 へ の 分化 に 及ぼ

す影響

1 ) T 細胞分画の Ig 産生細胞 分化 へ の 促進 あ る い

は阻止活性

同 一 健常者 の B ri c b 細胞を レ ス ボ ン ダ ー と して , そ

の 2 0 万個単独の もの と , 健常者ある い は肝 炎患者の T

細 胞 を 80 万 個加 え た も の と に 10 〃g / mエ の P W M

( G r a n d I sl a n d B i o l o gi c al C o m p a n y , U S A ) を添加

した . こ れ を 1 mエの 培養液 に 浮 遊 し , 1 週 間培養後 . 死

細胞 も含め て 細胞数 を算定 した の ち , 遠心 して 細胞 を

野

集 め
, 無 蛍光ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に塗抹乾燥 して から

,

ア セ ト ン に て 10 分 間固定後 , 蛍光棲識抗 ヒ ト 免疫グロ

ブリ ン 抗体( H o e c h st , W e s t G e r m a n y ) を マ ウ ン トし

て 染色 し
, 蛍光顕微鏡下 にi m m u n o g l o b u li n (I g) 産

生細胞数 を算定 した . 下記の 算定式 に より , 肝炎患者

丁 細胞分画 の I g 産生細胞分化 へ の 促進あ る い は 阻止

活性 を表現 し た .

T 細胞分 画の 促進 あ る い は阻止活性 =

( B 十患者T)

( B + 健常者T)

か らのI g 細胞数-

B の みからのI g 細胞数

からのIg 細胞数- B のみからのIg 細包数
×180

2 ) T 細胞 分画 へ の Ⅹ 線照射 に よ るI g 産生細胞

分化 へ の 影響 ( T 分画 Ⅹ 線照射 に よ る ヘ ル パ ー

活性)

4 の 1 ) の 実験系で の T 細胞分 画中に は ヘ ル パ ー

T

細胞 と共 に
,

サ プ レ ッ サ ー T 細胞 も含 まれ て おり . そ

れ ら の 活性 を総和 し た も の を健常者 と比較 して 促進あ

る い は阻止活性 を み て い る . そ こ で
,
1 の 3 ) の 方法で

示 さ れ て い る , サ ブ レ ッ サ ー T 細胞 を選択的に 不活化

する と さ れ る Ⅹ線
1 8}

を 2 000 R a d . T 分画 に 照 射し た乳

4 の 1 ) に お け る と同様の 方法お よ び 算定式 で Ig 産生

細胞分化 へ の ヘ ル パ ー 活性を 観察 した .

3 ) T 細胞の B 細胞 に 対す る比率 を増加させて両

者混合培養 し た時 の I g 産生細胞分化 へ の 影響

同 一 健常者 の B ri c h 細胞20 万偶 に , 健常者あるい

は 患 者 か ら 分 離 し た T 分 画 の 細 胞 を そ れ ぞ れ

20 , 80 , 16 0 万個 ( T / B 比 はそ れ ぞ れ 1 . 4 , 8 ) と増

加 させ て 加え , 1 0〟 g / 雨 の P W M を 添加 した 1 mエの 培

養液中 に 1 週 間培養 し , 4 の 1 ) と同様 の 方法を用いて

Ig 産生細胞数 を算定 し, T / B 細胞比漸増 に よ る 影響

を み た . こ の 方法 は . 健常者 ,
お よ び肝炎患者の 末処

置 丁 細 胞分 画の 有す る ヘ ル パ ー あ る い は サ ブ レ ッ サ

ー 活性を 増幅観察す る ため の もの で あ る ･

4 ) Ⅹ 線照射 し た T 分画細胞の B 細胞 に対する比

率 を増加 さ せ て 両者混合培養 し た時 の I g 産生

細胞分 化 へ の 影響

丁 細胞 分画に 20 00 R a d .
の Ⅹ 線照 射 を施 し た後l 前

項 と同様の 実験を 行な い
, 健常者 お よ び肝 炎患者の ヘ

ル パ ー T 細胞の 活性を 検討 した .

5 ) T γ 細胞分画 を分離 し , B 細胞 に 対す る比率を

増加 さ せ て 両者混合培養 し た時 の I g 産生細胞

分化 へ の 影響

T γ 細胞は わ7 p 加 で の B 細胞 の I g 産生 を 抑 制す

る( サ プ レ ッ サ
ー

T 細 胞 と して 機能 す る) とさ れる
1 6I

･

そ こ で
,1 の 4 ) の 方法 で 分離 した T γ細 胞分画を用い ･

同様 に T γ/ B 細胞比を 1 , 4 , 8 と漸増 さ せ て 培養 し
･

T γ 細胞 の サ ブ レ ッ サ ー 活性 の 発現の 有 軌 健常者およ
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び肝炎患者に お け る そ の 相違 に つ い て 検討 し た ･

5 .
T 細胞分画を C o n A で 刺激 し

, 健常者 B 細胞分

画 に P W M を加 え て 混合培養 した 時の ･ I g 産生

細胞分化 に 対する サ プ レ ッ サ
ー

活性

K u ri t an i ら
Ⅰ7〉

に 準 じて . ま ず健常者 あ る い は

患者 の T 細 胞 を ,

一 方 で は 1 0 〟g/ mエ の

C o n A ( S i g m a
,
U S A ) を添加 した 培養液 に

.

他方 で は C o n A を添加 しな い 培 養液 に 浮遊 し
,

48 時間培養後 ,
そ れ ぞ れをサ ブ レ ッ サ

ー

T 細

胞,
コ ン ト ロ ー ル T 細胞と し た . 次 に 細胞膜 に

付着 して い る C o n A 除去 の た め
, 両 者 共 ,

0 .1 M の α
一

m e t h y l
- m a n n O Si d e ( P - L B i o

･

c h e m i c a l s I n c .
,
U S A ) を 含む培養液 中に3 0 分

間培養 , 洗浄後 t そ れ ぞ れ の T 細胞 20 万 個 を ,

新 た に 得 た同 一

健常者の B ri c h 細 胞20 万 個

に 加え
, 10 〃g / mエの P W M を添加 した培養液中

に 1 週間培養後 , 4 の 1 ) の 矢 田1 0) と同様の 方

法で I g 産生細胞数を 算定 し , 以 下の 式で サ プ

レ ･; サ ー 活性 を表現 し た
.

サブ レ ッ サ ー 活性 =

( B + サプレ ツ

( B + コ ント

サ ー T ) からのI g

ロ
ー ル T) からのI g 細胞数

×100

6 . 全リ ン パ 球 を C o n A で 刺激 し
, 健常者全 リ ン

パ 球 に C o n A を加え て 混合培養 し た 時 の リ ン

パ 球幼 君化反応 に 対す るサ ブ レ ッ サ
ー 活性

Sb o u ら
1 8)

の 方 法 に 準 じ , 全 リ ン パ 球 を 48 時 間

10〟g/ 最 の C o n A で 処理 し た もの
, しな い もの を そ

れぞれ サ プ レ ッ サ ー 細胞 .
コ ン ト ロ

ー

ル 細 胞と し
, 両

者共, 50 FL g / mL の M it o m y c i n C ( S i g m a
,
U S A ) で 処

理し,
D N A 合成 を阻止 した . さ ら に 両者を 30 m M の a

-

m e th yl - m a n n O Si d e を 含む 培養液 で 3 回 洗 浄 し て か

ら
,
1 × 1 0

6
/ m エに 培養液 に 浮遊 した

. 新 た に 浮取 し た

同一 健常者 の 全 リ ン パ 球 を レ ス ボ ン ダ
ー 細胞 と し て 1

×10
6
/ mエに 培養液 に 浮遊 し ,

そ の 1 mエに
. 上記 の サ ブ

レ ッ サ
ー

あ る い は コ ン ト ロ
ー

ル 細胞1 mエを加 え て , 再

び10〟g/ mL O) C o n A を添加 して 72 時間培養 . 収穫 し

た . 収穫の 24 時間前に 各々 に 2 FL C i の 3
H ･t h y m i d i n e

(H d r : T h e R a d i o c h e m i c al C e n t r e , E n gl a n d ) を

加え,
レ ス ボ ン ダ

ー

細胞 へ の R d R の 取り 込み を 測 定

し. 以下の 算定式 に より サ ブ レ ッ サ ー 活性 を表現 した .

サ プ レ ッ サ
ー 活性 =

( レ スボンダ
ー 細胞+ サブレツサ

ー

細胞) での

( レ スボンダ ー 細胞+ コ ントロ
ー ル細胞) で の

謡 雷] ×100

成 枕

1 .
T 細胞 p o p u l ati o n

T 細胞 p o p u l a ti o n は 健常者 が 79 . 4 ± 7 . 0 % ( n

= 1 2 ) で あ る の に 対 し
,

C A H 6 0 . 2 ±1 4 .5 % ( n
=

1 8 ) , C I B 59 . 5 ± 8 .1 % ( n = 14 ) と
, 慢性肝炎 で

は 有意 の 減少 ( p < 0 .01 ) を 認め た . (F i g . 1 )

2 .
T γ細胞お よ び TFL 細胞の p o p u l a ti o n

T γ細胞 の T 細胞中 に 占 め る % は 健常 者 の 7 ･ 8 ±

4 . 9 % ( n
= 27 ) に 対 し,

C A E の 1 4 .5 ± 3 .8 %

( n
= 1 9 ) , C I H の 1 5 .4 ± 4 .5 % ( n

ニ 15
.
) と

, 慢性

肝炎 で は有意 の 増加 ( p < 0 . 01 ) を 認め た .
T 〝 細胞

の % は健常者が 17 . 7 ± 6 . 7 % ( n
= 16 ) で あ るの に対

し,
C A H 2 1 .8 ± 5 . 5 % ( n

= 19 ) と増加傾向 ( p < 0 .

1 ) を , C I H 13 .5 ± 4 .5 % ( n
= 15 ) と減 少傾向 ( p

< 0 .1 ) を認 め た . ( F i g . 2 )

3 . 患者 丁 細胞分画の I g 産生細胞 へ の 分化 に 及ぼ

す影響

方法4 の 1 ) に示 し たよう に
,
患者 丁 細胞 を 同

一

健

常 者 の B ri c h 細胞 と と も に 培養 し ,
P W M 添加の もと

でI g 産生細胞数を 算定 し, 健常者 丁細胞 を用 い た時 の

数 と比較 し て , 活性を 表示 し た . 結果 ( Fi g . 3 ) は t

健常者 コ ン ト ロ ー ル を 10 0 と する と . C A H で は 148 ･ 4

± 4 5 .8 % ( n = 3 0 ) と活性上昇を示 すの に対 し ( p <

仁

0
→

】

句

蔓
き
U

d

l

l

禦
〕

ト

h e a l t hy C A H

S u bj e c ts

C I‖

F ig .
1 . T c ell p u p u l a ti o n in p a ti e n t s w ith c h r

･

o ni c h e p a titi s a n d h e alth y s u bj e c t s ･

C A H : C h r o n i c a c tiv e h e p a titi s

C I H : C h r o n i c i n a c ti v e h e p atitis
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0 .01 ) , CI H で は99 .0 ±47 .3 % ( n
= 24 ) と

, 健常

者 と有意 差 なか っ た . 100 ±2 0 % を コ ン ト ロ ー ル 活性

の 範囲内 と考 え る と
, C A E で は 22 例 ( 73 . 3 % ) が コ

ン ト ロ ー ル 活性 を上回り , 3 例 ( 10 .0 % ) が 下回 る に

す ぎな か っ た の に 対 し . C I H で は 3 例 ( 12 .5 % ) が コ

ン ト ロ ー ル 活性 を上回 っ た に す ぎず , 逆 に 1 0 例( 41 . 7

% ) が 下 回 っ た
.

T Y
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F i g . 2
.

. T r a n d T jL C ell p o p ul a ti o n i n p a ti e n ts

w i th c h r o ni c h e p a titi s a n d h e alth y s u bj e c ts .

h
]

叫

A

可
]

U

可

レ

0
∽

q

U
h

d

d

コ
S

ト
0

】
¢

包

丁
む

声

C A H C I H

Fi g . 3 . H elp e r o r s u p p r e s s o r a c tiv it y i n p a ti e n t s

wi th c h r o ni c h e p a titi s . V al u e s b e t w e e n
.
t w o

d o tt e d li n e s r e p r e s e n t c o n t r ol r a n g e .

0 : H l∋s A g p o sitiv e

◎ : H B s A g n e g a ti v e

野

`

4 ･
T 細胞分画 へ の Ⅹ 線照射 に よ るI g 産生 細胞分

化 へ の 影響 ( T 分画 Ⅹ 線照射 に よ る ヘ ル パ ー 活

性)

予 め健常者 お よ び患者 丁 細胞分画 に Ⅹ 線 を 照射し

て ･ サ ブ レ ッ サ
ー 活性 を完全 に 阻止 し ･

ヘ ル パ ー 活性

の み と し た T 細胞分画 を
,
B ri c h 細胞 と培養すると .

C A H で は 109 ･ 5 ± 2 2 ･ 8 % ( n
= 10 ) の I g 産生細胞

分化能 を示 し, C m で は9 5 . 1 ± 19 . 6 % ( n
= =

10 ) で

卑り , 共 に 健常者 ( 10 0 % ) と の 間 に 有意差が なか っ

た
. ( Fi g . 4 )

5 .
T 細胞 の B 細胞 に 対 す る比率 を増加 させ て 両者

混合培養 し た時 の I g 産生細胞分化 へ の 影響

方法 4 の 3 ) に 示 した よう に
, 健常者 あ る い は患者丁

細胞分画と同 一 健常者B ri c h 細胞分画の 混合培養比を

漸 増 して P W M 存在下 で 培養 し
,
I g 産生細胞数を算定

し ,
T 細胞分画 の ヘ ル パ

ー

ま た は サ ブ レ ッ サ ー 活性を

増 幅 し て 直接観察 せん と し た もの で あ る . 結果 (Fi g .

5 ) と して . I g 産生細胞数( × 10 3

) は
,
T / B 細胞比1 ,

4 , 8 と し た場合 , 健常者 で はそ れ ぞ れ , 24 . 1 ±5 .8 -

2 1 . 9 ± 7 . 9 , 20 .6 ± 8 .1 , C A Il で は31 .2 ±6 .3 . 29 .4

± 7 . 7 , 27 . 1 ± 8 . 5 , CI H で は 22 . 8 ± 7 .4 , 2 1 .2 ±

6 . 7 , 19 .9 ±6 .3 ( 3 群共 n
=

1 1 ) で あ り , C A Il で

は健 常者 に 比 し ,
･ い ずれ の T / B 細胞比で も有意にIg

含

睾
コ
リ

吋

山

嵐
一

基

CA H C I H

F i g . 4 . H el p e r a c ti vit y u si n g X - r a y i r r a dia t e d T

c e11 f r a c ti o n i n p a ti e n t s w ith c h r o n i c h e p a titis ･

Ⅴal u e s b e t w e e n t w o d o tt e d li n e s r e p r e s e n t c O
･

n tr ol r a n g e .

0 : H B s A g p o siti v e

◎ : H B s A g n e g a ti v e
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i n c r e a s ln g n u m b e r s of n o n
-t r e a t e d T c e ll ･
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◎ : H B s A g n e g a ti v e

産生細胞数 が増加 して い る もの の ( p < 0 . 0 1 ) , 3 群

軋 各群内 で は T /B 細胞比 を 漸増 し て 培養 し て も , 有

意なI g 産生細胞数の 増減が なか っ た
.

6 . X 線照 射 し た T 分画細胞の B 細胞 に 対 す る比 率

を増加 さ せ て 両者混合培養 した時 の Ig 産 生 細

胞分化 へ の 影響

方法4 の 4 ) に示 した よう に
,
サ ブ レ ッ サ

ー 活性 を 阻

止し
,

ヘ ル パ ー 活性 の み と し た T 細胞分画の 活性が
,

T/B 細胞比 の 漸増 に 伴な い 増強さ れ るか 否 か を み たも

ので ある . 結果( Fi g . 6 ) として ,I g 産生細胞数( ×1 0
3

)

は, T / B 細胞比 1 , 4 . 8 の 場合 , 健常 者 で は それ ぞ れ ,

47 .2 ±1 7 . 5 , 91 .2 ± 26 .6 , 1 1 2 . 1 ± 29 . 5 , C A H で

は52 .8 ± 1 7 . 0 , 98 .6 ± 3 0 . 1 , 1 21 . 8 ± 36 .1 , C I H

では49 . 6 ± 1 5 .1 , 8 5 .7 ± 2 5 . 1 , 1 0 1 . 2 ± 33 .6 ( 3 群

共n
= 1 0 ) と ,

い ず れ の 群 で も ･T 用 細胞比の 漸増 に

伴ない
, は ゞ直線的 に I g 産生細胞数が 増加 し た . しか

し
, 3 群間 に は有意差 はな か っ た

.

7 . T γ 細胞分画を 分離 し .
B 細胞 に 対す る比率 を増

加 させ て 両者混 合培養 した 時の I g 産 生 細 胞 分

化 へ の 影響

方法4 の 5 ) に 示 した よう に
,

サ ブ レ ッ サ
ー

T 細胞

として 機能 す ると さ れ る T γ細胞 を分離 し . T γ/ B 細胞

比を漸増 し て 混合培養 し た時 の , サ プ レ ッ サ ー 活性 の

増強の 有 敵 お よ び健常者 と患者 に お け るそ の 相違を
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⑳ : H B s A g n e g a ti v e

み た もの で あ る
. 結果( Fi g . 7 ) と して , I g 産生細 胞数

( ×10
3

) は
,
T γ/ B 細胞比 0 ( B 単独) , 1 , 4 , 8 の 場合 に ,

健常 者 で は そ れ ぞれ , 6 .3 ± 1 .8 , 5 .9 ± 0 . 7 , 4 .8 ±

1 .1 , 5 .0 ± 1 . 2 ( n
= 5 ) , C A H で は 7 . 1 ±
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1 .2 ,
6 ･0 ± 1 ･3 , 5 ･6 ± 1 ･5 ･ 4 ･7 ± 0 ･9 ( n = 4 )

,
C I E で は 5 ･ 7 ± 1 ･ 9 ･ 5 ･ 8 ± 1 ･5 ･ 4 ･8 ± 1 ふ

4 .4 ±1 ･0 ( n
= 5 ) で あ り t

T γ 細胞 の 代 り に T 細胞

を用い た場合( Fi g ･ 5 ) に 比較 し て Ig 産生 細胞数は減

少した( p く 0 ･00 1 ) ･ 3 群共 に ･ T γ/ B 細胞 比 を漸増 し

ていく に つ れ , I g 産生細胞数 は漸減し て い く傾 向が あ

ると思われ た が ,
症例数 が少 な い た め推計 学呵有意差

検定がで きな か っ た ■ ま た , そ れ ぞ れ の T γ/ B 細 胞

比で ,
3 群問 に 有意差は な か っ た ･

岳.
T 細胞分画 を C o n A で 刺激 し

, 健常者 B 細胞分

画 に P W M を加 え て 培養 した と き の , I g 産生細

胞分化に 対す る サ ブ レ ッ サ ー 活性( C o n A 誘導

に よ る B 細胞 の I g 産生細胞分化に 対す る サ ブ

レ ッ サ
ー 癌性)

健常者 の C o n A 誘導 に よ る サ ブ レ ッ サ ー 活 性 は

65 . 5 ±1 7 .7 % ( n
ニ 1 0 ) で あ る の に 対 し ･

C A Ii で は

17 .9 ± 1 5 . 1 % ( n
= 1 0 ) と著明な サ ブ レ ッ サ ー 活性

の低下が あ り ( p < 0 . 0 0 1 ) , C I H で は 43 ･1 ± 1 0 - 7

% ( n
== 1 0 ) と 軽い 低下 を み た ( p < 0 ･ 0 1 ) t ( F i g ･

8 )

9 . 全 リ ン パ 球を C o n A で 刺激 し , 健常者全 リ ン

パ 球 に C o n A を加 え て 混合培養 し た と き の リ

ン パ 球幼若化反応 に 対す る サ ブ レ ッ サ ー 活 性

( C o n A 誘導 に よ る リ ン パ 球幼君化 に 対 する サ

ブ レ ッ サ ー 活性)

健常者の サ プ レ ッ サ
ー 活性 は 32 .9 ± 14 .3 % ( n

=

31 ) で あ るの に 対 し, C A B で は 4 . 7 ± 1 4 .3 % ( n
=

16 ) と著明な サ ブ レ ッ サ ー 活性 の 低下 が あ り ( p <

0 .001 ) , C I H で は18 . 0 ± 16 . 5 ( n
= 7 ) と 軽 い 低下

をみた ( p < 0 . 0 1 ) . ( F i g . 9 )

考 察

Edd l e st o n ら
1 9}

は . H B s A g 陰性の C A H の 肝 内で 起

る肝細胞崩壊 の メ カ ニ ズ ム と し て
,
サ プ レ ッ サ

ー

T 細

胞機能の 低下が 重要で あ る と し
,

その た め肝細胞膜抗

体の発生 を阻止 で きな く な っ て . 補体の 関与す る液性

免疫や細胞障害性 を有す る リ ン パ 球 と膜抗体 と の 関与

する細胞性免疫( A D C C ) の 結果, 持続的肝細胞崩壊 が

起るだ ろう と考 え た .

最近 , T 細胞 サ ブセ ッ ト と その 機能に 関す る研究 が

とみに進展 し , な か で も サ ブ レ ッ サ ー 能 を 持 つ 細胞 を

i n vit r o で 測定可 能と な っ た . 即 , M o r e tta ら
2 0) 2 1)

は ,

T 細胞表面膜 がI g G ま た はI g M の F c 部 分 に 対 す る

リセ ブタ
ー

を有す る もの を そ れ ぞ れ T γ細胞 ,
T /J 細 胞

と名づけ . 他方 ,
B 細胞が 抗体産生細胞 に 分化す る過程

におい て , T 細胞 が協調的 に も , ま た逆 に 抑制的 に も

関与 し ,
こ れ ら 2 種類の 相反 する作用は . それ ぞ れ 種

類 の 異 な る ヘ ル パ ー

T 細胞 , サ ブ レ ッ サ ー

T 細胞に よ

っ て 行 な われ る こ とが 明ら か と なり
22

＼ M o r ett a ら
用

は ,
T γ 細胞 はサ ブ レ ッ サ ー 機能 ,

T 〟 細胞 は ヘ ル パ ー

機能 を有 して い る と した .
そ し て 少 数 例 で あ る が

,

C A H
, 皮膚筋炎 .

S L E な どの 患者末梢血 の T γ 細 胞 お

よ び T FL 細胞 p o p u l ati o n を測定 し
, 異常 を認 め た 症

例 を発表 して い る
2 別

.

肝疾患患者 に お け る T 細胞 サ ブ セ ッ ト に 関す る 報

告 は最近 に なり t 2 ,3 み られ る よ う に な っ た . 菅 らり
は .

慢 性肝炎 に 率 い て は T γ 細胞 p o p u l ati o n が 増 加 し .

逆 に T FL 細胞 は減少す ると し ,
こ れ を M o r ett a らの 説

と 関連 さ せ t 慢性肝炎 に み られ る細胞性免疫機能の 低

下を ,
サ ブ レ ッ サ ー 機能を も つ T γ細胞の 増加 ,

ヘ ル パ

ー 機能 を もつ T 〟 細胞 の 減少と い う二 つ の 因子 の 相 乗

的組み合 わせ に よ る で あ ろう と推定 して い る . 今回 の

筆者の 検索 で は , 慢性肝炎 に お い て , T γ 細胞 は菅 ら と

同様に増加 を示 し た が
,
T 〃 は C A H で は増加傾向 を ,

C 旧 で は減少傾 向を認 め , 菅 らと は や ゝ 相違し て い た .

他の 報告例 で も, 慢性肝炎で は T γ細胞 , T 〟 細胞共 に

減少する と する も が や , C A H で は T γ 細胞 が 減 少 す

ると する み の
別
な ど , そ の 成績は

一 致 して い な い
. しか

し T γ 細胞 や T fL 細 胞 の p o p u l a ti o n の 増 減 が
. i n

か才～和 で の サ ブ レ ッ サ ー 機能や ヘ ル パ ー 機能 の 増 減 を

意味する も の で は な い こ と は , 本実験の 結果か ら も明

らか で あ り , こ れ ら の 機能 は機能と し て 玩 z融 和 で 実

験す る必 要が あ る .

そ こ で 分離 し た患者 丁 細胞分画が
一 定 の 健常 者 B

ri c b 細胞分 画を
.
P W M 存在下で 刺 激して , そ の 混合培

地で 1 g 産生細胞分化 を促進あ る い は阻止す る か ど う

か を み た と こ ろ
, 73 .3 % の C A H 患者 で は , そ の T 細

胞分画が 健常者 の そ れ に 比 べ て , 明ら か に I g 産生細胞

数の 増加を も た ら した . つ まり I g 産生 を P W M 存在下

で ヘ ル プ す る こ と が わか っ た .
こ れ に 反 し . CI H で は

わずか 12 .5 % の 患者 に こ れ を み る だ け で あ っ た
.
こ の

よう な ヘ ル パ ー 作用 は , 患者 丁 細胞分画 中の ヘ ル パ ー

能の 増 強に よ っ て も ,
ま たサ ブ レ ッ サ ー 能の 低下に よ

っ て も生ず る の で
,
そ の い ずれ で あ る か を知 る目的で

,

患者 丁 細胞 に 予 め Ⅹ 線 を照射 して , サ ブ レ ッ サ
ー 能 を

完全 に 阻止 し,
ヘ ル パ ー 髄の み の 状態 と して , 同様 の

B ri c h 細胞分 画と共 に P W M 存在 下で 培養 した . そ の

結果 , 健常者,
C A H

,
C I H の い ずれ も ヘ ル パ ー 能に は全

く相違が な い こ と を知 っ たの で
.

C A E の T 細胞 分 画

で は
,

サ ブ レ ッ サ ー 能 の 低下が あ り , その た め上記 の

見か け上の ヘ ル パ ー 能優位の 所見が生 じた もの と判断

し た .
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矢田 ら
8)は

, 予報的観察 と し て
, 慢性肝 炎患者 の T 細

胞分画の サ ブ レ ッ サ ー 能 が低下 して い る で あ ろ う と述

べ
, 本実験成績 と同

一 の 傾 向を 記載 して い る が
, 詳細

な デ
ー

タ の 記載が な く , ま た慢 性肝炎に つ い て 本実験

の 如 き方法を 用 い た 英文報 告が な い の で
, 本報告が最

初 の 追求 で あ ろう と考え て い る
.

そ こ で
t

T 細胞対 B 細胞 の 比 を増加 させ て 培養 し ,

P W M の 存在下 で I g 産生細胞数 の 増加( サ ブ レ ッ サ ー

能 の 低下 の 増幅) が 起 るか ど う か を観察 し た . し か し

T / B 細胞 比 を 1 . 4 , 8 と し て も健常者 .
C A H

,
CI H と

も に そ の よ う な増幅現象 は み ら れ ず ,
し た が っ て サ プ

レ ッ サ ー 能の 低下 して い る C A H の T 細 胞分 画 中 で

は ,
ヘ ル パ ー 能と相桔抗 して B ri c b 細胞に 反応 して い

る もの と判断せ ぎる を え な か っ た . しか し P W M は培

地 中で T 細 胞分画を も刺 激す るの で , サ ブ レ ッ サ ー 能

も軽 く刺激 され て 増幅現象が 打 ち消さ れ て い る可能性

も あ る . し か し T / B 細胞比増加 の 1 つ 1 つ の 成績 を3

着 で 比較す る と t C A H の T 細胞分画 は常 に 健 常 者 に

比 べ て I g 産生細胞分化 を促進 し て おり .
サ ブ レ ッ サ

ー

能の 低下 が こ の 実験 で も示 さ れ た . さ らに T 細胞分画

に 予め Ⅹ 線 を照 射し ,
サ ブ レ ッ サ

ー

能 を 阻止 して 上記

と同 一 の T / B 細胞 比増加培 養実験 を 試 み た と こ ろ .

は ゞ 直線的 に I g 産生細胞数 が 増加す る こ と が わ か っ

た の で
,

T 細胞分画中で の 陰陽相反す る作用の 括抗論

が 支持 され た と考え る . さ ら に 次の ス テ ッ プ と して ,

サ プ レ ッ サ
ー

機能を 持 つ とさ れ て い る T γ 細 胞 (I g G

の F c リ セ プ タ
一 陽性 丁 細胞) を分離採取 し て

,

一 定の

B ri c h 細胞分画 に 加え
,

T γ/ B 細胞 比 を 0 , 1 , 4 , 8

と増加 させ て I g 産生細胞数 の 増減 を み る と , 期待通り

の I g 産生細胞数 の 減少傾向が 認 め られ , 特 に C A 日 で

の 減少 は ほ ゞ 直線的 で あ っ た . した が っ て ヘ ル パ ー 機

能を持 っ と さ れ る TJ∠ 細胞 を含 ま ず .
T γ細胞 の み で B

ri c h 細胞 と P W M の 存在下 で 反応 さ せ る と
,

サ ブ レ ッ

サ
ー 活性が 露出 した姿 で 現 わ れ る もの と 考え る . こ の

よ う な実験 方法を 用い た研究 はま だ 報 告 さ れ て い な

い
.
そ して 前述の T 細胞 分画申 で の 陰陽作用桔抗論に

矛盾 し な い 成績で あ る .

T 細胞分画を C o n A で 処置す る とサ ブ レ ッ サ ー 癌

性が強 く 出現す る こ とが 知 られ て い る
1 7I2 4) の で ,

こ れ

を用 い て 慢性肝炎 の サ プ レ ッ サ ー 活性 を観察 し た報告

が あ る
7)8)

. しか し こ の 方法 は . 未処置 の T 細胞分画や

T γ細 胞分画 の 同宿性 を直接 測 定 す る も の で は な く

て , 人工 的に 増 強さ れ た
, 然 も完成 した サ プ レ ッ サ

ー

T ･ 細胞以 外の 誘導さ れ た細胞( サ プ レ ッ サ
ー

T 前駆細

胞 と推定) の 活 性を 測定 す る方法 で あ る た め , 自然 な

姿で の サ ブ レ ッ サ ー 活性 を 意味 しな い
. しか し こ の よ

野

う な 方法 を用 い て も ･ C A H で は健常者 に 比 べ て 著明な

サ ブ レ ッ サ ー 活性 の 低下が あり t
C I H で はより軽い同

活性 の 低下が 認 め られ た . こ の 低下 は , レ ス ボ ン ダ ー

と し て B ri c h 細胞 を 剛 ､ て , P W M 刺激下で そ のIg

産生細胞分化 を み て も確認 され る の み な らず ,
レ ス ボ

ン ダ ー と し て 全リ ン パ 球 を用 い
.
C o n A 刺激下で その

幼若化 を測定 し て も同様 で あ っ た の で
, C o n A 誘導に

よ る T 細胞 の サ ブ レ ッ サ ー 作用 は B 細胞系 に も T 細

胞系 に も働 く の で あ っ て
1 7, ･ 2 4 ) ･ 2 5 )

. そ の 作用が C A王1 では

低下 し て い る こ と が わ か っ た .

残 さ れ た問題点 は
,
C A 口 の 患者 丁 細胞分画の中で ,

だ プ レ ッ サ ー 機能 を持 っ T γ細胞 の 占め る比率が健常

者 に 比 べ て 増 加 して い る の に . サ ブ レ ッ サ ー 活性は逆

に 低下 し て い る の は何故 で あ ろ う か と い う こ と で あ

る . T γ 細胞 はI g G の F c リ セ ブ タ ー を持 っ た細胞で あ

る か ら, a n ti b o d y d e p e n d e n t c e lト m e d i at ed

C y t O t O X i ci t y (A D C C ) で は , そ の 標 的細胞膜 に結合し

た膜抗体 Ig G の F c 部 分と T γ細 胞と が 結合 し て
, 榛

的細 胞を 障害す る活性 を も つ と さ れ て い る
2 2)

. したが

っ て T γ 細胞 に は
,
B や T 細胞系 に 作用 して その 免疫

反 応を 阻止す る活性を も つ もの と , A D C C に 作用する

もの とが 別 々 の 分業制 で あ る と仮定す る と
,
T γ細胞の

p o p u l a ti o n と サ ブ レ ッ サ
ー

能 と は並行 し ない の が当

然 で あ ろ う . ま た T γ細胞 か ら T FL 細胞 へ のi n v it r o

で の 変換 や T γ + 〃 細胞 の 存在 も報告 さ れ て い る
細 の

で ,
こ れ も上記 の 矛屠所 見を説明 す る の に 十分で ある .

さ ら に サ ブ レ ッ サ ー 能 も も つ T 細 胞 が T n o n † や

T n o n 〟 に も或る状態下 で は存在 す る と報告さ れ て い

る
2 7)･ 2 8)

. こ れ ら の 報 告 か ら す る と , T γ 細 胞 の

p o p u l a ti o n と サ プ レ ッ サ ー 能 と が 並行し な い現象が

存在 して も よ い と考え る .
そ して C A H の T γ 細胞は.

健常 者と 比 べ て
. 数的比率で は 高値を 示す が , サ ブ レ

ッ サ ー 機能 で は低値を 示す 特色を 免疫異常の 一

つ とし

て 持 っ た 疾患で あ る と思わ れ る . こ れ と 同様の 現象は
,

最近 当教室 に お い て .
ヒ ト 消化器病疾患の 末梢血と転

移陽性 リ ン パ 節 との 両方 に 認 め られ
2 9)

, 上記 の T †細

胞の p o p u l ati o n と機能 と の 間 に お け る矛盾的な所見

は . 非特異的免疫能 の 減退 し た状態 を反映し て い るの

で あ ろ う と考 え て い る .

結 論

慢 性 肝 炎 患 者 末 梢 血 リ ン パ 球 の T 細 胞

p o p u l a ti o n , T 細 胞サ ブセ ッ ト ( T γ,
T p) , さら に ヘ

ル パ ー

, サ ブ レ ッ サ
ー 機能 を検索 し , 以 下の 成績をえ

た .

1 . 慢 性肝炎患者末梢血 で は T 細 胞 p o p ul ati o n
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が減少し ,
T 細胞 中に 占め る T γ 細 胞 p o p u l ati o n は

増加した ･

2 .
慢性活動性肝炎患者 の T 細胞分画 は 健 常 者 の

それに 比 べ て
,
P W M 存在 下で の B 細胞の I g 産生細胞

分化をよ り促進 し た ･

3 .
T 細胞分画 に Ⅹ 線を 頗射し

,
サ ブ レ ッ サ ー 活 性

を阻止して 2 と同 一 の 実験 を行な う と
, 健常者 と慢性

活動性肝炎患者 と の 問 に は , I g 産生細胞分化 の 促進 に

差はなか っ た ･ し た が っ て 慢性活動性肝 炎患者 の T 細

粒分画中の ヘ ル パ ー 活性 は健常者 と同 一

で あ っ た ･

4 . 健常者 . 慢性肝炎患者共 に
,
T 細胞の B 細胞 に

対する比率 を増加 さ せ
.

P W M 存在下で 両者混合 培 養

しても , I g 産生細胞数の 増 減は な く , T 細胞分画中の

ヘ ル パ ー

,
サ ブ レ ッ サ ー 活性は相括抗 し て い る もの と

考えられ た .

5 .
T 細胞分画 に Ⅹ 線を 頗射し , B 細胞 に 対 す る 比

率を増加 させ , P W M 存在下で 両者混合培養 す る と
, 健

常軌 慢性肝炎患者共 に ,
I g 産生細胞数 は 直線的 に増

加し, 両者 に 差 は なか っ た .

6 .
T γ細胞分画 を分離 し , B 細胞 に 対 す る比率 を増

加させ
,
P W M 存在下 で 両者混合培 養す ると , I g 産生

細胞数は著滅し , 比率 の 増加 に 伴 ない 減少 して い く傾

向がみ られ た が , 健常者 と慢性肝 炎患者 に 差 はな か っ

た .

7 . C o II A の 前処置で 予め サ プ レ ッ サ
ー

活性を 誘 導

した T 細胞分画 は
,
B 細 胞の I g 産生細胞分化 へ の 阻

止力と リ ン パ 球幼君化 へ の 阻止 力を発揮す る の に , 慢

性活動性肝炎患者 で は著明に そ の 阻止力 が低下 し
, 慢

性非活動性肝炎患者で は軽度に低下 し て い た .

以上の 成績 より . 慢性活動性肝炎患者 で は サ ブ レ ッ

サ ー

T 細胞機能低下が あり ,

ヘ ル パ ー T 細胞機能 に は

異常を認め な か っ た .

･
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力い ただ い た 野々 村昭孝助教授 は じ め第2 病 理学教室 の 諸先

生方に心か ら感謝い た しま す .

ま た貴重な 臨床例を 提供 してく だ さ っ た 本学第 1 内科服 部

信教授お よ び肝臓 グ ル ー プ の 諸先生方 と , 国立 金沢病院内科 ,

杉岡五郎部長お よ び諸先生に 感謝 し ます .

なお
. 本 研 究 は 昭 和 54 年 度 文部 省 科学 研 究費 補 助 金

(477 249 ) の 援助に よ り行 な っ た こ とを 記 し , 感謝 の 意を表

します .
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