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緒 苗

ヒ トT リ ン パ 球に は ヒ ツ ジ赤血球 (以下 S R B C) と

ロ ゼ ッ トを形成す る性質が みら れ,
T リ ン パ球検出の

マ
ー カ ー と して広く臨床 的に 使用 され て い る

カ ～

6)
｡

こ の E ロ ゼ ッ ト検出に は大別 して 2 つ の 方法が知 られ

てい る
7)

｡ 1 つ は S R B C と長時間接触さ せ る事に よ

り , ほと ん どす べ て の T リ ン パ 球を検出す る t o t al

r o s e tt e t e st
,

もう 1 つ はリ ン パ 球と S R B C を短時間

接触させ る事 に よ り
一 部の T リ ンJ ヾ球 を検出しよ う と

す る
"

e a rl y
' '

ある- い は
"

a c ti v e
"

r o s e tt e t e s t で あ

る ｡ 後者 はあ る種の免疫不全症 な どに お い て 低下す る

事か ら
,

T リ ン パ 球の う ち S R B C と親和性が高く,

しかも細胞性免疫能 を長く反映す る p o p u l a ti o n で あ

る と考 えられ て い る
8 卜 1 0)

｡ ま た
一

種の 生理 的免疫不

全状態とも 考え られ る臍帯血リ ン パ 球 に おい て も e a r
-

1 y ロ ゼ ッ トが低値 をと る事が 知られ て い る
11)

｡

しか しなが ら,
e a rly r o s e tt e t e s t はリ ン パ球 と

S R B C の比率, イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時間,
温度な ど

の 条件の わずか な変動によ り
,

ロ ゼ ッ ト形成 に 大きな

差異が みら れる極 めて不安定な方法で ある事
12) 1 31 さ

ら に 均 一

な p o p ul a ti o n と しての 磯能の 解明が十分 に

な され てい な い 事から
,

T リ ン パ 球の S u b p o p ul a ti o n

と して の 位置づ けに はな お疑問の 点が 多くみ られ る
｡

本報で は , まず種々 の条件の 変化 に よ る e a rly r o
-

s e tt e t e st へ の 影響 を検討 し
,

さ らに S R B C f r a
･

訂Il e n t S の ロ ゼ ッ ト形成に 及 ぼ す抑制効果 とリ ン パ球

の 可溶性 e x t r a c ts に よ る上 記抑制効果の 阻害を通 じ

て, e a rl y ロ ゼ ッ ト形成細胞 の 性状 , 特 に S R B C と

の親和性を検討した
｡

実 験 方 法

1 . リ ン パ 球の 分離
1 4)

ヘ パ リ ン を添加 して 採血 した 末棉血 をリ ン 酸緩衝液

加生理食塩水 (以下 P B S) で 2 倍 に 稀釈後,
F i c oll ･

I s o p a q u e 上 に 重層 し 400 × g ,
4 ℃ で30 分間遠心し

た
｡ 中間に 形成 され た白濁層を ピペ ッ トで採取しP B S

に て 3 回洗浄後 M e d i u m 1 9 9 ( 以下 M 199) に て1

×1dシm = こ調整した
｡

ト リパ ン 青に よ り検定した生

細胞率 は96 % 以 上 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ染色に より算定

した単球の 混 入 は10 % 以 下で あ っ た
｡

2
.

S R B C の調整

購入 後14 日以内の S R B C を P B S に て 3 回洗浄後

e a rly 及び t ot al ロ ゼ ッ トの検定の為 に
,

それ ぞれ 8

×1 0 リ m £ , 1 ×1 0り m ゼ に P B S で調整 した ｡

3 .
t o t al ロ ゼ ッ ト形成 細胞 (以 下 t o t al R F C) の

検出法
15) 1 6)

リ ン パ 球浮遊液 ( 1 ×1 0γm E ) ,
S R B C ( 1 ×1 0

9
/

m戚) , ウ シ 胎児血清 (以下 F C S
, 5 6℃30 分間非働化

後, 3 7 ℃及び 4 ℃ に て S R B C で 吸収) をそ れぞれ25

〟1 づ つ 混合 し
,
2 00 × g ,

5 分間遠心後室濫 で30 分間

静置 した｡ そ の後静か に 授拝し 顕微鏡下で200 ケ の細胞

を数 え S R B C を3 ケ 以上 付着 した細胞 を陽性と し
,

その 百分率 を算定 した
｡

4
.

e a rly ロ ゼ ッ ト形成細胞 (以 下 e r aly R F C )

の 検出法 9)

リ ン パ 球浮遊 液 ( 1 ×10
7
/ mゼ) 及び F C S をそれ

ぞれ 25 〃
1 づ つ 混合 し

,
3 7 ℃ 1 時間イ ン キ エ ペ ー

卜し

た ｡ その 後 S R B C ( 8 ×1 0 7 / m ゼ) を 25 /ノ1 加 え室温

で 200 × g ,
5 分間遠心後直ち に 再浮遊 し 200 ケのリ

ン パ 球 を数え
,

陽性細胞の百分率 を計算 した ｡

A s u b p o p ul a ti o n of h u m a n p e rip h e r al T ly m p h o c y t e s 〔Ⅰ〕 R o s et ti n g c h a r a c t e ri s ti c s

Of e a rly E r os e t t e -f o r m i n g c ells N o rihik o O k u d a D e p a r t m e n t of P e di a t ric s ( D ir e ct o r :

P r of . H . N a k aji m a) t
S c h o ol of M e dici n e

,
K a n a z a w a U n iv e r sit y .
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5 .
S R B C f r a g m e n t s の作製 1 7) 18)

P B S に 浮遊 した S R B C ( 1 × 1 0γm 〟) を ソ ニ ケ 一

夕 一 に て 破壊 し, 2 0
,
0 0 0 × g ,

4 ℃ で10 分間遠心後10

分の1 量の10 % F C S 加 M 1 99 に 再浮遊 し S R B C

f r a g m e n ts と した
｡

6
.

リ ン パ 球の 分画 方法

リ ン パ 球の分画方法 を図1 に 示 した
｡ まずリ ン パ 球

浮遊液 ( 1 × 1 0 リ 舶) と F C S を十数本の 試験 管に

それぞれ 0 . 3 m ゼづ つ 分 注し, 3 7 ℃60 分間の イ ン キ エ ペ

ー ト後 0 . 3 m E の S R B C ( 8 × 1 0
T
/ mゼ) を加え 200 ×

g ,
5 分間遠心 し て e a rly ロ ゼ ッ トを形成さ せ た

｡

遠心後直ち に 静か に ピペ ッ テ ィ ン グ を行い
, 3

-

4 本

の 試験管 を1 本と して Fi c oll -1 s o p a q u e 上 に重 層 し400

× g ,
室温で20 分 間遠心を行 っ た

｡ 遠心後沈査及 び中

間層に 0 ･8 3 % N 牲 cト トリス 緩衝液 (P H 7 .4 ) を加

え室温 に て赤血球 を完全溶血させ た 後
,

P B S で 2 回

洗浄した
｡

そ の後M 19 9 で1 ×10
7
/ m 現こ調整 し沈査 を

e a rly R F C ･

e n ri c h e d p o p ul a ti o n
, 中間層 を e a rl y

R F C ･d e pl e t e d p o p ul a ti o n と した
｡ 次に この 中間層 の

リン パ 球浮遊液,
F C S 及 び S R B C ( 1 × 1 0

9
/ m e)

を教本の 試験管に それ ぞれ 0 . 錮 g づ つ 加 え t o t aI ロ ゼ

ッ トを形成さ せ た｡ その 後 Fic oll ･I s o p a q u e に 重 層し

400 × g
,

20 分間遠心 し沈査及 び中間層 を回収し た
｡

それ ぞれ に0 ･ 8 3 % N ヨ
'

4 C トトリ ス 緩衝液 を加え赤血球

を溶血 させ た後 P BS で 2 回洗浄 しM 1 99 に 再浮遊 し

た｡ 沈査 を 1 a te R F C -

e n ri c h e d p o p u l a ti o n
, 中間層 を

1慧
S R B C

1
e a rly ro s ett e fo ｢ m ali o n

R c olトIs op a q u e g 帽 die n t

( 4 00 g , 2 0 m in at ro o m t e m p .)

1

J
SR ∝ a r e ly s e d i n

G75 ‡N 叫Cl in tris b u 佃 r

T
R F C -

e n ri ch e d

P O P Ulati o n

Fi colト l 幻 P aq U e g 帽 die n t

( 400 g ･ 2 0 m in a t r 00 m te m p･
)

J

N o n
- R F C

P O P ulatio n

F ig ･ 1 S e p a r a ti o n of R o s e tt e F o r m in g C eII s

1 7 5

n o n
T R F C p o p u l a ti o n と した ｡

7
. 可溶性 e x t r a c ts の 作製

末分画リ ン パ 球 ( u nf r a c ti o n a t e d P B L)
,

e a rl y

R F C -d e pl e t e d
,

n O n R F C
,

e a rl y R F C -

e n ri c h e d の

各リ ン パ 球 をそ れ ぞれ P B S に て1 ×1 0
5
/ mゼに 調整 し,

ドラ イ アイ ス ー

アセ トン 溶液で10 回以上 f r e e z e th a
.

W i n g を行っ た 乱 20 , 00 0 × g ,
4 ℃1 0 分間遠心して

得られ た上 清を可 溶性 e x tr a c t s と した
｡

8
.

S R B C f r a g m e n ts の ロ ゼ ッ ト形成に 及 ぼす 抑

制効果の 検討

未分 画リ ン パ球及び e a rl y R F C -d e ple te d p o p ul a ･

ti o n と S R B C f r a g m e n ts を室温で30 分間 あら か じ

めイ ン キ エ ペ ー

卜 した後
,
表1 に した がっ て t o t al 及

び e a rIy r o s e tt e te s t を行い S R B C f r a g m e n t s の

ロ ゼ ッ ト形成 に 及 ぼす 抑制効果を検 討した
｡

9 ･ リン パ 球可溶性 e x tr a c t s に よる S R B C f r a g
-

m e n ts の 抑制効果の 阻害 ( 表2)

各 p o p u l a ti o n よ り得 られ た可溶性 e x tr a c ts と

S R B C f r a g m e n t s を室温15 分 間イ ン キ エ ペ - 卜 した
｡

この 前処理 した S R B C f r a g m e n ts を使用 して ロ ゼ

ッ ト形 成の 抑制効果を t o t al r o s e tt e t e s t で検定す る

事に よ り各 e x tr a c t s が S R B C f r a g m e n ts に い か な

る影響 を与 え るか を検討した
｡

対照と して e x t r a c t s

の代 りに P B S を使用 して S R B C f r a g m e n t s とイ ン

キ エ ペ ー 卜 した
｡

1 0 . 可 溶性 e x tr a c t s 中の 活性物質の 検討

S R B C f r a g m e n ts と 可溶性 e x t r a c ts を室温で30

分間イ ン キ エ ペ ー

ト後 , 2 0 ･ 00 0 × g , 4 ℃ で10 分間遠

心 して 上清 を捨て た
｡

P B S に 再浮遊後37 ℃ で20 分間

振過 溶出し た
0 そ の 後20 ･ 00 0 × g , 4 ℃ で10 分 間遠心

して 得られ た 沈査の S R B C f r a g m e n t s 及 び上 清を使

用 し て上 記の 実験 をそ れ ぞれ行 っ た
｡

結 果

1 . ヒ ト末柵血の t o t al R F C 及 び e a rly R F C の

平均 値は それ ぞれ74 . 8 土 2
. 3 % , 28 . 7 士 2 . 4 % で あ っ

た
｡

2
.

F C S の 濃度,
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン時間, 温度条

件,
S R B C と リ ンパ 球の 比率の 変化が e a rl y r o s e tt e

t e s t に 与 える 影響に つ い て 検討し た結果 を図2 に 示

した
｡

ま ず F C S の 最終濃度が 5 % から33 % の 範囲で

は e a rl y ロ ゼ ッ ト形成 に有意の 差は み ら れ なか っ た
｡

( P > 0
. 0 5) ま た37 ℃ の イ ン キ ュ ベ

ー シ ョ ンの 代り に

室温 (22 ℃) で30
～

6 0 分間イ ン キ ュ ベ ー 卜して も その

値に 有意の 変化が み られ なか っ た
｡
( P > 0 . 0 5) さ らに

S R B C を加 え 200 × g , 遠心後室温1 0 分間放置 して お
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くと ロ ゼ ッ ト形成の 比率の 有意の 上 昇が み られ た
｡
( P

< 0 ..01 ) ま た S R B C とリ ン パ 球の 比 率 を10 以 上 に す

る事に よ り ロ ゼ ッ ト形成は 著明 に 増加 した ｡ ( P < 0 .0 1

3
.

S R B C f r a g m e n t s に よ る ロ ゼ ッ ト形成の 抑制

効果を 図3
,
表3 に 示 した

｡
こ の 結果 e a rl y ロ ゼ ッ ト

卜形成 は S R B C f r a g m e n ts に よ り ほぼ 完全 に 抑制さ

れ た ｡
t O t al ロ ゼ ッ ト形成も前者と ほぼ平行 して減少

し,
その 減少値 は23 % で あ っ た ｡

S R B C f r a g m e n t s

と抑制効果の 問 に は d o s e r e s p o n s e が み られ25 jj l

以 上 の S R B C f r a g rn e n t S の 添加に よ り抑制 は pl at e

T a b l e l .

R o s e tt e I n hi b iti o n A s s a y wi th S R B C F r a g m e n t s

L y m ph ∝ y t e

2 5 % F C S

F r a g m e n t s

)

ヽ

-
ノ

)

l

l

l

b

払

払

5

0

0

2

0

お

0

5 0

5

0

5

2

2

5

5

5

2

2

2

1

1

5

5

0

2

2

i n c u b a te d ( r o o m t e m p . 30 mi n)

十2 5 ルl of S R B C

C e n t rif u g ed

(1 0
9

/ m l) i n c u b a t e d

gXOO2

-
′

1
5 m i n) 十2 5 〟l of

i n c u b a t e d ( r o o m t e m p 30 m i n ) c e n t rif u g e d

l
t o t al E R F C

30 m i n)

( 8 × 1 0
7

/ m l)

× g . 5 m in )

R F C

* B l a n k ; S R B C F r a g m e n t s w e r e a d d e d si m u lt a n e otl Sly

wi th S R B C .

T a bl e 2 .
E ff e c t of L y m ph o c y t e E x t r a c t s o n R o s e tt e

I n hi bi ti o n b y S R B C F r a g m e n t s

F r ag m e n t s

E x t r a c t s

2 5 % F C S

l

l

l

ル

ル

〃

∞

幻

0

1

2

0

0

0

0

0

1

1

0

0

0

0

5

00

2 5

0

iO

O

O

O

1

10

0

0

0お

0

0

0

0

52

i n c u b a t e d ( r o o m t e m p . 1 5 mi n )

L
a d d e d wi t h 2 5 J of ly m p h o c yt e s ( 1 ×1 0 7

/ m l)

聖
i n c u b a t ed ( r o o m t e m p . 3 0 mi n)

≡i
a d d e d wi t h 2 5 JLl of S R B C ( 1 ×1 0 9

/ m l)

!
_

C e n t rif u g e d (20 0 g , 5 mi n)

[
i n c u b at ed ( r 00 m t e m p . 3 0 m i n)

:毒
t o t al R F C
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a u に達 した ｡ 対照 と して S R B C と S R B C f r a g
一

皿 e n t S を同時に 添加 したが抑制 はみ られ なか っ た
｡
ま

た S R B C f r a g m e n ts を6 0 ℃ 2 分 間の 熱処理 , あ る

い は f r e e z e
･th a w i n g を行う こ と に より ロ ゼ ッ ト形成

を抑制する活性 は消失 した
｡

さ らに Fic oll -I s o p a q u e 比重 遠心 法に よ り分離した

e a rly R F C ･d e pl e t e d p o p ul a ti o n ( e a rl y R F C の混 入

は5 % 以下であっ た
｡ 表4) を使用 し抑制効果 をみ た

所ほと ん ど抑制を受 けなか っ た
｡

こ の 事 より S R B C

f r a g m e n ts に よ る抑制効果は e a rl y R F C に 特異的な

ものと考え られ た
｡

付血 F C S 〔O n ⊂.

2 5 3 3 ( % )

3 5

カ

2 5

(

｡
㌻

)

U

聖
止

ゝ

ざ

窮

田

∽

3 0

冴

二
㌔

)

‖

に
∝

ゝ

ざ

究

3 5

i n ⊂∪由tio n ti m e aft e r

c 即 t 仙
g
ati o n( ｢ ∞ m t 町 P)

6 0

5 0

r
/ √

｣

0 1 0 3 0

m 爪

i 化 止 瓜ti o n tim e a t r o o m t e m p.
飴 Io r( ! S R B C a d ヨiti o n

←､

-1l1- ＼ 二 一
一‡

1

0 3 0 6 0 m i n .

S R B C /l
y

m p h o cy t e r ati o

ノト
′ペ

/
ム 8 10 2 0 3 0

F i g ･ 2 E ff e c t of V a ri a tio n s in R o s e tt in g C o n d iti o n

O n E a rly R o s e tt e T e s t

1 7 7

4
. 可溶性 e x tr a c t s に よ る S R B C f r a g m e n t s の

抑制効果の 阻害を図4
, 表5 に 示 し た ｡ ま た可溶性

e x t r a c t s を作製す る際の リ ン パ 球の 各 p o p ul a ti o n

の 純度の検定結果 は表 4 の 如く,
e a rl y R F C ･

e n ri c h e d

p o p ul a ti o n に はe a rl y R F C は60 % にみ ら れ ,
n O n

- R F C

p o p ul a ti o n には ロ ゼ ッ ト形成細胞 は3 % 以下 あっ た
｡

また e a rly R F C -d e pl e t e d p o p ul a ti o n に は e a rl y

R F C は5 % 以 下であっ た
｡

ま た 1 a t e R F C ･

e n ri c h e d

p o p u l a ti o n は細胞が 十分 に 回収さ れず全例 に 行い 得

なか っ たが
,

2 例に つ い て は e a rly R F C の混 入 は 4

% 以 下で あ っ た
｡

そ の 結果, 未分画リ ン パ 球及 び e a rl y R F C ･

e n ri c h e d

p o p u l a ti o n よ り 得られ た e x tr a c t s を S R B C f r a g
-
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S R B C †値g m e n tS a d d e d

F ig ･ 3 R o s e tt e I n h ibiti o n A s s a y wi th S R B C F r a g m

e n ts

T a bl e 3 ･
R o s e t t e I n hi biti o n A s s a y wi th S R B C F r a g m e n t s

S R B C F r a g m e n t s

a d d e d

t o t al R F C 飽 rl y R F C

R F C i n

e a rly R F C - d e pl e t e d

b l) 〔M e a n ± S D ( n = 6 ) 〕 〔M e a n ± S D ( n = 6 )〕

P O p u l a t1 0 n

〔M e a n ± S D ( n = 4 )〕

0 74 . 8 士 2 . 3 2 8 . 7 ± 2 . 4 2 2 . 5 ± 2 . 1

1 2 , 5
( 73 ～ 7 9 ) ( 25 - 3 1 ) ( 刀

-

お )
63 . 8 ± 4 . 0 1 6 . 3 ± 4 . 6 2 0 . 5 ± 2 . 0

2 5 . 0
( 5 6

-

6 7 ) ( 1 0
～

2 1 ) ( 1 8
～ 2 3 )

5 3 . 0 ± 4 .1 7 . 2 ± 3 .
7 1 9 . 5 ± 2 . 9

50 . 0
( 4 9

～

6 0 ) ( 3 - 1 2 ( 1 6 ～ 2 3 )
5 1 . 2 ± 2 . 9 4 . 3 ± 2 . 2 2 0 . 0 ± 3 . 4

10 0 . 0
( 4 8

～

5 5 ) ( 2 - 7 ) ( 1 6 ～ 24 )
5 1 . 7 ± 2 . 5 4 . 6 ± 2 . 2 ) 2 0 . 0 ± 2 . 6
( 4 8 ～ 5 4 ) ( 2 ～ 8 ) ( 1 7 γ 2 3 )
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m e n t s と あ らか じめイ ン キ エ ペ
ー

卜す る 事に よ り
,

S R B C f r a g rn e n tS の 抑制効果の 阻害が み られ た
｡
抑制

の 阻害と e x tr a C t S の 畳 の 間に は d o s e r e s p o n s e がみ

られ S R B C f r a g m e n t s l O O p
l た対 し25 F Ll の e X t r a

-

c t s で抑制の 阻害はほ ぼ pl a t e a u に 達 した
｡

e a rly

R F C ･d e pl e t e d 及 び n o n
･ R F C p o p ul a ti o n より 得られ

た e x t r a c ts を S R B C f r a g m e n ts とあら か じめイ ン

キ エ ペ ー 卜 して も 抑制の 阻害 はほ と ん どみ られ な か っ

た
｡ ま た 2 例に つ い ての み行い 得た 1 a t e R F C -

e n ri ･

c h e d p o p ul a tio n よ り得ら れた e x t r a c t s で も抑制 の

阻害は ほとん どみ られ なか っ た
｡ 他人 より 得られ た

e x t r a c t s を使用して も同様 の 実験結果が 得られ た
｡

図 5 に は興型 的な実験結果の l 例 を示 した
｡

5
.
S R B C f r a g m e n ts と e x tr a c t s を室温で20 分

間イ ン キ ュ ベ ー トし
,
3 7 ℃ で 振漁溶出 した後の S R B C

f r a g m e Itt S 及 び上滞を使用 して 同様 の 検討を行 っ た
｡

(表 6) こ の 績果
,
溶出後 の S R B C f r a g m e n t s で ロ

ゼ ッ ト形成 は再 び抑制 され 上清 に て 抑制の 阻害がみ ら

れ た ｡

考 按

マ ウ ス の 末棉T リ ン パ 球は均 一

な細胞集 団で はなく

h e t e r o g e n eity が 存在す る , と の 報告 が こ れ迄 に多く

みら れ る
｡

す な わ ち膜表面上 の β 抗原乳 抗胸腺血清

及 び r a di a ti o n に 対す る感受性,
1if e s p a n

, さら に種

々 の m it o g e n に 対す る 反応性 の薫か ら 2 つ の S ub s et

の 存在が 考え られ て い る
19 卜 2 5)

｡
ヒ ト末棉血T リン パ

球に お い て も マ ウス と同様に h e t e r o g e n eit y が存在

す る 可能性が十分 に考 え られ るが ,
マ ウス の ♂抗原に

相当す る特異抗原が ヒ ト の 場合 に は 明 ら か で なく
, そ

の S u b s e t の 検索 をか な り困難 なも の と し てい る
｡

と こ ろで,
ヒ トT リ ン パ 球は S R B C と結合し ロ ゼ

ッ トを形成す る事よ り T リ ン パ球 の 同定法 と して 広く

利用 さ れて い るが
,

W y b r a n ら は S R B C とリ ンパ 球

T a b le 4 . C h a r a c t e ri sti c s of L y m ph o c y t e P o p u l a ti o n s

P B L . E x t r a c t s

e a rly R F C t o t al R F C

M e a n ± s . d .
M e a n ± s . d .

u n s e p a r a t e d ( n = 1 0)

e a d y R F C r

e n ri c h e d ( n = 3 )

2 8 . 7 士 2 . 3 7 2 .
1 士 3 . 6

( 2 5 ～ 31 ) ( 6 6 { 一 7 7 )
5 5 . 7 士 5 .

1 6 5 . 0 ± 4 . 3

( 5 0 ～ 6 0 ) ( 房 ～ 6 8 )

e a rly R F C ･ d e pl et ed ( n = 3 ) 4 .
7 ± 2 . 0 3 1 . 0 ± 2 . 0

( 3
- 7 ) ( 為 ～ 3 1 )

1 a t e R F C - e n ri ch e d *
( n = ; 2 )

n oT } R F C ( n = 3 )

3 . 5 ± 6 6 . 5 ±

( 3 ～ 4 ) ( 65
-

6 8 )
0 . 3 ± 0 . 5 1 . 7 ± 1 . 2

( 0 ～ 1 ) ( 1 - 3 )

* R F C w e r e e v al u at e d a t th e c o n c e n t r ati o n o f l y m ph ∝ y t e

Of l X l O り m l .

T a b l e 5 .
E ff e c t o f L y m ph o c y t e E x t r a c t s o n R o s e tt e I n h ibi ti o n b y S R B C F r a g m e n t s

is ol u bl e

E x t r a c t

a d d e d

S R B C

喜謡言
e nt S

E x t r a c t s f r o m P B L P o p u l a ti o n s

u n s e p a r a t ed e a rl y R F C ･

e n ri c h e d n o n ･ R F C e a rl y R F C - d e pl e t e d

払り 払l) 〔M e an 士S D ( n = 1 0) 〔M e a n ±S D ( n = 4 )〕〔M e a n ±S D ( n = 4)〕〔M e a n ±S D ( n = 4)〕

0 0 7 2 . 1 ± 4 . 5 7 0 . 0 ± 3 . 1 6 8 . 5 ± 2 . 9 71 . 0 士 3 . 6

0 2 5 5 4 , 0 ± 3 . 9 5 3 . 5. 士 3 . 0 5 2 .
7 ± 5 . 1 5 1 . 5 ± 4 .

2 岳

0 1 0 0 5 1 . 5 ± 4 . 4 4 9 . 3 ± 1 . 0 50 . 8 ± 3 . 7 51 .
0 ± 3 . 4

1 0 1 0 0 5 9 . 3 士 3 . 7 59 .
8 ± 3 . 3 5 3 . 3 ± 4 . 7 5 3 . 5 ± 2 . 6 .

川

25 10 0 6 8 . 4 ± 3 . 2 68 .
8 ± 5 . 9 5 3 . 8 ± 1 . 5 5 4 . 8 士 4 . 1

幻 1 ∝) 7 0 , 9 ± 4 . 1 6 7 . 5 ± 1 , 9 5 3 .
8 ± 4 . 2 5 3 . 0 ± 4 . 2

1 00 1 00 71 . 6 ± 5 . 2 6 6 . 8 ± 2 . 6 5 4 . 0 ± 4 . 2 54 . 0 ± 4 . 5

2 50 1 00 71 .
9 ±

.
3 . 8 6 8 , 8 ± 3 , 3 5 3 . 3 ± 2 . 9 5 6 . 3 ± 1 .7



ヒ ト末梢血T リ ン パ 球の S u b p o p ul a ti o n

の比を 8 : 1 と し, 短時間イ ン キ ュ ベ ー 卜す る事に よ

り検出さ れ るT リ ン パ 球を
"

a c ti v e
' '

ある い は
"

e a rly
"

ロ ゼ ッ トと称 した｡ こ れ は S R B C と極 め て親和性の

高い S u b p o p ul a ti o n で あり
,

悪性腫 凰 vi r u s 疾患,

S L E あるい は或種の 免疫不全症に お い て 低値 を示す

事から細胞性免疫能 をよ く反映す る p o p ul a ti o n であ

ると報告した
7 ト 9) ･ 2 6) ～

2 8)
｡

さ ら に 最近 F e ls b u r g

ら は
2 9)

p p D s k i n t e st 後 に
"

a c ti v e
"

R F C が増加 し
,

これ は遅延型皮膚過敏反 応の 結果と良く
一 致す る事か

ら ,
i n vi v o に お い て 免疫学的に a c tiv e な S u b p o p u

-

1 a ti o n で あろ うと報告 して い る
｡

こ の よ う に e a rl y

R F C は S R B C と極 めて耗和性が 高く
,

しか も生物
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∽
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学的清性の 高い T リ ン パ 球の S u b p o p ul a ti o n で あ る可

能性は十分に 考 えら れ よう｡

しか し なが ら
,

こ の e a rl y R F C を検出す る e a rl y

r o s e tt e t e s t は変動の激 しい 極め て不安定な方法で あ

る と考え られ て い る
｡

W o o d y ら
1 2) は F C S 濃度

,
イ

ン キ ュ ベ
ー

シ ョ ン 時間,
S R B C と リ ン パ 球の 比の 変化

に よ りそ の備に 大き な変動が みられ る尊か ら
, 機能 的

な裏付けが な い 限り S u b p o p ul a ti o n とす る に は多く

の問題がみ られ ると し
,

C h is h ol m ら
1 3)

も S R B C と

リ ン パ 球の比 を変化させ 片対数上 に
,

ま た横軸に ロ ゼ

ッ ト形成細胞 の比率を プ ロ ッ トす ると直線上 に増加す

る事よ り
,
S R B C と リ ン パ 球の比が 小さい 場合 S R B C

と親和性の 高い T リ ン パ球 を検出し得る可能性があると

し なが らも 8 : 1 と い う比が 特定の S t lb p o p ul a ti o n

を検出して い るも の と は考え られなしゝと し
,

e a rl y

R F C の 存在 に 疑問を投げか けてい る
｡

著者の検討で

も S R B C と リ ン パ球の 比率, 遠心後のイ ン キ ュ ベ
ー

シ ョ ン 時間の 変化が この 結果に 特 に大 きな影響を与 え
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T a b l e 6 .
B l o c k i n g A c ti vi ty o f E l u a t e f r o m a d s o rb e d S R B C

F r a g m e n t s i n R o s e tt e I 血i biti o n A s s a y

S R B C

F r a g m e n t s E l u a t e t ot aI R F C
ad d ed (〟l) 払1) 〔M e a n ± S D ( n = 5)〕

0 0 7 2 . 5 士 4 . 0

( 67 ～ 7 6 )

5 2 . 8 ± 4 . 7

( 4 5 ～ 5 7 )

7 2 . 8 ± 4 . 1

( 68 ～ 7 8 )

1 00 0

10 0 2 別
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るも の と考 え られ る
｡

この よ う に 検出方法 に 多くの 問

題が み られ る事か ら, 基礎的に 十分な 裏付 けが な され

な い 限りT
l
) ン パ 球 の S u b p o p u l a ti o n と して の位置

づ け に はな お疑問 を抱か ざる を得な い
｡

と こ ろで 牒 近 L o h r m a n ら
1 7)

は R h e s u s m o n k e y

の赤血球 (以下 M R B C) が ヒ トT リ ン パ 球 と b ゼ ッ

ト を形成す る事 を報告して い る
｡

そ して ソ ニ ケ 一 夕 一

に て破壊 して作製した S R B C f r a g m e n ts が S R B C

ロ ゼ ッ ト形成 を抑制す る の に 対 して M R B C ロ ゼ ッ ト

を抑制しな い 事,
また こ の逆の 現象 もみ ら れ る事か ら

T リ ン パ 球上 に は S R B C
,

M R B C に 対 して異 な っ た

レ セ プ タ ー が存在 し, しか も f r a g m e n t s の 抑制 は同

じ赤血球に 対 して特異的で ある事,
さ ら に これ らの

f r a g m e n ts に よ るロ ゼ ッ ト抑制 は不完全で あり その

ロ ゼ ッ ト形成の減少 は26 % ,
2 9 % で あ っ た と して い る｡

また B 叩I e s ら
18)

も犬の リ ン パ 球を使用 し同様の 報

告を行っ て い る｡

著者ら は L o h r m a n ら の実験に お い て S R B C f r a
･

卯 I e n t S に よ る ロ ゼ ッ ト形成 の 減少が ヒ ト末棺血 の

e a rly R F C の比率に 酷似 して い る点に 着目 し
,
S R B C

f r a g m e n ts の e a rly R F C に 与 え る効果 に つ い て検

討 を行 っ た ｡ その 結果,
S R B C f r a g m e n t s は e a rl y

ロ ゼ ッ ト形成 をほ ぼ完全に抑制 し, さ ら に e a rl y R F C -

d e pl e t e d p o p ul a ti o n に は ほと ん ど影響を及 ぼさ な い

事より
,

S R B C f r a g m e n t s の抑制効果は e a rl y R F C

に特異的なも の と考え られ た
｡

す な わ ち e a rl y R F C

は S R B C と極めて 親和性の 高い レ セ プ タ ー を有 した

T リ ン パ球の S u b p o p ul a ti o r L で あり
,
S R B C f r a g m

-

e n t s と 容易 に結合 しう るも の と考 えら れよ う｡
ヒ ト

末稗血 中に は S R B C f r a g m e n t s の抑制効果の 実験よ

り,
e a rl y R F C は平均23 % 存在 して い る もの と考 え

られ る｡

と こ ろで ,
R y k e ら

30)
は 3 M の K C l で T リ ン パ 球

を処理 して 得られ た e x t r a c t s を C O a t した S R B C

を使用 して ロ ゼ ッ ト形成 を行っ た 場合,
C O at しな い

S R B C の 時よ り約25 % の ロ ゼ ッ ト形成 の抑制が み られ

る事,
ま た B リ ン パ球 よ り得ら れ た e x t r a c ts に は こ

の よう な効果 はみ られ な い 事よ り , 3 M K C l に より

T リ ン パ 球か ら S R B C に 特異的な レ セ プ タ
ー 活性 を

遊離 し得る と して い る｡ 著者 らは f r e e z e
-th a w i n g に

よ り得られ た e x t r a c ts を S R B C f r a g Ⅱl e n tS と あら

か じめイ ン キ エ ペ
ー

卜 し,
S R B C f r a g m e n t s の ロ ゼ

ッ ト形成の 抑制 に い かな る効果 を与 え るか を検討 した

軌 e a rl y R F C ･ e mi c h e d p o p u l a ti o n よ り得ら れた

e x tr a c t s に は S R B C f r a g m e n t s の ロ ゼ ッ ト形成の

抑制 を阻害 す る活性が み られ る の に 対 して
,

n O n
･ R F C

p o p ul a ti o n
,

e a rl y R F C ･d e pl e t e d p o p ul a ti o n より得ら

れた e x t r a c ts に は こ の よう な活性 はほ と ん どみられ

な か っ た ｡
ただ 問題点と して

,
可溶性 e x tr a c t s を作

製す る際に
,
S R B C を0 . 8 3 % N H . C ト ト リス 緩衝液

で溶血 して い る為に e x t r a C t S 中に S R B C gh o st あ

る い は f r a g m e n ts が 残存 し こ れが 実験に 向らか の影

響 を与 えて い る可能性 も否定で きな い
｡

しか し ながら

も し 残存 して い た と して も 極 めて 微量 で ある事,

また f r e e z e
･th a w i n g に よ り活性が 消失 して い る 熟

さ ら に20
.
0 0 0 × g の 遠心操作 に よ りか な り除去さ れ得

る事か ら
,

e X t r a C tS 中の f r a g m e n t s はまず無視し

て差 し支 えな い であろう と思わ れ る
｡

以 上 の 結果は

e a rl y R F C よ り得 られ た e x tr a c t s に の み S R B C

f r a g m e n t s に 対 して極 めて 親和性の 高 い レ セ プタ ー 活

性が 存在す る事を意味す る ｡ す なわ ち e a rly 及 び I a
･

t e R F C の膜表面上 のS R B C レ セ プ タ
ー

の 間に は量的

あ る い は質的な善が存在す る事を示 唆す る もの と考え

られ る
｡

Y u ら
7)

は S R B C ロ ゼ ッ ト の 37 ℃ での C a p

形成を e a rl y 及び 1 a te R F C に つ い て 検討 し
,
後者

に そ の比率が高 い 事,
さ らに トリプ シ ン

,
ノイ ラ ミニ

ダ ー ゼ で リ ン パ球 を処理 する と 1 a te R F C の C a p 形

成 は減少し e a l r y R F C の C a p 形成率に 近づ く事よ

り
,

こ の 2 つ の p o p u l a ti o n の S R B C レ セ プタ
ー

の

分布状態に差異が存在す る と共に 膜表面上 の S ul ph y
･

d r yl 及び シ ァル 酸量 に差 がみ ら れ る事 を指摘してい

る
｡

さ ら に O w e n ら
3 1) 32)

は S R B C レ セ プ タ
ー

に 対

す る抗血清 を作 乳 これ を使用 した螢光抗体法に より

T リ ン パ 球の 約40 % が高 い 密度の S R B C レ セ プタ
ー

を有 して い ると述 べ て い る
｡

これ らは い づ れ も , T リ

ン パ 球の 中に お い て も S R B C レ セプ タ
ー

の 分布状態

あ るい は密度 に差異が あ る事 を示 唆す る所見と言えよ

う｡

以上 ,
ヒ ト宋楷T リ ン パ 球 に は S R B C に 対する親

和性及 び腰性状の違 い に よ り 2 つ の S u b p o p ul a ti o n
,

す な わ ち e a rl y R F C と 1 a t e R F C , が 存在す るもの

と考 えられ る｡ 現在の所 S R B C レ セ プ タ
ー の量的な

差か質 的なも の か は不明 であ るが
,
S R B C f r a g m e n ts

を i m m u n o a d s o rb e n t と して S R B C レ セ プ タ
ー の 部

分的精 製が可能とな れ ば
,

よ り
一 層明ら か に されるも

のと考 え られ る ｡

結 論

e a rl y R F C の検 出方法である e a rly r o s e tt e te St

は そ の条件の わ ずか な変動によ り,
その備 に 大き な変

化が生ずる不安定な もの で あると 考え られ る ○ 特に S

R B C とリ ン パ 球の比,
遠心 後の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン



ヒ ト末梢血 T ,
) ン パ 球の S u b p o p u l a ti o n

時間が最も大き な 影響 を与 える
｡

それ ゆ え こ の 方法で

検出され る細胞を T リ ンパ 球の S u b p o p u l a ti o n と呼ぶ

に は基礎的に 十分 な裏付けと
, 機能面で の 解明がな さ

れ る事が必要で あろう ｡ 本報で は まず e a rly R F C の

S R B C に 対す る親和性に つ い て検討 し次の よう な成績

を得た｡

1
.

S R B C f r a g m e n t s に よ る ロ ゼ ッ ト形成の抑制

効果を検討 した 所,
e a rl y ロ ゼ ッ ト形成が ほ ぼ完全 に

抑制さ れた
｡

また e a rly R F C - d e pl e t e d p o p ul a ti o n

では抑制 はほと ん どみ られ ない 事 よ り
,

S R B C f r a g

m e n ts に よ る抑制 は e a rl y R F C に 特異的な も のと考

えられる｡ す な わ ち e a rl y R F C は S R B C 及 び そ の

f r a g m e n ts に 対 して極め て親和性の 高い レ セ プ タ ー

を

有す るT リ ン パ 球の S u b p o p ul a ti o n と考え られ る
｡

2 .
f r e e z e

･th a wi n g に よ り 得 ら れ た リ ン パ 球

e x t r a c t s を S R B C f r a g m e n t s と あらか じめイ ン キ

エ ペ ー 卜 し抑制効果 に 与え る影響 に つ い て検討し た所,

e a rly R F C -

e n ri c h e d p o p ul a ti o n よ り得 られ た e x t r -

a c t s に の み S R B C f r a g m e n ts の 抑制効果 を阻害す

る活性が み られ た
｡ す なわ ち この e x t r a c ts に の み

S R B C f r a gr n e n t s と極 めて親和性の 高い レ セ プ タ
ー

活性が存在す る もの と考 えられ る
｡

これ は e a rly R F

C と 1 at e R F C の リ ン パ球膜表面上の S R B C レ セ

プタ ー の間に量的ある い は質的な差異が 存在す る事 を

示唆して い る もの と思 わ れ る｡

3
. 可 溶性 e x t r a c ts と S R B C f r a g m e n t s を反 応

させた後37 ℃ で 振遽溶出した上 清 に レ セ プタ
ー 活性が

遊離す る事 より S R B C f r a g m e n t s を i m m u n o a d s o r
.

b e n t と して 生物学的活性 を失う事な し に 活性物質を

抽出 し得る可能性の ある事が示 唆さ れ た ｡
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A b s t r a c t

T h e
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e a rly o r a c ti v e r o s e tt e t e S t
･ ,

(W y b r a n & F u d e n b e r g) i s w i d ely u s e d i n
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l n t h e p r e s e n t w o r k

･
t h e r o s etti n g a b ili t y of
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