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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　【Summa町】

　Con　A－induced　proliferation　of　human，　peripheral　blood　lyrロphocytes（PB：L）was　illhibited　by

murine　Inonoclonal　antibody（7　B　6）．speci：丘αto　hu珈an　Ia－like　alltigens，　whereas　PHA－induced

－proliferation　of　PBL　was　not　blocked　by’VB6　antibody．

　7B6　seems　to　act　at　early　phase　of　the　Con　A－induced　proliferation　of　PB：L　because　effective

inhibition　by　the．　antibody　is　noエriore　observed　when　the　antibody　is　ad（led　to　the　culture　12

hours　after　the　initiation　of　Coll　A－induced　proliferation　of　PBL，　　　　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヤ
　The　cytokine　activity　measuτed　by　the　capacity　of　culture　supernatant　to　initiate　the　prolifera－

tion　of血urine　thymocyte，　was　not』increased　in　the　supernatant’fro皿the’cuIture　where　Con　A二

induced　prolifera七ioll　of　PB：L　was　blocked　by　7　B　6　ahtibody．　It　is　concluded　that　human　Ia－like

：molecules　participate　in　the　production　of　cytokine　essent三al　to　Con　A－iロduced　proliferatioll　of

IPBL．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：Key　words：la－like皿01ecule，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Con　A，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cytokine，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　皿onoclonal　antibody，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Lymphocyte　proliferation

　　　　　　　　　　　Lはじめに

．Concana▽alin　A（Con　A）刺激によるT細胞増殖反応

には，Ia抗原陽性のマクロファージが必要であるとみ

なされている．このことは，反応系よりIa抗原陽性マ

　旭川医大　小児科
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クロファージ．を除去するとCon　A刺激によるT細胞の

増殖反応が大幅に減少することにより明らかにされた，

しかしIa抗原．自体か何らかの機能を果たしているか否

か．．は，これらの実験では明らかにされていない1“’6）．

　Palaciosは，ヒトIa’　St抗原に対するマウス単クin・一

ン抗体をヒト末梢リンパ球とCon　Aと．の反応系に加え

て．もT細胞の増殖を抑制できなかったことか’ら，この反

応系においては，Ia様抗原は，何ら機能的役割を担っ
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表1　レクチンの各濃度における7B6，12A5抗体の抑制効果

7B6 12A5

十 十

Exp．　1

Exp．　2

Con　A　（gg／well） 5i　13．　76十〇．　05 7．　14＋L　19　1　15．　52＋2．　56　17．　64＋1．　42

PHA（・／希釈騰）1・／…

Con　A　（ptg／well）

PHA（1／希釈倍数）

　　20

　　5
　1．　25

0．　3125

1／100

1／400

1／1600

20．　33＋3．　73
21．　15＋1．　86　1　15．　57＋4．　27

　　　　　　s
16．　10＋1．　64

18．　06＋5．　32

9．　72＋1．　39

0．　63＋O．　14

19．　96＋3．　11

15．　47＋6．　78

0．　12十〇．　03

9．　84＋O．　80

2．　76＋L　co

O．　68＋O．　22

0．　20＋O．　O！

19．　64＋1．　97

15．　22＋O．　33

0．　28＋O．　04

13．　76＋O．　04

16．　06＋1．　92

　N．　D．

　N．　D．

34．　25＋3．　08

　N．　D．

　N．　D．

13．　04＋2．　17

11．　49＋1．　68

11．　32＋O．　98

　N．　D．

　N．　D．

27．　36＋2．　22

　N．　D．

　N．　D．

単位：CPM×10『4（実験回数2）

ていないと述べている7）．

　著者らは，ヒトIa様抗原に対する単クローン抗体を

ヒト末梢リンパ球とCOn　Aとの反応系に加えるとT細

胞の増殖反応が抑制されること，さらにその培養上清中

にeytokiqeの産生増加が認められないことを見い出し

た．以上のことから，Ia様抗原は，　Con　A刺激による

T細胞増殖過程に必要なcytokineの産生に重要な役割

を担っていると考えられる．

II．材料および方法

　1・　ヒトIa様抗原に対する単クローン抗体

　ヒトB細胞株EBV－Waでマウスを免疫して得た，ヒ

トIa様抗原に対する単クn一ン抗体はK6hlerとMi1－

stein8）の方法に準じて作成した．

　実験に用いた単クu　一一ン抗体は，7B6と12A5の2

種である．7B6はIgGIに属しヒトIa様抗原β鎖の

monomorphic抗原決定基に対する抗体である9）．12　A　5

はβ鎖上のmonomorphic抗原決定基を検出しIgMに

属する．この抗体は7B6の検出するIa様抗原分子群の

一部を検出することが確かめられている9）．

　実験に用いた単クローン抗体を含むマウスの腹水は，

必要に応じてRPMIで希釈した．

　2．　ヒト末梢リンパ球のCon　A，　PHAによる増殖炉

　　　応の測定

96穴のマイクロプレートを用いTriplicateにて行っ

た．健康成人より得た末梢リンパ球浮遊液0・16　ml（細

胞数2×105個）に非動化ヒトAB血清40μZ，　Con　A溶

液20μ‘を加え，5％CO，存在下で37℃，72時間培養

後，3H一サイミジン1μCiを加え，さらに24時間培養i

して，細胞内DNAへの3H一サイミジンの取り込みを測

定した．

　3．　cytokineの測定

　BALB／cマウスの胸腺細胞を標的細胞として用いた・

Lachmanらの方法に準じて96穴のマイクロプレートを

使用して行なった10）．5×106／mlの胸腺細胞浮遊液0・16

ml，非動化ヒトAB血清10μZ，ヒト末梢リンパ球と．

Con　Aとの培養上清20μZを合わせて72時間培養後，

3H一サイミジン1μCiを加え，さらに24時間培養して

DNAへの3H一サイミジンの取り込みを測定した．

　cytokineの測定に使用したリンパ球培養上清は培養

開始後1日目，2日目，3日目の上清をとり出し，2，00G

回転5分遠沈後，その上清をとり，一20℃に保存した

ものを使用した，

III．結　　果

　1．　レクチンによるリンパ球増殖反応に対する単クロ

　　　ーン抗体（7B6，12A5）の抑制効果

　種々の濃度のPHAおよびCon　AによるヒトリンノNb

球増殖反応に対する単クローン抗体の影響を検：討した

（表1）．末梢リンパ球とPHAとの反応系においては，

PHAの量に関係なく7B6による増殖反応の抑制は認

められない．しかしCon　Aによる増殖反応は，　Con　A

の量が5μ9／we11以下の時，7B6により著明な抑制が

認められた．また12A5は，5μ9／well以上の量の

Con　Aによる増殖反応を抑制しなかった．

　一定量のCon　A（5μ9／well）によるヒト末梢リンパ
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表2一定量のCon　A（5μ9／well）に戴する7B6，12A5の抑制効果

　　　Exp．　1
7B6
　　　Exp．　2

　　　Exp．　1
12As
　　　Exp．　2

10倍

2．　50＋O．　88

2．　80＋O．　30

11．　32＋O．　98

17．　63＋1．　47

100倍

4．　55＋1．　67

3。72＋0．63

12．　47＋1．　19

20．　47＋1．　22

1000倍

14．　4！＋1．　27

11．　89＋1．　43

13．　56＋1．　31

19．　07＋1．　57

16．　08十1．　92

13．　34＋O．　99

16．　08＋1．　92

15．　52＋2．　56

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　単位：CPM×10－4（実験回数6）

6回の実験のうち2回の成績を示した．他4回の成績もほぼ同様である．

表3　ヒト末梢リンパ球とCon　Aとの反応開始後7B6抗体の抑制効果が発現しうる時；期

時剛　一…5 o 1 O．　5

Exp．　1　j　7．　81±O．　54 N．　D．　i
8．　80±O．　56

1 2 4

N，D． N．D． N．D．

Exp．　2　i　8．　86±1　39　i，　6．　42±O．　55 s．　33±o．　sl　l

　　　　　I

8．　53＋O．　90
9．　63±1．　45　1

8．　61±O．　96

時剛 6 12 24 48 7B6（一）

Exp・　1　i
N．　D． ND． 17．　50＋O．　75 18．　90＋O．　58 15．　53＋L　50

Exp．　2」　9．　06±O．　88
17．　03＋O．　99 N．　D． N．　D． 18．　85±O，　44

単位：CPM×10『4（実験回数2）

球増殖反応系に，種々の量の7B6および12A5を作用

させ，その抑制効果を検討した（表2）．

　表2に示すとおり，7B6に関しては抗体量と抑制効

果との間には，dose－responseの関係が認められた．し

たがってCon　Aによる末梢リンパ球増殖反応には，7B6

の認識するIa様抗原が関与しているごとが明らかとな

った．一方PHAによる＝増殖反応には，　Ia様抗原は重要

な役割を担っていないことが示唆された．

　2・　リンパ球増殖の抑制効果が発現される時期の解析

　7B6による抑制が増殖反応過程のどのような時点で

認められるかを検討した．Con　A添加後の種々の時

期に7B6を加え，その抑制効果を調べた（表3）．

Con　A添加後，6時間までに7B6を加えると抑制効

果が認められるが，12時間を経過した時点では，抑制

効果が認められない．すなわちCon　Aによるヒト末

梢リンパ球増殖反応に対する7B6の抑制効果は，　Con　A

とヒト末梢リンパ球との反応のかなり初期における過程

が抑制されるためと考えられる．

3．　Con　Aによる末梢リンパ球増殖反応過程の培養

　　上清中のcytokine活性

　Con　Aによる末梢リンパ球増殖反応に寿する7B6の

抑制機序を解析するためにCon　Aと末梢リンパ球との

培養上清中のcytokineの測定を行なった（表4）．

Con　Aによる末梢リンパ球増殖反応過程の培養上清中

のcytokine活性は，培養開始後1日目，2日目，3日

目と徐々に上昇していた．これに反し7B6により増殖

反応が抑制された培養上清中には，cytokine活性の上

昇は認められなかった．

　7B6がマウス胸腺細胞に直接反応する可能性および

cytokine活性を有する分子に反応する可能性を考え，

cytokineの測定系に十分量の7B6（10倍希釈の腹水20

μ1）を加えた測定を同時に行った（表4，Exp．1）．その

結果は，cytokine測定系に新たに7B6を加えない場合

と同様であった．したがって7B6はcytokineの測定

系には影響を与えていないと考えられる．

　次に培養上清中に残留するCon　Aの影響をのぞくた

めにcytokineの測定系に0．2M一α一Methyl－Mannoside

（α一MM）を加え，　Con　Aの作用を阻止して培養i上清の

胸腺細胞に対する直接的なmitogenic活性を測定した

（表5）．

　α一MMを加えると全体の3H一サイミジンの取り込み

は低下するが7B6を添加していない培養上清のmito一
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表47B6抗体により増殖反応が抑制された培養上清中のcytokine活性

Exp．　1

Exp，　2

培養上清0由来

PBL十Con　A十7B6

PBL十Con　A　’

1　．日

5．　78＋O．　13

（4．　24±，．　O．　29）

5．　10＋1．　63

（3．　96±1．　5D

PBL＋C・nA＋7B614．・67＋・．・73

PBL十Con　A　1　4．　76±O．　88

2　日

4．　03＋O．　62

（2．　48±O．　45）

11．　32＋1．　72

（6．　76±O．　97）

3　日

　2．　68＋O．　82

（3．　06±O．　58）

24．　40＋4．　11

（15．　60±3．　85）

3．　06＋2．　38

8．　29＋L　OO

4．　08十1．　49

9．　55＋O．　82

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　単位：CPM×10“4（実験回数3）

　（）内なcytokine測定系に十分量to　7　B　6抗体を加えた場合．3回実験を行い，

そのうちの2回．の成績を示した．他の1回の成績もほぼ同様である，

表5　ヒト末梢リンパ球とCon　Aとの反応における培養上清中のcytokineの測定

培養上清の由来　　α一MMI 0　日 1　日 3　日

リンパ球＋Con　A＋7B6

リンパ球十Con　A

リンパ球＋COII　A＋7B6

リンパ球十Con　A

十
十

969±266
2，901±　　　249　…　2，026±　　571

　　　　　　　　
3，343±　　　550　；11，428±　　　48

1，　903±455

38，　049　±，　3，　992　18，　274　±8，　842

3！，209±13，769　72，590±，　9，590

単位：CPM　（実験回数1）

genic活性は，1日目から3日目と増加傾向を示し，7B6

により増殖反応を抑制した上清は逆にmitogenic活性の

減少を示した．．ここで3日目の培養上清20　＃1には，ご

く微量のCon　Aしか存在しないと考えられるが，α一

MM添加．によって，3日目の3H一サイミジンの取り込

みが，1／6以下に低下することから，微量のCon　Aと

cytokineは，マウス胸腺細胞の増殖に対し相乗作用を

有し，添加したα一MMによってCon　Aの作用が拗制

されると，この相乗効果も消失すると思われる．

IV．考　　案

　ヒト末梢リンパ球がレクチンまたは抗原と反応して増

殖する過程においてマクロファージおよびcytokineの

関与が明らかにされつつある．T細胞がレクチン刺激に

よって増殖を開始する過程は，次のように考えられてい

る．

．①レクチンが丁細胞表面にはたらきT細胞を活性化

し，TCGF（1：L－2）に感受性を持たせる．

　②　レクチンがマクロファージに作用し，マクロファ

ージからのLAF（1：L－1）産生を．うながす．

　③マクロファージから放出されるIL－1はIL－2産

生丁細胞に作用し，IL－2産生をうながす．

　さらに最近，マクロファー；ジが．IL－1を産生するため

には，一部のリンパ球との直接的な接触が必要であるこ

とを示唆する報告がなされている7・12・13）．この中でとり

わけCon　Aの反応系においては，　Ia抗原陽性マクロフ

ァージが必要であるといわれている．マウスのリンパ球

とCon　Aとの反応系にIa抗原に対するアロ．抗血清を加

えた実験では，部分的なT細胞の増殖抑制が認められて

いる■4・15）．しかしアロ抗血清を使用している点および部

分的な抑制しか得られていない点は，Ia抗原が機能的

な役割を担っていることを充分解明していると思われな

い．

　一方Palaciosは，ヒトIa様抗原に対するマウス単ク

ローン抗体をヒト末梢リンパ球とCon　Aとの反応系に

加えてもT細胞の増殖を抑制できなか6．たことから，こ

の反応系においてはIa様抗原は，何ら重要な役割を担．

っていないと述べている7）．われわれの結果では，ヒト

Ia様抗原に対する単クローン抗体7B6にはCon　Aに

よるヒト末梢リンパ球増殖反応の抑制効果を認めたが，’

12A5には抑制効果を認めなかった．

　使用した7B6が細胞障害性に作用していないことは

①7B6はIgG1に属し補体結合性を有しない．したが

って補体を介しての細飽障害作用は生じないこと．②末

梢リンパ球とPHAとの反応を抑制しないこと．③培養

開始後12時間を経過した時点では，7B6によるT細胞
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増殖の抑制がかからないこと，等から明らかである．一

方12A5抗体は，7B6抗体と同様β鎖に反応するが，

自制効果を示さない．このことは12A5が7B6により

検：出されるIa様抗原分子群の一部分の分子群のみを検：

出するためかまたは，12A5の検出するIa様抗原分子

あるいは抗原決定基が，この反応系に重要な役割を担っ

ていないためと思われる．

　7B6によるリンパ球増殖抑制の機序を解析するため

に著者らは，7B6による抑制をかけない培養上清と7B6

による卸制のかかった培養i上清中のcytokineの活性の

測定を行なった．

　Lachman．によればIL－1の定義は，1）マウス胸腺

細胞に直接作用し，3H一サイミジンの取り込みをうなが

す．2）低濃度のCon　Aに対する胸腺細胞の反応を増強

する，である10）．しかし，1：L－2にも上記1），2）の作用

があり11・16），両者の区別は，IL－1のみがT細胞の長期

培養を可能にするという点だけである，著者らの実験系

において表5の結果は1）の反応を，表4の結果は2）

の反応を検討していると思われる．

　すなわちCon　Aによる末梢リンパ球増殖反応過程の

培養上清中には1），2）の反応を促すcytokineの産生

増加が認められる．これに対して7：B6でリンパ球の増

殖抑制が認められた培養上清中のcytokine活性は上昇

してこない．したがってCon　Aによる末梢リンパ球増

殖反応過程に必要なcytokine産生にIa様抗原が重要

な役割を担っていると思われる．

　Con　Aと末梢リンパ球の反応系における7B6の標的

細胞としては，①Con　A刺激で増殖するT細胞17・　18），

②cytokine産生に関与するT細胞，③マクロファージ，

④上記の2つ以上の細胞並等が考えられる．

　表3に示したごとく培養開始後12時間を経過した時

点では，7B6による抑制が認められないことから①の

可能性は否定的である．しかし②以下の可能性について

は論ずることはできない．したがってCon　AによるT

細胞増殖反応のどの過程でIa様抗原が関与するのかを

明らかにすることが今後の課題である．

V．ま　と　め

　ヒト末梢リンパ球のCon　Aによる増殖反応はヒトIa

様抗原に対する単クローン抗体により阻止された．そし

て増殖反応が抑制されている反応系にはcytokine活性

の増加が認められなかった．したがってリンパ球のCon

Aによる増殖反応に関与するcytokineの産生には，

Ia様抗原が重要な役割を担っているとみなされる．
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