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LVt-2陽 性 細 胞 に よ る MHCク ラ ス I移 植 細 胞 対
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When B6 T cells are injected into unirradiated (bml x bml2)Fl hosts, graft-versus-

host reactions (GVHR) are induced which are classified into two types. The one is

MHC class II GVHR induced by L3T4+ cells and the other is MI 1C class I GVHR by Lyt―

2* cells. When both L3T4" and Lyt~2" cells were injected into (bml x bml2)Fl mice, a

strong immunodeficient state was induced. Responsiveness to mitogens was abrogated.

Class II GVHR showing polyclonal B cell activation was markedly suppressed by induc-

ing class I GVHR simultaneously. The spleen cells of hosts with class II plus class I

GVHR showed a marked decrease in Ig.M* cells and an increase in Thy-] ' Lyt―2+ cells

by flowcytometric analysis. The latter population might function as suppressor and/or

cytotoxic cells against host MHC antigens. Significance of the phenomena in the

development of autoimmune disease is discussed.
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緒 言

移 入 細 胞 対 宿 主 反 応 (GVHR)は F1マ ウ ス に 親 系

丁細 胞 を 移 入 す る こ と に よ り 引 き起 こ さ れ る。こ の際 ,

宿主 と 親 系 移 入 細 胞 と の 間 に 主 要 組 織 適 合 性 (MHC)

抗 原 の ク ラ ス の 違 い ,あ る い は 移 入 す る T細 胞 サ ブ セ ッ

ト の 違 い に よ り 様 々な 様 相 が 表 れ る 1)2).宿 主 と 供 与 者

と の 間 に MHcdassn抗 原 の み の 差 が あ る場 合 3)鵯 Lyt-

21細 胞 を 除 い た 脾 細 胞 を 移 入 し た 場 合 ,L3T4+細 胞

の み を 移 人 し た 場 合 2)5),あ る い は 移 入 す る 親 系 細 胞 と
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Fl宿主との間をこ遺伝的なあ る特定の背景が存在する場

合 (例えば DBA/2牌細胞 を (B 6 orBまOXDBA /2洋l

に移太した場合)6)7)におい てはす親凝細胞を移Å した

宿主では GVHR により自 己免疫性疾患をこ餅似 した変

化が現れる.このときヒトの 全身性ループスエリテマ ト-

デスに額似した症状が現れることが知 られている.即ち

ポリタロ-ナルなB細胞 の活性化が起 こり,自己抗体の

産生がみられ,それらに 引続き糸球体腎炎が起こる呂)9)

肝に†八､ては呪発作帖 冊 甘｢硬変に取出 L上射 LがIOll.

鰐や唾液腺などにおいて私臓器特輿的な臣己免疫疾患をこ

枇出 した変化が観察 されているL-i.. ･]j(~',＼･rトUtを起

こしている宿主は細胞性ある摘 ま液性免疫応答が著 しく

抑制 されることが知 られている,特をこMHC elass王抗

榔 T)EJ責付こ::-:､宿1:.に Iノ),t.-2+細胞を移入L上場 合に免疫

不全状態に在る.丁目 二MHC LllこISS l及び し､1こISS l~l抗

原し明く-左j:,I(針二1:.に脚T細胞 (1.二r卜1十及こト1■,I.-:J)+細胞

を含む)を移Åすることをこより強い免疫不全状態が誘導

され玉3㌔ 宿主は しば しば致死的になる豆)3川. Mosey

ら13)は移泉細胞 と宿主間の 掴HC抗原のクラスの逮い

と免疫不全を誘導するのをこ必要な移入T 細胞サブ救ット

tll)閲榛を明:,かに している.彼ま､､し′溜f架は lltlt･[//-lllit･､

るいぼ inuiuo (致死塵の放射線を照射 されたマウスに

おいて)において MHC dassIあるいは C且ass 岱抗

原をこ対 してはそれぞれ Lyt-2や細胞あるいは L3T後車

ど-致 した関係を示 していた,

我々は 苦痛HC 変異マウスを用いて GW Ⅲ竜における

へ.:rHCi'lLtJE,lTl,L(/,)通いとT細胞サイート ′卜叫親和二一一いて検

討した.ここでは lミ(i-̀､,r17Tて!｣エMH(I(･l;1.<S l 及 こf

classⅡ抗原の異なる 摘mlXbmほ)F蓬マ ウスを宿 主

として Ly t-2+細胞を移Åした場合を dassiG VHR,

して.両Fl ･(r)m互作桐を調べた.i_二rr･1 十細胞毒/移入守

ることによって起こる増殖性の elass正GVHR は同時

にLyt-2 ヰ細胞による ciass王GVHR を起 こすこと

により著明に抑えられることが明らかとなっている.こ

のときの免疫学的パラメ-潔-を解析 した結果を以下に

示す.

材料及び方法

マウス C57BL/6(B6) マウスと B6 マウスの変異マ

ウスで MHCclassI 抗原の異なるB6.CIH12 brm且(bml)

マウスと MHC ciass 恩抗原の異なる B6.C-H12 brn12

(bm12) マウスより作製 した (bm ix bm12)Fl マウス

を用いた.

肺細胞浮遊液及びT細胞サブセ､･/卜の分離 肝細胞浮

遊液は 2%の子ウシ血清を含み Hepes鰻mM)で緩衝

化した 仁 -'FI′L ～:11m 1培地に1･'㍉澗製 し上.細胞浮遊

液中の赤血球は0.83%塩化アソモニウム溶液を履いて潜

血 きせた.その後,細胞浮遊液はサイロソウ-ルカラム

を通過 させ,通過する細胞をT細胞 とし,抗 Lyt-2.2

抗体 摘3-且2.3ラあるいは抗 L3T4抗体 (G醍l.5)とモ

ルモ ッ姿､補体 とで,二回ずつ勉捜 した細胞をそれぞれ

L3T嶺+細胞あるいは Lyt-2す細胞として周いた.

(iVHlその誘導 Ⅰ与(～--:r'7-く押 上車調製 した l∴rr･1+

帝抑徹 し1＼10Li個1ハ ブ人.苦るし､は 1_Jy卜2+細胞 (0.1･-

1＼10r;(仰 覆:[･珊封こ しhml＼tlmllHド1-i,rり'くハ尾静脈

よ吟移A L,た幹この時,H-Y 抗原の関与を避けるため

をこ宿主 と移Å細胞供与者は同性のマウスを用いた.移丸

裸14日目に屠殺 しその肺細胞の免疫学的パラメ-タMを

解析しノ二

Ig( i及び IL,'M 産生細胞の算定 (-:.YIitくハ結果､【二し

て起 こるB細胞の活性化の指標として蝉車の抗体産生細

胞数をカ-エソガムチャソバーを済いた逆プラ-ク法に

より算定 した.lL,(:,及び lgM J7i':-:牛細胞くニト÷れぞ木~､'

ウス ㌻ 鱒及び fl顔特異的なウサギ抗体を開いて検出

した.

マイ トージ=ンに対する増殖応答 肝細胞汗1(1%rLT.:

胎児血清,レ グルタミソ 緩mM),ピルビン酸ナ トリウ

∴ =11爪い._"3巨二､須'~r'ミノ酸 (.0.1m Tt･･rl∴･.)･I,tカイ ト

エタノ-ル 待射 OM5M),かかマイシン 沌Omg/mD を

育//tだ Rl'h:I卜1(川)培地で調製 した.LZ＼1()i--IE町｢周田地

iこ1)IELyllllL･りCo目し､こInこl＼,こIlitl A LConJllJ千̀言-い言

10/rtl:t･1111_,ip｡P(車TSこl(:Chこu･i(i(_- (.lJPSlを加∴:･二 川乱

平底96穴マイクロプレ- 卜車にて培養 した.最後の20時

間の BH-洩ymidineの取 り込みにより増殖反応を測定

した.

蛍光抗体法及びフローサイ トメ トリーによる解析 赤
血球 を取 り除 き 1×107 個/m まに調製 した弾細胞浮遊

液 1×106 個は適切な濃度に務釈 した Fluoresceimi s o -

thiocyanate好ITC) あるいはビオチンを標識 したモ j

タロ-ナル抗体を加え,氷上をこて30分間反応させた. 3

回洗浄 した後,ビオチソ標識抗体をこついてはさらに,円TC

標識 したス トレプ トアビジンを加え30分間氷上にて反応

させた.蛍光染色 した細胞浮遊液は 3 回洗浄 した後, 1

%パラホルムアルデヒドを含む燐酸緩衝液に蒋浮遊 させ

固定 した.園定 した細胞 1＼1 () l̀個を-Jr~ト J+(卜jト

リ- (FACSca n,BectonDickinsomMountainViews ,



''∴ :..I.∴ ､. ･十 "･::.::.i;19.㌦ !い!:; 't:ti亨一一 :.

rrablt,I B6Lyt-2'tcellssuppresspolyelonal
Bcellact,ivationin(.bmト･bm121Fl
h()sts

Ⅰnoeulatledeells Numberof(ニCllspeⅠ.
(×10 ー6) spleen い lO†半

L3T4十 L y仁 2 十 IgGPC 1 g.MP(て

10 none 299.5十130.2 J1 44.6十16.5

10 1 34.3十 26.8 7.9十 4.1

10 3 23.6 十 6.2 5.6 + 1.4

a)Me盈n±SD

blrllhreeB6111iceⅥ･erepooled.

CA)にて解析 した. 蛍光染色に周いたモノクローナル

抗体はそれぞれを適切な濃度をこ希釈したビオチソ標識抗

Thy-1.2 抗体 (30 -H12),FITC 標識抗 L3T4 抗体

(G I〈L.5).FITC 標識抗 Lyt-2 )抗体 (53 15.71及び FlTC

標識抗マウス IgM 抗体 (LO掴-9) を用いた.

結 果

L.vt-2+ 細胞の移入によるポリクローナルな B細胞

の活性化の抑制 L3T4+ 細胞 (1Xl が ) のみあるいは

同時に Ly卜2+ 細胞 (1-3×10 6) を (bmlXbm呈2) F旦

マウスに移入し2週目の滑車の 王gG 及び IgM 産 生細

胞数を調べた結果を Tab]e lに示す.Lノ:rr:I+ 細胞L71

み移入 した場合をこ著明な IgG 及び 王gM 産生細胞数の

増加がみられ,B細胞の活性化が起こっていることが明

瞭に示された, しかしこれに対 して Lyt-2+細胞を同

時に加えることにより 王離 及び 王gM 産生細胞数はい

ずれも約 11(1に滅′レした_e】こlS SlTG＼./H ltにユー._､て引

き起こされたポリタロ-サルなB 細胞の活性化は Class

夏GVHR を同時をこ起こすことにより抑えられることが

示されたことになる.

L)･卜2+細胞の移入によるマイト-ジ工ンに対する増

殖応答の抑制 で及びB 細胞の応答性が GVH R によっ

てどのようをこ変わるか検討 した.この目的で Con A

及び LPS に対する GVH沢 マウスの肺細胞の増殖応

答性を調べた結果を Tablt.2 にIJトト 1_J二日､･1+ 細胞L'1

みを移入した くbmlXb mi2)Flマウスの肺細胞は Con

A 及び LPS に対する増殖応答性は正常に比べ若干,

減少Lていたが左お保存されていじ こ頼こ対して 1_J二rr ･･1+

細胞とr那串こIJy-I-2+細胞を加:i_ることによi)両者に

対する増殖応答が著 しく抑えられた, L沼12+細胞の

移入により elass王GV 悶Rを起こさせることをこより Cま誠S

E GVH R でみられたポリタロ-ナルなB細胞の活性

化が抑えられただけでなく宿主の正常なマイト-ジェソ

をこ対するT及びB細胞の増殖応答をも著 しく抑制される

ことが明らかとなった.

lJ〉･,I-'2+細胞の移入による牌中の T,El細胞及び T
細胞サ7-セt./卜の変化 LJこrrLt+ 細胞と同時に Ly卜2+

細胞を移入することにより免疫不全的な変化が起きるこ

とが示されたが,この時のマウスの勝率でのリンパ球サ

ブセットがどのように変化しているかをプロ…サイ トメ

L)トーを用いて調べた結果を Table :Iに示す.1_J:rr;1+

細胞のみ移入 した 沌mlXbm12)Fl マウスでは正常

B6マウスと比較 して Thy- 1+,L3T4+ 及び Lyt-2+ 細

胞の比率は若干の減少が見られたものの,Lm ヰと Lyt戎+

細胞の比率は正常 B6 と比して大きく変わらなかった.

一兎 Lyt-2+ 細胞を L3T4+ 細胞と同時をこ移入した

(bmlxbmi望洋l マウス弾細胞では Thy｣+及び Lyt

-2ヰ細胞の著明な増加がみられた.またこの時 L3T4す

Table2 B6Lyt-2tcellssuppressmitogenresponsfLin
Lbml＼bm12うE hosts

Inoeulatedぐells n≠ JH-TdR ineorporationLcpm 十10+辛

(×10 6) (epm Xま0仙3)

L3T4+ Ly卜2 十 ConA Lf)S none

10 none 2 26.3十12,7 1) 71.1十11.9 3.6 士1,0

10 1 1 2,1 1,9 0,9

10 3 2 1.7十 0.3 2.5十 O.8 1.1十0 .4

10 10 呈 4.0 2.7 1.4

none 10 2 0.9十 0.0 1.0十 0.2 0 .4十0,1

a)Meant-S I), b､)Threelミ6micewerepooled.
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Table3 B6Lyt-2十eellsproliferateinLbml＼bm12)Fl
llOStSallddeletetheirBcells

Inoculatedcells (×10 6) n毒 PereerltageOfcelIsinspleenL3T4十 Ly卜2十 Thy-1. 2十 13T4十 Ly卜2十 slgM 十

10 n()ne 4 25.0十 0.61 ナ 14.7十0.7 7.9+ 0 .4 52 .4+ 1.4

10 1 4 噛.3十13.2 19.5十5.7 23.1十 411 26.0十10.3

10 3 4 44. OiI5.1 15.8 十1.3 25.2 十 1.3 5.7十 0.9

lnoCulatedeell ∩ Num b e r o f ee l l s p e r spleenい 10リ ( 十 10 隼

L3T4 十 Ly卜2十 Thy-I..2十 L3T4 十 抽 -2 や 蔓 軸 M や
10 none 4 66.3+ 6.3 38,3 士3,7 21 .0十 3 .1 52 .4十 1.4
10 i 4 92.2 十 7.3 37.5十7 .4 44.7土 4.6 26,0十10.3

10 嘗 4 68.0 十20.2 24 .4二㌧6.9 39,8十14.7 5.7十 0.9

a~)h-.1ean十SD . b)ThreeB6micewerepooled.

Thy-1 .2◆ LH4◆

Untreated

しiasshlIGVHR

IxlO7L3T4◆cells
◆

5x106Lyト2◆cells

Class lIGVHR

IxlO7L3T4'cells

lmunofluorescen eeIntensity

Fig.1 FlowcytometricproGleofspleenCellsofmicewithorwithoutGVIiR.
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と Lyも-2+細胞の比率が正常のあるいは L3 T唾十細胞

のみ移入した (bmlXbm12)Fl マウス浄締脇のそれら

上は逆転していた.また.slgM+ 細胞が箸I鞘こ枯渇 し

加えた時にみられるB 細胞の枯渇は LPS に対する増殖

応答性の低下,及び Ⅰg 産生細胞数の減少を説明するこ

とができると考えられる.

考 察

親系 T 細胞を MHC class l及びIi抗原の異なる末

照射 Flマウスに移入することにより,Flマウスは免

疫押詰gj状腰になり,さらをこ致死的になる場合もある.-ヽ

方,移入細胞より Lyt-2 す細胞を除くことにより宿主

には免疫増殖的な自己免疫に似た変化が現れることが明

らかとされている,GVHR による自己免疫様の変化に

は L3T趨+ 細胞が必要であり,同時に Lyt-2+ 細胞を

移入することにより L3T4+ 細胞による免疫増殖的な変

化とは対照的に免疫抑制的な変化が現れることが明かと

された.二つの対照的な GV HR を共に宿主に起こさ

せた場合には Lyt-2+ 細胞による Class I GⅥi R が

LJ3T4+細胞による class IIGⅥヰ R を著明に抑制する.

Lyt-2十細胞を移入することにより正常なT及びB細

胞の増殖応答の著明な抑制などの免疫不全を誘導するこ

とができる.その発生機序としてほこりの考え方がある.

即ち宿主の正常な免疫担当細胞が抗宿主活性をあっ細胞

傷害性 T(Tc) 細胞により傷害を受ける6)18),あるいは

宿主免疫系が GVH R により誘導された抑制性 T(Ts)

細胞により抑制を受ける7H9).Kubota ら 桝 は GVHR

を起こしたマウスの酵細胞中に宿主に対する細胞傷害活

性を検出している.また最近,民ozendaa jら20) ば in

uilro での SRBC に対する抗体産生を GVHR を起こ

しているマウスの肺細胞が抑制する現象は Ts 細胞で

あるよりもむしろアロ class I抗原に対する Tc 細胞

であることをダブルチャンバ-を用いた実験系で示 して

いる.また移入する親系の B6T 細胞車に抗 bm l細

胞傷害活性を持-p･､た Tc 細胞が iltJイf1- 0LpT)解析で検汁i

される21)-23) ,また我々の実験系をこおいても著明なB細

胞の枯渇あるいは宿主由来T細胞の減少がある (未発表

チ-タ).以上のことより Class I GV HR による免疫

不全は抗宿主細胞傷害活性をもつ Tc 細胞によって引

き起こされると考える方がより適切である,しかし我櫓

は GVHR を誘導 したマウスの牌中に抗宿主細胞活性

をあった Tc 細胞を検出することはできなかった (栄

尭義デ-タ).検出できなかった理由として,我々の開

いた標的細胞の細胞傷害に対する感受性の問題,あるい

は GV 王･････IR-~Jr-71人中に存在する宿主細胞LT)混吊こよ;),

=nぐ't･を 標識 した標的細胞が coldtargtラーinllihili()11を,受

けるなどの理由が考えられる,

免疫不全患者あるいは免疫学的に未熟な小児に対する

多最新鮮血輸血をこ際して GVH R が認められる24㌧ 我々

の束照射 Flマウスを周いた結果から,MHC das ヨI

抗原を宿主と供与者との間で-致させること,あるいは

丸凝一重C class I抗原が宿主と供与者との問で--致 しない

場合には血液中より L幻-2十くCDSや)細胞を除去するこ

とにより,多慶輸血 した宿主を極度の免疫不全あるいは

急性 GVH 症による致死を防 くヾことができる可能性が

示唆された.

最近,我々は蔦己免疫を自然誘発する Flマウスに

親系の Lyt-2+ 細胞を移入することをこより自己免疫が

抑えられることを明らかにした25).この事葉は自己免

疫が Ciass I GVHR によって抑制されることを示す

チ-タとして興味深い.また class I GVHR を引き

起こす Ly卜2+細胞はその機能により Tc 細胞あるい

は Ts 細胞の二つの東集団に分類される.我々はB細

胞の枯渇現象あるいはT及びB細胞の増殖応答性の著明

な抑制を担っている Lyt-2+ 細胞は Tc 細胞による

と考えている. これに対して自己免疫あるいはそれに類

似 した class IIGV HR を抑える鶴橋として,我々は

Tc 細胞の他をこTs 細胞の関与を示す結果を得ている.

それは供与者由来騨細胞のB 細胞に対する増殖応答を class

‡GVHR を起こしている騨細胞が選択的に抑制 して

いた (未発褒デー-タ).この場合, elass王GV‡i Rによ

り誘導される宿主細胞傷害活性を持つ細胞は供与者由来

である旦8320) ことより供与者碑細胞をこ対 しては細胞傷害

活性を示さない.このため,Tc 細胞であるよりむしろ

Ts 細胞により抑制きれると考えている.自己免疫をこ特

徴的なB細胞の活性化のみを class I GVH R が選択

的に抑制している現象,あるいは自己免疫を自然誘発す

ら (NZW x NZli)F1 7-L71人において Ts 細胞の機能LT)

欠失がみられる26)27) ことを考え合わせると,Ts 細胞

の宿主免疫系における調節の機構が自己免疫の成立機序

とその治療とを考える上で興味深い問題を提出している

と思われる.

尚.本論文の一部は, 第19回Ej本免疫学会学術集会

(札幌 1989) Cこおいで発表した.
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