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Immunologicalfunctionsofperipheralbloodmononuclearcells(PBMC)Wereexaminedin

patientswithadultT-cellleukemia/lymphoma(ATL)andinhealthypersonswhowerepositive

forantibody(seropositive)tohumanT-1ymphotropicretrovirustypeI(HTLV-I). Thelowered

immunoreactivityofPBMCwasobSerVedinATLpatientswhenthemitogen-inducedlymphoproli-

ferationandthenaturalkillercellactivitywereusedasthenonspeci丘cimmunologicalparameter.

Incontrast,PBMCfrom seropositivehealthypersonsPossessednormalreactivityexceptforthe

staphagelySate-inducedlymphoproliferation. ThespontaneousDNA synthesisofPBMC was

extremelyhighinbothATLpatientsandseropositivehealthypersons.

HTLV｣-producingcellswerelysedbythePBMCfrom seropositiveandseronegativehealthy

persDnSin thepresenceofnaturalantibodiestoHTLV-I-related antigens(antibody-dependent

cell-mediatedcytotoxicity,ADCC). EffectorcellsofADCCwereLeu7+K cells. However,no

cytotoxicitywasCausedbyPBMCfrom ATLpatientseveninthepresenceofantibody. Asan

antibodysource,plasmasfrom ATLpatientsaswellasseropositivehealthypersonsweree鮎ctive

innotonlyADCC butalsocomplement-dependentcytotoxicityagainstHTLV-トpFOducingcells

whensupplementedwithrabbitserum aBaCOmPlementsource.

Accordingtotheseresults,itisplausibletoconsiderthatthedepressionofimmunological

functions,especiallycell･mediatedimmunoreactivity,i8COrrelated with theHTLV-I-induced

malignancy.
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宮腰: 成人 T細胞白血病 ･リンパ腫患者ならびにヒトT細胞
指向性ウイルス Ⅰ型感染健常人の免疫機能

成人 T 細胞白血病 ･リンパ腫 〔adultT-cellleuke-

mia/lymphoma,ATL)はヒトT 細胞指向性ウイル

ス I型 (humanT-1ymphotropicretrovirustypeI,

HTLV-Ⅰ)を起因源 とする. 同患者末棉血 リンパ球か

ら樹立 された細胞株 より HTLVIIが分離 され1)2),

培養した患者 リンパ球に ウイルス抗原の発現が認めら

れ3)O,ATL細胞 DNA にプロウイルス塩基配列が検

出され5),また患者は例外なく HTLV-Ⅰ抗体を保有す

る即ことによる.

疫学調査に よれば,本疾患には地域集積性が認めら

れ,我が国では九州 ･四国地方に,また海外ではカリブ

海沿岸,および中央アフリカで例数が多い2)7)8)･一方,

患者周辺には多くの抗体陽性健常人が存在する6)9)10)ll)

ATL発症率は抗体陽性者 1,600人に1人と推定されて

いる11).さらにこれら抗体陽性摩常人末梢血リンパ球を

培養するとウイルス抗原の発現や HTLV-Ⅰ産生のみ

られる ことが報告されている9…)･ これらの知見は健

常人抗体陽性著の一部にプロウイルスを保有しながら発

症しない者のあることを意味する･しかし,本疾患の発

症規定要因は今のところ未知であるt

本研究では,ATL発症規定要因として免疫系の関与

を想定,末梢血を試料として患者,抗体陽性健常人'な

らびに抗体陰性健常人の間でリンパ球の各種 mitogen

に対する応答能, naturalkiller(NK)活性, および

ATL細胞に対する ADCC(antibody-dependentcelレ

mediatedCytOtOXicity〕活性を比較検討した･得られ

た結果を記載,考察する.

乗取材料と方法

末梢血単核細胞 (peripheralb)ood moTLOnuClear

cells,PBMC)の分離 : ATL患者,患者家族,ならび

に非血縁健常人より-パリソ加採血, 血策を遠心分離

後 Ficoll･Conray比重遠心法13)にて PBMCを分離し

た.

HTLV-Ⅰ抗体の検出 14): 血華中の HTLV-Ⅰ抗体

は, アセ トン固定 した HTLV-Ⅰ産生 MT-2綱胞 15)

(高知医科大学,三好勇夫博士より供与) を抗原とした

間接蛍光抗体法 (indirectimmuno仙orescencemiCr-

oscopy,IFM),ならびに超遠心分離法にて精製した

HTLV-Ⅰを抗原とした酵素免疫定量法(enzyme-linked

immunosorbentassay,ELISA)で検出した.

Mitogen 刺激応答能 16): PBMC,1.5xlO6個を20

% ヒトAB型血清 (ただし抗体陰性健常人由来)含有
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RPM1-1640培養液 1mlに浮遊,その 100山 を96穴平

底プL,-トに分注,T 細胞 mitogen として phytohe･

magglutinin-P(PHA,DifcoLab.,MI,USA,10pl/

ml),および coneanavalin A (Con A,Pharmacia

FineChemicalsAB,UppBala,Sweden,12.5Jig/ml),

T･B 両細胞 mitogen としては StaphageLySate

(SPL,DelmontLabリPA,USA,25JLl/ml)17)各 100

JLlを加え,370C,5%炭酸ガス加湿環境で培養 した.

培養時間は PHA 添加群3日間, ConA および SPL

添加群 5日間とし, 培養終了24時間前に BH-methyl

thymidine(さH-thymidine,New EnglandNuclear,

England,比活性 5Ci/mM)をウェル当り 0.1〟Ci添

加,培養終了時 PBMCをセル--べスターを用いてガ

ラス線維櫨紙上に採取,aH-thymidine取込みを液体シ

ンチ レーションカウ./クーで1分間 (cpm)計測した.

なお, 非刺激 (spontaneous)対照としては mitogen

非添加試料を同一条件で培養,測定 した･

NK 細胞活性の測定18): PBMCを攻撃/細泡,K562

細胞 19)(humanmyeloidcellline,PittsburghCancer

lnst.,USA,良.ち.Herberman博士より供与)を標的

細胞とする 51Cr遊離法によった.K562細胞は 106個

を10%牛胎児血清含有 RPM1-1640培養液 1mlに浮

遊, Na251CrO4100pCiを添加,370C,1時間標識,

RPML1640培養液で3回洗浄後,2×105個を同液 1ml

に浮遊, その 50jLlずつを96穴丸底 プレー トに分注し

た.PBMCは4×106個を RPMト1640培養液 1mlに

浮遊,その 50jLlを前記プレー トに加え,攻撃 :標的細

胞比を20:1とした.同プレー トにはさらに血清分画と

してヒトAB型血清 (ただし抗体陰性健常人 由来)ま

たは被横着自己血渠20%含有 RPMI-1640培養液 100JLl

を追加,5%炭酸ガス加湿環境で 37oC,6時間培養し

た.培養終了時に培養上清 100jLlを遠心採取, ガンマ

ーカウンターにより放射活性 1分値 (cpm)を計測,吹

式により細胞障害率を算出,NK 細胞活性とした.

細胞障害率 〔%)

実験 51Cr遊離(cpm)-自然 51Cr遊離(cpm)

最大 51Cr遊離(cpm)-自然 51Cr遊離(cpm)

xlOO

ちなみに自然 51Cr遊離は PBMC非添加での値,ま

た最大 51Cr遊離は標的 K562細胞凍結融解 3凹後の

値である.

ADCC(乱れtibody-dependentcell･mediatedcytoto-

Ⅹicity)の測定20): HTLV-Ⅰ産生 MT-2細胞を標的

細胞とする 51Cr遊離法によった.標的細胞の標識,政
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翠:標的細胞比, 培養時間, 細胞障害率の馴1日まNK

細胞活性測定法に 準 じた. 抗体源としては ATL患者

血探ならびに抗体陽性鯉常人血蝶を,また対照として抗

体陰性健常人血環ならびに牛胎児血清をそれぞれ最終濃

度6.25%に添加 した.

吸収試験20)21): ADCCに関与する抗体の特異性を

検索する為, 256倍希釈した ATL患者血策, および

抗体陽性健常人血奨 1mlを 108個あるいは3×107個の

各種培養細胞と混合,室温30分, さらに 40C,30分,5

分毎に按拝 しながら反応,吸収を行なった･残存抗体活

性は MT-2細胞を標的細胞, 抗体陰性鮭常人 PBMC

を攻撃細胞 とし, 51Cr遊離法 で測定 した. 吸収には

HTLV-Ⅰ産生 ヒト T 細胞 として MT-2,HUT-102

(B2clone)22)23),ならびに Strain A 細胞 別), また

HTLV-Ⅰ非産生 ヒト細胞として T 細胞 白血病 ･リン

パ腫細胞株 HUT-7822),HUT-102細胞を得た同一患

者から樹立 された HTLV-Ⅰ未感染 B 細胞株 Rob-

B23),Burkittリンパ腫患者より樹立された Raji細胞,

および K562細胞を用いた.動物 retrovirus産生細胞

としては, 手長猿 白血病 ウイルス産生手長猿 肉腫細胞

UCD-144,およびマウス白血病 ウイルス (Grossマウス

白血病ウイルス野生株)産生マウス白血病細胞株 EL-4

を用いた. なお, HUT-102(B2clone),HUT-78,

Rob-B細胞は R.C.Gallo博士 (NIH,USA)より,

StrainA,UCD-144細胞は R.C.Ting博土 (Biotech

Res.Lab.,USA)より,Raji細胞は鈴木利光博士,普

た EL-4細胞は浜田忠弥博士 (ともに新潟大学医学部)

より供与を受けた.

L帥 7陽性細胞の除去 : ADCCにおける攻撃細胞

種確認の為,Leu7抗原陽性細胞の除去を試みた.抗

体陰性陸常人 PBMC6xlO6個を 10% 牛胎児血清含有

RPML1640培義液 0.75mlに浮遊,Leu7マウス単

クローン抗体 (BectonDickinsonMonoclonalCenter

lne.,CA,USA)12.5iLlを添加,室温.15分反応, さら

に補体としてウサギ血清 0.25mlを添加,370C,30分

反応させた.細胞は RPMト1640培養液で3回洗浄後,

trypanblue排除法にて生細胞数を計測,4xlO6個を同

液 lmlに浮遊,以下 ADCCi則定法に準 じ細胞障害活

性を測定 した.なお,Leu7抗体試料中の NaNaは細

胞障害反応阻害作用を示す 25)ので, RPML1640培養

液に対し 40C,一夜透析,除去 した.

プラスチック皿付着性ならびに非付着性細胞の分離 :

付着性ならびに非付着性細胞による ADCC効果を検索

する為,PBMC,4×106個を10%牛胎児血清含有 RPMI

-1640培養液 1mlに浮遊,プラスチック山にて 370C,

1時間培養,浮遊細胞を非付着性 PBMC とし,付着性

細胞はラ/I-ポ リスマンを用い回収 した.各細胞ADCC

活性の測定は前記によった.

補体依存性細胞障書 〔complement･deperLdentcyto-

toxicity,CDC): 抗体として 患者血矩ならびに 抗体陽

性健常人血策,陽性対照 として HTLV-Ⅰ関連抗原に対

するマウス単 クFI-ン抗体, 陰性対照 として抗体陰性

健常人血兼を用い, MT-2細胞,ならびに患者末梢血

より分離 した新鮮 ATL細胞を標的細胞とする trypa-

nbl11e排除法によった.標的糾胞 106個を10%牛胎児血

清含有 RPMI-1640培養液 1mlに浮遊,その 25plを

ガラス試験管に分注,抗体試料 25jLl,補体 (2倍希釈ウ

サギ血清)50Jllを添加,37OC,1時間反応,反応終了

倭,氷冷 した 0.5% trypanblue液 25plを加え死細胞

を･計測,細胞障害率 (Olo)を求めた･なお,抗体試料と

してヒト血紫は4倍希釈, てウス単クローン抗体は500

倍希釈で用いた.

マウス単クE3-ン抗体 : HTLV-Ⅰ産生細胞特異的

単 クローン抗体 26)は R,C.Ting博士 (Biotech ReS･

Lab.)より供与を受けた.ちなみに,同抗体は HTLV

-Ⅰ非産生細胞,および HTLV-Ⅰとは反応 しない.

有意差検定 : 有意差検定は Studentt-test法によっ

た.

結 果

HTLV-Ⅰ抗体 : ATL患者11名 (男子 6名,女子5

名)を検索,IFM,ELISA画法により全例に HTLV-Ⅰ

抗体を検出した (表 1). 愚老安佐では 検索 し得た38

名中18名 (47.4%)に同抗体を検LL1日ノた. その うち,

IFM,ELISA 両法ともに抗体陽性の老13名 (34.2%),

IFM 法で陽性, ELISA 法で陰性の者 5名 (13.2%)

であ り,ELISA 法のみで陽性の著は認められ なかっ

た. 男女別では男子20名のうち IFM,ELISA 両法と

も抗体陽性の者 4名 (20.0%),IFM 法のみ陽性の著2

名 (10.0%),また女子18名ではそれぞれ9名 (50.0%〕

および3名 (16.7%)であり,女性に有意に (P〈O.05,

諾2検定)高率の抗体保有を認めた･血縁者と同居者 (夫

棉)の抗体保有率はそれぞjJL46,8%,および50.0%で両

者間に有意差は認められなかった.

以下の記載では IFM,ELISA 両法ともに 抗体陽性

の患者家族ならびに非血縁健常人を抗体陽性健常人,普

た両法ともに抗体陰性の患者家族ならびに非血縁健常人

を抗体陰性健常人と規定 した.
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表 l ATL患者ならびに患者家族における男女別抗体保有者数および保有率
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血 兼 由 来 HTLV-I 抗 体 男 女 別合 計
tEFLI% 盟 珪 IEFLIEA 珪陸佐IEFLITA 珪陰荏提監A廷臣珪

ATL 患者 男 性 6(100)(a) 0 0 0 6(100)女 性 5(100) 0 0 0 5(100)

男女合計 ll(108) 0 0 0 ll(100)

患 者 家族 〔血縁者) 男 性 4(23.5) 1(5.9) 0 12(70.6) 17(100)女 性 8(53.5) 2(13.3) 0 5(33.3) 15(100)

男女合計 12(37.5) 3(9.4) 0 17(53.1) 32(100)

同 居 者 (夫 婦) 男 性 0 1(33.3) 0 2(66.7) 3(100)女 性 1(33.3) 1(33.3) 0 1(33.3) 3(100)

男女合計 1(16.7) 2(33.3) 0 3(50.0) 6(100)

家 族 合 計 男 性 4(20.0) 2(10.0) 0 14(70.0) 20(100)女 性 9(50.0) 3(16.7) 0 6(33.3) 18(100)

男女合計 13(34.2) 5(13.2) 0 20(52.6) 38(100.)

(a)カッコ内は男女別合計人数に対する百分率

各種 mitogen刺激に対する PBMCの応答能 (表2):

PHA 刺激効果は3日間培養によった.同培養期間で刺

激効果が極値域に達する ことによる･抗体陰性健常人

PBMCの BH-thymidine取込射 まPHA 添加により

非添加対照 Cpm 値 109±64より17,716±5,391に上

罪,著明な応答を示した 〔p<0.001). 抗体陽性健常人

PBMCのそれも1,095±775より15.630±4,281に有意

〔p<0.001),かつ明確に上昇した･ これに対し,ATL

患者 PBMCでは PHA 非添加対照個5,679±5,699,

添加実験値5,883±4,776であり,PHA 刺激に対する

有意応答は認められ なかった.ConA ならびに SPL

刺激効果の検索は5日間培養によった.当実験でも抗体

陰性健常人 PBMCの cpm 値は 101±128より12,890

±4,511/ConA(P〈O.001),16,138±5,153/SPL〔p<

0.001)に, また抗体陽性健常人 PBMC も2,943±

1,837より 13,318±7,225/ConA(P〈O.01),13,645

±4,713/SPL(P〈O.001)にそれぞれ上昇,両 mitogen

刺激に対しともに有意に応答したが, ATL患者では

6,920±6,946より5,195±3,601/Co･nA,および 6,067

±5,564/SPL と有意応答は認められなかった.抗体陽

也,陰性両健常人 PBMCは mitogen刺激に対 しとも

に有意,かつ著明に応答したが,前者 PBMCは mit0-

gen非添加状態でも効率良く 3H-thymidineを取込

む. Mitogen添加時の取込み値より非添加時のそれを

差引き,内実応答値として両群 PBMC:の mitogen抑 ｣

激応答能を 比較した.PHA ならびに ConA に対し

てほ 両群 PBMC の内実応答値に有意差は認められな

かったが, SPL に対してほ抗体陰性睡常人 PBMC の

内実応答値16,037±5,149に較べ抗体陽性健常人 PBMC

のそれは10,703±4,330と有意に (P〈O.01)低値であっ

た .

PBMCの NE 緬帽活性 (表2):細胞障害率による

とき,抗体陰性健常人 PBMCの NK 舶用包活性は57.7

±17.5%,抗体陽性曜常人のそれは48.4±22.0% であ

り,両者の間に有意差は認められなかった. これに対

し,ATL患者 PBMCの NK 細胞活性は 11.5±10.7

% と抗体陰性健常人のそれに較べ有意 〔pく0.001),か

つ明らかな低値を示した.また,自己血渠添加による測

定でもこの結果は変らなかった.

fITLV-Ⅰ産生 MT-2細胞に対する ADCC〔表 3):

抗体陰性健常人 PBMC による MT-2細胞障害率は

ATL患者血渠添加群で 38.0±16.5% (P〈O.001),抗

体陽性健常人血輯添加群で 54.2±13.3% (p<0.001),

また,抗体陽性健常人 PBMCによる障害率はそれぞれ

28.7±14.4% (p<0.05)および 37.9±19.4%(p<

0.01)であり,抗体活性を含まない対照血祭添加群に較

べともに有意, かつ明確な ADCCの発効が認められ

た.これに対し,ATL患者 PBMCによる MT-2紬
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表 2 ATL患者,抗体陽性および陰性健常人 PBMCの mitogen応答能,

ならびに NK空細胞活性

測 定 項 目 PBMC 由 来 (人数)

ATL患者 (n-8) 抗体陽性健常人(n-9) 抗体 陰性健常人(孤-51)

Mi(t306三Th要'Jm禁 nf鷺込み.C,m±S,)(1)PHA 刺激 (3日間培養) 5,883±4,776 15,630±4,281叫 a) 17,716±5,391榊

(2)非刺激 (spontaneous) 5,679±5,699 1,095± 775 109± 64

(1ト(2)(内実応答値) 204±3,836貞重くb) 14,035±4,245 17,607±5,306

(3)ConA 刺激 (5日間培養) 5,195±3,601 13,318±7,225 ♯ 12,890±4,511榊

(4)非刺激 (Spontaneous) 6,920±6,946 2,943j=1,837 101± 128

(3)-(4)(内実応答値) -1,724±5,765些 10,375±8,266 12,789±4.489

(5)SPL刺激 (5日間培養) 6,067±5.564 13,645±4,713++ 16,138±5,153納

(5)-(4)(内実応答値) -853±2,727些 10,703±4,330皇 16,037±5,149

NK 細胞活性 (細胞障害率,%±SD)ヒ ト AB型血清添加群 ll.5±10.7埜 48.4±22.0 57.7±17.5

(a)Mitogen刺激効果の有意差検定は,mitogen添加実験群と非添加対照群との間で行なった

(書p<0.01,叫 p<0.001).

(也)Mitogen刺激に対する内実応答値,ならびに NK 細胞活性の有意差検定は,抗体陰性健常人 PBMC の

値に対 して行なった (皇p<0.01,豊 p<O.001).

表 3 ATL患者,抗体陽性および抗体陰性健常人 PBMCによる

MT-2細胞に対する ADCC

抗 体 由 来 PBMC 由 来 (人 数)
ATL 患 者 抗 体 陽 性 健 常 人 抗 体 陰 性 健 常 人

A T L 患 者 血 祭 1.9±1.3(a)(n-4) 28.7±14.4♯(b) (n-4) 38.0±16.5… サ tcー(n-ll)

抗 体陽性健常人血 柴 5.8 (n-2) 37.9±19.4++(b) (n-5) 54.2±13.3++■(C)(n-ll)

抗 体 陰性健常人血祭 1.1±3.1 (a-4) 4.8 (n-2) 3.4± 4.2◆ (n-14)

(a)細胞障害率 ,% ±sD.

(也)牛胎児血清添加実験値に対する有意差を検定した (♯p<0.05,榊 p<0.01).

(C)抗体陰性血党添加実験値,ならびに年胎児血清添加実験値に対する有意差を検定 した

(榊十両実験値に対 しともに p<0.001).

胞障害率は ATL患者血渠添加群で 1.9±1.3%, 抗体

陽性健常人血渠添加群で5.8% と陰性対照値のレベルに

止 り, 同細胞による有意の ADCC発効は認められな

かった. ちなみに, 本反応に関する抗体活性は ATL

患者血菜の それが 抗体陽性 健常人血策の それより有意

(P〈O.05)に低値を示した.

吸収操作 による 耳TLV-Ⅰ抗体活性の減弱: MT-2

細胞を標的とする ADCC に関与する抗体の特異性を

各種培養細胞を用いた 吸収試験で検索 した (表4),

抗体陽性健常人血牢 1ml当り108個の HTLV-Ⅰ産生

MT-2細胞による吸収の結果, 細胞障害率は未吸収血

媒添加実験値31.1%より2.29左目こ著 しく低下した.同様

に HUT-102(B2clone)により4.1%, また Strain

A 細胞では 1.8% といずれも著明に低下,ADCCに関

与する抗体は3種の HTLV-Ⅰ産生細胞でともに有意に

吸収された. これに対し,対照として用いた HTLV-Ⅰ
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蓑 4 吸 収 試 験

細 胞 由 来 細胞障害率 (%)仙吸 収 細 胞 数

108/ml3×107/ml

未 吸 収 対 照 31.12.2 14.6

HTLV-Ⅰ産生ヒトT細胞

Mで-2

HUT-102(B2clone) 4.1 8.5

StrainA 1.826.9 1.224.3

HTLV-Ⅰ非産生ヒト細胞

HUT-78(T細胞)

Rob-B(B細胞) 28.7 23.4

Raji(Burkittリンパ腫) ND 24.7

K562(骨髄性白血病) NDND 27.426.1

動物 retroviruS産生動物細胞

UCD-144(手長猿)

ND:notdonO.

(a)吸収後の残存抗体活性は,MT-2細胞を榛的

細胞.抗体陰性健常人 PBMC を攻撃細胞

とする51cr遊離法虹より duplicateで測定
した .

黄 5 HTLV-Ⅰ産生細胞に対する

ADCCの effector細胞

Efrector細 胞 前 処 理 野望野慧
EXp.l PBMC 未処理対照 48.1j=1.5

Leu7抗休 45.4±1.2

ウサギ補体 40.0±2.3

Exp.2 プラスチック皿非付着性 PBMC 77.5

同付着性 pBMC 5.6

(a)MT-2細胞を標的細胞とする 51cr遊離法に

より,Exp.1は triplicate,Exp.2は du-
plicateで測定 した (♯p<0.001).

非産生ヒト細胞である HUT-78細胞, Rob-B細胞,

Raji細胞,K562細胞,および動物 retrovirus産生細

胞である手長猿 retrovirus産生 UCD-144細胞,マウ

ス retroviru8産生 EL-4細胞による吸収試験では細胞

障害率は未吸収対照値 レベルに止 り,有意の吸収効果は

認められ なかった. 同様の結果は ATL患者血菜につ

いても認められた.

表 6 HTLV-Ⅰ産生 MT-2細胞,ならびに

新鮮 ATL細胞に対する CDC(a)
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抗 体 由 来 細胞障害率 (% )

MT-2細胞 新鮮 ATL細胞

ATL 患者血祭 50.5 3.5.

抗体陽性健常人血費 68.6 2.1

抗体陰性健常人血菜 19.4 2.3

HL-3単クローン抗休 97.6 4.9

(a)ウサギ補体 (1:4)を用い.trypanblue排除

法により duplieateで測定した .

ADCCのeqector紳陀 : ADCCによる標的細胞の

障害率は PBMC の Leu7抗体 ･補体処理により未処

理対照値48.1±1.5%から16.8±1.1% に有意に (pく

0.001)低下 した (表 5, Exp.1).PBMC をプラス

チック皿付着性により非付着性細胞分画ならびに付着性

細胞分画に分離,ADCC活性を検索した (表 5,Exp.

2).ADCC活性は非付着性細胞分画にのみ (細胞障害

率77.5%)検出された.

HTLV-Ⅰ産生細胞に対する CDC: HTLV-Ⅰ産生

MT-2細胞を標的細胞とするとき, その細胞障害率は

ATL患者血策で50.5010,抗体陽性健常人血祭で68.6%

であり,補体対照値17.5%に校べこれら両血環について

は同等,かつ明確な障害活性を認めた.これに対し,抗

体陰性健常人血菜では 19.4% と補体対照 レベルに止っ

た.障害効果は MT-2細胞の HTLV-Ⅰ関連抗原を標

的とする抗体活性に基くと解される.ちなみに,HTLV

-Ⅰ関連抗原に対する2種の単クローン抗体, HL-3お

よび HD-13による MT-2細胞障害率はそれぞれ97.6

%および99.0%と著明であった.また,HTLV-Ⅰ非産

生の新鮮 ATL 細胞は いずれの抗体試料によっても障

害されず, 本反応が HTLV-Ⅰ関連抗原を標的抗原と

して発効するとの前記の見解を裏付けた.

考 察

ATLは HTLV-1を起因源とするが,HTLV-Ⅰ感

染は 必ずしも ATL 発症を意味しない.本研究では

ATL発症規定要因として免疫系の関与を想定,患者な

らびに抗体陽性健常人の免疫機能を,非特異的機能の指

標として mitogen 刺激応答能および NK 細胞活性,

特異的機能の指標として HTLV-Ⅰ産生細胞に対する
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ADCCおよび CDCを検索,抗体陰性健常人のそれ ら

と比較検討した.

Mitogen刺激応答能は ATL患者において著 しく低

下 していた. また,抗体陽性健常人 PBMCでは SPL

刺激応答能減弱が 認められた. Mitogen刺激 リンパ球

幼若化反応は抗原刺激による反応に 類似 し, T細胞を

主体とする細胞性免疫能を反映する指標の1つと考えら

れている. 上記の結果は ATL患者における 同機能の

低下を示唆する.ちなみに,本反応を用いた免疫能検索

は固型癌患者において詳細に検討されており,当該反応

は癌が 進行するにつれて低下し, また末期患者では手

術不能症例の方が 可能症例よりも低いと報告されてい

る27〉28). 一方, 白血病患者における同反応の低下は急

性および慢性骨髄性白血病 (AMLおよび CML), な

らびに 急性 リンパ性 白血病 (ALL)の増悪期に認めら

れるが29),同患者末梢血中の白血病細胞数との相関はな

い (未発表知見).正常細胞の唐能低下を示唆する.令

回の検索では 末梢血中に ATL細胞の少ない, いわゆ

る ｢くすぶ り型 ATL｣30)患者の mitogen刺激応答能

も低下してお り,ATLにおいても正常形態を具えた細

胞の機能低下が示唆される.細胞性免疫機能を知る他の

方法としてほ精製ツベルクリン蛋白質を用いた皮内反応

が汎用される. 同定応が ATL患者では 陰性化すると

の報告があ りBl),また今回検索 し得た患者でも陰性であ

ることは mitogen刺激応答能の低下とともに患者にお

ける T細胞を主体 とする細胞性免疫塵能低下状態を示

唆する.

注員すべきは ATL患者 PBMC,ならびに抗体陽性

健常人 PBMCにおいて mitDgen 非刺激状態 (spont-

aneous)で 3H-thymidine取込みの著しい上昇が認め

られた 点である.その機序としては 以下の可能性が考

えられる. (a),抗体非存在下での PBMC培養により

ATL細胞あるいは T 細胞で HTLV-Ⅰおよび同関連

抗原が発現, 抗原刺激を与える.培養により ATL細

胞 3日)ならびに健常人 T細胞 即 12)に抗原発現を認め

ることに ついては すでに 報告が ある. (ら),生体内で

HTLV-Ⅰ抗原刺激によりすでに 対応 リンパ球の活性が

惹起されている. (亡〕‥患者試料では ATL細胞の増殖

能克進に基 く･ (d),抗体陽性健常人試料では形態変化

を伴なおない腫癌細胞が存在,増殖能が克進 している.

ちなみに 細胞増殖の克進機能については HTLV-Ⅰ構

成遺伝子である longterminalrepeat〔LTR〕あるい

は同ウイルス群特有の pX 領域 8宝)の遺伝子産物により

内因性増殖性因子の産生が誘発されるとの仮説がある.

このことと関連 して,抗体陰性健常人 PBMCに75%の

濃度に抗体陽性血菜を添加, mitogen非存在下で5日

間培養すると,抗体陰性健常人血葦添加対照値 95±50

cpm に較ベ ATL 患者血渠添加実験値 226±210cpm

と aH-thymidine取込みの上昇がみられた (未発表知

見).実際,株化された HTLV-Ⅰおよび HTLV-ⅠⅠ産生

細胞が granulocyte･macrophagecolonystimulating

factor,erythroidpotentiatingfactor,あるいは inte-

rleukin12を産生するとの報告がある33)84)85)的). これ

らの知見は ATL 患者血中の増殖促進因子の存在を示

唆する, しかし,今回見.'目された mitogen非刺激状態

(spontaneous)での 3H-thymidine取込み 上昇がいず

れの槙序に基 くかほ未知である.3H-thymidine取込み

先進を示す細胞種の同定が機序解明に手掛 りを与えるの

ではないかと考える.

NK活性 の大部分は大型瀧粒 リンパ球が担ってい

る87).同細胞は Fc受容体を保有,Leu7単クローン

抗体を用いた 表面抗原解析より ADCCにおける e鮎-

ctor細胞の1つである K細胞と同一細胞群であると考

えられている38). 本研究の ADCC による HTLV-Ⅰ

産生細胞障害の efrector細胞も Leu7陽性であ り,

K細胞と思われる. ATL患者においてほNK･K両

細胞活性ともに 著しく低下して いた.抗体陽性鰹常人

の NK･K細胞活姓も同様に低Tの傾向がみられた.忠

者に おける 同活性低下は lつには ATL 細胞増加に伴

い NKIK細胞数が相対的に減少する為と考えられる.

PBMCの Leu7陽性細胞率を 検索 し得た患者では同

細胞数の減少が認められたことによる.しか し,末梢白

血球数が正常域であ り,ATL細胞の増加 していない症

例,また ｢くすぶ り型 ATL｣症例では Leu7陽性細

胞が20.80/Oと正常域である打もかかわらず NK･K細胞

活性低下がみられることより,他の要田に基 く細胞自体

の活性低下も考えられる.ちなみに,AML,ALL患者

の増悪期に NK細胞活性の低下がみられるが29), 末梢

血中の白血病細胞の増加と NK細胞活性との間に相関

はみられない (未発表知見).

ATL患者における NK･K細胞活性低下については

ATL発症要困の 1つとする考えと ATL 発症の帰結

との考えがある.前者の可能性を示唆する知見として以

下の報告がある.先天的に NK･K細胞活性欠損を伴 う

Ch丘diak-東症候群 39)40日1)において,感染死を免がれ

た症例のB5%山上が悪性 リンパ腫様病変を墨し死LLす

る42).前白血病状態にある患者では NK細胞活性が低

下 している48日4).移植腫癖に対する抵抗性は 同個体の
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NK 緋 摘 性と正の相関を干す45'46)･T 細胞機能を欠
損するが NK 細胞活性の商い nudeマウスでは自然発

病率が低い47). ァシアP GM l抗体を用いて NK 細

胞活性を抑制 した nude マウス, ならびに Ch色diak一

束症候群の動物モデルである beigeマウス48日9)で移植

腫慶の増殖 .転移が早い50351日空).一方,後者の可能性

を示唆する知見としてほ, AML ならびに CML患者

では NK 細胞の低下が認められるが, 完全寛解 した例

(AML)では 同活性が 回復している53). また筆者らも

AMLや CML に加え ALL でも同様の知見を得てい

る29),固型癌患者の血中免疫抑制物質によりNK･K 抑

胞活性が抑制される54).ATL の場合,両者の可能性の

いずれかは不明である.継時的に NK 細胞活性を制定

し得た ATL患者で部分寛解期に 同活性が 正常域に回

復する ことを認めた症例がある. 本症例 では NK 細

胞の活性低下は ATL 発症 の帰結 と推察される. 秦

現象の 機序解析には 抗体陽性健常人,特に患者家族の

NK･K 細胞活性の長期にわたる検索が必要と考える.

ウイルス感染防御に おける NK･K 細胞の 関与につ

いてはイソフルエソザ ･ウイルス55)56), I)ソバ球性脈

絡髄膜 ウイルス57), サイトメガロ.ウイルス58)59"0),

麻疹 ウイルス61),単純 -ルべス ･ウイルス82)88), ムン

プス .ウイルス64)SemlikiForestウイルス65)等につ

いての報告がある.HTLV-Ⅰに関しても今回の検索結

果より ADCC に基 く HTLV-Ⅰ産生細胞の障害が認

められ,effector細胞は K 細胞である こと, また,

抗体源 としては抗体陽性 陸常人血中抗体 のみならず患

者抗体も同効果を 有することが判明した, これらの知

見は HTLV-Ⅰ感染防御での K 細胞の関与を 示唆す

る.

なお,今回検索 し得なかったが,細胞障害性 T細胞

による HTLV-Ⅰ産生細胞障害が ATL 発症抑制的に

働 く可能性のあることを指摘しておく.すなわち,寛解

期の ATL患者 PBMC と凍結保存した自己 ATL細

胞との混合培養, ならびに 抗体陰性健常人 PBMC と

HTLV-Ⅰ感染自己リンパ球との混合培養により細胞障

害性 T細胞が誘導 ･活性化されると報告 66)があるこ

とによる.

HTLV-Ⅰ抗体の抗原特異性に関し,現在までの報告

では HTLV-Ⅰおよび 同ウイルス産生細胞破砕抗原と

の免疫沈降法ならびに Westernblot分析法の結果よ

り,ATL患者血中抗体の抗原特異性は抗体陽性健常人

抗体のそれと差異はないと されている67)68).今回の検

索でも両者抗体はともに HTLV-Ⅰ産生細胞に 対する

219

ADCC ならびに CDC を惹起, 吸収試験の結果より

ADCC の標的抗原は HTLV-Ⅰ関連抗原と考えられ

た. すなわち, ATL 患者では HTLV-Ⅰ抗体産生能

ならびに抗体の特異性に欠損はなく, 他の要因により

ATL発症を来たすと考えられる.

ATL患者では血中抗体陽性にもかかわらず ATL細

胞が存在するが, 同細胞は HTLV-Ⅰ抗原陰性である.

この説明としてほ 当初 HTLV-Ⅰに感染 ･腫痴化 した

ATL 細胞は 抗原陽性であ り抗体産生を 誘導するが,

ADCC ならびに CDCに基 き排除,または抗原変調を

受け,抗原陰性細胞のみが残存すると考えることができ

ら.なお,抗原変調ほてウス TL 白血病の TL 抗原,

およびヒトALL の ALL抗原で報告があるが, 機序

の詳細は不明である69170)71)

本研究では ATL 発症親定要因の一端 として 免疫系

の関与を想定,患者,抗体陽性健常人, ならびに抗体

陰性健常人の3群につき各種の 免疫反応を 比較,患者

および抗体陽性健常人の2群において PBMCにおける

mitogen応答能, ならびに NK･K 細胞性の低下ある

いは低下の傾向を認めた.ATL は T リンパ球特定サ

ブセット(helperlnducef)の無制限増殖がその第一義

的病変と解されている. T リンパ球はそれ 自体異変細

胞の排除に従事すると同時に,各種免疫反応を制御する

ことから,免疫中枢の一端 としても位置付け られてい

る. この様な観点から本報告の ATL患者ならびに抗

体陽性健常人に検出された免疫機能の低下を疾患の誘因

とするか,帰結とするかの判断は慎重でなければならな

い.逆に, 当該知見を足掛 りとして ATL発症機序の

解明に有益な示唆の得られる可能性もある･今回の結果

を基盤 とし,これら両観点をふまえた今後の総合的な検

索が ATL 病態のより深い理解につながるものと考え

る.

結 語

ATL患者ならびに抗体陽性健常人の免疫機能を抗体

陰性健常人と比較,以下の結果を得た.

a) 各種 mitogen刺激応答能は患者 PBMC で著明

に低下 していた. これに対 し,抗体陽性偉常人 PBMC

では SPL刺激応答能の低下をみたものの,PHA,Con

A 刺激応答能は正常であった.

b) Mitogen非刺激状態 (spontaneollS)の 3H-thy･

midine取込みの著しい上昇が,患者ならびに抗俸陽性

健常人 PBMC に認められた.

C〕 NK 細胞活性は患者 PBMC で低下して いた.
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これに対 し,抗体陽性健常人 PBMCの同活性は正常で

あった.

d) HTLV-Ⅰ産生細胞に対し ADCC に基 く細胞障

害反応が認められ,K 細胞が e仔ector細胞と考えられ

た.患者の同活性は著しく低下していたが,抗体陽性健

常人のそれは正常であった.

e) 患者ならびに抗体陽性 健常人血中抗体は ともに

HTLV-Ⅰ産生細胞に対する ADCCおよび CDCを惹

起した.

以上の知見から, ATL患者は細胞性免疫 ならびに

NK･K 細胞の機能低下状態にあると結論された.
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