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T  Cells Modulate 丁―indepOndent Polyclonal B Cell Activation  and

Enhance lgG Synthesis.

Hiro― o ITO

Department of Periodontology and Endodontology, Osaka University,

Faculty of Dentistry

(Chairman: Prof. Hiroshi OKADA)

Using murine splenic B and T cell populations, it was inves―

tigated  tt  vitrO  how T cells effects   on  tt  cell― independent

polyclonal  B cell activation(PBA) induCed by sonic extract  from

Actinomyces  viscosus T14V(Av.  sup)and  lipopolysaccharide(LPS)

from  Escherichia coli.  By admixture of separated B and  tt  cell

populatlons, it was demonstrated that normal splenic tt cells were

able  to enhance lgG synthesis in PBA.  Further experiments  were

done  to investigate the phenotype of the T cells and the  mecha―

nisms to enhance lgG synthesis in PBA. Results were as follows;

1) L3T4  positive tt cells were able to enhance lgG synthesis  in

PBA, but Lyt-2 positive cells were not.

●
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2)L3丁 4 positive T cells were activated in PBA,  but not directly

activated by polyC10nal B cell activators.

3) Anti― L3T4 monoこ 10nal antibody blocked the tt cell function  to

enhance lgG synthesis.

4)Ia antigens were increased on the surface of B cells activated

in  PBA.  丁hese  B cells strongly activated tt cells in  syngeneic

mixed lymphocyte reaction。

丁hese   results  suggested  that  autoreacti ve  T  cells   which

recognized  self la antigens expressed on the surface of B  cells

would contribute to augmentation of lgG synthesis.  丁herefore, it

was  supposed that periOdontal lesion dominated by lgG  producing

cells  could  be eStabliShed by PBA modulated by  autoreactive  T

cells.

Key  wOrds:  Polyc10nal B cell  activation(PBA),  Autoreacti ve  T

ce]1, Ia antigen, Syngeneic mixed lymphOcyte reaction
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要 旨
::△

cJ_コ 0口 yQ重 菫 Ml_scQsuS T14V株 の 超 音 波

_破 砕 上 液 (^v.sup)と 大場 菌 リ ポ 多 糖 (LPS)に よ る

Tl細 :胞 :非 依 存 性 の 多 ク ロ ニ ン 性 B細 胞 活 性 化

(PBA)に 対 す る T細 胞 の 影 響 を 検 討 し た 。 そ の |

結 果 、 T細 胞 は T細 胞 非 依 存 性 の PBAここ よ る

IgG産 生 を 増 強 す る 事 が 明 ら か に な っ た 。 更 に 、

こ の 様 な 機 能 を 有 す る T細 胞 の 性 状 、 及 び 、

T細 胞 に よ る IgG産 生 の 増 強 機 構 に つ い て 検 討

し た 結 果 t heiperノ inducё rサ プ ポ ピ ュ レ ー シ

ョ ン の T細 胞 が 、 PBAここ よ っ て 活 性 化 さ れ た 自

己 の B細 胞 表 面 上 の Ta抗 原 に 反 応 し て 活 性 化

さ れ 、 こ
｀
の 様 な 自 己 反 応 性 T細 胞 が PBAに よ る

工gC産 生 を 増 強 す る 事 が 示 唆 さ れ た 。 以 上 の 結

果 か ら 、 PBAに 自 己 反 応 性 T細 胞 が 関 与 し て 、

多 数 の IgG産 生 形 質 細 胞 が 浸 潤 、 増 生 し て い る

歯 周 炎 病 巣 が 形 成 さ れ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ る 。

索 引 用 語 )多 ク ロ ー ン 性 B細 胞 活 性 化 (PBA)

自 己 反 応 性 T細 胞 ,Ia抗 原 ,自 己 リ ン パ 球 混

合 培
「
養 反 応 (自 己 MLR)

一
…
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緒 言

辺 縁 性 歯 周 炎 の 病 理 _組 織 像 と し て は 、 形 質

細 胞 、 と り わ け IgG産 生 細 胞 の 著 し い 浸 潤 、 増

殖 が 認 め ら れ る 1-4)。 こ こ で 産 生 さ れ る 免 疫

グ ロ プ リ ン (Igs)が 、 プ ラ ー ク 構 成 菌 に 対 す る

特 異 抗:体 で あ る こ と を 示 唆 す る 報 告 も あ る が

5-3)、 I gsと 補 体 成 分 の 同 時 局 在 を 示 す 症 例 は

少 な く 、たし え 認 め ら れ て も 、 こ の 免 疫 複 合 物

の 沈 着 が 認 め ら れ る の は 、 病 変 の ご く 一 部 に

し か 過 ぎ な い 7,9)。 さ ら に 、 Clagettら 10)は 、

炎 症 歯 肉 組 織 中 の 組 織 固 着 性 の 免 疫 複 合 物 は 、

抽 出 可 能 な 全 Igsの 僅 か 0。 2%で し か な い と 報 告

し て い る 。

一 方 、 デ ン タ ル プ ラ ー ク を 構 成 す る グ ラ ム

陽 性 や グ ラ ム 陰 性 の 細 菌 が 、 ヒ ト や マ ウ ス の

リ ン パ 球 を 非 特 異 的 に 刺 激 し Igs産 生 を 誘 導 す

る 、 い わ ゆ る 多 ク ロ ー ン 性 に B細 胞 を 活 性 化

(Polyclonal B cell ActivatiOn; PBA)す る 能

力 を 有 す る こ と が 証 明 さ れ て い る 11-17,62例

●

金

事

え ば Engelら 11)は 、 Actinomyces ViSCOsusの
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ガ ラ ス ビ ー ズ 破 砕 上 液 (AVIS)が マ ウ ス の リ ン

パ 球 に 対 し て 示 す PBA活 性 に つ い て 詳 細 に 解 析

し 、 AVISが 、 T細 胞 の 関 与 を 必 要 と せ ず に 、

直 接 B細 胞 に 作 用 し て こ れ を 工gs産 生 細 胞 に ま

で 分 化 さ せ る 事 を 明 ら か に し た 。

こ れ ら の 成 績 を 総 合 す る と 、 歯 周 病 果 で 産

生 さ れ る 工gsの 大 部 分 は 、 PBAに よ つ て 、 非 特

異 的 に 産 生 さ れ て い る 可 能 性 が 高 い と 考 え ら

こ れ ま で の マ ウ ス の 細
れ る 。 し か し な が ら 、

で の 報 告 に お い て は 、
胞 を 用 い た  PBAに つ い

産 生 さ れ る Igsの ク ラ ス は 、 常 に 、 工gMが ■恵Cよ

り も 圧 倒 的 に 優 位 で あ り 、 IgG保 有 細 胞 の 優 位

な 歯 周 病 巣 の 成 立 を 、 十 分 に 説 明 す る も の で

こま  ソa  tヽ   。

他 方 、 本 田 3)、 okadaら 4)は 、 B細 胞 性 病 変

と 考 え ら れ て き た 歯 周 炎 病 巣 中 に も 多 数 の T

細 胞 が 局 在 す る こ と を 証 明 し 、 し か も こ れ ら

の T細 胞 が 活 性 化 さ れ て い る 事 を 示 唆 す る 結

果 を 得 た 18)。 こ れ は 、 T細 胞 が 歯 周 病 巣 の 形

成 に 関 与 し て い る 可 能 性 を 示 唆 す る が ヽ 歯 周

●

つ

●
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病 巣 中 に お け る T細 胞 の 機 能 に つ い て は 、 T

細 胞 表 面 マ ー カ ー か ら 、 そ れ が 免 疫 反 応 を 促

進 す る も の か 、 或 は 抑 制 す る も の か に つ い て

の み を 類 推 し よ う と す る 域 に 留 ま つ て お り 3,

4,18-20)、 そ の 詳 細 は 、 い ま だ 明 ら か に な つ

c  tヽ   な  い  .

ま た 上 方 、 T細 胞 非 依 存 性 の 抗 体 産 生 が T細

胞 に よ つ て 修 飾 を 受 け る と い う 報 告 31-24)ゃ 、

B細 胞 が 工gM産 生 細 胞 か ら 工gC産 生 細 胞 へ の ク

ラ ス ス イ ツ チ を 行 う た め に は T細 胞 由 来 の 因

子 が 必 要 で あ る と い つ た 報 告 25,28)が ぁ る 。

そ こ で 、 PBA反 応 と T細 胞 の 両 者 が 、 歯 周 病

巣 の 形 成 に ど の 様 に 関 わ つ て い る の か を 検 討

す る 一 環 と し て 、 マ ウ ス の T細 胞 非 依 存 性 の

PBAに お け る I gs産 生 に 対 す る T細 胞 の 影 響 ,特

に IgG産 生 に 対 す る 影 響 に つ い て 詳 細 に 検 討 を

行 つ た 。

●

●
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料 お よ び 方 法

、 マ ウ ス

8か ら 12週 令 の BALB/c,雄 マ ウ ス (静 岡 実 験

物 農 業 協 同 組 合 ,浜 松 )を 用 い た 。

、 多 ク ロ ー ン 性 B細 胞 活 性 化 (PBA)物 質

Actinomyces viscosus T14V株  は  、 Dre F。

C. Mclntire(Department of Oral Biology,

School of Dentistry, University of

Colorado, Medical Center, Denver,

Colorado)よ り 恵 与 さ れ た 。 PBA物 質 の 調 場 方

法 は 、 原 田 17)の 方 法 に 従 つ た 。 す な わ ち 、 菌

体 を を 超 音 波 処 理 (20kc/sec,4℃ ,20min)し

5000xgで 、 4℃ ,20分 間 遠 心 し て 菌 体 を 除 去 し

上 液 (以 下 Ave sup)を 得 、 こ れ を PBA物 質 と し

材

　

１

動

　

２

●
‐

●

て 以 下 の 実 験 に 用 い た

Escherichia coli

ル 法 に よ っ て 抽 出 さ

Difco Laborator:es

入 し た

0217: 38株 よ リ フ ェ ノ ー

れ た リ ポ 多 糖 (以 下 LPS)は

(Detroit, Mich.)よ り 購

細 胞 お よ び B細 胞 の 精 製

●

3、
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●

マ ウ ス よ り 無 菌 的 に 牌 細 胞 浮 遊 液 を 調 電 し 、

ト リ ス 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 処 理 し て 赤 血 球 を 溶

血 除 去 後 、 Sephadex C‐ 10(PharmaCia Fine

chこ micals AB,UppSala,SWeden)カ ラ ム を 通

過 さ せ 、 可 及 的 に マ ク ロ フ ア ~ジ を 除 い た 17)。

こ の よ う に し て 得 ら れ た 牌 臓 リ ン バ 球 画 分 を 、

ア フ イ ニ テ イ ~精 製 抗 マ ウ ス エgs抗 体 (anti‐

工gG+A+M,Cappel,Malvern,PA)を 用 い た

、 B細 胞 と T細 胞 に 分panning法 29)に よ つ て

画 し た 。 方 法 を 簡 単 に 示 す と 、 抗 体 を あ ら か

じ め 吸 着 さ せ た 細 菌 培 養 用 ベ ト リ 皿 に 、 3mlの

細 胞 浮 遊 液 (lX107cellS/m!)を 入 れ 、 室 温 で 1

時 間 イ ン キ ユ ベ ー ト し ヽ 非 付 着｀卜く■」″ る T細

胞 を 取 り 出 し た の ち ベ ト リ 皿 を _Ca2+,Mg2■ を 含

ま な い リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (P3S(‐ ))で よ く

洗 い 、 PBS(― )中 で 強 く ビ ペ ツ テ イ ン グ を 行 つ

て 付 着 性 の B細 胞 を 取 り 出 し た o更 に 、 T細

胞 画 分 に つ い て は ヽ 同 一 操 作 を 繰 り 返 す こ と

で 、 ま た B細 胞 画 分 に つ い て は 抗 Thy-1・ 2モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 (moAb)(ClOne F7D5,Serotec

,

●
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Ltd。 , 31ackthOrn, BiCester, England)と  家

兎 補 体 を 用 い た 補 体 依 存 性 細 胞 障 害 法 に よ っ

て 、 僅 か に 残 る T細 胞 を 融 解 除 去 し 、 各 細 胞

画 分 の 精 製 に 努 め た 。 細 胞 画 分 の 純 度 を フ ロ

ー サ イ ト メ ト リ ー (FCM)を 用 い た 蛍 光 抗 体 法 に

ょ っ て 確 認 し た 結 果 、 B細 胞 画 分 に お け る

Thy‐ 1抗 原 陽 性 細 胞 率 は 1%未 満 t表 面 工gs陽 性

細 胞 率 は 90%以 上 、 T細 胞 画 分 に お け る Thy‐ 1

抗 原 陽 性 細 胞 率 は 85%以 上 、 表 面  工gs陽 性 細

胞 率 は 3%未 満 で あ つ た o

4、 T細 胞 サ ブ ポ ピ ユ レ ー シ ヨ ン の 分 画

精 製 さ れ た T細 胞 は 、 moAbと 家 兎 補 体 を 用

い た 補 体 依 存 性 細 胞 障 害 法 に よ つ て 、 helper

/inducer T細 胞 と Suppressorノ cytotoxic T細

胞 に 分 画 し た 。 helper/inducer T細 胞 を 認 識

す る moAbと し て 、.抗 L3T4moAb30)( clone

CKl。 5, Dr. F. り。 Fitch,  University  of

Chicagoよ り 恵 与 さ れ た )、 Suppressor/cyto‐

toxic T細 胞 を 認 識 す る た め に 抗 Lyt-2.2moAb

●

‥
　

●
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(NEN,BostOn,Mass.)を 用 い た oな お 、 Sup‐

pressor/cytOtOXic T細 胞 の 分 離 に 際 し て は 、

抗 L3T4moAbの み で は 、 完 全 な 細 胞 障 害 性 が 得

ら れ な い た め 、 T細 胞 を 抗 L3T4moAbと 反 応 さ

せ た 後 、 さ ら に 抗 ラ ッ ト エgG抗 体 (Cappel)と 反

応 さ せ た 。

●

5、 細 胞 培 養 の 条 件

細 胞 培 養 液 は 、 RPMI-1640培 地 (Sigma

Chemical Company, Ste LouiS, MO・ )を 基 礎 に  、

ウ シ 胎 児 血 清 (FCS)(F!ow Labolatories,Ir‐ ‐

ving, Scotland)2蟄  10%j 2‐ mercaptoethenol

(2ME)5x10~5M,ベ ニ シ リ ン 100U/ml,ス ト レ

・   プ ト マ イ シ ン 100μ g/mlい ｀ ず れ も 和 光 純 薬 工

業 、 大 阪 )の 割 合 で 加 え た も の を 使 用 し た 。 以

下 、 こ れ を 培 養 液 と い う 。

細 胞 培 養 は 、 気 温 37℃ 、 湿 度 97%、 5%の C02

を 含 む 空 気 中 で 行 つ た 。

●

6、 工gs産 生 量 の 測 定
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B細 胞 5x104個 に 対 し 、 種 々 の 個 数 の T細 胞

の 存 在 下 も し く は 非 存 在 下 で PBA物 質 に よ る 刺

激 を 行 い 、 マ イ ク ロ カ ル チ ャ ー プ レ ー ト (96

wells: round bOttom, Corning Glass

Wo「 ks,Corning,NV)を 用 い て 7日 間 培 養 を 行

い 、 培 養 上 清 中 に 産 生 さ れ た IgG、 ま た は 工gM

を 微 量 酵 素 免 疫 測 定 法 (ELISA)とこ で 測 定 し た 。

PBA物 質 は 予 備 実 験 で 決 定 さ れ た 至 適 濃 度

(Avesup=256倍 希 釈 、 LPS=10μ  g/ml)を 使 用 し

た 。

ELISAは 、 以 下 に 述 べ る よ う に し て 行 っ た 。

ELISA用 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (96

wells, flat bottom, Nunc immunoplate I ,

Nunc,Roskilde,Denmark)に 、 抗 マ ウ ス エgG

(4μ g/well)ま た は 抗 マ ウ ス エgM(3μ  g/well)を

吸 着 (4℃ ,over night)さ せ ,0。 05%の Tween‐

20と 0。 02%NaN3を 含 む PBS(PBS‐ T)で 3回 洗 浄 の

後 、 PBS‐ Tで 数 段 階 に 希 釈 し た 培 養 上 清 あ る い

は 段 階 希 釈 標 準 サ ン プ ル (精 製 マ ウ ス  エgG,

Zymet Lab。  工nc.,  South San Francisco,

‘
‐
…
●

●

●
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Calif。 )ま た は IgM( Miles Scientific,

Naperville,工 L)を 各 we日 に 入 れ 室 温 2時 間 イ

ン キ ュ ベ ー ト し 、 PBS‐ Tで 3回 洗 浄 後 、 ア ル カ

リ フ ォ ス フ ア タ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス エgGま た は

■8M抗 体 を 室 温 で 2時 間 反 応 さ せ る 、 い わ ゆ る

サ ン ド イ ッ チ 法 を 行 つ た 。 PBS‐ Tで 4回 洗 浄 後 ,

酵 素 基 質 溶 液 (lmg/mlの 濃 度 に な る よ う に 10%

diethano!amine緩 衝 液 ,p‖ 9。 8に 融 解 し た

paranitrophenylphosphate‐ 2Na,和 光 純 薬 工 業 ,

大 阪  )を 加 え 、 室 温 で 30分 間 反 応 さ せ 、 3N,

NaOHに て 反 応 を 停 止 さ せ た 後 、 マ イ ク ロ プ レ ・

― 卜 光 度 計 (コ ロ ナ MTP-12 Auto,コ ロ ナ 電 気 、

勝 日 )を 用 い て 各 we日 の 405nmここ お け る 吸 光 度

を 測 定 し た 。 ブ レ ー ト 毎 に 置 い た 標 準 サ ン プ

ル の 測 定 結 果 よ り 、 X軸 に 濃 度 を 対 数 で 、 Y

軸 に そ の 吸 光 度 を そ れ ぞ れ と り 、 最 小 自 乗 法

に よ っ て 標 準 直 線 を 作 成 し 、 こ れ か ら 培 養 上

清 中 の 各 Ig量 を 算 出 し た 。 な お 、 相 関 係 数 は 、

常 に  0。 998以 上 で あ っ た 。

培 養 及 び ELISAは 、 す べ て triplicateで 行 つ

●

い
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0

た 。
・
な お 、 ELISAに 使 用 し た 抗 体 は 、 全 て 家 兎

由 来 の ア フ ィ ニ テ イ ー 精 製 品 で Fc部 に 特 異 性

を 有 す る も の (全 て Zymet Lab。 )で あ り 、 各 抗

:  体 の 特 異 性 を ELISAに よ っ て 確 認 し た と こ ろ 、

1  交 叉 反 応 性 は 見 ら れ な か っ た 。

7、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー (FCM)

フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー は 日 本 分 光 工 業 社 製

FCS‐ 1´X(日 本 分 光 工 業 ,八 王 子  )を 用 い た 。 レ

ー ザ ー 光 源 は 、 4リ ア ル ゴ ン イ オ ン レ ー ザ ー

(NEC,東 京 )を 波 長 488nm,500mり に 設 定 し て 用 い

た 。

以 下 、 2重 蛍 光 の 同 時 解 析 の 場 合 (工 a抗 原 の

解 析 、 又 は L3T4抗 原 と DNAの 同 時 解 析 )を 中 心

に 述 べ る が 、 Fluorescein lsothiocyanate

(F工 TC)と PrOpidiuロ エodide(P工 )の 2種 の 蛍 光 色

素 は 共 に 488nmで 励 起 さ れ 、 そ れ ぞ れ 、 530nm

と 630nm付 近 に ピ ー ク を 持 つ 蛍 光 を 発 す る の で

フ ィ ル タ ー を 選 択 す る 事 に よ っ て 、 1本 の レ

ー ザ ー 光 源 に よ り 、 同 一 細 胞 の 2つ の 独 立 し

●

●
，
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た 信 号 を 同 時 に 解 析 す る 事 が 可 能 と な る 31)。

す な わ ち 、 575nmO short― paSS dichroic

mirrorで 緑 色 及 び 赤 色 の 蛍 光 を 分 離 後 、 更 に

530nmの 狭 帯 域 フ ィ ル タ ー で 緑 色 の 蛍 光 を 、 又

は 600nmの 広 帯 域 フ ィ ル タ ー で 赤 色 の 蛍 光 を 通

過 さ せ 、 そ れ ぞ れ の 蛍 光 強 度 を 測 定 し た 。 こ

の 時 僅 か に 、 緑 色 蛍 光 が 赤 色 側 に 漏 洩 す る 傾

向 が み ら れ る の で 、 同 じ サ ン プ ル を FttT Cの み

で 染 色 し た も の を 測 定 し て 、 こ れ の 赤 色 側 へ

の 漏 洩 を 数 学 的 に 補 正 す る 、 い わ ゆ る com‐

pensationと い う 操 作 を 行 っ た 。 赤 色 蛍 光 の 緑
・

色 側 へ の 漏 洩 は 全 く 認 め ら れ な か つ た 。 単 染

色 の 場 合 (細 胞 内 工gCの 解 析 )で は 、 赤 色 側 の 検

出 器 の 回 路 を 開 じ 、 compensationを 行 わ ず に

解 析 し た 。 解 析 に 際 し て は 、 1サ ン プ ル に つ

き 少 な く と も 5000個 以 上 の 細 胞 を 測 定 し た 。

尚 、 混 在 す る 細 胞 残 澄 の 影 響 を 除 く た め に 前

方 散 乱 光 は 常 時 測 定 し た 。

●

●

●
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zeilご 2)の 方 法 を 改 変 し て 行 つ た 。 す な わ ち 、

B細 胞 を 、 T細 胞 の 存 在 下 も し く は 非 存 在 化

で PBA物 質 で 刺 激 し 、 培 養 6日 目 の 細 胞 を 、

0。 02%,TritOn X‐ 100を 含 む PBS(‐ )で 処 理 し た

後 、 ビ オ チ ン 化 抗 マ ウ ス IgG抗 体 (Fc portion

specifiC,Capp91)ヽ PBS(― )で 洗 浄 後 、 F ttT C結

合 ア ビ ジ ン (Vect9r Lab.3urlingame,CA)を

順 に 室 温 30分 間 反 応 さ せ て 細 胞 内 工gGを 染 色 し

た 。 洗 浄 の 後 、 70%エ タ ノ ー ル で 固 定 を 行 い 、

直 ち に FCMに て 陽 性 細 胞 率 を 測 定 し 、 こ れ と 各

we日 の 細 胞 数 よ り 、 l We H当 り の 細 胞 内 工gC陽

性 細 胞 数 を 算 出 し た 。 陽 性 率 の 決 定 の 際 に は 、

FITC結 合 ア ビ ジ ン の み と 反 応 さ せ た も の を 陰

性 対 照 と し た oな お 、 こ の 解 析 の 為 の 培 養 は

24 wellsの カ ル チ ャ ー プ レ ー ト (COrning)を 用

い 、 96we1lsの プ レ ー ト を 使 用 し た 場 合 の 10倍

の ス ケ ー ル で 行 つ た 。

9、 L3T4抗 原 と DNAの 同 時 染 色

Noronhaら 33)の 細 胞 表 面 抗 原 と DNAの 同 時 染

与
―
―
、

●
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色 法 を 改 変 し て 行 つ た 。 L3T4抗 原 の 染 色 の 為

に は 、 1次 抗 体 に 抗 L3T4moAbを 、 2次 抗 体 に 、

FITC標 識 抗 ラ ッ ト エgG抗 体 (TAGO 工nc。 ,

Bur!ingame,cA)を 用 い た 問 接 蛍 光 抗 体 法 を 行

つ た 。 尚 、 2次 抗 体 は 、 マ ウ ス の 膊 細 胞 を 全 く

染 色 し な か っ た 。

細 胞 表 面 抗 原 を F ttT Cで 染 色 さ れ た 細 胞 は 、

PBS(→ で 洗 浄 後 70%エ タ ノ ー ル で 固 定 し 、 P工

(200μ g/ml,Sigma:4℃ ,20分 )で DNAを 染 色 し

た 。 細 胞 を 洗 浄 後 、 直 ち に FCMここ よ る 解 析 を 行

つ た 。 こ の 際 、 死 細 胞 の 影 響 を 染 色 に よ つ て

除 く こ と が 不 可 能 で あ る 為 、 前 方 散 乱 光 に よ

つ て 細 胞 残 澄 と 共 に 、 死 細 胞 の 影 響 を 極 力 排

除 し た 。

10、 B細 胞 表 面 工a抗 原 の 染 色 と 解 析

1次 抗 体 に 抗 I‐ Ad moAb(clone 34‐ 5‐ 3s,

Litton 3ionetics lnc。 , Char!eston, SC)を 、

2次 抗 体 に FITC標 識 抗 マ ウ ス エgG抗 体 (Fc

portion specific,Capel)を 用 い た 問 接 蛍 光

●

●

●
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抗 体 法 を 行 つ て 、 B細 胞 表 面 の 工a抗 原 を 染 色

し た 。 反 応 は 、 全 て 、 4℃ ,30分 間 行 っ た 。 更

に  P■ (20μ g/m!)で 死 細 胞 を 染 色 し て (4℃ ,5

min)、 FCMに よ り 生 細 胞 の み の 表 面 工a抗 原 に つ

い て 解 析 を 行 つ た oま た 、 細 胞 1個 当 り の 工a

抗 原 量 は 、 陽 性 細 胞 の 平 均 蛍 光 強 度 と し て 、

channel数 で 表 し た o 2次 抗 体 の み で 染 色 さ れ

る 表 面 IgG陽 性 B細 胞 は 全 B細 胞 の 3%未 満 で あ

り 、 こ れ を 陰 性 対 照 と し た o

11、 マ イ ト ジ エ ン 活 性 の 測 定

牌 細 胞 を Sephadex C‐ 10カ ラ ム を 通 過 さ せ ず

に 、 直 ち に panning法 を 行 い 、 得 ら れ た B細 胞

'  
ま た は T細 胞 (lX105/wel!)を 、 PBA物 質 (Av.

i   sup=1/256,LPS=10μ  g/ml)あ る い は COn A

(2μ g/mi)と 共 に 3日 間 マ イ ク ロ カ ル チ ャ ー プ

レ ー ト (96wells,f!at bottOm,COrning)で 培

養 し 、 培 養 終 了 20時 間 前 に 、 ト リ チ ウ ム チ ミ

ジ ン (3H_TdR,NEN)0。 5μ Ciを 各 wellに 加 え た 。

●

●

培 養 終 了 後 、 オ ー ト マ チ ツ ク セ ル ハ ー ベ ス
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0     ‐      _

「 タ ー (ラ ボ マ ッ シ ュ ,LM-101,ラ ボ サ イ エ ン ス

東 京 )を 用 い て 細 胞 を グ ラ ス フ ィ ル タ ー 上 に

採 取 し 、 こ れ を 乾 燥 後 、 DNAに 取 り 込 ま れ た

3‖ _TdRの 放 射 活 性 を 液 体 シ ン テ レ ー シ ョ ン カ

ウ ン タ ー (LKB 1215,Rackbeta,Finland)に て

測 定 し た 。

12、 細 胞 の マ イ ト マ イ シ ン C(MMC)処 理

細 胞 の 分 裂 増 殖 能 を 失 わ せ る た め に 、 培 養

液 に 5x106 cellS/m:に 浮 遊 し た 細 胞 を 、 50

μ gノ mlの マ イ ト マ イ シ ン C(MMC,協 和 マ イ ト

マ イ シ ン S,協 和 発 酵 ,東 京 )で 37℃ ,30分 問

処 理 し た 。

13、 自 己 リ ン バ 球 混 合 培 養 反 応 (自 己 MLR)

精 製 ぎ れ た T細 胞 (2x105ce‖ S/we H)を 、

MMCで 処 理 し た B細 胞 (2x105ce H S/we H)と 共

に マ イ ク ロ カ ル チ ャ ー プ レ ー ト (96 wells,

「 Ound bOttom)で 7日 間 培 養 を 行 い 、 培 養 終 了

前 の 20時 間 の 3‖ _TdRの DNAへ の 取 り 込 み を 、 マ

●

●



●

20
(13)

イ ト ジ ェ ン 活 性 の 測 定 と 同 様 に 測 定 し 、 T細

胞 の 分 裂 を 評 価 し た 。 B細 胞 は 、 MHC処 理 に 先

立 っ て 、 PBA物 質 の 存 在 下 1に て 37℃ で tも し

く は PBAの 非 存 在 下 に て 4℃ ま た は 37℃ で 、 20

時 間 培 養 を 行 っ た 。

‘●

　

・

…
―

‐
・

●

‘
…
，

１
１
・
　

　

●



●

2ヽ1‐

結 果

1。 .T細 胞 非 依 存 性 PBA反 応 に 対 す る T細 胞 の

影 響

既 に Av.supや LPSに よ る マ ウ ス B細 胞 の 多

ク ロ ー ン 性 活 性 化 は 、 T細 胞 や マ ク ロ フ ア ー

ジ を 必 要 と し な い こ と が 明 ら か に さ れ て い る

17,34,35)が 、 こ の T細 胞 非 依 存 性 PBAに お け

る 工gs■ 産 生 が T細 胞 の 存 在 に よ つ て 影 響 を 受

け る も の か ど う か を 検 討 し た 。

1可 能 な 限 り 精 製 し た B細 胞 (5x10'CettS/

well)を T細 胞 の 存 在 下 (2.5～ 20x104ceH S/

well)、 も し く は 非 存 在 化 で PBA物 質 で 刺 激 し

て 培 養 7日 間 に 培 養 上 清 中 へ 産 生 さ れ た IgG及

び ■gM量 を ELISAで 測 定 し た 。 Ave sup(図 1‐

A),LPS(図 1‐ 3)の い ず れ の PBAで 刺 激 し た 場 合

も 、 T細 胞 が 存 在 す る 時 、 両 ク ラ ス の Ig産 生

が 有 意 (Pく 0。 05)に 増 加 し た 。 し か し 、 工gG産 生

の 増 強 の 程 度 は 、 工gMの そ れ よ り も 大 き く 、 そ

の 為 IgGノ エgMの 比 の 値 は T細 胞 非 存 在 下 の 場 合

に 比 べ て 有 意 に 増 加 し た 。 す な わ ち 、 T細 胞
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は 、 T細 胞 非 依 存 性 の PBAに お い て IgG産 生 を

増 強 す fケ様 な 機 能 を 有 す る こ ,と が 明 ら か に な

っ た 。 尚 、 T細 胞 が 存 在 す る 時 で も 、 PBA物 質

に よ る 刺 激 を 加 え な い 場 合 は 、 い ず れ の ク ラ

ス の 工gも 殆 ど 検 出 さ れ な か つ た (図 1‐ A)。 ま た

T細 胞 数 の 多 い 条 件 下 で 、 Igs(特 に ■8M)産

生 の 抑 制 傾 向 が 見 ら れ た
`

次 に 、 観 察 さ れ た 工gG産 生 の 増 強 が 、 工gG産

生 細 胞 数 の 増 加 に 基 づ く も の か 、 そ れ と も 、

工gG産 生 細 胞 数 の 変 化 は 無 く 、 1個 の 細 胞 が 産

生 す る 量 の み が 増 加 し た 事 に よ る も の か に つ

い て 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 B細 胞 を 、 T細 胞

の 存 在 下 で PBA物 質 で 刺 激 す る と 、 工gG産 生 量

の 増 加 と 同 時 に 、  約 12内 IgG陽 性 細 胞 数 が 増

加 す る こ と が 示 さ れ た (図 2)。

2◆ PBA物 質 の T細 胞 に 対 す る 作 用

図 1に 示 し た よ う な T細 胞 の 、 多 ク ロ ー ン 性

■gG産 生 を 増 強 す る 作 用 は 、 PBA物 質 が 、 直 接

T細 胞 を 活 性 化 し た 結 果 も た ら さ れ た 可 能 性

●

●

●
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が 考 え ら れ る の で 、 こ の 点 に つ い て 検 討 を 行

っ た (図 3)。

牌 細 胞 を 、 Sephadex C‐ 10カ ラ ム を 通 過 さ せ

ず に 、 直 ち に panningを 行 っ て T細 胞 画 分 と B

細 胞 画 分 に 分 画 し た 。 こ の 様 に し て 得 た 各 細

胞 画 分 は 、 抗 原 提 示 細 胞 を 含 ん で い る 。 従 っ

て 、 T細 胞 画 分 は COn Aに 強 く 反 応 し て 増 殖 し

た 。 し か し な が ら 、 こ の 様 な T細 胞 は  Av.

sup及 び LPSに 全 く 反 応 し な か つ た 。 す な わ ち 、

こ の 2種 の PBA物 質 が T細 胞 を 直 接 活 性 化 す る

こ と が 出 来 な い こ と が 示 唆 さ れ た 。 一 方 B細

胞 は 、 2種 の PBA物 質 に は 強 く 反 応 し た が 、

Con Aに は 反 応 を 示 さ な か つ た oつ ま り 、 こ の

B細 胞 画 分 に は T細 胞 の 混 入 が 無 い 事 を 機 能

的 に 証 明 す る と 同 時 に 、 Av.Sup、 あ る い は

LPSに よ る PBAが T細 胞 非 依 存 性 で あ る こ と が

改 め て 確 認 さ れ た 。

こ れ ら の 結 果 よ り 、 PBA物 質 が 直 接 に T細 胞

を 活 性 化 す る の で は な い が 、 T細 胞 非 依 存 性

の PBAの 系 に T細 胞 が 存 在 す る こ と で 工gCの 産

●

●

●
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生 が 増 強 さ れ る 事 か ら 、

節 機 構 が 考 え ら れ る 。
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T細 胞 に よ る PBAの 調

3.T細 胞 サ ブ ポ ピ ユ レ ー シ ヨ ン

次 い で 、 多 ク ロ ー ン 性 工gG産 生 を 増 強 す る よ

う な T細 胞 が 、 ど の 様 な サ ブ ポ ピ ユ レ ー シ ョ

ン に 属 す る の か を 検 索 し た 。

精 製 T細 胞 を 、 材 料 と 方 法 に 示 し た よ う に 、

helperノ inducer T 細 胞  と Suppressor/Cyto‐

toxic T細 胞 に 分 画 し て 、 PBA反 応 系 に 添 加 し

た 。 そ の 結 果 (図 4)、 helperノ inducer T細 胞

は 未 分 画 の T細 胞 と 同 様 に 工gG産 生 を 増 強 す る

事 が で き た が 、 Suppressor/CytotOXic T細 胞

の み を 加 えた場 合 は 、 工gG産 生 を 増 強 す る こ と も

抑 制 す る こ と も 出 来 な か つ た 。 す な わ ち 、 多

ク ロ ー ン 性 工gG産 生 増 強 能 を 有 す る T細 胞 は

helperノ lnducerポ ピ ュ レ ー シ ヨ ン に 属 す る こ

と が 明 ら か に な つ た 。 尚 、 こ の 場 合 で も 、

he!pё rノ inducer T細 胞 が 多 数 存 在 す る と 、 未

分 画 T細 胞 と 同 様 に IgC産 生 の 抑 制 傾 向 が 認 め

:●
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ら れ た 。

4◆ DNA量 と 表 面 L3T4抗 原 の 同 時 解 析 法 を 用 い

た 、 PBA反 応 系 に お け る T細 胞 の 活 性 化 の 検 討

次 に 、 こ の helperノ inducer T細 胞 が 、 Av.

supや LPS刺 激 に よ る PBA反 応 の 際 に 実 際 に 活 性

化 さ れ て い る か ど う か を 、 FCMを 用 い て 、 細 胞

表 面 L3T4抗 原 と DNA量 を 同 時 に 解 析 す る こ と に

よ り 検 討 し た 。 解 析 結 果 は 、 2次 元 等 高 線 表 示

(図 5)及 び 、 L3T4抗 原 陽 性 細 胞 に gate window

を 設 定 し た 1次 元 DNAヒ ス ト グ ラ ム (図 6)で 表

し た 。 尚 、 L3T4抗 原 陽 性 細 胞 の 活 性 化 の 陰 性

対 照 と し て 、 培 養 前 の Sephadex C‐ 10カ ラ ム を

通 過 さ せ た リ ン パ 球 画 分 (図 5‐ A,図 6‐ A)を 、

陽 性 対 照 と し て Con A(2μ  g/ml)で 3日 間 束1激 し

た 全 牌 細 胞 (図 5‐ B,図 6‐ A)を 解 析 し た 。

リ ン パ 球 画 分 を PBAで 刺 激 し た 場 合 に は 、

L3T4抗 原 陰 性 細 胞 の 活 性 化 が 強 く 認 め ら れ る

が 、 こ れ は 、 B細 胞 の 活 性 化 に よ る も の と 考

●

●
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え ら れ る 。 し か し 同 時 に 、 L3T4抗 原 陽 性 細 胞

も 少 な か ら ず 活 性 化 さ れ て い る 様 子 が 観 察 さ

れ た (図 5‐ D,E)。 そ し て ヽ PBA物 質 を 加 え な

い 時 (図 5‐ C)、 お よ び 、 T細 胞 の み の 場 ・合 は

PBA物 質 に よ る 刺 激 を 加 え て も (図 5‐ C,H)、

L3T4抗 原 陽 性 T細 胞 の 活 性 化 は ほ と ん ど 観 察

で き な か つ た o

こ の よ う な 結 果 は 、 L3T4抗 原 陽 性 細 胞 の 1次

元 ヒ ス ト グ ラ ム で も 確 認 さ れ た 。 例 え ば 、 リ

ン パ 球 画 分 を PBA物 質 で 刺 激 し た 場 合 は 無 刺 激

に 比 べ て 、 L3T4抗 原 陽 性 の T細 胞 が 活 性 化 さ

れ て お り (図 6-3)、 一 方 、 T細 胞 の み を PBA

物 質 と 共 に 培 養 し て も 、 L3T4抗 原 陽 性 細 胞 は

活 性 化 さ れ ず 、 T細 胞 と B細 胞 を 共 に 合 む 細

胞 集 団 を PBAで 刺 激 し た 場 合 に の み 、 L3T4抗 原

陽 性 T細 胞 の 活 性 化 が 観 察 さ れ た (図 6-C,D)。

す な わ ち 、 T細 胞 非 依 存 性 の PBAの 系 に お い

て も 、 L3T4抗 原 陽 性 の T細 胞 が 活 性 化 さ れ て

い る 事 が 明 ら か に な つ た 。

そ こ で 次 に 、 T細 胞 の 活 性 化 機 構 に つ い て 、

●
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検 討 を 行 っ た 。

.抗 L3T4moAblこ よ る T細 胞 機 能 の 阻 害

抗 L3T4moAbを 培 養 液 中 に 添 加 (0。 5μ gノ

ml)す る こ と に よ つ て 、 T細 胞 に よ る lgG

産 生 の 増 強 が 、 ほ ぼ 完 全 に 阻 止 さ れ た (図

7)。 こ の 結 果 は 、 T細 胞 が PBAの 系 に お け

る lgG産 生 を 増 強 す る 為 に は 、 な ん ら か の

抗 原 を 認 識 し て 活 性 化 さ れ る 事 が 必 要 で

あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 そ し て こ の よ

う な 抗 原 は 、 B細 胞 表 面 上 に 表 現 さ れ て

い る 自 己 la抗 原 で あ る 事 が 考 え ら れ る 。

し か も 、 PBA物 質 に よ つ て 活 性 化 さ れ た B

細 胞 で は 、 表 面 la抗 原 の 量 が 増 加 し 、 こ

の 結 果 、 自 己 の la抗 原 に 応 答 す る 様 な T

細 胞 (自 己 反 応 性 T細 胞 )が 強 く 活 性 化

螢
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さ れ て 、 PBA反 応 に お け る lgG産 生 を 増 強

す る こ と が 推 測 さ れ る 。 そ こ で こ れ ら の

可 能 性 を 検 討 す る 為 に 、 以 下 の 実 験 を 行

っ た 。

6.PBA物 質 の 刺 激 に よ る B細 胞 表 面 la抗

原 量 の 増 加

精 製 B細 胞 を 、 PBAの 刺 激 下 で 培 養 (2

0時 間 、 37℃ )を 行 う こ と に よ っ て 、 表 面

la抗 原 量 は 、 無 刺 激 で 同 様 に 培 養 し た も

の 、 或 は 、 4℃ に 保 持 し た も の の い ず れ に

対 し て も 有 意 に 増 加 し た (表 1)。 陰 性 対 照

と し て 、 2種 類 置 い た 理 由 は 、 FCSの み に

よ っ て B細 胞 が 活 性 化 さ れ る 可 能 性 が 報

告 さ れ て い る 38)か ら で あ る が 、 本 実 験 に

壼
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量 を 増 加 さ せ る 事 は な か つ た 。

ま た 、 B細 胞 中 の la抗 原 陽 性 細 胞 率 も

PBA刺 激 に よ っ て 増 加 し た 。 す な わ ち 、

BA物 質 で B細 胞 を 刺 激 す る こ と に よ っ て

培 養 中 に 存 在 す る la抗 原 の 総 量 が か な り

増 加 す る 事 が 示 唆 さ れ た 。

7.活 性 化 B細 胞 に よ る 自 己 MLRの 増 強

PBA物 質 に よ っ て 活 性 化 さ れ た B細 胞 の

la抗 原 量 が 増 加 す る こ と か ら 、 活 性 化 B

螢  細 胞 は 自 己 反 応 性 T細 胞 を よ り 強 く 活 性

化 す る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。

そ こ で 、 6の 実 験 と 同 様 、 B細 胞 を PBA

物 質 の 刺 激 下 、 も し く は 無 刺 激 下 で 培 養

(37℃ ,

一●
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20時 間 )を 行 っ た 後 、 こ れ ら を MMCで 処 理 し て

自 己 MLRの 刺 激 細 胞 と し て 用 い た と こ ろ 、 PBA

物 質 で 活 性 化 さ れ た B細 胞 は 、 よ り 強 い T細

胞 の 増 殖 を 誘 導 す る 事 が 明 ら か に な っ た (表

2)。

8。 T細 胞 の MMC処 理

T細 胞 が 、 PBA反 応 に お い て IgG産 生 を 増 強

す る た め に 、 自 ら 分 裂 増 殖 を 行 う こ と が 必 要

か ど う か に つ い て 検 討 し た 。

す な わ ち 、 精 製 T細 胞 を MMCで 処 理 し た 後 、

PBA反 応 系 へ 添 加 し た 場 合 で も 、 工gG産 生 を 有

意 に 増 強 し た (図 8)。 し か し な が ら 、 MMC処

理 T細 胞 が 、 MMCで 処 理 し な い T細 胞 と 同 程 度

の 増 強 作 用 を 示 す た め に は 、 よ り 多 数 の 細 胞

が 必 要 で あ つ た 。

僣
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考 察

重 度 の 歯 周 炎 (Advanced periodOntitiS)は 、

多 数 の B細 胞 系 の 細 胞 浸 潤 を 示 す 疾 患 で あ り 、

し か も 、 歯 周 病 局 所 に お け る こ れ ら の B細 胞

や 形 質 細 胞 が 保 有 す る 免 疫 グ ロ プ リ ン (Igs)の

ク ラ ス (ア イ ソ タ イ プ )は 、 大 部 分 が 工gCで あ

り 、 工gMは 極 僅 か で あ る 事 が 、 免 疫 組 織 学 的 な

解 析 に よ り 明 ら か に な つ て い る 1-4)。 そ し て 、

こ の よ う な 病 理 組 織 像 を も た ら す 原 因 の 一 つ

に 、 歯 垢 中 の 細 菌 に 由 来 す る PBA物 質 の 関 与 が

。 し か も 歯 垢 中 の 細 菌 ・
考 え ら れ て い る 11,17)

ウ ス の 牌 臓 の B細 胞 に
に 由 来 す る 因 子 は 、 マ

対 し て PBAを 誘 導 す る が 、 そ れ は 常 に ■gM産 生

が 優 位 で あ り 、 歯 周 病 の 病 理 像 の 形 成 機 序 を

十 分 に 説 明 し 得 る も の で は な か つ た o

こ れ にず対 し 原 田 は 17)、 DNP― KLHで 感 作 さ れ

た マ ウ ス の 牌 臓 B細 胞 を 、 表 面 工gG陽 性

(slgG+)細 胞 と 、 陰 性 細 胞 に 分 画 し 、 こ れ ら を

PBA物 質 で あ る Av.supで 刺 激 す る と 、 S■ gG+細

胞 か ら の み 工gGの 産 生 が 認 め ら れ 、 こ工gC― 細 胞

●
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か ら は 、 殆 ど 工gGが 産 生 さ れ な い 結 果 を 得 た 。

す な わ ち 、 Avesupは 、 B細 胞 の ク ラ ス ス イ ッ

チ を 誘 導 す る 事 は 出 来 な い も の の 、 1次 感 作

に よ つ て 既 に ク ラ ス ス イ ツ チ を 終 え た B細 胞

(記 憶 B細 胞 と 考 え ら れ る )に 作 用 し て 、 二gC産

生 を 誘 導 す る こ と か ら 、 ヒ ト の 歯 周 病 巣 に お

け る 工gG産 生 も 、 こ の 様 な 記 憶 B細 胞 が 局 所 へ

浸 潤 し 、 続 い て 歯 垢 中 の 細 菌 に 由 来 す る PBA物

質 に よ つ て 増 殖 分 化 が 誘 導 さ れ る 事 に よ る も

の と 推 測 し た 。

確 か に 、 マ ウ ス の 牌 臓 B細 胞 中 に は 、

s ttg G+細 胞 が 、 殆 ど 存 在 し な い (材 料 と 方 法 参

照 )の に 対 し て 、 ヒ ト の 末 槍 血 B細 胞 中 に は

s工 gG=や s工 gA+細 胞 が 相 当 の 割 合 で 存 在 し 39)、

記 憶 B細 胞 が 数 多 く 存 在 し て い る も の と 推 測

さ れ る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の ヒ ト 末 稽 血

細 胞 を n Vitroで PBA物 質 に よ つ て 刺 激 し た 場

合 は 、 や は り 、 18Gここ ほ ぼ 匹 敵 す る 大 量 の 工gM

が 産 生 さ れ る 14,15〕 。 従 つ て 、 歯 周 病 巣 に お

け る 工gG産 生 が 、 末 槍 血 由 来 細 胞 の PBA物 質 に

●
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よ る 非 特 異 的 活 性 化 と い う 仮 説 に 立 て ば 、 病

巣 局 所 に お け る 工gG産 生 の 増 強 機 構 の 存 在 を 他

に も 考 え る 必 要 が あ ろ う 。

一 方 、 木 日 、 Okadaら 3、 4、 18)は 、 歯 周 病 巣

に お い て も 、 T細 胞 が 少 な か ら ず 存 在 し 、 し

か も 、 そ れ ら が 活 性 化 さ れ て い る 事 を 示 唆 す

る 結 果 を 見 い 出 し て い る 18)。 ま た 一 方 、 マ ウ

ス を 用 ‐tヽ た 基 礎 免 疫 学 的 研 究 で は 、 B細 胞 の

ク ラ ス ス イ ツ チ に は 、 T細 胞 の 関 与 が 必 要 で

あ る と い つ た 報 告 25-28)が あ る 。 こ れ ら の 成

績 か ら 、 歯 周 病 巣 に 存 在 す る T細 胞 が な ん ら
.

か の 形 で 工gG産 生 を 増 強 し て い る 可 能 性 が 考 え

ら れ る 。

こ の 可 能 性 に つ い て 検 討 す る 為 の 、 最 も 直

接 的 な ア プ ロ ー チ は 、 歯 周 病 巣 か ら リ ン バ 球

を 抽 出 し ^T細 胞 を 分 画 し て こ れ の 機 能 を 分

析 す る 方 法 で あ る が 、 歯 周 病 巣 か ら 抽 出 で き

る T細 胞 は 、 非 常 に 少 数 で あ り 40)、 し か も こ

れ を 単 離 し 、 in vitroで 機 能 を 解 析 す る 事 は 、

大 変 困 難 で あ る 。 加 え て 、 一 度 得 ら れ た サ ン

●
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プル を再 度 人 手 す る こ とが で きな い た め 、 多 角 的 な 検 討 を不 可

能 に して い る。

一 方 Carpenterら 16)ιま、 ヒ トの末 梢 血 リンパ 球 を用 いて 、歯

周 病 関連 細 菌 の示 す PBA活 性 に お け る T細 胞 の 関 与 につ いて検 討

したが 、 彼 らの 結 果 は T細 胞 が lgG産 生 を調 節 す る可 能 性 に つ い

て は何 の 示 唆 も与 えな い。 さ らに彼 らの 言 う よ うに、 ヒ トリン

パ 球 の PBA反 応 に は helperT細 胞 の 関与 が必 須 で あ るな らば 、 こ

れ と同 じ表 面 マ ー カ ー を持 つ こ とが 予 想 され る、 lgア イソ タ イ

プ の発 現 を調 節 す る T細 胞 の PBAここお け る機 能 に つ いて 、 ヒ トリ

ンパ 球 を用 いて解 析 す る事 は極 め て 困 難 で あ る。 そ こで先 ず 、

実 験 に お け る諸 条 件 を簡 略化 す る事 が 可 能 な 、 マ ウ スの

in vitroで の T細 胞 非 依 存 性 PBAの 系 を用 いて 、 PBAに お い て

lgG産 生 を増 強 す る よ うな T細 胞 が 存 在 す るか ど うか につ いて検

討 した。本 研 究 に用 い た PBA物 質 は 、 一 つ は 、 グ ラム 陰 性 菌 で あ

る Escherichia coliの LPSで 、 他 の 一 つ は歯 周 病 関連 細 菌 で あ る

Actinomyces viscosus T14V株 の超 音 波 破 砕 上 液 (Avesup)で あ り、

これ は LPSを 含 まな い と考 え られ る。 従 つて 、 この 2つ の PBA物

質 に よ る B細胞 の 活 性 化 機 構 は 、異 な っ た も の で あ る可 能 性 が

あ るが 、 い ず れ の PBA物 質 も 、 T細 胞 や マ ク ロ フ アー ジ の 関 与 を

必 要 とせ ず に B細 胞 を活 性 化 す る点 は共 通 して お り、系 の簡 略

化 に好 都 合 で あ つた 。

本 研 究 の結 果 、 T細 胞 非 依 存 性 の PBAここお い て も L3T4抗 原 陽 性

の helperノ inducerサ ブ ポ ビ
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ュ レ ー シ ョ ン に 属 す る T細 胞 が 、 IgG産 生 を 増

強 す る 事 が 示 さ れ 、 更 に 、 こ の よ う な 機 能 を

持 つ T細 胞 は 自 己 工a抗 原 を 認 識 す る 事 に よ っ

て 活 性 化 さ れ る 、 自 己 反 応 性 T細 胞 で あ る 可

能 性 が 強 く 示 唆 さ れ た 。 す な わ ち 、 L3T4抗 原

は 、 マ ウ ス の he:perノ inducer T細 胞 の 抗 原 認

識 レ セ プ タ ー 上 に 存 在 す る 事 が 示 さ れ て い る

が 、 こ の 抗 原 認 識 レ セ プ タ ー を 抗 L3T4moAbで

被 覆 す る 事 に よ っ て 、 多 ク ロ ー ン 性 工gG産 生 を

増 強 す る 能 力 も 阻 止 さ れ る と い う 結 果 (図 7)

は 、 T細 胞 が 、 IgG産 生 を 増 強 す る よ う に 活 性

化 さ れ る 為 に は 、 何 ら か の 抗 原 を 認 識 す る こ

と が 必 要 で あ る 事 を 示 す と 同 時 に 、 T細 胞 が

単 に filler cell(も し く は feeder cell)と し

て 機 能 し た 事 に よ る も の で は な い 事 、 ま た 、

PBA物 質 が´T細 胞 に 直 接 作 用 し て 、 こ れ を 活 性

化 し た 事 に よ る も の で も な い 事 を 強 く 示 唆 し

て い る 。 こ の ・実 験 に 使 用 し た 、 抗 L3T4moAbの

0.5μ g/mlと い う 濃 度 は 、 自 己 MLRを 完 全 に 阻

害 す る の に 十 分 で あ る 事 か ら 決 定 さ れ た も の
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で あ る 。

更 に 、 PBAに よ る B細 胞 表 面 工a抗 原 量 の 増 加

(表 1)、 活 性 化 B細 胞 に よ る 自 己 MLRの 増 強

(表 2)、 或 は 、 T細 胞 と B細 胞 が 共 存 す る 場

合 に の み 観 察 さ れ た PBA反 応 系 で の T細 胞 の 活

性 化 (図 5,6)と い つ た 結 果 は 全 て 、 PBA反 応

系 に お い て 、 自 己 反 応 性 T細 胞 が 活 性 化 さ れ 、

こ の 活 性 化 自 己 反 応 性 T細 胞 に よ つ て 工gG産 生

の 増 強 が も た ら さ れ る と い う 仮 説 を 強 く 支 持

す る も の で あ る 。 な お 、 非 活 性 化 B細 胞 を 用

い た 場 合 で も 、 自 己 MLRの 誘 導 が 可 能 で あ っ た

の に 対 し 、 FCMに よ る L3T4抗 原 と DNA量 の 同 時

解 析 に お い て は 、 PBA物 質 の 非 存 在 下 で は 、

L3T4抗 原 陽 性 細 胞 の 活 性 化 が 観 察 で き な か っ

た 事 に つ い て は 、 後 者 の 実 験 感 度 が 前 者 に 比

べ て 低 い こ と に よ る も の と 考 え て い る 。

自 己 と 非 自 己 の 識 別 が ど の 様 な 機 構 に よ っ

て 行 わ れ て い る か と い う 問 題 は 、 免 疫 学 上 、

最 大 の 問 題 の 一 つ で あ る 。 ご く 近 年 に 至 る ま

で 、 正 常 な 個 体 で は 、 自 己 抗 原 に 対 す る 無 応
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答 性 が 確 立 さ れ て い る も の と 考 え ら れ て き た 。

す な わ ち 、 自 己 抗 原 に 対 す る 免 疫 反 応 は 、 自

己 免 疫 病 と い う 表 現 が 示 す よ う に 、 生 体 の 病

的 状 態 で あ る と 認 識 さ れ て き た oし か し な が

ら 、 Katzら 41)が 、 免 疫 応 答 に 主 要 組 織 適 合 系

(MHC)に よ る 遺 伝 的 拘 束 が 存 在 す る 事 を 示 し て

以 来 、 こ こ 10数 年 の 免 疫 学 上 の 発 見 は 、 免 疫

系 は 自 己 の 認 識 を 基 本 と し て 非 自 己 を 識 別 す

る と い う 、 概 念 上 の 大 き な 変 化 を も た ら し た 。

す な わ ち 抗 体 産 生 系 に お い て は 、 T― B間 、 T‐ マ

ク ロ フ ァ ー ジ 間 の la抗 原 の 一 致 が 必 要 で あ り 、
.

自 己 の 工a抗 原 に 対 す る T細 胞 の 認 識 に よ つ て

免 疫 応 答 が 制 御 さ れ て い る と い つ た 概 念 で あ

る 。 さ ら に 、 外 来 性 抗 原 の 関 与 な く 、 自 己 工a

抗 原 の み の 刺 激 に よ つ て T細 胞 が 活 性 化 さ れ

る と い う 、 自 己 MLRの 存 在 36)が 、 広 く 認 め ら

れ る に 至 つ て 、 自 己 反 応 性 T細 胞 の 免 疫 系 に

お け る 役 割 が 各 方 面 か ら 注 目 を 集 め て い る 。

本 研 究 に お い て 、 工gG産 生 を 増 強 す る T細 胞

は 、 helperノ inducerサ プ ポ ピ ユ レ ー シ ヨ ン に
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属 し て い た o一 方 、 自 己 MLRに よ つ て 活 性 化 さ

れ る T細 胞 の 表 面 マ ー カ ー 、 或 は 機 能 に つ い

て は 、 数 多 く の 報 告 が あ り
42-“).、 _定 の 結

論 は 得 ら れ て い な い が 、 マ ウ ス で は や は り 、

L3T4或 は Ly‐ 1抗 原 陽 性 、 ヒ ト で は Leu3或 は T4

抗 原 陽 性 の he!perノ inducerサ ブ ポ ピ ユ レ ー シ

ョ ン に 属 す る T細 胞 が 、 自 己 の Ia抗 原 に よ っ

て 活 性 化 さ れ る 事 に よ つ て 反 応 が 開 始 す る と

い う の は 一 致 し た 見 解 で あ る 。 更 に 、 近 年 の

培 養 技 術 の 目 ざ ま し い 進 歩 に よ り 正 常 T細 胞

の ク ロ ー ン 化 が 可 能 に な つ た こ と で 、 自 己 反

応 性 T細 胞 の 機 能 に つ い て も ク ロ ー ン レ ベ ル

で の 解 析 が 進 ん で い る 38,47-52)。 そ し て 、 こ

れ ま で の 報 告 の 限 り で は 、 自 己 反 応 性 T細 胞

ク ロ ー ン は 、 お お む ね 全 て helperノ inducerマ

ー カ ー を 有 し て い る 。

更 に 興 味 深 い こ と に は 、 こ れ ら の ク ロ ー ン

が あ る ク ラ ス の 工g産 生 を 特 異 的 に 誘 導 、 或 は

増 強 す る 、 い わ ゆ る isOtype‐ specific T

ce日 と し て の 機 能 を 有 す る と の 報 告 が 多 く 見
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ら れ る 47,48,50)。  claybergerら 48)は 、 B細

胞 を 外 来 抗 原 と 、 こ の 抗 原 に 特 異 的 な helper

T細 胞 が 産 生 し た 抗 原 特 異 的 因 子 で 活 性 化 し

た 場 合 に は 、 工gM産 生 の み が 誘 導 さ れ た が 、 こ

こ に 、 自 己 反 応 性 T細 胞 ク ロ ー ン 由 来 の 因 子

を 添 加 す る と 、 工gG産 生 が 見 ら れ た 事 を 報 告 し

て い る 。 Finndganら 47)ιま 、 ま た 違 っ た 系 を 用

い て 、 自 己 反 応 性 T細 胞 が 、 工gGク ラ ス の 特 異

抗 体 産 生 を 誘 導 す る 事 を 報 告 し て い る 。

Leungら 50)の ヒ ト の 自 己 反 応 性 T細 胞 ク ロ ー

ン は 、 工gE産 生 を 誘 導 し た oこ れ ら の 報 告 は 、

か つ て 多 ク ロ ー ン の T細 胞 を 用 い て 得 ら れ た

成 績 か ら そ の 存 在 が 示 さ れ た 、 iSOtype―

specific T Cel125)が 自 己 反 応 性 T細 胞 で あ

る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。

本 研 究 に お い て は 、 PBAの み で B細 胞 を 十 分

活 性 化 出 来 る 所 に 、 更 に T細 胞 を 加 え て そ の

影 響 を 見 た 訳 で あ る が 、 こ れ は 、 Clayberger

ら 48)の 実 験 系 が 、 B細 胞 を 抗 原 と 抗 原 特 異 的

helper因 子 で 十 分 活 性 化 出 来 る 上 に 、 更 に 自
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己 反 応 性 T細 胞 の 関 与 を 見 た 点 に お い て 極 め

て 類 似 し て い る 。 ま た 、 彼 ら の ク ロ ー ン は 、

抗 体 産 生 に 対 す る 増 強 作 用 も 抑 制 作 用 も 同 時

に 有 し 、 そ の 抑 制 作 用 は 、 自 己 反 応 性 T細 胞

が 多 い 場 合 に 観 察 さ れ た 。 そ し て 、 こ の 抑 制

作 用 の 本 体 は 、 こ の ク ロ ー ン が 自 己 の Ia陽 性

細 胞 に 対 し て 特 異 的 に 細 胞 融 解 を 起 こ す 事 に

よ る も の で あ つ た 38)。 自 己 MLRは 、 活 性 化 さ

れ る 細 胞 の 性 状 や 機 能 、 産 生 さ れ る 液 性 因 子

等 の 点 で 極 め て 複 雑 な 現 象 と 考 え ら れ て い る

が 、 そ れ に は 、 例 え ば Claybergerら の ク ロ ー

ン で 示 さ れ た 様 に 、 一 個 の 自 己 反 応 性 T細 胞

が 多 く の 機 能 を 持 つ 事 が 関 与 し て い る の か も

し れ な い 。

本 研 究 に お い て も 、 T細 胞 を 多 く 加 え た 場

合 に は 、 至 適 条 件 の 時 に 比 較 し て 工部産 生 が 抑

制 さ れ る 傾 向 を 示 し (図 1)、 更 に 、 抗 Lyt… 2.2

moAbと 補 体 処 理 に よ つ て Suppressor/cyto‐

toxic T細 胞 を 除 い た 後 も 、 こ の 傾 向 は 変 わ

ら な か つ た 事 か ら (図 4)、 こ の 抑 制 傾 向 は 、 一
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般 の suppressor T細 胞 が 関 与 し な い 、 helper

/inducer T細 胞
・
の 作 用 に よ る も の と 考 え ら れ

る 。

ま た 、 T細 胞 を MMCで 処 理 す る こ と で 、 抑 制

傾 向 が 見 ら れ な く な つ た (図 8)が 、 こ の 様 な

事 は 、 多 く の 抑 制 現 象 に 一 般 に 観 察 さ れ る も

の で は あ る が 、 こ れ も や は り 、 Claybergerら

の 報 告 に お い て 38)、 自 己 反 応 性 T細 胞 ク ロ ー

ン の 自 己 の 工a抗 原 陽 性 細 胞 を 融 解 す る 能 力 が 、

irradiationを 受 け る こ と に よ つ て 減 弱 し 、 抗

体 産 生 を 増 強 す る 作 用 は 残 つ た 結 果 と 一 致 し 。

て い る 。 ま た 、 本 研 究 に お い て 、 MMC処 理 T細

胞 で は 、 未 処 理 T細 胞 と 同 程 度 の 工gG産 生 増 強

作 用 を 示 す 為 に は 、 よ り 多 数 が 必 要 で あ つ た

(図 8)事 を 併 せ て 考 察 す る と 、 自 己 反 応 性 T細

胞 が 工gG産 生́ を 増 強 す る に は 、 B細 胞 に 対 し て

あ る 程 度 の 数 が 必 要 で あ り 、 こ れ が 、 工a抗 原

で 活 性 化 さ れ た 後 に 増 殖 出 来 る よ う な 条 件 下

で は 、 た と え 培 養 開 始 時 に 存 在 す る 数 が 少 な

く て も 、 培 養 期 間 中 に 増 殖 す る こ と で 十 分 な
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工gG産 生 の 増 強 作 用 が 見 ら れ る が 、 培 養 開 始 時

に よ り 多 数 が 存 在 す る 時 に は 抑 制 作 用 の 方 が

比 較 的 強 く 現 れ る の で は な い か と 推 測 さ れ る 。

尚 、 こ の 抑 制 傾 向 が 、 細 胞 数 の 増 加 に 伴 う 培

養 条 件 の 悪 化 に よ る も の と い う 可 能 性 は 、

Avosup刺 激 後 の l Well当 り の 細 胞 数 は 、 LPS刺

激 の そ れ に 比 べ て 圧 倒 的 に 少 な い (図 2)に も 関

わ ら ず 、 抑 制 傾 向 は 同 様 に 観 察 出 来 た 事 か ら

否 定 で き よ う 。 な お 、 本 研 究 は 、 工gG産 生 の 増

強 作 用 を 解 析 す る 目 的 で 進 め ら れ た が 、 IgG/

1gM比 は 工g産 生 が 抑 制 さ れ る 部 分 で も な お 増 加

傾 向 に あ り (図 1)、 今 後 、 こ の 抑 制 作 用 に つ

い て も 、 解 析 す る 必 要 が あ る と 考 え る 。

自 己 反 応 性 T細 胞 の 生 体 内 に お け る 意 義 に

つ い て は 、 い ま だ 不 明 な 点 が 多 く 、 仮 説 の 域

を 出 な い が 、 大 ま か に は 、 2つ の 対 立 す る 仮

説 が 存 在 す る 。 第 1に は 、 抗 自 己 反 応 は 、 正

常 な 生 体 内 に 常 に 存 在 し 、 自 己 反 応 性 T細 胞

は 自 己 の 工a抗 原 に 常 に 刺 激 さ れ て い る と す る

説 53)で ぁ る 。 こ の 説 に よ る と 、 活 性 化 自 己 反
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応 性 T細 胞 が 、 SuprressOr細 胞 群 を 誘 導 す る

事 で 、 1つ の 免 疫 ネ ツ ト ワ ー ク を 形 成 し 、 免

疫 系 を 制 御 し て い る と い う o第 2に は 、 自 己

MLRは 、 正 常 な 生 体 内 で は 起 こ つ て い な い と す

る 説 54,55)で あ る 。 す な わ ち 、 生 体 内 に 正 常

な レ ベ ル で 存 在 す る 工a抗 原 量 で は 、 自 己 MLRの

刺 激 に な り 得 ず 、 自 己 MLRは 存 在 し な い か 、 も

し く は 存 在 し て も 低 レ ベ ル で 維 持 さ れ て お り 、

Ia抗 原 陽 性 細 胞 の 異 常 な 増 殖 や 、 工a抗 原 量 の

増 加 に よ つ て 自 己 反 応 性 T細 胞 が 活 性 化 さ れ 、

そ の 結 果 、 病 的 状 態 に 陥 る と い う も の で あ る 。.

前 者 は 、 自 己 MLRに よ る suprressOr inducer細

胞 の 誘 導 14-46)ゃ 、 活 動 期 の 自 己 免 疫 疾 患 に

お け る 自 己 MLRの 低 下 と 言 つ た 事 実 56-60)な ど

か ら 支 持 さ れ 、 後 者 は 皮 下 移 入 さ れ た 自 己 反

応 性 T細 胞 ク ロ ー ン が 、 炎 症 を 惹 起 し 得 る 事

実 51)、 或 は 、 自 己 反 応 性 T細 胞 の 活 性 化 が 、

工a抗 原 量 の 多 い 細 胞 、 或 は 活 性 化 細 胞 に よ り

効 果 的 に 誘 導 さ れ る 事 実 38,54,55)な ど か ら 支

持 さ れ る 。
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本 研 究 に お い て も 、 PBAに よ る 活 性 化 B細 胞

は 、 自 己 T細 胞 に 対 し て 強 い 刺 激 能 を 有 す る

事 が 示 さ れ た 。 す な わ ち 、 B細 胞 の 非 特 異 的

活 性 化 、 増 殖 に よ つ て 自 己 反 応 性 T細 胞 の 異

常 増 殖 が 誘 導 さ れ る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 こ

こ で 、 活 性 化 B細 胞 に よ る 、 自 己 反 応 性 T細

胞 の 増 殖 の 増 強 は 、 工a抗 原 量 の 増 加 に よ る も

の と 考 え ら れ る が 、 刺 激 細 胞 に 由 来 す る 工L‐ 1

等 の Cytokineの 関 与 も あ る の か も し れ な い 。

す な わ ち 、 工a抗 原 の 増 加 そ の も の が 、 T細 胞

の 増 殖 を 高 め る の で は な く 、 正 常 量 の 工a抗 原

に よ る T細 胞 の 活 性 化 を 、 PBA物 質 で 刺 激 さ れ

る こ と で B細 胞 が 産 生 す る よ う に な つ た 工L‐ 1

が 増 強 す る と い う 可 能 性 で あ る 。 事 実 、 正 常

B細 胞 が マ イ ト ジ エ ン 等 で 活 性 化 さ れ る と 工L

-1を 産 生 す る と い う 報 告 61)が ぁ る の で 、 B細

胞 が Avesupで 刺 激 さ れ る 事 で 、 IL-1を 産 生 す

る も の か ど う か 、 現 在 検 討 中 で あ る 。

次 に 、 活 性 化 B細 胞 に よ り 活 性 化 を 受 け た

自 己 反 応 性 T細 胞 が 、 ど の 様 な 機 序 で PBAを 修

●
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飾 す る も の か も 、 大 き な 研 究 課 題 で あ る 。 現

在 我 々 は 、 PBA反 応 系 か ら の 長 期 培 養 自 己 反 応

性 T細 胞 株 の 樹 立 に 成 功 し 、 ク ロ ー ニ ン グ に

は 至 っ て い な い も の の 、 こ の 培 養 上 清 が 工gG産

生 を 増 強 す る 活 性 を 有 す る 事 を 確 認 し て い る

事 か ら 、 1つ に は 、 活 性 化 自 己 反 応 性 T細 胞 は 、

な ん ら か の 液 性 因 子 を 放 出 し 、 こ の 因 子 が

PBAを 修 飾 す る も の と 考 え て い る 。 ISacksonら

27)は 、 LPSに よ つ て 刺 激 さ れ た B細 胞 の 工gGl

産 生 を 誘 導 す る 因 子 を T細 胞 ハ イ プ リ ド ー マ

の 培 養 上 清 中 に 見 い 出 し 、 こ れ を B cell  .

differentiation factor‐ γ (BCDF-7)と 名 付

け た が 、 自 己 反 応 性 T細 胞 の 産 生 す る 因 子 が

BCDF― γ の 様 に 工gM産 生 を 運 命 付 け ら れ た B細

胞 の IgG産 生 細 胞 へ の ク ラ ス ス イ ツ チ を 誘 導 す

る も の か _く も し く は IgG産 生 を 運 命 付 け ら れ た

B細 胞 の 増 殖 を 選 択 的 に 増 強 す る も の か に つ

い て は 、 と り わ け 興 味 深 い 問 題 の 1つ で あ る 。

今 後 ク ロ ー ニ ン グ を 行 い 、 こ の 様 な 活 性 の 本

体 を 、 そ の ク ロ ー ン の 詳 し い 抗 原 特 異 性 と 共

●
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に 検 討 し て い く つ も り で あ る 。

最 後 に 、 歯 周 病 の 病 巣 局 所 に お け る 自 己 反

応 性 T細 胞 の 存 在 意 義 に つ い て 考 察 す る 。 本

論 文 の 各 所 で 述 べ た 様 に 、 ヒ ト 歯 周 炎 病 巣 は 、

多 数 の B細 胞 系 の 細 胞 が 浸 潤 、増 生 し て い る 病

変 で あ る 。 こ れ ら の B細 胞 が 活 性 化 さ れ て い

る 事 は 、 多 数 の 形 質 細 胞 が 存 在 す る 事 実 か ら

も 十 分 に 推 定 出 来 る が 、 Seym9urら 40)は B細

胞 活 性 化 マ ー カ ー に 対 す る moAbを 用 い て こ れ

を 証 明 し て い る 。 従 っ て 、 こ れ ら の B細 胞 は 、

自 己 反 応 性 T細 胞 の 強 力 な 刺 激 と な り 得 る も

の と 考 え ら れ る 。 ま た 、 マ ク ロ フ ア ー ジ 等 も

同 様 に 、 刺 激 源 と な り 得 る 。 更 に fibroblast

も T細 胞 由 来 の γ ‐イ ン タ ー フ エ ロ ン (IFN γ )

に よ つ て 刺 激 さ れ る こ と で 、 Ia抗 原 を 表 現 す

る よ う に な る と い う 報 告 62)も あ り 、 こ れ ら の

事 実 か ら 、 歯 周 病 巣 局 所 に 存 在 す る 工a抗 原 の

総 量 は 非 常 に 大 き い 事 が 推 測 さ れ る 。 す な わ

ち 、 PBAに よ る B細 胞 の 活 性 化 、 活 性 化 B細 胞

に よ る 自 己 反 応 性 の T細 胞 の 活 性 化 が 引 き 起

●
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こ さ れ 、 続 い て 自 己 反 応 性 T細 胞 に よ る PBAの

修 飾 、 或 は 、 自 己 反 応 性 T細 胞 そ の も の か ら

か 、 も し く は 、 こ れ が 他 の T細 胞 を 活 性 化 す

る 事 に よ つ て 産 生 さ れ る B細 胞 活 性 化 因 子 や

工FN γ に よ る 、 新 た な B細 胞 の 活 性 化 や

fibroblastの 工a抗 原 の 発 現 が 考 え ら れ 、 一 層

増 加 し た 工a抗 原 が 、 自 己 反 応 性 T細 胞 を 更 に

活 性 化 す る 様 な 、 悪 循 環 の 免 疫 ネ ツ ト ワ ~ク

が 形 成 さ れ る と い つ た 機 構 が 、 慢 性 炎 症 の 成

立 に 関 与 し て い る 可 能 性 が 推 測 さ れ る 。
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結 論

1.T細 胞 非 依 存 性 の 多 ク ロ ー ン 性 B細 胞 活

性 化 (PBA)を 、 T細 胞 が 修 飾 し 、 と り わ け

=gG産
生

.を
増 強 し た o

2.多 ク ロ ー ン 性 工gG産 生 を 増 強 す る T細 胞 は 、

L3T4抗 原 陽 性 で .helperノ inducerサ ブ ポ ピ ユ

レ ー シ ヨ ン に 属 し 、 こ れ ら は 、 PBAの 系 に お い

て 活 性 化 さ れ る 事 が 明 ら か と な つ た oし か し 、

PBA物 質 に よ る T細 胞 の 直 接 の 活 性 化 は 認 め ら

れ な か つ た o

3.多 ク ロ ー ン 性 工gC産 生 を 増 強 す る T細 胞 は 、

自 己 の 工a抗 原 に 応 答 性 を 有 す る 、 い わ ゆ る 自

己 反 応 性 T細 胞 で あ る 事 が 示 唆 さ れ た 。

4◆ PBA物 質 で 活 性 化 さ れ た B細 胞 は 、 自 己 反

応 性 T細 胞 を よ り 強 く 活 性 化
・
出 来 る こ と が 示

唆 さ れ た 。

T細 胞 非 依 存 性 PBA反 応
5。 以 上 の 成 績 か ら 、

に お け る T細 胞 の 関 与 は 、 PBAιこ よ り 非 特 異 的

に 活 性 化 さ れ た B細 胞 に よ る 自 己 反 応 性 T細

胞 の 活 性 化 、 こ の 活 性 化 自 己 反 応 性 T細 胞 に

●

●

●



47

●
よ る PBAの 修 飾 、 IgG産 生 の 増 強 と い う 機 構 が

推 測 さ れ る 。
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表 11i:1為胞表善 la抗原二おPBA遭 11基化

無刺激 | |

4℃     37℃
1lI納

‐
11:Tjl「

1137℃  |■‐平,|‐ 1

la抗原陽性細胞率(%)
,た

平均蛍尭強度(Chanhel)

72。 1± 1.30  70。 1± 1。 61

113.9± 0。 92 114.5± 0.68

|ャ薔・0± 1。 5ご  71:2111211
:|:i   l′

,1 111'|‐

124:6± 1.4,ri。2:51i:il・ 11
1 ‐  ,      |  .     :       :.

O McanttSE '       ｀

・無刺激(4・C,37℃の両方)に対し、有意に増力1
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表 2◆ 自己MLRに対するPBAの作用

B細胞の前処理a T細胞

単独
無刺激    Avo sup    LPS

(x256)         (10メlg/ml)

自己MLRb    8,420± 652。  14,200± 1,180' 14,800± 6998 329± 171

B細胞単独    188± 18    915± 105    447± 49 ´ ―

aB細胞は、PBA物質の存在下、または非存在下で20時間の培養を行った後、
MMC処理を行った。
bT細胞(2x105ceH S)と MMC処理B細胞(2x105ce‖ S)を共に7日 間培養を行い、
培養終了前20時間の3H_TdRの DNAへの取り込みを測定した。
。 Mean cpm/wel!=量 SE
・無刺激B細胞を刺激細胞とした場合に対し有意に増加(2く0001;Student's itest)


