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[緒 言 ]

Systenic lupus erythematosus(SLE) の  基

本 的 病 態 と し て 、 ヒ ト 及 び マ ウ ス に お い て 、

自 己 抗 体 産 生 を 伴 う 、 多 ク ロ ー ン 性 B細 胞 活

性 化 の 異 常 克 進 が 認 め ら れ る 。 こ の 原 因 と し

て こ れ ま で の 自 己 免 疫 疾 患 を 自 然 発 症 す る モ

デ ル マ ウ ス の 研 究 か ら 、 大 別 し て 1)B細 胞

機 能 の 異 常 、 2)T細 胞 機 能 の 異 常 が 考 え ら

れ る 。 B細 胞 機 能 の 異 常 で 自 己 免 疫 疾 患 を 自

然 発 症 す る モ デ ル マ ウ ス と し て は 、 NZB,

(NZBINZW)Fl,及 び BXSBな ど の マ ウ ス が 挙 げ ら

れ 、 こ れ ら マ ウ ス の B細 胞 は 、 種 々 の マ イ ト

ー ジ ェ ン 或 い は T細 胞 由 来 B細 胞 刺 激 因 子

(B cell― stinulating factOr:BSF) に 対  し 、

正 常 マ ウ ス B細 胞 に 比 し 著 し く 高 い 応 答 性 を

示 す こ と が 明 ら か に さ れ て い る 1)。 一 方 T細

胞 機 能 の 異 常 を 示 す マ ウ ス と し て は 、 Thyl+,

L3T4~T細 胞 の 異 常 増 殖 に よ る 陣 臓 及 び リ ン

パ 節 の 腫 張 を 伴 っ て 自 己 免 疫 疾 患 を 発 症 す る

HRL/1prマ ウ ス が あ り 、 こ の マ ウ ス の T細 胞



は 多 ク ロ ー ン 性 B細 胞 分 化 を 誘 導 す る BSFを

自 然 産 生 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る
2).

ま た CBAノ Nマ ウ ス に 認 め ら れ る BSFに 応 答 す

る B細 胞 の 選 択 的 欠 損 (ヘ ル パ ー T細 胞 と の

直 接 接 触 に よ り 活 性 化 さ れ る B細 胞 機 能 は 正

常 )を 支 配 す る X染 色 体 連 鎖 遺 伝 子 (xid)

を NZB,BXSB,或 い は MRLノ lPrマ ウ ス に 組 み 込

み 作 製 し た congenicマ ウ ス に お い て は ,自 己 免

疫 疾 患 の 発 症 が 抑 制 さ れ る こ と が 明 ら か に さ

れ て い る 3,4,5).以 上 の こ と か ら B細 胞 あ る

い は T細 胞 の 何 れ の 機 能 異 常 に 基 づ く 場 合 で

も 、 自 己 免 疫 疾 患 の 発 症 に T細 胞 由 来 の BSF

が 重 要 な 役 割 を は た し て い る こ と が 明 ら か で

あ る .一 方 、 自 己 免 疫 疾 患 が 種 々 の 抗 原 に 対

す る 免 疫 応 答 を 支 配 す る 主 要 組 織 適 合 抗 原 複

合 体 (HHC)遺 伝 子 型 と 密 接 に 関 連 し て い る 事

が 報 告 さ れ て い る が 6,7)、 そ の 遺 伝 子 支 配 機

構 に 関 し て は 明 ら か に さ れ て い な い .

最 近 、 Hanaokaら は マ ウ ス T細 胞 融 合 株

B151112よ り 産 生 さ れ る B細 胞 分 化 因 子 B151



―TRF2は 抗 原 非 感 作 B細 胞 に 直 接 作 用 し て 自

己 抗 体 産 生 を 伴 う 多 ク ロ ー ン 性 の B細 胞 分 化

を 誘 導 す る こ と を 見 い 出 し て い る
8,9)。 ま た、

B151-TRF2の 免 疫 学 的 及 び 物 理 化 学 的 性 状 は、

上 記 HRL/1pr マ  ウ ス  及  び 慢 性 graft― vs― host

(GVH)反 応 に よ り 自 己 免 疫 疾 患 が 惹 起 さ れ た

マ ウ ス の T細 胞 よ り 産 生 さ れ る B細 胞 分 化 因

子 と き わ め て 類 似 し て お り 、 そ の 産 生 は 疾 患

の 発 症 と 密 接 に 連 関 し て い る こ と が 示 さ れ て

い る ・ °)。 さ ら に 注 目 す べ き こ と に 、 B151-

TRF2に よ る 自 己 抗 体 産 生 を 伴 う 多 ク ロ ー ン 性

B細 胞 活 性 化 過 程 に ‖HC領 域 内 の 自 己 I領 域

遺 伝 子 産 物 (Ia分 子 )の 認 識 を 介 し た  B― B

細 胞 間 相 互 作 用 が 介 在 し て い る こ と が 明 ら か

に さ れ て い る 8,■ ■).

本 研 究 で は Ia拘 束 性 B― B細 胞 間 相 互 作 用 の

観 点 か ら B151… TRF2に よ り 誘 導 さ れ る 自 己 抗

体 産 生 応 答 の 免 疫 遺 伝 学 的 解 析 を 行 な っ た 。

そ の 結 果 、 自 己 抗 原 の 1つ で あ る Bronelain

処 理 マ ウ ス 自 己 赤 血 球 (Br‖ RBC)に 対 す る 自



己 抗 体 産 生 は 、 ‖HC内 の I領 域 遺 伝 子 に よ り

調 節 さ れ て い る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 さ ら

に 興 味 あ る 事 に 、 BrHRBC特 異 的 B細 胞 の 生 成

が B細 胞 に 発 現 さ れ る 自 己 Ia認 識 特 異 性 と 密

接 な 関 連 を 持 っ て い る と い う 全 く 新 し い 自 己

抗 体 産 生 応 答 の 遺 伝 子 支 配 機 構 が 明 ら か に さ

れ た 。

●
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[実 験 材 料 及 び 方 法 ]

一

  BALB/こ Cr,C57BL/10(310),D10。 BR,及

び 310。 D2マ ウ ス は  静岡県実験動物農業協同組合 (静岡) か ら、

SJし ,Se,A マ ウ ス は 五 木 田 商店 (東京)から llt 入 し た 。

310。 Sマ ウ ス は 米 国 NI!l DoSachs博 士 よ り 恵

与 さ れ た 。 1。 T‖ ,A.TLマ ウ ス は 、 大 阪 大 学 医

学 部 バ イ オ メ デ ィ カ ル セ ン タ ー llC瘍 発 生 学 教

室 に お い て 維 持 さ れ て い る
・
も の を 用 い た 。 ま

た 、 (310 x 310.S)Fl,(B10 x SJ:″ )Fl,(310 x

A.TH)Fl及 び (1。 TL x A.T‖ )Flマ ウ ス は 大 阪

大 学 医 学 部 パ イ オ メ デ ィ カ ル セ ン タ ー 腫 瘍 発

生 学 教 室 に お い て 作 成 し 、 実 験 に 供 し た 。

試二英  単 ク ロ ー ン 性 抗 ―I― AL・ 抗 体 (10-2。 16)

及 び 抗 -1-lb'd抗 体 (34-5-3s)は 米 国 Nll!尾

里 博 士 よ り 恵 与 さ れ た 12,13)。 こ れ ら の ハ イ

プ リ ド ー マ 細 胞 は in vitroで 維 持 し 、 そ れ ぞ

れ の 培 養 上 清 を Protein― A Sepharose

(Pharmacia Fine Chenicals AB,Uppsala,

Sweden)カ ラ ム に て 精 製 し た も の を 、 単 ク ロ

ー ン 性 抗 -la抗 体 と し て 実 験 に 供 し た 。



B151-TRF2の 調 製 B151-TRF2を 含 む 培 養 上

清 (B151-CFS)は 、 結 核 菌 感 作 BALB/cT細

AKR由 来 胸 腺 E BW5147と を 細 胞 融 合 し て

れ た B151K12T細 胞 融 合 株 (5x103/ml)

を 抗 原 刺 激 な し に ロ ー ラ ボ ト ル で 6日 間 培

し て 調 製 し た
9。 14D。 培 地 は 、 0。 5%牛 血 清

ル プ  ミ ン (DSA:Fraction V,Sigma C h emli c a l

ConPany,StoLouis,HO),5 Jl g/mlヒ ト ト ラ ン ス

7エ リ ン 、 5μ gノ ロ1牛 イ ン ス リ ン を 含 む RITC培

養 液 (味 の 素 、 東 京 )を 用 い た 。 ま た 、 精 製

B151-TRF2標 品 は 次 に 示 す 方 法 で 調 製 し た 。

す な わ ち 、 B151112株 を 蛋 白 非 添 加 の RPHI

1640培 地 (日 水 製 薬 、 東 京 )で 培 養 し た 上 清

を 出 発 材 料 と し て 、 20-55%硫 安 塩 析 後 、 OelM

NaClを 含 む 50mHTris― HCl緩 衝 液 (PH7。 0)で 平

衡 化 し た DEAE― Sephadeス  A-50(Pharmacia

Fine Chemicals AB,UPPsala,Sweden) カ  ラ ム

(2x18cm)に か け 、 溶 出 を 0。 lHか ら 0.5H NaCl

と

　

ら

胞

　

得

養

　

ア

の 直 線 濃 度 勾 配 に よ り 行 な っ た

. 活 性 は 0。 25… 0。 3‖ NaCl濃 度 の 画

・
　

分

B151-TRF2

に 回 収 さ れ
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●

た  。 更  に B151-TRF2 の N― acetyl― D―

glucosanine(GicNAc)鎖 に 対 す る 特 異 的 結 合

性 を 利 用 し て ,上 述 の B151-T!lF2活 性 画 分 を

リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (6。 7mM P脇。PH 7。 2)で 透 析

後 、 GlcNAc cOpolymerで  あ  る chitintSigna

Chemical COmpany,SteLouis,HO)カ  ラ ム  に か

け 、 PBsで ょ く 洗 浄 後 、 6‖ グ ァ ニ ジ ン 塩 酸 溶

液 (PH 2。 8)で の 溶 出 画 分 を PBSで 透 析 し た も

の を 精 製 B151-TRF2標 品 と し て 実 験 に 供 し た。

諄 臓 B細 胞 の 調 製  抗 原 非 感 作 マ ウ ス 騨 細 胞

か ら 単 ク ロ ー ン 性 抗 ―Thyl.2抗 体 (F7D5;

SerOtec Ltd.Bicester,uK)と 家 兎 補 体 処 理

に よ り 、 T細 胞 を 除 去 し た も の を B細 胞 と し

て 用 い た 。 さ ら に マ ク ロ フ ァ ー ジ (‖ 0)を 除 去

す る 場 合 に は 、 Lyら の 方 法 16)に 準 じ て 、

Sephadex G-10(Pharttacia Fine Chemicals

AB,uPPsala,Sweden)ヵ ラ ム に 対 す る 付 着 性 を

利 用 し て こ れ を 除 去 し た 。 G-10カ ラ ム を 通 過

し た 細 胞 集 団 に ‖oが 含 ま れ て い な い こ と は 、

■ )‖ 1依 存 性 抗 原 で あ る  2,4,6-



trinitrophenyl― Ficoll(TNP― Ficoll) に 対  す

る in vi.troで の 抗 ―TNP一 次 抗 体 産 生 応 答 の 消

失 . 或 い は 2)ァ ロ  Hiス ed leukocyte

reaction(‖ LR)に 於 い て s G-10カ ラ ム 非 付 着

性 細 Fa画 分 の 刺 激 細 胞 と し て の 機 能 の 消 失 に

よ り 確 認 し た .

3151-TRF2に よ り 誘 導 さ れ る 抗 体 産 生 の 検 出

上 述 の よ う に し て 準 備 さ れ た 膊 臓 B細 胞 を

抗 原 及 び マ イ ト ー ゲ ン 非 存 在 下 で 、 3151-

TRF2と と も に 5日 間 培 養 し 、 出 現 す る 多 ク ロ

ー ン 性 の Ig‖ 産 生 細 胞 を PrOtein l(Sigma

Chemical CO口 Pany,StoLouis,HO)結 合 羊 赤 血

球 (SRBC)を 標 的 細 胞 と し ,家 兎 抗 ― マ ウ ス

Ig‖ 抗 血 清 を facilitating antibOdyと し て

用 い た リ パ ー ス  Plaque― fOrning cell(PFC)

法 に よ り 測 定 し た 16D . ま た 、 1‐部の実験   で は

TNP化 羊 赤 血 球 (TNP― SRBC)を 標 的 細 胞 と し て

出 現 す る 抗 ―TNP Ig‖ PFC数 を 算 定 す る 事 に よ

り ,多 ク ロ ー ン 性 B細 胞 活 性 化 の 指 標 と し た。

一 方 培 養 上 清 中 の 総 Ig‖ 量 は 培 養 後 7日 l二!に



●

enzyne― linked inmunosorbent assay(ELISl)

法 に,て 測 定 し た 。

・ in vivo に お  け  る 3151-CFSO Bro■ elain 処

理 マ ウ ス 自 己 赤 血 球 (BrHRBC)に 対 す る PFC誘

導 能 は 、 正 常 B10 congenicマ ウ ス の 皮 下 に

3151-CFSを 1■ 1投 与 し 、 5日 後 に 膊 細 胞 中 に

出 現 す る 抗 ―BrHRBC PFCに よ り 測 定 し た 。

in vitroに お け る 抗 …Br‖ RBC PFCの 誘 導 は 、

抗 原 非 感 作 マ ウ ス 膊 臓 B細 胞 を B151-TRF2と

と も に 5日 間 培 養 す る 事 に よ り 行 な っ た 。 ま

た 、 in vitrOに お け る 抗 ―ssDNl抗 体 の 誘 導 は、

抗 原 非 感 作 マ ウ ス 膊 臓 B細 胞 を 、 3151-TRF2

と と も に 7日 間 培 養 し 、 培 養 上 清 中 の 抗 ―

ssDNA抗 体 を ELISA法 に よ り 測 定 し た 。

培 養 条 件 は 、 抗 原 非 感 作 B細 胞 lx106個 を

10%牛 胎 児 血 清 (FCS:Irvine Scientific,

Santa ina,Calif。 )及  び 5ス 10~5‖

2-■ ercaptoethanol(2-HE)含 有 RPH1 1640 培

養 液 で 2■ 1に 懸 濁 し 平 底 型 24-wellプ レ ー ト

(No。 25820 00rning Glass Works,Corning,NY)



「
　

●

に て ,5%C0237・ Cの 条 件 下 で incubateし た 。

抗 ―BrHRBC PFC測 定 法  マ ウ ス 赤 血 球 を

Cunninghanの 方 法 ・ 7)に 準 じ て BrOmelain処

理 し た .即 ち 、 3▲ LBノ c及 び B10マ ウ ス 末 柑 血

を 650■ G5分 間 遠 心 し て 得 た 赤 血 球 と 、 20■ g

ノnl Bronelain(和 光 純 薬 工 業 、 大 阪 )及 び 10

● ngノ ■1 3Slを 含 む PDS溶 液 (PH7。 2)を 、 容 積

比 ■ :■ で 混 合 し た 後 、 37° Cιこ て 30分 間

incubateし 、 BrHRBCを 作 成 し た 。 こ の 赤 血 球

を 標 的 細 胞 と し て 、 抗 ―BrHRBC PFCを 測 定 し

た 。 な お 、 補 体 源 と し て は 、 正 常 家 兎 血 清 を

用 い た 。

掟 ―ssDNA抗 体 及 び 総 IEM抗 仕 測 壼 漁 仔 牛 胸

腺 DNA(Signa Chenical COnPany,StoLouis,

HO)を 100° C温 浴 中 で 熱 処 理 後 、 氷 上 に て

冷 し た も の を 抗 原 (一 本 鎖 DNA:ssDNl)と

て 用  い 、 1■ H ethylenedianinetetraacetic

acid(EDT■ :和 光 純 薬 工 業 、 大 阪 )添 加 PBS

て 50メ gノ nlに 調 整 し ,96-weH ELISA用 プ

● ― 卜 (住 友 ベ ー ク ラ イ ト 、 東 京 )に 添 加 し

急

　

し

に

　

レ



●

ｅ
37・ Cに て ■ 時 間 incubateし た 。 プ レ ー ト を 洗

浄 後 、 EDTlを 最 終 濃 度 10mHに な る よ う に 添 加

し た 培 養 上 清 を、 5 0Jl lノ veH添 加 し た 。 37・ Cに

て 1時 間 incubateし た 後 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、

標 識 抗 体 添 加 後 、 更 に 37・ Cに て 30分 間

incubateし た 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し 基 質 を 添

加 し て 呈 色 反 応 を 起 こ さ せ た 。 酵 素 反 応 は 10

“

H● S04を 加 え 中 止 さ せ た 。 な お 標 識 抗 体 に

は Peroxidase結 合 家 兎 抗 ― マ ウ ス Ig(G+1+M)

抗 体  (Zyned laboratOries,Incosan

FranciscO,cl)を 用 い た 。 ま た 各 ス テ ッ プ で

の 洗 浄 に は 0。 05%Tween20(和 光 純 薬 工 業 、 大

阪 )添 加 PBSを 用 い た .基 質 に は

■
~Phenylenedianine(和

光 純 薬 工 業 、 大 阪 )

を J田  い 、 OD490 は ImmunO Reader NJ… 2000

(日 本 ィ ン タ ー メ ッ ド 、 東 京 )に て 測 定 し た。

標 準 抗 体 と し て 、 ‖RLノ lprの 血 清 を あ ら か じ

め 用 意 し 、 こ の 血 清 を 400倍 希 釈 し た も の を

200 units/■ 1と し 、 試 料 の unit数 を 算 定 し た。

培 養 上 清 中 の 総 Ig‖ の 測 定 に は 、 家 兎 抗 ―
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・
マ ウ ス IgH抗 体 (Zy■ ed labOratories,Inc。

San Francisco,Cl)を ELISA用 プ レ ー ト に

覆 し 、 標 識 抗 体 と し て Peroxidase結 合 家 兎

― マ ウ ス IgH 抗 体 (Zyned labOratories,Ince

San Francisco,C■ )を 用 い る 事 に よ り 測 定 し

た 。 標 準 抗 体 と し て は HOPC104Eミ エ ロ ー マ 蛋

自 (IgH,μλ ,Litton Bionetics,Inc.

Kensington,HD)を 使 用 し 、 そ の 他 の 方 法 に つ

い て は 、 上 述 の 方 法 に 準 じ て 測 定 し た 。

限 界 希 釈 法 に よ る TNP及 び BrMRBC特 異 的 B細

胞 ク ロ ー ン の 頻 度 解 析  B151-TRF2応 答 性 B

細 胞 中 の TNP及 び BrMRBC特 異 的 B細 胞 ク ロ ー

ン の 頻 度 は 、 Portnorら の 方 法 ・ 8)を 改 良 し

決 定 し た 。 B10及 び B10。 sの T細 胞 除 去 膊 細

胞 を 種 々 の 細 胞 濃 度 に つ き 48weH sず つ B151

-TRF2(10%)及 び feeder cellsと 共 に 96-weH

マ イ ク ロ プ レ ー ト (No.25860 Corning Glass

Works,Corning,N.Y。 )で 5日 間 培 養 し た 。

Feeder cellsと し て は 、 同 系 の T細 胞 除 去 膊

臓 細 胞 を マ イ ト マ イ シ ン C(HHC、 協 和 マ イ

被

　

抗
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ト マ イ シ ン S、 協 和 発 酵 、 東 京 )処 理

(lx10 7 ノ5 0Jl gノ ョl.37・ C 45分  間 incubation)

し た も の を 5ス 104/we H加 え た .応 答 細 胞 と

feeder cellsの み で 培 養 し た 群 を negative

controlと し 、 そ れ ぞ れ の 細 胞 濃 度 に つ き 24

veHsず つ 準 備 し た .こ の negative control

の (算 術 平 均 )+(3x標 準 偏 差 )の PFC数

を こ え る wellを 陽 性 と し て 、 各 細 胞 濃 度 に お

け る 陽 性 wellの 割 合 を 決 定 し た 。

Flマ ウ ス B(FlB)細 胞 の 分 画  100■ 口 の プ

ラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ (No.25020 Corning

Glass Works,Corning,N.Y。 ) に 8■ l o poly… L
=

―lysine(PLL)溶 液 (50μ gノ ロ1)を 加 え 室 温 で

60分 間 放 置 す る 事 に よ り 、 デ ィ ッ シ ュ ヘ PLL

を 固 定 し た .ハ ン ク ス 緩 衝 液 (HBSS)で 洗 浄 後

デ イ ッ シ ュ に 1.2x108個 の B10或 い は S」 Lま

た は B10eSマ ウ ス 膊 臓 B細 胞 を 12口 1の HBSSに

浮 遊 し て 加 え 室 温 で 30分 間 静 置 し た 。 HBSSで

洗 浄 後 、 被 覆 さ れ て い な い PLLを 飽 和 す る 目

的 で ,10%FCSを 含 む RPH1 1640培 養 液 8■ 1を
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添 加 し 室 温 で 15分 間 静 置 し た 。 以 上 の 操 作 で

調 製 し た 親 膊 臓 B細 胞 結 合 デ ィ ッ シ ュ を 2000

R照 射 し た 後 、 (310■ SJL)Fl及 び (310x

B10。 S)FlB細 胞 5x107個 を 12■ 1の RPH1 1640

培 養 液 (10%FCS 及 び 2。 5x10~5H 2-HE含 有 ) に

浮 遊 し て 加 え た .そ し て 時 々 穏 や か に 攪 拌 し

・ な が ら 37・ C、 90分 間 incubateし た 後 、 非 付 着

性 の Fl B細 胞 を 取 り 除 い た 。 親 膊 臓 B細 胞 に

付 着 し た FlB細 胞 は 10%FCS及 び 50mH EDTl を

含 む PBS溶 液 (PH 7.2)を 8■ 1添 加 し 37・ C、 10

分 間 の incubatiOnの 後 、 Pipettingに よ り 回

収 し 、 HBSSで 良 く 洗 浄 後 応 答 性 B細 胞 と し て

実 験 に 供 し た 。
●

●
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。
[結 果 ]

I領 城 遺 伝 子 に よ る 続 ―RrHRRC抗 体 産 生 の 調

重

自 己 抗 原 の ■ つ と 考 え ら れ る BrHRBCに 対 す

る 抗 体 産 生 応 答 の 遺 伝 子 支 配 を 解 析 す る 目 的

で H… 2領 域 の 遺 伝 子 の み が 異 な る  B10

congenicマ ウ ス の 抗 ―BrMRBC PFC応 答 を 調 べ

た .

先 ず B151-TRF2の in vivo投 与 に よ り 誘 導

さ れ る 抗 ―Br‖ RBC PFC応 答 の マ ウ ス 系 統 間 で

の 差 異 を 検 討 し た 所 、 日 -1に 示 す 如 く 、 B10

(H-2b ), 310。 BR(H… 2■  )及 び B10。 D2

(H-2d)マ ウ ス は 著 明 な 抗 ―BrHRBC PFC応 答

を 示 す の に 対 し て B10。 S(H-23)マ ウ ス は 低

レ ベ ル の 抗 ―BrHRBC PFC応 答 し か 示 さ な か っ

た .し か し B10。 Sマ ウ ス は リ バ ー ス PFC法 で

検 出 さ れ る 総 IgH抗 体 産 生 細 胞 数 及 び 多 ク ロ

ー ン 性 に 誘 導 さ れ る 抗 ―TNP IgH PFC数 に 於 い

て 他 の 系 統 の マ ウ ス と 同 程 度 の 応 答 性 を 示 し

た .



●

・
次 に iL viv。 の 実 験 に よ り 明 ら か に な っ た

B10。 Sマ ウ ス の 選 択 的 な 抗 ―BrMRBC PFC低 応

答 性 の 成 立 に T細 胞 や ‖φが 関 与 し て い る か 否

か を 検 討 す る 目 的 で 、 前 述 の 310 congenicマ

ウ ス 諄 細 胞 中 よ り T細 胞 及 び Hφ を 可 及 的 に 除

去 し た 精 製 諄 臓 B細 胞 を in vitrOで B151-

TRF2と 共 に 培 養 し 、 誘 導 さ れ て く る 抗 ―

BrHRBC PFC応 答 を 検 討 し た c図 -2に 示 す よ う

に 310,B10。 BR,及 び B10.D2マ ウ ス の B細 胞 は

3151-TRF2 に 応 答 し て 著 明 な 抗 ―BrHRBC PFC

を 生 成 し た が 、 B10eS(H-23)マ ウ ス B細 胞

で は 、 用 い た 何 れ の 濃 度 の B151-TRF2に よ っ

て も 低 い 応 答 性 し か 誘 導 さ れ な か っ た .し か

し な が ら 、 in viv。 の 実 験 結 果 と 同 様 に 、

310。 S B細 胞 の リ バ ー ス PFC 及 び 抗 ―TNP IgH

PFC応 答 性 は 、 他 の H-2ハ プ ロ タ ィ プ の マ ウ

ス B細 胞 と ほ ぼ 同 程 度 の 応 答 性 を 示 す 事 が 明

ら か と な っ た 。 以 上 の 如 く 、 H-28ハ プ ロ タ

イ プ を 有 す る 310。 Sマ ウ ス B細 胞 は 、 抗 ―

Br‖ RBC PFCの 選 択 的 低 応 答 性 を 示 す 事 か ら 、
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B151-TRF2に よ る 抗 ―BrHRBC PFC応 答 に お い

て H-2遺 伝 子 が B細 胞 の 応 答 性 を 調 節 し て い

る こ と が 示 さ れ た .

更 に こ の 点 を 確 認 す る 目 的 で B10。 S以 外 の

H-2・ ハ プ ロ タ ィ プ を 有 す る マ ウ ス の 抗 ―

BrHRBC PFC応 答 に 関 し て 検 討 を 加 え た 。 即 ち、

SJLマ ウ ス (H-23,Ighb)と そ の Ighア ロ タ

イ プ の congenicマ ウ ス で あ る SJAマ ウ ス

(H-2・ ,Igha)及 び 、 対 照 と し て BrHRBC高 応

答 性 で あ る BALBノ c(H-2d,Igha)マ ウ ス の B

細 胞 の 抗 ―BrMRBC PFC応 答 性 を 調 べ た .図 -3

に 示 す よ う に 、 い ず れ の マ ウ ス B細 胞 と も

B151-TRF2に 反 応 し て 著 明 な リ バ ー ス PFCを

生 成 す る が 、 抗 ―Br‖ RBC PFC応 答 性 に 関 し て

は 、 B10eS B細 胞 と 同 様 に SJL,SJAに お い て

選 択 的 低 応 答 性 が 認 め ら れ た 。 以 上 の 結 果 よ

り 、 抗 ―BrHRBC PFC の  選 択 的 低 応  答  性  が 、

H-2・ 遺 伝 子 に よ り 調 節 さ れ て い る こ と が 明

か と な っ た 。 更 に こ の 低 応 答 性 が Ighア ロ タ

イ プ の 違 い に よ る も の で は な い こ と も 示 唆 さ
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れ た .

そ こ で H-2遺 伝 子 領 域 内 の 何 れ の 遺 伝 子 に

よ り 抗 ―BrHRBC PFCの 応 答 性 が 支 配 さ れ て い

る の か を 検 討 す る 目 的 で 、 I領 域 遺 伝 子 が 異

な る congenicマ ウ ス で あ る ▲。TH(KS IS Dd)及 び

1。 TL(IS IL Da)を 用 い て 検 討 し た 。 図 -4に 示 す

よ う に I領 域 が  ILの 対 立 遺 伝 子 を 有 す る

■。TLマ ウ ス B細 胞 .は B151-TRF2に 応 答 し て 、

抗 ―BrHRBC PFC,リ バ ー ス  PFC及 び 多 ク ロ ー

ン 性 抗 ―TNP PFCを 生 成 し た の に 対 し て 、  I・

の 対 立 遺 伝 子 を 有 す る 1。 THマ ウ ス B細 胞 は 、

H-2・ 遺 伝 子 を 有 す る マ ウ ス B細 胞 と 同 様 に

抗 ―Br‖ RBC PFCの 選 択 的 な 低 応 答 性 を 示 し た。

こ こ で ▲.TLと A.THの H-2遺 伝 子 は I領 域 以 外

に Qa-1及 び Tla遺 伝 子 を 異 に す る こ と が 知 ら

れ て い る .し か し Qa-1,Tla遺 伝 子 座 に A.THと

同 様 の 対 立 遺 伝 子 を 有 す る B10。 BR B細 胞 が 、

図 …2で 示 し た 様 に 抗 ―BrHRBC PFC高 応 答 性 で

あ る 事 か ら 、 抗 ―BrHRBC PFC低 応 答 性 は I領

域 遺 伝 子 に よ り 規 定 さ れ て い る と 結 論 さ れ る .
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又 、 抗 ―BrHRBC PFC高 応 答 性 の マ ウ ス

(High ResPonder)と 低 応 答 性 を 示 す マ ウ ス

(Lo■ ResPonder)と の 交 配 に よ り 得 ら れ た 種

々 の Fl hybridマ ウ ス の 抗 ―BrHRBC応 答 性 を

調 べ た 所 、 図 -5か ら 明 ら か な よ う に 、 こ れ ら

(High ResPOnder x Low ResPOder)Fl B 細 胞

は そ れ ぞ れ の 親 の 中 間 の 抗 ―BrHRBC PFC応 答

性 を 示 し た 。 こ の 事 よ り 、 I領 域 遺 伝 子 に よ

り 支 配 さ れ る 抗 … Br‖ RBC PFC応 答 性 は 共 優 性

に 遺 伝 す る 形 質 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。

次 に BrHRBC以 外 の 自 己 抗 原 に 対 す る 免 疫 応

答 に 関 し て も 、 同 様 に H… 2複 合 体 内 の I領 域

遺 伝 子 に よ り そ の 応 答 性 が 調 節 さ れ て い る か

否 か を 検 討 す る 目 的 で 、 B151-TRF2に よ り 誘

導 さ れ る ニュ vitrO抗 ―ssDNA抗 体 産 生 を 検 討
し た .図 -6に 示 す 如 く 、 抗 …Br‖ RBC PFC低 応

答 性 の B10。 Sマ ウ ス B細 胞 に 於 い て も 、 他 の

高 応 答 性 マ ウ ス B細 胞 と 同 レ ベ ル の 抗 ―ssDNA

抗 体 の 産 生 が 認 め ら れ た 。 こ の 事 か ら  ISハ

プ ロ タ イ プ の マ ウ ス B細 胞 は す べ て の 自 己 抗
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体 産 生 に お い て 低 応 答 性 を 示 す の で は な い こ

と が 明 ら か と な っ た 。

B151… TRF2に よ り 誘 導 さ れ る 抗 ―BrMRBC PFC

応 答 性 の kinetics

H… 2・ 遺 伝 子 を 有 す る マ ウ ス で 認 め ら れ る

抗 ―BrHRBC PFC 低 応 答 性  が 、 抗 ―BrHRBC PFC

応 答 の kineticsの 差 に よ る も の か 否 か を 明 ら

か に す る 目 的 で 、 抗 ―BrHRBC PFC高 応 答 性

B10マ ウ ス B細 胞 と 低 応 答 性 B10。 Sマ ウ ス B

細 胞 を そ れ ぞ れ 、 B151-TRF2と と も に 培 養 し

培 養 開 始 3日 後 、 5日 後 、 7日 後 の 抗 ―

BrHRBC PFC応 答 及 び 多 ク ロ ー ン 性 抗 ―TNP Ig‖

PFC応 答 を 調 べ た .結 果 は 図 -7に 示 す よ う に、

抗 ―TNP PFC応 答 に 関 し て は 、 こ の 期 間 中 B10

及 び B10。 s B細 胞 と も ほ ぼ 同 レ ベ ル の マ グ ニ

チ ュ ー ド で あ っ た 。 一 方 抗 ―BrMRBC PFC応 答

に 関 し て は 310及 び B10。 sマ ウ ス B細 胞 と も

5日 目 に 、 maス ■mum resPOnseを 呈 す る が 、 前

述 の ご と く B10。 Sマ ウ ス B細 胞 は 310マ ウ ス

B細 胞 に 比 較 し 明 ら か に 低 応 答 性 で あ り 、 か
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つ 、 7日 目 に は 抗 ―BrHRBC PFCが 更 に 減 少 し

て い る 事 よ り 、 B10。 Sマ ウ ス B細 胞 で 検 出 さ

れ る 抗 ―BrHRBC PFC低 応 答 性 は 、 他 の マ ウ ス

と の kineticsの 差 に よ る も の で は な い 事 が 明

ら か と な っ た .

抗 ―BrHRBC PFC低 応 答 性 成 立 に お け る 抑 制 性

細 胞 の 介 在 に 関 す る 検 討

IBの 対 立 遺 伝 子 を 有 す る マ ウ ス で 認 め ら れ

る 抗 ―BrMRBC PFC低 応 答 性 の 成 立 に 、 抑 制 性

細 胞 が 関 与 し て い る か 否 か を 検 討 し た 。 即 ち

抗 ―BrHRBC PFC応 答 性 の (310 x A.TH)Fl及 び

(D10ス B10eS)Fl B細 胞 を B151-TRF2と と も

に 培 養 す る 際 に 、 種 々 の 細 胞 数 の 抗 ―BrMRBC

PFC低 応 答 性 A.TH及 び B10。 Sマ ウ ス B細 胞 を

そ れ ぞ れ 培 養 系 に 加 え 、 抗 ―BrMRBC PFC応 答

が 抑 制 さ れ る か 否 か を 検 討 し た .表 -1に 示 し

た よ う に 1.TH及 び B10。 Sの 膊 臓 B細 胞 を B151

-TRF2と の 培 養 系 に そ れ ぞ れ 添 加 し て い っ て

も (310 x loTH)Fl及 び (B10■ 310。 S)Fl B細

胞 の 抗 ―Br‖ RBC PFC応 答 は 何 ら 影 響 を 受 け る
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事 は な か っ た .こ の 事 は 多 ク ロ ー ン 性 抗 ―TNP

IgH PFCに 関 し て も 同 様 で あ っ た .以 上 の 結

果 よ り , I・ の 対 立 遺 伝 子 を 有 す る マ ウ ス の

BrHRBCに 対 す る 抗 体 産 生 の 低 応 答 性 は 、 抑 制

性 細 胞 に よ り も た ら さ れ る の で は な い こ と が

確 か め ら れ た .

●  I・ ▲ プ ロ タ イ プ の マ ウ ス に お け る BrHRBC特

異 的 B細 胞 ク ロ ー ン の 頻 度 解 析

I・ ハ プ ロ タ ィ プ の マ ウ ス の B細 胞 は 選 択

的 な 抗 ―Br‖ RBC PFCの 低 応 答 性 を 示 す こ と 、

ま た  (High ResPonder ス Low ResPonder)Fl

の B細 胞 は そ れ ぞ れ の 親 の 中 間 の 抗 ―BrMRBC

PFC応 答 性 を 示 す 事 か ら 、 I・ ハ プ ロ タ ィ プ

の マ ウ ス に お い て 、 BrHRBC特 異 的 B細 胞 の ク

ロ ー ン サ イ ズ が 他 の マ ウ ス に 比 較 し て 著 明 に

小 さ い 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 こ の 可 能 性 を 検

討 す る 目 的 で 、 B10及 び B10。 Sマ ウ ス の B151

-TRF2応 答 性 BrHRBC特 異 的 B細 胞 ク ロ ー ン の

頻 度 を 限 界 希 釈 法 に よ り 測 定 し た 。 図 -8に 示

す 様 に B10及 び B10。 sマ ウ ス の B151-TRF2応
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答 性 TNP特 異 的 B細 胞 ク ロ ー ン の 頻 度 は ,そ

れ ぞ れ  1/1.10x104 ,  1/1。 17■ 104 で  両 者  に

有 意 な 差 異 は 認 め ら れ な か っ た 。 こ の と き 、

3151-TRF2応 答 性 Br‖ RBC特 異 的 B細 胞 ク ロ ー

ン の 頻 度 を 比 較 す る と ,310及 び B10。 Sで そ

れ ぞ れ 1/7.7x103 , 1/3。 8■ 104 と な  り 、

・ B10。 Sマ ウ ス に お い て 、 Br‖ RBC特 異 的 B細 胞

ク ロ ー ン が 、 日10マ ウ ス の そ れ と 比 較 し て 約

1/5の ク ロ ー ン サ イ ズ し か な い こ と が 明 ら か

と な っ た .以 上 の 事 か ら , 1・ の ハ プ ロ タ イ

プ を 有 す る マ ウ ス に お い て は ,Br‖ RBC特 異 的

B細 胞 ク ロ ー ン の ク ロ ー ン サ イ ズ が 、 他 の マ

.ウ ス に 比 較 し て 著 し く 小 さ く 。 そ の た め に 選

択 的 な 抗 ―BrHRBC PFC低 応 答 性 を 呈 し て い る

と い う こ と が 明 ら か と な っ た 。

B細 胞 の 示 す 自 己 Ia認 識 特 異 性 が Br‖ R B C ll異

的 B細 胞 ク ロ ー ン の 生 成 に は た す 役 露J

ihmokaら は こ ォし 迄 に 、 3151-Tlt F 2 に よ る 多 ク

ロ ー ン 性 B細 胞 分 化 誘 導 過 程 に 、 自 己 I領 域

● 遺 伝 子 産 物 (la分 子 )の 認 識 を 介 し た D― B細



●

ｏ

胞 間 相 互 作 用 が 介 在 し て お り 、 そ の 反 応 は 抗

―Ia抗 体 に よ り 阻 害 さ れ る こ と を 明 ら か に し

て い る 3,■ ■).ま た B151-TRF2に よ る 抗 ―

BrHRBC抗 体 産 生 系 に お い て も 、 自 己 Ia分 子 の

認 識 を 介 し た B細 胞 活 性 化 過 程 が 関 与 し て い

る こ と が 明 ら か に さ れ て い る・
°)。 そ こ で 、

(High ResPonder x LOW ResPonder)Fl B 細 胞

の 抗 …BrMRBC PFC応 答 に 対 し て 、 そ れ ぞ れ の

親 の Ia分 子 に 対 す る 抗 体 が い か な る 影 響 を 及

ぼ す か 検 討 し た .そ の 結 果 図 -9に 示 す よ う に、

B10マ ウ ス 或 い は SJL及 び B10.Sマ ウ ス B細

胞 の B151-TRF2に よ る 抗 ―TNP PFCの 誘 導 は そ

れ ぞ れ 抗 ―I― ▲
b或 い は 抗 ―I-1・ 抗 体 で 阻 害 さ

れ た .又 、 B10マ ウ ス B細 胞 の 抗 ―BrHRBC

PFC応 答 は 抗 ―I-lb抗 体 に よ っ て の み 抑 制 さ

れ た 。 と こ ろ が 興 味 あ る こ と に (B10 x SJL)

Fl及 び (310x310.S)Fl(H-2b/8)B細 胞 の

抗 ―BrHRBC PFC 応 答  は 、 抗 ―I-lb 抗  体  で 著  明

に 抑 制 さ れ た が 抗 ―I-1・ 抗 体 で は 殆 ど 阻 害 さ

れ な か っ た 。 こ れ ま で の 解 析 で B151-TRF2応



答 性 FlB細 胞 集 団 は そ れ ぞ れ の 親 の Ia分 子 を

認 識 す る 亜 集 団 に 分 画 さ れ る こ と が 明 ら か に

さ れ て い る の で ・ 9)、 上 記 の 結 果 は 、(B10x

SJL)Fl及 び (B10 x B10.S)Fl B細 胞 は Iab或

い は IaS分 子 を そ れ ぞ れ 認 識 す る 亜 集 団 に わ

か れ 、 IaS分 子 を 認 識 す る 亜 集 団 が 抗 ―

BrMRBC PFCの 選 択 的 低 応 答 性 を 示 し て い る 可

能 性 を 示 唆 す る 。 そ こ で こ の 可 能 性 を 検 討 す

る た め に 、 B10及 び SJL或 い は B10。 S B細 胞

を プ ラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ に Poly― L― lysine

を 介 し て 固 定 し 、 X線 照 射 後 に (B10 x SJL)

Fl或 い は (B10 x B10。 S)Fl B細 胞 を 加 え 一 定

時 間 incubateし た 後 、 そ れ ぞ れ の 親 B細 胞

monolayerに 付 着 性 の Fl B細 胞 を 分 取 し 、

B151-TRF2と 5日 間 培 養 し 、 出 現 す る PFCを

測 定 し た 。 図 -10に 示 す よ う に 、 自 己 Iab認

識 特 異 性 を 示 す B10B細 胞 mOn01ayer付 着 性

Fl B細 胞 は 抗 …TNP PFC及 び 抗 …BrHRBC PFCを

生 成 し た が 、 自 己 Ia8認 識 特 異 性 を 示 す SJL

B細 胞 皿On01ayer及 び B10。 S B細 胞



●

ｏ
nonolayer 付 着 性 FlB 細 胞 画  分  は SJL 及  び

B10。 S B細 胞 と 同 様 に 選 択 的 な 抗 …BrHRBC

PFCの 低 応 答 性 を 示 し た 。 こ の 事 か ら 、

(H-2b x H-23)Fl B細 胞 集 団 の な か で も 自

己 Ia・ 分 子 認 識 特 異 性 を 示 す B細 胞 亜 集 団 が

抗 …BrHRBC PFCの 選 択 的 低 応 答 性 を 示 す 事 が

明 ら か と な っ た .即 ち B細 胞 の 自 己 Ia分 子 認

識 特 異 性 が BrHRBC特 異 的 B細 胞 ク ロ ー ン の 生

成 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が 明 ら か と な っ た 。

●

●



●
Ｊ

[考 察 ]

‐ 本 研 究 で ,SLE様 自 己 免 疫 疾 患 の 発 症 に 密

接 に 関 連 し て い る と 考 え ら れ る 多 ク ロ ー ン 性

B細 胞 分 化 因 子 B151… TRF2を 用 い て 自 己 抗 体

産 生 の ■ つ と 考 え ら れ る 抗 ―BrHRBC PFC応 答

性 の 免 疫 遺 伝 学 的 解 析 を 試 み た 。 そ の 結 果 、

IBの ハ プ ロ タ イ プ を 有 す る マ ウ ス は 低 応 答

性 を 示 す こ と 、 即 ち HHC内 の I領 域 遺 伝 子 に

よ り 抗 ―BrHRBC PFC応 答 性 が 調 節 さ れ て い る

こ と が 明 ら か と な っ た (図 -2,3,4)。 こ こ で

注 目 す べ き 点 は 、 in vitrOで の 3151-TRF2に

よ る 抗 ―BrHRBC PFC誘 導 系 に T細 胞 も ‖φも 関

与 し て い な い こ と で あ る .こ れ ま で の 研 究 で

HHC内 の 工 領 域 遺 伝 子 が 免 疫 応 答 の 高 低 を 調

節 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る が
20)、

そ の 遺 伝 子 支 配 機 構 の 解 析 の 多 く は B細 胞 の

抗 体 産 生 細 胞 へ の 分 化 を ヘ ル プ す る T細 胞 に

関 し て な さ れ て き た
20,2■ )。 本 研 究 で 示 さ れ

た T細 胞 非 存 在 下 で の HHC遺 伝 子 に よ る B細

胞 免 疫 応 答 の 調 節 は 、 全 く 新 し い 免 疫 応 答 の



●

・
遺 伝 子 支 配 機 構 の 存 在 を 示 す も の で あ る 。 な

お 、 1・ ハ プ ロ タ イ プ の マ ウ ス B細 胞 は B151

-TRF2に 反 応 し て 、 高 応 答 性 B細 胞 と 同 程 度

の 抗 ―TNP・ 及 び 抗 ―ssDNl抗 体 産 生 を 示 す の で

(図 -2、 3,4、 6)IBマ ウ ス の 抗 ―BrHRBC PFC

低 応 答 性 は 、 B細 胞 の B151-TRF2に 対 す る 応

答 性 に 起 因 す る も の で は な い こ と は 明 ら か で

あ る .

ISの ハ プ ロ タ イ プ を 有 す る マ ウ ス で 認 め

ら れ  る 抗 ―BrHRBC PFC 低 応 答 性  が BrHRBC上  の

い か な る 抗 原 決 定 基 に 対 す る 低 応 答 性 で あ る

の か は 現 在 の と こ ろ 不 明 で あ る 。 し か し 、 結

果 に は 示 し て い な い が 、 抗 ―BrHRBC PFC高 応

答 性 の B10マ ウ ス 由 来 の Br‖ RBCと 、 抗 ―

BrHRBC PFC低 応 答 性 の B10。 Sマ ウ ス 出 来 の

BrHRBCを そ れ ぞ れ 標 的 細 胞 と し て 用 い 、 こ れ

ら BrHRBCに 対 す る B10。 Sマ ウ ス B細 胞 の 抗 ―

BrHRBC PFC応 答 を 検 討 し た と こ ろ 、 同 系 の

BrHRBCに 対 し て も 同 種 異 系 の Br‖ RBCに 対 し て

も B10.Sマ ウ ス B細 胞 は 抗 ―BrHRBC PFC低 応



らか事のラ」たし一ボを性

●
‐‐▼”・一 IBの ハ プ ロ タ イ

プ を 有 す る マ ウ ス で 認 め ら れ る 抗 …BrHRBC

i:PF.CI低 応 答 性 は 、 BrHRBC上 の ア ロ 抗 原 に 対 す

る 低 応 答 性 で は な く BrHRBC上 に 共 通 し て 存 在

||す る 構 造 に 対 す る 低 応 答 性 と 考 え ら れ る 。

限 界 希 釈 法 に よ る 頻 度 解 析 の 結 果 、  ISの

● ハ プ ロ タ ィ プ を 有 す る マ ウ ス は 、 正 常 マ ウ ス

‐ と 比 較 し BrHRBC特 異 的 B細 胞 の ク ロ ー ン サ イ

ズ が 約 1/5で あ る 事 が 示 さ れ た の で (図 -8)、

I領 域 遺 伝 子 に よ り 、 BrHRBC特 異 的 B細 胞 ク

ロ ー ン の 生 成 が 調 節 さ れ て い る こ と が 明 ら か

と な っ た 。 尚 、 結 果 に は 示 し て い な い が

LipoPolysaccharideに  よ  り 抗 ―Br‖ RBC PFC を
●

誘 導 し た 際 に も  13の ハ プ ロ タ イ プ を 有 す る

マ ウ ス は 選 択 的 な 抗 ―BrHRBC PFC低 応 答 性 を

示 す 事 か ら 、 抗 ―BrMRBC PFC低 応 答 性 マ ウ ス

で み ら れ る BrHRBC特 異 的 B細 胞 ク ロ ー ン の 頻

度 の 低 さ は 、 B151-TRF2応 答 性 B細 胞 亜 集 団

に 限 局 し た も の で は な い と 考 え ら れ る 。

●  Hayakawaら r2,23)は 抗 ―BrHRBC抗 体 産 生 及



●

針

●

び 抗 ―ssDN▲ 抗 体 産 生 に 、 T細 胞 分 化 抗 原 で あ

る Lyl抗 原 を 細 胞 表 面 に 有 す る  Lyl・ B細 胞

が 深 く 関 与 し て い る こ と 、 及 び 腹 腔 浸 出 細 胞

(PEC)中 の Lyl・ B細 胞 の 存 在 率 に マ ウ ス 系

統 間 で の 差 異 が あ る こ と を 報 告 し て い る 。 し

た が っ て 、 18の ハ プ ロ タ イ プ を 有 す る マ ウ

ス に お い て 、 選 択 的 に  Lyl・ B細 胞 亜 集 団 が

減 少 し て い る た め 、 選 択 的 な 抗 ―BrHRBC PFC

低 応 答 性 が 成 立 し て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る。

し か し 、 彼 ら も 報 告 し て い る よ う に 、 膊 臓 細

胞 中 の Lyl・ B細 胞 の 存 在 率 に は 著 し い マ ウ

ス 系 統 間 で の 差 異 は み ら れ ず 、 PEC中 の

Lyl・ B細 胞 の 存 在 率 に 関 し て も 、 A.TLと

▲.THは ほ ぼ 同 程 度 で あ る と 報 告 し て い る 事 か

ら 考 え て 、 抗 ―BrMRBC PFC 低 応 答 性 が  Lyl+

B細 胞 の 存 在 率 の 差 を 反 映 し て い る も の と は

考 え が た い .事 実 、 結 果 に は 示 し て い な い が

諄 臓 B細 胞 中 の Lyl+B細 胞 を 抗 ―Lyl+補 体

処 理 に よ り 可 及 的 に 除 去 し て も 抗 ―BrHRBC

PFC応 答 に は 全 く 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た 。



● :

●

一 般 に T細 胞 の 示 す 自 己 la認 識 特 異 性 は 、

T細 胞 由『 駆 細 胞 の 遺 伝 子 型 で は な く 、 X線 抵

抗 性 の 胸 腺 上 皮 細 胞 の i:… 2ハ プ ロ タ ィ プ に よ

り 決 定 さ れ 、 か つ そ の 特 異 性 は 、 T細 胞 免 疫

応 答 の 遺 伝 子 支 配 と 密 接 に 関 連 す る こ と が 知

ら れ て い る 20。 21,.従 っ て  IBの ハ プ ロ タ イ

プ を 有 す る マ ウ ス に お い て 、 自 己 la・ 認 識 特

異 性 を 示 す T細 胞 が Br‖ RBCl寺 異 的 B細 胞 ク ロ

ー ン の 生 成 に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が 考 え ら れ

る .し か し 、 結 果 に は 示 し て い な い が 、 低 応

答 性 マ ウ ス (‖ -2・ )の 骨 髄 細 胞 を X線 照 射

(H-2bス Il-23)Flマ ウ ス に 移 入 し て 作 成 し た

キ メ ラ マ ウ ス の T細 胞 は la・ の み な ら ず lab

拘 束 性 を 示 す に も 拘 ら ず 、 上 記 キ メ ラ マ ウ ス

の B細 胞 は 依 然 と し て 抗 ―Br‖ RBC l〕 FC低 応 答

性 を 示 す こ と を 見 い だ し て ぃ る 。 従 っ て T細

胞 の 示 す 自 己 Ia8認 識 特 異 性 が Br‖ RBC特 異 的

B細 胞 ク ロ ー ン の 生 成 に 影 響 を 及 ぼ す わ け で

は な い も の と 思 わ れ る .

IlamOkaら は こ れ 迄 に 、 3151-TRF2に よ る 多 ク



●

・
ロ ー ン 性 B細 胞 分 化 過 程 に 、 自 己 Ia分 子 の 認

識 を 介 し た D― B細 胞 間 相 互 作 用 が 介 在 し て い

る 事 8,■ ■〕 、 又 、 3151-TRF2 応 答 性 Fl B 細  胞

集 団 は 、 親 B細 胞 か ら な る monolayerに 対 す

る 結 合 能 に よ り そ れ ぞ れ の 親 の Ia分 子 を 認 識

す る 少 な く と も 2つ の 亜 集 団 か ら 構 成 さ れ る

事
8,■ 9)を

明 ら か に し て い る 。 本 研 究 に お い

て 、 興 味 あ る こ と に 抗 ―Br‖ RBC PFC高 応 答 性

B10(H-2b)マ ウ ス と 低 応 答 性 SJL,310。 S

(H-23)マ ウ ス と の 交 配 に よ り 作 成 し た (B10

x SJL)Fl」 tl「 (310 x B10。 S)Fl(H-2b/8 )B

細 胞 を そ れ ぞ れ の 親 膊 臓 B細 胞 ■on01ayerで

分 画 し た 所 、 B10 B細 胞 mOn。 layer 付 着 性 Fl

B細 胞 (Iab認 識 特 異 性 を 示 す )は 抗 ―

BrHRBC PFCを 生 成 す る の に 対 し て 、 SJL及 び

B10。 S B細 胞 口on。 layer 付 着 性 Fl B細 胞

(Ia・ 認 識 特 異 性 を 示 す )は ,殆 ど 抗 ―

Br‖ RBC PFCを 生 成 し な い こ と が 明 ら か と な っ

た (図 -10)。 即 ち 、 I・ の ハ プ ロ タ イ プ を

有 す る マ ウ ス の 選 択 的 な 抗 ―Br‖ RBC PFC低 応



●

ｅｉ
答 性 は B細 胞 の 示 す 自 己 Ia認 識 特 異 性 と 密 接

に 関 連 し て い る こ と 、 換 言 す れ ば 、 B細 胞 の

示 す 自 己 Ia認 識 特 異 性 が B細 胞 の レ パ ー ト リ

ー 形 成 に 影 響 を 及 ぼ す 事 が 示 さ れ た 。

尚 今 回 の 研 究 で (High Responder x Low

ResPonder)FlB細 胞 の 抗 ―Br‖ RBC PFC応 答 が、

● 抗 ―Ia・ 抗 体 に よ り 部 分 的 に 阻 害 さ れ て い る

の が 観 察 さ れ た が (図 -9)、 こ れ は Fl B細 胞

中 に Flマ ウ ス ユ ニ ァ ク な Ia分 子 を 認 識 す る B

細 胞 亜 集 団 が 存 在 し 、 こ の よ う な 亜 集 団 に お

い て は 、 BrHRBC特 異 的 ク ロ ー ン が 正 常 レ ベ ル

存 在 す る 可 能 性 を 示 唆 し て い る も の と 思 わ れ

る .
●

今 回 の 研 究 に よ り 、 ‖HC内 の I領 域 遺 伝 子

に よ り BrHRBCに 対 す る 抗 体 産 生 が 調 節 さ れ て

い る こ と 、 そ し て そ の 免 疫 応 答 遺 伝 子 支 配 が

B細 胞 レ ベ ル に 発 現 さ れ て い る 事 が 明 ら か と

な っ た .又 、 I・ ハ プ ロ タ ィ プ を 有 す る マ ウ

ス に お い て Br‖ RBC特 異 的 ク ロ ー ン の 頻 度 が 低

● い た め に 抗 …Br‖ RBC PFCの 低 応 答 性 が も た ら



●
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さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 さ ら に そ の 低

応 答 性 は 、 T細 胞 非 依 存 性 に 決 定 さ れ る B細

胞 の 示 す 自 己 Ia認 識 特 異 性 に 起 因 し て い る 事

が 示 さ れ た .こ れ ら の 事 実 は B細 胞 免 疫 応 答

の 遺 伝 子 支 配 機 構 に 関 す る 全 く 新 し い モ デ ル

を 提 唱 す る も の と 考 え ら れ る 。

あ る 種 の SLE疾 患 発 症 が ,あ る 特 定 の HLA―

DR遺 伝 子 (マ ウ ス の I領 域 遺 伝 子 に 対 応 )型

と 密 接 に 連 鎖 す る こ と が 、 報 告 さ れ て は い る

が 6,7)、 そ の 遺 伝 子 支 配 機 構 は 今 ま で ほ と ん

ど 明 ら か に さ れ て い な い 。 更 に 、 ldelnanら

は 、 SLE様 自 己 免 疫 疾 患 を 自 然 発 症 す る

(NZB x NZW)Flマ ウ ス に 抗 ―Ia抗 体 を 投 与 す

る と 、 免 疫 複 合 体 の 沈 着 に よ り 惹 起 さ れ る 腎

疾 患 の 発 症 が 抑 え ら れ る こ と を 報 告 し て お り、

自 己 免 疫 疾 患 の 発 症 と マ ウ ス I領 域 遺 伝 子 産

物 (Ia分 子 )と の 間 に 何 ら か の 因 果 関 係 が 存

在 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 24)。 従 っ て、

本 研 究 で 明 ら か に さ れ た B細 胞 免 疫 応 答 の 新

し い 遺 伝 子 支 配 機 構 に 関 す る 知 見 は 、 SLE疾
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患 発 症 の み な ら ず 病 巣 局 所 に お い て 自 己 抗 体

産 生 を 伴 う 多 ク ロ ー ン 性 B細 胞 活 性 化 が 認 め

ら れ る 歯 周 疾 患 25)の 病 態 の 解 明 に 重 要 な 手

が か り を 与 え る も の と 思 わ れ る 。

●

●

●
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[結 論 ]

SLE様 モ デ ル マ ウ ス に 於 い て 自 己 免 疫 疾 患

の 発 症 に 密 接 に 運 関 し て い る 多 ク ロ ー ン 性 B

細 胞 分 化 因 子 B151-TRF2に よ る 自 己 抗 体 産 生

応 答 の 免 疫 遺 伝 学 的 解 析 に よ り 、 抗 ―BrHRBC

抗 体 産 生 は 、 H… 2複 合 体 内 の I領 域 遺 伝 子 に

よ り 調 節 さ れ て い る こ と が 明 か と な っ た .即

ち  I・ の ハ プ ロ タ イ プ を 有 す る マ ウ ス は

Br‖ RBC特 異 的 B細 胞 の ク ロ ー ン サ イ ズ が 小 さ

い 為 に 抗 ―BrHRBC抗 体 産 生 の 低 応 答 性 を 示 す

こ と が 明 ら か と な っ た .更 に B細 胞 の 示 す 自

己 Ia認 識 特 異 性 が BrHRBC特 異 的 B細 胞 ク ロ ー

ン の 生 成 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と が

示 さ れ た 。 以 上 の 結 果 は 、 B細 胞 の 示 す 自 己

Ia認 識 特 異 性 が 免 疫 グ ロ プ リ ン レ パ ー ト リ ー

形 成 に 深 い 関 わ り を 持 つ と い う B細 胞 免 疫 応

答 の 全 く 新 し い 遺 伝 子 支 配 機 構 の 存 在 を 示 す

も の で あ る .

●
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Autoantibody responses induced by polyclonal B cell differentiation

●   factor, B151‐ 丁RF2 were immunogenetically analyzed by using varlous

congenic mice. It was revealed that B cells with ISallele failed to

generate anti―Bromelain― treated mouse red blood cells (BrMRBC)PFC

response, representing one Of autoantibody responses, whereas they

gave rise to reverse lgM PFC, p01yclonal anti― 丁NP IgM PFC and anti―

ssDNA antibody responses comparable to those of the other H-2

●



haplotype strains.  Furthermore, it was clearly demOnstrated that B

ce]ls specific fOr BrMRBC were low frequent in mice with ISi allele by

]imiting dilution analysis.

In addition, interesting to note was the fact that when (high

respOnder H-2b x low responder H‐ 25)Fl B cells were fractionated by

their abllity to bind tO.either one of monolayers of parental B cells,

the Fl B cells adherent to H‐ 2b monolayer gave rise to anti‐BrMRBC and

anti―丁NP PFC responses comparable to Blo B cells, whereas those

adherent tO the H‐ 2S monolayer exhibited selective low anti― BrMRBC PFC

response ]ike as parental H-2S B cells.  丁hus, these results provide

the first direct evidence showing that selective low PFC response to

BrMRBC of B cells bearing IS allele ascribed to the self―
Ia―

recognition specificity expressed by B151-丁 RF2-responsive B cells.

This  finding has important implication to the prOblems of the MHC―

linked lr― gene control of B cell response, especially generation of

antibody repertoiree  Moreover, the present results provide a new

insight into basic mechanism underlying autoimmune disease.
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大 阪 大 学 歯 学 部 口 腔 治 療 学 講 座

(主 任 :岡 田  宏 教 授 )

本 論 文 の 要 旨 は 第 ■ 6回 日 本 免 疫 学 会 総 会

(昭 和 6■ 年 ■ 2月 、 東 京 )に お い て 発 表 し

た .
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図  ― ■   310 congenicマ  ウ ス ヘ  O B151-TRF2

の in vivo投 与 に よ り 誘 導 さ れ る 抗 ―BrMRBC

PFC  、   リ バ  ー  ス PFC  、  及  び  抗  ―TNP  PFC応  答

抗 原 非 感 作 B10(● )、 B10。 BR(▲ )、

B10.D2(■ )、 及 び B10。 S(0)マ ウ ス 背 部

皮 下 に B151-CFSを ■ ■1注 射 し 、 5日 後 に 膊 臓

細 胞 中 に 誘 導 さ れ る PFCを 検 出 し た 。 図 中 の

Noneは 生 理 食 塩 水 投 与 群 を 表 わ し て い る 。 結

果 は 4匹 の マ ウ ス の PFC数 の 算 術 平 均 及 び 標

準 誤 差 で 表 わ し て い る .

図 -2 310 congenicマ ウ ス B細 胞 の B151…

TRF2に よ り 誘 導 さ れ る in vitro 抗 ―BrMRBC

PFC  、   リ  バ  ー  ス   PFC、   及  び  抗  ― TNP  PFC応  答

抗 原 非 感 作 B10(● )。 B10。 BR(▲ )、

B10。 D2(■ )、 及 び B10。 S(o)膊 臓 B細 胞

(lx106/well)を 、 B151-TRF2と と も に 5

日 間 培 養 し 、 誘 導 さ れ る 抗 ―BrHRBC PFC、  リ

バ ー ス PFC、 及 び 抗 ―TNP PFCを 測 定 し た 。 結

果 は 3wellsの 算 術 平 均 と 標 準 誤 差 で 表 わ し て
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い る .

図 -3 SJL、 SJ▲ マ ウ ス B細 胞 の B151-TRF2

に よ り 誘 導 さ れ る 抗 ―BrMRBC PFC及 び リ バ ー

ス PFC応 答

抗 原 非 感 作 BALBノ c(▲ )、 SJl(● )、 及

び SJL(O)膊 臓 B細 胞 (1■ 106ノ ロeH)を

B151-TRF2と と も に 5日 間 培 養 し 、 誘 導 さ れ

る PFCを 測 定 し た .結 果 は 3wellsの 算 術 平 均

と 標 準 誤 差 で 表 わ し て い る 。

図 -4 B151-TRF2に よ り 誘 導 さ れ る 抗 ―

BrHRBC PFC応 答 性 の I領 域 遺 伝 子 に よ る 調 節

抗 原 非 感 作 ▲.TL(● )、 A.TH(o)膊 臓 B

細 胞 (lx106 /well )を 3151‐ TRF2 と と も に

5日 間 培 養 し 、 誘 導 さ れ る PFCを 測 定 し た 。

結 果 は 3wellsの 算 術 平 均 と 標 準 誤 差 で 表 わ し

て い る 。

● 図 -5 抗 ―BrHRBC PFC高 応 答 性 マ ウ ス と 低



応 答 性 マ ウ ス の 交 配 に よ り 作 製 し た Fl B細 胞

の 3151-TRF2に よ り 誘 導 さ れ る 抗 ―Br‖ RBC

PFC 応 答

抗 原 非 感 作 マ ウ ス 膊 臓 B細 胞 (lx106/

weH)を 、 B151-TRF2(5%)と 共 に 5日 間 培 養

し た .そ れ ぞ れ の %resPonseは 、 各 群 の 高 応

● 答 性 マ ウ ス の 示 す 抗 ―BrMRBC PFC応 答 及 び 抗

―TNP PFC応 答 を そ れ ぞ れ 100%と し て 表 示 し て

い  23  .

図 -6 B10 cOngenicマ ウ ス B細 胞 の B151-

TRF2に よ り 誘 導 さ れ る 抗 ―ssDNA抗 体 産 生

力に 原  ヨF 編露 タト   B1 0、   B 1 0 。 BR、   3 10 。 D2、   ヵに  こド
●

B10.S膊 臓 B細 胞 (lx106/we H)を B151-

TRF2(5%)と と も に 7日 間 培 養 し 、 培 養 上 清 中

に 産 生 さ れ る 総 IgM量 、 抗 ―ssDN▲ 抗 体 を

ELISA法 に よ り 測 定 し た 。

図 -7 3151-TRF2に よ り 誘 導 さ れ る 抗 ―

● BrMRBC PFC応 答  O kinetics
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抗 原 非 感 作 B10(● )及 び B10。 S(o)マ

ウ ス 膊 臓 B細 胞 を 3151-TRF2(5%)と と も に 培

養 し 、 培 養 開 始 後 3日 日 、 5日 日 、 及 び 7日

目 に 誘 導 さ れ る 抗 ―BrMRBC PFC及 び 抗 ―TNP

PFCを 測 定 し た 。 結 果 は 3wellsの 算 術 平 均 と

標 準 誤 差 で 表 わ し て い る .

図 -8 限 界 希 釈 法 に よ る Br‖ RBC特 異 的 B細

胞 ク ロ ー ン の 頻 度 解 析

抗 原 非 感 作 B10(● )及 び B10。 S(o)マ

ウ ス 膊 臓 B細 胞 を そ れ ぞ れ の 細 胞 濃 度 で 、

B151-TRF2(10%)及 び MMC処 理 し た 同 系 の T細

胞 除 去 膊 臓 細 胞  (feeder cell:51104 /well)

と 共 に 5日 間 培 養 し た 。 応 答 細 胞 と feeder

ceH sの み で 培 養 し た 群 を negative control

と し 、 (negative controlで 出 現 す る PFC数

の 算 術 平 均 )+(3x標 準 偏 差 )を こ え る PFC

数 を 示 す weHを 陽 性 と し て 、 各 細 胞 濃 度 に お

け る 陽 性 weHの 割 合 を 決 定 し 、 頻 度 解 析 を 行

な っ た .
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図 -9 (310 x SJL)Fl 及 び (B10x 310。 S)

Fl B 細 胞  の  抗 ―BrHRBC PFC 応 答 の  抗 ―I-lb 抗

体 に よ る 選 択 的 抑 制

(B10 x SJL)Fl 及 び (B10 Ж B10eS)Fl 膊 臓

B細 胞 (1■ 106ノ ロeH)を 抗 ―I― ▲
b抗

体 及 び

抗 ―I-18抗 体 の 存 在 下 で 3151-TRF2(5%)と 共

に 5日 間 培 養 し た 。

SresPonse=100x(抗 ―I-1抗 体 存 在 下 で の PFC

/抗 ―I-1抗 体 非 存 在 下 で の PFC)

図 ― ■ 0 H-28皿 On01ayerに 付 着 性 の (B10

x SJL)Fl及 び (B10x310。 S)Fl B細 胞 の 選 択

的 抗 ―BrHRBC PFC 低 応 答 性

(310 x SJL)Fl 及 び (B10 Ж B10。 S)Fl 膊 臓

B細 胞 を "実 験 材 料 及 び 方 法 "の 項 で 記 し た

手 法 に し た が っ て 、 そ れ ぞ れ の 親 膊 臓 B細 胞

の ■onolayerに 付 着 性 を 示 す 細 胞 集 団 に 分 画

し た 。 さ ら に 、 未 分 画 及 び 分 画 し た Fl B細 胞

(lx106 ノwell )を B151-TRF2(10%)と 共 に 5



日 間 培 養 し 誘 導 さ れ る 抗 ―BrHRBC PFC及 び 抗

―TNP PFCを 検 出 し た 。 Eス P。 1は (B10 x SJL)

Flの ExP。 2は (310x310.S)Flの 膊 臓 B細 胞

を 分 画 し た 結 果 を そ れ ぞ れ 示 し て い る 。
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表 ―|

表 -1 抗 ―Br‖ RBC PFC低 応 答 性 マ ウス B細 胞 の 抑 制 活 性 に関 す る 解 析
ResPOnding B cellsa)inti_Br‖ RBC PFcノCultureb)inti― TNP PFCノ CultureC)
(High ス Low)Fl   Low ExP。 l d)   ExP.2 C) Eス p。 1 ExP.2
1。 oス 106

(― )

(― )
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(― )
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5。 0■ lo5
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