
Title メンケス病モデルマウスの免疫能に関する研究

Author(s) 中川, 晋作

Citation 大阪大学, 1993, 博士論文

Version Type VoR

URL https://doi.org/10.11501/3070515

rights

Note

Osaka University Knowledge Archive : OUKAOsaka University Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

Osaka University



メ ンケ ス病 モ デ ル マ ウ ス の

免 疫 能 に関 す る研 究

中 川 晋 作



メ ン ケ ス 病 モ デ ル マ ウ ス の

免 疫 能 に 関 す る 研 究

中 川 晋 作



目 次

緒 論1

本 論5

第 一章Inlマ ウス と正常マ ウスの リンパ球機能解析 と免疫応答5

第一節mlマ ウスお よび正常マ ウスのマイ トジェンに対す る リンパ球

増殖反応5

第二節 血 マ ウスお よび正常マ ウス の リンパ球混合培養(MLR:mixed

limpho(;ytereaction)に よる リンパ球増殖反応8

第三節rn1マ ウスお よび正常マゥ スの一次免疫での抗 体産生能9

第 四節1T11マ ウスお よび正常マ ウスのT細 胞依存性抗原 に対す る二次

免疫抗体産生能 に関す る検討11

第五節 小括14

第 二章 皿 マ ウスの抗原特異的抗体産生能低下 に関す る細胞 レベル

での検討15

第一節mlマ ウスお よび正常マ ウスの非特異 的抗体産生能 に関す る検 討15

第二節 ㎡ マ ウスのT細 胞お よびB細 胞 の機能解析17

第三節 フローサイ トメーターに よるm1マ ウスお よび正常マ ウスの

リンパ球 亜集団の解析19

第四節 小括21

第三章 マ ウス血清 中のセル ロプ ラス ミン活性お よび銅濃度 と

セル ロプ ラス ミンの精製22

第一節mlマ ウスお よび正常マ ウス血清 中のセル ロプ ラス ミン活性 と

銅濃度22

第二節 マ ウスセル ロプラス ミンの精製24

第三節 小括27



第四章 セルロプラスミンおよび銅の抗体産生能におよぼす影響28

第一節 セルロプラスミンおよび銅投与による抗体産生能への影響28

第二節invitro抗 体産生系におけるセル ロプラスミンおよび銅(Cu2+)

添加の影響31

第三節 小括34

第五章 セルロプラスミンにより調節される抗体産生能回復因子

および抗体産生能抑制因子に関する検討35

第一節 正常マウス血清の抗体産生能におよぼす影響35

第二節mlマ ウス血清の抗体産生能におよぼす影響37

第三節 セルロプラスミンを投与したmlマ ウス血清の抗体産生能に

およぼす影響39

第四節 各種マウス血清の抗体産生能におよぼす影響40

第五節 抗体産生能回復因子および抗体産生能抑制因子の化学的性質42

第六節 血清の投与による抗体産生能への影響43

第七節 小括46

総 括47

結 論51

謝 辞52

参考文献53



緒 論

メンケス病は1962年 、Menkesら1)に よ り初め て報 告 され 、特徴 的な縮れ毛か

らMenkes,Kinky-hairdiseaseと 呼ばれ ている。 この メンケス病 は毛髪異常 と色素

形成異常 に とどま らず 、重 い知能 障害、遅鈍 、皮膚引張 力低下、低体温症、発育

不全、骨 形成 異常、痙攣 お よび易感 染傾 向な ど多彩 な臨床像 を もって発症 し、3

歳まで に出血 あるいは感染症 な どの合併症 にて死 亡2'3)す る。 この症患 は典型的

な劣性伴 性遺伝形式 に従 い母親 は保 因者 とな り、男児のみが発症す る。 また、新

生児35000人 に1人 とかな り高い発症頻度 を示す4)。

Dankesら5-15)の 研究 に よ りメンケス病 患 者では腸管 にお ける銅 の吸収 障害が

原 因 とされ てい るが、生体内 にお け る細 胞膜 の銅 転送異常 も推 定 され、銅代謝 障

害の新 しい疾患 として、近年注 目され てきた。生体 内にお ける銅 は、細胞 の ミ ト

コン ドリアや ミク ロソームの酸化還 元 に関与 し、銅 イオ ンをコファクター どす る

セル ロプ ラス ミン、 リシルオ キ シダーゼ、 ドーパ ミンーβ一ヒ ドロキ シ ラーゼTス

ーパーオ キシ ドジスム ターゼ等の諸 酵素の活性が銅 欠乏 によ り低 下す る。 これ ら

酵素活性 の低下 によ り上記症候群が もた らされ る と推定 されてい る。 しか しなが

ら、現在 の ところ銅の分布異常 とい う一致 した見解が認 め られ てい るにす ぎない。

Brindledマ ウス9)が メンケス病モ デル動物 と して よく知 られ てい るが、1973年

近交 系 のC3Hfマ ウスにお いて 自然突然変 異 に よ り生 じたmacular(ml)マ ウス16)

がBrindledマ ウスに似 てお り、 メンケス病モ デル動物 として優れ てい るこ とがわ

か った17-2°)。mlマ ウスは メンケ ス病 と同様 の銅分 布異常 を示 し、脳 、肝 臓 お

よび血 中では銅含量 の低下 、逆 に腎臓お よび 小腸 では蓄 積す る21)。 また 、rnlマ

ウスは メンケス病 の多 くの類似 した症状 を呈 し、典型的 な劣性伴性遺伝形式 を と

る。表 現形 としては黒眼 白毛 で ヒゲ がカール し、体毛が縮れ て体表 に密着 してお

り、まだ 毛 の生 えない時期 で も黒眼 と白い体 色 との コン トラス トか ら生後3日 令

で他 と識別がつ く特徴 を有 してい る(Fig.1)。 また、体重は生後10日 目までは

正常 に増加す るが、以 後急激 に体重減少 し、 つ いに3～6gと な り平均15.8日 令 で

死亡 に至 る(Fig.2)。 約10日 令 か ら死亡す るまでの間、四肢 を もつれ させなが

ら走 り回 り、 しば しば横転、痙攣 を繰 り返 し、 メンケス病 の特徴 であ る中枢 神経

性行動異常 を示す。 以上の所 見の うち痙攣 は ヒ トでの重要 な初発症状であ るが
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Fig.1.Themalenormalmouse(A)andmalemacularmouse(B)on

postnatalday14.

15

,-.

910

三
rn
届
3
あ
00

m

151015202530

Age(Days)

Fig.2.Thebodyweightgainofnormal(+/y)andmacular(ml/y)mice.

ml/y(Cu);ml/ymousewastreatedwith10Ngofcopper7daysafterbirth
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Brindledマ ウスでは認め られ ない。14日 令 の体重 当 りの各臓器重量比 を調べ る と、

ほ とん ど全ての臓 器は正常 と差が な いかあるいは逆 に上 昇す る臓 器ばか りであ り、

これ らは体重低 下 に付 随 した変化 に過 ぎない(Fig.3)。 しか し、胸腺 と脾臓 の

み は有意 に重量が 減少 し、 そ のた め体重比 において も脾臓 は正常の約1/2、 胸 腺

は約2/3以 下 と、著 しい減少 を示 した。 これ ら免疫 担 当臓器 に特異 的な萎縮 は重

症複合免疫不 全症、ataxiatelangiectasia22)(毛 細血管拡張性失調症)、 お よび

Wiskott-Aldrich症 候 群、等 の免疫 異 常症 に も見 られ る。 さらに、前述 した ご と

くメンケス病 は死 亡の 際に、 感染 症 な どの合併 症 を伴 うこ とか ら、mlマ ウス に

ついて も免疫機 能の低 下が予想 され る。近 年、 さらに銅 の代謝異常 に関連 した免

疫不 全の報告 が多 く、その中に銅欠 乏食 で飼育 したマ ウスが種々の免疫 応答低 下

を示す報告 があ る23-3°)。 しか し、 メンケス病 患者へ の銅 の経 口お よび 非経 口
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Fig.3.Tissueweightofnormalandmacularmiceat14dayafterbirth.

Cu+ml/y;ml/ymiceweretreatedwithcopper(10Nglgbodyweight)atthe7

dayafterbirth.Thenumberinparenthesisindicatestheanimalnumberand

verticalbarrepresentthemean±S.D.

*Significantlydifferentfromnormalmouse(p<0 .01).
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投与においても治療効果が十分上が らないことから、ただ単に栄養素的に銅を欠

乏させた場合とメンケス病が同じでないことは容易に判断できる。従 ってmlマ

ウスの免疫応答を検討することは銅の新しい生理的機能解明とともに新 しい免疫

応答調節物質の発見につながる可能性がある。

本論文は、新 しく免疫応答の観点からmlマ ウスの病態を解析し、なおかつこ

のモデル動物を用いて免疫応答の調節機構を解明することを試み、これ らを通じ

て新 しい免疫応答調節物質を見いだす試みを行ったものである。
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本 論

第一童mlマ ウス と正常マ ウスの リンパ球機能解析 と免疫応答

mlマ ウ スが死 亡す る際に は著 明 な体 重減少 を示 し、全 ての臓 器 にお い て体 重

減少 に比例 した臓器重量 の減少 を示 した。 しか し、脾臓 と胸腺 のみは体重減少 の

程度 以上 に著 しい萎縮 を示 した。 さ らに メンケス病 の第 一の特徴で ある銅の分布

異常に関連 して、銅 欠乏食 で飼 育 したマ ウスの免疫応答 が低下 してい るこ とを示

した報告23-3°)が あ る。 これ らの こと よ りmlマ ウスの新 しい病態 と して免疫不

全が予想 され る。

本 章 で は、m1マ ウス と正 常マ ウスの免疫応 答 について リンパ 球増 殖反応 お よ

び抗 体産生能 を中心 に比較検 討 した。

第 一節m1マ ウスお よび正常マ ウスのマイ トジェンに対す る リンパ球増殖反応

リンパ球増殖反応は各種 の刺激 に対す る リンパ球の応答性やそ の機構 を研 究す

るの に盛 ん に用 い られ てい る。 中で もマイ トジェンによる刺激は、各種 リンホカ

イ ンの産 生、抗原非特 異的ヘ ルパ ーT細 胞 、サプ レ ッサ ーT細 胞、細胞障害性T

細胞 な どが誘導 され るこ とや 、B細 胞 を刺激す る と多 くの場合免疫 グ ロブ リン産

生19)と 結 びっ くこ とか ら、生体 の免 疫 能検 索の手 段 として重要 な位置 を 占め て

い る。そ こでmlマ ウス と正 常マ ウスの マイ トジェ ンに対す る リンパ 球増殖反応

につい て検討 した。

実験材料 と方法

(1)実 験動物

メンケ ス病 モデルマ ウス としてmlマ ウス(C3Hf系)6～8週 令の雄(ml/y)を 用いた 。

延命 させ るため生理食 塩水 に塩化第二 銅 を2㎎/mlに な るよ うに溶解 し、 生後7日

目のmlマ ウスに50μg/gbodyweightと な るよ うに皮下投与 した21)。 正常マ ウス
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としてC3Hfマ ウス6～8週 令 の雄(+!y)を 用いた。

(2)培 養液

脾細胞 の培養 液はRPMI1640(日 水製薬)に5%牛 胎 児非働化血 清(GIBCO)、50μ

M2一 メル カプ トエタノール 、40μg/mlゲ ンタマイ シンを加 えて用 いた。

(3)マ ウス脾細胞 の調 製

マ ウス脾細 胞はScheme1に 示す よ うに、脾臓 をホモジナイザ ーで軽 く圧迫 し

なが ら砕 き、細胞 を遊離 させた。混 入 している赤血球 は低張処理 に よ り除去 し、

培養液 で調製後マ ウス脾 細胞 として用 いた。

Scheme1.Preparationofaspleencellsuspension.

Mice

「
sacrificedbycervicaldislocation.

disinfectedtheskinwithethanol.

Spleen

し
washedwiththeHanks'solution

homogenized.

Cellsuspension

centrifugedat1000rpmfor5min.

washedwithHanks'solution

added4.5mlofdistilledwaterandO.5mlof

x10PBS(一)withstirring.

centrifugedat1000rpmfor5min.

washedwithRPM11640containing5%FCS.

SpleenCelis

(4)マ イ トジ ェ ン に 対 す る リ ン パ 球 増 殖 反 応

マ イ トジ ェ ン に 対 す る リ ン パ 球 増 殖 反 応 はBlakleyとArcherの 方 法32)に

準 じ 、T細 胞 マ イ トジ ェ ン と し て コ ン カ ナ バ リ ンA(ConA,Sigma)33'34)、

B細 胞 マ イ ト ジ ェ ン と し て リ ポ ポ リ サ ッ カ ラ イ ド(LPS,S.typhosa,

Difco)35'36)を 用 い て 行 な っ た 。 脾 細 胞(5x105cells/200μ1/well)を96穴 マ

6



ル チ プ レー ト(Corning)に 播 種 した 後 、 各 濃 度 の マ イ トジ ェ ン を 添 加 し48

時 間 培 養 した 。 な お 、 培 養 は 以 後 す べ て の 実 験 に お い て37℃ 、飽 和 蒸 気 圧

下 、5%炭 酸 ガ ス 気 相 下 で 行 っ た 。培 養 終 了 の16時 間 前 に[3H1-

Thymidine([3H}TdR:0.1μCi!wel1,Amersham)を 添 加 しパ ル ス 標 識 を 行 っ

た 。 細 胞 はMultipleSemiautomaticSampleHarvester(ア ベ 科 学)を 用 い

て グ ラ ス フ ィ ル タ ー(GF/C,Whamman)上 に 回 収 し、 放 射 能 を 液 体 シ ン チ

レ ー シ ョン カ ウ ン タ ー で 測 定 した 。

実験結果および考察

mlマ ウ ス お よび 正 常 マ ウス の脾 細 胞 はConAお よびLPS刺 激 に よ り、 濃 度 依 存

的 に[3H]-TdRの 取 込 み を促 進 した(Fig.4)。ConAに つ い ては0.4μg/mlで 両 マ ウ

ス脾 細 胞 は最 大 の[3H]-TdRの 取 込 み を示 し、 ステ ィ ミュ レイ シ ョンイ ンデ ック
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Fig.4.Reactivityofnormalandmacularmicetothestandard

mitogenarrayoflipopolysaccharide(A)andconcanavalinA(B).

Spleencellswereculturedwiththeindicateddosesofthedesignated

mitogensfor48hours.Theculturedcellswerepulsedwith3H-TdR(0.1ｵCi/

well)16hoursbeforecellharvest.Thedatarepresentthemean±S.D.(n=3)
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ス は約1(賠 二で あ っ た 。LPSに つ い て は20μg/m1で ス テ ィ ミュ レイ シ ョン イ ンデ ッ

ク ス が 正 常 マ ウ ス で約7倍 、mlマ ウ ス で約6倍 で あ った 。 しか し、 両マ ウ ス 間 に

有 意 な差 は認 め られ な か った 。 以上 の結 果 よ り、 これ らマイ トジ ェン に対 す る リ

ンパ 球 の増 殖 反 応 につ い て は 、 正 常 マ ウ ス とmlマ ウ ス は 同 程 度 で あ る こ とが 判

明 した。

第 二節m1マ ウ スお よび 正 常 マ ウス の リンパ 球 混 合 培 養(MLR:mixedlimpho(,yte

reaction)に よる リンパ 球 増 殖 反 応

前 節 の 結 果 よ りマイ トジ ェ ン刺 激 に対 す る応 答 性 につ い て は正 常 マ ウス とml

マ ウス に お い て 有意 差 は認 め られ な か った。 さ らに詳 細 に リンパ 球 の機 能 を調 べ

る た め に ア ロ(非 自己)抗 原 に対す る リンパ球 増 殖 反応 を検 討 した 。

実 験 材 料 と方法

(1)リ ンパ 球 混 合 反 応

リ ンパ 球 混 合 培 養 はPeckとBachら37)の 方 法 に準 じて行 った。+/y、ml!yお よ

びBalb/cマ ウス(日 本SLC)を6～8週 令 で 使 用 した 。刺 激 細 胞 と して50μg!mlの

マイ トマ イ シ ンC(協 和発 酵)で37℃ 、60分 間処 理 した 脾細 胞 を、応 答 細 胞 と して

主要 リン パ 節 細 胞(膝 脾 、 鼠 径 、 お よび 旁腹 部 大 動 脈 リンパ 節)を 各 々用 い た 。 刺

激 細 胞 お よび 応 答 細 胞 をSx106cells/mlに 調 製 し、 そ れ ぞ れ100μ1ず つ96穴 マ ル チ

プ レー ト(Corning)に 播 種 し、72時 間培 養 した 。 培 養 終 了 の16時 間 前 に[3H]-TdR

(o.1μCi/10μ1/well)を 添 加 しパ ル ス標 識 を 行 った 。 培 養 終 了後 、 細 胞 内 の放 射 能

を前 節 と同様 に液 体 シ ンチ レー シ ョン カ ウン ター で 測定 した 。

(2)有 意 差 検 定

有 意 差 検 定 はStudent'st-testに よ った 。

8



実験結果および考察

刺激細胞 としてmlマ ウスお よび正常マ ウスの脾細胞 を用 いた時、Balb/cマ ウス

リンパ節細胞 の応答性 は同程度 であ った(Table1)。 しか し、Balb/cマ ウスのア ロ

抗原 に対す る応 答性 はmlマ ウスの方 が正 常 マ ウス よ りも有 意 に低 値 を示 した。

このア ロ抗原 に対す る応答 は非 自己 を認識 したT細 胞 の増殖反応 によって起 こる

こ とか ら、Inlマウスにおいて非 自己を認識す るT細 胞 の機能低 下が示唆 された。

Table1.Proliferativeresponseoflymphocytesstimulatedby

allogeniccellsinMLR

Responder
Stimulater(meancpm±S.D.)

+!y ml/y BALB/c

+!y

ml/y

BALB/c

924±95

12438±916

14787-*1454

962±30011334±603T

12669±1357

Respondercells(lymphnodecells;5x105cells/well)wereculturedwith

mitomycinC-treatedspleencells(5x105cells/well)for72hours.Thecultured

cellswerepulsedwith3H-TdR(0.1μCi!well)16hoursbeforecellharvest.

Datarepresentthemean±S.D.(n=3)

*;Significantlydifferentfromnormalmouse(p<0
.05).

第三節mlマ ウスお よび正 常マ ウスの一次免疫 での抗体産生能

これまでは免疫担当細胞の増殖機能に関する検討を行ったが、さらに生体の免

疫機能として非常に重要でかつイムノネットワークを反映している抗体産生機能

について検討した。抗原にはT細 胞依存性抗原およびT細 胞非依存性抗原を用い、

特に一次免疫による抗原特異的抗体産生細胞数を測定した。
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実験 材 料 と方法

(1)使 用 抗 原 お よび 免 疫 方 法

T細 胞 依 存 性 抗 原 と して ヒツ ジ赤 血 球(SRBC:SheepRedBloodCell,日 本 生 物

材 料 セ ン タ ー)、T細 胞 非 依 存 性抗 原 と してDinitrophenyl-Ficoll(DNP-Ficol1)を

用 い た 。DNP-Ficollの 合 成 はInmanの 方 法38)に 準 じた 。 各 マ ウ ス にSRBCは

5x108cells/250μ1を 、DNP-Ficollは100μg/200μ1を 腹 腔 内投 与 した 。

(2>抗 体 産 生細 胞 数 の測 定

抗 体産 生 能 はCtiinninghamの プ ラー ク形 成 細 胞 測 定 法3°)に準 じた 。 抗 原 感 作 の

4日 後 に 脾 細 胞 を 調 製 し(2.5x106cells/0.2m1)、SRBC(最 終 濃 度4%)あ る い は

Trinitrophenyl-SRBC(TNP-SRBC,最 終 濃 度4%)お よび モル モ ッ ト補 体(最 終 濃 度

10%,Rockland)を 加 え 、 カ ニ ンガ ム チ ャ ン バ ー にセ ッ トした 。37°Cで1時 間反 応

させ た 後 、 溶 血 斑(プ ラ ー ク)を 倒 立 顕 微 鏡 下 で 数 え 、抗 体 産 生 細 胞数(Plaque-

formingcell:PFC)と した 。 この 方 法 に よる抗 体産 生細 胞 数 は 主 にIgM産 生 細 胞 で

あ る。

な お、 そ の他 の実 験操 作 につ い ては 、 前 節 まで に記 載 の 操 作 方 法 に従 った 。

実 験 結 果 お よび 考 察

SRBC(T細 胞 依 存性 抗 原)に 対す るmlマ ウス の抗 体 産 生細 胞 数 は 正 常 マ ウス の

約112と 低 値 を示 した(Table2)。 一 方 、T細 胞 非 依 存性 抗 原 で あ るDNP-Ficollに

対 す る抗 体 産 生 細 胞数 は 正 常 マ ウ ス とmlマ ウ ス で 同 程 度 で あ り、 有 意 な 差 は 認

め られ な か った 。 以 上 の 結 果 は抗 原 特 異 的 なT細 胞 依 存 性 の抗 体 産 生 系 にお け る

m1マ ウ ス の機 能 低 下 を示 唆 す る もの で あ る 。 一 方 、T細 胞 非 依 存 性 抗 原 で あ る

DNP-Fi◎ollは そ の抗 原 性 を示 す の にB細 胞 を直 接 活 性 化 して抗 体 産 生 細 胞 へ と分

化 させ る4°)。 この経 路 は正 常 マ ウ ス とmlマ ウス が 同程 度 で あ る こ とか ら、mlマ

ウス のB細 胞 機 能 は正 常 マ ウス レベ ル で あ る と考 え られ た 。
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Table2.Primaryimmuneresponsesinnormalandmacularmice.

TcelldependentpercentageTcellindependentpercentage
mouseantibodyresponseofantibodyresponseof

(PFC/106spleencells)bcontrol(PFC/106spleencells)control

+/y

ml/y

2303±109(9)c

1158±359(9)

100

50.3

291±33(6}

287±23(6)

100

・:・

a;IgMagainstsheepredbloodcells(Tlymphocytedependentresponse)or

DNPFicoll(Tlymphocyteindependentresponse).

b;Plaque-formingcells(antibody-producingcells)per106spleencells.

c;Mean±S.D.(numberofanimals).

★;Signi幵icantlydi幵'erentfrom+1y(p<0 .05).

.袋

第四節mlマ ウスおよび正常マウスのT細 胞依存性抗原に対する二次免疫抗体
産生能に関する検討

前 節 の 結 果 はT細 胞 依 存 性 抗 原 に対 す る一 次 免 疫 抗 体 産 生 能 に 関 し てmlマ ウ

ス の機 能 低 下 を示 した。 そ こでT細 胞 の免 疫 記 憶 機 能 に 関 与 した 二 次 免 疫抗 体 産

生 能 につ い て検 討 した。 本 節 で は 抗 原 にT細 胞 依 存 性 抗 原 で あ るTlNP-Keyhole

LimpetHemocyanin(TNP-KLH)を 用 い 、 特 異 的抗 体 量 をELISA(EnzymeLinked

ImmunosorbentAssay)法 で測 定 した。

実験材料 と方法

(1)TNP-KLHの 合成41)

KLH(CalbiochemCorporation)を0.12MNaClを 含 む0.17Mホ ウ酸 緩 衝 液

(pH8.0)(BBS)で 一 晩透 析 した後 、 蛋 白濃度 を 約20mg!mlに 調 整 した 。 トリニ トロ

ベ ンゼ ン スル ホ ン酸 ナ トリウム(TNBS)を15㎎/mlの 濃 度 でBBSに 溶 解 し、1mgの

KLHに 対 し88μgのTNBSの 割 合 で滴 下 した 。 遮 光 下 で 撹 拌 しなが ら室 温 で2時 間
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反 応 後 、SphadexG-25カ ラム(PD-10カ ラム,Pharmacia)の 素 通 り(黄 色 を呈 す る

画分)を 回収 した 。PBS(一)で2日 間、4℃ で透 析 後 、 濾 過滅 菌 して遮 光 保 存 した 。

(2)抗TNP抗 血 清 の 調 製

TNP-KLH溶 液(0.2r㎎!250μ1)と 完全 フ ロイ ン トア ジ ュバ ン ト(和光 純 薬)を1:1で

混 合 しエ マ ル ジ ョン を作 製 した。 正 常 マ ウス にTNP-KLH(最 終{度0.1mg!250μ1

エ マル ジ ョン)を 腹腔 内投 与 し、 そ の8日 後 マ ウス の血 清 を採 取 し、 抗TNP抗 血 清

の 標 準 品 と して用 い た 。

(3)培 養 方 法

各 マ ウ ス を(2)で 示 した 方 法 で 免 疫 し、3週 間 後 、脾 細 胞 を 調 製 した 。 脾 細 胞

は24穴 マ ル チ プ レ ー ト(Corning)に6x106cells/ml/wellと し、種 々 の 濃 度 のTNP-

KLHを 添 加 し て培 養 した 。2日 後 に細 胞 を回 収 し、 洗 浄 に よ り抗 原 を除 去 した後 、

細 胞 を1mlの 細 胞 培 養 液 に 懸 濁 した 。 こ の細 胞 浮 遊 液 を200μ1ず つ 、96穴 マ ル チ

プ レー ト(Comi㎎)に 播 種 し、4日 間培 養 した 後 、 培 養 上 清 を採 取 し抗 体 価 を測 定

した 。

(4)ELISAに よる抗 体 価 の測 定4D

(a)固 相 の 準備

固 相 抗 原 と し て50μg/mlのDNP-Ficollを96穴ELISA用 マ ル チ プ レ ー ト

(Corning)に50μ1ず つ 分注 し、4℃ で 一 晩放 置 した 。 非 特 異 的吸 着 を抑 え る た め

1.5%ゼ ラチ ン で ブ ロ ッキ ング を 行 った。

(b)培 養 上 清 の 添 加 と反 応

抗 原 固 定 済 み プ レー トは0.05%Tween20と0.15MNaClを 含 む50mMト リスー塩

酸緩 衝 液(pH7.6)(TTBS)で 洗 浄 した 。 培 養 上 清(50μ1/we11)を この プ レー トに加 え

1.5時 間 、 室 温 で反 応 させ た 。TTBSで 洗 浄 後 、horseradishperoxidaseで 標 識 した

Rabbitanti-MouseIgM(1:2000希 釈Zymed)を 室 温 で1.5時 間 反応 させ た 。

(c)発 色

10m1酢 酸 緩 衝 液(pH5.5)に55mM3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine(N,N-Dimethyl-

formamide)を100,u1,33%H202を5μ1溶 解 し発 色 試 薬 と した。TrBSで 洗 浄 した

プ レ ー トに発 色 試 薬 を100μ1/wellず つ 加 え 、室 温 で10分 ～60分 間 反 応 させ た 。

2N一硫 酸(SOｵ1!well)で 反 応 を停 止 した 後 、測 定 波 長450nm、 参 照 波 長655nmで 測

定 した。
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(d)抗 体価 の換算

検体 の抗体価 は抗TNP抗 血清 の原液 を1ユ ニ ッ トとし、そ の希釈倍 率 よ り表示

した。

なお、 その他 の実験操作 については、 前節 までに記載 の操作 方法 に従 った。

実験結果および考察

正常マ ウス脾細胞 の抗TNP抗 体分泌量 はTNP・KLHの 濃度 に依存 して増加 し、1

,ug/mlで 最大 の抗体価 を示 した(Fig.5)。 この時 の抗体価はTNP-KLH無 添加 の時

と比較 して約5倍 の上 昇で あった 。一方 、mlマ ウスの二 次応答 も同様TNP-KLH

濃度 に依存 したが、 その応答性は正 常マ ウス よ りも低か った。両マ ウスの抗体価

における差 はTNP-KLHO.1μg!mlの 時 に最大 とな り、Inlマウス は正常マ ウスの約

1/3で あ った。 この よ うに抗原 特異的 なT細 胞 依存性 の二次免 疫抗 体産 生系に お

いて もmlマ ウスの機 能 は正 常マ ウス と比較 して低 下 してい る こ とが 明か とな っ

た 。

60

50

茸4。

晝

睾3°

壽2・

10

0

Fig.5.Secondaryantibodyresponses

ofnormalandmacularmice.TNP-KLH

(0.1mg)-primedmousespleencells(6x106)

wereculturedwiththeindicatedamountsof

TNP-KLHfor2days,washedandculturedfor

anadditional4dayslntheantigenイreeculture

medium.Culturesupernatantswereharvested

andassayedfortheconcentrationsofanti-TNP

IgM.Thedatarepresentthemean±S.D.

0.001.01.1110
TNP-KLH(Ng/ml)
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第五節 小括

mlマ ウ スの免 疫担 当臓器 の萎縮 、お よび銅 欠乏食 で飼 育 した マ ウス の免 疫応

答能 の低 下 に関す る報 告23-3°)よ りmlマ ウスの免疫不 全が予 想 され、本 章で は

種 々の免疫応 答を検討 した。 マイ トジ ェンに対す る リンパ球増殖反応 につい ては

mlマ ウス お よび正 常マ ウス脾細胞 の応答性 は同程度 であ った。 しか しMLRに よ

るア ロ抗原 に対す る反 応性 はm1マ ウスで低 下 していた 。ア ロ抗原 に対 して反応

す る細胞 はT細 胞 であ るこ とか ら、mlマ ウスのT細 胞 機能低 下が示 唆 され た。

一方 、ア ロ抗原性 につ いてはmlマ ウス と正 常マ ウスの 間に有 意 な差 は見 られ な

か った 。

抗 体産 生能 に関 してはT細 胞 依存性抗 原 に対 して皿 マ ウスは正常 マ ウスの1/2

と低値 であ った。一方、T細 胞非依 存性抗原 に対す る抗体産 生能 は両マ ウス間 に

有意 な差 を認 め なか った。 さ らに二次応 答能 におい て もmlマ ウスは正 常マ ウス

と比較 して低値 を示 した。

メ ンケ ス病 患者 は易 感染性 であ り、そ の疾患 モデ ル動物 であ るmlマ ウ スに認

め られた抗 原特 異的抗 体産生 能 の低下 はそ の病 態 と矛盾 しない。 よってmlマ ウ

スの抗体産 生能低 下機構 の解 明はそ の病態 の解 明に重要 な手が か りを与 える と期

待 され る。 そ こで、mlマ ウスの抗 原特 異的抗 体産生 能低 下機構 をよ り詳細 に検

討すべ く、次章 よ り細胞 レベル お よび液性 因子 レベル の検 討 を生化学 的 に進 める

こ とに した。
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第二章mlマ ウスの抗原特異的抗体産 生能低 下 に関す る細胞 レベル での検討

mlマ ウスの 免 疫 担 当臓 器 の萎縮 お よび銅 欠 乏食 で 飼 育 したマ ウス にお い て

種々 免疫 応 答が低 下す るこ とか ら、mlマ ウスの免 疫応 答 につ いて前 章 で検討 し

た。そ の結果、mlマ ウスには抗原 特 異的な抗 体産生能低 下お よびMLRで の非 自

己に対す る応答性 の低下 を明 らかに した。抗 体産 生系 にはT細 胞依存性経路 とT

細胞非依存性経路が存在 してお り、 この低 下はT細 胞 依存性の経路 に限 り認 め ら

れた 。従 ってmlマ ウスの抗 体 産 性能低 下はT細 胞 機能低 下 に起 因 している と推

測 され る。

そ こで本 章 で はmlマ ウスの抗 体産 生能低 下の原 因細 胞 を追 求すべ く、 抗体産

生系 にお ける個 々の細胞機能 について種 々比較検討 した。

第一節 血 マ ウスお よび正常マ ウス の非特異的抗体産生能 に関す る検討 佛

免疫応答 において、B細 胞の主た る役 割 は抗体産生 である。 この抗体産生 には

抗原特異的 抗体産生 と抗原非特異 的抗 体産生が ある。LPSは 抗原非特 異的にB細

胞 を活性化 し抗体分泌、特 に19Mの 産生誘導 を引き起 こす こ とが知 られ てい る。

そ こでB細 胞 の抗体産生能 を検討 す るた め、LPSで 処理 した 脾細胞 か ら分泌 され

るIgM量 を測定 した。

実験材料 と方法

(1)培 養 方法

脾細 胞 は48穴 マル チプ レー ト(Costar)に3xユOscells/0.6m1/wellと し、LPSを 最終

濃度10μg/mlと な るよ う添加 して培養 し、経 時的に培養 上清 を採取 した。

(2)サ ン ドイ ッチELSAに よる抗体 量の測定

固相抗 体 として50μg!mlのRabbitanti-MouseImmunoglobulinを96穴ELISA用

マル チプ レー ト(Corning)に50μ1ず つ 分注 し、4℃ で 一晩放 置 した 。 ブ ロ ッキ ン

グ、培養 上清 の添加、第一抗体 の添加お よび発色は前章 に記載 の操作法 に従 った。

その他 の実験 操作 につい ては、前節 まで に記載 の操 作法に従 った。
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実験結果および考察

非特異 的抗 体産 生の結果 をFig.6に 示す 。脾細胞 のLps刺 激 に よ り経 時的 に抗

体 は産生 され、培養7日 間では正 常マ ウスが約20,ug/ml、n皿 マ ウスはそ の約2.5倍

の50μ91m1産 生 された。 産生誘導 比 におい て も同様 の結 果が 得 られ 、培養7日 間

では正常 マ ウス は約20倍 に対 しm1マ ウスは約50倍 と高値 を 示 した。以 上の結果

よ りmlマ ウスは抗 原非 特異的 な抗体 産 生 能が逆 に亢進 して い るこ とが 明 らか と

な った。
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Fig.6.InvitroantibodyproductionofLPS-stimulatedspleencellsin
normalandmacularmice.Spleencells(3x10}werestimulatedwith10ｵg/mlLPS

ormediumforindicateddays.A,Culturesupernatantswere.assayedforincreased

presenceofIgMantibodyusingisotype-specificsandwichELISA.B,Ratiosof.IgM
productioninLPS-treatedtothatinnon-treatedspleencellswereexpressedasthe
stimulationindex.Eachpointrepresentstflemeanofthreeexperiments.

16



第 二 節r衄 マ ウス のT細 胞 お よびB細 胞 の機 能 解 析

T細 胞 依 存 性 の抗 体 産 生 系 は、 マ ク ロフ ァ ー ジやT細 胞 、B細 胞 等 の 個 々 の細

胞 機 能 が 正 常 で あ り、 なお か つ そ れ ぞ れ が 相 互作 用 す る こ とに よ り成 立 す る。 前

章 で 示 唆 され たmlマ ウ ス のT細 胞 機能 低 下 が 抗 体 産 生 能 低 下 の原 因 と な るの か

否 か を検 討 す べ く、 正 常 お よびmlマ ウ ス のT細 胞 お よびB細 胞 の豊 富な 分 画 を

脾 細 胞 か ら得 て 、そ れ ぞ れ の分 画 を 入 れ 換 え る こ とに よ る抗 体 産 生 能 の 変 化 を調

べ た 。

実 験 材 料 と方 法

(1)T細 胞 の 濃縮 方 法

T細 胞 の 分 離 はJuliusら の ナイ ロン カ ラム 法42)を 用 い て 行 った 。 脾細 胞 を ナ イ

ロ ンカ ラム に流 入 し、 ナ イ ロ ン ウー ル 非 付 着 性 の細 胞 をT細 胞 豊 富 な分 画 と して

用 い た 。

(2)B細 胞 の濃縮 方 法

T細 胞 を 除去 す る こ とに よ り、B細 胞 の純 度 の高 い細 胞 分 画 を得 る方 法 と して

知 られ て い る抗 体 と補 体 に よる細 胞 障 害 処 理 法 を用 いた 。1文107cells!rn1に 調 製 し

た 脾 細 胞 にThy-1.2抗 体(Cedarlane)を 添 加 した 後 、37℃ の水 浴 中で45分 間放 置 し

た 。 細 胞 はHanks'solutionで3回 洗 浄 して抗 体 を除 い た。 さ らに1x107cells/mlに

Hanks'solutionで 調 製 した後 モル モ ッ ト補 体 を最 終濃 度 が5%と な る よ うに添 加

し、37℃ の 水 浴 中で45分 間反 応 させ た 。 細 胞 は3回 洗浄 して補 体 を 除 い た後 、 細

胞 培 養 液 に浮 遊 させ た もの をB細 胞 豊 富 な 分 画 とした。

(3)培 養 方 法

invitro抗 体 産 生 系 はMishel1とDuttonの 方 法43)に 準 じて行 な った 。35㎜ シ ャ

ー レ(Falcon)にT細 胞 分 画 は0 .3x107cells11.5m1、B細 胞 分 画 は0.7x107cells11.5ml

とな る よ うに播 種 し、SRBC(1x107celM.5ml)を 添加 して4日 間培 養 した 。 培 養 期

間 中毎 日2～3回 ゆ っ く りと振 盪 した 。 培 養 終 了 後 に細 胞 を 回収 し、 抗 体 産 生 細胞

数 を測 定 した。

そ の他 の実験 操 作 に つ い て は、 前 節 ま で に記 載 の操作 法 に従 った。
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実験結果および考察

invitro系 において も、mlマ ウスの抗体産生細胞数 は正常マ ウス と比較 して低

値 を示 した(Fig.7)。rnlマ ウスのT細 胞分画 を正常マ ウスの もの に入れ換 えるこ

とによ り、抗 体産生細胞数 は有意 に増加 したが、正常マ ウス レベルの抗 体産生細

胞数 までに は回復 しな か った。 一方、mlマ ウスのB細 胞 分画 を正常マ ウス の も

の と入れ換 え ても全 く回復 は認め られ なか った。す でに述べ てきた よ うにT細 胞

非依 存性抗 原 に対す る抗体産 生能 におい ては、mlマ ウス と正 常マ ウスの 間に有

意 な差が 認め られなか った こ と、お よび抗原非特 異的な抗体産生能 は正常 マ ウス

以上に認 め られ たこ とか ら、B細 胞 に機能 異常があ る とは考 えに くい。従 って、

mlマ ウス の抗 体産 生能低 下は、 少な くとも一部 はT細 胞 の機 能低下 に起 因 した

ものであ る と考 え られ る。

TcellB-cell

enrichedenrichedO

PFC/106Spleen
50100150 200

Fig.7.CellularcharacterizationofSRBC-inducedantibodyproduction.

Bcell-enriched(Tcell-depleted)cellswerepreparedbytreatmentofspleencells

withanti-Thy1.2pluscomplement.Nylon-nonadherentspleencellswereusedasa

Tcelレenrichedfraction.Bcell-enrichedspleencells(7x106)andTcell-enriched

spleencells(3x106)weremixedandculturedwithSRBC(107)for4days.Thedata

representthemean-*S.D.{n=4}

*;Significantlydifferentfromtheantibodyresponseofnormalmouse(p<0 .01}.

**;Significantlydifferentfromtheantibodyresponseofmacularmouse(p<0 .01).
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第 三節 フ ロー サ イ トメー ター に よ るInlマ ウス お よび 正 常 マ ウス の リンパ 球

亜 集 団 の 解 析

リンパ 球 の表 面 には それ ぞ れ の 亜 集 団 に応 じた マ ーカ ー抗 原 が あ り、 これ は 各

種 抗 体 を用 い る こ とに よ り分 別 可 能 で あ る。 特 にT細 胞 分 化 過程 で の マ ー カ ー抗

原 の変 移 が 明 らか とな り、 か つ これ らマ ーカ ー抗 原 の 免 疫 応 答 過程 で の 役 割 も解

明 され つ つ あ る。従 って 、T細 胞 の サ ブ セ ッ トをは じめ とす る種 々 の リンパ球 の

マ ーカ ー抗 原 に対す る抗 体 を利 用 して 、 リンパ 球 の 量 的 変 化 を追跡 す る こ とに よ

り免 疫 系 の 異 常 を知 る こ とが で き る。 これ ま で の 結 果 よ り、mlマ ウ ス の 抗 体 産

生能 低 下 は少 な く とも一部 はT細 胞 の 機 能低 下 に よ る もめ であ る こ とを明 らか に

した 。 一 方 、T細 胞 は 機能 的 に多 様 な 細 胞 の集 団 で あ る。 つ ま り、T細 胞 集 団は

い くつ か の サ ブ セ ッ トか ら構 成 され てお り、 大 き くは、 免 疫 応 答 に促 進 的 な ヘ ル

パ ーT細 胞 、 抑 制 的 なサ プ レ ッサ ーT細 胞 に分 け られ る 。従 って、 相 反 す る機 能

を持 つ 細 胞 集 団 を個 々 に 検 討す る必 要 が あ り、 本 節 に お い て は 脾 臓 を 構 成 す る

種 々 の免 疫 担 当細 胞 の割 合 を フ ローサ イ トメー タ ー に よ り解 析 した。m一

実 験 材 料 と方 法

(1)抗 体

B細 胞 に 対す る抗 体 と して抗Ly5(B220)-Phycoerythrin(PE,日 科 機)、T細 胞 に

対 す る抗 体 と して抗Thy1.2-FluoresceinIsothiocyanate(FITC,日 科 機)、 ヘ ル パ ー

/イ ンデ ュ ーサ ーT細 胞 に対す る抗 体 と して抗L3T4(CD4)-PE(Organon

Tecnika-Cappel)、 キ ラ ー/サ プ レ ッサ ーT細 胞 に対 す る 抗 体 と して抗Ly2-FITC

(日科 機)を 用 い た 。

(2)フ ローサ イ トメ トリー

脾 細 胞(1x106cells/ml)を 各 種抗 体 で染 色 後 、 フ ローサ イ トメー タ ー(Epics750

Series,Coulter)を 用 い488nmで 励 起 し、FITCは520nm、PEは580nmの 蛍 光 強 度 を

測 定 し、MDADSIIUNIT(Coulter)に よ り解 析 した。

そ の 他 の 実 験 操 作 につ い て は、 前 節 ま で に 記載 の操 作 法 に従 った。
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実験結果および考察

フ ローサ イ トメ トリー に よる脾 細胞の リンパ球 亜集 団 の解析 結果 をFig.8に 示

した 。mlマ ウスお よび正 常マ ウス脾細 胞の 各種抗 体 に対 す る ヒス トグラム のパ

ター ンは、 どれ もほぼ同 じで り、各細胞 のマーカー抗原 量には差が認 め られ なか

った。各細 胞 の割合 につい て調べ る と、Ly-5陽 性細胞(B細 胞)の 割合 は皿 マ ウス

の方 が正 常マ ウス よ り多か った 。一方、Thy-1.2陽 性細胞(T細 胞)お よびL3T4陽

性細胞(ヘ ルパーT細 胞)の 割合は共 にm1マ ウスの方 が正常マ ウス よ り減少 した。

しか し、Ly-2陽 性細胞(キ ラー/サ プレ ッサ ーT細 胞)はm1マ ウス と正 常マ ウスの

間で有意 な差 は認め られ なか ったF。従 って、Thy-1.2陽 性細 胞の減少はL3T4陽 性

細胞 の減少 に付 随 した もので あ る こ とが 明 らか とな った。 以上 の結果 よ り、ml

マ ウスのT細 胞機 能低 下の原 因の一部 はT細 胞、特 にヘ ルパ ーT細 胞の割合 の減

少 に起因 してい る と考 え られ る。

+ノy

N

d
V

O

お
』

∈
7
Z

ml/y

Logoffluorescenceintensity

Fig.8.Flowcytometricanalysisofvariousantigensonthespleencell

surface.Spleencellsweretreatedwithlabeledvariousantibodiesandanalysed

byflowcytometer.Thepercentagesgivenineachpanelrepresenttheproportion

ofpositivecells.Valuesarethemean±S.D.of4mice.
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第四節 小括

mlマ ウ スの抗 原特 異的抗 体 産生 につ いてT細 胞非 依存性抗 原 に対 しては機能

低下は認 め られ なか ったが、T細 胞依 存性抗 原 に対 しては機能低 下を示 した。 こ

の原 因細胞 を明 らかにすべ く、抗体産 生系 にお ける個々 の細胞機能 につ いて種 々

検討 した。SRBCに 対す る抗原特 異的抗体産 生能 はrn1マ ウスで低 下 していたが、

B細 胞 を直接刺 激 し、抗 原非特異的な抗 体 産生 を促進 させ るLPS刺 激 ではmlマ ウ

スの19M産 生量 は増加 していた。正常お よびrnlマ ウス脾細胞のT細 胞 お よびB細

胞分画 をそれ ぞれ 交換 し、SRBCに 対す る抗 体産 生能 の変化 を調べた結果 、mlマ

ウスのT細 胞 分画 を正常 マ ウスの もの と交換す る と、抗体産生能は一部回復 した。

しか しmlマ ウスのB細 胞 分 画 を正常マ ウス の もの と交換 して も、抗 体産生 能は

回復 しなか った。 また両マ ウス脾細 胞 の リンパ球 亜集団 についてセル ソーター を

用 い て解析 した結果、各細胞 のマー カー抗 原量 には差は認め られ なか った。 しか

し、 各細胞 の比 率 を比 較す る とmlマ ウスではB細 胞の 占める割合が 多 く、 逆 に

T細 胞の割合 は減少 しそれは特 にヘ ルパーT細 胞 の減少 に起因す る ことが判 明 し

た。従 って、 これ まで示 してきたT細 胞 の機能低下 はこのヘルパーT細 胞 の減少

が 関与 してい ると考 え られ た。
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第三章 マ ウス血清 中のセル ロプ ラス ミン活性 お よび銅濃度 とセル ロプラス ミン

の精製

セル ロプ ラス ミンは銅 を含む血清糖 タンパ ク質であ り、ア ミンオ キシダーゼ活

性 を有 している46)。 ヒ トの場合 、 セル ロプ ラス ミンは高純度 に精 製 され 、そ の

性 状 も明 らか に され つ つ あ る47・43)。 ヒ ト血 清 セ ル ロプ ラス ミンは分 子 量 が

134,00049)で その一分子 中に6～8個 の銅原 子 を含 んでいる5°辱51)。血清銅 の90%

以上 はセ ル ロプラス ミン と結合 してい るこ とか ら銅 の輸 送に関与 してい る と考 え

られ てい る。

一方、 メンケス病患者 では血清 中の銅 濃度やセル ロプ ラス ミン活性が低 下 して

い るこ とが 知 られ ている5'6)。mlマ ウスにつ いて も銅 の分布異常 につい ては報告

されてお り、小腸や 腎臓 では高値 を示 し、脳や肝臓、血清では明 らかな低 値 を示

す21)。

そ こでmlマ ウス血清 中の セル ロプ ラス ミン活性 お よび銅{度 を測定 し、抗 体

産生能 との相関について検 索 した。 その結果、セル ロプ ラス ミン活性 と抗体産 生

能 に高い 相関性 が見 られ た。従 ってセル ロプ ラス ミンの抗体産 生にお よぼす影響

を検討す るに当 り、マ ウスセル ロプ ラス ミンの精 製 を試み た。

第一節Inlマ ウスお よび正常マ ウス血清 中のセル ロプ ラス ミン活性 と銅濃度

メンケ ス病 患者 は血清 中のセル ロプラス ミン活性お よび銅濃度が非常 に低 い。

そ こで、 まずmlマ ウス血 清 中のセル ロプラス ミン活性お よび銅濃度 を調べ た。

実験材料 と方法

(1)セ ル ロプ ラス ミンの活性 測定法43)

血 清 中の セル ロプ ラス ミ ン活性 はLehmanら の 方 法 に準 じo-dianisidine

dihydrochlorideを 基質 として用U、、540㎜ に よる吸光度 を測定 し、下記 の式 によ

り算 出 した。

22



Cpoxdaseactivity(mU/ml)_{absorbancex60)/(9.6xincubationtime)

60:血 清 の 希釈 倍 率9.6:酸 化 型 基 質 のモ ル 吸 光係 数

(2)銅 濃 度 の測 定

検 体 に 有 害 金属 測 定 用 硝 酸(ナ カ ライ テ ス ク)を 適 量 加 え て湿 性灰 化 を 行 い 、原

子 吸 光度 計(208型 、 日立)に よ り測 定 した 。

実験結果および考察

マ ウス血 清 中の銅濃 度お よびセル ロプ ラス ミン活性 をTable3に 示す。mlマ ウ

ス血清 中の銅 濃度 お よびセル ロプ ラス ミン活 性は共 に正常 マ ウスの 約1/3と 低 値

であ り、 この現象は ヒ トメンケス病 の臨床像 と一致す る。また、血清 中の銅濃度

とセ ル ロプ ラス ミン活性の相 関性 を見 る と、 相関係 数0.986と 非 常 に高 い正 の相

関 を示 した(Fig.9)。 さ らにSRBCに 対す る抗体 産生能 とセル ロプ ラス ミン活性 と

の相関 をFig.10に 示す。抗体産 生細胞数 はセル ロプ ラス ミン活性 に伴 って増加 し

相関係数 は0.874で あ った。 》

婁

Table3.Serumceruloplasminactivityand

copperconcentrationin+/yandml/ymice

CuCeruloplasmin
{dug/ml){mU/ml)

+1y1 .379±0.09721.40±1.59

ml/yO.419±0.087*6.93±1.35*

Thedatarepresentthemean±S.D.(n=6)

*;Significantlydifferentfrom+/ymouse{p<0
.01).

23



2

言

亶1

ζ
U

0
010203040

Ceruloplasmin(mU/ml)

Fig.9.Relationbetweencopper

andceruloplasminconcentration

inmouseserum.

3000

器
U

N2000

豊

2

ミ1000
U

0
0102030

Ceruloplasmin(mU/ml)

Fig.10.Relationbetweenantibody

productionandceruloplasmin

concentration.

第二節 マ ウスセル ロプ ラス ミンの精 製

マ ウス の抗体産 生系 におけるセル ロプ ラス ミンの役割 を明 らかにす るた め には

マ ウスの セル ロプ ラス ミンを用 い るのが賢 明であ る。 そ こでマ ウス血清 よ りセル

ロプラス ミンの精製 を試みた。

実験材料 と方法

(1)精 製操 作

セ ル ロプ ラス ミン はScheme2に 示す 方 法 に よ り精 製 した 。 マ ウス血 清 を硫 酸

ア ンモ ニ ウム で 分 画 し、25%-50%飽 和 の 分 画 を回収 し、50mMNaClを 含 む

10mMト リス ー酢 酸緩 衝 液pH7.0(BufferA)に 対 して 透 析 した 。 この 透析 内 液 を

BlueSepharoseCL-6B(Pharmacia)カ ラム に添 加 し、 吸 着 しな か った 分 画 を

BufferAで 平 衡 化 したDEAE-SepharoseCL-6B(Pharmacia)カ ラム に添 加 した 。

洗 浄 後50mMか ら250mMNaClに よ る直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 した 。 活 性 分 画 を

10mMト リス ー酢 酸 緩 衝 液pH5.0(BufferB)で 希 釈 し50mMのNaclを 含 むBufferB
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で平 衡 化 したDEAE-SepharoseCL-6B(Pharmacia)カ ラム に添 加 し、BufferBを 用

い て前 段 階 と同様 に 洗 浄 後 溶 出 した 。 活 性 分 画 は硫 酸ア ン モ ニ ウム60%飽 和 溶 液

中 で保 存 した 。

Scheme2.PurificationofMouseCeruloplasmin

Mouseserum

卜(NH4)、SO425%-50%

ppt

k
dialyzedagainstBufferAcontaining50mMNaCI

15000rpm,20min

sup

BlueSepharoseCL-6B

l-washedwithBufferAcontaining50mMNaCl
DEAESepharoseCL-6B

仁washedwithBufferAcontaining50mMNaCIelutedwith50-250mMNaClgradient

DEAESepharoseCL-6B

washedwithBufferB

elutedwith50-250mMNaClgradient

Mouseceruloplasmin

(2)そ の 他 餐

ドデ シル 硫 酸 ナ トリウム ー ポ リア ク リル ア ミ ド電 気泳 動(SDS-PAGE)は ゲ ル 濃

度7%で1,aemmliの 方法44)に よ って行 った。 泳 動 終 了後 ゲ ル を ク マ ー シ ー ブ リ リ

ア ン トブ ル ーG-250で 染 色 した 。

タ ン パ ク質 濃 度 の 測 定 は ウ シ γ一グ ロブ リン を標 準 と して 用 い 、Bradfordの 方

法45)で 行 った 。

実験結果および考察

精製 の結果 をTable4に ま とめる。セル ロプ ラス ミンをマ ウス血清か ら4段 階の

操作で約260倍 に精製 し、収率 は約8%で あ った。精製 したセル ロプ ラス ミンの均

一性はsDs -PAGEで 確認 した。Fig .11に 示す よ うに、セル ロプラス ミンは分子

量135,000の 明確 なバ ン ドが認 め られ た 。な お、 この分 子量 は還 元条件下 お よび

非還 元条件下 で変化 しなか った。
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Table 4. Purification of mouse ceruloplasmin from mouse serum.

Step

Total 

protein 
 (mg)

 Total 
activity 

(units)

 Specific Yield 
 activity  (%) 

(m unit/mg)

Purification 

  (fold)

         Serum 

Ammonium sulfate precipitation 

DEAE-Sepharose CL-6B (pH7.0) 

DEAE-Sepharose CL-6B (pH5.0)

5208 

1010 

21.8 

 1.53

 1.43 

1.13 

0.65 

0.11

0.275 

 1.12 

29.8 

 71.9

 100 

79 

45 

 8

 1 

 4 

109 

262

—Origin

—212K

 —116K

 —  76  K

 —53K

— Front
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第三節 小括

マ ウス血清 中のセル ロプ ラス ミンお よび銅 濃度 と抗体産 生能 との相関 につ いて

検索 した。mlマ ウ ス血清 中の銅濃度 お よび セル ロプ ラス ミン活性 は共 に正常マ

ウス の約1/3と 低 値であ り、 この現象 は ヒ トメンケス病 の臨床像 と一致 す る。 ま

た、血 清 中の銅 濃度 とセル ロプ ラス ミン活性 の相関性 を見る と、相 関係数0.986

と非常 に高 い正の相関 を示 した。 さらにSRBCに 対す る抗 体産生能 とセル ロプラ

ス ミン活性 との相関係 数は0.874で あ った。従 って、抗体産生 能 と血 中セル ロプ

ラス ミン活性あ るいは銅濃度 とは非 常に高い相関性が ある こ とが示 され、 これ ら

の抗 体産 生 に与 える影響 に興 味が持 たれ た。そ こでマ ウスのセル ロプラス ミンの

精製 を試み た。マ ウスセル ロプ ラス ミンは血 清か ら4段 階の操作 で約26(陪 に精製

した 。 精 製 した マ ウス セル ロプ ラス ミンはSDS-PAGEに よ りそ の分 子 量 は

135,000で あ った。 この精製 したマ ウスセル ロプ ラス ミンを用 い、次章 にお い て

抗体産生 にお よぼす影響 について検 討 した。
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第 四章 セル ロプ ラス ミンお よび銅 の抗体産生能 にお よぼす影響

メンケ ス病 は腸管 にお ける銅 の吸収 障害 によ り血 中の銅含量やセル ロプ ラス ミ

ン活性が 低 下 してい る5,6)。 さらに は生体 内での銅 輸送 障害に も原 因が あ り、経

口に しろ非経 口に しろ、銅 の治療投 与では血 清 中の銅濃度や セル ロプラス ミン活

性 が上昇す るこ とは ほ とん どない。 治療 は銅 の非経 口的投 与お よびエチ レン ジア

ミン 四酢 酸 一銅 等 のキ レー ト剤 との 併用 が試 み られ てい るが 、治療効 果 に疑 問 が

持 たれ てい る。 また、セル ロプ ラス ミン投与 による治療の報告 もない。

セル ロ プラス ミン の生 理的役 割は1)そ の フ ェロオ キシダー ゼ活性 に よ り、

Fe2+をFe3+と し、 これ をア ポ トランスフ ェリン に結合 させ る触 媒作用52'53)、

2)銅 の運搬54-56)と 組織(特 に肝臓)内 にお ける銅の 平衡維持57,58)、3)ス

ーパーオ キシ ドジスムターゼ様活性 に よる活性 酸素 の産生 抑制 もし くは除去64)

等が上 げ られ るが真の生理的役割 につ いてはいまだ 明確 でない。

前 章 で示 した よ うにmlマ ウス血 清 中の銅濃度 お よび セル ロプ ラス ミン 活性 は

低下 してお り、銅 とセル ロプ ラス ミンお よびセル ロプ ラス ミン と抗体産 生能 に高

い相 関性 が見 られた。 このこ とは銅 あ るいはセル ロプ ラス ミンが免疫応答 、特 に

抗体産 生 にお いて重要 な役割 を担 っ てい る可能性があ る。そ こで本章では、銅 や

セル ロプ ラス ミンの抗体産生能 にお よぼす影響 を検討 した。

第一節 セル ロプ ラス ミンお よび銅 投与 による抗 体産生能 への影響

前章 で精製 したマ ウスのセル ロプ ラス ミンお よび銅投 与 の抗体産 生 にお よぼす

影響 を検 討 した。

実験材料 と方法

(1)セ ル ロプ ラス ミンお よび銅投与

マ ウス にセル ロプ ラス ミンお よび銅(Cu2+)を4日 間尾静脈投 与 した。最終投与
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日にSRBC(0.5x109cells/250μ1)を 腹腔 内 投 与 し、4日 後 抗 体 産 生 細 胞 数 を測 定 し

た。

セ ル ロプ ラス ミン の熱 処 理 は100°C、5分 間 行 い 、 ア ミン オ キ シ ダ ー ゼ 活性 を

失 活 させ た 。

そ の他 の 実験 操 作 につ い て は、 前 節 ま で に記 載 の操 作 法 に従 った 。

実験結果および考察

セル ロプ ラス ミンの抗体産生能 に与 える影響 をFig.12に 示す。㎡ マ ウスの抗 体

産 生 細 胞 数 は セル ロプ ラ ス ミン投 与 に よ り用 量 依 存 的 に上 昇 し、40mU投 与

(10mU/day;4日 間投与)で 正常マ ウス レベル にまで完全 に回復 した。一方、正

常マ ウスの抗 体産 生能 は同量投 与で も全 く変 化 しなか った。64Cuを 用いた実験 よ

り、 セル ロプ ラス ミンの血 中での半 減期 は1～2日59)で ある ことが報 告 され てい

る。 また、マ ウスの全血清量 を約1mlと 概算す る と、正 常マ ウス…匹 当 りの総毳
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Table5.EffectofCeruloplasminonthe
RestrationofAntibodyProductioninml/yMice

MouseTreatment(dose;at) PFC/106spleencells

+ry

ml/y

ml/y

ml/y

ml/y

PBS(一)

PBS(一)

Cp(5mUx4;days-3,-2,-1,0)

Cp(20mUx1;day-3)

Cp(20mUx1;dayO)

2303±109

1158±359

1744±119

2517±209

1242±374

ThemicewereimmunizedwithSRBCondayO,and4days

laterthenumberofPFCweredetermined.

Datarepresentthemean±S.D.forthethree.experiments.

セル ロプ ラス ミン活 性 は約20mUで ある。 これ らの こ とか ら、セ ル ロプ ラス ミン

は生 理的投 与量 お よび 投 与間 隔でmrマ ウスの抗 体 産生能 を 上昇 させた 。また抗

原感 作3日 前 にセル ロプ ラス ミン20mUの 単 回投 与 ではmlマ ウスの抗 体産生 細胞

数 は正常 マ ウス レベル まで増加す るが、抗原 との 同時投与ではその作用 は認 め ら

れ なか った(Table5)。 即ち、r畆マ ウスの抗 体産生能 を回復 させ るた めには抗

原感作ま でにセル ロプ ラス ミンが必 要である こ とが明 らか とな った。

熱処理 したセル ロプ ラス ミンお よび銅 の抗体産 生能 に対す る影響 を調べ た結果

をFig.13に 示 す 。40mUの セル ロプ ラス ミン投 与 によ り抗体産 生細胞数 は有意 に

増加 した が熱 処理 したセル ロプ ラス ミンでは増加 しなか った。セル ロプ ラス ミン

ー分子 中 にはCu2+が4分 子 とCu+が3分 子6°-62)含 まれ てい る。そ こでCu2+投 与

による影 響 を検 討 した がmlマ ウスの抗 体産 生細胞 数 は全 く増 加 しなか った 。逆

に多量 のCu2+は 両 マ ウスの抗体産 生細胞 数 を減少 させた 。 また、 デ ータ ー には

示 して い ないがCu+で も同様 の結果 であ った 。 なお、40μgの 銅投 与 で も脾 臓 の

形態 学的 異 常や 脾細胞 の生存 率低 下は認 め られ なか った。 以上の結 果 か ら、ml

マ ウスへ のセル ロプ ラス ミン投与 に よる抗体産 生細胞数 の増加 はセル ロプ ラス ミ

ンそ の ものの作用 であ り、セル ロプ ラス ミンに含 まれ る銅 の作用 による ものでは

ない こ とが 明 らか とな った。
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Fig.13.Effectofdenaturatedceruloplasmin(Cp)andcopperonantibody菰

responsesinmice.A;ml/ymicewereinjectedi.v.withdenaturatedmouse-

ceruloplasminorceruloplasminonceadayfor4daysandthenwereinjectedi.p.一 し

withSRBC(5x10$).B;Micewereinjectedi.v.withtheindicatedamountsof

copperonceadayfor4daysandi.p.withSRBC(5x10$).Fourdayslater,the

PFCassaywasperformed.Thedatarepresentthemean±S.D.(n=4}.
*;Significantlydifferentfromtheantibodyresponseofml/ymouse(p<0 .01)..:

第 二 節invitro抗 体 産 生 系 にお け るセル ロプ ラ ス ミン お よび銅(Cu2+)添 加 の

影 響

前 節 にお いてセル ロプラス ミンがmlマ ウ スの抗 体産 生能 を生理 的投与 量 で正

常マ ウス レベル にまで回復 させ るこ とを明 らかに した。 また、 このセル ロプ ラス

ミンの作用 が セル ロプ ラス ミンに含 まれ る銅 に よる作用 ではない こ とを示 した。

そ こでセル ロプ ラス ミンに よる抗体 産生能回復作用が脾細胞 に対 し直接的か否か

を検討 した。
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実験材料と方法

(1)培 養 方法

脾 細 胞(1x107cells11.5m1)1ま35mmシ ャ ー レ(Falcon)で 培 養 した 。 抗 原 感 作 は

SRBC(1x107cells/1.5ml)を 添 加 し、4日 間培 養 に よ り行 った 。 培 養 を行 な う間、1

日に2～3回 振 盪 した 。

(2)培 養 方 法

セル ロプ ラ ス ミ ンお よび 塩 化第 二 銅 を脾細 胞 培 養 系 に添加 し、3日 間培 養 した。

さ らにSRBC(1x107cells/1.5m1)を 添 加 し4日 間 培養 後 、.抗 体産 生 細胞 数 を測 定 した 。

な お 、 そ の他 の実 験 操 作 につ い て は、 前 節 まで に記 載 の操 作 法 に従 った 。

一
SpleenTreatment

celISO 50

PFC/106Spleencells
100150200 250

Fig.14.Effectofceruloplasmin(Cp)andcopperonantibodyresponses.

Spleencellswereculturedwith20mU/mlofceruloplasminor1ｵg/mlofcopperfor3

daysandSRBC(1x107)wereadded.Fourdayslater,thePFCassaywasperformed.

Thedatarepresentthemean±S.D.(n=4).*;Significantlydifferentfromtheantibody

responseofcontrol(p<0.01).Thebackgroundresponsesof+/yandml/ymouse

spleencellswereunder5PFC/106spleencells.
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invitroの 脾 細 胞 培 養 系 にお け る抗 体 産 生 細 胞 数 の測 定 結 果 をFig.14に 示す 。

20mU/mlの セ ル ロプ ラ ス ミン は正 常 マ ウ スお よび㎡[マ ウスの抗 体 産 生 細胞 数 を変

化 させ なか った。 この こ とは、 セ ル ロプ ラス ミンが 抗 体 産 生 系 に直 接 作用 して い

る の では な く、 間接 的 に作用 してい る こ とを示 唆 して い る。 な お 、 デ ー ター に は

示 してい な いが セ ル ロプ ラス ミン活性 はSRBC添 加 時 に も80%以 上残 存 して い た。

一 方 、1μg/mlのCu2+添 加 で は 両 マ ウス の 抗 体 産 生 細 胞 数 が 有 意 に 減少 し、in

vivoを 反 映 した 結 果 とな っ た 。 な お 、 デ ー タ ー に は 示 して い な い が1μg!r齟 の

Cu2+添 加 で は細 胞 の生 存 率 へ の影響 は認 め られ なか った 。
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第三節 小括

マ ウスの抗 体産生能 にお ける銅 お よび セル ロプ ラス ミンの作用 を検討 した。セ

ル ロプラス ミンは正常マ ウスの抗 体産 生能 に対 しては全 く変化 させ なか ったが、

mlマ ウス に対 して は生理 的投与 量で 正常マ ウス レベル にまで 回復 させた 。 この

作用 はセ ル ロプラス ミン とSRBCと の同時投 与では認 め られなか った。 さ らに銅

(Cu2+,Cu+)や 熱 処理 を行 ったセル ロプ ラス ミンの 投与はrnlマ ウスの抗体 産生能

を回復 させ なか った。 以上 の ことは、mlマ ウスの抗 体産 生能低 下がセ ル ロプラ

ス ミン活性 の低 下に起 因 した現象 で あ り、 さらにセル ロプラス ミンの抗体産生系

への作用 は単 純な銅 の供給 に起 因 した ものではない こ とを示 している。

他方、invitro系 においては、セル ロプ ラス ミン添加 は正常マ ウスのみ な らず

mlマ ウ ス に対 して抗 体産 生能 を回復 させな か った 。 この ことは、 セ ル ロプ ラス

ミンが 脾細 胞 に直接作用 してい る のではな い こ とを示す。ま た、Cu2+(1μg!ml)

添加 は抗 体産生細胞数 を有意 に減少 させ、 この結果 はinvivoお よびYamauchiら

の報告63)と 一致す る。

以上の こ とよ り、セル ロプ ラス ミンに よる抗体産生能 回復作用 は、セル ロプ ラ

ス ミンそ の ものの作用 であ り、また脾細胞へ の直接作用 ではない ことが 明 らか と

なった。 セル ロプ ラス ミンの抗体産 生系にお ける作用 の検 討は非常に重 要で免 疫

応答調節機構 の解明 につなが る と考 え る。そ こで次章においてセル ロプ ラス ミン

が 引き起 こす免疫応答調節系の検討 を進 めた。
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第五章 セル ロプ ラス ミンに よ り調節 され る抗体産 生能 回復 因子お よび抗体産生

能 抑制因子 に関す る検討

前章 まで の結 果 よ り、生理 的濃 度 のセ ル ロプ ラス ミン投 与 によ りmlマ ウスの

抗体産生能が 正常マ ウス レベル にま で回復す る ことを明 らか に した。 しか し、 こ

の作用 はinvitro系 では認 め られない ことか ら脾細胞 に対す る直接作用 ではない

と考 え られ る。 このセル ロプ ラス ミンがお よぼす免疫調節機構 を解 明す るこ とに

よ りセル ロプ ラス ミンによる新 しい 免疫応答調節機序並び にメンケス病 の病 態解

析 につなが る と考 え られ る。それで は どのよ うな機構 によ りセル ロプラス ミンは

mlマ ウ スの抗 体産 生能 を回復 させ るのかが 問題で あ る。そ こで次の よ うな仮説

をた てる こ とが 出来 る。

1.セ ル ロプ ラス ミンは抗体産生 を調節す る未知の 因子 を誘導 し、 この因子 が脾

細胞 に作用す る。 。.

2・ この 因子が血清 中に誘導 され る とすれば、セル ロプラス ミン漕 性の高 い奪 常 ・

マ ウスの血清 中に この 因子は存在す るはずで ある。

この仮説 に もとつ いて抗体産生系 にお けるマ ウス血清 の影響 を検討 した。 ㍉

峯

第一節 正 常マ ウス血清の抗体産 生能 にお よぼす影響

上述の仮説 に基づ き、セル ロプ ラス ミン活性の高い正常マ ウス血清 の抗体産生

にお よぼす影響 を検討 した。

実験 材料 と方法

(1)脾 細胞培養系 のタイムスケ ジュール

脾細胞培 養 系 にマ ウス血 清を添加 した後、3日 間あ るいは図 中に示す期 間培養

した。SRBC(1x107cel1訂1.5ml)を 添加 し、 さ らに4日 間培養 した後 抗体産生細胞数

を測定 した。

その他 の実験操作 については、前節 まで に記載の操 作法に従 った。
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実験結果および老察

m玉マ ウス の脾細胞培 養 系 に正常マ ウス血清を添加 した結果 をF嬉.15Aに 示す 。

mlマ ウス の抗体産 生 細胞数は 正常マ ウス血 清の濃度 に依 存 して 上昇 し、1%で 正

常マ ウス レベル まで上昇 した。 この正常マ ウス血 清 の作用 は1%で プラ トーにな

り、m1マ ウスの抗 体産 生細胞 数は正 常マ ウス以 上の値 を示す こ とはなか った 。

一方、正 常マ ウス脾細胞 の培養系 に正常マ ウスの血清 を添加 しても全 く変 化は認

め られ なか った。 さ らに抗原添加 までの脾細胞 と血清 との前培養時間 につい て検

討 した 。正 常マ ウス血 清の作用 は1日 ある いは2日 の前 培養 では充 分表れず 、3日

間の 前培養 でmlマ ウスの抗 体産 生細胞 数 を正 常マ ウス レベル に まで完全 に 回復

させた。
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Fig.15.Effectof+/ymouseserumonantibodyresponsesinml/ymouse

spleencells.A,Spleencellswereculturedwiththeindicatedconcentrationof+/y

mouseserumfor3daysandthenSRBC(1x10')wereadded.B,Spleencellswere

culturedwitha1%concentrationof+/ymouseserumfortheindicatednumberof

daysandthenSRBC(1xld)wereadded.Fourdayslater,aPFCassaywas

performed.Thedatarepresentthemean±S.D.(n=4)

(○);+/ymOuSe(●);ml!ymOUSe
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以上 の結果 よ り正常マ ウスの血清 中に は抗体産生能 を正常マ ウス レベルに回復

させ る因子が存在 してい るこ とが判 明 した。 さ らにこの因子の作用 発現 には抗原

感作の前 に細胞 との前培養 を必要 とす る こ とか ら、細胞の機 能 を変 えるこ とに よ

って回復 作用 を発現 してい るこ とが考 え られ る。以後、正常マ ウス血清 中の この

因子 を回復 因子 と略称 す る ことにす る。

第二節rnlマ ウス血清の抗体産生能 にお よぼす影響

前節 にお いて正常マ ウスの血清 中 にお ける抗体産生能回復 因子の存在 を明 らか

に した。次 いでmlマ ウス血清 の抗 体産 生 にお よぼす影響 に ついて 同様 に検討 し

た。

実験材料 と方法

(1)脾 細胞培養系の タイ ムスケ ジュール

脾細胞 培養 系 にマ ウス血 清 を添加 した後 、3日 間あ るいは図 中に示す 期 間培養

した。SRBC(1x107cell訂15ml)を 添加 し、 さ らに4日 間培養 した後 抗 体産 生細胞数

を測定 した 。

その他 の実験操作 につ いては、前節 までに記載 の操作法 に従 った。

実験結果お よび考察

mlマ ウス血 清の抗体産生能 にお よぼす影響 について調べた結果 をFig.16Aに 示

した。mlマ ウスの血 清 は正 常マ ウスの 抗体 産 生細 胞数 を減少 させた 。 この作用

は用量 依存 的で1%添 加 で㎡ マ ウス レベル にま で減少 した。 しか し、 この作用 は

1%で プ ラ トーにな り、 正常マ ウスの抗体 産 生細胞数 はmlマ ウスのそれ以下 には

減少 しなか った。 他方 、mlマ ウスの血 清 はmlマ ウスの抗 体産生 能 に影 響 しな か

った。以後 、mlマ ウス血 清 中に存在す る この 因子 を抑制 因子 と略称 す るこ とに

す る。 さ らにmlマ ウス血清 添加 に よる正 常マ ウス の抗体 産生能 に対 す る経 時変
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化 をFig.16Bに 示す。rnlマ ウス血清 の作用発現 には1日 では不充分 で、2日 以上作

用 させ る こ とで 正常マ ウスの抗 体産 生細 胞数 をmlマ ウス レベ ル に まで抑 制 した 。

従 っ て、mlマ ウス血 清が 正常 マ ウス の抗体 産生能 をmlマ ウス レベ ル にま で抑制

す るた めには少 な くとも2日 以上 必要であ る こ とが明 らか とな った。以上 の結果

よりmlマ ウス血清 中には正常 マ ウス の抗 体産 生 を抑 制す る 因子が 存在 し、 さ ら

にその作用 発現は細胞 の機 能 を変え るこ とによって引き起 こされ ている こ とが 明

らか とな った。

2

望2
N
U
c
a?1N

§1

比

0.01.111001234

SerumConcentration(%)PreincubationTime(Day)

Fig.16.Effectofml/ymouseserumonantibodyresponsesin+1/ymouse
spleencells.A,Spleencellswereculturedwiththeindicatedconcentrationof
ml/ymouseserumfor3daysandthenSRBC(1x10')wereadded. B,Spleen

cellswereculturedwitha1%concentrationofml/ymouseserumforthe

indicatednumberofdaysandthenSRBC(1x10')wereadded.Fourdays

later,aPFCassaywasperformed.Thedatarepresentthemean±S.D.(n=4)

(○);+1ymouse(●);ml!ymouse
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第 三節 セル ロプ ラス ミンを投与 したrnlマ ウス血 清の抗体産 生能 にお よぼす影

響

これ まで の結 果 よ りmlマ ウスお よび正 常 マ ウスの血 清 中 に抗体 産生系 を調 節

す る因子が存在 している ことを明 らか に した。 これ らの因子 を研究す るに当 り、

セル ロプ ラス ミン投与 に よるmlマ ウス の抗 体産 生能 の 回復 とこれ ら因子 との関

係 を明 らか にす る必要が ある。 もしセル ロプ ラス ミンが これ ら因子 を調節 してい

るな らばm1マ ウスへ のセル ロプラス ミン投 与 に よ りmlマ ウス血清 の抗 体産 生抑

制作用が変化す る と予想 され る。 この点 につ いて検討 した。

実験材料 と方法

(1)mlマ ウスへ のセル ロプ ラス ミン投与方法

mlマ ウスにセル ロプラス ミン(10mUlmouse)を4日 間連続的 に尾静脈 よ り投 与 し、

翌 日マ ウスか ら血清 を採取 した。

(2)脾 細胞培養系 のタイ ムスケ ジュール

脾 細 胞 培 養 系 に マ ウ ス 血 清 を 添 加 した 後 、3日 間 培 養 した 。SRBC

(1x107cells/1.Sml)を添加 し、 さ らに4日 闇培養 した後抗 体産生細胞数 を測定 した。

その他 の実験操作 につ いては、前節 までに記載 の操作法 に従 った。

実験結 果お よび考察

セル ロプ ラス ミン を投与 したmlマ ウスの血清は、1%添 加でm1マ ウス の抗体産

生細胞数 を正 常マ ウス レベル にまで回復 させた(Fig.17)。 さ らにこの血清 は正常

マ ウスの抗 体産 生細胞 数は変 化 させず 、mlマ ウスの抗 体産 生細胞 数だ け を回復

させ た。す なわ ち、セ ル ロプ ラス ミンを投与 したmlマ ウスの血 清は 回復作 用 を

持つ よ うに な り、逆 に抑制作用 が 消失 した。 なお、mlマ ウスの脾 細胞 培養系 に

セル ロプ ラ ス ミン とm1マ ウス血清 を同時 に添加 して も、mlマ ウスの抗 体産生 能

は全 く回復 しな いこ とを確認 してい る。 以上の こ とよ りセ ル ロプ ラス ミンがml

マ ウス血清 中に存在す る抑制 因子の 直接 的な阻害因子ではない こ とを示 してい る。
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以上の結果 よ りセル ロプラス ミンは少 な くとも回復 因子 お よび抑制 因子 を調節 し

免疫応答 を調節す る こ とが示唆 され た。

Fig.17.Effectofserafromaceruloplasmin-injectedml/ymouseon

antibodyresponses.Atotal40mUofmouseceruloplasminwasinjectedintoaml/y

mouseonceadayfor4days.24hrafterthelastinjection,serumwastakenfromthe

ml/ymouse.Spleencellswereculturedwiththeserum(finalconcentrationof1%)or

ceruloplasmin(20mU!ml)for3daysandthenSRBC(1x107)wereadded.Fourdays

later,aPFCassaywasperformed.Thedatarepresentthemean±S.D.(n=4)

ml/y(Cp);ceruloplasmin-injectedml/ymouseserum

Cp;ceruloplasmin

第四節 各種マウス血清の抗体産生能におよぼす影響

抗 体産 生能回復 因 子お よび抗 体産 生能抑 制 因子は これ まで示 してきた よ うに

mlマ ウスの免 疫応 答 を調 べ るこ とに よ り見 いだ された 。 しか し、両 因子 の役割

お よび調 節 系 を知 る上 で、両 因子 はmlマ ウスに特 異的 な作用 か、そ れ と も広 く

免疫応答 に関与 しているのか を検討 す る必要が ある。そ こで これ ら抗体産 生能調

節 因子 のマ ウス特 異性(MHC拘 束性)につ いて検討 した。
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実験材料 と方法

(1)実 験 動物

実験動 物 としてBalb/cお よびC57BL/6Nマ ウス(日本SLC)を6～10週 令 にて実

験 に供 した。

(2)脾 細胞培養系 の タイ ムスケジュール

脾 細 胞 培 養 系 に マ ウ ス 血 清 を 添 加 し た 後 、3日 聞 培 養 した 。SRBC

(1x107cells/1.5ml)を添加 し、 さらに4日 間培養 した後抗体産生細胞数 を測定 した。

その他 の実験操作 については、前節 までに記載 の操作法 に従 った。

実験結果お よび考察

Balb/cお よびC57BL〆6マ ウス血清は1%添 加 でmlマ ウス脾細胞 の抗 体産 生細 胞

数 を正常 マ ウス レベル にまで回復 させた(Fig.18)。 他方、mlマ ウス血清はBalb/c

マ ウスお よびC57BL/6マ ウス脾細胞の抗 体産生細胞数 を有意 に減 少 させた。従 っ

て、抗 体産 生能 抑制 因子 の作用はmlマ ウス のC3Hf系 マ ウスにのみ作用す る ので

はな く、他 の系 統 のマ ウス脾 細胞 に も同様 に抑 制的 に作用 す る。 またmlマ ウス

抗体産生能 を回復 させ る維持 因子は 他系 のマ ウス血清 に も存在 し、抗体産生過程

において広 く一般 的に関与 してい る と考 え られ る。以上 の結果 よ り、 これ ら抗体

産生能 調節 因子 は抗体産 生過程 におい てMHC拘 束性 を示 さな いこ とが 明 らか と

な った。
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Fig.18.Effectofvariousmouseseraonantibodyresponsesinvitro.

Spleencellswereculturedwitha1%concentrationofserumfor3daysandthen

SRBC(1x10')wereadded.Fourdayslater,aPFCassaywasperformed.Thedata

representthemean±S.D.(n=4)

★;Significantlydi幵erentfromtheantibodyresponseofthecontrol(p<0 .01).

第五節 抗体産生能回復因子および抗体産生能抑制因子の化学的性質

両因子のセルロプラスミンによる調節系および作用機構を解明するためには両

因子の精製が今後必婁 となる。さらにこれら両因子が非常に低濃度で作用発現す

る こ とに よ り既知 のサイ トカイ ンであ るこ とが予想 され るが、 これ らの ことを検

討す るた めにはまず化学的性質 に関す る情報が必要 である。そ こで種 々の物理 化

学的性質 につ いて予備 的検討 を行 な った。

実験材料 と方法

(1)血 清 の 分 子 量 カ ッ トに よ る分 取

血 清 は 分 画 分 子 量50,000お よび10,000の 限 外 濾 過 器(セ ン トリカ ッ ト、ク ラボ ウ)

を用 い て分 画 した 。
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(2)血 清 の熱処 理

血清 は56℃,30分 あるいは100℃ 、5分 の処理 を行い、実験 に供 した。

その他 の実験 操作 については、前節 までに記載 の操作法 に従 った。

実験結果お よび考 察

抗体産 生能回復 因子お よび抗体産生能抑 制因子の化学的性質 につ いてTable6

に示す。抗 体産生能 回復 因子は分 子量 は約10,000、 一方、抗 体産生能抑制 因子は

分 子量10,000～50,000で あ った 。 また、抗体 産 生能 回復 因子お よび抗体 産生能抑

制因子 は共 に56°C,30分 お よび100℃,5分 の熱 処理 に対 して不安定 であ った。 しか

し、-20℃ での保存 においては少 な くとも3カ 月間安定であ った。

Table6.抗 体産 生系における回復 因子 と抑制因子の化学的性質 蕁

因子 回復 因子 抑制因子

分子量10,00010,000～50,000

熱 安定性56°C,30分 不安定 不安定

100°C,5分 不安定 不安定

一20°Cでの保存 安定 安定

第六節 血清 の投与 による抗 体産 生能へ の影響

これ まで の検 討 によ り正常 マ ウス血 清 中お よびmlマ ウス血清 中に は抗体 産生

系 をそれ ぞれ 正お よび負 に調 節す る因子が存在 してい るこ とを明 らか と した。 さ

らに両因子 の分子量は ともにsoOOO以 下であ るた め限外濾過器 を用 い る ことによ

りセル ロプ ラス ミンの影響 を受 ける ことな く両 因子の作用 を調べ る ことが可能 で

あ る。 そ こで 本節 では 血清 中 に見 いだ され た これ らの 因子 をマ ウス に投 与 しin

vivO系 にお ける作用 について検討 した。
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実験材料と方法

(1)血 清 の調 製

マ ウス 血 清 は分 子 量50,000の 限 外 濾 過 器(ク ラボ ウ)を 用 い、 分 子 量50,000以 下

の 分 画 を使 用 した。 な お、 この分 子 量50,000以 下 の分 画 に はセ ル ロプ ラ ス ミン 活

性 が な い こ とを別 途 確 認 した 。

(2)マ ウ スへ の投 与

各 マ ウ ス に血 清(分 子 量50,000以 下 の分 画)を200μ1/mouse!dayで4日 間 連続 的 に

尾 静 脈 よ り投 与 した 。 血 清 の最終 投 与 日に抗 原 で あ るSRBC(O.Sx109cells/2SO,u1)

を腹 腔 内 投 与 し、 さ らに4日 後抗 体 産 生 細 胞 数 を測 定 した 。

そ の他 の実 験 操 作 につ い て は、 前 節 ま で に記 載 の操 作 法 に従 った。

実験結果および考察

mlマ ウ ス にセル ロプ ラス ミンを 除去 した正 常マ ウス血 清 を投 与す る こ とによ

り抗体産 生能は正常マ ウス レベル にまで回復 した(Table7)。 一方、mlマ ウスの血

Table7.Effectof+/yandml/ymouseseraon

antibodyresponsesinvivo.

Serum
Mouse +1y ml!y

+/y2057±374 N.D. 1562±264k一
Micewereinjectedi.v.withceruloplasmin-free

sera(200μ11mouse)for4daysandthenwere

injectedi.p.withSRBC.Fourdayslater,thePFC

assaywasperformed.Thedatarepresentthe

mean±S.D.(n=4}.N.D.;Notdone

★;Significantlydi幵erentfromtheantibody

responseofthecontrol(p<0.01}.
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清 を投 与す るこ とによ り正常マ ウスの抗体 産生細胞数 は抑 制 され た。 この抑制 は

mlマ ウス レベ ル にまで達 してい なか ったが 、有意 な抑 制が認 め られ た。 以上 の

結果 は、抗 体産生能 回復 因子お よび抗体産 生能抑 制因子はinvivO系 において も抗

体産生 を調節す る因子 として作用す るこ とを示 している。従 って、両因子は抗 体

産 生能 を調節す る重要 な因子 である こ とが示唆 され、今後 この因子 の作用機 序、

調節機構お よびセル ロプラス ミン との関連性 を解 明す るこ とによ り免疫応答 調節

の機構 お よび メンケス病 の病態解析 につ なが る と考 え られ る。
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第七節 小括

セ ル ロプ ラス ミンはmlマ ウスの抗 体産 生能 を正常マ ウス レベル にまで 回復 さ

せ る作用 を有 しているが、 この作用 は脾細胞 に対す る直接作用 でない。従 って、

このセル ロプ ラス ミンに よる抗体産 生能 の回復機構 はセル ロプ ラス ミンによって

調節 され てい る別の因子が存在 し、 その因子が脾細胞 に作用 している とい う仮説

をたてた。 この仮説 にも とつ いて抗 体産 生系におけるマ ウス血清 の作用 を調べた

た。 そ の結 果、 正常マ ウス血 清 中 にはmlマ ウスの抗 体産 生能 を正常マ ウス レベ

ル にまで回 復 させ る因 子が存在 してい る こ とが 判明 した。 一方、mlマ ウスの血

清 中には正 常マ ウスの 抗体産 生能 をmlマ ウス レベ ル に まで抑 制す る因子 の存在

が認 め られ 、抗 体産生 能抑制 因子 と称す るこに した 。抗 体 産生能抑 制 因子はml

マ ウス には影響 をお よぼ さず正常マ ウスに対 してそ の抑制作用 を示 した。両 因子

の抗体 産生能 に 対す る経 時的変化 に おいては両 因子 とも抗 原感作 の3日 前 ま でに

細胞 との前培 養 を必要 とした。 この ことは両 因子が細胞 の機能 を変 え抗体産生能

を調節 してい るこ とを うかがわせ る。現 在抗体産 生系において促進 的に作用す る

因子 としてはIL-1,IL-2,IL-5お よびIL-6等 が知 られ てい る。 しか しこれ らサイ トカ

イ ンはその作用発現 に細胞 との前培 養 を必要 としない こ とか ら今回の因子は既知

のサイ トカイ ンではない と考 え られ る。他方、免疫応答 を抑制的 に調節 す る因子

としてTGF一 βが知 られ てい るが、両マ ウス血清 中のTGF一 β活性 は検 出感 度以下

であ り(データー には示 していない)、抑制 因子がTGF一 βである とも考 えに くい。

さらにセル ロプ ラス ミン とこれ ら因子 との関係 を明 らか にすべ くセル ロプ ラス

ミン を投 与 したmlマ ウスの血 清 について 検討 した。 その結 果、セ ル ロプ ラス ミ

ンを投与 したmlマ ウ スの血 清 にはmlマ ウ スの抗 体 産生 を回復 させ る作用 が 表れ、

逆 に正常マ ウスの抗体産生 を抑制 させ る作用が消失 していた。従 ってこれ ら両 因

子はセル ロプ ラス ミンに よって調節 され ている ことが示 され た。両 因子 の特徴 と

してはMHC拘 束性 を示 さず、 またinvivoに おいて も両因子の作用 は認め られ た。

限外濾過 の 実験 よ り分 子量 は抗体 産 生能 回復 因子が約10,000、 抗体産 生 能抑制因

子が10,000～50,000で あ った 。また、両因子 は共 に56°C、30分 お よび100℃ 、5分

の熱処理 に対 して不安 定であ った。 これ ら両因子は作用 発現お よび種 々の化学的

性質 よ り既知のサイ トカイ ンではな く新規 の因子であ るこ とが強 く示唆 された。
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総 括

1.㎡ マ ウスでの免疫能低 下

メ ンケス病 モ デル動 物 であ り、 銅分布 異 常 を第 一一の特徴 とす るmlマ ウ スは免

疫担 当臓 器(脾 臓 と胸 腺)の萎縮 を示 した。 また銅 欠乏食 で飼育 した マ ウスにおい

て種 々の免 疫応 答低下 が報告 され ている。 これ らの ことはmlマ ウスの免 疫不 全

を示唆 し、 さ らには免疫応答 に関す る新 しい病態 を解析す るこ とが免疫応答調節

の機構解 明 に もつ なが る と考 えた。 その基礎的研究 として抗体産 生能 を始 め とす

る種々の免疫応答 を検討 し、その病 態解 析 を試み た。

まずmlマ ウス のConAお よびLPSに 対す る応答性は 正常マ ウス と同程度 で あっ

た。従 って、抗原非特 異的な刺激 に対 して個 々の細胞 は充分応答す る能 力を有す

るこ とが示 唆 され た。 しか し、MLRに よる リンパ球 の応答性 につ いてはrnlマウ

スのア ロ抗原 性は正常マ ウス と同程 度 であ ったがア ロ抗原 に対す る応答性が低 下

していた。 この こ とはア ロ抗原 に対 して反応す るT細 胞 の機能低 下 を示唆す る。

抗体産生能 につ いては、血 マ ウスはT細 胞 依存性抗原 であ るSRBCに 対 して機能

低下 を示 し、T細 胞非依存性抗原のDNP-Fioollに 対 しては正常マ ウス と同程度 で

あ った。SRBCに 対す る免 疫応 答は機能 を異 にす るB細 胞 、T細 胞 お よび抗原提

示細胞 と呼ばれ るマ ク ロファー ジな どの協同作用 によ り引き起 こされ る。 この応

答 系はSRBCに 限 らず 外 界か ら細 菌、 ウィル ス 、真菌あるいは異種 蛋 白質等の異

物(抗 原)に よ り誘 導 され、 生体 内 の恒 常性が 保たれ る。 このT細 胞 依存的な抗体

産生機能 は生体の恒常性維持 に重要 であ り、 どの細胞 の機能が低下 して も抗体産

生能 は低下 す る。 そ こで、mlマ ウスのT細 胞 依存性 抗原 に対す る抗 体抗体産 生

能低下 につ い てそ の原 因細 胞 につ いて検索 した。B細 胞 の機 能 につい てはDNP-

Ficollに 対す る抗体産生 能 はB細 胞 に対す る直 接作用 であ るこ とが報 告 され てお

り31)、抗 体産生 系にお けるB細 胞 に機能異 常 はな い と考 え られ る。 さ らにB細

胞 を直接刺 激 し、抗原非特異的 に抗 体産 生 を促進 させ るLPS刺 激 に対 しrnlマウス

のlgM産 生量 は増加 していた。 また正常お よびm1マ ウス脾 細胞 のT細 胞 およびB

細胞分 画をそれ ぞれ交換 し、SRBCに 対す る抗 体産 生能の変 化を調べた結果、ml

マ ウスのT細 胞分画 を正 常マ ウスの もの と交換す る と、抗体産生能は一部回復 し

た・ しか しmlマ ウスのB細 胞 分 画を正 常マ ウス の もの と交換 して も、抗 体産生
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能 は回復 しなか った。また、両マ ウス脾 細胞の リンパ球 亜集団につ いてセル ソー

ター を用 い て解析 した結果、各細胞 のマ ーカー抗原量 には差は認め られ なか った

が、 各細胞 の比 率 を比 較す る とmlマ ウスではB細 胞 の占 める割 合が 多 く、 逆 に

T細 胞の割合 は減少 していた。 この減少 は特 に免疫系 に促進的 に働 くヘルパ ーT

細胞 の減少 に起 因す る こ とが 判 明 した。 従 って、mlマ ウスの抗 体産 生能低 下 の

原 因は少 な くともヘルパーT細 胞の減少 を含むT細 胞 の機能低下 に もとつ くこ と

を明 らか に した。T細 胞お よびB細 胞 の交換実験 よ りT細 胞以外 にも機 能低 下 を

きたす 細胞が存在 してい る ことが推 測 されたが、 この点 につい ては今後の検討が

必要 とな ろ う。ただ、T細 胞 非依存 的 な抗体産生能が低下 していないこ と、 お よ

びB細 胞 を非特 異的 に活性 化す るLPSに 対す る免疫 グ ロブ リンの産 生誘 導能 はml

マ ウスの方が亢進 してい るこ とか ら、B細 胞の機能異常は考 え られず 、おそ らく、

抗 原提示 細胞 であるマ ク ロファージ、樹枝状細胞、等が原 因細胞 であろ うと予想

され る。

2.セ ル ロプラス ミン活性 と抗体産生

メンケ ス病 患者 は銅代謝異常 に と もないセル ロプラス ミン活性 の低下が報告 さ

れ てい る5'6)。 今回、m1マ ウスで も血清 中の銅濃度 とセ ル ロプ ラス ミン活性 が低

下 してい るこ とを確認 し、両者 に高 い相関性 があ るこ とを認 めた。 さ らに今回、

m1マ ウ スで抗 体産 生能が 低下 してい るこ とを明 らか に し、 こ の抗体 産生 能 とセ

ル ロプ ラス ミン の聞に正 の相 関が あるこ とを認 めた 。 そ こでmlマ ウスの免 疫応

答 にお けるセル ロプ ラス ミンや銅 の作用 を検 討す る必要 があ る と考 え、マ ウスの

セル ロプ ラス ミンの精製 を試みた。 セル ロプ ラ ス ミンはマ ウス血清 よ り4段 階の

操作 で約260倍 に精製 し、 分子量は135,000で あ った。 こ の精製 したセル ロプラ ス

ミン をmlマ ウスに投 与 した ところ用量 依存 的 に抗 体産 生能 は 上昇 したが 、 正常

マ ウスへ の投 与では全 く影響 しなか った 。 しか し、銅 お よび熱処理 したセル ロプ

ラス ミン投 与はmlマ ウスの抗 体産 生能 に影響 をお よぼ さな か った 。 こ のこ とは

m1マ ウ スの抗 体産 生能回復 作用 がセ ル ロプ ラス ミンそ の もの を必要 とし、単 に

セル ロプ ラス ミンに含 まれ る銅 の供給 に よる ものではない こ とを示 している。

一方、invitro系 におい てはセル ロプ ラス ミンによる回復 作用 は認め られなか

った。 またセル ロプ ラス ミン投与 に よる回復 作 用発現は少 な くとも抗原感作 の3
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日前 に投 与す る必要があ った。 これ らの こ とはセル ロプ ラス ミンが何等 かの二次

的 因子 を介 して間接的 に回復作用 を現す との考 えを支持す る。

3.セ ル ロプ ラス ミンによる抗体産生調 節機構

セル ロプ ラス ミンの抗体産生系へ の作用 は脾細胞へ の直接作用 ではな いこ とか

らセル ロプ ラス ミンの間接 的な作用 による抗 体産 生調節系 を想定 した。 まずセル

ロプ ラス ミンに よる抗体産生能の回復 機構 はセル ロプラス ミンによって調節 され

ている別 な因子が存在 し、そ の因子 が脾細胞 に作用 している とい う仮説 をた てた。

この仮説 に もとつ いて抗体産生系 にお けるマ ウス血清の作用 を調べた。 まず セル

ロプラス ミン活性が常 に一定 レベル 存在す る正常マ ウス血清が抗体産生系 にお よ

ぼす 影響 につ い て検討 した。 正常 マ ウス 血清 はmlマ ウスの抗 体産 生能を用 量依

存的 に上昇 させ、非常 に低濃度で正 常マ ウス レベル にま で回復 させた。他 方正常

マ ウスの抗体産生能 には影響 しなか った。

一方、m1マ ウス血清 中には抗体産 生能 を抑 制す る因子(抗 体産生能 抑制 因子)が

存在 してい るこ とを明 らか に した。 両因子 とも作用発現 には抗 原添加前 に細胞 と

の前培養 を必要 とした こ とか ら、両 因子は細胞 の機能 を変 えてい る可能性が考 え

られ た。セ ル ロプ ラス ミンを投 与 したmlマ ウスの血 清の抗 体産 生能 にお よぼす

影 響 を検 討す る と、抗 体産生能回復 作用 が現れ、 さ らに抑 制因子の作用 は消失 し

た。 この こ とはセル ロプ ラス ミンが 回復 因子お よび抑制因子 を調節 している こと

を示 してい る。

両因子 について予備的検討 を行 な った ところ、分子量 は抗体産 生能 回復 因子が

約10,000、 抗体 産生能抑 制因子が10,000～50,000で あ った。また、両 因子は 共 に

56℃,30分 お よび100°C,5分 の熱 処理 に対 して 不安定であ った。 これ ら両 因子 は作

用発現 お よび種々の化学的性 質 よ り既知 のサイ トカインではな く新規の 因子 であ

るこ とが強 く示唆 された。現 在抗体 産生 系において促進 的 に作用す る因子 として

はII!1、II!2、IL-5お よびIL-6等 が 知 られ てい るが、 これ らサイ トカイ ンはその

作用発現 に細胞 との前培養 を必要 と しない。他方、免疫応答 を抑制的 に調節す る

因子 としてTGF一 βが知 られ てい るが、 両マ ウス血清中のTGF一 β活性は検出感 度

以下 であ った(デ ー ター には示 していな い)こ とよ り、TGF一 βが 抑制 因子であ る

とは考 え られ ない。現 在 のサイ トカイ ンの定義 の一つ に、"正 常血清 中に は認め
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られ ず、微 量 で作用発 現す る もの"と 言 われ てい るが、両 因子は定 常的 に 存在 し

ている。従 って、 この点に関 しては 定義か ら外れ るが、微量で作用発現 し他の因

子に より調節 され てい るこ とか ら、新 しいタイプのサイ トカイ ン として分類 され

る と考 えてい る。 さ らに両因子は各 種マ ウスに共通の作用であ るこ とが判明 し、

広 く普遍 的 に免疫応答 に関与 してい る こ とが示 された。

以 上、m1マ ウスの免 疫応 答 、特 に抗体 産生 能 につ いて検 討 した。そ してセ ル

ロプ ラス ミン活性 の低 下がmlマ ウスの抗 体産 生能低 下 に関 与 している こ とを示

した。今 回 、mlマ ウスの免 疫 応答 を検 討す る上で セル ロプ ラス ミン による免疫

応答調節 の手が か りを得 るこ とがで き、セル ロプ ラス ミンによ り調節 され る因子

が免疫応 答過程 で非常 に重要 な役割 を演 じてい る可能性 を新 しく見いだ した。
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結 論

Menkes病 モデル動物 で ある㎡ マ ウスの免疫能 に関す る研 究の結果 、以下の結

論 を得 た。

1.mlマ ウスはT細 胞 の機能 低下 に起 因 した抗 原特異 的抗 体 産生 能が低 下 し

てい る。

2.mlマ ウスでの抗体 産生能 低下 は銅投 与 では 回復 しない が、セル ロプ ラス

ミン投与で正常マ ウス レベル に回復 す る。

3.セ ル ロプ ラス ミン投与 に よるmlマ ウスの抗 体産 生能の 回復 は 脾細胞 に対

す る直接作用 ではな く、血 中に存在す る因子 を介 した作用 で ある。

4.正 常 マ ウス血清 中にはm1マ ウスの抗 体産生 を回復 させ る 因子が 、mlマ ウ

ス血 清 中には正 常マ ウスの抗体産 生を抑制 させ る因子が存在す る。

5。 これ ら両因子はセル ロプラス ミンに よ り調節 され てい る。

以 上、m1マ ウスの新 た な る病態 を解析 し、 それ らを介 して新 しく免 疫調節 因

子 と してのセル ロプ ラス ミンの免疫 学的意義 を明か に した。 さ らに、 このセル ロ

プラス ミンによ り調節 され る新 しい免疫応答調節 因子 の存在 を明 らか に した。
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