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抗モルモット胸腺細胞血清の作製とその特異性

武田純子 奥山春枝 森川和雄

(北海道大学免疫科学研究所病理部門)

(昭和52年 11月5日受付)

マウス1，2)，ラット3，4)，ヒトト7)のT細胞に対する抗

血清は細胞の分類同定を目的として使用されている。一

方，モルモットの T細胞と特異的に反応する抗血清の作

製はすで7こShevach8)らによって報告されている。

我々も抗モルモット胸線細胞血清をウサギに作製し，

細胞毒性試験及びロゼット形成阻止試験によりその特異

性を検討した。

実験材料と実験方法

1. 抗胸腺細胞血清の作製

抗胸腺細胞血清は清水らの方法に従って作製した。す

なわち正常の Hartley系モルモットの胸腺細胞 1X 108 

細胞を Hanks1 ml!に浮遊させ正常ウ+ギに 1週間隔

で3回腹腔内注射した。 3回感作l週後に一部採血しj細

胞毒性により抗体価を測定した。 卜分な抗体価の得られ

なかった場合は更に 1~2 回同様に感作をくり返して抗

体価を上げ最終感作後1週目に全採血をして抗血清を得

た。この抗胸腺細胞血清は56
0C，30分間非!動化し，実験

に供するまでー20
0

CIこ冷凍保存した。以上この未吸収

の抗血清を AGTSと記載した。

2 抗胸腺細胞血清の吸収8，13)

正常の Hartley系モルモットより赤血球， 肝細胞，

骨髄細胞を採取し Hanksで数回洗浄後吸収に供した。

吸収は AGTSに細胞パックを0.2容加え室温30分間放

置後， 1，500 rpmで遠心し上清を得た。 この操作を赤血

球で2回，肝細胞で3回，骨髄細胞で5回順次に実施し

た後十こ 10，000rpmで30分間遠心した後上清を回収し

た。この吸収抗血清(以下 ab-AGTSという)を 1ml! 

宛に分注し使用時までー200CIこ冷凍保存した。

3. 細胞毒性試験

前述のようにして作製した抗血清を， 10倍， 20倍， 40

倍， 80倍， 160倍， 320倍に稀釈調製後，補体として正常

モルモット血清 (1:3)14)を用い， 前報の方法14-16)に従

って細胞毒性活性を測定した。標的細胞は次のようにし

て作製した。

細胞浮遊液17，18): Hartley系成熟モルモットをエー

テル麻酔により殺し胸腺，リンパ節，牌，骨髄を採取し

た。各臓器を 2%牛血清加 EagleMEM (pH 7刈中で

小さい組織塊に切断し，それらをステンレスメッシュ

(100メッシュ)を通した後， Ficoll-ConrayI9)比重遠心

法によって細胞を分離した。次いで上記 mediumにて

3回洗浄後，牛血清を含まない EagleMEM (pH 7.4) 

に再浮遊し各々 5x106/ml!に調製した。

4. Eーロゼット形成阻止試験

胸腺， リンパ節，牌中のリンパ球を前述の方法に従い

10%胎児牛血清加 ErgleMEM (pH 7.4)にて 1x 107/ 

ml!lこ調製した。各臓器の細胞浮遊液0.3ml!を20倍に

稀釈した同量の ab-AGTS，NRS (正常ウサギ血清)，

PBS (pH 7.4)と共にどC，30分間静置した。その細胞

を同上 mediumにて 3回洗浄したあと， Wilson and 

Coombsの方法制に従って E ロゼット形成試験を行っ

た。すなわち ab・AGTS処理した細胞浮遊液0.3ml!に

新鮮なよく洗浄した 1%ウサギ赤血球浮遊液0.3ml!を

加えどC，1時間静置した。その後800rpmで5分間遠

心しそのまま室温にて 25分間，次いで・4
0
Cにて1.5時開

放置した。その後静かに振って再浮遊液とし， Eーロゼッ

ト形成細胞を測定した。この場合，ウサギ赤血球を2個

以上付着しているリンパ球を陽性とし，少くとも 200個

以上のリンパ球を測定した。

成績

1. 細胞毒性試験

胸娘細胞，骨髄細胞に対する未吸収の抗血清 AGTS

の細胞毒性試験を Fig.1に示した。胸腺細胞に対する

細胞毒性は 10倍， 20倍稀釈では 1∞%を示し， 160倍で

も89%を示した。骨髄細胞に対しては 10倍稀釈液では

20%近くを示し 40倍稀釈液でも顕著な低下はみられな

力、っTこ。

吸収した抗血清 ab・AGTSの胸腺細胞， リンパ節細

胞，骨髄細胞，牌細胞に対する細胞毒性を三Fig.2に示

した。 ab-AGTSは 80倍稀釈までは胸線細胞に対し

て高い細胞毒性を示し 160倍から低下した。リンパ節細

胞，牌細胞に対しては20倍稀釈まで50%以上の細胞毒

性を示した。骨髄細胞に対しては低い値を示し， 40倍稀



Influence of the absorbed anti-

guinea pig thymus cell serum on 

E-rosette forming cells of the 

thymus， lymph node and spleen 

Number of rosette forming cells 
per 100 lymphocytes after 
incubation with 

NRS* ab-AGTS 
(1 : 20) (1: 20) 
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モルモッ卜 T細胞を同定する方法には E ロゼット形

成試験の他に細胞毒性試験あるいは膜蛍光法による抗T

細胞血清との反応性の検討などがある。

StevachZ1)らは，モノレモット胸腺細胞を CFAと共に

ウサギに免疫して抗胸腺細胞血清を作製し， L2 C lym-

phomaでの数回の吸収により T細胞に特異的な抗血清

を得た。更に， StadeckerZ2)らは同様の方法で抗胸腺細

胞血清を作製した。しかし彼らの作製した抗血清は残余

のT細胞以外に対する抗体の除去が完全に出来ないため

に良い結果が得られなかったo

我々も数匹のウサギを用いてモルモット胸腺細胞に対

する抗血清の作製を試みた。

未吸収の抗胸腺細胞血清は骨髄細胞に対しても 20%

近くの数値を示し，稀釈率を上げても無視できない値で

あった。しかし，正常モルモットの赤血球，肝細胞，牌細

胞及び骨髄細胞での数回にわたる吸収により骨髄細胞に

対する細胞毒性は殆んどみられなくなった。吸収の不十

分な抗血清では骨髄細胞に対してかなりの細胞毒性を示

した(ここには載せていなし、)。このことは， Godfrey23) 

らが報告したように，抗血清は吸収細胞での吸収回数が

多いほど特異性が高くなるとし、う結果と一致している。

吸収した抗血清 (ab-AGTS)の20倍稀釈液は補体の

存在下で胸腺細胞の 95%以上， リンパ節細胞の 59.8%，

牌細胞の 57.6%に対して細胞毒性を示した。なお ab-

AGTSは，胸腺細胞，骨髄細胞に対しては安定した細

胞毒性を示したのに比較し， リンパ節細胞，牌細胞に対

してはかなりばらついた数値を示した。 Stadecker22)

ら， GodfreyZ3)らは，リンパ節細胞に対しては，それぞ

れ， 55~61%， 44~64%，また牌細胞に対してはそれぞ

れ32~35%， 29~15% の細胞毒性を示したという。我々

2 33 
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Fig. 2. 

釈では細胞毒性を全く示さなかった。 Fig.2より， ab-

AGTSの20倍が適当と考えられるのでこの濃度を用い

て以下の実験を行った。

2. 抗胸腺血清による E-ロゼット形成阻止

ab-AGTSのEーロゼット形成に対する影響をTable1 

に示した。 NRSで前処置した場合は胸娘細胞中の84%，

リンパ節細胞中の 40%，瞬細胞中の 33%がE ロゼット

形成を示した。 しかし， ab-AGTSの20倍稀釈液で前

処置すると胸腺細胞， リンパ節細胞，及び牌細胞とウサ

ギ赤血球とのロゼット形成が殆んど阻止された。



の数値と比較するとリンパ節細胞については一致がみら

れたが，牌細胞ではかなり低い値を示している。これら

の違いはモルモットの個体差によるかあるいは実験条件

の差異によると考えられる。更に抗血清の抗体価は免疫

するウサギのもつ自然抗体にも影響をうける23) という

報告をも考え合わせ今後検討するつもりである。

ヒ卜の T細胞マーカーとしてヒツジ赤血球とのロゼ

ット形成24-お)が知られているが，モルモット T細胞と

ウサギ赤血球とのロゼット形成について最初に Brain，

Gordon and Willetts27)らによって， 次いで Wilon

and Coombs28)， Stadecker， Bishop and Wortis22)及

び Radaszkiewiczand Denk29)らによって報告され

た。彼らはこの Eーロゼット形成をモルモット T細胞マ

ーカーとして用いることができると報告した。

そこで我々は作製した抗胸腺細胞血清が T細胞表面

抗原と特異的に反応するかどうかを検討するためにモル

モット胸腺細胞， リンパ節細胞，牌細胞を予め抗血清で

処理してロゼット形成阻止試験を行った。

このような E ロゼット阻止試験は， 抗胸腺細胞血清

を invitroで分析するための最も標準的な方法とされ

ている。

Table 1から見られるように，対照群として NRSで

予め処理した場合は，胸腺細胞の 84%，リンパ節細胞

の40%，牌細胞の 33%がEーロゼットを形成したのに反

し抗胸腺細胞血清で前処理した場合は，胸腺細胞， リ

ンパ節細胞， 牌細胞中の T細胞による E ロゼット形成

をほぼ完全に阻止したのこれらの結果は Scheper30)ら

の結果と一致したの

Fig.2と Table1から NRSで処理した Eーロゼッ

ト形成細胞のT細胞の割合に多少の差が見られている

事実についてであるが， Gattinger31)らは， T細胞表面

上の E受容体と抗胸腺細胞血清と反応する表面抗原と

の聞の立体関係について T細胞表面において彼らの見

た表面抗原と Eー受容体は異なる膜成分であるというこ

と，また抗胸腺細胞血清中には，各々に対する 2種の抗

体が存在し，特に E~受容体に対する抗体の濃度が低いた

めに細胞毒性試験による成績よりも， E ロゼット形成細

胞の割合が低く表現されたと報告している。我々が行っ

た細胞毒性試験と NRS前処理群の Eーロゼット形成試

験にみられる前述の差異も彼らの考えによれば説明が可

能であろう。

以上我々の作製した抗胸腺細胞血清は，細胞毒性試験

及び E ロゼット阻止試験の結果より，モノレモット T細

胞に特異的なものと考えられるが，今後更に検討を加え

TこL、。
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結 論

Hartley系モルモットの胸腺細胞に対する抗血清をウ

サギに作製した。 これに正常モルモット赤血球，肝細

胞，骨髄細胞を加えて吸収すると胸腺細胞に対し80倍稀

釈まで高い細胞毒性を示した。

リンパ節細胞，牌細胞に対しては20倍稀釈で約60%，

骨髄細胞には10%以下の細胞毒性を示した。

次に胸腺細胞， リンパ節細胞，牌細胞を予めこの抗血

清マ処理するとこれらの有する Eーロゼット形成能をほ

ぼ完全に阻止した。

以上から，我々の実験系において，この吸収抗血清は

特異的にモルモット T細胞表面抗原と反応したと考え

られる。
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Preparation of Specific Antisera against 

Guinea Pig Thymus Cells 

J unko T AKEDA， Harue OKUY AMA 
and Kazuo MORIKA W A 

Rabbits were weekly immunized subcutaneously with guinea pig thymus cells. The antisera 

obtained from the rabbits were absorbed with normal guinea pig red cells， liver cells and bone 

marrow cells 

The absorbed antisera showed cytotoxicity against thymus cells even in high dilution. In lymph 

node cell and spleen cell suspensions the cytotoxicity of the antisera (20司folddilution) was about 

60% and in bone marrow cell suspension it was 9%. 

When thymus cells， lymph node cells and spleen cells of normal guinea pigs were treated with 
the antisera， their E-rosette forming capacity disappeared almost completely. 

From these results the antisera against thymus cells seem to have speci五callyreacted to the T 

cell surface antigen of guinea pigs. 
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