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1 .章者 ー・宅==-
~ 

末稽血リンパ球 (PBL)は生体内では抗原京j識により幼若化し、エフェクタ

ー細胞、ヘルパー細胞、サプレッサー細胞あるいは抗体産生細胞へと分化・増

殖する(利根川， 1985;マラックら， 1986)0 PBLの分化増殖能は生体の免疫応

答能を反映しており、したがってPBLの分化増殖能をinvitroで検査すること

により、生体の外来抗原に対する抵抗性を知ることが可能となる。しかし、 in

註包立で抗原を用いて生体内で起こる一連の過種を再現することは、抗原が特

異的な刺激物質であるため一般的には困難である(大沢 t 1975;星野， 1979)。

リンパ球幼若化反応は、生体内でのリンパ球の免疫応答能をinvitroで知る

上で有用な検査法として、各種動物で広く応用されている反応である。この反

応には、いくつかのレクチンがリンパ球刺激物質(マイトジェν)として用いら

れている(大沢、 1985)。マイトジェンは感作・未感作の別なく非特異的にリン

パ球の分北・増殖を誘起する。ヒト医学領域では種々のマイトジェンが報告さ

れており(大沢， 1985)、獣医学領域においてもそのうちのいくつかがすでに臨

床応用されている(KRISTENSENet al.， 1982a)。幼若化反応を臨床検査に応用

するためには、健常時のPBLに対するマイトジェンの反応性(PBLの分化・増殖

を誘起する程度)と病態時のそれとの差が明確である必要がある。また、その

差が明確に得られるような検査法が確立されれば、幼若化反応の診断的価値は

上昇する。そのためには、できるだけ高い反応性が得られる条件で幼若化反応

を実施すべきであると考えられる。

PBLの幼若化反応において動物種により反応条件は様々であり、特にマイト

ジェンの最適濃度は各種動物PBL間にかなりの差が認められる(KRISTENSENet 

al.， 1982a; TAJIMA et al.， 1987)。また、各種動物PBLに対するマイトジェ

ンの反応性は、それぞれの最適培養条件下で検査しでもかなりの差が認められ
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る(KRISTENSENet al.， 1982a)c 

生体の免疫応容能の一指標となるリンパ球の分化・増殖能がinvitroでは各

謹動物PBL関で異なった反応性を示すにもかかわらず、同一環境下で飼育され

ている動物の感染防御能は臨床上それほど大きくは違わないように思われる

(PERRYMAN， 1979)cこの観点にたつと、 i旦註主主での各種動物PBL間のマイト

ジェンに対する反応性の違いおよび最大幼若化活性を誘起するための最適マイ

トジェン濃度の違いがいかなる理由によるかを究明することは、比較生物学的

に興味深いことであると同時に、幼若化反応を臨床検査法のひとつとして痛態

の解析に応用するために重要な課題であると考えられる。

一般にリンパ球の活性化は、リガンドがそのレセプターに結合することによ

って誘起される(マラックら、 1986)。リンパ球幼若化反応においても、マイト

ジェンがリンパ球表面上のレセプターと結合することにより分化・増殖が誘起

される{大訳、 1985)。マイトジエンとして、ブイトヘマグルチニンP(PHA)お

よびコンカナパリンA(ConA)が獣医臨床領域で顔用されている(KRISTENSENet 

al.， 1982a)。幼若化反応実施時の最適マイトジェン濃度は各種動物PBL間にか

なりの差が認められ、 PBLのマイトジェンに対する反応性を良くするためには、

単にマイトジェン濃度を高くしても無意味である。なぜならば最大幼若化活性

を誘起するために、ヒト(大沢， 1975)、ラット(INBARet al.，1973)およびプ

タ(PERLESet al.， 1977)ではそのリンパ球表面上マイトジェンレセプターの

数パーセントに結合するのみで十分とされているからである。

PBLの幼若化はマイトジェンがPBL表面上に結合した後、その刺激シグナルが

細胞内に伝達されて分化・増殖が始る。この外来刺激シグナルが抗原の場合に

は、エンドサイトーシスによる細胞内への抗原の取り込みによりシグナル伝達

されるといわれている(利根川， 1985;マラックら、 1986)。マイトジェン刺激

の場合には、マイトジェンの細胞内への取り込みは起こらない(大沢， 1975; 
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大沢， 1985)" PBLのマイトジェン刺滋に際しては、援流動性の上昇(豊島ら，

1979)、リン脂質のメチル化(MASUZA凶 etal.， 1973)、カルシウムイオンの細

胞内への流入(大沢， 1975)、サイクリックヌクレオチド量の変化(大谷， 1981) 

などをもたらすことがマウスやヒトのPBLで報告されているe

マイトジェンによるPBL刺激初期過程における重要な現象として、架橋集合

形成やキャップ形成があるといわれている(EDELMANet al.， 1973)。これらの

形成が阻止されると、マイトジェン刺識シグナルは細胞内に伝達されないとさ

れている(矢原， 1979;斉藤， 1981)。そして、架橋集合形成には細胞内小器官

である微小線維や微小管などの細胞内骨格系が密接に関与している(矢原、

1979)。

以上のことから本論文では、幼若化反応の際に全く異なる最適マイトジェン

濃度を有するウマ、ウシおよびイヌのPBLを用い、 PBL幼若化の初期過程におけ

る諸現象を調べ、上述の原因を追究することを目的とした。

まず第l章では、ウマ、ウシおよびイヌPBL表面におけるPHAあるいはConAの

結合部位数を計数し、最大幼若化活性を誘起するために必要なマイトジェン結

合部位数と最適マイトジェン濃度との関連性を追究した。

次に第2章においてはウマ、ウシおよびイヌPBLのPHAあるいはConA刺激によ

るPBL膜流動性の変化と、幼若化反応における反応性との関連性を追究したe

最後に第3章では、ウマ、ウシおよびイヌPBLの細胞内骨格系の幼若化反応

への関与の程度と、幼若化反応における反応性との関連性を追究した。
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11.雪害工重量

末檎血リンパ球幼若化反応における最適マイトジェン濃度と

マイトジェン結合部位数との関係

工.重言 来勺

リンパ球幼若化反応を誘起する最適マイトジェン濃度とマイトジェン結合部

位数との関係を検討したe

まず、ウマ、ウシおよびイヌの末梢血リンパ球(PBL)のフイトヘマグルチニ

ンP(PHA)あるいはコンカナパリンA(ConA)による刺激前後の細胞組成比を調

べたところ、いずれのPBLにおいてもTリンパ球の増加が認められた。したが

って、 PHAおよび、ConAはウマ、ウシおよびイヌPBL幼若化反応においてTリンパ

球を特異的に事j識し、増殖を誘起することが認められた。次に、ウマ、ウシお

よびイヌのPBL1 X105個当りのPHAの結合部位総数(n)を計数したところ、そ

れぞれ4.2XI0l1，12.8x 1011および14.0XlQ11であった。また、 ConAに対す

るnはそれぞれ23.9XI011，9.4X1011および12.1X1011であったa さらに、

最大幼若化活性を誘起するために必要なマイトジエン結合率は、 PHAではウマ

31.1 %、ウシ26.5%、イヌ38.4%、ConAではそれぞれ 48.2%、17.9%、24.5

%であった。そこで、 PHAあるいはConAの結合部i位の分布を観察するためにフ

ローサイトメーターを用いて二重染色解析を行った。その結果、ウマおよびイ

ヌのPBLではBリンパ球表面上にもConAの結合部位が多数認められた。

これらの結果は、各種動物PBLの最大幼若化活性を得るためには、それぞれ

特有の最適マイトジェン濃度を有することを示している。さらに、幼若化反応

を行う際の最適マイトジェン濃度とPBL上でのマイトジェン結合数とは、両者

が対応して変化することが認められた。
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2 . F:詐 コ定

リンパ球幼若化のための第一段階として抗原やマイトジェンなどの刺激物質

がリンパ球表面上のレセプターに結合する必要がある(BANKS&McGUIRE，1975; 

BANKS et al.， 1978; LOOR， 1980)。非特異的幼若化のためのマイトジェンと

してフイトヘマグルチニンP(PHA)、コンカナパリンA(ConA)などが広く一般

に用いられているe これらのマイトジエンが、リンパ球を幼若化させるための

最適濃度は動物種によりかなり異なる。リンパ球幼若化反応に用いるマイトジ

エン最適濃度はPHAの場合、ウマ5μg/Jill(TAJI削 etal.， 1987)、ウシ15μgl

ml(MASCOPLAT et al.， 1974)、イヌ30μg/ml(KRISTENSENet al.， 1982b}、ヒ

ツジ5......20μg/Jill(LARSEN，1979)、ヒト1......10μg/Jill(伊藤ら、 1981)、またConA

の場合ウシ5μg/Jill(鮎GAHATAet al.， 1986)、イヌ25μg/Jill{KRISTENSENet 

al.， 1982b)、ヒト1μg/Jill(伊藤ら、 1981)と各種動物 PBL間にかなりの差が認

められる。ウマにおいて、特にConAを幼若化反応に用いる場合、リンパ球濃度

は他の動物とほぼ同じであるにもかかわらず、その最適濃度は50μg/Jillで、あり、
ばr fう

他の動物に比べて高濃度である(BANKS&万cGUIRE.1975; TAJIMA et al.， 

1987)。これらの濃度の違いは、単にリンパ球表面上の結合部位総数の違いに

よるものだけなのか、あるいは活性を誘起するために必要な結合率に差がある

のかは判明していない。

またPHAおよびConAは、ヒト・マウス(矢野ら、 1981)およびイヌ (KRA即日KA& 

RINGLER， 1986)のPBL幼若化反応においてはTリンパ球マイトジェンとしての

作用を有し、特異的にTリンパ球を刺激し分化・増殖を誘起する。しかしウマ

およびウシにおいては、 PHAおよびConAがTリンパ球マイトジェンとして作用

するという証明はされていない。これらのマイトジェンがTリンパ球のみに結

合し活性を誘起するのか、あるいはBリンパ球にも結合するのかはいずれの動
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物のPBLにおいても不明であるc

以上のことから本章では、まず比重遠心法により採取したウマ、ウシおよび

イヌのPBL組成を明確にした後、 PBL表面上のPHAおよびConAの結合部位数を、

幼若化反応を実施する擦に用いる細胞集団全体に関して計数した。次に、最大

幼若化活性を誘起するために必要なマイトジェン結合数を求め、最適マイトジ

エン濃度との関僚を検討した。さらに、蛍光活性化細胞選択装置(FACS)により

PBLポピュレーションを選択採取しその細胞表面上の結合部位数を計数した。

また、蛍光二重染色を行いマイトジェン結合部位の分布を観察した。

3.キオ和十忌三:;d之とJご支7主去

1)実験動物

北海道大学獣医学部および北海道大学馬術部に飼養中の臨床上健常と認

められるウマ、および北海道大学獣医学部に飼養中の臨床上健常と認めら

れるウシおよびイヌを実験に使用した。各種動物の品種、性別および年齢

は以下のとおりであるe

ヌイシウマウ

年齢

中半血種-1♀
n ・2♀
軽種-1 ~ 
1/ -2 ~ 
1/ -3 ♀ 

江
花

5
5
6

性別

♀
♀

8
8
♀
 

品種

雑種-1
n ・2
n ・3
n ・4
f'甲夕、，}~ 

年齢

7
9
m
刈

性別

O
T
O
T
O
T
O宇

品種

ホ}~^~イン・ l
" -2 
n ・3
n ・4

年齢

9
m
7
9
お

性別品種
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2) PBL採取

ウマの頚静脈より抗凝固剤としてヘパリン(20unit/ml血液)を用い、注

射筒にて採取した血液をリン酸緩衛生理食塩液(PBS，pH7.4)でヘマトクリ

ツト値が約15-20%になるよう希釈した。この希釈血液6mlをフイコール

・コンレイ溶液{比重1.079)3mlに静かに重層し、 400xG、30分間室温

で遠心した。中間部の白濁層を回収し0.83%NH4Cl 20凶トリス塩酸緩衝

液で赤血球溶解後、 PBSで3回洗浄した(TAJIMAet al.， 1987)。ウシおよ

びイヌのPBLはフイコール・コンレイ溶液の比重をそれぞれ1.087

(NAGAHATA et al.， 1982)および1.082(KAWAMURAet al.， 1987)として、

同様に操作した。最後にPBL濃度が1xI06個/mlになるように血清無添加

のRPMI1640に再浮遊させて結合実験に供したe

3) PBI結成

採取したPBLのリンパ球サブポピュレーションおよびリンパ球以外の混

入細胞を検査した。 Bリンパ球はBROSTROMら(1985)の方法に準じ、間接蛍

光抗体(IFA)法により表面免疫グロプリン(sIg)陽性細胞として検出した。

IFA法では、抗ウマ免疫グロプリン(Ig)(Nordic，Tilburg)、抗ウシIg

(Dakopatts， Glostrup)および抗イヌIg(Bethyl，Montgomery)を一次抗体

として用い、二次抗体には、フルオレスセイン・イソチオシアネート

(FITC)標識抗ウサギIg(Cappel，日estChester)を用いた。また、イヌのT

リンパ球は抗イヌThy-1モノクローナル抗体(Serotec，New York)を一次抗

体、 FITC標識抗マウスIg(Cappel，日estChester)を二次抗体としてIFA法

により検出した。ウマおよびウシのTリンパ球はノイラミニダーゼ処理し

たモルモット赤血球およびヒツジ赤血球を用いたE-ロゼット形成法によ

りそれぞれ検出した(TARRet al.， 1979; GREWAL et al.， 1976)。単球お
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よび他の混入細胞は、アルフアーナフチルアセテートエステラーゼ(ANAE)

染色(DH1NGRAETet a1.. 1982)およびギムザ染色標本の鏡検によりそれぞ

れ検出した c

4) 125I-標識マイトジェン

1 mgのPHA(Difco. Ne夜 York)および2.5mgのConA(Pharmacia，Mi1waukee) 

を、クロラミンT法(McCONAHEY& D1XON， 1966)の変法により 1mCiの

Na125I(比活性 17.4Cil略， NEN， Boston)で標識した。すなわち、 PHAを

200μ1， ConAを500μIの250mMリン酸緩衝液(PB，pH7.5)に溶解し、反応時

間はマイトジェン1mgにつき2分間とした。未反応の1251はセファデック

スG-50カラム(1.5XlOcm)でゲル諸過して分離した。溶出液には1%牛血

清アルブミン加10mJ1PBを用いた。

5)結合実験

1251標識マイトジェンの特性を調べるため、既報の方法に準じてヒトO

型赤血球を用いて結合実験を行った。標識マイトジェンをPBSで2.75.....25

μg/m1の濃度に希釈した。これらを赤血球凝集活性が得られるマイトジェ

ン量の10倍量の未標識マイトジェンの存在下または非存在下で、ヒトO型

赤血球浮遊液に添加した。 PHAを用いた場合4"Cで60分間(PREASANT& 

KORNFELD， 1972). ConAを用いた場合24"Cで60分間(SCHNEBLI& BACHI， 

1975)培養した。

リンパ球への結合実験は、最大幼若化活性を誘起するマイトジェン量の

10倍量の未標識マイトジェンの存在下または非存在下で2.5.....95μg/mlの

濃度にRPM11640で希釈した1251-マイトジェンをPBL浮遊液に添加し370C、

2時間5%C02i培養器内で‘培養した。

培養後PBSでl図洗浄し沈澄の放射活性をガンマーカウンターで計数し
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た。この計数値に基づきScatchardplotを行い、解離定数(KD)および

1 x1Q5PBL当りの結合部位総数(n)を算出した。この際分子量としてPHA

は128.000(STECK&官ALLaCH，1965)および~ConAは 108 ， 000(貼NG et al.， 

1971)を用いた。

計数後各々の詑涯を20%馬血清加RPMI1640に再浮遊させ96穴マイクロ

プレートに添加して370C、5%C02培養器内で4日間培養した。培養終了

24時間前に各穴に0.5μCiのか司トチミジン(比活性 5Ci/mmol、Amersham

Japan， Tokyo)を添加した。培養終了後、細胞をガラス線維譲紙上に回収

し、液体シンチレーシヨンカウンターで司iの放射活性を測定し、 DNAの分

裂能を指標として幼若化能を判定した。

6) PBLポピュレーションの分画採取

sIg陽性細胞をIFA法で染色し、 FACS(EPICS752，Coulter， Mia凶)でsIg

陰性リンパ球を分画採取した。すなわち、前方散乱光と90.散乱光との二

次元ヒストグラムによりリンパ球集団を認識後、 sIg陰性リンパ球のみを

1 X106個以上選択採集した。それらのリンパ球を用い上述の方法に準じ

結合実験を行い結合部位数を測定した。

7)マイトジェン結合部位の分布状態の観察

01ら(1982)の方法に準じてPHAおよびConAをアイコエルスリン(PE，

Upton Biochemicals Ltd.， London)で標識したa 蛍光二重染色はIFA法に

おいて、 FITC標識二次抗体の添加と同時にPE標識PHA(PE-PHA)またはPE標

識ConA(PE屯onA)を添加し、 37"C2時間培養することにより行った。染色

したPBLをPBSで3回洗浄後、 FACSでPHAあるいはConAの結合部位の分布を

観察した。
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-4.来吉 男毛

1) PBL組成

本研究で用いたPBLの組成を表1に示した。各数値は構成細胞の百分比で示

した。 PBL申のリンパ球はいずれの動物においても80%以上を占めていた。特に

ウマおよびウシPBLでは、約95%がリンパ球であった。また、イヌPBLでは単球

や穎粒球の混入率がウマおよびウシのそれらよりも高かった。 sIg陽性細胞で

あるBリンパ球は各種動物のPBL中にそれぞれほぽ同比率で含まれていた。

2)幼若化反応実施後の構成細胞比

ウマ、ウシおよびイヌのPBLをPHAあるいはConA刺激した後のPBL構成細胞比

を表2に示したc これから、 PHAまたはConA刺激によりウマおよびウシPBLでは
ロゼ‘ット形成細胞が、イヌPBLではThy-1陽性細胞が著しく増加していることが

認められた。一方、 slg陽性細胞はいず‘れの動物のPBLにおいても特に増加した

とは認められなかった。

3) 125トマイトジェンの特性

標識したマイトジェンの比活性は1251-PHAが40.7X 104 cpm/μふ 1251屯onA

が6.1x104 cpm/μgであった。これらの標識マイトジェンは、赤血球誕集活性

およびリンパ球刺激活性は未標識マイトジェンとほぼ同様であった。

また、結合実験において来結合の1251-マイトジェン除去のための洗諦操作

は1回で充分であり、それ以上洗浄操作を繰り返し行っても、沈遣の放射活性

の著しい減少は認められなかった。したがって、以下の結合実験では洗浄操作

は1回としたc
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4)赤血球との結合性

ヒトO型赤血球に対する125I・マイトジェンの結合量と125I-マイトジェン濃

度との関係を図1に示した。この関係から赤血球上のPHAあるいはConAのnを

算出するとそれぞれ3.54X105/細胞あるいは1.36X105/細胞であった。

5) PBLに対する結合性

ウマPBLに対する125I-マイトジェンの結合量と125トマイトジェン濃度との

関係を図2に示した。 Scatchardplotの結果は直線を示し、ウシおよびイヌ

PBLにおいても直線になった。図2からPHAおよびConAの1x105PBL当りのnを

算出するとそれぞれ、 4.23x1011および2.39x1011であった。またKoはそれ

ぞれ、 48.5xlO-9および89.7X10-9であった。

ウマ、ウシおよびイヌPBLにおける PHAおよびConAのKoおよびnを表3に示

した。 PHAに対してウシおよびイヌPBLは結合親和性がウマより低く、 ConAに対

してウマおよびイヌのPBLの結合親和性はウシのそれより高かった。

6)マイトジェンのレセプターへの結合と幼若化能との関係

ウマPBLにおけるマイトジェンの結合率と幼若化活性との関係を図3に示し

た。ウマPBL上の各マイトジェン結合部位総数のうち、 PHAではその31.1%、

ConAでは48.2%に結合した際に幼若化活性が最も高かった。これを実質結合部

位数に換算すると工 X105PBL当りPHAは1.3x1011、ConAは11.5X1011であった。

ウマPBL幼若化反応において、 10-200μg/mlの範囲で最適ConA濃度の検索を行

ったところ、 100μg/ml以上の濃度では幼若化活性が抑制された。したがって、

結合実験は100μg/ml以下の濃度で行ったe

ウマ、ウシおよびイヌPBLにおけるマイトジェンの結合率とマイトジェン最

適濃度との関係を表4に示した。 PBL表面上の全PHA結合部位数のうち.最大幼

若化活性を誘起するために必要なマイトジェン結合率は各種動物PBL間に著し
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い差は認められなかった。しかし、実質結合数でみるとウマPBLが最も少なく、

イヌPBLが最も多かった。また、 PBL表面上の全ConA結合部位数のうち最大幼若 ・ f 

化活性を誘起するために必要なマイトジェン結合率および実質結合数はともに

3種動物のPBL間にかなりの差が認められたe

7) sIg陰性リンパ球に対する結合性

ウマ、ウシおよびイヌのsIg陰性リンパ球表面上のPHAあるいはConAの結合部

位数を表5に示した。 PBL中のsIg陰性リンパ球のみにPHAあるいはConAの結合

部位が存在すると仮定して、 PBLl個当りそれぞれの結合部位数を計算すると、

表5の括弧内に示した値となった。この値と表3の結果から算出したPBLl個

当りの結合部位数を比較したところ、 PHAの結合部位数に関しては3種の動物

ともほぼ同じ値となった。

一方、 ConAの結合部位数に関しては、ウマおよびイヌPBLの上述の仮定に基

づき算出した推測値の方が、実測値よりかなり高い値となった。したがって、

ウマおよびイヌのsIg陽性リンパ球にはウシのそれに比べ、かなりの数のConA

結合部位が存在することが認められた。

8) FACSによる二重染色解析

PE-PHAを用いた場合のウマ、ウシおよびイヌPBLの二重染色解析の結果を図

4に示した。各PBLともわずかにsIg陽性かつPHA陽性の細胞が確認された。

PE-ConAを用いた場合の二重染色解析の結果を図5に示した。ウマおよびイ

ヌPBLではsIg陽性かつConA陽性細胞がウシPBLのそれより明らかに多数確認さ

れた。これらの結果は、 sIg陰性リンパ球を用いて行った結合実験の結果(表5)

とよく一致した。
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図1.ヒトO型赤血球への1251マイトジェンの結合性.

一一.一一:全結合量. 一一一一一:特異的結合室.
一一O一一:非特異的結合量.

(a)125ト標識フイトヘマグルチニンP(1251 -PHA)の赤血球への結合量と
1251 -PHA濃度との関係.

(b)125ト標識コンカナパリンA(1251 -ConA)の赤血球への結合量と1昂ト
ConA濃度との関係.

(a')(b' )横軸に特異結合したマイトジェンのモル濃度 (X10-9M)、縦
軸に[s8]/[F]をとったScatchardplot.ここで、 [s8]は特異結合マ
イトジェンのモル濃度、 [F]は非結合標識マイトジェンのモル濃度を
示す.

最小二乗法により直線をひいたところ(a')および(b')の相関係数はそれ

ぞれ0.97および0.92であった。 (TAJ1MAet al.， 1989cより引用)
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図2.ウマ末梢血リンパ球(PBL)への1251マイトジェンの結合性.

(a)1251-標識ブイトヘマグルチニンP(1251 -PHA)のPBLへの結合霊と
1251-PHA濃度との関係.

(b)1251 -標識コンカナパリンA(1251 -ConA)のPBLへの結合重と1251-
ConA濃度との関係.

図中の表記法は図1と同じである。 (a')(b')図l同様にScatchardplot 

した。それぞ、れの相関犠数は(a')O.88、(b')O.91であったo (TAJ1MA et 

al.， 1989cより引用)
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図3.1251-標識フイトヘマグルチニンP(1251 -PHA) (a)および1251・標識コン
カナパリンA(1251 -ConA) (b)のウマ末棺血リンパ球PBL表面上結合部位

占有率(結合率)と幼若化活性との関孫.

一-0一一一:マイトジエンの結合部位占有率(%). 

一一O一一:トリチウム・チミジン(3H-TdR)取込量.
(cpmXIO-3) 

(TAJIMA et al.， 1989cより引用)
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図4.ウマ、ウシおよびイヌ末補血リンパ球のフルオレスセインイソチオシア

ネート (FITC)標識抗体とアイコエルスリン (PE)標識ブイトヘマグル

チニンPとのこ重染色解析ヒストグラム.

縦軸:FITCの縁色蛍光強度.

横軸:PEの赤色蛍光強度.
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図5.ウマ、ウシおよびイヌ末梢血リンパ球のフルオレスセインイソチオシア

ネート (FITC)標識抗体とフイコエルスリン (PE)標識コンカナパリン

Aとの二重染色解析ヒストグラム.

縦軸:FITCの緑色蛍光強度.

横軸:PEの赤色蛍光強度.
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PBL 

の由来

ウマ

ウ シ

イ ヌ

表1.比重遠心法により分離した末梢血リンパ球 (PBL)の組成.

P B L (%) 単球 額粒球

51g+ ER+又はThy-l+ その他 総数 (%) (%) 

20.6z1.5 34.5土6.0 39.3z6.1 94.3土1.0 3.2z1.3 2.3z0.5 

28.8:t4.5 22.2z3.9 44.0z1. 7 95.0z0.8 2.3z0.2 2.7z0.6 

22.0z3.6 54.1z3.8 5.0z2.4 81.0z2.2 8.8z3.2 10.2z2.7 

5Ig+ :表面免疫グロプリン陽性細胞.

ER+ :ウマおよびウシPBLにおけるE-ロゼット形成細胞.
Thy-l+ :イヌPBLにおける抗イヌThy-lモノクローナル抗体陽性細胞.
その他:リンパ球中の51どかっER-またはThy-l-細胞.

総数:PBL中のリンパ球.
(TAJIMA et al.， 1989cより引用)
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表2.マイトジェン刺激による末梢血リンパ球(PBL)組成叶の変化.

PBLの 守イト リ ンパ球 単球 額粒球

由来 シエン sIg+ ER+又はThy-1+

ウマ NS吃 100 100 100 100 

PHA*3 99 149 72 80 
ConA叫 88 170 88 85 

ウシ NS 100 100 100 100 

PHA 101 196 88 73 

ConA 90 166 75 71 

イヌ NS 100 100 100 100 

PHA 113 158 90 88 

ConA 104 194 95 91 

*1 .未刺激PBLの各構成成分を100とした場合の相対値.

吃:未刺激PBL.

*3.フイトヘマグルチニンP刺識PBL.

叫:コンカナパリンA刺識PBL.
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表3.末梢血リンパ球(PBL)表面上のマイトジェン結合部位数.

PBLの PHA ConA 

由来 KO"l n・2 Ko n 

ウ マ 48.5 4.2 89.7 23.9 

ウ シ 154.0 12.8 29.7 9.4 

イ ヌ 151. 7 14.0 124.0 12.1 

"1 .解離定数 (xlO-9) • 

・2:PBL 1 x105個当りの結合部位数 (X1011) • 

(TAJI鮎 etal.， 1989cより引用)
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表4.末檎血リンパ球(PBL)表面上におけるマイトジェン結合部位占有率と最適

マイトジェン濃度.

PBLの

由来

ウマ

ウ 3、J 

イ ヌ

PHA ConA 
占有率・1 結合数吃最適濃度..3 占有率結合数最適濃度

31.1 1.32 5 48.2 11.52 

26.5 3.39 15 17.9 1.68 
38.4 5.38 20 24.5 2.96 

場 1 最大幼若化活性を示すマイトジェン結合部位占有率(%). 

・2:最大幼若化活性を示すマイトジェン結合数 (X1011) • 

事3.最大幼若化活性を示す最適マイトジェン濃度 (μg/ml) • 

(TAJI貼 etal.， 1989cより引用)
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表5.表面免疫グロプリン陰性リンパ球表面上のブイトヘマグルチニンP

(PHA)またはコンカナパリンA(ConA)の結合部位数(X106癌/紹抱). 

マ.{トジ‘エン

PHA 

CunA 

ウマ

8.0{6.0) 

70.8(53.3) 

ウシ

21.904.6) 
10.7(7.1) 

イヌ

42.809.1) 
77 .1(61. 7) 

( )内は、表冨免疫グロプリン陰性りンパ球表面上にのみ各マイト

ジェン結合部位が存在すると仮定して、ポピュレーション分離してい

ない京橋血リンパ球表面上の各マイトジェン結合都位数を算出した推

測鑓.

ー-')') t..l. 



5.著雪 需要

本章で示した供試動物に関する結果は、材料および方法に示した供試動物の

うち、その代表例としてウマ:中半血種ー2、ウシ:ホルスタイン種-1およびイ

ヌ:雑種目3で得られた結果を示した。これは各種供試動物のいずれのPBLにお

いても、それぞれほぽ同様の結果が得られたことと、さらに本論文の全章を通

じて全ての結果が得られた個体であるとの理由による。ただし、測定誤差を考

慮して同一検体につき繰り返し3回の実験を行い、その平均値を結果として示

した。なお本研究では、幼若化反応におけるPBLの極微細部分を研究対象とし

ており、これらの対象領域は生物学的に個体差の非常に生じにくい部分と考え

られる(LOOR，1980)。

マイトジェンの1251標識法として本章ではクロラミンT法を応用した。しか

し、原法(GREENWOODet al.， 1963)で作出可能な標識物質は極微量である。そ

こで、できるだけ多量の1251標識物を得るため、反応溶液量を多くし(全量で

1 rill)、さらに反応時間も長くした(2分Img)。これにより高比活性の1251標識

マイトジェンをほとんど変性させることなく作製することができた。また、既

報の方法(PREASANT& KORNFELD， 1972; SCHNEBL1 & BACH1， 1975)でこの標識

マイトジェンのヒトO型赤血球表面上の結合部位数を計数したところ、既報の

結果とほぼ同値であった。以上の結果から、標識操作によるマイトジェンの変

性はほとんどないものと考えられた。

リンパ球幼若化を誘起するためにマイトジェンがレセプターと接触している

時間は、最低2時間必要であると報告されている(BANKS& McGU1RE， 1975; 

BANKS et al.， 1978)。そこで本章では、反応時間を2時間と定め370C、5%

炭酸ガス培養器内でPBLの結合実験を行った。これらの条件は、幼若化反応を

実際に行う際の環境と同一である。
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TOYOSHIMA & OSA凶(1975)は恒星笠iafloribunda rni togen (WFM)を用いた実

験でヒトPBL表面上日開レセプターのわずか5.2%に結合した時に最大幼若化活

性が得られたと報告している。また、 INBARら(1973)はConAを用いたラットリ

ンパ節リンパ球の幼若化反応で、 ConAレセプターのうち6%に結合するだけで

最大幼若化活性が得られたと報告している。しかし、表4に示したようにウマ、

ウシおよびイヌPBLではさらに多くの結合が必要であった。これらの違いは、

上述のようなリンパ球の由来およびマイトジェンの違いによるものも考えられ

るが、それ以上に実験条件の違いが考えられる。すなわち、 TOYOSHIMAらおよ

び INBARらは結合実験を24"C、 30分間の条件で行い、幼若化活性の検定は37"C

で行っている。本章では、上述のような理由から37DC、2時間の条件で結合実

験を行った。幼若イじ反応は37DCで行うのでマイトジェン結合数と幼若化能との

関係を検定するためには本章で行った方法のほうがより妥当と考えられる。

PERLESら(1977)は、ブタ腸間膜リンパ節リンパ球を用いて、最大幼若化活性

が得られる時のレセプター占有率は約20%であり、さらに、 PHAレセプターに

はKD値の高いものと低いものの二種類があると報告している。レセプター占有

率は本章で得られた結果とほぼ同様であった。しかし、図2に示したように結

合実験におけるScatchardplotの結果が直線になったことからウマ、ウシおよ

びイヌのPHAあるいはConAレセプターはそれぞれKD値の等しい一種類であると

考えられたe

PBLポピュレーシヨンの分布は、ウマ(TARRet al.， 1977)およびウシ

(GREWAL et al.， 1976)のPBLに関してすでに報告されている結果とほぼ同様の

結果が得られた。それらの報告によると、ウマおよびウシの全てのTリンパ球

がEーロゼットを形成するわけではないので、ウマおよびウシの一部のTリン

パ球は表1のその他の欄に含まれているものと考えられた。なおウマ、ウシお

よびイヌのサプポピュレーションの同定は現在のところ不可能であり、それら
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の分布の性差あるいは年齢差を検討することはできなかった。しかし、ヒト

PBLのサプポピュレーションを種々の表面マーカー(OKT3，4， 8， 11およびLeu7)

を用いて検討した報告(KREUZFELDERet al.， 1987)によると、サプポピュレー

ション分布の性差および年齢差は認められない。本章で用いた3種動物PBLに

関して同様の結果が得られるかどうかは今後の検討課題である。

表1に示したように、採取したPBL中にはリンパ球以外の白血球が混入して

いた。マイトジェンの結合部位数および結合部位占有率はリンパ球サプポピュ

レーシヨンにより異なることは充分考えられる。今回用いたPHAおよびConAによ

る刺激前後での細胞構成比を比較すると、表2に示したように刺激後において

ウマおよびウシではE-ロゼット形成細胞が、イヌにおいてはThy-1陽性細胞が

著しく増加していた。この結果から、 PHAおよびConAがウマ、ウシおよびイヌ

のリンパ球においてもTリンパ球マイトジェンとして働くことが確認された。

したがって、 PHAまたはConAレセプターはTリンパ球において特に重要な機能

を有していると考えられる。また、 PHAはヒトPBLにおいてCD8陽性細胞(サプレ

ッサー/細胞障害性ーTリンパ球)老特異的に刺激することが報告されている

(SERKE et al.， 1987)。ウマ、ウシおよびイヌのPBLにおいては前述のように

サブポピュレーション同定のための表面マーカーが確立されておらず、 PHAあ

るいはConAのPBLサブポピュレーション別の機能を明確にすることはできなか

ったe しかし、表2に示したようにウマおよびウシPBLではPHAあるいはConA刺

激によりEーロゼ、ット形成細胞の増加が確認されたので、それらのPBLにおいて

両マイトジエンはヒトのCD2陽性細胞(ヒツジ赤血球とのロゼ‘ット形成細胞)に

相当するサプポピュレーションを刺識することが示唆された。

ところで、本章で対象としたPBL中のBリンパ球やリンパ球以外の混入細胞

にPHAやConAが結合しないという証拠は現在のところ確認されていないa 既報

の結果(INBARet al.， 1973; TOYOSHIMA & OSAWA， 1975)では、 PBL中のリンパ
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球以外の混入細胞の存在を無視して、細胞1個当りのレセプター数を算出して

いる。わず.かではあるがリンパ球以外の細胞が混入している細胞集団、あるい

はポピュレーシヨンに分画分離していないリンパ球集団を用いて行った結合実

験から算出した細胞1個当りのレセプター数またはレセプター占有率には、重

要な意義が認められないように思われる。それゆえに本章では、マイトジェン

結合部位数および結合率を幼若化反応を実施する際の同一条件下でPBL全体に

関し計測し、そこから算出される結果も細胞1個当りに換算せず、細胞lX

105個当りの数として表示した。さらにsIg陰性リンパ球を選択採取し結合実験

を行ったところ、 ConA結合部位はウマおよびイヌのsIg陽性細胞すなわちBリ

ンパ球表面上にも多数存在することが認められた。この結論は、 PE-ConAを用

いたFACSによる二重染色解析によっても確認されたe

また、レセプターとはリガンドと結合することによりなんらかの機能を誘発

する働きをもっ蛋白であり、その発現は核内のDNAに支配されている。本章で

は、 PHAあるいはConAに対するレセプター蛋自の分離、同定は行っていない。

したがって、本章で得られた結果はレセプター数ではなく結合部位(Binding

site)数と表現した。

以上の結果から、ウマ、ウシおよびイヌのPBL幼若化反応における最適マイ

トジェン濃度の違いは、最大幼若化活性を誘起するために必要なPHAあるいは

ConAの結合数の違いに起因すると考えられた。また、動物種によりマイトジェ

ン結合部位の分布が異なることも、この違いを呈する一因であると考えられた。

本章の内容に関して、その大半はRes.Vet. Sci.(TAJIMAet al.， 1989c}に

投稿中であるc
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ill.賀誓 2 主主

末棺血リンパ球幼若化反応におけるマイトジェン刺激後の

末梢血リンパ球膜読動性

工.蔓雲 糸勺

ウマ、ウシおよびイヌの末楕血リンパ球(PBL)のフィトヘマグルチニンP

(PHA)およびコンカナバリンA(ConA)刺激による膜流動性の変化を、蛍光偏光

解消法および電子スピン共鳴法により経時的に翻定した。

その結果、 PHAあるいはConA刺激のいずれの場合においても、わずかな膜流

動性の変化が両方法により観察された。しかし、これらの変化は未刺激PBLに

おいても観察される程度の変化であり、 PHAあるいはConA刺激により特異的に

生じたものとは判断されなかった。したがって、ウマ、ウシおよびイヌPBLの

マイトジェンによる活性化過程において膜流動性の変化は伴っていないものと

考えられた。
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2 . F:害~

マイトジェンによるリンパ球活性化(リンパ球幼若化反応)は、次のような過

程を経て誘起されるといわれている(LOOR，1980)。①リンパ球表面上レセプタ

ーへのマイトジェンの結合.②膜流動性の上昇.③レセプターの架橋集合によ

る細胞内への活性化シグナルの伝達.このうち②に関しては、多くの研究者が

様々な方法で検討を行っている(BARNETTet.a1.， 1974; DODD， 1975; 

TOYOSHIMA & OSA貼， 1975; MACCECCHINI & BURGER， 1977; FREEDMAN et a1.， 

1981)。一般に、リンパ球幼若化反応において、膜流動性の上昇は重要な役割

を担っているとされている(BARNETTet a1.， 1974; TOYOSHIMA & OSAWA， 

1975)0各種動物のリンパ球のマイトジエンに対する反応性の違いは、細胞外

からの事j識を細胞内に伝達するために必要と思われる膜流動性の変化の程度にl

起因するのではないかと推測された。したがって、本章ではウマ、ウシおよび

イヌの末梢血リンパ球(PBL)のフイトヘマグルチニンP(PHA)またはコンカナパ

リンA(ConA)刺激による膜流動性の変化について検討したc

現在のところ、膜流動性は以下のような方法で測定可能とされている。

1.蛍光偏光解潜法:蛍光物質をリン脂質二重層内に掃入し、その偏光度を測

定し偏光解消の程度から膜リン脂質分子の運動の程度を測定する(西島、

1974) • 

2.電子スピン共鳴(ESR)法:安定なフリーラジカルを有した分子をリン脂質

二重層内に挿入し、その分子の変動磁場内での共振スペクトルから膜リン

脂質分子の運動の程度を翻定する(HUBBELL& McCONNEL， 1971). 

3.核磁気共鳴法:プロトン分子を用いESR法と同様な原理で膜リン脂質分子

の運動の程度を翻定する(SEELIG& SEELIG， 1974). 

4.蛍光退色回復法:リン脂質や膜蛋白質を蛍光標識した細胞を顕微鏡下に国
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定し、約1μmに絞ったレーザー光を短時間照射して蛍光物質を破壊しスポ

ット状の退色部を作り、その退色部分の蛍光回復速度を測定する(KOPPEL

et al.， 1980). 

それぞれの方法で用いるプロープは独自の相関時間を有し、したがって異な

った時間範囲の膜流動性の変化を観察することができる。マイトジェン刺激リ

ンパ球の膜流動性の変化に関し、異なった結果が報告されている一因として上

述のような測定法の違いが考えられる。

以上のことから、本章ではウマ、ウシおよびイヌのPBLの活性化過程におけ

る膜流動性の変化について、広く一般に利用されている蛍光偏光解消法および

ESR法の異なる2つの測定法により検討した。

3.キ才挙L立3d之乙l'‘コf5主去

1) PBL採取

第1章と同ーの動物を用いウマ、ウシおよびイヌから同ーの方法でそれ

ぞれPBLを分離した。分離後、 PBLをハンクス緩衛生理食塩液(HBSS，pH7. 4) 

で3回洗浄した。

2)蛍光標識

しかジフェニル-1，3，5・ヘキサトリエン(DPH，Sigma， St.Louis)を蛍光

プロープとして用いた。 2mMのDPH-テトラヒドロフラン溶液を1，000倍量の

自BSSに添加し、 15分間激しく混和した。このDPH拡散液にPBLを1.6x 106/ 

mlになるよう浮遊させ、 37"Cで30分間インキユベートすることによりPBL

を蛍光標識した。インキュベート後、 PBL浮遊液をHBSSで2回洗浄した。
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3)蛍光偏光解消法

恒温装置付き蛍光分光光度計(島津RF-540)を用い蛍光強度を測定した。

DPH標識したPBLをHBSSに浮遊させ(1.6x 106/ml)、2個のセルに2.5mlずつ

分注した。一方のセルにPHA(Difco，New York)またはConA(Pharmacia.

持ilwaukee)を添加してPBLを刺識し、もう一方のセルには対照として同量

のHBSSを添加して経時的に蛍光強度を測定した。 340nmの水平および垂直

二成分の定常励起光を照射し、 428nmの水平および垂直二成分の放出蛍光

(1 "および1J.. )を37"Cで潤定した。測定櫨からAraisoら(986)の方法に

準じて次式で求められる定常蛍光異方位(rs)を算出し、これを膜流動性

の指標とした。

r s = 011・ Iム }/(I"+ 2h ) 

4) PBL膜粘性値の翻定

膜粘性値(η:poise)は蛍光異方位からおおよその推定が可能であるが

(ARAISO & KOYAMA， 1988)、3種動物PBL膜の正確な ηをARAISOら(1986)の

方法に準じナノ秒時間分解蛍光偏光解消法により測定した。この際蛍光異

方性(r(t))は次式により算出した。

r(t) = 0" (t)・IJ..(t)) I (111 (t) + 2IJ.. (t)) 

また、 r(t)の時間変化を次式により算出した(KINOSITAet a1.， 1984)0 

r(t) = (ro・ r∞)exp(-tlゆ)+ r∞ 

但しroは時間 t= 0における蛍光異方性、 r∞は極限蛍光
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異方性、やはDPH分子の回転相関時間に関する時間定数.

さらに、円錐内揺動運動モデル(LIPARI& SZABO， 1980)によるDPHの揺動

角印刷)および揺動拡散率(Dw)は次式により算出した。

r∞Iro = {cos 0 w(1 +cos 0 w)}2/4 

Dwゆ(ro・r∞)/ro= -χ2(1+χ2) (ln(1 + X )12+(1・χ)12}/{2(1・χ)}

+(1・χ)(6+8χ ・χ2・12χ3・7χ4)124

但しχ=cos0 w. 

最後にストークス・アインシュタイン方程式をもとにした次式により ηを

算出したe

η=  kT I 6Dw Veff 

但し kはボルツマン定数、 Tは絶対温度、

V骨ff はDPH分子の実効体積.

5)スピンラベル

2・0・カルボキシプロピル)-4，4-ジメチル・2・トリデシル-3・オキサズリ

ジニルオキシ(5ードキシルステアリン酸、 Aldrich，Milwaukee)をスピンプ

ロープとして用いた。 1酬の5・ドキシルステアリン酸ーエタノール溶液1

μ1をガラス製試験管に取り、窒素ガスを噴射してエタノールを蒸発させ

ラベル剤で管壁を被覆した。これに1X107/50μ1のPBLを添加し、 37'tで

30分間ゆっくりと振塗させてPBLを標識した。
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6) ESRスペクトルの測定

ESRスペクトルは温度調節器(JEOLES-VT-3A.日本分光)付きスペクトロ

メーター(JEOLJES-FE3X、日本分光)を用いて翻定した。スピンラベルし

たPBLとPHAまたはConAを試験管内で反応させ、直ちにヘマトクリット毛細

管内に充填した。対照には、他のヘマトクリット毛細管に充填した同一濃

度の未刺識PBLを用いた。 ESRスペクトルは全て37"Cで測定した。

ESRスペクトルからオーダーパラメーター(8)を以下の式により算出し、

震流動性の指標とした(HUBBELL& McCONNEL. 1971)。

S = (TII -九 }/(Tzz・Txx>

但しTIIおよび九はそれぞれlz:zおよび(Txx+T.，...".)12.

Txx， T.，...".および T=はニトロキシドラジカルの超微細

結合定数.

4-.車吉 身毛

エ)蛍光偏光解消法による膜流動性の観察

蛍光標識したウマ、ウシおよびイヌのPBLに最大幼若化活性を誘起する濃度

のPHAまたはConAをそれぞれ添加し、その直後から60分間経時的に rsを翻定し

た。対照として、マイトジェンのかわりにHBSSを添加した未刺識PBLに関しで

も同様に測定した。その結果を表1、図1および2に示した。

DPH標識した各種動物PBLのr円のマイトジェン刺激による変化はPHAあるいは

ConAいずれを用いた場合にも0.015以下であった。マイトジェン刺激PBLにおい

て測定された rsのわず、かな変化は未刺激PBLにおいて測定された変化とほぼ同
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程度であった。したがって、マイトジェン刺激PBLにおいて翻定された rsの変

化は、マイトジェン刺激により特異的に生じた変化であるとは判断されなかっ

たe

2) PBL膜粘性値の測定

時間分解蛍光偏光解消法によりDPH標識したウマ未刺激PBL中のDPH分子の偏

光解消を翻定した結果を図3に示した。

ウシおよびイヌPBLに関しでも同様に測定した。これらの時間依存性蛍光減

衰曲線より得られた ηおよびr∞の値を表2に示した。 3種動物PBLのηは0.5

からO.Bpoiseの間にあった。

また、 rsとηとの関係を図4に示した。両者は直線上にプロットされ、ウ

マ、ウシおよびイヌのPBLにおいても rsから ηが推測可能であることが認めら

れた。

3) ESR法による膜流動性の観察

ウマPBLをPHA刺激した際のESRスペクトルの経時的変化を図5に示した。 ESR

スペクトルは5分毎に40分間観察した。これらのスペクトルからSを算出し、

その結果を表3に示した。

図6および7にはESR法による3種動物のPBL膜におけるSの変化を示した。

PHAあるいはConAのいずれを用いた場合にも、 3種動物PBLのSの変化は0.025

以下であった。

これらのわずかな変化は未刺激PBLの変化とほぼ同程度であり、マイトジェ

ン刺激により特異的に生じた変化であるとは断定されなかった。

以上の成績から、ウマ、ウシおよびイヌPBLのηはそれぞれ異なるが、 PHA 

あるいはConA刺激による膜の流動性の上昇は認められなかったe
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図1.7イトヘマグルチニンP (PHA)刺激によるウマ(a)、ウシ(b)およびイ

ヌ(c)の末檎血リンパ球 (PBL)膜中の1，6-ジブエニルー1，3，5・ヘキサト
リエンの蛍光異方性値の変化.

一一・一一:PH線u激PBL.…--0……:未刺激PBL.
(TAJIMA et al.， 1989aより引用)
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図2.コンカナパリンA(ConA)刺激によるウマ(a)、ウシ(b)およびイヌ (c)の

京棺血リンパ球 (PBL)膜中の1，6・ジフェニル-1，3，，5-ヘキサトリエンの

蛍光異方性値の変化.

一一'一一:ConA刺激PBL.… "0…・:未刺激PBL.
(TAJIMA et al.， 1989bより引用)
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図3.37"Cにおけるウマ末棺血リンパ球膜中1，6・ジブエニル-1，3，5-ヘキサト

リエンの蛍光減表011 (t)およびh (t))の時間変化および蛍光異方性

(r(t) )の変化.

(TAJIMA et al.， 1989aより引用)
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図4.ウマ、ウシおよびイヌの末稽血リンパ球膜中の1，6・ジブエニル-1，3，5・

ヘキサトリエンの定常蛍光異方性と時間分解蛍光偏向解消法から算出し

た膜粘性値との関係.
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図5.'7イトヘマグルチニンP(PHA)刺激したウマの末梢血リンパ球膜の5-

ドキシルステアリン酸のESRスペクトルの変化.

上から/a買にPHA索u識O、5、10、15、20分後のスペクトルを表す。

(TAJI鮎 etal.， 1989aより引用)
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図6.フイトヘマグルチニンP (PHA)刺識によるウマ(a)、ウシ(b)およびイ
ヌ(c)の末棺血リンパ球 (PBL)膜中の5ードキシルステアリン酸のオー
ダ}パラメーター値の変化.

一一一..一一:PHA刺激P問BL.…….
(TAJIM貼Ae叫ta叫1.， 1989aより引用)
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図7.コンカナパリンA(ConA)刺識によるウマ(a)、ウシ(b)およびイヌ (c)の

末棺血リンパ球膜中の5・ドキシルステアリン酸のオーダーパラメータ

ー値の変化.

一一・一一:ConA刺激PBL.……0……::未刺激PBL.
(TAJIMA et al.， 1989bより引用)
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表1.マイトジェン刺激による蛍光異方性の経時的変化.

PBLの マイト
由来 !J" ~:; 

マイトジェン添加後の時間(分)o 5 10 20 30-------.ro 50 60 

ウマ Cont. 0.1622土0.002 0.1626:1:0.005 0.1567:1:0.002 0.1540土0.002 0.1565土0.005 0.1596:1:0.004 0.1563:1: 0.005 0.1547:1:0.004 
PHA 0.1580:1:0.004 0.1608土0.004 0.1623土0.003 0.1576:1:0.001 0.1594:1:0.002 0.1517:1:0.003 0.1571:1:0.003 0.1574:1:0.004 
ConA 0.1712:1:0.003 0.1789:1:0.001 0.1739:1:0.003 0.1739:1:0.004 0.1819:1:0.002 0.1766:1:0.002 0.1815:1:0.004 0.1825:1:0.003 

ウシ Cont. 0.1647:1:0.004 0.1660:1:0.005 0.1672:1:0.005 0.1639:1:0.004 0.1661:1:0.002 0.1669土0.002 0.1665土0.006 0.1686:1:0.009 
PHA 0.1682土0.005 0.1691:1:0.002 0.1663+0.006 0.1715:1:0.003 0.1706土0.003 0.1632土0.005 0.1688:1:0.002 0.1684土0.004

.t ConA 0.1672:1:0.001 0.1676:1:0.001 0.1728土0.005 0.1720:1:0.004 0.1684:1:0.002 0.1680:1:0.006 0.1783:1: 0.006 0.1722:1:0.003 
-・4・

イヌ Cont. 0.1539土0.005 0.1556:1:0.005 0.1541土0.007 0.1527:1:0.008 0.1521:1:0.006 0.1522:1:0.008 0.1557:1:0.006 0.1605:1:0.007 
PHA 0.1545:1:0.004 0.1615:1:0.009 0.1550:1:0.004 0.1539:1:0.006 0.1519:1:0.008 0.1551:1:0.008 0.1554:1:0.006 0.1519::1:0.007 
ConA 0.1664 ::1:0. 001 0.1691 :1:0.001 0.1641:1:0.001 0.1664:1:0.001 0.1623:1:0.001 0.1609::1: O. 007 0.1746:1:0.001 0.1699土0.004

(平均値土標準誤差、 n=3) 

Cont: マイトジェンのかわりにハンクス緩衛生理食塩液を添加した末梢血リンパ球 (PBL) の蛍光異方性 (r~) • 
PHA:フィトヘマグルチニンP刺激PBLのrs・
ConA:コンカナパリンA刺激PBLのrs・



表2.ウマ、ウシおよびイヌ末棺血リンパ球(PBL)膜の蛍光異方性の

パラメーター、粘性値およびオ}ダーパラメーター.

PBLの 蛍光異方性パラメーターおよび粘性

由来

ウ マ
ウ シ

イ ヌ

rs ro rO。

0.164:::!:0 .004 0.34 0.14 
0.171:::!:0 .001 0.34 0.13 
0.156土0.002 0.34 0.13 

rs:定常蛍光異方位.
? の:t=Oにおける蛍光異方性.
r∞:極限蛍光異方住.

Bw:揺動角度.
η:粘性健(poise).

lJw η 

42.4 0.55 
44.0 0.59 
44.0 0.50 

S : ESRスペクトルから算出したオーダーパラメーター.
(TAJIHA et al.， 1989aより引用)
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表3.オ}ダ}パラメーターの経時的変化.

P由BLの すイト マ 王 ト ジェ ン添加後の時間 iF} 来$1";1::.' 5 10 15 20 25 35 4TI 

ウマ Cont. 0.6111土0.02 0.5926:1:0.02 0.6204:1:0.03 0.6111:1:0.02 0.5834 :1:0. 03 0.5787:1:0.01 0.5556:1: 0.01 0.5972:1: 0.01 
PHA 0.6142:1:0.04 0.6173:1:0.03 0.5595土0.03 0.5957:1:0.04 0.5926:1:0.02 0.5926土0.02 0.5972:1:0.02 0.6019:1:0.04 
ConA 0.6358:1: 0.01 0.6296土0.03 0.6173土0.02 0.6296:1: 0.02 0.6049:1: 0 . 01 0.6234:1: 0 .02 0.6234:1: 0.02 0.5988 :1:0.03 

ウシ Cont. 0.6435土0.01 0.6389:1:0.01 0.6204:1: 0.01 0.6158土0.02 0.6157:1: 0.03 0.6296土0.01 0.5926:t0.04 0.6065土0.04
PHA 0.6019:1:0.01 0.5834:1: 0.01 0.6019:1: 0.01 0.6204:1:0.03 0.6065:1: 0.04 0.6111:1:0.04 0.6111:1:0.01 0.6157:1: 0.03 

s ConA 0.6111 :1:0.01 0.6296:1:0.01 0.6111 :1:0.02 0.5926:t0.01 0.5834:t0.01 0.6019:1: 0.01 0.6019:t0.01 0.6019:1: 0.01 
. 

イヌ Cont. 0.5973土0.02 0.6065土0.01 0.5926:t0.02 0.6019土0.01 0.6019:1: 0.01 0.6019土0.03 o . 5880:t 0.01 0.6019土0.01
PHA 0.6019:t0.03 0.5926:1: 0.01 0.5926土0.02 0.6111 :1:0.01 0.6019:1:0.01 0.5834土0.01 0.5973土0.01 0.5880土0.01
ConA 0.6019:1:0.01 0.6019:1:0.01 0.6019土0.01 0.5741:1: O. 01 0.5834:1: 0.03 0.6019:1:0.01 0.6019:1: 0.03 0.6019:1:0.03 

(平均値土標準誤差、 n=3)

Cont:マイトジエンのかわりにハンクス緩衛生理食塩液を添加した末梢血リンパ球 (PBL)のオーダーパラメーター (S)• 
PHA:フイトヘマ;グルチニンP刺激PBLのS.
ConA:コンカナパリンA刺激PBLのS.



5.若雪 需要

本章で用いた膜流動性翻定のためのプロープはリン脂質二重層内に入り込み、

プロープの動きが膜のリン脂質分子の動きを反映しているといわれている(荒

磯ら、 1987)。しかしESR法においては、スピンラベル剤のカルポキシル基がそ

の分子構造上痕表面でトラップされ、リン脂質二重層内に深く入り込めないと

考えられる。さらに、両プロープの膜内移動時聞はほとんど閉じである

(HUBBELL & McCONNEL， 1971: KINOSITA et al.， 1984ししたがって、 ESR法に

おいて算出されるオーダーパラメーターは、蛍光異方性と比較すると、 PBL細

胞膜リン脂質二重層内のより表層の膜の動きを反映しているものと考えられる。

図5に示したように、 ESRスペクトルの波形がわずかではあるが経時的に変

化しているように見えるa また、シグナル強度が時間と共に減衰している。こ

れらの変化は、マイトジェン刺識PBLにおいても未刺滋PBLにおいても観察され

た。この原因としては以下のことが考えられる;①ESRスペクトル翻定中に、

セルとして使用したヘマトクリット毛細管内をPBLが沈降する.②PBL内の様々

な代謝活性によりニトロキシドラジカルが分解される.しかし、これらの影響

によるTIIおよびTょの著しい変化は認められなかった。したがって、これら

のスペクトルから算出したSには、著しい変化は認められなかった。

CURTAINら(1978)はヒトPBLのPHAまたはConA刺激によるSの減少を観察し

た。また、スピンースピン相互作用の潤定において、 PHA刺激によりスピンラベ

ルした PBL諜リン脂質分子の動きが変化したとも報告している(CURTAINet al.， 

1980)0 NELSON(1967)は、種々の晴乳動物(ラット、ウサギ、モルモット、プ夕、

イヌ、ネコ、ヒツジ、ヤギおよびウシ)の赤血球膜リン脂質組成比には、種差

は認められるが年齢差はほとんど認められないと報告している"PBL膜は赤血

球膜と異なりかなり複雑な構造を有しており、赤血球膜の概念がそのまま適用

できるとは考えられないが、 CURTAINら(1978，1980)の報告ではヒトPBLのPHA
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刺識による膜流動性の変化は、スフインゴリピドの動きに依存していると結論

づけている。以上のことから、 PHA刺裁によるウマ、ウシおよびイヌPBLの膜流

動性の変化がヒトPBLのそれより小さくなる原因として、膜脂質組成比の違い

およびアシル鎖における二重結合数の違いが考えられた。

蛍光偏光解消法により ηを求めるためには、極限蛍光異方性および蛍光寿命

を知る必要がある(KINOSITAet al.， 1984)。しかし、 PBLに関してこれらの成
績は今だ報告されていない。本章では未刺激PBLの極限蛍光異方性および蛍光

寿命を、水素ガスレーザ一ナノ秒パルス光を用いて光子計数法(ARAISOet al.， 
1986)により測定した。しかしこの方法を用いた場合、ー検体あたりに要すあ

測定時聞が非常に長く(約1時間)、マイトジェン刺激後30分以内に生じると思
われる膜流動性の変化を観察するには適さないと考えられる。そこで本章では、

ηのかわりに定常光により測定できる蛍光異方位を膜流動性の指標とした。す

なわち細胞膜においては、 ηの減少にともないrsも減少する(KINOSITAet al.， 
1984)。このことは図4に示したように、ウマ、ウシおよびイヌPBL膜において

も適合することが認められた。その結果、ウマ、ウシおよびイヌのPBLにおい

て、 PHAあるいはConA刺激による蛍光異方位の著しい変化は認められなかった。

また、各種動物未刺激PBLの膜粘性の差はO.lpoise以下であり、マイトジェン

刺激による膜流動性のわずかな変化はこの差より小きかったe

以上のことから、少なくともウマ、ウシおよびイヌのPBL膜では、マイトジ

エン刺激によりレセプター蛋自の動きを著しく活発にするような脂質二重層の

流動性の上昇はないものと判断された。したがって、ウマ、ウシおよびイヌの

PBL幼若化反応において、異なった反応性を示す原因として、 3種動物PBLの膜

流動性の変化の程度の差は関係ないものと考えられた。

本章の内容に関しては、 TAJIMAet al.， 19S9aおよび TAJI鮎 etal.， 

1989bに発表予定である。
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工.芸喜 来勺

IV.多宮 3 重量

末梢血リンパ球幼若化反応における

細胞内骨格系の関与

ウマ、ウシおよびイヌの末檎血リンパ球(PBL)のフィトヘマグルチニンP

(PHA)およびコンカナパリンA(Cona)による幼若化反応における、細胞内骨格

系(微小線維および微小管)の役割について微小管重合阻害剤であるコルヒチン

およびピンプラスチンと、微小線維重合阻害剤であるサイトカラシンDを用い

て検討したa

ウマおよびイヌPBLの両マイトジェンによる幼若化反応におけるコルヒチン

およびピンプラスチンの50%幼若化回復濃度は、ウシPBL幼若化反応における

それらよりも低かった。これは、幼若化反応における微小管の機能が、ウシよ

りウマおよびイヌPBLにおいて重要な役割を担っていることを示唆していた。

一方、サイトカラシンDの50%幼若化回復濃度は、各種動物PBLにおいて、い

ずれのマイトジェンを用いた場合もほぼ一定であった。このことは、微小線維

の機能が3種動物PBL幼若化反応における反応性の違いを呈する一因ではない

ことを示唆していた。

以上の成績から、ウマおよびイヌPBLの幼若化反応初期過程における微小管

の機能は、ウシPBLのそれよりも重要な役割を担っており、そのために3種動

物PBL聞にPHAあるいはConAによる反応性の違いが生じると考えられた。
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2 . F:容コ:c

リンパ球幼若化反応において、末棺血リンパ球(PBL)刺激のためのシグナル

が細胞表面から細胞内に伝達される必要がある。これは、以下の経路により伝

達されるといわれている。①マイトジェンのレセプターへの結合.②膜流動性

の変化.③レセプターの架橋集合.DNA合成能により判定したマイトジェンに

対する反応性は各種動物により様々である(KRISTENSENet al.， 1982a; 

TAJIMA et al.， 1987)。これは、上述のような幼若化反応の初期段階における

シグナル伝達機構の違いに起因するのではないかと考えられる。すでに第l章

では①に関し、第2章では②に関して検討した。本章では③に関して、レセプ

ターの動きを支配する細胞内小器官の働きと幼若化反応との関連性を調べた。

細胞の構造を維持している微小管や微小線維のような細胞内骨格系は、レセ

プターの架橋集合や活性化シグナル伝達のためにも重要な役割を果している

(EDELMAN et al.， 1973; LOOR， 1980)。コルヒチンおよびピンプラスチンは微

小管重合組害剤として、サイトカラシンは微小線維重合阻害剤として使われて

いる(LOOR，1980)。リンパ球をマイトジェン刺激する前にこれらの薬剤を作用

させると、幼若化反応は阻止されるといわれている(EDELHANet al.， 1973; 

LOOR， 1980; THYBERG et al.， 1971; YAHARA & EDELMAN， 1973)。

本章では、これらの幼若化反応阻止薬剤を用いてウマ、ウシおよびイヌPBL

幼若化反応の反応性の違いにおける、微小管および微小線維の関与の程度につ

いて検討したc
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3.本才業L立さ Jミ之Jご支デ記長

1) PBL採取

第1章と同ーの動物を用いウマ、ウシおよびイヌから同ーの方法でそれ

ぞれPBLを採取した。採取したPBLをハンクス緩衝生理食塩液(HBSS，pH7. 4) 

にて 3 回洗浄した。洗静後、 PBLを 20%ウマ血清加RP~U 1640に1.5X 106 

個Imlになるように再浮遊させたe

2)リンパ球幼若化反応阻止試験

PBL浮遊液100μ1を96穴マイクロプレートに添加し、 HBSSで希釈したコ

ルヒチン(半井化学薬品、京都)、ピンプラスチン(杏林製薬、東京)または

サイトカラシンIJ(Sigma，St.Louis)をそれぞれ20μ1ずつ1O-10""'1O-4M

になるように添加した。 37CC、5%C02培養器内で1時間培養した後、フ

ィトヘマグルチニンP(PHA，Difco， New York)あるいはコンカナパリンA

(ConA， Pharmacia， Milwaukee)を添加し、さらに96時間培養した。ウマ、

ウシおよびイヌPBL幼若化のためのPHA濃度はそれぞれ5、15および20μgl

ml、ConA濃度はそれぞ、れ50、5および25μg/mlとした(KRISTENSENet al.， 

1982b;貼SCOPLA1・etal.， 1974; TAJIMA et al.， 1987)c 

培養終了24時間前に、 0.5μCiのトリチウムーチミジン(3H-TdR)を各穴に

添加した。培養終了後PBLをガラス線維・遣紙上に回収し、 PBLに取り込まれ

た司{-TdRの放射活性を測定した。幼若化回復率は以下の式により算出した。

幼若化図復率(%)= 
(阻止剤添加PBLの3H-TdR取り込み量)

x 100 
(阻止剤無添加PBLの司{-TdR取り込み量)
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50%幼若化回復率を指標として、ウマ、ウシおよびイヌPBLに対する阻止

剤の影響を比較したc

4.来吉 身毛

1)撒小管重合阻害剤による幼若化阻止試験

PHAあるいはConAを用いたウマ、ウシおよびイヌ PBL幼若化反応をコルヒチ

ンにより限止した場合の幼若化回復率は表1および図lに示した。また同様に、

ピンプラスチンにより阻止した場合の幼若化回復率を表2および図2に示した。

幼若化能が50%回復する時点での濃度(50%幼若化回復濃度)はコルヒチンまた

はピンプラスチンのいずれの薬剤を用いた場合にも、ウシPBLにおいて最も高

かった。

2)微小線維重合阻害剤による幼若化阻止試験

PHAあるいはConAを用いたウマ、ウシおよびイヌPBL幼若化反応をサイトカラ

シンDにより阻止した場合の幼若化回復率は表3および図3に示した。サイト

カラシンDを用いた場合にはウマ、ウシおよびイヌPBしのいずれの間にも50%

幼若化回復濃度の著しい差は認められなかった。

3) 50%幼若化回復識度の比較

ウマ、ウシおよびイヌPBLにおけるコルヒチン、ピンプラスチンおよびサイ

トカラシンDの50%幼若化回復議度を表4に示した。幼若化阻止薬剤としてコ

ルヒチンまたはピンプラスチンを用いた場合には、ウシPBLにおける50%幼若

化回復濃度は、ウマおよびイヌPBLのそれより著しく高濃度で・あった。一方、
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サイトカラシンDを用いた場合、 3種動物PBL間における50%幼若化回復濃度
に著しい差は認められなかったc

以上の結果より、ウマおよびイヌPBLの微小管はウシのそれに比べて幼若化
反応において、より重要な役割を担っていると考えられた。
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図1.コルヒチンによるウマ、ウシおよびイヌの末檎血リンパ球 (PBL)幼若

化回復率.

一一'一一:ブイトヘマグルチニンP(PHA)刺激PBL.
……0……ι:コンカナパリンA(ConA)刺激PBL.

コルヒチン無添加でのPHAまたはConAに対する反応性を100としたc

コルヒチンの濃度はモル濃度の対数のマイナス(-log[コルヒチンのモ

ル濃度])で表した。 (TAJIMAet al.， 1989dより引用)
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図2.ピンプラスチンによるウマ、ウシおよびイヌの末檎血リンパ球幼若化回

復率.

図中の表記法は図1と同じである。

ピンプラスチンの濃度はモル濃度の対数のマイナス(-log[ピンプラス

チンのモル濃度])で表した。 (TAJIMAet al.， 1989dより引用)
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図3.サイトカラシンDによるウマ、ウシおよびイヌの末梢血リンパ球幼若化

回復率.

図中の表記法は図1と同じである。

サイトカラシンDの濃度はモル濃度の対数のマイナス(-log[サイトカ

ラシンDのモル濃度])で表した。 (TAJI鮎 etal.， 1989dより引用)
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P由BL来の マイト
シエン

ウマ PHA 
ConA 

ウシ PHA 
ConA 

イヌ PHA 
4。h1 ConA 

表1.コルヒチンによるウマ、ウシおよびイヌ末梢血リンパ球の幼若化回復率(%). 

コ Jレ ヒ チ ン j農ー7度一-I-lo£じ6コルヒチン濃5度、 M]) 4 
10 g g 3 

94.5:t 7.0 92.0:t8.3 89.4土3.8 84.5土6.7 89.6:t4.6 12.7:tO.5 1.5土0.4 O.9:t0.2 
102.6:t0.5 101.5土2.8 98.3:t 0.3 83.2土4.1 77.3土2.6 20.9土1.0 4.5土0.3 3.0:t0.7 

一一一一一

99.4土6.2 105.2:t4.3 97.7土6.7 101.3土2.6 94.2土3.3 57.3:t 9.2 8.9土1.6 4.5土1.5
108.6土8.1 99.0土5.3 96.2土1.7 93.0土6.5 76.7土2.0 78.0土7.4 28. 2:t 2.4 4.5:t0.3 

104.5:t12.5 88.7土5.7 94.7土8.4 105.8土10.4 111.4:t3.4 24.4土8.8 20.8土9.3 17.9土7.6
111. 2土1.3 124.4土11.5 122.1土8.1 86.7土10.9 53. 4:t g. 8 18.4土7.9 21.3土9.6 14.2土7.2

(平均値土標準誤差、 n= 3) 

PHA :コルヒチン無添加でのブイトヘマグルチニンPに対すあ反応性を100とした時の相対値.
ConA :コルヒチン無添加でのコンカナパリンAに対する反応性を100とした時の相対値.



。0可1 

表2.ピンプラスチンによるウマ、ウシおよびイヌ末梢血リンパ球の幼若化回復率(%). 

PBLの マイト
由来 Yェン

ピンプラスチン濃度 (-lol.': [ピンプラスチン濃度.MJ ) 
10 9 8 7 6 ---5------4 

ウマ PHA 102.0:t9.6 97.5土12.9 117.2土14.8 46.7土11.13.8:t1.6 1.6土0.2 0.7土0.3
ConA 107.6:t 1. 8 96.2土4.3 72.6土11.154.8土13.6 3.7土0.2 4.2土2.6 0.4:t0.3 

ウシ PHA 114.5土2.0 123. 8:t 6.6 119.1土9.2 97.3土2.6 18.0:t9.5 2.0土1.00.6:t0.l 
ConA 108.7土10.4 99.5土10.4 92.8:t9.7 87.9土9.5 58.3:t 5.5 16.7:t3.8 0.6土0.1

一一一一一一一一一一一

イヌ PHA 106.3土7.6 104. 6:t 11. 9 69.5:t 9.4 25.8土3.6 24.0土6.1 13.3:t3.1 7.2土0.4
ConA 114.9:t 11.5 109.8土6.3 112.6:t7.7 28.1:t 6.7 11.6土2.3 11.5:t1.6 2.2:t1.2 

(平均値±標準誤差、 n= 3) 

PHA :ピンプラスチン無添加でのプイトヘマグルチニンPに対する反応性を100とした時の柑対値，
ConA :ピンプラスチン無添加でのコンカナパリンAに対する反応性を100とした時の相対値.



u1 
∞ 

表3.サイトカラシンDによるウマ、ウシおよびイヌ末梢血リンパ球の幼若化回復率(%) . 

PBLの マイト
由来 シ"エン

サイ トカラシン D 濯If (-lo[ [サイトカラシンD湿度Lム11上
10 9 8 7 6 5 

ウマ PHA 107.9土6.1 107.7::t6.0 105.8土1.3 92.1土8.1 66.0土2.7 2.3土0.5 0.8土0.5
ConA 101.6::t1.7 102.2::t6.1 101.3土7.9 98.6土8.4 82.9土8.8 4.7土0.3 3.0::t0.6 

ウシ PHA 107.7土11.7 107.1土7.4 110.3::t7.5 109.5::t7.6 144.2土11.1 10.2土3.4 2.3:!:1.2 
ConA 87.3::t6.1 91.9土8.7 97.5土6.6 78.9土4.2 73.9土10.3 7.8::t1.5 2.1::t0.3 

イヌ PHA 90.8:!: 3. 0 90.3::t 2.2 86.8::t 4.0 89.6土10.3 67.0土7.3 13.7土3.4 3.7土1.8
ConA 105.3::t 8.0 91.4土5.6 92.3土4.4 96.3土2.2 1l1.7::t7.3 5.1:1:2.1 4.6:1:2.0 

(平均値土標準誤差、 n= 3) 

PHA :サイトカラシンD無添加でのブイトヘマグルチニンPに対する反応性を100とした時の相対値.
ConA:サイトカラシンD無添加でのコンカナパリンAに対する反応性を100としたi時の相対儲.



表4.コルヒチン、ピンプラスチンおよびサイトカラシンDの50%幼若化回復濃度.

PBLの コJレヒチン ピンプラスチン サイトカラシンD

由来 PHA ConA PHA ConA PHA Co nA 

ウ マ 3.2 x10-6 3.1 X 10-6 8. 7x 10-8 1.3 x10-7 1. 8 X 10-6 2.6 X 10-6 
ウ ン 1.4X10-5 3.6xI0-5 3.8x 10-7 1.4 x10-6 6.4x10-6 3.2xI0-6 
イ ヌ 4.8 XlQ-6 1. 2x 10-6 2. 6 x 10-8 5 .4 x 10-8 2.0 X 10-6 3.8x 10-6 

それぞれの濃度はモル濃度で表した。 (TAJI月Aet al.， 1989dより引用)
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5.若雪 努要

リンパ球表面の免疫グロプリンに代表されるレセプター蛋白は外来刺撤物質

と結合すると再配置し、パッチやキャップを形成する(TAYLORet al.， 1971)。

パッチやキャップの形成は、リンパ球の分化・増殖のための活性化シグナル伝

達にとって必要不可欠な現象のように思われる。なぜなら、キャップ形成を阻

止するとリンパ球の活性化(司I-TdR取り込み能で判定するところのDNA合成能)

も阻止されるからである(EDELMANet al.， 1973)。

レセプターの再配置においては、微小管および微小線維が重要な機能を有し

ている(DePETRIS，1975; EDELMAN et al.， 1973; LOOR， 1980)。細胞内骨格系

である微小管および微小線維は細胞内に広範なネットワークを形成し、細胞形

態の維持、有糸分裂およびシグナル伝達に重要な役割を担っている(DePETRIS，

1975; LOOR， 1980)。したがって、 PBLのマイトジェン刺激に対する動物種聞に

おける反応性の違いは、微小管や微小線維によるマイトジェンレセプター支配

の程度の相違に起因するものと推謝された。

ピンプラスチン、ピンクリスチン、コルヒチン、コルセミド、ポドフイロト

キシンなどは、微小管に結合し重合を阻止することによりキャップ形成を阻害

し、幼若化反応を組止するといわれている(CORTESEet a1.， 1977; THYBERG 

et al.， 1977)。また、これらの薬剤のキャップ形成阻害効果は、その毒性に

よるものではないことが判明している(貼NGet al.， 1975)。さらに、これらの

薬剤による幼若化反応阻止効果は、 DNA合成能に直接障害を与えるためではな

いともいわれているほDELMANet al.， 1973)。

微小線維重合組害剤としてのサイトカラシンには、数種のサイトカラシンが

報告されているが、幼若化反応阻止のためにはサイトカラシンBおよびDが一

般に利用されている(YAHARAet al.， 1982)。しかし、サイトカラシンBには
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グルコース輸送を障害することにより幼若化を阻止する効果も報告されている

(MEDRANO et al.， 1974; JUNG & RAMPAL， 1977)。一方、サイトカラシンDに

はそのような効果はなく(HUMEet al.， 1978)、幼若化反応における微小線維

の役割を調べるためには適したプローブといえる。

ヒト、マウスおよびウサギのリンパ球のConAに対する反応性は、1Q-6Mのコ

ルヒチンにより約70-80%阻止される(貼NGet al.， 1975)。また、ヒトリン

パ球のPHAに対する反応性は10-6Mのコルヒチンあるいはピンプラスチンによ

り約75%阻止される(GUNTHERet al.， 1976)。これらの結果は、守トTdR取り込

み能により判定したものである。一方、蛍光標識ConAを用いた形態学的観察に

よると、マウス牌膿リンパ球のConA刺激によるキャップ形成は1O-4Mのコルヒ

チンにより約60.......80%阻止される(EDELMANet al.， 1973)。上述のような様々

な結果が報告されている原因として、リンパ球由来の相違も考えられるが阻止

効果の判定法の違いもその一因と考えられる。したがって本章では阻止薬剤の

効果を、 3H-TdR取り込み能で判定するところの50%幼若化回復能を基準として、

各種動物PBLに関して検討した。

コルヒチンを用いた場合、ウマおよびイヌPBLにおいてはその効果が上述の

既報の結果とほぼ同様であったが、ウシPBLにおいては同様の阻止効果を得る

ためには高濃度のコルヒチンが必要であった。逆に、ピンプラスチンを用いた

場合、ウシPBLにおいてはヒトPBLとほぼ同様の効果が得られたが、ウマおよび

イヌPBLにおいてはピンプラスチン濃度はウシPBLにおけるそれよりも低かった。

また、サイトカラシンDを用いた場合、各護動物PBL間に著しい差は認められ

なかった。以上の結果から、ウマおよびイヌPBLにおける活性化シグナルの伝

達は微小管重合阻害剤により容易に阻止され、幼若化反応が低濃度の阻害剤の

存在により障害される s この阻害剤に対する感受性の違いは今後の検討課題で

あるe さらに、微小線維は幼若化反応におけるシグナル伝達機構には特に重要
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な役割を担っていないようである。つまり、ウマおよびイヌPBL幼若化反応に

おいて微小管は、ウシPBL幼若化反応におけるよりもPHAあるいはConAによる反

応性を強く支配していることが示唆された。

本章の内容に関しては、 TAJIMAet al.， 1989dに発表予定である。
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、r.批愈 おき

末梢血リンパ球(PBL)幼若化反応は、 invitroでPBLの免疫応答能を調べるた

めの有用な検査法である。この検査法は、獣医臨床領域においても広く利用さ

れており、マイトジェンとしてフイトヘマグルチニンP(PHA)およびコンカナ

バリンA(ConA)が頻用されている。しかし、健常時における各種動物のマイト

ジェンに対する反応性は異なっており、また反応条件も様々である。したがっ

て本論文では、それぞれ特有の反応住および反応条件を有するウマ、ウシおよ

びイヌのPBLに関し、 PHAおよびConAを用いて幼若化初期機構および動物種差に

ついて検討したc

1.ウマ、ウシおよびイヌPBL幼若化反応における最大幼若化活性を誘起する

ために必要なマイトジェン濃度(最適マイトジェン濃度)とマイトジェン結

合部位数の関係を調べた。

1) PHAおよびConAはウマ、ウシおよびイヌPBL幼若化反応においてTリンパ

球マイトジェンとして作用すると考えられた。

2)ウマ、ウシおよびイヌPBL表面上のPHAに対する結合部位数はPBL1X1Q5 

当りそれぞれ4.2XlQt1， 12.8X1011および14.0X1011，ConAの結合部

位数は同様に23.9X1011，9.4X1011および12.1X1011であった。

3)最大幼若化活性を誘起するためのマイトジエンの最適結合率はPHAの場

合マイトジェンの最適濃度とは無関係であったが、 ConAの場合マイトジ

エンの最適濃度の高いPBLでは結合率も高くなることが認められた。

4) PHAあるいはConAにより最大幼若化活性を誘起するための結合部位数は、

マイトジェンの最適濃度の高いPBLほど多く必要であった。

5)ウマおよびイヌのBリンパ球表面上には、ウシBリンパ球に比べ多数の
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ConA結合部位が存在した。また、 PHAの結合部位は上記3種の動物のB

リンパ球表面上にはほとんど存在しなかった。

以上の成緩から、ウマ、ウシおよびイヌPBL幼若化反応におけるPHAまたは

ConAの最適濃度の差異は、最大幼若化活性を誘起するために必要な結合部位数

がそれぞれ異なるためと考えられた。

したがって、 PBL幼若化反応を臨床検査に応用する際に、その反応性を高め

るために不必要にマイトジェン濃度を上げることは無意味なことであると判断

された。

2.最適マイトジェン濃度で誘起したPBL幼若化反応の反応性(分化・増殖の程

度)がウマ、ウシおよびイヌPBL間で異なる原因を追究するために、幼若化

反応初期段階で生じると言われている膜流動性の変化を、 3種動物PBLに

ついて翻定した。

1) 1，6-ジフェニルー1，3，5-ヘキサトリエンを用いた蛍光偏光解消法により、
PHAあるいはConA刺激したウマ、ウシおよびイヌPBLの膜流動性を経時的

に測定したところ、それらの変化は未刺識PBLの膜流動性の変化と比較

して、膜流動性の変化は認められなかったe

2) 5ードキシルステアリン酸を用いた電子スピン共鳴法によって同様に測

定した。しかし、本方法においてもPHAあるいはConA刺激による3種動

物PBLの膜流動性の変化は認められなかった。

以上の成績から、ウマ、ウシおよびイヌPBL幼若化反応初期段階においては、

ヒトPBLにおいて一部の研究者により報告されているような膜流動性の変化は

伴っていないと考えられた。したがって、 3謹動物PBL幼若化反応における反

応性の遣いはPHAあるいはConA刺激後の膜流動性の変化の程度に起因するもの

ではないと推察された。

-62-



3. PHAあるいはConAがPBL表面上の結合部位に結合後、結合部位は再配置しパ

ツチやキャップを形成する。これは、幼若化反応におけるマイトジェン刺

激シグナル伝達の際に、必要な現象であるa そこで、その結合部位の動き

を支配する細胞内小器官のうち、微小管および微小線維の機能の役割をウ

マ、ウシおよびイヌPBLに関し調べた。

1)微小管重合限害剤であるコルヒチンおよびピンプラスチンによる幼若化

反応阻止試験の結果、 50%幼若化回復濃度で比較すると、いずれの薬剤

を用いた場合にもウシPBLがウマおよびイヌPBLのそれよりも高濃度であ

った。

2)微小線維重合限害剤であるサイトカラシンDによる幼若化反応阻止試験

の結果、 50%幼若化回復濃度で比較すると、 3種動物PBL聞に著しい差

は認められなかった。

以上の成績から、マイトジェンに対する反応性の低いPBLは微小管重合限害

剤の影響を受けやすくマイトジエン刺激シグナル伝達のためのレセプター架橋

集合が微小管により強く支記されていると考えられた。また、微小線維は幼若

化反応誘起のためのマイトジェン刺激シグナル伝達に際し、重要な役割を担っ

ていないと推察された。

ウマ、ウシおよびイヌPBL幼若化反応におけるマイトジエン(PHAおよびConA)

の濃度が特有であるのは、最大幼若化活性を誘起するために必要なマイトジェ

ン結合数が3種動物PBLで異なっており、また結合部位の分布が3種動物PBL独

特であるためと考えられたe さらに、 PBLに対するマイトジェンの作用の3種

動物PBL聞における差は、マイトジェン刺識の伝達初期過程における微小管の

機能の役割の違いが一因であると考えられた。
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STUDIES ON THE DIFFERENT RESPONSIVENESSES OF LYMPHOCYTES TO 

MITOGENS IN EQUINE， BOVINE AND CANINE PERIPHERAL BLOOD 

Motoshi TAJIMA 

Department of Veterinary Surgery， 

Faculty of Veterinary Medicine， 

Hokkaido University， 

Sapporo 060， Japan. 

The blastogenic response of peripheral blood lymphocytes 

(PBU provides a reliable index of the immunological potency of 

PBL tn vitro. This method has recently been introduced in veteri-

nary clinical examination. Phytohemagglutinin P (PHA) and concana-

valin A (ConA) are mitogens generally available for blastogenic 

response. But PBL separated from healthy animals have different 

responsivenesses to mitogens， and there are a species difference 

in the conditions for the blastogenic response. In this thesis， 

therefore， the first stage of the mechanism of blastogenic 

response and the different responsivenesses to mitogens of 

equine， bovine and canine PBL were investigated. 

1. Equine， bovine and canine PBL have their own optimum concen-

trations of mitogens for inducing maximum blastogenic activity. 

The relation between optimum mitogen concentration and the 
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binding sites of PHA or ConA on the surface of each PBL were 

estimated. 

1) PHA and ConA stimulated T lymphocytes-to induce blastogenic 

responses specifically in equine， bovine and canine PBL. 

2) The numbers of PHA binding sites on equine， bovine and 

canine PBL were 4.2xl011， 12.8xl011 and 14.0xl011 per 1x105 

PBL， respectively. Those of ConA were 23.9x1011 • 9.4xl011 

and 12.1x1011 per 1xl05 PBL， respectively. These differ-

ences corresponded to each optimum concentration of mitogens. 

3) The ConA binding rates for inducing maximum blastogenic 

activity corresponded to the optimum concentration of ConA 

for each PBL. When PHA was used， no correlation was recog-

nized between the binding rates and the optimum concentra-

tion of PHA for each PBL. 

4) The numbers of PHA 01' ConA binding sites to induce the maxi-

mum blastogenic activity were larger in preparations of PBL 

having higher optimum concentrations of PHA or ConA. 

5) Numbe1's of ConA binding sites on the surfaces of equine and 

canine B lymphocytes were larger than those on bovine B 

lymphocytes. Almost no PHA binding sites were detected on 

the surfaces of B lymphocytes from these three animals. 

These r~sults indicate that the difference in optimum concen-

trations of PHA or ConA to induce blastogenic responses in 

equine， bovine and canine PBL depends on the difference of oc-

cupied binding sites inducing the maximum blastogenic activity. 
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2. There is a possibility that， at the first stage of PBL blasto田

genic response， the membrane fluidity of PBL changes by stim-

ulation with mitogens. The difference in responsivenesses to 

mitogens for each PBL blastogenic response was thus examined 

in relation to the degree of fluidization in the PBL membrane 

after stimulation with the mitogen. 

1) The membrane fluidities of equine， bovine and canine PBL 

after stimulation by PHA or ConA were estimated using 

a fluorescence depolarization assay with 1 ， 6~diphenyl-1 ， 3 ， 5-

hexatriene. No changes of membrane fluidity were detected 

in any PBL after stimulation with PHA or ConA compared with 

unstimulated PBL. 

2) The membrane fluidities of PBL in three animals after stimu-

lation by PHA 6r ConA were further analyzed using an elec-

tron spin resonance technique after treatment with 5-doxyl 

stearic acid. The results obtained by this method were al-

most the same as. those obtained by a fluorescence depolari-

zation assay. 

These results indicate that at the first stage of PBL blasto-

genic response， no membrane fluidization was recognized after 

stimulation with PHA or ConA. Therefore， the membrane fluidi四

zation may not be responsible for the difference in blasto-

genic response to PHA or ConA in equine， bovine and canine PBL. 

3. After the binding of PHA or ConA to its binding sites， they 
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are redistributed and form patches and caps. These formations 

are necessary to transmit signals for the activation of cell 

functions， such as proliferation and differentiation. Cyto四

musculature such as microtubules and microfilaments plays an 

important role in the formation of patches and caps. It is 

conceivable that the different responsiveness to mitogen in 

each animalts PBL depends on the degree of the connection of 

cytomusculature to the mitogen binding sites. The contribu-

tion of cytomusculature to blastogenic response was thus exam-

ined in equine， bovine and canine PBL. 

1) Colchicine and vinblastine were used as inhibitors of poly-

merization in microtubules， and those concentrations in 50% 

blastogenic recovery were estimated as an index of the in-

hibitors. The values were higher in bovine PBL than those 

in equine and canine PBL. 

2) Cytochalasin D was used as an inhibitor of polymerization 

in microfilaments. and the concentration in 50% blastogenic 

recovery was estimated as an index of the inhibitor. There 

was no significant difference in each PBL blastogenic 

response. 

These results suggeste that in equine and canine PBL micro-

tubules may play an important role in the blastogenic response， 

and that microfilaments made only a small contribution to the 

blastogenic responses of PBL in these three animal species. 

It is concluded that contribution of microtubules to the res-

同

t
同
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ponsivenesses to PHA or ConA in equine and canine PBL is more 

important than that in bovine PBL. 

In summary， the present studies elucidated (1) that equine， 

bovine and canine PBL have their own optimum concentrations of 

mitogens in PBL blastogenic responses， (2)that they have different 

numbers of mitogen binding sites for inducing maximum blastogenic 

activities and the distribution of these binding sites is 

different on each PBL， and (3)that the microtubules contribute to 

the difference in responsivenesses of PBL to mitogens in the 

three animal species in the first stage of the transmission of 

mitogenic signals. 
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