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はじめに

　免疫系は自己と非自己を区別し非自己を排

除するように働くシステムであるが、　ヒトに

おけるSLEや慢性関節リウマチなどの自己
免疫疾患においては、　本来自己である抗原や

組織に対して抗体産生や免疫反応による組織

障害が惹起される。’ ﾜた、　多クローン性のB

細胞活性化を代表とするリンパ球の異常も数

多く見いだされている。　それではリンパ球の

異常は幹細胞のレベルですでに規定されてい

るものなのであろうか、　あるいはリンパ球が

分化成熟する過程での”リンパ球分化の場”

の異常によるものであろうか？

　この命題に答えるために自己免疫疾患モデ

ルマウスを用いた実験が行われてきた。　すな

わちヒトの自己免疫疾患モデルマウスの骨髄

を正常マウスに移植する、　あるいはその逆に

正常マウスの骨髄を自己免疫モデルマウスに

移植するものである。　その結果　NZB、　（NZB

xNZW）F1、　BXSBマウスに発症する自己免疫疾
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患は骨髄の幹細胞自体に起因することが判明

した1）顧5》。しかし、　自己免疫疾患の早期発症

が単一遺伝子である　1pr遺伝子に起因する、

別のヒト自己免疫疾患モデルマウスであるMR

L／MpJ－lpr／1pr（MRL－1pr）マウスの場合は別で

あった。　lpr（lymphoproliferation）遺伝子を

ホモ接合で持つマウ’

著となるリンパ節腫脹、　異常T細胞の増加と

自己免疫疾患を特徴とし、　5～6ヶ月齢で半

数が死亡する6）一8》。　MRL－1prマウスと　lpr遺

伝子のみが異なる　MRL／MpJ一＋／＋（MRL一＋）マウ

スの骨髄細胞をMRL－1prマウスに移植した場

合には、　無常月後に宿主由来のリンパ球によ

るリンパ節腫脹や血中の自己抗体産生が観察

される。　またその逆に　MRL－lprマウスの骨髄

細胞を　MRL一＋マウスに移植した場合には移植

片対宿主（graft　versus　host；GVH）様反応の

消耗性疾患が発症し、　2次リンパ組織の退縮

が観察された（1pr－GVH）8→1｝。従ってMRL－1

prマウスの自己免疫疾患の場合には、　幹細胞
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の異常に基づくものかそれ以外の異常による

ものか、　この実験からは確定できなかった。

しかし、　この　GVH様反応は　lpr遺伝子のみの

違いに基づくものであるので、　この現象を解

析することは”lpr遺伝子とはいかなるもの

か？”という命題に対してのアプローチとし

て有用であると考えられた。

　我々は　lpr遺伝子を正常マウスであるC57B

L／6（B6）マウスに導入した、　C57BL／6－1pr／l

pr（B6－1pr）マウスの脾細胞をX線照射したB6

マウスに移入する（［B6－1pr→B6Dと、　骨

髄移植と同様に　GVH様反応が惹起されること

を見いだした。　しかもこの場合、　GVH様反応

は脾細胞移入10日目をピークとする早期に

起こり、　著明なCD8＋T細胞の増殖を主体とし

ている12）13）。　さらにキメラマウス脾細胞は、

正常マウス脾細胞のマイトジェンに対する増

殖反応を抑制した12》13）。

　本研究では　GVH様反応の主体となるCD8◇細

胞の前駆細胞の同定と、　CD8＋陽性細胞の増殖
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が起こる条件、　マイトジェン反応抑制の機序

および　GVH様反応に関与するリンホカインに

ついて検討し、1pr－GVHのメカニズムを探るこ

とにより　lpr遺伝子を解析することを目的と

した。

材料と方法

1．　マウス

　C57BL／6J－lpr／lpr．　C3HIHeJ－lpr／lpr．　C57

BL／6J－91d／91d及びB6．PL－Thyla／Cyマウスのb

reeding　PairsとMRL／MpJ－lpr／1prマウスは、

米国Jackson研究Fffより購入した。　breeding

pairsを購入したマウスは、　当研究所附属免

疫実験動物施設において繁殖維持した。　C57B

L／6CrSlc．　C57BL／10SnSlc．　BIO．BRISg．SnSlc．

B10．D2／nSnSlc、　MRL／MpJ一＋／＋マウスは静岡県

実験動物農業協同組合より購入した。　（B6－1p

r　x　MRL－lpr）Fl，（B6　x　MRL一＋）Fl，B6－lpr－Thy

1．1マウスは当教室で作製し繁殖維持した。
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2．　抗体

　fluorescence　isothiocyanate（FITC）標識

抗CD8抗体（抗しyt2抗体，53－6．714），phycoery

thrin（PE）標識抗CD4抗体（抗し3T4抗体，GK1．51

5） Cbiotin標識抗Thy1．2抗体（30－H1214）は米

国Becton－Dikinson社より購入した。 抗Thy1．

1抗体　（2D3．3，当部肖で作製）、　抗CD2抗体（RM

2－116》，Dr．　Okumuraより供与）、　抗CD3抗体（

145－2C1117），Dr．　Bluestoneより供与）、　抗B2

20抗体（RA3－6B218），Dr．　Coffmanより供与）、

抗Vβ3抗体（KJ－2519），Dr．　Marrackより供与）、

抗Vβ6抗体（RR4－72z），Dr．Kanagawaより供与）、

抗Vβ11抗体（RR3－1521），Dr．Kanagawaより供

与）、　抗Vβ8抗体（F23．122），Dr．Bevanより供

与）、　抗IL－2レセプターα鎖抗体（7D423）、　米

国American　Type　Culture　Collection（ATCC

）より購入）、　抗トランスフェリンレセプター

抗体（T17217．1．324），ATCC）とJlld抗体25》（A

TCC）はbiotin化して細胞表面の解析に用いた。

抗Thy1．2抗体（HO－13．426｝，ATCC）、　抗しyt2．2

　　　　　　　　　－5一



抗体（HO－2．227），ATCC）、　抗し3T4抗体（GK1．515

》，Dr．　Fitchより供与）、　抗B220抗体（RA，3－3A1

18） CDr．　Coffmanより供与）と抗うットIgκ鎖

抗体（MAR18．528））は、　補体依存性細胞障害に

用いた。

3．　細胞の調整

　マウスより脾臓を無菌的に取り出しホモジ

ナイザーによりRPMI－1640（Gibco社）寺中に

単一浮遊細胞とし、　トリス塩化アンモニウム

溶液にて赤血球を取り除き、　最後に完全培養

液（10％FCS，2x10’5M　2一メルカプトエタノー

ル、　200μ9／m1硫酸カナマイシン、　2mML一グ

ルタミン添加RPMI－1640）でそれぞれの細胞

濃度を調整した。　培養は37。C，5％CO2インキュ

ベーター内で行った。

4．　キメラマウスの作製

　9Gyの全身X線照射を宿主マウスに行い、

翌日トリス塩化アンモニウム処理にて赤血球

　　　　　　　　　一6一
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を除去した　lprマウスの癌細胞（5x107／匹）

を宿主の後眼窩静脈叢より静注し、　キメラマ

ウスを作製した。　脾細胞供与者としては　3－4

ヶ月齢のlprマウスを用い、　宿主としては2－3

ヶ月齢のマウスを用いた。

5．　供与者細胞の分隊

　供与者脾細胞をモノクローナル抗体と共に

4。Cで30分間培養後章心し、　上清を捨て抗う

ットIgκ鎖抗体を加えさらに　4。Cで30分間培

養した。　遠心後上清を捨て、　補体（ウサギ血

清）と共に培養（37。C，30分）した。　1y皿pholyte

M（Cedarlane社）　による比重遠心法により死

細胞を除去した。　分画した細胞の純度は　90％

以上であった。

6．　細胞表面抗原の検索

　キメラマウス脾細胞5x105個口FITC標識抗

CD8抗体とPE標識抗　CD4抗体、　あるいはFITC

標識抗　CD8抗体とbiotin標識抗体を加え、　4。

　　　　　　　　　一7一
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Cで30分インキュベートした。biotin標識抗体

を用いた場合は細胞を遠心し上清を捨てた後、

さらにstreptavidin－PE（biomeda社）を加え　4

。Cで30分インキュベートした。　その後、　死細

胞を識別するためにpropidium　iodide（Sigm

a社）（2μg／ml）　を加えて遠心し、　細胞をリン

酸緩衝液pH7．2に浮遊させFACScan（Becton　Di

ckinson社にて解析した。

7．　細胞増殖抑制活性の測定

　B6マウスの脾細胞（2．5x105／穴）と30GyのX

線を照射したキメラマウスの脾細胞（2．5x105

／穴）を96穴マイクロプレート（No．3595；Cos

tar社）中でconcanavalin　A（Con　A）（Phamacia

社）4μ9／ml、　または1ipopolysaccharide（LPS

）（Sigma社）50μ9／mlの存在下で2－4日間混

合培養した。　ハーベストの6時間前に3H－TdR

（17．5kBq／穴）でパルスし、　その取り込み量に

より増殖抑制能を測定した。
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8．　可溶性因子による細胞抑制活性の測定

　ミリセル（Millipore社）を用いて下層に　B6

マウスの脾細胞（2．5x106／穴）を上層に30Gyの

X線を照射したキメラマウスの脾細胞を24穴

プレート中でLPS（50μ9／m1）と共に3日間培

養し増殖抑制活性を測定した。　ハーペストの

6時間前に1穴の下膚の細胞を96穴プレート

の3穴に分注し3H－TdRでパルスし、　その取り

込み量により増殖抑制能を測定した。

9．　Reverse　transcriptase　一　polymerase

　　chain　reaction　（RT－PCR）

　5x106個のキメラマウス脾細胞からChomczy

nskiらの方法29》によりRNAを抽出し、　1サン

プルあたり20ngのRNAから逆転写酵素（BRL社）

1こ　よ　り　　complementary　deoxyribonucleic　ac

id（cDNA）を作製後、　PC－700（アステック社）で

PCRを94。C　30秒，55。C　30秒，72。C　60秒の条件

にて27サイクル行なった。PCR産物を4％アガロ

ース（Nusieve　3：1；FMC　bioproduct社）上で

　　　　　　　　　一9一
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電気泳動を行なった後、　エチジウムブロマイ

ド　（0．5μg／m1）で染色し、　紫外線下で目的の

バンドを確認した。

結果

1．　マウス種間における急性GVH様反応の差異

　図1に種々の　1pr々ウスを脾細胞の供与者

とし、　同系の正常マウスを宿主としたキメラ

マウスの10日目における脾細胞の　CD4／CD8抗

原の発現を示す。　［B6－lpr→　B6】キメラでは

供与者の脾細胞中CD4＋細胞が6％、　CD8＋細胞が

3％であったが、　移植後10日目には、　宿主中で

CD8＋細胞の著明な増加がみられた。　［MRL－1pr

→　MRL一＋］及び［C3H－1pr→　C3H］キメラでは

供与者の脾細胞中のCD4＋細胞はそれぞれ15％，

13％であり、　CD8＋細胞はそれぞれ8％，6％であっ

たが、　CD8＋細胞の増殖はみられなかった。

［B6－1pr→　B6｝キメラではCD8＋細胞の増殖に

引き続き2週以内に著明な脾の線維化がみら

れるので本研究ではCD8＋細胞の増殖を早期1P

　　　　　　　　　－10一
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r－GVHの指標とした。

2．　CD8＋細胞表面抗原の検索

　表1にCD8＋細胞の表面抗原を示す。1pr異常

T細胞がCD8＋T細胞に分化するという報告が

あるが3㊨）、この細胞にはT細胞のマーカーで

あるThy1，CD3抗原は発現されていたが　lpr異

常T細胞に発現されているCD45R31），Jlld抗

原32）は発現されていなかった。また、　活性化

T細胞のマーカーであるIL－2Rα鎖23）やトラ

ンスフェリンレセプター33）も発現されてい

なかった。　また、　Vβ8の発現はB6－lprマウス

のCD8＋細胞と変わりなく、　表には示していな

いが　Vβ3，Vβ6，Vβ11の発現も変わりなかっ
た。

3．　GVH様反応における宿主側条件

　上記のマウス種間における　GVH様反応の差

異が宿主により規定されているか否かを検討

するため、　［（B6－1prxMRL－lpr）F1→（B6x

　　　　　　　　　－11一一
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MRL一＋）Fi］（［Fi－lpr　一〉　Fi一＋］），　［Fi－lpr　一）

B6］及び［F1－lpr→　MRL一＋1脾細胞キメラを作

製した。表2に示すように［F1－1pr→F1一＋］、

［F1－1pr→　B6］ではCD8＋細胞の著明な増加が

みられたが、　［F1－1pr→MRL一＋］ではこの現

象はみられなかった。　この場合、　前2者の宿

主で発現され、　後者’O宿主で発現されていな

い抗原としてH－2b抗原がまず考えられた。　そ

こで、　この早期の　GVH様反応が宿主の主要組

織適合抗原（MHC）に規定されているかどうか

検討した。

4．　CD8“細胞の増殖におけるMHCの関与

　（B6－1prxMRL－1pr）F1マウスの脾細胞をX

線照射したB10（H－2b），B10．BR（H－2k），B10．D2（

H－2d）マウスに移入し、　キメラ脾細胞におけ

るCD8＋細胞の増殖を検討した。　表3の示すよ

うに、　いずれの宿主においても　B6－1pr→B

6脾細胞移入系でみられるような早期の　GVH

様反応が観察された。 従って、　早期の　GVH様

　　　　　　　　　一12一
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反応を規定する宿主側の遺伝子は　MHC以外の

遺伝子であることがわかった。

5．　gldマウスとの相違

　C57BL／6－91d／91d（B6－gld）マウスはB6－1P

rマウスと同様にリンパ節腫脹、　1prマウス

と同じ細胞表面抗原を持つ異常リンパ球の増

殖と自己免疫疾患を特徴とするマウスである
34） B　またgld遺伝子も単一遺伝子であるが、

［1prxgld］F1マウスが自己免疫疾患を発症

しないことから　1pr遺伝子とは別の遺伝子で

あることが確認されている34）35》。　このマウ

スを宿主あるいは供与者として用いた時、［B6

－1pr→B6］脾細胞キメラマウスと同様のCD

8＋細胞の増殖がみられるかどうか検討した。

表4に示すようにCD8＋細胞の著明な増殖が見

られたのは、　1prマウスが供与者の組合せの

みであり、　91dマウスを供与者とした場合は、

CD8＋細胞の増加はみられなかった。

一13一一
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6．　CD8＋細胞の増殖に必須な細胞の解析

　［B6－lpr→　B6］脾細胞移入系では　MHCやマ

イナー抗原の違いに基づく　GVH反応ではみら

れない極端なCD8÷細胞の増加が認められる。

このキメラマウスの脾において認められるCD

8“細胞は、　供与者である　1prマウスの脾CD8＋

細胞が増殖したものと考えられるが、　Buddら

は1pr　マウスの異常T細胞、　すなわち　Thy1＋

B220“CD4－CD8－T細胞を一定条・件の基で培養

するとCD8＋細胞に分化すると報告している3e

）。そこでキメラマウスで増殖しているCD8＋細

胞は1prCD8＋細胞がそのまま増殖したものか、

B220＋T細胞が分化したものであるのか検討

した。供与者となる　1prマウスの脾細胞を各

種モノクローナル抗体と補体で処理し、　特定

のサブセットを欠落させて　B6マウスに移入
した。

　表5に示すように、　抗CD4抗体と補体で処

理した　B6－1prマウスの脾細胞を　B6マウス

に移入しても、　補体のみで処理した群と同様

　　　　　　　　　一14一
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にCD8“細胞の増加がみられた。　しかし、　抗Th

y1．2、抗CD8、　抗B220抗体と補体で処理した群

では、　CD8＋細胞の増加は認められなかった。

また、抗CD8抗体と抗B220抗体でそれぞれ処

理した脾細胞を同時に宿主に移入してもCD8＋

細胞め増殖が認められた。　この結果より、　キ

メラマウスCD8＋細胞あ前駆細胞はCD8＋細胞ま

たはB220←細胞であると考えられた。

7．　CD8“細胞の前駆細胞の解析

　キメラマウスの脾で増加しているCD8＋細胞

の直接の前駆細胞を決定するために、　当教室

においてB6－1prマウスと　B6－Thy1．1マウスよ

り　B6－1pr－Thy1．1マウスを作製し脾細胞移入

実験を行った。　すなわち　B6－lpr－Thy1．1マウ

ス由来のCD8陽性細胞と、　CD8陽性細胞を欠落

させたB6－lpr（Thy1．2）由来の脾細胞を混合し

てB6マウスに移入した（表6）。　10日後に

脾細胞を　FACScanで解析するとCD8“細胞の増

殖がみられCD8÷細胞のほぼ100％がThy1．1陽性

であった。　したがってキメラ脾では供与者の
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CD8＋細胞がそのまま増殖しているのであり、

そのためには B220“細胞もまた必要である事

が示唆された。

8．　キメラ脾細胞のサップレッサー活性

　これまで［B6－1pr→B6】キメラ脾にCD8◆T
細胞が増加することを示してきた。　［B6－1pr

→ B6］キメラ脾細胞中には、　正常マウスリン

パ球のマイトジェンに対する増殖を抑制する

活性があることが知られている12》13）。　そこ

で、　この抑制活性の機序とCD8“T細胞との関

わりについて検討した。

　まず、　この抑制活性に細胞間の接触が必要

であるかどうかを検討した。　30GyのX線を照

射したキメラマウスの脾細胞を、　ミリセル内

に入れて細胞間接触を阻止し、　B6マウス脾細

胞のConAおよびLPS増殖反応系に加えて抑制

活性を測定した。　図2に示すように細胞間接

触の無い状態で培養すると、ConAに対する増

殖反応は全く抑制されなかったが、　LPS反応
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は細胞間接触のある状態と比べ、　50％程度抑

制された。　従って　ConAによる増殖反応の抑

制には、　キメラ脾細胞一B6脾細胞の細胞間接

触が必要であり、LPSによる増殖反応の抑制に

は細胞間接触による部分と、　可溶性の因子に

よる部分とがあることが示唆された。

9．　LPS反応を抑制する可溶性因子の同定

　一般的にインターフェロンーγ（IFN一γ）が、

LPSに対する増殖反応を抑制することが知ら

れている36》。そこで前の実験で認められたLP

S反応抑制（図2）にIFN一γが関与しているか

否かを検討した。　ミリセルを用いてキメラ脾

細胞とB6脾細胞の接触を断ち、　更にモノクロ

ーナル抗IFN一γ抗体を加えて、LPSに対する増

殖反応を測定した。　図3に示すように、　加え

る抗体量に依存して抑制が解除されている。

したがって、LPS反応を抑制する可溶性因子の

大部分はIFN一γによるものであることがわか
った。
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10．　サップレッサー細胞

　ConA反応抑制とLPS反応抑制に関与してい

る細胞について検討した。　図1に示すように

［B6－1pr→　B6］キメラマウスの脾細胞はCD8“

細胞とCD8周細胞に二分されるので、　ソーティ

ングによりこれらのボピュレーションを純度

99％以上で分離し、それぞれの抑制活性を測定

した。　図4に示すように、　ConA反応抑制に

はCD8＋細胞のみが関与し、　CD8一細胞は関与し

ていなかった。　しかし可溶性因子による　LPS

反応抑制にはCD8←細胞とCD8一細胞の両方が関

与していた。

11．　PCR法によるサイトカイン産生の検
討

　RT－PCR法を用いてCD8＋細胞とCD8“細胞のサ

イトカインmRNAを調べた。　表7に示すように

CD8＋細胞からはIFN一γ、　CD8一細胞からはTNF一

αのmRNAが検出された。　また、　経時的にサイ
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トカインmRNAを調べるとIFN一γはday8以降に、

TNF一αばday10に検出された。

考察

　本研究は、　B6－lprの脾細胞を致死量のX線

を照射したB6マウスに移入した際にみられる、

特異的なlpr－GVHについて研究したものであ

る。1pr－GVHの際に出現するエフェクター細胞

は、　1pr遺伝子の違いに基づく抗原刺激、　ま

たは未知の刺激によって活性化され増殖して

いると考えられる。従って、　エフェクター細

胞の起源、　増殖の条件および機能を解析する

ことは、　その違いを解明するうえでひとつの

指標となると考えられた。　これらの点に基づ

き以下に考察を述べる。

1．　CD8＋細胞増加の条件

　［lpr→　＋］脾細胞キメラマウスにおいて移

植後10日目にCD8＋細胞の著明な増加がみられ

るのは、　供与者がB6－1prで宿主がB6あるいは
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B10のマウスの場合のみであり、　これは宿主

の　MHCには依存しなかった。　B6、B10マウスは、

元来脾においてCD8“細胞の割合が他の系統の

マウスに比べて高く、　CD8＋細胞の増殖能も高

いことが知られている37》。従って［B6－1pr→

B6］単細胞移入系においてCD8＋細胞が著明に

増加することには、　B6マウスの背景遺伝子が

深く関与している可能性がある。　しかし、　［B

6→B6］、　［B6－1pr→　B6－1pr］脾細胞移入系

ではCD8＋細胞の増加はみられないことから、

CD8＋細胞の増加が早期1pr－GVHを反映してい

ることは明かである。　［MRL－lpr→　MRL一＋］ま

たは［C3H－1pr→　C3H］脾細胞移入系では明か

な早期lpr－GVHが認められないので、　［B6－lpr

→　B6］脾細胞移入系は早期　lpr－GVHを解析

する上で有用なモデルと言える。

　gldマウスは1prマウスと同様にリンパ節腫

脹、　自己抗体の産生、　異常T細胞の増殖を特

徴とするマウスであり、　5ヶ月齢以降腫脹リ

ンパ節が退縮し始めるまで、　病態の表現型か
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Ai ／へ、

らlprマウスと区別するのは晩期まで不可能

である34》35》。　Allenらは［C3H－gld→ C3H］

骨髄キメラマウスでは　GVH様の反応は起こら

ず、　このキメラマウスは　91dマウスの表現型

を示してくることを報告している38）。本研究

においても、　［B6－gld→　B61脾細胞移入系で

はCD8＋細胞の増加は認められなかった。　また、

［B6－lpr→　B6－gld】脾細胞移入系でCD8＋細胞

の増加が認められたことから、　正常マウスに

存在する1pr－GVH起因性の刺激に関しては91d

マウスは無反応であり、　むしろ正常マウスと

同様に　lpr－GVHを惹起させる抗原もしくは環

境を内在していることが示唆された。

　Okuyamaら39》は、　CD8＋細胞を特異的に障害

するL－1eucy1－L－1eucine　methyl　ester49｝で

処理したB6－1pr脾細胞をX線照射したB6マウ

スに移入するとキメラマウスでCD8“細胞が増

加しないことを示した。本研究でもB6－1prマ

ウスの特定のサブセットを欠落させてB6マウ

スに移入する実験から、　CD8＋細胞が必須であ
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ることが示唆された。 Budd3e》らは、　B220＋T

細胞をPMAとIL－2の存在下で培養すると、　こ

の細胞がCD8＋細胞に分化すると報告している。

従って、　［B6－lpr→B6］脾細胞移入系で増加

しているCD8＋細胞も、B220＋T細胞から分化し

ている可能性が考えられた。　しかし本研究に
おいて、　［B6－lpr→’B6］脾細胞移入系で増加

しているCD8＋細胞の前駆細胞は、　供与者　1pr

マウスのCD8＋細胞であることが明らかとなっ
た。

2．　マイトジェン反応抑制の機序

　［B6－1pr→B6】脾細胞移入系で誘導される

サップレツサー細胞が、　正常マウス脾細胞の

　ConAによる増殖反応を抑制するためには、

キメラマウス脾細胞と正常マウス脾細胞との

細胞間接触が不可欠であった。　しかしこのサ

ツプレツサー細胞に、　B6ConAblastに対す

るCTL活性もNK活性も無いことが報告されて

いる12）13》。　また、　キメラマウス脾細胞のエ

ステラーゼ活性も正常B6脾細胞と同程度であ
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る（datanot　shown）。従って、　サツプレッサ

ー細胞によるConA増殖反応抑制はConA反応

細胞の障害を伴わず、　細胞間接触を介して何

らかの増殖抑制シグナルが　ConA反応細胞に

伝達されると考えられる。本研究でキメラマ

ウスCD8＋細胞から　LPSによる増殖反応を抑制

するIFN一γが産生されていることが示唆され

たが、　キメラマウス骨細胞の培養上清からは

定法ではIFN一γは検出されず、PMAを培．養中に

添加することで検出されるようになることが

報告されている41）。　本研究におけるLPS反応

抑制の実験系には　PMAなど通常のT細胞を活

性化する物質は添加されていないが、　RT－PCR

法でもキメラ脾細胞にIFN一γのmRNAが検出さ

れたことから、　定法の検出感度以下のIFN一γ

がキメラ脾細胞より産生され　LPS反応を抑制

している可能性が示唆された。

3．　［B6－1pr→B6］脾細胞キメラマウスにお

けるCD8“細胞増殖の機序

　1pr－GVHにおけるCD8＋細胞の増殖を従来の
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GVHの概念で考えると、　正常マウスに　lprマ

ウスで欠損している抗原（1pr関連抗原）を想

定し、　その抗原を1prCD8＋細胞が認識して増

殖していると考えることができる。　しかもこ

の場合、1prリンパ球と正常リンパ球でリンパ

球混合反応の起こらないこと12）、　供与者と

宿主の　MHCが異なっていても、　MHC不適合のG

VH反応では認められない著明なCD8＋細胞の増

殖が起こることから、　供与者の抗原提示細胞

が宿主の　1．pr関連抗原を．提示し、　それをCD8＋

細胞が認識していると推測される。　Boogら42

）は、　樹状細胞からの抗原刺激によるCD8＋細

胞の活性化の際にはCD4＋細胞が必要ないこと

を報告している。　［B6－1pr→　B6】脾細胞キメ

ラマウスでもCD8＋細胞の増殖にCD4“細胞は必

要なく、　T細胞レセプターを介する一般的な

T細胞活性化の際にみられるIL－2やIL－4など

のT細胞増殖性のサイトカインのmRNAの発現、

IL－2レセプターの発現が見られないことから、

CD8＋細胞の増殖には樹状細胞の関与が重要で
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あるかも知れない。　［B6－1pr→　B61脾細胞キ

メラマウスにおける樹状細胞の機能に関する

検索が今後の課題と思われる。

結論

1．　［B6－1pr→B6］脾細胞キメラマウスにお

　　いて増殖しているCD8・細胞はIFN一γを産

　　生し、　その後の2次リンパ組織の線維化

　　を引き起こす可能性が示唆された。

2．　［B6－1pr→B6］脾細胞キメラマウスにお

　　いて、　lprCD8÷細胞が B220＋細胞の存在

　　下で増殖していることが判明した。

3．　1prCD8＋細胞は、　B6あるいは B10系マウ

　　スに存在する抗原もしくは環境を認識し

　　て増殖していることが示唆された。

4．　上記の抗原もしくは環境が、lprマウスと

　　正常マウスの差異である可能性が示唆さ

　　れた。
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Table　6．　ldentification　of　precursor　cell　of

　　　　　　　　　CD8’T　cell

Injected

population

from　B6－lpr

spleen

Inj　ected

population

from　B6－Thyl．1

－lpr　LN

％　of　CD8＋

cells　in

chimera

spleeR

％Thyl．1

0f　CD8＋

cells

Total　spleen

（一）

B220＋

B220＋

（一）

CD8＋

（一一）

CD8＋

91．0

22．3

4．5

68．3

NT＊

96．4

NT

98．1

　Spleen　cells　from　B6－lpr　and／or　B6－Thyl．1－lpr　mice　were

　treated　with　anti－CD4　mAb，　anti－CD8　mAb　and　complement．

　LN　cells　from　B6－lpr　and／or　B6－Thyl．1－lpr　mice　were

　treated　with　anti－CD4　mAb，　anti－B220　mAb　and　complement．

　Then，　treated　cells　were　transplanted　to　B6　mice．　10days

　after　transplantation，　spleen　cell　from　chimera　mice　were

　analysed　by　flow　cytometer．
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Table 7．　Cytokine　gene　expression　by
　［B6－lpr　一一　B6］　spleen　chimera　mice．’
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Cytokine　mRNAs　were　detected　by　RT－PCR　method．
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Fig．　t

　　　　　　　　　　　　A・　n，，
Expression　of　CD4／CD8　antigens　by　［lpr　一　＋］　spleen　chimera　r

Spleen　cells　from　chimera　mice　were　analysed　10　days　post　transplar

by　flow　cytometer．

Fig．　2　Effect　of　millicell　culture　on　suppressor　activity

　　　　　B6　spleen　cells　were　cultured　with　30Gy　irradiated　spleen　cells　from

　　　　　lB6－lpr一ゆB6］chimera　10days　post　transplantation．（一●一》B6　spleen

　　　　　cells　were　mixed　with　chimera　spleen　cells．（輌つ一）B6　spleen　cells

　　　　　and　chimera　spleen　cetls　were　cultured　without　cell一・to一一cell　interaction．

　　　　　（一）　B6　spteen　cells　alone．

Fig．　3　Effect　of　IFN－y　on　suppressor　activity

　　　　　　B6　spleen　cells　and　chimera　spleen　c訓s　were　cultured　without　cell－

　　　　　　interaction．　lndicated　volume　of　anti－IFN－v　mAb　and　LPS（50“　g／ml）

　　　　　　added　to　the　wells．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cpm　with　chimera　spleen　cells

　　　　　　Ofosuppression　＝＝　1－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cpm　without　chimera　spleen　cells

Fig．　4　Determination　of　suppressor　cell．

　　　　　　［B6－lpr　一’　B6］　chimera　spteen　cells　were　purified　10days

　　　　　　post　transplantation，　and　cultured　as　Fig．　2．

　　　　　．　cpm　with　mitogen
　　　　　　Proliferation　lndex　＝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CPM　without　mitogen
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