
イ言タ｛」1医註志33（2）：119～127，　1985
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　　Acomparative　study　of　the　capacity　of　normal　human　stimulator　celis　and　human　B　cell　line

EBV－Wa　cells　to　stimulate　allo・reactive　T　cells　was　done，　Class　I工antigen（presumably　HLA・DR4

determinant）on　EBV－Wa　ceIls　was　shown　to　act　as　a　stimulating　molecule　in　theユ皿ixed　lympho・

cyte　culture　reaction（MLR），　Furthermore，　it　was　found　that　HLA－DR　positive　antigen－presenting

cells　in　the　responder　population　were　required　in　order　to　elicit　MLR　responses　agai皿st　HLA－

DR　antigen　on　EBV－Wa　cells．　In　contrast，　HLA・DR　positive　antigen－presenting　cells　in　the　re・

sponding　cell　population　were　not　essential　for　the　elicitation　of　MLR　responses　against　HLA・DR

antigen　on　normal　allogeneic　peripheral　blood　lymphocytes（PBL）．　These　results　indicate　that

there　is　functional　separation　of　HLA・DR　antigen　between　normal　human　PBL　and　EBV－Wa

cells　in　activation　of　HLA－DR4　antigen　speci丘c　T　cells　and　also　that　HLA－DR　positive　antigen・

presenting　cells　play　an　importallt　role　in　the　manifestatioll　of　T　cell　responses　to　malignant　B

cell　tumor．　Shinshu　Med，ノ．，83：ヱ19一ヱ27，ヱ985
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混合リンパ球培養反応，Class　H抗原，抗原提示細胞，ヒトB細胞唖EBV－Wa

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　どの抗原，あるいはPHA，　Con　Aなどのmitogen

　　　　　　　　　　Iはじめに　　　　をプ。セ丸た形で提示し抗原特異的T細胞やmi一

　主要組織適合抗原遺伝子産物の1つであるマウス　　togenに対する丁細胞を活性化す6機能をもってい

Ia抗原やヒトHLA・DR抗原はClass　H抗原と総称　　る。この抗原提示細胞によるT細胞活性化は細胞膜上

されており，B細胞，一部のT細胞，マクロファージ，　Class　I抗原によって担われていることが解明されて

デンドリティック細胞，ランゲルハンス細胞，あるい　　いる4）曹6）。このようなT細胞活性化機能をもつ抗原提

は血管内皮細胞などの細胞膜上に存在している1）－3）。　　示細胞として，rtクPファージのほかにデソドリティ

ところでマクμファージに代表される抗原提示細胞　　ック細胞，ランゲルハンス細胞，血管内皮細胞などが

（antigen－presenting　cells，　APC）は細菌や異物な　　知られている。一方，混合リソパ球培養反応（mixed
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1ymphocyte　culture　reaction，　MLR）は刺激細胞　　Conray比重遠心法によりヒト末梢血リソパ球を分離

膜上の自己あ尋いは非自己のマ・・一カーである主要組織　　した。ヒト末梢血リンパ球は10％胎仔牛血清（fetaI

適合抗原に対するT細胞の反応であり，T細胞の自己　　calf　serum，　FCS）　（GIBCO，　Grand　Island，　NY，

一非E・1己認識機構を解析する重要なモデルである。と　　U．S．　A．）を含んだRPMI　1640培養液（GIBCO，

ころで，主要組織適合抗原，特にClass皿抗原は混　　Grand　Island，　NY，　U．　S，　A．）に浮遊し，混合リン

合リソパ球培養反応におけるおもな刺激分子として働　　パ球培養反応系に供した。

くことが知られている7）”9）。しかし興味あることに，　　　B　培養細胞株

同じClass　il抗原でありながら抗原提示細胞上の　　　ヒト株化B細胞腫としてEBV－Wa細胞16）（旭川医

Class　I［抗原は混合リソパ球培養反応の刺激分子とな　　科大学，片桐一博士より供与された）を用いた。　EBV一

りえるが，B細胞上のClass　ll抗原は混合リソパ球　　Wa細胞は，10％FCS加RPMI　1640培養液を用

培養反応におけるT細胞刺激能力に乏しいことが従来　　い，37°C，5％CO2の条件下で継代維持した。

から知られており10）－12），このことはClass　H抗原の　 C抗体
働きを考える上で重要な問題点の1つとなっている。　　　モノクPt・一ナル抗HLA－DR抗体（ISCR　3）は篠

しかし，最近になって，ある条件下では正常B細胞の　　原信賢博士（NCI，　NIH，　Md．，　U・S・A・）より供与

Class　H抗原も混合リンパ球培養反応における刺激分　　　された。　ISCR　3はマウスのIa抗原である1－Ek分

子となりうるという報告が相次いでなされた13）。さら　　子に反応し，さらにヒトHLA・DRα鎖に交叉反応す

にはマウスの系で，Ia抗原陽性B細胞腫が抗原提示　　ることが明らかになっている17）18）。当実験では，

細胞と同様に抗原特異的T細胞を活性化したり，かっ　　ISCR　3を抗HLA－DR抗体として使用した。

混合リンパ球培養反応を惹起させうるという研究結果　　　D　混合リンパ球培養反応　（mixed　lymphocyte

も報告された14）－15）。本研究ではヒトB細胞腫である　　　　culture　reaction，　MLR）　1こおける刺激細胞

EBV・Wa細胞16）のHLA・DR抗原と正常ヒト末梢血　　　　　（stimulator　cell）と反応細胞（responder　cell）

リソパ球のHLA－DR抗原の混合リソパ球培養反応　　　　の抗体処理

におけるT細胞活性化機構を解析した。その結果，正　　　2×106ヒト末梢血リソパ球浮遊液1m1に抗HLA一

常ヒト末梢血リンパ球に対する混合リソパ球培養反応　　DR抗体（ISCR　3）20μ1を加え室温で30分間静置し，

を惹起する場合は，反応細胞側のHLA・DR抗原陽性　　その後RPMI　1640培養液で2回洗浄後ウサギ補体

細胞を必要とせず，HLA－DR抗原陽性刺激細胞のみ　　を加え37℃で1時間処理した。この処理の後RPMI

が必要であることが示された。さらに興味あること　　1640培養液で2回洗浄し，10％FCS加RPMI　1640

にはヒトB細胞腫EBV－Wa細胞に対する混合リンパ　　培養液に浮遊した。

球培養反応を惹起するには，EBV・Wa細胞のHLA－　　　E　刺激細胞（stimulator　cell）の作製

DR抗原のみならず，反応細胞側のHLA－DR抗原陽　　　刺激細胞であるヒ1・末梢血Vrk　Mitomycin　C（MMC，

性細胞の存在が必須であることが解明された。すなわ　　協和発酵，東京）を最終濃度50μg／m1になるように

ち，正常ヒト末梢血中刺激細胞に対する異系（アロ）　　加え，5％CO2，37°Cの条件で1時間培養し不活

抗原特異的T細胞活性化機構とは異なり，B細胞腫瘍　　化した。ヒト株化B細胞腫EBV－Wa細胞は，　MMC

に対するT細胞の活性化には，HLA・DR抗原陽性抗　　（100t19／m1）で37°C1時間処理後，1，5GO　RadX線照

原提示細胞が必須であることが示された。このB細胞　　射し（MBR・150R，日立メディコ，東京）不活化した。

腫を用いた混合リンパ球培養反応の実験系はHLA－　　MMCはRPMI　1640培養液で3回洗浄し除去した。

DR抗原の免疫生物学的解析に有用であるのみならず，　その後刺激細胞は10％o　FCS加RPMI　1640培養液

B細胞腫に対する生体の免疫反応機構を解析する上で　　に浮遊し，細胞数を調整した。

も有用なモデルになると考えられる。　　　　　　　　　　F　一次混合リンパ球培養反応　（primary　mixed

　　　　　　　ll欄および方法　　　　1ymph°cyte　cultu「e）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5×104ヒトA末梢血リンパ球（100μ1）は，不活化

A　ヒト末梢血リンパ球（peripheral　blood　lym一　　した正常ヒト末梢血リンパ球刺激細胞（100μ1），　も

　　phocyte，　PBL）　　　　　　　　　　　　　　　しくは，不活化したEBV－Wa刺激細胞（100μ1）と

健康人より得たヘパリン加末梢血液から，Ficoll一　　混合培養した。混合リンパ球培養反応は96穴micro
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well　culture　plate　（Nunclon，　Roskilde，　Den．　　△cpm
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨ
mark）で5％CO2，37°Cの条件で5日間培養した。　田

培養終了18時間前に〔3H］－Thymidine（〔sHコーTdR・　　：20000

・pact　16　’ bi／皿m・1，　N・w　Erユ91・・d　N・・lear，婁

　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ニ
Boston，　MA，　U．　S。　A．）1μCi／wellを加え，培養　　“

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o
終了時セ・レ・’一ベスタH（アベ科学，襟）で細胞を＆。。。。

採取し，放射線活性をβ線リキッドシンチレーション　　←
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o
カウ〃一（P・・ka・d　ln・t・um・nt　C・・）D・wners・　由　　　　　　　　　H・m・・B
III，　U．　S．　A．）を用いて測定した。実験結果は取りこ　　ゑ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆまれた［aH］・TdRのcpm値，あるいは異系抗原特　　＆
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　131030100300
異的反応（d　cpm）として，刺激細胞（異系正常末梢血　　　　　　　　Stimulat。r　cells（x　lO－3）

あるいはEBV－Wa細胞）による混合培養反応（cpm）　　Fig．1StimuIator　cell　dose　response　in　the

から自己刺激細胞による対照反応（cpm）を差し引い　　　allogeneic　or　anti・EBV－Wa　ceUs　MLR．5×

た値で示した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　104human　A　PBL　were　cultured　with

・二次混合・ン’鵬養反応（・・c・nd・…m・…　隅罵塑欝。騰。i，跳鞠

　　lymphocyte　culture）　　　　　　　　　　　　　　as　stimulator　cells，　MLR　responses　were

　ヒトA末梢血リソパ球を反応細胞として10日間混合　　　assayed　on　day　5．　The　results　are　expressed

培養した後生存細胞を回収し，二次混合リンパ球培養　　　as　4　cpm・

反応の反応細胞として供した。反応細胞を2×104／

we11に調整し，不活化した1×104　EBV－Wa細胞も　　　5×1e4ヒトA末梢血リンパ球を反応細胞として用い

しくは3x104正常ヒト宋梢血リンパ球刺激細胞と二　　た。刺激細胞として1×10s，3×10a，1x104，3×IO4，

次混合培養をおこなった。二次混合リンパ球培養反応　　1×105，および3×105に調整したEBV－Wa細胞と

は，混合培養開始2日めに，一次混合リンパ球培養反　　ヒトB末梢血リソパ球を用いて5日間混食培養した結

応と同様に〔9H｝TdRの反応細胞内への取りこみで　　果を図1に示した・ヒトBに対する異系混合リンパ球培

測定した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　養反応は不活化したヒトB刺激細胞数が1×105のと

　H　モノクローナル抗HLA・DR抗体による抗　　　ころで最大値を示した。一方・同様にヒトA末梢血リン

　　EBV・Wa細胞混合リンパ球培養反応の阻止実験　　パ球はヒトB細胞腫であるEBV－Wa細胞に対しても

混合リソパ球培養反応におけるEBV・Wa細胞の刺　　強い混合リンパ球培養反応を示した。ヒトBに対する

激分子を解析するために，モノクP一ナル抗HLA一　　異系混合リソパ球培養反応の場合とは異なり，　EBV・

DR抗体を各種濃度で培養系に添加した。抗HLA－　　Wa細胞数が1x104のところで最大の反応がみられた。

DR抗体の混合リソパ球培養反応に対する影響は，　　　B　抗ヒトBおよび抗EBV・Wa混合リンパ球培養

反応細胞への［SHコーTdRの取りこみで測定した。阻　　　　反応の経時的変化

止効果は，次の式で計筑した。　　　　　　　　　　　5×104ヒトA末梢血リンパ球を反応細胞とし，1×

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　losヒトB末梢血リンパ球，あるいは1×104　EBV・Wa
　　％of　blocldng　＝［1一expe「imenta1「esponse　　細胞を刺激細胞として，それぞれ3日間から6日間培

　　（d　cpm）／c°nt「°1「esp°nse（d　cpm）］×1°°　養した俵1）．対照群として1。1。・配（。トA）

　IHI、Aタイピンゲ　　　　　　　　　　　　　末梢血リンパ球を刺激細胞として用いた。ヒトB末梢

HLA．A，　B，　C，　DRおよびMT　phenotypeは国　　血リソパ球を刺激細胞とした群では培養4日目より

立佐倉病院（千葉），信州大学医学部法医学教蜜およ　　［3HコーTdRとりこみがみとめられ5日田で最大値を示

び望星サイエンス（神奈川）でタイピングされた。　　　し・その後反応は減弱していった。またEBV・Wa細

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　胞を刺激細胞とした群でも同様に培養5日目で最大の

　　　　　　　　皿結果　　 ［SH］．TdRのとりこみがみられた。ヒトAのEBV－

　A　混合リンパ球培養反応の活性化における刺激細　　Waの細胞に対する反応は正常ヒトB末梢血リソパ球

　　胞の細胞数の影響　　　　　　　　　　　　　　　に対する混合リンパ球培養反応と同様の経時的変化を
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Table　l　Kinetics　of　allogeneic　and　anti－EBV・Wa　MLR　responses

S、im。1。、。r　　　　　肌R「esp°nses°f　human　A　PBL＊

cell，　　　day　3　　　d・y　4　　　d・y　5　　　d・y　6
　　　　　　　cpm±SEM　dcpm＊＊　cpm±SEM　dcpm＊＊　cpm±SEM　4cpm＊＊　cpm±SEM　4cpm＊＊

Human　A　1，803±　25　　　3，402±1，516　　　1，208±　36　　　1，482±296
Human　B　　2，479±1，305　　676　7，709±　401　4，307　8，234±1，860　7，026　4，563±2，305　3，081

EBV－Wa　　422±　47　＜0　4，747±2，4551，34512，626±　65211，418　8，　989±　6187，507

＊5×104human　A　PBL　were　cultured　with　inactivated　1×105　human　A　PBL，　human　B　PBL
　or　1×10s　EBV－Wa　cells　for　3－6　days．

＊＊dcpm：the　difference　of　the　mean　betwee且cpm　obtained　from　the　culture　with　allogeneic

　or　EBV－Wa　stimulator　cells　and　cpm　obtained　from　the　culture　with　autologous　stimulator

　cells．

Table　2　Specificity　of　antigen　recognition　of　human　A　responding

　　　cells　specific　for　EBV－Wa　cells

・r…d・・y　　　　　　　　　　溜謝，駈監。孟e蹴騨
stlmulator　　　　　　　　　　肌A　phenotype　　　　　　　　　EBV・Wa　primary　MLR＊
cel1S

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cpm±SEM　　dcpm＊＊

Human　A　A2，　AW24，　BW52，　BW55，　CW1，　　DR2，　DR9，　MT1，MT3　5，940±　690

EBV・Wa　AW24，　　BW54，　　　－　　　　DR4，　　－　　　　　35，430±2，88029，490

Human　B　A2，　AW31，　BW35，BW59，　CW1，　CW4，　DR4，　　MT3　　　15，770±1，210　9，830

Human　C　A11，AW24，　B15，　BW61，　CW3，CW4，　DR4，　　MT3　　　12，920±1，190　6，980

Human　D　A11，AW24，　BW35，BW51，　CW3，　　DRI，　DR5，　MT1，MT2　1，110±　100　　＜0

＊3×104human　A　responder　cells　induced　by　inactivated　EBV－Wa　cells　for　10　days　in　the

　primary　MLR　were　restimulated　with　either　1×IO4　EBV－Wa　cells　or　3×104　various　human

　PBL．　Secondary　MLR　were　assayed　on　day　2．

＊＊See　footnote　to　Table　1．

示すことがわかった。　　　　　　　　　　　　　　　リソパ球，もしくはEBV－Wa細胞で再刺激した（se・

　以下の実験では，刺激細胞の細”包数および培養日数　　condary　MLR）。表2に示したように，一次刺激に

とも最大の反応のみられる条件でおこなった。　　　　　用いたEBV－Wa細胞に対して強い二次混合リンパ

　C　抗EBV・Wa混合リンパ球培養反応における反　　球培養反応がみられた　（A　cpm　29，490）。さらに

　　応細胞の抗原特異性　　　　　　　　　　　　　　EBVWa細胞とHLA－DR4のみを共有するヒトB

　次にヒトA末梢血リソパ球に対する，EBV－Wa細胞　　（HLA－A2，　AW31，　BW35，　BW59，　CW1，　CW4，

の刺激分子を二次混合リンパ球培養反応（secondary　　DR4，　MT3）末梢血リンパ球やヒトC　（HLA－Al1，

MLR）の系を用いて解析した。5×104ヒトA（HLA・　AW24，　B15，　BW61，　CW3，　CW4，　DR4，　MT3）

A2・AW24・BW52，　BW55，　CW1，　DR2，　DR9，　末梢血〃パ球に対しても，蜘・二次混合リンパ球培

MT1・MT3）末梢血リンパ球を反応細胞，不活化し　　養反応がみられた。しかし，一次刺激に用いたEBV．

た1×104EBV・Wa細胞（HLA－AW24，　BW54，　　Wa細胞とHLA－AW24を共有するがHLA－DR4を
DR4）を刺激細胞として10日間混合培養し，増殖した細　　共有しないヒトD（HLA・A11，　AW24，　BW35，　BW

胞を回収した・このEBV－Wa細胞に対して増殖した　　51，　CW3，　DR1，　DR5，　MT1，　MT2）末梢血リソバ

ヒトA細胞を，HLAの異なった何人かのヒト末梢血　　球に対しては有意の混合リンパ球培養反応を惹起する
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Table　3　EBV・Wa　specific　human　A　MLR　responding　cells　cross・react

　　　with　HLA・DR　positive　human　B　PBL

　　　　　　　　　　　　　　　　　Secondary　MLR　responses　induced　by
Secondary　stimulator　cells　　　human　A　anti－EBV－Wa　primary　MLR＊

cpm±SEM　　　　　　ri　cpm＊＊

Human　A　PBL　Cautologous）　　　　　3，736±391

正【uman　B　PBL　treated　with

　Calone　　　　　　　・　　　　　9，897：ヒ946　　　　 6，161

　Anti・DR十C　　　　　　　　　　　　　　　2，775±　203　　　　　　　　＜O

Human　D　PBL　　　　　　　　　　　　　　4，555±　912　　　　　　　819

EBV－Wa　cells　　　　　　　　　　　19，776±1，490　　　　16，040

＊3×104human　A　responder　celIs　induced　by　inactivated　EBV－Wa　cells　for　10　days　in　the

　primary　MLR　were　restimulated　with　1×104　EBV－Wa　cells，3×104　human　A　PBL，
　3×104　human　D　PBL　or　3×104　human　B　PBL　treated　with　anti・HLA・DR　antibody　plus　C．

　After　the　treatment，　live　cells　were　counted　with　O．25％trypan　blue　solution　and　the

　cell　number　was　adjusted．　Secondary　MLR　were　assayed　on　day　2，

＊＊See　footnote　to　Table　1，

ことができなかった。この結果から，EBV－Wa細胞　　　1）抗EBV・Wa混合リンパ球培養反応におけるモ

によって一一次刺激をうけたヒトA末梢血リンパ球は，　　　　ノクローナル抗HLA－DR抗体による阻止効果

二次混合リソパ球培養反応においてHLA・DR4陽性　　　EBV－Wa細胞によって刺激されたヒトA末梢血リ

正常ヒト末梢血リソパ球と交叉反応することが強く示　　ンパ球の抗原認識の解析をモノクローナル抗HLA一

唆された。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DR抗体を用いておこなったのが図2である。　EBV一

次に，EBV－Wa細胞によって活性化されたヒトA　　Wa細胞と10日間混合培養し，増殖したヒトA末稽1血

宋梢血リンパ球がHLA－DR4抗原陽性ヒト由来の　　リンパ球細胞3×104を1×104　EBV・Wa細胞もしく

末梢血リソパ球で再刺激をされる際にHLA－DR抗　　は3×104　human　B末梢血リソパ球で二次刺激をお

原陽性細胞が刺激細胞である可能性を検討したのが表　　こなった。この二次混合リソパ球培養反応の系にモノ

3である。5×104ヒトA末梢血リンパ球を，1×10‘　　クm一ナル抗HLA－DR抗体を各種濃度で加え混合

EBV－Wa細胞と10日間混合培養し，増殖した細胞を　　リンパ球培養反応における影響をみた。　EBV－Waに

回収した。このEBV・Wa細胞によって活性化された　　対する二次反応もヒ1・B末梢∫血リンパ球に対する二次

ヒトA末梢血リソパ球はEBV・W麻田胞で強い二次反　　反応もともに抗HLA－DR抗体が3×10“’3の濃度で

応をおこした（dcPm　16，040）。また，　EBV－Wa糸IIl胞　　完全に阻止された。したがって，正常末梢血混合リソ

と同じHLA－DR4をもつヒ1・　B末梢血リソパ球にし　　パ球培養反応と同様にEBV－Wa細胞に対する混合リ

ても混合リンパ球培養反応を惹起した（dcpm　6，161）。　ソバ球培養反応においても，　HLA－DR抗原が刺激

そこで，ヒトB末梢血リソパ球を抗HLA・DR抗体　　分子となっていることが明らかとなった。

と補体で処理し，混合リンパ球培養反応における刺激　　　E　抗EBV－Wa混合りンパ球培養反応における反

能を検討した。その結果，HLA－DR抗原陽性細胞　　　　応細胞分画中のHLA・DR抗原陽性細胞の関与

を除去したヒトB末梢血リソパ球では，二次刺激を　　　これまでの実験結果でEBV－Wa細胞膜上HLA一

惹起することはできなかった（dcpm＜0）。さらには，　DR抗原がヒトA末梢血リソパ球を刺激することが示

且LA・DR4をもたないヒトD末梢血リンパ球もまっ　　された。次に，このヒトB細胞腫に対するT細胞活性

たく二次刺激を惹起することはできなかった。以上の　　化機構と正常の末梢血混合リンパ球培養反応における

結果は，EBV－Wa特異的に反応し活性化されたヒト　　T細胞活性化機構を比較検討した（表4）。まず反応

A末梢血リンパ球はHLA－DR抗原陽性ヒトB宋梢　　細胞であるヒトA末梢血リソパ球を抗HLA－DR抗

血リンパ球と交叉反応することを示している。　　　　　体と補体で処理しHLA－DR抗原陽性細胞を除去し
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Table　4　Requirement　of　HLA－DR　positive　cells　to　elicit　the　anti・EBV－

　　　Wa　primary　MLR　responses

Treatment　of　responding　human　A　PBL＊

Stimulator　　　　Calone　treated　　　　　　　　　Anti－HLA－DR　plus　C　treated

ce11・ @　N。thi・g・dd・d　　N・・hi・g・dd・d　　舗蠕盤臥PBL。．

cpm　　　d　cpm　　　　　cpm　　　ri　cpm　　　　　　cprn　　　d　cpm

Human　A　 6，890±730　　　　 660±100　　　　　2，　510士460
Human　B　　16，600：t　460　9，710　　　6，010±150　　5，350　　　　9，650±1，540　7，140

EBV－Wa　　28，080±3，96021，190　　3，290±260　　2，630　　　22，　730±2，90020，220

＊5×104human　A　PBL　pretreated　with　either　C　alone　or　anti－HLA・DR　plus　C　were　cultured

　with　either　1　×　105　human　A　PBL，　human　B　PBL　or　1×104　EBV－Wa　cells　as　stimulator　cells．

＊＊3×104inactivated　human　A　PBL　were　added　to　the　cultures．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　胞のみで刺激された（4cpm　5，350）。すなわち，正常

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヒト末梢血リンパ球を刺激細胞とした混合リンパ球培

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　養においては，反応細胞側のHLA・DR抗原陽性細

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　胞の関与なしに，刺激細胞のHLA・DR抗原に対す
　　　　　80
　　　　貰　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る混合リソパ球培養反応が惹起されうることが示され

　　　　蓉　　　　　　　　　　　　　　　た。
　　　　：5　60

　　　　ち　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　EBV－Wa細胞に対する混合リンパ球培養反応にお

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　いては，対照群として補体のみで処理をしたヒトAの
　　　獣40
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　反応細胞はAcpm　21，190の強い反応を示した。とこ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ろが，反応細胞を抗HLA－DR抗体と補体で処理す

　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　るとdcpm　2，630と著明な混合培養反応の減少がみら

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　れた。さらには，不活化したヒトA末梢血リンパ球を

　　　　　　　30　　10　　3　　1　　　　　　　加えることによりこの減弱した混合リンパ球培養反応
　　　　　　Recipr。cal　antibody　dilution（xlO’n）　　　　　はほぼ完全セご回復した（dcpm　20，220）。

Fig．2Effect　of　the　monoclonal　anti－HLA・　　　次に，この添加したヒトA末梢血中のHLA－DR

　DR　antibody。n　the　secendary　MLR　re一　　　抗原陽性細胞がこのEBV－Wa細胞に対する混合リン

講識拙離。瓢欝認言1藍1パ轍購髄要な役割をも・てい・・とを示
　der　cells　stimulated　by　inactivated　EBV、Wa　　　したのが図3である。　HLA・DR抗原陽性細胞を除

　cells　for　10　days　in　primary　MLR　were　re・　　　いたヒトA末梢血リソパ球はEBV－Wa細胞単独の刺

　stimulated　with　either　1×104　EBV－Wa　celIs　　　激では，増殖できなかった。しかし，補体のみで処理

監怨離謂a艦r㌔1宝。謡1・れた不活化・・蜘竃ω・パ球を，・の購胞
　anti－HLA－DR　antibody（ISCR3）were　added　　　に加えることにより，　EBV－Wa細胞に対する強い混

　to　the　assay　culture．　Percentage　of　in・　　　合リソパ球培養反応がみられるようになった。しかし，

凱職岬舳9加t㎞霧灘灘警二欝瓢罵雛1
（1－ex器1藩欝鵠m））・・…　パ球培養反応は腋す、。、、・できなか。たll　’＝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以上の結果より，ヒトB細胞腫であるEBV・Wa細

た。このHLA・DR抗原陽性細胞を除いたヒトA末　　胞に対する混合リソパ球培養反応を惹起するためには，

梢血リンパ球はヒトB末梢血HLA－DR抗原陽性細　正常ヒ昧梢血リンパ球に対する異系混合リンパ球培
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　末梢血Class　n抗原陽性細胞によるT細胞活性化と

　　cpm　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　は異なるものである10）－19）。マウスの系では，　Class　I

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　抗原に対する混合リンパ球培養反応においては反応細

　　20000　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　胞分画中のClass　ll抗原陽性細胞の必要性が報告さ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　れている20）。さらにYoshizawaとYano21）はマウ

　　Isaoo　　　　　　　　　　　　　　　　　　ス抗ヒト異種Ciass　ll抗原に対する丁細胞の活性化

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　には，反応細胞側のマウスIa抗原陽性細胞の存在が
　　IOOOO
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　必要であることを解明している。今回我々が得た実験

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結果は，前述のマウスにおける抗Class　I混合リソ
　　5000　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　パ球培養反応およびマウス抗ヒト異種間混合リンパ球

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　培養反応においてIa抗原陽性細胞が関与する現象と

　　　　ll鰍spBL盤ne　cw』，1～、A．DR　類似・てい…の抗EBV－W・混合・・パ球麟反

　　　　　　　　　　　　　器謝A囎aξκe鑑d　　応におけるHLA－DR抗原陽性細胞の役割の詳細な

　　　　　　　　　　　　　PBL　　　　　　　　　　　解析は今後の研究を待たなければならないが，次のよ

Fig．3R。q。i，em，n・。f　HLA－DR　p・・i・i。・　うな可能｛生が考えられる・第1は，このHLA”DR

　　accesso「y　cells　fo「the　elicitation　of　anti一　　　抗原陽性細胞は可溶性抗原特異的丁細胞活性化におけ

　　EBV・Wa　MLR　responses・HLA－DR　posi一　　　る抗原提示細胞と同様の役割を演じているという可能

諜c器、諮臨盤，器錨、恐　・生であ・・第・は，T糸・胞・m…g・・刺激に対す・

　　man　A　PBL，　EBV．Wa　cells　alone，　EBV．　　反応や，キラーT細胞誘導におけるアクセサリー細胞

　　Wa　cells　plus　C　treated　human　A　PBL　　　と類似した役割を演じているという可能性である22）・

　　or　EBV－Wa　cells　plus　anti・HLA・DR　plus　　第1の可能性としてあげた抗原提示細胞は，抗体産生

　　Ctreated　human　A　PBL・　　　　　　　　　　におけるヘルパ＿T細胞活性化や，遅延型アレルギー

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　におけるエフェクターT細胞の活性化に重要な役割を

養反応を惹起するのとは異なり，反応細胞分画中の　　演じており，T細胞との細胞間相互作用の際に主要組

HLA－DR抗原陽性細胞の存在が必須であることが　　織適合抗原を介した遺伝的拘束現象がみられる4）5）23）。

示された。　　　　　　　　　　　　　　　　一方，第2の可能性としてあげたアクセサリー細胞に

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　は，この主要組織適合抗原による遣伝的拘束現象が認
　　　　　　　　IV　考　　　察　　　　　　　　　　められず，一般的にその機能はマクロファージ由来の

　今回，我々は，HLA－DR抗原陽性ヒ1・　B細胞腫，　　モノカインであるイソターリュウキソ1（IL－1）によ

EBV－Wa細胞の混合リンパ球培養反応におけるT細　　って代償されると言われている24）。現在進行中の予備

胞活性化機能を検討した。その結：果，EBV－Wa細胞　　実験でえられた結果では，抗EBV・Wa混合リンパ球

は正常ヒト末梢血刺激細胞よりも少ない細胞数で，強　　培養反応系にIL－1を加えてもEBV－Wa細胞単独で

い混合リソパ球培養反応を惹起しうることが明らかに　　はT細胞を活性化でぎない。さらには，反応T細胞と

なった。さらにモノクローナル抗HLA－DR抗体に　　HLA－DR　phenotypeを共有するHLA－DR抗原

よる二次混合リンパ球培養反応阻止実験を用いた結果，　陽性細胞のみがEBV－Wa細胞に対するT細胞反応を

EBV－Wa細胞においても，正常ヒト末梢血リンパ球　　惹起することが示され，細胞間相互作用における遺伝

と同様にHLA－DR抗原が刺激分子となっているこ　　的拘束現象の存在が明らかにされている　（Yamamo・

とが示された。　　　　　　　　　　　　　　　　　　to，　M，　and　Yano，　A．投稿中）。すなわち・EBV－Wa

　さらに，今回我々の観察したヒトA抗EBV－Wa混　　細胞に対する混合リンパ球培養反応におけるHLA・

合リンパ球培養反応の系ではヒトA反応細胞はEBV－　　DR抗原陽性細胞の役割は，前述の第1番目の可能性

Wa細胞膜上のHLA－DR抗原を認識しているにも　　が考えられる。つまりこのHLA－DR抗原陽性細胞

かかわらず，その活性化には自己HLA－DR抗原陽　　はEBV－Wa細胞膜上Class　H抗原を一般の可溶性

性細胞の存在が不可欠であるという興味ある実験結果　　抗原と同様にプロセスし，丁細胞を活凶三化すると考え

がえられた。この事実は，従来から言われている正常　　られるが，そのアロ抗原のプロセシソグについての詳
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細は現在検討を加えているところである。　　　　　　　原と同様に，混合リソパ球培養反応における異系（ア

　このように正常ヒト末梢リンパ球刺激細胞膜上の　　ロ）抗原決定基として機能することが明らかとなった。

HLA・DR抗原とB細胞圃漠上のHLA－DR抗原　　しかし，　EBV－Wa細胞を刺激細胞としたー場合，それ

は同じHLA－DR分子でありながらアロHLA－DR　　単独ではHLA－DR4抗原特異的T細胞を活性化で
抗原特異的T細胞の活性化機能に大きな違いがあると　　きず，抗原提示細胞の存在が必要であった。一方，正

いう事実が解明された。さらに，この実験系を用いる　　常末梢血刺激細胞は単独でHLA－DR4抗原特異的

ことによりClass豆分子の生理活性を解析すること　　T細胞を活性化できることが示された。

が可能であると思われる。またヒトB細胞腫に対する

T細胞反応を惹起するには反応細胞分画中のHLA一　　　本稿を終わるにあたり，本研究の御指導を頂いた，

DR抗原陽性細胞が必要であるという実験結果は，　B　　信州大学医学部小児科学教室，赤羽太郎教授，信州大

細胞腫に対する免疫応答機構の解析，ひいては免疫療　　　学医学部寄生虫学教室，小島荘明教授に感謝いたしま

法の開発を考える上で重要な意味をもつものと思われ　　す。またHLAタイピングに御脇力頂いた信州大学医

る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　学部法医学教室，支倉逸人教授，太田正穂助手に謝意

　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　を表します。本論文の作成に御協力頂いた岡江理恵子
　　　　　　　　V結　語　　　　J・E　V：深謝いたします．なお，本撒の要旨聯、4回日

　ヒトB細胞腫，EBV－Wa細胞膜上のHLA・DR4　　本免疫学会総会（昭和59年12月4～6日，大阪）にお

抗原は，正常の末梢ltlLリンパ球膜上HLA－DR4抗　　いて発表した。
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