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緒 言

ヒ トに お け る免疫 応 答 の 調 節機 構 を研 究 す る

た め に, in vitroに お い て, phytohemagglutinin

(PHA), pokeweed mitogen(PWM)を 利用 した

DNA合 成 反 応,多 クロー ン性 抗体 産 生 反応 な ど

が,広 く用 い られ て い る.そ の結 果,ヒ ト リン

パ球 の ,マ イ トゲ ン,同 種 細胞,種 々の 抗 原 な

どに対 す るDNA合 成 反応 に は,マ ク ロ フ ァー

ジ(Mφ)が 重 要 な役 割 を果 して い る こ とが,

知 られ て い る1,2).さ らに, T細 胞 依 存性 抗 原 に

対 す る抗 体 産 生 反 応 に お い て も, Mφ の 必要 性

が指 摘 さ れ て い る3).と こ ろ が, T細 胞依 存性 抗

体 産 生 反 応 の モデ ル として 知 られ て い るPWM

に よ る 多 ク ロー ン性 の 抗 体 産 生 反 応 に つ い て は,

ヘ ル パ ーT細 胞 の 必 要 性 は 明 らか に され て い

る4～10)が, Mφ の 必要 性 に つ い て は,現 在 なお

明 らか に され て 山 な い.

in vitroの 抗 体 産 生 反 応 モ デ ル で あ るPWM

誘導 多 クロー ン性 抗 体 産 生 反 応 やpolyclonal B

 cell activator(PBA)刺 激によるDNA合 成 反応 に

お け るMφ の 必要 性 の 有無 を研 究 す る こ とは,

 in vitroに お け る ヒ トリンパ球 の免 疫 応 答調 節

反応 の研 究 をす す め る上 で,重 要 な こ と と思 わ

れ る.そ こで,従 来 よ りこ の研 究 を 困難 と し,

まち ま ちの 結 果 が 報告 され る原 因 とな って い る

含有Mφ の 不均 一 性 を無 くす る ため に, Mφ 除

去 法 を改 良 して 組 み合 わせ る こ とに よ り, Mφ

をほぼ 完 全 に 除去 し, PBA誘 導 抗 体 産 生 反応

な ら びにDNA合 成 反応 にお け るMφ の役 割 を

検 討 した.

対 象 な らび に方 法

1.末 梢 血単 核 球(mononuclear cells: MNC)

の 分 離

a)未 分 画MNCの 分 離

健 常者 のヘ パ リン加 末 梢 血 を,培 養 液RPMI-

1640に て2倍 に希 釈 して, Ficoll-Conray液 に

静 か に重 層 し, 1,500r. p. m. (400G)に て30分 間

遠 沈 後,境 界面 に 浮遊す るMNC層 を採 取 した.

 RPMI-1640に て2回 洗 浄後, 10% fetal calf

 serum(FCS)加RPMI-1640に て, 1×106/ml

に調 整 浮遊 させ た もの を,未 分 画MNCと した.

b) Mφ 除去MNC分 画 の分 離

健 常 者 の ヘ パ リン加 末 梢 血 を,培 養 試 験 管

(Falcon社 製#3033)内 に 入れ, 1/10量 の シ リ

カ浮遊 液(日 本 抗 体 研 究 所, KAC-2)を 加 え,
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10分 毎 に よ く転 倒 混 和 しつ つ, 37℃ の恒 温 槽 内

に1時 間 静 置 した.さ らに,こ の シ リカ処 理 血

液 よ り, Ficoll-Conray比 重 遠 沈 法 に て 貪 食細

胞 除 去MNC分 画 を得, 2回RPMI-1640に て

洗 浄 後, 10%FCS加RPMI-1640で 浮 遊 させ,

特 殊 コー テ ィン グプ レー ト(日 本 抗 体 研 究 所,

 MSP-P)内 に 入れ, 5%CO2 incubator内 に,

 37℃1時 間静 置 した.次 い で,非 付 着 細 胞 を静

か に 吸 引 しRPMI-1640に て洗 浄 後, 10%FCS

加RPMI-1640に て 浮 遊 させ, Mφ 除去MNC分

画 と し た.こ の と き,各 プ レ ー トに は,最 高

1×107個 の 細 胞 を, 3～4mlの10%FCS加

RPMI-1640に 浮 遊 させ た もの を入 れ た .

c) T細 胞, B細 胞 分 画 の 分 離

Mφ 除 去MNC分 画 よ り, Yano等 の方 法11)

に準 じ,羊 赤 血球(SRBC)ロ ゼ ッ ト法 に て,

 E-Rosette forming cells(E-RFC)と ロゼ ッ ト

を形 成 しな い 分 画(non-E-RFC)を 得 た. E-

RFCは, Tris NH4Clに て, Ficoll-Conray比

重 遠 沈 時 の 沈 渣 のSRBCを 溶解 し, RPMI-1640

に て2回 洗 浄(1,500r. p. m. 6分)後, 10%FCS

加RPMI-1640に 浮遊 させ て採 取 し, T細 胞分 画

と し た.ま た, non-E-RFCは, RPMI-1640で

希 釈 し,よ く混 和 して,ま ず2,000r. p. m. 10分 間,

次 い で1,500r. p. m. 6分 間 遠 沈 洗 浄 後, 10%FCS

加RPMI-1640に て 浮遊 させ, B細 胞分 画 とした.

d) Mφ 分 画 の 分 離

未 分 画MNCを, MSP-P内 に 上 記 の よ う に

入れ, 37℃1時 間5%CO2 incubator内 に静 置

し,非 付 着 細 胞 を除 去 した の ち,さ らに約37℃

に 温 め たRPMI-1640に て数 回洗 浄 を繰 り返 して,

出来 るだ け 非 付 着 細 胞 を取 り除 い た.次 に4℃

に 冷 却 させ て お い たEDTA-FCS加PBS(0.54

mM)を 約3～4mlプ レー ト内 に 加 え, 4℃

に て20分 間 静 置 した.そ の 後,遊 離 細 胞 を採 取

し, 3回 洗 浄 した の ち, 10%FCS加RPMI-

1640に て 浮遊 させ, Mφ 分 画 と した.

2.免 疫 グ ロブ リン(Ig)産 生 用MNC培 養

Asano等 の方 法12)に 準 じて 行 っ た.す なわ ち,

培 養 液 は,あ らか じめin vitro IgG産 生 に対 し

て刺 激作 用 の 少 な い こ と を確 め, 56℃30分 間 に

て非 働 化 したFCSと, penicillin G. (PC-G)100

U/ml, streptomycin(SM)100μg/mlを 含 む

RPMI-1640を 用 い た.末 梢 血MNCは 血 清 中

のIgの 混 入 を避 け る た め, RPMI-1640に て

計5回 洗 浄 した.生 細 胞 を10%FCS加RPMI-

1640に て1×106/mlに 調 整 し,お の お の1ml

を上 記 の 培養 試験 管 に分 注 し, PWM(GIBCO

社)10μl/mlを 添加 後, 5%CO2 incubator内

で37℃9日 間培 養 した.培 養 終 了 後, 2,000r. p. m.

で10分 間 遠 沈 し,培 養 上 清 を村 田式 ピペ ッ トに

て採 取 し, -20℃ で保 存 した.

3.単 球 の 同定

各 細 胞 分画 の 浮遊 液 を,サ クラ オー トス メア

(サ クラ精 機)に て, 750r. p. m, 60秒 間 のcyto

centrifugationを 行 っ て塗 抹 標 本 を作 製 し,十

分 乾 燥 させ た.そ の後,エ ス テ ラー ゼ 染 色 キ ッ

ト(武 藤 化学)に て,非 特 異 的 エ ス テ ラー ゼ 染

色13)(nonspecific esterase-staining)を 行 い,

単球 を同 定 した.即 ち,ホ ルマ リンア セ テー ト

緩 衝 液 に て 固定 し, M/15リ ン酸バ ッファーpH

 6.3に て 溶解 させ たFast Garnet GBCと, 2%

 α-Naphthyl Butyrate EGME液 との 混 合 液 に

て30分 間 染 色 し,核 染 色 に はMayer's Hema

toxylin染 色 を行 っ た.各 分 画 中 のMφ の 混 入

率 は, 1000個 の細 胞 中の エ ステ ラー ゼ 陽性 細 胞

を算 定 す るこ とに よ り,求 め た. (Table I)

Table I. Percentage of MƒÓ in fractionated

 cell populations

4.培 養 上 清 中のIg量 の 測 定

Asano等12)の 報告 の如 く,二 抗 体 法radio

immunoassay(RIA)に て 培 養 上 清 中 のIgG ,

 IgAお よ びIgMを 測 定 し た.す な わ ち,各 種 骨

髄腫 お よ びマ クロ グロ ブ リン血 症 患 者 の 血 清 か

ら各種Igを 精 製 し, Chloramine T法 に て125I

標 識Igを 作 製 した.標 準 曲 線 用 の 精 製Igま た

は 各 培養 上 清0.1mlと1/1,000～1/2,500の 正 常

家 兎 血清 を含 む1%BSA-PBSに て, 1/2,000
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Fig.1. Effect of MƒÓ depletion on PWM-induced

Ig (s) synthesis. MƒÓ (+), unfractionated

MNC; MƒÓ(-), MƒÓ depleted MNC.

に希 釈 した 抗 各 種H鎖 家 兎 血 清0.1mlと を室 温

にて90分 間 反 応 させ,次 に 約20,000cpm/0.1ml

(Ig量 と して1ng以 下)と な る様 に希 釈 した 各

種 標 識Ig液0.1mlを 加 え,さ らに90分 間 反応 さ

せ た.次 い で1%BSA-PBSに て1/100～1/200

に希 釈 した抗 家 兎 γ-globulin山 羊 血 清0.1mlを

添加 し,一 晩4℃ に て 反応 させ た.反 応 後3,000

r. p. m.に て30分 間遠 沈 し,上 清 を除 去 し,沈 渣

中 の放 射 能 活 性 を 測定 して標 準 曲線 か ら上 清1

ml中 に 含 ま れ るIg量 を求 め た.

5. 3H-thymidine(TdR)摂 取率14)

T細 胞 分 画 を, 10%FCS加RPMI-1640に て

5×105/mlに 調 整 し,そ の0.2mlをmicrotest

 plate(Falcon社, #3042)の 各 穴 に 入 れ, 5日

間 培 養 し,培 養 終 了4時 間 前 に5μCi/mlの3H-

TdRを 加 え, 4時 間pulseを 行 った.培 養 終 了

後 に, Mini MASH(ラ ボサ イエ ン ス社)に て

細 胞 を グ ラス フ ァ イバ ー紙 上 に 洗 浄採 取 して,

液体 シ ンチ レー シ ョン ・カウ ン ター にて, 3H-

TdR摂 取率 を測 定 した.な お,培 養 時 添 加 す る

マ イ トゲ ン は, PBAと して 知 られ て い るSta

phylococcal phage lysate11): SPL(Delmont

社), PWMを 用 い,濃 度 は,そ れ ぞれ の 至 適 濃

度 で あ る25μl/ml, 2.5μl/mlに した.

結 果

1. PWM誘 導Ig産 生 に おけ る単球 の 影 響

正 常 人14人 の 未 分 画MNC, Mφ 除去MNC

分画 を それ ぞれ1×106/mlに 調 整 し, PWM 10

μl/mlを 添加 後9日 間 培養 し,そ の 上 清 中のIg

を,二 抗 体 法RIAに て測 定 した. PWM刺 激 に

よ るIg産 生 を,未 分 画MNCとMφ 除去MNC

分 画 とで比 較 す る と, Fig. 1に 示す ように, IgG

は 有 意(p<0.01)にMφ 除去MNC分 画 の

方 が 高 値 で あ り, IgA, IgMで は 共 に 軽度 の上

昇 傾 向 が 認 め られ た.以 上 よ りin vitroに おけ

るPWM誘 導Ig産 生 に は, Mφ の非 存 在 下 に

て も十 分 反 応 出 来, IgG産 生 反 応 に お い て は,

 Mφ 除 去 に よ り,上 昇 して い る こ とが判 明 した.

2. T細 胞, B細 胞 に よ る再 構 成 分 画 のPWM

誘 導IgG産 生

正 常 人6人 のMφ 除 去MNC分 画 よ り, T細

胞, B細 胞 を分 離 し, 4:1に て再 構 成 した時

のPWM誘 導IgG産 生 量 を測 定 した. Fig. 2

に示 す よ うに, Mφ を 含 ま な い 再 構 成 分 画 の

IgG産 生 は, Mφ を含 ん で い る未 分 画MNCと

比 較 して,有 意(p<0.01)に 上 昇 してい た.

3. T細 胞, B細 胞 に よ る再 構 成 分 画 のPWM
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Fig. 2. PWM-induced IgG synthesis by

 reconstituted fraction with T and

 B cells. MƒÓ (+), unfractionated

 MNC; MƒÓ (-), reconstituted frac

tion with T and B cells from MƒÓ

 depleted MNC.

Fig. 3. Effect of various numbers of MƒÓ

 on PWM-induced IgG synthesis

 by reconstituted fraction with T

 and B cells.

Fig. 4. Effect of autologous or allogeneic

 MƒÓ addition on PWM-induced IgG

 synthesis by reconstituted fraction

 with T and B cells.

Table II. Effect of MƒÓ addition on PWM

-induced DNA synthesis by T cell

 fraction

N. D.=Not Done.

誘導IgG産 生 に 対 す るMφ の 影 響

Fig. 3は,正 常 人12人 の再 構 成 分 画 に,自 己

Mφ を10%, 50%, 100%添 加 した ときの, PWM

誘導IgG産 生 を比 較 した もの で あ る.再 構 成分

画 に, 10%のMφ を加 え る と,産 生IgG量 は,

 9例 で上 昇 し, 3例 で 減 少 した.こ れ らの 減 少

例 の うち2例 は,ど ち ら も再 構 成 分 画 の み で も

産 生IgG量 は 高 値 で あ った. 50%Mφ 添加 で は,

 5例 中3例 が,減 少 し, 2例 は,変 化 が 認 め ら

れ な か っ た. 100%Mφ の 添 加 で は, 2例 と も

IgG産 生 は 激減 した.以 上 の 成 績 は, PWM誘

導IgG産 生 に お い て, Mφ は 不 可 欠 な もの で は

な く,至 適 数 のMφ が 存 在 す れ ば,最 大 のIgG

産 生 反応 をお こ し,過 剰 のMφ が 存 在 す れ ば,

 IgG産 生 を抑 制 す る こ とを,示 唆 して い た.

4.同 種Mφ のPWM誘 導IgG産 生 へ の 影 響

次 に,正 常 人5人 の 再 構 成 分 画 に,同 種Mφ
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Table III. Effect of MƒÓ addition on SPL-induced DNA synthesis

 by T cell fraction

N. D.=Not Done

を10%添 加 時 のPWM誘 導IgG産 生 を,自 己

Mφ を10%加 えた 群 と比 較 した. Fig. 4の よ う

に,自 己Mφ と同種Mφ に お け るPWM刺 激 に

よるIgG産 生 に お い て,差 は 認 め られ なか っ た.

5. T細 胞分 画 のPWM誘 導DNA合 成 反応 に

お よぼ すMφ の影 響

正 常 人6人 のT細 胞 分 画 のPWM誘 導3H-

TdRの 摂 取 率 と, 10%自 己Mφ 添加 時 の 同 反 応

を比 較 す る と, Table IIに 示 す よ うに, T細 胞

分 画 の み で も, PWMの 刺 激 に てDNA合 成 反

応 は,非 刺 激 時 と比 較 し,有 意(p<0.01)に

上 昇 し, 10%自 己Mφ を 添加 す る と, 3H-TdR

摂取 率 は さ らに増 加 した.

6. T細 胞分 画 のSPL誘 導DNA合 成 反 応 に

お よぼ すMφ の 影 響

PWMと 同様 でT細 胞 依 存性 のPBAで あ る

SPLを 用 いて,正 常 人10人 のT細 胞分 画 に て,

上 記 と同 様 の 実 験 を施 行 した. Table IIIに示 す

よ うに, SPLで 刺 激 して も, T細 胞 分 画 は,非

刺 激 時 と比 較 し,有 意(p<0.05)に 上 昇 し,

 10%自 己Mφ を添 加 す る と, 3H-TdR摂 取 率 は

さ らに 増 加 した.成 績 は 示 していな いが, PWM

又 はSPLの ど ち ら を用 いた 場 合 に も, 10%同

種Mφ の添 加 は, 10%自 己Mφ の 添 加 と同 様 の

3H-TdRの 摂 取 率 増 加 効 果 を あ ら わ し,又,自

己Mφ の50%, 100%添 加 の 場 合 は, 3H-TdRの

摂取 率 を減 少 させ る傾 向 を示 した.従 って, T

細 胞依 存性PBAで あ るPWMあ る い はSPL

に よるT細 胞分 画 のDNA合 成 反 応 に お い て,

 Mφ の 存在 は不 可 欠 な もの で は な く,至 適 数 の

Mφ が 混 在 す れ ば,最 大 の 反 応 が得 られ る とい

う こ とが推 測 され た.

考 按

本研 究 は, in vitroに おける免疫 反応 でのMφ

の 役割 を, PBAで あ るPWMあ るいはSPL

刺 激 時 の抗 体 産 生 反応, DNA合 成 反 応 を通 し

て,検 討 し た もの で あ る.ま ず, PWMに よ

るin vitroの 抗 体 産 生 反 応 に つ い て み る と,数

多 くの 研 究 に よ り,こ の 反 応 はヘ ル パーT細 胞

を必 要 と し4～10),ヘ ル パ ーT細 胞 とサ プ レ ッ

サ ーT細 胞 の バ ラ ンス に よ って,反 応性 が調 節

され て い る こ とが,一 般 的 に認 め られ て い る15).

しか し,本 反 応 に お け るMφ の 必 要 性 に つ い て

は,賛 否 両 論 が あ り, Saxon等5), Fauci等16),

 Meyling等17)は, Mφ の不 必 要 性 を主 張 し,又

Rosenberg等18), Knapp等19), Keightley等4)

は,そ の必 要 性 を主 張 して い る.こ の全 く正 反

対 の 成績 が得 られ た原 因 は, Mφ の除 去 の 困難

さ と,用 い た抗 体 産 生 測 定 の 方 法 の違 い に由 来

す る もの と思 わ れ る.実 際,上 記 の ほ とん どの

研 究 者 た ち も, Mφ 除 去MNC分 画 中 に,な お

1～ 数%のMφ の 混 入 を認 め て い る.デ ー ター

に は 示 して な い が,筆 者 もMeyling等17)の 報 告

と同 じよ うに,少 数 のMφ の 存 在 下で も,十 分 反

応 出来 る こ とを認め てお り,こ の1～ 数%のMφ

が 混 入 して い る細 胞 分 画 を用 い ての 実 験 では,

 Mφ の 機 能 を解 析 す るこ とは,不 適 当 で あ る と

思 わ れ る.本 実 験 に お い て, PWMに よ る抗 体

産 生 反応 に は, Mφ は 不 可 欠 な もの で は な く,

 Mφ の 除去 に よ って,む し ろ上 昇 の傾 向が 認 め

られ た.さ らに,最 大 の 反 応 を得 るため には,

至 適数 のMφ の存 在 が 必 要 で あ り,過 剰 のMφ

の 存 在 はIgG産 生 を抑 制 し,又 これ らのMφ の
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働 きは,同 種Mφ で も同様 に 認め られ た.こ れ ら

の結 果 は, Mφ がPWM誘 導 抗体産 生 反応に 必要

だ と主 張 す るRosenberg等18), Knapp等19)の

結果 と相 反 す る. Knapp等19)は, Mφ を付着 法

に よ り部 分 的 に 除 去 す る と抗 体 産 生 反 応 が上 昇

し, Mφ を完 全 に 除 去 す る と,抗 体 産 生 反 応 が

消 失 す る こ とか ら,本 反 応 にMφ は 必要 だ と主

張 して い る. Mφ の 部 分 的 除 去 に よ る抗 体産 生

の 増 加 は,本 研 究 結 果 と一 致 す る と ころ で あ る

が,完 全 にMφ を と り除 く(0.2%以 下 に)と 抗

体 産 生 が 見 られ な くなる とい う成 績 は,本 研 究

の 成 績 か らは 理 解 出 来 ない.こ れ は, Meyling

等17), Rosenberg等18)も 指 摘 して い る よ うに,

 Knapp等19)のMφ 除 去 法,即 ちナ イ ロ ンウ ー ル

カ ラム 付 着 法 が,高 率 にMφ を除去 す る と同 時

に, PWM反 応 性B細 胞 の 多 くを も,除 去 す る

た め で は な いか と考 え られ る. Rosenberg等18)

は,従 来 よ り培 養 の 際 に 用 い られ て い る 丸底 の

培 養 管 は,底 に 細 胞 が 密 集 しや す く,た とえ 少

数 のMφ の 存 在 で も,十 分 反 応 し得 る と考 え,

少 数 のMNCを 平 底 プ レー トを用 い て培 養 す る,

 low cell density cultures法 を用 い て検 索 し,

 PWM誘 導IgG産 生 反応 に は, Mφ が必 要 で あ

る と報 告 して い る.筆 者 も,正 常 人9人 の再 構

成 分 画 を,丸 底 チ ュ ー ブ,平 底 プ レー トで培 養

した と こ ろ,確 か に 平 底 プ レー トで は産 生 され

るIgG量 が 減 少 す る例 が 多 く見 られ た が,不 変,

増加 を示 す 例 もみ られ,一 定 の傾 向 は認 め られ

ず, Mφ の 添加 に よ っ て も,ほ とん ど上 昇 は み

られ な か っ た.お そ ら く,混 入Mφ だ け の 問 題

だ け で は な く, T細 胞 とB細 胞 の 接 触 が よ り

少 な くな っ た こ と も,こ の よ う な 結 果 が 得 ら

れ た 原 因 で は な い か と 考 え られ る.さ ら に,

 Rosenberg等18), Knapp等19)が 用 い た産 生Ig

の測 定 方 法 が,筆 者 の 用 い たRIA法 とは 異 な

っ て い る こ とに基 づ い て い るの か も知 れ な い.

 Saxon等5), Fauci等16)は,筆 者 と同 じ よ うに,

 PWM誘 導抗 体産 生 反応にMφ は 必要 で な い と,

主 張 して い る.し か し, Saxon等5), Fauci等16)

の報 告 は, Mφ 除 去MNC分 画 に,な お 残余Mφ

が1～ 数%存 在 して お り,比 較 の対 象 とは な り

得 な い. Meyling等17)の 結 果 は,筆 者 の 実 験 結

果 と非 常 に よ く近 似 して い る.彼 等 は, G-10カ

ラ ム に よ りMφ を0.3%以 下 に 除 去 した分 画 を用

い, Mφ の非 存 在下 で も未 分 画 細 胞群 よ り低 い

が,十 分 なPWM誘 導 抗 体 産 生 を 認 め,又 少 量

のMφ の 存在 下 で至 適 反応 を示 し,過 剰Mφ の

存 在下 で抗 体 産 生 の 抑 制 を認 め た と,述 べ て い

る.し か しなが ら, Mφ 除 去MNC分 画,未 分

画MNC, Mφ 添加 細 胞群 そ れ ぞ れ のPWM誘

導IgG産 生動 態 は,筆 者 の 実 験 結 果 と異 な り,

 Mφ の至 適 数 等 に も大 きな 差 が 認 め られ る.こ

れ らの差 は,用 い た 細 胞 分 離 法,培 養 チ ュー ブ

の底 の 形 態, PWMの 濃度 等 の 違 い に よ る もの

と考 え られ る.

次 に, T細 胞 特 異 マ イ トゲ ン であ るPHA,

 Concanavalin-A(Con-A)に 対 す るT細 胞 分 画

のDNA合 成 反 応 に おけ るMφ の必 要 性 につ い

ては,多 くの研 究 で, Mφ が 必 要 で あ る と認 め

られ て い る20,21).し か し, PWMやSPLの よ

うなPBAに 対 す るT細 胞 分 画 のDNA合 成 反

応 に お け るMφ の 必 要 性 に つ いて は,ほ とん ど

報告 が な され て い ない.筆 者 は,本 実 験 に お い

て, Table II, Table IIIで示 した ように, PBA

刺 激に よるT細 胞分 画のDNA合 成 反応 は, Mφ

の 存 在 を必 要 と しない が, 10%Mφ の 添加 に よ

り,さ らに3H-TdRの 摂 取 率 は増 加 す るとい う

結果 を得 た.

そ れ で は, PWM誘 導IgG産 生 反応 に おい て

も,又PWM, SPL誘 導DNA合 成 反応 に お い

て も, Mφ を必要 と しな い とい う研 究 結 果 を,

どの よ うに 解 釈 す れ ば い い の で あ ろ うか. Mφ

は免 疫 応 答 に お い て は,抗 原提 示 細 胞 と して,

広 く認 識 され て い るが, PBAは 抗 原 物 質 で は

な く,マ イ トゲ ンの一 種 で あ り, T細 胞, B細

胞 上 の 同 じマ イ トゲ ン レセ プ ター に 直 接 結 合 し,

両 細 胞 の 活性 化 を 惹起 す る もの と理 解 され て い

る.従 って,免 疫 応 答 で重 要 な役 割 を担 う主 要

組 織 適 合 遺伝 子 複 合 体(major histocompati

bility complex: MHC)産 物 の 認 識 を必 要 とせ

ず, PBAに よ る反 応 は, MHCの 制 約 を こえ

て反 応 し, MHC産 物 を保 持 し,抗 原提 示機能 を有

す るMφ を必要 としない こ とが,理 解 出来 る.次

に最 大 反 応 に至 適 数 のMφ の 存 在 が 必 要 なの は,

なぜ で あ ろ うか.お そ ら く, Mφ は 前 述 の よ う

に抗 原提 示 細 胞 と して 働 い て い るの では な く,



In vitro免 疫 反応 に おけ るマ クロ フ ャー ジ機 能 に 関 す る研 究 877

さ ま ざ ま な液 性 因子 を産 生 し,免 疫 応 答 反 応 が

最 も円 滑 に す す め られ る至 適 環 境 を形 成 して い

るため と理 解 され る.過 剰 のMφ の 存 在 が抗 体

産 生 を抑 制 す る こ とに つ い て は,サ プ レ ッ サ

ーMφ の 概 念 が導 入 され
,同 時 にMφ の 産 生 す

る種 々 の抑 制 物 質 が,分 子 レベ ル で 解 明 され つ

つ あ る22,23).し か し,こ の 抑 制 が サ プ レ ッサ

ーMφ の 活 性 化 に よ る もの か
,サ プ レ ッサ ー

T細 胞 を介 して 作 用 す るの か,現 在 の と こ ろ不

明 で あ るが, X線 照 射 に て も この 抑 制 が 消 失 し

ない19)こ と よ り, Mφ 自体 が,直 接 又 は 液性 因

子 を介 してB細 胞 を抑 制 し てい る可 能性 が 強 い.

しか し, Mφ を採 取 す る操 作 が, Mφ を活性 化

し抑 制 的 に 作 用 して い る可 能 性 が あ り, Mφ に

よ る抑 制 はin vitroに お い ての み 見 られ る現 象

か もしれ ない.従 って,今 後 は,比 重 の 差24)な

どを 利用 して,出 来 る だけ 刺 激 を うけ て い ない

Mφ を,採 取 す る必 要 が あ る と思 わ れ る.筆 者

は,本 実 験 中に, PWMに 無 ～低 反 応性 の正 常

人2例 を経 験 した が,こ の ときMφ を完 全 に 除

去す る と反 応 性 を 回復 し, Mφ を順 次加 え て ゆ

くとさ ら に反 応 は 上 昇 したが, in vivoに お け

るMφ の 数 とほぼ 一致 す る80～100%のMφ(全

細 胞 の40～50%に 相 当)を 加 え る と,全 く無 反

応 とな っ た.こ のPWMに 無 ～ 低 反 応 者 は,

 PWM反 応 性 ヘ ルパ ーT細 胞 の 欠陥 とい わ れ て

い た4)が,こ れ ら の例 の よ うに, Mφ 自体 がPWM

刺 激 反応 に 対 して,非 常 に 抑 制 的 に 作 用 して い

る可 能 性 が 強 い と思 わ れ る.今 後 は, in vitro

にお け る,マ イ トゲ ン を用 いた 実 験 の 限 界 を認

識 し,そ の 上 で デ ー ター を解 析 し,よ り生 体 環

境 に 近 い実 験 シ ス テム を築 いて ゆ く必要 が あ る

と思 われ る.

結 語

PBAの リン パ 球 活 性 化 反応 にお け るMφ の

機 能 につ いて 検討 し,以 下 の こ とが 判 明 した.

1.正 常 人MNCに よ るPWM誘 導Ig産 生 は,

 Mφ が 存在 しな くて も可能 であ り, IgG産 生 反 応

にお いて は, Mφ 除 去 に よ り,む しろ有 意(p<

0.01)な 産 生 亢進 が,認 め られ た.

2. Mφ 除去MNC分 画 のPWM誘 導IgG産 生

反応 は, 10%の 自己Mφ 添加 に て 上昇 傾 向 を,

 50%又 は100%の 自己Mφ 添加 に て著 明な抑制 を

示 した.又10%の 同種Mφ の 添加 は, 10%の 自

己Mφ の 添加 と同様 の 効 果 を示 した.

3. T細 胞依 存 性 のPBAで あ る, PWM, SPL

刺 激 に よ るT細 胞 分 画 のDNA合 成反 応 に お い

て, Mφ は不 可 欠 な もの で は な く, 10%の 自己

Mφ の 添加 は, 3H-TdRの 摂 取 率 を さ らに 増加

させ るこ とが,判 明 した.

以 上, PBAに よるin vitroのIgG産 生 反応,

 DNA合 成 反 応 な どの リン パ球 活 性 化 反 応 に お

いて は, Mφ は 不 可 欠 な もの では な く,適 当数

のMφ が存 在 す れ ば,至 適 環 境 が え られ, リ ン

パ球 は最 大 反 応 をお こ し,過 剰 のMφ の 存 在 は

抑制 効 果 を示 す こ とが,判 明 した.
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Studies on macrophage function in in vitro immune response

Part 1. The role of macrophages in lymphocyte

 reaction to polyclonal B cell activator
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(Director: Prof. Z. Ota)

To clarify the function of macrophages (MƒÓ) in lymphocyte reaction to polyclonal B 

cell activator (PBA), especially pokeweed mitogen (PWM) and Staphylococcal phage lysate 

(SPL), the pattern of PWM-induced IgG synthesis and the degree of PBA-induced DNA 

synthesis by unfractionated mononuclear cells (MNC) or MƒÓ depleted MNC fraction 

were examined. The response of the MƒÓ depleted MNC fraction to PBA was signifi

cantly higher than that of unfractionated MNC. The addition of 10% MƒÓ to the dep

leted MNC fraction enhanced both responses, but too many MƒÓ reduced PWM-induced 

IgG synthesis. These results suggest that the presence of MƒÓ is not necessary in PBA

-induced lymphocyte reaction and that the maximal response is obtained by the addition 

on optimal number of MƒÓ. Moreover, an excessive number of MƒÓ suppresses the IgG 

synthetic response.


