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緒 言

免疫反応の調節,平 衡維特に免疫応答 を負の

方向に調 節す る抑制性T細 胞(suppressor T

 cells, Ts)が 重 要 な働 きを してい る事は広 く知

られている.臓 器移植 において も,移 植 片の長

期 生着や,移 植 前 ドナー 特 異的輸 血(donor

specific transfusions, DST)の メカニ ズム とし

てTsの 働 きが重要視 されて いる1).従 来 よ り,

我々 もDSTに よ りTsが 誘 導され,そ の誘導

が急性拒絶 反応減少及び移植 片生着延長に関与

することを指摘 して きた2)-5).

Tsの 同定,作 用機序及びTs由 来の可溶性

因子,さ らにTsの 機 能発現にいたるT細 胞亜

集団の相互作用等の解析は,主 としてマウスを

用 いた実験 で行 われている6).今 回,我 々は,ヒ

トの 末 梢 血 リ ン パ 球(peripheral blood

 lymphocytes, PBL)を 用 い,長 期 リンパ球混合

培養(mixed lymphocyte culture, MLC)よ り

Tsを 誘 導 し,そ のフェノタイプを解析 する と同

時に,そ の抑制機序 について検討 を行 った.

対 象 と 方 法

1. PBL分 離 と培養液

健康成人か ら採血 したヘパ リン加 血をFicoll-

Conray比 重遠沈法に より単核細胞層 を分 離 し

た.培 養液は, RPMI 1640 medium (Gibco)

に, streptomycin 100μg/ml, penicillin-G 100

units/ml,を 混 入 し,さ らに非働化 ヒ トAB血

清 を20%加 え た もの を用 いた.

2. MLCよ りのTsの 誘 導

responder細 胞1×107個 と, mitomycin C

 (MMC)処 理 し たstimulator細 胞1×107個 を

20ml培 養 液 に て, 25cm2 culture flask (Costar

 3050)に 混 入 し, 37℃, 5%CO2, 95%湿 度 下

に そ れ ぞ れ の 期 間 培 養 し た(bulk MLC).こ の

後,細 胞 を採 取,洗 浄 し,さ ら に, MMC処 理

後regulator細 胞 と して, mixed lymphocyte

 reaction (MLR)及 びcell-mediated

 lympholysis assay (CML)に 添 加 し,そ の 抑 制

率 を 検 討 し た(図1).

3. MLR suppressor cell assay (MLRsca)

5×104個 のresponder細 胞 と5×104個 の

MMC処 理 し たstimulator細 胞 よ りな るMLC

に,MMC処 理 し たregulator細 胞5×104個 を

加 え,0.2mlの 培 養 液 中 で,96穴 丸 底 マ イ ク ロ プ

レ ー ト(Falcon 2077)に て, quadruplicateで

培 養 を行 っ た. kinetics study以 外6日 間 培 養

と し,ハ ー ベ ス トの18時 間 前 に3Hチ ミジ ン を パ

ル ス し,液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー に て,

Hチ ミ ジ ン 摂 取 を 測 定 し た. responder細 胞 と

同 一 の 細 胞(autologous細 胞)をMMC処 理 し,

 regulator細 胞 と同 数 加 え た も の を,コ ン ト ロー

ル 群 と し,次 式 に よ りMLR抑 制 率 を 算 出 し た.

MLR抑 制 率=(1-cpm with MMC処 理

regulator細 胞/cpm with MMC処 理

autologous細 胞)×100.

4. CML suppressor cell assay (CMLsca)

1×106 responder細 胞, 1×106 stimulator

細 胞, 1×106 regulator細 胞 を2ml培 養 液 に て,
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カ ル チ ャー プ レ ー ト(Faclon 3047)で6日 間 混

合 培 養 し,そ の 後effector細 胞 と し て 回 収 し た.

 target細 胞 は, PHA-M (Difco)に て 芽 球 化

し た 細 胞 をNa251CrO4で 標 識 し,洗 浄 後4×104

個/mlに 調 整 し た. effector細 胞 とtarget細 胞

を50:1の 比 率 で96穴 丸 底 マ イ ク ロ プ レ ー ト内

で 総 量0.2mlと し, triplicateで6時 間 培 養 し た.

培 養 後0.1mlの 上 清 を摂 取 し,オ ー トガ ン マ ー カ

ウ ン タ ー に て51Cr releaseを 測 定 した. spontane

ous releaseは 培 養 液 の み, maximum release

は1 N NaOHを 加 え, target細 胞 の51Cr release

を 測 定 し た. %51Cr releaseは 次 式 の 如 く算 出

した. %51Cr release=(experimental release-

spontaneous release/maximum release-

spontaneous release)×100.尚,コ ン トロ ー ル

群 は, MLRscaと 同 様 に, regulator細 胞 の 代

わ りにMMC処 理 したautologous細 胞 を加 え,

 CML抑 制 率 は 次 式 よ り求 め た. CML抑 制 率=

(1-51Cr release with MMC処 理regulator

細 胞/51Cr release with autologous細 胞)×

100.

図1 Experimental scheme for analysis of the generation of Ts.

5. T細 胞 サブセ ッ トの分離

OKT 4及 びOKT 8モ ノ クロナ ー ル抗 体

(MoAb, Ortho)を 用 い, Wyscokiら の パニン
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グ 法7)に 準 じ, OKT 4+ enriched細 胞, OKT 8+

 enriched細 胞 を 得 た.即 ち,細 胞 をOKT 4あ

る い はOKT 8 MoAbで 反 応 させ た 後,ラ ビ ッ

ト抗 マ ウ スIgG抗 体(Sigma)を 含 む 溶 液 で

coatingし た プ ラ ス チ ッ クデ イ ッ シュ に 加 え,4℃

 2時 間 反 応 させ た.次 に, negative selectionと

し て,上 清 中 に 含 ま れ る細 胞 を 摂 取 し, OKT 8+

 enriched細 胞, OKT 4+ enriched細 胞 と し た.

6. MLRsca培 養 上 清 中 の イ ン タ ー ロ イ キ ン2

 (interleukin-2, IL-2)活 性

前 述 し たMLRsca上 清 を経 時 的 に 採 取 し, IL

2 dependent cell lineで あ るCTLL-2を 用

いGillisら の 方 法8に 準 じてIL-2の 力 価 を測

定 し た.即 ち, 5×104個/mlのCTLL-2 0.1

mlを96穴 平 底 マ イ ク ロ プ レー ト(Falcon 2072)

に 加 え,さ ら に0.1mlの サ ン プ ル をtriplicateに

添 加 し, 24時 間 培 養 の 後,3Hチ ミ ジ ン を パ ル ス

し た.さ ら に4時 間 培 養 しハ ー ベ ス ト,3Hチ ミ

ジ ン の 取 り込 み を測 定 し た. recombinant IL-2

(シオ ノギ)よ り得 られ た標準曲線か ら,各 培

養上清 中に含 まれ るIL-2の 力価 を算 出 した.

図2  The generation of Ts in MLC. R, A, re

sponder cells; Cm, Bm, stimulator cells 

treated with MMC; R'Cm, A'Bm, regula

tor cells treated with MMC. Regulator 

cells were harvested from bulk MLC at the 

indicated day.

表1 Cytotoxicity and suppressor activity of the

 cells harvested from 10-day MLC

a. R, responder cells; Cm, stimulator cells treated with 

MMC; R'Cm, MMC-treated regulator cells harvested 
from 10-day MLC

b. RCm, effector cells

c. Target cells (C) were incubated in PHA-M for 3 days.

d. CML assay was performed with E/T ratio of 50:1.

図3  Kinetics study of MLR suppressor cell 

assay. R, responder cells; Cm, stimulator 

cells treated with MMC; Rm, autologous 

cells treated with MMC; R'Cm, MMC-

treated regulator cells harvested from 10-

day MLC.

結 果

1. MLCに よ るTsの 誘 導

MLCに よ り誘導 され るTs活 性 を,特 異的

MLR,即 ち, responder, stimulator細 胞 とも
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Bulk MLCと 同一のMLRに お いて, MLCよ

り経時的に細胞 を採 取 し, regulator細 胞 として

添加 し,そ の抑制率 を測定 した.図2に 示 され

る様にTs活 性は7日 目以降に認め られ,2例

とも10日 間MLCよ り採取 した細胞のTs活 性

が最 も強 く認められた(抑 制率:61%及 び58%).

 MLCよ りのTs誘 導 には, 10日 間培養が最適

と考え られ,以 後の実験 には, 10日 間MLCよ

り採取 した細胞 をregulator細 胞 として用いた.

表2 Antigen-specificity of Ts generated in 10-day MLC

a. Rm, Cm, Am, Bm, autologous cells treated with MMC; R'Cm, A'Bm, MMC-treated regulator cells 

harvested from 10-day MLC.

10日 間MLCよ り採取 した細胞 をeffector細

胞 とし,そ の細胞傷害作用 を検討 した. E/T比

50:1で, %51Cr releaseは3.8%と,細 胞傷 害

活性 は非常に低 い ものであった(表1).

次 に, MLRscaのkinetics studyを 行 った

(図3). MLR開 始 後6日 目,8日 目 ともに,

 regulator細 胞 の添加に よ り,3Hチ ミジンの取

り込みの抑制 が観察 され た. Tsは, MLRを 著

明 に抑制す るものの,そ のkineticsに は 影響 を

与 えなか った.

2. 10日 間MLCよ り誘導 されるTsの 特異性

表2に 示す如 く, 10日 間MLCよ り誘導 した

Ts (R'Cm及 びA'Bm)と 同一のresponder細

胞(R, A)及 び 同 じstimulator細 胞(Cm, Dm)

よ りな る特異的MLRscaで は,強 い抑制(58.0

%及 び60.5%)が 認め られるのに対 し, responder

細 胞 が異なるMLRscaの 系(C+Rm+R'Cm,

 B+Am+A'Bm)で は,抑 制 は全 く認め られず,

 MLRは む しろ増強 されていた.さ らに, responder

細 胞 をbulk MLCと 同一 とし, third-partyよ

りのstimulator細 胞(Xm, Ym, Zm)を 用 い

たMLRscaで は,そ の抑制率は一定 でなかった.

 30%以 上 の抑制 を示す ものが,5例 中2例 あっ

たが,い ずれ も特異的MLRで の抑制 に比較す

ると,弱 い ものであった. MLCで 誘 導され るTs

は, HLAバ リアー による特異性 を有 していると

思われ る.

3. MLRを 抑 制す るTsの フェノタイプ

10日 間MLCよ り採取 した細胞 を, OKT 4,
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OKT 8 MoAbで 処 理 し, OKT 8+ enriched分

画 とORT 4+ enriched分 画 に分け,そ れぞれ

MMC処 理 しregulator細 胞 として特異的MLR

に添 加 し,そ の抑制率 をみた.図4の 如 く,未

分画のregulator細 胞 で, 74.6%の 抑 制率, OKT

 8+ enriched分 画 では63.2%の 抑 制活性が認め ら

れるのに対 し, OKT 4+ enriched分 画 では, MLR

の抑 制は認め られなか った.

図4  T cell subsets of Ts generated in 10-day 
MLC by the panning method. R, responder 
cells; Cm stimulator cells treated with 
MMC; Rm, autologous cells treated with 
MMC; R'Cm, MMC-treated regulator 
cells harvested from 10-day MLC; R'Cm 

(OKT 8+), regulator cells treated with 
anti-OKT 4 MoAb; R'Cm (OKT 4+), reg
ulator cells treated with anti-OKT 8 
MoAb.

表3 CML suppressor cell assay

a. R'Cm, 10-day MLC generated regulator cells, separated into R'

Cm (OKT 8+) and R'Cm (OKT 4+) by the panning method.
b. CML assay was performed with E/T ratio of 50:1.

4. CMLを 抑制 するTsと そのフェノタイプ

10日 間MLCよ り誘導 され るTsの 細胞傷害

性T細 胞(cytotoxic T cells, CTL)誘 導 に対

す る阻害活性 を検討 した.表3の 実験Iに 示 さ

れ る如 く,特 異的CMLで は, CTLの 誘 導 を

抑制するのに対 し(抑 制率:41.1%), stimulator

細 胞 をthird-partyと したCMLで は,抑 制 は

全 く認め られなかった.さ らに, CMLを 抑制 す

るTsの フェノタイプの検討 を行 ったところ,

実 験IIの 如 く, OKT 8+ enriched分 画 に抑制 活

性が示され(抑 制率:77.3%), OKT 4+ enriched

分 画 には,抑 制活性 は認め られなか った.

図5  Addition time of Ts. Regulator cells were 

added to the CML (•œ-•œ) and MLR (•¡-

•¡) at the indicated time. In control 

groups, MMC-treated autologous cells 

were added to the CML (•›-•›) and 

MLR (• -• ).

5. Tsの 添加時期の検討

MLR及 びCMLにTsを 添加す る時期 を変

化 させ る事 の影響 を検討 した(図5).MLR抑

制 効果は,Tsを 培養 開始 と同時に添加す る場合

が,最 も強 く,以 後添加時期 を遅せ るに従 い,

MLR抑 制 は減弱 し,培 養開始後72時 間以降の添

加 では,抑 制効果 は認め られなか った.CML抑

制 効果 も同様 の傾向 を示 し,培 養開始24時 間後

でのTs添 加 では,抑 制効果 は減弱 し, 48時 間

以降の添加 は,CMLを 抑 制 しなか った.

6. 内因 性IL-2に 対 す るTsの 影 響

通常のMLRの 培 養上清 中には,図6のopen

 circle (○)に 示 され る如 く,培 養開始後3日 目

をピー クとす る, IL-2活 性 が認め られ る.し か

し,特 異的MLRにTsを 加 えた系 では, closed
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circle (●)に 示 され る様に,培 養開始以降 どの

時期 において も,培 養上清 中のIL-2活 性 は著明

に低下 して いた.

図6  The effect of Ts on endogenous IL-2 

activity. R, responder cells; Cm, stimula

tor cells treated with MMC; Rm, 

autologous cells treated with MMC; R'

Cm, MMC-treated regulator cells harvest

ed from 10-day MLC.

考 察

今 回の結果 よ り,Ts誘 導 には10日 間MLCが

至 適であ り,誘 導され るTsは,ア ロ抗 原によ

る増殖反応及びCTL誘 導 のいずれ も阻害す る

事 が示 され た. stimulator細 胞 に対す る細胞傷

害活性 は非常に低 く,MLR及 びCML抑 制 は,

細 胞傷害作用に よるものではない と考 えられる.

こ のTsは, responder細 胞 のHLA拘 束 性に,

また抗原特異的に作用 しているもの と思 われ,

フ ェノタイプ としてOKT 8 (CD8)抗 原 を有

している.抑 制活性は,培 養開始 よ り早期 に添

加す る場合 にのみ認め られ,培 養開始 と同時 に

Tsを 添加す ることに より,MLC上 清 中のIL-

2活 性 は著明に抑制 されていた.以 上 より, 10

日間MLCに よ り誘導 されるTsの 標 的細胞は,

お そら くMLC早 期 に反応するヘルパーT細 胞

(helper T cells, Th)と 考 えられる.

CD8陽 性 細胞 中には, TsとCTLが 含 まれ

てお り,そ の機能 とフェノタイプの関連 につ い

て,多 く研究 されている. Landayら は, 2 D 2

 (Leu2, CD8)とD 12 (Leu15, CD 11 b)

の2種 のMoAbを 用 い, Leu2陽 性Leu15陽 性

細胞 をTs, Leu2陽 性Leu15陰 性細 胞をCTL

と している9).ま た, Damleら は, MLR抑 制

細胞は, Leu2陽 性, 9.3抗 原(CD28)陰 性 の

前駆細胞よ り誘導 され,一 方CTLはLeu2陽

性CD28陽 性 前駆細 胞よ り誘導 される と報告 し

てい る10).

10日 間MLCよ り誘導 され るTsはCD8陽

性 で, MLRを 抑 制す ると同時 にCMLも 抑制

す る.し か しなが ら, MLRを 抑 制す るTsと

CMLを 抑制す るTsが 同一であ るか否かは定

かではない. Truittら は,マ ウス より誘導 した

Tsよ り産出 され る2種 類の抑制因子について報

告 し,1つ はMLRの み を,も う一方はMLR

とCMLの いずれ も抑制す るとしてい る11). Dorf

とBenacerrafは,遅 延型過敏症 の抑制反応に

ついて,マ ウスでのモデルにて,Ts1, Ts2,

 Ts3と い う抑制性ネットワークを提唱 している6).

 Tsと い うサブセ ッ トの中には,種 々の クロー ン

が存在 し,そ れ ぞれ異なった抑制機能 を担 って

いると考 え られ る.ヒ トのPBLを 用 いた実験

系では, DamelとEnglemanは 以下の様な抑

制性ネ ッ トワー クを提 唱 してい る10)12).アロ抗原

刺激 されたLeu3+, Leu8+ Tsイ ン デューサ

細胞が, Leu2+ CD28- Ts前 駆 細胞に作用 し,

 Leu2+ Tsエ フ ェクター細胞 に成熟 ・分化 させ

る.こ のLeu2+ Tsエ フ ェ クター細胞が,種 々

の免疫反応 を特異的に抑制す るとい うネッ トワ

クであ る.最 近,彼 らは,ヒ トのPBLよ り,

ア ロ抗原刺激された 自己のCD4+細 胞 で自己の

CD8+細 胞 を繰 り返 し刺激す るこ とに よ り, CD

8+のTsク ローンの樹立に成功 し,そ のフェノ

タイプは,α ・β TCR+, CD3+, CD8+, CD

11 b+, CD28-で あ った と述べてい る13). 10日 間

MLCに よ り誘導 され るTsも,お そ らくTsエ

フェクター細胞に相 当するもの と思われる. MLC

よ り特異的CTLを 誘 導す るのに6～7日 間の

培養が必要であ るが,特 異的Tsエ フ クター細

胞を誘導す るには,さ らに長い10日 間培養 を要

する とい う事実は,非 常 に興味深い知 見 と考 え

られる.

TsがCTLの 誘 導 を阻害す るメカニズムにつ

いては,一 定の見解は得 られていない.Thを 抑
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制す るこ とで, CTLの 誘 導 を抑制す る場合10)14)

と, CTL前 駆 細胞 に直接抑制作用 を及ぼす場

合15)が考 え られ,ま たIL-2に 競 合ない しは吸

着することで抑制活性を発現するという報告15)や,

IL-2産 生 細胞 を抑制するこ とでCTL誘 導 を抑

制す るといった報告がみ られる14).Tsの 中 に,

それだけ多 く異なった機能 を持つ クロー ンが存

在す る証拠 と言えるか もしれ ない.我 々は, 10

日間MLCよ り誘 導され るTsに は,IL-2に

対 して競合作用や吸着能 力が ない ことを既に報

告 している16).前 述 した様に,そ の標的細胞は,

Thと 考 えられ,TsがMLC早 期 に反応す る

Thに 直接的に作用す るか,あ るいは液性 因子を

介 し,IL-2産 生 を抑制 し, CTL誘 導 を阻害 し

てい るもの と思 われ る.

DSTに よ りTsが 誘 導 され,そ の誘導が生体

移植 腎生着延長効果に関連 している事は,我 々

の報告2)-5)を含 め,多 数報告 され てい る17)18).長

期移植 腎生着のメカニズムとして,Tsが 作用 し

ている事 も我々 は指摘 してきた19). Fujiwaraら

は, C 57 BL/6 (B 6)マ ウ ス とB 6-C-H-

2bm1あ る いはB 6-C-H-2bm12の ミュータン ト

マウス間でのDSTの 効 果 を検討 し,Thの 低

反応 と皮膚移植片 生着延長 の相 関 を述べ て い

る20)21).即ち,こ れ らの ミュータン トマウス間で,

前感作が寛容源 とな り得 る場合,Thの 反 応性が

抗原特異的に消失す るこ とを指摘 し,特 異的免

疫寛容導入におけ るTh制 御 の重要性 を強調 し

ている.も し,DSTに よ り誘導されるTsが10

日間MLCに よ り誘導 されるTsと 同 じ性質 を

持つ ならば,そ の標的細胞は抗原特異的に活性

化す るThで あ り,こ のThを 抑 制す るこ とに

よ り特異的免疫不応答 を導いている可能性 が推

定 される.

我 々は,最 近Ts誘 導 陽性 のDST施 行 症例

のPBLよ り,抑 制性T細 胞ハ イブ リドー マを

樹立 した22)23).このハ イブ リドーマは,ド ナー抗

原の刺激 によ り,レ シピエ ン ト・ドナー間の特

異的MLRを 抑制す る因子 を産 出す る.こ の免

疫抑制 因子は,濃 度依存性 を示 し,や は り培養

開始早期に添加 する場合 のみ,そ の抑制活性が

発現 され る.

抗 原特異的Ts及 びそれに関与する免疫抑制

因子の研究は,臓 器移植 の最終 目標 である ドナ

特異的免疫寛容の解 明につ なが り,さ らに,

これ らの クロー ンあ るいは因子 を,臓 器移植 の

免疫操作に応用す る可能性に もつ なが ってい く

もの と考 えている.

結 論

10日 間MLCに よ り誘導 されるTsは,抗 原

特異的に作用 し, MLR, CMLい ず れの反応 も

抑制す る.こ のTsは, OKT 8陽 性 で, OKT

 4陽 性 細胞 には,抑 制活性 は認め られなか った.

培 養開始 よ り早期 に添加す るこ とで,Ts活 性 が

発現 され,MLC開 始 と同時にTsを 加 え るこ

とで,培 養上清中のIL-2活 性 は著明に抑制 さ

れた.こ のTsの 標 的細胞 は,MLC早 期 に抗

原特異的に反応す るThと 考 え られ る.

稿 を終えるにあたり,御 指導,御 校閲を賜 りまし

た岡山大学医学部第1外 科折田薫三教授に深甚なる

謝意を捧げるとともに,終 始御指導,御 教示頂きま

した阪上賢一先生に深謝致します.
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Suppressor T cells (Ts) may play an important role in the regulation of immunological 

responses. Ts may play a role in the long-term acceptance of an allogeneic organ graft and 

the beneficial effects of donor-specific blood transfusions on subsequent transplant survival. 

The population of Ts induced in mixed lymphocyte culture (MLC) was analyzed, and the 

mechanism underlying the suppressor activity was examined.

The Ts generated in 10-day MLC were found to belong to the OKT8+ subset and inhibited 

both mixed lymphocyte reaction (MLR) and cell-mediated lympholysis. These Ts inhibited 

MLR in an antigen-specific manner, but failed to alter the kinetics of the MLR. Furthermore, 

these Ts inhibited the production of endogenous interleukin-2 and exerted a suppressive effect 

only when added early in the culture.

In conclusion, the precise target of Ts generated in 10-day MLC might be the earliest 

responding T helper clone.


