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 【Summary】

Employing nylon wool-adherent cells as antigen-presenting cells (APC) , it was demonstrated
 that T-lymphocyte could respond sufficiently well to PPD-pulsed APC sharing at least one of 

the HLA-DR antigens of the T-lymphocyte donor.

Antisera against HLA-DR but not HLA-A and -B antigens were shown to be able to block this 

proliferative responses when PPD-pulsed APC had been pretreated with anti-HLA-DR antisera.
These results indicate that HLA-DR antigens play a functional role in the antigen -present

ation. 

                                         Key words : human antigen-presenting cells , 
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                       【概  要】

 ヒ ト抗原呈示細胞はPPDパ ルスされることにより自己の感作T細 胞および一部のアロのT細 胞を活性化すること

が認められた.PPDパ ルス抗原呈示細胞上のHLA-A,-Bそ して-DR抗 原 を抗血清で選択的に被 う実 験 で
,

HLA-DR抗 原 に対する抗血清のみが抗原呈示能を阻止す ることから,感 作T細 胞は抗原呈示細胞上のPPDとDR抗

原 を同時に認識す ることが判明 した.こ のことはアロのT細 胞の活性化にはHLA-DR抗 原 の少なくとも1っ を抗原

呈示細胞 と共有 してい ることが必要であることを示している.
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        I.は じ め に

 マ ウス主要組織適合複合体中の1領 域は調節性T細 胞

による免疫応答性を遺伝的に制御 していることはよく知

られている.た とえば,helper T細 胞 は抗原呈 示 細 胞

との相互作用において抗原 と1領 域遺伝子産物をともに

認識 し活性化 されるが,こ の際に1領 域の一致が必要と

されている1).さ らに抗Ia血 清 を使用する こ とに よ

り,こ のようなT細 胞の活性化は抗原呈示細胞のIa抗

原 の機能的表現によっていることがあきらか となhZl,

Ia抗 原 はきわめて重要な機能を分担 しているこ とが判

明 した,

 筆者 らはさきにpurified protein derivative(PPD)

を抗原 として用いることにより,ヒ ト感作T細 胞が抗原

パルスされた抗原呈示細胞 によって活性化されることを

示 し,こ の抗原呈示細胞はIa様 抗原 を表現 しているこ

とを示 した3).そ こで今回は,マ ウスIa抗 原 に相当す

るHLA-DR抗 原(HLA-D related antigen)の 重要

性を検討するため,同 種免疫血清で抗原呈示細胞のDR

抗 原 を被覆することにより,感 作T細 胞.抗 原呈示細胞

間の相互作用が阻止されるか否かを検討 したところDR

抗原 の重要な役割を見出 した,

       II.材 料 および方法

 1.単 核細胞の分離

 PPD皮 内反応陽性健康者のヘパリン加末梢 血 か ら

Ficoll-Paque(Pharmacia)比 重遠心法 により単核細胞

を得た.

 2.ナ イ ロンウール ・カラムによるT細 胞の分離と付

   着 細胞の回収

 ナイ ロンウール.カ ラムによるT細 胞のenrichment

の方法はすでにほかに記した3・4)-T細 胞 分離後,細 胞

の付着 したナイ ロンウールを冷 却0.02%ethylenedia

minetetraacetic acid(EDTA)加phosphate buffer-

edsaline(PBS)に ひ たし,5℃10分 放置 した.そ の後,

ナイロンウールをよくほぐすことにより付着 細 胞 を集

め,2回 洗浄 した.

 3.抗 原パルスの方法

 単核細胞(1～5×106)ま たは付着細胞(0.5～2×106)

を 25μg/mlの PPD(日 本BCG)と mitomycin.C

(MMC;協 和〓酵)50μg/mlを 含 む培養液中で1時 間

37。C incubateす ることにより抗原パルスを行った.パ

ルスされた細胞は4回 洗浄し,1×106/mlに 調 整した.

 4. リンパ 球 培 養 とDNA合 成 の 測 定

 一 定 数 の抗 原 パ ル ス ま た は非 パ ル ス抗 原 呈 示 細 胞(単

核 細 胞:1×105,付 着 細 胞:1×10")と 1×105のT細

胞(ナ イ ロ ン ウー ル.カ ラ ム通 過 細 胞)を200μ1の10

%ヒ トAB型 血 清 添 加RPMI 1640(日 水 製 薬)に 浮

遊 し,丸 底micr0titer plate(Nunc)のwell中 で,

5%CO2,37℃ の 条 件 下 で5日 間培 養 し,細 胞 回収16～

18時 間前 に0.5μCiの3H-thymidine(3H-TdR, New

England Nuclear Co.)を 各wel1に 添 加, semiauto

matic cell harvester(ラ ボ サ イ エ ンス 社)に て細 胞 を

回 収,液 体 シ ン チ レー シ ョ ン ・カ ウ ン タ ー(ア ロ カ)に

よ り3H-TdRの と り込 み を測 定 した.

 5.HLAタ イ ピ ン グ

 HLA-A,一B,一Cタ イ ピン グはNIH標 準 法 に よ っ て

行 っ た5).HLA-DRタ イ ヒ。ン グは トロン ビ ンー ナ イ ロ

ン ウー ル法 に よ っ てB細 胞 を 回収 し行 っ た6)-

 6.HLA-DR抗 血 清

 抗DR血 清 は 妊 産 婦 よ り得,抗HLA-A,-B,-C抗

体 を除 去 す る ため,pooled血 小 板 に て 吸収 操 作 を行 っ

た.こ れ らの抗 血 清 の特 異 性 は panel cellを 用 い て

cytotoxicity testに よ っ て決 定 され た.

 7.抗 原 呈 示 細 胞 上 のHLA-A,一Bそ して 一DR抗

   原 の 抗 血 清 に よ る被 覆

 あ らか じめ 抗 原 パ ル ス さ れ た 抗 原 呈 示 細 胞(0.5～2

×106)を 抗HLA-A,-Bま た は-DR血 清 中 に37℃,

30分incubateし,そ の後3回 洗 浄 した.一 部 の実 験 で

はProtein A(Pharmacia)を こ れ らのIgG抗 体 の

Fc部 分 に付 着 させ るた め,2μg/mlのPr0tein Aを 加

え,さ らに30分incubateし,そ の 後3回 洗 浄 した7).

       III.結 果 お よ び 考 察

 さ き の報 告 で筆 者 らは抗 原 呈 示 細 胞 と して末 梢単 核 細

胞 全 体 を用 い る こ とに よ り,抗 原 呈 示 細 胞 が ア ロの 組 み

合 わ せ にお い て はmixed leukocyte reaction(MLR)

をお こ さ ない 単 核 細 胞 を抗 原 呈 示 細 胞 と して 用 い た 時 に

の み抗 原 特 異 的 なT細 胞 活 性 化 を認 め た3,B).こ の こ と

を さ ら に確 認 す る た め,HLA抗 原 の 判 明 して い る細 胞

を用 い て 感 作T細 胞-抗 原 呈 示 細 胞 間 に お け るHLA抗

原 の 関 与 を検 討 した.

 表1に 示 す よ うに,抗 原 呈 示細 胞 と し て単 核 細 胞 を用

い た場 合,Donor YKのT細 胞 は 自己 のPPDパ ル

ス単 核 細 胞 に反 応 す る(dcpm:2,807)(group 1) .と
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表1The responses of T.1ymphocyte to PPD-pulsed mononuclear

   cells or adherent cells in allogeneic combinations.

HLA phenotypes of donors are:YK:AW24, AW33, BW44, BW51,DRW2, DRW6, TM:A2, AW33, BW44,8W59,
CW3, DRW4, DRW6, NK-A2, AW24, B7, BW35, CW3, DRW1, DRW8, MM:AW24, AW24, BW52,BW55,CW1, DRW
2,DRW4.ｰAntigen-presenting cells, b Monoclear cells, Cells adhered to nylon wool columns, a Net counts
per minute were calculated by subtracting cpm with nopulsed APC from cpm with pulsed APC.

ころがHLA-AW 33, BW 44, DRW6を 共有 する

Donor TMのPPDパ ルス単核細胞に対す る反応は極

度に低い(dcpm:128)(group 3).ま た, AW 24の

み を共有しているDonor NKに 対 してはまったく反応

を示 さずback groundのMLRよ りも低い反応性を

示 した(group 5).Donor MMのT細 胞 は自己の

PPDパ ル ス単核細胞にはよく反応 す る(group 7)が

AW 24, DRW 2を 共有 しているD0nor YKの 単核細

胞による抗原呈示にはまったく反応を示さない(group

9).

 これ らの結果は抗原呈示細胞 として単核細胞全体を用

いた場合には,た とえDR抗 原 の中の1つ を共有 して

いても抗原呈示が有効に進まないことを示 している.

 筆者 らはさきに,ナ イロンウ-ル 付着性の細胞はプラ

スティック.ペ トリ皿付着細胞に比し,抗 原呈示細胞 の

すべてのpopulationを 損 じることなく含んでいること

を示した3).そ こで,ナ イロンウール付着性 の細 胞 を

抗原呈示細胞 として用いたところ,表1に み るよ う に

Donor YKのT細 胞 あるいはDonor MMのT細 胞

に対 してアロの抗原呈示細胞 も有効な抗原呈示 を行 うこ

とが認められた(group 4,10).こ のことは,抗 原呈示

細胞 として単核細胞を用いた場合には,そ の中のT細 胞

が反応性T細 胞の反応性よりはむしろ抗原認識を何 らか

の形で阻止 していることを示 す3).こ れ ら(grOUp 4,

10)はDR抗 原 の片方を反応性T細 胞 と共有 しており,

反応性T細 胞一抗原呈示細胞間の有効な相互 作 用 に は

DR抗 原 の少なくとも1つ を共有 していることが必要で

あることを示唆している.し か しなが ら Donor TM

(group 4)そ してD0nor YK(group 10)は 反応性T細

胞 とHLA-A,-B抗 原 をも共有 してお り,さ らにDonor

NKはHLA-AW 24の み を共有しているにもかかわら

ず,低 いながらも抗原呈示能を示してお り,明 確な結論

は下せない.そ こで抗DR血 清 によって抗原呈示細胞

上のDR抗 原 を選択的に被 うことにより実際にDR抗

原 が抗原呈示 に重要な役割を担っているかどうかを検討

した.表2に はその結果を示す.Donor HMの 反応性

T細 胞は自己のPPDパ ル ス抗原呈示細胞 に反応す る

が,こ れは抗DR血 清 により抗原呈示細胞上のDR抗

原 を被 うことにより阻止される.し か しながら,HLA-

Aそ して 一B抗 原を抗血清で被っても何 ら影響は認め

なかった.ま た,Donor NKの 反応性 も抗DRW 8血

清 によって阻止された.抗 原呈示細胞に反応させたIgG

抗体 によるsteric hindranceの 影響は,抗HLA-A ,
一B血 清 が何 ら作用 しなか

ったことか ら否定 的 で あ る

が,こ れ をさらに確かめるため,Donor YKの 抗原呈

示細胞に感作させ た主 に IgG 抗 体の Fc 部 分 に

Protein Aを 結合 させてからT細 胞に反応 させた7).こ

の場合 も他 と同じく抗DR血 清は抗原呈示能 を阻止 し,

抗HLA-A,-B血 清は阻止 しなかった.

 これ らの結果から,T細 胞 に対する抗原呈 示 にお い

て,抗 原呈示細胞のDR抗 原が重要な役割 を果たして

いることが推察される.BergholtzとTh0rsby9)は 培

養液中にPPDが 存 在するシステムにおいて,さ らに抗

HLA抗 血清を混入することによ りT細 胞の反応性が阻
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表2Effect of anti-HLA serum blocking treatment of APC on

               T-lymphocyte responses

ｰPPD-pulsed APC were incubated for 1/2 h at 37℃ in antisera
. Treated cells were washed exten-

sively and added to T lymphocytes.

bAPC from YK were incubated in antisera and then 2μg/ml Protein A as indicated in Materials and

Methods section.

止できるとしている.こ の場合は抗DRの みならず抗

HLA-A,-B血 清 も反応性T細 胞に作用してその反 応

を阻止してしまう.

 マ ゥスにおいては反応性T細 胞 と抗原呈示細胞間の相

互作用に1-A亜 領域の一致が必要であることが認めら

れている10).このことはHLA-DR領 域 がマウスH-2の

1領 域 と対比され うるものであることを示すとともに,

ヒ トにおいてはHLA-DR亜 領域の解析が始まってい

ることから11,12),筆者 らの行ったT細 胞-抗 原呈示細胞

間に関与する HLA-DR 亜領域の研究が今後,重 要で

あることを示唆 している.
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