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論 文 内 容 要 旨

〈 序 論 〉

免 疫 応 答 は,さ ま ざ ま な分 化 過程 を 経 た 多種 細 胞 集 団 の相 互作 用 の うえ に成 立 して い るが,特

にT細 胞 は そ れ らの種 々 の 応答 に お い て重 要 な 役 割 を 果 た して お り,免 疫 応 答 を 増 強 す るhelper

T細 胞,抑 制 す るsuppressorT細 胞 及 び 細 胞 障 害 性T細 胞 が 知 られ て い る 。 丁細 胞 に よ る 免疫

応 答 の 制御 は,多 くの 場 合 そ れ らの 産生 す る 可 溶 性 因 子(1ymphokine)に よ る もの で,現 在 まで

に各 種 免疫 応 答 を増 強 あ るい は抑 制 す る種 々 のlylnphokineが 報 告 され て い る。Lymphokineは

抗 原 やmitogenで 刺 激 を受 け たT細 胞 か ら産 生 され,免 疫 現 象 の さ ま ざ ま な 局 面 で の 細 胞 相 互

作 用 を 担 って い る。 分子 性 状 及 び そ の 作 用 機 序 が 解 明 さ れ て い るlymphokineと して はinter-

leukin2(IL2)及 びinterferon一 γ(IFN一 γ)が あ る 。IL2はinvitroに お い て 選 択 的

にT細 胞 の 分 裂増 殖 を促 進す る。 した が って これ ま で 容 易 で は な か っ た活 性 化 丁細 胞 の 長 期 培 養

が 可能 に な った 。 ま たIL2は 細 胞 障 害 性T細 胞,NK細 胞 の 増 殖 及 び活 性 化 に も関 与 して い る。

IFN-rはIFN一 α(白 血 球 由 来),IFN一 β(線 維 芽 細 胞 由 来)と は 抗 原 性 が 異 な りT細 胞 由

来 でpH2処 理 で失 活 す る。IFN一 アは抗 ウ イ ル ス活 性 の 他 に細 胞 障 害 性 丁細 胞,NK細 胞 の 活 性

化 に も関 与 して お り,IL2と と もに 免 疫 系 の 増 強 に重 要 な 役 割 を 果 た して い る 。 一 方 免 疫 系 を

抑 制 す る抑 制 性lylnphokineに 関 して は,そ の 分 子 性 状 及 び 作 用 機 序 の解 明 は 十 分 で はな い。 と

こ ろでconcanavalinA(ConA)あ る いは 同 種 抗 原 で 刺 激 され た:ラッ トT細 胞 培 養 上 清 に,IL2,

正FN一 γ と は異 な る 非 特 異 的DNA合 成 抑 制 因 子(STIF)が 存 在 す る こ と を 見 い 出 した 。 そ

こでST正Fの 産 生機 構,生 化 学 的 及 び 物 理 化 学 的 性 状 を解 明 す る と と もに,そ の免 疫 系 に お け る

作 用 を 検 討 し た。 ま たSTIFの 検 出 並 び に精 製 を 目 的 と してSTIFに 対 す るmonoclonal抗 体

を 作製 した 。

<方 法>

ConA刺 激 脾 細 胞 培 養 上 清(ConASup);SDラ ッ ト脾 細 胞 を5×106cells/mlの 濃 度 で5

×10『5M2-mercaptoethano1及 び 牛 胎 児 血 清(FCS)添 加RPMI1640培 地 に 懸 濁 しConA

(10μg/m1)で 刺 激 し37℃ で48時 間 培 養 後,そ の 培 養 上 清 を 遠 心,ろ 過 滅 菌 し使 用 。STIF活 性

の 測 定;SDラ ッ ト骨 髄 細 胞 浮 遊 液2.5×105cells/wellに 試 料 を2倍 系 列 希 釈 して 加 え12時 間 後

の3H-thymidine(3H-TdR)の と り こみ 抑 制 率 を 算 出 し,正 規 確 率 紙 を 用 い たprobitanaly-

sisに よ り50%抑 制 を 与 え る希 釈 濃 度 を 標 準STIF(ConASup;iOU/ml)と 比 較 しU/m1で 標 示 。

IL2活 性 の 測 定;Gillisら の 方 法 に準 じ,王L2依 存 性 マ ウ スT細 胞clone,T572細 胞104

cells/wel1の32時 間 培 養 後 の3H-TdRと り こみ 量 を 測 定 し,標 準IL2と 比 較 しU/∬1工で 標 示 。
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IFN活 性 の 測 定;マ ウ スL929細 胞 を 牛 水 泡 性 ウ イル スで 感 染 し,48時 間培 養 後 の 死 細 胞 プ ラ ー ク

50%減 少法 によ り測定 し,標 準IFNと 比 較 しU/mlで 標 示。

Lymphokineの 精 製;1)ConASupを(NH4)2SO4塩 析 し,50-90%飽 和 画 分 をSephacryl

S-200で ゲ ル ろ 過 し,m.w.45,000-50,000の 画 分 にSTIFを 得 た 。2)限 外 ろ過 に よ り濃 縮 後,

ConA-Sepharoseaffinitychromatographyを 行 な い,非 吸着 性 画 分 にSTIFを 得 た 。

3)濃 縮 後NaCl,0-1Mの 直 線 的 濃 度 勾 配 に よ るFPLC-MonoQ陰 イ オ ン交 換chromato.

graphyを 行 な っ た 。4)活 性 画 分 をSephadexIEFを 用 い た 等 電 点 電 気 泳 動(IEF,pH3-

10)を 行 な い等電 点(pl)を 決 定 した 。T細 胞 表面 マ ー カ ー の 同 定;ラ ッ トT細 胞 の 表 面 マ ー ヵ一

は,抗 ラ ッ ト胸 腺 細 胞 抗 血 清(ATS),Rl-3B3monoclona1抗 体(ラ ッ トpanT)及 びRl-

10B5monoclonal抗 体(supPressor/killer)を 使 用 し,補 体 依 存 性 細胞 障 害 試 験 に よ り同 定 。

ConA反 応;SDラ ッ ト脾 細 胞2.5×105cells/wellをConA5μg/mlで 刺 激 し72時 間 培 養 後 の

3H-TdRと り こみ 量 を 測 定
。 リンパ 球 混 合 反 応(MLR);反 応 細 胞 と してnylon非 付 着 性

SDラ ット脾 細 胞,刺 激 細 胞 と してmitomycinC40μg/ml処 理ACI/Nラ ッ ト脾 細 胞 を 用 い,等

比 で 混 合 培 養 し4日 後 の3H-TdRの と り こみ 量 を 測 定 。 抗STIFmonoclonal抗 体 の 作 製;

FPLC-MonoQ精 製STIFを 免 疫 し たBALB/cマ ウ ス の 脾 細 胞 とP3×63Ag8-653

myeloma細 胞 をPEG1540を 用 い て細 胞 融合,HAT培 地 で 選 択 後468wel1のhybridoma上 清 を

MonoQ精 製STIFを 抗 原 と した 酵 素 抗 体 法(EHSA)及 びSTIF活 性 の 中 和 試 験 に よ り

screeningし 反応 陽 性 のhybridomaをcloningし た 。

〈結 果 及 び考 察>

1)ConA刺 激 によるSTIFの 産生及びその産生細 胞;ConAで 刺激 された ラ ッ トT細 胞 はIL

2及 びIFN一 γを産 生 す る こ とが 知 られ て い るが,細 胞 のDNA合 成 を16時 間 で90%以 上 抑 制 す

るSTIFも 産 生 さ れ る こ と を 新 た に 見 い 出 し た 。STIFの 産 生 に 関 与 す る細 胞 はnylon非 付

着 性 の丁細 胞 で,そ の 表 面 マ ー カ ー はRl-3B3(ラ ッ トpanT)及 びRl-10B5(suppressor/

killer)陽 性 で あ る。 一 方IL2産 生 に 関 与 す る細 胞 はnylon非 付 着 性 のT細 胞 で あ る が そ の

産 生 に はmacrophageの 存 在 が 必 須 で あ り.Rl-3B3陽 性.Rl-10B5陰 性 のhelperT細 胞

で あ る。 した が ってSTIF及 びIL2の 産 生 に は異 な るT細 胞 亜 群 が 関 与 し,し か もmacrophage

の 要 求 性 も異 な る こ とが 明 らか と な った 。 さ らにSTIFが 非 特 異 的 抑 制 性lymphokineで あ る

こ と か ら,suppressorT細 胞 がSTIFを 産 生 して い る 可 能 性 が あ る 。 そ こ でinvivo投 与 で

suppressorT細 胞 に傷 害 性 を 示 すcydophosphamide(Cy)を 腹 腔 内 投 与(25,50100mg/kg)

し,脾 細 胞 のSTIF,IL2及 びIFN一 γ産 生 能 に 与 え る 影 響 を 検 討 し た 。 そ の 結 果STIF産

生 はCy(>25mg/kg)投 与 に よ り認 め られ な くな り,一 方IL2及 びIFN-7産 生 はCy50mg/kg
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投 与 で 影 響 が な く,Cy100mg/kg投 与 でIL2産 生 は減 少 したがIFN一 γ産 生 は 有 意 に 増 強 した 。

した が っ てSTIF産 生 細 胞 はCy感 受 性 のsuppressorT細 胞 で あ り,Cy感 受 性 の 点 か ら

STIF,II.2及 びIFN-7産 生細 胞 は異 な る ことを 明 らかに した 。

2)STIFの 精 製 及 び そ の 生 化 学 的,物 理 化 学 的 性 状;次 にSTIFの 生 化 学 的 及 び 物 理 化 学 的 性

状 を 解 明 す る た め に精 製 を 行 な っ た 。ConASupを(NH4)2SO4塩 析 し50-90%飽 和 画 分 を

SephacrylS-200に よ るゲ ル ろ 過 を 行 な っ た結 果STIF及 びIFN一 γはm。w。45,000-50,000,

IL2はm.w.20,000-25,000で あ っ た 。 次 にSTIFとIFN一 γを 分 離 す る た め にConA-

Sepharoseaffinitychromatographyを 行 な っ た 。 そ の 結 果STIFはConA-Sepharose非 吸

着 性 画 分 に得 られ,正FN一 γはConA-Sepharose吸 着 性 で α一methy1-D-mannosideで 溶 出

され,両 因 子 は 分 離 可 能 で あ る。 さ らに,FPLC-MonoQ陰 イ オ ン交 換chromatographyに よ り

STIFは380-520mM及 び600-700mM,NaClで 溶 出 さ れ る 。 ま た 等 電 点 電 気 泳 動(IEF)

に よ って それ ぞ れ のSTIFは と もにpl5.1～5.6の 単 一 活 性peakと して 得 られ る 。 以 上 の方 法 で

精 製 さ れ たSTIFはtrγpsin感 受 性,DNase,RNase非 感 受 性 の タ ン パ ク 質 で,NalO4

処 理 で 失 活 しな い こ とか ら活 性 部 位 に糖 鎖 は 存 在 しな い こ と が 示 唆 さ れ た 。 ま たSTIFは56℃30

分 間 の 熱 処 理 及 びpH2処 理 に安 定 で あ り,IFN一 γと はConA-Sepharoseへ の 吸 着 性 及 び

pH2耐 性 の 点 で 異 な る 。 さ ら にSTIFはIFN一 γ と は 異 な りN-1inkedgiycosilationの 阻

害 剤 で あ るtunicamycinの 処 理 に よ って も そ の 産 生 が 抑 制 さ れ な い こ とか ら,STIFは 糖 鎖 を

有 しな い タ ンパ ク質 で あ る こ とが 示 唆 され た 。STIFの 活 性 は 種 々 の 糖(α 一methy1-D-

mannoside,N-acetyl-D-glucosamine,N-acetyl-D-galactosamine,L-fucose,L-

rhamnose)の 添 加 に よ って も阻害 され な い こ と も認 め られ た 。 以 上 の 結 果 か ら,STIFは これ ま

で 報告 され て い た種 々の抑 制 性lymphokineと は その性 状 に おい て 明 らか に異 な っ た抑 制 性lym,

phokineで あ る こ とが確 認 され た。

3)STIFの 細 胞 増 殖 及 び そ の 免 疫 系 へ の 抑 制 作 用;次 に精 製 したSTIFの 免 疫 系 へ の 作 用 に

ついて検討 した。ラットT細胞のConA反 応及び同種MLRをIL2は 有意に増強す るのに対 し,

STIFは 濃度依存的 に抑制 した。 さ らにSTIFは 丁細胞cloneT572細 胞のIL2依 存性 増殖

及びConA刺 激によるラットT細胞か らのIL2産 生を抑制することが確認された。 したが って

STIFは,DNA合 成及びIL2産 生を抑制す ることによ り活性化T細 胞の分裂増殖 を抑制 し,

免疫応答における負のフィー ドバ ック機構の一端を担っている免疫調節因子として位置づけるこ

とができる。STIFは 細胞のDNA合 成のみを選択的 に抑制 し,RNA及 びタンパ ク質合成 には

関与せず,そ の作用は可逆的である。またSTIFは ラット,マ ウス及び ヒト由来の正常及び腫瘍

細胞の増殖をinvitroで 抑制する種拘束性のない非特異的DNA合 成抑制作用を有 している。

4)同 種抗原刺激 によ るSTIFの 産生;STIFはConAな どのmitogen刺 激 ばか りで な く同

一24一



種 抗 原 の 刺 激 に よ っ て も産 生 され る こ とが 確 認 され た 。 ラ ッ ト同 種MLRに お い てSTIF産 生 に

関 与 す る細 胞 はConA刺 激 の 場 合 と同 様R1-10B5陽 性Cy感 受 性 のsupPressorT細 胞 で,産

生 され るSTIFの 性状 はConASup由 来 のSTIFと 一 致 した。

5)STIFに 対 す るIno聖clona1抗 体FPLC-MonoQ精 製STIFでBALB/cマ ウ ス を

免 疫 し,そ の脾 細 胞 とマ ウスmyeloma細 胞 を融 合 しmonoclonal抗 体 の 作 製 を 行 な っ た。 そ の

結 果MonoQ精 製STIFを 抗 原 とす る酵 素 抗 体 法(ELISA)で 著 し く強 い 反 応 性 を 示 すARS-

1,ARS-2抗 体(と も にlgG2∂ 及 びELISAで の 反 応 性 は 弱 い も の の,STIFに よ る骨

髄 細 胞 のDNA合 成 抑 制 活 性 を 中 和 す るARS-3,ARS-4抗 体(と も にIgG1)を 得 た 。 こ

れ ら の 抗 体 は す べ て,IEF精 製STIF(pl5.1～5.6)とELISAで 陽 性 を 示 し た 。 一 方

ConA非 存 在下 で の ラ ッ ト脾 細 胞 培 養 上 清 をConASupと 同 様 にMonoQカ ラムで 精 製 した もの,

及 びFCSと は これ らの 抗 体 は 全:く反 応 性 を 示 さ な か っ た 。 以 上 の 結 果 か らSTIFと 特 異 的 に 反

応 す るmonoclonal抗 体 を 得 る こ とが で き た 。現 在 これ らの 抗体 を用 いて,affinitychromato-

graphyに よ るSTIFの 精 製 を 検 討 中 で あ り,STIFの 大 量 精 製 及 び そ の 分 子 構 造,活 性 発 現

の機 構 の解 明へ の 応 用 が 期 待 され る。

活 性 化T細 胞 由 来 の 新 しい 抑 制 性lymphokine,STIFの 産 生,性 状 及 び 免 疫 系 へ の 作 用 の 解

明 に よ って,invitroの 免 疫 応 答 に お け る負 の 免 疫 調 節 因 子 と してSTIFの 意 義 が 明 らか とな っ

た が,lymphokineの 研究 の原 点 は あ くまで も生 体 内 に お け る免疫 現 象 の解 明 で あ り,invitro

の 作 用 と対 応 させ な が らinvivoで の作 用 に つ い て も検 討 す る予 定 で あ る。
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審 査 結 果 の 要 旨

免疫反応は宿主細胞から放出される種々の生理活性因子によって調節 される。刺激されたT細

胞から出される因子のなかには免疫反応を正の方向に調節する7一 インターフェロン(IFN)や

インターロイキン2(IL2)の ほかに負の調節因子として種々の免疫抑制性因子が存在すること

が報告 されている。IFN及 びIL2に 関 しては既にその化学構造や支配遺伝子が解明され遺伝子

組換法によりそれらの生産も行われている。 しか し抑制因子に関 しては未だその化学構造 も明確

ではない。

著者はT細 胞マイ トゲンであるコンカナバ リンA(ConA)で ラット脾細胞を刺激するとその

培養上清中に細胞DNAの 合成を非特異的に阻害するある種の抑制性因子(STIF)が 放出され

ることを発見 し,そ の分離精製,産 生細胞の同定及び生物活性などにっき精査 した。

その結果,STIFは 糖鎖を持たない分子量4万5千 一5万 のポ リペプチ ドで同 じ分子量をもつ

IFNと 分離可能なことが明 らかにされた。

シクロフォスファ ミド(CY)投 与 ラッ ト脾細胞を用 いた実験でSTIFはCY感 受性のT細 胞

亜群から産生されること,ま たその産生にはIL2の 場合と異り,マ クロファージの存在は不必要

であることなどが示 された。

さらにinvitroの 実験系でSTIFはIL2の 産生や作用を抑制すること,ラ ットのみな らず

マウスや ヒト由来の種々の正常及び悪性細胞のDNA合 成を阻害することも明 らかにされた。

STIFはConA刺 激 リンパ球以外にも産生されるか否かを知 る目的で同種 リンパ球混合培養

上清についての検索が行われ,こ の場合に も先 に同定 されたSTIFと 同一分子 のSTIFが 産生

されることが確認された。

さらにSTIFの 分離同定を行 うためにSTIFに 対す るモ ノクロナ ール抗体が作成 され,ま た

この抗体はヒト末梢血リンパ球由来の ヒト型STIFと も交叉反応することが示された。

本研究はこれまで物質的な同定が不充分であった抑制性因子の化学構造や生理活性,並 びに支

配遺伝子の研究への新 しい道を開いたものとして注目され,博 士論文に値するものと考え られる。
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