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緒 言

本来 ､ 生 体に は外来か ら の 異物 によ る攻撃か ら自己を守 る免疫系が 存在する ｡

免 疫系 は､ 未知の 外来抗原 に対 して十分に 特異的反応が で 卓.畠ほ どに多様な抗原

レセ プタ ー を持 っ て い る ｡ しか も､ そ れらは
.
自己に対 して は反応 しな いよう に免

疫寛容 ( ト レラ ン ス) の 状簡に もな りうる o 免疫系で 一

番重要な 点は自己 ､ 非自

己
.
の認 識で ある ｡ . こ の 厚別 の機 構 は未だ不 明な部分も存在するが

, 少なく七.も自

己と強く反応するク ロ ー ン は排 除さ れる cl o n al d el eti o n と いう 機構が働い て いる ｡

例えば､ ･眉 己に破 く反 応するT 細胞は 胸腺 内で 除かれる .L
しか し､ ある 原周が 引

き金とな っ て免疫細胞 が自分自身 の組織や 細胞を攻撃し ( ト レラ ン ス の破綻) ､

時 に は個体 の死 を招く 様な重篤 な反応を示す こ とがある o
】 こ h

.
が 自己免疫疾患で

あ る ｡･ 自己免疫疾患の 特徴 は自己 に 対する 抗体 ( 自 己抗体) や 自己と反応するT

細胞.･( .自己床応性T 細胞) が 存在す る こ と で あり､ ある 種の 疾患で は 自己抗体 に

よ っ て 病像が 形成さ れる こ とも知 られて い る
･

･d

自己免疫疾患はヽ イ ン ス リ ン依存性糖尿席 や多発性硬化症の よう に 標的抗原と

親 織障暑が 1 つ の 組織 に限局 して いる臓器特異的自己免疫疾風と慢性 関節サ ウマ

チ や シ ェ
-

･ グレ ン症候群 ､ 全身性 エ リ テ マ ト ー デ ス の よう な 多臓器に 存在 する抗

原 に対する組織障書の 見 られる全身性 白己 免疫疾患に 大別さ れ
.
る ｡ 臓 器特異 的自

己免疫疾患 では ､
一本釆 トレ ラ ンス とな っ て い るはずの 臓器特異的自己抗原に 対す

る ト レ テン ス.

(S:= 破綻が 生じ､

'

.
そ の 結果 と,して 免疫系が 臓器 を攻撃し､ .. 破壊す る家

応が起:= る占
･

. すな わち ､ 抗原特異的免疫反応 の発生が 疾患 の 発症 にお いて
.

軍要な

役 割肴果た して
.
い ると考え･ られ･

.
8-ら - 方 ､ 全身性 自己免疫疾単に おいて の 発症厚

因 は臓器特異的自 己免疫疾 患の 七凄ほ どは単純ではな い ｡ こ れらの 疾患の 際 に出

現 する 自己抗体の 多.くは核周因子や細胞質成分である こ とか ら､ 自 己抗体が 直接

親 織に 障審 を与え る･
,
t は 考え に.く い ため で ある が ､ 傷暑 された組轡 へ の T 細胞の

浸潤お よび集積が 認 め られるこ と より ､ や は り抗 原特異的免疫反 応は病変局所で

起 きて いる こ とが示､唆され て いる ｡

近年､ 自己免痩疾患 の発 症機構 は少しず? 解明されて お･り､

. ｢ 般 的に は ､･ 自己

免疫反応の 開始+ 免疫 反応 の進展 ､ 炎症そ して 臓器破壊と いう･

よう
.
に 病態が形成

さ れて いく七さ･れ る . はじめの 引き金 とな ･る 反応 の
一

つ に は ､ 外来微生物と自己



成分と の分 子相 同性に よる もの が ある と推測され て い る ｡ すなわ ち､ 生体 に侵入

して重 た微生物 を攻撃する ため に 活性 化され た免疫細 胞が ､ 外来抗原 と良 く似た

自己成藤を誤 っ て 認識 し､ 攻撃 して しまう こ とに よ っ て こ れ を発現 して い る 自己

の 組織た優専を与 える ため である . さ らに ､ 自己免疫疾患 へ の雁度 しやすさ に は

主 要組織抗療が 関与 して い る こ ともわか っ て きて い る ｡

最近 ､ 自己免疫沃患 で ある多発性硬化症 の モ デ ル動物 で ある実験的 ア レ ル ギ ー

性脳脊髄炎( e x p e ri m e n t al ' all e r gi c e n c e p h al o m y eliti s : E A E) に お い て病変局所に 浸潤

して い る 百己反応性T 細胞 の T 細胞 レ セ プタ ー ( T C R) が 限定 され て いる こ とが 判明

した【1]去, こ の モ デル に お い て 限定 され たT C R に 対す る抗体やT C R の 可変領域を

含 むペ プチ ドワク チ ン が発症を予防で きた こ とは 抗原特異 的治療法の 可能性を示

す 画期 的な結果 であ っ た[1
,
2】｡ こ の よう にT C R の Ⅴ領域が 抗 原認識 の み な らず自

己 免疫 疾患 の 発 症 に も関与. して い る 可能 性が 示 さ れ た こ とよ り ､

--
Ⅴ - r e gi o n

d is e a s e h y p ot h e si s
--

が 提唱され て い る【3] . 同様 の 結果が 他の 実験 的自己免疫疾患

モ デル 動物を用 い た研究 で報告さ れ て お り【4 - 9】､ ま た ヒ トに お い て は多 発性硬

化 症に つ い て検 討さ れ て い る【1 0] ｡ 近年の 分子生 物学 的手法 の進歩に より ､ 生 体

内に存在する少数の 自 己反応性T 細 胞の 遺伝子解析 が可能 と な っ て き た ｡ 自 己免

疫疾患 に お い て 自己反応性T 細胞の T C R に つ い て 解析する こ とは そ の発症 機構の

解 明､ さ ら に は抗原特異的治療法 の 開発 におい て 重 要 と考え られ る ｡

T 細胞 は抗 原提 示細胞 に 提示さ れた 抗原 エ ピ ト
ー プをT C R を介 して 認識 する

【･1 1
,
1 2] ｡

T C R を 介し たシ グナ ル と ､ 他 の 細胞表面分子 を介 した第 2 の シ グナ ル

の 両者の共 存に よ っ て 細胞に 増殖 の 刺激 が入 る【1 3 ,1 4】｡ こ の よう に して 特異抗

原 に よる刺激 はT 細胞 の クロ ー ナ ル な増殖を引き 起 こ して い る . 各 々 の T 細 胞の

性 格 は 主 に T C R の 最 も 可 変 性 富 ん だ 部 分 で あ る 相 補 性 決 定 領 域 3

( c o m p le m e n t a ri ty d et e r mi mi n g r e gi o n; C D R 3) の 配列 で決め られて い る【15 - 1 7] o

T C R はT 細 胞の 表 面 に a 鎖 とβ鎖 の ヘ テ ロ ダイ マ - 或 い は γ 鎖と 6 鎖 の ヘ テ ロ

ダイ マ - として 発現 して い る｡ q βT C R はFig . 1 の 様な 構造 をして い る【1 8】. ヒ

トT C R 遺 伝子 はβ鎖と γ 鎖が第7 染色体 上 に α 鎖と∂ 鎖が 第1 4 染色体 上 に 存在 し

( Fig ･ 2 ) ､ 瑚 胞が胸腺 内で 成熟する ときに遺伝子の 再構成を起 こ し､ 各サブ

ユ ニ
ッ トを構成する【19】｡ α 鎖 とβ鎖 はそれ ぞれ抗 原を認識す る の に 必要な可変

( v a ri a bl e r e g io n; V ) 領域 を細 胞外の N 末端に ､ ま た膜貫通領域 を含 む定常
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( c o n s t a n t r egi o n; C) 領域を細胞内のC 末端に 持ち ､ そ の 間 に a 鎖 で は ジャ ンク

シ ョ ン (j un cti o n al r eg i o n; ∫) 領域 と呼ばれ る領域を ､ β鎖 で はJ 領域と ダイ バ ー

シ ティ
ー ( di v e r sity; D ) 領域を持 っ て い卑. こ の α 鎖のⅤ領域 ( V a ) に は約1 00

個 ､ β鎖の V 領域 ( Ⅴβ) に は約2 0 個 の フ ァ ミリ
ー が 存在する . さ らにJ a に は約

5 0個 ､
D βには2 個 ､

J β には1 3 個 ､
C β七は2 個 の フ ≠ミ リ ー

が 存在し ､ こ れらに

加え ､
Ⅴ(D ) - J 組み換え の 際に起 こ る療拳挿入や欠失 に より理論上 の レバ トア は

1 0 1 0
以 上になる ｡

理論 上多数 にの ぽ る レバ トア を持 つ T 細胞 で ある が ､ 生 体内で機能 して い るT

細胞 レバ トア は限られており ､ 特定の 抗原に対 して は 限られ たT C R が使用されて

い る可能性が 示さ れて いる . 先にも述 べ たが ､
E 血 マ ウス の 実験でも見 られ たよ



う な限定さ れ たT C R の 使用 が ヒ トの 疾患で も認 め られれ ば ､
T C R レ バ トアの 解析

は対応抗原の 想 定や特異 的なT 細胞を標的と した 治療法 と結び 付く と考え られる ｡

特 に発症磯序 の不 明な 自己免疫疾患な ど古言お いて はT C R レバ トアの 解析が 重要な

辛がか りと なる ｡

疾患 に おけるT C R の 検出 は､ 初め は抗T C R モ ノク ロ
- ナ ル抗体を用 い たT C R の

発現 を検討 したもの で あ っ た【2 0】｡ そ の 後 ､
T C R の V 領 域の塩基配列が 明 らかと

な り､ またp oly m e r a s e c h a in r e a cti o n( P
L
C R) 法【21】も開発され､ 目的とするT 細胞の

c D N A を鋳型 と して Ⅴ領域 の 遺伝子 を増 幅-して 解析する方法が 行われ るよう に な

っ た【1 0 , 2 3] .
V β遺 伝子 の 塩基配列 は そ の 長さ に 差が あり ､ ま たG C 含量 も異 な

る ため ､ 1 つ の p ri m e r で はP C R の 条件 に よ っ て 増幅が 左右されや す い た め ､ 現在

で はC h oi ら に よ っ て 報告 され た 各V β に対す る特異 的な5 -
･

p ri m e r と共通 の 3
1

･ C β

p ri m e r を用い る m hlti pl e p ri m e r法 が利用されて い る【23] . しか しこ の方 法を用い て

も個 々 の T C R の発現率を正 確に反映してし1 るか を明 らか にする ため に は ､
コ ン ト

ロ
ー ル を用 い た定量化の 予備実験【1 0] やS o u th e rn bl o tt

'
h

'

g を行う必要がある.【2 4
,

2 5】｡ ま た､ こ の 方法で は レバ トア に つ い て は解析 できるが ､
Ⅴβ とC β の 配列 は

同 じであ っ て も､ 中間の D - J 領域の 異な る ク ロ ー

ン の分離 は不可能 で ある ｡ そ こ

で ､ 元 来は点突然変異の 検 出や 多形解析を行うた め に開発された
'

s h gl e str 益d

c o n f o rm ati o n p ol y m o r p hi s m ( S S C p) 法【2 6] を応用 する こ
I
t に よ

､

づて 新 しい 非常に

高感 度なT C R 解析法が 確立 され た【2 7] ｡
こ の 方法は1 本鎖D 如A の 塩基配列 の 違い

に よ っ て 生 じる立 体構造の 違い を電気泳動中の 移動度 によ っ て検出す る方法 であ

る o

'

ゲル 上 に現 われ た 1 つ の シ グナ ル は.1 つ の T 細胞ク ロ
ー

ン の 相当 し､ シ グナ

ル の 強弱 に よ っ てT 細 胞 の 集積度を表わ すこ とが で きる ｡

疾患 とT C R レ バ トアの 関係に つ い て の 解析はい ろ い ろな研究グル ー プで なさ れ

て いる･ ( T ab l e 1,)レ . 慢性関節リ ウ マ チだけを と っ て みて も
ー

､ ある レバ トア に 偏

りがある と言う グル ー プ【2 6
,
2 8

,
2 9 1 3 4] もあれば､

- レバ トア に は鳳りは見 られない

とする グル ⊥ プ【3 5 - 3 7】もあ･‾り1
･

非 常に 議論 のあ る とこ ろで ある ｡ 末梢血 と病変

局所 に浸潤 し たT 細胞 を比較 した場合 ､
∴病変局所 に ある 特定のT 細 胞が集積 して

い る
-
= とは明らか とな っ て い る ｡ しか しヒ トの 疾患で は ､

. モ デル 動物 で見 られた

よう. な特定 の疾患特異 的な レパ･トナの 存在は 当て はま らな い よう である .

■
慢性関

節リウ マ チにおい て も限られたⅤ遺伝子d)偏
r

りが 見られる の み で ある
･

o そ の原因



T abl e 1 . R e p e rt oir e of T αll r e c ept o r i n h u m a n a u t oi m m u n e dis e a s e s ･

dis e a s e atlt O a ntig e n r ep ert oir e of T C R ., m eth o d r efer e n c e

M ultipl e s cr el o sis m y eli n b a si c p r o t ei n

R 瓦etl m at Oid a r h itis

B a s e d o w
-

s dis e a s e/

H a s hi m ot o
†

s dise a s e

Sj og r e n
T

s sy n d r o m e

ワ

T S H r e c 申 o r/

th y r ogl ob tllin

Ⅴα 1 0

Vβ5 .2 , V β6 .1

Vβ7

V β1 4

V β3
,
V β9 ,

V β1 4
,
V β17

Vβ2
,
Ⅴβ3

bi as e d V α

m ultip l e cl o n o ty p e

li m it ed V α

ワ V β2/ V β1 3

1i m it ed V α

S:i
d

e

c o 皿 e d iv e tis s n e

ロ1 - s n R N P A - Ⅶ1tip l e cl o n o ty p e

P C R , 1 0

P C R 1 9

P C R 2 4

P C R 2 9

P C R 3 0

P C R 3 7

P C R 1 9

P C R/S S CⅠ
)

2 7

P C R 1 9

P C R 2 4

P C R 1 9

P C R/S S C P 3 8

と して はT C R 検出感度の 違 い ､ 経時的な ク ロ
ー

ン の拡 大の 可能性 ､ L
I

D V l
'

t T O で の T

細 胞培養に よる影響な どが 挙げられる ｡

T C R フ ァ ミリ T の優先的使用 に は抗 原 エ ピ ト
ー プや 主要組織適合抗 原 ( m a3

'

o r

hi? t o c o m p atibiliJty C O m Pl e x ; M H C) な どの 複数 の要 因が 関与 しており ､ これ を考慮

した新 しい クロ ナ リテ ィ
ー の 拡大の仮 説が出 され て い る｡ 例え ば､ 混合性 結合組

織病 ( m ix ed c o n n e c ti v e ti s s u e d is e a s e
･

. M C T D ) とそ の 対応抗 原で あるU l - s n R N P

A p r ot ei n に つ い て 考えて 見る と､ 自 己抗 原で あるU l -

s n R N P A p r o t ei n に 反応する

自 己反応性丁細胞 は患者末梢 血中に 少数で はある が ､ 数ク ロ
ー ン存在 する【3 8] ｡

U l - s n R N P A p r o t ci n 上 に は複数の エ ピト ー プが 存在 し､ 患者 の 自 己反応性丁細胞

は こ れ らを認識す るが ､ 患者の 抗原提示細胸や M H C に よ っ て 認識 する エ ピ ト ー

プ は限 られ ､
T 細胞 も限定 され る ｡ 従 っ て ､ 個 人 の E L A や 抗 原の 状態 に よ っ て

T C R レ バ トア に も違い が出 て くるが ､

一 部は共通 のT C R が 存在 する こ とが 推察さ

れる .L これ らの こ とより､
T C R レバ トア の 解析だ けで はT C R 解析は不十分であり､

個人ご との 欄 胞ク ロ ノ タイ プの 解析が 重要 と考え られる ｡



疾患 における甘C 鼠タ ロ ナ リ.テ ィ
ー の 解析 は方法論的に問題があり､ 大貴 な逸展

は な か っ た が ､
P C 鼠とS S C P を組み合 わせ た方法【2 7] が 開発され簡単に 解析 で き

る よう に な っ た ｡ そ こ で こ の方法 を用い てT 細 胞が 関与 して い ると い わ れて い る

疾患 に つ い て T 細 胞ク ロ ノ タイ プを検討 し た｡ 自己免疫 疾患で あ る慢性 関節リウ

マ チで は病変局所 に顕 著 に 浸潤 したT 細胞､ 抗原の特定 されて い ない 肉芽腫を形

成するサ ル コ イ ド ー シ ス に つ い て は肺病 変局所 に浸潤 したT 細 胞に つ い て タ ロ ノ

タイ プを検討 した ｡ ま た ､ 固形癌 にお いて は 免疫系が癌抗原を認識 し癌細胞を排

除する ため に+ キ ラ ー T 細 胞や こ の 細 胞の 働きを助け る ヘ ル パ ー T 細胞が集穂す

る と い わ れて い る ｡ そ こ で この 癌 に集積 するT 細胞に つ い て もク ロ ノタ イ プを解

析 した . こ れらの 解析 を行う こ と によ っ て 慢性関節リ ウ マ チやサ ル コ イ ド ー シス

に おい て は直接的 に抗原 の 解析 や抗原特異 的治療法の 検討が でき ､ ま た癌 に おい

て は病 疫潤 リ ン パ 球 ( T I L ) 療法 の 可能性 を検討する こ とが で きる o さ らに こ れ

ら の モ デル として マ ウ ス を利用 し､ 検討を重 ねる こ と によ っ て治療法 の シ ュ ミ レ

ー シ ョ ンが で きる o

以上 めこ とを踏ま え ､ 筆者は)
'

D V ]
'

Q o に集構 したT 細 胞ク ロ ノタイ プに つ い て 検

討 した .
･ 本論文 の 第 1 章 で は慢性関節リウ マ チ ､ サ ル コ イ ド -

ゝ

シ ス お よび 婦人科

固形癌患者 の病変局所 に 浸潤 したT 細胞ク
ー

ロ ノタイ プに つ い て解析を行 い ､ 療2

章 で は モ デ ル動物系の 検討 として
-

マ ウ ス で の 正常状態と皮膚移植 で拒絶反応 を起

こ した状態の T 細胞ク ロ ノ タイ プに つ い て 病態 との 関連 を検討 した ｡



第 1 章 自 己免疫疾患患者溢 よび癌患者 におけるT 細胞タ ロ ノ タイ プの 解析

第1 飾 序論

免疫系は本来 は自己 と非 自己を識別 し､ 非 自己 を排 除する こ と によ う て 自己を

守 る系 で ある ｡ こ の自 己防衛 の 中心 的役割 を果 た して い る のがT 細胞で あ る ｡ し

か しす べ て の機 構 には破綻 を起 こ す危 険が 存在 し ､ 自 己認 識の 機構 も例外 で はな

い o
, 臨床 的に自 己抗体や 自己反応性丁細胞が 検出 され る 多く の 疾患 一 自 己免疫疾

患が知 られ て い る ｡ 例えば ､ 臓器特異 的な自己免疫疾患 と しては ､ 橋本甲状腺炎､

原 発性粘液水腫 ､ イ ン ス リ ン依存性糖尿病 ､ 重症 筋無力症 な どが ､ 全 身性自 己免

疫疾患 として は慢性関節リ ウ マ チ､ 多発性硬 化症+ シ ェ
- グ レ ン症候群 ､ 全身性

羊 T) テ マ ト - デ ス ､ 混合性結 合組織病 な どが知 られ て い る . 慢性 関節リ ウ マ チ

( R A ) .は全身性の 自 己免疫疾患 であり ､ 主 たる病 変局所で ある 関節滑膜 へ の 蘇

著 なT 細胞の 浸潤が認 め られて い る ｡
R A の 病態 に℃細胞が 関与 して い る こ とを示

唆する もの と して ､ 末梢血中や 滑膜 に浸 潤 したT 細 胞に 活性化抗 原が見 られる こ

と【･3 9】､
R A と特定 の.H L年

- cl a s s II が相関す るこ と【4 0】､
T 細胞をク

ー

ゲ ウ トと･ した

治療に よる R A の 改善がみ とめ られ る こ と【4 1] ､ ま1 = h um a n i Ⅱ 皿 un O d efici e n t y

v 加 s (甲Ⅵに感染した 患者 でR A の 寛解が得 られ たこ と･【42】な どが 挙げられ る ｡､ し

か しT 細胞が 実際の 生体 内で どの よ.う に 働き ､ そ して どの よう な経線を辿 っ て R A

の 病態を形成 する のか は不 明な点も多 い
｡

R A の 病因に 関す るT 細胞の 関与 の 解析

は ､ 患者末梢血 より分離 したT 細胞の 血 y 加 増殖活性や ､ 限界希 釈法 に よる推定

さ れ る抗原特異 的丁細胞の 頻度解析 な どで 行わ れて き た ｡ しか しな が ら ､ こ れ ら

の 方法 で は生体 よりT 細胞を取 り出 した後､ 培養系 に移 して か ら解析を行う ため ､

必ず しも生体 で の 出来事を反 映して い る とは言い 切れ な い ｡ そ こ でP C R 法 を用 い

て 生体か ら分離 したT 細 胞を直接解析す るこ とが 試み ら れた ｡ こ の 方法 で は生 体

か らT 細胞を得た直後 に 各Ⅴβ フ ァ ミリ ー 特異 的なp ri m e r を用 い てP C R で 増幅後ア

ガ ロ - ス 電気泳動を行 い ､ 増大 して い るT 細胞 レ バ トア に つ いて 検 出する ｡ と こ

ろ が ､ こ の 方法で は同じV β およ びC βを用 いて い なが らもD かJ β ( C D R 3 領域)

の 異な るク ロ
ー ンを分離す る こ とは できず､ 本当 に増大 して いる ク ロ ー

ン の 検出

は で きな い ｡ そ こ で 我 々 は 点突然変異 や遺伝子 多形を解 析する 方法 であるS S C P

1 0



法 と組み合わ せ る こIt に よ っ て､
C D R 3 領域 の 異な るク ロ ー ン

､ 即.ち T 細胞ク ロノ

タ イ プを分離する 方法 を確立 した ｡ 第 1 草 で は こ の 方法を用 い ､
T 細胞関与の 示

唆され て い るR A 患者 の 確度局所に 浸潤 した耳細胞､ 肉芽形成性疾患 である サル コ

イ ド - シ ス 肺の 肺胞洗浄液ヰの T 細胞お よび 固形癌 とそ の 周辺リ ン パ 節に 浸潤し

た¶細胞に つ い て 臨床検 体を用 い て 検討 した
｡

l l



第 2 節 R T - P C R/ S S C P 法を用 いたT 細胞ク
r

ロ ノタイ プ解析法の 原理

序論 に述 べ た よう に 自己免疫疾患 に おけるT 細胞 の 役割 は重要 であり ､ 疾患形

成 の 中心 を成して いる ｡
･特 に慢性 関節リ ウ マ チ な どで は病変局 所 へ の顕著 なT 細

胞 の 浸潤が 認め られ､ こ の ℃細胞の 解析が病因解明 の 鍵 を握 っ て いる と考え られ

る ｡

T 細 胞 はその 細胞表面 に 抗原提示細 胞 に よ っ て 提示さ れ た抗原を認識 するT 細

胞抗原 レセ プタ
ー

( T C R ) を持 っ て い る ｡
T C R の 構造 はイ ム ノ グ ロ ブ リ ンと類似

し ､
N 末端に 可変 ( Ⅴ) 領域を持ち ､

C 末端に 定常 ( C) 領域を持 っ て い る ｡
T C R

は ほ ぼ 同 じ大き さ の 2 種類 の サ ブ ユ ニ
ッ トに よ っ て構 成さ れ る ｡ こ の サ ブ ユ ニ ッ

トはC 領域の 構 造か ら α ､ β ､ γ およ び ∂ の 4 種 類 に分類 さ れる が ､ そ の 組み 合

わ せ は α β並 びに γ ∂ の 2 種類 である ｡ 約9 5 % の T 細胞 は α 鎖 とβ鎖 の 組み合わ

せ を持 つ α βT 細胞で あり ､ 残り の5 % は γ鏡 と ∂ 鎖か ら成 る γ ∂ T 細 胞で ある ｡

T 細 胞が 非常 に多く の 抗原 と反応する こ とか らわか る よう に T C R は 多様性 を持 っ

て いる ｡ こ の多様性の 獲得 に はイ ム ノ ダロ ブ リ ン と同様に 遺伝子 が再構成 さ れる

と いう こ とが 重要で ある ｡ 染色体上の T C R 遺伝子 の 構造 を見 ると各サ ブ ユ ニ ッ ト

と も数1 0 個のⅤ遺伝子群 ､ 数個のD 遺伝子､
1 0 数個の J 遺伝子 とC 遺伝子か ら成り

立 っ てい る ｡ こ れ らの 遺伝子がT 細 胞 の分化 に伴 っ て 再構成さ れ ､ α 鎖 で はⅤ - J -

C
､ β鏡で はⅤ - D - J - C よ.り成る各サ ブ ユ ニ ッ トを形成す る . こ の 再構成 時 に a 鎖

で はV -J の ､ β鎖で はV - D - J の 連結領域 に塩基 の 挿入 や 欠失が 起こ るこ とに よ っ て

さ ら に 多様性が 広 が る ｡ こ の T C R の 構造 に よ っ て 分 けるT 細 胞の 分類 をT 細胞ク

ロ ナリ テ ィ
ー

と 呼び､ 分け られ たT 細胞ク ロ
ー ンをク ロ ノ タイ プと 呼ぶ ｡ こ れ に

対 し､
Ⅴ領域遺伝子 で分類されたT 細胞集 団を レバ トア と呼ん で い る ｡

とこ ろで ､ 今ま での T 細胞の 解析法 に はT 細 胞集団よりR N A を抽出 しc D N A に 変

換後､
T C R 遺伝子をp r o b e と して S o u dl e r n h y b ri di z ati o n で 特定 の 再構成 をしたT C R

の バ ン ドを検出する 方法【1 0
,
2 1] や T 細胞株を樹立 す る方法【3 5

,
4 2] ､ 各Y β に対す

る モ ノ ク ロ
-

ナ ル抗体 を用 い て 陽性細胞の 頻度を調 べ る方法【2 0】な どで あ る｡ し

か しこ れらの方法に も難点が存在す る .
S o u th ef n h y b rid

.
i z a d o n で 検出する系で は

あ るク ロ
ー ンが 全体の 数% 以上 は増大して いなけれ ば検 出 は不可能 である .

T 細

胞株の 樹立 は ､ 1 つ の クロ
ー ンに つ い て T C R 遺伝子 の み な らず他の 遺伝子 の解析

1 2



も可能 であり､ 遺 伝子 の発現と機能を関連付けて 検討 できる 良い 系で はあ るが ､

T 細胞株 の樹立 はか な り困難 であり､ さ ら にこ の 樹立 された株が1
'

n ゆ o を反映し

た もの で なく ､
1

･

L v lt T O の a d if a ct に よ っ て 少数存在して い る もの を増幅し た可能性

を含ん で い る ｡ ま た各Ⅴ領 域に 対する モ ノ ク ロ - ナル 抗体に よる解析 である が ､

簡便な ため 適切な抗体 さえ あれば非常に有用 な手段であり､ マ ウス に おい て の解

析 で は多く の 知見が得 られ た ｡ しか し ､ ヒ ト の場合で は ､ マ ウ ス に 比 べ 抗体が 限

られ､ そ のう え ､ こ の 方 放で はⅤ領域の 種 類 の 分類の み で あり ､ ク ロ ノ タイ プ の

解析 は行 え な い ｡ 近年､ P C R 法が 確立 され て か ら は ､ 各Ⅴβ遺 伝子 に 対 する

p ri m e r とC β遺伝子に 対す るp ri m e r を用い て P C R を行い ､ 各β鎖 のP C R 産物量を比

較する レ バ トア の 解析が中心 で あ っ た ｡ こ の 方法 につ いて も異な るチ ュ
ー ブ で反

応 したP C R 産物の 増幅量を比較するの で本 当に]
'

D アL
'

v o で のク ロ
ー ンの 存在比を反

映 して い る とは 明言 で き な い ｡

以上 の よう にT C R の 発現頻度を検出する系に は 問題 点が 残されて い る ｡ ま た抗

原特異性を調 べ る ため に はV 領域の み で な
-
くク ロ

ー ン の解析が必要 で あり ､ こ れ

らの 方蔭で は不十 分な点が ある ｡ そこ で我 々 は元 々 は癌遺伝子の 点突然変異 の検

出法と して 開発さ れたP C R 産物を熟変性後に 非変性ゲ ル で電気泳動を行 い 1 本鎖

D N A の 高次構造 に よ っ て分離するS S C P 法【2 6】を利用 して T 細胞ク ロ ノ タイ プを解

析する方法 を開発 した【2 7] . 即ちこ T 細 胞よりR N A の 抽出を行 い ､ 次い で c D N A に

変換 して ､ 各 V β遺伝 子特 異的p ri m e r と末端 ラ ベ ル したC β遺伝子特異的p ri m e r を

用 いて P C R を行い ( m uld pl e p ri m e r 法) ､ 増幅された遺伝子を確認後 ､
S S C P 解析

を行う という方法で ある ( F ig ･ 3) . M ul d pl e p ri m e r 法 で増幅さ れた 各V β遺伝子

に 対するP C R 産物 は ほ ぼ均 一 の 長 さで あ るが ､ ク ロ ー

ン に よるⅤ - D - J 領域の 遺伝

子 配列 の違 いか ら ､ 1 本鎖 に変性 し非変性 ゲル で 電気泳動するこ とに よ っ て ク ロ

ー

ン毎 に異 なる移動度を示す ｡ 例え ば健常人の 末梢血を解析 した場合 ､ 非常 に多

様なク ロ ー

ンが存在 する た めS S C P で は スメ ア
- 状に検 出される こ とが 予想され

る (F ig ･

.

3 A ) . こ れ に 対 し､ モ ノク ロ - ナ ル なT 細胞か ら単離し たR N A を解析 し

た場合 は シ ング ルバ ン ドと して 検出される はず で ある ( Fig . 3 B) ｡ そ して ヘ テ

ロ な T 細胞集 団中で卑る特 定 のT 細胞の みが 増殖 した な らば ､ ス メナ ー 中 に バ ン

･
ドとして検 出される と考 えられる ( Fi g ･ 3 C) -

I

. 実際に健常人の 末梢血を解析す

る とF ig ･ 4 およびF ig ･ 5 A に示す よう に個人差 はある
.

もの の ほ とん どのⅤβ フ ァ ミ

1 3
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リ ー で ス メ ア
一

に換出 され た ｡ こ れ に 射 し､ 癌化 し た耶細胞株 で あるfi B P - A L L( Ⅴ

β5 . 2 と V β 6 . 1 を発現 して い る) とタ ロ - こ ン グさ れ たⅤβ6 ･ 1 遺 伝 子 を含 む

c D N A に つ い て 同 じ解析 を行 っ た場合 ､ い ずれも モ ノク ロ
- ナ ル な 検体か ら は シ

ン グル バ ン ドしか検出で きなか っ た ( F ig . 5 B ) o こ の T 細 胞株H B P - A L L か ら得

たR N A と健常人 末梢血 か ら得 たR N A を混合 して 同様 にS S C P 解析する こ と に よ っ

て ､ 健常人由来 の ス メ ア - な バ ッ ク グラ ウ ン ド中 にT 細胞株 由来 の シ ン グル バ ン

ドが検 出された (F ig . 5 C ) ｡ 希釈実験も行 い ､
1 6 0 0 か ら6 4 0 0個 に 1 個増 幅 した

T 細胞が存在すれ ば検 出で きる こ とも判明 した ( F ig . 5 C) 0

この 方法を用 い ､
)

'

n v l
'

y o で の抗原に 対する反応を健常人が風邪 に 雁息 した際 の

T 細胞タ ロ ノタイ プの 変動 に つ い て埠討した o
Fig ･ 4 た示 した よう に健常 人の 末

梢血 で はT 細胞ク ロ ノタ イ プはス メ ア
- な パ タ

ー ンを示す ヘ テ ロ な集団で あ っ た .

しか しなが ら健常人で もス メ ア - 中に 数本 の バ ン ドが 検出 され ､ こ れ は健 常人で

もある 限られ たク ロ ー ンが 存在 して い る こ と を示 唆 して い る ｡ さ らに こ れ ら の バ

ン ドは C D 4
＋
ぉ よび C D 8

＋
の サブ セ ッ ト に分離 した後 で も全 画分 で 得られた パ タ

ー

ン と同 じパ タ ー ンで 検出さ れ ( F ig r
6) ､ こ れは クロ

,∵
ン の増加 を相対的 に示 し

た結果 と考えられた｡ 増加
'

して いたク ロ
ー ンの 大 部分 はC D 8

十
で あり ( F ig . 6

,

T ab le 2) ､ こ れら
■

の集積 したT 細胞は 1 年以上 に わ た っ て 安定 に存在す る こ とも

認 め られた ( F ig . 7 ) 0
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; n

P

d慧
e x p e ri m e n ts o n t w o s u bj e ct s (1 a n d 2) ar e dis pl ay ed . W

,
w h ol e p op ul ati o n; 4

,
C D 4

＋
;

8
,

C D 8
＋

s u b s et s o f e a c h Vβ
-

e x p r e s si n g s u b p o p ul ati o n ･
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T abl e 2 ･ S u m a ry of cl o n o ty pi c a n aly s e s of h e al th y i ndi vi d u al s .

H e alt hy N tl m b e r of Vβ
N u m b er of a c c u m ulat ed d o n e s a m p 肋 d i n :
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次に流感 様の 症状を呈 した 2 名 の 健常人 に つ い て T 細 胞タ ロ ノ タイ プ の経 時的.

変 化を検討 した ( F ig ･ 8
, T abl e 3 ) o 両者とも健 常時よりス プア

ー 中に教本の バ ン

ドは検出さ れ て い たが ､ 発熱後 ､
4 日目 に はC D 4

十
サ ブ セ ッ トで 新た な ク ロ ー ン

の 出現が 認 め られ ､ 1 7 ある い は2 1 日 目 に は ば と ん ど消失 した ｡ こ れ に対 し ､

c D 8
＋
サ ブ セ ッ トで は明 らか に新 し い ク ロ

-

ン が認 め られ た と同時に ､ こ れらは

数週以上 に 渡 っ て 安定 に存在 し ､
C D 8

＋
サ ブセ ッ トの 寿命 が長 い こ と を示 した ｡

こ れ ら の結果は こ の T 細胞ク ロ ノ タイ プ解析法 で 実際の )
'

B y l
'

v o の 反応 を検 出でき

る こ と を証 明した . 次い で )
'

n v 1
'

tT O に おける抗原刺激に 対す るT 細 胞の 反応 を検討

した . 健常人より採取 したT 細 胞を抗原で あるp ui fi ed p r o tei n d e ri v ati v e s ( P P D) の

存在下 で 4 日間培養 し ､
T 細 胞ク ロ ノ タイ プの解析 を行 っ た 場合､ 教本の 明瞭な

バ ン ドが形成さ れ､ 抗原刺 激で ク ロ
ー

ン が形成さ れた こ とが 示さ れ た ( F ig . 9 A ) o

こ の バ ン ドの 数 は 培養 中 に徐々 に増加 し､ ま たほ とん どす べ て の Ⅴβ フ ァ ミ リ ー

で 検出され た ( T ab le 4 ) 0
T 細 胞を抗原非存在下 で培養 した場合 に は こ の よう な

ク ロ
ー

ンの 増大 は認 め られず ( Fi g . 9 B ) ､ ま た M H C cl a s s II抗原に 対す る モ ノ

ク ロ
- ナ ル抗体 ( H A K - 7 5) とP P D の 共存下 で 培養 を行 っ て もク ロ

ー

ン の 増大 は

認 め られな か っ た ( Fig ･ 9 C) ｡ こ'の こ とより､ この T 細胞の 集積 はP P D に対する

特 異 的反応 で ある こ とが示さ れた ｡
‡

'
P D は免疫複合体 であ る た め､ こ れ らの T 細

胞 は抗原 ペ プチ ドの エ ピト ー プだ けに 対する反応 で はな い 可能性 もあ っ た た め ､

より単純な 抗原 で あるテク ヌ ス トキ シ ン ( T T ) と そ の エ ピト ー プ部分の ペ プチ

ド ( T T 8 3 0 - 8 4 4) に つ いて も検討 した ( F ig . 1 0) .
T T の 場合 で もP P D の 時と同様

にT 細 胞ク ロ ノ タイ プの 集積が認 め られ ( Fig . 1P A) ､
T 細 胞を 2 つ の フ ラ ス コ に

分 割 して 同 一

の 処 理を施す こ と に よ っ て 同 じク ロ ノタ イ プの集積が 認 め られ た

( F ig ･ 1 0 B ) ｡ さ らに T T の 部分 ペ プチ ドで刺激 した場合 でも いく つ か の T T 刺 激

と共通 の ク ロ ノタイ プの増大 が認 め られ た (F ig . 1 0 C ) 0
T T の 結果 より､ より

単純な 抗原 で もす細胞ク ロ ノタイ プの増 大が誘導さ れる こ とが示され た｡ こ れら

の 結果 に対 し､ 末梢血 を非特異的抗 原で あるp h y t o h e m a gg l u t in h ･ A ( P E A ) や C o n -

c a n a v a r in A で 刺激をし た場合 に は､
C D 4

＋
､
C D 8

＋
とも特異的なク ロ

ー

ン の 増加は

認 められなか っ た ( F ig ･ l l
,
d at a n o t s b o w n ) ｡ 自己免疫 疾患 であ る M C T D の 患

者 の 末梢血 より採取 したT 細胞を用い ､ 自己抗原 で あるU l - s n R N P A p r o t 血 で 刺

激 をし た場合 ､
1

'

D V )
'

t T O で 増大 した ク ロ ノタイ プと 患者 の末梢血 中で 集積 して い る

2 0



ク ロ ノ タイ プは
一 致 し ､ 抗原非特異的刺激 で は特 異的ク ロ - ンが 消失する こ とが

観察さ れ た ( F ig . 1 2) 【3 8】. 以上 の こ とよりこ の 方法が1
'

n v 1
'

t T O の 抗原 刺激 で の 反

応 の解析も可能 であ1る こ と が証 明さ れ た ｡

- 9 :

.
V
.
■
β
.
ヨ.3 !2

y

4 21

β] 3 .1

F ig ･ 8 ･ T r a n sie n t cl o n al e x p an si o n s d u r 血g a n a c u t e flu
-li k e i n f e c ti o n 血 v )

'

v o . P B L

s a m pl e s f r o m t w o i Ⅱ 皿 un 0 - C O m P et e n t i n d ivi d u al s ( A a 也d B ) b ef o r e a n d aft e r a n

i nf e c d o n w e r e a n aly z x:d ･ B
,

P B L s b ef o r e s.y m p t o m s ( di s e a s e
- fr e e s t at u s); o th e r

n u m b e r s
,
t h e d ay aft e r t h e f e v e r .

T a bl e 3 ･ S 叩 m a ry Of cl o n oTypi c an al y芦eS d ur in g a n a c ut? vi r al hlfe cti o Tl .

S tlbj e ct A S tlbj e ct B

b fo r e D ay 4 D ay 2 1 & fo r e D a y 4 D ay 17 D a y 5 3

C D 4 0 15 1 0 12 7 0

C D 8 31 32 3 6 9 15 2 5 16

P B L s w ere s am ple d o n e a ch h di c at ed d 野 b ef o re o r af(e r th e o n s et of sy m p t o m s ･ N u m b ers s h o w th e t o t al c o u Tlt

of dist in ct b a n d s .
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第 3 節 慢性関節リ ウ マ チ に おける 欄 胞ク ロ ノ タイ プの 解析

慢性 関i軒リウ マ チ( R A) は 慢性炎症 ､ 滑膜細 胞の 増殖や 進行性の 関節破壊な どを

特徴 とする全身 性の 自 己免疫疾患で ある【45] ｡ この 疾患の 病 因に つ いては ほ とん

どわか っ て いな い が ､ ある 抗原 に 対する免疫反応がき っ か け にな り､ 次い で 滑膜

に炎症性細胞が 浸潤 し､ 滑膜の 増殖 が起 こる の で は ない か と考え られ て い る ｡

･
¶細胞は免疫反応を コ ン トロ

ー ル しており ､
R A の 発症 に重要 な役割を果たす ｡

R A 患者 の滑膜 に は顕著な T 細胞の 浸潤が認 め られ ､ 滑
一

膜組織 の 2 0 - 3 0 % 8こな る .

こ の 浸潤 細胞の 多くは C D 4
十

､
c D 45 R O

＋
ぉよ びC D 2 9

”
b ri gh t

”

の T 細 胞 であ る こ と

よりメ モ リ ー タ イ プ の ヘ ル パ ー T 細胞 と考え られ る【4 6 - 4 9] . 大部分の R A 患者 は

主 要組織適合串原( M H C) と して H L A - D R 4 あるい はH L Å- D R l を持 っ て おり ､ こ の

M H C が 特定 の 抗原を 欄 胞に 提示して いる と思わ れる【5 0 - 5 4】｡ さ ら に T 細 胞表 面

に 存在す る分子 に 対す る抗体 で ある抗C D 4 抗体【5 5 - 5 6] や抗I L - 2 レ セ プタ ー 抗体

[5 7】､ 抗I L ･ 6 レ セ プタ ー 抗体[ 5 8] ､ ある いはT N F -

a 抗体【59] な どが R A の 治療 で効

果を上 げて い る o

A
.= 中らの こ とはT 細 胞がR A に 如 ､ て 重重な役割を果た して い る

こ とを示 して い る ｡ ま た ､
コ ラ ー ゲ ン やア ジ エ バ ン ドを動物 に投与す るこ とで ヒ

トR A と類似 した 関節炎 を発症 させる こ とがで き【60 - 6 3] ､ さ ら に こ の動物 か ら得

たT 細 胞をナイ
ー ブ な動物 に 移入する こ とに よ っ て も関節炎 を発症 させ る こ とが

で きる【6 1
,
6 3 - 6 6] こ とか ら ､

R A の 病因に T 細胞が 深く関与 して い る こ とは 実験動

物の レ ベ ル で も強く示唆さ れる ｡

T 細 胞は特異 的な抗原をT 細胞抗原 レ セ プタ ー ( T C R)考介して認識する が ､
こ の

レセ プタ ー はT C R 遺伝子 のV -

( D) - J - C 再構成 に よ っ て多様性を獲得 して いる . 各 々

の 一触 胞は特異 的抗原 に よ っ て 活性化 され､ 増殖 し ､ ク ロ ー ン を形成 する ｡ しか

しなが ら ､ ある 抗原に対す る免疫反応に 限定さ れ たT 細 胞ク ロ ー ンの み が必要 と

さ れる の か否 か は明 らか で な い
｡ 近年の 報告 で は ､

R A で の T C R レバ トア は 限定

ある い は偏りが ある と言わ れて い る[25
,
2 8 - 3 4 卜 方､ い く つ か の グル ー プか ら は

こ の よう な 限定は な い と も報告 さ れて い る【3 5 - 3 7】｡ こ の よう にR A の 病変局所 に

おけるT 細胞の ク ロ ナ リテ ィ
ー

に つ いて は非常に議論の ある とこ ろ であ る ｡

■
上れ

･

ら甲矛盾した結果 の原因 に はT 細胞の 解析法の 違 いが影 響 して い る こ とも考え ら

れ る ｡

26



こ れ らの 手法的な問題 を解決す る ため にこ 第 2 節に述 べ たT 細 胞ク ロ ノ タイ プ

の解析 糾2 7] を用い て 患者 の R A 病変部位 に浸潤 したT 細胞に つ いて ､ 病変局所へ

の T 細 胞の 集横 はラ ン ダム な 免疫反応 な のか ､ それ と もある抗原に よ っ て 動か さ

れ た反応な のか を検討 した ｡ こ の ため に ､ 同 一 の 病変滑膜 中の異なる 2- ヵ 所 に つ

い て T 細胞タ ロ ノ タイ プを比 較 し ､ ま た同 一 の点 者の 多関節に つ いて も同様な検

討 を行 っ た ｡

1 - 3 - 1 実験材料と方 法

1 ) 臨床検体

アメ リ かノ ウ マ チ学会 で 決定さ れた診断基準[ 6 7] に適合 したリウ マ チ 患者6 名

を対象 と した . 各患者の H I A タイ プはT ab le 5 の 通りで ある . その他の 臨床デ ー

タ はT abl e 7 に 示した . 全患者 に対 して イ ン フ ォ
ー ム ドコ ンセ ン トを と っ て 研究

を行 っ た ｡

T a bl e 5 . H L A typ in g of si x R A p ati e nts ･

p atie nt A L o ctlS B l o c u s C L o ctlS D R L o c u s D Q L J) CtlS

R A i A 2 4(9)

R A 2 A 2 4(9) ,
3 1

R A 3 A 2
,
2 6(1 0)

R A 4 A 訓(9)

R A 5 A 2 4(9)

R A 6 A 2 4(9)

B 7
,
5 4(22)

B 5 1(5) ,
4 8

B 35 , 6 1(4 0)

B 5 2(5) , 5 9

B 52 β) , 7

B 51(5)

C W l
,
7 D R l ,

4 D Q l
,
4

D R 4

C W l , 3 D R 8 ,
9

C W I D R 1 5(2) ,
9

C W 7 D R I 5(2)

C W I D R 4
,
1 2(5)

D Q

D Q

D Q

D Q

D Q

3
,
4

1 , 3

1 , 3

1

3

2 ) c D N A 合成､
P C R お よびS S C P 法 によ る解析

ヘ パ リ ン処理 し た末梢 血 お よび滑液 は患 者よ り採取 した後､
F i c oll - E y p aq u e

( p h a r m a ci a
,

U p p s al a
,

S w e d e n) を用い た密度勾配遠心法 でT細 胞を含む単核球画分

を分離 し､ 直ちにt ot al R N A を調製 した ｡ 関節滑膜は根 治的滑膜切除術に よ っ て

切 除された滑膜 を細 切 し､
t ot al R N A 調 製を行 っ た｡
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こ れ らの 細胞か らのt ot o al R N A はa cid g u a nidi ni tl m thilO C y a n at e
-

P h e n o ト c hlp r o -

f o r m ( A G P C ) 法【6 8]8こ従 っ て抽出した .

.

T ot al R N A はr e v e r s e t r a n s c rip t a s 由( S u p e r
-

s c rip t;･ B R L
,

G ai th e r s b u r g ,
M D) とr a n d o m h e x a m e r o li g o n u cl e o ti 血 p ri m e r ( 1 0 0

p 血ol e; B R L) を用い て c D N A に 変換 した . 次い で c D N A を各p ri m e r s et (各Ⅴβ p ri m e r

とbi o ti n 化 した C β p ri m e r の s et ;
`
各5 0 p m ole ; シ ー ク エ ンス は･T abl e 6 [ 2 3] に示し

た) とd N T P
､

T aq p oly m e r a s e ( P r o m e g a
,

M ad is o n
,

W I) を用 い てP C R [2 1】を3 5 サ イ

T able 6 ･ O lig o n u cl e otid e s e q u e n c e s of th e h u m an Vβg e n e s eg m e n t -

s p e cifi c P ri m e r s

an d th e h u m an Cβg e n e -s pe cifi c p ri m e r u s ed in th i s st u d y ･ ¶1e 5
-

e nd of th e Cβpri m e r

w a s bi o 血yl at e d .

p n m e 卜 S eq u e n α (5
T

- 3 '

)

Ⅴβ1 G C A C A A C A G T r C C C T G A C T T G C A C

Vβ2 T C A T C A A C C A T G C A A G C C T G A C C T

V β3 G T C T C T A G A G A G A A G A A G G A G C G C

V β4 A C A T A T G A G A G T G G A T T T G T C A T r

V β5 .1 A T A C r T C A G T G A G A C A C A G A G A A A C

V β5 .2 T r C C C M A T A G C r C T G A G C T G

V β6 A G G C m G A G G G A T C C G T C T C

V β7 c c T G A A T G C C C C A A C A G C r G T G

V β8 A m A C r I T A A C A A C A A C G T r C C G

Vβ9 c m A A A T C T C C A G A C A A A G C T C A C

Vβ1 0 c T C C A A A A A C T C A T C C T G T A C m

Vβ1 1 T C A A C A G T C T C C A G A A m G G A C G

Vβ1 2 A A A G G A G A A G T C r C A G A T

Vβ13 . 1 c A A G G A G A A G T C C C C A A T

Vβ13 .2 G G T G A G G G T A C A A C r G C C

V β14 G T C m G A A A A G A G A A G A G G A A T

V β15 A G T G T C r C r C G A C A G G C A C A G G C r

V β1 6 A A A G A G T C T A A A C A G G A T G A G T C C

V β17 c A G A T A G T A A A T G A m C A G

V β1 8 G A T G A G T C A G G A A T G C C A A A G G A A

Vβ1 9 c A A T G C C C C A A G A A C G C A C C C T G C

Vβ2 0 A C G T C r G A G G T G C C C C A G A A T C T C
■ lI I- - I q - ‾ ●● l P - ■■ ‾ 1 J ‾ ◆‾ 1 - ■- I - ●一 -

=
- - ■

- - ●- - 一一 - 一 一- - - ■ 一 一- 1 ●- →- 一 - - - - I l 一 - - ● - - - - 一- ●- - - 1 一
-

- 一 - - -
■ 一

一一
- - I - --- - - - - 一 一一 一一 - - - t ■ 一- - - - - - - - 1 一 ■- - I I - - - ■一

Cβ T r C r G A T G G C T C A A A C A C
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ク ル行 っ て ､
T C R β鎖遺 伝子を増幅した . 増幅したD N A をd s n at uy ati o n

.

s ol uti o n

( 9 5 r o f o r m a mi d e
,
1 0 m M E D T A O ･ 1 % b r o m o p h e n ol bl u e

,
0 ･ 1 % Ⅹyl e n e cy a n ol) で希

釈後､
9 0 ℃ で2 分 間熟変性 し､

2 〝l を1 0 % gly c e r ol 含有非変性4 % p ol y a c r yl am i d e

g e l で 電 気泳動 を行 っ た【2 6] ｡ 泳 動終 了 後 ､ P N A をナ イ ロ ン 膜(I m m o bil o n - S ;

M illip o r e l nt e r t e ch
,
B ed f o rd , M A) 上 に転写し ､ 化学発光法 ( Fl e x L u mi n e s c c n c e k it;

M illi p o r e l nt e r t e ch) で 検出 した【2 7] ｡

3 ) ダイ レク トシ ー ク エ ン シ ング

T C R ク ロ ノタ イ プ の位置 に 相当するS S C Ⅰ
' ゲ ル の 小片を切り出 し ､

マ イ ク ロ チ

ュ
ー ブ中で 5 0 〟lの T E . 1 ( 1 0 m M T ri s 王i Cl/ 0 . 1 m M E D T A) に 浸し ､

8 0 ℃ で2 0 分加

温 して D N A を抽出 した ｡ 抽出液をv o rt e x 後 ､ 遠心 して 分離した . こq) 上 清5 FL lを

用 いて 5 5 サ イク ル の s c c o n d P C R を行 っ た . 増幅 したD N A は 限外漉過(S U P R E C - 2;

T ak a r a S h u z o
,

K y o t o
,

J ap an ) を行 いd N T P を除去 した後､
V e n tR ( e x o

-) D N A

p oly m e r a s e ( N e w E n g la n d B i o L A b s
,
B e v e rly ,

M A) とbi o ti n 化i nt e r n al C β p ri m e r を用

い て サ イ クjL, シ ー ク エ ン ス を行 っ た【6 9
,
7 7] . シ - ク エ ン ス 反応 物 は6 % 変性

p ol y a c r yl a mi d e g el で 電気泳動 し､ ナイ ロ ン膜 に転写後 ､ 化 学発光法 で検出 した .

1 - 3 - 2 結果

1 ) T 細胞の クロ
ー

ナ ル な増幅

R A 患者 の 炎症 を起こ して い る 関節滑膜に は明らかなT 細 胞の 浸潤が ある こ とは

以 前より報告さ れて
.
い る【4 5] ｡ 我 々 もR A 患 者q) 病変局所 にT 細胞ク ロ ノタ イ プが

集積 して い る こ とを報告 して きた【2 7] ｡ さ らにこ の 集積 し】た T 細胞クロ ノ タイ プ

の 特徴を見る ため に ､ 同 一 の 滑膜組織 の 異な る 2 ヵ所 に 存在するT C R β鎖ク ロ ノ

タ イ プに つ い て 比較検討 し た ｡

R A 患者か ら採取 した 末梢血 (P ちL ) ､ 滑液 ( S F) および滑膜 ( S T) の典型的

な パタ ー

ンをFi g . 1 3 に 示し･た ｡
R A 患者で は病変局所に顕著な 瑚 胞タ ロ ノタイ プ

の 集積が見 られた ｡ まずP B L に つ い て詳細 に見 ると ､
4 名の 患者( R A 3 - 6) か ら得 ら

れ たP B L で はS S C P 解析を行うと､ 種 々 の V β プ ァ
･

ミ リ
ー

で T 細胞タ ロ ノタ イ プが

ス メ ア
-

か ス メ ア
-

上に 数 本の バ ン ドと して 検出さ れた ( T abl e 7) o こ の ス メ

2 9
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ア 一 棟 の パ タ
ー

ン は健常人のP B L を解析 した 場合に 得 られ たパ タ ー ン と同様であ

っ た(d at a n o t s h o w n) . 残りの 2 名の 患者( R A l とR A 2) で は より多く ( - 2 0 本) の

バ ン ドが検 出さ れた ( T ab le 7) o 臨床的特徴を比較する と ､
P B L 中 に バ ン ド数

の 多 い患者 の 方が ス メ ア
一 様パ タ

ー

ン を示 し た患者より
.
もR A 曜息年数が 短か か

っ た ｡ しか しこ の 相関を確 認する には さら に 多く の患者に つ いて 検討する必要が

あ る ｡

同様の 解析をR A の 漁液および 滑厳 に つ い て 行 っ た . 病変局所 でGi p B L と比 べ

て より多く の 数の バ ン ドが検出さ れ ､ 滑膜 で は検討 した6 例会 例 の患者 で 約2 0 -

1 0 0 本 の は っ き りと した バ ン ドが検出さ れ( T a bl e 7 ) ､ 滑液 で は 1 例 で多数の バ ン

ドが 検出さ れ た . 集積 したT 細胞ク ロ ノ タイ プのV β遺伝子 フ ァ ミ リ ー の 使 用に

つ いて は偏りは認め られ なか っ た ｡

興味深い こ と に ､ 同 じ滑 膿め異 なる 2 ヵ 所 より採取 した検体を比破する と いく

つ か の T 細胞ク ロ ノ タ イ プはS S ･ C P ゲル 上 で 同 一 の 移動度 を示 した(S T l とS T 2 ;

Fig . 1 4) ｡
こ の現象は検討 した全て の 患者の ほ とん ど全 て の Ⅴβ遺伝子に つ い て

検 出さ れた( T a bl e 7) . こ の 同 一

の移動度を示すT 細胞ク ロ ノ タイ プの T C R β鎖遺

伝 子 は 同じ シ ー

ク エ ン ス を示すこ とが予想さ れた の で ､ 塩基配列 を検討 した ｡

2 ) 増幅したT 細 胞タ ロ ノ タイ プT C R 遺伝子の塩 基配列の 決定

S S C P ゲ ル上 で検出さ れ た集積 したT 細胞ク ロ ノ タイ プ の 塩基配列 に つ い て解析

した ｡ 分廓され たT 細胞ク ロ ノ タ イ プに 相当する 部分の D N A をS S C P ゲ ル より抽

出 し､
P C R に二よ っ て 増幅 した .

P C R 産物を精製後､
c y cle s eq u e n cin g 法 で塩基配列

を決定 した ｡
Fi g ･ 1 5 A に 示 したよう に ､ 各 々 の S S C P ゲ ル上 で分離さ れ た バ ン ド

は 明確 な シ ー

ク エ ン シ ン グパ タ
ー ンを示し ､ ゲル 上 の 1 本 の バ ン ドは 1 つ の ク ロ

ー

ン に相当する こ とが 示唆 され た ｡ さ らに異 なる 移動度を示 した ク ロ ノタ イ プに

つ い て も塩基配列 決定 を行 っ たが ､ 同様の結果で あり ､
S S C P ゲ ル 上 で 同 一 の移

動 度を示すT 細 胞ク ロ ノ タイ プのバ ン ドは同じ塩基配列を持 つ こ とが 示され た ｡

S S C P 上 で異 なる移動度を示す バ ン ドは異なる ク ロ ー

ン で あ っ た( Fi g . 1 5 B) ｡ こ の

こ とはS S C P ゲル 上 で 同 一 の移動度 を示すT C R β遺伝子 は同 一 の ク ロ ノタイ プで

あ る こ とを表わし た ｡ またS S C P ゲル 上 で ス メ ア - な 部分で は 明確な シ ー ク エ ン

ス パ タ
ー

ン は得 られな い こ とか ら( Fi g . 1 5 A) ､ スメ ア - の部分で はT C R 遺 伝子が

3 4
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多様性 に 富ん でし｢ るこ とを反映 して い ると考え られた o 他 の 患者検体 にお い て も

同様の 結果 であ っ た( d at a n o t s h o w n) o

3 ) R A 病変局所に 共通 に 存在するT 細 胞ク ロ ノ タイ プの 検討

同じ患者の 病変滑膿 の 異 なる 2 ヵ 所で 増幅して い るT 細胞タ ロ ノ タイ プ数を比

較 した o
T ab le 7 に まと め た よう に ､ 2 0 - 1 0 0 個 のd o m in a n t なV βク ロ

ー

ン の集墳が

各患者 の そ れぞ れ の滑膜で 認め られた ｡ 全患者の 各々 の 関節の異 なる部位 で 増幅

した T 細 胞 ク ロ ノ タ イ プの 6 0 - 1 0 0 % が 同
一

の 移動 度を示 した . こ の こ と ば6 0 -

1 0 0 % の T 細 胞ク ロ ノ タイ プ が両方の 部位 に 共通 に存在して いる こと を表 わ して い

た ｡ ま た 興味ある こ と に は ､ 患者R A l とR A 2 の P B L で検 出された バ ン ドの8 0 -

9 0 % は 同
一

の患者の 病変滑膜 で 見られた の と共通 のT 細胞ク ロ ノタイ プで あ っ た .

4 ) R A 病変局所に共通に 存在する T 細胞ク ロ ノタイ プの第 3 相補性決定領域 の ア

ミノ酸配列 の検討

病変局所に共通 して 存在するT 細 胞ク ロ ノタイ プの特徴を検討 する ため に ､ 患

者R A l に共通に 存在 する 欄 胞ク ロ ノ タイ プが発現 して い るT C R β鎖の C D R 3 領

域の ア ミノ 酸配列 に つ い て 検討 し た ｡ 塩基 配列 よ り推定 し た ア ミ ノ 酸酷列 を

T abl e 8 に 示 した ｡ C D R 3 領域 に高頻度 の グリ シ ン残基 の存在を認め たが ､ 明確

な モ チ ー フ は認め られな か っ た ｡ しか しな がらJ β2 .1 遺伝子が最も多く使 用され

て いる こ とが認め られた( 1 3 ク ロ ー ン中 7 ク ロ ー ン) ( T a bl e s) .
J β2 . 1 遺伝子の使

用頻度 の上 昇は検討 した もう 1 例の 患者 でも同様に 認 め られ た ( d a土a n ot s h o w n ) .

5 ) R A 患者の 病変 多関節間に共通 に存在するク ロ ノタイ プの検討

R A の 特徴と して 多関節の 腫脹 ､ 対称性腫脹が挙げ られる ｡ すなわち左右の 対

称部位 に 同様の 関節病 変が認め られる ｡ そ こ で多関節滑膜 切除術 を行 っ た患者よ

り得 られ た複数箇所の 病 変部位 に 浸潤し たT 細胞ク ロ ノタイ プに つ い て検討 した ｡

そ の結果 ､
Fi g . 1 6 に 示 した よう に 多関節間に 共通 に存在するク ロ ノタ イプの存

在 が認 め られた ｡

3 7



T able 8 . P r edid ed a mi n o a cid s e q u e n c e s & o m a c m m ul at ed T cd l cl o n o ty p e s i n th e aff e ct ed

j oi nt of p ati e nt R A l .

c l o n e V β N - D - ” J β
+ β

紬 g n e n t

1A

l @

1 3

1 3

14

1 4

15

15

1 6

1 8

2 g

2 @

2@

B

. 2 A

. 28

A

B

A

B

A

A

A

伝

C

S A L YF CÅS

F CA S

F CAS

S V Y FCÅS

T S L YF C A

T S L Y FC A

F CAT

LYF CÅT

F CA S

Y F CA S

S G F Y LC A W

S 6 F YL C A

F Y LC A甘

ST GS T i

S L 6E G

SYSP L

L G TÅP F R

V 6S

AN G RR S

S6 6RGP

AP GLAA

AqVR AP

SL G QG T A

S L RP

SW LG

S G R A甘

NT E A FF Gq G T RLTV V

TE A F F GQ G T RLT VV

NT E A F F GQ GTR LT W

E L FF G E G S RLTV∀

S YNEq F F G P GTRLTV L

GE L FF 6EG SR LT V L

YNEQFF G P GTRLTVL

NEqFFGPGTR L TV L

YN Eq FF 6 P 6 TRLTVL

NEq FFGP G TRLTV L

N EQ F F GP G T R L T V L

T E A A FF GqGTR LY VL

H EqYFGTG RTVT

1 . 1

1 . 1

1 .1

2 . 2

2 . I

2 .2

2 .I

2 . 1

2
.
1

2 . I

2 . I

2 .1

2 .ア

1 - 3 - 3 考察

我 々 は最近R A 患者の滑膜 組織に ク ロ
ー

ナ ル に 集積 したT 細胞の検 出をS S C P 法

を用 い る こ と に よ っ て成功 した【2 7】｡ 抗原特異 的免疫反応は ､
T C R や C D 2 8 の よ

う な その 他の ア ク セ サ リ ー 分子【7 1
,
7 2】に よ っ て 活性化 され て増殖 したT 細 胞を介

して 起 こ る と言 われて お り ､ 滑膜 で のク ロ
ー ナ ル なT 細 胞の 増 幅も抗原刺激 に よ

っ て 引き起 こさ れた と考え られる o 実際にP B L をp u rifi ed p r o t ei n d e ri v ati v e ( P P D)

で刺激 して ク ロ
ー ナ ルな T 細胞の 増幅を起 こ し た場合､

S S C P 解析で はシ ャ
ー プな

バ ン ドと して 検出さ れ たo こ れ に対 し ､ p h yt o h e m a g gl u ti n i n の よう な マ イ ト - ジ

ェ ン刺激を行 っ た場合 に は ス メ ア 一 様の バ ン ドと して 検出さ れ た【2 7
,
4 4】｡ さ ら

に 混合性結合組織病( M C T D) の 患者末梢血 で 増 幅して いる T 細胞ク ロ ノタイ プの

い くつ か は M C T D の 自己抗原 であるU l ･

s n R N P A p r ot ei n8こ特異 的で あ っ た【3 8】.

そ のう え ､ 増幅 した癌 浸潤性丁細 胞ク ロ
ー ンが 転移 した リ ンパ 節で も検 出された

こ とか ら､ こ の T 細 胞ク ロ ノ タイ プが 癌特異的で ある こ とが示唆され た( 第1 章第

3 8
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4 節)【7 3] ｡ もち ろん ､ こ れ ら の デ … 夕は抗 原非特異 的な フ ァ ク夕
-

､ 例え ば接

着分子な どを介 し た活性化T 細胞の 増幅やラ ン ダム な 浸潤な どを巻き込 ん で い る

可能性を残 して い る ｡

もし滑膜組織 内でT 細胞が ラ ン ダム に 活性化さ れ､ 増殖 して い るな らば ､ 同
一

関節内で あ っ て も異な る 2 ヵ所 の 部位で のT 細 胞ク ロ ノ タイ プの 分布は 異な る こ

とが考 え られた た め ､ 同
一

関節 内の 異な る 2 ヵ 所 の 部位 のT 細 胞ク ロ ノ タイ プを

検討 し ､
R A の 病変 局所 へ のT 細胞の 集積が 滑膜 に 関連 した 抗原刺激に 因る もの な

の か を検討 した o シ ー ク エ ン ス 解析の 結果よ り ､
S S C P ゲ ル 上 で 同 一 の移 動度を

示す バ ン ドは同 一

ク ロ
ー

ン であ る こ とが 示され た( Fi 苦一 1 5) . こ れ に よ る と ､
R A

患者 の 病変滑膜 で増幅 した T 細胞タ ロ ノタ イプの 6 0 - 1 0 0 % は ､ 同
一 関節の 異な る

2 ヵ 所 で共通に 存在 して い た( T a bl e 7) ｡ さ ら にP B L の 検体 では ､ 増幅したT 細胞

ク ロ ノタイ プの4 0 - 1 0 0 % が ､ 滑膜で 検 出され たT 細胞ク ロ ノ タ イプ と共通で あ っ

た ｡ ま た 1 例で あ るが ､ 多 関節 間で 比較 した場合に も共通 に 存在す るT 細胞ク ロ

ノ タイ プが 検出された ｡
こ れ らの こ とば 共通の 抗原 に よ っ て T 細 胞の ク ロ ー ナ ル

な 増幅が 起 き､ それら の う ちの いく つ か の T 細 胞は全身 を循環 して い る こ とが 示

唆され た ｡

今回の 実験で は約3 0 - 4 0 個 の共通するT 細胞ク ロ
ー

ンが 2 ヵ 所 の異 なる 部位 に認

め られ た ｡
P B L を血 Ⅴ血 ℃ で 抗原 複合体で あるP P D とⅠし 2 の 存在下 で 1 週 間培養す

る と ､
5 0個 弱 の ク ロ

ー

ン が 得 られ た【4 4] . こ の こ とか ら ､
R A 滑膜 で 共通 に 存在

して い る3 0 - 4 0 個 のT 細 胞はか なり限定され た数 の抗原を認識 して い ると考え られ

た ｡

･ 興味深 い こ と に 同
一

検体 の異 な る部位か ら得 られ た共通 のT 細胞ク ロ ノ タイ プ

は ､
T C R β遺 伝子の C D R 3 領域 に共通 の 特徴が認め られ た ｡ そ こ で T C R V β遺伝

子 に つ いて 塩基配列を決定 し ､ こ れ より ア ミノ 酸 配列 を推定 した ｡ 患 者R A l で は

T ab l e 8 に 示し たよう に C D R 3領域 に 3 つ の共通 モ チ ー

フ が存在する可能性がある ｡

こ れら はG - Ⅹ - G
,

L G お よびG R で ある が ､ グリ シ ン残基が 多い の は す ベ て の T C R

の C D R 3 領域 の特徴 で もある ｡ こ れ ら3 つ の モ チ
ー フ は 多発 性硬化 症【7 4】や 実験

的 ア レ ル ギ ー 性脳 脊髄炎[ 7 5 - 7 8】で 見 られる優位 な ク ロ ∵ ン の 配列 と も異 な っ て

い た ｡ さ らに これ らのT 細 胞で はT C R のJ β2 . 1 遺 伝子 の 使用頻度が 高か っ た(13 ク

ロ
ー

ン 中7 ク ロ
ー ンが 使用) o

こ の よう に C D R 3領 域の 配列 の みな らず ､
J β遺伝子
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の 使用 頻度 に も偏りが あり･＼ R A 病変部位で共通 に 存在 して い るT 細 胞タ ロ ノタイ
J

プはか なり限定され た抗原 を認識 して い る こ とが 示唆さ れた ｡

6 名 の 患者 の 琵 L Å- h apl o ty p e を見てみ る と 6 人中 3 人はH L A - D R 4 を持 っ て いた

が ､ 残 りの 3 人 はH L A - D R l , D R 1 5( 2) ,
D R 8 ある い はD R 9 で あ っ た

.
こ の こ とはク

ロ
ー ナ ル なT 細胞の 増 幅は特定 のH L A に 依存 して い な い こ とを示 して いる ｡ さ ら

に集積 したT 細胞ク ロ ノタ イ プ は､ 種 々 の Ⅴβ遺伝子を使 っ て い た こ と より ､ ス

ー パ ー 抗原の 影響は ば とん どな いか ､ あ っ た として もわ ずか であ ると考え られた .

1 - 3 - 4 # &

慢性関節リ ウ マ チ 患者 にお けるT C R ク ロ ノタイ プに つ い て R T ･ P C R /S S C P 法を

用 いて 検討 した ｡ 慢性 関節 リウ マ チ患者より末梢血 ､ 関節滑液ある い は関節滑膜

組織を採取 し､ 検体中 に存在するT 細胞タ ロ ノ タイ プに つ い て 解析 した ｡ 滑膜組

織 に お いて 顕著 なT 細 胞の 集墳 と ､ 限定され たT 細胞 の ク ロ ー ナ ル な増 幅が 認 め

られ た｡ さ ら にS S C P 解 析 の 結果 ､ 同 一 の 移動度 を示すバ ン ドが同 じ雁息関節の

異なる部位 より検出された ｡ こ れら の バ ン ドに つ い て塩基配列を決定 したとこ ろ､

同
一 の 移動度を示 すバ ン ドは同 一

の 塩基配列 を示 した こ と より､ 同じク ロ
ー

ン で

あ る こ とが 判 明した ｡ 6 名 の 患 者に つ い てS S C P 解析 した と こ ろ ､ 集積 した ク ロ

ー ン の6 0 -1 0 0 % が異 なる 2 つ の部位で同
一

の 移動度 を示 したo
こ の こ とはT 細 胞

ク ロ ノ タイ プが 篠 患関節内で共通 に存在する こ とを示 した ｡ また多関節間 で共通

に 存在するT 細 胞タ ロ ノ タイ プ も検 出さ れ た ｡
こ れ らの増大 したT 細 胞ク ロ ノタ

イ プのT C R β鎖 ではJ β2 . 1 の 遺伝子が 優位 に使われ て い た ｡
J β遺 伝子 は抗 原認

識 に重要な役割 を果たす部位 で ある こ とか ら､ こ の遺 伝子が 優位 に使われ た こ と

はか な り限定さ れた抗原が 関与して い る可能性を示した ｡ これらの 結果より ､ 慢

性 関節リウ マ チ の 患者 の 中 で起きてい る免疫反応 はラ ンダム で はなく ､ か なり共

通 な刺 激に よ っ て起 こ さ れて い る こ とが判明 した ｡
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第 4 節 健常人 および サ ル コ イ ド ー シ ス 患者の 肺 に 集積 し たT 細晦タ ロ ノタイ プ

の 解析

サ ル コ イ ド ー シ ス は ､ 全身性非悪性疾患で ､ 未知の 抗原 に 対す る免疫反 応が こ

の 疾患の 発症 に 重要 な役割 を果 た して い る の で は な い か と推測され て い る[ 7 9 -

8 9] . 少な くと も9 0 % の サ ル コ イ ド ー シ ス の 患者 に は肺症状が 見 られ る【8 0] . 肺で

はサ ル コ イ ド ー シス の 病変局所 で リ ン パ 球の 活性化や 増幅が 起こ り【90】､ 疾患 の

活動度と肺 中 の T 細胞 の増殖 が 相関して い る[ 叫 ｡ これ らの こ とより限定 された

T C R レ バ トア を持 っ た T 細 胞が こ の 疾患 に 重要な 役割を果 た して い る と考 え られ

て い る . サ ル コ イ ド ー シ ス の 肺 に お い て の V 遺 伝子 レ バ トア に つ い て は いく つ か

の 報告 がな され て い る【9 ト
.
9 7]が ､ こ れら の 結果 は それ ぞれ の 報告 で

一 致 して い

な い . さ らに ､
V 遺伝子 の レ バ トア 使用頻度に つ いて は患者 の 一 部 で しか行わ れ

て おらず､ 全点者 に つ い て は解析されて い な い【9 1
,
9 3

,
9 5】｡

もう 一 つ の 問題点は方法論 的限界 で あ る ｡ 今 ま で の T C R の Ⅴ遺伝子 の 使用頻度

の 検討で は ､
Ⅴβ 8 や Ⅴγ 9 な どい っ たあるⅤ遺伝子 フ ァ ミリ

ー に 対する モ ノク ロ

- ナ ル抗体ある い は各V β フ ァ ミ リ ー の特異 的なp ri m e r の セ ッ トを用 い たP C R な

どが 行わ れて き た【9 1 - 9 7] ｡ こ れ らの 方法 で は モ ノ ク ロ
-

ナ ル 抗体 およ びs e n s e

p ri m e r はV 遺 伝子中の 限られ た領域 ､ 通常はC D R 2 領域に しか 認識あ るい は反応で

凄 ず､
N

､
D

､

､

J な どの 他の 領域 の微妙 な変化が検出 できな か っ た【9 1 - 9 7] o この た

め ､
T C R

.
Ⅴ遺伝子 のク ロ

ー

ン レ ベ ル で の解析は進ん で い なか っ た ｡

そ こ で ､ 最近 開発 したT 細 胞 ポ ピ ュ
:
レ ー シ ョ ン 中の T 細胞 ク ロ ノ タ イ プ の 検出

法【2 7]を用い て ､ 健常人 と活動期 の サル コ イ ド ー シ ス 患者の 肺 のT 細 胞に おい て T

細胞ク ロ ノ タイ プを検討 し た. そ の結 果､ ある種 の フ ァ ミ リ ー に は限定さ れ ない

Ⅴβ遺伝子を持 っ たか な りの 数の 欄 胞が健常人 の 肺 で も観察 され ､ こ の ク ロ
ー

ナ ル な増幅はサ ル コ イ ド ー シス 患者の 肺で より多様 にそ して 激しく認 め られ た o

1 - 4 - 1 実験材料 と方法

1 ) 臨床検体

･ 肺バ イ オ プシ ー および 気管支肺 胞洗浄を含む診断基準【79 1 8 2
,
8 7] に基 づ き診断

さ れた肺サル コ イ ド ー シス 患者･7 名より検 体を採集した. こ のう ち 6 名 は肺の X
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線据影所見 より肺門リ ンパ 節腫脹を伴 っ た広汎性の肺 実質 の病変が認 め ら れ ､ 1

名 は葡萄膜炎 を起こ して い たが ､
Ⅹ線撮影か らは肺に ほ異常 は認め られなか っ た ｡

肺実質における非乾酪化類 上皮細胞の 肉芽腰 は経気管支肺 バ イオ プシ ー

に よ っ て

全例 で 認め られ た o

6 7
G a ス キ ャ ンを行 っ た 5 例で は全例 と も陽性 で あ っ た ｡ 気

管支肺胞洗浄液(b r o n ch o al v e ol a r l a v ag e : B A L) と血液は患者の サル コ イ ド ー シ スの

診断の ため の検査 時に採取 した もの を使用し たo 患者群 の特徴をT abl e 9 に 示し

た ｡ 尚 ､ こ の 研究以 前に は どの 患者 もコ ルチ コ ス テ ロ イ ドや他の 免疫抑制剤は

使用して い なか っ た
｡

コ ン トロ ー ル と して ､ 今まで に通常 の検査 で は過去 に 肺病

歴がなく ､ 正 常な肺Ⅹ線所見を示した健常人 5 人を用 い た ｡ これ らの 健常人 は研

究前の 2 ヵ 月 は上 気這 および下気道に 感染を起こ して はい なか っ た
. 全患者およ

び ボラ ンテ ィ ア に対 して は イ ン フ ォ
ー ム ドコ ンセ ン トをと っ て行 っ た 0

2 ) B A L と血 液検体の 単離

B A L は通常 の 方法【9 8] を若干改良した方法 に より調製したこ簡潔 に述 べ ると ､

3 7 ℃ に加虚した滅菌生 理食 塩水を初め2 0 m l
､ つ い で5 0 m l で 3 回 (全 量 1 7 0 m l)

を気管支フ ァ イ バ ー ス コ ピ ー ( Oly m p u s t yp e B F 2 0 , オ リ ン パ ス 株式会社､ 東京､

日 本) を用 い ､ 右 B 5 領 域 に 濯流 し ､ 湾流終了後直ち に ゆ っ くりと濯流液 を吸引

して 回収し た｡ 最初 の2 0 m l は気管支洗浄液 とは 別に保存 し､ 解析 に は使 用 しな

か っ た ｡
5 0 m 1 3 回 の 洗浄より得 られ た細胞 は､ 滅菌ガ

ー ゼ で 洩過 して残浮を 除

き ､
1 5 0 0 r p m で 1 0 分 間遠 心 し回収 し､ さら に H B S S ( G I B C O B R L , G ai th e r b u rg ,

M D ) で2 回 洗浄 した . 細 胞数を計算 した後､

一

部を フ ロ ー サ イ トメ ー タ ー で 解析

し た｡
2 Ⅹ 1 0 5 細胞を各 モ ノク ロ - ナ ル抗体 ( L e u 4

,
3 a および2 a) で処 理 した｡

T ab le 9 で 示 したよう に サ ル コ イ ド ー シ ス の 患者 では ､ 総細胞数 ､ リ ンパ 球 の 割

合 ､ お よびC D 4/ C D 8 の 比率が上 昇して い た｡ フ ロ ー サイ トメ
ー

タ
ー

解 析 にお い

て 残 っ たB A L 細胞 ( ≦1 0
6
) を次の 実験 に用 い たo

P B L は Fi c oll - H y p a q u e密度勾配

遠心法で分離し､ 直ちに 実験に 用い た ｡

3 ) P C R 増幅およびS S C P 解析

細胞か らのt ot al R N A はA G P C 法【6 8】で 調製 した .
R N A ( 1 ･ 4 FL g ) は2 00 U の

r e v e r s e t r a n s c rip t a s e ( S u p e rS c rip t
,

G I B C O B R L) i r an d o m h e x am e r o lig o n u cl e o ti d e
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T able 9 . C h a r a ct e risti c s of st u d y p o p An ti o n s
a

H e alt hy c o nt r ol s S a r c oid o sis p ati e n ts

( A = 5) (n = 7)

A g e & e a s)

S e x

S m o 女i n g

% V C (% p r edi ct ed v a b e)

F E V l %

P a O 2 (h H n H g)

P a C O 2 (h m H g)

C b est n di og ra坤
Bih n a r a d e n op athy

P ar e n ch ym al i n v ol v e m e n t

A C E P J/ mi )

P A L a n al y sis

T ot al d d l c o u nt (x 10
5
/ mi )

diff e r e ntial s (%)

M a c r op h ag e

L ym p h o cy t e

N e Ⅵt r o pllil

E o s in o p h a

C D 4/ C D 8 r ati o

3 2 . 8 ± 7 .5

F 2 , M 3

S 2 , N S 3

9 8 .3 ± 3 .7

8 6 .3 ± 3 .1

9 8 .1 A: 1 0 . 6

4 4 .3 ± 1 . 0

N D

1 .9 ± 0 .5

8 5 . 0 ± 3 .6

l l . 3 士 1 .6

2 . 8 j: 2 . 0

0 . 9 ± 0 . 2

0 .7 7 ± 0 . 2

4 5 .0 ± 6 . 5

F 6
,
M I

S 3
,
N S 4

8 6 .3 ±1 0 . 0

8 0 .5 ± 3 .9

8 0 . 6 A: 6 .8
b

4 2 .2 j= 0 .5

2 5 . 0 ± 3 .5

3 . 1 ±0 . 6

5 9 .
5 ± 6 .8

3 5 .7 ± 6 .3
b

3 .0 ± 1 .7

1 .9 ±0 .7

l l .8 ± 5 .4
C

a
D at a a r e sh o wn as m e an v al tle ± S E M

b
p < o . o5

c
p < o ･ o I

V C , vit al c ap a c hy
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p 由m e r ( 1 0 0 p m ol
,

G IB C O B R L) を用 いで4 2 ℃ で2 時間反応してc D N A に 変換 した .

才% の c D N A を各Ⅴβp ri m e r とbi oti n 化 C βp ri m e r ( 5 0 FE m O げ つ) の セ ッ ト とそれぞ

れ混合 し､
2 0 0 Fl u

.

d N T P と1 U T aq p ol y m e r a s e ( P r o m eg a C o
. , M adis o n

,
W I) の 存

在下で3 5 サ イク ル ( 9 4 ℃ 1 ･5 分 ､
6 0 ℃ 2 分 ､

7 2 ℃ 3 分) P er ki n 掘I m e r C et tl S

t h e r m o c y cl e r ( N o r w alk , C T) で P C R を行 っ た o 増幅 したD N A はd e n at u r ati o n

s ol utio n (9 5 % f o r m a mi d e
,

1 0 m M E D T A ,
0 ･ 1 % b r o m o p h e n ol bl u e

,
0 . 1 % X yl e n e

cy a n ol) で1/2 0 に希釈 し､
9 0 ℃で 3 分間熟変性を行 っ た ｡ 希釈 した検体2 FLl を1 0 %

グリセ ロ - ル を含有 した 非変性5 %
, p oly a c r yl a mi d e g el で 電気泳動 した o ゲ ルは

3 5 W 定 電力 で 2 時 間泳 動 した ｡ 泳動後 ､
D N A を ナイ ロ ン膜 ( I m m o bil o n - S

,

M illi p o r e l nt e r -t e c h
,

B ed f old , M A) 8こ転写 し､
s tr cp t a vi di n , b i o 血化 alk al i n e

p h o s p h ata s e お よび化学発光基質( Fl e x C h e mi l u mi n e s c e n c e k it
,

M illip o r e l n t e r t6 Ch) 杏

用 い て 検出 した ｡
Ⅹ線 フ イ ル ム に検出され たバ ン ド数 は 3 人 に よ っ て それぞれ計

数 し､ 結果 に つ い て 合意す るま で討 議した｡

4 ) 統計解析

2 グル ー プ間 の デ ー タ に つ い て S t u d e n t のt - t e s t とn o n - i - t e s t で 解析 した ｡ p 倍が

0 ･ 0 5 以 下を統計学的に有意 と判定した ｡

1 - 4 - 2 結果

1 ) 健 常人 コ ン トロ ー ル に おけるT 細胞ク ロ ノ タイ プの 解析

P (: A -S S C P 解析の 結果 をFi g . 1 7 およびT abl e l O に 示した ｡ 明確 なバ ン ドはT 細

胞集団の 中で 増幅 して い るT 細胞 クロ ノタイ プを表 わして い た. 健 常人のP B L で

は1 0 か ら4 0 本 の 明確 なバ ン ドが得 られ た｡ こ れらの バ ン ドは1 0 個以上 のⅤβ フ ァ

ミ リ
ー

に わた っ て おり ､ 特定の V β へ の 偏りも見 られなか っ た ｡
この グル ー プで

の 明確 な バ ン ド数 の 平均 は2 5 . 3 ±7 . 2 ( 平均 ± 標準誤差) で あ っ た ｡ 健常人の

B A L で はP B L より もず っ と多くの T 細 胞ク ロ ノ タ イプの 集積が ほ とん どす べ ての

Ⅴβ
,
フ ァ ミリ

ー に わ た っ て 見 られた ｡ 健常人B A L 中の バ ンド数の 平均は6 2 ･ 8 ±5 ･2

で あ っ た ｡ こ の グル ー プにお い てP B L とB A L 申丁細胞の バ ン ド数に つ い て 明 らか

な 遵い が認 め られた(p < 0 . 01) 0

4 5
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2 ) 肺 サ ル コ イ ド - シ ス 患者に おけるT 細胞ク ロ ノ タイ プ解析

サ ル コ イ ド ー シ ス患者の 末梢血 における解析で は ､ 健常人 と類似 したパ タ
ー

ン

の 明確な バ ン ドの集積が 見 られ た ｡
バ ン ド数 の 平均 は2 5 ･ 0 ±6 ･ 2 で あ っ た o しか

しP B L
.
に 比較 して 顕著 な バ ンド数 の増加が ､ す べ て の V β フ ァ ミリ ー

にわ た っ て

B A L の T 細胞 で 認め られ た o 特定 の Ⅴβ遺伝子や コ ン ト ロ - ル に対 す る特異 的な

バ ン ドの優位性 は認 め られ なか っ た( T a ble 1 0) .
バ ン ド数 の平均値 は9 0 ･ 0 ± 6 ･6 で

あり､
P B L と肺中T 細胞間 で統計学的に 明らか な違 いが 認め られた( p < 0 ･ 0 1) 0

4 ) 健 常人 とサ ル コ イ ド ー シ ス 患者間で の ク ロ ナ リ テ ィ
ー の 相遵点

各群 におけるP B L とB A L 中の T 細胞間 のク ロ ナ リテ ィ
ー の 相関 をFig ･ 1 8 に 示し

I

た ｡
P B L に おける明確 なバ ン ドの 数で は健常人と肺サ ル コ イ ド ー シ ス 患者 との 間

に 明らか な差は認 め られ な か っ た ｡

一 方 ､ 肺中 の T 細胞に 関 して は 健常人 と患者

の 2 群間で顕著 な差が認 め られた(p
く0 ･ 0 1 2) 0

1 2 0
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P B L B A L

S a rc oid o si s

F ig . 1 8 1 N u m b e r o f di s d n ct b a n d s d et e cte d i n a s a m pl e f r o m h e alth y c o n 廿ol s (l eft)
a n d p ati e nt s wi th p ul m o n a ry s a r c oid o sis ( ri gh t) . M e a n v al u e s a r e p r e s e n t e d a s a b a r ･

I n b oth g r o u p s
,

a s lg nifi 払 nt diff e r e n c e w a s d et e ct ed b et w e e n P B L a nd B A L
●

(
* *

p < 0 . 0 1) . M o r e o v e r
,
th e r e w a s a sig nifi c a nt d iff e r e n c e i n th e n u m b e r o f b an d s i n

l u n g T c ells b et w e e n h e alt hy c o n tr ol s a n d p atie nt s wi t h s a r c oid o sis( p < 0 ･ 00 1 2) ･

48



1 - 4 - 3 考察

健常人およ び サ ル コ イ ド ー シ ス 患者 の 末梢血と肺洗浄液( B A L) 中のT 細晦クロ ノ

タイプ に つ い て 解析 した ｡ 健常人のP B L 中の バ ン ドの 数 は以前 の 報告【2 7] よりも

多く検 出さ れた ｡
こ の こ と は主 に検出系の 感度 の 改善に よる と考え られた ｡ 同 一

の 検体 か ら調製 したR N A の 量 を変え て 換甲して 得 られ た結果 に つ いて 比較 した ｡

検出で きたバ ン ドの数は ､
1 Ⅹ1 0 5

細胞以上 か ら得 られたR N A で検討する 限り差 は

認め られなか っ た(d a 也 皿Ot S 血o w n) ｡ したが っ て ､
バ ン ド数の 差は検体 中の 検出で

きるT 細胞 ク ロ
ー ン の 数 を反映し ､ 検体中のT 細 胞の 数を単 に反 映 して い る の で

はなか っ た ｡

注目す べ き こ と に ､ 健 常人で さえ 肺の 中 では ある 程度 の T 細 胞の ク ロ
ー ナ ル な

増幅は 認め られ た ｡ こ れに つ い て は2 つ の 可能性 が考え られた ｡ 1 つ は正 常な肺

で も外部ある い は領域 的な 環境 か ら の外来抗原 に よ っ て T 細胞集団が 刺激 され ､

活性化 され て い る可能性 で ある . 現時点で は こ れ らの 集積 し たク ロ
ー

ンが 新 しく

活性化 され､ 増 幅 した細胞 なの か ､ それと もメ モ リ ー 細胞 と して 存在 して い た細

胞なの か は わか っ て い な い
｡ もう 1 つ の 可能性 は これら のT 細 胞は肺で ラ ン ダム

に 増殖 したか も しれな い と いう こ とである ｡ これ らの 集積 した細胞の 特徴 の 解析

に は､
C D 4/ C D 8 陽性細 胞な どの 細胞 の分布や塩基配列の 決定な どの さ らなる研

究が必 要と考え られ た ｡

肺サ ル コ イ ド ー シス は肺 へ の 顕著なT 細胞の 集積が特徴 であり､ これ らの 細胞

は疾患の 過程 で 何 らか の 重 要な 役割を果 た して い る と考 え られて いる【7 9 - 8 9] ｡

今 回q) 解析 で はサ ル コ イ ド ｢ シ ス 患者の 肺で の T 細胞ク ロ ノ タイ プ数 はP B L に 比

較 して 顕著 に増加 して い た .
こ の こ とはサ ル コイ ド ー シ ス 肺で は ､

T 細 胞は ､ 末

梢血か らの 受動 的な増殖と いう よりも病変部位で 刺激 に反応 して 増幅 して い るこ

とを示 して いる ｡ こ の 結果 は ､ 以前 に報告された サ ル コ イ ド - シ ス の肺 で はT 細

胞はそ のT C R を介 して新 しく活性化されて い た という報告と 一 致 した【90] .

健常人の 肺とサ ル コ イ ド ー シ ス 患者の肺で は検出された バ ン ドの 数が明 らかに

異な っ た( Fi g . 1 0) ｡ ほ とん どの ケ
ー

ス で ､ 検出されたバ ン ドの数 はⅤβ フ ァ ミリ

ー

.
･にか かわ らず､ 健常人の バ ン ドの 肺に比 べ てサ ル コ イ ド ー シス 患者の肺 で は多

か っ た . こ の こ とか ら ､ サ ル コ イ ド ー シ ス 肺で 増加.して い るT 細粒ク ロ ノ タイ プ
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は疾患 の 過 程 と関係がある こ とが判明した ｡

それ に加え て ､ こ れら の増 幅 したT 細 胞ク ロ ノ タ イプ はⅤβ1 か ら2 0 の フ ァ ミリ

ー の ほ とん ど全て を用 い て おり､ ある 限られ たV β フ ァ ミ
l

リ
ー

■

の み を用 い る こ と

ば なか っ た｡ 以前 の T C R O V 遺伝子 の 研究 で は ､ 患者 のサ ブグル ー プで は 限定さ

れ たV 遺伝子 の 使用 や 偏 っ たⅤ遺伝子 の 使用が ､ α 鎖【9 4] ､ β鎖【9 1
,
9 6

,
9 7] ､ γ 鎖

【9 2 , 9 3] お よぴ 6 鎖[ 92
,
9 3

,
9 5] に つ い て 報告され て い た ｡

こ の ような サ ブ グル ー プ

で は限定 されたⅤ遺伝子 の 使用 は疾患の 進行に 重要な役割を果た して い る可能性

が 強 い ｡ しか しな が ら ､ 今 回の 結果 で は増幅 したT 細胞は より広 いⅤβ フ ァ ミ リ

ー にわ た っ て おり ､ サ ル コ イ ド ー シス の 肺で の免 疫反応は も っ とず っ と複雑 で あ

る こ とが明 らか とな っ た ｡

もち ろん ､ サ ル コ イ ド ー シ ス の 肺 に集積 して い る全て の 欄 胞が 疾 患 と関係 し

た 抗原 に特異的で はな い ｡ しか し ､
こ れ ら のうち の い く つ か は抗原特異的 に 肺に

集 積 したもの と考え られる . それ に加え ､ サ ル コ イ ド ー シ ス の肺 で炎症が 進行し

た とき､に ､ ポ リク ロ ー ナ ルな B 細 胞の 活性化 を起 こす いく つ か の サ イ,トカイ ン の

に よ っ て T 細胞 の抗原非特異的な 活性化 と増殖が 起 こ る【9 9
,
1 0 0] . そ して 炎症 に

よ る組織破壊 に よ っ て 新 た な抗原が 作 られ る【1 0 1】o サ ル コ イ ド ー シ ス の 発症 は

大抵サイ レ ン ト で あり ､ 診断時 に は病状は確立 さ れて おり ､ 組織中で の免疫反応

･は完全 に 進行 して い る ｡ そ れゆ え ､ 今回の 方法 で は検出さ れたT 細胞ク ロ ー ンは

こ れ ら の ヘ テ ロ な T 細 胞集団を反映 して い る と考え られ た｡ さ らに 健常人の 肺 の

解析給果か ら ､ サ ル コ イ ド ー シ ス 肺 に 集積したT 細胞や B A L に よ っ て得 られ たT

細 胞の 全 て が疾患 に 関与 したT 細胞 で はな い こ とが強く示 唆され た ｡ 言 い 換え れ

ば ､
B A L を用 い た研 究で は肺 にク ロ ー ナ ル に 増幅 し た疾患 と は無 関係 なT 細胞の

偏 りを見て しまう可能性が 存在する と いう こ とで ある ｡ 従 っ て ､ こ の 全身 的な疾

患 に つ い て の未知 な病 因 に つ い て 解 明する ため に は ､ 増 幅 したT 細胞や疾 患 の 活

動 期の あ とに 消え て いくT 細胞に つ い て 同定 して い くこ とが さ らに 必要 で あり ､

こ の こ とが サ ル コ イ ド ー シ ス の 病態生理 学で 重要な 役割 を果 たす と考 え られ た ｡

1 ⊥ - 4 - 4 要約

.
サ ル コ イ ド ー シ ス に代表 される免疫性肺疾患 の帝因と して ､ 肺で の T 細 胞の 集

積 や活性化 は重要な役割を果た して い る と考え られる ｡ そ こ で健常人 5 名 と活動
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期の肺サ ル コ イ ド - シ ス 患者 7 名の 末梢血 と肺気管支洗浄液( B A L) 中に存在する

T 細胞ク ロ ノ タイ プ に つ いて R T - P C R/S S C P 法 で解析した o 健常人およ びサ ル コ イ

ド - シ ス患者 い ずれの 末梢 血で もいく つ か の ク ロ
ー

ン の増大が認 め られた o

■

いず

れの グル ー プも肺洗浄 液中 には 末梢血と比較して多くのT 細胞ク ロ ノタイ プの集

積が認め られた (健 常人 : 末梢血2 5 ･ 3 ± 7 ･2 v s 肺洗浄液6 2 ･ 8 ± 5 ･2 ; サル コ イ

ド - シ ス : 末梢血2 5 . 0 ± 6 ･ 2 v s 肺洗浄液9 0 ･ 0 ± 6 ･ 6) o サ ル コ イ ド ー シ ス 患者

の 肺で は健常人 コ ン ト ロ
ー ル に 比 較 して さ らに 多くのT 細 胞タ ロ ノ タイ プの集積

が 認め られた ｡ こ れ らの 集 積 したT 細胞クロ ノ タ イ プはす べ て の V β フ ァ ミ リ
ー

で 見られ ､ 特定 の V β フ ァ ミリ
ー

へ の 偏りは認め られなか っ た . こ れ らの 結果よ

り ､ 健常人 の肺 で も了知 胞ク ロ ノ タイ プの集積 は認め られ たが ､ サル コ イ ド ー シ

ス の 肺に おけるT 細胞ク ロ ノタイ プの集横は よ り顕著で あり ､ また多数のⅤβフ

ァ ミリ
ー

に わ た っ て集積 が 起きて い たこ と よりT 細胞は病変局所 で 活性 化 さ れて

集積し て い るこ とが 判明 し た｡
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第 5 節 ヒ ト固形癌 に集績 したT 細 胞タ ロノ タイ プの 解析

ヒ トの 固形癌 には多量 の 癌浸 潤リ ンパ 球(t u m o r i n filtr ati n g ly m p h o c yt e s ; T I L) が

存在して いる という報告が ある【1 0 2 - 1 0 6] . しか しなが ら､ こ の よう なT I L に つ い

て の 直接的な解析 は､
T I L の 単離 ､ 分離お よび定 義が困難 な ため 行われ て いな い .

そ れゆえ ､
T I L が 非特異 的な炎症性細胞な のか ､ それ と も宿主 に よる抗原 特異狗

免疫反応 に よる サ ブセ ッ トを反 映して いる の か は不明 である ｡ 今ま で に行 わ れて

き た 実験 か ら ､ 単離 さ れて 間も な い ヒ トT I L は a u

■

t o l o g o u s そ し て ､ あ る い は

all o g e n i c な癌 に対 して 弱 い殺細野性を示すが ､
N K 活性 はなく ､ ま た種 々 の マ イ

ト - ジ ェ ン刺激 に対 する細 胞増殖性 は落ちて い る こ とが知 られて い る【1 0 7 - 1 1 0] o

こ の活 性 の 減少 の 説 明と して は ､
T m の 機能 を阻害する サ プ レ ッ サ ー 細胞 や フ ァ

ク 夕
-

の存在が 示唆され て いる【11 1 - 1 1 4] o
T I L をI L - 2 の 存在下でj B ア1

'

t710 で 増幅 し

て 機 能 が 解 析 さ れ た が ､ 少 な く と も こ れ ら の 細 胞 は 部分 的 で は あ る が ､

a u t ol o g o u s な癌細胞に 対 して 殺細胞性が 上昇 して い た【1 1 5 - 1 1 8】｡ また ､ こ れ らの

細胞がオ リ ゴ ク ロ
ー

ナ ル に 増殖する こ と も報告さ れ て い る【1 19 - 1 2 1】｡ しか しな

が ら､
Ii - 2 増殖性細胞 は培養中のラ ン ダム な増殖の 様な)

'

n v 血 o の ア ー ティ フ ァ ク

ト である可能性 も考 え られ る. 実際に ､
1

.

n S 血 で は通 常はN K 細胞は ごく 限られ

た数 しか存在しな いが ､ あ る種 の 癌細胞で はI L , 2 増殖性T I L の 大部分がN K 細胞か ､

あ るい はM H C 非拘束性C T L で ある【1 2 2】｡ それゆえ ､
血 Ⅴ 如 で痛特異的な局所的

反応が 存在する のか を見極 め る こ と は重 要な こ と で ある ｡

一 般 的に T 細 胞は T C R に よ っ て 明確なク ロ ノタ イ プを示 し ､ そ れ ぞれの ク ロ ノ

タ イ プ は抗原特異 的免疫反応を行 っ て いる ｡ そ こ で ､ 子宮癌 と卵巣癌 の患者 より

摘出 した癌局所 ､ 固形癌周 辺 の リ ン パ 節 お よ び末梢血 か らの 検体 に つ い て R T -

P C R /S S C P 法 でT 細胞タ ロ ノ タイ プに つ い て 検討 した ｡ そ の 結 果T IL 中に 明確なT

細胞ク ロ ノタイ プの集積を認め た ｡ そ して 集積 したT 細 胞ク ロ ノタイ プの数 およ

び存在部位 は癌 の浸潤や 転 移の ス テ ー ジとの 相関が ある こ とが示され た .
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1 - 5 - 1 実験材料と 方法

1 ) 臨床検 体

病疫潤 リ ンパ 球( 耶 L) , リ ンパ 節( u 吋) および 末梢血( P B L) は1 0 人 の卵巣癌ある い

は子宮癌の 患者 より手術時 に摘出 したもの を用い た . 各々 の 病巣 の位置や ス テ
ー

ジはT abl e l l に 示した と おりである o これ らのう ち5 人は早期癌で あり､ 患者1 -3

は腹痛 ､ 患者4 と5 は扇平上皮癌で ､ い ずれの 患者 で もリ ンパ 節へ の転移は 認めら

れなか っ た ｡ 患者6 と7 は中期癌の 患者 であり ､ 近位の 組織 や数個の リ ンパ 節に 癌

細胞の 浸潤が 認め られ た o 患者8 -1 0 ほ進行癌 で あり､ 多数の リ ン パ節 に 癌細胞の

転移が 認め られ た ｡

2 ) T 細胞ク ロ ノタイ プの 解析

T C R β鎖の クロ ノタイ プの解析 はR T - P C R/ S S C P 法【2 7] に より行 っ た . 各検体

よりt ot al R N A をA G P C 法【6 8] で 抽出 し､
2 -4 jL g をr e v e r s e t r a n s c rip t a s e ( S u p e r

-

s c rip tII
,

B R L) とr an d o m h e x a m e r o lig o n u cl e otid e p ri m e r ( 1 0 0 p m o l
,

B R L) を用い て

c D N A に 変換 ､
2 % の c D N A を各Ⅴβに対応するp ri m e r (5 0 p m oりと bi o ti n 化 C β

p ri m e r ( 5 0 p m ol) で P C R を行 っ て増幅した .
P C R は2 0 0 p M d N T P ､

T aq p ol y m
◆
e

-

r a s e ( p r o m eg a c o .) の 存在下9 4 ℃ 1二5 分 ､
6 0 ℃ 2 分 ､

7 2 ℃ 3 分を3 5 c y cl e で 行 っ た .

増幅したD N A はd e n at u r ati o n s ol uti o n ( 95 % f o r m a m id e/ 1 0 m M E ロT N O ･ 1 %

b r o m o p h e n ol b lu e/ 0 . 1 % x yl e n e c y a n ol) で 希釈 ､
9 0 ℃で2 分間熟変性 した後､

1 0 %

gly c e r o lを含む非変性 5 % p oly a c r yl 弧 i d e g el で 電気 泳動 した ｡ 泳動終 了後 ､
D N A

をナイ ロ ン膜I m m ob il o n -S に転写 し､
s tr ep t a vidi n

,
b io ti n 化 aik al * e p h o s p h at a s e と

c h e mi l u m i n e - s c e n t s u b st r a t e( L u m i g e n P P D) を用い て D N A の 検出を行 っ た o

3 ) ダイ レク トシ ー ク エ ン ス

目的の バ ン ドと
一 致す るS S C P ゲ ルの 一 部を切り出 し､

T E ･1 ( 1 0 m M T ri s ･

H C l/ 0 . 1 m M E D r A( p H 8 .0)) に マ イ クロ チ ュ
ー ブ中で 浸 し､

8 0 ℃ 2 0 分加熱 して ､

D N A を抽出 した . こ の上 清5 p l を用い て セ カ ン ドP C R を5 5 cy clc で行 っ た o 増幅さ

れたD N A のs eq u e n ci n g はV e n t ( e x o -) T aq p oly m e r a s e ( N e w E n gl a nd B i o h b s
,

B e v e rly ,
M A)を用い た c y cl e s e q u e n c in g 法 で行 っ たム こ の 反応物 は6 % 変性p oly

-
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a c r yl 封ni d e g el で 電気泳動 し､ 解析 した o

1 - 5 - 2 結果

1 ) 癌患者 の病変 局所 ､ 周 辺組織 ､ リ ン パ 節およ, び末梢血 に集積 したT 細 胞ク ロ

ノ タ イ プの 解析

悪性腫 癌患 者 よ り得 られ た検体中 の T 細胞ク ロ ノタ イ プを解析する ため に ､

T C R β鎖の C D R 3 に 対す るR T - P C R /S S C P を行 っ た ｡ 痛点者 におけ る解析 の 典型的

な 例をFig . 1 9 に 示 した｡ 癌局所 に は顕著なT 細 胞ク ロ ノ タイ プの 集積が 認め られ

た . 転移 の 無 い L N で は スメ ア - 状であ る が ､ 転移の 認 め られた L N で は T 細胞ク

ロ ノタ イプの集積が 見られ た｡ 他の 患者 を含め て の 詳細 な解析をFi g ･ 2 0 に示 し

た .
T ab l e l l に は1 0 人の 患者たおい て 明確に 出たバ ン ドの数 をま とめ た .

F ig ･ 2 0

お よび T a bl e l l で 示された よう に ､ 病理 学的にL N に 明らかな 転移が認め られ ない

患 者1 -5 か らの P B L や L N の 検体 は ス メ ア
- 状の パ タ

ー ン を示 した . こ れら の 検体

の なか に も数本 の バ ン ドが検出され たが ､
こ の よう な パ タ

ー

ン は健常 人のP B L で

も時々 見 られ る[2 7
,
4 4] . こ れ に 対 し ､

T I L で はは っ きり とス メ ア - 中 に明確 なバ

ン ドが 検出され た ｡ ネ ガテ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と して ､ 良性 の 子宮筋腫の 患者より

摘 出された検体を解析 した が ､
こ の検体 では は っ きり と したT C R の バ ン ドは得 ら

れ なか っ た(d a 也 n ot s h o w n) ｡ 子宮内膜癌で ある 患者6 で は､ 病理 学的に は子宮筋

層 に 浸潤が 認 め られ た もの の ､
L N に は 転移 は認 め られな か っ た ｡ こ の 患者の 検

体 では ､ 子 宮内勝 と同様に 子宮筋層 で もは っ きり と したT 細胞タ ロ ノ タイ プの集

･積が 認め られ たが ､
L N とP B L で はT 細胞 の集積 は見 られ なか っ た ｡ 患者7 で は転

移の 疑 い の ある 右外腺骨節に T I L よ りは数は少な い が T I L と 同様の ク ロ ノ タイ プ

の 集積が 見られ た ｡ しか し ､ 子宮周囲の L N で 明らか な転移 の 見 られな か っ た L N

で はク ロ ノタイ プの 検出は さ れな か っ た｡ さ らに ､ 進行 癌の 患者8 - 1 0 で はT I L の

み な らず ､
L N

､
P B L

'
8 = 多数の 明確な バ ン ドが検出さ れた ｡ こ れ に対 し､ 転移が

見 られ な い 場合は ､ 周囲の L N やP B L に もク ロ ー ン レベ ル で嘩出で き る ようなT 細

胞 の 反応 は 見 られ なか っ た ｡ そ の うえ ､
Ⅴβ の 使用 に は偏りも認 め ら れな か っ た

( T a bl e l l a n d d at a n o t s h o w n) . これ らの 結果か ら ､
)

'

D ア1
'

j o で癌 に対する抗原特異

的免疫反応 が起 こ う て い る こ とが明 らか
.

とな っ た ｡
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3 ) 異 なる部位 に共通に 存在するT 細胞ク ロ ー ン の 同 一 性の 検討

患者 の異なる部位か ら採取 した検体 で しば しば 同
一 の 移動度を示す バ ン ドが検

出され た(例え ば､
F ig . 2 0 の 患者6 の V β6 の T l とT 2

､ 患者9 の V β1 4 や V β1 9 の T l
,

T 2
,

L l と L 2) . 同
一

の クロ
ー

ン か ら増幅さ れたD N A はS S C P で 同
一

の移 動度 を示

す こ と ば知 られ て いる【2 6
,
2 7] ｡

こ の こ とを確 認 す るた め に ダイ レ ク ト シ
ー ク エ

ン シ ン グ法 で 同 一

の 位置に現 わ れる バ ン ドに つ い て 塩 基 配列 を検討 した .
S S C P

上 で シ ン グル バ ン ドと して 検出さ れる バ ン ドはか なりは っ きり した シ ー ク エ ン ス

パ タ
ー

ン を示し ､ シ ン グル バ ン ドが 1 つ の T 細胞ク ロ + ン で あ る こ とを示 した o

さ らに 同 一 の 移動度を示し た バ ン ドは 同 一 の シ ー ク エ ンス を示 し､ 同 じク ロ
ー

ン

で ある こ とが確認 された( Fi g . 2 1) ｡ こ の ことか ら ､ 同
一

の T 細 胞ク ロ ノ タイ プが
t

患者の 他の 部位 に も存在す る こ とが 示さ れた ｡

1

･I O 【p ･.ナ ■〝
-

-
1 ､ t

'
-

蜘
■

･ 〟
■ンF メ

4 5

芸
w

卿
ル

～

忘蛋

V

n D n

C

6

F ig ･ 2 1 ･ D ir e c t s e q u e n c m g o f a ∝ u m ul at ed T c ell cl o n o t y p e s o b s e r v e d i n p ati e nt 9 ･ T
●

c ell cl o n o ty p e m e s s a g e s d et e ct ed i n t h e S S C P g el w e r e e x tr a ct ed a n d 占u b mi tt ed t o t h e

s e c o n d a m p lifi c ati o n b y P C R . T h e a m pli fi ed D N A w a s s u bj e ct ed t o t h e d ir e c t

s eq u e n c i n g m et h o d ･ T h e a r r o w s i n fig ･ 1 9 i n di c at e th e p o siti o n o n t h e b a Jl d s f o r
■

s eq u e n c in g ･ 1
,
T l o f V β1 1; 2

,
T 2 o f V β1 1

,; 3
, T l o f V βI 4; 4

,
T 2 o f V β1 4; 5

,
T I

o f V β1 9
,

a n d 6
,

L l o f V β19 .
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1 - 5 - 3 考察

T I L の p h e n o t yp e の 検討 より ､
これ らのう ちの か なりの細胞が活性化抗原を発現

して いる こ とが 明 らか と さ れて い た【1 2 3】｡ しか しな が ら ､ 推定さ れる癌関連抗

原 に対するT 細胞関与の 免 疫反応を証 明する こ と は困難であ っ た【1 2 4] ｡ 少なくと

も部分的に はI L ･ 2 増殖性T IL が a ut ol og o u s な癌に 対して殺細 胞性を示すが ､ こ の 感

作 は1
'

B y l
.

V O で も起きる の か ､ そ れとも培養実験 だか ら見 られる のか は不明で ある .

あ る種 の癌で はT I L は ア ナ ジ ー の状 態で ある こ とも示唆されて い る.

T I L はオ リ ゴク ロ ー ナ ル な細胞集団な の か ､ それ ともポリク ロ
ー

ナル な 集団な

の か に つ い て もわか っ て い な い .
F is hl e d e r らは癌部位 に 存在する リ ンパ 球の 集団

はS o u th e r n b l ot h y b ri di 盈 ti o n で 検討 した結果 ポリ ク ロ
ー ナル であ ると報告して い

る【1 1 9] o
S o u rh e r n bl o t h y b ridi z ati o n で ク ロ

ー

ン をバ ン ドを検出する方法が 1 つ の

ク ロ
ー

ンか ら少な くと も数 パ ー セ ントま で 増幅し た細胞で な い と検出 で重 な い程

に 感度が 低 い に もか か わ らず､
T I L をI L - 2 存在下 で1 5 か ら2 6 日間培養す るとオ リ

ゴ ク ロ ー ナ ル な T 細 胞 の 増幅が認 め られ た . 最近 ､
N itt a ら により ､ メ ラ ノ ー

マ や

悪 性 グリア 細胞腫 で 限定さ れ たT C R 可変領域 ( V α 7) が発現する こ とが 報告さ

れ た【1 2 5
,
1 2 6] .

T I L に おけ るオ リゴ ク ロ
ー ナ ル なⅤβ遺伝子 の 発現 も報告されて

い る【1 2 1
,
1 2 7] . しか し ､ 特定あv α やV β遺 伝子 を発現 して い るT 細胞 の集葡が

a ut o l o g o u s な癌 に 対す る特異 的な免疫応答を必ず しも示 して い るわ けで は ない ｡

今 回の 実験 で は新 し い T 細胞 ク ロ ノタイ プの 検出法を用 い て 癌部位に 明確 なT 細

胞 の 集 積を見 い 出 した ｡ 近 年､
F e r a d i n i に よ っ て も ､ 1 例の 悪性メ ラ ノ ー マ で

P C R 産物の 塩 基配列 の 解 析か ら癌部位 に ク ロ ｢ ナ ルなT 細 胞集団が 増幅 して いる

こ とが 報告され た【1 2 8] ｡

典型 的な免擾反応に 関与して い るT 細胞を限界希釈法 で解析す るとこ れ らの 存

在 は1 0 3
か ら1 0 4 に 1 個 であ る .

T I L のう ち殺細胞性の 前駆細胞P 比率は数千個に

1 個 と言 われて いる【1 2 9
,
1 3 0] .

R T - P C R / S S P P 法 で は正 確な感 度を検討する の は

困難で ある が ､ いく つ か の 基礎 検討よ り､ 数千個に 1 個の ク ロ
ー ンが 存在 すれ ば､

バ ン ドとして検出で きる【2 7] . 実際 に多様なT 細胞集団を抗原 で刺激して )
.

n v 1
'

v o

と 同様に血 ア1
'

f T O で もバ ン ドとし て検出して いる【2 7
,
4 4] . 今回の 患者の 検体か ら

得 られ たバ ンドの 数か ら考える と ､ こ れらの バ ン ドは正常な免疫反応 の存在を示
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し たもの と いえ る ｡ こ の こ とは改 めて ｢ 悪性腫癌 を持 っ た 患者の 体内 で は抗原特

異 的T 細胞の 増殖が起 こ っ て い る+ と いう 考え を支持 した ｡

今回の 実験で 見 られ た集積 したT 細胞ク ロ
ー

ン は部位 に 存在 するリ ン パ 球 の 集

団 を反 映して い る 可能性が ある ｡ また ､ ある種 の サイ トカイ ン は癌周辺 に 存在す

る細胞 に よ っ て 産 生され て いる た め ､ これ らのク ロ
ー

ン は非特異 的な フ ァ ク 夕 一

に よ っ て ラ ンダ ム に誘導さ れて い る可鰭性 もある ｡ しか し､ 中期や進行期 の 患者

で は ､ 例え ばF ig . 2 0 の 患者6
,

8
,

9 の よう に異 なる癌病変部位 やL N
､

P B L な どか

ら得 られた バ ン ドはしば しば同
一

の移動度を示した ｡

●

これ ら の 点を明 らか に する

た め ､ シ ー ク エ ン シ ン グを行 っ た と こ ろ ､
S S C P で 同

一

の 移動 度を示 し たバ ン ド

は ､ 同
一

の ク ロ
ー

ン である こ とが判 明し た( Fi g ･ 2 1) ｡ こ の こ と は､ 同 一 患者 の 個

体 中で は異 なる 局所に 同 ∵ の T 細胞ク ロ ノ タイ プが存在 する こ とを示 して い る ｡

それゆえ ､ 異 なる組織中 ( 例え ば ､ 子 宮 と周辺領域の L N ) に共通 の T 細胞ク ロ ノ

タ イ プが 存在す る こ と は ､ こ れ ら の T 細胞は組織中に 残 存あ る い は組織特 異的 に

存在す るT 細胞で は な い こ とや ､ 抗原非特異 的に活性 化さ れ た細胞 で はな い こ と

を示 して い る ｡

進行 した癌 で は ､ は っ きりと した バ ン ドが ほ とん どす べ て の V β フ ァ ミ リ ー で

検出さ れた ｡ こ の こ と は複数の 異 なる抗原 に対す る多数の 免疫反応が 起こ っ て い

る こ と を示唆 して い る o

一 方 ､
ヘ テ ロ な T 細胞集 団 ､ 例え ば健常人 の 末梢血 を精

製蛋白誘導体(P P D ) の 存在下 で 培養 する と ､ 同様な 多数 の バ ン ドの パ タ ー ン が認

め られ た[2 7
,
4 4】｡

P P D は 1 分子か らな る もの で は な い が ､ こ れ ら の 多数の バ ン ド

は かな り限 られ た抗原に対 して 強 い免疫反応を起 こ した結 果 で ある ｡ 最近 ､ 癌抗

原あ る い は癌 関連抗 原がT 細 胞ク ロ ー ン に よ っ て 認識 さ れる こ とが 報告 さ れ た

[ 1 3 1
,
1 3 2] ｡ いく つ か の 変 異 し た癌 遺伝 子産 物や 変異 し た 癌抑 制遺 伝子 産物

[1 3 3
,
1 3 4】､ ウイ ル ス 産物【1 3 5] ､ 正常細胞 で はサ イ レ ン トであ るが 癌細胞 で は活

性化されて い る遺 伝子産物[ 1 3 6] な どが癌特異 的抗 原の 候禰 と して 挙げ られ て い

る ｡

こ れ らの 明確な バ ン ドと して 得 られたT 細胞が実 際に a u t o l o g o u s な 癌細胞 に 対

して抗腫癌効果 を示す のか は明 らか で なく､ さ らな る実験が 必要 である ｡ こ の 点

を解明する には ､
T IL の 表面 マ

ー カ ー

､ 例え ばC D 4
､

C D 8
､

Ⅰし 2 R
､ 活性化 マ

ー カ

ー

や そ の 他の 指標な どを検討 し､ こ れら の ク ロ ー ナ ルな集 積を反 映するT 細 胞亜

6 2



集団を同定する こ と が必 要 である ｡

癌局所に 存在 して いる 特異的 欄 胞ク ロ ノ タイ プの 1

'

B y l
.

V O で の検 出に 成功 した

こ とよ り ､ こ の･T 細 胞の D N A を増幅 し､ 解析する こ とに よ っ て 機能的な 痛特異 的

エ フ ェ ク 夕
- T 細 胞を分子 生物学 的手法 で 再構成する こ とが可能と な っ た ｡

こ れ

に よ っ て ､
T I L の 1

'

B y l
'

t m で の 困難な 培養 はバ イ パ ス で卓 ､
バ イオ プ シ ー

で得 られ

た 微量の 検体で もT I L が得 られ ､ 抗原特異 的免疫治療 に 応用で きる ことが 示唆さ

れ た｡
･

1 - 5 - 4 要約

病 疫潤 リ ン パ 球( T I L) の存在は い ろ い ろ な ヒ ト固形癌で 報告され てき た o しか

し ､ こ の 様なT 細 胞 は抗原非特異 的な免疫細胞 で ある の か ､ それ と も宿種の 特異

的な免疫反応の 結果現わ れ たサ ブ セ ッ トな の か は 明らかで な い ｡ こ の 点を検討す

る ため に ､ 子宮癌ある い は卵巣癌 の 患者1 0 名 より採取 したT I L
､ 付属リ ン パ節お

よ び末梢血 のT 細 胞ク ロ ノ タイ プ に つ い て R T - P C R/ S S C P 放で検討 した .
T I L は明

らかな転移 の な い 患者 で さ えも癌局 所で は っ き りと したで細胞ク ロ ノ タイ プの集

積 を示 したが ､ 転 移を起 こ した患者 では ク ロ
ー ナ ル な増大をしたT 細胞の 集積が

付 属リ ン パ 節や 末梢血 で も認め られた ｡ こ の 集積 したT 細胞ク ロ ノ タイ プの 数や

局在は 癌浸 潤 の ス テ ー ジや 転移 の 度合 と相関 して い る と考え られ た. これ ら の結

果 より生体 内で は固形癌 に対する抗原特異的免疫反応が起きて い るこ とが 判明し

た ｡
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第 2 葦 丁細胞ク ロ ノ タイ プ解析法 を用い たモ デル 動物 に おける免疫反 応の 解析

第 1 章 序論

第1 章 の 検討か ら 欄 胞が発症 に関与 して い る と考 え られる 自己免疫疾患や サ

ル コ イ ド ー シ ス ある い は 固形癌 に おける 癌浸潤丁細胞な どは 限定 された ク ロ
ー

ン

が 増大 して いる こ とが 示さ れ た ｡ 現在 の 医療 における 自己免疫疾患 の 治療 に は ､

進行 した免疫異 常 と炎症を抑え る という考え より ､ 免疫全体 を抑制す る免 疫抑制

剤や抗炎症剤が 主体 で ある ｡
こ れ らの 薬剤 は抗原非特異的な作用 を示 し､ 薬効 と

して の
一 定 の効果 は上 げて い るが ､ 副作用 の点か ら の 問題があ るの も事実 である .

第 1 章 で 述 べ た よう に 現在
.

､ 白 己免疫疾 患 に つ い て 比較 的限定 さ れ たT 細 胞な ど

が そめ発症 にか か わ っ て い る可 能性が ある . 従 っ て ､ 患者 の 体内 で起 こ っ て いる

異常な抗原特異 的な免疫反応を把握 し ､ こ の 異常反応 だけを抑制 し､ 正常な 免疫

反応に は作 用を示さな い治療法が で尊れば ､ 副作 用が 非常 に 軽減される はず であ

る ｡ こ の た め に は病因 に 関与 して い るT 細胞を コ ン トロ ー ルす る こ とは重要 であ

る と考 え られる ｡ とこ ろで ､ 現在行わ れて い る抗 原特 異的免疫療法の 1 つ の 方向

は ､ 特異 的自己抗原 カ ラ ム を用 い体外循環 に より自 己抗体 を除去す る方 法 で ある ｡

別 の 方向 と して は ､ 抗原特異性 の コ ン ト ロ
ー ル は T 細 胞が 行 っ て おり､ 白 己免疫

疾 患は そ の 発症 に抗原特異 的丁細 胞 レ セ プタ ー の V 領 域が 関与して い る と いう
-T

V -

r e gi o n d is e a s e h y p ot h e si s
-一

に 則 っ た抗原特異的丁細胞除去で ある ｡ こ ち ら に つ い て

は 臨床 で は ま だ行 わ れて い な い が ､ ミ エ リ ン塩基 性タ ン パ ク( M B P ) に対 するT 細

胞の反応 で 起こ る実験 的ア レ ル ギ ー 性脳脊髄炎( E A R) マ ウ ス を用 いた研 究が な さ

れ て い る .
こ の モ デ ル で は ､ 特定 の T C R - V 領域 ( V α 2 とV β8 . 2 ) を発現 した

M B P 特異的な T 細胞ク ロ ー ン を移入 す るだけ で発症する こ とが 判明して いる ｡ こ

の こ と は ､ この T 細 胞だ けを抑え る こ と に よ っ て病気 の発 症を抑え られる こ とを

示 して い る . 抗原特異 的なT 細胞の 抑制法と して ､ 抗 T C R - Ⅴ領域 モ ノ ク占 -

ナ ル

抗体の 投与 ､ 抗原擬似 ペ プチ ドの 投与ある いはT C R - Ⅴ領域ペ プチ ドワク チ ン療法

な どが 挙げ られる ｡ 他 の疾患 モ デル マ ウ ス で も同様な こ とが 示され ､
T C R に 注目

し.た治療法の 開発は将来の 抗原特異 的免疫療法に つ なが ると考え られる 0

以上 の 知見より､ 筆者 は マ ウ ス に つ い て もT 細 胞ク ロ ノ タイ プの検 出系を作成
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し ､ 治療法 開発 の 研 究 と して ､ 正 常状態 の マ ウ ス の T 細胞と ､ 比較 的早期にT 細

胞 の集構 が 見られる系 と して皮膚移植に おける移植片の 拒絶に 関与するT 細胞に

つ い て 検討 したム
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第 2 節 C 5 7 B L/6 マ ウス の牌細 胞に お叶るT 細胞 レセ プタ - ∬β遺伝子の 使 用頼度

の 検討

一触 胞ほ抗原特異 的免疫反応に お いて M ‡耳C 分 子に 結合 して い る抗原ペ プチ ドを

T C R を介 して 認識 する ｡
こ の機構 は マ ウス と ヒ ト で ほ とん ど同じで ある ｡

マ ウ ス

に おい て も末梢 に 存在す る大部分 の T 細胞は α 鎖 とβ鋭か ら成 るT C R を発現 して

い る【1 3 7
,
1 3 8] . こ の α 鎖 およ びβ鎖 はⅤ

､
D ( こ れ はβ鎖の み で あるが) ､

J お よ

び C 遺 伝子が再構成す るこ とに よ っ て つ く られる ｡ 可変部位 に お いて は M H C 分子

に 支え られ た抗原 ペ プ チ ドと 主 に相 互作用する とさ れ るC D R 3 領 域が ､
Ⅴ領域の C

末 端部位 ､
D 領域 ( β鎖 で は) とJ 領域の N 末端部位の 再構成 に よ っ て 形成 され る

【1 5 , 1 7] o それ ゆえ ､ 抗原特異 的反応 に おけるT C R レ バ トア を研究する上 でJ 遺伝

子を検 討する こ と はⅤ遺伝子 を研究す る こ とと 同様 に 重要 と考え られる ｡ しか し

多く一 の 研 究ほ ､ ヒ トや マ ウ ス の Ⅴ遺伝子 の 使用頻度 に つ い て 行われ て お り ､
J 遺

伝子の 使用頻度 に つ い て は ほ とん ど知 られて い な い ｡

こ の節 で は ､ マ ウ ス に お い てJ β遺伝子は偏 っ た使用 をさ れ て い るの か ､ また

Ⅴβ遺伝 子はJ β遺伝 子の 使用 に影響 を与え て い る の か を検討 した ｡ 先ず ､
1 2 個

の マ ウ ス の J β遺伝 子に 特異 的な o 五g o D N A p r o b e を作製 し､ これ らのp r o b e を用 い

て V β 2 ､
V β8 . 2 およ びⅤβ1 4 フ ァ ミリ ー の T C R を発現 して い るC 5 7 B L / 6 マ ウ ス

の 牌細胞 のJ β遺伝 子 の 使用額度 に つ い て 検討した ｡

2 - 2 - 1 実験材料と 方法

1 ) マ ウス

5 週令 の 雌性C 5 7 B L/6 マ ウス は 日本S L C ( 静岡 ､ 日 本) か ら購入 した .

2 ) T C R 遺伝子 の増 幅とク ロ
ー

ニ ン グ

T ot al R N A はA G P C 法【6 8] を
l

用い ､ マ ウス 牌細胞より調製 した . 抽出し たR N A

はr e v e r s e t r a n s c rip t a s 叫S u pe rs c ri p t
,

B R L
,

G ai血er sb u r g ,
M D) とr an d o m h e x a m e r

oli g o m cl e o tid e p ri m e r( 1 0 0 p m o l
,
B R L) を用い ､

4 2 ℃ で1 時間反応 し ､
c D N A に 変換

し た. こ の c D N A O ･ 2 - 0 . 4 fL g を鋳型 と し ､
2 0 0 FL M d N T P

,
0 . 5 u T aq p ol y m e r a s e

6 6



( P r o m e g a C o
リ

M ad is o n
,

W I) と 3 種 類の V β p ri m e r とC β p ri m e r を5 0 p m o lずっ を

混 合し ､
9 4 ℃ 1 分､ 5 6 ℃ 1 ･5 分 ､

7 2 ℃ 1 .5 分を3 6 c y cle 行 い ､

c y cle r で 増幅 した . 尚 ､ 各p ri m e r o 配列 は､

C β 5
-

- G G C T C A A A C A ÅG G A G A C C T T G - 3
-

【1 3 9
,
1 4 0]

V β2 5
'

- A G A G G T C A A A T C T C T T C C C G - 3
-

【1 3 9
,
1 4 0])

V β8 ･ 2 5
'

- C A T A T G G T G C T G G C A G C A C T -3
1

【1 3 9 , 1 4 0]

V β1 4 5
'

- C C T C C A G C A A C T C T T C T A C T -3
-

【1 4 1】

で ある ｡

托Y B A I D th e m o -

3 ) T C R J β に対する o u g o D N A p r o b e の作成

マ ウ ス の1 2 個 の機能す るJ β領域【1 4 2 - 14 4] に 対す るp r o b e をT abl e 1 2 の よう に デ

ザイ ン し合成 した ｡ また ､ 検出 した遺伝子がT C R β鎖由来で ある こ とを確認 す

る ため に ､
C β領域に 対 するp r o b e もP C R 用 のp ri m e r の a n e a ri n g 部位 よりも上流側

に 設計 し( T a bl e 1 2) ､
A B I 社製の D N A s y n d l Si z e r を用い て 合成したo 尚､ こ れ らの

p r o bi はす ベ て化学発光法 で検出 でき るよう に5
･

末端をbi o d n 化 した o

4 ) J β p r o b e と の ハ イプ リグイゼ - シ ヲ ン

増幅 したT C R 遺伝子 はp la s m id v e c t o r で あるp C R s c ri p t(S tr at a g e n e l n c
. , C A) にク

ロ
ー

ニ ング した ｡
A lk ali n e - S D S 法で調製した後【1 4 5] ､ 精製したpl a s m id 0 .2 FE g を

0 ･ 2 M の N a O H で 変性 し､ ナイ ロ ン 膜 ( I m m obil o n
- S

,
M illi p o r e l nt e rt e ch

,
B ed fo rd

,

M A ) 上 に ドッ トブ ロ ッ 卜 した . こ の 膜を塩 化 テ トラメ チ ルア ン モ こ ウ ム( T M A C)

溶 液( 3 M T M A C
,

0 . 1 M N aP O 4 p H 6 . 8
,
5 Ⅹ D e n h a rd t

-

s s ol tltio n
, 1 m M E D T A p H

8 ･ 0
,

0 . 6 % S D S
,

1 0 0 FL g/ m l変性サ ケ精子D N A) 中 で3 - 6 時間ブロ ッ キ ン グした

【1 4 6
,
1 4 7] . ? い で こ の ナ イ ロ ン膜 を1 p m o V m l の 各J β のp ro b e を含むT M A C 溶液で

終夜イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た｡ その 後 ､
T M A C 洗浄溶液( 3 m M T M A C

,
5 0 m M

T d s
- H C l p H 8 .0

,
0 . 2 % S D S) で1 0 分間洗浄した ｡ ブロ ッ キ ング､

ハ イ プリ ダイ ゼ

- シ ョ ン および洗浄 は ､
J β1 .1 -1 . 6 とJ β2 . 2 - 2 ･5 は5 9 ℃ で ､

J β2 ･1
,

2 ･ 6 とC β は6 2

℃ で行 っ た ｡ さ らに ､ 洗浄溶液Ⅰ( 1 2 . 5 m M N a C l
,

1 ･ 7 m M N a 2 H P O 4 ,
8 m M

N a H 2 P O 4 , 1 7 .3 m M S D S) に より ､ 室 温で 2 回洗浄後 ､
s tr ep ta vi di n , bi o ti n 化

alk al in e p h o s p h at a s e と化学発光基質(Pl e x h mi n e
･

s c e m c e kit
,

M illi p o r e l nt e r t e ch) で 検
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出 した ｡

T able 1 2 ･ 0 1ig o rl u Cl e otid e s e q u e n c e s o f th e 1 2 JP g e n e s e g m e n t s p e cifi c

p r o b e s an d th e m u 血 e Cβg e n e
-

s p e cifi c p r ob e u s e d in this st u d y ･ Ⅷ e 5
y

e n d of e a ch p r o b e s w e r e biotin yl at e d ･ n e Jβg e n e s 甲g m e nt n O m e n C ul at u r e

a n d s eq u e n c e s a r e d e ri v e d & o m r effe r e n c e s 1 4 2 - 1 4 3 .

Jβ o l i g o n u c l e o t i d e s e q u e n c e

1 . 1 5
-

- q B LA G T C T T C T T T G G T 且 姐 G G A A - 3
-

1 . 2 5
I

- G C T C A G G G A C C A G G C T T T T G _ 3
I

1 . 3 5
I

- G A G 且ÅG G A A G C C G G C T C 且T T _ 3
-

1 . 4 5
7

- C G G T C A T G G ÅA C C B LA G C T .G T _ 3
-

1 . 5 5
'

- 且 G A G G G G A C T C G A C T C T C T G _ 3
-

1 . 6 5
-

- A 乱T T C G C C C C T C T 且C T T T G C _ 3 I

2 . 1 5
-

- 且 C C 且G G G A C A C G A C ℡C A C C G ℡C C _ 3 -

2 . 2 5
I

- T G G T G A A G G C T C A A 且G C T G A _ 3
'

2 . 3 . 5
-

- G ℡A ℡℡℡℡G G C ℡C ÅG G A A C C A _ 3
-

2 . 4 5
l

- G T G C G G G C A C C C G A C T A T C G _ 3
I

2 . 5 5
I

- G G C C A G G C A C T C G G C T C C T C _ 3
I

2 . 6 5
I

- T C C C G G C A C C A G G C T C A C G G T T T _ 3
I

cβ 5
-

- G A G G 且℡C ℡G A G ÅA A ℡G ℡G ÅC ℡C C A C _ 3 I

6 8



2
- 2 - 3 結果

1 ) 1 2 個 の T C R J β遺伝子の 特異的検出

T abl e 1 2 に 示し た1 2 個 の olig o D N A p r o b e をお互 いの 相同性が7 5 % 以下となる よ

う にデザイ ン した｡ 融解温度は2(A ＋T) 十4( G 十C)で 計算 し､
5 8 ℃から7 6 ･℃ となる

ように した ｡

初め に ､
1 2 個 の J β遺伝子が こ れら に対するp r o b e で 区別 で蓉るか否か に つ いて

検討 し た｡ これ を行う ため に､
1 2 個のJ

.β遺伝 子を 1 個 ずつ 含むT C R β遺伝子を

1 2 ク ロ
ー ン単離 し た｡ 各 々 のpl as mi d をナイ ロ ン膜上 に ド ッ トプ ロ ッ トした後､

T M ÅC 溶液中 で1 2 個 の oli g o D N A p r o b e と ハ イ プリ グイ ゼ ー シ ョ ンを行 っ た .
F ig ･

2 2 A ) に 示 し たよう に こ れ らのp r o b e に よ っ て効 率よくマ ウス の 1 2個 の T C R J β遺

伝 子は特異 的に 検出され た ｡

( A)
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Fig ･ 2 2 ･ ( A) D iff e r e nti ati o n o f t h e 1 2 m u ri n e I β g e n e s eg m e n t s . T h e T C R β s a m pl e s

cl o n ed i nt o p l a s m id s
,

w hi ch a k e ad y h ad b e e n c o n fi r m ed t o c o n t a h e a c h o f t h e 1 2 J β
g e n e s eg m e n t s

,
w e r e d ott e d i n t h e o r d e r o f J β 1 .1 - 1 . 6 a nd ､2 . 1 - 2 . 6 o n m e m b r an e

s trip s ･ T h e s e s t rip s th e n w e r e i n d ivid u ally h y b ri di z e d wi th e a ch o f th e 1 3 p r o b e s

s h o w n i n T ab l e 1 2 ･ H y b ri di z e d p r o b e s w e r e v is u ali z ed b y t h e ch e m ilu m i n e s c e nt

s y s t e m r ( B) R ep r e s e n t ati v e c a s e s o f t h e J β g e n e s e g m e n t d et e r mi n ati o n . T h e T C R β
g e n e s am pl e s

,
.

a m p lifi ed b y P C R w it h e a c h o f V β2
,

V β8 ･ 2 a n d V β
■

1 4 p ri m e r s a nd
th e C β p n m e r , w e r e cl o n e d i nt o pl a s m i d s

, th e n d otte d o n n yl o n

m e m b r an e s ･ E y bridiz atio n p r o c e d u r e s w it h e a c h -

p r o b e w e r e si m n a r t o th o s e i n ( A) .

E a c h m e m b r a n e h ad 9 6 d ot s a nd t h e 1 2 w ells o f th e f & st li n e w e r e d ott ed w it h k n o w n

I β t e m pl at e s i n t h e o rd e r of J β1 ･1 -1 ･ 6 a n d 2 ･ 1 - 2 ･ 6 a s u s ed i n( A) . fl y b ri di z a ti o n o f

th e p r o b e s o f J β 1 ･ 1 - 1 1 3 a n d C β t o t h e V β1 4 T C R β g e n e s i s r e s pe cti v ely s h o w n .

7 0



2 ) C 57 B L/6 マ ウ ス の肺細胞で の T C R J β遺伝子の 使用 頻度の検討

次に ､
J β遺伝子 の 使用 頼度 に偏 り

､
があるの か ､ また T C R 遺伝子 の 中でV β フ ァ

ミ リ ー の 使用 にJ β遺 伝子 の 使用原皮が 影響 して い るの か を検討 した . その た め

に ､
T C R β遺伝子の 中でV β2

,
8 . 2 と1 4 を選択 した . こ れ らの遺伝子 は マ ウ ス の

染色体 上 で それぞれⅤβ2 は5
-

末端に ､
V β8 . 2 ほ中間に ､

V β1 4 は3
1

末端に存在し

て おり【13 7】､
これ らの 遺伝子 で検 討する こ と はT C R β遺伝子の 再構成 におけ

､
るⅤ

β の染色体 位置 の効 果を明 らか にするの に適 当と考 え られた ｡ ,

こ れ ら の V β フ ァ ミ リ ー

の T C R β遺伝 子 は 3 匹 の C 5 7 B L/6 マ ウ ス の それ ぞれ の

牌臓より調製 し た m R N A か ら R T - P C R 法で 増 幅し た o 次い で ､
T C R β遺伝子を

p la s mi d に クロ
ー

ニ ン グ し､ ナイ ロ ン厳 に ド ッ トプ ロ ッ トし､ 各Jβ に対するp r o b e

で ハ イ プ リグイ ゼ - シ ョ ンを行 っ た ｡ それ ぞれ の マ ウ ス で 各Ⅴβ に つ い て 6 1 - 1 0 6

個 のク ロ
ー

ン を解析 した ｡ 典型 的な例をFi g . 2 2 B に 示した ｡ さ ら に ､
C βp r o b e で

検出さ れ た 陽性 の4 7 4 3 ク ロ ー ン に つ い てJ β使用 頼度を検討 した ｡ こ の 結果を

T ab le 1 3 に まと めた ｡

T abl e 1 3 か らわかる よう に ､
J β2 .6 は最も頻繁 に使用さ れて い た｡ またJ β2 ･ 1

もⅤβ8 . 2 とⅤβ1 4 で 頻繁 に使用さ れて い た( P 〈O . 00 3) ｡
これ に射 し､

J β1 ･6 の使用

頻度は非 常 に低 か っ た ｡ そ して ､ J β1 .3 やJ β1 . 5 もⅤβ8 .2 やⅤβ1 4 フ ァ ミ リ
ー で

の 使用は明 らか に 低か っ た(p
.

< 0 . 0 0 3) ｡
これ らの 3 つ の V β フ ァ ミリ ー を平均する

と ､
J β1 .3

,
1 . 4 と1 . 6 の 使用頻度 は著 しく低く ､ 逆にJ β2 ･1 と2 ･ 6 の 使用頼度 は著

しく高か っ た(P 〈O . 0 0 3) 0
2 つ のJ βクラ ス タ

ー 間での 使用を比 較する と､
J β2 ク

ラ ス タ ー の 使用 は ､
V β2 で 6 7 .8 %

､
V β8 . 2 で6 5 ･ 9 %

､
V β1 4 で 7 0 ･4 % と ､

J β1 ク

ラ ス タ ー に 比 べ て 約 2
. 倍の 頻度で ある こ とが 判明 した o こ こ で重要な 点と して ､

こ のJ β の使用頻度に 対する偏 りが 3 つ のV β フ ァ ミリ ー で 共通 に認 め られ た.

さ ら に ､
J β の 使 用の 個 体間 の 差 は どの V β フ ァ ミ リ ー を見て もか な り少な く ､

見 られ ると して もⅤβ2 に おけるJ β1 .1 やⅤβ8 ･ 2 に おけ るJ β2 ･3 の ケ
ー ス位 であ っ

た( T a bl e 1 3) 0

こ れ らの 結果 より ､ ▲
J β遺伝子 はT C R β遺伝子の 中である 偏りを も っ て 使用さ

れ て い る が ､ こ の 偏り はⅤβ遺伝子 の 選択 に はば とん ど依存して い な い こ
､
と ､ ま

た いずれの マ ウ ス で も同様の挙動を示すこ とが明 らか と な っ た ｡

7 1
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2 - 2 - 3 考察

J β遺伝 子の 使用頻度 は以前に もわずか に報 告さ れて おり､
R a a p h o r s t ら は ､ ヒ

トT C R . Ⅴβ6 フ ァ ミ リ
ー におけるJ β遺伝子 の使用 頻度を塩基配列 に よ り決定 して

い た【1 4 8] ｡ こ の 方法はJ β遺伝子 の塩 基配列 を決定す るた め ､ 明快 な結果 が得 ら

れ て い たが ､ 手技 に時間が か か る ため ､ 限られた数 の T C R 遺伝子 しか解 析さ れな

か っ た･. 他 の 方法 と して G r tl n e W ald らは ､ ヒ トT C R V β5 ･1 フ ァ ミ リ
ー

に つ いて

T C R 遺 伝子 をP C R で 増幅後 ､
J β遺伝子 に対す る標識 したp r o b e で ハ イ プリグイ ゼ

- シ ョ ン を行 い ､ 相 対的 な強度 で 測定 した【1 4 9] ｡ しか し1 2個 のJ β遺伝子 の塩基

配列 は 互 い に非常 に よく似 て い る ため【1 4 2 - 1 4 4] ､ 実際 にJ β に対する 種 々 の p r o b e

を作成 し ､
S S C や S S P E バ

ッ フ ァ
ー を用 い て 検討し た とこ ろ ､ 異 な るJ β遺伝子 に

もcf o s s - r e a ct する こ とが 判明 した (d at a n o t s h o w n) ｡ そ の ため ､ 異 なるp r o b e の

c r o s s
-

r e a ct に よる エ ラ ー を除く こ とが 必須 であ っ た ｡

相当数 の T C R 遺伝子 を解析 し ､ か つ C r O S S - r e a C t に よる エ ラ
ー を除去する ため に ､

今 回特異的J βp r o b e を用い て ク ロ ー ン毎 にT Ck J β u s a g e を決定する 新し い方法

を確草し た ｡ ま た ､
ハ イ プ リ ダイ ゼ - シ ョ ン に はS S C や S S P E バ

ッ フ ァ
ー の 代わ

り にT M A C 溶液を用 い た o
T M A C 溶液中で は ､

D N A p r o b e の 融解温度 は主 にp r o b e

ヽ

の 長さ に 依存す る こ とが 知られ て い る【1 4 6 ,1 4 7〕｡ さ ら に ､ p r o b e の 非特異 的結合

を抑え る ため に ､
コ ロ ニ

ー ハ イ プリ ダイ ゼ - シ ョ ンの 代り に ､ 抽 出 したD N A を

用 いた ドッ トハ イ プリ ダイ ゼ - シ ョ ン で行う こ と に し た o こ の ように して ､ 今回

の oli g o D N A p r o b e はT C R J β遺伝子を明瞭 に検出で き るよう に な っ た .
T C R のJ

β遺伝子 に つ い て はほ とん ど研 究がさ れて い な い ため ､ シ ー ク エ ン シ ン グを行わ

な い こ の 方法は マ ウ スの J β遺伝 子の 使用頻度の 解析 に効果的 である 0

今 回の 解析より､
J β2 . 6 の 遺 伝子が よく使われ( 20 ･ 0 %) ､

J β1 ･ 6 の 遺伝子 は使

われ にく い(1 . 7 % ) こ とが判 明 した ｡ こ の 2 つ の 遺伝子 を含め ､
J β遺伝子 の 使用

に 偏りが ある こ とが調 べ た 3 つ
-の V β フ ァ ミ リ ー で 共通 に 認め られ た. さ

■

らに ､

J β の 使用頻度 の 違 い が ､ そ れ ぞれ の Ⅴβ に お い て個体 差が ほ とん どなか っ た こ

とより､ こ の J βの 使用頻度の偏りは 主と しT
p

遺 伝的 に 決定され て い る こ とが示

唆され た ｡

今回解析した 3 つ の Ⅴβ遺伝 子 は､ マ ウ スの 染色体 上 でお互 い に 離れた位置 に

7 4



存在して い る【1 3 7】｡ さら に ､
Ⅴβ1 4 遺伝子は他 の Ⅴβ遺伝子と異 なり ､

C β2 遺伝

子 の下流 に逆向き に 存在 して い る【1 5 0】o こ の 点を考慮する と､
Ⅴ - D - J 再構成 に お

い て 選 択され たⅤβ 遺 伝子 の 染色 体上 の 位 置や 方向性 は ､
J β の 選 択 に は影響が

な い よう で あ っ た ｡ こ れらの J β使用頼度 の 偏り に つ い て は以 下の よう な可能性

が 考え られた ｡

1) Ⅴβ遺伝子の 位置や 方向性 の意義 に つ い て は明 らかで はな い が ､
J β の位置

はJ βの 偏り に 対 して 何 らか の 役割を果た して いる よう で あ っ た ｡ 興味深 い こ と

に ､ 今 回の 実験で∬β2 遺伝子の方がJ β1 遺 伝子よりも好まれて 使われて い る こ と

が 判明 した ｡ こ の こ とは ､ ヒ トT C R β鎖のⅤβ5 やⅤβ6【1 4 8 , 1 4 9】お よび全丁細胞

ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン【1 5 1】に お いて ､
J β2 の 方がJ β1 よりも使用頼度が 高か っ た と

い う報告と
一 致す る ｡ ヒ トで も マ ウス で もJ β2 クラ ス タ ー の方がJ β 1 クラ ス タ

ー

よりも下流 に ある こ とを考え る と､ 遺伝子再構成に おい て 2 番目の クラ ス タ ー

の 方が 好ま れて 使わ れ て い る可能性がある ｡

2) また ､
I β遺伝子の 使用 頻度 に つ い て は ､

T 細胞のp o s itiv e/ n eg ati v e s el e cd o n

に よ っ て 影響さ れて い る可 能性 もある ｡ こ の s el e cti o n の 過程 で は ､
M H C cla s s Ⅰ

あ るい はcla s s II分子 のb ap l ot y p e がJ β の 偏りに 影響する こ とも考え られる ｡

3) さ ら にJ 遺伝 子は ､
C D R 領域 を形成するが ､ こ の 領 域は抗原認 識 におい て

M H C 分子 の ペ プチ ド結 合部位に挟 まれた抗原ペ プチ ドと相互作用する とさ れる

【1 5
,
1 7] . また最近 で は ､

ペ プチ ドが直接的 にp o siti v e s el e cti o n に 関与 して い る と

い う報告もある[15 2] o それ ゆえ ､
s elf -

p ep tid e s の レパ トア がT 細胞s el e cti o n の 過経

でJ β の使 用頻度 に 影響を及ぼ して いる 可能性も示唆さ れる ｡

2 - 2 - 4 要約

マ ウ ス の T 細胞 レ セ プタ
ー ( T C R ) に おけるⅤ - D -J の 組み合わ せ に 偏 りが 存在

す るか を検討する た め に ､
C 5 7 B L/ 6 マ ウ ス 肺臓で 発現 して いる V β2

､
V β8 ･ 2 な

ら びにⅤβ1 4 フ ァ ミリ ー の 7 4 3 個の T C R β遺伝子 に つ い て解析 した ｡
T C R β遺伝

子 をR T - P C R 法で増幅 し､ p l a s mi d にクロ
ー ニ ン グを行 っ た . 3 匹 の マ ウス か ら調

製 した各 々 の V β フ ァ ミ リ
ー に 属する ク ロ

ー

ン 6 1 か ら1 0 6 個をラ ン ダム に 選択 し､

マ ウス の1 2 個 のJ β遺伝子 に対応 した1 2 個 の oli g o D N A p r o b e を用い て ハ イ プ リグ
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イ ゼ - シ ョ ン法 で 検討 した o そ の 結果､
J β2 1 6 カi 調 べ た い ずれ の V β フ ァ ミ リ -

で 最 も使用頼度が 高く ､
V β2 で1 9 . 8 %

､
V 卵 ･ 2 で2 1 ･2

'

% ､
Ⅴβ1 4 で 1 9 ･2 % で あ っ

た . こ れ に対 し ､
J β1 . 6 の 使用頼度は最 も低く､

V β2 で 1 ･9 % ､
V β8 ･2 で2 ･9 %

､

Ⅴβ1 4 で 0 . 5 % で あ っ た ｡ ま たJ β2 ･ 1 も高頻度に 使用さ れ て おり ､ 逆 にJ β1 ･
3 やJ

β1 . 5 な どは 使用額度が 低 か っ た ｡ 全体 的に はJ β2 ク ラ ス タ
ー の ほう が Ⅴβ2 で

6 7 . 8 %
､

V β8 . 2 で 6 5 . 9 % ､
V β1 4 で 7 0 . 4 % とJ β1 ク ラス タ ー

より優位 に使用されて

い た . こ れら の 偏 りほ 調 べ た す べ て の V β フ ァ ミ リ
ー

で 共 通 に 認 め られ ､ 個体差

もほ とん ど見 られ な か っ た . こ れ らの 結果 より ､
C 5 7 B L / 6 マ ウ ス の 肺細胞 で は

T C R J β遺伝 子は偏りをも っ て 選 択をされて い るが ､
Ⅴβ遺伝子と は独立 して選択

さ れて い る こ とが明 らか と な っ た ｡

7 6



第 3 節 マ ウス 同種移植片 に集積 したT 細胞の T 細胞レ セ プタ ー β鎖 の解析

最近 の移植手術で は ､ 種 々 の 免疫抑制療法を行うこ とに より､ その 成功率は高

い もの とな っ てき た ｡ 免疫抑制剤やそ の他 の 抗原非特異的療法は同種移植片の生

者 にか なり効果 的で ある . しか しなが ら､ こ れらの 療法は全身的な免疫皮革を抑

制 する ため ､ 時に よ っ て は深刻な 副作用 を引き起 こ す ｡ も しア ロ 抗原特異 的な免

疫 抑制を行う こ とが で きれ ば､ 微生物や ウイ ル ス な どの感染 に対する 正常な免疫

反応は残 したま ま移植片 に 対する拒絶反応を抑制 で きる こ とが期待で きる ｡

現在 まで にア ロ 抗原特異的免疫抑制療法 と して ､
M H C ク ラスⅠⅠ陽性細胞の 除去

【1 5 3] ､ 肝 臓を介 した免 疫寛容 の誘導【1 5 4] や ドナ
- 特異 的 トラ ン ス フ ュ

ー ジ ョ ン

【1 5 5
,
1 5 6】な どが 研究さ れて い る ｡ ア ロ 移植片を拒絶するT 細胞をタ ー ゲ ッ トとす

る こ とも免疫抑制療法の 1 つ と成り得るが ､
こ の 方法を確立 する ため に は ､ ア ロ

移 植片の 拒絶に 関与して い るT 細胞ク ロ ノ タイ プの同定が 必要 とな る ｡ しか しな

が ら､
]

'

D V ]
'

y o で ア ロ 抗原 を認識 して増殖ある い は集積するT 細胸を検出 し､
モ ニ

タ
ー す る方法は ほとん どなく ､

1
'

L Z y )
'

tT O で樹立 され たア ロ特異的丁細胞株 の解析が

為 され て い るの み で ある ｡

今ま でに述 べ てき た よう に､
T C R β鎖に 対するR T - P C R とS S C P を組み 合わせ た

解析法 を用 い る こ とに より ､ 慢性関節リウ マ チや その 他の 疾患患者の 病変局所に

集積 した¶細胞に つ い て 解析で きる【2 7
,
7 3

,
1 5 7】｡ この 方法は ､ ア ロ 移 植片 に集積

したT 細 胞の 同定 に も利用が 可能 である ｡ そ こ で ､ こ の方法 でB I O . A ( 4 R) マ ウ ス

か らC 5 7 B L/6 マ ウ ス に移植 した皮膚移植 片に 集積した マ ウ ス α β
十
丁細胞 のT C R β

鎖 を解析 した ｡ さ ら に ､ 集積 し たT 細胞 ク ロ ノ タイ プのJ β遺伝子 の 使用頻 度 と

C D R 3 の アミノ酸配列 に つ いて
.

,
J β に対 する oli g o D N A p r o b e を用い たP C R -

e n z y m e i m 甲u n O S O r b e n t a s s ay ( P C R - E L IS A) [ 1 5 8] と塩基配列 決定法 で それ ぞれ検

討 した ｡

2 - 3 - 1
■
実験材料 と方法

1 ) マ ウス

c 5 7 B L/6 マ ウス ( 日本S L C
､ 静岡 ､ 日本より購入) およびB IO ･ A ( 4 R) マ ウス( 東

京大学多田教授 より供与) 各々 雌性 6 週令を皮膚移植実験に用い た ｡
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2 ) 皮膚移植

c 5 7 B L / 6 マ ウ ス を レ シ ピエ ン ト､
C 5 7 B L/ 6 マ ウ ス およ びB I O I A ( 4 R) マ ウ ス を ド

ナ ー と し ､ 背 部の 皮 膚をB illi n gh a m と M ed a w a r の 方法【15 9] に 従 っ て 移植 を行 っ た .

移植後 8 日 で牌臓と皮膚移植片 を回収 し ､ 検体と した ｡

3 ) c D N A 合成､
P C R 増 幅お よびS S C P 解 析

2 ) で 得 られ た検体 は各 々 ホ モ ジ ナ イ ズ し ､ 直 ち に R N A 調製 を 行 っ た ｡
T o t al

R N A は A G P C 法[ 6 8]8こ よ っ て 抽出 した. 得られ たt ot畠I R N A はr e v e r s e t r a n s c rip t a s e

( s u p e rs c rip tII
,

B R L
,

G ai th e r s b u rg , M a r yl an d) およびr an d o m h e x s a m e r o u g o -

n u cle otid e p ri m e r ( 1 0 0 p m ol
,

B R L) を用 い て4 2 ℃ で 1 時間反応させ て c D N A に 変換

し た. こ の c D N A O ･ 2 - 0 ･チ FL g を鋳型 と し ､
2 0 0 fL M d N T P

､
0 ･ 5 u T aq p oly m e r a s e

( p rb m eg a c o .

,
M ad is o n

,
W is､c o n s i n) および各々 5 0 p m ol 濃度の 各V β p ri m e r とC β

p ri m e r の 存在 下で H Y B A I D t h e m o c y cl e r で9 4 ℃ 1 分 ､
5 6 ℃ 1 ･

5 分 ､
7 2 ℃ 1 ･5 分 の

サ イ ク ル を3 6 回 行 っ て 各T C R V β 遺伝 子 を増 幅 し た ｡ 各 Ⅴ β に 対 する 特 異 的

p ri m e r の 配列 は T ab le 1 4 に示す 【1 3 9 - 1 4 1 ,
1 60 - 1 6 3] o 増幅され た各T C R 遺伝子を

d e n at u r ati o n s ol u tio n ( 9 5 % f o r m a m id e/ 1 0 m M E D T j V O ･ 1 % b r o m o p h e n ol b l u e/ 0 ･ 1'%

X yl e n e c y a n ol) で 希釈 ､
9 0 ℃ で2 分 間変性後 ､

2 Ft lを1 0 % g ly c e r o lを含む非変性

5 % p
.
oly a c r yl a mi d e g el で 泳動 した . 泳動は3 5 W c o n s t an t p o w e r で 約2 時 間行 っ た ｡

泳動終了後 ､
D N A をナイ ロ ン膜(I m m o bil o n

- S
,

M illip o r e l n t e rt e ch
,
B ed f o rd

,
M ai n e)

に 転写 し､
b i o ti n 化 したi Ⅱt er n al C β p r o b e 5

-
- G A G G A T C T G A G A A A T G T G A C T C

C A 仁 -3
7

で ハ イ プリ ダイ ゼ - シ ョ ンを行 い ､ 結合 したp r o b e をs tr ep t a vi di n
,

bi o ti n 化

alk a 血 e p h o s p h at a s e お よび化学発光基質を用い た検 出系( Fl e x C h e m il u m i n e s α n c e

k it
, M 皿Iip o r e l nt e r t e ch) で検出 した .

､

4 ) P C R - E u S A に よる T C R J β領域 の使 用頻度の 解析

マ ウ ス の機能の ある1 2 個 の T C R J β領域 に関 して ､
K o h s a k a らの 方法【1 6 4

,
1 6 5]

を応用 してP C R - E u S A を行 っ た ｡ 用い たT C R J β p r o b e の 配列 は第 2 華第2 節に

述 べ た と おりであ る ｡ すな わち ､
S S C P ゲル 上 の P C R 産 物の バ ン ドを切り出 し､

D N A を抽 出.̀
し ､ 再度bi oti n 化 し たC βp ri m e r と非標識 の V βp ri m e r を用 い て s e 00 n d

p c R を行 っ た o ここ で増 幅さ れ たP C R 産物をアガ ロ - ス 電気泳 動に よ っ て 精製 し､
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T able 1 4 ･ O l主g o n u cl e otid e s e
q

u e n c e s of d ie m u d n e Vβg e n e s eg m e n トsp e cifi c

p ri m e r去a n d d i e m u ri n e Cβg e n e -sp e cifi c p ri m e r u s ed i n this st ｡ d y . T h e 5
-

e n d

of th e Cβp 血 er w a s bi o 血ylate d .

P r m e r S e q u e n c es r ef er e n c e s

Ⅴβ1 5 しT T C G A A A T G A G A C G G T G C C C -3
1

14 0

V β2 5
-

- A G A G G T C W T C T m C C C G -3
-

1 3 9 , 14 0

V β3 5 しC T T C A G C A A A m G A C A T G A C -3
-

1 60

V B 4 5 '
- T G G A C A A T C A G A C r G C C T C A -3

T

1 3 9
,
1 6 1

V β5 .1 5 しG A G A T A A A G G A ÅA C C T G C C C - 3
-

1 61

V β5
.2 5

'
- G A G C A A A G G A T T C C T A C C C -3 -

1 61

V β6 5 しC G A C A G G A T r C A G G G A A A G G 13 T

13 9

V β7 5 '
- A T A C A G G G T C r C A C G G A A G A -3

f

1 62

V β8 .1 5
7

- C A T A T G T C G C T G A C A G C A C G -3
-

1 61

V β8 .2 5
'

- C A T A T G G T G C r G G C A G C A C r -3
I

V β8 .3 5 しC A T A T G G T G C T G G C A A C C T r - 3
1

V β9 5 しA C A G G G A A G C T G A C A C I T I T -3 -

Ⅴβ1 0 5
-

- A A T C A A G T C T G T A G A G C C G G - 3 '

V β1 1 5
-

- G G A G T C C C T G A C T T A C m C -3 T

V β1 2 5
y

- A A G A T G m G G G G C m C A A G - 3
1

V β1 3 5
'

- T C T A T A A C A G T r G C C C r C G G -3
-

V β1 4 5
'

- C C T C C A G C A ÅC T C T r C T A C T - 3
'

V β
-

1 5 5 しC G C C T C A A A A G G C A T r T G A A - 3
T

V β1 6 5 しC A G C A G T G G A G m C r G G T - 3
T

V β17 5 しA C A G A m G G T C A A G A A G A G -3
I

C β 5
l

- G G C T C A A A C A A G G A G A C m G - 3 '

1 3 9 , 1 4 0 , 1 6 1

1 4 0 , 1 6 1

13 9

1 39

1 3 9

1 3 9

1 3 9

1 41

1 4 1

'

1 4 1

16 3

7 9



B W ノ〈
ッ フ ァ

ー ( 6 Ⅹ S S C
,

0 . 1 % T w e e n
- 2 0) に溶解 し､

st r ep t a vi di n を コ ー トした

c a r b o x yl 化 9 6 - ウ エ ル マ イ タロ タイ タ ー プ レ ー

トに 結合 さ せ た .
0 ･ 1 N の N a O Ⅲ で

s e n s e s tr a n d を除去 した 後､ 残存 したT C R . V βa nti -

s e n s e s tr a n d とd ig o x ig e ni n 標識 し

た各J βp r o b e をh y b ri diatio n s ol uti o n ( 3 ” T M A C
,

0 ･ 1 ” N aP O 4 , P H 6 ･ 8
,
1 m M

E D T A , 5 Ⅹ D e n h a r dt
-

s s ol u ti o n , 0 . 6 % S D S) 中 で6 0 ℃ ､
2 時間ハ イ プ リタ イゼ - シ ョ

ン を行 っ た o 結合 したp r o b e をp e r o xi d a s e - c o nj u g at e d 抗di g o x ig ei n 抗体 と反応さ せ

た後､ 抗体 に結 合したp er o xi d a s e と3
,
3

-

,
5 .

,
5

-

,
-t et r a m e t hl b e n zidi n e を反応 させ ､

o
-

p b o s p a ri c a d d を添加 した後 ､
4 5 0 n m の 吸光度を測定 した ｡

5 ) D N A シ ー ク エ ン ス

J β領域の 使用頻度を解析 し たs e c o n d P C R 産物に つ い て ､ 再度対応す るV β

p rii n e r と先 に 述 べ たJ β p r o b e と相補 的なJ β p ri m e r を用 い て P C R を行い 増幅 した ｡

増 幅さ れたT C R β遺伝子をp B l u e s c ri ptII に サブク ロ
ー

ニ ン グを行 い ､
did e o x y

-

s eq u e n cin g 法 で塩基配列を決定 した ｡

2 - 3 - 2 結果

1 ) 皮膚移植片 に集積 した マ ウ ス T 細 胞のT C R β遺伝子の R T - P C R /S S C P 法 に よ

る 解析

第1 章 で述 べ て き たよう に ､ ヒ トT C R β遺伝子をS S C P に よ っ て分離す るこ と

は ､
T 細胞 ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン の 中 で 高度 に 発現 して い る一滴 胞ク ロ ノ タ イ プを検

出する の に 非常 に効率的な 方法 である[ 2 7] ｡ こ の 系を マ ウ ス の T C R β遺伝 子 の 解

析 に応用 し､ 検討を行 っ た ｡

マ ウ ス T C R β遺伝子 は共通 の C β p d m e r とⅤβ1 か らⅤβ1 7 ま で の Ⅴβ フ ァ ミリ

ー 特異 的p Ti m e r を組み 合わせ る こ と でP C R に よ っ て 増幅さ れ た ｡ 増幅されたT C R

β遺伝子 は ア ガ ロ
-

ス ゲ ル 上 で はす べ て の T C R β フ ァ ミ リ ー と も1 本の バ ン ド

を形成 した(.d at a n o t s h o wn ) . 次に ､ 高度に轟現 して い るT C R βのク ロ ノ タイ プ

を検出する ため にS S C P[ 2 6] を行 っ た .
Fig . 乏3 に 正 常なC 5 7 B L /6 マ ウ ス の 牌細胞

で のT C R β遺伝子のS S C P 解析 の 結果 を示 した ｡ 増幅され たT C R 遺伝子 は､ す べ

て のⅤβ フ ァ ミリ
ー で ス メ ア ｢ 様の バ ン ドとして検 出さ れ た ｡

こ の こ とか ら､ 牌
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細 胞で は ヘ テ ロ なT C R β遺伝子の レバ トア が多く使われて い る こ とが示 された .

こ れに 射 し､
T 細胞 ハ イ ブリ ド ー マ な どの ひと つ の ク ロ ノタイ プのT C R β遺伝 早

を増幅 した場合 に は 1 本 の は っ きりと した バ ン ドと してS S C P ゲ ル上 に検 出さ れ

た .
F ig . 2 4 のI a n e l に 示 した様 に ､

R L m al か2 ハ イブリ ド ー

マ で は再現性 よく 1 本

の は っ 重りと した バ ン ドと して 検 出さ れ た が ､ 正 常 の マ ウ ス の 肺臓 で はI a n e 6 に

示すように 広 い ス メ ア
- 状 の バ ンドとな っ た .

R L m al e - 2 細胞か ら調 製した

m R N A を正 常 マ ウ ス 牌細 胞か ら調製し た m R N A と混合 し ､ こ れ をR T - P C R 後 ､

s s c p 解析を 同様に行 っ た とこ ろ( Fi g ･ 2 4; l a n e2 -5)
1

､
R L m al e - 2 細 胞由来の 1 本 の

バ ン ドが ､ 肺細胞由来 の ス メ ア - 状バ ン ドの 上 に は っ きり と した バ ン ドと し て認

め られ たo
こ の バ ン ドはR L m al e - 2 細胞の m R N A と肺細胞甲m R N A の 混合比が ､

1

1 ‥5 00 か ら1 :2 0 0 0 ま でで埠出で きた o 同様の結果 は ヒ トのT 細胞 ハ イ ブリ ド ー

マ で

あるE L 4 を用 い た実験 で も確認 され て おり ( 第 1 章 第 2 節) ､
S S C P に よ る解析

法 は､ マ ウ ス で もヒ トで も同様 にT C R 解析 に有用 であ る こ とが 示 唆さ れ た ｡



皮膚移植片か ら調 製 したT C R β 遺伝子 の m R N A に つ い て R T - P C R /S S
-

C P 放で検

討 した o
B I O . A (4 R ) マ ウ ス の 皮膚の 小片をア ロ ジ ェ ニ ッ クに C 57 B L /6 マ ウス に 移

植 を行 い ､ 移植 片が完全 に 拒絶 される 前で あ る 8 日目 に移植片 と牌臓を摘出 し

R N A 抽出を行 っ た｡
F ig . 2 5 に 示す よう に ､ 移植片で は全て のV β フ ァ ミリ

ー

に つ

い て S S C P ゲル 上 で ス メ ア
-

な バ ン ドの 上 に数本の は っ きり とした バ ン ドが 形成

さ れた ｡
こ の こ とか ら ､ 皮膚移植片でT 細胞が 増殖 ある い はオ リ ゴク ロ

ー ナ ルに

集 積して い る こ とが 明らか とな っ た ｡
･

2 ) 皮膚移植片 に集積 したT C R β鎖の 検出

1 ) で 述 べ た基礎検 討に 基き ､ ラ ン ダム に選 択 した1 0 個 の Ⅴβ フ ァ ミ リ ー に つ

い て 集積 したT 細 胞 のク ロ ノ タイ プに つ い て 検討した ｡ 選択 したⅤβ フ ァ ミリ
ー

は V β3
,

4
,
5 . 2 ,

6
,

8 . 2
,

9
,

l l
,

1 3
,

1 4 と1 6 で ある ｡ 各 々 に つ い て B I O ･ A (4 R) か ら

c 5 7 B L/6 へ の ア ロ 移植4 例 とC 5 7 B L/6 か ら C 5 7 B L/6 へ の シ ン移植2 例を解析 した .

ア ロ 移植 マ ウス 4 例( A m l - 4) と典型 的な シ ン 移植1 例(S m l) の 結果 をF ig ･ 2 6 に 示し

た ｡ レ シ ピ エ ン トの C 5 7 B U 6 マ ウス の ア ロ 移植片か ら調製 した検体 は ､ 検討し た

4 例 の マ ウス の 全 て の V β フ ァ ミリ ー に お い て スメ ア - 上 には っ きり と した バ ン

ドを形成し た( Am 1 ヰ I a n e G) .
これに対 し､ シ ン移植片から調製した検体 では ､

検 討 した全て の V β フ ァ ミ
l

リ ー に おい て ス メ ア
- 上に 薄 い バ ン ドしか 検出さ れな

か っ た ｡
こ れ らの こ と よ り ､

T 細胞ク ロ ノ タイ プの集積 は シ ン 移植 よりもア ロ 移

植 でか な り強く起 き て おり ､ ア ロ 移植片中で増殖 して い る いく つ か の T 細胞ク ､
ロ

ノ タイ プは ア ロ 抗原 の認識 に関与 して い る こ とが 示 唆さ れた ｡

注目す べ きこ と に ､
こ の よう に 明 らか なT 細 胞の 集積 はア ロ 移植 で あれ､ シ ン

移植で あれ ､ 牌細胞か ら の 検体 で はほ とん ど検出され なか っ た(S m l およびA m l -

4 ; L an es) . これ らの ス メ ア
一 棟の パ タ ー ンはF ig ･ 2 3 で 示し た正常肺細胞か らの

竣体の パ タ ー

ン と ほとん ど同じで あ っ た o つ まり牌細胞の 欄 胞 レ バ トアは ア
.
t '

移植さ れた皮膚小 片の 拒絶 に は影 響を受けな い こ とが示唆さ れた o ま た､ 正 常の

c 5 7 B L/6 マ･ウス の皮膚か らの 検体 で はT C R β遺伝子は十分 に は検出さ れなか っ た

こ とより ( d at a n o t s b o v n) ､ 今回の検討より除外 した o

8 3
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3 ) 集積 し たT 細胞に おけ るT C R J β使用頻度の 検討

集積 した¶細胞の T C R β 鎖の 特徴 を明 らか にする ため
■

､ ア ロ移 植片中に 集積し

た耳細胞ク ロ ノ タイ プ数 を各Ⅴβ フ ァ ミリ
ー 毎 に ま とめ た( T a bl e 1 5) o

T 細胞の オ

リ ゴク ロ
ー ナル な増 幅が検 討 したほ とん ど全 て の V β フ ァ ミリ ー で 認め られ た .

次に こ の 集積 したT 細胞のT C R J β使用頻度 に つ いて 検討 した ｡ 各 々 の バ ン ド

に 相当するP C R 産物をS S C P ゲル か ら回収 し､ マ ウ ス で機能 して い る1 2 個 のJ β遺

伝子に対応 する1 2 個 のオ リ ゴD N A p r o b e を用い てP C R - E u S A を行 っ た ｡
Ⅴβ3

,

5 . 2
,

6
,

9
,

1 6 か ら得 た6 8 の バ ン ドに つ い てJ β使用頻度を解析 し た ( T ab l e 1 6) .

こ れ らの T C R 遺伝子は ､ 種 々 の J β遺 伝子を使 っ て い た が ､ 使 用頻度と して ､ あ

るJ β遺伝子 に 偏る傾向が見 られた ｡ 例 えばⅤβ 3 フ ァ ミリ
ー で は調 べ たT C R V β

バ ン ド1 6 個 の う ち5 個 は ､
.

J β1 ･ 2 が 使 用されて い た . 同様 にV β9 で は1 3 個 の う

ち4佃はJ β1 .4 が使用され て い た が ､
こ の J β遺伝子はⅤβ3 で はあまり使用 さ れて

い な か っ た o さ ら に V β1占に お い て は1 1 ク ロ
ー

ン中6 ク ロ
ー

ンに J β2 ･ 6 が 認 め ら

れた が ､
V β 3 で は使用頻度 の 高 いJ β1 . 2 や V β9 で の 使 用頻度 の 高 いJ ,β1 ･ 4 は使

用され て い なか っ た ｡

4 ) 検 出さ れたT C R β鎖の 塩基配列 の検討

検出され たT C R β 鎖遺伝子をさ らに解析するた め に ､
3 ) で検討 した5 つ のⅤβ

フ ァ ミ リ
ー

にらい て C D R 3 領域の 塩基配列 を決定 し ､ それか ら推定 さ れる7
,
ミノ

酸配列に つ い て 検討 した ｡ 配列 を決定 した3 0 個 の バ ン ドに つ いて の 結 果をT a bl e

1 7 に示 した . これ らの ク ロ ー

ン の 中に は いく つ か の 相 同的な C D R 3 領 域の 配列 が

見 られ た o まず ､
T C R β鎖の 1 ア ミノ 酸の み異なるT 細胞ク ロ

ー

ンが 同
一

マ ウ ス 内

に も ( T abl e 1 7; n o . 4 と5
,
2 8 と2 9) ､ 異な る2 匹の マ ウ ス でも ( T ab le 1 7; n o ･ 1 と2)

見 られ た ｡ 同様に いく つ か の共通 の3 連続ア ミ ノ酸配列が C D R 3 領域で 認め られ た

( T - G - G
,

n o . 4
,
5

,
1 0

,
1 2

,
1 7 と2 0; S - R - D

,
n o ･ 8

,
1 5 と2 5; D - W - G ,

n o ･ 1 5 と2 2) .

T C R の C D R 3 領域は M H C に よ っ て 提示 され た抗原を認識す るの に必須 の部 位 であ

る の で ､ こ れら の 相同的配列 は 同
一

か ある い は非常に よく似 た抗 原､ たぶ ん ア ロ

抗原を認識 して い る . これ らを総合す る と ､ こゐク ロ ノタ イ プ解析法 はア ロ 移植

拒 絶に 関与するT C R ク ロ ノ タイ プを高効率に検出す る こ とが でき た 0
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T a ble 1 5 . N u m b e r of a c c u m ul ati n g T c ell cl o n o ty p e s 払 m o u s e ski n al l o gr afts ･

Ⅴβ
m O ⅦS e

5 .2 6 8 .2 9 1 1 1 3 1 4 1 6

Am 1 7 6 6 5
'

/
'

/ ソ /

Am 2 2 4 4 5 5 5 6 4

A 皿3 6 4 5 4 3 5 5 6

A 皿4 3 2 4 2 1 3 之 5

_ _ - 1 _ _ ■- ●_ - - _ _ r I 一- - - 一- ーー ー II I II - - - - - - - 一- 1 - - - - - I- - - -
一-

I
- 一- - 1 I I l ●- - I - I I- ●- - - - - - - - 一- 一- - - - ●- 一- 一- - - ■- - →- - - 1- - - - - J - - - I - I - I I 1 - - - - -

- - I
-

I - - - - - l r r -

t o t al 1 8 1 6 19 16 1 6 2 O 2 0 2 2

7 3
1

2 3

2 4 1 5

T abl e 1 6 . T C R I β u s ag e of a c c u m ul a 血 g T c ells h th e ski n all og r aft s ･

J β
V β m o u s e

i .1 1 . 2 1 . 3 1 .4 1 .5 1 .6 2 .1 2 .2 2 .3 2 .4 2 .5 2 . 6

Ⅴβ3 Am 1 1 2 1 1 1

Am 2 1 1

A m 3 3 1

A m 4 1 1 1

v B 5 . 2 Am 1 1 1 2 2

A m 2 1 2

A m 3 1

A m 4 1 1 1 1

Ⅴβ6 A m 1 2 1 2 1

A 皿2 1 1 1

Am 3 1 2

Am 4 2

Ⅴβ9 A m l

A 皿2

A m 3

2

1

1

A m 4 1 1

v β1 6 Am 1 1 1 1 2

Am 2 1 2

A m 3 1

Am 4 2

1 .1 1 .2 1 .3 1 .4 l .5 I 1 .6 2 .1 2 . 2 2 .3 2 .4 2 .5 2 .6
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T ab l e 1 7 . A m i n o a ci d s e q u e n c e s o f T C 鼠 β c h ai n C D R 3 r e gi o n s o f t h e a c c u m ul a 血 g

T c ells i n s ki n all o g r aft s .

V P 3 f a m i]y
I . _ - ■ 叫 _ _ - _ - _ - _ _ - 1 - - - - - - - - → - 一 一

-
- - - - - - -

- -
- I - -

一 一
-

一 - - - J - - - - - 一 - - - - 一 - - - - - - - 一 - I - - - 一■一 - - - - - - -
J
I -

J
I
r

-
- - - - 一 - - 一 - - - - - - - I - 一 - - - - - - - 1I - - - - - - - - - - - I . - I - - - - -

- ■ - … 一 ー - I ●■ - - - ” - I

N o . m o u s e Vβ C D R 3 Jβ
” - I _ _

_
-

● - _
_ _ _ 一 _

t ■
一

-
- - ー

- ー - ー - - 一 - I - - - 1
4 -

一 山 -
■

■■ - 一 - I
-

●■ ● - - - ■ - - - 一 - 一 1 - - - - - - - - - 1 - - - - - - - - - 一■ - - - -
- - - 一 - - - - - - - I - - - - ● - - - - - 一 一■ - - - - - - - 1 → - - - - - -

1
l - - -

一
-

■
-

- ･I I N - 1
I

… ■ - - - - ● - - - - - I ● ‾ ‾ ‾ - ‾ - -

A m l

A m ヰ

A m 3

A m 3

A m 3

A m l

A m l

A m l

A m l

1 0 A m 2

1 1 A m 4

T G T G C C A G C A G T

C A S S

T(; T G C C A G C A G T

C A S ?

¶; T G C C A G C

C A S

T G T G C C A G C A G T C T G

C A S S L

T G T G C C A G C A G T

C A S S

7 G T G C C A G C

C A S

TG T G C C A G C

C A S

T G T G C C A G C

C A S

T G T G C C A G C

C A S

T G G G A G A A A A C A

W D K T

T G G G A G C A 人 A C A

W D Q T

A G A C G G G G A C A G G G A G C A

R P G Q G A

G G G A C A G G A G G C

G T G G

C C C G G G A C A G G G G G C ･

P G T G G

A G C C A C A G A A 〝r

S H R N

A G C C C C 孤 G A G

S P L q

A G C C G G G A C A G G G A G T C C

S R D R E S

A Åc C ¶; G G G G G T

N L G G

T G T G C C A G C A G T C l｢G

C A S S L

T G T G C C A G C

C A S

T C A A C T G G G G G G C T C

S T G G L

A G A C
'

rC G C G A G G

R L A R

A A C †C C G A C (1 .2)
N S D

A A C T C C G A C (1 .笥
N

,

S D

A A C T C C G A C (l .2)
N S D

T C C G A C (1 .2)
S D

T C C G A C (i .2)
S D

T C T G & A A T A C G (1 . 3)
S G N T

◆

G G A A 〝r A C G (1 . 3)
G N T

G G G C A G
,
(2 ･2)

G Q

A G T G C A G A A A C G (2 .3)
S A E T

T C C T A T G A A (2 .6)
S Y E

T A T G A A (2 .6)
Y E
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V P 5 . 2 f a m ily
J
. 一 - 一 - 一 ●■ 一 ●■ 一 ●● 一 ■■ 一 - ● 一 一 ■■ - ●■ ■ 一-

-
I - ー - ー ー ー ー ■■ - - - - ■ - - - 一 ● - 一- - I -

.
- -

- - 一■ - - - 一- - 一 - - 一 - - - - - I b - →- - - ●■ 一 一 - - 一 ー ー ーー ー ー ー ■ ● - I - - - - - 一 ■ - - - - - - 一- -･ - - 一･ - 一 - 一 → - - - I l 一 - - - - 一- - A - 1 - - - I- - -
一

- -
I

- - ●
一

→- -
I -

I
- 一 I - 一JI M 一 - - 一 - - ■■ 一

N o ･ m o u s e Vβ C D R 3 ･ J β
→- - 一 1 * ● - ● ‾ ●■ - I - I - I 一 一 - - I - ■● - - I - - 一 ■ ■ - ● ■ - - 一 - - - - - I - ■ ■ - ■ - 一■ - 一■ - 一■ 一 - - - - - - - -

- - - - - - → - - - - ■- - - - ● - I - - - J - - N JP - - - - - 一■ - 一 - 一一■ - - - - - - - - I . ,I - - → 一 - - J - - - - - l一- - - - - I - 一 - - - - I - - →- - - - - - 一■ -
I

- -
- -

- - I l l - - 一 - -
- ● ●■一 一 q

1 2 A m l

1 3 A m 3

1 4 A m 4

1 5

1 6

1 7

1 8

T G T G C C A G C T C T C T C

C A S S L

T G T G C C A G C T C T C 7 ℃

C A S S L

¶; T G C C A G C l
`

C T

C A ら S

A m 4 T G T G c e A G C

C A S

A m l T G T G C C A G C T C T

C A S S

A m 1 7 G T G c e A G C T C T

C A ら S

A 巾2 T G T G C C A G C

C A S

i 9 A m 2 T G T G C C A G C T C T

C A S ら

G G A A C A G G G G G C m G G G G A A A G A (1 .4)
G T G G ド G ど ∩

G & G A G A T T

G E I

C A C G G G A C A G A C

H G T D

1
‾

C C C G G G A C T G G G G C

S R D W G

C 7 G G A G A G G G G G C G A

L D ∩ G R

C C C A C C G G G G G C

P T G 伝

¶; T C C A C A C ¶;G G G A A G C

S P H W 伝 S

C C G G G A C T G G G G G G T

P G L G 伝

｢ ℃C A A C G A A A G A (1 .4)
S N E R

A C C (2 .4)
T

C A A G A C A C C (2 .司
Q D T

G ヘA (2 .6)
E

T A T G A A (2 . 6)
Y E

l℃C ¶汀 G A A (2 .6)
S Y E

T A T G A A (2 .6)
Y E '

ー ー ー ー ー ー ー -
I

-
- ●

■
- 一 ■● - ● - ■■ 一 ■ ■ 一 t H - ■ ■ - - - H - ■ - - 一ー ー - ーー ー ■- - 一 - 一■ - - - - ･ - - - I - - - - - -

- 一
- -

- - - - - - - I - I l 一- - - - - - - 一- - 一■
･

- - - → I - - - - - - - I l l - - J P - - - 一 一 一 - - - - - ■■ 一 ■■ 一 - ■■ - ■■ 一 - - ● ● - I - N ●一 - - ■■ - ■■ 一 - 一 ■- ■ I - - - - ■■ - t ■ -

叩 6 ねm ily
- ● - - ■■■ ■ - - - - I 一l - ● ■ ■ ■ ●- ■ ■● 一 - - 一 一■ - - - - - - - - I - - - - - - - ■･ - - - 一 - - - ■ 一

- - 一
-

- ●← - 一 - ーー - ー
･
- ■ ■ = ■ 一 ● ● 一 一 一 ■ ■ 一 ■ - I - - ■ - ■ 一 - - ～ ■ - - 一 ■■･ 一 一 一 一 - ■■ 一 ■■ 一 - -I ●■ - ■■ - - ･･ ■ - ■■ - - 一 ●■ 一 ■■■■ - - - ■■■ ■ ● - - 一 ■■■ ■ - - - - ' - - ■ ■ - - I 一 - ● ■ 一 ● ■ 一 ■ ■ - I - - - - I ■■ ●

N o ･ m o u s e V P C D R 3 Jβ
■ ■ ■■ - 一

■
- I - - ■ ●■ - - - - ●■ - 一 一 ■ - ■ - ● - - ●■ - - - - ･ - - 一 ■ - - I - 一 - - l ■■ - - ■ - - ■- - ■■

-
■■ - - ■一- - ･

-
J

- 一- - 一 - - ■･ - l l I - ■- - - ●■ - - 一 一 ■■ - t - 一 一■ - ■■ - ●■ - ●■ 一 一 - ■ ■ ■ - - - I - - ● - I - 一 ■ ■ 一 ■ ■ 一 1 - ＋ ■ - ■ - ■= ● 一 - ■ ■■ ■ b - - 1 11 I - - 一 ■ - ■ ■ - - - ■ ■ - - I - ■ ■ 一 ■ ■ 一 - ･ ● - J I - - I

2 0 A m l T G T G C C A G C A G G T G G A⊂汀 G G G G G A A A C T A T G C T G A G (2 .1)
C A S R W T G G N Y G Q -

21 A m l l ℃T G C C A G C A G T

C A S S

2 2 A m 2 T G T G C C A G C A G T

･ C A S S

A;T A G T C A A T

I V N

A T A & C T G G G G G

[ D W G

17 U G A A (2 .6)
Y ∈

T A T G A A (2 .6)
Y E
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V β9 fa m ily
- 一 一 - 一 - - - - - - - 一 - I - 一 - I -

A
-

- - - -

･
- - - - - - - - 1 I - d I - - - - - 一 - - ” - - - - - - 一 - ー - t - - - 一 - 一 - - - 一 - - - -

t - -
-

-
一

一 -
-

I . - - 一 - 一 - 一 - - - - - 一 - - - 一 - - - I - - - 一 -
- - - - - - - - - - - ■ - I - - - - - - - - - - 1 一 - ■ - 一 - ■ - 一 - t -

N o . m o u s e V P C D R 3 Jβ
■ - - _ I _ ● _ ● 仙 - - - _ _ 一 ■ - I - I - - - -

- - 一 - 一 - 一 - - - - - - - - - - ” - A - I I - - - - - - 1 - - I- - I ■ - - - - - - - -
1
- - - -

- I - - 1 - - - → - - - 1- - 一 - I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - I . - - - - - - - - - ■ - ‾ 一 一 - ■ - 一 - 一 - ● … t - I -

2 3 A m l

2 4 A m 3

2 5 A m l

T G T G C C A G C A G T

C A S S

l｢ G T G C C A G C A G T

C A S S

T G T G C C A G C A G T

C A S S

A G A G T T C A G G G G G ♪J

R V Q G D

A G A G A G A G G G A A C A C

R R D E H

A G A G AT G G G A C T G G G G A A

R D G T 白 E

T C C ∧A C G A A A G A (1 .
4)

S N E R

G A A A G A (1 .句
E ∩

& C A C C (2 .5)
D T

V β1 6 f a m ily
I _ - _ ■■ _ - - - 一

- - 一 - ー … 一 - - ● - - - - - - - - - - - - - - - l - - - - - 一 - - ■ - I - -
- I - JI .

-
一

-
- - - - - - - l l - 一 - - - - - - - - - - - - → - I - - - - 一 - I - 一 - - - - - - -

-
- 一 -

■ - - - - - J - I - I - - - I - - … - I - I - I
J
I ■ -

■ - ■ - ■ - - - I -

N o . m o u s e Vβ C D R 3 + β
I _ ～ _ _ 一

- - 一 - 一- - - - - - - - 一 - - - - I - - I - ■ - I - - - - - - - - - - I - - 一 一 -
J

- I - - - - - I - I - -
- - - - -

- 一
- - - - 一 - - - - - - - - - - - - - 一■ - - 一 - 一- - - - ● - - - - - 一 … - - - - - - - I

- - - - ● - ー ー - - - - - - - ■ ‾ ● 一 - - - ■ - - ～
■

- ＋ I
-

I

2 6 A m l

2 7 A m l

2 8 A m 2

2 9 A m 2

3 0 A m 4

T G T G C C A G C A G C m

C A S S L

T G T G C C A G C A G C

C A S S

T G T G C C A G C A G C m

C A S S L

¶ヨT G C C A G C A G C

C A r S S

T G T G C C A G C A G C

C A S S

m G G G G G G G C G C G T

F G G A R

｢ ℃G G G A C T G G l℃

S G L V

G C T G G G G G G G A A G G C

A G G E G

G C T G G G G G G G A A G G C

A G G E G

I T G A C T G G G G T C

L T G V

G A A (2 . 6)
E

T A T G A A (2 .6)
Y E

T A T G A A (2 .6)
Y E

T A T G A A (2 . 6)
Y E

T C C T A T G A A (2 .6)

S Y E
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2 - 3 - 3 考察

R T - P C R /S S C P 法 は ､ 第 1 葦 で 述 べ た様 に ヒ トの T 細胞 ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン申に

集積し た 欄 胞ク ロ ノタイ プを検出する こ と に応用 できる 方法 で ある[2 7 ,
4 4】o こ

の 節で は ､ マ ウ ス の 耶細胞ク ロ ノ タイ プの検出系､ 特 に 皮膚ア ロ 移植片中に集積

したT 細胞ク ロ ノ タイ プを検 出す る系 を確立 した ｡ こ の 方法を用 いて ､ 実 際に マ

ウ ス T C R β鎖の 増幅を検 出した( Fig . 2 3 - 2 6) . 検出感度は ヒ トの 検体 に 対する感

度 と同等 で あ っ た【2 7】｡ こ の 解析法 に より マ ウ スおよ び ヒ トの 検体 に おけるT 細

胞 の集積を効果 的に 検出 で きた ｡

オ リ ゴク ロ ー ナ ルな T 細胞 の 集積 は､
R T - P C R/ S S C P 法 によ る検討で は シ ン移植

片 よりもア ロ 移植 片の 方 で 激 しく認 められ た ｡ こ れ らの 集積したT 細 胞ク ロ ノタ

イ プは ､ ア ロ 移植片の 拒絶 に何 らかの 役割 を果た して い る と考え られ ､
こ れ らの

T 細胞タ ロ ノ タイ プが共 通 の 特徴 を持 っ て い るの か を知る こ とは拒絶の メ カ ニ ズ

ム を考え る上 で 重要で ある ｡
Ⅴβ遺伝子 の 使用頻度を検討した 限り ､ 明瞭 な バ ン

ドの数 で はⅤβ遺伝 子の 使用 に は際立 っ た偏 りは認 め られなか っ た
r

｡ しか し､ 偏

っ たT C R β遺伝子の 使 用に つ い て は今ま で に報告 され ており､ ラ ッ ト におい て主

要 組織適合抗原ある い は非 主要組織適合抗 原の異 なる心臓 の ア ロ 移植 を行 っ た場

合 の 早期拒絶 でみ られ る移 植片 に浸潤 したT 細胞は ､
V β4 を持 っ た T 細 胞が多く ､

t

こ の T C R β遺伝子 の 偏 りはT C R α 遺伝子の 偏りよりも強か っ たと報告さ れて い る

【1 6 6
,
1 6 7] ｡

こ の報告 と今 回 の結果の 違 い は､ 解析法 ( 全T C R β遺伝子 の 発現 の ､

検討か 増幅 したT C R ク ロ ノ タイ プのみ 検出) ､ 拒絶の 状況ある い は移植 した臓器

な どの 実験状 態の 違い を反映 して い る こ と が考え られ た｡ さ らに ､ 各Ⅴβ フ ァ ミ

リ ー で の T C R の 発現 は ､ 明確なT 細胞ク ロ ノタイ プの 検出感度 に影響され ､
T C R

ク ロノ タイ プの 正確 な定 量化に は現在の シ ス テ ム で はまだ改良の 余地 が ある ｡

今回 ､ 調 べ たT C R β フ ァ ミリ
ー 間で 明確 なバ ン ドの 数にほ とん ど差が 見 られな

か っ たが ､ 検出さ れたす べ て の T 細 胞ク ロ ノタイ プが ア ロ 移植片の 拒絶に直接的

に 関わ っ て い るわけ で は な い と考え られる ｡ 実際 ､
G o s s ら はある種 の Ⅴβ に対す

る モ ノク ロ
- ナ ル 抗体の 投与が M H C の 異な る ア ロ 移植 の生 者率 を上昇させ た と

報告して いる【16 8】. また ､ 今回の 検討で もV β3 -J β
r
l ･2

､
V β9 - J β1 ･ 4 く' V B 1 4 ･ J

β2 . 6 な どの Ⅴβ+J β遺 伝子の 組み合 わせ が優位に 現われ て い たo 特にJ β1 ･ 2 とJ
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β1 . 4 ほ 正常 の C 5 7 B L/6 マ ウ ス で は使用頻 度は 高くな い 遺伝子 で ある【1 5 8] o した

が ぅ て ､ こ れ らの J β遺伝子 を持 つ こ とが ア ロ 抗原 の 認識 に 重要な 役割を果たす

可能性が 示され た｡

もう 1 フ.
の 重 要 な点 は ､ こ れ ら の 皮膚移植は牌細胞の T 細胞ク ロ

ー ナ リ テ ィ
ー

に は何 ら影響を与え て い な い可能性があ るこ とで あ る( Fig ･ 2 6) ｡ こ の こ と ば ､ 臓

器移植 時 に 拒絶反応を起 こ すT 細胞の モ ニ タリ ン グは末 梢血 だけ で は困難 で ある

こ とを示唆 して いる ｡

シ ン 移植 片で 見 られ た 弱 い バ ン ドは ､ 移植 に よる炎症 反応 に よ る と考 え られ

( Fi g . 2 6) ､ また ､
a ut ol o g o u s 混合リ ン パ 球培養試験 ( M L R ) 【1 6 9] で 見られる よう

な 免疫反応 も起き て い た ｡ シ ン移植片 で起 きた反 応に つ い て は更 なる解析が 必要

と考え られ る ｡

T C R β遺伝 子は 正 常な 皮膚 の検体か ら は十分 に は増幅されず ､ そ れゆえ 今回の

実験で は検討 で きな か っ た ｡ こ の こ とは ､ たぶ ん 正常 な マ ウ ス の 皮膚に は γ ∂ 十

丁細胞が 優位 であり､ α β
＋
T 細 胞が少な い こ と[ 1 7 0

,
1 7 1】を反映 して いる ｡ したが

っ て ､ α β
十 丁細胞が こ こ で検 出さ れた と いう こ とは ､ こ れ ら の 細胞が レ シ ピエ

ン トに 由来 し､ 移植 され た皮膚 中で増殖 した と考え られる ｡

さ ら に 興味深 い こ と に ､ いくつ か の T C R ク ロ ノ タ イ プで 共通 のC D R 3 領 域の ア

ミ ノ酸 配列 を持 っ て いた こ とが 示さ れ た ｡ 同 じT C R β鎖を持 つ T 細 胞は ､ こ れを

解 明す る ため に はT 細胞の 機 能解析 をする必要が ある が ､ 同 一 の ある い は同様の

ア ロ 抗 原を認識 して いる と考え られ た ｡

今回 ､ 検出さ れ たT 細胞ク ロ ノ タイ プの抗原特異性 を 明 らか に する こ と は現時

点 では 困難 でみるが ､ こ の 方法 に は)
'

n v l v o で ア ロ 移植片に 集積ある い はそ こ で 増

殖 して い るT 細 胞ク ロ ノタイ プを直接 的 に検出する に は た い へ ん優れた 方法 で あ

り ､ こ の ア プロ ー チは 移植拒絶 に おけるT 細胞の 関与 を検討 する 上 で 強力 な武器

と なる と考え られる ｡

2 - 3 - 4 要約

移植組織中で 免疫反応 を起 こ すT 細胞 に つ い て検討 する こ とは ､ 組織移植 にお

ける ア ロ 移植の 拒絶反応を制御する上 での 重要な情報を得 る こ とがで きる と考え
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られる . こ の 点か らB I O ･ A ( 4 R) マ ウ ス か らC 5 7 B L/ 6 マ ウ ス に 皮膚移植 を行 い ､ 由

v 1
'

y o で こ の 移植片に 浸潤 して きたT 細胞の 解析を行 っ た . 皮膚移植片に 浸潤 し, たT

細 胞よりT C R β遺伝 子 をR T - P C R で 増幅 し ､
S S C P を行う こ とに よ っ て T 細胞ク ロ

ノ タイ プの 分析 を行 っ た ｡ こ の 後甘β遺伝子の 使用頗度とC D R 3 領域の 塩基配列 を

決定 した o ア ロ 移植 で は シ ン移植 に 比べ て 明瞭なオ リ ゴ ク ロ ー ナ ル なT 細胞の 移

植 片 へ の 集積が 認 め られ た ｡ ま た､ 集積 したT 細胞クロ ノタイ プは多くのⅤβ フ

ァ ミ リ ー 遺伝子 を使 用 して い る に もか か わず ､
V β - J βの 組み 合わせ に 噂好性が

見 られ た｡ ア ロ 移植片 に集積 した こ れ らのT C R β遺伝子に はいく つ か の共通 アミ

ノ 酸配列が 認め られた こ と より､ こ れら の T 細 胞は同 一 ある い は類似 した抗原を

認 識 して い る可能性が 示さ れた ｡ さら に ア ロ 移植 ある い は シ ン移植を行 っ た マ ウ

ス の肺臓で はほ とん どT 細胞の 集積 ほ認 め られなか っ た ｡ 以上 の こ と より血 Ⅴ 如

に おい て 皮膚ア ロ 移植 片に 浸潤す るT 細胞ク ロ ノ タイ プが認 め られ ､ これ らは共

通性を持 っ て い る こ とが 明 らか と な っ た ｡ こ の こ と は､ 臓器移植 に おけるT 細胞

ク ロ ノ タイ プ特異的免疫 療法の 可能性を示 した｡
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総括と展望

生体 での 免疫反応時における抗原特異的一徹胞の存在の証明をするこ とは非常に 重

要で ある o 白己免疫疾患な どに おい て は ､ 自己抗原特異的耶細胞を特定する こ とに よ

っ て病 因を明らか にする こ とが でき る ｡ しか しなが ら､ 生体内に 大量 に存在 するリ

ン パ球集団の 中か ら､ 特定の T 細胞ク ロ ノタイプの 存在を簡便に証 明する方法はほと

ん どな い . 本論文で はR T I P C R とS S C P 法を組み合わせた集積 した 欄 胞ク ロ ノタイ プ

解析法 を用い ､ 種々 の疾患や動物 モ デル におい て ､ 抗原特異的な 免疫反応に 関与 し

て い るT 細胞を解析 した ｡

第 1 章 で は各種疾患患者串り採取し た病変部位に浸潤 したT 細胞ク ロ ノタイプに つ

いて検討 した｡

T C R メ ッ セ ー ジを R T - P C R 法に よ っ て増幅 した後 ､
S S C P 法で分 離する方法は､ 簡

便にT 細胞ク ロ ノタイ プを検出でき ､ 数千個 に 1 個 割合で の増幅したク ロ
ー

ンが存在

すれば検出 が可能であ っ た ｡ こ の系を用い で慢性関節リウ マ チ患者 ( R A ) に おける

T 細胞ク ロ ノタイ プを解析 した ｡
R A 患者 の病変局所である 関節に は､ 顕著な 瑚 胞の

浸潤と限られ たT 細胞ク ロ ノタイプの 集積が認 められ た o 各患者の 同
一

病変関節内の

異な る部位 に共通 のT 細胞クロ ノタイプが存在 し､

一 部の 患者で は末梢血 にも共通 に

認め られるク ロ
ー

ンが 存在 した . 増大 した 欄 胞ク ロ ノタイ プの T C R β遺伝子で は､

J β2 . 1 遺伝子が 優位 に使用され て い た｡
J β遺伝子 は抗原認識に 重要な部分 の ア ミノ

酸をコ ー ドして おり､ こ の 遺伝子 の 使用に偏りが認 め られたこ と は ､ か なり限定さ

れた抗原が 関与 して いる こ とを示 し､
R A 患者で は抗 原特異的な免疫反応 が起きて い

るこ とが明らか とな っ た ｡

免疫性肺疾患で あるサ ル コ イ ド ー シ ス で は､ 肺と末梢血 において 集積 して い る 欄

胞の 解析を行 っ た ｡ 健常人 およびサ ル コ イ ド ー シス患者 とも､ 肺洗浄液中に 末梢血

と比較 して ､ 多くのT 細胞ク ロ ノタイ プの増大が認 め られた ｡ サ ル コ イ ド ー シス 患者

の肺で は ､ 健常人に比較して さ らに多くのT 細胞ク ロ ノタイ プの 集積が見 られ､ こ れ

らの集積 したT 細胞ク ロ ノタイ プはす べ て の V βサブフ ァ ミリ ー で認 め られた . これ

らの こ とより ､
T 細胞はサ ル コ イ ド ー シス 病変局所で活性化され て いる こ とが判明し

た ｡
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婦人科固形癌に おいて は癌局所､ 付属リ ン パ 節および末梢血 に つ いて T 細胞タ ロ ノ

タイ プの解析を行 っ た｡ 癌局所に おける耶細胞の 浸潤およびク ロ ー ナ ルな増大は ､ 明

らかな転移 の な い患者で も検出された ｡ これ に対し､ 転移を起こ した患者ではⅧ簡胞

の ク ロ ー ナル な集積が療病変局所の みな らず､ 近位の 付属リ ンパ 節や末梢血 でも認

め られた｡ こ の集積 したT 細胞タ ロ ノタイ プの数や局在は ､ 病疫潤の ス テ ー ジや転移

の度合 と相 関して い る傾向が 見られた ｡ これ らの こ とより癌患者 の生体内で は固形

痛 に対する抗原特異的免疫反応が起尊て い る こ とが明らか とな っ たo
･

第 2 章で は マ ウ ス に おいて T C R J β遺伝子の 使用頻度の 解析と､ 免疫反応を起こ し

た動物の モ デル と して 皮膚移植片に集積 したT 細胞ク ロ ノタイプの解析を行 っ た o

マ ウス T C R に おけるV - D -J 遺伝子の再構成に おける遺伝子の 組み合わせ の 噂好性 を

c 5 7 B U 6 マ ウ ス の 牌臓で発現 して いるT C R V β2
､

8 . 2 および1 4 フ ァ ミ リ ー に つ いて 検

討した .
J β遺伝子 は偏りをも っ て使用されて おり.､

J β2 ･ 6 遺伝子の 使用頻度は調 べ

たいずれ の V β フ ァ ミリ ー で も最 も高く､ 逆 にJ β1 ･6 の使用頻度はいずれ のV βフ ァ

ミリ
ー

で も低 か っ た. 全体的 にはJ β2 遺伝 子の方がJ β1 遺伝子より優位 に使用され

てし

■

､ た . これらの 偏りは個体差も認め られなか っ たこ とより､
C5 7 B L/ 6 マ ウス の 牌細

胞で はT C R J β遺伝 子 は偏り をも っ て選 択されて おり､ この 選択はⅤβ遺伝子とは独

立 して いる こ とが示された｡

マ ウ ス皮膚移植 で は ､

.
B I O . A( 4 R)か ら C 5 7 B LJ 6 に移植 したア ロ 移植片中に顕著 なT

細胞ク ロ ノタイ プの集積を認 めた ｡
これ らのT 細胞ク ロ ノタイ プはほ とん ど全て のⅤ

βフ ァ ミリ
ー

に わた っ て い たが ､
V β -J βの 組み合わせ には偏りが見られたo また ､

I

c D R 3 領域の ア ミノ酸配列 に いく つ か の共通モ チ
ー フが存在したこ とよ り､ 集積した

T 細胞ク ロ ノタイ プ は同 一 あるい は類似の抗原を認識 して いる こ とが 判明した ｡

以 上 に述 べ て きたよう に ､
T C R メ ッ セ ー ジの R T - P C R 産物に つ いて S S C P で解析 す

る方法は､ リ ン パ 球集団の なか でク ロ ∵ ナ ル に増幅して いるT 細胞を検出するの に最

も適 した方法の 1 つ である ｡ こ の方法 は抗原特異的な 欄 胞の反応を臨床だけで なく ､

基礎免疫 の解析 法として応用できる ｡ しか しなが ら､ リ ンパ球集団の なかで集績し

て いるT 細胞ク ロ ノタイ プを検 出するという こ とば ､ 悪性 に トラ ンス 7 ･ オ
ー ム したT

細胞や限られたT 細胞を活性化できる未知の 物質の 存在も考慮しなくて はならず､ 必

ずしも抗原特異的な反応 だけを見て いる とは限ちな い ｡
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こ の 方法で は ､
P C RrG こおける バイ ア ス は考慮 しなくて はな らな いが ､ 特長 として

検体中の 欄 胞 の解析を血 m
'

& o で の ア ー チ フ ァク トと切り離 して解析できる こ とが挙

げられる . これま で ､ 検体か ら限られた数 のV β遺伝子 が増幅されたこ とq) み で 欄

胞のオ リ ゴク ロ
ー

ナリテ ィ
ー を報告 した例 も存在した ｡ しか しなが ら ､

T C R 遺伝子

の特徴を考え ると ､ ク ロ
ー

ナリティ
ー

は C D R 3 領域の塩基配列 の違 い に よ っ て 判断さ

れる ベ きであ る . この 点にお い て ､
R T - P C R /S S C P 法は 直接T 細胞 クロ ノタイ プを決

定する最も簡便な方法である ｡ そのう え ､ 異なる検体間で のT 細胞ク ロ ノタイ プの共

通性の 検討も簡単に できる ｡. こ の方法を用 いる こ とに よ っ て ､ 免 疫反応はラ ンダム

な出来 事で はな い こ とが判 明して きた ｡ ただ し ､ 異なる 個体間の 比較に 関して は ､

同じエ ピト ー プに対する反応で あ っ て も､ ア ミ ノ酸配列 にすれば同じである に もか

かわら ず､ 個体 に よ っ て¶細胞の T C R の塩基 配列は統計学的に異 なり､
S S C P で はこ

のような場合に は異なる移動度の バ ン ドと して 提示する ため ､ 解析が難しい ｡

簡便なT 細胞ク ロ ノタイ プ解析 に加え て ､ 我々 はより詳細な情報収集に こ の方法を

拡大 して い る｡ 例え ば､
こ の検出系 に より明確 な反応を起 こす特 異的抗原の 決定に

用い る こ とが できる ｡ 今ま で は､
T 細胞株を樹立する方法 ､ 推定抗原で刺激後総リ ン

パ呼集団に対するT 細胞の増殖を測定する方法な どが確立 されて い たが ､ 臨床免疫に

おい て血 m
'

v o の標的抗原の特定に は限られた方法 しか なく､ 最終的な抗原の 同定ま

で に は至 っ て いな いこ こ れに 関して はR T - P C R/S S C P 法は有利 な点が ある . 先 に述べ

たよう に異なる検体 中の 同 一 のク ロ
- ンは同じゲル で電気泳動す る こ と に よ っ て簡

単に検出でき､ 例えば血 v l
'

v IO で集積して い る病変部位のT 細胞ク ロ ノタイ プと, 同 一

患者 より採取 したP B L を血 T q
'

LT V で推定される抗原で刺激 して産生 させ た¶細胞クロ ノ

タイプを比較する こ とが できる の である ｡ 実際に予備検討で はあるが ､
R A や肝炎患

者で血 Tq
'

v o で集構 して い るT 細胞 に つ い て 同定 したが ､ こ の系の感度は ､ 通常のT 細

胞増殖試験に比較 して か なり高感度 である こ とが示されて い る｡

こ れまで は ､
血 Tl

'

t, 0 の反応 に関与して い る特定 のT 細 胞に つ い て クロ
ー

ン レベ ル で

評価する こ とは困難 であ っ た ｡
T 細胞株の樹立は ､ これを目的と して 行われて き た実

験で ある . これに関 して も､ 我々 の系ではin t q
'

v o で集積 して い る 欄 胞のT C R の遺伝

子情報まで得られた ｡ それゆえ ､ 我々 は集積した細 胞で使わ れて いるT C R α鎖とβ

鏡の 組み合わせ を正 しく同定 したか を､
血 vT

-

b 10 で再構成し抗原特異性で確認するこ

とが可能 である ｡ 現在､ こ れに つ い て フ ォ
ー

カ ス をあて た研究も なされて い る . 令
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後､ こ の方法は抗原特異的なT 細胞a )血 m
'

tT O で の大量に調製に役立 つ よう になると考

え る ｡

緒言 にも述 べ たよう に ､ 現在の とこ ろ自己免疫疾患の抗原特異的な治療法はな い ｡

自己免疫疾患の 動物 モ デル であるE A E マ ウ ス や関節炎 マ ウ ス におい て は ､ 抗T C R V β

抗体 に よる疾患治療が試み られ､ 成果が上げられて いる ｡
ヒ トに おい て は モ デル動

物 と異なり疾患 とT C R との関係が より複雑であり､ 動物 での 方法を適応するこ とは

難しい ｡ しか し､ 特定 のT 細胞ク ロ ノタイ プと病態へ の 関与が確 認された･な らば､ 先

に E A E マ ウスや 関節炎 マ ウス で効果が認められたよう に特定の 抗T C R 抗体やT C R ペ プ

チ ド投与に よるイ ディ オタイ プネ ッ ト ワ ー クを介した 欄 胞ワクチネ ー シ ョ ンな どの

抗原特異的な治療が ヒトに おい ても可能 と思われる . ま た固形癌に対 して時､ 痛を

認識するT n を血 触 で再構成 して 投与する こ とによりより効果的な ⅥI J 療法の開発

が期待さ れる . 現在､ 本由文 で応用したR T - P C R/ S S C P 法は､ さ らに多くの悪性疾患

や 自己免疫疾患をは じめ と した免疫性疾患の 治療や免疫 学的現象の 解析に応用され

て おり､ 抗原特異的治療法の 開発が研究されて いる ｡
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-

p o siti v e s y n o vi al T c ells s u g g e sts a r ol e f o r s u p e r a r[tig e n h

血e u m at oid a rth ri tis ･ P r o c ･ N atl ･ A c ad ･ S ci . U S A 8 8
,
1 0 9 2 1 - 1 09 2 5 (1 9 9 1)

3 1 ･ W illia m s , W . V . , F a n g , Q .
,
D e m a r c o

,
D .

,
Y o n F eldt

,
J .

,
Z u ri e r

,
R . B . a n d W ei n e r

,
D .

B ･: R e st ri cte d h et e r o g e n eity of T c ell r e c e pt o r tr a n s cri pt s h 血e u m at oid s y n o vi u m . ∫.

C lin ･ h v e st ･ 9 0
,
3 2 6 - 3 3 3 ( 1 9 9 2)

3 2 ･ D e rSi m o mi a n
,
H .

,
S u gi t a

, M .
, Gl a s s

,
D . N .

,
M ai e r

,
A . L .

,
W e h bl att

,
M . E .

,
R e m e

,
T

an d B r e m e r
,
M ･ B ･ : Cl o n al V α 1 2 ･1

＋
T c ell e x p a n si o n s in th e pe ri p h e r al blo o d of

血e u m at oid a r 也d tis p ati e nt s ･ J ･ E x p . M らd . 1 7 7
,
1 62 3 - 1 6 3 1 ( 1 9 93)

3 3 ･ D a v ey ,
M ･ P . an d M u nkir s

,
D . D .: P a tt e r n s of T -

c ell r e c ept o r v ari abl e B g e n e

e x p r e s si o n b y sy n o vi al f h id an d pe ri p h e r al bl o o d T -

c ells i n rh e u m at oid a rthri tis . Cl h

b 皿
T

n Ol h m u n op a th ･ 68 ,
7 9 - 8 7 (1 9 9 3)

3 4 ･ J e n ki n s
, R ･ N .

,
N ik a ei n

,
A .

,
Zi m e r m a J m

,
A .

,
M e ek

,
K . an d Li p s k y ,

P . E . : T c ell

r e αpt o r V β g e n e bi a s in rh e u m at oid a rth ri tis . J . Cli n . h v e s t . 9 2
,
26 8 8 -2 7 0 1 (1 9 93)

3 5 ･ K ey st o n e
,
E ･ C ･

,
M i nd e n

,
M ･

,
Kl o ck

,
R :

,
P o pl o n ski

,
L ･

,
Z al cb e rg ,

J ･
,
T ak ad e r a

,
T .

an d M ak
,
T . W ･: St ru ct u r e of T c ell an tig e n r e c ept o r β ch ai n h sy n o vi al f h id cells

fr o m p ati e r[ts with 血e u m at oid a rth ri tis . A rth ri tis R h e u m . 3 1
,_
15 5 5 -1 5 5 7 (19 88)

3 6 ･ D u b y ,
A ･ D ･

,
Si n cl air

,
A ･ K ･

,
O s b o rn e

'

- L a w r e n c e
,
S ･ L ･

,
Z eld e s

,
W .

,
R a n

,
L ･ an d
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F o x , D . A .: Cl o n a ‖1et e r O g e n eity of sy n o vi al 伽id T l y m p h o cyt e s 政o m p ati e nt s w ith

血e u m at oid a rth ritis
.
P r o c . N atl . A c ad . S ci . U S A 8 6

,
6 2 0 6 - 6 2 1 0 (1 9 89)

3 7 ･ U e m a ts tl
, Y . , W eg e

,
H . , S tr a tl S

,
A .

,
O tt , M り B a n n w a rth

,
W ･

,
L a n ch b u ry , J ･

, P a n ay l ,

G . an d St ei n m e t z , M / I T h e T - c elトr e c ept o r r ep e rt oir e h th e sy n o vi al 触id of a p atie nt

w it h rh e u m at oid a rth ritis is p oly cl o n al . P r o c ･ N atl . A c a d . S ci . U S A . 8 8
,
8 5 3 4 -8 5 3 8

(1 9 9 1)

3 8 . O k tlb o
,
M .

,
K u r o k a w a

,
M .

,
O ht o

,
H .

,
N is hi m a ki

,
T .

,
N is hi ok a

,
K .

,
K a s uk a w a

,
R .

a n d Y am am ot o , K .
: Cl o n o ty pe an aly si s of pe rip h e r al bl o o d T c ells an d atlt O a n tig e n

-

r e a cti v e T c ells fr o m p ati e nts w it h m i x e d c o m e cti v e tis s tl e di s e a s e . I . I m m u n ol . 15 3
,

3 7 8 4 - 3 7 9 0 (1 9 9 4)

3 9 ･ C u s h
,
J ･ I . a J ld Li p s k y , P ･ E .

I

. P h e n o ty pi c a n aly sis of s y n o v i al tis s u e a n d pe ri p h e r al

bl o o d ly m p h o cyte s i s ol at e d 丘o m p ati e nt s wi th rh e u m at oid a rth ri tis . A 止h ri tis R h e u m .

3 1
,
1 2 3 0 - 1 2 38 (1 9 8 8) .

4 0 ･ 西村泰治: ff L A の分子生物学と自己免疫疾患. 実験医学1 0
,
1 2 7 - 1 3 3 (1 9 9 2)

4 1 ･ 山本
一

彦: 自己免疫疾患の薬物療法. フ ァ ル マ シア 2 7 , 3 3 5
-3 3 8 ( 1 9 9 1)

4ま. L ip s k y ,
P . E .: b m u n o p ath o g e n e si s a Jld tr e at m e nt of rh e u Ⅱ1at Oid a rth ri tis

.
. J . R h r u m .

1 9
,
9 2 - 9 4 (1 9 9 2)

4 3 . B e n - N u n
,
A .

,
Li bla u

, R . S .

,
C o h e n , L .

, Le h m an n , D . , T o u m i e トI A S S e r V e , 五.

,

R o s e n z w eig ,
A ･

,
Ji n g w u

,
Z ･

,
R a u s

,
I . C . M an d B a ch

,
M - A .: R e st ri cted T - c ell r e c e pt o r

V β u s ag e b y m y eu n b a si c p r ot 血 -s pe cifi c T - c ell cl o n e s in m ultipl e s cl e r o sis :

p r ed o mi n a n t g e n e s v a ry m i n di vid u al s . P r o c . N a tl . A c ad . S ci . U S A . 8 8
,
2 4 6 6 -2 4 7 0

●

( 19 9 1)

4 4 . M a s u k o
,
K .

,
K a t o

,
T .

,
比e d a

,
Y .

,
O k u b o

,
M

リ
M i z u shi m a

,
Y

リ
N is hi ok a

,
K . an d

Y am am o t o
,
K ･ : D y n am i c ch a ng e s of a c c u m ul at e d T c ell cl o n o typ e? d mi n g an ti g e ni c

sti m ul ati o n h viv o an d in vit r o . I n t . h m un ol . 6
,
1 9 5 9 -1 9 6 6 ( 1 9 95)

45 ･ H a mi s
,
E . D . J r .: R h e u m at oi d a rth ri tis p ath op h y siol o g y an d lm pli c ati o n s f o r th e r ap y .

N . E n gl . i . M ed . 3 2 2
,
1 2 7 7 - 1 2 8 9 ( 1 99 0)

46 ･ C u sh ,
J . J . a n d Li p sk y ,

P . E .: C ell ul a r b a sis f o r rh e u m at oid i n fl a m m ati o n . Cli n O rth o -

pe dic s R 91 R e s 2 6 5 , 9 - 2 2 (1 9 9 1)

4 7 ･ N ak a o
,
H

リ
E g u c hi ,

K .
,
K a w ak am i

,
A .

,
M igi t a

,
K . , O t s u b o

, T . ,
U eki

,
Y ･

,
S hi m o m u r a

,

C .

,
T e z u k a

,
E .

,
M ats u n ag a

,
M .

,
M a e d a

,
K . an d N ag at aki

,
S .: P h e n o ty pi c ch a r a ct e ri -

z?ti o n of l ym p h o cyt9S in filtr ati n g s y n o vi al ti s s u e 丘o m p ati e nts w ith rh e u m a t oid a rth ri tis :

An al y sis of ly m p h o cyte s i s o h t ed fr o m m i n c ed sy n o vi al tis s u e b y d u al i m m u n o -

1 0 2



n u o r e s c e n t s t ai ni n g ･ ∬･ R h e u m at bl ･ 1 7
,
1 4 2 ･ 1 4 8 (1 9 90)

5 0 ･ G o r o n z y ,
J

リ
W e y a n d

,
C ･ M ･ a n d F at h m a n

〉
C ･

･

G ･ : S h a r ed T c ell r e c o g niti o n sit e s o n

h m a n bist o c o m p atibility le u k o cyt e a n tig e n cla s s II m ol e c ule s of p atie nt s w it h s e r o
-

p o siti v e rh e u m at oid a rth ri ti s ･ J ･ Cli n ･ h v e s t . 7 7 , 1 0 4 2 ･1 0 4 9 (1 9 8 6)

5 1 ･ N ep o m
〉
G

･ T ･

?
D y e r s

,
P ･

〉
S e yfri e d

,
C ･

,
H e al ey , L ･ A ･

,
W il sk e

,
K I R ･

)
S t a g e

,
D ･ a n d

N e p o m
,
B ･ S ･ : 琵I A g e n e s a s s o ci at e d wi th rh e u m at oid a rth ri tis ･ A rthritis R h e u m . 3 2

,

1 5 - 2 1 (1 9 8 9)

5 2 ･ W o r d s w o rth
〉
B ･ P ･

,
L a n ch b u ry ,

J ･ S ･ S ･
,
S ak k a s

J
L ･ Ⅰ･ , W el sh

〉
監 ･ Ⅰ･

,
P a

f
n a yi ,

G ･ S ･

a n d B ell, J ･ Ⅰ･ : H L A - D R 4 s u bt yp e & e q u e n ci e s i n rh e u m at oid a rth ri tis i ndi c at e d l at

D R B l is th e m aj o r S u s c epti bility l o c u s wi t hi n 也e 技L A cl a s s II r eg l O n ･ P r o c ･ N atl ･

I

A c a d ･ S ci ･ U S A 8 6
,
1 0 0 4 9 - 1 0 0 5 3 ( 1 9 8 9)

5 3 ･ S mi th
,
C ･ A ･ a J ld Am ett

,
F ･ C ･ : E pid e mi ol o gi c a s p e ct s of 血e u m at oid a rth d tis . Cli n .

O rth op e di c s ･ R el ･ R e s t 2 6 5 , 2 3
- 35 (1 9 91)

5 4 ･ T o d d
,
･J ･ A ･

,
A r ch a - O rb e a

,
H ･

,
B ell ,

J
･ Ⅰ･

,
C h a o

,
N ･

,
F r o n e k

,
Z .

,
J a c o b

,
C . 0 .

,

M c D e rm ott
,
M ･

,
S i n h a

,
A ･ A .

,
Ti m m e r m a n

,
L .

,
S t ei n m an

,
L . a Jld M c D e vitt

,
fI . 0 . : A

m ol e c ul a r b a si s
■

f o r M H C cl a s s II - a s s o ci at e d a ut oi m m u nity ･ S ci e n c e 2 4 0
,
1 0 0 3 -1 0 09

(1 9 8 8)

5 5 ･ H e r z o g , C ･

,
W al k e r

,
C ･

,
M ulle r

l W ･ , Ri eb e r
,
P

”
R eit e r

,
C ･

,
R i e th m ull e r

,
G .

,

W a s s m e r
, P ･

, S t o ck i n g e r
〉
H ･

?
M a di c

)
0 ･ an d Pi chle r

,
W ･ J ･: An ti - C D 4 a ntib o d y

t r e at m e nt of p ati e nts wi th rh e u m at oid a rth ritis ･ Ⅰ･ Eff e ct o n cli ni c al c o u r s e an d cir c An ti ng

T c ells ･
J

･ A u t oi m m u n ･ 2; 6 2 7 - 6 42 (1 9 8 9)

5 6 ･ W alk e r
,
C ･

)
Ⅲe r z o g I

C ･
)
R i e b e r

,
P ･

,
Ri eth m ull e r

,
G ･

,
M ull e r

,
W . an d Pi chl e r

,
W . J .:

An ti - C D 4 an tib o d y tr e at m e nt of p atie nt s w ith 血e u m at oid afthri tis ･ II . Eff e ct of i n vi v d

t r e at m e n t o n h vitr o p r olif e r ati v e r e sp o n s e of C D 4 c ells ･ J ･ A u t oi m m u n . 2
,
6 4 3 - 64 9

(1 9 8 9)

5 7 ･ K yle
,
V ･

,
C o u gh l a n , R . J .

, Ti gh e
,
II .

,I W ald m a 皿
,
H . an d H a zl e m a n , B . L .

: B e n eficial

e ff e ct of m o n o cl o n al 弧tib o dy t o in t e rl e u k in 2 r e c ept o r o n a cti v ated T c ells h 血e u m at oid

a r[h ri tis ･ Am ･ R b e u m ･ D i s
･ 48

,チ2 8 - 4 2 9 (1 9 8 9)

5 8 ･ 西本憲弘, 嶋良仁 , 吉崎和幸, 岸本忠三 : ヒ ト型化抗I L - 6 レセ プタ ー 抗体を

用いた慢性関節リウ マ チ に対する新しい治療 . リウ マ チ 3 6
,
2 2 7 ( 1 9 9 6)

5 9 ･ T ak
,
P .

,
T ayl o r

,
P . C .

,
B r e ed v eld , F .

C
. , S m e et s

,
T . J . M . , D ah a

,
M . R . , El ui n

,
P .

M ･

)
M ei nd e r s

,
A ･ E l an d M ai ni , R ･ N ･

: D e c r e a s e in c ell ula d ty an d e xp r e s si o n of

a dh e si o n m ol e c ul e s b y a JIti -t u m o r n e c r o sis fa ct o r a 血 o n o cl o n al a n tib od y tr e at m e Ⅱti n

1 0 3



p atie nts wi th 血e u m at oid a rth ritis ･ A 如hritis R h e u m ･ 3 9
,
1 0 7 7 - 1 0 8 1 (1 9 9 6)

6 0 ･ P e a r s o n
,
C ･ M ･: D e v el op m e r[t of a rt h riti s

, p e ri a rthritis a n d p e ri o stitis i n r ats gi v e n

ad3

'

u v an tS ･ P r o c ･ S o c
･ E x p ･ B i ol ･ M ed ･ 9 1

,
95 -1 0 1 (1 9 5 6)

6 1 . T r e n th a m
)
D ･ 臥

〉
T o w n e s

,
A ･ S ･ an d R a n g , A ･ H ･

: A u t o 血 m un ity t o t yp e II c ollag e n :

A n e xp eri m e n t al m od el o f a rth ritis ･ J ･ E x p ･ M e d ･ 1 4 6
,
85 7 - 8 6 8 (1 9 7 7)

6 2 1 C o u rt e n a y )
J ･ S ･

,
D al lm a n n

,
M ･ J

u
D a y an

, A ･ D
”

M a rti n
,
A ･ a n d M o s e d al e

, B .:

b 皿 u niz a tio n ag ai n st h et e r ol o g o u s typ e II c ollag e n i n d u c e s a rth riti s in m i c e . N at u r e

2 8 3
,
6 6 6 - 6 6 8 ( 1 9 8 0)

6 3 ･ C ath c a rt
)
E ･ S ･

!
fl ay e s , K ･ C ･

,
G o n n e r m a 皿

〉
W ･ A ･

〉

･

L a z z ari , A ･ A ･ a n d F r a 拡 bla u
,

C ･: f k p eri m e n t al a rth ritis i n a n o nl 1 u m a n P n m at e ･ Ⅰ･ h d u cti o n b y b o vi n e ty p e II

c olla g e n ･ L ab ･ I n v e st ･ 5 4
, 2 6 - 3 1 (1 9 8 6)

6 4 ･ P e a s o n
,
C ･ M ･ an d W o o d

,
F ･ 0 ･: P a s si v e tr a n sf e r of adj u v an t a r th ritis b y l ym p h n o d e

o r sple e n c ells . J . 五Ⅹp こ由ed . 1 2 0
,
5 4 7 -5 6 0 (1 9 6 4)

6 5 ･ H ol m d ahl
,
R ･

,
m a r e s k o g ' L ･

)
R u bi n

I
K ･

,
L a r s s o n

) E ･ a Jld W ig z ell
〉
H ･: T l ym p h o cyt e s

h c ollag e n II -i n d tl C ed a r th d tis h mi c e : ch a r a ct e 血ati o n o f a r th rit o g e ni c c ollag e n ⅠⅠ-

sp e cifi c T c ell li n e s a n d cl o n e s ･ S c a n d ･ J ･ h n m u n ol ･ 2 2
,
2 9 5 -3 05 ( 1 9 8 5)

6 6 ･ H o lm d a hl
,
R

り
m a r e S k o g ,

L ･

,
R ubi n

,
K .

,
Bj o rk

,
I .

,
S m e d e g a rd

,
G

. ,
J o n s s o n

,
R . an d

An d e r s s o n
,
M ･: R ol e of T l ym p h o c yt e s h m u ri n e c oll ag e n i n d u c e d a rth ri ti s ･ A g e n t s

A ctio n s 1 9
,
2 9 5 - 3 0 5 (1 9 8 6)

6 7 ･ Am ett
,
F

･ C ･ , E d w o rt h y ,
S ･ M ･

)
Bl o ch , D ･ A ･

, M cS h a n e
)
D ･ J ･

)
F ri e s

?
J ･ F ･

,
C o o pe r

,

N ･ S
･ , H e al ey ,

L ･ A ･

,
K apl a n

,
S ･ R ･ , Li a n g ,

M ･ H ･
)
L u th r a

)
H ･ S ･

,
M ed s g e r ) T ･ A ･

J r ･
･
M it ch ell

, D ･ M ･
,
N e u s t a dt

,
D ･ H ･

, Pi n als , R ･ S ･
1
S c h all e r

,
J ･ G ･

?
S h a rp )

J ･ T ･
,

W ild e r
,
R . L . an d H u nd e r

,
G . G . : ¶1e An eri c an R b e u m atis m As s o ciati o n 1 9 8 7 r e vis ed

6 8 .

6 9 .

7 0 .

c dt eri a f o r cl a s sifi c ati o n of rh e u m at oid a rth ri ti s . A 此 tis R b e u m . 3 1
,
3 1 5 - 3 2 4 (1 98 8)

C h o m c zy n ski
,
P ･ an d S a c chi 〉 N ･

: Si n gl e
-

s t ep m e th o d of R N A is ol ati o n b y a cid g u a ni di -

ni um th i o cy an a t e
-

p h e n ol - c hl o r of o r m e x tr a c ti o n . An al . B i o ch e m . 1 6 2
, 1 5 6 - 15 9 ( 1 9 8 7)

R o s s
,
J ･ A ･ a n d Le a vitt

,
S ･ A ･: lm p r o v ed s am ple r e c o v e r y in th e m o cy cl e s eq u e n c i n g

p r ot o c ol s ･ Bi ot e c 血iq u e s l l
, 61 8 - 61 9 (1 99 1)

S e a r s
,
L ･ E ･

,
M o r a n

,
L ･ S ･

† K is si n g e r , C ･
)
C r e a s e y ,

T
り
P e r ry

- 0 , K e ef e
, H ･

〉 R o sk ey ,

M ･
,
S u th e rl an d

, E l an d Sl atk o
,
B ･ E . : Cir c u m V e n t th e rm al cy cl e s eq u e n c i n g a nd

al t e m ati v e m an u al an d a ut o m at ed D N A s eq u e n c m g p r ot o c ols u s l n g th e high ly th e rm o
-

●

s t abl e V e ntR( e x o
-

) D N A p oly m e r a s e ･ Bi oth e ch niq u e s 1 3 ,
62 6 -6 3 3 (1 9 9 2)

7 1 ･ J e n ki n s
,
M . K .

,
T ayl o r

,
P . S .

, N o rt o n
,
S . D . an d U rd ahl

,
K . B .: C D 2 8 d eliv e r s a

1 0 4



c o sti m ul at o ry s ig n al i n v ol v e d in 血ti g e n
-

s p e cifi c I L ･ 2 p r o d u cti o n b y 加u m 弧 T c ells . I .

Ⅰm m u n ol ･ 14 7 :2 4 61 - 2 46 6 (1 9 9 1)

7 2 ･ H a r di n g ,
F ･ A .

,
M c A rth u r

,
I . a .

,
G r o s s

,
I . A .

,
R a ulet , D . 班 . a n d,A 且1is o n

,
I . P . :

C D 2 8 -

m edi at ed sig n alli n g c o - sti m ul at e s m u ri n e T c ells a nd p r e v e n ts in d u cti o n of an e rgy

h T - c ell cl o n e s ･ N at u r e 3 5 6
,
6 0 7 - 6 0 9 (1 9 92)

7 3 ･ Y a m am ot o
,
K .

,
M a s llk o

,
K .

,
T ak ah a s hi

,
S .

,
放e d a

, Y .
, K at o

,
T .

,
M i z u s hi m a

,
Y .

,

H a y a s hi , K ･ an d N is hi o k a
,
K ･: A c c u m ul ati o n of disti n ct T c ell cl o n o typ e s i n h u m a n

s oli d t u m o r s ･ J ･ h n m u n ol . 15 4
,
3 78 4 -3 7 9 0 (1 9 9 4)

.

7 4 ･ O k s e n b e r g ,
J ･ R ･

,
P a n z a r a

,
M . A

り
B e g o vi c h

,
A . B .

, M itch ell, D .

, E di ch
,
H . A .

,

M u r r ay ,
R ･ S ･

,
S hi m o n k e vit z

,
R

”
S h e rri tt

,
M .

,
R ot h b a rd

,
J .

,
B e m a rd ,

C . C . A . a n d

Stei n m a n
,
L ･ : S el e cti o n f o r T ･ c ell r e c e pt o r V β - D 針J β g e n e r e a 汀a n g e m e n tS wi t h

sp e cificit y f o r a m y elin b a si c p r ot ei n p epti d e h br a in le si o n s of m ultiple s cl e r o si s ･

N at u r e 3 6 2
,
6 8 - 7 0 (1 9 9 3)

7 5 ･ G old
,
D ･ P ･

,
O ff n e r

,
H .

,
S u n

,
D .

,
W iley , S . ,

V a n d e n b a rk , A . A . a n d W ils o n
,
D . B . :

An aly sis of T c ell r e c e pt o r β ch ai n s in Ⅰぷ wi s r ats wi th e x pe ri m e n t al all ergi c e n c ep h al o -

m y elitis : c o n s e rv ed c o m ple m e n t a ry d et e r m l m n g r eg i o n 3 ･ ･ J ･ E x p ･ M ed ･ 1 7 4
,
1 4 6 7 -

■
● ●

1 4 7 6 ( 1 9 9 1)

7 6 ･ P a d ul a
,
S ･ I .

,
L h g e n h eld

,
E . G .

,
S t a b a ch , P . R リ C h o tl

,
C .

- H . I .
,
K b n o

,
D . H . an d

Cl a rk
,
R ･ B ･ : Id e n tifi c ati o n of V β - 4 - b e a ri n g T c ells h SJ L mi c e . F u rth e r e vid e n c e f o r

th e V r e gi o n dis e a s e h y p oth e si s? J ･ h m u n ol . 1 4 6
, 8 7 9 - 8 83 ( 1 9 91)

7 7 ･ Z h an g X ･
- M ･ an d H eb e r - K at s

J
E ･ : T c ell r e c ep t o r s eq u e n c e s f r o m e n c ep h al it og e ni c T

c ells in ad ult Le wi s r at s s u g g e st a ll e a rl y o n c o g e ni c ori gi n . J . h n m u n ol . 1 4 8
,
7 46 .

-7 5 2

(1 9 92)

7 8 ･ Y am am u r a
,
T ･

,
R o n d o

)
T ･

,
S a k a n a k a ･

,
S

)
K o z o v s k a

,
M ･

)
G e n g ?

T ･ C ･
)
T ak a h a shi

,
K ･

a n d T abir a
, T ･ : An aly sis of T c ell a ntig e n r e c ept o r m y elh b a si c p r ot ei n sp e cifi c T 任IIs

h SJ L/J mi c e d e m o n str a te s a ch a in C D R 3 m otif a s s o ci at ed wi th e n c e ph al it o g e ni c T

c ells ･ I n t . h m u n ol . 6
,
9 4 7+ 9 5 4 (1 9 9 4)

79 ･ H u - i n gh ak e
,
G ･ W ･

,
G a d ek

,
J . E .

,
Y o u n g J r .

,
R . C .

,
K a w a n a m i,

0 .
,
F e r r a n s

,
V . ∫.

an d C ry st al
,
R ･ G ･: M ai nt e n a n c e of g r an ul o m a f o rm ati o n h p ul 血o n a ry s a r c oid o sis b y

T -1y m p h o cyt e s w ithi n th e l u n g . N . E n gl .
I

. M ed . 30 2
,
5 9 4 -5 9 8 (19 8 0)

8 0 ･ C ry st al
,
R ･ G

”
R o b e rt s

,
W . C .

, H u n mi n gh ak e , G . W . , G ad ek ,
J . E .

,
F ul m e r ,

I
. D .

an d Li n e
,
B . R . : P ul m o n a ry s a r c oid o sis : a dis e a s e ch a r a c teri z ed a n d pe r pe t u at ed b y

a cti v ati ng l u n g T -1y m p h o cyte s . Am . h t e r n . M ed . 9 4
,
73 -9 4 (19 81)
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8 1 . H u n ni n gh ak e
,
a . W . an d C r y st al

,
A . a . : P ul m o n a ry s a r c oi d o si s : a dis o rd e r m e diat ed

b y e x c e s s h elp e r T -ly m p h o cyt e a cti vity aもsit e s of dis e a s e a cti vit y . N ･ E n gl ･ J ･ M e d ･

3 0 5
,

∫4 2 9 - 4 3 4 (1 9 8 1)

8 2 . H u n ni n gh ak e ,
G

. W .

, B ed ell ,
a . N . , Z a v al a

,
D . C

り
M o ni ck ,

” . an d B r ad y ,
M ･ : R ol e

of i nt e rl e u kin - 2 r el e a s e b y lu n g T - c ells in a cti v e p ul m o n a ry s a r c oid o sis ･ Am ･ R e v ･

R e s pir . D i島. 1 2 8
,
6 3 4 - 6 3 8 (1 9 8 3)

8 3 . V a n et
,
A .

,
H an c e

,
A . ∫.

,
S alti ni

,
C .

,
R o bi n s o n

,
B . W . S . an d C ry st al R . G . : fhih an c e

-

m e n t al v e ol a r m a c r o ph a g e
-

m e di at e d an tig e n
- in d u c e d T ly m p h o c yt e p r olif e r ati o n i n

s a r c oid o si s . ∫. C li n ･ I n v e s t . 7 5
,
2 9 3 - 3 0 1 (1 9 8 5)

8 4 . R o bi n s o n
,
B . W . S ･

,
, M c Le m o r e

,
L . a n d C ry st al

,
R . G A : G a m m a h t e rf e r o n is sp o n t a

-

n e o ul y r ele a s ed b y alv e ol a r m a c r o p h ag e s a n d l un g T ly m p h o cyt e s h p atie nts wi th

p ul m o n a ry s a r c oi d o sis ･ J ･ Clin . h v e s t . 7 5
,
1 4 8 8 -1 4 9 5 ( 1 9 85)

8 5 ･ C o s t ab el
,
U ･

,
B r o s s

,
K . I .

, .
R h ul e

,
K . H .

,
L o h r

,
G . W . a n d M atth y s

,
f L : Ia -lik e

an ti g e n s o n T J c ells a n d th eir s u b p o p ulati o n in p ul m o n a ry s a r c oid o sis a n d h y p e r
-

s e n siti vi ty p n e u m o nitis ･ Am ･ R e v . R e spif . D is . 1 3 1
,
3 3 7 - 3 4 2 (1 9 8 5)

8 6 ･ S al ti ni
,
C ･

,
S p u r z e m , J ･ R . , Le e

, J .
J ･

,
Pi n k st o n

,
P . an d C ry st al R ･ G . : S p

l

o ht an e o u s

r el e a s e of i nte rl e u k in 2 b y l un g T ly m p h o cyt e s h a cti v e p ul m o n a ry s a r c oid o sis is

p ri m a ry fr o m th e Le u 3
＋
D R

＋
T c ell s u b s et

. J . Cli n . h v e st . 7 7 , 1 9 6 2 1 1 9 7 0 (1 9 8 6)

8 7 ･ T h o m a s
,
P ･ D ･ an d H u n ni n g h ak e

〉
G ･ W ･ : C u r r e n t c o n c ept s of t h e p ath o g e n e si s of

s a r c oid o si s ･ Am ･ R e v ･ R e s pir . D is . 1 3 5 ,
7 4 7 - 7 60 ( 1 9 8 7)

8 8 ･ K o ni shi
,
K ･

,
M o u e r

,
D ･ R ･

,
S alti mi

,
C .

, Ki rb y ,
M . an d C r y st al

,
R . G . : S p o n t an e o u s

e x p r e s si o n of th e h te rl e u k in 2 r e c ept o r g e n e an d p r e s e n c e of fu n cti o n al i nt e rl e u k in 2

r e c e pt o r s o n T ly m p h o cyt e s h th e bl o o d of h di vid u al s wi th a cti v e p ul Ⅱ10 n a ry S a r C Oi d o
-

i s ･ J ･ Clin ･ h v eit . 8 2 , 7 7 5 - 78 1 (19 8 8)

g 9 ･ Silt zb a ch , L ･ E ･

,
J a m e s ,

D
･ G ･

, N e vi 1l e
,
E

リ
T u ri af

,
J ･ , B att e sti , J ･ P ･

,
S h a r m a

,
0 ･ P ･

,

H o s o d a
,
Y .

,
M ik a mi

,
R . a n d O d a k a

,
M .: C o u r s e a n d p r o g n o si s of s a r c oid o si s a r o u n d

th e w o rld ･ An ･ J ･ M eq ･ 5 7; 8 4 7 -8 5 2 (1 9 7 4)

9 0 . d u B oi s
,
R . M .

,
Ki rb y ,

B .
,
B albi

,
B .

,
S alti ni

,
C . a n d C r y st al , R .

G
.: T -1y m p h o c yt e s

th at a c c u m u h t e h th e l un g l n S a r C Oid o sis h a v e e vi d e n c e of r e c e n t s ti m ul ati o n of th e T -

A

c ell a ntig e n r e c ep t o r . Am . R e v . R e s pi r . D is . 1 4 5
,
1 2 0 5 -1 2 1 1 (1 9 9 2)

9 1 . M oll e r
,
D . R

”
K o nis hi

, K .
,
Ki rb y , M .

,
B albi

,
B : a n d C ry st al

,
R ･ G . : Bi a s t o w a rd u s e

of a sp e cifi c T c ell;e c ept o r β -

chai n v a ri aPl e r egio n in s u b g r o u p of i ndi vid u al s wi t h

s a r c oid o si s . I . Clin . I n v e st . 8 2
,
1 18 3 - 1 1 9 1(1 9 8 8)
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9 2 ･ T a m u r a
)
N ･

)
H olr o yd ,

K ･ J ･
)
B a n k 畠

〉
T ｡

, K irb y , M ･ ?
O k ay a m a

)
斑 ･ a n d C ry st al

,

l
R ･ G ･ :

D i v e r sit y in 3 u n Cti o n al s eq u e n c e s a s s o ci at ed w ith th e c o m m o n h u m a n V γ9 a n d V 6 2

g e n e s eg m e n t s 由 n o m al bl o o d an d lu n g c o m p a r ed w ith 也e li m it ed di v e r sity in a

g r a n ul o m at o u s dis e a s占. I . E x p . N ed . 1 7 2
,
1 6 9 -1 81 (1 9 9 0)

9 3 ･ B al bi , B . , M olle r , D . R
リ

Ki rb y ,
M .

,
H olr o yd K . I . a n d C ry st al

,
a . G . : h c r e a s e

rl u m b e r s of T ly m p h o c yte s w it h γ 6 -

p o siti v e a n tig e n r e c e pt o r s h a s u b g r o u p of

h di vi d u al s wi th p ul m o n a ry s a r c oi d o si s ･ I . Clin . h v e st . 85
,
1 3 5 3 -1 3 61 (1 9 90)

9 4 ･ G ru n e w al d
, J ･ , J a n s o n

,
C . H .

,
E klu n d

,
A .

,
O h r n

,
M .

,
Ol e ru p ,

0 .
,
P e r s s o n

,
” . a n d

w ig z ell
,
H ･ : R e stri ct ed V a 2 ･ 3 g e n e u s ag e b y C D 4

＋
T ly m p h o cyte s i n br o n ch o a v e ola r

l a v ag e n uid f r o m s a r c oid o sis p atie nts c o r r el at e s wi th 技L A - D R 3 . E u r . I . h n m un ol . 2 2
,

1 2 9 - 1 35 (1 9 9 2)

9 5 ･ F o r r e s t e r
,
I . ” .

,
N e w m a n

,
L . S .

,
W a n g , Y .

, K i n g , T . E . a n d K o z ti n
,
B . L .

: Cl o n al

e x p a n sip n o f lu n g V 6 1
＋

T c ells h p ul m o n a ry s a r c oid o si s ･ J ･ Cli n ･ h v e s t ･ 9 l ,
2 92 -

3 0 0 (1 9 9 3)

9 6 . F o m an
,
I . P .

,
Sil v e r

,
R .

,
A n ki n s

,
M

り
B ri tt

,
I .

,
S c o tt

,
D .

,
S ch o nf eld

,
S

リ
J o h n s

,
C .

S ･ an d M oll e r
,
D ･ R ･: P r ef e r e n ti al e x p r e s si o n of a u mi t ed m m b e r of T - c ell r e c ep t o r

v a ri abl e β
-

g e n e s 如 a cti v e p ul m o n a ry s a r c oid o sis . An . R e v . R e spir D is . 1 4 5
,
A 4 1 4

(19 9 2)

9 7 ･ F o r r e st e r ,
I . M .

,
W a ng ,

Y .
,
L o v el e s s

,
I .

,
N e w m a n L . S .

,
Ki n g ,

T . a . a n d K ot zi n
,
B .

L ･
: P r ef e r e n ti al T c ell r e c ept o r b et a ch a in v ari abl e g e n e u s a g e in p tll m o n a ry s a r c oi d o si s .

A m ･ R e v ･ R e s pir ･ D is ･ 1 4 5
,
A 41 4 (1 9 9 2)

9 8 ･ T h e B A L c o op e r ati v e G r o u p S t e e n n g C o m m itte e . B r o n ch o al v e ol a r l a v ag e c o n stih e n ts

in h e alth y i n di vid u al s , id e o p athi c p ul m o n ary fib r o sis
,

a nd s el e ct ed c o m p a ri s o n g r o u p s .

A m ･ R e v ･ R e spi r . D is . 1 4 1( S u p pl .) , S 1 6 8 (1 9 9 0)

9 9 ･ Fi n k
,
J ･ N ･ an d K ell y ,

･ K ･ J ･: 工m m u n ol o gi c a sp e ct s of g r an ul o m at o u s a n d in t e r stiti al

lu n g di s e a s e s an d of cysti c fib r o sis . JA M A 2 6 8
,
2 8 7 4 - 2 88 1 (1 99 2)

10 0 . C r y st ali R ･ G .
, Bitt e rm a n

,
P . B .

,
R e n n a rd

,
S . I .

,
fr an c e

,
A . I . a n d K o e gh , B .

A .:

h t e r stitial lu n g di s e a s e s of u n kn o w ムc a u s e . N . E n gl .
I

. M e d . 3 1P , 15 4 -1 6 3 (1 9 8 4) I

l o l 一 C o o k e
, A .

: I s th e r e r e stri cted T c ell r e c ep t o r u s ag e i n a u t oi m m u n e dis e a s e s? Cli n ･ E x p ･

h n m u n ol ･ 8 3
,
3 4 5 - 34 6 (19 9 1)

1 0 2 ･ C an d e r
〉
Ⅰ･ an d A d e m e

,
W ･ T h e sig mi fi c a n c e o f ly m p h o cy ti c i nfiltr ati o n i n n e tl r O

-

bl a st o m a . B r . J . C a n c e r 2 6
,
3 2 1 3 2 8 (1 9 7 2)
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1 0 3 ･ U n d e w o o d , J ･ C ･ E ･: L y m ph o r eti c 屯1ar i nfiltr ati o n 払 h u m 皿 t u m O T S : P r O g n O Sti c a n d

bi ol o gi c al i m pli 飽ti o n s : a r e vi e w . B r .
J

.
C an c e r 3 0

,
5 3 8 15 4 8 ( 1 9 7 4)

1 0 4 ･ M c G o v e m
,
F ･ J

”
S h a w , H . M り

M ilt o n , C . W . a n d F a r ag o
, G . A .: P r og n o sti c

s lg nifl C n n C e Of th e hist ol o gi c al fe at u r e s of m alig n an t m el a n o m a
. 托st op ath ol og y 3 , 3 85 -

3 9 4 (1 9 7 9)

10 5 ･ I o a ch i m
J
E ･ L ･: C o r r e且ati o n s b et w e e n t u m o r a n tig e ni cit y ,

m alig n a n t p ot e n ti al
,
a n d lo c al

h o st i m m un e r e s p o n s e
･
C o n t e m p ･ T o p ･ I m m u n ol ･ 1 0

,
21 3 - 2 3 8 ( 1 9 8 0)

1 0 6 ･ V o s e
, B ･ M ･ an d M o o r s , M ･

: 軌1 m a n t um o r
- h filtr atin g ly m ph o cyt e s : a m a rk e r of h o st

r e sp o n s e ･ S e mi n ･ H e m at ol ･ 2 2
,
2 7 - 4 0

.(1 9 8 5)

1 0 7 ･ K e o n g , A ･ , H e m a n , J ･ an d R ab s o n
,
A ･ R ･: S up e m at a n t d e ri v ed & o m a h u m an h ep at o -

c ell ul a r c a r c h o m a c ell li n e ( P L C/P R F/5) d ep r e s s e s n at u r al knl e r ( N K) c e ll a cti vi ty .

C h c e r l m m u n ol ･ I m m u n o th e r ･ 1 5
,
1 8 3 - 1 8 7 (19 83)

1 0 8 ･ M o y ,
P ･ M

u
H ol m e s

) E ･ C ･ an d G ol u b S ･ H ･: D ep r e s si o n of n at u ral kille r cyt ot o xi c

a ctivi ty in ly m p h o cyt e s i nfiltr atin g h u m a n p ul m o n a ry t u m o r s ･ C an c e r R e s ･ 4 5
,
5 7 - 6 0

(1 9 85)

1 0 9 ･ M i e sh e r
l
S

u
Wh it e sid e

)
T ･ L ･

,
C a r r el

?
S ･ a Jld v o n F li e d n e r

,
V ･: F un cti o n al p r o p e rtie s of

t u m o r
-i n fntr ati n g a n d bl o o d l y m p h o cyt e s h p ati e nts wi th s olid t u m o r s : effe cts o f t u m o r

c ells a n d th eir s up e r n at an ts o n p r olife r a ti v e r e sp o n s e s of ly m p h o c yt e s ･ J ･ h n m un ol ･

1 3 6
,
1 8 9 9 - 1 9 0 7 (1 9 8 6)

1 1 0 ･ R u b b e r[, A ･

, M an g e r
,
B .

,
I . a n g ,

N .
,
K al d e n

,
J . R . an d Pl at z e r

,
E .: F u n c ti o n 血 ch a r a c t e

-

ri z ati o n of t u m o r
-i nfiltr at h g ly m p h o c yt e s

l
l ym p h

- n od e l y m ph o c yt e s a n d p eri p h e r al -

bl o od ly m p h o cyt e s 血) m p ati e nt s wi t h b r e a s t c an c e r . I n t . J . C h e e r 4 9
,
25 -3 1 (1 99 1)

1 1 1 ･ N o r th
,
R ･ J ･ an d B u r s u k e r

,
I ･ : G e n e r a ti o n a n d d e c a y of th e i m m u n e r e sp o n s e t o a

p r og r e s si v e fib r o s a r c o m a ･ I ･ L y
-1

＋
2

-

s u p p r e s s o r T c ell s d o wn r e g ul at e th e g e n e r a ti o n

o f L y
- 1

‾

2
十

e ff e ct e r T c ells . J . E x p . M e d . 1 59 ,
1 2 9 5･ - 1 3 1 1 (1 9 8 4)

1 1 2
･ M uk h eq

'

i
,
B ･

,
C h ak r ab o rty 〉 N ･ G ･ an d Si v an a n d h am

,
M ･ : T c ell cl o n e s th at r e a ct

a g ai n st a u t ol og o u s h um an t u m o r s ･ h m u n ol ･ R e v
. 1 1 6 ,

3 3 - 6 2 ( 1 9 9 0)

1 1 3 ･ Y o s hi n o
,
Ⅰ･

,
Y an o

,
T

,
M u r at a

,
M

リ
Ishid a

,
T .

,
S u gi m a chi , K .

, K m u r a G . an d N o m o t o

K ･ : T u m o r -r e a cti v e T - c ells a c m m ul ate in l un g c an c e r ti s s u e s b ut f an to r e sp o n d d u e t o

t u m o r c ell -d eri v ed fa ct o r ･ C an c e r R e s . 5 2
,
7 7 5 - 78 1 (1 9 9 2)

1 1 4 ･ Wh it e sid e
)
T ･ L ･

,
J o s t

)
L ･ M ･ a Jld H e rb e m a n

〉
R ･ B ･: T u m o r

-i n filtr ati n g l y m p h o cy t e s ･

P ot e n ti al an d li m itati o n s of th eir u s e f o r c an c e r th e r ap y ･ C ri t ･ R e v ･ O n c ol ･ H e m at ol ･ 1 2
)

1 0 8



l l.5 .

2 5 - 4 7 ( 1 9 9 2)

鼠o s e n b e r g ,
S ･ A ･

,
S p i e s s , P ･ J ･ a n d L afr e ni e r e

,
R ･: A n e w app r o a ch t o th e ad opti v e

i m m u n o th e r ap y o f c a n c e T wi t h t u m o r -i nfiltr ati n g l ym p h o cyt e s ･ S ci e n c e 2 3 3
,
1 3 1 8 - 1 32 1

(1 9 8 6)

1 1 6 ･ H o e
,
D ･ S ･ , W hit e sid e

〉
T ･ L ･ J o h n s o n

) J ･ T ･ , C h e n
)
K ･

,
B a r n e s

〉
E ･ L ･ a n d H e rb e rm an

,

R ･ B ･: L o n 計t er m in t e rl e u kin - 2 -d e p e nd e n t g r o w th an d cyt ot o xic a cti vi ty of t u m o r
-

infiltr ati n g ly m p h o cyt e s f r o m h u m a n sq u a m o u s c ell c a r ci n o m a s of h e ad a nd n e ck .

C a n c er R e s ･ 4 7
,

I

6 3 5 3 - 63 62 (1 9 8 7)
(

1 1 7 ･ B elld e g u n , A ･

)
M u ul

,
L ･ M ･ an d R o s e nb e rg )

S
･ A ･: h t e rl e u ki n 2 e xp a n d e d t u m o r

-

i n filtr ati n g ly m p h o cyt e s h h u m a n r e n al c ell c a n c e r : I s ol ati o n , ch a r a ct e ri z ati o n
,
a n d a n ti -

t u m o r a cti vit y ･ C a n c e r R e s ･ 4 8
,
20 6 -2 1 4 (1 9 88)

1 1 8 ･ T a k agi ,
S

･ , C h e n
,
K

リ
S ch w a r z

,
R

リ
I w at s u ki , S . , H e rb e r m a n

,
A . B . a n d Ⅶ仙it esid e

, T .

L .: F un cti o n al a n d ph e n o typi c a n aly sis of t u m o r -i nfiltr ati n g ly m p h o c yt e s i s An t e d fr o m

h u m a n p r 皿 町y a n d m et a s t ati c li v e r t u m o r s a n d c ult u r ed in r e c o m bi n a r[t i nte rl e uki n -2 .

●

C an c e r 63
,
1 0 2 -1 1 1 (1 9 8 9)

1 1 9 ･ Fi shl e d e r
,
A I J ･

)
Fi n k e

,
J ･ H ･

, T u b b s
J
R ･ a n d B u k o w s ki

) R ･ M ･: h d u cti o n b y in t e r -

l e u ki n
- 2 o f oli g o cl o n al e x p a n si o n of c ultu r ed t u m o r -in filt r atin g ly m p h o cyt e s ･ I ･ N atl ･

C an c e r l n st ･ 8 2
,
1 2 4 - 1 2 8 (1 9 9 0)

1 2 0 ･ B e l m ett
,
W ･ T ･

)
P a nd olfi ,

F ･
,
G r o v e

ヲ
B ･ Ⅲ

リ
H a w e s

)
G ･ E ･

)
B o yle

,
L ･ A ･

, E i adi n
,
A .

L ･ an d K u mi ck
,
J ･ T ･: D o m 血a nt r e a r r a n g e m e Ⅱts am o n g h u m a n t u m o r -i n filtr at in g

ly m p血o cyt e s
･ C 弧 C e r 6 9

,
2 3 7 9 - 2 3 8 4 (1 9 9 2)

1 2 1 ･ I o a mi d e s , C ･ G l an d F r e ed m a n
,
R ･ S ･ : S el e ctiv e u s a g e of T C R V β 血t u m o r s pe ci艮c

m li n e s is ol at e d fr o m o v a ri a n t u m o r a s s o ci at ed ly m p h o c yt e s ･ An fi α m ∝ r R e v . l l ,

1 9 9 1 - 1 9 9 8 (1 9 91)

1 2 2 ･ Wh it e si d e
,
T ･ L ･

, M i e s c h e r
,
S

u
H u rli m a n n

)
J

H M o r ett a
,
L ･ an d Y o n Flied n e r

,
V .:

1 2 3 .

1 2 4 .

S ep a r ati o n
, p h e n o ty pi n g an d li m itin g dil uti o n an aly si s of T -1 ym ph o c yt e s i nBltr ati n g

h u m a n s olid t u m o r ･ I n t ･ J ･ C an c e r 3 7
, 8 0 3 - 8 1 1 (1 9 8 6)

W hit e sidi T ･ L ･: T u m o r -i nfiltr ati n g ly m p h o cyt e s a s a n ti -t um o r effe ct e r c ells ･ B i oth e r ap y

5
,
4 7 - 5 8 (1 9 9 2)

I o a mi d e s
,
C ･ G ･ an d Wh ite sid e

,
T ･ L ･ : T c ell r e c og niti o n of h u m an t u m o r s : 血pli c a

-

ti o n s f o r m ol e c ul a r i mm u n o th e r ap y of c an c e r ･ Cli n ･ h n m u n ol ･ h m u n o p ath ol ･ 6 6 , 9 1
-

1 0 6 (1 9 9 3)

1 2 5 ･ N itt a
, T ･

?
O k s e nb e rg ?

J ･ R ･

)
R a o

)
N ･ A ･ a n

'

d S t ei n m an
? L ･:P r ed o mi n a n t e x p r e s si o n of T

1 0 9



cx :1l r e c ept o r V α 7 i n h l m O r -i nfiltr a 血g ly m p h o cyt e s of u v e r al m el a n o m a ･ S ci 孤 C e 2 4 9
,

6 7 2 -6 7 4 (1 9 9 0)

1 2 6 . N itt a
,
T .

,
. S a t o

,
a .

,
O k u m u r a

,
蕊 . a n d､St ein m a n

,
L .: A n an aly si s of T - c ell - r e c ept o r

v ari able -r egi o n g e n e s i n t u m o r
-i nfiltr ati n g ly m p h o cyt e s w ithi n m alig n an t t u m o r s ･ I n t ･ I A

C h n c e r 4 9
,
5 45 - 5 5 0 ( 1 9 9 1)

1 2 7 . W eid m an n
,
E .

,
Eld e r

,
E . M . , T ru c c o , M . , b t z e

, ” . T
.
a n d W hit e sid e

,
T ･ L ･ : U s ag e of

T -

c ell r e c e pt o r V b ch ai n g e n e s i n f r e sh an d c ult u r ed t u m o r -i nfiltr at h g ly m p h o c yt e s & o m

h u m an m el a n o m a . I n t . I . C a n c e r 5 4
,
3 8 3 -3 9 0 (1 9 9 3)

1 2 8 . F e r r adi ni
,
L .

,
M a ck e n s e n , A .

, G e n e v e e
,
C .

,
B o s q ,

I .

-
,
D u vill a rd

,
P .

,
A v ri l

,
M ･

- F ･ an d

H e r c e n d
, T . : An al y sis o f T c ell r e c ept o r v a ri abilit y in t u m o r - h filtr ati n g ly m p h o cyt e s

f r o m a h u m a Jl r e g r e s si v e m el ah o m a .; e vid e n c e f o r i n sit u T c ell cl o n al e x p a n si o n ･ J ･

Clin . I n v e s t . 9 1
,
1 1 83 - 11 9 0 (1 9 9 3)

1 2 9 ･ G ot ch
,
F ･ M ･

,
N i x o n

,
1D ･ F ･

,
A pl ,

N ･
,
M c M i ch e al

)
A ･ J ･ an d B o r y si e w i c z I L ･ K ･: H ig h

fr e q u e n c y of m e m o ry an d 占ff e ct e r g a g s pe cifi c cyt ot o xi c T ly m p h o cyt e s in 旺 Ⅳ s er o -

p o siti v e i n divid u al s . t n t . I m m u n ol . 2
,
7 0 7 - 7 1 2 (1 9 9 0)

1 3 0 . K o u p ,
R . A .

,
Pik o r a

,
C . A .

,
L u z u n a g a

,
K .

,
B r ettl e r , D ･ B ･

,
D ay ,

E ･ S ･
,
M a 2 Z a r a

,
G ･

P . a n d S ulli v a n
,
J . L .: L h it in g dilutio n an aly sis o f c yt ot o xi c T ly m ph o c yt e s t o h u m an

i mm u n o d eficie n cy vi ru s g ag an tig e n s in i nfe ct ed p e r s o n s :I n vitr o q u a ntit ati o n of effe ct o r

c ell p o p ul ati o n s w it h p 1 7 an d p 2 4 sp e cifi citi e s . I . E x p ･ M ed ･ 1 7 4
,
15 9 3 -1 60 0 ( 1 99 1)

1 3 1 . l o a n nl d e s
,
C . G .

,
Fi sh

,
B .

,
P oll a ck

,
M . S .

,
F r a zi e r ,

M . L .
,
T a yl o r - W h a rt o n

,
J . a n d

F r e e d m an
,
R . : C yt ot o jd c T - c ell cl o n e s is ol at e d 血

･

o m o v a ri a n t u m o u r i nfiltr atin g ly m p h o -

c yt e s r e c og n i z e C O m m O n d et e r mi n a n t s o n n o n
- o v a ri an t u m o u r cl o n e s ･ S c a n d ･ J ･

I m m u n ol .
3 7

,
4 1 3 - 4 2 4 (1 9 9 3)

1 3 2 . An i ch in i
,
A .

,
M a c c alli

,
C .

,
M o rt ari n主, A .

,
S al vわs

,
M a H O C Chi

,
A .

,
S q u a r ci n a

,
P ･

,

H e rly n
,
M ･ an d P a rm i a ni , G ･ : M ela n o m a c ells a n d n o rm al m el an o cyt e s s h a r e an ti g e n

r e c og ni z ed b y E L A - A 2 -

r e st ri ct ed c yt ot o xi c T c ell cl o n e s f r o m m el an o m a p atie n t s ･ J ･

E x p . M e d . 1 7 7
,
9 8 9 - 9 9 8 (1 9 9 3)

1 3 3 . Bis h o p ,
I . M .: M ol e c ula r th e m e s in o n e o g e n e si s ･ c ell 6 4 ,

2 35 - 2 4 8 (1 9 9 1)

1 3 4 . Le vin e
,
A . J .

,
M o m a n d

,
I . an d Fi nl a y ,

C . A .: T h e p 5 3 t u m o r s u p p r e s s o r g e n e ･ N a t u r e

3 5 1
,
4 5 3 -45 6 (1 9 9 1)

1 3 5 . C h e n
,
L .

, T h o m a s
,
E . K .

,
H u ) S .

,
H ellstr o m

,
Ⅰ. an d H ell str o m

,
K ･ E ･ : H u m a n

p apill o m a vi ru s ty p e 1 6 r[ u cle op r ot e in E 7 is a t u m o r r e]

'

e cti o n an ti g e n ･ P r o c ･ N atl ･ A c ad ･

S ci . U S A . 8 8
,
1 1 0 -(1 99 1)

1 1 0



1 3 6 . v a n d e r B ru gg e n
,
a .

,
T r a v e r s a ri ,

a .

,
C h o m e z , P .

, L u rq ui n
,
C . , d e Pl a e n

,
F . .

,
v a n d e n

E y n d e
,
B .

,
監n tlth

,
A . a n d･ 迅o o n

,
T ･ : A g e n e e n c o di n g a xltig e n r e c o g ni z e d b y cyt olyti c T

ly m ph Q C yt S S O n a h u m a n m el an o m a . S ci e n c e 2 5 4
,
1 64 3 - 1 6 4 7 (1 9 91)

1 3 7 . W ils o n
,
A . a .

,
L ai

,
E .

,
C o n c a m o n

,
P .

,
B a rth

,
A . 監 . a n d H o o d

,
L J . 五 ｡: St n l C t u r e

,

o rg a ni z ati o n a n d p oly m o rphis m of m u ri n e a nd h l m an T -

c ell r e c ept o r alp h a a n d b et a

ch ai n g e n e f a mi li e s . h m u n oI R e v . 1 0 1
,
1 4 9 - 1 7 2 (1 9 8 8)

1 3 8 . D a vis
,
” . M .: T c ell r e c ept o r g e n e div e r sity an d s el e cti o n . Am u ･ R e v ･ Bi o ch e m ･ 5 9 ,

4 7 5 - 4 9 6 (1 9 9 0)
t

1 3 9 ･ B ehlk e
l
M ･ A

u
S pi n ella

)
D ･ G ･

)
C h o u

,
H ･ S u S h a

?
W ･ , H a rtll D ･

L ･ an d L o b ,
D ･ Y ･:

T -

c ell r e c ept o r β
-

ch ai n e xp r e s si o n : D ep e n d e n c e o n r el ati v ely fe w v ari able r e gi o n

g e n e s . S ci e n c e 2 2 9
,
5 6 6 -5 7 0 (1 9 85)

1 4 0 . B a r th
,
A . K .

,
K i n

,
B . S .

,
L a n

,
N . C .

,
H u n k apill e r , T . ,

S o bi e c k
,
N ･

,
W i n ot o

,
N

”

G e r sh e nf eld
,
H .

,
O k ad a

,
C .

,
H a n s b u rg ,

D .

,
W eis s m a n ,

I . L . a n d H o o d
,
L ･: T h e

m at u r e T - c ell r e c ept o r u s e s a li mi t ed r ep e r t oir e of e x p r e s s ed V B g e n e s eg m e n ts ･ N a tu r e

3 1 6
,
5 1 7 - 5 2 3 (1 9 85)

1 4 1 . B e hlk e
,
M . A .

,
C h o u

,
H . S .

,
H u p pi ,

K . a n d L o b
,
D . Y .: M u ri n e T -

c ell r e c ept o r

m u t an t s w ith d eleti o n s o f B C h ai n v a ri abl e r egi o n g e n e s . P r o c . N atl . A c ad ･ S ci . U S A .

8 3
,
7 67 - 77 1 ( 1 9 86)

1 4 2 . M alis s e n
,
M .

,
M i n a rd

,
K .

,
M5 ol s n e s s

,
S

”
K r o n e n b e rg ,

M ･

,
G o v e rm an

,
J

･ ,

H un k api11 e r
,
T ･ , P ry st o w s k y )

M ･ B ･
J
Y o s hik ai

!
Y ･ , Pit ch ) F ･

,
M ak 〉 T ･ W ･ a J ld H o od

,

L . : M o u s e T c ell a J lti g e n r e c e pt o r : St ru ct u r e a n d o rg a ni z ati o n of c o n sta nt a n dj oi ni n g

g e n e s eg m e n t s e n c o din g th e βp olyp ep tid e . C ell 37
,
11 01 rl l l O (1 9 8 4)

1 4 3 . C hi e n
,
Y .

,
G a s c o lg n e

,
N . R . J

”
K a v al e r

,
I . , Le e

, N . E . an d D a vis
,
M ･ M ･: S o m ati c

r e c o m bi n atio n h a m uri n e T -

c ell r e c ept o r g e n e . N at u r e 30 9
,
3ま2 -3 26 (1 9 8 4)

1 4 4 . G a s c o lg n e
,
N . R . J .

,
C h ei n

,
Y .

,
B e ch e r

,
D . M .

,
K a v al e r

,
J . an d D a vis , M . M . :

G e n o mi c o rg an i z atio n a J ld s e q u e n c e of T -

c ell r e c ept o r β -

c h ai n c o n st an t - an d j oi ni n g
-

r e gi o n g e n e s . N at u r e 3 1 0
,
3 87 - 3 9 1 (1 9 8 4)

1 4 5 ･ K ad o
,
C ･ L ･ an d Li u

,
S ･

- T ･: R apid pT O C e d u r e fo r d et e cti o n an d i s ol ati o n of la rg e an d

s m all pl a s m id s . ∫. B a c te ri ol . 1 4 5
, 1 3 65 - 1 3 7 3 (1 9 81)

1 4 6 ･ W o od
,
W ･ Ⅰ･ G its chi e r

,
J ･

,
L A S k y ,

L ･ A ･ an d L a w n
,
R ･ M ･

: B a s e c o m p o siti o n -i n d e pe n -

d e = t h y b ri di z atio n i n t etr a alk yla J r m O ni u m chl ori d e : A m et h od f o r olig o n u cle otid e

s c r e e n l n g Of hi gh l y c o m pl e x g e n e lib r a r y . P r o c ･ N a tl ･ A c ad ･ S ci ･ U S A ･ 8 2
,
15 85 - 15 8 8

■

( 1 9 8 5)

1 1 1



1 4 7 . J a c o b s
,
K . A .

,
R ud e r sd olf

,
A .

,
N eill

,
S . D .

, D o u gh 8 rt y ,
I . P .

,
B r o w n

,
E ･ L ･ a n d

F rit s ch
,
E . F ･ : 1 泡e th e r m al st ability of olig o n u cle o tid e d u pl e x 払 s e q u e n c e i n d e p e nd e n t

i n t et r a al k yla m m o ni u m s al t s ol u tio n s : ap pli c ati o n t o id e ntifyin g r e c o m bi n a n t D N A

cl o n e s . N u cl . A cid s R e s . 1 6 ,
4 6 3 7 - 4 6 5 0 (1 9 8 8)

1 4 8 ･ R a ap h o r st
,
F ･ M ･

, K ai3

'

z el
,
E ･ L ･

,
v o n T ol

,
M ･ J ･ D ･

,
V o s s e n

,
J ･ M ･ a n d v an d e n

El e s e n
,
P ･ J ･ : N o n

-

I? n d o m e m pl o y m e n t of V β6 an d I β g e n e el e m e n ts a nd c o n s e r v ed

am i n o a ci d u s a g e p r ofile s in C D R 3 r e gi o n s of h u m an f et al an d a d ult T C R B ch ai n

r e a I T an g e m e n t S . I n t ･ I m m un ol ･ 6
,
1 -9 ( 1 9 9 4)

1 4 9 . G ru n e w al d
,
J .

,
J ed di - T eh r a ni

,
M .

,
Pi s a

,
a .

,
J a n s o n

,
C . H .

,
A n d e r s o n , R .

,
an d

w ig z ell
,
H ･: An al y sis bf J β 甲n e S eg m e n t u s a g e b y C D 4

十
an d C D 8

十
h um an pe ri p h e r al

bl o o d T ly m p h o cyt e s . t n t . I m m u n ol ･ 4
,
6 4 3 - 6 5 0 (1 9 9 2)

1 5 0 ･ M al
'

is s e n
,
M .

,
M c C o y ,

C ･

,
Bl a n c

,
D ･

,
T ru cy ,

J ･
)
D e v a u x 〉

C ･

〉
S ch m it トV e rh ulst

〉
A ･

-

M .

,
Pit c h

,
F .

,
H o o d

,
L . an d M alis s e n

,
B . : Dir e ct e vi d e n c e f o r ch r o m o s o m al i n v e r si o n

d u ri n g T - c ell r e c e pt o r B -

g e n e r e a r r a n g e m e n t ･ N at u r e 3 1 9
,
2 8 - 3 3 (1 9 8 6)

1 5 1 . R o bi n s o n
,
M . A / . U s a g e of h u m an T -

c ell r e c e pt o r V β,
J β ,

C β a n d V α g e n e

s eg m e n t i s n o t p r op o r ti o n al t o g e n e n u m b e r ･ H u m ･ I m m u n ol ･35
,
6 0 - 6 7 (1 9 9 2)

1 5 2 ･ E o g q uist
)
K ･ A ･

,
J a m e s o n

,
S ･ C ･

)
H e a t h

,
W ･ , R ･

?
H o w a r d )

J ･ L ･

,
B e v a n

?
M ･ J ･ an d

C a rb o n e
,
F ･ R ･: T c ell r e c ep t o r an t a g o ni st p ep tid e in d u c e p o sitiv e s el e cti o n ･ C ell 7 6

)
1 7 -

2 7 (1 9 94)

1 5 3 . Ti lm ey , N . L .

, K u pi e c - W e gl i n s ki ,
J ･ W ･

,
H eid e ck e

,
C ･ D ･ a n d Ⅰ上a r P ･ A ･ an d St r o m

,
T ･

B . : M e ch a ni s m s of r eJ

'

e cti o n an d p r ol o n g ati o n of v a s c ul ari z ed o r g a n allo g r a ft s ･

I m m u n ol . R e v . 7 7
,
1 8 5 - 2 1 6 (1 9 84)

1 5 4 . K am ed a
, N .: T r an spl 弧t ati o n t ol e r an c e an d i m m un o s u p p r e s si o n f oll o w i n g liv e r g r a fti n g

in r at s .
I m m u n ol . T o d ay 6

,
3 3 6 -3 4 0 (1 9 85)

1 5 5 . A z u m a
,
T .

,
S a t o , S , Ki t a g a w a

,
S .

,
H o ri

,
S .

,
K o k u d o

,
S ･

,
H am a o k a

,
T ･ an d F uji w a r a

,

H . : T ol e r an c e i nd u cti o n of all o - cl a s s I 冗 - 2 an tig e n ィe a cti v e L yt
-2

＋
h elp e r T c ells an d
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