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The present study was undertaken to do phenotype determination of in vitro proliferating 

lymphocytes by PPD stimulation using combination of monoclonal antibodies and flow

-cytometry.

The results obtained were as follows:

1)PPD induced a significant proliferation of activated T cell subsets(Leu4+DR+cells,

IL2-R+Leu3+cells).

2)PPD also induced a significant increase in Pan T cells(Leu4+)and helper T cells

(Leu3+8-).
Taken together,these results indicate that PPD induced proliferating lymphocytes belong 

predominantly to helper T cell subset.

3)The numbers of inducer T cells(Leu3+8+),suppressor T cells(Leu2+15+)and cytotoxic 

T cells(Leu2+15-)were not influenced by PPD-stimulation.

4)However,PPD induced a smaller,but significant proliferation of IL2-R+Leu2+cells.

5)The number of B cells(Leu4 DR+)tended to increase slightly after PPD-stimulation.
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ル 抗 体,リ ンパ 球 サ ブ セ ッ ト,PPD惹 起 リ ンパ 球

増 殖

は じめ に

1960年 にNowellは,phytohemagglutinin(PHA)

に よ り,リ ンパ 球 が 増殖 す る こ とを報 告 した1)。 そ れ以

来,免 疫 感 作 され た 個体 の リンパ 球 は,そ の感 作 抗 原 に

よ りin vitroで 増 殖 す る こ と が よ く知 ら れ て い る。

Pearmain2)に よ り結 核 患 者 や,ツ ベ ル ク リン陽性 正 常

者 の リンパ 球 が,ツ ベ ル ク リ ンに よ り ブ ラ ス ト化(blast

 transformation)す る こ と が 示 され て後,ツ ベ ル クリ

ンに よ るin vitroの リ ンパ 球 増 殖 反 応 は,ツ ベ ル ク リ
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ン皮 膚 反 応(ツ 反)で 示 され る遅 延型 過敏 症 とよ く相 関

す る と考 え られ て い る3)～7)。

こ の 抗 原 惹 起lymphocyte proliferationは,方 法

論 と して は形 態 学 的 観 察 法,autoradiography法 か ら

現 在 は3H-thymidineの 取 り込 み の定 量 法 と発 展 して

き た。 一 方,リ ンパ 球 はモ ノ ク ロー ナ ル抗 体 と フ ロ ー サ

イ トメ ト リー によ り種 々 の サ ブセ ッ トが高 い精 度 で 測 定

で き る よ うに な った。 本 文 で は,ツ 反 強 陽 性 健 常 者 よ り

得 た リ ン パ 球 を 用 い,Purified protein derivative-

tuberculin(PPD)刺 激 に よる増殖 リ ンパ 球 の サ ブ セ ッ

ト解 析 を試 み た の で報 告 す る。

対象と方法

対 象:当 院 職 員8名(男 性6名,女 性2名)で あ り年

齢 は53～27歳(平 均39歳)で あ る。 対 象 者 はす べ て 胸

部 レ線,末 梢 血 検 査,血 液 生 化 学 に よ り正 常 で あ り,ツ

反 は48時 間 硬 結15mm以 上 の 強 陽 性 で あ る。 採血 は

午 前8時 か ら10時 まで に行 った 。

培 養 方 法 と リ ンパ 球 サ ブセ ッ トの 測 定:被 検 者 の静 脈

血10mlを ヘパ リ ン加 採 血 し,Leuco-PREP(Becton

 Dickinson Co.#92-0008)を 用 い,室 温 に て9009

10分 間 の 遠 心 分 離 に よ り,単 核 細 胞 層 を 採 取 した。

次 に こ の 単 核 細 胞 層 を0.15MpH7.2のPhosphate

 buffered saline30mlに よ り,4℃ に て300gで10分

間,お よ び400gで10分 間 の2回 の遠 心 操 作 を繰 り返

して 洗 浄 し た。 最 後 にEagle's Minimum Essential

 Medium(GIBCO L.#320-1090)に て300910分 間

1回 の 遠 心 操 作 に よ り洗 浄 後,リ ンパ 球 数 を1.0×106/

mlに 調 整 して 培 養 液 に浮 遊 さ せ た 。 培 養 液 はRPMI

1640(25mM HEPES Buffer,L-glutamin加)(GI

BCO L.#380-2400)に,プ ール した非働化 人AB血 清 を

20%,L-glutamin40μM/ml,Penicillin100U/ml,

Streptomicin100μg/mlの 濃 度 にな るよ うに添 加 して

作 成 した 。 培 養 は細 胞 浮 遊 液1mlを プ ラス チ ック丸 底

チ ュ ー ブ(Falcon L.#2001)に 入 れ,CO2イ ンキ ュ

ベ ー タ ー 内 で37℃ 加 湿 ,5%CO2含 有 大 気 下 に静 置 し

て 行 っ た 。 抗 原 刺 激 に は 人 型 結 核 菌 青 山B株 よ り精 製

さ れ たPPD抗 原CIP(日 本 ビ ー シ ー ジ ー)を 用 い,

dose responseお よ びtime courseの 予 備 実 験 結 果

(デ ー タ省 略)か ら,濃 度 は10μg/mlと し,抗 原 添 加

は培 養 開 始 時 に行 った。7日 間培 養 後,培 養 液 中 の リ ン

パ 球 数 を 白血 球 計 算 盤 に て算 定 した後 ,前 報8)に 従 って

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る二 重 染 色 法 に よ りFACS-

analyzer(Becton Dickinson社)を 用 い て リ ンパ 球

サ ブ セ ッ トを測 定 した。 有 意 差 の検 定 はStudentのt-

testに よ り行 った。

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体:前 報 と同 じ くLeuシ リー ズ

(Becton Dickinson社)のLeu4,Leu2a,Leu2A,

Leu3a,Leu8,Leu15,と 抗IL2receptor(IL2-R),

Ortho社 のOKDRを 用 いた。Fluorescein isocyanate

標 識 とPhycoerythrin標 識 の 抗 体 を 組 み 合 わ せ,二 重

染 色 に よ り解 析 した。

培 養 時 間 と サ イ トグ ラ ムの 検 討:予 備実 験 と して培 養

時 間 を3日,5日,7日 と して 検 討 した結 果 の サ イ トグ

ラム を図1に 示 した。 横 軸 が 細 胞 のvolumeを 示 す が,

培 養 前 の 小 リ ンパ 球 集 団 が,培 養5日,7日 と しだ い に

大 型 化 す る こ とが わ か る。 この結 果,培 養 期 間 は7日 と

した。 この7日 培 養 の サ イ トグ ラム上,小 型 リ ンパ 球 領

域(GateA),大 型 リ ンパ 球 領 域(GateB)お よ び全

細 胞 領 域(GateC)に 図2に 示 す よ うに ゲ ー トをか け

て,各 領 域 の 活 性 化Tリ ンパ 球 を主 とす る リ ンパ 球 サ

ブ セ ッ トを 測 定 し,表1に 示 した 。 大 型 リ ンパ 球 領 域

(GateB)に,Leu4+DR+やIL2-R+の 活 性 化T細

胞 が 著 明 に増 加 して い る こ とが わか る。 さ らに,培 養 前

培養前 培養5日 後 培養7日 後

横軸 は細胞 の大 きさを表 し,縦 軸は細胞の内部構 造の複雑 さを表す。

図1培 養 リンパ球のサイトグラム
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GateA

(小型 リンパ球領域)

GateB

(大型 リンパ球領域)

GateC

(全細胞領域)

横軸 は細胞の大 きさを,縦 軸は細胞の内部構造 の複雑 さを表す。

図2PPD刺 激7日 後のサイ トグラム上に設定 したゲー ト

表1ゲ ー ト別による,リ ンパ球サブセ ット

(特に活性化 リンパ球)の 変化

とPPD下 培 養7日 後 のLeu4,OKDR抗 体 に よ る 二

重 染 色 のtwo color analysisの 像 を 図3に 示 した 。

PPD刺 激 に よ りLeu4+DR+の 活 性 化 リ ンパ 球 の増 加

が 明 らか で あ る。 これ らの結 果 よ り,以 後,ゲ ー トは前

細 胞領 域(GateC)に か け て測 定 を行 っ た。

成 績

培養前の リンパ球について検討 した各種サブセット値

について表2に 示した。活性化 リンパ球のフェノタイプ

としてLeu4+DR+細 胞,IL-2R+細 胞 を見 ると,そ

れぞれ1%前 後は存在 している。

培養7日 後の各サブセットの比率を表3に 示 した。ま

ずPPD無 添加の対照培養の各サブセットの比率は,培

養 前 の そ れ と大 差 が な い 。 しか し活 性 化T細 胞 で あ る

Leu4+DR+細 胞 は培 養前1.5±0.8%が 培養 後3.8±1.9

%に,IL2-R陽 性 細 胞 は培 養 前1.2±0.9%が,培 養 後

5.0±1.2%と 若 干増 加 して い る。 いわ ゆ るspontaneous

 blastogenesisが 僅 少 な が ら も認 め られ た。PPD無 添

加 対 照 培 養 と,PPD刺 激 下 培 養 を比 較 す る と,表3の

ご と く,Leu3+8-のhelperT細 胞,お よ び 活性 化T

細 胞 の サ ブ セ ッ ト(Leu4+DR+細 胞,IL2-R+細 胞,

IL2-R+Leu3+細 胞,IL2-R+Leu2+細 胞)がPPD

刺 激 に よ り有 意 に 増 加 して い た 。 一 方Leu3+8+の

inducer T細 胞,Leu2+15-のcytotoxic T細 胞 の 比

率 は,PPD刺 激 に よ り有 意 の低 下 を示 した。

次 い で,培 養 後 の 細 胞 数 を単 位 培 養 液(mm3)中 の

実 数 で表4に 示 した。 対 照 培 養 に対 してPPD刺 激 培 養

で は,リ ンパ 球 総 数,Pan T細 胞(Leu4+),helper

 T細 胞(Leu3+8-),活 性 化T細 胞(Leu4+DR+細

胞,IL2-R+細 胞,IL2-R+Leu3+細 胞,IL2-R+

Leu2+細 胞)が 有 意 の増 加 を示 した。

PPD刺 激 下 培 養 の各 サ ブセ ッ トの細 胞 数 と対 照 培 養

の 細 胞 数 の 比 を,仮 にLymphocyte proliferation

ratioと して 見 た。 そ の結 果 は表4の ご と く,活 性 化T

細 胞 の フ ェ ノ タ イ プを 示 す細 胞 は す べ て10倍 以 上 の顕

著 な 増 加 を 示 した 。 ま た リ ンパ 球 総 数,PanT細 胞

(Leu4+),helperT細 胞(Leu3+8-)は2倍 以 上 の

有 意 な増 加 を 示 して い る。 一 方inducer T細 胞(Leu

3+8+),suppressor T細 胞(Leu2+15+),cytotoxic

 T細 胞(Leu2+15-)は,PPD刺 激 に よ って ほ とん ど

増 加 して い な い。B細 胞(Leu4-DR+)は 増 加 の傾 向

を示 す が 有 意 差 はな い。
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Leu4

培養前

Leu4

培養後

横軸はLeu4陽 性細胞を,縦 軸はOKDR陽 性 細胞 を表す。

1:Leu4-DR+細 胞(B細 胞)

3:Leu4-DR-細 胞

2:Leu4+DR+(DR陽 性T細 胞:Activated T細 胞)

4:Leu4+DR-細 胞

図3培 養前後におけるDR陽 性T細 胞の変化

Two color flowcytometric analysis(Leu 4,OKDR:FACSanalyzer-consort30)

表2培 養前 リンパ球のサブセット値

考 案

結 核 症 にお いて,結 核 菌 に対 す る抵 抗 性 は細 胞 性 免 疫

に よ り発 現 す る こ とは よ く知 られ て い る9)10)。 ま た細 胞

性 免 疫 は ツベ ル ク リン皮 膚 反 応 が 示 す遅 延 型 過 敏 症 と平

行 して 発 現 し,T細 胞 に よ り起 こ る と され て い る11)12)。

invitroのPPD惹 起 リ ンパ 球 増 殖 反応 が,in vivoの

ツ ベ ル ク リ ン皮 膚 反 応 の 程 度 と よ く相 関 す る こ と は,諸

家 に よ り認 め られ て い る3)～7)。 またPPDに よ る増 殖 リ

ンパ 球 はT細 胞 で あ り13)そ の サ ブ セ ッ トがhelper/

inducer T細 胞 で あ る こ と も示 さ れ て い る14)～16)。 現 在

in vitroに お け る抗 原 やmitogenに よ るlymphocyte

 proliferation(lymphoblast transformation)は,

3H -thymidineの 取 り込 み を 測 る 定 量 法 が 確 立 され て

い る 。

近 年 フ ロ ーサ イ トメ ト リー が 開発 さ れ,モ ノ ク ロ ー ナ

ル抗 体 に よ る リンパ 球 の膜 表面 抗 原 が正 確 に測 定 され る

の で,PPDに よ る増 殖 リンパ球 の フ ェノ タイ プ の変 化

を測 定 した。 この 測 定 法 で は,リ ンパ球 の分 裂 増 殖 の直

接 の マ ー カ ーを 見 るわ けで はな い。 しか し,分 裂 増 殖 の

一 過程 また結 果 で あ る活 性 化 リンパ 球IL2-R+細 胞17)
,

DR+T細 胞18)を 正 確 に算 定 で き る と考 え られ る。

PPD無 添 加 の対 照 培 養 の 活 性 化 リ ンパ 球(Leu4+

DR+細 胞,IL2-R+細 胞)を 見 る と,各 々3.8±1.9

%,5.0±1.2%と 若 干 のspontaneousblastogenesis

が 認 め られ る。 この値 は,ご く初 期 のBlast transfor-

mationの 報告 とほぼ一 致 す る19)20)。 表3,4の ご と く,

活 性 化T細 胞 で あ るLeu4+DR+細 胞,IL2-R+細 胞
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表3培 養 リンパ球のサブセット比率の変化(%)

表4培 養 リンパ球のサブセット絶対数の変化(絶 対数/mm3)

L.P.Ratio:Lymphocyte Proliferation Ratio

を,対 照 培 養 とPPD刺 激 下 培 養 で 比 較 す る と,PPD

刺 激 に よ り有 意 に増 加 して い る。 特 に活 性 化 リンパ 球 の

絶 対数 のPPD刺 激 に よ る増 加 率(Lymphocyte proli-

feration ratio)は,Leu4+DR+細 胞 で15倍,IL2-

R+細 胞で25倍 と著 明 に上 昇 して い る。3H-thymidine

取 り込 み に よ る定 量 法 と直 接 の 比 較 試 験 は行 って い な い

が,Lyrnphocyte proliferation ratioで 見 る方 法 の

sensitivityは,3H-thymidine取 り込 み 法 に 匹敵 す る

もの と考 え られ る。IL2-R+Leu3+細 胞 の増 加 率 は さ

らに高 い。 この 結 果 とLeu3+8-細 胞 の増 加 を合 わ せ考

え る と,PPD刺 激 に よ る リンパ球 増 殖 反 応 の主 た る細

胞 はhelperT細 胞 で あ る と考 え られ る。 そ の他 のT細

胞 サ ブセ ッ トで あ るinducerT細 胞(Leu3+8+),.sup-

pressorT細 胞(Leu2+15+),cytotoxic T細 胞(Leu

2+15-)は,PPD刺 激 に よ っ て ほ とん ど変 化 を示 さな

かった。 しかしIL2-R+Leu2+細 胞が低値ながらも有

意の増加を示 している。このことは,今 回の培養条件

(抗原量,培 養日数)を 変えることによって,免 疫反応の

down regulationに 関 与す るsuppressor/cytotoxic

T細 胞系の活性化の可能性を示唆するものと考えられる。

さらに検討を続けたい。

現在,種 々のリンパ球膜表面抗原に対するモノクロー

ナル抗体が開発されている状況から見て,抗 原惹起増殖

リンパ球のフローサイトメトリーによる解析は,免 疫反

応機構の詳細をさらに解明する有力な手段 となると考え

られる。

ま と め

ツベルクリン強陽性健常者の末梢血 リンパ球を用い,

in vitroでPPD惹 起 リンパ球増殖反応を行い,増 殖 リ
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ンパ 球 の フ ェ ノ タ イ プを フ ロ ーサ イ トメ ト リーに よ り解

析 した。

1)PPD刺 激 に よ り活 性 化T細 胞(Leu4+DR+細

胞,IL2-R+Leu3+細 胞)は 著 明 な 増 加 を 示 した 。

2)PanT細 胞(Leu4+),helperT細 胞(Leu3+

8-)も 有 意 に増 加 した。 上 記 の結 果 よ りPPD刺 激 に よ

り増 殖 す る主 た る細 胞 はhelperT細 胞 に属 す る もの と

考 え られ る。

3)inducerT細 胞(Leu3+8+),suppressorT

細 胞(Leu2+15+),cytotoxic T細 胞(Leu2+15-)

は,PPD刺 激 に よ る増 加 を示 さ なか っ た。

4)し か しPPD刺 激 に よ りIL2-R+Leu2細 胞 は,

少 量 な が ら有 意 の増 加 を示 した。

5)B細 胞(Leu4-DR+)は,PPD刺 激 に よ り増

加 の 傾 向 に あ った。
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