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要

B10.BRマ ウスに HTLV‐ Iヒ ト感染細胞 ラインであ

る MT‐ 2を 免疫 した後,牌細胞 を摘出 し種々の HTLV‐ I

感染細胞ラインおよび網膜抗原に対するリンパ球増殖反

応 を3H_TdRの 取 り込みでみた。MT‐ 2免疫牌細胞 は

HTLV_I感染細胞ラインに反応するのみならず,マ ウ

ス, ラッ ト,牛網膜細胞抽出抗原にも反応 した。この抗

原特異的 リンパ球増殖反応は,抗 Thy‐ 1.2,抗 CD 4抗体

と補体で処理すると消失 した。 また,増殖反応の系に抗

CD3抗体,抗 CD4抗体,抗 MHC class II抗 体 を加え
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約

ることにより増殖反応が完全 に抑制 された。 これらのこ

とから,HTLV‐ I感染細胞ラインと網膜抗原 との間にT
細胞が認識できる抗原の交叉反応性が存在することがわ

かり,HTLV_I感染により網膜抗原反応性の T細胞が増

殖する可能性が示唆 された (日 眼会誌 98:157-161,
1994)
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Abstract
MT-2 immune but not naive murine (B10.BR) monoclonal antibodies to CD3, CD4, and MHC class

spleen cells responded not only to HTlY-I-infected II (I-AK). These data indicate that an epitope of
cell lines but also to retinal antigens of various HTlY-I-infected cell lines recognized by the CD 4*
species by antigen'induced cell proliferation. The T cell is crossreactive to that of retinal antigens. (J
phenotlpe of the responding cells against HTLV-I- Jpn Ophthalmol Soc g8 : 1EZ-161, lgg4)
infected cell lines as well as retinal antigens was
Thy-1.2*, CD4* and CDS-. The antigen-induced cell Key words: Human T-lymphotropic virus type
proliferation against both HTlV-I-infected cell I(HTLV-I), Uveitis, Retinal antigen,
lines and retinal antigens was clearly inhibited by Molecular mimicry theory, CD4+ T cell

I緒  言

ヒト成人 T細胞自血病の原因ウイルスとして同定さ

れ た 成 人 T細 胞 自血 病 ウ イ ル ス (human T_
lymphOtropic virus type I,HTLV‐ I)1)は , そのウイル

ス感染細胞が自己のMHC class IIに反応すること

や2),γ グロブリンの産生を克進させる3)な どの様々な免

疫学的異常を引き起こすことが明らかとなってきた。ま

た近 年,HTLV‐ I関 連脊 髄 症 (HTLV‐I associated

myelopathy,HAM)4)や HTLV_I関連関節症 (HTLV― I

aSSOCiated arthropathy,HAAP)5)6)な どの自己免疫異常

に基づくと考えられる様々な疾患の原因であることも証

明され, これらの疾患群を総称 して HTLV― I関連症候

群7)と 命名されるようになってきた。眼科領域では九州

地区を中心 に原 因不明のぶ ど う膜炎患者 に対 し,

HTLV― I抗体価が調べられ,HTLV‐ I抗体価が上昇して

いる症例の割合が既知のぶどう膜炎患者の中の HTLV‐

Iキ ャリアーの割合よりも有意に上昇していることと,
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患者の前房水中に HTLV‐ Iプ ロウイルスの存在が確認

されたことから,HTLV‐ Iと ぶどう膜炎との間にも関連

性があるものと考え,HTLV― I関連ぶどう膜炎8)あ るい

は HTLV― Iぶ どう膜炎9)と して,一つのクリニカルエン

ティティーが確立 されつつある。また,我々はすでに

HTLV‐ I感染 している自色家兎におけるぶどう膜炎の

発症を臨床的,病理学的,ま た分子生物学的に報告 し

まこ10)。

ぶどう膜炎の動物モデルとしてマウスおよびラットで

実験的自己免疫性ぶどう膜炎が作成されており, これら

のぶどう膜炎はT細胞,と くにCD4陽性 T細胞の移入

により生じさせ得ることが報告されているH)12)。 すなわ

ち,細胞性免疫に基づく自己免疫異常の一つのモデルで

ある。

以前からウイルス感染に基づく自己免疫異常の機序と

して,① 調節性 T細胞の機能異常により免疫監視機構

が破綻する13),② ウイルス感染により宿主細胞が破壊さ

れ,漏出した自己抗原を免疫系が認識する14),③ ウイル

ス抗原と自己抗原との交叉反応性によリウイルスを攻撃

すべき細胞が誤って自己の組織を破壊する15),の 3つが

考えられている。そこで我々は,③の抗原の交叉反応性

に焦点をあて,HTLV― I抗原と自己抗原である網膜抗原

との交叉反応性をT細胞が認識する系で確認すること

を目的として実験を行った。

II実 験 方 法

マウス :国立遺伝研究所 (三島)か ら分与された B10.

BRマ ウスを高知 医科大学動物実験施設 にお いて

specinc pathOgeniee(SPF)下で飼育した。系統維持

は brOther‐sister matingに より行い,実験には 6週齢の

雌を用いた.網膜抗原に関しては,他の系統のマウスを

用いた。

細胞ライン :HTLV‐ I感染細胞 ラインは当大学第二

内科三好勇夫博士から供与 されたMT‐ 216),Ra‐ 117),

Melanecian ATLを 用いた.HTLV‐ I非感染細胞ライン

としては,T細 胞型急性 白血 病細胞 ライ ン (以 下

TALL),EBト ランスフォームB細 胞 ライ ン (以 下

EB),網膜芽細胞腫細胞ライン(WERI‐ Rb‐ 118),以下 Rb)

細胞を用いた。TALLは三好勇夫博士から分与された。

EBは当教室で樹立した。Rbは American Type CeH

Culture(ATCC)か ら購入した.HTLV‐I感染の有無は

DNA抽出後 PCR法で確認した。これらの細胞ラインは

すべて 10%FCSを 含む RPMIメ ディウムで培養 した。

抗体 :抗 Thy‐ 1.2抗体のハイブリドーマ (HO‐ 13‐ 4)は

慶應義塾大学 の石川博通博士 に よ り,抗 CD4抗 体

(GKl.5),抗 CD8抗体 (3.155),抗 CD3抗体 (145‐ 2

C ll),抗 I―AK抗体 (26‐ 7‐ 1l S),抗 ラットガンマグロブ

リンカッパー鎖抗体 (MAR 18.5)の ′ヽイブリドーマは三

菱ライフサイエンス研究所の篠原信賢博士から分与され
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たものである.こ れらのモノクローナル抗体は,抗 I‐AK

抗体以外いずれも培養上清を 50%硫酸にて沈降させ,そ

の後 prOtein G sepharose 4 fast‐ now Chrolnatography

(Pharmacia社 )を用い純化したものである。抗 I‐AK抗

体は硫安沈降後透析し用いた。

免疫 :B10.BRマ ウスに 1× 106個 の無処理 の MT‐ 2

細胞を腹腔内に2週間ごとに 7回免疫し,最終免疫の 1

週間後に牌細胞を摘出し実験に用いた。

マウス, ラット,牛網膜可溶性抗原とヒト網膜芽細胞

腫抽出抗原 :マ ウス網膜可溶性抗原はWackerら 19)の

方法に従い作成した。要約すると,3,000匹のマウスから

網膜細胞を摘出し,3度 freezing and thawingを繰り返

し細胞内蛋白を抽出し,50%硫安で沈降させた後,燐酸

緩衝溶液 (PBS)で 透析 し,loo,000gで一時間超遠心し

た後 の上清を網膜可溶性抗原 として用 いた (mouse

retinal cen extract,MRCE).同 様の方法で,ラ ット(rat

retinal cell extract, RRCE)お よび牛 (bovine retinal

cell extract,BRCE)の 網膜可溶性抗原を作成した。網

膜芽細胞腫抽出抗原は 1× 108個 の網膜芽細胞腫細胞を

同様の方法で処理し作成 した (human retinOblastoma

cell extract,HRbE).

細胞増殖反応 :免疫 していないB10.BRマ ウスおよ

び MT-2を 免疫している B10.BRマ ウスの牌細胞 2×

105個 を,100 Gy放 射線処理した HTLV‐ I感染および非

感染細胞あるいは各種の網膜可溶性抗原とともに,96穴

平底 プレートで合計 200 μlの 10%FCS入 りRPMIメ

ディウムで 96時間培養 した。培養の最終 8時間に3H_

TdRを 0.5 μCi/50 μlずつ加え,3H_TdRの取 り込みで

リンパ球の増殖反応をみた。

増殖 リンパ球の表面 マーカー :牌 細胞 を摘 出後,

CD4,CD8,Thy‐ 1.2に対するモノクローナル抗体と45

分氷上で反応させ,そ の後ウサギの補体 と45分 37℃ で

反応させて特定の表面マーカーを持つ細胞を除去するこ

とで増殖している細胞の表面マーカーを調べた。

モノクローナル抗体による増殖反応の抑制 :増殖反応

においてどの細胞表面分子を用いているかを調べるため

に,CD 3,CD4,CD8,1‐ AKに対するモノクローナル抗

体をアッセイ系に加えることにより検討 した。対照とし

て正常ラットIgGを用いた。

III 実 験 結 果

MT‐ 2に対する反応 :図 1に示してあるように,MT‐

2免疫牌細胞は MT-2に対 してstimulatiOn indeX(SI)

が 13と 反応がみられ,dose‐reSpOnSeも 認め られた。ま

た,免疫 していないマウスの牌細胞では反応は全 くみら

れなかった。

HTLV‐ 1感染細胞 ラインと非感染細胞 ラインに対す

る反応 :3種類の HTLV‐I感染細胞 ラインに対しては

MT‐2免疫牌細胞は増殖反応を認めるのに対 し,非感染
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図 3 MT‐ 2免疫牌細胞のマウス網膜細胞抽出抗原に

対するリンパ球増殖反応 .

マウス網膜可溶性抗原に対する反応 :MT‐2免疫牌細

胞は MRCEに対し,100 μg/mlの濃度で S15.9と 反応

がみられ,doseresponseも 認められた (図 3)。 免疫し

ていないマウスの牌細胞は全 く反応しなかった。

各種網膜抗原に対する反応 :MT‐2免疫牌細胞はマウ

ス, ラット,牛のすべての網膜可溶性抗原に対して増殖

反応を示した。また,網膜芽細胞腫およびその細胞内抗

原に対 しても同様に反応 した(図 4)。 免疫していないマ

ウスの牌細胞は,いずれの抗原に対しても全く反応を認

めなかった。

増殖反応を示す細胞の表面マーカー :MT‐2免疫牌細

胞は抗 CD4抗体と補体,抗 Thy‐ 1.2抗体 と補体で処理

したとき増殖反応がみられなくなるのに対 し,抗 CD8
抗体と補体で処理した場合は補体のみで処理したときと

同様の反応がみられた。すなわち,増殖している細胞の

表面マーカーは Thy_1.2陽性,CD4陽性,CD 8陰性で

ある。この現象は,抗原が MT‐ 2の場合もMRCEの場合

も同様に認められた (表 1, 2)。

モノクローナル抗体による増殖反応の抑制 :抗 CD 3

抗体,抗 CD4抗体,抗 I‐AK抗体を加えた場合,増殖反応

は完全に抑制されたのに対し,抗 CD 8抗 体を加えても

反応の抑制はなられなかった。すなわち,増殖反応の際

に CD 3,CD4,I‐ AK分子を用いて抗原認識を行っている

ことがわかった.こ の抑制反応は,抗原が MT‐ 2の とき

もMRCEの ときも同様に認められた (表 3, 4).

R
Ｉ
Ｔｄ

の
取
り
込
み

5000

００

　

　

　

　

　

　

００

　

　

　

　

　

００

30000
cpm

R

＝
―
刊

の
取
り
込
み

25000

20000

←)MT-2 Ra-l Mel TALL EB
抗原 とな る細胞

図 2 MT‐ 2免 疫牌細胞の HTLV‐ 1感 染お よび非感

染細胞 ラインに対するリンパ球増殖反応 .

細胞ラインであるTALLと EBに対しては反応性がみ

られなかった.し たがって,MT‐ 2免疫牌細胞は HTLV‐ I

感染細胞ラインに共通の部分,すなわち HTLV‐ I抗原を

認識していると考えられた(図 2).ま た,免疫していな

いマウスの牌細胞はいずれの細胞 ラインに対しても反応

しなかった。
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表 3 MT‐ 2を 抗原 とした場合のモノクローナル抗体

添加によるリンパ球増殖反応の抑制

+ ./ , a -'f )v+hff 抗原  3H_TdRの取 り込み
(MT‐ 2)a)  (cpm± SD)

3H

の
取
り
込
み

Anti‐ CD 3

Anti‐ CI)4

Anti‐CD 8

Anti― I‐Ak

NOrmal rat lgG

一

＋

＋

十

＋

＋

＋

4,937± 138

24,421+899

4,924:±1252

5,025± 81

24,091士二1,087

4,992± 222

23,075」=1,6136000

4000

2000

(― )
MRCEl)HRb ce‖s2)HRbE3) RRCE4) BRCE5)

各種網膜抗原

図 4 MT‐ 2免疫牌細胞の各種網膜抗原に対するリン

パ球増殖反応 .

MRCE:マ ウス網膜可溶性抗原,HRb cens:ヒ ト

網膜芽細胞腫細胞,HRbE:ヒ ト網膜芽細胞腫抽出

抗原,RRCE:ラ ット網膜可溶性抗原,BRCE:牛網

膜可溶性抗原 .

表 l MT‐ 2を抗原 とした場合の反応 リンパ球の表面

マーカー

a)牌細胞/MT‐ 2細胞 :100

表 4 マウス網膜細胞抽出抗原に対 して反応 している

リンパ球のモノクローナル抗体添加による増殖反応

の抑制

+/rs-f/vtrtLt*. 抗原  3H_TdRの取 り込み
(MRCE)a)  (cpm± SD)

Anti‐ CD 3

Anti‐ CD 4

Anti‐CD8
Anti‐ I‐Ak

Norinal rat lgG

一

十

＋

＋

十

＋

十

3,017:±:128

15,627± 1899

2,998± 252

3,109± 81

16,121± 1,037

3,098:±:222

18,765± 1,613

a)牌細胞/MT-2細 胞 :100

表 2 マウス網膜細胞抽出抗原に対 して反応 している

リンパ球の表面マーカー

a)マ ウス網膜可溶性抗原

とにより得 られた牌細胞はMT-2の みならず,他 の

HTLV‐ I感染細胞 ラインにも反応 していることから,

HTLV‐ I感染細胞に共通の部分を認識 していると考え

られた。ただし,こ れらのラインに共通の部分は HTLV‐

Iウ イルス蛋自のみとはいえないので,他の部分を認識

している可能性も考えられるが,他の HTLV‐ I非感染性

血球系細胞には反応していないことから,HTLV― I抗原

に反応している可能性が大きいと考えられた。また,

MT‐ 2免疫牌細胞は網膜抗原も同時に認識し反応するこ

とができた。すなわち,HTLV‐I抗原と網膜抗原 との間

には交叉する部分が存在すると考えられた。このような

分子擬態説は,以前からウイルス抗原と自己抗原との間

でペプチ ドレベルで報告されているものの,細胞性免疫

とくにT細胞 レベルでの報告は少ない。今回我々がマウ

スの系で実験を行った理由は,マ ウスは HTLV‐ Iに感染

しないと考えられており,HTLV―Iに感染 し トランス

フォームすることなく,免疫学的な解析ができると考え

たからである。HTLV― I感染細胞ラインおよび網膜抗原

に反応 しているT細胞は常に CD3と CD4陽性で
,

MHC class II分 子とHTLV‐ Iお よび網膜抗原を同時に

認識している。

HTLV‐I感染において,CD 8陽性 T細胞の解析の報

告20)21)は多いが, これらの細胞が自己抗原を認識 してい

るという報告はない。一方, 自己免疫疾患においては
,

CD4陽性 T細胞が関与しているとい う報告が多い。

処 理
抗原

(MT‐ 2)a)

3H_TdRの取 り込み
(cpm± SD)

Anti‐Thy l.2+C

Anti‐CD4+C
Anti‐CD8+C

3,247± 88

33,106=Ll,581

3,111± 158

3,180± 164

32,535± 2,198

一

十

十

＋

十

処 理
抗原

(MRCE)a)

3H_TdRの取 り込み
(cpm± SD)

Complement (C) alone

Anti‐Thy l.2+C

Anti‐CD4+C
Anti―CD8+C

1,985± 88

12,784=Ll,081

2,001± 111

1,976± 164

13,019」 =1,071

一

＋

十

＋

十

a)マ ウス網膜可溶性抗原

IV 考  按

原因不明のぶ どう膜炎患者の中に HTLV‐ Iキ ャリ

アーの割合が比較的高 い ことが報告 され てお り,

HTLV―I感染とぶどう膜炎発症との関連性を検討する

ことを目的として本実験を行った。MT-2を免疫するこ
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我々のシステムでは, ウイルス抗原と自己抗原 とを同時

に認識できる T細胞の表面マーカーは CD4で あること

は興味深い。

今後はペ プチ ドあるいは HTLV‐ Iウ イルス トランス

フェクタン トを用いることによ りHTLV‐I感染細胞 ラ

インに共通 に反応 している部分が HTLV‐ Iウ イルス抗

原であることを確認することと,HTLV‐ I反応性 T細胞

クローンを樹立 し抗原交叉部のエピトープを同定 してい

きたいと考 えている.

本論文の要旨は,第 97回 日本眼科学会総会(1993,札 幌)

において報告した。
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