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AbstractProductivityandnativeproductionofreactiveoxygenspecies（ＲOS）byperipheralblood
lymphocytesubsetsinhealthypersonswereexaminedwithflowcytometrymethod・Ａｌｌｏｆｌｙｍｐｈｏ‐
cytesubsetsshowedproductivityofROSastheyrespondedtostimulationwithphorbormyristate
acetate（ＰＭＡ)．WhenROSweremeasuredinnon-stimulationstatetodetectnativeROSproduction
CD4＋ａｎｄＯＤ１９＋lymphocytesproducedrelativehigｈｌｅｖｅｌｓｏｆＲＯＳ，ｂｕｔＯＤ８＋onesproduced
relativelowlevelofROS，ａｎｄＣＤ５６＋onesproducedlowestlevelorlittlｅｏｆＲＯＳ・AntibodiestoCD4

andCD19inducedROSproductioninlｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｕｂｓｅｔｓｏｆＣＤ４ａｎｄＣＤ１９ｒｅspectively、Ｂｕｔｎｅｉｔｈｅｒ
ａｎｔｉｂｏｄｙｔｏＣＤ８ｎｏｒｔｏＣD56stimulatedeachlymphocytesubset、Bothinterleukin-1betaandtumor
necrosisfactor-alphaenhancedROSproductioninlymphocytes，butinterferon-gammahadn'ｔｓｔｉｍｕ‐
lationability・StimulationwithantibodiesthroughcelladhesionmoleculｅｓｏｆＣＤ１５ｓ，ＣＤ４９ｄａｎｄ
ＣＤ６２ＬａｌｓｏｅｎｈａｎｃｅｄＲＯＳｐｒoductioninlymphocytes・ThesestudiesdemonstratethatstateofROS
productionisdifferentineachlymphocytesubsetandthatthedifferenceisduetodivergenceof
responseineachsubsettostimulationthroughcellsurfaceantigenssuchascelladhesionmolecules

andcytokinereceptors・
ＴｈｅｒｏｌｅｓｏｆＲＯＳｐｒｏｄｕｃｅｄｉｎｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅａｒｅｔｈｏｕｇｈｔｔｏｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｃｅｌｌproliferationandcontrol
ofgeneexpression，ThereforestudyofROSinlymphocytesubsetscouldbeexpectedtoelucidate
pathogenesisofautoimmunediseasesandlymphoidmalignancies．

Ｋｅｙｕﾉo7ds：Reactiveoxygenspecies（ＲOS)，Lymphocytesubset，Oelladhesionmolecule，Cytokine

貧食した異物の殺菌のために積極的に活性酸素を

産生利用しているし，近年，活性酸素の細胞増殖

のセカンドメッセンジャーとしての役割や，遺伝

子発現の制御への関与が示唆されている．したがっ

て同じ血球であり，マクロファージや他の血球と

も機能的に密接な関係を持つリンパ球について，

活性酸素と機能との関係を明らかにすることは，

アレルギー，自己免疫疾患，リンパ系悪性腫瘍等

の発症機序の解明および治療法の開発のために大

変重要なことと考えられる．今回私はリンパ球に

活性酸素産生能があるか，実際に活性酸素を産生

しているかについてリンパ球のサブセット別に測

定し，機能との関連を考察したので，ここに報告

する．

はじめに

活性酸素（ＨＯＳ）とは，大気中の通常の酸素

よりも活性な状態にある酸素種のことをいい，一

般にスーパーオキシドアニオンラジカル（02-)，

過酸化水素（Ｈ２０２)，ヒドロキシルラジカル（・

○Ｈ)，一重項酸素（'０２)，次亜塩素oCl-を指

すが，広義には－酸化窒素Ｎ○，二酸ｲ膣素Ｎ○２，

脂質ペルオキシドＬ○○Ｈなども含まれる．

生体にとって酸素は必要不可欠なものであり，

生物の生命維持のためには酸素を利用した基質の

酸化反応や酸素添加反応が重要である．しかし，

その過程で生じる種々の活性酸素種やラジカル反

応は，核酸や蛋白質の修飾，脂質の過酸化などを

引き起こし，時には致命的な傷害を生体に与えか

ねない．そのため生体内には活性酸素の消去系が

備えられ，活性酸素が生体に傷害を与えないよう

に制御されている．

他方，好中球，好酸球，マクロファージなどは，

材料および方法

1．採血

健常人17名（男性２人，女性15人，年齢36.1±
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14.7才）の肘正中静脈より，３．２％クエン酸ナト

リウム入り真空採血管（Becton-Dickinson，Lin‐

colnPark，Ｍ,ＵＳＡ）に静脈血を採取した．

２．血球の分離

ａ・白血球分離（Dextran法）

リン酸緩衝食塩液（PBS，ｐＨ7.4:CosmoBio，

Tokyo，Japan）にDextranT500（Pharmacia，

Uppsala，Sweden）を６％の割合に溶解し①ex

tran-PBS)，静脈血５ｍlとDextran-PBSL5mlを

よく混和後，室温で30分静置し，上層の白血球層

を採取した少量混入した赤血球は赤血球溶解剤

(NH4Cl154.4,Ｍ,KHCO310､０，Ｍ，EDTANa‘

ｑＯ８ｍＭ）で処理し除去した．すなわち白血球層

を遠沈し，沈置に赤血球溶解液３ｍlを加え混和

し，室温で３分反応させた後，直ちにＰＢＳで洗

浄した．

ｂ・穎粒球分離

Dextran法で分離した白血球をLymphocyte

SeparationMedium（LSM,比重1.077:○rganon，

Durham，ＵＳＡ）に重層し，室温で2,500rpm３０

分遠沈後，沈瘡を穎粒球として採取した．

ｃ・単核球分離

静脈血を同量のＬＳＭに重層し，室温で2,000

rpm30分遠沈し，血漿とＬＳＭの中間層を単核球

分画として採取した．

ｄ・リンパ球分離

Carbonylironpowder(Nakarai,Kyoto,Japan）

をＰＢＳに50ｍｇ/ｍｌの濃度に懸濁し，静脈血に1／

10量加え，恒温槽に37℃60分間10分毎に転倒攪拝

しながら孵置した．次に同量のＬＳＭに重層し，

室温で2,500rpm30分遠沈後，中間層をリンパ球

分画として採取した．リンパ球分画への単球の混

入率は単球特異的な抗ＣＤ１４抗体を用いてFlow

cytometry（FCM）法で測定すると，1.8～2.6％

であった．

ｅ・単球分離

ＬＳＭとＰＢＳを0.783対0.214の割合に混和し，

比重1.063の単球分離液を作成した．ＬＳＭ２５ｍｌ

に単球分離液2.5ｍlを重層し，さらに静脈血５ｍｌ

を重層して４℃で600rpm30分遠沈した．最上層

の富血小板層を除去後さらに2,200rpmで60分遠

沈し表層の単球層を採取した．

単球分画へのリンパ球の混入率は，ＦＣＭの

Oytogram上で分画測定すると，約４％であった．

ｆ・ＦＣＭによる白血球の分画

ＦＯＭ（Cytron：orthqRaritan，ＮＪ,ＵＳＡ）

は細胞にレーザー光を当て，その前方散乱光と側

方散乱光の光強度により細胞の二次元散布図

(Oytogram）を描くことが出来る．

このCytogramは細胞の大きさと内部構造特に

核の複雑さ（陥凹分節）を反映したものである．

したがってほとんどの穎粒球，単球，リンパ球は，

Cytogram上で別々の細胞集団として識別できる

ので，その細胞集団領域を囲むことにより各血球

を分画した．

３．細胞数のカウント

分離した白血球の数の算定は，核の形態が識別

しやすいようにチュルク液を用いて染色し，ビユ

ルケルーチュルク血球計算盤に入れ顕微鏡下で算

定した．なお細胞の生存率は，トリパンブルーで

染色し，dyeexclusion法でみると，ほぼ100％の

生存率であった．

４．細胞刺激剤

活性酸素測定時の細胞刺激剤として，Ph rbol

l2-myristatel3-acetatｅ（ＰＭＡ：Sigma，Ｓｔ、

Louis，ＭｑＵＳＡ）と３種類のサイトカイン

Interleukine-1β（IL-1βEndogen，Cambrid

ge，ＭＡ，ＵＳＡ)，Tumornecrosisfactor-α

(TNF‐α：Genzyme，Cambridge，ＭＡ，USAL

Interferon-γ（IFN－γ：Genzyme）そしてマイ

トジェンPhytohemoagglutinin（PHA：Difco，

Detroit，ＭＬＵＳＡ）を用いた．ＰＭＡは

Dimethylsulfoxide（ＤＭＳ○：Wako，osaka，

Japan）に250川／、lの濃度に溶解し，ＰＢＳで２

５/ul／ｍｌに希釈し，細胞浮遊液100/α１当たり１０

川使用した．

IL-1βは100,9／ｍｌの濃度で，TNF-aは２xl

O5u／ｍｌの濃度で，IFN-γは１xlO5u／ｍｌの濃度

でそれぞれ細胞浮遊液100川当たり１０浬１使用し

た．ＰＨＡはＰＢＳで100倍希釈し細胞浮遊液100ﾉｭ
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1当たり10m加えた．

５．モノクローナル抗体

リンパ球サブセットを識別する抗体として,･抗

CD2抗体（Coulter，Hialeah，ＦＬ，ＵＳＡ)，抗

CD3抗体（ortho)，抗ＣＤ4抗体（Ooulter)，抗

CD８抗体（Coulter），抗ＣＤ５６抗体

(Pharmingen,SanDiego，ＯＡ，ＵＳＡ)，抗ＣＤ１９

抗体（Pharmingen）を用いた．膜接着分子に対

する抗体として，抗CD11a抗体（Pharmingen)，

抗ＣＤ２９抗体（Pharmingen），抗ＣＤ49．抗体

(Pharmingen)，抗CD62L抗体（Pharmingen)，

抗CD15s抗体（Pharmingen）を用いた．ＦＣＭ

でサプセットを分画選別する場合は，

phycoerythrin（PE）標識抗体を用いた．各抗体

の使用量は製品に添付のマニュアルに従った．

６．活性酸素の測定

ａ・ＦＣＭ法

Bass等の方法')を修正して行った．細胞浮遊

液100ﾉｕ１に刺激剤を加え，恒温槽で37℃15分反応

させた後，２''７，－dichlorofluoresceindiacetate

(DCFH-DA，２０匹Ｍ：Kodak，Rochester，Ｎ､Ｙ､，

USA）500川を加えてさらに30分反応させた．

試薬を洗浄除去後，細胞内の過酸化水素とエステ

ラーゼの作用でDCFH-DAから変化したＤＣＦの

緑色蛍光をＦＣＭで測定し，その平均蛍光強度

(MFI）を活性酸素（過酸化水素）の相対的な量

とした．リンパ球サブセットの活性酸素を測定す

る場合は，DOFH-DAと反応後のリンパ球をＰＥ

標識抗体と４℃30分反応させた後にＦＣＭにかけ，

まず赤色蛍光陽性リンパ球を選別後，その緑色蛍

光を測定した．

ｂ・Chemiluminescence（ＯＬ）法

細胞浮遊液100川に刺激剤，ベルオキシダーゼ

（0.1u／ｍｌ:Wako，○saka,Japan）５’１，ルミ

ノール試薬（２ｍｇ／ｍｌ，Sigma）５０川を加えて

混和し，活性酸素により励起されたルミノールよ

り放出される化学発光（フオトン）をLumines‐

cenceReader（Aloka,Tokyo，Japan）で10分間

測定し，1,000細胞当たりのカウントを活性酸素

量として表した．

７．統計解析

実験結果は平均値±標準偏差で示した．２群間

の平均値の差の検定は，Student'st-testを用い

コンピュータ解析ソフトJＭＰ（SAS，ＮＣ，ＵＳＡ）

で計算し，Ｐ＜0.05を有意と判定した．相関性の

検定はピアソンの相関係数を用い，有意差検定で

はP＜0.05を有意と判定した．

結果

１．リンパ球の活性酸素産生能

リンパ球の活'性酸素産生能を確認するため，

ＯＬ法とＦＣＭ法の二つの方法で活性酸素測定を

行った．ＯＬ法では予めリンパ球，単球，穎粒球

を分離してＰＭＡで刺激した後測定を行った．そ

の結果図１のように，各血球とも無刺激に比べて

明らかに活性酸素が増加しており，リンパ球には

活性酸素の産生能があると考えられる．しかしリ

ンパ球の活性酸素産生量は単球，穎粒球と比較し

て非常に少ない（単純に比較して細胞１個当たり

の量は42分の１から75分の１程度）ことがわかる．

1０５

４
３
２

０
０
０

１
１
１

（、「可。、。「へ臼［ヨ。ｏ）四○国

1０

Lｙ GｒＭｏ

図１OomparisonofProducibilityofROS
amonglymphocytes（Ly)，monocytes
（Ｍｏ）andgranulocytes（Ｇｒ)Eachleuko‐
cytefractionwasmcubatedwithPMA
（鰯）orwithoutstimulant（□）ｆｏｒｌ５ｍｉｎ－

ｕｔｅｓａｔ３７℃・ThenproducedROSwere
measuredbychemiluminescencemethod・
VerticalbarsindicateMean±ＳＤ、Aster-

isksindicatesignificantdifferencesby
Studenfst-test（*p＜0.05)．
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次にＦＣＭ法で測定を行った．白血球は分画せ

ずにＦＣＭにかけ，レーザー光を照射された各血

球の前方散乱光と側方散乱光の二つのパラメーター

で構成されるサイトグラム上でゲイテイングをか

けることによりリンパ球，単球，穎粒球を分画し

た．その結果図２のように，ＰＭＡ刺激すると各

分画とも有意に活性酸素が増加した．異なる二つ

の方法でリンパ球が活性酸素を産生しているとい

う結果がでたので，リンパ球に活`性酸素産生能が

あることは間違いない．しかしＦＣＭ法ではリン

パ球の活'性酸素の産生量は単球や穎粒球の６分の

１から15分の１程度とＯＬ法に比較してかなり大

きい結果となった．この原因はＦＣＭの蛍光強度

のゲインスケールが１～255チャンネルと幅が狭

いため単球，穎粒球の蛍光強度が255で頭打ちと

なり実際よりもかなり低く出たためと考えられる．

またＯＬ法の活性酸素が単球＞穎粒球であるのに

対して，ＦＣＭ法では穎粒球＞単球となっている．

この原因は，両方法の測定する活性酸素種の違い

(FCM法はＨ２ｏ２だけなのに対してＯＬ法では○2-,

Ｈｚ○’'’○2など多種の活性酸素を測定）や測定

場所（ＦＣＭ法は細胞質，ＯＬ法は細胞外）が関

係しているものと考えられる．今後リンパ球サブ

セットを測定するとなると，技術的な問題（分離

精度，分離細胞数等）からＦＣＭ法での測定が望

ましい．測定対象がリンパ球のみの場合，蛍光ゲ

インの幅の狭さは問題にならない．

ＦＣＭ法では単球・穎粒球が産生した活!'生酸素

がリンパ球に侵入してきたのではないかという疑

問もある．そこでリンパ球分画のみを分離し，

ＰＭＡ刺激の他にＴ細胞特異的なマイトジェン

PHAと抗ＣＤ3抗体による刺激で活性酸素を測定

してみた（図３）．その結果ＰＭＡおよび抗ＣＤ３

抗体刺激では有意の増加がみられ，リンパ球自身
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図３１nfluenceofvariousstimulantsonROS

productionoflymphocytes・Lymphocytes

purifiedbycarbonylironmethodwere

stimulatedwithanti-CD3antibody，ＰＨＡ

ｏｒＰＭＡ・ＲＯＳｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＦＣＭ
ｍｅｔｈｏｄ．250

が活性酸素産生能を有し，ＦＣＭ法で測定できる

ことは明らかである．しかしＰＨＡ刺激ではむし

ろ減少している．Ｕｌｍｅｒら2)は，ＰＨＡによるＴ

細胞の刺激に単球は必要ないが，残存する単球の

数によって反応が冗進したり抑制されたりすると

報告しているので，図３の結果はわずかに残存す

る単球によってリンパ球の活性酸素産生が抑制さ

れた可能性が強い．

２．リンパ球サブセットの活'性酸素産生

リンパ球はそのサブセットにより機能が異なっ

ているので，活性酸素の産生能や産生状態もサブ

セットにより異なることが考えられる．そこでま

ず生体内に出来るだけ近い状態の活性酸素を測定
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図２０omparisonofproducibilityofROSby
FCMmethodamonglymphocytes，

monocytesandgranulocytes、Ｂａｃｈｓｙｍ－

ｂｏｌｍｅａｎｓｔｈｅｓａｍｅａｓｏｎｅｉｎＦｉ９．１．
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してみた．静脈血より単核球を分離し，無刺激の

状態でDCFHDAを標識し，低温下でサブセット

を識別するＰＥ標識抗体と反応させた．次に

FCMで赤色蛍光による識別でリンパ球サブセッ

トを分離し，その活性酸素を測定した．その結果

図４にみられるように，活性酸素はＣＤ4＋およ

リンパ球は加齢とともにそのサブセット構成が

変化すること，また数十年という長命リンパ球が

存在することから，年齢とリンパ球活性酸素につ

いて検討した．しかし図５にみられるようにｒ＝-

0.07と加齢に伴う活性酸素の変化はみられなかっ

た．加齢とOD4／CD8比の相関はｒ＝0.22,活
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図４ROSproductionoflymphocytesubsets

Nativelymphocytes（□）orlymphocytes
stimulatedwithPMA（鰯）wereclassified

intosubsetswithpatternsof

phycoerythrinconjugatedantibodystain-

mg．
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図５AgerelatedchangeofROSinlympho‐

cytesAbrokenlineindicatescorrelation
line．

’性酸素とＣＤ4／CD8はｒ＝0.19とやはり有意の

相関はなかった．加齢とともにＣＤ4＋リンパ球

数とＣＤ56＋リンパ球数はやや増加，ＣＤ8＋リ

ンパ球数とＣＤ19＋リンパ球数はやや減少するの

で，全体的には活性酸素はあまり変化しないもの

と考えられる．リンパ球サブセット別の加齢と活

性酸素との関係をみると，ＣＤ4＋リンパ球とＣＤ

56＋リンパ球が加齢とともに活性酸素はやや増

加し，ＣＤ8＋リンパ球では減少，ＣＤ19＋リンパ

球は変化なしだった．

４．サブセットを識別する抗体によるリンパ球刺

激の活`性酸素への影響

活`性酸素産生能は全てのリンパ球が有している

にも関わらず，非刺激時のリンパ球の活性酸素は

サブセットによって異なる．これは個々のサブセッ

トに特異的な刺激によってもたらされているもの

と考えられる．そこで各サブセットを特徴づけて

いる膜抗原を介した刺激により，そのサブセット

の活`性酸素がどのように変化するかを，膜抗原に

ぴＣＤ１９＋リンパ球で全リンパ球よりも高く，

CD8＋リンパ球とＣＤ56＋リンパ球で低く，特

にＣＤ56＋リンパ球のみが他のサプセットに対し

て有意に低下していた．しかしＰＭＡで刺激した

リンパ球を同様の方法でサブセット別に測定して

みると，すべてのサブセットで無刺激に比べ活性

酸素は明らかに高くなっており，ＣＤ56＋リンパ

球を含め全リンパ球が活'性酸素産生能を有してい

ることは間違いない．ただしサブセット間で産生

能力に差があり，ＣＤ8＋リンパ球が相対的に低

くなっている．したがってＣＤ56＋リンパ球以外

のリンパ球では，生体内でその産生能力に応じた

活性酸素の産生が行われ，何らかのリンパ球機能

に関与していると思われるが，ＣＤ56＋リンパ球

のみは能力と実際の産生に解離がみられ，大変興

味深い．

３．加齢とリンパ球活'性酸素
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対する抗体を使って検討した．抗体とリンパ球を

37℃で10分インキュベート後DCFHDAをラベル

して，ＦＣＭで抗体で標識したリンパ球サブセッ

トを選別して活性酸素を測定した．図６にみられ

るように，ＣＤ4＋リンパ球とＣＤ19＋リンパ球

では活性酸素の有意の増加がみられたが，ＣＤ8＋

リンパ球とＣＤ56＋リンパ球では増加はみられな

かった．またＣＤ2＋リンパ球やＣＤ3＋リンパ球

を介した刺激も活性酸素を高めている．OD2＋

リンパ球とＣＤ3＋リンパ球の差はＣＤ56＋リン

パ球が含まれているか否かの差と思われる．

CD4＋リンパ球，OD19＋リンパ球とＣＤ8＋リ

ンパ球，ＣＤ56＋リンパ球の違いは，前者が

ＭＨＣClassⅡを介した反応に関与しているのに

対して，後者はMHCClasslが機能に密接に関

与している点が関係しているものと推測きれる．

５．活性化リンパ球の活性酸素

ＭＨＣClassⅡ抗原は，Ｔ細胞の場合活性化細

胞に発現するので，リンパ球の活`性化と活性酸素

との関係について調べてみた．Ｔ細胞の活性化の

マーカーとしてはＣＤ２５(IL-2Rα）を，Ｂ細胞の

活性化のマーカーとしてはＣＤ8０（B7-1）を用い

た．厳密にはＣＤ２５はＢ細胞の一部にも，また

OD80はＴ細胞の一部にも発現しているので，ど

ちらも活'性化リンパ球のマーカーといった方が良

いかもしれない．図７はＴ細胞全体（CD2＋）と

活性化Ｔ細胞，Ｂ細胞全体（CD19＋）と活性化

Ｂ細胞を比較したものであるが，Ｔ細胞もＢ細胞

も活性化細胞が有意に活`性酸素が高くなっている．

細胞の活性化は機能発現に密接に関係しているの

で，活性酸素はリンパ球機能に関わっているもの

と推測される．

６．サイトカイン刺激によるリンパ球活性酸素の

変化

リンパ球の機能発現には種々のサイトカインが

関与しているので，代表的炎症`性サイトカインで

あるIL-1β，TNF‐α，IFN-γについて，リンパ

球活性酸素に与える影響について調べてみた．リ

ンパ球をIL-1β，TNF-α，IFN-γでそれぞれ１０

分間刺激し，活`性酸素を測定したコントロール

が111.1±3.3に対して，IL-1βでは130.1±0.9,

TNF-aでは136.5±2.5とどちらも有意に活性酸

素が高まったのに対して，IFN-γでは117.3±1.

3とコントロールと有意の差がなかった．この場
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合リンパ球サブセットの活性酸素は測定していな

いが，その理由としてはIL-1βやTNF-αに対す

るレセプターはＴ細胞，Ｂ細胞いずれにも存在す

るとされているので，サブセット間の差はあまり

ないのではないかと考えたからである．IFN‐γ

の場合レセプターはＢ細胞に発現しているが，Ｔ

細胞には発現していない．測定に用いたリンパ球

の分画はＴ細胞は89％に対してＢ細胞が７％なの

で，IFN-γの値がコントロールよりもわずかな

がら高いのは，Ｂ細胞の活性酸素が高いことが反

映されている可能`性がある．

７．細胞接着分子を介した刺激によるリンパ球活

'性酸素の変化

リンパ球は細胞接着分子CD11a，OD29／CD4

9d，ＣＤ15s，CD62L等を介して血管内皮細胞に

接着し活性化され，一部は血管外へ遊走する．そ

こで内皮細胞への接着の代わりに細胞接着分子に

対する抗体を結合させ，その刺激によるリンパ球

の活性酸素の変化をみた．方法はサブセット抗体

の場合と同じである．その結果，コントロールが

143±2.5に対して，抗ＣＤ49．抗体161.7士２．７，

抗CD15s抗体164.1±７．３，抗OD62L抗体172.2

±4.7と明らかに活'性酸素が増加していたが，抗

CD11a抗体と抗ＣＤ29抗体ではそれぞれ140.6±

4.2,138.8±０．６と増加はみられなかった．

CD15ｓとCD62Lは接着の初期ローリングに関与

する接着分子であり，CD11aとＯＤ２９は接着の

後期に関与しており，ＣＤ２９とCD49dは複合体

(VLA-4）を形成している．したがってリンパ球

の内皮細胞との接着では，初期後期を通して刺激

により活性酸素が産生されるものと考えられる．

ただし○2-そのものは反応性は低いので組織傷害

因子とはなりにくく，○２．の不均化反応で生ずる

Ｈ２Ｏ２およびＨ２ｏ２と２価鉄イオン間とのフェン

トン反応で生じる.○Ｈが組織傷害に重要である．

好酸球の場合，Ｈ２○2と０１よりＨｏＯｌや'○曲生じ

る．赤血球の場合，ヘモグロビンに結合している

酸素は02-に近い状態にあり，そのまま解離する

とメトヘモグロビン（metHb）となる．正常の

赤血球中のヘモグロビンの約３～４％がmetHb

となっており，これと当モルの02-が生じてい

る3)．ただし，ｍｅｔＨｂはｍｅｔＨｂレダクターゼの

働きで酸化へモグロピンに変換され，02-もスー

パーオキシドジスムターゼ（SOD）や還元型グ

ルタチオンなどの抗酸化防止機構により分解され

る．

Ｂ細胞は細胞表層にチトクロムb558をもち，好

中球と同様に○２．を産生する能力を持っている．

しかしその産生量は好中球より二桁程低いので，

Ｂ細胞の○２．は好中球とは異なる役割を持ってい

るものと思われる．Ｂ細胞におけるチトクロム

b558の発現様式はプレプレＢ細胞やプレＢ細胞に

は発現せず，成熟Ｂ細胞になって初めて発現し，

形質細胞になると消失するい、成熟Ｂ細胞は抗原

提示能を持っており，一部はメモリー細胞として

の機能もあるので，○2-産生はこれらの機能と関

係していることが推察される．

Ｔ細胞の場合，チトクロムb558等のrespiratory

burstに関係した膜蛋白は持っていない5)．しか

し，ＰＭＡ刺激リンパ球においてelectronpar‐

amagneticresonance（EPR）法およびspmtrap-

ping法で.○Ｈが検出され，この.○Ｈは産生さ

れた○2-由来のものである`)という報告，末梢血

Ｔ細胞をＰＨＡで刺激すると活性酸素が産生され

るという報告7)，さらにHIV-1とマイコプラズマ

が感染したヒトＴ細胞株からＨ２Ｏ２が遊離される

という報告8)があるので，Ｔ細胞もＢ細胞と同様

に○2-を産生するものと推測される．

本研究でＣＤ２，０，３，ＣＤ４，ＣＤ８に対する抗

体で刺激すると，その膜抗原を持つリンパ球の活

性酸素産生が冗進するという結果を得たCD4と

考察

リンパ球の活`性酸素の産生機構，産生される活

性酸素種およびその役割について考察してみた．

好中球や好酸球の場合，液性刺激により膜の

NADPH-フラピン酵素‐チトクローム系で○２．が

生成ざれ膜外に放出される．固形異物（細菌など）

の場合，食胞内にも○２．が放出される．
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らぴＮＫ細胞マーカーであるＣＤ１６については，

CD3とおよびＬｃｋチロシンキナーゼと会合して

活`性化刺激を細胞内に伝達する分子であるとの報

告'6)があるので，今後活性酸素との関係を検討す

る必要がある．

ＣＤ２５の発現には抗原によるＴＣＲを介する一

次刺激と抗原提示細胞から供給きれる二次刺激が

必要である．そのＣＤ25＋細胞で活性酸素が高い

という結果は，ＴＯＲと複合体を形成するＣＤ３に

対する抗体および二次刺激に関与するＣＤ２に対

する抗体で活性酸素産生が冗進する結果と考え合

わせると，同じシグナルがＯＤ２５の発現と活'性酸

素産生をもたらすことを示している．

ＣＤ8０（B7-1）の発現はＢ細胞抗原レセプター

(BCR）やＭＨＣclassⅡのクロスリンク，ＣＤ４０

とOD40Lの結合によって誘導される'7)．ＢＣＲを

介した刺激はproteinkinaseC(PKC）やprotein

tyrosinekinase(PTK）を活性化する'8)．

またＰＫＣの活性化により活`性酸素産生が冗進す

ることはNADPH-チトクローム系でよく知られ

ている．したがってＢ細胞の場合，同じ刺激が

CD80の発現と活性酸素産生をもたらし，ＣＤ８０

＋細胞で活性酸素が高い結果となるという推測が

成り立つ．

IL-1βに対するレセプター（IL-1R）にはtype

lとtypeⅡの２種類あるが，細胞内へのシグナル

伝達は専らtypelが担っている．Ｔ，Ｂともに両

タイプとも発現しているが，Ｔ細胞はtypelの

発現の方が多く，Ｂ細胞はtypeⅡの発現の方が

多い．IL-1による活性酸素産生刺激には，シグ

ナル伝達のセカンドメッセンジャーとして関与し

ているＰＫＣとＰＫＡが関係している'9)ものと推

測される．TNF-αに対するレセプターもTNF-R

55とTNF-R75の２種類あり，R55が広く分布す

るのに対し，R75は活性化ＴやＢ細胞に強く発現

している．TNF-αによる活性酸素産生刺激は，

ミトコンドリア電子伝達系の活`性化によるもの”）

といわれている．IFN-γレセプター（IFN‐γＲ）

はＢ細胞に発現しているが，Ｔ細胞には発現して

いない．また好中球の場合，IFN-γによる活性

CD8はチロシンキナーゼ活性を持つp561okと会

合しており，)，Ｔ細胞レセプター（TCR)／CD３

複合体はsrcファミリーチロシンキナーゼfynと

会合している'0)．またＣＤ２を介する情報はそれ

単独あるいはTOR／CD3複合体を介した情報と

連動してＴ細胞を活性化あるいは抑制的に働くｕ）

ので，これらチロシンキナーゼの活性化に連動し

た活`性酸素産生機序によりＴ細胞の活性酸素は産

生きれているものと推測きれる．その候補として

あげられるのは，ミトコンドリア・マイクロゾー

ム電子伝達系，キサンチンオキシダーゼ系，リポ

オキシゲナーゼ系，サイクロオキシゲナーゼ系で

ある．

Naturalkiller（ＮＫ）細胞は抗原感作なしに

標的細胞を傷害できるＣＤ2＋CD3-CD16＋CD５６

＋リンパ球であり，第一線の免疫監視機構として

重要な役割を果たしている．ＮＫ細胞の標的細胞

認識には正の制御機構と負の制御機構があるこ

と'2)が，最近明らかになってきた．正の制御機構

については，標的細胞上にＮＫ細胞が認識する

リガンド（ＮKTS）が，またＮＫ細胞にはＮＫＴＳ

を認識するレセプター（NKTSR）があると推測

されており，それぞれについていくつかの候補分

子が提唱されている．またサイトカイン活性化

ＮＫ（LAK）細胞については，最近ＬＡＫ細胞の

LFA-1と標的細胞の凝集ICAM-2との結合が正

の制御機構であるという報告'3)が出された．負の

制御機構については，標的細胞上のMHOclass

l分子とそれを認識するレセプター（KIR）が想

定され，ＫＩＲについて解析が進められている．

CD56とＮＫ細胞制御機構の関係については明ら

かでないが，制御シグナルの伝達に関与している

ことが示唆されているM)．今回の抗CD56抗体に

よる刺激でＮＫ細胞の活性酸素が低下するとい

う結果と，Ｂｒuneらの単球由来の活性酸素はＮＫ

細胞の標的細胞傷害を阻止するという報告'5)を考

え合わせると，ＣＤ５６を介した刺激は，活性酸素

産生を抑制することによりＮＫ細胞の正の制御

となりうること，言葉を換えれば活性酸素は負の

シグナルであることを示唆している．ＣＤ５６とな
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化には数時間以上の時間が必要とされ２１)，本研究

ではリンパ球という違いはあるが10分間という刺

激時間は短すぎた可能性がある．

ＣＤ49／CD2９（ＶLA蛋白）はインテグリンファ

ミリーに属し，抗原レセプターやサイトカインと

同様に免疫系の活性化に重要であるとされている．

Ｔ細胞を抗CD49d／CD29抗体で刺激すると105kｄ

のチロシン燐酸化蛋白が生じる22)．ＣＤ49／CD29

を介してＴ細胞が活性化される事実は

CD49／CD29の発現がmemoryCD4細胞で多い

ことから，ｉｎｖｉｖｏにおいて，同じ抗原量でも

memoryCD4細胞がより活性化されやすいこと

を示唆している．今回の我々の実験では抗

CD49d抗体と抗ＯＤ２９抗体で活性化に相違がみ

られたのは，CD49d／CD2９（VLA-4）にリガン

ドが結合した場合，OD49d（α４）を通して活性

化シグナルが細胞内に伝えられる可能性を示唆し

ている．

CD11a（LFA-1α鎖）分子それ自身はシグナル

伝達に関与するキナーゼドメインなどを細胞質部

分に持たないが，テーリンなどのアクチン結合蛋

白を介して細胞骨格と結合し，シグナル(Ｔ細胞

活性化のsecondsignalなど）を伝達している23)．

またLFA-1は通常は細胞接着能を持たず，ＯＤ２８

やＰＤＧＦを介したチロシンキナーゼの活性化に

よって，またケモカインによるＧ蛋白を介した

PI3キナーゼの活`性化の結果LFA-1が活性型と

なり細胞接着が可能となる鋤)．したがって非活`性

型のLFA-1に抗体（活性型LFA-1には結合しな

い）を結合させて刺激しても有効な活性化は生じ

ない可能性がある．今回の抗ＣＤ１１ａ抗体で活`性

酸素産生が冗進しないという結果はこれを支持し

ている．ただしＬＡＫ細胞（IL-2により活性化さ

れたＮＫ細胞）ではLFA-1β鎖にはシグナル伝

達物質（PLOγ，PI3キナーゼ，ＧＡＰなど）が

会合しているので，ＰＫＣの活性化により活性酸

素が増加する可能性がある．

ＣＤ15sと活性酸素に関しては，活性化血小板膜

上のP-セレクチン（OD62P）と好中球や単球膜

上のシアリルルイスＸ糖鎖（SLex;CD15s）との

結合により○2．産生量が増加する25)という報告

がある．したがって本研究のように抗体による

CD15sのクロスリンクがリンパ球の活性酸素産

生刺激のシグナルとなることは十分考えられる．

しかしＣＤ15sがどのような活性経路に繋がって

いるのかは不明である．

L-selectin（CD62L）については，Brennerら26）

がJurkatcellや末梢血リンパ球を抗体刺激する

実験系でCD62Lを介した刺激はチロシンキナー

ゼp561okを活性化し，さらにRas経路を活性化

し，○２．の産生に至ることを報告している．測定

活性酸素が○２．とＨ２ｏ２の違いはあるものの，こ

の結果は本研究と一致するものである．

以上種々の外的刺激によるリンパ球活性酸素産

生機序について考察してみたが，次に産生された

活性酸素の機能について考えてみる．

低レベルの活性酸素がＤＮＡの転写制御に関わっ

ていることを示唆する報告がある．ＤＮＡから

RNAを合成する転写過程には，転写酵素ＲＮＡ

ポリメラーゼ以外に転写因子と呼ばれる蛋白質が

転写の調節に関与している．免疫グロブリンに軽

鎖（19に）遺伝子の転写因子として発見された

ＮＦ‐，ｃＢはTNF‐αにより活性化されるが，

Schreckら鋤)によれば，活`性酸素はTNF‐α刺激

後のセカンドメッセンジャー候補の一つとされ，

PKCを介さない経路でNF-jcBの活性化に関与

している．またGoldstoneら28)は，活`性酸素が

転写因子NF-にＢとＡＰ－１を標的分子としたcell

cycleentryの制御を行っていると報告している．

チロシンリン酸化，脱リン酸化は細胞の癌化機

転やリンパ球系細胞の活性化，増殖，分化におい

て重要な役割を持っている．淀井ら２，)は酸化的ス

トレスのチロシンリン酸化への影響をＨ２ｏ２と

培養ヒト末梢Ｔ細胞を使って検討して，Ｈ２Ｏ２は

用量依存性にsrcファミリーチロシンキナーゼ

Lckのリン酸化と活性冗進を引き起こすこと，お

よびこのリン酸化誘導には細胞内蛋白質やグルタ

チオンなどに含まれるシステイン残基の-sH基の

酸化が重要な役割を果たしていると報告している．

活性酸素は細胞接着分子の発現にも関与してい
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症機序の解明ならびに治療法の開発につながるこ

とが期待される．

る．Yoshidaら30）は低酸素一再酸素化による好

中球内皮接着反応について検討し，血管内皮より

産生されるＨ２ｏ２は直接好中球を活性化する経

路および内皮細胞の血小板活性化因子（PAF）

産生を介する経路により，好中球上の接着分子

CD11b／CD18の発現を増強すると報告している．

またはＨ２０２は内皮細胞に作用してＰ－セレクチ

ンを発現させることも報告31)されている．

サイトカイン発現と活‘性酸素の関係では，ＩＬ－８

が注目されている．ＩＬ－８はその強い白血球走化

性活性化因子のため，白血球の組織浸潤に中心的

役割を果たしている．Horiguchiら32)によると，

カドミウムはヒト末梢血単球にIL-8産生と活性

酸素産生を引き起こすが，活性酸素消去剤ＮＡＯ

によりL-8産生抑制，活性酸素産生抑制に加え

てL-8mRNAの発現も抑制される．またヒト全

血のLPS刺激によるIL-8産生はＤＭＳ○等のヒド

ロキシルラジカル消去剤により抑制され，ＩＬ－８

ｍＲＮＡの発現も転写レベルで抑制される．そし

てその抑制はTNF，IL-6，IL-1βには観察されず，

L-8mRNAに選択的である33)．

以上のように活性酸素は多方面にわたって細胞

内代謝に係わっていると考えられるが，まだ不明

な点も多い．今後活性酸素の産生系，機能および

スーパーオキシドジスムターゼ（S○Ｄ）などの

活性酸素制御系を含めた幅広い研究が必要と考え

られる．
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