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AbstractRecentlyitisrevealedthatintracellularpH（ｐＨi）playsaimportantrolein
cellularactivationandgrowthandmaybeinvolvedinpathogenesisofcancer、AsadultTcell
leukemia（ATL）isaleukemiaofactivatedmatureTcellorigin,itisinterestedwhetherpHi
isinvolvedinpathogenesisanddevelopmeｎｔｏｆＡＴＬｏｒｎｏｔ､ToelucidatetherelationofpHi

toATLwemeasuredpHiofperipheralbloodlymphocytes（PBL）inthreeclinicaltypesof
ATL（smoldering,chronicandacutetype)．
ＴｈｅｍｅａｎｖａｌｕｅｗｉｔｈｌＳＤｏｆｐＨｉｗａｓ６､９９±０.l2forhealthypopulation，７．１１±０．１７for

smolderingtype,７．２６±0.Ｏ９ｆｏｒｃｈｒｏｎｉｃｔｙｐｅａｎｄ７､５８±０．１３foracutetype､Andtheseresults
werestatisticallysignificantbetweenallgroups・ＷｉｔｈａｌｌｃａｓｅｓｏｆＡＴＬｐＨｉｏｆＰＢＬ
ｃｏｒｒｅlatedsignificantlywithlymphocyteCount（r＝0.41)，ＣＤ４ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＰＢＬ（r＝
0.66）ａｎｄＣＤ２５ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＰＢＬ（r＝0.59)．ＴoavoidtheinfluenceofnormalPBL
coexistedwithleukemiccellsonpHi，ｗｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｐＨｉｏｆＣＤ２５ｐｏｓｉｔｉｖｅＰBLwhichwere
almostallleukemicceｌｌｓｗｉｔｈｐＨｉｖａｌｕｅａｎｄＣＤ２５ｐｏｓｉｔｉｖｅrate,Inspiteofdifferentdisease

severityineachclinicaltypeofATL，ｐＨｉｏｆＣＤ２５ｐｏｓｉｔｉｖｅＰＢＬｗｅｒｅｒａｉｓｅｄtｏａｓｉｍｉｌａｒlevel
inallclinicaltypes（7.52forsmolderingtype,7.77forchronictypeand7､77foracutetype)．
ＩtmaybegivenasaconclusionthatalkalizationofpHirelatestopathogenesisbutnotto

aggravationofATL．
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はじめに

細胞が分化増殖したり本来の機能を発揮する

場合，そこには多数の酵素反応が関与している．

酵素反応には至適ｐＨがあり，したがって細胞の

種々の活動には細胞内のpＨ（pHi）が重要な関

わりを持っていることは疑いの余地がない．一

般にpHiはpH6.8～7.3と，Ｈ+が細胞外液ｐＨ

(pHo）と膜電位に従って受動的に分布すると考

えた時のDonnanequilibriumの計算値（pH6.3

～6.5）よりも実際にはアルカリ側に傾いてい

る．その理由は細胞内の酵素反応の大部分の至

適ｐＨがこの範囲にあるからと考えられる．した

がってこの生理的なpHiを維持するためには，

細胞内からＨ+が能動的に排出される機構が働

く必要があり，その主役を担っているのが細胞

膜のＮａ+／Hexchangerである')．Ｎａ+／Ｈ＋

exchangerはＮａ+の細胞内取り込みとＨ+の排出

をカツプルして行っているが，この反応には直

接的にはATP代謝等のエネルギーを必要としな

い．Ｈ+の排出のエネルギーはＮａ十Ｋ+ATPase

systemで維持されている細胞内外のＮａ+gradi-

entから間接的にえられる．したがってＮａ+／

H+exchangerは二次的能動輸送機構といえる．

Na+／Hexchangerは生理的pHiの維持を行う

以外に，細胞内アルカリ化による細胞の活性化
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増殖，血漿浸透圧の変化に伴う細胞容積を調節

する役割を持っており，高血圧症，悪性腫瘍，

臓器肥大，酸塩基平衡障害等の疾患に密接な関

わりを持っている2)とされている．Ｎａ+／Ｈ＋

exchangerを活`性化する因子としては，interleu‐

kin-1（IL-1)，ＩＬ－２，epithelialgrowthfac-

tor（EGF)，plateletderivedgrowthfactor

(PDGF）等のサイトカインやinsukin,angioten-

sin,vasopressin等のホルモンなど2)が知られて

いる（表１）．これらの因子は細胞の活性化増

殖や，血漿浸透圧や血圧の調節に関与しており，

その機能の発現がNa+／Hexchangerを介して

いることを推測させる．

る．臨床的には急性型は慢性型と異なり，急激

な細胞の増殖や臓器浸潤，高カルシウム血症が

みられることから，同じ腫瘍細胞でありながら

急性型と慢性型ではATL細胞に質的な変化が生

じているのではないかと推測される．

そこで細胞増殖に関わりを持つpHiにこの質的

な変化が反映されていないかどうかを明らかに

するために，pHiとATLの臨床病型との関係に

ついて検討した．

試薬および方法

１．蛍光ＰＨ指示薬

蛍光ｐＨ指示薬２’’７’－bis(carboxyethyD

carboxyfluorescein（BOECF）は細胞膜非透過

`性のため，BOEOFのtetraacetoxymethyl基を

エステルに結合きせ膜透過`性にしたBCECF-AM

(10Ｍ,Sigma）を10-6Ｍに調整したPBS溶液と

して用いた．

表１Ｎａ十／Ｈ÷exchangerを活性化する因子

Lmitogen活性を有するもの
ＥＧＦ

ＰＤＧＦ

ＩＬ－１

IL-2

Colonystimulationgfactor
Nervegrowthfactor
Prolactin

lnsulin

Bombesin

Phorbolmyristateacetate
Angiotensin

Vasopressin
Thromｂｉｎ

Ｃａ２+ionophore
Lipopolysaccharides

Ⅱmitogen活性を有しないもの
Ｃatecholamines

Bradykinin
Caffeine

２．緩衝液

リンパ球の洗浄液および浮遊液としては，リ

ン酸緩衝食塩液（PBS，コスモバイオ)を用いた

検量線用の緩衝液としては細胞内液に類似した

電解質組成のリン酸緩衝KCl液（PBK：l37m

MKOl,８．１ｍＭＫ２ＨＰｏ４，１．５ｍＭＮａＨ２Ｐ

Ｏ４，２．７ｍＭＮａＣｌ：ｐＨ7.5）を用いた．

３．杭体

リンパ球の膜抗原の染色にはＣＤ４，０，２５，

CD71,HLA-DR（ortho）に対するモノクロー

ナル抗体を用いた．

成人T細胞白血病（ATL）はhumanTcell

lymphotrophicvirusl（HTLV-I）感染と密接

に関連していると考えられている成熟T細胞の

白血病3)で，通常はウイルス感染後数年から数

十年の経過でキャリアー，くすぶり型，‘慢`性型

を経て急`性型へと進展重症化する．キャリアー

では腫瘍細胞は認められないが，くすぶり型で

は少数の白血病細胞が末梢血に出現し，慢性型

と急性型ではリンパ球の大多数が腫瘍細胞であ

４．リンパ球の採取

へパリン入り真空採血管（Becton-Dic-

kinson）に静脈血を10ｍl採血し，同量のPBSを

加え混和した．１０ｍlのFicoll-Hypaque（比重

1.078,Sigma）に重層し，室温で2,000rpm２０

分遠沈し，中間層を採取した．PBSで３回洗浄
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後５xlO`／ｍｌの濃度にPBSに再浮遊ざせ測定

に用いた．

６．リンパ球膜抗原の測定

リンパ球膜抗原の測定はFCMを用いた蛍光抗

体法で行った．ＣＤ４，０，２５，HLA-DRは

fluoresceinisothiocyanate（FITC）標識抗体を

用い直接法で測定した．CD71はFITC標識ヤギ

抗マウスIgG抗体（Tago）による間接法で測定

した．

５．ｐＨi測定

pHiの測定は，蛍光ｐＨ指示薬（BCECF-AM）

を用いたフローサイトメトリー法で⑪行った

その原理は，膜透過性で細胞内に入ったBCECF-

AMはエステラーゼにより代謝ざれ膜非透過性

のBCBCFに変化し5)，フローサイトメトリー

(FCM）の488,ｍの光で励起ざれ530,ｍの蛍光

を発するが，その蛍光強度がpHi依存性に変化

する`)ことを応用したものである．

ａ）BCECFのリンパ球への負荷

リンパ球浮遊液１ｍｌとBCEOF-AM溶液１ｍｌ

を混和し，遮光下で37℃の恒温層で30分インキュ

ベートする．PBSで２回洗浄後ＰＢＳ１ｍｌに再浮

遊させた．

ｂ）検量線の作成

蛍光強度をｐＨに換算するための検量線の作成

は，Nigericin／Ｋ+法6)で行った．ＰＢＫにBOEC

F負荷リンパ球を浮遊させ，Ｎａ+／rexchanger

のインヒピターであるNigericinを加える．そ

うすると細胞内Ｈ+濃度すなわちpHiが細胞外と

等しくなるので，ＰＢＫのｐＨを変えることにより

平均蛍光強度（MFI）も変化し検量線を作成で

きる．実際にはPBK（pH7.5）を基に１ＮＨＣｌ

またはＮａＯＨによりｐＨ６．０，６．５，６．８，７．０，７．２，

７．５，８．０のPBKのｐＨ系列を作成し，各ｐＨの

ＰＢＫ１ｍｌにBCBCF負荷リンパ球0.1ｍlを加え

１回洗浄後１ｍlに再浮遊さ〈せる．Nigericin

(１ｍｇ／ｍｌエタノール溶液）１０/CuをPBK浮遊

BCECF負荷リンパ球に加え混和し，５分後に

FCMでリンパ球の平均蛍光強度（MFI）を測定

した．

ｃ）検体pHiの測定

BCECF負荷リンパ球100mにＰＢＳ１ｍｌを加

えFCMでMFIを測定し，検量線よりpHiを読み

取った．

症例

対象は熊本大学医学部第２内科に入院中また

は通院中のATL患者27名（表２）で,その臨床

病型は急性型６名，慢性型６名，くすぶり型１５

名であった急`性型の場合，初回化学療法開始

前の症例のみを対象とした．慢性型とくすぶり

型は全症例無治療で経過観察中であった．コン

トロールとして，健常人16名の静脈血を用いた．

ATLの臨床病型はlymphomastUdygroupの診

断基準7)に基づいて分類した．

表２ATL症例の臨床および検査データ

･Ｍｅａｎ士ＳＤ，ＮＤｍｏｔｄｏｎｅ

結果

１．ATLの臨床病型とリンパ球pHi（図１）

まずATLにおけるリンパ球のpHiが正常人と

異なっているか否かを明らかにするために，

－６１－

臨床病型 くすぶり型 慢性型 急性型 健常人

症例数

年齢

(歳）

性

(男：女）

リンパ球

(／解l）

ＬＤＨ

(u／l）

Cａ

(､g／dl）

61.1

１５

±14.8

６：９

2,252

●

±2,109

447

士157

9.0

±1.1

66.7

６

±13.1

３：３

13,198

±8,230

623

±556

9.1

±1.2

56.5

６

士10.2

３：３

31,540

±32,329

1,603

±911

9.8

±1.4

１６

50.7

±20.8

８：８

1,931

±584

ＮＤ

ＮＤ
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側される．そこで末梢血リンパ球数とpHiとの

関係を検討してみた．その結果リンパ球数の平

均値はくすぶり型では2,252／’１，慢性型では

8,230／川,急性型では31,540／/ｕｌとpHiと同

じくATLが重症化するにしたがって増加してい

た．したがってATL全体としてリンパ球数と

ｐＨｉとの相関をみると，リンパ球数の対数と

pHiとの間にはr＝0.64（p＜0.001）と有意の相

関がみられた．

8.0

７．８

７．６

７．４

pＨｉ

７．２

７．０

６．８

６．６

正常くすぶり慢性急性
臨床病型

ATLの臨床病型とリンパ球ｐＨｉ
壬Mean±２ＳＥＭ,蝋p＜0.05,“p＜0．０１

3．ＣＤ４陽性T細胞とpHi（図３）

図１

7.8
０

r＝0.74

０
ATLの末梢血リンパ球のpHiを測定した．その

結果pHiのmean±ＳＤは，正常コントロールが

6.99±0.12なのに対して，ATLでは7.24±０．２３

となり，Studentt-testで有意にＡＴＬリンパ球

pHiのアルカリ化がみられた．またATLの臨床

病型別のデータは，くすぶり型が7.11±0.16,

慢性型は7.26±0.09，急性型は7.58±0.12とな

り各病型間に統計学的有意差がみられ，ATLが

重症化するほどpHiは増加していた．

7.6 Ｌ努問Ｕ

ｏ
（〆
Ｍ
△

》
△

△
》

□
△
□
ぜ
ロ

》
□

円（》ｉ四
》
ロ

ロ
》

7.4

pＨｉ

7.2

7.0

6.8

2０４０６０８０

ＣＤ4陽性細胞(％）

100

図３ＡＴＬのリンパ球ｐＨｉとＣＤ４陽性細胞の関係
○急性型，△慢性型，□くすぶり

2．末梢血リンパ球数とpＨｉ（図２）

ATLで腫瘍化しているリンパ球は大多数の症

例でＣＤ４陽性リンパ球である．今回の我々の症

例も全てＯＤ４／ＣＤ８比は高くなっており（平

均17.2)，ＣＤ４陽性リンパ球由来の白血病細胞

と考えられる．そこでリンパ球のＯＤ４陽性率と

pHiとの関係を調べてみた．その結果リンパ球

のＯＤ４陽性率もコントロールの41.3％に対して，

くすぶり型47.9％，慢性型75.7％，急性型95.0

％と増加しており，ＣＤ４陽`性リンパ球の絶対数

も当然増加していた．そしてリンパ球のＣＤ４陽

性率とpHiとの間には全体としてr＝0.74（p＜

0.001）と高い正の相関がみられた．

7.8

7.6

7.4

pＨｉ

7.2

7.0

6.8

リンパ球数(／、）

図２ATLのリンパ球pHiとリンパ球数の関係
○急性型，△慢性型，□くすぶり型

ATLのリンパ球pHiのアルカリ化が細胞増殖

と関係あるならば，リンパ球の増加があると椎

４．Ｔ細胞活性化抗原とｐＨｉ

ＡＴＬ細胞は活性化T細胞由来の白血病細胞で

－６２－
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あり，したがって膜抗原CD25が陽性であること

が特徴の一つである．そこでCD25陽性リンパ球

とpHiとの関係を検討してみた．ＡＴＬリンパ球

のCD25陽性率はくすぶり型が22.6％，慢性型

46.7％，急`性型77.3％とやはりATLが重症化す

るに従い高くなり，したがってｐＨｉとの相関も

(図４）ｒ＝0.77（p＜0.001）と非常に高くなっ

8.5

8.0

ｐＨｉ７．５

7.0

7.8

6.57.6

CD25陽性細胞リンパ球

7.4

ＡＴＬの臨床病型とＣＤ25陽,性細胞のｐＨｉ
圏急性型，□`慢性型，□くすぶり型，
壬Wea、±２ＳＥＭ

図５
pＨｉ

7.2

7.0

みなし，ＣＤ25陰性リンパ球を正常リンパ球と考

えて正常リンパ球のpHi＝6.99を用いてATL細

胞のpHiを計算してみた（図５)．この結果くす

ぶり型7.52±0.92,慢性型7.77±０．５８,急性型

7.77±0.21と，くすぶり型でやや低いものの

ATL細胞のpHiは各病型間で有意差はみられな

かった．つまり病型にかかわらず腫瘍細胞であ

ればそのpHiのアルカリ化の程度に差はないと

いえる．ATL細胞のpHiのアルカリ化と細胞腫

瘍化の因果関係は明らかでないが，pHiのアル

カリ化はATL細胞には必然的なものといえる．

しかしATLの重症化，特に慢性型から急性型へ

の移行にはpHiのアルカリ化だけでは不十分で，

他の因子の関与が必要であると考えられた．

6.8

0２０４０６０８０l00

CD25陽性細胞(％）

図４ＡＴＬのリンパ球pHiとＣＤ25陽性細胞の関係
○急性型，△慢性型，□くすぶり型

ている．次にCD25以外の活性化Ｔ細胞にみられ

る膜抗原についても調ぺてみた．その結果CD７１

(トランスフェリンレセプター）では0.39,HLA‐

ＤＲでは0.58と，やや低いながらもいずれもpHi

と有意の正の相関関係がみられた．

５．ATL白血病細胞のｐＨｉ

今までの結果でリンパ球全体のpHiはＡＴＬの

重症化に伴い高くなっていることがわかった．

したがってATL白血病細胞の悪性度とpHiは関

係している可能性がある．しかしｐＨｉとリンパ

球数やＣＤ４陽`性率やCD25陽性率との間に正の

相関があることからpHiのアルカリ化は単に腫

瘍細胞の割合が増えたためとも考えられる．純

粋に白血病細胞のみのpHiを求められればこの

問題は解決する．しかし正常リンパ球と白血病

細胞が混在している状態で，白血病細胞のみを

分離採取することは非常に難しい．そこで我々

は次善の策としてOD25陽性細胞をATL細胞と

６．血漿浸透圧とpHi（図６）

血漿浸透圧の上昇もＮａ＋／Hexchangerを

活'性化させる因子の一つである．そこでATL患

者の血漿浸透圧とpHiとの関係について調べて

みた．血漿浸透圧（Posm：ｍＯｓｍ／ｌ）は直

接測定していなかったので，Ｎａ＋(mEq／ｌ），

K＋（mEq／ｌ），血糖（ＢＳ：ｍg／dl)，尿素窒

素（BUN：ｍg／dl）値から次のような式で計

算して出した．

Pos、＝２ｘ(Na+＋Ｋ+)＋BS／18＋BUN／2.8
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その結果ATLの浸透圧は285.6±9.3で，正常人

の275～290と比較して特に高くはなかった．ま

たpHiとの関係では，正常では血漿浸透圧が高

くなるとpHiは増加する2)のに対し，ＡＴＬでは

pHiが高いにもかかわらず血漿浸透圧は正常例

の可能性について検討してみた．まず伝染性単

核症（１Ｍ）２症例についてその末梢血リンパ球

のpHiを測定してみると，７．３８と7.33となりや

はり高くなっていた．これらのリンパ球は大部

分がEp-stein-Barrvirus（EBV）感染B細胞に

反応して増殖するＴ細胞なので，非腫瘍`性に増

殖する細胞のpHiは高いといえる．また正常人

２名について，末梢血リンパ球をphytohaem-

agglutinin（PHA）刺激すると，刺激前後のpHi

の変化は7.11→7.25,7.16→7.45となりやはり

高くなっていた．したがってpHiのアルカリ化

は腫瘍非腫瘍に関係なく増殖細胞に共通した現

象と思われ，細胞増殖に必須の要因ではないか

と考えられる．しかし腫瘍増殖は持続的なのに

対して，非腫瘍性増殖は一時的であり，ｐＨiア

ルカリ化の機序も腫瘍細胞と非腫瘍細胞では異

なっている可能性がある．

ATL細胞pHiのアルカリ化がどのような機序

で生じているのかは明らかではないが，自己増

殖と密接な関係があり，したがって腫瘍化の原

因とも関係しているものと考えられる．

HTLV-I特有のｐＸ遺伝子産物である分子量４

万の蛋白p40…はHTLV-Iの発現制御部分で

ある５′側のlongterminalrepeat（LTR）に

作用し，ウイルスの転写を著しく活性化するが，

それだけでなく種々の細胞遺伝子にも働き，細

胞増殖因子を活性化きせる8)．それらの細胞増

殖因子の中にはIL-2，GM-CSF等のＮａ+／H

exchangerを活性化させる因子も含まれている．

またATL細胞からはIL-2レセプター（Ｌ－２Ｒ）

誘導因子が分泌されることが明らかにされ,)，

ATLderivedfactor（ADL）と名付けられたが；

このADFがIL-1様活性を持つこと，ＤＮＡ合成

に必須な物質といわれている酸化還元酵素

thioredoxin（TRX）との相同性があることが

わかり，やはりＮａ+／Hexchangerの活性化に

関係しているものと考えられる．HTLV-Iによ

るATLの発症は白血病細胞が産生するIL-2が自

己のIL-2Rに結合することにより細胞増殖が無

7.8
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図６ATLのリンパ球ｐＨｉと血漿浸透圧の関係
○急性型，△慢性型，□くすぶり型

が多く，血漿浸透圧はATLのpHiの上昇に関与

していないと考えられた．

考察

ATLでpHiが高い結果がえられた．この現象

が腫瘍細胞に共通しているのか，増殖細胞に共

通しているのか，それともATL細胞に特有なも

のなのかを考えてみた．ATL以外のリンパ性白

血病について我々が測定した結果では，Ｂ細胞

性慢性リンパ性白血病（B-CLL）７症例の末梢

血リンパ球（大部分が腫瘍細胞）のpHiは7.22

±0.16,Ｔ細胞性慢性リンパ性白血病（T-OLL）

３例では7.28±0.24，急性リンパ性白血病

(ALL）４例では7.34±0.09となった．また培

養細胞ではHUT102が7.46,ＭOLT２７．５７ト

ＲAJI７．２５，ＨL６０７．６０，Ｋ5627.73とやはり

pHiは上昇していた．この結果はATL慢性型の

7.26±0.09，急性型の7.58±0.12と大きな差は

ない．したがってpHiが高いのは腫瘍細胞に共

通した現象といえよう．次にpHiの高値が腫瘍

化ではなく細胞増殖によってもたらされたもの
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限に繰り返されることによるというautocrine

説10が出された．しかしATL細胞がIL-2に対し

て増殖反応を示さないことが明らかとなり，ＨＴ

ＬＶ－Ｉ感染細胞の腫瘍化前段階ではこのIL-2R

発現による機序で細胞質アルカリ化や細胞増殖

が生じ，腫瘍化を起こし易い状態を作っている

のではないかと推測されている．

ATL細胞pHiはアルカリ化し，そのアルカリ

化の程度は病型間で差がみられなかった．ただ

しこの腫瘍細胞pHi測定は間接的なものなので，

今後twocolor染色法を用いて，ウイルス抗原

またはCD25陽性細胞のpHiを直接測定し確認す

る必要がある．ATLのpHiが腫瘍化には関係し

ているが重症化に関係していないとすれば，重

症化に関与している因子は何かという問題が生

じる．ATLの重症化とは臨床的にはａ)ATL細

胞の増加，ｂ）ATL細胞の臓器浸潤（肺，肝，

消化管，中枢神経，リンパ節,骨)，ｃ）高Ｃａ

血症の出現と進行を指している．pHiのアルカ

リ化にもかかわらず病型間で細胞増殖に差が生

じるのは，ｐＨiアルカリ化に関与しない増殖因

子や増殖抑制機構の異常を考える必要がある．

臓器浸潤に関しては細胞接着分子の発現異常と

HTLV-Itax遺伝子の関与を調べる必要がある．

高Ｃａ血症はATL細胞が分泌するparathyroid

hormone-relatedprotein（PTHrP）によって生

じるとされ，HTLV-Itax遺伝子によるPTHrP

遺伝子のトランス活性化作用がその原因u)と考

えられている．つまりＨＴＬＶ－Ｉキャリアーから

ATLの発症さらに重症化を考える場合，p40ピエ

の産生制御機構の解明がその手がかりとなると

考えられ，今後の進展が期待される．

まとめ

ATLでは重症化に伴いリンパ球pHiが高くな

るが，それはATL細胞の割合が増加するためで

あり，ATL細胞自体はpHiは高いものの病型間

では差がみられない．したがって腫瘍化するた

めにはpHiのアルカリ化は必要であるが，ＡＴＬ

の重症化にはそれだけでは不十分で他の因子の

関与が必要である．
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