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Summary We have studied the function of antigen specific immunoglobu1in (Ig) 

receptors in antigen presentation. Monoc1onal B cell 1ines expressing antigen specific 

surface 19M， 19D or 19G were estab1ished by transferring the gene encoding heavy (μ， O or 

γ) and 1ight (X) chains specific for the hapten 2， 4， 6-trinitropheny (TNP) into 1a bearing 

B celllymphoma A 20-2 J and WEH1 279 lines. Transfectants were compared in a quantita】

tive assay for the abi1ity to present TNP-carrier to carrier-specific T helper (Th) cells. 

The A 20-2 J -derived transfectants expressing μXTNP' oXTNP or γ'XTNP had simi1iar amounts 

of the TNP-specific idiotype on their surface and showed an equal capacity to present 

antigen， which was about 1000-fold more efficient than that of the parentalline. However， 

the γ'XTNP transfectant of WEHI 279 1ine expressed lower amounts of the idiotype than μx 

NP or oXTNP transfectant and exhibited a decreased capacity of antigen presentation. It 

was suggested that the antigen presenting capacity of antigen-specific B cells depends on 

the amount of the idiotype expressed， regardless of its Ig isotype. 

1n addition， a Th hybridoma line used in this study exhibited cytotoxic activity to 

antigen presenting cell as well as 1L-2 production when it was activated. Interestingly， 

cytotoxicities were also found to NK -resistant cells and to human tumor cells. The target 

recognition of Th cells was supposed to be different from that of NK cells or cytotoxic T 

cells. 
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縮 官官

戸司

T細胞存在性抗原の免疫反応には，少なくとも 3種類

の機能の異なった免疫担当細胞が共同して働くことが必

要である.すなわち，へノレノミーT細胞(Th細胞〕と抗体産

生細胞(B細胞)，そして抗原提示細胞(AntigenPres巴nt

ing Cell， APC)の3種類である1121.APCは，その表面に

主要組織適合性抗原分子(Major Histocompatibility 

Complex gen巴 product，MHC)を表出し， Th細胞は抗

原ェピトープをこの MHC抗原分子とともに認識する

(MHC restriction). APCとして，代表的なマクロフア

ージ31はよく研究されているが，他にも皮膚の Lang巴r.

hans細胞へ樹状細胞51，肝のクッパー細胞附8)，活性化

T細胞などが知らわしている.

これらの抗原提示における免疫担当細胞の質的役割に

ついては従来より研究されていたが，生化学的あるいは

量的側面については詳しく研究されていなかった.その

理由のひとつに，ある抗原を特異的に処理するモノクロ

一ナノレな APC株が無かったことが挙げられる.近年， B

リンパ腫細胞が Th細胞に抗原を提示できることが示さ

れ叩ベ抗原提示細胞としてのB細胞の機能が注目される

ようになってきた. Lanzav巴cchiaは， Epstein -Barr 

virusによりトランスフォームして得たテタヌストキソ

イドに特異的なヒト B細胞株を用いて，抗原特異的B細

胞が非常に効率よく抗原を Th細胞に提示することを明

抗原提示における B細胞表面免疫グロプリン(surface

Ig， sIg)の役割および Th細胞にみられた cytotoxic

functionについて解析した.

実験方法

1. Thハイブリドーマ細胞

Ovalbumin(OV A)特異的 Thハイブリドーマ細胞と

して 3DO 54. 8 (I-Ad restricted) 201， Keyhole limpet 

hemocyanin (KLH)特異的 Thハイブリドーマ細胞とし

てCAK1-22(I-Ed restrict巴d)211を用いた.

2. APCs 

Balb/cマウス由来 Bリンパ腫株 A20-2 J121および

(Balb/c x NZB)F 1マウス由来 B リンパ腫株

WEHI279221を親株として用いた.A 20-2 J， WEHI279 

は，それぞれ表面に IgG，IgMを表出しているがこれら

のspecificityは不明である.これら親株に TNP特異的

らかにした川しかし，この場合，この抗原特異的B細胞 Bamト11
株を用いてテタヌストキソイド特異的 Th細胞との col. EcoRI 
laborationをみることはできても，他の蛋白抗原の提示

Cκ 

には利用できない欠点がある.この点を克服したのがハ

プテン特異的なB細胞株の樹立である121 Recombinant 

DNAおよびg巴netransf巴rのテクニツクを用いノ、プテ

ンである Trinitrophenyl(TNP)に特異的なB細胞株が

樹立された. このようにハプテン化した蛋白を抗原とし

て使用することで，種々の抗原特異的 Th細胞とハプテ

ン特異的B細胞との Tcell-B cell int巴ractionの解析が

モノクロナーノレなレベノレで可能となった.一方，抗原特

異的な Th細胞クローンあるいは Thハイブリドーマ細

胞の樹立については比較的早くより知られていたが，活

性化された Th細胞の細胞障害活性についても最近知ら

れるようになってきた同叫.本研究ではこのハプテン特

異的B細胞と抗原特異的 Thハイブリドーマ細胞を用い，

EcoRI 
BamHI 

neo 
SV400ri 

Fig. 1. Structur巴 ofth巴 tranducingvector pR yxtnp. 
The vector carries the rearranged γtnp (11.6 
kilobase pairs) and xtnp (9.6 kilobase pairs) 
gen巴 atthe EcoRI and BamHI sites of 
pSV 2 neo， r巴spectively (24). Black box巴s
indicate coding segments for th巴Tnp.sp巴cific
heavy.chain variable region (VHtnp)， for the 
y heavychain constant (Cγ2b)， and for the x 

light.chain constant (C x) and Tnp民specific
variable region (V x tnp) regions. The direc 
tion of transcription of the Ig genes and the 
simian virus 40 (SV 40)巴arlypromotor are 
indicated by arrows. 
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な抗体をコードする DNAを含むプラスミドベクター μI中で，抗原の存在下あるいは非存在下で 24時間培養

pRHLtnp12l， pRoxtnp231， pRyxtnp(Fig. 1)をprotoplast した.その後，培養上清を集め IL-2 dependent cellline 

融合法叫または巴l巴ctroporation法251にて移入し，ネオマ (CTL. L)のDNA合成を指標に IL-2活性を測定した.

イシン誘導体である G418を含む培養液中にて選択培養 すなわち， CTL.L 1 x 10'を 10% FCSを含む

を行い， TNP特異的な IgM，IgDあるいは IgG(sIgMt- RPMI1640培養液 100μl中で培養し，合 IL-2上清を 20

np， sIgDtnp， sIgGtnp)を表出する transfectantを得

た. A 20-HL， AσXlO， A 20-GはA20-2 Jを親株と

し，それぞれ sIgMtnp，sIgDtnp， sIgGtnpを表出し，

WEHI 279-M， WEHI 279-D， WEHI 279-Gは

WEHI 279を親株とし，それぞれ sIgMtnp，sIgDtnp， 

sIgGtnpを表出している.

3. Flow Microfluorim巴tricAnalysis(FACS) 

各 transfectantの表出する heavy chain超可変領域

Sp 603イデオタイプ。261の量を抗イデオタイプ抗体 anti-

Sp 603(aSp 603)を用いて測定した.すなわち，細胞 l

x 10'を， ピオチン化した.a Sp 603と共に氷上にて 10

分間静置の後 3回洗浄し，アピジンーFITCで 10分間標

識した. 3回洗浄の後， EPICS-C coulter flow micro 

fluorimeterで分析した.

4. Bystander細胞

C57BL/6Nマウス由来Tリンパ細胞麗株EL-4271，

DBA/2マウス由来mastocytoma株 P815'81，マウス B

リンパ腫株 TA3.3叫， Balb/cマウス胎児肝由来肝癌細

胞株 BNL1 MEA. 7 R. lCA 7 R)'ol， ヒト肝癌細胞株で

HBsAgを分泌する PLC/PRF/5311および慢性リンパ性

白血病患、者の末梢血より樹立したBリンパ腫疹株 CLL

10321を用いた.

5. モノクロナーノレ抗体

抗 Iaモノクロナーノレ抗体産生Bリンパ腫細胞 14-4-4

S(抗 1-Ed)， 34-5-3 S(抗 I-N)，MKD-6(抗 I-Aりは

American Type Culture Collectionより購入し，その

培養上清を用いた.また，抗イデオタイプ抗件 aSp 603 

は，a Sp 603を分泌する Bリンパ腫細胞(aSp 603)の培

養上清を用いた.

6. 抗原

OVA， KLHの他に TNP化した Tnp-OVA，Tnp-

KLHを用いた. OVA p巴ptide323-339 tyr(ISQA VHAA-

HAEINEAGRY)はBeckman990 Bベプチド人工合成

機により合成した.C末端の Tyrは， 274 nmでの吸光度

による濃度測定を容易にするため付加した. Tyrの付加

によりベプチドの抗原性が影響を受けないことは既に示

されている33).

7. Antigen Presenting Assay 

96穴平底プレートにて APC1 x 105をTh細胞5

x 10'と共に 10% FCSを含む RPMI1640培養液 200

μl加えた.培養開始 20時間後に 1μCiの 3H

Thymidine(TdR)を加え，さらに 4時間のパノレスの後

TdRの取り込みを測定した.データは tripricateの平均

である.

8. 51Cr R巴leaseAssay 

Bystander細胞を 100μCiの Na，CrO，C1mCi/ml， 

Am巴rsham)で370C1時間標識し， RPMI 1640にて 3回

洗浄の後使用した.V底 96穴マイクロプレートを用い，

Bystander細胞 1x 10'をAPC1 x 105， Th細胞 5x 10' 

と共に 10% FCSを含む RPMI1640培養液 200μl中で，

抗原の存在下あるいは非存在下で培養した.培養 16時間

後，上清 100μlを採取し γーシンチレーションカウンタ

ーで上清中の放射活性を測定した.% cytotoxicityは次

式により算出した.

% cytotoxicity二 {(a-b)/(c-b)}x 100 

ただし a 実験群遊離放射活性

b:自然遊離放射活性

c 最大遊離放射活性

なお，自然遊離群には Bystander細胞浮遊液 100μlに

100μlの培養液を，また最大遊離放射活性には By目

stander細胞浮遊液 100μliこ1% Triton X -100を100

μl加えて放射活性を測定した. APC細胞をターゲット

細胞としたときは， Antigen pres巴ntingassayに準じ

APCを51Cr標識し，同様に cytotoxicityを計算した.

結 果

1. Sp 603イデオタイプ量の測定

抗イデオタイプ抗体 αSp603を用いて各 trans白

色ctant及び親株に表出されたイデオタイプ量を FACS

解析した(Fig.2).A 20-HL， A O Xl0， A 20-GのSp603 

イデオタイプの表出量はほぼ等しかった一方，

WEHI279-MとWEHI279-Dは同程度の Sp603イデ

オタイプ回の表出を認めたが， WEHI 279-Gではやや少な

い量であった.また，モノグロナーノレ抗体 14-4-4S， 

MKD-6を用いて Iaの表出量を FACS解析したが，い

ずれの transfectantも親株とほぼ等しかった(datanot 

shown). 

2. Antig巴nPresenting Assay 

A 20-HL， A O Xl0， A 20-Gは，抗原として Tnp-OVA

を用いた場合，親株 A20-2 Jより約 103倍の低い抗原濃
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Fig. 2. Flow microfluorimetric analysis. Cells were treat巴dwith biotinylated 

anti-Sp603 followed by fluorescent avidin 
A， B， C， D (right) ; A20-2 J， A20-G， A20-HL， Aσ.JC10， respectiv巴ly.
A， B， C， D (Jeft) ; WEHI 279，羽TEHI279-M， WEHI 279-D， respectively. 
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Fig. 3. Antigen preseまltationto OV A-specific Th c巴11(3D054. 8). 3D054. 8 cells (5 x 104) were cultured with 

105 APCs in the pres巴nseof th巴 antig巴nOVA(うorTnp-OVA(-). 
l巴ft:A20-2 J(・)， A20-G(圃)， A20-HL(A)， Aσ JCl0(+). 

right: WEHI 279(.)， WEHI 279-G(・)， WEHI 279-M(A)， WEHI 279-D(+). 

6 6 

c 
o 
噌・4

何
‘園。
Q. 
‘園理'
2b 
E 守田

c 

2と4
司;， Q. 

'E (.) 
〉、
z 
ト
，飼町、
工
円、旬... 

2 

-MとWEHI279-Dは親株に比べ Tnp-OVAを約 103

倍の低い濃度でTh細胞に抗原提示できたが，

WEHI 279-Gでは親株より約 10'倍効率よく Th細胞を

度で Th細胞を活性化し得た.抗原として OVAを用い

た場合，親株と各 transfedantの間で Th細胞への抗原

示能に差を認めなかった(Fig.3，left).一方， WEHI 279 
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Tnp-OVAの場合と同様であった(Fig.4).

3. Th細胞の APCに対する細胞障害性

51Cr r巴leaseassayにて Th細胞の APC!こ対する細胞

抗原特異的B細胞を用いた抗原提示に関する基礎的研究

活性化するにとどまった(Fig.3，right). KLHあるいは

Tnp-KLHを用いて CAK1.22の活性化をみても各

transfectantの抗原提示能は親株と比較して， OVA，
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Fig.4目 Antigenpr巴sentationto KLH四specificTh cell (CAK 1 -22). CAK 1-22 (5 x 104) were cultured with 105 

APCs in the presense of the antig巴nKLH(ー)or Tnp-KLH(ー)• 
l巴ft:A20-2 J(.)， A20-G(園)， A20-HL(A)， Aσ'XlO( +). 
right: WEHI 279(.)， WEHI 279-G(・)， WEHI 279-M(企)， WEHI 279-D(+) 
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right: WEHI 279(・)， WEHI 279-G(・)， WEHI 279-M(企)， WEHI 279-D(+). 
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障害性をみたCFig.5). 抗原として Tnp-OVAを用いた Tnp-OVAのTh細胞への抗原提示を抑制したCTabl巴

場合 A20-HL， A d }(1Q， A 20-Gは親株A20-2 Jより 1).しかし，抗原として OVAを用いた場合，この抑制現

も約 103倍の低い抗原濃度で傷害された.WEHI 279- 象はみられたかった.OVAベプタイドによる Th細胞

M， WEHI 279-Dも親株 WEHI279より，約 103倍の低 の活性化は aSp 603により抑制されなかった.

い抗原濃度で傷害されたが， WEHI 279-Gはそれらより 5. Th細胞の Bystander細胞への細胞障害性

はやや高い抗原濃度を必要とした.OVAを抗原として 抗原として Tnp-OVAを， APCとして A20-HLを用

用いた場合，親株は，それぞれの transfectantと いて 3DO 54.8のbystander細胞への細胞障害性を

cytotoxicityのみられる濃度に差はなかった. KLHあ 5lCr releas巴assayでみたCTable2). Bystander細胞と

るいは Tnp-KLHを用いて CAK1.22のAPCに対す して用いた EL-4，P815， TA3.3， A 7Rについてはそ

るcytotoxicityをみても同様の結果であったCdatanot れぞれ 66%， 65 %， 50 %， 57 %の cytotoxicityが観察

shown). された.さらに，ヒト肝癌株 PLC/PRF/5細胞に対して

4. 抗イデオタイプ抗体による抗原提示のブロック も，細胞障害活性が観察された.また，この細胞障害活

抗イデオタイプ抗体配 Sp603は， transfectantによる 性は antiI-Ad抗体 CMKD-6， 35-5-3 S)により阻止

Tabl巴1. Blocking of specific antigen pres巴ntationby anti-idiotypic antibody 

Antigen 

APC 
Tnp-OVA OVA peptide 

anti-Sp603 
3H -thymidine incorporation 

C/Lg/m!) 〔μg/m!) cpm % inhibition 

A20-2J 200 72，849 

200 。 十 70.072 4 。 70，413 。 2 十 67.169 5 

A20-G 2 。 69，302 
2 。 十 5，937 92 。 2 64，987 。 2 十 65，884 。

A20-HL 2 。 60，300 
2 。 十 7，752 88 。 61，330 。 2 十 62，052 。

Aσ}{ 10 2 。 62，236 
2 。 十 8，415 87 。 61，354 。 2 十 57，178 7 

WEHl279 2 。 49，416 
2 。 十 49，275 。 52，601 。 2 十 51，737 2 

WEHl279-G 2 。 59，169 

2 。 十 5，997 90 。 59，162 。 2 十 57，421 。
WEHl279-M 2 。 49，416 

2 。 十 3，597 93 。 53，336 。 2 十 55，750 。
WEHl279-D 2 57，078 

2 。 十 5，088 91 。 53，279 。 2 十 49，001 9 

Culture supernatant of anti-Sp603 cells producing anti-idiotypic antibody Canti-Sp 603) was added to 
assay media at final dilution of 1 : 10. 1L-2 production was measured by 3H.thymidine incorporation 
of CTLL c巴l1s.
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Table 2. Cytolysis of bystander c巴l1s

Tnp-OVA A20-HL 5lCr release 
(2μg/mJ) non巴十MKD-6 十 35-5-3S + 14-4-4S 

EL4 2 
十 -2 
十 + 66 2 1 60 

P815 -2 

+ 3 
十 十 65 3 68 

TA3.3 。
十 2 
十 十 50 2 2 53 

A7R 2 
十 2 
十 十 57 。 51 

PLC/PRF/5 。
+ 。
+ + 41 -1 4 44 

CLL10 I 

+ 2 
十 十 48 5 44 

Bystander cells (1 x 10') w巴r巴 radiorabel巴dwith chromium and added in th巴

antigen presentation assay. Culture supernatant of MKD-6， 35-5-3S or 14-4-4S 
cells was added to assay media at final dilution of 1 : 10. 

された.

考 察

B細胞の sIgの役割の 1っとして，抗原のレセプター

として働くことがある.一般に sIgは多価抗原に出会う

とcappingを起こし，抗原は細胞内へ internalizeされ

る.著者らも， Tnp-OVAあるいは Tnp-KLHでA20-

HLを処理した後，抗イデオタイプ aSp 603を用いて細

胞表面に表出されたイデオタイプ量を FACS解析した

が，確かに sIgtnp量の減少を認めている叫. APC内に

internalizeされた抗原は，細胞内の endosome分闘で

denaturation， proteolysisを受け，最終的には MHC

class II gene product-peptide conplexを形成し APC

上に表出され，Th細胞に認識される同36).最近 Th細胞に

は， IL 2， gamma IFNを産生する Th1細胞と， IL4， IL 5 

を産生する Th2細胞の 2種類があるとされており刊，

本研究で使用した Th細胞は， IL 2 producぼである.そ

こで，外来性に移入発現された sIgtnpが抗原レセプター

として機能し Th細胞に情報伝達できるかどうかを， Th 

細胞の IL2産生を指標に検討した.Fig.2に示すように

transfectantはTnp-OVA，Tnp-KLHを，親株ではみ

られないような約 10L 10'倍の低い抗原濃度で Th細胞

に抗原提示できた.更に，抗原(Tnp-OVA， Tnp一KLH)

とsIgtnpとの結合を競合阻害する抗イデオタイプ抗体

a Sp 603により， Th細胞の活性化は阻止された(Table

1)ことからも，確かに sIgtnpが抗原レセプターとして機

能していることが示された.このように，抗原特異的B

細胞は，非常に低い濃度で、 Th細胞に抗原提示ができた.

In vivoにおいて，二次免疫応答の際の抗原刺激量は，通

常一次応答よりも少ない抗原量ですむのは，すでに抗原

特異的B細胞が誘導されているからかもしれない.

次に， sIgtnpのアイソタイプによる抗原提示への影響

をみると，ほぼ同等量のイデオタイプが表出されている

A 20-HL， A o }(1O， A 20-Gでは，それら transfectant

の抗原提示能はほぼ同等で，親株 A20-2 Jより約 10'倍

の低い抗原(Tnp-OVA， Tnp-KLH)の濃度で Th細胞

を活性化し得た.また，同程度のイデオタイプを表出し

ている WEHI279-M， WEHI 279-Dでは親株に比べ約

10'倍の低い Tnp-OVA，Tnp-KLH濃度で Th細胞を

活性化できたが，ややイデオタイフ。表出量の少なかった

WEHI 279-Gでは，親株より約 102倍の低い濃度で抗原

提示ができるにとどまった.これらのことは，B細胞の

抗原提示能は， sIgのアイソタイプによるのではなく，表

出されたイデオタイプの量に依存していることを示唆し

ているように思われる.

また， APCにより抗原提示を受け活性化された Th細

胞が， APCに対して細胞障害活性を有することも観察さ

れた.最近，表面マーカーとしてはヘルパータイプのT

細胞が cytotoxicactivityをもつことがし、くつか報告さ

れてきている 13)-19)が， Th細胞の抗原エピトープが明ら
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かで，しかも抗原提示との関係を量的に解析した報告は 8) Rubinstein， D.， Roska， A. K. and Lipsky， P. 

ほとんどない.Th細胞の APCに対する細胞障害活性の 1 ・J，Immunol. 138・377，1987. 

獲得は， IL-2産生と非常に類似して，抗原濃度に依存性 9) Chesnut， R.， Colon， S. and Grey， H. : J. Im-

であることがわかった 活性化された Th細胞はAPC munol. 128 : 1764， 1982. 

のみでなく， bystander細胞に対しても細胞障害活性を 10) Chenut， R. W. and Grey， H. M. : J. Immunol 

示した(Table2). EL-4はC57 BL/6 Nマウス由来のT 126 : 1075， 1980. 

リンパ腫細胞でステロイドに抵抗性であり， P 815は 11) Lanzavecchia， A. : Natur巴 314: 537， 1985. 

DBA/2マウス由来の mastocytomaでNK細胞に対し 12) Watanabe， M.， Wegman， D. R.， Ochi， A. and 

て抵抗性であることが知られているが，このような細胞 Hozumi， N. : Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83目

腫に対しても細胞障害活性が認められた.また，他にマ 5247， 1986 

ウス B細胞腫，マウス肝癌細胞腫株， さらにヒト肝癌細 13) Erb， P.， Grogg， D.， Troxler， M.， Kennedy， M. 

胞腫株 Bリンパ腫株に対しても細胞障害活性は認めら and Fluri， M. : J. Immunol. 144 : 790， 1990. 

れた 本報告では呈示していなし、が， ヒト肝癌細胞腫株 14) Fleischer， B. : Natur巴 308: 365， 1984. 

PLC/PRF/5に対する細胞障害活性は， 51Cr releas巴 15) Jacobson， S.， Richert， J. B.， Biddison， W. E. and 

assay i.こ加えて培養上清中に逸脱するトランスアミナ McFarland，H. F. : J. Immunol. 133 : 754， 1984 

ゼ値からも確認できている.このように，この Th細胞(3 16) Tite， J. P. and Janeway， C. A. : Eur. J. Immunol目

DO 54.8)の細胞障害活性は， NK細胞抵抗性株や異腫の 14 : 878， 1984. 

腫湯株に対しても認められ， target認識の機構は， NK 17) Chang， J. C. and Moorhead， J. W. : J. Immunol. 

細胞あるいはcytotoxicT cellとは異なると推測された 136・2826，1986 

出吉 語
18) Ju， S. T.， DeKruyff， R. H. and Dorf， M. E. 

Cell. Immunol. 101目 613，1986 

細胞表面に抗原特異的免疫グロプリン分子を表出する 19) Ozaki， S.， York-Jolley， J.， Kawamura， H. and 

B細胞は，低濃度抗原でも非常に効率よくへノレパ -T細 Berzofsky， J. A. : Cell. Immunol. 105・310，1987. 

胞に提示が可能で、あり，その効率は表出するイデオタイ 20) Watanabe， M.， Yoshikawa M. and Hozumi， 

プ量に依存することが示唆された.また， IL-2産生とと N. : Immnol. LeUers 15目 133，1987 

もに観察されたへノレバーT細胞の細胞障害活性は， NK 21) Yoshikawa， M.， Watanabe， M. and Hozumi， 
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ることが推測された 22)Sibley， C. H.， Edward， S. J.， Kehry， M. R.， 
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