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緒 言

トランスフェ リン(TF)は ヒ ト血 清 中に2～4

mg/dlの 濃度 で存在 す る主 要 な鉄 結 合 タンパ ク質

であ る. TFは 免疫 学 的に は鉄 不飽 和 の状 態 で静

菌 作用 を有 す るこ と1),2),顆粒 球 ・花粉結合 タン

パ ク質 で あ るこ と3)などが知 られて い るが,ま た

一 方 で リンパ球 の 増殖 に おけ る必 須 な因子 の一

つ で もある鯛.こ のTFは 活 性北 され たT細 胞

やB細 胞上 に発 現 され たTFレ セプ ター に結 合

す るこ とに よ り鉄 イオ ン を細胞 内 に供給 し リン

パOの 増殖 を可能 にす る作 用 を有 す る6),7)。

TFはin vivoで は主 として群 細胞 により産生

され るこ とが知 られ てい るが,さ らに末梢 血単

核 細胞(MNC)もTFを 産生 す るこ とがauto

radiography法 を用 いて8), T細 胞 がTFを 放 出

す るこ とが蛍 光抗 体 法 を用 いて9)明 らかに されて

いる.また近 年, Lumら はcomplementary DNA

(cDNA)を 用 い たin situ hybridization法 に

よ りCD4陽 性 細 胞 がTFを 産 生 す る こ とを証

明 した10).

ヒ トリンパ球 のin vitro培 養 系 に は通常,異

種 であ る胎 児 ウ シ血 清 の形 でTFは 補 給 されて

い る.し か しウ シTFは ヒ トTFに 比べ て ヒ ト

TFレ セ プ ター に対 しての親 和性 が低 いため11),

培養 系 に存在 す る ヒ トTFがin vitroに お け る

リンパ球 の増 殖 に重 大 な影響 を及ぼ してい るも

の と考 え られ る12),そ こで命 灘の 実験 では酵 素

免 疫 測 定 法 はこよ るTF定 量 法 を 開発 し,ヒ ト

MNCの 無刺 激及 びmitogen刺 激 培養上 清 中の

濃 度の測定 を試み た.ま た従 来全 身性エ リテマ

トーデ ス(SLE),慢 性 関節 リウマ チ(RA)患

者 のMNCはmitogenに 対 す る反応姓 の低 いこ

と,またこの低 反 応性 は主 としてIL-2産 生能 の

低下 に起 因す る13),14).15)との報告 が なされ てい る.

しか し, MNCよ り放 出 され,培 養 上 清中 に存在

す るTF量 もin vitroに おけ る患者MNCの 増

殖 に影響 す る重要 な-因 子 では な いか と考 え,

健 常 人, SLE,及 びRA患 者 のMNCの 無刺 激

及 びphytohemagglutinin(PHA)刺 激培養 上清

中のTF濃 度 を経 時 的に測定 した.さ ちにMNC

の無刺 激及 びPHA刺 激培養 上清 串のTF濃 度

と同時 に, tritiated thymidine([3H]TdR)摂

取 率,培 養 細 胞上 のTFレ セ プ ター発現 率, IL

-2レ セプ ター発 現率 を測定 し比較検 討 した.

材 料 と 方 法

1. 対 象

健 常 人27例 及 び,患 者 と しては全 身性 エ リテ

マ トー デス分類 の ため の改訂 基準(1982年)に

よ り診断 され たSLE患 者13例 とアメ リカ リウマ

チ協会 旧診断基 準 でclassicalま たはdefiniteを

満 足す るRA患 者15例 を対 象 とした.

2. 方 法

1) MNCの 分 離 と培養

MNCは 型の類 くへパ リン加 静脈 血 よ りFicoll

-Hypaque比 重 遠 沈 法 にて分 離 した
。MNCは

RPMI MEDIUM 1640(GIBCO)の15mlに て5

回洗滌 した. MNCは10%の 非働化 胎 児 ウシ血清

(FCS, GIBCo)とpenicillin G(明 治製 菓)
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100U/ml, streptomycin(明 治製菓)100μg/ml

を含 むRPMI 1640で1×106icells/mlに 調整 し,

 PHA-P(DIFCO), paizeweed mitagen(PWM,

 GIBCO), concanavalin A(ConA, SIGMA)

を種 々の濃 度 で添 加 あ るいは非 添加 に て, 37℃,

 5% CO2 incubator中 で培 養 し,経 時 的に培 養

液 を採 取 した.上 清 中のTF濃 度 測定 のため に

は培養 後 遠沈(3,000rpm, 5分 間)し,上 清 を

採 取 後測 定 まで-20℃ に て保存 した,ま た細 胞

を含 ん だ培養 液 中のTF濃 度 は細 胞 を含ん だ ま

まの培養 液 を凍 結融解 の操 作 を3回 繰 り返 した

後,測 定 に供 した.

2) 培 養上 清 中 のTF濃 度 の測 定

培 養上 清 串TF濃 度 の測定 は酵 素免 疫測 定法

に よ り行 った。 測定 に あた って はま,ア フィニ テ

ィー 精 製ヤ ギ抗 ヒ トTF抗 体(EYラ ボ ラ トリー

ズ)を 用 いて ビ オチ ン・ア ビジ ンーシス テムに よ

るサ ン ドイ ッチ法 にて施 行 した.す なわ ち,炭

酸緩 衝 液(pH 9.6)で ア フ ィエテ ィー精 製ヤ ギ抗

ヒ トTF抗 体(EYラ ボ ラ トりー ズ)を2,000倍

に希 釈 し,平 底96穴 マ イ クロ タイ ター プ レー 卜

(三光純 薬)の 各穴 に200μlず つ分 注 して4℃ で

-晩 静 置 した
.各 穴 を1%のBovine serum

 albumin(BSA)を 含 むphosphate buffered

 saline(PBS)300μlに てブ ロ ッキ ング したの ち

0.05%のTween20を 含 むPBSは こて3回 洗滌 し,

検体 あ るいは10% FCS加RPMI 1640に 希釈 し

た標 準 血清(MBL)を50μlず つ加 え室 温 で3時

間静 置 した、0.05% Tween 20PBS溶 液 で3回

洗滌 した後,ヅ ロ ッ キン グ液 で1,000倍 に希釈 し

た ビオチ ン標識 ア フ ィニテ ィー精 製ヤ ギ抗 ヒ ト

TF抗 体(EYラ ボラ トリー ズ)を50μlず つ加 え

て室 温 で2時 間反応 させ た.さ らに3回 洗滌 後,

ブ ロ ッキ ン グ液 で1μg/mlに 希 釈 したペ ルオ キ

シダー ゼ標 識 ア ビジ ン(MBL社)を50μlず つ加

え 室 温 で305間 静 置 した, 6回 洗 滌 した後,

 ABTS(2.2'-azino-di[3-ethyl-benzthiazoline

sulfonate(6)])基 質 溶液(KPL)を50μlず つ

加 え 発 色 さ せ,吸 光 度 をMICRO-ELISA

 READER(DYNATECH)を 用 い て405nmに て

測定 した. TF濃 度 は0.8～259ng/mlの 範囲 で測

定 可能 であ った.

3) [3H]TdR摂 取 率 の測 定

MNCを10% FCS加RPMI 1640はこて1×106

cells/mlに し,そ の うち200μlを マ イク ロテ

ス トプ レー ト(Falcon#3042)に て培養 し,培 養

終 了前 に5μCi/mlの[3H]TdRを 加 え, 8時

間pulseを 行 っ た.培 養 終 了後 に ラ ボマ ッシュ

LM-101(ラ ボサ イエ ンス)に て細胞 をグ ラスフ

ァイバー 紙上 に洗 滌採 取 して液体 シ ンチ レー シ

ヨン ・カ ウンター にて[3H]TdR摂 取率 を測 定

した.

4) MNC中 のTFレ セプ ター 陽性細 胞, IL-

2レ セプ ター 陽性 細 胞の 同定

ヒ トTFレ セ プ ター を認 識 す るOrtho-mune

 OKT9(Ortho Dagnostic System)及 び ヒ トIL

-2レ セ プ ター(CD25)を 認識 す るMX-Ta60

a(協 和 メデ ックス)を 用 いて免疫 腫蛍 光抗体 法

で測 定 した,

5) 統 計学 的処理

得 られたデー タはpairod t testあ るい は相 関

係数 の有 意検定 を用 いて検定 した。

結 果

1. ヒ ト末梢血 単核 細 胞(MNC)培 養 上清 中の

TF量

1) PHA加 に よる影響(Fig. 1-a, Fig. 1

-b):健 常 人3例 のMNCを 無 刺 激 及 びPHA

2μl/mlの 刺 激下 で培養 し,経 時的 にその培養 上

清 中のTF濃 度 を測定 した(Fig. 1-a).培 養 開

始 時の濃度 は9.8±3.2ng/ml(Mean±SEM, n=

3)で,無 刺激 で は培養 間始5日 後鶴最 高値 の

15.5±3.3ng/mlは こ達 し, 7日 後に はやや 減少 し

た.一 方, PHAで 刺 激 した場合36時 間後,最 高

値 の12.2±3.3ng/mlに 達 した後, 5日 後 まで減

少 して8.6±3.3ng/mlと な り, 7日 後に はやや 上

昇 した.細 胞 内濃度(Fig. 1-b)は 細 胞 を破 壊

す る 目的 で凍結 融解 の操作 を繰 り返 した ため,

上清 中の 濃度 よ り低値 とな った ため計 算上 負の

値 を示 した場合 もあ ったが細 胞内TF濃 度 の時

間的 経過 を示 して い る もの と考 え られ る. PHA

の有 無 にかか わ らず培養 当初 は急 激はこ細胞 内濃

度 は減少 し,無 刺激例 では細 胞外へ の放 出が ピ

ー クに達 した時期 に一致 して
, 5日 後に最 低値-

3,5±1.1ng/mlは こ達 した. PHA刺 激例 で は培 養
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開始48時 間 後 に最 低 値-2.2±2.1ng/mlに 達 し,

培養 期 間 中の すべ て の測定 時 にお いて無刺 激 の

場合 よ り高 性 を示 した.

2) CanA添 加 に よる影 響(Fig. 2-a, 2-

b):健 常 人3例 のMNCを 無 刺 激及 びConA 10

μg/mlの 刺激 下 で培養 した.上 清 中 濃度 はConA

刺激 時 に は1日 後 に5.3±1.0ng/mlに まで 増加

し,い ったん減少 した後3日 後 に最 高値5.4士1.3

ng/mlと な り,再 び5日 後 に4.6±0.9ng/mlま で

減少 し,ま た再 び増加 した. CanA刺 激時 の細 胞

内 濃度 は培養 開始 後急 激 に低 下 し, 3日 後 には

最低 値-1.3±0.7ng/mlに 達 した後増加 し,無 刺

激 の場合 よ り高値 を示 した,こ れはPHA刺 激時

とほぼ 同様 の経 過 で あっ た.

3) PWM添 加 に よ る影響(Fig. 3-a, 3-

b):健 常 人6例 のMNCを 無刺 激及 びPWM 10

μl/mlの 刺 激下 で培 養 した.上 清 中濃度 はPWM

刺激 時 には32時 関後 に最 高値13.1±2.2ng/mlに

達 した後減 少 した.細 胞内 濃度はPWM刺 激時

には32時 間後に最 低 値の-6.0±2.9ng/mlま で減

少 した後 増加 し,無 刺 激暁 の細胞 内濃 度 よ り高

値 であ った. PHA, ConAの 場合 と若 干異 な る

ものの 同様 の経 過 を示 した.

Fig. 1-a Transferrin concentration in culture 

supernatants of human peripheral blood 

mononuclear cells with or without 

phytohemagglutinin (PHA). Results 

represent mean•}SEM of 3 experiments.

Fig. 2-a Transferrin concentration in culture 

supernatants of human peripheral blood 

mononuclear cells with or without con

canavalin A (ConA). Results represent 

mean•}SEM of 3 experiments.

Fig. 1-b Intracellular transferrin concentra

tion of human peripheral blood mononu

clear cells cultured with or without 

phytohemagglutinin (PHA). Results 

represent mean•}SEM of 3 experiments.

Fig. 2-b Intracellular transferrin concentra

tion of human peripheral blood mononu

clear cells cultured with or without 

concanavalin A (ConA). Results repre

sent mean•}SEM of 3 experiments.

4) 培養 温度 の影響(Fig. 4):健 常 人2例 の

MNCを1×10scells/mlに 調 整 し,無 刺 激 及 び

PHA刺 激下 で37℃ と4℃ にて培養 を試 みた,培
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養 上清 中TF濃 度 は4℃ にお いて は37℃ に比 べ

て低値 であ り,特 に培 養3日 後の培養 上 清 中へ

のTFの 放 出は認 め なか っ た.

Fig. 3-a Transferrin concentration in culture 

supernatants of human peripheral blood 

mononuclear cells with or without pok

eweed mitogen (PWM). Results repre

sent mean•}SEM of 6 experiments.

Fig. 3-b Intracellular transferrin concentra

tion of human peripheral blood mononu

clear cells cultured with or without

 pokeweed mitogen(PWM). Results rep

resent mean±SEM of 6 experiments.

5) 鉄 イ オン濃 度の影 響(Fig. 5):健 常人5

例 よ り分離 したMNCをFerric citrateの 最終

濃 度が0, 0.01, 0.1, 1.0m厳 に調 整 した培養

液 に1×106 cells/mlの 濃度 で浮遊 し,そ れ ぞれ 無

刺 激及びPHA刺 激下で培養 し,培養 開始0, 3,

 5日 後 に上 清 を採 取 し,そ のTF濃 度 を測定 し

た.無 刺 激 の場合 培養 開始3日 後, 5日 後 と も

に鉄 イオ ン濃度 が 高い ほ どTF濃 度 は低値 で あ

っ た.し か しPHAで 刺 激 した場 合 は無刺 激に比

べ 低値 を示 したが鉄 イ オ ン濃 度の 影響 は認 め な

か っ た.

Fig. 4 Effect of temperature on transferrin 
release from human peripheral blood 
mononuclear cells cultured in the pres
ence or absence of phytohemagglutinin 
(PHA). The results showed a represen
tative data of 2 separate experiments.

2. MNC培 養上 清 中TF濃 度 と[3g]TdR摂

取繋 の関係(Table 1)

健 常 人3例 よ り分 離 したMNCを1×106 cells/

mlに 調整 し, PHAの 濃度 を0, 0.1, 2.0, 10μl/

mlの4群 に分 けて 培養 し,そ れ ぞれ培養 開始0,

 3, 5日 間後 に上清 を採 取 し,そ のTF濃 度 を

測定 した.ま た培 養終 了 前8時 間 に6μCiの[3

H〕TdRをpulseし,培 養終 了時 のuptakeを 同

時 に測定 した.

TF濃 度 はPHAが2.0μl/mlの 濃 度で低 値の傾

向 は認め たものの培 養3日 後 にお いてPHAの 濃

度0.1と2.0μl/mlで 有 意差(p<0.05)を 認 め た

のみ で あっ た。 上清 中TF濃 度 と[3H]TdR摂

取率 との相 関 は摂取率 のカ ウ ン ト(dpm)を 対

数 に変 換 し,相 関係数rを 求 め る と, PHA濃 度

0μl/mlで はr=0.307, 0.1μl/mlで はr=0.437,

 2.0μl/mlで はr=0.298, 10μl/mlで はr=0.393で

あ った.い ずれ も統計 学 的に有 意 な相関 関係 は

認 め なか った.

[3H]TdR摂 取率 はPHAが2.0μl/mlの 濃度 で

最 も高値 を示 した ため以 後 の実験 ではPHAは

2.0μl/mlの 濃度 で使用 した,

3. 健 常 人及 びSLE, RA患 者MNG培 養上 清

中のTF量(Fig. 6)

健 常 人 及 びSLE,RA患 者MNCを1×106

 ce1ls/mlに 調整 した後,無 刺 激 とPHA(2 .0μl/
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Fig. 5 Effect of ferric citrate on transferrin release from human peripheral blood mononuclear cells 

unstimulated or stimulated with phytohemagglutinin (PHA). Results represent mean•}SEM of 

5 experiments.

Table 1 Simultaneous measurement of transferrin release and DNA synthesis by human peripheral 
 blood mononuclear cells unstimulated or stimulated with three different concentrations of 

phytohemagglutinin (PHA).

ml)に よる刺激 下 で培養 し,培 養 開始0, 3,

 5日 後 に上 清 を採 取 し,そ のTF濃 度 を測 定 し

た.健 常 人の培 養 開始 時の 濃度が7.1±1.2ng/ml

(Mean±SEM, n=14)無 刺 激 の場合3日 後 に

14.1士2.6ng/ml, 5日 後 に13.0±2.8ng/mlと な

り, 0日 と3日 後, 0日 と5日 後 の濃 度 に有 意

差(P<0.05)を 認め た. PHA刺 激の場 合,無

刺 激の場 合 と比べ てTF濃 度の増 加 の程 度は少

な く3日 後 で11.0±2.3ng/ml, 5日 後 で10.8±

2.8ng/mlで あ り,い ず れ も0日 にお け る濃度 と

有 意差 は なか っ た. SLE患 者の場 合,無 刺 激時,

 PHA刺 激時 とも健 常人 に比べてTF度 の増加

が 少 ない傾 向にあ り,無刺 激0日 が8.6±4 .2ng/

ml(n=10), 5日 後 で9.8±2.8ng/ml, 5日 後 に
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は 減 少 し7.7±2.4ng/mlで あ っ た 。PHAに よ る

刺 激3日 後 はこ7.0±2.2ng/ml, 6日 千麦に は7.9±

2,6ng/mlで あ っ た.無 刺 激 時, PHA刺 激 時 と も

に0日 と38後, 5日 後 のTF濃 度 に 有 意 差 は

な か っ た 、RA患 者 の 場 合, 0日 の 濃 度 は9.7±

1.4ng/ml(n=10)で あ り,無 刺 激 で は3日 後 に

15.5±2.5ng/ml, 5日 後 に13.4±2.1ng/mlで,

 0日 と3日 後 の 濃 度 に 有 意 差(p<0.02)を 認 め

た. PHA刺 激 時 に は3日 後 に10.3±1.9ng/mlと

濃 度 増 加 の 程 度 は 少 な い 傾 向 に あ り, 5日 後 に

13.7±2.5ng/mlと 上 昇 し, 3日 後 と5日 後 の 濃

度 に 有 意 差(p<0.05)を 認 め た。

4. 健 常 入 及 びSLE, RA患 者MNC培 養 上 清

中TF濃 室 と[3H】TdR摂 取 率, TFレ セ プ

タ ー 発 現 率, ILー2レ セ プ ター 発 現 率 の 関 係

(Table 2, 3)

Fig. 6 Transferrin release by peripheral blood mononuclear cells from healthy controls, systemic lupus 

erythematosus (SLE) patients and rheumatoid arthritis (RA) patients unstimulated or stimulat. 

ed with phytohemagglutinin (PHA). Results represent mean•}SEM of 10 experiments. * p<

0.05, ** p<0.02 compared with the concentration of day 0.

健 常 人6例, SLE患 者6例, RA患 者6例 よ

りMNCを 採 取 し, 1×106 cells/mlに 調 整 したの

ち無刺 激及 びPHA(2.0μl/ml)刺激 培養 を行 っ

た, 3日 後 に培養 上 清 を採取 しそのTF濃 度 の

測 定 を行 い,細 胞 は洗滌 後 間接蛍 光抗 体 法 を用

いて膜表 面へ のTFレ セプ ター とIL-2レ セプ タ

ーの発 現率 を測 定 した
.ま た同 時 に培 養 終 了前

8時 間に5μCiの[3H]TdRをpulseし,培 養

終 了時にuptakeを 測 定 した(Table 2). [3H]

TdR摂 取率 は対 数 に変 換 したの ち,健 意 人, SLE

患者, RA患 者 ご とに それ ぞれの測定 項 目間 の相

関関係 につ き検 討 した(Table 3).そ の結 果

table 3に 示 す よ うに健 常 人 では[3H]TdR摂

取率 とTFレ セプ ター発 現率, IL-2レ セプ ター

発現率 の 間, TFレ セプ ター 発現率 とIL-2レ セ

プ ター発 現率 の関 に有 意 な正 の相 関 を認 め た.

 SLE患 者 で は[3H]TdR摂 取率 とTFレ セプ タ

ー発 現率
, IL-2レ セプ ター発 現率 の間, TFレ

セプ ター発 現率 とIL-2レ セプター発現 率 の間に

有 意 な正 の相 関 を認め た. RA患 者 で は[3H]
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TdR摂 取率 とTFレ セプ ター発 現率, IL-2レ セ

プ ター 発 現率 の 間, TFレ セプ ター 発現 率 とIL

-2レ セプ ター発 現率 の 間に有 意 な正 の相 関 を認

め た.し か し,培 養上 清 中TF濃 度 と他 の測 定

項 目の 間に は健常 人, SLE, RA患 者 の いず れ も

統計学的に有意な相関関係は認めなかった.

Table 2 Simultaneous measurement of transferrin concentration in culture supernatants with expres

sion of transferrin and IL-2 receptors and DNA synthesis of peripheral blood mononuclear 

cells from healthy controls and patients with systemic lupus erythematosus (SLE) and 

rheumatoid arthritis (RA) cultured with or without phytohemagglutinin (PHA). Results 

represent mean•}SEM of 6 experiments.

SLE: systemic lupus erythematosus
RA: rheumatoid arthritis
TFR: percentage of transferrin receptor positive cells
IL-2 R: percentage of IL-2 receptor positive cells

[3H] TdR: tritiated thymidine

Table 3-a Correlation coefficients and those significance (p value) between transferrin concentration 

in culture supernatants, DNA synthesis and expression of transferrin and IL-2 receptors of 

peripheral blood mononuclear cells from healthy controls cultured for 3 days with or without 

phytohemagglutinin.

C: correlation coefficient
S: significance (p value)

TF (ng/ml): transferrin release
[3H] TdR (dpm): tritiated thymidine uptake

TFR(%): percentage of transferrin receptor positive cells
IL-2 R(%): percentage of IL-2 receptor positive cells

n. s.: not significant

考 察

in vitroに おけ る細 胞の培養 にあたっては種 々

の栄養 素 が必要 であ る.こ れ らの栄養 素 は一般
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に血 清 の彩 で培 養液 中に補 給 されて お り,ヒ ト

の リンパ球 系細 胞 の培養 には ウ シ胎 児血清 が広

く用 い られて い る,近 年,血 清 に代 わ る もの と

して, serum-freemediaが 広 く用 い られ るよ う

に なって きた が,こ の 成分 の一つ として, TFが

インス リン とならんで必須 の もの とされている16).

 TFは,細 胞表 面 の特 異的,高 親 和性TFレ セプ

ター とと もに 細 胞の鉄 取 り込み 効率 を薦 め る こ

とに よ り,分 裂 細 胞 に とって必 須 の栄養 素 とな

って い る17).実 際, T細 胞が身 裂 増殖す る際に

は細 胞表 面 はこは このTFレ セ プ ターが 出現 す る

こ と6),18),この レセ プ ター に対 す る抗体 に よ りT

細 胞 の分裂 増 殖 が ブ ロッ クされ る こ とが証 明 さ

れて い る6).

Table 3-b Correlation coefficients and those significance (p value) between transferrin concentration 
in culture supernatants, DNA synthesis and expression of transferrin and IL-2 receptors of 

peripheral blood mononuclear cells from patients with systemic lupus erythematosus (SLE) 
cultured for 3 days with or without phytohemagglutinin.

Table 3-c Correlation coefficients and those significance (p value) between transferrin concentration 
in culture supernatants, DNA synthesis and expression of transferrin and IL-2 receptors of 

peripheral blood mononuclear cells from patients with rheumatoid arthritis (RA) cultured for 
3 days with or without phytohemagglutinin.

従 来TFは 肝 細 胞で産 生 され19),循環 血 中に放

出 され る もの と考 え られ て いた.最 近 の報告 で

は 中枢神 経系 をは じめ として肝以 外 の組織 にお

い て も産 生 され るこ とが 報告 されて いる20),21).

リンパ球 系 細胞 において も最 近Lumら がTFの

cDNAを 用 いたin situ hybridization法 に より,

 mitogen刺 激 後 のCD4陽 性T細 胞 がTFを 産

生 す るこ とを報告 した10).さらに彼 らは同様 の方

法 でmitogen刺 激 に よるT細 胞の増殖 にあたっ

てTFレ セプ ターはIL-2がIL-2レ セプ ターに

結 合 した後 に発現 し, TFはTFレ セプ ター が発

現 した後に産 生 されて くることを明 らかにした10).

 TFはIL-2に よるT細 胞増殖 刺激 後,細 胞 増殖

に必要 な鉄 を細 胞 内に取 り込 む ため産 生 され る

もの と者 え られ るが,循 環do液中 にTFが 充分

量存在 す るin vivoに おいては局 所でのTF産 生

の意義 は 明か では な い.し か し,異 種 で あ る胎

児 ウ シ血 清の彩 でTFが 補給 され るin vitro培

養系 にお いて は ヒ トTFが リンパ球 の増殖 に大

きな影響 を及 ぼす こ とが知 られ てい る12).

今 回 の実験 で は 談ず,ヒ トMNC培 養 系 にお

い て ヒ トTFの 培養 液 中 の濃度 を明 らか にす る

ため, TFの 酵素 免疫 測定 法 を開発 し,ヒ トMNC

培養 上清 中 と細 胞 内の ヒ トTF濃 度 を測定 した.

その結果,無 刺 激 の培養 に際 しては細胞 内のTF

濃 度が減 少す るの と同時に上 清 中濃度が上 昇 し,

細 胞 内か ら上 清 中へTFが 放 出 され るこ とが明

ちか とな った。上 清 中のTF濃 度 はまmitogen刺
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激培養 にお い てはmitogenの 種 類 に よって多少

の差 は 認め られ たが,培 養 開始15～32時 間 は無

刺 激培養 時 と同様 の濃 度 の変化 を示 し(結 果 は

示 して い な い),そ の後 は 無刺 激培 養 時の 濃度 よ

り低値 を示 した.一 方,細 胞 内濃 度 は48時 間 以

降mitoge轟 刺 激 培養 の濃 度 が高値 を示 した.放

出 され たTFが す でに細 胞 内に 蓄 え られ て いた

ものか新 た に合 成 され た ものか は 区別 で きない

もの の 無刺 激 培 養 で も放 出 さ れ る こ と,ま た

mitogen刺 激培 養,無 刺激 培養 と も培養 開始 後

しば ら くは 同様 の濃度 変化 を示 す こと, mitogen

刺 激培養 開 始後TF合 成 まで には 時間 を要す る

こ とよ り,培 養 開 始時 の上 清 車へ のTF放 出は

お もに細胞 内に蓄 え られ て いたTFに よる もの

と考 え られ る,そ の後mitogen刺 激培養 でTF

濃度 が低値 を と るの は細 胞 の増 殖 に ともな って

細胞表 面 のTFレ セ プ ターへ の結 合や 細胞 内へ

の取 り込 み が増加 して い るため と考 え られ る.

これは細 胞 内濃 度がmitogen刺 激 属寺には無 刺激

に比 して高性 を とって い るこ とか ら も裏付 け ら

れ る.以 上,す でにMNCよ りTFが 産生 され

た り放 出 され る こ とは 定性 的はこ証 明 され て いた

が, MNCか らのTFの 放 出 を量 的変 動 によって

明 らか にす るこ とが で きた.

培 養 開始 時 のTFの 放 出は4℃ では認 め られ

なか ったが,こ の結 果 はTFの 放 出が何 らか の

細 胞代 謝 に依 存 して行 われてい る もの であって,

単 に拡 散 した り漏 れ 出た もの では ない こ とを示

して い る.

PHA刺 激 時 の 培 養 上 清 中TF濃 度 とPHA

濃度 を比較 して検 討 したが, PHA濃 度2.0μl/ml

でTF濃 度 が低 値 の傾 向 は認め たが 有 意差 は一

部 に認 め たの み であ った.ま た[3H]TdR摂 取

率 との相 関 を検 討 したが正 の相 関 を示 す傾 向は

認 め た ものの統 計 学 的に有 意 な相 関関係 は 認め

なか った.Fig. 1と 同様 にDNA合 成 の盛 ん な

時期 に一致 してPHA刺 激 時の培養 上清 中のTF

濃度が 無刺 激培 養 時 よ り低 値 を示 してい た.こ

れ らの結果 はPHA刺 激 による培養 においては単

核 細胞 の増 殖 に ともな って細 胞表 面のTFレ セ

プ ター へ の結合 や 細 胞内へ の取 り込み が増加 す

るため,ま た増 殖 にあ た って新 た にT細 胞 か ら

産 生 され たTFの 量 が放 出 され た総量 に比 して

少 な いため上 清 中のTF濃 度 が細 胞の 増殖 を直

接 反映せ ず,こ の よ うな結 果 となった もの と考

え られ る.

以上 の結果 か らTFがin vitroはこお い て は

autocrineま たはparacrine syste灘 を介 して リ

ンパ球 増殖 因子 と して利 用 されて い る可能性 が

あ る もの と考 え られ る.単 核 細胞 が 自 らの増 殖

に必要 な鉄 イオ ン獲得 のため にTFを 細胞外 に

放 出す る とすれ ば,高 い細胞 外鉄 イ オ ン濃 度条

件(生 理 的 濃度 の範 囲内)で は上清 中へ のTF放

出が 抑制 され た現 象は合 理的 で あ る と解 釈 で き

る.

さ て, SLE, RA患 者 のMNCが 種 々 の

mitogenに 対す る反応性 が低 い こ とは 古 くよ り

報告 されて お り22),23),24),25),この低 反応 性 につ い

てはIL-2の 産 生能 の低 下 に原 因が求め られてい

た13).14),15).さらはこ, IL-2と 同様MNCよ り放 出

され る ヒ トTFもin vitroに おいては患者MNC

の増 殖 に影響 を及 ぼ して い る可能 性が あ る,そ

こで この関係 を明 らか にす るため に,健 常 人及

びSLE, RA患 者MNCで 培 養上 清 中のTF濃

度 を測 定 した.こ の結 果,SLE患 者 では無 刺激

時, PHA刺 激時 ともに健常 人の培 養 上 清 中 の

TF濃 度kineticsと は異 な り, TFの 上清 中へ の

放 出 は少なか った.RA患 者MNCを 無 刺激 で培

養 した場合 には健 常 人 と同様 のkineticsを 示 し

たが, PHAで 刺 激 した場合 に は健 鴬 入 とは異 な

っ たkineticsを 示 した.こ の よ うはこ, SLE, RA

患 者MNCで は 培 養 上 清 中 のTF濃 度 の

kineticsが 健 意 人MNCと は相違 する こ とか ら,

 MNC内 に蓄 え られてい るTF量 の減少か あるい

は何 らか のTF放 出異常 が存在 す る こ とが患 者

MNCのmitagenに 対 す る低 反 応性の 一 因 とな

ってい る可能 睦 も示 唆 され た.さ らに 詳細 に検

討す るため,健 鴬 入及 びSLE, RA患 者MNCを

培養 開始 時 と72時 間の 培 養 終 了 時 に 上 清 中の

TF濃 度, MNC表 面 のTF及 びIL-2レ セ プ タ

ー の発現 率
,［3H]TdR摂 取率 を日時 に測 定 し

た. SLE患 者 にお いて はMNC分 離時 す でに正

常 人 に比 して有意(P<0.05)に[3H]TdR摂

取率 が 高値 であ った,従 来 よ りSLE患 者ではin

 vivoで す でに 活性化 され た リンパ球 の 存在が 証

明 されて い るが,す でにin vivaでTFを 放 出 し
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て し まって い るため にTFの 細胞 内へ の 蓄積 量

が少 な く,こ れ がSLE患 者 でTFの 上 清 中へ の

放 出が少 ない結 果 となっ た一 因 と者 え られ る,

また, PHAで 刺激 して培養 した場 合のTF放 出

量 の差 は, TFを 産 生す ると報告 されてい るCD4

陽 性細 胞のSLE患 者 におけ る質 的 量的変 化が原

因 とな って い る可 能性 もあ る.と ころで,健 常

人, SLE, RA患 者 ともに[3HITdR摂 取 率 と

TF及 びIL-2レ セプ ター発 現率 には有意 な正 の

相 関関係 を認め たが,培 養上 清 中TF濃 度 と他

の 測定 項 霞はこは健 常 人, SLE, RA患 者 のい ずれ

も統計 学的 に有意 な相 関関 係 は認 め なか った.

この ようにMNC培 養上 清 中TF濃 度は種 々の

細 胞 増殖 パ ラ メー ター とは相 関が 認め られ ず,

培養 上清 字 のTF濃 度 はMNC殖 を直接 反映

してい なか った.こ の結 果 は,細 胞 内に蓄 えら

れ て いた ものが 放 出 されて上 清 中に 存在 して い

るTFを 主 と して測 定 してい るこ と,またMNC

増殖 に したが って, TFが 細 胞表 面 のTFレ セプ

ター と結合 した り,細 胞内 に取 り込 まれ るため,

上 清 中のTF濃 度 が減 少す るこ とが 原 因 と考 え

られ る.今 後,患 者CD4陽 性細 胞 のTF産 生能

につ いて検 索 す るためにはmitogen刺 激後新 た

にMNCは こよ り産生 され るTFの み を測定 し検

討 す る必 要 が あ る.

結 語

酵 素免 疫 測定 法 に よるTF定 量法 を開発 し,

ヒ トMNCの 無刺 激及 びmitogen刺 激 培養 上 清

中 のTF濃 度 測定 を試み た.そ の 結果,培 養 開

始 後細 胞内 のTFが 減 少 す る と ともに上清 中濃

度 が上昇 し,細 胞 内か ら上 清 中へTFが 放 出さ

れ るこ とが 明か となっ た.放 出 され たTFは 主

として細胞 内に蓄 え られて いた もの と考 え られ

た. mitogen刺 激培養 にお いて は細胞 増殖 に と

もなって上 清 串TF濃 度 は無 刺激 培養 に比 して

低 値 を示 した.こ れは細 胞表 面 のTFレ セプ タ

ーへ の結合 や
,細 胞内へ の取 り込 みが 増加 す る

ため と考 え られた. TFの 放 出は4Gで は認 め ら

れず,何 等か の細 胞代謝 に依 存 して放 出が行 わ

れ る もの と考 え られ た.高 い細 胞外鉄 イオ ン条

件 で はTFの 放 出 は 抑 制 され た.以 上 よ りin

 vitroで はTFがautocrineま たはparacrineを

介 して 細胞増 殖 田子 として利用 されて い る可 能

性 が示 唆 された.

SLE, RA患 者MNCを 培養 し上 清 中TF濃

度 を測 定 した。SLR, RA患 者 で は上 清 中 のTF

濃度kineticsは 正 常 人 と異 なってお り, MNC内

に蓄 え られて いるTF量 の減 少か,何 等か のTF

放 出異常の 存在が 患者MNCのmitogenに 対す

る低 反応性 の一 因 と考 え られた.

稿 を終 るにあた り御指導 と御 校閲 を賜 った恩師

太田善介教授に深甚 の謝意 を表 します。また,終 始

多大の御指導 と御援助 をいただいた西 谷皓次博士に

深謝致 します.
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The concentration of human transferrin(TF) in culture supernatants and intracellular TF 

contents of normal human peripheral blood mononuclear cells (MNC) after incubation with or 

without mitogens (PHA, ConA, PWM) for different periods of time were measured by 

enzyme-linked immunosorbent assay. TF concentrations in culture supernatant tended to 

gradually increase from the beginning of MNC culture to a peak at day 3 to 5. In contrast, 

intracellular concentrations of TF were decreased after MNC culture in parallel with the 

increase of TF concentration in the supernatants. The presence of mitogens mostly diminished 

TF concentrations in culture supernatant at the time when DNA synthesis maximally occur

red. Transferrin release from MNC cultured at 4 C was minimal. A higher iron ion concentra

tion of the culture medium suppressed the TF release from MNC. These results suggested that 

TF was actually released from MNC when cells were resting but in active metabolism at low 

iron concentration. In addition, the kinetics of TF release by MNC from systemic lupus 

erythematosus (SLE) and rheumatoid arthritis (RA) patients were different from that of 

healthy controls. Low spontaneous TF release from SLE MNC through the culture and higher 

TF release from RA MNC in PHA stimulation after culture for 5 days were observed. These 

abnormalities found in SLE and RA might be one of causes of the low responsiveness of MNC 

in these patients to various mitogens.


