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慶 晦 医 学 ・80(4);T297一 一T309,2003

学 位 論 文

粘膜固有層 リンパ球の小腸微小血管における接着の生体観察

慶癒穀塾大学医学部内科学教室

　　(指導:石 井硲正教授)

　 　 ふじ　　　もり　　　　　　　ひとし

　　 藤　森　　　斉

〔F成15隼3is　 25　Hxl寸)
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　 リンパ 球 は リ ンパ組 織 のみ な らず 非 リンパ 紐 織 内 を も

循環 し,そ の 循環 動態 は免疫 現 象 の 中で 重 要 な役 割 を担 っ

て い る1'a.抗 原 感 作 を 受 け て い な い ナ ィ ー ブ リ ンパ 球

は恒 常 的 に∬11管系 ・ リンパ 系 を介 して 二 次 リ ンパ組 織 間

を循 環 してお り,リ ンパ 球 が 二 次 リ ンパ 組 織 に お い て 抗

原 と出 合 う確率 を高 めて い る.ナ イ ー ブ リ ンパ 球 は リ ン

パ節 やバ イ エル 板内 の背 の 高 い内 皮 細 胞 を持 っ 高 内 皮 細

静 脈(HEV:high　 endothelial　 venule)の 血 管 壁 を通

り抜 けて リ ンパ 節 及 びバ イ エ ル板 内 に 移 動 し,リ ンパ 管

か ら胸 管 を経 て大 循 環 に戻 り,体 内 を 再 稻 環 す る,こ の

よ うな リ ンパ 組 織 へ の 回 帰 現 象 を ホ ー ミン グと呼 ぶ.リ

ンパ球 の ホ ー ミン グは ラ ンダ ムに お こ る もの で は な く,

明 確 な特 異 性 を有 して お り,そ れ は リ ンパ 球 一血 管 内 皮

細 胞 間 の 認 識 機 構 に よ り緻 密 に 制 御 され て い る1,J1.一

方,メ モ リー リ ンパ球 や エ フiク ター リ ンパ 球 は非 リン

パ 組 織 の 血 管 内 皮 にmigrationす る こ と が 知 られ て い

る聯.

　 消 化 管 粘 膜 は腸 管 内 の微 生 物 や 食 物 由来 の 抗 原 物 質 に

よ る生 物 学 的 侵 襲 の み な らず,物 理 ・化 学 的 傷害 作 用 か

ら も生 体 を 保誕 す る と と も に.必 要 な栄 養 物 を選 択 的 か

つ 積 極 的 に 吸収 し,ま た生 体 内 にあ る有 害 な物 質 を 排 除

す る とい う,高 度 に分 化 したバ リア機 能 を 有 して い る.

粘 膜 表 面 が暴 露 さ れて い る微 生物 抗 原 や 食 物 抗 原 に対 し

て,免 疫 反 応 を誘 導 す る担 当 リンパ 装 置 を 腸 管 関 連 リン

パ 組 織(GALT:gut・associated　 lymphoid　 tissue)と

呼 ぶ.腸 管 由来 の 免 疫 芽 球 が腸 管 壁 お よ びGALTに 特

異 的 にmigrationす る こ とが,動 物 の 生 体 観 察 に よ り

これ ま で 報 告 さ れ て き たs-a:.し か し,腸 管 リ ンパ 球 が

バ イ エ ル 板 や腸 菅 柚 膜 に ど の よ う にmigrationす るか ,

そ して そ の際 に どの よ う な分 子 機 構 が 働 くか に関 して は

解 明 され て い な い,

　 一 般 的 に,白llll球 のll旺管 内皮 細 胞 へ の結 合 か ら浸 潤 に

至 る過 程 は4っ の ステ ッ プか らな る と考 え られ て い る.

す な わ ち,1)L一 セ レク チ ンに よ る弱 い精 合 か らrolト

ingに 至 る ス テ ップ。2)ケ モ カ イ ンな ど に よ る イ ンテ

グ リ ンの接 着 機 能 活 性 化 の ス テ ッ プ,3)活 性 化 され た

イ ンテ グ り ンに よ る 強 い接 着 の ス テ ップ,4)内 皮 細 胞

間 を す りぬ け組 織 へ 浸 潤 す る ス テ ッ プ,で あ る.バ イ エ

ル 板 の 傍 漣 胞 域T細 胞 領 域 に はpostcapillary　 venule

(PCV)が あ り リ ンパ 球 の 侵 入i戸 と な って い る.マ ウ

ス腸 管 リ ンパ 系 で は,リ ンパ 球 表 面 のa4R7イ ンテ グ リ

ン及 び 血 管 内 皮 一i.のmucosa且addressin　 cell・adhesion

mo]ecule-1(MAdCAM-1)と の 繕 合 が 特 異 的t一 ミ

ン グ レセ プ タ ー と して機 能 す る こ とが 知 られ て い る9'」1.,

MAdCAM-1は バ イ エ ル板HEVへ の リ ンパ 球 の 接iiを

阻 害 す るMECA-367抗 体 が 昭 識 す るHEV .Lの

mucosal　 addressinと して 同 定 され た 免 疫 グoブ リ ン

ス ー パ ー フ ァ ミ リー に属 す る糖 蛋 白 質 で あ る.VCAM-

1(vascular　 cell　adhesion　 molecule-1)や1CAM-1

(intercellular　 adhesion　 molecule-1)と 相 同 性 の あ る

免 疫 グ ロ ブ リ ン様 ドメ イ ン1でa4p7イ ンテ グ リン と結

合 し,ム チ ン様 ドメ イ ンでL一 セ レ ク チ ン と結 合 す る ユ

乙 一 ク な 構 造 を も って い る.し か し,リ ンパ 球 のmi・

grationで は.　qt一 の接 着 分 子 が 全 て の 機 能 を担 って い

　 本as文 は,　 Fujimori　 H.　 Miura　 S,　 Koseki　 S,　 Hokari　 R,　 Komoto　 S,　 Hara　 Y,　 Hachimura　 S,　Kaminogawa　 S,　Ishii　 H:

.Intravital　 observation　 of　 adhesion　 of　 lamina　 propria　 IYmphocytes　 to　 microvessels　 of　 small　 intestine　 in　 mice
.

Gastrocnlerology　 122=734-744,2002の 一 部 を 含 む.
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る の で な く,複 数 の 接 着 分子 が お 互 いiiiい合 い なが ら機

能 して い る と考 え られ て お り,腸 管 にお け る リンパ球 と

HEV内 皮 と の 反 応 に は,　 L一 セ レ ク チ ン 及 び

CDIla/CDI8分 子 も関 与 して い る こ と が 明 らか に され

て きたrs-ui,さ らに最 近,好 中 球 の 血管 内 皮 上 にお け る

rollingに,　 L一セ レクチ ンのみ な らず.　P一セ レ クチ ンお

よ びE一 セ レク チ ンが 関 わ る こ とが 報 告 され た15'.

　 バ イ エ ル 板 は 腸 菅 免 疫 機 構 の 誘 導 部 位(inductive

SISC)で あ るが,そ の実 効 部 位(effector　 site)をfiWiiJi

す る のが 粘膜 固 有層 や 腸管 上皮 の免 疫 担 当 細胞 群 で あ る.

小 腸 枯 膜固 有層 は,病 的 な伏 態 で な い に もか か わ らず,

リンパ 球 がSftSに 存 在 して 免疫 応 答 の エ フ ェ ク ター機能

を 発 揮 して お り,い わ ゆ る生 理 的 な条 件 ドで炎症 細 胞 浸

湖 が 常 に み られ て い る部 位 で あ る.粘 膜 固 有 層 はバ イ エ

ル板 で感 作 さ れ分 化 したIgA'B細 胞 がIgA形 質 細 胞 に

最 終 分 化 す る 場 所 で あ り,そ の 際 に はTh2細 胞 か ら分

泌 さ れ る1L-5,[L-6,　 IL-10な ど の サ イ トカ イ ンが 関

与 して い る,粘 膜 固 有 層T細 胞 は バ イ エ ル板 で 受 け た

と同 じ感 作 抗 原 の刺 激 を再 び受 け る とサ イ トカイ ンを産

生 した り.直 接 的 に細 胞 傷 害 性(cytotoxic)に 働 き.

エ フ ェ ク ター機 能 を 発 揮 す る.粘 膜 固 有 層T細 胞 は 末

消llll中と は相 違 し,増 殖 反 応性 が 低 く,高 度 に 分化 した

もの と考 え られ て い る.同 時 に活 性 化 され た状 態 に あ り,

サ イ トカ イ ンの 産 生能 や細 胞 傷 害 性 が 弗 常 に強 い とい わ

れ て い る16i.　Ja且kanenらlflは,枯 膜 固 有 層 か ら分 離 さ

れ た リンパ 球 の う ち,小 径の リ ンパ 球 は腸 粘 膜 及 び 末 梢

1,ン パ 節 の 双 方 のHEVに 接 着 す るが,　 immunoblast

は 主 に 腸 粘 膜 のHEVに 接 着 す る傾 向 が あ る こ とを 報 告

した,さ ら に 最 近,彼 らは,immunoblastの 腸 粘 膜

HEVに お け る接 着 が,抗 β7イ ンテ グ リ ンモ ノ ク ロ ー

ナ ル抗体 によ り,ほ ぼ完 全 に抑 制 され る こ とを示 した陣,

しか し,粘 膜 固有 暫 リ ンパ球 の接 着 に関 す る 彼 らの 爽 験

は凍 結 切 片 を 用 いたin　vitroの ア ッセ イで あ り,浮 遊 細

胞 中 の9ン パ 球 が 本 来 の 生 理 的 なmigrationを 反 映 し

な い 可能 性 が あ る19i.こ れ まで に 粘 膜 固 有 層 リ ンパ 球

(LPLs)が 腸 管 の バ イ エ ル板 及 び粘 膜 固有 層 自体 に どの

よ うにt一 ミングす るかin　vivaで 観 察 した 報告 は な い,

　 今 回 の実 験 は.リ ンパ 球 のmigrationを 生 体 顕 徹 鏡

を 用 い て観 察 す る こ と に よ り,(1)脾 臓Tリ ンパ 球 と

粘 膜 固 有 層Tリ ンパ 球 と い う由 米 の 異 な る リ ンパ 球 が.

腸 管 バ イ エ ル板 お よ び帖 膜 固 有 層 に ど の よ うにmigra・

lionす るか,(2)a4イ ンテ グ リ ン,　a　7イ ンテ グi)ン 。

CDIla,　 MAdCAM-1,及 びL一 セ レ ク チ ンが ど の よ う

に 関 与 して い るか を明 らか に す る こと を 目的 と した.

対象および方法

1.リ ンパ球 操 取 とT細 胞 の 分 離

　 実 験 に は 標 準chow　 dietで 飼 育 したBALB/c雌 性 マ

ウ ス(8週 齢)を 使 用 した.実 験 動 物 の 取 り扱 い は慶 慮

義塾 大 学 医 学 部 動 物 実 験 ガ イ ドラ イ ンに準 拠 し,こ れ を

遵 守 した.

　 脾 臓 リ ンパ 球(SPL)はBarretら の 報 告 に従 って 分

離 したxm.す な わ ち,脾 臓 を機 械 的 に破 砕 し,赤nn球 を

lysis　buffer(リ ン酸/塩 酸 ア ンモ ニ ウ ム)で 溶lllIさせ,

残 った 細 胞iY遊 液 を 洗 浄 し実 験 直 前 ま で5%fetal　 calf

serumを 含 むRPMI　 l640　 (pH　7.4,　GIBCO　 Labor-

atones,　 Grand　 Island,　 NY)溶 液 を 含 む氷 冷 試 験 管 内

で 保 俘 した.粘 膜 固 有 価 リ ンパ 球(LPL)はDaviesら

の 報 告 に よ る方 法 を使 用 し分 離 しt:.す なわ ち,反 転

した 小 腸 を4等 分 し,バ イ エ ル板 を 切 除 した 後,5%

fetal　calf　serumを 含 む45mlのCa",　 Mg"一free

Hanks'balanced　 salt　solution　 (HBSS:CIBCO)　 溶

液(50mfチ ュー ブ)に 移 し,37℃ の 恒 温室 で45分 間,

150rpmでYRr3fさ せ た.14Ctdl後.細 胞 浮遊 液 を 除 去 し,

残 っ た 小 腸 を90U/mlの コ ラ ゲ ナ ー ゼtype　 1

(Sigma,　 SI　Louis.,　MO)を 含 ん だHBSSに 移 し,37

℃ で25分 間,緩 徐 に撹 搾 しf.:.椀 搾 後 の細 胞 浬 遊 液 を

ナ イ ロ ン メ ・ノシュで 濾 過 し.遠 沈 した.LPLは44%と

70%のPercoll(Pharmacia,　 Sweden)の 比 重 遠 心 に

よ り採 取 した.20℃,1800rpmで20分 間遠 心 した後,

44%と70%Percollの 境 界 に 集 稜 した 細 胞 を採 取 し,

洗 浄 後,RPMIに 再 浮遊 した.

　 T細 胞 分 画 の 分 離 は,ナ イ ロ ンウ ー ル カ ラ ム(Wako

Pure　 Chemical　 Industries　 Ltd.,　Osaka。 　Japan)を 用

い て 行 っ た,1%fetal　 calf　serum加RPM13m!中 に

2×10'個 の り ンパ 球 を含 ん だ懸濁 液 を1gの ナ イ ロ ンウー

ル カ ラ ム に添 加 し37℃ で1時 間incubationし て,　 T

cell　rich分 画 を得 た.

2,　 リ ン パ 球 のCarhoxyfluorescein　 succinimidy]

ester(CFSE)に よ る 蛍 光 慷 識

　 Carboxytluorescein　 diacetate　 succinimidyl　 ester

(CFDSE;Molecular　 Probes,　 Eugene,　 OR)15.6　 mM

の 濃 度 でdimethylsulfoxideに 溶 解 し,実 験 に 使 用 す

る ま で,一80℃ でaoo　 uiず つ 保 存 し た.　 ifン パ 球1×

10'ICJを,保 存 溶 解 液20ｵ!を20　 m!のRPMiで 希 釈 し

た 溶 液 中37℃ の 恒 温 槽 で30分YOY　 incubationし,標 識

し た.標 識 さ れ た リ ンパ 球 を 遠 心 沈 殿 さ せ,2度 洗 浄 し

一T298一
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た後,0.2mlの 溶 液 に再 浮遊 させ30分 以 内 に使 用 した.

CFDSEは 細 胞 質 のesteraseで 加 水 分解 され た後 。 安 定

な 蛍 光 色 素carboxyfluorescein　 succinimidyl　 ester

(CFSE)と な り細 胞 質 蛋 白 と結 合 す る こ と に よ り細 胞

内 に留 ま るzsi.

に 沿 っ て 転 が る リ ンパ 球 を'rolling　 lymphocytesと

定 義 し,リ ンパ 球 注 入is分 後 に1分 間 観 察 して.　roll-

ingし た リ ンパ 球 の割 合 を 計 測 した.バ イ エ ル板 観 察 と

同 様,30秒 以 上 同 一 部位 に留 ま る リ ンパ 球 を'sticking

lymphocytes'と 定 義 した.

3.小 腸 バ イ エ ル板 及 び絨 毛 粘 膜 に お け る リ ンパ 球mi・

grationの 観 察

　 マ ウ ス をsodium　 pentobarbital(50　 mg/kg)腹 腔

内 麻 酔 下 に7中 切 開 に て開 腹 した.バ イ エ ル板 観察 に は,

回 腸 末 端5cmを 選 ん で プ ラス チ ッ ク板 ヒにPlfHし た.

腸 管 は37℃ の 生 理 食 塩 水 を持 続 的 に 滴 下 す る こ と で温

度 と湿 度 を 保 っ た.小 型 篭 気 メ ス に て 小 腸 に2箇 所 の

小 切 開 を 加 え た後,Krebs・Ringer液(pH　 7.9)を 管 腔

に注 入 し,食 物 残 渣 を取 り除 い た.小 腸 の 管腔 内 圧 は ルー

プ の ロ 側 か らvinyl　 tubeを 通 し て37℃ のKrebs・

Ringer液 を 注 入 す る こ と で16cmH,Oを 維 持 し,小 腸

の 可動 性 を最 小 限 に し解 像 度 の良 い 観 察 画 面 を 得 た.バ

イ エ ル 板 の 微 小 循 環 をm.膜 側 か らTVビ デ オ 記 録 装 置

を 装 着 した 倒 立 型 生 体 顕 微 鏡(Diaphot,　 TMD-2s:

Nikon,　 Tokyo,　 Japan)で,10倍 ま た は20倍 の 対 物

レ ンズ を 用 い て 観 察 し,S・VHSの ビデ オ テ ー プ に 記 録

した't1;,周 辺 腸 管 及 び腸 間 膜 はKrebs・Ringer液 を浸 し

た綿 ガ ー ゼ で 覆 った.蛍 光 標 識 し た リ ンパ 球 は蛍 光 を

470～490nmで 励 起 し520　 nmの フ ィ ル ター を 通 して

contrast・enhancing　 unit付 のsilicon-intensified　 tar-

get　 image加be　 camera　 (C・2400-08,　 Hamamatsu

Photonics,　 Hamamatsu　 city,　Japan)を 装 着 した蛍 光

顕 微鏡 に てTVモ ニ ター上 に映 し,観 察 した.　CFSEで

標 識 したiン パ 球(i×io'個/0.2m1>を 同 系 マ ウス の

頚 静 脈 か ら3分 か けて 注 入 した.標 識 され たT細 胞 と

バ イ エ ル板 の 微 小 血 管 と のinteractionは 経 時 的 に 最 初

の20分 聞,以 後is分 間隔 で40分 まで 観 察 した.血 管

壁 に沿 って 転 が る リ ンパ 球 を'rolling且ymphocytes

と定 義 した.注 入10分 後,postcapillary　 venuleに 流

入 す る リンパ球 を1分 間 観 察 し,rollingし た リ ンパ 球

の割 合 を計 測 した.血 管 壁 に接 着 し30秒 以 上 同 一 部 位

に留 ま る もの を'sticking　 lymphocytes'と 定 義 し,1

mm'あ た りの 数 を計 測 した.

　 ま た,小 腸 絨 毛 に お け る リ ンパ 球 のmigrationを 粘

膜 面 か ら観 察 した.回 腸 の腸 間 膜 付 着 面 の対 側 に沿 って

小型 窟 気 メ スで 切 開 し,プ ラス チ ック板 に展 開 して粘 膜

面 か ら観 察 し,蛍 光 標 識 され た リ ンパ 球 の動 態 を蛍 光顕

微 鏡 下 に観 察 した鋤.こ の 方 怯 によ り,小 腸 粘 膜 絨 毛 頂

部 が 楕 円形 に描 出 され,微 小 血 管 が 観 察 さ れ た.血 管 壁

4.抗 接 着 分 子 抗 体 と百 日咳 毒 素 の 関 与

　 次 に リ ンパ 球 を 各 種 接 着 分 子 の 中 和 抗 体 とincuba・

[ionし,微 小 血 管 に お け る 徳 環 動 態 を 観 察 した.各 種

接 着 分 子 に対 す る巾 和 抗 体L一 セ レク チ ン(MEL-14),α

Eイ ンテ グ7ン(M290),　 P　7イ ンテ グqン(Fib　 27).

CDlla　 (M且7/9)はPharMingen　 Co,(San　 Diego,

CA)か ら,　a4イ ンテ グ リ ンに対 す る中#n抗 体(PS/2)

はAmerican　 Type　 Culture　 Collection　 (Manassas,

VA)か らそ れ ぞ れ購 入 した.ま た コ ン トロ ー ル と して,

ラ ッ トlgGa(R35-95,　 Pharmingen)を 同 条 件 で 使11】

した.1×10咽 のiン パ 球 を抗 体!00㎎/mtの 濃 度 の

抗 体 と と も に注 入 前 に30分Pog　 incubationし た.別 の

実 験 で は 抗MAdCAM-1抗 体(MECA　 367.　 Phar・

Mingen,2mg/kg)を0.2　 mt生 理 食 塩 水 に溶 解 し,　 i)

ンパ 球 注 入30分 前 に 頚 静 脈 よ り投 与 した.ま た 抗MA

dCAM-1抗 体F(ab')3　 fragmentの 効 果 も検 討 し.コ ン

ト ロ ー ル と し て は 非 中 和 抗 体 で あ るMECA-89

(PharMingen)を 使 用 した.さ らに リ ンパ 球 を 百 日咳

,,.素 　(PTX
,100　 ng/m!:List　 Biological　 Lab.

Campbell,　 CA)と37℃ で2時 間incubationし,　 PTX

感 受 性 シ グ ナ ル伝 達 系 が リ ンパ球 と微 小 血 管 と の反 応 に

どの よ う に関 与 して い る か を 検 討 した.

5.組 織 学 的 検 査

　 小 腸 粘 膜 に お け るMAdCAM-1の 表 出 をLSAB(la-

beled　 streptavidin　 biotin)法 を 用 い て 免 疫 組 織 学 的 に

検 討 し た.小 腸 を 取 り 出 し,PLP(periodate,lysine-

paraformaldehyde)溶 液 固 定 し た 後OCT(optimum

cutting　 temperature)　 コ ン パ ウ ン ド　 (Miles　 Inc.,

Elkhart,,　 IN)に 浸 潰 し て 凍 桔 し た.6ｵmの ク リ オ ス

タ ッ ト切 片 をpoly-L-Lysinコ ー ト さ れ た ス ラ イ ド グ ラ

ス に 貼 付 し20℃ で1時 間 乾 燥 し た.切 片 を1%の

Triton　 Xを 含 ん だPhosphate・buffered　 saline(PBS.

pH　 7.4)内 で5分 間 洗 浄 した 後,5%ヤ ギ 血 清 入 りPBS

内 でincubationし た.抗MAdCAM-1モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 をPBSで50倍 希 釈 し,4℃ で 一 晩 反 応 さ せ た.

切 片 は ビ オ チ ン 化 き れ た 抗 ラ ッ トlgG抗 体

(Amersham　 International　 plc..　 Backinghamushire,

England)室 温1時 間incubationし た 後,　 FITC結 合
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streptavidin(Amersham　 International　 plc)と 室 温

で30分 間 反 応 さ せ た.そ れ ぞ れ の 段 階 で 切 片 は 且%

bovine　 serum　 albuminを 含 ん だPBSで 洗 浄 し た.切

片 は グ リセ ロ ー ル ゼ リ ー で 封 入 し,蛍 光 顕 微 鏡(BX60,

01ympus,　 Tokyo)で 観 察 し た.

6.Tリ ンパ 球 の 接 着 分子 解 析

　 T細 胞 浮 遊 液 を0,2%ウ シ血 清 ア ル ブ ミン及 び0.1%

NaN,を 含 むHBSSで 洗浄 した.以 後 の 細 胞 処理 に は,

この 溶 液 を使 用 し4℃ が保 たれ る よ うに した.蛍 光 免疫

染 色 は,25ｵliA液 中2XlO5個 の リ ンパ 球 を 含 む浮 遊 液

を リ ンパ 球 表 面 抗 原 に対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体1NS

とincubationし た.使 用 した モ ノ ク ロ ーナ ル抗 体 はL一

セ レ クチ ン(MEL-14),α4イ ンテ グ リ ン(R1-2),　 aE

イ ン テ グ1,ン(M290),β7イ ン テ グ7ン(FIB27)。

CDIIa(M互7/4),　 a4p7イ ンテ グ リ ン(DATK・32),

CD4(RM4-5),　 CDfi(53-6.7).　 CD69(H1.2F3),

CD45R8(16A).γ δTCR(GL3)(PharMingen)を

使 用 した.30分 間 のincubation後,リ ンパ 球 を400

ｵLのHBSSで2000　 rpm,5分 閤 の 遠 心 で3回 洗 浄 し

た。 コ ン トロ ー ルに は,ア イ ソ タイ プ を一 致 させ た閲 連

の な い 抗 体 を 使 用 した.1次 抗 体 結 合 リ ンパ 球 をFITC

結 合 抗 ラ ッ ト/ハ ム ス タ ーIgG抗 体 で 標 識 した.　Flow

cytometryの 解 折 はFACSort(Becton　 Dickinson,

Mountain　 View.　 CA)を 使 用 した.検 体 解 析 の 際 に は

propidium　 iodideを5N8/mlの 濃 度 で 加 え て,陽 性 の

細 胞 を死 細 胞 と して解 析 か ら除 外 した.

7.統 計 解 析

　 金 て の 精 果 は 平 均 値 ± 標 準 偏 差 で 示 した.･icoiは

ANOVAとFisher's　 post・h㏄testを 用 い た.　p<0.05

を 統 計 学 的 有意 差 あ りと した.

結　　果

1.　 リ ンパ球 表 面 接 着 分 子 の解 析

　 LPL及 びSPLに お け るCD69とCD45RB及 び 各 種

細 胞 接 着 分 子(L一 セ レク チ ン,a4イ ンテ グ リ ン,αE

イ ンテ グ リ ン,β7イ ンテ グ9ン,CDIIa)の 表 出 を 特

異 的 モ ノ クロ ー ナ ル抗 体 を用 い た フ ロー サ イ トメ ト リー

に よ り解 析 した.LPLは54.4%がCD4陽 性,33.9%が

CD8賜 性 で,　 SPLで は56.1%がCD4陽 性,31.1%が

CD8陽 性 で あ った.　LPLの10%にaEイ ンテ グ リ ンが,

3%にySTCRの 発現 が み られ,上 皮 間 リンパ球(IEL)

の 混 入 が 考 え られ た が,SPLで は発現 を認 め なか うた.

第 量図 に示 した よ うに,L一 セ レク チ ンはSPLに お い て

LPLよ り強 く発 現 して い た が,　 P7イ ンテ グ リ ン及 び

very・earlyactivation　 antigen(CD69)の 表 面 発現 は,

LPLに お いてSPLよ り強 く発現 が み られ た.ナ イ ー ブ

マ ー カ ーで あ るCD45RBはLPLで は 弱 発 現 で あ った

が.SPLで は 強 く 発 現 し て い た,ま た,　 LPLで は

CDIIaの 発 現 がSPLよ り弱 か った.　a4イ ンテ グ リ ン

の 発現 に有 意 差 は な か っ た が,a4p7イ ン テ グ リ ンの

combinatorial　 epitope　 Iこ対 す る抗 体DATK-32の 解 析

で は しPLで 有 意 に 強 発 現 して い た.

2.バ イ エ ル 板postcapillary　 venule`こ お け るTリ ン

パ球 のinteraction

　 小 腸 バ イ エ ル板 にお け るTリ ンパ球 とposlcapillary

venule(PCV)と の 反 応 を 蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 した.観

察 巾.少 数 のSPLが 短 時間 血管 壁 と反応 し(rolling),

それ らは血 管 壁 か ら離 れ て 血流 中 に戻 るか,血 管 壁 に強

固 に接 着 した.第1表 に示 した如 く,リ ンパ 球 注 入10

分 後 に流 入 す る1,ン パ 球 数 は,SPLとLPLと の 間 で有

意 差 は認 め なか った.SPL注 入io分 後 のrolling　 lym・

phocytesのoil合 は約70%で,こ の割 合 は20分 後 まで

持 続 した,67%のrolling　 SPLは そ の 後 に 血 管 壁 か ら

離 れ た.こ れ に対 して,9ン パ 球 注 入io分 後 のrolling

LPLの 割 合 はSPLの 場 合 よ り著 明 に低 値 で あ った(第

1衷).バ イ エ ル 板pcvに お け るrolling　 SPLの 割 合

は.L一 セ レ クチ ン,　n4イ ンテ グ リ ン,β7イ ンテ グ リ

ンに 対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 の処 理 によ り著 明 に 減 少

した.ま た,rolling　 SPLの 割 合 は抗MAdCAM-1抗

体 の処 理 に お いて も著 明 に減 少 した,抗CDlla抗 体 に

対 す る抗 体 処 理 で はPCVに お け るrolling　 SPLの 割 合

は 変 化 を 認 め なか った が,rollingし た1,ン パ球 の ほ と

ん どが(約93%)が 血 管 壁 か ら離 れ て い った.第2図

は注 入30分 後 に バ イ エ ル板 の 微 小 血 管 に 接 着 した リン

パ 球 の 顕 微 鏡 写 真 の 像 で あ る.SPLが バ イ エ ル 板PCV

に選 択 的 に 接 着 す る の に対 して,LPLで は ほ と ん ど接

蕎 が 見 られ て い な い,第3図Aは パ イ ェ ル 板PCVに

お け るSPLとLPLの 接 着 数 の経 時 的 変 化 を 示 した もの

で あ る.リ ンパ 球 数 は微 小 血 管 中 及 び血 管 壁 に沿 って 接

着 した もの を 含 ん で い る,接 着 す るSPLの 数 は リンパ

球 注 入10分 後 ま で 増 加 し,30分 後 以 降 は細 胞 が 血 管

壁 を通 りぬ け て しま うため プ ラ トー と な る.そ れ に 対 し

てPCVに 接 着 す るLPLの 数 は 少 数 で,観 察 期 間 中 に

増 加 す る こと は なか った.

　 各種 接 着 分 子 が リ ンパ 球 の バ イ エ ル 板PCVに お け る

接 着 に ど の よ うに 関 わ って い るか を明 らか にす るた め に,
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第1図 　 粘 膜 固 有 層Tリ ンパ 球,及 び脾 臓Tリ ンパ 球 表 面 に お け る各 種 接 着 分 子(L・ セ レ クチ ン.a4イ ン テ グ リ ン,

　 β7イ ンテ グ リン,CDIla,及 びaEイ ン テ グ1,ン)とCD69及 びCD45RBの 発現 を フ ロ ー サ イ トメ ト7_で 解 析 し

　 た.2xLO'個 の1♪ ンパ球 を ま ず 抗 マ ウ ス抗 原 に対 す る モ ノ ク ロー ナ ル 抗 体(L・ セ レ クチ ン(MEL-14:),　 a4イ ンテ グ

　 リ ン(Rl・2),　 D7イ ンテ グ リン(FIB27),　 LPAM・1(DATK-32),　 CDIla(MI7,/4),　 CD69(HI-2F3).　 CD45RB

　 q6A)。 及Cf　aEイ ンテ グ リ ン(M290))とincubateし た.そ れ ら を1ｵgのFITC標 識 し た抗 ラ ッ トlgGも し くは

　 抗 ハ ム ス タ ー1gGと 反 応 さ せ た.　FACSorl(Becton　 Dickinwn,　 Mountain　 View.　 CA)を 用 い て フ ロ ー サ イ トメ ト

　 リー を 施 行 した,生 細 胞 の デ ー タをCQNSORTソ フ トウzア を 用 いて 解 析 した.最 低4匹 のT細 胞 を 検 討 し.代 表

　 的 デ ー タを示 した.(Fujimori　 H　et　al:Gastroenterology　 122:734-744.2002のFigure　 Lを 許 可 を 褐 て 転 載)

接 着 分 子 に 対 す る中 和抗 体 の抑 制 効 果 を 検 討 した.第3

図Bは9ン パ球 注 入20分 後 に お い て 接 着 したSPLの

数 と抗接 着 分子 抗 体 の効 果 を示 した もの で あ る.バ イ エ

ル板PCVに お け るSPLの 接 着 数 は,抗L一 セ レ クチ ン,

抗a4イ ンテ グ リン,抗P7イ ンテ グ1,ン,抗CDIIa抗

体 の 処理 に よ り有 意 に戯 少 した.ま た 接 着 リ ンパ 球 数 は

レ シ ピェ ン トの マ ウ スに 抗MAdCAM-1抗 体 を あ らか

じめ 投 与 す る こ とに よ り著 明 に減 少 した.

3.小 腸絨毛粘膜にお けるTリ ンパ球 の微小血管への

接着

　次に小腸絨毛結膜におけるSPLとLPLの 徹小血管へ

のinteractionを 桔膜側か ら観察 した第4図 は回腸粘膜

絨毛の頂部の微小血管に接蕎 したTリ ンパ球の顕微鏡

写真であ る.左 の写真の如 く,多 数のLPLが 注入20

分以内に絨毛頂上の微小血管に接着 した.そ れに対 して

右の写翼に示 したように同時間帯ではSPLは ほとん ど

接着 しなか った.第2表 に示 したように,注 入10分 間
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第1表 　 バ イ エ ルffic　poslcapillary　 venuleとTリ ンパ 球 との 椙 互 作 用 と抗 接 魯 分 子抗 体 の 影 響

パ イ ェ ル板PCVに 流 入 した　 　PCV上 をrollingし た

り ンパ 球 数 　 (counts/min)　 リ ンパ 球 の割 合(%)

Rollingし た1」 ンパ 球 の

う ち血 管 壁 を 離 れ た り ン

パ 球 の:wi合(%)

LPLs

SPLs

SPLs+anti一 レselectin　 mAb

SPLs+anti-ad-integrin　 mAb

SPしs→ ・anti・β7・integrin　 mAb

SPしs+anti・CD1la　 mAb

SPLs÷an巳i・MAdCAM・1　 trcatment

42、8士6.4

5童.1±5.5

52.6,14.5

45.1i4.7

53.6一!一9.8

4童.5±6.0

50.0±7.9

8.0ｱA.]

69.6ｱ4.6'

2.OtO.2'

s.zｱaz

9.9ｱ1.3`

60.5ｱ6.2

4.5ｱ0.5'

92.5'fiT.8

67.4ｱ8.2'

53.Ot6.3

88.8±L8冨

92.6ｱ4.0'

92.6ｱ3.6'

88.9ｱ82'

　 1x10'個 の リ ンパ球 を レ シ ピエ ン トマ ウ スの頚 静脈 よ り3分 以t:か け て 注 入 した,バ イ エ ル 板 にお け る1,ン パ 球 の動 態

及 び 微 小 血n　 との 相 互 作 用 をS-VHSビ デ オ テ ー ブ で 経 時 的 に 記 録 した.血 管 壁 に 接 触 す るが 壁 に沿 って 動 く7ン パ 球

'Prolling　 lymphocytesと 竃 義 した .リ ンパ 球 注 入10i)後 にpostcapillary　 venuleに 流 入 した細 胞 数 をt分 間 計測 し,

rolling　lymphocyteの 割 合 を 算 出 した.　 Rolling　 lymphocytesの う ち再 び 血巳管 壁 を 離 れ た リ ンパ 球 の割 合 も測 建 した.

また,リ ンパ球 を.接 善 分 子 に 対 す る111和 抗S4:100　 Ng/mlと あ らか じめ30分mi反 応 させ た 後 に レ シ ピエ ンrに 注 入 し,

観 察 をお こな っ た.中 和 抗 体 に は.L・ セ レ クチ ン(MEL・14)。 　a4イ ンテ グ リ ン(PS/2),　 P7イ ンテ グ リ ン(FIB27),

CDlIa(M17/4)を 使 用 した.さ らにCii　MAdCAM-1抗 体(MECA-367,　 PharMingen,2mg/kg)を0 .2　m!の 生 理A

塩 水 に溶 解 して.7ン パ 球注 人30分 前 に レ シ ピエ ン トの 頚 静脈 か ら注入 して 観 寧 を 行 っ た.'P<0.05vsSPL.ｰPく0.05　 vs

LPL.平 均使=標 準 誤 差 で 表 した(n=6),(Fujimori　 S　el　al:Gaslroen[crology!22:734-744 ,2002のTable　 l.を

許 可を 得 て 転 載)

　 　 　 　 　 ノノ'1

,乳1ト.　 『

　 .　..冒

・ち　 蟹

　 ・・..詮,　 魑

　 　 　 '⊃

LPL

QD=3D:旧

SPL

・
.　 口日:ヨ1:日 己

第2図CFSEで 標 識 した粘 膜 固GETI,ン パ 球(左}及 び脾 臓Tリ ンパ 球(右)且xm7個 注 人30分 後 の マ ウ スパ イ

　 ェ ル板postcapillary　 venule観 察画 面.　Bar:100ｵm(Fujimori　 H　et　al:Gastrcenterology　 l22:734-744,2002

　 のFigure　 2.を 許 可 をi尊て 転 載)
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藤森　帖膜固有層 リンパ球の小腸枯膜への接 魯
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第3図 　 A)マ ゥ スパ イ エ ル 板postcapill即y　 venuleに 接 着 した しPL及 びSPLの 数 の 経 時 変 化 .観 察 画 面 の1mm'

　 にお い て血n内 と血 管 壁 に接 して い る1,ン バ 球 数 を 計 測 した..pく0.05　 vs　SPL,」 ド均as± 標 準誤 差 で 示 した(n=6).

　B)注 入20分 後 の バ イ エル 板postcapi1】ary　 venuleに お け るSPLの 接 着 に 対 す る 各種 接 着 分 子 筑 体 の 効 果.　SPLを

　 あ らか じめL一 セ レク チ ン(MEL-14).α4イ ン テ グ リ ン(PS/2),β7イ ン テ グ1,ン(F1627)に 対 す る モ ノ ク ロ ー

　 ナ ル抗 体(iao　 Ne/m`)で 処 理 した.別 の 実 験 で は リンパ 球 注 入30分 前 レ シ ビエ ン トマ ウ ス にGi　MAdCAM-1抗 体

　 (i4)R　l　kgあ た り2mg)をru与 した..Pく0.05　 vsコ ン トO一 ル.平 均 埴 ± 標 準 誤 垂で 示 した(n=6).(Fujimori　 H

　e[al:Gastroenterology　 122;734-744,2002のFigure　 3,を 許 可 を 御 て転 載)

9 響 鷺
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 卍　 　 　 　 　 　 　 　 　.・-.3<.'..㌃.P....
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第4図 　 CFSEで 標 識 した枯 膜 固 有 届Tリ ンパ 球(左)及 び 脾 職T1,ン パ 球(右)1XlO?個 往 入20分 後 の マ ウ ス 小 腸

　 鮎膜 微 小 血 管 観 察 画 面.絨 毛 頂 部毛 細 血 管 を粘 膜 面 か ら観 察 した.Bar:100　 Nm(Fujimori　 H　et　al:Gas【roe朗ero・

　 Boer且22:734-744。2002のFigure　 4.を 許 可 を 得 て 転 載)
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第2表 　小腸絨 毛粘膜徴小血管へのTリ ンパ球 の接itと 抗接着分子抗体の影轡

枯膜微小血管 に流入す る　 　　 Rollingす る リンパ球

リンパ球数(counts/min)　 　 の割 合(%)

Ro腫1ingし た1,ン パ 球 の

う ち血 菅 壁 を 離 れ た リ ン

パ 球 の割 合(%)

SPLs

LYLs

LPLs+anti-L-sclcctin　 mAh

LPしs+anti-aE-integrin　 mAb

LPLs+anti一?4-integrin　 mAb

LPLs+anti・?7・integrin　 mAb

LPLs+anli-CDIla　 mA6

LPLs+anIi・MAdCAM・l　 treatment

32.2t8.7

29.Ot6.2

25.0ｱ5.6

28.7t3.7

26.9ｱ8.8

26.9土LO

23.4±4.2

26.0±3.0

i4.6ｱ2.0

37.Ot5.6'

36,2士4.6

33.4t4.2

10.3±LO8

1A.0ｱ2.8'

30.5ｱ6.0

9.0± 且.48

93.4'S5.0

79.4ｱ4.9'

79.8ｱ3.4

79.4ｱ6.1

80.0ｱ9.0

96.2ｱ3.1ｰ

76.4ｱ6.9

86.2±3.4

　 且x]p'個 の リンパ球 を レ シ ピYン トマ ウ ス の頚 静脈 か ら3分 以 上 か けて 注 入 した.粘 膜 嶺 小 血 管 に お け る リ ンパ 球 の 動

態 及 び 徽 小 血 蒼 壁 との 帽 互 作 用 をS・VHSビ デ オ テ ー プ で 経時 的 に 記 録 した.血 菅 壁 に 接触 す るが 壁 に沿 って 動 く り ンパ

球 をrolling　 lymphocytesと 定 義 した.リ ンパ 球 注 入is分 後 に粘 膜 微 小 血 管 に流 入 した 細 胞 数 を1分rant測 し,　n)Ring

lymphocytesの 割 合 を算 出 した.　Rolling　 lymphocytesの う ち再 び 血 管 壁 を 離 れ た リンパ 球 の 割 合 も測定 し た。 ま た,

リ ンパ球 を,接 着 分 子 に 対 す る申 和 抗 体iooNs/mlと あ らか じめ30分 間 反 応 させ た 後 に レ シ ピエ ン トに 注 入 した.ゆ 和

抗 体 に は,L・ セ レクチ ン(MEL-14),　 aEイ ンテ グ リン(M290).　 a4イ ンテ グ リ ン(PS/2),　 P7イ ンテ グ リン(F]B27),

CDIIa(Ml7/4)を 便 用 した.さ ら に 抗MAdCAM一1抗 体(MECA・367,　 PharMingen.2mg/kg)を0.2　 m'の 生理 食

塩 水 に 溶 解 して,リ ンパ 球 注 入30分 前 に レ シ ピエ ン トの頚 静脈 か ら注 入 してsu察 を 行 っ た.●P<0.05　 vs　SPL.'P〈0.05

vs　LPL単 独.平 均 績 ±標 準 誤 差 で 表 した(n=6),(Fujimori　 s　et　al=Gaslrocntcroloay　 l22:734-744.2002のTable

z.を 許可 を 得 て転 載)
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第5図A)粘 膜絨 毛頂 部 微 小 血管 に接 着 したSPL及 びLPLの 数 の経 時 変 化.pく0.05　 vs　SPL.　 T均 値 ±標 準 誤 差 で

　 示 した(n=6).B)注 入20分 後 の 絨 毛頂 部微 小 血 菅 にお け るLPLの 接 蔚 に対 す る 各種 接 箸 分 子抗 体 の効 桀.　 LPLを

　 あ らか じめL・ セ レ クチ ン(MEL-14),　 aEイ ンテ グ7ン(M290),　 n4イ ンテ グ1,ン(PS/2).　 p7イ ン テ グ リン(FIB

　 27)及 びCDIla(M17/4)に 対 す る モ ノ ク ロー ナ ル抗体(iaoNs〆ml)で 処 理 した.別 の 実 験 で は リンパ 球 注 入30

　 分 前 レ シ ピエ ン トマ ウ スに 抗MAdCAM一 璽抗 体(体 重Ikgあ た り2mg,　 MECA367及 びF(ab')2フ ラ グ メ ン ト)

　 を 投 与 しf:..同 条 件 で,MAdCAM一1に 対 す る非 【ll和1杭体(MECA・87)も 使 用 した.8Pく0,05　 vsコ ン トロ ー ル.7

　 均 値 ±標 準 誤 差 で 示 した(n=6).(Fujimori　 H　et　al:Gastraentcrology　 122=734-744,2002のFisure　 5.を 許

　 可 を 得 て 転載)
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藤森:粘 膜間莉層 りンパ球の小腸精膜 への接 著

に粘 膜 微 小1(II管に 流 入 す る リ ンパ 球 数 はSPLとLPLと

で{p;差 は な か った.注 入 後10分 後 のrolling　 SPLの

割 合 は約15%で あ った の に 対 し,LPLの 場 合 は 高 値 で

あ っ た.そ の 後,約79%のrolling　 LPLが 粘 膜 微 小 血

管 か ら離 れ て 血流 に 戻 っ た.そ れ に対 してSPLの 絨 毛

粘膜 微 小 血 管 にお け る接 着 は一 過 性 で あ る こ とが 多 く,

そ の ほ とん ど は 血 管 壁 か ら離 れ た.第5図Aは 小 腸 絨

毛 枯膜 に お け るSPLとLPLの 接 着 数 の 経 時 的 変 化 を示

し た も の で あ る.注 入40分 後 に はLPLの 接 着 は

19.7±2.9cells/mm'に 対 し て,　 SPLで はs.oｱo.3

cells/mm'で あ っ た.百 日咳(PTX)毒 素 で 処 理 した

LPLで は絨 毛 微 小 血 管 上 をrollingす る割 合 に有 意 な変

化 は 認 め な か った が(29.4±2.8%),40分 後 のLPL

の 接 着 は ほ と ん ど認 め な か った(0.4±0.2cells/mm').

　 リ ンパ 球 を 接着 分 子 に対 す る モ ノ ク ロー ナ ル 抗 体 で処

理 した 場 合 もLPLが 注 入10分 後 に 流 入 す る 数 は有 意

差 を 認 め な か っ た(第2表).腸 粘 膜 でrollingす る

LPLの 割 合 は,抗a4イ ン テ グ リ ン抗 体 及 び抗P7イ ン

テ グ リ ン抗 体 に よ る処 理 で 著 明 に 減 少 した.抗MAdC

AM-1抗 体 を レ シ ピ ェ ン トに 投 与 し た 際 に もrolling

LPLの 割 合 は減 少 した.ま た 抗P7イ ンテ グ リ ン抗 体 処

理 の場 合 に はrolling　 LPLが 血 管 壁 か ら離 れ て い く割

合 が 顕 著 に増 加 した(約96%),第5図BはLPLの 絨

毛粘 膜 に お け る接 着 に対 す る各 稀 接 着 分 子 の中 和 抗 体 の

効 果 を 示 した もの で あ る.注 入20分 後 のLPLの 接 着

数 は コ ン トロー ル で2L2±2.icells/mm'で あ った が,

抗 β7イ ンテ グ リ ン抗 体 の 処 理 に よ り そ の 数 は著 明 に 減

少 した.ま た 抗MAdCAM-1抗 体 のMECA-367投 与

の 場 合,完 全 型 お よ びF(ab')2フ ラ グメ ン ト抗 体 の い

ず れ に お い て も,LPLのinteractionは 著 明 に抑 制 さ れ

た,a4イ ンテ グ リ ンを ブ ロ ックす る抗 体PS/2の 処 理

で もLPLの 接 着 は 抑 制 さ れ た.そ れ に 対 し,αEイ ン

テ グ リ ン,L一 セ レク チ ン及 びCDIIaに 対 す る抗 体 処 理

で はLPLの 接 着 に 変 化 を 認 め な か った.ま た,　MAdC

AM-1の 非 中 和 抗 体 で あ るMECA-89もLPLの 接 着 に

変 化 を 与 え な か った.

4,免 疫 組 織 化 学 に よ るMAdCAM-1の 局 在

　 小 腸 に お け るMAdCAM-1分 子 の 発 現 を組 織 学 的 に

検 討 した と こ ろ,MAdCAM-1は 主 に粘 膜 筋 板 直 上 の

粘 膜 固 有 層 の 血 管 内 皮 に認 め られ た.し か し,第6図

に 示 した よ うに,絨 毛 の 突 出 部 の 微 小 血 管 に もMAdC

AM-1の 表 出 が 認 め られ た.た だ し,　MAdCAM-1は

絨 毛 の 微 小 血 管 に均 一 に認 め られ た の で な く,Iro管 の 一
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第6図 小 腸 絨 毛 に お け るMAdCAM-1発 現 を 免 疫 組 織 化

　 学 的 に観 察 した,1次 抗 体 に はMECA　 367を 便 周 し た.

　 次 に 切 片 を ビ オ チ ン化 し た 抗 ラ ・ノ トIgCと 反 応 させ,

　 FITC一 ス トレ ブ タ ピ ジ ンで 標 識 し.蛍 光 顕 微 鏡 下 に 観 察

　 した.MAdCAM-1は 主 に 小 腸 帖 膜 筋 板 直 上 の 粘 膜 圃 有

　 層 の 血 管 に 発 現 し たが,絨 毛 突 起 の 微 小 血 管 に も明 らか

　 な 発 現 が観 察 され た.(Fujimori　 H　et　al;Gastroenlero・

　 10gy亘22:734-744.2002のFigure　 6.を 許 可 を 碍 て 転

　 載)

部 分 がMAdCAM-1陽 性 と な る所 見 で あ うた,

考　　察

　 今 回 の 実 験 で 我 々 は 粘膜 固 有 厨 リ ンパ 球 の 小 腸 粘 膜 に

お け るt一 ミングが 脾 臓 リ ンパ 球 と明 らか に相 違 す る こ

とを 示 したss.こ の違 い は腸 粘 膜 に お け る ナ イ ー ブ リ ン

パ 球 と メ モ リー 〆エ フ ェ ク タ ー り ンパ 球 の 分 布 の 違 い に

関 連 して い る可 能 性 が あ る3細.抗 原 に よ る リ ンパ 球 の

刺 激 は ナ イー ブ リ ンパ 球 の動 態 を 変 化 させ,例 え ば 腸 管

由 来 免 疫 芽 球 が 小 腸 にmigrationす る よ う に,エ フS

ク ター リ ンパ球 が 非 リ ンパ 組 織 や 他 の特 異 的案 効 組 織 に

効 果 的 にmigrationす る よ う に な る.今 回 の 実 験 で は

粘 膜 固 有 層 リ ンパ 球 の ほ とん ど がCD69隅 性 で あ っ た

の に対 し,脾 臓Tリ ンパ 球 はCD69陰 性 か つCD45RB

陽 性 で あ り,こ の 結 果 は こ れ ま での 報 告 と合 致 す るasei.

最 近 のin　 situの 実 験 で リンパ 球 が バ イ エ ル 板 に,メ モ

り一/エ フ 濫 ク タ ー リ ンパ 球 が 粘 膜 間 有 層 の よ う な非 リ

ンパ 組 織 にmigrationす る機 構 が 解 明 さ れ た が ,使 用

され て い た の は腸 管 由来 の 細 胞 で な く,マ ウ スの リ ンパ

節 由 来 の リ ンパ 球 も し くはTKIリ ンパ 腫 細 胞 で あ っ

た11H1.

　 バ イ エ ル 板HEV特 有 の フ ェ ノ タ イ プ(L-selectin

ligand「。,　MAdCAM-i^,　 ICAM-1')と そ れ に 対 応
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慶睡医学　80巻4号(平 成15軍12月)

す る ナ イ ー ブ リ ンパ 球 の フSノ タ イ プ(L-se量ectin"',

砿4β71じ副,LFA-1`)は バ イ エ ル 板HEVを1,ン パ 球 が

通 過 す るの に必 要 な 関 係 を築 いて い る3}.Bargatzeら13脚

は ナ イ ー ブ リンパ 球 が バ イ エル 板PCVに 接 普 す る に は,

L一 セ レ クチ ン に よ るrolling,　 a4p7イ ンテ グ リ ンに よ

る減 速,そ れ に続 い て活 性 化 さ れ たLFA-1に よ る 停 止

と い う一 連 の過 程 が あ る こ と を示 し た.ま た彼 らはM

AdCAM-1がa4p7イ ン テ グ リ ンと もL一 セ レ クチ ン と

も相 互 作 用 す る こ とを 示 した.今 回 の実 験 に お いて 無 刺

激 脾 臓Tリ ンパ 球 の バ イ エ ル板 に お け る動 態 は ナ イ ー

ブ リンパ球 の動 態 と一致 して い る.脾 臓1,ン パ 球 とパ イ

ェ ル板HEVと の 相互 作 用 が,　L一セ レ ク チ ン.　a4イ ン

テ グ リ ン,P7イ ンテ グ リ ン及 びMAdCAM-1に 対 す る

抗 体 に よ りほ ぱ完 全 に抑 制 され る こ と はHEVに お け る

複数 の接 着 分子 が 関 与 して い る こ とを示 して い る.一h.

粘 膜 固 有暦 リンパ球 が α4β7イ ン テ グ リ ンを表 面 発 現 し

て い るに もか か わ らず バ イ エ ル 板HEVと ほ とん ど相 互

作 用 しな い こ と は注 目 に 埴 す る.こ の 結 果 は,LPLと

フ ニ ノ タ イ プ が 類 似 す るTK-1　 cell(L-selectin`ｰ"`ｰ,

a4(37"',　LFA-1')が バ イ エ ル板HEVに 強 固 に接 著 す

る とい う これ まで の 報 告 と一致 しな い.こ れ は リ ンパ 球

のHEVに お け る接 着 が接 着 分 子 の 表 面 発 現 以 外 の 要 素

に 影 響 を受 け て い る こ とを 示 して い る.こ れ に関 して は

接 着 を 誘 発 す る ケ モ カイ ンがin　 vivoに お け る リンパ 球

のmigrationを 制 勘 し て い る こ と が 示 さ れ て い る

が3。、謝,ケ モ カ イ ンの 正 確 な 機 能 は い ま だ 不 明 で あ る,

また 。 リ ンパ 球 が バ イエ ル 板HEVに 接 着 した 後,　HEV

を す り抜 け て間 質 に移 動 し,や が て は リ ンパ管 に流 入 す

る動 態 をin　vivoで 観 察 した 報 告 は極 め て まれ で あ る.

後 者 に関 して は永 田 らの貴 重 な報 告 が あ り調',本 実 験 系

に お いて も一 部 リ ンパ 管 に 流 入 す る 様子 が 観 察 され た.

　 小 腸 枯 膜 固 有 層 の微 小 血 管 に お い てMAdCAM一 且が

表 面 発現 して い る が,L一 セ レ ク チ ン リガ ン ドの 発 現 は

欠 如 して い る こ とが 知 られ て い るAY..191.今 回 の実 験 に

お い て小 腸 粘 膜 間 有 届 の 微 小lli[管に お け るMAdCAM-

iの 表 面 発 現 は,Streeterら9)に よ る こ れ ま で の 報 告 と

一 致 して お り.MAdCAM-1がLPLの ホ ー ミ ング に重

要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と を 示 し て い る.

MAdCAM-1とaap7と の 桔 合 は 、 腸 粘 膜 由 来 免 疫 芽

球 が 小 腸 枯 膜 固 有 層 にmigrationす る 特 性 を説 明 しう

る1J.21,NI.粘 膜 固 有 層 リ ンパ 球 が 絨 毛 粘 膜 の 微小 血iに

選 択 的 に接 着 す る こ とが 本 実 験 で 観 察 され たが,脾 臓 リ

ンパ 球 は同 部 位 で は ほ とん ど接 着 しなか った.こ の こと

は小 腸 粘 膜 の1,ン バ球 が腸 管 に+一 ミングす る とい う特

微 と合 致 す る.絨 毛 粘 膜 の 微 小 血 管 に お け るLPLの 接

着 が 生 理 的 な ホ ー ミングで はな く毛細lln管 に お け るme・

chanical　 trappingに よ る もの で あ る可 能 性 が あ る が,

リ ンパ球 をPTXで 処 理 した場 合 この接 着 が 抑 制 され た

こ と か ら,LPLの 接 着 はcell　 trappingと い う よ り

PTX感 受 性 のG蛋 白 を 介 した細 胞 内 伝 達 が 関 与 して い

る ことが 示 唆 さ れ た,ま た小 腸 か ら細 胞 を 分 離 す る 際 の

コ ラゲ ナ ー ゼ処 理 がLPLの 表 面 抗 原 を 変 化 させ る こ と

に よ りLPLの ホ ー ミ ングパ ター ンに 影 響 を与 え て い る

可能 性 が あ る が,著 者 の 予 衡実 験 で は,脾 臓 切 片 を コ ラ

ゲ ナ ー ゼ処 理 した後 に採 取 した場 合 も脾 臓 リ ンパ 球 の バ

イ エ ル板PCVへ の接 着 に 変 化 は なか っ た.ま たljン パ

球 が 粘膜 固 有 層 に 侵 入 した 後 に接 着 分 子 発 現 に変 化 が 起

こ り,LPLとSPLの 接 着 パ ター ンの差 を導 い て い る と

い う可能 性 も考 え られ た.

　 今 回 の 実 験 精 果 はLPLの 粘膜 固 郁 面微 小 血 管 との 接

管 に α4イ ンテ グ リンが 関 与 して い る こ とを 示 して い る.

しか し,抗a4イ ンテ グ リン抗 体 はバ イ エ ル 板PCVの

場 合 とは異 な りLPLと 絨 毛 微 小 血 管 と の相 互 作 用 を バ

イ エ ル板PCVと の場 合 と は異 な り,完 全 に は抑 制 し な

か った.こ の 事 実 は粘 膜 固 有 層 に お け るTK1細 胞 の 接

着 が 抗a4イ ンテ グ リ ン抗 体 に よ り完 全 に 抑制 され た と

さ れ るBerlinら の 報 告 とは 異 な って い る.そ れ と 同 様

に抗MAdCAM-1抗 体 がLPLと 粘 膜 微 小 血 管 との 相 互

作 用 を完 全 に は抑 制 しなか った.抗aEイ ン テ グ り ン抗

体 処 理 で は 接 着 の 抑 制 が 見 られ な か っ た こ とか ら,抗

a4イ ンテ グ9ン 抗 体,お よ び 抗MAdCAM-1抗 体 処

理 の実 験 に お い てLPLにaEp7細 胞 の 混 入 は な か っ た

もの と考 え られ た.QQイ ンテ グqン お よ びMAdCAM-

1以 外 の 接 着 分 子 がLPL　 T細 胞 と粘 膜 固 有 層 微 小 血 管

との粗 互 作 用 に関 与 して い る可能 性 が あ る.著 者 らは以

前,ラ ッ ト腸 管 リ ンパ 管 由 来 のTリ ンパ 球 がLPS処 理

した腸 粘 膜 の 粘膜 下 血 菅 に接 着 し,そ の 接 着 はa9イ ン

テ グ リン,そ して 一 部 β2イ ンテ グ リンを 介 して い る こ

とを報 告 しf,::.,こ れ らの実 験 や 本実 験 結 果 か ら リ ンパ

球 と血 管 内 皮 の相 互 作 用 は,小 腸 に お け る観 察 部 位(バ

イ エ ル板PCV,粘 膜 下 組 織 の 血 管 お よ び粘 膜絨 毛 の 微

小1血管)に よ り多様 性 が あ る こ とが 示 され た.

　 GALTの 形 成 に は,β7イ ンテ グiン が 重 要 な 役 割 を

は た して い る こ とが 指 摘 さ れ て い る.Wagnerらssr{'e

β7イ ン テ グ リ ン欠 損 マ ウ ス の 小 腸 枯 膜 固 有 層 で は

CD4+細 胞 が 著 明 に少 数 で あ る こと を 報 告 した.本 実

験 に お い て 小 腸 絨 毛 突 起 の 微 小 血 管 に お け るLPLの 相

互 作 用 に は β7イ ンテ グ リ ンが 深 く関 与 して い る こ と が

示 され た.粘 膜 の 微 小 血管 に流 入 した リ ンパ 球数 に 有意

差 は な く,p7イ ンテ グ リ ン抗 体 に よ る.接着 抑 制 は生 体

一T306一



藤 森:粘 膜固有層 リンパ球 の小腸粘膜 への接 舌

内 でLPLが 死 活 して し ま っ た た め で は な い と 考 え られ

た。 腸 粘 膜 で は リ ンパ 球 の β7イ ンテ グ リンの 発 現 や 機

能 がMAdCAM-1へ の 接 着 を決 定 す る 主 要 な因 子 で あ

るが,P7イ ンテ グ リンの 表 面 発 現 の レベ ルだ け で はM

AdCAM一]に 接 着 す る傾 向 は説 明 で き な い.こ のa4p7

イ ンテ グ リ ンの 発 現 レベ ル とMAdCAM-1と の接 着 と

の 矛 盾 が 顕 著 に 見 られ る の はNK紐 胞 に お い て で あ る.

NK細 胞 は 中等 度 の レベ ル のa4p7イ ンテ グ リンを 発 現

して い るが.他 の1,ン パ 球 と比 べ る とMAdCAM-1と

の 接 着 力 は弱 い灘.今 回 の 生 体 観 察 で は 細 胞 数 が 不 足 す

る た め 枯 膜 固 有 層Tリ ンパ 球 を さ ら に サ ブ タイ プ に分

離 して 観察 す る こと はで き なか っ たが,サ ブ セ ッ トに よ

るmigrationの 相 違 は い ず れ 比 較 す る必 要 が あ る と考

え られ る.

　 今 回 著 者 は,リ ンパ 球 が 脾 臓 由 来か 小 腸 粘 膜 固有 層 由

来か,及 び 腸 管 関連 リ ンパ 組 織 のllll'u内皮 か非 リ ンパ組

織 にお け る血 管 内皮 か に よ り,リ ンパ 球 と 血管 内皮 細 胞

との 相 互 作 用 が 明 らか に 相 違 す る こ と をin　vivaで の実

験 で 示 し た。LPLは 小 腸 絨 毛 突 起 の 微 小 血且管 に 主 に

a4P7イ ン テ グ リ ン とMAdCAM一]の 結 合 を 介 して選

択 的 に 接 着 す る が,SPLは 主 に バ イ エ ル 板 の

postcapillary　 venue　 Jこ接 着 す る,こ の 接 着 反 応 の 選 択

性 は,リ ンパ 球 及 び 血 管 内皮 に お け る特 有 の 接 着 分 子 の

表 面 発 現 に よ り一 部 説 明 で き る.し か し,in　 vilmに お

け る表 面 発 現 はin　vivaの 状 況 と必 ず し も一 致 して い る

と は い え ず,リ ンパ球 のmigrationの 機 構 を 正 確 に 理

解 す るた め に は,ケ モ カ イ ンの 関 与 を 含 め さ らな る研 究

が 必 要 と考 え られ た.

総　　括

　 今回 の 実験 で 著者 は,マ ウ ス リ ンパ 球 の腸 菅 微 小 血管

へ の接 着 を 生 体 顕微 鏡 で観 察 す る こ と に よ り,パ イ ェ ル

板 と粘 膜 固 脊 層 との 間 で は,さ らにLPLとSPLと の間

で は リンパ 球 の 微 小 血 管 内皮 へ の接 着 に 大 きな 相違 が あ

る こ とを明 らか に した.す な わ ち

　 1,FACS解 析 に よ るLPLとSPLの 表 面 分 子 発 現 の

比 較 検 討 で は,L一 セ レク チ ン,　CD45RB,　 CDIlaは

SPLで 強 く発 現 が み ら れ た が,β7イ ン テ グ り ン、

CD69はLPLに お い て強 く発現 が 見 られ,　LPLが よ り

活 性 化 さ れ た 状 態 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た.ま た

a4p7イ ンテ グ リ ンのcombinatorial　 epitope　 it　LPL

で育 意 に 強 発現 が 見 られ た.

　 2,バ イ エ ル 板postcapillary　 venuleで の 生 体 観 察 で

は,SPLは 有 意 なrollingお よ び接 着 数 増 加 を 認 め たが

LPLで は ほ と ん ど認 め な か った.ま たSPLをL一 セ レ

クチ ン,a4イ ン テ グ7ン,β7イ ン テ グ リ ン.　CDIIa

に 対 す る モ ノ ク ロー ナ ル抗 体 で処 理 した場 合,ま た は マ

ウ ス を抗MAdCAM-1抗 体 で前 処 置 した場 合 に は,接

着 数 は 著 明 に 減 少 し,SPLの バ イ エ ル板 へ の 接 着 に は

これ らの分 子 の 共 同 作 用 が必 要 で あ る こ とが 示唆 され た.

　 3,一 方 小 腸 絨 毛 粘 膜 にお け る 観 察 で は,LPLはSPL

に比 べ て 有 意 に 多 く絨 毛 頂 部 の 微 小1(II管にrollingお よ

び接 著 を認 め た.同 部 位 で のrolling　 LPLの 割 合 お よ

び接 衝 数 は 抗aAイ ンテ グ リン抗 体 や 抗p7イ ンテ グ リ

ン抗 体 で の 抑 制,あ る い は抗MAdCAM-1抗 体 で の 前

処 置 に よ って の み 有 意 に 減 少 を 示 し,.腸 粘 膜 固 行 晒 で の

α4β7イ ンテ グ リ ンーMAdCAM-1の 組 み 合 わ せ の 垂 要

性 が 示唆 さ れ た.

　 4.小 腸 に お け るMAdCAM-1発 現 を 組 織 学 的 に 検 討

した と ころ,小 腸 粘 膜 固 有 層 内 の枯 膜 筋 板 直 上 の 血 管 内

皮 に 発現 して い た が,絨 毛 頂 部 の微 小1血管 に も表 出 が 認

め られ た.

　 以 一1:より,LPLは 小 腸 粘 膜 固 有 層 の 微 小lfll管に.　a4p

7イ ンテ グ リ ンとMAdCAM-1の 結 合 を 介 して 選 択 的

に接 着 す る ことが 生 体 観 察 に て 明 らか に さ れ た.

　 稿 を終 え る にあ た り,御 指 導,御 校閲 を 賜 りま した慶 慮

義 塾大 学医学 部内科学 教 室石 井 裕正 教 授 に深 謝 い た します.

また,本 研 究 を直 接 御指導 頂 きま した防 衛 医 科 大学 校 内 科

学 第 二瑚 座 三浦 総 一郎 教授 に深 甚 な る謝 意 を 表 します.さ

らに 解 折 に御 協 力を 頂 き ま した東 京 大学 農 学 部 農学 生 命 科

学 研 究 科 卜野 川修 一教 授.八 村敏 志 助 教授 に感謝 い た しま

す.

　 本論 文 の 要 旨の 一 部 は,99th　 American　 Gastroente・

rological　 Association　 〔isss年New　 Orleans),　 20　cn

European　 Conference　 on　Microcircula[ion(且998年Par

is),10th　 International　 Congress　 of　Mucosal　 lmmu・

nology(1999　 fi　Amsterdam)に お い て発 表 した.

　 また本 研究 の 一部 は文部 科学 省科 学 研究gar助 金,慶 懸

義塾 大学医学 部研 究症 例費 およ び厚 生労 働省 食物 ア レルギ ー

基金 によ った.
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