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〔要約〕

13名の小児期IgA腎症患者と， 10名の年齢
を一致させた健康小児におけるTリンパ球の
機能を比較検討した。 Tリンパ球の機能とし
て末梢血単核球 (PBMC)，およびPBMCから
CD4+T細胞を除去した (suppressor-rich) 
系，あるいは CD8+ T細胞を除去した
(helper-rich)系の免疫グロプリン産生能を
測定した o Mitogen として， Pokeweed 
Mitogen (PWM)およびStaphylococcus
aureus Cowan 1 (SAC)を用いた。 Tリン
パ球サブセットは二色分析フローサイトメト

リー法によって検討した。

IgA腎症患児は健康小児と比較して， (1) 
PBMCのIgA産生能はMitogenによって刺激
した系，刺激しなかった系いずれも有意に冗

進していた， (2) CD4 + T細胞を除去した
(suppressor-rich) PBMC系ではIgGおよび
IgAの産生が有意に充進していた， (3) CD8 
+T細胞を除去した (helper-rich)PBMC系
ではIgGおよびIgAの産生が有意に冗進して
いた， (4) リンパ球サブセットについては

suppressor-inducerT細胞 (Leu3a+ Leu8 
+)が有意に減少していた。これらの結果，小

児期IgA腎症患者のPBMCによるIgA産生能
の冗進はsuppressor-inducerT細胞の減少，
suppressorT細胞の機能低下， helperT細胞
の機能冗進によることが示された。

〔緒言〕

IgA腎症は1969年にBerger(lJによって
初めて報告されて以来，現在までに，その臨床

的，病理学的，免疫学的特徴についての報告が

多く行われている。成人のIgA腎症患者にお
ける免疫学的異常については様々な報告があ

るo細胞表面IgA陽性リンパ球の増加 (2，3J，
リンパ球培養系におけるIgA産生能の冗進 (4
-7J， IgA特異的suppressorT細胞の活性低
下 (8J，IgA特異的helperT細胞の活性冗進
(6， 9， 10J， CD8 cytotoxicl suppressorT細
胞の減少，あるいはCD4helper I inducerT細
胞の増加に伴う，循環血液中のCD4/CD8比の

増加(11，25 -27 J， IgA特異的B細胞の活
性充進(12Jなどであるo しかし小児期にお
けるIgA腎症の特徴についての報告は少ない

(13 -15J。我々はさきに小児期IgA腎症にお
いてはIgAの産生冗進がその成因に関わって
いることを報告した(16J。今回，小児期IgA
腎症において，免疫グロプリン産生を制御す

るTリンパ球の機能とTリンパ球サブセット
の異常について若干の知見を得たので報告す

る。

〔患者および対照児〕

対象は6歳から 17歳までの小児IgA腎症患
者，男子8名女子5名である。 IgA腎症の診断
は腎生検組織の免疫組織学的検索により行な

った。 SLE，Henoch-Sch∞lein紫斑病その他
の全身疾患を伴うことなく糸球体メサンギウ

ムにIgA優位な免疫クeロプリンの沈着を認め
るものをIgA腎症と診断した。実験時いずれ
の患者も尿蛋白陽性であった。また，腎機能

の低下はなく，高血圧も認めず，あきらかな上

気道感染症もなく，肉眼的血尿も認めていな

かっfこ。
12歳から 17歳の，研究への協力・理解が得
られた男子5名女子5名の健康小児を対照群
とした。患者および対照児いずれもフェニト

イン，ステロイド，免疫抑制剤等は投与されて

いない。

〔方法〕

1末梢血単核球 (PBMC)の分離
末梢血単核球 (PBMC)はへパリン採血し
た末梢血より，リンホプレプ (NycomedAS， 
Diagnostica， Norway)を用いて密度勾配遠
心法で分離した。生理的食塩水で3回洗浄し
た後， RPMI1640 (M. A . Bioproducts ， 
Maryland， USA)中に懸濁，それにペニシリ
ン(100IU/mI)，ストレプトマイシン(1∞μg
ImI)， Lーグルタミン (2mM)および加熱不
活化した 10%ウシ胎児血清 (FCS: γ-
globulin free， Gibco， Missouri， USA) を
くわえた。

2 CD4 + T細胞およびCD8+T細胞の除去
PBMCをRPMI1640中に5x 106 cellsl ml 
の濃度で懸濁した。マウスーモノクローナル

抗体OKT4またはOKT8(Ortho Diagnostic 
Systems， N ew J ersey， USA)をPBMClml
あたり25μl加え， 40Cで30分間反応させた。
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生理的食塩水で2回洗浄した後，RPMI-1640で
20倍に稀釈した等量のウサギ補体 (Cappel，
Pennsylvania， USA)中で370Cで30分間反
応させた口生理的食塩水で2回洗浄し， CD4 
+T細胞除去 (suppressor-rich) PBMC，あ
るいは CD8+ T細胞除去 (helper-rich)
PBMCとした。
CD4+T細胞除去PBMCおよびCD8+T細
胞除去PBMCのTリンパ球サブセットは
FITC標識OKT4およびOKT8(Ortho)で検
討した。またB細胞はFITC標識マウスーモ
ノクロ一ナ lレ抗体B1 (CD20) (Coulter， 
Florida， USA)で測定したo CD4+T細胞除
去 (suppressor-rich)PBMCにおけるCD8+
T細胞， CD4 + T細胞， B細胞の割合はそれぞ
れ>80%，< 10%， 14%であった。また，CD8
十T細胞除去 (helper-rich) PBMCにおける
CD4+T細胞， CD8 +T細胞， B細胞の割合は
それぞれ>85%， < 2%， 12%であった。 B細
胞の数は患者群と対照群のあいだには有意な

差はなかった。

3培養
PBMC， CD4 + T細胞除去PBMC，および
CD8+T細胞除去PBMCはそれぞれ1X 106 

cells/ mlの濃度で前述の培地に懸濁した。こ
れら細胞懸濁液は200μlづ、つ丸底マイクロ
プレート (Corning，New York， USA)に分
注し， 5%C02，湿度99%，370Cの条件下で培
養した。それぞれ Pokeweed mi togen 
(PWM Gibco 5μg/ ml) 刺激下，
Staphylococcus aureus Cowan 1 (SAC ; 
Behling Diagnostics， California， USA: 1 : 
10000)刺激下，あるいは無刺激下で7日間培
養した後，遠心分離で培養上清をとり，測定ま

で-800Cで保存した。
4 Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
(ELlSA)による免疫グロプリンの測定
培養上清中の免疫グロプリンの濃度は

Feehallyら[10の方法により， ELISA法を
用いて測定した。まず平底マイクロプレート

(Dynatech， Zug， Switzerland)を100μ11
wellの精製ヤギ抗ヒトIgG，IgA， IgM (Tago， 
California， USA)でコーティングした。つぎ
に適切に稀釈した培養上清100μl/wellを3
検体づっプレートに入れ，室温で 18時間イン
キュベートした。十分に洗浄した後，それぞれ

100μlのベルオキシダーゼ標識精製ヤギF

(ab') 2抗ヒト IgG，IgA， IgM (Tago)で満た
し，室温で2時間インキュベー卜した。十分に
洗浄した後， H202濃度0.03%とした1.81ng/
mlのひphenilenediaminedihydrochloride 
(Sigma， Missouri， USA)溶液を加えて室温
で20分間インキュベートし発色させ， 4N-HCl
50μlで反応を止めた。 492nmの波長の吸
光度をELISAリーダー (Model3550， BIO 
RAD， California， USA)で測定し，スタン
ダード・カーブに合わせて濃度を計算した。

5血清中の免疫グロプリンの測定
血清中のIgG，IgA， IgMの値はレーザ・ネ
フエロメトリー(Hyland， Division， 
Travenol Laboratories， Inc.， California， 
USA)で測定した。
6リンパ球サブセットの分析
リンパ球サブセットはFITC標識マウスー
モノクローナル抗体OKT3(CD3)， OKT4 
(CD4)， OKT8 (CD8) (Ortho)およびBl
(CD20) (Coulter， Florida， USA)を用いて
フローサイトメトリー (EPICS-C: Coulter 
Electronics， Florida， USA)で分析した。 T
リンパ球サプセットはFITC，あるし、はPE標
識マウス抗ヒトーモノクローナル抗体の組み

合わせによる二色分析方で， Leu2a/ Leu3a， 
Leu3a/Leu8， Leu2a/LeuI5， Leu4/HLA-
DR (Becton Dickinson， California， USA) 
の 4種類について FACS (Fluorescein 
Activated Cell Sorter: FACS-440， Becton 
Dickinson)で分析した口
7統計処理
結果は平均値:tSDで表し，データ解析は
Mann-Whitney順位差検定にて行った。

〔結果〕

1血清中免疫グロプリン値(図1)

血清中IgA値は患者群381:t 157mg/ dl，対
照群221:t 51mg/ dlと，患者群が有意に高値
を示した (P< 0.005)0 IgG， IgMに関しては
有意な差はなかった。

2 PBMCによる免疫グロプリン産生(図2)
Mitogenによる刺激を受けた系も受けなか
った系も，患者群は対照群と比較してIgA産
生が有意に克進していた。一方， IgG産生に
ついてはmitogenによる刺激を受けた系も受
けなかった系も両群間に有意な差はなかっ
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た。 IgMについては， SACによって刺激を受
けた系において患者群は対照群と比較して産

生が克進していたが (p< 0.05)， PWMによっ
て刺激を受けた系および無刺激系では両群聞

に有意な差はなかった。

3 CD4 + T細胞除去 (suppressor-rich)
PBMCによる免疫グロプリン産生(図3)
Mitogenによる刺激を受けた系も受けなか
った系も，患者群は対照群と比較してIgA産
生が有意の充進していた。さらに，無刺激系

およびSACによって刺激を受けた系で患者群
は対照群と比較してIgG産生が有意に冗進し
ていた。 PWMによって刺激を受けた系では
IgG産生については両群聞に有意な差はなか
った。また， Mitogenによる刺激を受けた系
も受けなかった系もIgM産生については両群
聞に有意はなかった。

4 CD8 + T細胞除去 (helper-rich) PBMC 
による免疫グロプリン産生(図的

Mitogenによる刺激を受けた系も受なかっ
た系も，患者群は対照群と比較してIgA産生
が有意の充進していた。さらに，無刺激系お

よびSACによって刺激を受けた系で患者群は
対照群と比較してIgG産生が有意に充進して
いた。 PWMによって刺激を受けた系では
IgG産生については両群聞に有意な差はなか
った口また， Mitogenによる刺激を受けた系
も受けなかった系もIgM産生については両群
間に有意な差はなかった。

5リンパ球サブセット
OKT3 (CD3)， OKT4 (CD4)， OKT8 
(CD8)およびBl(CD20)については，患者
群と対照群との聞には有意な差はなかった。

6 Tリンパ球サブセット (Table.1) 
IgA腎症患者群は対照群と比較してLeu3a
+ Leu8 +細胞 (suppressor-inducerT細胞)
が有意の減少していた (p< 0.02)。
Leu2a + Leu3a +， Leu2a + Leu3a一，
Leu2a -Leu3a +， Leu2a -Leu3a -， 
Leu3a + Leu8 -， Leu3a -Leu8 +， 
Leu3aー Leu8-， Leu2a + Leu15 +， 
Leu2a + Leu 15一小Leu2a-Leu15 +， 
Leu2a -Leu15 -， Leu4 + HLA -DR +， 
Leu4 + HLA -DR一， Leu4-HLA-DR+， 
Leu4 -HLA -DR -
については，患者群と対照群との聞には有意

な差はなかった。

〔考察〕

IgA腎症はSLE，Henoch-Schonlein紫斑病
その他の全身疾患に伴うことなく糸球体メサ

ンギウムにIgA優位な免疫グロプリンの沈着
を認めるのを特徴とする糸球体疾患で，多く

はIgG，C3の沈着を伴っているo IgA腎症の病
因は未だ明らかではないが，糸球体メサンギ

ウムへの頼粒状の沈着，皮膚や筋肉の血管へ

のIgAの沈着[17，18J， IgA免疫複合体を受
動的に注入することによって，あるいは能動

的な免疫刺激によって実験的にIgA腎症を引
き起こせる[19-22J，循環血液中に免疫複合
体が存在する (23J事実などから， IgA腎症は
免疫複合体病であると考えられている。

成人のIgA腎症においては，上気道感染症
に伴う肉眼的血尿を見るときにはIgA免疫シ
ステムの異常を認めるが，寛解期には異常を認

めないという報告が多く見られる [3，11， 
28J。しかし最近の研究では (31， 32J IgA腎
症の進行を示唆する最も重要な臨床所見は肉

眼的血尿ではなく持続する蛋白尿であること

が明らかになっている。そこで本研究におい

ては，血尿の有無に関わりなく，蛋白尿が持続

している症例について検討を加えた。

成人のIgA腎症患者においては1/2から1/3
の症例で血清IgA値が高値となると言われて
いるo今回の小児IgA腎症患児における検討
でも，血清IgA値は対照群と比較して有意に高
値であった。 IgG，lgMに関しては有意な差は
なかった。末梢血リンパ球の培養系において

も， Mitogenによる刺激の有無に拘らず，IgA
腎症患者は健康成人と比較してIgAの産生が
充進しているという多くの報告がある (4-7，
12， 26 J。我々も最近，小児IgA腎症患者の
PBMCは健康小児の PBMCと比較して，
Mitogenによる刺激の有無に拘らず， lgAの
産生が有意に充進していることを報告した

(16J 0 今回の実験でも，無刺激系および
Mitogenによって刺激を受けた系いずれにお
いても，小児IgA腎症患者のPBMCは健康小
児のPBMCと比較してIgAの産生が有意の冗
進していた。また， SACによって刺激された
系においてはIgMの産生も有意の冗進してい
た。これらの結果は免疫クeロプリンの産生充

進がIgAに限定されているわけではないこと

円。



を示している。

Sakaiらは [8JIgA特異的suppressorT細
胞の減少を報告している。本実験においては

CD4+T細胞除去 (suppressor-rich)PBMC 
による免疫グロプリン産生をみることによっ

てsuppressorT細胞の機能を調べたが，無刺
激系およびMitogenによって刺激を受けた系
いずれに於いても，患者群が対照群と比較し

てIgA産生が冗進していた。さらに， IgGにつ
いても患者群は対照群と比較して産生が充進

していた。 CD8+ suppressorT細胞の数は両
群聞に差はなかった。これらの結果IgA腎症
患者においてはsuppressorT細胞の機能が低
下している事が示され，またこの異常はIgA
に特異的ではないことがわかった。

成人IgA腎症患者においてはIgA特異的
helperT細胞の活性冗進が報告されている
[6， 9， 10J。本実験においてはCD8+T細胞
除去 (helper-rich)PBMCによる免疫ク。ロプ
リン産生をみることによってhelperT細胞の
機能を調べたが，無刺激系およびMitogenに
よって刺激を受けた系いずれに於いても，患

者群と対照群と比較してIgA産生が冗進して
いた。 CD4+ helperT細胞の数は両群聞に差
はなかった。さらにIgGについても，無刺激
系およひ~Mitogen によって刺激を受けた系い
ずれに於いても患者群は対照群と比較して産

生が充進していた。これらの結果IgA腎症患
者においてはhelperT細胞の機能が冗進して
いる事が示され，またこの異常はIgAに特異
的ではない。

成人IgA腎症患者において， CD8 cyto-
toxic/ suppressor T細胞の減少およびCD4
helper / inducer T細胞の増加にもとづく循
環血液中CD4/CD8比の増加が報告されてい
る[11，25 -27 J。今回のリンパ球サブセッ
ト分析では， CD3， CD4， CD8， CD4/ CD8比
およびCD20については，小児IgA腎症患者と
対照群の聞には有意な差はなかった。しかし

FACSを用いた二色分析ではCD4+ helper / 
inducer T細胞に属する Leu3a+ Leu8 + 
(suppressor-inducer) T細胞がIgA腎症患者
において有意に減少していた。

以上，本実験で示された結果より，

suppressor-inducer T 細胞の減少，
suppressorT細胞の機能低下およびhelperT
細胞の機能充進がIgA腎症患者におけるIgA
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の産生冗進をもたらし，それがIgA腎症の進
行に関わっていると考えられた o また，

suppressorT細胞の機能低下および、helperT
細胞の機能充進はIgA特異的ではなかった。
これらの非特異的な免疫グロプリン産生異常

は， IgA腎症患者における，糸球体メサンギウ
ムへのIgG等の沈着を説明しうると考えられ
る。しかしながら，これらの結果は，小児IgA
腎症における免疫グロプリン産生の異常の原

因として， Bリンパ球の機能異常の可能性を
否定するものではない[12J。
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L YMPHOCYTE SUBPOPULA TIONS AND FUNCTION 

IN CHILDHOOD IgA NEPHROPATHY. 

Aiju Kameda 

Department of Pediatrics 

Kobe University School of Medicine 

(Director : Prof. Hajime Nakamura) 

ABSTRACT 

In order to examine the immunoregulation of T lymphocytes in childhood 

IgA nephropathy， 13 patients and 10 age-matched control subjects were studied. 

T lymphocyte function was examined in terms of in vitro immunoglobulin 

synthesis by peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and CD4-depleted 

(suppressor-rich) and CD8-depleted (helper-rich) PBMC in both unstimulated 

and PWM and SAC stimulated culture. T lymphocyte subpopulations were 

examined by twひ∞lorimmunofluorescence analysis using flowcytometry. 

Children with IgA nephropathy showed (1) a significant increase of IgA 

synthesis by PBMC with or without mitogen stimulation， (2) a significant 

reduction in the suppression of IgG and IgA synthesis by CD4-depleted 

(suppressor-rich) PBMC upon PWM stimulation， and (3) a significant decrease 

of suppressor-inducer T cells (Leu3a + Leu8 + ). 

These results suggest that a decrease of suppressor-inducer T cells and 

impaired suppressor T cell function are responsible for the increase of IgA 

production whjch leads to progression of IgA nephropathy in children. 
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図1.血清中免疫グロプリン値。グラフは平均値:tSDで表されている。
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図2.PBMCの培養上清中の免疫グロプリン値。グラフは平均値:tSDで表されている。
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Table 1. Lymphocyte subpopulations 

subpopulations percentage 

controls patients 

OKT3 58.60 :t 6.67 60.20:t 10.26 

OKT4 34.70 :t 6.38 31.40 :t 5.91 

OKT8 23.20 :t 4.69 23.20 :t 3.43 

OKT4/0KT8 1.53:t 0.36 1.40:t 0.31 

Leu2a + Leu3a + 3.69:t 3.86 1.20:t 0.64 

Leu2a + Leu3a - 26.57 :t 3.31 26.30 :t 6.19 

Leu2a -Leu3a + 40.64 :t 6.23 36.20 :t 6.51 

Leu2a -Leu3a - 29.10 :t 7.28 36.30 :t 9.85 

Leu3a + Leu8 + 36.35 :t 8.74a 27.60:t 8.80a 

Leu3a + Leu8 - 5.12士7.12 l1.10:t 9.69 

Leu3a -Leu8 + 27.80:t 10.50 27.50:t 10.43 

Leu3a -Leu8 - 28.69 :t 13.34 33.80 :t 10.54 

Leu2a + Leu15 + 9.39:t 6.56 6.10 :t 4.47 

Leu2a + Leu15 - 19.90 :t 4.26 20.90 :t 5.02 

Leu2a -Leu15 + 24.21 :t 8.86 20.30 :t 8.99 

Leu2a -Leu15- 46.45 :t 12.29 52.70:t 10.90 

Leu4 + HLA -DR + 8.60:t 5.98 6.00士2.06

Leu4 + HLA -DR - 64.53 :t 9.81 61.70:t 10.85 

Leu4 -HLA -DR + 10.81 :t 4.64 16.10:t 9.82 

Leu4 -1江A-DR- 16.05 :t 4.97 16.20 :t 6.34 

ap < 0.02 ; Leu3a + Leu8 + lymphocyte {suppressor-inducer T cell) 

population was significantly decreased in patients with IgAN. 
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