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インスリソ依存型糖尿病（IDDM) は，膵島への

リ｀ノパ球浸潤（膵島炎）がみられること，膵島細

胞およびインスリンに対する自己抗体が検出され

ること，膵島細胞に対する免疫学的細胞障害機樺

が見られること，主要組鏃適合抗原複合体

(MHC) クラス II に連鎖した遺伝的素因を持つこ

と，などから自己免疫疾患として研究が進められ

ている 1l. non-obese diabetic (NOD) マウスはこ

れらの特徴を備えた自然発症の IDDM のモデル

動物であり，日本人により確立され，現在では

IDDM の研究に世界中で用いられている庄この

モデルマウスにはいくつかの遺伝学的特徴が明ら

かにされている．第 1 は MHC のクラス II 分子の

うち 1-E は Ea 遺伝子発現が mRNA レベルで欠

失しているため，細胞表面に発現されていない3).

第 2 はもう 1 つの MHC クラス II 分子である I­

A の異常である．単離された NOD マウス I-A 遺

伝子の塩基配列から， I-A 分子を形成する a, {32鎖

のうち， a 鎖は d ハプロタイプであるが，¢鎖は

一部が d ハプロクイプと異なるアミノ酸の存在

することが明らかになっている．すなわち，第56,

Thymic lymphoid follicles in the model mouse of 
insulin dependent diabetes mellitus (NOD mouse) 
Kenji Watanabe, M.D. 
Department of Internal Medicine, School of Mediｭ
cine, Keio University 

57番目のアミノ酸配列が他のマウスではプロリ

ン，アスパラギン酸となっているのに対し， NOD

マウスではヒスチジン，セリンとなっていること

が明らかにされている丸免疫反応を支配する遺

伝子群の産物である 1-E および I-A 分子発現の異

常が， IDDM の発症に密接に関連することは，

NOD マウスに正常マウスの 1-E必遺伝子を組み

込んで， 1-E を発現させた NOD トランスジェ

ニックマウス 5)には，膵島炎も糖尿病も発症しな

いことから強く示唆される．また， 1-Aak遺伝子導

入の NOD トラソスジェニックマウスと I-Aか遺

伝子導入の NOD トランスジェニックマウスを交

配して確立した 1-N NOD トランスジェニック

マウス（第56, 57番目のアミノ酸配列はプロリン，

アスパラギ｀ノ酸）では，膵島炎は出現するが糖尿

病は発症しない5).

著者は， NOD マウスの胸腺に糖尿病発症の時

期と相前後して，通常では存在しえないが， 自己

免疫疾患にしばしば見出されるリソパ濾胞が出現

することを見出した．そこで本研究では IDDM 発

症機序解明を目的として，胸腺リンパ濾胞の性状

およびその発現と糖尿病発症，膵島炎の関連性を

NOD マウスと上述の 1-E 発現 NOD トランス

ジェニックマウス，および 1-N NOD トランス

ジェニックマウスで比較検討した．
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対象およぴ方法

1.動物

NOD マウス， NOD 発生の背景となった ICR

マウスおよび BALB/c マウス， C57BL/6マウス

は日本クレア（東京）より購入し， specific pathｭ

ogen free (SPF) 状態で飼育した． I-E 発現 NOD

トラ‘ノスジェニックマウス 5)および I-AK NOD ト

ランスジェニックマウス5)は熊本大学医学部の山

村研一博士，宮崎純一博士より御供与いただいた．

2. NOD マウス胸腺，膵臓の組織学的検討

5 週齢から22週齢の雌性および雄性 NOD マウ

スおよび18週齢の I-E 発現 NOD トランスジェ

ニックマウスと I-N NOD トランスジェニック

マウスから膵臓，胸腺を摘出し， 10％ホルマリン

で固定したのち，パラフィン包埋した．膵臓はヘ

マトキシリン・ニオジ｀ノ (HE) で，胸腺は HE お

よびヒ゜ロニンにて染色し，顕微鏡下で組織学的変

化を観察した．胸腺の一部は免疫組織化学に用い

るため， ドライアイス・アセトンにて急速に凍結

したのち，ー80℃に保存した．

3. 糖尿病発症の判定

3 時間以上の空腹マウスの尿糖をテステープ

(Eli Lilly社，米国）にて調べ，尿糖陽性の場合，

眼窓下静脈叢より採血し，酵素法にてレフロラッ

クス II (Boehringer Mannheim 社， ドイツ）で血

糖を測定し， 250mg/dl 以上のものを糖尿病と判

定した．

4. 免疫組織化学

凍結した NOD マウス胸腺はクリオスクット

(Miles 社，米国）にて4µm の厚さに薄切し，アル

ブミンスライドに貼布したのち30分間風乾した．

冷アセトンに10分間固定した後， O.OlM リ｀ノ酸緩

衝生理食塩水 (PBS) にて 5 分間ずつ 3 回洗浄し

た． 0.3％過酸化水素加メタノールで内因性ペルオ

キシダーゼのブロックをした後 PBS にて 3 回洗

浄した． B 細胞系リンパ球の染色には50倍希釈(20

µg/ml) ビオチ‘ノ化モノクロナール抗体 (mAb)

B220 （東海大学垣生園子博士より供与）を切片上

に滴下し，モイストチェ｀ノバー内で乾燥しないよ

うに 1 時間反応させた． PBS にて 3 回洗浄後 100

倍希釈の horse radish peroxidase (HRP) 標識

ストレプトアビジン (Amersham, 英国）とモイ

ストチェンバー内で30分間反応させた． PBS にて

3 回洗浄した後， 3,3'ージアミノベソチジン4

HCl (DAB) 20mgを 100ml の 0.05M トリス塩酸

緩衝液pH 8.0に溶解し， 30％過酸化水素水17µl

を加えた発色液（DAB-比02) にて反応した．免

疫グロブリンの染色には， 200倍の HRP 標識ウサ

ギ抗免疫グロプリ｀ノ抗体 (Amersham 社）を同様

に反応させ， DAB-H202 にて発色した．核染は，

メチルグリーソにて施行した．

5. 胸腺細胞のフローサイトメトリー

NOD マウスとコソトロールの C57BL/6,

BALB/c マウスの胸腺を摘出し，遊離細胞に単離

した． PBS にて洗浄後， l X 106個の細胞に蛍光標

識した抗体を加え， 4 ℃にて20分間反応させ，洗

浄後，フローサイトメークー CFAC Scan, Becton 

Dickinson 社，米国）にて生細胞表面の蛍光強度を

測定した．抗体を加えずにフローサイトメーター

で解析した蛍光強度を陰性，それ以上の蛍光強度

を陽性とし，陽性率は陽性細胞数を全細胞数で除

して算出した．生細胞染色には FITC 標識 B220

とビオチン化 IgM, ビオチ｀ノ化 IgD, ビオチ｀ノ化

IgG2a (Pharmingen 社，米国）， ビオチン化 Ly-

1 (Becton-Dickinson 社）のモノクローナル抗体を

用い， streptoavidin-phycoerythrine(PE) (Amerｭ

sham 社）を結合させて，測定に供した．

6. 胸腺 B リンバ球のマイトージェソおよびサイ

トカインに対する反応性の検討

18週齢の NOD マウスおよび同週齢の C57BL/

6マウスの胸腺を無菌的に摘出し，細胞を単離し

た．培養液としては RPMl-1640(Gibco 社，米国）

に10％仔牛胎児血清（Cell Culture Laboratories 

社，米国）， L- グルタミン2mmol/ l（和光純薬，大

阪）， ヒ゜Jレビ｀ノ酸lmmol/l (Sigma 社， 米国）， ス
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渡辺： IDDM モデルマウスの胸腺リンパ揺胞

トレプトマイシンlOOµg/ml （明治製菓，東京），

ペニ、ンリソ G 200U/ml （明治製菓）を加えたもの

を用いた． RPMl-1640培養液中の単離浮遊細胞は

1 XlOワml の濃度に調整し， 24穴培養フ゜レート

(Costar 社，米国）に各穴 2 X 107ずつ入れ， 50µg/

ml のリポポリサッカライド (LPS : Salmonella 

Enteritidis, L-6011, Sigma 社）， lOOU/ml のイソ

ターロイキ ‘/4 CIL-4: 東京大学烏山一博士より

供与）， lOOU/ml の IL-5 （熊本大学高津聖志博士

より供与）， lOOU/ml の IL-6 （大阪大学平野俊夫

博士より供与），あるいは無添加の群に分け， 37℃,

5 %CO2存在下で培養した．培養 4 日， 10 日， 15 日

後に，細胞の 1/10を96穴培養プレート (Costar 社）

に移し， 3H サイミジン（日本アイソトープ協会，

東京）と共に， 37℃,5%C02存在下でさらに 4 時

間培養し，放射活性を測定した．

7. 胸腺 B リンパ球の抗体産生能の測定

18週齢の NOD マウスより胸腺細胞を単離し，

RPMl-1640培養液中で，胸腺細胞を 1 X 107 /ml 

の濃度に調整し， 24穴培養プレートに 2 X 107ずつ

入れ，以下のような群に分け37℃ ,5 %CO2存在下

で培養した． 1 週間後に培養上清を回収し，

ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) 

法にて免疫グロプリン濃度を測定した．

a. 無刺激群

b. IL5剌激群（IL5 lOOU/ml) 

c. IL6剌激群（IL6 lOOU/ml) 

d. LPS+IL6剌激群 (LPS 50µg/ml を加え，

2 日後に IL6 lOOU/ml を加える．）

e. IL5+IL6剌激群（IL5100u/ml で培養し， 2

日後に IL6 lOOU/ml を加える．）

ELISA 用マルチプレート（住友ベークライト，

東京）はあらかじめ20mM の重曹で2µg/ml の濃

度に調整した抗マウス免疫グロブリン抗体と 2 時

間反応させてコートし， 0.05%Tween 20加 PBS

による CT-PBS) 洗浄後， 3 ％牛血清アルブミン，

0.1％アザイドを含む PBS で非特異的付着阻止

の処理をした． これら抗体でコートしたプレート

に10倍， 100倍， 1,000倍に希釈した培養上清を100

µl ずつ加え37℃にて 1 時間反応した． T-PBS に

て 4 回洗浄したのち，第 2 抗体として 1,000倍希釈

した HRP 標識羊抗マウス免疫グロブリン抗体

(Amersham 社）をIOOµl 加え， T-PBS にて洗浄

後 o-phenylendiamine (Sigma 社）を溶解した

クニ‘ノ酸緩衝液（クニン酸l.02mg, N a2HPO. 

3.68g)に過酸化水素10µl を加えた反応液で10分

程度反応させた． 2N の硫酸にて反応を停止し，

405nm における吸光度は MTP-12, コロナ 2 波長

マイクロプレート光度計（コロナ電気，茨城）に

て測定し，あらかじめ対照血清に作成した標準曲

線と対比して培養上清の免疫グロプリン濃度を決

定した．

8. 胸腺リソバ濾胞形成 B リンバ球のクロナリ

ティ

NOD マウス胸腺に形成されたリンバ濾胞は特

定の B リンパ球クローンが増殖したものか，多ク

ローンが増殖したものかを調べるために胸腺細胞

より DNA を抽出し，免疫グロプリン遺伝子の再

構成をJHに対するプロープを用いたサザンプ

ロットにより検討した．サンプルには 5 週齢， 8 

週齢， 18週齢雌性 NOD マウス胸腺， 18週齢雌性

1-E 発現トラソスジェニックマウス，および18週

齢雌性 Iーが NOD トラ‘ノスジェニックマウスか

ら得た胸腺を用いた．さらに NOD マウス胸腺細

胞から自動細胞分離装置（FACS tar, Becton 

Dickinson 社）により B220陽性細胞を除いた細胞

分画を用いた．コントロールとして 18週齢雌性

ICR マウス肝細胞を供した．

9. DNA の抽出

マウスの胸腺の単離浮遊細胞を PBS にて洗浄

した細胞分画に溶解バッファー (0.14M NaCl, 

l.5mM MgCl2, lOmM Tris-HCl(pH 8.0), 0.5% 

NP40, lOmM Vanadyl-RC) を加え，良く混合し

たのち上記バッファーに24％の Sucrose と 1%

NP-40を加えた溶液に重層し， 4 ℃にて10,000回

転で20分間遠心した．下層に沈着した DNA 分画

のみ取り出し， これを溶解用緩衝液（50mM Trisｭ

HCI, lOOmM NaCl, 20mM ニチレソジアミソ四

酢酸（EDTA), 1 ％ラウリル硫酸ナトリウム
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( S), pH 8.0) にて溶解したのちにproteinase
K (Boehringer Mannheim 社， ドイツ）を加え，

50℃ ,12時間反応させた．その後水飽和フェノー

ルを加え，除蛋白処理をした．このフェノール抽

出操作を 3 回繰り返したのち， クロロフォルムを

等量加え，転倒混和の後ただちにl,500rpm, 5 分

間室温で遠心，上層の DNA 層を回収した． 1/10量

の酢酸カリウムと 2 倍量の 100％ニタノールを加

え，沈澱した DNA を回収し， 70％エタノールを加

え10,000回転， 5 分間， 4 ℃で遠心し，沈澱物で

ある DNA を TE 溶液（lOmM Tris-HCl, lmM 

EDTA, pH 8.0) に溶解した．

10. サザンブロット

制限酵素 EcoRI （東洋紡，大阪） 20単位を加え，

37℃ ,12時間処理した DNA lOµgに0.05％ブロム

フェノールを加え， 0.7％アガロースゲル(13.5X 

13.5cm) の穴に移し， TBE 泳動緩衝液（89mM

Tris, 89mM ほう酸， 2mMEDTA)中で60V, 15 

時間電気泳動し， DNA 断片を分画した． HindIII 

処理入ファージ DNA 断片および EcoRI, Hind 

III 処理入ファージ DNA 断片（東洋紡）をサイズ

マーカーとして同時に泳動した．

11. DNA ブロット

泳動したゲルは，酸つづいてアルカリ変性させ

た後， 0.5M TrisCl, 1. 5M Na Cl にて中和した．

トランスファーメンブレンとして PALL

Biodyne Transfer Membrane （日本ジェネティッ

ク社，東京）を用い，転写した．転写後 PALL の

メンプレンは UV Stratalinker (日本ジェネ

ティック社）にて UV link した． cDNA JH プロー

ブ（バイオマテリアル研究所，熊谷善博博士より

供与）は，マルチプライム DNA ラベリングシステ

ム (Amersham 社）で標識した． DNA を転写し

たメンブレンはハイブリダイゼイションバッ

ファー (0.2%Denhart, 0.1%SDS, 5 xSSPE, 

lOOµg/ml さけ精子 DNA(Sigma 社））中で68℃,

4 時間前処置し，熱変性させた32p標識 cDNA と

熱変性さけ精子 DNA をハイブリダイゼイション

バッファー中に加え， 68℃ ,16時間反応させた．

反応後，メソブレンは 2 xSSPE, 0.1%SDS 中で

室温にて 5 分間ずつ 3 回洗浄した後 1 XSSPE, 

0.1%SDS 中で68℃にて 1 時間ずつ 2 回洗浄し

た．メンブレン上のプローブと反応する DNA 断

片はオートラジオグラフィーで検出した．

研究成績

1. NOD マウス胸腺の組織学的検討

6~22週齢の NOD マウス胸腺の組織像を HE

染色した切片でリンパ濾胞構造の存在について検

討した（第 1 図）． 10週齢以下のマウスの胸腺では

胸腺のリンパ濾胞構造ははっきりしないが， 12週

齢のマウスでは小さなリンパ球集族が観察され始

める． 16週齢ではリンパ球の集族は胸腺髄質との

識別が明瞭な構造となり， 18週齢では同週齢の他

系統のマウスに比し胸腺は著明に大きく， リンパ

濾胞の数，大きさ，構造とも最も顕著なる． 20週

齢になると好酸球，好中球，マクロファージなど

の種々の炎症細胞が浸潤し， リンパ濾胞構造は不

明瞭となり崩壊してゆく． リンパ濾胞は胸腺髄質

の皮質よりのところにリンバ球の密な集族として

認められ，比較的細胞分布が疎な髄質とは境界が

明瞭である．細胞はリンパ濾胞の外側ほど規則正

しく同心円状に配列しているが，暗殻や胚中心の

存在ははっきりしなかった．

リンパ濾胞の出現頻度は 1 葉につき， 1 つの切

片で平均 3 ~5 個観察された． リンパ濾胞構成細

胞は静止リンパ球に比し，核が大きくて細胞質に

富み，活性化されたリンパ芽球様の様相を呈して

いた．頻度は多くないが形質細胞を認め， これら

の細胞はヒ゜ロニン染色で赤色に染まった． しかし

ほとんどの濾胞形成細胞は細胞質が小さく，好塩

基性に乏しく， ピロニン染色に染まらず，典型的

に形質細胞ではなかった．

これらリンパ濾胞構成細胞のリンパ球サブセッ

トを決定するために，プレ B リンパ球から成熟汎

B リンパ球と反応するモノクローナル抗体 B220

と抗免疫グロブリン抗体を用いて酵素抗体法によ

る免疫組織化学を施行した．その結果，濾胞構成

細胞は細胞表面が B220, および抗免疫グロブリン
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第 1 図 NOD マウス胸腺の HE 染色像

a: 雌性 NOD マウス 5 週齢の胸腺（48倍）．皮質，髄質

の境界は明瞭でリンパ碗胞の形成は認めない． c ;皮

質， M ；髄質

b: 雌性 NOD マウス 12週齢の胸腺(48倍）．皮質は罪蒋

化し，髄質の皮質よりのところに小さなリ｀ノバ濾胞の

形成を見る． * ：リンパ濶胞

C: 雌性 NOD マウス 18週齢の胸腺（48倍）．胸腺内のリ

ンパ濾胞は随質に密な細胞の集団として観察され周囲

の髄質組織とは明瞭な境界を呈する．この時期リンパ

揺胞は数，大きさとも最大となる．
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第 2 図 胸腺リソパ涸胞の免疫組織化学． a: B220染色(150倍）， b: 抗免疫プロプリソ染色(150倍），

18週齢雌性 NOD マウスの胸腺を用いた免疫組織化学では胸腺内リンバ涸胞構成細胞は B220陽

性，免疫グロプリソ陽性の B リンパ球であることが確認された．

>’l l 
J j lOOｵm 

でも染色され（第 2 図）， B 細胞系リソパ球である

ことが確認された．なお， この濾胞構成細胞はT

リンパ球の表面マーカーである Thy-1. 2, Lyt-2, 

L3T4に対する抗体では染色されなかった．

2. NOD マウス胸腺リソバ濾胞と糖尿病，膵島炎

出現の相関関係（第 1 表）

NOD マウスの膵島炎の出現を HE 染色した組

織切片で週齢を追って調べると，従来いわれてい

る通り， 5 週齢ではリンバ球の浸潤の程度は軽く，

膵島を取り囲むように出現していた． 8 週齢では

雌雄ともに程度の差こそあれ，すべてのマウスに

膵島炎の所見が認められた．一方，糖尿病発症は

膵島炎ほど早期には見られず，雌性マウスでは16

週齢より糖尿病発症が観察された．一方，胸腺リ

ンパ濾胞の構造は，雌雄ともに16週齢でははっき

りとしており， しかも出現頻度に雌雄差はない．

しかし，胸腺の大きさ， リソバ濾胞の数，大きさ

は，糖尿病好発の雌性マウスの方が顕著であった．
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第 1 表 NOD マウスにおける糖尿病の発症と膵島

炎，胸腺リソバ碗胞の関係

週齢数 性別 n 膵島炎 糖尿病 胸駄ン＇
ノ＜

5 F 3 1/3 0/3 0/3 

8 F 3 3/3 0/3 0/3 

10 F 3 3/3 0/3 0/3 

12 F 4 4/4 0/4 2/4 

16 F 4 4/4 1/4 4/4 

18 F 8 8/8 2/8 8/8 

20 F 6 6/6 1/6 6/6 

22 F 2 2/2 1/2 2/2 

24 F 2 2/2 1/2 2/2 

8 M 2 2/2 0/2 0/2 

12 M 2 2/2 0/2 1/2 

16 M 3 3/3 0/3 3/3 

18 M 4 4/4 0/4 4/4 

22 M 2 2/2 0/2 2/2 

M ：雄性， F 雌性， n: 匹数
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第 3 図 トランスジェニックマウスの胸腺の HE 染色像． a: I-E 発現 NOD トランスジェニックマ

ウスの胸腺（48倍）．第 1 図と等倍率であるが，胸腺全体の大きさが NOD マウスの胸腺に比し，

小さい．リンパ碗胞は髄質の皮質よりに存在するが，あまり発達していない． b: I-N NOD トラ

ンスジェニックマウスの胸腺（48倍）．やはり胸腺全体が小さく， リンパ證胞も小さい．

また，対照として観察した18週齢 I-E 発現 NOD

トランスジェニックマウスは 3 匹とも糖尿病の発

症，膵島炎はなかったが，胸腺にはリンパ濡胞が

観察された（第 3 図）． 18週齢 I·AKNOD トラソス

ジェニックマウスは 2 匹とも糖尿病の発症は無

かったが，膵島には軽度のリンパ球浸潤が観察さ

れた．この I-Ak NOD トラソスジェニックマウス

にもリンバ濾胞が観察された（第 3 図）．しかし，

これらトラ‘ノスジェニックマウスでは胸腺自体が

NOD マウスより小さく， リンパ濾胞も NOD マ

ウスに比し，数は少なく，大きさも小さいもので

あった．

3. 胸腺内 B リンパ球の出現頻度

B220陽性細胞を指標として雌性 NOD マウス

胸腺内 B リンパ球の頻度をフローサイトメト

リーで解析した． 12週齢までは B220陽性細胞は

1 ％以下であるが， 16週齢では 1 ％以上となり，

18週齢では最も多く平均3.9％で多いものでは

7.2％を占めるものまであった．しかし， B220陽性

細胞は20週齢および22週齢では減少し， 2 ％以下

であった．一方， BALB/c マウスや C57BL/6マウ

スの自己免疫病のないコントロールマウスでは，

胸腺の B220陽性細胞は18週齢で 1 ％以下であっ

た（第 2 表）． 18週齢の 1-E 発現 NOD トランス

ジェニックマウスおよび I-N NOD トランス

ジェニックマウスでは B220陽性細胞は 1 ％以上

であった．この割合は，胸腺にリンパ濾胞を持た

ない BALB/c マウスや C57BL/6マウスに比較す

れば多く， NOD マウスに近かったが，総胸腺細胞

数が NOD マウスの1/3~1/4程度しかないことを

考慮にいれると，両トラソス、ジェニックマウス胸

腺の B220陽性細胞の絶対数は増加しているとは

いえない．この結果は免疫組織化学の結果と一致
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第 2 表 NOD マウス， トランスジェニックマウス，

コントロールマウスにおける胸腺内 B220陽性細

胞の頻度

マウス 週齢数 性 n B22 〇士陽2S性D細(%胞) 平均

NOD 5 F 3 0 5 士 0.2

NOD 8 F 3 0 7士 0.3

NOD 12 F 5 0.7士 0.2

NOD 16 F 5 1. 8 土 0.6

NOD 18 F 11 3.9 士l.9 

NOD 20 F 6 l. 7士 0.9

NOD 22 F 4 1. 8 土 0.6

BALB/c 18 F 3 0.5士 0.1

C57BL/6 18 F 5 0 7土 03 

I-E 発現 NOD 18 F 3 2.2 士 0.4

I-AK NOD 18 F 2 1. 5 土 0.2

した．

また，抗体による二重染色の解析では NOD マ

ウス胸腺内 B220陽性細胞は IgM, IgD 陽性であ

るが， IgG2a陰性であった．またポリクローナルに

増殖し，自己免疫疾患の B リンパ球にしばしば発

現する Ly-1は陰性であった（第 4 図）．

4. 胸腺 B リンバ球のマイトージェンおよびサイ

トカインに対する反応性

胸腺内 B リンパ球の機能を検討するため，in

vitro の系で種々の剌激に対する反応性を調べた

（第 5 図）． B リソパ球のマイトージェンとして広

く用いられている LPS (50µg/ml) を加えると，

NOD マウス胸腺細胞は著明に反応して DNA 合

成を示した． IL4, IL5を加えても非添加群に比

し，増殖性が見られたがその程度は LPS 刺激ほ

ど顕著ではなかった． IL-6に対する応答性は IL

4, IL-5に対する応答性に比し低かった．一方 B リ

ソパ球がほとんど存在しない C57BL/6マウス胸

腺細胞では IL-4, 5, 6 に対してほとんど反応し

ないばかりでなく， LPS に対してもほとんど応答

性はみられなかった．
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第 4 図 NOD マウス胸腺細胞の二重染色によるフローサイトメトリー解析． B220陽

性細胞は表面 IgM, IgD が陽性であり， IgG2a, Ly-1が陰性であった．
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二 NOD 18 W 早

匿璽 C57 BL/6 18 W 早
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第 5 図 18週齢 NOD マウス胸腺細胞のマイトージェソ，サイトカインに対する応答

性．無剌激， LPS 50ｵg/ml, IL-4 lOOU/ml, IL-5 lOOU/ml, IL-4 lOOU/ml に対

する反応性を 2 XlO'個の細胞に対すかH サイミジ‘ノの取り込みを指標として測定

した．

5. 胸腺 B リンパ球の抗体産生能

NOD マウス胸腺 B リンパ球の抗体産生能の有

無をサイトカイン存在下および非存在下で 7 日間

培養した胸腺細胞の培養上清を用いて， ELISA 法

にて調べた（第 3 表）．サイトカイン非存在下の胸

腺細胞培養上清にはほとんど免疫グロブリンは認

められず， C57BL/6マウス胸腺細胞と差がなかっ

た．またサイトカインの中で， IL-5 との混合培養で

はほとんど免疫グロブリンの産生は促進されな

かったが， IL-6 との混合培養では210ng/ml 検出

された．これに比し，はじめに LPS 存在下で培養

した後 IL6で剌激した培養上清では免疫グロプリ

ソの濃度は8,600ng/ml と著明に増加した．しか

し IL5で刺激してから IL6で刺激しても免疫グロ

ブリンの産生はあまり増加しなかった．

6. 胸腺リンバ濾胞形成 B リンパ球のクロナリ

フーイ

NOD 胸腺内で増殖した B リンパ球が，特定の

クローソ増殖か，それともポリクローンの集合で

第 3 表 NOD マウス胸腺B リンパ球の抗体産生能

マウス 週年齢 性 刺激源 免疫グロプリ｀ノ濃度
(ng/ml) 

NOD 18 F 41 

NOD 18 F IL-5 45 

NOD 18 F IL-6 210 

NOD 18 F LPS • IL-6 8,600 

NOD 18 F IL-5• IL-6 180 

C57BL/6 18 F 82 

あるのかは，免疫グロブリン遺伝子の再構成バン

ドが単ーか多数であるかをサザ‘ノブロットのパ

クーンから判定することができる．第 6 図に示す

ように， 18週齢の NOD マウスには，肝を含むすべ

ての臓器に出現する6.5Kb の胚細胞遺伝子バン

ドの他に， 3.8Kb の明確な単ーバソドが検出され

た．しかし，若齢 NOD や非 NOD マウス胸腺

DNA には，同サイズの単ーバンドは認められず，

多数のバ｀ノドのスメアリ｀ノグの結果明らかなバン

ドは認められない． 3.8Kb の単ーバンドは自動細
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第 6 図 NOD マウスおよびトラ｀ノスジェニックマウスの胸腺抽出 DNA のサザンプ

ロット解析． a: レーソ 1 ~3, 18週齢 NOD マウス胸腺， 4, 18週齢． NOD マウ

ス胸腺細胞より自動細胞分離装置にて B220陽性細胞をとり除いた細胞分画， 5, 5 

週齢 NOD マウス胸腺， 6, 8 週齢， NOD マウス胸腺， 7, 18週齢 ICR マウス肝．

b: レーン 1 ~2, 18週齢 NOD マウス胸腺， 3 -4, 18週齢 I-E 発現 NOD トラン

スジェニックマウス胸腺． 5, 18週齢 I-NNOD トランスジェニックマウス， 6' 

18週齢 ICR マウス肝． 18週齢 NOD マウスの胸腺には3.8Kb の位置に］Hプロープ

にて検出可能な免疫グロプリソの再構成バ‘ノドが観察される．若齢 NOD マウスや

トランスジェニックマウスの胸腺には観察されない． 18週齢 NOD マウスでは個体

が違っても再構成バンドは同じ位置に観察された．

胞分離装置により B220陽性細胞を除いた細胞群

では消失しているので， B リンパ球由来と考えら

れた．以上の結果は，胸腺のリンパ濾胞構成 B リ

ンパ球はモノクローナル，もしくは少なくともオ

リゴクロナールであることを強く示唆した． 1-E

発現トランスジェニックマウス， 1-N NOD トラ

ンスジェニックマウスには3.8Kb の単ーバンド

はみられなかった．なお，肝以外の臓器に認めら

れる 5Kb 前後のサイズのバソドは， T リンパ球内

の免疫グロプリン遺伝子が D 領域とJ領域のみ

結合した結果検出されると報告されている立

考案

胸腺内胚中心もしくはリソバ濾胞の出現は，重

症筋無力症における胸腺病変の特徴の一つとして

よく知られているが叫その他バセドウ病，橋本

病，潰瘍性大腸炎などの自己免疫疾患患者8,9)にも

高率に認められる．しかし，死戦期の長かった病

死例の剖検胸腺にはほとんど認められない10).

Burnetは胸腺内胚中心はリンパ球の abnormal

clone の増殖部位であり，自己免疫疾患発症と関

係すると述べているが汽自己免疫疾患の胸腺に

みられるこれら病変が， 自己抗体産生につながる

のか，また一次的なものであるか二次的変化であ

るかについては結論が得られていない．

NOD マウスにおける胸腺リソパ濾胞はヒトの

自己免疫疾患にみられるリンパ濾胞に形態学的に

類似している．髄質の皮質よりに， リンパ球の密

な集族として認められ，数，大きさ共に12週齢頃

より週齢とともに増大し， 18週齢頃にピークとな

る． この時期は糖尿病の発症が見られ始める時期

に一致する．これらの細胞は酵素抗体法で B220 と

抗免疫グロブリン抗体に染まることから， B 細胞

系リソパ球であることが判明した．しかし，細胞

質内の mRNA を染めるヒ゜ロニンで染まらなかっ
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たことより形質細胞までの分化はしていないもの

と考えられた．

フローサイトメトリーによる胸腺内 B リンパ

球解析は，酵素抗体法の結果とほぽ一致し， 16週

齢 NOD マウスでは 1 ％を超え， 18週齢がヒ゜ーク

で，多いものでは7.2％におよぶ．コントロールの

C57BL/ 6 マウス， BALB/c マウスや12週齢以下

の若年 NOD マウスの胸腺 B リソパ球は 1 ％未

満である．

胸腺は T リンパ球の分化の場としてよく知ら

れている臓器であるが，その胸腺に正常の状態で

も少数の B リンパ球の存在することは Miller ら

が 1967年に見出しており 12>, Thymic B 

lymphocyte (TBL) としてその存在意義が議論さ

れている．この TBL は胸腺発生のごく初期から

見られること 13), および産生される抗体のアイソ

タイプが末梢と異なること 14), 成熟 B 細胞とは異

なり， Ly-1陽性であること 15) より，再循環している

B 細胞ではなく，胸腺において独自に分化したも

のではないかと考えられている．しかもこれら

TBL は週齢を問わず常に胸腺内に0.1~ l. 0％存

在する． 16週齢以降の NOD マウスにみられる

B220陽性細胞はほとんど Ly-1陰性であり， NOD

マウスの胸腺に観察されるリンパ濾胞は通常の

TBL とは根源が異なる B リンパ球より成ると考

えられた． Ly-1は本来汎 T リンパ球の表面マー

カーであるが， TBL のほか自己免疫性溶血性貧血

のモデル動物である NZB マウスや汎発性紅斑性

狼癒（SLE)のモデル動物である MRL/lpr マウス

などの腹腔内，牌臓の B リンパ球にも出現するこ

とが知られている．これらの自己免疫疾患に出現
する Ly-1陽性 B リンパ球は抗 ssDNA 抗体など

の自己抗体を含む IgM を分泌しており，これらマ

ウスの病像，発症に密接な関連があると考えられ

ている 16,17). しかし，これら Ly-1陽性 B リソパ球

はポリクローナルに増殖したもので，そのター

ゲットは不明である 18)•自己免疫疾患のモデル動

物である NOD マウスの胸腺にも同様に Ly-1陽

性 B リンパ球が増殖していることが予想された

が，実際に胸腺内に増殖していた B リンバ球は

Ly-1陰性であった．この結果は，後述する胸腺 B

リソパ球のクロナリティーと矛盾しない．

胸腺内 B リ｀ノパ球分化段階は，細胞表面の免疫

グロブリンクラスの発現を指標にしてフローサイ

トメトリーにより解析したところ，胸腺内 B リソ

パ球のほとんどは IgD, IgM が陽性であり， IgG2a

が陰性であった．重症筋無力症の胸腺を免疫組織

化学的方法により細胞表面の免疫グロブリンを染

色した報告があるが，やはりリンパ濾胞構成 B リ

ンパ球は IgD, lgM が陽性であり 16), 分化段階の

中途であることが示されており，我々の報告と一

致した．

胸腺 B リンパ球の活性化状態および分化段階

を知る目的で， T リンパ球より産生されるサイト

カインに対する反応をin vitro の系で検索した．

一般に IL-4は主に B リソパ球の初期段階で活性

化に関与し， IL-5は活性化 B リンバ球の増殖に，

IL-6は B リンパ球の抗体産生細胞への最終段階

の分化を誘導する過程に関わるとされる 19). もし

NOD マウス胸腺 B リソバ球が胸腺内で IL-4や

IL-5の刺激を受け，すでに活性化，増殖しているな

らば，主に IL-6に反応して，あまり IL-4や IL-5は

応答しないと推測される．しかし，結果は IL-6に

対する応答性は低く，むしろ IL-4や IL-5に反応し

ていた．このことからもリンパ濾胞構成 B リソバ

球は，初期段階にある B リンパ球であると推察さ

れた．

IDDM では糖尿病に際し，もしくはそれに先行

して自己抗体が検出される 20~22)•同様に NOD マ

ウスでも膵島細胞と反応するislet cell antiｭ

bodies (ICA)23>, islet cell surface antibodies 

(ICSA)24l, インスリンと反応するinsulin

autoantibodies (IAA)25·26)が検出される． NOD マ

ウス胸腺のリソパ濾胞構成 B リソパ球がこれら

自己抗体を産生している可能性は細胞表面に発現

された免疫グロブリ｀ノのクラスおよびサイトカイ

ンに対する反応性から少ない．また， ピロニン染

色の結果からもリンパ濾胞構成 B リンバ球が形

質細胞の段階まで分化している可能性は極めて少

ないと結論した．しかし， NOD マウス胸腺細胞を

培養し，上清中の免疫グロブリンの存在を検出し

た ELIZA の結果は， NOD マウス胸腺のリソパ濾
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胞構成 B リンパ球は自発的に産生している免疫

グロプリン量は極めて少ないが，液性因子の刺激

により抗体を産生しえることを示した． LPS, IL-

6の刺激で産生された免疫グロブリソの中に

ICA, ICSA, IAA などの自己抗体が含まれている

かどうかの検討を従来の方法23~25)にておこなっ

たが，残念ながら培養上清を濃縮しても総免疫グ

ロブリソ濃度が少なすぎるため，十分な測定が行

われず，今後の課題と考えられる．

NOD マウスの胸腺リンバ濾胞構成 B リンパ球

の増殖が疾患特異的自己抗原との関連で，単ク

ローソ性か， Ly-1陽性 B リンパ球のように自己免

疫疾患共通の多クローン性かに関してはいままで

に報告がない． この点を明らかにすることは，臓

器特異的自己抗体出現の機構を理解する上に有用

と考え，サザンブロット法を用いて遺伝子レベル

で解析した．もし胸腺リソバ濾胞形成 B リンパ球

が特定のクローンが拡大したものであるならば，

免疫グロブリン遺伝子のJHフラグメントをプ

ローブとしたサザンブロットで単一の免疫グロブ

リン遺伝子の再構成バンドが観察される．一方，

リンパ濾胞が多クローソ B リンパ球の集合であ

るならば，多数のサイズの異なった再構成遺伝子

が存在するため，明瞭なバンドとして検出されな

い．サザンブロットの結果は NOD マウスの胸腺

にのみ， 3.8Kb の位置に明らかな単ーバソドが観

察され，リンバ濾胞構成 B リンパ球の増殖はモノ

クローナル， もしくは少なくともオリゴクローナ

ルに増殖したものであると考えられた．またこの

バンドは個体が異なっても同じサイズの単ーバン

ドを示すことより，胸腺内で増殖する B リンバ球

クローンは NOD マウスに共通な特定クローンで

あることが強く示唆された．一方，膵島炎も糖尿

病も発症しない I-E 発現 NOD トランスジェニッ

クマウス，あるいは軽度の膵島炎はあるが，糖尿

病の発症のない I-AK NOD トラ‘ノスジェニック

マウスではこの3.8キロベースの遺伝子再構成バ

ンドは検出できず， NOD マウス胸腺に観察され

る免疫グロブリ｀ノ遺伝子の特定な V 領域を使う

B リンバ球クローソの増殖は， I-E の発現欠如も

しくは異常 I-A 発現と密接に関連していることが

示唆された．

最後に胸腺リンパ濾胞を形成する特定 B リ｀ノ

パ球クローソの増殖と，糖尿病の発症や膵島炎の

発症との関連について考察する． 1-E および I-A

発現以外は NOD と同じ遺伝子背景をもつ 1-E 発

現， NOD トランスジェニックマウスや I-AK NOD 

トラソスジェニックマウスには特定 B リソパ球

クローソ増殖は胸腺にみられない． 1-E 発現 NOD

トランスジェニックマウスでは糖尿病も膵島炎も

発症しないが， I-AKNOD トランスジェニックマ

ウスでは糖尿病の発症はないが膵島炎は認められ

る．従って， NOD マウス胸腺内のある特定 B リン

パ球クローンの増殖は，糖尿病の発症と密接に関

連したものであるが膵島炎とは関連性がないこと

が示唆された．

形態学的にも 18週齢の NOD マウスの胸腺は，

他の系統やトランスジェニックマウスに比し，著

明に大きいのが特微である．さらに， リ｀ノパ濾胞

はトランスジェニックマウスでも少ないながら存

在するが， NOD マウス胸腺にみられるリンパ濾

胞は，それよりはるかに発達している．この時期

は糖尿病の好発時期であり，膵臓では膵島のベー

夕細胞が破壊されている時期に相当する．これに

呼応して剌激を受けた特定の B リンパ球クロー

ソが胸腺において増殖したのが，今回サザンプ

ロットの結果，胸腺に見出されたクローンであろ

ぅ．この B リソバ球クローンが何に反応して増殖

したかを解明することが， NOD マウスの糖尿病

発症，しいては IDDM の病因解明につながると考

えられ，現在ハイプリドーマ作製によりその同定

を進めている．

総括

インスリン依存型糖尿病モデル動物 (NOD マ

ウス）胸腺内に，週齢に規定され，本来胸腺内に

はみられないリンパ濾胞が存在することに着目

し， リンパ濾胞構成細胞につき，特に膵島炎，糖

尿病の発症とどう関係しているかを検討し，以下

の成績を得た．

1. NOD マウスにおけるリンバ濾胞の出現は
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12週齢頃より観察されはじめ，以後週齢とともに

増大し， 18週齢で数，大きさとも最大となり， 20

週齢以降，炎症細胞の浸潤をともなって崩壊して

し、＜．

2. リンパ濾胞構成細胞は B220陽性で lgM,

lgD を細胞表面に発現しているが lgG2aは発現し

ていない B リンパ球であった．

3. この B リンパ球は自己免疫性溶血性貧血や

SLE のモデル動物である NZB マウスや MRL/1

pr マウスに出現する Ly-1陽性 B リンバ球と異な

り， Ly-1は陰性であった．

4. これらの B リンパ球は LPS, IL-4, IL-5の剌

激により増殖した．

5. これらの B 細胞は形質細胞まで分化してい

ない未熟細胞であり， 自発的には抗体を産生して

いないが， LPS, IL-6の刺激により，免疫グロプリ

ンを産生した．

6. 免疫グロプリン遺伝子の再構成をJ叶こ対す

るプロープを用いたサザンプロットにて観察した

ところ，この B 細胞はモノクローナルに増殖した

可能性が強く示唆された．

7. これらの成績を 1-E 発現 NOD トランス

ジェニックマウス， I-AK NOD トランスジェニッ

クマウスと比較検討し，この特殊な B 細胞クロー

ンの増殖は糖尿病の発症，すなわち膵ペーク細胞

の破壊と密接に関連して増殖したクローソである

と考えられ，今後このクローンを解析することが，

IDDM の発症機序解明に有用であると考えられ

た．
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ABSTRACT 

Thymic lymphoid follicles in the model 

mouse of insulin dependent diabetes mellitus 

(NOD mouse) 

Kenji Watanabe, M.D. 
Department of Internal Medicine, 
School of Medicine, Keio University 

The non-obese diabetic(NOD) mouse spontaｷneously 

develops immunologically mediated insulin-dependent 

diabetes mellitus (IDDM) which has been proposed as a 

model of human type I diabetes. 

In the NOD mouse, lymphoid follicles appeared in the 

thymus at 12 weeks and became larger and more 

numerous with age. These follicles were mainly located 

in the medulla near the cortico-medullary junction. The 

follicle forming cells were demonstrated to be positive 

for both B220 and surface immunoglobulins (slgs) by 

immuno-histochemical staining. FACScan analysis of 

the lymphocytes obtained from the thymuses of 18w 

NOD mice showed that 3.9土1.9% cells were B220 

positive. In contrast, in younger NOD mice (5-12w), less 

then 1% of thymocytes were B220•. Two-color analysis 

showed that B22o+ cells expressed slgM and/or slgD but 

neither slgG2, nor Ly-1. These B lymphocytes were 

activated by lipopolysaccharide(LPS), IL-4 and IL-5, 

and weakly activated by IL-6. They didn't secrete 

immunoglobulins spontaneously but they could do so 

when stimulated by a combination of LPS and IL-6. 

Southern blot analysis of the NOD thymus showed a 

distinct rearranged band at 3.8 Kb, when extracted DNA 

were hybridized with mouseJH probe. Such a rearranged 

band, however, did not appear in I-E expressing NOD 

transgenic mice which are protected from developing 

insulitis or diabets, or I-AK NOD transgenic mice which 

develop insulitis but not diabetes. These results suggest 

that monoclonal expansion of thymic B cells in the NOD 

mouse occurs in association with the pathogenesis of 

IDDM. 
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