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略号一覧

APC: antigen-presenting cell  抗原提示細胞

αs1-CN: αs1-casein αs1-カ ゼ イ ン

BSA: bovine serum albumin  ウシ血清 アル ブ ミン

CFA: complete Freund's adjuvant  フロイ ン ト完 全 アジュバ ン ト

cpm: counts per minute  1分 間あた りの放射能量 のカウ ン ト

CT: cholera toxin  コ レ ラ トキ シ ン

CTLA: cytotoxic T lymphocyte antigen  細胞傷害性T細 胞関連抗原

DC: dendritic cell  樹状細胞

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay  酵素免疫測定法

FCS: fetal calf serum  ウシ胎児血清

FITC: fluorescein isothiocyanate  フルオレセインイソチオシアネー ト

GALT: gut-associated lymphatic tissue  腸管免疫関連組織

IFA: incomplete Freund's adjuvant  フロイ ン ト不完 全ア ジュバ ン ト

IFN: interferon  イ ンター フ ェ ロ ン

Ig: immunoglobulin  免疫 グロブ リン

IL: interleukin  イ ンタ ー ロイ キ ン

LN: lymph node  リンパ節

LV: liver  肝臓

MACS: magnet activated cell sorting  磁気細胞分離

MBP: myelin basic protein  ミエ リン塩基性 タンパ ク質

MHC: major histocompatibility complex  主要組織適合遺伝子複合体

MLN: mesenteric lymph node  腸管膜 リンパ節

OVA: ovalbumin  卵 白アル ブ ミン

PBS: phosphate-buffered saline  リン酸緩衝生理食塩水

PCR: polymerase chain reaction  ポ リメー ラーゼ連鎖反応
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PP: Peyer's patch  パイエル板

S. I.: stimulation index  刺激係数

SPL: spleen  脾臓

TCR: T cell receptor  T細 胞受容体

TGF: transforming growth factor  形質転換増殖因子

Th: helper T cell  ヘルパーT細 胞
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緒言

腸 管 は 表 皮 と 同様 に 生体 が 外 界 と最 も頻 繁 に接 す る器 官 で あ る. 一 方

で, 表 皮 が 角 質 層 に覆 わ れ 外 界 の物 質 (外 来 抗 原) の 体 内 へ の侵 入 を,

外 傷 が あ る場 合 を 除 き ほ とん ど完 全 に 防 ぐの に対 して, 腸 管 は本 来 の消

化 吸 収 器 官 と して の 役割 か ら多 くの外 来 抗 原 と直 接 的 に 接 し, そ れ らを

積 極 的 に体 内 に取 り込 み, ま た 同時 に病 原 体 の 侵 入 を 防 ぐ と い う点 で大

き く異 な っ て い る. 腸 管 に は パ イ エ ル 板, 粘 膜 固 有 層, 腸 管 上 皮 内 リン

パ 球 な ど多 くの免 疫 器 官 (GALT: gut-associated lymphatic tissue) が 存 在 し

て お り, 外 来 抗 原 の排 除 の み を主 要 な 目的 とす る 通 常 の免 疫 応 答 とは異

な っ た 特 徴 的 な 免 疫 応 答 を誘 導 す る こ とが 知 られ て い る. こ のよ うな経

口的 に取 り込 ま れ た抗 原 に対 して 誘 導 され る特 徴 的 な免 疫 応 答 の な かで

も, 特 に経 口免疫 寛 容 (oral tolerance)(1-6) やimmunoglobulin A (IgA) 産 生

(7, 8) に 関 して は これ ま で に多 くの研 究 が精 力 的 に行 わ れ て い る (図i).

経 口免疫寛容について

経 口免疫 寛容 は経 口的 に摂取 した抗 原す なわ ち食 品 に対 して誘 導 され

る全 身性 の免疫 寛容で ある (1-3). 本来, 免疫寛容 は免疫系が 自己 ・非 自

己 を識別 し, 自己 へ の攻撃 を防 ぐため のメカニズ ムで ある自己寛 容 とし

て獲 得 された機 構 で ある と考 え られる. 食 品 中に含 まれ るタ ンパ ク質な

どの抗原 は ほ とん どの成分 が 自己成分 とは異 な った外来抗 原で あ る もの

の, 同時 にエ ネル ギーや栄養 源 として生体 内 に取 り込 まれ生命活 動や恒

常性 の維持 に必 要不 可欠な存 在 で ある. 日々大量 に摂取 され る これ ら食

品成 分 を排 除す るための積極 的 な免疫 応答 の誘導 は生体 にとって 不必要

な だ けで な く, 腸管 の炎 症や さ らには全 身 にお ける皮膚 炎や喘息 な どの

食 品 ア レル ギー を引き起 こす ことへ も繋 が って い く危 険性が ある. そ こ

で, 外 来抗 原 で ある はず の食 品抗原 に対す る免疫寛容状 態で ある経 口免
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図i 経口投与された抗原に対する免疫応答の二面性
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疫 寛 容 を誘 導 す る メ カ ニ ズ ム を獲 得 した と考 え られ る.

経 口免 疫 寛 容 は現 象 と して は古 くか ら慣 習 的 に知 られ て お り人 々 の 生

活 に取 り入 れ られ て い た が, そ の メカ ニ ズ ム が 研 究 され る よ うに な った

の は1970年 代 に入 っ て か らの こ とで あ る (9, 10). そ れ に よ り経 口免疫

寛 容 が 様 々 な 動 物 種 や 抗 原 に よ っ て, さ らに抗 原 分 子 全 体 に よ っ て の み

な らず ペ プチ ドや 変 性 した抗 原 な ど によ って も誘 導 さ れ る普 遍 的 な 生命

現 象 で あ る こと が 明 らか とな っ た (2, 11-15). 経 口免 疫 寛 容 の メ カ ニ ズム

の解 明 は 主 にT細 胞 の機 能 に関 して進 め られ て きた (2, 11-13). 後 に平 原

らに よ って 経 口免 疫 寛 容 状態 下 の マ ウ ス にお い て もB細 胞 の機 能 が ほ ぼ

維 持 され て い る こ とが 示 され, 経 口免 疫 寛 容 にお け るT細 胞 の役 割 が さ

ら に重 要 視 され る よ う にな っ た (16). T細 胞 の 自己寛 容 が 胸 腺 に お け る

発 達 ・成 熟 の過 程 で 誘 導 され る の に対 し, 経 口免 疫 寛 容 は既 に成 熟 し末

梢 に 存 在 す るT細 胞 に 誘 導 さ れ る と 考 え られ る た め 末 梢 性 の 寛 容

(peripheral tolerance) の 一種 に分 類 さ れ る.

経 口免 疫 寛 容 状 態 下 にお け るT細 胞 の機 能 と して 現在 で は1) 抑 制 性サ

イ トカ イ ン を産 生 す る 調 節 性T細 胞 の 誘 導 (ア ク テ ィ ブ サ プ レ ッ シ ョ

ン: active suppression)(17-19), 2) 抗 原 特 異 的T細 胞 の 不 応 答 化 (clonal

unresponsiveness)(13, 16, 20, 21), 3) 抗 原特 異 的T細 胞 の 除去 (ク ロ ーナル デ

リー シ ョ ン: clonal deletion)(11) の 三 つ の 説 が 有 力視 され て い る. 1) 調

節 性T細 胞 に関 して は, Millerら が ミエ リ ン塩 基 性 タ ンパ ク質 (MBP) の

経 口投 与 に よ っ て ラ ッ ト脾 臓 中 にtransforming growth factor β (TGF-β) を

産 生 す るT細 胞 が 誘 導 され る こ とを報 告 し, これ らの細 胞 はMBP特 異

的 なT細 胞 応 答 をin vivo, in vitroに お いて 抑 制 す る こ とを 明 らか に し

た (18). Chenら はMBPを 経 口投 与 した マ ウ ス の 腸 管 膜 リ ンパ 節 よ り

TGF-βを 産 生 す るMBP特 異 的CD4+T細 胞 ク ロー ンを樹 立 した (17). ま

た, 西 島 らはαs1-カ ゼ イ ン を経 口投 与 した マ ウ ス の リンパ 節 よ りTGF-β

に 加 えinterleukin 10 (IL-10) を 産 生す るαs1-カ ゼ イ ン特 異 的CD8+T細 胞
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ク ロー ンを樹 立 した (22). 2) 抗 原 特 異 的T細 胞 の不 応 答 化 に関 して は,

Melamedら に よ っ て 卵 白 ア ル ブ ミ ン (OVA) の 経 口投 与 に よ って 経 口免

疫 寛 容 を誘 導 され た マ ウス の リ ンパ 節 よ り調 製 したT細 胞 はin vitroで

のOVA刺 激 に対 して 増 殖 応 答 を示 さな い も の の, IL-2存 在 下 にお いて

前 培 養 す る こ と に よ っ て そ の抗 原 応 答 性 が 回 復 す る こ とが 示 さ れ た (13,

20). こ れ はSchwartzがin vitroに お いてT細 胞 ク ロ ー ンに対 して 誘 導 し

た 不 応 答 化 (ア ナ ジ ー: anergy) がIL-2に よ っ て 回 復 す る 現 象 (23) に

極 め て 似 て い る こ とか ら, 経 口免疫 寛 容 状 態 下 にお け るT細 胞 ア ナ ジー

の誘 導 が 示 唆 され るが, 経 口免 疫 寛 容 状 態 下 にお け るT細 胞 の 不 応 答 化

(unresponsiveness) とSchwartzの 提 唱 した ア ナ ジ ー が 同 一 の メ カ ニ ズ ム

に よ る もの で あ るか ど うか は現 在 の と ころ 明 らか に な っ て は い な い. 3)

抗 原 特 異 的T細 胞 の 除去 に 関 して は, T細 胞 レセ プ ター (TCR) トラ ン

ス ジ ェニ ッ クマ ウ ス を用 いた 実 験 によ り明 らか とな っ た. Chenら はOVA

を 特 異 的 に認 識 す るTCRの 遺 伝 子 を導 入 した マ ウス に多 量 のOVAを 経

口摂 取 させ る こ とに よ り, バ イ エル 板 にお いてOVA特 異 的T細 胞 のア

ポ トー シ ス が 誘 導 され る こ と を報 告 した (11).

ま た これ らの メカ ニ ズ ム に特 に大 き な影 響 を持 っ て い る と報 告 され て

い る 要 素 と して, 経 口摂 取 す る抗 原 の量 に関 す る研 究 が 注 目 され て い る.

FriedmanとWeinerは 少 量 の抗 原 の経 口投 与 に よ っ て はTGF-βを 産 生 す

る調 節 性T細 胞 が 誘 導 さ れ ア クテ ィ ブサ プ レ ッ シ ョ ンが 誘 導 され る の に

対 し, 多 量 の抗 原 の 経 口投 与 に よ って は抗 原 特 異 的T細 胞 の 不 応 答 化 が

誘 導 さ れ る こ と を 明 らか に し た (12). Chenら は 前 述 の論 文 で パ イ エ ル

板 に お け る抗 原 特 異 的T細 胞 の アポ トー シ ス は多 量 の 抗 原 を経 口摂 取 し

た 場 合 にの み 誘 導 さ れ る こ と を報 告 して い る. 現 在 で は 経 口免疫 寛 容 状

態 下 で は これ らを含 め た 様 々 な メ カ ニ ズ ム が 同時 に ま た複 雑 に相 互 作 用

を しな が ら誘 導 され て い る と考 え られ て い る.
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IgA産 生 と粘 膜 ワクチ ン

経 口免 疫寛 容 と同様 に経 口投与 抗原 に対 して 誘導 され る特徴 的 な免疫

応答 と してIgA産 生が あげ られ る. IgAは 血清 中及び腸管 な どの粘膜上

に分泌 され る抗 体 で粘膜 分泌型 は通常二 量体 を形成 してお り消化酵 素な

どによ り分解 を受 け に くい性質 を持 つ (24, 25). 腸管 にお いて は微 生物な

どの有 害物 質 の侵 入 を防 ぐとともに, 食 品成分 に対 して もア レル ギーな

どの過 剰 な免 疫 応答 を誘導す る可能性 のあ る抗原性が 高 い物質 の侵 入 を

防 ぐ役 割 を担 うと考 え られる. また, IgAは 補体活性 化能 を持 た な い こ

とか らも過剰 な免疫応答 の誘導 を防 ぐため に有効 で ある (26, 27). このよ

うに, 経 口投与 され た抗原 に対 して は腸管 にお いてIgAの 産生 が誘導 さ

れ るが, 一方 で前述 のよ うに全 身 の免疫 系で は経 口免疫寛 容 の誘 導 によ

り経 口投 与抗 原 に対す る応答 は抑制 されて お り, そ の二面性 が興味深 い.

先 に述べ た よ うにTGF-βは 経 口免疫寛容 にお けるア クテ ィブサ プ レッ

シ ョンに関わ ってい るサ イ トカイ ンで あるが, IgA産 生細胞 の誘 導 (ク

ラススイ ッチ) に も重要な役割 を担 って い る ことが報告 され てお り (28,

29), 腸 管免疫 系 にお け る免疫応答 の特徴 的 なサイ トカイ ンで あ る と考 え

られ る. IgA産 生 にはTGF-β以 外 にIL-4, IL-5, IL-6な どのTh2型 サ

イ トカイ ンが 関与 して いる ことも示 されて いる (28, 30)(図ii, iii). 実

際, 多 くの研 究 によ り腸 管 にお けるIgA産 生の誘導 と同時 にTh2応 答が

誘導 され る ことが報告 されて いる (31-36).

しか しなが ら, タ ンパ ク質 な どの経 口投 与抗原 に対 す る免疫 応 答 は通

常 の免疫 応答 と比較 す る と非 常 に弱 く解析 が困難なた め, このよ うな研

究 の多 くで コ レ ラ トキ シン (CT) や大腸菌 の易熱性 エ ン ド トキ シ ンな どの

粘 膜 ア ジュバ ン トが用 い られ て いる (31-33, 35, 36). CTは それ 自体 がTh2

応 答 を強 く誘導す る免疫原で あ る ことが報告 されて お り (37, 38), また経

口免疫 寛 容 の誘導 を妨 げ る働 き を持 って いる ことも示唆 され て い る (39).

そ のた め, これ らの アジュバ ン トを用 いた場合 の腸 管 にお ける免 疫応 答
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図ii Th1/Th2細 胞 の 分 化
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図iii B細 胞 の ク ラ ス ス イ ッチ
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が 通 常 の食 品 抗 原 に対 す る もの と同様 の機 構 に よ る も ので あ るか ど うか

につ い て は疑 問 が 残 され て お り, 今 後 さ らに検 討 の必 要 性 が ある と思 わ

れ る. これ に 関 して は, い くつ か の グ ル ー プ に よ りタ ンパ ク 質 を ア ジ ュ

バ ン トを用 い ず に経 口投 与 す る こ と によ ってIL-2やinterferonγ (IFN-γ)

な ど のTh1応 答 の誘 導 も報 告 され て い る (40, 41). ま た, Th1型 の サ イ ト

カイ ンで あ るIL-12が 鼻 粘 膜 免 疫 法 に よ るIgAの 産 生 を増 強 す る こ とも

明 らか に され て い る (42, 43). これ は腸 管 に お け る免疫 応 答 で もTh2型

だ け で はな くTh1型 応 答 も重 要 な 役割 を持 つ こ とを 示 唆す る結 果 で あ る

と考 え られ る. こ の よ う に腸 管 に お い て は経 口投 与 抗 原 に対 してIgA産

生 を 主 体 と した 免 疫 応 答 が 誘 導 され る が, そ の 誘 導 に 関 わ る細 胞, サ イ

トカ イ ンお よ び メカ ニ ズ ム な ど は未 だ 明 らか に な って は い な い.

腸 管免疫応 答の 臨床応 用

経 口投 与抗 原 に対 す る免疫 応 答す なわ ち経 口免疫 寛容 や腸管 にお ける

IgA産 生の研究 は食 品 ア レルギ ーの治療や 予防のため に非常 に重 要な意

味 を持 って い る. さ らに, 別 の臨床 医学的な観点か らも これ らの免疫応

答 の解 明 は大 きな期待 が寄せ られ て いる. 例 えば, 経 口免疫寛容 現象 を

利用 した 自己免疫 疾患 の治療 や粘膜 ア ジュバ ン トを用 いた粘膜 ワクチ ン

が そ の代表 で ある. 経 口免疫寛 容 は経 口投与 された抗原 に対 して のみ特

異 的 に免疫 応答 が抑 制 され る ことか ら, 従 来 の免疫 抑 制剤 な どとは異な

り感 染 防御 な どの必 要 な免疫応 答 は維持 した状態で 目的 とす る免疫 応答

のみ を低下 させ る こ とが 可能 で ある と考 え られ る. リュ ウマチ を は じめ

とす る 自己免疫 疾患 は健常 な状態 で は 自己寛容 によ り抑 制 されて いるは

ず の 自己抗原 に対 す る免疫応 答 が何 らかの原 因によ り誘起 され, 自己 の

細 胞 や 組織 に傷 害 を与 える ことに よ り発症 す る疾患 で あ る. 近年 の研 究

によ り一部 の糖 尿病 や多発性 硬化 症, 全 身性 エ リテマ トーデ スな ど多 く

の疾 患 が 自己免疫 に 由来 す る ことが明 らか とな って きた. これ らの ほ と
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ん どが 難治性 の疾患 で あ り, 経 口免疫 寛容 の治療法 としての確立 が期待

され て いる. 現在 まで に これ らの疾患 の動物 モデル において症状 の軽減

や治 癒 が報 告 されて お り (44-48), ヒ トへ の臨床治験 も行 われ て いる (49-

51). 同様 に過剰 な免疫 応答 の制御 によって 治療 が可能 となる疾患 として,

種 々 の ア レルギ ーや移植 片 の拒絶 な どが考 え られ る. しか し一方 で, 経

口免疫 寛容 誘導 の際 に行わ れ る抗原 の経 口投 与 は, 寛容 を誘導す る と同

時 にそ の抗 原 に対す る免疫応 答 を促進 す る可能性 を併せ持 って いる. こ

の よ うな応答 が誘導 され る と疾患 の悪 化 を引き起 こす危険性 が あるため,

誘導 は極 力避 け る ことが望 まれ る. すなわ ち, いか に安全 に, また効率

的 に強 い寛 容 を誘導す るか が経 口免疫 寛容 の臨床応用 にお いて最 も重要

な 問題 とな る.

この 問題 の解 決の ため に, これ まで に もい くつか の研究 が行 わ れてい

る. あ る抗原 に対す る免疫応 答, 特 にT細 胞応答 は抗原分子 全体 を認識

して い る ので はな く, 分 子 内 のあ る一 部分 (T細 胞抗原 決定 基; T cell

determinant) を認識 して応答 して いる. また, 全てのT細 胞抗原 決定基

に対 して 同様 に応答す るので はな く特 定 の部位 に対 して強 く応答 す る こ

とが 明 らか にな って い る (優 勢 なT細 胞 抗原 決 定基; dominant T cell

determinant)(52). す な わち優 勢なT細 胞抗原決定基 に対す る応 答 を抑

制す る ことによって抗原 分子 全体 に対 す る免疫 応答 を も大 き く低下 させ

る ことが可能 で ある と考 え られ る. T細 胞抗原 決定基 はB細 胞 に よる抗

原 認 識 部位 と必 ず しも一致 す る とは限 らな いた め, I型 ア レル ギ ーや リ

ュウマ チな ど疾患 の発 症 にB細 胞 の応答 が関与 して いる場合 にはT細

胞抗原 決定基 を経 口投与す る ことによ って疾患 を悪 化 させ る危 険性 を伴

わず にT細 胞 に対 して経 口免疫 寛容 を誘導で きる可能性 を示唆 して いる.

タ ンパ ク質 抗原 の場合 は一部 の ア ミノ酸残基 だ けをもつペ プチ ドとして

T細 胞 抗原 決定基 を取 り扱 うことが出来 る. 実際, マ ウス に優勢 なT細

胞 抗原 決 定基 を含 むペ プチ ドを経 口投 与す る こ とによ り, タ ンパ ク質分
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子 全体 に対 す る免疫応答 を低下 させ る ことが可能で ある ことが明 らかに

されて いる (14, 53). この結果 は臨床応用へ 向 けて安 全 に経 口免疫寛容 を

誘 導す るため の手 段 として大 い に期待 され る もので ある. 一方 で, T細

胞 抗原決 定基 は 同 じタ ンパ ク質抗 原 にお いて も個 人 (実 際 には主要組 織

適合遺 伝子 複合体 (MHC) の型) によってそ の部位 が異 なって いるため患

者 ごとに情報 が必 要 とな り治療 に必要 な情 報 の解析 に多大な労 力 を要す

る ことが今 後 の課題 とな る. しか しな が ら, 遺伝子 診断 な どの導 入 によ

り, このよ うな オーダー メイ ド医療 が主流 とな る 日が来 る ことも十分期

待 でき る.

経 口免疫 寛容 を効率的 に誘導す る方 法 と して, CTのBサ ブユ ニ ッ ト

(CTB) との複 合体化 が知 られて いる (54, 55). 前述 のよ うにCTは 強 力な

粘膜 ア ジュバ ン トで ある一方 で, そ のBサ ブユニ ッ トと複合体化 された

タ ンパ ク質抗原 は少 量 の抗 原量 を経 口投 与す る ことによ って強 い経 口免

疫 寛容 を誘導 す る こ とが報 告 されて いる. この方法 を用 いる ことによ り

疾患 治療時 に多量 の抗原 にさ らされる危 険性 が回避 で きる. さ らに, 動

物 実験 にお いては既 に感 作 された モデル にお いて も効 果的 な経 口免疫寛

容が 誘導 可能 な ことが示 されてお り予 防 だけでな く治療効果 も期 待 され

る (56). しか しなが ら, 複 合体 による寛容 誘導 の メカニズム は明 らか に

な ってお らず, 複合体 の調 製方法 や複合体化す る抗原 の種類 な どによ っ

て そ の効果 が 異な る こと も報 告 されてお り今 後更 なる検 討が必要で ある

(56). また, ア クテ ィブサ プ レッシ ョ ンは少 量 の抗 原 によって誘 導 で き

る ことか ら臨床 応用 に向 けて期 待 され て いる ものの, 安定 した誘 導方法

が確立 され てお らず 詳細 な誘導 機構 の解 明が重大 な課 題 とな って いる.

この よ うに経 口免疫 寛容 の安 全か つ効率 的な誘 導 には多 くの免疫 疾患 の

治療や 予防 に向けて大 きな期待 が寄せ られて いる.

さ らに, 経 口免疫 寛容 と並 んで腸 管 にお ける もう一 つ の特徴 的 な免疫

応答で あるIgA産 生 に関 して も粘膜 ワクチ ンとして臨床応用へ 向 けて多
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くの研 究が行 わ れて いる. 現 在で は ウィル スや細 菌な ど様 々な感 染症 に

対す る予 防手段 と して ワクチ ンの接種 が広 く行 われてお り, 体 内 に侵入

した これ らの病原 体 に対 して有効 な効 果 を発揮 して いる. これ らの病原

体 は通 常, 鼻, の ど, 消化 管な どの粘 膜部 分 か らの侵入 が主 要な感染経

路で あ り粘 膜組織 にお けるIgA産 生の誘 導 は病原体 の体 内へ の侵入 を未

然 に防 ぐことの出来 るさ らに効果 的な感 染防御 手段 とな る ことが期待 さ

れ る. また, 注 射 による ワクチ ンの投与 は医療機 関で しか行 えな いため

多 くの人手が必 要 となるほか, 多 くの場合 乳幼児 が対象 となるた め精神

的苦痛 も大 きな問題 とな る. 粘膜 ワクチ ンは経 口的 また は経鼻 的 に ワク

チ ンを投 与す るため 家庭 で も手軽 に行 え るほか, 接種時 の苦痛 も軽減化

され る. これ らの ことよ り, 粘膜 ワクチ ンの開発 に向 けて精 力的 に研 究

が進 め られ て いる. さ らに粘 膜 ワ クチ ンによって粘 膜部位 のみでな く従

来 の ワクチ ン と同様 に全 身免疫系 にお ける免疫応 答 も誘起す る こ とが可

能で ある こ とも報告 され てお り (57, 58), 体 の表面 と内部 に二重 の防御機

構 を成 立 させ る ことが でき ると期待 され る.

しか しな が ら, 前述 の通 り経 口投 与 され た抗原 に対す る免疫応 答 は他

の免疫応 答 と比較 して非常 に弱 く, さ らに全 身の免疫 系 にお ける経 口免

疫 寛容 も誘 導 され るた め有効 な ワクチ ンとはな りに くい. そ こで, 粘膜

ワクチ ンの開発 にお いて最 も重要 な課 題 とな るのが粘 膜 アジュバ ン トの

研 究 で あ る. CTや 易熱性 エ ン ド トキ シ ンな どは実験 的 には有効 な粘膜

ア ジュバ ン トで あ るが, そ の毒性 か ら直接 の臨床応 用 は不可 能で ある.

近 年, 山本 らの研究 によ りCTの ア ミ ノ酸配 列 に変異 を導入す る ことに

よ り毒 性 を著 しく減 弱 させ る一方 で, ア ジュバ ン ト活性 は維持 させ る こ

とが 可能 で ある こ とが報告 され た (59). さ らに この ミュータ ン トCTは

全 身免疫 系 にお いて も強 い免疫 応 答 を誘起 す る ことが可能で あった. こ

れ によ り粘膜 ワクチ ンが臨床 的 に実際 に有 用 な もの とな りうる こ とが示

唆 された. よ り安 全 な粘膜 アジュバ ン トの開発のた めに今後 はCTの ア
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ジ ュバ ン ト活 性 発現機構 の解析 が行 わ れて い く必要が ある. また, 多様

な ワクチ ンの用途 に合 わせてCTの よ うにTh2応 答 を誘導す る粘 膜 アジ

ュバ ン トのみ でな くTh1応 答 を誘導す る粘膜 アジュバ ン トの開発 も求め

られて いる.

抗原提 示 につ いて

現在 の ところ, 腸管 免疫 応答 の誘導 の メカ ニズム は ほ とん ど明 らか と

な って いない. これ らの免疫応 答 は投 与 され た抗原 に対 して特異 的 に誘

導 され, 他 の免疫応答 は影 響 を受 けな い ことが大 きな特徴 で ある. その

ため, そ の誘導 には抗原提 示細 胞 による抗 原提 示が重要な役 割 を持 つ と

考 え られ る. 抗 原特異的 な免疫 応答 はT細 胞およびB細 胞 によ って担

われ る. また, 通常B細 胞が抗体 を産生す るため にはT細 胞 の活 性化

が必 要 とな る. その ため, ほ とん どの抗原 特異 的免疫 応答 は抗原 による

T細 胞 の活性化 によ り開始 され る. T細 胞 は細胞表面 に発現す るTCRに

よ って 抗原 を認識す るが, TCRは 直接 抗原 と結合す る ことは出来 な い.

TCRは 抗原 提示細胞 の表面 に発現す るMHC分 子上 に提示 され た抗原の

み を認識す る (図iv). 代表 的な抗原 提示細 胞 として は, マ ク ロ フ ァー

ジや樹 状細胞 (DC), B細 胞な どが挙 げ られ るが, そ れ以外 に もMHC分

子 を発現す る多 くの細 胞 による抗原提示 が報 告 されて いる (60-62).

タ ンパ ク質抗原 の場 合, 抗 原提示細 胞 はエ ン ドサ イ トー シスな どによ

り抗原 を取 り込 み, 細胞 内 にお いて プ ロテ アー ゼによ り切断 しペ プチ ド

断片 を生成 す る. そ れ とは別 に細胞 内でMHCク ラスII分 子が合 成 され

イ ンバ リア ン ト鎖 と呼 ばれ る分子 と結合 した状態で 小胞体膜 に存 在す る.

MHC分 子 お よび抗原 ペ プチ ドは後 にエ ン ドソーム に移 動 し, イ ンバ リ

ア ン ト鎖 と置 き換わ る形でMHC分 子 に抗原 ペプチ ドが結合 す る. この

よ うに して生成 した抗原ペ プチ ドとMHC分 子 の複合体 は細 胞表 面 に輸

送 されT細 胞 に対 して提 示 され る. これ を認識 したT細 胞 は活 性 化 さ
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図iv 抗原提示
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れ る. す なわ ち,抗 原 提示細 胞 によるT細 胞へ の抗原 提示が その後 の抗

原 特異 的な様 々な 免疫応 答 の開始点 とな る.

さ らに, この抗原提示 の際 の条件 によ りT細 胞 がその抗原 に対 して ど

の様 な応答 をす るかが ある程度決定 され る ことが明 らか にな って いる.

先 に挙 げた種 々の抗原提 示細胞 は細胞 種 によ り, また は 同 じ細胞 で も活

性化 状態 な どによ りそれぞ れ異な った抗原提 示能 を持 ち, T細 胞応答 さ

らにはそ の抗原 に対す る総合的 な免疫 応答 を決定す る上 で重要 な役割 を

持 つ と考 え られて いる (63, 64).

腸管 免疫応 答の誘導機構

腸管 免 疫 系 にお ける特 徴 的な免疫応 答 の誘導 にお いて も抗 原提 示細胞

の機 能 が大 き く関与す る こ とが示唆 され て いる. Eversonら はマ ウスを

用 いた実験 によ りパイエ ル板 に存在す るDCに よる抗 原提示 はTh2型 サ

イ トカイ ン産 生 を誘導す る ことを報告 した (65, 66). IwasakiとKelsallに

よ って も同様 な報告 がな されて いる (67). また, Harperら は粘膜 固有層

の抗 原提 示細胞 によ りTGF-β産 生が誘導 され る ことを報告 して いる (68).

Th2型 サイ トカイ ンやTGF-βは 経 口免疫寛容やIgAの 誘導 にお いて重要

な役 割 を果 た してお り, これ らの結果 は腸管 免疫 にお ける抗 原提 示 の重

要性 を示唆 して いる. 一方 で, Th2型 サ イ トカイ ンで あるIL-4は 食 品ア

レル ギ ー の主要 な メカニ ズ ムで あ るI型 ア レル ギー 反応 を引 き起 こす

IgEを 誘 導す るため (69), 誘導 のみで な く産 生 を制御す る機構 が 生体 の

恒常 性 の維 持 にお いて大 きな意 味 を持 つ と考 え られ る. また, 実 際 には

腸 管 にお けるTh1の 誘導 も報告 されてお り (40, 41), これ らの抗 原提示

細胞 が 常 にTh2を 誘導 す るのか どうか も疑 問で ある.

古 くか ら抗原 濃度 が免疫応 答 の誘導 に多大 な影 響 を与 え る ことが報告

され て きた が (12, 70-73), 最 近 このよ うな抗 原濃 度 によ る異 な った 免疫

応答 の誘導 に抗原提 示細胞 の機能が 関与 している ことが示 された (74, 75).
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この報告 は, 腸管 免疫応答 を誘導す る抗 原提 示細胞 の機能 に も抗原 濃度

が影 響 を与 え る可能性 を示唆 してお り, 非 常 に興 味深 い. しか しなが ら,

その メカ ニズム につ いてはほ とん ど検 討 され ていな い.

このよ うに特徴 的な腸 管免疫 応答 の誘 導 に抗原提 示細胞 が 関与 す るこ

とが徐 々 に明 らか にされてい るが, そ の誘 導部位 に関 して は今後検 討の

必要が 残 され て いる. 経 口抗原 は他 の抗原 と異な りそ の摂取 量が極 度 に

多量 で あ るため, 直接 接触す る腸 管 のみ でな く生体 内 に取 り込 まれ た後

に多 くの器官 にお いて影 響 を及 ぼす可能性 が考 え られ る. 実際, 全 身性

の抗体産 生応 答や免疫寛 容な どが誘導 され る ことは先述 の通 りで あ る.

腸内抗原 の取 り込 み に関 して はOwenら によ ってパイエル板 に存 在す る

特殊 化 した上皮 細胞 で あるM細 胞 によるパイエ ル板 内へ の抗原 の取 り

込みが報告 されてお り (76, 77), パイエル板 の免疫応 答誘導部位 と しての

役割 が注 目されて いる.

一方 で, 経 口免疫寛容 や経 口投与抗 原 に対す るTh1応 答 の誘導 機構な

どこれ まで報 告 されて いるパ イエル板 にお け る抗原提 示 の特性 だ けでは

説明 で きな い現象 も多 く, そ の他 の器官 の関与 も示唆 され る. 特 に免疫

寛容 の誘導 に関 して は近年T細 胞表面分子 で あるcytotoxic T lymphocyte

antigen (CTLA-4) の関与 が報告 され研 究が進 め られて いる (78-82). CTLA-

4は 活 性化T細 胞 上 に発現す る補助刺 激分子で, 抗原提示細 胞上 に発現

する リガ ン ドと結合 しT細 胞 にシグナル を伝 達す る (83). この報 告 によ

り, 寛容 誘導 にお いて も抗 原提示 細胞 が重 要な役割 を担 うこ とが 強 く示

唆され た. しか しなが ら, 誘導部位, 関与す る抗原提 示細胞 な ど詳細な

メカニ ズム につ いて は多 くの グル ープ によ り研 究が進 め られ て いる もの

の, 未 だ 明 らか にな って はいな い.

腸 管 にお け る免疫 応答 誘導機構 の解 析 は食 品 ア レル ギ ー を予 防す るだ

けで な く, 効 率的 な経 口免疫寛 容誘導法 や安全 な粘 膜 ア ジュバ ン トの開

発な ど現代 医療 にお いて大 きな意義 を持 つ. 現在, 経 口抗 原 に対 す る免
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疫 応 答 の誘導部 位や 誘導 に関わ る細胞 の解 明は さ らに早急 な対応 が望 ま

れ て いる.

本研 究 にお いて はタ ンパ ク質抗原 を経 口投与す る ことによって 誘導 さ

れ る免疫 応答 を個体, 細 胞 さ らには分子 レベルで解 析 し, これ まで知 ら

れ て いな い細 胞 の 関与 を明 らか に した. 特 に, 経 口投 与抗原 に対 す る免

疫 応 答 に大 きな影 響 を与え る と報 告 され て いる抗原量 に着 目し, 抗原量

に よ って 免疫応 答 が制御 され る機 構 を解析 した. また, 抗原特異 的な免

疫 応 答 の強度や質 を決定 す る上 で極めて重要 な役割 を担 って いる と考 え

られ る抗 原提 示細胞 の機能 との関わ りを, 抗原 提示機 能の評価 に有用な

抗 原特 異的未感 作T細 胞 を多量 に調製す る ことが可能で あるTCRト ラ

ンス ジ ェニ ックマ ウス を用 いて詳細 に検討 した.

第 一 章 で は, 牛乳 タ ンパ ク質 で あ り主 要 なア レルゲ ンで あ るαs1-カゼ

イ ンを様 々な 投 与量で マウス に経 口投与す ることによって誘導 され る免

疫 応 答 と免疫 寛容 の関係 を詳細 に解 析す る とともに, 安 全で効率 的な経

口免疫 寛容 の誘導 法 を検 討 した (84). 第二章では, OVA特 異的TCRト

ラ ンス ジ ェニ ックマ ウス よ り調製 した抗原未感作T細 胞 を用 いパ イエル

板 に存在 す る抗 原提 示細胞 と脾臓 に存 在す る抗 原提 示細胞 の抗原 提示能

を比較 し, パ イエ ル板 の抗原 提示細胞 の従来 の報告 とは異な った 抗原提

示 能 を明 らか に した (85). さ らに第三 章 では, 様 々な濃度 の抗 原 の存在

下 にお けるパ イエル 板お よび脾臓 の抗 原提示細 胞の抗原提 示能 の変化 と

それ に関わ る分子 を解析 した (85, 86). 本研究 によって経 口投 与抗 原 に対

す る免疫 応答 の制御 ・誘導機構 につ いて新 たな知見が もた らされた.

本 研 究 の成果 が食 品ア レル ギー の発 症機構 の解 明 のみで な く, 経 口免

疫 寛 容 や粘 膜 ワクチ ンな どの次世 代の医療技術 の発 展 にお いて も重要 な

位 置 を 占め る ことを期待 して いる (図v).
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図v 腸管免疫応答の制御と臨床応用
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第 一章

抗原の少量経 口投与はT細 胞の活性化後に免疫寛容 を誘導す るのに対 し,

多量経 口投与は活性化 を誘導せずに免疫寛容を誘導する
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序

経 口免疫寛容 は外来 性 の抗原 を腸管 を通 じて末梢免疫 系 に投与す る こ

とによ り誘導 され る抗 原特異 的な免疫 寛容で ある (1-3). 1911年 にWells

らによ って報告 され て以来, 胸腺外 にお いて誘 導 され る抗原 特異 的免疫

寛容 現象 として注 目を集 めて きた (87).

そ の誘 導機構 に関 して は, これ まで にい くつか の説 に基づ いて数 多 く

の報告 がな され てお り, 主 にT細 胞が寛容誘導 に重要で ある ことが知 ら

れ て いる (2, 11-13, 16). 1993年 にFriedmanとWeinerは 抗原 の投 与量 によ

り経 口免疫寛 容 の誘導 メカ ニズム は決 定 され, 少量で はア クテ ィブサ プ

レ ッシ ョン, 大 量 の抗原 によ って はク ロー ナル アナ ジー が誘導 され る と

報告 した (12). また1995年 にはChenら によ り, OVA特 異的TCRを 持

つ トラ ンス ジ ェニ ックマ ウス にOVAを 大 量 に経 口投 与す る ことによ り

パイ エル板 にお けるOVA特 異 的T細 胞が減少す る ことが報告 されてお

り, 報 告例 は少 な い もの の, 経 口免疫寛 容 にお けるT細 胞 の除去 (ク ロ

ー ナル デ リー シ ョン) が誘導 され る ことも示 されて いる (11). しか しど

の様 な要 因 によ り, これ らの様 々な メカニズム が誘導 され るか につ いて

はほ とん ど明 らか にな って いない.

また, 経 口投 与 され た抗 原 に対 して は全 身免疫 系の経 口免疫寛 容が誘

導 され る一方で, これ と同時 に腸管 にお けるIgA産 生な どの局所 免疫応

答 が 誘 起 され る ことが 知 られ てお り (7), そ の二面性 が大 き な特徴 とな

って い る. 近年, この よ うな免疫 応答が腸 管な どの局 所 に留 ま らず 全 身

免疫 系 にお いて も報 告 され (40), そ の重要性が再 確認 されて きた. 現在

の と ころ経 口投 与 された抗 原 に対 して誘導 され る免疫寛 容 と免疫 応答 の

誘 導機 構 を統一 的 に説 明す るよ うな報告 は され てお らず, どのよ うにし

て免疫 寛 容 と免 疫応 答 の誘導が 制御 されて いるのか は全 く明 らか にな っ

て いな い.
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本研 究 にお いて は, αs1-カ ゼイ ンを投与 量 を変 えてマ ウス に経 口投与

し, 経 口免疫寛 容 の誘導 お よび免疫応答 の活性化 に与 える影 響 を詳細 に

検 討 した. 様 々な投 与量 の抗 原 によって誘導 される免疫寛容や 免疫応答

を明 らか にす る ことによって, 免疫寛容 と免疫応答 の制御 機構 の解 明に

寄 与す る ことが出来 る と期待 され る. さ らに, 抗原 の投 与量 の調 節 によ

る腸管 免疫応 答 の制 御方法 の確立 は様 々な ア レルギ ー疾患 や 自己 免疫疾

患 の予 防や 治療 お よび有効 な経 口ワクチ ンの 開発 とい う面 で も大 きな意

味 を持 つ と考 える.
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材料 と方法

マ ウ ス

C3H/HeNメ ス6-8週 令 は 日本 ク レア (東 京) よ り購 入 した.

抗 原

ウ シαs1-カ ゼ イ ン はZittleら の 方 法 (88) に よ り牛 乳 よ り調 製 し, さ ら

にDEAE-Sephacel陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (Pharmacia AB,

Uppsala, Sweden) に よ り精 製 し た. 約8%の αs1-カ ゼ イ ン を 含 む 全 カ ゼ

イ ン 含 有 飼 料 は 船 橋 農 場 に よ り調 製 さ れ た も の を 用 い た.

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製

抗 マ ウ スIFN-γ抗 体, XMG1.2 (89) は マ ウ ス 腹 水 よ りProtein Gカ ラ ム

(Pharmacia AB) を 用 い て 精 製 し た の ち, NHS-LC-Biotin (ImmunoPure,

Pierce, Rockford, IL) に よ り ビ オ チ ン 化 し た. R4-6A2 (90) は マ ウ ス 腹 水

を 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム に よ り濃 縮 し た. 抗 マ ウ スIL-10抗 体, SXC-1 (91) は

マ ウ ス 腹 水 よ りMono Qカ ラ ム (Pharmacia AB) を 用 い て 精 製 し, XMG1.2

と 同 様 に ビ オ チ ン 化 し た. JES5-2A5 (92) は マ ウ ス 腹 水 を 硫 酸 ア ン モ ニ

ウ ム に よ り濃 縮 し た. 抗 マ ウ スCD4抗 体GK1.5 (93), 抗 マ ウ スCD8抗

体53-6-72 (94) は マ ウ ス 腹 水 よ りProtein Gカ ラ ム を 用 い て 精 製 し た.

抗 原 の 経 口投 与

抗 原 の経 口投 与 はαs1-カ ゼ イ ン を 生 理 食 塩 水 に とか し経 口 ゾ ンデ を用

い て10μg, 100μg, 1mg, 10mgず つ2-3日 間 隔で 計4回 マ ウス に経 口

投 与 す る か, ま た は カ ゼ イ ン含 有 飼 料 を2週 間 自 由摂 取 させ る こ とに よ

り行 った.

図1-7 の 実 験 にお いて は, 経 口投 与 は 少量 ず つ 多 回 数 と大 量 に 少 回数
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に設 定 した. 2-3日 間 隔 で200μgず つ5, 10, 15回 投 与 す る少 量 投 与群

と1mgず つ1, 2, 3回 投 与 す る大 量 投 与 群 に分 け た. 両 群 とも最 終 的

な 投 与 量 は1, 2, 3mgと な る.

免 疫

αs1-カ ゼ イ ン を最 後 に経 口投 与 して か ら5日 後 に フ ロイ ン ト完 全 ア ジ

ュバ ン ト (CFA, Difco Laboratories, Detroit, MI) と 共 に50μgの 抗 原 を腹

腔 内 免 疫 し, さ ら に2週 間 後 に フ ロ イ ン ト不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト (IFA,

Difco) と 共 に50μgの 抗 原 を追 加 免 疫 し た. リ ンパ 節 細 胞 を用 い た実

験 で は細 胞 摘 出 の10日 前 に100μgの 抗 原 をCFAと 共 に皮 下 免 疫 した.

細 胞 培 養

αs1-カ ゼ イ ン を 最 後 に 経 口 投 与 し て か ら4日 後 ま た は 追 加 免 疫 の10

日 後 の 脾 臓 細 胞 を 無 菌 的 に 摘 出 し た. 赤 血 球 を 除 去 後, 100U/mlの ペ ニ

シ リ ン (萬 有 製 薬, 東 京), 100μg/mlの ス ト レ プ トマ イ シ ン (明 治 製 菓,

東 京), 4mMのL-グ ル タ ミ ン (和 光 純 薬 工 業, 大 阪) 及 び5×10-5Mの

2-メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル (東 京 化 成 工 業, 東 京) を 含 むRPMI 1640 (ニ

ッ ス イ, 東 京) 培 地 に 懸 濁 し た. こ れ ら の 細 胞 は 抗 原 と 共 に8×105 cells/well

の 細 胞 濃 度 で96ウ ェ ル プ レ ー ト (Falcon, Becton Dickinson, Lincoln Park,

NJ) で4日 間 培 養 し 最 後 の24時 間 に お け る [3H]-チ ミ ジ ン の 取 り 込 み を

指 標 と し て 増 殖 ア ッ セ イ を 行 っ た. サ イ ト カ イ ン 産 生 を 測 定 す る 際 に は

細 胞 濃 度 を1×107 cells/mlに し96-ま た は48-ウ ェ ル プ レ ー ト (Costar

Corporation, Cambridge, MA) で 培 養 し た. 培 養 の 際 は 全 て5%の ウ シ 胎

児 血 清 (FCS, 三 光 純 薬, 東 京 ま た はGibco BRL, Gaithersburg, MD) が

培 地 中 に 含 ま れ て い る.

抗体補体処理によるT細 胞の除去
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赤 血 球 を 除 去 した 脾 臓 細 胞 を1×107 cells/mlの 濃 度 で, 前 述 のRPMIに

0.3%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA), 25mM HEPES (和 光 純 薬 工 業) を 加 え

た 培 地 (細 胞 傷 害 用 培 地) に 懸 濁 し た. 抗T細 胞 抗 血 清 (anti-mouse T cell

serum, Cedarlane, Ontario) を 加 え4℃で1時 間 処 理 後 遠 心 し 再 び 細 胞 傷

害 用 培 地 に1×107 cells/mlで 懸 濁 し 補 体 (low-tox-M rabbit complement,

Cedarlane) を 加 え37℃で1時 間 処 理 し た. 遠 心 し てRPMI培 地 に 懸 濁

しT細 胞 除 去 細 胞 懸 濁 液 と し た.

ブ ロ ッ キ ン グ 実 験

培 養 中 に 抗 マ ウ スCD4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (GK1.5) ま た は 抗 マ ウ ス

CD8モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (53-6-72) を 添 加 し た.

サ イ トカ イ ン の 測 定

細 胞 培 養 上 清 中 の サ イ トカ イ ン の 測 定 は サ ン ドイ ッ チ 酵 素 免 疫 測 定 法

(ELISA法) に よ り行 っ た. 培 養 上 清 は 結 果 中 に 特 に 指 示 さ れ て い な い 場

合 は, IL-2の 測 定 に は 培 養 開 始14時 間 後, そ の ほ か は72時 間 後 の も の

を 用 い た. TGF-βの 測 定 に はTGF-βELISAキ ッ ト (Genzyme, Cambridge,

MA) を 用 い た. IL-2, IL4, IL-10, IFN-γの 測 定 は そ れ ぞ れ プ レ ー ト

(Maxisorp, Nunc, Roskilde, Denmark) を ラ ッ ト 抗 マ ウ スIL-2抗 体

(JES6-1A12, Pharmingen, San Diego, CA), ラ ッ ト抗 マ ウ スIL-4抗 体

(BVD4-1D11, Pharmingen), ラ ッ ト抗 マ ウ スIL-10抗 体 (JES5-2A5),

ラ ッ ト抗 マ ウ スIFN-Y抗 体 (R4-6A2) で コ ー テ ィ ン グ し た. 0.05% tween

含 有 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS/tween) で 洗 浄 後3%BSA-PBS/tweenで

ブ ロ ッ キ ン グ し, サ ン プ ル を 加 え た. 洗 浄 後 ビ オ チ ン 化 ラ ッ ト抗 マ ウ ス

IL-2抗 体 (JES6-5H4, Pharmingen), ラ ッ ト抗 マ ウ スIL-4抗 体 (BVD6-24G2,

Pharmingen), ラ ッ ト抗 マ ウ スIL-10抗 体 (SXC-1), ラ ッ ト抗 マ ウ スIFN-γ

抗 体 (XMG1.2) を 加 え た. 洗 浄 後 ア ビ ジ ン 化 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー
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ゼ (Zymed, San Francisco, CA) を 加 え, さ らに 洗 浄 後 基 質 溶 液 (p-

nitrophenyl-phosphate, 東 京 化 成 工 業) を 加 え た. 405nmで 吸 光度 を測 定

した.

血 中抗 体 量 の 測 定

追 加 免 疫 の7日 後 に マ ウス 尾 の 動 脈 よ り採 血 を した. 血 清 中の 抗 αs1-

カ ゼ イ ン抗 体 量 をELISA法 に よ り測 定 した. プ レー トを0.01%αs1-カ ゼ

イ ン/PBSで コ ー テ ィ ン グ した. サ イ トカ イ ン と 同様 に洗 浄 及 び ブ ロ ッ

キ ン グ 後 サ ン プル を加 え た. 洗 浄 後 ア ル カ リフ ォス フ ァター ゼ化 ヤ ギ抗

マ ウ スIgG+M+A (Cappel, Organon Teknika, West Chester, PA), ウ サ ギ抗

マ ウ スIgG1, ウ サ ギ 抗 マ ウスIgG2a, ウ サ ギ 抗 マ ウ スIgG2b抗 体 (Zymed)

を 加 え, さ らに洗 浄 後基 質 溶 液 を加 え た. 405nmで 吸 光 度 を測 定 した.

脾 臓細 胞 によ るT細 胞 の増 殖 抑 制 試 験

先 述 の よ う にαs1-カ ゼ イ ン を経 口投 与 した マ ウス よ り脾 臓 細 胞 を調 製

し, αs1-カ ゼ イ ンで 免 疫 後10日 目の マ ウ ス の リンパ 節 細 胞 と共 に抗 原

の存 在 下 で 培 養 した. 96-ウ ェ ル プ レー トを用 い, リ ンパ 節 細 胞 は4×105

cells/wellの 細 胞 濃 度 で, 脾 臓 細 胞 は1, 2, 4×105 cells/wellで 培養 した.

前 述 の 増 殖 試 験 と 同様 に増 殖 を測 定 した.

有 意 差 の 評 価

有 意 差 の検 定 は, Mann-Whitney法 に よ り行 った.
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図1-i 経 口投与された抗原 に対する免疫応答の評価方法
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図1-ii 経 口免疫寛容の誘導 とその評価方法
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図1-iii 抗原の投与方法が免疫系の活性化に与える影響の評価方法
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図1-iv ア クテ ィブサプ レッシ ョンの評価方法
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結 果

αs1-カ ゼ イ ン の 経 口投 与 量 を 変 え る こ と に よ り異 な っ た サ イ トカ イ ン

応 答 が 誘 導 さ れ た

経 口投 与 され た 抗 原 量 が 誘 導 す る免 疫 応 答 に与 え る影 響 を調 べ る ため,

様 々 な 量 の抗 原 を経 口投 与 した マ ウス か ら得 られ た 脾 臓 細 胞 を抗 原 の存

在 下 で 培 養 し, 培 養 上 清 中 のサ イ トカ イ ン量 を測 定 した. そ の 結 果, 1

回 に10μg, 100μgと い った 比較 的 少 量 のαs1-カ ゼ イ ンを経 口投 与 した

マ ウ ス の 脾臓 細 胞 に よ るIFN-γ産 生 がin vitroで の抗 原 刺 激 によ り顕著

に増 加 す る こ とが 観 察 され た (図1-1A). こ のIFN-γ産 生 は1mg以 上

の比 較 的大 量 の 抗 原 を投 与 し た マ ウ ス にお い て は抗 原 の経 口投 与 量 が 増

加 す る につ れ て 減 少 した. IL-2産 生 にお いて も同様 の結 果 が 得 られ た (図

1-1B). in vitroで の抗 原 刺 激 に対 す るIL-10産 生 は検 出 され た が 経 口投

与 さ れ た 抗 原 量 に対 す る依 存 性 は確 認 され な か った (表1-1). TGF-β産

生 は 抗 原 の 経 口投 与 量 に依 存 して 産 生 が 減 少 し, さ らにin vitroで の抗

原 刺 激 に よ り若 干 の 抑 制 が見 られ た (表1-1). ま たIL-4は どの群 にお

いて も ほ とん ど産 生 は見 られ な か った (表1-1). こ の 際, IL-2は 培 養20

時 間 以 内 で 強 い 産 生 が 検 出 され, そ の ほ か のサ イ トカ イ ンは 培 養72時

間 ま で は 増 加 す る こ と を確 認 して い る (デ ー タ省 略).

少 量 の αs1-カ ゼ イ ン を経 口投 与 す る こ と に よ りTh1型 のCD4+T細 胞 に

よ る サ イ トカ イ ン産 生 が 誘 導 され た

少 量 のαs1-カ ゼ イ ン を経 口投 与 す る こ と に よ り脾 臓 細 胞 に 誘 導 され た

IFN-γ産 生 を マ ウ ス の個 体 数 を増 や して 詳 細 に解 析 した. 1回 の 投 与 量

が100μgの マ ウ ス にお け るIFN-γ産 生 は 個 体 差 は あ る もの の コ ン トロ

ー ル 群 と比 べ 有 意 な 産 生 が 認 め られ た (p<0.01, 図1-2). ま た, in vitro

刺 激 に お け る抗 原 濃 度 に依 存 し (図1-3), 刺 激 後96時 間 ま で は 培養 上
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図1-1 抗 原 の経 口投 与量 と誘導 されるTh1型 サイ トカイン応答

αs1-CNを 生理食塩水 に溶解 し, マ ウスに1頭 当た り10μg-10mgず つ経 口

ゾンデ を用 いて2-3日 間隔で計4回 経 口投与す るか, またはカゼ イ ン含有試

料 を2週 間 自由摂取 させた. これ らのマ ウスよ り脾臓細胞 を摘 出 し, 抗原 の

存在下/非 存在下で培養 した. 3日 後培養上清中のIFN-γ (A) お よびIL-2 (B)

産 生量 をELISA法 で測定 した. *<15, **<7.8
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図1-2少 量 の抗原 を経 口投 与 したマ ウスにお けるIFN-γ産 生

αs1-CNを 生理食塩 水 に溶解 し, マ ウス に1頭 当た り100μgず つ経 口ゾンデ

を用 いて経 口投与 した. 2-3日 間隔で計4回 投与 した後, 脾臓細胞 を摘出し,

抗原 の存在下/非 存在下で培養 した. 3日 後培養上清 中のIFN-γ産 生量を

ELISA法 で測定 した.
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図1-3 少量の抗原を経 口投与 したマウスにおける抗原濃度依存的なIFN-γ

産生応答

αs1-CNを 生理食塩水に溶解 し, マウスに1頭 当た り100μgず つ経 口ゾンデ

を用いて経 口投与した. 2-3日 間隔で計4回 投与 した後, 脾臓細胞を摘出し,

抗原の存在下/非 存在下で培養 した. 3日 後培養上清中のIFN-γ産 生量を

ELISA法 で測定 した.
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清 中 に増加 し続 ける ことが観察 された (図1-4).

次 に, 誘導 されたIFN-γは, どの細胞 が分泌 した ものか検討 した. 抗

体 補体 処 理 によ りT細 胞 を除去 した細 胞 を調製 した結果, この よ うな

IFN-γ産 生 は観察 されな くな った (図1-5). すなわ ち上述 のIFN-γ産 生

はT細 胞 によ る ものであ る ことが示 され た. さ らにT細 胞 の2つ の細

胞群 で あ るCD4+及 びCD8+T細 胞 の どち らのサ ブセ ッ トによる ものか を

調べ るた め, 抗CD4ま た は抗CD8抗 体 を培養 中に加 える ことによ りブ

ロ ッキ ング実 験 を行 った. そ の結果, 抗CD8抗 体 を加 えて もIFN-γ産

生 にほ とん ど影 響 を与 えなか った のに対 して抗CD4抗 体 を加 え る と,

抗体 濃 度 に依 存 してIFN-γ産 生が 阻害 され た (図 1-6). これ によ り少量

のαs1-カゼ イ ンを経 口投 与す る ことによってCD4+T細 胞 によるIFN-γ産

生 が 誘導 され る こ とが示 され た. す なわ ちαs1-カゼ イ ンの経 口投 与 は主

にTh1型 のT細 胞 を誘導す る ことが示 された.

一 度 に少 量 ず つ複 数 回 にわ た って 抗原 を経 口投 与 す る こ とによ って は

Th1細 胞の 活性化 を誘 導するの に対 し, 一度 に大量 の抗原 を投与 するこ

とによ って は活性化 は誘 導 され にくか った

少 量 の抗原 の経 口投与 によ って はTh1細 胞 の活性化 を誘導 した が, 大

量 の抗 原 の経 口投与 によって は この よ うな活性化 は認 め られなか った.

そ こで, 抗 原 の投与方法 (少 量ず つまたは一度 に大量) がTh1細 胞 の活

性 化 に与 え る影 響 を解 析 した. そ の結果, 最終的 に 同量 のαs1-カゼ イ ン

を経 口投 与 して も, 200μgず つ に分 けて投与す る と強 いIFN-γ産 生が誘

導 され るのに対 し1mgず つ投与す る と1回 目の投 与後 です らそ の産生

量 は低 く, 活性 化が誘 導 され に くい ことが示 された (図 1-7). この傾 向

は, 最 終 的 に1, 2, 3mgを 投与 したすべ てのマウス にお いて同様 であ

った. また, 1mgを1回 投与 した マウスにお いて, 経 口投与か ら脾臓

摘 出 まで の期 間 を変化 させ て も (1-10日) そ の傾向 に変化がな い ことを
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図1-4 抗 原 を経 口投 与 したマ ウスにおけるIFN-γ産 生の経 時的変化

αs1-CNを 生理食塩水 に溶解 し, マ ウスに1頭 当た り10ま たは100μgず

つ経 口ゾ ンデ を用 いて2-3日 間隔で計4回 経 口投与す るか, またはカゼイ ン

含有試料 を2週 間 自由摂取 させ た. これ らのマウスよ り脾臓細胞 を摘出 し,

5μMの 抗原 の存在下 で培養 した. 1-4日 後培養上清中のIFN-γ産 生量 を

ELISA法 で測定 した.
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図1-5 抗 体補体処 理 によ るT細 胞 除去のIFN-γ産 生への影響

αs1-CNを 生理食塩水 に溶解 し, マ ウスに1頭 当た り100μgず つ経 口ゾンデ

を用 いて2-3日 間 隔で計4回 経 口投与 した. これ らのマ ウスよ り脾臓細胞 を

摘 出 し, 抗 原 の存 在下/非 存在下 で培養 した. 3日 後培養上清 中のIFN-γ産 生

量 をELISA法 で測 定 した.*<15
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図1-6 抗CD4お よび抗CD8抗 体 によるIFN-γ産 生の阻害

αs1-CNを 生理食塩水 に溶解 し, マ ウスに1頭 当た り100μgず つ経 口ゾンデ

を用 いて2-3日 間隔で計4回 経 口投与 した. これ らのマ ウスよ り脾臓細胞 を

摘 出 し, 抗 原 の存在下 で培養 した. 培養 中に抗CD4ま たは抗CD8抗 体 を添

加 した, 3日 後培養上清 中のIFN-γ産 生量 をELISA法 で測定 した.*<15
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図1-7 1回 に投与 する抗原 量がIFN-γ産 生の誘導 に与える影響

αs1-CNを 生理食塩水 に溶解 し, マ ウスに1頭 当た り200μgま たは1mgず

つ経 口ゾンデ を用 いて2-3日 間隔で計1, 2, 3mgと な るよ うに経 口投与 し

た. これ らのマ ウスよ り脾臓細胞 を摘 出 し, 抗 原 の存在下/非 存在下 で培養 し

た. 3日 後培養上清 中のIFN-γ産 生量 をELISA法 で測定 した.
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確 認 した (デ ー タ 省 略).

少 量 の αs1-カ ゼ イ ン の経 口投 与 に よ って はTh1細 胞 の 活 性 化 に 引 き続

き 寛 容 が 誘 導 さ れ た の に 対 して, 多 量 の抗 原 の 経 口投 与 に よ って は 活 性

化 を 伴 わ ず に寛 容 が誘 導 され た

αs1-カ ゼ イ ン の経 口投 与 に よ り誘 導 され る 経 口免 疫 寛 容 と経 口投 与 量

の 関 係 を検 討 した. αs1-カ ゼ イ ンの 経 口投 与 後, 抗 原 で 免 疫 し2週 間後

に更 に追 加 免 疫 した. 10日 後 の 血 中抗 体価 お よ び脾 臓 細 胞 の増 殖 応 答,

サ イ トカ イ ン産 生 応 答 を測 定 し生理 食 塩水 投 与 群 (対 照群) と比 較 した.

血 中抗 体 価 は, 血 清 をIgG+A+M: 1/8000, IgG1: 1/40000, IgG2a: 1/2000,

IgG2b: 1/1000に 希 釈 して 測 定 した. そ の 結果, 10μg, 100μgず つ の少

量 投 与 群 で は 血 中抗 体 価 (IgG+A+M) の 低 下 は見 られ な か っ た が1mg

以 上 の 大 量 投 与 に よ って は投 与 量 に依 存 して抗 体 価 は抑 制 され て お り,

経 口免疫 寛 容 が 誘 導 され て いた (図1-8). 一 方, 少 量 投 与 群 にお いて も

Th1型 の抗 体 で あ るIgG2aは 対 照 群 に比 べ 若 干 の低 下 が 認 め られ た (図

1-8). マ ウ ス の 個 体 数 を増 や して詳 細 に解 析 した結 果, 100μgず つ の 少

量 投 与 群 にお いて 対 照 群 との 間 にIgG2a産 生 に統 計 的有 意 差 が あ る こと

を確 認 した (p<0.05, デ ー タ 省 略).

ま た, 脾 臓 細 胞 の 増 殖 応 答 を測 定 した と ころ, 少 量 投 与 群 にお いて も

抑 制 が見 られ, 投 与 量 に依 存 して そ の抑 制 は強 くな っ た (図1-9). T細

胞 の 通 常 の培 養 条 件 下 に お け る増 殖 応 答 は, 一 般 にTh2細 胞 よ り もTh1

細 胞 の方 が 大 き い と考 え られ, こ の結 果 か らもTh1細 胞 に対 して は少 量

の 抗 原 の経 口投 与 に よ っ て も経 口免 疫 寛 容 が 誘 導 され て い る と考 え られ

る. さ らに, こ れ ら脾 臓 細 胞 のサ イ トカ イ ン産 生 を測 定 した と こ ろ, Th1

型 の サ イ トカ イ ンで あ るIFN-γ (図1-10) は 少 量 投 与 群 にお いて もそ の

産 生 は ほ とん ど見 られ な か った.

これ らの結 果 お よ び 図1-1～1-7に 示 した 結果 よ り, 少 量 の抗 原 の経 口
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図1-8 抗原の経 口投与量と経口免疫寛容の誘導 (抗体産生)

αs1-CNを 生理食塩水 に溶解 し, マウスに1頭 当た り10μg-10mgず つ

経 口ゾンデを用いて2-3日 間隔で計4回 経口投与するか, またはカゼイン

含有試料 を2週 間自由摂取 させた. これ らのマウスを抗原で免疫 し, さら

に追加免疫 を行った後に血清を採取 した. 血清中の抗 αs1-CN抗 体量を

ELISA法 で測定 した.
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図1-9 抗原の経 口投与量と経 口免疫寛容の誘導 (T細 胞増殖応答)

αs1-CNを 生理食塩水に溶解 し, マウスに1頭 当た り10μg-10mgず つ

経 口ゾンデを用いて2-3日 間隔で計4回 経 口投与するか, またはカゼイン

含有試料を2週 間 自由摂取させた. これ らのマウスを抗原で免疫し, さら

に追加免疫 を行った後に脾臓細胞 を採取 した. 得 られた脾臓細胞 を抗原存

在下/非 存在下で培養 し, 増殖応答を [3H]-thymidineの 取 り込みによ り測

定 した. 値 は抗原存在下 における取 り込み値 を抗原非存在下における取 り

込み値で除 して表 した.
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図1-10 抗原の経 口投与量と経 口免疫寛容の誘導 (IFN-γ産 生)

αs1-CNを 生理食塩水に溶解 し, マウスに1頭 当た り10μg-10mgず つ経口

ゾンデを用いて2-3日 間隔で計4回 経 口投与す るか, またはカゼイ ン含有試

料を2週 間自由摂取 させた. これ らのマウスを抗原で免疫 し, さらに追加免

疫を行 った後に脾臓細胞 を採取 した. 得 られた脾臓細胞を抗原存在下/非 存在

下で培養 し, 3日 後培養上清中のIFN-γ産 生量をELISA法 で測定 した. *<

15
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投 与 によって はTh1細 胞 の活性化 に引き続 いて, Th1細 胞 の寛容 も誘導

されて いる ことが明 らか となった. 一方で, 大量投与群 では明 らかなTh1

細胞 の活性化 は認 め られず, 強 い寛容 のみが誘導 されて いた.

αs1-カ ゼ イ ンの 経 口投 与 に よ り誘 導 され るTh1型 応 答 の 経 口免 疫 寛 容

はTh2型 に比 べ よ り低 い投 与 量 で 誘 導 され た

αs1-カ ゼ イ ンの 経 口投 与 に よ り誘 導 され る経 口免 疫 寛 容 と経 口投 与 量

の 関 係 をTh1型 応 答 とTh2型 応 答 の差 異 に着 目 して 検 討 した. 前 述 の

よ う に, 少 量 投 与 群 で はTh1型 の抗 体 で あ るIgG2aは 対 照 群 に比 べ 若 干

の低 下 が認 め られ た の に対 し, Th2型 の抗 体 で あ るIgG1の 低 下 は認 め

られ な か っ た (図1-8). これ よ り, Th1型 応 答 はTh2型 に比 べ よ り低 い

投 与 量 で経 口免疫 寛 容 が 誘導 され る こ とが 示 され た.

ま た, 脾 臓 細 胞 の サ イ トカ イ ン産 生 で は, 前 述 の よ うにTh1型 のサ イ

トカ イ ンで あ るIFN-γ (図1-10) は 少 量 投 与群 にお いて も産 生が 抑 制 さ

れ て い た の に対 し, Th2型 のサ イ トカ イ ンで あ るIL-4 (図1-11), IL-10

(図1-12) は 投 与 量 に依 存 してそ の産 生 量 が 緩 や か に減 少 して い た. こ

の こ とか らもTh1細 胞 はTh2細 胞 に比 べ よ り少 量 の 抗原 の経 口投 与 に

よ っ て 経 口免 疫 寛 容 が 誘 導 され る こ とが 示 唆 され た. ま た, 抑 制 性 のサ

イ トカ イ ンで あ り, 経 口免 疫 寛 容 の誘 導 を担 っ て い る と考 え られ て い る

TGF-βは どの 投 与 量 に お いて も検 出 され な か っ た (デ ー タ 省 略).

αs1-カ ゼ イ ンの 経 口投 与 に よ り誘 導 さ れ る 経 口免 疫 寛 容 に お い て は ア

クテ ィブサ プ レ ッシ ョンは 認 め られ な か った

既 に, 少 量 の抗 原 の 経 口投 与 に よ って 抑 制 性 のサ イ トカ イ ン に よ る ア

ク テ ィ ブサ プ レ ッ シ ョ ンが 誘 導 さ れ る ケ ー ス が 報 告 さ れ て い る (18, 19,

95). ま た 本 研 究 で は, 少 量 のαs1-カ ゼ イ ンの経 口投 与 によ っ て もTh1細

胞 の応 答 が 抑 制 さ れ る こ と を示 した. 一 方 で, これ らの マ ウ ス に お け る
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図1-11 抗原の経 口投与量 と経 口免疫寛容の誘導 (IL-4産 生)

αs1-CNを 生理食塩水 に溶解 し, マウスに1頭 当た り10μg-10mgず つ経 口

ゾンデを用いて2-3日 間隔で計4回 経 口投与するか, またはカゼイン含有試

料を2週 間自由摂取させた. これ らのマウスを抗原で免疫 し, さらに追加免

疫 を行 った後 に脾臓細胞を採取 した. 得 られた脾臓細胞 を抗原存在下/非 存在

下で培養 し, 3日 後培養上清中のIL-4産 生量をELISA法 で測定 した. *<13
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図1-12 抗原の経 口投与量 と経口免疫寛容の誘導 (IL-10産 生)

αs1-CNを 生理食塩水に溶解 し, マウスに1頭 当た り10μg-10mgず つ経口

ゾンデを用いて2-3日 間隔で計4回 経 口投与するか, またはカゼイ ン含有試

料を2週 間 自由摂取させた. これ らのマウスを抗原で免疫 し, さらに追加免

疫 を行 った後 に脾臓細胞を採取 した. 得 られた脾臓細胞を抗原存在下/非 存在

下で培養 し, 3日 後培養上清中のIL-10産 生量 をELISA法 で測定した. *<30
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有 意 なTGF-βの 産 生 は認 め られなかった. しか し, IL-10な どの抑制性

サ イ トカイ ンや, 明 らか となって いな い未知 の要 因 によって アクテ ィブ

サ プ レッシ ョンが誘導 され て いる可能性 も考 え られ る. そ こで, 少量 の

αs1-カ ゼイ ンを経 口投 与 したマ ウスの脾臓細胞 を事前 にαs1-カゼ イ ンに

よ り感作 され た リンパ節細胞 と共 に培養 し, リンパ節細胞 の増殖 応答 に

与 え る影響 を解 析 した. そ の結 果, どの群 にお いて も対照群 と差 はな く

ア クテ ィブサ プ レッシ ョンの誘 導は認め られなか った (図1-13).
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図1-13 抗原 を経 口投与 したマ ウスの脾臓細胞が抗原感作 された リンパ節細

胞 の増殖応 答 に与え る影響

αs1-CNを 生理食塩水 に溶解 し, マ ウスに1頭 当た り10μg-1mgず つ経 口

ゾンデ を用 いて2-3日 間隔で計4回 経 口投与 した. これ らのマウスよ り脾臓

細胞 (modulater) を採取 した. 得 られた脾臓細胞 を αs1-CNで 免疫 したマ

ウスの リンパ節細胞 (responder) と図に示 した割合で混合 し, 抗原 存在下で

培養 した. 3日 後, [3H]-thymidineの 取 り込み によ り増殖応答 を測定 した.
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考察

第 一章 で は, タ ンパ ク質抗 原 の経 口投与 によって誘 導 され る免疫 応答

の活性 化 と経 口免疫 寛容 の関係 を投与す る抗原 量 に着 目して検討 した.

牛 乳 由来 タ ンパ ク質で あるas1-カ ゼイ ンを経 口投与 したマ ウス にお いて,

経 口免疫 寛容 は少量 の抗原 の投 与 によって も認め られ, 投 与量が 多 くな

る に従 って強 く誘導 された. 一方 で, 脾臓T細 胞 のIFN-γ産 生応 答 は大

量 の抗 原 の投 与 によ って は認 め られず, 少量 の抗原 の経 口投与 に よって

のみ誘導 された. す なわち, 少量 の抗原 の経 口投与 によって はT細 胞 の

活 性化 と寛容 の誘導 が 同時 に もし くは連続 的 に誘導 され る ことが示 され

た. さ らに, 最 終 的 に同量 の抗原 を摂取す る場合で も少 量ず つ多 数 回投

与す る方が, 一度 に多 量 に投 与す るよ りもT細 胞 の活性化 を誘導 しやす

い ことも明 らか とな った. この結果 は, 経 口投 与抗 原 の投 与量お よび投

与 方法 を変化 させ る ことによ って, 誘導 され る免疫 応答 と免疫寛 容 のバ

ランス を制御す る ことが可能で ある ことを示 唆 して いる.

経 口投 与 され た タ ンパ ク質抗 原 の大部分 は消化管 にお いてペ プチ ドや

ア ミ ノ酸 に切 断 され腸管 よ り体 内 に取 り込 まれ るが, 消化 の影響 を免れ

た タ ンパ ク質分 子や抗 原性 を有す る一部 のペ プチ ドは生体 内 で様 々な免

疫 応答 を誘導す る ことが知 られ て いる. 興 味深 い ことに これ らの抗原 は

腸管粘 膜で はIgAを 主体 とす る分 泌型 の抗体 産生 を誘起す る一方 で (7),

全 身 の免疫 系 で は経 口免疫寛 容 を誘導す る ことによ りそ の抗 原 に対 す る

免疫 応答 を低下 させ る (1, 3) とい う二面性 を持 つ こ とが 明 らか とな って

いる. この よ うな二面 性 は経 口投 与抗原 に対す る免疫 応答 の大 きな特徴

と考 え られ るが, これ らの応 答 が どの様 な メカニズム によ り制御 されて

いるか につ いて は未 だ ほ とん ど解 明 され ていな い. 近年 では経 口投与抗

原 に対 して は腸管 だ けでな く肺や気管 な どの粘膜表面 (96, g7), 脾 臓や リ

ンパ 節な どの全 身性 の免疫 器 官 (34) にお いて も抗体 産 生や サイ トカイ
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ン産 生 な どの免疫 応 答が誘 導 され るこ とも明 らか となって きた. これは

経 口投 与抗原 が 全身 の免疫 系 に影響 を持 って いる ことを表 してお り, 経

口免疫寛 容 は この よ うな全 身性 の免疫 応答 が過 剰 に誘導 され食 品 ア レル

ギ ー の発 症 に至 る ことを防 いで い ると考 え られ る. す なわち, 経 口投与

抗原 に対 す る寛容 誘導 と活性 化 のバ ラ ンスの制御機構 の解 明が食 品ア レ

ル ギー の予 防や粘膜 ワクチ ンの開発 さ らには経 口免疫寛容 の臨床応用へ

向 けて重要 な課 題 である と考 え られ る.

経 口投 与抗原の抗 原量 と免疫応答 の活性化

本研究 にお いて, われ われ は10μgを4回 (10μg×4) および100μg×4

とい った極 めて少 量 のas1-カ ゼ イ ンを経 口投 与 したマ ウス よ り調製 した

脾 臓細胞 がin vitroで の抗 原刺激 に対 してIFN-Yを 産 生す る ことを明 ら

か に した. また, GALTを 構成 す る主 要な器 官 であるパ イエル 板 にお

い て も同様 にIFN-γを 産 生す る細胞 が 誘導 され て いた (デ ー タ省略).

一方 で, 1mg×4以 上 の 比較的多 量 の抗原 を経 口投 与す る こ とに よって

は, 投 与 量依存 的 にIFN-γ産 生量が減 少す る ことが明 らか にな った. さ

らに, 最終 的 に1mgの 抗原 を投与 した場合で も, 一度 に投与す るよ り

は200μgず つ5回 に分 けて投 与 した方が高 いIFN-γ産 生を誘導 する こ

とが示 された. この結果 は, 経 口投与抗 原 によ って アジュバ ン トを用 い

ず に免疫 系 の活 性化 を誘 導す るた めに は一度 に大 量 の抗原 を投与す るよ

り も少 量ず つ多 数 回 に分 けて投 与す る方が効果 的で ある ことを示唆 して

いる.

粘 膜 免 疫応答 を利用 した経 口ワクチ ンの開発 は様 々な感染症 に対す る

予 防策 と して大 いに期 待 され て いる. しか しなが ら現在 の と ころ有効 な

粘膜 ア ジュバ ン トとして 知 られ て いるCTや 大腸菌 の易熱性毒素 な どは,

毒 素 と して の危 険性 や タ ンパ ク質 として高 い抗原 性 を有 して いる ことか

ら臨床 利用 に向 けて はそ の安 全性が大 きな問題 とな る. 近年 これ らのタ
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ンパ ク質 の ア ミノ酸配 列 に変 異 を加 え毒 性 の極 めて低 いア ジュバ ン トの

開発 が報告 され ている ものの (59, 98), 強 い抗原性 は残存 してお り不 必要

な免疫 応答 が誘起 され る とい う副 作用 の危 険性 は排 除 されて いな い. 本

研究 の結果 よ り, 少量 のタ ンパ ク質抗原 を継続 的 に経 口投与す る ことに

よって, 特別 な ア ジュバ ン トを用 いず に効 率的 に免疫応答 を誘導 で きる

可能性 が示 唆 され た.

一方, 経 口免疫 寛容現 象 を 自己免疫疾患 や ア レルギー の治療 に応 用す

る場 合, 経 口抗原 によ って誘 起 され る免疫 応答 は症状 の悪化 を引 き起 こ

す おそ れが あ るため最 小限 に抑 える ことが 重要な課題 とな る. 本研 究で

は10μg×4か ら2週 間 の 自由摂取 まで抗原 の投与量 を5段 階 に設 定 して

経 口免疫寛 容 の誘導 を評価 した ところ, 投 与量が増加す る に従 って強 い

経 口免疫寛 容が 誘導 され る こ とが 明 らか となった. 前述 の結果 とあわせ

て考 察す る と, 一度 に多量 の抗 原 を経 口投与す る ことによっては, 免疫

系 を強 く活 性化 す るので はな くむ しろ免疫系 の活性 化 を伴 わずに経 口免

疫寛 容 を誘導 で きる ことが示 唆 され た. これ らの結果 は, 経 口投 与抗原

に対 す る免 疫応 答 の誘 導 にお いて抗原投 与量 が非常 に大 きな影響 を持 っ

て い る ことを示 してお り, 臨床 医学的 な面 だけでな く食品 ア レル ギー を

初 め とす る食 品 に対 す る免疫応 答 の誘導機 構 を解 明す る上で も重 要 な知

見 で ある と考 え られ る.

タ ンパ ク質抗原 の経 口投与 によ り誘導 され る免疫 応答 の研 究 は, 従来

まで の多 くの報告 でCTな どのア ジュバ ン トを用 いた解析 によ り行われ

て きた (31-33, 35, 36). CTは それ 自身が 高 い抗原 性 を有す るタ ンパ ク質で

あ りTh2型 応答 を誘導 しやす い性 質 を持つ ことが知 られて いるた め (37,

38), これ らの研 究が通 常 の食 品 中の タ ンパ ク質抗原 に対 す る応答 を どの

程度 反 映 して い るか につ いて は疑 問で あった. 本研 究 の結 果, タ ンパ ク

質抗原 をアジ ュバ ン トを用 いず に経 口投与す る ことによってThl細 胞の

活性化 が誘導 される場合が ある ことが 明 らか となった.
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これ まで にT細 胞 の抗 原 認識 の 際 に刺激 を うけ る抗原 量 がそ の後 の

Th1, Th2細 胞 へ の分 化 に影 響 を与 え る こ とが報 告 されて いる. 本研 究

にお いては投与 量 によ ってIFN-γ産 生量 は影 響 を受 けた ものの, いずれ

の投与量 にお いて もTh1応 答 の誘 導が認 め られTh2型 サ イ トカイ ンは

誘 導 されな か った. さ らに, 少量 のγs1-カ ゼイ ンを経 口投 与 した マ ウス

にお いて脾臓 だけで な くパイ エル板 にお いて もIFN-γ産 生細胞が 誘導 さ

れ て いる ことを明 らか に した. 本研 究 で は第三章 に詳 しく述 べるよ うに,

極 めて少量 の抗 原 によって は脾臓 お よびパイ エル板 細胞 の いずれ の抗原

提示 によ って もTh2細 胞 への分化 は誘導 され に くい ことを明 らか に して

お り, この結果 はin vitroで の知見 と矛盾 しな いもので ある.

パ イエル板 は経 口投与抗 原 に対 す る免疫 応答 の誘導器 官で ある と考 え

られてお り, 多 くの研究 によ りIgA産 生誘導 を主体 とす るTh2型 応答 の

優 勢 な活性 化 が報 告 されて いる. 一方 で, 本研 究 では いずれ の投 与量 に

お いて もTh2応 答 の誘導 は認 め られ なか った. 第三章 にお けるin vitro

の実験 の結 果 によ る と, Th2の 誘 導 は比較 的高 い濃度 の抗原刺激 が必要

で あ る ことが示 され て いる. しか しなが らin vivoに お いて は多 量 の抗

原 を経 口投与 す る ことによ って経 口免疫 寛容 が誘導 されて しま うため,

本研 究で は本 来Th2応 答が誘導 され るよ うな抗原 量 にお いて もTh2の

応答 が検 出 され なか った もの と考 え られ る. これ まで の多 くの研究 では,

経 口免疫寛容 の誘 導 を阻害す るよ うな ア ジュバ ン トを用 いる こと によ っ

てTh2応 答 の誘導 が示 され て きた可能性 が考 え られ た. また , 第三 章の

結 果 か ら, Th2細 胞 が誘導 され るの は極 めて狭 い濃度範 囲 に限 られ てい

る ことか ら, 本実験 で用 いた条 件 には強 くTh2応 答 を誘導す る濃度 が含

まれ て いなか った可能性 もある. 本研 究 の結果 は食 品抗 原 によって実 際

に生体 内にお いてTh1型 の応答 が誘導 されて いる ことを示唆する もので

ある. 経 口投 与抗原 に対す るTh1型 応答 の誘導 は過剰 なTh2応 答 によ

るIgE産 生 の防止す なわち食 品ア レル ギー の抑制機 構の一部 を担 ってい
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る可能性 が考 え られ る.

経 口投与抗原 の抗 原量 と経 口免疫 寛容の誘導

FreedmanとWeinerは 経 口免疫寛 容 の誘 導機構 は経 口投与す る抗原量

によ り決定 され る と報 告 して いる (12). 彼 らの報 告 による と, 少 量 の抗

原 で は抑制 性 の細胞 で ある調 節性T細 胞 が誘導 され, これ らのT細 胞

の産 生す るTGF-βに よ り免疫応 答 が抑 制 され る. 一方, 多 量 の抗 原 に

よ って は抗 原特異 的T細 胞 の不応答化や アポ トー シスによる除去 が誘導

され免 疫応 答が抑 制 され る と報告 されて い る. 本研 究 にお いては少量 の

抗原 の経 口投与 によ って も調節性T細 胞 の誘導 は認 め られず, TGF-βの

産 生 も検 出 され なか った. しか しなが ら, T細 胞 の活性化 に伴 うIFN-γ

の産 生 が認 め られ た. これ は少量 の抗原 の経 口投与 によってT細 胞 の活

性 化 が 誘導 され る こ とを示 し, Freedmanら の見解 と矛盾 しな い結 果で

あ る. ある抗 原 に対 して どの様 なタイ プの免疫応答 が誘導 される かを決

定す る要 因 として は, 抗原 の投与方 法や投 与量 の他 に抗原 の種類 と動物

の遺 伝 的バ ック グラ ン ドとの組 み合わせ が大 きな影 響 を持 つ こと も知 ら

れ て いる (99). 同 じ抗原や細 菌感染 に対 す る応答 で あって もMHC分 子

のハ プ ロタイ プによ って異 なった応答 が誘 導 され る ことがマ ウス の実験

によ り報 告 され て い る (100, 101). 少 量 の抗 原 の投 与 によるTGF-βの 誘

導 はすべて の動物や抗 原 に対 して認め られ るもので はな いと考 え られる.

一 方 で, 本研 究 で も少量 の抗原 を経 口投 与 したマ ウス にお いて そ の後

のア ジ ュバ ン トを用 いた非経 口的な抗 原 に対す る応 答が抑 制 され る こと

が 示 された. この結果 は, 少 量の抗 原 を経 口投与 したマ ウス にお いてT

細胞 の活性化 と同時 に もしくは活性化 に引 き続 きT細 胞の不 応答化や除

去 が誘導 された ことを示唆 して いる. 一般 にT細 胞 の不応 答化 や 除去 は

TCRを 介 して強 い シグナルが伝達 され た場合 に誘導 され ると考 え られて

いた. in vitroで は抗CD3抗 体や スーパ ー抗原 を用 いた刺 激 によ り, ま
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たin vivoに お いて はスーパ ー抗原 の投 与や静脈 注射 ・経 口摂取 な どに

よる大 量 の抗原 の投 与 によ る誘導 が報 告 され て いる. 本研 究 で得 られた

結果 は, 通常 少量 の抗原 では誘導 され ない と考 え られ ていたT細 胞 の不

応 答化 や除去 が, 経 口投与 によっては誘 導 され得 る ことを示 して いる.

T細 胞 の不応 答化 を誘導す る機 構 と して上記 の よ うなTCRか らの強 い

刺激 と並 んで抗原提示 の際 の副刺 激 の欠如 がin vitroの 実験 によ り報告

されて いる. 副 刺激 とは抗 原提 示 の際 に抗原 提示細 胞上 の副 刺激分 子で

あるCD80お よびCD86がT細 胞 上のCD28ま た はCTLA-4と 結 合す る

ことに よってT細 胞 に伝わ る シグナル で あ り, T細 胞 の活性化 を誘導す

る正 の シ グナ ル お よ び 活 性 化 を収 束 さ せ る 負 の シ グナ ル を伝 達 す る

(102-104). 一方 で, 近年in vivoで の免疫寛容 の誘 導 にはCTLA-4を 介 し

た副刺 激 の存在 が必須 で ある との報告 も されて い る (78-82).こ れ らの報

告 はT細 胞 の不 応答化 は単 にTCRか らの強 い刺 激 によ り誘導 され るの

で はな く, あ る特 有な機能 を持 った抗原 提示細 胞 によ り抗原提示 が行 わ

れ る こ とによ って誘導 され る ことを示 唆 して いる. 本研 究で は少 量 の抗

原 の経 口投 与 によ ってT細 胞寛容 の誘導が認 め られた ことか ら, 経 口免

疫 寛容 の誘導 に この よ うな特有 な機能 を持 った抗原提示細 胞が 関与 して

い る可能性 が強 く示唆 され る.

しか しな が ら, 現在 まで の研 究 で は経 口抗原 の抗 原提示 が体 内 の どの

器 官 にお いて行 わ れて いるのか は明 らか になってお らず, そ の同定 およ

び そ の器官 に存在す る抗原提 示細胞 の機 能 の解 析が, 経 口免疫寛 容 の誘

導 機構 の解 明 に繋 が る もの と期待 され る. 本研 究 で は, in vitroの 実験

にお いて第二 章 に示す よ うに単 に抗原 濃度 を高 くしただけではT細 胞 の

不 応答化 は誘 導 されず, またパイエル板細 胞 の抗原提示 によ って もT細

胞 の不 応答化 は誘導 されな い ことを示 した. これは, 経 口免 疫寛 容 の誘

導 には生体 内 にお け る腸管免 疫 に特有 な環 境が必 須で ある ことを示唆 し

て いる. また, 少量 の抗原 の経 口投与 によ り一度活性化 されたT細 胞が,
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そ の後 不応 答化 す る機構 につ いて も通 常 の免疫応答 とは異な った応答 で

あ り非常 に興 味深 い.

経 口投与抗原 の抗原量 による免疫応答 と免疫寛容の制御

本研究 の結果, 最 終的 に同 じ量 を経 口投 与す る場合, 少量ずつ 多数 回

投 与す るよ りも一度 に多量 に投与す る方 がT細 胞 の活 性化 を誘導 しに く

い ことが示 され た. また, これ らのマ ウス にお いて 弱 いな が らも経 口免

疫 寛 容 が誘 導 され, そ の後 の同抗原 に対 す る免疫応答 は抑 制 され る こと

も示 された. 抗 原量 にお ける投与方 法 の違 いが どの よ うに経 口免疫寛容

の誘導 に影響 を与 え るのかは 明 らかで はない. しか しなが ら, このよ う

にT細 胞 の活性化 を誘導せず に免疫寛 容 を誘導す るこ とが 出来 る ことは,

経 口免 疫寛容 を 自己免疫 疾患や種 々 のア レルギー に対 す る臨床応 用 にお

いて非常 に重要 な方 策 とな る ことを示 唆す る.

また, 本研 究で はTh1型 のT細 胞 はTh2型 のT細 胞 に比べ経 口免疫

寛 容が 誘導 されやす い ことが示 された. これ は これ までin vitroお よびin

vivoの 様 々な研究 によって報告 されて きた結果 と矛盾 しな い結果 で ある

(20, 21, 105-108). また, 大量投 与 によ って はTh2応 答 にお いて もTh1応 答

と同様 にほぼ完 全 にそ の応 答が抑制 されて いる ことか ら, 経 口免疫 寛容

を臨床 的 に応 用す る場 合 ア レルギー な どのTh2型 の関与す る疾患 に も有

効 で ある可能性 を強 く示唆 して いる と考 え られ る. また, Th1細 胞 とTh2

細 胞 にお ける経 口免疫寛容 の誘 導 に対 す る感 受性 の差 異が どのよ うな メ

カ ニ ズム によ って もた らされ るのか は本研究 で は明 らか にす る こ とが 出

来 なか ったが, 経 口免疫寛 容 の誘導機構 を解 明す る上 で も非常 に興 味深

い問題 で ある. 今後, 着 目して解析 を進 めていきた い.

本研究 で示 した抗 原量 による免疫寛 容 と活性化 およびTh1応 答 とTh2

応 答 の誘導 の制御 機構 は明 らかで はな いが, 抗原量 の違 いによ って抗原

の取 り込 まれ る器 官が異 なる可能性 や抗原 を取 り込んでT細 胞 に提示す
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る抗原 提示細 胞 の活性化 に異な った影 響 を与え る可能 性 な どが考 え られ

る.

第 一章 の結果 をま とめる と, 少量 の抗原 の経 口投与 によ りT細 胞 の活

性化, 特 にTh1応 答 の活 性化が誘導 され る ことが明 らか となった. また,

抗原 の経 口投 与 によって は投与す る抗原量 によってT細 胞応答 の活性化

に 引き続 き, も し くは活性化 を伴 わず に経 口免疫寛容 を誘 導で きる こと

が 示 され た. 今後 は これ らを制御す る機構 を, 特 に抗 原提 示 に着 目して

検 討 す る ことが必要 である.

経 口抗 原 による免疫応 答 と免疫 寛容 の制御 は食 品 ア レル ギーの 予防や,

経 口 ワクチ ンの開発 な どにお いて 非常 に重 要な意 味 を もって いる. 本研

究 の結果 は これ らの領域 に有用な知見 を与える もので ある と考 え ている.
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第二章

パイエル板は経 口投与抗原を効率的に取 り込み, 全身免疫系とは異なっ

た機能 を有する抗原提示細胞が特徴的な免疫応答を誘導する
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序

経 口的 に摂取 された抗原 に対 してはIgA産 生や経 口免疫寛容な ど通常

の 免 疫応答 とは異な った特 有の応答が誘 導 され る. これ によ り腸 管か ら

侵入 して くる病 原体 か ら身 を守 り, 同時 に食 品ア レル ギー な どの過剰な

免疫 応答 を抑 制 して い る と考 え られる. 近年, パ イエル板や粘膜 固有層

な ど腸管 の免疫器官 に存在す る抗原提示細 胞やT細 胞 の機能面 にお ける

特 殊 性が報告 され (63, 65-68, 109, 110), 腸管 免疫応答 の誘 導 にお ける役割

に注 目が集 まって い る. 経 口抗原 に対 す る腸 管特有 な免疫応 答の誘導 は

投与 された抗 原特 異 的 に誘導 され る ことか ら, 特 に抗原提 示細胞 による

抗 原提 示が これ ら特 徴 的な免疫応 答の誘導 に深 く関与 して いると考 え ら

れ る. 抗原提 示 は抗 原特 異的 な免 疫応答 の最初 のプ ロセ スで あ り, そ の

後 の免疫応答 の質 に影 響 を与 え る ことが知 られて いる. 第一章で述べ た

免疫 応答 と免疫寛 容 お よびTh1応 答 とTh2応 答 の誘導 の制御 も抗原提

示細 胞 が行 って い る可能性 が考 え られ る. そ こで, 本研 究で は経 口抗原

の抗原提 示 に関わ る細 胞 の同定 と機 能の解 析 を行 った.

パ イエル板 はM細 胞 を介 して腸 管腔 か ら直接抗原 を取 り込 む 能力 を

持 つ ため, 腸管 にお ける免疫応答 の誘 導部位 と して主要 な役割 を果 た し

て い る と考 え られて きた. パ イエル板 にはB細 胞, マク ロファー ジやDC

な どのMHCク ラスII陽 性細胞が存在 してい るが, そ れぞ れの細胞 にお

け る抗 原 の取 り込 みや提 示 に関す る検 討 は ほとん どなされて いな い. ま

た, これ らの細胞 の機 能 と腸管特 異的な 免疫応答 の関係 は ほ とん ど明 ら

か となって いな い.

IwasakiとKelsallお よびEversonら はパイ エル板 由来 の樹状細胞 はTh2

型 のサ イ トカイ ン産 生 を誘 導す る と報 告 して いる (65-67). 一方で, これ

まで の い くつかの研 究 によ り腸 管免疫 応答 にお けるTh1応 答 の重 要性や

(42, 43), 実 際 に生体 内 にお ける経 口抗原 に対す るTh1応 答 の誘導 も報告
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されて いる (40, 41). このよ うに, パイエル板 にお いてDCに よる抗原提

示が常 にTh2応 答 のみ を誘 導す るのか, また はそ の他 の細胞 種 によって

Th1型 の応答 が誘導 され るのか, さ らにT細 胞 の寛容 誘導 に関与す るの

かな ど, 未 だ検 討 の必要性 が残 されて いる.

本研究 で は蛍光標 識 した タ ンパ ク質 (卵 白アル ブ ミン; OVA) を用 い

て腸管 か ら経 口抗 原 を取 り込 む器 官お よび細胞 を解析 した . さ らにOVA

に特 異的 なTCRの み を発 現 す る トラ ンス ジェニ ックマ ウス よ り調製 し

た抗原未感作T細 胞 を用 いて, 経 口抗 原 の抗原提 示機構 を解析 した . 抗

原 未感作T細 胞 は抗原刺 激時 の条件 によ り, 様 々な機 能 を獲得 し異 なっ

た細胞 へ と分化 す る ことが知 られて いる. 本研 究で は , 抗原未 感作T細

胞 を用 いる ことによって, パ イエル板 やそ れ以外 の器 官 に存在す る抗原

提示細胞 の抗原 提示能 をin vitroに お いて詳 細 に解 明す る ことに成功 し

た.
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材料 と方法

マ ウス

BALB/cメ ス5-6週 令 は 日本 ク レア よ り購 入 した. OVAの323-339残

基 ペ プ チ ドに特 異 的 なTCRト ラ ン ス ジ ェニ ッ ク マ ウ ス (OVA23-3) は

東 海 大 学 医学 部 の垣 生 園 子 博 士, 佐 藤 健 人 博 士 らによ って 樹 立 され, そ

の 子 孫 を 供 与 さ れ た (111). 実 験 に は 導 入 遺 伝 子 ホ モ 接 合 体 マ ウ ス と

BALB/cマ ウ ス を交 配 させ た 仔 (メ ス; 6-20週 令) を 用 いた. 導 入 遺 伝

子 の確 認 はACT GTC CTC GCT GAT TCT GCお よ びTCC ATC CTC ATG

GAA GTT CCの プ ライ マ ー を用 い た ポ リメ ラー ゼ連 鎖 反応 (PCR) に よ り

行 っ た. TCRト ラ ンス ジ ェ ニ ック マ ウ ス は滅 菌 水 と滅 菌飼 料 に よ り維 持

した.

抗 原 の 蛍 光 標 識

OVAは 生化 学 工 業 (東 京) よ り購 入 した. OVAを0.1M炭 酸 ナ トリ

ウ ム緩 衝 液 (pH9.0) に10mg/mlと な る よ う に溶 解 した. こ の 溶 液 に

fluorescein isothiocyanate (FITC, 和 光 純 薬 工 業) を500μg/mlと な る よ う

に加 え4℃で 一 晩撹 拌 した. PBSに 対 して 透 析 を行 い, 未 反 応 のFITC

を 十 分 取 り除 い た. さ らにPD-10カ ラム (Ampure SA code RPN. 1754;

Amersham Pharmacia Biotech) を 用 いて 残 存 す る 遊離 のFITCを 除去 した.

抗 原 の 経 口投 与

OVAお よ びFITC標 識OVA (FITC-OVA) は そ れ ぞ れ の実 験 で 示 され

た 投 与 量 に な る よ う にPBSに 溶解 し, 経 口ゾ ンデ を用 い てBALB/cマ ウ

ス に1匹 当 た り500μl経 口投 与 した.

細胞培養
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BALB/cマ ウ ス の脾 臓 お よ びパ イ エ ル 板 か ら細 胞 を調 製 した. 実 験 に

よ って はBALB/cマ ウス にOVAを 経 口投 与 し, 経 口投 与 の1, 3, 5時

間 後 に そ れ ぞ れ の 器 官 か ら細 胞 を調 製 した. さ らに, 実 験 に よ っ て は得

られ た 脾 臓 お よ び パ イ エ ル 板 細 胞 をB細 胞 お よ び 非B細 胞 画 分 に分 画

して 用 い た. B細 胞 お よび 非B細 胞 はanti-mouse CD45R micro beadsを

用 い たmagnet activated cell sortng (MACS; Miltenyi Biotec, Bergish

Gladbach, Germany) に よ り, 脾 臓 お よ び パ イ エ ル 板 細 胞 か ら分 離 した.

CD45R陽 性 画 分 をB細 胞, 陰 性 画 分 を非B細 胞 と して 用 い た. こ れ ら

の 細 胞 は 無 処 理TCRト ラ ンス ジ ェニ ッ クマ ウ ス の脾 臓 よ り分 離 した未

感 作CD4+T細 胞 と と も に抗 原 の存 在 下/非 存 在 下 で培 養 した. TCRト

ラ ンス ジ ェニ ック マ ウス の未 感 作CD4+T細 胞 はanti-mouse CD4 micro

beadsを 用 い たMACSに よ り, TCRト ラ ンス ジ ェニ ック マ ウ ス 脾 臓細 胞

よ り分 離 した. BALB/cマ ウス 由来 の細 胞 は2.5×106 cells/ml (B細 胞 と

非B細 胞 を混 合 して 用 い る場合 はそ れ ぞ れ1/2濃 度), TCRト ラ ンス ジ

ェ ニ ック マ ウ ス 由来 のCD4+T細 胞 は5×105cells/mlの 濃 度 で 培 養 した.

T細 胞 増 殖 ア ッセ イ は抗 原 刺 激 の2日 後, 第 一 章 と同様 に [3H]-チ ミ

ジ ン の取 り込 み に よ り測 定 した. 分 化 誘 導 実 験 で は一 次 刺 激 の1週 間後

に 細 胞 を 回 収 し, 二 次 刺 激 を行 った. 二 次 刺 激 は全 て の群 にお い て抗 原

提 示 細 胞 と してX-線 照 射 ま た はマ イ トマ イ シ ンC (Sigma Chemicals, St.

Louis, Mo) 処 理 に よ り分 裂 能 を 阻 害 したBALB/cマ ウ ス の 脾 臓 細 胞 を

用 いた. X線 照 射 は3000-radで, マ イ トマ イ シ ンC処 理 は50μg/mlの

マ イ トマ イ シ ンCを 含 むRPMI培 地 中 に細 胞 を懸 濁 し, 37℃で30分 間

処 理 した 後, よ く洗 浄 して 用 いた. 二 次 刺 激 時 の抗原 濃 度 は 特 に 示 した

場 合 を 除 き2μMで 行 っ た. 二 次刺 激 の2日 後 に培 養 上 清 を回 収 し, 上

清 中 のサ イ トカ イ ン量 をELISA法 によ り測 定 した. す べ て の培 養 は10%

FCSを 含 むRPMI培 地 を用 い て行 った.
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サ イ トカ イ ンの 測 定

第 一 章 と 同様 に行 った. た だ し, こ れ に加 えIL-5の 測 定 に は一 次 抗体

と して ラ ッ ト抗 マ ウ スIL-5抗 体 (TRFK5, PharMingen), 二 次 抗 体 と して

ビオ チ ン化 ラ ッ ト抗 マ ウスIL-5抗 体 (TRFK4, PharMingen) を 用 いた.

フ ロ ー サ イ トメ トリー

FITC-OVAの 経 口投 与 の1時 間 後 に脾 臓, パ イ エル 板, 腸 管 膜 リンパ

節, 鼠 径 部 リ ンパ 節, 肝 臓 か ら細 胞 を調 製 し, フ ロー サ イ トメ ト リー に

よ りFITC-OVAで 標 識 さ れ た細 胞 を解 析 した. 脾 臓 細 胞 は赤 血 球 を除去

し て か ら解 析 に用 い た. 肝 臓 細 胞 はFicoll-Paque (Amersham Pharmacia

Biotech) を 用 い て 非 実 質 細 胞 を精 製 し解 析 に用 いた.

ま た, 図2-9の 実 験 に お いて は脾 臓 摘 出 直 後, お よ び一 次刺 激5日 後

に細 胞 を 回収 し, FITC標 識 抗 マ ウ スCD4+抗 体 (H129.19, Gibco BRL)

に よ り, CD4+ T細 胞 の存 在 比 を 解 析 した. そ の 際, ヨ ウ化 プ ロ ピ ジ ウ

ム (PI) に よ り死 細 胞 は測 定 よ り除 外 した.
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図2-i 経 口投与された抗原を取 り込んだ細胞の解析方法
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図2-ii 経口投与された抗原を取り込んだパイエル板および脾臓細胞に

よる抗原未感作T細 胞の増殖応答誘導能の評価方法
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図2-iii パイエル板および脾臓細胞の抗原提示によるT細 胞分化

誘導能の評価方法
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図2-iv 多量の抗原 によるT細 胞不応答化誘導の評価方法
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結果

経 口投 与 され た抗原 は主 にパ イエル板 お よび肝 臓 に取 り込 まれ る一 方で,

脾臓, 腸管膜 リンパ節, 鼠径 部 リンパ節 にはほ とん ど取 り込みが認 め ら

れ なか った

免疫 系 による経 口投与抗 原 の認識機構 を明 らか にす るた めに, 蛍光標

識 した タ ンパ ク質抗 原 (FITC-OVA) を経 口投 与 したマ ウス の各器 官 に

お ける抗原 の取 り込 み を細 胞 レベルで検 討 した. FITC-OVAの 経 口投 与

の1時 間後 に各器官 を摘 出 し, フローサイ トメ トリー に共 した . そ の結

果, 抗原 の経 口投 与量 が増 加す るにつ れパイエル 板, 肝臓細胞 の蛍光強

度 が増大 した (図2-1). 一方 で, 脾臓, 腸管膜 リンパ節, 鼠径部 リンパ

節で は このよ うな変化 は認め られ なか った (図2-1). これ らの器 官 の蛍

光 強度 は抗原 の経 口投与 の3, 5時 間後 にお いて も変化 は見 られ な かっ

た (デ ー タ省 略). また, パ イエ ル板 にお ける蛍光強 度 の変 化 は一 部 の

細 胞 のみ に認 め られ るので はな く, 全て の細 胞 で認 め られ る ことが 明 ら

か とな った. この結果 は, パイエ ル板 で は ドー ム領域 な ど一部 の部位 に

存 在 して いる細胞 だ けで な く, ほ ぼ全て の細 胞が経 口抗原 に接触 して い

る ことを示 して いる.

経 口投 与 され た抗原 をin vivoで 獲 得 したパ イエル板細 胞 は抗原 未感作

T細 胞の増殖応 答 を誘導 した

パ イエル 板 にお いて強 い抗原 の取 り込 みが認 め られた ので,次 に実 際

にin vivoで 抗原 を獲得 したパイエル板細胞が抗原未感作T細 胞 の活性

化 を誘 導 で き るか ど うか検 討 した. 250mgのOVAを 経 口投 与 した

BALB/cマ ウスよ り経 口投 与 の1, 3時 間後 にパ イエル板お よび脾 臓細胞

を調製 し, さ らな る抗原 を添加す る こと無 しにTCRト ラ ンスジ ェニ ッ

クマ ウス 由来 の抗原未 感作CD4+T細 胞 とともに培養 した.そ の結果,

―70―



図2-1 FITC-OVAを 経 口投 与 した マウスよ り調製 した細胞の蛍光強度

の測定

FITC-OVAをPBSに 溶解 しBALB/cマ ウスに0.5-10mgず つ経 口ゾン

デ で経 口投与 した. 経 口投与の1時 間後 に脾臓 (SPL), 鼠 径部 リンパ節

(LN), 腸 管膜 リンパ節 (MLN), パイエル板 (PP) お よび肝臓 (LV) よ り細

胞 を調製 し, フ ローサイ トメー ター によ り細胞 の蛍光強度 を測定 した.
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抗原 を経 口投与 したマウスのバ イエル板細胞 と共培養 したT細 胞 は抗原

非投 与 マ ウス のパ イエル板 と共培 養 した対 照群 と比較 して, 強 い増殖応

答が誘導 された (図2-2). この増殖応 答 は抗原投与 の1時 間後で も認め

られ た ものの, 3時 間後で は よ り強 く誘導 された. 一方, 抗原投 与 の5

時間後 は3時 間後 よ りも低 く抗 原投与3時 間後 が最大で あった (デ ータ

省略). 本 研 究 に よ り, パイ エ ル板細胞 に よる抗 原 提示 によ って抗 原未

感 作T細 胞 の活 性化 がin vivoで も誘導 されて いる ことを強 く示 唆する

と ともに, パ イエ ル板細胞 による経 口抗 原 の抗原提示 をin vitroで 再構

築す る こ とに成功 した. 一方, 脾 臓細 胞 と共培養 したT細 胞 は抗 原 の経

口投 与の有無 に関わ らず ほ とん ど増殖 応答 を示 さなかった (図2-2).

パ イエル板 と脾臓細胞 による抗 原提示 によ って は異な ったT細 胞分化が

誘導 され た

上記 の実験系 を用 いて経 口投与抗原 の抗 原提 示がT細 胞 の分化 に与え

る影 響 を検 討 した. 250mgのOVAを 経 口投与 したマ ウスよ り調 製 した

パイ エル 板細胞 お よび未 処理 マ ウスよ り調製 したパイエ ル板細 胞, 脾臓

細 胞 をTCRト ラ ンスジェニ ックマ ウス の未感作CD4+T細 胞 と共培養 し

てT細 胞 の分化 を誘導 し, 1週 間後 に抗原で再 刺激 した後の上清 中のサ

イ トカイ ン産 生量 を測定 した. 未処 理マ ウスか ら調製 した細胞 を用 いる

場合 には一 次刺激 時に1μMの 濃度 で抗原 を培養 中に添加 した. これは,

未処理 マ ウスか ら調製 したパ イエル板細胞 によ って250mgの 抗 原 を経

口投 与 したマ ウスか ら調製 したパ イエル板細 胞 と同程度 のT細 胞 の増殖

応 答が誘 導 され る抗原濃度で ある (図2-3). そ の結果, パ イエル板細胞

に よって抗 原提 示 を受 けたT細 胞 はIFN-γを 強 く産生 し, 若干 のIL-4

を産生す る細胞 へ分化 した (図2-4). この際, パイエル板細胞 が抗原 を

in vitroお よびin vivoの いずれで獲得 して もサ イ トカイ ン産 生パ ター ン

にほ とん ど違 いは認め られなか った. 一方 で, 脾臓細 胞 を抗原提 示細胞
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図2-2 抗原を経口投与 したマウスより調製 した抗原提示細胞が誘導する

T細 胞増殖応答

OVAをPBSに 溶解し, B乱B/cマ ウスに経 口ゾンデで250mg投 与し

た. 投与の1-3時 間後にパイエル板および脾臓細胞を調製 し, TCRト ラ

ンスジェニックマウス由来の脾臓未感作T細 胞 と共培養 した. 2日 後T細

胞の増殖応答 を [3H]-thymidineの 取 り込みによ り測定 した.
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図2-3 抗原を経口投与 したマウスよ り調製 したパイエル板細胞が誘導す

るT細 胞増殖応答とin vitroで 添加 された抗原に対する増殖応答の比較

OVAをPBSに 溶解 し, BALB/cマ ウスに経 口ゾンデで250mg投 与し

た. 投与の1時 間後にパイエル板細胞を調製 した. 同様に未処理マウスよ

りパイエル板細胞を調製 した. これらの細胞をTCRト ランスジェニ ックマ

ウス由来の脾臓未感作T細 胞 と共培養 した. 未処理マウスのパイエル板細

胞を用いる場合は抗原 としてOVAを 図に示した濃度で添加した. 2日 後T

細胞 の増殖応答を [3H]-thymidineの 取 り込みにより測定した.
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図2-4 in vivoで 獲得 した経口投与抗原およびih vitroで 添加された抗原が誘

導するCD4+T細 胞の分化

OVAをPBSに 溶解 し, BALB/cマ ウスに経 口ゾンデで250mg投 与 した.

投与の1時 間後にパイエル板細胞を調製 した. 同様に未処理BALB/cマ ウス

よりパイエル板および脾臓細胞を調製した. これ らの細胞をTCRト ランス

ジェニックマウス由来の脾臓未感作T細 胞 と共培養 した. 未処理マウスの細

胞を用いる場合は抗原 としてOVA 1μMを 添加 した. 1週 間培養後T細 胞

を回収 し, 抗原提示細胞 と抗原で再刺激した. 2日 後培養上清中のサイ トカイ

ン産生量をELISA法 で測定 した.
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に用 いた場合 は, IL-4, IL-10産 生細 胞 へ の分化 が強 く誘導 され た のに

対 し, IFN-γの 産 生 はほ とん ど認 め られなか った (図2-4). これ によ り,

経 口抗 原 とin vitroで 添 加 した抗原で はT細 胞 分化への違 いはな い もの

の, パ イエル板 細胞 と脾 臓細胞 による抗原提 示で は異 な った影響 を持つ

こ とが示唆 された.

パイ エル板細胞 と脾臓細 胞 による抗原提示 では, 同濃度 の抗原 でT細

胞 を刺激 した場 合で も, 誘導す るT細 胞増殖応答 は大 き く異なる. そ こ

で, 一次刺 激時 にパイ エル板お よび脾臓細胞が 同程度 のT細 胞増 殖応答

を誘 導す る抗原 濃度 を検 討 し, 当該濃度 にお けるT細 胞分化 の誘 導 を解

析 した. そ の結果, 0.1お よび0.2μMの 抗原 によ り脾臓細胞 が誘導す

るT細 胞増 殖応答 はそれぞ れ0.2お よび1μMの 抗原 によ りパイ エル板

細 胞 が誘導す る増殖応 答 と同程度 であった (図2-5). また, これ らの抗

原 濃度 にお いて もパ イエル板細胞 によってはTh1型 のサイ トカイ ンパ タ

ー ンが誘導 され, 一方 で脾臓細胞 によって はTh2型 の分化 が誘導 された

(図2-6). これ らの結果 よ り, パ イエル板 および脾臓細胞 の抗原 提示 に

よ り誘 導 され るT細 胞 分化 は明 らか に異 な って いる ことが示 され た.

一方 で, 二 次刺激 後 のT細 胞増殖応答 に関 しては両群 間にお いて差が

な く, パ イ エル 板細胞 による抗原提示 によるT細 胞 の不応答化 の誘導は

認 め られ なか った (図2-7).

パ イ エル板 非B細 胞 は抗 原未感作T細 胞のTh1細 胞への分化 を強 く誘

導 したの に対 し, 脾 臓非B細 胞 はTh2細 胞 への分化 を弱 く誘導 した

IwasakiとKelsallは パ イエル板 よ りDCを 分離 して抗 原提示能 を解析

して いる (63, 67). DCは 高 い抗原提示能 を持 ち未感作T細 胞 の活 性化 に

重 要 な役割 を持 つ と考 え られて いるが (112), 一方でパイエル板 にはDC

以外 に もB細 胞 やマ ク ロフ ァー ジな どMHCク ラスII分 子 を発 現す る細

胞 が存 在す る. これ らの細 胞 がパイエル板 にお ける抗原提示 にお いてそ
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図2-5 パイエル板および脾臓細胞が誘導するT細 胞増殖応答の比較

未処理BALB/cマ ウスよ りパイエル板および脾臓細胞を調製 した. これ

らの細胞をTCRト ランスジェニックマウス由来の脾臓未感作T細 胞 と

図に示 した濃度の抗原の存在下で共培養 した. 2日 後T細 胞の増殖応答

を [3H]-thymidineの 取 り込みによ り測定 した.
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図2-6 パイエル板および脾臓細胞が誘導するCD4+T細 胞の分化 (サイ

トカイン産生)

未処理BALB/cマ ウスよ りパイエル板および脾臓細胞を調製 した. これ

らの細胞 をTCRト ランスジェニックマウス由来の脾臓未感作T細 胞と図

に示 した濃度の抗原の存在下で共培養 した. 1週 間培養後T細 胞 を回収

し, 抗原提示細胞 と抗原で再刺激 した. 2日 後培養上清中のサイ トカイン

産生量をELISA法 で測定 した.
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図2-7 パイエル板および脾臓細胞が誘導するCD4+T細 胞の分化 (増

殖応答)

未処理BALB/cマ ウスよ りパイエル板および脾臓細胞を調製した. これ ら

の細胞をTCRト ランスジェニックマウス由来の脾臓未感作T細 胞 と図に

示した濃度の抗原の存在下で共培養した. 1週 間培養後T細 胞 を回収

し, 抗原提示細胞 と抗原で再刺激 した. 2日 後T細 胞の増殖応答を [3H]-

thymidineの 取 り込みにより測定した.
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れ ぞれ どの様 な役 割 を持 って いるか検 討 した. まず, パイ エル板 細胞 を

MACSビ ー ズ を用 いてB細 胞 と非B細 胞 に分画 した. 脾臓細胞 につい

て も同様 に分画 し, 一次刺激 時 に これ らの細胞 を抗 原提示細 胞 に用 いて

T細 胞 を抗 原刺激 した. 抗 原濃度 は上述 の実験 と同様 に1μMで 行 った.

そ の結果, 全 パイ エル板細 胞 を用 いた場 合 と同様 にパ イエル板 由来 の非

B細 胞 はTh1細 胞 への分化 を強 く誘導 した (図2-8). 一方で, B細 胞は

Th2細 胞 を誘導 した (図2-8). 全脾臓細胞 および脾臓 由来 のB細 胞 は強

いTh2細 胞 へ の分化 を, 非B細 胞 は弱いTh2細 胞 を誘導 した (図2-8).

また, 非常 に興 味深 い ことにパイ エル板 のB細 胞 と脾臓 の非B細 胞ま

た はパ イエル板 の非B細 胞 と脾臓 のB細 胞 を混合 して用 いた場 合 には

どち らの組 み合わ せ にお いて もTh1細 胞 を誘導 した (図2-8).

高濃 度の抗原 によ って もin vitroで のT細 胞の不応答化 は誘導 されなか

った

パ イエル 板細 胞 によるT細 胞 の不応 答化 の誘導が認 め られ なか った こ

とか ら, T細 胞 不応 答化 の誘導 には腸管特有 な抗原提示細胞 の機 能 では

な く, 大量 の抗原 の侵 入が 重要で ある可能 性が考 え られ る. 実 際 に, 経

口免疫寛 容 以外 に も抗原 の静脈投 与な ど多 量 の抗原 の投 与 によ り免疫寛

容 が 誘導 され る ことが報 告 され て いる (113, 114). そ こで, 次 に高 濃度の

抗 原 によるT細 胞 の不応 答化 を検討 した. TCRト ランス ジェニ ックマ

ウ ス の脾臓 細胞 をin vitroで の抗原 刺激 に一般 的 に用 い られ る濃 度 (2

μM) お よ び極 めて高 い濃 度 の抗原 (200μM) とともに, または抗 原非

存 在下 で培 養 した. 刺激 の5日 後 に フローサイ トメー ター によ りCD4+T

細 胞 の存在 比 を解 析 した結果, 抗 原 の濃 度 に依 存 して存在 比は高 くな っ

た (図2-9). また, 1週 間培養後細 胞 を回収 し, 細胞数 を揃 えて, BALB/c

の脾 臓細 胞 を抗原 提示細 胞 に用 いて抗原 によ り二 次刺激 を行 った . 二次

刺 激 の2日 後 に増殖応答 を測 定 した. そ の結果, 1週 間培養後 の回収率
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図2-8 パイエル板および脾臓細胞よ り分離 したB細 胞, 非B細 胞が誘導

するCD4+T細 胞の分化

未処理BALB/cマ ウスよ りパイエル板および脾臓細胞を採取 し, MACS法

によ りB細 胞および非B細 胞に分画 した. これ らの細胞を単独もしくは混

合 してTCRト ランスジェニ ックマウス由来の脾臓未感作T細 胞と抗原の存

在下で共培養した. 1週 間培養後T細 胞を回収し, 抗原提示細胞 と抗原で

再刺激 した. 2日 後培養上清中のサイ トカイン産生量をELISA法 で測定し

た.
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図2-9 高濃度の抗原で刺激 した脾臓細胞中のCD4+T細 胞の存在比

TCRト ランスジェニ ックマウスよ り脾臓細胞 を調製した. 得 られた細胞を

2ま たは200μMの 抗原の存在下および非存在下で培養した. 5日 間培養後

細胞 を回収 し, フローサイ トメーターによってCD4+T細 胞の存在比を測

定 した.
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は抗 原 の濃度 に依 存 して高 くな り (図2-10), さ らに二次刺激 後 の増殖

応答 も抗原 濃度 に依存 して強 くな って いた (図2-11). これ らの結果 は,

多 量 の抗原 によ る刺激 のみで はT細 胞 に不応答 化 を誘導す る ことはで き

な い ことを示 して いる.
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図2-10 高濃度の抗原で刺激 した脾臓細胞の培養後の細胞回収率

TCRト ランスジェニックマウスよ り脾臓細胞を調製 した. 得 られた細胞を

2ま たは200μMの 抗原の存在下および非存在下で培養した. 1週 間培養後

細胞 を回収 し, 回収 された細胞数を計測 した.
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図2-11 高濃度の抗原で刺激 した脾臓細胞の二次刺激に対する増殖応答

TCRト ランスジェニックマウスより脾臓細胞を調製した. 得 られた細胞を2

または200μMの 抗原の存在下および非存在下で培養 した. 1週 間培養後細

胞 を回収し, 抗原提示細胞および抗原によって再刺激 した. 再刺激の2日 後

に [3H]-thymidineの 取 り込みによ り増殖応答を測定 した.
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考察

腸管 は食 品や 微 生物 な ど経 口的 に摂 取 した抗原 に対 す る免疫 応 答 の誘

導部位 として様 々 な リンパ器官 を備えて い る. 中で もパ イエル板 は腸 内

抗原 と腸管 免疫 系 の接触 部位 で あ り腸管 免疫応答 の誘導器 官 として重要

な役割 を果 た して いる と考 え られて いる. 抗原特 異的 な免疫 応答 は抗原

提示細 胞上 に提示 された抗原 ペプチ ドを抗 原特 異的 なT細 胞が認識す る

こ とに よ り誘起 され る. T細 胞 は抗原刺激 を受 ける条件 によ り様 々な機

能 を獲得 して分化 す る (115). 特 に, 抗 原未 感作T細 胞 が初 めて 抗原 を

認識す る ときの条件 がT細 胞分化 の方向性 に極 めて重要な影響 を与 える

こ とが 知 られて い る (116). す な わ ち, 経 口投 与 され た抗原 に対 して ど

の様 な免疫応 答 が誘導 され るか という方 向性 はパイ エル板 にお け る抗原

提 示 に よってそ の大部分 が決定 され る可 能性 が高 い と考 え られ る. そ こ

で本 章で はパ イエル板 にお ける抗 原提示細 胞 の機能 を解 析 し, 経 口抗原

に対す る免疫 応答 の誘導機構 を検討 した.

免疫 器 官 によ る経 口抗原 の取 り込 み

は じめ に, パイ エル板 にお ける経 口抗 原 の取 り込 み につ いて検討 した.

これ まで, パイ エル板 にお ける抗 原の取 り込 み に関 して は さまざ まな報

告 が されて いる (76, 117, 118). しか しなが ら, 可溶性抗原 の取 り込 みにつ

いて経 時 的 に, さ らに他 の器官 も含めて 同時 に解析 した例 は少 な い. 本

研 究 で は食品 由来 の可溶性 タ ンパ ク質抗 原で あるOVAを 蛍光標 識 し,

マ ウス に経 口投 与す る ことに よってパ イエル板 お よびそ の他 の器 官 にお

ける タ ンパ ク質抗原 の取 り込 み を細胞 レベル で経時 的 に解析す る ことに

成功 した. 抗 原 の経 口投与 量が増 加す るに連 れパイ エル板細胞 お よび肝

臓 非実 質細胞 の蛍 光強度 が増大 し, これ らの器官 にお ける経 口抗 原 の取

り込 みや流 入が確 認 され た. また, 経 口抗 原 を取 り込 んだパイエ ル板細
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胞 によ って実 際 にin vitroに お けるT細 胞応答 を誘起す る ことが 出来 る

こ とを確 認 した. 一方 で, 脾臓, 腸管膜 リンパ節, 鼠 径部 リンパ 節 にお

いて は蛍光強 度 に変化 は認 め られず, これ らの器官 にお ける経 口抗原 に

対 す る免疫応 答 の誘導 はそれ ほ ど活発 で はない ことが示唆 された. しか

しなが ら, 脾臓 にお いて は経 口投与抗 原 によるT細 胞 のアポ トー シスの

誘導 や抗原 特異 的T細 胞 の活性化な ども報告 され てお り (119, 120), 他の

部位 で抗原 を獲 得 した抗原提 示細胞 の移 行や極微量 の抗原 の流入 が生 じ

て い る可能性 が考 え られる.

また, 経 口抗原 の取 り込 みが活発 に認 め られたパイ エル板 で は, 細胞

種 や パ イエル 板 内の三次元 的な細 胞 の局在 に関わ らず ほ ぼ全 ての細 胞 に

お いて抗原 の取 り込 み また は少 な くとも細 胞表 面へ接触 して いる ことが

明 らか とな った. この結果 はパ イエル板 内 に存在す る全て の抗原 提示細

胞 上 に抗 原が提 示 され て いる可能 性 を示 唆 して いる. これ までパ イエル

板 にお いて は ドー ム領域 に存在す るマ クロ ファー ジや樹 状細 胞がM細

胞 が取 り込 ん だ腸 内抗 原 を受 け取 ってT細 胞 に抗 原提示す る と考 え られ

て 来 た が, 少 な く とも可溶性抗 原 を多量 に摂取 した場 合 はパ イエル板 内

の全 て の細胞 の表 面 に抗原 が接触 す る ことが明 らか とな った. すな わち,

経 口抗 原 に対 す る免疫 応答 はパイ エル板 の様 々な細胞 によ り様々 な部位

で誘 起 され る と考 え られ る. 後 に詳 し く述べ るが, パイ エル板内 には部

位 に よ り異 な った性 質 を持 つ抗原提 示細 胞 が存在 して いる ことが 示 され

てお り (121, 122), これ らの細胞 が実際 に生体 内でユ ニー クな免疫 応答 を

誘 導 して い る可能性 が示唆 され た. また, これ まで あま り報告の 無か っ

た肝 臓 にお いて抗原 の取 り込 みが認め られた. 肝臓 には免疫寛容 誘導能

を持 った細 胞 の存在 が報告 されて いる ことか ら, このよ うな細胞 が経 口

抗 原 に対 す る免疫 寛 容 の誘 導 にお いて何 らか の役割 を持 って いる可能性

も考 え られ る.
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パイエル板 にお ける抗原提示細 胞の特性

さ らに, パ イ エル 板 と脾 臓 の抗原提 示細 胞 によ るT細 胞応 答, 特 に

Th1/Th2分 化 誘導能 を検 討 した結果, 両者 にお いて大 きな差異 が認 め ら

れた. この際, 同程度 のT細 胞増殖応答 を誘導 す る濃度 の抗 原で刺 激 し

た場 合, パイ エル板 細胞 による抗 原提 示 はin vivoで 経 口抗原 を獲得 し

た場 合 もin vitroで 抗 原 を添加 した場合 も同様な応答 を誘導 した. この

よ うにパ イエル板 にお いて は経 口抗原 の取 り込 み と抗原提示お よびT細

胞応 答 の誘導 が活 発 に行 われ て いる こ とが強 く示 された ので, パ イエル

板細 胞 による抗原 提示 は経 口投 与抗原 に対す る免疫応 答 の質 を決定 す る

上 で重 要 な役 割 を果 た して いる と考 え られ る. パイ エル板細 胞 を抗 原提

示細 胞 に用 いた場 合, IFN-γ産 生細胞す なわ ちTh1細 胞 の強 い誘 導が認

め られ た のに対 し, IL-4, IL-10な どのTh2型 サ イ トカイ ン産生細 胞 の

誘導 は低 レベルで あった. 一方 で, 脾臓細胞 を用 いた場合, IL-4やIL-10

な どのサイ トカイ ンを産生す るTh2細 胞 の分化が強 く誘導 され, IFN-γ

産 生細 胞 の誘導 は ほ とん ど認 め られな か った. これ らの結果 は, パイエ

ル 板 と脾 臓で は存在す る抗原提 示細胞 の能 力が 異な って いる ことを示 し

た過 去 の報告 と一致 して いる (65-68).

しか しなが ら, 過 去 の報告 の多 くは本研 究 の結果 と異な りパ イ エル板

にお いてTh2応 答 の誘導 が, 脾臓 にお いてはTh1応 答 の誘 導が顕著 で

あ る こ とを示 して い る (65-67). この よ うに異 な った結果 が得 られ た原 因

と して, 用 いた細胞種 の違 いが考 え られ る. 本研 究 にお いて は, 出来 る

限 り生体 内で の応答 を反 映 したい と考 えた ため, パイ エル板 や脾 臓 か ら

得 られ た細 胞 をそ れ以上分 画す る ことな く用 いた. ただ し, 調製 の過程

で臓 器 の三 次元 的 な構 造 は破壊 された ことを考 慮す る と完 全 にin vivo

の応答 を再現 して い る とは言 えな い. 近年 パイエル板 にお いては ドーム

領域や 濾胞 間領域 な どに異な った機能 を持 つDCが 存在 して いる ことが

報告 され てお り, 三 次元構造が さまざ まなT細 胞応答 の誘導 に重 要な役
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割 を担 って い る可 能性 が考 え られ る. しか し, 実際 は細胞 の産生す るサ

イ トカイ ンな どは組織 内 に拡 散 し, また細胞 自体 も移動す る と考 え られ

るた め, 本実 験 で用 いた系 はパ イエル板 内に存在 す る因子 をある程 度 は

網羅 し, パ イエ ル板 の環境 を再構築 出来て いる と考 えて い る. 一方で,

この よ うな 系で は実 際 に どの様 な細胞 が応答 に関与 して い るか を明 らか

にす る ことは出来 な い. これ までの多 くの報告 では, DCに 着 目 してそ

の抗原 提 示機能 が研究 されて いる (63, 65-67). DCは 強 い抗原提示 能 を持

つ こ とが知 られ, 抗原未感作T細 胞 を活性化す る能力 に富 んで いる こと

が報 告 され て いる抗原提 示細 胞 で ある. IwasakiとKelsallは パ イエル板

や脾 臓 よ りフ ローサ イ トメー ター を用 いてFreshな 状態でDCを 分離す

る ことに成功 した (67). 得 られ たDCを 用 いた実験 によ り, パイ エル板

のDCはIL-10を 産 生 しT細 胞 のTh2細 胞への分化 を誘導す る ことを示

して いる. また, Eversonら も同様 にパ イエル 板 由来 のDCに よ る抗原

提 示 がTh2細 胞 へ の分化 を誘導す る ことを報告 して いる (65, 66). 本研

究 で 用 い た のは未分 画 な細 胞 で あったた め, DCを 単独 で用 いた 場合 と

は異 なった 結果が え られた のか も しれな い.

一方で, パイ エル 板 にはDC以 外 に もB細 胞やマ クロフ ァー ジな ど

MHCク ラスII分 子 を発現す る細胞が存在す る. これ らの細胞が パイエ

ル 板 にお け る抗 原 提示 にお いてそ れぞ れ どの様 な役割 を持 ってい るか興

味深 い. そ こで本研究 で はパ イエル板や脾臓か らB細 胞やそ の他 の細胞

を分 画 し, それ らを様 々な組み合 わせ で用 いて実験 を行 った. そ の結果,

未 分画パ イ エル板細 胞 を用 いた場合 と同様 にパイエル板 由来 の非B細 胞

はTh1細 胞 の分化 を強 く誘導 した. 一方 で, B細 胞 はTh2細 胞 を誘導 し

た. 未 分画 脾臓細 胞 および脾臓 由来のB細 胞 は強 くTh2細 胞 の分化 を

誘 導 し, 非B細 胞 はTh2細 胞 を弱 く誘導 した. また, パイエル 板 のB

細 胞 と脾臓 の非B細 胞 またはパイエル板 の非B細 胞 と脾臓 のB細 胞 を

混 合 して用 いた場 合 には どち らの組 み合わせ において もTh1細 胞 を誘導
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した. この結果 は, 単独で用 いた場合 にはTh1細 胞 の分化 を誘導 しない

性 質 を持 つ抗 原提 示細胞 同士 (パ イエル板 のB細 胞 と脾臓 の非B細 胞)

で も, 混合 す る こ とによってTh1細 胞 を誘導 できる ことを示 して いる.

す なわ ち, 様 々な細 胞 を組 み合わせ て用 い る ことによ り, 個 々の細胞 と

は異な った抗原 提 示能 を発 揮す る ことを示 して いる. これ は共存 す るサ

イ トカイ ンな どの液性 因子 や補助刺 激分子 によ り相互 に影響 を与 え あっ

て いる為 に, 個 々 の細 胞 の持 つ抗原提示 能 とは異 な った機 能が現 れ るも

の と考 え られ る. しか しなが らこれ らの実験 にお いて も これ まで の報告

と異 な り, 本研究 にお いてはパ イエル板 由来 の非B細 胞 画分 (DCが 含

まれ る) で はTh2細 胞 の誘導 は認 め られ なか った.

このよ うな差 異 は用 いて いるマ ウス の系統 に起 因す る可能性が 考 え ら

れ る. 本研 究で用 いたマウス は抗原 としてOVAの323-339残 基 に当た

るペ プチ ドを1-Ad拘 束的 に認識す るTCRト ランス ジェニ ックマ ウスで

あ り, これ まで の多 くの報告 で用 い られ て いるマ ウ ス (DO11.10) と同様

で ある. しか しな が ら, 実 際 に用 い られて いるTCRの 遺伝子 は 異な っ

たT細 胞 クロー ンか ら得 られた もので あ り, 厳密 には異 なってい る. ま

た, これ まで の研 究でOVAの323-339の ペプチ ド中にはT細 胞 エ ピ ト

ー プ とな りうる部 位が少 な くとも3カ 所含 まれ ている ことが明 らかにな

って お り (123), これ ら2系 統 のマ ウス において異 な った部位 を認識 し

て い る可 能性 も否 定で きない. す な わ ち, 用 いるT細 胞 によ ってTh1

細 胞お よびTh2細 胞 へ の分化が異 な って誘導 され る可能性が ある. さ ら

に, 抗原刺 激 の条件 によ って も異な った応答が誘 導 され る可能性が ある.

本研 究 にお いて は抗原 と して イ ンタク トなタ ンパ ク質 を用 いて い るが,

IwasakiとKelsallは 合成ペ プチ ドを抗原 として用 いて いる. タ ンパ ク質

は抗原提 示細 胞 内 に取 り込 まれ る と, プ ロテアーゼ によ り消化 を受 け抗

原 ペ プチ ドにプ ロセ ッシ ングされた後 にMHCク ラスII分 子 と結合 し細

胞 表面 に提示 され る のに対 し, ペ プチ ド抗 原 はプロセ ッシ ングを受 ける
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ことな くMHC分 子 上 に結合 す る. プ ロセ ッシングに用 い られ る酵 素や

タ ンパ ク質 の消化 部位 な どによ って, 生成 され るペ プチ ドが異な りそれ

に よ って 異 な った応 答 が誘 導 され る ことが知 られて お り (124), 本研究

で タ ンパ ク質 を抗原 として用 いた ことが 以前 の研究 の結 果 との差 異 とし

て現 れた のか もしれ な い. 実 際 に佐藤 らはパ イエル板 か ら精製 したDC

を用 いてOVA23-3マ ウスのT細 胞 をOVAタ ンパ ク質で抗原刺激 した場

合, 脾臓細胞 由来 のDCと 比較 して一 次応答 にお けるIFN-γ産 生お よび

そ の後 のTh1細 胞へ の分化 を優 位 に誘 導す る ことを報 告 して い る (125,

126). また, 用 いた抗 原 の濃 度 によ って も異 な った応 答 が誘導 され る事

が 知 られてお り, タ ンパ ク質 とペ プチ ドで は厳密 に抗原濃度 を比 較する

こ とは出来 な いが, 用 いた抗 原 の濃度 の違 いが異な った応答が誘 導 され

た原 因の一つで ある可 能性 も考 え られる. 本研究 で用 いた抗原濃度 は250

mgの 抗 原 を経 口投与 したマ ウス か ら調 製 したパ イエル板細 胞 に よって

誘 起 され るT細 胞増殖応答 と同等な応答 を誘導す る濃度 であるため, 実

際 に生体 内で抗 原 の摂取 によ り日常的 に起 こりうる応答 であ る と考 え ら

れ る. 抗 原 濃度 とパイエル 板細 胞 によ る抗 原提示 の関係 は第三章 にお い

て 詳 しく検討 して いる.

パ イエル板 の抗 原提示細 胞が誘導 する免疫応答 の意義

本 研究 で述 べ て きた よ うにパ イエル板 は経 口抗 原 の誘 導部位 と して重

要 な役割 を担 って いる と考 え られ る. 抗 原提示細 胞 のT細 胞分化 誘導能

も脾臓 とは異な って いた. パ イエル板細 胞 の抗原提示 にお いてTh1細 胞

の誘 導が認 め られた ことは, パイ エル板 におけ る免疫 応答 の様 々 な機能

との 関 連 が考 え られ るが, 最 も良 く知 られて い る腸管 免疫 応 答 で あ る

IgA抗 体 の産生 と も深 く関 与 して い る こ とが推 測 され る. IgA抗 体 は

TGF-βやIL-5な どの サ イ トカ イ ンに よ って 誘 導 され る抗体 で あ るが

(28-30), そ の腸 管 へ の分 泌 に は腸 管上 皮細 胞 か ら産生 され る分泌 成 分 と
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い うタ ンパ ク質 と複合体 を形 成す る こ とが必要 であ る ことが知 られてい

る. Th1細 胞 の産 生す るIFN-γは 腸管 上 皮細胞 に作用 して分泌成 分 の産

生 を促進す る働 き を持つた め, 分泌型IgAの 産生 に貢献 して いる ものと

考 え られる (127).

橋 口 らの研究 によ り, パイ エル 板 のT細 胞 もまた脾臓T細 胞 と異な り

特 有 の性 質 を持 って い る ことが 明 らか とな って い る (109). 橋 口 らの報

告 による とTh1応 答 の誘導 条件 (抗IL-4抗 体お よびIL-12存 在 下) で

の培養後 もIL-5の 産生が維持 され る一方 でIL-4の 産生 は低下す る こと

が示 されて い る. IL5はIgA産 生 の誘 導 に関与 して いる可 能性が あ り,

本 研究 で報 告 したパ イエル板 の抗原提示細 胞 の持つTh1応 答 の誘 導活性

と併せ て考 え る と, パイエル 板細 胞 によ る抗原提示 はパ イエル板 にお い

てIgAを 産 生 しや す い環境 を作 り出すた めに重要 な役割 を持 って いる可

能 性が示唆 され た.

また, 腸 管 は食物 抗原 と共 に病 原性 の あ る微生物 や ウィルスな どの感

染 に も常 に さ らされ てお り, これ らの排除 に有効 なT細 胞免疫応 答 の活

性 化 に もIFN-γが 必 要で ある ことか ら, パ イエル 板で誘導 されたTh1細

胞 は感染 防御 に も重 要な役割 を果 た して いる もの と考 え られ る. さ らに,

パ イ エル板 には大量 の食物 抗原 が取 り込 まれ るた め過 剰 なTh2応 答 は

IgEの 産 生 を誘導 し, 食 品 ア レルギ ーの発症 の引 き金 とな る危 険性 を持

つ. パイエル板 細胞 の持 つTh1細 胞誘導 能 は食品 ア レルギー の発症 を防

ぐた め にも重 要 な メカニズ ムで あ る と考 え られ る. 第一章 に示 した よう

に, 本研 究 で は実 際 に抗原 を経 口投与 したマ ウス のパイ エル板 にTh1型

の細 胞が誘 導 され る ことを明 らか に して いる.

抗原 提示 と経 口免疫 寛容

経 口投 与 抗原 の誘 導す る免疫 応 答 として経 口免疫寛 容が知 られ て いる

(1-3). パ イエ ル板 は経 口抗 原 の取 り込 みお よび免疫 応答 の誘導部 位 とし
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て大 きな役割 を占めて いる ことか ら, 経 口免 疫寛容 の誘導部位 と しての

働 き も備 えて いる可能性 が考 え られ る. 経 口免疫寛容 は経 口投与 された

抗原 に特異的なT細 胞 に対 して不応答化 や細胞死 によるク ロー ン排除が

誘導 され る ことによ り成立す る (11, 13, 128). これ らのT細 胞寛容 は抗原

特 異的 に誘導 され る応答 で あ る ことか ら, そ の誘導 には抗原 提示細胞 に

よる抗 原提示 の過程 が重要 な役割 を果 たす と考 え られる. しか しなが ら,

本研究 の結果 か らはパ イエル板細 胞 による抗原提示 ではT細 胞の不応答

化 な どの免疫寛 容 の誘 導 は認 め られな かった. また, T細 胞 の不 応答化

や排 除 は食物摂取 な どによる多量 の抗 原 によ る強 い刺激 によって 誘導 さ

れ る とい う可能性 も考 え られた が, 本研究 の結果か らは生体 内の条件 と

比較 して過剰 な濃度 の抗原 を用 いた場合 で もT細 胞 の不応答化 の誘導は

認 め られなか った. さ らに, 第 一章 に示 した よ うに, 本研究 では少量 の

抗 原 の経 口投与 によってT細 胞 の活性化 に引き続 き, 寛容 の誘導 が認め

られ た. この結果 はや は り, 経 口免疫寛 容 の誘 導 には単 なる抗原 の量 だ

けで な く, T細 胞 に寛容 を誘導す る何 らかの メカニ ズムが存在 している

こ とを示 唆 してい る. また, 先述 のよ うに経 口投与抗原 をin vitoで 捕

捉 したパイ エル板細胞 にお いて も, T細 胞 の不応答化 は誘導 され なかっ

た の で, 消化 等 によ る抗原 性 の変化 が 寛 容 を誘 導す る とい う仮 説 (129-

132) も, 本研 究 にお いて は成立 しなか った.

このよ うに, 本研 究 で はパイエル板細胞 によ って はT細 胞 の不 応答化

は誘 導 され なか った. 先 に述べ た蛍光 標識 タ ンパ ク質 を用 いた実 験か ら

パ イエル板 と同様 に肝臓 にお いて も強 い抗 原 の取 り込 みが認 め られて い

る. 肝臓 には免疫抑 制作用 の ある細胞 の存在 を示唆す る報告 もあ り (133,

134), 経 口免疫寛 容 の誘 導 に肝臓 にお ける抗 原提示やT細 胞 の活 性化が

な ん らか の役割 を果た して い る可能性 も考 え られ る. 一方 で, 本実験 系

で は再 現で きなか った組織 の立体 構造 な どの生体 内の特 有の環境 が寛容

誘 導 に重要で あ る可能 性 もあ る. 経 口免疫寛 容 の誘導部位 や誘導 に関わ
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る細 胞 に関 して は食 品ア レル ギー の治療 や予 防 とも密接 に関わ って くる

ため, 今後 の研究課 題 として非常 に興 味深 い.

第 二章 の結果 を ま とめ る と, パ イエル板 で は経 口投 与抗原 の積極 的な

取 り込 みが行 われ, 脾臓細 胞 とは異な った特有 な抗原提 示細 胞 によ る抗

原提 示及 びT細 胞応答 の誘導が行われて いる ことが示唆 された. そ の際,

抗原提示 細胞 の細 胞種 によって異 なったT細 胞 分化が誘導 され, さ らに

他 の細胞 種 と共存す る ことに よって個 々 の細胞 の持 つ抗原提示能 とは全

く異 な った抗 原提 示能 を発揮 す る ことが明 らか とな った. また, 腸管免

疫 応答 の一 つの大 きな特 徴 で ある経 口免疫寛 容 の誘導 に関 しては, パイ

エ ル板 お よび 脾臓 の いず れ の細 胞 を抗 原 提 示細 胞 に用 いた場 合 で もin

vitroで 再現 す る こ とは 出来 なか った. これ は寛 容 の誘 導 には単 な る細

胞 同士 の相互作 用 で はな く, 他 の未知 な る要素 が必要 で ある可能性 が あ

り, またパ イエル 板や脾 臓以外 の器 官, 例 えば本研 究で経 口投与抗 原の

取 り込 み が多 く認 め られた肝臓 な どに存 在す る細胞 が重要な役割 を担 っ

て いる可能性 も考 え られ た.

本研 究 にお いてパイエル板細胞 が誘導 したTh1型 の応答 は細 胞性免疫

の活性 化やIgA分 泌 の亢進 な どの腸管特有 な免疫応答 の誘導 に関与 して

いる と考 え られ る.
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第三章

パイエル板の抗原提示細胞は抗原濃度 に依存 して全身免疫系の抗原提示

細胞 とは異なったT細 胞分化 を誘導する
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序

抗 原 量 は さ ま ざ ま な 免疫 応 答 に影 響 を 与 え る こ とが 知 られ て い る (12,

70-73). な か で もT細 胞 の 分化 に与 え る影 響 は古 くか ら検 討 され て き た (72,

73). TCRト ラ ン ス ジ ェニ ックマ ウ ス 由来 の 未 感 作T細 胞 を用 い て 行 わ

れ た これ まで の多 く の報 告 に よ り, 低 濃 度 の抗 原 刺 激 に よ って はTh2細

胞 へ の 分化 が, 高 濃 度 の抗 原 刺 激 に よ って はTh1細 胞 へ の 分 化 が 誘 導 さ

れ る こ とが 示 唆 され て い る もの の (70, 73), 別 の報 告 で は さ らに高 濃 度 条

件 にお いて は 再 びTh2細 胞 に分 化 す る こ とが 示 さ れ て い る (72). こ のよ

う に, 抗 原 量 の 違 い が 分 化 に 与 え る影 響 の メカ ニ ズ ム や そ の 容 量 依 存 性

に 関 して は未 だ に明 らかな 解 明 は な され て い な い. ま た, in vivoに お い

て も抗 原 量 がT細 胞 のTh1/Th2分 化 に影 響 を与 え る こ とが 報 告 され て い

る (71, 135).

従 来, こ の よ うなTh1/Th2の 分 化 はTCRか ら伝 わ る刺 激 の 強 さ に よ

っ て 細 胞 内 の シ グ ナ ル 伝 達 が 変 化 す る為 で あ り, 用 い る抗 原 提 示 細 胞 に

よ っ て あ ま り影 響 を受 けな い と考 え られ て い た. こ の よ うな 現 象 は抗 原

に ア ナ ロ グペ プ チ ドを用 い た場 合 に も観 察 され, 用 い る ペ プチ ドに よ っ

てTh1/Th2の 分 化 が 影 響 を受 ける こ とが 知 られ て い る (136, 137). さ らに,

ア ナ ロ グ ペ プ チ ドに よ る刺 激 によ っ て はCD3の リン酸 化 な ど細 胞 内 シ

グ ナ ル が ア ゴニ ス トで 刺 激 した 場 合 とは 異 な って い る こ と も報 告 され て

い る (138-140). 一 方 で,最 近 にな ってRogersとCroftお よ びRuedlら の

報 告 に よ り, 抗 原 濃 度 に よ るTh1/Th2分 化 誘 導 の 制 御 にお いて 抗 原 提 示

細 胞 側 か ら伝 え られ るサ イ トカ イ ンや 細 胞 表 面 分 子 に よ る副 刺 激 が 重 要

な 役 割 を果 た して い る こ とが 示 され た (74, 75).

第 二 章 の 結 果 よ り, パ イ エ ル 板 と脾 臓 と い う異 な っ た 部 位 か ら調 製 し

た 抗 原 提 示 細 胞 を用 い た 場 合, そ の 抗 原 提 示 能 が異 な っ て い る こ とが 明

らか とな っ た. こ の よ うな 差 異 は, これ らの抗 原 提 示 細 胞 の発 現 す るサ
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イ トカイ ンや細 胞表面 分子 の種類や量 が異な って い る ことに よ り生 じる

と考 え られ る. これ らの異 な った機能 を持つ抗原提 示細胞 は抗原 濃度 に

よ るT細 胞分 化 の制御 にお いて異な った働 きを持つ可能性が考 え られた.

第 一章 で示 された抗原量 の変化 によるTh1/Th2応 答 の制御機構 に も, パ

イエ ル板 に存在 す る抗原提 示細胞 の持 つ固有 の機能 が 関与 して い る可能

性 が ある. そ こで, 本章 で は脾臓 およびパイ エル板 由来 の抗 原提示細 胞

によ る抗 原濃 度依存 的なTh1/Th2分 化 の誘導 と応答 の制御 に関わ る分子

を解 析 し, これ らの抗原 提示細胞 の機能 の差異 を検 討 した.
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材料 と方法

マ ウス

第 二 章 と同様 にBALB/cお よ びOVA特 異 的TCRト ラ ンス ジ ェ ニ ック

マ ウス を用 い た.

抗 原

第二章 に記 したOVAを 用 いた.

抗 体

FITC標 識 抗 マ ウ スCD3抗 体 (145-2C11) はPhirmingenよ り購 入 し た.

抗 マ ウ スCD80 (RM80 (141)) お よ びCD86 (PO3 (141)) 抗 体 は 順 天 堂 大

学 医 学 部 八 木 田 秀 雄 博 士, 奥 村 康 博 士 よ り 供 与 し て い た だ い た ハ イ ブ リ

ドー マ よ り, マ ウ ス 腹 水 か ら 当 研 究 室 に お い て プ ロ テ イ ンGカ ラ ム (MAb

Trap GII, Amarcham Pharmacia Biotech) を 用 い て 精 製 し た も の を 用 い る

か, ま た は 抗CD80 (16-10A1) お よ びCD86 (PO3.1) 抗 体 をeBioscience

(San Diego, CA, U. S. A.)よ り購 入 し て 用 い た. ビ オ チ ン 化 抗 マ ウ スCD80

(RM80) お よ びCD86 (PO3) 抗 体 は 順 天 堂 大 学 よ り供 与 し て い た だ い

た も の を 用 い る か, ま た は 抗CD80 (16-10A1) お よ びCD86 (PO3) 抗

体 をPhirmingenよ り購 入 し て 用 い た. 抗 マ ウ スIL-12抗 体 (C17.8) は

Genzymeか ら購 入 し た.

細 胞培 養

第二 章 に記 した の と同様 な方 法でT細 胞 の分化 を誘導 した. そ の際,

培 養 中 に抗原 を0.01-100μMの 濃度で添加 した. 第二章 と同様 に二 次刺

激 を行 い, 二 次刺 激 の2日 後 に上清 を回収 して上清 中のサ イ トカ イ ン量

をELISA法 によ り測定 した.
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ま た実 験 に よ って は抗IL-12, CD80ま た はCD86抗 体 を一 次培 養 中 に

10μg/mlの 濃 度 で 添 加 した. 図3-3の 実 験 にお いて は 一 次 培養 開 始2日

後 の上 清 中 のIL-12産 生 量 を測 定 した.

サ イ トカ イ ン産 生 量 の 測 定

第 二 章 に 記 し た の と 同 様 な 方 法 で 行 っ た. た だ し, こ れ に 加 えIL-12

(p40) の 測 定 に は 一 次 抗 体 と し て ラ ッ ト抗 マ ウ スIL-12抗 体 (C15.6,

PharMingen), 二 次 抗 体 と し て ビ オ チ ン 化 ラ ッ ト抗 マ ウ スIL-12抗 体

(C17.8, PharMingen)を 用 い た.

フ ロ ー サ イ トメ トリー

一 次 培 養 開 始24時 間後 に, 細 胞 を回収 し ビオ チ ン化 抗CD80ま た は

CD86抗 体 で 標 識 し た. 洗 浄 後FITC標 識 抗CD3抗 体 お よび ス トレプ ト

ア ビ ジ ン標 識Red670 (Gibco BRL) で 染 色 し, フ ロー サ イ トメ トリー に

よ り抗 原 提 示 細 胞 (非CD3画 分) 上 に発 現 す るCD80お よ びCD86の 発

現 量 を解 析 した.
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図3-i パイエル板および脾臓細胞の抗原提示による抗原濃度

依存的なT細 胞分化誘導能の評価方法
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結果

パ イエル板 お よび脾臓細 胞 による抗原提示 は抗原濃度 によ って異な った

T細 胞分化 を誘導 した. また, その抗原 濃度依存性 はパ イエル板細 胞 と

脾 臓細胞 で は異 な って いた

第 二章で示 した よ うにパ イエル板細胞 と脾臓細胞 では異な ったT細 胞

分化 を誘導す る こ とが明 らか とな った. 以 前よ り, 抗原提 示 の際 の抗原

濃 度がT細 胞分化 に重要な役割 を持つ ことが知 られて いたが (70, 72, 73),

近年RogersとCroftの 報告 によ りこのよ うな抗原濃度依存的なT細 胞分

化 の誘 導 に抗 原 提 示 細 胞 の機 能 が 関与 して い る ことが明 らか とな った

(74). これ は, パ イ エル 板 と脾 臓 な ど異 な った機 能 を持つ抗 原提 示細 胞

が存 在す る器官 で は, 誘 導 され る免疫 応答が 異な った抗原濃 度依存 性 を

示す 可能性 を示唆 して いる.

そ こで本 章で は, パイ エル 板お よび脾臓 の細胞 を抗原 提示細胞 に用 い,

様 々な 濃度 の抗 原で刺激 す る ことによ ってT細 胞 に誘導 され る分化 とそ

の誘導 機構 を解 析 した. 未処理BALB/cマ ウス よ り調製 したパイエル板

お よび脾臓細 胞 をTCRト ラ ンス ジェニ ックマ ウス 由来未感作CD4+T細

胞 と ともに培養 した. そ の際, 0.01-100μMのOVAを 培養 中 に添加 した.

1週 間後細 胞 を回収 し, 第二 章で述べ た よ うに二 次刺激 を行 い, さ らに

2日 後 の培養 上清 中 のサ イ トカイ ン産 生量 を測 定 した. そ の結果, 低濃

度 (0.01-1μM) お よび高 濃度 (100μM) の抗原 刺激 によ っては脾臓細

胞 によ る抗原提 示 と比較 してパ イエル板細胞 による抗原提示 の方 がTh1

細 胞 へ の分化 を優位 に誘 導 した (図3-1). 一方, 10μMの 抗 原濃 度 に

お いて はパイ エル 板細胞 の方がTh2細 胞 への分化 を強 く誘導 した.

また, パイ エル板 細胞 と100μMの 抗原 によって誘導されるIFN-γ産

生 は脾 臓細胞 によって0.01-100μMの いずれ の濃度 において誘導 される

IFN-γ産 生 よ りも高 く, 逆 に脾 臓細 胞 と1μMの 抗原 によ って誘導 され
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図3-1 様々な濃度の抗原での刺激によりパイエル板および脾臓の抗原提示細胞が

誘導するCD4+T細 胞の分化

未処理BALB/cマ ウスよ りパイエル板および脾臓細胞を調製 した. これ らの細胞を

TCRト ランスジェニックマウス脾臓より調製 した抗原未感作T細 胞と図に示 した濃

度の抗原の存在下で培養 した. 1週 間培養後T細 胞を回収し, 抗原提示細胞および

2μMの 抗原で再刺激した. 2日 後培養上清中のサイ トカイン産生量を測定 した.
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るIL-4産 生 はパイ エル板 細 胞 によ って いずれ の濃度 にお いて誘 導 され

るIL-4産 生 よ りも高 か った. す な わち, パイ エル板 お よび脾臓 細胞 に

よ って誘導 され るTh1/Th2分 化 は単 にそ の抗原濃度依存性 が シフ トして

いるだ けで はな い ことが示 され た.

この結果 は, RogersとCroftが 示 した よ うに抗原 濃度依存 的なT細 胞

分化 には抗 原 提示細 胞 の機 能 が重要 な役割 をはた してお り, 抗原 濃度依

存的なT細 胞分化 の誘導 にお いて パイエル板 の抗原提示細胞 は脾臓 とは

異 な った固有 の機能 を持 って いる ことを示 して いる.

IL-12は 抗原 濃度依 存的なTh1細 胞への分化 の誘 導 には必須であ ったが,

Th2細 胞の分 化 にお ける抗 原濃 度依 存性 には関与 して いなか った

上記で示 された パイ エル板 お よび脾臓細 胞 によ る抗原濃度依存 的なT

細胞 分化 の誘 導機構 を解析 した. まず, 強 力なTh1細 胞 の分化誘 導因子

で あるIL-12の 役割 につ いて検 討 した. 図3-1と 同様 な実験 系 にお いて,

一次刺激 時 に培養 中に抗IL-12抗 体 を添 加し, T細 胞分化誘導時 におけ

るIL-12の 働 き を 阻 害 した. そ の 結 果, 抗IL-12抗 体 の添 加 に よ ってパ

イ エ ル 板 お よ び 脾 臓 細 胞 に よ るTh1細 胞 へ の分 化 の誘 導 が いず れ もすべ

て の抗 原 濃 度 に お い て 阻害 され た (図3-2). 一 方, 抗IL-12抗 体 の添 加

に よ りTh2細 胞 へ の 分化 の 誘 導 は 促 進 さ れ た もの の, そ の抗 原 濃 度 依 存

性 に は影 響 を 与 え な か った. ま た, IL-5産 生 細 胞 に 関 して は他 のTh2サ

イ トカ イ ン産 生細 胞 と異 な り, 抗IL-12抗 体 の添 加 によ りパ イ エ ル 板 と

脾 臓 細 胞 に対 して 異 な った 影 響 を与 え た (図3-2, 後 述).

これ らの結 果 はIL-12は 抗 原濃度依存 的なTh1細 胞 の分化 に必 須 であ

る ものの, Th2細 胞 の分化 の抗原濃 度依存 的な誘導 には関与 して いない

こ とを示 して いる. 実 際 に, パ イエル板 お よび脾臓細 胞 によって 培養 上

清 中に分 泌 され るIL-12量 と抗 原濃度依 存的 に誘導 され るTh1/Th2分 化

との相 関関係 は認 め られなか った (図3-3). パ イエル板お よび脾 臓細胞

―103―



図3-2 様々な濃度の抗原での刺激によりパイエル板および脾臓の抗原提示細

胞が誘導するCD4+T細 胞の分化におけるIL-12の 役割

未処理BALB/cマ ウスよりパイエル板および脾臓細胞を調製した. これらの細

胞をTCRト ランスジェニックマウス脾臓より調製した抗原未感作T細 胞と図に

示 した濃度の抗原の存在下で抗IL-12抗 体を添加して培養した. 1週 間培養後

T細 胞を回収 し, 図3-1と 同様に再刺激した. 2日 後培養上清中のサイ トカイ

ン産生量を測定した.
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図3-3 様々な濃度の抗原での刺激によりパイエル板および脾臓細胞が産生

するIL-12

未処理BALB/cマ ウスよりパイエル板および脾臓細胞を調製した. これら

の細胞をTCRト ランスジェニックマウス脾臓より調製した抗原未感作T細

胞 と図に示 した濃度の抗原の存在下で培養した. 3日 後 培養上清中のIL-12

産生量をELISA法 によ り測定した.
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はいず れ も抗原 濃度 に依存 したIL-12産 生 を示 し, そ の産生量 はすべて

の抗原濃 度 にお いてパイエル板細胞 よ りも脾臓細胞 の方が多か った.

非 常 に興 味深 い こ とに, 先述 のよ うに脾 臓 細 胞 によ って誘導 され る

IL-5産 生細胞 の分化 にお ける抗原濃度依存性 は抗IL-12抗 体 によ っても

ほ とん ど影 響 を受 けなか った の に対 し, パ イエル板細 胞 によって誘導 さ

れ るIL-5産 生細胞へ の分化 は抗IL-12抗 体 の存在下で は抗原濃度 に依存

して一 次元 的 に誘 導 された (図3-2). これ はIL-5産 生細胞 の分化 は他

のTh2型 サイ トカイ ンとは異な った 制御 を受 けて いる ことを示 して いる.

CD86はTh2細 胞 への分化 を促進 したが, 抗原 濃度依存 的なTh2細 胞

への分化 の誘導 に必 須ではなか った

次 に, T細 胞 の活 性化 や 分 化 に大 きな影 響 を持 つ共刺 激 分子 で ある

CD80お よびCD86に つ いて検 討 した. 前述 の実験 と同様 な系 を用 いて,

一次 培養 中 に抗 CD80ま た はCD86抗 体 を添 加 して,  CD80ま た はCD86

の機 能 を阻害 した. そ の結果, CD80の 阻害 に よって はパイ エル 板 およ

び脾 臓細 胞 の いず れ の抗原提 示 によって誘導 されるT細 胞分化 に もほと

ん ど影 響 を与 えなか った (図3-4). 一方で, CD86を 阻害す る こ とによ

って, パ イエル板お よび脾 臓細胞 によ って誘 導 され るTh1細 胞へ の分化

にお ける抗原濃度依 存性 が いず れ も認 め られな くな った (図3-5). IFN-

γ産生 細胞 の誘導 はす べて の抗原 濃度 にお いて高 く維 持 され, パ イ エル

板 お よ び脾 臓 細 胞 によ る誘 導 に差 異 が認 め られ な くな った. ま た, 抗

CD86抗 体 の存在 下で はパ イエル板 お よび脾 臓細胞 によって誘導 され る

Th2細 胞 の分化 は低下 して いた ものの, 脾臓細胞 によって誘導 され るIL-4,

IL-5お よびIL-10産 生細 胞 の分化 にお ける抗 原濃度依存性 は抗CD86抗

体 非存 在下 と変化 して いなか った. しか しなが ら, パ イエル板細 胞 の誘

導す るTh2型 サ イ トカイ ン産生細胞 への分化 は いずれ のサイ トカイ ンに

お いて も認 め られなか った ことか ら, 抗CD86抗 体 によ り完 全 に阻害 さ
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図3-4 様々な濃度の抗原での刺激によりパイエル板および脾臓の抗原提示細

胞が誘導するCD4+T細 胞の分化におけるCD80の 役割

未処理BALB/cマ ウスよりパイエル板および脾臓細胞を調製した. これらの細

胞 をTCRト ランスジェニックマウス脾臓より調製した抗原未感作T細 胞と図に

示 した濃度の抗原の存在下で抗CD80抗 体を添加して培養 した. 1週 間培養後

T細 胞を回収 し, 図3-1と 同様に再刺激した. 2日 後培養上清中のサイ トカイ

ン産生量を測定した.
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図3-5 様々な濃度の抗原での刺激によりパイエル板および脾臓の抗原提示細

胞が誘導するCD4+T細 胞の分化におけるCD86の 役割

未処理BALB/cマ ウスよりパイエル板および脾臓細胞を調製した. これらの細

胞をTCRト ランスジェニックマウス脾臓より調製した抗原未感作T細 胞と図に

示 した濃度の抗原の存在下で抗CD86抗 体を添加 して培養した. 1週 間培養後

T細 胞を回収 し, 図3-1と 同様に再刺激 した. 2日 後培養上清中のサイ トカイ

ン産生量を測定した.
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れ て しまったか, もとも と脾臓細 胞 に比べ て誘導 能が弱 か ったた め に検

出限界 以下 に低下 した可能性 が考 え られ る. これ らの結果 は, Th1細

胞 およびTh2細 胞へ の分 化誘導は互 いに抑制 しあ うものの, 抗原 濃度依

存性 はそれぞ れが独立 して制御 されてい る ことを示 して い る. また, Th2

細胞へ の分化 を抗原濃度依 存的 に制御 してい る因子 がCD86やIL-12以

外 に存 在 して いる ことも示唆 された.

さ らに, CD80お よびCD86の 発現 につ いて も検 討 した. 一次刺激 の24

時 間後 の抗 原提示細胞上 のCD80お よびCD86の 発現 を フローサ イ トメ

ー ターで解 析 した . CD86の 発現 量 はパ イエル板 お よび脾臓細胞 の いず

れ にお いて も抗 原濃度 に依 存 して増加 していた (図3-6B). また, 発 現

量 は全て の抗原 濃度 にお いてパ イエル板細胞 よ りも脾 臓細胞 の方 が高か

った. この結果 は, CD86の 発現量 はそれぞれ の細胞 によるTh1/Th2分

化 の誘 導 を反映 して いな い ことを示 して いる. この結果 か らもTh1/Th2

分化 誘 導 を抗 原 濃度依存 的 に制御 す る他 の因子が存在 して いる こ とが強

く示 唆 され た. 一方, CD80の 発現量はパイエル板お よび脾臓細胞 とも,

すべ て の抗 原 濃度 にお いて変化が認め られなか った (図3-6A).
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図3-6 様々な濃度の抗原での刺激によ りパイエル板および脾臓の抗原提示

細胞上に発現するCD80お よびCD86

未処理BALB/cマ ウスよ りパイエル板および脾臓細胞を調製した. これらの

細胞をTCRト ランスジェニックマウス脾臓よ り調製 した抗原未感作T細 胞

と図に示 した濃度の抗原の存在下で培養 した. 1日 後培養中より細胞を回収

し, フローサイ トメーターによりCD80 (A) およびCD86 (B) の発現量を測

定 した.
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考察

第 二 章 で示 した よ う に, 本 研 究 にお いてBALB/cマ ウ ス の パ イ エ ル 板

お よ び 脾 臓 よ り調 製 した細 胞 を抗 原 提 示細 胞 に用 い てOVA特 異 的TCR

トラ ンス ジ ェニ ック マ ウ ス の 脾 臓 よ り調 製 した 抗 原 未 感 作CD4+T細 胞

を抗 原 刺 激 す る こ と に よ り, パ イ エ ル 板 細 胞 は脾 臓 細 胞 に 比 べIL-4,

IL-10産 生 が 低 くIFN-γ産 生 が 高 いTh1型 のT細 胞 分化 を誘 導 す る こ と

を見 い だ した. こ の 結 果 は, IwasakiとKelsall (67) やEversonら (65, 66) の

結 果 と は 矛 盾 す る も の で あ っ た. 一 方 で, 第 一 章 で も示 した とお り, 実

際 のin vivoで の応 答 はTh2型 の み で な くTh1型 の応 答 も誘 導 さ れ る こ

とが 明 らか で あ る. 第 二 章 で 得 られ た 結果 は, こ の よ うなTh1細 胞 の誘

導 を 説 明 す る 手 が か り とな る の で はな いか と考 えた. これ まで に い くつ

か の報 告 に よ り経 口抗 原 に対 す るTGF-β産 生細 胞 お よ びIFN-γ産 生細 胞

の 誘 導 に は投 与 す る抗 原 量 が 大 き な影 響 を及 ぼす こ とが示 唆 され て い る

(12, 19, 142, 143). ま た, 本 研 究 で も第 一 章 にお いて 経 口抗 原 の量 に よ って

Th1応 答 とTh2応 答 の活 性 化 や 寛 容 の誘 導 が 制 御 され る こ とを示 した.

す な わ ち, 存 在 す る抗 原 の 量 が パ イエ ル板 にお ける 抗 原 提 示 に影 響 を与

え る 可 能 性 が 考 え られ る.

以 前 よ り, 抗 原 提 示 の 際 の 抗 原 濃 度 がT細 胞 分化 に重 要 な 役 割 を持 つ

こ とは 知 られ て い る が (70, 72, 73), 近 年 の報 告 に よ り この よ うな 抗 原 濃

度 依 存 的 なT細 胞 分 化 の 誘 導 に抗 原提 示細 胞 の機 能 が 関与 して い る こ と

が 明 らか と な った (74). こ れ は, パ イ エ ル 板 と脾 臓 な ど異 な っ た 機 能 を

持 つ 抗 原 提 示 細 胞 が 存 在 す る 器 官 で は, 抗 原 濃 度 に よ る免 疫 応 答 の 制 御

が 異 な った 機 構 に よ って 行 わ れ て いる 可能 性 を示 唆 して いる.

パイエル板 における抗原提示 と抗原濃度

そ こで本研究ではパイエル板および脾臓の細胞を抗原提示細胞 に用い,

―111―



様 々な濃 度 の抗 原 で刺激 してT細 胞 に誘導 され る分化 を解析 した. その

結果, 低 濃度 (0.01-1μM) お よび高濃度 (100μM) の抗原刺激 によ っ

て はパ イ エル板 細胞 によ る抗原 提示 の方 が脾臓 細胞 による抗原提 示 と比

較 してTh1型 の応答 を優 位 に誘導 した. 一方, 10μMの 抗原濃度 におい

てはパイ エル板細 胞 の方 が強 いTh2型 の応答 を誘導 した. これ までの研

究 でIwasakiとKelsallは3μMの 抗原 ペ プチ ドを用 いてお り, 本研究 で

は1μMの タ ンパ ク質 を抗原 に用 いた. 前章の考 察に も述べたよ うに,

ペ プチ ドとタ ンパ ク質 で は抗原 の形態 も異な り, また用 いたTCRト ラ

ンス ジェニ ックマ ウス の発現す るTCRも 異な るた め単純 に濃度 を比較

す る ことは出来 な いが, このよ うな限 られた濃 度 のみでの解 析で あ った

た めTh2型 応答 またはTh1型 応答 のみが誘導 され る とい う相反 す る結

果 が得 られて いた可能性が ある.

パ イエル板 の抗 原提 示細 胞が誘導 す る抗原濃度依存的な免疫応 答 の意義

本研究 によ ってパ イ エル板細 胞 の抗 原提示 に よって抗原 濃度 に依存 し

てTh1型 お よびTh2型 の いずれ のT細 胞分化 も誘導 され る ことが明 ら

か とな った. Nagataら は ヒ トのパ イエル板にお いてIL-12を 産生す る細

胞 が存在 し, Th1応 答 を誘導 して いる こ とを報告 している (144). 彼 らは

この結果 を ヒ ト特 有 の応 答 として結論付 け, マ ウスな どの齧歯類 とは異

な った特徴 で あ る と報 告 して い る. しか しなが ら本研究 の結果 によ り,

マ ウス にお いて もパイエ ル板細胞 による抗原提示 によ ってTh1細 胞 の応

答 が誘導 され る こ とが示 され, 齧歯類 にお けるパイエル板抗原 提 示細 胞

の新 たな役割 が明 らか とな った. これ は これ まで報告 されて いるin vivo

で の免疫応答 と良 く一致 した結果 で ある.

また, Th1細 胞 を誘導す る抗原 の濃度 範囲 と比較 してTh2細 胞 を誘導

す る濃 度 範 囲は非 常 に狭 い ことが 明 らか とな った. これ は, 感染 や抗 原

の侵 入 か ら排 除 までの期 間 中にお ける抗原量 の変化 と対応 させ る と, よ
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り長 い期 間 にわた ってTh1応 答 が誘導 され る ことを意味 して いるのか も

しれな い. 第 二章で も述 べた よ うに, 粘膜 へのIgA抗 体 の分泌や病原体

の排 除 な どにTh1細 胞 が産 生す るIFN-γが 大 きな役割 を果 た して いる.

そ の為 に, 感 染や抗原投 与 の初期 にはTh1細 胞 の応答 が誘導 され る と考

え られ る. 一方, Th2細 胞 の産 生す るIL-4やIL-6な ども抗体 産 生細胞

へ の分化 誘導 に必須で あるが, 過剰なTh2型 の応答 はIgE産 生 を誘導 し

ア レル ギー を発 症す る危 険性 も併せ持つ ので, そ の誘導 は狭 い濃 度範 囲,

す なわち短期 間 に限定 されて いる可能性が考 え られ る.

また, 脾臓細 胞 の抗原提 示 によ って は比較 的広 い抗原 濃度 の範 囲 にお

いてTh2細 胞 へ の分化 の強 力な誘 導が認め られた . 脾臓 はB細 胞 プー

ル として大 きな役 割 を果 た して いる器官 で あ り, 抗体産 生細胞へ の分化

誘 導 にお いてTh2細 胞 の産生す るサ イ トカイ ンが必要で ある一方 で, パ

イ エル板 のよ うに一度 に大 量 の抗 原 に さ らされ る可能性 が少 な く過剰 な

Th2型 応答 が誘導 され る危険性 が少な い ことか ら, Th2細 胞 の分 化 を誘

導す る抗原 提示細胞 が多 く存在す る可能性 が考 え られる. しか しなが ら,

Th2細 胞 の産 生す るIL-4は ア レル ギーの発症 に関与す るIgEの 誘 導 因子

で あ り, 脾臓細 胞 にお ける広 範 囲な抗原濃度 に対す るTh2細 胞 の誘導が

ア レル ギー疾患 に何 らか の影 響 を与えて いる可能性 も考 え られ る . 本研

究 の第 二章 で述 べ たよ うに, タンパ ク質抗原 を経 口投 与 した 場合, パイ

エ ル板 に大 量 の抗原 が取 り込 まれ たの に対 し, 脾臓 には ほ とん ど抗原 の

移行 は認め られ なか った. そ の一方で, い くつかの報告 で は脾臓 にお け

る経 口投与 抗原特 異的 なT細 胞応答 やT細 胞 のアポ トー シスが示 され

てお り (119, 120), 脾臓 にお けるTh2細 胞 の応答の積極 的な誘 導が 食品ア

レル ギー の発 症 に も関与 して いるか も知 れな い.

さ らに, パ イエル板細胞 と異な りTh1細 胞の応答 の顕著な 誘導 はいず

れ の抗 原濃 度 にお いて も認め られなか った. これは脾臓 にお いて はTh1

細 胞 の応答 を誘 導す る濃度 が極限 られた範 囲 に限定 されて お り, 本研究
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で設定 した濃度 がそ の範 囲 に入 って いなか った可能性 が考 え られ る. も

しくは, 脾 臓 にお いて はパ イエル 板 のよ うに大量 の ウイル スや細 菌 にさ

らされ る危 険性 は非常 に低 く, 分泌型IgAの 産生 にも関与 しな い と考え

られ るので, パイエル板 の様 なTh1応 答 の誘導 は必要な いのか も しれな

い. 第一 章 において は少量 の抗原 の経 口投与 によ り, 脾臓 でのTh1細 胞

の活性 化が 認 め られ た. 本実 験 の結果 とあわせて考 え る と, 誘導 された

Th1細 胞 はパイ エル 板な どの他 の部位か ら移行 して来 た ものか も しれな

い. 実 際, 同 じマ ウスにお いてパ イエル板で も同様なTh1細 胞 の誘導が

認 め られ てお り, さ らに本章 の結果か らもパイエル板 で は低濃度 の抗原

によ りTh1細 胞 の誘導 が示 されて いる.

Th1とTh2の 分化 にお ける相 互作 用

本研究 で は顕著なTh1細 胞 の誘導が認 め られ なかった脾臓細胞 による

抗 原提 示 にお いて も, す べて の濃度 で 同様なTh2細 胞 の分化 が誘 導 され

る訳で はな く, 抗原濃度 に依 存 してTh2細 胞 の誘導能 に大 きな変化 が見

られた. これ は, Th1細 胞 とTh2細 胞 の誘導 は独立 した メカニズ ム によ

って 制御 されて いる ことを示 して いる. また, 後述す るが本研究 にお い

て は抗IL-12抗 体や抗CD86抗 体 を用 いた阻害実験 にお いて もTh1とTh2

細胞 の分化 は独立 に制御 され て いた. 一般 的 にTh1とTh2細 胞 は相互

に抑 制す る ことによって生体 内で のバ ラ ンス を保 って いる と考 え られて

いる. しか しなが ら, 本研 究 の結果 はTh1細 胞へ の分化 を誘導す る因子

が存在 しな けれ ばTh2細 胞 の応答が強 く誘導 され , Th2細 胞へ の分化 を

誘 導す る因子 が存在 しな けれ ばTh1細 胞 の応答が強 く誘導 され る という

訳 で は な く, それぞ れ の分化 には固有 な誘導 因子 が必須で ある可 能性 を

示 唆 して い る. このよ うに して生体 はTh1応 答 とTh2応 答のバ ランス

を厳 密 に制御 して いる と考 え られ る.
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パイエル板の抗原提示細胞の持つ抗原濃度によるT細 胞分化の制御機構

パ イエ ル板細胞 と脾臓細胞 によ る抗 原提示 は異な った抗原濃度 依存性

を持 ってTh1/Th2分 化 を誘導す る ことが明 らか となった . さ らに, 本研

究 の結果 よ りこの濃度依存 性 の差 異が単 な る濃度 のずれ ではな く, 全 く

異な った メカニ ズム を有す る ことも示 された. 先述 の よ うに, 脾 臓細胞

によ って は明 らか なTh1細 胞 へ の分化 の誘導 は認め られなか った のに対

し, パイ エル板細胞 によってはTh1細 胞 の誘導 能 を強 く発揮す る抗 原濃

度 が存在 した. 一方で, 脾臓細胞 が1μMの 抗原 の存在下で誘導 したT

細胞 によるIL-4やIL-10産 生 はパイエル板細胞 によって誘導 され るいず

れ の濃度 にお ける ものよ りも高 い値で あ った . また, 第二章 に示 したよ

うに, 同程度 の細胞 増殖応答 を示 す抗原濃度 にお いて も, パイエ ル板細

胞 と脾臓細 胞 は異な ったT細 胞分化 を誘導 した . これ らの結果 を総合 し

て考 える と, パ イエ ル板細 胞 と脾臓細 胞 の抗原 提示 による抗原 濃度依存

的 なTh1/Th2分 化 の誘導 には異 な った分子機構が関与 していると考 え ら

れ る.

そ こで本研 究 で は さ らにパ イエル板 細胞 お よび脾 臓細胞 の抗原 提 示 に

よ る抗原濃度 依存的 なT細 胞 分化 の誘導機構 を検 討 した . そ の結果, 抗

原 濃度依 存的 なTh1/Th2誘 導 にお けるIL-12お よびCD86の 働 き を明 ら

か にす る ことが 出来 た.

IL-12の 役 割

Ruedlら は多量 の抗原 によ り活性化 されたT細 胞 は強 くCD40Lを 発現

し, そ の刺激 を受 けたDCや マク ロフ ァー ジによって産生 され る IL-12

が抗 原濃度依 存的 なTh1分 化 の誘導 に必 須である と報 告 している (75).

そ こで本研究 で は培養 中に抗IL-12抗 体 を添加 しIL-12の 活性 を阻害す

る実験 を行 った. そ の結果, Th1細 胞 誘導 の指標で ある IFN-γ産 生細 胞

の誘 導 はパ イエ ル板 および脾臓 の どち らの細胞 を抗原提示細胞 に用 いた
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場合 で も全ての抗原 濃度 にお いて ほ とん ど認 め られ な くな った. すなわ

ち抗原提 示細胞 の種類 に関係 な くIL-12はTh1細 胞 の誘導 に必須 である

と考 え られ る. 一方 で, Th2型 のサイ トカイ ンで あるIL-4, IL-5, IL-10

は抗IL-12抗 体 の存在下 にお いて も濃度依 存的 に誘導 され, パイエル板

お よび脾 臓 の細胞 を用 いた場合 で はそ の誘導パ ター ンは異な った ままで

あ った. この結果 は, 抗原 濃度 によるTh2細 胞 の高誘導や低 誘導 の制御

にはIL-12は 必須 で はな い ことを示 して いる、

また, 培養上 清中 に産 生 されたIL-12の 量 はパイエル 板 , 脾臓 ともに

抗 原濃 度 に依存 して単純 に増 加 し, さ らにす べ ての濃 度 にお いて脾臓細

胞 の方 が高 い産生 量 を示 して お り, Th1/Th2分 化 の誘 導パ ター ン とは一

致 しなか った. この ことか らも, パイ エル板細 胞 と10μMの 抗 原およ

び脾 臓細胞 と0.1μMの 抗原 によ ってTh2型 サ イ トカイ ン産生細 胞が誘

導 され るの に対 して, 他 の濃度 で は誘導 されな くなる ことにはIL-12以

外 の分子 が関与 して いる こ とが推測 され る.

CD80お よ びCD86の 役 割

次 に補助刺激 分子で あ りT細 胞 の活性化や 分化 に重要な機能 を持つ と

考 え られ るCD86お よびCD80の 役割 につ いて検討 した. CD86の 機能

を抗体 によ り阻害す る ことによ りTh1細 胞 の誘導 にお ける濃度依 存性が

消失 した. また, 全 ての濃度 にお いて高 い レベル でTh1細 胞の分化が誘

導 された. これは, CD86がTh1細 胞 の誘導 を抑制 して いる ことを示 し

て いる. さ らに, パ イエル 板細胞 お よび脾臓細胞 を抗原 提示細胞 に用 い

た場 合で も, 全 く同様なTh1細 胞 の誘導が認 め られ るよ うになった. こ

れ は, パイエル板 細胞 と脾臓 細胞 でそ の発現パ ター ンが異 な って いる こ

とを示 唆 して いる. 実際, CD86の 発 現 量 を解析 した結果 , パイ エル板

細 胞 お よ び脾臓細胞 の いず れ にお いて も抗原 濃度 に依存 して発現 量が増

加 して いた もの の, 全て の抗 原 濃度 にお いて そ の発現量 は脾臓細 胞の方
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が高 い値 を示 した. この結 果 は, パイエル板 細胞 を用 いた場合 に脾臓細

胞 を用 いた場合 と比べて強 くTh1細 胞へ の分化 が誘導 され る ことお よび,

Th1細 胞 の誘導が 低下す る抗原 濃度が よ り高濃度 であ る ことと関係 して

い る可 能性 が考 え られ た. しか しなが ら, さ らに高濃度 にな る とCD86

の発 現 は さ らに高 くな るの に対 し, パ イエル 板細 胞お よび脾臓細 胞 の ど

ち らを用 いた場 合で も再 びTh1細 胞の誘導が認 め られ, 特 にパイ エル板

細 胞 を用 いた場 合 はTh1細 胞 の誘導が非常 に強 く認 め られた ことか ら,

CD86の 発現 はTh1細 胞へ の分化 を低下 させ る重要な要 因で ある ものの

IL-12な ど他 の因子 とのバ ラ ンス によって最 終的 な分化が 決定 されて い

る と考 え られ る.

一方, CD86を 阻害 した場合 にはTh2細 胞 の誘導は抑 制 された. この

ことはCD86がTh1細 胞 の誘導 を阻害す る と同時 にTh2細 胞 の誘 導 を促

進 して いる ことを示 唆 して いる. しか しなが ら, 脾臓細胞 を用 いた場合

にお いて は阻害前 と比べ て弱いなが らもTh2細 胞 の誘導が認 め られてお

り, さ らにそ の抗原 濃度依 存性 は阻害前 と全 く同 じである ことか らCD86

はTh2細 胞 の誘導 を促進 す るものの必 須で はない こと, お よび抗原濃度

依 存 的なTh2細 胞 の誘導 を制御す る因子 は他 にある ことが示 された. パ

イエル板 細胞 を用 いた場合 にはCD86の ブ ロ ッキ ングによ りTh2細 胞の

誘 導 が ほ とん ど認 め られ な くなって しま うた め, このよ うな因子 が存在

して いるのか どうか明 らかで はな いが, パ イエル板細胞 を用 いた 場合 も

CD86の 発 現パ ター ンか らだけで は濃度依 存的なTh2細 胞 の高誘 導 と低

誘 導 を説明 できな い ことか らおそ らく同様 な因子が 関与 して いる と考 え

られ る. またパイエル板お よび脾臓細 胞 のCD86を 阻害 した状態 で もパ

イエ ル板細胞 によ るTh2細 胞の誘導が脾臓 よ りも弱い ことか ら, パイエ

ル 板細 胞 で は脾臓細 胞 よ りもTh2細 胞 の誘導 を促進す る因子 の発現 が低

いか, 抑制す る因子 の発現 が高 い可能性 が考 え られ る.

CD86がTh2細 胞 の誘導 に関与 して いる とい う報告 は これ まで に もあ
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る (145, 146). 一方 で, 対立 す る報告 もあ り未 だ はっき りしな いが , 本研

究 の結 果 か らはパイ エ ル板 細 胞 お よび 脾臓 細 胞 いず れ を用 いた場 合 も

CD86はTh2細 胞 の分化 を促進 す る働 き を持 つ ことが示 された. また別

の可能性 として, このよ うにCD86がTh2細 胞 の誘導 を促進す る効果 を

持 って いた ことか ら, CD86の 阻害 によ りTh2応 答 の誘導 が弱 ま りTh1

細胞 へ の分化 を抑 制す るた め には不十 分な もの とな った可能性 も考 え ら

れ る. すなわ ち, Th1細 胞 の誘導 の濃度 依存性が消 失 したの はCD86の

直接 的 な影 響 ではな く, Th2応 答 の誘導 を介 した もので ある可能 性 も考

え られ る. 抗 原濃度依存 的なTh1細 胞へ の分化 の低誘導 にTh2応 答 の

誘導 が必須 で あるか ど うか は現在 の と ころ明 らかで はない. Th2細 胞 の

誘導 に関 して は, Constantら は低濃度 の抗原 で誘導 されるTh2の 分化 に

は内因性 のIL-4産 生は必要 ない と報告 してお り (73), 逆 にHoskenら は

低 濃度 と高濃度 で誘導 され るTh2細 胞 の分化 に抗原 刺激初 期 に産生 され

るIL-4が 必 要で ある として いる (72).

RogersとCroftは 様 々な細胞表 面分子 に対す る抗体 を用 いた阻害実験

によ って, 抗原 濃度依 存的なTh1/Th2分 化 の誘導 にお ける これ らの分子

の役割 につ いて報告 して い る (74). 彼 らの報 告 によ ると, 個 々 の分子が

そ れぞ れ 固有 の働 き を して いる というよ りは, む しろ これ らの分子 全体

と抗 原濃度 の ア ビデ ィテ ィー の総和 によ りTh1/Th2分 化が決定 され る こ

とが示 唆 され て いる. しか しな が ら本研究 の結果 は, パイ エル板細胞 お

よび脾 臓細胞 の いず れ を用 いた場合 もCD86の 阻害 はTh1/Th2誘 導 にお

ける抗 原 濃度依 存性 を シフ トさせ た訳 ではな く, CD86が 濃度依 存性 に

影 響 を与 える ことな くTh2細 胞 への分化 を促進 した り, 濃度依存 的なTh1

細 胞 の低誘 導 に関与す る とい う特徴的 な働 き を持つ ことを示 して いる.

この結果 はRogersとCroftの 報告 と異な る ものであ った .

本研 究 にお いてはCD80の 発現 量 は抗原 濃度お よび用 いた細胞 の 由来

によ って ほ とん ど変 化 しなか った. さ らに阻害実験 にお いて もほ とん ど
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影 響 を与 えなか った. この ことは用 いた抗体 の活性が 弱か った可能性が

懸念 され るが, 予 備実 験 にお いて抗CD86抗 体 のみで は阻害 されないT

細胞 の活性 化が抗CD86と 抗CD80抗 体 の共存下 にお いて は完全 に阻害

され る ことを確認 して いる ことか ら, 抗CD80抗 体 によ る阻害 は明 らか

に効果 を発揮 して いる と判断で きる. すなわ ち少 な く ともCD86が 同時

に発 現 して るよ うな状況下で はCD80は 抗原 濃度依存的なTh1/Th2分 化

の誘導 にほ とん ど関与 して いない と考 え られ る. 一方, CD86の 非存在

下 (す なわ ち抗CD86抗 体 の存在 下) で はCD80はT細 胞 の活性化 の誘

導 を補助 して い る と考 え られたが, これ まで詳 しく述 べて きたよ うにそ

の機 能 はCD86と は異な って いた.

パ イエル板 にお けるIL-5産 生誘導 の特殊性

興 味深 い ことに抗体 によ りIL-12の 機能 を阻害 した場合, 脾 臓細胞 を

用 いた系で はIL-4, IL-5, IL-10の 全 てのTh2型 サ イ トカイ ンにお ける

抗 原 濃度依 存性 は阻害 前 とほ とん ど変 化が 無か った の に対 し, パ イエル

板細 胞 を用 いた 系で はIL-5産 生細胞 の誘導が 抗原濃度 に依存 して高 く

な った. パイ エル板細胞 を用 いた場合 もIL-4やIL-10産 生細 胞の誘導 は

ほ とん ど影 響 を受 けなか った ことか ら, IL-5に 特有 な現象 で あった. す

なわ ちIL-5誘 導 は他 のTh2型 サイ トカイ ンとは異 な った制御 を受 けて

お り, 誘導能 はパイエ ル板細胞 と脾臓 細胞 では大 き く異 な って い る こと

が 明 らか とな った.

パ イエ ル板細 胞 と高 濃度 の抗原 による抗原 提示 によって は強力 にIL-5

産 生細 胞 が誘導 され る もののIL-12存 在下 ではそれが抑制 されて いる可

能性 が 考 え られ た. また は, IL-12存 在下 で はパイエ ル板細胞 お よび脾

臓 細 胞 ともに高濃度 で のIL-5誘 導 を阻害す る因子 を発 現 して い るが,

IL-12を 阻害 す る ことによ りパイ エル板細 胞 にお いて のみそ の発 現 が抑

制 され る可能性 も考 え られ る. パイエ ル板 は腸管免疫 応答 の誘導 器 官で
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あ り, IgA産 生細胞 の分化 に重要な役割 を持 って いる と考 え られて いる.

本研 究 で見 いだ され た特 徴的 なIL-5産 生細胞 の誘 導 に 関す る特 徴 的な

性 質が, in vivoに お けるIgA産 生 に何 らか の意味 を持 つ可能性が考 え ら

れ る.

パ イエル板 にお ける抗原 濃度依存 的な免疫 応答 の誘 導 と抗 原提示 細胞 の

細 胞種

本実 験 で はパ イエル板 および脾 臓 の細 胞 を未 分画 の状態 で用 い た. こ

れ は, パ イ エル 板や 脾臓 に存在す る全 て の細胞 を用 いる ことによ り出来

る限 りin vivoで の応答 を再現 しよ うと考 えた か らで ある. 一方 で, こ

の よ うな 系で は実 際 にどの様 な細 胞が応 答 に関与 して い るか を明 らか に

す る ことは出来 な い.

近年 の報告 によ り, パ イエル板 には異な った機能 を持 ったDCが 数種

類 存在 して お り, それぞれ が抗原提 示 によ り異な ったT細 胞応答 を誘導

す る ことが 明 らか とな った. 第 二章 に示 したよ うに, 本研 究 では パイエ

ル 板や 脾臓 か らB細 胞やそ の他 の細 胞 を分画 し, そ れ らを様 々な組み合

わ せ で用 い る ことによ り, 個 々の細胞 とは異 な った抗原 提示能 を発 揮す

る ことを示 す知見 を得て いる. MoserはCD86は マク ロフ ァー ジが発現

す る とTh2細 胞 への分化 を促進 し, DCが 発現す るとTh1細 胞へ の分化

を促 進 す る と報告 して いる (147). これ は共存 す るそ の他 の 因子 によ っ

てCD86の 機 能 は正反対 に変化 す る と言 うことを示 唆 して いる. 本実験

で は先 に述べ たよ うにCD86は パイエル板細胞 および脾臓細胞 において

いず れ もTh2細 胞 の誘導 を促進す る働 き を持 って いた. しか しな が ら,

用 い る細 胞 を細 か く分画 した場合, CD86が どの様 な働 きを持 つ か は明

らか で はない. すなわ ち, 用 いる細 胞 によってTh1/Th2分 化誘 導 の抗原

濃 度依 存 性 も異な って くる と考 え られ る. 実際, パイ エル板, 腸 管膜 リ

ンパ節 お よび脾臓 由来 のDCを 用 いた実験 によ り, DCが 抗原濃 度依存
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的 なT細 胞 応答 の誘 導 に関与 してお り, さ らにそのポ ピュ レー シ ョンに

よ り誘 導す る応 答 が異 な って いる こ とが 明 らか にな って い る (148). パ

イ エル板や 脾臓 のT細 胞 応答が実 際in vivoで どのよ うな 濃度依 存性 を

持 ってい るのかは今 後 の検 討課題 である.

第三 章 の結 果 をま とめる と, パイ エル板 細胞 と脾臓細 胞 は異な った抗

原 濃度 依存 性 を持 ってTh1細 胞 お よびTh2細 胞 の分化 を誘導 した. そ

の際, IL-12はTh1細 胞 の誘導 には必 須で あ ったが, 抗原濃 度 によ るTh2

細胞 分 化 の高誘 導 と低誘導 の制御 には関与 して いなか った. また, パイ

エル 板細胞 と脾臓細胞 によるTh2細 胞へ の分化誘導 の抗 原濃度依 存性 の

差異 はIL-12非 存在下 にお いて も解 除 され なか った. CD86はTh1細 胞

の抗 原 濃度依 存 的な低 誘導 に必須 で あ った. CD86の 機能 を阻害 す る こ

とに よってTh1細 胞 の誘導は常 に高 いレベルで保たれ, さ らにパ イ エル

板細 胞 と脾臓細胞 にお ける差異が認 め られな くな った. 一方, CD86は

Th2細 胞 の誘導 に関 して促 進効果 を持つ もの の, 少 な くとも脾臓 細胞 を

用 いた 場合 に関 して は必須で は無 い ことが 明 らか とな った. すな わ ち,

抗 原 濃度依 存的なTh2細 胞 の誘導 に関わ る分子が他 に存在 して い る こと

が示 唆 され た. また, この分子 は少 な くとも単独では抗原濃度 によ るTh1

細胞 の高誘 導や低誘導 を導 く ことは 出来な い ことも示 された.

この よ うに抗原 濃度依存 的なTh1/Th2分 化 の誘導 は抗原 提示 の際 に共

存す る細胞 の発現す るさま ざまな因子 によ って複雑 に制御 されて いる こ

とが 明 らか とな った. これ は, in vivoで は 同じ抗原 に対 して も抗 原 の存

在す る部位 によって異 なった濃度依 存性 を もって免疫応 答が 誘導 され る

ことを示 して いる. 経 口抗原 の投与量 によ る免疫応答 の制御 にお いて も

パ イ エル板 な どに存 在す る抗原 提示細胞 の機能が深 く関わ ってい る可能

性 が強 く示 唆 された. 今後 さ らに関与す る分子 を同定 し, さまざ まな部

位お よび条件 において, どの様 な抗 原濃度 依存性でT細 胞分化 が誘 導 さ
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れ るか を検 討 した い.
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総合討論

粘膜 組織 は 「内な る外」 と呼 ばれ るよ うに, 外 界 と生体 との接点 で あ

る. さ らに, 体表 に存在 す る皮膚組織 と異な り, 外 界か ら様 々な物 質 を

生体 内へ と導入す る取 り込 み 口で ある とい う点で 非常 に重 要かつ複雑 な

役 割 を果 た して いる. 特 に, 腸管 内には細菌が菌 叢 を形成 して いる他,

食 物 由来 の様 々な外 来物質 が存在 し, 常 に多量 の異物 (抗原) に さ らさ

れて いる. 食物 抗原 につ いては生体 に無害 な ものが ほ とん どで あ り, そ

れ らを排 除す る免疫応答 の誘 導 は不必要 で ある. そ のた め, 食物 抗原 に

対 す る免疫 応答 は経 口免疫 寛容 の誘導 によ り抑制 されて いる. しか しな

が ら, 食 品 といえ ど も細菌 や ウ ィルスそ の他 の病原性 を有す る ものが混

入す る可能性 もあるた め, それ らを見分 け必要 に応 じて排除 に働 く免疫

応答 を誘 導 しな くて はな らな い. 従来, 免疫 系 は 自己 非 自己 を識 別 して

非 自己 を排 除す る機 構で ある と考 え られ て きたが, 腸管 で は非 自己 をさ

らに細 か く識別 して抗原 に応 じて異な った免疫 応答 を誘 起す る とい う極

め て高度 な メカ ニズム を想 定で き る. 胸腺で見 られ る 自己非 自己 の識別

とは別 の機構 が存在 して い る と考 え られ るが, 腸管 の免疫器 官が どのよ

うに して抗 原 を識別 して いるのか は未 だ明 らか になってはいな い.

腸管 にお け る免疫 応 答 の誘 導 とその制御 は生体 の恒 常性 の維 持 に重要

な役割 を持 ち, そ の破綻 は食 品ア レルギーな どの疾患 を起 こしかね な い.

また, 腸管 にお ける免疫 応 答 の誘導 と抑制 を制御す るメカニズム の解 明

は, 腸 炎 のよ うな 自己 免疫 疾患 の治療 や予防法 の解 明 に も繋が る ことが

期待 され る. あ るいは, 経 口免疫寛容 を利用 して, 全身 免疫 系の過 剰な

免疫 応 答 を抑 えて 自己免疫 疾患 の治療 や予防が でき る可能性 があ る. 本

研 究 で は抗 原提示 に着 目 して異な った抗原濃度 によ って誘導 され る応 答

を解 析す る ことによ って, 腸管 にお ける免疫応 答の制御機 構 を検 討 した.
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経 口投 与抗 原 の抗原量 による免疫応答 と免疫寛容の制御

第一 章 で は, 経 口投与抗原 に対 して は免疫応答 と免疫寛 容が 同時 に誘

導 され る ことを明 らか にした. 少 量の抗原 の経 口投与 に対 して は, T細

胞 の抗 原特 異 的な活性 化 に引 き続 いて寛容 が誘 導 され た. 一方 で, 多量

の抗原 の経 口投 与 に対 して は, 活性化 は認め られず寛容 の誘導 のみが観

察 され た. また, 経 口投与抗原 によ り免疫系 の活性化 を誘導 す るために

は少量 ず つ多 数 回 にわ た って抗 原 を投 与 し, 逆 に免疫 系の活 性化 を伴わ

ず に経 口免疫 寛 容 を誘 導 した い場合 には一度 に多量 の抗原 を投 与 した方

が効果 的 で ある ことが示唆 され た. これ によ り本研究 で は, 経 口投 与す

る抗原 量 を調 節す る ことによ って免疫 系 の活性化 と寛 容 のバ ランス を制

御す る ことが 可能で ある ことを明 らか に した.

近年, 従来行 われて き た注射 に よるワ クチ ン接種 に変わ る新 たな方法

として, 経粘 膜 ワクチ ンの開発 が盛 ん に行われ ている. 経粘膜 ワ クチ ン

は全身 の粘膜 面 にお ける免疫 応答 を活性化す るため病 原体 か らの予 防効

果 が高 く, さ らに苦痛 がな く人手 も必 要 とせず に投与 で きるため大 きな

期待 を集 めて いる. このよ うな経 粘膜 ワクチ ンにお け る大 きな問題点 と

して, 免疫 寛容 の誘 導 あるいは ワクチ ンに対す る免疫 応答 の非効 率 的な

誘 導が あ げ られ る. 接種 した ワクチ ンに対す る免疫応 答が免疫寛 容 の誘

導 によ って 抑 制 され て しま うた め, 強 い応答 を効果 的 に誘導す る ことが

困難 とな って い る. また, 寛 容が誘導 されな くて も, IgA応 答な どの粘

膜 免疫 応 答 を強 く誘導す るの は困難で ある. 本研 究で得 られた結果 か ら,

このよ うな経粘 膜 ワクチ ンによって誘 導 され る免疫応 答 を接種 す る抗原

の量 を調 節す る ことによって, 免疫寛 容 よ りも免疫応 答 を優 位 に誘導す

る ことが可能 にな る と考 え られ る. 一方 で, 食 品ア レル ギーや 自己免疫

疾 患 な ど過剰 な免疫 応答 が原 因 とな って発症す る疾患 の治療 にお いて は,

免 疫 系 の活 性化 を誘導す る ことな く寛容 を誘導 し免疫 応 答 を抑制 す る こ

とが望 まれ る. この よ うな場 合 も抗原 の摂取量 を調節す る ことで, 疾患
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の悪 化 を伴 わず に免疫寛容 を誘導 し過剰 な免疫応答 を抑 制す る ことが可

能 とな ることが期待 で きる.

本研 究 で はいず れ の投与 量 によ って もアクテ ィブサ プ レッシ ョンに関

与す る調 節性T細 胞 の誘導 は認め られなか った. この結果 か ら, 本研究

で見 られ た経 口免疫 寛容 の機構 の大部 分 は抗原特異的T細 胞 の不応 答化

による もので ある と考 え られた. しか しなが ら, これ まで にもT細 胞の

不 応 答化 の誘導 が抗原 量 によ って影響 を受 ける とい う報 告 はある ものの,

抗原 量が どのよ うに して免疫 寛容 の誘 導 を制御 して いるのか は全 く解 析

されて いな い.

一 つ の可能性 と して存 在す る抗原 の量 が多 い場合 は, T細 胞 に強 く,

しか も持 続的 に刺 激 を伝 え るた めにT細 胞 に不応答 が誘導 され る可能性

が示 唆 され てい る. 抗原提 示 の際に存在 す る抗原 量がT細 胞応答や分化

の誘導 に大 きな影響 を与 え る ことは古 くか ら知 られてお り, 多量 の経 口

抗 原 による免疫 寛 容 の誘 導 も, 同様 な機 構が働 いて いる ことが考 え られ

た. しか しなが ら, 本研究 で は少量 の抗 原 の経 口投与 によ って も活性化

に引 き続 きTh1細 胞 に寛容が誘導 された. さ らに, 第二 章 に示 した よう

にin vitroで は多量 の抗原 の存在下 にお いて もT細 胞 に不応 答化 は誘導

で きなか った. これ らの結果 は単 に多 量 の抗原が存在す るのみで は免疫

寛容 は誘導 されず, 未解 明 な機構 が存在 す る ことを示 唆 して いる.

また別 の可能性 として, 抗原 の量が変化 す る ことによ って抗原 が腸管

か ら取 り込 まれた後 に到 達す る部 位 が異な る ことによる と考 え られ た.

す なわ ち, 少 量 の抗 原 によ っては腸管 内 あるいは近 くの部位 にお いて免

疫応 答 が誘導 され, 多量 の抗原 によって は血流 を介 してよ り遠 くに存在

す る免疫器 官 にまで抗原 が移行 し, そ こで免疫寛容が誘 導 され る可能性

が考 え られ る. 異 な った免疫器官 に は異な った性 質 を持つT細 胞 や抗原

提示 細胞 が存在 す る ことが報告 され てお り, 本研 究で得 られ た経 口投与

す る抗原量 を変 化 させ る こ とによ り免疫 応答 と免疫寛容 の誘導 のバ ラン
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スが変 化す る とい う結果 と何 らか の関係 が ある可能性が推測 され る. 第

三章 で示 した よ うに, 脾臓細胞 の抗原提示 によ って は10お よび100μM

といった比較 的高 い抗 原濃度 の存在下 にお いてTh1お よびTh2の いず

れ の細 胞 も低 い レベ ルで しか誘導 され なか った.こ のよ うな現象 は脾臓

細 胞 にお け る寛 容誘 導 の関与 を示 唆 して いる可 能性 が考 え られ るが, 一

方 で第 二章 に示 した よ うに これ らの抗 原濃度 にお いて も増殖 応答 におい

て はT細 胞 の不応答化 は誘導 できなか った. 高濃度 の抗原 の存在 下で脾

臓細胞 の抗原 提示 によ り誘導 され るT細 胞 の機 能に関す る詳細 な検 討が

必要 で ある. さ らに, 本研 究 で はパイエル板 以外 に も肝 臓 に比較 的多量

の抗 原 が移 行 す る ことが明 らか とな って い る. これ まで に も肝臓 は免疫

応答 の抑 制 に関与 して いる とい う報 告 もあ り, 今後 は経 口投与抗 原 に対

して肝 臓 にお いて誘 導 され る免疫応答 の解 析が必要 とな る.

また, in vitroの 実験 では何 らか の理 由によ り, in vivoに お いて組織 ・

器官 で誘 導 され るT細 胞 の不 応答化 が誘導 されな い可能性 も残 されてい

る.

パ イ エル板 にお ける抗 原提示 細胞 の機 能

第二 章 で は, パ イ エル板 で は非 常 に多量 の経 口抗原 を効率 よ く取 り込

む ことを明 らか に した. 一 方, 脾臓 で は比較 的多量 の抗原 を摂取 した場

合 で もパイ エ ル板 と比較 して極 めて少 量 の抗原 しか存在 しな いこ とが明

らか とな った. また, いずれ の細 胞 によって もT細 胞 の不応 答化 の誘導

は認 め られ な か った ものの, パ イ エル板 と脾 臓 の細 胞 によ る抗原 提示は

異な ったT細 胞分化 を誘導 した. さ らに, 詳細 に細胞種 を分画 して検討

した 結果, 細胞 種 ご とに, また, 異 な った細胞 種が共存す る場合 はそれ

ぞ れ単独 の場 合 とは さ らに異 なったT細 胞 分化 誘導 能 を持 つ ことが 明 ら

か とな った.

ま た, 第 三 章で は刺 激 に用 い る抗原 濃度 を様 々に変化 させ た結 果, パ
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イエ ル板 と脾臓細 胞 による抗 原提 示で は, 異な った濃 度依存性 に従 って

異な ったT細 胞分化 を誘導す る ことが明 らか とな った. このよ うなパイ

エル板 の細胞が持 つ特徴 的なT細 胞 分化 の誘導能 は腸管免疫応答 を制御

す る上 で重 要な役割 を持 つ と考 え られ る. す なわち, IgA産 生を積極的

に誘導す る よ うなT細 胞分化や ウィルスや細菌感染か らの防御 を行 う応

答, さ らには食 品 ア レルギー を誘起す るよ うな応答 な どの誘導が 抗原提

示細胞 によ って制御 される可能 性が ある. 第一章で は, 経 口投与 す る抗

原量 を変化 させ る ことによ って, Th1細 胞やTh2細 胞 の活 性化や 寛容 の

誘導 に異な った影響 を与 え る ことを示 した. このよ うな経 口投与 抗原 の

抗 原量 の変化 によ る免疫応答 の制御 にパイエル板 の抗原 提示細胞 の持つ

固有の機 能が重要 な役割 を果 た して いる可能性 が示唆 された.

抗原提 示細 胞 による抗 原濃度 に依 存 した免疫応 答の制御 機構

先 に述 べ た よ うに, 異 な った 量 の抗 原 は抗原 提示細胞 の機能 を制御す

る ことによ って 異な った免疫応 答 を誘 導 して い る可能性が示 唆 され た.

この制御 機構 を明か らにす るため に, パイ エル 板および脾臓 の細 胞 が誘

導す る抗原 濃度 に依存 したT細 胞分化 における抗原提示能 の差異 に関与

す る分子 を検 討 した.

第三 章 で は, パイ エル 板細胞 と脾臓 細胞 で は細胞表 面 に発現す る副刺

激分子 で あるCD86の 発現量 やTh1細 胞 分化 の誘導性サ イ トカイ ンであ

るIL-12の 分泌 量が異 なって いる ことを示 した. また, これ らの分子 は

そ れぞれ の細 胞 による抗原 濃度 に依存 したTh1/Th2分 化 の制御 に重要 な

役 割 を果た して いた.さ らに, パイエ ル板 お よび脾臓細胞 の いず れ の抗

原提 示 にお いて もTh1細 胞 お よびTh2細 胞へ の分化 はそれぞれ 独 立 に

制御 されて い る ことが明 らか とな った. これ らの結果 は抗 原濃度 による

免疫 応 答 の制御 には抗原提 示細胞 の機 能が重要 であ り, 抗 原提示細 胞 の

機能 を制御 す る ことによって経 口抗原 に対 して もTh1型 とTh2型 の応
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答 を独 立 に制御 出来 る可能性 を示 唆 して いる(図　 vi).

本研 究 で は,投 与 す る抗 原量 を調 節す る ことに よって免疫応答 が制御

で きる ことを示 した.ま た,そ のよ うな応答 の誘導 に は抗原提 示細胞が

重 要 な役割 を果 た してお り,パ イ エル 板 の抗 原提示細胞 と脾臓 の抗原提

示細 胞 ではそ の制御 機能が 異な る ことが 明 らか とな った.経 口摂 取 され

る抗 原 の量 の変化 によ って 免疫 応答 と免疫寛容 の誘 導 を制御す る因子や,

Th1/Th2分 化 を制御 す る因子 は 同定 す る こ とが 出来 なか ったが,今 後 こ

れ らの応答 の誘導過 程 にお ける遺伝 子や タ ンパ ク質 な どの発現 量 の推移

の網羅 的解 析やin　situ解 析 の技 術 な どを用 いた,よ り生体 内に近 い環境

で の直 接的 な解 析 を行 う ことによ って これ らの因子 が 同定 で きる と考 え

る.そ れに よ り,免 疫寛 容や様 々な タイ プの免疫応答 の誘導 が任 意 に制

御 可能 とな り,食 品ア レル ギー を含 む さ まざまな疾患 の治療 や予 防 に貢

献 す る ことが期待 され る.



図vi パイエル板抗原提示細胞の機能と腸管免疫応答の誘導
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要約

経 口的 に摂取 した抗原 に対 しては, 腸管 に存在す る免疫 系細胞 によ り,

全 身性 の免 疫 系 を刺 激 した場 合 とは異な った特 徴的 な免疫 応答 が誘導 さ

れ る. 腸管 は粘膜 を介 して極 めて多量 の抗 原 に常 に さ らされて い る. こ

れ らの抗 原 の 中 には食物 のよ うに生体 に無害で あ り栄養源 として積極 的

に体 内 に吸収す るべ き もの と, ウィル スや細 菌 のよ うに病 原性 を有 し体

内へ の侵入 を防が な ければな らな い ものが混在 して い る. 免疫 系 は元来

自己 と非 自己 を識別 し, 非 自己 を排 除す るシステム で ある と考 え られて

い るが, 腸 管 に存在 す る免疫 系 は 自己 ・非 自己のみで な く, 無害 と有害

まで も識別 す るため の極めて 高度な機構 を備 えて いる.

腸管 免疫 系 にお いて最 も特 徴 的 であ るのは, 全 身性 の免疫 寛容 現象で

あ る経 口免疫寛 容 と局所 的な免疫応答 であるIgA産 生 の二面性で ある.

経 口免疫寛 容 とは経 口的 に摂 取 した抗原 に対 して誘 導 され る全 身性 の免

疫 寛 容 で あ る. 経 口免疫寛 容 は多 量 に摂取 され る食 物抗 原 に対す る過剰

な免 疫応答 の誘導 を抑制 し, 食 品 ア レル ギー を防 ぐと考 え られ る. 一方,

IgAは 血清 中お よび粘膜上 に分泌 され る抗体 で ある. 腸管 にお いて は微

生物 な どの侵入 を防 ぐとと もに, 食 品成分 に対 して も過剰 な免疫 応 答 を

誘 導す る可能性 のあ る抗 原性 が高 い物 質 の侵 入 を妨 げ, 食 品 ア レルギー

を防 ぐ働 き を持 つ と考 え られ る.

このよ うに経 口抗原 に対 して は腸管 でIgAの 産 生が 誘導 され, 全身免

疫 系 で は経 口免疫寛 容 の誘導 によ り免疫応 答が抑制 され る. しか し, 経

口抗 原 に対 して免疫 応答 と免疫寛 容 の誘導が どのよ うに して 制御 されて

い るか は未 だ明 らか にな って いな い. さ らに, 食 品 ア レルギ ーの発 症 に

つな が るIgEの 産生 を誘起 す るよ うな免疫応答 の誘 導で はな く, 粘膜防

御 に有効 なIgAの 産生 を選択 的 に誘導す るための制 御機構 に関 して も未

解 明で あ る.
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これ らの応 答 は全 て投 与 され た抗原 に特 異的 に誘導 され る ことか ら,

抗原 特 異的 なT細 胞 が重要な役割 を担 っている と考 え られ る. 抗原特異

的なT細 胞 の活性化 には抗原提示細胞 によ る抗原提 示が必 須で あ り, ま

た抗 原 提示 の条件 によ ってT細 胞 は様 々な異 なった機 能 を獲得 して分化

す る こ とが知 られて い る. す なわ ち, 経 口抗 原 に対 す る免疫 応答 と寛容

誘 導 の 制御, さ らには特 徴 的な免疫応答 の誘 導 にお いて抗原 提示過程が

重 要 で ある ことが示 唆 され る. また, これ まで に経 口抗 原 に対 す る免疫

寛 容 の誘 導 に摂 取す る抗 原量 が大 きな影 響 を与 える ことが示 され て いる

に もか かわ らず, 投 与量 の影 響が 系統 的 に調べ られ た研 究 は必ず しも多

くはな い. 抗原 提示 の際 に存在 す る抗原量がそ の後のT細 胞分化 に影響

を与 え る ことが 知 られ てお り, この ことか らも経 口抗 原 に対 す る特 徴的

な免疫 応 答の誘 導 に抗原提示 が極 めて重要で ある と考 え られ る.

近 年, 様 々 な免疫 器官 にお いて異 な った機能 を持つ抗 原提 示細 胞 の存

在 が報 告 され て い る. これは, 経 口抗 原 に対 して誘導 され る免疫 応答や

免疫 寛 容 は腸管 もし くは経 口抗原 が移 行す る他 の免疫 器官 に存在 す る抗

原 提 示 細 胞 の持つ特 徴的 な機能 によって制御 されて いる可能性 を示唆す

る. そ こで, 本研究 で は第一章 において経 口抗 原 の量 を変化 させ る こと

によ り免疫 応 答 と寛 容誘 導 のバ ランス を制御 出来 る ことを示す と ともに,

第二 章 およ び第三 章で主 要な腸 管免疫 器官 で あるパイ エル板 に存 在す る

抗原 提 示細 胞 の機 能 を分 子 レベルで解 析 し, 異な った量 の抗原 に よ る腸

管免 疫 応答 の制御 にお ける抗原提 示細胞 の役割 を検 討 した.

1. 抗 原 の少量経 口投 与はT細 胞 の活性 化後 に免疫寛容 を誘 導す るの に

対 し, 多量経 口投 与は活性化 を誘 導せ ず に免疫 寛容 を誘導す る

経 口抗 原 の量 が免疫 寛 容 の誘 導機構 に影 響 を与 える ことが知 られて い

る. そ こで, 経 口抗原 に対す る免疫応答 と免疫寛容 の誘導 におけ る抗原

量 の影 響 を明 らか にす るため に, 牛乳 タンパ ク質で あるαs1－カゼ イ ンを,
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投 与 量 を変 えてマ ウス に経 口投与 し, 誘導 され る経 口免疫 寛容 お よび免

疫 応答 の活性化 を詳細 に検討 した.

αs1-カゼイ ンを生理食塩水 に溶解 し経 口ゾンデ を用 いてマ ウス に0.01-

10mgず つ2-3日 間 隔で各群 計4回 経 口投与 した. そ の結果, 0.01お よ

び0.1mgと い った少 量 の抗 原 を経 口投 与 した マウス の脾臓 にIFN-γ産

生 細胞 が 誘 導 され た. 一方 で, 1mg以 上 の比較 的多量 の抗原 の投 与 に

よ っては投 与量 が増加す るにつれてIFN-γ産 生細胞 の誘導 は減 少 した.

少 量 の抗原 で誘導 され たIFN-γ産 生はTh1型 のCD4+T細 胞 によ る もの

で あった. Th1細 胞 はウィル スの排 除や腸管 粘膜へ のIgA分 泌 に必 須な

分 泌成 分 の合成促進 に関与 して いる. さらに, 食 品 ア レルギー にはTh2

細胞 の産 生す るIL-4が 関与 してお り, Th1細 胞 はTh2細 胞 の応 答 を抑

制す る働 き を持 つ こと も知 られ て いる. また, 0.01mgと い った極 めて

少量 の抗原 を4回 投 与 したマ ウス を含 む全て のマ ウスにお いて経 口免疫

寛容 が誘導 され て いた. これ らの結果 は, 少量 の抗原 の経 口投与 はT細

胞 の活 性化 と同時 に もし くは活性化 に引き続 いて免疫寛容 を誘導す るの

に対 し, 多 量 の抗 原 の経 口投与 は免疫 系 の活 性化 を伴わず に免疫寛 容 を

誘導 す る ことを示 して い る. また, これ らの応答 は投与す る抗原 の総量

で はな く, 一 回の投与 量 によ り制御 され ている ことも明 らか に した.

本研 究 で 得 られた知見 は, 経 口抗原 の投 与量 を調節 す る ことによ り,

誘 導 され る免疫 応答 と免疫 寛容 のバ ラ ンス を制御 出来 る ことを示 して い

る. このよ うな経 口抗 原 の量の変化 による免疫応 答 と免疫寛容 の制御 に,

抗原 提 示細胞 の機 能が 重要 な役割 を持つ と考 え られ る ことか ら, 第二 章,

第三 章 で は経 口抗原 を取 り込 み, 抗原提示 を行 う抗原提 示細 胞 の機 能 と,

誘導 され る応 答 との関係 を検 討 した.

2. パ イ エル 板 は経 口投 与抗 原 を効率 的 に取 り込み, 全 身免 疫 系 とは異

な った機能 を有 する抗 原提示細 胞が特徴 的な免疫応答 を誘導 す る
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は じめ に, 蛍 光 物質 で標識 したタ ンパ ク質抗原 を, 量 を変化 させてマ

ウス に経 口投与 し, 種 々の免疫 器官 にお ける抗原 の取 り込 み を評価 した.

そ の結果, 腸 管 免疫 器官 で あるパイエル板 にお いて少 量投与 にお いて も

強 い取 り込 みが 認 め られた. 一方, 全 身免疫 系 の主要 な器 官で あ る脾臓

には経 口投 与後 も抗 原 の移行 は ほ とん ど認め られなか った. しか し, こ

れ まで に経 口抗 原 に対 して脾臓 において も抗原 特異的T細 胞 の活 性化や

ア ポ トー シス が報 告 されて いる ことか ら, 多量 の抗原 を経 口投与 した場

合 には極 めて 少量 なが ら抗原 が存在す るか, も しくは抗 原 を取 り込 んだ

細 胞 が移 行す る と考 え られ る.

次 に, 腸 管免 疫器 官 で あ り経 口抗原 の取 り込 みが最 も盛 んで あ ったパ

イエ ル板 と全 身 免疫器 官 で ある脾臓の抗原 提示細胞 を用 いて抗原提 示機

能 を比 較 した. パ イ エル 板お よび脾臓細 胞 によ ってT細 胞 レセ プ ター

(TCR) トラ ンス ジェニ ックマ ウスの脾 臓 よ り調製 した抗原未感作T細 胞

にin vitroで 抗原提 示 を行 った. 抗原未感作T細 胞 は抗原刺激 の際 の条

件 によ り様 々な 異 な った機能 を獲 得 して エ フェクター細胞 へ分化す る性

質 を持 つた め, 抗原 提 示細 胞 の機 能 を解析す るために極 めて有用 な細胞

で あ る. TCRト ラ ンス ジェニ ックマ ウス は抗 原特異 的 な抗 原 未感 作T

細 胞 を多量 に調製 す る ことがで きる ことか ら, 本研究 に不 可欠で あ った.

実 験 の結果, パ イエ ル板 お よび脾臓 のいずれ の細胞 によって も免疫寛

容 は誘導 され なか った が, それぞれ異 な ったT細 胞 の分化 を誘導 した.

パ イエル 板細胞 は脾臓細胞 と比較 してTh1細 胞 への分化 を優位 に誘導 し

た. また, これ らの細胞 をさ らにB細 胞 と非B細 胞 に分画 した結果,

パ イエル 板, 脾臓 由来B細 胞 は共 にTh2細 胞 を誘 導 したのに対 し, 非B細

胞 はパ イエル 板 由来細 胞 はTh1細 胞 を脾 臓 由来 細胞 は弱 いTh2細 胞 を

誘 導 した. さ らに, パイ エル板B細 胞 と脾臓非B細 胞 また は脾臓B細

胞 とパ イエル 板非B細 胞 を混合す るといずれ の組み合 わせで もTh1細

胞 を誘 導 し, 単 独 の場 合 とは全 く異な った機能 を発揮 す る ことが 明 らか
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とな った. これ らの結果 は, パイ エル板 に存在す る抗原 提示細胞 の持つ

固有 の機能 が経 口抗 原 に対 す る免疫 応答 の誘導 に重要 な役割 を果 た して

い る ことを示唆 して いる.

本研究 で は免疫 寛 容 を誘 導す る抗 原提示 細胞 を同定す る ことは 出来な

か ったが, 蛍光標 識 タ ンパ ク質 を用 いた実 験でパイ エル板以外 に も肝臓

に抗原 の取 り込 みが 認め られ た ことか ら, 肝臓 に存在 す る抗原 提 示細胞

の機 能が経 口免疫 寛 容の誘導 に何 らか の役 割 を持 って いる可能性 が考 え

られ る.

3. パ イ エル 板の抗 原 提示 細胞 は抗 原濃 度 に依 存 して全 身免疫 系 の抗原

提 示細胞 とは異な ったT細 胞分化 を誘導する

パイ エ ル板 と脾 臓 の抗原 提示細 胞 の機 能 は異 な って お り, そ れ らの細

胞 が経 口抗 原 に対 す る特徴 的な免 疫応答 の誘導 に関与す る と考 え られた.

そ こで経 口抗原 の量 の変化 によ る腸管 免疫 応答 の制御 にお けるパ イ エル

板 と脾 臓 の抗原提示 細胞の 関与 を検 討 した. 第二章 と同様なin vitroの

実 験 系 を用 い様 々な 濃度 の抗原 存在下 で抗原提示 を行 った. そ の結果,

パイ エル板 お よび脾 臓細 胞 は抗 原濃度依 存性 は異な って い るもの の, 抗

原 濃度 の変化 に伴 いTh1お よびTh2の いず れの細 胞へ の分化 も誘 導 し

た. パ イエル板細胞 は0.01-1μMお よび100μMの 抗原 の存在下 でTh1

細 胞 の分化 を誘導 し, 10μMで はTh2細 胞 を誘導 した. 一方, 脾 臓細胞

は0.1-1μMでTh2細 胞 を誘導 し, 100μMで はTh1細 胞 を弱 く誘 導 した.

この結果 は, パイ エル 板 では極 めて高 い濃度で抗原 が存 在す る場 合 に

のみTh2応 答 が強 く誘導 され, またそ の濃 度範 囲は狭 く限定 され て いる

一 方 で, 脾 臓 で は 比較 的 低 濃度 の抗 原 の存 在 下 で広 い範 囲 にわ た って

Th2応 答 が 誘導 され る ことを示 して いる. 脾臓 にお ける経 口抗 原 に対す

るTh2応 答 の誘導 が食 品 ア レルギ ーに関与 してい る可能性が考 え られ る.

一方, パ イ エル板で誘導 され るTh1応 答 はIgA分 泌 に関わ る分泌 成分 の
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発現誘 導 に関与 す るか も しれ な い.

また, 抗 原提 示細 胞 の産 生す るIL-12は パイエル板 および脾臓細 胞の

いず れ にお いて もTh1細 胞へ の分化 の誘導 には必須 であったが, Th2細

胞 の誘導 にお け る抗 原濃度 依 存性 には ほ とん ど影響 を与 えなかった. 抗

原提示細 胞上 に発 現す る補助刺激 分子 で あるCD86は 抗原濃度 に依存 し

たTh1細 胞 の分化誘 導 に重 要な役割 を持 ち, 抗体 によ りCD86の 機 能を

阻害す る とパ イエル板 および脾臓細胞 によるTh1細 胞誘導能 に差 異がな

くな り, 全 て の抗原 濃度 にお いて 同様 に高 レベルで誘導 され るよ うにな

った. 一方, Th2細 胞 の分化 に対 して はCD86は 抗原濃度依存性 に影響

を与 え る ことな く, 全体 的 に分化 を促進 した.

これ らの結果 よ り, 抗 原濃度 に依 存 したTh1細 胞 およびTh2細 胞 の分

化 は独立 に制御 され てお り, 抗 原濃度 の変化 によ り抗 原提示細 胞 の機能

が変化 す る こ とによって, 異 な ったT細 胞分化が誘導 され る ことが示 さ

れた.

本研 究 に よ り, 経 口投与抗 原 によ り誘導 され る免疫 応答 と免疫 寛 容 は

経 口投 与す る抗 原量 を変化 させ る ことによって制御 で きる ことが示 され

た. さ らに, 抗 原量依 存 的な腸管免疫応 答の誘導 にパイエル板や, 脾臓,

肝 臓 な どの抗 原 提示 細胞 の特 有な機能 が重要 な役割 を果 た して いる可能

性 が 示 唆 され た. これ は, 食 品 ア レル ギー の予防のみで な く, 粘 膜 ワク

チ ンの 開発や経 口免 疫寛 容 の誘導 を利 用 した 自己免疫 疾患 の治療 にお い

て も極 めて有 用 な知 見 で ある.
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らび に石 杜美 奈 さんに感 謝 いた します.

研究 者 と して の良 いお手本 とな り, また私生活 の上で も多 くの励 まし

の言 葉 を下 さった, 高橋宜聖博 士 に深 く感謝 いた します.

実 験 手 法や 実験 計画, さ らには 日常 的な ことまで様 々な相談 につ きあ

って くれ ま した, 橋 口昌章 博士 に深 く感 謝 いた します.

現 職 に就 任後 も, 快 く本研 究 を継 続 させ て下 さ り, また数 々の ご指導

や 励 ま しのお言 葉 を頂 きま した, 東京 農工大学 農学部高橋 幸資教 授 な ら

び に服部 誠助教 授 に心 よ り感謝 いた します.

最後 に研究, 生活す べ て にお いてお世話 にな りました, 東京大 学食 品

生化 学研 究室 の皆 様 な らび に東京 農工大学食 品化学研究 室 の皆様 に深 く

感 謝 いた します.
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