
第 2章 βーラクトグロプリンの T細胞エピト プ解析

Localization of T-cell determinants on bovine s-Iacto-

globulin 

[要旨]

抗原提示細胞内で生成した T細胞エピトープを含むペプチドは、

アグレトープ部分でMH Cクラス E分子と複合体を形成した後抗原

提示細胞の表面に提示され、 T細胞エピトープ部分を介して抗原特

異的T細胞を活性化する。 s-LGの全領域をカバーする合成部分

ペプチドを用い、 11-2ハプロタイプの異なる 3系統のマウス BALB/c ( 

11 -2d )、 C311/lIe(11-2')、 C56BL/6(1I-2b
) における T細胞エピトー

プの検索を行なった。 β-LGで免疫したマウスのリンパ節細胞を

採取し、ペプチド抗原存在下の増殖活性を 3Hーチミジンの取り込み

を指標として測定した結果、 BALB/cマウスはペプチド 42-56、 62-76、

139-153を、 C57BL/6マウスはペプチド 11-26、 72-86、 100-113、 119

-133を、 C311/lIeマウスはペプチド 72-86、 91-104、 129-143、 13ト 15

3をそれぞれ認識して増殖した。同定された T細胞エピトープ領域は

ハプロタイプの異なる系統のマウス悶で異なっており、唯一、ペプ

チド 139-153がBALB/c(1I-2d
) とC311/lIe(11-2') に共通して認識され

た。 このことは、各ハプロタイプの M H Cクラス E分子の多型性に

より異なるペプチドフラグメントが提示された結果である他、各系

統間で準備されている T細胞レパートリーが異なることも大きく影

響していると考えられた。



第 l節緒言

第 1章では s-LG分子上の抗体結合領域を解析し、詳細な B細

胞エピトープマッピングを行なった。 B細胞エピトープを介した抗

原特異的 B細胞への捕捉はマクロファージや樹状細胞の非特異的な

取り込みに比べて桁違いに効率が良く、低濃度の抗原にも抗体応答

できる仕組みになっているが、 これらの B細胞が抗体産生細胞に分

化するためにはへルパ -T細胞による補助が必須である。抗原タン

パク質中には B細胞エピトープと異なる領域に T細胞エピトープが

存在し、抗原特異的 T細胞の活性化を誘導する。本主主では s-LG

分子上の T細胞エピトープの解析を行なった。

外来性の抗原タンパク質は生体内の APCのエンドソームに取り

込まれた後酵素分解を受けてペプチド断片となるが、その中のいく

つかには T細胞エピトープ部分が含まれている(1 1 1 )。これら

のペプチド断片のうち新しく合成された MHCクラス E分子と会合

できたものが APC表面に運ばれて MHC一抗原複合体となり、 T

細胞に提示される。外来抗原タンパク質に対する抗体応答には、 こ

のへルパ -T細胞による抗原認識とその活性化が必須である。

ペプチド断片が MHC分子に結合する能力と、 T細胞認識領域と

して免疫応答を引き起こす能力の聞には高い相関があるため(11

2、 1 1 3 )、 MHCとどれだけ安定な会合体を形成できるかが、

ペプチドが T細胞応答を引き起こせるか否かの鍵となる。本研究を

含め T細胞エピトープを特定するための実験系では従来より合成ペ

プチドが用いられてきたが、 これらの系では抗原ペプチドは培養液

中に添加され、 MHC分子と会合させるようにしている。本来抗原

が細胞内に取り込まれて内在型抗原の形をとると、それらから生成

したペプチド断片は新しく合成された MHCクラス E分子と会合す
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ることになるが、合成ペプチドを細胞外に加えた場合、そのほとん

どは細胞表面に出ている MHC分子と結合すると考えられている(

1 1 4 )。細胞表面に出ている MHC分子は既に自己抗原や他のタ

ンパク質分解物と会合しているため、後から加えた合成ペプチドが

MHC分子と会合しようとすれば、既に複合体をつくっているタン

パク質分解物と競合し、押し退けなければならないことになる。す

なわち、培養液中に添加する方法でMHC分子と会合できた合成ペ

プチドは、 MHC分子との高い結合性を保証されていることになる。

合成ペプチドを用いて T細胞エピトープを解析する方法は、 Bjo-

rkmanらによって MHC分子の構造が解析されて以来ますます重要と

なってきた (11 5、 116、 1 1 7 )。複数の抗原タンパク質に

ついて合成ペプチドを用いた T細胞エピトープ解析が行なわれ、可

溶性タンパク質抗原やウイルスタンパク質抗原上の T細胞エピトー

プが数多く決定された (11 8)。これら T細胞エピトープのアミ

ノ酸配列パターンから?細胞エピト ブの予測法も提唱されるよう

になった (11 9、 120、 1 2 1 )。

本章では合成ペプチドを用いた日ー しGのT細胞エピト プの解

析を行ない、 3系統のマウスにおける同タンパク質 T細胞エピト ー

プ領域の同定を行なった。また、それらの結果を T細胞エピトープ

予測法により算出されたエピト プ領域と比較し、考察を行なった。

第 2節 実験材料および方法

1 ) 自ーラクトグロプリンの調製

第 l部 1-2 -1に記した。

2) 合成ペプチド
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日一 LGは 182残主主からなり一次構造も明らかにされているタ

ンパク質であるため、図 51に示すようにアミノ酸配列に従って合

成した部分ペプチドを用いた。合成部分ペプチドの鎖長は 14から

1 8残基、隣接するペプチドとのオーバーラップ部分は 5残基であ

る。 88、 108、 118、 121および 180残基自の Cy sは

A 1 aに置換して合成した。合成方法は 1-2-2，こ記した。

3) 実験動物

BALB/c (H-2d
) 、 C57BL/8 (H-2り、 C3H

/He (H-2りの雌は日本チヤールスリバー〔東京〕より 5週齢

で購入した。

4) 免疫

一匹あたり 40μgの自ーし Gを生理食塩水に溶解し也盟主包主主

l um tuberculosi s. H 3 7 R a (Difco)を含む CFAで l目 1(v 

/v) に乳化した後、 8から 10週齢のマウスの足しょおよび尻尾

基部に注射した。

5) T細胞I曽殖試験

日ーし Gで免疫 1週間後、マウスより膝下部、鼠径部および大動

脈リンパ節を無菌的に得た。テトロンメッシュ上で単細胞浮遊液と

した後 88ウェル平底マイクロプレートに細胞数 5x 1 05ずつ分注

し、 3 7'C、炭酸ガス 5%、湿度 100%の条件で培養した。この

とき、培地中には検体であるオーバーラッピング合成部分ペプチド

を lウェルあたり 5から 200μg添加した。対照として 5μg/

ml ConA (Sigma)、オボアルブミンまたは βーし Gを添加し

た群も設けた。培地には 50μM メルカプトエ !J.ノール、 10mM 
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図 51. T細胞エピトープの決定に用いたオーバーラ、ソピング

合成部分ペプチド

数字はペプチドの N末担1)アミノ酸、 C来自1)アミノ磁のアミノ酸番号

残基数を示す。 66、 106、 118、 121、 160残基自のシ

ステイン残基はアラニンに置換して合成した。



HEPES、 100U/ml ペニシリン、 100μg/ml ストレプト

マイシンおよび 1%同系マウス血清を含むRPト111640を用いた。培養

3日後に lウェルあたり lμCiの3Hーチミジンでパルス、 1 6時

間後にセルハーベスター (Skatron7020)で細胞をハーペストし、

液体シンチレ ーションカウ ンター (Packard3255)でリンパ節細胞

へのチミジンの取り込みを測定した〔図 52)。

6) モノクローナル抗体の調製

マウス MHCクラス E抗原に特異的なモノクローナル抗体は、篠

原信賢博士 (三菱化成生命科学研究所〕より分与していただいたハ

イブリドーマより調製した。すなわち 39-10-8 (122)、

ISCR3 (123)および 10-2-16 (124) よりそれぞ

れ 1-A'、 1 -E k.'‘ し Pおよび 1-A k.'. S f，こ特異的なモノクロー

ナル抗体を得、 MHCクラス E分子拘束性リンパ節細胞増殖反応の

阻害実験に用いた。ハイブリドーマの培養上清に同量の飽和硫滋ア

ンモニウムを加えて得た塩析物を 50%飽和硫酸アンモニウム/P

BSで洗浄し、 P B S fこ対して透析した。得られた抗体粗精製物よ

り、プロテイン A カラム (Ampur巴™ PA Kit、 Amersham)を用いてモ

ノクローナル抗体を精製した。

第 3節 結果

。ーし Gの一次構造に従って合成された部分ペプチドを用いて行

なった T細胞増殖試験の結果を、 BALB/cについては図 53、

C57BL/6については図 54、 C3H/Heについては図 55 

に示した。図の値は各々のペプチドに対する至適地殖応答を示した

抗原濃度下でのチミジンの取り込みを表わしている。図に示すよう
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T細胞増殖試験
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リンパ節細胞
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図 52.T細胞増殖応答試験の核略



に、 H-2ハプロタイプの遠いを反映し、各系統において異なった

T細胞エピトープ領域が検出された。

T細胞エピト プを含むペプチドの限定は、 31 CStimulation 

lnd巴x)を指標として行なった。 31 ~阜、抗原刺激を受けた細胞の増

殖応答を E、無刺激の対照群での増殖応答を Cとしたとき E/Cで

算出した。

BALB/cマウス CH-2りでは最も高い増殖応答がペプチド

62ENDEAAQKK11AEKT76を添加した群で得られた。ペ

プチド '2YVEELK PTPEGDLE 156および t39ALKALP

MH1RL3FNp153によっても T細胞は刺激された C31>3)。

他のすべてのペプチドによっても 31>1. 8の弱い応答が誘導さ

れたことより、他のマイナーな T細胞エピトープの存在も示唆され

た。その中で 31 > 2を示したのはペプチド 1- 1 5、 1 1 -2 8、

72-88、 1 29-143を添加した群であった。ペプチド 72 

88および 129-143は主要な抗原性ペプチド 82-78お

よび 139-1 5 3とオーバーラップする隣接ペプチドであること

から、 これらは重なり部分で主要 T細胞エピトープを共有している

可能性もあると考えられた。

C57BL/8 CH-2b
) 由来のリンパ節細胞はペプチド 11D 1 

Q K V A G T W Y 3 L A M A A 26、 721 A E K T K 1 P A V F K 1 

D A 86、 1oo K K Y L L F A M E N 3 A E P 113および119AQALV

RTPEVDDEAL'33で 31 > 2の増殖応答を示した。ペプチド

32-48および 42-58でも 31>1.8の弱し、増殖応答がみ

られ、領減 32-5 8はマイナ -T細胞認識領域であると考えられ

た。

ペプチド9I K V L V L D T D Y K K Y L L I o，は C3H/He CH 

2りにおいて強い憎殖応答を誘導した。 リンパ節細胞の t曽殖は
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72 1 A E K T K 1 P A V F K 1 D A 86、 129DDEALEKFDKA

LKALI43および 139A L K A L P M H 1 R L S F N P 153の添加群

においても顕著であった。ペプチド 129-143と 139-15

3は 139残基目から 143残基自の 5残基分がオーバーラップし

ており、この重複部分が T細胞エピトープとなっている可能性があ

る。ペプチド 82-95、 119-133は S1>1.8の弱い増

殖応答を誘導したが、 いずれのペプチドも主要な T細胞エピトープ

ペプチドとオーバーラッフしており、ペプチド 82-95はペプチ

ド72-88および 91-1 0 4、ペプチド 119-133はペプ

チド 129-143とそれぞれ T細胞エピト プを共有しているの

かもしれない。

以上、 H-2 dハプロタイプ拘束性の T細胞エピトープはペプチド

42-58、 82-78および 139-153に含まれており、 H 

-2 bハプロタイプ拘束性の T細胞エピトープはペプチド 11 -2 8、

72-88、 100-113および 119-133に、 H-2'ハプ

ロタイプ拘束性の T細胞エピトープはペプチド 72-88、 9 1 -

104、 129-143および 139-153に存在すると結論し

た(図 58)。なおこれらのペプチドにより誘導された T細胞の増

殖応答はStudentの t統計量検定により P<O.Olで統計的に有意

であった。

次に、各 T細胞エピトープの MHCクラス E分子拘束性を詳しく

調べるため、抗MHCクラス Eモノクローナル抗体を用いた糟殖反

応の阻害実験を行なった。マウスにおける MHCクラス E分子には

1 -A分子と 1-E分子がある。 H-2 bの C57/BL8では 1-

A分子のみが発現型であるためペプチド 11 -2 8、 72-8 8、

100-113および 119-133は 1-A b分子と会合して T細

胞に認識されると考えられる。 BAしB/cおよび C3H/Hevこ
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図 53. sーラクト グロプリンで免疫し た BALB/cマウス由来

リンパ 節細胞の合成部分ペプチドに対する増殖応答

3速 の培養の平均値を示した。ペプチド52-66、 109-123は5μg/ml、

ペプチド 1-15、 72一郎、 82-95、 119-133、 139-153、 149-162は 10μg

Iml、 ペ プ チ ド91-104、 129-143は 20μg/ml、ペプチ ド lト26、 42-56、

100-113は40μg/ml、ペプチド22-36、 32-46、 62-76は80μg/mlの濃

度における増殖応答の値を示す。 日ーラクトグロプリン、オボアル

ブミン、コンカナパリン Aに対するSIはそれぞれ8.20、1.10、 120

67であった。抗原非存在下の t音獲における 3Hーチミジンの取り込み

は3359土 242c.p田であった。

n
h
u
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Peptides 

1-15 

11-26 
22-36』 ー C57BL/6 

32-46 

42・ 56

52・ 66

62-76 

72-86 

82-95 

91-104 

100-113 

109-123 

119-133 

129-143 

139-153 

149-162 

1 2 

d，. CPM x 10-4 

図 54. (3ーラクトグロプリンで免疫した C57BL/8マウス

由来リン パ節細胞の合成部分ペプチドに対する増殖応答

3遠の培養の平均値を示した。 ペプチド 149-162は5μg/ml、 ペプ

チド 100-113、 139-153は25μg/ml、ペプチド 119-133は50μg/ml、ペ

プチド 22-36、 62-76、 82-95は 100μg/ml、 ペプチド 1-15、 11-26、

32-46、 42-56、 52-66、 72-86、 91-104、 109-123、 129-143は200μs

/mlの濃度における増殖応答の値を示す。{3ーラクトグロプリン、オ

ボアルプミン、 コンカナパリン Af.こ対する Slはそれぞれ6.41、 O.95、

11. 59であった。抗原非存在下のt音裳における 3Hーチミジンの取り

込みは4695士1108c.p. m.であった。
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P巴ptides

1- 15 

11・~~~
22-36 

C3H圧Ie

32・ 46

42-56 

52-66 

62-76 

72-86 

82-95 

91-104 

100-113 

109-123 

119・133

129-143 

139-153 

149-162 

2 3 

IJ. CPM x 10-4 

図 55.sーラクトグロプリンで免疫した C3H/Heマウス由来

リンパ節細胞の合成部分ペプチドに対する増殖応答

3連の培養の平均値を示した。 ペプチド22-36は5μg/町l、ペプチド

42-56は 10μg/目l、 52-66は25μg/ml、ペプチド 1-15、 100-113は50μ

g/ml、ペプチド82-95、 129-143、 139-153は100μg/ml、ペプチド 11

-26、 32-46、 62-76、 72-86、 91-104、 109-123、 119-133、 149-162は

200μg/mlの濃度における摺殖応答の値を示す。 日ーラクトグロプリ

ン、オボアルブミン、 コンカナパリン Aに対する Slはそれぞれ6.39、

1. 13、 14.32であった。抗原非存在下の培養における3Hーチミジン

の取り込みは 12126土 1062c. p. m.であった。
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表 1. T細胞 エピトープペプチドのクラス IIMHC分子拘束性の

解析

日ーラクトグロプリンで免疫したマウス由来リンパ節細胞を抗クラ

ス IIMHC分子特異的抗体の存在下、非存在下で培養し、 T細胞エ

ピト ープペプチドに対する増殖応答を調べた。ペプチド 42-56は5μ

g/ml 、 ペプチド91-104、 139-153は100μg/ml、ペプチド 62-76、 72

-86、 129-143、 139-153は200μg/mlの濃度における増殖応答の値を

示す。抗原非存在下の培養における 3H チミジンの取り込みは BA

LB/cマ ウスにおいて2970土 165c.p.m.、 C3H/Heマウスにお

いて 1814:t113c. p. m.であった。

BALB/c (H-2d) Stimulator 

antibody 42-56 62-76 139-153 

oc.p.m.士SE

53-3 + 1566 1348 + 596 7464 + 1146 
39-10-8a 1932 + 748 838土 358 3137 + 460 

ISCR3 1018 + 34 2195土 323 8670 + 152 

C3H/He (H-2勺 Stimulator 

antibody 72-86 91-104 129-143 139-153 

oc.p.m. :t SE 

5156:t 72 2599土 331 4591土 7 2915土 892

10-2-16C -346土 247 一776土 239 一739土 142 -679 + 509 
ISCR3 757 + 539 1450 + 125 -163:t 160 1096土 651

a39-1 0-8， specific toトA
d

bISCR3'， specific to I_Ek.d •t •D. 

10-2-16， specific toトAk.r.s.



おける各エピトープの MHCクラス E分子拘束性を調べた結果を表

1 Iこ示した。 H-2 dの BALB/cマウスにおいてペプチド 13 9 

-1 531こより誘導される増殖応答は、抗 1-A d抗体の添加で阻害

され、 1 -A d分子拘束的に T細胞に認識されていることが示唆され

た。ペプチド 62-76による増殖応答も抗 1-E抗体の影響が無

いところ抗 1-A d抗体により反応が低下しており、 1 -A d拘束性

である可能性が高いと考えられた。ペプチド 42-56による反応

は抗 1-Ad、 抗 1-Eいずれの抗体によっても不完全ながら阻害さ

れたため、ペプチド 42-56は両方の分子に結合性を持ち、その

いずれかを認識する T細胞の増殖応答の総和が検出されていること

が示唆された。 C3H/Heにおいてペプチド 72-86、 9 1 -

104、 129-143および 139-153により誘導される増

殖応答はいずれも抗 1-Ak抗体と抗 1-E抗体の両方により限害さ

れた。

第 4節 考察

本章では合成部分ペプチドを用い、近交系マウスにおける{3-L

G上の T細胞エピトープ領域を同定した。{3-LGは牛乳アレルギ

ーの主要原因タンパク質のひとつであり、酵素分解物を用いた抗原

性領域の解析の例はあるものの(54)、その T細胞エピトープ領

域を充分短いペプチドを用いて同定する仕事は行なわれていなかっ

た。自然状態の細胞から分離してきた MHCクラス E結合ペプチド

断片の大きさが 13から 17残基もしくはそれより長いペプチドで

あることを考慮する C125~127) と、本実験で用いた 1 4か

ら 16残基というペプチドの長さは適当であったと考えられる。ま

た、 MHC分子に結合したペプチド断片と競合して入れ替わること
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図 58. BALB/c  、 C57BL/8、 C3H/Heマウスに認

識される Bーラクトグロプリン T細胞エピトープ領域のまとめ

各系統のマウスにおける T細胞エピトープ領減を斜線のパーで示し

た。 αーヘリックス様の構造をとり易いアンフィパティックな領域

を白抜きのパーで、 RothbardとTaylorのT細胞エピト プモチーフ

を黒塗のパーで示した。 H-2'拘束性の抗原性領域については、

S巴tteらの方法で予測されるクラス IIMHC分子結合性領域を彫付き

のパーで、 Takahashiらによって抗原性の確認されたトリプシンおよ

びキモトリプシンプラグメントの領域を笑線および点線でそれぞれ

示した。
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のできる T細胞エピトープの最小単位が 5残基であること(1 2 8) 

を考慮すると、隣接するペプチドと 5残基ずつの重複部分を持つペ

プチドを用いたことも妥当であったと考えられる。

酵素分解物を用いた BALB/cマウスにおける s-LG上T細

胞エピト プの解析は、高橋らによる報告がある(54、図 56)。

本研究で明らかにされた H-2 d T細胞エピトープ領域を s-LGト

リプシン分解物、 キモトリプシン分解物中の H-2' 拘束性T細胞エ

ピトープ領域と比較すると、領域 42-56はトリプシン分解物 4

1 -6 0残基自に、領域 62-76はキモトリプシン分解物 58-

8 2残基自に含まれていた。領I或 138-1 5 3は本研究で新たに

同定された。 トリプシン分解物 21 -4 0残基目、 102-124 

残基目とキモトリプシン分解物 123-140に棺当する合成ペプ

チドはここでは T細胞エピトープ領成として検出されなかった。こ

のことは本研究で用いた合成ペプチドでは 66、 106、 118、

121、 160残基自の cy sが A 1 aに置換されていることによ

るのかもしれない。チオール基が T細胞認識に重要である可能性と

ともに、短いペプチドはプロセシングを受けないで細胞表面のMH

C分子に結合すると考えられているものの、 c y sに富む領域はカ

テフ・シンによる酵素分解に比較的耐性であるために T細胞認識領域

となり易いという報告もあるからである(128)。他系統のマウ

スにおける結果も含め、 c y s残基の影響、選んだペプチドのとり

得る立体構造やその中での特定アミノ滋残基の位置の影響等を受け

てここで同定され得なかった T細胞エピトープの存在は否定できな

いものの、本研究によりマウスにおける{3-LG分子上の T細胞エ

ピト プの全容が明らかにされたと考える。なお上記のような問題

点を解決するには、マルチピンペプチド合成法など他の手法を導入

するととも考えられる(1 3 0、 1 3 1 )。
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同定された T細胞エピトープ領域はハプロタイプの異なる系統の

マウス悶で異なっており、 3系統に共通して認識された領域は無か

った。唯一、ペプチド 139-153が BALB/c (H-2d
) と

C3H/H巴 (H-2 ')の 2系統に T細胞エピトープ領級として認

識された。各ハプロタイプの M H C分子の抗原結合部位は多型性を

持っと考えられているが (1 1 5)、実際には MHC結合性分子の

多くは複数の MHC分子と結合する性質を持つ(1 1 2、 1 3 2 )。

それにもかかわらずハプロタイプ間共通の T細胞エピトープがほと

んど存在しないということは、 MHC分子との結合性の相違に加え

て、各系統問で準備されている T細胞レパートリーが呉なることも

大きく影響していると考えられる。

復数のタンパク質において近交系マウスにおける T細胞エピトー

プが解析され、そのアミノ酸配列パターンが蓄積されてきた (11 

8 )。そしてそれらのデータをもとにした T細胞エピトープの予測

方法がいくつかのグループから提唱されるようになった (1 1 9 ~ 

1 2 1 ) 0 RothbardとTaylorはT細胞エピト プに共通にみられる

性質として、 アミノ酸配列が[1 ]荷電アミノ Eをまたは Glyー[

2 ]疎水性アミノ酸ー[3 ]疎水性アミノ酸ー[4 ]極性アミノ酸

または Glyとなる 4残 基 お よ び [1 ]荷電アミノ酪または G1 y 

ー[2 ]疎水性アミノ酸 [ 3 ]疎水性アミノ酸ー[4 ]疎水性ア

ミノ殴または Pr 0 ー[5 ]極性アミノ Eままたは Glyとなる 5残

基を含んでいると考えた(1 1 9 )。また、 この 4残基または 5残

基に隣接するアミノ酸配列にはハプロタイプによる特徴的な jsいが

あると健唱した(1 1 9)。図 56に、 。-LGに含まれる Rothba

rdとTaylorのT細胞エピトープモチーフを示した。荷71:アミノ酸は

(A s p、 Glu、 His. Lys、 A r g)、疎水1生アミノ d!Iは

(A 1 a、 Va1、 Le u、 11 e、 Ph e、 M e t、 T r p、 T
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h r、 Ty r)、極性アミノ滋は (As p、 G1 u、 Hi s 、 Ar 

g、 L y s、 Asn， Gln、 S e r、 Th r) として検索を行な

っている。 9個のモチーフのうち 6個が本研究で明らかにされた T

細胞エピト プ領域に含まれていた。ハプロタイプに特徴的とされ

た隣接アミノ滋配列は存在しなかった。

DeLisiと8erzofskyはT細胞エピト プ領域とアンフイパティック

(amph ipath ic)な領域に高い相関があると考えた(1 2 0 )。彼ら

は、 α へリ、y クス様の構造をとり易いアンフィパティックな領域

内に T細胞抗原決定部位が存在することが多いとしている。同じく

図 56にDeLisiとB巴rzofskyの?細胞エピト プ予測領域を示した。

ここで明らかにされた日ーし GのT細胞エピトープのうち、 BAL 

B/cマウスでは 62-76残基目、 C57BL/8マウスでは l

00-113および 119-1 3 3、 C3H/Heでは 129-1 

4 3がこれらの領域を含んでいた。

X線結晶解析の結果によると、 日-LG分子内の αーヘリックス

はただひとつ 130-140残基自に存在し、 3回ターンする構造

をとっている (41 )。この αーヘリックス領域を含むペプチド 1

29-143は 131-134残基目と 138-141残菱自に Ro

thbardとTaylorの抗原性モチーフを持ち、 1 3 1 -1 4 1残基自に

アンフィパティックな領域を含んでいる。このペプチドは C3H/

H 巴において T細胞エピトープ領域として認識された。ペプチド 1

29-143の他にも抗原性モチーフとアンフィパティックな領成

を両方含んでいるペプチドが 3つあるが、そのうちペプチド 62-

7 6とペプチド 119-1 3 3がそれぞれ BALB/cマウスと C

57BL/6マウスにおいて最も強く T細胞増殖を誘導したことは

興味深いと思われる。

H -2 dハプロタイプは αーヘリックスを T細胞エピトープとして
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認識しやすいという知見がある (133-135)0 。ーし G分子

上で αーヘリックスをとる 130一 140残基自に対応する領岐に

対しては BALB/cマウスは弱い T細胞応答を示しただけだった

が、 H-2dハプロタイプにおける T細胞エピト ープ領域の 2/3は

アンフィパティックな領成を含んでいた。 H-2 bのT細胞エピト ー

プにおける頻度は 2/4、 H-2 kにおいては 1/4であった。

H -2dハプロタイプの認識しやすい領域についてさらに言及する

と、 S巴tteらは H-2d Iこ結合性の高い領域をアミノ酸配列から簡便

に予測する方法を報告している(1 2 1 )。 この方法によれば、図

5 6に示すように領域 1-6、 22-2 7、 29 -3 4および 14 

5 -1 5 1が I-Ad分子と高い結合性をもつことが予想される。 B

ALB/cマウスにおける主要な T細胞エピトープ領域のひとつペ

プチド 139-153は領域 145-151を含んでおり、抗 I-

Ad抗体を用いた T細胞増殖阻害実験においても I-A d拘束的に認

識されていることが示された。領I或22-27と28-34はTaka

hashiらに抗原性領域として報告されている酵素フラグメントの中に

含まれている。また、 I -E dに結合性をもっペプチドは境基性一極

釜性一非荷電 塩基性というアミノ MliejlJを持つことが同じく Sett

eらにより提唱されているが、 このモチーフは Bーし G分子のなかに

は見いだされなかった。ただしペプチド 42-56に対する T細胞

増殖応答は抗 I-Ad抗体のみならず抗 I-E抗体によっても阻害さ

れていることから、実際には I-Ed分子に結合するペプチドも (3-

LGから生成すると考えられる。

以上、マウス 3系統における T細胞エピトープ領域の解析結果を

示したが、明らかにされた主要 T細胞エピトープ領減のうち 42-

5 6および 72-86はそれぞれの系統のマウスにおいて主要 B細

胞エピトープ領域であることも解っており (77、 98)、 (3-L  
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Gが摂取されたときにこの領域のペプチドフラグメントが生成すれ

ば、 T細胞エピト プと B細胞エピトープの両方を含んだ抗原性の

高いペプチドとなることが予想される。また、そうしたペプチドは

アレルゲンタンパク質から生成した抗原性フラグメントのモデルと

して、 in vitr口における詳細な解析にも有用であると考えられる。



第 2部 B ラクトグロプリン特異的 T細胞クローンの樹立

と機能解析

第 l章 Bーラクトグロプリン特異的 T細胞クローンの樹

立と抗原特異性の解析

Establishment of T-cell clones sp巴cificto bovine 

{3 -lactoglobul in and analysis of their sp巴cificity

〔要旨〕

{3-LGに特異的な T細胞の抗原認識とそれに伴う免疫応答を解

析することを目的とし、 s-LG特異的 CD 4' T細胞クローンを樹

立してそれらの表面抗原、 MHCクラス E分子拘束性、 T細胞エピ

トープの解析を行なった。 s-LGで免疫したBALB/cマウスのリン

パ節および牌臓細胞を採取し_i_n__y_品目抗原刺激を繰り返すことによ

って自 -LG特異的 T細胞ラインを得た後、同細胞群から限界希釈

t去によりクローンを樹立した。 s-LGに特異性を示す CD4・T細

胞 4クローン(H1. 1、 5G、 2.11G、 6.11G)を得た。 これらはいずれ

もMHCクラス E分子の内 1-Ad分子拘束的に s-LGを認識して

増殖した。特にH1. 1および5GはBALB/ cマウスにおける主要T細胞エ

ピトープ42-56残基目を認識することから、_i_n__y_江旦における s-L

Gおよび s-LG由来のペプチドフラグメントに対する免疫応答を

よく反映すると期待される。すなわちこれら T細胞クローンは s-

LG特異抗体産生をはじめとする免疫応答に関わる T細胞 ・B細胞

協同作用を invitroで詳細に解析し、 T細胞 .8細胞エピト プフ

ラグメントが果たす役割を一層深く理解するための有用な材料であ

ると考えられた。

-107-



第 l節緒言

第 l部では合成ペプチドを用い、 ウシ直一 LGのB細胞エピトー

プ、 T細胞エピトープの詳細を明らかにしてきた。 s-LGは主要

な牛乳アレルゲンとして広く知られているが、食物アレルゲンとし

て注目されていると同時にその抗原機造が詳細に解析されているタ

ンパク質は希少である。他にエピトープマッピングがなされたアレ

ルグンタンパク質の伊!として、 B細胞エピトープの解析が牛乳 aS I 

ーカゼイン C136~139) や B ーカゼイン C 1 40、 1 4 1 )、

鶏卵リゾチーム C1 4 2、 1 43)、オボムコイド C1 4 4 )、 ミ

オグロビン C1 4 5、 1 46)等で、 T細胞エピトープの解析も同

様に α SI カゼイン C1 3 8、 139)、自 カゼイン C1 40、

1 4 7)、鶏卵リゾチーム C1 3 5、 1 48)、オボアルブミン〔

1 49)オボムコイド C1 5 0)、 ミオグロビン(15 1 )等で行

なわれているが、 。-LGは立体構造が日月らかにされていることも

あり、食物アレルゲンに対する免疫応答を解析する上で非常に優れ

たモデルタンパク質となり得る。

一方、タンパク質抗原に対する免疫応答は主に?細胞と B細胞に

より担われているが、特に T細胞は液性因子の産生や細胞問中目互作

用を通して様々なエフェクタ一機能を発揮することにより全体の応

答を制御する役割を担っている。 T細胞は、抗原提示細胞により分

解され、 MHCクラス E分子との複合物として提示された抗原由来

ペプチドフラグメント CT細胞エピトープフラグメント〕を認識し

て応答を開始する C1 1 1 )。その応答機様は多岐にわたり、中で

も抗体産生の調節・遅延型過敏症反応の制御などはアレルギ一発症

と・の深い関わりが指摘されている C1 1)。 これらの現象を lnvit 

roで詳細に解析するためには抗原特異的 T細胞クローンを用いるの
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が有利である。

本研究では tl-L G ~こ特異的な T細胞の抗原認識とそれに伴う免

疫応答を解析することを目的とし、 BALB/cマウスから tl-L

G特異的?細胞クローンを樹立してそれらの表面抗原、 MHCクラ

ス E分子拘束性、 T細胞エピト プの解析を行なった。

第 2節 実験材料および方法

1 ) 日ラクトグロプリンの調製

1 -2ー lに記した。

2) 還元カルボキシメチル化 Bーラクトグロブリンの調製

還元カルボキシメチル化 Bーラクトグロプリン (RCM-tl-L

G)は、トlcK巴nZleらの方法により調製した(1 5 6 )。すなわち o.

027MのNa2EDTAを含む 0.2Mトリス注酸緩衝液 1.9m 1 

(pH8.5)に、 tl-LGを溶解し、同緩衝液で調製した 10M尿

素溶液 8mlを加えた。窒素置換後、 2ーメルカプトエタノール O.

1 m 1を加えて 25.Cで 4時間反応させ、 tl-LGの 2つのジスル

フィド結合を還元した。 さらに、同緩衝液で調製したヨード酢目立ナ

トリウム (303.5mg/2ml)を加えて 40分間反応させ、遊

離 SH基も含めて 5つの SH基をカルボキシメチル化した。 pH 5. 

0、 0.5 M酢酸ナトリウム緩衝液 5mlを加えて反応を停止し、 4 

℃で 0.01M酢酸および脱イオン水で透析の後、凍結乾燥した。

3) ;登元カルボキシメチル化 Bーラクトグロプリンプロムシアン

分解物の調製
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RCM-s-LGをプロムシアンで処理することにより、 4個の

メチオニン残基の C末端由IJで分断したペプチドフラグメントの混合

物をf専た。 RCM一日 -LG(200mg)および CNBr (91 

7 m g) をネジロ試験管内で 4m 1の 70%ギ磁に溶解し、窒紫置

換した。室温で 24時間静置の後 38m1脱イオン水を加えて反応

を停止し、凍結乾燥した。

4) 還元カルボキシメチル化日ーラクトグロプリン酵素分解物の

調製

1 %トリプシン(T-8642、 Sigma)、 1%キモトリプシン (C-776

2、Si g ma)、 5%ペプシン(P-6887)を用いて RCM-sーし Gの

酵素分解を行なった。基質波度は l%(w/v)とした。 トリプシ

ン、キモトリプシンの酵素反応は 0.lmMNH，HC03(pH8. 

0)中で行い、ペプシンの反応は 0.01NHC1 (pH2.2)中

で行なった。保存浄!としてトルエンを添加した。 37"'C、 2 4時間

援とうの後、分子量 10.000以下の分解物を限外減過(ウルトラ

フィルターユニット 'UCE-1、アドバンテック、東京〕を用い

て採取し、凍結乾燥した。

5) 合成ペプチド

2-2-2に記した。図 60に示すアナログペプチドも同織の方

法で合成した。

8)実験動物

BALB/c (H-2り お よ び 3Dラットの般は日本チヤールス

リiパー(東京〕より 6週齢で購入した。 1-A dと I-Eb(Esは

d / b)分子を表現する B10.GDマウスは、森脇和郎博士(国
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立遺伝学研究所〕より御供与いただいた。

7)免疫

一匹あたり 40μEまたは 100μEの s-LGを生理食塩水に

溶解し、 Hycobacteriumtuberculosi s.H37Ra (Difco) を含む

CFAで 1 1 (v/v) に乳化した後 BALB/cマウスの足し

ょおよび尻尾基部または腹腔に注射した。腹腔内免疫は 3週間後に

繰り返した。

8)培養用培地

R P M I 1 8 4 0 (G i bco) に 10%FC3 (Gibco)、 50μM  

2ーメルカプトエタノール、 10mM HEPE3、 100U/ml 

ペニシリン、 1 00μg/ml ストレプトマイシンとなるよう各試

薬を添加した渚地を用いた。

9)コンカナパリン A培養上1青の調製

3Dラットより牌臓を採取し、培養周培地で単細胞懸濁液 (5x 

1 06細胞/m1) を調製した。コンカナパリン A (5μg/ml、

Sigma) を添加し、 37.C、 5 % C 02の条件下、 75 c m2フラスコ

で 20時間培養した後遠心分離により細胞を除去し、培養上i青を得

た。 20mMα ーメチルーマンノピラノシドを添加してコンカナパ

リン Aを不活性化し、 T細胞クローン培養用コンカナパリン A培養

上清とした(1 5 2)。

1 0) フィーダー細胞の調製

.B A L B / cマウスの牌臓細胞を採取し、 1 x 1 0 B細胞/ml培

地の単細胞懸濁液を調製した。メタノールに 2. 5μg/mlの濃
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度で溶解したマイトマ イシン C溶液を 20μl/ml添加し、 3 7 

℃に 25分間静置した後細胞を洗浄し、 フィーダー細胞として培養

に供した C1 5 3 )。

1 1) s-ラクトグロプリン特異的 T細胞クローンの樹立

KimotoとFathmanの方法(154)に従って日 -LG特異的 T細胞

クロ ンを樹立した。皮下免疫後 7日自に BALB/ cマウスの鼠

径部、膝下部および大動脈リンパ節を採取し、単細胞懸濁液を調製

した。 40μg/mls-LGの存在下、 24ウェルプレートで 5

x 1 06細胞/ウェルの細胞密度で 4日間培養した後、 プラスト化し

た細胞をリンフ ォライト M CCedarlane、 Ontario)の界面上に遠心

分離 C2. OOOrpm、 15分〕により採取した。 s-LG非存在下、 1 x 

1 05細胞/ウェルの細胞をフィ ー ダー細胞 C5xl06細胞/ウェ

ル〕および 10%コンカナパリン A培養上i青とともに 10日間休止

させた後、同様の条件のもと s-LGで4日間再刺激した。数回休

止期と再刺激を繰り返した後限界希釈t去によりクローン化を行なっ

た。限界希釈法の後 10 ~ 1 4日で堵殖を認めた株を増殖させて T

細胞t曽殖試験 を行なうことにより抗原特異性を確認し、 さらに休止

期と再刺激を繰り返して安定な T細胞ク ローンを得た。腹腔免疫し

たマウスよりブースター免疫 2週間後に得た牌臓細胞も問機に処理

した〔図 57)。

1 2) フローサイトメトリー解析

P 1 T C標識した抗 Thy-l、 CD8、 1 L -2レセプター抗

体、 フィコエリスリン僚識した抗 CD4抗体または抗 CD3抗体と

T細胞クローンを氷上で 45分間インキュベートした後、細胞を洗

浄した。抗 CD3抗体については第 2抗体である PITC標識抗ハ
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ムスター抗体を同様に反応させ、細胞を洗浄した。染色した細胞の

蛍光強度はフローサイトメーヲー CEP 1 CS、 CoulterElectronics、

FL)で測定した。

1 3) T細胞培殖試験

リンフ r ライト Mで分隠した T細胞クローンを 96ウェル平底マ

イクロプレートに細胞数 1x 1 04ずつ分注し、 37"C、炭Mガス 5

%、湿度 100%の条件で培養した。培地中には 5x 1 0 s細胞/ウ

エルのフィーダー細胞と、 Bーし Gの一次構造をカバーするオーバ

ーラッピング合成部分ペプチドを 50μg/mlとなるように添加

した。培養 2日後に lウェルあたり lμCiの3Hーチミジンでパル

ス、 1 6時間後にセルハーベスター CSkatron7020)で細胞をハー

ベストし、液体シンチレーションカウンター CPackard3255)で T

細胞クローンへのチミジンの取り込みを測定した。

14) MHCクラス E分子拘束性の解析

T細胞は抗原提示細胞上の MHCクラス E分子と抗原フラグメン

トの複合体を認識して活性化シグナルを受ける。 s-LG特異的 T

細胞クロ ーンがいずれの MHCクラス E分子拘束的に抗原を認識す

るかを調べるため、 コンジェニックマウスを用いて T細胞糟殖試験

を行なった。 BALB/cマウス白来の抗原提示細胞は 1-A d分子

と 1-Ed分子の両方を発現しているのに対 I-B10. GDマウスは

1 ...:. A d分子のみを発現している。各々のマウスより採取した牌臓細

胞を 7 イトマイシン C処理して抗原提示細胞とし、 T細胞クローン

の増殖試験を 2-1 -1 2の方法で行なった。
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第 3節結果

1 )日ーラクトグロプリン特異的 T細胞クロ ンの樹立と表面抗原

日-LO特異的 T細胞クローンとしてリンパ節細胞より H 1. 1、

2. 1 1 0、 8. 1 1 0の3クローンを得、牌臓細胞より 50を得

た。いずれのクローンも表面形質は T細胞の表面抗原マーカーであ

るThy-1'， T細胞レセプターの構成要素である CD 3'，へル

パー T細胞の表面抗原マーカーとされる CD 4'，抑制性・細胞傷害

性 T細胞の表面抗原マーカーとされる CD8 、細胞活性化の指標と

される 1L -2レセプター・であった〔図 58)。

2) M H Cクラス E分子拘束性

H 1. 1、 2. 1 1 0、 8. 1 1 0、 50はBALB/cマウス、

B10. 0Dマウスいずれの稗臓細胞を抗原提示細胞として用いた

場合にも抗原特異的増殖応答を示した(表 2)0 BALB/cマウ

スが MHCクラス E分子として 1-Ad、 1 -Edの両方を発現して

いるのに対して B10.0Dマウスは 1-A d分子のみを発現してい

ることから、 これらのクローンは 1-Ad分子拘束的に s-LOを認

識して増殖したと考えられた。

3)抗原特異性

。しGの一次構造をカバ ーするオーバーラッピング合成部分ペ

プチドを用いて各クローンの抗原特異性を解析した。図 59に示す

ように H1. 1と50はペプチド 42-58 (YVEELKPTP 

EODLEI)を認識して潜殖した。 2. 1 1 0と8. 1 1 0 はこ

れ'らの合成ペプチドに対して増殖応答を示さなかった。

H 1. 1と50のT細胞認識領域については図 80に示すアナロ
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フローサイトメトリーによる T細胞クローンの

横車自は蛍光強度、lにおける解析結果を示した。

細胞表面抗原の分析結果
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表 2. T細胞クローンの MHCクラス E分子拘束性

細胞糟殖試験において BALB/cマウスまたは B10. GDマウ

ス由来牌臓細胞を抗原提示細胞として用いた結果を示す。

BALB/c BI0.00 

T cell clones mediu目 s-LO 目edium βー凶

Hl.1 6261土1143 13881土 521 890土 145 40002:t 1233 

50 5350土 975 27218土 606 445土 56 10931土 224

2.110 12878:t3606 28859土1351 1147土420 61751土 601

6.110 7019土 350 50593土3848 1025土208 22901:t 112 

MHC class 11 (Ia)目。Iecule

BALB/c (I-Ad， I-Ed) 

BIO.OO (I-Ad) 
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グペプチドを用いて限定化を試みた。アナログペプチドはペプチド

42-56のN末側 10残基およびC末側 10残基を基本ペプチド

とし、 MHCクラス E分子に結合するのに十分な長さを保つよう l

から 5残基を G 1 yに置換したものを用いた。 H 1. 1はペプチド

42-52を認識して増殖したが、ペプチド 46-56は増殖応答

を誘起しなかった。興味深いことにペプチド 42-52より 42残

基目の TyrをG1 yに置換したペプチドの方が H1. 1の相殖を

強く誘起した。以上より H1. 1のT細胞認識領域は<3YEELK

PTPEG52に限定化された。 5Gはこれらのアナログペプチドに

対しては増殖応答を示さなかった。

また、 2. 1 1 Gと6. 1 1 GのT細胞認識領域を調べるため R

CM化 s-LGとその分解物を用いた T細胞増殖試験を行なったと

ころ、 いずれのクローンも RCM化 s-LGとその CNBr分解物

を認識して増殖した〔図 61 )。 トリプシン、 キモトリプシンおよ

びぺプシンによる酵素分解処理は両クローンの反応性を低下させた。

酵素分解処理による RCM化 s-LGの抗原性の低下は、 6. 1 1 

0の増殖試験にお いてより顕著 に認められ た。

第4節考 察

1 980年に KimotoとPathmanが抗原特異的 T細胞クローンを樹立

して以来多くの CD4φT細胞クローンが樹立さ れ 免疫現象の解析に

利用されてきた。 しかし抗原構造が詳細に解析されている抗原に特

異的なクロ ー ンといえばその数は非常に限られている。本章では、

日-LG特異的免疫応答現象の解明を行なうと同時に抗原特異的免

疫応答の詳細なモデル系を作製することを目的とし、 。ーし G特異

的 T細胞クローンの樹立を行なった。
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T細胞クローンの合成部分ペプチドに対する場殖応答図 59.

5μg/mlのペプチドおよび50μg/mIの s-LGに対する増殖応答の結

抗原非存在下のt音養におけるク果を 3連の培養の平均値で示した。

2.11G、 6.11Gにおローンの3Hーチミジンの取り込みは H1. 1、5G、

いてそれぞれ 178士郎、 4239::!:192、 3955土 441、2566土 232c.p.m.で

1 -1 8のペプチド番号は lより I1頃にペプチド 1-15、 11-あった。

26、 22-36、 32-46、42-56、52-66、 62-76、72-86、 82-95、91-104、

149-162を示す。139-153、119-133、129-143、
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図 8O. T細胞クローン H1. 1の Bー ラクトグロプリン、

ペプ チ ド42-56とそのアナログペプチドに対する増殖応答

8 

5μg/mlのペプチドおよび50μg/mIの{3-LGに対する増殖応答の結

果を 3連の培養の平均値で示した。抗原非存在下の培養における 3H

ーチミジンの取り込みは6560:t532c. p. mであった。
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図 61. T細胞クローン 2. 1 1 G、 6. 1 1 Gの自 ーラクトグロ

プリン、還元カルポキシ メチル化 -sーラクトグロプリン

およびそのフラ グメントに対する治殖応答

50ng/mlから 50μ1/田lの範囲で各抗原に対する至適増殖応答を調べた。

s -LO、 RCM-s -LO、 トリフシン処理RCM-s -LO、キモトリプシン処理

RCM-s -LO、ペプシン処理RCH-s-LO、 CNBr処理RCH-β ーLOの濃度

を、 2.110の培養では50、 O.5. 5. 5‘5. 5μg/ml、 6.110の培養では50‘

5. 50、0.5、0.5‘5μg/mlとした群における結果をグラフに示した。抗

原非存在下の培養における 3Hーチミジンの取り込みは 2.110 におい

て3955:i::441c. p. m.、 6.110において2566:i::232c. p. m.であった。
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第 1部第 2章の結果より、 BALB/cマウスにおける Bーし G

の主要T細胞認識領域は 42-58残基目、 82-78残基目およ

び 139-1 5 3残基自に存在することが明らかとなっている。 H

1. 1と5Gの認識するペプチド 42-58はBALB/cマウス

における主要 T細胞認識領域のひとつであり、 これらのクローンは

in vivoにおける日 -LG特異的免疫応答現象で働く代表的な細胞群

のひとつを代表していると考えられた。

報告によると自然の抗原提示細胞上の MHCクラス E分子より分

離されたペプチドは少なくとも 13-1 7残基であるが(12 5 ~ 

1 2 7)、アナログペプチドを用いた解析により H1. 1のT細胞

認識領域は 43-53残基自に限定化された。アナログペプチドに

対する増殖応答性は'2Y V E E L K P T P E G 0 L E 156> '2 (G) 

VEELKPTPEG52>'2YVEELKPTPEG52 であり、 N

末端の Ty rはGlyに置換したペプチドでより高いI曽殖応答が誘

起された。 Ty rは側鎖にかさ高い 6員環を有しており、 これがペ

プチドの MHCクラス H分子の溝への結合を妨げている可能性が考

えられた。 しかしながら、 N末端が Ty rであってもペプチド 42 

-58は常にペプチド 42-52 (Gly'2)より高い増殖応答を

誘導したことから、 T細胞認識領域である抗原性ペプチドは 15残

基程度の長さを必要とすることが示唆され た。

2. 1 1 Gと8.1 1 GのT細胞認識領域は用いた 18ペプチド

では特定されなかった。いずれのクローンもジスルフィド結合を切

り、スルフヒドリル蓋をアセチル化した Bーし G(R C M化 s-L

G)およびその分解物を認識して滑殖したことから、その T細胞認

議領域にジスルフィド結合が含まれている可能性は否定されたが、

合成ペプチドで A1 aに置換されている 88、 108、 119、 i 

2 1、 180残基自の Cy sがMHC分子との結合または T細胞認
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l革』こ関与している可能性は払っている.また、 R CMit s -L Gの

加水分島幸，.，調理による抗原性の低下の係予が 2. 1 1 Gと6. 1 1 G 

でg.'.なっていたことより、これらは異なるエピトープを詑おしてい

ると考えられた.今後 Ci¥Br処忍および毒事実処還により生成する

ペプチドのなかでいずれのペプチドが?結抱認識領域となるかを解

併する必要がある.

本書量により樹立された CD4 ・ B ーし G特契約T 紹~クローンを用

い、外来性抗原タンパヲ貨に対する織々な免疫応答のモデル系をit

立することが可能である.特に、 s -LGはT ・8エピトープが詳

細に解析されており、牛乳アレルギーの主婆原因担ンパウ貨でもあ

ることから、牛乳アレルギー症状に関与する?細胞機能を解析して

いくうえでillJl!な働きをすることが期待される.
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第 2章 T.Bエピト ープペプチドが invitr口抗体産生に

及ぼす影響

Effects of nonl inear T and B cel I epitope fragm巴nts

on in vitro antibody r巴sponse

〔要旨]

B細胞は、細胞表面に抗原特異性を持つ B細胞レセプターを表現

している。 B細胞レセプターの最も重要な機能は、抗原を効率よく

とらえてプロセシングの経路に乗せることであると考えられている

が、一方では B細胞レセプターからのシグナル自体が B細胞の増殖

に関わるという現象も示されている。 ここでは一次精進上綴れた部

分の B細胞エピトープペプチド22-36とT細胞エピトープペプチド4

2-56を用いることによりプロセシングの過程を省略し、 B細胞レセ

プターと T細胞からのシグナルを分離させて解析した。 B細胞群は

s -L Gで免疫したBALB/cマウスの牌臓紹胞より調製し、 T細胞は T

細胞クローン H1. 1を用いた。その結果ペプチド42-56はH1. 1 

を活性化することにより単独で B細胞群の抗体産生を促した。 また、

ペプチド22-36はT細胞エピトープの存在下で抗ペプチド22-36抗体

の産生を場強させた。すなわち B細胞エピ トープフラグメントは単

独では抗体産生に彫響を及ぼさないものの、 T細胞エピトープフラ

グメントの存在下という条件の下で抗体産生を増強することが示さ

れた。
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第 1節緒言

第 l章で樹立した CD4・T細胞クローンのうち、 H 1. 1および

50 は BALB/cマウスにおける主要T細胞エピトープのひとつ

である 42-56残基目を認識して増殖することが明らかとなった。

これら T細胞クロ ンによる抗原認識と免疫応答は、ln_之江旦におけ

る(3-LOおよび自ーし G由来のペプチドフラグメントに対する免

疫応答をよく反映すると期待される。すなわちこれら T細胞クロー

ンは日一 LO特異抗体産生に関わる T細胞 ・B細胞協同作用をよ.!l.__Y

itroで詳細に解析し、 T . Bエピトープフラグメントが果たす役割

を一層深く理解するための有用な研究材料であると考えられる。

C D 4' T細胞と B細胞の細胞問中目互作用は活発に研究されてきた

が C155~161) 、抗原特異的免疫応答における B 細胞の活性

化と抗体産生細胞への分化過程についてはいまだに明らかにされて

いない点が多々ある。抗原特異的 B細胞の活性化は、大まかに分け

て 2つの要素によって制御される。すなわち、 クラス llMHC抗原

を介する T細胞レセプターとの結合をはじめとする T細胞との接触

による活性化情報と、抗原が結合した表面イムノグロプリン(s I 

g)からの活性化情報が主に B細胞の状態を規定していると考えら

れる。 T細胞からの活性化情報には、 CD40や B7等 MHCクラ

ス E分子以外の表面抗原を介する直接細胞間接触や IL -4、 I L 

5、 I L -6などサイトカインの効果も盛んに研究されており、

それらが複合的に B細胞に作用して抗体産生細胞へと分化させるこ

とが明らかにされつつある。それに比べると sI gを介する抗原情

報の細胞活性化への効果については未だに議論が続いている状態で

あ・る C162~167) 。ほとんどの外来性タンパク質抗原は T 細

胞依存性(T D)抗原であることから、 s I gの最も重要な役割は
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効率よく抗原をトラップし、 MHCクラス E分子に提示することに

よって結果的に T細胞との接触性を高めることだと考えられている。

また、 s 1 gを介して細胞内に取り込まれた抗原は、 ピノサイトー

ンスで取り込まれた抗原よりも優先的にプロセシングを受け、 MH

C クラス E 分子に提示されるという報告もあり C168~171) 、

B細胞が s1 gを有することによって非常に効果的な抗原提示細胞

となることを示している。この抗原捕捉機能が s1 gの機能そのも

のであるという解釈さえうかがえる。

しかしながら、 TD抗原特異的 s1 gを介した刺激そのものが B

細胞内に活性化または不活性化の情報を伝達し、 T細胞非依存性(

T I)抗原と問機に TD抗原に対する抗体産生量にも影響を及ぼし

ていることを示唆する報告もあり、 s 1 gの機能につ いては今後の

研究を待っところが多いと考えられる(185)。

一般的に免疫応答を誘起するためには T細胞エピトープと B細胞

エピト ープが同一分子内に存在しなければならないと考えられてお

り、実際に T.Bエピトープを直線化することにより免疫原性を高

めたと い う例は、 ハプテンーキャリア系や MAPSシステムなどで

示され た。 C 17 2~1 7 6) 。 ところが最近、独立したハプテン

とキャリア、 T細胞エピトープフラグメントと B細胞エピトープフ

ラグメントを免疫した場合にも同じように B細胞エピトープ特異的

抗体が産生されることが観察されている(l 7 7 ~ 17 9) 。

T . B細胞エピトープを直列につないだ場合には s1 gは抗原摘

捉による効率的な抗原提示と情報伝達の両方に働いている可能性が

あるのに対して、独立したフラグメントの場合には s1 g は抗原提

示には寄与しないと考えられる。 B細胞エピトープと s1 gの結合

自体が抗体産生量を制御する例として興味深い。

第 2章では、第 2部第 l章で樹立した T細胞クローンと T細胞エ
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ピトープペプチドおよび H-2 dにおいて主要 B細胞エピトープと考

えられるペプチド 32-46を用い、 これら独立したエピトープフ

ラグメントがよll___Y_斗旦抗体産生量におよ lます影響を調べた。

第 2節 実験材料および方法

1 )日ーラクトグロプリンの調製

1 -2 -1に言己した。

2)合成ペプチド

2-2-2に記した。 B細胞エピト ープとしてペプチド 22-3

6、 T細胞エピトープとしてペプチド 42-56を用いた。コント

ロールペプチドとしてペプチド 72-86を用いた。

3)実験動物

日本チヤールスリバー(東京〕より雌の BAし B/cマウスを 5

遇齢で購入した。

4) 免疫

一匹あたり 100μEの s-LGを生理食寝水に溶解し、 lli旦也

c terium tuberculosi s. H37Ra (Difco)を含む CFAで 1: 1 

(v / v)に乳化した後 BALB/cマウスの腹腔に注射した。 3

~8 週間後に同様の処理により追加免疫を行なった。

5) B細胞の調製

追加免疫から 3~8 週間自の B ーし G 免疫マウスより牌臓を採取

した。単純胞懸濁液を調製後、 Tris-NH，Cli容血処理を行った。すな
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わち、 0.1 m 1遠沈細胞を 1m 1のTris-NH，CIに懸濁し、氷上に 5

分静置して低張処理した後 8m 1のRPMJ1640で希釈して 1m 1 P C 

Sの上に重層した。遠心、洗浄の後以後の操作に用いた。 1封状細胞

およびマクロファージは、 1 x 1 07細胞/ml培養用培地の細胞懸

濁液を 37.C、 9 0分プラスチックシャーレ上で培養した際に付着

する細胞として除去した。さらに RPMJ1640で希釈した抗マウス T細

胞ポリクローナル抗体 (CedarJane、 Ontario)と細胞懸濁液(1 x 

1 07細胞/m1)を37.C、 1 5分インキュベートした後グルコー

ス含有RPトIJI640(10mg/mlグルコース)で洗浄し、問組成培

地中のウサギ補体 (CedarJane、 Ontario)で 37.C、 3 0分処理す

ることにより T細胞を除去した。 RPMJ1640で洗浄した後、パーコー

ルタラジエントで 40/80%の界面で採取された細胞群をよ.!L..'!'.i主

旦抗体産生試験に用いた。培養用培地の組成は 2-2-8に記した。

8) C D 4φT細胞クローン

2 -1で樹立された T細胞クローンの中から H1. 1をへルパ-

T細胞として invltro抗体産生試験に用いた。休止期の H1. 1は

遠心分離 (1.500rpm、 1 5分〕によりリンフォライト M と

培地の界面を採取することにより得た。

7) .l.n.....!!._込目抗体産生系

Hl. 1 Clxl04/we 11)とB細胞 (lxl06/wel

1 )を 24ウェルプレート中で自ーし Gまたはその部分ペプチド存

在下 ・非存在下で培養した。 3日自に細胞を捕集し、 RPMJ1640で 3

回洗浄後、培養用培地で分散して 98ウェルプレートで培養した。

3'日自の培養上清を採取し、特異抗体量を EL I S Aで測定した(

図 82)。
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BALB/c __~-lacotoglobulin (~-LG) 100μg乃lead(土)

に4一一-~-LG 100μg/head (土)

3-8 w巴巴ks

Spleen 

1-一一Tcell depletion with anti-T ab + C' 

I ... percoll gradient (40/60%) 

1 x 106/well (24 well plate) 

4 一一一-~-LG stimulation 

4 一一一reconsti印tionwith T cell clone (l x 104何 ell)

3 days， 370C 

4時一一一-wash out 

3 days， 370C 

Culture SUp 

i 
ELISA 

detection of anti ~-LG IgM 

anti ~-LG IgG 

図 62. j_旦ユ注目抗体産生系のスケジュール
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8) ELISA法

マイクロタイタープレート (Nunc)を同一 LG (10μg/100μI P 

B S) または合成ペプチド(50μg/100μI P B S)でコーティング

した。 O.l%BSAでブロッキングした後I音養上i背を添加し、 4"C、

一夜静置した。検出抗体は一次抗体としてピオチン標識抗マウス I

g Gまたは抗マウス IgM抗体(Zymed)を用い、二次抗体としてア

ルカリフォスファターゼ標識アビジン (Cappel)を用いた。基質は

p ニトロフェニルりんM2ナトリウム塩を O.1 %濃度でジエタ

ノールアミンバッファー (pH 8.8)に溶解し、酵素反応に用い

た。呈色反応の測定はTitertekMultiskan MCC/340 (Flow Laborat 

。ri es) :を用い、 405nmで行なった。検出抗体はいずれも PBS

?に希釈して使用し、各段階の問の洗浄も各 6回、同組成の PBS

Tで行なった。

第3節 結果および考察

抗原性領域 22-3 6はマウス ・家兎・山羊に共通して認識され

るB細胞エピトープであるが、特に日 -LGで免疫された BALB

/cマウス血清中に産生される特異抗体の多くはペプチド 22-3 

6に結合することが明らかとなっている (87、 88)。すなわち

s-LGで感作された BALB/cマウスの牌臓 B細胞にはペプチ

ド22-36fこ結合性を持つ sI gを有する B細胞が多く存在する

と考えられる。 H 1. 1のT細胞エピトープであるペプチド 42-

5 6およびペプチド 72-86もマウスの B細胞エピトープである

ため、 in vitro産生抗体の解析においては、ペプチド 22-36と

ともにペプチド 42-56、 72-86に特異性を示す抗体の検出

をffなった。
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図 63、 64にEし IS A法による抗体産生量の測定結果を示し

た。 B細胞集団のみでは s-LGに反応しなかったが H1. 1との

共権養により目 -LG存在下で IgMおよび Ig GI!室生能を得た。

。ーし Gのかわりに T細胞エピトープペプチド 42-56のみを添

加した培養においても(3-LGを添加した場合と同等以上の抗体産

生が見られた。

図 65と図 66にはペプチド 22-36、ペプチド 42-56、

ペプチド 72-86を検出抗原としたときの Ig M、 I g G抗体産

生畳を示した。一次培養に添加するペプチドが B細胞エピトープペ

プチド 22-36であったときは抗体産生は誘導されなかったが、

T細胞エピト プであるペプチド 42-56を添加した場合は検出

抗原いずれに対しても抗体産生が誘導された。

B細胞エピト プペプチド 22-36とT細胞エピトープペプチ

ド42-56を同時に添加した場合には、興味深いことにペプチド

22-36に対する抗体価が Ig M、 I g Gともに増強されていた。

ペプチド 42-56および 72-86に対する抗体価には影響が無

かった。

。-LGはTD抗原であるため、 B細胞が抗体応答をする際の T

細胞の補助は必須である。ここでも T細胞エピトープであるペプチ

ド42-56がH1. 1を活性化し、l.!L..'{_斗日抗体産生を誘導する

ために必要とされた。 また、ペプチド 42-5 6により活性化され

たH1. 1は、いずれ のB細胞エピトープに対する抗体産生も等し

く誘ー導した。近年になって活性化 T細胞は、産生するサイトカイン

'CD40リガンドなどの接着分子によりポリクローナルな B細胞

応答を促すことが示されている C15 7~161) 。そのため MH

Cクラス E分子と抗原の複合体を認識して抗原特異的に活性化され

たT細胞は抗原非特異的なへルパ一級能を獲得し、ポリクローナル

-130-



」一一ー一一一一ー --

E 
C 

~ 1.0 
寸
〈

担ぷ江由 AntibodyProduction 

whole non T non T 

spl自en +H1.1 

anti-LG IgM 

whole non T non T 

spleen +H 1.1 

anti-LG IgG 

図 83. .in__y_込旦抗体産生系における Bーラクトグロプリン特異抗

体量を ELISAで測定した結果

T細胞を除去した牌臓 B細胞群では抗体産生が誘導されなかったが、

H 1. 1で再構成した培養では顕著な抗体産生が見られた。
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LG42-56刺激群s-LG刺激苦手
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〈
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91-1134 22-35 

22-35 91-1134 
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日

図 64. in___y_斗工旦抗体産生系における抗自ーラクトグロプリン

および抗合成部分ペプチド抗体量(1 g M) を

ELISAで測定した結果

91 BALB/cマウスにおける B細胞エピトープペプチド 22-36、42-56、

-104および Bーし Gを吸着させたプレートを用いて抗ペプ チド抗体

量を測定した。

プチド 42-56のみを添加した培養においても目ーし Gと同等以上の抗

lの?細胞エピトープぺs-LGのかわりに H l.

体産生が見られた。
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Anti p22・36
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。

Anti p72-86 
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+ 

42・56

22・36 42・56

Antigen 

日-LG

。

1とB細胞の混合培養系に おけるT細胞クロ ーン H 1 . 図 85.

IgM抗体応答

BALB/cマウスにおける B細胞エピトープペプチド 22-36、 42-56、 72

86および日 -LGを吸着させたプレートを用いて抗ペプチド抗体量

B細胞エピトープを測定した。 Antigenは培養中の刺激抗原を指し、

であるペプチド22-36、 lのT細胞エピト ープであるペプチド
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42-56 
42・5622-36 

Antigen 

f3-LG 

。

Anti p42・56
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E
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守
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。
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lとB細胞の混合宿裳系におけるT細胞クローン Hl.図 66.

1 g G抗体応答

BALB/cマウスにおける B細胞エピトープペプチド 22-36、 42-56、 72

-86および s-LGを吸着させたプレートを用いて抗ペプチド抗体量を

測定した。 Antigenは培養中の刺激抗原を指し、 B細胞エピト ープで

あるペプチド 22-36、 H1. 1のT細胞エピトープであるペプチド42-56 
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な抗体産生を誘導すると考えられる。 このパイスタンダー効果はよ旦

vivoにおける研究でも観察されている(1 8 0)。

これに対して、 T細胞エピトープ存在下におけるペプチド 22-

3 8の抗体産生増強機能は抗原特異的であると考えられた。 この突

験における B細胞エピト プは H 1. 1のT細胞エピトープと別の

ペプチドとして与えられているため、 s 1 gの働きとして抗原の補

足と抗原提示の効率化は考慮しなくてもよく、 B細胞エピトープ特

異的な抗体産生増強効果は s1 gにペプチドが結合することにより、

B細胞の増殖または分化に関与するシグナルが伝えられた結果と考

えられた。

一般に TD抗原特異的 B細胞の活性化と増殖は s1 g Mを架橋す

る等の刺激でも誘導される(1 8 1 )が、抗体産生細胞への分化は

サイトカインや細胞間接触などの T細胞の補助を必要とすることが

知られている。また、 T細胞の補助を受けられない状態では s1 g 

Mからの刺激は抗体応答にはむしろ抑制的に働くことも知られてい

る(182、 1 8 3)。このことを考慮するとペプチド 22-38

がT細胞の補助を促すペプチド 42-5 8の存在下でのみ抗体産生

増強に働いた ことが理解される。 さらに MHCクラス ト LFA-

l、 1 L -2レセプタ ーなどの分子の発現量が s1 g Mからの刺激

で上がるという報告もあり ( 1 84~ 1 88) 、 その結果として B

細胞の応答性が増すことも考えられる。

現在はこれら s1 gを介する刺激が s1 gの架橋により伝えられ

ると理解されているが、ここで用いた低分子でモノパレント〔単価)

な B細胞エピトープペプチドは単独で s1 gを架橋する能力を持た

ない。 s1 gの架橋がシグナル伝達に必須であるとすれば、培養初

期に産生された抗ペプチド 22-3 8抗体がペプチド 22-38と

免疫複合体を形成することによって二価となり、 s 1 gを架橋して
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いる可能性が考えられる。ただしこの場合も、免疫複合体が Fcレ

セプターと sI gを架橋すればむしろ抑制的なシグナルが入ると考

え ら れ (1 8 7 )、抗体分子の働きを特定することは困難と思われ

る。

本章では単一の T細胞クローンの存在下、llLヱ斗E旦における T細

胞 .8細胞エピトープフラグメントの働きを解析してきたが、最近、

In VIVOにおいて同様の知見が得られている。すなわち、直線化して

いない B細胞エピトープペプチドと T細胞エピト プペプチドを免

疫したマウスにおいて、免疫に使用した B細胞エピトープに対する

抗体価が増強されるという報告がなされている C177~178) 。

よ_n___y_斗旦とよムヱ江旦の両方で同様の効果が見られたことは、 B細胞エ

ピト プフラグメントが抗体産生に及ぼす影響が既知の範囲にとど

まらないことを示唆しており、 アレルゲンタンパク質に対する抗体

応答を制御する際にも B細胞エピトープフラグメントの生成動態を

注視する必要があると考えられた。
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第 3章 日ラクトグロプリン特異的 T細胞クローンの

複合的機能解析

Complex eff巴ctorfunctions of CD4・Tcell clones 

specific to bovine {3 -lactoglobul in 

〔要旨〕

CD4φT細胞は複数のサイトカインや細胞間接触を通じて様荷な

機能を発簿し、生体防御反応や炎症反応を制御している。 s-LG

など食物アレルゲンに対する抗原特異的免疫応答を解析する際にも、

抗体産生の補助・抑制、炎症の誘起や持続に関わる機能を解析する

ことにより、アレルギ一発症のしくみや消化管・皮膚などのアレル

ギー症状について免疫学的理解が深まると考えられる。特に炎症反

応とその遷延化における CD 4' T細胞の役割は大きいとされ、様#

なアレルギー症状の緩和も CD 4' T細胞を制御することにより可能

となる場合も考えられる。ここでは目 -LG特異的 T細胞クロ ー ン

4株についてそれらの多機能性をサイトカイン産生能、抗体産生補

助機能、細胞傷害活性、遅延型過敏症反応(D T H反応〕の誘導活

性を指標に検討した。サイトカインE量生能はサイトカイン依存性細

胞株を用いたパイオアッセイ、へルパ一機能は invitro抗体産生系、

細胞障害機能は標的細胞からの3Hーチミジンの遊離、 DTH反応は

マウス足しょの浮腫反応をそれぞれ指標として解析した。その結果、

2. 1 1 Gと6. 1 1 Gは比較的高い細胞傷害活性と DTH反応誘

起能から TH1型であり、 5Gは高い抗原特異的へルパー活性と低い

DTH反応誘起能から TH2型であると考えられた。 H1. 1はその

中間的な機能を示した。
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第 l節緒言

C 04' T細胞の機能としては抗体産生補助機能が以前より解析さ

れてきたが、生体内では複数のサイトカインや細胞間接触を通じて

様々な機能を発簿し、生体防御反応や炎症反応を制御していると考

えられる。{3-LGなど食物アレルゲンに対する抗原特異的免疫応

答を解析する際にも、抗体産生補助に関わる CD4・T細胞機能のみ

ならず抗体産生の抑制 ・炎症の誘起や持続に関わる機能を解析する

ことにより、アレルギ一発症のしくみや消化管・皮膚などの不快な

アレルギー症状の細胞免疫学的理解が深まると考えられる。腸管の

炎症緩和に抗 CD4抗体の投与が試みられている伊lもあるように、

特に炎症反応とその遷延化における C0 4' T細胞の役割は大きいと

考えられ、様々なアレルギー症状の緩和も C0 4' T細胞を制御する

ことにより可能となる場合も考えられる。

アレルゲンタンパク質など外来可溶性抗原に対する免疫応答は、

MHCクラス E分子と抗原由来ペプチドフラグメントの複合体が特

異的な T細胞レセプターに認識されることが端緒となる。そして微

々な機能を持つ不均一な T細胞集団により様々な免疫応答が誘導さ

れる。へルパ - T細胞は抗体産生を促すように働き、抑制性または

細胞傷害性T細胞はそれを抑制するように働く。 また、炎症性T細

胞は遅延型過敏症反応 CDT H反応)に{半う炎症反応に関与してい

ると考えられている。抗原が生体に入ったあとは、それに対する機

能性 T細胞の組み合わせが現象の出口となる免疫応答を規定してい

ると考えられる。免疫のシステムは多微な状況に対処する必要があ

るため、一抗原に対しでも幅広い機能のバリエーションを持った T

細胞群が準備されていることが望ましい。

免疫応答の方向付け、すなわちどのような種類の T細胞が刺激さ
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れるか、またはどのような T細胞機能が誘導されるかは、抗原の種

類と濃度、また抗原とホストストレインとの組み合わせなどの要因

により規定される(1 8 8 )。例えば、民主国主旦_@感染に耐性のあ

るC57BL/8または C3H/Heにおいては、原虫による感染

により IF N -Tを産生する T細胞が誘導され、結果として DTH

反応を呈する。これに対し、 BALB/ cなど感染に弱い系統では

I L -4を産生する T細胞の誘導と Ig Eを含む抗体の過剰産生が

みられる(l88)。他にも、高濃度の KL H (Keyho le Limpet H 

aemocyanin) により抗体産生は誘導されるが DTH反応は抑制され

るのに対し、低濃度の KLHは DTH反応を誘導するという例が報

告されている(1 8 0 )。

実際の免疫応答においては Iし-4、 I F N -T、 TGF-{l、

I L -1 2などのサイトカインが T細胞の機能を制御するともいわ

れているが(1 8 1、 1 8 2)、様々な機能が、異なる機能を有す

るT細胞サブセットを刺激して発揮されるのかまた多機能性を持つ

T細胞が抗原刺激の条件によりある特定の機能を発海するようにな

るのかについてはさらに解析する必要がある。

本章では第 l章で樹立した Bーし G特異的 T細胞クローン 4株に

ついてそれらが複数の機能を有するか否かをへルパー活性、細胞傷

害活性、 DTH反応誘導活性を指標に検討した。

第 2節 実験材料および方法

1 )目ーし GおよびTNP化。ーし Gの調製

日 LGの調製については第 l部 1-2 -1に記した。 TNP-

βーし Gは以下の方法で調製した(1 8 3 )。 日ーし G (23.5 mg) 

とTN B S (2.7 mg、 Sigma) を 1mlのホウ酸緩衝生理食温水中で



• 
25"(、 2時間緩慢に彼詳し、 SephadexG-25 (Phar田acia) カラム

でゲル減過したのち PBS (lOmM)に対して 4"(で 2日間透析

することにより 17.1 mgのTNP化目 -LGをi尋た。

2)実験動物

BALB/cマウス(雌〕は日本チヤールスリバ一社(東京〕よ

り5週齢で購入した。

3)免疫

B細胞採取用マウスの免疫方法は第 2部 2-2-4に記した。

4) C 0 4令 T細胞クローン

第 2部第 l章に樹立法等を記した。活性化後 3週間以上経た T細

胞クローンを、 リンフォライト Mの界面上に遠心分離 (2.000rpm、

1 5分)により集め、休止期 T細胞クローンとして各種アッセイに

用いた。

5)lnvitro抗体産生系

C 0 4' T細胞クローン (lxlO'細胞/ウェル〉と B細胞(1 

x 1 06細胞/ウェル〉を 24ウェルプレ ー ト中で s-L G (50μE 

Iml)の存在下・非存在下で培養した。 3日目に細胞を捕集し、 RPM

11640で 3回洗浄後、培養用培地で分散して 98ウェルプレートで培

養 Lた。 3日目の培養上i音を採取し、特異抗体量を EL 1 S A法で

測定した。 B細胞の調製法は第 2部 1-2-5に記した。

6・) ELISA法

マイクロタイタープレート (Nunc) を s-LG(10μ g/lOOμ1 P 
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B S)で 4"C、一夜コー テ ィングした。 O.l%BSAでプロッキン

グした後培養上i青を添加し、 4"C、一夜静置した。 ピオチン標識抗

マウス Ig Gまたは抗マウス Ig M抗体 (Zymed)を検出抗体とし、

アルカリフォスファターゼ標識アピジン (Capp巴1)を結合させて酵

素反応を行なった。基質は pーニトロフェニルりん酸二ナトリウム

塩を 0.1%濃度でジエタノールアミンバッファー (pH 9.8) に

溶解して反応に用いた。呈色反応の測定はTitertekMultiskan MCC 

/340 (Flow Laboratories)を用い、 405nmで行なった。検出抗

体は PBSTに希釈して使用し、各段階の聞の洗浄も各 6回、同組

成の PBSTで行なった。アルカリフ定スファターゼ、原識アピジン

結合後の洗浄は 8固とした。

7)サイトカイン産生

マイトマイシン Cで処理した牌臓細胞の存在下、 T細胞クローン

をコンカナバリン A (5μg/ml、 Sigma)で刺激し、 20時間後の培

養上清を採取した。 98穴プレートに培養用培地で 8段階または 1

6段階までの希釈系列 (3連)をつくり、 2 x 1 0'細胞/ウェルの

サイトカイン依存性細胞株を 48時間培養した。培養終了 4時間前

に [3H ]ーチミジン(1μCi/ウヱル〕でパルスし、セルハーぺ

スター (Skatron7050)で細胞をハーベストした後、細胞に取り込

まれた放射能を液体シンチレーションカウンター (Packard 3255) 

で測定した(1 9 4)。指潔細胞には IL -2依存性細胞株として

CTLL-2、 I L -4依存性株として PDC. P2、 Iし-8依

存性株として B- 1 -Cを用いた。 B-1ーCはf麦飯塚僚博土 〔東

京大学〕より供与していただいた。 IL-2と IL -4の活性を中

和するモノクローナル抗体としてそれぞれ S4 B 8 (抗マウス IL 

-2モノ クローナル抗体)と 11Bl1(抗マウス IL -4モノク
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ローナル抗体〕を用いた。また、 コントロールとして、 コンアルブ

ミンに特異性を有する TH2型の T細胞クローン 010.04.1培

養上i青についても同様の解析を行なった。

8) [3HJチミジン遊離試験〔細胞障害活性試験〉

T細胞クローンの細胞傷害活性は標的細胞に取り込まれた [3H J 

ーチミジンの遊離を指標にして解析を行なった(1 9 5 )。標的細

1包として A20-Hしを用いた。 A20-HLは A20-2Jのト

ランスフォーマントで、 H-2'ハプロタイプの MHCクラス E分子

とTNP特異的な sI g Mを有する(1 8 6 )。 この細胞はDr. Ho 

zumi. Nobumichi (Mount Sinai Hospital Research 1口sti tute、 To

ronto、 Canada) より供与していただいた。 A20-Hしを lμCi 

/mlの [3H Jーチミジン(ICNBiomedicaIs. Inc.)でラベルし、

培養用培地で 3回洗浄して試験に用いた。 A20-HL (1x10 

d細胞)と T細胞クローンを必要なイフェクター/ターゲット (E/

T)比を与えるように 96穴丸底プレート(falcon)の 200μ l

の培養用培地中に分散し、抗原存在下、 37 'C、 5 % C 02でインキ

ュベ ー トし た。 16時間後、培養上清 100μlを採取し、液体シ

ンチレーションカウンタ ー (Packard3255)で 遊離ド HJーチミジ

ン量を測定した。最大遊離放射能は、 TritonX-l00を 1%になるよ

うに標的細胞の培養に添加した際の数値とした。細胞降客活性はパ

ーセント特異遊離量として次に示す式で計算した。

8P (%) =1 OOx ((E-8) / (T-8)) 

'8 P (%)パーセント特異遊離量

E:試験検体における遊離量
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8: コントロールタンパク質であるオボアルブミンを 50μg/ 

mlの濃度で添加した際の自然遊離量

T:最大遊離量

8)遅延型過敏症反応 (0T H反応〕の誘起

DTH誘導能は、 T細胞クローンと抗原を直接マウス足しょに注

入する方法を用いた (187). T細胞クローン (5x10Sまたは

1 x 1 06細胞〕を 50μgの s-LGとともに 20μl生理食混水

に分散し、マウス左足足しょに注射した。 24時間後、ダイヤルキ

ヤリバー (OzakiCo.、 Ltd、東京〕で足厚を測定し、足しょの浮腫

反応とした。右足足しょは生理食塩水のみを注入し、コントロール

とした。図 64に方法を図示した。

第 3節結果

1 )産生サイトカイン

T細胞クローンの培養上清はいずれも CTLL-2、 P 0 C. P 

2および 8-1ー Cの増殖を支持し、表 3に示すように 1L -2、

1 L -4、 1 L -6を産生していると考えられた。 また、 CTLL 

-2、 P 0 C. P 2のI曽殖はそれぞれ 8486、 1 181 1で中和

された。

2) へルパ一機能〔抗体産生補助機能〕

図 68fこ示すようにいずれの T細胞クローンも一次培養での s-

LGの存在下、 s-LG特異的 IgMおよび 1g Gの産生を誘導し

た。 T細胞除去した B細胞群を T細胞クローンと共培養した場合、

全1専脳細胞を培養した場合に比べて特に 1g M抗体産生が増強され

ていた。 H1. 1と2. 1 1 G は β LGの非存在下においても抗
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図 67. 遅延型過敏症反応 CDT H反応;足しょ浮腫反応〕の

測定方法

ー144-



• 

表 3. T細胞クローンにより産生されたサイトカイン

コンカナパリン A刺激した T細胞クローンの培養上清を各サイトカ

イン依存性細胞株を用いたバイオアッセイに供した。

T c巴llclones DIOG4. 1 Hl. 1 5G 2.11G 6.11G 
Cytok i nes 

IL-2 + + + + 

IL-4 + ++ + ++ + 

IL-6 ++ + + + + 



ーー 寸

IgM 

0.6 

0.2 

0.4 

2 

。

(E
C
m
O寸

)
8
5
f
o
Z〈

6.11G 2.11G 5G Hl.l T dep. Whole 

。

B 紹胞~と T細胞クローンの供培養中に銭湯 された

.i..n._y_斗E旦抗体ti.金量

図 68.

。-LG存在下〈白抜きのカラム〕および非存在下(斜線のカラム〉

に白おける抗 β-LG抗体温を Bし ISA告去により¥llIJ定した. Who 1 eは

E卑綴細胞察、 Tdep.IまT細胞除去牌臓細胞群 (8細胞!:l)を釈す.
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体産生を誘起しており、 これらのクローンは 5Gおよび 6. 1 1 G 

に比べてポリクローナル〔抗原非特異的〕抗体産生を誘導する能力

が強いと考えられた。

3) 細胞障害活性

図 69にT細胞クローンと共培養した際の標的細胞の傷害率を示

した。 いずれのクローンも抗原特異的な細胞傷害活性を有している

ことが明らかとなった。 また、 4クローンの中では、 6. 1 1 Gが

最も高い抗原特異的細胞傷害活性を示した。

4) D T H反応誘連事能

表 4に各 T細胞クロ ーンの DTH反応誘導能を 示した。 sーしG

5 0μEとともに T細胞クローンを注入することにより、 2. 1 1 

G、 6. 1 1 Gおよび H1. 1は顕著な DTH反応を誘導した。 5

0は最も弱い誘導能を示し、 5 x 105細胞を注入した際にはほとん

ど浮腫反応は観察されなかった。 1x 1 06細胞を注入した際には 4.

Oxl0-2cmの浮腫反応を認め、 5 GもDTH反応誘導能を有す

ることが明らかとなった〔表 4)。

第 4節 考察 〔表 5Iこまとめを示した。)

機能性T細胞はその表面抗原により大きく CD4・CD8-， CD  

4 -C D 8・および CD4-CD8 細胞に分けられる。一般的に CD

4〆T細胞は MHCクラス E拘束性でへルパー細胞として働くと考え

られており、それらがサイトカインや T細胞 -8細胞間接触を通じ

て B細胞の抗体産生を補助する機構は徐々に明らかにされてきた〔

1'55-161)。一方、 CD 8' T細胞は MHCクラス I分子拘束

性で細胞傷害性または抑制性 T細胞として働くとされている。 しか
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図 88. T細胞クローンの細胞傷害活性

T細胞クローン (2x10'細胞/ウェル〉と供培養した僚識済みA20-HL細胞

(lxlO'細胞/ウェル〉から遊離する 3Hーチミジン量を指標とした。 TN

p-(3 -LG (50μg/ml)存在下における 3遠の培養の平均値を示した。
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表 4. T細胞クローンの DTH反応誘導活性

BALB/cマウス足しょに直接抗原と T細胞クローンを注入し、 24時

間後の浮腫反応を測定した。 5匹の測定結果の平均値を示した。

Increase in Footpad Thickness (cmxlO-3
) 

T ceII clones fJ -LG (ー) 日ーLG(+) 

Exp. 1 ¥) 
None n. d. 31 0.0 :t 0.0 
H 1. 1 1.2土 0.6 5.2 :t 1. 0 
5G 1.8土 O.3 2.2 :t 1. 6 
6. llG 1.7土 O.3 5.7 :t 1. 0 

Exp. 221 

None n.d 0.5 :t 0.5 
6. llG 1.0土 O.0 4. 7 :t O. 2 
2. llG 1. 1土 O.5 7.4:t1.5 
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表 5. /3ーラクトグロプリン特異的 T細胞クロ ーンの

性質および機能

H 1. 1 5G 2. llG 6. llG 

marker CD4・ CD4・ CD4・ CD4・
Ia restriction 1 -Ad 1 -Ad 1 -Ad 1 -Ad 

spec if ici ty pp42-56 pp42-56 n. d. n.d 

helper function +++ ++ ++ ++ 

cytotoxity + ++ ++ +++ 

DTH induction ++ 土 ++十 ++ 
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し最近では、 T細胞の細胞表面抗原と機能性の面での不均一性が示

されるようになった。例えば MHCクラス E分子拘束的に抗原を認

識する CD8φT細胞(1 9 8 )、細胞傷害活性を有する CD4φT

細胞(198)、ヘルパー活性をもっ CD4-CD8-T細胞に分化

する CD8・T細胞 (200)などの報告がある。

本章ではへルパー活性とともに細胞傷害活性を有する Bーし G特

異的 T細胞クローンの解析を行なった。すべてのクローンが多機能

性を持つことが明らかとなり、ヘルパー活性については抗原特異的

な抗体産生と抗原非特異的な抗体産生を共に誘導することが示され

た。一方、細胞傷害活性は抗原特異的であり、他の報告でも考察さ

れているように CD4・T細胞がその細胞傷害活性を介して抗原特異

的抗体産生に抑制的に働く可能性も考えられる (201、 2 02)。

DTH反応誘導能も CD4・T細胞、なかでも炎症性 T細胞と呼ば

れる細胞群の機能として広く知られている(1、 2、 203、 2-

4). s-LG特異的 T細胞クローンも抗原特異的 DTH反応を誘

起する能力を有しており、 2. 1 1 G、 6. 1 1 Gは特に強い活性

を示す ことが明らかとなった。 DTH反応で代表される N型アレル

ギーは、 食物アレルギーと密接に関わる消化管の炎症やアトピー性

皮膚炎における炎症反応に関与すると考えられている ( 1 1~14)

。-LGが食物アレルグンであることを考慮すると、 s-LG特

異的 CD4・T細胞の炎症反応への関与を研究することは将来的に意

義深いと考えられる。

ニー般にマウス CD 4' T 細胞は産生サイトカインの組み合わせによ

り2つのグループに分けられる(1、 2). TH1細胞は 1L -2、

Iし -3、 IF'N-r、 リンフ定トキシンを産生し、 1 L -4、 I 

L'-5、 1 L -6、 1 L -1 0は産生しないとされる。これに対し、

TH2細胞は 1L -3、 1 L -4、 1 L -5、 1 L -6、 1 L -1 0 
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を産生し、 1 L -2、 IF'N-r、 リンフォトキシンは産生しない

とされる (205)。また、それらの機能で分類すると、 TH 1細胞

で OTH誘導能やマクロファージ活性化能、細胞傷害活性が強く(

191、 206、 207)、 TH2細胞では好酸球やマスト細胞の機

能こう進や抗体産生補助の機能が強いとされている。しかし最近の

報告によると、サイトカインの産生や機能発現のパターンが不均一

な場合もある (208~210) 。サイトカイン産生のパターンで

は、 1L -2、 1L -3、 1L -4、 1L -5、 1L -6、 1L -

1 0、 IF'N-rおよび GM-CSF'を産生する THOや 1L -2の

みを産生する THPが報告されている (205、 206、 2 1 0) と

同時にサイトカインパターンと機能の相関についても多くの例外が

あることが報告されている (2、 3、 2 1 1、 2 1 2)。

本章で用いた T細胞クローンはそのサイトカインパターンより T

H 0に分類されると考えられる。機能のパタ ー ンからみると、 2. 1 

1 Gと6.1 1 Gは比較的高い細胞傷害活性と OTH反応誘起能か

らTH 1型であり、 5Gは高い抗原特異的ヘルパー活性と低い OTH

反応誘起能から TH2型であると考えられる。 H1. 1はその中間的

な機能を示した。

いずれの T細胞クローンも多機能的であることを考慮すると、 C 

04・T細胞の中には様々なサイトカインの産生パターンや機能を持

った細胞が存在し、その機能の発現も、既定されたものではなくむ

しろ可塑性〔努力性〕を持ったものだと考えてもよい。おそらくは

抗原濃度、サイトカイン、他の細胞との接触など微小環境の条件に

よって各細胞の機能が方向付けられると考えられる。

また、 これらの日ーし G特異的 T細胞クローンは、牛乳アレルギ

ーに関わる細胞の免疫応答について新しい情報を得るための有用な

道具となると考えられる。
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第 4章 CD4・T細胞クローンによる抗原非特異的抗体産

生の促進と抗原特異的抗体産生の抑制

Antigen specific suppr巴ssionwith non-specific enhance-

m巴nt of antibody production by activated CD4・Tce 11 

clone 

【要 旨]

T細胞クロ ーン が多機能的に働くとすれば、実際の免疫応答の場

において各々の機能は協同的・相乗的あるいは措抗的に作用して生

体内の変化を決定すると考えられる。本章では、 BALB/cマウスの牌

臓 B細胞群において、活性化 H1. 1が多機能的に誘導または抑制

する抗体応答を観察した。活性化 H1. 1は、未処理および s-L

G免疫マウス由来の牌臓 B細胞群において抗原非特異的に抗体産生

を誘導した。高濃度の s-LG抗原存在下では抗原特異的な抗体産

生は抑制され、その傾向は目 -LGで免疫したマウス由来の細胞群

において特に顕著であった。 51C r遊離法による細胞傷害試験の結

果、抗体産生抑制の一因として H 1. 1の細胞障害作用が関与して

いることが示唆された。単一 T細胞クローンが抗原濃度に応じて In 

vitroで多機能的に働き、抗原特異的抗体産生を促進・抑制の両方

向に制御する事象が示されたことより、生体における一個の T細胞

の機能も、強力性を持って発現されると推測される。すなわち抗原

濃度、サイトカイ ン、他の細胞との接触など微小環境の条件によっ

て各細胞の機能、ひいては免疫応答が方向付けられると考えられた。
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第 3章では s-LG特異的 CD4・T細胞クローンが抗原刺激に対

して様々なエフェクタ一機能を発揮することを示した。実際の免疫

応答の場において各々のエフェク安一機能は協同的・相乗的あるい

は措抗的に作用して生体内の変化を決定すると考えられる。 また生

体内にはもうひとつの大きな T細胞群として CD8φT細胞が存在し、

これらもまた CD4・T細胞に協同的あるいは倍抗的に働いて外来性

抗原に対する免疫応答をよりきめ細やかなものにしている。第 4主主

では C04. T細胞クローンの複合的なエフェクタ一機能により抗体

応答が制御される伊lをinvitroで示すことを目的としている。

一般に CD4・T細胞は産生サイトカインや細胞間接触による抗体

産生補助機能を持ち、 C 0 8.細胞は抑制性または細胞障害性機能を

有するとされているが、最近の研究により、へルパ-T細胞の新し

い側面がいくつか明らかにされつつある。

まず、活性化 T細胞およびそれらから分離した細胞膜には、抗原

の非存在下で、 MHCクラス E分子を介さない B細胞との接触によ

りB細胞のポリクローナルな応答を誘導する働きがあることが示さ

れた(1 5 7、 159、 213~218) 。結果として、抗原非特

異的な細胞間接触が MHCクラス E分子を介した抗原特異的な細胞

間相互作用と同様に重要であると認識され、 CD4・T細胞と B細胞

の接触により抗原特異的抗体産生ばかりでなく非特異的な抗体産生

も促されることが知られるようになった(1 8 1、 219~228) 

。また、へルパー機能のみでなく細胞障害性ももっ多機能性 CD4

令 T細胞の研究も行なわれるようになった(1 9 9、 201、 227 

~ 232)。

さらに、 MHCクラス E分子拘束的に抗原を認識する T細胞の細
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胞障害活性が抗体産生に抑制的に働く機構も提唱され(1 9 8、 1 

8 9、 201、 2 33)、 CD4・T細胞が示す細胞障害活性には非

特異的なバイスタンダー細胞障害と抗原特異的な直接的なターゲテ

イングがあることも日月らかにされた(230、 231、 234-2 

43)。 このことは、機能性 T細胞により抗原非特異的な抗体産生

抑制と抗原特異的な抗体産生抑制の両方が起こり得ることを示して

いる。

このように、 C04 'T細胞の抗体産生応答における働きは、従来

考えられていた図式より複雑であると考えられる。 CD4・T細胞の

介在により、抗原特異的および抗原非特異的な抗体産生が増強にも

抑制にも働く可能性があることから、抗原情報等の条件により多機

能性 CD4φT細胞クローンがどのように抗体産生を制御するかを解

析することは重要であると考えられる。 H 1. 1は強いへルパ一機

能と細胞障害性機能を合わせもつ CD4・T細胞クローンであること

から、本章では H 1. 1の複合的機能が.i..Il..___;I_込旦抗体産生に及ぼす

影響を解析した。

第 2節 実験材料および方法

1 )抗原タンパク質の調製

s-LGは 1-2 -1に示した方法で調製した。 ウシ日ーカゼイ

ンおよび鶏卵オボムコイドはそれぞれHippら(244)およびfred

巴rlcQとDeutch( 2 4 5 )の方法に従い調製し、さらにイオン交換カ

ラムクロマトグラフィーにより精製した。 TNP化自 しGの銅製

法は第 2部 3-2 -1に記した。

2)実験動物
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BALB/cマウス雌と SDラット雌は日本チヤールスリバー(

東京)より 5遇齢で購入した。

3)免疫

第 2部 2-2-4に記した。

4 )細胞の調製

(A) B細胞

第 2部 2-2-5を参照。 日ーし Gで免疫処理をしていないマウ

スについても粋臓細胞より同様にして B細胞を調製した。

(B) T細胞クロ ーン

H 1. 1は Bーし Gとマイトマイシン C処理した同系牌臓細胞で

活性化した。 1日後、活性化 H 1. 1をリンフォライト Mの界面上

に集め、洗浄した後l..n.....Y.斗L旦抗体産生試験に供した。

(C)標的細胞

J 7 74. 1、 A20-2J、 A20-HLおよび牌臓細胞を細

胞障害試験における標的細胞として用いた。付着性細胞は、 I音繋用

培地に 1x 1 07細胞/mlに分散した日 LG非感作マウス由来の

牌臓細胞をプラスチック培養用シャーレ(Fa!con)中で 37・C、 9 

0分、 5 % C 02下でインキュぺートした際の付着細胞として分離し

た。 sI g Gを持つ B細胞は白ーし Gで免疫した BALB/cマウ

スより 10μg/mlの抗マウス Ig M (Cappe!)または Ig G抗

体 (Serotec)で 4'C、 1 8日寺間コーティングしたプラスチックシャ

ーレ上でパンニング法により分離した。 シャーレより使用直前に抗

ー Ig抗体液を除き、 PBSで 3回洗浄した。炭 M水素ナトリウム
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不含の 5%FCSー培地で 1.5x107個/mlに分散した牌臓細

胞を 4ml加え、水平な机の上で 30分室温に保った。 シャーレを

静かに回し、さらに 30分間静置した。 1時間後、 シャーレを注意

深く揺り動かして付着しない細胞を浮遊させ、 ピペットで取り除い

た。 この操作を 3回繰り返して行なった。シャーレから非付着性細

胞を取り除いたのち、付着した細胞層を 10m1のCa 2+、 Mgわ

不含 PBSで 5回i先った。洗浄した細胞層に、 5mlのリドカイン

溶液を加え、 1 5分室温で静置した。パスツールピペットを用いて、

溶液を激しく細胞に吹き付け、付着細胞を剥した。全部はがれるま

で必要に応じて繰り返す。 200gで 10分遠心して細胞を集め、

RPMI1640で 2回洗浄をおこなった C2 46)。

5) l.n..___y_斗ro抗体産生系

第 2部 2-2-7fこ記した。

6)ELISA法

各抗原を 10μg/mlの濃度でマイクロタイタープレートに吸

着させた。その他の操作は第 2部 2-2-8に記した。

7 )細胞障害性試験

H 1. 1の細胞障害活性は僚識 した標的細胞からの遊離れ Cr:f置

を指標として測定した。図 67に作業の流れを図示した。際的細胞

C1xl07細胞/100μ1 F C S)を 100μCiのNaド

I C rJ 0， Csodium chromate、 ICNBiomedicals.lnc.) と37 'C、

4 5分インキュベートし、培養用 I音地で 3回洗浄して試験に用いた。

騒湯細胞ラインは 1x 1 0'細胞と H1. 1、牌臓細胞は 8x 1 0' 

細胞と H1. 1を必要なイフェクター/ターゲット CE /T)比を
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与えるように 96穴丸底プレート CFalcon)の 200μlの培養用

培地中に分散し、抗原存在下、 37'C、 5 % C 02でインキュベート

した。 16時間後、培養上i青100μlを採取し、ガンマカウンタ

ー CMINAXI r、 Packard)で遊離51C r量を測定した。最大遊離放

射能は、 TritonX-l00を 1%になるように標的細胞の培養に添加し

た際の数値とした。細胞障害活性はパーセント特異遊離量として次

に示す式で計算した。

SP C%) =1 OOx ( CE-S) / CT-S)) 

s P C%) ;パーセント特異遊離量

E;試験検体における遊離量

S; 自然遊離

T;最大遊離量

図 70に試験のスケジュールを示した。

第 3節結果

1 )非免疫マウス由来 B細胞の抗体産生応答

B細胞に対する T細胞の非特異的へルパ一機能をみるため、抗原

非感{乍マウス由来の B細胞と活性化 H 1. 1を日 ーし Gの存在下お

よび非存在下で共培養した。二次培養時の培養上清中の抗 s-LG、

抗日一 CN、抗オボムコイド(0 M)抗体価を測定した結果を図 7

1に示した。 1専臓細胞や分離した B細胞群では高い抗体価が得られ

なかったのに対し、活性化 H 1. 1とB細胞の 共培養では相当畳の

I g Mと Ig Gが産生されていた。 H1. 1の培養上清のみでは抗

体産生が誘導されないことは)Jrjの実験で確認した。

。活性化 H 1. 1とB細胞の共t音養の上1背中には、 コントロールタ

ンパク質に対する抗体も s-LG特異抗体と間後に産生されており、
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B細胞の非特異的な抗体応答が誘導されたことを示している.興味

深いことに、 このポリクローナルな B細胞の応答は{3-LGの非存

在下でも誘導され、 コントロールタンパク質に対する抗体産生量は

{3-LGの濃度依存的に増強される傾向があった。

これらの結果は B細胞のポリクローナルな活性化が MHCクラス

Eに非拘束的な T-B細胞問相互作用により引き起こされているこ

とを示している。(3-LG濃度のI曽加に{半う抗原非特異的な抗体産

生の増強は、 MHCクラス E拘束的な T-B細胞間相互作用の結果

H 1. 1の細胞数やサイトカイン産生などのへルパ一機能が高まっ

たことによると考えられる。

ところで抗原非特異的な抗体産生応答の様式と異なり、同一培養

上『背中の日 -LG特異抗体量には抗原濃度依存的な増加がみられな

かった〔図 71 )。すなわち(3-LG非存在下の培養中には相当

の抗日ーし G抗体が産生されていたが、抗原量を t曽加しでもその産

生霊は変わらなかった。この傾向は 1g G抗体産生量より 1g M抗

体産生量において顕著であった。 このように T細胞の認識する抗原

とB細胞の認識する抗原が異なる場合は高濃度の抗原が高い抗体応

答を誘導するように{動くのに対して、一致する場合には抗原特異的

抗体産生は応答性が悪くなることが示された。

2) 日ラクトグロプリン感作マウス由来 B細胞の抗体産生応答

同ーし G抗原非感作マウスにおいて高濃度の目ーし Gが抗原特異

的抗体産生に不利に働くことが示されたが、 この傾向は抗原特異的

B細胞群が増幅された培養系ではより顕著にみられると考えられる。

そこで日ーし Gで免疫したマウスを用いて同梯の.i..!l.___y_斗工旦抗体産生

試験を行なった(図 72)。非感作マウスの場合と異なり、 日ーし

Gで免疫したマウス由来の全牌綴細胞は Bーし G特異抗体を産生し
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lとB細胞の共牌臓細胞〔黒丸)、

培養(白丸〉を各濃度の s-LG存在下で培養した。

B細胞(黒四角〕および H1 . 

自Bーし G、

1 g G 抗体を EL 1 S A法で測定した。
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ていた。このことは自ーし G特異的な T細胞・ B細胞が感作され、

治幅していることを示している。

活性化 T細胞と B細胞の共培養の系では、非感f乍マウスの場合と

同様に抗原非存在下で日 -LG特異抗体とコントロールヲンパク質

に対する抗体の産生がみられた。そして予想されたように抗原存在

下では s-LG特異抗体産生量が抗原濃度依存的に抑制される現象

が観察された。この抑制は H1. 1のT細胞エピト プであるペプ

チド 42-56を高濃度で添加した際にも観察される〔来掲載デー

タ〕ことより、 この抑制が MHCクラス E拘束性の細胞間相互作用

の結果であることを示唆している。このように、 T細胞と B細胞の

抗原タンパク質が一致する場合 T細胞エピトープが抗原特異的抗体

産生に不利に働くことが、 s-LGで感作したマウス由来の牌臓細

胞を用いることによってより顕著に示された。

3)各種抗原提示細胞に対する細胞障害活性

I n v i tro抗体産生系における抗原特異的抗体産生抑制を説明する

可能性のひとつとして、 T細胞の細胞障害活性が挙げられる。図 7

3には各種抗原提示細胞に対する H1. 1の細胞障害活性を示して

いる。 1重湯細胞ラインと正常牌臓細胞はいずれも Bーし Gの存在下、

H 1. 1との共培養により抗原特異的に傷害された。 A20-Hし

を用いた試験では、 TNP特異的な s1 g M抗体から効率良く抗原

分子が取り込まれる機 TNP化 s-LGを抗原として用いた。iJljの

実験で、 MHCクラス I分子を有し、 クラス E分子は表現していな

いマストサイトーマである P815CH-2d
) をH1. 1の傑的細

胞として用いた際には細胞隙害活性はみられなかったこと〔未掲載
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表 8. ペプチド 42-58存在下における H1. 1の

細胞傷害活性

target antigen E/T I ys i s (%) 

A20. 2J 42-56 2 11. 5 

A20.HL 42-56 2 40. 2 

J774. 1 42-56 2 12.6 

slgG 42-56 2 36.0 

Hφ 42-56 2 33.7 
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データ)および表 6vこ示すように H1. 1のT細胞エピトープであ

るペプチド 42-56がf3-LGと同様に抗原特異的細胞障害活性

を示したことを考え合わせ、 これら抗原提示細胞は MHCクラス E

拘束的に傷害されていることが示された。

第 4節考察

CD4令 T細胞が機能的に不均一な集団であり、個々の細胞も多機

能性を持つことは従来の研究の中で提唱されてきた C1 -3、 24 

7、 248)， H1. 1をはじめ本研究で樹立した?細胞クロ ーン

についても、第 2部第 3章で示したようにへルパー機能、細胞{お筈

活性、 DTH反応誘導能が認められており、ょn VIVOにおける免疫応

答の際にも多機能的に働くと期待される。そこで特定の抗原に対し

てバランスのよい免疫応答を導くために個々の T細胞が抗原濃度、

介在サイトカイン、近隣の細胞との相互作用など微小環境の条件に

応じて最適な機能を発揮すると考えるのは魅力的である C1 88、

249)。

本章ではl.D......':'.込旦抗体産生における H1. 1の多機能性を、へル

パ一機能と細胞傷害性機能に着目して解析した。活性化 H1. 1は

MHCクラス E拘束性の相互作用をすることなく抗原非特異的に B

細胞を活性化し、抗体産生細胞への分化を導いた。また抗原非特異

的抗体産生はf3-LG濃度の増加に伴って増強されたが、抗原特異

的抗体iA生は高濃度の抗原存在下で抑制された。このように目ーし

Gの濃度は抗原特異的および非特異的な抗体産生のバランスを規定

するための重要な条件であることがわかる。

i 一般に CD4・T細胞のへルパ一機能 CT細胞 -8細胞間相互作用〕

は 2相に分けられる。 まず MHCクラス H分子と抗原の複合体を T
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細胞レセプターで認識して機能を誘導する導入相とクラス E分子非

拘束的、抗原非特異的に細胞間接触を行なってサイトカインなどで

B細胞の場殖 ・分化を誘導する効果相である (224、 225)。

最近になって活性化 T細胞に表現される CD40リガンドがマウス

( 1 6 1、 224、 250、 25 1 )やヒト (223 、 252~2

54)のB細胞の分化 ・増殖を引き起こす分子であることが明らか

となった。また、 CD40から入ったシグナルは結果的に LF'A-

Iを介した B細胞の接着性も上げることが示されている (255)。

さらに主として TH2タイプの活性化 T細胞から分泌される 1L -4 

がB細胞の分化因子として働くだけでなくケモアトラク主ント(化

学定化性因子)として T細胞 -B細胞間相互作用を増強することも

提唱されている (256)。

活性化 H1. 1の場合にもこのような機構で B細胞と影響し合い、

抗原存在化 ・非存在下の両方においてポリクロ ー ナルな抗体応答を

引き起こしていると考 えられる。

C 0 4' T細胞の細胞傷害機能については、抗原非特異的なパイス

タンダー細胞傷害 (23 1、 23 7、 243) と抗原特異的・直接

的な標的細胞傷害(198、 234、 242)の 2つの機熔が提唱

されている。 また、 ウイルス感染 した標的細胞に対しクラス E拘束

↑生 CD4φ細胞傷害性T細胞が誘導されるという報告もある (257、

258)。可溶性抗原に対する細胞f生免疫のしくみが生体に備えら

れていることは十分考えられ、 クラス H分子拘束性T細胞が細胞傷

害性機能を発悔して抗原特異的な抗体産生の抑制に関わっている可

能性については既にいくつかの研究グループで検討がなされてきた

( 1 9 8、 199、 2 0 1、 229、 233)。本研究で観察され

た抗原特異的な抗体産生抑制効果も少なくともその一部は直接的な

抗原提示細胞の傷害によるものではないかと考えられる。
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ここで B細胞の一部は H1. 1とMHCクラス E分子を介した接

触をし、細胞傷害を受けていると考えられる〔図 74). (l-LG 

特異的な s1 gを持つ B細胞は抗原を取り込む効率が良いため優れ

た抗原提示細胞となる C168~ 171) が、 MH C クラス E 分子

を介した接触のため細胞傷害を受け易いとも考えられる。結果とし

て、 コントロールタンパク質に対する抗体応答に比べて自 ーし G特

異抗体の応答は不利になると理解される。抗原濃度が高い条件下で

あったり、 β LG特異的 B細胞の占める比率が高い条件下であれ

ば、 s-LG特異的抗体産生に対する抑制はより顕著になると考え

られる。また、高濃度の抗原存在下では、 日 LG特異的な s1 g 

を持たない B細胞においてもピノサイトーシスによる抗原の取り込

みを経、効果的に抗原提示細胞として働くと考えられ、 この場合に

は抗原特異性の一致しない B細胞も細胞傷害を受けると理解される。

。ーし Gで免疫応答したマウスから得た細胞集団や s-LGで抗

原刺激した細胞集団では、 Bーし G特異的 B細胞プラストがコント

ロールタンパク質に特異的な B細胞ブラストより多いため、パイス

タンダー細胞傷害も抗原特異的抗体産生の抑制に働き得る。バイス

タンダー細胞傷害は活性化された抗原提示細胞にのみ有効に働くた

め (2 28、 242)、 目ーし G特異的な B細胞プラストは休止期

の B細胞より傷害され易〈、抗原特異的な抗体産生抑制を導くとも

考えられる。 しかしながら、本研究の培養系ではパーコールグラジ

エントによりラージ B細胞が採集されているため、抗原特異的な B

細胞も抗原非特異的な B細胞も等しくパイスタンダー細胞傷害の影

響を受けるはずである。抗原特異的な抗体産生抑制が観察されたこ

とより、 MHCクラス E分子を介する直接的な標的細胞傷害が起こ

づていると考えたほうが理解し易い。

本章では、 T細胞源として 1種類の CD 4' T細胞クロ ーンしか存
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図 74.想定される抗原特異的 ・非特異的抗体応答における

活性化 H1. 1の働き

抗原〔黒丸: s-LG)存在下、 Bーし G特異的 s1 gを持つ B細

胞は抗原特異的応答、 s-CN特異的 s1 gを持つ B細胞は抗原非

特異的抗体応答をする。既に活性化された T細胞クローン H1. 1 
の下ではサイトカインおよび CD40リガンドなどの機能分子Xを

介して抗原非特異的な抗体応答が起こるが、活性化 T細胞は細胞傷

害活性をも獲得しているため抗原 -MHCクラス E分子複合体を介

した接触は B細胞の傷害〔彫付きの B細胞〕につながる。抗原特異

的B細胞は良い標的細胞となるため s-LG特異的 B細胞は抗原存

在下で優先的に傷害され、抗 s-LG抗体の産生は抑制される。抗

原濃度がさらに高まると B一CN特異的 B細胞もピノサイトーシス

により目 -LGフラグメントを提示し、標的細胞となると考えられ

る。

-169-



在しない条件下でのよl!__Y_斗旦抗体産生を指標に T細胞機能の解析を

行なった。その結果、 lクローンではあっても T細胞の持つ線数の

機能により抗体産生が制御され、抗原濃度など微小環境の条件によ

り抗体応答は増強にも抑制にも働き得ることが示された。 こうした

現象が l.ll.__I，l_l_I{でも起こり得るか否かを検証するにはさらに多くの研

究が必要とされるが、 CD4・T細胞が、抗体産生を補助する機能と

ともに MHCクラス E拘束性の細胞傷害活性を介して抗原特異的抗

体産生抑制に働く役書1)も合わせもつ可能性は高いと考えられる。



本研究第 l部では牛乳アレルゲンである日ーし GのB細胞・ T細

胞エピト プを詳細に解析した。第 2部では βーし G特異的 T細胞

クロ ンを樹立してその機能解析を行なった。また、 T細胞クロー

ンを用いた免疫応答のよ_D____I{斗旦モデル系において T細胞・ B細胞エ

ピトープフラグメントの機能について新たな知見を得、 さらに単一

T細胞クローンも微小環境に応じて多機能的に免疫応答の調節を行

ない得ることを示した。

日 LGについては、その抗原性に関する知見のみならず、乳清

中主要タンパク質として各種の物理化学的性質が明らかにされてい

る。その履歴に加え、本研究により詳細な抗原構造が明らかとなっ

たと同時に特異的 T細胞クローンが初めて樹立された。 。ーし Gの

アレルゲンとしての重要性はいうまでもないが、抗原認識・免疫応

答機構に関する分子論的解析のためのモデルタンパク質としての価

値も一層高まったと考えられる。

さてアレルギーの予防や不快な症状の緩和を求める声が高まって

きた中で、今後アレルゲン特異的免疫応答機構が一層活発に研究さ

れることが予測されるが、本研究で得られた知見は、 1ft抗原性化 B

ーし Gの分子設計等に役立つばかりでなく、広く s-LGあるいは

他抗原により引き起こされるアレルギー症状や免疫応答の基礎的知

見として活用されることが期待される。また、本研究で得られた S

-LG特異的 T細胞クローンおよび解析された多機能性は、今後も

アレルギー症状における炎症反応等新しい情報を得るための有用な

道具となることが期待される。

エピトープ特異的な免疫応答機構の詳細の解明、 アレルギ一発症

に至るプロセスの解明、それらをペプチドフラグメントや変換タン

パク質で制御していくことへの期待は大きく、本研究の成果もその

発展に寄与できることを願う。
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論文の内容の要旨

論文題目 Bーラクトグロプリンに対する抗原特異的

免疫応答に関する研究

Studies on s-Iactoglobul in Specific 

Immune response. 

氏名 辻典子

日本人が快適な生活を求め、衣食住すべてのスタイルを変化させてきたこと

に比例するようにアレルギー疾患が増え続けている。牛乳アレルギーなど食物

アレルギー も小児を中心に多くの患者を悩ませており、予防法 ・治療法の確立

が望まれている。 白ーラクトグロプリン (s-LG)はウシをはじめヤギ、ヒ

ツジなどの乳清中に含まれるが入手し中には含まれず、牛乳中最もアレルグン性

の高いタンパク質として古くから研究されてきた。

タンパク質自身がアレルギ 一反応など免疫応答を制御する領域として B細胞

.T細胞エピト プがある。 B細胞エピトープは抗体が結合する領減であり、

アレルゲンタンパク質が肥満細胞上の 1g E抗体を架橋して即時型アレルギー

の症状を誘起する部位、または綴々な分化過程にある B細胞の表面イムノグロ

プリン (8細胞レセプター〕に結合して効率良い抗原提示や B細胞へのシグナ

ル伝達を促す部位としてその重要性が注目されている。 B細胞エピトープが B

細胞の活性化あるいは不応答化の鍵を湿り、 B細胞レパートリーを決定すると

すれば、その解明の意義は大きい。

T細胞エピトープも抗原特異的免疫応答に重要な役害1)を果たす。食物アレル

ゲンなど外来性の抗原タンパク質は生体内の抗原提示細胞 (AP C)のエンド

ソームに取り込まれた後酵素分解を受けてペプチド断片となるが、その中のい

くつかにT細胞エピトープ部分は含まれている。 MHCクラス E分子はこれら

のペプチド断片と会合し、細胞表面に提示する機能分子であり、その復合体は
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T細胞レセプターを介して抗原特異的T細胞の活性化を促すこととなる。抗体

産生をはじめとする外来抗原タンパク質に対する機々な免疫応答にはこの T細

胞による抗原認識とその活性化が必須であり、 T細胞エピトープの解明はアレ

ルグン特異的免疫応答制御のための基礎的知見として非常に重要である。

さて外来抗原処理過程でMHCクラス E分子拘束的に活性化される T細胞は

多くの場合 C04・T細胞であり、それらは様々なサイトカインを産生したり様

身な細胞と細胞間接触を行なうことにより抗体産生の補助、遅延型過敏症反応

(0 T H反応)の誘導など幅広い機能を発揮し、免疫応答を調節する。すなわ

ちT細胞エピト プを介した T細胞の活性化は、 1 g E 産生を介して即時型ア

レルギ一反応に関わるのみならず、 1 g E以外の抗体産生・マクロファージや

好M球等の集積など幅広い生体内変化に関わり、遅発型・遅延型または慢性の

アレルギー症状にも関与するとされる。

個々の T細胞が免疫応答の際に、抗原濃度・介在サイトカイン・近隣の細胞

との相互作用など微小環境条件に応じて機能を発揮し、特定の抗原に対してバ

ランスのよい免疫応答を湧こうとするとの考えは魅力的である。微小環境を変

化させることにより T細胞機能のスペクトルを調節し、炎症局所における抗体

産生や細胞の集積も制御する道が拓かれることが期待される。各細胞の多機能

性を問うこれらの解析には、抗原特異的 C04・T細胞クローンが有用である。

本研究では日 -LGをモデルタンパク質として選ぴ、合成ペプチドを用いて

マウス・家兎 ・山羊における B細胞エピトープ、 3系統のマウスにおける T細

胞エピトープの解析を行なった。また、 Il-LG特異的 C04・T細胞クローン

を樹立し、それらを用いてエピトープ特異的?細胞・ B細胞間相互作用、抗原

特異的抗体産生応答の制御や遅延型過敏症反応の誘導など、抗原特異的免疫応

答の機構解析を行なった。

【第 l部第 l章 B細胞エピトープの限定化〕

Il-LGで免疫した ICRマウス、家兎、山羊の血清および3動物径に共通する

自ーし Gの主要抗体結合領成22-56、72-86、 119-133、 149-162残基目のアナロ

グペプチドを用いた。 ELISAを用いた免疫吸収法により同血清中抗 Bーし

G抗体の詳細な結合部位 (B細胞エピト ープ〕を調べたところ、ポリクローナ

ル抗体を用いたにも関わらずほとんどのエピトープ領域が 5-7アミノ滋残基

まで限定化された。このことはIl-LG分子上動物種を通じて認識され易い領
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域のなかでも特に抗体の接近が容易な部分があり、その部分に高い特異性を持

つB細胞のみが選ばれてきたことを意味している。同じ領域内においても動物

種間では微妙に異なる部位が B細胞エピト ープ として認識されており、各動物

種に固有の B細胞レパートリーの影響あるいは各ハプロタイプの T細胞エピト

ープと B細胞エピトープとの位置関係の影響等を強く受けた結果と考えられた。

【第 l部第 2章 T細胞エピトープの解析】

抗原提示細胞内で生成した T細胞エピトープを含むペプチドは、アグレトー

プ部分でMHCクラス E分子と複合体を形成した後抗原提示細胞の表面に提示

され、 T細胞エピトーフ.部分を介して抗原特異的 T細胞を活性化する。 s-L

Gの全領域をカバーする合成部分ペプチドを用い、 H-2ハプロタイプの異なる 3

系統のマウスBALB/c(H-2り、 C3H/He(H-2k) 、C56BL/6(H-2りにおける T細

胞エピトープの検索を行なった。 s-LGで免疫したマウスのリンパ節細胞を

採取し、ぺプチド抗原存在下の増殖活性を3H一チミジンの取り込みを指標とし

て世視測liJ

マウスはぺフプ.チド l日1-2お6、72-86、 100-113， 119-133を、 C3H/Heマウスはペプチ

ド72-86、91-104、 129-143、 139-153をそれぞれ認識して増殖した。同定された

T細胞エピト プ領減はハプロ担イプの異なる系統のマウス間で異なっており、

唯一、ペプチド139-153がBALB/c(H-2d
) とC3H/He(H-2')に共通して認識され

た。このことは、各ハプロタイプのMHCクラス E分子の多型性により異なる

ペプチドフラグメントが提示された結果である他、各系統間で準備されている

T細胞レパートリーが異なることも大きく影響していると考えられた。

【第2部第 l章 s-LG特異的T細胞クローンの樹立】

日-LGに特異的な T細胞の抗原認識とそれに伴う免疫応答を解析すること

を目的とし、 日-LG特異的 CD4.T細胞クローンを樹立してそれらの表面抗

原、 MHCクラス E分子拘束性、 T細胞エピトープの解析を行なった。 Bーし

Gで免疫したBALB/cマウスのリンパ節および牌臓細胞を採取し invitrot元原刺

激を繰り返すことによって日 -LG特異的 T細胞ラインを得た後、同細胞群か

ら限界希釈法によりクローンを樹立した。 日ーし Gf.こ特異性を示す C0 4.T細

胞4クロ.ーン (H1. 1、5G、2.11G、6.l1G)を得た。これらはいずれも MHCク

ラス E分子の内 I-Ad分子拘束的に β-LGを認識して増殖した。特にH1. 1お

よび5GはBALB/cマウスにおける主要T細胞エピトープ42-56残基目を認識するこ

とから、 InVIVOにおける自ーし Gおよび日ーし G由来のペプチドフラグメント
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に対する免疫応答をよく反映すると期待される。すなわちこれら T細胞クロー

ンは日 -LG特異抗体産生をはじめとする免疫応答に関わる T細胞 ・B細胞協

同作用を invitroで詳細に解析し、 T細胞・ B細胞エピトープフラグメントが

果たす役割を一層深く理解するための有用な材料であると考えられた。

【第2部第 2章 T.Bエピトープペプチドが invitro抗体産生に及lます彫響]

B細胞は、細胞表面に抗原特異性を持つ B細胞レセプターを表現している。

B細胞レセプターの最も重要な機能は、抗原を効率よくとらえてプロセシング

の経路に乗せることであると考えられているが、一方では B細胞レセプターか

らのシグナル自体がB細胞の滑殖に関わるという現象も示されている。ここで

は一次構造上離れた部分の B細胞エピトープペプチド22-36とT細胞エピトープ

ペプチド42-56を用いることによりプロセシングの過程を省略し、 B細胞レセプ

ターと T細胞からのシグナルを分離させて解析した。 B細胞群は s-L Gで免疫

したBALB/cマウスの粋臓細胞より調製し、 T細胞はT細胞クローン H1. 1を

用いた。その結果ペプチド42-56はH1. 1を活性化することにより単独で B細

胞群の抗体産生を促した。また、ペプチド22-36はT細胞エピトープの存在下で

抗ペプチド22-36抗体の産生を増強させた。すなわち B細胞エピトープフラグメ

ントは単独では抗体産生に影響を及ぼさないものの、 T細胞エピトープフラグ

メントの存在下という条件の下で抗体産生を増強することが示された。

【第 2部第 3章 s-LG特異的T細胞クローンの複合的機能解析】

CD4・T細胞は複数のサイトカインや細胞間接触を通じて様々な機能を発郷

し、生体防御反応や炎症反応を制御している。 s-LGなど食物アレルゲンに

対する抗原特異的免疫応答を解析する際にも、抗体産生の補助 ・抑制、炎症の

誘起や持続に関わる機能を解析することにより、アレルギ一発症のしくみや消

化管・皮粛などのアレルギー症状について免疫学的理解が深まると考えられる。

特に炎症反応とその遷延化における CD4・T細胞の役割は大きいとされ、機々

なアレルギー症状の緩和も CD4・?細胞を制御することにより可能となる場合

も考えられる。ここでは日ーし G特異的 T細胞クローン 4株についてそれらの

多機能性をサイトカイン産生能、抗体産生補助機能、細胞傷害活性、遅延型過

敏症反応.CD TH反応〕の誘導活性を指様に検討した。サイトカイン産生能は

サイトカイン依存性細胞株を用いたバイオアッセイ、ヘルパー機能は invitro 

抗体産生系、細胞障害機能は僚的細胞からの3Hーチミジンの遊離、 DTH反応

はマウス足しょの浮腫反応をそれぞれ指僚として解析した。その結果、 2. 1 
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10と6. 1 10は比較的高い細胞傷害活性と DTH反応誘起能から THl型で

あり、 501;1:高い抗原特異的へルパー活性と低い DTH反応誘起能から TH2型

であると考えられた。 H1. 1はその中間的な機能を示した。

【第 2部第 4章 CD4φT細胞クローンによる抗原非特異的

抗体産生の促進と抗原特異的抗体産生の抑制】

T細胞クロ ンが多機能的に働くとすれば、実際の免疫応答の場において各

々の機能は協同的 ・相乗的あるいは措抗的に作用して生体内の変化を決定する

と考えられる。本章では、BALB/cマウスの牌臓B細胞群において、活性化 H1.

1が多機能的に誘導または抑制する抗体応答を観察した。活性化 H1. 1は、

未処理および s-LO免疫マウス由来の牌臓 B細胞群において抗原非特異的に

抗体産生を誘導し た。高濃度の日ー しG抗原存在下では抗原特異的な抗体産生

は抑制され、その傾向は s-LOで免疫したマウス由来の細胞群において特に

顕著であった。 51C r遊離法による細胞傷害試験の結果、抗体産生抑制の一因

として H1. 1の細胞障害作用が関与していることが示唆された。単一T細胞

クローンが抗原濃度に応じて invitroで多機能的に働き、抗原特異的抗体産生

を促進・抑制の両方向に制御する事象が示されたことより、生体における一個

のT細胞の機能も、弾力性を持って発現されると推測される。すなわち抗原濃

度、サイトカイン、他の細胞との接触など微小環境の条件によって各細胞の機

能、 ひいては免疫応答が方向付けられると考えられた。

以上、本研究第 l部では牛乳アレルゲンである s-LOのB細胞 .T細胞エ

ピトーフ・を詳細に解析した。第 2部では s-LO特異的 T細胞クローンを樹立

してその機能解析を行なった。また、 T細胞クローンを用いた免疫応答の lnv 

itroモデル系において T細胞 .8細胞エピト プフラグメントの機能について

新たな知見を得、さらに単-T細胞クローンも微小環境に応じて多機能的に免

疫応答の調節を行ない得ることを示した。

本研究で得られた知見は、イ底抗原性化目 -LOの分子設計等に役立つばかり

でなく、広く日 しGあるいは他抗原により引き起こされるアレルギー症状や

免疫応答め基礎的知見として活用されることが期待される。また、本研究で得

られた Bーし G特異的 T細胞クローンおよび解析された多機能性は、今後もア

レルギー症状における炎症反応等新しい情報を得るための有用な道具となるこ

とが期待される。
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