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園圃且?

第 1章緒言



ほ乳類の免疫系は自然には存在しない物質も含め全ての物質を自己と

非自己に分類して認識する。自己と判断された抗原に対しては免疫応答を

起こさず、一方非自己と判断した物質に対しては検々な方法によって排除

しよ うとする。この自己非自己の識別は合理的に柔軟性を持つてなされる

ことが知られており (図 1-1)、 例えは.腸管より吸収したタンパクは完全

に分解されないまま体内に入った場合非自己由来の物質であっても排除さ

れない。これは経口免疫寛容と呼ばれ生体が栄養素を効率よく利用するた

めに重要な仕組みである(1-6)。また多くの人は杉の花粉が多量に舞う季節

であってもアレルギーを起こさすに過ごしている。アレルギーは免疫応答

の過剰反応であることを考えれば、健常人においてはアレルギーを防ぐた

めの何らかの仕組みが備わっているものと考えられる。

免疫系が自己に対する不花、答性を獲得する方法は 3つの機構が知られ

ている(7-13)。第ーにある抗原を認識する T細胞を完全に除いてしまう方

法。産生された抗体による液性免疫においても炎症を中心とする細胞性免

疫においてもT細胞の活性化がまず起こる必要があることを考えれば、こ

の方法はもっとも確実な方法であるといえる。胸腺における自己抗原に応

答する未熟T細胞の除去は主にこの仕組みによってなされている。第二に

T細胞は存在してもその応答性を失っている場合見かけ上そのT細胞はい

ないのと同じ状態となる。これは不応答説と呼ばれ特に末梢において起こ

る免疫寛容の主原因とされる。第三に他の細胞によってT細胞の活性が抑

制される場合である。抑制T細胞、調節T細胞と呼ばれる抑制専門のT細

胞がいるという初期の仮説は現在は疑問視されているが、多くのT細胞は

他のT細胞に対する能動的抑制活性を持つという考え方は現在広く受け入

れられている。基本的には免疫系はこれらの機構を組み合わせて応答しな
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図1-1 免疫学的自己・非自己の認識

免疫系は自己由来であってもガン等を排除する仕組みを持っ

ている。逆に非自己由来であっても食物などは積極的に吸収で

きるような合理的な仕組みを持つ。この調節が乱れるとアレル

ギーや感染症等を引き起こすことになる。



い方が、生体に有利である物質に対する免疫応答を抑えているのである。

この3種の仕組みの内最初のものを除いた二つは潜在的に抗原特異的

なT細胞が体内に存在するため何らかの原因で免疫寛容状態を維持する要

因が破られると免疫応答を起こすことになる。そのきっかけとしては感染

症など他の抗原に対する強い免疫応答が示峻されている(14)。自己抗原に

対する寛容が破られると自己免疫疾患を、食品抗原に対しては食品アレル

ギーを、また様々なアレルギーを起こすことになる。これらの強すぎる免

疫応答を抑制するために現在もっともよく使われるのはステロイドホルモ

ンやサイクロスポリン・ FK 506等の免疫抑制剤である。これらはいずれ

も大変強い免疫抑制効果を持ち(15-16)、症状を劇的に改善する。しかしス

テロイドホルモンの投与においては常に依存症が問題となり、微生物由来

の免疫抑制剤は全ての免疫応答を抑制してしまうために逆に感染症をいか

に防御するかが問題となってくる。これに対して免疫の持つ柔軟性を人為

的に利用し、様々な細胞のネットワークを利用して免疫応答を調節する方

法は副作用なく様々な疾患の予防・治療を可能とすることが期待される。

またこのようなアプローチは、近年の医学の進歩によって急速に注目を浴

びている臓器移植における拒絶反応の抑制、また逆に免疫不全症の改善等

につながりうるものである。

そのためには、成熟した免疫細胞による末梢の複雑精綴な免疫応答の

調節機構を理解することが重要である。本研究では、 T細胞の働きを免疫

の鍵として位置づけ、その活性調節機梅の一端を明らかとすることを目的

とした。

T細胞の活性化はT細胞レセプターを介して行われる抗原認識に始ま

る。末梢に存在するほとんどのT細胞のT細胞レセプターはa鎖β鎖と呼
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ばれる 2種類の異なるタンパク質から栂成されている。1つのT細胞が持

つT細胞レセプターはただ 1種類であり、これがそのT細胞の抗原特異性

と主要組織適合抗原複合体 (MajorHistocompatibility Complex， MHC)拘

束性を決定することになる。T細胞が‘T細胞レセプターを介して抗原を認

識するときには抗原と直接相互作用することはできず、抗原提示細胞と呼

ばれる他の細胞表面にある MHC分子と結合した形で抗原の分解物を認識

する。この抗原認識と、その他の副刺激と総称される抗原提示細胞からの

シグナル (Costimulation)によってT細胞が活性化されるのである(17、

図 1-2)。

MHC分子は大きく分けてクラス|とクラス 11の2種類が存在し、そ

の分布及び提示するペプチドの種類が異なっていることが知られている

(18、図 1-2)。クラス|は赤血球などごく少数の例外的な細胞を除いた体

内の全ての細胞上に存在する。一方クラス H分子はマクロファージ、 B細

胞等の免疫系の限られた細胞のみが発現している。この遣いはそれぞれの

分子の免疫応答における役割を反映するものと考えられている。クラス|

分子は細胞質内で生成する内在性ペプチドを提示する。通常の状態におい

ては自己抗原のみが提示されており免疫応答は起こらなし、。しかし 度ウ

イルスが細胞に感染するとその細胞はウイルスタンパクをクラス|分子上

に提示する。これを認識して、炎症反応、細胞傷害活性等によりウイルス

感染細胞をウイルスごと破壕してしまう。また、変異した原癌遺伝子を提

示するガン細胞を破模することによって腫蕩を未然に防ぐ作用もあるとさ

れる。これらは体内の全ての細胞に関わることであるため、クラス|分子

は全ての細胞に発現している。一方、クラス H分子はエンドサイトーシス

によって取り込まれ内在性ペプチドとは異なった経路に乗った可溶性の外

来抗原を、免疫担当細胞が提示するために用いられる。これらの免疫系の
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抗原提示細胞

T細胞レセプター

MHC分子

クラス l

クラス 11

提示する抗原

内在性 外来性
(ウイルス) (可溶性蛋白)

+++ + 

+ +++ 

図1-2. T細胞のサブセット

刺激する T細胞

CD4 CD8 

+++ 

+++ + 

T細胞はMHC'抗原複合体および副刺激によって
活性化される。C08陽性T細胞は主にクラス|に提

示されたウイルスやガン等の内在性抗原を認識する

が¥外来性可溶性抗原を認識するものの存在カf知られ

ている。
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細胞同士が相E作用することによって互いを活性化しあい、炎症反応、や抗

体産生によって外敵を排除するものと考えられている。

細胞表面抗原によって2種類に分類される T細胞のサブセットCD4

陽性 (C0 8陰性)T細胞と CD8陽性 (C0 4陰性)T細胞は認識する

MHC分子がそれぞれ異なることが知られ、CD4陽性T細胞はクラス 11

上に提示された抗原を認識し、多く のCD8陽性T細胞はMHCクラス|

分子上に提示されたペプチドを抗原と して認識する (図 1-2)。これによ

りそれぞれの免疫応答の役割分担が存在することが想定されてきた。CD

4陽性T細胞は外来性の可溶性抗原を認識しその排除に参画し、CD8陽

性T細胞は主にウイルス抗原や腫蕩抗原などを認識し、生体をこれらから

守る役割を果たすものと考えられてきた。しかしながら最近の研究による

と、外来性の可溶性抗原をクラス!分子上に提示する特殊な抗原提示細胞

群が末梢に存在することが明らかとなり(19-20)、この区別には例外もある

ことが示された。また、外来性可溶性抗原に対する免疫応答の調節にCD

8陽性T細胞が関与していることは古くから示されており、これを裏付け

る報告として、クラス l拘束性に外来抗原を認識する CD8陽性T細胞の

存在がプライマリー培養系において、またT細胞クローンの樹立によって

示されている(21-25)。また、少数ながらクラス H拘束的に外来抗原を認識

する CD8陽性T細胞クローンの存在も報告されている。これらの抗原特

異的な CD8陽性T細胞の存在は、これまで内在性抗原に限られて想定さ

れてきたCD8陽性T細胞の役割がさらに大きなものであることを示唆す

るとともに、外来抗原に対する免疫応答の調節を考える上でCD8陽性T

細胞の存在を無視できないことを示している。しかしながら、これらの細

胞の性質は解析がよく進んでいる CD4陽性T細胞に比べ、まだほとんど

なされていないのが現状である。そこで本論文ではT細胞のうち CD8陽



性T細胞、特に外来抗原を認識するものの機能解析を試みた。

それでは免疫応答調節を担う T細胞の機能は何であろうか。本研究で

はT細胞の産生するリンホカインをその鍵物質であると位置づけた(図

1・3)0 T細胞クローンを使って得られた情報をもとにして Mosmannらは

CD4陽性のへルパーT細胞をそのリンホカインの産生パターンによって

分類することを提唱した(26)。彼の説によると、マウスのT細胞クローン

のほとんどは|し2、インターフエロンyを産生し IL-4，1し6を産生しないタ

イプ1へルパーT細胞(Th1)と|し4，IL-6を産生し IL-2，インターフエロンy

を産生しないタイプ2へルパーT細胞(Th2)に分類され、体内においても異

なった作用を司っているというのである(図 1-4)。この分類法はそれま

での表面抗原による分類ではなく、産生するリンホカインによって分類す

るという点で新しいものであった。その後、必ずしもこの分類に当てはま

らないT細胞クローンが存在することも明らかになった(27)が、現在この

考え方は広く受け入れられている。その後Th1が体内において遅延型過敏

症などの免疫応答を引き起こし(28)、Th2は抗体産生を引き起こすこと

(29)が明かとなった。さらにこれら 2種の免疫応答は一方が強いときには

他方は起こらないことが見いだされ(26)、Th1とTh2は互いに抑制し合っ

ていることが示峻された。これらの性質の遣いは膜表面に発現される機能

分子の差異よりはむしろ産生するリンホカインの違いによることが示唆さ

れており(30)、T細胞の免疫調節機能をその産生するリンホカインの活性

として理解することが広く行われるようになった。

当研究室の久恒らによってマウスのリンパ節から樹立された抑制T細

胞クローン 13G2はCD8陽性T細胞について同様の仮説を提供した(31)。

13G2はCD4陽性T細胞クローンの抗原特異的な増殖応答を強く抑制す

る機能を有するが、この抑制活性が抗|し10抗体によって中和されること
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一/

リンホカインの特徴

1.多機能性
Z複雑なネットワークを介して作用
f様々な細胞が同じリンホカインを産生
1華々な細胞がレセプターを持つ

図1-3 リンホカインがT細胞機能を担う

活性化されたT細胞はリンホカインを産生することによって抗体産

生や炎症反応を誘導したり、場合によっては細胞障害活性を示す。こ

のリンホカインは多機能性であり、どのような状況下で産生されたの

かを考える必要がある。逆に、何がいつ何を対象としてあるリンホカ

インを産生したかを明らかにすれば¥その役割が明らかにできると考

えられる。
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タイプ

Th1 
Th2 

リンホカイン産生

IFN-y TNF-a Iし2 IL-3 IL-4 IL-5 IL-6 IL-10 

+ + 
+ 

細胞性免疫
(炎症反応)

+ + 
+ + 

d〆
IL・10

+ + 

液性免疫
(抗体産生)

+ 

図1-4リンホカイン産生パターンによる CD4陽性T細胞の分類

CD4陽性T細胞はリンホカイン産生パターンの違いによって分類すること

が現在広く受け入れられている。 Th 1は産生するIL-2やインターフエロンy

によって炎症などの細胞性免疫を誘導し、 Th 2はIL-4やIL-6等によって抗体

産生を引き起こす。

それと同日寺に、 Th 1はインターフエロン yによって、 Th2は|し10に

よって、互いに相手の免疫応答を抑制する。実際、細胞性免疫と液性免疫は、

どちらかが強く起こっているとき、他方は低く抑えられていることが知られて

いる。このネットワークに外来抗原特異的CD8陽性T細胞がどう関わってく

るかが本研究の課題である。
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が観察されたのである(32，33)。これにより MosmannらがCD4陽性のへ

ルパーT細胞クローンの分類法として導入し、機能を理解する基礎として

リンホカインの産生パターンをとらえたように、CD8陽性T細胞におい

てもその産生するリンホカインが重要である可能性が示された (図 1-5)。

既に述べたように、それまではCD8陽性T細胞の役割は主に細胞傷害活

性によるものであると考えられたため、標的細胞を破壊するための細胞問

相互作用のみが注目されてきた。リンホカインに着目してCD8陽性T細

胞の機能を探る試みはごく最近になるまで Mosmannらによって細々と続

けられてきたのみであった(34、35)。彼らの研究によると、 CD8陽性T

細胞のリンホカイン産生パターンはCD4陽性Th 1と類似したものであ

った。しかし我々は様々な抗原特異性を示すCD8陽性T細胞クローンの

リンホカイン産生パターンが|し10、|し6を産生する点でCD4陽性Th

1とは大きく異なることを見いだしており (36)、この点、はさらに詳細な

解析を必要としている。

さて一般にリンホカインは多機能性であることが知られている。異な

った細胞に対してはあるリンホカインが免疫反応を促進する向きにも抑制

する向きにも働きうる。また同ーの細胞においても成熟度や活性化の状況、

また共存する因子の影響で異なった作用をすることもある。この多機能性

はただ単にある細胞がどのリンホカインを産生するかを解析するだけでは

その機能を推し量ることは不可能であることを示している。どのような組

み合わせでリンホカインが産生されるのか、またその産生される状況がど

のようなものであるのかを考慮することが重要である。逆に、これらのこ

とを理解することにより、産生されるリンホカインの役割及びそのリンホ

カインを産生する細胞の機能・応用上の有用性が明らかとなってゆくもの

と期待される(図 1-3)。
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Hisatsune et al. Lymphokine and Cytokine Research. 11 :87 (1992)。

一一 CD4Thl 
の増殖を阻害

図1-5. C 0 8陽性T細胞クローン13G2はIL-10を産生するこ

とによってCD4Thlの増殖を抑制する

これまで、 CD8陽性T細胞の機能は細胞間相互作用による

細胞障害活性を中心に考えられてきたが、当研究室において示

されたようにリンホカインも重要な作用を担っている。CD8

陽性T細胞がいかなる刺激によってどのような種類のリンホカ

インを産生するかが重要な問題である。
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T細胞の性質を解析する上で、一つの有力な手段としてT細胞クロー

ンを樹立しその性質を解析する方注(37)があげられる。クローナルな細胞

集団を扱うことにより、クローン相互の遣いを詳細に検討できること友び

初代培養系では検出することが不可能な微弱な応答を増幅した形で解析で

きることが大きな特徴である。現状のようにほとんど解析がなされていな

い時点においてはまずクローンを用いてその特徴を検討することが肝要で

あると考えられた。そこでまず抗原特異的なCD 8陽性T細胞クロ ンを

カゼインを経口投与したマウスとしないマウスの2群より樹立し、その基

礎的な性質の解明を行った (第2章)。 その結果樹立された全てのクロー

ンにおいてインターフエロンyとlし10の産生が認められた。このこ穫の

リンホカインは既に香山によって様々なCD8陽性T細胞クローンから産

生されることが示されている(36)。そこでCD8陽性T細胞の機能を探る

上でこの二種のリンホカインに着目することが手がかりになると考え、以

下その標的細胞、産生調節機備を詳細に検討することとした。

ここでこの2つのリンホカインに関するこれまでの知見をまとめてみ

たい (図1・6)。

|し10はTh2が産生し、 Th1によるリンホカイン産生(ことにインタ

ーフェ口ンy産生)を抑制する因子として発見された(38)0N末の 18残基

の分泌シグナルに続く 160残基のタンパク質で、 1次配列から予想される

分子量は 18.7KDa、plは8.1である。糖鎖が結合しうる部分を 2カ所持っ

ており、ここに糖鎖が結合することによって見かけ上の分子量はかなり幅

を持って観察される。実際 IL-10の最初の報告ではゲル鴻過の結果から T

細胞の培養上清中に含まれる |し10の分子量は 27-50KDaと記述している

(39)。すでに大腸菌で発現させて得られた組替え体 IL-10にも同様の活性

があることが報告されており、 IL-10の活性には糖鎖部分は関与していな

13 
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IL-10 

直豆!Il~ I 
・T細胞(CD4+Th2， CD8)、B細胞、マクロフ7ージ

匡霊童コ
OT細胞に対して

'CD4+ Th1の増殖・リンホカイン産生を阻害

.細胞障害性T細胞を誘導

-過剰量の|し2とともにT細胞増殖促進

08細胞に対して
・増殖を誘導

・細胞死を抑制

0マクロファージに対して

・サイトカイン産生を抑制

• T細胞刺激能を抑制

Oマスト細胞に対して
.IL-3、IL4による増殖を促進

インターフヱロン v

直歪璽コ
'T細胞(CD4+Th1， CD旬、 B細胞、ナチュラルキラー

匡亙歪コ
OT細胞に対して

.CD4+Th2の増殖を阻害

08細胞に対して
， IgE産生を抑制

・クラスHの発現量低下

Oマクロファージに文fして
・サイトカイン産生を促進

-細胞緩着因子の発現量増大

図1-6， Iし10とインターフエロンγ
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いことが明かとなっている。|し10は抗原提示細胞に対して作用を友ぽし、

間接的に Th1に対する抑制効果を発揮する(40・41)0Iし10はマクロファー

ジを不活化し、そのT細胞刺激能、炎症反応に関わる酸化窒素類の産生量

を減少させる。ヒ卜の系においてはクラス H分子の発現量を減少させるこ

とも報告されている(42)。また抑制活性ば白かりでなく、その後次々と新し

い生物活性が報告されている。まずT細胞に対しては、飽和量の|し2、IL-4

と共働効果を示して未熟T細胞にも成熟T細胞に対しでも細胞増殖因子と

して働くことが示された(43)。また細胞傷害性T細胞の前駆細胞に対して、

IL-2と共働効果を示して、細胞傷害活性を誘導する分化誘導因子としての

報告もある(44)。またある種の条件下では、 T細胞の生存を促進する活性

も持つ(45)。また IL-10は肥満細胞に対しでも活性があり、|し3、|し4によ

る細胞増殖を促進することが知られている(46)。さらにB細胞に対する活

性も知られ、休止期のB細胞のMHCクラス H分子の表現量を矯加させる。

また in vitroにおける B細胞の生存率を上げ(47)、増殖を促進する活性も

報告されている(48)。一方、このような新しい活性の報告と時期を同じく

して、様々な細胞が|し10を産生することが明らかとなってきた。Th 2 

のみならず、 B細胞(49)、マクロファージ(50)も|し10を産生することがヰ目

次いで報告され、|し10が、免疫応答の様々な局面で重要な役割を果たして

いることが推測された。

一方、インターフエロン yはもともと抗ウィルス作用のある物質とし

て発見された(51)0 1 4 3残基のアミノ酸からからなり、分子量は 2カ所

の糖鎖結合部位の状態を反映して34-50k 0であることが報告されている。

その後リステリア(Listeria)やりューシマニア (Leishmania)等の細胞

内病原体に対する免疫応答を担う中心的リンホカインであることが明らか

とされた。その活性は主にマクロファージを活性化することによってなさ

15 
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れると考えられている。まず細胞傷害活性を担う活性駿素やー酸化窒素、

TNF-aの産生を促進する(52)。また、マクロファージ細胞表面の高親和性

Fc yレセプターの発現量を増大させ、抗体依存性細胞傷害活性を強める

(53)。さらに補体成分の合成を促進することによって補体依存性の液性免

疫を増強する(54)。またマクロファージのT細胞活性化能を強めることも

知られており、抗原提示能を増し(55-56)、MHC分子の発現量を矯大させ

る(57)ことが報告されている。また、T細胞とマクロファージの相互作用

を担う綾着分子である ICAM-1の発現量を増すとの報告もある(58・60)。一

方ある種の免疫応答を抑制する活性も知られている。Th2細胞に直接作用

してその培殖を抑制し(61-62)、またJnVIVO及び invitroの実験系において

代表的な Th 2による免疫応答であるとされる IgEの産生を強く阻害する

(63-66)。また IL-4によって誘導される B細胞のMHCクラス"分子の発

現量憎強効果を阻害することも知られている(67)。産生細胞としてはCD

4陽性T細胞のうち Th 1に属する細胞(68-69)及びC08陽性T細胞

(34)、また近年の研究から自然免疫に関与するナチュラルキラー細胞が報

告されている(70)。

このように、この二つのリンホカインはCD4陽性T細胞による免疫

調節のネットワークにおいては相互抑制における中心的な役割を担うもの

と考えられている。即ち Th 1の産生するインターフエ ロンyはTh 2の

応答を抑制し、逆にTh 2はその産生する IL-jQによってTh 1の応答を

抑制する(図 1 -4) 。筆者はこの両者を同時に産生する性質が~C 08陽性

T細胞の大きな特徴であり、その特異な役割を示唆するものであると考え

ている(図 1-7)。そこでまずCD8陽性T細胞の機能分子としての IL-jQ

に注目した。まず、 CD8陽性T細胞に対する IL-jQの影響を検討し、さ

らに自己の産生する IL-jQによる新たなタイプの矯殖調節機構を発見した

16 
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IFN-γ IL・10
Type Secretion Susceptibility Secretion Susceptibility 

CD4+ Th1 + + 

CD4+ Th2 + ++ 

CD8+ + + 第3章

CD8+ T cell 

/ 
IFN-y |し10

図1-7. CD8陽性T細胞は|し10及びIFN-yを産生する。

|し10とインターフエロンyはCD4陽性T細胞の 2つのサブセット

(T h 1とTh 2)が相互に相手を抑制するものとして機能すると考えら

れてきた。これに対してこの両方を産生する CD8陽性T細胞がいかなる

機能を持っているのかを明らかとする必要がある。

17 
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(第3章)。 また、CD4陽性T細胞を実験系と して用いることにより、

IL-10がT細胞矯殖を抑制する際には抗原提示細胞を不活化することを示

した。次に、|し10による自己調節機構がリ ンホカイン産生調節において

も機能していることを明らかとした (第4章)。 さらに、 |し4によるイン

ターフエロン y産生の増強効果を明らかとし、自己謂節される CD8陽性

T細胞のインターフ工口ンy産生が、Th 2のフィードパック調節に関わ

りうることを示峻した (第5章)。 これらの結果はCD8陽性T細胞のリ

ンホカイン産生がCD4陽性T細胞のものとはその組み合わせ、標的細胞、

調節機樋のそれぞれの点で大きく異なっていることを示すものであり、C

D8陽性T細胞が独自の役割を担い免疫応答を制御していることを支持す

るものであった (図 1-8)。免疫応答が抗原特異的に低下する現象の一例

として、経口免疫寛容状態を選び、そのCD8陽性T細胞の性質を調べた。

その結果、初代培養においては検出限界以下であったリンホカイン産生パ

ターンは、強い免疫抑制活性を有する TGF-β(72-74)が経口免疫寛容由来

のCD8陽性T細胞の特徴として観察され (第6章)、 免疫応答の抑制に

関わることが示唆された。
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CD8+ T cells 

で 殖/んィム

抗原の経口投与

問ぷ卜の誘導
(第6章)

/ 
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IL-4 

図1-8. 本論文の構成
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序

多くのCD8陽性T細胞は内在性抗原をクラス|拘束的に認識する。

しかし緒言でも述べたように、最近の研究によると、外来抗原に応答する

CD8陽性T細胞も少なからず存在することから、外来抗原の免疫応答調

節における CD8陽性T細胞の役割を明らかにする必要がでできている。

しかし、これらの細胞は頻度がきわめて低いために、その研究がまだほと

んどなされていないのが現状である。

本研究では、抗原として牛乳中の代表的なアレルギー原因物質(アレ

ルゲン)である crSIーカゼインを用いた。既に久恒によって、 C57BL!6マ

ウスリンパ節中にcr SIカゼイン特異的なCD8陽性T細胞が存在するこ

と、及びこのカゼイン特異的な invitroにおいてCD8陽性T細胞は増殖応

答を示すことが明らかとなっている (74)。そこでまず、 C57BL!6マウ

スのリンパ節細胞を invitroで繰り返し刺激することによってクローンを

樹立することを試みた。カセイン特異的な CD8陽性T細胞クローンが、樹

立できれば¥これまであまり知られていなかった外来抗原特異的なCD8

陽性T細胞の性質を解析することが可能である。また、アレルギーは免疫

系が・過剰に応答することによりかえって生体に害を及ぼす現象であり、免

疫系を必要に応じて抑制することがその予防 ・治療につながる (75)が、

CD8陽性T細胞は潜在的に抑制活性を持ちうる細胞であると報告されて

いるため(例えば¥経口免疫寛容誘導マウスのCD8陽性T細胞を他のマ

ウスに移入することによって免疫寛容状態を移築することができる(76))、

その免疫調節活性を解析することは、副作用のない食品アレルギ一治療法

開発へ向けて有用な情報をもたらしうることが期待された。

21 



-・・・圃岨

本研究では、免疫応答が低く抑えられている状況として、経口免疫寛

容状態に着目した。既に序論でもふれたように、経口投与した抗原に対し

ては、 T細胞応答・抗体産生応答ともに低い免疫反応しか誘導されない(経

口免疫寛容)。経口投与した抗原に対する免疫応答を低く抑える仕組みの

一つに、 CD8陽性T細胞による抑制が示峻されている。経口免疫寛容が

誘導されれば食品アレルギーは防げることから、経口免疫寛容誘導・非誘

導時の庄 町ーカゼイン特異的なCD8陽性T細胞の性質を比較・解析するこ

とはアレルギ一治療のための有用な情報をもたらすものと期待された。そ

こで本章において、 aS1ーカゼイン特異的なCD8陽性T細胞クローンを樹

立し、その性質を解析した。その結果、多くの性質は細胞の元となるマウ

スに経口免疫寛容を誘導しでも変化しないことが示唆された。本章ではこ

の不変の性質について述べる。経口免疫寛容誘導マウスより樹立したクロ

ーンのみに認められた性質については第6章において考察する。
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材料及び方法

マウス

6-12週齢の C57BL!6(B6)および C3H/HeN(C3H)の雌マウスを日本チ

ャールズリハ一株式会社から購入した。免疫応答を司るMHCハプロタイ

プは B6がH-2 b、C3HがH-2 kである。 MHC領域が異なるコンジ

工二ックマウスである 4R、bml、bm3マウスは東京大学医学部免疫

学教室多田富雄博士、浅野善博博士より供与された。4RのMHC領域は

KkAkEbObである。bml、bm3はともにKbAbEbObであるが、

K
b分子に突然変異を持つ(77)。なお、この 4つの領域の内 KとDがクラス

l、AとEがクラス H領域である。また、 Ebは遺伝子に欠損があり実際

には発現されないため、 C57Bυ6においてはクラス H分子はAbのみであ

る。

抗原

ウシaS1 カゼイン(バリアントB、199残基)は牛乳から Zi世leら

の方法(78)に従って調製し、さらに OEAE-Sephacelを周いた陰イオン交

換クロマトグラフィーによって精製した(79)。清水らの方法に従ぃ、炭酸

緩衝液中 (pH8.5)で37・C 2時間 1'Yr，(w/v)トリプシンで分解することに

より卜リプシン分解フラグメントを得た(80)。以後aS1 カゼインの 卜リプ

シン分解物として混合物のまま抗原として使用した。HPLCを用いた解

析により分解物中に切れ残ったタンパクが存在しないことが確認された

(データ省略)。

a S1 カゼインの全領域を含む 20残基の長さの 20種類の部分ぺプチ
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ドペプチドシンセサイザ-4 30 Aによって合成し、 HPLCによって精

製した後実験に供した(81-82)。本章で用いるのはこのうち 136-155残基

に相当するものである。a51カゼインの 142-149残基に相当するペプチ

ドも同様に調製した。

リンホカイン

精製ヒ卜組替え体 IL-2は武田薬品株式会社より供与された。ラット牌

臓細胞をコンカナバリンA(Sigma)で刺激して2日間培養した培養上清を 、

aメチルマンノシドで中和した後T細胞増殖因子として使用した(83)。こ

うして調製されたT細胞増殖因子は様々なリンホカインの混合物であると

考えられる。

モノクローナル抗体

抗CD3抗体14 5 -2 C 1 1 (84)、抗CD8抗体83 -1 2 -5 (85)、5

3 -6 -7 2 (86)、抗CD4抗体GK 1. 5 (87)、抗T細胞レセプターβ鎖抗

体H5 7 -5 9 7 (88)、抗Kb抗体 28-13-3(89)、抗Db抗体 28イ4-8(90)、

抗Ab抗体M5/1 1 4 (90)は東京大学医学部免疫学教室多国富雄博士、浅

野善博博士より供与された。これらのモノクローナル抗体はヌードマウス

の腹水又はハイブリドーマの培養上清よりプロテインAを用いたアフィニ

ティカラム (MAP S 2キット、バイオラッド)により精製して用いた。

抗|し10抗体SXC-1(91)は、 DNAX研究所 Dr.K. Moore より供与さ

れた。抗|し10抗体2A 5 (92)、抗インターフエロンy抗体XMG 1 . 2 (93) 

はDNAX研究所Dr.J.S.Abramsより供与された。抗インターフエロンy

抗体R4 -6 A 2 (94)はAT C C (American Type Culture Collection)よ

り購入した。これらの抗体はヌードマウスの腹水ヵ=ら 50%飽和硫酸アンモ
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ニウム溶液によって粗精製し、さらに必要に応じて FP L Cを用いて高度

に精製した。また、ビオチン化したSXC一1友ぴXMG1. 2をEL I 

SAにおける検出抗体として使用した。

T細胞クローン

当研究室で樹立されたCD4陽性T細胞クローン3D 20 (95)を用

いた。3D 20はAb上の IX 51 カゼインの 136-155領域を認識する Th 1 

クローンである。

抗原の経口投与

タンパク源としてカゼインのみを含む飼料を調製しカゼイン食として

マウスに自由摂取させた。これに対して、対照群のマウスはカゼインを含

まない市販の飼料 (MF、オリエンタル酵母)を与えた。緒言において述

べたように、抗原の経口摂取により経口免疫寛容と呼ばれる免疫の低応答

状態が誘導できる。2週間の自由摂取によって、カゼイン食を投与した群

のマウスはカゼイン特異的なT細胞矯殖応答能、抗体産生応答能を失うこ

とがすでに示されている (2-5)。

マウスの免疫

常法に従い、抗原である a日ーカゼインをフロイン卜の完全アジュパン

卜(CompleteFreund's Adjuvant， C F A (H 3 7 R a、Dif∞))とともに

エマルジョン状にした後、 20 0μgを後足のフットパッド、尾の付け根

に免疫した。 1週間後リンパ節細胞を回収、使用した。

C D 8陽性T細胞の分離
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リンパ節細胞を抗CD8抗体83・12 -5を結合させたマグネチック

ビーズを用いて純度よく CD8陽性T細胞を分離した。フローサイトメー

ターを用いた解析により CD8陽性細胞の割合は 98%以上、混在する CD

4陽性細胞の割合は 0.5%以下であることが確認された(74)。

C D 8陽性T細胞クローンの樹立

得られたリンパ節細胞を 3G yのX線を照射した同系マウスの牌臓細

胞(抗原提示細胞として使用)と抗原 (1μMのトリプシン分解Q( $1 カゼ

インを添加)により、反復刺激した。培養は RPMI1640培地に 5x10.5Mの

2-メルカプトエタノール，100U的11ペニシリン、 100μg/mlストレプトマ

イシンおよび 10%ウシ胎児血清(FCS)を加えた培地で、5%C0
2添加空気中

37・C で行った (以後特に断わらない限り培養はこの条件で行った)。こ

の際T細胞の増殖を保つために lし2(50U/mりまたはT細胞増殖因子 (5-

10%)を培地中に加えた。増殖してきた細胞を限界希釈法によりクローン

化し、抗原特異性を T細胞増殖試験及びインターフ工口ンy産生によって

検討した。

フローサイ トメーターによる細胞表面抗原の解析

常法に従い、フローサイトメーターを用いた間接法によって細胞表面

抗原の発現量を測定した。細胞(およそ 106個)を一次抗体と 4・C 3 0 

分インキュベー 卜し、細胞を洗浄後 FITC標識した二次抗体によって染色

した。解析時には、前方散乱光及び側方散乱光によって生細胞のみを解析

した。これにより、前回の刺激時に加えた抗原提示細胞の残骸を除いた形

での解析が可能であった。
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T細胞増殖の測定

2 x 10
4
/wellのT細胞クローンを特に断らない限り 2x 105/wellの抗

原提示細胞とともに 96wellマイクロタイタープレート中で4日間培養し

た。培養終了， 6時間前に 0.5μCilwellの卜リチウムラベルしたチミジン

を加え、細胞増殖をそのチミジン取り込み量で測定した。実験は 3連で行

い、その平均値を標準偏差とともに表記した。

リンホカイン産生量の測定

各T細胞クローンを各々刺激した培養上清を培養開始22時間後に回

収しその上清中のリンホカイ ン産生霊を酵素免疫測定法 (Enzyme-linked 

immuno sorbent assay. E L I S A)によって測定した。T細胞の培養は

以下の条件で行った。インターフ工口ン y測定時には T細胞の刺激は

96wellプレート内で増殖アッセイの条件を用いた。他のリンホカイン測定

用のサンプルは 106のT細胞クローンを 48wellプレート 1m Iの培地中で

2 x 106の抗原提示細胞と抗原によって刺激して調製した。

|し10とインターフエロンyについては Abramらによって報告された

方法(92)に従い測定した。IL-10のELISAにおいては、プレー ト(NU 

N C) を2A5によりコーティングし、2次抗体としてビオチン化したS

XCー1を用いた。またインターフエロンyの測定においては 6A 2をコ

ートし、ビオチン化XMG1.2で検出した。また、 TGF一βの量は TG

Fーβ，ELISAキット(Promega)を用いた。

また IL-2の産生霊は |し2依存性のT細胞株である HT-2、CTLし2の増

殖応答を指標にして測定した。 1X104/wellの細胞をサンプルと共に 24時

間培養し、 0.5μCi/wellの卜リチウムラベルチミジンを加えさらに 6時間

培養した後のチミジン取り込み量を測定した。!し4 は IL-4ELlSA kit 
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(Endogen)を用いて測定した。
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結果

C D8陽性T細胞クローンの樹立

図 2-1に示したスキームに従い、マウスを二群に分け、カゼイン食摂

取・非摂取群より T細胞クローンの樹立を試みた。ウシ庄 町ーカゼインを免

疫したマウスのリンパ節細胞からマグネチックビーズを用いてCD8陽性

T細胞を純度よく分離し、invitroで繰り返し刺激することによってライン

化細胞を得、限界希釈法によってクローン化細胞を得た。

経口免疫寛容を誘導したマウスから 6B 1、5F 1の2個のクローン

を、コントロール群のマウスから Uc、Udを得た。まず表面抗原の発現

パターンを蛍光免疫測定法によって解析した。図2ぞに示すように 6B 1、

5 F 1ともにzβ型T細胞レセプターを持つCD8陽性CD4陰性のT細

胞クローンであることが確認された。いずれのクローンもクラス IMHC

分子である Kb， D bを強く発現していること、また通常マウスT細胞では

発現していないクラス IIMHC分子を発現していないことも明らかとなっ

た。また、 Uc、Udについて問機の解析を行ったところ、同様な表現型

を有していることが示された(データ省略)。

得られたクローンのMHC拘束性および工ピ卜ープ

得られたクローンのMHC拘束性を検討した。表 2・1に示すように、

樹立されたCD8陽性T細胞クローンのインターフエロンy産生は、抗ク

ラス 11抗体によって阻害されなかった。一方コントロールとして用いたク

ラス H拘束性のCD 4陽性T細胞クローン 3D 2 0のインターフエロンy

産生は完全に阻害された。このことから樹立されたCD8陽性T細胞ク口

29 
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図2-1. CD8陽性T細胞クローンの樹立方法
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図2-2. 樹立されたCD8陽性丁細胞クローンの表面抗原の解析
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表2-1 C D 8陽性T細胞クローンのMHC拘束性

IFN-y produciton (U/mり

Antigen M5/114 from 

6B1 5F1 Uc Ud 3020 

12 16 8 12 4 

+ 52 40 124 132 12 

+ + 52 44 132 136 4 

それぞれのT細胞クローンを抗原と抗原提示細胞により刺激した際の

インターフエロン7産生に対する、ブロッキング活性を持つ抗Ab抗

体M5/114(ハイブリドーマ細胞の培養上清を5%添加)の影響を検討

した。培養上清中のインターフエロン7量を 22時間の培養の後測定

した。コントロールとしてAb上のαs1 -カゼインを認識する C04
陽性T細胞クローン3020を用いた。
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ーンはいずれもクラス l分子に拘束されて抗原を認識していることが示さ

れた。

T細胞クローンにおいてはその反応性がただ一つであり、他のT細胞

の持つアロ反応により目的の抗原特異的応答がマスクされないため、コン

ジェニックマウスを用いてMHC拘束性を決定することが可能である。そ

こで樹立されたT細胞クローンかどのクラス|分子によって抗原を認識し

ているかをさらに詳しく検討するために B10系のコンジェニックマウス

を抗原提示細胞として用いた。

実験に先立ち、刺激条件の検討を行った。すでに示したように、いず

れのT細胞クローンにおいても、 KbObのクラス|分子を発現しており、

T細胞と抗原提示細胞の混合系に直接抗原ペプチドを加えたのでは、誘起

された応答がT細胞上の抗原-MHC復合体によるものか、加えた抗原提示

細胞上のものによるのか判断できなし、。実際6B 1のインターフ工口ンy

産生は抗原提示細胞を加えることなく抗原のみによって誘導可能であった

(データ省略)。そこで抗原をあらかじめ抗原提示細胞にパルスした状態

での応答を検出することを試みた。図 2-3に示すように、抗原をパルスし

た抗原提示細胞によって増殖応答インターフエロンy産生ともに誘導され

ることが明らかとなった。インターフエロンy誘導には、増殖アッセイに

比べより多くの抗原提示細胞を必要とした。以下の実験は 8x 105/wellの

抗原提示細胞で刺激し、インターフ工口ンyを測定することにより行った。

表 2-2に示すように、抗原提示細胞として C57Bυ6由来の牌臓細胞を

用いたときはいずれの細胞においても有意なインターフエロン y産生か・認

められた。一方、 C3H.4Rを用いたときはインターフエロンyは全く

産生されなかった。このことから、得られた H重のC08陽性T細胞クロ

ーンはいずれも Kb分子に拘束されて抗原を認識していることが明らかと
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抗原を提示させた抗原提示細胞によるT細胞活性化条件の検討

抗原提示細胞を抗原 (1μMトリプシン分解αs1カゼイン)とともに60分
間培養し、遊離の抗原を洗浄した後、 X線照射し、抗原パルス抗原提示細胞

として用いた. 6 B 1と混合培養し、 6B 1の (A)増殖及び(日)イン
ターフエロンァ産生を測定した.

図2-3.
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表2-2 コンジェ二ッヲマウスに対する応答性の検討

IFN-yproduction (U/ml) 

APC from 

Strain MHC 681 5F1 Uc Ud 

KAED -Ag +Ag -P.g +Ag -Ag -Ag +Ag -Ag 

86 bbbb 〈自 64 〈自 24 〈自 40 <8 72 

4R kkbb 〈自 <8 <8 <8 <8 <8 <8 〈自

bm1 b・bbb <8 36 〈自 <8 <8 〈自 <8 〈日

bm3 b.bbb <8 140 <8 60 <8 <8 <8 〈自

C3H kkkk 〈自 〈自 <8 <8 〈自 <8 <8 〈自

それぞれのマウス由来の牌路細胞を抗原をパルスして抗原爆示細胞として用いた. 22時間後のインター

フェロンγ産生昆を測定した.

・，bmlとbm31主変異型のKb分子を発現している(本文参照). 
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なった。

次に抗原認識部位の極限化を試みた。すでに当研究室の久恒らによ っ

て初代培養系のCD 8陽性T細胞においては、互いに重複して<l'51ーカゼイ

ンの全領域を含む 20種類の合成ペプチドのうち 136-155残基の領域が

唯一の認識部位として同定されている。そこでまずペプチド 136-155がこ

れらのT細胞クローンを刺激しうるかどうかを検討した。その結果表 2-3

に示すように、 トリプシン分解物よりもやや弱いながら、いずれのクロー

ンにおいても有意なインターフ工口ンy産生が認められ、この領域に抗原

決定基が含まれていることが示された。

Falkらによると、実際にクラス|に提示される内在性ペプチドは 8残

基の長さであるという(96)。そこでさらにエピトープの極限化を試みた。

すでに報告されている K
b
結合性のぺプチドはモチーフとして(X-X-Tyr-X-

X-PhefTyr匂X-X-Leu/Met)を持つとの報告がある。庄町ーカゼインの 136-155

領域においては 142-149(Leu-Ala-Tyr-Phe-Tyr-Pro-Glu-Leulがこの条件

を完全に満たすことから、このぺプチドのT細胞刺激能を検討した。表 2-3

に示すように、この短い8残基のペプチドは非常に強いT細胞刺激能を有

していることが明らかとなった。これらの結果から、樹立された4穫のク

ローンはいずれも K
b分子に拘束されて、 <l'51ーカゼインの 142-149残基を

ð~~itすることが日月らかとなった。

これらのクローンの抗原特異性をさらに細かく解析するために、 bm

1、bm3マウスに対する応答性を検討した。これらのマウスはいずれも

K
b分子が抗原に結合する部位にそれぞれ 3残基(アミノ酸 152、15 

5， 1 5 6残基目)、 2残基 (77、89残基自)の点突然変異を持つこ

とが知られている(77)。表 2・2に示すようにいずれのクローンにおいても

卜リプシン分解<l'51・カゼインの非存在下では有意なインターフエロン y
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表2-3.樹立されたCD8陽性T細胞クローンのエピトープ特異性

IFN-y produciton (U/mり

Antigen from 

681 5F1 Uc Ud 

none <8 <8 <8 <8 

t-CN 76 76 260 56 

136-155 36 40 176 28 

142-149 68 56 228 48 

それぞれのT細胞クローンを抗原提示細胞の存在下、 1μMのα
s 1 -カゼインのトリプシン分解物 (t-CN)、2種類の合成

ペプチドによって刺激し、 24時間後のインターフエロン7産生
を測定した。
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産生が認められずこれらのクローンはこの変異Kbに対してア口応答性を

持たないことが示された。抗原の存在下においても Uc、Udはいずれの

変異K
b
に対しでもインターフエロン y産生をしなかった。一方6B 1、5

F 1のインターフエロンy産生はbm3を抗原提示細胞として用いたと き

は本来の抗原提示細胞であるC57BL/6マウスを抗原提示細胞源とし

て用いたときよりも強いことが、認められた。また6B 1のみが、bmlを抗

原提示細胞として o!51ーカゼインを認識することが観察された。これらのこ

とから樹立された 4種のクローンはいずれも Kb分子上の o! 51ーカゼインペ

プチド 14 2・14 9を認識するもののその抗原認識は微妙に異なること

が示された。

C 08陽性T細胞クローンのリンホカイン産生パターン

次に樹立されたCD8陽性T細胞クローンのリンホカイン産生パター

ンを調べた。まずインターフエロン yの産生量を検討した。いずれのクロ

ーンも多量のインターフ工口ンyを産生することが認められ、その産生量

，;1:インターフエロンy産生細胞として知られるCD4陽性Th 1クローン

に匹敵するものであった (表 2-4)。次に IL-10の産生量を測定した。表

2-4に示すように 5F 1のみ多量の|し10の産生が観察された。一方、他の

3種のクローンは少量の IL-10を産生することが明らかとなった。いずれ

のリンホカインも抗原の非存在下では全く認められなかった。IL-2依存性

の細胞株を用いてこれらの細胞の培養上清中の IL-2量を測定したところ検

出限界以下であった。また IL-4は検出限界以下であった。
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表2-4 リンホカイン産生パターンの解析

Lymphokine production (U/ml) 

from 

Lymphokine 

681 5F1 Uc Ud 

IFN-y 770 180 270 460 

(310-1600) (50-250) (180-360) (400-490) 

IL-10 11 104 25 4 

(4・24) (40-260) (4-40) (2-5) 

|し2 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 

(<0.5 ) (<0.5 ) (<0.5 ) (<0.5 ) 

T細胞クローンを1mlの培地中48wellプレートで抗原提示

細胞と抗原(1μMのa S 1・カセイントリプシン分解物)

によって刺激し、 24時間後に培養上清を回収しそれぞれ

のリンホカイン量を測定した。値は2-7回の実験結果の平均

値を、カッコ中の数値はその値の範囲を示す。

，全ての実験において検出限界以下であった。
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考察

本章において外来抗原である a51カセイン特異的なCD8陽性T細胞

クローンを樹立することに成功した。経口免疫寛容を誘導したマウスから

抗原特異的CD8陽性T細胞クローンを樹立したのは本研究が初めての報

告である。その性質の多くは経口免疫寛容を誘導しなかったコントロール

マウス由来のクローンと類似するものであった。本章においてはCD8陽

性T細胞クローンに共通と考えられるこれらの性質について考察する。一

方、経口免疫寛容誘導マウス由来のクローンに特徴的な性質も認められた

が、これについては第6章において考察する。

C 08陽性T細胞クローンの抗原認識:クラス l上の同ーのペプチドを

認識するがそれぞれの抗原認識は微妙に異なっていた

樹立されたCD8陽性T細胞クローンはいずれもクラス l拘束性であ

った。このことから、外来抗原特異的CD8陽性T細胞の多くはクラス|

上に提示されたペプチドを認識するものであると推察された。このことは、

すでに当研究室において久恒が初代培養系で明らかにした結果 (25，74)と

矛盾しなし、。少数報告のあるクラス 11拘束のCD8陽性T細胞は、本来ク

ラス|を認識する T細胞が偶然類似した格造をとった別のペプチドとクラ

ス"との複合体を認識した結果であるとされており(97)、頻度が低いとい

うことを支持する。また、すでに久恒が報告しているように(74)、これら

のクラス"拘束性のクローンの抗原認識はクローンを継代しているうちに

消失する性質であるため、長期間のク口ーニング期間の後樹立されたクロ

ーンにおいては抗原特異性のない株と判断された可能性も考えられた。
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抗原の認識部位 (工ピ卜ープ)は初代培養系において明らかとなった

唯一の部位である庄 町ーカゼインの 136-155部位に存在することが示され

た。さらに、Kbに結合するペプチドの共通配列から予測されたぺプチド

142・149がいずれのT細胞においても強いインターフエロンy産生を誘導

することが示された。このことは Falkらが提唱した Kbの結合モチーフの

概念が実際のCD8陽性T細胞の工ピ卜ープを予測する上で有用であるこ

とを示す一例となる。実際、crs 1ーカゼインにおいてはクラス|の結合モ

チーフはこの領域にしか現れなし、。また、実験に用いた 2種類の合成ペプ

チドのうち、9残基のぺプチドは 20残基のものより T細胞刺激能が非常

に強いことが認められた。このことは、本来クラス|に提示されるべプチ

ドは 9残基であること、またMHCクラス|の立体構造上結合するペプチ

ドは両端の閉じた溝に埋め込まれるような矯造であることから推測された

通りである。余分な領域はペプチドがクラス|と結合する際の障壁となる

ものと考えられる。このことは、CD8陽性T細胞を効率よく刺激するた

めには、そのエピトープを正確に予測することが重要であることを示唆す

るものである。将来CD8陽性T細胞を誘導するワクチンの開発等を効率

よく行うためにヒトのMHC分子についてのさらなる情報の蓄積が必要で

あろう。

認識される抗原としてアミノ酸9残基にまで限局化したが、抗原認識

はそれぞれのクローンにより微妙に異なることが、変異型 Kb分子を持つ

コンジェニックマウに対する応答性の違いから明らかとなった。ペプチド

がどの Kb変異分子にも結合可能であることが6B 1の反応性から結論さ

れた。しかし Uc、Udはいずれの抗原提示細胞に対しでも応答性を示さ

ず、また 5F 1もbmlを抗原提示細胞とした時有意な応答を示さなかっ

た。この点は性質の異なるクローンを別個に制御することを目指す上で重
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要である。 MHC分子を変異させることによってMHC・抗原の複合体の

梅造を変え、実際の免疫応答を調節することは不可能である。しかし栂造

変化はMHC側の変化であってもペプチド側の変化であっても同様な効果

を与えることが知られており(98)、抗原認識の遣いを抗原アナログを用い

ることによって積極的に利用することが可能である。つまり 、T細胞を刺

激するペプチドに点変異を加えることにより、あるクローンは活性化し他

のクローンは反応しないというぺプチドが作成できる。これにより、例え

は、 6B 1を活性化し 5F 1を活性化しないペプチドは、以下に示すよう

に|し10の産生は低くインターフ工口ンy産生を強く引き起こすことが予

想される。

リンホカイン産生 :CD8陽性T細胞クローンはインターフェ口ン γ と

|し10を産生する

本章で樹立されたいずれのクローンも多量のインターフエロンyを産

生することが認められた。|し4の産生は観察されず、最近になって

Mosmannらが提唱しはじめた CD 8陽性T細胞の二つのサブセット

(35)のうち Tc 1と呼ばれるタイプに属するものであると考えられた。

CD4陽性T細胞クローンと同様のこの分類においては、インターフエロ

ンyを産生し IL-4を産生しないものを Tc 1、その逆に lし4を産生しイン

ターフ工口ンyを産生しないものを Tc 2と分類している。彼らは|し10

など他のリンホカインを含めてCD4陽性T細胞クローンの場合と同様の

分類が可能であり、またTc 1、Tc 2それぞれへの分化の際にそれぞれ

インターフェ口ンy、IL-4が重要であると報告している。これらの点はC

D 4陽性Thl，Th2の分類とよく一致するものであり、 CD8陽性T

細胞のサブセットを CD4陽性T細胞と類似した性質を持つものとして定
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義している (35)。しかし、我々は、このような Tc ，に属すると考え ら

れる T細胞クローンか・Th 2と類似した性質を合わせ持つものであること

を見いだしている。現在Tc 2に相当するクローンを有していないためそ

の比較を行うことはできないが、少なくとも CD4陽性T細胞クローンの

特質とはかけ離れた性質を持つ細胞群の存在を確信している。具体的には、

|し10の産生が認められるのは Tc 2のみと報告されているが以下に示す

ように我々はある程度の|し10はほとんどのTc ，タイプのCD 8陽性T

細胞クローンから産生されるものと考えている。また本研究の5章におい

て論じるが、IL-4によってインターフエロンy産生が増加するという事実

もこれまでの定説とは異なっている。これらの差異の原因はクローン樹立

の際の刺激条件や、 T細胞の抗原特異性等の具体的な実験条件を詳細に比

較検討していくことにより今後明らかにしてゆかねばならない。

まず抗原の経口投与に関わりなく CD 8陽性 T細胞がインターフエ ロ

ンyを産生することの意義について検討してみたい。既に加藤が明らかと

しているように、初代培養においても CD8陽性T細胞は経口免疫寛容誘

導の有無に関わらず多量のインターフエロン yを産生することが示されて

いる。これに対してCD4陽性T細胞のインターフエ ロンy産生は経口免

疫寛容誘導によりほぼ完全に消失することから、安定したインターフエロ

ンy産生はCD8陽性T細胞の一つの特徴であると考えられた。インター

フエ ロンyはウィルスに対する防御や炎症反応において重要な働きをする

ことが知られている (51)。そのため多くのCD8陽性T細胞が認識する

抗原が内在性の抗原であることを考えると、生体にとってこれらの応答を

抑制しないことは生体防御において合理的である。これにより、例えば病

原ウイルスが食品抗原を模倣して免疫応答を逃れる という戦略を阻止する

ことが可能であろう。また後に 5章で考察するようにCD8陽性T細胞が
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産生するインターフ工口ン yはTh 2免疫応答の行き過ぎを防ぐ役割が推

察される。Th 2による免疫応答は|し4による正のフィードパック制御に

よって矯幅され続けることが知られ (26)、数少ないTh 2に対する負の

フィード1'¥ック機構の必要性を示唆するものと考えられた。

次に、 IL-10の産生について考えてみたい。すでに当研究室の香山が示

したように、多くのCD8陽性T細胞クローンは量に多寡はあるもののい

ずれも IL-10を産生する (36)。我々はある程度の IL-10産生はTc 1タ

イプのCD8陽性T細胞クローンの基本的特徴であると考えている。多量

にIL-10を産生する 5F 1のようなT細胞はおそらく|し10の持つ強い免

疫抑制活性によって免疫応答を抑制的に制御する役割を持つものと推測さ

れる。実際我々もすでに報告しているように、|し10を多量に産生する C

D 8陽性T細胞クローンの免疫抑制活性は IL-10によって担われる例があ

る (32)。一方、他の 3種のT細胞クローン 6B 1、Uc、Udの産生量

はいず‘れも少なく 、この点においては我々の考える典型的なCD8陽性T

細胞クローンである。しかし産生されるリンホカイン量が少ないことが直

ちに生物学的重要性の欠如を意味するわけではなし、。リンホカインは環境

中に放出されて濃度依存的に作用するばかりでなく、接触している細胞に

直接分泌し言わばぶつけることによってその効果が現れることがある (99)

からである。また他の可能性として、産生する少量の|し10はもっとも近

傍の細胞(つまり自分自身)の活性を調節するためのものであることが考

えられる。後者の可能性については 3章友ぴ4章で検討する。

本章において経口免疫寛容を誘導したマウス友ぴコントロールのマウス

より IXSIーカゼイン特異的CD8陽性T細胞クローンの樹立に成功し、その

基本的特質を明らかとした。得られたクローンはいずれも IL-10、インタ
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ーフ工口ンyを産生した。これらの性質はCD8陽性T細胞クローンの基

本的な性質であるものと推測され、以後この2つのリンホカインに注目し

て研究を進めた。
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第3章 |し10による CD8陽性T細胞増殖応答の調節
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第 1節 |し10による増殖の自律的制御

序

CD8陽性T細胞はウィルスやガンなどに対する免疫系の制御におい

て重要な役割を果たしており、これらの細胞の活性がどのように調節され

ているかを知ることは細胞機能を制御・利用してゆく上で重要である。ま

た、既に述べたようにアレルゲンなどの外来抗原を認識する CD8陽性T

細胞の働きも示唆されている。しかしCD4陽性T細胞の性質が詳細に解

析されてきたのに比べ、抗原特異的なCD8陽性T細胞の調節機構はクロ

ーンの樹立が困難なことからほとんど調べられていない。新たな活性調節

機構の解明は、今までとは異なった局面でのその細胞の役割を示唆するも

のであり、その細胞活性の利用の可能性を広げるものとなりうる。そこで、

本章ではCD8陽性T細胞の調節における|し10の関与について増殖応答

を指標として検討する。

|し10はCD4陽性Th 2が産生し、CD4陽性Th 1のインターフエ

ロンy産生を抑制する活性を持つリンホカインとして同定された (38)。

CD8陽性T細胞の活性に関わる IL-10の役割は 2通り考えられる。まず、

IL-10がCD8陽性T細胞のリンホカイン産生や増殖等に対してどのよう

な効果を持つかという点である。序論でも述べたように|し10はきわめて

多様な生物活性を持ち、同じT細胞であっても刺激条件や分化状態によっ

て異なった応答性があり得る。本研究に用いたCD8陽性T細胞クローン

とCD4陽性Th 1は以下の点において似た特性を持つ。まず IL-4を産生

せず、インターフエロンyを産生する。また抗原提示細胞としてマクロフ
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ァージによって効率よく活性化される。さらに、副刺激の種類として|し1

以外のものを必要とする (副刺激の詳細については本章第 2節で考察す

る)。 これらはいずれも Th 2とは異なる、Th 1と類似した性質である。

このことから、|し10の免疫抑制作用に対する感受性においてもThlと

似た挙動を示すことが考えられた。

既に述べたように (2章、36)C 0 8陽性T細胞クローンは IL-10を

産生する。CD8陽性T細胞は何のために 1し10を産生するのであろうか。

当研究室の久恒らによって明らかにされたよ うに、lし10高産生性のCD

B陽性T細胞クローンの免疫抑制活性は IL-10によって担われることがあ

る (32)。本研究に用いたCD8陽性T細胞クローンの |し10産生はこの

とき用いられたT細胞クローンよりも少なく 、その役割はまた異なったも

のである可能性が考えられた。そこで本章においてはまず第 1節において

CD8陽性T細胞クローンの抗原特異的増殖に対する外来友ぴ内在性 IL-

10の抑制活性を検討し、次に第2節において IL-10の増殖抑制機構の解明

を試みた。
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材料及び方法

韮旦ゴ室生

細胞の刺激に用いた抗原及びリンホカイン測定用の抗体は第2章に述

べた。このうち抗 IL-10抗体SXCー1、2A 5はIL-10の生物活性を中

和することが知られている。抗 IL-4抗体 11 81 1 (100)はハイブリド

ーマの培養上清から精製したものを使用した。

リンホカイン

マウス組替え体 IL-10は、cONAをCOS7細胞に遺伝子導入して得ら

れた培養上清を用いた(38)。コントロールとして COS7に空の発現ベクタ

ーを遺伝子導入した培養上清を mockとして使用した。これらはいずれも

ONAX研究所 Or.K. Mooreより供与された。

T細胞クローン

2章で樹立したクローンの内、|し2の添加なしで有意な増殖応答を示

す681を用いた。このほかに当研究室で久恒によって樹立された自己応

答性のクローン 484、02 (101)を用いた。CD8陽性T細胞クロー

ンは従来 ILぞの添加なしでは増殖しないと考えられ、|し2非存在下での治

殖はこれらのクローンの特質と考えられた。いずれも検出可能な|し2、IL-4

を産生せず、インターフエロンy友ぴ|し10を産生することが既に示され

ている。CD4陽性T細胞クローンとして、ア口応答性のTh 1クローン

# 1 6 (102，東京大学医科学研究所成内秀夫教綬より恵与)、コンアルブ

ミン特異的 Th 2クローン 010.G4.1 (103， American Type Culture 
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Collection， ATCCより購入)を用いた。

T細胞増殖試験

第2章に記述したようにT細胞を抗原提示細胞と適当な抗原とともに

96wellマイク口プレートにて 4日間培養し、細胞増殖を最後の 16時間の

卜リチウムラベルしたチミジンの取り込み量として測定した。
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結果

|し10はCD8陽性T細胞クローンの増殖を抑制する。

まず|し10がCD8陽性T細胞クローンの増殖を抑制するかどうかを

検討した。表3-1に示すようにいずれの細胞株においても培養開始時に加

えた IL-10(20U/mりは抗原特異的な増殖を強く抑制することが観察された。

次にその増殖抑制効果の|し10に対する濃度依存性を検討した (図3-1)。

その結果CD8陽性T細胞クローン 4B 4の増殖に対する抑制の強さはす

でに我々が報告したTh 1細胞に対する抑制とほぼ同様の非常に強いもの

であった (32、図 1-5)。このことから|し10はインターフエロンyを産

生し lし4を産生しないCD8陽性T細胞クローンの増殖を抑制することが

示された。次に |し10による T細胞増殖抑制効果を時間を追って調べた。

その結果、図 3-2に示すように |し10を培養開始時に加えた場合、増殖抑

制は有意なチミジン取り込みが認められる初期から観察された。

抗 |し10抗体による増殖の促進効果

既に香山が明らかにしているように (36)、本研究に用いたCD8陽

性T細胞クローンは、抗原刺激に対して |し10を産生する。また、本章で

明らかにしたように、その増殖は |し10を加えることによって抑制される

ことから、これらのCD8陽性T細胞クローンは IL-10を産生することに

よってみずからの増殖を抑制していることが考えられた。この可能性を検

証するために、産生される IL-10の活性を抗 |し10抗体によって中和する

ことを試みた。まず予備実験として、 抗 IL-10抗体の至適濃度を決定した。

アッセイ中の培養上清中の |し10の濃度はいずれも5U/ml以下であったの
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表3-1. C D8陽性T細胞クローンの鴻殖に対するIL-10の抑制活性の検討

R巴sponding C巴IIs Thymidine Uptake (cpm x 10-3) 

Cells were Cultured %Suppression 
Name without IL-1 0 with Iし10

484 9.3:t2.1 0.6:t0.1 97 

D2 15.1:t0.9 0.5:t0.0 99 

681 5.2:t0.6 0.8士0.2 94 

抗原提示細胞によって誘導される増殖に対するIL-10の抑制効果を第3章に準じて検討

した。

なお、刺激なしでのチミジン取り込み量は以下の通りであった。

4B4: 0.3:t0.0， D2: 0.3:t0.1 ， 681: 0.5:t0.2 
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図3・1. C D 8陽性T細胞クロ ンの増殖抑制における|し10の濃度依存性

CD8陽性T細胞クローン 4B 4を抗原提示細胞によって刺激し、その
増殖応答に対する培養開始時に添加した様4な濃度のIL-10の抑制効果を
検討した。
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!し10による CD8陽性T細胞クローンの増殖抑制の経時変化

抗原提示細胞によって誘導される 4B 4の増殖に対して培養開始時に加えた

IL-10の効果を時間を追って観察した。表示された期間細胞を培養し、最後の

16時間のチミジンの取り込み畳を測定した。
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で、5U/mlの IL-10を中和するのに必要な抗体濃度を決定した。図 3-3に

示すように SXCー 1は5μg/ml、2A 5は1μg/mlで 5U/mlの IL-10

を中和するのに十分であることが示された。そこでこれらの抗|し10抗体

を4B 4、6B 1の増殖を測定するアッセイに加えた。図3-4に示すよ う

に、CD8陽性T細胞クローンの抗原特異的増殖が抗 IL-10抗体の存在に

よって強められることが認められた。この効果はエピ卜ープの異なる 2種

の抗|し10抗体に特異的に観察され、アイソタイプの一致したコントロー

ル抗体は増殖に全く影響を与えなかった。このことから、産生された|し10

がCD8陽性T細胞クローンの増殖を抑制していることが明かとなった。

次に他のCD8陽性T細胞クローンにおいても同様な現象が観察され

るのかどうかを検討した。当研究室で利用可能なCD8陽性T細胞株のう

ち IL-2非添加の条件で有為な増殖応答を示す細胞株3株及びCD4陽性

T細胞クローンとして#1 6とo10.G 4.1を用いた。表 3-2に示すよう

にいずれのCD8陽性T細胞株においても抗|し10抗体の添加により有為

な増殖の増強が認められた。これに対してCD4陽性T細胞クローンの増

殖は Th 1 (#16) • T h 2 (D10.G4.1)ともに抗|し10の影響を受けな

かった。このことから抗|し10抗体による増殖促進効果はCD8陽性T細

胞に特異的であることが示唆された。

次に抗IL-10抗体による T細胞増殖増強効果を時間を追って調べた(図

3-5)。抗|し10抗体を培養開始時に加え、 T細胞を図に表示された時間培

養し、最後の 16時間のチミジン取り込み量を測定した。その結果、培養

開始3日目以降に強く現われる抗 lし10抗体による治殖の増強活性は、抗

IL-10抗体l立法養開始時から存在するにもかかわらず培養開始から 1、 2

日目には全く観察されないことが明らかとなった。一方、 CD4陽性T細

胞クローンの増殖は Th 1、Th 2ともに培養全期間を通して抗|し10抗
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図3-3. 抗IL-l0抗体の中和活性の検討

# 16のt曽殖に対する 5U/mlのIL-l0の抑制効果を中和する抗IL-l0抗
体の濃度を検討した。
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(A) 484 

Stimulation Antibody 

Name Specificity crass 0 '0 20 30 40 

a 

a 

SXC-l IL-l0 IgM 

IR202 ND' IgM 

2A5 IL・10 IgGl 

XMG1.2γIFN I日Gl

R4-6A2 y-IFN IgG 1 

10 20 30 40 
3H-thymidine uptake (cpm x 1004) 

(8) 681 

Stimulation Antibody 

Name Specificity Class 

a 

a 

SXC-l IL-l0 IgM 

IR202 ND' IgM 

2A5 IL-l0 IgGl 

11811 IL-4 IgGl 

1 2 3 

'H-lhymidine uplake (cpm x 10.) 

図3-4_ 抗IL-10抗体のC08陽性T細胞増殖に友ぽす影響
の検討

それぞれの抗体を培獲開始時に加え. (A) 484、 (8) 681 
の細胞増殖に対する影響を検討したの
a，抗体を加えないときの増殖応答 u

b，特異性は不明
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表3-2. 抗|し10抗体の増殖増強効果の選択性

Thymdine uptake 

Name Type Stimulation Anti-IL-10 (cpm x 10-3) 

Expt.1 Expt.2 

484 CD8 1.0:1:0.8 0.3士0.0
+ 13.2土1.2 9.2土2.0
+ + ヨ&ユ主生旦 包」主L呈

D2 CD8 0.4:1:0.1 0.2:1:0.0 
+ 10.1:1:0.9 15.1:1:0.9 
+ + li&起4旦 24.位三旦

681 CD8 0.5:1:0.2 0.6:1:0.0 
+ 4.0士0.3 2.2土0.3
+ + 主旦.i.L1 生且主♀且

#16 CD4Th1 1.1士0.3 0.2:1:0.1 
+ 42.9:1:0.3 16.3土0.0
+ + 43.2:1:0.4 13.7:1:0.6 

D10.G4.1 CD4Th2 2.3:1:0.3 1.1土0.5
+ 85.2土2.9 39.1:1:3.9 
+ + 86.3:1:1.2 36.3士1.6

培養開始時に加えたsxcー 1(5μg/ml)の影響を検討した。抗体の
添加によって増加した応答に下線を付した。
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図3-5. 抗IL-10抗体の士宮殖促進活性のカイネティクス

各T細胞クローンを培養し、 t音養開始時に加えた抗IL-10抗体の影響を時間を追って検討し
た。表示された期間細胞を培養し、最後の16時間のチミジン取り込み量を測定した。
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体の影響を受けなかった。

抗|し10抗体の指殖増強効果が遅く現れる理由として、産生された

IL-10が有効濃度まで蓄積するために数日の時間を要するという可能性が

考えられた。そこでこの可能性を次に検討した。図 3-6に示すように抗

lし10抗体を加える時期を変えたところ、培養開始24時間後に加えた抗

体は既に増殖増強効果を有さなかった。このことから、抗|し10抗体はT

細胞活性化の初期の段階に作用し増殖増強効果を発揮するが、その効果が

実際に現われるのに時間を要するということが示唆された。

次にa 51ーカゼイン特異的な CD8陽性T細胞クローン 6B 1を用い

て抗原濃度と抗 IL-10抗体の効果との相闘を検討した。いずれの抗原濃度

においても|し10の産生は5U/ml以下であった(データ省略)。 図3-7に

示すように抗 IL-10抗体の存在は至適抗原濃度を微妙に変化させることが

示された。このことから自律的増殖制御は、クローンごとの至適抗原濃度

の決定因子の一つであることが推察された。
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図3-6. 抗IL-'0抗体の増殖増強効果に及ぼす添加時期の影響

484の抗原提示細胞による増殖に.培養開始後表示された時間に抗lし10抗体を加え

その舵響を検討した.細胞は4日間培養し.最後の16時間のチミジン取り込み量を測
定した.
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図3-7. 抗原濃度がIL-l0の増殖増強効果に及ぽす影響

6 B 1を抗原提示細胞と抗原で刺激し抗IL-l0抗体(1μg/ml 
2 A 5)の増殖増強効果を検討した。
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考察

lL-10はCD8陽性T細胞クローンの増殖を抑制する

lし10の免疫抑制効果はT細胞のタイプによって異なることが既に報

告されており、増殖応答を指標として本章第2節において述べるように、

T h 1のリンホカイン産生・増殖を抑制するが、Th 2に対しては抑制効

果をもたない。既に述べたCD8陽性T細胞クローンと Th 1の類似性か

ら、IL-10がCD8陽性T細胞に対しでも抑制効果を示すことが予想された。

多量の|し2の添加は IL-10のT細胞増殖に対する抑制効果を打ち消すこと

から (データ省略)、IL-10のT細胞増殖抑制効果は IL-2を加えない実験

条件下でのみ正確に測定することが可能である。多くのCD8陽性T細胞

クローンは増殖するために lし2を加える必要があるが、本研究においては

lしその添加なしに有意な増殖応答を示すCD8陽性T細胞クローンを用い

て|し10の抑制効果の解析を行うことができた。その結果 IL-10はCD4

陽性Thlクローンのみでなく、インターフ工口ンyを産生し IL-4を産生

しないCD8陽性T細胞クローンの増殖をも抑制することが明らかとなっ

た。

CD8陽性T細胞は lし10を産生することによつで自らの増殖を抑制す

る

次に抗|し10抗体を用いた実験によって、応答細胞が産生する IL-10の

影響について検討した。その結果、 CD8陽性T細胞クローンが IL-10を

産生し、自らの増殖を抑制していることが示された。 Bejaranoらはヒト

の混合リンパ球反応が、抗 IL-10抗体によって高められたことを報告して
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いる(104)が、残念ながら彼らの研究においては|し10産生細胞と増殖応答

を示す細胞とを正確に同定していない。あるクローンが IL-10を産生し、

その結果みずからの増殖を抑制しうることがクローンレベルで明かとなっ

たのは本研究が始めてである。T細胞増殖において、オートクラインに作

用し増殖を維持するリンホカインは、IL-2、lし4においてよ く知られてい

るが、|し10ははじめて発見されたT細胞増殖の自己抑制性リンホカイン

である (図 3-8)。 ‘自己抑制 、という言葉';i:、T細胞の産生したリンホ

カインが直接T細胞に作用して泊殖を抑制することを想起させるが、本研

究においてはT細胞の産生した|し10が最終的にその産生細胞自身の増殖

を抑制したという意味でこの言葉を用いることとする。IL-10は初めて発

見されたT細胞増殖の自己抑制活性を持つリンホカインとなる。また、c

04陽性T細胞クローンでは抗 IL-10抗体の効果は認められなかったこと

から、 IL-10の自己抑制性リンホカインとしての新たな役割はC08陽性

T細胞に特異的な現象であるものと考えられた。抗 lし10抗体の増殖促進

効果は劇的なものではないが、ここで増殖応答のあるクローンとして用い

たクローンはいずれも IL-10の産生霊があまり多くないことから、さらに

多量の|し10を産生するクローンにおいてはこの現象はより重要性を持つ

ものと推測された。

この内因性|し10の効果は増殖応答の後期に観察された。培養開始2

4時間後に加えた抗 IL-10抗体は全く増殖応答に影響を友ぼさなかったこ

とから、この時間的遅れは活性を発揮するのに十分な量の IL-10を蓄積す

るための時間を反映しているものではないことが示された。そのためT細

胞活性化初期における|し10の効果が時間を経て現れたものと考えられた。

第2節で示すように、 IL-10による Th 1のリンホカイン産生抑制におい

ては、|し10の標的機能はT細胞活性化に要する副刺激であることが示唆
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C o 8陽性T細胞
( :し10を産生する
IL-10により増殖阻害を受ける

ーヘ¥

|し10

図3-8. C D 8陽性T細胞の産生する|し10の役割

CD8陽性T細胞は|し10を産生し、同時にその増殖はIL-10感受

性であった。CD 8陽性T細胞は|し10を産生し、自らの増殖を

調節していることが明らかとなった。
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されている。 CD8陽性T細胞の場殖抑制においても同様に抗原提示細胞

を介した間接作用であるものと考えられ、|し10の増殖抑制効果の遅延性は

この標的となる副刺激の性質によるものと推察された。これにより CD8

陽性T細胞による免疫応答が行き過ぎるのを防ぎ適度な強さに保つものと

考えられた。

増殖の自己抑制の持つ意義

IL-10とCD8陽性T細胞との性質から本研究で明らかになった増殖

の自己調節の生物学的意義を推測することができる。この増殖抑制が常に

同程度起こるのであれば、それは単に増殖能の低いT細胞であるに過ぎず、

この自己抑制がどのように調節されているかが重要である。この点に関し

て、IL-2の影響及び抗原濃度の効果を考察してみたし、。

|し10が持つ強いT細胞増殖抑制活性は、多量の IL-2存在下では認め

られなし、。飽和量の IL-2存在下では|し10は逆にT細胞増殖を増強するコ

ファクターとして作用するとの報告もある。したがって、|し10の生物活性

を決定するのは |しそであると言える。一方、 C0 8陽性T細胞の多くは増

殖するために、主にCD4陽性T細胞から供給される IL-2を必要とする。

IL-2非存在下でのみ観察される増殖抑制は、CD4陽性T細胞による免疫

応答に無関係にCD8陽性T細胞が活性化され過ぎるのを防ぐ安全装置と

して働く可能性があげられる。|し2を多量に産生する様な激しい免疫応答

に際しではすばやく増殖する能力を保ちながら.通常は自らの増殖を低く

抑えておくシステムは. C 0 8陽性T細胞の役割が過度の免疫応答を抑制

することであると考えると合理的である。また、 CD8陽性T細胞は強い

細胞障害活性を持つことから、通常は生体自身を守るために一定数を超え

ないような仕組みが備わっていると考えることもできる。一方 |し2の不在
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は、実験上C08陽性T細胞の応答がC04T細胞の応答がない状況では

観察しにくい理由の一つであると考えられた。

抗原濃度を振った実験からは抗|し10の存在下では 681の増殖がよ

り低い抗原濃度でもっとも強くなることが認められた。このことは|し10

による増殖の自己抑制の強さによって、あるクローンの至適抗原濃度が影

響を受けることを示すものである。Allenらは抗原ぺプチドを部分置換する

ことによって、あるC04陽性T細胞クローンの複数のT細胞応答の内特

定のものを独立に制御可能であることを報告している(105-106)。同様な現

象がC08陽性T細胞の|し10の産生についてもあてはまれは¥類似した

ペプチドが至適抗原濃度を大きく異にすることが予想される。類似した抗

原を的確に区別しなければならない免疫系の新たな調節機構と考えられる

かもしれない。

さらに増殖における不応答状態の可能性についてふれたい。実験によ

っては 4日目のチミジン取り込みがパックグラウンドと同じにしか見られ

ない憎殖応答が、抗|し10抗体によって復活することが観察された。通常

T細胞の不応答状態は増殖能の欠如として定義され、場合によっては細胞

傷害活性やリンホカイン産生などの他の応答は残ることが知られている

(104，106-107)。多量のlし10を産生するクローンによってはこのようなメ

カニズムで不応答状態を維持する可能性もある。T細胞を|し10高産生性

に分化させる刺激はこのような意味でのC08T細胞の寛容源として機能

する可能性を示峻するものと考えられた。

本研究で・マウスC08陽性T細胞クローンについて明らかとなったこ

とは、ヒ卜においてはさらに大きな一般性を持つ可能性がある。ヒト CO

4陽性T細胞クローンは、マウス同様|し2、IL-4、インターフエロン y産
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生パターンによってTh 1、Th 2に分類されるが、|し10はどちらのサブ

セットでも産生される。そしてそのどちらの増殖も|し10による抑制を受

けることか・報告されている(108)。このことは|し10による自己制御、また

そのー形態としての不応答状態の維持機構がヒトにおいてはさらに様々な

抗原、 T細胞サブセットに対して当てはまる可能性を提示する。この点は

推察の域をでないが、マウス CD8陽性T細胞クローンは興味深いモデル

系として有用であると考えられる。

68 



第2節 I L一10の増殖抑制機構の解析

序

前節において|し10はCD8陽性T細胞の増殖を自己抑制的に調節す

ることを明らかとした。また、当研究室において初めて明らかにされたよ

うに|し10はCD8陽性T細胞クローン 13 G 2がCD4陽性T細胞クロ

ーン 3020の増殖を抑制する際に重要な役割を果たす (32，33)。このこ

とから |し10はCD8陽性T細胞においてその機能 ・活性調節を考える上

で欠かせないものであると考えられた。

|し10はTh 2が産生し Th 1のインターフエロン y産生を抑制する

リンホカインとして本研究遂行とほぼ同じ頃に同定された (38)。しかし

当時 IL-10の抑制機構については全く明らかとなっておらず、またそれま

でに数多くの研究から存在が示唆されていた可溶性免疫抑制因子の抑制機

梅についてもほとんど知られていなかった。さらに、 CD4陽性Th 1に

よる免疫応答は主に炎症反応であることが知られ、リューマチなどの慢性

病の治療においてその活性抑制は重要であると考えられた。そこで本節で

は lし10のT細胞増殖抑制機楕を明らかにすることを目的とした。 CD8

陽性T細胞においてはT細胞増殖を誘導するための刺激が同時に IL-10の

産生を引き起こすため、抑制機構の解析は困難であると考えられた。そこ

で |し10非産生性のCD4陽性Th 1を用いて解析を行った。以下に示す

ように、 IL-10はT細胞に直接働きかけるのではなく、抗原提示細胞を介し

て間接的に作用することが示された。このことから、本節で明らかになっ

た増猶抑制機構はCD8陽性T細胞についても当てはまる普遍性を有して

いるものと考えられた。
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材料及び方法

抗原

カサ貝のへモシアニン (keyholeIympet hemocianin、KL H)は

Calbiochem Behringから、コンアルブミンは WAKOから購入した。

T細胞クローン

本章においては様々な抗原特異性、リンホカイン産性パターンを有す

るCD4陽性T細胞クローンを用いた。Th 1クローンとして、aS1ーカゼ

イン特異的クローン 3D 2 0、11 D 4 (95，当研究室において久恒によ

り樹立)、ア口応答性クローン#1 6 (第 1節に記載)、 KLH特異的ク

ローン 28 -4、9-1 6 (109，東京大学医学部多田富雄教授より恵与)、

また、 Th 2クローンとして自己応答性クローン 4G 4 (101，当研究室に

おいて樹立)、 MSSB(109，東京大学医学部多国富雄教授より恵与)、

KLH特異的クローン 8・5 (109，東京大学医学部多国富雄教授より恵

与)、 コンアルブミン特異的クローン D10.G4.1(第 1節に記載)を用いた。

これらの細胞は 7日に一度 5%TCGFの存在下抗原提示細胞と抗原によ

って刺激することによって継代した。本章で用いたこれらのクローンの性

質を表3-3にまとめた。

T細胞増殖試験

T細胞増殖は前節に準じて測定した。また、 T細胞を抗原提示細胞非

存在下刺激する方法として固相化抗体による刺激を用いた(110)。抗T細胞

レセプター抗体の溶液 (特に記述がない場合は 20μ g/mlのものを用い
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表3-3. 本章で用いたCD4陽性T細胞クローンの特性

Name Type Specificity Origin Ref. 
凶l::!.C 8.n1ige_o 

3020 Th1 Ab αs1-casem B6 95 

1104 Th1 Ab αs1-casem B6 95 

#16 Th1 Ab (alloreactive) C3H 102 
28-4 Th1 Ak KLH F1 109 
9-16 Th1 Ek KLH F1 109 

010.G4.1 Th2 Ak Conalbumin AKR/J 103 
4G4 Th2 Ab (autoreactive) B6 101 
8-5 Th2 Ab KLH F1 109 
MSSB Th2 Ak (autoreactive) C3H 109 
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た)をプレートに 50μ|まき、37・Cで2時間イ ンキュベート し、結合し

なかった抗体を洗い落とした後、T細胞を加え培養を行った。

増殖抑制の強さを以下の式で計算した。

%suppression=(IL-10存在下の正昧のチミジン取り込み量)I( (1し10

非存在下の正昧のチミ ジン取り込み量) x 100 

ただし、それぞれの取り込み量からハッククラウンドを差し引いたもの

を正昧のチミジン取り込み量とした。

抗原提示細胞の前処理

牌臓細胞 1x1 07を6wellプレート中で様々な物質と共に 15時間培養

した後、全ての細胞を卜リプシンーEDTA溶液によってプレートからはが

して回収し、 2回洗浄し、3GyのX線照射後抗原提示細胞として用いた。

牌臓細胞は 1晩の培養によって抗原をプロセシングする能力を失いタンパ

ク質抗原は提示できなくなるため、プロセシングの不要な 20残基のぺプ

チドフラグメン卜 (a，，-カゼイン 136-155)を抗原として使用した。
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結果

|し10の増殖抑制効果の選択性

まず最初に IL-10の効果を様々な細胞株に対して検討した。表 3-4に

示すようにTh 1に属するT細胞クローンの抗原特異的増殖に対して IL-

10は強い抑制効果を示した。一方Th 2に属するクローンに対しては全く

抑制効果は観察されなかった。このことからマウス lし10はマウスThl

細胞の増殖を選択的に抑制する活性を持つことが明らかとなった。次に

|し10の抑制効果の濃度依存性を検討した。図3-9に示したように、 2U/ml

の|し10の添加によってTh 1クローン#1 6の増殖応答はおよそ50%抑

制された。一方Th 2に属する 010.G4.1の増殖は 50U/mlの|し10存在下

でも影響は受けなかった。次に増殖のカイネティクスについて検討を加え

た。図3・10に示すように抗原刺激による強いチミジン取り込みが観察され

始める培養開始2日後から|し10の抑制効果ははっきりと観察され、その

抑制効果は培養開始3-4日目に特に強く現れた。一方、 010.G4.1の増殖

は全培養期間を通じて加えた IL-10の影響を受けなかった。

<1し10による Th 1の増殖抑制機構の解析>

|L-10はT細胞活性化の初期に作用する

次に|し10のTh 1細胞増殖抑制効果の作用機構の検討を行った。ま

ず、IL-10がT細胞活性化のどの時期に作用しているのかを検討した。その

結果培養開始後 24時間後に加えた IL-10は全くその抑制作用を見せない

ことが示された (データ省略)。このことから、 lし10はT細胞活性化の初

期に作用することが必要であることが示された。
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表3-4. C D 4陽性T細胞クローンの増殖に対するIL-10の抑制活性の検討

Responding Celis Thymidine Uptake (cpm x 10-3) 

Cells were Cultured %Suppression 
Name Type without IL-l 0 with IL-10 

3020 Th1 55.7:t8.8 5.1:t0.8 83 

1104 Th1 24.5:t3.9 0.5:t0.0 102 

#16 Th1 13.5:t2.4 2.4:t0.3 83 

28-4 Th1 23.1:t3.5 3.2:t0.1 106 

9-16 Th1 8.1:t1.9 1.1:t0.3 86 

010.G4.1 Th2 36.2:t0.4 40.0:t2.8 -10 

4G4 Th2 6.0士0.1 6.8:t0.2 -13 

8-5 Th2 5.8:t1.4 4.6:t1.8 23 

MSSB Th2 51.9:t6.7 56.5:t9.9 -8 

刺激なしでのチミジン取り込み量は以下の通りであった。

3020: 0.S:t0.1， 1104: 0.8:t0.1， #16: 0.2:t0.1， 28・4:5.8:t3.3， 9・16:0.5:t0.2， 

01 0.G4.1 : 6.3:t0.8， 4G4・0.7:t0.1，8-5: 0.5:t0.2， MSSB: 15.2:t2.1 
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lし10の増猶抑制効果の濃度依存性の検討

それぞれのγ細胞クローンを抗原健示細胞の存在下適当な抗原で刺激した.co s細胞

に発現させたIL-l0を培養開始時に温度を変えて加えた.IL-l0を遺伝子導入しなかっ

たcos細胞の培養上清をコントロ ルとして加えた.

図3-9.
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2 3 4 
Days in culture 

|し10がT細胞培殖応答のカイネティクスに及ぼす影響

γ細胞クローンを銃原刺激により培養した.IL・10を培養開始時に加え.表示され

た時間細胞を泊養し愚後の16時間のチミジン取り込み量を測定した.
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lL-10の標的細胞は抗原提示細胞である

さらに|し10による増殖抑制機構の解明を試みた。ここまでC04陽

性Th 1として用いてきた#1 6はア口反応性であり抗原提示細胞を加え

るのみで活性化が始まるため、抗原提示細胞の役割を解析する上で不向き

であると考えられた。そこで、以下の実験においてはT細胞クローンの刺

激に抗原提示細胞の他に抗原を必要とする 3020を周いた。ます 3020を

様々な刺激条件で刺激した際の!し10の抑制効果の有無を検討した。表 3-

5に示すように 3020を抗原提示細胞の存在下抗原または抗T細胞レセプ

ター抗体で刺激したときのみ抑制効果が認められ、抗原提示細胞非存在下

での固相化抗T細胞レセプター抗体または|し2の刺激によって引き起こさ

れる増殖に対しては抑制効果が認められなかった。このことから|し10の

抑制効果には抗原提示細胞が深く関与していることが示唆された。

次に IL-10が抑制効果を発揮する際の標的細胞の検討を行った。 3020

を刺激する際の実験系には応答細胞である T細胞と刺激細胞である X線照

射牌臓細胞の 2種類の細胞が存在する。このそれぞれに IL-10を加えて前

培養した後両者を混合し、その増殖を測定した。図3-11に示すように3020

をIL-10により処理した場合、細胞を洗浄した後未処理抗原提示細胞と抗

原の存在下共培養することにより誘導される増殖応答は未処理の場合と同

等であった。 一方、抗原提示細胞をあらかじめ |し10とともに前培養する

と、 3020を刺激する際の実験系には |し10は存在しないにも関わらず、

3020の増殖が有意に低くなることが観察された。これらのことから |し10

がC04陽性Th 1細胞株の増殖を抑制する際の標的細胞は抗原提示細胞

であることが示された。

|し10が抗原提示細胞を介して抑制作用を示す場合その作用機構とし
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表3-5. Iし10の増殖仰制効果の刺激特異性の検討

Stimuli IL-10 Thymidine uptak巴 (cpmx 10-3) %suppression 

None 0.5土0.4

+ 0.6士0.3

APC+Ag 76.2:t1.0 
+ 10.0土1.1 89 

APC+anti-TcR 29.5土:4.0
+ 2.4士0.5 99 

Immobilized 7.3:tO.4 
anti-TcR + 7.2:tO.3 2 

IL-2 47.8:t3.1 
+ 50.8:t1.4 -6 

3D20を抗原鑓示細胞と抗原、抗原提示細胞と抗T細胞レセプター抗体溶，袋、国相

化した抗T細胞レセプター抗体、 IL-2によって刺激して誘導した摺殖に対して、培

養開始時に加えたIL-10の抑制効果を検討した。
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図3-11. IL-l0の増殖抑制効果の標的細胞

T細胞クローン3D20または抗原提示細胞をIL-10とともに前培養した

ものをIL-10処理綿胞として用いた.コントロールの細胞はlし10の非

存在下同条件で埼養し、これらを組み合わせてT細胞の増殖応答を測

定した.抗原として20残基の合成ペプチド136-155を用いた.
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て次の 2つの可能性が想定される。まず |し10が抗原提示細胞の持つ機能

を阻害する可能性、次に|し10が・抗原提示細胞に作用して何らかの抑制機

能を誘導する可能性である。このうち後者の可能性を次に検討した。図

3・12に示すように lし10で処理された抗原提示細胞は未処理の抗原提示細

胞によって誘導される 3D20の増殖応答を全く抑制しなかった。逆に多量

の抗原提示細胞を加えることによりむしろ増殖が強められることが観察さ

れた。また、 この増殖増強効果は|し10処理によって低下することが示さ

れた。このことから|し10処理された抗原提示細胞は抑制活性を有するの

ではないことが示され、|し10は抗原提示細胞のもつ機能を悶害しているこ

とカf示唆された。

|し10は抗原提示細胞の副刺激を抑制する

次に IL・10の標的となる抗原提示細胞の機能について検討した。抗原

提示細胞はT細胞を刺激する際、MHCと抗原の複合体を提示するが、こ

の際さらに他の副刺激と呼ばれる刺激も同時に与えることが報告されてい

る。そこで|し10が副刺激を抑制しているのかどうかを次に検討した。実

験系として Unanuneらが副刺激を測定する系として報告している系(111) 

を採用した。その概略を図 3-13に示す。 T細胞は国相化した抗T細胞レセ

プター抗体によってMHC抗原複合体を模倣した刺激を受ける。同時に抗

原提示細胞を加えることによってそれ以外の刺激を与えるというものであ

る。副刺激の特徴として、表に示すようにこの際の抗原提示細胞はMHC

が一致している必要がなく、また抗原提示細胞単独では 3D20の増殖を誘

導することができないことが確認された。この系に IL-10を加えた。図 3-

14に示すようにいずれの抗体濃度おいても、固相化抗T細胞レセプター抗

体のみによるごく弱い増殖に対して lし10は全く抑制効果を示さないこ
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IL・10処理抗原提示細胞の細胞増殖抑制能の検討

|し10処理抗原提示細胞の数を変えて、未処理抗原提示

細胞によって誘導される増殖応答に加え、その効果を検

図3-12.
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図3-13. 抗原提示細胞の副刺激伝達能

上回に示した仕組みによって抗原提示細胞の持つ副刺激伝達能

を測定した。下表のようにMHCに関わりなく増殖応答を増強

する。
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|し10の副刺激抑制活性の検討

3020細胞を固相化抗T細胞レセプター抗体によって刺激した。副

刺激のある条件としては抗原提示細胞を加えた。培養開始時に添加し

た|し10の増殖抑制効果を検討した。
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とが確認された。一方ここに抗原提示細胞を加えた場合その増殖は相乗効

果によって強められ、この増殖は IL-10の添加によって強く抑制されるこ

とが示された。これらのことから lし10は抗原提示細胞の副刺激を抑制す

る活性を持つことが示された。

この副刺激l正常に抗原提示細胞上にあるのではなく抗原提示細胞を活

性化することによって誘導される機能であることが報告されている(112-

113)。そこで次に副刺激をあらかじめ発現させた活性化抗原提示細胞によ

る3020の治殖を IL-10が抑制するかどうかを検討した。抗原提示細胞の

活性化には大腸菌由来のリポポリサッカ 口イド(LPS)汲ぴT細胞増殖因子

(T C G F)を用いた。図3-15に示すように IL-10は活性化された抗原提

示細胞による憎殖応答を弱く抑制したのみであった。
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図3-15. 活性化した抗原提示細胞によって誘導される増殖に対する|し10の効果

牌臓細胞をあらかじめLPS、TCGFとともに前培養し、抗原提示細胞として用

いた.
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考察

|し10による増殖抑制効果の選択性 :IL-10 はTh 1の増殖のみを抑制す

る

本節において様々な抗原特異性を持つCD4陽性のTh 1、Th 2の

クローンを種々用いることによって IL-10の憎殖抑制効果の及ぶ範囲を検

討したo1L-10は様々な抗原特異性及びMHC拘束性を持つTh 1の増殖を

全て抑制したが、Th 2については増殖抑制効果は観察されなかった。こ

のことは既に報告されているリンホカイン産生についての選択性と一致す

る (39)。このことから増殖抑制においても lし10はThlとTh 2の差

異を何らかの形で識別していることが確認された。この識別機構について

はiし10の増殖抑制機惰の解析とともに考察する。

|し10の標的細胞:Iし10は抗原提示細胞を不活化する

本研究において、|し10による免疫抑制機椅についても興味深い情報を

得ることが出来た。

まずT細胞クローンを様々な方法で刺激したときの|し10の抑制効果

の比較から|し10がTh 1の増殖抑制効果を発揮するのはT細胞を抗原提

示細胞の存在下刺激したときのみであることが示され、その抑制活性と抗

原提示細胞との関連が示唆された。T細胞の培養開始24時間後に加えた

IL-10は抑制効果を持たないという実験結果は lし10の抑制活性はT細胞

の活性化初期に関わることを示唆し、このことも抗原提示細胞の関与とい

う仮説と矛盾しなし、。さらに、抗原提示細胞またはT細胞を lし10で前処

理する実験から、|し10は抗原提示細胞に作用してその抑制効果を現してい
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ることが明らかに示された。しかし、このことはし10がそれ以外の効果

を持たないということを意味するものではない。T細胞と抗原提示細胞が

相互作用をするとき、または活性化を受けた後初めてT細胞が |し10の抑

制効果を直接受けることが出来るよ うになるなどの可能性が残されている。

T細胞サブセットによる選択性を最も簡単に説明できる仮説はT細胞サブ

セットによって|し10レセプターの表現量が異なりこれによって感受性に

差がでるというものである。しかし抗原提示細胞に対する明白な効果が確

認できたため以後抗原提示細胞に対する|し10の効果を検討した。

|し10の抑制効果が抗原提示細胞と密接に関わっているということは

2つの可能性が考えられた。まず IL-10が抗原提示細胞として用いている

牌臓細胞の抑制活性を新たに誘導する可能性である。これには|し10が抗

原提示細胞によって活性裂に変換されるという可能性を含んで考えること

ができる。一方の可能性としては、抗原提示細胞がT細胞活性化において

本来果たすべき役割を|し10が阻害するというものである。この点を検討

するために、|し10とともに前培養した抗原提示細胞がT細胞増殖の抑制活

性を有しているかどうかを検討した。その結果、|し10処理細胞はT細胞の

増殖を起こす能力は弱いものの、未処理細胞によって起こされる T細胞増

殖に対して抑制活性を持たないことが明らかとなった。このことから!し10

は抗原提示細胞の持つ何らかの機能を阻害することによってT細胞増殖を

抑制していることが示された。|し2により誘導される増殖は抗原提示細胞

の存在下であっても IL-10により抑制されないことも (データ省略)、 抗

原提示細胞によって lし10が刺激非特異的な抑制活性を得るのではないこ

とを支持するものである。

lし10の標的分子:Iし10は副刺激を阻害する

87 



次に|し10が阻害する抗原提示細胞の機能の同定を試みた。図3-13に

示したようにT細胞活性化における抗原提示細胞とT細胞の相互作用にお

いては2種類が考えられる。まずT細胞レセプターを介してMHC・抗原

複合体の情報を読みとる必要がある。これによって抗原特異的なT細胞が

活性化されることになる。次に、副刺激と総称される刺激がある(114-118)。

T細胞側のレセプターとしてはC028、CTLA-4、|し1レセプタ一等が知

られ、一方リガンドは抗原提示細胞の細胞表面にあって作用するものとし

てC080(87)、 87-2、J11dが、可溶性タンパク として|し12、IL-1

が報告されている。この他に接着分子として知られる LFA-1等を含めて考

えることもある。このように副刺激には未知のものも含めて様々なレセプ

ター・リガンドのセットがあり得る。その定義は、T細胞レセプター刺激

の非存在下においてはT細胞培殖を誘導できないがT細胞レセプターの刺

激とともに与えられることによってT細胞を強く活性化する刺激であるこ

と、友ぴ抗原提示細胞側のMHCに関わりのない分子であることである。

Williamらによって報告された実験系 (111)は図3・13で確認したように、

この条件を満たす抗原提示細胞の機能を測定可能なものである。この系を

用いて|し10の抑制効果を検討したところ、抗T細胞レセプター抗体のみ

による弱い矯殖は |し10によって全く抑制されなかったのに対し、抗原提

示細胞存在下で、の強い増殖は|し10によって抑制されることが観察された。

このことから、|し10は抗原提示細胞の副刺激を阻害することによってTh

1の増殖を抑制することが示された。ある穫の副刺激はMHC・抗原複合

体を提示する同ーの細胞によらなければ伝えられないとの報告(114)もあ

り、この実験系で全ての副刺激を測定することは不可能である。しかし、

この抗原提示細胞の機能は抗J11d抗体、抗LFA-1抗体、抗C045抗体、

抗 MAC-1抗体により悶害されたことから (データ省略)、 様々なリガン
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ドの効果を同時に測定可能な実験系と考えられ、これらのうちのいずれか

が|し10の標的分子である可能性がある。

IL-10の抑制作用が抗原提示細胞の副刺激の阻害によるということは、

T細胞サブセットによって必要とする副刺激が異なることから、その選択

性を説明する実験結果であると考えられる。副刺激として最初に発見され

た|し1はTh 2の増殖を強く促進するが、Thlには何の影響も持たない

(119)。一方Th 1のlし2レセプターを発現させる活性が知られる|し12は、

T h 1に選択的に作用するとの報告がある (117)0 IL-10はおそら くTh

1に特異的な副刺激を抑制するものと考えられる。この仮説はその後の

Dingら(120)、D'Andreaら(121)の報告によって証明されている。Dingら

はIL-10が抗原提示細胞であるマクロファージのB7分子の発現量を選択

的に減少させることによって、また D'Andreaらは|し12の産生抑制によ

って説明可能であると報告している。細かい実験条件の違いによる違いは

あるものの|し10の抑制活性と副刺激の関連は確実であると考えられる。

抗原提示細胞が副刺激を伝える能力は抗原提示細胞が常に持っている

機能ではないことが報告されているo1L-10は副刺激を担う分子の誘導を阻

害するのか、その機能分子の働きそのものを阻害するのかを検討した。抗

原提示細胞をあらかじめ LPSやリンホカインの混合物と共に培養した後、

抗原提示細胞として用いると、この時の増殖を IL-10はごく弱くしか抑制

しないことが観察された。この事は抗原提示細胞が副刺激の誘導過程を阻

害することによって|し10がその抑制作用を友ぼしていることを示唆する

ものである。実際のT細胞との相互作用においては、抗原提示細胞の副刺

激を担う分子の誘導は以下のような経緯をたどって起こるものと考えられ

る。MHC・抗原複合体を認識したT細胞は様々なリンホカインを産生し、

産生されたリンホカインは逆に抗原提示細胞を活性化し副刺激能を誘導す
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る。この副刺激能によってT細胞は更に活性化され強い増殖を起こすよう

になるo1L-10はこの抗原提示細胞の副刺激誘導過程を抑制するものと考え

られる。

以上の結果から、IL-10の免疫抑制機構について図3-16のようなモデ

ルを提唱した。牌臓の抗原提示細胞は通常副刺激を伝達する能力を持たな

いが、 T細胞との接触や LPSによって副刺激伝達能を獲得する。|し10

はこの過程を阻害することにより Th 1の増殖を抑制するものと考えられ

る。また、 CD8陽性T細胞の活性化においても B7等の副刺激が必要で

あるとの報告もあり、この抑制機得はCD8陽性T細胞治殖抑制において

も成り立つものであると考えられた。

本研究遂行時において、分子として同定された免疫抑制性リンホカイン

は少なく、その作用機構は未知であった。本研究において、免疫系を選択

的に抑制する標的として抗原提示細胞が有望であることが示唆された。既

に抗原提示細胞の機能を標的とした薬剤のスクリーニングも行われており、

今後さらにT細胞応答を調節する細胞として注目されてゆくものと考えら

れる。また、単に強い免疫抑制活性を持つ ~iかりでなく 、その抑制活性に

選択性があったことは、!し10が免疫応答調節において重要な役割を果たし

うることを示峻しており、 CD8陽性T細胞の特徴として |し10の産生を

位置づけることが出来る。
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図3-16. IL-10による増殖抑制機構のモデル

抗原提示細胞はT細胞との接触によって活性化される。T細胞士宮殖

の至適化にはこの過程が必須である。lし10はこの抗原提示細胞の活

性化過程を阻害する。
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第4章 |し10によるインターフェ口ン y

産生の自律的抑制制御

抗原の経口投与

/ 
特殊なサブセッ トの誘導

増殖 ¥ 
一/金
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序

T細胞機能の多くは産生するリンホカインによるとされ、その産生調

節機構がいかなるものであるかは、免疫応答調節を正しく理解する上で必

須の情報である。インターフエロンyはCD8陽性T細胞において顕著に

産生が認められ、緒言において述べたように重要な生物活性を持つばかり

でなく、実際にCD8陽性T細胞が生体を防御する上で必須であるとの報

告がある (122)。そこで本章及び続く第5章においてはCD8陽性T細

胞クローンによるインターフェ口ンy産生の調節機構について解析する。

既に 3章においてCD8陽性T細胞クローンの増殖が抗|し10抗体の

添加によって治強されることを示した。その増強効果は培養開始初期 (1-

2日後)には認められず、後期にのみ観察された。一般にT細胞はより早

い時期にも様々な免疫応答を引き起こすことが知られており、リンホカイ

ン産生はその代表的なものである。実際本研究に用いたCD8陽性T細胞

クローンのインターフエロンy産生は有為な増殖応答が認められる以前か

ら検出可能であり、その産生が|し10による自己調節を受けているかどう

かは重要な点である。本章においてはCD8陽性T細胞クローンとして a

51 カゼイン特異的な 6B 1を用い、そのインターフエロンy産生に対する

抗|し10抗体の影響を検討した。
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材料及び方法

T細胞クローン

2章で樹立した cr， 1カゼイン特異的CD8陽性T細胞クローンのう

ち前章で用いた 6B 1を使用した。

リンホカイン

組み換え体 IL-4はゼンザイムより購入した。|し2友ぴ抗体類はこれま

での章で述べた通りである。

インターフエロン γ産生の測定

96wellプレート中で6B 1 2 x 10' /w創|を 2x 105 /wellの抗原提示細

胞とともに 1μMのトリプシン分解cr， 1ーカゼインによって刺激した。 22

時間後培養上清50μ|をとり 2章で示したように酵素免疫測定法により、

インターフエロンy産生量を測定した。

94 



『司V

結果

iし10による CD8陽性T細胞のインターフエロンv産生抑制

まずCD8陽性T細胞クローンからのインターフ工口ンy産生に対す

る|し10の効果について検討した。 6B 1は抗原提示細胞の存在下抗原で

あるトリプシン分解a51・カゼインによって26U/mlのインターフエロンy

を産生した。ここに 10U/mlの IL-10を加えることによって、その産生は

15U/mlに抑制されることが認められた。抗原非存在下でのインターフエロ

ンy産生量は検出限界以下であった。(8U/ml以下)このことから、マウス

lし10はCD8陽性T細胞クローンのインターフ工口ンy産生を抑制しう

ることが示された。

lL-10によるインターフエロンv産生の自己調節

抗 IL-10抗体の影響を検討した。図 4-1に示すようにエピ卜ープの異

なる 2種の抗 IL-10抗体はいずれも有意に 6B 1のインターフエロンy産

生を増強することが観察された。これに対して、アイソタイプの一致する

コントロール抗体は全く影響を及ぼさなかった。このことから、 6B 1は

IL-10を産生することにより自らのインターフエロンy産生を抑制的に調

節していることが示された。一方、 CD4陽性Th 1クローン 3020の

抗原特異的なインターフエ口ン y産生は抗 IL-10抗体の添加によっても影

響を受けなかった (データ省略)。

次に抗|し10抗体のインターフエロンy産生増強効果の経時変化を調

べた。培養開始後異なった時点において培養上清を回収しその中に含まれ

るインターフエロン yの量を測定した。図4-2に示すようにインターフ工
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Stimulation Antibody 
Name Specificity Class 

<8c 

+ 

+ 2A5 IL・10 IgG1 

+ 11811 IL-4 IgG1 

+ SXC・1IL・10 IgM 

+ IR202 NOb IgM 

10 20 30 40 50 60 
I F N"'Y production . (U/ml) 

図4-1 抗IL-10抗体が6B 1のインターフエロン y産生に及ぼ
す影響

6 B 1を96wellプレート中抗原提示細胞と抗原で刺激した。各抗体

を培養開始時に加え、 22時間後のインターフエロン7産生に及ぼ
す影響を検討した。

a、抗体無添加
b、特異性不明
C、検出限界以下
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図4-2.抗lし10抗体の6B 1のインターフエロンγ生
に及ぼす影響の経時的変化

抗IL-l0抗体(1μg/mlの2A 5)が6B 1のインターフエ
ロン7産生に及ぽす影響を経時的に検討した。
へ検出限界以下

97 



『司.....--

口ンy産生は培養開始後6時聞から認められた。これに対して、抗|し10

抗体の増強効果は培養開始後 12時間から観察された。

内因性の|し10による抑制効果をさらに調べるために、細胞を様々な

方法により刺激し、抗|し10抗体の効果を検討した。表 4-1に示すように

抗|し10抗体は6B 1を抗原提示細胞の存在下抗原または固相化抗T細胞

レセプター抗体で刺激したときのみインターフ工口ンy産生増強効果を発

揮した。一方圏相化抗T細胞レセプター抗体のみによる刺激によるインタ

ーフエロン y産生に対しでは抗|し10抗体は全く影響しなかった。

次に、抗 IL-10抗体のインターフエロンy産生増強効果が過剰の IL-2

やIL-4の存在下でも認められる現象なのかを検討した。表4-2に示すよう

に、lしそや IL-4の存在によってインターフエロン y産生は2-3f音に強めら

れることが観察された。この状態においても抗|し10抗体はインターフエ

ロンy産生を有意に強めることが観察された。
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表4-1. 抗IL-10抗体によるインターフェ口ンγ
産生増強効果の刺激選択性

y-IFN production (U/ml) 

Cells were stimulated with 
2A5 

none coat-TCR coat-TCR antIgen ll--2 

alone plus APC plus APC 

<8 6佐6 96:t12 32土4 <8 

+ <8 64:t8 124士4 44:t4 <8 

6 B 1をIL-2C20U/ml)、抗原提示細胞の存在下または非存在

下にて固相化抗T細胞レセプター抗体、抗原と抗原提示細胞に

よって刺激し、そのインターフェロン7産生に及ぽす抗|し10

抗体 C1μg/ml 2 A 5)の影響を検討した。
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表4・2.抗|し10抗体によるインターフェ 口ン y産生
増強作用に対する|し2及びIL-4の影響 E

y-IFN production (U/rnl) 

2A5 Cells were culturcd wi出

none IL-2 IL-4 

4o.tlO 64I4 72士12

+ 64I4 152士4 168I8 

6 B ，を抗原提示細胞と抗原にて刺激し、 2μg/mlの2A5のイ
ンターフエロン7産生に及ぽす影響を検討した。20U/mlのIL-2
またはIL-4を培養開始時に加え、その影響を観察した。抗原の非
存在下におけるインターフエロン7産生量は8U/ml以下であっ
た。
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考察

C 08陽性T細胞クローンのインターフエロン γ産生は IL-10による弱

い抑制を受ける

lし10による 681のインターフエロンy産生に対する抑制効果は、増

殖抑制に比べかなり弱いことが観察された。報告されている CD4陽性T

細胞クローンのインターフエロンy産生に対する抑制効果 (39)に比べて

もこの活性は弱し、。これはおそらくそれぞれの反応が抗原提示細胞として

加えた牌臓細胞の副刺激に依存する度合いによるものと考えられた。C0 

4陽性T細胞クローンにおいてはクラス H陽性のマクロファージが抗原認

識において必須であり、|し10のマクロファージに対する強い抑制効果が直

接現れる。これに対して、CD8陽性T細胞が抗原を認識するクラス|分

子は全ての細胞に発現していることが知られており、 681においても自

らの拘束分子である Kbを非常に強く発現している。インターフエロンy産

生に必要な抗原認識はT細胞クローン相互によってもなされ、加えた牌臓

細胞由来の副刺激を必ずしも必要としないものと考えられる。実際、回相

化抗T細胞レセプター抗体のみの刺激によって強いインターフ工口ンy産

生が認められている。 (乙こに牌臓細胞を加えた際のインターフ工口ン y

産生量の上乗せ分が内在・外来の IL-10の標的となるものと考えられた。)

一方、これらのT細胞クローンの増殖応答においては、抗原を認識するの

みでなくさらに副刺激シグナルが必須であると考えられた。この抗原提示

細胞ことにマク口ファージに対する依存性の違いが IL-10に対する感受性

を決定する因子であると考えられる。
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C D 8陽性T細胞は|し10を産生することによって自らのリンホカイン

産生を抑制する

本章において内因性の|し10がCD 8陽性T細胞クローンのインター

フエロンy産生に及ぼす効果を検討し、CD8陽性T細胞クローンが|し10

を産生することによって自らのインターフエロンy産生を抑制的に制御し

ていることを明らかとした。これによりマウス IL-10のインターフエロン

y産生における自己調節作用という新たな役割が示された。また、|し10

はT細胞が自ら産生したリンホカインの作用によって自分の他のリンホカ

イン産生を抑制するという活性を持つと報告された最初のリンホカインと

なる(図 4-3)。一般にマウスのCD4陽性T細胞においては、|し10とイ

ンターフエロンyはTh 2とTh 1という相互に抑制しあう異なるサブセ

ットから産生されることが知られている。この点においてここで報告した

現象はCD4陽性T細胞群には見られないCD8陽性T細胞に特異的な現

象であることが考えられた。このイ也に|し10とインターフ工口ンyを同時

に産生する T細胞株として末梢においては非常に少ないサブセットである

CD4陽性CD8陽性のいくつかのクローンの報告がある(123)。このクロ

ーンにおいてはインターフェ口ンy産生の調節機織については解析がなさ

れていないが、lし10の作用機摘から推測して、同様なメカニズムが存在す

る可能性は高いと思われる。

内因性 lし10の作用機構については外来性|し10と同様の機構である

ことを示唆する結果であった。まず抗 IL-10抗体のイ ンターフエロン y産

生の増強効果はT細胞を抗原提示細胞存在下で、刺激したときのみ認められ

たこと、また園相化抗T細胞レセプター抗体による刺激において副刺激が

IL-10の標的であることを支持する結果が得られたことである。しかし以下

に述べるようにその詳細はさらに検討の余地が残っている。
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負の自己調節
増殖
リンホカイン産生

一~

IL・10

図4-3. C 0 8陽性T細胞の産生するIL-10の役割

CD8陽性T細胞はIL・10を産生することによって、自らの増殖

及びインターフェ口ンy産生を負に自己調節していることが‘明

らかとなった。この調節は例えば抗原の至適濃度を決定する一

要因となっていることが示唆された。
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前章及び本章で述べ‘たように、抗 IL-10抗体はCD8陽性T細胞の増

殖とインターフエロンy産生をともに強めることが明らかとなった。しか

しその効果は異なった時期に観察された。インターフエロンy産生の治強

効果は有意な増殖応答が認められる前である矯養開始， 2時間後から認め

られた。一方、前章で示したように培養開始時から加えた抗|し10抗体が

増殖増強効果を示し始めるのは培養後期に当たる 3-4日目であり、それ以

前の時点においては有意なチミジン取り込みが認められるのにも関わらず

抗 lし10抗体の影響は全く認められなかった。この一見矛盾する結果はお

そらく|し10の抑制機備を考えることによって解かれていくことになろう。

まず第一の可能性として、 CD8陽性のT細胞クローンの増殖応答とイン

ターフエロンy産生は異なった副刺激を独自の時期に抗原提示細胞から受

ける必要があるということが考えられる。また別の可能性として、単独の

副刺激分子の欠如が， 2時間後にはインターフ工ロンy産生を低下させる

一方、士営殖応答に影響力ずでるのはより時聞がかかるということも考えられ

る。これらの点に関してはT細胞の刺激に必要な副刺激に関する更なる知

識の集積が必要であろう。IL-10の標的となる副刺激分子として 87/881や

IL-12が報告されている (120，121)。その後発見された副刺激分子である

87-2や J11d(118，124)、さらには未知の機能分子がそれぞれのサブセ

ットのT細胞刺激の際にどのように関与しているのか、また IL-10の活性

との相関はあるのかなどが明らかになってゆくにつれ複雑な免疫応答調節

機情の理解が進んでゆくものと期待される。

C D 8陽性T細胞の産生する IL-10の役割

ここでCD8陽性T細胞が産生する|し10の生物的役割について考察

してみたし、。|し10に対する感受性の差を考慮すると、そのインターフ工口
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ンy産生に対する抑制活性の第一の標的はCD4陽性のTh 1タイプの細

胞群であることが推測される。この点、に関してはすでに当研究室において

樹立された免疫抑制活性を有する CD8陽性T細胞クローン 13 G 2の抑

制効果は|し10によるものであることを報告している (32)0 C D 8陽性

T細胞のあるものは体内において|し10の活性を通してCD4陽性Th 1 

を抑制する働きをしていることが推測される。次に、 CD8陽性T細胞の

増殖の制御があげられる。インターフエロン y産生の調節は、より IL-10

の産生量が多いものにおいて有効である可能性が考えられる。しかし、生

体における実際の免疫応答調節においてはあるリンホカインの局所濃度が

重要であること、また産生されたリンホカインは血流によって循環、拡散

して作用するよりも局所においてしか機能しないことを考えると、産生さ

れたリンホカインの産生細胞自身に対する影響は無視できないものである

ことが考えられる。

本章で述べたインターフエロンy産生の IL-10による自己抑制は過剰量

の IL-2、|し4の存在下でも認められた。このことは|し10のインターフ工

口ンy産生抑制効果及び自己制御がCD4陽性T細胞由来のリンホカイン

とは独立に行われうることを示し、 CD8陽性T細胞の強い自律性を示峻

するものと考えられる。

一方、|し2、|し4はインターフエロン y産生を有意に憎加させることが

示された。 T細胞からのインターフ工口ン y産生を増強する活性を持つも

のとしては、 IL-2、過酸化水素、ロイコ卜リヱン84、C4、D4等活性

化されたT細胞、マクロファージ由来の産物か'知られている (125-130)。

|し4がインターフエロンy産生を増強するという報告はこれまでにない。

次章ではこの点を検討する。
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第5章 lし4によるインターフエロンyの産生調節
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序

本研究においてCD8陽性T細胞独自の僧殖・リンホカイン産生調節

機構について記述してきた。本章ではこうして産生されるリンホカインの

役割を、インターフエロン yの産生が他の細胞群によってどのような調節

を受けるかを調べることによって、考察したし、。

インターフエロンyはほとんどのCD8陽性T細胞クローンで多量の

産生が認められるリンホカインである。インターフエロンyは序論でも述

べたような様々な生物活性をもち、実際にCD8陽性T細胞が免疫応答を

調節する上で重要な役割をはたしている (122)。

このインターフ工口ンy産生の調節機構の一側面として|し4の影響を

検討したい。|し4はCD4陽性Th 2の産生する代表的なリンホカインで

あり Th 2の媒介する免疫反応の性質を決めるものであるとされる

(131)。即ち |し4は液性免疫に代表される Th 2型とされる免疫応答を

担う活性力fある。抗体産生を増強する強い活性が知られ、抗体のクラスス

イッチを進め、 IgE産生を促進する。またT細胞の増殖をオートクライン

に維持するのみならず、未感作T細胞を Th 2に分化させることが知られ

(132)、Th 2の免疫応答を維持する役割を担う。

|し4がCD8陽性T細胞に及ぼす影響については研究が進んでいない。

ことに、成熟T細胞のリンホカイン産生に対する活性については何の報告

もない。しかし、 Th 2が活性化されている状況下でのCD8陽性T細胞

の役割を考察するためには、 |し4による CD8陽性T細胞のリンホカイン

産生調節及び未熟T細胞の分化・成熟に対する効果を明らかにする必要が

ある。 そこで本章ではCD8陽性T細胞の IL-4応答性を解析し、その役

割をインターフ工口ンyの持つ抑制活性に着目して考察した。
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材料友ぴ方法

T細胞クローン

2章で樹立した aS1 カゼイン特異的CD8陽性T細胞クローン 4種を

用いた。またインターフエロンyを産生する CD4陽性T細胞クローンと

して Th 1クローンである 3020を用いた。増殖応答及びリンホカイン

産生応答の測定法はこれまでの章に述べた方法に準じた。

抗原及び試薬

抗 IL-4レセプター抗体は Genzymeより購入した。他の試薬については

既に述べた各種試薬を用いた。

初代培養系における免疫応答の測定

Sederらによって報告された実験法に準じた (133)。マウスのリン

パ節細胞を調製し、抗CD8抗体を結合させたマグネチックビーズにより

CD8陽性T細胞画分を分離した。|し2の存在下、固相化した抗CD3抗

体によって刺激し、36時間後のインターフエロンy産生を測定した。2次

刺激の観察においては、7日間培養後の細胞を回収し再び抗CD3抗体で

刺激した。この際の細胞の生存率は卜リパンブルーによる計数によって 9

5%以上であることが確認された。再刺激36時間後に培養上清を回収し、

インターフエロン yの産生量を測定した。増殖応答は細胞を 72時間培養

し最後の 16時間のトリチウム襟識したチミジンの取り込み量として評価

した。
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結果

C D8陽性T細胞クローンの比4応答性

まず最初にCD8陽性T細胞クローンが!し4レセプターを発現してい

るかどうかをフローサイトメーターによって検討した。図5-1に示すよう

に、いずれのクローンも無刺激状態において|し4レセプターを弱く発現し

ていることが示された。

次にこれらの細胞が IL-4に応答するかを増殖を測定することによって

検討した。表 5-1に示したように 4種のクローンのうち 3種は抗原の刺激

なしで lし4により増殖応答を示した。固相化抗T細胞レセプター抗体の刺

激及び抗原刺激存在化では全てのクローンが|し4によって増殖を強められ

ることが観察された。この結果から比4が繰り返し刺激を受けている T細

胞クローンに対して作用しうるということが示された。CD4陽性Th 1 

細胞株3D 2 0の増殖も|し4によって強められることが示された。

|し4のCD8陽性T細胞クローンのインターフエロン γ産生に対する僧

盟塾塁

次に IL-4のインターフエロンy産生に対する効果を検討した。 6B 1 

を 96wellプレート中で刺激し 24時間後の培養上清中のインターフ工口

ンy量を測定した。図 5-2(A)に示すように、 IL-4はその濃度依存的に

6 B 1細胞のインターフエロンy産生を強めることが認められた。その増

強効果はプラ卜 に達した時約 2.5倍であった。6B 1を刺激しないとき

には 比4を高濃度で加えても全くインターフ工口ンyは産生されなかった。
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図5-1. C D 8陽性T細胞クローンの|し4レセプタ一発現

間接蛍光抗体法によりそれぞれのT細胞クローンのlし4レセプ

ターの発現量を測定した。
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表5-1. C D 8陽性T細胞クローンのIL-4応答性

3H-thymidine uptake (cpm) 

Clone Type IL-4 stimulated with 

none anti-TCR Antigen 

681 C08 1201:11 5040土1010 2093士117

+ 呈袋主Z 28090:t105 鐙益ill韮

5F1 C08 841:t440 4617:t1418 1753:t165 

+ 鍾鐙立鐙 lli皇起旦Z 呈旦皇皇主呈呈呈

Uc C08 277:t27 949士375 293土95

+ 日旦匙Z皇 主鐙註込阜 辺鐙品五旦

Ud C08 200土31 876土195 338:t150 

+ 267:t58 盟益記皇豆 立辺ヰ盟皇

3020 C04(Th1)ー 1127土293 964:t122 39828土2447

+ 892士334 辺五訟辺Z 53836+376 

各T細胞クローンは固相化抗T細胞レセプター抗体または抗原と抗原提示細胞に

よって刺激し、その際加えたIL-4(20U/ml)の増殖に及ぽす影響を検討した.

IL-4の添加によって増加した増殖応答に下線を付した.

l
 
l
 
l
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lし4が6B 1のインターフエロンy産生に友ぽす影響

6 B 1を (A)抗原提示細胞と抗原、 (B)園相化抗T細胞レセプター

抗体によって刺激した。培養開始時に加えた|し4が及ぼすインターフエロ

ンy産生に対する影響を検討した。
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次に IL-4がT細胞に直接作用しているのかどうかを検討した。6B 1 

を固相化抗T細胞レセプター抗体のみによって刺激しそのインターフ工口

ンy産生が|し4によって増加するかどうかを検討した。その結果|し4は抗

原刺激の場合よりも低い濃度でインターフエロンy産生を増強することが

認められた (図5・2(B))。この結果から比4 はCD8陽性T細胞クローン

に直接作用してインターフ工口ン y産生を強めることが示された。

次に IL-4によるインターフエロン y産生量増加の一般性について検討

した。表 5-2に示すように実験に用いたどのCD8陽性T細胞クローンに

おいても|し4の添加によりインターフ工口ンy産生量が増すことが認めら

れた。これに対してCD4陽性T細胞クローン 3D 2 0のインターフ工口

ンy産生は|し4の影響を受けなかった。このことから IL-4によるインター

フエロンy産生増強効果はCD 8陽性T細胞に特異的であることが示唆さ

れた。

lL-4の初代培養系に対する効果

さらにこの現象が未感作状態の細胞にも当てはまるのかどうかを検討

するためにマウスのリンパ節細胞を調製し実験に供した。C57BL/6マウス

を3群に分け、非免疫君卒、フロイントの完全アジュパン卜をフットパッド

及び尾底部に免疫した群、百日咳毒素を腹腔に免疫した群それぞれから C

D8陽性T細胞函分を分離した。この細胞を固相化した抗CD 3抗体によ

って刺激し、そのインターフエロンy産生を測定したところ、|し4の有無

に関わらず有為なインターフ工口ンy産生は認められなかった(10U/ml以

下)。そこで細胞を 7日間培養した後、再度刺激し、そのインターフ工口

ンy産生を測定した。表5-3に示すように、 7日間の培養中 IL-4を加えた

細胞においていずれの免疫方法を用いたマウス由来細胞においても、強い
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表5-2. C D 8陽性T細胞クローンのイン9ーフエロンy産生に
対するIL-4の影響

IFN-y production 

Clone Antigen IL-4 (U/ml) 

Exp.1 Exp.2 

691 16土1 〈自

+ 12:t1 <8 

+ 16O:t13 100士15

+ 室主旦 盟盆Z

5F1 12:t1 <8 

+ <8 <8 

+ 56:t2 24:t1 
+ Z盆皇 豆註豆

Uc 16:t2 12..+0 

+ 12:t1 12:tO 

+ 128:t11 12O:t2 
+ g旦鈷旦 192+11 

Ud 16:t1 20:t2 
イト 12:t0 12:t1 

+ 68:t4 152:t1 0 
+ 宣皇主呈 盟主主Z

3D20 <8 12:t0 
+ 〈日 <8 

+ 36士O 32:t1 

+ 36:t1 32:t1 

各T細胞クロ ンを 1μMの抗原と抗原提示細胞によって刺激した、

20 U/mlのIL-4を繕薬開始時に加えた。培養上i青を矯蓑開始 22時間後に

回収し、イン空ーフエロンy産生量を測定した。 IL-4によって増大したイ

ン空ーフエロンy産生に下線を付した。
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表5-3. IL-4による CD 8陽性T細胞の分化・成熟誘導

IFN-y production 

Responding CD8+ T cells 
(U/ml) 

m VIVO in vitro stimulation stimulated with 

pnmlng anti-CD3 IL-2 IL・4 none anti-CD3 

none + + <10 <10 

+ + + <10 195:t5 

CFA + + <10 23:t2 

+ + + <10 225土11

BP + + <10 <10 

+ + + <10 176:t10 

抗体を結合させたマグネティ ックビーズによって分離したCD8

陽性T細胞を、 50U/mlの|し2存在下回相化した抗CD3抗体に

よって刺激し、 7日間培養した。細胞を回収し、再度の固相化抗

CD3抗体刺激によって産生されるインターフェ口ンyの量を測

定した。初回刺激時に加えたIL-4が、invitroでのこ回目の刺激時

のインターフエロンy産生に及ぼす効果を検討した。
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インターフエロンy産生が観察された。これに対して、7日間の培養時に

|し2のみしか加えなかった細胞においては完全アジ.ュパン卜免疫群におい

て弱いインターフエロンy産生が認められたのみで、全般にほとんどイン

ターフエロンy産生が観察されなかった。

そこで|し4の有無に関わらずインターフ工口ンy産生を観察できた完

全アジュバン卜免疫群について、再刺激時の IL-4の効果を検討した。表5-4

に示すように、初回刺激時に|し2のみを加えた細胞のインターフ工口ンy

産生は、再刺激時に IL-4を加えることにより強められることが観察された。

この結果から|し4によるインターフ工口ンy産生増加作用は繰り返し刺激

を受け続けたクローン化T細胞のみでなく 、より生体に近い状態でのCD

8陽性T細胞群に広く当てはまるものであることが示唆された。

一方、初回刺激時に IL-4を加えて培養した細胞のインターフエロンy

産性は IL-4により増強されなかった。同時に測定した増殖応答は有意に促

進されることが観察され、インターフエロンyの産生と増殖応答は独立に

制御されることが明らかとなった。
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表5-4 二次刺激持にIL-4がインターフエロン y産生に及ぼす影響

Responding CD8+ T cells Stimulation 

In VIVO in vitro stimulation 
IFN-y Proliferation 
(U/ml) (cpm) 

stimulation anti-CD3 IL-2 IL-4 anti-CD3 IL-4 

CFA + + + 119:t5 15838:t5953 

+ + 377士5 104135土23824

+ + + + 640:t49 137484:t3907 

+ + 600土19334110:t21732 

CD8陽性T細胞は表5-3で述べたように分離・培養した。再刺激時に加えたIL-4

がインターフエロンy産生を燈強するかどうかを検討した。
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考察

*主主において IL-4に対する CD8陽性T細胞の応答性を検討し、T細胞

クローン友ぴリンパ節細胞の2代目培養系において|し4はインターフエロ

ンy産生を強める活性があることを示した。これは|し4がT細胞のインタ

ーフ工口ンy産生を増強することを示した初めての結果である。一方、c

D 4陽性T細胞クローンにおいてはこの効果は認められなかったことから 、

|し4の持つインターフエロンy産生促進活性はCD8陽性T細胞に特異的

なものであることが示唆された。初代培養系においては今回用いた実験条

件ではいずれの免疫方法で調製したCD8陽性T細胞においても有意なイ

ンターフエロンy産生が認められなかった。しかし、さらに少量のインタ

ーフ工口ンyが産生され、クローンで示されたものと同じ仕組みによって

調節を受けている可能性は残っている。また逆に、 CD8陽性T細胞が細

胞傷害活性を示すためには invitroでの刺激と培養を必要とするという現

象と同様に、インターフ工口ンy産生においても invitroでの刺激が必要

であることを意味するのかもしれなし、。この点は定量的PCR法等さらに

感度の良い方法を用いることで明らかとなるであろう。

lL-4はCD8陽性T細胞のインターフエロン γ産生を促進する

まず最初に lし4のインターフエロンy産生に対する効果と増殖に対す

る効果がどのような関係にあるかについて考察する必要がある。まずイン

ターフエロンyの産生量増大は増殖により T細胞数が増したためではない

と考えられる。インターフ工口ンyの産生量を測定するための培養上清は

培養開始24時間後に採取しているが、既に 3章で示したようにこの時点
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においては 681の有意なチミジン取り込みは起こっていない。T細胞クロ

ーンは 1週間以上の間隔をあ付て抗原刺激をしており刺激前は細胞周期は

Glにそろっていると考えられるため、24時間の時点での細胞数の増加

はあり得ない。さらに増殖とインターフエロンy産生はこれらのCD8陽

性T細胞クローンにおいて独立に制御しうることが本研究において示され

ている。即ち T細胞レセプターを介した刺激はインターフエロンy産生に

必須であるが、増殖応答(j:IL-4のみによっても誘導しうる場合がある。こ

れらの結果から、 IL-4はインターフエロンy産生を増強する活性を持つと

いうことが示された。

|L-4のインターフエロン γ産生促進効果はCD8陽性T細胞のさらに細

かいサブセットによって異なっている

|し4によるインターフエロンy産生増強効果にはCD8陽性T細胞の

さらに細かいサブセットが関与している可能性が示唆された。リンパ節細

胞の再刺激時における IL-4のインターフエロンy産性増強効果は、初回刺

激時に IL-4を加えるか否かによって、全く異なることが観察された。IL-4

を初回刺激時に加えることにより培養分化させたCD8陽性T細胞のイン

ターフ工ロン y産生は IL-4によって全く影響を受けなかった。一方、|し4

の非存在下で培養した細胞のインターフェ口ンy産生は IL-4により強く増

強されることが示された。前者はインターフエロンyの他に|し10、|し4

を産生し、後者はどちらも産生しない細胞である(香山、未発表データ)。

リンホカイン産生パターンの遣いによって区別される CD8陽性T細胞の

中のさらに細かいサブセットによって|し4がインターフ工口ン y産生に友

ぽす影響力f異なることを示す結果である。本研究に用いたCD8陽性T細

胞クローンは少量の|し10を産生することを除き、後者と近い性質を有す
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る。これはそれぞれのクローンがCFAとともに抗原を免疫したリンパ節

細胞から IL-4の非存在下で樹立されてきた経緯と矛盾しない。

Fongらによって報告され (34)、また当研究室においても確認された

ことである(36)が、多くの CD 8陽性T細胞クローンはTh 1と類似した

リンホカイン産生パターンを持つ (Tc 1型と呼ぶことが提唱されてい

る)。しかし、少数ながら IL-4を産生するクローン (Tc 2)の樹立が報

告されている(35，134)。本研究で用いたT細胞クローンはいずれも IL-4を

産生しないTc 1裂に近いもので、 IL-4産生性のTc 2型CD8陽性T細

胞の性質は本研究では調べることができなかった。本章においてサブセッ

ト聞の遣いによる|し4の効果に違いのあることが示峻されたことから、

|し4産生性のCD8陽性T細胞に対する lし4の効果、またリンホカイン産

生調節機備についてさらに新たな現象が発見される可能性がある。この点

は今後の研究課題として残された。

lL-4はCD8陽性T細胞にインターフェロン γ産生能を誘導する

また、 IL-4はCD8陽性T細胞からのインターフエロンy産生を増加

させるもう一つの経路を持つことが示された。IL-4存在下で抗CD3抗体

によって刺激培養することによってリンパ節細胞は|し4を強〈産生する細

胞に分化することが示された。これに対して Sadらはア口抗原によって刺

激する際のIL-4の存在はCD8陽性T細胞をインターフエロンyを産生し

ない細胞へと分化させることを報告している(35)。本研究との差異は刺激

条件の遣いであると考えられる。実際、刺激条件の違いがCD8陽性T細

胞の|し4応答性に影響を与えることが Croftらによって報告されている

(134)。彼らによると、 T細胞レセプタートランスジェニックマウスにおい

てCD8陽性T細胞を IL-4の存在下invitroで特異的抗原で刺激すること
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によりインターフエロン y産生能を失う一方、アロ刺激の際に存在する

IL-4はインターフエロンy産生能に影響を及ぼさない。一般にア口刺激は

異系マウスのMHC上に提示された抗原ぺプチドを認識する交差反応性で

あり 、特異的抗原刺激との質的相違はないと考えられているため、この差

を理解するためにはさらに細かい条件の検討が今後なされる必要がある。

しかしながら筆者はある穣の条件下においては|し4は未熟なC08陽性T

細胞をインターフエロンyを産生する細胞へと分化させる働きがあるもの

と考える。

lL-4によるインターフエロンv産生促進の意義 :C04陽性Th 2によ

る免疫応答抑制における役割

次に比4によってインターフエロンyの産生量が増加するという現象

の生物学的意味を Th 2による免疫応答のフィードパック調節の観点から

考察してみたい。インターフ工口ンyはTh 2クローンの増殖を抑制する

こと及び、典型的なTh 2タイプの免疫応答である IgE産生を強く抑制す

る活性があること (61-66)から、体内においてTh 2タイプの免疫応答

を抑制的に制御する上で中心的役割を果たしていると考えられている。イ

ンターフエロンyの産生細胞としてはC04陽性Th 1とC08陽性T細

胞があげられる。この2群の細胞によるインターフエロンy産生の調節機

構について考察すると Th 2由来のリンホカインにたいする応答性が以下

の2点において大きく異なることが指摘できる。まず第 1点として、本章

により C08陽性T細胞由来のインターフエロンyはIL-4によって産生量

が増す一方、Th 1由来のインターフ工口ンyは|し4によって強められな

いことが示峻された。次に、第4章において示したようにTh 2由来の抑

制性リンホカインとして知られる IL-10に対する感受性がC08陽性T細
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胞においてはCD4Thlよりもかなり弱いことがあげられる。これらの

点を鑑みて、すでに活性化されたCD8陽性T細胞は Th 2による免疫応

答が強く起きすぎないように適当なところで抑えるフィードパック調節に

関与していることが想定された (図5-3)。インターフエロンyはクラス|

による抗原提示を強めることが、知られており、この活性もCD8陽性T細

胞群のフィードバック問害における役割をさらに助ける方向に作用するも

のと考えられた。さらに、|し4及び|し10が未熟な末梢CD8陽性T細胞

のインターフ工口ン y産生性T細胞への分化を促進することから、 CD 4 

陽性Th 1とは異なったCD 8陽性T細胞群の役割が推察された。
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CD8+ T cells 

|し4産生 液性免疫

¥ ノ

図5-3. IL-4によるインターフエロンy産生増強効果の意義

インターフエロンyはTh 2型の免疫応答に対する強い阻害活性

が知られている。そのため、Th 2の産物である!し4によってイン

ターフエロンy産生が増強されればそれ以上の液性免疫の継続を抑

えることになると考えられる。Th 2は不応答性にならないことが

報告されており、 CD8陽性T細胞によるこのようなフィードバッ

ク調節は適度な免疫調節に重要な役割を果たしている可能性があ

る。
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第6章 経口免疫寛容誘導下におけるCD8
陽性T細胞の性質

|抗原の経口投与|
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これまでCD8陽性T細胞の役割を、免疫抑制作用と関連付けて考え

てきた。本章では免疫応答が抑制されている時の代表として経口免疫寛容

状態に着目し、その際のCD8陽性T細胞の解析から免疫調節における役

割を考察したい。経口免疫寛容は蛋白質を経口摂取することによって幅広

い穣類の免疫応答が抗原特異的に低下する現象であり、その仕組みはまだ

完全には明らかとなっていなし、。現在、抗原特異的なCD4陽性T細胞の

応答性が消失するという説と共に、 CD8陽性T細胞が免疫応答を抑制す

ることによるという説が根強い。

CD8陽性T細胞が抗原の経口投与によってどのような影響を受ける

かという点については、当研究室の加藤が解析を行っている。経口免疫寛

容誘導下においては、 CD4陽性T細胞は抗原特異的応答能を失う一方、

CD8陽性T細胞の増殖応答及びインターフエロンy産生は全く影響を受

けないことが初めて明らかとなった (135)。このことはCD8陽性T細

胞はCD4陽性T細胞とは全く異なった機構によって活性調節されている

ことを意味する。そこで経口免疫寛容における CD8陽性T細胞の役割を

明らかとするために、本研究において樹立したCD8陽性T細胞クローン

の性質をコントロール群由来友び経口摂取群由来のクローン問で比較検討

した。既にどちらにも共通な基本的な性質については第2章において述べ

た。本章では遣いの認められた点について記し、経口免疫寛容における C

D 8陽性T細胞の役割について考察した。

125 



ー『司咽r

材料及び方法

韮生

T細胞の持つ抗原特異性は主にT細胞レセプターが用いるVa鎖と V

β鎖の組み合わせによって決定される。このうち各々のVβ鎖に特異的な

抗T細胞レセプター抗体は種々作成されており、T細胞のレパートリーを

解析するための有用な道具として広く用いられている。本章で用いた抗V

β2抗体B20.6(136)、抗Vβ3抗体KJ 25(137)、抗Vβ11抗体RR 

3-15(138)は北海道大学伊藤博士より供与された。これらは培養上清のま

ま実験に用いた。

T G Fーβ産生量の解析

培養上清中のTGF一β量はプロメガ社の ELISAキットを用いて

測定した。
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結果

T細胞レセプターの解析

T細胞のクローンごとに異なり、その抗原特異性を決定するT細胞レ

セプターをVβ特異的抗体を用いて解析した。その結果6B 1 ;がVβ2を、

5 F 1がVβ2を、Uc友ぴUdがVβ3を発現していることが示された

(図6-1)。

T G Fーβの産生

経口免疫寛容において免疫応答を低下させる上で特に重要であるとの

報告のある TGF一βを測定した。表6-1に示すように、経口免疫寛容マ

ウス由来のT細胞クローン 6B 1、5F 1は抗原刺激により TGF一βを

産生する一方、コントロールマウス由来のT細胞クローン Uc、Udは検出

限界以下であった。
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図6-1. C D 8陽性T細胞クローンのT細胞レセプターの解析

なお6B ，はVβ2を発現していることが同様な解析で明らかとなった。
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表6-1. C D 8陽性T細胞クローンのTGF-s産生能の解析

Antigen 

681 

<16 

+ 64 

TGF-s produciton (pg/ml) 

from 

5F1 

<16 

49 

Uc 

<16 

<16 

Ud 

<16 

<16 

T細胞クローンを無血清培地中で抗原提示細胞の存在下抗原によっ

て刺激した。 24時間後のTGF一β量をELlSAにより測定した。
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考察

リンホカイン産生:経口免疫寛容誘導マウス由来CD8陽性T細胞クロ

ーンは TGF-βを産生する

樹立されたT細胞クローンはその元となるマウスの状態によって異な

った性質を持つものが得られた。すなわち経口免疫寛容を誘導したマウス

から樹立したクローンはTGF一βの産生が共通した性質として認められ

た。また、第2章で述べたように、IL-10を多量に産生するクローンは経口

免疫寛容誘導マウスからのみ得られた (図 6-2)。まずこれらの違いが持

つ生物学的な意義について考察してみたい。

T G F一βは強い免疫抑制活性を持つことが知られている。invitro 

において TGF一βがThl、Th 2の応答をともに抑えること、及びT

GF一β1を遺伝子破壊したマウスは出生直後に強い自己免疫反応によっ

て死んでしまうことが報告されている(71-73)。また、経口免疫寛容におい

ては WeinerらのグループがTGF一βの関与を報告している。まずラッ

トのモデルにおいては、抗原の経口投与によって抗原特異的な CD8陽性

T細胞が誘導され、その産生する TGF一βによって免疫応答を抑制する

ことが示されている(139・141)。また、マウスにおいては、経口免疫寛容を

誘導したマウス由来のCD4陽性T細胞クローンの特徴として抗原特異的

なTGFーβ産生があげられることを報告している(142)。本研究はマウス

においても TGF一β産生性のCD8陽性T細胞が誘導されることを初め

て示唆した結果といえる。

次に、|し10についてふれてみたし、。既に述べたように、|し10もまた

強い免疫応答阻害活性を持つことが知られ (39)、多量にIL-10を産生す
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。。。。
抗原

経口摂取

• 

f抗原特異的免疫抑制
¥.c 0 8陽性T細胞の誘導

一一一一.IL・10
TGF-β 

図6-2. 抗原の経口投与の影響

抗原を経口投与することによって全身の免疫応答は抗原特異的

に低下する一方、 CD8陽性T細胞の反応性は低下せず (文献

135)、かえって特殊な性質を持つT細胞サブセットが誘導され

ることが示峻された。
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るクローン 5F 1が経口免疫寛容誘導マウスより樹立されたことは、すで

に述べたTGF一β産生とならびCD8陽性T細胞が経口免疫寛容におい

て抑制作用を有するという古くからある仮説 (76)を支持するものである。

経口免疫寛容においてはCD4陽性T細胞全ての免疫応答が抑制される一

方 (1-6)、|し10の抑制作用には選択性があるため、抑制活性として|し10

のみでは全てを説明できなし、。しかし、本研究において経口免疫寛容誘導

時における IL-10の産生カず初めて示唆されたといえる。

これらの抑制性リンホカイン産生と経口免疫寛容との相闘を検討して

みたい。これまで経口免疫寛容においては、多量の抗原を摂取した場合に

は応答するCD4陽性T細胞の反応性自体がおちることにより、また少量

の抗原摂取においては能動的抑制によって免疫寛容状態がもたらされると

されてきたい43)。本研究においてはマウスは2週間のカゼイン食摂取期間

中に約29のカゼインを熊取する。これは非常に多量であり、実際加藤が

報告したように、 CD4陽性T細胞の応答が消失しており (135)、免疫

寛容状態を維持する抑制活性は不要である。しかし、 CD8陽性T細胞の

抑制作用が役割を果たす局面として 2つの可能性をあげたい。まずCD 4 

の応答性を失わせる過程にCD8陽性T細胞が関わっている可能性があげ

られる。最近、 IL-10がCD4楊性T細胞の不応答状態を誘導することが報

告されたこと(144)はこの仮説を支持する結果であろう。次に、一種のフェ

ールセーフ機備として働くことが考えられる。微生物感染により免疫寛容

が破られるとの報告があり (14)、それまで休止状態だったCD4陽性T

細胞が何らかの理由で活性化されたときCD8陽性T細胞の持つ抑制活性

が顕在化することが想像される。

CD8陽性T細胞クローンの抗原認識
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これら性質の異なる T細胞の由来を考えてみたし、。T細胞レセプター

を検討した結果から経口寛容誘導マウスより樹立された樹立されたクロー

ンはコントロールマウスより樹立されたものとは異なるクローンであるこ

とが明らかとなった。このことは、経口免疫寛容の誘導過程において特殊

なT細胞が選択され、活性化されることを示唆する。これは腸管より吸収

された抗原が最初にT細胞に認識される際に牌臓などの末梢系でなされる

抗原提示とは異なることによるものであると考えられた。 2章に結果を示

したように、コンジェニックマウスを用いた実験から、 bmlを抗原提示

細胞として用いた際のインターフエロン y産生は経口寛容誘導マウス由来

のクローンに共通してC57BL/6を用いた時より強い一方、コントロー

ルマウス由来のクローンは全く応答しなかった。腸管あるいは肝臓におけ

る抗原提示はこのような性質を持つペプチドMHC複合体によってなされ、

これにより TGF一β産生性のT細胞が選択された可能性がある。この場

合クラス Hで知られるように腸管においては特殊な立体得造を持ったMH

Cクラス|分子が存在する可能性、また提示されるペプチドが抗原提示の

起こる部位によって微妙に異なる可能性が考えられる。腸管の抗原提示細

胞によって抗原提示を受けたT細胞は抑制活性を持つようになるとの報告

(145)はこの仮説と一致するものである。

CD8陽性T細胞のCD4陽性T細胞とは異なる活性調節機構が存在

することが経口免疫寛容状態の免疫応答の解析によって篠認された。今後

さらに様々な局面における CD8陽性T細胞の役割が明らかとなってゆく

であろう。
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本研究においてはCD8陽性T細胞の特質をそのリンホカイン産生能

と位置づけ、その産生調節機構及び生物活性を解析してきた。CD8陽性

T細胞に共通する性質として|し10及びインターフエロンyの産生を観察

した。緒言でも述べたように、この2種のリンホカインが同ーの細胞から

産生されることはCD4陽性T細胞には認められない点であり、この意義

を考察してみたい。

lし10とインターフ工口ン yはCD4陽性T細胞の 2つのサブセット

が相互に抑制しあう際に重要な役割を担っているものと考えられている。

これらを同時に産生することはCD8陽性T細胞がCD4陽性T細胞の 2

種のサブセットとは異なる独自の役割を持ちうることを示唆する。CD8

陽性T細胞を免疫を抑制する機能を持つT細胞としてとらえるのが一つの

見方である。 CD8陽性T細胞クローンはへルパータイプのリンホカイン

である|しそや|し4を産生しないことがこの仮説の根拠の一つになってい

る。 IL-2や IL-4を生産せず消費するばかりのT細胞はこれらのリンホカイ

ンが他の細胞に働きかけて免疫応答を誘導することを抑制しうる。また、

|し10は過剰量の lし2、IL-4の存在下ではT細胞増殖を促進する活性を持つ

ため、IL-10を介して Th 1応答を抑制する上でこれらのリンホカインの不

在は重要な要素である可能性がある。さらに本論文ではふれなかったが、

樹立されたクローンはいずれも強い細胞傷害活性を有し、マクロファージ

等を除去することによって免疫応答を終息に向けることも考えられる。イ

ンターフヱ口ン y産生の|し4による増強効果がTh 2に対するフィードバ

ック調節に働きうるという仮説もこの延長上にある。

また他の見方として、本研究で示したように|し10はCD8陽性T細

胞が自己調節を行うために少量産生していることが考えられる。抗原の経
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口投与による免疫応答の変化を初代培養系で調べた実験から外来抗原特異

的CD8陽性T細胞はCD4陽性T細胞が反応性を失った状態において も

その反応性を維持することが.示されている (135)。通常CD8陽性T細

胞はCD4陽性T細胞が産生する様々なリ ンホカイ ン(活性化を促進する

IL-2やIL-4、また阻害する IL-10)によってその活性を調節されるとされて

いるが、抗原特異的なCD4陽性T細胞が不応答状態にあるときCD8陽

性T細胞自身による調節が重要となってく ることが予想されるo1L-10によ

って産生が自己調節されるイ ンターフエロンyの生物活性は、CD4陽性

T細胞が応答しない状態を考える場合Th 2に対する抑制効果よりもマク

ロファージの活性化等の炎症反応誘導が重要なものとなってくる。

筆者はこの中間の立場をとりたい。多くのCD8陽性T細胞クローン

においては多量のインターフエロンy産生に対し|し10の産生は典型的な

T h 2の十分の一以下である。この少量の IL-10はまず自身に影響を与え

自己調節に用いられ、まず細胞数を、そして次にインターフエロンy産生

を制御するものと考えられる。そしてこのインターフエロンyが外来抗原

を認識するCD8陽性T細胞がCD4陽性Th 2応答を抑制する際に用い

られる (図7-1(A))。その根拠としてあげられるのは、まずインターフ工

口ンyが有する Th 2に対する強い抑制活性と、本研究で明らかにされた

産生調節の二つの大きな特徴、即ち|し4による増強及び|し10に対する抵

抗性である。一般に Th 1は抗原に対する不応答状態に陥りやすいが、T

h 2は能動的抑制による活性調節が中心であるとされており、CD8陽性

T細胞が重要な役割を果たしている可能性がある。一方、少数の|し10高

産生性のCD8陽性T細胞においては、その顕著な性質として!し10を介

した免疫抑制活性が認められる。この細胞においては IL-10は他の細胞に

対する活性を主にとらえるべきものであろう (図7-1(B))。また経口免疫
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(A) IL-l0低産生性CD8陽性T細胞

IL-10 

\/一~Self 陀口U 副
CD8+ Tcell 一一一一IFN勺F一一一.. Inhibition of Th2陪 SDonses

j
/回一
/-
E
 (B) IL-l0高産生性CD8陽性T細胞

CD8+ Tcell Inhibition of -IL・10-一一事，
Th 1 responses 

図7-1. CD8陽性T細胞の産生するリンホカインの役割(モデル)

(A) IL-l0低産生性細胞においてはインターフエロン7を介してTh2

による免疫応答のフィードパッウ調節に関わる.IL-l0はこのインターフエ

ロンγ産生を調節するために産生する.

(日)IL-l0高産生性のCD8陽性T細胞は、 IL-l0の持つ強いTh 1抑

制活性によって炎症などの免疫応答の調節に関わる.

この他に抗原の経口投与によって誘導されるTGFーβ産生細胞はこれに

より免疫応答を負に制御することが考えられる.本論文ではIL-4非産生性

のCD8陽性T細胞のみ解析したが、この他にIL-4産生性の細胞群が存在

する.
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寛容マウス由来のクローンにおいて観察されたように、TGF-β産生性のク

ローンは TGF-βの持つ強い免疫抑制活性によって潜在的に免疫抑制活性

を持つことが考えられた。

最後にCD8陽性T細胞の今後の研究課題について考えてみたし、。本

研究においては外来抗原特異的なT細胞クローンを用いて主にリンホカイ

ンの影響について検討した。リンホカインは抗原特異性とは無関係にT細

胞に影響を友ぼすものである。しかし、ある T細胞が活性化されるために

は特異的な抗原を認識することが必要であり、これにより免疫応答の特異

性が決定され、またそのT細胞のその後の役割や運命が決定される。この

点については本研究で残された今後の課題である。この抗原認識について

の研究はクローンを用いる利点がもっともよく現れる分野であると考えら

れる。抗原ペプチドに部分置換を与えた場合、各々のクローンが、独立に制

御可能であるのみでなく(146)、ある単一のクローンにおける複数の細胞応

答のうち特定のものしか起こらない現象(部分的活性化と呼ばれる)が起

こることが知られ (105-106、図7-2)、免疫応答の抗原による調節を考え

る上で中心的課題となっている。本研究で樹立されたCD8陽性T細胞ク

ローンは抗原認識が各々異なっていることから、外来抗原特異的な CD8

陽性T細胞の抗原認識の多様性を明らかとする上で有用な材料となるであ

ろう。

また、近年CD8陽性T細胞も Tc 1、Tc 2と分類することが提唱

され、それぞれの細胞が分化成熟した後の活性調節機構のみでなく、互い

に影響を及ぼしあい分化する過程の解析に関心が集まっている。現在得ら

れている|し4産生性のTc 2タイプのクローンはヒトでライ病患者由来の

もの(147)、マウスで高濃度の|し4 とともにT細胞を刺激して樹立したも

の(35)が報告されている。IL-12やインターフ工口ンy等のリンホカイン、
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(A)活性化ペプチド

ー.活性化

(B)部分的活性化ペプチド

抗原提与φJ -.部分的活性化

(C)非活性化ペプチド

抗原提:? --惨活性化されない

図7-2. アナログペプチドを用いたT細胞応答の調節

T細胞を強く刺激する抗原ペプチドにより T細胞は様々な応答を同時に引

き起こす (A)。これに対し抗原認識ペプチドと異なったペプチドによって

はT細胞は活性化されない (C)。この中間の場合、 MHC・抗原複合体は

(A)と似た徳造をとり、 T細胞の部分的活性化が引き起こされる (B) • 

このとき複数のT細胞応答の肉、あるものは起こり他のものは起こらない。

目的にあったT細胞応答のみを選択的に誘導することができるようになれ

ば、免疫応答全体を調節することができる。

139 



ー司司圏r

またCD 8 0等の副刺激等が分化に関与することが報告されはじめており、

その詳細な条件及び誘導に関わる細胞群等が今後明らかになってゆくもの

と思われる。本研究で用いた|し10産生性のCD8陽性T細胞クローンの

正確な位置づけもなされていくであろう。またそうした一連の成果をふま

えて、 CD8陽性T細胞も含めた形での外来抗原に対する免疫応答調節機

搭の仕組みが解明がされ、末梢における不適切な免疫応答による様々な障

害の改善につながってゆくことを期待してやまない。
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[はじめにl

免疫系はすべての物質を自己非自己に分けて認識している。この認識

は非常に合目的的に柔軟性を持ってなされることが知られており、これに

より例えば非自己である食品成分等に対する免疫応答は通常の場合抑えら

れている。この調節がうまく行かない場合アレルギーや自己免疫病などを

発症することになる。そこで本研究においては、免疫応答を調節するため

の基礎的知見を得ることを目的とし、外来抗原特異的な CD8陽性T細胞

に着目した。CD8陽性T細胞は通常癌抗原やウィルス等の内在性抗原に

対する免疫応答を司るが、外来抗原を認識する細胞も存在しており近年そ

の役割が注目を浴びている。しかしその性質、活性調節機構等はまだまだ

未解明の点が多い。そこで、牛乳中の代表的アレルゲンである a5'カゼイ

ンに対する CD8陽性T細胞クローンを樹立し、リンホカイン産生及び増

殖調節機構の解析を行い、 CD4陽性T細胞群とは異なる CD 8陽性T細

胞群独自の役割解明をめざした。

[a 5'-カゼイン特異的CD8陽性T細胞クローンの樹立]

近年患者数の矯加や乳幼児における深刻性が問題となっている食品ア

レルギーは、通常は有効に機能する食品由来ペプチドに対する免疫応答を

抑制する仕組み(経口免疫寛容)が働かないことが原因である。CD8陽

性T細胞は経口免疫寛容において免疫応答を抑制することが示唆されてき

た細胞群であるが、頻度の低さが障害となりこれまで解析がなされてこな

かった。そこで、経口免疫寛容を誘導したマウス及びコントロールのマウ

スから CD8陽性T細胞クローンを樹立した。各グループ2種ずつ得られ

たクローンは多くの点で共通の性質を有していた。まず、いずれもクラス
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|分子の一種Kb分子に拘束され、a51ーカゼイ ンの 142-149領域を認識し

た。また、リンホカイン産生パターンを解析した結果、いずれもインタ ー

フエロンy及び|し10を産生することが示された。そこで経口免疫寛容誘

導時における CD8陽性T細胞の役割については後に考察することと し、

まず外来抗原特異的なCD8陽性T細胞の性質を明らかにするために、こ

の2つのリンホカインに着目した。

[1し10による CD8陽性T細胞応答の調節:IL-10による増殖の自律的制

御]

まずCD8陽性T細胞の増殖に対する|し10の効果を検討した。その

結果、CD8陽性T細胞クローンの増殖応答は IL-10によって強く抑制さ

れることが認められた。その抑制効果は既に報告のある CD4陽性Th 1 

に対する抑制作用と同等の強さであった。次にCD8陽性T細胞クローン

が産生する IL-10がこれらの細胞自身に与える影響を IL-10に対する中和

抗体を用いて解析した。その結果、いずれの細胞も|し10を産生すること

によって自らの増殖を培養後期において抑制していることが明らかとな っ

た。この|し10による増殖自己抑制効果はCD4陽性T細胞クローンにお

いては観察されず、 CD8陽性T細胞に特異的な現象であることが示峻さ

れた。培養開始24時間後に加えた抗 IL-10抗体は内在性|し10の効果を

中和せず、内在性 IL-10の標的となる分子の特異な性質が推測された。ま

た、抗 IL-10抗体の有無によって至適抗原濃度が変化することが認められ、

この自己調節が至適抗原濃度を決定する一因であることが示唆された。

[1し10の増殖抑制機構の解析l

lし10による T細胞増殖抑制機構を CD4陽性T細胞を用いて解析し
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た。まず様々な抗原特異性を持つCD4陽性T細胞クローンの増殖に対す

る!し10の効果を検討したところ、Th 1クローンの増殖を強く抑制した

のに対し、液性免疫を誘導するCD4陽性Th 2クローンの増殖応答は全

く抑制しなかった。このことから|し10による T細胞増殖抑制には選択性

が存在することが明らかとなった。次に IL-10の増殖抑制機構について解

析したo1L-10とともに抗原提示細胞を前培養することによってその後の増

殖が有意に低下することが示され、!し10はまず抗原提示細胞に作用して間

接的にT細胞増殖を抑制しうることが示された。さらに、この抗原提示細

胞に対する効果は、抗原提示細胞の織能を阻害することによるものである

ことが示唆された。抗原提示細胞がT細胞の活性化において果たす役割と

して抗原刺激友びその他の副刺激と呼ばれる二つの機能力f知られるが、こ

のうち副刺激を抑制することによって!し10が作用していることが示され

た。lし10はこの機構によってC0 8陽性T細胞の増殖をも抑制しているも

のと考えられた。

[1し10によるインターフ工口ンy産生の自律的抑制調節l

既に述べたように内在性 IL-10による増殖抑制は培養開始 3-4日後に

はじめて認められた。一般にT細胞の持つ機能の多くは産生されるリンホ

カインの活性によるものが多く、またリンホカインは刺激後数時間から産

生される。そこで内在性 |し10がリンホカイン産生をも抑制しているかど

うかをインターフエロンyの産生量を測定することによって検討した。ま

ず外から添加した IL-10がCD8陽性T細胞クローンのインターフエロン

y産生を抑制するかどうかを検討した。その結果、 IL-10によってインター

フエロンy産生が有意に低下することが示された。次に培養開始時に抗

IL-10抗体を加えたところ、インターフエロンy産生が増加することが認め



られた。この効果は有意な増殖応答が認められる以前の培養開始 12時間

後から認められた。刺激特異性を調べた実験より、この際の |し10の抑制

機梅に抗原提示細胞が関与していることが示唆された。また、過剰の|し2、

比4 によりインターフ工口ンy産生量が増加することが認められたが、 抗

IL-10抗体による増強効果は|し2、IL-4の存在下においても認められた。

[1し4によるインターフエロンyの産生調節]

CD8陽性T細胞のインターフ工ロン y産生は IL-4の添加によって増

加することが示唆されたが、これまでCD4陽性T細胞に関する研究から、

比4 はむしろインターフ工口ンyの産生を抑制すると考えられてきた。そ

こでこの点がCD8陽性T細胞の特徴であると考えさらに検討した。まず

IL-4レセプターの発現を調べたところ、CD8陽性T細胞クローンはいず

れも無刺激時においても|し4レセプターを発現していることが明らかとな

った。次に|し4のインターフエロンy産生に対する効果を検討した。その

結果、 IL-4はT細胞に直後作用することにより、CD8陽性T細胞クロー

ンのインターフエロンy産生を促進することが示された。一方CD4陽性

T細胞クローンのインターフエロンy産生は|し4の影響を受けなかった。

さらに、IL-4は未分化の細胞をインターフエロンy産生性の細胞に成熟さ

せること、新たに分化したこれらの細胞のインターフ工ロンy産生をも増

加させることが示された。これらの結果から|し4がCD8陽性T細胞のイ

ンターフエロンy産生を強めうることカf示された。インターフ工口ンyは

IL-4を産生する Th 2の機能を抑制する強い活性があることから、 CD8

陽性T細胞の産生するインターフエロンyはTh 2のフィードパック調節

に関わることが推測された。



[経口免疫寛容誘導下における CD8陽性T細胞の性質]

免疫応答が低下した状態の一例として、経口免疫状態に着目した。経

口免疫寛容誘導下における CD8陽性T細胞の役割を検討するために、樹

立されたクローンの性質を二群問で詳細に比較した。まず、T細胞レセプ

ターを検討したところ、これらは異なったT細胞レセプターを有している

ことが明らかとなった。この違いを反映して、それぞれのクローンは変異

型リガンドに対する応答性が異なっており、ある種の変異型リガンドは経

口免疫寛容誘導マウス由来のクローンのみを強く活性化することが観察さ

れた。このことから、経口免疫寛容の誘導により、特異的なT細胞レパー

トリーが選択的に活性化されている可能性が示唆された。また、 TG F-

βの産生霊を測定したところ、経口免疫寛容誘導マウス由来のクローンの

特徴として高いTGF一β産生が認められた。TG F-βは強い免疫抑制活

性を持つことから、経口免疫寛容誘導下のCD8陽性T細胞は通常の状態

のCD8陽性T細胞に比べ強い免疫抑制活性を有する可能性が示唆された。

[おわりにl

本研究によって外来抗原特異的なCD8陽性T細胞独自の活性調節機

摘が明らかとなった。 リンホカインは多機能性であるため産生される状

況・調節機構が重要であり、逆にこれらのことから産生細胞の役割を推測

することができる。多くのCD8陽性T細胞クローンは少量の|し10を産

生することによって自らの増殖とインターフエロンy産生を調節している

ことが示唆された。こうして調節されるインターフ工口ンyの活性がCD

B陽性T細胞の重要な役割を担うものと考えられる。筆者はCD8陽性T

細胞がインターフ工口ンyを産生することにより Th 2による免疫応答の

フィードパック調節を行う役割を持ち、インターフ工口ンy産生を自己調
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節するために lし10を少量産生するというモデルを提唱したい。インター

フエロンyはCD8陽性T細胞より多量に産生され、またTh 2に対する

抑制活性を持つ。さらに本研究で示したように、CD8陽性T細胞のイン

ターフ工口ンy産生は Th 2の生産物である|し4により増強され、また他

のTh 2産物である IL-10の抑制作用を CD4陽性Th 1に比べ受けづら

いからである。また、これとは別に少数の|し10高産生性のCD8陽性T

細胞及び経口免疫寛容誘導下でのTG F-β産生性CD8陽性T細胞も、外

来抗原に対する免疫応答を抑制する活性を持つものと考える。これら CD

8陽性T細胞をも視野に入れた外来抗原に対する免疫応答調節機構の解明

により将来のアレルギ一等の疾患治療への応用を期待したし、。
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