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略号

Ag:旦nl也en. 抗原
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FACS･Eruorescence-旦Ctivated⊆ell旦orter, 蛍光細胞分離装置
FCS:Eetaf⊆alf旦erum, ウシ胎児血清

FITC‥EIuorescerniso!hio⊆yanate･フルオ肘 ンイソチオシアネート(蛍光色素)

GM-CSF=GranuFocyte坦acrophage-⊆olony旦timulatingFactor.
符粒球マクロファう■-コロニー刺激因子

HEL_出en皇ggWhitetysozyme,ニワトリ卵白アルフ･ミン

HPLC:也.ghEerformanceとigu.d⊆hromatography, 高性能液体クロマけ ラフイー
IFN:interieron,インターフェロン

Jg:immunog.lobuHn, 免疫ク■ロブ■リン

IL:interleukin･インターロイキン(免疫系に作用する液性因子の総称)

KLH:旦eyholetympettiemocyanln, 加力◆イのヘモシアニン

β-LG:Bjacto旦lobulin,β-ラクトク'ロ7°リン

LPS･とipo臣OIy蔓aCCharide,リホ●ホ●リサッカライト･

mAb:坦OnOCJonaI旦ntibody,モノクロ-ナル抗体

MHC:JgajorBistocompat.biT.tyGene⊆omplex, 主要組織適合遺伝子複合体

NMS:世ormalMouseSerum.正常マウス血清

PCR:旦olymeraseChainReactlOn,ホ●リメラーセ■チェインリアクション

PE:旦hyco旦rylhrin.フイコエリ1'))(蛍光色素)

SDS:旦odium旦odecyl旦ulfate,ドデシル硫酸ナトリュウム

TCR:r⊆ellBeceptor, T細胞抗原仙フ●クー

TGF:Transformlng旦rowthfactor,トランスフォーミンクーク･n-スファクター
TNF_Tumor世ecrosisfactor.腰痛壊死因子

Thl:I凸eFperceHtypel,タ17'1ヘル八〇一T細胞

Th2:Ibelpercerltype呈.タ17.2ヘルハ〇一T細胞
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第 1章 緒論

30年前に "食品アレルギー"についてその重要性を理解 していた

のは一部の専門家に限られていたであろう｡それが今や､この食品ア

レルギーを含めア トピー性皮膚炎､花粉症､ダニアレルギ-､アレル

ギー性鼻炎など､アレルギー性疾患に周する様々な話題が新聞やテレ

ビといったマスメディアにも大きく取り上げられるようになってきた｡

アレルギー性疾患で悩む人が増えてきたことが原因であろう｡

人間は元来､ウイルスやバクテリアといった生体にとっての異物 を

排除する機構 を有 しており､免疫系と呼ばれている｡この免疫系が過

剰な反応を起 こしてしまうのがアレルギーである｡アレルギーがここ

30年来増えてきた原因の一つとして､人口の都市への一極集中がも

たらした深刻な大気汚染が挙げられている (1)｡工場や車からの排

煙によって､免疫系が過剰に活性化されてしまうためと言われている｡

これを示す良い例として､近くに杉林 を持つ山村の人々より､都会に

住む人々の方が花粉症にかかっている割合が高いことが挙げられる｡

そのほかの原因として､特に食品アレルギーにおいては食生活の変化

を､またダニアレルギーにおいては住宅環境の変化が挙げられている｡

視点を変えてみるとアレルギー性疾患は､急激に発展 した文明社会に

人類自体が遅れをとったため起 きた一種の文明病であると捉える事も

出来る｡

l "アレルギーを科学的に予防あるいは治療することができないであ

ろうか｡"我々の研究の出発点である｡これらのアレルギー症掛 ま原

因物質であるアレルゲンによって引き起こされる事が知 られている｡

特に､育児用粉乳によっておこる乳幼児の牛乳アレルギーの場合､ア

レルゲンとして牛乳中の蛋白質であるカゼインやラク トグロブリンが

挙げられている (2)｡このような牛乳アレルギー乳幼児に対する治

療法として現在最も効果的な方法は､原因アレルゲンを食事の中から

全て除去する食事療法である (3)｡そのためこのような乳幼児は主

- 1=:-I:=･:-=書∴ 二∴ 二 ::II_-i∴ ∴ =;I-_:-_::I:-::-:I-:二~1-:-_I

者も少なくはなく､このような場合何から栄養を取ればよいのかは深
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刻な問題である｡

食品アレルギーは経口的に摂取された食品が過度の免疫反応を誘起

してしまうために起こる疾病である｡健常人においては食品アレルギ

~にならないためのいくつかのシステムが備わっている｡中でも､こ

れから述べる経口寛容現象は中′L的な役割を果たしているとされてい

る｡食品中に存在する蛋白質は極僅かではあるが腸管からそのままの

形で捌 文される事が知られている｡このような蛋白質は当然のことな

がら生体にとっては異物であるoしかしながらこういった投与方法に

よっては通常の免疫反応は起こらず､特異抗体価もその抗原を腹腔に

アジュバントと共に免疫 した場合と比較すると極めて低い｡またこの

ように抗原をあらかじめ経口的に投与 しておくとその後のアジュバン

ト免疫による抗体価の上昇が著 しく抑えられるという現象が多 くの研

究者によって報告されている (4)｡このような経口寛容が全 く観察

されないマウスのス トレイン (C3H/HeJ)が兄いだされており

(5)､ヒトにおいても食品アレルギーの発症が遺伝的に制御されて

いることが推察される｡

この経口免疫寛容の成立は基本的には自己免疫寛容の成立機構と類

似していると思われるoこの自己免疫寛容とは =免疫系は非自己成分

であるウイルスやバクテリアに対して攻撃しこれを排除するが､自己

成分に対しては免疫応答は起こさず免疫寛容状態になっている"とい

うBumetの言葉に代表され (6)､免疫システムの中で最も重要な特

性である｡自己免疫寛容は基礎免疫学における最重要課題であり､精

力的に研究が行われ､ トランスジェニックマウスを用いた最新の数多

くの研究から､自己成分に対する免疫細胞 (T細胞とB細胞)は発生

の初期には存在するが､胸腺などにおける教育により消失するかある

いは不応答化することが明らかにされた (7-10)0

この自己寛容が破綻して起きる疾病が自己免疫疾患であり､通常は

反応してはならない自己成分に対して免疫系が異常な応答を示 してし

まうために発症する｡悪性関節 リウマチ､重症筋無力症､多発性硬化

症､全身性エリテマ トーデスなどがあげられており (11)､国の難

病に指定されている.確かに､自己寛容と経口寛容は基本的には類似

したシステムであるが､経口寛容は食べ物により後天的に寛容が誘導
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できるという特性がある｡そこでこの経口寛容現象を自己免疫疾患の

治療に応用するために､実験動物モデルを用いて研究が進められてい

る (12-14).最近､ハーバード大学のWejnerらはこの経口寛容

現象を用いた多発性硬化症の治療を試みており満足のいく結果を得て

いる (私信)｡そして彼らはこの経口寛容の維持に抑制T細胞と呼ば

れる調節性細胞が重要な役割を担っている事を示している (15)0

この抑制T細胞は､免疫反応を抑制する細胞としてここ20年来大

変注目を集めている細胞集団である｡この細胞の発見は1970-7

1年に行われたGershon&Kondoの実験に遡る (16-17)｡彼 ら

は､マウスにおける高濃度のヒツジ赤血球に対するトレランスの誘導

がT細胞の存在に依存する事を見出した｡引き続き行われた実験にお

いて､そのような低応答状態は､ トレランスに入ったT細胞により､

同系マウスに移入出来ることを示し､このような調節性T細胞のこと

を抑制T細胞と名付けた｡以後精力的に研究が行われ､抑制T細胞は

各種の トレランス状態 (高濃度 トレランス､低濃度 トレランス､経口

トレランス)及び低応答状態の維持に貢献している事が明らかとなっ

た (18)｡また､抑制T細胞によって抑制される免疫反応は抗体産

生応答､遅延型過敏症反応､移植片拒絶反応 (臓器移植の際にみられ

る拒絶反応)など非常に多岐に及んでいる事も示されている.さらに

興味深いことに､ガン患者においては抑制T細胞の機能昂進が観察さ

れており､これにより､ガン細胞に対する免疫応答が起こりにくくな

り､結果としてガンの増殖をもたらしてしまうことが観察されている

(19)｡この場合は､抑制T細胞の働きを特異的に抑える事が肝要

であると思われる｡逆に､食品アレルギー患者においては抑制T細胞

の機能低下あるいは細胞数の減少が観察されており､これがアレルギ

ー症状の悪化に拍車を掛 ナていると言われている (1)0本研究の最

終目標はこの抑制T細胞を用いた食品アレルギーの治療である｡

一般にこのアレルギ-反応は4つのタイプに類別されている｡ l型

アレルギーは､アレルゲンがマスト細胞上の JgE抗体に結合 し､こ

れによってマス ト細胞から種々のケミカルメディエーターが放出する

ことによって起こる｡J僅 アレルギーは､自己の細胞の特定の抗原 (赤

血球抗原など)に対 して産生された抗体によって自分自身の細胞が傷
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害されてしまう反応である｡これは自己免疫性のアレルギー疾患の場

合によくみられる｡‖型アレルギーは､抗原と抗体の凝集体が基底膜

などに沈着することによって起こる炎症反応である｡この3つの反応

は特異抗体を仲介 とする液性免疫反応である｡lV型アレルギーは､ア

レルゲンによって感作されたTリンパ球が種々のサイトカインを産生

することによって起こる細胞性免疫反応である｡これら4つのアレル

ギー反応全てが食品アレルギーの発症に関与 していると考えられてい

る (2)｡特に､牛乳アレルギーにおいては､ l型アレルギー反応が

重要な役割を果たしているとされている (3)｡4つのアレルギー反

応に共通していることは､生体内に侵入してきたアレルゲンによる特

異的T細胞の活性化反応がその後の反応の引き金となる点である｡そ

のため抑制T細胞によってこの引き金となるヘルパーT細胞の活性化
を抑える事ができたならば､全てのアレルギー反応を抑えることがで

き､結果的に様々なアレルギー症状の発現を食い止められるものと思

われる｡

抑制T細胞の性質についてこれまでに明らかになっている点を述べ

てみることにする｡一般的に､T細胞はその表面抗原によって大きく

2つのタイプに分類される｡CD4+T細胞とCD8+T細胞である｡

最近人類に恐怖を与えているA旧Sウイルスが感染するのはヒトのCD

4+T細胞であり､このCD4十T細胞画分中には免疫系を促進的に制

御するヘルパーT細胞が含まれているため､A旧SによりCD4+T細

胞が傷害を受けると重篤な免疫不全状態になる｡食品アレルギーの発

症に関与しているのもこのCD4+T細胞であるとされている｡もう一

方のCD8+T細胞画分中にはウイルスなどに感染した細胞を傷害する

キラーT細胞や免疫系を抑制的に制御する抑制T細胞などが含まれて

いることが知られている｡T細胞の機能と表面抗原を結び付けたこの

分類にはいくつかの例タけ 'あることが報告されているが､大半の細脂

がこれに準拠すると現在考えられている｡

これらのT細胞サブセットの機能に関する細胞生物学的な研究はい

くつかのステップを踏んで行われる｡まず機能的なT細胞を含む免疫

担当器官そのものに何らかの免疫活性があるかどうかを模索する｡そ

してその中に含まれるT細胞サブセットをそのCD抗原によって分離
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し､これらに活性があるかどうかを検討する｡抑制T細胞の研究にお

いてこのレベルまでの仕事は実に精力的に行われてきた｡その結果､

抑制T細胞を多く含むCD8+T細胞は IgGや fgEといった抗体産

生応答だけではなく､IV型アレルギーに関連した遅延型過敏症反応やH

型アレルギーに関与する臓器移植の際の拒絶反応など広範囲にわたる

免疫反応を効果的に抑制する事が示された｡

しかしながら､前述 したようにこのCD8+T細胞は均一な細胞集

団ではない｡キラーT細胞や抑制T細胞など複数の機能的細胞集団を

含んでいるため抑制T細胞のみを分離することが望まれた｡そのため

抑制T細胞に固有の表面抗原を捜す努力が積み重ねられた｡東京大学

の多田らが発見した l-J分子はこの一つの候補であり (20)､こ
の分子のクローニングが急がれている｡その他ヒトの系において､C

Dl1bと呼ばれる細胞表面抗原によってキラーT細胞と抑制T細胞

が識別出来るとする報告もあるが (21)､未だに確固とした抑制T

細胞マーカーは得られていない｡

一般的にT細胞は株化T細胞として継代培養が可能であり､ヘルパ

ーT細胞やキラーT細胞についてはこの株化細胞を用いてかなり詳細

に解析が行われ､その機能の全貌がほとんど明らかになっている｡抑

制T細胞は残念ながら継代培養が非常に難しく､安定な株化抑制T細

胞は一つとして得られていなかったため､他のT細胞サブセットに比

べ抑制T細胞の研究はかなり立ち遅れている｡そのためか一部にはこ

の抑制T細胞の存在すらも疑い始める声もある｡筆者はこれまでに得

られた莫大な数の研究結果より､疑いもなく免疫抑制活性を有するT

細胞集団が存在していることを確信している｡しかしながら､抑制T

細胞がキラーT細胞とは全く異なる独立した細胞集団であるかどうか

については未だに最終的な結論は得られていない｡現時点で著者は何

らかの免疫抑制活性 (本論文中においては､T細胞増殖応答あるいは

B細胞による抗体産生応答に対する免疫抑制活性を指標にした｡)香

有する細胞は全て抑制T細胞であると定義しており､仮にこの細胞が

ある環境化においてキラー活性あるいはヘルパー活性を有していても､

抑制活性を持つ以上は抑制T細胞として分類可能であると理解 してい

る｡従ってこのような細胞を以下本論文では抑制T細胞と記述した｡
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次にこの抑制T細胞における抗原認識および抑制機構について触れ

てみたい｡

一般に､T細胞の抗原認識において､自己の持つMHC (主要組織

適合抗原複合体)分子が重要な役割を果たしていることが明らかとなっ

ている｡抗原は抗原提示細胞に取り込まれある程度断片化された後､

このMHC分子に結合し抗原提示細胞の細胞表面に提示される｡この

際､CD4+ヘルパーT細胞においてはMHCクラス‖抗原と共に提示

されたペプチド断片を､またCD8+キラーT細胞においてはMHCク

ラス 1抗原と共に提示されたペプチド断片を認識する事が明らかとなっ

ている.これはクラス l/I)子がcD8分子とまたクラス IJ分子がC

D4分子と親和性を持つことに由来すると考えられている｡さらに､

ヘルパーT細胞は外来の抗原を主に認識するのに対して､キラーT細

胞は主に自己の細胞によって生成された内在性抗原 (感染したウイル

スの抗原など)を認識することが示されている｡このことは抗原の処

理方法とMHC分子の細胞内輸送とに密接な関係があるためと考えら

れている｡

抑制T細胞もヘルパーT細胞やキラーT細胞と同様に抗原によって

特異的に誘導される事が知られている (22-24)｡それでは抑制

T細胞はどのように抗原を認識 しているのであろうか｡これまでに､

抑制T細胞は主に可溶性の外来抗原によって特異的に誘導されること

が示唆されている (18)｡また､数少ないクローン化 T細胞を用い

た解析から抑制T細胞はこのような可溶性抗原をクラスH抗原拘束的に

認識している事が示唆されている (25-26)｡これまでに得られ

たほとんどの抑制T細胞は通常のT細胞レセプターを有 しており (2

7-28)､細かい機構は明らかではないがヘルパーT細胞と類似の

形態で抗原を認識していると推察される｡また一方で一般的なCD8+キ

ラーT細胞は内在性抗原をクラス l拘束的に認識 している事が分子論

的にも明らかにされているため､CD8+抑制T細胞が可溶性抗原を認

識するためには通常のT細胞レセプターとは異なった機能分子を用い

ているのではないかとも考えられている (29-31)0

それでは抑制T細胞はどういった機構により免疫応答を抑制してい

るのであろうか｡二通りの機構が考えられる (18)｡一つは表面杭

6



原などを介 した細胞間相互作用により免疫応答を抑制しているとする

モデルである.現象としての報告は数多く提出されているが､その解

析の難しさから研究は分子レベルまでには至っていない｡もう一つは､

液性因子による免疫抑制である○抑制T細胞の培養上清が免疫抑制活

性を有していることが数多く報告されてきた｡そのため免疫学者らは､

先を急いでこの免疫抑制因子の同定を試みた｡多くの場合は､このよ

うな抑制因子を大量に産生する抑制T細胞ハイブリドーマの培養上清

から､生物活性を指標にして分離精製が行われた｡残念ながらこのよ

うなハイブリドーマは概 して性質がかなり不安定であり､免疫抑制因

子の同定には至らなかった｡

この抑制T細胞に限らず､ヘルパーT細胞やキラーT細胞において

も少量ながら免疫抑制活性を有するリンホカインを産生 していること

が知られている｡もっとも､通常は過剰のヘルパーリンホカインのた

めに､それらの培養上清に抑制活性が積出されるケースはほとんどな

い｡これら免疫抑制活性を有するリンホカインとしてγ-インターフェ

ロン (32)､トランスフォーミンググロースファクターーβ (33)､

腫癌壊死因子 (TNF) (34)などが挙げられている｡ごくまれに､

強い免疫抑制活性を有するCD4+T細胞クローンが分離されることが

あるが､何らかの影響によりこれらの抑制性 リンホカインが多量に産

生されたためであると考えられるoCD8十抑制T細胞においても同様

にこれらの抑制性リンホカインが免疫抑制を担っていることが考えら

れるが､抑制T細胞のリンホカイン産生については現在のところほと

んど分かっていない｡

これまでに述べてきた抑制T細胞に関する研究は1970年から1980

年代の前半に集中して行われたものであり､現在は次に挙げる問題点

によりその解析は進展していない｡ [1]安定な抑制T細胞株を得る

ことが難しい点｡ [2]その抑制機構を担う機能分子が同定されてい

ない点｡ [3]その抗原認識が不明な点Oこの問題点も含め､抑制T

細胞に関して行われた代表的な研究を年代順に列挙してみた (表卜1)0
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表1-1 抑制T細胞研究の流れ

年代 事象

1970 Gershon&Kondoによる抑制T細胞の発見

1971 抑制T細胞によるIgE応答の抑制

1973 抑制T細胞による免疫抑制因子の産生

1974 各種の トレランスにおける抑制T細胞の関与

1976 担癌状態における抑制T細胞の関与

1977 CD8+抑制T細胞の証明

1978 抑制T細胞エピトープの発見

1979 抑制T細胞サーキットの解明

1979 抑制T細胞ハイブリドーマの分離

1981 CD8+抑制T細胞クローンの分離

1981 コントラ抑制T細胞の発見

1983 CD4+抑制T細胞クローンの分離

1986 ライ病患者からの抑制T細胞株の分離

1987 ヘルパーT細胞による免疫抑制の可能性

1989 CD8+キラーT細胞による免疫抑制の可能性

1989 経口寛容現象における抑制T細胞の役割

現在の問題点

[1]安定な抑制T細胞株を得ることがかなり難しいこと

[2]その抑制機構を担う機能分子が同定されていないこと

[3]抑制T細胞の抗原認識機構が不明である点
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このような研究の歴史的背景のもとで､抑制T細胞の食品アレルギ

ーへの応用を考える際､まず抑制T細胞の基本的な性質を明らかにす

ることが先決であると思われたoそのため食品アレルギーはヒトの疾

患ではあるが､本研究の開始にあたり詳細な解析が可能であるマウス

の系を採用したo抑制T細胞を誘導する抗原としては､将来的な食品

アレルギーへの応用を鑑みウシαsl一カゼインを用いた｡このαS1

-カゼインは牛乳中の総蛋白質の35%を占める主要な蛋白質である

が､乳幼児の牛乳アレルギーにおいては主要なアレルゲンであること

が示されている (2)｡当研究室青木 らの研究によると､C57BL/6マウス

は他の系統のマウスと比較するこのαSト カゼインに対する免疫応答

が低い事が示されている (56)oこのため､C57BL/6マウスにおいて､

この抗原に対する抑制T細胞が誘導されていることが予想される｡さ

らにこのような抑制T細胞は特異抗原の免疫により増加することが挙

げられているため (18)､本研究においてはカゼインの免疫により

C57BL/67)ス中に誘導されるCD8+抑制T細胞をモデル系に設定した.

そして (1)抑制T細胞はどのようにして抗原を認識し誘導されるの

か､さらには (2)これらの抑制T細胞が抑制作用を示す際の機能分

子は何なのか､の以上2点に的をしぼり､株化T細胞およびポリクロ

ーナルT細胞を用いて解析を進めた｡

抑制T細胞の免疫抑制活性を感度よく根知するためには､適切なアッ

セイ系を開発することが必要であるo先に述べた様に､抑制T細胞が

すべてのアレルギー症状を抑えるには､ヘルパーT細胞の活性化を阻

害しなければならないと思われるOこのヘルパーT細胞の活性化反応

は棟化ヘルパーT細胞を用いると簡便に測定する事が出来る｡そこで

第2章においてαSト カゼインに特異的なCD4+ヘルパーT細胞クロ

ーンの樹立を行ったoそして＼このヘルパーT細胞クローンの増殖応

答を抑制する細胞を抑制T細胞とし､このスクリーニング系を用いて

αSト カゼインに特異的なCD8十抑制T細胞クローン13G2細胞を

得ることに成功した｡さらにこの細胞株の培養上清中にヘルパ ーT細

胞の増殖を抑制する免疫抑制因子が産生されていることが兄いだされ

た (第 3章)｡この物質は以後の解析により､ヘルパーT細胞が産生

する抑制性のリンホカインであるインターロイキンー10であること
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が明らかとなっている (57)oこれら株化細胞である13G2細胞

で得られた情幸的増 遍性を持つか否かは極めて重要な問題である.そ

こで､抑制T細胞を多く含んでいる免疫したリンパ節のCD8+T細胞

画分を用いて抑制T細胞の抗原認識およびリンホカイン産生について

紛 吉的な解析を行ったoその結果 13G2と類似したCD8+抑制T細

胞がこのリンパ節中に相当数存在していることが示された｡ (第4章)0

また今回の研究によって､αS1-カゼインを免疫したマウスより自

己成分に反応性を有するCD8+T細胞クローンを樹立することができ

たoこの細胞も免疫抑制活性を有しており､新しいタイプの抑制T細

胞である可能性が高い (第5章)oこのように牛乳アレルゲンである

αs1~カゼインに低応答性であるC57BL/6マウスには様々な種類の抑制

T細胞が誘導されており､これらにより免疫応答が抑えられているこ

とが示唆された｡
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第2章 αsl一灯 インに特異的なヘルハ8-T細胞クローンの樹立とその性質

序

抑制T細胞の免疫抑制活性を検定する系として､CD4+ヘルパー

T細胞クローンを用いるに当たり､この細胞の応答性 を熟知 しておく

必要がある｡T細胞クローンを用いた多くの研究から抗原特異的にT

細胞を刺激するには特異抗原を提示 した抗原提示細胞が必要不可欠で

ある事が確かに示されている｡抗原のみによって刺激 されるB細胞 と

は全く異なる点である｡これはT細胞の抗原認識分子であるT細胞 レ

セプターが抗原提示細胞上に表現された自己のMHC分子 と共に抗原
を認識 していることに由来する｡外来の抗原である食品アレルゲンは

MHCクラスIl分子と共に抗原提示細胞の細胞表面に提示される (これ
はクラスH分子に拘束的な抗原の提示と呼ばれている)｡通常､蛋白質

抗原は特定の3次構造 を取っているケースが多いため､このままの状

況ではMHC分子に結合することは困難である｡そのため､抗原提示

細胞に取り込まれたこれらの抗原は酵素作用などによって部分的に分

解された後､その抗原由来のペプチ ド断片がMHC分子の表面に張り

付く様にして提示され､これがT細胞を活性化する (58)｡一方で､
安定な3次構造を取りにくい一部の蛋白質抗原においては抗原処理 を

うけずに､そのままの状態で提示されているケースも報告されている

(59-61)｡いずれにせよ抗原を提示 したMHC分子 とT細胞 レ

セプターが結合することにより､T細胞の内部に刺激が伝達される｡

T細胞が生理的な応答を示すためには､このT細胞レセプターを介

した抗原刺激のほかに､T細胞表面のその他の細胞接着因子を介 した

追加的な刺激が必要 であるとされている｡これらは共時的刺激 (

CostimulatorySignal)と総称 され､活性化 した抗原提示細胞上の蛋白
質分子などにより刺激が伝達されると考えられている｡このように し

て活性化されたヘルパーT細胞は種々のリンホカインを産生すること

によりT細胞やB細胞の増殖や分化といった一連の免疫応答を促進的
に制御する事が示されている｡

このようなヘルパーT細胞の働きを抑制する事ができたならばその
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後の免疫応答 (アレルギー反応など)を抑制することが可能になると

考えられる｡そこで､本章においてはαsl一カセ～インに特異的なヘルハ〇一T細
胞クローンの樹立を行い､これらのT細胞クローンの抗原認識あるいは応

答性について検討を行った｡この細胞株は抑制T細胞のスクリーニン

グのための有効な実験系を提供するだけでなく､この細胞株で得られ

た基礎データはその後の抑制T細胞クローンの解析においても貢献す

るものと期待される｡
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実験材料 と方法

勤勉
マウスが免疫学研究においてかくも多く用いられるのはそのとり扱い

易さもさることながら､主要組織適合抗原 (MHC)遺伝子にリンク

した多 くの近交系マウスが存在する点にある｡そこで今回はH-2ハ

プロタイプの異 なるC57BL/6(H-2b)､C3H/He(H-2k)､BALB/C(H-2d)

(チャールズリバージャパンより購入)および種々のH-2コンジェ

ニックマウス (東大免疫学教室より供与)を実験に用いた｡これらの

H-2遺伝子座を表2-1に示 した｡クラス l遺伝子産物はKおよびD分

子であり､クラス Il遺伝子産物は 1-Aおよび l- E分子である｡

なおC57BL/6などにおいては l-E分子は発現 されていない｡また

B6.C-H-2tm12(bm12)はクラス Ll分子に突然変異を起こした変異マ

ウスである｡

表2-1 近交系マウスのH-2遺伝子座

マウス 略称 H-2遺伝子 座
K I-A l- E

C57BU6

C57BL/10

C3H/He

BALB/C

鮎

Bl｡

訓

B

BIO.BR BR

BIO.MBR MBR

BIO.A BIO.A

BIO.A(2R) 2R

BIO.A(3R)

BIO.A(4R)

B10.A(5R)

B6.CIH12bm12 2

Q=C.,
絹

絹

mb

b b
b b

.K

JU
k

b

k

k

b

k

b

b

d

k

.K

.K
k

b

2

k

b

mb

k

d

k

.K

k

.LK

レ
八

一

LK

b

b

k

d

.K

q

.一U
b

k

b

k

b
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基昼

αS1-カゼ1'ン(/rIJアントB)はDEAE-Sephaceほ 用いた陰イオン交換クロ

マ トグラフィーにより調製 し (62)､HPLCにより精製 したもの

を実験に用いたoT細胞によって言動鼓される抗原決定基を検索するた

めに､αS1-カゼインのCNBr分解フラグメント(ト54､61-123､136-196)､

トリプシン分解フラグメン ト (43158,104-119,1331151,152-193)杏

HPLCにより精製 し (63)､実掛 こ供 した.また､ペプチ ドシンセサ

イザ-430Aにより合成 したαS- カゼインの全領域 をカバーする十

三種の合成ペプチ ドを用いた (64)oαS1-カゼインの配列およびこ

れらのペプチ ドを図2-1に記載 したoそのほか(ニワトリ卵白アJU･ミンを抗原
として用いた｡

TArg-Pro-Lys-His-Pro-Ile-Lys-Ills-Gュn-Gly-Leo-ProIGln-GIu-val-Leu-̂sn-GIu-Asn-Leu-20

Leo-Arg-Phe-phe-val-̂1a-pro-phe-pro-Gュn-val-phe-GIy-LysIGlu-Lys-Val-̂sn-GIu-Leo_40

出は一Lys-Asp-Ire-Sly-呈生 -Glu一- Jrhr-Glu-Asp-Gュn-Ala-‖et-Glu-Asp-lュe-Lys-Gin-Meト60

clu一入la-Glu一重エーIle一匙 エー互生 一重 エーGlu-Glu-lュe-vaトpro-̂sn一重 エーVal-clu-GI〔-Lys-1tis-80

Ile-Gュn-Lys-Glu-Asp-val-pro-ser-Glu-̂rg-Tyr-Leu-Gly-Tyr-Leu-GIu-cln-Leu-Leu-Arg川 O

Leu-Lys-Lys-Tyr-Lys-Vaトpro-Gュn-Leu-GIu-Ile-vat-pro-Asn-sBエーAla-Glu-GIu-Arg-Leu-】20

His-Ser-Met-Lys-Glu-Gly-工1e-His-Ala-Gュn-Gin-Lys-Glu-pro-HeトIle-Gly-va1-Asn-Gュn-TIP

clu-Leu-Ala-Tyr-Phe-Tyr-Pro-Glu-Leu-The-Arg-Gin-phe-TyトGln-Leo-Asp-Ala-TYr-Pro-168

ser-Gly-Ala-Trp-Tyr-Tyr-Val-proILeu-Gly-Thr-Gln-Tyr-Thr-Asp-Ala-pro-ser-phe-ser-1M

Asp-I1e-pro-Asn-pro-Ile-Gly-ser-Glu-As°-Ser-Glu-Lys-Thr-Thr-Met-Pro-Leu-Trp_OH199

QSl･CaSOl∩(cLSl･CN)

5461 CNBrIragmonl

43 58 TryptJrCIragmOn1

104 119

図211 αsl加 ■インのアミノ酸配列 (上図)およびそのへ07｡チド (下図)
Ser:Phosphoserine
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基堕

免疫生化学研究において特異抗体の果たす役割は大きい｡特に､モノ

クローナル抗体は特異性の定まった抗体を大量に調整することが可能

であり､しかもハイブリドーマとしての流通が一般化 しているため利

用価値が高いo主な研究用途として､蛍光抗体法を用いた細胞の識別､

酵素抗体法を用いた微量成分の定量＼特定蛋白質の機能阻害実験など

が挙げられる (65)0本研究においては､T細胞あるいは抗原提示

細胞の表面抗原に対する抗体､さらにリンホカインに対する抗体を用

いた (表2-2)oこれらの抗体は抗体産生ハイブリドーマの培養上清ま

たは腹水を硫安沈殿により濃縮して用いた○また必要に応じて､アフイ

二テーカラム(MAPS2キット)を用いてこれらの抗体を精製した.

表2-2 モノクローナル抗体

特異性 由来 サ7Jクラス 参考文献
145-2Cl1 CD3

GK1.5 CD4

53-7-313 CD5

83-12-5 CD8α.2

53-6172 CD8α.fw

H57-597 TCR.Cβ

F23･1 TCR-∨β8

30-H12 Thyl･2

M5/114.15.2 トAb.fw

25-5-16 l-Ab･pv

27-ll-13 Db,Dd

28-14-8 Db(Lb)

20-8-4 Kb(Qa2)

11Bll ルー4

SXC-1 ルー10

XMG-l y-IFN

hamster ND

rat JgG2b

rat lgG2a

mouse lgM

rat lgG2a

hamster ND

mouse JgG2a

rat ND

rat lgG2b

mouse lgM

mouse lgG

mOuSe 19G2a

mouse JgG2a

rat lgGl

rat JgM

rat ND

PV:PrIVateePitope,fw:fJamework ND:notdetermined
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リンホカイン

T細胞をinvitroで長期にわたり培養するためには､血清成分のほかに

種々の増殖因子 (リンホカイン ;主に lL-2)が必要となる｡この

目的でRosenbergらの方法に準じ (78)ラットよりこのT細胞増殖

因子を調製した｡ラットの牌臓細胞を5x106/mlの濃度で､10%牛胎児血

清 ･2-メルカプトエタノール 5x10-5M ･ペニシリン100〃g/ml･ス ト

レプ トマイシン100∪州 入りRPMl1640培地中37℃ ･5%C02の条件で

ConA(5JLg/mJ)と共に2日間培養したOそしてこの培養上清を､0.15M

α-メチルマンノシド (Sigma社より購入)を用いて残存するConAを中

和した後遠心 し(2000×Gで10分)､これをフィルター(0･22〟m)滅菌 し

T細胞増殖因子を得たoまた細胞株によっては増殖因子として組換え価

ヒトIL-2 (武田薬品工業より供与された)を用いた｡

培養細胞株

抗原提示細胞の固定化実験において､ニワトリ卵白アルブミンの領域

74-82に反応するT細胞ハイブリドーマAOIT.2.11細胞 (79;UCLA

のSerca｢Z博士より供与)をコントロール細胞として用いた｡この細胞

の反応性はそのlLl2産生により評価された.

.FACSによる細胞表面抗原の解唯

これまでにT細胞に関 して数々の表面マーカーが報告されており､こ

の表面マーカーとT細胞の持つ機能についてたくさんの研究がなされ

てきたoそのため新しくT細胞クローンを樹立 した際､それの持つ表

面マ-カーを明らかにすることは他のクローンとの比掛 こなるばかり

か後の解析に対 して非常に重要な情報となり得る｡本研究においては

2次抗体を用いる間接法により得られたT細胞クローンの表面抗原を

解析した｡まず細胞(106)を試験管に入れ遠心 した後ペレットとした｡

これに各種抗体を100〃加 え､4℃で30分間インキュベ- トした｡これ

を遠心洗浄した後､抗体の由来に応 じてF什C-標識の2次抗体を50〟l

加え同条件でインキュベートしたoそして遠心洗浄の後､プロビオディ

ウムアイオデー トを適当量加えて死細胞を染色 し (室温で1分)これ
を遠心洗浄した後サンプルとした｡
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ユ朗胞クロ-i292Lを立およびその増殖応答の測定法

ここ数年免疫学においてT細胞に関する研究が数多くなされこの分野

が飛躍的に進歩 した｡このきっかけとなったのがKimotoとFathmanに

よって開発されたクローン化T細胞法である (80)｡これによりそ

れぞれのT細胞は株化細胞として解析され､その性質が明らかとなっ

たoこの解析により､T細胞はいくつかの明確なサブクラス (免疫増

強能があるヘルパーT細胞 ･細胞傷害活性を有するキラーT細胞 ･免

疫抑制能がある抑制T細胞など)に分類可能であることが示唆された｡

T細胞のクローン化に用いた方法は次のとおりであるOαs1-カ

ゼインをアジュバント(CFA)と共にエマルジョン化し､マウスの両フッ

ドパッドおよび尾底部に一匹当り50〟g免疫した｡そして､この1週間

後にこのマウスのリンパ節細胞(107/5ml)を抗原 (αS1-カゼイン)と共

にフラスコ内で培養した｡さらにこの1週間後に10%T細胞増殖因子 ･

X線照射を行った同型マウスの牌臓細胞(抗原提示細胞)(106/ml)t共に

抗原で反復刺激したoそして培養開始2週間後に96wellプレート(fa一con

3072)を用いて限界希釈法(0.3-3/we岬こよりクローン化を行った｡その

後 1週間毎に抗原で反復刺激し増殖が観察された細胞を24we=プレー ト

さらに5mlフラスコと拡大 し数種のクローンを得た｡図2-2にT細胞ク

ローン化のプロトコールを示す｡

T細胞クローンの抗原特異的な増殖を検討するためにT細胞増殖試験

を行った02×104個のT細胞クローンを3000ィadでX線照射した同系

の牌腺細胞 (2x105)の存在下､抗原 と共に培養 した(96weIIplate,

200帖 そしてこの3日後に3H-チミジンを加え､20時間後に細胞

を回収 し､その増殖性 をチミジンの取り込みにより評価した｡各々の

実験は3連で行い､その平均値および標準偏差を結果として表示した｡

一般に､T細胞に抗原を提示する際､抗原提示細胞により抗原が断片

化されることが必要である｡このような抗原処理能力を持たない抗原

提示細胞を調製することも可能である｡今回は､牌腺細胞を0.1%パラ

ホルムアルデヒドにより1分間処理し細胞を固定した｡そして遊離の

薬剤を洗浄し､固定化抗原提示細胞として実験に用いた (81)｡

17



C57BU6マウスのフットパッドおよび尾底部に

αS1-カセナインをフロイントの完全アジュバントと共に免疫する

l

免疫の7-10日後にマウスよりリンパ節細胞を取り出し､

抗原と共にinvjtroで培養を開始する

]

この 1週間後に培養している細胞を抗原提示細胞および

T細胞増殖因子の存在下､再度抗原で刺激する

l

さらに1週間後にこれらの細胞を限界希釈し､

前述の抗原刺激を繰り返しながら､数週間にわたり培養を行う

i

このようにして得られた株化細胞がT細胞クローンである

図2-2 T細胞クローンの分離方法
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結果

ヘルパーT細胞クローンの作製

αsl-カゼインを免疫 したリンパ節細胞 を抗原で反復刺激 し､限界希

釈法によりクローン化を行ったoこの中からαS1-カゼインに応答する

細胞を選択するために､2x104個のT細胞クローンを2xlO S個

の抗原提示細胞の存在下αSトカゼインで刺激 し､細胞の増殖性をチミ

ジンの取り込みにより評価 した (表 2-3)｡このようにしてαsl_カ

ゼインに特異的なT細胞クローン3D20および11D4が得られた｡

FACSによる表面抗原の解析によりこれらのクローンはCD3+,CD4.,

CD5+,T叶 1+,CD8-であることが示された (図 2- 3)｡またこれら

のクローンは特異的な刺激によりIL-2を産生するヘルパーT細胞である

ことが示唆 されている (82)｡本章においては細胞の応答性が良好

な3D20細胞について､その抗原認識に関する解析を進めた｡

QiiLパIT細胞クロ-ン3D20の抗原特異性

3D20細胞のMHC拘束性を根討するために､この細胞 をBIOコ
ンジェニックマウスの牌腺細胞の存在下､抗原で刺激 した｡この結果､

3D20はBIOおよびB10.5Rの抗原提示細胞の共存下において刺激 し

たときにのみ応答性を示すことが観察された｡またこの3D20細胞

はクラスIl分子である卜Ab分子にポイン トミューテーションが入ってい

るbm12マウスでは刺激できないことが示された (表 2-4)｡そのた

め､この3D20はMHCクラスlけ元原であるトAbに拘束されてαS1-カゼイ

ンを認識 していると考えられた｡

3D20細胞のエピトープ特異性をαsl一カゼインの部分合成ペプチ

ドを用いて棉討 した｡その結果､13種の合成ペプチ ドの内で､13

6-155のペプチ ドのみが反応性を有することが示 された｡さらに

このペプチ ドの トリプシン分解物であるペプチ ド136-151にも

刺激活性があることが確認 された｡このため3D20のエピトープは

領域 136-151に含まれていることが示された｡次に､抗原とし

てペプチ ド136-151､ペプチ ド136-196､ および未処理
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表2-3 T細胞クローンの抗原応答性

クローン 抗原提示細胞 αsl一触■イン 増殖反応 (cpm)

3D20

11D4

1178±278a

+ 1240±112

+ + 70963±2199

707±277

+ 791±474

+ + 34015±1818

T細胞クローン(2x104)を抗原提示細胞(2×105)の存在下､αsl一

カセ■イン(100LLg/ml)で刺激した｡培養開始3日目にチミジンをパルスし､

4日目に細胞をハーベス トした｡

aMean±SD
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図2-3 ヘルパーT細胞クローン (3D20)の表面抗原

11D4細胞も同様なパターンを示した｡
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表 2-4 3D20細胞の増殖におけるMHC拘束性

MHC TcelJresponse

APC k トA トE D Ag (cpm)

BIO b b - b

BR k k k k

MBR b k k q

4R k k b b

5R b b k d

bm12 b bm12 - b

324±119

十 503±128

577±178

+ 87492±8100

636±89

+ 1417±546

696±335

+ 915±363

570±130

+ 1005±196

512±212

+ 116758±9486

516±215

+ 2457±999

3D20細胞を各々の抗原提示細胞の存在下､抗原 (αsl-カゼイン)

で刺激 した｡
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のαsl一カゼインを用い､それぞれの抗原のT細胞刺激活性の強さを検

討したo図 2-4に示すように､ペプチド136-151が最も良好

な刺激活性を有しており､順にαsl一カゼイン､ペプチ ド136-19

6であることが示された｡

3D20細胞の増殖に対する抗厚処理の影堂

αsl-カゼインは安定な高次構造を取りにくいため､抗原提示細胞に

よる抗原処理を受けなくてもT細胞を刺激しうる可能性が考えられた0

この抗原処理能力は抗原提示細胞を固定化することにより失活させら

れることが明らかとなっている (58)｡本実験においてこの固定化

の条件を検討するために､卵白アルブミンに特異的なT細胞ハイブリ

ドーマを用いた｡なおこの細胞の反応性はlL2産生により評価した｡図

2~5に示すように､パラホルムアルデヒドにより固定化した抗原提

示細胞はあらかじめ断片化されたペプチ ド抗原を用いた場合にのみこ

のハイブリドーマを刺激することができるが､未処理のHELを用いた場

合はハイブリドーマを刺激できないことが観察された｡また通常のX

線照射 した抗原提示細胞によって､双方の抗原は共にT細胞刺激活性

があることが示された｡これらの結果から､この固定化抗原提示細胞

は＼抗原処理能力はないものの､抗原提示作用は有していることが確

認された｡一般的に､ペプチド抗原は抗原処理を受けなくても直接M

HC分子に結合できることが示されているため (83-84)､まず
ペプチ ド136-151によって3D20細胞が刺激可能であること

を確認した (図 2-6)｡この際通常のX線照射した牌腺細胞を用い

た場合に比べ弱い応答性であるのは､固定化抗原提示細胞には共時的

刺激を伝達する能力が欠落 していることが挙げられる｡次にこの固定

化抗原提示細胞を用いてT細胞クローンを未処理のαS1-カゼインで刺

激した｡この結果､弱いながら増殖応答が観察され､αsl_カゼインは

抗原提示細胞による抗原処理を受けなくてもT細胞を刺激 しうること

が示された｡なお､この際の刺激活性の大きさは､ペプチ ド136

-151>ペプチド136-196>未処理のαsl一カゼインであるこ

とが示された｡
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図2-4 X線照射牌腺細胞を用いた場合のT細胞刺激活性

3D20細胞をX線照射牌腺細胞の存在下､各々の抗原で刺激し､

その応答性をチミジンの取り込みにより評価した｡
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図2-5 固定化牌腺細胞によるハイブリドーマ細胞のILl2産生

HELに対するT細胞ハイブリドーマを固定化(Fixed)あるいはX線照射

(Normal)牌腺細胞の存在下､抗原(fntact-HEL,TrypticIHEL)で刺激 した

(79)oそしてこの細胞の培養上清をJL2依存性株であるCTLL細掛 こ涛

加 し､CTLL細胞の増殖によりこのT細胞ハイブリドーマの応答 (lL-2
産生)を間接的に評価 した｡
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図2-6 固定化牌腺細胞によるT細胞刺激

3D20細胞をFixedAPCの存在下＼各々の抗原で刺激した｡
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T細胞活性化におけるペプチ ド抗原と蛋白質抗原の質的な差異

同一の抗原決定基 を含む抗原でありなが ら､αS1-カゼインそのもの

を抗原 とする場合と､抗原決定基を含 む短いペプチ ド (136-15

1)を抗原 とする場合では抗原提示のされかたが質的に異なっている

可能性が考 えられた｡そこでこの点を検討するために､これらの抗原

と共にあらかじめ培養 した牌腺細胞 (抗原をパルスした抗原提示細胞)

が､T細胞刺激活性 を有 しているかどうかを検討 した｡表 2-5に示

す通り､αsl一カゼインと共に培養 した抗原提示細胞はT細胞を刺激で

きるのに対 し､ペプチ ド抗原と共に培養 した抗原提示細胞はT細胞 を

刺激できないことが観察された｡αS1-カゼインを用いた場合は抗原提

示細胞上に抗原決定基が長時間にわたり提示されていたものと考えら

れるが､ペプチ ド抗原の場合は培養中に分解 されてしまったのではな

いがと推察 される｡そしてこれらのことはαsl一カゼインが通常のX線

照射牌臓細胞 (抗原提示細胞)によって抗原処理されている可能性 を

示唆 している｡
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表 2-5 抗原で前処理した抗原提示細胞によるT細胞刺激

Stimu一ation H-thymidineuptake(cpmx101

None

αS1-CaSeJn-

pulsedAPC

136-151-

pulsedAPC

3.2±0.8

47.3±4.6

3.8±0.2

APCplus136-151 185.3±20.1

C57BL/6マウスの牌臓細胞をαS1-CaSein(40けM)およびペプチド136-1

51(40LLM)の存在下で20時間培養した.そして遊離の抗原を洗い流し､

これらの細胞をX線照射し､cLs1-CaSeinpulsedAPCあるいは136-151

pulsedAPCとして3D20細胞の刺激に用いた.さらに､陽性コント

ロールとして､3D20細胞をX線照射牌臓細胞の存在下においてペ

プチド136-151で刺激した(APCplus1361151)o
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考察

本章において､αS1-カゼインに特異的なヘルパーT細胞クローン

(3D20と11D4)を樹立することに成功 した｡この3D20細

胞はMHCクラスl卜分子である1-Ab分子と共にαsl一カゼインの領域

136-151を認識していることが示された｡このαsl-カゼインは

国定化 した抗原提示細胞を用いても3D20細胞をある程度刺激する

ことが可能であるが､このT細胞クローンが生理的な増殖応答を発揮

するためには抗原提示細胞による抗原刺激以外の共時的刺激が必要で

あることが示唆された｡このように性質が詳細に解析されたヘルパー

T細胞クローンをスクリーニング系として用いることにより､抑制T

細胞クローンが樹立されることが期待される｡

本研究の本題から幾分ずれてはしまうが､今回得られた実験結果は､

抗原のT細胞活性化能力は抗原処理作用により著しく影響されること

を示すものである｡一般に､外来性の蛋白質抗原は抗原提示細胞に取

り込まれある程度断片化された後､自己のMHCクラスLJ分子と共に細

胞表面に提示され､これにより該当するT細胞を活性化する (58)｡

一方､抗原として酵素処理などによって既に断片化された抗原フラグ

メントを用いた場合､これは直接抗原提示細胞の表面に存在するMH

C分子に結合できるため､抗原処理を受けなくてもT細胞を活性化す

ることができる (83-84)｡ところで､抗原フラグメントと未処

理の抗原はT細胞の刺激において幾分異なった挙動を示すことも報告

されている (85-87)｡我々の実験系においても､ペプチ ド抗原

は未処理の蛋白質抗原よりもT細胞刺激能力が優れていることが示さ

れている｡特に､固定化抗原提示細胞を用いた場合､それぞれの抗原

の刺激活性が短いペプチド>長いペプチド>未処理の蛋白質の順になっ

たことは､抗原決定基以外の部分が抗原決定基のT細胞刺激能力に悪

影響を劇 ぎしていることを示唆するものと考えられる｡

一方､通常のX線照射牌臓細胞を抗原提示細胞として用いた場合､莱

処理のαS1-カゼインの方がペプチド136-196よりも刺激活性が

優れていることが観察された｡これは､固定化 した抗原提示細胞を用

いた場合と矛盾する結果である｡またαS1-カゼインは通常の抗原提示
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細胞において抗原処理を受けている可能性が挙げられている｡そこで､

この矛盾点を説明するものとして次のモデルが挙げられる (図2-7)0

固定化抗原提示細胞において､抗原決定基によるT細胞刺激活性は抗

原分子内のそれ以外の領域によって阻害される｡しかしながら､通常

の抗原提示細胞を用いた場合は抗原処理によって､抗原決定基以外の

部分による阻害作用が打ち消されてしまうため､刺激活性の大きさの

順番が逆転 してしまったのではないがというものである｡このモデル

の是非は今後の課題としても､今回の研究により抗原処理作用が抗原

の刺激活性に大きな影響を及ぼしていることが示された｡これらの研

究結果がペプチドワクチンの設計などに利用されることが期待される｡

FixedAPC -(XXX:X:ト ++十

一Cに×:X:X〕777 ++

777 CO〇〇〇 ▼▼▼ +

t

NormaJAPC
-Cに∝ 0--- ++十

一⊂ににCC 77777 +

図217 抗原決定基のT細胞刺激活性に及ぼす

抗原決定基以外の領域の阻害効果 (モデル)

抗原決定基による刺激活性は〇〇〇〇〇で示した｡また､それ以外の
領域による阻害活性は▼で示した｡なお各条件における抗原の刺激活

性の強さを+++>十十>十とした｡
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第 3章 αSトカゼインに特異的なCD8+抑制T細胞クローン13G2

細胞の樹立とその性質

序

抑制T細胞の免疫抑制機構を解析するためには､この細胞の生体内

での振舞いを正確に反映し､かつ長期培養が可能な細胞株が必要であ

る｡この目的で､KimotoとFathmanにより開発されたクローン化T細

胞法 (80)を用いて抑制T細胞のクローン化が試みられ､これまで

に極く僅かの抑制T細胞クローンが得られた.Fresnoらはヒツジ赤血

球に特異的な抑制T細胞クローンを得､これが抗原特異的に抗体産生

を抑制する因子を産生 していることを兄いだした (46-47)｡多

田らはKLHで過免疫されたマウスの牌臓細胞からこのKLHに結合するも

のを分画し､抗原特異的な抑制効果を有する抑制因子を分泌する抑制

T細胞クローンを得た (88)｡また従来抑制T細胞はCD8十T細胞で

あるとされていたが､浅野らは細胞間相互作用による免疫抑制効果を

有するCD4+抑制T細胞クローンを樹立し､この効果に抗原特異性と

MHC拘束性があることを示 した (49)｡ヒトの系において､このよ

うな抑制T細胞はらい病患者において非常に多 く存在することが観察

されており､このことが症状の悪化に影響を及ぼしていることが示唆

されている｡Bloomらはこのらい病患者より多くの抑制T細胞クローン

を得ており､これらの細胞はMHC拘束的にT細胞の増殖応答を抑制す

ることを示 している (51)｡しかしながら一般にこれらのクローン

はinvitroにおける増殖性が芳しくなく､その免疫抑制作用も消失してし

まうことが多かったため､抑制機構に関する詳細な解析はあまり進ま

なかった｡

-方で､HeuerとKdJschはBSAに対して寛容状態にあるマウスより

クラスlけ句束的に抗原を認識するキラIT細胞クローンを分離し､この

細胞が免疫抑制活性を有していることを示唆した (89-90)｡同

様にShinoharaらは抗原特異的なキラーT細胞が抗原を提示したB細胞

を傷害することにより､抗原特異的な抗体産生応答を抑制 しているこ

とを示 した (54､55)｡抑制T細胞の定義については様々な見解
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があるが､本論文においては "抑制T細胞とは何らかの免疫抑制作用

を有する細胞"としてとり扱っており､この範境においてはこれらの

キラーT細胞も抑制T細胞として捉えることもできる｡この第 3章に

おいては､αS1-カゼインに特異的なヘルパーT細胞クローンの増殖を

抑制する活性を有する安定な抑制T細胞クローンを樹立することを試

みた｡
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実験材料と方法

動物､抗原､リンホカイン､抗体 第2章に記載

そのほかにKLH､β-ラクげ ロプーリン､リボ,ttoリサノ析イドを抗原あるいはマイ

トージェンとして用いた｡

培養細胞株

抗原提示細胞株としてマウスL細胞にトAb構造遺伝子 を導入 した

FT2･3細胞 (91;千葉大学の斉藤博士より供与)を用いた｡

T細胞クローンの作製法については第 2章(P17)に記載した方法を採

用した｡その結果､αsl一カゼインに特異的なCD8+T細胞クロー

ン13G2､および2種のCD4+T細胞クローン (ADllと4D9;コン

トロール細胞として使用)が得 られた｡そのほかに､第2章で作製 し

た3D20と11D4､さらにはKLH特異的なCD4+T細胞クローン8-5

あるいは自己反応性CD4+T細胞クローンMS-202 (東大医学部多田富雄

教授より供与)を比較のために実験に用いた｡

FACSによる細胞表面抗原の解析 第2章に記載

免疫抑制活性の測定

リンパ節や牌臓といった末梢リンパ器官に存在する成熟T細胞は生体

内に侵入してきた異物に応答し､これを排除するために次のような応

答性を示す｡T細胞増殖による抗原特異的T細胞数の増加､液性免疫

を増強するためのリンホカインの産生､さらに細胞傷害活性による異

物を含んだ自己細胞の除去などである｡一方､これらのリンパ器官に

存在するB細胞はこれらのT細胞に刺激されて特異抗体を産生するこ

とが知 られている｡これらの免疫反応の全てが抑制T細胞の作用の対

象となりえる｡各々の反応に対する免疫抑制活性は､抑制T細胞ある
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いはその培養上清を培養開始時に反応系に添加することにより､それ

らの反応が抑制されるか否かにより評価された｡用いられたアッセイ

系は次に示すとおりである｡

cD4+ヘルパーT細胞クローンの抗原特異的な増殖応答の詳細は第

2章に記載 した.要約すると次のとおりである｡2×104個のT細胞ク

ローンを3000ィadでX線照射 した同系の牌腺細胞 (2×105)の存在下､

抗原と共に培養し､その増殖性をチミジンの取り込みにより評価した0

またL細胞などの培養細胞はハ○ラItJLムアルデヒドにより処理され､抗原提示

細胞として用いられた｡

抗T細胞レセプター抗体を用いてT細胞を刺激するにはこの抗体を栄

橋させることが必要であるo精製した抗体 (10〟g/ml)30〟lを96well

プレー トに入れ､1時間37℃で処理することにより､プレー トの表

面に抗体を結合させた｡そして遊離の抗体を洗い流した後､このプレ

ート上でT細胞を培養 した (92)｡このような刺激方法のことを固

相化抗体による刺激と呼ぶ｡

免疫したマウスのリンパ節細胞の抗原特異的な増殖性を測定すること

も可能である｡このリンパ節細胞はT細胞 ･B細胞 ･マクロファージ

などを含んでいるためあらたに抗原提示細胞を加える必要はない｡榎

本らの方法にしたがい､4×105個のリンパ節細胞を抗原で刺激し､4日

間培養 しその増殖性を測定 した (93)｡この場合､増殖する細胞は

主にT細胞であるとされているため､時としてT細胞増殖アッセイと
呼ばれることがある｡

invI'troにおける抗体産生系として当研究室孫らにより開発された方法

I を用いた (94)｡なおこのアッセイにおいてはFCSよりも反応性が

よい同型正常マウス血清(NMS)を用いた｡2週間前にαsl-カゼインを

免疫したマウスのリンパ節細胞 (2x106/1mJ)を抗原 (αsl一カゼイン:

10ug/mJ)と共に1%NMS入り培地で培養(corning48wefl)した｡そして

培養開始3日目と7日目に半量ずつ培地交換しそして11日目の培養

上清中の抗αS1-カゼイン抗体の量を常法によりELトSAで測定した｡ま

た牌腺細胞をLPS(25ug/ml)と共に培養し､産生される全IgM量をELISA
により測定した｡
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細胞傷害活性の測定

細胞傷害活性を測定するために5'cr遊離試験を用いた｡増殖期にある

標的細胞(およそ1-2x106)をエッペンドルフ(1.5mりに採集し洗浄した後､

ペレットにした｡これに5'cr(Na25'cro｡:lCN)を10-20〃C加 え､15分

置きによく捜拝 しながら､ 37℃で45分間インキュベー トした｡な

A.51crは半減期が約30日であるため､加える溶液の量は製造からの日

数に応じて適宜調節した｡そして遠心洗浄を3回繰り返 し遊離の51crを

完全に除去 した後､細胞数を105/m忙 調節 した｡これをあらかじめ4

-6段階に希釈 したエフェクター細胞を100〃げっ分注 しておいたプレ

ー ト(falcon3072)に100〟lずつ添加し､ 37℃､5%C02で4時間培養

した.この培養上清を100JJげ っ試験管に採取し､遊離LtL-5'crの量

(CPM)をガンマーカウンターを用いて測定した｡なお細胞傷害活性を検

定するための最大解離用として最終濃度で0.5%のSDSを用い､以下の

式のようにspecificreleaseを計算した｡

%specifjcrelease-(a-b)/(C-b)xloo

a-エフェクター細胞と混合した標的細胞の上清中のCPM

b-標的細胞のみを培養した際の上清中のCPM (自然解離)

C-標的細胞を0.5%SDSで処理した際の上清中のCPM (最大解離)

C57BL/6に対するアロキラーT細胞をリンパ球混合培養反応を用いて

C3H/Heより作製 した｡まずX線照射 を行 ったC57BU6の牌腺細胞

(2×107)を刺激細胞としC3H/Heの牌腺細胞(2x107)を10%FCS入RPMl培

地10m仲 で培養した (89)｡なお､この際細胞の接触 を最大限にす

るためにフラスコ(falcon3013)を立てたままの状態で培養した｡さらに

細胞の増殖 を増進するために培養開始 4日後に細胞を遠心 し､これを

10%T細胞増殖因子 ･10%FCS入りRPMl1640で4日間培養LC57BL/6

に対するアロキラーT細胞とした｡
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結果

抑制T細胞クローンの樹立

αSトカゼインを免疫 したC57BL/6のリンパ節細胞を同型X線照射牌

腺細胞およびT細胞増殖因子と共に抗原で反復刺激することにより培

養した｡この培養開始二週間後に限界希釈法によりクローン化を行い､

数種のT細胞株を得た｡そして3D20細胞の増殖性を阻害する抑制

T細胞クローン13G2を得た (表 3-1)0

まずFACSを用いて13G2の表面マーカーを根討した (図3-1) 0 T

細胞マーカーであるThylは陽性であったが､cD5は陰性であった｡

また抑制T細胞およびキラーT細胞マーカーであるCD8抗原は陽性

であり､ヘルパーT細胞マーカーであるCD4抗原は陰性であった.

このため13G2はCD8+T細胞であることが示された｡さらに

13G2のT細胞レセプターについて解析を行った結果､抗CD3である

2Cllおよび抗T細胞レセプター定常部抗体であるH57- 597

に陽性であることが示された｡また､β鎖可変領域の一つである∨β8

に対するF23.1抗体に陽性であった｡そのため､13G2のT細胞レセプタ

-はVβ8を含むα-βヘテロダイマーであることが示された｡

13G2細胞の抗原に対する増殖応答

まず13G2細胞が抗原であるαS1-カゼインに対して応答性を示すか否

かをT細胞増殖アッセイを用いて模討した (図3-2)｡この13G2は

同型マウスであるC57BU6の抗原提示細胞の存在下において抗原に応答

性を示すことが観察された.さらにこの反応性は抗クラスJr抗体により

完全に阻害される事が示された｡この結果､ 13G2細胞はクラスIl分

子に拘束されてαS1-カゼインを認識していることが確認された｡つぎ

に､αS1-カゼインのCNBr分解物である1-54､61-123､136-196を用い

て13G2が認識するエピトープを検索 した (図 3- 3).この結果

13G2はこれらのペプチドのなかで136-196に反応性を示すことがわかっ

た｡さらに合成ペプチ ドf136-155およびf151-170を用いて同様の検討

を行ったが､これらのペプチドには反応性を示さなかった｡

このような抗原特異的な増殖性はかなり不安定であり､この13G2細
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表 3-1 得られたT細胞株の3D20細胞の増殖に及ぼす影響

T細胞株 細胞数 3D20の増殖 抑制%

(x104) (CPM)

AD11 4

1

4D9 4

1

8-5 4

13G2 4

23716±2305

39764±1817 -67

35405±2786 -49

23856±3397 0

20013±1266 16

25623±1432 -8

18150±1256 23

12088±2688 49

11394±3250 52

各々の株化T細胞を3D20細胞を抗原+APCで刺激するアッセイ

系 (表2-3参照)に培養開始時に加えた｡この3D20細胞の増殖

性をチミジンの取り込みにより測定し､各々のT細胞棟の免疫抑制活

性を評価した｡

抑制%- (1- 【T細胞+3D20】/ 【3D20】)×100

ただし 【】- 【チミジンの取り込み値】
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図3-2 13G2の増殖応答およびそのMHC拘束性

13G2細胞をAPC(B6orC3H)の存在下､抗原(αsl一カセ･イン‥50ug/mJ)
で刺激 したOこの際､フナロッキンクー抗体として抗Ab抗体(M5/114.15.2,･培養
上清1/100希釈)を用いた｡
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胞は長期培養により自己応答性細胞さらにはlL2依存性細胞へと変わっ

ていったoなおこのことに再現性があることも確かめられている｡

13G2によるT細胞増殖の抑制

13G2細胞はヘルパーT細胞クローン3D20細胞の抗原刺激による増殖

を抑制することが示されている｡しかしこの系は抑制T細胞自身の増

殖自体を考慮にいれなければならず､抑制機構を詳細に解析する系と

しては不向きであった｡そこでこの後の実験においては抑制活性は有

するが抗原に対して増殖性を示さない13G2の亜株であるIL-2依存性細

胞株を用いて解析を行った｡この場合の13G2細胞はαsl一カゼイン

に対して増殖応答を示さないため､ここで測定される抗原特異的なチ

ミジンの取り込みは全てヘルパーT細胞に由来するものである｡

この13G2がT細胞クローンの増殖応答を抑制するか否かを検討 し

た○この際ヘルパーT細胞クローンとしてαS1-カゼインに特異的な3

D20および11D4､さらには13G2細胞とは由来が異なるMS

~202細胞 (Ek分子に対する自己反応性クローン;多田研より供与)

を用いた｡表3-2に示すように13G2細胞は抗原特異性に関わりなく

全てのヘルパーT細胞クローンの抗原特異的な増殖をほぼ完全に抑制

することが観察された｡そのため､ 13G 2の抑制効果に抗原特異性

もMHC拘束性もないことが示された｡

この結果の一般性を確E,x'Vするために､標的細胞としてαS1-カゼイン

を免疫したリンパ節細胞を用い､これらの抗原特異的な増殖を13G2が

抑制するか否かを積討 した｡表 3-3に示すとおり13G2を細胞数にし

て40分の1加えることによりαS1-カゼイン免疫 リンパ節細胞の応答性

はほとんど消失した｡さらにX線照射を行った13G2も同じ様な効果を

有していた｡この際X線照射した11D4細胞には免疫抑制活性がな

いことが示されている｡抑制効果の特異性についてもこの系を用いて

追試した｡そこでまずこの抑制効果に抗原特異性があるかどうかを検

討した.応答細胞としてβ-ラクげ n7+リンおよびKLHを免疫したリンパ節

細胞を用いた｡表3-3に示すとおり13G2はαS1-カゼインの非存在下

においてもこれらの反応を抑制した｡つぎに応答細胞としてαsl_カゼ

インを免疫したMHCの異なるマウス(C3H/HeorBALB/C)のリンパ節細
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表 3-2 ヘルパーT細胞クローンに及ぼす 13G2の抑制効果

TCe一lCIones

Cell OTLIgln Restrlcuon SpeclrlcILy

3H-ThyrnldLne

Ts Uptake

(13C2) 【cpmXIOー3)

3D20 B6 トAb αsl-CN

1lD4 B6 トAb

MS-202 C3H I-Ak

92･9±14.1(0)
103 45.3±4.5(5日
104 7.3±13(92)

21.3±3.5(0】
αsl-CN IO3 101±0.9(53)

104 3.8j=0.5(82)

44･9±8.2(0】
104 5･3j=05(88)

3D20あるいは11D4細胞は抗原+APCで刺激され､4日間培

養された｡MS-202細胞はAPCで刺激された｡これらの培養系に13G

2細胞(103ぁるいは104個)が添加された.

なお､()内は抑制%を示 している｡
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表 3-3 リンパ節細胞の増殖に劇 ます 13G2の抑制効果

RespondingCc‖S
CClJsAdded

Straln prlmed､vJth ll×lo一一

C57BL/6 αSトCN

C57BL/6 KLH

C57BL/6 β-LG

C3H/He αsl-CN

BALB/c o･s1-CN

13C2

Irradiated13C2

Irradiated1lD4

13G2

13G2

13G2

13C2

(cpmx10-3J Suppresslon

77.7±46 0

16･5±4.6 79
14.7±2.5 81

9015j=2.7 -16

92･1±5.4 0
208± 1.2 77

550±4.6 0

10･8±4.2 80

156･4±2.6 0
25.9±3.8 83

1651±4.7 0
18･7±18 89

4×105個のリンパ節細胞を正常あるいはX線照射(3000ィad)した樵化

T細胞(1x104)と共に抗原刺激下で､4日間培養した｡
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胞を用いて抑制効果のMHC拘束性を検討した｡この結果13G2は異系マ

ウスの反応性も抑制することが示された｡このため13G2の抑制効果に

抗原特異性もMHC拘束性もないことが再確認された｡

抗体産生の抑制

13G2が抗体産生抑制能があるかどうかをinvitro抗体産生系を用いて

検討したo表3-4に示すとおり､αS1-カゼインを免疫したリンパ節

細胞を抗原刺激下で培養すると抗αsl一カゼイン抗体の産生が認められ

るが､これに細胞数で20000分の3の13G2を添加することにより抗体産

生がほぼ完全に抑制されることが観察された｡なおコントロールとし

て用いたヘルパーT細胞クローンは抑制効果を有していなかった｡こ

の場合の抗体産生はT細胞依存性であるとされている｡それではT細

胞非依存的なリボポリサッカライド刺激による抗体産生に対して13

G2は抑制作用を有しているのであろうかo表 314に示すとか J､

通常の牌臓細胞をリボポリサッカライ ドで刺激することにより顕著な

抗体産生が観察されるが､この 13G2はこの際のT細胞非依存的な

抗体産生に対しては抑制活性を有していないことが示された｡これら

の結果から､13G2はT細胞の働きを抑制することにより抗原特異

的な抗体産生応答を抑制していることが考えられた｡

33G2によるT細胞増殖抑制のメカニズムについて

これまでに13G2が抗原特異的なT細胞の増殖を抑制することが示

されている｡それでは抗原提示細胞の非存在下における抗原非特異的

なT細胞増殖に対して13G2は抑制作用を有しているのであろうか｡

3D20細胞をILl2あるいは固相化抗cD3抗体により刺激し､この反

応における13G2の抑制作用を評価 した (表 3-5)｡この際､ 1

3G2細胞はIL-2あるいは固相化抗cD3抗体によるT細胞の増殖応答

には全 く影響を及ぼさないことが観察された.このため､13G2が

抑制効果を発揮するためには抗原提示細胞が必要であることが考えら

れた｡

これまでT細胞クローンの抗原刺激の系において､抗原提示細胞とし

ては自己の牌腺細胞 そのものを用いていたため､ 13G2の抗原提示
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表3-4 抗体産生応答に及ぼす13G2の抑制効果

RespondlngCeJIs

αsl-CNprimed-LNCa
Or

Unprimed
spleencellsb

asl-CNSpecJrlc
AnHbody(ng/mJ)4

llD4 525±21

LPS-∫nduced

TotallgMb

TgM (JLg/mJ)

510±18 48±7
13G2 22±5 2±1
3D20 450±52 54±3

32±3
28±2
34±2

47±5 31±3

αS1-肘 インで免疫されたリンパ節細胞(2x106)を抗原刺激下で培善し､

その特異抗体産生量をELJSAにより測定した(rgGおよびlgM).また､正

常牌臓細胞(2x106)をLPSで刺激 し､産生される全lgM量を測定した｡ こ

れらの培養系に3x102個の株化T細胞を培養開始時に添加した.
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表3-5 3D20細胞の非特異的な増殖における13G2の効果

TCellClones 3日-Thymldlne

Th(3D20) Tsr13G21

+ 92.6±6.5

Percent

Suppresslon

' .' 43:;≡喜.･言 56(p<o･ol,

+ 14,9±2.9

十 十 18･2±2.6 -22
+ 2.0±0.2

+ 174.9±20.1

' : 15…:芸≡王も7 ll(p'0･05)

3D20細胞(2x104)を抗原+APC､抗cD3抗体､あるいはfL-2に

より刺激 したoそして､これらの系にX線照射(3000rad)を行った13

G2細胞(1×104)を涛加 した013G2の免疫抑制効果はStudent･st-test
により評価された｡
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細胞に対する働きを解析することは困難であった｡そこで3D20に

対する抗原提示細胞としてトAb遺伝子を導入 したL細胞株 FT2.3を

用いた｡この細胞がクラスIl分子である卜Ab抗原を発現していることは

FACSにより確認されている｡表 3-6に示すとおり､このFT2.3

細胞は抗原により3D20細胞を刺激することが観察された｡そして

さらにこの反応性は13G2によって阻害されることが示された｡こ

の際､13G2の標的細胞が抗原提示細胞であるかどうかは大変興味

深い点ではあるが､13G2細胞そのものを用いるこのアッセイ系で

は解析が困難である｡この点については今後の実験に期待したい｡

13G2の細胞傷害活性

13G2のヘルパーT細胞にたいする細胞傷害活性を調べるために､防

性対照としてC3H/HeのC57BU6に対するアロキラーT細胞を用いて

5'cr遊離試験により検討した｡図3-4に示すように13G2はヘルパー

T細胞(3D20)に対 してspecificreleaseでおよそ10%前後の傷害活性を
有するが､これは陽性対照であるアロキラーの活性に比べるとかなり

弱いことが示された｡つぎに13G2の抗原提示細胞(APC)に対する細胞

傷害活性を測定するために標的細胞として､FT2.3細胞を用いた｡

その結果13G2はFT2.3に対 してspecificreleaseで10-20%の傷害

活性を有するがこの値はアロキラーの活性に比べると決して高いもの

ではなかった｡13G2はわずかに細胞傷害活性を有していることが示さ

れたが､この傷害活性がかなり弱いため13G2はそのほかの作用に

より免疫抑制効果を発揮していることが考えられた｡

13G2細胞が産生する免疫抑制因子

IL-2により培養 した13G2細胞の培養上清がヘルパーT細胞の抗原

刺激による増殖を抑制するかどうかを積討 した｡この際コントロール

としてヘルパーT細胞の培養上清を用い､これらの培養上清を希釈系
列を付けて3D20細胞の抗原刺激の系に添加 した｡図3-5に示す

とおり､13G2の上清は量依存的にT細胞クローンの増殖を抑制す

ることが観察された｡そのため13G2は免疫抑制因子を産生するこ

とにより免疫反応を抑制していることが示唆された｡
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表 3-6 樵化抗原提示細胞による3D20細胞の増殖に及ぼす
13G2の抑制効果

Th Ape Ag
Ts

(13G2)

3D20 FT2.3､ . r136-155

r136-155 十

3日-Thymldlne

Uplake

Ecpmx】o~3J

2± 1

114±3

34±5

3D20細胞(2xlO4)を八〇ラホルムアルテ･Eh･で固定化 し,=FT2.3細胞の存在

下､抗原 (へ○フ○チド136-155:long/mr)で刺激 したoまた､13G2細胞
(1×104)はこれらの培養開始時に添加された｡
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図3-5 13G2培養上清による免疫抑制作用

13G2細胞の培養上清 (lL-250U/mlで培養)を希釈系列を付けて

3D20細胞の抗原刺激の系に培養開始時に漆加した.コントロール

として同条件におけるH D4および3D20の上清を用いた｡そし

てこれらの培養上清が3D20細胞の増殖応答を抑制するか否かを検
討した｡
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考察

本研究に於て我々はαsl一カゼインを免疫 したマウスのリンパ節

細胞よりヘルパーT細胞クローンの増殖を抑制する抑制T細胞クロー

ン13G2の樹立に成功したoこの13G2の表面マーカーはCD8+,CD4-,

Thyl+であり､そのT細胞レセプターは∨β8を含んでいることが示さ

れたoこのことは通常のCD8+T細胞が免疫抑制能力を有していると

いうことを示すものである｡さらにこの13G2はリンパ節細胞の増殖お

よび抗体産生応答に対 して免疫抑制能力があることが示された｡そし

てこれらの免疫抑制活性射集化後3年間以上保たれている.

一般にこのようなサプレッサーT細胞はクローン化がむずかしく､

安定した性質を保ったままで長期間培養することは困難であるとされ

ている (95)o実際､これまでにクローン化されたいくつかの抑制

T細胞株は､短期間のう引 こその抑制活性が消失している｡この意味

で性質が安定した免疫抑制丁細胞株は我々のケースが初めての報告で

あるoそのためαSト カゼインに対する抑制T細胞クローンが得られ

たことはアレルギー治療という観点からだけではなく､免疫学一般に

おける免疫抑制機構の解明に対しても多大な貢献ができると考えられ､

非常に意義深いoまた特にCD8+T細胞の濃縮をおこなわない一般的

なT細胞のクローン化方法を用いて抑制T細胞クローンが得られたこ

とは､αsl一カゼインに低応答性であるC57BL/6マウス中に抑制T細

胞がかなり誘導されていたことを示唆している｡

こうして得られた13G2は当初､抗原特異的な増殖が観察され､諺

識するエビト プはαs1-カゼインの136-196に含まれていることが

示されたoそしてこの細胞はMHCクラスl一分子に拘束されて抗原を認識

していることが示されたoこのようなクラスl一拘束的な抗原の認識はそ

の他の抑制T細胞株においても観察されているoところでこれまで抑

制T細胞による免疫抑制に関しては､ ｢これらの抑制T細胞には数種

のサブセットが存在し､それらが複雑に相互作用することにより結果

として免疫抑制が起こる｣とするサプレッサーサーキット説 (44)

が有力であったoこの場合抑制T細胞を活性化するためには抑制T細

胞誘導細胞が必要であると考えられていたoしかしながらこの13G2を
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含め今までに得 られた抑制T細胞クローンはすべて単独で活性化され

うる細胞である (46､49-52､88)○そのため､これらの抑

制T細胞もヘルパーT細胞と同様に生体内において抗原刺激により誘

導され､そのクローンを増大させ､単独で免疫抑制効果を示している

と思われる｡残念なことにこのような抗原特異的な増殖性はかなり不

安定であり､長期培養によりこの13G2細胞は自己応答性細胞へ､さら

にはIL-2依存性細胞へと変わっていったoなおこのことに再現性がある

ことも確かめられているoこのような抗原特異性の変化が何に由来す

るのかは今のところ想像の域を出ない｡

この13G2のヘル八二T細胞クローンに対する抑制活性は長期に

わたり維持されていることが確認されているoこの13G2の抑制機

構の解析を進めるにあたり､抑制効果の特異性を明確にする必要があ

るo実験によっては抑制T細胞自身の増殖性も問題となることがある

たれ 抑制活性は有するが抗原に対しては増殖性を示さない13G2の亜
棟であるlL-2依存性細胞株を用いて以後の解析を行った｡この際､

13G2は培養に用いる増殖因子(lL-2)により常に活性化されていると考

えられるため､ここで検討 した特異性は抑制作用を及ぼす際 (エフェ

クターフェーズ)についてであるoそこで種々のT細胞クローンおよ

び由来の異なるリンパ節細胞を用いて増殖アッセイを行い､13G2

の効果を棉討したoこの結果､抑制効果にはMHC拘束性も抗原特異悼

も存在 しないことが観察されたoそのため一旦活性化された抑制T細

胞 13G2は特異性に関わりなくT細胞の増殖を抑制するものと考え

られた｡またこの13G2はT細胞依存的な抗体産生応答は抑制する

が､リボポリサッカライドによるT細胞非依存的な抗体産生応答は抑

制しないことが観察されているoこの場合は13G2がT細胞の働き

を特異的に阻害することによりT細胞依存的な抗体産生応答のみが抑
制されたものと考えられる｡

それでは13G2はどのようにしてT細胞の増殖応答を抑制してい

るのであろうかoこれまで我々は抗原刺激によるヘルパーT細胞の増

殖応答を指標に 13G2の抑制作用を解析 してきた｡このヘルパーT

細胞の増殖アッセイにおいて､ヘルパーT細胞は抗原提示細胞上に

MHC分子と共に提示された抗原によりT細胞レセプターが刺激され､
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この信号が細胞内へと伝達されlL-2などの増殖因子を産生させ､そして

このIL-2によりその細胞自身が分裂するわけである｡そのため､このT

細胞を抗原提示細胞を用いた抗原刺激以外の方法で単独に増殖させる

方法として､ルー2あるいはT細胞レセプターを架橋する方法が挙げられ

るoそこでこれらの刺激に対する13G2の作用が評価された (表 3

-5)oしかしながら13G2はこのような刺激によるT細胞の増殖

を抑制 しないことが観察されたoそのため 13G2が抑制効果を有す

るためには抗原提示細胞が必要であることが推定された｡

近年､篠原らは遺伝子導入により作製した特異抗体を発現するB細

胞株を用いて､この細胞盲特異的に傷害するキラーT細胞の存在を確

認した (54)oそしてこれらのキラーT細胞により､抗原特異的な

免疫抑制機構の一部が説明できることを示 している (55)｡そのた

め13G2が抗原提示細胞を特異的に傷害することにより免疫抑制効

果を発揮していることが考えられたo しかしながら､図3-4に示す

とおりこの 13G2は抗原提示細胞あるいはT細胞に対してほんのわ

ずかの傷害活性 しか有 していないことが観察されている｡また13G

2の抑制効果に抗原特異性が存在していないことも示されている｡こ

のため､13G2細胞が抗原非特異的に標的細胞を傷害することによ

り免疫抑制作用を発揮 しているとする可能性はほとんどないものと思
われる｡

一方､図3-5において13G2細胞の培養上清中に免疫反応を抑
制する物質が含まれていることが認められている｡そのため13G2

の免疫抑制は可溶性の免疫抑制因子に依存 している可能性が挙げられ

るoそこでこの免疫抑制因子についてのこれまでの研究を紹介 したい｡

このような免疫抑制因子は東大医学部の多田らにより初めてその存在

が確認されたoこの因子は担体タンパク質で過免疫されたラットの胸

腺及び牌腺細胞より抽出され､これの注入により抗原特異的なラット

のIgE免疫応答が消失することが観察された (38)oさらにKappと

PierceはGATやGTといったアミノ酸ポリマーに対 して低応答性を示す
マウスより同様な抑制性抽出物を得､これらがGATに対する親和性香
持ち､さらにこの因子はGATカラムにより精製 し得ることを兄いだし
た (96-97)oつまりこれらの因子は抗原に結合する領域と免疫
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抑制活性を受け持つ領域をあわせ持つ複合分子であると思われる｡こ

の中で抗原を認識する分子として可溶性のT細胞抗原レセプターが候

補に上がっているが (29-31)､免疫抑制を担当する分子につい

てはその分子構造は明らかにされていない｡

このような抑制T細胞が産生する免疫抑制因子のほかにも､ヘルパ

ーT細胞が産生するリンホカインの中で免疫抑制作用を有するものが
いくつか挙げられているoTGF-βは全ての種類のT細胞の増殖応

答を阻害することが知 られている (33)o腫療壊死因子として同定

されたTNFは免疫担当細胞に対しても細胞傷害作用があることが報

告されている (34)｡またDNAX研究所のMosmannらはリンホカイ
ン産生パターンによってヘルパーT細胞は二つのタイプ (タイプ1ヘ

ルパーT細胞 :lLl2･γ-インターフェロン産生､タイプ2ヘルパーT

細胞 :lL-4･lL-5･lL-10産生)にわかれることを兄いだした (98)｡そ

してタイプ1ヘルパーT細胞によって産生されるγ-インターフェロ

ンはタイプ2ヘルパーT細胞の活性を阻害 し (32)､逆にタイプ2

ヘルパーT細胞によって産生されるrL-10はタイプlヘルパーT細胞の

活性を阻害することを報告 している (99)｡このため抑制T細胞が
産生する免疫抑制分子はこのようなヘルパーT細胞が産生する免疫抑

制性のリンホカインと同じ物質である可能性も考えられる｡

実際､我々が樹立した抑制T細胞クローン13G2細胞が産生する

免疫抑制因子はその後の研究によりIL10と同一であることが判明して

いる (57)oそのため一般的に抑制T細胞はIL-10を産生することに

より免疫応答を抑制することが想像される｡この点については次に章

において模討を試みたoさらにこのルー10がどのようにして免疫反応を

抑制しているかについては今後の研究の進展に期待したい｡

またその後の解析によりこの13G2細胞はIgE応答を抑制するリ

ンホカインとして注目されているIFN-γ(53)を産生することが

ELISA分析により確かめられている (薬袋ら､未発表データ)｡このよ

うに抑制T細胞は免疫抑制活性を有する様々なリンホカインを産生す

ることにより､いろいろな免疫抑制活性を発揮 しているものと思われ
る｡
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第4章 αS1-肘 インに特異的なJtBリクロ-+ルCD8+T細胞について

序

cD8+T細胞が免疫抑制において重要な役割を果たしていること

が数多くの実験によって示されており (18､100-102)､特

に夕悌 性抗原に特異性を有するCD8+T細胞は古くより免疫抑制T細

胞として理解されてきたooこのようなCD8十抑制T細胞によって認

識される抗原として可溶性の蛋白質 (38､43､103-104)､

細菌由来の膜蛋白質 (5十152)､ある種のハプテン (97)など

があげられるo食品アレルゲンの多くは可溶性の蛋白質であり､上記

の抑制T細胞を誘導しうるタ採 性可溶性蛋白質抗原に分類される｡そ

こでまず今までに知られている可溶性抗原と抑制T細胞の関係につい

てふれてみたいo卵白リゾチーム (HEL)を認識する抑制T細胞に

ついてはUCLAのSercarzらによって､精力的に解析が行われてきた｡
この細胞はHELの目端の 3残基を含む領域を認識している事が示さ

れており､この抑制T細胞の働きにより抗体産生応答が完全に抑制さ

れる事が明らかとなっている (43)oまた乳酸脱水素酵素において

は抑制T細胞の影響により､系統間で免疫応答の強さが著 しく異なっ

ている事が知られている (25)oこれらの抗原のほかに､β-がラクト

シタ◆-b'(103)､ミエリン塩基性蛋白質 (104)およびKLH

(38)に対する抑制T細胞の存在が確認されている｡

一般に､抗原認識を解析する上ではその細胞のMHC拘束性がまず

問題となるoアロ抗原に対するCD8十キラーT細胞の場合は､ほとん

どの場合クラス l拘束的に抗原を認識するとされており､これはCD

8分子とクラス l抗原が親和性を持つことによるとされている｡その

ためCD8+抑制T細胞においてもクラス 1拘束的であることが予想さ

れる｡ しかしながら､乳酸脱水素酵素に対する抑制T細胞の場合は､

MHCクラス l卜分子に拘束されて抗原分子を認識している事が示唆

されている (25)｡このような抑制T細胞のMHC拘束性を明らか

にするために､いくつかのCD8十抑制T細胞クローンが分離され､そ

の抗原認識について解析が試みられたoしかしながら､これらのクロ
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-ンは性質が非常に不安定であり､特に抗原特異的な増殖応答を保持

出来るものは皆無に等しかったo我々も､第3章においてαsl一カゼイ

ンに特異的なCD8+T細胞クローンについて報告したが､この細胞も

同様に抗原特異的な増殖性は不安定であった.一方で､タは 性の抗原

を特異的に言硝 するクラス 佃 素性キラーT細胞の存在が確認されて

いる (105)oこれらは特異的に抗原提示細胞を傷害する活性を有

しており機能的には抑制T細胞にも属 しうるoこれらの点を鑑み､抗

原に特異的な抑制性細胞を多く含んでいると思われるαS1-カゼインを

免疫したマウスより得られたポリクローナルCD8十T細胞を用いて抑

制T細胞の抗原認識について解析を試みた｡

ポリクローナルなCD8+T細胞の機能を測定するには､反応に用

いる細胞集団からCD4+T細胞を完全に取り除く事が必要である｡な

ぜなら､可溶性の抗原に対する見掛け上の反応 (例えば増殖応答や リ

ンホカイン産生など)はほとんどcD4十T細胞に困っているからであ

るoこの目的で古くは抗体補体処理が用いられていた｡この方法はC

D8細胞以外の不必要な細胞 (cD4+T細胞やB細胞など)を抗体補

体処理によって傷害し､取り除くやりかたである｡そのため非特異的

な毒性がかなり問題となり､これまでCD8+T細胞の反応性を測定出

来たケースはなかったO一方､抗体を用いる選択法ではあるが､目的

とする細胞集団のみをポジティブに選択する方法がある｡蛍光標識さ

れた特異抗体を用いて任意の細胞のみを蛍光ラベルし､蛍光細胞分離

装置により特定の細胞のみを選択する方法である○非常に精度点く目

的の細胞を分離出来るが､分離に長時間を要する事さらに装置が高価

な事からこの方法はあまり普及 しなかった○これとほとんど原理は同

じだが細胞を磁気標識 した抗体により分離する技術が開発された｡こ

の方法により短時間の内に磁石を用いた簡単な分離装置を用いて目的

の細胞を分離することができる｡そして､その精度もさきほどの蛍光

分離法と同程度である事が示されているoそこで本研究においては､

抗cD8抗体を結合させた磁気- ズを用いてCD8+T細胞の分離を
行った｡

これまでの様々な研究結果からCD8十抑制T細胞は抗原に応答し

て何らかの免疫抑制作用を発揮するが､抗原刺激に対 してはほとんど
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増殖応答を示せないだろうと思われていたoそのため､CD8+T細胞

の応答性を測定する実験系として､抑制T細胞によりその反応が抑制

されるCD4+T細胞の増殖反応や抗体産生反応が用いられていた｡し
れ ながら､このような間接的な測定系はそれ自体非常に複雑になる

ことが多く､得られた結果が本当に抑制T細胞の働きを反映している

のかと疑問視される事も少なく無かった｡

抑制T細胞は生体内において､増殖反応をしないのであろうか｡一

般に､抗原による刺激がない状態ではその抗原に対するT細胞の数は

非常に少ないとされているoそのため抑制T細胞においても､生体内

で何らかの免疫抑制作用盲発揮する際＼その細胞数をある程度増加さ

せていなければならないのではないかと思われるo言い換えれば､抑

制T細胞は環境条件の整った生体内においては､そのク[ト ン数を増

大させ､その後に免疫抑制活性を発揮 しているものと考えられる｡ し

かしながら残念なことにJ･nvitroにおいてCD8+抑制T細胞は強い増

殖反応を示さないとするのが一般的であるoそのため､カゼインに対

するCD8+T細胞の増殖応答性もかなり低いであろう事が予想された｡

し机 ､たとえ低い反応であっても直接的に抑制T細胞の応答を測定

する享が肝要であると思われる｡そこで本実験においては､磁気ビー

ズで精製したポリクローナルCD8+T細胞の抗原に対する増殖性を測
定し､抑制T細胞の抗原認識機構の解明を目指した｡

抑制T細胞の研究において＼抗原認識の問題と同様に重要視されて

いるのが抑制T細胞がどのようにして免疫抑制作用を示しているかに

ついてであるoこの間題については第 3章において一つの抑制T細胞

クローンを用いて詳細に解析を行い､この免疫抑制が液性の因子によ

ることを明らかにしたoこの第4章においてはポリクローナルな細胞
集団を用いてこのことの普遍性を検討した｡

57



実験材料 と方法

第2章に記載

細胞の分画

リンパ節細胞よりCD8十T細胞を分離するために抗cD8抗体を結

合した磁気ビーズを用いたO抗体の磁気ビーズへの結合方法は次のと

机 であるo硫安沈殿により調凱 たcD8抗御 gM)を30-150pg/mJの

濃度で0･05Mトリス-塩酸穣衝i@(pH9･5)に酒解 し､これに磁気ー ズ

(Dynabeads M-450Uncoated)を50mg加え､これらを結合させる (一

晩､4℃)oそして､ウシアルブミン含有 リン酸緩衝液で非特異的な

ものを十分に洗浄 した後､これを実掛 こ用いた (108ヒ･-ス･/ml)｡抗cD
4抗体の結合方法もほぼ同様であるが､これはfgG抗体であるためド

ズへの結合においてTosyfactivatedビーズならびに0･5Mホウ酸緩衝液

(pH9･5)が用いられたo図4-1に､抗cD8結合ビーズによるリンパ

節細胞からCD8+T細胞の分離パターンを示す (FACS解析について

は第2章を参照)oこのように､ワンステげ でかなり精度良 くCD8+T
細胞が分離可能である｡

98蔓整=遠撃.こ.こ_;I-i

FITC-CD4

図卜 1 磁気ビーズを用いたcD8+T細胞の分離

リンパ節細胞(108)をビーズ(5x107)で処理 した｡
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リンホカイン

T細胞増殖因子として組換え体ヒトIL-2 (武田薬品工業より供与

された)を用いた｡T細胞は免疫応答 を調節するために様々なリンホ

カインを産生することが知 られている｡表 4-1に現在までに同定さ

れた各種のリンホカインの性質を列記した (106)｡

表4-1 各種リンホカインとその性質

因子 分子量(Da) 産生細胞 作用

lL1 17k マクロファージ T細胞活性化

IL-2 15.5k T細胞 T細胞増殖

ルー3 30k T細胞 造血作用

IL-4 15k T細胞 IgE誘導､T細胞増殖

IL-5 12.4k T細胞 IgA誘導

IL-6 19k T細胞 B細胞分化

IL-7 25k 骨髄細胞 胸腺T細胞の活性化

IL-8 10k 単球 白血球走化作用

IL-9 16k T細胞 T細胞活性化

IL-10 17k T細胞 マクロファージ機能の阻害

TNトα 17k T細胞 腫療壊死作用

TNF-β 17k T細胞 腫虜壊死作用

IFN-γ 15k T細胞 マクロファージ活性化

GM-CSF 16k T細胞 造血作用

TGF-β 12.5k T細胞 T細胞増殖阻害､IgA誘導

(略号) lL:インターロイキン､

TNF:Tumornecrosisfactor(腫療壊死因子)

tFN:インターフェロン､

GM-CSF:頼粒球マクロファーシ◆-コロニー刺激因子

TGF:トランスフォーミンク̀ク◆ロースファクター
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リンホカインの測定

刺激によりT細胞はリンホカインを産生することが知られている｡本

研究においてはT細胞が産生するルー10(キットをPharmingen社より購

入)およびIFN-†(キットをGenzyme社より購入)の産生iをELISA法によ

り測定した｡

また､非常に感度がよいとされるPCR(ポリメラーゼチェーンリア
クション)法により種々のリンホカインmRNAの発現を測定した｡抗原

刺激 (αS1-カゼイン+抗原提示細胞で24時間刺激)およびマイトー

ジェン刺激 (ConA+抗原提示細胞で24時間刺激)を行ったT細胞よ

りグアニジンイソシアネ｣●卜法により全RNAを抽出した｡このRNAの

1Jjgを用い一本鎖cDNAを合成し､この20分のlを用いてPCR反応

を行った (107)｡そしてこのPCR産物を5%アクリルアミドゲルで

電気泳動し､エチジュウムブロマイドによる染色によりリンホカイン

mRNAの発現を評価した｡今回用いたプライマーの配列ならびに増幅さ

れる塩基対の長さを表4-2に示す｡

表4-2 リンホカインmRNAを増幅するPCRプライマー

因子 sense antisense 長さ(bp) 参考文献

lL-2 (203-227)

ルー3 (286-310)

lL4 (231-255)

lL5 (1182-1206)

lL10 (240-270)

γ-1FN (841-865)

TNF-α (820-843)

TNF-β (2822-2846)

GM-CSF (122-146)

TGF-β1 (1188-1213)

TGF-β2 (2124-2144)

β-actin (886-910)

(370-346) 168

(578-555) 293

(411-387) 181

(1424-1400) 243

(660-630) 421

(1084-1061) 244

(1127-1102) 308

(3038-3014) 217

(435-411) 313

(1388-1363) 201

(2423-2400) 300

(1234-1210) 349
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結果

･21リークpTナ)-LらP･8IT_和姫0)_Q二Sl二カt_j>_!=担果断 腰 椎荘笠

αSト カゼインを免疫 したCD8+T細胞が抗原応答性を有してい

るか否かを検討するために､同系X線照射脾臓細胞 (抗原提示細胞)

の存在下､このCD8+T細胞を段別 勺に希釈 したインタクトなαsl一カセ･イン

で刺激 したo図4-2に示すように､このαSトカセ･インによっては有意

な増殖性は観察 されなかったが､10pMおよび50pMの濃度において僅

かながら応答 している傾向がみられたoこのように応答性のほとんど

ないことの一つの理由と､し'て､この条件において抗原処理が行われて

いないことが考えられたoそこで､このCD8+T細胞 をトリプシンで

完全に分解 したαsl-カゼイン(αS1-柑 インートリフ｡シン分解物)で刺激 し
たOその結果 10pMの濃度のαSトカセ･インートlJ7･シン分解物によって､顕著

な増殖応答が観察されたoこのため､CD8+T細胞であっても可溶性

のタ悌 抗原であるαsl一カゼインに対 して反応性を有 していること

が示されたo次に､この増殖応答の様子を時間を追って観察 した｡図

4-3に示すように､培養開始 4日目の応答が最も良好であった｡ま

た増殖応答は2日目より6日目まで観察された｡

これらの反応性が非常に微量存在 しているCD4+T細胞 (0.5%以下)

ではなく確かにCD8+T細胞に由来していることを確認するために抗

CD4および抗cD8抗体 を用いた阻害実験を行った｡表 4-3に示

すように､この細胞の抗原応答性は抗cD8抗体によりかなり阻害を

受けるが､抗cD4抗体によっては全く阻害されないことが示された｡

免疫条件の検討_

図4-2においてαsl一カゼインで免疫されたマウスから得られた

CD8+T細胞画分が免疫に用いたインタクトなαSト カゼインにはほと

んど反応性を示さないものの､αS1-肘 インートリフ｡シン分解物に対 して昂頁著

な増殖反応を示すことが明らかとなったoそこで免疫抗原 (インタクトなα

Sトカセ■インおよびαS1-カセ■インートリフ○シン分解物)の遣いによるCD8+T細
胞の増殖応答を比較 した0本実験においては､抗原のフ｡ライミンク･効率を

検討するために免疫を行っていない牌腺細胞から分離 したCD8+T細胞
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図4-2 トリプシンで完全分解 したαS1-カゼインによる

ポリクローナルCD8+T細胞の増殖応答

cD8+T細胞(4×105/we‖)を抗原提示細胞の存在下､ トリプシンで

完全分解 したαS1-カゼインおよびインタク トなαsl一カゼインで刺激 し

た｡以後特に記載のないかぎり､この トリプシンで完全分解 したαS1

-カゼインフラグメン ト混合物をαsl一灯 イン-トリフ｡シン分解物として実験に
用いた｡
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表4-3 CD8+T細胞の増殖応答に対する

抗CD8および抗CD4抗体の効果

H-thymidineuptake(cpm)

Celt Antigen w/oAb anti-CD8 anti-CD4

Purified-CD8 606±115 ND ND

+ 3709±348 1907±348 3846±247

cD8+T細胞をαS1-カセ̀インートリ7.シン分解物で刺激 したoそして､適

宜希釈 した抗CD8あるいは抗CD4抗体をこの系に添加 した｡
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およびcFAのみで免疫 したマウスのリンパ節cD8+T細胞を用いた｡

なわinvitroLこ別 ナる刺激抗原としてインタクトなαsl一カセ.イン(50pM)およびα

sl一カセ■インートリフoシン分解物(10pM)を用いた○表414に示すように､正常

牌膿細胞から分離 したcD8+T細胞はどちらの抗原に対 しても有意な

応答性 を示 さなかったo一方､CFAで免疫 したマウス由来のリンパ節

cD8+T細胞はαsl一灯 インートリフ｡シン分解物に対 してのみ有意な反応性

を示 したoそしてこの反応性の強さはインタクトなαS1-カセ･インで免疫 したマ

ウス由来のCD8+T細胞>αSトカセ･イン小リブ｡シン分解物 を免疫 したもの

>CFAのみを免疫 したものの順であった○このことから抗原の免疫に

より僅かながらフ○ライミげ かかかっていることが示唆 された.そして免

疫抗原としてはαS1-が イン小リフ｡シン分解物よりもインタクトなαsl一カセ･インの

方が有効であることが示された｡

ca岩…･-Thw%1畿 Tf慧慧写禁 慧｡､1we‖あたり

に巻き込む細胞の数を変化 させ(1-8x105)､その応答性を測定 した｡図

4-4に示すように､細胞数で2x105以上加えると有意な応答性が観察

された｡この応答性は細胞数の増加に伴い比例的に増加 したが､細胞

数5x105を越えるとばらつきが大きくなり反応はプラ ト に達した｡こ

のグラフより細胞数は4x105程度が最適であると思われる｡

次に､限界希釈法を用いてαsl一カゼインに特異的なCD8十T細

胞の頻度を測定 した｡なおこの実験においては､αsl一カゼインに

特異的なCD4+T細胞の頻度もCD8+T細胞との比較のために同様

に測定 したoこの系において､グラフの傾 きから陰性 ウエルの割合が

37%になる点 を求めこの際の細胞数の逆数を頻度とする (ポアソン

分布による ;文献 112参照)｡ただ 1個のT細胞によってチミジン

の取り込みが有意に測定できるかは疑問であるが､cD4十T細胞とC

D8十 T細胞の頻度の関係はほぼ正確に反映できると考えられる｡図 4

~5に示すように､αs1-カゼインに特異的なCD8+T細胞の頻度
は1/130･000であり､CD4+T細胞の頻度は1/30,000であることが示

されたoこのことよりCD8+T細胞の頻度はCD4+T細胞の頻度と比

較すると約4分の1であることが明らかとなった｡
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表4-4 免疫条件の検討

CD8 lmmunization H-thymidineuptakebyCD8'TceHs(cpm)

derivedfrom withCFA w/oAg lntact一αS1-CNTryptic-αS1-CN

Normalspleon None.. 314±51 540±46 750±166

Lymphnode P巨s/CFA 250±47 375±20 1378±123

Lymphnode lntact-αS1-CN 216±61 477±62 4235±604

Lymphnode Tryptic-αS1-CN 355±28 294±103 2080±623
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図4-5 抗原特異的なCD8+T細胞の頻度

(cD4+T細胞との比較)

各々の細胞数のCD8+ぉよぴcD4+T細胞をAPCと共に､抗原の非

存在下 (negativeresponse:6we順 用)および存在下 (18we順 用)で培

養したoこの際､チミジンの取り込み値でne9a仙eresponse+2SDを

越えるものをpositiveresponseとしたoこの系において､グラフの傾き

から陰性ウエルの割合が37%になる点を求めこの際の細胞数の逆数

を頻度とする｡たった 1個のT細胞によってチミジンの取り込みが有

意に測定できるかは疑問であるが､cD8+T細胞とCD4+T細胞の

頻度の関係はほぼ正確に反映できると考えられる｡
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CP8-T神胞に叶 ㌻るαS1-万七イン里 見,T,未定墨

cD8+T細胞に対するαsl一灯 インの抗原決定基を同定するためにα

S卜が インの4種の トリプシン分解物43-58,1041119,133-151,152-193

さらにはαsl一カゼインの全領域をカバーする13種の合成ペプチ

ドを用いて､精製CD8十T細胞を刺激 した｡なお本実験においてもC

D4+T細胞をコン トロールとして用いた.ここでは､αsl一灯 イントリフ｡

シン分解物(10pM)に対する各々のT細胞のチミジン取り込み値を100%と

して設定し､これとの比較によって各ペプチ ド(10uM)に対する応答性

を評価 した｡図4-6に示すように､CD8+T細胞は133-151および

136~155のみに反応性を有一しているのに対 し､CD4+T細胞はトげ シン

分解ペプチ ドである43-58･104-119,133-151,152-193に反応性を有 し

ていることが兄いだされたoなおこの実験において､CD4+T細胞は

インタク トなαsl一灯 インに対 してもαsl一カセ･イン-トリフ｡シン分解物に対する

ものと同等の強い増殖応答が観察された (データ省略)｡このことは

CD8+T細胞の応答性とは全く異なる点である｡

上記の図 4-6において､ペプチ ド136-155はCD8+T細胞

の反応性を誘起するが､cD4+T細胞に対 しては刺激活性がないこと

が示唆 されたoこのことを確認するためにペプチ ド136-155を

段階希釈LCD8十T細胞あるいはCD4+T細胞に対する応答性を比

較棉討 した｡図 4-7に示すとおり､CD8+T細胞の場合はペプチ ド

の濃度の上昇に伴いその反応性が増 したが､cD4+T細胞においては

50uMの高濃度においてもペプチ ドに対する応答性は観察されなかったO

この実験においても図4-6の場合と同様にαS1-カセやインートリフ｡シン分解物

(10pM)に対する増殖応答を100%として設定し､これとの比掛 こよって

ペプチ ド136-155(50pM)に対する応答性 を評価 した｡その結果､cD

8+T細胞においては92%の応答性を示 したのに対し､CD4+T細胞に

おいては僅かに数値上1%であり､有意な応答性とはいい難いものであっ

た｡そのためこの条件において､CD4+T細胞は136-155に対 して応

答性を有 していないものとして結論づけちれる｡

CD8-T相胞を特異的に活性化さLl･5ヘプチ ト(''特定堅めざしこ

ここでへ○70チド136-155によってCD8･T細胞を特異的に活性化させ
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図4-6 CD8+T細胞の抗原決定基

(cD4+T細胞との比較)

ここでは､αSトカセ■イン-トリフoシン分解物(10LIM)に対する増殖応答 を

100%として設定し､これとの比掛 こよって各種のペプチド(各々10pM)
に対する応答性を評価した｡
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図4-7 ペプチ ド136-155に対するCD8+T細胞および

cD4+T細胞の応答性

この際､αsl-カゼイン小 リブシン分解物(10PM)に対する反応性は

cD8+T細胞(4235±604CPM)､CD4+T細胞(33699±2744CPM)
であった｡

71



る可能性が挙げられたoそこでこのペプチ ドを免疫したマウスに抗原

特異的なcD8+T細胞が誘導されているかどうかを検討した｡この結

果､このマウスより得られたCD8+T細胞はペプチド136-155

に対して昂貞著な増殖応答を示すことが観察された｡さらにこの細胞は

αsl一肘 インートげ シン分解物(Tryptic-αS1-CN)に対 しても同等の反応性を

示すことが明らかとなった (図4-8)oこのペプチ ド136-15

5が､cD4+T細胞の応答性を誘起せずに､CD8+T細胞のみを特

異的に活性化させうるか否かは今後の大きな研究課題である｡

さらにCD8+T細胞のみを特異的に活性化させるペプチドを検索す

るために､ペプチ ド136-1､55における抗原決定基領域の縮小化を行った｡

この際､αsl一灯 インを免疫 したマウス由来のCD8+T細胞を各種の合成

ペプチ ド(136-151･136-147,142-149)により刺激 したoこの結果､ペ

プチ ド136-151においてはペプチ ド136-155と同等の高い反応性が､ま

たペプチド136-147においては高濃度において有意な反応性が､さらに

ペプチド142-149においても昂緒 な反応性が観察された (表4-5)o

これらのペプチ ドを､免疫することにより､CD8+T細胞のみを特異

的に活性化させることが期待される｡

MHC拘束性

αsl-肘 インに特異的なCD8+T細胞のMHC拘束性をMHC分子に対

するモノクローナル抗体 (M5/114:antトAb,27-ll-13:anti-Db,20-8-4:

anti-Kb)を用いて検討した0本実験において､ポリクローナルCD8+T

細胞をαsl一カセ◆インートげ シン分解物で刺激した.表 4-6に示すように､

これらの細胞の応答は抗Abぉよび抗Db抗体によりに部分的に阻害さ

れることが示されたoしかしながら､抗Kb抗体によってはほとんど影

響を受けなかったoそのため､このポリクローナルCD8+T細胞画分

中にはクラス‖(伸 二拘束された応答を示す細胞 とクラス1(Db)に拘束さ

れた反応を示す細胞が含まれていることが示唆された｡

MHCクラス】lに拘束された応答を示すCD8+T細胞の存在を確言忍する

ためにこのCD8+T細胞がAb分子を遺伝子導入されたL細胞株(FT2･3)

と抗原により刺激されるか否かを検討 したo表 4-7に示すように､

このCD8+T細胞はこの条件下においてもαSトカセ･インートリフ｡シン分解物
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図4-8 へ■フ○チト◆136-155を免疫したマウス由来のCD8+T細胞
の抗原応答性
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表4-5 抗原決定基の限定化

Ce" Ag Conc.(pM) H-thymidineuptake

CD8 542±164

136-155､◆ 10 3401±368

50 5697±795

136-151 10 3502±178

50 6120±724

136-147 10 583±269

50 2988±451

142-149 10 2530±610

cD8+T細胞を抗原提示細胞の存在下､各種のペプチドで刺激した｡
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表4-6 CD8十T細胞の増殖応答に及ぼす抗MHC抗体の阻害効果

H-thymidineuptakeinthepresenceof(cpm)

cell A9 W/0Ab AntトAb AntトDb Anti-Kb

CD8 263±41 ND ND ND

+ 3759±59 1494±141 1778±515 4803±876

精製したCD8+T細胞をAPC存在下､Tryptic-αS1-CaSein(10PM)で刺

激 したOそして培養開始時に適宜希釈 した抗MHC抗体を漆加 した.

ND;notdone
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表4-7 トAbを遺伝子導入したL細胞株による

cD8+T細胞の増殖応答

CeH APC Ag H-thymidineuptake

cD8 トAbLcell None 685±198

CD8 l-AbLcell Tryptic-αS1-CN 4037±189

cD8 卜AbLceH Peptide136-155 3870±310
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およびペプチド136-155に対して応答性を示すことが観察された｡この

ため､外来抗原であるαSトカセ■インをクラスMこ拘束的に認識するCD

8+T細胞が存在することが確認された｡

抗原特異的なCD8◆丁細胞株

表4-6においてこのポリクローナルCD8+T細胞画分中にはクラ

ス11(Ab)拘束的にαsl一カセ◆インを認識する細胞とクラスl(Db)拘刺 勺にαS1-
カセ◆インを認識する細胞が存在することが示唆された｡この中で､クラス

=困 拘束的にαsl一カセ◆インを認識する細胞株としては既に 13G2細胞

が得られており､この種の細胞の存在は細胞株として実証されている0

そこで今臥 クラスJ(Db)拘束的にαsl一カセ●インを認識する細胞株の分離

を試みた｡まず磁気ビーズにより分離されたCD8+T細胞をαS1-

カゼインートリプシン分解物で刺激 し､この細胞を限界希釈した｡そし

て増殖してきた細胞株をFACSで解析し､CD8+T細胞株を分離 し

たoそしてこれらの細胞の中からαsl一カゼインートリプシン分解物

に応答性を示す3つの細胞株を得た (表4-8)｡そこで次にこれら

の応答性のMHC拘束性を抗体阻害実験により評価した｡その結果これ

ら3種のCD8+T細胞クローンは全て抗Db抗体によりその応答性が

阻害された｡そのためこれらのクローンはクラスl分子であるDb分子と

共にαsl一カゼインを認識していることが示唆された｡

リンホカイン産生

このようなαsl一カセ■インに特異的なCD8+T細胞は抗原刺激によりど

のようなリンホカインを産生しているのであろうか｡PCR法を用い

てリンホカインmRNAの発現を検索 したところ､ポリクローナルC

D8+T細胞は抗原刺激によりlL-2､lL-3JL-10､rlFN､GMICSFなどを

発現 していることが観察された (データ省略).特に lL-10および7-

IFNについてはEuSA解析によりその産生量の定量を試みた｡表 4-9

に示すとおり､ポリクローナルCD8+T細胞は抗原刺激によりrJFN

を産生することが観察された｡一方､この条件において､IL110は積出

限界以下であった｡RT-PCRの結果から､IL-10の産生が示唆されてい

るため､ポリクローナルCD8+T細胞は抗原刺激によりIL-10を若干産
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表4-8 Dbに拘束してαsl一カゼインを認識する
cD8+T細胞クローン

Cell lL-2 Ag Ab H-thymidineuptake
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表4-9 CD8十T細胞が産生するIL-10およびIFN-γ(ELISA解析)

CeH Stimuli lL10(U/ml) IFN-Y(U/ml)

poly-CD8 Antigenic

5FI Antigenic

Mitogenic

6BI Antigenic

Mitogenic

6GI Anti9enic

Mitogenic

13G2 1し-2

Mitogenic

<1 8

42 350

80 256

18 380

27 900

26 256

125 850

125 825

224 2015

このELISAの感度はILl10(1U/ml)､IFN-γ(1U/ml)である.なお

AntigenicStimulationとはAg+APCによる刺激を､またMitogenic

StimulationとはConA+APCによる刺激をさす｡
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生してはいるものの､この量は測定感度以下であるものと推察された0

なおこの実験においては先に樹立したCD8+T細胞株におけるlL-10

および7-1FNの産生量の検討も同時に行った｡抗原刺激あるいはマイトヅ
工ン刺激によりクラス駒 素性の全てのCD8+T細胞株において顕著なル

110およびTIFNの産生が認められた.なお先に述べたとおり､クラスIl

拘束性CD8+丁細胞株である13G2細胞においてはルー10およびT

lFNの産生が観察されている｡これらの結果からαsl一カゼインに特
異的なCD8+T細胞は抗原刺激により抑制性のリンホカインであるIL-

10および7-1FNを産生することにより､ある種の免疫抑制作用を発揮し
ていることが推察された∴
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考察

これまでに､間接的な測定方法である免疫抑制活性などを指標にして､

タ採 性の可溶性抗原を認識するCD8+T細胞の存在が示唆されていた｡

しかしながら､通常これらの細胞の反応性を直接的に測定することが

困難であったため､その細胞の存在を明確に示 した研究はなかった｡

我々は本研究において､磁気ビーズを用いた分離法によりCD8･T細胞

を高度に精製 し､この細胞が可溶性の外来抗原であるαS1-カセ･インに対

して応答性を有 していることを兄いだした｡そしてこれらの細胞の抗

原特異的な応答性は抗原め免疫により確実に増加することが示された｡

初めに明確にしなければならないことは､これらの反応性が極く僅か

に含まれるCD4+T細胞 (精製CD8細胞中約0.5%)によるものでは

ないことを示すことである｡この目的で く1)抗体による阻害実験を

行った｡その結果､高度に精製されたCD8+T細胞の反応性は抗CD

8抗体により阻害されるが､抗CD4抗体によっては全く影響を受け

ないことが示された｡また (2)αsl一カゼインに対して反応性を

有するCD4+T細胞の頻度は計算上約3x104個に1個の割合であ

り､高度に精製した4x105個のCD8+T細胞に含まれるCD4+T

細胞 (約2000個)による反応は期待できない｡さらに (3)高度

に精製したCD4+T細胞はインタクトなαsl一肘 インに対しても応答したが､

cD8+T細胞においては有意な応答は観察されなかった｡そしてこの

両細胞において､エヒ○トー7'特異性が明らかに異なっていることが示され

たoこれら3つの実験結果から､CD8+T細胞が可溶性抗原であるα

Sトカセ■インに対して反応性を示 していることが明確に示された｡今まで

に､CD8+T細胞クローンの外来性抗原に特異的な増殖応答はいくつ
か報告されているが､今回の我々の研究は生体より調製されたポリク

ローナルなCD8+T細胞の可溶性抗原に対する直接的な反応性を測定

した初めてのケースである｡一般に､CD4+T細胞は外来性の抗原の

ために用意されたレパートリーであり､CD8+T細胞は内在性の抗原

を認識するレパートリーであるとする考え方が主流を占めている｡そ

のため今回の研究対象である可溶性のタ悌 抗原 (ウシαsl一カゼイ

ン)に特異性を有するCD8+T細胞は上記の定説から逸脱した新しい
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種類の細胞集団であると捉えることができる｡

本研究においては､まず初めにこのポリクローナルCD8+T細胞が

抗原であるαS1-カゼインを認識する際のMHC拘束性力噸 討された｡

(1)抗体による阻害実験の結果､このCD8+T細胞の反応性は抗 ク

ラス‖抗体および抗 クラスl抗体により部分的に阻害されることが示さ

れたo (2)トAbを遺伝子導入したL細胞と抗原によりこのCD8･T細胞
が刺激された (クラス‖拘束性の確認)0 (3)このCD8+T細胞を

出発材料としてクラスlに拘束性のCD8+T細胞株が得られた｡以上の

結果からこのCD8+T細胞画分中にはクラスIl拘束的に抗原を認識す

る細胞集団とクラスlに拘束的に抗原を認識する細胞集団が含まれてい

ることが明らかとなった｡

T細胞の胸腺内での分化過程において､まず自己のMHC分子に対 し

てある種の親和性を持つ細胞のみが選択され (Positiveselection)､そ

の後自己成分に応答性を有する細胞が消失する (Negativeselection)

ことが トランスジェニックマウスを用いた研究により明らかにされて

いる (7-10)｡この教育においてCD4+T細胞は自己のクラスH

抗原で選択され､またCD8+T細胞は自己のクラス航原で選択される

ことが示されている｡そのため我々の研究において確認されているク

ラスIl拘束的に抗原を認識するCD8+T細胞は例夕川勺な細胞集団であ

ると思われる｡

一方で､このT細胞の初期発生におけるPosi仙eselectionの重要性を

疑問視する向きもある｡この根拠となるのがアロキラーT細胞の存在

である｡これらのT細胞は自己の胸腺には存在 しない非自己のMHC

抗原を認識 し､そして非自己 (異種)の細胞を傷害することが知られ

ている｡この場合､非自己のMHC抗原は自己の胸腺内には存在しない

ため､これらのT細胞がPosjtiveselectionされることは原理的に不可能

である｡そのためこれらの細胞が胸腺においてどのようにして選択さ

れているかは大きな問題である｡そしてこの間題を更に複雑化 してい

るのは非自己のクラスH抗原を認識するCD8+ァロキラーT細胞の存

在である (113)｡この際これらの細胞は自己のクラスH抗原によっ

てはPositiveselectjonされていないことが示唆されており (114)､

むしろ自己のクラスlによって選択されている可能性が指摘されている
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(篠原博士より私信)oクラス=拘束的にαS1-カゼインを認識する

CD8+T細胞の起源に疑問が抱かれたが､この細胞もおそらくはクラ

スI抗原によってPositJ･vesefectionされた細胞であると思われる.また

さらにこの細胞の抗原応答性は後天的に交差反応により獲得されたも

のであると考えられるoこのような交差反応による抗原応答性がT細

胞レパートリーの形成において重要な役割を果たしていることが想像
される｡

次に､MHCクラス胸 束的に外来抗原であるαsl一カゼインを認識する

CD8+T細胞における抗原認識掛毒について考察を進めたい.一般に､

MHCクラス151子は内在性の寵原 (その細胞自身がこれをコー ドする遺伝

子を持ち､この細胞により合成される蛋白質抗原)のみをT細胞に提
示しているとされている｡それではなぜ､夕は 性の抗原がMHCクラス1に

より提示されるのであろうか｡第2章において今回抗原として用いて

いるαsl一カゼインは､特定の高次構造を取りにくいためMHCクラ

ス‖分子に直接結合でき､これによりT細胞を活性化させうることが示

されているoそのため生体内において､種々の蛋白質分解酵素などの

助けを借りて直接的にMHCクラス一分子に結合し､これにより特異的な

T細胞を活性化している可能性が推察される｡一方､invitr｡においては

刺激抗原としてペプチド抗原が用いられているため､MHCクラスI分子

による抗原の提示は考えやすいoこれらのことを考え合わせると､今

回の研究においてタほ 抗原に特異的なMHCクラスJ拘束性のCD8'T細胞

が検出されたことは､抗原として用いたαsl一カゼインに困るとこ

ろが大きいものと推察される｡このように蛋白質抗原を免疫すること

によりCD8+T細胞を誘起する試みはワクチンの開発と相保って非常

に盛んに行われている｡特に､川∨ウイルスに対するワクチンの製造に

おいては､この方法がおおいに期待を集めている｡

次にこれらの細胞の機能について解析を行った｡一般に､外来性の抗

原を認識するCD8+T細胞は免疫抑制活性を有しているケースが多い｡

このためαsl一カゼインに特異的なCD8+T細胞も免疫抑制活性を

有していることが考えられたoまず､このポリクローナルCD8+T細

胞のリンホカインの産生をPCR法により検討 した｡その結果これら

のCD8十T細胞は抗原刺激によりlL-10およびIFN-Yといった抑制性の
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リンホカインのmRNAを発現することが示された｡そこでまずこの細胞
のルー10産生を検討する目的で､これらの細胞あるいはその培養上清の

ヘルパーT細胞クローンに対する免疫抑制活性が検討されたが､有意

な抑制活性は観察されなかった (データ省略)｡また更に､ELISA分析

においても有意なリンホカインの産生は検出されなかった｡

このような原因の1つとして､図4-5において示すように反応して

いる細胞数が極端に少ないことがあげられる｡またもう1つの理由と

して細胞の活性化が不十分であったことが推察される｡これまでにD｡rt

らによって､抑制T細胞を活性化するためには多種の細胞より構成さ

れるカスケ-ド系が必要であることが示されている (44)｡そのた

め､これらのαS1-カゼインに応答性を有するポリクローナルCD

8+T細胞も何 らかの追加的な刺激により強し､免疫抑制活性を有する細

胞に分化しうる可能性が考えられた｡実際､αs1-カゼインに特異

性を有する数種のCD8+T細胞クローンにおいて宗男著な抑制性リンホ

カイン(lL-10&lFN-†)の産生が認められている｡なおポリクローナルC

D8+T細胞は抗原刺激によりlFN-γを産生することはELISAにより確

認されている｡これらのことを考え合わせると､生体内である種のC

D8+T細胞は外来性の抗原に応答し､抑制リンホカインを産生するこ

とにより､免疫応答を抑制していることが推察された｡

この抑制リンホカインの中でJ L-10はT細胞の増殖を抑制するリン

ホカインとして注目されているが､そのほかに未成熟CD8十T細胞を

キラーT細胞へと分化させる活性も報告されている (115)｡その

ためポリクローナルCD8+T細胞において産生されたIL-10によって､

これらの細胞のキラーT細胞への分化が促進されている可能性も考え

られた｡確かに､αSトカセ̀インに特異的なポリクローナルCD8+T細胞

は僅かながら細胞傷害活性を有 していることが観察されている (デー

タ省略)｡Shinoharaらにより､抗原提示細胞に対する細胞傷害活性が､

ある状況下における免疫抑制に寄与 していることが示唆されている

(55)Oいずれにせよ､αS1-カセ◆インに特異的な/lfリクローナルCD8+T細

胞は免疫抑制リンホカインあるいは細胞傷害を介 して免疫系を抑制的

に制御する活性を有していることが予想される｡

最後に､これらのCD8+T細胞の応用法について話を進めたい｡
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このCD8+T細胞によって認識されるαsl-カセ･インの抗原決定基はC

D4+T細胞の決定基とはかなり異なっていることが示された｡そして､
αsl~カゼインの領域136-155はCD8+T細胞のみを活性化
することが示唆されているoさらに､これらのCD8+T細胞は抗原刺

激により抑制性のリンホカインを産生 していることが示されている｡

Sercarzらはリゾチームを用いた研究において､CD8+抑制T細胞の
抗原決定基とCD4+ヘルパーT細胞の抗原決定基が異なっていること

を示している (24)｡そしてこの抑制T細胞に特異的な抗原決定基

を用いて､抑制T細胞のみを選択的に誘導する方法が模索されている0

我々の研究においても1LO'残基程度のへ070チト･136-147や142-149がC

D8T細胞を刺激することが示されており､これらは抑制T細胞のみ杏

特異的に活性化しうる抗原として非常に有力な候補である｡

これらの抗原により誘導されるCD8+抑制T細胞はそのMHC拘束性
により2種類に分類されることが示されている｡

免疫抑制リンホカインであるルー10を多く産生するCD8+抑制T細胞
として報告された13G2細胞 (57)あるいはHD-8細胞 (116)

はいずれもMHCクラス‖拘束性の細胞である｡これらのMHCクラス‖拘
束的に抗原を認識するCD8+T細胞は細胞傷害活性が非常に弱いとさ
れており､一つの原因として､このケースにおいてはCD8抗原によ

るシグナル伝達が行われていないことが挙げられる｡このように細胞

傷害活性を伴わないCD8+T細胞は従来より考えられてきた抑制T細
胞のプロトタイプである (117)｡そのため､不必要な細胞傷害を

誘起することなしに､免疫抑制効果を誘導する際は､このMHCクラスIl

拘束的に抗原を認識するCD8+抑制T細胞の利用が有効であると思わ

れる｡しかしながらこの際､同一抗原によりMHCクラスIl拘束的に抗原
を認識するCD4+ヘルパーT細胞を誘導してしまう恐れがある｡
一方､MHCクラスl拘束性のCD8+T細胞においても免疫抑制性リン
ホカインの産生が確認されている｡確かにこの細胞集団の場合､抗原

提示細胞に対する強い細胞傷害活性が観察されているが､MHCクラスl

拘束的にCD4+T細胞を活性化することはまず考えられない｡このた

め､CD8+抑制T細胞のみを特異的に活性化 しうる抗原としては､

MHCクラスIに拘束的にCD8十T細胞を刺激する抗原を第一に挙げる

85



べきであろう｡

将来､このようなMHC拘束性とCD8+T細胞の機能の関連を検討す
るにあたり､特定のMHC分子に拘束されてT細胞を刺激するペプチ ド

を同定する必要があるoそして､これらのペプチド抗原の投与により

生体内に免疫寛容状態が誘導されるかどうかを検討しなければならな

いoこのような抑制T細胞に特異的な抗原決定基を授与することによ

り抗原特異的な免疫抑制を誘起 し､これによりアレルギーや自己免疫

疾患の治療法が新たに確立されることが望まれる｡
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第5章 αS1-カゼインにより誘導された自己反応性CD8･T細胞株の

樹立とその性質

序

免疫系は､自己と非自己を識別しウイルスなどの非自己成分を生体

外に排除する生体の持つ防御システムである｡そのため自己の成分に

対しては免疫寛容が成立しており､この機構にT細胞が重要な役割を

果たしているとされているoこの意味で自己反応性のT細胞は本来存

在し得ないものであり､､もし仮に存在 したとするならば､自己免疫疾

患の発症へと結びつくことも考えられる｡ しかしながら､健常動物に

おいても自己反応性T細胞が存在していることが､Tリンパ球を自己

の細胞で刺激する混合自己リンパ球反応において実証されている (1

18-120)｡そして今までにこのような細胞集団から多くのCD

4+自己反応性T細胞クローンが得られている (121-124)｡こ

れらの細胞は自己のMHC分子と共に何らかの自己成分を認識 してい

ると考えられている｡免疫反応は通常はある特定の抗原に対して行わ

れるものであるが､このような自己反応性細胞は生体内に存在する自

己抗原に反応しているため常に活性化状態にあると考えられる｡その

ため特定の抗原による活性化を必要とせず､全ての免疫応答に参加で

きるため､広範囲にわたる免疫制御能力があると考えられている｡多

くのCD4+T細胞は強い免疫賦活活性を有 しており､このCD4+自

己反応性T細胞も同様にヘルパー活性を持っているものと思われる｡

生体の恒常性を考えると逆の反応性 (免疫抑制活性)を有する細胞集

団が存在している事が予想されるo多くのCD8+T細胞は免疫抑制活

性を有 していることが報告されており､免疫抑制活性をもつ自己反応

性細胞としてCD8+自己反応性T細胞が考えられる｡

一般に､CD8+T細胞は増殖能力が芳 しくないため､CD4･T細

胞との混合培養を行うとCD8+T細胞が時間を追うごとに減少してい

き､ついにはほとんど消失 してしまうことが観察されている｡これま

でに得られた自己反応性クローンの場合､T細胞全体を出発材料とし

ていたためか､全てCD4+T細胞クローンであった｡CD8+自己反
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応性T細胞の存在を立証するために､CD8+自己反応性T細胞クロー

ンを得る努力が積み重ねられたが､今まではCD8+T細胞をT細胞全

体から分離することがとても困難であったため成功するに至らなかっ

た｡このためCD8+自己反応性T細胞クローンを得るためにはCD4+T

細胞を完全に取り除くことが必要であると考えられる｡最近､特定の

細胞表面抗原に対する抗体を結合した磁気ビーズを用いて､短時間の

うちに目的とする細胞集団を分離する技術が開発された｡またこれま

での研究から､αSトカセ■インで免疫されたC57BL/6マウスのリンパ節中には

cD8+抑制T細胞が誘導されていることが分かっている｡今回我々は､

このαS1-が インで免疫 L,有 ノンパ節細胞から､抗CD8結合磁気ビー

ズを用いてCD8+T細胞を調製 し､自己反応性CD8+T細胞クロー

ンを樹立することに成功した｡

このようなCD8+自己反応性T細胞は生体の免疫系自体を不活性

化することにより､全体的な免疫応答を抑制していることが予想され

る｡食品アレルギーの発症には複数のアレルゲンが関与していること

が一般的であり､これら全ての抗原に対する応答が自己反応性CD8+T

細胞によって抑制される可能性が考えられる｡そこで本章においては

この自己応答性細胞の抗原認識機構を解析 し､さらにその免疫抑制作

用について積討を行った｡
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実験材料と方法

動物､抗体およびFACS 第2章に記載

甚昼 免疫原としてαSトカセ̀インを用いた｡

リンホカイン

T細胞増殖因子として組換え体ヒト1L-2を用いた.

リンホカインの測定 PCRおよびELISA法 (第4章を参照)

培養細胞株

T細胞の細胞傷害活性の測定のためにP815細胞(マ朴サイトマ)､EL-4細胞

(Tリンホーマ)､ (これらは篠原博士より供与された)､IC-21(マクロフアサ ;
ATCC)､B1710細胞 (125;Bリンホ-マ:国立予防衛生研究所の牧野正彦

博士より供与)を用いた｡

細胞傷害活性の測定法については第3章を参照のこと｡

T細胞クローンの樹立及びその増殖応答の測定法

第2章に記載のとか ノ

細胞の分画

リンパ節細胞よりCD8+T細胞を分離するために抗CD8抗体を結
合した磁気ビーズを用いた (第4章を参照)0

通常は抗原提示細胞としてX線照射した牌腺細胞をそのまま用いてい

る｡しかしこの中にはB細胞やマクロファージなどが混在 しているた

め､実験によってはこれらを分離して用いる必要があった｡すなわち

牌腺細胞をプラスティックディシュ中で1時間培養することにより､

付着性のマクロファージと非付着性のB細胞を分離し､これを抗原提

示細胞として用いた (詳しくは文献 126を参照)0
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結果

iLD_8+自己応答性丁細胞株の樹立

αsl一カゼインで免疫したマウスのリンパ節細胞から､抗CD8抗

体を結合した磁気ビーズを用いてCD8+T細胞を分離 した｡そしてこ

の細胞をX線照射した同型マウスの牌腺細胞 (自己の抗原提示細胞)

の存在下､抗原と共に培養 した｡この細胞を限界希釈法によりクロー

ニングし､その結果得 られた細胞株の中で自己の抗原提示細胞のみに

反応を示す細胞を選択 した｡このようにして得られた二つのT細胞ク

ローン (4B4とD2).の表面抗原をFACSにより解析 した｡図5

-1のように両方の細胞においてCD8､CD3､TCR抗原の発現

が認められた｡一方CD4抗原は陰性であった｡これら二つのクロー

ンはごく一般的なCD8+T細胞であることがわかった｡

これらの細胞の抗原特異性をT細胞増殖試験により検討した｡自己の

抗原提示細胞であるC57BL/6マウスの牌臓細胞には反応 したが

異系マウスであるC3H/Heの牌腺細胞には反応性を示さなかった

(表5-1)｡この実験は涜加する血清としてウシ胎児血清 (FCS)

を用いているために､これらのT細胞が血清中の何かの成分に反応 し

ていることが考えられた｡そこでFCSを正常マウス血清 (HMS)

に変更 して同様のT細胞増殖試験を行った｡その結果､これらの細胞

はNMSを用いても自己の抗原提示細胞に反応性を有 していることが

認められた｡そのため､CD8+T細胞クローンである4B4あるいは

D2細胞は自己抗原に反応する自己応答性 T細胞であることが明らか

となった｡

自己応答性丁細胞株のMHC拘束性

このような自己応答性T細胞は自己のMHC抗原と共に自己成分を諺

識しているとされている｡このMHC抗原として何種頬かの異なる分

子が存在しており､マウスにおいてはMHCクラス Il抗原として l

-A分子と l-E分子が､またクラス l抗原としてK分子やD分子な

どがクローニングされている｡そこで今回得られた自己応答性T細胞

がどのMHC分子に拘束されて自己抗原を認識しているかを明らかに
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表 5-1 CD8+T細胞株の自己応答性

Proliferativeresponse(cpm)
APC D2 4B4

Ecg:s cc53THOB/nEee6((;W.n.1,,･ 蔓 落 還

～"㌫ss c5TOBnL;6(syn., 遊 芸 還 還

T細胞株を抗原提示細胞と共に4日間培養した｡

アンダーラインは有意な応答を示す｡
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するために､MHC領域だけが異なっているコンジェニックマウスを

用いてT細胞増殖試験を行った｡表5-2に示すように､これらのT

細胞はB10､2R､4Rマウスには反応するが､BI0.Aおよび 3

Rには反応しない事が観察された｡この結果は､これらのT細胞がDb

分子に拘束されて何らかの自己抗原を認識 していることを意味するも

のである｡この実験事実をさらに補強するために､Db分子に対するモ

ノクローナル抗体を用いたブロッキング実験を行った (図5-2)｡

その結果､これらの細胞の自己成分に対する反応性は抗Db抗体によっ

て完全に阻害されることが明らかとなった｡これら二つの結果から自

己反応性クローンである､4'B4細胞とD2細胞はクラス l分子である

Db分子に拘束されて何らかの自己成分を認識し､これにより増殖反応

を示している事が明らかとなった｡

クラス l分子であるDb分子はほとんどの細胞において発現している

細胞表面抗原であり､これらのT細胞自身もDb分子を発現しているこ

とがFACSにより確認されている｡しかしながら､今回得られたT細胞

クローンはそれ自身では相互に刺激しあうことはできないことが示さ

れている (表5-1).そのため､これらのT細胞クロ-ンを刺激す

るためには新たに抗原提示細胞を加える必要がある｡これまでは抗原

提示細胞として自己の牌腺細胞をそのまま使っていたため､どの種類

の免疫細胞がこれらの自己応答性クローンを活性化しているかは明ら

かではなかった｡そこでまず牌膿細胞をプラスティックシャーレによ

り分画 し､これらのT細胞刺激活性の有無を検討した｡その結果､マ

クロファージを多く含むプラスティック付着性細胞はこれらのT細胞

を強く活性化したが､B細胞を多く含むプラスティック非付着性細胞

はこれらのT細胞をほとんど刺激しなかった (表5-3)｡このため､

4B4あるいはD2細胞を刺激する抗原提示細胞としては､B細胞や

T細胞よりもマクロファージが適していることが示された｡

自己応答性丁細胞株の機能

これらのCD8+自己反応性T細胞クローンの機能について解析を行っ

た｡まず､これらのクローンのリンホカイン産生パターンをPCR法

を用いて横討した｡表5-4に示す通り､これらの細胞は抗原刺激に
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表 5- 2 自己応答性丁細胞株のMHC拘束性

Proliferativeresponse(cpm)
strain HapJotype

K A E D D2 4B4 4G4

1513±529 845±428 893±190
BIO b b - b 9847±276716652±m 84419±8004
BIO.A k k k d 1098土392 1660±320 1675±471
2R k k k b 16047±1… 23241±819 2367±218
3R b b k k 1883±115 2072±58 75648±1937
4R k k - b 17180±103822305±2484 2572±309

クラスH拘束性自己反応性CD4+T細胞クローン4G4

(当研究室で樹立)をコントロールとして用いた｡
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図5-2 抗クラス l抗体による増殖の阻害

丁細胞株としてD2､4B4および3D20(陰性対照)を用いた｡
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表 5-3 自己応答性 丁細胞株のAPC選択性

categ.けAPCce‖type pro'jfega2tiverespons.e占C.pm'

N:A:dTioeed7hSeeePn:I::昔 ･ 32;725gsoii59:gZ24 2聾

WholespleenあるいはAdherentcer旧 3000-radで､

Non-adherentcel旧 800ィadでX線照射 し､APCとして用いた｡
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表5-4 自己応答性T細胞株のリンIW ン八〇ターン(PCR解析による)

Cell y-lFN IL-2 TNF-β(L-3GM-CSFTNF-α lL-4 lL_5 JL_10

Thl + + + + 十 十
Th2

4DB2. .' : I i 二 .' :

+ + + + + +

Thl細胞として#16(東大医科研､成内秀雄博士より供与)を､

Th2細胞としてDIO(ATCC)を用いた｡
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よりIL-10､IFN-γ､TNF-β､TNF-α､GM-CSFのmRNAを宗男著に発現 し

ていることが確認された.これらのリンホカインの中でIL-10あるいは

IFN-γは免疫抑制活性を有していることが知られており､4B4とD

2細胞は免疫抑制能力を有していることが示唆された｡

次に､IL-10とJFN-γについてはELISA法により産生量を測定 したO

この際刺激の条件としては通常の抗原(APC)刺激のほかに,マイトシ･工ン

(APC+ConA)刺激したものも用いた｡表 5-5に示すように両方の細

胞とも抗原あるいはマイトIy工ン刺激によりlL-10およびIFN-γを産生する
ことが示された｡

今回得られた自己応答性クローンはCD8+T細胞であるため､細胞

傷害活性を有していることが考えられた｡そこでC57BL/6マウス由来の

培養細胞を標的細胞としてこれらのT細胞の傷害活性を積討した.こ

の実験で用いた細胞株はEL4細胞 (丁細胞系)､B1710細胞 (B細胞系)､

IC-21細胞 (マクロファージ系)である｡また､MHC非特異的な傷害活

性を測定するためにP815細胞 (H-2d由来)を用いた｡図5-3に示
すとおり､今回得られた二つの自己反応性 T細胞クローンはDb抗原を

有するB1710細胞を傷害することが示された｡そしてこの活性は抗Db

抗体の涛加により阻害された くデータ省略)｡そのためこれらの自己

応答性T細胞は何らかの自己成分をMHCクラスl拘束的に認識し､自己

の細胞を傷害することが明らかとなった｡また､これらの自己応答性

丁細胞株はIC-21細胞に対しても弱い細胞傷害活性を有していることが

観察された｡しかしながらEL4細胞 (T細胞系)に対しては傷害活性を

有していなかった｡この理由として､この標的細胞が自己応答性T細

胞によって認識されるある特定の分子を発現していない可能性が挙げ

られる｡なお､P815細胞に対する非特異的な傷害活性は観察され

なかった｡
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表 5-5 自己応答性T細胞のリン,W ン(lLl10あるいはJFN-Y)産生

CeH Stimu一i lL-10(U/ml) lFNIY(U/ml)

D2 APC 33 150

APC+ConA 300 790

4B4 APC 26 209

APC+ConA 125 996

T細胞株(2x106/2ml)をAPCまたはAPC'ConA(5Llg/ml)で刺激 し､2

4時間後の上清 を採取 したoなお､ELISAの測定感度はlL-10(1∪/mり,
lFN-†(1∪/ml)である｡

この表 は､3回の独立 した実験結果の平均値 を示 している｡
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考察

これまでに混合自己リンパ球反応を用いて多くの自己反応性クローン

が得られたが､それらは全てクラス H 抗原に拘束性を有するCD4+T

細胞であった (121-124)｡しかしながら､マウスにおいては

自己のクラス l抗原に反応するハイブリドーマが (127)､またヒ

トにおいてはCD8+自己反応性T細胞クローン (その特異性は明らか

ではない)が得られている (128-129)｡そのため､CD8抗

原を有 し､クラス l抗原に拘束される自己反応性T細胞の存在が指摘

されていた｡今回我々は､̀自己の牌腺細胞を抗原提示細胞として用い

て､上記の性質を有するT細胞クローンを二つ得ることに成功した｡

コンジェニックマウスを用いたマッピングさらにはモノクローナル抗

体を用いたブロッキング実験の結果からこれらのクローンはDb分子に

拘束されて何らかの抗原を認識 している事が示された｡これらの細胞

がどのような自己成分を認識しているカリま今のところ不明であるが､

恐らくは断片化された抗原提示細胞由来の自己成分をDb分子と共に諺

識しているのではないかと思われる｡また一方で､自己のDb分子その

ものを認識している可能性も考えられる｡

それではなぜ､免疫系の大前提である自己非自己の識別機構から逸脱

し､このような自己反応性 T細胞が存在しうるのであろうか｡そもそ

も自己に対する免疫寛容において三つの機構が介在していることが明

らかとなっている｡自己成分に反応する免疫担当細胞 (T細胞とB細

脂)が消失すること■●(1)clonalde一etion"あるいは不応答化すること‖(2)

clonalanergyH､さらには自己成分に対する反応性が抑制T細胞によっ

て抑制されていること‖(3)suppression'である.この中でクローンの消

失が自己寛容の維持においてもっとも重要であることが分かっている0

しかしながら､クローンの消失はT細胞においてのみ観察される現象

であり､抗体を産生するB細胞には当てはまらない｡またこのT細胞

の消失は胸腺において行われるため､ここで消失してしまうT細胞は

胸腺内に存在する自己成分に対するものに限られてしまう｡このため､

胸腺内に存在しない自己抗原 (いろいろな器官において特異的に発現

される分子など)に対する 免疫寛容は主にクローンの不応答化と免疫抑
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制によって維持されると考えられている｡ しかしながら､このような

反応は可逆的なものであり､タ川勺環境の変化により免疫寛容が破綻 し

てしまうことが十分考えられる｡こういったタ川勺環境の変化としてウ

イルスやバクテリアの侵入､ある種の感染症､大気汚染などが挙げら

れている｡一部の自己免疫疾患においては特定のウイルスの侵入によっ

て発病が促されるとする報告なども提出されている (130)｡これ

はウイルスなどによって誘起された免疫担当細胞の中で自己の成分と

クロスリアクションしてしまうものがあるためらしい｡このような自

己成分に反応する免疫担当細胞は通常は前述の可逆的な機構により反

応性が停止 しているがウイールスの刺激などにより反応性が復活すると

考えられている0本研究によって､カゼインで免疫されたリンパ節細

胞から二つのCD8十自己反応性丁細胞株 (4B4細胞とD2細胞)が

得られたが､この場合カゼイン免疫により誘導されたCD8+T細胞の
中で自己成分とクロスリアクションするものが選択され､これらがク

ローン化されたのではないかと考えられる｡このような考え方は､あ

る種の抗原の免疫により様々な自己反応性クローンが効率良く樹立さ

れていること (120)からも支持される｡

今回得られた4B4あるいはD2細胞は自己のクラス l分子 (Db)

に拘束されて増殖反応を示すことが明らかとなっている｡このクラス

l分子は生体のほとんどの細胞において発現している抗原であり､こ

れらのT細胞自身もDb分子を発現していることが確認されている｡し

かしながら､これらのT細胞クローンを刺激する為には新たに抗原提

示細胞を加えることが必要である｡そしてこの抗原提示細胞としては､

B細胞よりもマクロファージの方が有効である事が示されている｡こ

のことの理由として､ (1)今回得られた自己反応性クローンがマク

ロファージなどに優先的に発現 している抗原を認識していることが挙

げられるoこのことを明らかにするために､Db分子と共に提示される

自己ペプチドを同定することが望まれる｡

一方で､ (2)これらの自己反応性T細胞が増殖応答を示すためには､

マクロファージに特有な何らかの刺激が必須であることも考えられる｡

このような抗原提示細胞による二次的な刺激は主にCD4+T細胞を用
いて研究が進められている｡このCD4+T細胞はそのリンホカイン産
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生パターンによってThl細胞 (ルー2､IFNr､TNトβ,ル-3､GM-CSF､

TNトα)とTh2細胞 仙-4､lL5､IL-10､IL-3､GM-CSF､TNトα)の二

つのサブポピュレーションに分けられることが知られているが､この

Thl細胞がマクロファージによる共時的刺激を､またTh2細胞が

B細胞による共時的刺激を必要とするとされている (131)｡PCR

解析の結果､今回得られたCD8+自己反応性T細胞クローンはTh1

細胞と類似 したリンホカインパターンであることが示唆されている｡

そのためにこれらのクローンにおいてもThl細胞と同様にマクロファ

ージによる共時的刺激を必要としていたことが考えられた｡

自己成分により､活性化されたこのような自己反応性CD8+T細胞

がどのような免疫機能を有 しているかは生体の恒常性を考えるうえで

大変興味深い｡図5-3において､これらのクローンが自己由来のB

細胞棟を特異的に傷害 していることが認められている｡ある種のT細

胞が抗原特異的にB細胞を傷害することにより､結果的に抗原特異的

な抗体産生応答を抑制することが報告されている (54-55)｡そ

のためこのような自己反応性CD8+T細胞の細胞傷害活性も結果的に

はこの細胞の免疫抑制活性に寄与することが想定された｡

また､PCR分析により､これらの自己反応性cD8+T細胞は免疫

抑制作用を有するリンホカイン(ルー10､IFN-γ)を産生している可能性が

挙げられた｡この中でIL-10はT細胞増殖に対する抑制作用を､また

IFN-γはIgE産生を抑制する作用を有することが知られている｡そこで

この二つのリンホカインに注目し､ELISAによりその産生量を測定した｡

この結果D2あるいは4B4細胞は抗原刺激によりlL10およびlFN-γ

を願書に産生していることが認められた.そのため､これら二つのク

ローンは免疫抑制作用を有していることが示された｡

これまで免疫抑制能を有するCD8+自己反応性T細胞の存在は

Niedaらの行ったT細胞集団全体と何種頬かの抗体を用いた阻害実験に

おいて示唆されていたが (132)､4B4とD2細胞の樹立により

このような細胞集団の存在が実証されたことになる｡特に､アレルギ

ー治療の観点から考えた場合､自己応答性 T細胞が自己成分に応答 し

IFN-γを恒常的に産生することにより､IgE産生を抑制 している可能性

が挙げられたことは大変興味深い点である｡免疫系を抑制的に制御す
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る自己反応性CD8+T細胞は､これまでに知られていたような促進的

に制御する自己反応性CD4+T細胞と協同して､生体のホメオスタシ

スの維持に貢献していることが予想された｡
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6章 要約

近年､乳幼児においてアレルギー症状が高頻度に観察され､大きな社

会問題として取り扱われるに至っている｡このようなアレルギー症状

は乳幼児が摂取する食品蛋白質抗原により誘発することが示されてお

り､これらの抗原は食品アレルゲンと呼ばれている｡現在の最も効果

的な食品アレルギーの治療法は原因となる食品アレルゲンを摂取しな

いことであるが､栄養学的な見地からは望ましい方法とは言いがたい0

一般に､アレルギー反応は過剰な免疫反応により起こるとされている

ため､この過剰な反応をうまく制御することができたならばアレルギ

ー反応は抑さえられると予想される｡このような免疫反応を抑制する

細胞としてここ20年来免疫抑制T細胞が大きくクローズアップされ

ている｡そのため､食品アレルギーの抑制にこの抑制T細胞を利用す

ることが期待される｡ しかしながら抑制T細胞の性質についてはいま

のところ不明な点が多い｡そのため､食品アレルギーへの応用を考え

る前に､抑制T細胞の基本的な性質を明らかにする必要があると思わ

れる｡

本研究においては､食品アレルギーはヒトの疾患ではあるが､詳細な

解析が可能であるマウスの系を採用した｡抑制T細胞を誘導する抗原

としては､将来的な食品アレルギーへの応用を鑑みウシαsl一触◆インを用い

た｡このαsl-カセサインは牛乳中の総蛋白質の35%を占める主要な蛋白質

であり､乳幼児の牛乳アレルギーにおいては主要なアレルゲンである

ことが示されている｡また､C57BL/6マウスは他の系統のマウスと比較す

るとこのαS1-カセ■インに対する免疫応答が低い事が示されている｡このた

め､C57BU6マウスにおいては､このαS1-カセ◆インに対する応答を抑制す

る抑制T細胞が多く存在していることが予想される｡そこで本研究に

おいてはαsl一カセナインをC57BL/6マウスに免疫することにより誘導された抑

制T細胞の性質について解析を行った｡
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【cD4+ヘルパーT細胞クローンの樹立】

一般的に食品アレルギーは特異IgE抗体を伸介 とした l型アレルギー

反応に依存 しているとされているため､抑制T細胞が標的 とすべき最

も適切な反応系は19E産生反応であると考えられる｡ しかしながらこの

IgE応答を実験動物を用いて再現する事は現在の ところ困難である｡こ

れまでの研究からこのIgE産生応答は非常に複雑な一連の免疫反応によ

り成立する事が明らかになっており､引き金となるのは抗原によるヘ

ルパーT細胞の活性化反応であることが示 されている｡そのため抑制

T細胞がこのヘルパーT細胞の働きを抑制する事ができたならばその

後の免疫応答全体を抑制することが可能になると考えられる｡そこで､

抑制T細胞の抑制活性を評価するためのアッセイ系を確立するために､

αsl一カセ◆インに特異的なCD4+ヘルパーT細胞クローンの樹立を行った｡

αsl一灯 インを免疫 したリンパ節細胞を抗原で反復刺激 し､限界希釈法
によりクローン化を行った｡そして､増殖性の良好な細胞株のなかで

抗原提示細胞の存在下においてαS1-カセ･インに応答 し増殖反応を示す細胞
を選択 し､CD4+T細胞クローン3D20を樹立 した｡この 3D20

細胞はMHCクラス‖分子である卜Ab分子上に提示 されたαsl一カセ･インの

領域136-151を認識 していることが示され､抗原刺激によりインターロイキン-2

を産生するヘルパーT細胞 クローンであることが明らかとなった｡こ

のようなヘルパーT細胞クローンは抑制T細胞のクローン化に役立つ

ばかりか､抑制 T細胞の免疫抑制機構の解明に大きく貢献するもの と

期待される｡なお本論文中では､何 らかの免疫応答 (T細胞増殖や抗

体産生応答など)を抑制する活性を有する全てのT細胞を抑制 T細胞

として記載 した｡

【cD8十抑制T細胞クローン13G2の樹立とその機能について】

αS1-カセ◆インを免疫 したリンパ節細胞を抗原で反復刺激 し､クローニン

グを行い､数種のT細胞クローンを得た｡そして､ヘルパーT細胞ク

ローン3D20の増殖応答 を抑制する活性 を指標にスクリーニングを

行い､CD8+抑制T細胞クローン13G2を樹立 した｡この 13G2

細胞はこのほかにもリンパ節細胞の増殖応答および抗体産生応答に対
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する免疫抑制効果を有 しており､これらの免疫抑制活性は長期にわた

り維持されている｡そのためこの13G2細胞は初めて樹立された安

定な抑制T細胞株といえる｡また､この細胞はMHCクラスIlに拘束的に

αS1-カセ◆インを言忍識し､そのクローンを増大させていたことが示唆された｡
この 13G2のT細胞増殖抑制作用においては抗原特異性もMHC拘

束性もないことがはっきりと示された｡しかしながら､13G2細胞

は抗原提示細胞の非存在下においてT細胞を単独で刺激した場合､抑

制作用を発揮しないことが観察された｡そのため13G2がT細胞に

対する抑制作用を発揮するためには抗原提示細胞の存在が必須である

ことが想定された｡

先に挙げた3D20細胞の抗原刺激の系において､牌臓細胞そのもの

を抗原提示細胞として用いているため､13G2の抗原提示細胞に対

する働きを詳細に解析することは困難であった｡そこで3D20に対

する抗原提示細胞としてクラス日遺伝子を導入したL細胞株FT2.3を用

いた｡その結果､3D20はこのFT2.3と抗原によって刺激されること

が示され､この増殖反応は13G2によって阻害されることが明らか

となった｡そこで次に､13G2の抗原提示細胞およびヘルパーT細

胞に対する細胞傷害活性を測定 した｡その結果 13G2はわずかに細

胞傷害活性を有 してはいるが､この活性によっては13G2の免疫抑

制効果は説明出来ないであろうことがわかった｡

一方で､この13G2細胞の培養上清中に免疫反応を抑制する物質が

含まれていることが認められた｡そして､抗体を用いたその後の解析

により､この免疫抑制因子はヘルパーT細胞が産生するILIOと同-で

あることが判明 した｡そのためヘルパーT細胞に対する13G2の抑
制作用の大部分はこのルー10によるものであると思われる｡またさらに

この 13G2はIgE産生に対する免疫抑制活性 を有するインターフェロン-

γ(IFN-Y)を産生することも観察されている｡

【αS1-カセ■インに特異的なホB')クロイルCD8+T細胞について】

13G2細胞で得られた情報が普遍性を持つか否かは重要な問題であ

る｡本実験においてはαSトカセ◆インで免疫したリンパ節のCD8+T細胞
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画分中に抑制T細胞が多く存在しているものと仮定 し､このホ○リクローナル

cD8十T細胞と13G2の性質の比較を試みた｡

まずこのCD8+T細胞が抗原に応答するかどうかを積討した｡リン

パ節細胞からCD8+T細胞を分離するにあたり､CD4+T細胞をほ

とんど完全に取り除く事が必要である｡この目的で抗CD8抗体を結

合させた磁気ビーズを用いてCD8+T細胞の分離を行った｡そして､

このCD8+T細胞は抗原であるαsl一カセ◆インに対して増殖応答を示すこ

とが確認された｡このCD8+T細胞とCD4+T細胞では認識する抗

原決定基が異なっていることが観察されており､これらの抗原決定基

によりCD8+T細胞を特割 勺に刺激することも可能であると思われる｡

pcR解析によりこれらのCD8十T細胞は抗原刺激によりIL-10および

IFN-†を発現することが示された｡また､このCD8'T細胞画分中には

前述の13G2と同様にMHCクラスMこ拘束されて抗原を認識する細胞

集団が存在することが確認された｡そのため13G2様の抑制T細胞

が生体内においても存在していることが実証された｡

一方で､このCD8+T細胞画分中にはMHCクラスlに拘束されて抗原

を認識する細胞集団が存在することが認められた｡さらに､この性質

を有する3つのクローンが得られ､これらも免疫抑制性の リンホカイ

ン(tL-10とIFN-†)を産生することが確認された｡このため､これらのク

ラスlに拘束されたCD8+T細胞も免疫抑制T細胞の範噂に分類される

ものと考えられる｡今後､これらの二つの細胞集団 (クラスlHこ拘束さ

れた抑制T細胞とクラスlに拘束された抑制T細胞)の性質を比較模討

することにより抑制T細胞の全貌が明らかになることが期待される｡

【自己反応性CD8+T細胞株の樹立】

αsl一カセ◆インで免疫 したマウスのリンパ節細胞から､自己の抗原提示細

胞に対 して増殖反応を示す自己反応性クローン4B4細胞およびD2

細胞が得られた｡これらの細胞はクラス l分子であるDb分子に拘束さ

れて何 らかの自己成分を認識し､これにより増殖反応を示 している事

が明らかとなった｡このようなCD8十自己反応性T細胞クローンは初

めての報告である｡
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これらの自己反応性T細胞の免疫抑制作用を評価するために､これら

のクローンのリンホカイン産生をELISA解析により積討した｡その結果これら

のクローンは刺激によりIL-10とIFN-γを産生していることが確認され

た｡これらのリンホカインは免疫抑制活性 を有 していることが知られ

ており､自己反応性クローンである4B4およびD2細胞は13G2

細胞と同様に免疫抑制能力を有する抑制T細胞であることが示された0

【まとめ】

本研究において､αsl-ht'+インに低応答性であるC57BL/6マウスを用い
てCD8+免疫抑制T細胞の性質について解析を行った｡表6-1にポ

リクローナルCD8+T細胞およびCD8+抑制T細胞クローンの抗原

認識および機能に関する結果を列挙した｡まずこのようなCD8+免疫

抑制T細胞はそのMHC拘束性により2種禁副こ分類できることが示され

た｡第1群に属する13G2細胞は､クラスIl拘束的に外来抗原である

αsl一カセ■インを認識し､IL-10あるいはIFN-γを産生することにより免疫
抑制活性を発揮 していることが示された｡また､このような特異性を

有する細胞はポリクローナルCD8+丁細胞中にも相当数存在している

ことが確認された｡

一方､クラスl拘束的に外来抗原を認識するCD8+T細胞も存在する

ことが示された｡これらも抑制性リンホカインを産生することが確認されて

おり､CD8+抑制T細胞の一種であると思われる｡今臥 自己抗原に

応答するCD8+T細胞株4B4とD2が得られたが､これらも抑制性

リンホカインを産生しており､CD8+抑制T細胞に分類可能である｡これら

のクラスlに拘束的なCD8+T細胞は強い細胞傷害活性を有することも

観察されており､この性質は上記のクラス‖こ拘束的なCD8+T細胞

とは大きく異なっている｡このように生体中には様々な種類の免疫抑

制活性を有するCD8+T細胞が誘導されていることが明らかとなった｡

将来的にはこのようなCD8+抑制T細胞あるいは抑制性リンホカイン

を用いた食品アレルギーの新しい治療法が開発されることが期待され

て止まない｡今後のさらなる研究の進展が望まれている｡
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表 6-1αS1-カセ■インにより誘導されたCD8+T細胞

SDeCWicitv Effectorfunctk)n

Group Cell MHC Ag Epitope lL-10flFN-77 Killing

1 Primary-CD8 Ab αS1-CN 136-155‡ + + ND

13G2 Ab αS1-CN 136-196 十 十 ±

2 Primary-CD8 D

5FI D

6BI D

αsl_CN 136-155‡

α51-CN 136-151

αSトCN 136-151

αsl-CN 136-151

Auto ND

Auto ND

ND

+

十

十

+

十

十

+

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

ND:n otdetermined

～:majordeterminant

I:detectedbyPCRo rELISA
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