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抗原提示細胞に対する自己反応性 CD8陽性 T細胞の解析

九州大学生体防御医学研究所遺伝学部門(指導:笹月健彦)

吉住秀之

Analysis of Autoreactive CD8+ T Cells against Antigen Presenting Cells 

Hideyuki YOSHIZUMI 

Depαγ!menl 0/ Geγzetics (Diγectoγ:Pγ0/ T. Sαsαzuki)， Medical Institute 0/ Biroregul，αti例
Kyushu Univeγsity 69， Fukuokα812 

We reported the existence of high and low responders to streptococcal cell wall antigen 

(SC羽T)in human population. To analyze the mechanism of low responsiveness to SCW at the 

cellular level， we previously established SCW specific CD4 + T cell lines. During the course of 

generation of a SCW specific CD4+ T cell line restricted by HLA DQ from a low responder， we 

obtained autoreactive CDS.... CTLs. Once the CTL was established as a line (HYCDS)， they 

proliferated in the presence of autologous moηocytes and IL 2 without SCW. HYCDS lysed 

autologous monocytes and EBV transfromed B lymphoblastoid cell line (BLCL). This cytotoxic 

activity was specificaIly inhibited by an anti HLA class 1 framework mAb and restricted by HLA 

-B specificity， as judged by kil1ing activity against panel cells and HLA class 1 transfected 

BLCLs. Although HYCDS contained perforin in the cytoplasm， this HLA cIass 1 restricted 

cytotoxicity was observed only in the presence of the supernatant of cultured PBLs which could 

not be replaced by known cytokines and their mixtures. The biological activity of the soluble 

factor for cytotoxic activity (SFCA) was purified in a single peak fraction by HPLC. Thus， 

HYCDS down-regulated the proliferation of SCW specific CD4 + T cells through kilJing 

autologous APCs in SFCA dependent manner suggesting a unique immunoregulatory role of 

autoreactive CDS+ CTLs in immune responses. 

は じ め に

著者らは，溶連商細胞壁抗原 (SCW)や，円本住血

吸虫抗原，らい菌抗原，スギ花粉抗原などの自然感作

抗原，破傷風トキソイドや B型肝炎表面抗原などの計

画免疫において，免疫された集団中にその抗原に対す

る低応答者群が存在することを報告してき

た17)23)27)28)30)37)，SCWにおいては，この低応答性が

IILAに連鎖した優性形質として遺伝することを家版

解析27)および集団解析により報告した 11) さらに

SCWに対する低応答者のリンパ球増殖反応による免

疫応答が， CD8陽性分画のリンパ球を除去することで

同復すること 21)，IILA DQ対立泣伝子産物が低応答

者における CD4陽件:T細胞の SCW特異的用殖に関

係しているが， I克応答者ではその関与がみとめられな

いこと 11)，また IILADQに対する単クローン抗体を

増殖系に加えることにより低応答者の免疫応答が川復

すること 29)から， IILA DQ分下が CD8陽性 T細胞

による免疫低応答性に関与している nJ能性がポ唆され

た. SCWに対する低応答者--;fl(HY)から樹、Zした

IILA DR4および HLADQ6分子のそれぞれを認識

する抗原特異的 CD4陽性T細胞株において，後将の

CD4陽性 T細胞のみが自己反応性 CD8陽tl:T細胞

の増殖を促進することが観察され，その細胞が抗原特

異的 CD4陽性 T細胞の増殖抑制前件.を有することを

報告した 10) 本論文では，分離され自己反応件占じD8陽

性 T細胞の免疫抑制の機序について解析した.

材料および方法

1. 単クローン抗体

抗 CD3(抗 Leu4)，抗 CD8(抗 Leu2a)，抗 T細

胞レセプター (TじR)β(TCRl)，抗CDllb(OKMl)，

抗 CD]6(抗 Leul1b)抗 CD25(IL 2レセプター α鎖)

はBectonDickinson社より購入した，ヒ卜 TCRVα2
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(c1one Fl)， TCRVβ5.1十5.2(clone W112)， 

TCRVβ5.2+5.3(clone 1C1)に対する抗体は， TCel1 

Science tI:より購入した，抗 IILAクラス I抗体(W6/

32) は， American Type Culture Collectionより購

入した. IILA B分子に対する単クローン抗体 G4は，

UCLAの Billing博士より提供された.IILA B51お

よび B52に対する単クローン抗体 4D12はJoslin糖

尿病センターの G.S. Eisenbirth博J:より提供された.

IIU 4 (抗日LADR抗体)， IIU 11 (抗 LADQ1 +6 

抗体)は，北海道大学脇坂明美助教授より提供された.

抗 β2マイクログロプリン抗体 (cloneB1G6) は，コ

スモパイオ社より購入した.抗 LFA1β(TS1/22)抗

体および抗 LFA3抗体 (TS2/9)はDanaFarber帰

研究所の s.J. Burakoff教授より提供された.OKT3

(抗 CD3抗体)および IKT4.3(抗 CD4抗体)， B7/21 

(抗日LADP抗体)を産生するハイプリドーマは，

American Type Culture Collectionより購入した.

1P4 (抗 CD8抗体)を産生するハイプリドーマは，

Dana Farber絹研究所の s.]. Burakoff教授より供

与された.

2. サイトカイン

ヒ卜合成 IL1β はCollaborativeResearch Incor-

porated社より購入した.ヒト合成 IL2は味の素中央

研究所の三輪清志博士より提供された.ヒ卜合成 IL-4

は小野薬品工業より提供された.ヒト合成 IL6は大

阪大学バイオメディカ/レ教育センターの平野俊夫教授

より提供された.IFNγ は東レより提供された.TNF

αはGcnzyme社より購入した. TGFβ は宝酒造よ

り購入した.

3. 細胞株

本論文で使用した EBウイ/レス形質転換 Bリンパ

芽球様細胞(BLCL)は以ドの通りである;EB-lIYは

lIYCD8のドナーと同一省より樹立した.Hmy2CIR 

はその表面とに HLAクラス I分子をほとんど発現し

ていない変異株であり，その細胞に IILA A24， B52， 

cd 2遺伝子をそれぞれ導入し，各遺伝子産物を発現さ

せた形質転換細胞株は東京大学医科学研究所の滝川雅

文博 1:より提供された a)32)赤白血病細胞株K562は

American Typc Culture Collectionより購入した.

4 自己反応性 CD8暢性T細胞株 (HYCD8)の増

殖条件の検討と同細胞株の樹立

SC¥¥'に反応して憎殖する T細胞集団から， CD8陽

性分l叫を単離するため，土台殖した T細胞を抗 CD4単

クローン抗体 (OKT4.3)と抗マウス IgG添加磁気ビ

ーズ (Dynabeads)で処理した7) 得られた CD8陽性

抗原提示細胞に対する自己反応性 CD8陽性T細胞の解析

T細胞 2y 105倒を放射線照射 (30Gy)した向己また

はアロの単核球 1X 105個と IL2 100 u/ml， SCW 

l，ug/mlの存在または非存在下で 48穴プレー卜にま

さ， 20%ヒト血清加 RPMI1640培養液で 5%CO2， 37 

Cで飽和水蒸気圧の条件で培養した. 7 11日に生細胞

を計数し，その増殖を比較した.また分離した IIYCD8

は，放射線照射した向己の単核球と IL2の存在下で

20%ヒト血清培養液で培養し以後の実験に用いた.さ

らに IIYCD8を抗ヒト TCRVα2単 クローン抗体を

用い，さらに TCRVα2陽性分画と陰性分断に分離し

た.得られたそれぞれの分両の純度は 95%以とであっ

た.

5. 細胞障害性試験

標的細胞としての単核球は，細胞障害試験の 6日前

に末梢血リンパ球を 96穴 U底マイクロプレートに

1 X 105個ずつまき，10%ヒト血清加 RPMI1640培養

液で培養後付着する約 10分の lの 1X 104伺を用い

た22) 付着した単核球に各ウエルあた 2μCiの51Crを

加え 18時間培養し標識したのち 3同洗浄し，培養液ま

たはリンパ球培養上清 100μJを加えた.T細胞株は

200μCiの51Crを加えた IL2加培養液で 2時間培養

し標識した.BLCLおよび K562は100μCiの引Crを

加えた培養液で 2時間培養し標識した.標的細胞は培

養液またはリンパ球培養上清に浮遊させ各ウェノレに

100μfずつ加えた.細胞障害性 T細胞は障害細胞/標

的細胞比 (E/T比)に応じた細胞の浮遊液を調製し，

各ウエノレに 50μlずつ加え， 37 Cで6時間培養した.

抗体を用いた細胞障害阻止試験では抗体を予め標的細

胞と 2時間培養後細胞障害性 T細胞を加えた.6時間

培養後各ウェルより 100μJの培養液を回収し，標的細

胞から放出された 51Crをガンマカウンターで計測し

た.測定はすべてトリプリケートで行い，その中央値

をとった.細胞障害指数は次式で算出した ; (実験解

離 (cpm) 自然解離 (cpm))/(最大解離 (cpm) 自

然解離 (cpm))x 100 (%)最大解離の測定には 10%

triton X 100を用いた.向然解離は最大解離の 20%以

下であった.標的細胞とリンパ球培養上清または抗体

との培養は自然解離に影響しなかった.

6. リンパ球培養上清の調整および精製

自己またはアロの抹消血リンパ球(10x 106/ml) を

RPMI-1640培養液中で 37C 5% CO2飽和水蒸気圧の

条件で 18時間培益後，浮遊液を 2000gで遠心し 0.22

μmのフィ/レターを通し培養上清を得た. リンパ球培

養上清中の活性成分を精製するために， 仁清 50mlに

つき活性炭(和光純薬)]gを加え iニ清中の成分を吸着

した.吸着した成分をアセトニトリルで溶出した後凍

結乾燥し，得られた粉末を蒸留水に再溶解し， C18逆相

カラム (3.9X150mm;5μm，μ Bondasphere， 

Waters) を用いた高速液体クロマトグラフィー

(HPLC)にて展開した.展開の条件は移動相に 0.1%

トリフノレオロ酢酸加アセトニトリルの直線勾配をかけ

(0"-'60%， 2%/分)，流速 1ml/分で行った.経時的に

分画した溶出液は，凍結乾燥後 PBSに再溶解し，細胞

障害活性試験に用い，活性分画を同定した.

上清より抽出した成分の塩酸加水分解は，Pico Tag 

work station (Waters)を用い， 6規定の塩酸で 110

C6時間おこなった.

7. フローサイトメトリー

単クローン抗体を用いて 5%FCS，O.l%アジ化ナト

リウム加 PBSに浮遊させた T細胞株を直接または間

接蛍光体法により染色し，F ACS can (Becton Dickin-

son)を用いたフローサイトメトリーにより解析した20)

二次抗体には FITCをラ ベノレしたヤギ抗マウス

(IgG+IgM)ポリクローン抗体の F(ab')2部分を用

いた

8. HLAタイピング

HLAクラス Iおよびクラス II抗原は微小細胞障害

試験によりタイプした28).HLA-Dタイピングは HLA

ホモ接合体タイピング細胞を用いて MLRによりなさ

れた18).HLA対立遺伝子の名称は， IILAのWlIO命

名委員会の名称にしたがった叩.

Mono10cy5 te lし2 SCW 
1x10" 100u/ml 1μgJml 

+ + 

auto. + 

auto. + + 

auto. + 

allo. + 

図 1 IIYCD8の増殖条件の検討

HYCD8 (2 x 105個)を放射線照射 (30Gy)し

た自己 (HLA-A24/， B52(54， C / )または

IILAクラス Iを共有しないアロ (HLAA2/ 

26， B61/ ， Cw7/ )の末梢血単核球，ヒト IL

2 (100 u/ml)， SCW (1μg/ml)の存在または

非存在下に 7f 1間培養し，生細胞を計数した.

17 

実験結果

自己反応性 CD8陽性T細胞 (HYCD8)の増殖

HYCD8を放射線照射 (30Gy) した自己または

HLAクラス I分子を共有しないアロの単核球ととも

にIL-2および SCWの存在下または非存在下で 7日

間培養しその増殖を検討した結果，IIYCD8は増殖に

自己の単核球と IL2を必要としたが，抗原としての

SCWは必要としなかった.HLAクラス Iを共有しな

いアロの単核球では IIYCD8の増殖は認められなか

った(図 1). 

2. HYCD8の表面マーカー

図 2にまとめたように， HYCD8はαβ 型の TCRを

発現していた.ヒト TCRVα およびβファミリーに

対する単クローン抗体による染色では， TCRVβ につ

いてはすべて TCRVβ5.2陽性で， TCRVα について

はTCRVα2陽性分画と陰性分画が存在した.ナチュ

ラルキラー細胞の表面マーカーである CDl1bおよび

CD16はいずれも陰性であったが， CD56は発現の高い

集団と低い集団の二つが認められた.IILAクラス H

分子 (DR，DQ)および IL-2レセプター α鎖はすべて
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図 2 HYCD8の細胞表面マーカー

HYCD8を単クローン抗体を用いて直接または

間接蛍光抗体法により染色し，フローサイトメ

トリーを用いて解析した.白ヌキのものは二次

抗体のみを加えたものを示す.
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陽件ーであった.Vα 陽性分i白iは分離後一峰性の分布告

示した ({i肢ド段).

3. HYCD8の細胞障害活性

ヒトのパーフォリンと交荒反応性を有するマウ.ス抗

ノマーフォリン抗体 [>1-818)により IIYCD8細胞内のパ

ーフォリンの存在が心されたこと(末発表データ)，抗

CD3 .~- クローン抗体の存在. ドで K562 に対する細胞障

%活件が認められたこと(表 1)から， HYCD8は細胞

障害性 T細胞と考えられた.しかし，通常の方法によ

る細胞障宮市性試験では HYCD8は，内己の単核球，

SCW特異性 CD4陽'陀 T細胞，自己由来の BLCLに

対してまったく細胞障害活性を示さなかった.

そこで IL1β とIL2， • IL 4， IL 6，腫楊壊死附子

(TNF)， TGFβ，IFNγ を単独または組み合わせて

細胞障害試験を行ったがいずれの場合も標的細胞に対

する障特性は認められなかった(表 2).HYCD8が細

胞障害性を発現する条件を探すためにリンパ球の培養

仁清を細胞障害情性試験に用いた.表 1に示すように

末梢血リンパ球の培養上清の存在下に IIYCD8は，向

己の単核球および BLCLを障害した.しかし，自己由

表 1 Cytotoxic activity of IIYCD8 in the presence or absence of SFCA 

Target cells SFCA 
20/1 10/1 

autologous + 99.2 8l.8 
monocyte 

0.2 0.0 
EB-HY 十 N.E 44.5 

0.1 0.3 

autologous 
十 0.4 0.2 

DCQDw4+6T -restri cted 0.7 。。
cell line 

autologous 
十 0.5 。。

DR4-restricted 0.3 0.2 
CD4 'T cell line 

K562 + N.E 

K562 + anti -CD3 mAbh N.E 51.0 

Percent specific lysis8 

E/T ratio 

5/1 2.5/1 

44.5 27.3 

。。 。。
36.8 13.0 
l.0 l.0 

0.6 0.2 
0.0 N.E 

。。 。。
3.3 N.E 

7.6 4.4 

50.9 35.6 

l.25/1 0.6/1 

13.9 12.4 

。。 。。
6.5 6.3 。。 0.0 

。。 。。
N.E N.E 

。。 0.0 
N.E. N.E 

4.1 l.8 

16.5 16.7 

a o1Cr-labeled target cells were incubated ¥¥'ith HYCD8 for 6h in the presence or the absence of SFCA 

¥Talues釦venrepresent the median of triplicate determinations. 

b Anti-CD3 mAb (OKT3) was added at a final concentration of 1/200 dilution of ascite 

E.; not examined 

表 2 Cytotoxic acti¥'ity of HYCD8 in the presence of cytokines or SFCA 

c¥'tokines percent cytokines 
percent 

specific Iysis speci fic Iysis 

IL-l 10 u 'ml 0.3 IFN-γ100 u/ml 0.0 

IL-2 100 u/ml 1.6 TNF-α10 u/ml 。。
IL-J 10 u ml 3.5 TGF-β1 ng/ml 7.3 

IL-6 10 u ml 。。 ITFNNF-γ-α 100 u/ml十
u/ml 

3.7 

IL.l 100 u/ml十 IL.
1.1 TGF.β1。11。Z/ml斗 。。

:2 100 u/ml IFN.γ100 u/ml 

IL.2 100 u/ml + 2.5 SFCA 81.8 
IL.4 10 u Iml 

IL.2 100 u/ml--i 2.3 IL.6 10 UI ml 

Cytotoxicity a照的 ¥¥'asperformed in the presence of cytokines at the final concentrations 

indicated above. E/T ratio ¥¥'as 10 1. Percent specific lysis in the absence of IIYCD8 and in 

the presence of SFCA was 0.6 
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-*の SCW特異的 CD4陽性 T細胞に対してはリンパ

球培養 l二消を加えてもまったく障害性を認めなかった.

リンパ球培長ヒ消自身は単独では標的細胞にまったく

細胞障~t活性をぷさなかった.表にはぶしていないが，

自己またはアロの血清では同活性は認められなかった.

IIYCD8の細胞障'x活性を誘導するリンパ球培益と清

JjlのI&.分を SolubleFactor for Cytotoxic Activity 

(SFCA)と1'1付けた.

4. 単クローン抗体による HYCD8の細胞障害活

性の阻止

IIYCD8の細胞障害活性に関わる分子を明らかにす

るために，単クローン抗体の存在下に細胞障害性試験

を行った. IIYCD8抗体の細胞障害活性は抗 IILAク

ラス I抗体 (W6/32)，抗 CD8(lP4)，抗 LFA1β 抗体

(TS1/22) ，抗 LFA3抗体 (TS2/9)の存在ドで完全

に抑制され，抗β2マイクログロプリン抗体により部

分的に抑制されたが，抗 IILADR(HU 4)，抗 IILA

DQ (IIU 11)，抗HLA-DP(87/21)抗体ではいず

れもまったく抑制されなかった(図 3A). さらに標的

細胞， HYCD8をそれぞれ W6/32と予め反応させ，洗

浄後細胞障害性試験を行うと前者を W6/32と反応さ

せたときのみに細胞障害活性の抑制が観察された(尉

3 B)ことから， HYCD8は標的細胞上の HLAクラス

I分子を認識し細胞障害活性を発現すると考えられた.

5. HYCD8が認識する分子の同定

IIYCD8が認識する I-ILAクラス I分子を同定する

ために単核球と BLCLのパネルを用いて細胞障害性

試験を行った.TCRVα2陽性と陰性の細胞集団が存

在するため，抗 TCRVα2単クローン抗体を用いて|両

者を分離し，パネノレ細胞と反応させた.TCRVα2陽性

HYCD8は，ドナー HYとI-ILAB54を共有する標的

細胞を SFCA存在下に障害した.この細胞障害活性は

抗lILA B抗 体 G4により完全に抑制された.

TCRVα2陽性 HYCD8は， ドナー HYとl-lLAB52 

または IlLAB54分子を共有する標的細胞と IILA

B52分 fを発現させた IImy2CIR細胞を障害した.

HLA B52分子を発現した標的細胞にタ付'る細胞障詐

活性は，抗IlLAB5 (851 + B52)抗体 4D12により抑

制された ([;;<J4).以上から TCRVα2陽性 IIYCD8

は，標的細胞仁の IlLAB54分 fを認識し， TCRVα2 

陰性 IlYCD8には IILAB54分子と lILAB52分子

を認識する細胞が混記していると考えられた.

6. SFCAの精製

リンパ球情長上清中の SFCAを精製するため，仁情

に前性l支を加え混合したあとその Iニ清をのぞき，活性

A 
Monoclonal 
antibody 

。 % Specific Iysis 
50 

anti-HLA class I(W6/32) 

anti-HLA DR(HU・4)

anti-HLA DQ(HU・11)

anti・HLADP(B7/21) 

anti-CD8(1 P4) 

anti-LFA1s (TS1/22) 

antトLFA3(TS2/9)

anti-s2 microglobulinb 
(B1G6) 

100 

ω 
ω 
〉、

υ 

壱50
0 
a 
ω 
A 泊、

。

B 

5/1 2.5/1 1.25/1 0.6/1 

E庁 ratio

図 3 単クローン抗体による IIYCD8の細胞障守活

性の抑制

A.凶に示した単クロー ン抗体を HYCD8を

加える 2時間前に標的細胞とともに用持した後

HYCD8 を E/T 比 10 の割合で加え細胞障I~tf性

試験を行なった.単.クローン抗体はそれぞれ最

終濃度を腹水の 200情希釈で用いた.

B.抗クラス I抗体(¥¥，6/32)を実験系に加え

ない場合( )，加えた場介(園)， IlYCD8と実

験前 2時間反応させ洗浄した場合(、)，標的細

胞と 2時間反応させ洗浄した場合(.)の各条

件で[j;<1 に示す E/T 比において細胞障~l}性試験

を行った.抗体濃度はrlIj2告の場合は肱水の

200 {f~希釈で，後 2 者の場合は腹水の 50 倍希釈

で行った.トリプリケート間の標権誤売は 10%

以内であった.
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Purification of SFCA and cytotoxic activity of HYCD 

Percent specific lysisa 

E/T ratio 

表 3

5/1 

44.5 

l.9 

39.4 

l.2 

E 

a. 51 Cr-labeled autologous monocytes were incubated with HYCD8 for 6 h. Values given 

represent the median of triplicate determinations. Each fraction in steps of purification was 

examined the effect on cytotoxic activity of HYCD8: CeJl free supernatants obtained from 

cultured PBLs (10 x 106 celJs/ml) in RPMI 1640 medium for 18 h(fraction A)were adsorbed by 

activated charcoal. Supernatants after adsorption (fraction B) were removed and elution 

from charcoaJ with acetonitrile was perfromed. The eluent was lyophilized and resuspended 

in PBS (fraction C) 

本Hydrolysiswas performed with 6 

10/1 

8l.8 

0.0 

64.2 

2.7 
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細胞障害性 T細胞を分化させ，パーフォリンやセリ

ンエステラーゼを誘導するサイトカインとして IL

24)9)， IL-4， IL 6， IFNγ， TNfl5)などが知られてい

る.また IL-2，IL6による細胞障害性 T細胞の細胞障

ロ活性は IFNγ により増強されることも報告されて

いる 31) しかし，これらのサイトカインはいずれも

HYCD8の細胞障害活性の発現には関与していなかっ

た.

一般に HLAクラス I分子は細胞内で合成，分解さ

れる蛋自に由来する内閣性の抗原ペプチドと結合し，

細胞表面に発現している 19).HYCD8は，標的細胞 l二の

HLAクラス I分子を認識することから，内肉性の向

己抗原ペプチドをはさんだ IILAを認識していると考

えられる. しかし外来性のペプチドを添加することに

より細胞障害性 T細胞による障害を誘導できるこ

とお)，また外来性の蛋内抗原が HLAクラス I分子に

より提示されることm も報告されている.培養上清よ

り精製した成分の中に抗原となるペプチドが存在し，

それにより細胞障害活性が観察されている可能性を否

定するため，ペプチド結合を分解する条件である 6規

定塩酸による 110C6時間の加水分解を行った.

SFCAの活性は加水分解後も認められたことから，

SFCAの作用は外来件.の室内やペプチドがクラス I

分子により提示されることによるものではないと考え

られた.またこの結果は， SFCAの活性が未知のサイ

トカイン蛋F.Jによるものである可能性も否定するもの

である.

20/1 

99.2 

0.0 

82.0 

0.0 

E 

HCI at 110 C for 6 h. 

殖を抑制した 10) 自己反応性 T細胞は，マウス 2)制 35)，

モノレモット 3)などにおいて記載されており ，ヒト健常

者においても自己混合リンパ球反応13)26)や自己の抗

原反応性T細胞クローンにより刺激された T細胞1)，

液性抗原により刺激した T細胞培養I仰)の実験系

で記述されている.これらの自己反応性T細胞はい

ず れ も HLAクラス II抗 原に拘束されてお

り1)2川町6)13印刷34)3へその機能は，へルパー T細

胞1)幻6)13)34)3ヘサプレツサー T細胞山叩ベ細胞障害性

T細胞矧34)などさまざまである.向己免疫疾患の場合

を除けばヒトの自己反応性 CD8陽性細胞障害性 T細

胞の記載はほとんどなく，アロの胎児肝臓と胸腺を移

植された重症免疫不全患者で報告されているのみであ

るお)著者らが記載した自己反応性細胞障害性 T細胞

は， HLAクラス I分子を認識し，その活性の発揮に通

常の細胞障害性 T細胞と異なり ，リンパ球培養ヒ清中

の液性因子を必要とする点で特異である.

HYCD8は外米性の抗原を必要とせず自己の単核球

の存在下に増殖したこと，HLAクラス I分子に単ク

ローン抗体によりその細胞障害活性が抑制されたこと

から，抗原提示細胞ヒの IILAクラス I分子を認識し，

増殖するとともに細胞障害性を示すと考えられた.

HYCD8は胞体内にパーフォリンを有し細胞表両マー

カーは αβTCR，CD8， CD56が陽性で，日LAクラス

II分子と IL2レセプターを発現していることから間

性化した細胞障許性T細胞としての特徴を有するこ

とがボされた.

fraction A 

fraction B 

Fraction C 

medium 

SFCA after hydroJysis. 

-'. 
Time (min) 

HPLCによる SFCA活性分画の同定

リンパ球培養上清を活性炭と混合し，その吸着

成分をアセトニトリルで溶出後，凍結乾燥し純

水に再溶解後 C18逆相カラムを用いた HPLC

により分両分取し，各分画を細胞障害性試験に

用いて活性のある分画を同定した.溶出は 0.1

%トリプ jレオロ酢酸の移動相に 2%/分の割合

でアセトニトリルの直線勾配をかけて行った.

細胞障害性試験は標的細胞に自己の単核球を用

い，E/T比は10で行った.

それぞれを再度凍結乾燥し PBSに再溶解したのち細

胞障害活性試験を行い SFCAの惰性のある分画を同

定した.SACAの活性は保持時間 10分から 11分の聞

のピークに認められた(図 5).この分画の成分を 6規

定の塩酸で 110C 6時間の加水分解した. SFCAの活

性は塩酸加水分解後も認められた(表 3). 

本論文で，著者らはリンパ球培養上清中の液性閃子

存在下に自己の単核球および B細胞を障害する特殊

な自己反応性 CD8陽件:T細胞を記載した.この細胞

はSCWに対する低応答性ハプロタイプ (HLA

DR15， DQ6， Dw12) をもっ健常者より SCW特異的

CD4陽性 T細胞株を樹立する過程で得られた細胞で，

IILA DQ分子を認識する SCW特異的 CD4陽'陀 T

細胞によりその増殖が促進され， CD4陽性 T細胞の増

之秀、i'dB' 
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4012 

HYCD8が認識する HLAクラス I分子の同定

TCRVα2陰性 HYCD8(白ヌキ)と TCRVα2

陽性 HYCD8C黒塗り)のそれぞれについてクラ

ス I分子の異なる標的細胞に対して細胞障害性

試験を行った.用いたパネル細胞の IILAは以

ドの通り:HY A24， ，B52， 54， C， ，KT 

A2， 26， ，B61" Cw7， ，NK A24， 

B7， 52， Cw7， ，TI A2， 26， B54， 35， 

Cw1， 9， KY A2， 11， B54， ，Cw1， ，SS 

A24， 11， B62， 7， Cw七 7.lImyA24， 

IImyB52， IImyCb 2はそれぞれ Hmy2CIR細

胞に HLAA24， B52， Cb 2の各遺伝子を導入

した B細胞形質転換細胞株である.単クローン

抗体 G4はHLAB分子を認識する J単クロー

ン抗体 4D12はIILAB5分子(B51+ B52)を認

識する.抗体濃度は腹水の 200倍希釈で行った.

E/T比は 10で行った. トリプリケー卜の標準

誤差は 10%以内であった.

N.O 

none 

炭焼に吸着した成分をアセトニトリルで溶出させた.

溶出した成分は，凍結乾燥後 PBSに溶解し細胞障害

性試験に用いた.活性炭による吸着によりと清中の

SFCAの活性は消失し，アセトニトリルにより溶出し

た分両に移行することが示された(表 3).さらに精製

するためアセトニトリルにより治出した成分を凍結乾

燥し，純水に溶解したあと C18逆相カラムを用いた

IIPLCにより展開した.経時的に熔出分断を分取し，

内，‘pa w
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IIYCDおは， SFCAの千戸iCドでも ntJのじD4[湯'性 T

細胞株会陣許しなかった.マウスでは細胞が見なると

It1JじII2分子を発現していても T細胞の認識に影響

することが報行16)されており，この場合にも rr.核球お

よび B細胞と T細胞の間で I-ILAクラス I分子によ

り提ノjミ主れる f'jtJ抗原が異なっている可能性が:与えら

れる;，ICrでラベルしていないじD4陽性 T細胞を加

えることにより前核球に対する llYCD8 の細胞防~~f

前性が抑制されなかったこともこのnJ能'門:を示唆する

(米発点データ).

SFCA 臼体が棋的細胞に細胞l時 ~)j~前性を有してい

ることは， SFCAを加えたときの51Crの自然解離が加

えないと 3のrI然解離と先がないことから否定される.

JIYCD8の細胞障告前性は常に IILA B分 fに拘束

与されていること，アロに対する細胞障害性 T細胞の

細胞隙待問N_を哨強しないこと(木発表データ)から，

SFCAはT細胞に非特異的な刺激を与え細胞障害病

性を誘導または増強する作用はないと与えられる.し

たがって SFCAはIIYCD8の TCRを介した標的細

胞の特異的認識が起きたときの細胞障害活性の発現に

関与していると考えられる.

IlYCD8は標的細胞仁の llLAクラス I分子を認識

し，抗原挺示細胞として機能する自己の単核球および

B細胞を特典的に障害することから，そのじD4陽性 T

細胞に対する増殖抑制は抗原非特異的と考えられる.

事実 IIYCD8はSCW 特異的 CD4陽性 T細胞に対す

る榊殖抑制活性を布するとともに， Ir;Jじドナーから得

たドPD特異的 CD4陽性 T細胞の用殖に対しでも in

vitroで抑制的に作用する(未発表データ). しかしド

ナー j1)'の T リンパ球は SCWに対しては低応答性

であっが，PPDに対しては両応答性をしめしたことか

ら， llYCD8の免疫J，e;符抑制の抗原特異性は，別の細胞

により制御されていると考えられる.すでに報告され

ているように SC¥Vに特異的で llLADQ6を認識す

るCD4阪'性 T細胞が HYCD8の用販を促進したが，

llLA DIミiを認識する CD4陽性 T細胞ではそのよう

な現象は観察されなかったことから，白ijlfのじD4陽'性

T細胞が HYCD8の誘導，活性化に関与していると考

えられる.HL¥ DO分 f会認識する抗原特異的 CD4

陽性 T細胞の用舶を介して抗原提示細胞を障??する

ドi己反応性 T細胞が誘導され，抗原提示細胞を障害す

ることにより抗原特民的 CD-l陽性 T細胞の増殖が故

終的に抑制されるとすれば， IIYCD8の免校抑制に対

する抗原特異性が説明できる.

SドCAはがt性炭により|段:(fdれ， llPLCにより展開

したときにその分[Ihjの一つに活性が存在することが示

主れた. ここまでの段階はまだ部分的な精製にとどま

り，その化学的組成は不明であるが，今後その成分を

同定し構造を決定するこにより IIYCD8の細胞障主

性の分子レベルでの解析が可能になると考えられる.

総 括

1ILA DQ分子を認識する CD4陽性 T細胞により

所性化された CD8陽性 T細胞の免疫抑制機序につい

て解析した.

そのじD8陽性 T細胞は CD4陽性 T細胞の増殖を

抑制することがこれまでの研究で明らかにされていた.

その免疫抑制の機序を解析するためにそのじD81'細

胞をよれ.離し細胞株 lIYCD8として樹立した.

1. IIYCD8は，外米性の抗原なしに自己の単核球

とIL2の存宅1-:ドに増荊し，向己反応性を示すこと，表

面マーカーと免疫細胞染色の結果から細胞障害性 T

細胞としての特徴を有することがポされた.

2. IIYCD8の細胞障害性の発現には，通常の細胞

障害性 T細胞とは異なりリンパ球培養上清rjJの液性

因子 (SFCA) を必要とした.SFCAの存在下に

IIYCD8は HLAB52およびB54分子を認識して抗

原提示細胞(単核球およびB細胞)を障害することが

観察された.

:). SFCAは塙酸加水分解に抵抗性の物質で，その

活性は IIPLCにより展開された分l面の一つに存在す

ることが示された.

以仁より SCWに対する T細胞増殖反応において

増殖した CD8陽性 T細胞は， SFCAの存在下に自己

の抗原提示細胞を障持することにより免疫応答を抑制

することが明らかにされた.

恥を終えるにあたり，直接ご指導賜りました格月健彦教

授，ならびに研究の機会をお与えくださいました藤品11:敏
教授に心より感謝いたします.また， ~ij__クローン抗体を供り

していただきまし子北海道大学脇坂明主助教陸， UCLAの

Billing教授，ジョスリン糖尿病センターの Eiscnbirth教

搾， lii.クローン抗体およびハイプリドーマや供与していた

だきました Dana-Faber脳研究所の Burakoff教侵， llLA 

クラス l遺伝子導入形質転挽細胞を供与していただきまし

た東京大学医科学研究所の滝川雅文悼-1:，りイトカインを

供守していただきました味の紫巾央研究所のミ輪消志間-i:，

大阪大学ノマイオメグイカル教育センターの平野俊夫教慢，

々らびに研究の遂行にご協)J~ 、ただきました熊本大学院医

学研究科免役識別講座の丙村奈治教授，木村彰)j博 l~ ， l:川

路イ吉博博士をはじめとする教宅の方々に感謝いたします.

抗脱出心細胞に:対する1'1tJ反応性じDH陽性 T細胞の解析 ~:3 

文献

1) Bcnsussan A， :vIeuer SC， Schlossman SF and 

Reinherz EL: Delineation of an immunoregulatory 

amplifier population rccognizing autologous 1a 

molecules. ]. Exp. Med. 159: 559 576， 1984 

2) Clayberger C， Dekruyff RH and Cantor 11 

lmmunoregulatory activities of autoreactive T 

cells: an 1 A specific T cell clone mediates both 

help and suppression of antibody responses. J. 

lmunol. 132: 22:37 2243， 1984. 

3) Dus Reis GA and Shevach EM: Analysis of 

autoreactive 1 region.resticted T cell colonies iso. 

lated from the guinea pig syngeneic mixed leuko. 

cyte reaction and from immune respons to conven・

tional foreign antigens. Eur.]. lmmunol司 15:466 

472， 1985. 

4) Erard F， Corthesy p， I'¥abholz :vI， Luwenthal 

J¥V， Zaech p， Plaetinck G and MacDonald HR 

lnterleukin 2 is both necessary and sufficient for the 

growth and differentiation of lectin.stimulated 

cytolytic T Iymphocyte precursors. ]. lmmunol. 

134: 1644 ]652， 1985. 

5) Faherty DA， Johonson DR and Zauderer M 

Origin and specificity of autoreactive T cells in 

antigen-induced populatioJls. ]. Exp. Med. 16] 

1293 1301， ]985 

6) Finnegan A. Needleman B and IIodes RJ 

Activation of B cells by autoreactive T cells 

cloned autoreactive T cells activate B cells by two 

distinct pathways. ]. lmmunol. 133: 78 85， 1984. 

7) Gaudernack G司 LeivestadT， Ugelstad J and 

Thorsby E: Isolation of pure functionally active 

CD8' T cells: Positive slection with monoclonal 

antibodies directlly conjugated to monosi沈 dma只ー

netic microspheres. ]. lmmunol. Methods 90: ] 79 

187， 1986. 

8) Ilayshi!I， Ennis PD， Ariga 1I， Salter RD， 

Parham P. Kal10 K and Takiguchi :¥1: I1LA B51 

and BLA Bw52 di[fcr by onl)' two amino acids 

which are in the helical region of theα1 domain. J 

1mmunoJ. 142: 306 311. 1989 

9) Hefeneidcr SlI， Conlol1 P1. llenncy CS and 

Gillis S: 1n vivo interleukin 2 administration aug-

ments the generation o[ allorcactive cytolytic T 

lymphocy1es and rcsidcnt natural killcr cells. J 

lmmunol. 130: 222 227. 1983. 

10) Kamikawaji f¥ : CD.J T cclls restricted DO 

not DR support CD8 T cells 10只ro¥¥'，Fukuoka 

Acta Medica 81 : 88 96. 1990. 

11) Kamikawaji 0:， Fujisawa K， Yoshizumi 11. 

Fukllnaga 1¥1， Yasunami :¥1， Kimura A. 0Jishimura 
Y and Sasa%LIki T: llLA DQ rcstricted CD4' T 

cclls specific to streptococcal antigen present in 

10¥1¥ but not i n high responclers. ]. Irnmunol. 1 ~6 

2560 2567. 1991 

]2) Kav，;asaki A， Shinkai Y守 KuwanaY. Furuya 

A， Iigo Y， IIanai N， Itoh S. Ya只itaII and Okumura 

K: Pcrforin， a pore-forming protein de1C'ctable by 

monoclonal antibodies， is a functional !11arker for 

killer ccl1s. lant. Immunol. 2: 677 6H4. 1990. 

1:3) Kotani 11.孔litsuya11， Jarrett I<.F， Yenokida 

GG， James SP and Strober W: An autoreactive T 

cell clonc that can be activatcd to provide both 

helper and suppressor function. ]. lrnmunol. 136 

1951 1959， 1986 

]4) Leung DY， YOllng MC and Geha RS: lnduc 

tion of IgG and IgE synthesis in n()r!11al B cells by 

autoreactive T cell clones. J. 1mmunol. 136: 2851 

2855司 ]986.

15) Liu C C， Joag SV， Kwon BS and Youn只]D

Induction of perforin ancl serine csterascs in a 

murine cytotoxic T lymphocyte clone. ]. [mmunol 

144: 1196 1201. 1990 

16) :vIarrack P and Kappler J: T cells can 

distinguish between allogeneic major his-

tocompatibility complex prodllcts on different cell 

types. Nature. 332: 840 843， 1988. 

17) Matsushita S， Mutoh M， Suemura M， Saito 

Y and Sasazuki T: IILA linked non-response 10 

Cryptomeria pol1en antigen T. nonresponsiveness is 

mediated by antigc.specific suppressor T ceJl.]. 

lmmunol. 138: 109 115， 1987. 

18) McMichael AJ and Sasazuki T: suppressor 

T cel1 in the human mixed iymphocytc reactiol1. J. 

Exp. Med. 146: 358 380， 1977 

19) Monaco JJ. A molecuJar model ぱ MIlC

class-1 restricted anti只en processing: Il11ll1unol 

Toda) 13: 173 179， ]992. 

20) Nishimura Y， Iwana只a T， Inamitsll T， 

Yanagawa y， Ya日unamiM， Kill1ura A. lIirokawa 

K and Sasazuki T: Expression ()[ the human MI IC， 

1ILA DQw6ヌenesaltcrs thc immune rcsoponse in 

C57BL/6 micc. ]. lmmunol. J 15: 3J:~ 360， 1990 

21) i¥ishimura Y and Sasazuki T: Suppressor 

T cclls control the llLA linked low rcspoT1siveness 

to streptococcal antiヌcnin man. :'¥ature 302: 67 

69， 1983. 

22) Ottenhoff TII:vI. Kale Ab B. van Embden 

J[)八， Tholc JER 出ld Kie5..<;ling R: ThC' recom-

binant 65 kilodalton heat shυck protein of 

Mycoha('/e17'u/'ll hlJl、isBacillus Calmettc-Guerin/m. 

lubacu!r川isis a target llloleculc for CD~ cytotoxic 

T IYlllphocyte~ that Iyse human 111【lI1ocytes.]. Exp 

l'vlecl. 168: 1917 1952 ， 19~8 

2:~) Ottenhoff Tll:'v1， ¥¥"al[ord C. ?¥九himuraY. 

Reddy :'¥BB and Sasawki T: llLA DQ mυleculc、
and the control of :¥-Ivcυbactcrium leprac spcci fic T 

cell non repo!1si¥ cncsぉ in leprama10Lls Icprosy 

patients. Eur.]. [mmuT1ol. 20: 2:3H 2:~50 ， 1990 



24 占住秀之

24) Rock KL， Gamble S and Rothstein L: Pre-

sentation of exogenous antigen with c1ass 1 

major histocompatibility complex molecules. Scien-

ce 249: 918 921， 1990 

25) Roncarolo MG， Yssel H， Touraine ]L， 

setuel H， Vries ]ED and Spits H : Autoreactive T 

cell clones specific for c1ass 1 and class II HLA 

antigens isolated from a human chimera. ]. Exp 

Med. 167: 1529 1534， 1988 

26) Rosenkrantz K， Dupont B， Wil1iams D and 

Flomenberg N : Autocytotoxic and autosuppressor 

T cell lines generated from autologous lymphocyte 

cultures. Hum. 1mmunol. 19: 189-203， 1987. 

27) Sasazuki T， Kaneoka H， Nishimura Y， 

Kaneoka R， Hayame M and Ohkuni H: An HLA 

linked immune suppression gene in man. ]. Exp 

Med.152・297s313s， 1980. 

28) Sasazuki T， Kohno Y， Iwamoto 1， Tanimur 

a M and Naito S: Association between an HLA 

haplotype and low responsivenes to tetanus toxoid 

in man. Nature 272: 359 361， 1978. 

29) Sasazuki T， Nishimura Y， Kikuchi 1， Hir-

ayama K Tsukamoto K， Yasunami M， Matsushita 

， Muto M， Sone T and Hirose T: HLA Iinked 
immune suppression gene maps within HLA-DQ 

subregion， 1n Feldmann M and McMichael A (ed) 

Regulation of immune gene expression. 1st ed. pp. 

197 206， The IIuman Press， Clifton， NJ， 1986 

30) Sasazuki T， Ohta N， Kaneoka R and Ko 

jima S: Association between and HLA haplotype 

and low responsiveness to schistosomal worm 

antigen in man. J. Exp. Med. 152: 314s-318s， 1980 

31) Takai Y. Wong GG， Clark SC， Burakoff S] 

and IIerrmann SH: B cell stimulatory factor 2 is 

involved in the differentiation of cytotoxic T 

lymphocytes. J. Immunol. 140: 508-512， 1988 

32) Takiguchi M， Nishimura 1， Hayashi H， 

Karaki S， Kariyone A and Kano K: The structure 

and expression of genes encoding. serologically 

undetected HLA C locus antigens. ]. 1mmunol. 

143・1372-1378，1989. 

33) The WHO Nomenclature Committee for 

factors of the HLA system. N omenclature for 

factors of the IILA system， Tissue antigens 39: 161 

173， 1991 

34) Tilkin AF， Michon ]， ]uy D， Kayibanda M， 

IIenin Y， Sterkers G， Betuel II and Levy ]P 

Autoreactive T cell c10nes of MHC c1ass II 

specificities are produced during responses against 

foreign antigens in man. ]. Immunol. 138: 674 679， 

1987 

35) Tomonari K: 1n vivo helper activity of 

autoreactive T cell clones. ]. Immunol. 135: 1598-

1602， 1985 

36) Townsend ARM， Rothbard J， Gotch FM， 

Bahadur G， ，.司TraithD and McMichael A]: The 

epitopes of influenza nucleopretein recognizded by 

cytotoxic T lymphocytes can be defined with short 

synthetic peptides. Cell 44: 959← 968， 1986 

37) Watanabe H， Matsushita S， Kamikawaji r司，
Hirayama K， Okumura M and Sasazuki T 

1mmune suppression gene on HLA-Bw54-DR4 

DRw53 haplotype controls nonresponsiveness in 

humans to hepatitis B surface antigen via CD8+ 

suppressor T cells. Hum. lmmunol. 22: 9 17， 1988 

(受付 1992 12-17) 




	0001
	0002
	0003
	0004
	0005
	0006
	0007
	0008

