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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 CDS+ T Cells against Antigen Presenting Cells 

Hideyuki Y osmzuMI 

Department of Genetics(Director: Prof T. Sasazuki), Medical Institute of Biroregulation 
Kyushu University 69, Fukuoka 812 

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

(SCW) 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 (HYCD8), they 

proliferated in the presence of autologous monocytes and IL-2 without SCW.'HYCD8 lysed 

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

activity was specifically inhibited by an anti-HLA class I framework mAb and restricted by HLA 
-B specificity, as judged by killing activity against panel cells and HLA class I-transfected 

BLCLs. Although HYCD8 contained perforin in the cytoplasm, this HLA-class I 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, 

HYCD8 down-regulated the proliferation of SCW specific CD4+ T cells through killing 

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，溶連菌細胞壁抗原 (SCW)や，日本住血

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), sewにおいては，この低応答性が

HLAに連鎖した優性形質として遺伝することを家族

解析27)および集団解析により報告した11)．さらに

SEW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

回復すること 2ll, HLA-DQ対立遺伝子産物が低応答

者における CD4陽性T細胞のSEW特異的増殖に関

係しているが，高応答者ではその関与がみとめられな

いこと 11)，また HLA-DQ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回復

すること 29)から， HLA-DQ分子がCD8陽性T細胞

による免疫低応答性に関与している可能性が示唆され

た． SEWに対する低応答者一名 (HY)から樹立した

HLA-DR4およびHLA-DQ6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，後者の

CD4陽性T細胞のみが自己反応性CD8陽性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細胞の増殖抑制活性を有することを

報告した 10)．本論文では，分離され自己反応性CD8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(TCR)fJ (TCRl)，抗CDllb(OKMl), 

抗CD16（抗Leullb)抗CD25(IL-2レセプター a鎖）

はBectonDickinson社より購入した，ヒト TCRVa2
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(clone Fl), TCRV /J 5.1 + 5. 2 (clone W112), 

TCRV/J 5.2+5.3(clone lCl)に対する抗体は， TCell 

Science社より購入した，抗HLAクラス I抗体(W6/

32)は， AmericanType Culture Collectionより購

入した． HLA-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． HLA-B51お

よびB52に対する単クローン抗体4Dl2はJoslin糖

尿病センターのG.S. Eisenbirth博士より提供された．

HU-4（抗HLA-DR抗体）， HU-11（抗LA-DQ1+6

抗体）は，北海道大学脇坂明美助教授より提供された．

抗fJ2マイクログロブリン抗体 (cloneB1G6)は，コ

スモバイオ社より購入した．抗LFA-lfJ(TSl/22)抗

体および抗LFA-3抗体 (TS2/9)はDana-Farber癌

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HLA-DP抗体）を産生するハイブリドーマは，

American Type Culture Collectionより購入した．

1P4（抗CD8抗体）を産生するハイブリドーマは，

Dana-Farber癌研究所の S.J. Burakoff教授より供

与された．

2. サイトカイン

ヒト合成IL-lfJはCollaborativeResearch Incor-

porated社より購入した．ヒト合成IL-2は味の素中央

研究所の三輪清志博士より提供された．ヒト合成IL-4

は小野薬品工業より提供された．ヒト合成IL-6は大

阪大学バイオメディカル教育センターの平野俊夫教授

より提供された． IFN-yは東レより提供された．TNF

-aはGenzyme社より購入した． TGF-f]は宝酒造よ

り購入した．

3. 細胞株

本論文で使用したEBウイルス形質転換Bリンパ

芽球様細胞(BLCL)は以下の通りである： EB-HYは

HYCD8のドナーと同一者より樹立した． Hmy2CIR

はその表面上に 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 HLA-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口雅

文博士より提供された． 8)32)赤白血病細胞株K562は

American Type Culture Collectionより購入した．

4. 自己反応性CD8陽性T細胞株 (HYCD8)の増

殖条件の検討と同細胞株の樹立

SCWに反応して増殖する T細胞集団から， CD8陽

性分画を単離するため，増殖した T細胞を抗CD4単

クローン抗体 (OKT4.3)と抗マウス IgG添加磁気ヒ‘

ーズ (Dynabeads)で処理した叫得られたCD8陽性

T細胞2X即個を放射線照射 (30Gy)した自己また

はアロの単核球 1X 105個と IL-2 100 u/ml, SCW 

lμg/mlの存在または非存在下で48穴プレートにま

き，20％ヒト血清加RPMI-1640培養液で5%CO2, 37° 

Cで飽和水蒸気圧の条件で培養した． 7日目に生細胞

を計数し，その増殖を比較した．また分離した HYCD8

は，放射線照射した自己の単核球と IL-2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 HYCD8を抗ヒト TCRVa2単クローン抗体を

用い，さらに TCRVa2陽性分画と陰性分画に分離し

た．得られたそれぞれの分画の純度は95％以上であっ

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

1Xl05個ずつまき， 10％ヒト血清加RPMI-1640培養

液で培養後付着する約10分の 1の1Xl04個を用い

た22)．付着した単核球に各ウェルあた 2μCiの51Crを

加え 18時間培養し標識したのち 3回洗浄し，培養液ま

たはリンパ球培養上清100μlを加えた． T細胞株は

200 μCiの51Crを加えた IL-2加培養液で2時間培養

し標識した． BLCLおよびK562は100μCiの51Cr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ルに

100 μl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，

各ウェルに 50μlずつ加え， 37℃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 100μl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)) I （最大解離 (cpm) —自

然解離 (cpm))XlOO(％）最大解離の洞定には 10%

triton X -100を用いた．自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ぴ精製

自己またはアロの抹消血リンパ球 (lOXlOツml)を

RPMI-1640培養液中で37゚C5% CO2飽和水蒸気圧の

条件で18時間培養後，浮遊液を 2000gで遠心し 0.22

μmのフィル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，上清50mlに

つき活性炭（和光純薬） lgを加え上清中の成分を吸着
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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 (3.9 X 150 mm; 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%

トリフル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， PicoTag 

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, 0.1％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， FACS 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をラベルしたヤギ抗マウス

(lgG+IgM)ポリクローン抗体の F (ab') 2部分を用

し)ナこ．

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， HLAのWHO命

名委員会の名称にしたがった33)• 

Monxo10cyt5 e IL-2 sew 
1 100u/ml 1 μg/ml 

＋ ＋ 

auto. ＋ 

auto. ＋ ＋ 

auto. ＋ 

allo. ＋ 

図 1 HYCD8の増殖条件の検討

HYCD8 (2Xl伊個）を放射線照射 (30Gy) し

た自己 (HLA-A24/-,B52/54, C-/-）または

HLAクラス Iを共有しないアロ (HLA-A2/

26, B61/-, Cw7/-）の末梢血単核球，ヒト IL

-2 (100 u/ml), SCW (lμg/ml)の存在または

非存在下に 7日間培養し，生細胞を計数した．

実験結果

1. 自己反応性 CD8陽性T細胞 (HYCDS)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SEW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， HYCD8は増殖に

自己の単核球と IL-2を必要としたが，抗原としての

SEW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 HYCD8の増殖は認められなか

った（図 1).

2. HYCDSの表面マーカー

図2にまとめたように， HYCD8はaB型の TCRを

発現していた．ヒト TCRVaおよび¢ファミリーに

対する単クローン抗体による染色では， TCRV[Jにつ

いてはすべて TCRV[J5.2陽性で， TCRVaについて

はTCRVa2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 CDllb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． HLAクラス II

分子(DR,DQ)およびIL-2レセプター a鎖はすべて

a~ TCR TCRV~ 5.1+5.2 TCR v~ 5.2+5.3 

□□A ] 
TCRVa2 CD3,  CD8 

l 10゚ 101 102 103 10゚ 101 102 103 

し[W0
恩 CD56 CD11 b CD16 

!Auu 
HLA-DR 

ロ
CD25 TCRVN2 

10゚ 101102103um 
Log fluorescence intensity ---

●塁澪言晶°は 口塁霊悶悶：econd
antibodies 

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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陽性であった． Va陽性分画は分離後一峰性の分布を

示した（右最下段）．

3. HYCD8の細胞障害活性

ヒトのパーフォリンと交差反応性を有するマヴス抗

パーフォリン抗体P1-818）により HYCD8細胞内のパ

ーフォリンの存在が示されたこと（末発表データ），抗

CD3単クローン抗体の存在下でK562に対する細胞障

害活性が認められたこと（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

る細胞障害活性試験では HYCD8は，自己の単核球，

SEW特異性CD4陽性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IL-l[JとIL-2,IL-4, IL-6,腫瘍壊死因子

(TNF), TGF-[J, IFN-y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

する障害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

上清を細胞障害活性試験に用いt;:.表 1<..... にホすように

末梢血リンパ球の培養上清の存在下に HYCD8は，自

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 HYCD8 in the presence or absence of SFCA 

Target cells SFCA 
20/1 10/1 

amutoonloocgyotue s ＋ 99.2 81.8 

0.2 0.0 
EB-HY ＋ N.E. 44.5 

0.1 0.3 

DCQDaw4 u+t6T o-rleocsgetll oruiclis tnee d 
＋ 0.4 0.2 

0.7 0.0 

DRau4t-roelsotgroicuts ed ＋ 0.5 0.0 

CD4 +T cell line 0.3 0.2 

K562 十 N.E. 1.7 

K562+anti-CD3 mAbb N.E. 51.0 

Percent specific lysisa 
E/T ratio 

5/1 2.5/1 

44.5 27.3 

0.0 0.0 
36.8 13.0 
1.0 1.0 

0.6 0.2 
0.0 N.E. 

0.0 0.0 
3.3 N.E. 

7.6 4.4 

50.9 35.6 

1.25/1 0.6/1 

13.9 12.4 

0.0 0.0 
6.5 6.3 
0.0 0.0 

0.0 0.0 
N.E. N.E. 

0.0 0.0 
N.E. N.E. 

4.1 1.8 

16.5 16.7 

a 51Cr-labeled target cells were incubated with HYCD8 for 6h in the presence or the absence of SFCA. 

Values given represent the median of triplicate determinations. 

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

N.E . ; not examined 

表 2 Cytotoxic activity of HYCD8 in the presence of cytokines or SFCA 

cytokines percent 
cytokines spepceifircc enlyt sis specific lysis 

IL-I 10 u/ml 0.3 IFNッ 100u/ml 0.0 

IL-2 100 u/ml 1.6 TNF-a 10 u/ml 0.0 

IL-4 10 u/ml 3.5 TGF-/31 ng/ml 7.3 

IL-6 10 u/ml 〇.0 ITFNNFッ~a10u0 /mu/l ml+ 3.7 

IL-1 10/0 mul /ml + IL-
2 1-00 u 1.1 TGF-/31 0n0 g/um/ml+ l 

IFNッ 1 0.0 

IL-2 100 uu/m/ml l + 
IL-4 10 2.5 SFCA 81.8 

IL-2 100 uu//mml l + 
IL-6 10 

2.3 

Cytotoxicity assay was performed in the presence of cytokines at the final concentrations 

indicated above. E/T ratio was 10/1. Percent specific lysis in the absence of HYCDS and in 

the presence of SFCA was 0.6. 
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来の SEW特異的CD4陽性T細胞に対してはリンパ

球培養上清を加えてもまった＜障害性を認めなかった．

リンパ球培養上清自身は単独では標的細胞にまった＜

細胞障害活性を示さなかった．表には示していないが，

自己またはアロの血清では同活性は認められなかった．

HYCD8の細胞障害活性を誘導するリンパ球培養上清

中の成分を SolubleFactor for Cytotoxic Activity 

(SFCA)と名付けた．

4. 単クローン抗体による HYCD8の細胞障害活

性の阻止

HYCD8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． HYCD8抗体の細胞障害活性は抗HLAク

ラス I抗体(W6/32)，抗CD8(1P4)，抗LFAl/3抗体

(TSl/22)，抗LFA3抗体 (TS2/9)の存在下で完全

に抑制され，抗似マイクログロブリン抗体により部

分的に抑制されたが，抗HLA-DR(HU-4)，抗HLA

-DQ(Hu-11)，抗HLA -D P (B7 /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（図

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

者を分離し，パネル細胞と反応させた． TCRVa2陽性

HYCD8は，ドナー HYとHLA-B54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 HLA-B抗体G4により完全に抑制された．

TCRVa2陽性HYCD8は， ドナー HYとHLA-B52

または HLA-B54分子を共有する標的細胞と HLA-

B52分子を発現させた Hmy2CIR細胞を障害した．

HLA-B52分子を発現した標的細胞に対する細胞障害

活性は，抗HLA-B5(B51 + B52)抗体4D12により抑
制された（図 4).以上から TCRVa2陽性HYCD8

は，標的細胞上の HLA-B54分子を認識し， TCRVa2

陰性HYCD8には HLA-B54分子と HLA-B52分子

を認識する細胞が混在していると考えられた．

6. SFCAの精製

リンパ球培養上清中の SFCAを精製するため，上清

に活性炭を加え混合したあとその上清をのぞき，活性
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HYCD8が認識する HLA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． TCRVa2陽性と陰性の細胞集団が存 。
在するため，抗TCRVa2単クローン抗体を用いて両
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図3 単クローン抗体による HYCD8の細胞障害活

性の抑制

A. 図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培養した後

HYCD8をE/T比10の割合で加え細胞障害性

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倍希釈で用いた．

B.抗クラス I抗体 (W6/32)を実験系に加え

ない場合（口），加えた場合（■）,HYCD8と実
験前2時間反応させ洗浄した場合(O)，標的細

胞と 2時間反応させ洗浄した場合（●)の各条

件で図に示すE/T比において細胞障害性試験

を行った．抗体濃度は前2者の場合は腹水の

200倍希釈で，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準誤差は 10%

以内であった．



20 吉
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HYCD8が認識する HLAクラス I分子の同定

TCRVa2陰性HYCD8（白ヌキ）と TCRVa-2

陽性HYCD8（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 HLAは以
下の通り； HYA24, -, B52, 54, C-, -, KT 

A2, 26, -, B61,-, Cw7, -, NK A24,ー，
B7, 52, Cw7, -, TI A2, 26, B54, 35, 

Cwl, 9, KY A2, 11, B54, -, Cwl, -, SS 

A24, 11, B62, 7, Cw 4, 7. Hmy A24, 

HmyB52, HmyCb-2はそれぞれHmy2CIR細

胞に HLA-A24,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HLA-B分子を認識する．単クロー
ン抗体4D12はHLA-B5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． トリプリケートの標準
誤差は 10％以内であった．

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上清中の

SFCAの活性は消失し，アセトニトリルにより溶出し

た分画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溶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

HPLCにより展開した．経時的に溶出分画を分取し，
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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Cl8逆相カラムを用いた HPLC

により分画分取し，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

％トリフル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

ぃ， E/T比は 10で行った．

30 

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の活性のある分画を同

定した． SACAの活性は保持時間10分から 11分の間

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110℃ 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).

考 察

本論文で，著者らはリンパ球培養上清中の液性因子

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陽性T細胞を記載した．この細胞

はSEWに対する低応答性ハプロタイプ (HLA-

DR15, DQ6, Dw12)をもつ健常者より SEW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，

HLA-DQ分子を認識する SEW特異的CD4陽性T

細胞によりその増殖が促進され，CD4陽性T細胞の増
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表3 Purification of SFCA and cytotoxic activity of HYCD8 

PercenEt /sT pecific lysisa 
ratio 

20/1 10/1 5/1 

fraction A 99.2 81.8 44.5 

fraction B 0.0 0.0 1.9 

Fraction C 82.0 64.2 39.4 

medium 0.0 2.7 1.2 

SFCA after hydrolysis* N. E. 49.0 N.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: Cell free supernatants obtained from 

cultured PBLs (10 X 106 cells/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 charcoal with acetonitrile was perfromed. The eluent was lyophilized and resuspended 

in PBS (fraction C). 

*Hydrolysis was performed with 6 N HCI at 110° C for 6 h. N. E.; not examined 

殖を抑制した10)．自己反応性T細胞は，マウス2)5)6)35),

モルモット 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I),

液性抗原により刺激した T細胞培養14)34)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)3)5)6)13)26)34)35)，その機能は，ヘルパー T細

胞1)2)6)13)34)35)，サプレッサー T細胞2)13)26)，細胞障害性

T細胞26)34)などさまざまである．自己免疫疾患の場合

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25)．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，リンパ球培養上清中

の液性因子を必要とする点で特異である．

HYCD8は外来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，抗原提示細胞上の HLA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面マー

カーは叫~TCR, CD8, CD56が陽性で， HLAクラス

II分子と IL-2レセプターを発現していることから活

性化した細胞障害性T細胞としての特徴を有するこ

とが示された．

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, IFN-y, TNF15）などが知られてい

る．また IL-2,IL-6による細胞障害性T細胞の細胞障

害活性はIFN-yにより増強されることも報告されて

いる帆しかし，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

れる蛋白に由来する内因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，標的細胞上の

HLAクラス I分子を認識することから，内因性の自

己抗原ペプチドをはさんだHLA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36)，また外来性の蛋白抗原がHLAクラス I分子に

より提示されること23)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 110℃6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の作用は外来性の蛋白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

トカイン蛋白によるものである可能性も否定するもの

である．
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HYCD8は，SFCAの存在下でも自己の CD4陽性T

細胞株を障害しなかった．マウスでは細胞が異なると

同じ H-2分子を発現していても T細胞の認識に影響

することが報告16)されており，この場合にも単核球お

よびB細胞と T細胞の間でHLAクラス I分子によ

り提示される自己抗原が異なっている可能性が考えら

れる． 51Crでラベルしていない CD4陽性T細胞を加

えることにより単核球に対する HYCD8の細胞障害

活性が抑制されなかったこともこの可能性を示唆する

（未発表データ）．

SFCA自体が標的細胞に細胞障害活性を有してい

ることは， SFCAを加えたときの51Crの自然解離が加

えないときの自然解離と差がないことから否定される．

HYCD8の細胞障害活性は常に HLA-B分子に拘束

さされていること，アロに対する細胞障害性T細胞の

細胞障害活性を増強しないこと（未発表データ）から，

SFCAはT細胞に非特異的な刺激を与え細胞障害活

性を誘導または増強する作用はないと考えられる．し

たがって SFCAはHYCD8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．

HYCD8は標的細胞上の HLAクラス I分子を認識

し，抗原提示細胞として機能する自己の単核球および

B細胞を特異的に障害することから，その CD4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HYCD8はSEW特異的CD4陽性T細胞に対す

る増殖抑制活性を有するとともに，同じドナーから得

たPPD特異的CD4陽性T細胞の増殖に対しても in

vitroで抑制的に作用する（未発表データ）．しかしド

ナー HYのTリンパ球は SEWに対しては低応答性

であっが， PPDに対しては高応答性をしめしたことか

ら， HYCD8の免疫応答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 SEWに特異的でHLA-DQ6を認識す

るCD4陽性T細胞がHYCD8の増殖を促進したが，

HLA-DR4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，前者の CD4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． HLA-DQ分子を認識する抗原特異的CD4

陽性T細胞の増殖を介して抗原提示細胞を障害する

自己反応性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異的CD4陽性T細胞の増殖が最

終的に抑制されるとすれば， HYCD8の免疫抑制に対

する抗原特異性が説明できる．

SFCAは活性炭により吸着され， HPLCにより展開

したときにその分画の一つに活性が存在することが示

された．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 HYCD8の細胞障害

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

HLA-DQ分子を認識する CD4陽性T細胞により

活性化された CD8陽性T細胞の免疫抑制機序につい

て解析した．

その CD8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 CD8T細

胞を単離し細胞株HYCD8として樹立した．

1. HYCD8は，外来性の抗原なしに自己の単核球

とIL-2の存在下に増殖し，自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示された．

2. HYCD8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中の液性

因子 (SFCA) を必要とした． SFCAの存在下に

HYCD8はHLA-B52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．

3. SFCAは塩酸加水分解に抵抗性の物質で，その

活性は HPLCにより展開された分画の一つに存在す

ることが示された．

以上より SEW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害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．
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