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学位論文内容の要旨

はじめに

  近年，新しいりンパ球亜群としてNK―T細胞が同定され，注目されている．
NK-T細胞はT細胞受容体複合体（TCR complex)とNK細胞のマーカーであ
る゛NKR-P1(NKl.1)を同時に発現しており，活性化／メモリーT細胞の表現型
と類似している．マウスNK-T細胞は，メインストリームのT細胞と比べて低
レベルのTCRを発現し，またTCRレパートリーは限定されている．NK-T細
胞は，主にCD4゙ 8．（CD4゙ ）とCD4-8-（DN)の2つのサブポピュレー→ション
にわけられるが，最近CD8゙ のNK’T細胞の存在も明らかになった．
  NK―T細胞は，抗CD3抗体による刺激に対して，超急性に大量のIL-4とIFN-
アを産生し，これらIL-4，IFN-アは，その後のへルパーT細胞の免疫応答の
型を決定する．またNK-T細胞はFas－Lを発現し，Fas陽性の腫瘍細胞，DP胸
腺細胞を障害する．さらに種々の自己免疫疾患でNK-T細胞の減少が報告され
ている．
  著者の教室ではウサギ補体のみの処理によって，NK-T細胞が減少すること
を発見した．本研究では，NK-T細胞の補体感受性亢進について，正常，ルー
プスモデル，TCRトランスジェニックマウスなどを用いて解析し，またルー
プスモデルマウスにおけるNK-T細胞減少の有無について検討した・

方法

  胸腺あるいは脾臓の単一浮遊細胞に10％になるよう補体を加え，恒温槽に
て37℃，30分間incubateした，メディウム群はRPMIメディウム（10％牛胎
児血清添加）のみを加え，同様の操作を行った．一部の実験においては，正常
マウス（B6，B10.D2)より別途採取した血清を非働化したものを加え，4℃，
30分間 incubate， 洗 浄し て か ら ，同 様 な 補体 処理を行 った，



  抗Fcアレセプター抗体，2.4G2，を培養前，後の各細胞検体に加え，抗体の

非 特 異 的 結 合 をブ ロ ッ ク し た ．各抗 体を 加え4℃で20分間 反応さ せ， TCRa

8／ NKl.1， CD4／ NKl.1， CD4／ CD8， 及 び Thyl.2／ B220の 組 み 合 わ せ で

2重カラー染色を行った．解析より死細胞を除くため，propidium iodideを加

え た 後 ， FACScanに て デ ー タ の 取 り 込 み ， 及 び 解 析 を 行 っ た ．

結果

  正 常B6 (H_2b)マウ スでは ，補 体処理 によ って胸腺のNK-T，CD4゙ NK―T，

CD4-NK-T，DNの各 細胞分 画の 有意な 減少 が認め られ た．ま た， 脾臓に おい

ても，NK-T細胞分画の有意な減少が観察された．ウサギ補体を非働Iイ匕した場

合に は，こ れら 細胞亜 群の 減少は 認め られな かった．しかしB細胞，抗体の

存在しないD011.10/RAG―1-/-/B10.D2マウスにおいては，補体処理によるNK-

T細胞の減少は認められなかった．

  B10.D2， D011.10/B10.D2マ ウ ス で も B6マウ ス同様 ，胸 腺のNK－T細 胞分

画の有意な減少が認められた．従って，D011.10/RAG－1-/-/B10.D2マウスのNK－T

細胞が補体感受性を示さ．ないのは，H－2型の違いや，D011.10 TCR発現等に起

因 せ ず ， 血 清 中 抗 体 が 欠損 す る こ と に よ るこ と が 示 唆 さ れ た． し か し ，

D011.10/RAG―1-/-/B10.D2マウスの胸腺，脾臓細胞を正常マウス由来の血清と

incubate後 ， 補 体 で 処 理し た が ， NK― T細 胞の 減少 は認め られ なかっ た．

  次 に， NK-T細胞 の減少 が報 告され てい るB6 1prマ ウスの 胸腺 ，脾臓 NK-T

分画 を調べ たが ，正常B6とほば同等の割合で存在し，加齢によっても有意な

減少 は認め られ なかった．またB6 1prマウスでも補体処理によって，胸腺，

脾 臓 のNK-T各 細胞 分画で 著明 な補体 感受 性が認 めら れた． NZB， NZW， BWF1

マ ウ ス に お け る NK-T細 胞は ， 正 常 B6と 較 ベ， 加 齢 に 伴 う NK-T細 胞 の 減 少

傾 向 を 示 し た ． ま た BWF1， NZWマ ウ ス の 胸腺 NK-T細 胞 は ， 補体 処 理 に よ

り 減 少し た が ， NZBマ ウ ス で は 減 少傾 向 は 認め られ なかっ た． 脾臓NK-T細

胞 に おい ては ，い ずれの NZ系 マウス にお いても ，NK-T細胞 の有 意の減 少は

認められなかった．

考察

  本研究においては，NK-T細胞ポピュレーションが特異的に補体感受性亢進

を示す現象のメカニズムについて，正常マウス，ループスモデルマウス，TCR

トランスジェニックマウスなどを用いて解析した．その結果，再現性をもって



NK―T細胞が補体単独処理で減少し，その原因としてあらかじめNK－T細胞上
に自己抗体が結合していることを示唆する結果が得られた．すなわち，B細胞
や抗体が存在するマウス系では，補体処理によってNK-T細胞の減少は認めら
れるが，B細胞や抗体の存在しないRAG-1-/IのTCR Tgマウスでは，同様の処
理によってもNK-T細胞の減少は認められなかった．また，これらの結果は，
ウサギ補体中に抗マウスNK-T抗体が存在する可能性も否定するものと考えら
れた，
  以上の結果から，著者は生体内でNK―T細胞に特異的な抗体が結合し，その
ためNK-T細胞が選択的に補体感受性亢進を示すと考えている．すなわちNK-
T細胞はCD1拘束性にglycosylphosphatidylinositol (GPI)アンカー蛋白を認識し，
B細胞をへルプし，抗GPIアンカー蛋白抗体を産生させる．分泌された抗GPI
アンカー蛋白抗体が近傍のNK-T細胞の表面GPIアンカー蛋白に結合し，その
結果わvitroの補体処理によりNK―T細胞が選択的に障害されると考えている．
しかし本研究では正常マウス血清中にNK-T特異抗体を検出することはできな
かった．これは，抗体とNK-T細胞の作用が面vivoにおいて比較的緩徐に，
もしくは他の因子と相まって進行していくような性質のものであるため，今回
のむvitroの系では再現できなかったと考えられる．胸腺と較ベ脾臓NK―T細
胞の補体感受性は一般的に高くなかった．恐らく，血清中補体と接触する機会
の多い脾臓においては，抗体の結合したNK－T細胞がわVIVOで除去されるた
めに，このような現象が見られたと考えている．
  また，他のメカニズムとして補体制御因子の関与も考えられるが，調べた範
囲では正常レベルの補体制御因子の発現がNK-T細胞上に認められた．
  血清中の抗体が結合する他のメカニズムとして，Fcアレセプターの関与が考
えられる．しかし，Fcアレセプターは補体感受性を示さない他の細胞にも発現
しており，また，Fcアレセプターを介する抗体の結合が，補体カスケードを活
性化することは，分子構造的に考え難いと結論した．
  これまで，自己免疫疾患患者のNK-T細胞減少と，多くのループスモデルマ
ウスにおけるNK-T細胞の減少が報告されている．しかし，著者が検索した範
囲では，必ずしも全てのループスモデルで有意なNK-T細胞減少は認められな
かった．これらの違いは恐らく，ループス発症のメカニズムの違いによると考
えられた．したがって，NK－T細胞の補体感受性亢進が，ループスモデル全般
でのNK-T細胞減少，機能異常とどのように関係するかは今後の問題と思われ
る．



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

マウス胸腺・脾臓細胞におけるNK-T細胞の

補体感受性亢進とそのメカニズム

  近 年 ， 新 し いり ン パ球 亜 群 とし て NK-T細胞 が 同 定さ れ ，注 目 さ れて い る．

著者の教室ではウサギ補体のみの処理によって，NK-T細胞が減少することを発見した，本

研究では，・Nlく‐T細胞の補体感受性亢進について解析し，またループスモデルマウスにおけ

るNIく‐T細胞減少の有無について検討した．

  胸腺あるいは脾臓の単一浮遊細胞に補体を加え，恒温槽にてincubateした．ヌディウム

群はRPMIメディウムのみを加え，同様の操作を行った．一部の実験においては，正常マウ

ス(B6，B10.D2)より別途採取した血清を非働化したものを加えincubate，洗浄してから，

同様な補体処理を行った．その後，各種FACS解析を行った．

  正常B6 (H_2b)マウスでは，補体処理によって胸腺のNK-T，CD4゙ NKT，CD4'NK-T，

DNの各細胞分画の有意な減少が認められた，また，脾臓においても，NKT細胞分画の有

意な減少が観察された．しかしD011.10[iRAG-l+f B10.D2マウスにおいては，補体処理によ

るNK-T細胞の減少は認められなかった．B10.D2，D011.10/B10.D2マウスでもB6マウ

ス同様，胸腺のNKT細胞分画の有意な減少が認められた．よって，D011.10rRAG-l+/B10.D2

マウスのNK-T細胞が補体感受性を示さないのは，血清中抗体が欠損することによることが

示唆された．しかし，D011.10/RAG-1+/B10.D2マウスの胸腺，脾臓細胞を正常マウス由来

の 血清とincubate後， 補体で処 理したが ，NK-T細胞の減少は認められなかった，

  次に，NK-T細胞の減少が報告されているB6ケマウスの胸腺，脾臓NK-T分画を調べた

が，正常B6とほぼ同等の割合で存在し，加齢によっても有意な減少は認められず，正常な

B6と 同レベルの 補体感受 性が認め られた． NZB，NZW，BWF1マウスにおけるNK-T細

胞 は，正常B6と 較ベ，加齢に伴うNK-T細胞の減少傾向を示した．またBWF1，NZWマ

ウスの胸腺NK-T細胞は補体感受性を，NZBマウスでは抵抗性を示した．脾臓NK-T細胞

に おいては， いずれの NZ系マウス において も，補体感受性は認められなかった．

こ れらの違い は恐らく ，ループ ス発症の メカニズ ムの違いによると考えられた・

  本研究においては，補体感受性の原因としてあらかじめNIく一T細胞上に自己抗体が結合し

て い るこ と を 示唆 す る結 果 が 得ら れ た ．す な わち r.nく ．T細 胞はCD1拘束性 に

glycosylphosphatidylinositol (GPI)アンカー蛋白を認識し，B細胞をへルプし，抗GPIアンカー

蛋白抗体を産生させる，分泌された抗GPIアンカー蛋白抗体が近傍のNK-T細胞の表面GPI

アンカー蛋白に結合し，その結果而vitroの補体処理によりNK-T細胞が選択的に障害され
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ると考えられた．

  胸腺と較べ脾臓NK-T細胞の補体感受性は一般的に高くなかった．恐らく，血清中補体
と接触する機会の多い脾臓においては，抗体の結合したNK-T細胞が而vivoで除去される

ために，このような現象が見られたと考えている，
  公開発表に際しては，副査の西村（正治）教授から，血清との培養によっても補体感受性

が回復しないこと，自己抗体付着以外の補体感受性亢進の可能陸，in vivoでのNK-T細胞と
自己免疫疾患の発症，病態との関連，正常マウスの補体感受性について，新生児期ではどう
であるか，についての質問があった．

  次いで主査の上出教授（遺制研・分子免疫）から，補体感受陸とNK－T細胞のhetemgeneiり，
結合している抗体染色，検討した補体制御因子，PI－PIC処理した細胞について，副査の小

野江教授（遺制研・免疫応答）から，lupusモデル血清使用についての質問があった．
  次いでフロアの西村（孝司）教授（遺制研・免疫制御）から，補体中の抗体，口ット差，
細川教授（遺制研・癌病態）から，マウス血清中の補体活性，invivoでの補体のMく．T細胞

に対する影響について，質問があった．
  いずれの質問に対しても，申請者は自分の研究の経験，本文中の記載などを引用し，ほ
ぼ妥当かつ適切に解答した．

  審査員一同は，これらの成果を高く評価し，大学院課程における研鑽や取得単位なども併
せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した，


