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緒言

  Natural killerT細胞（以下NKT細胞）は，抗原提示細胞（以下」A.PC：antigen-presenting cell)上

のCDld分子に特異的に結合する海綿由来の糖脂質，a-galactosylceramide（以下a-GaICer)，を

認識する．a-GaICerを介したCDld分子との結合により，NIく1r細胞は活性化しThelper typel

（ 以下Thl）サイ卜カインであるinterferon--/（以下IFN-/)とTh2サイトカインである

interleukin-4（以下IL-4)を大量に産生する，NKT細胞が産生するIFN-yによって，NK細胞や

CD8陽性 T細胞の細胞障害作用の活性化といったThl夕イプの免疫反応が誘導され，病原

体や腫瘍細胞を排除する．一方，IL-4によって自己に対するThl型免疫反応は抑制される，こ

の ように MT細胞は相 反する 作用を有している．従って，NKT細胞からのIFN-yとIL-4の

産生がどのように制御されているかを解明する事は重要である．

  樹状細胞（以下DCs：dendritic cells)は強カなAPCでDCsが中心となり様々な抗原に対す

る免疫反応を誘導・制御する．DCsはまた，CDld分子を介してNKT細胞を最も効率的に活

性化させる事ができる細胞と考えられている．本研究の目的はこのDCsのAPC機能を修飾

し，NKT細胞刺激後のIFN-y /IL-4産生を制御する戦略を開発することである．このNKT細

胞の相反するサイトカイン産生機能を制御できれば，抗癌免疫療法など目的に応じた臨床治

療への応用が考えられる．この研究ではマウスにおいてThlん他サイトカインがDCsを介

するNKT細胞刺激にどのような影響を及ぼすか検討し，DCsが最初に接触するサイトカイ

ン型によって，Mく1r細胞の産生するサイトカインが制御されるネガテイブフイードバック機

構を発見したので報告する，

材料及び方法

実験1Thl/Th2サイトカインがDCsのNKT細胞刺激に与える影蕃

1）血Wfr〇

BALB／cマウス脾細胞を2週間培養し得られたDCsにa－GalCerをパルスし乢一4存在下（IL－

4価Cs）もしくはIFN‐Y存在下（IFNゆCs），もしくはサイトカインの添加なし（iDCs）で72時間培

養した．これらのDCsを脾細胞と48時間共培養し，刺激されたNKT細胞から上清中に産生

されるIFN‐Y／IL・4をELISA法にて測定した，

2）mWvo

同様の処理で得られた僻Ga｜CerをパルスしたiDCs，IL4′DCs，lFN/I二冫Csをマウス脾臓内へ直

接注射（脾注）した，刺激を受けたMくT細胞から血清中へ産生されるIFNイ／IL・4をELISA

法にて測定した，

実験21L－4投与がDCs/NKT細胞相互作用に与える影響

1）mWぬ〇

未処理のマウスまたは乢‐4投与マウスの脾臓を採取し。それぞれの脾細胞を冊GaICerと培

- 552 -



養しNKT細胞から上清中に産生されるIFN-l／IL-4をELISA法にて測定した．ついで未処

理マウスまたはIL-4投与マウス脾細胞からDCsのみを抽出し，DCsを除去した脾細胞とa‐

GaICer存在下で培養後，上清中のIFNIY／ILー4を測定した．

2）加vivo

未処理マウス．IL-4投与マウスにa-GalCerを静脈内注射（静注）し血清中のIFN-y／IL-4を測

定した，
3）腫瘍細胞傷害試験

未処理のマウス． IL-4投与マウスにa-GalCerを静注し24時間後に脾臓を摘出．それぞれの脾

細胞の腫瘍細胞株に対するキラー活性を4時間5'Cr遊離細胞傷害試験にて測定した．
4）腫瘍転移抑制効果

未処理のマウス・ IL-4投与マウスにa-GaICerとマウス腎癌細胞とを静注し3週後の肺転移

数を比較した．

結果

実験1－1） in vitr〇で未処理のDCs（iDCs）に比べIL‐4で処理したDCs（IL一4ゆCs）はNKT細
胞からのIFN1産生を強く誘導し一方，IFN‐アで処理したDCs（IN/℃s）は，NKT細胞からの

IL4産生を強く誘導した．
実験1－2）加v：れ′〇においても乢・4ゆCsを脾注されたマウスではiDCsを投与されたマウス
に比べ血清中のIFN1濃度が有意に増加した．一方，IFN‐Y／DCsを脾注されたマウスでは血

清中のIL4濃度が有意に増加した．
実験2－1）IL‐4投与マウスの脾細胞に俳GalCerを添加した培養系では未処理マウスに比し

有意にNKT細胞からのIFN－Y産生が上昇していた，次いで，IL‐4投与マウス由来のDCsは未
処 理 マ ウ ス 由 来 の DCsよ り も NKT細 胞 か ら 強 く IFN‐ Y産 生 を 誘 導 し た ．
実験2－2）未処理マウスとIL‐4投与マウスにa－のlCerを静注した場合，IL‐4投与マウスで

は未処理マウスに比し有意に血清IFN‐Y産生が上昇していた，血清IL・4値は両者間に差はな
かった．

実験2―3）未処理マウスとIL14投与マウスに僻GalCerを静注し24時間後に採取した脾細胞
は腫瘍細胞株に対するキラー活性が僻GalCer単独投与マウスに比べ有意に増強していた．
実験2－4）マウス腎癌肺転移モデルでは叫GalCerを静注された乢14未処理マウスでは肺転

移は完全に抑制されなかったが，也＿4投与マウスに僻GalCerを静注した群においては肺転移
がほとんど完全に抑制されていた．

結諭

  実験1では，加研むりとin vivoにおいてThlサイトカインであるIFN-tでDCを処理し

NKT細胞を刺激すると，Th2サイトカインであるIL-4の産生が増強される事が示された．
反対にIL-4でDCを処理しNKT細胞を刺激すると，IFN-の産生が増強された．これらの結

果から，Thlパh2サイトカインの影響を受けたDCsがMくT細胞からのThl汀h2サイトカイ

ン産生をネガティプフイードパック機構によって調節していると考えられる．そこで実験2
ではIL・4を実際にマウスに投与し，その脾細胞から精製したDCsと叫く弸CerでNKT細胞

を刺激した．加レ恥でIL―4処理したDCsがNKT細胞を刺激するとIFN1の産生が増強さ

れた．またIL―4投与マウスに僻GalCerを投与した場合もMくT細胞からのlFNヤの産生が増
加した．またIFN・Y産生増強に伴うキラー活性・転移抑制効果も増強した．以上の結果から

DCsがNKT細胞を刺激しM汀細胞からサイトカイン産生されるという一連の相互作用に

おいてDCsを介したネガテイブフイードバック機構が存在する事を加Wtr〇と加v．恥に
おいて示した．このネガテイブフイードパック調節はThl汀h2への反応が過剰にならないよ

うに働くと考えられた，
今後，この性質を用いたDCs/MくT細胞による抗癌免疫療法への応用の可能性が示された。
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学 位 論 文 題 名

    樹 状 細胞 に よる NKT細 胞の

サイトカイン産生制御と腫瘍拒絶効果

  現在，癌免疫治療に樹状細胞（以下DC)を用いる方法が主流となっている．臨床応用も

されっっあるが，その治療成績は必ずしも良好とは云えない．最近，IFN－Yを大量に産生

するNKT細胞が抗腫瘍作用を持つ細胞集団として注目されている．本研究では，DCによ

って刺激されるNKT細胞からのサイトカイン産生を制御することにより，癌免疫治療へ

応用することを目的とした．その結果，NKT細胞からのサイトカイン産生において、DCを

介したネガティプフイードバック制御が存在することを示し，この機構を用いて腫瘍拒絶

を試みた．すなわちIL一4により処理されたDCによるQ－GaICer提示は，NKT細胞から

のIFN一Y産生を促進し，反対にIFN―Yで処理されたDCはNKT細胞によるIL-4の産生

を促進することをin vitr〇とmvfレDにおいて示レた．更にこのネガティブフイードバッ

ク機構を応用し，マウスヘIL一4とQ－GalCerを投与することにより，腫瘍細胞に対するキ

ラー活性，抗転移効果を増強することに成功した．質疑応答では，副査の秋田弘俊教授か

ら，NKT細胞の表面マーカー，シグナル伝達の違いに関し質問があった．申請者はNKT細

胞内の転写因子c．RピZの発現増加があるとIFN一Y産生が増強されるとの報告があり，本実

験系におけるc・尺ピ´の発現増強の有無を検討していく予定と回答した．またIL一4以外にDC

で刺激した際にNKT細胞からのサイトカイン産生がThl優位となるサイトカインや物質

が存在しないかについても質問があった．申請者はIL―12存在下でのDCとNKT細胞と

の相互作用の際にNKT細胞からのサイトカイン産生はThl優位となる報告があること，

またThlサイトカイン産生有意となるようなQ―GalCer類似の糖脂質の開発が現在行われ

ていると回答した．更に，実際に臨床応用への可能性についても質問があった．肺癌術後

に再発抑制の目的に既に投与している施設があること，また海外にて腎細胞癌症例におい

てQ―GaICer投与により腫瘍の中心壊死を認めた報告があると回答した．次いで，副査の



小野江和則教授から，免疫反応は最終的には収束機構であり，今回のネガティブフイード

バック機構は道理にかなったメカニズムではあるが，はたしてそのメカニズムはいかなる

ものかについて質問があった．申請者は本研究ではそれぞれのDCについて表面マーカー

の差異しか検討していないが，IL-4処理したDCではCDld分子の発現が減弱すること

によりTCRからのシグナルよりも相対的にCD 40／CD40Lからのシグナルが増強し

IFN－Yの産生増強があるのではないかと回答した．また、QーGaICer類似の物質で哺乳類や

生体内で相当する物質が同定されているのか質問があった．これに対して昨年

isoglobotrihexosylceramide (iGb3)が内在性のりガンドのーつであることが報告されたと回

答した，フロアの畠山教授からはTCRからNKT細胞へのシグナルの入カの強弱によって

IFNーY産生に差が生じるか質問があった．TCRからNKT細胞ヘ持続的なシグナルの入カ

があるとNKT細胞内のNF－ATの核内存在時間が延長し，IFN－Y産生が増強し，一方，断

続的なシグナルの入カがあるとNKT細胞内のNF―ATの核内存在時間が短縮し，IFN一Y産

生が減弱するとの報告があり，本実験系でもIL-4処理したDCではNK－ATの核内存

在時間が延長していることが予想されると回答した．また，実験方法としてin vitroで直

接NKT細胞のみを刺激する方法はないのか，またその際にサイトカイン産生はどのよう

になるのか質問があった，抗CD3抗体の添加，もしくは培養wellにDX5をコーティン

グしておくことによりNKT細胞を刺激することが可能であること，そしてその際に産生

されるサイトカインはIFN一YとIL・4であると回答した，最後に主査の野々村克也教授よ

り，現在のところDCを用いた癌免疫療法の治療成績は低いが，本実験の免疫治療法が既

に転移のある症例ヘ臨床応用できるものか質問があった．申請者は本実験系と同様にIL―

4前投与後にa―GaICerを投与することにより，強いIFN－Y産生が起こることを利用する

方法や，腫瘍抗原との同時投与により腫瘍特異的な細胞傷害性T細胞を誘導する方法が

考えられると回答した．

  この論文は，新たな免疫系制御機構を発見したものとして高く評価され，今後の発展に

より新たな癌免疫治療法の確立が期待される．

  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断した．


