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RecL,ntStudiesdemonstratedthatmurinelivercontainedextrathHllicallydifferenti-

atedTcells.Thesecellsexpressintermediate(int日evelofTCR (CD3)andIL-2況β
chain.However,ithasbeenunknownaboutthedevelopmentoftheseintTCR ceHs

withoutrequlrementOfthymus.Here,weinvesも昭atedhow theintTCR cellsweredif-

fprpntiatpdandprolifprated.TheintTCRCellsbutnotthL1OtherperipheralT(･pllsre-

spondedtoexogpnouslL7whicllSupportedTCRCelldifferenti;ltionint恒,nluS.Similar

tothebonemarrow (BM),thehveTCOntainedhematopoieticstem ceus(洩 it+Linl

whichenabledtoreconstituteT,B,macTOPha酢 andmyeloidcellsinirradiatedSCID

mice.Inuitro,thehematopoieticstem cellsintheliverdidnotdifferentiateintothe

intTe代cellseitherinthepresenceoffetalthymusorthymiestromali,e･1ls.IIowe＼,er

li＼･･er-derivedstromalcellswhichcouldpr()ducelI/7Elnd()there),tokines,supportedint

TeRcelldifferentiation.Ontheothpl.h之1nd,thoseinBM didnotde＼でloptheintTCR

CellsinanyCondition.Takentogether.theintTCRcellsintheliveraresupposedtobp

de†,elopedinsit､Llfrom thehematopoiptiestem cL111sinthe･liverinassoeiation≠,ith

somecytokineslikem -7.
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胸腺外分化 T 細胞,王L-7,造血幹細胞,SC王D マウス,肝初代培養梱胞

は胸腺由来の T細胞の他に,CI)3の蛍光強度が中等

は じ め に 渡 (intermediate)で,常時 は-2民β鎖を発現 して

一般に T細胞は胸腺で分化,増殖すると考えられて いる独自の T 細胞,inteTmediaもeVCR (inkTCR)

いる.しか し,最近では一部の T細胞が胸腺以外で分 細胞が存在する日.これは胸腺を欠損 したヌ- ドマウス

化する可能性を論 じた報告が数多 く見られる.肝類洞に にも見られることなどから,胸腺外分化 T 細胞の一つ
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表l inkTCR細胞の各種サイトカインに対する反応性

Organ Cells 3H-TdRincorporation(cpm±SD)
M edium ⅠL-H1000U/mi) ll;7(川OU/mい ⅠL-2HOOU/m1)

LiverSp且eem intTCRcellS 337 ±108 i,朋6± 43 14,384±且,484 128,325±13,697
H短hTCRceils 328± 49 i.,275± 58 1.710士 Ⅰ 5,600±305
H短hTCRceiis 254±47 569 ± 2且 523 :土 57 1,691± 220

Thymus intTCRce115 110 ± 10 3鴻 ±107 時朗5二と 397 5,538士 730

肝の intfYCR細胞は IL-7及び は-2に対して有藩に反応した.胸腺,牌,及び肝の胸腺由来とされる rr細胞

(HighTCR 糸田胞)は IL-2のみ反応した.

であると言われている.また,最近では,NK 細胞のマ-

カ-である NK 1.1を発現 した T 細胞,すなわち

NKT細胞の存在が明らかとなり2ト 4き,これも胸腺外

分化する可能性が示唆されている.肝の imもTCR 細胞

にはこの NKT細胞が含まれることがわかっている5),

本研究では肝の胸腺外分化 imtTCR 細胞のサイ トカ

イン,特に IL12日L-7に対する反応性を解析 した.

さらに,この細胞群が成体肝に存在する独自の造血幹細

胞から局所で分化する可能性についても報告する.

哨規舛/I-ll什 'rllLll('ltl甘:i_:･/.)ll1 2.日, 丁

に対する反応性

inもTCR 纏胞は,前述のように常時 ⅠL-2Rβ鎖

を発現 している.これを介 して働 くサイトカインはい く

つかあるが6),中でも 王L-7は胸腺において T 細胞

の分化,増殖に大きく関与 している.そこで,肝 uンパ

球から sortingにより intTCR 細胞を分離し.IL-

2あるいは ⅠL-7の存在下で培養 し,その反応性につ

いて解析 した (寮 頼 肝の intTCR 細胞は まL-2,

ⅠL17のどちらに対しても有意に反応 した.一方,胸腺

や牌の T細胞,および肝の胸腺由来とされる T細胞

凋 ightTCR 細胞)は 王L-2にのみ反応 した.FA仁S

解析でも iL-7に反応するのは肝の intTCR 細胞で

あった.また,IL棚了によるシグナルを伝達する IL-7

R α鎖の発現も肝の intTCR細胞に有意に高かった7).

肝における造血幹細胞の存在

胸腺では胎仔肝からの造血幹細胞をうけ,胎生後期か

ら T細胞分化が始まり,出生直後にはすでに成体 と変

わらない細胞構成を示す.-方,肝での T 細胞の出現

は他のリンパ組織と同様,生後 3日目以降であることか

ら,肝の 玩tTCR 細胞の独 自性について疑問視する

報告もみられる.しかし,肝での T細胞出現の遅れは,

造血幹細胞の供給組織が生後は骨髄に移行することの反

映であるかもしれない.また,成体の肝自体に独 自の造

血幹細胞が存在し8),T細胞が分化する可能性 も考え

られる,そこで我利 ま後者の可能性について SCiD マ

ウスを用いて検討した.

SCID マウスでは RAG (recombinationactiva-

hongene)の輿常により T,B細胞の分化に不可欠な

遺伝子の再構成ができない.従って予胸腺では DN

(CD4-CD8仰)纏胞から DP (CD4+cD8+)細胞

を経て SPはD竣+あるいは CD8+)細胞へという T

細胞の分化は DN 細胞の段階で停止 している.また,

骨髄や末梢組織に B細胞は見られない.このマウスに

放射線を照射 して NK 細胞,myeloid 系細胞 を除去

した後,正常なマウスの骨髄より得た造血幹細胞 (e壷 t

+Linl を移入すると,移入細胞由来の T,B細胞が

蒋構 築 され る. す なわ ち胸 腺 で は DP お よび

SP細胞が,骨髄では B細胞が出現する.さらには移

入細胞由来のマクロ77-ジや願粒球も出現する.

同様の寛厳を成体肝より分離 した細胞を履いて行った-

肝に C壷 t+Lin…細胞が存在するのを確認後きこれを

SCID を移入すると1週後には胸腺の再構成がみられ

た.これは骨髄造血幹細胞を移入した場合よりも有意に

早かった.4週複には髄のリンパ組織に T,B細胞,マ

クロフア-ジ,瀬粒球が出現すると共に,肝では NKT

細胞を含む intTCR 細胞が認め られた.このことか

ら,肝には骨髄と同様な多能性造血幹細胞だけでなく,

より早 く T細胞に分化する前駆細胞が存在すること明

らかとなった9),
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図1 肝及び骨髄の造血幹細胞と肝初代培牽細胞との共培養

肝の造血幹細胞からほNKT細胞を含む intTCR細胞が認められた.しか し,骨髄を幹細胞 とし

た場合,Myeioid系細胞が主体であった.

胸膜外分化 T細胞の起源と分化

SCrD マウスを用いた実験か ら,肝の intTCR 細

胞が肝の造血幹細胞由来である可能性が考えられる書し

か し,その分化の場については特定できない.そこで i花
ui藍roの培養系を使っての解析を試みた.胎仔胸腺 をデ

オキシグアノシンで処理すると,中にある T 細胞 を除

去することがで きる.これをそれぞれ骨髄,肝の造血幹

細胞 と共に高濃度酸素下 (70-80%)で器官培養を行っ

たところ,肝の造血幹細胞ほより早 く DP 細胞- と分

化 した.また胸腺由来のス トローマ細胞 (Tsも-4)と

それぞれの幹細胞 との共培養を行 うと,共に Bお よび

myeloid系細胞への分化が認められた.これ らの結果

は前述の SCⅠD マウスを履いた実験結果 と同株であっ

た.次に肝での細胞分化の可能性を検討するために,肝

実質細胞を含む肝初代培養細胞をス トローマ細胞 として

幹細胞 との共培養を行った (図 1).肝初代培養細胞 は,

生後 2週のマウス肝を Dispaeeで処理 して得たもので,

造血に必要な各種のサイ トかイン HL…3,6,7お よび

SCF,G-CSF,GM-CSF,M-CSF)を産生するこ

とを RTIPCR で確認 している,これを用いて共培養

を行うと,3日後には細胞のコロニーが出現 した.その

細胞構成をみると,骨髄を幹細胞 とした場合には mye-

loid系細胞が主体なのに射 し,肝の幹細胞からはNKT

細胞を含む intTCR 細胞が認められた.我々は,肝初

代培養から肝ス トローマ細胞株を樹立 したが,これ を用

いても同様の結果であった.以上の結果から,肝の int

TCR 細胞は肝の造血幹細胞 と肝ス トロ-マ細胞の組み

合わせでのみ出現することが明らかとなった,

お わ り に

ここでの実験結果から,肝は独房の造血幹細胞を有し,
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そこから局所で intTCR 細胞を分化させうると考え

られた.またこの課程には,胸腺内での分化と同様に

IL-7が大きく関与していることが示唆された.肝以外

の胸腺外分化 T 細胞 としては腸管上皮内 リンパ球

(iIEL)があり,これらについて多くの解析がなされて

おり,腸管上皮は は17を産生し,更には成体の腸管

内に T 細胞の前駆細胞が存在することも報告されてい

る腑.我々の寛厳結果とこれらの知見を考えあわせるとす

T細胞の分化経路として,局所に独自に存在する前駆

細胞からそれぞれの器官内で分化する可能性が示唆され,

従来のように胸腺のみが T細胞の分化の壌であるとい

う考えは大きく変わりつつあるものと思われる.

参 考 文 献

llWatanabe.ll.Iiai.T,I(imura,M.,OlltSuka.K‥

Tanaka. T.. A:Iiyasaka, M‥ Tsuchida. M..

flanaWa,H.and.･lbt).T.:Characterizationorin-

terllledintpTCR(二ellsinthelil.erOfmi(､ewithre-

speettotheiruniqueIIJ一一一一iZR expI･eLSSion.Cell.

Immuno1..119:331-342.1993.

Ⅰ,,Bpvan.MJ..andShimonkel･itz,RP∴DiffplでⅠト

ーintion potplltialorsubsetsoi'CD･ILCr)8一､

t恒 moLlyt･eS.Nilture.329:㍊6-IL39.1987.

31papiernik,M.andPontoux.(1.:lnl･ivoandill

eytes.Int.Immunol‥ 2:407--:-1111.1990.

･い Arase,H.,Arase.N..OgasalI,ara.K‥Good,RA..

thymoeytpsubpopulationthatexpressesElhighly

skewedT-Cella一一tigenrpceptorV L･iramil.V･ProLl･

Natl.Åead.S°i.LTSA,89:6506-6510.1992.

51Watanabe,H.,Miyaji,(㌔,KaWaChi,l'..Iiai.T..

Ohtsuka,k‥Iwanaga,T..Takahashillwanaga,

tl.,andAbo,T∴Relat･ionshipsbetweenintermp-

munELOrgans.Nlt1.1'TLTPllsilrePresentWithinfl

populationofintprmpdiateTCR Cells.J.Immu-

no1.,155:2972-2983.1995.

61C.iri.JG.,Ahdieh.M..Eisenman.∫.,Shanebtlek.

K.,Grabstein.汰.,Kumaki,S‥Namen.A..Park.

LS..Cosman.D"andAnderson.D.:Utilization

ofthelブandγehainsoftheIL 2rpeeptorby

theno＼･elcytokineIL-15.EMBO.J.,13:2822-

2830,1994.

71Miyaji,C..Watanabe.Ⅰ･-I..Osman.Y..KuWanO,

Y‥andAbo.T.:Å comparisonorproliferati＼'e

responsetolL17andexprpssi()nofIL一T 1.Peer)-

torsillilltPT･mPdiateTCRCellsintheli＼でr.SPIppn.

andthy111uS,Cell.ImlllunOL 169:159-165.1996.

即 Taniguchi.Il.,To.voshima.T..Fukao,汰.,and

Nakauchi.I-I.:r)rtゝspnepofhpmatop()ipticstelll

eellsintheI-ldllltli＼･eLr.NatureMedi(･inp.2:198-

203.1996.

91watanabe､H..Miyaji.C..Seki.S..andAbo,T∴

(､-kit†~stemcELllsandthymoeyteplでぐurSOrSinthe

lil･erofadultmice.J.E二p.Med‥1別:687-693.

19輔.

10〕I(anamori.Y..lst一imaru.K.Nanno,M.,Maki.

K..Ikuta.汰..NariuChi.H.,andlshikall･a,Il∴

Idpntiri(､(,ltionorno＼･pllynlPhoidtissuesinlllul･inp

intpstillillmuLIOSa ＼ヽ･helで ClustL,rSOfc-kit+IL一

TR+ T恒･1十､恒11Pho-hemopoietie progenitors

de＼･plop.J.Exp.Med‥1&I:11日9-1L159,1996.

司会 それでは,ただいまの演題に,御質問はござい

ませんか.どうぞ.

山本 渡部先生にお聞きすれば良かったのかもしれま

せんが,肝臓にある NKT と呼ばれる細胞群に2種類

あるといわれたわけですが,両方の細胞をまとめて

eharaCもeTizeされたということでしょうか,その二つ

の間にどういう差があると分かっているのでしょうか.

1laTlt型というのがあることは分かったのですが,他に

どんな所が分かっているのでしょうか.

渡部 肝臓の陶腺外分化 T 細胞には二つの細胞亜群

があることが分かっております.現在主に注目されてい

るのは CD4陽性あるいは CD4,CD8陰性の dou-

blenpgatilで の細胞です. 一方.CD8陽性酬 鋸二間し

ましては今のところ由来がまだはっきりしておりません

我々は肝の T細胞分化を invitTOの系で試みたわけ

ですが,この系を用いることでこの点に関して解明でき

るのではと思っています.ただ,今のところ,CD8陽

性細胞の出現は見られておりません.従って,肝臓の胸

腺外分化 T酬 'dLまCD4陽性及び doublenegative

細胞が優位であると考えています.

司会 他にございませんか.どうぞ.

内藤 肝臓から得た stronュaeellの培養と言うこと
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でお示 しいただきましたが,この stromaeellのサ イ

トカインの発現などは,他の骨髄から得 られた stTOma

ce札 たとえば,ST2などとどのような違いがあるので

しょうか.

宮路 骨髄から得 られた stTOmaCeliについては今

の時点では調べてお りません.肝から得 られた stroma

c紺 に関 しましては,細胞表面マ-カ棚は classI抗

体である Ml/42及び CDld とも陽性 です.それ以

外の細胞表面マーカ-や禽食能などは,今後調べてい く

予定です.

司会 どうぞ.

渡部 胸腺 由来の SもTOmaCell に関 しま して は,

PCR法によるサイ トカインのメッセ…ジは肝由来の細

675

胞 とほぼ同 じで した.骨髄由来の stromaeeilについ

ては現在検討中です.サイ トカインのメッセ-ジの有無

では特異性は明確 とはならないか もしれません.肝 由来

の stTOmaCellは CDl抗原を強 く表出 してい ます.

CDl抗原は NKT細胞の 1igand と言われてい ます.

これが肝 Stromacellで発現 されていることは,肝臓

で NKT細胞が分化する可能性 を示唆 しているのでは

ないかと思ってお ります.

司会 サイ トカインと接触 して成熟 しますから,表面

抗原と関係があるわけですね.それではどうもあ りが と

うございました.それでは,3番 目の内藤先生お願い し

ます.

3) マクロファージコロニー刺激因子欠損マウス (op)の

加齢による骨髄造血 の変化
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BoneMarrow Hematopoiesisin軸 edOsもeopetTOSis(op)MutanもMice

DefectivL,intheProduct､ionofMaerophagpColon),-stimulatingFactor
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Micehomozygousforもheosteopetrosis(op)mutationarecharacterizedbydefective

differentiationofosteoClasts.monocいes,andtissuemacrophagesduetoalackorfunc-

tionalmacrophagecolony-stimulatingfacto日 M-CSF/CSF-I)activi毎.王nyoung (4-6

week-old)op/opmice,沌ebonemarrow cav最eswerefHledwithspongiousbone.In

aged(50-72-week-old)op/op mice,thebonemaTTOW Cavitiesweremarkedly recon-

structedandmarrow hematopoiesiswasexpanded.Numbersofosteoelastsand bone
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