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epidemlalTcells(DLvltT上 Thel1両oriryoftheseCellsalでde王うvedfromeal･lyfetalthym(xlytcs

theauthorfoundtheTCellsconsid()redasi)Ll:TCinagedathymicnudemice(nu.･nu).

TheseDETCwereconsistedofV7･31･i汁 Suhsetand〔rβ+subset.anddemonstratedlower

expressionoftheCD3.TCRcomplexincomparisoTIWitlln()rmalVT3+DETC. The扉+

subsetwashete1-0geneouSintheVβusage.Fu71LhcLtTnOre.theDLTft二inagednu:nuurlifollnly

expr･essed IL-2Rβchaine＼･･ellinrestingstatcts.These1-cSultsindicatetheag(ナdependency

oftll(?eXtrathymicallymaturatedDETC,andTIT()Plle110Typie,i)()SSiblyfunctionaldi恥rence

from thethymus-derivedDETC,

KL,ywords:delldriticepidel111alcells(DETO,extrathlrmicdiffL,rL,ntiとItion.ath〉Tmicllude

mice.こIging,noweytometricanalysis

樹枝状表皮T細胞,胸腺外分化,ヌ… ドマウス,加齢,ブローサイトメトリ-

はない V7.3-Dr1--I;･1:■vJl-DL32-J'52という組合わせの

緒 閑 TcellTe｡e師 HTCR)を有し,juneti｡naldivem兼y

て巾スの表庄内には Thy･一一･･l+cl)3'CI)5T DLrCD8L もなく,極めて homogeneotlSな細胞壁肝 ILr:.ある'115､

Tce一l(DETC)が存在する1､-3､.こオ‖封也の′r細胞に (')由来に関して,当初は骨髄由来との推察もなされたが6､
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7),その後,飴仔胸腺細胞,あるいは胎仔肝細胞の移入

実験等により.現在て甘 胎仔肝細胞を前駆細胞として

胎仔胸腺内をこ最初をこ出現する V㌢3十細胞に由来すると
き,-hてし､るボ∴~lOL.症-,て.通常ハ ＼与3+1)土.:'rC ill.他

の多くのT細胞同様,胸腺内で分化,成熟し末桶組織をこ

供給された,すなわち胸腺肉分化したT細胞といえる.

ほとんどのT細胞が胸腺で分化するの軒こ対してチ最近,

胸腺を経由せずをこ分化したT細胞,いわゆる胸腺外分化

T細胞の存在が報告され 生態防御や自己免疫病の発症

等をこ関与することが示唆されている且互い旦4).加齢という

現象もまた,これらの細胞が重要な役割を果たす状態の

ひとつと推察されている旦那.胸腺外分化T細胞が存在

する臓器のなかで,腸管は皮膚と同様に上皮内リソバ球

(HEL)としてこれらのT細胞を含有する16).従って,

外来抗原に頻回に暴露される臓器であることに加えて,

T細胞を取り巻く環境という点でも,皮膚と腸管は類似

している可能性がある, このことから表皮にも Vr3十一

mETC以外の胸腺をこ依存 しない DETCが存在 しうる

のか,また存在するならばどのような性状を示すのかは

最近,放射線照射骨髄キ L:i--JrL,Lく (1~ihl:'lchim tlr;ll

で胸腺非依存性の DETC が報告されているが且7)18),

より臣然なモデルと考えられる an洩ym丘Cヌ- ドマウ

ス (mu/mu)では未だ明瞭な細胞教団としては同定され

ていない.そこで今回,IlunL1をf机 ぺ~.胸腺外分化

T細胞が増加するとされる加齢状態において DETCの

同定を読み手さらにそれらの性状を検討した.

材料および方法

1. 動 物

6-8適齢の euthymicC57BL/6マウス (336+/十),

athym且cB6ヌー ドマウス (B6nu/nu)はいずれも日

本チャ-ルスリバ- (Atsu琵i,Kamagawa,Japan)よ

り購入した,加齢 (age郎 マウスの解析には上記マウ

スを新潟大学動物実験施設をこて飼育し,少なくとも生後

6カ月以上経過したものを履いた中

2. 抗 体

使けjした抗--､rrL7-1モ /←'1-一十JL抗体L')種籾は表 t

のとおりである.

3. 免疫蛍光抗体染色

-IrL7丁く(,')耳介を 2Om九･lErTrA ミ･こて処理 しepidermal

I.2抗体を用いて染色 した.詳しくぼ文献を参照され7こ
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PLTSBr十･二三蛍光政敵鏡 卜で無作裾こ選/i/だ10視野ハ観
察を基に算出した.
･I.FltlwcyTtomdriぐ(F川1)ana]ysiL<
マウス革介あるいは躯幹より得た皮膚組織を予0.5%

級,及び静減のリソバ球はスチ…ルメッシュ上で組織を

す;)--バこした後に.それぞれ FicolトIsop;i(luP.(I.830o

NH壌Clを周いて不必要な細胞 (肝細胞,赤血球等)杏

除去してか主細胞浮遊液として調製した111㌧ 1'OoFCS.

0.020bNaN3.おししこド1)Orn九､･IEDTA 入りしり Pt-IiSで

再調製した5-lox106の細胞浮遊液を十分畳の各種抗

体とL4℃,3(1分間反応させ.次いで上記 PBSで数回洗

浄した後.FACSLILulflow cvlometerおよび L),sisll

pt､O即･am LBeLTtOn I)ickinson,Moulltこ1in＼･'i…,.CA)

をlHL､て解析した00㌧

表 1 ;lnti:r恒 ･l.2 111A h.I/lntトし､I)5m八h,
Str･叩tこl＼･it1iIト r)flI は BeLlt川Il二)iLlki11SM 1
撒l(1untこIin＼'i(､≠･,(~TA.1より入手した .
そIけ1外注全て Phと1rl:IingetlLSill1I)itlg(),
CA月 より鱗Åした.

maゎ,rcagPntS Conjugati (10n(I

AntトThy-i,2 FlTr 3(トH-1二三

AntトCn3 FITC 145-ヨell

AntトTCR-什j FtTClbiotin H57-597

Anti-TCtく-函 PE GL-3

AntトVf犯 biotin BjO.G

Anti-Vβ3 bi()tin KJ25

AntトVj5 biotin m 9-4

Amti-V卵 biotin RR4-7

AntトⅤ声 FITC TR31(ー

Anti-＼丁薄 hiotin 三波R5-2

AntトVjll biotin RR3-15

Anti-Ⅴγ3 PfI 536

AntトtL-2Ri3 bi(ーtin TM守1

Anti一十寸SA * r)EI M1絹9

Ant仁NK1.1 PE PK136

Anti1∴D5 FIT(I 53-7,3

*heiltStahleとITltih.en
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結 果

1. agt,dnu:nuにおける r)m'(lの同定

十 + および agL,dnL111uよ･p‖三日二ePidenllこllsheet

t･7lTF所見を図 1に示した.age,dllunuハ表舶二品

+/+ と同様に,Thyllや細胞が認められ そのほとん

どが樹状を昼 していた. しかし +/+ と比較すると,

単位面積あたりの Thy-1十細胞数は ヰ/+ の約3分の

a

CGU
-

1て.iト ､た し表 21.

次にこれら Thy-1ヰ細胞中のT細胞を同定ずるため

+ + におけるl_)ETCL【′l､恒-1十(､Ⅰ)3+細胞として同

定さ′恒:'が (図 2.ht)㌔al,nul1uLr)表皮てくま,rllll.r-

1+細胞し7うi･j∴L,,工L-:;'llミCl)こr て:JF,-､た (図 2.boxb上

しかし.;-1gP(1llunuでは明エ●'かに T恒I11十C1)3+細

胞が確認された し図 2.bo＼ぐl_'my-1十細胞数は適齢

に上里㌔ま;)変化し左いが.LlgL,dnunuではその約19

b

…､.:I ･･ ■ . し ･.≡. . ,

T恒'l･2mAl)用いた :lF所札 Ll:+ +,bl.とIgPdllunu.いずれしフう
epidenllとllsllPetも耳介乾膚よ‡)作製 した.

nu/nu Liさく:し】nur!u

び amt呈-CD3mAbによる二蛮染色結果 (FCM analysis).
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9-0が CD3+であー-,た (表 21.こlhl(?dnulluの表在は,

肉眼的に炎症様の所見はなく,また hematoxylinlさOSin

染色でも病的な細胞浸潤は認められなかった (束掲載),

細胞,すなわち DETCが存在すると考えられた. しか

しその CD3の蛍光強度は通常よりも弱く (図 1),aged

が示唆された.

表 望 単位面積当たりの Thy-1+細胞数,およ
び CD3ヰ細胞の割合,それぞれ 肝,FCM
analysisの嫁菜から求めた.

mice Thy一一十eellslmml % ofCr)3+Thy-1+

+/十 426.3±35.0 91.9±T.1

mu/nu 139.7±27.8 2.4±1.8

表 3 nETCにおける rl.β十と 再+LT)割合.
FCM ana且ysisの結果から算出.

mlLle % of
αβ十/cD3+ ㌢∂+/CD3十

I

tIJ)
.I.(,
/
-･I

I

tt.)
I.
,,.

･､･
-
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2.agednu..′ノnuにおける r)ⅠくTC の TぐRの解

析

次に.agedlluLOULT)I)llrrCの TCRiこついて FCM

ana一ysis;r=上り解析 Lた.十::+ の DETCは遇齢に

よらずほとんどが Y∂であるのに対 して,a駆dmu/nu

では ㌢∂だけでなくす頑 の細胞群も認められた (図 3).

両 TCR の割合は35%,62%と ㌢∂殿方が優位であっ

VT3【であり,辛/+ とは全 く異なっていた (図 紘

㌢∂のいずれの CD3/TCR衆,その発現が adult+/

+ よりも有意に弱いことが確認された (図 3,4).以

_上より,agednu.nuLT)I)I_二TCは 十 十 の DETC

とは全 く異なるT細胞集団であると考えられた.

3. VjL3鎖の多様性の検討

agednu/nuにおける αβDETCがどのような Vβ

鎖を使用 しているかを数種類の抗 Ⅴβ抗体を開いて解

6,7,8,11いずれの V声の発現も認められ heter0-

geneousな細胞集団と考えられた (図 か射,同じ個体

の肝臓や肺臓の (r釘､細胞については,その約半分が Vβ8十

であった (図 かも,a).しかし,agednu/nuの α郷 ℃

では特をこ優位な V声は認められなかった (図 5-A),

こlざLt(l十･十 こIge(1nLi･nu

図 3 DETCにおける T∂TCR および αβTCRの発現.



288

}こ

一
､･

I

新潟医学会雑誌 第 110巻 第7号 平成8年7月

･･lざ山 tlu言-i..i

図 4 7･∂DETCにおける ＼与3の発現.

4.agednu.:/nuと +/十 の DET(lにおける

各種表面マーカーの比較

ahTednL1:11uの Ⅰ)ⅠミTCは.+ + と同様,HŜ 1.

した し図 6ra.b.dl.+ + Ll)DETCLT)ほとんどは

ほとALt-:が IL-2Rβdullで.iF'--)た (図 611.また,CI二)こう

の発現が在いため DETC とは言え机 ､が.agednunu

めL-)わた し図 61:i.

考 察

正常な-､,卓二u')表乾に特異的に存在する [)ETCLV,,･3+

DFJTO は,冒頭に述べたように.-Ff澗打)胎rr胸腺細胞

をrtl栗とする棒めて homogeneousな'1､細胞である.1甘

ehimeralでは,胸腺n有無に関わい､ド,(ri131)llrrCが

.Lti現するという報告がされ17118､,腸管の一._上二弦内T細胞

(I)ように,胸腺非依存性(･7)I_)IjTrCLT)存在が確認された.

さ吊こ,ヒト(り表碇では r̀i3T 細胞が優位であることか

ら2望)23),これらがヒトの嚢皮内T細胞をこ相当する可能

性も示唆されている17㌧ しかし,胸腺の影響を排除で

きる. より自然なモデILである nu.nuでは.正常在

CD3TCRを発現する DE′rCは存在Lないと報吾され

ている汁.その後L')pol叩1eriLSeChainreaetiolHl1ニR)

による解析で VT3~DETCの存在が示唆された軌 や

はり細胞自体の同定は不可能であった慧5)申以上のよう

に nu.･Jnuにおける Ⅰ)ETCの同定が困難な理由として

はマウスの適齢の影響が考えられる.すなわち,これら

CT)報告では,いずれも比較的若い nuJnuを用いており.

肝臓信用fu臓器しり胸腺外/Jy化T細胞が加齢により増加す

ることを考慮すると15),まだT細胞として十分をこ骨化,

成熟していなかった可能性が考えられる.窯際,8適齢

なか-,た (図 2l.しかし,加齢状態iこおいては,明ら

かに, 樹状cLT)Cl)3+細胞が認め1､'れた (図 2.3㌦ 肉

眼的にも細微鏡観察下でも炎症所見はないこしL_かrっ,こ

れ吊りCI)3+細胞が皮膚に病的に浸潤 した細胞である

可能性は′i,i.i-い.従って.今臥 ;lgednunuで認め

上､'わた Thy-1十cr)3十は.胸腺外分化した Ⅰ)に'rCと考

えて矛盾はないもL7)上思われる.

geneousなfrpIDETCが認ふい)わたが.むし/i～;'7･3t -

ウ弟の系統によるとも考えられるが,表皮の敵中環境の

は 王L-冒,KGFなどを介して相互をこ影響を及ぼし食う

と推察されているがJlG＼~29㌧ 致死量の放射線照射はこれ

らのサイトカイソの産生やあるいは接着分子の発現を大

きく変化させる可能性があるものと思われる.従って,

γdDI..:TCの有撫だけでなく,rt･iSDI二prCの性状も BM

eh-neraと agednu:･1nuとでは異なるかもしれない.

agcdnu･nuLT)I)tivrCは.その TCRだけでなく,

認められた.特に agedllu.･､nuではほとんどの DETC

が lL-2Rβ du】1であったことは興味深い.通常の ＼与3+-

DETCはtinvitroで,ConA+IL-2に反応するの

に対し,nu,/nuより得ド)Ilた ECは ILT2単独でも高

い反応性を示すとされる2L4130＼.今回得r)Itた結果はこ



Vβ2 Vβ3 Vβ5 Vβ6 Vβ7 Vβ呂 Vβ11

a: Ep idermis
(DETC)

b:Liver

C:Spleen

町 .｣. ＼̂

I ;,_+ ._

i.-_ - .i__

-::--∴ - . ,_ -: I-:_=

I:I _. 三f;≡___ 'i∴ _ _∴

図 5 agednu/nuをこ存在する oEβT細胞の Vβusageの検軌 いずれ も αβT細胞だけを解析した.数字は αβT細胞に占める各 Vβの割合.
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哩 ll(InLInu

図 6 +:,I+ および agednu.:'lntlの nF,1T における各種表面

2R勘 d:CD5の発現について解析 した.
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の事案をうまく説明できるものと思われる.すなわち,痢

nu/mu の DETC は restim琵な状態ですでに は-2況β

を有するため IL-2対 して反応するが,V摘+DETC が

臥-2に反応するには ConA 等の mito酢nによる活

性化が必要と考えられる▲

a雛dmu/muの DETC が骨髄由来の,胸腺外分化T

細胞であることは明らかであり,絶対数が少ないこと,

dpndritic恒･が低い二∴ (1)3't､niハ発現か弱し､二

とはその反映であると思われる.しかし これら胸腺外

分化 DETCが表皮に現われる濠での過程については,
不明である.可能性としては,1)表皮でT細胞として

分化,成熟する,あるいはナ2)他の臓器で分化したT

細胞が表皮に homim哲することなどが考えられる.nu/

nuの Thyll+細胞の総数は加齢によりあまり変化 し

ないが,COS+細胞の割合は a雛dnu/nuの方が多かっ

た (羨 望),また,αβDETC の Vβusageは,他臓器

の胸腺外分化T細胞とは異なる憧向を示 した (図 5).

これらは,agednu/nuの DETCが新たに他から供給

されたものではなく,表皮において独自に分化したこと

を示唆するものと考えられる.もし表皮で分化,成熟す

るならば,表皮には DETCの前駆細胞が存在するはず

である. これに関 しては,nu/nuのみに認められた

CD31L-2Rβ+細胞の存在が興味深い.髄臓器でこの性

状を皇するのは NK 細胞であるが,mu/nu の泰皮に

認められた CD31L-2Rβヰ細胞は NKl.仁 であった.

また,この細胞群はまだ JjETCがほとんどない若い nu/

muにも認められ さらにはT,B細胞への分化が不可

能とされる SCID マウスにも存在するようである (莱

発表1. しかし.-.-.-)jてLt.こIgP(1IlLl､Iluハ 1)lrl､C が

単一ではなく,TCR や Vβusa琵eが多様であったこ

とから,2)の可能性,あるいはまた,1),2)の両方の

結果として 扮ETC という細胞教団が構成された可能性

も否定できない.先をこ述べた CD31レ 2Rβ十細胞の解

析や RAG (TeaTTan鼠ememもgene)の検索等を含め,

分化あるいは供給経絡の解明が今後の検討課題と考えら

れた.

結 論

agednu/muにおいて胸腺外分化した DETCを明瞭

な細胞教団として同定 した.この DETCは heterogeme-

ousな Vβを看する αβTC氏+T細胞および V㌢37か

TCRヰ'T 細胞からなり,さらにこれらのほとんどが 軋-

2民声舶言1で,胎仔胸腺由来の DETC とは全 く異なる細

胞であった.胸腺外骨化DETc細胞がどこで分化を遂

29王

げたのかはいまのところ不明であるがサ男干臆などの胸腺

外分化T細胞のように,加齢に伴う生体内の環境の変化

をこよって増加 したものと考えられた.
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