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腫瘍免疫に対する胸腺外T細胞分化経路の関与

―同系腫瘍担癌時の肝内胸腺外分化経路の特異的活性化と
抗腫瘍活性の検討―
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withviablesyngeneic tumors. Itwasdemonstratedthatspecificaetiv;1tionofextrathymie

Tcellsintheliverandacquisiti()nofanti-tumorcytotoxicitywereinducedinthesemice.

Thepresentresultssuggested thatextrathymicTcellsplayedal一importantroleonturnor

immunityinthehost-defensemcchatlisms.
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緒 言

胸腺はT細胞分化の主要な場としての最大の免疫担当

器官であるが.近年各種(T)免疫反応時に胸腺外分化T細

胞の関与が注 目されている, 特をこ療遠の研究では胸腺外

分化T細胞に自己応答性T細胞が認められることが言わ

れている1)2㌔ これらの うち肝臓は生体をこおける最大の

胸腺 外 分 化器官であることが虹 卜やマウスで報告 されて

いる2)~5). この肝臓でのT細胞の分化は肝額洞で集中

的をこ起こっており,マウスではこのT細胞は, ㌢∂T細

胞が比較的多い, 〔1日uhlp-negLltiヽで t,.l~)Nl(､t)▲lーCD81

細胞が存在する, douLlle-i)(-)sitivL, り)l'1(lr)･1十して【)8+

細胞が存在し加 ､.lrijT細胞は膜 巨r〕T(､(､1lr(T(でPtOr

(TCltlLIT)数が比較的′レない jlltPrmL.(liこIteT(_1く細胞

である6),とい う特教を持つ.機能について屯加齢5),

細胞感染2㌧ 自己免疫疾患3､時に活性化さ′fH〇こと等が

次第にIl月｢'かiこなi)-㌔)-,ある.チ(･'〕時には胸腺か萎縮 し

ていることが多 く,T細胞の胸腺と肝額洞での分化は稽

浩統 していると考えられている.この研究ではさらに担

癌時の胸腺 と肝内胸腺外分化機能の関与をマウスの厳癌

を用いて調べた.

材 料 と 方 法

1. マ ウ ス

C57f~ミ1_:6雌--:(7て6遇令をrl!較+･卜 ･′しこくll′ミ-(棉

A.Liver

B.Spleen

(官本,神奈川1､日)購入し.Sl-)I/Lspe｡ilirド;-ユthoLTen-

frt,e)にて餌育 した.美際には 8-10週令の ものを使

用 した.

2.腫 癌 細 胞

C1571iL6両来て mL,tllylcl101こl日日で11(､に､日 日ヒ学発

癌 させた ribrosこ11-i-川11こ1である MC^1():-)丁､封 削 ､た.

陣場細胞LL loo()rt,シ胎児rfll活 けLISl加 lミlJMIl6;て1()

i(.:.itllo社)培養液を用いて in＼r,itt10で継代維持 Lた,

MCAIO5細胞は,C57BL/6雌マウスの背部皮下をこ且×

10ti個1'L仁接種す.lt:､事にLL;)loo0(J､L')生着率を示 巨/二.

:i.細 胞 調 整

マウ射 ますエ-テル麻酔 し,版 下動静脈より脱血 し屠

殺した平肝臓,鮮漉き胸腺を取り出 し 以下の方法で細

胞浮遊液を調整 した.肝鱗は駿で締切レ ステソレスメッ

シュ62輔 メッシュ)｣二で圧ペいすることにより細胞労

散を行V･.た, 1)9hi/CS加 lミニIgl了sNll･IM'培地 (H水

製薬株式会社,如 JL()に浮遊 させ.2.()()Orて)m.1O/'1問

で室温.で遠心 した.得1--Ilた (､(､IIpL,=L,tを二ハ培地 こiO

mlにflf浮遊 させ ITicolp-IsoL)こl(luL､(｣七重 1.09〔日 にqf_

層 し.2.500叩r11∴ iO分n上ヒ重遠心を行--た.培養液上

FicolトIs｡Pこl(1LlPL7)境界より細胞机 叫丈して遠心洗浄を

行い,肝LJ)=ンパ球 川IOnO-nuelL･こlrL､(〕lls仁L.して調解

した.この方法では,肝実質細胞や Kup甜eF細胞や肝

細胞の混入は, 4%以下に抑えられる8㌔ 碑細胞,胸腺

細胞は,同様をニステyUスメッシュ止で纏風 圧ぺいし,

酢 虹

__-/___二二 _ -± -/ _-

Fig.1 止常8過令 CF)713L(.;雌の A.肝 ＼･rlNC と r3.碑 りン,(球

TCRtrβ数色でも CD3染色でも浄 リンパ球は2つの分画に分けられるのをこ

対して,肝 MNC は3つの分画に分けられる.CD3と TCR α β の二盈染色

では.intermediateTCR の分画は,intermediこlteCI)3LJl//津一日二･一一致する し矢

印).
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遠心洗浄を行し､調軽した.左お,肝細胞は0.830･6~N~ト1.1Cl

トリス緩衝液にて溶血させて履いた,

1. 7ローサイ トメ トリー解析

得られた細胞の染色に用いたモノクローナル抗体 くmAhs)

は ド1′1､(.1倍識抗 T(二Rlri3抗体 けⅠ57･-597日 1㌧ Ⅰ'Ⅰ･:

あるいは FITC標識 m 3抗体 (掴5-2Cll)6),phyco-

erythTirl(PE)あるいはビオチン標識抗 CD4抗体 (L3

ビオチソ標識抗 LFA-1抗体 押D4亜.1)8)である.

細胞を TCR-･fl′針(1)3,(ll)3.LLFA-1,Ll)こi(1)-Jl+

CD8予CD8/CD4,CD3/CD4/CD8の組み合わせで二霧

染色あるいは三重染色 した細胞を FACScan(Becton-

Diekinson社)で解析 した8).なお,ビオチン標識抗体

には,phyeoeTythrin津E)標識アビディソまたは RED

613標識アビディソ托転cton-Dickinsom 社)を用いて解
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析 した.

5.細胞障害試験

あ1､-かL<め,-I.･(卜＼リ シン処理12､した MĈ 1()51:く107

個 で初回免疫 し. 1週間後に無処丹叫 l汗 腫埼細胞をlX

106 皮 卜接種 し!(,･r17Lくを5fl後に輔段 し,そL瑚F臓,

牌臓よ･r)rI二･,ミ球を分離 して efftナCtOrCPll上した.tこげg(_､t

eEtll(MCAIO5)は,Nこ1251Cl･(_-).ILNENItLISe'Tuで11Product

社)で標識 した.

t沼(､rtot･I;lt･get(lI,'′1､l比 1)5:1かZ､､loo:17卜で.LT〕

割合 で 鎌う穴 U氏マイ'′uイし- トキ用し､.37℃,50oLl(_)コ

下 で16時間培養 した後,上清中の放射活性をガンマカウ

ソ タ-で測定 し 以下の式より% Cytolysisを計算 し

た.

76.4 0.3

ai

2.8 20.5I

Fig.2 肝 MN('L')し､l_)3Ct)4Cl)8A.-:_取染色

A.internlt7di(lteTCtミ細胞は,(1)I/1+(ll)8L細胞.(..1ー}1-(i)8+細胞,CI_)̀r
CD8~細胞かl･L言亡る.

t3.brightT(､R細胞は.(二1)4+cI_)8~細胞.CI)4L(ーⅠ~)8十細胞かl､沃 る.
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ooeytolysis-(Extx,rimcnt(,llcpm-Control叩m L

T(1talincorpomtedcpm-Spontan-

eousrelL,as°qlllい×loo

結 語

1. 肝内胸腺外分化T細胞'叫 ilj定

以前より報告6)のある肝内固有の胸腺外分化で細胞

分画と牌LTl胸腺由来LT)T細胞/I)IEhjをII::精8遇令C57fiL

(i雌てr?Tくiこおいて示Lた tng.1矢印で′J江 てあが .

TCRlrPl(T)発現において肝内LJl)MNCは31の分

球は, 2-')L')分画よ.')成りIIII-､ていた.肝臓J)分画には.

肺臓で認めL､_､Itる l･legativ().brightpositiveL')分画

(Fig.1-B)に加え.そし')発現程度が中f~帥こ位際する分

画がある (Fig.トA).この/JT画は肝固有J)細胞でか つ,

胸腺Ln未熟な dullrr(lilyβと成熟 した brigh卜'rCR-㌔

lt･β細胞tTllf哨裾)T(二lt を発現 しているたれ int(, r-

現に--)いても同様であー)た (Fig.トA).TClhr戸上

あるし､は el)3を発現 している細胞は 同---L7)分軒 であ

ること_を示した (Fig.llA).

CT)3.C】)4.(1)8の三番染色では.肝il)intern1edi;Itch

CI)3を発現する分画は.Cl)4+cI)8-細胞 (6500)辛

CI)4~C,I)8+細胞 (89もlの他iこ.Cl)illCl)8~細胞

(doublencg こItive細胞1(26%)を含むことを特徴と

してお･').C l)･/1+ct)8+細胞 (doub一ep()siti＼,C細胞)

は含まれていなか･.,た (Fig.2-A). lJJ.肝の bright

る分画と同様iこ,(二Ⅰ)Ll十cI)8-細胞あるいはer)pr CD8+

細胞より成り立･-)ていた しFig.2-B)一

2.担唐時における各臓器の細胞数

C57BL6雌-IJrl′｢くに同系腫塙 MCAIO51×106個を

曹部皮下に接種 し,その後60liまで経時的に各臓器かま､一

得L､一九る単核細胞数 (MNC)を調べた.未処理 Cr)7riL

6雌マウス1匹あたりの各臓器の細胞数はそれぞれ最下

の通りであった.肝臓 1.8±0.5×106個.肺臓 1.6士0.5x

lO8 個,胸腺 11.5±2.OxIO7個 (Fig.31.

押_癌時には接種後1OR位 し早期)にかけて肝内 MNC

(末期)では胸腺細胞数の急速な減少 (Fig.31｢)を特

徴としており胸腺組織も著明に萎縮 していた.また肝臓

における接橡30日田以降 (末期)の細胞数の急速な増加

も大きな特徴であったが,その東部分が免疫組織学的に
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Fig.3 MCA1051×106 接種時の A.肝 B.陣 C･

胸腺のリソバ球数の経時的変化

正常範囲をスクリーント-ソで示す.



Mac-1+細胞であることからマ クロIJ-,--.1ジである こと

が確認された.

3.担癌時における各臓器のフローサイトメトリー

による解析

肝内 MNC 数の変化が著明に認められた担癌早期の

各臓器の MNC 分画を FACSeanによって解析 した.

まず,運慶接種後5日目の肝,牌,胸腺のリソバ球の

CD3と LFA-1し7)発現を twoc()lourこulalysisにて調

べた (Fig.41 .CD3とLFA-1のtwocolourilnalysis

では,inte1-mediateTCR細胞は brightTCR細胞よ

Liver

A.Conlrol

B.Tumor
beari11g
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細胞とよく区別できる.未処置てrウスの肝臓では inter-

mediこlteTCR細胞の分画を含めた3つの分画が認めら

れたが (Fig.41A),腫療接種5日円には intenncdiate

′rCR細泡分画の比率に特異的な増加抽ミ認抑丁-Ilた (Fig.

4-B矢印で示 してある).肝臓に-.I.)いても担癌時にはご

く僅かではあるが肝臓の intermedjatpTCR 細胞分画

にあたる intensityの部分iこ細胞分画L')解析が認めら

日目では細胞分画のパタ-捌こ大きな変化は認められな

Splcen 1~Ily111US

Fig･4 肝,脚..胸腺の])ンバ球の CD3.:,:LFA-1二重染色

A事未処理マウス B.MCAIO51×106 接種5E書目のマウス 無印は,
intcrnlediこIteTCR細胞である.

AIUntre:･lled a. Day5 C. Dtly15

Fig.5 MCA1051×106接種時J)肝 MNCの CD3.::■LFA-1二重染色

A.末処置群 B.5E二]目 C.15日日
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Norm 81 I)a y 5 i)A y I6

･ ∴ :: I T二 丁

㍗ 阜鞘 石野 レ-- :∴i

CD 8

Fig.6 MCA105 1XIOl弓を称時測圧MNCC')経時的変化

jl.(､l~)こうLl~)4十(二1)8tJ')A.額態色

か一一た しF板.4).

次に,腫場接種後州瑚 葺i経過と肝内丁細胞分画の変化

iこ-A,いては詳細左解析tr:行-ノ,た.瞳場接種後 5flRL')

interTllediat(?′Ⅰでtく細胞L,rL)増加 tlニi.9--->1)9.8001は特

徴的であー_,たが, こ(:')変化は15日トトでは消失 していた

(Fig.51.

CI)3と Cr)I.1･†C1つ8ハ twoL10lourilnこ11ysisでは.

同様に同系陸揚按穐後5f=lハ illtet111ぐ〔1iこIteTClく細

胞分画の増加が認められ i‖terlllediLlte′rLl~ミ細胞(')

特徴である (1)4~Ln8t細胞 (doublellehrLlti＼.e細胞)

の増加 も認められた. しかし,15日目ではそのような変

化は認められなかった (Fi欝.針鬼)卓

CI)8と CI).4の twocolouranallTSisでは,莱/LL置

秤.瞳壕接種後 5日臥 15日目の間(JlCr)∫-1(二l)日比に

変化はなかった (Fig.6-Bl.

次に,藤慶接橡畳と肝内で細胞分画の変化について,

(1~)こ1上 u/八･-･lL'ltwo(:olourこ~tllこllysisを用いて解析

した.接種瞳鳴数を lX10('.i-)×106.1'.5x107個こそ二変

化させ,5日後し'lfJT-内T細胞分画(rT)射 Lを調べるし上 擦

後陣癌細胞数 が増加一二｢くりこそナ‖こ応 して intPllll()diiltP

'rCR細胞分画が増加 していた (Fig.7).

4. 肝内 T細胞の抗腫壕細胞障害性の検討

上記し7)結果よ叫 可系瞳壕接種時Ei-1･別には illttlrlllediこlte

TCR細胞分画を主休として肝内′1'細胞LJ)増加が明l､､か

をこ認められることから,その機能 として特に挽腰療活性

を検討するためをこ51crreleaseassayを行 った,

束処置 C57BL/6マウスでは肝内 リソバ球,勝 りソ

バ球ともをこ細胞障害性は見 られなかった (Fi欝.針A).

同系施療である MCA105で免疫を受けた C57BL/6マ

ウスでは,肝拘 りソバ球,牌 リソバ球 とも MCAI05に

対する細胞障害性を有していたが,明らかに intemlediLlte

TCR 細胞を多 く含む肝内 リソバ球 のほうが強い細胞障
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A. ulllreate(I

5xIOC

a. 1x108

D, 2.5xIO T

A.末処置肝 B.MCAIO51×10(;接種 したてTLJて C.M(､̂1055XIOG 接

種したマウス D.MCAIO52.5×107 接穂 したマウス

書性を示した (Fig.tLB).

考 察

胸腺内分化の末櫓T細胞 の 腫 癌 免疫-の関与をこついて

は従来かi､,多々報告がある13､~15㌧ 一万.近年胸腺外分

化で纏胞が注目されている.胸膜外分化経路はきぬ己応

答性の禁止タロ-ソをも分化させることが特徴であるl)

2).肝臓はその重要な場であり2)-5),マウスではそこで

分化するT細胞は intermediateTCR 細胞と報告され

ている6㌧

審研究では,この肝臓で分化するT楯胸の腰癌免疫-

1135

の関与を,マウスをこ鷹藤を皮下接穂 し,その経略的変化

を見ることで検討した.

同系肺擾接種時は. そLL｢)早期において肝での inter-

mcdiこIteTCIミ細胞L7)活性化が認められた.こかは,そ

の比率でも総数においても増加 していた.このことは,

藤癌免疫にはその早期において,brightTCR 腫癌細

胞よりも inteTmediateTCR 細胞が重要な役割を果た

しているということを示唆している.

外来抗原は,胸腺で negativeseiection を受けた

brightTCIく細胞がそれを認識 しその除去にあたるが,

本実験で.brightTCR 細胞は睦壕接種時には活性化
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仁

-_i - _F- _-

E/Tratio

EllectoT ehepalicMNC

OspleTiclymphocytes

Fig.8 肝 ～1NCと牌りンべ球の杭瞳噺占性

targLltti.MCA105である.A.末処置群 l号.

MCAI05で免疫 Lた-:ウ7Lの肝 MNC,牌 lJンべ

球を effeCtOrとして開いた.●は肝 MN(∴ し封土

蹄 リンパ球を示す.

めなか-､たかr)で;Q)i-r'7. -----万, intermedialくさTClく

細胞は.自己免疫疾患.加齢時に活性化されることが明

らかになっており遜)5)き異常臣己を認識する細胞である.

膝壕も.興常自己として認識され その初期段階では intt,r-

mediateTCR細胞がその排除にあたると考えE､'わた.

今liJ_JJ)研究では.陣場免疫時の肝 リンパ球と勝 りンべ

球の抗魔境活性に一一いても調べてふた.同系陸揚免疫時

は.肝 11ンべ球Jl抗腫壕活性が陣よりも高く.その主要

な分画を占める intermediateTCR細胞の強い抗膝喧

活性をうかがわせた.

経時的変化を追-lてふると,internediとlte'1'CR細

胞の活性化は塵療接種後中期から末期にかけては認めら

Ilなかった.末期になるにつれ胸腺は萎縮 し,肝 TJンべ

球の数も減少していった,胸腺の萎縮は,CDが CD針

(doublepositive)細胞の accelerated programnled

deatllによるものと報告されているが‖＼.肝 lJン.ぺ球

については明らかでない.

本研究の結果より,肝由来の illtermediateTCR細

胞が厳療早期に抗腰療活性を示すことが明らかになった.

その後の研究で,腺癌局所に浸潤するリソバ球 (いわゆ

卜が inlermediateTCR 細胞であるこLl二がわかってき

ている.以上のことから,異常自己としての鹿癌細胞の

排除には胸腺外分化'~Ⅰ､細胞が重要な役割を果たしている

ことが推察された.今後,発癌のメカニズムの解明や癌

治療-応用 して行きたいと考えている.

稿を終えるにあたり,御指導,御校閲を賜りまし

た武藤櫛.一教授に心か1､･)感謝Lr)意を表します.また,

直接御指噂をいただいた医動物学教室 安保 徹教

授,渡部久上架博 t二に深 く御礼申し_上二げます.
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