
博士論文番号: 0381001

老齢時に出現する免疫抑制性CD4T細胞の機能解析

飯田隆治

奈良先端科学技術大学院大学

ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ研究科動物遺伝子機能学講座

(川市正史教授)



目次

1.はじめに･---･--･-･-･--･-･--･--------･-･-･3

2.背景----------･-----｢･---･----------･4

2-1 CD4T細胞亜集団の除去による自己免疫疾患の誘導----･----4

2-2 h Tq'tTOにおける免疫抑制性cD4+cD25+T細胞の特性･･･-･----･･････5

2-3 CD4+cD25+ T細胞の発生･分化の制御･-･--------･----5

2-4免疫抑制性CD4+cD25~T細胞----------･--･------･6

2-5老齢時におけるCD4+cD25~T細胞の免疫抑制能--･--･-･----7

2-6 CD45分子の構造と機能--------------･･---･-----8

3.材料と方法･--･---･-･･･---･-･----･-･-------･10

3-1動物･--------･-･---･---･-----･-･-------10

3-2試薬---･---･------------･-･---･-----･･-･10

3-3寸単ｸﾛ-ﾝ抗体の作製･･-･･････-･--･-･････-････---･････-･-10

3-4 CD4+cD25T細胞の調製---･･-･･-･････--････--･･---････-･･10

3-5 CD4+cD25+T細胞の調製-･---･---･-----∴----･---･11

3-6細胞の培養---･---･-･-･---･-----･--------11

3-7免疫沈降法と質量分析--------------･---------･11

318遺伝子導入細胞の作製･･-･････････-･････--･-････････-･･･-･･････11

3-9ﾘｱﾙﾀｲﾑpcR･･･-･･･････････-････-･･･--･･･････････････････････12

3-10ｻｲﾄｶｲﾝの検出-----･---･--･--------･-･----12

3-11 Western Blots･-････-････････-･････-･･-･････-･････････-･･-･12

3-12 CD45-Ig融合ﾀﾝﾊﾟｸ質の作製---･-･････-･････--･･･････-･13

4･結呆----･----･-----･--------･-･-･14

4-1 59.32抗体およびⅠ.11抗体は老齢cD4+cD25-T細胞の抑制機能を阻害する- -14

4-2両抗体はCD45分子の細胞外領域のうちすべてのｱｲｿﾌｵ-ﾑに共通する領域を

認識している----･-･--･---------･---･･--･･--･14

4-3抗cD45抗体の中で59.32抗体およびⅠ.11抗体のみが､老齢CD4･cD25- T細胞の

抑制機能を解除する---･--･---･--･---･--･--･-.-15

4-4老齢cD4+cD25T細胞上のCD45分子を架橋することが､その抑制機能解除に

1



必要である･----･----･--･---･--･･-･----･-----･17

4-5 59.32抗体およびⅠ.11抗体は若齢および老齢cD4+cD25~T細胞に対して副刺激能を

有する--------------------∴----18

4-6 59.32抗体はIL-4, IL-10, IFN-y産生を増強する･･･--･--･･･--･･-19

4-7 59.32抗体とⅠ.11抗体はCD4+cD25+T細胞の抑制機能をも解除する-･----19

4-8 59.32抗体およびⅠ.11抗体はLck, JAKﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞとしてのCD45分子の機能

を増強する･-------･--･---･---･-･･----･-･･----20

4-9 59.32抗体はFoxP3の発現に影響を与えない-･---･----------･21

4-10 CD45分子とIgGの融合ﾀﾝﾊﾟｸ質はCD4+cD25~T細胞の抑制機能を解除しない-22

4-11 59.32抗体およびⅠ.11抗体の血v71voでの作用･･･--･･･-･･･････-･････････22

5.考察･-----･-------･--･-･------･-･---･---･-23

5-1 59.32抗体およびⅠ.11抗体によるCD45分子の制御･･････-･-･･･････----23

5-2抑制機能解除と59.32抗体の副刺激能------･------･-----24

5-3 59.32抗体およびⅠ.11抗体が轟識するCD45のｱｲｿﾌｵ-ﾑと抑制機能解除- -25

5-4 TCRｼｸﾞﾅﾙ強度と副刺激作用-･--･--･---･--･--------･26

5-5 59.32抗体およびⅠ.11抗体とJAK-STAT経路-･-･--･-･--------･26

5-6 IL-2mRNAの発現調節に関わる分子機構--------･-･--･-･---27

5-7 59.32抗体およびⅠ.11抗体のhTq'TIOにおける検討･････････････････-･･-････27

6.参考文献--･--･--･--･-･-･---------･-･---･---･30

8.謝辞-･---･--･----------･---･--･---------･69

2



生体防御を担う免疫系は､免疫反応を促進する細胞とその括性化を抑制する細胞とに大き

く分けられる｡後者の免疫抑制性細胞の存在は多くの実験系において示唆されていたが､こ

の紳胞群の実体は長らく不明であった(1)｡近年,恒常的にCD25 (ｲﾝﾀ-ﾛｲｷﾝｰ2受容体

α鎖)を発現するCD4T細胞(cD4+cD25+T細胞)が自己免疫病の発症を抑制していること(2)､

更に1b Tq'tTO(試験管内)において他のT細胞(cD4+cD25~T細胞, cD8T細胞)の活性化を抑

制することなどが示され(3, 4)､ CD4+cD25+T細胞が免疫抑制性細胞として機能していることが

明らかとなった(図1,図2)｡その後の研究により､ CD4+cD25+T細胞は未梢における免疫自

己寛容の推持(自己に対する免疫応答の抑制)に関与するのみならず､腫癌免疫､感染免疫､

移植免疫などの様々な免疫応答にも関与していることが示されている(2, 5, 6)｡このように血

Tq'voにおけるCD4+cD25'T細胞の重要性は明らかになってきているものの､抑制機構の分子

基盤については不明な点が多く残されたままである｡そこで､ CD4+cD25+T細胞と同様な抑制

機能を有する老齢時のCD4+cD25~T細胞を用いて(7, 8) ､老齢cD4+cD25~T細胞および

cD4+cD25+T細胞の活性化､増殖､機能制御に関わる細胞表面抗原分子の単離を試みた｡

本研究では､血Tq'tTOにおいて老齢cD4+cD25-T細胞依存的な増殖抑制を阻害する単ｸﾛ-

ﾝ抗体の樹立を経て､抗体の認識分子の同定に成功した.その結果､受容体型ﾌﾟﾛﾃｲﾝﾁ

ﾛｼﾝﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞﾌｱﾐﾘ-に属するCD45 (白血球共通抗原(LCA) , Ly-5としても知られ

る)が老齢cD4+cD25~T細胞の抑制機能制御に関与していることを明らかにした｡
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2.背景

2-1 CD4T細胞亜集団除去による自己免疫疾患の誘導

病原微生物やｳｲﾙｽなどの侵入から生体を守る免疫系は､自己および非自己を識別し,

非自己のみを排除することを最大の特徴としている｡このようなｼｽﾃﾑは､胸腺内での成熟

過程を経て自己には反応しないT細胞のみが選択的に発生することにより成立している｡胸

腺内でのT細胞の発生は､ T細胞上のT細胞受容体(T cell receptor ; TCR)と胸腺上皮細

胞あるいは抗原提示細胞の主要組織適合抗原複合体(major histocompatibility complex ;

MHC)上に提示された自己抗原とのｱﾌｲﾆﾃｲによりｺﾝﾄﾛ-ﾙされている｡たとえば､ MHC上

に提示された自己抗原に強いｱﾌｲﾆﾃｲを示すTCRを発現するT細胞すなわち､自己の細胞を

攻撃するようなT細胞は胸腺内で誘導されるｱﾎﾟﾄ-ｼｽにより排除される(ﾈｶﾞﾃｲﾌﾞ選択) ｡

また､ MHC上に提示された自己抗原に全く反応しないT細胞は生存あるいは増殖ｼｸﾞﾅﾙを

受け取れず､この細胞もｱﾎﾟﾄ-ｼｽで死滅するo -方, MHC上に提示された自己抗原に中

間的なｱﾌｲﾆﾃｲを示すT細胞には適切な活性化ｼｸﾞﾅﾙが入り､そのようなT細胞はその

後の分化を遂げ､胸腺を離れることが許される(ﾎﾟｼﾞﾃｲﾌﾞ選択) ｡このT細胞が末梢において

MHC上の非自己抗原と強く反応した場合､その抗原を排除するような免疫応答を開始する｡

しかしながら､胸腺内で自己反応性丁細胞を排除するﾒｶﾆｽﾞﾑは完全ではなく､上記のｼｽ

ﾃﾑを逃れた-部の自己反応性丁細胞が末梢に存在していることが示されているo近年､この

ような自己反応性丁細胞を末梢にて抑制するﾒｶﾆｽﾞﾑも存在し､自己反応性丁細胞の活性

化を抑制する細胞が存在していることが明らかになってきた(1)｡

1969年に､ Nishizuka & Sakakuraは生後2-4日目に胸腺を摘出したﾒｽﾏｳｽは不妊にな

り､卵巣炎を発病するようになることを観察した(9)｡そのような卵巣-の自己免疫の発症は､胸

腺を摘出した後であっても生後7日目の胸腺細胞､成体ﾏｳｽの胸腺細胞､牌細胞､ﾘﾝﾊﾟ節

細胞を移入することによって抑えられた｡このことは､未梢に存在している自己反応性丁細胞の

活性化を胸腺外で抑制するﾒｶﾆｽﾞﾑがあり､細胞ﾚﾍﾞﾙでｱｸﾃｲﾌﾞに制御されていることを

示していた｡ 1980年代の半ばから後半にかけて､臓器特異的自己免疫疾患の発症の抑制に

はCD4T細胞が重要であることが示された(10, 11)｡また､ CD4T細胞中でいずれの細胞分画

がそのような自己免疫阻害活性を有しているのかが重要な課題となり､免疫抑制機能に-致

する細胞表面抗原の探索が行われた｡その過程で､末梢CD4T細胞のうち､ CD5分子を高発

現する(CD4+cD5hj) ､あるいはCD45RB分子を低発現する(CD4+cD45RBlo)細胞の除去は､

残りの細胞集団中に存在する自己反応性丁細胞の自発的な括性化を引き起こし､臓器特異

的自己免疫疾患の発病に至ることが報告された(12-14)｡以上の結果は､自己反応性丁紳胞

を抑制的に制御する細胞は､ CD4T細胞中の特定の亜集団であることを示している｡

sakaguchiらは､ CD5やcD45RB分子よりも自己免疫阻害活性に-致する細胞表面抗原

としてCD25分子を報告した(2)｡ CD25+T細胞は未感作ﾏｳｽおよびﾋﾄにおいて末梢CD4 T

細胞の5-10%､未梢CD8 T細胞の1%未満を占めており､ CD4T細胞分画中のCD5hiおよび
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cD45RBlo T細胞分画に含まれていた(図1A) ｡また､ CD4+cD25+T細胞を除去したﾏｳｽ由来

の牌細胞を同系ﾇ-ﾄﾞﾏｳｽ(胸腺を持たないため, T細胞のみを欠損しているﾏｳｽ)に移入

すると､ CD5h王やcD45RBJo T細胞を除去した牌細胞移入の場合よりも広範な組織(胃､甲状腺､

卵巣､副腎､障臓)に対して自己免疫病が高頻度に誘導された(図1B)｡一方､これらの自己免

疫疾患は少数のCD4+cD25+ T細胞の共移入によって抑制された｡このように､自己反応性丁

紳胞の括性化は免疫抑制性cD4+cD25+ T細胞によって抑制されており､自己に対する免疫

寛容はCD4+cD25+ T細胞よって推持されていることが示された｡

2-2 h Tq'tTOにおける免疫抑制性cD4+cD25~T細胞の特性

cD4+cD25+T細胞は､未感作正常ﾏｳｽにおいて未梢cD4T細胞の5-10%を占める(図

2A)｡ CD4+cD25+T細胞は､共存する他のT細胞(たとえば､ cD4+cD25~T細胞)の活性化を

抑制する機能を有している(図2B) (3, 4)｡この抑制機能の発揮は､ TCRを介した刺激を必要と

する｡重要なことは､ TCRを介した抗原刺激(抗cD3抗体とAPCによるﾎﾟﾘｸﾛ-ﾅﾙな刺激)

を受けたCD4+cD25+T細胞は､同一抗原に反応するT細胞のみならず､他の抗原に反応する

T紳胞の増殖をも抑制することである(3, 15).つまり､ CD4+cD25+T細胞がTCRを介して-端

括性化されると､広範な抗原に対するT細胞の活性化を抑制するようになる｡

CD4+cD25+T細胞のもう-つの特性は､ TCRを介した抗原刺激を与えても全く増殖反応を

示さないことである(図1右図)｡この不応答性は､副刺激分子であるCD28に対するｱｺﾞﾆｽ

ﾃｲﾂｸ抗体やT細胞増殖因子の-つである高濃度Ⅰﾚ2共存下に抗原刺激した場合に解除

され､ CD4+cD25+T細胞は増殖する(3)oしかしながら､ -端増殖したCD4+cD25+T細胞に対し

て抗cD28抗体およびIL2非共存下に再度TCRを介した刺激を与えても増殖することはな

い｡すなわち､ cD4+cD25+T細胞はﾃﾞﾌｵﾙﾄ状態として不応答性を示すことが明らかとなって

いる｡

CD4+cD25+T細胞の抑制機能の分子基盤を解明するために,いくつかのｸﾞﾙ-ﾌﾟがcDNA

ﾏｲｸﾛｱﾚｲ法などを用いて遺伝子発現を網羅的に解析している(16, 17)｡その結果､

CD4+cD25+T細胞は､ CD4+cD25~T細胞と比較して､ CTLA-4､ PD-1などのTCRｼｸﾞﾅﾙを

阻害する副刺激分子や, GITR(glucocorticoid-induced tumor necrosis factor払mi1y-related

gene)､ ox-40､ 4-1BB, TNFR2などのTNF受容体ﾌｱﾐﾘ-遺伝子群, cDIO3などの細胞膜

分子､ socs-1/2, SLAP-130などのｻｲﾄｶｲﾝｼｸﾞﾅﾙ伝達を阻害する分子などを高発現し

ていることが明らかとなっている.しかしながら､これらの分子は血vl･tmにおいてT細胞(cD4T

細胞あるいはCD8T細胞)を括性化させると高発現してくること､活性化丁細胞には抑制機能

や不応答性が認められないことなどから､免疫抑制機能を担う直接の分子ではないとされてい

る｡

2-3 cD4⊥cD25† T細胞の発生･分ｲL?)剛

CD4+cD25+T細胞の発生は, MHCｸﾗｽⅠⅠ分子上に提示された自己抗原に依存している｡

5



たとえば､ DOll.10TCRﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸﾏｳｽは､ﾏｳｽ体内には生理的に存在しないOVA

抗原すなわち非自己抗原を認識するTCR α鎖とβ鎖が強制発現されている｡このようなﾄﾗﾝｽ

ｼﾞｪﾆﾂｸﾏｳｽにおいて､ CD4+cD25~T細胞の大部分はﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸα鎖とβ鎖からなる

TCRを発現しているが､ CD4+cD25+T細胞の多くはﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸTCRβ鎖とそれと対をな

す内在性TCRα鎖を発現している｡すなわち､ TCRα鎖に関しては対立遺伝子排除が完全で

はないために､ﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸTCRα鎖だけではなく内在性TCRα鎖を選択したT細胞も発

生し､このうち､ CD4+cD25+T細胞の多くが内在性TCRα鎖を選択しているのである｡重要なこ

とに､このﾏｳｽとRAG-2欠損ﾏｳｽ(TCRの遺伝子再構成酵素を欠損しているﾏｳｽ)の交

配により､内在性のTCRα鎖の発現を欠損させた場合には､ CD4+cD25+T細胞の発生は完全

に阻害されてしまう(18)｡このことは非自己に対してｱﾌｲﾆﾃｲの強いTCRでは､ CD4+cD25+

T細胞は発生できないことを示しているoこれに対して､外来抗原であるHA (In丑uenza

Hemagglutinin)ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞを自己抗原として強制発現させたﾏｳｽと､その抗原に対して強いｱ

ﾌｲﾆﾃｲを持つTCRを発現させたﾏｳｽのﾀﾞﾌﾟﾙﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸﾏｳｽでは､ﾄﾗﾝｽｼﾞｪ

ﾆﾂｸTCRを発現するT細胞の多くがCD4+cD25+T細胞に分化していた(19)｡尚､このような

HA自己抗原を発現するﾏｳｽとその抗原に対して弱いｱﾌｲﾆﾃｲを示すTCRを発現させた

ﾏｳｽﾞのﾀﾞﾌﾞﾙﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸﾏｳｽでは､ﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸTCRを発現するCD4+cD25+T

細胞の剖合は正常であり､ﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾓﾂｸTCRのみを発現させたﾏｳｽ由来の

cD4+cD25+T細胞の割合と比べて同程度であった｡以上の結果より､自己抗原を提示した

MHCﾘｶﾞﾝﾄﾞに強いｱﾌｲﾆﾃｲを示すT細胞が､ CD4+cD25+T細胞として発生･分化すること

が考えられる｡

cD4+cD25+T細胞の発生は､遺伝的にもﾌﾟﾛｸﾞﾗﾑされている｡ X染色体連鎖型劣性変異

であるscurf?ﾏｳｽは､転写因子様のﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞす考FoxP3 (Forkhead/Winged helix

p 3)遺伝子に欠陥を有している｡このﾏｳｽは致死的な自己免疫疾患を引き起こして､生後3

-4週齢以内に死亡する(20)｡一方､ﾋﾄではIPEX (Immunodysregulation, Polyendocrinop8血y,

Enteropathy, X-1inked)というX染色体連鎖性の自己免疫疾患家系が知られていたが､この家

系もFoxP3に欠陥を有している(21, 22)｡興味深いことに, FoxP3の発現はCD4+cD25+T細胞

に限局してみられ､ CD4+cD25~T細胞-のFoxP3の異所的強制発現は､免疫抑制性細胞とし

ての形質と機能を誘導する(23).つまり､ Scurf?ﾏｳｽやIPEXにみられる致死的自己免疫疾

患の原因は､ FoxP3の遺伝子変異によるCD4+cD25+T細胞の発生･分化異常であったことを

示している｡このことはFoxP3が免疫抑制性CD4T細胞のﾏｽﾀ-制御遺伝子であることを示

している｡

2-4免疫制性cD4十cD25~T細胞

cD4+cD25+ T細胞を除いたCD4T細胞(CD4+cD25~ T細胞)の中にも､免疫抑制性CD4T

細胞が僅かに存在していることが示されている｡通常､ cD4+cD25T細胞はTCRを介した抗

原刺激により著しく増殖するが,この中にも低反応性を示す細胞集団が僅かに存在し､抑倒
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括性を示すことが知られているoたとえば､ cD4+cD25T細胞中にはｲﾝﾃｸﾞﾘﾝαE鎖

(cDIO3)を発現するT細胞が約2%存在しており､ CD4+cD25~CDIO3+T細胞は血vl'tTOにお

いて細胞按触依存的にCD4T細胞の活性化を抑制する(24)｡更に､この集団はFoxP3を発現

しており､ CD4+cD25+cDIO3~T細胞やcD4+cD25+cDIO3+T細胞に比して炎症局所-のﾎ-

ﾐﾝｸﾞ能が高いことが示されている(25)｡他方､自己抗原を認識するTCRを強制発現させたﾄ

ﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸﾏｳｽにおいては､抑制能を持つCD4+cD2訂丁細胞が過剰に発生することが

知られている(26)｡ HAﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞを自己抗原として胸腺上皮細胞や骨髄細胞に強制発現させた

ﾏｸｽとHAﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞに強く反応するTCRを持つﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸﾏｳｽ(TCR-HA)のﾀﾞﾌﾞﾙ

ﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸﾏｳｽで臥ﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸTCRを持つCD4+cD25~T細胞は, HAﾍﾟﾌﾟﾁ

ﾄﾞに対して顕著な低反応性を示していた｡更に､このCD4+cD25~T細胞はRag十TCR-HAﾏｳ

ｽ由来丁細胞(HAを自己抗原として発現していないため, HAに強く反応するT細胞)の増殖

を抑制することが示された｡このように､ T細胞の発生条件を人為的に制御すると､不応答性と

なるCD4+cD25~T細胞が発生し､その細胞は免疫抑制性cD4T細胞に分化することが示され

ている｡

2-5老齢時におけるCD4+cD25_-T細胞の免疫抑制能

･ﾋﾄおよびﾏｳｽの研究から､加齢に伴いCD4T細胞の応答性が低下することが示されてい

る(27)｡この低応答性は､ T細胞の活性化を抑制するCD4+cD25+ T細胞の増加や機能の増強

よりも､むしろCD4+cD25T細胞の機能低下に起因している｡つまり,若齢時には抗原刺激に

対して括発に増殖していたCD4+cD25T細胞が､加齢に伴ってその応答性を徐々に失うので

ある(7)｡更に､そのような低応答性に陥った老齢cD4+cD25T細胞は､正常な応答性を示す

T細胞の活性化を抑制する能力をも獲得していることが明らかになっている(7)｡

老齢cD4+cD25T細胞の抑制機能は､細胞按触に依存しており､抑制性ｻｲﾄｶｲﾝであ

るILr4､ Ⅰﾚ10､ TGF-βなどの液性因子を介さない｡たとえば､老齢cD4+cD25T細胞は若齢

CD4+cD25T細胞の増殖を抑制するが,ここに上記ｻｲﾄｶｲﾝの中和抗体である抗IL-4抗

体､抗IL-10抗体､抗TGF-β抗体を加えてもその抑制機能は解除されない(7)｡

老齢cD4+cD25T細胞の抑制機能は､この細胞内の特定の亜集団に帰属することが示さ

れている(図3).たとえば､ Rhodamine123 (R123)の排出能力に基づき､老齢cD4+cD25-T細

胞を分画すると､ R123に対して強く染まるR123M T細胞と弱く染まるR123loT細胞に分けられ

るo若齢cD4+cD25-T細胞の大部分はR123M T細胞となるのに対して､老齢CD4+cD25T細

胞は-部の細胞のみがR123M T細胞となり､大部分の細胞がR123の排出が冗進している

R123b T細胞となっているo老齢CD4+cD25- R123 M T細胞は､抗原刺激に対して若齢

ｰCD4+cD25T細胞と同等の反応性を示し,抑制能力を全く示さないo -方､加齢に伴って著し

く増加する老齢CD4+cD25- R123loT細胞は､抗原刺激に対して低応答性を示し､且つ強い抑

制括性が認められ恕更に,このR123loT細胞分画から分離されたCDIO3･細胞臥加齢に伴

いその存在割合が著しく増加し､非常に強い抑制括性を示す｡このように老齢cD4･cD25T
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細胞の抑制能は､ CD4+cD25-R123loT細胞分画, CD4+cD25~R123locD IO3+T細胞分画の抑制

機能により説明される(8)｡

2-6 CD45分子の棉造と機能

cD45分子は受容体型のﾁﾛｼﾝﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞであり､すべての有核造血系細胞で発現

されている｡ CD45分子はそれらの細胞において細胞表面ﾀﾝﾊﾟｸ質の約10%を占めるⅠ型膜

貫通ﾀﾝﾊﾟｸ質である(図4)o CD45分子の細胞内領域は2個のProteinTyrosine

phosphatase (PTP)ﾄﾞﾒｲﾝからなり､細胞膜に近い側のﾄﾞﾒｲﾝ領域のみにﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞ括性

が認められる｡ CD45分子の細胞外ﾄﾞﾒｲﾝは進化的に保存された3つの構成領域からなり､

o一結合型糖鎖領域､ｼｽﾃｲﾝを高頻度に含む領域､ 3つのﾌｲﾌﾟﾛﾈｸﾁﾝⅢ型ﾓﾁ-ﾌを

含む領域からなる(28).このうち､ 0一結合型糖鎖の修飾を受ける額域は､ CD45分子の4-6

番目のｴｸｿﾝ内にあり､これらのｴｸｿﾝは細胞特異的な選択的ｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞを受ける｡

cD45分子の細胞外ﾄﾞﾒｲﾝの特徴が進化的に保存されていることから､そのﾘｶﾞﾝﾄﾞの存在

が推測されている｡はじめに､ CD22βがCD45分子のｴｸｿﾝ4-6をいずれも含まないｱｲｿ

ﾌｵ-ﾑ(CD45RO)のﾘｶﾞﾝﾄﾞの候補として同定された｡しかしながら､ CD22βはN結合性のｼ

ｱﾙ酸に結合するﾚｸﾁﾝ受容体であり､ CD45RO以外の分子にも結合することから､ CD45

分子との相互作用は特異的ではないことが示されている(29)｡同様に､ β-ｶﾞﾗｸﾄｼﾄﾞ特異的

に結合するgalectin-1は､糖鎖修飾を受けたCD45分子に結合する(30)｡これらのﾚｸﾁﾝは

非特異的にT細胞の糖ﾀﾝﾊﾟｸ質に結合することや､ cD45分子のﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞ括性を制御

する直按的な証拠が存在しないことから､ CD45分子のﾘｶﾞﾝﾄﾞか否か議論が分かれている｡

cD45分子を欠損したT細胞株やcD45欠損ﾏｳｽの解析から, CD45分子がT細胞の発

生やTCRを介したT細胞の括性化に重要な役割を担うことが明らかとなっている(31, 32)｡たと

えば､ cD45欠損ﾏｳｽではT細胞の発生･分化に異常がみられ､ T細胞の発生は未熟な胸

腺細胞(CD4+cD8+)の分化段階で停止している｡また, CD45欠損丁細胞株はTCRを介した

抗原刺激を与えても活性化しない｡ T細胞がTCRを介してﾘｶﾞﾝﾄﾞとなるﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ/MHC複合

体を認識すると､ TCRの補助ﾚｾﾌﾟﾀ- (CD4/CD8)およびその細胞内ﾄﾞﾒｲﾝに会合してい

るLckやFynがTCR複合体(TCRα鎖, β鎖, CD3複合体, CD3E鎖などから構成される)-ﾘ

ｸﾙ-ﾄされる. Srcﾌｱﾐﾘ-ｷﾅ-ｾﾞに属するLckやrFynは､その後, TCR複合体および

zAP70などの様々な標的分子をﾘﾝ酸化し､ T細胞を活性化-と導く｡このようなT細胞の活

性化を導くSrcﾌｱﾐﾘ-ｷﾅ-ｾﾞの活性化は､二つのﾁﾛｼﾝ残基により制御されており､そ

の活性化にはｷﾅ-ｾﾞﾄﾞﾒｲﾝ近傍に存在するﾁﾛｼﾝ残基のﾘﾝ酸化とC未側に存在する

ﾁﾛｼﾝ残基の脱ﾘﾝ酸化が必要である｡ Lckにおいては､ 394番目と505番目のﾁﾛｼﾝ顔

基がそれぞれのﾁﾛｼﾝ残基にあたる｡ Lckの505番目ﾁﾛｼﾝのﾘﾝ酸化は､自身が持つ

sH2ﾄﾞﾒｲﾝとの相互作用によって基質結合部位を塞ぐような閉じた構造をとる｡ CD45分子は

Lckのこれらﾁﾛｼﾝ残基のうち､特にC未側にあるﾁﾛｼﾝ残基(,505番目)の脱ﾘﾝ酸化と

強い関係があることが示されている(33)｡つまり､ CD45ﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞによるLckの脱ﾘﾝ酸化
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はこのような構造変化を防ぐことによってLckをより括性化しやすい状態に保ち､結果として

TCRｼｸﾞﾅﾙを正に制御していることが示唆されている(図5) ｡

このようなTCRｼｸﾞﾅﾙ近傍におけるCD45の機能に対して､ CD45分子はｻｲﾄｶｲﾝ受容

傭のｼｸﾞﾅﾙ伝達にも重要な役割を担っている.ｻｲﾄｶｲﾝが受容体に結合すると､その細

胞内ﾄﾞﾒｲﾝに会合したJanus kinases (JAKs)を介して細胞内にｼｸﾞﾅﾙが伝達される｡活性

ｲﾋJAKsは､転写因子であるSignal Transducer and Activators of Transcription (STAT)をﾘﾝ

酸化することにより､その2量体化や核-の移行を促進する｡核に移行したSTATは細胞増殖

や紳胞分化に関わる遺伝子の転写を制御する｡ CD45分子は､ JAKﾌｱﾐﾘ-のﾒﾝﾊﾞ-であ

るJAKl､ JAK2､ JAK3､ Tyk2に結合し､これらの分子を直按脱ﾘﾝ酸化することが示されている

(図6)(34, 35)｡つまり､ CD45分子はJAKﾌｱﾐﾘ-の脱ﾘﾝ酸化を促進することにより､ｻｲﾄ

ｶｲﾝ受容体からのｼｸﾞﾅﾙを負に制御していることが明らかにされている｡
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3.材料と方絵

3il動物

実験にはSLCから購入したC57BL/6(B6)ﾏｳｽとWistarﾗｯﾄ(2ｹ月齢)を用いた｡ 2ｹ

月齢および24ｹ月齢ﾏｳｽを各々若齢および老齢ﾏｳｽとして使用し､使用前まではspeciBc

pathogen-&eeで推持したo B6Thyl.1ｺﾝｼﾞｪﾆﾂｸﾏｳｽはThe Jackson Laboratoryから購

入された｡これらの動物は動物保護規約に則り､処置した｡老齢ﾏｳｽの中には稀にひどい病

態を呈している個体がみられるが､これらは実験から排除した｡

3-2試薬

cD4, CD25, pan-CD45 (30ｻﾞ11)に対するPE標識抗体､ FITC標識抗体､非標識抗体

はBD Pharmingenから購入された｡抗Pan-CD45 (Ml/9.3.4.HL.2), CD45RA (14.8)､

cD45RB (MB4B4, MB23G2)､ CD45RC (Ⅰ/24.D6)抗体を産生するﾊｲﾌﾞﾘﾄﾞ-ﾏはAmerican

Type Culture Collectionから購入された｡抗体のFabはlmmunoPure Fab Preparationｷｯﾄ

(pierce)を用いて調製された｡

3｣3単ｸﾛ-ﾝ抗体の作製

wistarﾗｯﾄの腹腔内に3 × 106の老齢cD4+cD25T細胞を免疫し､ 2週間後に再度同様の

換作を行った｡更に2週間後に3回目の免疫換作を行い､ 4週間後に4回目の免疫操作(こ

の時のみ尾静脈内投与)を行った｡ 4回目の免疫から3日後に､免疫したﾗｯﾄから牌細胞を

調製し､ PEG1500 (Roche)を用いてP3X63Ag8.653仏g8)ﾐｴﾛ-ﾏ細胞と細胞融合した｡

HAT選択培地(SIGMA)で10日間培養し､ﾊｲﾌﾞﾘﾄﾞ-ﾏを選別した｡その後､ HT培地で細

胞を3-4日培養した後､ 10%FCS-DMEM培養液に置換した｡これらの選択培地により生き

残ったﾊｲﾌﾞﾘﾄﾞ-ﾏの培養上清を用いて､老齢CD4+cD25T細胞の抑制機能を解除するﾊ

ｲﾌﾞﾘﾄﾞ-ﾏの選定を行った｡ｸﾛ-ﾆﾝｸﾞしたﾊｲﾌﾞﾘﾄﾞ-ﾏが産生する抗体のｱｲｿﾀｲﾌﾟは,

ｱｲｿﾀｲﾋﾟﾝｸﾞｷｯﾄ(SEROTEC)により同定した. Pristane (SIGMA)を投与したSCIDﾏｳｽ

(T､ B細胞欠損ﾏｳｽ)をﾝ､ｲﾌﾞﾘﾄﾞ-ﾏを腹腔内投与し､ 10日目の腹水を回収した｡腹水に

含まれる抗体は､ 50%硫酸ｱﾝﾓﾆｳﾑ(MERCK)を用いて沈殿させた後､ PBSで透析し,租

精製を行った｡

3-4 CD4℃D25て細胞の調製

抗CD25抗体産生ﾊｲﾌﾟﾘﾄﾞ-ﾏ(7D4)の上清と最終濃度10倍希釈のｳｻｷﾞの補体

(cedarlane Laboratories)を用いて全牌細胞を37℃､ 45分間振とう培養し､このような換作を2

回繰り返すことにより､全牌細胞からCD25陽性細胞を除去した｡ CD25陽性細胞を除いた紳

胞分画から､抗CD4 (GKl.5)ﾏｸﾞﾈﾃｲﾂｸﾋﾞ-ｽﾞとﾏｸﾞﾈﾃｲﾂｸｶﾗﾑ(M批enyi Biotec)を

用いてCD4.CD25T細胞分画を調製した｡調製した細胞の純度は､抗CD25抗体(PC61),
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FITC標識抗ﾗｯﾄIgG､ PE棟識抗cD4抗体(=129･19)を用い､ﾌﾛ-ｻｲﾄﾒﾄﾘ-(Epics

ALTRA)にて解析したo若齢､老齢ﾏｳｽ由来のCD4･cD25-T細胞の最終純度は各々〉98%

cD4+,く0･2% CD25+もしくは〉96% CD4+,く0.1% CD25･であった｡

3-5 CD4ｰCD25~T麺胞の調製

2ｹ月齢のB6ﾏｳｽ由来の全牌細胞から､抗CD4(GKl.5)ﾏｸﾞﾈﾃｲﾂｸﾋﾞ-ｽﾞとﾏｸﾞﾈﾃ

ｨｯｸｶﾗﾑ(Miltenyi Biotec)を用いてCD4T細胞を調製した｡その後､ FITC標識抗cD25抗

体とPE標識抗CD4抗体(H129･19)を用いてCD4T細胞を染色し､ﾌﾛ-ｻｲﾄﾒﾄﾘ-にて

cD4+cD25+T細胞を分取した｡

3-6細胞の培養

MitoTycinC処理を施した牌細胞を抗原提示細胞(APC)として用いたo T細胞の抗原刺激

には､抗CD3抗体産生-ｲﾌﾞﾘﾄﾞ-ﾏ(145-2Cll)の上清(5%)とAPCを用いた(図の説明に指

定してある場合を除く)｡培養には96wel卜丸底ﾌﾟﾚ-ﾄを用い､ 10% FCS DMEM(10%非働化

FCS, 100 U/ml penicillin, 100搾/ml streptomycin, 2 mM L-glutamine, 10 mM HEPES, 1 mM

sodium pyruvate, 50 l↓M 2-ME)で培養したo共培養実験では若齢CD4+cD25~T細胞と老齢

cD4+cD25-T細胞を1 : 1の割合で培養した(図の説明に指定してある場合を除く)o主に培養

開始後2日目に[3H]thymidine (37kBq/well)を4時間ﾊﾟﾙｽし､取り込み量を測定することによ

りT細胞の増殖を定量した｡抗CD3抗体､ APC,ﾏｳｽrecombinant IL-2 (10U/ml ; Shionogi)

を用いて老齢cD4+cD25~T細胞の細胞株を推持した｡

3-7免疫沈降法と質量分析

CD4+cD25~T細胞から樹立したT細胞ﾊｲﾌﾞﾘﾄﾞ-ﾏを非還元の1ysis buWer[50 mM

Tris-HCl(pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% Tritﾑn x-100, 50 mM iodoacetamide, 1 mM PMSF, 5

mM EDTA, 10 p.g/ml trypsin inhibitoI]で溶解した.氷上で20分間静置した後､遠心により不

溶物を除いた.抗cD45抗体(59.32あるいはⅠ.11)を結合させたSepharos'e 4FF(Amersham

Bioscience)と可溶化分画を4℃で100分間混和し､遠心後､ Sepharose 4FFを1ysis bufferで2

回洗浄した｡結合ﾀﾝﾊﾟｸ質を非還元状態でSDS電気泳動(5% gel)し､ Coomassie brilliant

blue (cBB)で染色した. CBBで染まったﾊﾞﾝﾄﾞを切り出し, trypsin処理後, shimadzu

Biotech AXIMA-CFR mass spectrometerにてMALD卜TOF質量分析を行った｡

3~8遺伝子導入細胞の任製

CD45分子の発現べｸﾀｰを作製するため､若齢CD4+cD25~T細胞から総RNAを回収し､

oligo (dT)12_18ﾌﾟﾗｲﾏ- (Amersham Bioscience)とSuperScript Ⅱ (Ⅰmitrogen Life Technologies)

を用いて-本鎖cDNAを合成した.その後､次のﾌﾟﾗｲﾏ-を用いてCD45分子の細胞外ﾄﾞﾒ

ｲﾝをRT-PCRにより増幅した｡ CD45ｾﾝｽ鎖‥5'-GTCCGGAATTCCTGATCTCCAGA
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FITC標識抗ﾗｯﾄIgG, PE標識抗cD4抗体(H129.19)を用い､ﾌﾛ-ｻｲﾄﾒﾄﾘ-(Epics

ALTRA)にて解析したo若齢､老齢ﾏｳｽ由来のCD4･cD25-T細胞の最終純度は各々〉98%

cD4+,く0･2% CD25+もしくは〉96% CD4+,く0.1% CD25+であった｡

3-5 CD4ｰCD25'T細胞の調製

2ｹ月齢のB6ﾏｳｽ由来の全牌細胞から､抗cD4 (GKl.5)ﾏｸﾞﾈﾃｲﾂｸﾋﾞ-ｽﾞとﾏｸﾞﾈﾃ

ｨｯｸｶﾗﾑ(Miltenyi Biotec)を用いてCD4T細胞を調製した.その後､ FITC標識抗cD25抗

体とPE標識抗CD4抗体(H129･19)を用いてCD4T細胞を染色し､ﾌﾛ-ｻｲﾄﾒﾄﾘ-にて

cD4+cD25+T細胞を分取した｡

3-6細胞の培養

MitoTycinC処理を施した牌細胞を抗原提示細胞(APC)として用いたo T細胞の抗原刺激
には､抗CD3抗体産生ﾊｲﾌﾟﾘﾄﾞ-ﾏ(145-2Cll)の上清(5%)とAPCを用いた(図の説明に指

定してある場合を除く)｡培養には96well-丸底ﾌﾟﾚ-ﾄを用い､ 10% FCS DMEM(10%非働化

FCS, 100 U/ml penicillin, 100 FLg/ml streptomycin, 2 mM L-glutamine, 10 mM HEPES, 1 mM

sodium pyruvate, 50 LLM 2-ME)で培養した.共培養実験では若齢cD4+cD25~T細胞と老齢

cD4+cD2訂丁細胞を1 : 1の割合で培養した(図の説明に指定してある場合を除く)o主に培養

開始後2日目に[3H]thymidine (37kBq/well)を4時間ﾊﾟﾙｽし､取り込み量を測定することによ

りT細胞の増殖を定量した｡抗cD3抗体, APC､ﾏｳｽrecombinant Iﾚ2 (10U/ml ; Shionogi)

を用いて老齢cD4+cD25~T細胞の細胞株を推持した｡

3-7免疫沈降法と質量分析

CD4+cD25~T細胞から樹立したT細胞ﾊｲﾌﾞﾘﾄﾞ-ﾏを非還元の1ysis buffer[50 mM

Tris-HCl(pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% Tritﾑn x-100, 50 mM iodoacetamide, 1 mM PMSF, 5

mM EDTA, 10 LLg/ml trypsin inhibitor]で溶解した.氷上で20分間静置した後､遠心により不

溶物を除いた｡抗cD45抗体(59.32あるいはⅠ.11)を結合させたSepharose 4FF(Amersham

Bioscience)と可溶化分画を4℃で100分間混和し､遠心後､ Sepharose 4FFを1ysis bufferで2

回洗浄した｡結合ﾀﾝﾊﾟｸ質を非還元状態でSDS電気泳動(5% gel)し､ Coomassie brilliant

blue (cBB)で染色したo CBBで染まったﾊﾞﾝﾄﾞを切り出し, trypsin処理後､ Shimadzu

Biotech A女IMAICFR mass spectrometerにてMALDI-TOF質量分析を行ったo

3~8遺伝子導入細胞の作製

CD45分子の発現ﾍﾞｸﾀ-を作製するため､若齢cD4+cD25~T細胞から総RNAを回収し､

oligo (dT)12_18ﾌﾟﾗｲﾏ- (Amersham Bioscience)とSuperScript Ⅱ (Invitrogen Life Technologies)

を用いて-本鎖cDNAを合成した｡その後､次のﾌﾟﾗｲﾏ-を用いてCD45分子の細胞外ﾄﾞﾒ

ｲﾝをRT-PCRにより増幅したo CD45ｾﾝｽ鎖:5'-GTCCGGAATTCCTGATCTCCAGA
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ｯﾄした｡検出にはECL(Amersbam Biosciences)を用いた｡抗Lck抗体､抗JAKl抗体､抗sTAT5

抗体はSanta Cruz Biotechno.logyから購入された.抗psTAT5抗体はUpstateから､抗pJAKl抗

体はBioSource lnt･から購入された｡

3-12 CD45-Ⅰし顧合ﾀﾝﾊﾟｸ質の作製

ﾏｳｽCD45分子のCys-rich額域およびN未端側のﾌｲﾌﾞﾛﾈｸﾁﾝⅢ型ﾓﾁ-ﾌ領域を含

む卜234ｱﾐﾉ酸領域をRT-PCRにより調製した｡用いたﾌﾟﾗｲﾏ-を次に示す｡ ClaI部位を

含むｾﾝｽﾌﾟﾗｲﾏ- : (5 '-CCATCGATAGGAGACCCTATTTCTTAGGGGCACAG-3 ') ;ﾏ

ｳｽCD45分子のｲﾝﾄﾛﾝ11の-部分およびSpeI部位を含むｱﾝﾁｾﾝｽﾌﾟﾗｲﾏ- :(5'-

GACTAGTATATACTTACTCCCCAAATCTGTCTGCACATTTATAA-3 ') ｡ PCRで増幅し

た断片をClaIとSpeIで制限酵素処理し､ﾋﾄIgGlのFc領域を含むpEF-Fc発現ﾍﾞｸﾀ-に

組み込んだ(CD45-Ig).安定的発現細胞株を得るた申に､ﾈｵﾏｲｼﾝ耐性遺伝子を含む

vectorと共にｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝし､ P3Ulﾌﾟﾗｽﾞﾏ細胞腫に導入した｡ﾌﾟﾛﾃｲﾝGｶﾗﾑ

(Amersham Biosciences)を用いて､培養上清からCD45-Igを精製した｡
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4.碍果

4-159.32抗体およびⅠ.11抗体は老齢cD4+cD25-T細胞e)

_抑制機能を阻害する
老齢cD4+cD25~T細胞の抑制機能の制御に関わる分子を明らかにするため､抑制機能阻

害抗体の樹立を試みた｡材料と方法の項に記載した手順に従い､抗体産生ﾊｲﾌﾟﾘﾄﾞ-ﾏを

作製した結果､HAT選択培地で生き残ったﾊｲﾌﾞﾘﾄﾞ-ﾏ1197ｳｪﾙを得た｡この培養上清

を用いて､抑制機能解除抗体を産生するﾊｲﾌﾞﾘﾄﾞ-ﾏのｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞを行った｡最終的に､

最も効率的に抑制機能を解除する2種類の単ｸﾛ-ﾝ抗体産生ﾊｲﾌﾞﾘﾄﾞ-ﾏ[59.32抗体

(IgM)およびⅠ.11(IgG2c)]を樹立した｡若齢CD4+cD25~T細胞はTCRを介した刺激により括発

に増殖し､刺激後2日目に細胞増殖のﾋﾟ-ｸを迎えるが､同数の老齢CD4+cD25T細胞を加

えた場合には､若齢cD4+cD2訂丁細胞の増殖は抑制される.この際に59.32抗体あるいは

Ⅰ･11抗体をあらかじめ添加しておくと､老齢cD4十cD25~T細胞が共存しているにもかかわらず､

添加した抗体の用量に依存的して細胞増殖に回復が認められた(図7)｡この培養条件にお

いて両抗体は若齢cD4+cD25~T細胞単独､老齢cD4+cD25~T細胞単独の増殖を著しく増強

することはなかった｡以上の結果より､若齢cD4+cD25~T細胞と老齢cD4+cD25-T細胞の共

培養における応答性の回復は､59.32抗体およびⅠ.11抗体によって若齢･老齢CD4+cD25-T

細胞の双方の増殖が増強されたのではなく､老齢cD4+cD25~T細胞の抑制機能が阻害され

たためであることが示唆された｡

次に､抗体が認識する分子の発現分布を検討するため､若齢ﾏｳｽ､老齢ﾏｳｽから調製

した牌細胞を59.32抗体もしくはⅠ.11抗体と抗cD4抗体で二重染色した｡図8に示されるよう

に､CD4分子の発現の有無に関わらず､両抗体はすべての牌細胞を染色した｡これらの結果

は､両抗体の認識分子は牌細胞を構成するすべての細胞において発現されていることを示し

ている｡

4丁2両抗体は-CD45分子卿
してい垂

図8で示されたように､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体で認識される分子の発現分布が同-で

あったことから､両抗体が同一分子を認識している可能性を免疫沈降法により検討したo若齢

CD4+cD25~T細胞由来のT細胞ﾊｲﾌﾟﾘﾄﾞ-ﾏから総ﾀﾝﾊﾟｸ質を回収し､ 59.32抗体およぴ

Ⅰ.11抗体め認識分子を精製し､それぞれの抗体でｲﾑﾉﾌﾞﾛﾂﾄを行った(図9).その結果,

59.32抗体による免疫沈降物は59.32抗体のみならずⅠ.11抗体で検出され､およそ200kDa

と180kDaに位置するﾀﾝﾊﾟｸ質が検出された｡同様にⅠ.11抗体による免疫沈降物は59.32

抗体においても検出され､同様な二本のﾊﾞﾝﾄﾞが検出された｡以上の結呆から､両抗体は同

一分子を認識している可能性が強く示唆された.

次に､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体の認識分子を同定するため､両抗体によって免疫沈降さ

れた200kDaと180kDaのﾀﾝﾊﾟｸ質の質量分析を行った｡ﾀﾝﾊﾟｸ質の質量分析結果をもとに
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ﾃﾞ-ﾀべ-ｽｻ-ﾁを行った結果､ 59.32抗体により免疫沈降された二本の異なるﾊﾞﾝﾄﾞは

cD45分子であり､ Ⅰ.11抗体で免疫沈降された二本のﾊﾞﾝﾄﾞも同じく､ CD45分子であることが

判明した｡以上の結果より､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体は共にCD45分子を認識していること

が明らかとなった｡

cD45分子はｴｸｿﾝ4-6の選択的ｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞにより､多様なｱｲｿﾌｵ-ﾑを形成する

(36) (図4)｡そのｱｲｿﾌｵ-ﾑの発現は､細胞種およびその細胞の括性化状態により厳密に

制御されている｡そこで､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体が認識するのはCD45分子のいずれのｱ

ｲｿﾌｵ-ﾑであるかを特定するため､ CD45RO (ｴｸｿﾝ4-6を含まないｱｲｿﾌｵ-ﾑの-

つ)の細胞外ﾄﾞﾒｲﾝを強制発現させたNRK細胞株を作製した｡その後､ 59.32抗体､ Ⅰ.11抗

体および既存の抗CD45抗体でCD45RO強制発現細胞株を染色し､ﾌﾛ-ｻｲﾄﾒﾄﾘ-にて

解析した｡その結果､ CD45RO強制発現細胞株は, pan一抗cD45抗体(30-Fll,

Ml/9.3.4.HL.2)および59.32抗体､ Ⅰ.11抗体により染色された(図10)｡また､両抗体は

cD45RBを発現させたCOS7細胞をも染色した(図11)｡以上の結果は､ 59.32抗体およびⅠ.11

抗体の認識部位はCD45のすべてのｱｲｿﾌｵ-ﾑに共通している領域であり､両抗体はす

べてのｱｲｿﾌｵ-ﾑを認識することが示された｡

岬丁細胞の抑
制機能を解除する

抑制機能解除に本質的な役割を果たす領域は､ CD45分子細胞外領域のどの領域である

かを検討するため､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体と他の抗cD45抗体(30-Fll, Ml/9.3.4.HL.2,

14.8, MB4B4, MB23G, Ⅰ/24.D6)の認識部位を比較検討した｡図12で示すように､若齢

′cD4+cD25T細胞は30-FllおよびMl/9.3.4.HL.2で強染されるが､あらかじめ59.32抗体も

しくはⅠ.11抗体で若齢CD4+cD25-T細胞を前処理(図12の説明に記載)しておくと､ 30-Fll

およびMl/9.3.4.HL.2の染色強度が低下した｡逆に,あらかじめ30-Fllもしくは

Ml/9.3.4.HL.2で若齢CD4+cD25T細胞を前処理すると, ､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体の染

色強度は59.32抗体もしくはⅠ.11抗体単独で染色した場合に比べて低下した｡しかしながら､

選択的ｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞｪｸｿﾝを認識する抗cD45抗体(14.8, MB4B4, MB23G, Ⅰ/24.D6)を用

いて同様の前処理を行った場合には､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体の染色強度は低下しなかっ

た｡以上の結果は59.32抗体､ Ⅰ.11抗体､ Ml/9.3.4.HL.2､ 30十FllがCD45分子上の非常に

近い部位を謬識していることを示している｡また､他の抗cD45抗体(14.8, MB4B4, MB23G,

Ⅰ/24.D6)が細胞上のCD45分子に結合している状態であっても, 59.32抗体およびⅠ.11抗体

はcD45分子に結合できることを示している｡

次に､ 59.32抗体､ Ⅰ.11抗体､ 30-FllおよびMl/9.3.4.HL.2の認識部位を詳細に解析する

ため､ cD45RO分子の細胞外領域を部分的に欠損する-過的強制発現細胞(coS7細胞)を

作製し､各抗CD45抗体で染色した｡作製した12種類のCD45RO部分的欠損細胞(図13)

のうち､ △2.5-△3.1, △9, AIOが30-FllおよびMl/9.3.4.HL.2で認識され､ A2.5, △3,
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A9, A IOが59.32抗体およびⅠ.11抗体で認識された｡そこで､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体の

染色能を維持していた△ 3と染色能を失った△ 3.1の安定的強制発現細胞株(NRK細胞)を作

製し､各抗cD45抗体で染色した(図14)｡ △3とA3.1はCD45のｱﾐﾉ酸配列(Accession

no･NM_011210)のうち､ 9-38ｱﾐﾉ酸､ 9144ｱﾐﾉ酸を欠損させたCD45RO部分的欠損細砲

株であり､ 0一結合型糖鎖領域の直下にあるｼｽﾃｲﾝに富んだ額域を部分的に欠損している｡

4種類の抗cD45抗体による△ 3の染色はCD45RO強制発現細胞株と比べてわずかに低下

するが､抗体間の染色強度はほとんど同-である(図14)｡これに対して､ △3.1における

30-FllおよびMl/9.3.4.HL.2の染色は△ 3における染色とほぼ同-であるのに対して､ 59.32

抗体およびⅠ.11抗体の染色は完全に失われた｡これらの結果は､抑制機能を阻害できる抗体

(59.32抗体とⅠ.11抗体)は他の抗CD45抗体(30ill, Ml/9.3.4.HL.2)とは異なる部位を認

識していることを示している｡

次に､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体と非常に近いｴﾋﾟﾄ-ﾌﾟを認識したMl/9.3.4.HL.2およ

び30-Fllが､老齢cD4+cD25~T細胞の抑制機能を阻害できるか否かを検討した｡図15に示

すように､老齢cD4+cD25て細胞は細胞数に依存して若齢cD4+cD25T細胞の増殖を抑制

するが､ 59.32抗体が存在すると老齢CD4+cD251T細胞は若齢cD4+cD25T細胞の増殖を

抑制できない｡これに対して､ 30-FllあるいはMl/9.3.4.HL.2を共存させた場合には､老齢

･CD4+cD25~T細胞は細胞数に依存して若齢cD4+cD25∵T細胞の増殖を抑制した｡以上の結

果は､ 30-FllおよびMl/9.3.4.HL.2は老齢cD4+cD25∵r細胞の抑制機能を阻害できないこ

とを示している｡次に､他の抗cD45抗体(抗cD45RA抗体: 14.8 ;抗CD45RB抗体:

MB4B4.とMB23G2 ;抗cD45RC抗体: Ⅰ/24.D6;)についても検討した(図16).若齢

CD4+cD25~ T細胞と老齢cD4+cD25~ T細胞を1対1で混合し､抗原刺激した場合には若齢

丁細胞の増殖は抑制されるが､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体を共存させると,その増殖抑制は解

除される｡これに対して､既存の抗CD45抗体共存下では､いずれにおいても増殖抑制の解

除は認められなかった｡また､それら抗体のいくつかは若齢cD4+cD25~T細胞単独の増殖に

対して阻害的にさえ作用した｡以上の結果は､ CD45分子に対する抗体の中でも､ 59.32抗体

およびⅠ･11抗体のみが老齢cD4+cD25- T細胞の抑制機能を解除することを示しているo

59･32抗体やⅠ.11抗体のみが抑制機能解除作用を示す理由として､ 59.32抗体およびⅠ.11

抗体がCD45分子に加えてCD45とは異なる分子に交差反応することによって老齢

CD4+cD25~T細胞の抑制機能を解除している可能性が考えられる｡そこで､ 59.32抗体の抑制

機能解除作用に対して抗cD45抗体が競合するか否かを検討した｡ 59.32抗体が存在する場

合には老齢cD4+cD25~T細胞の抑制機能は解除されるが､抗cD45抗体(Ml/9.3.4.HL.2)

を加えると､用量に依存して59.32抗体の作用は失われ(図17A) ､再び老齢cD4.CD2訂丁紳

胞による増殖抑制が認められるようになった｡これに対して､抗cD45抗体であっても59.32の

染色に競合しない抗体(MB4B4)の場合には､ 59.32抗体の効果に影響がなかった｡また,

Ⅰ･11抗体においても同様な結果が得られた(図17B)｡これらの結果は､ cD45細胞外ﾄﾞﾒｲﾝ

の特別な領域に59.32抗体およびⅠ.11抗体が結合することが､老齢cD4+cD25-T細胞の抑
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制機能に重要であることを示している｡

生生老齢{D4℃D25T細胞上のCD45分子を架橋することが､その抑制機能解除に必要で

あ星

cD45分子はすべての有核造血系細胞で発現していることから､前述の抑制機能解除にお

いて抗体の標的となっている細胞は､若齢CD4+cD25T細胞(応答細胞) ､ APC､老齢

cD4+cD25T細胞のうち､いずれであるのか不明である｡そこでまず､応答細胞に対する影響

を検討した｡図18に示すように､ TCR依存性の抗原刺激に用いる抗cD3抗体量を5%培養

上清から希釈すると､応答細胞の増殖は低下するが､ 59.32抗体を共存させるとその低下は緩

やかになる｡つまり,ある抗体濃度の抗CD3抗体においては､ 59.32抗体は応答細胞の増殖

を増強することが判明した｡

次に､応答細胞､ APC､老齢cD4+cD25T細胞の共培養において､いずれの細胞に抗体

が作用することが老齢cD4+cD25T細胞の抑制機能解除に必要であるのかを検討した｡老齢

cD4+cD25T細胞は応答細胞の増殖を20%以下にまで抑制するが､あらかじめ59.32抗体で

前処理した老齢CD4+cD25T細胞では,応答細胞の増殖を抑制できなかった(図19A) ｡また,

応答細胞やAPCを59.32抗体で前処理した場合､応答細胞の増殖は抗体未処理の場合と同

等であったが､ここに未処理の老齢CD4+cD25T細胞を共存させておくと､各群における応答

細胞の増殖はすべて抑制された｡すなわち､ 59.32抗体は増殖抑制に対する抵抗性を応答細

胞やAPCに付与していることはなかった(図19P).これらの結果は､老齢cD4+cD25T細胞に

対して59.32抗体が作用することこそ､抑制機能の解除に必要であることを示している｡次に､

応答細胞である若齢CD4+cD25T細胞の代わりにﾗｯﾄ牌細胞を用いて､老齢CD4+cD25T

細胞の抑制機能に対する抗体の影響を検討した｡すなわち､抗体の樹立に用いた免疫動物

はﾗｯﾄであり,両抗体はﾗｯﾄCD45分子には反応せず(図20A),ﾗｯﾄ牌細胞と老齢

CD4+cD25T細胞の共培養系において､両抗体は老齢cD4+cD25T細胞にのみ反応する｡

図20Bで示すように､抗CD3抗体の代わりにConcanavalin A(Con A)でﾎﾟﾘｸﾛ-ﾅﾙに刺

激したﾗｯﾄ牌細胞は活発に増殖するのに対し､老齢CD4+cD25T細胞を共存させるとその増

殖は抑制される.この系に59.32抗体を加えておくとﾗｯﾄ牌細胞の増殖は回復し､老齢

CD4+cD25T細胞の抑制機能は解除された｡この結果もまた､ 59.32抗体が老齢

CD4+cD25T細胞-作用することがその抑制機能の解除に重要であることを示している｡

次に､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体による老齢cD4+cD25T細胞の抑制機能解除に臥抗体

がcD45分子に結合することのみで十分であるのか､あるいは抗体によるCD45分子の架橋が

必要であるのかを検討した｡ 59.32抗体はIgMであり､ l.11抗体はIgGであることから､ Ⅰ.11抗

体は-価の抗体(Fab)すなわちCD45分子を架橋しない抗体に調製可能であるoそこで､ Ⅰ.11

抗体からⅠ.11Fabを調製した｡ Ⅰ.11抗体で染色した牌細胞は抗ﾗｯﾄIgG (H+G)抗体および抗

ﾗｯﾄFc特異抗体で染色されるのに対して､ Ⅰ.1 1Fabで染色した牌細胞は抗ﾗｯﾄIgG(H+G)抗

体のみで染色された｡このことは､ Ⅰ.11Fab抗体はCD45分子に対する結合性を推持しているこ
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と､およびFc領域を持たない-価の抗体であることを示している(図21A B)｡次に､この

Ⅰ･11Fabが老齢cD4+cD25て細胞の抑制機能を解除するか否かを検討した(図21C) ｡応答細

胞､老齢cD4+cD25~T細胞を混合し､ APCと抗cD3抗体で刺激する際にⅠ.11抗体および

Ⅰ･11Fabを添加したところ､ Ⅰ･11抗体は老齢CD4+cD25~T細胞の抑制機能を用量依存的に解

除するが､ Ⅰ･11Fabにはそのような作用は全く認められなかったoこの結果は､老齢

CD4+cD25T細胞上のCD45分子を架橋することが抑制機能解除に必要であることを示して

いる｡

抗CD45抗体仏LI 4A2)をﾋﾞ-ｽﾞにより架橋すると､ｱﾎﾟﾄ-ｼｽ誘導作用が認められること

が知られている｡たとえば､ TCR非刺激下に抗cD45抗体でCD45分子を架橋すると､ﾐﾄｺﾝ

ﾄﾞﾘｱ膜ﾎﾟﾃﾝｼﾔﾙの低下､準性酸素種の産生､ﾎｽﾌｱﾁｼﾞﾙｾﾘﾝ残基の暴露など､ｱﾎﾟ

ﾄ-ｼｽ細胞の特徴が認められる(37)｡また､この抗cD45抗体仏LI 4A2)の架橋によるｱﾎﾟﾄ

｣ｼｽには､ CD45の細胞内ﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞﾄﾞﾒｲﾝは関与せず､ cD45の細胞内ﾄﾞﾒｲﾝをほと

んど欠損した細胞にも誘導されることが示されている(38)｡そこで､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体

による抑制機能解除は､老齢cD4+cD25-T細胞に誘導されるｱﾎﾟﾄ-ｼｽで説明できるか否

かについて検討した｡ Thyl. 1APC､ Thyl.1応答細胞とThyl.2老齢CD4+cD25~細胞を混合後

抗cD3抗体で刺激し､抗原刺激から24時間後のThyl.2のAnnexinV陽性細胞を測定した｡

図22に示されるように､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体で誘導される老齢cD4+cD25頂田胞のｱﾎﾟ

ﾄ-ｼｽは､他の抗cD45抗体(30十Fll)で処理した場合や抗cD45抗体未処理の場合に比

べて有意な差は認められなかった｡これらの結果は､ｱﾎﾟﾄ-ｼｽ誘導による老齢

CD4+cD25て細胞数の減少が抑制機能解除のﾒｶﾆｽﾞﾑではないことを示している｡

牢戸■ 59･32抗体串羊びⅠ⊥11牢甲ま若齢および老節CD4+cD25↑坤胞に対して副刺激能を有
宜墨

図18で示したように､特定濃度の抗cD3抗体(1.25%, 0.313%培養上清)とAPCの共存下

に未汀､て､ 59･32抗体は若齢cD4+cD25~T細胞の増殖を増強させる.更に, T細胞の増殖を

最も顕著に誘導する抗cD3抗体の濃度(5%培養上清)であっても､ 59.32抗体とⅠ.11抗体

は若齢cD4+cD25~T細胞に長期持続的な増殖を誘導した(図23A)｡通常､ APCと抗cD3抗

体を用いて血.q'tTOでT細胞を刺激した場合には､その増殖のﾋﾟ-ｸは2日目もしくは3日目

に認められ､その後､徐々に終息する｡ 59.32抗体を添加した場合には､細胞増殖のﾋﾟ-ｸは

5日目に認められるようになり､細胞増殖は59.32抗体非共存下に刺激した場合に比べておよ

そ8倍にまで増強された｡このような作用は他の抗CD45抗体(30-Fll)には認められなかつ

たo 59･32抗体およびⅠ･11抗体による長期持続的な増殖が何に起因するのかを爾べるため､ T

細胞増殖因子であるIL-2産生について検討した｡ APCと抗cD3抗体で刺激した場合に臥

IL-2 mRNAの急激な上昇が認められた(図24)｡ Ⅰﾚ2 mRNAのﾋﾟ-ｸは､抗原刺激から16時

間後に認められ､その後徐々に滅少した｡ 59.32抗体共存下に抗原刺激した場合も同様に､

Ⅰﾚ2 mRNAの急激な上昇が認められたが､抗原刺激から16時間以降もIL-2 mRNAの転写
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は持続していた｡そのⅠﾚ2 mRNAの相対量のﾋﾟ-ｸは59.32抗体非共存下に刺激した場合

に比べ､およそ2倍であり､抗原刺激から50時間が経っても､ IL-2 mRNAの相対量は高ﾚべ

ﾙに推持されていた｡このような持続的なⅠﾚ2 mRNAの転写はIL-2ﾀﾝﾊﾟｸ質の合成を増強

していた(図24)｡すなわち､ 48時間後の培養上清中にはIL-2ﾀﾝﾊﾟｸ質量は59.32抗体非共

存下時に比べて15倍も蓄積していることが判明した｡更に､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体は老

齢CD4+cD25~T細胞の応答性にも影響を与えた(図23B)｡老齢cD4+cD25~T細胞は若齢

cD4+cD25~T細胞と比較して低い細胞増殖能を示すが､ IL-2を存在させると老齢

cD4+cD25~T細胞の増殖は回復する｡図23Bで示すように､ 59.32抗体とⅠ.11抗体は､ IL-2

共存下において老齢cD4+cD25~T細胞の増殖を増強した｡この結果は､ 59.32抗体および

Ⅰ.11抗体には抑制機能を解除するという特性があることに加え､若齢CD4+cD25~T細胞およ

びIL-2共存下における老齢cD4+cD25T細胞の増殖を増強する作用があることを示してい

る｡

t-6 59.32抗体はIL-4, Ⅰﾚ10, IFN-γ産生を増強する

T細胞の活性化には主にこつのｼｸﾞﾅﾙが必琴である. -つはﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ/MHC複合体を

認識するTCRからのｼｸﾞﾅﾙであり､もう-つはAPC上のさまざまなﾘｶﾞﾝﾄﾞに対応するT細

胞副刺激受容体からのｼｸﾞﾅﾙである｡ APCから副刺激ｼｸﾞﾅﾙを受容するT細胞上の分子

のうち､最も良く解析されている分子の-つとしてCD28分子があるo CD28は2量体を形成す

る糖ﾀﾝﾊﾟｸ質分子であり､ APC上のB7-1(CD80)およびB7-2 (CD86)と結合する(39, 40)｡

cD28分子からの副刺激はIL-2 mRNAの転写と安定性を上昇させる(41).また､ CD28分子に

対するｱｺﾞﾆｽﾃｲﾂｸ抗体は, Ⅰﾚ2の産生のみならず､他のｻｲﾄｶｲﾝの産生も増強するこ

とが知られている(4卜44)｡ 59.32抗体およびⅠ.11抗体は､ T細胞の細胞増殖を高め､ IL-2産

生を増強する作用があることから､ 59.32抗体が他のｻｲﾄｶｲﾝ産生に及ぼす影響について

検討した｡図25に示されるように, 59.32抗体典存下にT細胞を刺激した場合には, IL-2の

産生を著しく高めるのみならず､ IL-4, IL-10, IFNrの産生を増強していた｡興味深いことに､

Ⅰﾚ4, Ⅰﾚ10産生は培養後期に認められ､ IFNr産生は培養初期より認めらた｡これらの結果

により､ 59.32抗体はCD28に対するｱｺﾞﾆｽﾃｲﾂｸ抗体と同様にIL-4, IL-10, IFN-y産生を

増強し､ T細胞に副刺激様のｼｸﾞﾅﾙを導入していることが考えられる｡

4-7 59.32抗体とⅠ.11抗体はCD4+cD25十丁細胞の抑制機能をも解除する

GITRに対するｱｺﾞﾆｽﾃｲﾂｸ抗体がCD4+cD25+T細胞および老齢cD4+cD25~T細胞の抑

制機能を解除することから(7, 45)､ CD4+cD25+T細胞および老齢cD4+cD25~T細胞の抑制機

構は部分的に共通していることが示唆される｡そこで､ 59.32抗体とⅠ.11抗体がCD4+cD25+T

細胞の抑制機能を解除できるか否か検討した｡図26Aに示すように､ APCと抗cD3抗体で刺

激した場合には､若齢cD4+cD25T細胞は活発に増殖するが､同数のCD4+cD25+T細胞を

加えて刺激した場合には､若齢CD4+cD25~T細胞の増殖は抑制される｡この際に59.32抗体
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もしくはⅠ.11抗体を添加しておくと､若齢cD4+cD25T細胞の応答性が回復し､ CD4+cD25+T

細胞による増殖抑制は解除された｡また､両抗体は若齢cD4+cD25~T細胞および

CD4+cD25+T細胞の増殖を増強することはなかった｡これらの結果は､両抗体がCD4+cD25+T

細胞の抑制機能を解除することを示している｡

次に､ CD4+cD25+T細胞に対して59.32抗体が直按作用することが抑制機能解除に重要で

あるのか否かを明らかにするため､図20と同様に､応答細胞としてﾗｯﾄ牌細胞を用いて

CD4+cD25+T細胞の抑制機能に対する59.32抗体の影響を検討した｡図26Bで示すように､

ﾏｳｽ由来のCD4+cD25+T細胞はCon Aで刺激したﾗｯﾄ牌細胞の増殖を抑制する｡この系

に59･32抗体を加えるとﾗｯﾄ牌細胞の増殖は回復した｡次に､両抗体による抑制機能解除は､

CD4+cD25+T細胞に誘導されるｱﾎﾟﾄ-ｼｽによるものか否かを検討した｡図22で示したよう

に､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体によるCD4+cD25+T細胞のｱﾎﾟﾄ-ｼｽ誘導は､若齢

CD4+cD25~T細胞と同程度であった｡このことは､ CD4+cD25+T細胞のｱﾎﾟﾄ-ｼｽ誘導が抑

制機能解除のﾒｶﾆｽﾞﾑではないことを示している｡以上の結果から､ 59.32抗体およびⅠ.11

抗体はCD4+cD25+T細胞に対して作用し､その抑制機能を解除していることが明らかになっ

た｡

4-8 59･32抗体お叫増
垂宜量

cD45は細胞内領域にﾁﾛｼﾝﾎｽﾌｱﾀ｣ｾﾞ活性を持つⅠ型膜貫通ﾀﾝﾊﾟｸ質であり､ T

細胞の発生や括性化に重要な役割を果たしている(36)｡たとえば､ cD45欠損丁細胞株や

CD45欠損ﾏｳｽ由来のT細胞はTCR刺激に対する応答性を欠いている｡これらの細胞では,

T細胞の活性化において主に機能しているSrcﾌｱﾐﾘ-ﾁﾛｼﾝｷﾅ-ｾﾞのLckとFynが

不活性化されている(46-48)｡ Lck活性化にはC未端側に存在するﾁﾛｼﾝ残基(505番目)
l

の脱ﾘﾝ酸化が必要であり､その脱ﾘﾝ酸化酵素としてCD45が注目されていた｡実際にCD45

欠損ﾏｳｽのT細胞の発生不全が､恒常的活性化型のLck (Y505番目のﾁﾛｼﾝをﾌｪﾆ

ﾙｱﾗﾆﾝに置換した変異体: y505F)ﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸﾏｳｽとの交配でﾚｽｷｭ-されたこ

とから､ CD45とLckの遺伝的な相互作用も明らかとなっている(図5)(33, 49)｡そこで､ Lckﾎ

ｽﾌｱﾀ-ｾﾞとしてのCD45分子の機能に対する59.32抗体の影響を検討した｡抗cD3抗体

によりT細胞を刺激するとLckの活性化が認められる｡このときLckの構造変化により電気泳

動時の移動度がp56からp60にｼﾌﾄすることが知られている(50)｡このｼﾌﾄはLckのN未端

側にあるｾﾘﾝ残基(ser59)のﾘﾝ酸化と-致している(51). APCと抗cD3抗体で若齢

CD4+cD25て細胞を刺激した場合には､括性化に伴いp561ck以外に高分子量側-ｼﾌﾄした

二本のﾊﾞﾝﾄﾞが認められた(図27A)｡固層化抗CD3抗体による刺激では､活性化に伴い

p56lck以外に高分子量側-のｼﾌﾄした-本のﾊﾞﾝﾄﾞが認められた(data not shown) ｡このよう

な違いは､抗原刺激の方法の違いによるものと考えられ, APC,抗cD3抗体刺激時に認めら

れたp56lck以外の二本のﾊﾞﾝﾄﾞもまた活性化Lckであると考えられた. 59.32抗体共存下に抗
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原刺激した場合､同様なLckのｼﾌﾄが認められたが､抗原刺激後3時間におけるp?6lckから

高分子量側-の変化は抗体非共存下に刺激した場合に比べてより顕著であったoこれらの結

果は､ 59.32抗体はより強くLckを活性化させることが考えられる｡

cD45分子はTCRｼｸﾞﾅﾙの制御に関わるのみならず､ｻｲﾄｶｲﾝｼｸﾞﾅﾙの制御にも関

与している(図6). TC.Rを介したｼｸﾞﾅﾙにより活性化されたCD4+cD25~T細胞は､未刺激な

状態において既に発現しているCD122 (β鎖)およびCD132(y鎖)に加えてCD25(α鎖)を発現

するようになり､ 3つのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄからなる高親和性Ⅰﾚ2受容体を形成するようになる(52)｡

IL-2が高親和性Ⅰﾚ2受容体に結合すると､受容体に結合しているJAKlおよびJAK3の括性

化が誘導される｡活性化JAKsはSTAT5をﾘﾝ酸化し, JAK-STAT経路を活性化する｡ところ

が､ CD45分子はJAKに直按会合し､活性化に必要なJAKのﾘﾝ酸基を脱ﾘﾝ酸化することに

ょり､ JAK-STAT経路を抑制している(34)｡そこで､ JAKﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞとしてのCD45分子の機

能に対する59.32抗体の影響を検討した｡若齢CD4+cD25~T細胞をAPC､抗cD3抗体で刺

激した場合には､自身の産生するIL-2のｵ-ﾄｸﾗｲﾝ作用により､ JAK-STATの活性化が認

められるが､ 59.32抗体共存下にはJAKlおよびSTAT5の活性化が抑制された(図27B)｡ま

た､ T細胞が産生するIL-2量の関与を除外するため､抗原刺激時に過剰量のIL-2を添加し

た｡この場合であっても､同様に59.32抗体はJAKlおよびSTAT5の脱ﾘﾝ酸化を促進した｡

更に､ IL-2依存的に増殖するCTLL(cytotoxic T lymphocyte line)を用いて, IL-2ｼｸﾞﾅﾙに

おける抗体の影響を検討した(図27C)｡ CTLLはⅠﾚ2の量に依存して増殖する細胞株であり､

IL-2の添加によりJAKlおよびSTAT5のﾘﾝ酸化が起こる｡これに対して､ 59.32抗体共存下

にIL-2で刺激した場合, JAKlおよびSTAT5の脱ﾘﾝ酸化が促進されていることが判明した

(図27C)｡これらの結果は､ 59.32抗体がJAKﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞとしてのCD45分子の機能を増

強していることを示している｡

4-9 59.32抗体はFoxP3の発現を⊆塑壁を皇迦

転写因子であるFoxP3の先天的な欠損は､免疫抑制性cD4+cD25+T細胞の発生不全に至

る(53, 54=).また､ FoxP3はCD4+cD25+T細胞に高発現しており､ CD4='cD25T細胞にFoxP3

遺伝子を異所的に発現させると, CD4+cD25~T細胞に抑制機能を付与する(23)｡図26で示し

たように､ 59.32抗体とⅠ.11抗体はCD4+cD25+T細胞の抑制機能を解除することから､これら

の抗体がFoxP3の発現を低下させ､結果として抑制機能解除に至っている可能性が考えられ

る｡我々は59.32抗体処理の有無によるCD4+cD25+T細胞のFoxP3の発現をﾘｱﾙﾀｲﾑ

PCRにて検討した(図28)｡ CD4+cD25+T細胞を59.32抗体存在･非存在下にAPC,抗cD3

抗体､ IL-2で刺激し､ Hprtに対するFoxP3 mRNAの相対的な発現を比較した｡その結果､調

製直後のCD4+cD25+T紳胞のFoxP3/Hprtは6.39であるのに対し､ 59.32抗体共存下に刺

激した細胞では2.17､抗体非共存下の細胞では2.42であった｡それゆえに, 59.32抗体が

CD4+cD25+T細胞のFoxP3の発現ﾚべﾙを抑制している可能性は低いと考えられる｡
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L-11-Q=CD45や子と-IgGの撃今ﾀy.'1ｸ質は草野CD乍+cD25T鍵塾の抑制機能考解匪赴

59･32抗体およびⅠ･11抗体の作用は､ﾘｶﾞﾝﾄﾞからCD45分子を介したｼｸﾞﾅﾙを模倣して

いる可能性があるoし声､しながら､現在までにCD45分子のﾘｶﾞﾝﾄﾞは同定されてない(36).

我々もまたCD45のﾘｶﾞﾝﾄﾞ分子を同定するため､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体の認識に必要な

CD45の細胞外ﾄﾞﾒｲﾝとﾋﾄIgGlのFc領域からなるﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ融合ﾀﾝﾊﾟｸ質(cD45-Ig)

を作製した｡この融合ﾀﾝﾊﾟｸ質は胸腺細胞や牌細胞およびそれらにT細胞活性化刺激やB

細胞活性化刺激を加えた細胞を染色しなかった(data not shown)｡また､活性化丁細胞由来

の培養上清においてCD45-Igで免疫沈降されるﾀV/ヾｸ質を銀染色で検討したが､そのよう

なﾀﾝﾊﾟｸ質は認められなかった.更に､老齢cD4+cD25-T細胞と若齢cD4+cD25rT細胞の

共培養系にCD45-Igを添加した(図29) ｡ CD45-IgはCD45とそのﾘｶﾞﾝﾄﾞとの結合を阻害で

きると考えたoしかしながら､老齢cD4+cD25て細胞の抑制機能に影響は認められなかった｡

それゆえに､ CD45分子のﾘｶﾞﾝﾄﾞが老齢cD4+cD25~T細胞の抑制機能に影響を及ぼしてい

る可能性は低いことが示唆された｡また､このような培養条件において59.32抗体およびⅠ.11

抗体は老齢cD4+cD2訂丁細胞の抑制機能を解除することから､両抗体はCD45分子のﾘｶﾞﾝ

ﾄﾞとは異なる作用を有している可能性が示唆されたo

_4111 59.32抗体およびⅠ.11抗体の1h vl'vDでg)作用

抗cD45RB抗体のMB23G2は血v7'TIO投与により､腎移植片拒絶を遅延させる効果がある

(55)oそのﾒｶﾆｽﾞﾑとして､ MB23G2がT細胞の活性化を抑制する分子CTLA-4(Cytotoxic T

I･ymphocyte -associated Antigen 4)を誘導し､未梢の免疫寛容を誘導していることが示されて

いる(56)o 59.32抗体およびⅠ.11抗体は血Tq'tTOにおいて老齢cD4+cD2訂丁細胞および

CD4+cD25+T細胞の抑制機能を解除し(図7) ､若齢cD4+cD25~T細胞に対して副刺激的に

作用した(図23A).そこで､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体の血Tq･vID-の投与は､抗原に対する

T細胞の応答性を増強するか否かを検討した｡ Complete Freund's Adjuvant (CFA)に懸濁

したOVA抗原を若齢および老齢B6ﾏｳｽに免疫する際､ 59.32抗体あるいはⅠ.11抗体を同

時投与した｡ 7日後に所属ﾘﾝﾊﾟ節からﾘﾝﾊﾟ球を回収すると､細胞の回収率は､抗体非投与

群に比べて大幅に低下していることが判明した. [それぞれ21.2 ± 14.7% (n = 7)および17.9

± 10･0% (n =6)].これらの結果は､ CFAに懸濁したOVA免疫時に59.32抗体およびⅠ.11抗

体の投与は血Tq'voにおいてﾘﾝﾊﾟ球を減らす作用があることを示している.
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我々は老齢cD4+cD25~T細胞の抑制機能を阻害する単ｸﾛ-ﾝ抗体(59.32およびⅠ.11)

を樹立した｡両抗体の認識分子はCD45分子であり､老齢cD4+cD25~T細胞の抑制機能の制

御にCD45分子が関与していることをはじめて明らかにした｡重要なことに､既存の抗CD45抗

体とはその認識部位が異なり, 59.32抗体およびⅠ.11抗体のみに老齢cD4+cD25T細胞の抑

制機能を解除する特性があった｡このような両抗体による抑制機能解除には抑制する側の細

胞に作用してその抑制機能を解除することが必要であることを示した｡その-方で,抑制され

る側の細胞には培養後期の細胞増殖を著しく増強する作用を有することを明らかにした｡更に,

両抗体は老齢CD4+cD25~T細胞のみならず､ CD4+cD25+T細胞の抑制機能を解除することを

示した｡これら両抗体はLckの活性化およびJAKlの脱ﾘﾝ酸化を促進する作用があることか

ら, CD45分子のﾁﾛｼﾝﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞ括性を増強していることが明らかとなったo

5-1 59.32抗体およびⅠ.11抗体によるCD45分子の制御

本研究において､他の抗CD45抗体と異なり､59.32抗体とⅠ.11抗体のみが老齢

cD4+cD25て細胞およびCD4+cD257細胞の抑制機能を解除すること､ 59.32抗体とⅠ.11抗

体はCD45細胞外ﾄﾞﾒｲﾝの特定領域を認識していることが明らかにされた｡また､ Ⅰ.11抗体に

よる老齢CD4十cD25T細胞の抑制機能解除には､ Ⅰ.11抗体のFabでは不十分であり､抗体に

よるCD45分子の架橋が抑制機能解除に必要であることを示した(図21)｡それでは､両抗体は

cD45分子のﾁﾛｼﾝﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞ機能をどのように制御しているのであろうか. Bilwesらは､

受容体型ﾁﾛｼﾝﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞﾌｱﾐﾘ-に属するRPTPα(receptorlype protein

tyrosinephosphatase)分子の結晶構造に基づき､受容体型ﾁﾛｼﾝﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞの制御機

構ﾓﾃﾞﾙを提案している(57) (図30) ｡ RPTPαのN末側のﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞﾄﾞﾒｲﾝ(Dl)の結晶

化の過程においてRPTPαは2量体として結晶化され,その2量体構造は細胞膜直下の2つの

α-ﾘｯｸｽ部分(阻害性くさび額域と呼ばれる)が相手方となるRPTPαの活性中心部位に結

合していた｡このような2量体化構造ではﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞの活性中心が塞がれているため､基

質分子を脱ﾘﾝ酸化することはできないとされた｡また､阻害性くさび領域は受容体型ﾁﾛｼﾝ

ﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞﾌｱﾐﾘ-において広く保存されていた｡更に彼らはEGF(epidemal growth

免ctor)がEGF受容体の2量体化を誘導してお互いのﾁﾛｼﾝｷﾅ-ｾﾞを括性化することをﾋ

ﾝﾄに､受容体型ﾁﾛｼﾝﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞの2量体化による制御機構を発展させ､ﾘｶﾞﾝﾄﾞ分子

が受容体型ﾁﾛｼﾝﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞに結合することで受容体の2量体化が起き､その結果ﾎｽ

ﾌｧﾀ-ｾﾞ活性が負に制御されるであろうと提唱している(図29) ｡また､この仮説はEGF受容

体の細胞外ﾄﾞﾒｲﾝとCD45細胞内ﾄﾞﾒｲﾝのｷﾒﾗ受容体の実験系においても立証され､ EGF

の添加により2量体化したCD45ﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞはT細胞を活性化できないことも示されている

(58-60).

このような受容体型ﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞの2量体化阻害ﾓﾃﾞﾙに反して､ NamらはCD45分子に
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おいてはRPTP αに観察されたようなDlﾄﾞﾒｲﾝの2量体化は認められないことを報告してい

る(61)｡ CD45分子のDlとD2を含むﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞ領域の結晶構造解析からDlとD2は強

固に密着していることが判明した｡このことから､ Dlの阻害性くさび領域が相手方の活性中心

位置に結合するような相互作用は､ D2ﾄﾞﾒｲﾝの存在により起こらないであろうと推定された｡

また､同様な結論は受容体型ﾁﾛｼﾝﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞﾌｱﾐﾘ-分子の-つであるLARの結晶

構造からも導き出されている(61, 62)｡それゆえに､ CD45分子のﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞに関しては､阻

害性くさび額域により調節される2量体化阻害ﾓﾃﾞﾙによって説明できないのかもしれない｡

Bilwesらのﾓﾃﾞﾙを採用した場合､ 59.32抗体がﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞ括性を増強するという結果(図

27)は､ 2量体化によるﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞ括性の不活性化を59,32抗体あるいはⅠ.11抗体が妨をﾁﾞ

たと考えられる｡

cD45ﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞの機能制御に細胞内分子の関与も想定されている(36)｡たとえば､基

質分子との相互作用を促進する分子やﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞ括性を促進する分子が同定されている

(63-65)｡ Wuらは､ CD45の活性中心に基質結合型の変異を導入することによって､ CD45分

子に結合するSKAP55 (Src kinase-associated phosphoprotein)を見出した｡ SKAP55は､ CD45

分子の基質分子とされているFynとCD45分子に結合し､両者の結合を仲介することによって

T細胞の括性化を促進することが示唆されている｡ Takedaらは､ CD45分子と結合する分子と

して同定されたCD45AP(CD45 assoiated protein)が単量体のCD45分子と結合し､そのﾎｽ

ﾌｱﾀ-ｾﾞ活性を増強することを報告している｡我々は､ 59.32抗体共存下にCD4+cD25~T細

胞を刺激した場合､ T細胞の活性化およびLckの活性化が促進されたことを示した(図23A,

27A)｡また､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体の認識部位は､他の抗CD45抗体と認識する領域と

は異なっており､ 59.32抗体およぴⅠ.11抗体のみが老齢CD4+cD25~T細胞の抑制機能を解除

することを示した(図14, 16)｡それゆえに､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体はCD45分子と基質分

子の相互作用を促進している可能性や､ CD45分子のﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞ活性を増強する分子と

の結合を促進している可能性が考えられる｡

5珊軌32抗体の副刺激能
丁細胞に発現する受容体の中で副刺激能を有する分子がいくつか報告されており､これら

の分子は大きくこつのｸﾞﾙ-ﾌﾟに分類されるo -つはCD28やICOS (inducible T-cerl

co-stimulator)のようなｲﾑﾉｸﾞﾛﾌﾞﾘﾝｽ-ﾊﾟ-ﾌｱﾐﾘ-であり､もう-つは4-1BB, OX-40,

GITRなどを含むTNF受容体ｽ-ﾊﾟ-ﾌｱﾐﾘ-である｡これらの分子群の中で､免疫抑制性

cD4+cD257細胞の抑制機能の解除に関わる分子として最初に報告されたのはCD28分子

である｡ CD4+cD257細胞と応答細胞を1:1に混合し､ CD28に対するｱｺﾞﾆｽﾃｲﾂｸ抗体共

存下に刺激すると, CD4+cD257細胞の抑制機能が解除され､応答細胞の細胞増殖が回復

した(3)｡近年､ T細胞の増殖を増強する4-1BB, OX-40, GITRのｱｺﾞﾆｽﾃｲﾂｸ抗体もまた

cD4+cD25T細胞の抑制機能を解除することが報告されている(45, 66, 67)｡これらの抗体が

cD4+cD257細胞に対してどのようなｼｸﾞﾅﾙを導入することが､その抑制機能の解除に至る
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のかは未だ明らかにされていない.その-方で､副剃激を導入するこれらの抗体は､

cD4+CD251T細胞に対して共通のｼｸﾞﾅﾙ経路を活性化する(68).たとえば､ cD28, 4-1BB,

ox-40, GITRに対するいずれのｱｺﾞﾆｽﾃｲﾂｸ抗体も､ PI3K-AKT経路を介して転写因子で

あるNF-1(B, AP-1の活性化を促進する.その結果､ T細胞の増殖因子であるIL-2の産生を

高め､ T細胞増殖を促進する｡ CD45分子はこれらの副刺激分子のﾌｱﾐﾘ-には属さない-

方で､ 59.32抗体やⅠ.11抗体によるCD45の制御は若齢cD4+cD25~T細胞の増殖を増強し

(図18, 23A)､ CD4+cD25+T細胞の抑制機能を解除し得た(図26)｡それゆえに､ 59.32抗体

やⅠ. 1 1抗体は､上記のｱｺﾞﾆｽﾃｲﾂｸ抗体と共通のｼｸﾞﾅﾙ伝達経路を活性化するｱｺﾞﾆｽ

ﾃｲﾂｸな作用を有するのかもしれない｡

5-3 59.32抗体およびⅠ.11抗体が認識するCD45のｱｲｿﾌｵ-ﾑと抑制機能解除

cD45分子は選択的ｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞされるｴｸｿﾝ(4-6)を有しており､細胞の発生段階およ

び分化段階に応じて様々なcD45ｱｲｿﾌｵ-ﾑが形成される(36)｡ 59.32抗体およびⅠ.11抗

体はCD45分子のいずれのｱｲｿﾌｵ-ﾑも認識したことから(図8, 10) ､どのCD45ｱｲｿﾌｵ

-ﾑ-の作用が老齢cD4+cD25T細胞およびCD4+cD257細胞の抑制機能解除を誘導する

のかが重要な間題となる.図19で示したように､ CD45RABCを発現するAPCを59.32抗体で

前処理しても､老齢cD4+cD25T細胞の抑制機能に影響を与えなかった｡このことは､若齢お

よび老齢CD4+cD25~ T細胞上で発現しているCD45ROおよびCD45RBのどちらかが59.32

抗体の標的としてより重要であることを示唆しているoまた､.CD45RBは若齢CD4+cD25-T細胞

で高発現しており､ CD45ROは老齢cD4+cD25T細胞およびCD4+cD257細胞で高発現し

ていることが知られている(69, 70)i図19, 26Bで示したように､抑制機能解除には老齢

CD4+cD25T細胞やcD4+cD257細胞に59.32抗体が作用することが必要十分であることを

示した｡それゆえに､ CD45RO -の作用が抑制機能解除により本質的であったと考えられる｡

更に､高濃度の抗CD45RB抗体(MB4B4)を用いてCD45RB分子を架橋した場合､ 59.32抗体

およびⅠ.11抗体は老齢CD4+cD25T細胞の抑制機能を解除した｡この場合､ 59.32抗体や

Ⅰ.11抗体はCD45RBには結合することは可能であるが､ MB4B4抗体によるCD45RBの2量

体化が59.32抗体やⅠ.11抗体によるCD45RBの2量体化よりも高顔度に起きていることが考

えられる｡我々はⅠ.11抗体による2量体化が抑制機能解除には必要であることも示した(図

21)｡従って, 59.32抗体はすべてのCD45ｱｲｿﾌｵ-ﾑを認識するものの､抑制機能解除に

はcD45ROに対して作用を及ぼすことが重要であると考えられる｡

59.32抗体はCD45RBを高発現している若齢CD4+cD257細胞に副刺激様の作用を有す

ることも示した｡すなわち､ 59.32抗体はLckの活性化､ Ⅰﾚ2の持続的な産生およびそれらに

由来するT細胞の著しい増殖反応を誘導していた(図27A, 24, 23A)｡抗原刺激以前には若

齢cD4+cD25T細胞はCD45RBｱｲｿﾌｵ-ﾑを発現しているが､活性化に伴いCD45ROを

発現するようになることが知られている(70)｡我々は､副刺激様の作用を誘導する場合におい

て､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体はCD45RO, CD45RBのどちらのｱｲｿﾌｵ-ﾑに作用すること
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が重要であるのかを示すことができなかった｡この点については今後の課題とすべきである｡

5-4脚ckの静性化
Lckは主にT細胞に発現するSrcﾌｱﾐﾘ-ﾁﾛｼﾝｷﾅ-ｾﾞの-つであり､ TCRからのｼ

ｸﾞﾅﾙ伝達に重要な役割を担っている｡ TCRを介したﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ/MHC複合体からの刺激は

Lckを活性化し､活性化LckはTCRに結合しているCD3複合体(CD3e, y, 8)およびCD3∈鎖

をﾘﾝ酸化し,その結果､ ZAP70のﾘｸﾙ-ﾄおよび活性化を誘導する｡これらの初期ｼｸﾞﾅﾙ

はIL-2産生に至るさまざまなｼｸﾞﾅﾙ経路を活性化させ､最終的にはT細胞増殖-と導く｡

APCと抗CD3抗体で若齢cD4+cD25T細胞を刺激した場合に対し, 59.32抗体共存下に同

様な刺激を与えた場合には､より強いLckの活性化､ IL-2の持続的な産生､培養後期におけ

る細胞増殖の増強が認められた(図27A, 24, 23A)oまた､恒常的活性化型Lck(Y505F)をT

細胞ﾊｲﾌﾞﾘﾄﾞ-ﾏに発現させるとTCR刺激後のIL-2産生が増強することが報告されている

(71, 72)｡更に､ CD45分子はLckの505番目のﾘﾝ酸化ﾁﾛｼﾝのﾁﾛｼﾝﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞで

あることが示唆されている(33, 49)｡これらの結果は､ 59.32抗体によるCD45分子ﾎｽﾌｱﾀ-

ｾﾞ活性の増強により､ Lckを負に制御するﾁﾛｼﾝ残基(Y505)が脱ﾘﾝ酸化され易くなり､抗

TCRを介した刺激によるLckの活性化が増強されたと考えられるo

Lckは副刺激分子の-つであるCD28分子のｼｸﾞﾅﾙ伝達においても重要な役割を果たし

ているoたとえば､ cD28のｼｸﾞﾅﾙ経路はLck, PI3K, TEC, ITKを介して最終的にcios遺

伝子の転写に至る｡ Lckの結合部位を欠損するCD28強制発現丁細胞株は､ｱｺﾞﾆｽﾃｲﾂ

ｸ抗CD28抗体によるcJbsﾚﾎﾟ-ﾀ-ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞの発現を抑制した(73)｡このような変異CD28

を発現するT細胞はTCR非依存的な刺激[PMA(phorbol 12-myristate 13-acetate),抗CD28

抗体刺激]に対しても活性化せず､ CD28とLckの結合はCD28ｼｸﾞﾅﾙ伝達に必須であるこ

とが示された｡また､ CD28ｼｸﾞﾅﾙを増強するｱｺﾞﾆｽﾃｲﾂｸ抗体は､より少ない濃度の抗

cD3抗体の刺激でもT細胞を活性化できることから､このような副刺激はTCRｼｸﾞﾅﾙの闘

値を下げるように働くとされている(74)｡図18に示されたように､ 59.32抗体は低濃度の抗CD3

抗体刺激時の細胞増殖を増強し､弱いTCRｼｸﾞﾅﾙの場合であってもT細胞を活性化した｡

この結果は､ 59.32抗体によるCD45分子のﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞ機能の増強がLckをより活性化し

易い状態に保ち､その結呆､ CD28分子のｼｸﾞﾅﾙ伝達を増強めた可能性を示唆している｡

cD28に対するｱｺﾞﾆｽﾃｲﾂｸ抗体はCD4+cD257細胞の抑制機能を解除することから(3),

両抗体はにCD28ｼｸﾞﾅﾙを増強することによって抑制機能解除を促進した可能性がある｡

5叫ぐSTAT経路
IL-2受容体自身は酵素活性を持たないものの､ﾘｶﾞﾝﾄﾞ誘導性のIL-2受容体の-ﾃﾛ複合

体(β鎖, y鎖, α鎖)化臥受容体と結合するJAKs, Lck, Shc, Sykｼｸﾞﾅﾙ分子を活性化させるo

これらの初期ｼｸﾞﾅﾙはphosphatidylinosito1 3-kinase (PI3K)およびRas-mitogen-activated

proteinkinase (MAPK)の活性化に加え､ sTAT5の活性化に至り､最終的には細胞周期進行
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や生存に必須の遺伝子の転写に至る｡図27B, Cで示したように､ 59.32抗体はJAKlおよび

sTAT5の脱ﾘﾝ酸化を促進していたのに対して､ JAKlおよびSTAT5のﾘﾝ酸化を完全に阻害

することはなかった｡また､ 59.32抗体の添加は､抗原刺激による若齢CD4+cD25~T細胞増殖

を阻害することはなく､ 59.32抗体により誘導されたIL-2によって培養後期の細胞増殖が増強

された(図23)｡従って, 59.32抗体はJAK-STAT経路を負に制御するCD45分子のﾎｽﾌｱ

ﾀ-ｾﾞ機能を増強するが､ JAK-STAT経路を完全には遮断せず､ IL-2によるT細胞の増殖に

対して負の影響は与えなかったのであろうと考えられる｡

それでは､ 59.32抗体がJAKﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞの機能を増強することにはどのような意味がある

のだろうか. -つは､ IL-2によるﾈｶﾞﾃｲﾌﾞﾌｲ-ﾄﾞﾊﾞｯｸを制御している可能性がある(75).た

とえば､ sTAT5の標的遺伝子にはｻｲﾄｶｲﾝｼｸﾞﾅﾙを負に制御するSOCSﾌｱﾐﾘ-がある

(76-78)｡これらの分子は､活性化に伴い発現し､ｻｲﾄｶｲﾝｼｸﾞﾅﾙに対して抑制的に働く｡

59.32抗体はJAKlの脱ﾘﾝ酸化を促進することによってJAK-STAT経路を制御し､ SOCSﾌｱ

ﾐﾘ-の発現を遅らせることによって持続的な細胞増殖を誘導しているのかもしれない｡

5-6 !L-2 mRNAの発調節に関わる分子機構

丁細胞増殖因子の-つであるIL-2は､ -ﾙﾊﾟ-T (Th)細胞の初期応答時に産生される主

なｻｲﾄｶｲﾝであるo IL2 mRNAの発現は翻訳後修飾により制御されるという報告もある(79)

が､転写因子ﾚべﾙで厳密に制御されている｡ IL-2遺伝子の精力的な解析により､転写開始

点から-300塩基対の最小ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-領域(っまり, T細胞の括性化刺激に対し､ m-2の誘

導に十分である領域)が同定されている｡多くのｼｽｴﾚﾒﾝﾄがこの領域内に同定されており､

抗原刺激により活性化されるNFATs, OCT-1, AP-1, HMGI(Y), NF-KBﾌｱﾐﾘ-がこの領域

に結合することが報告されている(80, 81)oまた､これら分子のうちいくつかは血Tq'TIOにおける

IL-2の発現に必要であることが示されている(82, 83)oそのうち､ NF-kBﾌｱﾐﾘ-は､ p65,

cてel, RelB, plO5/p50, plOO/p52の5つのﾒﾝﾊﾞ-から構成され,これらの-ﾃﾛもしくはﾎﾓ

2量体により､ NFl娼複合体が形成される. NF-KBﾌｱﾐﾘ-のp50は未刺激丁細胞のIL-2

ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-上でﾎﾓ2量体を形成しているが､ T細胞の活性化に伴い転写活性化ﾄﾞﾒｲﾝを

持っp65との-ﾃﾛ2量体-置換される(84).また､抗cD2抗体や抗CD28抗体で剃激した

T細胞では抗cD3抗体で刺激した細胞よりもp65の核-の局在が認められ(85, 86)､ｸﾛﾏﾁ

ﾝ再構築因子をIL-2ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-にﾘｸjﾚ-ﾄすることが知られている(87)o 59.32抗体共存下

に抗原刺激した場合､抗CD3抗体および抗CD28抗体で認められるようなIL-2 mRNAの持

続的な転写および安定化を誘導していた(図24)｡それゆえに､抗CD28抗体による刺激と同

様､ p65の核内-の長期の局在が､ m-2ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-領域にｸﾛﾏﾁﾝ再構築因子含む転写

促進因子の局在を助長し､結呆､ Ⅰﾚ2の持続的な転写に至っているのかもしれない｡

5-7 59.32抗体およびⅠ.11抗体q2 h vl'T^0における検討

59.32抗体およびⅠ.11抗体は免疫抑制性cD4T細胞の抑制機能を解除することや若齢
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cD4+cD25~T細胞の増殖を増強することから､血T4'moにおいてさまざまな免疫応答を強化する

ことができることが考えられる｡ 4-11で述べたように､ CFAｱｼﾞｭﾊﾞﾝﾄに懸濁したOVA抗原を

若齢ﾏｳｽに免疫する際､ 59.32抗体を同時投与した場合には､免疫後7日目における所属ﾘ

ﾝﾊﾟ節丁細胞の回収率が著しく滅少した｡ CFAによる強いｱｼﾞｭﾊﾞﾝﾄ効果と59.32抗体がそ

のような細胞を除去する作用をもたらしたのかもしれない｡それゆえに､他の弱いｱｼﾞｭﾊﾞﾝﾄ

を選択することによってそのようなT細胞の回収率の低下を回避できる可能性が考えられる｡

腫癌細胞が発現する抗原は自己の抗原と非常に類似しており､腫癌に対する免疫応答が

誘導されにくいことが知られている｡この原因としてCD4+cD25+T細胞が腫療を認識する抗腫

療ｴﾌｪｸﾀ-T細胞の活性化および分化を抑制し､腫療細胞に対する免疫寛容を誘導して

いることが挙げられる｡たとえば､ cD4+cD25十丁細胞を除去した牌細胞を同系ﾇ-ﾄﾞﾏｳｽに移

入し､その後同系ﾏｳｽ由来の自己の腫癌を按種した場合､そのﾏｳｽは鹿癌の拡大を抑え,

1ｹ月以内にその腫癌を完全に拒絶する｡それに対して､ CD4+cD25+T細胞を除去せずに全

牌細胞を移入した後､自家腫疲の按種を行うと､腫療の侵攻により40日以内にほとんどのﾏｳ

ｽが死に至る(5).また､血Tq'voにおいてCD4+cD25+T細胞数を減少させる抗cD25単ｸﾛ-

ﾝ抗体の投与もまた腫癌に対する効率的な免疫応答を誘導する(5, 88)｡更に､このような免疫

抑制性cD4T細胞の数の制御に加え､その抑制機能を解除するような抗体もまた､腫癌に対

する免疫応答を効率的に括性化する(89)｡ 59.32抗体およびⅠ.11抗体は､ CD4+cD25+T細胞

の抑制機能を解除し､且つCD4+cD25~T細胞の増殖を増強することから､両抗体は免疫抑制

性CD4T細胞の抑制機能解除によって効率的な腫療特異的免疫応答を惹起できる可能性が

ある｡

このような自家腫療に対する免疫応答のみならず､ CD4+cD25+T細胞を除去させることによ

り､病原体に対する効率的な免疫応答を惹起させる試みがなされている｡たとえば､ﾏｳｽﾘ-

ｼｭﾏﾆｱ感染では､ CD4+cD25+T細胞がﾘ-ｼｭﾏﾆｱ感染局所における慢性感染および

ﾒﾓﾘ-T細胞を推持するのに必要であることが報告されている(90)｡また,ﾘ-ｼｭﾏﾆｱの再

燃には環境因子や加齢によりCD4+cD25+T細胞とｴﾌｪｸﾀ-T細胞のﾊﾞﾗﾝｽの破綻が関

与し､免疫抑制性cD4T細胞の増却や機能克進が関与していることが示唆されている(91)｡ﾏ

ｳｽﾏﾗﾘｱ感染ﾓﾃﾞﾙでは､ CD4+cD25+T細胞を除去する作用のある抗CD25抗体をﾏﾗﾘ

ｱ感染前に投与した場合､ﾏﾗﾘｱ原虫(plasmodium yoelii)により引き起こされる致死的な感

染の拡大を回避し､感染したﾏﾗﾘｱ原虫を完全に排除できることが示されている(6)｡ HSV

(herpes simplex v血s)感染においては､ CD4+cD25+T細胞を除去することはｳｲﾙｽに対する

cD8T細胞応答の増強につながることが示されている(92)｡このように､ CD4+cD25+T紳胞の除

去はこれらの感染症に対する抵抗性を強化する｡ 59.32抗体およびⅠ.11抗体が上記の感染症

に対する免疫応答を強化できるかどうかを検討することにより､ CD4+cD25+T細胞の数の制御

だけではなく､機能的制御もまた感染症に対する有効な治療法であると証明できるであろう｡

cD4+cD25+T細胞を除去する作用のある､あるいはその抑制機能を解除する抗体が､ 1b

,1･voにおいて抗原特異的なT細胞の活性化を誘導するのに対して､ T細胞を活性化させる抗
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cD28抗体の投与は逆に末梢におけるT細胞死を誘導し､宿主に対する免疫応答の結果とし

て起こる移植片対宿主病(GVHD)の発症を抑制することは注目に値する(93)｡たとえば､致死

的な放射線照射を与えたBIO.BRﾏｳｽにB6ﾏｳｽ由来の骨髄および牌細胞を移植すると､

移植したT細胞が宿主の細胞を攻撃し､すべてのﾏｳｽが2ｹ月以内にGVHDを引き起こし

て死滅する｡しかしながら､ｱｺﾞﾆｽﾃｲﾂｸ抗cD28抗体を投与すると､致死的な免疫応答が

回避され,およそ60%のﾏｳｽが生存することが報告されている｡ Xueらは､このような抗c28

抗体の作用はｱﾛ抗原を認識した括性化丁細胞に対して抗cD28抗体がｱﾎﾟﾄ-ｼｽを引き

起こすためであろうと解釈している(94)o 59.32抗体およびⅠ.11抗体がこのような病態に対して

ｱｺﾞﾆｽﾃｲﾂｸ抗cD28抗体と同じ作用を持つか否かは検討すべき課題であると考える｡

加齢に伴う免疫系の機能低下は感染症に対する高齢者の羅患率や死亡率の上昇を引き

起こすと考えられている｡高齢者の免疫系に認められる最も顕著な変化はﾜｸﾁﾝ効果の低

滅である.ﾋﾄに掛ﾅる研究では肺炎連鎖球菌(Streptococcus pneumoniae) ,ｲﾝﾌﾙｴﾝｻﾞ,

B型肝炎,破傷風毒素のﾜｸﾁﾝを按種した場合､それ孝れの抗原に対する抗体の産生量が

加齢と共に著しく低下することが示されている(95-98)｡このような間題点から､免疫機能の低

下を改善するさまざまな試みがなされている｡たとえば, cD43分子はT細胞の細胞膜上に発

現されている主な糖ﾀﾝﾊﾟｸ質であるが､このﾀﾝﾊﾟｸ質の糖鎖を切断することはT細胞の応

答性の改善につながると考えられている(99)｡また､老齢ﾏｳｽにおいて抗CD4抗体により機

能低下したT細胞を除去すると,その後正常応答性丁細胞が新たに出現し､老齢時の免疫応

答に回復が認められると報告されている(100).また､強い副刺激作用のある4-1BB分子のｱ

ｺﾞﾆｽﾃｲﾂｸ抗体は老齢丁細胞の増殖をも強化し､低応答性を改善することが示されている

(101)｡ 59.32抗体およびⅠ.11抗体を老齢ﾏｳｽ-の単独投与､あるいは上記のいずれかの手

法と組み合わせることが､老齢時にみられる免疫系の機能低下を改善できる新たな手法につ

ながると期待される.これらは今後の大きな課題の-つである.
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図1

A,未感作ﾏｳｽの牌細胞由来cD4T細胞各分画におけるCD25分子の発現｡ CD25を発現

する細胞はCD4, CD5hi, cD45RBIo分画中に同じ割合で認められる[論文(2)から引用]｡ B,

牌細胞移入による自己免疫疾患誘導の実験系｡未感作ﾏｳｽの牌細胞よりCD25+T細胞を除

去した牌細胞群(CD25~SPと表示)を､ﾇ-ﾄﾞﾏｳｽ(無胸腺ﾏｳｽ)に移入すると､ 3ｹ月後に

はさまざまな自己免疫疾患を発症する｡ CD25~SP移入時にCD25+T細胞を共移入することに

より､自己免疫の発症は抑制される｡また､ CD25+T細胞のみを移入した場合には､自己免疫

は発症しない｡
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図2

A,抗CD4抗体と抗CD25抗体で牌細胞を染色した｡ CD4T細胞中には恒常的にCD25分子

を発現している細胞が5-10%存在している｡ B, CD4T細胞分画を抗cD3抗体と抗原捷示

細胞(APC)で刺激したときの細胞増殖を示す｡ CD4+cD25~T細胞(CD25~と表示)は抗CD3抗

体で刺激することにより活発に増殖するが､ CD4+cD25+T細胞(CD25十と表示)は同様な刺激

に対して不応答性を示す｡ -定のCD25て細胞数に対してCD25+T細胞をいろいろな割合で

混合した場合､ CD25+ T細胞数に依存して､ CD25~T細胞の増殖が抑制される｡同様に､ CD8

T細胞の括性化もCD25+ T細胞の共存により抑制される｡
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図3

A,若齢cD4十cD25~T細胞および老齢cD4+cD25~T細胞をRhodamine123(R123)と抗cDIO3

抗体で二重染色した｡ R123IocDlα㌻ T細胞およびR123】ocDIO3+ T細胞が老齢時に著しく増

加している｡ B, CD4 T細胞の加齢変化をまとめた｡ CD4+cD25-T細胞は加齢と共に著しい低

応答性に陥るのみならず､免疫抑制能を獲得する｡老齢cD4+cD25-T細胞はR123とCDIO3

を用いて､機能的細胞亜集団に分類される｡
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図4

CD45分子の選択的ｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞによる多様なｱｲｿﾌｵ-ﾑの形成｡ A, B, Cはそれぞれｴ

ｸｿﾝ4, 5, 6がｺ-ﾄﾞする領域の名称を表している｡たとえば､ｴｸｿﾝBを持つ-cD45のｱｲ

ｿﾌｵ-ﾑはCD45RBと呼ばれ､いずれのｴｸｿﾝも持たないｱｲｿﾌｵ-ﾑはCD45RBと呼ば

れる｡ ABCｴｸｿﾝは､ 0一結合型糖鎖の修飾を受け､細胞の発生段階および分化段階に応じ

て選択される｡
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図5

TCR近傍におけるCD45分子の役割｡ csk (carboxylerminal Src kinase)分子とCD45分子に

より､ Lck分子は不活性化状態およびﾌﾟﾗｲﾑ状態(Lckの活性化が起こり易い状態)で平衡

化している｡ T細胞がTCRを介してﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ/MHC複合体を認識すると､ TCRの補助ﾚｾﾌﾟﾀ

- (cD4/CD8)およびその細胞内ﾄﾞﾒｲﾝに会合しているLckが､ TCR複合体-ﾘｸﾙ-ﾄされ

る｡このときLckがﾌﾟﾗｲﾑ状態でなければ､活性化に至るﾁﾛｼﾝ残基のﾘﾝ酸化(Y394)を

受けることができず､ TCR下流のｼｸﾞﾅﾙ伝達を括性化できない｡ CD45分子はLck分子の負

の調節部位にあるﾁﾛｼﾝ残基を脱ﾘﾝ酸化することにより､ Lck分子の活性化を促し､結果と

してTCRｼｸﾞﾅﾙ経路を正に制御するように働いている｡
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図6

ｻｲﾄｶｲﾝ受容体近傍におけるCD45分子の役割｡ｻｲﾄｶｲﾝがその受容体に結合すると､

JAKsがﾘﾝ酸化される｡ﾘﾝ酸化JAKsは転写因子であるSTATsをﾘﾝ酸化し､細胞増殖や細

胞分化に関わる遺伝子の転写を促進する｡ CD45分子はﾘﾝ酸化JAKsを脱ﾘﾝ酸化すること

により､ JAK-STAT経路を負に制御している｡

44



A

碕
,r<J

誉盲
,1 oO

''t2蔓
王
5E
■ l

B

80

60

0

碕
,r<J

誉盲60

壷豊40
冒20
(り
I l

0 0.01 0.1 1 10

59.32 (pg/m[)

0 0.01 0.1 1 10

I,1 1 (LLg/mJ)

図7

AおよびB,若齢CD4+CD25~T細胞(○) ､老齢cD4+cD25~T細胞(●)､ 1:1で混合した両細

胞(□)を､ 59.32抗体もしくはⅠ.11抗体存在･非存在下にAPCと抗cD3抗体で刺激した｡横

軸に抗体量を示す｡刺激から2日後の細胞増殖をﾁﾐｼﾞﾝの取り込みにより測定した｡
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図8

若齢および老齢ﾏｳｽから調製した牌細胞を抗CD4抗体と59.32抗体もしくはⅠ.11抗体で染

色した｡ﾄﾞｯﾄﾌﾟﾛﾂﾄ中の垂直線はCD4陽性の境界､水平線は59.32およびⅠ.11陽性の境界

を示している｡
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図9

著齢cD4+cD25T細胞由来のﾀﾝﾊﾟｸ質を59.32抗体あるいはⅠ.11抗体で免疫沈降(IP)し,

非遼元状態でSDS電気泳動を行った｡その後､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体と二次抗体でｲﾑ

ﾉﾌﾟﾛｯﾄ(Blot)を行った｡

47



NRK CD45RO･NRK

Ml19･3･4･HL･2 +

59.32 ■ ■.rL

rin
lT1

l

l

l

l

l

(

l

I

I

l

■

l

I

1

1

1

1

1

1

1

1

t

l

l

l

図10

CD45RO強制発現細胞(cD45RO-NRK)とNRK細胞を各抗cD45抗体(30-Fll,

Ml/9.3.4.HL.2, 59.32, Ⅰ.11)で染色した｡各抗cD45抗体の染色結果は実線で示し､二次抗

体のみの染色は点線で示す｡
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COS7-C D45RO

図11

CD45ROおよびCD45RBの-過的強制発現細胞(cos7細胞)を59.32抗体およびⅠ.11抗体

と二次抗体で染色した(実線) ｡二次抗体のみの染色は点線で示す｡
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図12

ﾋｽﾄｸﾞﾗﾑ上部に示した抗CD45抗体[59.32 (100 LLg/ml), Ⅰ.11 (100 pg/ml), 30-Fll(10

Llg/ml), Ml/9･3･4･=L･2 (25%培養上清)]で若齢cD4÷cD25~T細胞を37℃, 60分間培養し,

その後3回洗浄を行い､これを前処理とした｡その後､ﾋｽﾄｸﾞﾗﾑ下部に示す抗CD45抗体と

二次抗体でこの細胞を染色した(太線) ｡抗体による前処理を行なわずにﾋｽﾄｸﾞﾗﾑ下部に示

す抗CD45抗体と二次抗体で染色した細胞は細線で示す｡二次抗体のみの染色結果は点線

で示す｡
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図13

CD45ROの部分的領域を欠損させたｺﾝｽﾄﾗｸﾄを作製した｡各ｺﾝｽﾄﾗｸﾄの-過的強制

発現細胞(cos7細胞)を各抗cD45抗体(59.32抗体, I.11抗体, Ml/9.3.4.HL.2, 30-Fll)

で染色した｡ △2.5, △3, △3.1, △9, △10はMl/9.3.4.HL.2および30-Fllで認識され､

59.32抗体およびⅠ.11抗体はこのうち△3.1以外の4つの強制発現細胞を認識した｡ (SS :ｼ

ｸﾞﾅﾙｼ-ｸｴﾝｽ､ Cys-rich :ｼｽﾃｲﾝﾘｯﾁ領域､ FN :ﾌｲﾌﾞﾛﾈｸﾁﾝⅠⅠⅠ型ﾓﾁ-ﾌ領

域､ TM :ﾄﾗﾝｽﾒﾝﾌﾞﾗﾝ領域)
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図14

cD45RO細胞外ﾄﾞﾒｲﾝの強制発現株(CD45RO-NRK) ､ CD45RO部分的領域欠損株( △ 3,

A3.1)を各抗CD45抗体(30-Fll, Ml/9.3.4.HL.2, 59.32, Ⅰ.11)と二次抗体で染色した(実線)o

二次抗体のみの染色は点線で示す｡
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-定細胞数の若齢cD4+cD25~T細胞(1 × 104細胞/ｳｪﾙ)と横軸に示した細胞数の老齢

CD4+cD25-T細胞を混合し､抗cD3抗体､ APC､各抗cD45抗体[■:59,32(1.5 LLg/ml) ; △:

30-Fll (1.5 pg/mi); ●:Ml/9.3.4･HL.2 (500/.培養上清); ○:抗cD45抗体なし;]で培養した.

刺激から2日後に細胞増殖を測定した｡
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図16

各抗CD45抗体存在[培養上清(50%) ] ･非存在(No Ab)下に若齢cD4+cD25~T細胞(■) ､

1:1で混合した若齢および老齢cD4+cD25~T細胞(□)を､抗cD3抗体とAPCを用いて刺激

した｡ 2日後に細胞増殖を測定した｡現在入手可能な抗CD45抗体のうちいくつかは､応答細

胞の増殖に対して阻害的な作用を示した｡また､ 59.32抗体およびⅠ.11抗体を除く､いずれの

抗CD45抗体にも老齢cD4+cD25~T細胞の抑制機能を解除する作用は認められなかった｡
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図17

A,若齢cD4+cD25~T細胞(1 × 104細胞/ｳｪﾙ)と老齢cD4+cD25~T細胞を1: 1で混合し､

APC(1×104細胞/ｳｪﾙ)､抗CD3抗体(5%培養上清)､ 59.32抗体(1.5岬/ml)､他の抗

CD45抗体[MB4B4(○)あるいはMl/9.3.4.HL.2(●) ]で培養した｡若齢,老齢cD4+cD25て

細胞を1:1で混合し､ 59.32抗体存在(□) ･非存在(+)下にAPC､抗CD3抗体で刺激した.

縦軸は細胞増殖､横軸はﾊｲﾌﾞﾘﾄﾞ-ﾏ(MB4B4, Ml/9.3.4.HL:2)由来の培養上清の添加割
/

合を示している. B, 59.32抗体の代わりにⅠ.11抗体(1.5 pg/ml)を用いた結果を示すo
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若齢CD4+cD25-T細胞を59,32抗体(100 pg/ml)共存(●) ･非共存(○)下にAPC､抗CD3

抗体で培養した｡縦軸は細胞増殖,横軸は抗CD3抗体の添加割合を示しているo抗原剃激

に用いる抗CD3抗体の濃度が低い場合に臥59.32抗体は若齢cD4･cD25-T細胞の増殖を

増強する｡
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A, 59.32抗体で前処理した老齢CD4+cD25~T細胞払(Tx)と表記]あるいは59.32抗体で前処

理していない老齢cD4+cD25て細胞(Aと表記)を若齢cD4+cD25~T細胞(応答細胞)と混合

し､抗cD3抗体､ APCで刺激した. 59.32抗体(100 LLg/mi)共存下に老齢cD4+cD25-T細胞

を37℃, 60分間培養し,その後3回洗浄を行い､これを前処理とした｡縦軸は応答細胞単独

の増殖に対する相対増殖量を示している(n = 6)o AとA(Tx)は統計的に有意であった(pく

0･002)o B,若齢cD4+cD25-T細胞(y)あるいはAPCを59.32抗体(10 LLg/ml)で前処理(以

下Txと表記)し､次のような組み合わせで混合した後､抗cD3抗体を用いて刺激した(None

と表記)｡[黒塗り四角:YとAPC;白抜き四角:yとAPC(Tx);点線四角:y(Tx)とAPC;

斜線四角: y(Tx)とAPC(Tx)]｡また､各組み合わせに対し､老齢cD4÷cD25-T細胞の共存

(Aと表記)下に抗CD3抗体で刺激した｡
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A,ﾗｯﾄ牌細胞を59.32抗体と適切な二次抗体で染色した(太線) o二次抗体のみの染色を紳

線で示す｡ﾗｯﾄ牌細胞は59.32抗体で染色されなかった｡ B,ﾗｯﾄ牌細胞(Ra土と表示)､ B6

ﾏｳｽ由来の老齢CD4+cD25-T細胞(Aと表示) , 1:1で混合した両細胞を､ 59･32抗体存在

(白抜き四角) ･非存在(黒塗り四角)下にConAで刺激した｡ Rat牌細胞の増殖は,ﾏｳｽ老齢

cD4+cD25-T細胞の共存により抑制される｡ここに､ 59.32抗体を共存させておくと､その増殖

抑制が解除された｡

58



A

抗ﾗﾂHgG(H+L)抗体

C

義30

買喜20
^;,1 e

宗ｴ10
■■■H

工
【り
I l

宍

抗ﾗﾂﾄFc特異的抗体

B

#
柴
繋

0.01 1

抗体(鵬/mJ)
100
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AおよびB, B6ﾏｳｽ由来の牌細胞をⅠ.11抗体全分子(太線)とⅠ.11Fab断片(点線)で染色し

た｡二次抗体として､ﾗｯﾄIgG (H+L)仏)とﾗｯﾄFc特異的抗体(B)を用いた｡二次抗体のみの

染色は細線で示した｡ Ⅰ.11抗体もしくはⅠ.11Fabで染色した牌細胞は抗ﾗｯﾄIgG (H+L)抗体で

認識される(A)が､ Ⅰ.11Fabで染色した牌細胞はﾗｯﾄFc特異的抗体で認識されなかった｡ C,

著齢および老齢cD4+CD25~T細胞を1:1で混合し､抗cD3抗体､ APC ､ Ⅰ.11抗体(●)もしく

はⅠ.11 Fab(■)と共に培養し, 2日後細胞増殖を測定した｡ Ⅰ.11抗体, Ⅰ.11Fab非共存下にお

ける若齢cD4+cD25て細胞単独の増殖は31,028cpmであり､老齢cD4+cD25て細胞を共存

下させていた場合は3,275cpmであった｡
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若齢cD4+cD25-T細胞(Thyl.1)と老齢cD4+cD25~T細胞(Thyl.2)もしくはCD4+cD25+T紳

胞(Thy l.2)を混合し､ APC(Thyl.1)と抗CD3抗体､各cD45抗体[59.32, Ⅰ.11, 30rFll(それ

ぞれ10 LLg/ml)]で培養したo 24時間後に細胞を回収し､ Thyl.2細胞すなわち老齢

cD4+cD25-T細胞もしくはCD4+cD25+T細胞中のAnnexinV陽性細胞の割合を測定した｡若

齢cD4+cD25て細胞のｱﾎﾟﾄ-ｼｽ測定時にはThyl.2のAPCを用い､ Thyl.1細胞中の

AnnexinV陽性細胞の割合を測定した｡
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A,若齢cD4+cD25~T細胞をAPC､抗cD3抗体､抗cD45抗体[59.32, Ⅰ.11, 30十Fll(それ

ぞれ10岬/ml)]共存下で培養した｡培養開始から2, 3, 5, 7日後の細胞増殖を測定したo B,

老齢cD4+cD25~T細胞をIL-2 (10 U/ml)存在(J() ･非存在(ﾛ)下でAPC､抗cp3抗体､各

CD45抗体[59･32, Ⅰ.11, 30-Fll (それぞれ10 pg/ml)]と共に培養したo 7日後に細胞増殖を

測定した｡
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59.32抗体存在(黒塗り) ･非存在(白抜き)下に､若齢cD4+cD25~T細胞をAPC､抗CD3抗

体で刺激した｡ﾘｱﾙﾀｲﾑPCR法により､ IL-2 mRNAを測定した｡また､刺激から48時間後

のIL-2ﾀﾝﾊﾟｸ質をELISA法により測定した｡
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59.32抗体存在(黒塗り) ･非存在(自抜き)下に､若齢cD4+cD25~T細胞をAPC､抗cD3抗

体で刺激した｡図に示した培養日数において､培養上清中に含まれる各ｻｲﾄｶｲﾝのﾀﾝﾊﾟ

ｸ質量をELISA法により測定した｡
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A,若齢cD4+cD25-T細胞(CD25~と表示)､ CD4+cD25+T細胞(CD25+と表示)､ 1 : 1で混合した

両細胞を､各抗CD45抗体(1pg/ml)(黒塗り四角‥抗体なし;白抜き四角:59.32抗体;

斜線四角: Ⅰ.11抗体)共存下にAPC､抗CD3抗体で刺激した｡ B,ﾗｯﾄ牌細胞(Ratと表示)

とCD4+cD25+T細胞(CD25+と表示)を59.32抗体(1 pg/ml)存在(口) ･非存在(Il)下にConA

を用いて刺激した｡ﾗｯﾄ牌細胞はCon Aにより活発に増殖するが､ﾏｳｽCD4+cD25+T紳胞

を共存させるとその増殖は抑制される｡ここに59.32抗体を共存させた場合にはその抑制が解

除された｡
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A,若齢cD4+cD25~T細胞を59.32抗体(10LLg/ml)存在･非存在下にAPCと抗CD3抗体で

刺激した.刺激後､図に示す時間に細胞を回収し､ 1ysis buffbrで溶解した.総ﾀﾝﾊﾟｸ質を

SDS電気泳動で分離し､抗Lck抗体でﾌﾟﾛ-ﾌﾞした(n = 3)｡ B,若齢CD4+cD25~T細胞を

59.32抗体(10pg/ml)およびIL-2 (10U/ml)存在･非存在下にAPCと抗cD3抗体で刺激し､ 2

日後に細胞を回収した｡総ﾀﾝﾊﾟｸ質をSDS電気泳動し､抗pJAKl抗体､抗psTAT5抗体で

ﾌﾟﾛ-ﾌﾞした｡そのﾌﾞﾛﾂﾄから抗体を剥がし､ﾀﾝﾊﾟｸ質のﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞｺﾝﾄﾛ-ﾙとして抗

JAKl抗体および抗sTAT5抗体でﾘﾌﾟﾛ-ﾌﾞした｡ C, 59.32抗体存在･非存在下にCTLLを

IL-2(100U/ml)で刺激し､図に示した時間に細胞を回収した｡ pJAKl､ pSTAT5はBと同様に

測定した｡
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A, B6ﾏｳｽの牌細胞から調製したCD4+cD25+T細胞(n = 4)および若齢cD4+cD25~T細胞(n

= 9)のFoxP3 mRNA発現量をﾘｱﾙﾀｲﾑPCRにより測定した(pく0.001).縦軸はHprtに

対するFoxP3 mRNAの相対的な発現量を表している｡ B, CD4+cD25+T細胞を59.32抗体存

在･非存在下に抗cD3抗体, APC､ Ⅰﾚ2で刺激した｡培養開始から2日後の細胞からRNA

を回収し､ Hprtに対するFoxP3 mRNAの相対的な発現量を測定した｡
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若齢CD4+cD25~T細胞(1 × 104細胞/ｳｪﾙ, Y･と表示)､老齢cD4+cD25~T細胞(Aと表示) ､

各割合で混合した両細胞(y/Aと表示)をCD45-Ig (50 pg/ml)存在(白抜きｼﾝﾎﾞﾙ)･非存在

(黒塗りｼﾝﾎﾞﾙ)下に抗cD3抗体とAPCを用いて刺激した｡横軸は老齢cD4+cD25て細

胞数を示す｡
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A, CD45分子の細胞内領域の構造｡ RFrPαと同様に､ CD45分子も細胞内に2つのﾎｽﾌｱ

ﾀ-ｾﾞﾄﾞﾒｲﾝを有している(Dl､ D2)｡このうちN末端側ﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞﾄﾞﾒｲﾝ(Dl)にのみ,ﾎ

ｽﾌｱﾀ-ｾﾞ活性があり､ D2ﾄﾞﾒｲﾝにおいては活性中心の領域が閉じているためﾎｽﾌｱﾀ

-ｾﾞ活性がないことが示されている(61)｡ CD45細胞内ﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞﾄﾞﾒｲﾝの分子ﾓﾃﾞﾙは､

protein Data Bankの1YGUを用いてRasmolﾌﾟﾛｸﾞﾗﾑにより作製したo B,受容体型ﾁﾛｼﾝ

ﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞﾌｱﾐﾘ-における2圭体化阻幸ﾓﾃﾞﾙoﾘｶﾞﾝﾄﾞ分子の結合によって受容体型

ﾁﾛｼﾝﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞが2量体化すると,その膜直下に位置する阻害性くさび領域が相手方

のﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞﾄﾞﾒｲﾝの活性中心部位を塞いでしまう.そのため,基質分子がﾎｽﾌｱﾀ-

ｾﾞﾄﾞﾒｲﾝに結合できず,結果としてﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞ活性が阻害されるというﾓﾃﾞﾙ｡ C, Dlと

D2が強固に結合しているため､阻害性くさび額域部位が相手方Dlﾄﾞﾒｲﾝの活性中心には

結合できないとするﾓﾃﾞﾙ｡
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本研究を進めるにあたり､常に暖かい御支援を頂きました奈良先端大学大学院･動物遺

伝子機能学講座の川市正史教授に心より御礼申し上げます｡本研究の場を薦めてくださ

り､研究者としての心構えや姿勢をご教授くださいました奈良先端大学大学院･動物遺

伝子機能学講座の石田靖雅助教授に深く御礼申し上げます｡本論文を完成させるにあた

り､常に熱心に､また忍耐強くご指導くださいました国立長寿医療ｾﾝﾀ-研究所･老

化機構研究部の清水淳室長に心より御礼申し上げます｡本研究をまとめるにあたり､有

益なる御助言を頂きました国立長寿医療ｾﾝﾀ-研究所･老化機構研究部の西岡朋尚研

究貞に深く御礼申し上げます｡最後に､本研究を進めるにあたって､寛容なる理解を示

し続け､生活の面でも､精神面でも支えてくれました妻と二人の娘に深く感謝致します｡
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