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序論  
 

炎症反応は外来性病原体の感染だけではなく、自己免疫疾患や代謝
異常、腫瘍、組織破壊の結果としてもたらされる自己由来成分によっ
ても誘導されることがわかってきている。病原体の共通構造を認識す
る受容体として Toll- l ike recep tor や NOD-like receptor、C 型レクチン受
容体が既に知られている。近年、これらの受容体が自己由来成分、す
なわち、High mobi l i ty  group box 1（HMGB1）や Sap130（ smal l  nuclear  

r iboprotein の構成成分）といった核内タンパク、そして尿酸や ATP な
ど、遊離した細胞内成分を認識し、免疫系を活性化させて炎症を誘導
することが報告されている (1 -6 )。  
癌が慢性炎症の発症部位に頻繁に生じることと、免疫担当細胞が癌

組織内にしぱしば浸潤していることに基づき、癌と炎症は密接に関係
しているのではないかと 19 世紀後半から考えられていた (7 , 8 )。実際、
（ 1）慢性炎症は様々な癌の発症率を高める、（ 2）非ステロイド型抗炎
症剤は特定の癌において発症率を下げ、生存率を高める、（ 3）動物実
験モデルや臨床検体の癌組織において免疫担当細胞やケモカイン、サ
イトカインが確認される、（ 4） TNF-α や IL-1β などの炎症性サイトカ
インや、NF-κB などの炎症誘発に関わる転写因子を標的した治療法は
癌の発症率を下げ、腫瘍の成長を抑制する、（ 5）炎症細胞の移植や炎
症性サイトカインの過剰な発現は癌の発症率を高める、などが分かっ
てきている。また、癌組織に浸潤した免疫担当細胞は炎症性サイトカ
インやケモカインを産生して血管内皮細胞や線維芽細胞に働きかけ、
血管新生や組織再構築の誘導に関わっていることが分かっており、こ
のような現象は慢性炎症や創傷治癒の時によく認められるものである。 
近年、炎症性サイトカインの１つ、 In ter leukin-23（ IL-23）の発現が

癌組織では著しく上昇しており、IL-23 は腫瘍の成長促進に働くことを
Oft らが報告した (9 )。また別のグループから、腫瘍浸潤マクロファージ
における IL-23 の発現が S TAT 3 依存的であり、この IL-23 により腫瘍
浸潤 regulatory T 細胞において IL-10 産生が誘導されることが報告され
た (1 0)。しかしながら、彼らはどうして癌組織で IL-23 が高発現してお
り、それが腫瘍の成長促進に繋がるのかは明らかにはしていなかった。 

IL-23 は p19 と、 IL-12 と共通のサブユニット p40 とで構成されるヘ
テロ二量体であり (11 )、単球・マクロファージや DC といった抗原提示
細胞が Toll- l ike receptor  (TLR) l igand 刺激による活性化に伴って発現・
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分泌する炎症性サイトカインである (1 2)。その受容体もヘテロ二量体で、
IL-12 receptor  β1（ IL-12Rβ1）が p40 を、IL-23 receptor（ IL-23R）が p19

を認識し、主に活性化 T 細胞に発現する (1 3)。このようなサブユニット
及び受容体を IL-12 と共有するという構造上の共通点から、 1 型 CD4+  

ヘルパー T（ Th1）細胞を活性化し、この細胞からの IFN-γ産生を誘導す
るといった、 IL-12 と類似の生理活性を有することが予想されていた
(1 4)。IL-23p19 ノックアウトマウスを用いた解析によって、多発性硬化
症や結節性大腸炎等の自己免疫性疾患、感染防御や炎症誘発に関与す
ると考えられて (1 5-20 )。さらに、 IL-23 は抗癌免疫への関与も示唆
されており、 IL-23 の全身的な投与や、癌細胞での IL-23 の強制発現に
より担癌マウスで癌が退縮するという報告がある (2 1-23 )。一方で、前
述したように、IL-23 が癌組織で高発現しており、炎症を誘導すること
により腫瘍の成長を促進する、との報告もある。  

最近、これまでの CD4+  ヘルパー T 細胞、Th1 及び Th2 細胞に加え、
その新しいサブセット、 IL-17 産生 CD4+  helper  T（ Th17）細胞が同定
され、その naïve CD4+  T 細胞からの分化誘導には IL-6 と TGF-βが必須
であることが報告された (2 4-27 )。また、この Th17 細胞の機能維持に
IL-23 を 始 め 、 IL-1β や IL-21、 IL-22 が 必 要 、 と 考 え ら れ て い る
(2 8 ,2 9,3 0 , 31 )。 IL-17 は IL-17A～ F というアミノ酸配列のよく似た 6 種
類のタンパク質から構成される炎症性サイトカインファミリーである
が、中でも IL-17A/F は活性化 CD4+ T 細胞からのみ分泌されるサイトカ
インである。 IL-17A/F は好中球の分化誘導や細胞増殖、血管上皮細胞
への血管新生、線維芽細胞の増殖などに働き、慢性炎症や自己免疫性
疾患と関与するとされている (32)。このような活性をもつことから、
IL-17 も癌との関わりが示唆されている。移植癌モデル実験において免
疫能の低下したマウスを用いた論文では、癌細胞に IL-17 を強制発現さ
せると、血管新生や matr ix metal lopro tease の発現が腫瘍組織に誘導さ
れ、 IL-17 が腫瘍の成長促進に働くと報告された (33 )。同様に、MB49

膀胱癌細胞の移植モデルでは、 IL-17 あるいは IL-17 receptor ノックア
ウトマウスを用いると腫瘍の成長が抑制され、 IL-17 は S TAT 3 依存的
に IL-6 や VEGF を誘導することによって、炎症や血管新生を誘導して
腫瘍の成長を促進すると報告されている (34 )。一方で、免疫能の正常な
マウスを用いた移植癌モデル実験の系では、癌細胞に IL-17 を強制発現
させると癌の成長が抑制され、この作用は CTL 依存的であることが報
告されている (35 )。さらに MC38 大腸癌細胞や B16F10 メラノーマ細胞
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の系では、IL-17 ノックアウトマウスで移植した癌の成長が促進すると
報告されている (3 6 ,3 7 )。このように、 IL-17 は用いる実験系によって、
癌に対して促進作用を、一方で抑制作用を示すと両方の報告があるが、
おそらく免疫担当細胞に働くと抗腫瘍効果をもたらし、血管内皮細胞
や線維芽細胞などの免疫系以外の細胞に働くと腫瘍の成長促進に繋が
るのであろうと考えられている (3 8)。  

当研究室では、肺癌細胞の培養上清が、 Toll- l ike receptor  (TLR)リガ
ンドで活性化したマクロファージ・DC における IL-23p19 遺伝子の転
写を増強する活性を有することを見出した。この培養上清中の増強因
子を同定し、その機能を解析するために、私はヒト IL-23p19 遺伝子 5’
上流領域をルシフェラーゼ遺伝子に連結したレポーター遺伝子アッセ
イ系を、 J774.1 細胞株を用いて構築した。このアッセイ系により当研
究室において、乳酸が TLR シグナルにより誘導される IL-23p19 遺伝子
の発現を増強する活性を有することを発見した (3 9)。  
正常細胞は細胞質内の解糖系によりグルコースをピルビン酸に代謝

し、ミトコンドリア内のクエン酸回路・電子伝達系において酸素依存
的に CO2 と H2 O に代謝することで AT P を生産する。一方で、細胞は嫌
気的条件下において、乳酸脱水素酵素（ Lactate dehydrogenase、 LDH）
によりピルビン酸から乳酸を生成する乳酸発酵により、NADH を NAD+

を 変 換 す る こ と に よ り AT P を 生 産 す る 。 乳 酸 は monocarboxylat e  

t ranspor ters（MCTs）を介して、プロトン依存的に細胞内外を双方向性
に輸送される (40 )。癌細胞は好気的条件下であっても、解糖系の恒常的
な活性化と TCA サイクルの抑制によって乳酸を分泌することが知られ
ており、この現象は“Warburg Effect”と呼ばれている (4 1 )。これまでの
研究により“Warburg eff ect”に関わる分子機構は説明されてきている。
Glucose t ranspor ter（ GLUT） 1 の発現は hypoxia- inducible factor（HIF）
-1α や Akt により調節されている。グルコースをグルコース -6-リン酸
に変換する反応を触媒する酵素、 Hexokinase I I の発現は p53 により負
に調節されており、 p53 の機能欠損によりその発現は上昇する。また
c-Myc の恒常的な活性化により LDH-A の発現が上昇する。一般的に、
癌細胞では p53 の機能欠損や c-Myc の恒常的な活性化はよく見られる
ものであり、“Warburg  e ffect”は癌細胞に共通的な表現型と考えられて
いる。過去の報告から、頭頸部癌や子宮頸部癌において乳酸は癌細胞
の転移や担癌患者予後の悪化との関連性が言われている (42 -4 6)。また
他のグループから癌細胞由来の乳酸が、樹状細胞の機能に影響を与え、
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CD8+  T 細胞の増殖と細胞障害活性を抑制することが報告されている
(4 7 ,4 8)。これらのことから、乳酸は嫌気的条件下の解糖系における単
なる代謝最終産物であるだけではなく、免疫調節因子としても働き得
ると考えられる。  

最近、当研究室において、乳酸が、OT- II トランジェニックマウス脾
細胞において TLR リガンド存在下で抗原刺激により誘導される IL-17
産生を IL-23 依存的に増強するという現象を発見した (39 )。さらに、乳
酸は TLR リガンド非存在下で抗原刺激依存的な IL-17 産生を IL-23 依
存的に増強するという興味深い現象も見いだした。このことから私は、
癌由来抗原による刺激を受けたマクロファージ・DC に、癌細胞由来の
乳酸が癌局所で働き、これらの細胞からの IL-23 の分泌を増強すること
により、 IL-17 産生をより促進するという仮説を考えていた。  

第１章では癌細胞由来の因子、乳酸による IL-23p19 のプロモーター
活性を増強する作用機序について、今回構築したアッセイ系を用いて
明らかにした事象について報告する。第２章では、乳酸が、抗原依存
的な IL-17 産生の増強に働く過程で、 IL-23 依存的な経路に作用するだ
けではなく、IL-23 非依存的な経路にも作用するといった非常に興味深
い証拠が得られたので、報告する。  
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第１章  
 

癌細胞由来免疫調節因子、乳酸の  
I L - 2 3p 1 9 遺伝子プロモーター活性への  

増強作用の解析
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１ -１．はじめに  
 

当研究室において、肺癌細胞株の培養上清が IL-23p19 遺伝子の TLR
リガンド刺激依存的な発現を増強することを見出した。その増強因子
を探索し、作用機構を明らかにするため、私は J774.1 細胞株にて、ヒ
ト IL-23p19 遺伝子プロモーター領域をもつレポーター遺伝子アッセイ
系を構築した。このアッセイ系を用いて培養上清中の増強因子を探索
した結果、当研究室で、乳酸が IL-23p19 遺伝子の発現を増強すること
を発見した。私は、乳酸が TLR リガンド刺激依存的な IL-23p19 遺伝子
発現を増強するのに関与するシグナル経路を、レポーター遺伝子アッ
セイ系を用いて解析した。第 1 章では、この研究により得られた成果
と、そこから私が考察した事柄について以下に報告する。  
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１ -２ .  実験材料及び方法  
 

細胞株及び細胞培養  
マウスマクロファージ細胞株 J774.1（ RCB0434）は理化学研究所、バ

イオリソースセンター・細胞バンクより購入し用いた。ヒト肺腺癌由
来癌細胞株、CADO-LC10 は大阪府立成人病センター、呼吸器外科、児
玉憲博士より供与して頂いた (4 9)。  
ヒト肺腺癌由来細胞株 CADO-LC10 は高グルコース（ 4.5 mg/ml）含有

DMEM 培地を用いて培養した。マウスマクロファージ細胞株 J774.1 は、
10%非働化 FCS、 100 U/ml penici l l in 及び 100 µg/ml st reptomycin を添加
した RPMI1640 培地で培養した。細胞培養は全て、 5% CO2、 37℃の条
件にて行った。  
 
試薬及び抗体  

L- lact ic  acid は Sigma 社から購入したものを用いた。 TLR2 リガンド
として、 St reptococcus aureus 由来 pep t idoglycan (PGN)は sigma-aldr ich
社より購入し用いた。  
 

レポーター遺伝子コンストラクトの構築、ならびに J774.1 安定発現株
の樹立  
（ 1）IL-23p19 遺伝子 5’上流領域のクローニング、及びその領域を有す
るレポーター遺伝子コンストラクト  
ヒト IL-23p19 遺伝子 5’上流領域において、翻訳開始点から -6654bp

に位置する Sac I サイトまでの領域、長さ 6.7kbp の DNA 断片を、 PCR
法を用いて増幅した。この 6.7kbp のクローニングには BAC クローン、
RP11-348M3（Accession No.  AC025574）を PCR のテンプレートとし、
PCR pr imer は次に挙げた配列のものを用いた。なお、各塩基配列にお
いて、大文字は遺伝子由来の配列を、小文字は末端に付加した配列を、
下線部は用いた制限酵素認識配列を、括弧内は付加した配列を認識す
る制限酵素を示している。  

 

ヒト  IL-23 p19 上流領域  6 .7kbp 
5’-  accatggTTTTGCCTTCTTCTCAA AT CTGGCT -3’  (Bgl  I I )  
5’ -  aagatctCG AT TCT CCTGCCTCAGCCTTCC -3’  (Nco I )  
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得られた PCR 産物を pGL3 promoter  vector  (Promega 社 )の Sac I 及び
Nco I サイトにサブクローニングし、これを p19-5’  6 .7k luc vector とし
た。この p19-5’  luc vector を、制限酵素 Sac I 及び Xma I サイトにて切
断 し 、 T4 DNA polymerase を 用 い て 末 端 平 滑 処 理 を 施 し た 後 、
self - l igat ion を 行 い 、 p19-5’  2 .7k luc vector と し た 。 さ ら に 、
pGKEM7-neoW vector より得られた PGK（ phosphoglycerate kinase）プ
ロモーター依存的に発現する neomycin 耐性遺伝子を含む DNA 断片を、
制限酵素 Xho I 及び Bam HI サイトを用いて p19-5’  2 .7k luc vector に挿
入し、 p19-5’  2 .7k luc neo vector を作製した。  
 

（ 2）転写因子結合配列を有するレポーター遺伝子コンストラクト  
TLR シグナル経路下流の主要な転写因子、NF-κB の活性化について

調べるため、次のようなプラスミドを作製した。以下に示すような標
準的な NF-κB 結合配列を 2 個有する合成オリゴヌクレオチドをアニー
リングして Xho I， Sac I I と同じ突出末端をもつ DNA 断片を作製した。 

 

NF-κB 結合配列（下線部）をもつ合成オリゴヌクレオチドの配列  
5’ -TCGAGAAATGGGGACTTTCCGCTGGGGACTTTCCGCAAACCG-3’  
5’ -GGTTTGCGGAAAGTCCCCAGCGGAAAGTCCCCATTTC-3’  

※このオリゴヌクレオチドをアニーリングさせると、 5’突出末端
TCGA と、 3’突出末端 G を有する二本鎖 DNA が出来上がり、それ
ぞれを制限酵素サイト Xho I、 Sac I I とライゲーションすることが
可能になる。  
 

この NF-kB 結合配列を含む断片と、pNF-κB-luc vector（ Stratagene 社）
由来のミニマルプロモーターを含む Sac I I と Nco I サイトで挟まれた
DNA 断片とともに、pGL3 promoter  vector の Xho I、Nco I サイトに挿入
し、 pGL3 2κB-luc vector とした。さらに、この pGL3 2κB-luc vector に
も前述の p19-5’  2 .7k luc vector と同様に neomycin 耐性遺伝子を含む断
片を挿入し、 pGL3-2κB neo vector を作製した。  
また NF-κB 以外に、 TLR シグナル経路下流で標的遺伝子の転写制御

に関わる経路、MAP kinase（MAPK）、あるいは IRF 経路の関与を調べ
るため、CRE（ cAMP-responsibl e element）、AP-1（ act ivator  protein 1）、
ISRE（ Inter feron-st imulated response el ement）領域をもったコンストラ
クトを以下のように作製した。pCRE-luc、pAP-1- luc、そして pISRE-luc
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（いずれも Strat agene 社）より、タンデムに配置された転写因子結合配
列とミニマルプロモーターを含む断片を、制限酵素サイト、Sac I と Nco  
I にて pGL4.17 vector（ Promega 社）に挿入し、それぞれを pGL4 CRE luc  
neo vector、 pGL4 AP1 luc neo vector、そして pGL4 ISRE luc neo vector
とし作製した。  
 

（ 3） J774.1 安定発現株の樹立  
これらのプラスミドを以下の方法で J774.1 細胞株に遺伝子導入する

こ と に よ り 安 定 発 現 株 を 樹 立 し た 。 p19-5’  6 .7k luc vector と
pGKEM7-neoW vector とを二つ併せて、あるいは p19-5’  2 .7k luc neo  
vector、pGL3-2κB neo vector、pGL4 CRE luc neo vector、pGL4  AP1 luc neo  
vector、そして pGL4 ISRE luc neo vector はそれぞれ単独で、 J774.1 細
胞株に Fugene 6（Roche 社）あるいは Fugene HD を用いて遺伝子導入
した。この J774.1 細胞を遺伝子導入 48 時間後に、 G418 200  µg/ml に
て選択することにより安定発現株を樹立した。  
 

ルシフェラーゼアッセイ  
前述の方法により樹立した J771.1 安定発現株を 0.5 ~ 1×10 5  cel ls/wel l

にて 96 穴アッセイプレートに播種し、 PGN 10 µg/ml、あるいは PGN
と 15 mM 乳酸にて 24 時間刺激した。刺激後に細胞を Glo lysis bu ffer
（ Promega 社）を用いて溶解し、溶解液中のルシフェラーゼ活性を検出
するために、次のようにして Bright- Glo luciferase assay system を用い
て検出した。この細胞溶解液 10 µ l と、同量の Bright- Glo reagent を白
色 96 ウェルアッセイプレート上にて混合し、Mithras LB940  マルチモ
ードプレートリーダーを用いて、ルシフェラーゼによる発光を 1 秒 /サ
ンプルにて測定した。  
 

統計学的解析  
サイトカイン産生量並びに遺伝子発現量の測定により得られたデー

タは全て、 t r ipl icate の mean value ±  S .D.にてグラフに示した。有意差
検定は Student’ s t  te st にて行った。全ての提示したデータは、少なくと
も 2 回の独立した実験の内、一方の結果を示している。  
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１ -３．結果  
 

1-3-1.  ヒト IL-23p19 遺伝子上流領域のクローニングとレポーター遺
伝子アッセイ系の構築  

To l l - l ike receptor（ TLR）リガンド刺激により単球やマクロファージ、
樹状細胞では IL-23p19 遺伝子の転写が誘導される。当研究室では、肺
癌細胞株の培養上清がヒト IL-23p19 遺伝子の転写活性を増強すること
を見出していた。そこで、ヒト IL-23p19 遺伝子の 5’上流領域に、培養
上清中の因子からのシグナルに応答する DNAエレメントが存在すると
考え、このエレメントを同定することにより増強因子からのシグナル
経路を明らかにしようと試みた。  
増強因子からのシグナルに応答する DNAエレメントの同定を目的と

したレポーター遺伝子アッセイ系を構築するために、ヒト IL-23p19 遺
伝子 5’上流領域をクローニングし、この領域をルシフェラーゼ遺伝子
に繋いだコンストラクトを作製した（図 1-3-1．）。ヒトあるいはマウス
由来の単球・マクロファージ系細胞株を数種類用い、肺癌細胞株の培
養上清に対する応答を調べた結果、ヒト由来では THP-1と MonoMac 6、
そしてマウス由来では R AW264 と J774.1 細胞株が培養上清に応答し、
TLR リガンド刺激により誘導される I L-23p19 遺伝子の転写活性が上昇
した。これら 4 つの細胞株のうち、IL-23 産生量が増強したのは、J774.1
細胞株のみであった。このことから、前述のコンストラクトを有する
プラスミドを J774.1 細胞株に遺伝子導入し、安定発現株を作製した。
この安定発現株は TLR リガンドである PGN による刺激に応答して、ル
シフェラーゼ活性が上昇した（図 1-3-2．左図）。  
 

1-3-2.  J774.1レポーター遺伝子アッセイ系による肺癌細胞株培養上清
中の増強因子、乳酸の同定  

共同研究者が、この J774.1 細胞を用いたヒト IL-23p19 遺伝子プロモ
ーター領域をもつレポーター遺伝子アッセイ系により、培養上清中の
増強因子を同定しようと試みた (3 9)。増強因子の性状について精査した
結果、増強因子は、（ 1）分子量 500 Da 以下、（ 2）加熱処理耐性、（ 3）
Proteinase K 処理耐性、（ 4）培地中のグルコース濃度の上昇に応じて培
養上清の活性が上昇したこと、（ 5）細胞外 pH 依存的な増強作用、を有
することがわかった。これらの事実より増強因子の候補として乳酸が
示唆されたため、精製標品を用いると、乳酸は TLR リガンド刺激によ
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る IL-23p19 のプロモーター活性を増強した（図 1-3-2.  左図）だけでは
なく、生細胞における IL-23p19 の遺伝子発現も増強した。また、siRNA
や阻害剤により肺癌細胞株の LDH 活性を抑制すると、その細胞の培養
上清では増強活性がほぼ消失し、このことは、癌細胞由来の乳酸が増
強因子をであることを支持している。  
 

1-3-3.  乳酸は TLR リガンド刺激による NF-κB の活性化には影響を及
ぼさない  

TLR シグナル経路では、TLR のアダプター分子である MyD88 を介し
て NF-κB が主に活性化し、 TLR シグナルの標的遺伝子である炎症性サ
イトカインの転写が誘導される。また、転写因子結合配列予測プログ
ラ ム 、 TFSEARCH を 利 用 し た T RANS FAC デ ー タ ベ ー ス (50)
（ ht tp: / /ww w.rwcp.o r. jp/papia/）を用いて転写因子結合配列を検索した
ところ、４つの NF-κB 結合サイトが、この 5’上流領域 2.7kbp 内に存在
すると予想され、IL-23p19遺伝子の転写に働くと考えられた（図 1-3-1．）。
この TLR シグナル下流の主な転写因子、NF-κB が乳酸の増強作用に関
わるかどうかを調べるために、典型的な NF-κB 結合配列を 2 つもつレ
ポーター遺伝子コンストラクトを、 J774.1 細胞株に導入し、安定発現
株 J774.1 2κB luc を樹立した（図 1-3- 2.  右図）。この細胞株を PGN、あ
るいは PGN と乳酸により刺激すると、PGN 刺激に応答してルシフェラ
ーゼ活性は上昇した。乳酸単独刺激ではルシフェラーゼ活性に変化は
なく、また PGN との共刺激時では乳酸による増強効果は全く認められ
なかった（図 1-3-2．右）。この結果から、乳酸は、 TLR リガンド刺激
により誘導される NF-κB の活性化には関与しないことが示唆された。  
 

1-3-4.  乳酸は CREB、AP-1 及び I RF 非依存的に、IL-23p19 遺伝子のプ
ロモーター活性を増強する  

TLR シグナル経路下流では NF-kB 経路だけではなく、MAP kinase、
あるいは IRF（ Int er feron-responsible f actor）  経路も標的遺伝子の転写
制御に関わっており、 act ivated protein 1（ AP-1）や cAMP response  

element-biding protein（CRE B）、 inter f eron regulatory factor（ IRF）を活
性化する。そこで、これらの転写因子が乳酸による増強作用に関与す
るかどうかについて調べるため、各転写因子に対する一般的な結合配
列をもったレポーター遺伝子コンストラクトを作製した。これらのコ
ンストラクトを J774.1 細胞に遺伝子導入し、それぞれの安定発現株、
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J774.1 CRE luc、J774.1  AP-1 luc、並びに J774.1 ISRE luc を樹立し、PGN
あるいは PGN と乳酸にて刺激した（図 1-3-3．）。その結果、いずれの
細胞株も PGN 刺激に応答して、ルシフェラーゼ活性は上昇した。また
J774.1 2κB luc の場合と同様に、乳酸による増強効果は全く認められな
かった。これらの結果から、  

 

1-3-5.  乳酸からのシグナルに応答する DNA エレメントは IL-23p19 遺
伝子 5’上流領域 2.7kbp に存在する  
さらに、乳酸に応答する IL-23p19 プロモーター領域を狭めるために、

5’上流領域のより短いフラグメント p19-5’  2 .7k を有するコンストラク
ト、 p19-5’  2 .7k luc をもつ安定発現株である J774.1 p19-5’  2 .7k luc を樹
立した（図  1-3-4．）。その結果、この細胞株は PGN 刺激に対して応答
してルシフェラーゼ活性は上昇し、乳酸存在下ではさらに増強した。
このことから、乳酸からの増強シグナルに応答する DNAエレメントは、
ヒト IL-23p19 遺伝子の 5’上流領域 2.7kbp 内に存在することが確認出来
た。  
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図 1 - 3 - 1． ヒ ト I L- 2 3 p 1 9（ IL23A） 遺 伝 子 座 、 及 び そ の 5 ’上 流 領 域 、 同 遺 伝 子

由 来 5 ’上 流 領 域 を 有 す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト の 構 造 の 模 式 図  

ヒト I L- 2 3 p 1 9 遺伝子 5 ’上流領域には別の遺伝子、 U S P 5 2 遺伝子座が存在する。

翻訳開始点（ +1）はそれぞれのコンストラクトに示してある。またこの図には非

翻訳領域（□）、 I L- 2 3 p 1 9 及び U S P 5 2 遺伝子エキソンのコード領域（■）、ルシフ

ェラーゼ遺伝子（□）、S V 4 0 由来ポリ A シグナル（○ ）及び T ATA ボックス（↑ ）

が示されている。翻訳開始点から S a c  I サイトまでの領域、 6 ,6 5 4  b p をルシフェラ

ーゼ遺伝子に連結したコンストラクトを p 1 9 - 5 ’  6 .7 k  lu c とした。さらに、同じく

翻訳開始点から X ma  I サイトまでの領域、2 , 6 5 5  b p をルシフェラーゼ遺伝子に連結

したコンストラクトを p 1 9 - 5 ’  2 .7 k  lu c とした。  

また、 T RA N S FA C データベース検索より、 5 ’上流領域 2 .7 k b 上において、４つ

の N F -κB 結合サイト（▼）が翻訳開始点よりそれぞれ、（ 1） - 2 3 11  ~  - 2 3 0 2、（ 2）

- 1 2 6 1  ~  - 1 2 5 2、（ 3） - 1 0 4 9  ~  - 1 0 4 0、（ 4） - 2 5 6  ~  - 2 4 5、に位置すると予測された。  
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図 1 - 3 - 2．乳 酸 は T L R リ ガ ン ド 刺 激 に よ り 誘 導 さ れ る ヒ ト I L- 2 3 p 1 9 遺 伝 子 の

プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 増 強 す る が 、 N F-κ B の 活 性 化 に は 影 響 し な い  

J7 7 4 .1  p 1 9 - 5 ’  6 .7 k  lu c 細胞株を 1 5  m M 乳酸の存在下にて 1 0  µ g / ml  P G N で刺激し

た（左）。 4 または 8、 2 4 時間刺激した後に、この細胞におけるルシフェラーゼ活

性を測定した。また、N F -κB 結合配列を有するコンストラクトを導入した、J7 7 4 .1  

2 k B- lu c 細胞株を作製した（右）。この細胞を J7 7 4 .1  p 1 9 - 5 ’  6 .7 k  lu c 細胞株と同様

に刺激し、ルシフェラーゼ活性を検出した。各グラフに示したデータは平均値 ±標

準偏差（ n =3 )で示してある。なお、同じコンストラクトを導入した細胞株を少な

くとも 2 つ作製しており、同様の結果が得られているが、それらの内の 1 つの結

果を示した。  

J 7 7 4 .1  p 1 9 - 5 ’ 6 .7 k  lu c 細胞株ではルシフェラーゼ活性は刺激時間の長さに応じて

P G N 刺激により上昇し、この活性は乳酸存在下ではさらに増強した。一方、J7 7 4 .1  

2κB- lu c 細胞株では、P G N 刺激によりルシフェラーゼ活性は上昇するが、乳酸によ

るルシフェラーゼ活性の増強効果は認められなかった。  
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図  1 - 3 - 3 .  乳 酸 は I S R E、 C R E、 A P- 1 非 依 存 的 に 、 I L- 2 3 p 1 9 遺 伝 子 の プ ロ モ ー

タ ー 活 性 を 増 強 す る  

TL R シグナル経路下流で関わる N F -κB 以外の転写因子の関与を調べるため、

J7 7 4 .1 細胞に I S R E  lu c、 C RE  lu c、そして A P - 1  lu c それぞれを導入し、安定発現株

を作製した。前述の J7 7 4 .1  p 1 9 - 5 ’  6 .7  lu c 細胞株と同時に、これらの安定細胞株を

1 0  µ g / m l  P G N、あるいは  P G N と乳酸で刺激した。刺激してから 4、 8 そして 2 4 時

間後に、各細胞株におけるルシフェラーゼ活性を測定した。各グラフに示したデ

ータは平均値 ±標準偏差（ n =3 )で示してある。なお、同じコンストラクトを導入し

た細胞株を少なくとも 2 つ作製し、同様の結果が得られているが、それらの内の 1

つの結果を示した。  

同時に行った I L- 2 3 p 1 9 のプロモーター活性は乳酸により増強した一方、 J7 7 4 .1

安定発現株 I S RE  lu c、C R E  lu c、並びに A P - 1  lu c におけるルシフェラーゼ活性は P G N

刺激に応答し、刺激時間の長さに応じて上昇したにも関わらず、乳酸では増強し

なかった。  
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図 1 - 3 - 4． 乳 酸 か ら の シ グ ナ ル に 応 答 し 、 T L R シ グ ナ ル 増 強 に 関 わ る D N A エ

レ メ ン ト は p 1 9 - 5 ’上 流 領 域 2 .7 k 上 に 存 在 す る  

ヒト I L- 2 3 p 1 9  5 ’上流領域を 6 .7 k b p よりさらに短くしたものをルシフェラーゼ遺

伝子に繋いだコンストラクト、p 1 9 - 5 ’  2 .7 k  lu c を作製した。これを J7 7 4 .1 細胞株に

遺伝子導入し、安定発現株 J7 7 4 .1  p 1 9 - 5 ’  2 . 7 k  lu c を樹立した。 1 5  m M 乳酸の存在

下にて 1 0  µ g / ml  P G N で刺激し、2 4 時間後に、この細胞におけるルシフェラーゼ活

性を測定した。なお、グラフに示したデータは平均値 ±標準偏差（ n =3 )で示してあ

る。また同じコンストラクトを導入した細胞株を少なくとも 2 つ作製しているが、

それらの内の 1 つの結果を示した。  

J 7 7 4 .1  p 1 9 - 5 ’ 2 .7 k  lu c 細胞株におけるルシフェラーゼ活性は P G N 刺激により上

昇し、この活性は乳酸存在下ではさらに増強した。  
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１ -４．考察  
 

本研究では、乳酸からの増強シグナルに応答する DNA エレメントが
ヒト IL-23p19 遺伝子の 5’上流領域 2.7kbp 上に存在することを見出した。
また、この 5’上流領域には、４つの NF-κB 結合サイトが存在すること
が予測されたが、NF-κB シグナル経路は TLR シグナル経路の下流で重
要な働きをするにも関わらず、乳酸は、典型的な NF-κB 結合配列をも
つルシフェラーゼの活性を増強しなかった（図 1-2．右図）。従って、
乳酸からのシグナルは NF-κB シグナル経路に非依存的であると考えら
れる。また、TLR シグナル経路下流では NF-κB 以外に、CREB や AP-1、
IRF が活性化し、標的である炎症性サイトカイン遺伝子の転写を誘導す
る。これらの転写因子により誘導されるルシフェラーゼ活性は TLR リ
ガンド刺激に応答して上昇したにも関わらず、乳酸はこの活性を増強
しなかった。  

実際、MAPK 経路は乳酸からのシグナルに関与しなかった。このレ
ポーター遺伝子アッセイ系において、 TLR リガンド刺激により誘導さ
れる IL-23p19 遺伝子のプロモーター活性に対する乳酸の増強効果は、
p38 MAPK 特異的阻害剤 SB203580、ならびに Erk1/2 特異的阻害剤
PD98059 では阻害されず、これらの経路は乳酸からのシグナルに関与
しないことが示唆された（未掲載データ）。  

当研究室において、乳酸は pH 依存的に細胞内に輸送され、 IL-23p19

のプロモーター活性を増強することが確かめられた (39 )。このことから、
乳酸は細胞内に輸送されて、 IL-23p19 遺伝子の転写を増強すると考え
られる。MCT を介して細胞内に過剰に乳酸イオンが取り込まれると、
細胞内に存在するセンサー分子が乳酸を認識して活性化し、その分子
からのシグナルが直接、あるいは間接的に IL-23p19 遺伝子の転写を増
強するかもしれない。この分子からのシグナルは TLR シグナルとクロ
ストークするかもしれないが、先に述べたように乳酸は、 TLR シグナ
ル下流で標的遺伝子の転写を制御する既知の転写因子、NF-κB、CREB、
AP-1、そして IRF の活性化には影響しなかった。このことから、これ
ら以外の転写因子が TLR シグナル下流の転写因子と協調的に働いて
IL-23p19 遺伝子のプロモーター活性を増強し、その転写を促進すると
考えられる。乳酸からのシグナルに応答する DNA エレメントを追求す
るため、さらに、 p19-5’上流領域 2.7kbp を 5’末端より 200 bp ずつ短く
した領域をもつルシフェラーゼ遺伝子コンストラクトを作製し、各領
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域のプロモーター活性に対する乳酸による増強作用を調べた。その結
果、領域が短くなるのに伴い、増強作用は徐々に減少していき、乳酸
からのシグナルに応答する DNAエレメントを同定するまでに至らなか
った。これらのことから、乳酸からのシグナルによる IL-23p19 遺伝子
のプロモーター活性への増強作用はいわゆる、各転写因子群がプロモ
ーター領域上の DNAエレメントに結合することによって標的遺伝子の
転写が誘導される、といった既知の遺伝子発現調節機構には則さない
ものと考えられる。従って、乳酸からのシグナルは、遺伝子発現を制
御する他の分子機構、ヒストン H3 分子のアセチル化などに影響を与え、
クロマチンの再構築に関与する、と考えられる。  

解糖系ではグルコースはピルビン酸へと代謝される。嫌気的条件下
において細胞は、このピルビン酸を L DH により乳酸へと代謝する経路
で、NADH を NAD+へ変換するのに必要な AT P を確保する。生成され
た乳酸イオンはモノカルボン酸トランスポーター（MCT）を通じて、
プロトンと共に細胞外に排出される。つまり、MCT を介した乳酸イオ
ンの輸送は細胞膜内外における pH 勾配に依存する。乳酸は前述のよう
に解糖系の最終産物であるが、乳酸が細胞内に大量に流入した場合、
ピルビン酸から乳酸を生成する乳酸発酵経路の反応は可逆反応である
ため、化学平衡が乳酸側に傾き、流入した乳酸からピルビン酸が生成
されることが考えられる。実際に、肝細胞は糖新生の過程で、筋肉組
織で生成され血流により運ばれてきた乳酸を取り込み、ピルビン酸へ
と変換する。免疫担当細胞が、細胞外に大量の乳酸が存在する時に同
じ過程をとり、ピルビン酸を生成し得るとすれば、細胞の代謝が亢進
し、サイトカイン産生能の上昇につながるかもしれない。事実、T 細胞
は抗原刺激により活性化するために CD28 からのシグナルを必要とす
るが、このシグナルにより T 細胞において Akt が活性化し、GLUT1 の
発現を誘導する (51 -5 3)。活性化した CD8+細胞傷害性 T 細胞は IFN-γ や
perfol in、granzyme B の産生に解糖系を介して生産される AT P を要求す
る。また解糖系の阻害剤である 2-deoxyglucose は単球において LPS 刺
激により誘導される TNF-α 産生を阻害する (47 )。  

今回、構築した IL-23p19 遺伝子 5’上流領域をもつレポーター遺伝子
アッセイ系により、乳酸からのシグナルは、転写因子を介した既知の
遺伝子発現調節機構には関与せず、他の分子機構により遺伝子発現を
調節する可能性が示唆された。免疫担当細胞、特に単球・マクロファ
ージにおけるエネルギー代謝と、サイトカイン産生との間に関わる分
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子機構については今だほとんどわかっておらず、この分野を研究する
ことで、細胞外環境を認識して免疫機能を調節する新しい分子機構を
見出すことができるかもしれない。従って、今後は、乳酸が免疫担当
細胞内で働き、その免疫機能を調節する分子機構を明らかにしていき
たいと考えている。  
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第２章  
 

乳酸による IL-23 依存的・非依存的な  
IL-17A 産生増強作用  
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２ -１ .  はじめに  
 

前章で紹介した、 J774.1 細胞株におけるヒト IL-23p19 遺伝子 5’上流
領域を用いたレポーター遺伝子アッセイ系により、肺癌細胞株培養上
清中の IL-23p19 遺伝子発現への増強因子は乳酸であることが当研究室
で確かめられた。さらにこの過程で、乳酸が IL-23 依存的に、抗原刺激
により誘導される IL-17 産生を増強することが見出された。この章では、
この現象に関わる作用機序を明らかにするために行った研究により、
興味深い結果が得られたため、その成果について報告するとともに、
そこから私が考察した内容について紹介する。  
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２ ‒２．実験材料  
マウス  

C57BL/6 マウスは日本クレアから購入した。O VA 特異的 MHC クラス
I I 拘束性 TCRαβ 遺伝子トランジェニック（O T-II）マウス (54 )は W.  R.  
Heath 博士  (The Walter  and El iza Hal l  Inst i tute of  Medical  Research ,  
Parkvi l le ,  Austr al ia)  よ り 供 与 さ れ た 。 Myd88(C57BL/6)  (5 5 ) 、
Card9(C57BL/6)  ( 56 )の各遺伝子ノックアウトマウスはそれぞれ、審良静
男教授（大阪大学微生物病研究所）、斉藤隆教授（理研・免疫アレルギ
ー科学総合研究センター）より供与された。これらのマウスは全て、
大阪府立成人病センター研究所動物実験施設内の特定病原体除去領域
にて維持・管理を行った。全ての動物実験は大阪府立成人病センター
の動物実験指針、並びに同センター動物実験委員会の許可に基づいて
行われた。  
 
試薬及び抗体  

L- lact ic  acid は Sigma 社から、O VA 3 2 3 - 3 2 9 ペプチドは Bio synthesis 社
か ら 、 phorbol-12-myristate-13-aceta te (PMA) 及 び ionomycin は
Calbiochem 社 か ら 、 5(6)-carboxyf luo rescein diacetate -  N -  hydroxy 
-succinimide ester  (CFSE)  は同仁化学薬品から購入したものを用いた。
脾細胞からの免疫担当細胞の分画には抗 CD11b、抗 CD11c、抗 CD62L、
抗ビオチンの各抗体結合 microbeads、そして CD4 +  T cel l  i sol at ion ki t
を Miltenyi  Biotec 社より購入し用いた。骨髄細胞からのマクロファー
ジ あ る い は 樹 状 細 胞 の 誘 導 に は そ れ ぞ れ 、 recombinant  mouse  
macrophage colony-  st imulat ing factor  (M-CSF) 、 recombinant  mouse  
granulocyte/macrophage colony- st imula t ing factor  (GM-CSF)を Peprotech
社より購入し用いた。 IL-12p40 サブユニットを含むサイトカインの関
与を調べるため、IL-12p40 homodimer を Biolegend 社より、IL-12p70 及
び IL-23 を Peprotech 社より購入し用いた。IL-1 の関与を調べるために
IL-1 受容体アンタゴニスト（ IL-1RA）を R&D 社より購入し用いた。抗
体は特に記述のない限り、以下のリストに示したものを eBioscience 社
から購入し用いたが、細胞培養には Funct ional  Grade（ endotoxin-f ree and  
sodium azide-f ree grade）のものを用いた。  
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サイトカイン中和抗体  
抗 IL-1β抗体 (クローン :  B122、Armenian hamster  IgG)  
抗 IL-12/23p40 抗体 (クローン :  C17.8、Rat  IgG2a、 κ)  
抗 IL-23p19 抗体 (クローン :  G23-8、Rat  IgG1、 κ)  
抗 IL-23p19 抗体（Goat  IgG、R&D sys tems）  
抗 IL-23R 抗体（クローン： 258010、 Rat  IgG2b、R&D systems）  
Armenian hamster  IgG isotype control（クローン： eBio299Arm）  
Rat  IgG1、 κ  i sotype control（クローン： eBRG1）  
Rat  IgG2a、 κ  i sotype control（クローン： eBR2a）  
Rat  IgG2b、 κ  i sotype control（クローン名なし）  
 

細胞表面タンパク質の発現の検出  
ビオチン標識抗 CD3ε 抗体（クローン： 145-2C11）  
PE 標識抗 CD4 抗体  (クローン：GK1. 5)  
FITC 標識抗 CD11b 抗体  (クローン :  M1/70)  
PE 標識抗 CD11c 抗体  (クローン：HL 3)  
FITC 標識抗 CD62L 抗体（クローン：MEL-14）  
ビオチン標識抗 F4/80 抗体（クローン：BM8）  
PE 標識抗 Gr-1 抗体（クローン： RB6- 8C5）  
 

細胞内サイトカイン産生の検出  
FITC または APC 標識抗 IFN-γ抗体（クローン：XMG1.2）  
APC 標識抗 IL-17A 抗体（クローン： eBio17B7）  
Alexa Fluor  647 標識抗 IL-17A 抗体（クローン： TC11-18H10）  
 

CD40-CD40L を介した細胞間相互作用  
抗 CD40 刺激抗体 (クローン :  HM40-3)  
抗 CD40L 阻害抗体 (クローン :  MR1、 Armenian hamster  IgG)  
Armenian hamster  IgG isotype control（クローン： eBio299Arm）  

 

試薬その他  
各種バッファー類は以下に示した組成のものを調整し用いた。  
脾細胞からの免疫担当細胞の分画  
ACK lysing bu ffer  

:  150mM NH4 Cl ,  10mM KHCO3 ,  0 .1mM ED TA,  pH7.3 



 26 

MACS buffer  :  1% FCS 及び 0.05% EDTA 添加 Dulbecco’ s PBS ( - )  
MACS label ing buff er  

:  1% normal  rat  serum 添加 MACS buff er  (抗原提示細胞の分画 )  
:  10% FCS 添加 RPMI1640 培地（ CD4 +  T 細胞の分画）  

 

蛍光標識抗体による細胞表面抗原や細胞内サイトカイン染色  
FACS buffer  :  5% BS A 及び 0.05% NaN3 添加 Dulbecco’s PBS ( - )  

F ixat ion buffer： 4% P FA 添加 Dulbecco’s PBS ( - )  
Staining buffer :  1% FCS 及び 0.05% NaN3  添加 Dulbecco’s PBS ( - )  
 

その他、実験に用いた 2-mercaptoethanol や HEPES、 100% ethanol は
細胞培養グレード、あるいは試薬特級のものを購入し用いた。  
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２ -３ .  実験方法  
細胞培養  

O T- II トランスジェニックマウス由来脾細胞、または C57BL/6、O T- II
各マウスの脾細胞から精製した各細胞画分は、 10% 非働化 FCS、 100  
U/ml penici l l in 及び 100  µg/ml st reptomycin を添加した RPMI1640 培地で
培養した。マウス骨髄細胞は前述の培地に 10 mM HEPES と 55 µM 
2-mercaptoethanol を加えたものを用いて培養した。細胞培養は全て、
5% CO2、 37℃の条件にて行った。  
 

脾細胞からの免疫担当細胞の分画  
C57BL/6、O T-II 各マウス腹腔内より脾臓を摘出した後、滅菌スライ

ドガラスを用いて擂り潰し、ACK lys ing buffer を用いて溶血すること
により赤血球を除去した。溶血処理をした脾細胞を 40 µm セルストレ
ーナーにて濾過し、線維組織などを除去した。このようにして、C57BL/6
あるいは O T-II 各マウス由来脾細胞は調整し、実験に用いた。  

CD11b +、CD11c +各画分は C57BL/6 マウス碑細胞をそれぞれ、CD11b、
又は CD11c microbeads にて標識した後、MidiMACS separator と LS カ
ラムを用いて分離した。カラムを通過した f low-through はそれぞれ、
CD11b -、 CD 11c-画分とし、カラムに残存した画分を CD11b +、 CD11c+

画分として回収した（ posi t ive select ion 法）。F4/80 +画分は、ビオチン化
抗 F4/80 抗 体と抗ビオチン抗体標 識 microbeads を用いて posi t ive  
select ion 法 に よ り 精 製 し た 。 CD11b +/c -、 CD11b - /c+各 画 分 は 前 述 の
posi t ive sel ect ion に伴う f low-through を用い (negat ive select ion 法 )、そ
れぞれ に対して CD11b、又は CD11c microbeads を用いた posi t ive  
select ion 法を再度行うことにより精製した。CD11b - /c -画分は CD11b 及
び CD11c microbeads を用いた negat ive select ion 法により精製した。各
画分の純度は FACScal ibur  syst em(BD bioscience 社 )により確認した。  

O T- II マウス由来 CD4 +  T 細胞は CD4 +  T cel l  i solat ion  ki t（Milteny i  
biotech 社）を用い、次のように分離・精製した。 O T- II マウスより採
取した脾細胞を 2.5 ×  10 8 /ml にて 10%FCS 添加 RPMI1640培地に懸濁し、
こ の 細 胞 懸 濁 液 に 、 細 胞 10 8 個 に 対 し て 100 µ l の CD4 +  T cel l  
Biot in-Ant ibody cocktai l を加え、4℃にて 15 分間静置した。さらに細胞
10 8 個に対し、 300 µ l の 10%FCS 添加 RPMI1640 培地と、 200 µ l の
ant i -biot in  microbeads を加えて、4℃にて 10 分間静置した。このように
処理した細胞を 6 ml の 10%FCS 添加 RPMI1640 培地に懸濁し、 2 ml ず
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つ LD カラムを通した。さらに 6 ml の 10%FCS 添加 RPMI1640 培地を 2  
ml ずつ LD カラムを通し、カラム未結合の細胞を洗い出した。これら
の素通り画分を CD4 +  T 細胞として精製した。なお、FACScal ibur  system
により純度を調べたが、この画分における CD3 +/CD4 +の細胞の割合は
90%以上であった。 naïve 又は effector /memory CD4 +  T 細胞は、前述の
方法で CD4 +  T 細胞を CD4 +  T cel l  i sol at ion ki t にて精製した後、CD62 L 
microbeads を用いた posi t i ve 又は nega t ive select ion 法により精製した。
また、CD4 +  T 細胞の抗原刺激依存的な細胞増殖を測定するために、5%  
FCS と 5 µM CFSE を添加した D-PBS(-)中に、精製 CD4 +  T 細胞を 5 ×  
10 6 /ml にて懸濁し、室温で 5 分間静置することにより蛍光標識した。  
 

Bone marrow-der ived macrophage(BMDM)、並びに dendr i t ic  cel l ( BMDC)
の誘導  
骨髄細胞は C57BL/6 マウス大腿骨より単離した。この細胞を、BMDM

誘導には 50 ng/ml  mouse M- CSF を、BMDC 誘導には 10 ng/ml  mouse  
GM-CSF を加えた培地で 5 日間培養した (5 7 ,5 8 )。培地交換は 2 日毎に行
い、細胞は 5 日目に回収したものを実験に用いた。回収した細胞は
CD11b、 CD11c、Gr-1、 F4/80 の各細胞表面分子の発現を FACS にて測
定することによって、 BMDM 又は BMDC への分化誘導を確認した。  
 

in  vi t ro -diff erent iated Th17 細胞の誘導  
抗 CD3e 抗体と抗 CD28 抗体でコートした培養ディッシュ、またはプ

レートは、 10 µg/ml 抗 CD3ε 抗体 (クローン： 145-2C11)及び 10 µg/ml
抗 CD28 抗体（クローン： 37.51）を加えた PBS（ -）溶液を培養容器に
入れ、この容器を 4℃にて一晩（ 12 時間以上）静置することにより、
準備した。O T-II マウス由来 naïve CD4 +  T 細胞を前述の方法で精製した
後、抗 CD3ε 抗体と抗 CD28 抗体でコートした培養ディッシュ、または
プレート内で、2 ng/ml  human  TGF-β1、20 ng/ml  mouse  IL-6 を加えた 10%  
FCS 添加 RPMI1640 培地中で 4～ 5 日間、培養することにより、 in  
vi t ro -di fferent iat ed  Th17 細胞を誘導した (24,26,59)。培養してから 5 日
後に、細胞を回収し、細胞内タンパク輸送阻害剤 Brefeldin  A 存在下に
て 50 ng/ml  PMA 及び 750 ng/ml  ionomycin により 5 時間再刺激を行い回
収した。回収した細胞は PE 標識抗 CD4 抗体にて染色した後、 4% 
paraformaldehyde 添加 PBS（ -）溶液に懸濁して 4℃にて 20 分間、ある
いは一晩静置し、固定した。固定した細胞に対し、BD Cytof ix/CytoPerm 
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ki t を用いて膜透過処理を行い、 FITC 標識抗 IFN-γ抗体（XMG1.2）ま
たは APC 標識抗 IL-17A 抗体（ eBio17B7）にて染色した。染色した細
胞における細胞表面 CD4、並びに細胞内サイトカインの発現は、FACS
により測定した。  
 
Cytokine product ion assay 

脾細胞から精製した抗原提示細胞の各画分、BMDM 又は BMDC は、
O T- II 由来の CD4 +  T 細胞、あるいは i n  vi t ro -di fferent i ated Th17 細胞と
U 底 96 ウェルプレートにおいて混合培養し、 15 mM L-lact ic  acid 存在
下又は非存在下にて 200 ng/ml  O VA pept ide にて刺激し、 12 時間又は 4
日間培養した。培養プレートを 600 ×  g にて 10 分間遠心することによ
り細胞を除き、その上清を培養上清として回収して、凍結保存した。
培養上清中の炎症性サイトカインの産生量はそれぞれ、Mouse IL-1β、
IL-12/23p40、 IL-23  ELISA ki t  (Biosource 社 )、または Quant ikine Mouse  
IL-17 ELISA ki t（R&D syst ems）を用いて、サンドウィッチ ELISA 法に
て測定した。各サイトカインの産生量は試料と同時に測定した精製標
品の検量線に基づいて、定量した。抗原刺激後の CD4 +  T 細胞のサイト
カイン産生能を調べるために、刺激 4 日目に細胞を回収し、前述のよ
うに再刺激と細胞内サイトカイン染色を行い、 FACS にて測定した。  
 
Real- t ime RT- PCR 

RNA を抽出するために、 2-mercaptoethanol を加えた SV RN A lysi s  
buffer（ Promega 社）を用いて、刺激した細胞を溶解した。SV96 tot al  RN A 
isolat ion ki t  (Promega 社 )を用いて付属マニュアルに従って細胞溶解液
より抽出・精製し、ゲノム DNA を除くために RNase-f ree DNase I 処理
を施した。 cDNA は PrimeScr ipt  RT reagent  ki t  (Perfect  real  t ime)  ( Takar a  
Bio 社 )を用いて、37℃・15 分間→ 85℃・5 秒間の反応により合成した。
Real- t ime PCR は Taqman gene expr ession master  mix、 Taqman gene  
expression syst em 及び ABI 7500 real- t ime PCR system、あるいは ABI  
StepOne reai- t ime PCR syst em (いずれも Applied Biosyst ems 社 )  を用い、
1)  50℃・ 2 分・ 1 サイクル→ 2)  95℃・ 10 分・ 1 サイクル→ 3)  95℃・ 15
秒・ 40 サイクル→ 4)  60℃・ 1 分・ 40 サイクル・蛍光検出、以上 4 段階
の反応プロトコールにて行った。なお、各遺伝子に対応する Taqman  
probe・ pr imer セットは、次に列挙したアッセイ番号のものを用いた。  
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Taqman probe・ pr imer  セット  
Mouse inter leukin-1β ;  I l1b：Mm00434228_m1 
Mouse inter leukin-6;  I l6：Mm99999064_m1 
Mouse inter leukin-12/23p40;  I l12b Mm99999067_m1 
Mouse inter leukin-17A;  I l17a Mm00439619_m1 
Mouse inter leukin-23p19 ;  IL23a：Mm00518984_m1 
eukaryot ic  18S rRNA： 4352930E 
 

各遺伝子の発現量は 18S rRNA の発現量にて標準化し、 ΔΔCt method
を用いた相対定量法にて算出した (60 )。  
 

活性化 NF-κBp52 または p65 の検出  
精製した CD11b +細胞と CD4 +T 細胞を共培養し、 15 mM L-lact ic  acid  

存在下あるいは非存在下で 200 ng/ml  O VA ペプチドにて刺激した。 6
時間刺激を行った後、核抽出物を Nuclear  Extract  ki t を用いて分画した。
転写因子 NF-κB p52あるいは p65の DNA結合活性はそれぞれ、TransAM 
NF-κB Chemi p52 ki t、 TransAM NF-κB p65 ki t を用い、付属マニュアル
に準じて測定した。なお、各サンプルのタンパク量は Bradford 法を用
いて定量し、タンパク量を一定にしたサンプルをアッセイに用いた。  
 

統計学的解析  
サイトカイン産生量並びに遺伝子発現量の測定により得られたデー

タは全て、 t r ipl icate の mean value ±  S .D.にてグラフに示した。有意差
検定は Student’ s t  te st にて行った。提示したデータは全て、少なくとも
2 回の独立した実験のある一つの結果を示している。  
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２ -４．結果  
 

2-1.  乳酸は CD4 +  T 細胞の抗原刺激依存的な IL-17A 産生を増強する  
当研究室は、乳酸が、TLR リガンド非存在下での O VA ペプチド刺激

により誘導される O T- II トランスジェニックマウス由来脾細胞からの
IL-17 産生を IL-23 依存的に増強するという興味深い現象を以前に報告
した (39 )。乳酸が IL-23/IL-17経路を増強するメカニズムを調べるため、
C57BL/6 マウス脾細胞より CD11b +細胞を、O T-II トランスジェニック
マウス脾細胞より CD4 +T 細胞を MACS により分離し、これらを共培養
する系を構築し、乳酸存在下にて O VA ペプチドにより刺激した。その
結果、この共培養系でも脾細胞と同様な IL-17A 産生の増強が認められ
た（図 2-1-1.）。この時、炎症性サイトカインの遺伝子発現を調べたと
ころ、 IL-23p19、 IL-17A、 IL-21 各遺伝子の発現は乳酸により増強した
が、IL-1β、TNF-α、IL-6 の発現は変化が認められなかった（図 2-1-2.  A、
B）。  
以前の論文において、乳酸ナトリウムは、J774.1 細胞を用いたレポー

ター遺伝子アッセイ系において IL-23p19 遺伝子のプロモーター活性に
影響しないことを報告した。乳酸イオンは MCTを介して pH依存的に、
すなわちプロトン H+と共に細胞内に取り込まれ、乳酸イオンは中性条
件下では細胞内に輸送されない。それゆえ、乳酸が MCT を介した輸送
により細胞内に運ばれ、TLR シグナルを増強したことを示唆している。
そこで、今回用いている共培養系における IL-23p19 の遺伝子発現、並
びに IL-17A 産生についても、乳酸は同様の機序により増強作用を及ぼ
すかどうかについて、乳酸ナトリウムと比較することにより調べた。
その結果、 IL-23p19 の発現量、及び IL-17A 産生は共に、乳酸では増強
したが、乳酸ナトリウムではほとんど変化が認められなかった（図
2-1-3．）。このことは、今回用いた共培養系でも、乳酸が細胞内に輸送
されて、増強作用を及ぼしたことを示唆している。  

 

2-2.  乳酸は IFN-γ及び IL-17 産生 CD4+  T 細胞の抗原刺激依存的な細胞
増殖を抑制するが、 IL-17 産生細胞の割合及びサイトカイン産生能
を増加させる  

乳酸による IL-17A 産生量の増強という現象が、 IL-17A 産生 CD4+ T

細胞の細胞増殖によるものかどうかを調べるために、 CD11b+細胞と
O T-II 由来 CD4+  T 細胞を共培養し O VA ペプチドで刺激した後に浮遊細
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胞を回収し、brefeldin  A（細胞内タンパク輸送阻害剤）存在下にて PMA

及び ionomycin で再刺激した。再刺激した細胞の細胞内サイトカイン産
生を特異的抗体によって検出することにより、 IFN-γまたは IL-17A 産
生細胞を FACS にて測定した。その結果、乳酸存在下で O VA 刺激を加
えた CD4+  T 細胞では O VA 単独刺激のものに比べ、 IL-17A 産生細胞の
割合が増えた（ 0.19 →  0 .56 %）だけではなく、 IL-17A 陽性細胞にお
ける蛍光強度も増強した（ 687 →  1501）（図 2-2-1．）。一方、乳酸を加
えると IFN-γ産生 CD4+  T 細胞の割合は減少した。  

乳酸添加により IL-17A 産生 CD4+  T 細胞の割合が増加したため、次
に、この IL-17 産生細胞の割合の増加は、 IL-17 産生細胞の増殖能が亢
進し、 IFN-γ産生細胞の増殖が抑制された結果としてもたらされたもの
かどうか検証した。細胞膜透過性の蛍光物質 CFSE により標識した
CD4+  T 細胞を用い、細胞分裂に伴って CFSE の蛍光強度が減弱するこ
とを利用して、CD4+  T 細胞の抗原刺激による細胞増殖を検出した。こ
の細胞を PMA と ionomycin で再刺激し、CD4 と IFN-γ、あるいは IL-17

を染色し、サイトカイン産生細胞の細胞増殖を測定した（図 2-2-2．）。
その結果、IFN-γ産生細胞（図 2-2-2.  A）、そして IL-17 産生細胞（図 2-2-2.  

B）の両者は共に、 CFSE の蛍光強度は乳酸を加えたものの方が高く、
すなわち、これらの細胞増殖は抑制されていた。 IFN-γ産生細胞の割合
は著しく減少した一方、IL-17 産生細胞は増加し、その蛍光強度も上昇
していた。これらの結果から、乳酸による IL-17A 産生の増強効果は
IFN-γ 産生細胞と比較して、 IL-17 産生細胞の機能維持と、CD4+  T 細胞
からの IL-17 産生の亢進によるものと示唆された。  

 

2-3.  乳酸はマクロファージに作用して IL-17A 産生増強をもたらす  

脾細胞中のどのような種類の抗原提示細胞が、乳酸による IL-17A 産
生増強に関与するか調べるため、DC・マクロファージなど骨髄系細胞
の細胞表面抗原である CD11b、又は CD11c を用いた MACS により脾細
胞中の抗原提示細胞を分画して O T- II 由来 CD4 +  T 細胞と共培養する系
を用いて、乳酸存在下で O VA ペプチド刺激を行い、IL-17A 産生量の各
画分における増強効果の違いを比較した (図 2-2-3.  )。その結果、CD4 +  T
細胞からの IL-17 産生は CD11b +画分で強く増強し、CD11b +/c -画分でも
増強活性は認められたが、CD11b - /c +画分では増強活性は消失していた。
また、マクロファージの細胞膜表面抗原である F4/80 で分離した画分
（ F4/80 +）でも、CD11b +画分と同様の増強活性を示した (図 2-3-1.下図 )。



 33 

さらに、骨髄細胞から M-CSF 刺激により誘導した骨髄由来マクロファ
ージ（Bone marrow-der ived macrophage ;  BMDM）を用いると、この細胞
でも脾臓由来 CD 11b+画分と同様に、 I L-17 産生及び IL-23p19 の発現に
おいて顕著な増強活性が認められた（図 2-3-2.  A）。同時に GM- CSF 刺
激により誘導した骨髄由来 DC（ BMDC）を用いたが、一般に DC はマ
クロファージよりも MHC class I I の発現が高いことから、強い抗原提
示能をもっているとされている。BMDC は抗原刺激による IL-17 産生を
強く誘導したが、乳酸による IL-17 産生増強効果は、BMDM では 11.8

倍であったのに比べ、 BMDC では 2.2 倍と弱かった（図 2-3-2.  B）。こ
れらの結果から、乳酸がマクロファージに作用して IL-17A 産生増強を
もたらすことを示唆された。  
 

2-4.  乳酸による IL-17A 産生増強作用への effector /memory CD4+  T 細
胞の関与  

CD4+  T 細胞には CD62L (L-sel ect in)発現量の異なる細胞集団が含まれ
て お り 、 CD4+  CD62L + 細 胞 は naïve T 細 胞 を 、 CD4+  CD62L - は
effector /memory  T 細胞を含むとされている。S.Aggrawal らは、 IL-23 が
CD4+  CD44 l o w  CD62L +  naïve  T 細胞ではなく、CD44h i  CD62L -  memory  T

細胞に作用して IL-17 産生を誘導することを報告した (61 )。そこで、ど
ちらの T 細胞が乳酸の増強作用に関与するかどうか調べるために、
O T-II 由来 CD4+  T 細胞を CD4+ CD62L +と CD62L -T 細胞とに分画した後
に、C57BL/6 由来 CD 11b+細胞と共培養して刺激した。その結果、naïve  

T 細胞からの IL-17A 産生は検出できなかったが、memory  T 細胞からの
IL-17A 産生には乳酸による増強効果が顕著に認められた (図 2-4. )。  

 

2-5.   乳酸は Th17 細胞分化には関与しないが、Th17 細胞の割合及びサ
イトカイン産生能を増加させる  

最近、新しい種類のヘルパー T 細胞、 IL-17 産生ヘルパー T (Th17)  細
胞が報告され、この細胞の分化には I L-6 と TGF-βが必須であるとされ
ている (62 )。そこで、この Th17 細胞分化への乳酸の影響を調べるため、
O T-II 由来 naïve CD4+  T 細胞を IL-6 及び TGF-β存在下で CD 11b+細胞と
共培養し、O VA ペプチド刺激による IL-17 産生量を測定した。その結
果、IL-6 及び TGF-β刺激により誘導された IL-17 産生は乳酸存在下で抑
制された（図 2-5-1.  A）。この時、細胞を再刺激して CD4+  T 細胞の IL-17A

産生能を調べると、  IL-17A 産生細胞の割合は乳酸を加えると減少し
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（ 3.73% →  0 .28%）、CD4+  T 細胞の IL-17 産生能は著しく抑制されてい
た（図 2-5-1.  B）。  
次に、naïve CD4+  T 細胞を、IL-6・TGF-β存在下で抗 CD3 及び抗 CD28

抗体で刺激するという in  vi t ro で Th17 細胞を誘導する系を用いて、乳
酸の Th17 分化への関与を検討した。その結果、naïve  T 細胞は IL-6 及
び TGF-β刺激により IL-17A を産生するが、乳酸存在下ではこの IL-17A

産生は著しく抑制された（図 2-5-2.）。しかしながら、IL-6・TGF-β刺激
により誘導した Th17 細胞を CD11b+細胞と共培養すると、抗原刺激に
よって誘導された IL-17A 産生並びに、IL-23p19、IL-17A 両遺伝子の発
現は共に、乳酸により増強され、IL-17A 産生細胞の割合も増加した（図
2-5-3 及び 4.）。これらのことから乳酸は Th17 細胞分化には関与しない
が、脾臓由来 CD4+  T 細胞と同様に、分化した Th17 細胞に対してもマ
クロファージを介して働き、 IL-17A 産生を増強すると示唆された。  

 

2-6.  乳酸の増強作用には CD40-CD40 l igand (CD40L)  を介した細胞間
相互作用によって誘導される IL-12/23  p40 が不可欠である  

抗原提示細胞が CD4+  T 細胞に抗原を提示し、抗原特異的な CD4+ T

細胞を活性化させるとき、その細胞間相互作用では様々なサイトカイ
ンや共刺激分子が関与する。中でも CD40-CD40 l igand（CD40L）を介
した細胞間相互作用はよく知られている。抗原刺激を受けて活性化し
た T 細胞は CD40L を発現し、抗原提示細胞側の CD40 と結合すること
によって抗原提示細胞を活性化させる (6 3 , 64 )。この活性化により抗原
提示細胞側では IL-12/23p40 や共刺激分子の発現が誘導されることが
知られている。  

この CD40-CD40L を介した細胞間相互作用の増強作用への関与を調
べるため、 IL-17A 産生及び IL-12p40 発現の増強作用への CD40L 阻害
抗体の影響を検討した（図 2-6-1.）。その結果、 IL-17A 産生への増強作
用は CD40L 阻害抗体により抑制され（図 2-6-1.  左図）、また乳酸によ
り軽微に増強する IL-12/23p40 の発現も抑制された（図 2-6-1.  右図）。
さらに IL-12/23p40 中和抗体を用いると CD40L 阻害抗体と同様に
IL-17A 産生の増強作用は抑制された（図 2-6-2.）。これらのことから、
CD40-CD40L 細胞間相互作用が、IL-17A 産生に働く IL-12/23p40 を誘導
するのに必要であることが示唆された。  

CD40-CD40L 細胞間相互作用により、 IL-12/23p40 といった炎症性サイ
トカインのように、CD40 分子自身の発現が誘導されることが知られて
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いる。乳酸により誘導される IL-17A 産生の増強が、CD40 タンパクの
発現の上昇によりもたらされたものであるかどうかを確かめるため、
CD11b+細胞表面上の CD40 発現量を FACS と Real- t ime PCR により定量
した。その結果、CD40 の細胞表面発現量、及び遺伝子発現量は共に、
乳酸により変化しなかった（図 2-6-3 及び 2-6-4.）。  
さらに CD40 シグナル下流では転写因子 NF-κBp52、あるいは p65 が

活性化することがわかっている。そこで、乳酸の NF-κB 活性化に及ぼ
す影響について調べてみると、乳酸は IL-12/23p40、IL-17A 両遺伝子の
発現量を増強させたが、NF-κB の核内移行、すなわち活性化には関与
しなかった（図 2-7.）。事実、抗 CD40 刺激抗体によって CD11b+細胞に
刺激を加えても、IL-12/23p40 遺伝子の発現は抗体刺激により誘導され、
抗体濃度の増加に伴い上昇したが、乳酸を加えるとむしろ抑制された
（図 2-6-4.）。一方、乳酸により増強する IL-23p19 の発現は抗 CD40L

阻害抗体で抑制されず、また抗 CD40 抗体刺激は IL-23p19 の発現を誘
導できなかった。（図 2-8.）  

こ れ ら の 結 果 か ら 、 乳 酸 に よ る I L-17A 産 生 の 増 強 作 用 に は
CD40-CD40L を介した細胞間相互作用による CD11b+細胞の活性化と、
それによって CD 11b+細胞にて誘導される IL-12/23p40 の発現が不可欠
であることが示唆された。  

 

2-7.  IL-17A 産生増強への IL-23 非依存的経路の関与  
IL-23 は IL-12Rβ1/IL-23R を介して Th17 細胞や memory CD4+  T 細胞

に働きかけて IL-17A 産生を促すため、乳酸による IL-17A 産生増強作
用機構を考えるに当たり、CD40/CD40L に次いで、 IL-23 の関与が疑わ
れた。また、図 2-6-2.  の結果から、 I L-23p19 とヘテロ二量体を形成す
る IL-12/23p40 が増強作用に関与することから、乳酸による IL-17A 産
生増強作用には IL-23 が関与すると予想された。そこで、抗 IL-23p19

中和抗体が、乳酸による IL-17A 産生増強作用に影響を及ぼすかどうか
を調べた。その結果、抗 IL-23p19 抗体（G23-8）は、脾細胞では IL-17A

産生増強作用を限定的に抑制し、 IL-17A 産生量は有意に減少した（図
2-9-1.  左図）。しかしながら、CD11b+と CD4+  T 細胞との共培養系では
予想に反して、抗 IL-23p19 抗体（G23-8）は増強作用を抑制することが
できなかった（図 2-9-1.右図）。また、他の抗 IL-23p19 抗体（ goat  IgG）
や、抗 IL-23R 抗体（ 258010）を用いても増強作用を抑制することがで
きなかった（図 2-9-2.）。さらに、IL-23 産生は脾細胞、そして共培養系
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のどちらでも ELISA では検出できなかった（データ未掲載）。  

次に、 IL-12/23p40 を含む IL-12 サイトカインファミリーの増強作用
への影響について検討するため、 IL-23（ IL-12p40/IL-23p19 へテロ二量
体 ）、 IL-12p40 ホ モ 二 量 体 ［ IL-12(p40) 2 ］、 あ る い は IL-12p70

（ IL-12p40/p35 へテロ二量体）のいずれかのサイトカイン共存下にて、
CD11b+細胞と CD4+ T 細胞とを、乳酸と O VA ペプチド、あるいは O VA

ペプチドのみで刺激した。その結果、乳酸非存在下の IL-17A 産生は
IL-23 濃度依存的に上昇し、さらに、乳酸は IL-23 により上昇した IL-17A

産生量を上昇させた（図 2-9-3.  A）。また IL-23 非存在下で乳酸により
増強した IL-17A 産生量は、IL-23 0.25 ng/ml で刺激したものに比べ、有
意に上昇した。 IL-23 に対して、 IL-12p40 ホモ二量体や IL-12p70 は乳
酸による IL-17 産生増強作用を著しく抑制した（図 2-9-3.  B）。しかし
ながら、プレート表面に固層化した抗 CD3ε及び抗 CD28 抗体にて、
CD4+ T 細胞のみを刺激すると、 IL-17A 産生量は IL-23 刺激により上昇
したが、乳酸はこれを抑制した（図 2- 9-4.  左図）。一方、IL-12p40 ホモ
二量体や IL-12p70 は CD4+ T 細胞からの IL-17A 産生には影響を及ぼさ
なかった（図 2-9-4.  右図）。以上から、乳酸による IL-17A 産生の増強
作用には、 IL-23 だけではなく、 IL-12/23p40 を含む未知のサイトカイ
ン、あるいは IL-17A 産生誘導に働く別の因子が関与することが示唆さ
れた。  

 

2-8.  乳酸による IL-17A産生への増強作用は MyD88、CARD9及び IL-1β

非依存的である  

単球・マクロファージ、樹状細胞は様々な細胞内成分を認識して、
活性化し、そのシグナル経路には MyD88 や CARD9 が関わることが知
られている (1 ,2 , 6)。乳酸からのシグナルに、これらのシグナル経路が関
与するかどうか調べるため、Myd88 あるいは Card9 の各ノックアウト
マウスの脾臓より CD11b+細胞を精製し、O T-II 由来 CD4+  T 細胞と共培
養し、O VA ペプチド、あるいは O VA ペプチドと乳酸で刺激し、 IL-17

産生量と、IL-23p19、IL-17A 両遺伝子の発現量を測定した。その結果、
Myd88、そして Card9 ノックアウトマウスのいずれであっても、 IL-17

産生、そして IL-23p19 及び IL-17A 両遺伝子の発現への乳酸の増強効果
には変化が認められなかった（図 2- 11-1、及び 2.）ため、乳酸による
IL-17A 産生の増強作用には Myd88 そして Card9 は関与しないことが示
唆された。  
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NLRP3-inf lammasome経路が ATPなどの細胞内成分により活性化する
と、pro IL-1βはカスパーゼ 1 によるプロセシングを受けて、分泌型 IL-1β

となる。分泌された IL-1βは IL-17A 産生の誘導と、Th17 細胞の機能維
持に関与することが知られている。乳酸による IL-17A 産生増強作用へ
の IL-1βの関与を調べるため、IL-1 receptor  antagoni st（ IL-1RA）あるい
は抗 IL-1β中和抗体の存在下にて、CD11b+細胞と CD4+ T 細胞を乳酸と
O VA ペプチドで刺激した（図 2-10 C 左）。その結果、IL-1RA、抗 IL-1β

抗体の両者はともに、O VA ペプチド刺激、あるいは乳酸と O VA ペプチ
ド刺激により誘導された IL-17A 産生を著しく抑制した。しかしながら、
乳酸による増強活性は、IL-1RA、あるいは抗 IL-1β抗体のどちらの処理
でも、Buffer：12.1 倍に対し IL-1RA：11.8 倍、コントロール抗体：14.4
倍に対し抗 IL-1β抗体： 18.7 倍、と認められた（図 2- 11-3.）。さらに、
同時に IL-1β 産生量を測定したが、 IL-17A 産生量の増強が認められる
のにもかかわらず、 IL-1β の遺伝子発現量、並びに産生量は、乳酸存在
下でもほとんど変化しなかった（図 2- 11-3.）。  
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図 2 - 1 - 1． C D 11 b +細 胞 と C D 4 + T 細 胞 と の 共 培 養 系 に お け る 乳 酸 の I L - 1 7 産 生

へ の 増 強 効 果 の 確 認  

O T- I Iトランスジェニックマウス由来脾細胞 5  x  1 0 5を、1 5  m M  乳酸存在下（灰色

バー）あるいは非存在下（白色バー）にて O V Aペプチド  2 0 0  n g / mlにて４日間刺激

し、 I L- 1 7産生量を測定した（左）。また、 C5 7 BL /6マウス由来脾細胞より精製し

た CD 1 1 b +細胞 1  x  1 0 5と、 O T- I Iトランスジェニックマウス由来脾細胞より精製した

CD 4 + T細胞 1  x  1 0 5とを混合して共培養し、 1 5  m M  乳酸存在下（灰色バー）あるい

は非存在下（白色バー）にて O V Aペプチド  2 0 0  n g /m lにて４日間刺激し、 I L- 1 7産

生量を測定した（右）。なお、グラフに示したデータは平均値 ±標準偏差（ n =3）

で示してある。 *， p  <  0 .0 5、 * *， p  <  0 .0 1。  

I L - 1 7産生に対する乳酸の増強効果は O T- I I由来脾細胞と同様に、分離・精製した

抗原提示細胞と T細胞とから構築した共培養系においても確かめられた。  
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図 2 - 1 - 2． 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 各 遺 伝 子 の 発 現 に お け る 乳 酸 の 影 響  

（ A、 B） CD 1 1 b +細胞と O T - I I由来 CD 4 + T細胞とを図 2 - 1と同様に 1 :1にて混合して共

培養し、乳酸存在下あるいは非存在下にて O V Aペプチドで刺激した。 1 2時間刺激

後に、 I L- 2 3 p 1 9、 I L - 1 7 A及び I L- 2 1（ B）、並びに I L- 1β、 I L- 6及び TN F -α（ C）の各

遺伝子の発現量を R ea l - t i m e  P C Rにて測定した。炎症性サイトカイン各遺伝子の相

対的な発現量は、 1 8 S  r RN A遺伝子の発現量で標準化し、無刺激または乳酸なしの

ものを 1として ΔΔC t法により算出した。なお、グラフに示したデータは平均値 ±標

準偏差（ n =3）で示してある。 *， p  <  0 .0 5、 * *， p  <  0 .0 1。  

O V Aペプチド刺激により誘導された I L- 2 3 p 1 9、 I L- 1 7 A及び I L- 2 1遺伝子の発現量

は乳酸により増強した。しかしながら、 I L- 1βと T N F -αの発現量は軽微な増加にと

どまり、 I L- 6の発現量は全く変化しなかった。  
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図 2 - 1 - 3． 乳 酸 ナ ト リ ウ ム は I L - 2 3 p 1 9あ る い は I L- 1 7 A両 遺 伝 子 の 転 写 活 性 に 影

響 し な い  

CD 1 1 b +細胞と O T- I I由来 C D 4 + T細胞を共培養し、 1 5 m M  乳酸（灰色バー）または

1 5 m M  乳酸ナトリウム（斜線バー）の存在下、あるいは非存在下（白色バー）に

て O V Aペプチドで刺激した。1 2時間刺激後に、I L- 2 3 p 1 9、I L- 1 7 A各遺伝子の発現量

を Re a l - t i me  P C Rにて測定した。各遺伝子の発現量は 1 8 S  r RN A遺伝子の発現量で標

準化し、O V Aペプチド単独刺激のものを 1として ΔΔC t法により定量した。なお、グ

ラフに示したデータは平均値 ±標準偏差（ n = 3）で示してある。 * *， p  <  0 .0 1。  

I L - 2 3 p 1 9ならびに I L - 1 7 A各遺伝子の発現量は、乳酸では増強したが、乳酸ナト

リウムでは増強しなかった。  
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図 2 - 2 - 1 .  I L- 1 7産 生 、ま た は I F N - γ産 生 C D 4 +  T細 胞 の サ イ ト カ イ ン 産 生 能 へ の 乳

酸 の 影 響  

CD 1 1 b +細胞と O T- I I由来 C D 4 +  T細胞を共培養し、 O V Aペプチド（右）あるいは、

O V Aペプチドと乳酸（左）で刺激した。 4 .5日間刺激した後に、浮遊細胞を回収し

て 1  ×  1 0 6 / m lにて懸濁し、b r e f e ld in  A存在下にて P MA  5 0  n g /m lと I o n o my cin  7 5 0  n g /m l

にて刺激した。 5時間刺激した後に、 CD 4、 I F N - γ、 I L- 1 7 Aを染色し、 F A CSにて検

出した。図示したプロットは C D 4 +  T細胞にゲートをかけたものを示している。図

中の数字は CD 4 +細胞中における I F N - γ +または I L- 1 7 A +細胞集団のパーセンテージを、

括弧内の数値は各細胞集団の蛍光強度を示してある。  

I F N - γ産生細胞の割合は乳酸により減少したが、一方で乳酸により、I L - 1 7産生細

胞の割合が増加した。さらに、乳酸存在下では I L- 1 7産生細胞の蛍光強度も増加し

た。  
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図 2 - 2 - 2 .  IF N - γ産 生 、ま た は I L - 1 7産 生 C D 4 +  T細 胞 の 抗 原 刺 激 依 存 的 な 細 胞 増 殖

へ の 乳 酸 の 影 響  

蛍光色素 C F S Eにて標識した O T- I I由来 C D 4 + T細胞を、 CD 1 1 b +細胞と共培養し、

O V Aペプチド、あるいは O V Aペプチドと乳酸により刺激した。4 .5日間刺激した後、

T細胞を b r e f e ld in  A存在下にて P MAと I o n o my cinで 5時間再刺激し、CD 4と I F N - γ（ A）、

または I L- 1 7 A（ B）を染色し た。右上の数 字は CD 4 +細胞中の I F N - γ + / CF S E +または

I L- 1 7 A + / C F S E +各細胞集団のパーセンテージを、括弧内の数値は蛍光強度を示して

ある。乳酸は I F N - γ産生、または I L- 1 7産生 C D 4 +  T細胞のどちらであっても、抗原刺

激依存的な細胞増殖を抑制した。  
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図 2 - 3 - 1 .  脾 細 胞 中 の 単 球・マ ク ロ フ ァ ー ジ が 乳 酸 に よ る 増 強 作 用 に 関 与 す る  

脾細胞中の抗原提示細胞を細胞表面マーカー、CD 1 1 b（ 1 1 b +）、C D 1 1 c（ 1 1 c +）、

F 4 /8 0（ F 4 /8 0 +）により分画した。各画分を、O T- I I由来 C D 4 + T細胞と 1 :1の細胞比に

て共培養し、 O V Aペプチド（白色バー）または O V Aペプチドと乳酸（灰色バー）

にて 4日間刺激した。 I L- 1 7産生量は E LI S Aにて測定・算出した。各データは平均値

±標準偏差（ n =3 )で示してある。 *， p  <  0 .0 5、 * *， p  <  0 .0 1。  

単球・マクロファージを含む C D 1 1 b +、または F 4 /8 0 +画分が、最も強い増強活性

を示した。  
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図  2 - 3 - 2 .  骨 髄 由 来 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 骨 髄 由 来 D Cに 比 べ 強 い 増 強 活 性 を 示 す  

（ A）M- CS Fにて誘導した骨髄由来マクロファージ 1  ×  1 0 5と、O T- I I由来 CD 4 + T細胞  

5  ×  1 0 5  とを混合し、O V Aペプチド、あるいは O V Aペプチドと乳酸により刺激した。

1 2時間刺激後、 I L- 2 3 p 1 9の発現量を R e a l - t im e  P C Rで測定・定量した。また 4日間刺

激した後に、 I L- 1 7 Aの産生量を E LI S Aで測定した。  

（ B） G M- CS Fにて誘導した骨髄由来 D C 1  ×  1 0 4と、 O T- I I由来 CD 4 + T細胞  1  ×  1 0 5と

を混合し、O V Aペプチド、あるいは O V Aペプチドと乳酸により刺激した。 4日間刺

激し た 後 に、 I L- 1 7 Aの産 生 量 を E LI S Aで 測 定し た 。 各デ ー タ は平 均 値 ±標 準 偏 差

（ n =3 )で示してある。 *， p  <  0 .0 5、 * *， p  <  0 .0 1。  

乳酸による I L- 1 7産生増強作用は、骨髄由来 D Cが 2 .2倍であったのに対して、骨

髄由来マクロファージは 1 1 .8倍と強い活性を示した。  
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図  2 - 4 .  乳 酸 は e f f e c t o r / m emo ry  C D 4 +  T  細 胞 か ら の I L- 1 7産 生 を 増 強 す る  

O T- I I マ ウ ス 由 来 C D 4 + T細 胞 、 CD 4 +  CD 6 2 L +  ( n a iv e )  あ る い は CD 4 +  CD 6 2 L -  

( e f f e c to r / me mo r y )  T細胞と、C5 7 B L/6マウス由来 CD 1 1 b +細胞とを 1 :1の割合で混合培

養し、 O V Aペプチド（白色バー）または O V Aペプチドと乳酸（灰色バー）にて刺

激した。 4日後に培養上清を回収し、 I L - 1 7産生量を E LI S Aで測定した。各データは

平均値 ±標準偏差（ n =3 )で示してある。 * *， p  <  0 .0 1。  

CD 4 +  CD 6 2 L +（ n a ïv e） T細胞画分では I L- 1 7産生がほとんど検出されなかったの

に対して、C D 4 +  CD 6 2 L -  （ e f f e c to r / me mo r y）T細胞では I L- 1 7産生が認められ、この

量は乳酸により顕著に上昇した。  
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図  2 - 5 - 1 .  乳 酸 は I L- 6・ T G F-β刺 激 に よ り 誘 導 さ れ る n a ïv e  C D 4 +  T細 胞 か ら の

IL- 1 7産 生 を 抑 制 す る  

O T- I Iマウス由来 n a iv e  CD 4 +  CD 6 2 L +  T細胞を、 CD 1 1 b +細胞と 1 :1の割合で混合培

養し、 I L- 6と TG F -βと O V Aペプチド、あるいは、 I L- 6と TG F -βと O V Aペプチドと乳

酸にて刺激した。4日間刺激後に、培養上清中の lL - 1 7産生量を E LI S Aで測定した（ A）。

さらに刺激 4 . 5日後の T細胞のサイトカイン産生能を調べるため、 P M Aと io n o my c in

で再刺激し、 C D 4、 I F N - γ、 I L- 1 7 Aの発現を F A C Sにて測定した（ B）。グラフに示

したデータは平均値 ±標準偏差（ n =3 )で示してある。また図示したプロットは CD 4 +  

集団に絞ってあり、左上の数字は I F N - γ +、または I L- 1 7 A +の各細胞集団のパーセン

テージ、括弧内の数値はその蛍光強度を示している。  

I L - 6・ TG F -β刺激により誘導された I L- 1 7産生は乳酸により抑制され、また T細胞

のサイトカイン産生能も同じく乳酸により抑制された。  



 47 

 

図  2 - 5 - 2 .  乳 酸 は I L- 6・T G F-β刺 激 に よ り 誘 導 さ れ る n a ïv e  C D 4 +  T細 胞 か ら T h 1 7

細 胞 へ の 分 化 を 抑 制 す る  

O T- I Iマウス由来 n a iv e  CD 4 +  C D 6 2 L +  T細胞 1  ×  1 0 5を、 I L- 6と T G F -βの存在下にて

プレートに固相化した抗 C D 3抗体と抗 C D 2 8抗体にて４日間刺激し、 T h 1 7細胞への

分化を誘導した。この条件下における乳酸の影響を調べた。 4日間培養した後、培

養上清中の I L- 1 7産生量を E LI S Aで測定した。グラフに示したデータは平均値 ±標準

偏差（ n =3 )で示してある。  

I L - 6・ TG F -β刺激により T h 1 7分化が誘導され、 I L- 1 7産生が確認出来たが、乳酸

存在下ではこの I L- 1 7産生は著しく抑制された。  
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図  2 - 5 - 3 .  乳 酸 は  誘 導 T h 1 7細 胞 か ら の 抗 原 再 刺 激 に よ る I L - 1 7産 生 を 増 強 す

る  

in  v i t roにて Th 1 7細胞を誘導するために、 O T - I Iマウス由来 n a iv e  CD 4 +  CD 6 2 L +  T

細胞を、 I L- 6・ TG F -β存在下で抗 CD 3抗体と抗 CD 2 8抗体にて刺激した。この誘導し

た Th 1 7細胞 1  ×  1 0 5を、CD 1 1 b +細胞 1  ×  1 0 5と混合培養し、O V Aペプチド（白色バー）

または O V Aペプチドと乳酸（灰色バー）で刺激した。4日間刺激後に I L- 1 7産生量を

ELI S Aに て （ A） 、 1 2時 間 刺 激 後 に I L- 2 3 p 1 9及 び I L- 1 7 Aの 各 遺 伝 子 の 発 現 量 を

R ea l - t i me  P CRにて測定した（ B）。グラフに示したデータは平均値 ±標準偏差（ n =3 )

で示してある。 * *、 p  <  0 .0 1  

乳酸は、誘導 Th 1 7細胞において、C D 1 1 b +細胞からの抗原刺激により誘導された

I L- 1 7産生を増強した。  
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図  2 - 5 - 4 .  乳 酸 は T h 1 7細 胞 の I L- 1 7産 生 能 を 増 強 す る  

図 2 - 4 - 4と同様に、誘導した Th 1 7細胞を CD 1 1 b +細胞と混合培養し、O V Aペプチド、

または O V Aペ プチ ドと 乳酸に て 4 .5日 間刺 激した 。こ の後 に、 Th 1 7細胞 を P MAと

io n o my cinにて 5時間再刺激し、C D 4と、細胞内における I F N - γ、I L- 1 7 Aの発現を F A C S

にて測定した。図示したプロットは CD 4 +  細胞集団に絞ったものを示してある。ま

た、図内左上の数字は I F N - γ +、または I L- 1 7 A +の各細胞集団の C D 4 +  細胞中のパーセ

ンテージ、括弧内の数字はその集団における平均蛍光強度を示してある。  

乳酸は Th 1 7細胞において、抗原刺激により誘導される I L - 1 7産生能を増強した。 
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図 2 - 6 - 1 .  C D 4 0 - C D 4 0 L を 介 し た 細 胞 間 相 互 作 用 は 乳 酸 に よ る I L- 1 7 A 産 生 増 強

作 用 に 関 与 す る  

CD 1 1 b +細胞 1  ×  1 0 5を、 O T- I I由来 CD 4 + T細胞と 1  ×  1 0 5と混合培養し、抗 CD 4 0 L阻

害抗体（ α - C D 4 0 L） 1 0  µ g / ml、または同量のコントロール抗体（ Co n t .）を加え、

O V Aペプチド単独（白色バー）または O V Aペプチドと乳酸（灰色バー）にて刺激

し た 。 4日 間 刺 激 後 に 培 養 上 清 中 の I L- 1 7産 生 量 を ELI S Aで 、 1 2時 間 刺 激 後 に

I L- 1 2 /2 3 p 4 0遺伝子の発現を r e a l - t im e  P C Rにて測定した。各グラフのデータは平均

値 ±標準偏差（ n =3 )で示してある。 N S、有意差無し、 *、 p  <  0 .0 5、 * *、 p  <  0 .0 1。  

乳酸により増強した I L- 1 7産生は抗 CD 4 0 L抗体により抑制された。また、乳酸に

より軽微に増強した I L- 1 2 /2 3 p 4 0の発現も抗 CD 4 0 L抗体により抑制された。  
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図  2 - 6 - 2 .  I L- 1 2 /2 3 p 4 0は 乳 酸 に よ る I L- 1 7 A産 生 増 強 作 用 に 関 与 す る  

CD 1 1 b +細胞 1  ×  1 0 5を O T- I I由来 C D 4 +  T細胞 1  ×  1 0 5と共培養し、乳酸存在下、ある

いは非存在下にて、抗 I L- 1 2 /2 3 p 4 0中和抗体（ α - p 4 0）またはコントロール抗体（ Co n t .）

1 0  µ g /m lを加えて O V Aペプチド  2 0 0  n g / m lにて刺激した。 4日間刺激した後に、培

養上清中の I L- 1 7産生量を E LI S Aにて測定した。グラフのデータは平均値 ±標準偏差

（ n =3 )で示してある。 *、 p  <  0 .0 5。  

乳酸により増強した I L- 1 7産生量は、抗 I L- 1 2 /2 3 p 4 0中和抗体により抑制された。 
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図  2 - 6 - 3 .  乳 酸 は 、 C D 1 1 b +細 胞 に お け る C D 4 0の 発 現 量 を 変 化 し な い  

CD 1 1 b +細胞を O T- I I由来 C D 4 +  T細胞を 1 :1にて共培養して、 O V Aペプチド、また

は O V Aペプチドと乳酸にて刺激した。 4日間刺激した後に、 CD 1 1 b +細胞における

CD 4 0タンパクの発現を F A CSにて検出した（左図）。また 1 2時間刺激後に、 CD 4 0

遺伝子の発現量を r ea l - t i me  P C Rにて測定した（右図）。左図は C D 1 1 b +細胞集団に

ゲートをかけたものを示しており、縦軸に示した p er c en t ag e  o f  ce l l sは F lo w Joソフト

ウェアを用いて算出した。右図グラフのデータは平均値 ±標準偏差（ n =3 )で示して

ある。  

CD 1 1 b +細胞における C D 4 0タンパクの発現量は乳酸では変化しなかった。また、

CD 4 0遺伝子の転写産物量は乳酸により軽微に減少したが、有為な差は認められな

かった。  
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図  2 - 6 - 4 .  乳 酸 は C D 4 0刺 激 に よ り 誘 導 さ れ る I L- 1 2 /2 3 p 4 0の 発 現 を 増 強 し な い  

C5 7 BL /6脾細胞より精製した CD 1 1 b +細胞  3 .5  ×  1 0 5を、平底 9 6ウェルプレートに

播き、抗 C D 4 0刺激抗体（ H M4 0 - 3）のみ、あるいは抗 CD 4 0刺激抗体と乳酸にて刺

激した。なお、抗 CD 4 0刺激抗体（ H M 4 0 - 3）の濃度は、グラフ横軸に示したように、

0、 1、 3  µ g / m lにて用 いた。 1 2時間刺激し た後に、 I L- 1 2 /2 3 p 4 0遺伝子の発 現量を

r ea l - t i me  P C Rにて調べた。各グラフのデータは平均値 ±標準偏差（ n =3 )で示してあ

る。  

CD 1 1 b +細胞における I L- 1 2 /2 3 p 4 0遺伝子の発現量は、抗 CD 4 0刺激抗体の濃度依

存的に上昇したが、乳酸存在下では抑制された。  
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図 2 - 7． 乳 酸 は 古 典 的 あ る い は 非 古 典 的 N F-κ B シ グ ナ ル 経 路 に 影 響 し な い  

N F -κB の活性化と、I L- 1 2 /2 3 p 4 0 または I L- 1 7 遺伝子の発現について調べるため、
CD 1 1 b +細胞と O T- I I 由来 C D 4 + T 細胞とを 1 : 1 にて共培養し、 O V A ペプチド（白色
バー）または O V A ペプチドと乳酸（灰色バー）にて刺激した。刺激 6 時間後に核
抽出物液を調整し、この核抽出物液中における N F -κB  p 5 2 あるいは p 6 5 の D N A 結
合活性を Tr an sA M にて検出した（上段グラフ）。また、1 2 時間刺激後に I L- 1 2 /2 3 p 4 0

と I L- 1 7 A の発現量について調べた（下段グラフ）。各グラフのデータは平均値 ±

標準偏差（ n =3 )で示してある。 *、 p  <  0 .0 5。  

同時に実験を行った I L- 1 2 /2 3 p 4 0、あるいは I L- 1 7 A 遺伝子の発現量は乳酸によ
り増強したが、 N F -κBp 5 2、あるいは p 6 5 の活性化は乳酸により変化しなかった。  
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図 2 - 8． C D 4 0 シ グ ナ ル 非 依 存 的 な I L - 2 3 p 1 9 遺 伝 子 の 発 現  

CD 1 1 b +細胞と O T- I I 由来 C D 4 + T 細胞とを細胞比 1 :1 にて共培養し、抗 CD 4 0 L 抗
体（ α - C D 4 0 L） 1 0  µ g / m l を加えて、O V A ペプチド（白色バー）、あるいは O V A ペ
プチドと乳酸（灰色バー）で刺激した。 1 2 時間刺激後、 I L- 2 3 p 1 9 遺伝子の発現量
を r e a l - t i me  P C R にて測定した（右図）。また、 CD 1 1 b +細胞 3 .5  ×  1 0 5 を、平底 9 6

ウェルプレートに播き、抗 CD 4 0 刺激抗体（ H M4 0 - 3）のみ、あるいは抗 C D 4 0 刺
激抗体と乳酸にて刺激した（左図）。なお、抗 CD 4 0 刺激抗体（ H M4 0 - 3）の濃度
は、グラフ横軸に示したように、0、1、3  µ g /m l にて用いた。1 2 時間刺激後に、I L- 2 3 p 1 9

の発現量を r ea l - t i m e  P C R にて測定し た。 各グラフのデ ータは平均 値 ±標準偏差
（ n =3 )で示してある。 * *、 p  <  0 .0 1  

乳酸により増強した I L- 2 3 p 1 9 遺伝子の発現量は抗 CD 4 0 L 阻害抗体を加えても、
全く抑制されなかった。また、抗 C D 4 0 抗体刺激は、CD 1 1 b +細胞における I L- 2 3 p 1 9

遺伝子の発現を全く誘導せず、乳酸による影響も認められなかった。  
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図 2 - 9 - 1． 乳 酸 に よ る I L- 1 7 産 生 増 強 効 果 へ の 抗 I L- 2 3 p 1 9 抗 体 の 影 響  

O T- I I 由来脾細胞 5  ×  1 0 5（左図）、または C D 1 1 b +細胞と O T- I I 由来 C D 4 + T 細胞
とを細胞比 1 :1 にて共培養したもの（右図）を、抗 I L- 2 3 p 1 9 抗体（ G 2 3 - 9、 a - p 1 9） 

1 0  µ g / m l、あるいは同量のコントロール抗体（ Co n t .）を加え、 O V A ペプチド（白
色バー）、または O V A ペプチドと乳酸（灰色バー）にて刺激した。 4 日間刺激し
た後、培養上清中の I L- 1 7 産生量を ELI S A で測定した。各グラフのデータは平均
値 ±標準偏差（ n =3 )で示してある。 N S、有意差無し、 * *、 p  <  0 .0 1。  

抗 I L- 2 3 p 1 9 抗体は、 O T- I I 由来脾細胞では乳酸による I L- 1 7 増強効果を弱いな
がらも有為に抑制したが、CD 1 1 b +細胞と CD 4 + T 細胞との共培養系では全く抑制し
なかった。  
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図 2 - 9 - 2．  乳 酸 に よ る I L- 1 7 産 生 増 強 作 用 へ の 抗 I L- 2 3 p 1 9 あ る い は 抗 I L- 2 3

受 容 体 抗 体 の 影 響  

（ A）ヤギポリクローナル抗 I L- 2 3 p 1 9 抗体（ α - I L- 2 3 p 1 9） 1 0  µ g / m l を、 C D 1 1 b +細
胞と CD 4 + T 細胞との共培養系に加え、 O V A ペプチド単独（白色バー）、乳酸と
O V A ペプチド（暗灰色バー）、あるいは 0 .5  n g / m l  I L- 2 3 と O V A ペプチド（明灰色
バー）のいずれかで刺激した。 4 日間刺激した後、培養上清中の I L- 1 7 産生量を
ELI S A で測定した。  

（ B）ラットモノクローナル抗 I L- 2 3 受容体抗体（ 2 5 8 0 1 0、α - I L- 2 3 R）5  µ g /m l を、
CD 1 1 b +細胞と CD 4 + T 細胞との共培養系に加え、 O V A ペプチド単独、乳酸と O V A

ペプチド、あるいは 0 .5  n g /m l  I L- 2 3 と O V A ペプチドのいずれかで 4 日間刺激した。
刺激後に、培養上清中の I L - 1 7 産生量を EL I S A で測定した。各グラフのデータは
平均値 ±標準偏差（ n =3 )で示してある。 *、 p  <  0 .0 5、 * *、 p  <  0 .0 1。  
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図 2 - 9 - 3． 乳 酸 に よ る I L- 1 7 産 生 増 強 効 果 へ の 外 来 性 サ イ ト カ イ ン の 影 響  

（ A）CD 1 1 b +細胞と C D 4 + T 細胞との共培養系に、組換えマウス I L- 2 3 を 0  ～  1 .0  

n g /m l の範囲で加え、 O V A ペプチド（白色バー）、あるいは O V A ペプチドと乳酸
（灰色バー）にて刺激した。 4 日間刺激した後に、培養上清中の I L- 1 7 産生量を
ELI S A にて測定・定量した。  

（ B）組換えマウス I L- 1 2 /2 3 p 4 0  ホモダイマー［（ p 4 0） 2］、または I L- 1 2 p 7 0 を
1 .0  n g /m l にて（ A）と同様に共培養系に加え、 O V A ペプチド（白色バー）、ある
いは O V A ペプチドと乳酸（灰色バー）にて刺激した。 4 日間刺激した後に、培養
上清中の I L- 1 7 産生量を E LI S A にて測定・定量した。。各グラフのデータは平均
値 ±標準偏差（ n =3 )で示してある。 *、 p  <  0 . 0 5、 * *、 p  <  0 .0 1。  

I L - 1 7 産生量は I L- 2 3 の濃度依存的に上昇し、乳酸存在下では、それがさらに上
昇した。一方で、I L- 2 3 と同様に p 4 0 サブユニットを含むサイトカイン、I L- 1 2（ p 4 0）

2、並びに I L- 1 2 p 7 0 は乳酸による I L- 1 7 産生量への増強効果を抑制した。  
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図 2 - 9 - 4．C D 4 + T 細 胞 か ら の I L- 1 7 産 生 に 対 す る 外 来 性 サ イ ト カ イ ン と 乳 酸 の
影 響  

O T- I I 由来 CD 4 + T 細胞 1  ×  1 0 5 に対して、I L - 2 3、I L- 1 2 /2 3 p 4 0（ p 4 0）2 または I L- 1 2 p 7 0

それぞれを 1 .0  n g / ml にて加え、乳酸存在下（灰色バー）あるいは非存在下（白色
バー）にて固層化した抗 CD 3 抗体と抗 CD 2 8 抗体で刺激した。 4 日間刺激した後、
培養上清を回収し、上清中の I L- 1 7 産生量を ELI S A にて測定・定量した。各グラ
フのデータは平均値 ±標準偏差（ n =3 )で示してある。 *、 p  <  0 .0 5、 * *、 p  <  0 .0 1。  

I L- 2 3 は CD 4 + T 細胞からの I L- 1 7 産生を誘導したが、乳酸はこれを有為に抑制し
た。また、 I L- 1 2（ p 4 0） 2 や I L- 1 2 p 7 0 は C D 4 + T 細胞からの I L- 1 7 産生を誘導せず、
乳酸共存下でもそれは全く変化しなかった。  
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図 2 - 1 1 - 1． 乳 酸 は M y D 8 8非 依 存 的 に I L- 1 7産 生 を 増 強 す る  

My D 8 8ノックアウト マウス（ M y d 8 8 - / -、 K O）、あるい はその l i t t e r m at e  co n t r o l

マウス（W）由来脾細胞より CD 1 1 b +細胞を精製した。どちらか一方のマウス由来
CD 1 1 b +細胞  1  ×  1 0 5と、 O T- I I由来 CD 4 + T細胞  1  ×  1 0 5とを混合培養し、 O V Aペプチ
ド、または O V Aペプチドと乳酸により刺激した。 4日間刺激した後に、培養上清中
の I L - 1 7産生量を ELI S Aで測定した（左図）。また、1 2時間刺激後に、I L- 2 3 p 1 9、I L- 1 7 A

の各遺伝子の発現量は Re a l - t i me  P C Rにて測定し、 1 8 S  r RN Aの発現量で標準化した
後、 ΔΔC t法を用いた相対定量により算出した（中、及び右図）。なお、各グラフ
において、白色バーは l i t t e r ma t e  co n t r o l由来の、斜線バーはノックアウトマウス由
来の CD 1 1 b +細胞を用いた結果を示して ある 。各データは平均値 ±標準偏差（ n =3 )

で示してある。 *、 p  <  0 .0 5、 * *、 p  <  0 .0 1。  

My D 8 8野生型、並びにノックアウトのどちらのマウス由来 CD 1 1 b +細胞を用いて
も、 I L- 1 7産生量、及び I L- 2 3 p 1 9、 I L- 1 7各遺伝子の発現量に対する乳酸の増強作用
に変化は認められなかった。  
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図 2 - 1 1 - 2． 乳 酸 は C A R D 9非 依 存 的 に I L- 1 7産 生 を 増 強 す る  

CA RD 9ノックアウトマウス（ Ca rd 9 - / -、 K O）、あるいはその l i t t e r ma t e  co n t r o lマ
ウス（W）由来脾細胞より CD 1 1 b +細胞を精製し、どちらか一方のマウス由来 C D 1 1 b +

細胞と、O T- I I由来 CD 4 + T細胞とを細胞比 1 :1にて混合培養し、 O V Aペプチド、また
は O V Aペプチドと乳酸により刺激した。 4日間刺激した後に、培養上清中の I L- 1 7

産生量を E LI S Aで測定した（左図）。また、 1 2時間刺激後に、 I L- 2 3 p 1 9、 I L- 1 7 A各
遺伝子の発現量は Re a l - t im e  P C Rにて測定した（中、及び右図）。なお、各グラフ
において、白色バーは l i t t e r ma t e  co n t r o l由来の、斜線バーはノックアウトマウス由
来の CD 1 1 b +細胞を用いた結果を示して ある 。各データは平均値 ±標準偏差（ n =3 )

で示してある。 *、 p  <  0 .0 5、 * *、 p  <  0 .0 1、 N S、有意差無し。  

CA RD 9野生型、並びにノックアウトのどちらのマウス由来 CD 1 1 b +細胞を用いて
も、 I L- 1 7産生量、及び I L- 2 3 p 1 9、 I L- 1 7各遺伝子の発現量に対する乳酸の増強作用
に差異は認められなかった。  
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図 2 - 1 1 - 3． 乳 酸 は I L- 1非 依 存 的 に I L- 1 7産 生 を 増 強 す る  

CD 1 1 b + 細 胞 と O T- I I 由 来 CD 4 + T 細 胞 と を 共 培 養 し 、 I L- 1  r e cep to r  an tag o n is t

（ I L - 1 R A）0 .2 5  µ g / ml  またはそのコントロールとしての 0 .1 %  BS A含有 P BS（ Bu f f e r）、
抗 I L- 1β阻害抗体（ α - I L- 1β） 1 0  µ g /m l  またはそのコントロール抗体（ Co n t .）のい
ずれか１つを加えて、 O V Aペプチド（白色バー）、あるいは O V Aペプチドと乳酸
（灰色バー）にて刺激した。4日間刺激した後、培養上清中の I L- 1 7産生量を測定し
た（左図）。また、同一のサンプルを用いて、 I L- 1β産生量も同じく E LI S Aにて測
定した（右図）。なお、真ん中のグラフには、乳酸により I L- 1 7産生量が何倍上昇
したかを、 O V Aペプチド単独刺激を 1とした相対値として算出した数値を示した。
左右のグラフにおけるデータは、平均値 ±標準偏差（ n =3 )で示してある。*、p  <  0 .0 5、
* *、 p  <  0 .0 1。  



 63 

 

図 2 - 1 2 .  乳 酸 の I L- 1 7 産 生 へ の 予 想 さ れ る 増 強 作 用 機 序  

抗原刺激により誘導される I L- 1 7 産生への乳酸による増強作用の機序には３段
階のステップが存在する。  

①  単球・マクロファージが M H C クラス I I 上に抗原を提示し、 CD 4 +  T 細胞が T

細胞受容体を介して、これを認識して活性化する。  

②  活性化 CD 4 +  T 細胞からの CD 4 0 を介したシグナルと、乳酸からのシグナルと
を認識することにより、単球・マクロファージが活性化し、 I L- 1 2 /2 3 p 4 0 の発
現が誘導される。  

③  活性化した単球・マクロファージより分泌された、 I L- 1 2 /2 3 p 4 0 を含む未知の
サイトカインが CD 4 +  T 細胞に働き、その I L- 1 7 産生を増強させる。なお、こ
の時に分泌される I L- 1β は I L- 1 7 産生を上昇させるのには必要だが、乳酸によ
る増強作用には関与しない。  
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２ -５．考察  
 

本研究では、O T-II マウス由来脾細胞において TLR リガンド刺激非依
存的に、抗原刺激により誘導される I L-23/IL-17 経路への乳酸による増
強作用について詳しく解析を行った。この作用機序について次に列挙
する 3 段階のステップが存在すると考えた。①  単球・マクロファージ
といった抗原提示細胞が MHC クラス I I 上に抗原を提示し、CD4 +  T 細
胞は MHC クラス I I 上に提示された抗原を、 T 細胞受容体を介して認
識・活性化する。②  活性化 CD4 +  T 細胞からのシグナルと、乳酸から
のシグナルとを認識することによって、抗原提示細胞が活性化する。
③  活性化した抗原提示細胞からの刺激を受けて CD4 +  T 細胞はさらに
活性化し、 IL-17 を分泌する。本研究では、乳酸による IL-17A 産生増
強作用を解析することにより、次に述べる事柄を明らかにした。（ 1）
脾細胞の分画により、単球・マクロファージ及び、effector /memory CD4 +  
T 細胞が、抗原刺激依存的な IL-17A 産生への乳酸による増強作用に必
須である。（ 2）乳酸は、 IL-17A あるいは IFN-γ産生 CD4 +T 細胞の増殖
を抑制するが、 IL-17A 産生細胞の機能は維持する。（ 3） CD40-CD40L
細胞間相互作用が先に述べたステップ 2 において、乳酸と共に働き、
抗原提示細胞を活性化させ、 IL-12/23p40 産生を誘導するのに必須であ
る。（ 4）IL-12/23p40 産生は IL-17 産生を増加させるのに必要であるが、
IL-12/23p40 を含む既知のサイトカイン、IL-23、IL-12、及び IL-12 ホモ
二量体はこの IL-17 産生の上昇には関与しない。従って、 IL-12/23p40
を 含 む 未 知 の サ イ ト カ イ ン が 、 前 述 の ス テ ッ プ 3 に お け る
effector /memory CD4 +T 細胞からの IL -17 産生に対する、乳酸による増
強作用に関与する因子の一つである。（ 5） IL-1β産生の誘導は乳酸の有
無にかかわらず、ステップ 3 における IL-17A 産生の増加に重要である
が、乳酸による IL-17A 産生増強作用にはあまり関与しない。  
脾細胞中の抗原提示細胞を分画したところ、CD 11b +及び F4/80 +細胞

は乳酸に応答し、CD4 +  T 細胞からの抗原刺激依存的な IL-17 産生に、
著しく強い増強活性を示した（図 2-3- 1.）。同様に、M-CSF により誘導
した骨髄由来マクロファージも増強活性を示した（図 2-3-2.）。従って、
単球・マクロファージが乳酸による IL-17 産生への増強に主に働くこと
が示唆された。一方、樹状細胞は単球・マクロファージに比べて高い
抗 原 提 示 能 力 を も つ と さ れ て い る が 、 CD11b - /CD 11c+、 あ る い は
F4/80 - /CD11c+  細胞は CD11b +や F4/80 +細胞に比べて弱い増強活性を示
した（図 2-3-1．）。また、骨髄由来樹状細胞も CD4 +  T 細胞からの IL-17
産生を強く誘導するが、その増強活性は骨髄由来マクロファージに比
べると弱かった（図 2-3-2．）。これらの結果から、単球・マクロファー
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ジが、その抗原提示能力が弱いにもかかわらず、乳酸による IL-17 産生
への増強に働くことが示唆された。この考えを支持するように、腫瘍
関連マクロファージが腫瘍組織内の微少環境によく浸潤していること
が知られている。従って、腫瘍細胞由来の乳酸がマクロファージに働
いて、腫瘍組織内における慢性炎症を誘導している可能性があると考
えられる。  
本研究では、 IL-17A 産生細胞への乳酸の影響についても明らかにし

た 。 乳 酸 は CD4 + CD62L + naïve  T 細 胞 で は な く 、 CD4 + CD62L -  
effector /memory  T 細胞や Th17 細胞からの IL-17 産生を増強した（ Fig.2A、
Fig.4B）。しかしながら、乳酸は IL-6・TGF-β刺激による naïve  T 細胞か
らの Th17 細胞分化を著しく抑制した。一方で、乳酸は IL-17 産生細胞
の割合だけではなく、その発現量も増加させた（図 2-2-1.）が、 IFN-γ
及び IL-17 産生細胞のどちらの細胞増殖も抑制した（図 2-2-2.）。Kreutz
らは乳酸が、ヒト細胞障害性 T 細胞の細胞増殖と、抗原刺激時の IFN-γ
や IL-2 分泌を抑制することを報告している。従って、乳酸は、単球・
マクロファージに主に働いて IL-17A や IL-21 のような炎症性サイトカ
インを分泌させ、炎症を誘導させる方向に働く一方、抗癌免疫に関与
する Th1 細胞や細胞障害性 T 細胞の働きを負に調節することが考えら
れる。  

CD40-CD40 l igand (CD40L)  を介した細胞間相互作用は CD4 +  T 細胞
による抗原提示細胞からの IL-12/23p40 産生誘導への活性化に必要で
ある (63 , 64 )。今回、この CD40- CD40L 細胞間相互作用が、CD4 +T 細胞
からの IL-17A 産生を増加させる IL-12/23p40 の誘導に必須であること
が明らかとなった。しかしながら、NF-κB シグナル経路の活性化、そ
して CD40 刺激により誘導される IL-12/23p40・CD40 両遺伝子の発現、
これらのどれにも乳酸はあまり関与しなかった。従って、乳酸は、CD40
シグナル経路には直接関与しないと考えられる。 IL-12/23p40 の発現は
乳酸により軽微に増強したが（図 2-6 -1.）、乳酸による IL-12/23p40 の
産生量は、IL-17 産生量が増加している時、常に上昇した訳ではない（デ
ータ未掲載）。  
乳酸は IL-23p19 の発現を上昇させた結果、 IL-23 を介して IL-17A 産

生を増強すると予想していた。しかしながら、抗 IL-23p19 抗体や抗
IL-23R 抗体は、CD11b +・CD4 +T 細胞共培養系における IL-17A 産生の
上昇を抑制しなかった（図 2-9-1.  及び 2-10.）。さらに、この系では乳
酸による IL-23 産生の誘導が検出できず、また乳酸は、0.25 ng/ml の外
来性 IL-23 よりもさらに多い量の IL-17A 産生を誘導した（図 2-9-2.）。
これらの結果は、IL-17A 産生の誘導には IL-23 非依存的な経路があり、
そこに関わる IL-12/23p40 を含む他のサイトカインが増強作用に関与
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したことを示唆している。しかしながら、 IL-12/23p40 サブユニットを
共有する二つのサイトカイン、 IL-12(p40) 2、そして IL-12p70 は共に、
抗原刺激依存的な IL-17A 産生を増強しなかった。従って、IL-12/23p40
を含む未知のサイトカインが、 effecto r /memory CD4 +T 細胞に直接働き
かけ、 IL-17 産生の上昇を誘導したと考えられる。また、 IL-12(p40) 2 や
IL-12p70 が IL-17 産生への増強効果を抑制したのは、 IL-17 産生の増強
に働く一連の経路は IL-12/23p40 の結合による IL-12Rβ1 からのシグナ
ルを必要とするが、これらのサイトカインがこの未知のサイトカイン
の IL-12Rβ1 への結合を競合的に阻害したため、と思われる。さらに乳
酸は、 IL-12/23p40 を含む未知のサイトカインを構成するサブユニット
の発現を増強するかもしれない。また一方で、この新しいサイトカイ
ンは CD11b +細胞に働きかけ、 T 細胞受容体‒MHC 分子間の相互作用に
協調して働く共刺激分子の発現を誘導・増強するかもしれない。さら
には、乳酸は Th17 細胞において IL-21 の発現を誘導したが、このサイ
トカインは Th17 細胞の細胞集団を増殖させるのに autocr ine あるいは
paracr ine に働く。従って、 IL-21 の発現増強に働く他の因子が、 IL-17
産生細胞の増殖の誘導に関与する可能性も考えられる。  
細胞由来の内在性成分による炎症誘発刺激への応答には様々なシグ

ナル経路が既に知られている。今回、乳酸からのシグナルが内在性成
分を認識して活性化する MyD88、Card9 並びに NALP3 経路に関与する
かどうかについて検討した。ノックアウトマウスを用いて得られた実
験結果より、乳酸による増強作用は MyD88、及び Card9 非依存的であ
ることが示された。Samuvel らは最近、乳酸が、ヒトマクロファージ細
胞株、U937 細胞株において MD-2 の発現を介して、 TLR4 からのシグ
ナルを増強することを報告した。しかしながら、今回用いた実験系お
いて、 TLR4 のアダプター分子である MyD88 は、 IL-23p19 の発現及び
IL-17A 産生への乳酸による増強作用には関与しなかった。さらに、乳
酸は J774.1細胞株において、TLRリガンド刺激により誘導される NF-κB
経路の活性化を増強しなかった (3 9)。また、Syk-Card9 経路が IL-17A 産
生 CD4 +T 細胞の分化誘導に関与することが報告されているが (65 )、乳
酸による IL-17A 産生増強作用は、 Card9 ノックアウトマウス由来
CD11b + 細 胞 を 用 い て も 影 響 さ れ な か っ た 。 さ ら に 、 乳 酸 が
NALP3-inf lammasome 経路に関わるか調べるため、 IL-1β の発現を調べ
た。O VA ペプチド刺激により誘導された IL-1β の遺伝子発現と分泌量
は乳酸を加えても、僅かに増加するか、もしくはほとんど変化しなか
った。IL-1RA あるいは抗 IL-1β 抗体による IL-1 シグナルの阻害は、O VA
ペプチド刺激、あるいは O VA ペプチドと乳酸の共刺激による IL-17 産
生をどちらとも抑制した。しかしながら、これらの阻害処理は、乳酸
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による IL-17 産生への増強作用には影響を及ぼさなかった。 IL-1 シグ
ナルは Th17 細胞の分化と、その細胞における IL-17 発現の維持に働く
ことがわかっている (2 8 ,6 6)。これらの結果は、 IL-1 刺激が IL-17A 分泌
を強く誘導するのに関わるが、乳酸によって誘導されるシグナル経路
には関与しないことを示唆している。  
細胞膜表面には monocarboxylate t ranspor ter（MCT）が存在し、これ

は乳酸や酢酸、チオグリコール酸といったカルボキシル基を一つ有す
る分子、いわゆるモノカルボン酸をプロトン依存的に細胞内外に輸送
する (40 )。当研究室では以前に、TLR リガンド刺激によって誘導される
ヒト IL-23p19 遺伝子のプロモーター活性への乳酸の増強作用は pH 依
存的であることを報告した (39 )。この報告の中で、（１）乳酸の増強活
性が培地 pH の中和により低下し、細胞外 pH に依存すること、（２）そ
の取り込みにより細胞質 pH が低下すること、（３）単純な細胞外環境
の酸性化はプロモーター活性に影響を及ぼさないこと、そして（４）
乳酸ナトリウムには増強活性がないことを示した。また未発表ながら
他のモノカルボン酸にも同様の増強活性が存在すること、ジカルボン
酸であるコハク酸にはその活性がないことも確かめている。以上のこ
とから乳酸は MCT によって抗原提示細胞内に取り込まれて、 IL-23p19
遺伝子の発現を増強すると考えられる。しかしながらその後の作用に
ついては、乳酸を認識する未知の細胞内因子が関与するのか、あるい
は乳酸の細胞内流入により乳酸発酵経路の平衡状態がピルビン酸側に
傾き、NAD/NADH バランスが影響を受けるのか、などが考えられ、作
用機序の同定にはさらなる検討が必要である。一方、MCT 以外に、 G 
protein-coupled receptor である GPR81 が乳酸を直接認識し、乳酸は脂肪
細胞における脂肪代謝を抑制することが知られている (6 7 -69 )。 GPR81
の脾臓での発現は認められないながらも、マクロファージに発現して
いる可能性は否定できず、この受容体の関与についても調べる必要が
ある。またプロトンをリガンドとし、細胞外環境の酸性化を認識する
GPCR（ OGR1 や GPR4、G2A、 TDAG8）が存在し、その下流では三量
体 Gタンパクを介して cAMP経路が活性化することがわかっている (7 0)。
乳 酸 に よ る 増 強 活 性 に cAMP が 関 与 す る か ど う か 調 べ る た め に
cAMP-responsible element（ CRE）により制御されるプロモーター活性
への乳酸の影響を調べたが、乳酸はこのプロモーター活性には全く影
響を及のぼさず（第１章、図 1-3-3.）、 cAMP の活性化に関与しないこ
とが示唆された。このことから、乳酸により誘導されるシグナルの認
識に、これらの GPCR は関与しないであろう、と考えられる。  
癌細胞から分泌された、サイトカインやケモカインといった種々の

免疫調節因子や、障害を受けた細胞から遊離した因子は、免疫担当細
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胞を腫瘍組織に浸潤させ、腫瘍組織局所において炎症をもたらすこと
が知られている (8 )。しかしながら、腫瘍微小環境において炎症がよく
認められるが必ずしも癌排除に働く訳ではなく、腫瘍細胞にそれ以外
の恩恵をもたらす。腫瘍微小環境における乳酸濃度の亢進もその一つ
で、 ” Warburg e ffect”という癌細胞に特徴的な現象の結果としてもたら
される。今回の研究成果により乳酸は、CD4 +  T 細胞の抗原刺激依存的
な細胞増殖を抑制し、さらに抗腫瘍免疫を担うとされる Th1 細胞から
の IFN-γ産生を抑制することにより、I L-23/IL-17 経路を増強させる方向
に働くことが示唆された。従って、乳酸は腫瘍の成長促進に働く重要
な免疫調節因子かもしれない。事実、子宮頸癌や頭頸部癌において、
腫瘍組織内の乳酸濃度の亢進と、癌転移や予後不良との関連性が報告
されている。以上から、乳酸を認識し活性化する免疫反応を標的とす
ることは多様な癌の治療へと繋がる有効な手段かもしれない。今後は、
免疫担当細胞において乳酸を認識し活性化するシグナル経路を解明し
ていきたいと考えている。  
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