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学位論文内容の要旨

    籍  言

  特異的免疫反応のシステムが勁き出すには、T細胞がその受容体

(TCR)を用い、抗原提示細胞(APC)上の主要組織適合抗原

複 合 体 (MHC)分 子 に よ り 提 示 さ れ る 抗 原 を 認 識 し な け れ ば な ら

な い 。   こ の 現 象 を 分 子 レ ベ ル で 言 い 替 え る と 、 TCR、 MHC分 子

、 抗 原 由 来 の ペ プ チ ド 断 片 よ り な る 3分 子 複 合 体 形 成 が 、 T細 胞 の

反 応 開 始 に は 不 可 欠 で あ る 、 と い う こ と に な る 。 T細 胞 は 胸 腺 内 で

正 負 の 選 択 を 経 て 、 自 己 MHC分 子 に 結 合 し た 抗 原 ペ プ チ ド の み を

認 識 し 、 反 応 す る レ パ ― ト リ ー を 形 成 す る 。 こ の よ う に 自 己 の MH

C分 子 に 結 合 し た 抗 原 ペ プ チ ド の み に 対 し て T細 胞 が 反 応 す る 現 象

を 自 己 MHC拘 束 と 呼 ぷ 。

と こ ろ が 、   自 己 の MHC分 子 以 外 の 同 種 （ ア ロ )MHC分 子 か ら

も 抗 原 提 示 を 受 け 得 る T細 胞 が い く っ か 報 告 さ れ て い る 。 こ の 現 象

を 、 MHC拘 束 に 対 し て MHCdegeneracyと 呼 ぷ 。 通 常 、 単 一 T細

胞 ク ロ ー ン が degeneracyを 示 す MHC分 子 の 種 類 は 、 せ い ぜ い 2か

ら 3種 類 で あ る が 、 本 研 究 で 解 析 し た T細 胞 は 、 少 な く と も 5種 の

異 な る MHC分 子 か ら 抗 原 提 示 を 受 け 得 た 。 本 研 究 で は 、 こ の 特 異

な T細 胞 ク ロ ー ン の 抗 原 認 識 様 式 に つ い て 詳 細 に 検 討 を 加 え た 。
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    材料と方法

NODマウスをハトチトクロームcの43番から58番目のアミノ酸か

らなる合成ペプチドp43一58のアナログ46R50E54Aにて免疫した。

得られたりンパ節T細胞を、T細胞腫瘍BVrll00と融合してT細胞ハ

イプリドーマ（NOEシリーズ）を作製した。APCとしては、種々

のマウスの脾細胞、及び変異MHC遺伝子導入線維芽細胞を用いた。

T細胞ハイプリドーマの反応は、1L‐2の産生Iで計測した。また、

穫々の抗体を用い、ハイプリドーマの表面に発現している機能分子

をフローサイトメトリーにて解析した。  さらに、■onogaiouSなハイ

プリド―マとの競合実験を行い、TCRのペプチドーMHC分子複

合体に対する親和性を間接的に測定した。

    結  果

    p43―58の46、54番残基は、マウスのMHC分子のーつ、I一A分子

と結合する部位（アグレトープ）であること、また50番残基はTC

  Rに結合する部位（エピトープ）であることが判明している。p43－

58の50番残基はアスパラギン酸（D）だが、今回この50番残基をグ

  ルタミン酸（E）に置換したぺプチド群50Eシリーズ（46R50E54A，

  50E54A，46A50E54A）を用いてNODマウスを免疫し、I‐A‘↑分子と親和

  性の高いアグレトープモチーフを検索した。NODマウスは1‐E分子欠

  損系なので、T細胞増殖反応は、I-A．’とぺプチドとの結合を直接

  反映すると考えられる。モの結果、46｜番目をアルギニン（R）、54

  番目をアラニン（A）に置換したアナログペプチド46R50E54Aが、

  最も強くI一A‘’分子と結合することが判明した。50Eシリーズに対す

  るT細胞の反応をクローンレペルで解析するため、ハイブリドーマ

  NOEシリーズを樹立したが、この中に広いMHCdegeneracyを示す
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NOE33― 1－ 2が 同 定 さ れ た 。 し か し 、 NOE33‐ 1‐ 2の表 面 抗原 の 発現 パ タ

ーンには、他のハイプリドーマと特に異なる点1ま認められなかっ

た。

pro:iscu ou s ti ,. 4プ  i)  F' - 7 NOE33-1-2は.   NOD  ( I-AI') .

BlO.-D2 ( I_A', I_E') .   Bl0. PL ( l-A', I-E') .   Bl0. S ( I-A') .

Bl0． S}A（ 1一 A’ ， I－ E’ ） の 脾 細 胞 を APCと し た 時 、 こ れ ら から 抗 原

提 示 を 受 け た 。 各 APC存 在 下 に お い て 、 NOE33― 1－ 2の 反 応 を 惹 起

す る 合 成 ペ プ チ ド の 刺 激 性 の 順 位 は 、 各 マ ウ ス を 50Eシ リ ー ズ の ぺ

プ チ ド に て 免 疫 し た 場 合 に 得 ら れ る り ン パ 節 T細 胞 全 体 に 対 す る ア

ナ ロ グ ペ プ チ ド の 刺 激 性 の 順 位 に 一 致 し た 。 っ ま り NOE33ー 1― 2は 、

各 M HC分 子 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 結 合 性 の 順 位 と 一 致 す る 反 応 性 を 示

す こ と が 判 明 し た 。   ま た 、 各 MHCク ラ ス II分 子 に 対 す る 抗 体 を 用

い た 抑 制 実 験 に よ り 、 NOE33－ 1― 2が 主 に I－ A分 子 拘 束 性 で あ る こ と が

明 ら か に な っ た 。 I－ E欠 損 系 の NODマ ウ ス の 脾 細 胞 を APCと し た

I一 A"拘 束 性 の 反 応 と 、 Bl0. D2マ ウ ス の 脾 細 胞 を APCと し た I一 Ad

拘 束 性 の 反 応 で 1ま 、 NOE33－ 1‐ 2の各 ペ プチ ド に 対す る ．反 応 性に 差 が

認 め ら れ た 。 I－ A"と 1一 A‘ 分 子 の 連 い は ロ 鎖 の み に 認 め ら れ る 。

そ こ で 、 I－ A゚ 分 子 の ロ 鎮 の 声 シ ― ト 部 分 を I一 A‾ 分子 の 同 部分 と 置

換 し た 、   ミ ュ ー タ ン ト MHC遺 伝 子 導 入 線 雑 芽 細 胞 を APCと し て

用 い る と 、 NOE33― 1― 2は 用 い た 全 て の ぺ プ チ ド 抗 原 に 対 す る 反 応 性

を 失 っ た 。   こ れ に 対 し て 、 他 の ionogaiousな T細 胞 ハ イ プ リ ド ー

マ （  DE及 び BDシ リ ー ズ ） で は 、   ミ ュ ー タ ン ト MHC分 子 発 現 APC

の 存 在 下 で も 通 常 の 反 応 性 を 示 し た 。 従 っ て 、 NOE33－ 1― 2の 無 反 応

性 に 対 し て 、   ミ ュ ー タ ン ト MHC分 子 と ぺ プ チ ド 抗 原 の 結 合 不 全 の

可 能 性 は 否 定 さ れ た 。 次 に 、 NOE33‐ 1－ 2の TCRと MHC十 ペ プ チ
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ド 抗原 と の親 和 性を 、間 接 的に検射 した。NOE33―1‐2または DEシリ

― ズ の ハ イ プ リ ド ― マ 、 ペ プ チ ド 抗 原 、 APCか ら な る 培 養 系 に 、

不 活 化し たNOE33―1－2また はDEシリーズのハ イプリドーマ を加え、

そ れ ぞ れ の 反 応 の 阻 害 実 験 を 行 っ た 。 そ の 結 果、 NOE33―1－2のTC

Rの ぺ プ チ ド 抗 原 ― MHC分 子 複 合 体 に 対 す る 親 和 性 は 、 DEシ リ ー

ズ の TCRよ り む し ろ 高 い こ と が 示 唆 さ れ 、 proilscuousな TCR

は 、 各 MHC分 子 の 一 部 の 共 通 な 、 立 体 構 造 を 認 識 し て い る と 考 え ら

れた。

考   察

現 在 、 著 者 の 同 定 し た 非 常 に 高 度 な pro■ lscuityを 示す T細 胞の

生 理 的 意 義 に つ い て は 不 明 で あ る 。 NODマ ウ ス 以 外 で は 類 似 の 細

胞 は 発 見 さ れ て い な い の で 、 こ の よ う な T細 胞 は NODマ ウ ス に 固

有 の も の で あ る 可 能 性 も あ る 。 NODマ ウ ス に お け る 糖 尿 病の 発症 に

は 、 複 数 の 遺 伝 子 が 関 与 し て い る こ と が 判 明 し て いる が、 い ずれ に

せ よ 自 己 免 疫 に よ る 膵 ロ 細 胞 の 破 壊 が 直 接 の 発 症 原因 と なっ て いる

こ と に は 、 異 諭 の な い と こ ろ で あ る 。 従 っ て 、 NODマ ウス の みに 認

め ら れる pronilscuousナ よ T細胞 は 、自 己 免疫 疾患の 病態に何らか の

役 割を 果 たし て いると推定さ れる。実際、 I－A．’分子の声 鎖由来の

ぺ プ テ ド が 、 同 系 のNODマウ ス に対 し i■ munogenicで あ るこ と が報 告

さ れ てい る。  このよう な自己成分反応 性T細胞が．残 存することか

ら 、 NODマ ウ ス の negative selectionには 、何 ら かの 欠 陥が あ ると

考 え ら れ る o  胸 腺 内 の negative selectionと positive selection

は 、 胸 腺 上 皮 、 胸 腺 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 そ し て 樹 状 細胞 上 に発 現 され

て い る MHC分 子 に よ っ て 影 響 さ れ る こ と が 判 明 し て い る 。 NODマ

ウス 固 有の I一 A‘’ 分 子の 存 在下 で のT細 憶 の選 択 過程（ negative
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selection、 positive selection)に 、 他 の MHCマ ウ ス で は 認 め

られないような何らかの異常が生じ、今回示したような幅広い

degeneracyを示すT細胞が、胸腺内で産生されたとも考えられる。

そして、  この1一A degeneracyが、自己蛋白由来ペプチドとI一A‘’複

合体に対する交叉性に結びっき、結果として自己膵ロ細胞抗原反応

性、そして自己免疫疾患発症へと帰結するのではないか、というシ

ナリオを考えている。  この点に関しては、今後のさらなる解析が必

要と考えられる．



学位論文審査の要旨
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学 位 論 文 題 名

NODマウス由来のpromlscuousT細胞ハイブリドーマ

  特異 的免疫反応のシステムが動きだすには、T細胞がその受容休(TCR）を用い、抗原提示細胞

(APC)上の主要組織適合抗原複合体(MHC)分子より提示される抗原を認識しなければならなIヽ 。

T細 胞が自 己¥IHC分子 に結合し た抗原ベブチドのみを認識し、反応する現象を自己MHC拘束と呼

ぶ。 一方自己 の¥1HC分子 以外の同 種（ア口）VHC分子からも、抗原提示を受けるT細胞が知られ

ている。この現象を¥IHC degeneracyと呼ぶ。本研究では、少なくとも5種の異なるlVIHC分子から

抗原提示を受ける、 promiscuousT細胞ク口―ンを衝立した。そして、この特異なT細胞ク口一ン

の抗原認識様式について、詳細に検討を加えた。

  ハ卜 チ卜ク口一ムcの43から58番残基よりなるp43→58の46、54番残基は、マウスのVHC分子の

ーつ 、I－ A分子と結合する部位（アグレ卜―ブ）であり、また50番残基はTCRに結合する部位（

エビ トーブ）であることが判明している。今回、p43-58の50番残基をグルタミン酸（E）に置換

したべブチド群50Eシリーズ(46R50E54A，50E54A，46A50E54A)を用いてNODマウスを免疫レ、I－A‘7

分子 と親和性の高いアグレ卜―ブモチーフを検索した。その結果、46番目をアルギニン（R）、

54番目 をアラニン(A）に置換レたアナ口グペブチド46R50E54Aが、最も強くI一A‘’分子と結合

する ことが判 明した。 次に50Eシリ― ズに対 するT細胞の反 応をク ロ―ンレ ベルで 解析するた

め、ハイブリド―マNOEシリーズを街立した。この中に、広いNI[{C degeneracyを示すNOE33-1-2

が同定された。しかし、NOE33ー1－2の表面抗原の発現バタ―ンには、他のハイフ゛リドーマと特に

異なる点は認められなかった。

promiscuousなハイブリド―マNOE33―1―2は、NOD（I―A‘’），Bl0. D2（I-A゚ ，I－E゚ ），Bl0. PL（IーA“，I

－E“j，BlO.StI－A‘），Bl0. S．、ItIーA”，I－E”）の脾細胞をAPCとした時、これらから50Eシリ―ズの合成

ベブチド抗原提示を受けた。それぞれのAPC存在下において、NOE33－1ー2の反応を惹起する各合

成ペ ブチドの刺激性の順位は、各MHC分子と抗原ベブチドとの結合性の順位と一致した。また、

各MHCクラス H分子に対する抗体を用いた抑制実験により、NOE33－I―2が主にI－A分子拘束性で

あることが明らかになった。
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  NODマウスの牌細胞をAPCとしたI‐A‘’拘束性の反応と、B10.D2マウスの牌細胞をAPCとした

IーA゚ 拘束性の反応では、NOE33-1ー2の各ペブチド抗原に対する反応性に差が認められた。I一A‘7

とI-A゚ 分子はa鎖は共通で、その違｜ヽばロ鎖のみに認められる。そこで、I一A゚ 分子のロ鎖のロシ

ート部分をI－A“分子の同部分と置換した、ミュ一夕ントk!HC遺伝子導入線維芽細胞をAPCとして

用い、NOE33－1－2を各ベブチドで刺激した。NOE33―1→2は用いた全てのベブチド抗原に対する反

応性を失った。しかし、コン卜口―ルに用いた他のmonogamousなDEまたはBDシリーズのT細胞ハ

イブリドーマでは、このミュ一夕ントXIHC分子発現APCの存在下でも、I-A゚ 発現APCと同様の反

応性を示した。これらの結果より、ミュータントXIHC分子とベブチド抗原の結合には問題がない

と考えられた。

  次に、)10E33－1－2またはDEシリーズのハイブリドーマ、ペブチド抗原、APCからなる培養系

に、不活化したNOE33-1―2、またはDEシリーズのハイブリドーマを加え、それぞれの反応の阻害実

験を行った。その結果、NOE33ー1－2のTCRとべブチド抗原―lx,IHC分子複合体との親和性は、DEシ

リーズのTCRよりむしろ高いことが示唆された。したがって、NOE33―1－2は5種の．、lHC分子とペ

プチド抗原によって形成される複合体間で共通な立体構造を高親和性に認識すること、この構造は

MHCの抗原結合溝の底面の変異によって影響されることが示唆された。現在まで、申請者の同定した非

常に高度なpromiscuityを示すT細胞は、NODマウス以外では発見されていない。したがって、この

promiscuousなT細胞は、NODマウスに認められる自己免疫疾患の病態に、餌らかの役割を果し

ていると推定された。

  口頭発表に際し、上出教授よルハイブリドーマの親株に存在する種々の膜表面分子、および細

胞内シグナル伝達系に働く分子の影響について質問されたが、申請者は大旨妥当な解答を成し得

た。ま た、 上出 、柿 沼両教 授に は個 別に審 査をいただき、合格と判定された。

  以上、自己免疫を発症するNODマウスのみに存在する、稀なpromiscuityを示すT細胞クロー

ンの斟立と、その抗原認識磯溝の詳細な解析は、自己免疫を誘導するT細胞ク口一ンの産生機構

の解明にっながるもので、博士（医学）の授与に相当すると判定した。
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