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学 位 論 文 題 名

NK1．1+T細胞の分化機構の解析

学位論文内容の要旨

  NKl.1+T細 胞 は ，T細 胞抗 原受容 体(TCR)とNKl.1分子 を同 時に 発現す るT

細胞サブセットである。NKl.1+T細胞の大部分は限られたTCRを使用しており，

そ の 限 定 さ れ た TCRに よ り MHCク ラ ス Ib分 子 の CD1， ま た は TL抗 原 を認 識

することが判明している。メインストリームT細胞が胸腺上皮細胞上のMHC十

ペプチドによりpositive selectionされるのに対し，NKl.1+T細胞は，骨髄由来
のCDl+ CD4+ CD8+胸 腺細胞 によりpositive selectionされる。NKl.1+T細胞

は抗原を認識後，早期に大量のILー4，IFN-yを産生する。NKl.1゙ T細胞の抗原認

識・機能については，次第に明らかになりつっあるが，NKl.1+T細胞への系列決

定・分化機構については不明である。NKl.1+T細胞は，胸腺内においてメイン

ストリームT細胞やNK細胞と共通の前駆細胞から分化すると予想されている。

しかし，どの分化段階でNKl.1+T細胞への系列決定がなされ，分岐していくの
かについては不明である。

  本研究はNKl.1+T細胞の分化キ幾構を明らかにする目的で，メインストリーム

T細胞分化の系で詳細な解析がすでに行われているZAPー70―／－マウスを用いた。

ZA_P―70は，T細胞，NK細胞などに発現され，TCRシグナル伝達において中心的

な位置を占めるチ□シンキナーゼである。ZAP-701/・マウスでは，メインストリ

ームT細胞分化はTCRowCD4゙ CD8゙ （doublepositive；DP）ステージで停止して
おり，胸腺および末梢においても成熟T細胞は認められない。一方，NK細胞の

分化，および書幾能は正常である。

  はじめに，ZAP－70・/一マウスの胸腺細胞，牌細胞をフ□ーサイトメトリーで解

析した。その結果，ZAP－70一/lマウスではNK1．1゙ TCRぱp＋T細胞，NKl． 1゙

TCI之湎←T細胞が欠損しており，NK1．1゙ T細胞の分化にはZ触冫一70が必須であるこ

とが判明した。また，ZAP一70ナマウスの胸腺では，正常マウスでは認められな

いNK1．1゙ TCRaB―のポピュレーションが存在した。ZAP―70―／―マウスの脾臓に
おいてもNKl．1゙ TCRQD－のポピュレーションの増加がみられた。そこで，正常マ

ウスでは認められないZAPー70ナマウスの胸腺内NKl． 1゙ TCRaB―細胞につい

て，さらに詳細な解析を行った。その結果，ZAP―70ナマウスの胸腺内NK1．1゙
TCRdp―繍‖胞は，NK細胞，NKl．1゙ TCRQp゙ T細胞とは異なる特徴的な細胞表面マ

ーカーを発現することが判明した。次に，ZAP一70ナマウスの胸腺内NK1． 1゙

TCRaD一細胞について，機能解析を行った。ソーティングしたZAP－70ナマウ
スの胸腺細胞，牌細胞を固相化抗NK1．1抗体で刺激すると，上清中に有意の

IFN－Y産生が認められたが，IL－4産生は見られなかった。続いてZAP―70ナマウ
スの胸腺内NKl．1゙ TCR説B―細胞の細胞傷害活性を51Crリリースアッセイで測
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定した。ZAPー70小マウスの胸腺内NKl.1゙ TCRor(3一細胞は，有意な細胞傷害活
性を示した。
  以上の結果から，ZAPー70・/Iマウス胸腺にみられるNKl.1゙ TCRocp―細胞は，
正常マウスのNK細胞，NKl.1゙ TCRap゙ T細胞いずれとも異なるユニークな機
能的細胞ポピュレーションであることが判明した。そこで，このNK様細胞を，本
来はNKl.1゙ TCRap゙ T細胞に分化する細胞集団が，ZAP－70が存在しないため
に分化が停止したものと想定し，ZAP―70の欠損を生化学的にバイノヾスすること
で，NKl.1゙ TCRap゙ T細胞の分化誘導を試みた。メインストリームのT細胞で
は，ZA_P―70ナマウスを用いた新生仔胸腺器官培養系(NTOC)で，ZAP―70の欠
損を生化学的にバイバスすると，正の選択を再構築できることが示されている。
こ の系を 用いて，NKl.1+ TCRcxp+T細胞分化が誘導されるか検討した。
  まず，CD4゙ T細胞を誘導するPMAとionomycinを添加するZAPー70―／ー
NTOC系で実験を行った。その結果，CD4゙ T細胞を誘導するより高濃度のPMA
（1600 nM)とioriomycin (130 nM)の存在下で，NKl.1゙ TCRocp゙ T細胞が出現
した。誘導されたNKl.1゙ TCRap゙ T細胞は，CD4分子を発現せず，CD8(oc，D）を
発現していると推定された。従って，誘導されたNKl.1゙ TCRocp゙ T細胞は，正
常マウス胸腺にみられる，NKl.1゙ TCRap゙ T細胞とは異なる亜群と考えられた。
次に，CD8゙ T細胞を誘導するPTXを添加するZAP―70ナNT〇C系で実験した
が，NKl.1゙ TCRap゙ T細胞の誘導は全く認められなかった。
  さらに，ZAPー70ナマウスの胸腺内NKl.1゙ TCRapーNK様細胞が，NKl.1＋
TCRap゙ T細胞に直接分化するか検討した。ソーティングによりZAP―70ナマ
ウス胸腺内のNKl.1゙ TCRoc[3一細胞を分離し，デオキシグアノシン処理した
BALB/c NTOC系に導入し，PMA -(1600 nM)とioriornyciri（130 nM)の存在下で
培養した。その結果，NKl.1゙ TCRap゙ T細胞が誘導され，ZAP―70・/Iマウス胸腺
内NKl.1゙ TCRocp一細胞が，NKl.1゙ TCRoc[3゙ T細胞の前駆細胞であることが示
された。
  次に，TCRがあらかじめ再構成しているTCRを発現するD011.10トランス
ジェニックマウスより，ZAP―70欠損系を樹立し，解析した結果，これらのマウス
には，NKl.1゙ TCRぱp川111細胞が認められた。この細胞は，CD4を発現せず，CD8
発現が認められた。一方，このマウスにおいてもメインストリームT細胞は，DP
で分化が停止していた。
  以 上 ま と め る と ， 本 研 究 に よ り 以 下 の 事 実 が 明 ら か に なっ た 。
1）NKl.1゙ T細胞の分化にはZAP一70が必須である。
2） ZAP－70・/Iマウスでは，正常マウス胸腺においては認められないNKl.1+
  TCRap―のポピュレーションが増加する。この細胞はNK細胞，NKl.1゙ TCROcB゙
  T細胞いずれとも異なるユニークなフウノタイプを示し，IFN-y産生能，腫瘍
  細胞f昜害活性を有する。
3）PMAとionomvcinにより生化学的にTCRのシグナルをバイバスしたNTOC
    系で，ZA_P－70ナマウス胸腺にみられるNKl.1゙ TCRocp一細胞は，NKl.1゙
  TCRa{3゙ T細胞に直接分化した。
4） ZAP―70はメインストリームT細胞のTCR再構成には影響を与えなしゝが．NKl.1゙
  TCRorp゙ T細 胞 の TCRの 再 構 成 には 必 要 であ るこ とが示 唆さ れた。
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NK1．1+T細胞の分化機構の解析

  NKl.1+T細 胞は， 胸腺 内に おいて メイ ンス トリ ームT細 胞やNK細胞と共通

の前駆細胞から分化すると予想されている。しかし，どの分化段階でNKl.1+T

細 胞へ の 系 列 決 定 が な さ れ ， 分岐 し て い く の か に つ いて は不 明であ る。
  本研究はNKl.1+T細胞の分化機構を明らかにする目的で，メインストリーム

T細 胞 分 化 が ， 途 中 で 停 止 す る ZAP一 70ナ マ ウ ス を 用 い た 。

  はじめに．ZAP―70ナマウスの胸腺細胞，脾細胞をフ□ーサイ卜メ卜リーで解

析 した 。 そ の 結 果 ， ZAP― 70ナ マウ ス で は NKl.1+ TCRap+T細 胞， NKl.1゙

TCRy8゙ T細胞が欠損しており，NKl.1゙ T細胞の分化にはZAP-70が必須であるこ

とが判明した。また，ZAP－70小マウスの胸腺では，正常マウスでは認められな
いNKl.1+ TCRa{3－のポピュレーションが存在した。そこで，この細胞の細胞表面

マーカーを詳細に解析した結果，NK細胞，NKl.1+T細胞とは異なる細胞表面マー

カーを発現することが判明した。次に，機能を解析したところ，固相化抗NKl.1

抗 体 刺 激 に よ る IFN--産 生 能， お よ び 腫 瘍 細 胞 傷 害 活 性 が認 め ら れ た 。

  ZAP―70ナマウスでは，本来NKl.1゙ TCRoc[3゙ T細胞に分化する細胞集団が，
ZAP-70が存在しないために分化が停止していると想定し，ZAP―70の欠損を生

化学的にバイバスすることで，NKl.1+ TCRoc[3+T細胞の分化誘導を試みた。メイ
ンストリームのT細胞では，ZAP―70ナマウスを用いた新生仔胸腺器官培養系

(NTOC)で，ZAP―70の欠損を生化学的にバイバスすると，正の選択を再構築でき

ることが示されており，この系を用いて検討した。
  まず， CD4+T細胞を誘導するPMAとiOnOITiyciriを添加するZAP一70―／－

NTOC系 で実 験を 行っ た。そ の結 果， CD4+T細 胞を 誘導す るよ り高濃度のPMA
とioriomycinの存在下で，NKl.1+ TCRocp゙ T細胞が出現した。CD8゙ T細胞を

誘 導す る PTXを 添 加 す るZAP－ 70 -1- NTOC系では ，NKl.1+ TCRap+T細 胞の

誘導は認められなかった。
  さらに，ソーティングによりZAP―70一マウス胸腺内のNKl.1+ TCRor[3―細

胞を分 離し ，デ オキ シグア ノシ ン処 理し たBALB/c NTOC系に 導入し，PMAと
ionomycinの存在下で培養した。その結果，NKl.1゙ TCRa,{3゙ T細胞が誘導され，

ZAP―70ナマウス胸腺内NKl.1゙ TCRa,[3―細胞が，NKl.1゙ TCRap゙ T細胞の前

駆細胞であることが示された。
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  次に，D011.10トランスジ工二ックマウスを用い、あらかじめ再構成している
TCR遺伝子を持つZAPー70欠損系を樹立し，解析した結果，これらのマウスには，
NKl.1+ TCROcpdim細胞が認められた。
  公開発表に際し，副査の吉木教授より，胸腺外に認められるNKl.1+
T細胞と本研究で対象としたNKl.1+T細胞の関連について，ZAP―70ナマウス
で発症する免疫異常等の質問があった。申請者は，胸腺外でみられるNKl.1+T
細胞と胸腺内NKl.1+T細胞は，共にTCRとNKl.1を発現するが，CD4，CD8
の発現に臓器問で差があること，ZAP一70ナマウスでは免疫異常疾患は特に認め
られない旨回答した。続いて副査の西村教授より，NKl.1+T細胞の分化経路に関
する研究の現時点でのコンセンサスについて，NKl.1+T細胞は胸腺外分化の報告
もあることを踏まえ，NKl.1+T細胞の分化におけるTCRの再構成の場としての
胸腺の役割に関して質問があった。申請者は，NKl.1+T細胞の胸腺内分化経路に
関する仮説について述べ，自己の研究結果との関連を説明した。また，ス卜□ー
マ細胞を用いたNKl.1+T細胞の誘導の報告はあるが，胸腺内の前駆細胞からの
誘導は本研究が初めてである旨を説明した。さらに，主査の小野江教授より，正
常マウス胸腺ではほとんど認められないNKl.1゙ TCRocp―細胞が増加する現象に
関して質問があった。申請者はZAP―70ナマウスと同様にTCR再構成がみられ
ないRAGノックアウ卜マウスの例を述べた。
  この論文は，NKl.1+T細胞の分化にはZAP―70が必須であること，NKl.1+T
細胞の前駆細胞を直接同定した点で高く評価され，今後さらなるNKl.1+T細胞
の分化機構の解明が期待される。
  審査員一同は，これらの成果を高く評価し，大学院課程における研鑽や取得単
位なども併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するもの
と判定した。


