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論文内容の要旨

2C は， BALB.Bマウス由来の抗BALB/c CTL で，同種u特異的CTL クローンである。 BALB/c マウス牌臓およ

び胸腺細胞よりの酸抽出物の HPLC分画から，この 2C に反応する分画を調べ， 2C標的抗原ペプチドとしてアミノ酸配

列を同定したのがp2Caぺフ。チドである。本研究においては， p2Caぺフ。チドを用いて in vitro で CTL の誘導が可能で

あり，しかもその誘導にはクラス 1 結合ペプチドでありながら CD4陽性T細胞および抗原提示細胞 (APC) が必要で

あることを示した。

【方法と結果】

BALB/cマウス牌細胞7.5x106/2ml 中に p2Caペプチドを各種濃度加え， 5 日間培養した後，効果細胞として用い

た。標的細胞には， P815 細胞に各種ペプチドを加え， 16 時間培養したものを用いた。細胞傷害活性の測定には， 4時

間51Cr 遊離試験を用いた。

1) 効果細胞の誘導のためおよび標的細胞としてP815 細胞に付加するための p2Caぺフ。チドの至適濃度を調べた。誘

導には 10-5__1 0-6M，付加には 10- 2--10- 4Mが至適濃度であった。これらより， p2Caによる効果細胞の誘導には 10- 5

M，標的細胞の作成には 10- 4M の濃度を以後使用した。

2) 各種抗体による細胞傷害性抑制試験を行った。抗 CD4抗体では抑制されなかったが，抗 CD8抗体で抑制された。

また，抗MHC抗体では，抗u抗体でのみ抑制され，抗Dd， K d, 1-A d, 1-Ed抗体では抑制されなかった。

3) p2Ca により誘導された CTL の特異性を見た。標的細胞として， P815 細胞に各種u結合性ペプチドを付加した

が， p2Ca のみに CTL活性を示し， MCMVや tum- ペプチドには示さなかった。また， P815 細胞のみや他の腫蕩

細胞， BALB/c牌細胞 Con A blast にも CTL活性を示さなかった。

4) p2Ca特異的 CTL の誘導に対する CD4陽性 T細胞の役割について検討した。抗CD4抗体の in vivo 投与あるい

は補体との in vitro 処理により CD4陽性T細胞を除去したマウスの牌細胞を反応細胞としたとき， p2Ca に対する

CTLの誘導能は減弱した。しかしこの反応細胞を使用し， B6マウス牌細胞を刺激細胞とした allo に対する CTL は
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十分に誘導された。

5) p2Ca に対する CTLの誘導における APC の関与につき検討した。ナイロンウールカラム (NW) を通し APC を除

去した牌細胞培養中に p2Caを加え CTL の誘導を見たが，細胞傷害活性は減弱した。この APC除去牌細胞に腹腔浸

出細胞 (PEC) を加えると， CTL誘導能は回復した。しかしこの PEC をあらかじめ 0.1 %パラフォルムアルデヒド

(PFA) で処理しておくと，誘導能は回復しなかった。

6) p2Ca に対する CTLの誘導におけるクラス II分子の関与につき検討した。培養液中に抗1- Ad抗体および抗1- Ed抗

体をともに加え 5 日間培養したとき ， CTL の誘導能は抑制された。しかしそれぞれ単独では抑制されなかった。

【考察】

正常BALB/cマウスの牌細胞に p2Caペプチドを加え培養すると p2Ca特異的な CTLが誘導された。クラス I結合

ペプチド、 p2Ca を高濃度(10-5-10- 6M) 加えることにより空のMHC クラス I分子に，あるいはすでに存在するペプチ

ドと置換することにより MHC クラス I分子に結合し， CTL前駆細胞を刺激すると考えられた。また p2Ca はクラス I結

合ペプチドでありながら CTLの誘導には CD4陽性T細胞が必要であった。このことは， p2Ca と高頻度に結合したMHC

クラス I分子により CD4陽性T細胞が刺激されるか，あるいは p2Caペプチドが直接もしくは細胞内経路を経て結合し

た MHC クラス II分子により CD4陽性T細胞が刺激されることにより， CTL の誘導を補助したということが考えられ

た。特に MHC クラス II 分子を介した経路の存在は， CTL の誘導には APCが必要であったこと，その APC を PFA で

固定すると CTL誘導能が減弱したこと，培養液中にクラス II分子である I-Ad および 1-Ed に対する抗体をともに加え

た時に CTL の誘導能が減弱したことなどからも強く示唆された。

p2Ca は BALB/c由来の内因性ペプチドであるが， BALB/cマウスの牌細胞に p2Caペフ。チドを加えるのみでp2Ca

に対する CTLが誘導されたことは，生体内においてp2Ca に対する CTL前駆細胞は存在するものの，生理的な p2Ca レ

ベルでは成熟した CTL には分化しえないことが考えられた。

論文審査の結果の要旨

本研究は， BALB/cマウス由来u結合性自己抗原ペプチドである p2Ca を BALB/cマウス牌細胞と in vitro 混合

培養することで，ペプチド特異的CTL の誘導を試みるとともに，この誘導に CD4陽性T細胞が関与するかを検討した。

p2Ca ペプチドを 10- 5M使用すると容易に p2Ca 付加P815標的細胞に対して u特異的でペプチド特異的 CTLが誘導

された。この CTL の誘導には CD4陽性 T細胞および抗原提示細胞が必要であった。また，このペプチドはクラス I結

合性でありながら， CTLの誘導にはクラス II分子が必要であった。 BALB/cマウス由来ペプチドである p2Ca をBALB

/c マウス牌細胞と混合培養するのみで CTLが誘導されたことは，生理的な p2Ca量では CTL前駆細胞から CTLへの

分化が行えないことが考えられた。

本研究におけるペプチドによる CTL誘導の作用機構の解明は，ペプチドのワクチンへの応用が現実化しようとして

いる今，非常に重要な問題であり，悪性腫壊や自己免疫疾患の治療に大いに貢献すると考えられ，学位に値するものと

考えられる。
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