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論文内容の要旨

【目的】

IL-12は抗原提示細胞 (APC) より産生され，細胞性免疫の誘導において重要な役割を果たすことが明らかとなっ

ており，その産生機構の解明は，免疫応答の理解とその制御を考える上で、重要な意味を持っと考えられる。多くの研

究から， IL-12産生は主に， LPS, SAC 等の microbial な物質の刺激により誘導されると考えられてきた。しかし当

研究室では， Th クローンを向いた解析から， Th クローン -APC 相互作用においても APC から IL-12が産生される

ことを見い出し，さらにこの IL-12産生には Th クローン上に発現誘導される CD40 Ligand (CD40 L) が重要な役

割を果たすことを明らかにしてきた。本研究は， fresh に調製した牌細胞画分を用いて， その T細胞と APC の相互

作用における IL-12の産生機構を解明することを目的とした。

【方法】

C57BL/6 マウスおよび CD40欠損マウスの牌細胞を用いた。 B 細胞， T細胞サブセットの除去は magnetic

beads を用いた negative selection により行った。培養上清中の IL-12活性は抗 IL-12抗体と IL-12反応性細胞株

2D6 を用いた antibody 一 capture assay により測定した。

【成績】

(1)牌細胞全画分を抗 CD3 抗体あるいは ConA で刺激した培養上清中には有意な IL-12活性は検出されなかった。

一方， B細胞を除去した牌細胞画分を抗 CD3 抗体あるいは ConA で刺激した培養上清中には強い IL-12活性が検出

された。 B 細胞除去牌細胞画分を抗 CD3 抗体あるし、は ConAで・刺激する際に精製 B細胞画分を添加すると， B 細胞

数依存的に IL-12産生が抑制された。 (2)B 細胞除去牌細胞から更に CD8+T細胞を除いた細胞画分を抗 CD 3 抗体

あるいは ConA で刺激すると強い IL-12産生が認められたが， CD 4 +T細胞を除いた細胞画分に同様の刺激を加え

ても， IL-12産生は全く認められなかった。すなわち，抗 CD3 抗体あるいは ConA 刺激による IL-12産生には CD

4 ゅ T細胞が必要であることが明らかとなった。 (3)本系における CD40L -CD40経路の関与について検討した。まず，

B細胞除去牌細胞を抗 CD3 抗体あるいは ConA で刺激する際に抗 CD40L抗体を加えたところ， IL-12産生はほぼ

完全に抑制された。 (4)次に B細胞除去牌細胞を抗 CD3 抗体あるいは ConA で刺激した際の T細胞上の CD40L 発現
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を検討した。その結果， CD8 +T細胞上には CD40L の発現が全く認められない一方， CD 4 +T細胞上にのみ認めら

れ，上記の CD4 +T細胞による 1L-12産生誘導能の結果と一致した。一方， B 細胞を含む牌細胞全画分を抗 CD3

抗体あるし、は ConA で刺激した場合には， CD 4 +T細胞上の CD40L の発現は低いレベルに留まっていた。すなわち

B細胞の共存により， CD 4 +T細胞上の CD40L の機能的発現が抑制されるものと考えられた。 (5)CD40L -CD40経

路が抗 CD3 抗体あるし、は ConA 刺激による 1L-12産生に不可欠であるかを， CD40欠損マウスを用いて検討したo

wild type マウス由来の B細胞除去牌細胞を抗 CD3 抗体， ConA, CD40 L を発現させた CHO 細胞で刺激すると強い

1L-12産生が認められたが， CD40欠損マウス由来の B細胞除去牌細胞ではいずれの刺激に対しても 1L-12の産生は

全く認められなかった。すなわち，抗 CD3 抗体あるいは ConA 刺激による 1L-12産生には CD40L-CD40経路が不

可欠であることが明らかとなった。

【総括】

Fresh に調製した牌細胞画分を用いた検討から， CD 4 +T細胞-APC の相互作用により APC から 1L-12が産生さ

れること，この1L-12産生には CD40L -CD40経路が不可欠であること，さらに， CD40を発現している B 細胞がこ

の 1Lー 12産生を抑制することが明らかとなった。 B細胞によるこのような CD40L 一 CD40経路を介した 1L-12産生

の調節は，免疫応答における細胞性免疫と液性免疫の誘導とそのバランスの制御に重要な役割を果たすものと考えら

れる。

論文審査の結果の要旨

1L-12は APC から産生され，細胞性免疫の誘導において重要な役割を果たすことが明らかとなっているサイトカ

インである o 1Lー 12の産生経路として，病原微生物あるいはその産物の刺激による 1L-12産生経路(微生物経路)

と， T細胞-APC相互作用を介した 1L-12産生経路(活性化T細胞依存経路)の二つの経路が知られている。本研

究者はこれまで，後者の経路について Th クローンを用いて解析を行ってきた。本研究は， fresh に調製した牌細胞

画分を用いて，活性化T細胞依存経路による IL-12産生機構およびその調節機構をより広い視点から解明するこど

を目的として行われ，その結果，以下の点を明らかにしている o (l)fresh に調製した T細胞と APC の相互作用にお

いても APC から IL-12が産生され，この産生には，活性化 CD4 +T細胞上に発現誘導される CD40L と APC 上に

発現している CD40の相互作用が必要である o (2)CD40欠損マウスでは，活性化T細胞依存経路による IL-12産生は

全く認められない一方，微生物経路による IL-12産生は正常に認められる o (3)活性化T細胞依存経路による 1L-12

産生は B細胞の存在により抑制されるo

これらの結果は，上述の二つの 1L-12産生経路が明確に区別されるべきものであること，活性化T細胞依存経路

においては CD40L -CD40相互作用が必須であることを明解に示している o 更に， B細胞が IL-12産生を調節する

という結果は，免疫応答における細胞性免疫と液性免疫の誘導とそのバランスの制御に B細胞が積極的に関与する可

能性を示すもので， これまでにない新たな知見を与えている D 以上の点から，本研究は学位を授与するに価するもの

であると考えるo
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