
Title 胸腺Tリンパ球によるMls抗原の発現と免疫寛容性誘導

Author(s) 山田, 聡

Citation 大阪大学, 1995, 博士論文

Version Type VoR

URL https://doi.org/10.11501/3100613

rights

Note

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



①
 

胸腺Tリンパ球による Mls抗原の発現と免疫寛容性誘導

大阪大学大学院歯学研究科

歯学臨床系専攻(口腔治療学)

(指導教官:岡田宏教授)

山田聡

大阪大学歯学部口腔治療学講座(主任:岡田 宏教授)

本論文の要旨は、第21 回日本免疫学会総会(平成 3 年11月、熊本)、

第22回日本免疫学会総会(平成 4 年11月、名古屋)に於て発表した。



①
 

胸腺Tリンパ球による Mls抗原の発現と免疫寛容性誘導

大阪大学大学院歯学研究科

歯学臨床系専攻(口腔治療学)

(指導教官:岡田宏教授)

山田聡

大阪大学歯学部口腔治療学講座(主任:岡凹 宏教授)

本論文の要旨は、第21回日本免疫学会総会(平成 3 年 11月、熊本)、

第22 回日本免疫学会総会(平成 4 年 11月、名古屋)に於て発表した。



緒言

Mls(Minor lymphocyte stimulating)抗原は、混合リンパ球反応(MLR; Mixed Lymphocyte 

Reaction)に於て、主要組織適合性複合体(MHC; Major Histocompatibility Complex)抗原以

外にマウス T リンパ球を活性化する抗原として 1973年に Festenstei n らによって発見され

た 1 ・九 Mls抗原の実体は長年不明で、あったが、最近Mls抗原はマウス染色体に組み込ま

れたmouse mammary tumor virus (MTV) 由来の抗原そのものであり、少なくとも 2 つの

Mls抗原遺伝子座(Mls-1 及び、Mls- 2 )が存在することが明らかにされている 3)。 しかし、そ

の生理学的意義については依然として不明な点が多い。

通常、 T リンパ球は α 及び戸鎖のヘテロダイマーから成る抗原、受容体(TCR; T Cell 

Receptor) を介して、マクロファージ/樹状細胞や B リンパ球等のtJ'L )J;t提示細胞(APC;

Antigen Presenting Cells)上に提示された自己MHCと外来抗原由来ペプチド断片との複合

物を認識し活性化される 。 一方、 M ls抗原反応性T リンパ球の抗原認識はTCR Vα 鎖の

組み合わせとは無関係に特定の Vß鎖の発現により担われていることが明らかにされて

いる 3 ~ 5) 。 このように、 Mls抗原は一般の外来抗原とは極めて異なった機序でT リンパ

球により認識されることからスーパー抗原と呼称される 。 スーパー抗原としては内因性

自己抗原である Mls抗原の他に、外因性のブドウ球菌腸管内毒素が知られている 。 Mls抗

原の最大の特徴は、他の一般の外来抗原に対する T リンパ球応答で、は検出されないよう

な強い増殖反応を正常T リンパ球に誘導することである 。 この T リンパ球の強い増殖反

応は前述のTCR V ß 選択性の結果、正常T リンパ球集団中にMls抗原反応性を示す細胞

が極めて多数存在していることに起因する 。 高頻度に存在する Mls抗原反応性T リンパ

球は抗-V ß 鎖特異抗体を用いて容易に検出できるので、 Mls抗原、系は対応する T リンパ

球クローンの生体内での運命を解析するのに非常に有効な実験系となっている 6 ~ 9) 。

T リンパ球レパートリーは胸腺内で遭遇する自己抗原に対する正と負の選択機構(ポ

ジテイブ及びネガテイブセレクション)を介して形成され10 ， 11) 、 T リンパ球は自己と非

を厳密に見分ける選別能力を獲得していく 。 即ち、 T リンパ球前駆細胞で、ある骨髄

由来の血液幹細胞は胸腺に入った後、胸腺皮質に存在する上皮細胞上のMHCクラス I又

はクラス II分子との相互作用により分裂増殖し、即ちポジティブセレクションの過程を

経て多様な抗原に対するレパートリーを獲得し、髄質に移行する 。一方、自己MHC分子

に対して非常に高い親和性を有する TCRを発現しているクローン、日IJ ち

ーンはネガテイブセレクションにより選択的に除去される(免疫寛容性) 。

MHC等の自己抗原に対するネガテイブセレクションの誘導に於て、)胸腺髄質中の骨髄山

来マクロファージ系細胞が重要な役割を果たしていることが示唆されている 10.11)o

ある Mls遺伝子を有するマウスに於て、対応する T リンパ球クローンは免疫寛容に陥っ

ていることが知られている。 Mls抗原はMLRに於ける刺激細胞活性の解析から、主とし
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て B リンパ球に限局して発現されているものと考えられてきた 1 2 ， 13)。 しかし最近、 Mls

抗原に対する免疫寛容誘導実験から、末梢T リンパ球も Mls抗原を発現している可能性

が示されている 14 ， 1 5 ) 。 従って、胸腺内の未熟胸腺T リンパ球は既にMls抗原を発現して

おり、胸腺内に極く僅かにしか存在しない胸腺B リンパ球よりは大多数を占める胸腺T

リンパ球白身がMls抗原に対する免疫寛容性の誘導に多大な影特を及ぼしている可能性

が考えられる 。 木研究では、)胸腺T リンパ球に於ける Mls抗原、の発現及びその免疫寛符

性誘導活性に関して検討を試みた。
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材料と方法

l 実験動物

8 -----10週齢のまf~性AKRマウス (H - 2 k ， Mls-1 a ) 、 BI0.BRマ ウ ス (H - 2 k ， Mls - l b) 、 CBA/N

マウス (H - 2 k ， Mls-1 b) 、 BALB/cマウス (H - 2 d ， Mls - 1 b ) 、 C3H / HeNマウス (H - 2 k， Mls - 1 b) 、

及びDBA/2マウス (H - 2 k ， Mls-la)を日本エスエルシー株式会社 (浜1í~ ) より、また

CBA/Jマウス (H-2 k， Mls-1 a )は日本クレア株式会社(大阪) か ら購入した 。 (CBA/N x 

AKR)F1雄及び雌マウス (H-2 k， Mls - 1 b / a)は大阪大学医学部実験動物施設にて交配により

作製し、実験に供した。

2 細胞の調製

マウス牌臓細胞から Sephadex G-10(Pharmacia Fi ne Chemicals AB , U ppsala, Sweden) カ

ラムに対する付着性を利用してマクロファージや樹状細胞を取り除いた後に 16)、抗- クラ

ス II単クローン性抗体[10 - 2-16(抗-1 -A k)17)+14 - 4-4S(抗-1 -Ek)1 8) ] と家兎補体処理により B リ

ンパ球を除去した精製Tリンパ球を応答細胞として用いた 。 精製胸腺Tリンパ球画分は、

Sephadex G-10 カラムを用いてマクロファージ及び樹状細胞を除去したマウス胸腺細胞

を、予めヤギ抗-マウス免疫グロプリン抗体(Oreganon Teknika Co.-Cappel Products, West 

Chester, P A)で固相化した 100mmプラスチックデイシユ(Corning Glass Works , Corning, 

NY)に加え 60分間培養し、付着性のB リンパ球を取り除き非付着性の細胞を回収するこ

とにより調製した 。 この操作を 2 回繰り返すことにより得られた細胞画分は、フローサ

イトメトリーによる解析で、表面IgM抗原及びマクロファー ジに発現される Mac - 1抗原が

共に陰性 (0.1%以下)であることが確認された。

3 フローサイトメトリー解析

胸腺細胞に於ける TCR V ゚  6鎖の発現に関しては、間接蛍光抗体単染色法により検討

した 。 即ち、胸腺細胞1 x 10 6個にラット抗-マウス V ß6鎖、抗体 (44 ・ 22-1 6), IgGクラス)

を添加し 4
0

Cで20分間培養し、洗浄後FITC化マウス抗ー ラット IgG抗体(Jackson 

ImmunoResearch Laboratories Inc. , West Grove , PA) を加え吏に 4
0

Cで20分間培養する

ことにより染色し、 FACStar(Becton -Dickinson Immunocytometry System, San J ose , CA) に

て解析した。一方、牌臓細胞でのVß6鎖及びVß8鎖の発現は、 2 重免疫染色法により

検出した 。 即ち、)削減細胞1 x 10 6個にラット抗-マウスVß6鎖抗体を添加し 4
0

Cで培

養し、洗ゆ後ピオチン化マウス抗-ラット IgG抗体(Jackson ImmunoResearch Laboratories 

Inc.) を加えフイコエリスリン結合アビジン(Becton-Dickinson Immunocytometry System)で、

染色した 。 次に、未飽和のマウス抗ー ラット IgG抗体を正常ラット IgG(Oreganon Teknika 

Co. -Cappel Products)で、プロッキングした後、 FITC化ラット抗-マウスThy 1. 2抗体

(Becton -Dic kinson Imm u nocytometry System)あるいはFITC化ラット抗-マウス Ly1抗体

(Becton -Dickinson Imm unocytometry System)で、染色し、 Thy 1. 2 及び、Ly1抗原陽性細胞 (T

つ
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リンパ球)中のVß 鎖発現細胞の割合を FACStar を用いて解析した。一方、 V ß 8陽性T

リンパ球は、抗- V ß8鎖抗体(F2 3.1 19
), IgGクラス )-FITC化ラット抗- マ ウ ス IgG(Oreganon

Teknika Co. -Cappel Products) とピオチン化抗-マウスThy 1. 2抗体(Becton-Dickinson) ー フイ

コエリスリン結合アピジン(Becton-Dicki nson) との 2 重染色により検山した 。 尚、系刺細m問月胞包の

i洗先 j浄争 j及反び

不合HANKS緩有待術i可J生型却理11食1櫛t気1水p凶H7.2 (円水製薬、 束京) を川いた O

4 免疫寛容性誘導

生後24時間以内のB10.BR新生仔マウスに、 AKRマウス、 (CBA/N x AKR)F1雄及び雌

マウスから調製した精製胸腺Tリンパ球画分2x10 6個を 50μlのHANKS緩衝生理食塩水

pH7.2 (日研バイオ医学研究所、京都)に懸濁し腹腔内投与した 。 対照群には、 B10.BR

マウスの精製胸腺Tリンパ球回分を投与した 。

5 混合リンパ球反応(MLR)

細胞培養は10%牛胎児血清(FCS: Hyclone laboratory , Logan , UT) 、 25μ g/ml

gentamicin溶液(Sigma Chemical Co. , St. Luis , MO)、及び、5x10 ・ 5Mの 2 - メルカプトエタノ

ール(和光純薬、大阪)含有RPMI1640培地(日研バイオ医学研究所)にて行なった 。

応答Tリンパ球1x10 5個とマイトマイシンC (協和発酵、東京)で処理した刺激牌臓細胞

あるいは刺激胸腺Tリンパ球画分とを 200μlの培養液に懸濁し、 96穴平底マイクロプレ

ート (No. 25860 Corning Glass Works) にて 37
0

C 、 5% CO2、力11湿気相条件下に 5 日間

培養した 。 培養終了 6 時間前に 18.5kBqの [3H] -チミジン(NEN Research Products 

DUPONT, Wilmington , DE) を添加し、応答Tリンパ球への取り込みを ß- カウンター

(Wallac , Turku , Finland) にて測定した 。 ある実験では、マクロファージ細胞株P388D.1

を PMA(Phorbol Myristic Acetate)で、刺激して調製した可溶性因子 (co - stimulatory signal 

活性を有する)存在下に、 MLRを行なった2ヘ

6 RNA抽出及びPCR解析

MIs-1 a抗原をコードするマウス乳癌ウイルス ー7(MTV - 7; Mouse Mammary Tumor 

Virus-7)の 3' ー LTR(Long Terminal Repeat) に存在する ORF(Open Reading Frame) を基に、

Mls-1 a抗原特異的プライマー 14) (5'- プライマー ;GTCAAAGAACAGGTGCAAGGAC及

びγ-プライマー; AAGGGATCGAAGCCAACGCG) はバイオロジカ商会(名古屋)から

購入した。一方、精製胸)J泉Tリンパ球画分から acid guanidinium thiocyanate-phenol-

chloroform法2 1) ~こより総RNAを抽出し、更にMolony murine leukemia virus reverse 

transcriptase(Life Technologies Inc.-BRL Products, Gaithersburg, MD)を用いて逆転写する

事により cDNA標品を作製した 。 このcDNA標品を Mls-]_a抗原特異的プライマーを用いた

PCR(Polymerase Chain Reaction)法2勺こより、 MTV-7の 3'-LTRに存在する ORFを含む

Mls-la抗原特異的配列を増幅した。 PCR増幅反応はサーマルサイクラー(アステック、

福岡)にて94
0

C 1 分、 55
0

C 2 分、 72
0

C 3 分の設定で30"-40サイクル行なった 。

-4-
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PCR増Ip日DNAは 2%アガロースゲルに電気泳動し、エチジ、ユウムブロマイド(和光純薬)

にて染色することにより、 Mls-la抗原特異的配列の存在を解析した。

「h
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結果

(CBA/N x AKR)Fl雄マウスに於ける Mls-l a抗原提示能及びT リンパ球の

Mls - l a抗原に対する反応性

混合リンパ球反応(MLR)での抗原提示細胞に関する解析で、アロ MHC抗原とは対照的に

Mls抗原はマクロファージや樹状細胞ではなく、主として B リンパ球に発現されている

事が報告されている 12 ， 1九 また、 X染色体述鎖免疫不全(xid) を 111する CBA/ Nマツス に於

ては、成熟B リンパ球集団が欠損しており B リンパ球機能の選択的不全が認め られる事

が明 らかにされている 23)。 従って、もしMls抗原の発現がB リンパ球にのみ限局されて

いるのであれば、 xidマウスに於ては、 Mls抗原提示活性は認め ら れず、その結果Mls抗

原反応性T リンパ球は免疫寛容に陥らずに存在している可能性が考えられる 。 そこで初

めに、 xidマウスに於ける Mls抗原提示能及びT リンパ球のMls抗原に対する応答性につ

いて検討した o

xid CBA/N (H -2 k, Mls-l b)マウスは T リンパ球刺激活性を示さないMls - l b対立遺伝子型

を有しているので、 CBA/N 雌マウスと刺激活性を有する Mls - l a遺伝子型のAKR (H -2 k, 

Mls-l a)雄マウスとの交配により、 (CBA/N x AKR)FL雄 (H-2 k， Mls - l b / a)及び、(CBA/N x 

AKR)Fl雌マウス (H-2 k， Mls - l b / a)を作成した 。 (CBA/N x AKR)Fl雄及び雌マウスは非

にAKRマウス由来のMls-l a遺伝子を有しているが、雄マウスのみがX染色体に連鎖した

B リンパ球機能不全を示す。一方、 (CBA/N x AKR)Fl雌マウスは、片方のX染色体にの

みxid遺伝子を発現しているので正常な B リンパ球機能を示す。 そこで先ず、これらの

Flマウスの牌臓細胞のMls-l a抗原提示活性を調べるため、 (CBA/N x AKR)Fl雄及び雌

マウスからの牌臓細胞をマイトマイシンで処理し、これら刺激細胞のBI0.BRマウス

(H-2 k, Mls-l b)応答T リンパ球を活性化する能力をMLRにて検討した 。 AKRマウス及び、

正常(CBA/N x AKR)Fl雌マウスからの牌臓細胞は、 BI0.BR応答T リンパ球を活性化し

肘lls-1 a抗原に対する増殖反応を誘導したのに対して、 xid (CBA/N x AKR)Fl雄マウス刺

激牌臓細胞は、 BI 0 .BR応答T リンパ球を活性化することができなかった(表 1 ) 。 一

方、マクロファージや樹状細胞が主たる抗原提示細胞(APC)であるアロMHC に対する

MLRに於て、 (CBA/N x AKR)Fl雄及び雌マウスの刺激牌臓細胞の機能に欠損は認めら

れず、共にBALB/cマウス (H-2 d)応答T リンパ球のアロ H-2 k抗原に対する増殖反応を誘

導できる事が示された(表 1 ) 。

B リンパ球機能不全を示す(CBA/N x AKR)Fl雄マウスに於てMls - l a抗原提示活性が認

められないので、 Mls-l a抗原反応性T リンパ球は免疫寛容に陥っていない可能性が考え

られる 。一方、 Mls-l a抗原提示活性を示す正常(CBA/N x AKR)Fl雌マウスに於ては、

Mls-l a抗原反応性T リンパ球は免疫寛容に陥っているものと考えられる 。 そこで、

(CBA/N x AKR)Fl雄及び雌マウス応答T リンパ球のAKRマウス刺激牌臓細胞(Mls-l a抗
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原)に対する応答性をMLRで検討した 。 事実、 (CBA/N x AKR)Fl雌マウス牌臓T リンパ

球は 、 MIs - l a抗原に対して反応性を全く示さなかった(表 2 ) 。 注目すべき事に、

(CBA/N x AKR)Fl雄マウスの応答T リンパ球も増殖反応を示さなかった 。 尚、 BALB/c

マウス刺激細胞(アロ H - 2 d抗原)に対しては、 (CBA/N x AKR)Fl雄及び雌T リンパ球は共

に応答性を示した 。 以上の結果より、 (CBA/ N x AKR) F' lJi1r:マウスに於てはMls - la抗原

提示活性は認められないにも拘わ らず、 Mls - l a抗原反応性T リンパ球は免疫寛容に陥っ

ている司1カぎ明らかとなった 。

(CBA/N x AKR)Fl雄マウスでの Mls - l a抗原反応性T リンパ球の欠損

Mls-l a抗原陽性の正常マウスに於て、 Mls-la抗原に特異的に反応する TCR V ゚  6 陽性T

リンパ球はネガテイブセレクションにより除去されている事が報告されている 3.6.24)。 そ

こで、 (CBA/N x AKR)Fl雄マウスに於ても同様の現象が起こ っているのか否かについ

てフローサイトメトリー解析を行なった 。 その結果、 Mls - l a抗原陰性のCBA/Nマウス

(Mls-l b)で、はVß6強陽性胸腺T リンパ球画分及びV ß6陽性牌臓T リンパ球は存在するの

に対して、 Mls-la抗原陽性の正常(CBA/N x AKR)Fl雌マウスではそれらの細胞集団は

除去されていた(図 1 )。一方、 xid を呈する (CBA/N x AKR) F' l雄マウスに於ても、 V

ß6強陽性胸腺T リンパ球画分及びV ß6陽性牌臓T リンパ球は欠損していた(図 1 ) 。

この結果から、 (CBA/N x AKR)Fl雄マウスに於て、l'vlls - 1 a抗原は胸腺内で提示されて

いる事が示された 。 従って、 B リンパ球機能不全を示す(CBA/N x AKR)Fl雄マウスに

於て、 Mls - l a抗原提示能が認め られないにも拘わ らずMls - l a抗原反応性T リンパ球が除

去されている事から、 B リンパ球以外にMls-l a抗原を発現している細胞が胸腺内に存在

しており免疫寛容性の誘導に重要な役割を果たしている事が強く示唆された 。

(CBA/N x AKR)F1 マウス胸腺T リンパ球四分のMls - la抗原提示能

最近、末梢 T リンパ球にも Mls抗原が発現している事が示されている 14.15.)。従って、胸

腺内でB リンパ球以外にMls抗原を発現している細胞として、胸腺T リンパ球画分が考

えられる 。 そこで、 (CBA/N x AKR)Fl雄及び雌マウスの胸腺T リンパ球回分がin vitro 

の条件下で、Mls - l a抗原反応性T リンパ球を活性化できるか否かについて検討した。通常、

T リンパ球の活性化にはTCRからの刺激に加えて抗原提示細胞からのco-sti mulatory

signalが必要であるので25) 、 co-stimulatory signal を提供する活性をもたないT リンパ球

一・身はMLRに於て刺激細胞として機能しないものと考え られる。実際、マイトマイシン

処理した(CBA/N x AKR)F1雄及び雌マウスの胸腺T リンパ球画分は、 BIO.BRマ ウス応

答T リンパ球を活性化することはできなかった(data not shown)。そこで、 B10.BR応答

T リンパ球を(CBA/N x AKR)Fl雄及び雌マウス胸腺T リンパ球画分で、刺激する際に、

マクロファージ株P388D.l細胞をPMAで
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factor として添加したところ、何れの場合にも高い増殖反応が誘導された(図 2 ) 。 尚、

この反応は抗-Y ß6鎖抗体の添加により、特異的に阻害される事が確かめられた(data

not shown)。 以上の結果より、 (CBA/N x AKR)F1雄及び雌マウス胸腺T リンパ球画分は

Mls-1 a抗原を発現しており、 co - stimulatory factor存在下で、はMls - 1 a抗原提示細胞として

機能し得る事がIYJ らかとなった 。

(CBA/N x AKR)F1 マウス胸腺T リンパ球画分に於ける MTY - 7 mRNAの発現

取近、 Mls-1 a抗原はマウス染色体に組み込まれたMTV - 7由来の遺伝子産物で、ある事が明

らかにされている 26~ 30) 。 そこで、 MTV-7特異的プライマーを用いたRT -PCR(Reverse 

Transcription-Polymerase Chain Reaction)法により mRNA レベルでのMls - 1 a抗原の発現を

解祈した 。 (CBA/N x AKR)F1雄及び雌マウス胸腺T リンパ球画分より総RNAを抽出し、

これらから逆転写反応により cDNA標品を作製した後、 MTY - 7特異的プライマーを用い

たPCR反応により MTY- 7の 3'-LTR内のORFを増幅した 。 用いたプライマーの特異性は、

Mls-1 a抗原陽性のCBA/J及び、DBA/2マウスの牌臓細胞から抽出した総RNAを試料とした

場合、 MTV-7 特異的バンドは認められるが、 Mls - 1 a抗原陰性で、ある B10.BR ， BALB/c , 

CBA/N，及びC3H/HeNマウス牌臓細胞からの総RNAを試料とした場合には、 MTY-7 特

異的バンドは検出されない事から確認された(図 3 -A) 。 次に、このMTY-7特異的プ

ライマーを用いて(CBA/N x AKR)F1雄及び雌マウスの胸腺T リンパ球画分から抽出し

た総RNAを同様な方法で解析したところ、何れの場合にも MTV-7特異的バンドが検出

された(図 3-B) 。 逆転写反応を行なっていない群では全くバンドは認められないので、

検出されたバンドは混入したゲノムDNAの増幅によりもたらされたのではない事が確認

された。以上の結果より、胸腺T リンパ球画分に於けーる Mls-1 a抗原の発現がmRNA レベ

ルでも明らかとなった 。

(CBA/N x AKR)F1 マウス胸腺T リンパ球画分の投与による免疫寛容性誘導

これまでの実験結果より、胸腺T リンパ球画分は実際にMls - 1 a抗原を発現している事が

示された 。 そこで、果して(CBA/N x AKR)F1雄及び雌マウス (Mls-1 b/a, Thy1.2 x 

Thy 1. 1)の胸腺T リンパ球画分はMls-1 a抗原に対する免疫寛容性を誘導し得るか否かを

検討する為に、それぞれの胸腺T リンパ球画分(2 x 10 6個)を生後24時間以内のB10.BR

新生仔マウス (Mls-1 b, Thy 1. 2)に腹腔内投与した 。 投与してから 9 週間後にB10.BRマウ

スの牌臓T リンパ球を取り出し、 Mls - 1 a抗原特異的免疫寛容性が成立しているか否かに

ついて、 Mls-MLRにて検討した 。 その結果、 PBSのみを投与した対照群ではAKRマウス

(Mls-1 a)刺激牌臓細胞に対する高い増殖反応が認められた(図 4 -A) 。一方、 (CBA/N x 

AKR)F1雄及び雌マウス胸腺T リンパ球画分投与群からのB10.BR応答T リンパ球は、

Mls-1 a抗原に対して殆ど増殖反応、を示さなかった(図 4 -A) が、 MHCが異なる BALB/c
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マウ ス (H - 2 d)刺激牌臓細胞に対しては対照群と 同様な増殖反応を示 した(図 4 - B) 。 こ

の結果か ら 、 不応答性はMls - 1 a抗原特異的に誘導さ れた こ と が明 ら かと なった 。 尚、フ

ロ ーサイトメトリー解析の結果、 (CBA/N x AKR)F1マウ ス 由来のThy 1. 1 陽性T リンパ

球は全 く検出されなかっ たので(<0.1%)、不応答性は投与a し た(CBA/N x AKR)F1 マ ウ ス

)刷版T リンパ球四分の増殖による Mls - 1 a抗原反応性B10 . BRマ ツ ス 山米 T リンパ球の希

釈に よりもた ら されたのではない事が確認された(data not shown) 。 以上の結果 より、

(CBA/N x AKR)F1雄及び雌マウス胸腺T リンパ球回分は、 Mls - 1 a抗原特異的な免疫寛

容性を誘導できる事が明らかとなった 。

(CBA/N x AKR)F1 マウス胸腺T リンパ球画分投与による Mls - 1 a抗原反応性

Vß6陽性T リンパ球の選択的除去

T リンパ球の免疫寛容性は、 主として特異的クローンの除去(clonal deletion) と機能的不

応答性(clonal anergy ;アナージー)の 2 つの機構により担われている事が明 ら かとなっ

ている 3 1 ， 3 2 ) 。 そこで、 (CBA/N x AKR)F1マウス胸腺T リンパ球画分の新生仔投与により

誘導されたMls-1 a抗原に対する免疫寛容性がどちらの機構によるのかに関して検討 した 。

(CBA/N x AKR)F1雄マウス胸腺T リンパ球画分を投与されたB10.BRマウス胸腺に存在

する Vß6陽性T リンパ球についてフロ)サイトメトリー解析を行な っ たところ、

B10.BR胸腺T リンパ球画分投与の対照群と比較して、 Vß6強陽性T リンパ球はほぼ完

全に除去されている事が明らかとなった(図 5) 。 また、 Mls - l a遺伝子型を有するマウ

スからの胸腺T リンパ球画分を投与されたB10.BRマウスの牌臓に於ても、 Vß6陽性

Thy 1. 2及びVß6陽性Ly1 T リンパ球は部分的に除去されている事が明 ら かとなった(図

6 ) 。 尚、牌臓に於ける Vß8陽性T リンパ球(Mls-1 a抗原とは異なる特異性を有する)の

割合は、対照群群と実験群との聞に差が認め ら れない事から、胸腺T リンパ球画分投与

により Vß6陽性T リンパ球が選択的に除去される事が確かめ ら れた(表 3 ) 。 以上の

結果より、胸腺T リンパ球画分を新生仔期に投与することにより誘導される免疫寛容性

は、 Vß6陽性T リンパ球の除去及び残存している V ß~ 6陽性T リンパ球のアナージーに

より担われている事が示された 。
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考察

Lyb5分化抗原や表面IgD抗原高発現に特徴づけられる成熟B リンパ球亜集団を欠損し

ている X染色体連鎖免疫不全(xid)マウスの牌臓細胞はMls抗原特異的なMLR反応を誘導す

ることができないという初則の実験結果3勺こ基づいて、 MlsilLlJ日は主として B リンパ球

に|以局して発現されているものとこれまで考えられてきた 1 2 ， 1九 実際、抗-IgM抗休の ln

V IVO投与aにより B リンパ球を除去さ れたMls-1 aマウスに於ては、 Vﾟ 61~j性T リンパ球の

除去が阻害される事が報告されている 34)。 また、 Mls-1 a陽性胸腺B リンパ球を Mls -1 a陰

性マウスの胸腺内に投与した場合、 Mls-1 a抗原反応性T リンパ球が除去される事が示さ

れている 35)。 更に、 Mls-1 a陰性の)J台児胸腺組織培養系(FTOC; Fetal Thymus Organ 

Culture) に、 Mls - 1 a陽性の B リンパ球を添加した時にV ß6陽性T リンパ球の選択的除去

が誘導されるという報告 もなされている 36)。 以上の結果から、 B リンパ球はMls抗原を

発現している事、そしてMls抗原反応性T リンパ球の選択的除去誘導活性を有する事は

明 ら かである 。 しかし最近、 B リンパ球欠損マウスに於ても Mls - l a抗原反応性Vß6陽

性T リンパ球が除去されている事が示されており 37) 、 B リンパ球以外の細胞も Mls -l a抗

原に対する免疫寛容性を誘導する活性を有する事が示されている 。 事実、 Mls - 1 a陽性マ

ウスの牌臓T リンパ球、特にCD8陽性T リンパ球を Mls-la陰性新生仔マウスに投与する

ことにより Vß6陽性T リンパ球の選択的除去を誘導できる事が報告されている l九この

様に、末梢T リンパ球も Mls抗原を発現しているものと考え られる 。 従って、胸腺内で

のMls抗原に対する免疫寛容性の誘導に於て、胸腺内に極く僅かにしか存在しない胸腺

B リンパ球よりは大多数を占める胸腺T リンパ球自 身が多大な影響を及ぼしている可能

性が考えられる 。 本研究では、未熟な胸腺T リンパ球自身も Mls抗原を発現しており、

Mls抗原に対する免疫寛容性の誘導に重要な役割を果たしている事を、以下に示す実験

結果から明らかにした。 1) B リンパ球機能の選択的不全を呈する xidマウスに於て、

Mls抗原反応性T リンパ球が除去されている事から、 B リンパ球以外の細胞にも Mls抗原

が発現している事が示唆された。 2) Mls - 1 a胸腺T リンパ球画分はco-stimu latory sign al 

存在下に、 Mls-1 a抗原に反応性を示すVß6陽性T リンパ球の増殖反応を誘導した 。 3 )

Mls-1 a特異的フ。ライマーを用いたRT-PCR法により、胸腺T リンパ球画分にMls - 1 a抗原

をコードする MTV- 7 mRNAの発現が検出された 。 4) Mls - 1 a陽性マウスの胸腺T リンパ

球画分をMls - 1 bで、ある B10.BRマウスの新生仔則に投与することにより、 Mls - 1 a抗原反

応性Vß6陽性T リンパ球の部分的な除去及びアナージーに起因する免疫寛容性が誘導

された 。

取近、 Mls-1 a抗原をコードする MTV-7の 3'- LTR遺伝子産物別0) を免疫することによ

り、単クローン性抗-Mls - 1 a抗体が作製された38 ， 3 9) 。 この抗体はMTV - 7の 3' -LTR遺伝子

導入細胞やLPS刺激B リンパ球に対しては結合性を示すが、 T リンパ球に対しては全く
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反応性をしめさない事が明らかにされている 38)。 従って、 LPS刺激B リンパ球以外の T

リンパ球で、はMls - 1 a抗原の発現量は非常に低く、抗-Mls - 1 a抗体では検出することがで

きないものと考えられる 38)o この様に、抗-Mls - 1 a抗体を用いた蛋白レベルでの解析は |木

難であることから、 Mls-1 a抗原、特異的ブライマーを用いたRT - PCR法により Mls - 1 a抗似

のmRNA レベルでの解析を行なった 。 その結果、胸腺T リンパ球両分はMTV- 7 mRNAを

発現していることが明らかとなった(図 3 - S) 。 この結果は、ノーザンハイブリダイゼ、ツ

ション法により Mls-1 a抗原陽性マウスの胸腺細胞に於てMTV - 7 mRNAの発現が認め ら

れたという研究報告と一致する問。

通常、 T リンパ球はTCRを介してAPC上に提示された自己MHC と外来抗原由来ペプチ

ド断片との複合物をMHCハプロタイプ特異的に認識し活性化される 。一方、 Mls抗原反

応性T リンパ球の活性化にMHCクラス II分子は介在するがハプロタイプ拘束性は認めら

れない事が明らかにされている 3 ~ 5) 。 今回興味深いことに、 co - stimulatory signal を代

替すると考えられる PMA刺激マクロファージ株P388D.1由来の可溶性因子存在下に20) 、

Mls-1 a抗原陽性胸腺T リンパ球画分はV ß6陽性T リンパ球の増殖を誘導した(図 2 ) 。

即ち、クラス II分子を合成していない応答及び亦1激T リンパ球間での相互作用により

Mls-1 a-MLRが誘導される事が示された。 従って、 co - stimu latory factor存在下に於ける

Mls抗原反応性T リンパ球の活性化にはクラス II分子は必要とされないものと考えられ

る 。 しかし、胸腺T リンパ球はクラス II分子陽性細胞から遊離されたクラス II分子を少

なからず細胞表面に獲得しているという 事が報告されているので40)、この様なクラス II

分子がMls - 1 a抗原の提示に介在しているという可能性は否定できない。

Mls-1 a抗原陽性胸腺T リンパ球画分投与により、レシピエントの胸腺のVß6陽性T

リンパ球がほぼ完全に除去される事から(図 5 )、投与されたMls-1 a胸腺T リンパ球画

分は、レシピエントの胸腺内に速やかに移行しMls - 1 a抗原反応性T リンパ球のネガテイ

ブセレクッションに関与しているものと考えられる。一方、胸腺T リンパ球画分投与に

より牌臓Vß6陽性T リンパ球は部分的に除去され(図 6 、表 3 )、除去されずに残存

している Vß6陽性T リンパ球はアナージーに陥っている(図 4 )事が示された 。 投与

した胸腺T リンパ球画分は 2 x10 6個という少ない細胞数なので、 Mls - 1 a抗原に対して

高い親和性を有する 一部の T リンパ球(α 鎖の違いにより規定されると思われる)だけが

除去されたものと考えられる 。 従って、多数のMls抗原発現T リンパ球が存在する胸腺

内という生理的条件下では、対応する応答T リンパ球は完全に除去されているものと考

えられる(図 1 ) 。 他方、この部分的除去は胸腺T リンパ球の免疫寛容性誘導能が胸腺

B リンパ球よりも弱い事に起因している可能性も考えられるので、現在胸腺B リンパ球

と T リンパ球とに於ける免疫寛容性誘導能を比較検討しているところである 。

胸腺T リンパ球画分投与による Mls-1 a抗原反応性Vß6陽性T リンパ球の除去機構と

しては、投与されたMls - 1 a抗原陽性胸腺T リンパ球とレシビエントのVß6陽性胸腺T
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リンパ球との直接的な細胞間相互作用、或いは投与された胸腺T リンパ球から遊離した

Mls-1 a抗原を捕捉したレシピエントのマクロファージ系細胞と Vß6陽性胸腺T リンパ

球との相互作用が考えられる。 Mls抗原発現細胞から B リンパ球やマクロファージ等の

APC へのMls抗原の乗り移りは殆ど認められない事から 13)、前者の機構によりネガテイ

ブセレクッションが惹起されるものと考えられる。一般に、胸)県内での自己MHCや白

構成成分に対する免疫寛容性誘導は髄質に存在するマクロファージ系細胞により担われ

ていると考えられている 10 ， 11)。従って、胸腺内で、のMls抗原に対するネガテイブセレク

ションに胸腺T リンパ球自身が重要な役割を担っている事を示唆する今回の結果は、免

疫寛容性誘導機構の新しいモデルを提唱する非常に興味ある知見であると思われる 。
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結論

本研究では胸腺T リンパ球に於ける Mls抗原の発現及びその免疫寛容性誘導活性につ

いて検討- した 。 その結果、 1) B リンパ球機能不全を呈する xidマウスに於て、混合リ

ンパ球反応でのMls抗原提示能は検出されないにも拘わらず、 Mls抗原反応性T リンパ球

が除去されている事から、 Mls抗原は B リンパ球以外のリンパ系細胞にも発現しており

免疫寛容性の誘導に関与している可能性が考えられた 。 2 ) 実際に、 Mls-1 a抗原陽性マ

ウスからの胸腺T リンパ球画分は、 co-stimulatory signal を代替する活性化マクロファー

ジ株由来可溶性因子存在下に、 Mls-1 a抗原に反応性を示すVß6陽性T リンパ球の増殖

反応を誘導した 。 3 )またRT - PCR法を用いた解析で、胸腺T リンパII画分はMls-1 a抗

原をコードする MTV- 7 mRNAを発現している事も明らかとなった。 4) Mls-1 a胸腺T

リンパ球画分を Mls-1 bで、ある B10.BRマウスの新生仔期に投与することにより、 Vﾟ 6~場

性応答T リンパ球の除去及びアナージ}に起因する免疫寛容性が誘導された 。 以上の結

果から、胸腺T リンパ球はMls抗原を発現しており、免疫寛容性誘導活性を有する事が

明らかとなった 。 一般的に、胸腺内での自己抗原に対する免疫寛容性の誘導は、髄質に

存在するマクロファージ系細胞により担われていると考えられている 。 従って、)掬)県内

でのMls抗原に対する免疫寛容性の誘導に胸腺T リンパ球自身が重要な役割を担ってい

る事を示唆する本研究の結果は、免疫寛容性誘導機構を解明する上で非常に興味ある知

見であると思われる 。
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Expression of Mls・ 1a antigens and tolerance 
induction by thymic 'T Iymphocytes 

Satoru YAMADA 

Oepartment of Periodontology and Endodontology 

Osaka University Faculty of Oentistry, 

1-8, Yamadaoka, Suita, Osaka, 565, Japan 

Key words Minor Iymphocyte stimulating antigens (Mls) , Tolerance, 

Thym ic T Iym phocytes 

The present study investigated mechanisms underlying tolerance 

induction to minor Iymphocyte stimulating (Mls) antigens by taking 

advantage of high frequency of Mls-reactive T Iymphocytes with certain V日

chain of T -cell receptor. Mls antigens were thought to be mainly expressed 

on B Iymphocytes as assessed by stimulator cell activity in mixed 

Iymphocyte reaction (MLR). Interestingly, Mls-1 餃reactive T Iymphocytes 

expressing V゚ 6 were deleted in Mls-1 a mice carrying an X-linked defect 

(xid) of B-Iymphocyte function , although their spleen cells failed to stimulate 

V日6+ T Iymphocytes in MLR. Considering the recent repoパ that splenic T 

Iymphocytes bearing Mls-1 a genotype can iinduce tolerance to the Mls 

antigens, this result raised a possibility that immature thymic T Iymphocytes 

also expressed Mls-1 a antigens and contributed themselves to negative 

selection of V日6+ T Iymphocytes during intrathymic development. Indeed , 

Mls-1 a thymic T Iymphocytes from xid mice as well as normal were shown 

to be capable of stimulating V日6+ responding T Iymphocytes in MLR when 

the culture was conducted in the presence of soluble factor(s) replacing 

co-stimulatory signal. Moreover, RT -PCR analysis revealed the expression 

of mRNA for MTV-7 encoding Mls-1a antigens in thymic T Iymphocytes from 

Mls・ 1a mice. These results clearly showed that immature thymic T 

Iymphocytes also produced Mls antigens. Finally, it was determined 

whether thymic T Iymphocytes might have the ability to induce tolerance to 

Mls antigens. To examine this possibility, Mlls-1 a thymic T Iymphocytes were 

injected i.p. into neonatal Mls-1 b mice. The injection induced specific 

unresponsiveness of V゚ 6+ responding T Iymphocytes through paパial

deletion and anergy. Thus, the present results demonstrate that thymic T 

Iymphocytes also express Mls antigens, ancl play a crucial role in the 

negative selection. This seems to be a novel model of the tolerance 

induction , because it has been generally accepted that bone marrowｭ

derived monocytes are predominantly responsible for negative selection to 

self antigens within thymus. 
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図 1 X染色体連鎖B リンパ球機能不全を呈する (CBA/N x AKR)Fl雄マウスに於ける Mls - la 

抗原反応性Tリンパ球の欠損

各マウス系統より胸腺細胞及び牌臓細胞を取り出し、胸腺細胞については抗-vﾟ 6 
鎖抗体による単染色、また)牌臓細胞については抗-v ß6鎖抗体と抗-Thy 1. 2抗体との

2 重染色を行ないFACSにより解析した。各パネル内の数字は胸腺細胞については全
胸)娘細胞中のVß6強陽性細胞の割合(%)を、)牌臓細胞についてはThy 1. 2陽性T リンパ

球中のVß6陽性細胞の割合(%)を表している 。



B 1 O.BR応答Tリンパ球による[3 H]-チミジンの取り込み(cpm x 10-3) 

刺激胸腺Tリンパ球 。 2 4 6 8 

B10.BR (Mls・1 b )

AKR (Mls・ 1 a) 

(CBA川 x AKR)F1 ♂ (Mls・1 bia)

(CBAIN x AKR)F1 平 (Mls・ 1 b/a)

PMA刺激P388D.l 由来可溶性因子存在下

図 2 Co-stimulatory factor存在下に於ける (CBA/N x AKR)Flマウス胸腺T リンパ球画分のMls-1 a抗原提示能

B10.BRマウスから精製した牌臓Tリンパ球(lx10 5個/well)を応答細胞とし、マイトマイシン処理し
た各マウス系統からの胸腺Tリンパ球画分(8x10 5個/well) を刺;財団胞としてco-stimulatory factor(PMA 
刺激マクロファージ株P388D.1 由来可溶性因子)存在下に 5 日間培養した 。 細胞回収 6 時間前に 18.5

kBqの[ 3H]-チミジンを添加し細胞内への取り込みを測定した 。 結果は 3 wellsの算術平均と標準誤差
で表している 。
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(CBA/N x AKR)Fl マウス胸腺Tリンパ球
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(ー) ( + ) 

雄
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逆転写

(CBA/N x AKR)Flマウス胸腺Tリンパ球画分に於ける

MTY-7 mRNAの発現

A) 異なる Mls-l遺伝子型を示すマウス系統の牌臓

細胞より抽出した総RNAから MTY - 7特異的プライマ

ーを用いたRT - PCR法により MTY-7特異的配列を増幅

し、プライマーの特異性を確認した 。 B) (CBA/N x 

AKR)Fl雄及び雌マウスの胸腺Tリンパ球画分から抽

l']jした総RNA を、 MTV- 7特異的プライマー を用いた

RT - PCR法により MTY - 7 mRNAの発現を解析した 。

図 3
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-0一 (CBAIN x AKR)F1 平胸腺Tリンパ球 (Mls・1 b/a) 

Bl0.BRマウスの新生仔期処置

B. 抗-H-Zd反応

20 

n

u

n

u

n

u

n

u

 

R
d
n

守
内

0
4
E

岳
山lO
F一×
E

且
U
)吟
州
北
ヘ
ザ
出
向
Q
入
ヘ
仙
川
恥
1
{工
的
]

、

抗-Mls-1 a反応A. 

60 

50 

40 

30 

20 

10 

h
m
l
O
F

×
E

且
υ
)吟
同
4
3
M財
Q
入
ヘ
仙
川
ホl
[工
的
} 8 

BALB/c刺激牌臓細胞( xl 0-5) 

4 2 

。

248  

AKR刺激牌臓細胞( xlσ5) 

。

新生仔BIO.BRマウスへの(CBA/N x AKR)F 1胸腺Tリンパ球画分投与による免疫寛容性誘導

胸腺Tリンパ球画分投与BIO .BRマウスからの牌臓Tリンパ球のA)Mls-la抗原、及び)3)ア

ロ H-2 d抗原に対する MLRを表している 。 9 週齢時に於ける、 PBS投与群 (企) 、 (CBA/N x 
AKR)Fl雄胸腺Tリンパ球面分投与群(・) 、及び(CBA/N x AKR)Fl雌胸腺T リンパ球画分
投与群 (0) からの応答Tリンパ球をマイトマイシン処理したAKRマウス (Mls- l a)牌臓細胞
(A)、あるいはBALB/cマウス (H-2 d)牌臓細胞(B)で 5 日間培養した 。 結果は3 wellsの算術平
均と標準誤差で表している。

図 4



新生仔B1 O.BRマウスへの投与
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図 5 新生仔BIO .BRマウスへの(CBA/N x AKR)Fl胸腺T リンパ球

画分投与による胸腺Vß6強陽性Tリンパ球の選択的除去

BIO.BRあるいは(CBA/N x AKR)Fl雄胸腺T リンパ球画分

を投与されたBIO .BRマウス( 4 週齢)から胸腺細胞を取り
出し、抗-V ß6鎖抗体と抗-Thy 1. 2抗体を用いて 2 重染色を

行なった。各パネル内の数字はThy 1. 2陽性胸腺細胞中のV

ß6強陽性細胞の割合(%)を示している 。
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図 6 (CBA/N x AKR)Fl雄マウス胸腺T リンパ球画分投与aによる BIO.BRマウス)牌II蔵

Vß6陽性T リンパ球の選択的除去
胸腺Tリンパ球画分投与 9 週間後にBI0.BRマウスから牌臓細胞を取り出し
実験 l に於ては抗-v ß6鎖抗体と抗-Thy 1. 2抗体との 2 重染色法、実験 2 では
抗-v ß6鎖抗体と抗-Lyl抗体との 2 重染色法により FACSにて解析した 。 各パ
ネル内の数字はThy 1. 2陽性T リンパ球中のVß6陽性細胞の割合(%)、及び、Lyl

陽性T リンパ球中のVß6陽性細胞の割合(%)を表している 。



表 1 X染色体連鎖B リンパ球機能不全を呈する (CBA/N x AKR)F1雄マウス牌臓細胞のMls - 1a 抗原提示能

応答Tリンパ球

刺激牌臓細胞( cpm x 1 0-3) 

Syngeneic CBAIN AKR (CBAIN x AKR)F1 ♂ (CBAIN x AKR)F1 平
(Hぷ， Mls-1b) (Hぷ， Mls・1a ) (H・2~ Mls・1 bゐ) (H-2 k, Mls・ 1 b/a)
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1.0 :t 0.1 1.6 :t 0.6 41.9:t 10.8 1.2 :t 0.5 22.0:t 6.5 

1.8 :t 0.4 43.1 :t 6.8 N. D. 12.0:t 0.8 57.3:t 14.0 

応答牌臓Tリンパ球( l x 10 5個/well) を 、 マイトマイシン処理により増殖能を消失させた各マウスの牌臓細胞
(8x10 5個/well) を刺;財団胞 と して 、 5 日間培養した 。 細胞回収 6 時間前に 18_5 kBqの[ 3H]チ ミ ジ ン を添加し
細胞内への取り込みを測定した 。 結果は 3 wellsの算術平均と標準誤差で表している 。



表 2 X染色体連鎖B リンパ球機能不全(CBA/N x AKR)F1雄マウスのTリンパ球の恥lls-1a

抗原に対する反応性

刺激牌臓細胞( cpm x 10-3) 
応答Tリンパ球

Syngeneic AKR (H-2k, Mls・ 1 a ) BALB/c (H・2d， Mls・1 b )

B10.BR 
(H-2k, Mls-1b) 1.4 :t 0.8 15.9:t1.5 18.9:t 1.9 

(CBAIN x AKR)F1 ♂ 1.5:t 0.4 1.6 :t 0.4 6.3 :t 0.6 
(H-2 k, Mls・1 b/a)

(CBAIN x AKR)F1 ♀ 0.6:t 0.1 0.8:t 0.1 5.5 :t 0.6 
(H・2 k， Mls・ 1 b/a )

各マウス系統からの応答牌臓Tリンパ球(lx105 個/well) を、マイトマイシン処理刺激牌臓細胞
(8x1 0 5個/well) と共に、 5 日間培養した 。 細胞回収 6 時間前に 18 . 5 kBqの[ 3H]-チミジンを添
加し細胞内への取り込みを測定した 。 結果は 3 wellsの算術平均と標準誤差で表している 。



表 3 (CBA/N x AKR)F 1雄マウス胸腺T リンパ球画分投与による Mls-l a 抗原反応性

Vß6陽性T リンパ球の選択的除去

新生仔B10.BRマウスに投与

した胸腺Tリンパ球画分

None 

B10.BR (Mls・1 b) 

AKR (Mls-1 a) 

(CBAIN x AKR)F1 ♂ (Mls・ 1 b/a) 

(CBAIN x AKR)F1 ♀ (Mls-1 b/a) 

Thy1.2陽性細胞中の割合(%)

Vβ6陽性細胞 Vβ8陽性細胞

11.4 :t 1.2 21.0 :t 3.3 

10.0:t 1.1 21.9 :t 3.2 

6.9:t1.0 21.8:t 2.1 

4.8:t1.0 21.8:t 2.0 

6.3 :t 0.8 21.1 :t 2.4 

胸腺Tリンパ球画分を投与投与されたB10.BRマウスの牌臓細胞に於ける 、 V ß6陽性

Tリンパ球及び~ ß8陽性Tリンパ球について、抗-V ß6鎖抗体又は抗-V ß 8鎖抗体と

抗-Thy 1. 2抗体との 2 重染色法にてFACSにより解析した 。 結果は独立した 3~4 回

の実験の算術平均と標準誤差で表している 。
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