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１．研究実施の概要

　これまでの研究で、免疫制御を専門とする新しい免疫細胞系列としてV�１４NKT

細胞を同定し、その受容体構造とリガンド、分化機構、機能発現のメカニズムを明

らかにした。その結果、１）V�１４NKT細胞受容体リガンドが�-GalCer糖脂質であ

ること。２）V�１４NKT細胞受容体はNKT細胞だけに発現する受容体であること。

３）V�１４NKT細胞前駆細胞を発見し、前駆細胞上のGMCSF受容体からのシグナル

によって、遺伝子再構成を起し、V�１４受容体を発現し、成熟型に分化することを見

いだした。４）流産、IgE抗体産生の抑制、自己免疫病発症阻止、がん転移阻止、

移植拒絶抑制、エンドトキシンショックに必須の細胞であることを発見した。

２．研究実施内容

　�　V�１４受容体構造研究グループ

　可溶性V�１４受容体�-GalCer可溶性CD１d分子の結晶化とその解析

結晶化構造を知るために膜貫通領域および細胞質内領域を親水性ペプチドで置換

した可溶性V�１４V/�８．２受容体を大量に作出した。さらにCD１分子と�-GalCerリ

ガンドとV�１４受容体とを結合した結晶化構造を知るために可溶性CD１分子の膜

貫通領域および細胞質内領域を親水性ペプチドで置換した遺伝子を昆虫細胞に発

現させて作出することができた。これら可溶性V�１４受容体�-GalCer可溶性CD１d

分子３分子を結晶化させその結晶構造を解析する。

①　［V�１４, V�８．２］の結晶化

　NKT-TCR［V�１４, V�８．２］-leucin-zipperを１０mg～２０mg精製後、thrombin処理

を行い、M２抗体によるzipper部分の除去後、ゲル濾過を行い、最終標品とし、

結晶解析に供与した。

　アメリカのグループとのcollaborationを考えてタンパク質を送ったが、結晶

化は不成功であった。現在前回の反省も踏まえ、培養細胞をHigh Fiveに変えて

post transcriptional modificationの変化も試している。

②　［V�１４, V�８．２］タンパク質の調製と抗体作成

　V�１４に対する抗体作成は、数ミリグラムのNKT-TCR［V�１４, V�８．２］タンパ
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ク質を免疫したが、V�８．２に対してのみ抗体ができV�１４に対する抗体ができな

い。そこで現在、V�１４ホモダイマーを作成し、それを免疫し、引き続き抗体作

成を試みる事とした。

�　V�１４受容体遺伝子進化研究グループ

①　V�１４遺伝子の発現

　V�１４遺伝子はマウスNKT細胞の唯一の受容体であり、RAG-KOマウスに遺

伝子導入しても、T細胞を作ることができないことから、V�１４遺伝子の発現に

は何らかの条件が必要であると考えられた。そこでV�１４遺伝子の１７番にはド

メインを構成する以外のシステインがあり、それは他のT細胞抗原受容体には

存在しないことから、V�１４固有の変異でありそれがNKT細胞のV�１４遺伝子の

発現さらに分化、活性化、進化にとって重要である可能性が考えられた。そこ

で、HisタグをN末端に結合したV�１４遺伝子およびシステインをアラニンに置

換した変異遺伝子をウイルスベクターに組み込みT細胞に感染させ、発現を調

べたところいずれでもT細胞には発現できなかった。これらの実験から結論を

導きだすことはできないため、実験の継続の必要性を認めた。

�　NKT細胞機能研究グループ

①　サルコイドーシス

　NKT細胞はTh１/Th２サイトカイン両方を産生するが、どのような時にどのよ

うなシグナルがTh１/Th２シフトに関係するか、�-GalCerを用いて、単一細胞レ

ベルで調べた。とくにサルコイドーシス患者の中で、改善群ではNKT細胞から

のIFN�の産生が良好であるのに対して、悪化群はIFN�の産生が殆どない事が判

明し、引き続きその検証を行っている。

②　エンドトキシンショック

　LPSによる細菌性ショックはNK細胞あるいはCD４T細胞による肝臓障害が

原因であるともいわれていたが、NKT細胞がその本体であることをNKT細胞

欠損マウスをもちいて証明した。さらに、LPSは最初マクロファージに働きIL-

１２を産生させ、それがNKT細胞を活性化するとTLR-４受容体を発現しLPS刺激

を直接受けるようになり、IFN�を大量に産生し、再びマクロファージを活性化

して、TNF�を産生させて、肝傷害を引き起こす事が判明した。これらの結果

から、シュワッルツマン反応の責任細胞がNKT細胞である事も判明した。

③　臓器移植の寛容維持機構

　免疫寛容維持機構はこれまで不明であったが、NKT細胞が存在しないNKT

細胞欠損マウスでは肝臓へのラットあるいは同種マウス膵臓移植は不成功で、

NKT細胞の移入によって寛容が回復することから、NKT細胞が必須の細胞で

あることが証明された。これはきわめて重要な発見である。
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�　NKT細胞初期分化研究グループ

①　前駆細胞から成熟型への分化

　GM-CSFRがNKT前駆細胞の分化誘導に際し、V�１４受容体遺伝子の再構成を

誘導するサイトカインであることを明らかにしたので、この細胞の分化誘導に

必要なシグナルを捜す。すなわち、サブトラクション法、デフェレンシャルディ

スプレイ法を用いて候補遺伝子を検索した結果、５つの分化特異的遺伝子を単

離することに成功した。

②　GFP遺伝子ノックインマウスを用いたNKT細胞分化の研究

　リンパ球前駆細胞だけが発現するRAG遺伝子の代りに蛍光色素遺伝子をそ

の下流に結合した遺伝子を遺伝子相同組み替え法でマウスES細胞に導入しマ

ウス個体を作る事に成功した。リンパ球前駆細胞だけが蛍光を発しFACS装置

により簡単にリンパ球前駆細胞だけを集めることが可能となった。このマウス

を用いて、胸腺外組織であるパイエル板ですでに受容体を発現している成熟型

T細胞が再び遺伝子再構成を起し、受容体レパートリーを変換している事が確

認された。この発見はT細胞では初めてのことである。
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