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論文の内容の要旨

（目的）

　Na㎞ra1KinerT（NKT）細胞は，著しく多様性を欠いた丁細胞受容体（Tce11receptor，TCR）を発現すると同時

に，NK細胞マーカーであるCD161を共発現する新しい丁細胞集団である。通常の丁細胞が主要組織適合抗原複合

体（㎜ajorhistocompatibi晦comp1ex，MほC）に提示されたヘプチドを認識しているのに対し，多型性を欠いた抗原

提示分子であるCDld上の脂質・糖脂質抗原を認識することに加え，ThOタイプのサイトカイン産生パターン，強

い抗腫瘍活性を有すること等，多くの点で既知の丁細胞との相違が認められる。

　近年，CD4およびCD8が共に陰性のdoub1enegative（DN）NKT細胞が強皮症（systemicsc1erosis，SSc），全身性

エリテマトーデス（systemic1岬userythemtosus，SLE），および漫’性関節リウマチ（rheumatoidarthritis，RA）等の

自己免疫疾患患者において，選択的に減少していることが報告された。また，自己免疫疾患モデルマウスにおい

て，NKT細胞移入やMT細胞を大量に保有するトランスジェニックマウスとの交配によって発症を抑制しうるこ

とが報告され，NKT細胞が自己免疫応答における調節性丁細胞である可能性が示唆されてきた。

　本研究においては，まず，ヒトNKT細胞のVβレパトアを確認することにより，フローサイトメトリーによる

ヒトNKT細胞特異的検出系を構築し，自己免疫疾患患者末梢血におけるNKT細胞動態を確認する。さらに，自

己免疫疾患患者におけるNKT細胞の選択的減少の機序を解明する一資料を得るために，自己免疫疾患患者末梢血

NKT細胞の抗原応答性を検討することを目的とした。

（方法）

1）Sing1ece11狐a1ysis：ヒトNKT細胞のVβレパトアを明らかにするために，単細胞レベルの解析を実施した。

　健常被験者より末梢血単核球を分離し，Ce11sorterによってCD4■CD8■（DN）TCRAV24寺ce11を96we11㎝1耐e

　p1ateにc1onesoれi㎎した。We11内にてcen1ys1s，およびcDNA合成の後，NKT細胞に特異的なTCRα鎖である

　TCRAV24AJ18の発現を鵬tedPCRおよびsequencingにて確認した。TCRAV24AJ18の発現が認められたc1one

　に対し，TCRVβレパトアおよびCD161の発現を同様のnestedPCRにて確認した。

2）自己免疫疾患患者末梢血におけるNKT細胞動態：1）の結果に基づき，TCRαおよびβ鎖に特異的な抗体を
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用いて趾（n＝20），SLE（n＝18），SSc（n＝13），SjOgren’ssyn血ome（SS，n二17）の各自己免疫疾患患者，

健常被験者（n＝13），および疾患コントロールとしてBehcetdisease（BD）患者（n＝20）の末梢血における

NKT細胞動態をフローサイトメトリーにより検討した。

3）自己免疫疾患患者末梢血NKT細胞の抗原応答性：RA（n＝10），SLE（n＝10），SSc（n＝8），SS（n＝

　9），および健常者（n士7）より末梢血単核球を分離し，NKT細胞特異抗原である合成糖脂質α一

ga1actosy1ceramide（α一Ga1Cer）と共に240時間培養し，培養後のNKT細胞の増殖をフローサイトメトリ』に

　て定量した。

4）NKT細胞抗原不応答機序：3）において認められたNKT細胞抗原不応答群PBMCより，抗原提示細胞（APCs：

CD3’，monocytegatedce11s），およびNKT細胞含有分画（CD4山CD8■CD20■y㎜phocytegatedcells）をce11sorter

　にて分離し，特異抗原存在下で健常被験者由来の同分画との共培養を行った。

5）NKT細胞のサイトカイン産生プロファイル13）において認められたNKT細胞抗原応答群，および健常者由

　来のNKT細胞をα一Ga1Cerと共に24時聞培養し，培養後のDNT細胞分画をCel1sorterにて分離した。分離の

　後，RNAの抽出およびcDNAの合成を行い，nestedPCRによって亙FN一γおよびIL4搬NAの発現を確認した。

（結果）

！）cDNAの合成が確認された57c1one中，55c1oneにおいてNKT細胞に特異的なTCRα鎖であるTCRAV24AJ18

　の発現が確認された。さらに，TCRAV24AJ18＋の55cloneのうち，964％に相当する53c1㎝eにおいてTCR駅11

　の発現を確認し，TCRAV24＋BV11＋のc1one全てにおいて，NK乱PlAの発現を確認した。

2）趾，SLE，SSc，SSの各自己免疫疾患末梢血において，健常被験者およびBp患者と比較し，有意なNKT細

　胞の減少が確認された（HS：290±69．6，RA：48．8±10，SLE：50．6±！2．9，SSc：80名±30．6，SS：40．O±u．7，

　BD：3212±103．4comt／m1ofwho1eb1ood，P＜O．01）。また，CD4＋NKT細胞においても同様の傾向が認められ

　た。

3）特異抗原との共培養の結果，健常被験者においてはその全てにおいてDNKT細胞の明らかな増殖が認められ

　た。またこの応答は抗CDld抗体によって阻害でき，CDld依存性のMT細胞応答であることが示された。一方，

　自己免疫疾患患者においては，RA（3／10），SLE（5／10），SSc（4／8），SS（6／9）の計37名中18名においてのみ

　眺NKT細胞の抗原依存性の増殖応答が認められた。

4）DNNKT細胞不応答患者由来のAPCsと健常被験者由来のDNNKT細胞含有分画の共培養において，DNNKT

　細胞の増穂応答が認められた。一方，不応答患者由来のDNNKT細胞分画と健常被験者由来のAPCsとの共培

　養にお．いては，DNNKT細胞の増殖応答は認められなかった。

5）α一Ga1Cer刺激後のサイトカイン産生パターンにおいて，健常被験者および応答患者間に相違は認められな

　かった。

（考察）

　NKT細胞におけるクローンレベルの解析の結果，均一なTCRAV24AJ18を発現したDNNKT細胞の96．4％にお

いて，TCRBV11を発現していることから，抗TCRAV24および抗TCRBVu抗体を用いることにより，DNNKT

細胞の95％以上を検出可能であることが示された。本検出法によって末梢血中NKT細胞動態を検討したところ，

健常者と比較し，自己免疫疾患患者において明らかなNKT細胞の減少が確認された。これは先行研究の結果

（mRNAの定量）にも一致したことから，本検出法がNKT細胞検出において妥当であると考えられた。

　自己免疫疾患患者末梢血におけるNKT細胞減少の機序を解明するために，MT細胞の抗原応答性を検討した結

果，自己免疫疾患患者においては，抗原応答群と不応答群の2群の存在が確認された。抗原不応答群由来のAPCs

は，健常者由来のNKT細胞を抗原存在下で増殖誘導できたが，その増殖誘導は健常者由来のAPCと比較し弱いも
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のであった。一方，健常者由来のAPCsによって不応答群由来の脳丁細胞を増殖誘導できなかった。これらの点

より，不応答群においては，班CsおよびNKT細胞の両者においてなんらかの機能異常が存在する可能性が示唆

され，その結果抗原応答不全が導かれていると解釈された。

審査の結果の要旨

　本研究により，自己免疫疾患患者末梢血においてNKT細胞が選択的に減少していることが示され，NKT細胞が

あらためて自己免疫応答を制御する調節性丁細胞である可能性が示された。また，自己免疫疾患患者由来のNKT

細胞，および抗原提示細胞の両者において機能異常の存在を示唆する結果が得られ，これらの機能異常が自己免

疫疾患患者におけるNKT細胞減少の一因となる可能性が示唆された。自己免疫疾患発症機序解明に重要な示唆を

あたえる優れた研究と考えられる。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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