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1．要旨

【目的】CD8＋T細胞は抗原刺激を受けて分化および活性化し、サイトカイン産生や細

胞傷害活性を示すことによってウイルス感染細胞の除去に重要な役割を担っている。

細胞傷害性T細胞（CTL）を効率よく誘導するためにメモリーCDびT細胞の存在が不

可欠であるが、HIV－1患者はもとより健常人におけるCD8＋T細胞の分化および活性

化に関しては、様々なCD抗原やケモカインレセプター、エフェクター機能分子によっ

て少しずつ明らかになってきているにも関わらず、分化経路や機能など未だ不明な点

が多い。そこで、私はケモカインレセプターCCR6， CCR4， CXCR3に着目しCD8＋T

細胞の分化・成熟について詳細な解析を行うと共にそれぞれの分化段階でのメモリ

ーCD8＋T細胞の機能を明らかにするため本研究をおこなった。

【方法】健常人末梢血より末梢血単核球（PBMC）を分離し、末梢CD8＋T細胞におけ

るCCR6、 CCR4およびCXCR3の発現を解析した。 CD8＋T細胞の分化マーカーで

あるCCR7、 CCR5、 CD27、 CD28、 CD45RA抗体を用いてナイーブ、メモリー、エフ

ェクターと呼ばれる機能的集団に分類し、各サブセットにおけるCCR61 CCR41

CXCR3の発現をフローサイトメーター（FACS）にて検討した。またエフェクター分子

の発現を確認するためPerforin（Per）， Granzyme A（GraA）， Granzyme B（GraB）およ

びT細胞分化マーカーに特異的抗体を用いてマルチカラーフローサイトメトリーにて解

析を行った。メモリーCD8＋T細胞におけるサイトカイン産生能の測定は目的の集団

をソーティングによって分取しPMAおよびIonomycinで刺激後、フローサイトメトリー

にて解析した。遊走能の測定では目的の集団をソーティングによって分取し、

EZ－TAXIScanにて遊走する細胞を毎分測定した。

【結果】健常人末梢血CD8＋T細胞中のCCR6の発現は、
CCR7℃CR5℃D27＋CD28＋CD45RA’の分画において発現が確認され、エフェクタ

ー分子の発現はPe’owGraA＋GraB’であった。また、メモリーCCR6＋CD8＋T細胞は

IFN一γおよびTNF一αを共に産生する集団、またはIFN一γ， IL－2， TNF一αを産生する集団

が多く含まれていた。CCR4はCCR7＋ACCR5℃D27＋CD28＋CD45RA一の分画にお

いて高い発現が認められ、CCR4＋CD8＋T細胞のエフェクター分子の発現パターンは

PerGraA’GraB’であった。また、同細胞のサイトカイン産生能はCCR7＋CD8＋T細胞

と比べ有意にTNF一α， IL－4の産生量が高かった。 CXCR3を高発現している細胞

（CXCR3high）はIFN一γ， IL－2を共に産生する集団であり、CXCR3陽性細胞の遊走能と

CXCR3の発現強度との間には相関関係が認められた。
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【考察】CCR6＋CD8＋T細胞はエフェクターメモリーサブセットに存在し、 CCR6のリガ

ンドであるCCL201MIP－3αは腸管に特異的に発現していることから、CCR6はエフェ

クターメモリーCD8＋T細胞を腸管に遊走し、粘膜免疫において重要な役割を担って

いる可能性が示唆された。CCR4＋CD8＋T細胞はCCR7＋CD8＋T細胞と比べ高いサ

イトカイン産生能をもち、活性化後にTNF一αやIL－4を産生し炎症巣において皮膚指

向性の2型リンパ球を誘導すると考えられた。また、CXCR3highCD8＋T細胞はIL－2

などのサイトカインにより細胞増殖が誘導され積極的に炎症局所に遊走後IFN哩など

のサイトカインを産生することによって獲得免疫に寄与していると考えられた。

【結論】ケモカインレセプターCCR6， CCR4， CXCR3の発現分布の解析はヒト末梢

CD8＋T細胞の機能的な分類とりわけメモリーCD8＋T細胞の分類において有用で

あると考えられる。これらの知見は依然として不明な点の多いヒト末梢血メモリー

CD8＋T細胞の分化段階を明らかにする手がかりになると考えられる。
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!1.j!u!!!gryS

IPurpose} CD8' T cells play an important role in the eradiation of vimses and tumors.

Memory CD8' T cells are divided roughly into central memory and effector memory

subsets, which possess diffk)rent capacities to home to 1ymphoid or non-1ymphoid

tissues, to proliferate in response to antigens or cytokmes, and to perfbrm effector

functions. 'I he study concerning the differentiation and maturation of human memory

CD8' T cells is important for vaccine development and analysis of various viral

diseases. In the present studM we investigated the expression and fimction of CCR6,

CCR4, and CXCR3 on human CD8' T cells and characterized their subsets.

[Methods] We analyzed the expression of CCR6, CCR4, or CXCR3 on CD8' T cell

subsets using mAbs against CD27, CD28, CD45RA, CCR7 or CCR5, and the ability of

CD8' T cell subsets expressing CCR6, CCR4, or CXCR3 to express effector molecules

such as perfbrin and grames A/B. We sorted the CCR6", CCR4', or CXCR3'

subsets and then measured the amount of IFN-y, IL-2, TNF-ct, and IL-4 secreted from

these sorted cells after having been stimulated with PMA and ionomycin. We also

measured the chemotaxic response of CCR6', CCR4', or CXCR3' subsets by using a

TAXIScan holder.

[Result] Multi-color flowcytometric analysis revealed that the CCR6' cells were

predominantly found in CD27'CD28'CD45RA' subset and that most CCR6" cells in

this subset expressed CCR7-CCR5' phenotype and a low level ofperfbrin and granzyme

A. CCR6'CD8' T cells produced significantly more IFN-y and TNF-ct and less IL-2

than the CCR6t subset. CCR4' cells were predominantly found in
CD27'CD28'CD45RA- subset and that most CCR4' cells in this subset expressed

CCR7'CCR5' phenotype. CCR4' memory subset expressed neither perfbrin,

granzyme A nor granzyme B. CCR4"CD8' T cells produced significantly more

TNF-ct and IL-4 than did the CCR7'CD8+ T cells. CCR4'CD8' T cells included two

functional memory subsets, one possessing the ability to produce IL-2, IFN-y, TNF-ct,

and IL-4, and the other possessing the ability to produce IL-2, IFN-y and. TNF-oe.

CCR4+CD8' T cells showed chemotaxic activity in response to the ligand of CCR4.

We found that human memory CD8' T cells included a population expressing a high

level of CXCR3 (CXCR3high). CXCR3high cells were predominantly found in

CD27'CD28'CD45RA" memory phenotype. CXCR3highCD27'CD28"CD45RA-CD8+

T cells had ability to produce both IL-2 and IFN-y. CXCR3highCD8' T cells had a
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greater al)ility to migrate in response to CXCR3 ligands than did CXCR3iOW ones.

[Discussionl These findings indicate that CCR6 is expressed on the eiifector/memory

CD8' T cells, and suggesting that CCR6' memory CD8" T cells migrate to

inflammatory sites within the tissues such as colon and then differentiate to effector

cells. CCR4 CD8' T cells contain more differentiated memory CD8+ T cells than did

CCR7'CD8' T cells, and possess the ftmctional subsets. The present study implied

that CCR4' memory CD8' T cells migrate to inflammatory sites within the tissues such

as skin, and play the important role of cutaneous immunity The high expression of

CXCR3 onthesememory CD8' T cells might play an important role in the migration of

these cells to inflammatory sites and in their differentiation.

[Conclusion] The expression pattern of CCR6, CCR4, and CXCR3 together with that

of other chemokine receptors is usefu1 for functional classification of human memory T

cells. The classification of memory CD8+ T cell subsets using the expression pattern

of these chemokme receptors wi11 help to clarify the differentiation and maturation

pathway ofhuman memory T cells.
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4. wata-es

APC: Allophycocyanin

Bcl-2: B-cell lymphoma 2

CCL: CC Chemokine Ligand

CCR: CC Chemokine Receptor

CD: Cluster of Differentiation

CTL: Cytotoxic T Lymphocyte

CXCL: CXC Chemokine Ligand

CXCR: CXC Chemokine Receptor

EBNA: Epstein-Barr Virus Nuclear Antigen

EBV: Epstein-Barr Virus

ELC: Epstein-barr virus-induced molecule 1 Ligand Chemokine

FACS: Fluorescene Activated Cell Sorter

FCS: Fetal Bovine Serum

FITC: Fiuorescein lsothiocyanate

GraA: Granzyme A

GraB: Granzyme B

HCMV: Human Cytomegalovirus

HLA: Human Lymphocyte Antigen

lFN-y: lnterferon-y

lgG: lmmunoglobulin G

IL-2/-4: lnterlokin-2/-4

IL-7Roc: Interlokin-7 receptor ct chain

IP-10: IFN-y inducible Protein 10

l-TAC: IFN-y -inducible T cell Chemokine

LARC: Liver and Activation-Regulated Chemokine

LCMV: lymphocytic choriomeningitis virus

mAb: monoclonal Antibody

MACS: Magnetic Activated-Cell Sorting

MDC: Macrophage-Derived Chemokine

MHC: major histocompatibility complex

Mig: Monokine-induced by IFN-y

Mip-3ct: Macrophage inflammatory protein 3ct

NCS: Newborn Calf Serum

PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cell
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PBS: Phosphate Buffered Saline

PE: Phycoerythrin

Per: Perforin

SLC: Secondary Lymphoid tissue Chemokine

TARC: Thymus and Activation-Regulated Chemokine

TcM: Central memory CD8' T cell

TEM: Effector memory CD8' T cell

TNF-ct: Tumor Necrosis Factor
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5．研究の背景と目的

5－1．はじめに

 CD8＋T細胞は感染細胞除去に非常に重要であり、樹状細胞などの抗原提示細胞

上に提示された抗原を認識し活性化し細胞傷害活性を獲得する。細胞傷害性T細胞

はIFN一γなどのサイトカインによってウイルス複製の阻害し、パーフォリンなどのエフェ

クター分子やFasリガンドによって標的細胞のアポトーシスを誘導して感染細胞を除

去する。初期感染時において細胞傷害性CD8＋T細胞は急速に増加し血漿中のウイ

ルス量を減少させる。ウイルス感染には初期感染、二次感染、急性期、慢性期など

の様々なステージがあり、それぞれの状態に応じて細胞傷害性CD8＋T細胞の分化・

成熟段階や機能は変化する［1－3］。ヒトは感染症を発症し治癒した後、同一の感染症

にはかかりにくいか、もしくはかかっても軽症ですむことが知られている。これは再感

染の際に生体内のメモリーT細胞が速やかに細胞傷害性CD8＋T細胞を誘導し強い

免疫応答を引き起こすためである。ここ数年のマウスを用いた感染実験によりメモリ

ーCD8＋T細胞の産生、および維持について多くの発見があった。しかし、ヒトCD8＋T

細胞はマウスと分化・成熟過程が異なると考えられているためメモリーCD8＋T細胞

は依然として不明な点が多い。以上よりヒト末梢CD8＋T細胞の分化・成熟過程にお

けるメモリーCD8＋T細胞の詳細な解析を行う必要がある。

5・2．メモリーT細胞とは

 CD8＋T細胞はウイルス感染細胞や病原体、癌に対する免疫反応において宿主内

で非常に重要な役割を果たしている。抗原に感作されていないナイーブCD8＋T細胞

（na了Ve T cell）は樹状細胞やマクロファージなどの抗原提示細胞の主要組織適合抗

原クラス1（MHC class I）に提示された外来性の抗原を認識することによって細胞

傷害活性やIFN一γやTNF一αなどのサイトカインを産生するエフェクターCD8＋T細胞

（e拝ector T cell）に分化を始める。エフェクターCD8＋T細胞の寿命は短く、一旦抗原

が除去されると増殖した抗原特異的CD8＋T細胞の多くがアポトーシスを起こし死滅

する。しかし、これらのエフェクターCD8＋T細胞の一部門メモリーCD8＋T細胞として

体内に残り、これらの細胞が免疫記憶を担うのである。メモリーCD8＋T細胞は再度

同じ病原体に遭遇した際に、より速やかにかつ効果的に免疫応答が起こる。このメモ

リーCD8＋T細胞は抗原が体内から除去された後も体内に恒常的に維持され再感染

に備えている。メモリーT細胞の大きな特徴のひとつに「長期生存」があり、ワクチン

接種後、長期にわたり免疫反応が誘導されるのはこのためである【41。
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5－3．メモリーCD8＋T細胞サブセットと機能

 広義のメモリーCD8＋T細胞は大きく分けて二つの集団に分けられる。リンパ節から

体内の炎症局所に遊走するエフェクターメモリーCD8＋T細胞（e怖ector memory

CD8＋Tcell（以下TEM））とリンパ節や脾臓に再ホーミングするセントラルメモリー

CD8＋T細胞（central memoly CD8＋Tcell（以下TcM））である［51。 TEMはナイーブ

CD8＋T細胞に発現が認められるケモカインレセプターであるCCR7の発現が確認さ

れず、CD62リガンド（CD62L）や共刺激分子のひとつであるCD27の発現も低下して

おり、主に肺や腸管粘膜固有層、肝臓などの非リンパ組織に存在する。一方、TCMは

CD62L、 CCR7、 CD27を高発現しており、脾臓やリンパ節などの二次リンパ組織に

存在が確認される。TCMは加γ伽。で抗原刺激後、すぐには細胞傷害活性などの機能

は示さないが、非常に高い増殖能力を有する。これらの機能の違いから、TEMは即時

に免疫応答する際に重要な役割を担い、TCMは再感染が起こり二次免疫応答を誘導

する際に重要な役割を担っていると考えられている［61。

5－4．マウスにおけるTCMおよびTEMの分化経路

 エフェクターCD8＋T細胞およびTCMの分化経路およびTCMの産生は不明であっ

たが、Wherryらはリンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（Iymphocytic choriomeningitis

virus（LCMV））の急性感染を引き起こすアームストロング株およびLCMVの糖タン

パク由来のGP33－41エピトープを特異的に認識するT細胞レセプターを組み込んだ

CD8＋T細胞をもつP14マウスを用いてTcMとTEMの関係を明らかにした。急性感染

後の終息期において、総メモリーCD8＋T細胞数は維持されたが、時間の経過と共に

TEMの細胞数が減少し、TCMの細胞数が増加した。また彼らはソーティングした

CD62しの発現が低いTEMを野生型のマウスに移入したところ、CD62しの発現が上

昇しTCMに分化することも示した［7】。これはマウスにおいて抗原刺激を受けたナイー

ブCD8＋T細胞が細胞傷害活性を持つエフェクターCD8＋T細胞へと分化し、エフェク

ターCD8＋丁細胞からTEMそしてTEMへと分化するIinear d而erentiation modelを示

唆するものであった（図1）。

 KaechらはメモリーCD8＋T細胞の時間経過における遺伝子の発現と機能の変化

を検討した結果、長期生存するメモリーCD8＋T細胞はエフェクターCD8＋T細胞の一

部が徐々に分化し、感染終了工数週間した後にメモリーCD8＋T細胞としての特徴的

な機能を獲得することを明らかにした［8】。また、KaechらはLCMVおよびP14マウス

を用いて、ナイーブCD8＋T細胞が抗原感作後クローン増殖を行いエフェクターCD8＋

T細胞に分化した際にIL－7レセプターα鎖（IL－7Rαl CD127）を高発現するエフェクタ
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一CD8＋T細胞がメモリーCD8＋T細胞の前駆体であることを示している。これらの細

胞はメモリーCD8＋T細胞の生存維持に重要なIL－7刺激を受け取り、抗アポトーシス

分子であるBcl－2を高発現することでTCMとして維持され、 IL－7Rαの発現が低い細胞

は感染後の収縮期において徐々にアポトーシスを起こし消失すると考えられている
【9】。

1．マウスCD8打細胞の分化経路

       ナイーブ     エフニクター     工7エクターメモリー セントラルメモリー

      CO8◎T翻腱  CD8登湘駒   CO8◇憎聰  COび燗鰭

      ○⇒・茎⇒⑳⇒⑩

               、

                 細胞死
               鍛
                    多くのエフェクターCD8＋T細胞は
                    アポトーシスを起こして死滅する

2．ヒトCD8＋T細胞の分化経路

     A．Linear d櫛erent白tbn

 ナイーブ    セントラルメモリー エフ；クタ皿盛畢リー   エフェクター

CD8φT網馳   CD8争丁●麹   CD8＋T●臆    CD8＋T翻胞

。ゐ⑩⇒⑩⇒鱒導

   B．De◎reasir刃dif陀ren緬at㎞modd
ナイーブ             エフェクター      エ7エクターメモリー

           C【鴻＋T細脂     CD8・T翻臆CD8寺丁細臆

C．Asymmet而。 T Iymphocyte division m◎de1

℃・

ナイーブ

CD8手了細馳

弟
一

手射綜分裏

ノ
＼

 エフェクター

 CD8＋T細舳

鰯
セントラルメモリー

 CO8←膠細胞

⑩
図1，マウスおよびヒトCD8◆T細胞の分化・成熟の概要
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5－5、末梢におけるヒトCD8“T細胞の分化・成熟の概要

 1997年にHamannらがヒト末梢血で細胞表面に発現する分子CD27、 CD28、

CD45RAを用いて3つの機能的集団に分類した【111。これらの分画はナイーブ

（CD27＋CD28＋CD45RA＋）、メモリー（CD27＋CD28＋CD45RA冒）、エフェクター

（CD27℃D28℃D45RA＋）と呼ばれ「メモリー細胞」は非常に高い増殖能を示し、「エフ

ェクター細胞」は’ηMIMOで取り出した状態（eX Mlyo）で標的細胞に強い細胞傷害活性

を示す。そして1999年にSallustoらが広義のメモリー細胞をCCR7の発現によって

リンパ節と脾臓に再ホーミングされるTcM T細胞（CCR7＋CD45RAりとリンパ節から炎

症局所に遊走されるTEM T細胞（CCR7－CD45RAりに分類した［5】。現在も細胞の表面

抗原や、共刺激分子や接着分子などにより新しいヒトT細胞の亜集団を分類する研究

が行われている。

 近年、様々なヒト末梢CD8＋T細胞分化マーカーやケモカインレセプターが明らかと

なり、同時に少しずつCD8＋T細胞の分化・成熟の過程が明らかになってきている。現

在、ヒトCD8＋T細胞の分化マーカーとして主に用いられているものにCD45RA、

CCR7、 CD62L、 CD27、 CD28などがあり、これらの分化マーカーによりヒトCD8＋T

細胞をナイーブ、TEM、 TCM、エフェクターなどの各集団に分類することが可能になった

（表1）【111。ヒトT細胞の分化経路には抗原刺激を受けたナイーブT細胞がメモリー

T細胞、エフェクターT細胞へと分化していくlinear di船rentiation model［121と、強い

抗原刺激を受けた細胞がエフェクターT細胞に分化し、弱い抗原刺激を受けたT細

胞がメモリーT細胞に分化するというdecreasing potential model【13】などが提唱さ

れている（図1）。また、2007年のScienceにS吐eaven L． ReinerらがAsymmetric T

Iymphocyte division model（T細胞非対称分裂モデル）という、非常に興味深い分

化モデルを報告している。彼らは単一のT細胞が病原体に応答して、初期に非対称

細胞分裂を生じ、運命の異なる2つの娘細胞（daughter oell）を生成することを明らか

にした。抗原提示細胞（APC）と免疫シナプスを形成した後、シグナル伝達や非対称

細胞分裂の原因となるタンパク質を含む多様なタンパク質がT細胞内に再構築され

る。分裂後、APC－T細胞シナプスに近位の娘細胞はエフェクター細胞となり、これと

遠位の姉妹細胞はメモリー細胞へと分化することを示した［14】。また最近、彼らのグ

ループは非対称分裂後エフェクター細胞へ分化する細胞がT細胞の転写因子である

’「・betやBlimp－1を発現し、メモリーT細胞は同じく転写因子であるEomesを発現す

ることを示唆した報告も行っており［15】、ヒトCD8＋T細胞の分化経路を解明する新た

な手がかりを示している。

 以上のようにT細胞の分化経路はいくつかの説が存在するが、マウスを用いた実

験系と異なりヒトでは感染実験が出来ないためメモリーやエフェクターの分化経路が

明らかにされていない。Appayらはヒト末梢血において共刺激分子と呼ばれるCD27、
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CD28、 CD45RAやケモカインレセプターのCCR7、 PerforinやGranzymeなどのエ

フェクター分子の産生頻度などを詳細に調べた結果、ヒト末梢血CD8＋T細胞の分化・

成熟経路がinear d而erentiation modelである可能性を示し、ヒト末梢血CD8＋T細胞

はマウスとは異なった分化経路を取ることを示唆した（図1）［16】。また、われわれの

研究室ではヒト末梢血CD8÷T細胞におけるPe㎡orin（Per）、 Granzyme A（GraA）、

Granzyme B（GraB）の発現をマルチカラー解析によって解析したところ、CD45RA一

メモリーサブセット中にPerGraA’GraB一細胞（TcM CD8＋T細胞）、Per’1。wGraA℃raB一

細胞（early e什ector memory CD8＋T細胞（早期TEM））、Pe’owGraA＋GraB＋細胞

（late e什ector memoly CD8＋T細胞（後期TEM））の存在を確認し、これらのエフェクタ

ー分子が新たなメモリーCD8＋T細胞の分化マーカーとなる可能性を示した【17］。

 近年のフローサイトメトリーによるマルチカラー解析の発展と高速セルソーティング

の実現によって、ナイーブ、TCM、TEM、エフェクターの各分画に特異的に発現するケ

モカインレセプターとその発現細胞の役割が明らかになっている。

表1．ヒト末梢血CD8＋1’細胞の分化・成熟段階において発現する分子

centra聾 e”ector
na冒ve memo memo e拓ector 機能

CD45RA 十
■ 一

＋1・
膜透過型脱リン酸化酵素。T細胞レセプターを介したシグナルを制

艪ｷる。抗原刺激後発現が低下し、代わりにCD45ROが発現する。

CD62L hlgh high 10W 10W 細胞接潜分子のセレクチンファミリー。CD34やGlyCAMと結合し内
轤ﾆのローリングを媒介している。

TNF受容体ファミり一。 CD70をリガンドとし、活性化したリンパ球や

CD27 十 十 ＋1一
一 樹状細胞との相互作用によって発現する補助刺激分子。CD70との

相互作用によって発現が低下する。

  CD28 十 十 ＋ノー
聯 離鱗韓鰭鴇魏驕講羅

SLC（CCL19）とELC（CCL21）をリガンドとし、二次リンパ組織への遊

CCR7 十 十
一 一

走に関与。主にナイーブT細胞、セントラルメモリーT細胞、B細胞、
成熟胸腺細胞、成熟樹状細胞に発現する。

MIP－1α（CCL3）、 MIP－1β（CCL4）、 RANTES（CCL5）などをリガンドとし

CCR5 一 昂
high 10W 単球やTh1細胞、活性化CD8＋T細胞の遊走や炎症反応に関与す

HlV－1  の の  痴
SDF－1（CXCL12）をリガンドとし造血や血管形成、骨髄への造血幹

CXCR4 high high lOW bW 細胞のホーミングに関与している。また、HlV－1がCD4＋T細胞に進入
する際に重要な役割を果たす。

細胞傷害性τ細胞やNK細胞により放出される細胞障害性穎粒。標
Perforln

冒 一
10W high 的細胞表面に孔を開けてアポトーシスを誘導するグランザイムの流

入を促進する。

5－6．エフェクターT細胞およびメモリーT細胞とケモカイン

 エフェクターT細胞にはCXCR1、CX3CR1が発現し、メモリーT細胞には主に

CCR7、 CCR5、 CXCR3、 CXCR4、 CCR4、 CCR6が発現している。エフェクター細

胞は抗原刺激を受け、T細胞レセプターを介した刺激により活性化され、エフェクター
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機能を獲得し、その後アポトーシスを起こし死滅する。一方、メモリー細胞は獲得免

疫を象徴する細胞であり、抗原特異的リンパ球の分化・成熟やクローン性増殖に寄

与している。メモリー細胞は均一な集団ではなく、CCR7の発現の有無により大きく

2つの集団に分類される。多くのCCR7＋メモリー細胞はTCMと呼ばれ、 L一二レクチン

を発現しリンパ節に帰属する。一方CCR7’メモリー細胞はTEMと呼ばれL一セレクチ

ンを発現しておらず、脾臓を除き二次リンパ組織に帰属することが出来ない。TEMは

その名前が示すように抗原の再誘発の際、輸送分子や表面抗原分子の発現が変化

し、即時にエフェクター機能を得る。TCMはTEMに比べ高い自己増殖能力とエフェクタ

ー細胞誘導能を持つ。

 加M肋において抗原投与後メモリー細胞は体内における様々な組織で存在を確認

できる。Masopustらは卵白アルブミン発現リステリア菌や水工性ロ内炎ウイルス

GISV）感染マウスにおけるメモリーCD8＋T細胞を観察したところ、脾臓やリンパ節

では細胞傷害活性を示さないTCMが認められたが、肺や腸管粘膜固有層などの非リ

ンパ組織には細胞傷害活性を持つTEMが存在していた［」8】。これらの組織分布の違

いはCCR7のリガンドであるCCL21の発現が二次リンパ組織で高いことによって説

明される。また、病原微生物が再侵入する非リンパ組織にTEMが維持されることで速

やかに免疫応答が起こると考えられている。

 TCMとTEMの機能的な違いは発現している表面抗原分子の違いにより分類できる。

補助刺激分子であり分化マーカーと呼ばれているCD27とCD28は主にナイーブT

細胞とメモリーT細胞に発現しており、エフェクターT細胞のような高い細胞傷害活

性を持っている細胞では発現されていない。また、様々なケモカインレセプターがヒト

CD8＋T細胞を機能的集団に分類する際に非常に有効であると考えられている。わ

れわれは、炎症性のケモカインであるMIP－1α、 MIP－1β、 RANTESのレセプターとし

て知られるCCR5が、主にメモリー、とりわけTEMで発現が高く、
CD27＋CD28＋CD45RA一→CD27＋CD28－CD45RA一→CD27’CD28℃D45RA一の順にメ

モリーからエフェクターに分化・成熟するに従って発現が低下し、CCR5がTEMの指標

になることを明らかにした［111。さらに好中球遊走、活性化因子として知られている

lL－8のレセプターであるCXCR1が主にエフェクター、 TEMで発現することも報告して

いる。CXCR1の発現は、標的細胞の細胞膜を貫通する小孔をあけるエフェクター分

子Pe而rinと発現の相関性が確認された【19】。一方、CX3CR1は
CD27－CD28℃D45RA吾のエフェクター細胞で特異的に発現しており、CX3CR1は膜

結合型のCX3CL1と直接、強固な結合を行い、細胞内伝達やインテグリンの活性化

をすることなく細胞接着を誘導する機能を持つ［20】。

 皮膚や小腸は炎症が無くても組織特異的なケモカインを用いてT細胞を遊走させ

免疫系を保っている。皮膚毛細血管の内覧上皮はCCL27やCCL17を発現している。

皮膚抗原により活性化したエフェクター細胞はCCR4かCCR10もしくはその両方を
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発現しており、これが皮膚へのホーミングの重要な鍵を握っている1211。

小腸における組織特異的なケモカインにはCCL25とそのレセプターのCCR9および

CCL20とそのレセプターのCCR6がある。ヒト末梢血中におけるCCR6の発現はB

細胞や多くのインテグリンα4β7陽性のTEMT細胞や皮膚指向性のcutanemous

lymphocyte－associated antigen（CLA）陽性T細胞の一部に発現している122－23】。

5。7． 研究の目的

 私は本研究において、CCR6， CCR4， CXCR3という3つのケモカインレセプターに

着目した。

 CCR6はLARCIMIP－3α（CCL20）のレセプターであり、CD4＋T細胞、 CD8＋T細胞、

未熟樹状細胞、B細胞で発現が確認されている【24】。その機能としてはLARCの発

現している腸管や皮膚などの上皮炎症局所にCD4＋T細胞や未熟樹状細胞を誘導し、

未熟樹状細胞の抗原取り込みに関与していると考えられている【25－261。また、CD4、

CD8＋T細胞中のCCR6発現細胞はCD4“T細胞とCD8“T細胞、共にCD45RO＋

の発現が高いことが報告されている。また最近、CD8＋T細胞における

CCR7’CD45RAg TEMとCCR7＋CD45RA一のT㎝の分画でCCR6の発現が確認され

ている【22】。しかし、CD8＋T細胞におけるCCR6発現細胞の詳細な解析は行われて

いない。

ケモカインレセプタ附

表2．本研究に用いたケモカインレセプターおよびその機能

レセプター髭現細胞        リガンド      リガンド産生細馳 機能

TARC／CCL17
ケラチノサイト、胃管内皮細臆

��早A活性化剛胸
CCR4 末楕疽Th2メモリー細胞、度膚指向性T艶語、

@  C［伽尋CD静胸麟1胸
MDC／CCL22

マクOファージ、樹挨細馳．8

ﾗ胸、胸脳髄貫上皮細胸

髄遊逢シグナルの伝達、

|ジティブセレク軸ンを受

ｯた胸馬脚をネガティブセ

激Nシ3ンの行われる口口髄

@  貫に遊山する

h 、マロ  ソ渉           一

sh心拍、T田CD8欄胞．単球、マクロ

@ファージ、樹状髄、胸腺細胞など

M！P－wCCL4 ，      オ噛ど
CCR5

R州TESICCL5
T細胞、単球、マクロファージ．

D酸疎など

炎三所への嚇、単球・

ｷ細胞の遊走甜および
ﾗ胞内C82＋の濃度上昇など

CCR6 瑞嵐鴫舳．乗虞塾胸瞭鵜 U噛C1㎜F」3㎡CC口0 腸管粗織、衰喪ケラ予ノサイト

目RCの発現している腸管や

逡?ﾈどの上麟窪局脈こ

bO4棚脆の遊走、および

諡�n樹状紀馳の抗環敢り

桙ﾝにも関与

L1 1ン’ゴヘヤ

@ CCR7 T髄、B紹胞、戯鵬腺髄、N噸1胞、虞

@ 熱樹状細膿、中枢神経細胞など SLC／㏄L21
胸腺、リンパ節、脾、高内皮性

ﾃ脈（HEV）など

：次1ル’粥織への遷走、

ﾒ胞遊走活性．撞着分子

浮窒`－1の活性化．剛の増殖口達

蘭iCXCL9 血   か
CXCR3 単巻、T細聰、8翻臆 P－10／CXCL10 か’

二品への誘導、単琢・

@耐髄の遊走活性
11 マクロカージ血管内震髄

CCR4はthymus and activation regulated chemokineσARCICCL17）および
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macrophage－derived chemokine（MDCICCL22）をリガンドにもつ。 IL4， IL－5を産生

するTh2タイプのメモリーCD4＋T細胞に選択的に発現しておりIFN一γを産生する

Th1細胞にはほとんど発現していない127】。末梢組織での丁ARCの主な発現細胞は

樹状細胞である。また喘息患者の気道上皮細胞やアトピー性皮膚炎の表皮ケラチノ

サイト、皮膚炎症巣の微小血管内皮内皮細胞などで発現が報告されている。MDCは

樹状細胞、マクロファージ、表皮ケラチノサイトなどでの発現が報告されている［28－291。

また、ほとんどの皮膚指向性メモリーCD4＋T細胞はCCR4陽性であり、さらにリガン

ドであるrrARCは炎症皮膚の微小血管内皮細胞で産生されることから
CCR4－CCL171TARC系は皮膚指向性メモリーCD4＋T細胞が血流から皮膚組織に

移行するために重要な働きをしていると考えられているが、CD8＋T細胞における

CCR4発現細胞は非常に少ない頻度ということもあり詳細な解析が行われていない
［30】。

 CXCR3はCXCL91monokine induced by lFN一γ（Mig）、CXCL1011FN一γ一inducible

protein 10（IP－10）およびCXCL1111FN・γ一inducible T cell chemokine（1－TAC）

のレセプターであり、同レセプターは一部のB細胞およびT細胞において発現

が認められている。発現細胞は各ケモカインに対して遊走反応を示すことが報

告されている［31－371。また、CD4＋T細胞上およびCD8＋T細胞上のCXCR3の

発現は活性化することで増強されることも報告されている【381。ヒトCD4＋T細

胞におけるCXCR3の発現に関する研究では、0型ヘルパーT細胞（ThO）およ

び1型ヘルパーT細胞（Th1）において高い発現が、また、一部の2型ヘルパー

T細胞（Th2）において低い発現が認められると報告されているが［39】、ヒトCD8＋

T細胞中のCXCR3を発現している細胞集団に関しては詳細に研究されていない。

  そこで、ヒト末梢CD8＋T細胞の分化・成熟段階におけるCCR6，
CCR4，CXCR3の発現について解析し各細胞集団の表現型および機能的特徴を

明らかにすることを試みた。このようにヒト末梢血中のメモリーCD8＋T細胞

の分化・成熟過程を詳細に解析し不均一な集団であるメモリーCD8＋T細胞集

団を一つ一つ明らかにすることで、難治性の感染症における効果的なワクチン

の誘導、新たな免疫療法の開発などの臨床医療に貢献できると考えている。
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6．実験方法

6－1．血液サンプルと血球分離《blood samples）

 本研究で用いた血液サンプルは全て、熊本大学大学院医学薬学研究部等倫理委

員会承認の研究計画に基づき、インフォームドコンセントの得られた成人健常人から

採取した。採取した末梢血はFicoll（Ficoll－Paque PLUS；GE Healthcare

Bio－Science， Piscataway， USA）を用いた比重遠心法により末梢血単核球（PBMC）

に分離した。さらにヒトcD8＋T細胞を得るためにPBMcを抗cD8抗体磁気マイクロ

ビーズ（MACS CD8 Microbeads；Militenyi Biotec， Germany）で標識し、 autoMACS

（Militenyi Biotec）にてソーティングを行った。分離したCD8＋T細胞の純度はいずれも

9896以上であった。

6－2．抗ヒト単クローン抗体（anti－human mAb《monoclonal antibodies））

 antトCD8 PerCP labeled mAb， anti－CCR6 Alexa Fluor⑪647， anti－CCR4 Alexa

Fluor②647， anti－CCR4 PE labeled mAb， anti－CD28 FITC Iabeled mAb，

anti－CD27 APC－Cy71abeled mAb， anti－CCR5 FITC labeled mAb， anti－CCR7

PE－Cy71abeled mAb， anti－integrinβ7 chain PE labeled mAb， anti－mouse－lgG

FITC and PE－Cy71abeled mAb， anti－CD45 AlexaFluor⑪4051abeled mAbはBD

Biosciences（San Diego， CA）から購入した。anti－CD45RA ECD labeled mAb，

anti－CD28 ECD Iabeled mAbはlmmunotech（Marseille，France）から購入した。

anti－CD3 FITC Iabeled mAb， anti－CXCR3 PE Iabeled PE mAb は

DakoCytomation（Glostrup， Dehmark）から購入した。anti－mouse－lgG PE and

APC Iabeled mAbはeBioscience（San Diego， CA）から購入した。Anti－CD8

Cascade Blue Iabeled mAb， anti－CD8 Cascade yellow Iabeled mAbはハイブリド

ーマOKT8接種ヌードマウス腹水から抗体をa而nity chromatograophyによって精

製し、蛍光色素Cascade Blue、 Cascade yellow（Molecular Probes，Eugene， OR）

を標識した。標識抗体はいずれもゲル濾過カラム（Pierce Biotechnology， lnc；IL）に

よって精製後実験に用いた。
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6－3．ペプチド（peptide）

 HLA class I EBVおよびHCMVテトラマーを作製するため、 HLA－A＊1101拘束性

EBV CTL epitope peptide（EBNA3B 416－424：IVTDFSVIK）【40】および

HLA－Aつ402拘束性EBV CTL epitope peptide（BRLF1198－206＝TYPVLEEMF）

［41】、HLA－A筍201拘束性HCMV CTL epitope peptide（pp65495－503：

NLVPM～娯TV）【421を用いた。

6・4．HLA class Iペプチド4量体｛HLA class I EBV peptide tetramers》

 テトラマーは過去に報告のあった方法で作製を行った【43】。組み替えHLA class I

タンパク（HLA－A★0201、HLA－A＊1101、HLA－Aつ402）とβ2ミクログロブリンを該当する

プラスミドを導入した大腸菌で生産させた。HLA class IのHチェーンはそれぞれ、膜

貫通細胞内末端を欠損させ、c末端にBirAのビオチン化部位を含むシークエンスを

付加した。EBV CTL epitope（EBNA3B 416－424：IVTDFSVIKおよびBRLF1

198－206＝TYPVLEEMF）またはHCMV CTL epitope peptide（pp65495－503＝

NLVPMVA爪1）とHLA class I分子を用いてリホールディングを行った。形成された

45kDのHLA class lペプチド複合体は、Superdex G75 column（Amersham

Pharmacia Biotec）にて精製した。精製されたHLA class Iペプチド複合体（モノマ

ー）を分子比4＝1でPE標識streptavidin（Molecular Probes）で反応させてテトラマ

ーを作製した。

6－5．フローサイトメトリー解析《Flow cytometric analysis）

6－5－1．健常人末梢血単核球のCD8＋T細胞中におけるCCR6’CCR4’CXCR3の

   発現解析

 健常人末梢血単核球（PBMC）をPBS（Phosphate bu怖ered saline）に

10％NCS（newborn calf serum）を添加し作製したbu稀er（1096NCS／PBS）に懸濁し

た。その後、anti－CCR61 CCR4 mAbを添加し30分常温にて反応させた。反応後、

1096NCSIPBSで1回洗浄し、再びbu什er（10％NCSIPBS）に懸濁した後anti－CD3、

CD8 mAbを加え30分4。Cにて反応させた。反応後1096NCSIPBSで2回洗浄し、

フローサイトメーターFACS Calibur脳（BD Biosciences）とFlow Jo software（Tree

St飢San Carlos，CA）にてCD3＋CD8＋T細胞中におけるCCR61 CCR4の発現を解
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析した。

6－5－2．T細胞分化マーカーCD27、 CD28、 CD45RAを用いたCD8各subset中

   のCCR6’CCR4’CXCR3の発現解析

 健常人PBMCを10％NCSIPBSに懸濁した後、 antトCCR61 CCR41CXCR3を添

加し30分常温にて反応させた。反応後、1096NCSIPBSで1回洗浄し、再びbu什er

（10％NCSIPBS）に懸濁した後anti－CD8、 CD27、 CD28、 CD45RA mAbを加え30

分4。Cにて反応させた。反応後1096NCSIPBSで2回洗浄し、フローサイトメーター

BD LSR皿掴（BD Biosciences）とFlow Jo software（Tree Star， San Carlos，CA）にて

CD8＋T細胞中のCD27CD28CD45RA subsetにおけるCCR61 CCR41 CXCR3の

発現を解析した。

6・5－3．CD8“T細胞におけるCCR6， CCR4、 CCR7、 CCR5の発現解析

 健常人PBMCを1096NCSIPBSに懸濁した後、 anti－CCR5、 CCR7、 CCR6mAb

を添加し30分常温にて反応させた。反応後、10％NCSIPBSで1回洗浄し、再び

bu什er（1096NCSIPBS）に懸濁した後anti－CD8 mAbを加え30分4。Cにて反応させ

た。反応後10％NCSIPBSで2回洗浄し、フローサイトメーターFACS Calibur刷（BD

Biosciences）とCell Quest software（BD Biosciences）およびPaint－A－Gate

PRO四 iBD Biosciences）1こてCD8＋T細胞中におけるCCR61 CCR41CXCR3、

CCR7、CCR5の発現パターンの解析を行った。CD8＋T細胞中の
CD27CD28CD45RA、各subsetにおけるCCR61 CCR4、 CCR7、 CCR5の発現解

析でも同様に健常人PBMCをanti－CCR5、 CCR7、 CCR61 CCR4 mAb染色後anti－

CD8、 CD27、 CD28、 CD45RA mAbを加えて反応させた。反応後フローサイトメータ

ー BD FACS Aria四（BD Biosciences）と Flow Jo software（Tree Star， San

Carlos，CA）にてCD8＋T細胞中のCD27CD28CD45RA subsetにおけるCCR61

CCR4、 CCR7、 CCR5の発現パターンの解析を行った。

6・5・4．CD27CD28CD45RA各subsetにおけるCCR6， CCR4’CCR7および

   Perforin， GranzymeA， GranzymeBの発現解析

 健常人PBMCをanti－CD8、 CD27、 CD28、 CD45RA、 anti－CCR6、 anti－CCR4、

anti－CCR7 mAbを用いて染色後、エフェクター分子の発現を解析するため、496
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paraformaldehyde IPBSにて4。C20分で固定し0．196 Saponin 120％NCS IPBS

（Permabilizing Bu什er）にて細胞膜透過処理を40C20分行った。その後細胞を

anti－Pe而rin， anti－GranzymeA， anti－GranzymeB mAbsで4。C30分染色を行い、染

色後Permabilizing Bu什erにて3回洗浄した。染色後フローサイトメーターBD

FACS Aria四（BD Biosciences）とFlow Jo software（Tree Star， San Carlos，CA）にて

解析を行った。

6－5－5．ヒトCD8“’r細胞におけるサイトカイン産生細胞の解析

 CCR61 CCR41CXCR3を発現するヒトCD8＋T細胞のサイトカイン産生能を検討す

るためAuto－MACSおよびBD FACS Aria四（BD Biosciences）にて目的のsubsetを

ソーティングしたCD8＋T細胞をPMA（10nglmL）およびIonomycin（1μglmL）を含む

1096FCSI RPMI－1640培地（R10 medium）に懸濁後、96well Fプレートを用いて6

時間刺激を加えた。刺激開始から2時間後に各wellに最終濃度10mglmLとなるよ

うにBrefeldin A（SIGMA）を添加した。刺激終了後細胞を回収し、固定、細胞膜透過

処理を行った後、anti－IFN一γ， anti－IL－2， anti－TNF一α， anti－1L－4 mAbsを用いて染色を

行った。染色後フローサイトメーターBD FACS Aria四（BD Biosciences）とFlow Jo

so伽vare（Tree S ar， San Carlos，CA）にて解析を行った。

6・6．ヒトCD8“’r細胞の遊走活性の測定

  CD8＋T細胞の遊走能の測定

は EZ－TAXIScan （Ef『ector Cell

lnsitute；Tbkyo， Japan）を用いて測

定した【44】。TAXIScanはチャネル

下面のガラス上を水平方向に移動

する細胞を顕微鏡により観察する。

  ミま

藩

図2．EZ－TAXIScanにおける遊走能試験の概要

チャネルの一方に細胞を一列に整列させ、もう一方に走化性因子を注入することによ

り、細胞を遊走させる（図2）。この技術により従来のボイデンチャンバー法の11500

～111000程度の細胞で走化性を測定することが可能になり、希少な細胞の測定が

容易になった。本研究では20mM HEPES O．5％BSAlRPMI mediumに100μglmL

MIP－3β，50FglmLTARC，50FglmL MDC，100FglmL Migまたは100μglmLSDF－1

（Peprotech House；London， England）をケモアトラクタントとして用いた。測定用の

細胞はBD FACS Aria四（BD Biosciences）にて目的のsubsetをソーティングしR10
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に懸濁後、1．0×1041wellとなるように重層した。37。C 180分測定後、毎分ごとの遊走

細胞の数をTAXIScan Analyzer（E稀ector Cell lnsitute；1bkyo， Japan）を用いて解析

した。
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7・1．健常人末梢血CD8＋丁細胞中におけるCCR6の発現解析

 健常人の樹状細胞やCD牢T細胞におけるCCR6の発現は既に報告されているが

CD8“T細胞における発現は詳細な解析が行われていない。そこで最初に我々は

CD8＋T細胞中におけるCCR6の発現解析を行った（図3）。
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図3ヒトCD8◎τ細胞におけるCCR6の発現解析

｛Al健常人PBMC（U－16）を抗CCR6， CD8， CD3抗体で染色しCD3＋CD8◆T細胞中のCCR6発現を示した。

｛B）22人の健常人のCD3℃D8＋T細胞中のCCR6発現細胞の割合をグラフに示した。平均および標準偏差は

図中に示した。｛C⊃健常人PBMCを抗CD27， CD28， CD45RA， CD8， CCR6抗体で染色しCD♂T細胞中の

CD27／CD28’CD45RA各サブセットにおけるCCR6の発現を解析した。｛Dl 9人の健常人から得られたCD8“T

細胞中のCD27’CD28’CD45RA各サブセットにおけるCCR6の発現頻度の平均値および標準偏差を示した。
｛ED健常人におけるCCR6℃D8◎T細胞中におけるCD27，CD28’CD45RA各サブセットの頻度を解析した。｛FD

9人の健常人から得られたCCR6℃D8“T細胞中におけるCD27／CD281CD45RA各サブセットの頻度の平均値
および標準偏差を示した。｛G｝7人の健常人PBMC中のCD27◆CD28℃D45RA℃D♂サブセット中におけるイ

ンテグリンα4β7の平均と標準偏差を示した。

・24・



健常人PBMCを抗CD3、 CD8、 CCR6抗体にて染色し、 CD3＋CD8＋T細胞中にお

けるCCR6陽性細胞をフローサイトメーターにて解析した（図3A）。22人の健常人

PBMCで同様の解析を行ったところ＼CD3＋CD8＋T細胞中において平均7．6％CCR6

陽性細胞が確認された（図3B）。しかし、 SDが4．5とCCR6の発現に個人差が認め

られ（1．5－24．096）ごく限られた集団での発現が確認された。これらの結果よりCCR6

は健常人CD8＋丁細胞において限られた集団に発現しており、特定のCD8＋T細胞の

サブセットにCCR6陽性細胞が存在することが示唆された。

 最近の研究によりヒトCD8＋T細胞の分化・成熟段階は表面抗原CD27、 CD28、

CD45RAの発現によってナイーブ（CD27＋CD28＋CD45RA＋）、メモリー（CD27high

CD28＋CD45RA’jてメモリーエフェクター（CD2710wCD28＋CD45RA一、
CD27bwCD28℃D45RA「κ）、エフェクター（CD27’CD28－CD45RA吾）に分類できるこ

とが報告されている【11，451。そこで我々はCCR6がCD8＋T細胞の分化・成熟過程に

おいてどのようなサブセットに発現しているのか検討するため、CD27、CD28、

CD45RA各サブセットにおけるCCR6陽性細胞の解析を行った（図3C）。各分画にお

けるCCR6は非常に限局された分画（CD28＋CD45RAつで発現しており、
CD2710w蛤D28＋CD45RA昌の分画での発現が最も高く（約5096）、次いでCD27high

CD28＋CD45RA’で高い発現（24．396）が確認された。また、TEM
（CD2710wCD28℃D45RA’）分画でわずかにCCR6の発現が確認された（9．196）。そ

のほかのナイーブT細胞（CD27＋CD28＋CD45RA＋）やエフェクターT細胞（CD27－

CD28－CD45RA”“）分画においてCCR6＋細胞がほとんど検出されなかった。同様の

解析を9人の健常人PBMCにて行い各集団におけるCCR6の発現量の平均値をグ

ラフで示した（図3D）。CCR6がCD27＋CD28＋CD45RA’および
CD27℃D28＋CD45RA“サブセットで発現する傾向は他の健常人でも確認された。続

いて我々は逆にCCR6＋CD8＋T細胞におけるCD27CD28CD45RAの発現を解析し

たところ、65％および20％のCCR6＋CD8＋T細胞がCD2710wCD28＋CD45RA一および

CD27highACD28℃D45RA’の発現系であることを確認した（図3E， F）。以上の結果よ

りCD8＋T細胞においてCCR6はメモリーCD8＋T細胞に特異的に発現していると考

えられた。

 インテグリンα4β7はバイエル板、腸間膜リンパ節の高内皮性小静脈（HEV）、腸管

粘膜固有層の細静脈に発現しているMAdCAM－1との相互作用によって、リンパ球の

ローリングと接着を媒介し腸管特異的なホーミングレセプターとして機能を果たしてい

る。そこで私はCD27＋CD28＋CD45RA℃D8＋T細胞におけるCCR6＋およびCCR6一

サブセット中のインテグリンα4β7の発現を解析した。7人の健常人から得られた結果

をまとめ（図3G）に示す。 CCR6＋CD27＋CD28＋CD45RA－CD8＋T細胞はCCR6一サブ

セットよりもインテグリンα4β7の発現が有意に高く（平均±標準偏差；CCR6＋細胞

83．1±7．3％，CCR6『細胞60．4±9．7％， P＝0．0004）、メモリーCCR6＋CD8＋T細胞
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は腸管組織に特異的に遊走することが示唆された。

7・2．CD8“T細胞中におけるCCR6、 CCR7、 CCR5の発現解析

 CCR7はリンパ球を二次リンパ組織にホーミングする際に重要な役割を担っている

ケモカインレセプターである。また、ナイーブCD8“T細胞、メモリーCD8＋T細胞に

発現していることが報告されている【51。また、CCR5は主にTEMやエフェクター

CD8＋T細胞に発現している【11】。よって、私はCCR6の発現がCCR7、 CCR5の発

現と相関することを予想し、CD8＋T細胞におけるCCR6、 CCR7、 CCR5の発現解析

を行った。健常人PBMCを抗CCR5、 CCR7、 CCR6、 CD8抗体で染色しCD8＋T細

胞中におけるCCR6、 CCR7、 CCR5の発現パターンの解析を行った。

A

毘ご

8こ

U・26

195118
8 09

C

藩デ

101 纈 1♂ 10

CCR6

営
8∫

・  9160 10

U・26

411

462

  B

。。1§三

一羅器
  ll・・

 ぐ     婁。 ﾉ5R7

N冒6

1σ

CD8＋CD45RA■

1 1酵 1♂

CCR6 ウ   ・  。  噸  や   ・  十

＊  R5 ・ ◆

 

砦確

。

   ヨ16

 電 ．選
1θ

 1θ  1♂  1♂  雫♂  1♂

   CD28

十 ←  十   ．

：：

碧・

o醐

ゆ

R6 ．

CD27hいCD28◆

75

430

03

紛

軍・d・♂

CCR5℃CR79

CCR5’bCR7・

囲
 C6r鴨．

◎   ・   尋   ◎  十   ・

CD27㎞℃D28．

き

。

26 03

18878

  ほげ  い

囲
      ロび サア

i囲囲囲姻
 ㏄R6         CC農6         ㏄R6         CCR6

Ψ・δR5ゆCCR6
CCR5・CCR7．    CCR5噸CO只r

図4．CD8◎丁細胞の各サブセット

におけるCCR5、 CCR7、 CCR6

の発現解析

lAl健常人U－26のPBMCを抗

CD8、CCR5、CCR7、CCR6
抗体で染色し、CD♂T細胞中に

おけるCCR5またはCCR7と
CCR6の発現を解析した。％は

CDがT細胞中における各サブ
セットの割合を示している。但⊃

CD8＋T細胞中におけるCCR5／

CCR71CCR6それぞれのサブ
セットの％をグラフに示した。6

人の健常人から得られた結果の

平均値と標準偏差を示した。｛C｝

健常人PBMCを抗CD8、 CD27、

CD28、CD45RA、CCR5、
CCR7．CCR6抗体で染色し
FACSにて解析を行った。 CD8＋

T細胞をCD27、CD28、
CD45RAで各サブセットに分けた後、 CCR6の発現が高いCD27hゆ’1㎝CD28＋CD45RA冒の各サブセットをCCR5

’CCR7で展開し、各CCR5’CCR7サブセットにおけるCCR6の発現をヒストグラムで表した。 Dot－plotにおける

数字はCD8＋T細胞中におけるCCR71CCR5それぞれのサブセットの割合を示している。また、ヒストグラムにお

ける数字は各CCR51CCR7サブセットにおけるCCR6陽性細胞の割合を示している。ネガティブコントロールと

してmouse lgG抗体を用いた。

 CCRげT細胞の9096が高いレベルでCCR5を発現しているが、 CCR6’T細胞は

CCR5を発現していない細胞群であった（図4A）。また、 CCR7とCCR6の発現パタ

ーンではCCR6＋T細胞はCCR7を発現しておらず、 CCR6’T細胞にのみCCR7が

発現していることが確認された（図4A）。同様の結果が6人の健常人で確認されたこと

から、CCR6＋CCR5＋CCR7’T細胞はTEMであり、CCR6℃CRプT細胞がナイーブ
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CD8＋T細胞およびTCMであることが示唆された（図4B）。

 これまでの結果よりCD27＋CD28＋CD45RA’メモリーCD8＋T細胞の分画の中に

二次免疫応答に重要なCCR6－CCR7＋であるTCMと分化・成熟の進んだ

CCR6＋CCR5＋であるTEMが混在していることが示唆された。そこで私は
CD27＋CD28＋CD45RA’メモリーCD8＋T細胞の分画をより詳細に解析するため、健

常人PBMCを抗CCR5、 CCR7、 CCR6、 CD8、 CD27、 CD28、 CD45RA抗体で染

色しCD27＋CD28＋CD45RA一メモリーCD8＋T細胞におけるCCR5、 CCR7、CCR6

の発現パターンを解析した（図4C）。まず、 CCR6の発現の高いCD28＋CD45RA’の分

画をcD27の発現によりhigh l Iowの2つの分画に分け、さらにそれぞれをccR7

とCCR5で展開した後、それぞれのサブセットにおけるCCR6の発現量を比較した。

CD27＋CD28＋CD45RA噂メモリーCD8＋T細胞の分画はCCR5、 CCR7によって

CCR5－CCR7＋、 CCR5℃CR7一、 CCR5＋CCR7の3つの分画に分けられた。また

CCR6の発現量はCCR5’CCR7＋→CCR5℃CR7’→CCR5＋CCR7一の順に増加した。

同様の結果が7人の健常人によって確認された。以上のj結果よりCCR6＋CD8＋T細

胞はCCR7℃CR5＋CD27＋CD28＋CD45RA’の表現系であることが示された。また、

TEMで発現の高いCCR5を高頻度に発現し、TcMで特異的に発現するCCR7を発現

していないことからCCR6＋CD8＋T細胞はTEMであることが示唆された。

7－3．CCR6℃D8÷丁細胞中におけるエフェクター分子Perforin，GranzymeA’

  Granzyme Bの発現

 PerforinおよびGranzyme A l Bは標的細胞に小品をつくりアポトーシスを誘導

する細胞傷害性因子のひとつであり、CD8＋T細胞の分化・成熟においてエフェクター

機能の指標として用いられている。最近、我々の研究室ではヒト末梢血CD8＋T細胞

におけるPe㎡orin（Per）、 GranzymeA（GraA）、 GranzymeB（GraB）の発現をマルチカ

ラー解析によって解析したところ、CD45RA’メモリーサブセット中にPerGraA’GraB’

細胞（TcM）、Per11。wGraA＋GraB冒細胞（早期TEM）、Pe’owGraA＋GraB＋細胞（後期

TEM）の存在を確認し、これらのエフェクター分子が新たなメモリーサブセットの分化マ

ーカーとなる可能性を示した［17】。

 そこで私はCD27＋CD28＋CD45RA一メモリーCD8＋T細胞のCCR6＋およびCCR6’

サブセットにおけるPe市rinおよびGranzyme A l Bの発現解析を行った。

CD27highCD28＋CD45RA’サブセットにおいて、85．1％のCCR6＋サブセットが

Pe市rinの発現量が低くGranzyme Aを発現しGranzyme Bを発現しない集団であ

ったのに対してCCR6’サブセットでは同様の集団は30．996しか確認されなかった

（図5）。CD27bwCD28＋CD45RA印サブセットにおいても同様の結果が得られた。また、
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同様の結果が3人の健常人において確認された。以上の結果よりCCR6＋
CD27＋CD28＋CD45RA’メモリーCD8＋T細胞はPe’㎝GraA＋GraB’細胞集団であり

早期TEMであることが示唆された。

CD27N帥CD28←
   パ  か

． …畜＝

§鐵蛙
  CC民6     甲

㏄R6←cdls

1淵

CCR6－oglb
曽：

旨

81’ 薄

1諾3
1：

8・

 13雫、害

・  ぎl
   o

   メ     や

  ㏄R6

 CD27－CD28＋
 CD45RA－CD8＋

0 47

56C3389

 ド @ヅ  げ   ヂ   が  ゆ  り  ゆ  ゆ     の ビ  げ  げ  ゴ    ゆ ゆ  ロぽ ゆ  り

Pe市市   G剛A   p㈲n   Gm叩陣・A

CCRφcel15

2鴇 塁

基。

、繍

’P・品而ドげゆ（緬翫り

   CCR6←cdls
・。19需：

7。4 ?E

  翫

CCR60cd15

1i難壁

寄1

§・

8二

，。C餐

り   ゆ   が   リ  が     ゆ   ゆ   ゆ   ゆ  り

 Pe市6n     G刷㎜A

稠1 事

、呂畿

が開l激{’ @“》瀬nゆ炉 酬6爾べ

㏄R6℃創総

て お 

21。

P団forin

需：：：

§・

8：：

白

藍11

GrmzymeA

図5．メモリーCDげ丁細胞中の

CCR6←およびCCR6’サブセット

におけるエフェクター分子の産生

健常人3名由来のCD8＋T細胞を、
抗CCR6， CD27， CD28， CD45RA，

CD8， Perforin， Granzyme  A，

Granzyme B抗体を用いて染色し
CD27h㎏MσwあCD28℃D45RA一メモ

リーCD♂T細胞のCCR6＋および

CCR6一サブセットにおける
Pe而由およびGranzyme A’Bの
発現解析を行った。プロット内の数

字は各サブセットにおける
Per’GraA， GraAIGraBの発現によ

って分けられる細胞集団の割合を
示している。

7・4．CCR6℃D8“T細胞中におけるサイトカイン産生能の解析

 CD8＋T細胞におけるサイトカイン産生能は分化・成熟段階の異なる細胞集団によ

って産生されることが報告されている。細胞増殖に必須なIL－2はナイーブおよびメモ

リーT細胞集団で主に産生が確認され、細胞障害性サイトカインであるIFN一γはTEM

およびエフェクター細胞で産生される。

 そこで私はCD8“T細胞におけるCCR6“とCCR6．サブセットの機能的差異を明ら

かにするため、CD3－CD8＋T細胞よりCCRげとCCR6’サブセットをソーティング後、

PMAおよびIonomycinによって刺激し、 IFN一γ， IL－2， TNF一αの産生を測定した（図

6A）。ソートされた細胞の純度は、CCR6＋サブセットは96．496、CCR6’サブセットは

99．696であった。CCR6＋サブセットの9096がIFN哩およびTNF一αを産生しているの

に対してIL－2を産生している集団は3096であった。同様の実験を3人の健常人でお

こない解析を行ったところ、63．996のCCR6＋サブセットはIFN一γおよびTNF一αを共に

産生する集団であり、20．5％のCCR6＋サブセットがIFN一γ、 TNF一α、 IL－2全てのサイト

カインを共に産生する集団であった（図6B）。
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おけるサイトカイン産生能

⊂A｝健常人U－26より
Auto－MACS l二よりCD8＋T細

胞を分離しさらに
CD3＋CD8＋CCR♂および
CD3＋CD8◆CCR6’サブセット

をソーティングし分離しPMAお

よびlonomydnによって刺激し、
lFN一γ，1L－2， TNF一αの産生を測

定した。数字は各サブセットに

おけるサイトカイン産生細胞の

割合を示す。但1同様の実験
を3人の健常人で行い、各サブ

セットにおけるサイトカイン産生

細胞の頻度の平均値および標
準偏差を示した。

lC，健常人U－26より
Auto－MACSによりCD8←T細
胞を分離後、ソーティングし
CD27＋CD28＋CD45RA層メモリ

ーCD8◆T細胞中のCCR6◇お

よびCCR6サブセット中のサ
イトカイン産生能を解析した。

数字は各サブセットにおけるサ

イトカイン産生細胞の割合を示

す。｛DD各サブセットにおけるサ

イトカイン産生細胞の頻度の平

均値を示した。

lFN－7
1L－2’

TNF一αロ

 続いて私はメモリーCD8＋T細胞におけるCCR6＋およびCCR6’サブセットの機能

的差異を明らかにするためCD27＋CD28＋CD45RA一メモリーCD8＋T細胞中の

CCR6＋およびCCR6’サブセットをソーティングしサイトカイン産生能を解析した（図

6C）。 CCR6＋CD27＋CD28＋CD45RA℃D8＋T細胞において41．3％および36．9％の細

胞がそれぞれIFN一γ， TNF一αを共に産生する集団、およびIFN一γ、 TNF一α、 IL－2全ての

サイトカインを共に産生する集団であった（図6D）。一方
CCR6’CD27＋CD28＋CD45RA℃D8＋T細胞はIFN弔TNF一αを共に産生する集団は

1096以下であった。同様の結果が異なる健常人で得られた。したがって、CCR6“メ
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モリーCD8＋T細胞はIFN弘TNF一αを共に産生する集団とIFN一γ、 TNF一α、 IL－2全て

のサイトカインを共に産生する集団の異なるサブセットをもつことが示唆された。

7・5．テトラマーを用いたウイルス抗原特異的CDげT細胞中の各サブセットにおける

   CCR5、 CCR7、 CCR6の発現解析

 EBV特異的CD8＋T細胞はCD27＋CD28＋CD45RA一メモリー表現型を持つことが

報告されている【45】。またHCMV抗原特異的CD8“T細胞には
CD27－CD28－CD45RA“1一のエフェクターやCD271㎝CD28－CD45RA＋のTEMを持つ

細胞集団が含まれている［46】。
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図7．EBV抗原特異的およびHCMV

抗原特異的CD8◎1’細胞における
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CCR6の発現
｛A．B｝． EBV抗原特異的CD8＋T細胞に

おけるCCR6， CCR5， CCR7の発現を

図に示した。HLA－A禽1101陽性の健常

人U－27およびHLA－A鳶2402陽性の健

常人U－26より得られたPBMCを、抗
CD8， CD27， CD28， CD45RA抗体、お

よび抗CCR6， CCR5， CCR7抗体、お

よびHLA－A費1101拘束性EBNA3Bテト
ラマー（A）、またはHLA－A曹2402拘束性

BRLF－1テトラマー（B）を用いて染色した。

CD8＋T細胞およびCD8“tetramer“T
細胞をゲーティングし、各サブセットにお

けるCCR6， CCR5， CCR7の発現を解
析してヒストグラムで示した。CD8“T細

胞中のテトラマー陽性細胞の割合を図

中に表記した。また、CD8＋tetramer“

細胞におけるCD27、CD28および
CD45RAの発現を解析し各subsetに
おけるCCR6， CCR5， CCR7の発現を

解析してヒストグラムで示した。（Cl．

HCMV抗原特異的CD8＋T細胞におけ

るCCR6の発現を図に示した。
HLA－A禽0201陽性の健常人U－14より

得られたPBMCを、
HCMVpp65－HLA－Ar 101テトラマーを

もちいて染色した。CD8＋細胞および

CD8＋tetramer＋T細胞中の
CD27CD28CD45RA各サブセットにお
けるCCR6， CCR5， CCR7の発現を解
析してヒストグラムで示した。
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 そこで、私はEBVおよびHCMV特異的テトラマーを用いてウイルス抗原特異的

CD8＋T細胞におけるCCR6の発現を確認した。 HLA－A★24陽性、 HLA－A★11陽性ま

たはHLA－A嚢0201陽性のPBMCにHLA－A★1101拘束性EBNA3B特異的なテトラ

マー、HLA－A★2402拘束性BRLF1特異的なテトラマーおよびHLA－A★0201拘束性

HCMV pP65特異的テトラマーを反応させ、その後、抗CCR5、 CCR7、 CCR6、CD8、

CD27、CD28、CD45RA抗体で染色し、テトラマー陽性CD8＋T細胞中の
CD27CD28CD45RA各サブセットにおけるCCR6、 CCR7、 CCR5の発現パターン

の解析を行った。まず、テトラマ一陽性細胞中におけるCCR6、 CCR5、 CCR7の発現

を調べたところ、テトラマー陽性細胞中にCCR6、及びCCR7の発現は確認されず、

8096以上がCCR5陽性の細胞群であった。また、 EBV特異的CD8＋T細胞における

ケモカインレセプターの発現をさらに詳しく解析するためにCD27CD28CD45RAによ

って各分画に分けてCCR6、 CCR5、 CCR7の発現を解析した。一部の分画は細胞

数が非常に少ないため、主なテトラマー陽性細胞の分画でのみ解析を行った。EBV

特異的CD8＋T細胞の90％がCD27＋CD28℃D45RA一メモリーの表現型をもち、

CCR6℃CR5＋CCR7一の細胞集団であることが示された。また、潜伏感染時に発現し

ているlatent antigen（潜伏抗原）および、EBV感染時の初期に発現するlytic

antigen（前早期抗原）に特異的CD8＋T細胞におけるCCR6の発現に大きな差は確

認されなかった（図7A， B）。また、 HCMV特異的CD8＋T細胞においてもCCR6の発

現は確認されなかった（図7C）。

7－6．CCL20（MIP－3α1に対するCCR6＋CD♂T細胞の遊走能の解析

 リンパ球が免疫応答の場へ遊走する際には個々の機能的サブセットを選択的に遊

走させることが重要である。このためケモカインレセプターを発現している細胞はその

リガンドに対して特異的な遊走能を示す。そこで私はメモリーCCR6℃D8＋T細胞が

リガンドであるMIP－3αに対する遊走能の解析を行った。
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図8．CCL20〔MIP・3α）に対する

CCR6℃D8“T細胞の遊走能

CCR6＋CD8＋T細胞の遊走能を検討した。

健常人PBMCを抗CD8，CD27，CD28，CD45RA抗体で染色
し、FACSAria㎜にてCCR6を高発現する

CD27＋CD28＋CD45RA一サブセット（メモリ

ーサブセット）と対照としてCCR6の発現

量が低いCD27＋CD28＋CD45RA＋サブセ
ット（ナイーブサブセット）にソーティングし

た。CCL201MIP－3α（赤）を細胞走化性因

子としそれぞれの細胞集団の遊走能を
EZ－TAXIScanTMにて測定した。グラフは毎分ごとの遊走細胞の数を示している。ポジティブコントロール（緑）には

SDF－1を用い、ネガティブコントロールにはmediumを用いた（黒）。
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CD27＋CD28＋CD45RA’メモリーCD8＋T細胞の49．496がCCR6を発現しており、

MIP－3αに対して非常に高い遊走能が確認された。一方CCR6の発現が0．5％だった

CD27＋CD28℃D45RA＋ナイーブCD8＋T細胞はMIP－3αに対して遊走能は確認さ

れなかった。同様の結果が異なる健常人でも確認された（図8）。以上のことからヒト末

梢血中のCCR6＋CD8＋T細胞はCD27＋CD28℃D45RA’メモリーの表現型をもち、

そのリガンドであるMIP－3αに対して遊走能を発揮することが示された。

7－7．健常人末梢血CDげT細胞中におけるCCR4の発現解析

CCR4はIL－4， IL－5を産生するTh2タイプのメモリーCD4＋T細胞に選択的に発

現しておりIFN一γを産生するTh1細胞にはほとんど発現していない【21，30】。しかし、

CD8＋T細胞におけるCCR4発現細胞の詳細な解析は行われていない。そこで、私

は健常人PBMCにおける細胞表面上のCCR4の発現を解析するため、健常人

PBMCを抗CD3、CD8、CCR4抗体にて染色し、CD3℃D8＋T細胞中における
CCR4陽性細胞の解析をおこなったところ、約296のCD8＋T細胞集団にCCR4の発

A     G姻。．C。・毛、焼．1，．         現が確認された。同様の解析

萎曝匿： ≡講蝦藻
         む
B                   平均2．396±1．596であった

翻＿燭燭＿嬉
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li團
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C
葱25
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            一

（図9A）。

CD45RA’ CD45RA◎

図9．ヒトCDが丁細胞におけるCCR4

の発現解析

lA｝健常人PBMC（U－16）を抗CCR4，
CD8， CD3抗体で染色しCD3℃D8“丁

細胞中のCCR4発現を示した。15人の
健常人のCD3℃D8＋T細胞中のCCR4
発現細胞の割合をグラフに示した。平均

および標準偏差は図中に示した。IB｝

健常人PBMCを抗CD27， CD28，
CD45RA， CD8， CCR4抗体で染色し

CD8→T細胞中のCD271CD28’CD45RA各サブセットにお
けるCCR4の発現を解析した。 ICI 7人

の健常人から得られたCD♂T細胞中
のCD27’CD28’CD45RA各サブセットに

おけるCCR4の発現頻度の平均値およ
び標準偏差を示した。
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 次に、末梢CD8＋T細胞の分化・成熟段階におけるCCR4の発現を調べるため、

CD27、CD28、CD45RAの細胞表面マーカーを用いて、CD8“T細胞中の各

CD27CD28CD45RAサブセットにおけるCCR4の発現をフ画一サイトメトリーにて解

析したところ、CCR4はCD27higMo轍CD28＋CD45RA一のメモリーCD8＋T細胞集団に

多く含まれ、CD27℃D28＋CD45RA＋ナイーブサブセットやCD27’CD28’CD45RA＋み

エフェクターサブセットでは発現は確認されなかった（図9B）。同様の結果が7人の健

常人から得られたことからCCR4＋CD8＋T細胞はメモリーサブセットに存在するという

ことが示唆された（図9C）。

CCR6の結果で述べたように、CCR7はナイーブおよびTCMにおいて発現されてお

り、CCR5は主にTEMにおいて発現されている。またCCR6は早期TEMに発現すると

考えられる。図9の結果よりCCR4＋CD8＋T細胞はメモリーサブセットに存在するとい

うことが示唆されたため、CCR4の発現がCCR7， CCR5またはCCR6の発現に相

関関係があることが推察される。そこで、CD8＋T細胞におけるCCR4の発現と

CCR7， CCR5およびCCR6の発現との関係を6人の健常人で調べたところ（図10A）、
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CCR4℃D8＋T細胞中の35．096±18．8％が

CCR5を発現し、33．7％±6．9％がCCR7を発

現していた（data not shown）。一方、

CCR4＋CD8＋T細胞中CCR6を発現している

細胞は6．8％±2．8％であった。以上の結果よ

り、CCR4℃D8＋T細胞はCCR5， CCR7を一

部発現しCCR6を発現しない細胞集団である

ことが示唆された。
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  CCR4       CCR4

図10．CD♂丁細胞におけるCCR4， CCR5， CCR6， CCR7

の発現

｛A｝健常人U－27のPBMCを抗CD8、 CCR5、 CCR7、 CCR4

抗体で染色し、CD8＋T細胞中におけるCCR5またはCCR7
とCCR4の発現を解析した。％はCD♂T細胞中における各

サブセットの割合を示している。IB｝健常人PBMCを抗CD8、

CD27、 CD28、 CD45RA、 CCR5、 CCR7、 CCR4抗体で染

色しFACSにて解析を行った。CD27CD28CD45RAを用いて
CD8「’細胞を各サブセットに分けた後、 CCR4の発現が高い

CD27h㊨h’㎞『CD28＋CD45RA’の各サブセットをCCR5’

CCR7で展開し、各CCR5／CCR7サブセットにおけるCCR4
の発現をヒストグラムで表した。％はCD8＋T細胞中における

CCR7’CCR5それぞれのサブセットの割合を示している。ま

た、ヒストグラムにおける数字は各CCR5’CCR7サブセット

におけるCCR4陽性細胞の割合を示している。ネガティブコン

トロールとしてmouse lgG抗体を用いた。
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続いてメモリーCD8＋T細胞におけるCCR4、 CCR5およびCCR7の発現を調べ

るため、健常人のPBMCについ抗CCR5、 CCR7、 CCR4、CD8、 CD27、 CD28、

CD45RA抗体で染色しCD27＋CD28℃D45RA弓メモリーCD8＋T細胞における
CCR5、 CCR7、 CCR4の発現パターンを解析した。 CD271。wCD28＋CD45RA一のメモ

リーCD8＋T細胞において、CCR7＋CCR5’サブセットの39．4％、および

CCR7－CCR5一サブセットの22．5％がCCR4を発現していたのに対し、
CCR7’CCR5＋サブセットはほとんどCCR4を発現していなかった（図10B）。

CD271㎝CD28＋CD45回転一の細胞集団よりも未分化であるメモリーCD8＋T細胞が含

まれるCD27hゆCD28＋CD45RA一メモリーサブセットにおいても同様の傾向を示した。

同様の結果が5人の健常人で確認されたことからCCR4＋CD8＋T細胞は
CCR7＋ACCR5’CD27＋CD28＋CD45RA一サブセットをもちメモリーの表現型を示す可

能性が示唆された。

 次に私は末梢ヒトCCR4“CD8“T細胞がCCR4のリガンドであるTARC（CCL17）

およびMDC（CCL22）に対して特異的に遊走し、機能的な細胞であるか検討するため

遊走能の測定を行った（図11）。
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図11．CCL17σARC｝およびCCL22｛MDCIに対するCCR4℃D8尋丁細胞の遊走能

CCR4℃D8＋T細胞の遊走能を検討した。健常人PBMCを抗CD8，CCR5， CD27，CD28，CD45RA抗体で染色し、

FACSA舶耐にてCCR4を高発現するCCR5－CD27＋CD28＋CD45RAサブセットと対照としてCCR4の発現量が

低いCCR5℃D27◆CD28℃D45RA’サブセットをソーティングした。 CCU71TARC（黒）を細胞走化性因子としそれ

ぞれの細胞集団の遊走能をEZ－TAXIScan四にて測定した。グラフは毎分ごとの遊走細胞の数を示している。ポ

ジティブコントロール（グレー）にはSDF－1を用い、ネガティブコントロールにはmediumを用いた（点線）。
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健常人PBMCを抗CD8， CCR5， CD27， CD28， CD45RA抗体で染色し、
FACSAriaTMにてCCR4を高発現するCCR5℃D27＋CD28＋CD45RA’サブセットと

対照としてCCR4の発現量が低いCCR5＋CD27＋CD28＋CD45RA一サブセットをソー
ティングした。T八RCおよびMDCを走化性因子としEZ－TAXIScanTMにて遊走能を測

定した。CCR4を20．3％発現するCCR5℃D27＋CD28＋CD45RA’メモリーCD8＋T

細胞は1rARCおよびMDCに対して高い遊走能が確認された。一方CCR4の発現が

低いCCR5＋CD27＋CD28＋CD45RA＋メモリーCD8＋T細胞はTARCおよびMDCに

対する遊走能は非常に低かった。同様の結果が異なる健常人でも確認された（図11）。

以上のことからヒト末梢血中のCCR4＋CD8＋T細胞はそのリガンドであるTARCおよ

びMDCに対して遊走能を発揮することが示され、さらにCD8＋T細胞上のCCR4が

機能的であることが示された。

7－8．CCR4℃D8“T細胞中におけるエフェクター分子Perrorin’GranzymeA’

  Granzyme Bの発現

 PelforinおよびGranzyme A I BはヒトCD8＋丁細胞を分類する際に非常に有効

な分化マーカーであり、CCR6の項でも述べたように、CD45RA一メモリーサブセット

は主にPerGraA－GraB’細胞（TcM）、Per4bwGraA＋GraB’細胞（早期TEM）、

Perl。wGraA＋GraB＋細胞（後期TEM）の3っの細胞集団から成り立っている。私はメモ

リーCCR4＋CD8＋T細胞のより詳細な表現型を解析するため、
CD27＋CD28＋CD45RA一サブセットにおけるCCR4陽性細胞のエフェクター分子の発

現を解析し、PerGra八GraB冒の発現系を示すCCR7＋CD8寺T細胞（TcM）と
Perll。wGraA＋GraB｝の発現系を示すCCR6＋CD8＋T細胞（早期TEM）と比較した。

 CD27highCD28＋CD45RA℃D8＋T細胞において、 CCR4＋サブセットの66．196が

Pe㎡orinおよびGranzyme Aを発現していない集団であった。また、 CCR7＋サブセッ

トも同様にPelforinおよびGranzyme Aを発現していない集団であった。一方、

CCR6＋サブセットの83．7％がPerforinの発現が低くGranzyme Aを発現している集

団であった（図12）。また、CD27highCD28＋CD45RA℃D8＋T細胞より分化・成熟の進

んだCD271。wCD28＋CD45RA℃D8＋T細胞でも同様の結果が得られた。

CD27＋CD28＋CD45RA℃D8＋T細胞においてCCR4＋サブセットはGranzyme Bを

発現していなかった（data not shown）。同様の結果が3人の健常人で確認された（図

12B）。以上の結果よりCD27＋CD28＋CD45RA－CD8＋T細胞においてCCR4＋サブセ

ットおよびCCR7＋サブセットはCCR6＋サブセットよりも未分化なメモリーCD8＋T

細胞の集団であることが示唆された。
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（A）健常人由来のCD8＋丁細

胞を、抗CCR4， CCR7， CCR6，

CD27， CD28， CD45RA， CD8，

Perf。rin， Granzyme A抗体を

用 い て 染 色 し
CD27higM㎝弥CD28＋CD45RA．

メモリーCD8“T細胞の
CCR4＋， CCR6＋および
CCRブサブセットにおける

PerromおよびGranzyme A
の発現解析を行った。プロット

内の数字は各サブセットにお

けるPer1GraAの発現によっ
て分けられる細胞集団の割合

を示している。

但D同様の実験を3人の健常
人で行い各サブセットにおけ

るエフェクター分子の発現量

の検討を行った。得られた結

果の平均と標準偏差をグラフ

に示した。

CD27hゆCD28℃D45RA謄

7・9．CCR4℃D8廿細胞中におけるサイトカイン産生能の解析

 エフェクター分子の発現解析によってCCR4℃D27＋CD28＋CD45RA一および

CCR7＋CD27＋CD28＋CD45RA一サブセットにおけるPe市rinおよびGranzyme Aの

発現パターンに違いが確認されなかった。そこで私はこの2つのメモリーサブセットの

機能的差異をより詳細に検討するためサイトカイン産生能の解析を行った。

CD45RA℃D8＋T細胞よりCCR4“とCCRプサブセットをソーティング後、 PMAおよ

びlonomycinによって刺激し、 IFN哩， IL－2， TNF一α， IL－4の産生を測定した（図13A）。

一36・



A
CD45RA餉CD8＋

1廻
  ゆ   コロ   しげ   ゆご

  CCR4

sorting  圭21

    ゆ
■ゆ翼＝

SoIted CCR4＋CD45RA■CD8＋’「ceIls

 90．9

コご   ロじ    ぴ   ロ 

CCR4

i團’i囲圃翻
 1FN一γ     IL－2     TNF一α     1レ4

Sα†ed CCR7＋CD45RA幽 bD8＋Tcells

1匹］翰墨補
 ぜ   ガ   げ   の   げ                    ゆ  む   お   ゆ  ガ

  CCR7           CCR7

痙］掴掴
だ  ゆ  ほ  げ  ゴ    リ  メ   ゐ   ゆ  ぬ    お  ご   ゆ   の  げ

 1FN一γ    IL－2     TNF一α

4．2

め   ゆ   ロ  ね

lL－4

B

C

ゆ        100に    ゆ

難1器
。．⊆oo

奮§§鴛

§ヒ§。
L一     ）

L

2 ＿35
奥書・・

馨鉱・・

套慧§1・

琶巴o
L
   lFN一γ

   lL－2

■CCR4＋CD45RAgCD8＋Tcells

■CCR7÷CD45RA℃D8＋Tcells
P30．04

N冨4

1FN一γ IL曹2 ’「NF・α

■CCR4←CD45RA℃D8＋Tcells

■CCR7＋CD45RA－CD8＋Tcells

1レ4

D
   CCR4＋CD45RA－
    CD8＋Tcells

   ◆1◆ ◆ ◆   1◆
   ◆1◆ ◆    ◆1            ◆
    1           ■

TNFα◆1◆        ◆  ◆l
lL4  ◆■   ◆  ◆  ◆1

    コ              コ

（Pb｝匹鵬

◆ ◆

   ◆ ◆
◆   ◆

 ◆    ◆

2

1◆

◆1

◆1

    1
◆     1

  ◆ ；

   ◆1

1 回

⑳
CCR7＋CD45RA－
 CD8＋Tce闘s

1野

図13．CCR4℃D8←T細胞中におけるサイトカイン産生能

（A）健常人u－26よりAuto－MAcsによりcD8÷T細胞を分離し、さらにccR4＋cD45RA－cD8＋および
CCR7＋CD45RA℃D8＋サブセットをソーティングし分離した。分取した細胞をPMAおよびlonomycinによって刺

激し、IFN一γ， IL－2， TNF一α， IL－4の産生を測定した。数字は各サブセットにおけるサイトカイン産生細胞の割合を示

す。｛B）同様の実験を4人の健常人で行い、各サブセットにおけるサイトカイン産生細胞の頻度の平均値および

標準偏差を示した。

lC｝健常人U－26よりAuto－MACSによりCD8＋T細胞を分離後、ソーティングしCCR4℃D45RA－CD8＋および

CCR7＋CD45RA℃D8＋T細胞中のサイトカイン産生パターンを解析した。全CD8＋T細胞中に占める各サイトカイ

ン産生サブセットの割合を算出しグラフに示した。｛D⊃CCR4＋CD45RA℃D8÷およびCCR7＋CD45RA－CD8＋T細

胞中のサイトカイン産生プロフィールを解析した。Fig．13Cのデータに基づき、各細胞が共に産生しているサイトカ

インのパターンを解析し、円グラフに示した。

 ソートされた細胞の純度は、CCR4＋サブセットは90．996、CCR7＋サブセットは

87．596であった。CCR4“サブセットの3596がIFN一γおよび50％がIL－2， TNFα， IL－4
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をそれぞれ産生しているのに対してCCR7＋サブセットはIL－2， TNF一α， IL－4の産生量

が少なかった。同様の実験を4人の健常人で行ったところ、CCR4＋サブセットにおい

て70．6％および39．596の細胞がTNF一αおよびIL－4をそれぞれ産生していたのに

対して、CCR7＋サブセットではわずか28．896および6．6％の細胞がTNF一αおよび

IL－4を産生しているのが確認された（図13B）。以上の結果よりCCR4＋CD8＋メモリー

サブセットおよびCCR7＋CD8＋サブセット（TcM）間にTNF一αおよびIL－4産生能の機

能的差異があることが示唆された。

 続いてCCR4＋CD45RA℃D8＋T細胞におけるサイトカインの産生パターンを詳細

に解析するため、健常人U－26由来のPBMCをCCR4＋CD45RA’CD8＋サブセット

およびCCR7＋CD45RA℃D8＋サブセットにソーティングし、抗IFN一γ， IL－2， TNF一α，

lL－4抗体によって染色し解析を行った。30．31％のCCR4＋CD45RA℃D8＋T細胞が、

lFN一γ， IL－2， TNF一αを共に産生する集団であり、10．4％および17。3％の細胞が、それ

ぞれIL－2， TNF一α， IL－4および、 IFN一γ， IL－2， TNF一α， lL－4全てのサイトカインを産生す

る細胞集団であることが確認された（図13C）。またCCR4℃D45RA℃D8＋サブセット

はCCR7＋サブセットに比べ、1つの細胞が同時に多種類のサイトカインを産生する

マルチポテンシャルなメモリーCD8＋T細胞であることが示された（図13D）。以上の

結果よりメモリーCCR4＋CD8＋T細胞はCCR7＋CD8＋T細胞に比べて非常に機能的

な集団であり、IL－4などの2型サイトカイン産生能を持つことが示唆された。

7－10．CXCR3highおよびCXCR31。wのメモリーCDが丁細胞におけるサイトカイン産

   生能の解析

 ケモカインレセプターCXCR3は一部のB細胞およびT細胞において発現が認

められており、活性化することによってCD4＋T細胞上およびCD8＋T細胞上の

CXCR3の発現が増強されることも報告されている［29－331。ヒトCD4＋T細胞に

おけるCXCR3の発現に関する研究では、0型ヘルパーT細胞（ThO）および1

型ヘルパーT細胞（Th 1）において高い発現が確認されている【36，37】。健常人

PBMCにおける細胞表面上のCXCR3の発現を解析したところ、CD4＋T細胞では約

2096、CD8＋T細胞では約6096の細胞集団においてCXCR3の発現が確認された

（図14A）。また、細胞表面上のCXCR3の発現量によって、CXCR3の発現が高い

CXCR3high、 CXCR3の発現が低いCXCR310wおよびCXCR3をほとんど発現してい

ないCXCR3一の3グループに分けられることが判明し、ヒト末梢CD8＋T細胞中に

CXCR3highは約1096、 CXCR31。wは約5096存在した（図14A）。

 次に、末梢CD8＋T細胞の分化・成熟段階におけるCXCR3の発現を調べるため、

CD8＋T細胞中のCD27CD28CD45RA各サブセットにおけるCXCR3の発現をフロ
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一サイトメトリーにて解析したところ、エフェクターサブセットにはCXCR3highの集団は

ほとんど認められず、CD27℃D28＋CD45RA“のナイーブサブセットよりも

CD27h帥CD28＋CD45RA一 ｨよびCD27＋CD28℃D45RA＋1一サブセットに多く認めら

れた（図14B， C）。CXCR3の発現はメモリー細胞においてもっとも高く、また、その

発現はナイーブ細胞からメモリー細胞へ分化する過程で上昇し、メモリー細胞から

エフェクター細胞へ分化する過程で低下することが示唆された。
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図14．ヒトCD♂丁細胞におけるCXCR3の発現解析

｛A｝健常人PBMCを抗CXCR3， CD4， CD8， CD3抗体で染色しCD3℃D4←およびCD3℃D『T細胞中の

  CXCR3発現を示した。｛BD健常人PBMCを抗CD27， CD28， CD45RA， CD8， CXCR3抗体で染色し
  CD8弔T細胞中のCD27’CD28’CD45RA各サブセットにおけるCXCR3hゆおよびCXCR3㎞の発現を解析

  した。｛CD 8人の健常人から得られたCD8“T細胞中のCO27’CD28’CD45RA各サブセットにおける
  CXCR3highおよびCXCR3脚の発現頻度の平均値および標準偏差を示した。

そこで我々は多様な集団を含むメモリーCD8＋T細胞におけるCXCR3hゆと
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CXCR3b冊の機能的差異を明らかにするため、CD27＋CD28＋CD45RA－CD8＋T細

胞よりCXCR3highとCXCR3b睦の細胞集団をソーティング後、PMAおよび
lonomycinによって刺激し、 IL－2およびIFN一γの産生を測定した（図15）。CXCR3hゆ

の細胞はIFN一γとIL－2の両方を産生したことから、CXCR3hゆのメモリーCD8“T細

胞はIFN一γとIL－2を産生する能力を備えていることが示唆された。一方、 CXCR31㎝1一

にはIFN一γのみ産生する集団、IL－2のみ産生する集団、IFN一γとIL－2両方を産生する

集団、および、IFN一γとIL－2をどちらも産生しなかった4つの細胞集団が含まれ、

CXCR31。絶には少なくとも機能的に異なる4種の亜集団が存在した。ナイーブ

CD8＋T細胞にはIL－2のみを産生した集団およびIL－2とIFN一γのどちらも産生しなか

った集団の両者が存在したが、エフェクターCD8“T細胞にはIFN一γのみを産生した

集団およびIL－2とIFN哩のどちらも産生しなかった集団の両者が含まれた。これらの

結果から、IL－2のみを産生したCXCR310甑の細胞は未熟なメモリー細胞であり、

IFN一γのみを産生したCXCR3b睦の細胞はTEMであることが示唆された。どちらのサ

イトカインも産生しなかった細胞は未熟なメモリーT細胞か、あるいは分化・成熟過程

が進んだ後期TEMであると考えられた。また、異なる健常人由来の細胞を用いた実験

からも同様の結果が得られた。したがって、CXCR3hゆCD2プCD28＋CD45RA一の

CD8“T細胞は機能的な細胞集団であると考えられた。

CD45RA響CD8＋   CD27＋CD28寺
＝131

§・

1轡

683

45

蓬

。。ム。

B♂   ，ol  噂「  f   ガ     噂，  驚0   1♂   ガ   曜●

 CD28          CXCR3

CD27噸CD28＋CD45RA璽CXCR3k剛a「樽一

1囲錘；；

が   ね   ポ    ゴ   ず    ガ   ゆ    ぱ   ゆド  げ

  CXCR3          1FN一γ

 CD27←CD28←CD45RA－CXCR3hゆ

：i岡廻
  CXCR3          1FN哩

 CD27high CD28＋CD45RA＋        CD27・CD28－CD45RA＋8r圃一
      「♂                                          ず

欄0 @             269      23                    02       12

ロ                    ロリロ                                            げ

1・938・889｝    遷咽23175…聾・
・    サ曝          げ難、
♂げ。。。鷲69弩。。1。げ  。げ。が。・夢7讐副。判

  CXCR3          1FN．γ             CXCR3          1FN璽Y

CD27℃D28＋CD45RA－CXCR3㎞醐一、 CD27ゆCD28℃D45RA＋ナイーブおよびCD27－CD28一℃D45RA“←エフ

ェクター一CD8“T細胞の純度は、それぞれ96．0％、98．796、98．3％および99。096であった。

図15．メモリーCD8←丁細胞中の

CXCR3「1ゆおよびCXCR3㎞サブセッ

トにおけるサイトカイン産生

CD8◇T細胞をPMAおよびIonomycin
で刺激後、メモリーCD8＋T細口中の

CXCR3hゆおよびCXCR3剛一の細胞
におけるIFN－YおよびIL－2の産生を測

定した。健常人（U－13）より得られた

CD8→T細胞を抗CD27、CD28、
CD45RA、 CXCR3抗体をもちいて染

色後、FACSによリCD27＋CD28＋CD45RA℃XCR3hりh、
CD27＋CD28＋CD45RA℃XCR3b幅一、

CD27hゆCD28℃D45RA癌および
CD27－CD28－CD8“T細胞を分離した。

分離されたCD♂T細胞を96 well F

プレートにてPMAおよびlonomycinで
6時間刺激し、IFN哩およびIL－2産生細

胞をフローサイトメトリーで解析した。ソ

ーティングによるCD27＋CD28＋CD45RAロCXCR3hゆ 、
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7－11．CXCL91Mig》に対するCXCR3highおよびCXCR31。wCD8＋T細胞の遊走能の

   解析

 CXCR3を発現するリンパ球はCXCR3のリガンドであるCXCL91monokine
induced by IFN－Y（Mig）、 CXCL1011FN†inducible protein 10（IP－10）および

CXCL1111FN一γ一inducible T cell chemokine（1－TAC）の各ケモカインに対して遊走

反応を示すことが報告されている【36，371。そこで我々はCXCR3hi9hおよび

CXCR310wの細胞の間に機能的差異があるのか検討するため、遊走能試験を行った。

CXCR3highの細胞を多く含むCD27highCD28’サブセットおよびCXCR31。wの細胞を

多く含むCD2710wCD28’サブセットをそれぞれソーティングし、 EZ－TAXIScanにて遊

走能の測定を行った。CD27highCD28一サブセットは67．596および20．096の

CXCR3highおよびCXCR31。wの細胞集団が存在し、 CD2710wCD28一サブセットは

5．3％および55．1％のCXCR3highおよびCXCR310wの細胞集団が存在することが認

められた（図16）。CXCR3hi9h細胞を多く発現するCD27highCD28一サブセットは

CXCR310wの細胞を多く含むCD2710wCD28一サブセットに比べリガンドのMigに対し

て高い遊走能が確認された。同様の結果が異なる健常人でも確認されたことから、

CXCR3highCD8＋T細胞はCXCR3bwの細胞集団に比べ、そのリガンドに対して非常

に強い遊走能をもち、機能的細胞集団であることが示された。
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図16．CXCL9（Mig｝に対するCXCR3highおよび

CXCR310wCD8“丁細胞の遊走能

CXCR3の発現強度の差異がCXCL9／Migに対する

遊走能に影響するのか検討をおこなった。健常人

PBMCをanti－CD8，CD27，CD28，CD45RA mAbで

染色し、FACSAria㎜にてCXCR3を高発現する

CD27highCD28一サブセット（CXCR3highサブセット）

とCXCR3の発現量が低いCD271。wCD28一サブセッ

ト（CXCR31㎝サブセット）にソーティングした。

CXCL91Mig（赤）を細胞走化性因子としそれぞれの

細胞集団の遊走能をEZ－1脇XIScanTMにて60分間

測定した。グラフは毎分ごとの遊走細胞の数を示し

ている。ポジティブコントロール（緑）にはSDF－1を用

い、ネガティブコントロールには10％FCSIRPMIを
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8．考察

 CCR6はCD4＋丁細胞、 CD8＋T細胞で発現が確認されており、発現量はCD4＋T細

胞がCD8＋T細胞より5～6倍多く発現している【22】。私はCD8＋T細胞中における

CCR6の発現解析を行った結果、個人差が認められたことからCD27、CD28、

CD45RAを用いた分化・成熟段階におけるCCR6の発現解析を行った。 CCR6は非

常に限局された分画（CD28＋CD45RA’）で発現しており、CD2710w竹D28＋CD45RA冒

の分画とCD27highCD28＋CD45RA瞥で高い発現が確認された。この結果はCCR6が

CD45RO＋CD8“T細胞に特異的に発現するという報告およびCCR7＋みCD45RA一（TcM

およびTEM）に発現するという報告と一致している。このことから私はCCR6がCD8＋

T細胞においてメモリーの表現型に特異的に発現していると考えた。

 次に私はCCR5、 CCR7、 CCR6の発現の相関性を調査した。 CCR7はナイーブ

CD8＋T細胞、 TcMに特異的に発現しており、CCR5はTEMやエフェクターCD8＋T細

胞に発現しており、分化・成熟が進行するにつれて発現が低下することが報告されて

いる。CCR6＋CD8＋T細胞は多くがCCR5を発現し、 CCR7を発現していない集団で

あった。私はヒトメモリーCD8＋T細胞を調査するためTEMに特異的に発現しているこ

とが予想されるCCR6および分化マー』カーのCCR5、CCR7を用いて
CD27＋CD28＋CD45RA－CD8＋T細胞（メモリーの表現型）の分画をより詳細に解析し

た。CD27＋CD28＋CD45RA－CD8＋T細胞の分画はCCR5、 CCR7によって3つの分

画に分けられ、CCR6の発現パターンから
CCR5℃CR7＋→CCR5℃CR7一→CCR5＋CCR7一の順に分化が進んでいると考えられ

る。よってCD27＋CD28＋CD45RA’CD8＋T細胞においてCCR6’CCR5’CCR7＋の分

画がTcMであり、CCR6＋CCR5＋CCR7一の集団は分化・成熟の進んだTEMであること

が示された。

 エフェクター分子であるPe而rinおよびGranzyme AIBはヒト末梢CD8＋T細胞の

分化・成熟段階を同定する際に非常に有用なマーカーである。過去の報告により

Pe市rinはヒト末梢血PBMC中においてTEMおよびエフェクターサブセットに発現す

ることが示されている。最近、我々の研究室ではヒト末梢血CD8＋T細胞における

Pe市rin（Per）、GranzymeA（GraA）、GranzymeB（GraB）の発現をマルチカラー解析

によって解析したところ、CD8＋T細胞の分化・成熟においてPerGraA’GraB一→

PerGraA＋GraB’→PerbwGraA＋GraB一→Per1。wGraA＋GraB＋→Pe’。wGraA＋GraB＋

とエフェクター分子の発現が変化することを報告した【151。また、CD45RA一メモリー

サブセット中にPerGraA℃raB嶋細胞（TcM）、PerlbwGraA＋GraB’細胞（早期TEM）、

PerlowGraA＋GraB＋細胞（後期TEM）の存在を確認した［171。本研究において

CCR6＋CD27＋CD28＋CD45RA’サブセットはPerllowGraA＋GraB層の発現系を示した
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ことからメモリーCCR6＋CD8＋T細胞は早期TEMであり、細胞傷害活性を持たない可

能性が示唆された（図17）。

⑩ ⑩
CD27 hlgh’low

CD28＋
CD45RA

CD27暉
CD28→

CD45RA9

CD2710w

CD28■
CD45RA庸

■【一： 馴■■■■■■ヨ二巴■■■■■上巴

   翼躍層・羅■

     劃■曜躍囲■■■鑑

                   PerhighGraA＋GraB＋

図17．ヒトメモリーCD『T細胞の分化・成熟過程におけるケモカインレセプターの発現

 CD8＋T細胞の各分化段階におけるサイトカイン産生能の違いはエフェクター

分子と同様にヒトCD8＋T細胞の分化・成熟段階を研究する上で重要であると考

えられている。これまでの研究により、CD45RA＋CCR7一あるいは
CD45RA＋CD27一のCD8＋T細胞は、 IFN一γを産生するが1L－2は産生しないことが

報告されている。これらのことから、1FN一γ産生能はあるがIL－2産生能はない

CD8＋T細胞はエフェクターT細胞であることが示唆される。また

CCR7℃D45RA『TEMはIFN一γの産生能はあるがIL－2産生能が低く、
CCR7＋CD45RA－TcMはIFN一γ， IL－2をともに産生する細胞集団であることが報告

されている。本研究においてCCR6＋CD8＋T細胞はIFN一γ， IL－2， TNF一αを共に産生

する集団とIFN一γとTNF一αを産生する集団によって構成されていることが示された。こ

れらの結果はCCR6＋CD8＋T細胞がTEMに存在することを示唆するものである。また、

CCR6＋CD8＋T細胞はCCR7を発現しておらず、 Perforinの発現も低いことから、早

期TEMであることが示唆された。

 最近の研究によってEBV特異的CD8＋T細胞はCD27＋CD28＋CD45RA’のメモリ

ー表現型を持つことが報告されている。私はEBV特異的CD8＋T細胞における

CCR6、 CCR7、 CCR5の発現を確認した。その結果、 EBV特異的CD8＋T細胞にお

いてCCR5のみ発現が確認され、 CCR7、 CCR6は検出されなかった。 EBVの潜伏

感染期に発現している抗原（潜伏抗原；Iatent antigen）特異的なCD8＋T細胞は活性

・43一



化マーカーであるCD69が発現しておらず、 CD45RO陽性でCD62しが発現している

という報告がある【451。また、exWγoにおいて細胞傷害活性が無いことから［111、

EBV潜伏抗原特異的なCD8＋T細胞はTCMであることが推測されたが、今回の結果

ではTcM特異的な分化マーカーであるCCR7が検出されずCCR5のみ発現が高頻

度に確認されたことより、健常人における潜伏抗原特異的なCD8＋T細胞はTCMより

分化の進んだ分画に存在することが明らかとなった。また、EBVの再活性化時、早期

に発現する抗原（前早期抗原；lytic antigen）特異的なCD8＋T細胞におけるケモカイ

ンレセプターの発現はCCR5陽性細胞が大部分を占め、CCR6を発現している細胞

集団は5％程度であった。前早期抗原特異的なCD8＋T細胞は僅かに細胞傷害活性

を示し、CD45RAとCD45ROが共発現しているTEMであるという報告されている［431。

本実験では潜伏抗原特異的なCD8＋T細胞とは異なりCD27＋CD28－CD45RA一の細

胞集団が確認され、CCR5の発現が高かったことなどから、前早期抗原特異的な

CD8＋T細胞は潜伏抗原特異的なCD8＋T細胞より分化・成熟の進んだ分画に存在す

ることが示された。しかし、本実験では前早期抗原特異的なCD8＋T細胞の細胞数が

非常に少ない（CD8＋T細胞中0．0696）ため、今後、細胞数を増やし更なる検討が必

要だと考えられる。また、健常人ではEBVが潜伏感染期にあるため分化・成熟段階

に大きな変化は確認されなかったが、HIV患者や伝染性単核症を発症した患者は潜

伏抗原、前早期抗原特異的なCD8＋T細胞が抗原に対して強力な細胞傷害活性を示

し、Pe市rinやIFN一γなどの産生も増大するという報告があることから［45－47】、 EBV

エピトープペプチドを用いて健常人PBMCを刺激しEBV－BRLF－1特異的CD8＋T細

胞中のCCR6の発現を検討したところ、未刺激の状態に比べCCR6の発現が上昇し

ていた（data not shown）。これらの結果および知見より、一部のTEMは抗原提示細

胞上の抗原を認識後、CCR6を発現し腸管などの末梢組織に遊走され粘膜免疫に寄

与していることが考えられた。

 本研究によってCCR6＋CD8＋T細胞が早期TEMに特異的に発現していることを示し

た。CCR6は末梢血中のCD34＋血液前駆細胞を
GM－CSF（granulocyte－macrophage colony－stimulating factor）とTNF一αによって分

化させて得られた未熟樹状細胞や単球をGM－CSFとIL－4および分化誘導を休止さ

せるTGF一β1（transforming growth factor）を加えることによって発現する【25，26，

50】。さらにこの未熟樹状細胞を成熟樹状細胞に分化させるとCCR6の発現は急速

に低下しリンパ節へのホーミングレセプターであるCCR7が発現する［51，52】。以上よ

りCCR6は免疫応答のイニシエーションレセプターの一部を担っていると考えられて

いる。MIP－3αは腸管上皮細胞によって産生され、 IL－1βやTNF一αなどの炎症性サイト

カインによって産生量が上昇することが知られており［53】、MIP－3αの発現増加はクロ

ーン病や潰瘍性大腸炎で確認されている［54】。さらに健常人の腸管組織を病理染色
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した結果、CCR6を発現するT細胞の存在が確認されている【531。また、健常人の皮

膚組織においてMIP－3αの発現量は少ないが乾癬やアトピー性皮膚炎などの慢性皮

膚疾患患者では表皮ケラチノサイトからMIP－3αの産生が著しく増加することが報告

されている［551。乾癬患者の末梢血PBMCにおいてCCR6のmRNA量が健常人に

比べ有意に増加し、皮膚指向性T細胞にCCR6の高発現が認められている［56】。

 以上の知見および本研究で得られた結果からCCR6のリガンドであるLARC l

MIP－3α（CCL20）は皮膚および腸管に非常に多く発現しメモリーCCR6＋CD8＋T細胞

がMIP－3α特異的な遊走能を示したことや、 CCR6＋CD27＋CD28＋CD45RA’サブセッ

トにおいて腸管特異的なホーミングレセプターであるインテグリンα4β7の発現が有意

に高かったことからもヒト末梢CCR6＋CD8＋メモリーT細胞が腸管免疫および皮膚免

疫において重要な役割を担っていることが示唆された。

 ケモカインレセプターCCR4はthymus and activation regulated chemokine

（TARCICCL17）およびmacrophage－derived chemokine（MDCICCL22）をリガンド

にもつ。IL－4， IL－5を産生するTh2タイプのメモリーCD4＋T細胞に選択的に発現して

おりIFN一γを産生するTh1細胞にはほとんど発現していない［271。本研究ではCD8＋

T細胞においてCCR4を発現している細胞集団について詳細な解析を行った。

CCR4℃D8＋T細胞はCD27＋CD28＋CD45RA’サブセットに多く認められ、一部

CCR7を発現し、CCR5， CCR6の発現は僅かしか認められなかった。よって、

CCR4＋CD8＋T細胞はメモリー表現型をもつことが示唆された。

 続いてメモリーサブセットにおいてCCR4＋CD8＋T細胞の発現系をより詳細に解析

するため、エフェクター分子の発現パターンの解析を行い、PerGraA℃raB一の発現系

を示すCCR7＋CD8＋T細胞（TcM）とPe〆bwGraA＋GraB一の発現系を示す

CCR6＋CD8＋T細胞（早期TEM）と比較した。CCR4＋CD27＋CD28＋CD45RA℃D8＋T

細胞はPe而rin， Granzyme AIBを発現していない集団の割合が8096と最も多く、

CCR7℃D8＋T細胞（TcM）のPe市orin， Granzyme AIB発現パターンと同様の結果が

得られた。また、CCR6＋サブセットはPer子1。wGraA＋GraB一の発現パターンを示したこ

とから、メモリーCCR4＋CD8＋T細胞は早期TEMの表現型をもつCCR6＋CD8＋T細胞

よりも未分化なメモリーサブセットであることが示唆された（図17）。しかし、

CCR4＋CD8＋T細胞とCCR7＋CD8＋T細胞においてエフェクター分子の発現パターン

に差異が認められなかったため、私はメモリーCCR4＋CD8＋T細胞および

CCR7＋CD8＋T細胞（TcM）のサイトカイン産生能の比較検討を行った。

CCR4℃D45RA’CD8＋T細胞において7096がlL－2およびTNF一αをそれぞれ産生し、

4096がlFN一γを産生していた（図13）。一方、CCR7＋CD45RA℃D8＋T細胞では

TNF一αの産生量はCCR4“サブセットと比較して有意に低かった。
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 過去の報告では、ヒト正常表皮細胞株であるHaCaT細胞はIFN一γおよびTNF一α

で刺激することでCCR4のリガンドであるTARCを産生する［57，581。アトピー性皮膚

炎患者において末梢血中のIFN一γおよびTNF一αが上昇し、皮膚志向性

CCR4＋CD4＋T細胞が健常人に比べ有意に増加することが知られている。また、ヒト

アトピー性皮膚炎のモデルとして知られるNCINgaマウスを用いて皮膚基底層のケ

ラチノサイトがτARCを産生し、皮膚樹状細胞（dermal DC）によってMDCが産生さ

れることも報告されている［59】。これらの知見はアトピー性皮膚炎の患者体内におい

てCCR4のリガンドであるTARCおよびMDCによって遊走された
CCR4＋CD45RA℃D8＋T細胞が皮膚などの炎症部位で活性化UFN一γおよびTNF一α

を産生することで表皮ケラチノサイトや皮膚樹状細胞のTARCおよびMDCの産生を

促し、皮膚指向性リンパ球を誘導する可能性を示唆するものである。また、TNF一αは

内皮細胞に作用してE一二レクチンやVCAM－1， ICAM－1などの接着因子の発現を誘

導する。内皮細胞上で発現が上昇したVCAM－1にはCD8＋T細胞上のVLA－4が結

合し1CAM－1にはLFA－1が結合して抗原の存在する局所へのCD8＋T細胞の遊走を

元進ずる。また、IFN一γとTNF一αは相乗的に働いて内皮細胞を変形させることによっ

て血流の増加、血管透過性の二進、局所への白血球や組織液などの移行を促進す

る。以上のことからCCR4＋CD45RA℃D8＋T細胞は炎症時に皮膚組織に誘導され局

所免疫において重要な役割を担っていることが考えられる。

 ヒト末梢CD8＋T細胞においてCCR4は2型CD8＋T細胞に特異的に発現して

いるという報告がある。2型CD8＋T細胞はIL－4やIL－13を産生しIFN一γを産生

しない細胞集団であることが知られている。免疫応答における2型CD8＋T細胞

の役割は以前不明な点が多い。しかレその存在はHIVをはじめとする慢性感染

症や自己免疫疾患、アトピー性皮膚炎や乾癬などで確認されている【60，61］。本

研究においてPMAIIonomycin刺激によって40％ものCCR4＋CD45RA℃D8＋T

細胞がIL－4を産生することが確認された。また、同時にCCR4＋CD45RA℃D8＋T細

胞はIFN一γ， IL－2， TNF一αを共に産生する集団、IL－2， TNF一α， IL－4を共に産生する集

団、IFN一γ， IL－2， TNF一α， IL－4を産生する集団を含む不均一な集団であることを示した。

最近マウスにおいて2型CD8＋T細胞がTh2め分化を誘導するとの報告があり、

ヒトの末梢においてもIL－4産生CD8＋T細胞はナイーブCD4＋T細胞がTh2細胞

に分化・成熟するのを誘導している可能性がある。

 CD8＋T細胞はCD4＋T細胞と同様にCXCR3を発現していることが報告され

ている。しかしながら、これらの研究は細胞表面上のCXCR3の発現強度にまで

は言及していない。我々はCD8＋T細胞およびCD4＋T細胞中にCXCR3を高発

現しているCXCR3highの集団がごく一部存在していることを明らかにした。
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CXCR3highの細胞は主にCD27＋CD28＋CD45RA一およびCD27＋CD28－CD45RA＋←

の表現型を持つCD8＋T細胞中に認められた。

 CD27＋CD28＋CD45RA一の表現型を持つCXCR3bwトのCD8＋T細胞には、 IL－2

のみを産生する細胞、IFN一γのみを産生する細胞、その両者を産生する細胞、お

よび、どちらも産生しない細胞の4つの集団が存在した。したがって、メモリ

ー表現型を持つCXCR3bM－CD8＋T細胞には異なる分化段階のCD8＋T細胞が含

まれる。一方、CD27＋CD28＋CD45RA一の表現型を持つCXCR3highCD8“T細胞に

はIL－2とIFN一γの両方を産生する細胞しか存在しなかった。したがって、メモリ

ーCD8＋T細胞におけるCXCR3発現の増加は主にIL－2とIFN一γの両方を産生す

る能力を持った細胞集団において認められた。CXCR3highにおけるCXCR3の発

現強度はCXCR310wの約10倍高い。本研究によってCXCR3陽性細胞の遊走能

がCXCR3の発現強度に依存することが示されたことから、 CXCR3highのメモリ

ーCD8＋T細胞はCXCR310wのT細胞よりも炎症局所へより積極的に遊走すると

考えられる。CXCR3リガンドによって遊走したこれらのCXCR3hi9hCD8＋T細

胞およびCD4＋T細胞はIL－2のようなサイトカインによる刺激によって細胞増殖

が誘導され、炎症局所においてエフェクターCD8＋T細胞や種々のIFN一γなどの

サイトカインの産生によりウイルスの増殖を抑制すると考えられる。

 マウスにおけるCD8＋T細胞の分化において、TEMはエフェクター→TCMの分化段

階の間に位置し、’ηM1γoから取り出した状態で細胞傷害活性を示す。また、TEMは二

次リンパ組織に存在するTCMとは異なり、肺、腸管粘膜層などの非リンパ組織に多く

存在することが報告されている。しかし、ヒトにおけるTEMはlL－2を産生し増殖能の高

いメモリーCD8＋T細胞と細胞傷害活性を持つエフェクターCD8＋T細胞の間に位置

する分画という定義しかされておらず、依然として不明な点が多い分画である。本研

究における、ケモカインレセプターCCR6， CCR4， CXCR3の発現分布の解析、およ

びその発現細胞の機能的解析はヒトTCMおよびTEMの分類において極めて重要であ

る（図17）。これらのケモカインは免疫組織の形成や機能維持に必須の役割を担って

おり、様々な細胞群が局所・全身で複雑に影響しあっていると考えられる（図18）。ヒ

トにおけるメモリーCD8＋T細胞に発現する表面抗原分子やケモカインレセプターが

明らかにし、その機能と維持機構および分化機構を解明することが難治性の感染症

におけるワクチン開発、腫瘍免疫における臨床研究の発展に寄与するものと考えら

れる。
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CCR4を発現するmemory T細胞は
逡?g織に遊走し、TNF一αやIL－4を

ｷることで2型リンパ球の遊走を誘導する

 CCR7を発現した
@ naive T細胞は

健?ｩらリンパ節へ入る

G

CCR7を発現する

り

central memory T細胞は

脾臓にホーミングする naive T細胞は
o 抗原を求め全身を循環する

o
CCR6を発現した

eπector memory T細胞は

腸管組織に遊走する CXCR3high，CCR5を発現した
閥 eπector memory T細胞が

末梢の感染巣へ遊走する

図18．ヒトCD8“T細胞の分化段階とケモカイン反応性
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9．結語

 これまでのCD8＋T細胞の分化および活性化の研究の多くはマウスをモデルとして

進められてきた。しかし、ヒトとマウスではCDげT細胞の分化および活性化経路は異

なり、特にメモリーCD8＋T細胞の維持においてはヒト独自の維持機構があるのでは

ないかと考えられている。近年、エフェクター分子や、様々な分化マーカーの発現パタ

ーンなどから少しずつCD8＋T細胞の分化・成熟の過程が明らかになってきているが、

CD8＋T細胞の分化段階およびその機能には不明な点が多い。また、ヒトにおける

CD8＋T細胞の分化経路、とりわけメモリーCD8＋T細胞、及びTEMの分化、特性に関

しては十分な検討がなされていない。本研究によって示されたヒトCD8＋T細胞におけ

るCCR6， CCR4， CXCR3の発現はTcMおよびTEMに限局しており、これらの分化・

成熟段階を明らかにするために重要なマーカーの1つだと考えられる。このようにヒ

ト末梢血中のメモリーCD8＋T細胞の分化・成熟過程を詳細に解析し不均一な

集団であるメモリーCD8＋T細胞集団を一つ一つ明らかにすることで、難治性の

感染症における効果的なワクチンの誘導、新規治療法の開発に貢献できること

を期待している。

一49・



10. 6XJZwt

1. Guidotti, L.G and Chisari, F.V., fo kill or to cure: options in host defense

  against viral infection. Curn Opin. tmmunoL 1996. 8: 478483.

2. Levy, JA, Mackewicz, C. E. and Barker, E., Controlling HIV pathogenesis:

  the role of the noncytotoxic anti-HIV response of CD8' T cells. ImmunoL

   foday 1996. 17: 217-224.

3. Trapani, J.A., Sutton, VR. and Smyth, M.J., CTL granule: evolution of

  vesicles essential for combating virus infections. Immunol. foctay 1999. 20:

  351-356.

4. Kaech, S.M., Wherry, E.J., Ahmed, R., Effector and memory TLcell

  diflerentiation: implications for vaccine development. Nat. Rev Immunol.

  2002. 2: 251-262.

5. Sallusto, F., Lenig, D., Forster, R., Lipp, M. and Lanzavecchia, A., TWo

  subsets of memory T lymphocytes with distinct homing potentials and

  eflector functions. Natune. 1999. 401: 708-712.

6. Sallusto, F., Gejinat, J. and Lanzavacchia, A, Central memory and effector

   memory T cell subsets: Function, Generation, and Maintenance. Annu. Re¢

   ImmunoL 2004 22: 745-763.

7. Wherry, E. J., leichgraber, V., Becker, -E: C., Masopust, D., Kaech, S. M.,

  Antia, R., von Andrian, U. H. et. al., Lineage relationship and protective

   immunity of memory CD8 T cell subsets. Nat Immunol. 2003. 4: 225-234.

8. Kaech, S. M., Hemby, S., Kersh, E., and Ahmed, R. Molecularand functional

   profiling of memory CD8 T cell diflerentiation. Cell. 2002. 111: 837-851.

9. Kaech, S.M., Tan, J. T., Wherry, E. J., Konieczny, B. -[, Surh, C. D., Ahmed

   R. Selective expression of interleukin 7 receptor identifies eflector CD8 T

   cells that give rise to long-Iived memory cells. Nat. Immunol. 2003; 4:

                              - 50 -'



  1191-1198.

10.Hamann, D., Baars, PA, Rep, M.H., Hooibrink, B., KerkhofGarde, S.R.,

  Klein, M.R. and van Lier, RA, Phenotypic and functional separation of

  memory and effector human CD8' T cells. J. E)(p. Med. 1997.186:

  1407-t418.

11.Tomiyama, H., Matsuda, T. and Takiguchi, M., Diflerentiation of human CD8'

  T ce11s from a memory to memoryleffector phenotype. J. Immunol. 2002. 168:

  5538-5550.

12.Hamann, D., Roos, M.T. and van Lier, R.A., Faces and phases of human

  CD8' T cell development. Immunoi. foday 1999. 20: 177-180.

13.Lanzavecchia A, and Sallust F. Dynamics of T lymphocyte responses:

  intermediates, effectors, and memory cells. Science. 2000; 290, 92-97.

14.Chang JT, Palanivel VR, Kinjyo l, Schambach F, lntlekofer AM, Baneojee A,

  Longworth SA. et. al., Asymmetric T lymphocyte division in the initiation of

  adaptive immune responses. Science. 2007; 315, 1689-1691.

15.Intlekofer AM, fakemoto N, Kao C, Baneojee A, Schambach F, Northrop JK,

  Shen H, et. al., Requirement for Tbet in the aberrant differentiation of

  unhelped memory CD8' T cells. J. E>(p. Med. 2007.204: 2015---2021.

16.Appay, V., Dunbar, P. R., Callan, M., Klenerman, P., Gillespie, G. M.,

  Papagno, L., Ogg, G. S. et. aL, Memory CD8' T cells vaiy in diferentiation

  phenotype in different persistent virus inicctions. Nat. Med. 2002. 8:

  379-338.

17.lakata, H. and lakiguchi, M. Three memory subsets of human CD8' T cells

  differently expressing 3 cytolytic eflector molecules. J Immunol. 2006. 177:

  43304340.

18.Masopust D, Vezys V Marzo L, and Lefrangois L. Preferential localization of

  eflector memory cells in non-lymphoid tissue. Science. 2001; 291:

                              -51-



  2413-2417s

19.lakata, H., fomiyama, H., Fujiwara, M., Kobayashi, N. and lakiguchi, M.,

  Cutting Edge: Expression of Chemokine Receptor CXCRI on Human

  Effector CD8' T Cells. J. ImmunoL 2004. 173:2231--2235.

20.Nishimura M, Umehara H, and Nakayama T Dual functions of

  fractalkine/CX3C ligand 1 in trarncking of perforin'/granzyme B' cytotoxic

  effector Iymphocytes that are defined by CX3CRI expression. J. ImmunoL

  2002. 168: 6173

21.Soler D, Humphreys TL, Spinola SM, Campbell JJ. CCR4 versus CCRtO in

  human cutaneous TH lymphocyte trafficking. BIood. 2003. 1Ol:1677-1682.

22.Liao, E, Rabin, R. L, Smith, C. S., Sharma, G, Nutman, T. B. and Farber, J.

  M., CC-chemokine receptor 6 is expressed on diverse memory subsets of T

  cells and determines responsiveness to macrophage inflammatory protein 3ct.

  J. ImmunoL 1999. 162: 186-194.

23.Carramolino L, Zaballos A, Kremer L, et.al. Expression of CCR9

  beta-chemokine receptor is modulated in thymocyte dificrentiation and is

  selectively maintained in CD8' T cells from secondary lymphoid organs.

  Blood. 2001I 97: 850.

24.Hieshima, K., lmai, T., Opdenakker, G, Vkan Damme, J., Kusuda, J., lei, H.,

  Sakaki, Y et. al., Molecular cloning of a novel human CC chemokine liver and

  activation-regulated chemokine (LARC) expressed in liver. Chemotactic

  activity for lymphocytes and gene localization on chromosome 2. J. Biol.

  Chem. 1997. 272: 5846-5853.

25.Power, C. A., Church, D. J., Meyer, A., Alouani, S., Proudfoot, A. E.,

  Clark-Lewis, l., Sozzani, S. et. aL, Cloning and characterization of a specific

  receptor for the novel CC chemokine MIP-3ct from lung dendritic cells. J. E>(p.

  Med. 1997. 186: 825-835.

'52-



26.Greaves, D. R., Wang, W., Dairaghi, D. J., Dieu, M. C., Saint-Vis, B.,

  Franz-Bacon, K., Rossi, D. et. al., CCR6, a CC chemokine receptor that

  interacts with macrophage inflammatory protein 3ct and is highly expressed

  in human dendritic cells. J. Lixp. Med. 1997. 186: 837-844.

27.Imai, T., M. Nagira, S. fakagi, M. Kakizaki, M. Nishimura, Wang J, Gray PW,

  Matsushima K, Ybshie O. 1999. Selective recruitment of CCR4-bearing Th2

  cells toward antigen-presenting cells by the CC chemokines thymus and

  activation-regulated chemokine and macrophage-derived chemokine. Int.

  ImmunoL 11: 81--88.

28.Imai, T, M. Baba, M. Nishimura, M. Kakizaki, S. lakagi, O. Ybshie. 1997 The

  T ce11-directed CC chemokine TARC is a highly specific biological ligand for

  CC chemokine receptor4. J. BioL Chem. 272: 15036-15042.

29.Godiska, R., D. Chantry, C. J. Raport, S. Sozzani, P. Allavena, D. Leviten, A.

  Mantovani, P. W. Gray. 1997. Human macrophage-derived chemokine

  (MDC), a novel chemoattractant for monocytes, monocyte-derived dendritic

  cells, and natural killer cells. J. E>(p. Med 185: 1595-･1604.

30.Campbell J. J., G. Haraldsen, J. Pan, J. Rottman, S. Qin, P. Ponath, D. P.

  Andrew, R. Wamke, N. Ruffing, N. Kassam, L. Wu, E. C. Butcher. 1999. The

  chemokine receptor CCR4 in vascular recognition by cutaneous but not

  intestinal memory T cells. Nature. 400: 776-780.

31.Qin S, Rottman J B, Myers P, et al: The chemokine receptors CXCR3 and

  CCR5 mark subsets of T cells associated with certain inflammatory reactions.

  J. CLin. Invest.,101: 746-754, 1998.

32.Jones D, Benjamin R J, Shahsaiaei A and Dorfman D M: The chemokine

  receptor CXCR3 is expressed in a subset of B-cell lymphomas and is a

  marker of B-cell chronic lymphocytic leukemia. BIood, 95: 627-632, 2000.

33.Loetscher M, Loetscher P, Brass N, Meese E and Moser B:

-53-



   Lymphocyte-specific chemokine receptor CXCR3: regulation, chemokine

   binding and gene localization. Eun J. tmmunoL, 28: 3696-3705, 1998.

34.Kim C H and Broxmeyer H E: Chemokines: signal lamps for trarncking of T

  and B ce11s for development and efector function. J. Leukoc. Biol., 65: 6-15,

   t 999.

35. Kim C H, Rott L, Kunkel E J, et al: Rules of chemokine receptor association

  with T cell polarization in vivo. J. Clin. Invest., 108: 1331-1339, 2001.

36.Loetscher M, Gerber B, Loetscher P, et al: Chemokine receptor specific for

   IPIO and mig: structure, function, and expression in activated -E:Iymphocytes.

  J. tixp. Med.,184: 963-969, 1996.

37.Cole K E, Srick C A, Paradis T J, et al: lnterferon-inducible T Cell alpha

  chemoattractant (I-TAC): A novel non-ELR CXC chemokine with potent

  activity on activated T Cells through selective high affinity binding to CXCR3.

  J. E>(p. Med., 187: 2009-2021, 1998.

38.Rabin R L, Alston M A, Sircus J C, et al: CXCR3 is induced early on the

  pathway of CD4' T cell differentiation and bridges central and peripheral

  functions. J. Immunol., 171: 2812--2824, 2003.

39.Sallusto F, Lenig D, Mackay C R and Lanzavecchia A: FIexible programs of

  chemokine receptor expression on human polarized T helper 1 and 2

   lymphocytes. J. E>(p. Med., 187: 875--883, 1998.

40.Gavioli, R., Kurilla, M. G., de Campos-Lima, PL O., Wallace, L. E., Dolcetti, R.,

   Murray, R. J., Rickinson, A. B. et. al., Multiple HLA-All-restricted cytotoxic

  1:lymphocyte epitopes of different immunogenicities in the Epstein-Barr

  virus-encoded nuclear antigen 4. J. V7roI. 1993. 67: 1572-1578.

41.Kuzushima, K., Hayashi, N., Kudoh, A., Akatsuka, Y, Morishima, Y and

  lsurumi, T., fetramer-assisted identification and characterization of epitopes

   recognized by HLAA*2402-restricted Epstein-Barr virus-specific CD8' T cells.

                              '54-



  Blood 2003. 1Ol: 1460-1468.

42.Wills, M. R., Carmichael, A. J., Mynard, K., Jin, X., Weekes, M. P., Plachter,

   B. and Sissons, J. G., The human cytotoxic T-lymphocyte (CTL) response to

  cytomegalovirus is dominated by structural protein pp65: frequency,

  specificity, and T- cell receptor usage of pp65-specific CTL. J. V7roI. 1996.

  70: 7569-7579.

43.AItman, J. D., Moss, P. A., Goulder, P. J., Barouch, D. H., McHeyzer-Williams,

   M. G, Bell, J. 1., McMichael, A. J. et. al., Phenotypic analysis of

  antigen-specific T Iymphocytes. Science 1996. 274: 94-96.

44. Kanegasaki, S., Nomura, Y, Nitta, N., Akiyama, S., lamatani, T., Goshoh, Yl,

  Ybshida, T et. aL, A novel optical assay system for the quantitative

   measurement of chemotaxis. J. Immunol. Methoals 2003. 282: 1-11.

45.Hislop, A. D., Gudgeon, N. H., Callan, M. F., Fazou, C., Hasegawa, H.,

  Salmon, M. and Rickinson, A. B., EBV-specific CD8' T cell memory:

   relationships between epitope specificity, cell phenotype, and immediate

  efiectorfunction. J. Immunol. 2001. 167: 2019-2029.

46.fomiyama, H., Takata, H., Matsuda, T and lakiguchi, M., Phenotypic

   classification of human CD8' T cells reflecting their function: inverse

   correlation between quantitative expression of CD27 and cytotoxic effector

  function. Eun J. ImmunoL 2004. 34: 999--1010.

47.Tussey, L., S. Spe[[er, A. Gallimore, and R. Vessey. Functionally distinct

   CD8'memory T cell subsets in persistent EBV intection are differentiated by

   migratory receptor expression. EuL J. ImmunoL 2000. 30: 1823-1829.

48.Catalina, M. D., Sullivan, J. L, Brody, R. M., and Luzuriaga, K. Phenotypic

   and functional heterogeneity of EBV epitope-specific CD8' T cells. J lmmunoL

   2002. 168: 41844191.

49.Hislop, A. D., Annels, N. E., Gudgeon, N. H., Leese, A. M., Rickinson, A. B.

                              -55-



  Epitope-specific evolution of human CD8' T cell responses from primary to

  persistent phases of Epstein-Barr virus infection. J E>(p Med. 2002. 195:

  893-905.

50.Yang, D., Howard, O. M., Chen, Q. and Oppenheim, J. J., Cutting edge:

  lmmature dendritic cells generated from monocytes in the presence of TGF-P

  1 express functional C-C chemokine receptor 6. J. ImmunoL 1999. 167:

  6644-6653.

51.Dieu-Noeq'ean, M. C., Vicari, A., Lebecque, S., Caux, C. Regulation of

  dendritic cell trafficking: a process that involves the participation of selective

  chemokines. J Leukoc Biol. Review. 1999. 66:252-262.

52.Yanagihara, S., Komura, E., Nagafune, J., Watarai, H., Yamaguchi, Y

  EBII/CCR7 is a new member of dendritic cell chemokine receptor that is

  up-regulated upon maturation. J Immunol. 1998. 161: 3096-3102.

53.lzadpanah, A., Dwinell, B., Eckmann, L., Varki, N. M. and Kagnoff, M. E,

  Regulated MIP-3ct / CCL20 production by human intestinal epithelium:

  mechanism for modulating mucosal immunity. Am J Physiol Gastrointest

  Liver Rhysiol. 2001. 280: G71 O-G719. '

54. Kwon, J. H., Keates, S., Bassani, L., Mayer, L. F. and Keates, A. C., Colonic

  epithelial cells are a major site of macrophage inflammatory protein 3ct

  (MIP-3ct) production in normal colon and inflammatory bowel disease. Gut.

  2002. 51: 818-826.

55.Homey, B., Dieu-Nosjean, M. C., Wiesenborn, A., Massacrier, C., Pin, J. J.,

  Oldham, E., Catron, D. et. aL, Up-regulation of macrophage inflammatory

  protein-3 alphalCCL20 and CC chemokine receptor 6 in psoriasis. J.

  ImmunoL 2000. 164: 6621-6632.

56.Schmuth, M., Neyer, S., Rainer, C., Grassegger, A., Fritsch, P., Romani, N.

  and Heufler, C., Expression of the C-C chemokine MIP-3 alpha/CCL20 in

                             -56-



   human epidermis wit.h impaired permeability barrier function. E>(p DermatoL

  2002. 11: 135-142.

57.Vici)stergaard, C., Bang, K., Gesser, B., Ybneyama, H., Matsushima, K., and

   Larsen., C. G A Th2 chemokine, TARC, produced by keratinocytes may

  recruit CLA'CCR4' lymphocytes into Iesional atopic dermatitis skin. J. Invest.

  DerrnatoL 2000. 115: 640-646.

58.Vestergaard, C., Ybneyama, H., Murai, M., Nakamura, K., 11amaki, K.,

  ferashima, Yl, lmai, T., Ybshie, O., lrimura, T, Mizutani, H., and Matsushima,

   K. Overproduction of Th2--specific chemokines in NC/Nga mice exhibiting

  atopic dermatitis-like lesions. J CIin Invest. 1999. 104: 1097-1105.

59.Geginat, J., Lanzavecchia, A., and Sallusto, F. Proliteration and

  differentiation potential of human CD8' memory 1:cell subsets in response to

  antigen or homeostatic cytokines. Blood. 2003. 1Ol : 4260-4266.

60.Austin, L. M., Ozawa, M., Kikuchi, -l:, Walters, 1. B., and Krueger, J. G The

  majority of epidermal T cells in Psoriasis vulgaris lesions can produce type 1

  cytokines, interferon-gamma, interleukin-2, and tumor necrosis factor-alpha,

  defining TCI (cytotoxic T lymphocyte) and THI effector populations: a type 1

  diflerentiation bias is also measured in circulating blood T cells in psoriatic

  patients. J. Invest. DermatoL 1999. 113: 752-759.

61.lezzi, G., Boni, A., Degl'lnnocenti, E., Grioni, M. Bertilaccio, M. Tl, and

   Bellone, M. TYpe 2 cytotoxic T lymphocytes modulate the actMty of dendritic

  cells toward type 2 immune responses. J. ImmunoL 2006. 177: 2131-2137.

-57-


	標題
	目次
	要旨
	Summary

	参考論文
	謝辞
	略語一覧
	研究の背景と目的
	1.はじめに
	2.メモリーT細胞とは
	3.メモリーCD8＋T細胞サブセットと機能
	4.マウスにおけるTCMおよびTEMの分化経路
	5. 末梢におけるヒトCD8+T細胞の分化・成熟の概要
	6.エフェクターT細胞およびメモリーT細胞とケモカイン
	7. 本研究の目的

	実験方法
	1.血液サンプルと血球分離《blood samples）
	2. 抗ヒト単クローン抗体（anti-human mAb(monoclonal antibodies))
	3.ペプチド（peptide）
	4. HLA class Iペプチド4量体(HLA class I EBV peptide tetramers)
	5. フローサイトメトリー解析(Flow cytometric analysis）
	6. ヒトCD8+T細胞の遊走活性の測定

	実験結果
	1. 健常人末梢血CD8+T細胞中におけるCCR6の発現解析
	2. CD8+T細胞中におけるCCR6、 CCR7、 CCR5の発現解析
	3. CCR6+CD8+T細胞中におけるエフェクター分子Perforin/GranzymeA/Granzyme Bの発現
	4. CCR6+CD8+T細胞中におけるサイトカイン産生能の解析
	5. テトラマーを用いたウイルス抗原特異的CD8+T細胞中の各サブセットにおけるCCR5、 CCR7、 CCR6の発現解析
	6. CCL20（MIP-3α)に対するCCR6+CD8+T細胞の遊走能の解析
	7. 健常人末梢血CD8+T細胞中におけるCCR4の発現解析
	8. CCR4+CD8+T細胞中におけるエフェクター分子Perrorin/GranzymeA/Granzyme Bの発現
	9. CCR4+CD8+T細胞中におけるサイトカイン産生能の解析
	10. CXCR3highおよびCXCR3lowのメモリーCD8+T細胞におけるサイトカイン産生能の解析
	11．CXCL91Mig》に対するCXCR3highおよびCXCR31。wCD8＋T細胞の遊走能の解析

	考察
	結語
	参考文献

