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研究成果の概要（和文）： 
申請者らは、抗原 Xが存在しその Xに特異的な T細胞が増殖する条件下で、ごく少量しか存在

しない抗原 Yに依存して Y特異的な T細胞が活性化する現象を見出し、拡張抗原提示と命名し

た。本研究において拡張抗原提示が細胞接触と共刺激分子に依存し、生理的な自己抗原量に相

当する少量の抗原で誘導されること、また特定の T細胞レセプターに限定されずに生ずること

が判明した。拡張抗原提示は、自己免疫疾患において認められるエピトープスプレディングの

細胞免疫学的基盤となっている可能性が考えられ、新たな治療につながりうる重要な知見が得

られたといえる。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We have observed that in the presence of strong proliferation of antigen-X-specific 

T cells, co-existing T cells specific to antigen-Y exhibit activation in response to small 

amount of antigen-Y. We termed this phenomenon as‘Extended antigen presentation (EAP)’, 

a new mechanism of naïve T cell activation. This project revealed that the induction of 

EAP depends on cell-cell contact and the amount of EAP-inducing antigen is as small as 

that of physiological autoantigen. Moreover, the fact that EAP induction was observed 

in three different T cell receptor transgenic T cells suggested universal nature of this 

phenomenon. EAP may be an immunological basis for epitope-spreading in autoimmune disease, 

and our observation could contribute to the understanding of autoimmunity and the 

development of therapeutic strategy. 
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１．研究開始当初の背景 
 自己免疫疾患では自己免疫反応が病態に

関与しているが、その詳細な原因やメカニズ

ムは未だ不明である。自己免疫疾患における

一つの特徴として、複数の自己抗原に対する

T 細胞及び B 細胞レベルでの、免疫応答が出

現することが挙げられ、「エピトープスプレ

ディング」呼ばれる現象の関与が指摘されて

いるが、この詳細なメカニズムは不明である。 

 研究代表者らは新規に構築した拡張抗

原提示モデルを用いて、エピトープスプレデ

ィングの解析を行ってきた。具体的にはマウ

ス MHC クラス II分子 I-Ealpha 上のエピトー

プ(Ealpha52-68)に特異的な TEa T 細胞とニ

ワトリオボアルブミン(OVA323-339)に特異

的な OT-II T 細胞を用いた共培養系である。

OT-II T 細胞を大量の OVA 抗原に反応して十

分に増殖する Responder、TEa T 細胞をごく

少 量 の Ealpha ペ プ チ ド に 反 応 す る

Associator とし、この二組の T細胞と抗原を

抗原提示細胞と共に、抗原量を種々に変化さ

せて培養した。すると、Ealpha ペプチドが少

量で単独では Associator の TEa が殆ど分裂

しない条件下でも、十分量の OVA ペプチド存

在下に OT-II が強く分裂すると、TEa T 細胞

は著明に分裂することを見出した。 

 一般的にT細胞の活性化に関与する刺激と

して、抗原特異的な刺激と抗原非特異的な刺

激(サイトカンや共刺激分子)の大きく二つ

が挙げられる。T細胞の活性化を誘導する機

序の一つとして知られているbystander 

activationは「ある抗原Xに特異的なT細胞の

活性化が、別の抗原Yに対する免疫応答に伴

って生ずること」と定義され、サイトカイン

等の液性因子の影響が大きいと考えられて

い る (Bangs, S. C., Trends Immunol 

27:518-524, 2006)。そこで抗原特異的な刺

激と抗原非特異的な刺激(サイトカンや共刺

激分子)の寄与の重要性を検討するために、

MHCクラスII (I-Ab)とEalphaペプチドの複合

体に結合する抗体(Y-Ae) を用いてTEa T細胞

への抗原提示の阻害を試みたところ、OT-II

増殖下のTEa T細胞の分裂は著明に抑制され

た。 

これらの結果より、抗原 Xが大量に存在し

その Xに特異的な T細胞が十分に増殖する条

件下で、ごく少量しか存在しない抗原 Yに依

存して Y特異的な T細胞が活性化する現象を

観察した。また、抗原 X以外の抗原 Yによる

刺激に依存性が高い点で、従来の bystander 

activation とは異なる新しい活性化様式と

考え、これを拡張抗原提示 ‘Extended 

antigen presentation (EAP)’と命名した。

拡張抗原提示では免疫反応を惹起した抗原

とは異なる抗原に対する免疫反応が出現し

ており、自己免疫病態において観察されるエ

ピトープスプレディングの基盤現象である

可能性が考えられた。 

 
 
２．研究の目的 
 研究代表者らが新規に同定した拡張抗原

提示という現象がどのような条件下で生ず

るかを詳細に検討し、エピトープスプレディ

ングによる自己免疫疾患発症の細胞免疫学

的基盤となりうるメカニズムを明らかにす

ることを目的とした。具体的には以下の通り

である。 

 

(1)拡張抗原提示による T 細胞の活性化には

抗原刺激が必要であること、また特定の T細

胞にのみみられる現象ではないことを複数

の実験系を用いて明らかにする。 

①共培養系に抗原の存在しない Third party

と設定した T 細胞をおき、Third party の T

細胞の分裂を解析する。 

②Associator, Responder に設定する T 細胞

の組み合わせを変えた条件でも拡張抗原提

示がみられることを証明する。 

③IL-2添加により拡張抗原提示と同様のT細

胞の活性化が誘導されるかを検討する。 

④細胞間接着を阻害した際に拡張抗原提示

による T細胞の活性化が誘導されるかを検討

する。 



 

(2) 拡張抗原提示による T細胞の活性化と通

常の抗原提示による T細胞の活性化との差異

を明らかにする。 

①拡張抗原提示により活性化した T細胞の表

現型を解析する。 

②拡張抗原提示によって T細胞を活性化させ

る際の抗原量と通常の抗原刺激によって T細

胞を活性化させる抗原量は異なっており、

各々を抗原提示細胞上の MHCの占有率で比較

する。 

 

(3) これまでの実験では抗原提示細胞に放

射線照射をした脾臓細胞を用いていたが、抗

原提示細胞の種類によって拡張抗原提示に

よる T細胞の活性化がどのように変化するの

かを検討する。また、その際の抗原占有率に

ついても検討する。 

 

(4) 少量の抗原-MHC複合体によるTCR活性化

をサポートするような共刺激分子の関与を

検討する。 

 

(5) 拡張抗原提示における制御性 T細胞の関

与を検討する。 

 
 
３．研究の方法 
 3 種類の TCR トランスジェニックマウス

(TEa、OTII、2D2)由来の CD4 陽性 T細胞をそ

の特異抗原(Ealpha、OVA、MOG)と共に共培養

する。特異抗原の濃度や培養条件によって変

化する T細胞の分裂やサイトカイン、共刺激

分子の発現を解析する。以下に具体的な方法

を述べる。 

 

(1)①十分な抗原量に反応して増殖する

Responder,ごく少量の抗原に反応して増殖

する Associator とともに、特異抗原の全く

存在しない Third party T 細胞を共培養し、

各々の T細胞の分裂を確認する。 

②これまでは Associator を TEa T 細胞、

Responder を OTII T 細胞とし、実験を行って

来たが Associator を OTII T 細胞、Responder

を TEa T 細胞として実験を行う。 

③TEa、OTII、2D2 T 細胞に 5ng/ml の IL-2 を

添加する。これは拡張抗原提示による T細胞

の活性化が観察される際の IL-2濃度である。

拡張抗原提示による活性化を起こす抗原量

単独では、T 細胞はほとんど分裂しないが、

IL-2 添加によって、拡張抗原提示と同等の細

胞分裂を起こしうるのか検討する。 

④トランスウェルを用いて、上段に抗原提示

細胞と Responder の OTII T 細胞、下段に

Ealpha ペプチド、OVA ペプチドと抗原提示細

胞と Associator の TEa T 細胞を入れて培養

し、拡張抗原提示による Associator の TEa T

細胞の活性化を検討する。 

 

(2)①拡張抗原提示によって活性化した T 細

胞と通常の抗原提示によって活性化した T細

胞を各々FACS にて回収し、定量的 PCR によっ

て Foxp3、サイトカインの発現を検討する。 

②分子量の判明している Quantibriteビーズ

(BD)を用いて、拡張抗原提示によって T細胞

を活性化させる際の抗原量と通常の抗原刺

激によって T細胞を活性化させる抗原量を抗

原提示細胞上の MHC の占有率で比較する。 

 

(3)抗原提示細胞に放射線照射をした樹状細

胞と B細胞を用いて拡張抗原提示による T細

胞の活性化を検討する。また、Quantibrite

ビーズ(BD)を用いて、抗原占有率についても

検討する。 

 

(4)(2)で示された結果より、拡張抗原提示に

よる T細胞の活性化には通常の T細胞の活性

化とは異なるシグナルを介している可能性

が示唆された。共刺激分子のシグナルをブロ

ックする抗体を共培養して、拡張抗原提示に

よる T細胞の活性化に関与する分子を検討し

た。 

 

(5)Responderに制御性T細胞を含む細胞集団

と含まない細胞集団を共培養して比較した。 

 

 

４．研究成果 

(1)①共培養系に抗原の存在しない Third 

party の T 細胞は、Responder、Associator

が強く分裂するような条件において分裂し

なかった。このことは拡張抗原提示には特異

抗原の存在が必須であることを示している。 

②Associator を OTII T 細胞、Responder を

TEa T 細胞と設定しても、拡張抗原提示によ

る Associator T 細胞の活性化は観察された。

よって、この現象は特定の TCR をもつ T細胞

にのみ起こる現象ではないことが示された。 



③IL-2 添加のみでは、拡張抗原提示と同様の

Associator T細胞の活性化が誘導されなかっ

た。 

④トランスウェルを用いて細胞間接着を阻

害すると、拡張抗原提示による Associator T

細胞の活性化は見られなかった。 

以上より、拡張抗原提示の T細胞の活性化は

抗原依存的な現象であり、また特定の TCR に

限定されない現象であることが示された。 

 

(2) 拡張抗原提示による T細胞の活性化と通

常の抗原提示による T細胞の活性化との差異

を明らかにする。 

①拡張抗原提示により活性化した T細胞は通

常の抗原提示によって活性化した T細胞より

Foxp3、IFN-gamma の発現が共に上昇しており、

その表現型は明らかに異なっていた。 

②拡張抗原提示による活性化に必要な MHC上

の抗原占有率は、通常の抗原刺激に必要な抗

原占有率の 10 分の 1程度であった。 

これらより、拡張抗原提示は通常の抗原提示

とは全く異なる T細胞の活性化機構であるこ

とが示唆された。また、10分の 1の抗原量で

T 細胞の活性化が起きているということは、

通常の抗原提示とは異なる抗原刺激シグナ

ルを介している可能性が示唆された。 

 

(3)抗原提示細胞に樹状細胞を用いても B 細

胞を用いても拡張抗原提示による T細胞の活

性化は確認された。しかし、樹状細胞の方が

より強く T細胞の活性化を誘導することが示

された。抗原提示細胞が樹状細胞であっても

B 細胞であっても抗原占有率に差異は認めら

れなかった。 

 

(4) 抗 CD40L 抗体を共培養すると、拡張抗原

提示による T細胞の活性化を部分的に抑制し

た。これは CD40L シグナルが部分的に拡張抗

原提示による T細胞の活性化に関与している

こと、また、他の共刺激分子が関与している

可能性を示唆した。 

 

(5) Reponder に制御性 T細胞を含む T細胞を

用いると Responderの分裂は変化しないにも

かかわらず、Associator の分裂は著明に抑制

された。このことは特定の Responder に対す

る反応の特異性(Associator は分裂せず

Responder は分裂する)を、Responder と同じ

特異性の制御性 T細胞が保っていることを示

唆していると考えられた。また制御性 T細胞

が抑制能を発揮する際の抗原特異性につい

ては意義が定まっていないが、制御性 T細胞

の抗原認識に拡張抗原提示が関与している

可能性も示唆された。 

 

以上より、拡張抗原提示の抗原特異性が複

数の実験系を用いて示され、特定の TCR に限

定した現象ではないことも証明された。MHC

の抗原占有率や拡張抗原提示によって活性

化した T細胞の表現型から通常の抗原提示に

よる T細胞とは異なる活性化のメカニズムを

有している可能性が示唆され、CD40L が部分

的に関与していた。さらには、制御性 T細胞

が拡張抗原提示に抑制的に作用しており、抗

原特異的な反応を制御性 T細胞が担っている

可能性が示唆された。 

拡張抗原提示は自己免疫疾患発症の基盤

となる自己反応性Ｔ細胞活性化の細胞レベ

ルでの現象と考えられ、今後は生体内や動物

疾患モデルを用いての検討が急務である。炎

症に伴いサイトカインなどに依存して、抗原

非特異的に T 細胞が活性化する現象である

Bystander Activationは生体内での病態惹起

性が低いとされているが（Ehl, S., J Exp Med 

185:1241-51, 1997.）、拡張抗原提示によっ

て疾患が惹起されることが示されれば、炎症

に伴う自己抗原特異的な免疫寛容の破綻が

初めて証明されることになる。自己免疫疾患

における抗原特異的免疫寛容破綻の機序が

解明される意義は大きく、新しい治療戦略に

もつながる。 

拡張抗原提示による T細胞の活性化には抗

原提示が必須であるが、少量の MHC-抗原複合

体しか存在しない条件であることから、活性

化を補助および増強する抗原提示細胞上の

共刺激分子やサイトカインの関与が想定さ

れる。具体的なシグナルが判明すれば特定の

分子を阻害することにより、複数の自己抗原

に対する免疫応答の進行を阻害できる可能

性がある。例えば SLE において抗核抗体出現

から抗 2本鎖 DNA 抗体の出現までには間隔が

あるが、家族歴などハイリスクの個体の抗核

抗体出現時にエピトープスプレディングを

阻害することで、SLE 発症の予防が可能とな

りうる。また制御性 T細胞の自己抗原認識へ

の拡張抗原提示の関与が解明できれば、特定

の自己抗原投与により他の自己抗原に対す

る免疫応答を抑制する治療法の確立につな



がる可能性がある。 

今後のエピトープスプレディングの細胞

免疫学的基盤の解明により、自己免疫疾患発

症の予測や新しい治療法の開発など臨床応

用への展開が期待される。 
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