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研究成果の概要（和文）：補助シグナル分子は細胞間相互作用において正あるいは負に応答を制

御することが知られている．我々は，以前の研究において，補助シグナルリガンドの1つである

マウスB7-H3の受容体がTLT-2であることを明らかにし，本研究ではそれらの機能を詳細に検討

した．まず，ヒトにおいてもB7-H3がTLT-2の受容体であり，B7-H3とTLT-2によりT細胞応答が

亢進することを明らかにした．次に，TLT-2は，CD8+ T細胞の細胞傷害活性を亢進することを明

らかにした．本研究により，B7-H3–TLT-2経路が抗腫瘍免疫応答を亢進することが示唆された． 

 
研究成果の概要（英文）：Co-signal molecules play important roles in positively or negatively regulate 

cell responses. We previously reported that new cosignal ligand murine B7-H3 and the receptor TLT-2 

enhance T cell responses. Here we investigate the precise mechanisms and found, in human system, 

B7-H3 upregulate T cell responses through the ligation with TLT-2, too. We also clarified TLT-2 

upregulates anti-tumor immunity through the enhancement of cytotoxicity by CD8+ T cells. These 

suggest that B7-H3–TLT-2 enhances anti-tumor immunity and imply that strong or continuous 

B7-H3–TLT-2 signaling lowers TLT-2. 
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１．研究開始当初の背景 
	 補助シグナル分子は細胞間相互作用におい

て正あるいは負に応答を制御している．我々

は，新規補助シグナル分子 B7-H3 の in vitro
および in vivoにおける機能を解析し，B7-H3
の Triggering receptor expressed on myeloid cell 
(Trem)-like transcript 2 (TLT-2, Treml2) である
ことを明らかにした．しかしながら，これま

で，B7-H3 の機能は免疫応答亢進と抑制の相
反する報告がなされ，はっきりとした理由付

けがないのが現状である． 
 
 
２．研究の目的 

上記のように，B7-H3 の受容体は TLT-2 で
あることを明らかにしたものの，まだそれら

の機能については不明な点が多い．そこで，

それらの機序を明らかにすべく，「B7-H3 と
その受容体の会合はどのような機構で免疫

応答を制御しているのか?」ということを目
的とした．一方，口腔がんを始め，いまだ明

らかとなってない難治性の口腔疾患におい

て，これらの分子が関与する可能性がある．

そこで，まず，これらの分子の口腔がんへの

関与を考え，「B7-H3 とその受容体は口腔が
んにおいてどのように機能しているのか？」

ということをさらなる目的とした．まず，ヒ

トにおけるそれら分子の機能について検討

した．また，マウス口腔がん由来細胞株をは

じめとする細胞株をもちいて，これらの分子

の機能を評価した． 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 遺伝子導入 
	 B7-H3および TREML2遺伝子は PCR法に
て取得し，エレクトロポレーションもしくは

レトロウイルスをもちいて遺伝子導入株を樹

立した． 
 
(2) 抗ヒト TLT-2抗体の樹立 
	 樹立した遺伝子導入細胞株 (DO11.10, T細
胞ハイブリドーマ) をもちいて BALB/cマウ
スを免疫し，それらのリンパ節細胞とマウス

骨髄腫細胞 P3X63Ag8.U1 (P3U1) を細胞融合
させることにより抗ヒト TLT-2抗体産生ハイ
ブリドーマを樹立した． 
 
(3) ヒト TLT-2の発現と機能評価 
	 ヒト CD4+細胞，CD8+細胞，CD19+細胞 (B
細胞)，CD14+細胞 (単球) 上の TLT-2の発現

は，健常人末梢血単核球細胞を，前述した抗

ヒト TLT-2抗体をもちいて，フローサイトメ
トリーにて検出した．ヒト CD4+細胞，CD8+

細胞は健常人末梢血より磁気分離システム 
(DynabieadsもしくはMACS) をもちいて調製
した．ヒト TLT-2遺伝子導 DO11.10，および，
ヒト CD4+細胞，CD8+細胞はヒト B7-H3遺伝
子導入マウスマストサイトーマ P815存在下，
抗 CD3抗体により刺激した．培養上清中のサ
イトカイン (IL-2，IFN-γ) 量は ELISAにより
測定した．一部の培養には抗ヒト TLT-2抗体
を添加した． 
 
(4) B7-H3による抗腫瘍免疫応答の評価 
	 マウス扁平上皮癌 SCC VIIおよびその
B7-H3遺伝子導入株は C3H/Heマウスの鼠径
部付近に皮下接種し，系時的に腫瘍塊サイズ

を測定した． 
	 マウスリンフォーマ EL4由来鶏卵白アルブ
ミン遺伝子導入株 E.G7およびその B7-H3遺
伝子導入株は，鶏卵白アルブミン特異的 TCR
トランスジェニックマウス OT-Iより調製し
た CD8+ 細胞と共培養し，JAM testにて細胞
傷害活性を測定した． 
	 未処理および坦癌マウスのリンパ節細胞腫

瘍浸潤細胞は一般的な方法で調製し，フロー

サイトメトリーにて TLT-2の発現を検討した． 
 
 
４．研究成果	 
 
(1) ヒト TLT-2の発現 
	 ヒト TLT-2は CD4+ T細胞および CD8+ T細
胞の一部に発現し，また，B細胞 (CD19+) お
よび単球 (CD14+) に発現した (図 1)． 
 

	 
図 1	 ヒト TLT-2の発現 
 
(2) ヒト TLT-2は CD4+ T細胞および CD8+ T
細胞の応答を増強する 
	 健常人より調製した CD4+ T 細胞もしくは
CD8+ T細胞を P815もしくはヒト B7-H3遺伝
子導入 P815 存在下抗 CD3 抗体により刺激を
したところ，IFN-γ産生応答が増強される傾向
が認められ，これらは抗 TLT-2抗体添加によ
り抑制された (図 2)．これらによりヒトにお



いても B7-H3と TLT-2の会合は T細胞のサイ
トカイン産生応答を亢進することがあきらか

となった． 
	 

 
図 2	 TLT-2による T細胞サイトカイン産生応答の亢進 
 
(3) 扁平上皮癌に対する B7-H3 による抗主要
免疫応答の亢進 
	 マウス B7-H3遺伝子導入マウス扁平上皮癌
SCC VII はその親株と比較して顕著に腫瘍成
長が抑えられており，腫瘍に存在する B7-H3 
により，腫瘍生長が抑制されることがあきら

かとなった (図 3) 
	 

	 

	 
図 3 扁平上皮癌に対するB7-H3による抗主要免疫応答の
亢進 
	 

(4) B7-H3による細胞傷害活性の亢進 
	 実際に，亢進した抗腫瘍免疫応答の機序を

検討すべく，CD8+ T 細胞の細胞傷害活性を
OT-I CD8+ T細胞と E.G7をもちいて検討した．
その結果，B7-H3遺伝子導入 E.G7に対して高
い細胞傷害活性が認められた (図 4)．これに
より，腫瘍に発現する B7-H3により直接 CD8+ 
T 細胞の細胞傷害活性が高められ，これによ
り，腫瘍生長が抑制されることが示唆された． 
	 

	 

	 

	 

	 
図 4	 B7-H3による E.G7に対する細胞傷害活性の亢進 
 
(5) TLT-2 による細胞傷害活性の亢進と腫瘍
浸潤リンパ球での発現低下 
	 実際に，TLT-2により CD8+ T細胞の細胞傷
害活性が上昇するかどうかを検討するため，

OT-I CD8+ T細胞に TLT-2を遺伝子導入し，
導入の指標となるGFP陽性細胞をセルソーテ
ィングにて取得した後，E.G7 と共培養した．
その結果 TLT-2の CD8+ T細胞への遺伝子導
入により細胞傷害活性の上昇が認められた 
(図 5)．さらに，坦癌マウスにおける TLT-2 の
発現を検討したところ，B7-H3 遺伝子導入
E.G7 坦癌マウスにおいては腫瘍浸潤 CD8+ T
細胞の TLT-2発現が低下していた (図 6)． 
	 

	 

	 
	 
図 5	 コントロールおよびTLT-2遺伝子導入CD8+ T細胞
の E.G7 (○) および B7-H3遺伝子導入株(●) に対する細
胞傷害活性	 

	 

	 
図 6	 未処理および坦癌マウスのリンパ節，腫瘍浸潤
CD8+ T細胞の TLT-2の発現 
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