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研究成果の概要（和文）：本研究では糖脂質を認識した NKT細胞が、それが産生するサイトカ
インによりメモリーCD4 T細胞の増殖を誘導することがわかった。特に II型 NKT細胞は生体
内においてメモリーCD4T細胞の維持に関与することも明らかとなった。また活性化した NKT
細胞はメモリーTh2細胞の機能変化を誘導し、喘息の症状を改善した。したがって、活性化し
た NKT細胞はメモリーT細胞の数と機能を制御することがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）：Activation of NKT cells with glycolipid ligands induced a dramatic 
proliferation and expansion of memory CD4 T cells.  Type II NKT cells were also required for efficient 
maintenance of memory CD4 T cells in vivo.  Activation of iNKT cells resulted in decreased capability 
to induce Th2 cytokines and eosinophilic airway inflammation.  Thus, activated NKT cells directly 
regulate memory CD4 T cell pool size and function via the production of cytokines in vivo. 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学･免疫学 
キーワード：アレルギー･免疫関連疾患. 
  
１．研究開始当初の背景 
免疫システムにおける免疫システムにおけ

る T細胞や B細胞は「免疫記憶」という特殊
な機能を持っている。これは一度体内に侵入

した抗原に対し、メモリーT細胞が形成され、
再び侵入したときにはこれらによって速や

かに抗原を排除するシステムである。これを

応用しているのがワクチンであり、他方では

免疫記憶がアレルギーや自己免疫疾患など

の免疫疾患に深く関与していると考えられ

ている。したがって、メモリーT細胞の形成・
維持機構を知り、これを制御することはワク

チン効果の増加や、免疫疾患の発症抑制につ

ながると考える。 
私たちの研究の着眼点は細胞同士の相互作

用によって、メモリーT 細胞を制御するとこ
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ろにある。私たちがこれまで着目してきたの

は第 4のリンパ球と呼ばれる NKT 細胞であ
る。NKT 細胞はこれまでに、活性化すると
産生するサイトカインや細胞間相互作用に

よって、他の免疫細胞に影響を及ぼすことが

報 告 さ れ て い る (Nature Immunol  
Vol.4:137-144 2003)。これまでの私たちの研
究により NKT 細胞のリガンドであるα-ガラ
クトシルセラミド(α-GalCer)をマウスに投与
すると、いずれの臓器においてもメモリー

Th2が増殖することがわかっている。さらに
は NKT 細胞活性化によりメモリーTh1 細胞、
Natural occurring memory CD4 T細胞や抗
原の免疫によって作成したメモリーCD4T細
胞さえ、増殖することが認められた。次に 抗
原非存在下でサイトカインに対するメモリ

ーTh1 または Th2 細胞の増殖反応を検討し
たところ、IL-2 がもっとも顕著にメモリー
CD4 T細胞の増殖を誘導した。したがって、
NKT細胞が産生する IL-2がTh1/Th2細胞の
増殖を誘導している可能性が考えられる。さ

らにα-GalCerを投与してから 30日後に、メ
モリーTh2 細胞依存的なアレルギー性気道
炎症反応を誘導し、肺胞洗浄液中の細胞浸潤

数を検討すると、特に好酸球 (Eos)の数が
α-GalCer 非投与群と比べ、顕著に抑制され
ていた 。このことから NKT細胞の活性化は
メモリーT 細胞を増殖させるだけでなく、そ
の機能を変化させることができると考えら

れる。これらの結果から NKT 細胞がメモリ
ーCD4T細胞の数と機能を制御できると考え
られる。 
 
２．研究の目的 
ⅠNKT 細胞によるメモリーCD4 T 細
胞の増殖機構の解明  
メモリーCD4 T 細胞の増加には活性化した
NKT細胞の産生するサイトカインとNKT細
胞とメモリーCD4 T 細胞との Cell-cell 
interaction という２つの可能性が考えられ
る。サイトカインではこれまでの結果から

NKT細胞の産生する IL-2が候補となってい
る。また NKT 細胞は活性化すると CD40L
などの co-stimulatory分子を発現し、またメ
モリーTh2 細胞にはα-GalCer のような糖脂
質を提示するための分子、CD1d がわずかで
あるが発現しているのが確認されている。し

たがって、活性化した NKT 細胞がその発現
する表面分子を介して、細胞間相互作用によ

りメモリーCD4 T 細胞を増殖させる可能性
が考えられる。そこで NKT 細胞が産生する
サイトカインの KO マウスや NKT 細胞の発
現する表面分子の KO マウスを用いて、

α-GalCer を投与したときにメモリーCD4T
細胞が増殖するかどうか検討する。これによ

り、どの分子が NKT 細胞によるメモリーT
細胞の増殖に関与しているのか同定する。 
 
Ⅱα-GalCer 投与後のメモリーCD4T 細
胞の機能変化の解析  
α-GalCer投与 30日後に OVA特異的メモリ
ーTh2細胞をマウスから回収して、抗原で刺
激したところ、その増殖は低下しており、ま

た IFN-γの産生亢進と IL-5 産生の低下がみ
られた。またα-GalCer投与後のメモリーTh2
細胞における STAT4 のリン酸化を検討した
ところ、その亢進が確認された。これに対し、

メモリーTh1 細胞で同様の検討を行ったが、
抗原刺激に対する反応性の変化は見られな

かった。これらのことからメモリーTh2細胞
の Th1 へのシフトが起こったと考えられる。
ナイーブ CD4T 細胞を Th1 に分化させる
IL-12 は NKT 細胞活性化により樹状細胞か
ら産生誘導されることから、こうしたサイト

カインがメモリーTh2細胞にどのように機能
的変化を与えたのか検討を行う。 
α-GalCer 投与後 3 日でメモリーCD4T 細胞
の増殖がピークとなり、次第に減少する。し

かしα-GalCer投与 90日経過しても、一部の
メモリーTh2 細胞は活性化マーカーである
CD69 を高発現し、BrdU の取り込みが高い
ことが分かっている。このことから、NKT
細胞が活性化されるとメモリーCD4 T 細胞
の Homeostatic proliferatinが亢進する可能
性が考えられる。そこで、一時的なメモリー

CD4T 細胞の増加だけでなく、メモリー
CD4T細胞維持の為の増殖についても亢進さ
せることができるか検討する。 
 
ⅢメモリーTh17またはメモリー iTreg細
胞の作成とそれに対するα-GalCer の影
響  
ナイーブ CD4T 細胞から分化するエフェク
ター T細胞として Th1または Th2細胞のみ
ならず、Th17細胞や iTregが知られている。
これらの細胞はアレルギー疾患や自己免疫

疾患などの免疫疾患に深く関わっているこ

とが知られている。当研究室では、Th17 と
iTreg の分化誘導の系はすでに確立済みであ
る。そこで、まずこれらの細胞がメモリー細

胞に分化するかどうか検討し、NKT 細胞の
活性化によってその数や、機能が変化するの

か検討する。  
 
ⅣNKT細胞のメモリーCD4T細胞維持に
おける生理的役割の解明と効果的なリガ

ンドの探索  



NKT 細胞を完全に欠損するマウス (CD1d 
KO)において、抗原特異的メモリーTh2細胞
を作成すると野生型マウスにおいて作成す

るのと比べ、顕著にその数が減少していた。

このことから、内在性のリガンドによって

NKT細胞が活性化され、メモリーCD4 T細
胞の形成または維持に関与する可能性が考

えられる。また NKT 細胞のリガンドには細
菌の細胞壁成分由来のものも知られており、

細菌感染時には NKT 細胞を介してメモリー
T 細胞を増加させる可能性が考えれる。そこ
で現在知られている内在性リガンドや細菌

由来のリガンドを投与してメモリーT 細胞が
増加するか検討する。また NKT 細胞は
α-GalCer により活性化されるとアナジーに
なることが報告されているが、樹状細胞にそ

れを pulse して NKT 細胞を活性化する方法
では NKT 細胞のアナジーが誘導されにくい
ことが知られている。そこでリガンドの種類

や投与方法についても検討することにより

NKT 細胞活性化によるメモリーCD4T 細胞
の増殖や機能変化をもっとも効率的に誘導

するものを探索する 
 
３．研究の方法 
ⅠNKT 細胞活性化によるメモリーCD4T
細胞増殖因子の同定  
これまで私たちは in vitroで OVA特異的エ
フェクターCD4細胞を分化誘導し、これらを
経静脈的に BALB/c マウスまたは BALB/c 
nu/nuマウスに移入したものをメモリーマウ
スとして用いている(業績 8)。このメモリー
マウスからメモリーTh2 細胞をフローサイ
トメーターにより回収し、CFSEラベルをす
る。この細胞を野生型マウスまたは IL-2 な
どの各サイトカインならびにCD40などの表
面分子ノックアウトマウスに移入し、

α-GalCer を投与後、CFSE の分裂によりメ
モリーCD4 T 細胞の増殖がみられるかどう
か検討する。これによりメモリーCD4 T細胞
の分裂がみられなかったマウスの欠損して

いる分子が、NKT 細胞活性化によるメモリ
ーCD4T細胞の増殖因子であることが分かる。 
 
Ⅱα-GalCer 投与後のメモリーCD4T 細
胞の機能変化の解析  
α-Galcer の投与によりメモリーTh2 細胞の
増殖や機能に変化がみられることから、

α-GalCer投与 30日後のメモリーTh2細胞を
フローサイトメーターにより回収し、これら

を DNA マイクロアレイを用いて非投与群と
の発現遺伝子の違いを検討する。RT-PCRを
用いてこれらの発現を確認したのち、I で同

定した分子によってメモリーCD4 T 細胞に
α-GalCer 投与時と同じ遺伝子の発現パター
ンを誘導できるか検討する。 
 抗原刺激に対する反応では、α-GalCer 投
与によりメモリーTh2 細胞の機能が Th1 へ
のシフトすることが分かっている。そこで、

メモリーTh2 マウスから脾臓細胞を調整し、
in vitro においてメモリー Th2 細胞を
α-Galcerで刺激する際に IL-12などに対する
中和抗体を同時に添加しておく。3 日後、メ
モリーTh2 細胞の STAT4 のリン酸化につい
てフローサイトメーターで解析し、メモリー

Th2 細胞の Th1 シフトを誘導する分子を特
定する。またメモリーTh2細胞をフローサイ
トメーターにより調整し、IL-12や IL-2など
のサイトカイン存在下で培養した場合に、ど

のような機能変化や遺伝子発現の違いが現

れるのか検討する。 
 α-GalCer投与がメモリーCD4 T細胞維持
の為の増殖を亢進するかどうか検討する為

に、CFSEで染色したメモリーCD4T細胞の
細胞移入の系を使用する。メモリーTh2また
は Th1マウスにα-GalCerを投与し、その 30
日後にそのマウスの脾臓からメモリーT 細胞
を回収する。そして CFSE でラベルした後、
これを BALB/cまたは BALB/c nu/nuマウ
スに移入する。2-3 週間後各臓器を摘出し、
移入したメモリーCD4T細胞が分裂している
かどうかフローサイトメーターにより検討

する。BALB/c など野生型マウスに移入した
場合は、Stedy state proliferation への、
BALB/c nu/nuなど免疫不全マウスに移入し
た場合は Homeostatic proliferation への
NKT細胞活性化による影響を観察する。 
 
Ⅲ他のメモリー細胞 (Th17、 iTreg)の機
能変化と in vivo モデル  
OVA 特異的な Th17 細胞や iTreg 細胞を in 
vitro で作成し、BALB/c または BALB/c 
nu/nuマウスに移入する。30日後に各臓器に
おいて、メモリーTh17またはメモリーiTreg
が作成されているかフローサイトメーター

により検討する。次にこれらのマウスに

α-GalCer を投与し、各臓器においてこれら
のメモリー細胞が増殖するのか検討する。ま

た、α-GalCer投与 30日後にこれらの細胞を
回収し、in vitro で抗原刺激を行い、それに
対するサイトカイン産生能や増殖能への影

響を検討する。Th17 細胞は自己免疫疾患だ
けでなくアレルギー性気道炎症反応を悪化

させることが知られていることから、Th17
細胞移入によりメモリーマウスを作成した

後、α-GalCerを投与した 30日後に OVAを



吸入曝露させ、アレルギー性気道炎症反応を

誘導する。そのときの気道気道抵抗値、肺胞

洗浄液中の細胞浸潤ならびに肺における粘

液産生を評価する。また iTregでは、メモリ
ーマウスを作成し、α-GalCer 投与の後にフ
ローサイトメーターにより回収する。そして

OVA/alum でアレルギー性気道炎症反応を

誘導したマウスに移入し、その抑制効果にど

のような影響がでるのか、上記と同様にアレ

ルギー性気道炎症反応の評価を行う。 
また抗原の免疫によって誘導されたメモリー

CD4T細胞の機能についても検討する。OVA
特異的TCR TgマウスからナイーブCD4T細
胞を調整し、BALB/c マウスに移入した後に
アジュバントなしで OVA により免疫し、40
日間飼育することでメモリー細胞を作成する。

そしてα-GalCerを投与して 30日後に脾臓中
のメモリー細胞を in vitroで抗原による再刺
激を行い、サイトカイン産生パターンを細胞

内染色法により検討する。また、再び OVA
を投与したときの IgG1 など血中抗体価を
ELISA 法にて計測することにより、活性化
NKT細胞のメモリーCD4 T細胞のクラスス
イッチ誘導能に対する影響を検討する。 
 
ⅣNKT 細胞のメモリーT 細胞維持におけ
る生理的役割の解明とリガンド探索  
これまでの研究から、CD1d KOマウスにエ
フェクターTh2 細胞を移入し、メモリー
CD4T細胞を作成すると、野生型に移入した
場合に比べ、その数は顕著に減少していた。

そこで他のエフェクター細胞でも同様の実

験を行い、メモリーTh2 細胞と同様に NKT
細胞が欠損している状態では他のメモリーT
細胞が形成または維持されにくいのか検討

する。また、CD1d KOマウスと野生型マウ
スに抗原で免疫して、この系でもメモリーT
細胞が形成されにくいか検討する。さらに

NKT細胞がメモリーCD4 T細胞の維持に関
与しているか検討するため、メモリーマウス

からメモリーCD4 T 細胞を回収し、CD1d 
KO マウスまたは野生型マウスに移入し、数
週間後に移入したメモリー細胞が CD1d KO
マウスの中で維持されているのかどうか検

討する。近年、NKT 細胞が現在主に使用さ
れている合成リガンドα-GalCer の他に、生
体内に存在する iGb3 やスフィンゴモナスの
細胞壁成分にある GSL-1 が知られている。
そこでこれらのリガンドを用いて、メモリー

T 細胞数の増加や機能変化をもたらすことが
できるのか検討する。  
これまで当該研究室ではα-GalCer をパルス
した樹状細胞をマウスまたは人に移入する

ことで、生体内の NKT 細胞を活性化し、そ
れが抗腫瘍効果を持つことを明らかにして

きた（Nature Immunol  Vol.4:137-144 
2003,Immunotherapy . Vol.1:73-82 2009）。
また樹状細胞を移入する方法はα-GalCer 単
独投与と異なり、NKT 細胞にアナジーを誘
導しにくいことが分かっている。そこで、マ

ウスの骨髄から樹状細胞を分化誘導し、それ

にα-GalCer をパルスしたものを作成する。
そして、それをメモリーマウスに移入するこ

とにより、メモリーT 細胞の数がリガンド単
独投与と同等に増えるかどうか検討する。ま

た繰り返しこの樹状細胞を移入することに

より、この移入の効果の増大がみられるかど

うか検討する。機能に関しても数と同様に、

抗原頻回投与により、より機能変化が認めら

れ、アレルギー性気道炎症反応モデルなどの

病態に大きな変化をもたらすかどうか検討

する 
 
４．研究成果 

本研究では、第4のリンパ球とされるNKT細
胞がメモリーT細胞の数と機能をどのように
調節しているのか明らかにし、活性化した

NKT細胞による効率的なメモリーCD4T細胞
の形成機構や、免疫疾患制御のメカニズムの

解明を目指した。 
 
INKT 細胞活性化によるメモリーCD4T
細胞増殖因子の同定  
これまではNKT細胞の活性化がメモリーTh1
またはTh2細胞の増殖を誘導することがわか
っている。そこでノックアウトマウスや中

和抗体を用いた実験から、NKT細胞の産
生するIL-2などのサイトカインがメモリー
Th1またはTh2細胞を増殖させていることが
わかった。特にセントラルメモリー細胞と呼

ばれる集団においてその増殖が顕著であった。 
 
Ⅱ  α-GalCer 投与後のメモリーCD4T 細
胞の機能変化の解析  
またα-GalCer投与によるメモリーTh2細胞は
NKTの産生するIL-2によりEomesの発現を
上昇させ、抗原刺激に対してよりIFN-γ産生の
増加とTh2サイトカイン産生の低下を誘導し
た。このことは分化が終了したと考えられる

Th2細胞は可塑性をもっており、NKT細胞の
活性化によりその機能を変化できることを示

す。 
 
Ⅲ他のメモリー細胞の機能変化と in vivo
モデル  
OVA特異的なメモリーTh17またはメモリー
iTreg が形成されるか検討した。次にこれら
のマウスにα-GalCer を投与し、各臓器にお



いてこれらのメモリー細胞が増殖するのか

検討した。また、α-GalCer 投与後にこれら
の細胞を回収し、in vitroで抗原刺激を行い、
それに対するサイトカイン産生能や増殖能

への影響を検討した。Th17 細胞移入により
メモリーマウスを作成した後、α-GalCer を
投与した後に OVA を吸入曝露させ、気道炎
症反応を誘導する。そのときの喘息症状を評

価した。OVA 特異的 TCR Tg マウスからナ
イーブ CD4T細胞を調整し、BALB/cマウス
に移入した後にアジュバントなしで OVA に
より免疫し、40 日間飼育する。そして
α-GalCerを投与して 30日後に脾臓中のメモ
リー細胞を in vitroで抗原による再刺激を行
い、サイトカイン産生パターンを細胞内染色

法により検討した。 
 
Ⅳ .NKT 細胞のメモリーT 細胞維持にお
ける生理的役割の解析とリガンド探索  
Th2 と同様に NKT 細胞が欠損している状態
では他のメモリーT 細胞が形成または維持さ
れにくいのか検討した。また、CD1d KOマ
ウスと野生型マウスに抗原で免疫して、この

系でもメモリーT 細胞が形成されにくいか検
討した。またメモリーマウスからメモリー

CD4 T細胞を回収し、CD1d KOマウスに移
入し、数週間後に移入したメモリー細胞が

CD1d KOマウスの中で維持されているのか
どうか検討した。また NKT 細胞のリガンド
の種類や投与方法、ならびに投与回数が、メ

モリーT 細胞数の増加や機能にどのような変
化をもたらすことができるのか検討した。 
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