
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年 ６月２１日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：抗CD3抗体及び抗CD3/CD28抗体で刺激したマウスT細胞クローンの

培養上清を気管支平滑筋細胞包埋コラーゲンゲルに作用させたところ、マウスに移入・抗原チ

ャレンジの施行により遅発型喘息反応を惹起するT細胞クローンの培養上清を作用させた場合

にのみゲルの収縮が見られた。T細胞は活性化により、気管支平滑筋細胞を収縮させる物質を

産出し、遅発型喘息反応の発症において大きな役割を担っていることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Culture supernatants of anti-CD3 antibody- or anti-CD3/CD28 
antibodies-activated but not resting murine Th clones that conferred a late asthmatic 
response, induced the contraction of human bronchial smooth muscle cell-containing 
collagen gels. These results indicate that activated Th cells produce a contractile 
activity for bronchial smooth muscle in vitro and have an important role to confer a late 
asthmatic response. 
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１．研究開始当初の背景 
アトピー型喘息においては、抗原吸入によ
り 2種類の喘息反応、即時型喘息反応(IAR)
と遅発型喘息反応(LAR)が引き起こされるこ
とが知られている。IARは抗原吸入数分後に
引き起こされ、抗原特異的IgEのクロスリン
クによるマスト細胞の脱粒化が引き金とな
ることが明らかになっている。LARは抗原吸
入数時間後に起こり、IgEやロイコトリエン
の関与も指摘されているが、詳細なメカニズ

ムについてはまだ明らかになっていない。 
重症喘息の多くを占める非アトピー型喘
息では抗原特異的IgEが存在しないため、LAR
の発症はT細胞の活性化によるものとも考え
られている。喘息患者から採取した末梢血 T
細胞の抗原特異的増殖反応は、LARの程度と
相関があること、またT細胞エピトープペプ
チドの移入により、IgEやマスト細胞、浸潤
炎症細胞の存在なしにLARが惹起されること
が明らかになっている。LARの症状の 1つで
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ある気道閉塞は主に気管支平滑筋細胞の収
縮によるものと考えられているが、T細胞が
気管支平滑筋細胞の収縮を引き起こすこと
ができるかどうかについては明らかになっ
ていない。 
 
２．研究の目的 
我々の研究室ではこれまでに、卵白アルブ

ミン(OVA)特異的ヘルパーT細胞クローンを
樹立し、T細胞クローン移入マウス喘息モデ
ルを構築することで、喘息におけるT細胞の
役割について研究してきた。移入したT細胞
クローンをOVAチャレンジにより活性化する
ことで、肺組織において種々のサイトカイン
が産生され、続いて好酸球を含む炎症細胞の
浸潤が起こり、気道閉塞や気道過敏性の亢進
も惹起されることを報告している。T細胞ク
ローン移入マウス喘息モデルの利点として、
惹起される喘息反応は全てT細胞クローンの
活性化を起点とするものであり、液性免疫の
影響を排除できる点が挙げられる。これまで
に当研究室で樹立した 20種の T細胞クロー
ンには、マウスに移入しOVAチャレンジする
ことによりLARを惹起させるもの、気道過敏
性を亢進させるものがある。これらのT細胞
クローンの特性を明らかにすることは、T細
胞の活性化を起点とした喘息症状の発症メ
カニズムの理解につながる。 
そこで本研究では、LARを惹起する T細胞

クローン(T6-2、T6-7)と、LARを惹起しない
T細胞クローン(T6-10)を用いて、LARの発症
メカニズムの解明と新規治療ターゲットの
同定を目指し、DNAマイクロアレイにより活
性化T細胞クローンの遺伝子発現解析、活性
化T細胞クローン培養上清のサイトカイン測
定、さらに、活性化T細胞クローン培養上清
中に気管支平滑筋細胞収縮因子があるかど
うか、気管支平滑筋細胞包埋コラーゲンゲル
を用いて収縮アッセイを行った。 
 
３．研究の方法 
 T細胞クローン(T6-2、T6-7、T6-10)を抗
CD3抗体、抗CD3/CD28抗体で刺激し、刺激開
始6時間後に総RNAを抽出し、DNAマイクロ
アレイを用いて遺伝子発現解析を行った。 
刺激開始24時間後に培養上清を採取し
Krebs bufferに透析した。サンドイッチ
ELISA法により透析済サンプルのサイトカイ
ン濃度(IL-4、IL-5、IL-13、IFN-γ)の測定
を行った。また、透析済サンプルを用いて気
管支平滑筋細胞包埋コラーゲンゲル収縮ア
ッセイを行った。メーカーより購入したヒト
気管支平滑筋細胞をコンフルエントまで培
養し、24穴プレートに気管支平滑筋細胞包埋
コラーゲンゲルを作成した。透析済サンプル
(刺激なし、抗CD3抗体刺激、抗CD3/CD28抗
体刺激)をゲルに作用させ、経時的にゲルの

撮影を行い、画像解析ソフトを用いてゲルの
上底面と下底面の面積を求めた。ゲルの下底
面の面積を100%とし、そこから上底面の面積
(下底面の面積に対する割合)を差し引いて、
ゲルの収縮率を算出した。透析済サンプルを
作用させた際のゲル収縮率から、Krebs 
bufferのみを作用させた際のゲル収縮率を
差し引いた値を実収縮率とし、T細胞クロー
ン培養上清のゲル収縮活性を評価した。 
 
４．研究成果 
抗 CD3抗体、及び抗 CD3/CD28抗体で刺激
した T細胞クローン(T6-2、T6-7、T6-10)の
遺伝子発現解析を行ったところ、発現に変動
が見られる遺伝子が多く、LARの発症に直接
関与すると考えられる遺伝子候補を決定す
るには至らなかった。 
抗 CD3抗体、及び抗 CD3/CD28抗体で刺激
した T6-2、T6-7の培養上清を気管支平滑筋
細胞包埋コラーゲンゲルに作用させたとこ
ろ、ゲルの実収縮率は時間依存的に増加した
(図1)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 気管支平滑筋細胞包埋コラーゲンゲル
の収縮活性 (1)T6-2 (2)T6-7 (3)T6-10 
白: 刺激なし、薄灰: 抗CD3抗体刺激、 
濃灰: 抗CD3/CD28抗体刺激 
*p<0.05 測定開始15分後の実収縮率と比較 
†p<0.05 同測定時間の刺激なしサンプルの
実収縮率と比較 



 

 

刺激なしの T6-2、T6-7の培養上清を用いた
場合では、ゲルは収縮しなかった。抗
CD3/CD28抗体で刺激した T6-2、T6-7の培養
上清を作用させた場合では測定開始 60分後
に、抗 CD3抗体で刺激した T6-2、T6-7の培
養上清を作用させた場合では測定開始 90分
後に、ゲルの実収縮率は刺激なしの実収縮率
より高くなった。一方でT6-10の培養上清を
作用させた場合では、抗 CD3抗体、及び抗
CD3/CD28抗体で刺激したサンプルにおいて
もゲルは収縮しなかった。以上の結果から、
抗 CD3抗体、及び抗 CD3/CD28抗体で刺激し
た T6-2、T6-7の培養上清は、気管支平滑筋
細胞包埋コラーゲンゲルを収縮させたこと
から、T細胞は他の炎症細胞の介在なしに、
気管支平滑筋細胞を収縮させる能力を持つ
ことが明らかになった。T6-2、T6-7は、マウ
スに移入しOVAをチャレンジすることにより
LARを惹起させることが出来るT細胞クロー
ンである。一方でT6-10はLARを惹起しない
T細胞クローンであるため、T細胞クローン
の気管支平滑筋細胞包埋コラーゲンゲル収
縮活性は、LARの惹起と関連があることも明
らかになった。 
抗 CD3抗体、及び抗 CD3/CD28抗体で刺激
したT6-2、T6-7、T6-10のサイトカイン産生
を調べるため、サンドイッチELISA法を用い
て IL-4、IL-5、IL-13、IFN-γの濃度を測定
した(表1)。 
 
表1 T細胞クローンのサイトカイン産生 

  
N: 刺激なし、3: 抗CD3抗体刺激、3/28: 抗
CD3/CD28抗体刺激 
 
抗 CD3抗体、及び抗 CD3/CD28抗体で刺激し
た場合、T6-2、T6-7の培養上清ではTh1型サ
イトカインである IFN-γの産生が見られた。
一方でT6-10では、刺激下においてはTh2型
サイトカインであるIL-4、IL-5、IL-13の産
生が見られた。LARを惹起する T細胞クロー

ンである T6-2、T6-7は Th1型サイトカイン
を産生する T細胞であることがわかったが、
Th1型サイトカインを産生する T細胞クロー
ン全てがLARを惹起させることが出来るわけ
ではない。本研究には用いなかったが、T5-3
というT細胞クローンはTh1型のサイトカイ
ン産生パターンを示すがLARを惹起させるこ
とは出来ない。そのため、LARを惹起させる
ことの出来るT細胞クローンのフェノタイプ
はサイトカイン産生パターン以外のものに
あると考えられる。 
本研究により、T細胞は活性化により気管
支平滑筋細胞を収縮させる物質を産出し、
LARの発症に対して大きな役割を担い得るこ
とを明らかにした。刺激時間によるゲル収縮
活性の変化を測定し、さらに培養上清に含ま
れる物質を二次元電気泳動や質量分析など
で解析することにより、気管支平滑筋細胞収
縮活性をもつ物質の同定ができるものと考
えられる。このT細胞由来の気管支平滑筋細
胞収縮物質の同定は、重症喘息の新規治療タ
ーゲットの候補として期待されるものと考
えられる。 
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